
JP 2020-502260 A 2020.1.23

10

(57)【要約】
単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレ
ックス解析のための組成物および方法が開示されている
。本開示の例示的な組成物は、そこに操作可能に連結さ
れた複数の捕捉剤を含む表面であって、各捕捉剤が、別
個の細胞内標的に特異的に結合し、複数の捕捉剤が、反
復パターンを形成する、表面と；複数のチャンバーを含
む基材であって、該基材が、該表面と放出可能にカップ
リングし、該複数のチャンバーの各チャンバーが、該表
面の該複数の捕捉剤の反復パターンの少なくとも１つの
反復を含む、基材と；細胞溶解組成物を含むコーティン
グ組成物と；官能化構成成分および伸長構成成分を含む
リンカー組成物とを含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組成物であって、
　　表面であって、そこに操作可能に連結された複数の捕捉剤を含み、各捕捉剤が、別個
の細胞内標的に特異的に結合し、該複数の捕捉剤が、反復パターンを形成する、表面と、
　　複数のチャンバーを含む基材であって、該基材が、該表面と放出可能にカップリング
し、該複数のチャンバーの各チャンバーが、該表面の該複数の捕捉剤の該反復パターンの
少なくとも１つの反復を含む、基材と、
　　細胞溶解組成物を含むコーティング組成物と、
　　官能化構成成分および伸長構成成分を含むリンカー組成物と
を含む組成物。
【請求項２】
　前記複数の捕捉剤が、２～２００種の間の別個の捕捉剤を含む、請求項１に記載の組成
物。
【請求項３】
　前記複数の捕捉剤が、２～１００種の間の別個の捕捉剤を含む、請求項１に記載の組成
物。
【請求項４】
　前記複数の捕捉剤が、２～５０種の間の別個の捕捉剤を含む、請求項１に記載の組成物
。
【請求項５】
　前記複数の捕捉剤が、２～２５種の間の別個の捕捉剤を含む、請求項１に記載の組成物
。
【請求項６】
　前記複数のチャンバーが、２～２０，０００個の間のチャンバーを含む、請求項１から
５のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項７】
　前記複数のチャンバーが、２～１２，０００個の間のチャンバーを含む、請求項１から
５のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項８】
　前記複数のチャンバーが、２～１０，０００個の間のチャンバーを含む、請求項１から
５のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９】
　前記複数のチャンバーが、２～５，０００個の間のチャンバーを含む、請求項１から５
のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記複数のチャンバーが、２～２，５００個の間のチャンバーを含む、請求項１から５
のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記複数のチャンバーが、２～１，０００個の間のチャンバーを含む、請求項１から５
のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記複数のチャンバーが、２～５００個の間のチャンバーを含む、請求項１から５のい
ずれか一項に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、同一の形状を有する、請求項１から１２のい
ずれか一項に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、少なくとも１つの寸法に関して等しい値を有
する、請求項１から１３のいずれか一項に記載の組成物。
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【請求項１５】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、各寸法に関して等しい値を有する、請求項１
から１４のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１６】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、円形である、請求項１から１５のいずれか一
項に記載の組成物。
【請求項１７】
　前記複数のチャンバーの前記各チャンバーが、少なくとも１０μｍの直径を有する、請
求項１６に記載の組成物。
【請求項１８】
　前記複数のチャンバーの前記各チャンバーが、少なくとも５０μｍの直径を有する、請
求項１６に記載の組成物。
【請求項１９】
　前記複数のチャンバーの前記各チャンバーが、少なくとも１００μｍの直径を有する、
請求項１６に記載の組成物。
【請求項２０】
　前記複数のチャンバーの前記各チャンバーが、少なくとも１０μｍの深さを有する、請
求項１７から１９のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２１】
　前記複数のチャンバーの前記各チャンバーが、少なくとも５０μｍの深さを有する、請
求項１７から１９のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２２】
　前記複数のチャンバーの前記各チャンバーが、少なくとも１００μｍの深さを有する、
請求項１７から１９のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２３】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、長方形である、請求項１から１５のいずれか
一項に記載の組成物。
【請求項２４】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、少なくとも１０μｍの第１の側面の長さを有
する、請求項１から１５または２３のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２５】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、少なくとも５０μｍの第１の側面の長さを有
する、請求項１から１５または２３のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２６】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、少なくとも１００μｍの第１の側面の長さを
有する、請求項１から１５または２３のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２７】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、少なくとも１０μｍの第２の側面の長さを有
する、請求項１から１５または２３から２６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２８】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、少なくとも５０μｍの第２の側面の長さを有
する、請求項１から１５または２３から２６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２９】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、少なくとも１００μｍの第２の側面の長さを
有する、請求項１から１５または２３から２６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項３０】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、少なくとも１０μｍの深さを有する、請求項
１から１５または２３から２９のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項３１】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、少なくとも５０μｍの深さを有する、請求項
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１から１５または２３から２９のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項３２】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、少なくとも１００μｍの深さを有する、請求
項１から１５または２３から２９のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項３３】
　前記基材が、ポリマーを含む、請求項１から３２のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項３４】
　前記ポリマーが、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）を含む、請求項３３に記載の組
成物。
【請求項３５】
　前記基材が、酸化した表面を有する、請求項３４に記載の組成物。
【請求項３６】
　前記ＰＤＭＳ基材が、射出成形による製造に先立ち、表面活性物質と混合されたＰＤＭ
Ｓプレポリマーから形成された、請求項３４または３５に記載の組成物。
【請求項３７】
　前記表面活性物質が、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００を含む、請求項３６に記載の組成物。
【請求項３８】
　前記表面が、ガラスを含む、請求項１から３７のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項３９】
　前記複数の捕捉剤の少なくとも１つの捕捉剤が、オリゴヌクレオチド、アプタマー、抗
体、抗体の機能的断片または抗体ミメティックを含む、請求項１から３８のいずれか一項
に記載の組成物。
【請求項４０】
　前記複数の捕捉剤の少なくとも１つの捕捉剤が、抗体を含む、請求項１から３８のいず
れか一項に記載の組成物。
【請求項４１】
　前記複数の捕捉剤の各捕捉剤が、抗体を含む、請求項１から３８のいずれか一項に記載
の組成物。
【請求項４２】
　前記コーティング組成物が、架橋組成物をさらに含む、請求項１から４１のいずれか一
項に記載の組成物。
【請求項４３】
　前記架橋組成物が、生体適合性ポリマーを含む、請求項４２に記載の組成物。
【請求項４４】
　前記細胞溶解組成物が、界面活性剤を含む、請求項１から４３のいずれか一項に記載の
組成物。
【請求項４５】
　前記細胞溶解組成物が、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００を含む、請求項１から４４のいずれ
か一項に記載の組成物。
【請求項４６】
　前記架橋組成物が、ポリ（ビニルアルコール）（ＰＶＡ）を含む、請求項４２から４５
のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項４７】
　前記架橋組成物が、３％ｖ／ｖ　ＰＶＡを含み、前記細胞溶解組成物が、０．２％Ｔｒ
ｉｔｏｎ－Ｘ－１００を含む、請求項４２から４６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項４８】
　前記架橋組成物が、グルタルアルデヒド組成物および塩酸（ＨＣｌ）組成物をさらに含
む、請求項４７に記載の組成物。
【請求項４９】
　前記グルタルアルデヒド組成物が、０．１％グルタルアルデヒドを含む、請求項４８に
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記載の組成物。
【請求項５０】
　前記ＨＣｌ組成物が、１０％ＨＣｌを含む、請求項４８または４９に記載の組成物。
【請求項５１】
　前記コーティング組成物が、シグナリング剤を含む、請求項１から５０のいずれか一項
に記載の組成物。
【請求項５２】
　前記コーティング組成物が、複数のマイクロスフェアとして製剤化される、請求項１か
ら５１のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項５３】
　前記コーティング組成物が、水を含む、請求項１から５２のいずれか一項に記載の組成
物。
【請求項５４】
　前記コーティング組成物が、水を含まない、請求項１から５２のいずれか一項に記載の
組成物。
【請求項５５】
　前記リンカー組成物が、少なくとも１週間、室温で分解しない、請求項１から５４のい
ずれか一項に記載の組成物。
【請求項５６】
　前記リンカー組成物が、少なくとも１ヶ月間、室温で分解しない、請求項１から５４の
いずれか一項に記載の組成物。
【請求項５７】
　前記リンカー組成物が、少なくとも６ヶ月間、室温で分解しない、請求項１から５４の
いずれか一項に記載の組成物。
【請求項５８】
　前記リンカー組成物が、少なくとも１年間、室温で分解しない、請求項１から５４のい
ずれか一項に記載の組成物。
【請求項５９】
　前記官能化構成成分が、前記基材と接触すると、少なくとも１個の官能基を該基材の表
面に共有結合させる、請求項１から５８のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項６０】
　前記表面が、前記複数のチャンバーの各チャンバーの内部表面を含む、請求項５９に記
載の組成物。
【請求項６１】
　前記表面が、前記複数のチャンバーの各チャンバーの各内部表面を含む、請求項５９に
記載の組成物。
【請求項６２】
　前記少なくとも１個の官能基が、シラン基である、請求項５９から６１のいずれか一項
に記載の組成物。
【請求項６３】
　前記官能化構成成分が、有機官能性アルコキシシランを含む、請求項６２に記載の組成
物。
【請求項６４】
　前記官能化構成成分が、アミノシランを含む、請求項６３に記載の組成物。
【請求項６５】
　前記官能化構成成分が、（３－アミノプロピル）トリエトキシシラン（ＡＰＴＥＳ）を
含む、請求項６３または６４に記載の組成物。
【請求項６６】
　前記官能化構成成分が、１％ＡＰＴＥＳを含む、請求項６５に記載の組成物。
【請求項６７】
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　前記伸長構成成分が、第１の末端において前記官能化構成成分に共有結合する有機ポリ
マーを含む、請求項１から６６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項６８】
　前記有機ポリマーが、第２の末端においてアルデヒドを含む、請求項６７に記載の組成
物。
【請求項６９】
　前記伸長構成成分が、前記架橋組成物に結合する、請求項４２から６８のいずれか一項
に記載の組成物。
【請求項７０】
　前記伸長構成成分が、グルタルアルデヒドを含む、請求項１から６９のいずれか一項に
記載の組成物。
【請求項７１】
　前記伸長構成成分が、１％グルタルアルデヒドを含む、請求項７０に記載の組成物。
【請求項７２】
　前記反復パターンが、複数の平行線を含む、請求項１から７１のいずれか一項に記載の
組成物。
【請求項７３】
　前記反復パターンが、複数のドットを含む、請求項１から７１のいずれか一項に記載の
組成物。
【請求項７４】
　前記細胞内標的が、ＤＮＡ分子、ＲＮＡ分子、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、
タンパク質複合体、チャネル、オルガネラ、脂質、オリゴ糖、細胞骨格要素である、請求
項１から７３のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項７５】
　前記細胞内標的が、癌遺伝子の転写物、癌タンパク質、腫瘍抑制因子遺伝子の転写物、
腫瘍抑制因子タンパク質、癌遺伝子の調節因子、癌タンパク質の調節因子または腫瘍抑制
因子遺伝子の調節因子である、請求項１から７３のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項７６】
　前記細胞内標的が、受容体、酵素、転写因子または成長因子である、請求項１から７３
のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項７７】
　前記細胞内標的が、リン酸化された受容体またはリン酸化された酵素である、請求項７
６に記載の組成物。
【請求項７８】
　前記酵素が、キナーゼである、請求項７６または７７に記載の組成物。
【請求項７９】
　前記複数のチャンバーの少なくとも１個のチャンバーが、官能化されたバンドをさらに
含む、請求項１から７８のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項８０】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、官能化されたバンドをさらに含む、請求項１
から７８のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項８１】
　前記官能化されたバンドが、ビーズを捕捉する、請求項７９または８０に記載の組成物
。
【請求項８２】
　前記官能化されたバンドが、少なくとも１個のビーズを捕捉する、請求項７９または８
０に記載の組成物。
【請求項８３】
　前記官能化されたバンドが、多くとも１個のビーズを捕捉する、請求項７９または８０
に記載の組成物。
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【請求項８４】
　前記官能化されたバンドが、細胞を捕捉する、請求項７９から８３のいずれか一項に記
載の組成物。
【請求項８５】
　前記官能化されたバンドが、少なくとも１個の細胞を捕捉する、請求項７９から８３の
いずれか一項に記載の組成物。
【請求項８６】
　前記官能化されたバンドが、多くとも１個の細胞を捕捉する、請求項７９から８３のい
ずれか一項に記載の組成物。
【請求項８７】
　前記官能化されたバンドが、１個のビーズおよび１個の細胞を捕捉する、請求項７９か
ら８６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項８８】
　前記官能化されたバンドが、多くとも１個のビーズおよび多くとも１個の細胞を捕捉す
る、請求項７９から８６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項８９】
　前記複数のチャンバーの少なくとも１個のチャンバーが、第２のビーズが該チャンバー
に進入することまたは前記官能化されたバンドと接触することを防止する、１つまたは複
数の寸法を有する、請求項７９から８８のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９０】
　前記複数のチャンバーの各チャンバーが、第２のビーズが該チャンバーに進入すること
または前記官能化されたバンドと接触することを防止する、１つまたは複数の寸法を有す
る、請求項７９から８８のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９１】
　前記チャンバーの前記１つまたは複数の寸法が、第１のビーズのいずれかの寸法よりも
大きく、これにより、該第１のビーズが該チャンバーに進入することまたは前記官能化さ
れたバンドと接触することを可能にする、請求項８９または９０に記載の組成物。
【請求項９２】
　前記チャンバーの前記１つまたは複数の寸法が、前記第１のビーズのいずれかの寸法と
前記第２のビーズのいずれかの寸法との和よりも小さく、これにより、該第２のビーズが
該チャンバーに進入することまたは前記官能化されたバンドと接触することを防止する、
請求項９１に記載の組成物。
【請求項９３】
　前記チャンバーの前記１つまたは複数の寸法が、直径であり、該直径が、５０μｍまた
は約５０μｍである、請求項８９から９２のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９４】
　前記第１のビーズが、終点を含めて３０～４０μｍの間の直径を有し、これにより、該
第１のビーズが該チャンバーに進入することまたは前記官能化されたバンドと接触するこ
とを可能にする、請求項９３に記載の組成物。
【請求項９５】
　前記第１のビーズの直径と前記第２のビーズの直径との和が、６０～８０μｍの間であ
り、これにより、該第２のビーズが該チャンバーに進入することまたは前記官能化された
バンドと接触することを防止する、請求項９４に記載の組成物。
【請求項９６】
　前記官能化されたバンドが、１０μｍまたは約１０μｍの幅を有する、請求項７９から
９５のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９７】
　前記官能化されたバンドを含む前記チャンバーが、
　該チャンバーの少なくとも１個の表面をコーティング組成物と接触させて、少なくとも
１個のコーティングされた表面を生成するステップと、
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　該チャンバーの該少なくとも１個のコーティングされた表面を不動態化して、少なくと
も１個の不動態化された表面を生成するステップと、
　該少なくとも１個の不動態化された表面の部分を、パターンを含むフォトマスクで覆っ
て、少なくとも１個のマスクされた表面を生成するステップと、
　該少なくとも１個のマスクされた表面をＵＶ光に曝露するステップと、
　前記チャンバーの該少なくとも１個のマスクされた表面に捕捉抗体組成物を沈着させて
、少なくとも１個の官能化された表面を生成するステップと、
　ビーズ組成物を該チャンバーへと接触させるステップであって、該少なくとも１個の官
能化された表面が、該ビーズを捕捉する、ステップと、
　細胞溶解組成物を該チャンバーに導入するステップと、
　細胞を該チャンバーに導入するステップと
を含む方法に従って調製される、請求項７９から９６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９８】
　前記官能化されたバンドを含む前記チャンバーが、
　該チャンバーから前記ビーズを除去するステップ
をさらに含む方法に従って調製される、請求項９７に記載の組成物。
【請求項９９】
　前記官能化されたバンドを含む前記チャンバーが、
　該チャンバー内にストレプトアビジン組成物を沈着させるステップであって、
　該ストレプトアビジン組成物が、前記捕捉抗体組成物を沈着させた後に該チャンバー内
に沈着し、
　該ストレプトアビジン組成物が、該ビーズを該チャンバーに導入する前に該チャンバー
内に沈着する、ステップをさらに含む方法に従って調製される、
請求項９７または９８に記載の組成物。
【請求項１００】
　前記コーティング組成物が、ＰＶＡ－ＳｂＱ組成物を含む、請求項７９から９９のいず
れか一項に記載の組成物。
【請求項１０１】
　前記抗体組成物が、捕捉抗体を含む、請求項７９から１００のいずれか一項に記載の組
成物。
【請求項１０２】
　前記抗体組成物の沈着に先立ち、少なくとも１個のマスクされた表面が、
　該少なくとも１個のマスクされた表面をリンカー組成物と接触させるステップ
を含む方法に従って調製される、請求項７９から１０１のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１０３】
　前記リンカー組成物が、伸長構成成分を含む、請求項１０２に記載の組成物。
【請求項１０４】
　前記伸長構成成分が、ＡＰＴＥＳ組成物を含む、請求項１０３に記載の組成物。
【請求項１０５】
　前記リンカー組成物が、官能化構成成分を含む、請求項１０２から１０４のいずれか一
項に記載の組成物。
【請求項１０６】
　前記官能化構成成分が、プロテインＧ組成物を含む、請求項１０５に記載の組成物。
【請求項１０７】
　前記官能化されたバンドを含む前記チャンバーが、
　該チャンバーの少なくとも１個の表面を不動態化するステップと、
　該少なくとも１個の不動態化された表面の部分を、パターンを含むフォトマスクで覆っ
て、少なくとも１個のマスクされた表面を生成するステップと、
　該少なくとも１個のマスクされた表面をＵＶ光に曝露するステップと、
　該チャンバー内に捕捉抗体組成物を沈着させるステップと、
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　細胞を該チャンバーに導入するステップと
を含む方法に従って調製される、請求項７９から１０６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１０８】
　前記不動態化するステップが、
　前記チャンバーの前記少なくとも１個の表面および酸素プラズマを接触させて、少なく
とも１個の官能化された表面を生成するステップと、
　該少なくとも１個の官能化された表面を前処理組成物と接触させて、前処理された表面
を生成するステップと、
　少なくとも１個の該前処理された表面をビオチン組成物と接触させるステップと
を含む、請求項１０６に記載の組成物。
【請求項１０９】
　前記前処理組成物が、Ｎ－（３－ジメチルアミノプロピル）－Ｎ’－エチルカルボジイ
ミド塩酸塩（ＥＤＣ）およびＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩（Ｓｕｌ
ｆｏ－ＮＨＳ）を含む、請求項１０８に記載の組成物。
【請求項１１０】
　前記前処理組成物が、０．０５Ｍ　ＭＥＳおよび０．５Ｍ　ＮａＣｌを含むバッファー
をさらに含む、請求項１０９に記載の組成物。
【請求項１１１】
　前記ビオチン組成物が、ＰＬＬ（２０）－ｇ［３．５］－ＰＥＧ（２）：ポリ－Ｌ－リ
シン－ｇ－ポリ（エチレングリコール）－ビオチン（ＰＬＬ－ｇ－ＰＥＧ－ビオチン）を
含む、請求項１０８から１１０のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１１２】
　前記ビオチン組成物が、ＨＥＰＥＳバッファーをさらに含む、請求項１１１に記載の組
成物。
【請求項１１３】
　前記前処理組成物が、１１．５ｍｇ／ｍｌのＮ－（３－ジメチルアミノプロピル）－Ｎ
’－エチルカルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）、１９．２ｍｇ／ｍｌのＮ－ヒドロキシスル
ホスクシンイミドナトリウム塩（Ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ）、ならびに０．０５Ｍ　ＭＥＳお
よび０．５Ｍ　ＮａＣｌバッファーを含むバッファーを含む、請求項１０８から１１２の
いずれか一項に記載の組成物。
【請求項１１４】
　前記ビオチン組成物が、０．５ｍｇ／ｍｌのＰＬＬ（２０）－ｇ［３．５］－ＰＥＧ（
２）：ポリ－Ｌ－リシン－ｇ－ポリ（エチレングリコール）－ビオチン（ＰＬＬ－ｇ－Ｐ
ＥＧ－ビオチン）および１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファーを含む、請求項１０８から１１
３のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１１５】
　前記不動態化するステップが、
　前記チャンバーの前記少なくとも１個の表面および酸素プラズマを接触させて、少なく
とも１個の官能化された表面を生成するステップと、
　該少なくとも１個の官能化された表面を前処理組成物と１５分間接触させて、前処理さ
れた表面を生成するステップと、
　少なくとも１個の該前処理された表面をビオチン組成物と少なくとも３時間接触させる
ステップと
を含む、請求項１０８から１１４のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１１６】
　前記ビーズが、ビオチン化オリゴヌクレオチドを含む組成物を含む、請求項７９から１
１５のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１１７】
　細胞組成物が、ＲＮＡｓｅ阻害剤溶液を含む、請求項７９から１１５のいずれか一項に
記載の組成物。
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【請求項１１８】
　前記ビーズ組成物が、ビーズおよびバーコードをコードする核酸配列を含み、該バーコ
ードが、バーコードをコードする配列およびバーコードハンドルをコードする配列を含む
、請求項８１から１１７のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１１９】
　前記バーコードをコードする前記核酸配列が、ＰＣＲハンドルをコードする配列、固有
分子識別子（ＵＭＩ）をコードする配列、鋳型スイッチングオリゴヌクレオチド（ＴＳＯ
）ハンドルをコードする配列、およびＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配
列のうち１つまたは複数をさらに含む、請求項１１８に記載の組成物。
【請求項１２０】
　前記バーコードをコードする前記核酸配列が、ＰＣＲハンドルをコードする配列、固有
分子識別子（ＵＭＩ）をコードする配列、鋳型スイッチングオリゴヌクレオチド（ＴＳＯ
）ハンドルをコードする配列、およびＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配
列をさらに含む、請求項１１８に記載の組成物。
【請求項１２１】
　前記バーコードをコードする前記核酸配列が、５’から３’へと、ＰＣＲハンドルをコ
ードする配列、バーコードをコードする配列、バーコードハンドルをコードする配列、固
有分子識別子（ＵＭＩ）をコードする配列、鋳型スイッチングオリゴヌクレオチド（ＴＳ
Ｏ）ハンドルをコードする配列、およびＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする
配列を含む、請求項１１８に記載の組成物。
【請求項１２２】
　ＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする前記配列が、ポリグアニン（ポリＧ）
配列を含む、請求項１１８から１２１のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１２３】
　ＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする前記配列が、ポリグアニン（ポリＧ）
配列からなる、請求項１１８から１２１のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１２４】
　ビーズ組成物の各ビーズが、固有のバーコードを含む、請求項１１８から１２３のいず
れか一項に記載の組成物。
【請求項１２５】
　各チャンバーの各ビーズが、固有のバーコードを含む、請求項１１８から１２４のいず
れか一項に記載の組成物。
【請求項１２６】
　前記複数のチャンバーの各ビーズが、固有のバーコードを含む、請求項１１８から１２
５のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１２７】
　前記バーコードをコードする前記配列が、１２ヌクレオチドを含む、請求項１１８から
１２６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１２８】
　前記バーコードをコードする前記配列が、１２ヌクレオチドからなる、請求項１１８か
ら１２６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１２９】
　前記バーコードをコードする前記配列が、少なくとも１個の修飾されたヌクレオチドを
含む、請求項１１８から１２８のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１３０】
　前記修飾されたヌクレオチドが、標識を含む、請求項１２９に記載の組成物。
【請求項１３１】
　前記標識が、フルオロフォアまたは発色団を含む、請求項１３０に記載の組成物。
【請求項１３２】
　前記標識が、蛍光標識である、請求項１３０に記載の組成物。
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【請求項１３３】
　前記バーコードをコードする前記配列の各ヌクレオチドが、標識を含む、請求項１２８
から１３２のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１３４】
　各アデニンが第１の標識を含み、各シトシンが第２の標識を含み、各グアニンが第３の
標識を含み、各チミンが第４の標識を含む、請求項１３３に記載の組成物。
【請求項１３５】
　前記第１の標識、前記第２の標識、前記第３の標識および前記第４の標識が、別個の標
識である、請求項１３４に記載の組成物。
【請求項１３６】
　前記第１の標識、前記第２の標識、前記第３の標識および前記第４の標識が、スペクト
ルにより識別可能な蛍光標識である、請求項１３５に記載の組成物。
【請求項１３７】
　鋳型スイッチングオリゴ（ＴＳＯ）をさらに含む、請求項１１８から１３６のいずれか
一項に記載の組成物。
【請求項１３８】
　前記ＴＳＯが、前記ＵＭＩをコードする配列に相補的な配列、前記ＴＳＯハンドルをコ
ードする配列に相補的な配列、ＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列をコ
ードする配列に相補的な配列、および細胞内標的ＲＮＡに相補的な配列を含む、請求項１
３７に記載の組成物。
【請求項１３９】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、ｍＲＮＡである、請求項１３７に記載の組成物。
【請求項１４０】
　前記ＴＳＯのＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列をコードする配列に
相補的な配列が、前記バーコードをコードする前記核酸のＴＳＯハイブリダイゼーション
部位をコードする配列にハイブリダイズする、請求項１３７から１３９のいずれか一項に
記載の組成物。
【請求項１４１】
　細胞内標的ＲＮＡをさらに含む、請求項１３７から１４０に記載の組成物。
【請求項１４２】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、前記ＴＳＯとハイブリダイズする、請求項１３７から１４１
のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１４３】
　フォワードプライマーおよびリバースプライマーをさらに含み、該フォワードプライマ
ーが、前記ＰＣＲハンドルをコードする配列に相補的な配列を含み、該第２のプライマー
が、前記細胞内標的ＲＮＡの配列に相補的な配列を含む、請求項１３７から１４２のいず
れか一項に記載の組成物。
【請求項１４３】
　前記リバースプライマーが、プライマー特異的識別配列をさらに含む、請求項１４３に
記載の組成物。
【請求項１４４】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）の構成成分をコードする、請求項１
３７から１４４のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１４５】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、ＴＣＲのα鎖（ＴＣＲα）をコードする、請求項１４４に記
載の組成物。
【請求項１４６】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、ＴＣＲのβ鎖（ＴＣＲβ）をコードする、請求項１４４に記
載の組成物。
【請求項１４７】
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　前記細胞内標的ＲＮＡが、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡをコードする、請求
項１３７から１４４のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１４８】
　前記天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡが、合成配列、修飾配列、組換え配列また
はキメラ配列を含む、請求項１４７に記載の組成物。
【請求項１４９】
　前記天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡが、該配列の野生型バージョンと比較して
変異を含む、請求項１４７または１４８に記載の組成物。
【請求項１５０】
　前記変異が、置換、挿入、欠失、逆位または転位を含む、請求項１４９に記載の組成物
。
【請求項１５１】
　前記天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡが、ＴＣＲの構成成分をコードする、請求
項１４７から１５０のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１５２】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、ＴＣＲのα鎖（ＴＣＲα）をコードする、請求項１５１に記
載の組成物。
【請求項１５３】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、ＴＣＲのβ鎖（ＴＣＲβ）をコードする、請求項１５１に記
載の組成物。
【請求項１５４】
　前記天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡが、融合タンパク質をコードする、請求項
１４７から１５０のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１５５】
　前記天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡが、キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）をコード
する、請求項１４７から１５０または１５４のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１５６】
　前記ＣＡＲが、修飾された細胞から放出される、請求項１５５に記載の組成物。
【請求項１５７】
　前記修飾された細胞が、修飾されたＴ細胞である、請求項１５６に記載の組成物。
【請求項１５８】
