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(57)【要約】
　本発明の第１の態様は、マイクロ流体システムにおけ
る目的化合物の検出のための方法に関する。本発明の第
２の態様は、生物学的イベントを監視するための第１の
態様に係る方法の使用に関する。本発明のさらなる態様
は、第１の態様に係る方法を実施するためのマイクロ流
体システムおよびその使用に関する。
【選択図】図１Ａ－１Ｂ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　マイクロ流体システムにおける目的化合物の検出のための方法であって、
　以下のステップを含む：
　ａ．前記マイクロ流体システムにおいて少なくとも１つの液滴を作製するステップ、
　　前記少なくとも１つの液滴は以下を含む：
　　ｉ．少なくとも１つの単一細胞、
　　ｉｉ．１または複数の第１の捕捉試薬、
　　　ここで前記１または複数の第１の捕捉試薬は、前記単一細胞および前記目的化合物
に結合することが可能である、
　　ｉｉｉ．標識を含んでいる１または複数の第２の捕捉試薬、
　　　ここで前記１または複数の第２の捕捉試薬は、前記目的化合物に結合することが可
能である、
　ｂ．検出可能なイベントを生じさせることが可能な前記少なくとも１つの液滴をインキ
ュベートするステップ、
　ｃ．前記少なくとも１つの液滴を直接検出に供するステップ、
　ここで、前記少なくとも１つの液滴内での前記検出可能なイベントの存在または再局在
化は、前記目的化合物の存在を決定する、
方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法であって、
　前記１または複数の第１の捕捉試薬は、前記の少なくとも１つの単一の液滴の作製前ま
たは作製後に、前記少なくとも１つの単一細胞の表面に結合する、
方法。
【請求項３】
　請求項１および２のいずれかに記載の方法であって、
　前記１または複数の第１の捕捉試薬は、１０１～１０８分子／細胞の範囲の密度で前記
単一細胞に結合する、
方法。
【請求項４】
　請求項１から３のいずれかに記載の方法であって、
　前記目的化合物は、１０ｐＭ～１００μＭの濃度で前記液滴において生産される、
方法。
【請求項５】
　請求項１から４のいずれかに記載の方法であって、
　前記液滴は、２ｐＬ～１０ｎＬの範囲の容量を有する、
方法。
【請求項６】
　請求項１から５のいずれかに記載の方法であって、
　前記方法は、インキュベーション後に液滴における細胞生存能力を測定するステップを
さらに含む、
方法。
【請求項７】
　請求項１から６のいずれかに記載の方法であって、
　前記標識は、蛍光標識、アミノ酸に基づく標識または核酸に基づく標識、またはバーコ
ード標識を含む群から選択される、
方法。
【請求項８】
　請求項１から７のいずれかに記載の方法であって、
　前記第１の捕捉試薬および前記第２の捕捉試薬は、タンパク質、ペプチド、オリゴヌク
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レオチド、核酸、蛍光コンジュゲート、酵素コンジュゲート、合成ポリマー、またはそれ
らの組み合わせを含む群から独立に選択される、
方法。
【請求項９】
　請求項１から８のいずれかに記載の方法であって、
　前記第１の捕捉試薬は抗体であり、前記第２の捕捉試薬は、蛍光性の抗－目的化合物抗
体である、
方法。
【請求項１０】
　請求項９の方法であって、
　前記第１の捕捉試薬は二官能性抗体である、
方法。
【請求項１１】
　請求項１から１０のいずれかに記載の方法であって、
　ここで前記目的化合物は、細胞によって分泌される化合物であり、制限されないが、抗
体（ＩｇＧ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４）、ＩｇＥ、ＩｇＡ（ＩｇＡ１、
ＩｇＡ２）、ＩｇＭ、サイトカイン（ＩＬ－１様、ＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１Ｒ
Ａ、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６様、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ
－９、ＩＬ－１０様、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１４、
ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８、ＩＬ－２０、共通ｂ鎖（ＣＤ１３１
）、ＬＩＦ、ＯＳＭ、インターフェロン類（ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＦＮ－γ）、Ｔ
ＮＦ、ＴＮＦ－α、ＴＮＦ－β、ＣＤ１５３、ＣＤ１５４、ＬＴ－β、４－１ＢＢＬ、Ａ
ＰＲＩＬ、ＣＤ７０、ＣＤ１３２、ＣＤ１７８、ＧＩＴＲＬ、ＬＩＧＨＴ、ＯＸ４０Ｌ、
ＴＡＬＬ－１、ＴＲＡＩＬ、ＴＷＥＡＫ、ＴＲＡＮＣＥ、ＴＧＦ－β、Ｔｐｏ、Ｆｌｔ－
３Ｌ、ＳＣＦ、Ｍ－ＣＳＦ、ＭＳＰ）、ケモカイン（ＣＣＬ１、ＣＣＬ２、ＣＣＬ３、Ｃ
ＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ６、ＣＣＬ７、ＣＣＬ８、ＣＣＬ９／ＣＣＬ１０、ＣＣＬ１１
、ＣＣＬ１２、ＣＣＬ１３、ＣＣＬ１４、ＣＣＬ１５、ＣＣＬ１６、ＣＣＬ１７、ＣＣＬ
１８、ＣＣＬ１９、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２１、ＣＣＬ２２、ＣＣＬ２３、ＣＣＬ２４、Ｃ
ＣＬ２５、ＣＣＬ２６、ＣＣＬ２７、ＣＣＬ２８、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ３
、ＣＸＣＬ４、ＣＸＣＬ５、ＣＸＣＬ６、ＣＸＣＬ７、ＣＸＣＬ８、ＣＸＣＬ９、ＣＸＣ
Ｌ１０、ＣＸＣＬ１１、ＣＸＣＬ１２、ＣＸＣＬ１３、ＣＸＣＬ１４、ＣＸＣＬ１５、Ｃ
ＸＣＬ１６、ＣＸＣＬ１７、ＸＣＬ１、ＸＣＬ２、ＣＸ３ＣＬ１）、ホルモン類（エスト
ロゲン、プロゲストゲン類、チロキシン、ステロイド、インスリン、アドレナリンエピネ
フリン、メラトニン、トリヨードチロニン、チロキシン、プロスタグランジン類、ロイコ
トリエン類、プロスタサイクリン、セロシス（Ｔｈｅｒｏｃｉｓ）、アディポネクチン、
副腎皮質刺激ホルモン（またはコルチコトロピン）、アミリン（または膵島アミロイドポ
リペプチド）、アンギオテンシノーゲンおよびアンジオテンシン、抗ミュラー管ホルモン
（または、ミュラー管阻害因子もしくはホルモン）、抗利尿ホルモン（または、バソプレ
シン、アルギニンバソプレシン）、心房性ナトリウム利尿ペプチド（またはアトリオペプ
チン）、カルシトニン、コレシストキニン、コルチコトロピン放出ホルモン、コルチスタ
チン、エンドセリン、エンケファリン、エリスロポエチン、卵胞刺激ホルモン、ガラニン
、胃抑制ポリペプチド、ガストリン、グルカゴン、グルカゴン様ペプチド－１、ゴナドト
ロピン分泌ホルモン、グアニリン、ヘプシジン、ヒト絨毛性ゴナドトロピン、インヒビン
、インスリン、インスリン様増殖因子（またはソマトメジン）、レプチン、リポトロピン
、メラニン細胞刺激ホルモン、モチリン、オレキシン、オステオカルシン、オキシトシン
、リラキシン、レニン、セクレチン、ソマトスタチン、トロンボポエチン、ウログアニリ
ン、血管作用性小腸ペプチド、ステロイド、エストロゲン、グルココルチコイド、プロゲ
ストゲン、セコステロイド）、増殖因子（Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｆａｓ－リガンド
、アドレノメデュリン（ＡＭ）、アンジオポエチン（Ａｎｇ）、自己分泌型細胞運動刺激
因子、骨形成タンパク質（ＢＭＰ）、毛様体神経栄養因子ファミリー、毛様体神経栄養因
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子（ＣＮＴＦ）、白血病抑制因子（ＬＩＦ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、コロ
