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(57)【要約】
本発明は、単一粒子分析器、分析器の使用方法、単一粒子または複合粒子（マルチプレキ
シング）に関するサンプルを分析するための分析器システム、分析器またはシステムの分
析器システムの使用に基づいたビジネスを行う方法、および本発明の分析器および分析器
システムで有用なパラメータを保存するための電子媒体を含む分析器および分析器システ
ムを包含する。



(2) JP 2008-514955 A 2008.5.8

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）複数のサンプルを自動的にサンプリングして、サンプル容器と第１取り調べ空間
との間の流体通路を提供可能であるサンプリングシステムと、
　（ｂ）単一粒子を検出可能である分析器とを備え、
　該分析器は、（ｉ）電磁放射を発生する電磁放射源と、
　（ｉｉ）電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされた第１取り調べ
空間と、
　（ｉｉｉ）電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされた第２取り調
べ空間であって、
　第２取り調べ空間は、第１取り調べ空間との流体通路中にあり、
　粒子が第１取り調べ空間と第２取り調べ空間との間で移動可能なように、推進力が第１
取り調べ空間と第２取り調べ空間との間に存在するようにした、第２取り調べ空間と、
　（ｉｖ）第１取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性を測定する
第１電磁放射検出器と、
　（ｖ）第２取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性および粒子の
第２電磁放射特性のうちの少なくとも１つを測定する第２電磁放射検出器とを備えるよう
にした、単一粒子分析器システム。
【請求項２】
　サンプルのほぼ全てを回収可能である、第２取り調べ空間との流体通路におけるサンプ
ル回収システムをさらに備える請求項１記載の分析器システム。
【請求項３】
　サンプル調製システムをさらに備える請求項２記載の分析器システム。
【請求項４】
　サンプル調製システムは、遠心分離、フィルタリング、クロマトグラフィ、細胞溶解、
ｐＨの変更、バッファの追加、試薬の追加、加熱または冷却、光照射、ラベルの追加、ラ
ベルの結合、結合していないラベルの分離、およびこれらの組合せからなるグループから
選択されるサンプル調製を実施するようにした請求項３記載の分析器システム。
【請求項５】
　第１および第２電磁放射特性を分析して、分析結果を報告するデータ分析システムをさ
らに備える請求項１記載の分析器システム。
【請求項６】
　電磁放射源は、連続波電磁放射源である請求項１記載の分析器システム。
【請求項７】
　連続波電磁放射源は、発光ダイオードおよび連続波レーザからなるグループから選択さ
れる請求項６記載の分析器システム。
【請求項８】
　サンプリングシステムのサンプル残物は、約０．０２％未満である請求項１記載の分析
器システム。
【請求項９】
　第１および第２取り調べ空間は、それぞれ約０．０２ｐＬと約３００ｐＬの間の容積を
有する請求項１記載の分析器システム。
【請求項１０】
　第１取り調べ空間および第２取り調べ空間の少なくとも１つは、約０．０５ｐＬと約５
０ｐＬの間の容積を有する請求項１記載の分析器システム。
【請求項１１】
　第１取り調べ空間および第２取り調べ空間の少なくとも１つは、約０．１ｐＬと約２５
ｐＬの間の容積を有する請求項１記載の分析器システム。
【請求項１２】
　第１および第２取り調べ空間の少なくとも１つの容積は、調整可能である請求項１記載
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の分析器システム。
【請求項１３】
　第１取り調べ空間および第２取り調べ空間のうちの少なくとも１つに動作可能に連結さ
れ、粒子の第１電磁放射特性および粒子の第２電磁放射特性のうちの少なくとも１つを測
定する第３電磁放射検出器をさらに備える請求項１記載の分析器システム。
【請求項１４】
　推進力は、圧力を含む請求項１記載の分析器システム。
【請求項１５】
　圧力は、ポンプ、真空源、遠心分離機、およびこれらの組合せからなるグループから選
択される供給源によって提供されるようにした請求項１３記載の分析器システム。
【請求項１６】
　流体通路は、マイクロ流体素子内部の配管またはチャネルを含み、圧力は、ポンプまた
は複数のポンプによって供給されるようにした請求項１４記載の分析器システム。
【請求項１７】
　分析は、粒子の存在、不在および必要に応じて濃度を決定することと、存在、不在及び
／又は濃度に基づいて、可能性ある診断、予後、治療状態または提案する治療を決定する
ことを含む請求項５記載の分析器システム。
【請求項１８】
　（ａ）サンプル容器と第１取り調べ空間との間の流体通路を提供するサンプリングシス
テムと、
　（ｂ）前記第１取り調べ空間および第２取り調べ空間を含み、第２取り調べ空間は、第
１取り調べ空間との流体通路中にあり、
　粒子が第１取り調べ空間と第２取り調べ空間との間で移動可能なように、推進力が第１
取り調べ空間と第２取り調べ空間との間に存在するようにした単一粒子分析器と、
　（ｃ）第１及び／又は第２取り調べ空間に動作可能に連結され、もし存在していれば、
粒子の検出可能な特性を検出するための検出器と、
、
　（ｄ）サンプルが、サンプル容器から取り調べ部分へ移動して、分析器の他の構成要素
と接触せずに、分析器内部の清浄なバッファとほぼ接触することなくサンプル容器に戻る
ことができるサンプル回収システムと、
　（ｅ）検出器から入力を受けて、粒子の存在または不在を分析し、前記存在または不在
に基づいて結果を報告するデータ分析器と、を備える分析器システム。
【請求項１９】
　サンプル調製システムをさらに備える請求項１８記載の分析器システム。
【請求項２０】
　（ａ）複数のサンプルを自動的にサンプリングして、サンプル容器と第１取り調べ空間
との間の流体通路を提供するサンプリングシステムと、
　（ｂ）単一分子を検出可能である分析器とを備え、
　分析器は、（ｉ）電磁放射を発生するための電磁放射源と、
　（ｉｉ）電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされた前記第１取り
調べ空間と、
　（ｉｉｉ）第１取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性を測定す
る第１電磁放射検出器とを備えるようにした、単一粒子分析器システム。
【請求項２１】
　第１サンプルと第２サンプルが分析器に導入される場合、第１サンプルと第２サンプル
との間で検体濃度で２０％未満の差を検出可能である分析器を含む分析器システムであっ
て、
　分析器に導入される第１サンプルおよび第２サンプルの体積が５μｌ未満であり、
　検体は、第１および第２サンプル中で５０フェムトモル未満の濃度で存在している分析
器システム。
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【請求項２２】
　電磁放射を発生するための、少なくとも１つの連続波電磁放射源と、
　電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされ、約０．０２ｐＬと約３
００ｐＬの間の容積を有する第１取り調べ空間と、
　電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされ、約０．０２ｐＬと約３
００ｐＬの間の容積を有し、第１取り調べ空間との流体通路中にある第２取り調べ空間と
、を備え、
　粒子が、少なくとも部分的に電気運動力を用いて第１取り調べ空間と第２取り調べ空間
との間で移動可能なように、電位が第１取り調べ空間と第２取り調べ空間との間に存在し
ており、
　第１取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性を測定する第１電磁
放射検出器と、
　第２取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性および粒子の第２電
磁放射特性のうちの少なくとも１つを測定する第２電磁放射検出器と、を備える単一粒子
分析器。
【請求項２３】
　第１取り調べ空間および第２取り調べ空間のうちの少なくとも１つに動作可能に連結さ
れ、粒子の第１電磁放射特性および粒子の第２電磁放射特性のうちの少なくとも１つを測
定する第３電磁放射検出器をさらに備える請求項２２記載の分析器。
【請求項２４】
　連続波電磁放射源は、発光ダイオードおよび連続波レーザからなるグループから選択さ
れるようにした請求項２２記載の分析器。
【請求項２５】
　第１取り調べ空間および第２取り調べ空間の少なくとも１つは、約０．１ｐＬと約２５
ｐＬの間の容積を有する請求項２２記載の分析器。
【請求項２６】
　第１および第２取り調べ空間の少なくとも１つの容積は、調整可能である請求項２２記
載の分析器。
【請求項２７】
　第１取り調べ空間および第２取り調べ空間の少なくとも１つは、電磁放射源から受けた
電磁放射ビームの断面積、および第１電磁放射検出器および第２電磁放射検出器の少なく
とも１つの検出範囲のうち少なくとも１つによって規定されるようにした請求項２２記載
の分析器。
【請求項２８】
　検出範囲は、第１電磁放射検出器および第２電磁放射検出器の少なくとも１つに隣接し
て位置決めされた空間フィルタにおけるスリット幅により決定されるようにした請求項２
７記載の分析器。
【請求項２９】
　第１および第２取り調べ空間の少なくとも１つは、ガラス、石英、溶融シリカ、プラス
チック、またはこれらの組合せからなるグループから選択される固体材料を備えたハウジ
ングによって少なくとも部分的に規定されるようにした請求項２２記載の分析器。
【請求項３０】
　第１取り調べ空間および第２取り調べ空間の少なくとも１つは、流体境界によって少な
くとも部分的に規定されるようにした請求項２２記載の分析器。
【請求項３１】
　第１電磁放射検出器および第２電磁放射検出器の少なくとも１つは、ＣＣＤカメラ、ビ
デオ入力モジュールカメラ、ストリークカメラ、ボロメータ、フォトダイオード、フォト
ダイオードアレイ、アバランシェフォトダイオード検出器、光電子増倍管検出器、および
これらの組合せからなるグループから選択される請求項２２記載の分析器。
【請求項３２】
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　第１取り調べ空間と第２取り調べ空間の間で粒子の移動を促進するための、ポンプ、真
空源および遠心分離機のうちの少なくとも１つをさらに備える請求項２２記載の分析器。
【請求項３３】
　単一粒子分析器システムを用いて、個体から得られるサンプルでの粒子の存在または不
在を決定することを含む分析方法であって、
　該単一粒子分析器システムは、（ａ）複数のサンプルを自動的にサンプリングして、サ
ンプル容器と第１取り調べ空間との間の流体通路を提供可能であるサンプリングシステム
と、
　（ｂ）単一粒子を検出可能である分析器と、を含み、
　該分析器は、（ｉ）電磁放射を発生する電磁放射源と、
　（ｉｉ）電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされた第１取り調べ
空間と、
　（ｉｉｉ）電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされた第２取り調
べ空間と、を含み、
　第２取り調べ空間は、第１取り調べ空間との流体通路中にあり、
　粒子が第１取り調べ空間と第２取り調べ空間との間で移動可能なように、推進力が第１
取り調べ空間と第２取り調べ空間との間に存在しており、
　（ｉｖ）第１取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性を測定する
第１電磁放射検出器と、
　（ｖ）第２取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性および粒子の
第２電磁放射特性のうちの少なくとも１つを測定する第２電磁放射検出器と、を含むよう
にした分析方法。
【請求項３４】
　前記第１および第２電磁放射特性を分析して、前記分析結果を報告するデータ分析シス
テムをさらに備える請求項３３記載の方法。
【請求項３５】
　前記分析結果に基づいて、診断、予後、治療状態及び／又は治療方法を決定することを
さらに含む請求項３４記載の方法。
【請求項３６】
　前記サンプルのほぼ全てを回収可能である、第２取り調べ空間との流体通路におけるサ
ンプル回収システムをさらに備える請求項３３記載の方法。
【請求項３７】
　サンプル調製システムをさらに備える請求項３３記載の方法。
【請求項３８】
　電磁放射源は、連続波電磁放射源である請求項３３記載の方法。
【請求項３９】
　第１および第２取り調べ空間は、それぞれ約０．０２ｐＬと約３００ｐＬの間の容積を
有する請求項３３記載の方法。
【請求項４０】
　第１および第２取り調べ空間は、それぞれ約０．０５ｐＬと約５０ｐＬの間の容積を有
する請求項３３記載の方法。
【請求項４１】
　第１および第２取り調べ空間は、それぞれ約０．１ｐＬと約２５ｐＬの間の容積を有す
る請求項３３記載の方法。
【請求項４２】
　第１および第２取り調べ空間の少なくとも１つの容積は、調整可能である請求項３３記
載の方法。
【請求項４３】
　推進力は、圧力を備える請求項３３記載の方法。
【請求項４４】
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　圧力は、ポンプ、真空源、遠心分離機またはこれらの組合せからなるグループから選択
される供給源によって提供される請求項４３記載の方法。
【請求項４５】
　個体は、動物または植物である請求項３３記載の方法。
【請求項４６】
　個体は、動物である請求項４５記載の方法。
【請求項４７】
　個体は、哺乳動物である請求項４６記載の方法。
【請求項４８】
　個体は、人間である請求項４７記載の方法。
【請求項４９】
　サンプル中の複数の粒子について分析を実施することを含む請求項３３記載の方法。
【請求項５０】
　複数の粒子のそれぞれ検出された粒子は、ラベルを備え、
　それぞれ検出された粒子は、ラベル識別、ラベル強度、移動度またはこれらの組合せか
らなるグループから選択された特性によって他と弁別されるようにした請求項４９記載の
方法。
【請求項５１】
　サンプルは、血液、血清、血漿、気管支肺胞洗浄液、尿、脳脊髄液、肋膜液、滑液、腹
膜液、羊水、胃液、リンパ液、間質液、組織ホモジェネート、細胞抽出物、唾液、痰、大
便、生理学分泌物、涙、粘液、汗、乳、精液、精漿、膣分泌物、潰瘍や他の表面の発疹、
水疱、膿瘍からの液、良性、悪性および疑わしい組織の生体組織検査を含む組織抽出物、
または、粒子を含むことがある他の何れかの身体要素なるグループから選択される、請求
項３３記載の方法。
【請求項５２】
　サンプルは、血液、血漿、血清からなるグループから選択される請求項５１記載の方法
。
【請求項５３】
　前記サンプル中の粒子をラベル付けすることをさらに含み、
　前記サンプルを分析することは、前記ラベル付けした粒子の存在または不在を検出する
ことを含むようにした、請求項５２記載の方法。
【請求項５４】
　前記サンプルから結合していないラベルを除去することをさらに含む、請求項５３記載
の方法。
【請求項５５】
　前記個体から前記サンプルを入手することをさらに含む、請求項３３記載の方法。
【請求項５６】
　粒子は、蛋白質、核酸、ナノ粒子、マイクロ粒子、デンドリマー、染色体、炭水化物、
ウイルス、バクテリア、細胞、およびこれらの組合せからなるグループから選択される、
請求項５３記載の方法。
【請求項５７】
　粒子は、蛋白質、核酸、ウイルス、菌類、バクテリアおよびこれらの組合せからなるグ
ループから選択される、請求項５３記載の方法。
【請求項５８】
　粒子は、アミノ酸、ヌクレオチド、脂質、糖、微粒子毒素、ペプチド毒素、毒液、薬剤
、およびこれらの組合せからなるグループから選択される、請求項５３記載の方法。
【請求項５９】
　サンプルは、対象となる粒子に限定的である、蛍光ラベル付けした抗体と接触した血清
サンプルであって、
　前記分析は、ラベル付けした粒子の存在、不在及び／又は濃度を検出することを含むよ
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うにした、請求項５２記載の方法。
【請求項６０】
　ラベル付けした粒子の存在、不在及び／又は濃度に基づいて、診断、予後、治療状態及
び／又は治療方法を決定することをさらに含む請求項５９記載の方法。
【請求項６１】
　前記診断、予後、治療状態及び／又は治療方法を個体に報告することをさらに含む請求
項６０記載の方法。。
【請求項６２】
　バイオマーカーは、ＴＲＥＭ－１である請求項６０記載の方法。
【請求項６３】
　該方法は、１時間未満で完了するようにした請求項６２記載の方法。
【請求項６４】
　診断、予後、治療状態及び／又は治療方法を決定することは、バイオマーカーパネルの
存在、不在及び／又は濃度に基づくようにした、請求項６０記載の方法。
【請求項６５】
　該方法は、２時間未満で実施されるようにした請求項５９記載の方法。
【請求項６６】
　個体から得られたサンプル中の粒子の存在、不在及び／又は濃度に基づいて、診断、予
後、治療状態及び／又は治療方法を決定することを含む分析方法であって、
　前記存在、不在及び／又は濃度は、単一分子を決定可能な分析器を備えた分析器システ
ムを用いて決定され、
　前記分析器は、少なくとも１つの取り調べ空間を備えるようにした分析方法。
【請求項６７】
　分析器は、少なくとも２つの取り調べ空間を備えるようにした請求項６６記載の方法。
【請求項６８】
　該分析器システムは、放射を発生するための少なくとも１つの連続波電磁放射源を備え
た、単一分子を決定可能な分析器を備え、
　少なくとも１つの取り調べ空間は、前記放射を受けるように位置決めされている請求項
６６記載の方法。
【請求項６９】
　個体をスクリーニングして、ある状態の存在または不在を決定するための方法であって
、
　該状態についての１つ又はそれ以上のマーカーに関して個体からのサンプルを分析する
ことを含み、
　第１サンプルと第２サンプルが分析器に導入され、第１サンプルおよび第２サンプルの
体積が約５μｌ未満であり、該１つ又はそれ以上のマーカーが第１および第２サンプル中
で５０フェムトモル未満の濃度で存在している場合、第１サンプルと第２サンプルの間で
、該１つ又はそれ以上のマーカー濃度の約２０％未満の差を検出可能な分析器を用いて分
析するようにした方法。
【請求項７０】
　分析結果を、マーカーに関する既知の値と比較することをさらに含む請求項６９記載の
方法。
【請求項７１】
　個体は喫煙者であり、癌は肺癌である請求項６９記載の方法。
【請求項７２】
　粒子を検出するための方法であって、
　粒子を、電気運動力によって、約０．０２ｐＬと約３００ｐＬの間の容積を有する第１
取り調べ空間および約０．０２ｐＬと約３００ｐＬの間の容積を有する第２取り調べ空間
へ移動することと、
　該サンプルを、少なくとも１つの連続波電磁放射源に曝すことと、
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　粒子が、第１取り調べ空間内で連続波電磁放射と相互作用する際、第１取り調べ空間内
で粒子の第１電磁放射特性を測定することと、
　粒子が、第２取り調べ空間内で連続波電磁放射と相互作用する際、第２取り調べ空間内
で粒子の第１電磁放射特性および第２電磁放射特性の少なくとも１つを測定することとを
含む方法。
【請求項７３】
　該粒子は、第１粒子であり、
　該方法は、第２粒子を、第１取り調べ空間、第２取り調べ空間、第３取り調べ空間およ
び第４取り調べ空間のうちの少なくとも２つに移動することと、
　第２粒子が、第１取り調べ空間、第２取り調べ空間、第３取り調べ空間および第４取り
調べ空間のうちの少なくとも１つの内部で連続波電磁放射と相互作用する際、第２粒子の
第１電磁放射特性および第２粒子の第２電磁放射特性の少なくとも１つを測定することと
を含む請求項７２記載の方法。
【請求項７４】
　ディスプレイユニットを備えたユーザインタフェースを有する汎用コンピュータについ
ての命令セットを収納するコンピュータ読み取り可能な保存媒体であって、
　該命令セットは、
　（ａ）２つの取り調べ空間を持つ単一粒子検出器を用いてサンプルの分析からの値を入
力するためのロジックと、
　（ｂ）前記ディスプレイユニットを用いて、入力値の結果を表示するための表示ルーチ
ン、とを備えるようにした、コンピュータ読み取り可能な保存媒体。
【請求項７５】
　該命令セットは、入力値とデータベースとを比較するための比較ルーチンをさらに備え
、
　表示ルーチンは、比較ルーチンの結果を表示するためのロジックをさらに備えるように
した、請求項７４記載のコンピュータ読み取り可能な保存媒体。
【請求項７６】
　ディスプレイユニットを備えたユーザインタフェースを有する汎用コンピュータのため
の命令セットを備えたコンピュータ間のインターネット経由で伝搬する電子信号または搬
送波であって、
　該命令セットは、ディスプレイユニットを備えたユーザインタフェースを有する汎用コ
ンピュータについての命令セットを収納するコンピュータ読み取り可能な保存媒体を備え
、
　該命令セットは、
　（ａ）２つの取り調べ空間を持つ単一粒子検出器を用いてサンプルの分析からの値を入
力するためのロジックと、
　（ｂ）前記ディスプレイユニットを用いて、入力値の結果を表示するための表示ルーチ
ン、とを備えるようにした、信号または搬送波。
【請求項７７】
　該命令セットは、入力値とデータベースとを比較するための比較ルーチンをさらに備え
、
　表示ルーチンは、比較ルーチンの結果を表示するためのロジックをさらに備えるように
した、請求項７６記載の信号または搬送波。
。
【請求項７８】
　サンプルの分析結果を得るために、２つの取り調べ空間を有し、単一粒子を検出可能な
検出器の団体による使用と、
　前記結果を報告することと、
　結果の報告に関する団体への支払いとを備える、ビジネスを行う方法。
【請求項７９】
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　団体は、ＣＬＩＡ(Clinical Laboratory Improvement Amendments)研究所である、請求
項７８記載の方法。
【請求項８０】
　団体は、ＣＬＩＡ研究所ではない請求項７８記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（相互参照）
　本願は、米国仮(Provisional)出願番号第６０／６１３８８１号（名称「連続波単一粒
子検出器」、２００４年９月２８日出願）、米国仮出願番号第６０／６２４７８５号（名
称「個別分子の検出用サンドイッチ分析検討」、２００４年１０月２７日出願）および、
米国仮出願番号第６０／６３６１５８号（名称「個別の分子、粒子またはセルの検出方法
」、２００４年１２月１３日出願）の利益を主張するものであり、これらの全ては参照に
より全体としてここに組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　生物医学的研究、医用診断、予後(prognosis)、監視および治療選択、バイオテロ(biot
errorism)検出、および少ない量および検体(analyte)濃度の複合サンプルの分析を必要と
する他の分野での進歩は、次第に減少する濃度でサンプル中の粒子を高感度で検出可能な
サンプル分析システムの発展をもたらした。米国特許第４７９３７０５号、第５２０９８
３４号は、著しく高感度の検出を達成した従前のシステムを記載している。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　本発明は、この分野での更なる発展を提供するものである。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
（発明の要旨）
　一態様において、本発明は、単一粒子分析器システムを提供する。幾つかの実施形態で
は、該システムは、複数のサンプルを自動的にサンプリングして、サンプル容器と第１取
り調べ(interrogation)空間との間の流体通路を提供可能であるサンプリングシステムと
、単一粒子を検出可能である分析器とを含み、
　分析器は、電磁放射を発生する電磁放射源を含んでおり、
　第１取り調べ空間は、電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされ、
　第２取り調べ空間は、電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされ、
　第２取り調べ空間は、第１取り調べ空間との流体通路中にあり、
　粒子が第１取り調べ空間と第２取り調べ空間との間で移動可能なように、推進力(motiv
e force)が第１取り調べ空間と第２取り調べ空間との間に存在しており、
　第１取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性を測定する第１電磁
放射検出器と、
　第２取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性および粒子の第２電
磁放射特性のうちの少なくとも１つを測定する第２電磁放射検出器と、を含む。
【０００５】
　幾つかの実施形態では、電磁放射源は、発光ダイオードまたは連続波レーザなどの連続
波(continuous wave)電磁放射源である。更なる実施形態では、分析器システムは、サン
プリングシステムを含み、サンプリングシステムのサンプルキャリーオーバー(carryover
)は、約０．０２％未満である。
【０００６】
　幾つかの実施形態では、第１および第２取り調べ空間は、それぞれ約０．０２ｐＬと約
３００ｐＬの間、または約０．０５ｐＬと約５０ｐＬの間、または約０．１ｐＬと約２５
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ｐＬの間の容積を有する。幾つかの実施形態では、第１および第２取り調べ空間の少なく
とも１つの容積は調整可能である。
【０００７】
　幾つかの実施形態では、本発明の分析器システムは、第１取り調べ空間および第２取り
調べ空間のうちの少なくとも１つに動作可能に連結され、粒子の第１電磁放射特性および
粒子の第２電磁放射特性のうちの少なくとも１つを測定する第３電磁放射検出器をさらに
含む。
【０００８】
　幾つかの実施形態では、分析器のための推進力は、例えば、ポンプ、真空源、遠心分離
機(centrifuge)またはこれらの組合せによって提供される圧力である。
【０００９】
　本発明の分析器システムの幾つかにおいて、流体通路は、マイクロ流体(microfluidic)
素子内部の配管またはチャネルを含み、圧力はポンプまたは複数のポンプによって供給さ
れる。
【００１０】
　幾つかの実施形態では、本発明の分析器システムは、サンプルのほぼ全てを回収可能で
ある、第２取り調べ空間との流体通路におけるサンプル回収(recovery)システム、及び／
又はサンプル調製(preparation)システム、及び／又は、粒子の第１および第２電磁放射
特性を分析して、分析結果を報告するデータ分析システムをさらに含む。
【００１１】
　サンプル調製システムを含む実施形態では、該サンプル調製システムは、遠心分離、フ
ィルタリング、クロマトグラフィを用いて、サンプル調製、例えば、細胞溶解(cell lysi
s)、ｐＨの変更、バッファの追加、試薬の追加、加熱または冷却、光照射、ラベルの追加
、ラベルの結合、結合していないラベルの分離、またはこれらの組合せを実施できる。
【００１２】
　データ分析システムを含む実施形態では、分析は、粒子の存在、不在および必要に応じ
て濃度を決定することと、存在、不在及び／又は濃度に基づいて、可能性ある診断、予後
、治療状態または提案する治療を決定することを含む。
【００１３】
　一実施形態では、本発明は、サンプル容器と第１取り調べ空間との間の流体通路を提供
するサンプリングシステムと、
　第１取り調べ空間および第２取り調べ空間を含み、第２取り調べ空間は、第１取り調べ
空間との流体通路中にあるようにした単一粒子分析器とを含み、
　粒子が第１取り調べ空間と第２取り調べ空間との間で移動可能なように、推進力(motiv
e force)が第１取り調べ空間と第２取り調べ空間との間に存在しており、
　第１及び／又は第２取り調べ空間に動作可能に連結され、もし存在していれば、粒子の
検出可能な特性を検出するための検出器と、
　サンプルが、サンプル容器から取り調べ部分へ移動して、分析器の他の構成要素と接触
せずに、分析器内部の清浄なバッファとほぼ接触することなくサンプル容器に戻ることが
できるサンプル回収システムと、
　検出器から入力を受けて、粒子の存在または不在を分析し、前記存在または不在に基づ
いて結果を報告するデータ分析器と、を含む分析器システムを提供する。該システムは、
サンプル調製システムをさらに含んでもよい。
【００１４】
　他の実施形態では、本発明は、複数のサンプルを自動的にサンプリングして、サンプル
容器と第１取り調べ空間との間の流体通路を提供するサンプリングシステムと、
　電磁放射を発生するための電磁放射源を含み、単一分子を検出可能である分析器と、
　第１取り調べ空間は、電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされ、
　第１取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性を測定する第１電磁
放射検出器とを含む単一粒子分析器システムを提供する。
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【００１５】
　他の実施形態では、本発明は、分析器に導入される第１サンプルと第２サンプルとの間
で検体濃度で２０％未満の差を検出可能である分析器を含み、分析器に導入される第１サ
ンプルおよび第２サンプルの体積が５μｌ未満であり、検体は、５フェムトモル未満の濃
度で存在している分析器システムを提供する。
【００１６】
　幾つかの実施形態では、該システムは、複数のサンプルを自動的にサンプリングして、
サンプル容器と分析器との間の流体通路を提供可能であるサンプリングシステムをさらに
含む。
【００１７】
　他の態様において、本発明は、単一粒子分析器を提供する。幾つかの実施形態では、本
発明は、電磁放射を発生するための、少なくとも１つの連続波電磁放射源と、
　電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされ、約０．０２ｐＬと約３
００ｐＬの間の容積を有する第１取り調べ空間と、
　電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされ、約０．０２ｐＬと約３
００ｐＬの間の容積を有する第２取り調べ空間と、を含み、
　第２取り調べ空間は、第１取り調べ空間との流体通路中にあり、
　粒子が、少なくとも部分的に電気運動(electro-kinetic)力を用いて第１取り調べ空間
と第２取り調べ空間との間で移動可能なように、電位(electric potential)が第１取り調
べ空間と第２取り調べ空間との間に存在しており、
　第１取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性を測定する第１電磁
放射検出器と、
　第２取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性および粒子の第２電
磁放射特性のうちの少なくとも１つを測定する第２電磁放射検出器と、を含む単一粒子分
析器を提供する。
【００１８】
　幾つかの実施形態では、連続波電磁放射源は、発光ダイオードおよび連続波レーザから
なるグループから選択される。
【００１９】
　幾つかの実施形態では、第１取り調べ空間および第２取り調べ空間の少なくとも１つは
、約０．１ｐＬと約２５ｐＬの間の容積を有する。
【００２０】
　幾つかの実施形態では、第１および第２取り調べ空間の少なくとも１つの容積は、調整
可能である。
【００２１】
　幾つかの実施形態では、第１取り調べ空間および第２取り調べ空間の少なくとも１つは
、電磁放射源から受けた電磁放射ビームの断面積、および第１電磁放射検出器および第２
電磁放射検出器の少なくとも１つの検出範囲のうち少なくとも１つによって規定される。
【００２２】
　後者の実施形態の幾つかでは、検出範囲は、第１電磁放射検出器および第２電磁放射検
出器の少なくとも１つに隣接して位置決めされた空間フィルタにおけるスリット幅により
決定される。
【００２３】
　幾つかの実施形態では、第１および第２取り調べ空間の少なくとも１つは、ガラス、石
英(quartz)、溶融シリカ、プラスチック、またはこれらの組合せからなるグループから選
択される固体(solid)材料を備えたハウジングによって少なくとも部分的に規定される。
【００２４】
　幾つかの実施形態では、第１取り調べ空間および第２取り調べ空間の少なくとも１つは
、流体境界によって少なくとも部分的に規定される。
【００２５】
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　幾つかの実施形態では、該分析器は、第１取り調べ空間および第２取り調べ空間のうち
の少なくとも１つに動作可能に連結され、粒子の第１電磁放射特性および粒子の第２電磁
放射特性のうちの少なくとも１つを測定する第３電磁放射検出器をさらに含む。
【００２６】
　本発明の分析器の幾つかの実施形態では、第１電磁放射検出器および第２電磁放射検出
器の少なくとも１つは、ＣＣＤカメラ、ビデオ入力モジュールカメラ、ストリーク(strea
k)カメラ、ボロメータ(bolometer)、フォトダイオード、フォトダイオードアレイ、アバ
ランシェフォトダイオード検出器、光電子増倍管検出器、およびこれらの組合せからなる
グループから選択される。
【００２７】
　幾つかの実施形態では、該分析器は、第１取り調べ空間と第２取り調べ空間の間で粒子
の移動を促進するための、ポンプ、真空源および遠心分離機のうちの少なくとも１つをさ
らに含む。
【００２８】
　他の態様において、本発明は、分析方法を提供する。一実施形態では、本発明は、単一
粒子分析器システムを用いて、個体から得られるサンプルでの粒子の存在または不在を決
定することを含み、
【００２９】
　該単一粒子分析器システムは、（ａ）複数のサンプルを自動的にサンプリングして、サ
ンプル容器と第１取り調べ空間との間の流体通路を提供可能であるサンプリングシステム
と、（ｂ）単一粒子を検出可能である分析器と、を含み、
　該分析器は、（ｉ）電磁放射を発生する電磁放射源と、
　（ｉｉ）電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされた第１取り調べ
空間と、
　（ｉｉｉ）電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決めされた第２取り調
べ空間と、を含み、
　第２取り調べ空間は、第１取り調べ空間との流体通路中にあり、
　粒子が第１取り調べ空間と第２取り調べ空間との間で移動可能なように、推進力(motiv
e force)が第１取り調べ空間と第２取り調べ空間との間に存在しており、
　（ｉｖ）第１取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性を測定する
第１電磁放射検出器と、
　（ｖ）第２取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性および粒子の
第２電磁放射特性のうちの少なくとも１つを測定する第２電磁放射検出器と、を含むよう
にした分析方法を提供する。
【００３０】
　本発明の方法の幾つかの実施形態では、該分析器は、前記第１および第２電磁放射特性
を分析して、前記分析結果を報告するデータ分析システムをさらに含む。これらの実施形
態の幾つかでは、該分析器は、前記分析結果に基づいて、診断、予後、治療状態及び／又
は治療方法を決定することを含む。
【００３１】
　本発明の方法の幾つかの実施形態では、該分析器は、前記サンプルのほぼ全てを回収可
能である、第２取り調べ空間との流体通路におけるサンプル回収システム、及び／又はサ
ンプル調製システムをさらに備える。
【００３２】
　本発明の方法の幾つかの実施形態では、電磁放射源は、連続波電磁放射源である。
【００３３】
　本発明の方法の幾つかの実施形態では、第１および第２取り調べ空間は、それぞれ約０
．０２ｐＬと約３００ｐＬの間、または約０．０５ｐＬと約５０ｐＬの間、または約０．
１ｐＬと約２５ｐＬの間の容積を有する。
【００３４】
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　本発明の方法の幾つかの実施形態では、第１および第２取り調べ空間の少なくとも１つ
の容積は調整可能である。
【００３５】
　本発明の方法の幾つかの実施形態では、推進力は圧力を備える。これらの実施形態の幾
つかは、圧力は、ポンプ、真空源、遠心分離機またはこれらの組合せからなるグループか
ら選択される供給源によって提供される。
【００３６】
　本発明の方法の幾つかの実施形態では、個体は、動物または植物、例えば、動物、哺乳
動物、人間である。
【００３７】
　幾つかの実施形態では、本発明の方法は、サンプル中の複数の粒子について分析を実施
することを含む。これらの実施携帯の幾つかでは、複数の粒子のそれぞれ検出された粒子
は、ラベルを備え、それぞれ検出された粒子は、ラベル識別(identity)、ラベル強度、移
動度(mobility)またはこれらの組合せからなるグループから選択された特性によって他と
弁別される。 
【００３８】
　本発明の方法の幾つかの実施形態では、サンプルは、血液、血清(serum)、血漿(plasma
)、気管支肺胞洗浄(bronchoalveolar lavage)液、尿(urine)、脳脊髄(cerebrospinal)液
、肋膜(pleural)液、滑液(synovial fluid)、腹膜(peritoneal)液、羊水(amniotic fluid
)、胃液(gastric fluid)、リンパ(lymph)液、間質(interstitial)液、組織ホモジェネー
ト(homogenate)、細胞抽出物、唾液(saliva)、痰(sputum)、大便(stool)、生理学分泌物(
secretions)、涙、粘液(mucus)、汗、乳、精液(semen)、精漿(seminal fluid)、膣(vagin
al)分泌物、潰瘍(ulcers)や他の表面の発疹、水疱(blisters)、膿瘍(abscesses)からの液
、良性、悪性および疑わしい組織の生体組織検査(biopsies)を含む組織抽出物、または、
粒子を含むことがある他の何れかの身体要素なるグループから選択される。
【００３９】
　幾つかの実施形態では、サンプルは、血液、血漿、血清からなるグループから選択され
る。
【００４０】
　これらの実施形態の幾つかは、該方法は、前記サンプル中の粒子をラベリングすること
をさらに備え、前記サンプルを分析することは、前記ラベリングした粒子の存在または不
在を検出することを備え、必要に応じて、前記サンプルから結合していないラベルを除去
することを含み、及び／又は前記個体から前記サンプルを入手すること、及び／又は、蛋
白質、核酸、ナノ粒子(nanosphere)、マイクロ粒子(microsphere)、デンドリマー(dendri
mer)、染色体(chromosome)、炭水化物(carbohydrate)、ウイルス、バクテリア、細胞、お
よびこれらの組合せからなるグループから選択された粒子を分析すること、例えば、蛋白
質、核酸、ウイルス、バクテリアおよびこれらの組合せからなるグループから選択するこ
とを含む。
【００４１】
　幾つかの実施形態では、粒子は、アミノ酸、ヌクレオチド(nucleotide)、脂質(lipid)
、糖、微粒子毒素、ペプチド毒素、毒液(venom)、薬剤(drug)、およびこれらの組合せか
らなるグループから選択される。
【００４２】
　本発明の方法の幾つかの実施形態では、サンプルは、対象となる粒子に限定的である、
蛍光ラベル付けした抗体(antibody)と接触した血清サンプルであって、前記分析は、ラベ
ル付けした粒子の存在、不在及び／又は濃度を検出することを備える。これらの実施形態
の幾つかは、該方法は、ラベル付けした粒子の存在、不在及び／又は濃度に基づいて、診
断、予後、治療状態及び／又は治療方法を決定することをさらに含む。
【００４３】
　該方法は、前記診断、予後、治療状態及び／又は治療方法を個体に報告することをさら
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に含む。幾つかの実施形態では、バイオマーカー(biomarker)は、ＴＲＥＭ－１である。
幾つかの実施形態では、該方法は１時間未満で完了する。幾つかの実施形態では、診断、
予後、治療状態及び／又は治療方法を決定することは、バイオマーカーパネルの存在、不
在及び／又は濃度に基づいている。幾つかの実施形態では、該方法は２時間未満で実施さ
れる。
【００４４】
　一実施形態では、本発明は、個体から得られたサンプル中の粒子の存在、不在及び／又
は濃度に基づいて、診断、予後、治療状態及び／又は治療方法を決定することを含み、前
記存在、不在及び／又は濃度は、単一分子を決定可能な分析器を備えた分析器システムを
用いて決定され、前記分析器は、少なくとも１つの取り調べ空間を備える。
【００４５】
　これらの実施形態の幾つかは、該分析器は、少なくとも２つの取り調べ空間を備える。
幾つかの実施形態では、該分析器システムは、放射を発生するための少なくとも１つの連
続波電磁放射源を備えた、単一分子を決定可能な分析器を備え、少なくとも１つの取り調
べ空間は、前記放射を受けるように位置決めされる。
【００４６】
　他の実施形態では、本発明は、個体をスクリーニングして、癌(cancer)の存在または不
在を決定するための方法を提供するものであり、該方法は、１つ又はそれ以上の癌マーカ
ーに関して個体からのサンプルを分析することを含み、各マーカーが１ピコモル未満の濃
度で存在し、サンプルのサイズが約５μｌである場合、１つのサンプルから他のサンプル
まで、１つ又はそれ以上のマーカー濃度の約２０％未満の変化を検出可能な分析器を用い
る。
【００４７】
　幾つかの実施形態では、該方法は、前記分析結果を、マーカーに関する既知の値と比較
することをさらに含む。幾つかの実施形態では、個体は、喫煙者であり、癌は肺癌である
。
【００４８】
　他の実施形態では、本発明は、粒子を検出するための方法を提供するものであり、該方
法は、粒子を、電気運動力によって、約０．０２ｐＬと約３００ｐＬの間の容積を有する
第１取り調べ空間および約０．０２ｐＬと約３００ｐＬの間の容積を有する第２取り調べ
空間へ移動することと、
　該サンプルを、少なくとも１つの連続波電磁放射源に曝すことと、
　粒子が、第１取り調べ空間内で連続波電磁放射と相互作用する際、第１取り調べ空間内
で粒子の第１電磁放射特性を測定することと、
　粒子が、第２取り調べ空間内で連続波電磁放射と相互作用する際、第２取り調べ空間内
で粒子の第１電磁放射特性および第２電磁放射特性の少なくとも１つを測定することとを
含む。
【００４９】
　幾つかの実施形態では、該粒子は、第１粒子であり、該方法は、第２粒子を、第１取り
調べ空間、第２取り調べ空間、第３取り調べ空間および第４取り調べ空間のうちの少なく
とも２つに移動することと、
　第２粒子が、第１取り調べ空間、第２取り調べ空間、第３取り調べ空間および第４取り
調べ空間のうちの少なくとも１つの内部で連続波電磁放射と相互作用する際、第２粒子の
第１電磁放射特性および第２粒子の第２電磁放射特性の少なくとも１つを測定することと
を含む。
【００５０】
　更なる態様において、本発明は、ディスプレイユニットを備えたユーザインタフェース
を有する汎用コンピュータについての命令セットを収納するコンピュータ読み取り可能な
保存媒体を提供するものであり、該命令セットは、
　（ａ）２つの取り調べ空間を持つ単一粒子検出器を用いてサンプルの分析からの値を入
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力するためのロジック(logic)と、
　（ｂ）前記ディスプレイユニットを用いて、入力値の結果を表示するための表示ルーチ
ン、とを備える。
【００５１】
　幾つかの実施形態では、該命令セットは、入力値とデータベースとを比較するための比
較ルーチンをさらに備え、表示ルーチンは、比較ルーチンの結果を表示するためのロジッ
クをさらに備える。
【００５２】
　さらに他の態様において、本発明は、ディスプレイユニットを備えたユーザインタフェ
ースを有する汎用コンピュータのための命令セットを備えたコンピュータ間のインターネ
ット経由で伝搬する電子信号または搬送波を提供するものであり、
　該命令セットは、ディスプレイユニットを備えたユーザインタフェースを有する汎用コ
ンピュータについての命令セットを収納するコンピュータ読み取り可能な保存媒体を備え
、該命令セットは、
　（ａ）２つの取り調べ空間を持つ単一粒子検出器を用いてサンプルの分析からの値を入
力するためのロジックと、
　（ｂ）前記ディスプレイユニットを用いて、入力値の結果を表示するための表示ルーチ
ン、とを備える。
【００５３】
　幾つかの実施形態では、該命令セットは、入力値とデータベースとを比較するための比
較ルーチンをさらに備え、表示ルーチンは、比較ルーチンの結果を表示するためのロジッ
クをさらに備える。
【００５４】
　さらに他の態様において、本発明は、ビジネスを行う方法を提供するものであり、該方
法は、サンプルの分析結果を得るために、２つの取り調べ空間を有し、単一粒子を検出可
能な検出器の団体(entity)による使用と、前記結果を報告することと、結果の報告に関す
る団体への支払いとを備える。
【００５５】
　幾つかの実施形態では、該団体は、ＣＬＩＡ(Clinical Laboratory Improvement Amend
ments)研究所である。幾つかの実施形態では、該団体は、ＣＬＩＡ研究所ではない。
【００５６】
　さらに他の態様において、本発明は、連続波照射源と、２つ又はそれ以上の別個のｐＬ
サイズの取り調べ空間と、単一粒子を含む、検出すべき粒子の電気運動輸送とを組み合わ
せた装置を提供する。
【００５７】
　一態様において、本発明は、単一粒子分析器を提供するものであり、該分析器は、
　電磁放射を発生するための少なくとも１つの連続波電磁放射源と、
　約０．０２ｐＬと約３００ｐＬの間の容積を有し、電磁放射源から発生した電磁放射を
受けるように位置決めされた第１取り調べ空間と、
　約０．０２ｐＬと約３００ｐＬの間の容積を有し、電磁放射源から発生した電磁放射を
受けるように位置決めされた第２取り調べ空間とを備え、
　第２取り調べ空間は、第１取り調べ空間との流体通路中にあり、
　粒子が、少なくとも部分的に電気運動力を用いて第１取り調べ空間と第２取り調べ空間
との間で移動可能なように、電位が第１取り調べ空間と第２取り調べ空間との間に存在し
ており、
　第１取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性を測定する第１電磁
放射検出器と、
　第２取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子の第１電磁放射特性および粒子の第２電
磁放射特性のうちの少なくとも１つを測定する第２電磁放射検出器と、を備える。
【００５８】
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　本発明の他の態様によれば、該分析器は、第１取り調べ空間および第２取り調べ空間の
うちの少なくとも１つに動作可能に連結され、粒子の第１電磁放射特性および粒子の第２
電磁放射特性のうちの少なくとも１つを測定する第３電磁放射検出器をさらに備える。一
態様において、連続波電磁放射源は、発光ダイオードおよび連続波レーザからなるグルー
プから選択される。
【００５９】
　本発明のさらに他の態様によれば、第１電磁放射特性および第２電磁放射特性のうちの
少なくとも１つは、放射波長、放射強度、バースト(burst)サイズ、バースト期間、蛍光
の偏光、およびこれらの組合せからなるグループから選択される。
【００６０】
　本発明の他の態様において、第１取り調べ空間および第２取り調べ空間のうちの少なく
とも１つは、約０．０５ｐＬと約５０ｐＬの間、好ましくは、約０．１０ｐＬと約２５ｐ
Ｌの間の容積を有する。一態様において、第１および第２取り調べ空間の少なくとも１つ
の容積は調整可能である。１つの代替において、第１取り調べ空間および第２取り調べ空
間のうちの少なくとも１つは、電磁放射源から受けた電磁放射ビームの断面積、および第
１電磁放射検出器および第２電磁放射検出器の少なくとも１つの検出範囲のうち少なくと
も１つによって規定される。一態様において、検出範囲は、第１電磁放射検出器および第
２電磁放射検出器の少なくとも１つに隣接して位置決めされた空間フィルタにおけるスリ
ット幅により決定される。
【００６１】
　他の代替において、第１および第２取り調べ空間の少なくとも１つは、ガラス、石英(q
uartz)、溶融シリカ、プラスチック、またはこれらの組合せからなるグループから選択さ
れる材料を備えた固体(solid)ハウジングによって少なくとも部分的に規定される。
【００６２】
　さらに他の代替において、第１取り調べ空間および第２取り調べ空間の少なくとも１つ
は、流体境界によって少なくとも部分的に規定される。
【００６３】
　本発明の他の態様において、第１電磁放射検出器および第２電磁放射検出器の少なくと
も１つは、電荷結合素子（ＣＣＤ）カメラ、ビデオ入力モジュールカメラ、ストリーク(s
treak)カメラ、ボロメータ(bolometer)、フォトダイオード、フォトダイオードアレイ、
アバランシェフォトダイオード検出器、光電子増倍管検出器、およびこれらの組合せから
なるグループから選択される。
【００６４】
　さらに他の態様において、該分析器は、第１取り調べ空間と第２取り調べ空間の間で粒
子の移動を促進するための、ポンプ、真空源および遠心分離機のうちの少なくとも１つを
さらに備える。
【００６５】
　さらに他の態様において、本発明は、粒子を検出する方法を提供するものであり、該方
法は、電気運動力によって、粒子を、約０．０２ｐＬと約３００ｐＬの間の容積を有する
第１取り調べ空間および、約０．０２ｐＬと約３００ｐＬの間の容積を有する第２取り調
べ空間の中へ移動することと、
　該サンプルを、少なくとも１つの連続波電磁放射源に曝すことと、
　粒子が、第１取り調べ空間内で連続波電磁放射と相互作用する際、第１取り調べ空間内
で粒子の第１電磁放射特性を測定することと、
　粒子が、第２取り調べ空間内で連続波電磁放射と相互作用する際、第２取り調べ空間内
で粒子の第１電磁放射特性および粒子の第２電磁放射特性の少なくとも１つを測定するこ
ととを含む。
【００６６】
　本発明の更なる態様によれば、第２取り調べ空間は、複数の取り調べ空間を備える。
【００６７】
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　本発明のさらに他の態様によれば、該粒子は、第１粒子であり、該方法は、第２粒子を
、第１取り調べ空間、第２取り調べ空間、第３取り調べ空間および第４取り調べ空間のう
ちの少なくとも２つに移動することと、
　第２粒子が、第１取り調べ空間、第２取り調べ空間、第３取り調べ空間および第４取り
調べ空間のうちの少なくとも１つの内部で連続波電磁放射と相互作用する際、第２粒子の
第１電磁放射特性および第２粒子の第２電磁放射特性の少なくとも１つを測定することと
をさらに含む。
【００６８】
　本発明のさらに他の態様によれば、該方法は、第１取り調べ空間を第２取り調べ空間に
連結することと、粒子移動に先だって流体を導入することとをさらに備える。
【００６９】
　本発明の他の態様において、該方法は、粒子を、蛋白質、核酸、ナノ粒子(nanosphere)
、マイクロ粒子(microsphere)、デンドリマー(dendrimer)、染色体(chromosome)、炭水化
物(carbohydrate)、ウイルス、バクテリア、細胞、およびこれらの組合せからなるグルー
プから選択することをさらに備える。
【００７０】
　一態様において、粒子の組合せは、蛋白質、核酸、ウイルス、およびバクテリアからな
るグループから選択される。
【００７１】
　代替として、該方法は、粒子を、アミノ酸、ヌクレオチド(nucleotide)、脂質(lipid)
、糖、微粒子毒素、ペプチド毒素、毒液(venom)、薬剤(drug)、およびこれらの組合せか
らなるグループから選択することをさらに備える。
【００７２】
　本発明のさらに他の態様において、第１電磁放射特性および第２電磁放射特性のうちの
少なくとも１つは、粒子の内的(intrinsic)パラメータおよび粒子の外的パラメータの１
つによって作成される。
【００７３】
　一態様において、該方法は、外的パラメータを付与するために、少なくとも１つのラベ
ルを用いて粒子にマーキングすることをさらに備える。
【００７４】
　更なる態様において、ラベルは、電磁放射を発生し、染料(dye)タグ、光散乱タグ、お
よびこれらの組合せからなるグループから選択される。
【００７５】
　本発明の更なる態様において、粒子は、第１粒子であり、ラベルは、第１ラベルであり
、第１粒子および第１ラベルは、複数の粒子および複数のラベルの混合物の中に含有され
ており、該方法は、
　（ａ）複数の粒子の第１粒子から、複数のラベルの少なくとも１つの結合していないラ
ベルを分離すること、または複数のラベルの少なくとも１つの結合していないラベルを検
出不能にすることと、
　（ｂ）薬剤と、複数の粒子の第１粒子とを相互作用させて、第１粒子に結合された第１
ラベルを遊離させることと、
　（ｃ）第１ラベルが第１粒子から遊離した後、第１ラベルを検出し、これにより第１粒
子を間接的に検出することと、さらに備える。
【００７６】
　本発明の一態様において、第１粒子から遊離した第１ラベルは、粒子である。他の態様
において、粒子は、少なくとも２つの弁別可能なラベルでマーキングされる。１つの代替
において、粒子は、共有(covalent)結合、イオン結合、疎水性結合、親和性(affinity)結
合、水素結合、ファン・デル・ワールス力、配位複合体形成(coordination complex form
ation)、およびこれらの組合せからなるグループから選択される特定および不特定の相互
作用の少なくとも１つを用いて、直接にラベル付けされる。
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【００７７】
　他の代替において、粒子は、特定の複合体を形成するため、少なくとも１つの結合パー
トナーとの培養(incubation)を用いて、間接的にラベル付けされ、結合パートナーは少な
くとも１つのラベルを備えるものである。
【００７８】
　一態様において、少なくとも１つの結合パートナーとの培養を用いて、粒子を間接的に
ラベル付けするステップは、共有(covalent)結合、イオン結合、疎水性結合、親和性(aff
inity)結合、水素結合、ファン・デル・ワールス力、配位複合体形成(coordination comp
lex formation)、およびこれらの組合せからなるグループから選択される特定および不特
定の相互作用の少なくとも１つを備える。
【００７９】
　１つの代替において、粒子は、第１取り調べ空間および第２取り調べ空間のうちの少な
くとも１つの内部で結合パートナーと培養される。他の代替において、粒子は、粒子移動
に先立って結合パートナーと培養される。
【００８０】
　さらに他の態様において、結合パートナーは、ポリヌクレオチド／ポリヌクレオチド相
互作用、ポリヌクレオチド／ポリペプチド相互作用、ポリペプチド／ポリペプチド相互作
用、およびこれらの組合せからなるグループから選択される。
【００８１】
　一態様において、少なくとも１つの結合パートナーとの前記培養は、粒子を第１結合パ
ートナーと培養することと、粒子を第２結合パートナーと培養することとを備え、第１結
合パートナーおよび第２結合パートナーのうちの少なくとも１つは、少なくとも１つのラ
ベルを備える。
【００８２】
　本発明のさらに他の態様において、粒子を、第１取り調べ空間および第２取り調べ空間
の中に移動することは、粒子を、毛細管ゲル電気泳動、ミセル電気運動クロマトグラフィ
ー、等速回転電気泳動、磁界、およびこれらの組合せからなるグループから選択される分
離機構に曝すことを備える。
【００８３】
　１つの代替において、該方法は、第２粒子を、第１粒子の方向とはほぼ反対方向に移動
することをさらに備える。
【００８４】
　一態様において、粒子を、第１取り調べ空間および第２取り調べ空間の中に移動するこ
とは、電気運動力と、圧力勾配、重力、表面張力、遠心力、およびこれらの組合せからな
るグループから選択される少なくとも１つの追加した力との組合せによって、粒子を移動
することを備える。
【００８５】
　本発明の他の態様において、粒子の移動度(mobility)は、電気運動力と、内的および外
的パラメータの少なくとも１つを含む粒子の物理パラメータとの相互作用によって決定さ
れる。
【００８６】
　一態様において、該方法は、外的パラメータを提供するため、少なくとも１つのラベル
を用いて粒子をマーキングすることをさらに備える。
【００８７】
　一態様において、ラベルは、粒子の移動度に影響を与えることが可能であり、電荷(cha
rge)タグ、質量タグ、電荷／質量タグ、磁気タグ、およびこれらの組合せからなるグルー
プから選択される。
【００８８】
　更なる態様において、粒子は、少なくとも２つの弁別可能なラベルを用いてマーキング
される。
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【００８９】
　１つの代替において、粒子は、共有(covalent)結合、イオン結合、疎水性結合、親和性
(affinity)結合、水素結合、ファン・デル・ワールス力、配位複合体形成(coordination 
complex formation)、およびこれらの組合せからなるグループから選択される特定および
不特定の相互作用の少なくとも１つを用いて、直接にラベル付けされる。
【００９０】
　他の代替において、粒子は、特定の複合体を形成するため、少なくとも１つの結合パー
トナーとの培養(incubation)を用いて、間接的にラベル付けされ、結合パートナーは少な
くとも１つのラベルを備えるものである。
【００９１】
　一態様において、少なくとも１つの結合パートナーとの培養を用いて、粒子を間接的に
ラベル付けすることは、共有(covalent)結合、イオン結合、疎水性結合、親和性(affinit
y)結合、水素結合、ファン・デル・ワールス力、配位複合体形成(coordination complex 
formation)、およびこれらの組合せからなるグループから選択される特定および不特定の
相互作用の少なくとも１つを備える。
【００９２】
　１つの代替において、粒子は、第１取り調べ空間および第２取り調べ空間のうちの少な
くとも１つの内部で結合パートナーと培養される。他の代替において、粒子は、粒子移動
に先立って結合パートナーと培養される。
【００９３】
　さらに他の態様において、結合パートナーは、ポリヌクレオチド／ポリヌクレオチド相
互作用、ポリヌクレオチド／ポリペプチド相互作用、ポリペプチド／ポリペプチド相互作
用、およびこれらの組合せからなるグループから選択される。
【００９４】
　一態様において、少なくとも１つの結合パートナーとの前記培養は、粒子を第１結合パ
ートナーと培養することと、粒子を第２結合パートナーと培養することとを備え、第１結
合パートナーおよび第２結合パートナーのうちの少なくとも１つは、少なくとも１つのラ
ベルを備える。
【００９５】
　本発明の更なる態様において、別々の結合パートナーの混合物は、粒子と培養される。
【００９６】
　さらに他の態様において、粒子は、複数の粒子および複数のラベルの混合物中の第１粒
子であり、第１粒子は、複数のラベルの第１ラベルを用いてラベル付けされ、第１ラベル
を用いてラベル付けされた第１粒子は、複数の粒子のラベル付けされていない粒子および
複数のラベルの結合していないラベルから弁別される。
【００９７】
　さらに他の態様において、第１粒子は、複数のラベルの第２ラベルを用いてラベル付け
され、第１粒子は、第１ラベルの電磁特性および第２ラベルの電磁特性との比率を測定す
ることによって、複数の粒子のラベル付けされていない粒子および複数のラベルの結合し
ていないラベルから弁別される。
【００９８】
　本発明の他態様において、少なくとも第１および第２粒子が検出され、該方法は、少な
くとも第１および第２粒子を計数することをさらに備える。
【００９９】
　１つの代替において、少なくとも第１および第２粒子を計数することは、サンプルの濃
度と既知の濃度を有する外部粒子標準とを比較することによって、サンプル内の粒子の濃
度を決定することを備える。
【０１００】
　他の代替において、少なくとも第１および第２粒子を計数することは、サンプルの濃度
と既知の濃度を有する内部粒子標準とを比較することによって、サンプル内の粒子の濃度