　単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための方法であっ
て、
　基材の複数のチャンバーの各チャンバー内で、細胞溶解を引き起こして細胞溶解物を生
成するのに十分な条件下で、生体試料および請求項１から１５７のいずれか一項に記載の
組成物を接触させるステップであって、該複数のチャンバーの各チャンバーが、該生体試
料の単一細胞を含み、該生体試料が、複数の細胞および流体を含み、該複数のチャンバー
の各チャンバー内で、該生体試料が、表面と流体連絡している、ステップと、
　複数の捕捉剤の少なくとも１つの捕捉剤を少なくとも１種の細胞内標的に特異的に結合
させて捕捉剤：標的複合体を生成させるのに十分な時間、該複数のチャンバーの各チャン
バー内で該細胞溶解物をインキュベートするステップと、
　少なくとも１種の捕捉剤：標的複合体を可視化して、マルチプレックス解析において単
一細胞の１種または複数種の細胞内標的を同定するステップと
を含む方法。
【請求項１５９】
　前記単一細胞が、健康な細胞である、請求項１５８に記載の方法。
【請求項１６０】
　前記単一細胞が、腫瘍細胞である、請求項１５８に記載の方法。
【請求項１６１】
　前記単一細胞が、悪性細胞である、請求項１５８または１６０に記載の方法。
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【請求項１６２】
　前記単一細胞が、神経細胞である、請求項１５８から１６１のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１６３】
　前記単一細胞が、グリア細胞である、請求項１５８から１６２のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１６４】
　前記単一細胞が、免疫細胞である、請求項１５８から１６１のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１６５】
　前記単一細胞が、Ｔリンパ球またはＢリンパ球である、請求項１６４に記載の方法。
【請求項１６６】
　前記単一細胞が、細菌である、請求項１５８から１６１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６７】
　前記単一細胞が、古細菌である、請求項１５８から１６１のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１６８】
　前記単一細胞が、酵母細胞である、請求項１５８から１６１のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１６９】
　前記単一細胞が、藻類である、請求項１５８から１６１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７０】
　前記単一細胞が、遺伝子改変されている、請求項１５８、１５９、１６２、１６３また
は１６６から１６９に記載の方法。
【請求項１７１】
　前記生体試料が、被験体から得られる、請求項１５８から１７０のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１７２】
　前記生体試料が、血液、脳脊髄液（ＣＳＦ）、リンパ液、胸水、尿または唾液を含む、
請求項１７１に記載の方法。
【請求項１７３】
　前記生体試料が、細胞培養培地を含む、請求項１７１または１７２に記載の方法。
【請求項１７４】
　前記生体試料が、組織試料または組織生検を含む、請求項１７１から１７３のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１７５】
　前記被験体が、健康である、請求項１７１から１７３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７６】
　前記被験体が、がんを有する、請求項１７１から１７３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７７】
　前記被験体が、感染を有する、請求項１７１から１７３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７８】
　前記被験体が、自己免疫性障害を有する、請求項１７１から１７３のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１７９】
　前記被験体が、炎症性障害を有する、請求項１７１から１７３のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１８０】
　前記被験体が、神経学的障害を有する、請求項１７１から１７３のいずれか一項に記載
の方法。
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【請求項１８１】
　前記被験体が、代謝性障害を有する、請求項１７１から１７３のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１８２】
　前記被験体が、変性障害を有する、請求項１７１から１７３のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１８３】
　前記被験体が、疾患または障害に関連する遺伝的変異またはエピジェネティック修飾を
有する、請求項１７１から１７３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８４】
　前記可視化するステップが、
　前記少なくとも１種の捕捉剤：標的複合体を、該捕捉剤に結合する標識された二次抗体
と接触させるステップと、
　前記標識された二次抗体を検出するステップと
を含む、請求項１５８から１８３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８５】
　前記標識された二次抗体が、蛍光標識、金標識または銀標識を含む、請求項１８４に記
載の方法。
【請求項１８６】
　前記可視化するステップが、
　第１の捕捉剤：標的複合体を、該第１の捕捉剤に結合する第１の標識された二次抗体と
接触させるステップと、
　第２の捕捉剤：標的複合体を、該第２の捕捉剤に結合する第２の標識された二次抗体と
接触させるステップと、
　該第１の標識された二次抗体および該第２の標識された二次抗体を検出するステップで
あって、該第１の標識された二次抗体および該第２の標識された二次抗体がそれぞれ別個
の標識を含む、ステップと
を含む、請求項１８４または１８５に記載の方法。
【請求項１８７】
　前記少なくとも１種の細胞内標的を定量するステップをさらに含む、請求項１８４から
１８６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８８】
　前記定量するステップが、前記標識された二次抗体の強度および／または密度を測定す
るステップを含む、請求項１８７に記載の方法。
【請求項１８９】
　前記細胞内標的が、リンタンパク質である、請求項１８７または１８８に記載の方法。
【請求項１９０】
　単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための方法であっ
て、
　基材の複数のチャンバーの各チャンバー内で、細胞溶解を引き起こして細胞溶解物を生
成するのに十分な条件下で、生体試料および請求項７９から１５７のいずれか一項に記載
の組成物を接触させるステップであって、該複数のチャンバーの各チャンバーが、該生体
試料の単一細胞を含み、該生体試料が、複数の細胞および流体を含み、該複数のチャンバ
ーの各チャンバー内で、該生体試料が、ビーズと流体連絡しており、該ビーズが、少なく
とも１種の細胞内標的に特異的に結合して、捕捉剤：標的複合体を生成するための複数の
捕捉剤を含む、ステップと、
　該複数の捕捉剤の少なくとも１つの捕捉剤を少なくとも１種の細胞内標的に特異的に結
合させて捕捉剤：標的複合体を生成させるのに十分な時間、該複数のチャンバーの各チャ
ンバー内で該細胞溶解物をインキュベートするステップと、
　少なくとも１種の捕捉剤：標的複合体を可視化し、または該少なくとも１種の捕捉剤：
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標的複合体の標的を配列決定して、マルチプレックス解析において単一細胞の１種もしく
は複数種の細胞内標的を同定するステップと
を含む方法。
【請求項１９１】
　少なくとも１種の捕捉剤：標的複合体を可視化し、該少なくとも１種の捕捉剤：標的複
合体の標的を配列決定して、マルチプレックス解析において単一細胞の１種または複数種
の細胞内標的を同定するステップを含む、請求項１９０に記載の方法。
【請求項１９２】
　少なくとも１種の捕捉剤：標的複合体を可視化し、または該少なくとも１種の捕捉剤：
標的複合体の標的を配列決定して、マルチプレックス解析において単一細胞の１種もしく
は複数種の細胞内標的を同定するステップを含む、請求項１９０に記載の方法。
【請求項１９３】
　前記少なくとも１種の捕捉剤：標的複合体の標的を配列決定して、マルチプレックス解
析において単一細胞の１種または複数種の細胞内標的を同定するステップを含む、請求項
１９０に記載の方法。
【請求項１９４】
　前記少なくとも１種の捕捉剤：標的複合体の標的を配列決定して、マルチプレックス解
析において単一細胞の１種または複数種の細胞内標的を同定するステップを含む、請求項
１９０または１９２に記載の方法。
【請求項１９５】
　前記ビーズ組成物が、ビーズおよびバーコードをコードする核酸配列を含み、該バーコ
ードが、バーコードをコードする配列およびバーコードハンドルをコードする配列を含み
、前記方法が、ｃＤＮＡバーコード配列を合成することにより、該バーコードを配列決定
するステップを含む、請求項１９０に記載の方法。
【請求項１９６】
　前記バーコードを合成するステップが、ハイブリダイゼーションおよびｃＤＮＡ合成に
十分な条件下で、前記バーコードハンドルをコードする前記配列、該バーコードハンドル
をコードする該配列の部分に相補的な配列を含むプライマー、およびポリメラーゼを接触
させるステップを含み、該接触させるステップが、ｃＤＮＡバーコード配列を生成する、
請求項１９５に記載の方法。
【請求項１９７】
　前記配列決定するステップが、前記チャンバー内で実行される、請求項１９５または１
９６に記載の方法。
【請求項１９８】
　前記バーコードをコードする前記核酸配列が、ＰＣＲハンドルをコードする配列、固有
分子識別子（ＵＭＩ）をコードする配列、鋳型スイッチングオリゴヌクレオチド（ＴＳＯ
）ハンドルをコードする配列、およびＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配
列のうち１つまたは複数をさらに含む、請求項１９５から１９７のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１９９】
　前記バーコードをコードする核酸配列が、ＰＣＲハンドルをコードする配列、固有分子
識別子（ＵＭＩ）をコードする配列、鋳型スイッチングオリゴヌクレオチド（ＴＳＯ）ハ
ンドルをコードする配列、およびＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列を
さらに含む、請求項１９５から１９７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２００】
　前記バーコードをコードする核酸配列が、５’から３’へと、ＰＣＲハンドルをコード
する配列、バーコードをコードする配列、バーコードハンドルをコードする配列、固有分
子識別子（ＵＭＩ）をコードする配列、鋳型スイッチングオリゴヌクレオチド（ＴＳＯ）
ハンドルをコードする配列、およびＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列
を含む、請求項１９５から１９７のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項２０１】
　ＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする前記配列が、ポリグアニン（ポリＧ）
配列を含む、請求項１９５から２００のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０２】
　ＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする前記配列が、ポリグアニン（ポリＧ）
配列からなる、請求項１９５から２００のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０３】
　ビーズ組成物の各ビーズが、固有のバーコードを含む、請求項１９５から２００のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項２０４】
　各チャンバーの各ビーズが、固有のバーコードを含む、請求項１９５から２００のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項２０５】
　前記複数のチャンバーの各ビーズが、固有のバーコードを含む、請求項１９５から２０
０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０６】
　前記バーコードをコードする前記配列が、１２ヌクレオチドを含む、請求項１９５から
２０５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０７】
　前記バーコードをコードする前記配列が、１２ヌクレオチドからなる、請求項１９５か
ら２０５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０８】
　ハイブリダイゼーションおよびｃＤＮＡ合成に十分な前記条件が、複数のデオキシヌク
レオチド（ｄＮＴＰ）を含む、請求項１９５から２０７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０９】
　前記複数のデオキシヌクレオチド（ｄＮＴＰ）の少なくとも１つのｄＮＴＰが、修飾を
含む、請求項２０８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１０】
　前記複数のデオキシヌクレオチド（ｄＮＴＰ）の各ｄＮＴＰが、修飾を含む、請求項２
０８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１１】
　前記修飾が、標識を含む、請求項２１０に記載の方法。
【請求項２１２】
　前記標識が、フルオロフォアまたは発色団を含む、請求項２１１に記載の方法。
【請求項２１３】
　前記標識が、蛍光標識である、請求項２１１に記載の方法。
【請求項２１４】
　各アデニンが第１の標識を含み、各シトシンが第２の標識を含み、各グアニンが第３の
標識を含み、各チミンが第４の標識を含む、請求項２１０から２１３のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項２１５】
　前記第１の標識、前記第２の標識、前記第３の標識および前記第４の標識が、別個の標
識である、請求項２１４に記載の方法。
【請求項２１６】
　前記第１の標識、前記第２の標識、前記第３の標識および前記第４の標識が、スペクト
ルにより識別可能な蛍光標識である、請求項２１５に記載の方法。
【請求項２１７】
　請求項１９５から２１７のいずれか一項に記載の方法に従って生成されるｃＤＮＡバー
コード配列。
【請求項２１８】
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　請求項２１７に記載のｃＤＮＡバーコード配列を含む組成物。
【請求項２１９】
　前記ビーズの前記バーコードをコードする前記核酸の部分へとＴＳＯをハイブリダイゼ
ーションして、核酸／ＴＳＯ二重鎖を生成するのに十分な条件下で、該バーコードをコー
ドする該核酸配列および該ＴＳＯを接触させるステップをさらに含む、請求項１９５から
２１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２０】
　前記ＴＳＯが、前記ＵＭＩをコードする配列に相補的な配列、前記ＴＳＯハンドルをコ
ードする配列に相補的な配列、ＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列をコ
ードする配列に相補的な配列、および細胞内標的ＲＮＡに相補的な配列を含む、請求項２
１９に記載の方法。
【請求項２２１】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、ｍＲＮＡである、請求項２２０に記載の方法。
【請求項２２２】
　前記ＴＳＯのＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列に相補的な配列が、
前記バーコードをコードする前記核酸のＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする
配列にハイブリダイズする、請求項２１９から２２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２３】
　ＴＳＯが、細胞内標的ＲＮＡとハイブリダイズして、核酸：ＴＳＯ：細胞内標的ＲＮＡ
三重鎖を形成する、請求項２１９から２２２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２４】
　ハイブリダイゼーションおよび増幅に十分な条件下で、前記核酸：ＴＳＯ：細胞内標的
ＲＮＡ三重鎖、フォワードプライマー、リバースプライマーおよびポリメラーゼを接触さ
せて、増幅産物を生成するステップをさらに含み、該フォワードプライマーが、前記バー
コードをコードする前記核酸の前記ＰＣＲハンドルをコードする配列に相補的な配列を含
み、該第２のプライマーが、該細胞内標的ＲＮＡの配列に相補的な配列を含む、請求項２
２３に記載の方法。
【請求項２２５】
　前記増幅産物が、前記バーコードをコードする配列、前記バーコードハンドルをコード
する配列、ＵＭＩをコードする配列、前記ＴＳＯハンドルをコードする配列、ＴＳＯハイ
ブリダイゼーション部位をコードする配列、および前記細胞内標的ＲＮＡをコードする配
列を含む、請求項２２４に記載の方法。
【請求項２２６】
　ハイブリダイゼーションおよび増幅に十分な条件下で、前記増幅産物を、第２のフォワ
ードプライマー、第２のリバースプライマーおよびポリメラーゼと接触させて、第１の配
列決定産物を生成するステップをさらに含み、該第２のフォワードプライマーが、該増幅
産物の前記ＰＣＲハンドルをコードする配列に相補的な配列を含み、該第２のリバースプ
ライマーが、該増幅産物の前記細胞内標的ＲＮＡの配列に相補的な配列を含む、請求項２
２４または２２５に記載の方法。
【請求項２２７】
　前記第２のリバースプライマーが、プライマー特異的識別配列をさらに含む、請求項２
２６に記載の方法。
【請求項２２８】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）の構成成分をコードする、請求項２
２０から２２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２９】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、ＴＣＲのα鎖（ＴＣＲα）をコードする、請求項２２８に記
載の方法。
【請求項２３０】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、ＴＣＲのβ鎖（ＴＣＲβ）をコードする、請求項２２８に記
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載の方法。
【請求項２３１】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡをコードする、請求
項２２０から２３０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３２】
　前記天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡが、合成配列、修飾配列、組換え配列また
はキメラ配列を含む、請求項２３１に記載の方法。
【請求項２３３】
　前記天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡが、該配列の野生型バージョンと比較して
変異を含む、請求項２３１または２３２に記載の方法。
【請求項２３４】
　前記変異が、置換、挿入、欠失、逆位または転位を含む、請求項２３３に記載の方法。
【請求項２３５】
　前記天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡが、ＴＣＲの構成成分をコードする、請求
項２３１から２３４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３６】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、ＴＣＲのα鎖（ＴＣＲα）をコードする、請求項２３５に記
載の方法。
【請求項２３７】
　前記細胞内標的ＲＮＡが、ＴＣＲのβ鎖（ＴＣＲβ）をコードする、請求項２３５に記
載の方法。
【請求項２３８】
　前記天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡが、融合タンパク質をコードする、請求項
２３１から２３７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３９】
　前記天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡが、キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）をコード
する、請求項２３１から２３４または２３８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４０】
　前記ＣＡＲが、修飾された細胞から放出される、請求項２３９に記載の方法。
【請求項２４１】
　前記修飾された細胞が、修飾されたＴ細胞である、請求項２４０に記載の方法。
【請求項２４２】
　前記可視化するステップが、
　前記少なくとも１種の捕捉剤：標的複合体を、該捕捉剤に結合する標識された二次抗体
と接触させるステップと、
　前記標識された二次抗体を検出するステップと
を含む、請求項１５８または１５９に記載の方法。
【請求項２４３】
　前記標識された二次抗体が、蛍光標識、金標識または銀標識を含む、請求項２４２に記
載の方法。
【請求項２４４】
　前記可視化するステップが、
　第１の捕捉剤：標的複合体を、該第１の捕捉剤に結合する第１の標識された二次抗体と
接触させるステップと、
　第２の捕捉剤：標的複合体を、該第２の捕捉剤に結合する第２の標識された二次抗体と
接触させるステップと、
　該第１の標識された二次抗体および該第２の標識された二次抗体を検出するステップで
あって、該第１の標識された二次抗体および該第２の標識された二次抗体がそれぞれ別個
の標識を含む、ステップと
を含む、請求項２４２または２４３に記載の方法。
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【請求項２４５】
　前記少なくとも１種の細胞内標的を定量するステップをさらに含む、請求項１５８から
２４４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４６】
　前記定量するステップが、前記標識された二次抗体の強度および／または密度を測定す
るステップを含む、請求項２４５に記載の方法。
【請求項２４７】
　前記定量するステップが、所定のラウンド数の増幅後に、転写物の存在量を測定するス
テップを含む、請求項２４５に記載の方法。
【請求項２４８】
　前記増幅が、定量的ポリメラーゼ連鎖反応を含む、請求項２４７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本願は、２０１６年１１月１１日に出願した仮出願ＵＳＳＮ６２／４２１，０３１、２
０１７年８月１１日に出願したＵＳＳＮ６２／５４４，５２１の利益を主張する。これら
の出願の各々の内容は、その全体が本明細書に参考として援用される。
【０００２】
　開示の分野
　本開示は、分子生物学を対象とし、より詳細には、単一細胞内の細胞内タンパク質構成
成分、相互作用およびシグナリングのマルチプレックス解析のための組成物および方法を
対象とする。
【背景技術】
【０００３】
　背景
　当技術分野には、複数の数千個の細胞のそれぞれのＤＮＡ、ＲＮＡ、代謝物およびタン
パク質レベルを含む数百種の細胞内構成成分を同時に並行して捕捉および解析することが
できるハイスループット形式での、単一細胞内の細胞内タンパク質相互作用およびシグナ
リング、ならびに細胞内で遮断される分泌タンパク質シグナルのマルチプレックス解析の
ための組成物および方法に対する、長年にわたって希求されてきたが未だに満たされてい
ない必要がある。本開示は、このような長年にわたって希求されてきたが未だに満たされ
ていない必要を解決するためのシステムおよび方法を提供する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　概要
　本開示のシステムは、複数の数千個の細胞のそれぞれの数百種の細胞内構成成分を並行
して同時に解析することができるハイスループット形式での、単一細胞内の細胞内タンパ
ク質相互作用およびシグナリングのマルチプレックス解析のための組成物および方法を提
供する。ある特定の実施形態では、本開示は、細胞に接触すると細胞の膜を破壊し、細胞
の細胞内構成成分を捕捉剤の反復パターンの単回反復に曝露する、溶解組成物の放出制御
のための組成物を提供する。本開示の捕捉剤は、細胞の少なくとも１種の細胞内構成成分
に特異的に結合して、少なくとも１種の複合体を形成する。少なくとも１種の複合体（捕
捉剤および細胞内構成成分を含む）の可視化は、細胞内のタンパク質発現、タンパク質調
節、タンパク質－タンパク質相互作用、タンパク質活性化および／またはタンパク質シグ
ナリング事象を指し示すまたは実証することができる。
【０００５】
　本開示は、そこに操作可能に連結された複数の捕捉剤を含む表面であって、各捕捉剤が
、別個の細胞内標的に特異的に結合し、複数の捕捉剤が、反復パターンを形成する、表面
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と；複数のチャンバーを含む基材であって、基材が、表面と放出可能にカップリングし、
複数のチャンバーの各チャンバーが、表面の複数の捕捉剤の反復パターンの少なくとも１
つの反復を含む、基材と；細胞溶解組成物を含むコーティング組成物と；官能化構成成分
および伸長構成成分を含むリンカー組成物とを含む組成物を提供する。
【０００６】
　本開示は、そこに操作可能に連結された複数の捕捉剤を含むビーズであって、各捕捉剤
が、別個の細胞内標的に特異的に結合する、ビーズと；複数のチャンバーを含む基材であ
って、基材が、表面と放出可能にカップリングし、複数のチャンバーの各チャンバーが、
少なくとも１個のビーズを含む、基材と；細胞溶解組成物を含むコーティング組成物と；
官能化構成成分および伸長構成成分を含むリンカー組成物とを含む組成物を提供する。あ
る特定の実施形態では、複数のチャンバーの各チャンバーは、単一のビーズを含む。
【０００７】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、複数の捕捉剤は、２～２００種の間の別個
の捕捉剤を含む。ある特定の実施形態では、複数の捕捉剤は、２～１００種の間の別個の
捕捉剤を含む。ある特定の実施形態では、複数の捕捉剤は、２～５０種の間の別個の捕捉
剤を含む。ある特定の実施形態では、複数の捕捉剤は、２～２５種の間の別個の捕捉剤を
含む。
【０００８】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、複数のチャンバーは、２～２０，０００個
の間のチャンバーを含む。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーは、２～１２，０
００個の間のチャンバーを含む。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーは、２～１
０，０００個の間のチャンバーを含む。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーは、
２～５，０００個の間のチャンバーを含む。ある特定の実施形態では、複数のチャンバー
は、２～２，５００個の間のチャンバーを含む。ある特定の実施形態では、複数のチャン
バーは、２～１，０００個の間のチャンバーを含む。ある特定の実施形態では、複数のチ
ャンバーは、２～５００個の間のチャンバーを含む。
【０００９】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、複数のチャンバーの各チャンバーは、同一
の形状を有する。本開示の組成物のある特定の実施形態では、複数のチャンバーの各チャ
ンバーは、少なくとも１つの寸法に関して等しい値を有する。ある特定の実施形態では、
複数のチャンバーの各チャンバーは、各寸法に関して等しい値を有する。本開示の組成物
のある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまた
は各チャンバーは、円形である。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少
なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも１０μｍの直径を有する。
ある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは
各チャンバーは、少なくとも５０μｍの直径を有する。ある特定の実施形態では、複数の
チャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも１０
０μｍの直径を有する。ある特定の実施形態では、少なくとも１つのチャンバー、または
複数のチャンバーの各チャンバーが、少なくとも１０μｍの深さを有する。ある特定の実
施形態では、複数のチャンバーの各チャンバーは、少なくとも５０μｍの深さを有する。
ある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは
各チャンバーは、少なくとも１００μｍの深さを有する。本開示の組成物のある特定の実
施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバー
は、長方形である。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つ
のチャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも１０μｍの第１の側面の長さを有する。
ある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは
各チャンバーは、少なくとも５０μｍの第１の側面の長さを有する。ある特定の実施形態
では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少
なくとも１００μｍの第１の側面の長さを有する。ある特定の実施形態では、複数のチャ
ンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも１０μｍ
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の第２の側面の長さを有する。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少な
くとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも５０μｍの第２の側面の長さ
を有する。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャン
バーまたは各チャンバーは、少なくとも１００μｍの第２の側面の長さを有する。ある特
定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャ
ンバーは、少なくとも１０μｍの深さを有する。ある特定の実施形態では、複数のチャン
バーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも５０μｍの
深さを有する。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチ
ャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも１００μｍの深さを有する。
【００１０】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、複数のチャンバーの各チャンバーは、少な
くとも１つの寸法に関して等しい値を有する。ある特定の実施形態では、複数のチャンバ
ーの各チャンバーは、各寸法に関して等しい値を有する。
【００１１】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つ
のチャンバーまたは各チャンバーは、円形である。ある特定の実施形態では、複数のチャ
ンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも１０μｍ
の直径を有する。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つの
チャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも５０μｍの直径を有する。ある特定の実施
形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは
、少なくとも１００μｍの直径を有する。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーの
うちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも１０μｍの深さを
有する。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバ
ーまたは各チャンバーは、少なくとも５０μｍの深さを有する。ある特定の実施形態では
、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なく
とも１００μｍの深さを有する。
【００１２】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つ
のチャンバーまたは各チャンバーは、長方形である。ある特定の実施形態では、複数のチ
ャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも１０μ
ｍの第１の側面の長さを有する。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少
なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも５０μｍの第１の側面の長
さを有する。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャ
ンバーまたは各チャンバーは、少なくとも１００μｍの第１の側面の長さを有する。ある
特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チ
ャンバーは、少なくとも１０μｍの第２の側面の長さを有する。ある特定の実施形態では
、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なく
とも５０μｍの第２の側面の長さを有する。ある特定の実施形態では、複数のチャンバー
のうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも１００μｍの第
２の側面の長さを有する。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくと
も１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも１０μｍの深さを有する。ある特
定の実施形態では、複数のチャンバーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャ
ンバーは、少なくとも５０μｍの深さを有する。ある特定の実施形態では、複数のチャン
バーのうちの少なくとも１つのチャンバーまたは各チャンバーは、少なくとも１００μｍ
の深さを有する。
【００１３】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、基材は、ポリマーを含む。ある特定の実施
形態では、基材は、酸化した表面を有する。
【００１４】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、基材は、ポリマーを含む。ある特定の実施
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形態では、基材は、酸化した表面を有する。ある特定の実施形態では、ポリマーは、ポリ
ジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）を含む。ある特定の実施形態では、ＰＤＭＳ基材は、射
出成形による製造に先立ち、表面活性物質と混合されたＰＤＭＳプレポリマーから形成さ
れており、任意選択で、表面活性物質は、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００を含む。
【００１５】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、表面は、ガラスを含む。
【００１６】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、複数の捕捉剤の少なくとも１つの捕捉剤は
、オリゴヌクレオチド、アプタマー、抗体、抗体の機能的断片または抗体ミメティックを
含む。