ニー刺激因子、マクロファージコロニー刺激因子（ｍ－ＣＳＦ）、顆粒球コロニー刺激因
子（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、上皮増殖
因子（ＥＧＦ）、エフリン（Ａ１－Ａ５、Ｂ１－Ｂ３）、エリスロポエチン（ＥＰＯ）、
線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ１－ＦＧＦ２３）、ウシ胎児ソマトトロピン（Ｆｏｅｔａｌ
　Ｂｏｖｉｎｅ　Ｓｏｍａｔｏｔｒｏｐｈｉｎ）（ＦＢＳ）、リガンドのＧＤＮＦファミ
リー、グリア細胞由来神経栄養因子（ＧＤＮＦ）、ニュールツリン、パーセフィン、アル
テミン、増殖分化因子－９（ＧＤＦ９）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、肝癌由来増殖因子
（ＨＤＧＦ）、インスリン、インスリン様増殖因子、インスリン様増殖因子－１（ＩＧＦ
－１およびＩＧＦ－２）、インターロイキン類；ＩＬ－１－すなわち、ＩＬ－３およびＩ
Ｌ－６の補因子、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ケラ
チノサイト増殖因子（ＫＧＦ）、遊走刺激因子（ＭＳＦ）、肝細胞増殖因子様タンパク質
（ＨＧＦＬＰ）としても知られるマクロファージ刺激タンパク質（ＭＳＰ）、ミオスタチ
ン（ＧＤＦ－８）、ニューレグリン類（ＮＲＧ１－ＮＲＧ４）、ニューロトロフィン類、
脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、神経成長因子（ＮＧＦ）、ニューロトロフィン－３（
ＮＴ－３）、ニューロトロフィン－４（ＮＴ－４）、胎盤増殖因子（ＰＧＦ）、血小板由
来増殖因子（ＰＤＧＦ）、レナラーゼ（Ｒｅｎａｌａｓｅ）（ＲＮＬＳ）－抗－アポトー
シス生存因子、Ｔ細胞増殖因子（ＴＣＧＦ）、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、形質転換増
殖因子α（ＴＧＦ－α、ＴＧＦ－β（ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β２、ＴＧＦ－β３））、
腫瘍壊死因子－α（ＴＮＦ－α）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ））を含む群から選択さ
れる、
方法。
【請求項１２】
　請求項１から１１のいずれかに記載の方法の使用であって、
　生物学的イベントを監視するための、
使用。
【請求項１３】
　請求項１２に記載の方法の使用であって、
　前記生物学的イベントは免疫応答またはその調節である、
使用。
【請求項１４】
　液滴における目的化合物の検出のための方法であって、
　以下のステップ：
　ａ．以下を備えるマイクロ流体システムを提供するステップ：
　　ｉ．少なくとも１つの入口、
　　ｉｉ．少なくとも１つの出口、
　　ｉｉｉ．１または複数のチャネル、
　ｂ．前記マイクロ流体システム内に液滴の流れを注入するステップ、
　ここで少なくとも１つの液滴は以下を含む：
　　ｉ．少なくとも１つの単一細胞
　　ｉｉ．前記単一細胞および前記目的化合物に結合することが可能な複数の第１の捕捉
試薬、および
　　ｉｉｉ．それぞれが標識を含んでいる複数の第２の捕捉試薬、
　　　ここで前記複数の第２の捕捉試薬は前記目的化合物に結合することが可能である、
　ｃ．目的化合物の生産を可能にする条件下で複数の液滴をインキュベートするステップ
、それにより、目的化合物が単一細胞によって生産される場合は、前記複数の第１の捕捉
試薬および第２の捕捉試薬によって捕捉される、
　ｄ．前記標識の存在または再局在化を検出するステップを用いて、目的化合物の存在を
判定するステップ、
　を含む、
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方法。
【請求項１５】
　マイクロ流体システムであって、
　ａ．少なくとも１つの入口、
　ｂ．少なくとも１つの出口、
　ｃ．１または複数のチャネル、
　ｄ．以下を含んでいる少なくとも１つの液滴を作製するためのモジュール：
　　ｉ．１または複数の単一細胞、
　　ｉｉ．第１の捕捉試薬、
　　ｉｉｉ．第２の捕捉試薬、
　ｅ．目的化合物を産生している細胞を含む液滴を検出する検出モジュール、および
　ｆ．シグナルの分析のために構成された分析モジュール、
　を備える、
マイクロ流体システム。
【請求項１６】
　請求項１５に記載のマイクロ流体システムの使用であって、
　請求項１から１１または１４のいずれかに記載の方法を実施するための、
使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞生物学および分子生物学の分野であり、液滴内において、単一細胞によ
って生産された目的化合物を検出するための方法に基づく。本発明はまた、マイクロ流体
の分野にも関し、マイクロ流体デバイスおよび生物学的アッセイを実施するためのその使
用を包含する。
【背景技術】
【０００２】
　薬物発見プログラムにおけるステップの１つは、その期待される生物学的効果に基づく
薬物候補の検証に関する。その目的で、インビボまたはインビトロのいずれかのモデルを
用いることができる。一方で、インビボ実験は、生体全体に対する疑問を対処するという
利点を有する。しかしながら、動物モデルは必ずしもヒトで起こることの予測とはならな
い。さらに、インビボ試験は高価であり、その使用は倫理規定によって制限される。他方
で、インビトロ系は、生物の正確な細胞状態を模写することはできないが、ヒト細胞に対
して実施することができ、ハイスループットが必要とされるスクリーニング工程の場合に
特に適切である。これらの細胞に基づくアッセイは通常、目的の細胞に対してバルクで実
施される。しかしながら、特定の状況においては、免疫細胞に関する場合のように、それ
ぞれが独特であり、単一細胞レベルでの機能的な細胞に基づくアッセイの必要性が非常に
興味深い。実際に、混合集団において免疫応答を測定することは、特に、免疫応答が非常
に不均一である場合または稀な細胞集団によるものである場合に、それぞれの単一細胞の
独特な挙動または寄与を隠してしまうリスクを増大させる。したがって、細胞間の潜在的
変動をより理解するためには、個々の細胞表現型を考慮した単一細胞に基づくアッセイが
必要である。
【０００３】
　単一細胞の分析方法における最近の進展は、集団内の細胞間の関係を特性化することに
よって単一細胞内での生物学的理解を改善させた。したがって、稀な細胞イベントまたは
個々の細胞間の小さな変化を決定することにより、癌、免疫学、感染性疾患、幹細胞およ
び発生生物学および神経学の分野における未解明の疑問を対処することが可能である。
【０００４】
　免疫細胞は、抗体、ケモカインおよびサイトカインを産生することによって、疾患に対
して宿主生物を防御している。この前者の分子クラスは、化学的メッセンジャーとして作



(6) JP 2021-521456 A 2021.8.26

10

20

30

40

50

用している、先天性および適応性の免疫細胞によって分泌されるタンパク質のグループで
ある。免疫細胞によるそれらの産生は、免疫応答を引き起こす体の能力に起因していて、
したがって高い臨床診断価値を有する。したがって、抗体およびサイトカイン分泌の動態
学の両方とも調べることは、疾患の診断および個別化治療に重大な情報を与え得る。
【０００５】
　しかしながら、個々の分泌細胞を分析するための定量的な単一細胞のハイスループット
のシステムが存在しないため、免疫応答の動態学に関する研究は制限されている。
【０００６】
　最近になって、液滴に基づくマイクロ流体システムが、細胞生物学へ向けたその適用範
囲のため、および、機械的、生物学的および流動的な環境を単一細胞レベルで制御するそ
の能力に基づき、大きな興味を惹きつけている。この技術は、アッセイが非常に急速に行
われるのを可能にする（１秒あたり何千もの細胞および／または液滴）。さらに、このシ
ステムは、マクロスケール（ピコまたはナノリットルの容量のサンプルおよび試薬）の細
胞培養実験を提供し、生物学的サンプルは液滴内に収容されていて、高濃度の化合物（ｐ