(20) JP 2008-514955 A 2008.5.8

10

20

30

40

50

を決定することを備える。
【０１０１】
　さらに他の代替において、少なくとも第１および第２粒子を計数することは、外部粒子
標準を使用せず、内部粒子標準を使用しないで、粒子の濃度を決定することを備える。
【０１０２】
　本発明の他の態様において、第１および第２粒子は、複数の粒子および複数のラベルの
混合物中にある第１および第２粒子であり、第１粒子は、これに付着した複数のラベルの
第１ラベルを有し、第２粒子は、これに付着した複数のラベルの第２ラベルを有し、第１
および第２ラベルは、それぞれ異なる所定の範囲を有し、さらに、第１粒子は、結合して
いないラベルによって生成される特性信号によって、複数のラベルの結合していないラベ
ルから弁別され、第１粒子は、第１および第２ラベルの異なる範囲によって、第２粒子か
ら弁別される。
【０１０３】
　本発明の他の態様において、第１および第２粒子は、複数の粒子および複数のラベルの
混合物中にある第１および第２粒子であり、第１粒子は、第１ラベルおよび、第１ラベル
と弁別可能な第２ラベルを用いてラベル付けされ、第２粒子は、第１ラベルにほぼ類似し
た第３ラベルを用いてラベル付けされ、第１粒子は、第２粒子から、第２ラベルにほぼ類
似した複数のラベルのあるラベルのみを用いてラベル付けされた複数の粒子の中の粒子か
ら、複数の粒子のラベル付けされていない粒子から、そして、複数のラベルの結合してい
ないラベルから、弁別される。
【０１０４】
　１つの代替において、第１および第３ラベルは、電磁放射を発生し、第２および第４ラ
ベルは移動度に影響を与え、第１粒子は、第２粒子から、移動度に影響を与えるラベルを
用いてのみラベル付けされた複数の粒子の中の粒子から、複数の粒子のラベル付けされて
いない粒子から、そして、複数のラベルの中の結合していないラベルから、弁別される。
【０１０５】
　他の代替として、第２粒子は、第２ラベルにほぼ類似した第４ラベルを用いてラベル付
けされ、第１ラベルの電磁特性および第２ラベルの電磁特性との比率は、第３ラベルの電
磁特性および第４ラベルの電磁特性との比率と異なり、第１粒子は、第１粒子および第２
粒子のラベル比率間の差を測定することによって、第２粒子から弁別される。
【０１０６】
　他の態様において、第１ラベル、第２ラベル、第３ラベルおよび第４ラベルの電磁特性
は、波長である。
【０１０７】
　さらに他の代替において、第２粒子は、第２ラベルにほぼ類似した第４ラベルを用いて
ラベル付けされ、第１ラベルおよび第２ラベルによって発生する電磁強度の合計は、第３
ラベルおよび第４ラベルによって発生する電磁強度の合計と異なり、第１粒子は、第１お
よび第２ラベルの強度の合計と第３および第４ラベルの強度の合計との間の差を測定する
ことによって、第２粒子から弁別される。
【０１０８】
　さらに他の態様において、第１粒子は、第１ラベルを用いてラベル付けされ、第２粒子
は、第２ラベルを用いてラベル付けされ、第１粒子および第２粒子は、第１粒子の電磁特
性と第２粒子の電磁特性との間の差を測定することによって、弁別される。
【０１０９】
　一態様において、第１粒子および第２粒子の電磁特性は、波長である。
【０１１０】
　１つの代替において、粒子は、固有に検出可能な特性を有する第１粒子であり、ラベル
は、移動度に影響を与える第１ラベルであり、固有に検出可能な特性を有する第２粒子は
、移動度に影響を与える第２ラベルを用いてラベル付けされ、第１および第２粒子は、第
１および第２粒子の間の移動度の差を測定することによって、弁別される。
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【０１１１】
　他の代替において、粒子は、固有に検出可能な特性を有する第１粒子であり、ラベルは
、移動度に影響を与える第１ラベルであり、固有に検出可能な特性を有する第２粒子はラ
ベル付けされず、第１および第２粒子は、第１および第２粒子の間の移動度の差を測定す
ることによって、弁別される。
【０１１２】
　本発明の他の態様において、該方法は、第１取り調べ空間内で測定された粒子の電磁特
性と、第２取り調べ空間内で測定された粒子の電磁特性とを比較することをさらに備える
。
【０１１３】
　一態様において、比較するステップは、測定した粒子の電磁特性の少なくとも１つと背
景電磁放射との間の統計的分析によって弁別することを備える。
【０１１４】
　更なる態様において、比較するステップは、測定した粒子の電磁特性の相互相関をとっ
て、粒子の速度を決定することを備える。
【０１１５】
（参照による組み込み）
　本明細書で言及した全ての刊行物および特許出願は、個々の刊行物または特許出願が参
照により組み込まれるように具体的かつ個別に指示されたのと同程度に、参照によりここ
に組み込まれる。
【発明を実施するための最良の形態】
【０１１６】
　本発明は、極めて低い濃度で、粒子の超高感度の検出、定量化および弁別のための分析
器および分析器システム、ならびに該分析器および分析器システムを用いる方法を提供す
る。
【０１１７】
　本発明の分析器システムの一実施形態を、図１に示す。図示したシステムは、複数のサ
ンプルを自動的にサンプリング可能であり、サンプル容器と第１取り調べ空間との間の流
体通路を提供するサンプリングシステムと、任意であるサンプル調製システムと、単一粒
子を検出可能な分析器とを含み、分析器は、電磁（ＥＭ）放射源からの電磁放射を受ける
ように位置決めされ、電磁放射検出器を分離するように動作的に連結され、サンプルが通
過する第１取り調べ空間および第２取り調べ空間を収容するものであり、そして、データ
分析及び報告システムを含む。
【０１１８】
　分析器は、小型で、耐久性があり、単一粒子、個々の粒子との相互作用、および単一粒
子または粒子複合体を要するイベントの検出に関して正確である。
【０１１９】
　分析器、分析器システムおよび関連した方法は、データ相互相関等を用いて、単一粒子
についての特性速度、例えば、電気泳動速度を発生し決定するように使用することができ
、単一粒子の速度を決定し、分析ノイズを最小化し、これらの速度、例えば、電気泳動速
度、及び／又は電磁放射に基づいて粒子間を弁別する。
【０１２０】
　分析器、分析器システムおよび関連した方法は、多数の粒子を含むサンプル中での少な
くとも１つの粒子を弁別する能力を提供する。
【０１２１】
　さらに、分析器、分析器システムおよび関連した方法は、多重ターゲット粒子または、
単一サンプル中での１つ又はそれ以上のターゲット粒子の多重の識別可能な特性について
の改善した検出を提供する。
【０１２２】
　下記の実施形態は、例として、粒子検出の一手段として電磁放射を使用している。単一
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粒子検出の分野では、光学ベースの検出システム（即ち、レーザ誘起蛍光）は、一般に利
用可能であり、当業者に周知である。しかしながら、粒子検出の他の方法、例えば、化学
ルミネセンスまたは放射能タグなどの使用は、電磁放射をサンプルに供給する必要がなく
、検出のみであるが、本発明の範囲内であると理解される。
【０１２３】
（装置／システム）
　一態様において、本発明は、サンプル中の個々の粒子を検出可能である分析器を提供す
るものであり、粒子は、推進力(motive force)によって分析器の中を移動する。
【０１２４】
　幾つかの実施形態では、分析器は、ＥＭ放射源として連続波（ＣＷ）レーザを使用する
単一粒子検出機器を備え、２つの流体連結された取り調べ空間を含み、圧力が、サンプル
を取り調べ空間の中で移動させるために用いられる。
【０１２５】
　幾つかの実施形態では、分析器は、ＥＭ放射源として連続波（ＣＷ）レーザを使用する
単一粒子検出機器を備え、２つの流体連結された取り調べ空間を含み、電気運動(electro
-kinetic)力が、サンプルを取り調べ空間の中で移動させるために用いられる。
【０１２６】
　他の態様において、本発明は、分析器システムを提供する。幾つかの実施形態では、該
システムは、単一粒子（例えば、単一分子）を検出可能な分析器を含み、該検出機器は、
サンプルを分析器に導入するためのサンプリングシステムと流体連結された１つの取り調
べ空間を含み、電磁放射を発生するための電磁放射源を含み、取り調べ空間は、電磁放射
源から発生するＥＭ放射を受けるように位置決めされており、第１取り調べ空間と動作可
能に連結して、粒子（例えば、分子）の第１電磁放射特性を測定する第１電磁放射検出器
を含む。
【０１２７】
　幾つかの実施形態では、該システムは、単一粒子（例えば、単一分子）を検出可能な分
析器を含み、該検出機器は、流体連結された２つの取り調べ空間と、サンプルを分析器に
導入するためのサンプリングシステムとを含み、電磁放射を発生するための電磁放射源を
含む。
【０１２８】
　好ましい実施形態では、サンプリングシステムは、人間のオペレータからの介入なしで
、複数のサンプルをサンプリング可能な自動サンプリングシステムである。
【０１２９】
　幾つかの実施形態では、該システムは、サンプル回収機構を含み、分析後に、サンプル
の一部またはほぼ全てが回収することができる。
【０１３０】
　幾つかの実施形態では、該システムは、サンプル調製機構を提供し、サンプルは、単一
粒子分析器による分析用に部分的または全て調製される。
【０１３１】
　幾つかの実施形態では、該システムは、分析を制御し、及び／又は生データを分析する
ためのコンピュータを提供し、更なる実施形態では、この分析結果を報告するための報告
装置を提供する。
【０１３２】
（サンプルおよび粒子）
　本発明は、幅広いサンプルおよびサンプル内に含まれる粒子について、高い感度で、丈
夫で、再現性のある分析のための分析器および分析器システムを提供する。本発明は、粒
子の存在、不在及び／又は濃度の検出方法を提供する。
【０１３３】
（サンプル）
　処理して又は処理しないで、システムの取り調べ空間を移動可能であり、システムの検
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出器により検出可能な粒子を含みまたは含み得る何れのサンプルは、本発明の単一粒子分
析器または分析器システムによって、分析することができる。
【０１３４】
　これらは、以下に限定されないが、工業的応用からのサンプル、環境サンプル、農業サ
ンプル、バイオテロサンプル、医療のスクリーニング、診断、予後、治療のためのサンプ
ル、臨床または前臨床トライアルなど、生物医学または他の研究からのサンプルなどであ
る。
【０１３５】
　サンプルは、体外または体内のソースからでもよく、これらの組合せでもよい。システ
ムは、生物医学研究、診断または治療のための臨床サンプルの分析にとって、特に有用で
ある。
【０１３６】
　分析評価は、例えば、下記実施形態で記載したように、生物学的サンプル、例えば、生
物学的流体において、本発明の方法を用いて実行することができる。
【０１３７】
　こうした流体は、以下に限定されないが、気管支肺胞洗浄(bronchoalveolar lavage)液
（ＢＡＬ）、血液、血清(serum)、血漿(plasma)、尿(urine)、脳脊髄(cerebrospinal)液
、肋膜(pleural)液、滑液(synovial fluid)、腹膜(peritoneal)液、羊水(amniotic fluid
)、胃液(gastric fluid)、リンパ(lymph)液、間質(interstitial)液、組織ホモジェネー
ト(homogenate)、細胞抽出物、唾液(saliva)、痰(sputum)、大便(stool)、生理学分泌物(
secretions)、涙、粘液(mucus)、汗、乳、精液(semen)、精漿(seminal fluid)、膣(vagin
al)分泌物、潰瘍(ulcers)や他の表面の発疹、水疱(blisters)、膿瘍(abscesses)からの液
、良性、悪性および疑わしい組織の生体組織検査(biopsies)を含む組織抽出物、または、
対象となるターゲット粒子を含むことがある他の何れかの身体要素などである。他の同様
な標本、例えば、細胞、組織培養、または培養液も対象である。
【０１３８】
　幾つかの実施形態では、サンプルは、血液サンプルである。幾つかの実施形態では、サ
ンプルは、血清または血漿サンプルである。幾つかの実施形態では、サンプルは、気管支
肺胞洗浄液（ＢＡＬ）サンプルである。幾つかの実施形態では、サンプル、例えば、血液
、血清または血漿サンプルは、追加の処理なしで本発明の方法で使用される。他の実施形
態では、ここで説明するように、サンプルは、例えば、対象となる１つ又はそれ以上の粒
子にラベル付けするために処理される。処理は、本発明の分析器システムへのサンプル導
入前に行ってもよく、サンプルをシステムに導入した後に行ってもよい。
【０１３９】
（分析用の粒子）
　本発明の分析器および分析器システムを用いた、少なくとも１つの単一粒子を検出する
ための方法も提供される。この単一粒子分析器の特定の特徴は、幅広い範囲の粒子を検出
する能力である。分析器によって検出可能な粒子は、以下に限定されないが、分子、超分
子(supramolecular)複合体、オルガネラ(organelles)、ビーズ、分子の会合(association
s)、超分子複合体の会合、有機体(organism)である。
【０１４０】
　本発明の分析器および関連した方法を用いて検出可能な分子の粒子の例は、蛋白質など
のバイオポリマー、核酸、炭水化物(carbohydrate)、有機および無機の小粒子化学物体な
どである。
【０１４１】
　後者の例は、以下に限定されないが、抗自己免疫欠損症候群物質、抗体、抗癌物質、抗
生物質、抗ウイルス物質、酵素、酵素抑制剤、神経毒、筋弛緩物質および抗パーキンソン
物質、抗痙攣および筋収縮物質、縮瞳および抗コリン作用物質、免疫抑制物質（例えば、
シクロスポリン(cyclosporine)）、抗緑内障溶質、抗寄生生物及び／又は抗原生動物溶質
、抗高血圧物質、鎮痛薬、解熱剤、抗炎症剤（例えば、非ステロイド消炎性薬剤）、局部
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麻酔薬、眼科、プロスタグランジン類、抗うつ剤、抗精神病物質、鎮吐剤、造影剤、特定
ターゲット剤、神経伝達物質、蛋白質、細胞応答調整剤、などである。
【０１４２】
　同様に、検出可能な化学物質は、アミノ酸、ヌクレオチド、脂質、糖、薬剤、毒素、毒
液、基質、ファルマコフォア、およびこれらの組合せなどの微粒子を含む、
【０１４３】
　蛋白質は、幅広い治療学および診断学で対象となり、例えば、細胞群、血液型、病原体
、病原体への免疫応答、免疫複合体、糖類、レクチン、自然発生レセプタなどの検出など
である。
【０１４４】
　検出可能な粒子の他の例は、ナノ粒子(nanosphere)、マイクロ粒子(microsphere)、デ
ンドリマー(dendrimer)、染色体(chromosome)、オルガネラ、ミセル、キャリア粒子など
である。オルガネラの例は、細胞核、ミトコンドリア、リボソーム、エンドソームなどの
亜細胞粒子などである。
【０１４５】
　有機体の例は、ウイルス、バクテリア、真菌細胞、動物細胞、植物細胞、真核生物細胞
、原核生物細胞、古代バクテリア(archeobacter)細胞、およびこれらの組合せ、などであ
る。
【０１４６】
　粒子の複合体からなる粒子には、ラベルが結合した有機体、２つ又はそれ以上の核酸の
複合体、１つ又はそれ以上の抗体または抗体フラグメントと結合したターゲット粒子の複
合体、などである。
【０１４７】
　２つ又はそれ以上のタイプの単一粒子が検出される複合体は、蛋白質、レセプタ、ＤＮ
Ａ、ＲＮＡ、ＰＮＡ、ＬＮＡ、炭水化物、オルガネラ、ウイルス、細胞、バクテリア、真
菌、これらのフラグメント、およびこれらの組合せから選択される粒子などである。
【０１４８】
　これらおよび他の粒子を検出するために、ここで提供される多数の実施例の観点から、
当業者は、本発明の分析器および関連した方法をどのように適合させるかについて認識す
るであろう。
【０１４９】
　一実施形態では、分析器および関連した方法によって検出可能な化学物質は、合成また
は天然のホルモン、天然薬剤、合成薬剤、汚染物質、アレルゲン、影響粒子、成長因子、
ケモカイン、サイトカイン、リンフォカイン、アミノ酸、オリゴペプチド、化学中間物質
、ヌクレオチド、オリゴヌクレオチドなどである。
【０１５０】
　特に対象となるものは、ウイルス、原核生物および真核細胞、例えば、真菌、動物、哺
乳類などの単細胞および多細胞有機体細胞、これらのフラグメントを含む微生物および細
胞である。
【０１５１】
　本発明の方法は、病原体(pathogen)を検出するためにも使用できる。対象となる病原体
は、以下に限定されないが、ヘルペスウイルス、ポックスウイルス、トガウイルス、フラ
ビウイルス、ピコルナウイルス、オルトミクソウイルス、パラミクソウイルス、ラブドウ
イルス、コロナウイルス、アレナウイルス、レトロウイルスなどのウイルスである。
【０１５２】
　これらはまた、以下に限定されないが、大腸菌、緑膿菌、エンテロバクタ・クローエカ
(Enterobacter cloacae)、黄色ブドウ球菌、大便連鎖球菌、肺炎桿菌、ネズミチフス菌、
表皮ブドウ球菌、セラチア－マルセスセンス、ウシ結核菌、メチシリン耐性黄色ブドウ球
菌、尋常変形菌などのバクテリアを含む。
【０１５３】
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　こうした病原体の例は、上述のものに限定されないが、当業者は、どの特定種の微生物
および寄生生物が、本発明の所定の設定または応用に特に重要であるかを知ることになろ
う。
【０１５４】
　更なる例は、ここに提供される。さらに、これらの有機体および関連した病気の網羅的
でないリストが、例えば、ウォリア(Warinner)に付与された米国特許第５７９５１５８号
において見つけることができ、これは参照によりここに全体として組み込まれる。
【０１５５】
　臨床上対象となる他の粒子は、炎症用（例えば、文献Lucey et al. (1996) Clin Micro
biol. Rev. 9:532-62）、癌用（例えば、Sidransky (2002) Nat. Rev. Cancer 2: 210-21
9; Etzioni et al. (2003) Nat. Rev. Cancer 3:243- 52）またはアルツハイマー病用（
例えば、Golde (2003) J. Clin. Invest. 111 :11-18）のバイオマーカーである。
【０１５６】
　一実施形態では、幾つかの粒子のタイプが、同じサンプル中で検出し、弁別可能である
る。本発明の応用に特に対象となる粒子の組合せの例は、感染物質／その抗体、感染物質
／核酸／毒素、癌細胞／異常(dysregulated)蛋白質、ｍＲＮＡ／対応する蛋白質転写産物
、遺伝子（ＤＮＡ）／メッセージ（ＲＮＡ）、遺伝子（ＤＮＡ）／蛋白質、ウイルス／毒
素、バクテリア／毒素、酵素／基質、酵素／生成物、などである。
【０１５７】
　幾つかの実施形態では、粒子パネル(panel)は、その存在、不在及び／又は濃度は、あ
る条件または一群の条件に関連しているものであり、本発明のシステムによって分析可能
である。
【０１５８】
　ここで説明した方法は、複合粒子を含むサンプル中で、少なくとも１つの粒子を単独で
弁別可能とするものである。粒子の増幅は必要でない。複合粒子は、微粒子、核酸（例え
ば、単鎖の、二重鎖のＤＮＡ、ＲＮＡ、およびこれらのハイブリッド）、蛋白質（例えば
、ペプチド、ポリペプチド、蛋白質類）、有機および無機の分子（例えば、代謝産物、サ
イトカイン、ホルモン、神経伝達物質など）、有機体（例えば、ウイルス、細胞）などで
ある。
【０１５９】
　これに関して、複合粒子を含むサンプルは、複数の微粒子、複数の核酸粒子、複数の蛋
白質粒子、複数の有機及び／又は無機分子の粒子、複数の細胞及び／又はウイルス、また
はこれらの種々の組合せなどである。
【０１６０】
　こうして、サンプル中の、（ｉ）核酸、微粒子、有機および無機の分子、または蛋白質
、（ｉｉ）核酸と微粒子、（ｉｉｉ）核酸と蛋白質、（ｉｖ）蛋白質と微粒子、（ｖ）核
酸と有機および無機の分子、（ｖｉ）核酸、微粒子、蛋白質および上記の組合せを含む任
意の粒子が、細胞／ウイルスと弁別可能である。
【０１６１】
　さらに上記粒子に加えて、複合体を含む粒子は、例えば、ラベルとハイブリッド化(hyb
ridized)した核酸、抗体－抗原複合体、リガンド－レセプタ複合体、酵素－基質複合体、
蛋白質－核酸複合体であり、これらの方法を用いて弁別可能である。
【０１６２】
（単一粒子分析器）
　図３に示すように、本発明の一実施形態の分析器は、全体を参照符号１０で示している
。分析器１０は、２つの連続波電磁放射源１２と、ミラー１４と、レンズ１６と、毛細管
(capillary)フローセル１８と、２つの顕微鏡対物レンズ２０と、２つのアパーチャ２２
と、２つの検出器レンズ２４と、２つの検出器フィルタ２６と、２つのシングルフォトン
検出器２８と、検出器と動作可能に接続されたプロセッサ３０とを含む。
【０１６３】
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　動作の際、電磁放射源１２は、これらのビーム３２，３４がミラー１４の前側表面３６
で反射するように整列している。レンズ１６は、ビーム３２，３４を、毛細管フローセル
１８における２つの別個の取り調べ(interrogation)空間（例えば、図４に示すような取
り調べ空間３８，４０）の中に集束させる。顕微鏡対物レンズ２０は、サンプル粒子から
の光を集めて、ビーム３２，３４の像をアパーチャ２２上に形成する。
【０１６４】
　アパーチャ２２は、毛細管フローセル１８の壁からの散乱を阻止する。検出器レンズ２
４は、アパーチャ２２を通過した光を集めて、検出器フィルタ２６を通過した後、光を検
出器２８の有効エリア上に結像する。検出器フィルタ２６は、ノイズ信号（例えば、散乱
光、周囲光）を最小化し、粒子からの光信号を最大化するのを促進する。プロセッサ３０
は、ここで説明する方法に従って、粒子からの光信号を処理する。一実施形態では、顕微
鏡対物レンズ２０は、高い開口数の顕微鏡対物レンズである。
【０１６５】
　本発明の分析器の毛細管フローセル１８の一実施形態は、図４に示す。図４に示すよう
に、連続波電磁放射源１２（図３）からの２つのビーム３２，３４は、予め定めた距離（
例えば、約１００μｍ）だけ離れたターゲット上に光学的に集光される。ビーム３２，３
４は、サンプルが充填された毛細管フローセル１８の長さに対して垂直である。ビーム３
２，３４は、特定の検出ラベルを励起するように選択された予め定めた波長で動作する。
【０１６６】
　分析器１０（図３）の複数の取り調べ空間３８，４０は、個々のビーム３２，３４の直
径、及び／又は選択した個々のビーム３２，３４の切片(segment)によってそれぞれ決定
される。取り調べ空間３８，４０は、適切なサンプル濃度で、それぞれの観測期間中に１
つの粒子だけが各取り調べ空間内に存在するように、それぞれ設定される。ビーム３２，
３４は、本発明の範囲から逸脱しないように、別の直径を有してもよいが、一実施形態で
は、各ビームは約５μｍの直径を有する。
【０１６７】
　サンプルには、推進力が印加される。一実施形態では、推進力は圧力である。幾つかの
実施形態では、推進力は、粒子を電気泳動的に移動するためにサンプルに印加される電界
である。幾つかの実施形態では、推進力、例えば、圧力および電界の組合せが用いられる
。電気泳動条件下で、同程度の電荷および質量の粒子は、ほぼ同じ速度でセル１８の中を
移動する。
【０１６８】
　粒子がビーム３２，３４を通過する際、各蛍光粒子が１つのフォトン励起によって励起
される。１秒より短い時間で、励起された粒子は緩和し、検出可能な光を発生する。励起
－発光サイクルは、取り調べ空間３８または４０を通過する際、分析器１０（図３）が各
粒子につき数万個のフォトンを検出できるように、ビームを通過するのに要する長さで、
各粒子ごとに何回も繰り返される。
【０１６９】
　蛍光粒子によって発生したフォトンは、粒子（または分子複合体）が１つの検出器の取
り調べ空間から第２検出器の取り調べ空間へ通過する時間を示す時間遅延を伴って、両方
の検出器２６（図３）に記録される。
【０１７０】
　フォトン強度は、検出器２６によって記録される。検出器２６で検出された信号は、自
由に選択可能な時間チャネル幅を持つ、均等かつ任意の時間セグメントに分割される。各
セグメントに含まれる信号の数が確定する。統計的分析の１つまたは幾つかの組合せが、
粒子の存在について評価される。こうして、粒子が、確率論的な背景ノイズから弁別され
る。
【０１７１】
　本発明の分析器５０の共焦点配置は、図５に示している。２つの連続波電磁放射源１２
からのビーム３２，３４は、単一の顕微鏡対物レンズ５２によって結合され、毛細管フロ
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ーセル１８の内部に、２つの取り調べ空間（例えば、図４に示す取り調べ空間３８，４０
）を形成する。
【０１７２】
　レーザ光を反射して、蛍光を通過させるダイクロイックミラー５４が、蛍光をレーザ光
から分離するために用いられる。検出器２６の前方にある追加のフィルタ５６は、検出器
での非蛍光を除去している。
【０１７３】
（推進力）
　粒子は、推進力によって取り調べ空間の中を移動する。幾つかの実施形態では、粒子を
移動させるための推進力は、圧力である。幾つかの実施形態では、圧力は、ポンプ、エア
圧力源、真空源、遠心分離機、またはこれらの組合せによって供給される。幾つかの実施
形態では、圧力は、ポンプによって供給される。幾つかの実施形態では、推進力は、電気
運動力である。磁気力（例えば、磁気粒子の運動を制御するため）または光学力を使用し
てもよい。力の組合せを用いてもよい。
【０１７４】
（圧力）
　例えば、ポンピングを用いて粒子を移動する場合、２つの取り調べ空間での粒子観測の
間の時間遅延は、均等で予測可能なものであり、即ち、時間オフセットは予め決定でき、
粒子をノイズから弁別するのに役立つ。他の推進力、例えば、電気泳動を用いた場合、オ
フセットを予測するのはより困難である。サンプル中の複数の種は、多様な速度で移動す
るようになるためであり、これらは電気泳動移動度によって決定される。幾つか実施形態
では、圧力は、ポンプを用いてサンプルを移動するために供給される。
【０１７５】
　適切なポンプは、先行技術で知られており、例えば、ＨＰＬＣ等の応用に、サイベック
ス社(Scivex, Inc.)によって製作されたものである。より少量をポンピングするために（
例えば、サンプル濃度が制限されない場合）、米国特許第５０９４５９４号、第５７３０
１８７号、第６０３３６２８号、第６５３３５５３号などに記載されたマイクロ流体ポン
プが使用でき、これらは、ナノリットルまたはピコリットルの範囲の流体容積をポンプで
きる装置を開示している。好ましくは、サンプルと接触するポンプ内部の材料全部が、高
い不活性材料、例えば、ポリエーテルエーテルケトン（ＰＥＥＫ）、溶融シリカ、サファ
イアなどで作成される。
【０１７６】
　標準ポンプには種々のサイズがあり、適当なサイズのものが、予想されるサンプルサイ
ズおよびフロー要件に適合するように選択できる。幾つかの実施形態では、サンプル分析
用およびシステムの流水洗浄用に、別個のポンプが用いられる。分析ポンプは、例えば、
約０．０００００１ｍＬ～約１０ｍＬ、または、約０．００１ｍＬ～約１ｍＬ、または、
約０．０１ｍＬ～約０．２ｍＬ、または、０．００５、０．０１、０．０５、０．１もし
くは０．５ｍＬの容量を有してもよい。洗浄ポンプは、分析ポンプより大きな容量のもの
でもよく、例えば、約０．０１ｍＬ～約２０ｍＬ、または、約０．１ｍＬ～約１０ｍＬ、
または、約０．１ｍＬ～約２ｍＬ、または、０．０５、０．１、０．５、１、５もしくは
１０ｍＬの容量のものである。
【０１７７】
　これらのポンプサイズは、例示に過ぎず、当業者は、応用、サンプルサイズ、ポンプす
べき流体の粘度、配管の寸法、フローレート、温度、およびこの分野で周知の他の要因に
従ってポンプサイズが選択できることは理解するであろう。幾つかの実施形態では、シス
テムのポンプは、ステップモータで駆動され、これは、マイクロプロセッサを用いて極め
て正確に制御するのが容易である。
【０１７８】
　好ましい実施形態では、洗浄および分析ポンプは、フロー方向を制御するための特別な
逆止弁とともに、直列で使用される。配管は、分析ポンプが最大サンプルを引き上げる場
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合、サンプルがポンプ自体に届かないように、設計される。これは、分析ポンプと分析毛
細管との間の配管のＩＤおよび長さを選択することによって、達成され、配管容積が分析
ポンプのストローク容量より大きくなるようにしている。
【０１７９】
　幾つかの実施形態では、粒子およびサンプルを移動するために、エア圧力が用いられる
。エア圧力源およびこれらの制御はこの分野で知られている。
【０１８０】
（電気運動力など）
　粒子の電気運動的な移動のために電界を発生するには、高電圧電源（不図示）が、電極
、例えば、プラチナ電極を用いてサンプルに接続され、例えば、１つの電極がサンプル毛
細管の各端部に配置できる。約１０～約１０００Ｖ／ｃｍの範囲の電圧が適切であろう。
【０１８１】
　電気運動力は、他の推進力とともに組合せてもよい。例えば、追加の力は、サンプル内
の全ての粒子の速度を同じ程度に変更するために使用できる。幾つかの実施形態では、追
加の力は、異なるタイプの粒子間、または粒子と結合したラベルと結合していないラベル
の間を区別する方法を提供する。追加の力をサンプルに印加する方法の一例は、上述のよ
うな、ポンプを用いた圧力（および真空）である。
【０１８２】
　一実施形態では、シリンジポンプが用いられる。しかしながら、本発明の範囲を逸脱せ
ずに、重力供給、容積移送式ポンプ、ローラ型ポンプなど何れかの制御可能な流体配給シ
ステムを用いて、圧力をサンプルに印加できる。
【０１８３】
　流体フロー用の遠心力は、回転ディスク（不図示）など、取り調べ空間３８，４０と動
作可能に連結された構成部品（不図示）を必要とする。
【０１８４】
　これらの構成部品は、ディスクと一体に、または装着されるモジュールとして、ディス
クと接触または内蔵するように搭載して組み立て可能である。
【０１８５】
　一実施形態では、磁界中で磁性材料を選択的に保持することによって、磁気分離が用い
られる。この技術は、磁気粒子を用いてラベル付けされた非磁性ターゲットにも適用でき
る。この技術の１つの応用では、ターゲット材料を磁気粒子に付着することによって、粒
子がラベル付けされる。付着は、一般に、共役のための官能基を提供する粒子上のコーテ
ィングと共役である特定の結合パートナーとの粒子の会合による。
【０１８６】
　当業者は、下記実施例で説明するように、こうした磁気粒子共役がこの分野で周知であ
ると認識するであろう。キットでは、ニューイングランド・バイオラボ(New England Bio
labs)（バーバリー、マサチューセッツ州）、チアゲン(Qiagen)（バレンシア、カリフォ
ルニア州）から入手可能である。
【０１８７】
　対象となる材料、あるいはターゲットは、磁気タグと連結して、流体中に浮遊しており
、そして、取り調べ空間３８，４０へ導入するためにチャンバ（不図示）に供給される。
チャンバを横断して供給される磁気傾斜の存在下で、磁気的にラベル付与されたターゲッ
トは、チャンバ内で保持され、チャンバがマトリクスを含む場合は、マトリクスと会合す
る。
【０１８８】
　磁気ラベルを有していない材料は、チャンバを通過する。そして、保持された材料は、
磁界の強さを変えたり除去することによって、溶出される。磁界は、永久磁石または電磁
石によって供給可能である。所望のターゲットサンプル材料に関する選択性は、磁気粒子
と共役である特定の結合パートナーによって提供される。磁界が印加されるチャンバには
、適切な磁化率の材料からなるマトリクスがしばしば設けられ、高い磁界傾斜を、チャン
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バ内のマトリクス表面に近接した部分に局所的に誘導する。
【０１８９】
　他の実施形態では、サンプルは、電気泳動サンプルチャネルにサンプルを配置するなど
によって、電気泳動にかけられる。サンプル流体内での粒子の移動度は、粒子の特性とと
もに変化する。電気運動力によって生成される移動速度は、単一粒子の相対電荷および質
量によって決定される。粒子の移動は、電荷／質量タグなど、粒子に付着したラベルのタ
イプによって変化し得る。
【０１９０】
　他の実施形態では、２つ又はそれ以上の粒子が存在する場合、少なくとも１つの粒子が
少なくとも２つの取り調べ空間３８，４０の中を、他の粒子と反対の方向に移動すること
がある。従って、それぞれ検出可能にラベル付けされた粒子の電気泳動移動度が決定され
る。それぞれ検出可能にラベル付けされた粒子の電気泳動速度の決定に基づいて、複数の
粒子を含むサンプル中の単一粒子が弁別可能になる。免疫学的検定または核酸ハイブリッ
ド形成ラベリング技術との組合せでほぼ大部分の電気泳動分離技術が、本発明の場面で使
用に適合し得る。
【０１９１】
　粒子間の弁別するために、電気運動力は、他の推進力、例えば、圧力、真空、表面張力
、重力および遠心力などと組合せ可能である。一実施形態では、２つ又はそれ以上の粒子
が存在する場合、これらの力は、これらの異なる作用がサンプル中の別々の粒子に加わる
ように選択でき、その結果、少なくとも１つの粒子が、他の粒子と異なる速度で、少なく
とも２つの取り調べ空間３８，４０の中を移動するようになる。
【０１９２】
　粒子の速度は、流体フローと調和することができ、あるいは、少なくとも１つの粒子が
流体フローとは逆平行に移動することができる。他の実施形態では、少なくとも１つの粒
子が、流体フロー速度を超える逆平行速度を持つ。他の実施形態では、少なくとも１つの
粒子が、流体フローに対して垂直な動きとなる。他の実施形態では、少なくとも１つの粒
子が、流体フローに対して逆平行と垂直の組合せによる動きになる。
【０１９３】
（ＥＭ放射源）
　外的ラベルまたは粒子の内的特性が、光相互作用するラベルまたは特性、例えば、蛍光
ラベルまたは光散乱ラベルなど、である本発明の実施形態では、ラベル及び／又は粒子を
照射するために、ＥＭ放射源が使用される。例えば、化学ルミネセンスラベルが用いられ
る他の実施形態では、必ずしも粒子の検出用のＥＭ源を利用する必要はない。蛍光励起用
のＥＭ放射源が好ましい。
【０１９４】
　図３と図５では、２つの連続波電磁放射源１２を示したが、本発明の範囲から逸脱せず
に、１つだけの連続波電磁放射源を使用してもよいと理解すべきである。さらに、１つだ
けの連続波電磁放射源１２を使用した場合、供給源は、電磁放射を、任意の数の別々の取
り調べ空間に向けるように、任意の数のビームに分けてもよい。
【０１９５】
　図３に示した実施形態では、各取り調べ空間３８，４０は、別々の連続波電磁放射源１
２を有する。図３と図５では、２つの供給源１２を示したが、本発明の範囲から逸脱せず
に、任意の数の供給源を使用してもよい。幾つかの場合は、全ての連続波電磁放射源が同
じ波長の電磁放射を発生する。他の実施形態では、別々の供給源は、異なる波長の電磁放
射を発生する。別々の供給源の構成および取り調べ空間が設計可能である。例えば、一実
施形態では、異なる発光波長を持つ２つ又はそれ以上の連続波電磁放射源は、同じ取り調
べ空間を照射するために使用できる。この構成は、複数の取り調べ空間に拡張可能である
。他の実施形態では、各取り調べ空間は、異なる波長の電磁放射を用いて照射される。当
業者は、照射波長および取り調べ空間の多くの異なる組合せが、本発明の分析器とともに
使用できると理解すべきである。
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【０１９６】
　本発明の範囲から逸脱せずに、他の供給源が使用でき、一実施形態では、供給源１２は
、約２００と約１０００ｎｍの間の波長を発生する連続波レーザである。こうした供給源
１２は、小型で耐久性があり、比較的安価であるという利点がある。さらに、これらは、
他の抗原より大きな蛍光信号を発生する能力を有する。
【０１９７】
　適切な連続波電磁放射源の具体例は、以下に限定されないが、アルゴン、クリプトン、
ヘリウム－ネオン、ヘリウム－カドミウム型のレーザ、そして、波長可変ダイオードレー
ザ（赤から赤外領域）であり、いずれも周波数の２倍波の可能性を持つ。
【０１９８】
　レーザは、これらの照射を中断するための電子的または機械的な装置、例えば、シャッ
タなどの付属品なしで、連続照射を提供する。
【０１９９】
　ＬＥＤは、他の低価格で高い信頼性の照射源である。高輝度ｌＥＤおよび高い吸収断面
および量子収量を持つ染料での近年の進歩は、ＬＥＤの単一粒子検出への応用可能性を支
援する。
【０２００】
　こうしたレーザは、単独でまたは他の光源、例えば、水銀アークランプ、元素アークラ
ンプ、ハロゲンランプ、アーク放電、プラズマ放電、発光ダイオード、またはこれらの組
合せ、との組合せで使用できる。
【０２０１】
　最適なレーザ強度は、単一染料の光ブリーチング(bleaching)特性および取り調べ空間
を横切るのに必要な時間長さ（粒子の速度、取り調べ空間の間の距離、取り調べ空間の間
のサイズなど）に依存する。最大信号を得るには、染料の高い割合で光ブリーチングを生
じさせない最も高い強度で、サンプルを照射するのが望ましい。好ましい強度は、粒子が
最後の取り調べ空間を横切る時間までに、染料のわずか５％しかブリーチングされないよ
うにしたものである。
【０２０２】
　一実施形態では、取り調べ空間３８，４０は、対応するビーム３２，３４の断面積およ
び検出器の視野内のビーム切片によって決定される。本発明の一実施形態では、取り調べ
空間３８，４０は、０．０２ｐＬと３００ｐＬの間である。本発明の一実施形態では、取
り調べ空間３８，４０は、０．０２ｐＬと５０ｐＬの間である。他の実施形態では、取り
調べ空間３８，４０は、約０．１～約２５ｐＬの範囲にある。好ましくは、取り調べ空間
は、約１ｐＬである。当業者は、取り調べ空間３８，４０は、分析器の最大性能のための
選択できると理解すべきである。
【０２０３】
　背景ノイズを最小化するために、極めて小さい取り調べ空間を示したが、大きな取り調
べ空間は、低濃度サンプルが妥当な時間で分析できるという利点を有する。
【０２０４】
　本発明の一実施形態では、取り調べ空間は、約１０００ｆＭ～約１ゼプトモル（ｚＭ）
の範囲の濃度で粒子の検出を可能するのに充分な大きさである。本発明の一実施形態では
、取り調べ空間は、約１０００ｆＭ～約１アトモル（ａＭ）の範囲の濃度で粒子の検出を
可能するのに充分な大きさである。本発明の一実施形態では、取り調べ空間は、約１０ｆ
Ｍ～約１アトモル（ａＭ）の範囲の濃度で粒子の検出を可能するのに充分な大きさである
。
【０２０５】
　多くの場合、大きな取り調べ空間は、追加の予備濃縮の装置または技術を使用せずに、
約１ｆＭ未満の濃度で粒子の検出を可能する。当業者は、多くの適切な取り調べ空間サイ
ズは、検出すべき粒子の輝度、背景ノイズのレベル、および分析すべきサンプルの濃度に
依存することを認識するであろう。
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【０２０６】
　取り調べ空間３８，４０のサイズは、分析器の光学系を調整することによって、制限で
きる。一実施形態では、ビーム３２，３４の直径は、取り調べ空間３８，４０の容積を変
えるように調整可能である。他の実施形態では、検出器２６の視野が可変である。こうし
て供給源１２および検出器２６は、単一粒子が取り調べ空間３８，４０内部で照射され、
検出されるように調整可能である。
【０２０７】
　他の実施形態では、検出器２６の視野を決定するスリット２２（図３）の幅が可変であ
る。この構成は、取り調べ空間をほぼリアルタイムで変更することを可能とし、多かれ少
かれ濃度調整したサンプルを補償して、２つまたはそれ以上の粒子が同時に取り調べ空間
内にあるという低い確率を確保している。
【０２０８】
　取り調べ空間への物理的制限は、固体壁によってもたらされる。一実施形態では、サン
プル流体が毛細管内に含まれる場合、壁は、１つ又はそれ以上のセル１８壁である。一実
施形態では、セル１８は、ガラス製であり、それ以外に、約２００～約１０００ｎｍ以上
の範囲の光に対して透明な他の物質、例えば、石英(quartz)、溶融シリカ、および有機材
料、例えば、テフロン（登録商標）、ナイロン、プラスチック、例えば、ポリ塩化ビニル
、ポリスチレン、ポリエチレン、またはこれらの組合せが、本発明の範囲を逸脱せずに使
用できる。
【０２０９】
　他の断面形状（例えば、矩形、円柱）が、本発明の範囲を逸脱せずに使用できるが、一
実施形態では、毛細管フローセル１８は、四角断面を有する。他の実施形態では、取り調
べ空間は、チップ（不図示）の中にエッチングされたチャネル（不図示）によって少なく
とも部分的に規定してもよい。
【０２１０】
　取り調べ空間３８，４０は、流体によって連結される。一実施形態では、流体は、水性
(aqueous)である。他の実施形態では、流体は、非水性または、水性流体と非水性流体の
組合せである。さらに、流体は、ｐＨ、イオン組成を調整するための薬剤、または篩分け
(sieving)剤、例えば、可溶性のマクロ粒子またはポリマーまたはゲルなど、を含んでも
よい。
【０２１１】
　流体連結を一時的に遮断するために、弁または他の装置が取り調べ空間の間に存在して
もよいことは想定される。一時的に遮断された取り調べ空間は、流体によって連結される
と考えられる。本発明の他の実施形態では、取り調べ空間３８，４０は、希釈液体積内で
サンプル材料の層状フロー、いわゆるシース(sheath)フローのサイズによって制約される
。
【０２１２】
　取り調べ空間３８，４０は、シースフロー単独で、または照射源の寸法または検出器の
視野との組合せによって規定できる。シースフローは、下記に列挙したような数多く方法
で構成できる。
【０２１３】
　１．サンプル材料は、同心状の層流(laminar flow)において内側材料であり、希釈液体
積は外側にある。
【０２１４】
　２．希釈液体積は、サンプル体積の一方の側にある。
【０２１５】
　３．希釈液体積は、サンプル材料の２つの側にある。
【０２１６】
　４．希釈液体積は、サンプル材料の複数の側にあるが、サンプル材料を完全には包囲し
ていない。