【００１７】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、複数の捕捉剤の少なくとも１つの捕捉剤が
、抗体を含む。ある特定の実施形態では、複数の捕捉剤の各捕捉剤は、抗体を含む。
【００１８】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、コーティング組成物は、架橋組成物をさら
に含む。ある特定の実施形態では、架橋組成物は、生体適合性ポリマー（biocompatable
　polymer）を含む。例えば、生体適合性ポリマーは、ポリ（ビニルアルコール）（ＰＶ
Ａ）を含み得る。ある特定の実施形態では、架橋組成物は、ポリ（ビニルアルコール）（
ＰＶＡ）を含む。ある特定の実施形態では、架橋組成物は、３％ｖ／ｖ　ＰＶＡを含む、
ある特定の実施形態では、架橋組成物は、グルタルアルデヒド組成物および塩酸（ＨＣｌ
）組成物をさらに含む。ある特定の実施形態では、グルタルアルデヒド組成物は、０．１
％グルタルアルデヒドを含む。ある特定の実施形態では、ＨＣｌ組成物は、１０％ＨＣｌ
を含む。ある特定の実施形態では、架橋組成物は、０．１％グルタルアルデヒドを含む（
comrpising）グルタルアルデヒド組成物および１０％ＨＣｌを含む塩酸（ＨＣｌ）組成物
をさらに含む。
【００１９】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、細胞溶解組成物は、界面活性剤を含む。例
えば、界面活性剤は、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００を含み得る。ある特定の実施形態では、
細胞溶解組成物は、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００を含む。ある特定の実施形態では、細胞溶
解組成物は、０．２％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００を含む。
【００２０】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、コーティング組成物は、３％ｖ／ｖ　ＰＶ
Ａを含む架橋組成物および０．２％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００を含む細胞溶解組成物を含
む。ある特定の実施形態では、架橋組成物は、０．１％グルタルアルデヒドを含むグルタ
ルアルデヒド組成物および１０％ＨＣｌを含む塩酸（ＨＣｌ）組成物をさらに含む。
【００２１】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、コーティング組成物は、溶解組成物、シグ
ナリング剤および少なくとも１種の架橋組成物を含む。架橋組成物は、単独でまたはシグ
ナリング剤と組み合わせて、溶解組成物の放出制御のために最適化することができる。例
えば、本開示のコーティング組成物は、チャンバー内の細胞のシグナリング経路を活性化
、阻害または変更するシグナリング剤を含み得る。本開示の溶解組成物は、チャンバー内
の細胞のシグナリング経路を活性化、阻害または変更するシグナリング剤を含み得る。例
えば、本開示のコーティング組成物において、溶解組成物は、第１の架橋組成物と組み合
わせることができ、シグナリング剤は、第２の架橋組成物と組み合わせることができ、第
１および第２の架橋組成物は、同一である、または別個の時間および／または別個の速度
での溶解組成物もしくはシグナリング剤のいずれかの放出のために固有に製剤化される。
本開示のコーティング組成物のある特定の実施形態では、溶解組成物は、第１の架橋組成
物と組み合わされ、シグナリング剤は、第２の架橋組成物と組み合わされ、第１の架橋組
成物は、基材に直接的に接触する底層として基材に添加され、第２の架橋組成物は、基材
に直接的に接触しない上層として第１の架橋組成物の上に添加される。細胞懸濁液と接触
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した後に、コーティング組成物の底層（すなわち、第１の架橋組成物）が分解または溶解
組成物を放出することができるようになる前に、コーティング組成物の上層（すなわち、
第２の架橋組成物）は、分解またはシグナリング剤を放出することができる。この層別化
されたコーティング組成物の結果は、溶解組成物と細胞との接触が続いて起こる、シグナ
リング剤と細胞との逐次接触である。可動部または複数チャネルを要求することなく、本
開示の組成物を使用して、先ず細胞シグナリングに影響を与え、次いで細胞を溶解して、
即時解析のために細胞内構成成分を露出することができる。
【００２２】
　本開示の例示的なシグナリング剤として、細胞表面および膜貫通受容体のリガンド、抗
原、成長因子（神経成長因子（ＮＧＦ）、上皮成長因子（ＥＧＦ）、血小板由来成長因子
（ＰＤＧＦ）、インターロイキン－２、エリスロポエチン）、サイトカイン（ケモカイン
、インターフェロン、インターロイキン、リンホカインおよび腫瘍壊死因子、インターロ
イキン－１（ＩＬ－１）、インターロイキン－２（ＩＬ－２）、インターロイキン－４（
ＩＬ－４）、インターロイキン－７（ＩＬ－７）、インターロイキン－９（ＩＬ－９）、
インターロイキン－１５（ＩＬ－１５）、インターロイキン－２１（ＩＬ－２１）、イン
ターロイキン－１０（ＩＬ－１０）、インターロイキン－１７（ＩＬ－１７）、インター
ロイキン－１８（ＩＬ－１８）、インターロイキン－１９（ＩＬ－１９）、インターロイ
キン－２０（ＩＬ－２０）、インターロイキン－２２（ＩＬ－２２）、インターロイキン
－２４（ＩＬ－２４）、インターロイキン－２６（ＩＬ－２６）、インターフェロン（Ｉ
ＦＮ）Ｉ～ＩＩＩ型、インターフェロン－アルファ（ＩＦＮ－α）、インターフェロン－
ベータ（ＩＦＮ－β）、インターフェロン－イプシロン（ＩＦＮ－ε）、インターフェロ
ン－カッパー（ＩＦＮ－κ）、インターフェロン－デルタ（ＩＦＮ－δ）、インターフェ
ロン－タウ（ＩＦＮ－τ）、インターフェロン－オメガ（ＩＦＮ－ω）、インターフェロ
ン－ゼータ（ＩＦＮ－ζ）、インターフェロン－ガンマ（ＩＦＮ－γ）、インターフェロ
ン－ラムダ（lamba）（ＩＦＮ－λ）、トランスフォーミング成長因子（growth　facctor
）ベータ１（ＴＧＦ－β１）、トランスフォーミング成長因子ベータ２（ＴＧＦ－β２）
およびトランスフォーミング成長因子ベータ３（ＴＧＦ－β３））ホルモン（甲状腺ホル
モン、ビタミンＤ３、レチノイン酸、テストステロン、エストロゲン、プロゲステロン、
コルチコステロイド、エクジソン（ectysone）、インスリン、グルカゴン、成長ホルモン
、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、プロラクチンが挙げられるがこれらに限定されない）、
脂質（プロスタグランジン、プロスタサイクリン、トロンボキサンおよびロイコトリエン
）、ペプチド（インスリン、グルカゴン、成長ホルモン、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、
プロラクチン、サブスタンスＰ、オキシトシン、バソプレシン、エンケファリン、β－エ
ンドルフィン、神経成長因子（ＮＧＦ）、上皮成長因子（ＥＧＦ）、血小板由来成長因子
（ＰＤＧＦ）、インターロイキン－２、エリスロポエチン）、疼痛ペプチド（ニューロキ
ニンＡ、グルタミン酸塩、サブスタンスＰ、ステロイド、生理的ストレス要因（アドレナ
リン、ノルアドレナリン、コルチゾール、副腎皮質刺激ホルモン、コルチコトロピン放出
ホルモン、セロトニン、ニューロペプチドＹ）、神経伝達物質（アセチルコリン、ドーパ
ミン、エピネフリン（アドレナリン）、セロトニン、ヒスタミン、グルタミン酸塩、グリ
シン、γ－アミノ酪酸（ＧＡＢＡ）、サブスタンスＰ、オキシトシン、バソプレシン、エ
ンケファリン、β－エンドルフィン）、小分子、イオン（カルシウム、カリウムおよびナ
トリウム）、気体粒子（一酸化窒素、一酸化炭素、二酸化炭素および酸素（Ｏ２）が挙げ
られるがこれらに限定されない）、合成リガンド、細胞表面および膜貫通受容体の合成ア
ゴニスト、細胞表面および膜貫通受容体の合成アンタゴニスト、ならびに細胞表面および
膜貫通受容体の競合的リガンド（可逆的および不可逆的）が挙げられるがこれらに限定さ
れない。
【００２３】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、組成物は、水を含む。
【００２４】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、組成物は、水を含まない。
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【００２５】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、リンカー組成物は、少なくとも１週間、室
温で分解しない。ある特定の実施形態では、リンカー組成物は、少なくとも１ヶ月間、室
温で分解しない。ある特定の実施形態では、リンカー組成物は、少なくとも６ヶ月間、室
温で分解しない。ある特定の実施形態では、リンカー組成物は、少なくとも１年間、室温
で分解しない。ある特定の実施形態では、リンカー組成物は、製造終了から消費者による
使用にわたる期間、氷点を上回り沸点を下回る温度範囲（高度に従って必要に応じて調整
）で、「常温保存可能」である。本開示の組成物は、製造終了から消費者による使用にわ
たる期間、一時的に封着することができる。本開示の組成物が、汚染、開放（使用前に互
いに分離された表面および基材）、開封、沸騰、凍結および／または破損されていない限
り、本開示の組成物は、少なくとも１時間、２時間、３時間、４時間、５時間、６時間、
７時間、８時間、９時間、１０時間、１１時間、１２時間、１３時間、１４時間、１５時
間、１６時間、１７時間、１８時間、１９時間、２０時間、２１時間、２２時間、２３時
間、２４時間またはその間のいずれか１時間刻みの増分となり得る、製造終了から消費者
による使用にわたる期間、安定かつ効果的であり続けることができる。本開示の組成物が
、汚染、開放（使用前に互いに分離された表面および基材）、開封、沸騰、凍結および／
または破損されていない限り、本開示の組成物は、少なくとも１日間、２日間、３日間、
４日間、５日間、６日間、７日間、８日間、９日間、１０日間、１１日間、１２日間、１
３日間、１４日間、１５日間、１６日間、１７日間、１８日間、１９日間、２０日間、２
１日間、２２日間、２３日間、２４日間、２５日間、２６日間、２７日間、２８日間、２
９日間、３０日間またはその間のいずれか１日刻みの増分となり得る、製造終了から消費
者による使用にわたる期間、安定かつ効果的であり続けることができる。本開示の組成物
が、汚染、開放（使用前に互いに分離された表面および基材）、開封、沸騰、凍結および
／または破損されていない限り、本開示の組成物は、少なくとも１週間、２週間、３週間
、４週間、５週間、６週間、７週間、８週間、９週間、１０週間、１１週間、１２週間ま
たはその間のいずれか１週間刻みの増分となり得る、製造終了から消費者による使用にわ
たる期間、安定かつ効果的であり続けることができる。本開示の組成物が、汚染、開放（
使用前に互いに分離された表面および基材）、開封、沸騰、凍結および／または破損され
ていない限り、本開示の組成物は、少なくとも１ヶ月間、２ヶ月間、３ヶ月間、４ヶ月間
、５ヶ月間、６ヶ月間、７ヶ月間、８ヶ月間、９ヶ月間、１０ヶ月間、１１ヶ月間、１２
ヶ月間またはその間のいずれか１ヶ月刻みの増分となり得る、製造終了から消費者による
使用にわたる期間、安定かつ効果的であり続けることができる。本開示の組成物が、汚染
、開放（使用前に互いに分離された表面および基材）、開封、沸騰、凍結および／または
破損されていない限り、本開示の組成物は、少なくとも１年間、２年間、３年間、４年間
、５年間、６年間またはその間のいずれか１年刻みの増分となり得る、製造終了から消費
者による使用にわたる期間、安定かつ効果的であり続けることができる。
【００２６】
　リンカー構成成分は、官能化構成成分および伸長構成成分を含む。本開示の組成物のあ
る特定の実施形態では、基材との接触後に、官能化構成成分は、少なくとも１個の官能基
を基材の表面に共有結合させる。ある特定の実施形態では、表面は、複数のチャンバーの
各チャンバーの内部表面を含む。ある特定の実施形態では、表面は、複数のチャンバーの
各チャンバーの各内部表面を含む。
【００２７】
　リンカー構成成分は、官能化構成成分および伸長構成成分を含む。本開示の組成物のあ
る特定の実施形態では、基材との接触後に、官能化構成成分は、少なくとも１個の官能基
を基材の表面に共有結合させる。ある特定の実施形態では、少なくとも１個の官能基は、
シラン基である。ある特定の実施形態では、官能化構成成分は、有機官能性アルコキシシ
ランを含む。例えば、有機官能性アルコキシシランは、アミノシランを含み得る。ある特
定の実施形態では、官能化構成成分は、アミノシランを含む。例えば、アミノシランは、
（３－アミノプロピル）トリエトキシシラン（ＡＰＴＥＳ）を含み得る。ある特定の実施
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形態では、官能化構成成分は、（３－アミノプロピル）トリエトキシシラン（ＡＰＴＥＳ
）を含む。ある特定の実施形態では、官能化構成成分は、１％ＡＰＴＥＳを含む。
【００２８】
　リンカー構成成分は、官能化構成成分および伸長構成成分を含む。本開示の組成物のあ
る特定の実施形態では、伸長構成成分は、第１の末端における官能化構成成分に共有結合
する有機ポリマーを含む。ある特定の実施形態では、有機ポリマーは、第２の末端にアル
デヒドを含む。ある特定の実施形態では、伸長構成成分は、架橋組成物に結合する。ある
特定の実施形態では、伸長構成成分は、グルタルアルデヒドを含む。ある特定の実施形態
では、伸長構成成分は、１％グルタルアルデヒドを含む。
【００２９】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、反復パターンは、複数の平行線を含む。本
開示の組成物のある特定の実施形態では、反復パターンは、複数のドットを含む。複数の
捕捉剤の反復パターンの全実施形態では、パターンの各反復は、各別個の捕捉剤のうち少
なくとも１個を含む。例えば、例証によって、複数の捕捉剤が、それぞれ細胞内標的「ａ
」、「ｂ」および「ｃ」に特異的に結合する「Ａ」、「Ｂ」および「Ｃ」を含む場合、複
数の捕捉剤の反復パターンの各反復は、少なくとも１個の「Ａ」、少なくとも１個の「Ｂ
」および少なくとも１個の「Ｃ」を含む。
【００３０】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、細胞内標的は、ＤＮＡ分子、ＲＮＡ分子、
ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、タンパク質複合体、チャネル、オルガネラ、脂質
、オリゴ糖、細胞骨格要素である。それに代えてまたはそれに加えて、細胞内標的は、癌
遺伝子の転写物、癌タンパク質、腫瘍抑制因子遺伝子の転写物、腫瘍抑制因子タンパク質
、癌遺伝子の調節因子、癌タンパク質の調節因子または腫瘍抑制因子遺伝子の調節因子と
なり得る。それに代えてまたはさらにそれに加えて、細胞内標的は、受容体、酵素、転写
因子または成長因子となり得る。それに代えてまたはさらにそれに加えて、細胞内標的は
、リン酸化された（phosphorylized）受容体またはリン酸化された酵素である。ある特定
の実施形態では、酵素は、キナーゼである。
【００３１】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、細胞内標的は、ＤＮＡ分子、ＲＮＡ分子、
ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、タンパク質複合体、チャネル、オルガネラ、脂質
、オリゴ糖、細胞骨格要素である。ある特定の実施形態では、細胞内標的は、癌遺伝子の
転写物、癌タンパク質、腫瘍抑制因子遺伝子の転写物、腫瘍抑制因子タンパク質、癌遺伝
子の調節因子、癌タンパク質の調節因子または腫瘍抑制因子遺伝子の調節因子を含む。あ
る特定の実施形態では、細胞内標的は、受容体、酵素、転写因子または成長因子を含む。
ある特定の実施形態では、細胞内標的は、リン酸化された受容体またはリン酸化された酵
素を含む。ある特定の実施形態では、酵素は、キナーゼである。
【００３２】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、複数のチャンバーのうち少なくとも１個のチャンバーは、官能化された
バンドをさらに含む。少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示
の組成物のある特定の実施形態では、複数のチャンバーの各チャンバーは、官能化された
バンドをさらに含む。
【００３３】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、官能化されたバンドは、ビーズを捕捉する
。ある特定の実施形態では、官能化されたバンドは、少なくとも１個のビーズを捕捉する
。ある特定の実施形態では、官能化されたバンドは、多くとも１個のビーズを捕捉する。
ある特定の実施形態では、官能化されたバンドは、単一のビーズのみを捕捉する。
【００３４】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、官能化されたバンドは、細胞を捕捉する。ある特定の実施形態では、官
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能化されたバンドは、少なくとも１個の細胞を捕捉する。ある特定の実施形態では、官能
化されたバンドは、多くとも１個の細胞を捕捉する。ある特定の実施形態では、官能化さ
れたバンドは、単一細胞のみを捕捉する。
【００３５】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、官能化されたバンドは、１個のビーズおよ
び１個の細胞を捕捉する。ある特定の実施形態では、官能化されたバンドは、多くとも１
個のビーズおよび多くとも１個の細胞を捕捉する。
【００３６】
　本開示の組成物のある特定の実施形態では、複数のチャンバーの少なくとも１個のチャ
ンバーは、第２のビーズがチャンバーに進入することまたは官能化されたバンドと接触す
ることを防止する、１つまたは複数の寸法を有する。本開示の組成物のある特定の実施形
態では、複数のチャンバーの各チャンバーは、第２のビーズがチャンバーに進入すること
または官能化されたバンドと接触することを防止する、１つまたは複数の寸法を有する。
ある特定の実施形態では、チャンバーの１つまたは複数の寸法は、第１のビーズのいずれ
かの寸法よりも大きく、これにより、第１のビーズがチャンバーに進入することまたは官
能化されたバンドと接触することを可能にする。ある特定の実施形態では、チャンバーの
１つまたは複数の寸法が、第１のビーズのいずれかの寸法と第２のビーズのいずれかの寸
法との和よりも小さく、これにより、第２のビーズがチャンバーに進入することまたは官
能化されたバンドと接触することを防止する。ある特定の実施形態では、チャンバーの１
つまたは複数の寸法が、直径であり、直径が、５０μｍまたは約５０μｍである。ある特
定の実施形態では、第１のビーズは、終点を含めて３０～４０μｍの間の直径を有し、こ
れにより、第１のビーズがチャンバーに進入することまたは官能化されたバンドと接触す
ることを可能にする。ある特定の実施形態では、第１のビーズの直径と第２のビーズの直
径との和は、６０～８０μｍの間であり、これにより、第２のビーズがチャンバーに進入
することまたは官能化されたバンドと接触することを防止する。
【００３７】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、官能化されたバンドは、１０μｍまたは約１０μｍの幅を有する。
【００３８】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、官能化されたバンドを含むチャンバーは、チャンバーの少なくとも１個
の表面をコーティング組成物と接触させて、少なくとも１個のコーティングされた表面を
生成するステップと、チャンバーの少なくとも１個のコーティングされた表面を不動態化
して、少なくとも１個の不動態化された表面を生成するステップと；フォトマスクがパタ
ーンを含む、少なくとも１個の不動態化された表面の部分をフォトマスクで覆って、少な
くとも１個のマスクされた表面を生成するステップと；少なくとも１個のマスクされた表
面をＵＶ光に曝露するステップと；チャンバーの少なくとも１個のマスクされた表面に捕
捉抗体組成物を沈着させて、少なくとも１個の官能化された表面を生成するステップと、
ビーズ組成物をチャンバーに接触させるステップであって、少なくとも１個の官能化され
た表面が、ビーズを捕捉する、ステップと、細胞溶解組成物をチャンバーに導入するステ
ップと、細胞をチャンバーに導入するステップとを含む方法に従って調製される。ある特
定の実施形態では、官能化されたバンドを含むチャンバーは、チャンバーからビーズを除
去するステップをさらに含む方法に従って調製される。ある特定の実施形態では、官能化
されたバンドを含むチャンバーは、チャンバー内にストレプトアビジン組成物を沈着させ
るステップをさらに含む方法に従って調製され、ストレプトアビジン組成物は、捕捉抗体
組成物を沈着させた後にチャンバー内に沈着し、ストレプトアビジン組成物は、ビーズを
チャンバーに導入する前にチャンバー内に沈着する。
【００３９】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、コーティング組成物は、ＰＶＡ－ＳｂＱ組成物を含む。
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【００４０】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、抗体組成物は、捕捉抗体を含む。
【００４１】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、抗体組成物の沈着に先立ち、少なくとも１個のマスクされた表面は、少
なくとも１個のマスクされた表面をリンカー組成物と接触させるステップを含む方法に従
って調製される。ある特定の実施形態では、リンカー組成物は、伸長構成成分を含む。あ
る特定の実施形態では、伸長構成成分は、ＡＰＴＥＳ組成物を含む。ある特定の実施形態
では、リンカー組成物は、官能化構成成分を含む。ある特定の実施形態では、官能化構成
成分は、プロテインＧ組成物を含む。
【００４２】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、官能化されたバンドを含むチャンバーは、チャンバーの少なくとも１個
の表面を不動態化するステップと；フォトマスクがパターンを含む、少なくとも１個の不
動態化された表面の部分をフォトマスクで覆って、少なくとも１個のマスクされた表面を
生成するステップと；少なくとも１個のマスクされた表面をＵＶ光に曝露するステップと
；チャンバー内に捕捉抗体組成物を沈着させるステップと；細胞をチャンバーに導入する
ステップとを含む方法に従って調製される。ある特定の実施形態では、不動態化するステ
ップは、チャンバーの少なくとも１個の表面および酸素プラズマを接触させて、少なくと
も１個の官能化された表面を生成するステップと、少なくとも１個の官能化された表面を
前処理組成物と接触させて、前処理された表面を生成するステップと、少なくとも１個の
前処理された表面をビオチン組成物と接触させるステップとを含む。ある特定の実施形態
では、前処理組成物は、Ｎ－（３－ジメチルアミノプロピル）－Ｎ’－エチルカルボジイ
ミド塩酸塩（ＥＤＣ）およびＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩（Ｓｕｌ
ｆｏ－ＮＨＳ）を含む。ある特定の実施形態では、前処理組成物は、０．０５Ｍ　ＭＥＳ
および０．５Ｍ　ＮａＣｌを含むバッファーをさらに含む。ある特定の実施形態では、ビ
オチン組成物は、ＰＬＬ（２０）－ｇ［３．５］－ＰＥＧ（２）：ポリ－Ｌ－リシン－ｇ
－ポリ（エチレングリコール）－ビオチン（ＰＬＬ－ｇ－ＰＥＧ－ビオチン）を含む。あ
る特定の実施形態では、ビオチン組成物は、ＨＥＰＥＳバッファーをさらに含む。ある特
定の実施形態では、前処理組成物は、１１．５ｍｇ／ｍｌのＮ－（３－ジメチルアミノプ
ロピル）－Ｎ’－エチルカルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）、１９．２ｍｇ／ｍｌのＮ－ヒ
ドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩（Ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ）、ならびに０．０５
Ｍ　ＭＥＳおよび０．５Ｍ　ＮａＣｌバッファーを含むバッファーを含む。ある特定の実
施形態では、ビオチン組成物は、０．５ｍｇ／ｍｌのＰＬＬ（２０）－ｇ［３．５］－Ｐ
ＥＧ（２）：ポリ－Ｌ－リシン－ｇ－ポリ（エチレングリコール）－ビオチン（ＰＬＬ－
ｇ－ＰＥＧ－ビオチン）および１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファーを含む。ある特定の実施
形態では、不動態化するステップは、チャンバーの少なくとも１個の表面および酸素プラ
ズマを接触させて、少なくとも１個の官能化された表面を生成するステップと、少なくと
も１個の官能化された表面を前処理組成物と１５分間接触させて、前処理された表面を生
成するステップと、少なくとも１個の前処理された表面をビオチン組成物と少なくとも３
時間接触させるステップとを含む。
【００４３】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、ビーズは、ビオチン化オリゴヌクレオチドを含む組成物を含む。
【００４４】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、細胞組成物は、ＲＮＡｓｅ阻害剤溶液を含む。
【００４５】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
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の実施形態では、ビーズ組成物は、ビーズおよびバーコードをコードする核酸配列を含み
、バーコードは、バーコードをコードする配列およびバーコードハンドルをコードする配
列を含む。ある特定の実施形態では、バーコードをコードする核酸配列が、ＰＣＲハンド
ルをコードする配列、固有分子識別子（ＵＭＩ）をコードする配列、鋳型スイッチングオ
リゴヌクレオチド（ＴＳＯ）ハンドルをコードする配列、およびＴＳＯハイブリダイゼー
ション部位をコードする配列のうち１つまたは複数をさらに含む。ある特定の実施形態で
は、バーコードをコードする核酸配列は、ＰＣＲハンドルをコードする配列、固有分子識
別子（ＵＭＩ）をコードする配列、鋳型スイッチングオリゴヌクレオチド（a　template
　switching　oligonucleotide）（ＴＳＯ）ハンドルをコードする配列、およびＴＳＯハ
イブリダイゼーション部位をコードする配列をさらに含む。ある特定の実施形態では、バ
ーコードをコードする核酸配列は、５’から３’へと、ＰＣＲハンドルをコードする配列
、バーコードをコードする配列、バーコードハンドルをコードする配列、固有分子識別子
（ＵＭＩ）をコードする配列、鋳型スイッチングオリゴヌクレオチド（ＴＳＯ）ハンドル
をコードする配列、およびＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列を含む。
ある特定の実施形態では、ＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列は、ポリ
グアニン（ポリＧ）配列を含む。ある特定の実施形態では、ＴＳＯハイブリダイゼーショ
ン部位をコードする配列は、ポリグアニン（ポリＧ）配列からなる。
【００４６】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、ビーズ組成物の各ビーズは、固有のバーコードを含む。ある特定の実施
形態では、各チャンバーの各ビーズは、固有のバーコードを含む。ある特定の実施形態で
は、複数のチャンバーの各ビーズは、固有のバーコードを含む。ある特定の実施形態では
、ビーズ基材は、基材としてのスライドグラスと相互交換することができ、ｍＲＮＡとタ
ンパク質の両方を捕捉するために、チャンバーの上に位置する同じスライドを利用する。
【００４７】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、バーコードをコードする配列は、１２ヌクレオチドを含む。ある特定の
実施形態では、バーコードをコードする配列は、１２ヌクレオチドからなる。
【００４８】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、バーコードをコードする配列は、少なくとも１個の修飾されたヌクレオ
チドを含む。ある特定の実施形態では、修飾されたヌクレオチドは、標識を含む。ある特
定の実施形態では、標識は、フルオロフォアまたは発色団を含む。ある特定の実施形態で
は、標識は、蛍光標識である。ある特定の実施形態では、バーコードをコードする配列の
各ヌクレオチドは、標識を含む。ある特定の実施形態では、各アデニンは第１の標識を含
み、各シトシンは第２の標識を含み、各グアニンは第３の標識を含み、各チミンは第４の
標識を含む。ある特定の実施形態では、第１の標識、第２の標識、第３の標識および第４
の標識は、別個の標識である。ある特定の実施形態では、第１の標識、第２の標識、第３
の標識および第４の標識は、スペクトルにより識別可能な蛍光標識である。
【００４９】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、組成物は、鋳型スイッチングオリゴ（ＴＳＯ）をさらに含む。ある特定
の実施形態では、ＴＳＯは、ＵＭＩをコードする配列に相補的な配列、ＴＳＯハンドルを
コードする配列に相補的な配列、ＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列を
コードする配列に相補的な配列、および細胞内標的ＲＮＡに相補的な配列を含む。ある特
定の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、ｍＲＮＡである。ある特定の実施形態では、Ｔ
ＳＯのＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列をコードする配列に相補的な
配列は、バーコードをコードする核酸のＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする
配列にハイブリダイズする。
【００５０】
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　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、組成物は、細胞内標的ＲＮＡをさらに含む。ある特定の実施形態では、
細胞内標的ＲＮＡは、ＴＳＯとハイブリダイズする。
【００５１】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、組成物は、フォワードプライマーおよびリバースプライマーをさらに含
み、フォワードプライマーは、ＰＣＲハンドルをコードする配列に相補的な配列を含み、
第２のプライマーが、細胞内標的ＲＮＡの配列に相補的な配列を含む。ある特定の実施形
態では、リバースプライマーは、プライマー特異的識別配列をさらに含む。
【００５２】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）の構成成分をコードする
。ある特定の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、ＴＣＲのα鎖（ＴＣＲα）をコードす
る。ある特定の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、ＴＣＲのβ鎖（ＴＣＲβ）をコード
する。
【００５３】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡをコード
する。ある特定の実施形態では、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡは、合成配列、
修飾配列、組換え配列またはキメラ配列を含む。ある特定の実施形態では、天然に存在し
ないＲＮＡまたはｍＲＮＡは、配列の野生型バージョンと比較して変異を含む。ある特定
の実施形態では、変異は、置換、挿入、欠失、逆位または転位を含む。ある特定の実施形
態では、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡは、ＴＣＲの構成成分をコードする。あ
る特定の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、ＴＣＲのα鎖（ＴＣＲα）をコードする。
ある特定の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、ＴＣＲのβ鎖（ＴＣＲβ）をコードする
。
【００５４】
　少なくとも１個のチャンバーがビーズを含む実施形態を含む本開示の組成物のある特定
の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡをコード
する。ある特定の実施形態では、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡは、合成配列、
修飾配列、組換え配列またはキメラ配列を含む。ある特定の実施形態では、天然に存在し
ないＲＮＡまたはｍＲＮＡは、配列の野生型バージョンと比較して変異を含む。ある特定
の実施形態では、変異は、置換、挿入、欠失、逆位または転位を含む。ある特定の実施形
態では、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡは、融合タンパク質をコードする。ある
特定の実施形態では、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡは、キメラ抗原受容体（Ｃ
ＡＲ）をコードする。ある特定の実施形態では、ＣＡＲは、修飾された細胞から放出され
る。ある特定の実施形態では、修飾された細胞は、修飾されたＴ細胞である。
【００５５】
　本開示は、単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための
方法であって、細胞溶解を引き起こすのに十分な条件下で、生体試料および本開示の組成
物を接触させて、基材の複数のチャンバーの各チャンバー内に細胞溶解物を生成するステ
ップであって、複数のチャンバーの各チャンバーが、生体試料の単一細胞を含み、生体試
料が、複数の細胞および流体を含み、複数のチャンバーの各チャンバー内で、生体試料が
、表面と流体連絡している、ステップと；複数の捕捉剤の少なくとも１個の捕捉剤を少な
くとも１個の細胞内標的に特異的に結合させるのに十分な時間、複数のチャンバーの各チ
ャンバー内で細胞溶解物をインキュベートして、捕捉剤：標的複合体を生成するステップ
と；少なくとも１個の捕捉剤：標的複合体を可視化して、マルチプレックス解析において
単一細胞の１種または複数種の細胞内標的を同定するステップとを含む方法を提供する。
【００５６】
　本開示は、単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための
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方法であって、基材の複数のチャンバーの各チャンバー内で、細胞溶解を引き起こして細
胞溶解物を生成するのに十分な条件下で、生体試料および本開示の組成物を接触させるス
テップであって、複数のチャンバーの各チャンバーが、生体試料の単一細胞を含み、生体
試料が、複数の細胞および流体を含み、複数のチャンバーの各チャンバー内で、生体試料
が、ビーズと流体連絡しており、ビーズが、少なくとも１種の細胞内標的に特異的に結合
して、捕捉剤：標的複合体を生成するための複数の捕捉剤を含む、ステップと、複数の捕
捉剤の少なくとも１つの捕捉剤を少なくとも１種の細胞内標的に特異的に結合させて捕捉
剤：標的複合体を生成させるのに十分な時間、複数のチャンバーの各チャンバー内で細胞
溶解物をインキュベートするステップと、少なくとも１種の捕捉剤：標的複合体を可視化
し、または少なくとも１種の捕捉剤：標的複合体の標的を配列決定して、マルチプレック
ス解析において単一細胞の１種もしくは複数種の細胞内標的を同定するステップとを含む
方法を提供する。ある特定の実施形態では、この方法は、少なくとも１種の捕捉剤：標的
複合体を可視化し、少なくとも１種の捕捉剤：標的複合体の標的を配列決定して、マルチ
プレックス解析において単一細胞の１種または複数種の細胞内標的を同定するステップを
含む。
【００５７】
　単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための方法を含む
本開示の方法のある特定の実施形態では、この方法は、少なくとも１種の捕捉剤：標的複
合体を可視化し、または少なくとも１種の捕捉剤：標的複合体の標的を配列決定して、マ
ルチプレックス解析において単一細胞の１種もしくは複数種の細胞内標的を同定するステ
ップを含む。
【００５８】
　単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための方法を含む
本開示の方法のある特定の実施形態では、この方法は、少なくとも１種の捕捉剤：標的複
合体の標的を配列決定して、マルチプレックス解析において単一細胞の１種または複数種
の細胞内標的を同定するステップを含む。
【００５９】
　単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための方法を含む
本開示の方法のある特定の実施形態では、この方法は、少なくとも１種の捕捉剤：標的複
合体の標的を配列決定して、マルチプレックス解析において単一細胞の１種または複数種
の細胞内標的を同定するステップを含む。
【００６０】