Ｍ～μＭの範囲）の迅速な検出を可能にする。さらに、そのシステムは、迅速な混合、熱
伝導、および化学反応を可能にするが、サンプル喪失および相互汚染を最小にする。興味
深いことに、この技術は、単一細胞レベルでの大スケールの遺伝子型および表現型スクリ
ーニングの実施の可能性を提供する。
【０００７】
　ここ数年間で、単一細胞分析のための異なるマイクロ流体デバイスおよびシステムが提
案されている（Ｇｒｏｓｓ　ｅｔ　ａｌ．２０１５，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｓｃｉ．１６
（８）：１６８９７－１６９１９；Ｒｅｅｃｅ　ｅｔ　ａｌ．２０１６，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ
ｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．４０：９０－９６）。
【０００８】
　マイクロ流体における細胞ソーティングのための異なる方法および技術が提案されてい
る。ソーティングの原理は、主に２つのカテゴリー：サイズ、変形能、電気的または光学
的特性のような細胞の物理的特性に基づく方法、および、生体分子特性、とりわけ特異的
な表面抗原に基づく方法に分類される。
【０００９】
　高純度の細胞分離およびソーティングは、細胞の構成要素に結合するモノクローナル抗
体を用いて達成され得る。広く用いられている抗体に基づいた細胞分析および／または分
離技術には、細胞パンニング、磁気細胞ソーティング（ＭＡＣＳ）、および、蛍光活性化
液滴ソーティング（ＦＡＤＳ）を含む蛍光活性化セルソーティング（ＦＡＣＳ）が含まれ
る。
【００１０】
　細胞パンニング技術では、特異的な抗原を発現している細胞は、抗体によって覆われた
表面上に選択的に付着することができる。この技術は高い純度を提供することができるに
もかかわらず、高い細胞損失または細胞生存能力に対する影響などのいくつかの制限によ
って影響を受ける。
【００１１】
　フローサイトメトリーによる単一細胞ソーティングのような他の細胞パンニング技術で
は、特異的な分子を分泌している細胞は、抗体によって覆われた表面のように細胞表面ま
たは細胞外マトリックスに結合した抗体によって選択的に捕捉され得る（Ｃａｍｐｂｅｌ
ｌ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１８５：２８－３２；Ｍａｎｚ　ｅ
ｔ　ａｌ．，１９９５，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９２：１９２
１－１９２５）。この技術は、フローサイトメーターと組み合わせた場合に単一細胞レベ
ルで分泌分子を検出することができるにもかかわらず、細胞濃度に起因した高いバックグ
ラウンド（したがって細胞純度に影響する）、および分泌に基づいた定量的分離ができな
いこと、およびリアルタイムで定量的な分泌速度の測定ができないことなどの、いくつか
の制限によって影響を受ける。
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【００１２】
　ＭＡＣＳは、細胞表面上の特異的な抗原を捕捉するために抗体コンジュゲート磁気ビー
ズを用いる。磁気ビーズでラベルされた細胞集団は、永久磁石によって生じた磁場の下で
選択的に回収することができる。ＭＡＣＳは、大いにハイスループットを可能にするが、
単一細胞ソーティングではなく、ＦＡＣＳよりも純度が低い。別の顕著な制限は、分離後
のビーズの解離および除去が難しいことであり、そのことは後の分析を妨げ得る。
【００１３】
　細胞分離の別の例示は、ビーズライン（ｂｅａｄｌｉｎｅ）として用いられる、磁気ビ
ーズ粒子の使用に基づくマイクロ流体方法の使用である。その方法は国際特許出願ＷＯ２
０１６／０５９１８２Ａ１に開示されていて、各液滴は、分泌分子の発生を検出すること
を目的とする、磁気ビーズのカラムを形成している粒子の凝集体の存在によって特徴付け
られ、ビーズライン上に前記分子を捕捉して前記ヘッドラインの上にエレメントを検出す
るシステムを用いるものである。ＷＯ２０１６／０５９１８２Ａｌに提案されるこの方法
の利点は、単一細胞レベルで分泌分子を評価することが可能である点である。しかしなが
ら、ＷＯ２０１６／０５９１８２Ａ１に開示される方法は、粒子凝集体の存在に依存した
方法であり、したがって、同一区画内の様々な細胞を必要とする精巧なアッセイを妨げる
。このアッセイは、内因性の柔軟性の制限に悩まされる。さらに、粒子凝集体の結合能力
によって感度が本質的に制限される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　一般に、分泌された分子に基づいて単一細胞を分析および／分離するために現在利用可
能な方法に影響を及ぼす制限には、低い効率または低い収率／回収、分離工程における細
胞生存能力／機能の劣化、信頼性の低さ、柔軟性の低さおよび／または１秒あたりに単離
される単一細胞の観点からの低スループットが含まれる。したがって、上述の問題を対処
するためには、化合物を分泌している単一細胞を分析および分離するための改善されたマ
イクロ流体方法が非常に必要とされることが明らかである。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明の第１の態様は、マイクロ流体システムにおける目的化合物の検出のための方法
に関し、その方法は以下のステップを含む：
　　ａ．前記マイクロ流体システムにおいて少なくとも１つの液滴を作製するステップで
あって、前記少なくとも１つの液滴は以下を含む：
　　　ｉ．少なくとも１つの単一細胞、
　　　ｉｉ．１または複数の第１の捕捉試薬、ここで前記１または複数の第１の捕捉試薬
は、前記単一細胞および前記目的化合物に結合することが可能である、
　　　ｉｉｉ．標識を含んでいる１または複数の第２の捕捉試薬、ここで前記１または複
数の第２の捕捉試薬は、前記目的化合物に結合することが可能である、
　　ｂ．検出可能なイベントを生じさせることが可能な前記少なくとも１つの液滴をイン
キュベートするステップ、
　　ｃ．前記少なくとも１つの液滴を直接検出に供するステップ、
　ここで、前記少なくとも１つの液滴内での前記検出可能なイベントの存在または再局在
化は、前記目的化合物の存在を決定する。
【００１６】
　本発明の第２の態様は、生物学的イベントを監視するための、第１の態様に係る方法の
使用に関する。
【００１７】
　本発明の第３の態様は、液滴内の目的化合物の検出のための方法に関し、その方法は以
下のステップを含む：
　ａ．以下を備えるマイクロ流体システムを提供するステップ：
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　　ｉ．少なくとも１つの入口、
　　ｉｉ．少なくとも１つの出口、
　　ｉｉｉ．１または複数のチャネル、
　ｂ．前記マイクロ流体システム内に液滴の流れを注入するステップ、ここで少なくとも
１つの液滴は以下を含む：
　　ｉ．少なくとも１つの単一細胞
　　ｉｉ．前記単一細胞および前記目的化合物に結合することが可能な複数の第１の捕捉
試薬、および
　　ｉｉｉ．それぞれが標識を含んでいる複数の第２の捕捉試薬、ここで前記複数の第２
の捕捉試薬は前記目的化合物に結合することが可能である、
　ｃ．目的化合物の生産を可能にする条件下で複数の液滴をインキュベートするステップ
、それにより、目的化合物が単一細胞によって生産される場合は、前記複数の第１の捕捉
試薬および第２の捕捉試薬によって捕捉される、
　ｄ．前記標識の存在または再局在化を検出するステップを用いて、目的化合物の存在を
判定するステップ。
【００１８】
　本発明の第４の態様は、以下を備えるマイクロ流体システムに関する：
　ａ．少なくとも１つの入口、
　ｂ．少なくとも１つの出口、
　ｃ．１または複数のチャネル、
　ｄ．以下を含んでいる少なくとも１つの液滴を作製するための、モジュール：
　　ｉ．１または複数の単一細胞、
　　ｉｉ．第１の捕捉試薬、
　　ｉｉｉ．第２の捕捉試薬。
　ｅ．目的化合物を産生している細胞を含む液滴を検出する検出モジュール
　ｆ．シグナルの分析のために構成された分析モジュール。