(32) JP 2008-514955 A 2008.5.8

10

20

30

40

50

【０２１７】
　５．希釈液体積は、サンプル材料を完全に包囲する。
【０２１８】
　６．希釈液体積は、サンプル材料を同心状に完全に包囲する。
【０２１９】
　７．サンプル材料は、不連続な液滴中での内側材料であり、希釈液体積は、サンプル材
料の各液滴を完全に包囲する。
【０２２０】
　当業者は、ある場合には、分析器が、３つ，４つ，５つ，６つまたはそれ以上の別々の
取り調べ空間を含むであろうことは認識するであろう。
【０２２１】
（検出器）
　一実施形態では、光（例えば、紫外、可視または赤外の範囲の光）は、検出される電磁
放射である。検出器２６は、例えば、蛍光粒子からのフォトンバーストの振幅および持続
期間を捕捉し、これらを電子信号に変換することが可能である。ＣＣＤカメラ、ビデオ入
力モジュールカメラ、ストリーク(Streak)カメラなどの検出装置が、切れ目ない信号を伴
う像を生成するために使用できる。
【０２２２】
　他の実施形態では、連続信号を生成する、例えば、ボロメータ、フォトダイオード、フ
ォトダイオードアレイ、アバランシェフォトダイオード、光電子増倍管などの装置が使用
できる。上述した検出器の他の組合せも使用できる。一実施形態では、アバランシェフォ
トダイオードが、フォトン検出用に用いられる。
【０２２３】
　取り調べ空間３８，４０と対応する検出器２６の間に特定の光学系を用いて、発生電磁
放射についての幾つかの別々の特性、発光波長、発光強度、バーストサイズ、バースト期
間、および蛍光偏光などが検出できる。
【０２２４】
　当業者は、各取り調べ空間３８，４０では、１つ又はそれ以上の検出器２６が構成可能
であり、そして、単一の検出器２６は、上記した発生電磁放射の特性の何れかを検出する
ように構成可能であると理解すべきである。
【０２２５】
　いったん、粒子がラベル付けされて検出可能になり（または、粒子が、固有の特性を検
出可能なように処理する場合）、本発明の範囲を逸脱せずに、この分野で知られた何れか
適切な検出機構が使用でき、例えば、連続信号を生成する、ＣＣＤカメラ、ビデオ入力モ
ジュールカメラ、ストリーク(Streak)カメラ、ボロメータ、フォトダイオード、フォトダ
イオードアレイ、アバランシェフォトダイオード、光電子増倍管、およびこれらの組合せ
が使用できる。
【０２２６】
　一実施形態では、アバランシェフォトダイオードが、フォトン検出用に用いられる。電
磁放射の異なる特性、例えば、発光波長、発光強度、バーストサイズ、バースト期間、蛍
光偏光、およびこれらの組合せなど、が検出できる。
【０２２７】
（計数および弁別）
　ここで説明する方法は、粒子が取り調べ空間を１つずつ通過する際、粒子の数え上げを
可能にする。サンプルの濃度は、設定した時間長さで、計数した粒子の数および取り調べ
空間を通過するサンプルの体積から決定できる。
【０２２８】
　取り調べ空間がサンプル流の断面全体を包含している場合、設定した時間長さで、計数
した粒子の数および取り調べ空間を通過するサンプルの体積だけが、サンプルの濃度を計
算するために必要である。
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【０２２９】
　取り調べ空間がサンプル流より小さい場合、粒子の濃度は、標準濃度の制御サンプルを
用いて生成した標準曲線からの補間により決定できる。
【０２３０】
　他の実施形態では、粒子の濃度は、測定した粒子を内部粒子標準と比較することによっ
て、決定できる。サンプル希釈を知れば、開始サンプルでの粒子の濃度を計算できる。
【０２３１】
　検出した粒子からのデータ分析は、相互相関を含む。一実施形態では、フォトン信号は
、直接に相互相関がとられる。この場合、少なくとも２つの取り調べ空間からサンプルに
より発光した蛍光信号（フォトン）は、少なくとも２つの検出器によって検出される。
【０２３２】
　検出器で個々に検出された信号は、それぞれ予め選択した時間長さ（ビン幅(bin width
)）を有する任意の時間セグメント（ビン(bin)）に分割される。本発明の範囲から逸脱せ
ずに、他のビン幅を用いてもよいが、一実施形態では、ビン幅は、約１０μｓ～約５ｍｓ
の範囲に選択される。好ましいビン幅は、１ｍｓである。
【０２３３】
　各セグメントに含まれる信号の数は、確定する。第１検出ユニットから各時間セグメン
トに関して、第２検出ユニットの選択した範囲のセグメントでの相互相関分析が行われる
。相互相関分析の結果についての少なくとも１つの統計的分析が行われ、及び／又は、該
分析は閾値分析にかけられる。前記統計的分析または幾つかの統計的分析の少なくとも１
つの組合せが、粒子の存在について評価される。こうして、少なくとも２つの検出器チャ
ネルでの相関信号の存在に基づいて、粒子が、確率論的および背景のノイズから弁別され
る。
【０２３４】
　一実施形態では、検出した信号は、最初、ノイズレベルを決定するために分析され、デ
ータの相互相関に先だって、信号は、閾値を超えて選択される。一実施形態では、ノイズ
レベルは、多数のビンに渡って信号を平均化することによって、決定される。他の実施形
態では、背景レベルは、平均ノイズレベル、または二乗平均平方根(root-mean-square)ノ
イズから決定される。他の場合、典型的ノイズ値または統計的値が選ばれる。多くの場合
、ノイズは、ポアソン分布に従うと予想される。
【０２３５】
　閾値は、真の信号（ピーク、こぶ(bump)、粒子）をノイズから弁別するために決定され
る。閾値を選択する際、ランダムノイズから誤りの正の信号の数が最小化され、拒否され
る真の信号の数が最小化されるように、注意しなければならない。閾値を選択する方法は
、ノイズレベルを超える固定した値を決定することと、ノイズ信号の分布に基づいて閾値
を計算することとを含む。
【０２３６】
　一実施形態では、閾値は、背景レベルを超えた固定した数の標準偏差で設定される。ノ
イズのポアソン分布を仮定すると、この方法を用いて、実験の時間経過に渡って誤りの正
の信号の数を推定できる。
【０２３７】
　そして、２つの検出器から識別される信号について相互相関分析が行われる。相互相関
をとった信号の時間オフセットは、対応する検出器の間の推移を提供し、従って、検出器
間の距離に基づいて、粒子の速度、例えば、電気泳動速度が決定される。
【０２３８】
　幾つかの場合、該時間オフセットが既知の時間オフセットに対応することによって、粒
子は検出される。他の場合、個数(population)分布により決定される未知のオフセットに
よって、粒子は検出される。
【０２３９】
　他の実施形態では、取り調べ空間の相対配置または検出される波長で区別される２つ以
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上の検出器、例えば、３個，４個，５個，６個または６個以上の検出器からのデータにつ
いて相互相関分析が実施可能である。この場合、別個である検出器の組合せからのデータ
について、相互相関分析が実施可能である。例えば、別々の波長発光（Ｒ，Ｇ，Ｂ）をそ
れぞれ検出する３個の検出器が、それぞれ２つの取り調べ空間にある場合、Ｒ１はＲ２と
相互相関がとられ、Ｇ１はＧ２と相互相関がとられ、Ｂ１はＢ２と相互相関がとられ、単
一検出器によって検出される波長発光を持つ粒子に関して時間オフセットが得られる。
【０２４０】
　相互相関分析の他の組合せも、例えば、Ｒ１はＧ１と相互相関がとられ、Ｒ１はＢ１と
相互相関がとられ、Ｇ１はＢ１と相互相関がとられるという、オーバーラップ設定が実施
可能である。これらの相互相関分析の結果、二重ラベル付けした粒子の周波数を示すであ
ろう。相互相関分析の異なる組合せは、速度およびラベリング（色）に基づいて粒子を弁
別するために、相互に使用できる。さらに、複数ペアの相互相関分析を用いると、混合物
内の単一粒子の特性についてより正確な決定が得られる。
【０２４１】
　他の実施形態では、検出器からのデータについて、別個である場所及び／又は波長の何
れの組合せについて、相互相関分析が行われるように、分析方法が採用される。
【０２４２】
　こうして当業者は、粒子（染料タグなど）からの電磁放射、または粒子（電荷／質量ま
たは磁気のタグなど）の移動度を変更できるラベルの組合せを採用することによって、複
数の粒子が混合物内で識別可能であることを認識するであろう。
【０２４３】
　ここで説明した方法は、複数の粒子を含むサンプル中で、少なくとも１つの粒子を単独
で弁別可能にする。複数の粒子は、微粒子、核酸（例えば、単鎖の、二重鎖のＤＮＡ、Ｒ
ＮＡ、およびこれらのハイブリッド）、蛋白質（例えば、ペプチド、ポリペプチド、蛋白
質類）、有機および無機の分子（例えば、代謝産物、サイトカイン、ホルモン、神経伝達
物質、化学または生物の反応の生成物など）、有機体（例えば、ウイルス、細胞）などで
ある。
【０２４４】
　これに関して、複合粒子を含むサンプルは、複数の微粒子、複数の核酸粒子、複数の蛋
白質粒子、複数の有機及び／又は無機分子の粒子、複数の細胞及び／又はウイルス、また
はこれらの種々の組合せなどである。
【０２４５】
　こうして、サンプル中の、（ｉ）核酸、微粒子、有機／無機の分子、または蛋白質、（
ｉｉ）核酸と微粒子、（ｉｉｉ）核酸と蛋白質、（ｉｖ）蛋白質と微粒子、（ｖ）蛋白質
とと有機／無機の分子、（ｖｉ）核酸と有機／無機の分子、（ｖｉ）核酸、微粒子、蛋白
質および上記の組合せを含む任意の粒子が、細胞／ウイルスと弁別可能である。
【０２４６】
　該方法は、サンプル中のターゲット粒子を増幅する必要性を排除する。
【０２４７】
　上述した粒子に加えて、複合体を含む粒子は、例えば、ラベルとハイブリッド化(hybri
dized)した核酸、抗体－抗原複合体、リガンド－レセプタ複合体、酵素－基質複合体、蛋
白質－核酸複合体であり、これらの方法を用いて弁別可能である。
【０２４８】
　幾つかの実施形態では、本発明の分析器または分析器システムは、検体(analyte)、例
えば、１ナノモル、１ピコモル、１フェムトモル、１アトモルまたは１ゼプトモル未満の
レベルのバイオマーカー、を検出できる。
【０２４９】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、検体または複数の検体、例え
ば、バイオマーカー、の濃度変化を検出でき、例えば、バイオマーカーが、サンプル中に
１ナノモル、１ピコモル、１フェムトモル、１アトモルまたは１ゼプトモル未満の濃度で
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存在して、各サンプルのサイズが、約１００、５０、４０、３０、２０、１０、５、２、
１、０．１、０．０１、０．００１、０．０００１μｌ未満である場合、一方のサンプル
から他方のサンプルへ、約、０．１、１、２、５、１０、２０、３０、４０、５０、６０
または８０％未満の濃度変化を検出できる。
【０２５０】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、検体が約１ピコモル未満の濃
度で存在し、各サンプルのサイズが約５０μｌ未満である場合、第１サンプルから第２サ
ンプルへ、約２０％未満の濃度変化を検出できる。
【０２５１】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、検体が約１００フェムトモル
未満の濃度で存在し、各サンプルのサイズが約５０μｌ未満である場合、第１サンプルか
ら第２サンプルへ、約２０％未満の濃度変化を検出できる。
【０２５２】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、検体が約５０フェムトモル未
満の濃度で存在し、各サンプルのサイズが約５０μｌ未満である場合、第１サンプルから
第２サンプルへ、約２０％未満の濃度変化を検出できる。
【０２５３】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、検体が約５フェムトモル未満
の濃度で存在し、各サンプルのサイズが約５０μｌ未満である場合、第１サンプルから第
２サンプルへ、約２０％未満の濃度変化を検出できる。
【０２５４】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、検体が約５フェムトモル未満
の濃度で存在し、各サンプルのサイズが約５μｌ未満である場合、第１サンプルから第２
サンプルへ、約２０％未満の濃度変化を検出できる。
【０２５５】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、検体が約１フェムトモル未満
の濃度で存在し、各サンプルのサイズが約５μｌ未満である場合、第１サンプルから第２
サンプルへ、約２０％未満の濃度変化を検出できる。
【０２５６】
（分析器システム）
　ここで説明する単一粒子分析器に加えて、本発明は、単一粒子分析器に加えて、サンプ
リングシステムと、サンプル回収システムと、サンプル調製システムと、フローレートな
どの分析パラメータを制御するためのコンピュータと、及び／又は、コンピュータ及び／
又は生データの分析およびこの分析結果を報告するための報告装置を含むデータ分析およ
び報告システムとを含み得る分析器システムも提供する。
【０２５７】
　幾つかの実施形態では、分析器システムは、複数のサンプルを自動的にサンプリングし
て、サンプル容器と第１取り調べ空間との間の流体通路を提供可能であるサンプリングシ
ステムと、単一分子を検出可能である分析器とを含み、該分析器は、（ｉ）電磁放射を発
生する電磁放射源と、（ｉｉ）電磁放射源から発生した電磁放射を受けるように位置決め
された前記第１取り調べ空間と、（ｉｖ）第１取り調べ空間と動作可能に連結して、粒子
の第１電磁放射特性を測定する第１電磁放射検出器とを含む。
【０２５８】
　幾つかの実施形態では、該分析器は、上述したような単一粒子を検出能力を持つ第２取
り調べウインドウをさらに含む。
【０２５９】
（サンプリングシステム）
　幾つかの実施形態では、本発明の分析器システムは、サンプルの部分標本(aliquot)を
、分析用の単一粒子分析器の中に導入するためのサンプリングシステムを含む。サンプル
を導入できる任意の機構が使用できる。サンプルは、液体をチューブに押し込むように、
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ポンプからの真空またはサンプルへ印加される圧力を用いて、あるいはサンプルをサンプ
ルチューブに導入するように機能する他の任意の機構を用いて、引き上げ可能である。
【０２６０】
　一般に、必ずしも必要でないが、サンプリングシステムは、既知のサンプル量のサンプ
ルを、単一粒子分析器の中に導入する。粒子の存在または不在あるいは粒子が検出される
幾つかの実施形態では、サンプルサイズの正確な知識は重大でない。
【０２６１】
　好ましい実施形態では、サンプリングシステムは、単一のサンプルまたは複数のサンプ
ルについての自動化したサンプリングを提供する。
【０２６２】
　既知の量のサンプルがシステムに導入される実施形態では、サンプリングシステムは、
約０．０００１、０．００１、０．０１、０．１、１、２、５、１０、２０、３０、４０
、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１５０、２００、５００、１０００、１５０
０または２０００μｌより多い分析用サンプルを提供する。
【０２６３】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムは、約２０００、１０００、５００、２
００、１００、９０、８０、７０、６０、５０、４０、３０、２０、１０、５、２、１、
０．１、０．０１、０．００１μｌより少ない分析用サンプルを提供する。
【０２６４】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムは、約０．０１～１５００μｌ、約０．
１～１０００μｌ、約１～５００μｌ、約１～１００μｌ、約１～５０μｌ、または約１
～２０μｌの分析用サンプルを提供する。
【０２６５】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムは、約５μｌ～２００μｌ、約５μｌ～
１００μｌ、または約５μｌ～５０μｌの分析用サンプルを提供する。
【０２６６】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムは、約１０μｌ～２００μｌ、約１０μ
ｌ～１００μｌ、または約１０μｌ～５０μｌの分析用サンプルを提供する。
【０２６７】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムは、約０．５μｌ～約５０μｌの分析用
サンプルを提供する。
【０２６８】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムは、約１、２、３、４、５、６、７、８
、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９
０、１００、１５０、２００、５００、１０００または２０００μｌの分析用サンプルを
提供する。
【０２６９】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムは、約５０μｌの分析用サンプルを提供
する。幾つかの実施形態では、サンプリングシステムは、約２５μｌの分析用サンプルを
提供する。幾つかの実施形態では、サンプリングシステムは、約１０μｌの分析用サンプ
ルを提供する。
【０２７０】
　サンプリングシステムは、実際に分析されるより大きいサンプルサイズを提供してもよ
い。例えば、サンプリングシステムは、約２５μｌ、約２０μｌ、約１５μｌ、または約
１０μｌを引き上げて、そのうち約１～約５μｌだけが分析される。
【０２７１】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムは、サンプルごとに変化し得るサンプル
サイズを提供する。これらの実施形態では、サンプルサイズは、ここで説明したサンプル
サイズのいずれか１つであってもよく、必要ならば、サンプルあるいはサンプルセットご
とに変えてもよい。
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【０２７２】
　サンプリングシステムのサンプル量の精度およびサンプル間の量の精度は、分析に必要
ならば、手元にある。幾つかの実施形態では、サンプリング量の精度は、使用するポンプ
によって決定され、典型的には、サンプル量の約５０、４０、３０、２０、１０、５、４
、３、２、１、０．５、０．１、０．０５、または０．０１％未満のＣＶ値によって表さ
れる。
【０２７３】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムのサンプル間の精度は、約５０、４０、
３０、２０、１０、５、４、３、２、１、０．５、０．１、０．０５、または０．０１％
未満のＣＶ値によって表される。
【０２７４】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムの内部分析(intra-assay)精度は、約１
０、５、１、０．５、または０．１％未満のＣＶ値によって表される。
【０２７５】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムの内部分析精度は、約５％未満のＣＶ値
を示す。
【０２７６】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムの分析物間(interassay)精度は、約１０
、５、または１％未満のＣＶ値によって表される。
【０２７７】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムの分析物間(interassay)精度は、約５未
満のＣＶ値を示す。
【０２７８】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムは、低いサンプル残物(carryover)を提
供し、サンプル間で追加の洗浄ステップを要しない点で好都合である。幾つかの実施形態
では、サンプル残物は、約１、０．５、０．１、０．０５、０．０４、０．０３、０．０
２、０．０１、０．００５、または０．００１％未満である。幾つかの実施形態では、サ
ンプル残物は、約０．０２％未満である。幾つかの実施形態では、サンプル残物は、約０
．０１％未満である。
【０２７９】
　幾つかの実施形態では、サンプラーは、サンプルループを提供する。これらの実施形態
では、複数の粒子が配管に連続的に引き込まれ、それぞれバッファの「プラグ(plug)」に
よって他から分離される。サンプルは、典型的には、他の後に一回読まれ、その間では洗
浄しない。洗浄は、ループの最後に１回行われる。マイクロタイター(microtiter)プレー
トの別々のウエルにある各プラグを回収することができる。
【０２８０】
　サンプリングシステムは、標準の分析設備、例えば、９６個のウエルのマイクロタイタ
ープレートまたは、好ましくは３８４個のウエルプレートとともに使用するように適合可
能である。
【０２８１】
　幾つかの実施形態では、システムは、９６個のウエルプレート位置決め具(positioner)
と、サンプルチューブをウエル中に出し入れする機構、例えば、Ｘ，Ｙ，Ｚ軸に沿った運
動を提供する機構とを含む。
【０２８２】
　幾つかの実施形態では、サンプリングシステムは、複数のサンプリングチューブ、例え
ば、マイクロタイタープレート上に１列８個から「少しずつ吸う(sip)」複数のチューブ
を提供する。
【０２８３】
　幾つかの実施形態では、複数のチューブからの全てのサンプルが１つの検出器で分析さ
れ、他の実施形態では、複数の単一分子検出器をサンプルチューブに連結してもよい。
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【０２８４】
　サンプルは、サンプリングシステムによるサンプリングに先だって、プレートのウエル
中のサンプルについて実施される操作を含むステップにより、調製してもよく、あるいは
サンプルは分析器システム内で調製してもよく、あるいは両方の組合せでもよい。
【０２８５】
（サンプル回収）
　本発明の分析器および分析システムの実施形態の特に有用な１つの特徴は、サンプルを
消費することなく分析できることである。これは、サンプル材料が制限されている場合、
特に重要である。サンプル回収は、別の分析を行ったり、再分析するのを可能にする。サ
ンプルサイズが制限されたり、及び／又はサンプルを再分析する能力が望ましい応用、例
えば、法医学、ドラッグ検査、臨床診断の応用へのこの特徴の利点は、当業者に明らかと
なろう。
【０２８６】
　こうして、幾つかの実施形態では、本発明の分析器システムは、さらに、分析後のサン
プル回収のためのサンプル回収システムを提供する。これらの実施形態では、該システム
は、機構および方法を含み、これによりサンプルは分析器に引き入れられ、分析されて、
そして、例えば、同じ経路で、サンプルホルダ、例えば、サンプルチューブに戻される。
【０２８７】
　サンプルは破壊されず、他の弁や他の配管に進入しないため、汚染されないままである
。さらに、サンプル経路での材料全てが高い不活性で、例えば、ＰＥＥＫ、溶融シリカま
たはサファイアであるため、サンプル経路からの汚染がほとんどない。ステップモータ制
御のポンプ（特に、分析ポンプ）の使用は、引き上げて、押し戻される体積の正確な制御
を可能にする。
【０２８８】
　これは、洗浄バッファによる希釈もほとんどない、サンプルの完全またはほぼ完全な回
収を可能にする。幾つかの実施形態では、分析後、約５０％、６０％、７０％、８０％、
８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、９９．５％、または９９．
９％より大きいサンプルが回収される。
【０２８９】
　幾つかの実施形態では、回収したサンプルは希釈されない。幾つかの実施形態では、回
収したサンプルは、約１．５倍、１．４倍、１．３倍、１．２倍、１．１倍、１．０５倍
、１．０１倍、１．００５倍、または１．００１倍未満で希釈される。
【０２９０】
　サンプリング及び／又はサンプル回収のため、サンプル容器から分析器へ液体サンプル
を輸送するための任意の機構が使用できる。幾つかの実施形態では、分析毛細管の入口端
は、サンプル容器、例えば、テストチューブやサンプルウエルの中に浸漬したり、廃棄容
器の上方で保持される、短い長さの配管、例えば、ＰＥＥＫ配管を装着した。洗浄の際、
前回のサンプルを装置から清掃するために、この配管は、洗浄廃棄物を捕捉する廃棄容器
の上に位置決めされる。
【０２９１】
　サンプルを引き込む場合、チューブは、サンプルウエルまたはテストチューブの中に置
かれる。典型的には、サンプルは、素早く引き込まれ、そして、ゆっくり押し出しながら
、サンプル内の粒子を観測する。
【０２９２】
　代替として、幾つかの実施形態では、引き込みサイクルの少なくとも一部でサンプルは
ゆっくり引き込まれ、サンプルをゆっくり引き込みながら、分析してもよい。これに、サ
ンプルの迅速な戻りと迅速な洗浄が続く。幾つかの実施形態では、サンプルは、内向き（
引き込み）サイクルおよび外向き（押し出し）サイクルの両方で分析してもよく、これは
、例えば、小さい希釈サンプルの計数統計を改善したり、結果などを確認できる。
【０２９３】
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　サンプルを節約するのが望ましい場合、そこから来た同じサンプルウエルまたは他のウ
エルに押し戻すことができる。サンプルを節約するのが望ましくない場合、配管は廃棄容
器上に位置決めされる。
【０２９４】
（サンプル調整システム）
　サンプル調整は、分析用生サンプルを調整するために必要なステップを含む。これらの
ステップは、例として、遠心分離、ろ過、蒸留、クロマトグラフィー等の分離ステップ、
濃縮、細胞融解、ｐＨ変更、バッファの追加、希釈液の追加、試薬の追加、加熱または冷
却、ラベルの追加、ラベルの結合、照射を用いた架橋結合、結合していないラベルの分離
、不活性化、及び／又は介入化合物の除去、およびサンプルを単一粒子分析器による分析
用に調整するのに必要な他の何れかのステップ、の１つ又はそれ以上を含むことができる
。幾つかの実施形態では、血液は、血漿または血清を分離するために処理される。追加の
ラベリング、結合していないラベルの除去、及び／又は希釈ステップ、血漿または血清サ
ンプルについて行ってもよい。
【０２９５】
　この分野で知られているように、例えば、ラベルが１つ又はそれ以上の粒子に追加され
るサンプル調整は、同種または異種フォーマット(format)で行ってもよい。同種フォーマ
ットでは、結合していないラベルはサンプルから除去されない。幾つかの実施形態では、
対象となる粒子は、対象となる粒子と結合する、ラベル付けした抗体の追加によってラベ
ル付けされる。
【０２９６】
　異種フォーマットでは、結合していないラベル除去のため、１つ又はそれ以上のステッ
プが追加される。幾つかの実施形態では、例えば、対象となる粒子を固定化するための捕
捉抗体を用いる分離ステップも用いられる。
【０２９７】
　こうして、幾つかの実施形態では、同種調整は、下記ステップを含む。１）対象となる
粒子を含むのが疑わしいサンプルを追加すること、２）検出（例えば、ラベル付け）抗体
を追加すること。
【０２９８】
　幾つかの実施形態では、異種調整は、下記ステップを含む。１）捕捉抗体を追加するこ
と、２）洗浄、３）阻止、４）対象となる粒子を含むのが疑わしいサンプルを追加するこ
と、５）洗浄、６）検出（例えば、ラベル付け）抗体を追加すること、７）洗浄、８）結
合した分子を遊離させること（方法に依存するが、中和を要することがある）。
【０２９９】
　幾つかの実施形態では、分析器システムは、単一粒子分析器による分析用のサンプルを
提供するのに必要な幾つかまたは全てのプロセスを実施するサンプル調整システムを含む
。このシステムは、サンプル調整のための上記ステップの何れかまたは全てを行ってもよ
い。
【０３００】
　幾つかの実施形態では、サンプルは、分析器システムのサンプル調整システムによって
、部分的に処理される。こうして幾つかの実施形態では、サンプルは、分析器システムの
外部、例えば、遠心分離により、部分的に処理され、そして、サンプル調整システムによ
って、例えば、バッファ等との混合によるサンプルのラベリングのために、分析器システ
ムの内部で部分的に処理される。
【０３０１】
　幾つかの実施形態では、血液サンプルが分析器システムの外部で処理され、血清または
血漿サンプルを供給し、これは分析器システムに導入され、さらにサンプル調整システム
によって処理され、対象となる粒子をラベル付けし、必要に応じて、結合していないラベ
ルを除去する。
【０３０２】
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　幾つかの実施形態では、分析器システムは、分析すべきサンプルの完全な調整、例えば
、血液サンプル、唾液サンプル、尿サンプル、脳脊髄液サンプル、リンパ液サンプル、Ｂ
ＡＬサンプル、生体組織検査サンプル、法医学的サンプル、バイオテロサンプルなどの完
全な調整、をシステムに提供するサンプル調整システムを提供する。幾つかの実施形態で
は、分析器システムは、該サンプル調整の幾つかまたは全てを提供するサンプル調整シス
テムを提供する。
【０３０３】
　幾つかの実施形態では、初期サンプルは、分析器システムによってさらに処理される血
液サンプルである。
【０３０４】
　幾つかの実施形態では、分析器システムによってさらに処理される血清または血漿サン
プルである。血清または血漿サンプルは、例えば、対象となる粒子に結合されるラベルと
接触させることによって、さらに処理され、そして、該サンプルは、結合していないラベ
ルの除去とともに、または除去しないで使用してもよい。
【０３０５】
　幾つかの実施形態では、サンプル調整が、分析器システムの外部、または分析器システ
ムのサンプル調整コンポーネントで、１つ又はそれ以上のマイクロタイタープレート、例
えば、９６個ウエルプレートなど、で行われる。
【０３０６】
　試薬、バッファなどの貯蔵は、配管またはこの分野で周知である他の適切な構造によっ
て、プレートのウエルとの断続的な流体通路の中とすることができる。
【０３０７】
　サンプルは、９６個ウエルプレートまたはチューブの中に別個に用意してもよい。
【０３０８】
　サンプル分離、ラベル結合、必要ならば、ラベル分離のステップは、１つのプレート上
で実施してもよい。
【０３０９】
　幾つかの実施形態では、調整した粒子はプレートから遊離して、サンプルは、サンプル
分析システムの中にサンプリングするためのチューブ内に移動する。
【０３１０】
　幾つかの実施形態では、サンプル調整の全てのステップが、１つのプレート上で行われ
、分析システムは、サンプルをプレートから直接に取得する。
【０３１１】
　本実施形態は、９６個ウエルプレートについて説明するが、１つ又はそれ以上のサンプ
ルを収容し、サンプル調整に適した任意の容器が使用できると理解されよう。例えば、３
８４個または１５３６個のウエルの標準マイクロタイタープレートを使用できる。より一
般には、
【０３１２】
　幾つかの実施形態では、サンプル調整システムは、約５個、１０個、２０個、３０個、
４０個、５０個、６０個、７０個、８０個、９０個、１００個、２００個、３００個、５
００個、１０００個、５０００個、または１００００個より多いサンプルを保持し調整す
ることができる。
【０３１３】
　幾つかの実施形態では、複数のサンプルを、複数の分析器システムでの分析用にサンプ
リングしてもよい。こうして幾つかの実施形態では、２個のサンプル、または２個、３個
、４個、５個、７個、１０個、１５個、２０個、５０個、または１００個より多いサンプ
ルがサンプル調整システムからサンプリングされ、複数の分析器システムにおいて平行し
て走行する。
【０３１４】
　マイクロ流体システムを、分析器システムの一部であるサンプル調整システムとして、
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サンプル調整用に使用してもよく、特に、検出がより少ないサンプルを必要とする高い粒
子濃度を含むと疑わしいサンプルについてである。
【０３１５】
　マイクロ流体操作の原理および技術は、この分野で知られている。例えば、米国特許第
４９７９８２４号、第５７７００２９号、第５７５５９４２号、第５７４６９０１号、第
５６８１７５１号、第５６５８４１３号、第５６５３９３９号、第５６５３８５９号、第
５６４５７０２号、第５６０５６６２号、第５５７１４１０号、第５５４３８３８号、第
５４８０６１４号、第５７１６８２５号、第５６０３３５１号、第５８５８１９５号、第
５８６３８０１号、第５９５５０２８号、第５９８９４０２号、第６０４１５１５号、第
６０７１４７８号、第６３５５４２０号、第６４９５１０４号、第６３８６２１９号、第
６６０６６０９号、第６８０２３４２号、第６７４９７３４号、第６６２３６１３号、第
６５５４７４４号、第６３６１６７１号、第６１４３１５２号、第６１３２５８０号、第
５２７４２４０号、第６６８９３２３号、第６７８３９９２号、第６５３７４３７号、第
６５９９４３６号、第６８１１６６８号、国際公開第ＷＯ９９５５４６１（Ａ１）号を参
照。
【０３１６】
　サンプルは、単一または複数の分析器システムでの使用のために、直列的または並列的
に調整してもよい。
【０３１７】
　好ましくは、サンプルはバッファを含む。バッファは、分析器システムの外部でサンプ
ルと混合してもよく、またはサンプル調整機構によって供給してもよい。
【０３１８】
　何れか適当なバッファが使用できるが、好ましいバッファは、低い蛍光バックグランド
を有し、検出可能なラベル付け粒子に対して不活性で、作業ｐＨを維持できるものであり
、推進力が電気運動力である実施形態では、電気泳動のために適切なイオン強度を有する
。バッファ濃度は、何れの適当な濃度、例えば、約１～約２００ｍＭの範囲にできる。
【０３１９】
　対象となる分子の溶解性、機能性(function)、検出可能性を提供する限り、何れのバッ
ファ系も使用できる。好ましくは、ポンピングを用いる応用では、バッファは、リン酸塩
、グリシン、アセテート、クエン酸塩、酸味料(acidulate)、炭酸塩／重炭酸塩、イミダ
ゾール、トリエタノールアミン、グリシンアミド、ホウ酸塩、ＭＥＳ、Ｂｉｓ－トリス(T
ris)、ＡＤＡ、ａｃｅｓ、ＰＩＰＥＳ、ＭＯＰＳＯ、Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓプロパン、ＢＥＳ
、ＭＯＰＳ、ＴＥＳ、ＨＥＰＥＳ、ＤＩＳＰＯ、ＭＯＢＳ、ＴＡＰＳＯ、Ｔｒｉｚｍａ、
ＨＥＰＰＳＯ、ＰＯＰＳＯ、ＴＥＡ、ＥＰＰＳ、Ｔｒｉｃｉｎｅ、Ｇｌｙ－Ｇｌｙ、Ｂｉ
ｃｉｎｅ、ＨＥＰＢＳ、ＴＡＰＳ、ＡＭＰＤ、ＴＡＢＳ、ＡＭＰＳＯ、ＣＨＥＳ、ＣＡＰ