　単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための方法を含む
本開示の方法のある特定の実施形態では、ビーズ組成物は、ビーズおよびバーコードをコ
ードする核酸配列を含み、バーコードは、バーコードをコードする配列およびバーコード
ハンドルをコードする配列を含み、方法は、ｃＤＮＡバーコード配列を合成することによ
り、バーコードを配列決定するステップを含む。ある特定の実施形態では、バーコードを
合成するステップは、ハイブリダイゼーションおよびｃＤＮＡ合成に十分な条件下で、バ
ーコードハンドルをコードする配列、バーコードハンドルをコードする配列の部分に相補
的な配列を含むプライマー、およびポリメラーゼを接触させるステップを含み、接触させ
るステップは、ｃＤＮＡバーコード配列を生成する。ある特定の実施形態では、配列決定
するステップは、チャンバー内で実行される。ある特定の実施形態では、バーコードをコ
ードする核酸配列は、ＰＣＲハンドルをコードする配列、固有分子識別子（ＵＭＩ）をコ
ードする配列、鋳型スイッチングオリゴヌクレオチド（ＴＳＯ）ハンドルをコードする配
列、およびＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列のうち１つまたは複数を
さらに含む。ある特定の実施形態では、バーコードをコードする核酸配列ハ、ＰＣＲハン
ドルをコードする配列、固有分子識別子（ＵＭＩ）をコードする配列、鋳型スイッチング
オリゴヌクレオチド（ＴＳＯ）ハンドルをコードする配列、およびＴＳＯハイブリダイゼ
ーション部位をコードする配列をさらに含む。ある特定の実施形態では、バーコードをコ
ードする核酸配列は、５’から３’へと、ＰＣＲハンドルをコードする配列、バーコード
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をコードする配列、バーコードハンドルをコードする配列、固有分子識別子（ＵＭＩ）を
コードする配列、鋳型スイッチングオリゴヌクレオチド（ＴＳＯ）ハンドルをコードする
配列、およびＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列を含む。ある特定の実
施形態では、ＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列は、ポリグアニン（ポ
リＧ）配列を含む。ある特定の実施形態では、ＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコー
ドする配列は、ポリグアニン（ポリＧ）配列からなる。ある特定の実施形態では、ビーズ
組成物の各ビーズは、固有のバーコードを含む。ある特定の実施形態では、各チャンバー
の各ビーズは、固有のバーコードを含む。ある特定の実施形態では、複数のチャンバーの
各ビーズは、固有のバーコードを含む。ある特定の実施形態では、バーコードをコードす
る配列は、１２ヌクレオチドを含む。
【００６１】
　単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための方法を含む
本開示の方法のある特定の実施形態では、バーコードをコードする配列は、１２ヌクレオ
チドからなる。ある特定の実施形態では、ハイブリダイゼーションおよびｃＤＮＡ合成に
十分な条件は、複数のデオキシヌクレオチド（ｄＮＴＰ）を含む。ある特定の実施形態で
は、複数のデオキシヌクレオチド（ｄＮＴＰ）の少なくとも１つのｄＮＴＰは、修飾を含
む。ある特定の実施形態では、複数のデオキシヌクレオチド（ｄＮＴＰ）の各ｄＮＴＰは
、修飾を含む。ある特定の実施形態では、修飾は、標識を含む。ある特定の実施形態では
、標識は、フルオロフォアまたは発色団（chromaphore）を含む。ある特定の実施形態で
は、標識は、蛍光標識である。ある特定の実施形態では、各アデニンは、第１の標識を含
み、各シトシンは、第２の標識を含み、各グアニンは、第３の標識を含み、各チミンは、
第４の標識を含む。ある特定の実施形態では、第１の標識、第２の標識、第３の標識およ
び第４の標識は、別個の標識である。ある特定の実施形態では、第１の標識、第２の標識
、第３の標識および第４の標識は、スペクトルにより識別可能な蛍光標識である。
【００６２】
　本開示は、本開示の方法に従って生成されるｃＤＮＡバーコード配列を提供する。
【００６３】
　本開示は、本開示のｃＤＮＡバーコード配列を含む組成物を提供する。
【００６４】
　単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための方法を含む
本開示の方法のある特定の実施形態では、この方法は、ビーズのバーコードをコードする
核酸の部分へとＴＳＯをハイブリダイゼーションして、核酸／ＴＳＯ二重鎖を生成するの
に十分な条件下で、バーコードをコードする核酸配列およびＴＳＯを接触させるステップ
をさらに含む。ある特定の実施形態では、ＴＳＯは、ＵＭＩをコードする配列に相補的な
配列、ＴＳＯハンドルをコードする配列に相補的な配列、ＴＳＯハイブリダイゼーション
部位をコードする配列をコードする配列に相補的な配列、および細胞内標的ＲＮＡに相補
的な配列を含む。ある特定の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、ｍＲＮＡである。ある
特定の実施形態では、ＴＳＯのＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列に相
補的な配列は、バーコードをコードする核酸のＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコー
ドする配列にハイブリダイズする。ある特定の実施形態では、ＴＳＯは、細胞内標的ＲＮ
Ａとハイブリダイズして、核酸：ＴＳＯ：細胞内標的ＲＮＡ三重鎖を形成する。
【００６５】
　単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための方法を含む
本開示の方法のある特定の実施形態では、この方法は、ハイブリダイゼーションおよび増
幅に十分な条件下で、核酸：ＴＳＯ：細胞内標的ＲＮＡ三重鎖、フォワードプライマー、
リバースプライマーおよびポリメラーゼを接触させて、増幅産物を生成するステップをさ
らに含み、フォワードプライマーは、バーコードをコードする核酸のＰＣＲハンドルをコ
ードする配列に相補的な配列を含み、第２のプライマーは、細胞内標的ＲＮＡの配列に相
補的な配列を含む。ある特定の実施形態では、増幅産物は、バーコードをコードする配列
、バーコードハンドルをコードする配列、ＵＭＩをコードする配列、ＴＳＯハンドルをコ
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ードする配列、ＴＳＯハイブリダイゼーション部位をコードする配列、および細胞内標的
ＲＮＡをコードする配列を含む。
【００６６】
　単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための方法を含む
本開示の方法のある特定の実施形態では、この方法は、ハイブリダイゼーションおよび増
幅に十分な条件下で、増幅産物を、第２のフォワードプライマー、第２のリバースプライ
マーおよびポリメラーゼと接触させて、第１の配列決定産物を生成するステップをさらに
含み、第２のフォワードプライマーが、増幅産物のＰＣＲハンドルをコードする配列に相
補的な配列を含み、第２のリバースプライマーが、増幅産物の細胞内標的ＲＮＡの配列に
相補的な配列を含む。ある特定の実施形態では、第２のリバースプライマーは、プライマ
ー特異的識別配列をさらに含む。
【００６７】
　単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための方法を含む
本開示の方法のある特定の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）
の構成成分をコードする。ある特定の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、ＴＣＲのα鎖
（ＴＣＲα）をコードする。ある特定の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、ＴＣＲのβ
鎖（ＴＣＲβ）をコードする。
【００６８】
　単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための方法を含む
本開示の方法のある特定の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、天然に存在しないＲＮＡ
またはｍＲＮＡをコードする。ある特定の実施形態では、天然に存在しないＲＮＡまたは
ｍＲＮＡは、合成配列、修飾配列、組換え配列またはキメラ配列を含む。ある特定の実施
形態では、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡは、配列の野生型バージョンと比較し
て変異を含む。ある特定の実施形態では、変異は、置換、挿入、欠失、逆位または転位を
含む。ある特定の実施形態では、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡは、ＴＣＲの構
成成分をコードする。ある特定の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、ＴＣＲのα鎖（Ｔ
ＣＲα）をコードする。ある特定の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、ＴＣＲのβ鎖（
ＴＣＲβ）をコードする。
【００６９】
　単一細胞の１種または複数種の細胞内標的のマルチプレックス解析のための方法を含む
本開示の方法のある特定の実施形態では、細胞内標的ＲＮＡは、天然に存在しないＲＮＡ
またはｍＲＮＡをコードする。ある特定の実施形態では、天然に存在しないＲＮＡまたは
ｍＲＮＡは、合成配列、修飾配列、組換え配列またはキメラ配列を含む。ある特定の実施
形態では、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡは、配列の野生型バージョンと比較し
て変異を含む。ある特定の実施形態では、変異は、置換、挿入、欠失、逆位または転位を
含む。ある特定の実施形態では、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡは、融合タンパ
ク質をコードする。ある特定の実施形態では、天然に存在しないＲＮＡまたはｍＲＮＡは
、キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）をコードする。ある特定の実施形態では、ＣＡＲは、修飾
された細胞から放出される。ある特定の実施形態では、修飾された細胞は、修飾されたＴ
細胞である。
【００７０】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、単一細胞は、健康な細胞である。ある特定の
実施形態では、単一細胞は、遺伝子改変されている。
【００７１】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、単一細胞は、健康な細胞ではない。ある特定
の実施形態では、単一細胞は、感染または罹患組織から単離される、これから精製される
またはこれに由来する。ある特定の実施形態では、単一細胞は、感染または罹患組織また
は流体から単離される、これから精製されるまたはこれに由来する。ある特定の実施形態
では、単一細胞は、望ましくない健康状態、疾患または障害の原因となる、これを予測す
るまたはこれと相関する遺伝的またはエピジェネティックマーカーを含有する。ある特定
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の実施形態では、単一細胞は、遺伝的またはエピジェネティックマーカーの非存在下での
リスクと比較して、望ましくない健康状態、疾患または障害の有意に増加した発症リスク
の原因となる、これを予測するまたはこれと相関する遺伝的またはエピジェネティックマ
ーカーを含有する。ある特定の実施形態では、単一細胞は、遺伝子改変されている。
【００７２】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、単一細胞は、腫瘍細胞である。ある特定の実
施形態では、腫瘍細胞は、良性である。ある特定の実施形態では、腫瘍細胞は、悪性であ
る。ある特定の実施形態では、腫瘍細胞は、がん細胞である。ある特定の実施形態では、
単一細胞は、悪性細胞である。ある特定の実施形態では、単一細胞は、がん細胞である。
本開示のがん細胞は、固形組織または生体液が挙げられるがこれらに限定されない、いず
れかの身体組織から単離する、これから精製する、これに由来する、および／またはこれ
から培養することができる。
【００７３】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、単一細胞は、神経細胞である。例えば、単一
細胞は、ニューロン、神経前駆体、神経幹細胞、または神経細胞へと分化することができ
る細胞となり得る。ある特定の実施形態では、神経細胞は、中枢神経系の組織または流体
から単離され得る、これから精製され得るまたはこれに由来し得る。ある特定の実施形態
では、神経細胞は、末梢神経系の組織または流体から単離され得る、これから精製され得
るまたはこれに由来し得る。ある特定の実施形態では、単一細胞は、遺伝子改変されてい
る。
【００７４】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、単一細胞は、グリア細胞である。ある特定の
実施形態では、グリア細胞は、神経細胞（例えば、神経膠細胞、放射状グリア細胞、アス
トロサイト、オリゴデンドロサイト、マイクログリア細胞、上衣細胞、シュワン細胞また
はサテライト細胞）を支持することができる。ある特定の実施形態では、グリア細胞は、
中枢神経系の組織または流体から単離され得る、これから精製され得るまたはこれに由来
し得る。ある特定の実施形態では、グリア細胞は、末梢神経系の組織または流体から単離
され得る、これから精製され得るまたはこれに由来し得る。ある特定の実施形態では、グ
リア細胞は、神経細胞の恒常性状態を維持することができる。ある特定の実施形態では、
グリア細胞は、軸索周囲のミエリンまたはミエリン鞘を産生、形成、および／または維持
することができる。ある特定の実施形態では、グリア細胞は、シナプス間隙から１種また
は複数種のシグナリング分子を排除することができる。ある特定の実施形態では、グリア
細胞は、神経細胞または局所的微小環境のために１種または複数種の支持因子または成長
因子を提供することができる。ある特定の実施形態では、グリア細胞は、神経細胞に近接
した細胞間間隙からの老廃物の除去を容易にすることができる。ある特定の実施形態では
、単一細胞は、遺伝子改変されている。
【００７５】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、単一細胞は、免疫細胞である。ある特定の実
施形態では、単一細胞は、Ｂリンパ球である。ある特定の実施形態では、単一細胞は、白
血球である。例示的な白血球として、貪食細胞（マクロファージ、好中球および樹状細胞
）、リンパ系細胞（例えば、リンパ球）、マスト細胞、好酸球、好塩基球およびナチュラ
ルキラー細胞が挙げられるがこれらに限定されない。ある特定の実施形態では、単一細胞
は、リンパ球である。ある特定の実施形態では、単一細胞は、Ｔリンパ球またはＢリンパ
球である。ある特定の実施形態では、単一細胞は、Ｔリンパ球である。ある特定の実施形
態では、単一細胞は、遺伝子改変されている。
【００７６】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、単一細胞は、細菌である。例示的な細菌は、
いかなる種のものであってもよい。例示的な細菌は、バイオフィルムから単離され得る、
これから精製され得る、これに由来し得る、またはこれから培養され得る。例示的な細菌
は、宿主と相利共生または共生関係を有することができる。例示的な細菌は、宿主と病原
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性関係を有することができる。ある特定の実施形態では、宿主は、脊椎動物である。ある
特定の実施形態では、宿主は、哺乳動物である。ある特定の実施形態では、宿主は、ヒト
である。ある特定の実施形態では、単一細胞は、遺伝子改変されている。
【００７７】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、単一細胞は、古細菌である。例示的な古細菌
は、いかなる種のものであってもよい。例示的な古細菌は、複数の古細菌またはその集団
から単離され得る、これから精製され得る、これに由来し得る、またはこれから培養され
得る。ある特定の実施形態では、単一細胞は、遺伝子改変されている。
【００７８】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、単一細胞は、酵母細胞である。例示的な酵母
細胞は、いかなる種のものであってもよい。例示的な酵母細胞は、複数の酵母細胞または
その集団から単離され得る、これから精製され得る、これに由来し得る、またはこれから
培養され得る。ある特定の実施形態では、単一細胞は、遺伝子改変されている。
【００７９】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、単一細胞は、藻類である。例示的な藻類は、
いかなる種のものであってもよい。例示的な藻類は、複数の藻類またはその集団から単離
され得る、これから精製され得る、これに由来し得る、またはこれから培養され得る。あ
る特定の実施形態では、単一細胞は、遺伝子改変されている。
【００８０】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、単一細胞は、遺伝子改変されている。ある特
定の実施形態では、単一細胞は、本開示の疾患または障害を処置する細胞療法としての使
用のために遺伝子改変されている。
【００８１】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、生体試料は、いずれかの体液を含む。ある特
定の実施形態では、生体試料は、血液、脳脊髄液（ＣＳＦ）、リンパ液、胸水（plural　
effusion）、尿または唾液を含む。ある特定の実施形態では、生体試料は、単一の被験体
またはドナーから得られる。ある特定の実施形態では、生体試料は、少なくとも１名の被
験体またはドナーから得られる。ある特定の実施形態では、生体試料は、１名または複数
の被験体（複数可）またはドナー（複数可）から得られる。ある特定の実施形態では、生
体試料は、複数の被験体（複数可）またはドナー（複数可）から得られる。
【００８２】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、生体試料は、細胞培養培地を含む。ある特定
の実施形態では、生体試料は、被験体から得られ、初代培養物として維持される生検を含
む。ある特定の実施形態では、生体試料は、被験体から得られ、不死化培養物として維持
される生検を含む。
【００８３】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、生体試料は、組織試料または組織生検を含む
。ある特定の実施形態では、組織試料または組織生検は、脊椎動物身体のいずれかの組織
から得られる。ある特定の実施形態では、組織試料または組織生検は、哺乳動物身体のい
ずれかの組織から得られる。ある特定の実施形態では、組織試料または組織生検は、ヒト
身体のいずれかの組織から得られる。ある特定の実施形態では、組織試料または組織生検
は、身体から摘出される臓器を含むいずれかの臓器と共に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで合成され
るいずれかの臓器から得られる。ある特定の実施形態では、組織試料または組織生検は、
ｉｎ　ｖｉｔｒｏで合成される（例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで育成またはプリントされる
）いずれかの組織から得られる。
【００８４】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、生体試料は、体液または流体生検を含む。あ
る特定の実施形態では、体液または流体生検は、脊椎動物身体のいずれかの流体から得ら
れる。ある特定の実施形態では、体液または流体生検は、哺乳動物身体のいずれかの流体
から得られる。ある特定の実施形態では、体液または流体生検は、ヒト身体のいずれかの
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流体から得られる。ある特定の実施形態では、体液または流体生検は、身体から抽出され
る流体を含むいずれかの流体と共に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで合成されるいずれかの流体から
得られる。
【００８５】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、被験体は、健康である。
【００８６】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、被験体は、健康ではない。ある特定の実施形
態では、被験体は、感染、疾患または障害を有する。ある特定の実施形態では、被験体は
、感染または罹患組織または流体を有する。ある特定の実施形態では、被験体は、望まし
くない健康状態、疾患または障害の原因となる、これを予測するまたはこれと相関する遺
伝的またはエピジェネティックマーカーを有する。ある特定の実施形態では、被験体は、
遺伝的またはエピジェネティックマーカーの非存在下でのリスクと比較して、望ましくな
い健康状態、疾患または障害の有意に増加した発症リスクの原因となる、これを予測する
またはこれと相関する遺伝的またはエピジェネティックマーカーを有する。被験体がヒト
胚ではないある特定の実施形態では、被験体は、１個または複数の遺伝子改変細胞を含み
得る。
【００８７】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、被験体は、腫瘍を有する。ある特定の実施形
態では、腫瘍細胞は、良性である。ある特定の実施形態では、腫瘍細胞は、悪性である。
ある特定の実施形態では、腫瘍細胞は、がん細胞である。ある特定の実施形態では、被験
体は、がんを有する。ある特定の実施形態では、被験体は、少なくとも１種のがんを有す
る。ある特定の実施形態では、被験体は、１種または複数種のがんを有する。ある特定の
実施形態では、被験体は、高悪性度型のがんを有する。ある特定の実施形態では、被験体
は、希少がんまたは希少型のがん（例えば、年齢、性別、遺伝的および／またはエピジェ
ネティック素因、リスク因子への曝露、および／または家族歴によって定義されるいずれ
かの集団の１０％、５％、２％、１％またはその間のいずれかのパーセンテージ未満が罹
患するがんまたはがん型）を有する。ある特定の実施形態では、被験体は、転移性がんを
有する。本開示の被験体は、固形組織または生体液が挙げられるがこれらに限定されない
、いずれかの身体組織に位置するまたはこれに由来する腫瘍またはがん細胞を有すること
ができる。
【００８８】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、被験体は、がんを有する。がんは、副腎皮質
癌、ＡＩＤＳ関連がん、ＡＩＤＳ関連リンパ腫、肛門がん、肛門直腸がん、肛門管のがん
、虫垂がん、小児小脳アストロサイトーマ、小児大脳アストロサイトーマ、基底細胞癌、
皮膚がん（非メラノーマ）、胆道がん、肝外胆管がん、肝内胆管がん、膀胱（bladder/ur
inary　bladder）がん、骨関節がん、骨肉腫および悪性線維性組織球腫、脳がん、脳腫瘍
、脳幹グリオーマ、小脳アストロサイトーマ、大脳アストロサイトーマ／悪性グリオーマ
、上衣腫、髄芽腫、テント上原始神経外胚葉性（neuroectodeimal）腫瘍、視覚路および
視床下部グリオーマ、乳がん、気管支腺腫／カルチノイド、カルチノイド腫瘍、胃腸管、
神経系がん、神経系リンパ腫、中枢神経系がん、中枢神経系リンパ腫、子宮頸部がん、小
児がん、慢性リンパ球性白血病、慢性骨髄性白血病、慢性骨髄増殖性障害、結腸がん、結
腸直腸がん、皮膚Ｔ細胞リンパ腫、リンパ系新生物、菌状息肉症、セザリー（Seziary）
症候群、子宮内膜がん、食道がん、頭蓋外生殖細胞腫瘍、性腺外生殖細胞腫瘍、肝外胆管
がん、眼がん、眼内メラノーマ、網膜芽細胞腫、胆嚢がん、胃（gastric/stomach）がん
、胃腸管カルチノイド腫瘍、胃腸管間質腫瘍（ＧＩＳＴ）、生殖細胞腫瘍、卵巣生殖細胞
腫瘍、妊娠性絨毛性腫瘍グリオーマ、頭頸部がん、肝細胞（肝臓）がん、ホジキンリンパ
腫、下咽頭がん、眼内メラノーマ、眼性がん、島細胞腫瘍（膵内分泌部）、カポジ肉腫、
腎臓がん、腎がん、腎臓がん、喉頭がん、急性リンパ芽球性白血病、急性骨髄系白血病、
慢性リンパ球性白血病、慢性骨髄性白血病、ヘアリー細胞白血病、口唇および口腔がん、
肝臓がん、肺がん、非小細胞肺がん、小細胞肺がん、ＡＩＤＳ関連リンパ腫、非ホジキン
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リンパ腫、原発性中枢神経系リンパ腫、ワルデンストレーム（Waldenstram）高ガンマグ
ロブリン血症、髄芽腫、メラノーマ、眼内（眼）メラノーマ、メルケル細胞癌、中皮腫悪
性、中皮腫、転移性扁平上皮頸部がん、口のがん、舌のがん、多発性内分泌腫瘍症候群、
菌状息肉症、骨髄異形成症候群、骨髄異形成／骨髄増殖性疾患、慢性骨髄性白血病、急性
骨髄系白血病、多発性骨髄腫、慢性骨髄増殖性障害、鼻咽頭がん、ニューロブラストーマ
、口腔内がん、口腔がん、中咽頭がん、卵巣がん、卵巣上皮がん、卵巣低悪性度腫瘍、膵
がん、島細胞膵がん、副鼻腔および鼻腔がん、副甲状腺がん、陰茎がん、咽頭がん、褐色
細胞腫、松果体芽腫およびテント上原始神経外胚葉性腫瘍、下垂体腫瘍、形質細胞新生物
／多発性骨髄腫、胸膜肺芽腫、前立腺がん、直腸がん、腎盂および尿管、移行細胞がん、
網膜芽細胞腫、横紋筋肉腫、唾液腺がん、肉腫腫瘍のユーイングファミリー、カポジ肉腫
、軟部組織肉腫、子宮がん、子宮肉腫、皮膚がん（非メラノーマ）、皮膚がん（メラノー
マ）、メルケル細胞皮膚癌、小腸がん、軟部組織肉腫、扁平上皮細胞癌、胃（stomach/ga
stric）がん、テント上原始神経外胚葉性腫瘍、精巣がん、咽喉がん、胸腺腫、胸腺腫お
よび胸腺癌、甲状腺がん、腎盂および尿管ならびに他の泌尿器系臓器の移行細胞がん、妊
娠性絨毛性腫瘍、尿道がん、子宮内膜子宮がん、子宮肉腫、子宮体部がん、腟がん、外陰
部がん、および／またはウィルムス腫瘍となり得る。
【００８９】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、被験体は、感染を有する。ある特定の実施形
態では、感染は、細菌性である。ある特定の実施形態では、感染は、ウイルス性である。
ある特定の実施形態では、感染は、真菌性である。ある特定の実施形態では、感染は、微
生物性である。本開示の感染病原体は、いかなる種のものであってもよい。
【００９０】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、被験体は、免疫障害を有する。本開示の方法
のある特定の実施形態では、被験体は、免疫不全障害を有する。ある特定の実施形態では
、被験体は、原発性または先天性免疫不全障害を有する。例示的な原発性または先天性免
疫不全障害として、毛細血管拡張性運動失調症、チェディアック・東症候群、組み合わせ
た免疫不全疾患、補体欠損症、ディジョージ症候群、低ガンマグロブリン血症、ヨブ症候
群、白血球粘着欠損症、汎低ガンマグロブリン血症、ブルトン病、先天性無ガンマグロブ
リン血症、ＩｇＡの選択的欠乏症、およびウィスコット・アルドリッチ症候群が挙げられ
るがこれらに限定されない。ある特定の実施形態では、被験体は、続発性または後天性免
疫不全障害を有する。例示的な続発性または後天性免疫不全障害として、感染（例えば、
ＨＩＶおよびＡＩＤＳ）の結果としての免疫系の減弱、免疫系のがん（例えば、白血病）
、血液形質細胞のがん（例えば、多発性骨髄腫）、免疫複合体障害（例えば、ウイルス性
肝炎）、重度熱傷、医学的治療法（例えば、化学療法および放射線）、放射線または毒性
化学物質曝露、および栄養障害（malnutritian）が挙げられるがこれらに限定されない。
【００９１】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、被験体は、自己免疫性障害を有する。ある特
定の実施形態では、障害は、先天性である。ある特定の実施形態では、障害は、遺伝的お
よび／またはエピジェネティック原因を有する。例示的な自己免疫性障害として、円形脱
毛症、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性肝炎、皮膚筋炎、糖尿病（１型）、一部の形態
の若年性特発性関節炎、糸球体腎炎、グレーブス病、ギラン・バレー症候群、特発性血小
板減少性紫斑病、重症筋無力症、一部の形態の心筋炎、多発性硬化症、天疱瘡／類天疱瘡
、悪性貧血、結節性多発動脈炎、多発性筋炎、原発性胆汁性肝硬変、乾癬、関節リウマチ
、強皮症／全身性硬化症、シェーグレン症候群、全身性エリテマトーデス、一部の形態の
甲状腺炎、一部の形態のぶどう膜炎、白斑および多発血管炎性肉芽腫症（ウェゲナー病）
が挙げられるがこれらに限定されない。
【００９２】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、被験体は、炎症性障害を有する。ある特定の
実施形態では、障害は、先天性である。ある特定の実施形態では、障害は、遺伝的および
／またはエピジェネティック原因を有する。例示的な炎症性障害として、長期酸化ストレ
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スに起因する疾患、アルツハイマー病、強直性脊椎炎、関節炎（変形性関節症、関節リウ
マチ（ＲＡ）、乾癬性関節炎）、喘息、粥状動脈硬化、クローン病、大腸炎、皮膚炎、憩
室炎、線維筋痛症、肝炎、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、全身性エリテマトーデス（erythe
matous）（ＳＬＥ）、腎炎、パーキンソン病および潰瘍性大腸炎が挙げられるがこれらに
限定されない。
【００９３】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、被験体は、神経学的障害を有する。ある特定
の実施形態では、障害は、先天性である。ある特定の実施形態では、障害は、遺伝的およ
び／またはエピジェネティック原因を有する。ある特定の実施形態では、神経学的障害は
、中枢神経系を冒す。ある特定の実施形態では、神経学的障害は、末梢神経系を冒す。あ
る特定の実施形態では、神経学的障害は、自律神経系を冒す。ある特定の実施形態では、
神経学的障害は、交感神経系を冒す。ある特定の実施形態では、神経学的障害は、副交感
神経系を冒す。ある特定の実施形態では、神経学的障害は、先天性である。ある特定の実
施形態では、神経学的障害は、進行性である。ある特定の実施形態では、神経学的障害は
、変性である。ある特定の実施形態では、神経学的障害は、高齢成人（例えば、少なくと
も７０歳、８０歳、９０歳、１００歳またはその間のいずれかの年齢の成人）を冒す。あ
る特定の実施形態では、神経学的障害は、随意または不随意運動を冒す。ある特定の実施
形態では、神経学的障害は、視覚、聴覚、嗅覚、触覚および味覚が挙げられるがこれらに
限定されない、１つまたは複数の感覚を冒す。ある特定の実施形態では、神経学的障害は
、言語理解、観念化およびコミュニケーション（話し言葉によるおよび／または書き言葉
による）が挙げられるがこれらに限定されない、言語処理を冒す。ある特定の実施形態で
は、神経学的障害は、記憶を冒す。ある特定の実施形態では、神経学的障害は、疼痛シグ
ナルの連絡および制御を冒す。ある特定の実施形態では、神経学的障害は、心臓および／
または脈管構造の筋肉の運動および／または協調を冒す。ある特定の実施形態では、神経
学的障害は、睡眠を冒す。例示的な神経学的疾患として、アルツハイマー病、パーキンソ
ン病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、自律神経障害、失調、認知症、ニューロパチー、
麻痺、ハンチントン病、てんかん、片頭痛、運動ニューロン疾患、多発性硬化症、筋ジス
トロフィー、ナルコレプシー、神経変性および外傷（脳および／または脊髄）が挙げられ
るがこれらに限定されない。ある特定の実施形態では、神経学的障害は、医学的処置、別
の医学的状態または外傷（例えば、振盪）に対して続発性である。
【００９４】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、被験体は、代謝性障害を有する。ある特定の
実施形態では、障害は、先天性である。ある特定の実施形態では、障害は、遺伝的および
／またはエピジェネティック原因を有する。ある特定の実施形態では、障害は、別の医学
的状態に対して後天性または続発性である。本開示の例示的な代謝性障害として、酸塩基
平衡異常障害、代謝性脳疾患、カルシウム代謝障害、ＤＮＡ修復欠乏障害、グルコース代
謝障害、高乳酸塩血症、鉄代謝障害、脂質代謝障害、吸収不良症候群、代謝性シンドロー
ムＸ、ミトコンドリア疾患、リン代謝障害、ポルフィリン症およびタンパク質恒常性欠乏
症が挙げられるがこれらに限定されない。
【００９５】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、被験体は、変性障害を有する。本開示の例示
的な変性障害は、細胞、組織および臓器に対する損傷を増加させる。多くの場合、この損
傷は蓄積し、経時的に１つまたは複数の症状の重症度の増加をもたらす。
【００９６】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、被験体は、進行性障害を有する。本開示の例
示的な進行性障害は、時間の関数として重症度を増加させる。重症度は、症状の質および
量、ならびに疾患の身体的拡散の両方を含む。疾患の重症度の増加は、ますます否定的な
予後を含むこともできる。
【００９７】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、被験体は、疾患または障害に関連する遺伝的
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変異および／またはエピジェネティック修飾を有する。遺伝的変異および／またはエピジ
ェネティック修飾は、疾患または障害のバイオマーカーとなり得る。遺伝的変異および／
またはエピジェネティック修飾は、疾患または障害の出現増加または減少と相関すること
ができる。遺伝的変異および／またはエピジェネティック修飾は、疾患または障害の出現
増加または減少を予測することができる。遺伝的変異および／またはエピジェネティック
修飾は、疾患または障害の出現増加または減少の原因となり得る。
【００９８】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、可視化するステップは、少なくとも１種の捕
捉剤：標的複合体を、捕捉剤に結合する標識された二次抗体と接触させるステップと、標
識された二次抗体を検出するステップとを含む。可視化するステップのある特定の実施形
態では、標識された二次抗体は、蛍光標識、金標識または銀標識を含む。ある特定の実施
形態では、可視化するステップは、第１の捕捉剤：標的複合体を、第１の捕捉剤に結合す
る第１の標識された二次抗体と接触させるステップと、第２の捕捉剤：標的複合体を、第
２の捕捉剤に結合する第２の標識された二次抗体と接触させるステップと、第１の標識さ
れた二次抗体および第２の標識された二次抗体を検出するステップであって、第１の標識
された二次抗体および第２の標識された二次抗体がそれぞれ別個の標識を含む、ステップ
とを含む。
【００９９】
　本開示の方法のある特定の実施形態では、この方法は、少なくとも１種の細胞内標的を
定量するステップをさらに含む。ある特定の実施形態では、定量するステップは、標識さ
れた二次抗体の強度および／または密度を測定するステップを含む。ある特定の実施形態
では、細胞内標的は、リンタンパク質である。
【０１００】
　本特許または出願ファイルは、カラーで作成された少なくとも１枚の図面を含有する。
カラー図面（複数可）入りの本特許または特許出願公開のコピーは、依頼して必要な料金
を支払えば、当局から入手できるであろう。
【図面の簡単な説明】
【０１０１】
【図１】図１Ａは、組成物の基材をコーティングし、基材のチャンバー内で単一細胞を溶
解するプロセスの模式的描写である。プロセスは、１）表面官能化のためにマイクロチャ
ンバーを調製することによって始まる。２）ＡＰＴＥＳ、次いでグルタルアルデヒドが、
チャンバーにコーティングされて、コーティングをＰＤＭＳマイクロチャンバーに連結す
る。３）溶解組成物および／またはシグナリング剤がロードされたＰＶＡ溶液が調製され
て、マイクロチャンバーにロードされる。４）スピンコーティングにより、ＰＶＡフィル
ムが、ＰＤＭＳチャンバーに溶解組成物および／またはシグナリング剤を固定化する。５
）細胞懸濁液が、タンパク質捕捉のために取り付けられた複数の捕捉剤を含む表面にロー
ドされる。
【０１０２】
　図１Ｂは、マイクロチャンバー上のコーティング組成物を可視化するためにフルオレセ
インイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）を含むコーティング組成物を含む本開示の基材を描
写する写真である。マイクロチャンバー上のＰＶＡコートを示す断面像を撮影した。
【０１０３】
　図１Ｃは、Ｔ＝０およびＴ＝３０分目（この時点で、ほぼ全ての細胞が完全に溶解）に
おけるマイクロチャンバー内の細胞溶解を十分に図解するために、細胞をオーバーロード
された本開示の基材のマイクロチャンバーを描写する写真である。
【０１０４】
　図１Ｄは、時間経過による全溶解最適化を描写するグラフである。３０分後の７０％溶
解を示す最適溶解（最も上の線、橙色）を選択した。
【０１０５】
【図２】図２は、ＥＧＦＲシグナリング経路の試験のために開発された１４－ｐｌｅｘ抗