【００１９】
　本発明の第５の態様は、第１または第３の態様に係る方法を実施するための、第４の態
様に係るマイクロ流体システムの使用に関する。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】サイトカイン分泌検出に適用された、液滴内単一細胞の分泌アッセイ。　ここに
示される例では、蛍光検出試薬を用いたサイトカインおよび／または抗体の分泌検出に注
目しているが、示されるアッセイは、任意の目的化合物の分泌検出に対して、任意の標識
検出試薬を用いて適用することができる。ＰＢＭＣは、オンチップ（すなわち液滴内）ま
たはオフチップ（すなわち液滴外、別個のコンテナー内）で、（特異的な抗原で標識され
た抗原提示細胞を用いて特異的に、または例えば架橋抗体またはホルボールエステルの使
用により非特異的に）刺激されて、捕捉試薬によって（オンチップまたはオフチップで）
事前標識されて、そして、サイトカイン分泌を妨げる条件下で蛍光検出試薬と一緒に液滴
内に単一細胞として封入される。サイトカイン分泌を可能にする条件下で液滴をインキュ
ベートした後、細胞上の検出試薬の存在または再局在化によって分泌細胞を検出する。Ａ
）サイトカイン分泌細胞：細胞は、捕捉試薬に結合する目的サイトカインを分泌している
。分泌されたサイトカインに検出試薬が結合して、その結果、細胞上の蛍光シグナルの存
在または再局在化をもたらす。Ｂ）非分泌細胞：分析された細胞は目的サイトカインを分
泌しておらず、検出試薬は液滴内に均一に留まる。蛍光の存在または再局在化は観察され
ない。
【図２】液滴内単一細胞のＩＦＮγ分泌検出は、感度が高く、特異的である。　Ａ）非活
性化Ｔ細胞と比較した、活性化Ｔ細胞によって特異的に分泌されたＩＦＮγの単一細胞液
滴に基づく検出。実験前に死滅した細胞または目的サイトカインの分泌前もしくは分泌後
に液滴内で死滅した細胞は、実質的な非特異的結合物を表わし得る任意の非特異的なイベ
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ントを防ぐために、ＮｕｃＲｅｄ（登録商標）またはＮｕｃＧｒｅｅｎ（登録商標）イン
ターカレート試薬を液滴内に添加することによって分析から除外される。液滴において、
ＩＦＮγの分泌は、非活性化細胞および活性化細胞を含む液滴においてそれぞれ０．１４
％および１６．７％について検出される。Ｂ）活性化Ｔ細胞によるＩＦＮγ分泌のフロー
ベース検出。フローサイトメトリーにおいて、ＩＦＮγの分泌は、非活性化細胞および活
性化細胞のそれぞれ０％および１６％について検出される。細胞集団のシフトは、染色中
、近くの細胞による分泌分子の非特異的な捕捉のバックグラウンドが高いことに起因する
、フローベースシステムの重大な制限である。
【図３】液滴内単一細胞のＩＦＮγ分泌検出は、感度が高く（＜１ｎＭ）、効率的であり
（＞８０％）、１００％特異的である。　捕捉試薬で事前標識されていて、異なる濃度の
精製ＩＦＮγ存在下で検出試薬とともに流されている（ｃｏ－ｆｌｏｗｅｄ　ｗｉｔｈ）
、単一の非活性化ＣＤ８＋　Ｔ細胞を含んでいる液滴を、マイクロ流体デバイス内に再注
入して、所有権を主張できるソフトウェアを用いて各液滴の蛍光を分析した。Ａ）適切な
幅を有する液滴の選択および異なるエマルション／濃度条件の属性。Ｂ）細胞標識に基づ
いた、ＣＤ８＋　Ｔ細胞を含む液滴の選択。Ｃ）試験された各濃度のサイトカインに関す
る液滴内のＩＦＮγの検出。Ｄ）試験された各濃度のＩＦＮγについて、検出された陽性
液滴のパーセンテージを決定して、ネガティブコントロール（０ｎＭ）と比較した。液滴
において１ｎＭという少なさのサイトカインが検出可能であり、約８０％の細胞が、液滴
に基づく単一細胞分泌アッセイを用いて検出された。０ｎＭのＩＦＮγを含む条件下で陽
性として観察される細胞／液滴が０％である場合に偽陽性なしと選択された。
【図４】抗原提示細胞による、液滴内単一細胞の抗原特異的なＴ細胞活性化。　Ａ）特異
的なペプチドプールでパルスされた抗原提示細胞（ＡＰＣ）および一次ＣＤ８＋　Ｔ細胞
（捕捉試薬で事前標識）を、液滴内に一緒に封入した。ＡＰＣによるＴ細胞の活性化を可
能にする条件下で液滴を一晩インキュベートして、それはサイトカイン分泌によって検出
された。後日、マイクロ流体デバイス内に液滴を再注入して、ＩＦＮγを分泌していた活
性化Ｔ細胞およびＩＦＮγを分泌している活性化Ｔ細胞の検出のために蛍光シグナルを分
析した。Ｂ）目的の液滴は、一緒に封入された１つのＴ細胞および１つの抗原提示細胞か
らなるものであった。両方の細胞を含んでいる液滴の効果的な選択を可能にするために、
両方の細胞を異なる色で蛍光標識することができる。Ｃ）蛍光死滅細胞マーカーを用いて
、液滴内の細胞の生存能力を制御して、実験／活性化の前またはその過程の細胞死に起因
する任意の偽陽性を除外した。液滴内に封入された細胞は、一晩のインキュベーション後
、その９４％が生存可能と検出されたように、高い生存能力を示した。Ｄ）液滴分泌アッ
セイを用いて、液滴における、ＡＰＣによる抗原特異的なＴ細胞活性化を検出した。予想
されたとおり、応答性Ｔ細胞の頻度に基づき、生存可能Ｔ細胞および生存可能ＡＰＣの両
方を含む液滴の１．２％が、ＩＦＮγを分泌しているものとして検出されて、成功的な、
高い生存能力、抗原特異的な活性化、および、液滴における単一Ｔ細胞のＩＦＮγ分泌に
基づく活性化細胞の検出が示された。
【図５】任意の分泌された分子の検出に適用された、液滴内単一細胞の分泌アッセイ。　
本発明に係る方法は、非常に調整可能であり、様々な生物学的イベントを検出するために
適用することができる。ここに示される例では、蛍光検出試薬を用いたサイトカインおよ
び／または抗体の分泌検出に注目しているが、示されるアッセイは、任意の目的化合物の
分泌検出に対して、任意の標識検出試薬を用いて適用することができる。（Ａ）多重化ア
ッセイの可能性を含む、調べている細胞による様々な目的化合物の分泌の液滴内検出の例
。ここでは、抗体およびサイトカインの分泌の多重化アッセイが示されるが、本発明は任
意の言及された目的化合物に適用可能である。オフチップまたはオンチップで刺激された
ＰＢＭＣをサイトカイン特異的な捕捉試薬で事前標識して、Ｂ細胞を抗体特異的な捕捉試
薬で事前標識する。両方の細胞集団を、個々の細胞として封入される前にサイトカインお
よび抗体の分泌を妨げる条件下で、サイトカイン特異的な蛍光検出試薬および抗体特異的
な蛍光検出試薬と一緒に液滴内に単一細胞として共封入する。両方の検出試薬の標識（こ
の例では蛍光だが任意の手段によるものであってよい）は、アッセイに従って適切に選択
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される。サイトカインおよび抗体の分泌を可能にする条件下で液滴をインキュベートした
後、細胞上の検出試薬の存在または再局在化によって分泌細胞を検出する。分泌されたサ
イトカインは、サイトカイン分泌細胞に特異的に結合した捕捉試薬に結合して、蛍光抗－
サイトカイン検出試薬の存在または再局在化を通して検出される。分泌された抗体は、抗
体分泌細胞に結合した捕捉試薬に結合して、細胞上の蛍光抗－抗体検出試薬の存在または
再局在化を通して検出される。抗体特異的な捕捉試薬は、全ての免疫グロブリンに特異的
であってよく、それにより、包括的な抗体応答が検出されるのを可能にし、または、抗体
特異的な捕捉試薬は、目的抗原からなるものであってよく、それにより、抗原特異的な抗
体応答が検出されるのを可能にする。（Ｂ）共に流されている（ｃｏｆｌｏｗｅｄ）捕捉
試薬および検出試薬による、液滴内サイトカイン分泌検出の例。オフチップまたはオンチ
ップで刺激されたＰＢＭＣを、サイトカイン分泌を妨げる条件下で、捕捉試薬および検出
試薬（ここに例示されるように蛍光であってよく、または任意の他の手段であってよい）
と一緒に液滴内に単一細胞として封入する。サイトカイン分泌を可能にする条件下で液滴
をインキュベートした後、細胞上の検出試薬の存在または再局在化によって分泌細胞を検
出する。捕捉試薬および検出試薬の濃度は両方とも、最も高いシグナル／バックグラウン
ド比を生じさせるように適合されて、調べている細胞に対する最大の蛍光シグナルを可能