ＳＯ、ＡＭＰ、ＣＡＰＳ、およびＣＡＢＳからなるグループから選択される。
【０３２０】
　特に好ましいバッファは、０．１％のＴｗｅｅｎ２０を持つ、ｐＨ７．４のリン酸塩バ
ッファの生理食塩水であるが、イミダゾールバッファの生理食塩水、ホウ酸塩バッファの
生理食塩水、トリスバッファの生理食塩水も使用可能である。
【０３２１】
　好ましくは、バッファは、Ｇｌｙ－Ｇｌｙ、ビシン(bicine)、トリシン(tricine)、２
－モルホリン脂肪酸（ＭＥＳ）、４－モルホリンプロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、およ
び２－アミノ－２－メチル－ｌ－プロパノール塩酸塩（ＡＭＰ）からなるグループから選
択される。
【０３２２】
　特に好ましいバッファは、ｐＨ８．１の２ｎＭのトリス／ホウ酸塩であるが、トリス／
グリシン(glycine)およびトリス／ＨＣｌも使用可能である。
【０３２３】
　好ましくは、電気泳動を用いた応用では、バッファは、Ｇｌｙ－Ｇｌｙ、ビシン(bicin
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e)、トリシン(tricine)、２－モルホリン脂肪酸（ＭＥＳ）、４－モルホリンプロパンス
ルホン酸（ＭＯＰＳ）、および２－アミノ－２－メチル－ｌ－プロパノール塩酸塩（ＡＭ
Ｐ）からなるグループから選択される。
【０３２４】
　特に好ましいバッファは、ｐＨ８．１の２ｎＭのトリス／ホウ酸塩であるが、トリス／
グリシン(glycine)およびトリス／ＨＣｌも使用可能である。
【０３２５】
　双性イオン(zwitterions)は、電気泳動サンプル中に２Ｍまでの濃度で含んでもよい。
これは、電気泳動システムの電流を増加させずに、毛細管表面との相互作用を最小化する
ように機能する。
【０３２６】
　幾つかの応用では、バッファは、望ましくは、該方法の実施形態での使用のために、ふ
るい(sieving)マトリクスをさらに備える。
【０３２７】
　何れか適当なふるいマトリクスが使用できるが、望ましくは、ふるいマトリクスは、低
い蛍光バックグランドを有し、特に、検出可能なラベル付き粒子のサイズ依存のリタデー
ション(retardation)を提供できる。
【０３２８】
　ふるいマトリクスは、任意の適当な濃度（例えば、約０．１％～約１０％）で存在でき
る。任意の適当な分子量が使用できる（約１０００００～約１０００万）。
【０３２９】
　ふるいマトリクスの例は、ポリ（エチレンオキサイド）（ＰＥＯ）、ポリ（ビニルピロ
リドン）（ＰＶＰ）、直鎖ポリアクリルアミドおよび誘導体（ＬＰＡ）、ヒドロキシメチ
ルプロピルセルロース（ＨＰＭＣ）、およびヒドロキシエチルセルロース（ＨＥＣ）など
であり、これら全ては水に溶解し、希釈液濃度（０．３％ｗｔ／ｖｏｌ）で並外れて低い
粘性を有する。
【０３３０】
　さらに、これらのポリマー溶液は、これらのからみ合い(entanglement)閾値より上にあ
り、調整、フィルタリング、毛細管への充填が容易である。
【０３３１】
　トリス／ホウ酸塩バッファへの０．２％ＬＰＡ（５００００００～６００００００ｍｗ
）の添加は、１分間の電気泳動分離で、ＩｇＧと１．１ｋｂの核酸断片の弁別を可能にし
た（下記の実施例７ａを参照）。
【０３３２】
　幾つかの場合、測定可能な電磁特性が、ターゲット粒子の固有の性質によって生成され
る。他の場合は、対象となる粒子は、分析器を用いた検出に先立って、検出可能なラベル
を用いてラベル付けしてもよい。
【０３３３】
　検出可能なラベルは、例えば、発光性(luminescent)ラベルまたは光散乱性ラベルとす
ることができる。一実施形態では、検出可能なラベルは、発光性ラベルである。
【０３３４】
　他の発光性ラベルが、本発明の範囲から逸脱せずに使用でき、有用な発光性ラベルは、
蛍光ラベル、化学発光ラベル、生物発光ラベルなどである。さらに、蛍光クエンチング(q
uenching)も監視可能である。
【０３３５】
　さらに、他の光散乱性ラベルが本発明の範囲から逸脱せずに使用できる。有用な光散乱
性ラベルは、例えば、金、銀、プラチナ、セレンなどの金属、およびチタン酸化物などで
ある。
【０３３６】
　検出するためには、粒子は、電磁放射を発生可能にする必要がある。電磁放射は、粒子
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の内的性質または粒子の外的性質のいずれかである。
【０３３７】
　内的性質の例は、蛍光、光散乱などあるが、粒子が、検出可能にする１つ以上の内的性
質を有していてもよい。
【０３３８】
　外的性質は、粒子に付着した場合、ラベルによって提供されるものである。
【０３３９】
　ラベルは、粒子を取り調べ空間３８，４０の中に位置決めする前、その後または同時に
付着する。
【０３４０】
　好ましくは、検出手段は、蛍光ラベルである。蛍光ラベルの例は、文献「HANDBOOK OF 
FLUORESCENT PROBES AND RESEARCH PRODUCTS (R. Haugland, 9th Ed., Molecular Probes
 Pub. (2004))」で見つかる。
【０３４１】
　検出可能なラベルは、粒子の内的性質および外的性質の何れかの組合せで生成してもよ
い。
【０３４２】
　粒子をラベル付けする方法は、この分野の当業者に周知である。ラベルを粒子に付着す
ることは、直接付着または結合パートナーの使用などの任意の知られた方法を採用するこ
とができる。
【０３４３】
　幾つかの場合、ラベリングの方法は、不特定である。例えば、特定のヌクレオチドシー
ケンスに関係なく、全ての核酸をラベル付けする方法が知られている。他の場合、ラベリ
ングは、ラベル付けされたオリゴヌクレオチドがターゲット核酸シーケンスと限定的に結
合するように、特定のものである。
【０３４４】
　本発明のラベルは、染料(dye)タグ、電荷タグ、質量タグ、量子ドットまたはビーズ、
磁気タグ、光散乱性タグ、ポリマータグ、およびポリマと付着した染料などである。
【０３４５】
　染料は、材料に色を付けたり、発光性または蛍光の発生を可能にする極めて大きいカテ
ゴリーの化合物を含む。染料は、特定の波長で、光を吸収したり、光を発生してもよい。
染料は、インターカレーションのものでも、または粒子に対して非共有もしくは共有で結
合するものでもよい。染料自体が、副溝(minor groove)構造、十字形、ループ形または粒
子の他の配座元素を検出するプローブのような、プローブを構成してもよい。
【０３４６】
　染料は、ＢＯＤＩＰＹおよびＡＬＥＸＡ染料、Ｃｙ［ｎ］染料、ＳＹＢＲ染料、臭化エ
チジウムおよび関連する染料、アクリジンオレンジ、二量体のシアニン染料、例えば、Ｔ
ＯＴＯ、ＹＯＹＯ、ＢＯＢＯ、ＴＯＰＲＯ、ＰＯＰＯおよびこれらの誘導体、ビス－ベン
ジミド(benzimide)、オリグリーン(OliGreen)、ピコグリーン(PicoGreen)、および関連す
る染料、シアニン染料、フルオレセイン(fluorescein)、ＬＤＳ　７５１、ＤＡＰＩ、Ａ
ＭＣＡ、カスケードブルー(Cascade Blue)、ＣＬ－ＮＥＲＦ、ダンシル(Dansyl)、ジアル
キルアミノクマリン、４’，５’－ジクロロ－２’，７’－ジメチトキシフルオレセイン
、２’，７’－ジクロロフルオレセイン、ＤＭ－ＮＥＲＦ、エロシン(Eosin)、エリトロ
シン(Erythrosin)、フルオロセイン(Fluoroscein)、ヒドロキシコルマリン(Hydroxycourm
arin)、イソスルファンブルー(Isosulfan blue)、リサミネローダミンＢ(Lissamine rhod
amine B)、マラカイトグリーン(Malachite green)、メトキシコルマリン(Methoxycoumari
n)、, ナフトフルオレセイン(Naphtho fluorescein)、ＮＢＤ、オレゴングリーン(Oregon
 Green)、ＰｙＭＰＯ、ピレン(Pyrene)、ローダミン(Rhodamine)、ロードルグリーン(Rho
dol Green)、２’，４’，５’，７’－テトラブロモスルフォンフルオロセイン、テトラ
メチルローダミン、テキサスレッド(Texas Red)、Ｘ－ローダミン、ジオミック(Dyomic)
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染料シリーズ、アット－テク(Atto-tec)染料シリーズ、コルマリン(Coumarins)、フィコ
ビリプロテイン(phycobilliproteins)（フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコ
シアニン）、グリーン、イエロー、レッドおよび他の蛍光蛋白質、アップコンバート燐光
体、および量子ドットなどである。
【０３４７】
　当業者は、本発明の範囲内で使用できる他の染料を認識するであろう。
【０３４８】
　これは、徹底的な列挙ではなく、使用可能な染料は、本発明のラベル付けした粒子の検
出を可能にするために使用される、現在知られ又は将来知られる全ての染料を含む。
【０３４９】
　蛍光粒子、蛍光共役抗体などの蛍光マーカーを有することによって、サンプルは、蛍光
粒子によって吸収される光を用いて照射可能になり、発生した光は、光測定装置によって
測定される。
【０３５０】
　本発明で使用可能な光散乱性タグは、金、銀、セレンなどの金属、およびチタン酸化物
などである。当業者は、他のマイクロ粒子またはビーズも光散乱性タグとして使用できる
ことを認識するであろう。
【０３５１】
　本発明のさらに他の実施形態では、ラベルが、電気泳動速度、及び／又は、電気泳動で
は分離できない同一または異なるサイズのターゲット粒子の分離に影響を及ぼす。
【０３５２】
　こうしたラベルは、電荷／質量タグと称される。電荷／質量タグの付着は、ある意味で
、これらの電気泳動移動度および分離に影響を与えるのに充分な程度に、ターゲット粒子
の電荷と並進摩擦抗力との比率を変化させる。他の実施形態では、該ラベルは、電荷また
は質量、あるいは電荷と質量の組合せを変化させる。
【０３５３】
　粒子と結合した電荷／質量タグは、電界中でのこれらの挙動の空間的な相違のため、ま
たは電界中でのこれらの挙動の速度の相違のため、結合していない粒子または結合してい
ないタグと弁別可能である。
【０３５４】
　多糖類(Polysaccharide)でコートした常磁性体のマイクロ粒子またはナノ粒子が、粒子
をラベル付けするために使用できる。モルデイ(Molday)に付与された米国特許第４４５２
７７３号は、参照によりここに全体が組み込まれ、これは磁性の鉄－デキストランビーズ
の調整を記載しており、生物学的材料への付着に適した粒子を調整する様々な方法を説明
した概要を提供している。
【０３５５】
　高い傾斜磁気分離方法で用いられる磁気粒子用のポリマーコーティングの説明は、ドイ
ツ特許第３７２０８４４号および、ミルテンニ(Miltenyi)に付与された米国特許第５３８
５７０７号で見つかり、両方とも参照により全体が組み込まれる。常磁性ビーズを調整す
るための方法は、米国特許第４７７０１８３号に記載されている。
【０３５６】
　ビーズを粒子に付着するための正確な方法は、本発明の粒子にとって重要ではなく、こ
の分野で多くの代替方法がある。付着は、一般に、粒子と、ビーズ上のコーティングと共
役であり、相互作用のための官能基を提供する特定の結合パートナーとの相互作用による
。
【０３５７】
　抗体は、結合パートナーの例である。抗体は、高い親和性結合システムの１つのメンバ
ー、例えば、ビオチン(biotin)と結合可能であり、粒子は、他のメンバー、例えば、アビ
ジン(avidin)に付着する。
【０３５８】
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　一次抗体の種限定のエピトープ(epitopes)を認識する二次抗体、例えば、抗マウスＩｇ
、抗ラットＩｇが、本発明でも使用可能である。
【０３５９】
　間接結合方法は、様々な粒子とともに、単一磁気結合物体、例えば、抗体、アビジンな
どの使用を可能にする。
【０３６０】
　この技術の１つの応用では、コーエン(Cohen)によって記載されているように（Cohen e
t al. (1988) PNAS 85:9660-3）、ターゲット粒子は、磁気タグと結合でき、チャンバ（
不図示）内の流体中に浮遊できる。
【０３６１】
　チャンバを横切って供給される磁界の存在下で、磁気的にラベル付けされたターゲット
は、チャンバ中に保持される。磁気ラベルを持たない材料は、チャンバを通過する。そし
て、保持された材料は、磁界を変化させたり、除去することによって、溶出できる。
【０３６２】
　磁界が印加されるチャンバには、マトリクス表面に近い部分で、チャンバ内に局所的に
高い磁界を誘導するために、適当な磁化率の材料からなるマトリクスがしばしば設けられ
る。これは、かなり弱く磁化した粒子の保持を可能にし、この手法は、高傾斜磁気分離と
称される。
【０３６３】
　本発明の他の実施形態では、粒子を検出可能にする外的性質が、少なくとも２つのラベ
ルにより提供される。例えば、ターゲット粒子は、２つ又はそれ以上のラベルを用いてラ
ベル付けされ、各ラベルは、他のラベルの発光と区別される１つ又はそれ以上の波長で検
出した発光に起因して、区別される。この例では、粒子は、２つ又はそれ以上の波長で検
出した発光の比率によって、自由なラベルと弁別される。
【０３６４】
　他の例では、粒子は、２つ又はそれ以上のラベルを用いてラベル付けされ、少なくとも
２つのラベルが同じ波長で発光する。この例では、粒子は、各粒子に付着した２つ、３つ
又はそれ以上のラベルからの発光によって生成される検出した蛍光の強度に基づいて、弁
別される。
【０３６５】
　他の実施形態では、染料は、同じまたは重なった励起スペクトルを有するが、弁別可能
な発光スペクトルを有する。
【０３６６】
　好ましくは、染料は、実質的に異なる発光スペクトルを持つように、好ましくは、約１
０ｎｍより大きく分離した発光最大値を持つように、より好ましくは、約２５ｎｍより大
きく分離した発光最大値を持つように、さらにより好ましくは、約５０ｎｍより大きく分
離した発光最大値を持つようにして選択される。
【０３６７】
　機器の方法を用いて、２つの染料を差別化することが望ましい場合、種々のフィルタお
よび回折格子が、個々の発光スペクトルを独立に検出可能にする。機器の差別化はまた、
広いバンド幅より狭いバンド幅を持つ染料を選択することによって、増強できる。しかし
ながら、こうした染料は、高い増幅発光を有したり、積分した信号強度の損失が信号検出
に有害である充分な濃度で存在する必要がある。
【０３６８】
　一例では、第２ラベルは、第１ラベルの蛍光を消す(quench)かもしれず、その結果、二
重ラベル付け粒子についての蛍光信号の損失をもたらす。適当な蛍光／クエンチ対の例は
、５’６－ＦＡＭＴＭ／３’Ｄａｂｃｙｌ、５’Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ（登録商標）
４８８－Ｘ　ＮＨＳ　Ｅｓｔｅｒ／３’Ｄａｂｃｙｌ、５’Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ（登録商
標）－Ｘ　ＮＨＳ　Ｅｓｔｅｒ／３’ＢｌａｃｋＨｏｌｅ　ＱｕｅｎｃｈｅｒＴＭ－１（
インテグレーテッドＤＮＡテクノロジー社(Integrated DNA Technologies, Coralville, 
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IA)）等である。
【０３６９】
　他の例は、蛍光共鳴エネルギートランスファー（ＦＲＥＴ）のために、２つのラベルを
使用してもよい。これは、２つの染料粒子の励起状態間の距離依存の相互作用である。
【０３７０】
　この場合、励起は、ドナーからのフォトン放出無しでドナーからアクセプタへ移送され
る。ドナーおよびアクセプタ粒子は、近くに接近している必要がある（例えば、約１００
Å以内）。
【０３７１】
　適当なドナーとアクセプタ対は、フルオレセイン(fluorescein)／テトラメチルローダ
ミン、ＩＡＥＤＡＮＳ／フルオレセイン、ＥＤＡＮＳ／ダブシル(dabcyl)、フルオレセイ
ン／ＱＳＹ７（文献R. Haugland, "Molecular Probes," Ninth edition, 2004）、および
当業者に知られた多くの他の他のもの等である。
【０３７２】
　粒子は、検出及び／又は弁別を容易にするために、１種以上のラベル、例えば、染料タ
グおよび質量タグなどを用いてラベル付けしてもよい。例えば、蛋白質は、２つの抗体を
用いてラベル付けしてもよく、一方は、ラベル無しで質量タグまたは質量／電荷タグとし
て機能し、他方は、染料タグを有する。
【０３７３】
　そして、この蛋白質は、染料タグを持つ抗体のみに結合した同様なサイズの他方の蛋白
質と、例えば、推進力（追加の結合抗体の増加した質量または質量／電荷によって生ずる
）として電気泳動を用いた場合、その遅い速度で弁別される。
【０３７４】
　ラベル付けした粒子を正確に検出するために、ラベル付けした粒子は、結合していない
ラベルと弁別する必要がある。これを達成する多くの方法は、当業者に知られている。
【０３７５】
　例えば、同質分析物では、結合していないラベルは、分析に先立ってラベル付けした粒
子から分離される。一実施形態では、分析物は同質分析物であり、結合していないラベル
を含むサンプルは、電気泳動と単一粒子蛍光検出の組合せによって分析される。この場合
、電気泳動条件は、ラベル付けした粒子と結合していないラベルとで別個の速度を提供す
るように選ばれる。
【０３７６】
　核酸の非限定ラベリングは、一般に、特定のヌクレオチドシーケンスに関係無く、全て
の核酸にラベル付けする。当業者は、核酸の一般的なラベリングのための種々の技術に精
通している。
【０３７７】
　こうした方法は、挿入色素、例えば、ＴＯＴＯ、臭化エチジウム、ヨウ化プロピジウム
、配位複合体の形成用のＵＬＹＳＩＳキット、ラベルが容易に付着する化学反応性ヌクレ
オチド類似体の組み込み用、およびストレプトアビジン結合ラベルの付着のためのヌクレ
オチド類似体を含むビオチンの組み込み用のＡＲＥＳキット等である。ラベル付けしたヌ
クレオチド類似体の酵素的な組み込みは、当業者に周知の他の手法である。
【０３７８】
　蛋白質を非限定的にラベル付けする技術も、当業者に周知である。蛋白質表面で幾つか
の化学反応性アミノ酸、例えば、リシンなどの１級アミンが使用できる。
【０３７９】
　さらに、ラベルは、蛋白質の炭水化物部分に添加できる。イソタイプの特定試薬が、抗
体をラベリングするために開発されている（例えば、ゼノン(Zenon)ラベリング(Haugland
, 2004)）。
【０３８０】
　一実施形態では、混合物内の特定の粒子だけがラベル付けされる。特定のラベリングは
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、ターゲット粒子をラベル付けした結合パートナーと組合せることによって、達成できる
。結合パートナーは、相補性結合表面を通じて、ターゲット粒子と限定的に相互作用を行
う。
【０３８１】
　パートナー間の結合力は、共有相互作用または非共有相互作用、例えば、疎水性、親水
性、イオン、水素結合、ファンデルワールス力、または配位複合体形成などである。
【０３８２】
　結合パートナーの例は、細胞角膜レセプタについての作用薬および拮抗薬、毒素(toxin
)および毒液(venom)、抗体およびウイルスエピトープ、ホルモン（例えば、オピオイドペ
プチド、スイロイドなど）およびホルモンレセプタ、酵素および酵素基質、補助因子およ
びターゲットシーケンス、薬剤および薬剤ターゲット、オリゴヌクレオチドおよび核酸、
蛋白質およびモノクローナル抗体、抗原および特定の抗体、ポリヌクレオチドおよびポリ
ヌクレオチド結合蛋白質、ビオチンおよびアビジンまたはストレプトアビジン、酵素およ
び酵素補助因子、レクチンおよび特定の炭水化物、等である。
【０３８３】
　結合パートナーとして機能できる例示のレセプタは、天然由来のレセプタ、例えば、チ
ロキシン結合グロブリン、レクチン、細胞表面で見つかる種々の蛋白質（分化クラスタま
たはＣＤ粒子）などである。ＣＤ分子は、真核生物細胞の表面にある既知および未知の蛋
白質を指す。例えば、ＣＤ４は、ヘルパーＴリンパ球を主に定義する分子である。
【０３８４】
　一実施形態では、サンプルは、ターゲット粒子と反応する結合パートナーを用いてコー
トされた、ビーズまたはマイクロ粒子と反応する。
【０３８５】
　ビーズは、サンプルの何れかの非結合コンポーネントから分離される。結合した粒子を
含むビーズは、本発明の分析器によって検出される。
【０３８６】
　蛍光染めされたビーズは、これらの方法のために特に好適である。例えば、 オリゴマ
ーシーケンスでコートされた蛍光ビーズは、ターゲット相補性シーケンスと限定的に結合
するようになり、適切な分離ステップの後、ターゲットシーケンスの検出を可能にする。
【０３８７】
　一実施形態では、粒子を検出する方法は、結合パートナーとして、モノクローナル抗体
を持つサンドイッチ分析物を使用する。一次抗体は、捕捉抗体として機能する表面に連結
している。
【０３８８】
　そして、サンプルが添加されると、抗体によって認識されるエピトープを有する粒子は
、表面上の抗体と結合するであろう。結合していない粒子は、洗い流され、ほぼ限定的に
結合した粒子だけを残す。
【０３８９】
　そして、結合した粒子／抗体は、検出可能なラベルを含む検出抗体と反応できる。検出
抗体と粒子の反応を可能にする培養の後、非限定的に結合した検出抗体は洗い流される。
粒子および検出抗体は、表面から遊離可能になり、本発明の分析器で検出される。
【０３９０】
　代替として、検出抗体だけを遊離して検出することができ、これにより粒子を間接的に
検出できる。代替として、検出抗体と結合したラベルだけを遊離して検出することができ
、これにより粒子を間接的に検出できる。
【０３９１】
　一変形は、細胞レセプタによって認識されるリガンド(ligand)を採用するものである。
この実施形態では、リガンドは、特定のレセプタを表す細胞を捕捉するために、表面に結
合している。ラベル付けしたリガンドは、細胞をラベル付けするために用いられる。
【０３９２】
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　レセプタは、表面免疫グロブリンとすることができる。こうして限定的に結合した細胞
の存在を決定できる。従って、レセプタに相補的な対象となるリガンドを表面に結合させ
ると、こうしたリガンドについて特定の免疫グロブリンを有する細胞が検出できる。
【０３９３】
　他の実施形態では、リガンドに対する抗体を表面に結合させて、リガンドを表面に非共
有で付着させることができる。
【０３９４】
（データの収集、分析、報告）
【０３９５】
　粒子から検出された信号を含むデータは、例えば、標準またはカスタムのソフトウエア
を持つパーソナルコンピュータ（図１では示していない）を用いて、相互相関がとられ、
例えば、サンプル中に存在する蛍光種ごとにピークを示す速度のヒストグラムを生成する
。
【０３９６】
　サンプルに電界が印加される一実施形態では、検出器間の各粒子の通過時間は、粒子の
特徴的な電荷、サイズおよび形状に依存している。
【０３９７】
　コンピュータは、分析器を動作させるため、例えば、フローレートを制御し、サンプリ
ング、サンプル回収、サンプル調製などを行うために、使用してもよい。
【０３９８】
　システムは、データ及び／又は分析結果を報告するためのデータ報告器を含んでもよい
。当業者に知られた何れの方法も、この目的のために使用できる。
【０３９９】
　生データ（例えば、粒子の数、相互相関データ、蛍光の波長、蛍光の強度など）はさら
に、報告する前に、適切なソフトウエアによって分析してもよく、サンプル中の粒子の確
からしい識別、濃度、検出した粒子の組合せ、正常、以上または特定の条件で関連した特
定レベルと比較した検出粒子のレベル、１つ又はそれ以上の粒子の存在、不在及び／又は
濃度に基づいた可能性ある診断、検出した粒子の可能性ある供給源、および報告前にデー
タ上で実行できる他の分析を示す。
【０４００】
　適切な報告を提供する何れの機構も、データ報告器として使用できる。データ報告器の
非限定的な例は、ビデオモニタ上のディスプレイ、印刷、リモートディスプレイまたは印
刷のためのデータ伝送、例えば、インターネット、音声報告などなどである。
【０４０１】
（方法）
　本発明の他の態様は、単一粒子を検出可能な少なくとも２つの取り調べ空間を持つ検出
システムを用いて、個体から得られるサンプルについて分析を実施することを含む分析方
法を提供するものであり、該分析は、サンプル中の粒子の存在または不在を決定すること
を含む。
【０４０２】
　幾つかの実施形態では、個体は、植物や動物であり、幾つかの実施形態では、個体は人
間である。
【０４０３】
　検出システムは、こで説明する何れのものでもよい。幾つかの実施形態では、検出シス
テムは、電磁放射源としてＣＷレーザを利用できる。
【０４０４】
　幾つかの実施形態では、検出システムは、例えば、それぞれ約０．０２ｐＬと約３００
ｐＬの間、または約０．０２ｐＬと約５０ｐＬの間、または約０．１ｐＬと約２５ｐＬの
間の容積を有する２つの取り調べ空間を有する。幾つかの実施形態では、２つ以上の取り
調べ空間を使用する。幾つかの実施形態では、３つ、４つ、５つ、６つ又はそれ以上の取
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り調べ空間を使用する。
【０４０５】
　２つの取り調べ空間を持つ検出器の他の実施形態は、ここで説明するように、本発明の
実施形態で使用してもよい。
【０４０６】
　幾つかの実施形態では、サンプルは、複数の異なる粒子について分析される（マルチプ
レキシング）。幾つかの実施形態では、複数の個体からの複数の粒子が分析される。他の
実施形態では、複数の個体からのサンプルが分析される。
【０４０７】
　本発明は、診断、予後(prognosis)、治療状態（例えば、治療の進展及び／又は効果を
監視すること）を決定することを含む分析方法、及び／又は、個体から取られたサンプル
中の粒子の存在、不在及び／又は濃度に基づいた治療方法も提供するものであり、粒子の
存在、不在及び／又は濃度は、２つの取り調べ空間を持つ単一粒子検出器を用いて決定さ
れる。
【０４０８】
　ここで用いる「診断」は、病気または病理(pathology)への体質、または病気または病
理の存在及び／又は重大性を決定するために、個体をスクリーンするテスト結果の使用を
含み、さらに病気または病理の体質や存在の欠損についての決定を含む。
【０４０９】
　幾つかの実施形態では、分析は、サンプル中の複数タイプの粒子の存在、不在及び／又
は濃度を決定することを含む。
【０４１０】
　これらの方法は、さらに、診断、予後、治療状態、治療の監視及び／又は決定を、サン
プルが得られた個体及び／又はこれらの代理人（ヘルスケア提供者など）へ報告すること
とを含む。
【０４１１】
　単一粒子検出器は、分析器および分析器システムなど、ここで説明する何れのものでも
よい。検出システムは、電磁放射源としてＣＷレーザを利用できる。
【０４１２】
　幾つかの実施形態では、２つの取り調べ空間は、それぞれ約０．０２ｐＬと約３００ｐ
Ｌの間、または約０．０２ｐＬと約５０ｐＬの間、または約０．１ｐＬと約２５ｐＬの間
の容積を有する。
【０４１３】
　幾つかの実施形態では、２つ以上の取り調べ空間を使用する。幾つかの実施形態では、
３つ、４つ、５つ、６つ又はそれ以上の取り調べ空間を使用する。
【０４１４】
　図２は、本発明の方法の一実施形態を図示する。
【０４１５】
　個体（例えば、人間）からのサンプルは、単一分子を検出可能な２つの取り調べ空間を
持つ検出システムを用いて（幾つかの実施形態では、電磁放射源としてＣＷレーザを利用
）分析され、分析結果が得られる。
【０４１６】
　幾つかの実施形態では、その結果は、対象となる粒子の存在、不在及び／又は濃度の観
点のものである。幾つかの実施形態では、その結果は、さらに、診断、予後、治療効果の
決定、治療タイプの決定など提供するために、分析される。幾つかの実施形態では、報告
は、個体または代理人へ連絡される。
【０４１７】
　本発明はまた、コンピュータ分析によりデータ分析方法を提供する。
【０４１８】
　データベースは、データベースの取り調べ空間を持つ少なくとも２つの単一粒子検出器
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を用いて実施したサンプルの分析結果を収納する。該分析は、サンプル中の粒子の存在、
不在及び／又は濃度を決定することを含む。
【０４１９】
　幾つかの実施形態では、分析は、サンプル中の複数のタイプの粒子の存在、不在及び／
又は濃度を決定することを含む。
【０４２０】
　サンプルは、ここで説明した供給源の何れかから得られる。幾つかの実施形態では、サ
ンプルは、生物医学的研究、臨床試験や前臨床試験の研究、基礎研究などで得られる。
【０４２１】
　単一粒子検出器は、ここで説明した実施形態のいずれでもよい。
【０４２２】
　検出システムは、電磁放射源としてＣＷレーザを利用できる。
【０４２３】
　幾つかの実施形態では、２つの取り調べ空間は、それぞれ約０．０２ｐＬと約３００ｐ
Ｌの間、または約０．０２ｐＬと約５０ｐＬの間、または約０．１ｐＬと約２５ｐＬの間
の容積を有する。
【０４２４】
　幾つかの実施形態では、２つ以上の取り調べ空間を使用する。幾つかの実施形態では、
３つ、４つ、５つ、６つ又はそれ以上の取り調べ空間を使用する。
【０４２５】
　ある態様において、本発明は、ディスプレイユニット、例えば、ビデオディスプレイま
たは印刷ユニットを備えたユーザインタフェースを有する汎用コンピュータについての命
令セットを収納するコンピュータ読み取り可能な保存媒体、例えば、ＣＤを提供するもの
であり、該命令セットは、２つの取り調べ空間を持つ単一粒子検出器を用いてサンプルの
分析からの値を入力するためのロジック(logic)と、必要ならば、入力した値をデータベ
ースと比較する比較ルーチンと、前記ディスプレイユニットを用いて、入力値及び／又は
比較ルーチンの結果を表示するための表示ルーチン、とを備える。
【０４２６】
　この態様の他の実施形態では、本発明は、ディスプレイユニット、例えば、ビデオディ
スプレイまたは印刷ユニットを備えたユーザインタフェースを有する汎用コンピュータの
ための命令セットを備えたコンピュータ間のインターネット経由で伝搬する電子信号また
は搬送波を提供するものであり、該命令セットは、２つの取り調べ空間を備え、単一分子
を検出可能な検出システムを用いてサンプルの分析からの値を入力するためのロジック(l
ogic)と、入力した値をデータベースと比較する比較ルーチンと、前記ディスプレイユニ
ットを用いて、比較ルーチンの結果を表示するための表示ルーチン、とを備える。
【０４２７】
　検出システムの感度およびロバスト性(robustness)のため、数多くのサンプルが、高い
正確さおよび精度で、対象となる１つ又はそれ以上の粒子の存在、不在及び／又は濃度に
関して、短時間で分析できる。
【０４２８】
　本発明の方法は、例えば、研究の結果、例えば、以下に限定されないが、前臨床および
臨床試験などの生物医学的研究の結果を、迅速、頑丈かつ高感度で決定するのに有用であ
る。
【０４２９】
　本発明の方法はまた、例えば、臨床診断、予後、監視および治療方法の決定においても
有用である。
【０４３０】
　これらの実施形態では、該方法は、さらに分析結果、または分析結果から決定された診
断、予後、監視または治療を、サンプルが取られた個体またはこれらの代理人へ報告する
こととを含んでもよい。
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【０４３１】
　「個体」は、サンプルの何れかの供給源でもよく、典型的には生物学的サンプルである
。
【０４３２】
　実施形態では、個体は、有機体、好ましくは、動物、より好ましくは哺乳類、最も好ま
しくは人間である。動物は、家畜、スポーツ動物、ペット動物、研究動物、および人間な
どである。
【０４３３】
　幾つかの実施形態では、個体は人間であり、人間は、幾つかの実施形態では、病理学的
状態、例えば、伝染性または非伝染性の病気を有する疑いがあり、または１つ又はそれ以
上の状態についてスクリーニングにかけられる患者である。
【０４３４】
　幾つかの実施形態では、個体は、遺伝的変異や異常に関連した蛋白質または他のマーカ
ーの状態及び／又は発現に対する遺伝的体質についてのスクリーニングされる
【０４３５】
　幾つかの実施形態では、個体は、ウイルスまたは細菌の感染を持つ疑いがある人間であ
る。幾つかの実施形態では、個体は、植物または他の有機体である。幾つかの実施形態で
は、個体は、非生物物質である。
【０４３６】
　幾つかの実施形態では、本発明の方法は、個体から採取されたサンプルを分析すること
を含む。幾つかの実施形態では、サンプルを個体から採取するステップは、この方法に含
まれる。
【０４３７】
　幾つかの場合、例えば、研究応用では、個体全体、例えば、有機体全体または有機体グ
ループ（例えば、バクテリアコロニー）がサンプルを構成してもよい。
【０４３８】
　他の場合、より典型的には、サンプルは個体から採取した個体の一部である。サンプル
は、ここで前述したいずれでもよい。
【０４３９】
　こうして、例えば、サンプルは、生物学的流体、例えば、血液、血清(serum)、血漿(pl
asma)、気管支肺胞洗浄(bronchoalveolar lavage)液、尿(urine)、脳脊髄(cerebrospinal
)液、肋膜(pleural)液、滑液(synovial fluid)、腹膜(peritoneal)液、羊水(amniotic fl
uid)、胃液(gastric fluid)、リンパ(lymph)液、間質(interstitial)液、組織ホモジェネ
ート(homogenate)、細胞抽出物、唾液(saliva)、痰(sputum)、大便(stool)、生理学分泌
物(secretions)、涙、粘液(mucus)、汗、乳、精液(semen)、精漿(seminal fluid)、膣(va
ginal)分泌物、潰瘍(ulcers)や他の表面の発疹、水疱(blisters)、膿瘍(abscesses)から
の液、良性、悪性および疑わしい組織の生体組織検査(biopsies)を含む組織抽出物、また
は、対象となる粒子を含むことがある他の何れかの身体要素である。
【０４４０】
　幾つかの実施形態では、サンプルは、血液サンプルである。幾つかの実施形態では、血
漿サンプルである。幾つかの実施形態では、血清サンプルである。
【０４４１】
　存在、不在及び／又は濃度が決定されるサンプル中の粒子は、ここで説明するようなも
のである。ここで説明した何れのタイプの粒子も、本発明の方法によって検出でき、前述
した目的およびより詳しく後述する目的のために使用できる。
【０４４２】