(39) JP 2020-502260 A 2020.1.23

10

20

30

40

50

体パネルの構成成分が関与する、シグナリング経路の模式的描写である。本開示の組成物
によって使用される高度にマルチプレックスなパネルは、複数のシグナル伝達経路に沿っ
た鍵となる細胞内タンパク質をモニターする。非遺伝的（適応性）機構によるシグナリン
グ剤（薬）有効性および抵抗性は、数日以内に検出することができ、例えば、グリオブラ
ストーマ（ＧＢＭ）患者における併用療法戦略の設計に関する臨床的に実施可能な洞察を
可能にする。提示されているパネルは、より多くの抗体を空間的に（本開示の組成物の捕
捉剤の反復パターンの反復１回につき、より多くの抗体）およびスペクトル的に（より広
い範囲の標識二次抗体またはより高感度の検出方法）加えることにより拡大することがで
きる。
【０１０６】
【図３】図３は、ＰＤＭＳ／ＰＶＡ結合化学および本開示のＡＰＴＥＳ／ＧＡリンカーの
調製を描写する模式図である。１）０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００　ＰＤＭＳマイク
ロチャンバーは、酸素プラズマ処置前にメタノールで浄化される。酸素プラズマは、主に
、ＡＰＴＥＳ官能化に要求されるシラノール基（ＳｉＯＨ）である、極性官能基を導入す
るために、ＰＤＭＳ表面を修飾するために使用される。２）次に、チャンバーは、アセト
ン中の１％ＡＰＴＥＳで１０分間コーティングされ、ＰＤＭＳ表面をシラン処理し、グル
タルアルデヒド結合のためにアミン基をもたらす。試料を８０℃で３０分間ベーキングし
て、縮合およびシロキサン結合形成を促進した。３）ＡＰＴＥＳ修飾ＰＤＭＳは、ＰＶＡ
結合に要求されるアルデヒド基の生成のために１％グルタルアルデヒド溶液でコーティン
グされる。４）グルタルアルデヒド官能化表面は、ＰＶＡコートおよびＰＤＭＳの間の共
有結合を可能にする。
【０１０７】
【図４】図４は、放出制御化学および本開示の方法に従った単一細胞溶解のための調製の
例を描写する模式図である。４）コーティング溶液（ＰＶＡ、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
、ＨＣｌおよび遊離グルタルアルデヒド）は、グルタルアルデヒド官能化表面にピペッテ
ィングして加えられ、ＰＤＭＳ表面におけるＰＶＡハイドロゲル形成を開始する。５）液
体は、スピンコーティングにより除去され、ＰＤＭＳの表面にわたって薄いＰＶＡフィル
ムを残す。このように架橋されたＰＶＡフィルムは、ｔｒｉｔｏｎをフィルムと固定化す
るＰＤＭＳ表面に共有結合される。６）細胞は、コーティングされたＰＤＭＳチャンバー
内にロードされ、捕捉剤（この例では、抗体）の反復パターンを含む表面により封入され
る。細胞懸濁液中の液体はハイドロゲルへと拡散し、これを拡大させ、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ
－１００をマイクロチャンバー内にゆっくり放出し、３０分以内に細胞を溶解する。
【０１０８】
【図５】図５Ａは、本開示のコーティング組成物による制御された溶解組成物および／ま
たはシグナリング剤放出によって生成される単一細胞溶解後の総タンパク質捕捉を実証す
る散布図である。各細胞からのタンパク質強度を利用して、タンパク質対タンパク質の相
関を誘発して、シグナル協調を決定することができる。
【０１０９】
　図５Ｂは、二次経路の活性化を検出することにより、阻害剤を標的とするために適応性
抵抗性が評価され得る仕方を実証するグラフである。このデータは、例えば、グリオブラ
ストーマにおける標的療法のための薬物組合せの選択および最適化に使用することができ
る。
【０１１０】
【図６】図６Ａ～図６Ｃは、Ｕ８７グリオブラストーマ腫瘍細胞を含む本開示の組成物を
使用した、解析の試料間の一貫性を実証する一連のグラフである。パネルＡは、総タンパ
ク質捕捉に関する２１％のアッセイ間変動係数（ＣＶ）を示し、これは、単一細胞デバイ
スに関する現在の薬局方基準を満たす（ＣＶ＜２５～３０％）。パネルＢは、全タンパク
質および全試料の間の、＞７５％の精度によるタンパク質－タンパク質相関の一貫した解
析を示す。パネルＣは、無刺激、ＥＧＦおよびＥＧＦ／エルロチニブ処置Ｕ８７細胞の一
貫したかつ差次的な解析を示す。
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【０１１１】
【図７】図７は、本開示のコーティング組成物の開発を描写する一連の模式図である。Ｐ
ＤＭＳに基づく基材からの親水性架橋組成物（例えば、ＰＶＡ）の分離は、制御された溶
解組成物および／またはシグナリング剤放出に望ましいが、コーティング組成物または意
図される細胞組成物が水性である（水を含有する）場合、リンカー組成物（この例では、
ＡＰＴＥＳ）の官能化構成成分を含むリンカー組成物は、加水分解に抵抗するように最適
化することができる。ＡＰＴＥＳは、この例では、適切な封着をもたらすが、本開示は、
このような条件下では加水分解を起こさないリンカー組成物の官能化構成成分を含むリン
カー組成物を提供する。
【０１１２】
【図８】図８は、本開示のコーティング組成物の開発を描写する一連の模式図である。水
の存在下での加水分解に抵抗するためのリンカー組成物の官能化構成成分を含むリンカー
組成物の最適化に加えて、この一連の図表は、より長い期間にわたりリンカー組成物の安
定性を増加させるための代替方法を示す。示されている代替方法として、ＰＤＭＳ基材か
らの低分子量（ＬＭＷ）種の除去、ＬＭＷ種の拡散を最小化し、より均一なコーティング
を生成するための官能化構成成分（この例では、ＡＰＴＥＳ）の分子間の結合の導入、架
橋組成物およびＰＤＭＳ基材の間の反発を低下させるためのＰＤＭＳ基材への表面活性物
質の添加、ならびに微量の水による官能化構成成分の分解（この例では、ＡＰＴＥＳの加
水分解）を最小化または防止するための乾燥剤を入れた真空下でのコーティング組成物を
含む基材の貯蔵が挙げられるがこれらに限定されない。
【０１１３】
【図９】図９は、コーティング組成物を基材に適用するために凍結および超音波処理の組
合せを使用する基材と、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００ロードＰＶＡを含むコーティング組成
物を含む基材との間のシグナル協調を比較する一対の模式図である。図表に示す通り、Ｔ
ｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００ロードＰＶＡを含むコーティング組成物を含む基材を使用したシ
グナル協調（放出制御方法）は、代替よりも優れている。
【０１１４】
【図１０】図１０は、放出制御方法を使用した平均タンパク質捕捉のアッセイ間可変性に
関するデータを提示する表である。データによって示される通り、アッセイ間可変性は低
く、平均可変性は２１％である。
【０１１５】
【図１１】図１１は、溶解組成物の最適化を描写する写真およびグラフである。左パネル
は、細胞溶解の目視による確認のために２時間の期間にわたって撮影されたタイムラプス
写真の静止画像である。右パネルは、グルタルアルデヒドでプレコーティングされたＰＤ
ＭＳ基材に適用された、３％ＰＶＡ、０．２％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００、０．２％グル
タルアルデヒドおよび１０％ＨＣｌを含むコーティング組成物に関するこのデータの定量
的解析を示すグラフである。ＰＤＭＳ基材における最も上の線（０．１％グルタルアルデ
ヒドコート）は、（０．１％ＧＡコート、次に下の線、青色；０．２５％ＧＡコート、２
つ下の線、紫色；および１．０％ＧＡコート、最も下の線、赤色）よりも性能が良かった
。グルタルアルデヒドの全濃度が、細胞溶解を誘導したが、ＰＤＭＳ基材における０．１
％グルタルアルデヒドプレコートが、最も性能が良かった。
【０１１６】
【図１２】図１２は、基材プレコーティングおよびグルタルアルデヒドでプレコーティン
グされたＰＤＭＳ基材のためのコーティング組成物、ならびにＴｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００
を含む溶解組成物およびＰＶＡを含む架橋組成物を含むコーティング組成物の最適化を要
約する表である。
【０１１７】
【図１３】図１３は、本開示の例示的な組成物を描写する模式図である。
【０１１８】
【図１４】図１４は、本開示のコーティング組成物の調製のための例示的なプロセスを描
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写する一連の模式図である。ステップ１において、溶解組成物および架橋組成物が組み合
わされて、複数のマイクロビーズを形成する。この特定の例では、架橋組成物は、ＰＶＡ
を含む。ステップ２において、コーティング組成物および細胞懸濁液（解離された単一細
胞を含む）が組み合わされる。単一細胞および複数のマイクロビーズを含むステップ２の
組成物のアリコートは、基材の少なくとも１個のチャンバー内に導入される（好ましくは
、このステップは、各チャンバーが単一細胞および複数のマイクロビーズを含有するまで
反復される）。ステップ２の組成物が、基材のチャンバーの間に分布されたら、基材に放
出可能にカップリングする表面が基材に接触される。ステップ３において、マイクロビー
ズは、チャンバー内に制御された様式で溶解組成物を放出し、同じチャンバーにおける単
一細胞の溶解を開始する。ステップ４において、マイクロビーズは、溶解組成物の大部分
を放出しており、細胞溶解は完全である。チャンバーにおける単一細胞の細胞内構成成分
は、周囲の液体へと放出され、そこで、このような構成成分は、表面の捕捉剤に遭遇し、
これに特異的に結合する。
【０１１９】
【図１５Ａ－Ｆ】図１５Ａ～図１５Ｌは、単一ビーズ単一細胞捕捉のための配列決定プロ
トコールを描写する一連の模式的図面である。Ａ．ＵＶ架橋可能なＰＶＡは、マイクロチ
ャンバー表面にスピンコーティングされる。Ｂ．ネガティブフォトマスクを使用して、Ｐ
ＶＡは架橋され、ＵＶ光に曝露されない１０μＭバンドを除いて、マイクロチャンバー表
面にＰＶＡハイドロゲルを形成する。Ｃ．曝露されたＰＤＭＳは、抗体固定化のためにア
ミン基／グルタルアルデヒドにより官能化される。Ｄ．アクリルアミド－ストレプトアビ
ジンは、表面にスピンコーティングされ、Ｅ．ポジティブフォトマスクを利用してバンド
に固定化される。Ｆ．ビオチン化ｓｅｑ－ウェルビーズは、ストレプトアビジン官能化表
面に結合される。最終消耗品は、マイクロチャンバー当たり１個のビーズおよび１個の細
胞からなる。Ｇ．ハイドロゲルコーティングされたＰＤＭＳマイクロチャンバーは、３％
ＳＤＳに１時間浸漬される。この時間内に、溶解剤のＳＤＳは、ハイドロゲルによって吸
収される。インキュベーション後に、マイクロチャンバーは、ｄＨ２Ｏでリンスされ、次
いで圧縮空気で乾燥される。Ｈ．細胞は、ＲＮＡｓｅ阻害剤溶液において適切な濃度で再
懸濁され、マイクロチャンバーＰＤＭＳの表面にピペッティングして加えられる。細胞は
、過剰な細胞が洗い流される前に捕捉抗体に結合させる。Ｉ．細胞がロードされたら、マ
イクロチャンバーは、抗体スライドグラスの添加により封着され、ＳＤＳは、ハイドロゲ
ルからゆっくり放出される。Ｊ．溶解後に、ｍＲＮＡ転写物は、捕捉ビーズ上のオリゴの
ポリＴ領域にハイブリダイズする。Ｋ．インキュベーション後に、マイクロチャンバーＰ
ＤＭＳは開封され、マイクロチャンバーからビーズが洗い流される。ビーズは、ｆｌａｃ
ｏｎチューブ内に収集され、さらに加工する前に洗浄される。Ｌ．鋳型スイッチングＰＣ
ＲによりビーズからｃＤＮＡライブラリーが生成される。次に、ｃＤＮＡライブラリーは
増幅され、ＮＧＳのために指標をつけられる。
【図１５Ｇ－Ｌ】図１５Ａ～図１５Ｌは、単一ビーズ単一細胞捕捉のための配列決定プロ
トコールを描写する一連の模式的図面である。Ａ．ＵＶ架橋可能なＰＶＡは、マイクロチ
ャンバー表面にスピンコーティングされる。Ｂ．ネガティブフォトマスクを使用して、Ｐ
ＶＡは架橋され、ＵＶ光に曝露されない１０μＭバンドを除いて、マイクロチャンバー表
面にＰＶＡハイドロゲルを形成する。Ｃ．曝露されたＰＤＭＳは、抗体固定化のためにア
ミン基／グルタルアルデヒドにより官能化される。Ｄ．アクリルアミド－ストレプトアビ
ジンは、表面にスピンコーティングされ、Ｅ．ポジティブフォトマスクを利用してバンド
に固定化される。Ｆ．ビオチン化ｓｅｑ－ウェルビーズは、ストレプトアビジン官能化表
面に結合される。最終消耗品は、マイクロチャンバー当たり１個のビーズおよび１個の細
胞からなる。Ｇ．ハイドロゲルコーティングされたＰＤＭＳマイクロチャンバーは、３％
ＳＤＳに１時間浸漬される。この時間内に、溶解剤のＳＤＳは、ハイドロゲルによって吸
収される。インキュベーション後に、マイクロチャンバーは、ｄＨ２Ｏでリンスされ、次
いで圧縮空気で乾燥される。Ｈ．細胞は、ＲＮＡｓｅ阻害剤溶液において適切な濃度で再
懸濁され、マイクロチャンバーＰＤＭＳの表面にピペッティングして加えられる。細胞は
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、過剰な細胞が洗い流される前に捕捉抗体に結合させる。Ｉ．細胞がロードされたら、マ
イクロチャンバーは、抗体スライドグラスの添加により封着され、ＳＤＳは、ハイドロゲ
ルからゆっくり放出される。Ｊ．溶解後に、ｍＲＮＡ転写物は、捕捉ビーズ上のオリゴの
ポリＴ領域にハイブリダイズする。Ｋ．インキュベーション後に、マイクロチャンバーＰ
ＤＭＳは開封され、マイクロチャンバーからビーズが洗い流される。ビーズは、ｆｌａｃ
ｏｎチューブ内に収集され、さらに加工する前に洗浄される。Ｌ．鋳型スイッチングＰＣ
ＲによりビーズからｃＤＮＡライブラリーが生成される。次に、ｃＤＮＡライブラリーは
増幅され、ＮＧＳのために指標をつけられる。
【０１２０】
【図１６】図１６Ａ～図１６Ｅは、単一細胞捕捉を描写する一連の模式的図面である。Ａ
．ＰＬＬ－ｇ－ビオチンは、ＥＣＤ／ＮＨＳによるＰＤＭＳ処置後に、マイクロチャンバ
ー表面にスピンコーティングされる。Ｂ．ネガティブフォトマスクを使用して、ＰＬＬ－
ｇ－ＰＥＧ－ビオチンは、ＵＶ光に曝露されない１０μＭバンドを除いて、ＰＤＭＳ表面
から除去される。Ｃ．ビオチン化領域は、ニュートラアビジン／プロテインＧ－ビオチン
を介して細胞捕捉抗体で官能化される。Ｄ．細胞懸濁液が、ＰＤＭＳ表面にピペッティン
グして加えられ、単一細胞が、各マイクロチャンバーにおける抗体バンドによって捕捉さ
れ、過剰な細胞はリンスされて、マイクロチャンバーから除去される。Ｅ．マイクロチャ
ンバーは、抗体スライドにより封着され、１６時間インキュベートされて、分泌されたサ
イトカインを捕捉する。
【０１２１】
【図１７】図１７Ａ～図１７Ｆは、分子ふるいウェルによる単一ビーズ単一細胞捕捉のた
めの配列決定プロトコールを描写する一連の模式的図面である。Ａ．ＵＶ架橋可能なＰＶ
Ａは、マイクロチャンバー表面にスピンコーティングされる。Ｂ．ネガティブフォトマス
クを使用して、ＰＶＡが架橋されて、ＵＶ光に曝露されない１０μＭバンドを除いて、マ
イクロチャンバー表面にＰＶＡハイドロゲルを形成する。Ｃ．曝露されたＰＤＭＳは、抗
体固定化のためにアミン基／グルタルアルデヒドにより官能化される。Ｄ．Ｓｅｑ－ウェ
ルビーズがマイクロチャンバーに添加され、分子ふるいウェル内にトラップされるように
なり、過剰なビーズがリンスされて除去される。Ｅ．細胞懸濁液が、ＰＤＭＳ表面にピペ
ッティングして加えられ、各マイクロチャンバー内の細胞トラップにおいて単一細胞が捕
捉され、過剰な細胞がリンスされて除去される。Ｆ．マイクロチャンバーが、抗体スライ
ドにより封着され、細胞が溶解されて、ｍＲＮＡを放出する。ｍＲＮＡ転写物は、３時間
後にＤｒｏｐ－Ｓｅｑビーズにハイブリダイズされる。スライドが、ＰＤＭＳから除去さ
れ、ビーズが、オフチップ配列決定のために除去される。
【０１２２】
【図１８】図１８Ａ～図１８Ｅは、フォトリソグラフィー発展および抗体固定化化学を描
写する一連の写真である。Ａ．ポジティブマスクフォトリソグラフィー：ＰＤＭＳマイク
ロチャンバーは、ＰＬＬ－ｇ－ＰＥＧでコーティングされる。接触フォトリソグラフィー
を利用して、ＰＬＬ－ｇ－ＰＥＧは、ＵＶリソグラフィーによって分解され、ＦＩＴＣ－
ＢＳＡによって可視化されるチャンバー内の別々のバンドを残す。Ｂ．ネガティブマスク
フォトリソグラフィー。ＰＤＭＳマイクロチャンバーは、ＰＬＬ－ｇ－ＰＥＧ－ビオチン
でコーティングされる。接触フォトリソグラフィーを利用して、ＰＬＬ－ｇ－ＰＥＧ－ビ
オチンは、ＵＶリソグラフィーによって分解され、ストレプトアビジン－Ａｌｅｘａ　Ｆ
ｌｕｏｒ６４７によって可視化されるチャンバー内の別々のビオチンバンドを残す。Ｃ．
選択的抗体沈着。ＣＤ８抗体バンドは、ＰＤＭＳ表面マイクロチャンバーへの沈着に成功
した（抗ｆａｂ　Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７により検証）。Ｄ．結合化学。非ＵＶ
曝露（左）およびＵＶ曝露領域（右）における選択的ＣＤ８ａ抗体沈着。Ｅ．ブリリアン
トバイオレット膜染色で染色され、抗ＣＤ８ａ抗体バンドによってトラップされた単一の
ＣＤ８＋Ｔ細胞の５×顕微鏡像。
【０１２３】
【図１９】図１９Ａ～図１９Ｃは、単一細胞溶解および表面官能化のために最適化された
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光架橋可能なポリマー（ＳｂＱ－ＰＶＡ）の検証を描写する一連の写真である。Ａ．薄い
ＰＶＡハイドロゲルコートは、ＰＤＭＳマイクロチャンバーの表面にＵＶ架橋し、溶解バ
ッファーをロードした。細胞は、ブリリアントバイオレット細胞染色で染色し、マイクロ
チャンバーＰＤＭＳにロードした。５×タイムラプス像を撮影し、１０分後に完全細胞溶
解が達成されたことを実証した。Ｂ．同時タンパク質および配列決定捕捉組成物プロトコ
ールによりハイドロゲルコーティングされたマイクロチャンバーを検査し、細胞内リンタ
ンパク質の捕捉成功を可能にした。Ｃ．ＵＶ硬化性ハイドロゲルは、ネガティブフォトマ
スクを利用することにより、領域特異的抗体沈着を可能にした。曝露されたＰＤＭＳ領域
（ハイドロゲルで覆われていない）は、（３－アミノプロピル）トリエトキシシラン（Ａ
ＰＴＥＳ）／グルタルアルデヒドＰＤＭＳ表面修飾によって結合された抗（anit）ＣＤ８
ａ抗体により官能化した。
【０１２４】
【図２０】図２０は、２００～１０００ｂｐの間の断片の大部分によるｃＤＮＡライブラ
リースメアを示すｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒデータのグラフである。データは、ｉ）溶解さ
れた細胞由来のＲＮＡをチップ上のビーズに結合させ、ｉｉ）チップからビーズを有効に
回収し、ｉｉｉ）配列決定のための単一細胞ｃＤＮＡライブラリーを有効に生成する様式
で回収されたビーズを加工する、本開示の組成物および方法の能力を実証する。
【０１２５】
【図２１】図２１は、本開示の例示的なプロテオミクス／トランスクリプトーム消耗品デ
バイスを描写する一連の模式図である。本実施形態では、ビーズは、各マイクロチャンバ
ーの端に、サイズ特異的ウェル内に捕捉され、チャンバー当たり１個のみのオリゴ－ｄＴ
ビーズを可能にする。表面は、単一細胞溶解のための制御された溶解バッファー放出のた
めにハイドロゲルでコーティングされる。単一細胞トラップは、ビーズのより近くに細胞
捕捉が位置するように取り込むこともできる。
【０１２６】
【図２２】図２２Ａ～図２２Ｂは、消耗品調製（Ａ）および消耗品使用（Ｂ）のための例
示的な完全配列決定プロトコールを描写する一対の模式図である。要約すると、オリゴ－
ｄＴビーズは、ＰＤＭＳマイクロチャンバー上に捕捉および固定化される。ビーズバーコ
ードは、マイクロチャンバー（単一細胞およびタンパク質捕捉のため）をオリゴ－ｄＴビ
ーズ（ｍＲＮＡ捕捉および下流配列決定のため）と連結する蛍光顕微鏡によりチップ上で
同定される。マイクロチャンバーは、単一細胞溶解を可能にする薬物ロードハイドロゲル
でコーティングされる。全般的なワークフローに関して、細胞は、配列決定消耗品上にロ
ードされ、マイクロチャンバー内に封着され、バーコードがビーズを同定する。細胞が溶
解され、ｍＲＮＡおよびタンパク質が捕捉される。消耗品が開封され、そこで、オフチッ
プ配列決定のためにビーズが抽出され、標準ＥＬＩＳＡプロトコールを使用してタンパク
質データが解析される。トランスクリプトーム情報およびデータ点の両方のために、また
、その上、個々の細胞由来のＤＮＡ、ＲＮＡおよびプロテオームの同時解析のためのプロ
テオミクス情報およびデータ点のために、最終データトランスクリプトームおよびプロテ
オミクスデータは、単一細胞データを瓶分けすることができる解析プログラムと連結され
る。
【０１２７】
【図２３】図２３は、オンチップ配列決定プロセスの例示的な実施形態を描写する一連の
模式図である。配列ハンドルが、オリゴ－ｄＴビーズに添加されて、細胞バーコード同定
を可能にする。ビーズが、マイクロチャンバー内にロードされる。細胞バーコードは、ビ
ーズ細胞バーコードを特異的チャンバーに連結する蛍光標識によりオンチップで配列決定
される。
【０１２８】
【図２４】図２４は、ビーズ同定のプロセスにおける使用のための一連の例示的な原画像
である。ＡＦ５６８およびＡＦ６４７標識タグが流動されて、細胞バーコード配列のＴお
よびＧヌクレオチドを同定する。