にする。（Ｃ）２以上の分子からなる細胞に結合した第１の捕捉試薬による液滴内サイト
カイン分泌検出の例。オフチップまたはオンチップで刺激されたＰＢＭＣを、２以上の分
子からなるサイトカイン特異的な捕捉試薬で事前標識する。２以上の分子は、目的細胞膜
に特異的な抗体であってリガンドＡにコンジュゲートされた抗体、および、目的サイトカ
インに特異的な抗体であってリガンドＢにコンジュゲートされた抗体からなり；ここで、
リガンドＡとリガンドＢは相互作用することができ、安定した関連性を形成する。細胞は
、サイトカイン分泌を妨げる条件下で、蛍光検出試薬と一緒に液滴内に単一細胞として封
入される。サイトカイン分泌を可能にする条件下で液滴をインキュベートした後、細胞上
の検出試薬の存在または再局在化によって分泌細胞を検出する。（Ｄ）共に流されていて
（ｃｏｆｌｏｗｅｄ）、２以上の分子からなる、第１の捕捉試薬による液滴内サイトカイ
ン分泌検出の例。オフチップまたはオンチップで刺激されたＰＢＭＣを、サイトカイン分
泌を妨げる条件下で、捕捉試薬および蛍光検出試薬と一緒に液滴内に単一細胞として封入
する。共に流されている（ｃｏｆｌｏｗｅｄ）サイトカイン特異的捕捉試薬は、２以上の
分子からなる。２以上の分子は、目的細胞膜に特異的な抗体であってリガンドＡにコンジ
ュゲートされた抗体、および、目的サイトカインに特異的な抗体であってリガンドＢにコ
ンジュゲートされた抗体からなり；ここで、リガンドＡとリガンドＢは相互作用すること
ができ、安定した関連性を形成する。サイトカイン分泌を可能にする条件下で液滴をイン
キュベートした後、細胞上の検出試薬の存在または再局在化によって分泌細胞を検出する
。捕捉試薬および検出試薬の濃度は両方とも、最も高いシグナル／バックグラウンド比を
生じさせるように適合されて、調べている細胞に対する最大の蛍光シグナルを可能にする
。（Ｅ）第１の捕捉試薬による液滴内サイトカイン分泌検出の例は、２つの分子からなり
、その一方は細胞に結合していて、他方は共に流されている（ｃｏｆｌｏｗｅｄ）。オフ
チップまたはオンチップで刺激されたＰＢＭＣを、リガンドＡにコンジュゲートされた細
胞膜に特異的な抗体からなる捕捉試薬の第１の部分で事前標識する。サイトカイン分泌を
妨げる条件下で、リガンドＢにコンジュゲートされた目的サイトカインに特異的な抗体か
らなる捕捉試薬の第２の部分および蛍光検出試薬と一緒に、細胞を液滴内に単一細胞とし
て封入する。リガンドＡおよびリガンドＢは相互作用することができ、安定した関連性を
形成する。サイトカイン分泌を可能にする条件下で液滴をインキュベートした後、細胞上
の検出試薬の存在または再局在化によって分泌細胞を検出する。捕捉試薬の第２の部分お
よび検出試薬の濃度は両方とも、最も高いシグナル／バックグラウンド比を生じさせるよ
うに適合されて、調べている細胞に対する最大の蛍光シグナルを可能にする。
【図６】分泌された受容体特異的抗体によるＴ細胞活性化の検出。
【図７】細胞傷害性因子の分泌検出および抗原特異的抗体の分泌により誘導されるＡＤＣ
Ｃの二重陽性検出。
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【図８】抗原特異的抗体の分泌により誘導されるＡＤＣＣの二重陽性検出。
【図９】本発明に係るマイクロ流体システムおよび方法の説明。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本発明に係る方法は、単一細胞分析のための現行のマイクロ流体技術に影響を及ぼす上
述の問題を解決することを目的としている。特に、本発明の方法は、目的化合物の生産を
単一細胞レベルで検出、分析および／または定量化する改善された性能を提供する。
【００２２】
　本明細書中に開示される方法の第１の利点は、その高い感度によって示される。そのよ
うな特性は、液滴における、目的化合物を産生する単一細胞の空間的制約に起因するもの
であり、ここで前記単一細胞は自由に動くことができて、それにより高い生存能力を可能
にし、その結果、高くて、なおも生理学的である代謝活性を可能にする。さらに、液滴に
おける、目的化合物を産生している単一細胞の空間的制約は（ここで前記の分泌産物は、
制約された数ピコ～数ナノリットルの容量内に制限される）、生産される分子に応じて数
分～数時間のインキュベーションで高濃度に到達するのを可能にする。
【００２３】
　その結果として、本発明の方法を使用することによって現れる第２の利点は、検出可能
なイベントの再局在化および／または強度における変化をリアルタイムで監視するおかげ
で、動態分析を実施する可能性によって示される。拡張することによって、標識が異なる
検出試薬を用いることによって、多様な分泌化合物の検出への拡張を想起することが容易
である。
【００２４】
　その結果として、本発明の方法を使用することによって現れる第３の利点は、２以上の
細胞を液滴内に一緒に封入して、１または２以上の細胞による前記化合物の産生に関する
細胞間相互作用の役割を監視するおかげで、複雑だが柔軟性のあるアッセイセットを実施
する可能性によって示される。２以上の細胞を一緒に封入するこれらの複雑なアッセイは
また、２以上の目的化合物の分泌の検出も可能にする。
【００２５】
　本発明の方法を使用することによって現れる第４の利点は、前記分子の産生の検出の高
い特異性によって示される。そのような特性は、液滴における、目的化合物を産生する単
一細胞の空間的制約に起因するものであり、ここで、前記の分泌された産物は、制約され
た容量内に制限されて、前記単一細胞に特異的に捕捉されて、したがって、分泌された産
物は、分泌細胞によってのみ捕捉される。
【００２６】
　この点について、本発明者らは、液滴内で細胞上の検出試薬の存在または再局在化を監
視することによって分泌細胞が有利に検出されること、および、細胞密度／濃度は検出の
特異性に影響しないことを見いだした。
【００２７】
　さらに、非分泌細胞または目的化合物を分泌しない細胞が存在する場合は、検出試薬は
、液滴内に均一に留まり、したがって偽陽性が生じる割合を最小にする。
【００２８】
　第１の態様では、本発明は、マイクロ流体システムにおける目的化合物の検出のための
方法に関し、前記方法は以下のステップを含む：
　　ａ．前記マイクロ流体システムにおいて少なくとも１つの液滴を作製するステップで
あって、前記少なくとも１つの液滴は以下を含む：
　　　ｉ．少なくとも１つの単一細胞、
　　　ｉｉ．１または複数の第１の捕捉試薬、ここで前記１または複数の第１の捕捉試薬
は、前記単一細胞および前記目的化合物に結合することが可能である、
　　　ｉｉｉ．標識を含んでいる１または複数の第２の捕捉試薬、ここで前記１または複
数の第２の捕捉試薬は、前記目的化合物に結合することが可能である、
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　　ｂ．検出可能なイベントを生じさせることが可能な前記少なくとも１つの液滴をイン
キュベートするステップ、
　　ｃ．前記少なくとも１つの液滴を直接検出に供するステップ、
　ここで、前記少なくとも１つの液滴内での前記検出可能なイベントの存在または再局在
化は、前記目的化合物の存在を決定する。
【００２９】
　本発明の文脈において、用語「マイクロ流体システム」は、本明細書中に開示される方
法を実施するための１または複数の組み込まれたユニットまたはチップを指してよい。前
記マイクロ流体システムは、一般に、１または複数のマイクロチャネルおよび１または複
数のマイクロ流体デバイス（例えばマイクロポンプ、マイクロバルブ）を備えるマイクロ
流体チップの形態で表される。
【００３０】
　本発明の文脈において、「マイクロ流体チップ」は、一般に、材料（高分子材料、例え
ば、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）またはポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）
、ポリカーボネート（ＰＣ）、エポキシ、ＣＯＣ（特に光重合性エポキシ、例えばＮｏｒ
ｌａｎｄ　Ｏｐｔｉｃａｌ　Ａｄｈｅｓｉｖｅｓ（ＮＯＡ）によって市販されるもの）、