　幾つかの実施形態では、粒子は、分子、超分子(supramolecular)複合体、オルガネラ(o
rganelles)、有機体、細胞、およびこれらの組合せである。
【０４４３】
　幾つかの実施形態では、１つ又はそれ以上の粒子は、有機体、例えば、ウイルス、バク
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テリア、真菌細胞、動物細胞、植物細胞、真核生物細胞、原核生物細胞、古代バクテリア
(archeobacter)細胞、およびこれらの組合せ、などである。
【０４４４】
　幾つかの実施形態では、有機体は、例えば、ヘルペスウイルス、ポックスウイルス、ト
ガウイルス、フラビウイルス、ピコルナウイルス、オルトミクソウイルス、パラミクソウ
イルス、ラブドウイルス、コロナウイルス、アレナウイルス、レトロウイルスなどのウイ
ルスである。
【０４４５】
　幾つかの実施形態では、粒子は、大腸菌、緑膿菌、エンテロバクタ・クローエカ(Enter
obacter cloacae)、黄色ブドウ球菌、大便連鎖球菌、肺炎桿菌、ネズミチフス菌、表皮ブ
ドウ球菌、セラチア－マルセスセンス、ウシ結核菌、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌、尋
常変形菌などのバクテリアである。
【０４４６】
　幾つかの実施形態では、１つ又はそれ以上の粒子は、アミノ酸、ペプチド、蛋白質、ヌ
クレオチド、オリゴヌクレオチド、核酸、ＤＮＡ、ＲＮＡ、単糖類、二糖類、オリゴ糖類
、炭水化物、脂質、ホルモン、サイトカイン、リンフォカイン、毒液、毒素、天然由来薬
剤、合成薬剤、汚染物、アレルゲン、影響粒子、成長因子、代謝中間物、基質、ファルマ
コフォア、無機分子、有機分子、およびこれらの組合せからなるグループから選択される
。
【０４４７】
　幾つかの実施形態では、サンプルは、検出システムへの導入前に処理される。幾つかの
実施形態では、サンプルは、処理無しで検出システムへ導入される。これらの実施形態で
は、サンプルは、追加の処理無しで検出可能である。あるいは、サンプルは、システムで
の分析に先立って検出システム内で処理してもよい。
【０４４８】
　処理は、導入の前または後で、ここで説明したようなものでよい。幾つかの実施形態で
は、サンプル処理は、該粒子に限定した蛍光ラベル付き抗体を用いて粒子をラベリングす
ることを含む。
【０４４９】
　幾つかの実施形態では、単一サンプル中の複数の粒子は、複数の蛍光ラベル付き抗体を
用いてラベル付けされ、それぞれが対象となる特定タイプの粒子に限定的である。幾つか
の実施形態では、ラベル付けされた粒子はバイオマーカーである。
【０４５０】
　バイオマーカーは、以下に限定されないが、炎症、細菌感染、病理学的状態用マーカー
、発現マーカー、発生マーカーなどである。幾つかの実施形態では、存在、不在及び／又
は濃度が検出される粒子は、細菌感染用マーカーである。
【０４５１】
　細菌感染用マーカーの例は、脊髄細胞で発現するトリガリングレセプタ(Triggering Re
ceptor Expressed on Myeloid cells)（ＴＲＥＭ－１）とすることができ、これは体液中
で見つかり、バクテリアまたは菌類よる感染を示すマーカーである。サンプルは、蛍光ラ
ベル付き抗ＴＲＥＭの抗体を用いて、導入前または導入後に処理される。
【０４５２】
　本発明の分析器および分析器システムは、マルチプレキシング(multiplexing)、即ち、
サンプル中の１つ以上のタイプの検出に、特に好適である。
【０４５３】
　サンプルは、１）サンプルを複数のサンプルに分割し、それそれを１つ又はそれ以上の
タイプの粒子に関して分析すること、２）異なる粒子について異なるラベルを使用するこ
と、例えば、異なる粒子について、異なるラベル色、数、強度など、３）例えば、電気泳
動において、異なる粒子の異なる移動度を利用すること、を含む方法によって、多重処理
(multiplexed)される。
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【０４５４】
　幾つかの実施形態では、複数タイプの粒子は、単一サンプル中で分析される。
【０４５５】
　単一サンプル中での粒子のタイプの数は、１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、６つ、７つ
、８つ、９つ、１０つ、１１つ、１２つ、１３つ、１４つ、１５つ、１６つ、１７つ、１
８つ、１９つ、２０つ、２５つ、３０つ、４０つ、７５つ、または１００つより多くても
よい。
【０４５６】
　粒子のタイプの数は、２００つ、１００つ、５０つ、４０つ、３０つ、２０つ、１９つ
、１８つ、１７つ、１６つ、１５つ、１４つ、１３つ、１２つ、１１つ、１０つ、９つ、
８つ、７つ、６つ、５つ、４つ、または３つより少なくてもよい。
【０４５７】
　幾つかの実施形態では、粒子のタイプの数は、約２～約２０、または約２～約５、また
は約２～約１０、または約１０～約２０である。粒子のタイプを相互に弁別する方法はこ
こで説明している。
【０４５８】
　特に、方法は、組合せラベル信号強度（例えば、異なる粒子での異なる数のラベル）、
ラベル識別（例えば、異なる粒子での異なるレベル）、ラベル移動度（例えば、推進力が
電気運動力である場合、異なる粒子の異なる移動度）、またはこれらの組合せを用いても
よい。
【０４５９】
　本発明の方法は、共通の会合(association)を有し、またはサンプル中で所望の情報、
即ち「パネル」を提供する、複数タイプの粒子の存在、不在及び／又は濃度の検出を含む
。
【０４６０】
　ここで用いる「パネル」は、その存在が本発明の分析物によって検出できる粒子グルー
プを含む。
【０４６１】
　粒子は、本発明のシステムによってこれらの検出を可能にしたり、検出するためにラベ
リングを必要とする固有の特性を有してもよい。
【０４６２】
　こうして、本発明の方法は、粒子パネルの１以上のメンバーの存在、不在及び／又は濃
度の検出のため、サンプルを適切な複数のラベルと接触させることを含むことができる。
【０４６３】
　こうした粒子パネルは、例えば、バイオテロ分析サンプル、医療検診、診断、予後、監
視、及び／又は治療選択、生物医学研究、法医学、農業分析、工業的応用において、有用
である。
【０４６４】
　例えば、パネルは、特定のタイプの診断、例えば、感染有機体パネル、心臓疾患、癌や
特定タイプの癌、糖尿病、関節炎、アルツハイマー病などの病気のためのマーカーパネル
と関連付けてもよい。あるいは、種々のシステムの機能を評価するには、例えば、内分泌
物パネルである。パネルは、バイオテロと関連付けてもよく、例えば、可能性あるバイオ
テロ有機体や毒素のパネルである。パネルは、医療スクリーニングにおいて有用であり、
例えば、特定の病気または病理学的状態に関連し、または正常または過常な状態と関連し
た、特定の遺伝的多型または遺伝的変種と関連した蛋白質のパネルである。パネルは、予
後と関連付けてもよく、例えば、特定タイプの癌と関連付けたマーカーパネルは、癌の一
部または全てを根絶する治療の後、癌の再発及び／又は進行を決定するために使用できる
。
【０４６５】
　パネルは、血液サンプルのスクリーニングにおいても有用であり、スクリーニングを行
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うべき血液について、多くの感染性物質及び／又は抗体を含んでもよい。
【０４６６】
　同様に、多くの濫用物質、環境物質、獣医学的に重大な物質を検出するために、単一サ
ンプルを本発明の方法で分析してもよい。
【０４６７】
　本発明の利点は、ある症候群を有する疑いがある個体について、この症候群の原因物質
を同時に検出するために使用可能なテストパネルの組み立てを可能にする。パネルが有用
である他の分野は、研究である。
【０４６８】
　種々のタイプの使用のために、パネル中に用いられる例示のマーカーグループを図２８
に示し、後述している。
【０４６９】
　バイオテロのサンプル分析用パネルは、当業者に知られているように、種々の薬品(age
ncy)脅威リストにある１つ又はそれ以上の３０個の病原体および毒素を含むことができる
。公衆衛生人員は、疑わしいサンプル中にある病原体の大部分をめったに見ないため、こ
れらを迅速に識別することは困難である。
【０４７０】
　さらに、多くの病原体感染は、感染した患者で直ちに症状を示さず、数日という長さで
遅れた症状の発症があり、病気を制御し、患者を治療するという選択肢に制約がある。
【０４７１】
　現在の脅威リストにある複数の病原体または毒素を、迅速に検出し識別可能な実用的な
監視ネットワークの欠落は、バイオテロを封じる能力において多大な欠点になる。
【０４７２】
　「保護／警告のための検出(Detect to Protect/Warn)」プログラムで動作するバイオ脅
威薬品センサは、好ましくは、１）１～２時間の時間ウインドウ内でバイオ脅威薬品を検
出可能であり、出来事に応答する充分な時間を可能にし、２）維持コストが極めて低く、
必要ならば、連続的な監視を可能にし、３）偽陽性をほとんど排除する充分な選択性を有
することである。
【０４７３】
　米国バイオ－ウオッチプログラムは、エネルギー省、環境保護局（ＥＰＡ）、米国保健
社会福祉省の疾病管理センターが関与している。結局、このプログラムは、１２０以上の
米国都市で、生物攻撃を検出し、２４時間内で攻撃を報告する能力を有することになる。
【０４７４】
　バイオ－ウオッチプログラムは、自律ペンタゴン検出システム（ＡＰＤＳ：Autonomous
 Pathogen Detection System）を利用しており、ファィルキャビネットの大きさの機械が
、空気を採取し、テストを行い、その結果を報告する。ＡＰＤＳは、フローサイトメータ
(cytometer)およびリアルタイムＰＣＲ増幅検出器に、サンプル回収、サンプル調製、流
体工学を組み込んで、複数の病原体及び／又は毒素を同時に検出可能である、コンパクト
で、自律的に動作する機器を提供する。
【０４７５】
　該システムは、固定した場所用に設計され、そこでは、空気サンプルを連続的に監視し
、特定の生物薬品の存在を自動的に報告する。ＡＰＤＳは、地下鉄システム、輸送ターミ
ナル、大型オフィス複合施設、コンベンションセンターを狙いとし、単一サンプル中で１
００に達する異なる薬品および対照(controls)を測定する能力を提供する。
【０４７６】
　バイオ検出器の最新の進化であるＡＰＤＳ－ＩＩは、ビーズ捕捉免疫学的検定と、複数
の生物学的偽物の同時識別のためのコンパクトなフローサイトメータを使用している。
【０４７７】
　本発明は、ＡＰＤＳシステムと同じ要件に限定されず、より迅速に安価で正確に同じ検
出を提供することができる。
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【０４７８】
　さらに、本発明は、医薬、医療検査、診断、予後、監視、及び／又は治療選択、生物医
学研究において、他に多くの応用を有する。
【０４７９】
　幾つかの実施形態では、本発明は、規制された薬剤および物質の検出、治療服用量の監
視、健康状態、移植目的のためのドナー適性、妊娠（例えば、絨毛性ゴナドトロピンまた
はα－フェトプロテイン）、病気の検出、例えば、エンドトキシン、癌抗原、病原体など
に、使用可能である。
【０４８０】
　幾つかの実施形態では、本発明は、化学および生物学的化合物および治療薬剤を検出す
るように、当業者によって適応可能であり、以下に限定されないが、抗自己免疫欠損症候
群物質、抗癌物質、抗生物質、抗ウイルス物質、酵素、酵素基質、酵素抑制剤、神経毒、
オピオイド、催眠剤、抗ヒスタミン剤、トランキライザ、抗痙攣剤、筋弛緩物質および抗
パーキンソン物質、抗痙攣および筋収縮物質、縮瞳および抗コリン作用物質、免疫抑制物
質（例えば、シクロスポリン(cyclosporine)）、抗緑内障溶質、抗寄生生物及び／又は抗
原生動物溶質、抗高血圧物質、解熱および消炎剤（例えば、非ステロイド消炎性薬剤）、
局部麻酔薬、眼科、プロスタグランジン類、抗うつ剤、抗精神病物質、鎮吐剤、造影剤、
特定ターゲット剤、神経伝達物質、蛋白質、細胞応答調整剤、などを検出する。
【０４８１】
　蛋白質は、幅広い治療学および診断学で対象となり、例えば、細胞群、血液型、病原体
、病原体への免疫応答、免疫複合体、糖類、レクチン、天然由来レセプタなどの検出など
である。
【０４８２】
　幾つかの実施形態では、例えば、感染病または炎症の臨床診断用のマーカーのパネルが
用いられる。
【０４８３】
　サンプルは、ラベル付けされ、単一サンプル中で多くの感染物質、例えば、以下に限定
されないが、バクテリア、ウイルス、真菌、マイコプラズマ、リケッチア、クラミジア、
プリオンおよび原虫、に関連した抗原や抗体を検出し、そして、自己免疫疾病に関連した
自己抗体についての分析、性感染症の物質についての分析、肺疾患、胃腸障害、心臓血管
疾患、神経疾患、筋骨格疾患、皮膚疾患などに関連した検体についての分析、を行う。
【０４８４】
　臨床診断用のパネルは、特定疾患または病理学状態、例えば、炎症用マーカーに関連し
た状態の存在についての他のマーカーを含んでもよい。
【０４８５】
　例えば、敗血症の診断用に、下記診断マーカーの種々の組合せが使用でき、例えば、炎
症バイオマーカーＴＲＥＭ－１、炎症バイオマーカーＩＬ－６とＩＬ－８、真菌感染バイ
オマーカー、大腸菌、例えば、複数の特定の菌株についての１つ以上の病原体マーカー、
黄色ブドウ球菌、例えば、複数の特定の菌株についての１つ以上の病原体マーカー、口そ
うカンジダ、例えば、複数の特定の菌株についての１つ以上の病原体マーカー、エンテロ
バクター、例えば、複数の特定の菌株についての１つ以上の病原体マーカー、そして、他
の臨床マーカー、必要ならば、負の対照(control)などである。
【０４８６】
　幾つかの実施形態では、臨床診断は、敗血症の存在または不在の決定、例えば、ＴＲＥ
Ｍ－１、肺サンプル用には、肺炎（例えば、人工呼吸器の患者）の存在または不在の決定
のための１つだけのマーカーに基づくものでもよい。
【０４８７】
　診断は、血漿、血清またはＢＡＬサンプルを用いて行ってもよい。診断は、分析したサ
ンプルから得られる値と、正常および異常（例えば、罹患した）人々についての値との比
較に基づくものでもよい。
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【０４８８】
　幾つかの実施形態では、市中肺炎の診断のためのマーカーパネルを使用してもよく、こ
れらは、下記の何れかまたは全ての組合せである。例えば、炎症バイオマーカーＴＲＥＭ
－１、炎症バイオマーカーＩＬ－６とＩＬ－８、炎症バイオマーカーＩＬ－１０とＩＬ－
１２、必要に応じてＩＬ－１８、ウイルス感染バイオマーカーＳＡＡ、肺炎連鎖球菌、例
えば、複数の特定の菌株についての１つ以上の病原体マーカー、ＲＳ(Respiratory Syncy
tial)ウイルス、例えば、複数の特定の菌株についての１つ以上の病原体マーカー、ヘモ
フィルス、例えば、複数の特定の菌株についての１つ以上の病原体マーカー、マイコプラ
ズマ、例えば、複数の特定の菌株についての１つ以上の病原体マーカー、そして、他の臨
床マーカー、必要ならば、負の対照(control)などである。
【０４８９】
　例えば、バクテリア病原体用のパネルが、当業者に明らかとなろう。文献（Dunbar et 
al. 2003. J Microbiol Methods 53:245-52）を参照。
【０４９０】
　感染疾病の検出および診断は、しばしば複数の抗体についてのテストを必要とする。従
って、特定の抗体は、下記の組合せの検出用のパネルを用いて、評価してもよく、例えば
、アデノウイルス、百日咳菌、カンピロバクター感染菌、クラミジア肺炎菌、トラコーマ
病原体、コレラトキシン、コレラトキシンｂ、クロストリジウム・フィリフォルメ(Clost
ridium piliforme)（チザー病）、サイトメガロウイルス、ジフテリアトキシン、エクト
ロメリアウィルス、ＥＤＩＭ(Epidemic diarrhea of infant mice)、エンセファリトゾー
ン症虫道、エプスタイン・バーＥＡ、エプスタイン・バーＮＡ、エプスタイン・バーＶＣ
Ａ、ＨＢＶコア、ＨＢＶエンベローブ、ＨＢＶ表面（Ａｄ）、ＨＢＶ表面（Ａｙ）、ＨＣ
Ｖコア、ＨＣＶ　ＮＳ３、ＨＣＶ　ＮＳ４、ＨＣＶ　ＮＳ５、ヘリコバクター・ピロリ、
Ａ型肝炎、Ｄ型肝炎、ＨＥＶ　ｏｒｆ２　３ＫＤ、ＨＥＶ　ｏｒｆ２　６ＫＤ、ＨＥＶ　
ｏｒｆ３　３ＫＤ、ＨＩＶ－１　ｇｐ１２０、ＨＩＶ－１　ｇｐ４１、ＨＩＶ－１　ｐ２
４、ＨＰＶ、ＨＳＶ－１　ｇＤ、ＨＳＶ－１／２、ＨＳＶ－２　ｇＧ、ＨＴＬＶ－１／２
、インフルエンザＡ型、インフルエンザＡ型Ｈ３Ｎ２、インフルエンザＢ型、ドノバン・
リーシュマニア、ライム病、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス、Ｍ肺炎、Ｍ肺結核、微小ウ
イルス、流行性耳下腺炎、肺マイコプラズマ、パラインフルエンザウイルス１、パライン
フルエンザウイルス２、パラインフルエンザウイルス３、パルボウイルス、マウス肺炎ウ
ィルス、ポリオウイルス、ポリオーマウイルス、レオウイルス－３、ＲＳＶ、風疹、麻疹
、センダイウイルス、Ｔクルージ(cruzi)、Ｔ淡そう球　１５ｋｄ、Ｔ淡そう球　ｐ４７
、テタヌストキシン、タイラー・マウス脳脊髄炎ウイルス、トキソプラズマ、水痘帯状ヘ
ルペスなどである。
【０４９１】
　イソタイプのパネルが、検出、特徴付け、抗体免疫不全疾患の類似、例えば、多重の骨
髄腫、ＨＩＶ感染、実質性器官の腫瘍、または慢性肝炎などに、有用である。
【０４９２】
　こうしたパネルは、特に、特定の病気、例えば、応答者／不応答者の状態、増加または
異常なアレルギー、自己免疫疾患、ＧＩ疾患、悪性腫瘍、胸部症候、または再発バクテリ
ア感染、に関連した種々のＩｇＧ欠損など、において全てのレベルの一定のイソタイプの
ものを測定するのを求める研究者にとって有用である。
【０４９３】
　パネルは、例えば、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２アルファ、ＩｇＧ２ベータ、
ＩｇＧ３、ＩｇＭ、および軽鎖（カッパまたはガンマ）、の組合せを含んでもよい。
【０４９４】
　臨床医および研究者に有用な、複数の異なるプロテインキナーゼのホスホ－トランスフ
ェラーゼ活性を検出するために、基質蛋白パネルは、ＡＴＰと混合してもよく、例えば、
異なる色コードの抗体、例えば、ビオチン化レポーター抗体、および共役ストレプトアビ
ジン－フィコエリトリン、と接触してもよい。そして、各反応は、ただ１つのラベルによ
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って検出できる。
【０４９５】
　パネルは、例えば、Ａｋｔ、Ａｋｔ／ＰＫＢ（トータル）、Ａｋｔ／ＰＫＢｐＳ４７３
、ＡＴＦ２（Ｔｈｒ７１）、Ｅｒｋ－２、Ｅｒｋ１（Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４）、Ｅ
ｒｋ１／Ｅｒｋ２（Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４）、Ｅｒｋ２（Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２
０４）、ＧＳＫ－３ベータ、ＩｋａｐｐａＢ－アルファ　ｐＳ３２、ＩｋａｐｐａＢ－ア
ルファ　トータル、ＪＮＫ（ｐＴｐＹ１８３／１８５）、ＪＮＫトータル、ＪＮＫｐ（Ｔ
ｈｒ１８３／Ｙ１８２）、ＭＡＲＫＡＰ　Ｋ２、ｐ３８（トータル）、ｐ３８　ＭＡＰＫ
　ｐＴ１８０／ｐＹ１８２、ｐ５３（トータル）、ｐ５３　ｐＳ１５、ＰＫＢ－アルファ
、ＰＫＣ、ＳＡＰＫ１ａ／ＪＮＫ２、ＳＡＰＫ４、ＳＴＡＴ１ｐＹ７０１、ＳＴＡＴ１ト
ータル、ＳＴＡＴ３（Ｔｙｒ７０５）、ＺＡＰ－７０などの組合せを含むものでもよい。
【０４９６】
　システムは、変性タンパク、例えば、特定の抗体を用いた修飾によるリン酸化蛋白質、
を検出してもよい。システムは、１つ又はそれ以上のタイプの個別分子の１つ又はそれ以
上の修飾を検出できる。
【０４９７】
　正常および、癌などの組織改造を含む疾病状態を検出するために、マトリクス・メタロ
プロテイナーゼ（ＭＭＰ）の酵素ファミリーのパネルが有用であり、ＭＭＰ－１、ＭＭＰ
－１２、ＭＭＰ－１３、ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－３、ＭＭＰ－７、ＭＭＰ－８、ＭＭＰ－９
を含んでもよい。
【０４９８】
　他のパネルは、癌バイオマーカー、例えば、アルファ－フェトプロテイン、ＰＳＡ、癌
抗原１２５、癌胚抗原の組合せや、心臓病マーカー、例えば、クレアチンキナーゼ－ＭＢ
、エンドセリン１、ＰＡＰ、ＴＩＭＰ－１や、アルツハイマー病用のマーカーのパネルを
含む。
【０４９９】
　アレルゲンのパネル、例えば、マルチ－検体アレルギーテストの応用では、例えば、ア
レルゲン限定の抗体用のターゲットとして機能する異なるアレルゲンを使用してもよく、
、第２ラベル分子が、抗ヒトＩｇＥを用いて、反応を終了させる。
【０５００】
　こうしたパネル用の例示のアレルゲンは、アルテルナリア属（モールド）、バミューダ
グラス、猫のふけ、卵の白身、ミルク、ダニのプテルノイシヌス(Pternoyssinus)、山ス
ギ(Cedar)、ブタクサ、オオアワガエリおよび小麦（食品）などを含む。
【０５０１】
　同様な手順が用いられ、例えば、自己免疫抗体を検出するために、ＡＳＣＡ、ベータ２
ミクログロブリン、動原体(Centromere)Ｂ、クロマチン、ＥＮＡプロファイル４（ＳＳＡ
、ＳＳＢ、Ｓｍ、ＲＮＰ）、ＥＮＡプロファイル５（ＳＳＡ、ＳＳＢ、Ｓｍ、ＲＮＰ、Ｓ
ｃｌ－７０）、ＥＮＡプロファイル６（ＳＳＡ、ＳＳＢ、Ｓｍ、ＲＮＰ、Ｓｃｌ－７０、
Ｊｏ－１）、ヒストン、ヒストンＨ１、ヒストンＨ２Ａ、ヒストンＨ３、ヒストンＨ４、
ＨＳＰ－２７　ｐＳ８２、ＨＳＰ－２７トータル、ＨＳＰ－３２、ＨＳＰ－６５、ＨＳＰ
－７１、ＨＳＰ－９０ａ、ＨＳＰ－９０ｂ、Ｊｏ－１、ＰＣＮＡ、ＰＲ３、ＰＲ３（ｃＡ
ＮＣＡ）、リボソームＰ、ＲＮＰ、ＲＮＰ－Ａ、ＲＮＰ－Ｃ、ＳＣＦ、Ｓｃｌ－７０、血
清アミロイドＰ、ＳＬＥプロファイル８（ＳＳＡ、ＳＳＢ、Ｓｍ、ＲＮＰ、Ｓｃｌ－７０
、Ｊｏ－１、リボソームＰ、クロマチン）、Ｓｍ、スミス(Smith)、ＳＳＡ、ＳＳＢ、ス
トレプトリジンＯ、ＴＰＯなどの抗原を用いる。
【０５０２】
　血管形成（例えば、人間の血管形成）の分析のために、さらに他のパネルを用いてもよ
く、例として、ＩＬ－８、ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ、アンギオゲニン、およびＴＮＦの組合せ
を含んでもよい。 
【０５０３】
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　細胞活性化（例えば、人間の細胞活性化）の分析のために、他のパネルを用いてもよく
、例として、ＩＬ－８、βＦＧＦ、ＶＥＧＦ、アンギオゲニン、およびＴＮＦの組合せで
あり、Ｂ細胞の活性化（例えば、人間のＢ細胞活性化）のためのパネルは、例として、Ｃ
Ｄ７９ｂ（Ｉｇβ３）、ＢＬＮＫ、Ｂｔｋ、Ｓｙｋ、およびＰＬＣγの組合せを含んでも
よく、Ｔ細胞の活性化（例えば、人間のＴ細胞活性化）のためのパネルは、例として、Ｔ
ＣＲｚ、ＳＬＰ－７６、ＺＡＰ－７０、Ｐｙｋ２、Ｉｔｋ、およびＰＬＣγの組合せを含
んでもよい。
【０５０４】
　炎症マーカー（例えば、人間の炎症）のためのパネルは、例えば、Ｉｌ－８、ＩＬ－１
β、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦ、ＩＬ－１２ｐ７０、そして、他のサイトカインや当業者
に明らかとなるバイオマーカーの組合せを含んでもよい。
【０５０５】
　ケモカイン（例えば、人間のケモカイン）のためのパネルは、例えば、ＩＬ－８、ＲＡ
ＮＴＥＳ、ＫＣ（マウス）、モノカイン誘導インターフェロン－γ、単球－化学誘引物質
プロテイン－１、マクロファージ炎症性プロテイン－１α、マクロファージ炎症性プロテ
イン－１β、インターフェロン－γ誘導プロテイン１０の組合せを含んでもよい。
【０５０６】
　アポトーシス（例えば、人間のアポトーシス）のためのパネルは、例えば、開裂ＰＡＲ
Ｐ、Ｂｃｌ－２、活性カスパーゼ－３プロテインの組合せを含んでもよい。
【０５０７】
　人間の過敏症毒素(anaphylotoxins)のためのパネルは、例えば、過敏症毒素Ｃ４ａ、３
ａ、５ａの組合せを含んでもよい。
【０５０８】
　アレルギーメディエータ（例えば、人間のアレルギーメディエータ）のためのパネルは
、例えば、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－７、ＩＬ－９（マウス）、ＩＬ－１０
、ＩＬ－１３（マウス）、エオタキシン（ＣＣＬ１１）顆粒球刺激因子、顆粒球マクロフ
ァージコロニー刺激因子の組合せを含んでもよい。
【０５０９】
　研究および診断の両方のために、サイトカインは、多くの状態、病気、病理学などのマ
ーカーとして有用であり、幾つかの異なるパネルに含まれてもよい。
【０５１０】
　現在、１００以上のサイトカイン／ケモカインが存在しており、その調和または非調和
規則は、臨床的な対象となる。特定の疾患プロセスをサイトカインレベルの変化と相関さ
せるために、理想的な手法は、複数のサイトカイン用の各サンプルを分析する必要がある
。
【０５１１】
　マーカーパネルに現在使用され、本発明の方法および組成物で用いられるパネルで使用
できる例示的なサイトカインは、以下に限定されないが、ＢＤＮＦ、ＣＲＥＢ　ｐＳ１３
３、ＣＲＥＢトータル、ＤＲ－５、ＥＧＦ、ＥＮＡ－７８、イオタキシン(Eotaxin)、脂
肪酸結合プロテイン、ＥＧＦ－ベーシック、Ｇ－ＣＳＦ、ＧＣＰ－２、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｇ
ＲＯ－ＫＣ、ＨＧＦ、ＩＣＡＭ－１、ＩＦＮ－アルファ、ＩＦＮ－ガンマ、ＩＬ－１０、
ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１２　ｐ４０、ＩＬ－１２　ｐ４０／ｐ７０、ＩＬ－１
２　ｐ７０、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８、ＩＬ－１
アルファ、ＩＬ－１ベータ、ＩＬ－１ｒａ、ＩＬ－１ｒａ／ＩＬ－１Ｆ３、ＩＬ－２、Ｉ
Ｌ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＰ－１０、
ＪＥ／ＭＣＰ－１、ＫＣ、ＫＣ／ＧＲＯａ、ＬＩＦ、リンフォトキシン、Ｍ－ＣＳＦ、Ｍ
ＣＰ－１、ＭＣＰ－１（ＭＣＡＦ）、ＭＣＰ－３、ＭＣＰ－５、ＭＤＣ、ＭＩＧ、ＭＩＰ
－１アルファ、ＭＩＰ－１ベータ、ＭＩＰ－１ガンマ、ＭＩＰ－２、ＭＩＰ－３ベータ、
ＯＳＭ、ＰＤＧＦ－ＢＢ、ＲＡＮＴＥＳ、Ｒｂ（ｐＴ８２１）、Ｒｂ（トータル）、Ｒｄ
　ｐＳｐＴ２４９／２５２、Ｔａｕ（ｐＳ２１４）、Ｔａｕ（ｐＳ３９６）、Ｔａｕ（ト
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ータル）、組織因子、ＴＮＦ－アルファ、ＴＮＦ－ベータ、ＴＮＦ－ＲＩ、ＴＮＦ－ＲＩ
Ｉ、ＶＣＡＭ－１、ＶＥＧＦなどを含む。
【０５１２】
　パネルはまた、内分泌マーカー、例えば、糖尿病または甲状腺マーカーのために設計し
てもよく、臨床的研究所において、またはライフサイエンス研究者にとって有用である。
【０５１３】
　例示の内分泌マーカーは、アジポネクチン(Adiponectin)、アミリン、Ｃ－ペプチド、
カルシトニン、ＣＲＦ、ＦＧＦ－９、ＧＬＰ－１、グルカゴン、成長ホルモン、インスリ
ン、レプチン、リポプロテイン、レシスチン(Resistin)、Ｔ３、Ｔ４、ＴＢＧ、チログロ
ブリン、ＴＳＨなどを含む。
【０５１４】
　代謝マーカーも、研究または臨床応用にとって有用であり、アポリポプロテインＡ－１
、アポリポプロテインＡ－Ｉ、アポリポプロテインＡ－ＩＩ、アポリポプロテインＢ、ア
ポリポプロテインＣ－ＩＩ、アポリポプロテインＣ－ＩＩＩ、アポリポプロテインＥ、ベ
ータ２グリコプロテイン、コラーゲン型１、コラーゲン型２、コラーゲン型４、コラーゲ
ン型６、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ、膵島細胞、ｔＴＧ（セリアック病）な
どを含む。
【０５１５】
　臨床的研究所および研究者は、例えば、対象となる複対立遺伝子を検出することによる
組織型別(tissue typing)のため、しばしば複数の核酸シーケンスの同時取り調べを必要
とする。適切なパネルは、ＨＬＡクラスＩとＩＩ、ＨＬＡクラスＩ単一抗原抗体、グルー
プ１、ＨＬＡクラスＩ単一抗原抗体、グループ２、ＰＲＡクラスＩ、ＰＲＡクラスＩとＩ
Ｉ、ＰＲＡクラスＩＩ、ＳＳＯクラスＩ　ＨＬＡ－Ａ、ＳＳＯクラスＩ　ＨＬＡ－Ｂ、Ｓ
ＳＯクラスＩ　ＨＬＡ－Ｃ、ＳＳＯクラスＩＩ　ＤＰ、ＳＳＯクラスＩＩ　ＤＱＢ１、Ｓ
ＳＯクラスＩＩ　ＤＲＢ１、ＳＳＯクラスＩＩ　ＤＲＢ３，４，５の組合せを含んでもよ
い。
【０５１６】
　妊娠パネルは、妊娠個体における、例えば、ヒト絨毛性ゴナドトロピン、Ｂ型肝炎表面
抗原、風疹ウイルス、アルファ　フェトプロテイン、３’エストラジオール、および対象
となる他の物質のためのテストを備えてもよい。
【０５１７】
　本発明の分析器の感度は、いままでにないマーカーおよびマーカーパネルの設計および
実施を可能にするものであり、腫瘍や遺伝的異常などの異常なレベルのマーカーの存在に
関する単に簡単な肯定／否定の答えだけではなく、例えば、状態の発症などの早期の決定
など、より洗練された分析、およびマーカーの正常な範囲と個体で見つかるレベルとのよ
り正確な比較をも決定できると理解されよう。
【０５１８】
　現在の分析方法は、対応した潜在的な病理学的状態が、治療が有効でないか、または僅
かに有効なだけである段階に到達した場合、しばしばマーカーの検出のみを可能にする。
例えば、多くの癌に関する現在の検出レベルは、癌がかなり進行したレベルでのみしか検
出が可能でない。
【０５１９】
　本発明の方法は、早期の検出だけでなく、正常個体で存在するものの、異常に高くまた
は低いレベルで病理学の存在を示すマーカーについて、正常個体に関するベースラインレ
ベルの確立を可能にする。
【０５２０】
　従って、本発明は、１つ又はそれ以上のバイオマーカーの検出及び／又は定量化に基づ
いて、病気または病理学の早期検出の方法を含む。
【０５２１】
　典型的には、個体、例えば、人間からの血液、血漿または血清サンプルなどのサンプル
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中のバイオマーカーの濃度は、正常または異常である値と比較される。分析器および分析
器システムは、検出および診断で現在用いられているものよりかなり低い程度、例えば、
現在、定量化可能なレベルの０．１、０．０１、０．００１または０．０００１倍程度で
、正常および病気の人々の両方についてのバイオマーカーのレベルを決定するために、用
いてもよい。
【０５２２】
　こうして、データベースは、所定の状態について正常または異常なレベルについて作成
することができ、個体はスクリーニングされて、該状態は、以前では可能であったものよ
りかなり早期に検出されるようになる。
【０５２３】
　代替として、データベースは、正常または異常な値に関して既存のものでもよいが、現
在の方法は、マーカーについての個体の値が正常な範囲にあるか否かを決定するためのル
ーチンベースで、充分な感度での個体スクリーニングについては実用的でない
【０５２４】
　例えば、サンプル中のＩＬ－６濃度決定のための多くの現在の方法は、約５ｐｇ／ｍｌ
の濃度までのＩＬ－６のみを検出できる。ＩＬ－６の正常範囲は、約１～約１０ｐｇ／ｍ
ｌである。よって、現在の方法は、正常範囲の上側部分にあるＩＬ－６を検出できるに過
ぎない。
【０５２５】
　これに対して、本発明の分析器および分析器システムは、約０．１ｐｇ／ｍｌ未満、あ
るいは正常範囲の値の１／１０より低い濃度までのＩＬ－６の検出を可能にする。
【０５２６】
　こうして、本発明の分析器および分析器システムにより、より広範でより繊細なデータ
ベースが、バイオマーカー、例えば、ＩＬ－６について作成可能になり、正常範囲の内側
および外側にあるバイオマーカーについスクリーニングが可能になり、早期検出が可能に
なる。
【０５２７】
　こうした本発明の早期検出方法は、１つ又はそれ以上のバイオマーカーが存在または発
見でき、あるいは状態の発症または進行と相関してデータベースの値が得られる、何れの
病気または状態の検出についても使用できる。
【０５２８】
　一例として、癌の診断は、腫瘍の成長、例えば、腫瘍自体の可視化のおおまかな測定の
使用にしばしば依存する。これは、不正確であり、あるいは、例えば、現在の方法による
実用的な臨床設定において、これらが検出可能になる前の高いレベルに到達する必要があ
る。
【０５２９】
　検出の段階では、腫瘍は、転移前に診療行為(intervention)が生じないような充分なサ
イズにまでしばしば成長する。例えば、Ｘ線による肺癌の検出は、直径１ｃｍより大きい
腫瘍を要し、ＣＴスキャンでは２～３ｍｍより大きいものを要する。
【０５３０】
　代替として、腫瘍成長のバイオマーカーが使用できる。腫瘍は、バイオマーカーが現在
の臨床技術にアクセス可能なレベルで検出可能になる時間までに、しばしば早く進行する
。
【０５３１】
　さらに、診療行為（例えば、腫瘍を収縮させたり除去するための手術、化学療法または
放射線）の後、残存した病気が、更なる診療行為が成功しそうにない段階まで進行するま
で、癌が再発したかを決定するのに充分な感度で、腫瘍マーカーを測定することがしばし
ば不可能になる。
【０５３２】
　本発明の分析器、システムおよび方法を用いれば、例えば、転移の低い可能性により、
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診療行為が成功するであろう段階で、腫瘍成長の発症および腫瘍成長の再発の両方を検出
することができる。
【０５３３】
　よって、本発明は、１）以前から存在していたバイオマーカーに関して、病気の診断ま
たは監視に有用な極めて低いレベルでスクリーニングを行う方法、２）上記１）で発見さ
れたり、現に知られているバイオマーカーの検出に基づいて、現在可能なものよりかなり
低いレベルで、病気の発症についてのスクリーニングを行う方法、３）病気の再発などの
影響を検出するための、現在可能なものより、かなり高い能力でもって、治療の方針また
は実験的治療の有用性を監視する方法、を提供する。
【０５３４】
　これらは、状態の存在、不在、進展の見込み、または進行の程度について、個体をテス
トするための方法を含む。状態は、病理学的なものでも、非病理学的なもの（例えば、加
齢、妊娠）でもよい。
【０５３５】
　例示の病理学的状態は、一般的な病理学的状態、例えば、糖尿病、心臓病、関節炎、癌
など多くの特定な病理学的状態と関連した炎症などを含む。
【０５３６】
　病理学的状態はまた、以下に限定されないが、癌、炎症状態、及び／又は自己免疫疾患