(44) JP 2020-502260 A 2020.1.23

10

20

30

40

50

【０１２９】
【図２５】図２５は、ビーズ化学およびｍＲＮＡ捕捉の例示的な実施形態を描写する一連
の模式図である。細胞バーコードは、オンチップビーズ同定のために配列決定ハンドルか
ら配列決定される。プライマーおよび蛍光標識は、オリゴ－ｄＴビーズから除去される。
ｃＤＮＡは、ウェル内でｍＲＮＡから合成され、ビーズ上で鋳型スイッチングオリゴを使
用して捕捉される。
【０１３０】
【図２６】図２６は、ＴＣＲ特異的増幅の例示的な実施形態を描写する一連の模式図であ
る。オリゴ－ｄＴビーズによって捕捉されたｃＤＮＡは、ＴＣＲ特異的プライマーを使用
して選択的に増幅される。最終ライブラリーは、配列決定のためにＭｉＳｅｑに送られる
。
【０１３１】
【図２７】図２７は、増幅されたｃＤＮＡ由来のタグ計数の例示的な実施形態を描写する
一連の模式図である。全長ｃＤＮＡは、タグ計数のために増幅される。最終ライブラリー
は、ＨｉＳｅｑ、ＮｏｖａＳｅｑまたはＭｉＳｅｑを使用して配列決定される。
【発明を実施するための形態】
【０１３２】
　詳細な説明
　本開示は、複数の数千個の細胞のそれぞれの数百種の細胞内構成成分を並行して同時に
解析することができるハイスループット形式での、単一細胞内の細胞内タンパク質相互作
用およびシグナリングのマルチプレックス解析のための組成物および方法を提供する。あ
る特定の実施形態では、本開示は、細胞との接触後に、細胞の膜を破壊し、細胞の細胞内
構成成分を捕捉剤の反復パターンの単回反復に曝露する、溶解組成物の放出制御のための
組成物を提供する。本開示の捕捉剤は、細胞の少なくとも１種の細胞内構成成分に特異的
に結合して、少なくとも１種の複合体を形成する。少なくとも１種の複合体（捕捉剤およ
び細胞内構成成分を含む）の可視化は、細胞内のタンパク質発現、タンパク質調節、タン
パク質－タンパク質相互作用、タンパク質活性化および／またはタンパク質シグナリング
事象を指し示すまたは実証することができる。
【０１３３】
　細胞内構成成分およびその相互作用
　シグナル伝達阻害剤は、がん患者に臨床利益を提供することができるが、癌遺伝子から
発出するシグナルフラックスは多くの場合、複数の経路を経て分布し、これは潜在的に、
かかる阻害剤の大部分の失敗の根底にある。例えば、本開示の組成物および方法を使用し
たシグナル伝達阻害剤に応答した、複数経路を経たシグナルフラックスの測定は、治療抵
抗性に寄与し、個々の経路単体での解析によって予測することができない、ネットワーク
相互作用を明らかにする。この図解的な例は、発癌性経路を説明するが、同じ原則が、本
開示の疾患または障害の発症をもたらすほぼ全ての細胞過程に適用する。細胞の成果は、
単一のシグナリング経路の結果であることはめったになく、寧ろ、複数経路間の相互作用
である。
【０１３４】
　本開示の組成物および方法は、単一細胞内の細胞内構成成分およびシグナリング事象を
同定するための高度にマルチプレックス化された反応を使用する一方で、同時に、同一条
件下で数千個の単一細胞において同じ解析を実行することにより、例えば、固形腫瘍微小
環境を含むｉｎ　ｖｉｖｏ微小環境の細胞および分子の複雑性を順応させるように設計さ
れている。よって、本開示の組成物および方法は、細胞内およびｉｎ　ｖｉｖｏ微小環境
の複雑性を再現する詳細な解析の両方を提供する一方で、有意な結論を出すために単一の
実験内での十分な検定力を提供する。
【０１３５】
　放出制御
　本開示のコーティング組成物は、制御された溶解組成物および／またはシグナリング剤
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放出技術を取り込む。チャンバーは、溶解組成物を含み、任意選択で架橋組成物を含む、
コーティング組成物を含む。チャンバーは、溶解組成物、シグナリング剤を含み、任意選
択で少なくとも１種の架橋組成物を含む、コーティング組成物を含む。本開示の組成物の
ある特定の実施形態では、架橋組成物は、ＰＶＡ（ポリ（ビニルアルコール）等の生体適
合性ポリマーを含む。例えば、ＰＶＡ等の生体適合性ポリマーは、溶解組成物（例えば、
Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含む組成物）をロードすることができる。組成物のチャンバ
ーへの所望の細胞組成物（好ましくは、細胞懸濁液）の導入後に、架橋剤（例えば、ＰＶ
Ａ）は、細胞組成物の流体に接触し、制御された様式でチャンバーへと溶解組成物を放出
するように拡大する（図２Ｂを参照）。
【０１３６】
　架橋組成物は、定義された期間にわたり、溶解組成物の放出制御のために最適化するこ
とができる。例えば、架橋組成物は、少なくとも１秒間、２秒間、３秒間、４秒間、５秒
間、６秒間、７秒間、８秒間、９秒間、１０秒間、１５秒間、２０秒間、２５秒間、３０
秒間、３５秒間、４０秒間、４５秒間、５０秒間、５５秒間、６０秒間またはその間のい
ずれかの秒数の期間にわたる、溶解組成物の放出制御のために最適化することができる。
架橋組成物は、少なくとも１分間、２分間、３分間、４分間、５分間、６分間、７分間、
８分間、９分間、１０分間、１５分間、２０分間、２５分間、３０分間、３５分間、４０
分間、４５分間、５０分間、５５分間、６０分間またはその間のいずれかの分の数の期間
にわたる、溶解組成物の放出制御のために最適化することができる。架橋組成物は、少な
くとも１時間、２時間、３時間、４時間、５時間、６時間、７時間、８時間、９時間、１
０時間、１１時間、１２時間、１３時間、１４時間、１５時間、１６時間、１７時間、１
８時間、１９時間、２０時間、２１時間、２２時間、２３時間、２４時間またはその間の
いずれかの時間増分の期間にわたる、溶解組成物の放出制御のために最適化することがで
きる。
【０１３７】
　架橋組成物は、架橋組成物の１種または複数種の構成成分の同一性（identify）および
／または濃度を変動させることにより、溶解組成物の放出制御のために最適化することが
できる。例えば、架橋組成物および／または生体適合性ポリマーは、いかなるモノマー単
位を含むこともでき、いかなる数のモノマー（いかなる分子量のポリマー）を含むことも
できる。架橋組成物および／または生体適合性ポリマーは、いかなる濃度のポリマー分子
を含むこともできる。架橋組成物および／または生体適合性ポリマーは、変動する程度（
digress）で架橋して、それぞれ架橋組成物からの溶解組成物のエスケープを増加または
減少し得る緩いマトリックスまたは密なマトリックスのいずれかを形成することができる
。
【０１３８】
　架橋組成物は、溶解組成物の放出の機構を変動させることにより、溶解組成物の放出制
御のために最適化することができる。例えば、架橋組成物および／または生体適合性ポリ
マーは、細胞組成物の存在下で分解することができるが、細胞組成物の非存在下では分解
しない。この実例では、本開示の架橋組成物が、細胞組成物に接触すると、架橋組成物の
制御された分解は、チャンバーへの溶解組成物の放出をもたらす。
【０１３９】
　架橋組成物は、単独で、またはシグナリング剤と組み合わせて、溶解組成物の放出制御
のために最適化することができる。例えば、本開示のコーティング組成物は、チャンバー
内の細胞のシグナリング経路を活性化、阻害または変更するシグナリング剤を含み得る。
本開示の溶解組成物は、チャンバー内の細胞のシグナリング経路を活性化、阻害または変
更するシグナリング剤を含み得る。例えば、本開示のコーティング組成物において、溶解
組成物は、第１の架橋組成物と組み合わせることができ、シグナリング剤は、第２の架橋
組成物と組み合わせることができ、第１および第２の架橋組成物は、同一である、または
別個の時間および／または別個の速度での溶解組成物またはシグナリング剤のいずれかの
放出のために固有に製剤化される。本開示のコーティング組成物のある特定の実施形態で
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は、溶解組成物は、第１の架橋組成物と組み合わされ、シグナリング剤は、第２の架橋組
成物と組み合わされ、第１の架橋組成物は、基材に直接的に接触する底層として基材に添
加され、第２の架橋組成物は、基材に直接的に接触しない上層として第１の架橋組成物の
上に添加される。細胞懸濁液と接触した後に、コーティング組成物の底層（すなわち、第
１の架橋組成物）が、分解または溶解組成物を放出することができるようになる前に、コ
ーティング組成物の上層（すなわち、第２の架橋組成物）は、分解またはシグナリング剤
を放出することができる。この層別化されたコーティング組成物の結果は、溶解組成物と
細胞との接触が続いて起こる、シグナリング剤と細胞との逐次接触である。可動部または
複数チャネルを要求することなく、本開示の組成物を使用して、先ず細胞シグナリングに
影響を与え、次いで細胞を溶解して、即時解析のために細胞内構成成分を露出することが
できる。
【０１４０】
　本開示のシグナリング剤の使用の例として、本開示のコーティング組成物は、チャンバ
ーにおいてＴ細胞を刺激する抗原（シグナリング剤として）を含み得る。コーティング組
成物と細胞組成物との接触後に、架橋組成物は拡大および／または分解して、逐次または
同時のいずれかで抗原および溶解組成物を放出して、Ｔ細胞を最終的に刺激および溶解す
ることができ、細胞内構成成分およびＴ細胞の活性化を媒介する抗原受容体下流のシグナ
リング経路を露出する。
【０１４１】
　ある特定の好まれる実施形態では、本開示のコーティング組成物は、３０分以内の完全
単一細胞溶解のために最適化されて、使用者が単一細胞チャンバーを撮像するのに十分な
時間を可能にし、反復可能でスケーラブルな様式での関連する生物学の捕捉に十分な速さ
で細胞を溶解させる。溶解組成物の放出制御および３０分以内の完全細胞溶解のために最
適化されたコーティング組成物を含む本開示の組成物は、例えば、単一細胞当たり９０種
の別個の細胞内タンパク質の検出のための複数の捕捉剤、および少なくとも２５００個の
単一細胞を含有するための少なくとも２５００個のチャンバー（各チャンバーにおける単
一細胞）をさらに含み得る。
【０１４２】
　消耗品組成物
　本開示の組成物および方法は、マルチプレックス化された反応のコンピュータまたはロ
ボット制御なしで、卓上で使用することができる。本開示の方法は、単一細胞または定義
された数の細胞が、複数のチャンバーの各チャンバーに導入されるように、基材に細胞組
成物を導入するステップと、各チャンバー内に存在するコーティング組成物に、溶解組成
物を放出させて、細胞を溶解し、各細胞の細胞内構成成分を表面における捕捉剤に曝露す
るステップとを含む。細胞内構成成分が、捕捉剤と複合体を形成したら、表面を除去し、
可視化することができる。細胞内サイン（すなわち、いずれか特定の細胞過程に関与する
細胞内構成成分および経路を指し示す、単一細胞内で細胞内構成成分および捕捉剤の間で
形成された複合体の総数）の可視化は、例えば、蛍光シグナル検出器を使用して実行する
ことができる。したがって、細胞組成物が、基材のチャンバー内に導入されたら（これは
手作業で達成され得る）、本開示の方法は、追加的な他の「可動部」なしで達成すること
ができる。基材から表面を除去して、捕捉剤に結合した細胞内構成成分の複合体を可視化
することが可能であるが、このステップは要求されていない。例えば、表面が透明である
場合、捕捉剤は、表面を通して可視化することができる。
【０１４３】
　本開示の組成物および方法を使用して、単一細胞の数百種の細胞内構成成分を同時に検
出しつつ、数千個の単一細胞においてこのマルチプレックス解析を並行して実行すること
ができる。さらに、数千種の複合体細胞内サインのそれぞれの可視化は、単一の実験にお
いて同時に実行することができる。
【０１４４】
　本開示の組成物および方法を購入し、組成物を分解させずに貯蔵し、本開示の方法に従
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って使用し、廃棄することができる。よって、本開示の組成物は、消耗品組成物である。
さらに、本開示の組成物は、マルチプレックス化された反応のためにコンピュータ制御ま
たは機械操作を要求しないため、本開示の組成物は、使用者の既存のシステムのいずれか
に対する組成物の適応性に関係なく使用することができる。したがって（According）、
本開示の消耗品組成物は、既存の技術よりも効果的であるのみならず、操作がはるかに安
価でもある。
【０１４５】
　組成物
　本開示は、複数のチャンバーおよび複数の捕捉剤を含むアレイを含む、単一細胞由来の
複数の化合物のマルチプレックス検出のための組成物を提供する。好まれる捕捉剤は、抗
体を含むが、捕捉剤は、本開示の細胞内構成成分に特異的に結合するいかなる検出可能な
実体を含むこともできる。検出可能な実体は、例えば、検出可能な標識を含み得る。検出
可能な標識として、蛍光標識を挙げることができるがこれらに限定されない。
【０１４６】
　本開示の組成物は、好ましくは均一な配置の、複数の個々のチャンバーを含む。ある特
定の実施形態では、複数の個々のチャンバーの少なくともいくつかは、５０μｍを超える
長さを有し、任意選択で、ナノリットル未満の容量の内容物において単離された単一細胞
を含有するように構成され得る。
【０１４７】
　本開示の組成物の表面は、複数の固定化された捕捉剤を含み得、各固定化された捕捉剤
は、本開示の複数の標的細胞内構成成分のうち１種に特異的に結合することができる。好
ましくは、固定化された捕捉剤は、反復可能パターンで表面に取り付けられ、パターンの
各反復は、複数のチャンバーのチャンバーと整列する。
【０１４８】
　本開示の組成物の基材および表面はカップリングされて、複数の封入された界面を形成
し、各チャンバーの内容物が、パターン化された複数の捕捉剤の少なくとも１つの反復の
どの捕捉剤にも到達可能となるように、各封入された界面は、チャンバーおよび複数の捕
捉剤の反復パターンの少なくとも１つの反復を含む。
【０１４９】
　基材のチャンバーは、いかなる形状を呈することもでき、いかなる寸法を有することも
できるが、本開示のある特定の実施形態では、基材は、少なくとも１、２、５、１０、１
５、２０、２５、５０、１００、１５０、５００、１０００、１５００、２０００個また
はその間のいずれかの整数のチャンバーを含む。各チャンバーは、１μｍ～２０００μｍ
の間の深さ／高さ、１μｍ～２０００μｍの間の直径、１μｍ～２０００μｍの間の幅、
および／または１μｍ～２０００μｍの間の長さを有することができる。基材の任意の２
個のチャンバー間の距離は、１μｍ～２０００μｍの間となり得る。
【０１５０】
　ある特定の実施形態では、少なくとも１個のチャンバーは、約１～２ｍｍの長さおよび
約５～５０μｍの深さの寸法を有する、高いアスペクト比の長方形ウェルである。
【０１５１】
　ある特定の実施形態では、各チャンバーは、約１０～２０００μｍの長さ、約１０～１
００μｍの幅および約１０～１００μｍの深さを有する長方形である。
【０１５２】
　ある特定の実施形態では、複数の捕捉剤は、３～５００種の間の別個の捕捉剤を含み得
、それにより、単一細胞の３～５００種の間の別個の細胞内構成成分の検出を可能にする
。ある特定の実施形態では、複数の捕捉剤は、３種の別個の捕捉剤を含み得、それにより
、単一細胞の３種の別個の細胞内構成成分の検出を可能にする。ある特定の実施形態では
、複数の捕捉剤は、１０種の別個の捕捉剤を含み得、それにより、単一細胞の１０種の間
の別個の細胞内構成成分の検出を可能にする。ある特定の実施形態では、複数の捕捉剤は
、５０種の別個の捕捉剤を含み得、それにより、単一細胞の５０種の別個の細胞内構成成
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分の検出を可能にする。ある特定の実施形態では、複数の捕捉剤は、１００種の別個の捕
捉剤を含み得、それにより、単一細胞の１００種の別個の細胞内構成成分の検出を可能に
する。ある特定の実施形態では、複数の捕捉剤は、１５０種の別個の捕捉剤を含み得、そ
れにより、単一細胞の１５０種の別個の細胞内構成成分の検出を可能にする。ある特定の
実施形態では、複数の捕捉剤は、２００種の別個の捕捉剤を含み得、それにより、単一細
胞の２００種の別個の細胞内構成成分の検出を可能にする。ある特定の実施形態では、複
数の捕捉剤は、２５０種の別個の捕捉剤を含み得、それにより、単一細胞の２５０種の別
個の細胞内構成成分の検出を可能にする。ある特定の実施形態では、複数の捕捉剤は、３
００種の別個の捕捉剤を含み得、それにより、単一細胞の３００種の別個の細胞内構成成
分の検出を可能にする。ある特定の実施形態では、複数の捕捉剤は、３５０種の別個の捕
捉剤を含み得、それにより、単一細胞の３５０種の別個の細胞内構成成分の検出を可能に
する。ある特定の実施形態では、複数の捕捉剤は、４００種の別個の捕捉剤を含み得、そ
れにより、単一細胞の４００種の別個の細胞内構成成分の検出を可能にする。ある特定の
実施形態では、複数の捕捉剤は、４５０種の別個の捕捉剤を含み得、それにより、単一細
胞の４５０種の別個の細胞内構成成分の検出を可能にする。ある特定の実施形態では、複
数の捕捉剤は、５００種の別個の捕捉剤を含み得、それにより、単一細胞の５００種の別
個の細胞内構成成分の検出を可能にする。
【０１５３】
　ある特定の実施形態では、基材は、１ｃｍ２当たり約２００個のチャンバー～１ｃｍ２