ガラス．シリコン、プラスチック）への、ミリング、エッチング、アブレーションまたは
成形によって作られるマイクロチャネルのセットを指す。マイクロ流体チップは、基板お
よび支持体（共に少なくとも１つのチャネルを規定する）を備えてよい。
【００３１】
　本明細書において用いられる用語「液滴」は、周囲と非混和性である流体の隔離された
部分を指す。本発明の文脈において、前記「液滴」は、球状であってよく、実質的に球状
であってよく、または球状でない形状であってよい。前記形状は、外的環境などの異なる
パラメーターに依存し得る。
【００３２】
　マイクロ流体システムにおいて液滴を調製、作製および注入するための方法は、当業者
に公知である。例示的な方法はＵＳ２０１５／００５７１６３Ａ１に開示されている。各
液滴内の単一細胞の存在に関しては、当業者は、ポアソン分布を用いてこのパラメーター
を制御および／または推定することができることを理解している。
【００３３】
　本発明の文脈において、「少なくとも１つの単一細胞」という表現は、生存可能および
生存不可能な単一細胞を指す。前記少なくとも１つの単一の生存可能な細胞の生存能力の
状態は、本発明に係る方法のステップに従って改変または変更することができる。本発明
の方法に係る液滴のインキュベーションのステップ後に、前記液滴において検出可能なイ
ベントが生じる可能性は、液滴内に少なくとも１つの生存可能な単一細胞を有する可能性
を指すということは、注意する価値がある。
【００３４】
　本明細書において用いられる用語「直接検出」は、液滴において、固体支持体の不存在
下で、単一細胞によって生産された目的化合物を検出する可能性を指し、ここで、固体支
持体とは、目的化合物を捕捉するために用いられるものである。本発明の文脈において、
用語「固体支持体」は、標的分子を前記支持体上に固定化することができるように標的分
子に関して所定の特異性を有していて、それにより液滴内に含まれる内容物からの標的分
子の分離を可能にする、任意の非生物学的マトリックス、例えば磁気ビーズ、ゲルマトリ
ックスまたはアフィニティマトリックスを指す。
【００３５】
　本発明の第１の態様の一実施態様によれば、単一細胞は、液滴内での自由な可動性を示
す。
【００３６】
　本発明の文脈において、目的化合物の検出は、液滴における前記目的化合物を産生する
細胞の配向性（ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎ）に非依存性である。
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【００３７】
　本発明の第１の態様の別の実施態様によれば、単一細胞は固体支持体上に捕捉されない
。
【００３８】
　本発明者らは、固体支持体上に束縛されていない高度の可動性を有する単一細胞の存在
は、細胞の表面上の第１の捕捉試薬の改善された分布のため、細胞によって分泌された目
的化合物の存在を検出するのに優れた感度を与えることを見いだした。
【００３９】
　本明細書において用いられる用語「捕捉試薬」は、目的化合物への親和性を示す試薬、
核酸、タンパク質またはペプチドを指す。本発明の文脈において、当該方法は第１の捕捉
試薬および第２の捕捉試薬の存在を要する。
【００４０】
　本発明の文脈において、用語「第１の捕捉試薬」および／または「第２の捕捉試薬」は
、単一の二官能性化合物を指してよく、または、特異的な官能性によってそれぞれ特徴づ
けられる２以上の異なる化合物を含む複合体を指してよい。本発明に係る方法に関して考
えられる第１の捕捉試薬および第２の捕捉試薬の例は、抗体、抗原、サイトカイン、ケモ
カイン、ホルモンもしくは増殖因子、またはこれらの組み合わせの形態の化合物または複
合体であってよい。
【００４１】
　本明細書において用いられる用語「再局在化」は、検出可能なイベントの密度および／
または濃度の液滴内の空間的配置における変化を指す。本明細書において用いられる用語
「存在」は、検出可能なイベントの発生またはその強度の変化を指す。
【００４２】
　本発明に係る方法の重要な態様は、液滴における検出可能なイベントの再局在化に関す
る。この点について、当技術分野で知られている方法は、本明細書において意図される「
再局在化」を達成することはできないが、フローサイトメトリー分析を行なう前に、過剰
分としての局所濃度－結合のみ洗い流される。したがって、この特徴の効果は、現行の方
法よりも高い効率を本発明に係る方法に与える。
【００４３】
　液滴に基づくマイクロ流体アッセイにおける別の重要なステップは、液滴作製、ピコ注
入、マージングおよびソーティングとともに、液滴のインキュベーションによって示され
る。本発明の文脈において、インキュベーションは、オフチップまたはオンチップで生じ
てよい。インキュベーションステップは、液滴を正確な時間インキュベートするのに必要
な遅延ライン（ｄｅｌａｙ　ｌｉｎｅ）において生じてもよく、細胞生存能力および目的
化合物の産生を可能にする。遅延ラインにおけるインキュベーションの例示的な方法は、
ＵＳ２０１２／０１２１４８０Ａ１に開示される。封入前の典型的なインキュベーション
温度は０℃～１６℃の範囲であり、封入後は１６℃～３８℃の範囲であり、インキュベー
ション後の分泌分子の分析のための再注入は０℃～３８℃の範囲である。典型的なインキ
ュベーション時間は、ミリ秒（動態分析）～２４時間以上（細胞間相互作用によって仲介
される化合物産生の調節分析）である。
【００４４】
　本発明の第１の態様の別の実施態様では、当該方法は、インキュベーション後に液滴に
おける細胞生存能力を測定するステップをさらに含む。本発明の文脈において、細胞生存
能力を測定するのに好ましい方法は、液滴内で死滅細胞が検出される場合にのみ蛍光を放
射するインターカレート色素、例えばＮｕｃＲｅｄ（登録商標）Ｄｅａｄ　６４７　Ｒｅ
ａｄｙＰｒｏｂｅｓ（登録商標）を用いることによって行われる。
【００４５】
　本発明の第１の態様の別の実施態様によれば、１または複数の第１の捕捉試薬は、前記
の少なくとも１つの単一の液滴の作製前または作製後に、前記少なくとも１つの単一細胞
の表面に結合する。
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【００４６】
　本発明の第１の態様の一実施態様では、１または複数の第１の捕捉試薬は、１０１～１
０８分子／細胞の範囲の密度で前記単一細胞に結合する。
【００４７】
　本発明の第１の態様の別の実施態様によれば、目的化合物は、１０ｐＭ～１００μＭの
濃度で液滴において生産される。
【００４８】
　本発明の第１の態様の別の実施態様では、液滴は、２ｐＬ～１０ｎＬの範囲の容量を有
する。
【００４９】
　本発明の第１の態様の別の実施態様では、標識は、蛍光標識、ポリマー、タンパク質、
ペプチド、ハプテン、化学物質、核酸、またはバーコード標識を含む群から選択される。
本明細書において用いられる用語「バーコード」は、分析物に関する情報を伝達するため
に前記分析物に付着され得る標識を指す。本発明の文脈において、バーコード標識は、標
識、ポリマー、蛍光標識、ペプチド、ハプテン、タンパク質、化学物質、核酸の混合物で
あってよい。
【００５０】
　本発明の第１の態様の別の実施態様では、第１の捕捉試薬および前記第２の捕捉試薬は
、タンパク質、ペプチド、オリゴヌクレオチド、ハプテン、核酸、蛍光コンジュゲート、
酵素コンジュゲート、合成ポリマー、もしくはバーコード、またはそれらの組み合わせを
含む群から独立に選択される。バーコード標識は、標識、前記ポリマー、蛍光標識、ペプ
チド、ハプテン、タンパク質、化学物質、核酸の混合物であってよい。
【００５１】
　本発明の第１の態様の別の実施態様では、第１の捕捉試薬は抗体であり、前記第２の捕
捉試薬は蛍光性の抗－目的化合物抗体である。
【００５２】
　本発明の第１の態様の別の実施態様によれば、第１の捕捉試薬は二官能性抗体である。
【００５３】
　本発明の第１の態様の別の実施態様では、目的化合物は、細胞によって分泌される化合
物であって、制限されないが、抗体（ＩｇＧ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４
）、ＩｇＥ、ＩｇＡ（ＩｇＡ１、ＩｇＡ２）、ＩｇＭ、、サイトカイン（ＩＬ－１様、Ｉ