、心臓血管疾患、胃腸障害、皮膚疾患、神経疾患、遺伝的障害、感染病、加齢、アレルギ
ーなどを含む、より多くの特定の状態も含む。
【０５３７】
　癌は、以下に限定されないが、肺、胃、膵臓、食道、卵巣、乳房、前立腺、膀胱、結腸
、直腸の癌を含む。
【０５３８】
　該方法は、本発明の分析器または分析器システムを用いて、１つ又はそれ以上マーカー
について個体からのサンプルを分析することを含み、分析器または分析器システムは、１
ナノモル、１ピコモル、１フェムトモル、１アトモルまたは１ゼプトモル未満のレベルの
マーカーを検出できる。
【０５３９】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、バイオマーカーが、１ナノモ
ル、１ピコモル、１フェムトモル、１アトモルまたは１ゼプトモル未満の濃度で存在して
、サンプルのサイズが、約１００、５０、４０、３０、２０、１０、５、２、１、０．１
、０．０１、０．００１、０．０００１μｌ未満である場合、一方のサンプルから他方の
サンプルへ、約０．１、１、２、５、１０、２０、３０、４０、５０、６０または８０％
未満のマーカー濃度変化を検出できる。
【０５４０】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、検体が約１ピコモル未満の濃
度で存在し、各サンプルのサイズが約５０μｌ未満である場合、第１サンプルから第２サ
ンプルへ、約２０％未満の濃度変化を検出できる。
【０５４１】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、検体が約１００フェムトモル
未満の濃度で存在し、各サンプルのサイズが約５０μｌ未満である場合、第１サンプルか
ら第２サンプルへ、約２０％未満の濃度変化を検出できる。
【０５４２】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、検体が約５０フェムトモル未
満の濃度で存在し、各サンプルのサイズが約５０μｌ未満である場合、第１サンプルから
第２サンプルへ、約２０％未満の濃度変化を検出できる。
【０５４３】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、検体が約５フェムトモル未満
の濃度で存在し、各サンプルのサイズが約５０μｌ未満である場合、第１サンプルから第
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２サンプルへ、約２０％未満の濃度変化を検出できる。
【０５４４】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、検体が約５フェムトモル未満
の濃度で存在し、各サンプルのサイズが約５μｌ未満である場合、第１サンプルから第２
サンプルへ、約２０％未満の濃度変化を検出できる。
【０５４５】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、検体が約１フェムトモル未満
の濃度で存在し、各サンプルのサイズが約５μｌ未満である場合、第１サンプルから第２
サンプルへ、約２０％未満の濃度変化を検出できる。
【０５４６】
　該方法はさらに、状態の存在、不在または進行の程度を決定するために、検体から得ら
れた値を、バイオマーカーに関する既知の値と比較することを含む。該方法はさらに、比
較の結果を個体に知らせたり、あるいは、前記比較に基づいて、治療の方針、予後または
診断を決定することを含むことができる。
【０５４７】
　幾つかの実施形態では、該方法は、個体からの複数のサンプルを分析することを含み、
これらはしばしば連続した時間に渡って採取されものであり、そして、テストされる特定
の状態についてマーカー濃度の変化の程度及び／又は変化レートを決定することと、その
程度及び／又は変化レートを、正常値及び／又は異常値と比較することを含む。
【０５４８】
　状態の存在、不在または進行を決定する際に高機能なレベルを増加させる場合、絶対的
な値および変化レートなども用いてもよいと理解されるであろう。
【０５４９】
　一例において、本発明は、個体の肺癌の存在、不在または進行をスクリーニングする方
法を提供する。
【０５５０】
　幾つかの実施形態では、個体は、肺癌について高いリスクにある人間であってもよく、
こうした個体は、例えば、喫煙や職業上の被爆、例えば、アスベスト被爆などによる肺の
発癌性物質に曝された個体、そして、約５０年、５５年、６０年、６５年、７０年または
８０年の年齢の個体、または、既存の肺癌または他の癌についての治療を受けている個体
などを含む。
【０５５１】
　本発明は、１ナノモル、１ピコモル、１フェムトモル、１アトモルまたは１ゼプトモル
のレベルでマーカーを検出できる分析器を用いて、肺癌及び／又は１つ又はそれ以上の特
定タイプの肺癌、例えば、小細胞癌など、の１つ又はそれ以上のマーカーに関して、個体
からの痰(sputum)、ＢＡＬ、血液、血清または血漿サンプルを分析することを含む。
【０５５２】
　幾つかの実施形態では、検出レベルは、１ピコモル未満である。
【０５５３】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、バイオマーカーが、１ナノモ
ル、１ピコモル、１フェムトモル、１アトモルまたは１ゼプトモル未満の濃度で存在して
、サンプルのサイズが、約１００、５０、４０、３０、２０、１０、５、２、１、０．１
、０．０１、０．００１、０．０００１μｌ未満である場合、一方のサンプルから他方の
サンプルへ、約０．１、１、２、５、１０、２０、３０、４０、５０、６０または８０％
未満のマーカー濃度変化を検出できる。
【０５５４】
　幾つかの実施形態では、分析器または分析器システムは、バイオマーカーが約１ピコモ
ル未満の濃度で存在している場合、約５μｌ未満のサンプルセットにおいて約２０％未満
の濃度変化を検出できる。
【０５５５】
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　該方法はさらに、個体での肺癌の存在、不在または進行の程度を決定するために、分析
で得られた値を、バイオマーカーに関する既知の値と比較することを含む。該方法はさら
に、比較の結果を個体に知らせたり、あるいは、前記比較に基づいて、治療の方針、予後
または診断を決定することを含むことができる。
【０５５６】
　幾つかの実施形態では、ある時間に渡って同じ個体から得られたバイオマーカーのレベ
ルについての値を相互に比較することと、上述のように、肺癌についての診断、予後、見
込みの程度、進行の程度を決定することとを含む。
【０５５７】
　さらに、本発明の方法は、例えば、治療の結果及び／又は治療のテストの成果を決定す
るために、パネルの発見および使用の感度を増加させることができる。
【０５５８】
　例えば、癌組織を削減または除去する方法を必要とする癌の治療において、癌がどれぐ
らいの速さでいつ再発するかを知るのに有用である。
【０５５９】
　本方法の感度は、こうした情報を、再発のかなり早期の段階で、かなり高い精度で入手
可能になり、病状の再発でより早期の段階でアクションをとることができる。
【０５６０】
　これは、当然ながら、以前は正常な個体での病気の発症のスクリーニングについても同
様である。
【０５６１】
　さらに、本発明の分析器および方法についての感度およびマルチプレキシングにより、
種々のタイプの臨床、研究、農業および工業の応用について、本発明の方法の使用が可能
になる。
【０５６２】
　こうして、バイオマーカーのパネルは、スクリーニングおよび他の研究応用で使用され
るように、反復性のある分析物のために設計することができる。分析の感度が、今まで生
物医学的研究で用いられていたものより大幅に高いためであり、今まで可能であったもの
よりはるかに低いレベルでマーカーの変化を検出することができ、そして新しいバイオマ
ーカーを発見し使用することが可能になる。
【０５６３】
　幾つかの実施形態では、以前は使用されていない新しいバイオマーカーがバイオマーカ
ーのパネルにおいて使用でき、あるいは、低い感度のレベルで以前使用していたバイオマ
ーカーが、本発明のパネルにおいて使用できる。
【０５６４】
　従って、幾つかの実施形態では、本発明の方法は、個体からのサンプルを、２つの取り
調べ空間を持つ単一粒子検出器で分析することを含み、少なくとも１、２、３、４、５、
６、７、８、９、１０、１５、２０、３０、４０、５０１００、または１００以上のタイ
プの粒子が検出可能であり、もし存在すれば、単一サンプル中で、１ｎＭ、１ｐＭ、１０
０ｆＭ、１０ｆＭ、５ｆＭ、４ｆＭ、３ｆＭ、２ｆＭ、１ｆＭ、０．５ｆＭ、０．１ｆＭ
、０．０１ｆＭ、０．００１ｆＭ、０．０００１ｆＭ、０．００００１ｆＭ、または０．
０００００１ｆＭ未満の感度で検出可能である。
【０５６５】
　粒子の個々のタイプは、異なる検出レベルを有ししてもよい。
【０５６６】
　本発明の方法は、増加した感度およびサンプルを多重処理する能力を提供することから
、この方法で必要なサンプルのサイズは、相応に減少させることができる。
【０５６７】
　本発明の幾つかの実施形態では、サンプルは生物学的流体であり、例えば、体液（例え
ば、血清）であり、サンプルサイズは、１０００、５００、２００、１００、７５、５０
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、４０、３０、２０、１０、５、４、３、２、１、０．１、０．０１、０．００１、また
は０．０００１μｌ未満にできる。
【０５６８】
　こうしたサンプルで分析できる粒子の異なるタイプの数は、１つ、または１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、３０、４０、５０、１００、または１００
以上でもよい。
【０５６９】
　幾つかの実施形態では、サンプルサイズは、約１μｌ～約５００μｌ、約１０μｌ～約
２００μｌ、約１０μｌ～約１００μｌ、約１０μｌ～約５０μｌ、または約５０μｌで
あり、分析される粒子タイプの数は、約１～約５０、約１～約２０、または約１～約１０
である。
【０５７０】
　幾つかの実施形態では、サンプルの分析は、一定時間間隔で生ずる。
【０５７１】
　幾つかの場合、分析は、約１日内、または約１２、８、４、２、１、０．５、０．４、
０．３、０．２、０．１、０．０５、０．０１、または０．０１未満の時間内で行われる
。
【０５７２】
　ある実施形態では、本発明は、２つの取り調べ空間を持つ単一粒子検出器を用いて、複
数のサンプルを分析する方法を提供するものであり、各サンプルは、平均で１時間未満、
０．５時間未満、０．２時間未満、または０．１時間未満、または５、４、３、２、１、
０．５、または０．１分未満で分析される。
【０５７３】
　一実施形態では、本発明は、２つの取り調べ空間を持つ単一粒子検出器を用いて、臨床
サンプルを分析する方法を提供するものであり、各サンプルは、平均で１時間未満、０．
５時間未満、または０．１時間未満で分析される。
【０５７４】
　一実施形態では、本発明は、個体が病気を患っているか否かを決定する方法を提供する
ものであり、２つの取り調べ空間を持つ単一粒子検出器を用いて、バイオマーカーの存在
、不在または濃度について、個体からのサンプルを分析することを含み、サンプルの分析
は、２時間未満、１時間未満、０．５時間未満、０．２５時間未満、０．１時間未満、ま
たは０．０１時間未満で行われる。
【０５７５】
　該方法はまた、個体からのサンプルを取得すること、及び／又は分析の結果を個体に報
告することを含む。
【０５７６】
　一実施形態では、本発明は、分析の結果を、サンプルが採取された個体またはその代理
人に報告することを含む方法を提供するものであり、２つの取り調べ空間を持つ単一粒子
検出器を用いて、ＴＲＥＭ－１の存在、不在または濃度について個体からのサンプルを分
析することを含み、サンプルの分析は、１時間未満で行われる。
【０５７７】
　粒子の存在、不在または濃度の検出は、サンプルが採取された個体、またはサンプルが
採取された個体のためのヘルス職業介護者に報告される。
【０５７８】
　幾つかの実施形態では、診断、予後、監視、及び／又は提案された治療方針が、粒子の
存在、不在または濃度に基づいて行われる。
【０５７９】
　幾つかの実施形態では、診断、予後、監視、及び／又は提案された治療方針は、サンプ
ルが採取された個体、または代理人、サンプルが採取された個体のためのヘルス職業介護
者に報告される。
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【０５８０】
　本発明の方法は、研究者またはヘルス職業者など個人に、研究または臨床または前臨床
のトライアルを評価するための情報を提供する能力をも提供することは理解されよう。
【０５８１】
　例えば、遺伝情報および病気と決定遺伝子の突然変異との関連の入手可能性は、研究お
よび臨床の分析の豊富な分野を生成している。
【０５８２】
　遺伝情報（即ち、遺伝変異性を決定するための核酸の分析）およびプロテオミクス(pro
teomic)情報（即ち、遺伝変異性の発現を決定するための実際の蛋白質の分析）の両方は
、研究および臨床の設定において有用である。
【０５８３】
　一般に、決定遺伝子の突然変異についての情報に基づく研究または診断の方法は、ポリ
メラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）およびその変形の使用を必要としていた。
【０５８４】
　本発明の感度は、核酸の増幅の必要性なしで、核酸または蛋白質またはその両方から突
然変異の事象の検出を可能にする。
【０５８５】
　さらに、多くの蛋白質の存在、不在及び／又は濃度での変化は、その発現は特定の遺伝
的構成に関連しており、及び／又は病理学的状態は、本発明の方法によって容易に検出で
きるものであり、例えば、病理学的状態での影響に関してテストされる薬品の影響につい
て、迅速で敏感なスクリーニングを可能にする。
【０５８６】
　多くの異なるマーカー、例えば、蛋白質は、同時に検出してもよく、及び／又は、単一
サンプル中で定量化してもよい。
【０５８７】
　本発明の追加の工業的および環境的な応用は、プロセス制御、環境モニタリングおよび
食品安全を行うことを含む。
【０５８８】
　例えば、土壌、水、空気などの環境源や、廃棄流、水資源、供給ライン、生産ロットな
どの工業源からのサンプルは、汚染について分析できる。確からしい汚染の例は、殺虫剤
、石油製品、工業副産物、有機体などである。
【０５８９】
　同じ汚染物質の多くは、食品供給に懸念され、特に、穀類中の菌、肉類、猟鳥獣類(gam
e)、製品または日用製品の中のバクテリアなどの有機体である。
【０５９０】
　工業的応用は、生物学的反応などの発酵媒体の品質制御、または醸造などの食品発酵プ
ロセスを含む。
【０５９１】
　更なる態様において、本発明は、ビジネスを行う方法を提供する。一実施形態では、本
発明は、サンプルの分析結果を得るために、２つの取り調べ空間を持つ、単一粒子（例え
ば、単一の分子）を検出可能な検出器の団体(entity)による使用と、前記結果を報告する
ことと、結果の報告について団体への支払いとを備えるビジネスを行う方法を提供する。
【０５９２】
　幾つかの実施形態では、検出器は、ここで説明した実施形態の何れでもよい。
【０５９３】
　幾つかの実施形態では、該団体は、ＣＬＩＡ(Clinical Laboratory Improvement Amend
ments)研究所である。幾つかの実施形態では、該団体は、ＣＬＩＡ研究所ではない。サン
プルは、単一粒子検出器によって分析可能なサンプルの何れのタイプでもよい。
【０５９４】
　幾つかの実施形態では、サンプルは、個体からのものである。この個体は、ここで説明
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したような何れのタイプの個体でもよい。
【０５９５】
　幾つかの実施形態では、個体は、スクリーニング、診断、予後、監視及び／又は治療方
法の決定が望まている患者（例えば、動物や人間）である。
【０５９６】
　幾つかの実施形態では、個体は、臨床試験または前臨床試験の研究に参加している個体
（例えば、動物や人間）である。
【０５９７】
　幾つかの実施形態では、サンプルは、例えば、生物医学的研究、農業的研究、工業的研
究、教育的研究、バイオテロ研究などの研究プロジェクトの一部である個体からのもので
ある。
【０５９８】
　幾つかの実施形態では、支払いは、結果の報告を受け取る個人、例えば、ヘルスケア職
業者、及び／又は、サンプルが採取された個人によって、分析を実施する団体、例えば、
ＣＬＩＡ研究所に対して行ってもよく、あるいは、支払いは、サンプルが採取された個人
によって、分析を実施する団体からの報告を受け取る個人、または団体自体、またはその
両方もしくはこれらの組合せに対して行ってもよい。
【０５９９】
　他の実施形態では、本発明は、ビジネスを行う方法を提供するものであり、個体からの
サンプルの分析結果を得るために、２つの取り調べ空間を持つ、単一粒子を検出可能な検
出器のヘルスケア提供者による使用と、前記結果を個体またはこれらの代理人に報告する
ことと、前記結果報告について個体による支払いとを備える。
【０６００】
（実施例）
　下記実施例は、例として提供されものであり、残る開示を限定するものではない。
【０６０１】
　ＤＮＡ断片、粒子、蛋白質、ウイルス、核酸と結合したオルガネラをポンプ供給して、
電気泳動にかけた。
【０６０２】
　データは、次のように分析した。フォトンを収容する隣接ビン(bin)を、分析ソフトウ
エアを用いて粒子から導出されるフォトンバーストにグループ分けした。
【０６０３】
　電気泳動を利用する実験について、粒子導出のフォトンバーストは相互相関をとって、
これらの電気泳動速度（２つの検出器での検出時間オフセット）を決定した。
【０６０４】
（実施例１：ＤＮＡ断片の検出－電気泳動速度および希釈曲線）
　Ａ６４７を用いてラベル付けした７．２ｋｂのＤＮＡ断片を使用して、核酸の電気泳動
を示した。Ｍ１３ｍｐ１８ＲＦＩ　ＤＮＡ（ニューイングランドバイオラボ社(New Engla
nd Biolabs, Beverly, MA)を、ＳｍａＩによって単一の制限酵素認識部位(single restri
ction)において消化した(digest)した。
【０６０５】
　得られた７．２ｋｂの断片は、ＵＬＹＳＩＳ（登録商標）核酸ラベリングキット（モレ
キュラープローブ社(Molecular Probes, Inc., Eugene, OR)）を用いて、製造者の指示に
従って、アレクサフルオル６４７(AlexaFluor647)でラベル付けした。
【０６０６】
　アレクサフルオルでラベル付けしたＤＮＡの濃度は、２６０ｎｍでの吸収度から決定し
た。アレクサフルオルの濃度は、６５０ｎｍでの吸収度から決定した。
【０６０７】
　ラベリングの程度は、ＤＮＡ粒子当たり１９０個の染料(dye)であった。原液から階段
希釈(serial dilution)を行って、０．０３と１００ｆＭの間の濃度範囲に作成した。
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【０６０８】
　各サンプルは、本発明で説明した分析器に投入して、４分間、電気泳動にかけた。
【０６０９】
　０および０．１ｆＭのＤＮＡを持つサンプルの粒子相互相関のヒストグラムプロットの
例を、図６に示す。
【０６１０】
　０．１ｆＭでは、９個の粒子のピークが１４２ｍｓで検出され、一方、バックグランド
サンプルは、－７８ｍｓで１個の粒子を有していた。
【０６１１】
　検出した粒子の数と、１００ｆＭまでのサンプル濃度との間は、線形関係を示した。
【０６１２】
（実施例２：バイオマーカー用のサンドイッチ分析試料）
　最近の報告は、ＴＲＥＭ－１を、バクテリアまたは菌の感染のバイオマーカーとして確
立した（文献（Bouchon et al. (2000) J. Immunol. 164:4991-5; Colonna (2003) Nat. 
Rev. Immunol. 3:445-53; Gibot et al. (2004) N. Engl. J. Med. 350:451-8; Gibot et
 al. (2004) Ann. Intern. Med. 141:9-15.）を参照）。
【０６１３】
　ＴＲＥＭ－１用の分析試料は、サンドイッチ分析試料フォーマットを用いて開発した（
個々の分子検出用のサンドイッチ分析試料、米国仮特許出願第６０／６２４７８５号）。
ＴＲＥＭ－１用の分析試料試薬は、Ｒ＆Ｄシステム社(R&D Systems, Minneapolis, MN)か
ら商業的に入手可能である。
【０６１４】
　分析評価は、９６個のウエルプレート中で行った。モノクローナル抗体は、捕捉試薬と
して使用した。他のモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体は、検出のために使用
した。検出抗体は、アレクサフルオル６４７(AlexaFluor647)（登録商標）でラベル付け
した。
【０６１５】
　分析手順は、下記のとおりであった。
　１．プレートを捕捉抗体でコートして、５回洗浄。
　２．１％ＢＳＡ、ＰＢＳの５％蔗糖でブロック。
　３．希釈ターゲットを血清に添加し、培養して、５回洗浄。
　４．検出抗体を添加し、培養して、５回洗浄。
　５．０．１Ｍのグリシン　ｐＨ２．８を添加し、プレートから、結合した試料成分を遊
離。
　６．処理プレートから検出プレートへサンプルを移し、サンプルのｐＨを中性とし、単
一粒子分析器システムで走らせる。
【０６１６】
　図７は、分析試料を用いて生成したＴＲＥＭ－１の標準曲線を示す。分析試料は、１０
０～１５００フェムトモルの測定範囲で線形であった。Ｒ＆Ｄシステム社からのＥＬＩＳ
Ａ試料は、最近、導入された。これらのＥＬＩＳＡ試料について報告された標準曲線は、
６０～４０００ｐｇ／ｍｌの間である。
【０６１７】
　この実施例は、我々が、標準曲線において１００ｆＭ（４．７ｐｇ／ｍｌ）をルーチン
で測定可能であることを示唆しており、約１０倍以上の感度を可能にしている。
【０６１８】
　ＩＬ－６の検出用に構成されたサンドイッチ分析試料も、商業的に入手可能な試薬（Ｒ
＆Ｄシステム社）を用いて開発した。
【０６１９】
　手順は、ターゲット希釈および捕捉抗体ペアがＲ＆Ｄシステム社によって説明したもの
である点以外は、ＴＲＥＭ－１に関して上述したものとほぼ同じである。検出抗体は、ア
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レクサフルオル６４７を用いてラベル付けしたＲ＆Ｄシステム社の抗体であった。
【０６２０】
　分析試料は、ＩＬ－６の検出を０．５ｐｇ／ｍｌ未満で可能にした（図８Ａと図８Ｂ）
。検出の限界は、０．０６ｐｇ／ｍｌと計算された。この感度レベルは、０．５と１０ｐ
ｇ／ｍｌの間の範囲にあるＩＬ－６の通常レベルの検出に優れている。
【０６２１】
　ＩＬ－６を含む商業的に入手可能な多重処理した分析試料と比較して、このシステムは
、検出レベルで著しい改善を提供する。
【０６２２】
　Ｒ＆Ｄシステム社の分析と比較して、検出限界はほぼ同じ（図８Ｃ）であるが、このシ
ステムは、マルチプレキシングの利点を提供し、増幅ステップに依存しない。これらの２
つは、Ｒ＆Ｄシステム社の分析では必要である。
【０６２３】
　単一粒子分析器システムは、分子の全体(ensemble)測定を行うもののと比べて、低い濃
度溶液で個々の分子を計数することによって定量化が行われる点で、ＥＬＩＳＡデータと
相違する。フォーマットは、後者よりもより正確である。
【０６２４】
（実施例３：ビーズベースの分析評価）
　上述した２つの分析試料は、同じマイクロタイタープレートのフォーマットを使用して
おり、プラスチック表面がターゲット分子を固定化するために用いられる。
【０６２５】
　結合していない部分から結合の分離を達成するために、単一粒子分析器システムは、マ
イクロ粒子またはビーズを用いて溶液中で行われる試料評価と互換性がある。
【０６２６】
　図９は、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）を検出する、ビーズベースの分析評価の結果を
示す。このデータは、サンドイッチ分析試料が、ビーズベースのフォーマットに直接に移
送可能で、該システムで使用可能であることを示す。
【０６２７】
　超常磁性のストレプトアビジンのマイクロビーズ（ミルテンニバイオテク社(Miltenyi 
Biotec, Auburn, CA)）を、ビオチン化抗ＴＳＨ捕捉抗体を用いてコートした。
【０６２８】
　０～２００ｆＭのＴＳＨの希釈は、リン酸緩衝生理食塩水の中で過剰なマイクロビーズ
を用いて、４℃での培養によって捕捉した。
【０６２９】
　捕捉したＴＳＨを持つマイクロビーズは、高い傾斜磁気分離コラムで回収し洗浄した（
ミルテンニバイオテク社）。
【０６３０】
　ビーズは、コラムから除去して、アレクサフルオル６４７（モレキュラープローブ社(M
olecular Probes, Inc., Eugene, OR)）を用いてラベル付けした抗ＴＳＨ検出抗体を用い
て、２時間、３７℃で培養した。
【０６３１】
　捕捉ＴＳＨと結合した検出抗体を持つビーズは、回収して、リン酸緩衝生理食塩水を用
いて洗浄し、コラムから除去した。
【０６３２】
　ビーズは、５０～２００フェムトモルＴＳＨの測定範囲で線形な応答を生成する粒子分
析システムで走らせた（図９）。
【０６３３】
（実施例４：人間血清中のターゲット蛋白質の検出）
　血清中のターゲットを検出するために、上述したものと同様なサンドイッチ分析試料を
開発した。
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【０６３４】
　この分析試料では、既知の量のＴＳＨを、１０％の人間血清を含有するサンプルに添加
した。ＴＳＨに限定的なラベル付けした抗体を添加し、結合していないラベルを除去し、
サンプルを単一粒子分析器システムで走らせた。
【０６３５】
　その結果は、図１０に示すように、添加したＴＳＨ全てが分析において回収された。
【０６３６】
（実施例５：サブｆＭ濃度の核酸ポリマーの検出）
　３ＤＮＡ（登録商標）デンドリマー(dendrimer)は、多く分岐し、相互連結した核酸粒
子からなる粒子である。ジェニスフェア社（Genisphere Inc., Hatfield, PA）から入手
した、Ａ６４７でラベル付けした４層のデンドリマーを、粒子の電気泳動を示すために用
いた。
【０６３７】
　製造者は、デンドリマーは、２０ｎｇ／μｌの濃度で、デンドリマー当り約３７５染料
を用いてラベル付けした、約３７０００のデオキシヌクレオチドを含むと明記する。これ
らの製造者仕様を、サンプルのモル濃度を計算するために用いた。
【０６３８】
　原液から階段希釈を行って、０．０３と３３ｆＭの間の濃度範囲に作成した。各サンプ
ルは、本発明で説明した分析器に投入して、４分間、電気泳動にかけた。
【０６３９】
　０および０．０３ｆＭのデンドリマーを持つサンプルについて、粒子相互相関のヒスト
グラムプロットの例を、図１１に示す。
【０６４０】
　０．０３ｆＭでは、全部で１７．６個の粒子が１６３ｍｓおよび２２７ｍｓのピークで
検出され、一方、バックグランドサンプルは、１１９ｍｓで１個の粒子を有していた。
【０６４１】
　検出した粒子の数と、３３ｆＭまでのサンプル濃度との間は、線形関係を示した。
【０６４２】
　０および０．０３ｆＭのサンプルについて、隣接フォトンバーストの相互相関の結果の
例を図１２に示す。後者は、フォトンのピークが２０６ｍｓで検出され、一方、バックグ
ランドサンプルは０個の検出フォトンを有することを示した。
【０６４３】
（実施例６：ＢＳＡの検出－ＳＤＳ電気泳動および希釈曲線）
　蛋白質の電気泳動を示すために、Ａ６４７でラベル付けしたウシ血清アルブミン（ＢＳ
Ａ）を用いた。ＢＳＡは、製造者の指示に従って、Ａ６４７カルボン酸（のスクシンイミ
ジルエステルを用いて共有結合でラベル付けした（モレキュラープローブ社Molecular Pr
obes, Inc., Eugene, OR)）。
【０６４４】
　共役でないアレクサフルオルは、マイクロコン(Microcon)ＹＭ－３０膜（ミリポール社
Millipore Corporation, Bedford, MA)）の限外ろ過によって、蛋白質から分離した
【０６４５】
　Ａ６４７ラベル付けＢＳＡの濃度は、２８０ｎｍでのアレクサフルオルの関与について
補正して、２８０ｎｍでの吸収度から決定した。アレクサフルオルの濃度は、６５０ｎｍ
での吸収度から決定した。ラベリングの程度は、蛋白質粒子当り１．９個のアレクサフル
オルであった。
【０６４６】
　原液から階段希釈を行って、０．０３と３０ｆＭの間の濃度範囲に作成した。
【０６４７】
　各サンプルは、本発明で説明した分析器に投入して、４分間、電気泳動にかけた。
【０６４８】
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　０および１０ｆＭの蛋白質を持つサンプルの粒子相互相関のヒストグラムプロットの例
を、図１３に示す。
【０６４９】
　１０ｆＭでは、３０個の粒子のピークが４２７ｍｓで検出され、一方、バックグランド
サンプルは、２５０ｍｓと６００ｍｓで４個の粒子を有していた。
【０６５０】
　検出した粒子の数と、３０ｆＭまでのサンプル濃度との間は、線形関係を示した。
【０６５１】
（実施例７：ウイルスの検出－電気泳動移動度）
　ウイルスの検出を示すために、Ｍ１３Ｋ０７をＡ６４７ゼノン(Zenon)ラベル付け抗Ｇ
Ｐ８抗体と結合した。
【０６５２】
　抗ＧＰ８抗体は、ゼノン（登録商標）ＩｇＧラベリングキット（モレキュラープローブ
社Molecular Probes, Inc., Eugene, OR)）を用いて、室温で５分間でラベル付けした。
【０６５３】
　３．７ｐＭのＭ１３Ｋ０７ニューイングランド・バイオラボ(New England Biolabs, Be
verly, MA)を、１１０ｐＭのラベル付けした抗ＧＰ８抗体とともに、１ｘＰＢＳ中で、４
℃で夜通し培養した。
【０６５４】
　ラベル付けしたファージは、反応物をＳ－４００ＨＲスピンコラムに２回かけることに
よって、自由な抗体から精製した。
【０６５５】
　Ｓ－４００コラムからの溶出液は希釈し、本発明で説明した分析器に投入して、４分間
、電気泳動にかけた。
【０６５６】
　粒子相互相関のヒストグラムプロットの例を、図１４に示す。ウイルス粒子の移動度は
、電流の関数で増加した。また、ウイルスの濃度は、各条件で同じであったが、４分間で
検出した粒子の数は、最も遅いサンプル（１μＡ）で最小であり、予想より高い速度で増
加した。
【０６５７】
（実施例８：バクテリアおよびウイルスの検出）
　免疫学的検定を用いて、バクテリアやウイルスなどの有機体全体を測定するために、分
析試料を開発した。
【０６５８】
　図１５は、微生物を検出するために使用した分析結果を示す。大腸菌Ｋ１２　ＪＭ１０
９を検出するために、ビーズベース分析試料を用いた。細胞は、アレクサフルオル６４７
（登録商標）と共役した抗体（ウサギポリクローナル）とともに、１時間、室温で培養し
た。
【０６５９】
　バクテリア懸濁液を０．２ミクロンフィルタを通して遠心分離し、細胞に結合した抗体
から、結合していない抗体を分離した。
【０６６０】
　細胞を８回洗浄し、遊離バッファ（０．１Ｍ　グリシン　ｐＨ２．８）中に再懸濁させ
、１０分間培養した。遊離溶液は、フィルタを通して遠心分離し、中和し、粒子分析シス
テムで走らせた。
【０６６１】
　ウイルスの検出に関して、希釈した原液からのＭ１３ファージ粒子（ニューイングラン
ド・バイオラボ(New England Biolabs, Beverly, MA)）は、室温での培養により、マイク
ロタイタープレートのウエルと受動的に結合したような分析試料を用いた。ウエルは、吸
引し、３０分間、ブロックした。
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【０６６２】
　抗Ｍ１３抗体は、ゼノン（登録商標）（モレキュラープローブ社）を用いてラベル付け
し、１０００ｎｇ／ｍｌでウエルに添加した。プレートは、１時間培養し、洗浄し、結合
した材料は０．１Ｍ　グリシン　ｐＨ２．８を用いて遊離し、中和し、単一粒子分析器シ
ステムで走らせた。
【０６６３】
　図１５のデータを生成するために用いた分析評価は、バックグランドを低減し、検出を
最大化し、または分析時間を最小化するように最適化した。最適化は、より低い検出限界
を可能とし、２時間で結果が得られた。
【０６６４】
　大腸菌をモデルとして選択することの理論的根拠は、抗体の入手可能性と検出の分析評
価である。
【０６６５】
　大腸菌は、よく研究され、その鎖が主に抗原型に基づいて区別される多様な有機体であ
る。このことは、特徴付けを通じて、現在では７００を超える数である多くの抗原型を区
別するために開発された多数の抗体に反映されている(www.textbookofbacteriology.net)
。
【０６６６】
　これは、分析評価開発にとって利点と欠点の両方である。利点は、選択すべき多くの候
補の抗体が存在することであり、高い品質のものを見つける可能性が高い。欠点は、特殊
性の問題を極めて注意深く処理する必要になることである。
【０６６７】
　理想的には、対象となる抗原型だけを検出し、他のものは検出しない抗体ペアを選択で
きる。現実には、捕捉及び／又は検出抗体は、対象となる鎖と限定的に反応し、他の鎖と
ほとんど相互花脳しない抗体プールで構成する必要がある。
【０６６８】
　特別に懸念されるものは、臨床サンプルのどこにでも存在し、ありふれた汚染物質であ
る非病原性の鎖である。最善の抗体をうまく選択することは、冗長でルーチンの選別プロ
セスが必要になる。
【０６６９】
　本発明の分析器および分析器システムの高いスピードは、この選別プロセスの完了を劇
的に容易にする。
【０６７０】
　抗体プールを用いた場合、各抗体の濃度をバランスさせて、それぞれ関連した鎖の均一
な検出を提供するようにする。
【０６７１】
　非病原性の大腸菌鎖との相互反応性をテストするのに加えて、相互反応性を、他の病原
体、例えば、ブドウ球菌、エンテロバクター、カンジダ、シュードモナス鎖などについて
調査する。これらの他の病原体を限定的に検出する分析試料が開発されている。
【０６７２】
　臨床試験が行われるときおよび一定の前に、各分析試料が、そのターゲット病原体を限
定的に検出し弁別することを確保するために、広範な相互反応性テストが行われる。
【０６７３】
　血液サンプル中のバクテリア濃度は、活性敗血症を持つ患者からのサンプル中であって
も低いことは予想される。各バクテリアは、その限定的抗体について多くの結合部分を含
むため、分析試料が「ビルトイン」増幅を有する場合であっても、追加の増幅ステップが
必要になるかもしれない。
【０６７４】
　追加の信号増幅ステップは、これらの免疫学的検定で可能であり、本発明の分析器によ
る検出と互換性があることは説明した。増幅は、検出抗体と共役したアルカリ性ホスファ