当たり約２０，０００個のチャンバーの密度を含む。
【０１５４】
　マルチオミクス（Multi-omic）解析および発見プラットフォーム
　本開示は、「同時タンパク質および配列決定捕捉」デバイス（または組成物）を使用し
て、単一のがん細胞に由来するｍＲＮＡ転写物、トランスクリプトームの構成成分および
全ゲノムの構成成分と併せて、細胞内シグナリングタンパク質、細胞内サイトカインタン
パク質（例えば、単一のがんおよび免疫細胞に由来する）を捕捉することができる定量的
マルチオミクスアッセイを提供する。
【０１５５】
　本開示の同時タンパク質および配列決定捕捉組成物の一部の実施形態では、単一細胞お
よび単一のビーズは、タンパク質のパネルの捕捉および検出のための抗体アレイを含有す
る、およそ２ナノリットル容量マイクロチャンバー内で単離される。同時タンパク質およ
び配列決定捕捉組成物設計は、個々のトラップされた細胞それぞれの溶解を可能にする。
本開示の例示的な同時タンパク質および配列決定捕捉組成物は、試料細胞集団の統計的に
代表的な解析のために、チップ当たりおよそ２５００個の単一細胞により、有意なパネル
（最大９０種の異なるリンタンパク質）をプロファイルすることができる。さらなる加工
のために、ビーズを切断し、チップから除去することができる。それに代えて、さらなる
加工のために、ビーズをオンチップで維持することができる。
【０１５６】
　本開示の同時タンパク質および配列決定捕捉組成物は、並行して進む多くの単一細胞解
析により、単一細胞に関する細胞内リンタンパク質およびトランスクリプトームの構成成
分の同時検出を可能にする新規マルチオミクスプラットフォームを提供する。本開示のマ
ルチオミクスプラットフォームは、使用者が、個々にこれらの方法のいずれかによる他の
仕方では発見できない細胞集団（例えば、がん細胞を含む）におけるシグナルフラックス
の新規相関および方法を発見するための手段を提供する（例えば、個々に細胞内リンタン
パク質の解析またはトランスクリプトームの構成成分の解析のいずれか）。
【０１５７】
　本明細書に記載されている同時タンパク質および配列決定捕捉組成物を含む本開示の組
成物および方法は、制御された薬物放出技術を本開示のマイクロチャンバーへと取り込む
。一部の実施形態では、ＰＤＭＳマイクロチャンバーは、溶解バッファー（ＳＤＳ）をロ
ードされた生体適合性ポリマー（例えば、ポリ（ビニルアルコール）またはＰＶＡ）でコ
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ーティングされる。一部の実施形態では、各マイクロチャンバーにおける官能化されたバ
ンドに沈着した細胞捕捉抗体への結合を介して、マイクロチャンバー当たり単一細胞が捕
捉される。一部の実施形態では、この官能化されたバンドは、１０μｍの幅であり、この
ことは、チャンバー当たり１個のみの細胞の捕捉を可能にする。一部の実施形態では、Ｐ
ＤＭＳマイクロ流体チップ（例えば、本開示の同時タンパク質および配列決定捕捉組成物
）は、単一細胞特異的様式での細胞の溶解を容易にする。チップ上またはチップのマイク
ロチャンバー上もしくはその内のコーティングは、１０分間足らずで完全単一細胞溶解を
可能にするように最適化することができる。１０分間足らずでの完全単一細胞溶解は、使
用者が単一細胞マイクロチャンバーを撮像するのに十分な時間を可能にし、反復可能でス
ケーラブルな様式での関連する生物学の捕捉に十分なスピードで細胞を溶解させる。
【０１５８】
　本開示の各マイクロチャンバーは、例えば、次の２種の方法のうち１種により、マイク
ロチャンバー当たり１個の配列決定ビーズを捕捉するように設計される：ｉ．各マイクロ
チャンバーは、ビオチン化オリゴを介して、マイクロチャンバー当たり１個の配列決定ビ
ーズの捕捉のために官能化されたストレプトアビジンバンドを含有する。官能化されたス
トレプトアビジンバンドのサイズのため（１０μＭ）、チャンバー当たり１個のみのビー
ズが結合される。ビーズ加工をオフチップで行うことができるように、所望であればビオ
チン部分を切断することができる。ｉｉ．ウェル当たり１個の細胞および１個のビーズが
捕捉されるように、各チャンバーは、分子ふるいウェルと併せて、官能化されたバンドに
沈着した捕捉抗体を保有する。一部の実施形態では、配列決定ビーズは、サイズが、３０
～４０μｍの間に及ぶことができ、したがって、マイクロチャンバーにおける分子ふるい
ウェルは、５０μｍまたは約５０μｍの直径を有し、これにより、ウェル当たり１個のみ
のビーズが適合することを可能にする。
【０１５９】
　定義
　他に規定されていなければ、本開示に関連して使用されている科学および技術用語は、
当業者によって一般的に理解されている意義を有するものとする。さらに、文脈がそれ以
外を要求しなければ、単数形の用語は、複数を含むものとし、複数形の用語は、単数形を
含むものとする。一般に、本明細書に記載されている細胞および組織培養、分子生物学な
らびにタンパク質およびオリゴまたはポリヌクレオチド化学ならびにハイブリダイゼーシ
ョンに関連して利用されている命名法、ならびにそれらの技法は、周知の、当技術分野で
一般的に使用されているものである。組換えＤＮＡ、オリゴヌクレオチド合成および組織
培養および形質転換（例えば、エレクトロポレーション、リポフェクション）のために標
準技法が使用される。酵素反応および精製技法は、製造業者の明細に従って、または当技
術分野で一般的に達成される通りに、または本明細書に記載されている通りに実行される
。本発明の実施は、それとは反対のことが特に指し示されない限り、当業者の技能範囲内
でウイルス学、免疫学、微生物学、分子生物学および組換えＤＮＡ技法の従来方法を用い
ることになり、それらの多くは、例証目的で後述されている。かかる技法は、文献におい
て十分に説明されている。例えば、Sambrookら、Molecular　Cloning:　A　Laboratory　
Manual（第２版、１９８９年）；Maniatisら、Molecular　Cloning:　A　Laboratory　Ma
nual（１９８２年）；DNA　Cloning:　A　Practical　Approach、Ｉ＆ＩＩ巻（D.　Glove
r編）；Oligonucleotide　Synthesis（N.　Gait編、１９８４年）；Nucleic　Acid　Hybr
idization（B.　HamesおよびS.　Higgins編、１９８５年）；Transcription　and　Trans
lation（B.　HamesおよびS.　Higgins編、１９８４年）；Animal　Cell　Culture（R.　F
reshney編、１９８６年）；Perbal、A　Practical　Guide　to　Molecular　Cloning（１
９８４年）を参照されたい。
【０１６０】
　次の定義は、本発明の理解において有用である：
【０１６１】
　用語「抗体」（Ａｂ）は、本明細書において、所望の生物活性を示す限りにおいて、モ
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ノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多特異性抗体（例えば、二特異性抗体）および
抗体断片を含む。用語「免疫グロブリン」（Ｉｇ）は、本明細書において「抗体」と互換
的に使用されている。
【０１６２】
　「単離された抗体」は、その天然の環境の構成成分から分離および／または回収された
抗体である。その天然の環境の夾雑構成成分は、抗体の診断または治療的使用に干渉する
材料であり、酵素、ホルモンおよび他のタンパク質性または非タンパク質性溶質を含み得
る。好まれる実施形態では、抗体は、（１）ローリー法によって決定される抗体の９５重
量％超、最も好ましくは、９９重量％超まで；（２）スピニングカップシークエネーター
の使用によりＮ末端もしくは内部アミノ酸配列の少なくとも１５残基を得るのに十分な程
度まで；または（３）クーマシーブルーもしくは好ましくは銀染色を使用した還元もしく
は非還元条件下でのＳＤＳ－ＰＡＧＥによる均一性まで精製される。抗体の天然の環境の
少なくとも１種の構成成分が存在しないことから、単離された抗体は、組換え細胞内のｉ
ｎ　ｓｉｔｕでの抗体を含む。しかし通常、単離された抗体は、少なくとも１回の精製ス
テップによって調製されるであろう。
【０１６３】
　本開示の捕捉剤は、１種または複数種のモノクローナル抗体を含み得る。用語「モノク
ローナル抗体」は、本明細書において、実質的に均質な抗体の集団から得られる抗体を指
し、すなわち、集団を構成する個々の抗体は、少量存在し得る可能な天然に存在する変異
を除いて同一である。モノクローナル抗体は、高度に特異的であり、単一の抗原性部位に
対して作製される。さらに、異なる決定基（エピトープ）に対して作製された異なる抗体
を含むポリクローナル抗体調製物とは対照的に、各モノクローナル抗体は、抗原における
単一の決定基に対して作製される。その特異性に加えて、モノクローナル抗体は、他の抗
体によって汚染されずに合成され得るという点において有利である。
【０１６４】
　本明細書において考慮されているモノクローナル抗体は、重鎖および／または軽鎖の部
分が、特定の種に由来するまたは特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体にお
ける対応する配列と同一または相同である一方で、鎖（複数可）の残りが、別の種に由来
するまたは別の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体における対応する配列と同一
または相同である、「キメラ」抗体と共に、所望の生物活性を示す限りにおいて、かかる
抗体の断片を含む。本明細書における一番の目的のキメラ抗体は、１個または複数のヒト
抗原結合性配列（例えば、ＣＤＲ）を有し、非ヒト抗体に由来する１個または複数の配列
、例えば、ＦＲまたはＣ領域配列を含有する抗体を含む。その上、本明細書における一番
の目的のキメラ抗体は、ある１種の抗体クラスまたはサブクラスのヒト可変ドメイン抗原
結合性配列、および別の抗体クラスまたはサブクラスに由来する別の配列、例えば、ＦＲ
またはＣ領域配列を含むキメラ抗体を含む。本明細書における目的のキメラ抗体は、本明
細書に記載されているものに関係する、または非ヒト霊長類（例えば、旧世界ザル、類人
猿等）等の異なる種に由来する可変ドメイン抗原結合性配列を含有するキメラ抗体も含む
。キメラ抗体は、霊長類化およびヒト化抗体も含む。
【０１６５】
　本開示の捕捉剤は、ヒト化抗体を含み得る。「ヒト化抗体」は一般に、非ヒトである供
給源から導入された１個または複数のアミノ酸残基を有するヒト抗体であると考慮される
。このような非ヒトアミノ酸残基は多くの場合、「移入」残基と称され、これは典型的に
、「移入」可変ドメインから得られる。ヒト化は伝統的に、移入高頻度可変領域配列を、
ヒト抗体の対応する配列に代えて置換することによって実行される。したがって、かかる
「ヒト化」抗体は、インタクトなヒト可変ドメインに実質的に満たないものが、非ヒト種
に由来する対応する配列によって置換されたキメラ抗体である。
【０１６６】
　「ヒト抗体」は、ヒトによって天然に産生される抗体に存在する配列のみを含有する抗
体である。しかし、本明細書において、ヒト抗体は、本明細書に記載されている修飾およ
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びバリアント配列を含む、天然に存在するヒト抗体には見出されない残基または修飾を含
み得る。これらは典型的に、抗体の性能をさらに改良または増強するように作製される。
【０１６７】
　本開示の捕捉剤は、インタクト抗体を含み得る。「インタクト」抗体は、抗原結合性部
位、ならびにＣＬおよび少なくとも重鎖定常ドメイン、ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３を含
む抗体である。定常ドメインは、ネイティブ配列定常ドメイン（例えば、ヒトネイティブ
配列定常ドメイン）またはそのアミノ酸配列バリアントとなり得る。好ましくは、インタ
クト抗体は、１種または複数種のエフェクター機能を有する。
【０１６８】
　本開示の捕捉剤は、抗体断片を含み得る。「抗体断片」は、インタクト抗体の部分、好
ましくは、インタクト抗体の抗原結合性または可変領域を含む。抗体断片の例として、Ｆ
ａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖ断片；ダイアボディ；線形抗体；単鎖抗体分
子；ならびに抗体断片から形成された多特異性抗体が挙げられる。
【０１６９】
　本開示の捕捉剤は、抗体の機能的断片またはアナログを含み得る。抗体の「機能的断片
またはアナログ」という語句は、全長抗体と共通した定性的生物活性を有する化合物であ
る。例えば、抗ＩｇＥ抗体の機能的断片またはアナログは、当該分子が、高親和性受容体
ＦｃεＲＩに結合する能力を有することを防止するまたはその能力を実質的に低下するこ
とができるような様式で、ＩｇＥ免疫グロブリンに結合することができる機能的断片また
はアナログである。
【０１７０】
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２個の同一抗原結合性断片と、直ち
に結晶化する能力を反映する命名である残余の「Ｆｃ」断片とを生成する。Ｆａｂ断片は
、Ｈ鎖の可変領域ドメイン（ＶＨ）および１本の重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ１）と
共にＬ鎖全体からなる。各Ｆａｂ断片は、抗原結合に関して一価である、すなわち、単一
の抗原結合性部位を有する。抗体のペプシン処置は、二価抗原結合活性を有し、依然とし
て抗原を架橋することができる、２個のジスルフィド連結されたＦａｂ断片に大まかに対
応する、単一の大型のＦ（ａｂ’）２断片を生じる。Ｆａｂ’断片は、抗体ヒンジ領域由
来の１個または複数のシステインを含むＣＨ１ドメインのカルボキシ末端における追加的
な数残基を有することが、Ｆａｂ断片とは異なる。Ｆａｂ’－ＳＨは、定常ドメインのシ
ステイン残基（複数可）が遊離チオール基を有するＦａｂ’の本明細書における命名であ
る。Ｆ（ａｂ’）２抗体断片は本来、その間にヒンジシステインを有するＦａｂ’断片の
ペアとして生成された。抗体断片の他の化学的カップリングも公知である。
【０１７１】
　「Ｆｃ」断片は、ジスルフィドによって一体に保持された、両方のＨ鎖のカルボキシ末
端部分を含む。抗体のエフェクター機能は、Ｆｃ領域における配列によって決定され、こ
の領域は、ある特定の型の細胞に見出されるＦｃ受容体（ＦｃＲ）によって認識される部
分でもある。
【０１７２】
　「Ｆｖ」は、完全抗原認識および結合性部位を含有する最小抗体断片である。この断片
は、緊密に非共有結合性会合した１個の重鎖および１個の軽鎖可変領域ドメインの二量体
からなる。フォールディングから、これら２個のドメインは、抗原結合のためのアミノ酸
残基に寄与し、抗体に抗原結合特異性を付与する６個の高頻度可変ループ（それぞれＨお
よびＬ鎖に由来する３個のループ）を発出する。しかし、単一の可変ドメイン（または抗
原に特異的な３個のＣＤＲのみを含むＦｖの半分）であっても、結合部位全体よりも低い
親和性ではあるが、抗原を認識および結合する能力を有する。
【０１７３】
　本開示の捕捉剤は、単鎖抗体（ｓｃＦｖとも称される）を含み得る。「ｓＦｖ」または
「ｓｃＦｖ」とも省略される「単鎖Ｆｖ」は、単一のポリペプチド鎖へと接続されたＶＨ
およびＶＬ抗体ドメインを含む抗体断片である。好ましくは、ｓＦｖポリペプチドは、ｓ
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Ｆｖが抗原結合に所望の構造を形成することを可能にする、ＶＨおよびＶＬドメインの間
のポリペプチドリンカーをさらに含む。ｓＦｖの総説については、Pluckthun　in　The　
Pharmacology　of　Monoclonal　Antibodies、１１３巻、RosenburgおよびMoore編、Spri
nger-Verlag、New　York、２６９～３１５頁（１９９４年）；Borrebaeck　１９９５年、
下記参照を参照されたい。
【０１７４】
　本開示の捕捉剤は、ダイアボディを含み得る。用語「ダイアボディ」は、Ｖドメインの
鎖内ではなく鎖間ペア形成が達成され、二価性断片、すなわち、２個の抗原結合性部位を
有する断片をもたらすように、ＶＨおよびＶＬドメインの間に短いリンカー（約５～１０
残基）を有するｓＦｖ断片（先の段落を参照）を構築することによって調製された小型の
抗体断片を指す。二特異性ダイアボディは、２種の抗体のＶＨおよびＶＬドメインが異な
るポリペプチド鎖に存在する、２個の「クロスオーバー」ｓＦｖ断片のヘテロ二量体であ
る。ダイアボディは、例えば、ＥＰ４０４，０９７；ＷＯ９３／１１１６１；およびHoll
ingerら、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA、９０巻：６４４４～６４４８頁（１９９３
年）においてより十分に記載されている。
【０１７５】
　本開示の捕捉剤は、二特異性抗体を含み得る。ある特定の実施形態では、本発明の抗体
は、二特異性または多特異性である。二特異性抗体は、少なくとも２種の異なるエピトー
プに対する結合特異性を有する抗体である。例示的な二特異性抗体は、単一の抗原の２種
の異なるエピトープに結合することができる。他のかかる抗体は、第１の抗原結合性部位
を、第２の抗原に対する結合部位と組み合わせることができる。
【０１７６】
　二特異性抗体を作製するための方法は、当技術分野で公知である。全長二特異性抗体の
伝統的な生成は、２種の免疫グロブリン重鎖－軽鎖ペアの同時発現に基づき、この２種の
鎖は、異なる特異性を有する。免疫グロブリン重および軽鎖のランダムな仕分けのため、
このようなハイブリドーマ（クアドローマ）は、１０種の異なる抗体分子の潜在的混合物
を生成し、そのうち１種のみが、正確な二特異性構造を有する。親和性クロマトグラフィ
ーステップによって通常為される正確な分子の精製は、幾分厄介であり、産物収量は低い
。
【０１７７】
　異なるアプローチによると、所望の結合特異性（抗体－抗原組合せ部位）を有する抗体
可変ドメインが、免疫グロブリン定常ドメイン配列に融合される。好ましくは、融合は、
ヒンジ、ＣＨ２およびＣＨ３領域の少なくとも部分を含むＩｇ重鎖定常ドメインと為され
る。融合体の少なくとも１種に存在する、軽鎖結合に必要な部位を含有する第１の重鎖定
常領域（ＣＨ１）を有することが好まれる。免疫グロブリン重鎖融合体および所望であれ
ば、免疫グロブリン軽鎖をコードするＤＮＡが、別々の発現ベクターに挿入され、適した
宿主細胞にコトランスフェクトされる。このことは、構築において使用される３種のポリ
ペプチド鎖の不等な比が、所望の二特異性抗体の最適収量をもたらす場合の実施形態にお
いて、３種のポリペプチド断片の相互比率の調整においてより大きい柔軟性をもたらす。
しかし、等しい比での少なくとも２種のポリペプチド鎖の発現が、高収量をもたらす場合
、または比が、所望の鎖組合せの収量に有意な効果を持たない場合、２種または全３種の
ポリペプチド鎖のコード配列を単一の発現ベクターに挿入することが可能である。
【０１７８】
　本明細書において、抗体は、検出可能なレベルで、好ましくは、約１０４Ｍ－１を超え
るもしくはこれに等しい、または約１０５Ｍ－１を超えるもしくはこれに等しい、約１０
６Ｍ－１を超えるもしくはこれに等しい、約１０７Ｍ－１を超えるもしくはこれに等しい
、または１０８Ｍ－１を超えるもしくはこれに等しい親和性定数Ｋａで、抗原と反応する
場合、「免疫特異的である」、抗原「に特異的である」または抗原「に特異的に結合する
」と言われる。その同族抗原に対する抗体の親和性は、解離定数ＫＤとしても一般的に表
現され、ある特定の実施形態では、抗体は、１０－４Ｍに満たないもしくはこれに等しい
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、約１０－５Ｍに満たないもしくはこれに等しい、約１０－６Ｍに満たないもしくはこれ
に等しい、１０－７Ｍに満たないもしくはこれに等しい、または１０－８Ｍに満たないも
しくはこれに等しいＫＤで結合する場合、本開示の細胞内構成成分に特異的に結合する。
抗体の親和性は、従来技法、例えば、Scatchardら（Ann.　N.Y.　Acad.　Sci.　USA　５
１巻：６６０頁（１９４９年））に記載されている技法を使用して直ちに決定することが
できる。
【０１７９】
　本開示の細胞は、いずれかの哺乳動物を含むいずれかの種から単離され得る、これに由
来し得るまたはこれから調製され得る。感染を処置する目的の「哺乳動物」は、ヒト、飼
育動物および家畜ならびに動物園の、競技用またはペットの動物、例えば、イヌ、ネコ、
ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウサギ等を含むいずれかの哺乳動物を指す。好ましく
は、哺乳動物は、ヒトである。
【０１８０】
　本開示の細胞は、疾患または障害の処置のための細胞療法において使用することができ
る。「処置すること」または「処置」または「軽減」は、治療的処置および予防的または
予防性措置の両方を指す；その目的は、標的とされた病的状態または障害を予防または減
速（低減）することである。処置を必要とする者は、障害を既に有する者と共に、障害を
有する傾向がある者または障害が予防されるべき者を含む。被験体または哺乳動物は、本
開示の対象細胞による細胞療法を受けた後に、患者が、次のうち１つまたは複数の観察可
能および／または測定可能な低下、またはその非存在を示す場合、「処置」が成功するこ
とができる：疾患または障害に伴う症状の１つまたは複数の低下；低下した罹患率および
死亡率、ならびにクオリティ・オブ・ライフ問題の改善。処置成功および疾患改善を評価
するための上述のパラメータは、医師に馴染みのルーチン手順によって直ちに測定可能で
ある。本開示の方法を使用して、被験体の処置開始の前、その間またはその後に、細胞療
法の安全性および／または有効性を決定することができる。
【０１８１】
　１つまたは複数の手段を使用して、本開示の捕捉剤を標識して、検出可能にすることが
できる。「標識」は、本明細書において、「標識された」捕捉剤（例えば、抗体）を生成
することができるように、捕捉剤（例えば、抗体）に直接的にまたは間接的にコンジュゲ
ートされる検出可能な化合物または組成物を指す。標識は、それ自体が検出可能となり得
る（例えば、蛍光標識）、または酵素標識の場合は、検出可能な基質化合物または組成物
の化学的変更を触媒することができる。
【０１８２】
　本開示の捕捉剤は、細胞内構成成分を選択的にまたは特異的に同定、捕捉および／また
は定量することができ、細胞内構成成分は、１種または複数種の小分子を含む。「小分子
」は、約５００ダルトンを下回る分子量を有すると本明細書で定義されている。
【０１８３】
　本開示の捕捉剤は、小分子を含む。
【０１８４】
　本開示の捕捉剤は、細胞内構成成分を選択的にまたは特異的に同定、捕捉および／また
は定量することができ、細胞内構成成分は、ＤＮＡ分子、ＲＮＡ分子またはそれらのいず
れかの組合せを含む。
【０１８５】
　本開示の捕捉剤は、核酸または標識された核酸を含み得る。用語「核酸」および「ポリ
ヌクレオチド」は、一本もしくは二本鎖ＲＮＡ、ＤＮＡまたは混合されたポリマーを指す
ように本明細書で互換的に使用されている。ポリヌクレオチドは、ポリペプチドを発現す
るまたは発現するように適応され得る、ゲノム配列、ゲノム外およびプラスミド配列、な
らびにより小型の操作された遺伝子セグメントを含み得る。
【０１８６】
　「単離された核酸」は、ネイティブ配列に天然に伴う、他のゲノムＤＮＡ配列ならびに
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リボソームおよびポリメラーゼ等のタンパク質または複合体から実質的に分離された核酸
である。この用語は、その天然に存在する環境から除去された核酸配列を包含し、組換え
もしくはクローニングされたＤＮＡ単離物および化学合成されたアナログ、または異種シ
ステムによって生物学的に合成されたアナログを含む。実質的に純粋な核酸は、単離され
た形態の核酸を含む。当然ながら、これは、本来単離された核酸を指し、人の手によって
単離された核酸に後に付加される遺伝子または配列を除外しない。
【０１８７】
　用語「ポリペプチド」は、その従来の意義で、すなわち、アミノ酸の配列として使用さ
れている。ポリペプチドは、特異的な長さの産物に限定されない。ペプチド、オリゴペプ
チドおよびタンパク質は、ポリペプチドの定義内に含まれており、かかる用語は、他に特
段の断りがなければ、本明細書で互換的に使用することができる。この用語は、また、ポ
リペプチドの発現後修飾、例えば、グリコシル化、アセチル化、リン酸化その他、ならび
に天然に存在するものおよび天然に存在しないものの両方の当技術分野で公知の他の修飾
を指さないまたは除外しない。ポリペプチドは、タンパク質全体またはその部分配列とな
り得る。
【０１８８】
　「単離されたポリペプチド」は、同定され、その天然の環境の構成成分から分離および
／または回収されたポリペプチドである。好まれる実施形態では、単離されたポリペプチ
ドは、（１）ローリー法によって決定されるポリペプチドの９５重量％超、最も好ましく
は、９９重量％超まで、（２）スピニングカップシークエネーターの使用によりＮ末端も
しくは内部アミノ酸配列の少なくとも１５残基を得るのに十分な程度まで、または（３）
クーマシーブルーもしくは好ましくは銀染色を使用した還元もしくは非還元条件下でのＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥによる均一性まで、精製されるであろう。ポリペプチドの天然の環境の少
なくとも１種の構成成分が存在しないことから、単離されたポリペプチドは、組換え細胞
内のｉｎ　ｓｉｔｕでのポリペプチドを含む。しかし通常、単離されたポリペプチドは、
少なくとも１回の精製ステップによって調製されるであろう。
【０１８９】
　「ネイティブ配列」ポリヌクレオチドは、自然に由来するポリヌクレオチドと同じヌク
レオチド配列を有するポリヌクレオチドである。「ネイティブ配列」ポリペプチドは、自
然（例えば、いずれかの種）に由来するポリペプチド（例えば、抗体）と同じアミノ酸配
列を有するポリペプチドである。かかるネイティブ配列ポリヌクレオチドおよびポリペプ
チドは、自然から単離することができる、または組換えもしくは合成手段によって生成す
ることができる。
【０１９０】
　ポリヌクレオチド「バリアント」は、この用語が本明細書で使用されている場合、１個
または複数の置換、欠失、付加および／または挿入が、本明細書で特に開示されているポ
リヌクレオチドとは典型的に異なるポリヌクレオチドである。かかるバリアントは、天然
に存在するものでもよく、または例えば、本発明のポリヌクレオチド配列のうち１種また
は複数種を修飾し、本明細書に記載されているコードされるポリペプチドの１種または複
数種の生物活性を評価することにより、および／または当技術分野で周知のいくつかの技
法のいずれかを使用することにより、合成により生成することができる。
【０１９１】
　ポリペプチド「バリアント」は、この用語が本明細書で使用されている場合、１個また
は複数の置換、欠失、付加および／または挿入が、本明細書で特に開示されているポリペ
プチドとは典型的に異なるポリペプチドである。かかるバリアントは、天然に存在するも
のでもよく、または例えば、本発明の上述のポリペプチド配列の１種または複数種を修飾
し、本明細書に記載されているポリペプチドの１種または複数種の生物活性を評価するこ
とにより、および／または当技術分野で周知のいくつかの技法のいずれかを使用すること
により、合成により生成することができる。
【０１９２】
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　本開示のポリヌクレオチドおよびポリペプチドの構造に修飾を為して、望ましい特徴を
有するバリアントまたは誘導体ポリペプチドをコードする機能的分子を依然として得るこ
とができる。ポリペプチドのアミノ酸配列を変更して、本発明のポリペプチドの均等なま
たはさらには改善されたバリアントまたは部分を作製することが所望の場合、当業者は、
典型的に、コードＤＮＡ配列のコドンの１個または複数を変化させるであろう。
【０１９３】
　例えば、ある特定のアミノ酸は、他のポリペプチド（例えば、抗原）または細胞に結合
するその能力の認識できる損失を伴わずに、タンパク質構造における他のアミノ酸に代え
て置換することができる。当該タンパク質の生物学的機能活性を定義するのはタンパク質
の結合能力および性質であるため、タンパク質配列および当然ながらその根底にあるＤＮ
Ａコード配列においてある特定のアミノ酸配列置換を為し、そうであるにもかかわらず、
同様の特性を有するタンパク質を得ることができる。よって、その生物学的有用性または
活性の認識できる損失を伴わずに、開示されている組成物のペプチド配列、またはペプチ
ドをコードする対応するＤＮＡ配列に様々な変化を為すことができると考慮される。
【０１９４】
　多くの事例では、ポリペプチドバリアントは、１個または複数の保存的置換を含有する
であろう。「保存的置換」は、ペプチド化学技術分野の当業者が、ポリペプチドの二次構
造および疎水性親水性指標性質が、実質的に未変化となることを予想するように、アミノ
酸が同様の特性を有する別のアミノ酸に代えて置換された置換である。
【０１９５】
　かかる変化の為す際に、アミノ酸の疎水性親水性指標指数を考慮することができる。タ
ンパク質における相互作用的生物学的機能の付与における疎水性親水性指標アミノ酸指数
の重要性は一般に、当技術分野で理解されている（KyteおよびDoolittle、１９８２年）
。アミノ酸の相対的疎水性親水性指標特徴が、結果としてのタンパク質の二次構造に寄与
し、次いでこれは、タンパク質の、他の分子、例えば、酵素、基質、受容体、ＤＮＡ、抗
体、抗原その他との相互作用を定義することが受け入れられる。各アミノ酸は、その疎水
性および電荷特徴に基づいて疎水性親水性指標指数を割り当てられた（KyteおよびDoolit
tle、１９８２年）。そのような値を次に示す：イソロイシン（＋４．５）；バリン（＋
４．２）；ロイシン（＋３．８）；フェニルアラニン（＋２．８）；システイン／システ
イン（＋２．５）；メチオニン（＋１．９）；アラニン（＋１．８）；グリシン（－０．
４）；スレオニン（－０．７）；セリン（－０．８）；トリプトファン（－０．９）；チ
ロシン（－１．３）；プロリン（－１．６）；ヒスチジン（－３．２）；グルタミン酸（
－３．５）；グルタミン（－３．５）；アスパラギン酸（－３．５）；アスパラギン（－
３．５）；リシン（－３．９）；およびアルギニン（－４．５）。
【０１９６】
　ある特定のアミノ酸は、同様の疎水性親水性指標指数またはスコアを有する他のアミノ
酸によって置換し、依然として、同様の生物活性を有するタンパク質をもたらすことがで
きる、すなわち、依然として、生物学的機能的に均等なタンパク質を得ることができる。
かかる変化を為す際に、それらの疎水性親水性指標指数が±２以内のアミノ酸同士の置換
が好まれ、±１以内が特に好まれ、±０．５以内がさらにより特に好まれる。同様のアミ
ノ酸の置換を、親水性に基づいて有効に為すことができる。その隣接アミノ酸の親水性に
よって規定される、タンパク質の最大局所的平均親水性は、タンパク質の生物学的特性と
相関する。
【０１９７】
　次の親水性値がアミノ酸残基に割り当てられた：アルギニン（＋３．０）；リシン（＋
３．０）；アスパラギン酸（＋３．０±１）；グルタミン酸（＋３．０±１）；セリン（
＋０．３）；アスパラギン（＋０．２）；グルタミン（＋０．２）；グリシン（０）；ス
レオニン（－０．４）；プロリン（－０．５±１）；アラニン（－０．５）；ヒスチジン
（－０．５）；システイン（－１．０）；メチオニン（－１．３）；バリン（－１．５）
；ロイシン（－１．８）；イソロイシン（－１．８）；チロシン（－２．３）；フェニル