Ｌ－１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１ＲＡ、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ
－６様、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－９、ＩＬ－１０様、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ
－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１４、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８、
ＩＬ－２０、共通ｂ鎖（ＣＤ１３１）、ＬＩＦ、ＯＳＭ、インターフェロン類（ＩＦＮ－
α、ＩＦＮ－β、ＩＦＮ－γ）、ＴＮＦ、ＴＮＦ－α、ＴＮＦ－β、ＣＤ１５３、ＣＤ１
５４、ＬＴ－β、４－１ＢＢＬ、ＡＰＲＩＬ、ＣＤ７０、ＣＤ１３２、ＣＤ１７８、ＧＩ
ＴＲＬ、ＬＩＧＨＴ、ＯＸ４０Ｌ、ＴＡＬＬ－１、ＴＲＡＩＬ、ＴＷＥＡＫ、ＴＲＡＮＣ
Ｅ、ＴＧＦ－β、Ｔｐｏ、Ｆｌｔ－３Ｌ、ＳＣＦ、Ｍ－ＣＳＦ、ＭＳＰ）、ケモカイン（
ＣＣＬ１、ＣＣＬ２、ＣＣＬ３、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ６、ＣＣＬ７、ＣＣＬ８、
ＣＣＬ９／ＣＣＬ１０、ＣＣＬ１１、ＣＣＬ１２、ＣＣＬ１３、ＣＣＬ１４、ＣＣＬ１５
、ＣＣＬ１６、ＣＣＬ１７、ＣＣＬ１８、ＣＣＬ１９、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２１、ＣＣＬ
２２、ＣＣＬ２３、ＣＣＬ２４、ＣＣＬ２５、ＣＣＬ２６、ＣＣＬ２７、ＣＣＬ２８、Ｃ
ＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ３、ＣＸＣＬ４、ＣＸＣＬ５、ＣＸＣＬ６、ＣＸＣＬ７
、ＣＸＣＬ８、ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１、ＣＸＣＬ１２、ＣＸＣＬ１３
、ＣＸＣＬ１４、ＣＸＣＬ１５、ＣＸＣＬ１６、ＣＸＣＬ１７、ＸＣＬ１、ＸＣＬ２、Ｃ
Ｘ３ＣＬ１）、ホルモン類（エストロゲン、プロゲストゲン類、チロキシン、ステロイド
、インスリン、アドレナリンエピネフリン、メラトニン、トリヨードチロニン、チロキシ
ン、プロスタグランジン類、ロイコトリエン類、プロスタサイクリン、セロシス（Ｔｈｅ
ｒｏｃｉｓ）、アディポネクチン、副腎皮質刺激ホルモン（またはコルチコトロピン）、



(15) JP 2021-521456 A 2021.8.26

10

20

30

40

50

アミリン（または膵島アミロイドポリペプチド）、アンギオテンシノーゲンおよびアンジ
オテンシン、抗ミュラー管ホルモン（または、ミュラー管阻害因子もしくはホルモン）、
抗利尿ホルモン（または、バソプレシン、アルギニンバソプレシン）、心房性ナトリウム
利尿ペプチド（またはアトリオペプチン）、カルシトニン、コレシストキニン、コルチコ
トロピン放出ホルモン、コルチスタチン、エンドセリン、エンケファリン、エリスロポエ
チン、卵胞刺激ホルモン、ガラニン、胃抑制ポリペプチド、ガストリン、グルカゴン、グ
ルカゴン様ペプチド－１、ゴナドトロピン分泌ホルモン、グアニリン、ヘプシジン、ヒト
絨毛性ゴナドトロピン、インヒビン、インスリン、インスリン様増殖因子（またはソマト
メジン）、レプチン、リポトロピン、メラニン細胞刺激ホルモン、モチリン、オレキシン
、オステオカルシン、オキシトシン、リラキシン、レニン、セクレチン、ソマトスタチン
、トロンボポエチン、ウログアニリン、血管作用性小腸ペプチド、ステロイド、エストロ
ゲン、グルココルチコイド、プロゲストゲン、セコステロイド）、増殖因子（Ｇ－ＣＳＦ
、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｆａｓ－リガンド、アドレノメデュリン（ＡＭ）、アンジオポエチン（
Ａｎｇ）、自己分泌型細胞運動刺激因子、骨形成タンパク質（ＢＭＰ）、毛様体神経栄養
因子ファミリー、毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）、白血病抑制因子（ＬＩＦ）、インタ
ーロイキン－６（ＩＬ－６）、コロニー刺激因子、マクロファージコロニー刺激因子（ｍ
－ＣＳＦ）、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒球マクロファージコロニー刺
激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、エフリン（Ａ１－Ａ５、Ｂ１－Ｂ３
）、エリスロポエチン（ＥＰＯ）、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ１－ＦＧＦ２３）、ウシ
胎児ソマトトロピン（Ｆｏｅｔａｌ　Ｂｏｖｉｎｅ　Ｓｏｍａｔｏｔｒｏｐｈｉｎ）（Ｆ
ＢＳ）、リガンドのＧＤＮＦファミリー、グリア細胞由来神経栄養因子（ＧＤＮＦ）、ニ
ュールツリン、パーセフィン、アルテミン、増殖分化因子－９（ＧＤＦ９）、肝細胞増殖
因子（ＨＧＦ）、肝癌由来増殖因子（ＨＤＧＦ）、インスリン、インスリン様増殖因子、
インスリン様増殖因子－１（ＩＧＦ－１およびＩＧＦ－２）、インターロイキン類；ＩＬ
－１－すなわち、ＩＬ－３およびＩＬ－６の補因子、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、Ｉ
Ｌ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ケラチノサイト増殖因子（ＫＧＦ）、遊走刺激因子（ＭＳ
Ｆ）、肝細胞増殖因子様タンパク質（ＨＧＦＬＰ）としても知られるマクロファージ刺激
タンパク質（ＭＳＰ）、ミオスタチン（ＧＤＦ－８）、ニューレグリン類（ＮＲＧ１－Ｎ
ＲＧ４）、ニューロトロフィン類、脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、神経成長因子（Ｎ
ＧＦ）、ニューロトロフィン－３（ＮＴ－３）、ニューロトロフィン－４（ＮＴ－４）、
胎盤増殖因子（ＰＧＦ）、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、レナラーゼ（Ｒｅｎａｌａ
ｓｅ）（ＲＮＬＳ）－抗－アポトーシス生存因子、Ｔ細胞増殖因子（ＴＣＧＦ）、トロン
ボポエチン（ＴＰＯ）、形質転換増殖因子α（ＴＧＦ－α、ＴＧＦ－β（ＴＧＦ－β１、
ＴＧＦ－β２、ＴＧＦ－β３）、腫瘍壊死因子－α（ＴＮＦ－α）、血管内皮増殖因子（
ＶＥＧＦ））を含む群から選択される。
【００５４】
　本発明の第２の態様は、１つまたはいくつかの、潜在的に同時の、生物学的イベント（
単数または複数）を監視するための、前記発明の第１の態様に係る方法の使用を包含する
。本明細書において用いられる用語「生物学的イベント」は、対象の体内で生じて生細胞
の生理学的状態に影響を及ぼす生理学的な過程および／または状態の変更を説明するため
に使われる。典型的な例は、誘導される死（非限定的な例として、ＡＤＣＣ、ＣＤＣ、Ａ
ＤＣＰ、サイトカイン誘導される細胞溶解、アポトーシス、クロム放出）を伴う、化合物
の関係する分泌であり、別の例は、分泌された化合物（非限定的な例として、Ｇタンパク
質共役型受容体活性化、Ｂ－アレスチン、カスパーゼ活性化、ＰＫＣ／ＮＦＫＢパスウェ
イ、ＭＡＰキナーゼ、Ｐｉ３Ｋ、ＡＫＴパスウェイ、Ｒａｓ／Ｍｅｋ／Ｅｒｋ、ＰＬＣ／
Ｃａ＋＋）による、細胞パスウェイの活性化および／または阻害である。
【００５５】
　本発明の第２の態様の一実施態様では、生物学的イベントは免疫応答である。典型的な
例は、化合物分泌を誘導するＴ細胞による抗原認識の検出であり、化合物分泌を誘導する
Ｂ細胞による抗原認識を含み、Ｔ細胞からの分泌化合物によって監視され第２の分泌化合
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物によって誘導されるＴ細胞活性化も同様に含み（この例は、２つの異なる細胞型による