(72) JP 2008-514955 A 2008.5.8

10

20

30

40

50

ターゼの酵素活性によって達成される。例えば、ストレプトアビジンと共役したアルカリ
性ホスファターゼ(Roche, Basel, Switzerland)は、固定化したビオチンと結合する。
【０６７５】
　結合していない酵素を除去するために洗浄した後、非蛍光性アルカリ性ホスファターゼ
基質が添加され、サンプルともに数分間培養する。共役の抗体酵素によって生成した蛍光
物質の個々の分子は、分析機器で計数する。
【０６７６】
　このタイプのモデル実験では、アルカリ性ホスファターゼは、０～１５０分子／２００
μｌの既知の濃度に希釈し、そして、基質（９Ｈ－（１，３－ジクロロ－９，９－ジメチ
ルアクリジン－２－ＯＮＥ－７－ｙｌ）リン酸、ジアンモニウム塩［ＤＤＡＯ－リン酸塩
、モレキュラープローブ社］）と反応させ、蛍光物質に開裂させた。
【０６７７】
　この反応は、３７℃、６０分間、培養した。この反応はを停止し、ここで説明した２－
取り調べ空間分析器で走らせた。
【０６７８】
　図２９は、各酵素濃度での計数した蛍光物質分子の数を示す。２００μｌサンプルから
は、１０個より少ない酵素分子か検出された。
【０６７９】
　この基本的な方法論は、直接的なバクテリアまたはウイルス検出が、関連する臨床測定
にとって敏感でない場合、または分析の感度を、以前では特徴付けしていない領域まで拡
張したい場合に、採用される。
【０６８０】
　信号のこの酵素増幅は、上述したように、個々のバクテリアを検出するためにも使用で
き、あるいは、酵素－リガンド共役が結合可能であり、結合してない酵素－リガンドは除
去されたり不活性になるような任意の検体を検出するためにも使用できる。
【０６８１】
　血液中の大腸菌を検出するために、血液サンプル中の大腸菌が、培養成長したバクテリ
アと同じように行動するように、試薬および条件が定義され、正確な濃度測定は標準曲線
から決定できる。
【０６８２】
　分析評価は、生育可能および生育不能ま有機体の両方を検出するようになるため、分析
評価は、培養によって示されるものより多数のターゲットの有機体の存在を明らかにでき
る。
【０６８３】
　患者サンプル中での治療用抗生物質の存在は、該システムを用いたバクテリア検出に影
響を及ぼすとは予想していない。血液は、バクテリアターゲットへの分析抗体の結合を干
渉し得る多くの分子を含む。所望の結合反応を最大化し、他の全てを最小化する条件を定
義することは重要である。
【０６８４】
（実施例９：質量タグを用いたラベリングが、蛋白質複合体の電気泳動速度をシフトさせ
る）
　ストレプトアビジンラベル付けＰＢＸＬ－３（ＰＢＸＬ－３／ＳＡ）（マルテック・バ
イオサイエイス社(Martek Biosciences Corp., Columbia, MD)）は、ビオチンラベル付け
した１ｋｂのＰＣＲ断片（ｂ－ＮＡ）と組み合わせて、結合相互作用の検出を示した。
【０６８５】
　等モル濃度のＰＢＸＬ－３／ＳＡおよびｂ－ＮＡ（８００ｐＭ）を、室温で少なくとも
１時間、１０ｎＭトリス中で培養し、０．１％カゼイン加水分解物を持つ０．５ｍＭのＥ
ＤＴＡ　ｐＨ８．１をキャリアとした。
【０６８６】
　ＰＢＸＬ－３／ＳＡ単独、およびビオチン無し（ＮＡ）で同じ１ｂの断片をもつＰＢＸ