(56) JP 2020-502260 A 2020.1.23

10

20

30

40

50

アラニン（－２．５）；トリプトファン（－３．４）。アミノ酸を、同様の親水性値を有
する別のアミノ酸に代えて置換し、依然として、生物学的に均等な、特に、免疫学的に均
等なタンパク質を得ることができることが理解される。かかる変化において、それらの親
水性値が±２以内のアミノ酸同士の置換が好まれ、±１以内が特に好まれ、±０．５以内
がさらにより特に好まれる。
【０１９８】
　上に概略されている通り、したがってアミノ酸置換は一般に、アミノ酸側鎖置換基の相
対的類似性、例えば、その疎水性、親水性、電荷、サイズその他に基づく。様々な前述の
特徴を考慮に入れる例示的な置換は、当業者に周知であり、次のものを含む：アルギニン
およびリシン；グルタミン酸およびアスパラギン酸；セリンおよびスレオニン；グルタミ
ンおよびアスパラギン；ならびにバリン、ロイシンおよびイソロイシン。
【０１９９】
　アミノ酸置換は、残基の極性、電荷、溶解性、疎水性、親水性および／または両親媒性
性質における類似性に基づいてさらに為すことができる。例えば、負の電荷を持つアミノ
酸は、アスパラギン酸およびグルタミン酸を含み；正電荷を持つアミノ酸は、リシンおよ
びアルギニンを含み；同様の親水性値を有する無電荷極性頭部基を有するアミノ酸は、ロ
イシン、イソロイシンおよびバリン；グリシンおよびアラニン；アスパラギンおよびグル
タミン；ならびにセリン、スレオニン、フェニルアラニンおよびチロシンを含む。保存的
変化を表すことができるアミノ酸の他の群は、次のものを含む：（１）ａｌａ、ｐｒｏ、
ｇｌｙ、ｇｌｕ、ａｓｐ、ｇｌｎ、ａｓｎ、ｓｅｒ、ｔｈｒ；（２）ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔ
ｙｒ、ｔｈｒ；（３）ｖａｌ、ｉｌｅ、ｌｅｕ、ｍｅｔ、ａｌａ、ｐｈｅ；（４）ｌｙｓ
、ａｒｇ、ｈｉｓ；および（５）ｐｈｅ、ｔｙｒ、ｔｒｐ、ｈｉｓ。バリアントは、上述
と共にまたは上述に代えて、非保存的変化を含有することができる。好まれる実施形態で
は、バリアントポリペプチドは、５アミノ酸またはそれよりも少ないアミノ酸の置換、欠
失または付加が、ネイティブ配列とは異なる。バリアントは、上述と共に（または上述に
代えて）、例えば、ポリペプチドの免疫原性、二次構造および疎水性親水性指標性質にお
ける影響が最小のアミノ酸の欠失または付加によって修飾することができる。
【０２００】
　ポリヌクレオチドやポリペプチド配列を比較する際に、後述する通り、最大一致のため
に整列された際に２種の配列におけるヌクレオチドまたはアミノ酸の配列が同じである場
合、２種の配列は、「同一」であると言われる。２種の配列間の比較は典型的に、比較ウ
ィンドウにわたって配列を比較して、配列類似性の局所的領域を同定および比較すること
により実行される。「比較ウィンドウ」は、本明細書において、２種の配列が最適に整列
された後に、配列を同数の近接位置の参照配列と比較することができる、少なくとも約２
０個の近接位置、通常は３０～約７５個、４０～約５０個のセグメントを指す。
【０２０１】
　比較のための配列の最適整列は、デフォルトパラメータを使用した、バイオインフォマ
ティクスソフトウェアのＬａｓｅｒｇｅｎｅ一式におけるＭｅｇａｌｉｇｎプログラム（
ＤＮＡＳＴＡＲ，Ｉｎｃ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）を使用して遂行することができる。
このプログラムは、次の参考文献に記載されているいくつかの整列スキームを具体化する
：Dayhoff,　M.O.（１９７８年）A　model　of　evolutionary　change　in　proteins　
-　Matrices　for　detecting　distant　relationships.、Dayhoff,　M.O.（編）内、At
las　of　Protein　Sequence　and　Structure、National　Biomedical　Research　Foun
dation、Washington　DC、５巻、追補３号、３４５～３５８頁；Hein　J.（１９９０年）
Unified　Approach　to　Alignment　and　Phylogenes、６２６～６４５頁、Methods　in
　Enzymology、１８３巻、Academic　Press,　Inc.、San　Diego,　CA；Higgins,　D.G.
およびSharp,　P.M.（１９８９年）CABIOS　５巻：１５１～１５３頁；Myers,　E.W.およ
びMuller　W.（１９８８年）CABIOS　４巻：１１～１７頁；Robinson,　E.D.（１９７１
年）Comb.　Theor　１１巻：１０５頁；Santou,　N.　Nes,　M.（１９８７年）Mol.　Bio
l.　Evol.４巻：４０６～４２５頁；Sneath,　P.H.A.およびSokal,　R.R.（１９７３年）
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Numerical　Taxonomy　-　the　Principles　and　Practice　of　Numerical　Taxonomy
、Freeman　Press、San　Francisco,　CA；Wilbur,　W.J.およびLipman,　D.J.（１９８
３年）Proc.　Natl.　Acad.,　Sci.　USA　８０巻：７２６～７３０頁。
【０２０２】
　それに代えて、比較のための配列の最適整列は、SmithおよびWaterman（１９８１年）A
dd.　APL.　Math　２巻：４８２頁の局所的同一性アルゴリズムによって、Needlemanおよ
びWunsch（１９７０年）J.　Mol.　Biol.４８巻：４４３頁の同一性整列アルゴリズムに
よって、PearsonおよびLipman（１９８８年）Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA　８５巻
：２４４４頁の類似性方法の検索によって、これらのアルゴリズムのコンピュータ処理さ
れた実行（ＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＢＬＡＳＴ、ＦＡＳＴＡおよびＴＦＡＳＴＡ、Ｗｉ
ｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ内、Ｇｅｎｅｔ
ｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ（ＧＣＧ）、５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒ．、
Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）によって、または点検によって遂行することができる。
【０２０３】
　パーセント配列同一性および配列類似性の決定に適したアルゴリズムの好まれる一例は
、ＢＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ　２．０アルゴリズムであり、これらは、それぞれAltsch
ulら（１９７７年）Nucl.　Acids　Res.２５巻：３３８９～３４０２頁およびAltschulら
（１９９０年）J.　Mol.　Biol.２１５巻：４０３～４１０頁に記載されている。例えば
、本明細書に記載されているパラメータを用いたＢＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ　２．０を
使用して、本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドのためのパーセント配列同一性
を決定することができる。ＢＬＡＳＴ解析を実行するためのソフトウェアは、Ｎａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
により公開されている。
【０２０４】
　「相同性」は、配列を整列し、必要であればギャップを導入して、最大パーセント相同
性を達成した後に、非バリアント配列と同一であるポリヌクレオチドまたはポリペプチド
配列バリアントにおける残基のパーセンテージを指す。特定の実施形態では、ポリヌクレ
オチドおよびポリペプチドバリアントは、本明細書に記載されているポリヌクレオチドま
たはポリペプチドと、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なく
とも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％または少なくとも９９％ポリヌクレオ
チドまたはポリペプチド相同性を有する。
【０２０５】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において使用されている通り、単数形形態「１つ
の（a）」、「１つの（an）」および「その（the）」は、内容がそれ以外を明らかに指示
しない限り、複数形の参照を含む。
【実施例】
【０２０６】
　（実施例１）
本開示の組成物を作製する方法
　本開示の例示的な１２，０００＋チャンバーＰＤＭＳ基材のためのモールドは、深掘り
反応性イオンエッチング（ＤＲＩＥ）方法でエッチングされたシリコンマスターである。
これを真空デシケーター内で３０分間、トリメチルクロロシラン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒ
ｉｃｈ）蒸気で前処理して、ＰＤＭＳ放出を容易にした。次に、ウエハをアクリル系モー
ルド内で圧縮して、ＰＤＭＳ基材の形状となるように成形した。０．１％（ｖ／ｍ）Ｔｒ
ｉｔｏｎ　Ｘ－１００（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）と共に、ＰＤＭＳプレポリマーエ
ラストマーベースおよび硬化剤、Ｓｙｌｇａｒｄ　１８４（Ｄｏｗ　Ｃｏｒｎｉｎｇ）を
完全に混合し（１０：１比のパートＡおよびＢ）、真空デシケーター内に３０分間置いて
、気泡を除去した。表面活性物質（Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）をＰＤＭＳに添加して、
ＰＤＭＳの長期疎水性回復を最小化した。シリンジを使用してＰＤＭＳをモールドに注入
し、オーブン内でモールドを８０℃にて１．５時間硬化させた。モールドからのＰＤＭＳ
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除去後の結果としてのチップは、２５ｍｍ（幅）×５５ｍｍ（長さ）であり、４．７５ｍ
ｍの高さである。
【０２０７】
　溶解組成物：８０℃でおよそ３時間絶えず混合することにより、３％（ｖ／ｖ）ポリビ
ニルアルコール（ＰＶＡ）（Ｍｗ　１４６，０００～１８６，０００、９９＋％加水分解
、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）溶液を脱イオン水において作製した。溶液が完全に透明
になったら、３％（ｖ／ｖ）ＰＶＡ溶液を冷やした。３％（ｖ／ｖ）溶液を３００×ｇで
１０分間遠心分離して、いかなる微粒子も除去した。コーティングプロセスを開始する前
に、０．２％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００をＰＶＡ溶液に添加し、撹拌子を用い
て３０分間、２００ｒｐｍで混合した。
【０２０８】
　リンカー組成物：メタノール中で１５分間超音波処理することにより、ＰＤＭＳチャン
バーを最初に浄化した。マイクロチャンバーを圧縮空気で乾燥させ、酸素プラズマで処理
した（３０秒間、４０Ｗ、４ｃｃ／分、Ｇｌｏｗ　Ｒｅｓｅａｒｃｈによって生成された
ＡｕｔｏＧｌｏｗ　２００による）。次に、マイクロチャンバーをアセトン中の２％ＡＰ
ＴＥＳで１０分間、室温にてコーティングした。マイクロチャンバーをアセトンで厳密に
洗浄し、次いで８０℃で３０分間ベーキングした。その後、室温での１０分間インキュベ
ーションにより、表面アミノ基をクロスリンカーのグルタルアルデヒド（ｄＨ２Ｏ中１％
、０．１％ＮａＯＨ、ｐＨ９．２）と反応させた。マイクロチャンバーを超音波処理して
（およそ１０秒間）、あらゆるエアポケットを除去した。試料を脱イオン水でリンスし、
チャンバー表面を圧縮空気（６０秒間）で完全に乾燥させた。
【０２０９】
　コーティング組成物：０．１％グルタルアルデヒドおよび１０％塩酸を、調製されたＴ
ｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００／ＰＶＡ溶液に添加することにより、ＰＶＡコーティング溶液を
調製した。溶液を１００ｒｐｍで３０秒間混合し、ゆっくりピペッティングしてマイクロ
チャンバー上に加えて、発泡を回避した。次に、マイクロチャンバーを２０００ｒｐｍに
て４分間コーティング溶液でスピンコーティングした。次に、試料を１時間８０Ｃでベー
キングし、乾燥剤と共に真空封着して、残余の湿気を除去した。細胞内タンパク質捕捉に
要求されたら、真空からマイクロチャンバーを取り出した。
【０２１０】
　細胞ローディングおよびチャンバー調製：チャンバーを真空から取り出し、３％ＢＳＡ
で３０分間ブロッキングした。標的細胞をＣｅｌｌＴｒａｃｅ　Ｖｉｏｌｅｔ染色で染色
し、コーティングされたマイクロチャンバー上にロードし、複数の捕捉剤の反復パターン
を含む表面で封入した。細胞を２時間インキュベートした。複数の捕捉剤の反復パターン
を含む表面を可視化のために取り出した。
【０２１１】
　（実施例２）
マルチオミクスプラットフォームおよび使用方法
　プロトコールＡ：細胞内二重バンド単一細胞／単一ビーズ捕捉プロトコール
【０２１２】
　マイクロチャンバーアレイチップの製作：１２，０００＋マイクロチャンバーアレイＰ
ＤＭＳのためのモールドは、深掘り反応性イオンエッチング（ＤＲＩＥ）方法でエッチン
グされたシリコンマスターである。これを真空デシケーター内で３０分間、トリメチルク
ロロシラン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）蒸気で前処理して、ＰＤＭＳ放出を容易にし
た。次に、ウエハをアクリル系モールド内で圧縮して、ＰＤＭＳチップの形状となるよう
に成形した。ＰＤＭＳプレポリマーエラストマーベースおよび硬化剤、Ｓｙｌｇａｒｄ　
１８４（Ｄｏｗ　Ｃｏｒｎｉｎｇ）を完全に混合し（１０：１比のパートＡおよびＢ）、
真空デシケーター内に３０分間置いて、気泡を除去した。シリンジを使用してＰＤＭＳを
モールドに注入し、オーブン内でモールドを８０℃にて１．５時間硬化させた。モールド
からのＰＤＭＳ除去後の結果としてのチップは、２５ｍｍ（幅）×５５ｍｍ（長さ）であ



(59) JP 2020-502260 A 2020.1.23

10

20

30

40

50

り、４．７５ｍｍの高さである。
【０２１３】
　ハイドロゲルコーティング：ＰＤＭＳチップを酸素プラズマで処理し、１０％（ｗ／ｖ
）ベンゾフェノン水溶液中に１分間浸漬し、メタノールでリンスし、圧縮空気で乾燥させ
る。ＰＤＭＳマイクロチャンバーを９％ＰＶＡ－ＳｂＱ水溶液中で覆い、４分間２０００
ｒｐｍでスピンコーティングして、平らな層を形成する。次に、チップをフォトマスクで
覆い、深ＵＶ光に１時間曝露する。
【０２１４】
　抗体沈着：ＰＤＭＳマイクロチャンバー表面は、水に溶解した１％（３－アミノプロピ
ル）トリエトキシシラン（ＡＰＴＥＳ）における３０分間のインキュベーションによって
官能化する。次に、ＰＤＭＳマイクロチャンバーを水でリンスし、圧縮空気を使用して乾
燥させ、続いて水に溶解した１％グルタルアルデヒドにおいて１０分間インキュベーショ
ンする。次に、ＰＤＭＳマイクロチャンバーを水でリンスし、圧縮空気を使用して乾燥さ
せ、続いてＰＢＳに溶解した１ｍｇ／ｍｌプロテインＧにおいて３０分間インキュベーシ
ョンする。次に、ＰＤＭＳマイクロチャンバーをＰＢＳでリンスし、圧縮空気を使用して
乾燥させ、続いて細胞捕捉抗体において３０分間インキュベーションする。次に、ＰＤＭ
ＳマイクロチャンバーをＰＢＳでリンスし、圧縮空気を使用して乾燥させる。
【０２１５】
　ストレプトアビジン沈着：アクリルアミド－ストレプトアビジンのＰＢＳ中溶液（１ｍ
ｇ／ｍｌ）を、ＰＤＭＳ上に４分間、２０００ｒｐｍでスピンコーティングする。次に、
このコーティングを、深ＵＶ光への１時間の曝露後に、フォトマスクを通して領域特異的
様式でＰＶＡ－ＳｂＱ上に架橋する。
【０２１６】
　ビーズ調製およびローディング：ビーズをＰＢＳで２×洗浄し、次いで適切な濃度とな
るようにＰＢＳに再懸濁した。次に、ビーズ溶液をピペッティングしてマイクロチャンバ
ー上に加え、ビーズを３０分間インキュベートして、結合させた。インキュベーション後
に、マイクロチャンバーＰＤＭＳをＰＢＳでリンスして、未結合のビーズを除去する。
【０２１７】
　ハイドロゲルへの溶解バッファーローディング：ハイドロゲル中に溶解バッファーをロ
ードするために、コーティングされたマイクロチャンバーを３％ＳＤＳ中に１時間浸漬す
る。次に、マイクロチャンバーＰＤＭＳを水でリンスし、圧縮空気で乾燥させる。
【０２１８】
　細胞調製およびローディング：コーティングされたマイクロチャンバー上にロードする
前に、標的細胞をＣｅｌｌＴｒａｃｅ　Ｖｉｏｌｅｔ染色で染色し、適切な濃度となるよ
うにＲＮＡｓｅ阻害剤溶液（５０％ＰＢＳ、３％Ｆｉｃｏｌｌ　ＰＭ－４００、１０ｍＭ
　ＥＤＴＡ、１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ７．５、２５ｍＭ　ＤＴＴ）に再懸濁した。細
胞を結合させ、次いでＲＮａｓｅ阻害剤溶液でリンスして、未結合の細胞を除去する。
【０２１９】
　アッセイ後ビーズ除去：インキュベーション期間の完了後に、抗体スライドをマイクロ
チャンバーＰＤＭＳから取り出す。スライドおよびＰＤＭＳの両方をＰＢＳ＋０．１％Ｔ
ｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００で１０×リンスし、これを５０ｍＬ　ｆａｌｃｏｎチューブ内に
収集する。次に、マイクロチャンバーＰＤＭＳを同じｆａｌｃｏｎチューブに置き、ＰＢ
Ｓ－Ｔで５０ｍＬへとＱＣした。このチューブを室温で１０分間回転させ、次いで１００
０×ｇで５分間遠心分離して、ビーズをペレットにする。遠心分離後に、過剰なＰＢＳ－
Ｔを吸引除去し、マイクロチャンバーＰＤＭＳを１０ｍＬのＰＢＳ－Ｔで同じｆａｌｃｏ
ｎチューブへとリンスし、次いで廃棄する。ｆａｌｃｏｎチューブを１０００×ｇで１０
分間再度スピンして、ビーズをペレットにする。遠心分離後に、約５ｍＬを残して過剰な
ＰＢＳ－Ｔを吸引除去する。ペレットをこの同じ５ｍＬに再懸濁し、１００μＭフィルタ
ーに通す。次に、ビーズを１０００×ｇで２分間ペレットにし、１ｍＬの６×ＳＳＣに再
懸濁する。この時点で、ｃＤＮＡ合成およびＮＧＳのためにビーズを加工することができ
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る。
【０２２０】
　プロトコールＢ：分子ふるい単一ビーズ捕捉による細胞内ＵＶ架橋可能なＰＶＡ単一細
胞捕捉
【０２２１】
　マイクロチャンバーアレイチップの製作：１２，０００＋マイクロチャンバーアレイＰ
ＤＭＳのためのモールドは、深掘り反応性イオンエッチング（ＤＲＩＥ）方法でエッチン
グされたシリコンマスターである。これを真空デシケーター内で３０分間、トリメチルク
ロロシラン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）蒸気で前処理して、ＰＤＭＳ放出を容易にし
た。次に、ウエハをアクリル系モールド内で圧縮して、ＰＤＭＳチップの形状となるよう
に成形した。ＰＤＭＳプレポリマーエラストマーベースおよび硬化剤、Ｓｙｌｇａｒｄ　
１８４（Ｄｏｗ　Ｃｏｒｎｉｎｇ）を完全に混合し（１０：１比のパートＡおよびＢ）、
真空デシケーター内に３０分間置いて、気泡を除去した。シリンジを使用してＰＤＭＳを
モールドに注入し、オーブン内でモールドを８０℃にて１．５時間硬化させた。モールド
からのＰＤＭＳ除去後の結果としてのチップは、２５ｍｍ（幅）×５５ｍｍ（長さ）であ
り、４．７５ｍｍの高さである。
【０２２２】
　ハイドロゲルコーティング：ＰＤＭＳチップを酸素プラズマで処理し、１０％（ｗ／ｖ
）ベンゾフェノン水溶液中に１分間浸漬し、メタノールでリンスし、圧縮空気で乾燥させ
る。ＰＤＭＳマイクロチャンバーを９％ＰＶＡ－ＳｂＱ水溶液中で覆い、４分間、２００
０ｒｐｍでスピンコーティングして、平らな層を形成する。次に、チップをフォトマスク
で覆い、深ＵＶ光に１時間曝露する。
【０２２３】
　抗体沈着：ＰＤＭＳマイクロチャンバー表面は、水に溶解した１％（３－アミノプロピ
ル）トリエトキシシラン（ＡＰＴＥＳ）における３０分間のインキュベーションにより官
能化する。次に、ＰＤＭＳマイクロチャンバーを水でリンスし、圧縮空気を使用して乾燥
させ、続いて水に溶解した１％グルタルアルデヒドにおいて１０分間インキュベーション
する。次に、ＰＤＭＳマイクロチャンバーを水でリンスし、圧縮空気を使用して乾燥させ
、続いてＰＢＳに溶解した１ｍｇ／ｍｌプロテインＧにおいて３０分間インキュベーショ
ンする。次に、ＰＤＭＳマイクロチャンバーをＰＢＳでリンスし、圧縮空気を使用して乾
燥させ、続いて細胞捕捉抗体において３０分間インキュベーションする。次に、ＰＤＭＳ
マイクロチャンバーをＰＢＳでリンスし、圧縮空気を使用して乾燥させる。
【０２２４】
　ビーズ調製およびローディング：ビーズをＰＢＳで２×洗浄し、次いで適切な濃度とな
るようにＰＢＳに再懸濁する。次に、ビーズ溶液をピペッティングしてマイクロチャンバ
ー上に加え、単一のビーズを分子ふるいウェルに収める。インキュベーション後に、マイ
クロチャンバーＰＤＭＳをＰＢＳでリンスして、残余のビーズを除去する。
【０２２５】
　ハイドロゲルへの溶解バッファーローディング：ハイドロゲル中に溶解バッファーをロ
ードするために、コーティングされたマイクロチャンバーを３％ＳＤＳ中に１時間浸漬す
る。次に、マイクロチャンバーＰＤＭＳをｄＨ２Ｏでリンスし、圧縮空気で乾燥させる。
【０２２６】
　細胞調製およびローディング：コーティングされたマイクロチャンバー上にロードする
前に、標的細胞をＣｅｌｌＴｒａｃｅ　Ｖｉｏｌｅｔ染色で染色し、適切な濃度となるよ
うにＲＮＡｓｅ阻害剤溶液（５０％ＰＢＳ、３％Ｆｉｃｏｌｌ　ＰＭ－４００、１０ｍＭ
　ＥＤＴＡ、１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ７．５、２５ｍＭ　ＤＴＴ）に再懸濁した。細
胞を結合させ、次いでＲＮＡｓｅ阻害剤溶液でリンスして、未結合の細胞を除去する。
【０２２７】
　アッセイ後ビーズ除去：インキュベーション期間の完了後に、抗体スライドをマイクロ
チャンバーＰＤＭＳから取り出す。スライドおよびＰＤＭＳの両方を、ＰＢＳ＋０．１％
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Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００で１０×リンスし、これを５０ｍＬ　ｆａｌｃｏｎチューブ内
に収集する。次に、マイクロチャンバーＰＤＭＳを同じｆａｌｃｏｎチューブ内に置き、
ＰＢＳ－Ｔで５０ｍＬへとＱＣする。このチューブを室温で１０分間回転させ、次いで１
０００×ｇで５分間遠心分離して、ビーズをペレットにする。遠心分離後に、過剰なＰＢ
Ｓ－Ｔを吸引除去し、マイクロチャンバーＰＤＭＳを１０ｍＬのＰＢＳ－Ｔで同じｆａｌ
ｃｏｎチューブ内へとリンスし、次いで廃棄する。ｆａｌｃｏｎチューブを１０００×ｇ
で１０分間、再度スピンして、ビーズをペレットにする。遠心分離後に、約５ｍＬを残し
て過剰なＰＢＳ－Ｔを吸引除去する。ペレットをこの同じ５ｍＬに再懸濁し、１００ｕＭ
フィルターに通す。次に、ビーズを１０００×ｇで２分間ペレットにし、１ｍＬの６×Ｓ
ＳＣに再懸濁する。この時点で、ｃＤＮＡ合成およびＮＧＳのためにビーズを加工するこ
とができる。
【０２２８】
　プロトコールＣ：分泌プロテオミクスＰＬＬ－ｇ－ＰＥＧ－ビオチン単一細胞捕捉
【０２２９】
　マイクロチャンバーアレイチップの製作：１２，０００＋マイクロチャンバーアレイＰ
ＤＭＳのためのモールドは、深掘り反応性イオンエッチング（ＤＲＩＥ）方法でエッチン
グされたシリコンマスターである。これを真空デシケーター内で３０分間、トリメチルク
ロロシラン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）蒸気で前処理して、ＰＤＭＳ放出を容易にし
た。次に、ウエハをアクリル系モールド内で圧縮して、ＰＤＭＳチップの形状となるよう
に成形した。ＰＤＭＳプレポリマーエラストマーベースおよび硬化剤、Ｓｙｌｇａｒｄ　
１８４（Ｄｏｗ　Ｃｏｒｎｉｎｇ）を完全に混合し（１０：１比のパートＡおよびＢ）、
真空デシケーター内に３０分間置いて、気泡を除去した。シリンジを使用してＰＤＭＳを
モールドに注入し、オーブン内でモールドを８０℃にて１．５時間硬化させた。モールド
からのＰＤＭＳ除去後の結果としてのチップは、２５ｍｍ（幅）×５５ｍｍ（長さ）であ
り、４．７５ｍｍの高さであった。
【０２３０】
　ＰＬＬ－ｇ－ＰＥＧ－ビオチン不動態化：ＰＤＭＳを７０％エタノールで洗浄し、気流
下で乾燥させる。ＰＤＭＳマイクロチャンバー表面は、酸素プラズマに曝露することによ
り官能化する。次に、０．０５Ｍ　ＭＥＳ＋０．５Ｍ　ＮａＣｌバッファーに溶解した１
１．５ｍｇ／ｍｌ　Ｎ－（３－ジメチルアミノプロピル）－Ｎ’－エチルカルボジイミド
塩酸塩（ＥＤＣ）および１９．２ｍｇ／ｍｌ　Ｎ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナト
リウム塩（Ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ）の混合物中にＰＤＭＳを１５分間浸漬し、ＰＢＳおよび
水でリンスし、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファーに溶解した０．５ｍｇ／ｍｌのＰＬＬ（
２０）－ｇ［３．５］－ＰＥＧ（２）：ポリ－Ｌ－リシン－ｇ－ポリ（エチレングリコー
ル）－ビオチン（ＰＬＬ－ｇ－ＰＥＧ－ビオチン）の溶液において３時間または一晩イン
キュベートする。
【０２３１】
　ＵＶフォトリソグラフィー：不動態化されたＰＤＭＳ表面を、所望のマイクロパターン
を有するフォトマスクで覆い、深ＵＶ光に１０分間曝露する。
【０２３２】
　抗体沈着：ＰＤＭＳチップを１％Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ－１２７溶液におい
て３０分間インキュベートする。次に、ＰＤＭＳマイクロチャンバーを水でリンスし、圧
縮空気を使用して乾燥させ、続いて１１４μｇ／ｍｌニュートラアビジン溶液において３
０分間インキュベーションする。次に、ＰＤＭＳマイクロチャンバーを水でリンスし、圧
縮空気を使用して乾燥させ、続いて１ｍｇ／ｍｌプロテインＧ－ビオチンにおいて３０分
間インキュベーションする。次に、ＰＤＭＳマイクロチャンバーを水でリンスし、圧縮空
気を使用して乾燥させ、続いて細胞捕捉抗体において３０分間インキュベーションする。
次に、ＰＤＭＳマイクロチャンバーを水でリンスし、圧縮空気を使用して乾燥させる。
【０２３３】
　細胞調製およびローディング：コーティングされたマイクロチャンバー上にロードする
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前に、標的細胞をＣｅｌｌＴｒａｃｅ　Ｖｉｏｌｅｔ染色で染色し、適切な濃度となるよ
うにＰＢＳに再懸濁した。細胞を結合させ、次いでＰＢＳでリンスして、未結合の細胞を
除去する。
【０２３４】
　参照による援用
　いかなる相互参照されたまたは関連する特許または出願も含む本明細書で引用されてい
るあらゆる文書は、明確に除外または他の仕方で限定されない限り、これによりその全体
を参照により本明細書に組み込む。いずれかの文書の引用は、開示もしくは請求されてい
るいずれかの発明に関して先行技術であること、または単独でもしくは他のいずれかの参
考文献（単数または複数）とのいずれかの組合せで、いずれかのかかる発明を教示、示唆
もしくは開示することの承認ではない。さらに、本文書における用語のいずれかの意義ま
たは定義が、参照により本明細書に組み込む文書における同じ用語のいずれかの意義また
は定義と矛盾する程度まで、本文書において当該用語に割り当てられた意義または定義が
適用されるものとする。
【０２３５】
　他の実施形態
　本開示の特定の実施形態について図解および記載してきたが、本開示の精神および範囲
から逸脱することなく、様々な他の変化および修飾を為すことができる。添付の特許請求
の範囲の範囲は、本開示の範囲内のあらゆるかかる変化および修飾を含む。
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