(73) JP 2008-514955 A 2008.5.8

10

20

30

40

50

Ｌ－３／ＳＡの対照培養も行った。
【０６８７】
　培養に続いて、サンプルは１００００倍に希釈し、最終濃度を２ｍＭトリスで８ｆＭ、
０．１ｍＭのＥＤＴＡ　　ｐＨ８．１とした。サンプルは、本発明で説明した分析器に投
入して、４分間、電気泳動にかけた。
【０６８８】
　粒子相互相関のヒストグラムプロットの例を、図１６に示す。核酸の不在では、オルガ
ネラ（ＰＢＸＬ－３／ＳＡ）３６８でのピークとして移動した（パネルＡ）。
【０６８９】
　核酸と結合すると、より早く移動し、２９４ｍｓのピークシフトが見られた（パネルＢ
）。
【０６９０】
　４０９ｍｓでのピークとして移動するオルガネラ中で得られる反応物中のその存在（ビ
オチンタグ無し）により、核酸がオルガネラと結合すると、シフトだけが発生した（パネ
ルＣ）。
【０６９１】
（実施例１０：移動度による２つの粒子の弁別－ふるい無しの電気泳動）
　ウイルスと核酸の弁別を示すために、Ｍ１３Ｋ０７をＡ６４７ゼノン(Zenon)ラベル付
け抗ＧＰ８抗体と結合した。抗ＧＰ８抗体は、３倍過剰のゼノンＡ６４７を用いて、室温
で５分間ラベル付けした。
【０６９２】
　３．７ｐＭのＭ１３Ｋ０７（ニューイングランド・バイオラボによって報告されたプラ
ーク形成ユニットに基づく）を、１１０ｐＭのラベル付け抗ＧＰ８抗体とともに、１ｘＰ
ＢＳ中で室温で１時間培養した。反応物を４℃で一晩保存した。
【０６９３】
　ラベル付けしたファージは、反応物をＳ－４００ＨＲスピンコラムに２回かけることに
よって、自由な抗体から精製した。
【０６９４】
　溶離したサンプルは、１００００倍希釈し、本発明で説明した分析器に投入して、４分
間、電気泳動にかけた。
【０６９５】
　核酸サンプルは、Ｍ１３Ｋ０７から派生した１ｋｂのＰＣＲ断片であり、Ａ６４７でラ
ベル付けされていた。全てのサンプルは、８ｆＭの全体濃度で走らせた。
【０６９６】
　粒子相互相関のヒストグラムプロットの例を、図１７に示す。ＰＣＲ核酸断片およびウ
イルス／抗体の組合せの両方が存在している場合、２つのピークが２４５ｍｓと２９６ｍ
ｓに分解される（パネルＡ）。
【０６９７】
　ラベル付けした核酸単独は、３０２ｍｓでのピークで移動した（パネルＢ）。抗体と結
合したウイルス単独は、２２２ｍｓでのピークで移動した（パネルＣ）。
【０６９８】
（実施例１１：移動度による２つの粒子の弁別－直鎖ポリアクリルアミドを用いたＳＤＳ
電気泳動）
　Ａ６４７でラベル付けしたＩｇＧおよび１．１ｋｂのＰＣＲ部分のサンプルを、１８ｍ
Ｍトリス、１８ｍＭグリシン、ｐＨ８．６、０．２％の直鎖ポリアクリルアミド（ＬＰＡ
、５００００００～６００００００ＭＷ）、０．０１％のドデシル硫酸ナトリウム、およ
び、それぞれ１μｇ／ｍｌのウシ血清アルブミン（フィコルFicoll（登録商標））、およ
びポリビニルピロリドンで調製した。
【０６９９】
　サンプルを、分析器毛細管にポンプ供給して、ポンプを停止し、電界を印加した（３０
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０Ｖ／ｃｍ）。
【０７００】
　粒子の相互相関を時間オフセットの関数で決定した。１分間データを回収し分析した。
【０７０１】
　粒子相互相関のヒストグラムプロットの例を、図１８に示す。
【０７０２】
　パネルＡは、Ａ６４７でラベル付けしたＩｇＧだけを２６ｆＭの濃度で含むサンプルは
、７５ｍｓでの相互相関事象のピークを示したことを表し、ＩｇＧが２つの取り調べ空間
を移動するのに必要な時間である。
【０７０３】
　パネルＢは、Ａ６４７でラベル付けしたＰＣＲ部分だけを１０ｆＭの濃度で含むサンプ
ルは、２２０ｍｓでの相互相関事象のピークを示したことを表し、ＰＣＲ部分が２つの取
り調べ空間を移動するのに必要な時間である。
【０７０４】
　パネルＣは、Ａ６４７でラベル付けしたＩｇＧおよびＰＣＲ部分を、それぞれ１３ｆＭ
および５ｆＭの濃度で含むサンプルは、一方が７５ｍｓ、他方が２１５ｍｓでの相互相関
事象の２つのピークを示したことを表し、分析評価は、説明した分析条件下で、分析器に
おいてこれらの異なる移動時間に基づいて、これらの２つ分子を弁別することが可能であ
ることを示した。
【０７０５】
（実施例１２：粒子の間接検出－ターゲット分子から遊離したラベルの検出）
　ビオチン化した抗甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）抗体を、ストレプトアビジンでコート
した９６個のウエルプレートに固定し、余分な結合していない抗体を洗い流した。
【０７０６】
　ＴＳＨ抗原およびＡ６４７ラベル付けした抗ＴＳＨ抗体を、１％のウシ血清アルブミン
（ＢＳＡ）、０．１％のＴｗｅｅｎ（登録商標）２０を有するリン酸緩衝生理食塩水のウ
エルに添加した。
【０７０７】
　プレートを撹拌で培養した。液体を吸引によって除去し、ウエルを３回洗浄した。Ａ６
４７ラベル付け抗体は、０．１Ｍのグリシン－ＨＣｌ、ＰＨ２．８との培養により、ＴＳ
Ｈサンドイッチから解離した。
【０７０８】
　自由なＡ６４７ラベル付け抗体を回収して希釈し、ＳＭＤによって分析した。
【０７０９】
　遊離したラベルと元のターゲット粒子濃度との線形関係を、図１９Ａに示す。
【０７１０】
　核酸のラベリングおよびラベルの遊離のために類似の方法が利用できることは、当業者
によって理解されるであろう。マットレイ等(Matray et al.）は、蛋白質および核酸の両
方についてラベリングおよびラベル遊離の方法を教示している(Matray, 2004)。当業者は
、ターゲットの蛋白質および核酸から遊離したラベルの混合物の分離および弁別が、元の
ターゲットについてのものと本質的に同じであることを認識するであろう。
【０７１１】
　図１９Ｂと図１９Ｃは、分析器を用いて、２つのラベルを弁別するための２つの可能な
方法を示している。
【０７１２】
（実施例１３：強度による２つの粒子の弁別）
　固有の蛍光性である蛋白質複合体(complex)ＰＢＸＬ－３は、核酸、Ａｌｅｘａ　Ｆｌ
ｕｏｒ（登録商標）６４７を用いてラベル付けした線状化ｐＵＣ１９と比べて、単位時間
当たり多くのフォトンを発生する。
【０７１３】
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　ｐＵＣ１９　ＤＮＡを、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）６４７を用いて、ＵＬＹ
ＳＩＳ（登録商標）核酸ラベリングキット（モレキュラープローブ社(Molecular Probes,
 Inc., Eugene, OR)）の手順に従ってラベル付けした。
【０７１４】
　リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）（１０ｍＭのリン酸ナトリウム、１５０ｍＭのＮａＣ
ｌ、ｐＨ７．２）に、０．０１％カゼイン加水分解物（シグマ－アルドリッチ社(Sigma-A
ldrich Corp., St. Louis, Missouri)）で補充して、蛋白質単独、核酸単独または両方の
混合物からなる希釈系列（２．５、５、７．５、１０、２０ｆＭ）を作成するために用い
た。サンプルは、１μＬ／分で、４分間ポンピングを行うことにより、分析器の中を移動
させた。
【０７１５】
　データは、平均バックグランドを超える４つの標準偏差より大きい検出信号の相互相関
によって分析した。
【０７１６】
　図２０Ａと図２０Ｂは、蛋白質複合体および核酸についての相互相関をとった信号のプ
ロットを示す。経過時間の範囲は、ピーク内事象自体のみを示し（図２０Ａと図２０Ｂを
参照）、異なる蛋白質複合体および核酸の特徴的な蛍光強度を強調するように限定した。
【０７１７】
　５００個のフォトンの輝度レベルを、カットオフ点として選択し、蛋白質複合体につい
ては明るい強度のウインドウと、核酸については低い強度のウインドウを分離した。
【０７１８】
　２つの分子種を弁別するこの手法を用いて、検出した事象の数を、蛋白質複合体および
核酸の両方について濃度系列で測定した。
【０７１９】
　標準曲線を、蛋白質複合体および核酸について両方の輝度ウインドウを用いてプロット
し、そして曲線の傾斜を決定した。
【０７２０】
　３つの異なる混合物において、蛋白質複合体および核酸をこれらの蛍光強度に基づいて
弁別した。ＰＢＸＬ－３とｐＵＣ１９の混合物中で検出した分子の数を、標準曲線の傾斜
に基づいて各成分の濃度を計算するために用いた。
【０７２１】
　蛋白質および核酸についての測定した濃度と予測値との比較により、サンプル中で検出
された分子の数を標準曲線と比較することによって、サンプル成分の濃度を決定できるこ
とを示す（図２０Ｃ）。
【０７２２】
　さらに、分子の計数によって決定した濃度は、サンプルを調製するために用いた未希釈
原液のマクロスケールの分光によって決定される濃度と極めて一致している。
【０７２３】
（実施例１４：単一粒子の性質を測定するための生物学的検定(bioassay)）
　生物学的粒子に関して広く用いられる分析試料は、抗体を捕捉して検出するために結合
する２つのエピトープ(epitopes)の同時存在を検出可能なサンドイッチＥＬＩＳＡ分析試
料を含む。これらは、典型的は、２つのエピトープに制限されており、感度が低く（典型
的にはｐＭまたはそれ以上）、単一のエピトープだけを持つ粒子を検出することができな
い。
【０７２４】
　蛍光共鳴エネルギー転送（ＦＲＥＴ）方法は、競合分析評価においてしばしば用いられ
、２つのエピトープの同時存在を検出するが、感度が低い。
【０７２５】
　質量分光は、しばしば、大きな粒子を、分析用に充分な揮発性を持つ断片に分裂する必
要があり、サンプル数全体について修正を平均化している。
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【０７２６】
　本発明のＳＭＤ分析器は、生物学的分析評価で使用可能な重要な利点、即ち、高い感度
と、バルク状態ではなく、粒子または分子複合体を単独で測定する能力と、電気泳動速度
に基づく粒子の弁別と、単一試料内で複数の波長を監視する能力とを提供する。
【０７２７】
　これらの利点は、ターゲット粒子についての複数の電磁放射特性を検出し、そして、こ
れらの電気泳動速度を決定するという分析器のユニークな機能的な能力によって達成され
る。
【０７２８】
（１４Ａ．サンドイッチ分析試料）
　異種の分析フォーマットでは（図２１Ａ）、ターゲット粒子を含有するテスト溶液が、
ターゲット粒子に限定的な抗体を用いてコートしたビーズと反応する。ターゲットは、ビ
ーズ上で捕捉され、結合していない材料は洗い流される。
【０７２９】
　そして、ビーズ－ターゲット複合体は、ターゲットに限定的に結合する蛍光タグととも
に培養され、ラベル付けサンドイッチを生成する。
【０７３０】
　本発明の分析器は、ラベル付けサンドイッチを検出し、その電気泳動速度を決定するた
めに使用される。
【０７３１】
　同種の分析フォーマットでは（図２１Ｂ）、ビーズ－ターゲット－ビーズ複合体を同じ
方法で形成するが、結合していない材料を除去しない。
【０７３２】
　ターゲットサンドイッチおよびタグ単独の異なる電気泳動速度は、これらを弁別するた
めに用いる。
【０７３３】
（１４Ｂ．２色弁別）
　第２の応用は、同種の分析フォーマットにおいて、単一ターゲット粒子上の２つのラベ
ルの同時検出を利用する。この手法において、結合していないラベルは、ターゲットに結
合したものから分離しない。
【０７３４】
　サンプルは、第１取り調べ空間での第１発光波長についての検出器と、第２取り調べ空
間での第２発光波長についての検出器とを有する本発明の分析器において、電気泳動にか
けることが可能である。
【０７３５】
　粒子は、両方の取り調べ空間で検出されるが、両方のラベルのスペクトル上の指紋を有
する粒子だけが計数される。
【０７３６】
　異なる電気泳動速度は、結合していないラベルと結合したラベルを弁別するために用い
る。２色分析評価の例を、図２２Ａに示す。
【０７３７】
　同種のサンドイッチ試料は、単一蛋白質粒子の翻訳後(post-translational)変異(modif
ication)パターンを決定するために使用できる。
【０７３８】
　変異に関して複数の可能性ある場所を持つ蛋白質粒子は、各変異について特定のラベル
と反応する。各特定ラベルは、唯一の蛍光スペクトルを有する。反応混合物は、例えば、
各取り調べ空間での複数の検出器を通過する電気泳動によって移動して、蛋白質ラベル付
け複合体のスペクトル上の指紋（異なる波長のチャネルでのフォトンの比率）が記録され
る（図２６Ｂを参照）。さらに、種々のラベル付けした成分の電気泳動速度は、決定可能
である。
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【０７３９】
　これは、単一チャネルにおいてターゲット粒子と結合していないラベルとの偶然の一致
によるバックグランドを低減する。
【０７４０】
　複数の検出器からのスペクトル上の指紋は、同じ粒子と結合した一対のラベルを識別し
、従って、これは単一粒子に生ずる翻訳後変異に対応している。
【０７４１】
　この手法は、単一粒子に関するデータを得るため、蛋白質集団の平均レベルの変異の測
定より多くの情報を提供する。
【０７４２】
　平均測定値は、単独で多様に変異した蛋白質同士を弁別できない。例えば、変異１を持
つ１つの蛋白質と、変異２を持つ１つの蛋白質との混合物は、変異していない蛋白質と、
平均的な変異レベルを得る方法による両方の変異を持つものとの組合せから区別できなく
なる。本発明の分析器は、これらの粒子を明確に弁別可能である。
【０７４３】
　こうして分析できる変異の例は、組み換え蛋白質および天然蛋白質のグリコシル化パタ
ーンの比較、単一蛋白質の複数部分でのリン酸化レベルの決定、蛋白質分解の熟成および
蛋白質の分解(degradation)における前駆物質および生成物の同時検出、構造的成分の異
なる組合せによって作成される異型蛋白質の比較、リン酸化状態との異型蛋白質の相関関
係などの、変異の組合せ、などを含む。
【０７４４】
（１４Ｃ．作用試料／拮抗試料の結合）
　第３の応用は、ラベルの結合に影響を与える物質の分析試料において、２つのラベル付
けした粒子の検出を利用する。
【０７４５】
　各粒子は、スペクトル上でユニークなラベルの組合せを用いてラベル付けする。
【０７４６】
　結合に関して競合する作用物質および拮抗物質の存在下で、結合したラベルおよび結合
していないラベルの割合が、各々または両方のラベルのスペクトル上の指紋を持つ粒子を
計数することによって、決定される。この試料の例を図２２Ｂに示す。
【０７４７】
　この試料に関する応用は、触媒および調節酵素サブユニット、転写因子を伴う核酸、リ
ガンドを伴うレセプタ、およびこれらの基質を伴う酵素、の結合への影響に関する薬剤成
分のスクリーニングなどを含む。
【０７４８】
（１４Ｄ．ＦＲＥＴを用いた競合分析評価）
　１．ｃＡＭＰ試料　環状ＡＭＰ（ｃＡＭＰ）依存キナーゼ
【０７４９】
　ｃＡＭＰの不在下で、触媒（Ｃ）および調製（Ｒ）サブユニットの不活性四量体（Ｃ２
Ｒ２）として存在する。ｃＡＭＰが結合した場合、四量体は解離して、活性触媒サブユニ
ットを遊離する。
【０７５０】
　ｃＡＭＰ用の試料において、触媒および調製サブユニットは、一対のＦＲＥＴ蛍光団を
用いてラベル付け可能である。例えば、調製サブユニットは、ドナー蛍光団を用いてラベ
ル付け可能であり、触媒サブユニットは、アクセプタ蛍光団を用いてラベル付け可能であ
る。
【０７５１】
　ｃＡＭＰの不在下では、ドナーとアクセプタが近くに接近すると、エネルギーはドナー
からアクセプタへ転送され、フォトンがアクセプタから発生する。
【０７５２】
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　ｃＡＭＰのが存在している場合、ドナーとアクセプタは近くに接近せず、アクセプタか
らフォトンは発生しない。
【０７５３】
　本発明の分析器は、バルク測定に通常用いられるこの技術に対して、単一粒子レベルの
検出感度を提供する。２色分析評価の例を図２２Ｃに示す。
【０７５４】
　２．競合リガンド結合分析評価
　レセプタ（Ｒ）およびリガンド（Ｌ）は、ドナーおよびアクセプタ蛍光団を用いてラベ
ル付けできる。リガンドがレセプタと結合した場合、ドナーおよびアクセプタが近くに接
近すると、フォトンがアクセプタから発生する。
【０７５５】
　ラベル付けしていないリガンド（例えば、分析すべきサンプルから）の存在下では、ラ
ベル付けリガンドは、レセプタから変位することができ、ドナーおよびアクセプタは近く
に接近せず、アクセプタからフォトンは発生しない。
【０７５６】
　ラベル付けしていないリガンドの既知の量と、フォトンを発生するアクセプタの数とを
関連付けた較正曲線が作成できる。
【０７５７】
　サンプル中のリガンドレベルは、較正曲線とフォトンを発生するサンプルアクセプタ粒
子の数から推定できる。簡単なＦＲＥＴ分析評価の例を図２２Ｄに示す。
【０７５８】
　３．作用物質／拮抗物質結合の分析評価
　競合リガンド結合分析評価のように、レセプタ（Ｒ）およびリガンド（Ｌ）は、ドナー
およびアクセプタ蛍光団を用いてラベル付けできる。リガンドがレセプタと結合した場合
、ドナーおよびアクセプタが近くに接近すると、フォトンがアクセプタから発生する。
【０７５９】
　作用物質または拮抗物質の可能性ある結合のサンプルは、レセプタ－リガンド混合物に
添加できる。
【０７６０】
　サンプル中の作用物質は、レセプタと結合したラベル付きリガンドの量を増やし、増加
した数のアクセプタ粒子がフォトンを発生する。サンプル中の拮抗物質は、フォトンを発
生するリガンドの数を減少させる。
【０７６１】
　この方法は、薬剤の発見および開発において可能性ある治療効果についての化合物ライ
ブラリーをスクリーニングするために使用できる。
【０７６２】
　本発明のＳＭＤ手法は、低い濃度で高い親和性相互作用をスクリーニングするのに、特
に、有用である。競合ＦＲＥＴ分析評価の例を図２２Ｅに示す。
【０７６３】
　４．酵素レート分析評価
　加水分解酵素活性は、消光剤(quencher)および開裂部分の反対側にあるアクセプタ粒子
を用いてラベル付けした基質を用いて分析可能である。
【０７６４】
　無傷基質粒子（消光剤およびアクセプタが接近）の蛍光は、加水分解（消光剤およびア
クセプタは接近しない）で変化する。例えば、ペプチド基質は、対象となるプロテアーゼ
について開裂部分を含み、一端は蛍光消光剤を用いて、他端はアクセプタを用いてラベル
付けできる。
【０７６５】
　無傷基質ペプチドは、消光剤の接近に起因して、ほとんどフォトンを発生しない。
【０７６６】
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　開裂（生成物）したペプチドは、より多くのフォトンを発生する。蛋白質分解レートは
、開裂ペプチド粒子の出現レートによって測定される。酵素ＦＲＥＴ分析評価の例を図２
２Ｆに示す。
【０７６７】
　本発明のＳＭＤ手法の利点は、数百または数千の粒子の活性の平均の全体測定ではなく
、単一粒子に関して酵素活性の速度論(kinetics)が測定可能であることである。
【０７６８】
　本発明の分析器は、結合パートナーが異なる色の蛍光団を用いてラベル付けされる同様
な分析評価にも使用できることは、当業者に明らかとなろう。
【０７６９】
（実施例１５：単一ターゲット粒子の検出のためのラベリング方針）
　当業者は、粒子の混合物中でこれらの検出または弁別を可能にするために、ターゲット
粒子をラベリングするために多くの方針を採用できる。
【０７７０】
　ラベルは、ラベルとターゲットの非限定または限定の相互作用を利用する方法など、知
られた何れの手段で付着することができる。
【０７７１】
　ラベルは、検出可能な信号を提供したり、または電界中の粒子の移動度に影響を及ぼす
ことができる。
【０７７２】
　さらに、ラベリングは、直接的に、または結合パートナーを通じて達成できる。
【０７７３】
　本発明で使用可能なラベリング方針の例は、以下のとおりである。
【０７７４】
　１５Ａ．単一粒子検出（図２３を参照）
　粒子は、１つの染料(dye)、１つの染料の複数の複製（図２３Ａ）または２つの染料も
しくは２つの染料の複数の複製（図２３Ｂ）を用いてラベル付けが可能であり、別個の発
光強度及び／又は発光波長に基づいて検出することができ、結合していないラベルと弁別
可能である。
【０７７５】
　１５Ｂ．１個より多い粒子の電磁特性による検出および弁別（図２４を参照）
　１つの染料の複数の複製を用いてラベル付けした粒子は、より少ない数の同じ染料の複
製を用いてラベル付けした粒子と、これらの発光強度に基づいて弁別可能である（図２４
Ａ）。
【０７７６】
　２つの染料を用いてラベル付けした粒子は、１つの染料だけを用いてラベル付けした粒
子と、１つではなく２つの波長で発光することによって弁別可能である（図２４Ｂ）。
【０７７７】
　２つの染料の１つ又は複数の複製を用いてラベル付けした粒子は、より少ない数の２つ
の染料の複製を用いてラベル付けした粒子と、２つの染料の別個の比率を測定することに
よって弁別可能である（図２４Ｃと図２４Ｄ）。
【０７７８】
　異なる蛍光強度を有する２つの染料の１つ又は複数の複製を用いてラベル付けした粒子
は、これらの発光波長に基づいて各粒子からの蛍光の全体強度での差によって弁別可能で
ある（図２４Ｅ）。
【０７７９】
　染料および電気泳動速度に影響を及ぼすラベルを用いてラベル付けした粒子は、移動度
ラベルだけを用いてラベル付けした粒子と、これらの発光スペクトル及び／又は電気泳動
速度に基づいて弁別可能である（図２４Ｆ）。
【０７８０】
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　１つの染料の１つ又は複数の複製を用いてラベル付けした粒子は、異なる染料の１つ又
は複数の複製を用いてラベル付けした粒子と、２つの染料の電磁特性での差に基づいて弁
別可能である（図２４Ｇと図２４Ｈ）。
【０７８１】
　１５Ｃ．１個より多い粒子の電気泳動速度による検出および弁別（図２５を参照）
　電気泳動速度に影響を及ぼすラベルを用いてラベル付けした粒子は、電気泳動速度に影
響を及ぼす別個のラベルを用いてラベル付けした粒子と、これらの異なる電気泳動速度に
基づいて弁別可能である（図２５Ａ）。
【０７８２】
　染料用いてラベル付けした粒子は、電気泳動移動度に影響を及ぼすラベルを用いてラベ
ル付けした、固有に検出可能な粒子と、これらの発光スペクトル及び／又は電気泳動速度
に基づいて弁別可能である（図２５Ｂ）。
【０７８３】
（実施例１６：蛍光発光の特徴的強度による２つの粒子の弁別）
　高い感度および粒子を単独で観察する能力は、単一粒子の変質レベルの分析に好都合と
なり得る。
【０７８４】
　例えば、分解(degradation)が予定される蛋白質は、複数のユビキチンを用いてタグ付
けできる。ユビキチンのための蛍光ラベルは、サンプルに添加可能であり、ターゲットと
結合可能であり、電気運動力によって検出器を通過できる。
【０７８５】
　電気泳動移動度は、自由ラベルを結合ラベルと弁別し、各粒子について検出されるフォ
トンの数は、蛋白質上のユビキチンタグの数に比例する。
【０７８６】
　従って、この分析評価は、平均的な数だけでなく、単一蛋白質粒子当たりのユビキチン
タグの数の分布に関する情報を提供する。可能性ある実験の例を、図２６Ａと図２６Ｂに
示す。
【０７８７】
（実施例１７：蛍光偏光（ＦＰ）分析評価）
　粒子は、蛍光団を用いてラベル付け可能である。ラベル付けした粒子を偏光した光で励
起した場合、発光光も偏光し得る。発光光の偏光度は、ラベルの移動度および蛍光団の蛍
光寿命の関数である。
【０７８８】
　ラベル付け粒子がより大きなレセプタ粒子と結合し、その移動度が減少した場合、その
偏光は増加する。
【０７８９】
　ラベル－粒子－レセプタ対での変化は、競合リガンド結合、基質結合および酵素活性、
例えば、蛋白質キナーゼなど、を含む種々の測定での検出システムとして使用できる。
【０７９０】
　従来のＦＰ測定は、全てのサンプル粒子の偏光を全体で検出するものであり、制限され
たダイナミックレンジに悩まされる。
【０７９１】
　分析評価における偏光値の実用的な範囲は、典型的には、約１０と約３００ｍＰの間と
なる（Ｐは、励起面に対して平行（Ｆ１）および垂直（Ｆ２）である蛍光強度を測定する
ことによって計算される偏光の単位である。Ｐ＝（Ｆ１－Ｆ２）／（Ｆ１＋Ｆ２））。こ
の範囲の各端の部分での変化を検出することは困難である。
【０７９２】
　本発明のＳＭＤ分析器は、平均的な偏光を提供するというより、高い偏光または低い偏
光を有する粒子を１つずつ計数する。蛍光偏光による検出の例を、図２７に示す。
【０７９３】
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（他の態様）
　本発明を実用化する際、上述した詳細な説明は当業者に提供される。しかしながら、こ
こで説明し、請求項に記載した本発明は、ここで開示した特定の実施形態及び／又は態様
による範囲に限定されない。これらの実施形態および態様は、本発明の幾つかの実施形態
および態様の例示として意図しているからである。
【０７９４】
　何れの均等な実施形態及び／又は態様は、本発明の範囲内であると意図している。
【０７９５】
　実際、ここで図示し説明したものに加えて、本発明の開示の精神または範囲から逸脱せ
ずに、上述した説明から本発明の種々の変形が当業者にとって明らかであろう。こうした
変形もまた、添付した請求項の範囲内にあることを意図している、
【０７９６】
　本発明またはその好ましい態様の要素を導入する場合、冠詞"a"、"an"、"the"、"said"
は、１つ又はそれ以上の要素があることを意味するものと意図している。
【０７９７】
　用語"comprising"、"including"、"having"は、包含を意図しており、列挙した要素以
外に追加の要素が存在し得ることを意味する。
【０７９８】
（引用文献）
　各単一の刊行物、特許、特許出願および他の引用文献が、全ての目的のために個別的に
単独に参照により全体としてここに組み込まれべきと示したものと同じ程度で、本願にお
ける全ての刊行物、特許、特許出願および他の引用文献は、全ての目的のために参照によ
り全体としてここに組み込まれる。
【０７９９】
　ここでの文献引用は、本発明に対する先行技術の承認として解釈すべきでない。本発明
の好ましい実施形態は、ここで図示し説明したが、こうした実施形態が例示だけとして提
供されていることは当業者にとって自明であろう。
【０８００】
　多くの変形、変化および置換が、本発明から逸脱することなく、当業者に生ずるであろ
う。
【０８０１】
　ここで説明した本発明の実施形態への種々の代替が、本発明を実用化する際に採用でき
ると理解すべきである。
【０８０２】
　下記の請求項は、本発明の範囲を定義し、これらの請求項およびこれらの均等の範囲内
の方法および構造は、これらによって網羅されることを意図している。
【図面の簡単な説明】
【０８０３】
【図１】本発明のサンプル分析システムの一実施形態の概略図。
【図２】本発明の方法の一実施形態の概略図。
【図３】本発明の一実施形態の単一粒子分析器の概略図。
【図４】本発明の一実施形態の単一粒子分析器のための毛細管フローセルの概略図。
【図５】共焦点配置を有する本発明の一実施形態の単一粒子分析器の概略図。
【図６】７．２ｋｂのＤＮＡ断片の電気泳動および希釈曲線。Ａ）バッファブランク中の
粒子の相互相関分析。Ｂ）０．１ｆＭサンプル中の粒子の相互相関分析。Ｃ）相互相関に
よって検出された粒子とサンプル濃度との線形関係。
【図７】単一粒子分析器用に開発されたサンドイッチ分子免疫学的検定(immunoassay)で
測定したＴＲＥＭ－１の標準曲線。分析物の線形範囲は、１００～１５００ｆＭである。
【図８】ＩＬ－６についての標準曲線。Ａ）Ｒ＆Ｄシステムキットに従って希釈したＩＬ
－６標準は、０．１と１０ｐｇ／ｍｌの間で線形応答を示した。Ｂ）１ｐｇ／ｍｌ以下の
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ＩＬ－６標準曲線。Ｃ）２つの信号増幅ステップを用いる分析物について、Ｒ＆Ｄシステ
ムの製品文献によるＩＬ－６についての標準曲線。
【図９】ビーズベースの分子免疫学的検定におけるＴＳＨ検出の標準曲線。ターゲット分
子はビーズに捕捉され、検出抗体と結合した。ビーズは、ターゲットを固定するために使
用し、結合していない材料は除去された。ビーズ／ターゲット複合体全体は、単一粒子分
析器システムによって検出された。
【図１０】ＴＳＨを、人間の血清(serum)を１０％含有するサンプルに追加した。該サン
プルは、ＴＳＨ用のサンドイッチ捕捉分析物中で使用し、単一粒子分析器システムで走ら
せた。この分析物では、回収は１０８％で計算した。
【図１１】デンドリマー(dendrimer)の電気泳動と希釈曲線。Ａ）バッファブランク中の
粒子の相互相関分析。Ｂ）０．０３ｆＭサンプル中の粒子の相互相関分析。Ｃ）相互相関
によって検出された粒子とサンプル濃度との線形関係。
【図１２】デンドリマー希釈曲線の電気泳動。Ａ）バッファブランク中のフォトンの相互
相関分析。Ｂ）０．０３ｆＭサンプル中のフォトンの相互相関分析。
【図１３】ドデシル硫酸ナトリウムの存在下でのウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）の電気泳
動および希釈曲線。Ａ）バッファブランク中の粒子の相互相関で検出された粒子の生デー
タ。Ｂ）１０ｆＭサンプル中の相互相関で検出された粒子。Ｃ）相互相関によって検出さ
れた粒子とサンプル濃度との線形関係。
【図１４】ウイルス粒子の移動度は、電流増加とともに増加する。
【図１５】微生物(microorganism)の検出。Ａ）大腸菌(E. coli)セルをラベル付けした抗
体とともに培養して、特定の結合を行った。結合していない抗体を除去した後、結合抗体
をセルから遊離させて測定した。Ｂ）ウイルス粒子をプレートに結合させ、ラベル付けし
た抗体とともに培養、洗浄し、結合ラベルを遊離させて測定した。
【図１６】質量タグ。オルガネラ(organelle)（ＰＢＸＬ－３）の電気泳動易動度は、核
酸と結合した場合、シフトする。Ａ）ＰＢＸＬ－３単独では、３６８ｍｓのピークで移動
する。Ｂ）核酸と結合したＰＢＸＬ－３は、２９４ｍｓのピークで移動する。Ｃ）核酸中
に存在するが、拡散と結合していないＰＢＸＬ－３は、４０９ｍｓで移動する。
【図１７】ウイルスと核酸の弁別。両方とも、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）６４
７（「Ａ６４７」、インビトロゲン(Invitrogen)社（カールズバッド、カリフォルニア州
）を用いてラベル付けした。Ａ）ウイルスの混合物で分析した２つのピーク。抗体を用い
てコートタンパク質にラベル付けものとラベル付けした核酸。Ｂ）ラベル付けした核酸単
独。Ｃ）抗体でラベル付けしたウイルス単独。
【図１８】ＳＤＳ電気泳動。蛋白質と核酸の弁別。両方とも、Ａ６４７を用いてラベル付
けした。Ａ）Ａｂと結合した蛋白質単独。Ｂ）ラベル付けした核酸単独。Ｃ）ラベル付け
Ａｂと結合した蛋白質、ラベル付けした核酸の混合物での分析した２つのピーク。
【図１９】蛋白質ターゲットと核酸ターゲットから遊離したラベルの弁別。Ａ）蛋白質タ
ーゲットから遊離したラベルの検出。甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）を９６個のウエルプ
レート上で固定し、Ａ６４７でラベル付けした抗ＴＳＨを用いてラベル付けした。結合し
ていない試薬は、洗浄により除去した。Ａ６４７でラベル付けした抗体は、ＴＳＨから解
離し、ＳＭＤで測定した。測定したＡ６４７の正味の粒子と元のＴＳＨ濃度の間で、線形
関係が測定された。Ｂ）電気泳動移動度に基づいた、遊離したラベルの弁別の予想表現。
Ｃ）これらの蛍光強度に基づいた、遊離したラベルの弁別の予想表現。
【図２０Ａ】蛍光強度に基づいた粒子の弁別。Ａ），Ｂ）両方の検出器での各粒子の検出
についての輝度を、経過時間に対してプロットしている。プロットに示したドットは、単
一分子でとった測定値を表す。Ｘ軸（経過時間）のスケールは、ピーク内の個々の分子を
強調するように制限した。「暗い」分子ウインドウから「明るい」分子ウインドウを分割
するために、５００個のフォトンのカットオフ値を用いた。ＰＢＸＬ－３分子は、ｐＵＣ
１９分子より高い平均強度で発光する。
【図２０Ｂ】蛍光強度に基づいた粒子の弁別。Ａ），Ｂ）両方の検出器での各粒子の検出
についての輝度を、経過時間に対してプロットしている。プロットに示したドットは、単
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一分子でとった測定値を表す。Ｘ軸（経過時間）のスケールは、ピーク内の個々の分子を
強調するように制限した。「暗い」分子ウインドウから「明るい」分子ウインドウを分割
するために、５００個のフォトンのカットオフ値を用いた。ＰＢＸＬ－３分子は、ｐＵＣ
１９分子より高い平均強度で発光する。
【図２０Ｃ】Ｃ）分子計数によって決定されるようなＰＢＸＬ－３およびｐＵＣ１９の濃
度は、希釈していないサンプルの分光によって決定されるような予測値と比較している。
【図２１】サンドイッチ分析物を用いた粒子の検出および弁別。Ａ）ターゲット蛋白質（
Ｐ）がビーズ（Ｂ）と結合し、これらを検出可能にするためラベルとも結合している。パ
ネルＡでの異種分析物の表現において、結合していないラベルはサンプルから除去され、
ビーズ－ラベル－ターゲット複合体は、電気泳動にかけられる。Ｂ）パネルＢでの同種分
析物の表現において、分離していないサンプルは、電気泳動にかけられ、ビーズ－ラベル
－ターゲットは、結合していないラベルから弁別される。
【図２２ａ】二色(two-color)分析物を用いた粒子の検出および弁別の機構。ターゲット
粒子（Ｔ）は、２つのラベル（Ｌ）と結合している。各ラベルは、別々に検出可能な波長
で電磁放射を発生する。Ａ）サンプルは、電気泳動にかけられ、ターゲット粒子は、１つ
の色付ラベルだけを用いてラベル付けされた粒子、結合していないターゲット、および結
合していないラベルから弁別される。Ｂ）ターゲット粒子は、それぞれ２つの異なるラベ
ルを用いてラベル付けされ、ターゲットへのラベル付けされた粒子の１つの結合のための
作用物質(agonist)または拮抗物質(antagonist)が添加される。サンプルは、電気泳動に
かけられ、２つのラベルを持つ粒子は、競合者と結合した１つのラベルを持つ粒子、およ
び結合していないラベルから弁別される。
【図２２ｂ】Ｃ）ＦＲＥＴアクセプタ（Ａ）を用いてラベル付けされた触媒（Ｃ）サブユ
ニットの不活性四量体(tetramer)、および環式ＡＭＰ依存のキナーゼＡのＦＲＥＴドナー
（Ｄ）を用いてラベル付けされた調節性(regulatory)（Ｒ）サブユニットは、波長２（λ
２）で発光する。ｃＡＭＰの存在下で、四量体は解離し、単一のサブユニットは、波長１
（λ１）で発光する。Ｄ）レセプタ（Ｒ）およびリガンド（Ｌ）は、ＦＲＥＴアクセプタ
（Ａ）およびドナー（Ｄ）を用いてそれぞれラベル付けされ、互いに結合した場合、λ２
で発光する。ラベル付けしたリガンドをラベル付けしていないリガンドで置換すると、結
合していないラベル付けしたリガンドは、λ１で発光する。Ｅ）レセプタ（Ｒ）およびリ
ガンド（Ｌ）は、ＦＲＥＴアクセプタ（Ａ）およびドナー（Ｄ）を用いてそれぞれラベル
付けされ、互いに結合した場合、λ２で発光する。ラベル付けしたリガンドを競合者で置
換し、レセプタ／リガンド結合を妨害すると、結合していないラベル付けしたリガンドは
、λ１で発光する。Ｆ）無傷の基質粒子が、アクセプタ（Ａ）および消光剤(quencher)（
Ｑ）を用いてラベル付けされると、発光は生じない。酵素を用いて基質を開裂し、ペアお
よびアクセプタでラベル付けした断片を分離すると、発光するようになる。
【図２３】単一粒子検出のためのラベリング表現。Ａ）ターゲット粒子は、単一染料の少
なくとも１つを用いてラベル付けされる。Ｂ）ターゲット粒子は、２つの異なる染料の少
なくとも１つの粒子を用いてラベル付けされる。
【図２４】少なくとも２つの粒子の検出および弁別のためのラベリング表現。Ａ）単一染
料の異なる複合(multiple)でラベル付けした粒子。Ｂ）２つの異なる染料または２つの染
料のいずれか１つでラベル付けした粒子。Ｃ），Ｄ）２つの染料でラベル付けした粒子。
少なくとも１つは複合コピーに存在する。Ｅ）異なる蛍光強度を有する２つの染料の少な
くとも１つを用いてラベル付けした粒子。Ｆ）染料または電気泳動速度に影響を与えるラ
ベルでラベル付けした粒子。Ｇ），Ｈ）それぞれ１つの染料でラベル付けした粒子。
【図２５】電気泳動速度に基づいた検出および弁別のためのラベリング表現。Ａ）固有に
検出可能なターゲット粒子は、電気泳動速度に影響を与える別個のラベルを用いてラベル
付けされる。Ｂ）ターゲット粒子は、検出可能な染料タグまたは電気泳動速度に影響を与
えるラベルを用いてラベル付けされる。
【図２６】蛍光発光の特性強度による２つの粒子の弁別の表現。Ａ）ターゲット粒子は、
１つの染料の１つまたは複合コピーでラベル付けされ、粒子当りの結合した染料粒子の数
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に比例する蛍光発光の強度によって弁別される。Ｂ）ターゲット粒子は、２つの染料の１
つまたは複合コピーでラベル付けされ、蛍光発光の合計強度または２つの異なる染料の強
度の比率によって弁別される。
【図２７】蛍光偏光分析物の表現。染料でラベル付けしたターゲット粒子は、回転レート
で決定される別個の蛍光偏光を有する。ラベル付けした粒子をレセプタに結合させると、
回転レートを変化させ、そして、検出される粒子の蛍光偏光を変化させる。
【図２８Ａ】種々の条件での使用するマーカー、およびこれらの現在の検出限界。
【図２８Ｂ】種々の条件での使用するマーカー、およびこれらの現在の検出限界。
【図２９】２つの取り調べ空間分析器で走らせ、基質と反応したアルカリ性ホスファター
ゼ(phosphatase)の各濃度で計数した蛍光製品分子の数を示すグラフ表現。　本発明の新
規な特徴は、添付の請求項で特別に述べている。本発明の特徴および利点のより良い理解
は、例示の実施形態を説明している下記詳細な説明を参照することにより得られる。そこ
では、本発明の原理および添付の図面が利用される。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【図９】 【図１０】
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【図１３】 【図１４】
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【図２１】 【図２２ａ】

【図２２ｂ】 【図２３】
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【図２４】 【図２５】

【図２６】 【図２７】
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【図２８Ａ】 【図２８Ｂ】
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