分泌化合物の検出および各々に特異的なバーコードを用いてこれらを区別することを含む
）、Ｂ細胞からの分泌化合物によって監視され第２の分泌化合物によって誘導されるＢ細
胞活性化を含む。
【００５６】
　本発明の第３の態様では、以下のステップを含む、液滴における目的化合物の検出のた
めの方法が提供される：
　ａ．以下を備えるマイクロ流体システムを提供するステップ：
　　ｉ．少なくとも１つの入口、
　　ｉｉ．少なくとも１つの出口、
　　ｉｉｉ．１または複数のチャネル、
　ｂ．前記マイクロ流体システム内に液滴の流れを注入するステップ、ここで少なくとも
１つの液滴は以下を含む：
　　ｉ．少なくとも１つの単一細胞
　　ｉｉ．前記単一細胞および前記目的化合物に結合することが可能な複数の第１の捕捉
試薬、および
　　ｉｉｉ．それぞれが標識を含んでいる複数の第２の捕捉試薬、ここで前記複数の第２
の捕捉試薬は前記目的化合物に結合することが可能である、
　ｃ．目的化合物の生産を可能にする条件下で複数の液滴をインキュベートするステップ
、それにより、目的化合物が単一細胞によって生産される場合は、前記複数の第１の捕捉
試薬および第２の捕捉試薬によって捕捉される、
　ｄ．前記標識の存在または再局在化を検出するステップを用いて、目的化合物の存在を
判定するステップ．
【００５７】
　本発明の第４の態様は、以下を備えるマイクロ流体システムに関する：
　ａ．少なくとも１つの入口、
　ｂ．少なくとも１つの出口、
　ｃ．１または複数のチャネル、
　ｄ．以下を含んでいる少なくとも１つの液滴を作製するためのモジュール：
　　ｉ．１または複数の単一細胞、
　　ｉｉ．第１の捕捉試薬、
　　ｉｉｉ．第２の捕捉試薬、
　ｅ．目的化合物を産生している細胞を含む液滴を検出する検出モジュール。
　ｆ．シグナルの分析のために構成された分析モジュール。
【００５８】
　本発明の第４の態様の一実施態様によれば、マイクロ流体システムは、液滴生産のため
のモジュール、液滴検出のためのモジュール、液滴分析のためのモジュール、液滴をソー
ティングするためのモジュール、液滴をタグ化するためのモジュール、および液滴を回収
するためのモジュールを含む群から選択される、互いと連絡している少なくとも２つのモ
ジュールの存在によって特徴付けられる。本発明の文脈において、液滴を回収するための
モジュールは、さらなるプロセス（例えば遺伝子型決定、さらなる機能性分析）を行なう
ことが意図される。
【００５９】
　本発明に係るマイクロ流体システムおよびプロセスの理想的なスキームを図９に示す。
【００６０】
　２以上の前述のモジュールの組み合わせは、本明細書中に開示されるマイクロ流体シス
テムが、ハイスループット（毎秒、数千液滴が処理され得る）の観点から改善された結果
を達成するのを可能にする。
【００６１】
　本発明のマイクロ流体システムの重要な態様は、本発明の第１の態様の方法に係る分泌
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および検出ステップがマイクロ流体システムの同一モジュールにおいて実施され得ること
である。
【００６２】
　第５の態様によれば、第４の態様に係るマイクロ流体システムは、本発明の第１または
第３の態様に開示される方法を実施するために用いられる。
【実施例】
【００６３】
　原理説明
　健康ドナーのヒトＰＢＭＣを、「キャッチ試薬」と呼ばれる過剰の二官能性抗体を用い
て、マイクロチューブ内で事前標識する。キャッチ試薬は、白血球特異的な膜タンパク質
（ＣＤ４５）および目的サイトカインの両方に特異的である。サイトカイン分泌を妨げる
条件下（すなわち４℃）で５分インキュベーションした後に、全ての白血球をキャッチ試
薬で均等に標識化して、広範囲の洗浄によって過剰分を洗い流す。事前標識された細胞を
、サイトカイン分泌を妨げる条件下で、１％ｖ／ｖの最終濃度の蛍光標識抗－サイトカイ
ン抗体とともに、ピコリットルの液滴内に単一細胞として封入する（図１）。単一細胞を
含む液滴を、５％ＣＯ２制御インキュベーター内で３７℃にて１ｈ２０インキュベートし
て、サイトカイン分泌を可能にさせる。液滴を再注入して、細胞上の検出試薬の蛍光シグ
ナルの再局在化によって検出される（ｔｒａｄｕｃｅｄ）サイトカインの分泌を、各液滴
について分析する。サイトカイン分泌細胞を含む液滴では、検出試薬シグナルは細胞上に
再局在化して、液滴において蛍光の局所的な増大をもたらす。それとは対照的に、非分泌
細胞を含む液滴では、検出試薬の蛍光シグナルは液滴内に均一に留まり、蛍光の局所的な
増大は観察されない。
【００６４】
　液滴内分泌アッセイを、ＰＭＡ／イオノマイシンによって活性化されたＰＢＭＣによる
、非活性化ＰＢＭＣと比較した、ＩＦＮγ（およびＴＮＦα、示されない）分泌の検出に
適用した（図１）。液滴に基づくマイクロ流体システムおよびソフトウェアを用いて観察
された結果を、同一の細胞および条件でマイクロプレートにおいて生産されたフローサイ
トメトリーデータと比較した（図２）。フローサイトメトリーにおける分泌細胞の１００
％が、液滴分泌アッセイにおいて陽性として検出された。ネガティブコントロールの０．
１５％未満が偽陽性細胞にカウントされた。活性化Ｔ細胞によるサイトカイン分泌の液滴
検出は、フローサイトメトリー検出と比較して非常に効率的かつ特異的である。
【００６５】
　サイトカイン分泌の感度および効率の定量化
　非活性化および非分泌ＣＤ８＋　Ｔ細胞を、液滴分泌アッセイ手順に従って、様々な濃
度の精製ＩＦＮγとともに液滴内に封入した。４つのエマルションが生産されて、単一細
胞として単離された細胞および異なる濃度の精製サイトカイン：０ｎＭ、１ｎＭ、５ｎＭ
または１０ｎＭ最終濃度のＩＦＮγ（図３）を液滴中にそれぞれ含んでいた。４つのエマ
ルション全ての液滴を再注入して、蛍光シグナルを分析した。液滴分泌アッセイを用いて
、１ｎＭという少なさのサイトカイン濃度が偽陽性イベントなしに検出されて、高い感度
および１００％特異的なアッセイを示した。分泌アッセイはまた、８０％よりも多い陽性
細胞が液滴において検出されるように、効率的であることも示した。
【００６６】
　これらの実施例は、検量線サンプルの条件を作ることにより、液滴における定量的なリ
アルタイムのサイトカイン分泌の定量化のためにアッセイ検出を校正する可能性を示す。
【００６７】
　液滴における共に封入されたＡＰＣ／Ｔ細胞からのサイトカイン分泌に基づく、抗原特
異的なＴ細胞同定
　共に培養されると、特異的なペプチドがローディングされた抗原提示細胞（ＡＰＣ）は
、応答性Ｔ細胞のサブセットを特異的に活性化することができ、サイトカイン分泌をもた
らす。液滴分泌アッセイを、液滴におけるＡＰＣによるＴ細胞の特異的な活性化の検出に
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適用した（図４）。ＡＰＣおよびＴ細胞を、サイトカイン分泌を妨げる条件下で液滴内に
単一細胞として共に流した（ｃｏ－ｆｌｏｗｅｄ）。５％ＣＯ２制御インキュベーター内
で液滴を３７℃で一晩インキュベートして、後日、再注入した。Ｔ細胞およびＡＰＣの両
方の生存能力を、ＮｕｃＲｅｄ（登録商標）（インターカレート色素）を用いて、液滴内
で一晩インキュベーションした後に測定した。そのような死滅細胞蛍光マーカーを用いて
、封入された細胞の９４％が生存可能として検出された。ＡＰＣによるＴ細胞の特異的な
活性化を、ＩＦＮγ分泌に適用された液滴分泌アッセイを用いて検出した。生存可能なＴ
細胞およびＡＰＣを含む液滴において、１．２％がＩＦＮγを分泌し、液滴におけるＴ細
胞の効果的な抗原－特異的活性化が示された。
【００６８】
　抗原特異的かつ全体的な抗体分泌検出
　捕捉試薬によって事前標識されたＢ細胞を検出試薬と一緒に液滴内に共封入することに
よって、示された液滴内分泌アッセイを用いて抗体分泌を評価することができる。捕捉試
薬の第１の部分は、Ｂ細胞表面マーカーを認識することが可能であり、Ｐａｎ－Ｂマーカ
ーまたは特異的なＢ細胞マーカーであってよく、典型的な例は、免疫グロブリン分泌形質
細胞に関するＣＤ１３８マーカーである。捕捉試薬の第２の部分は、抗体を特異的に捕捉
し、または目的抗原からなる。１つめの場合では、捕捉試薬は抗体を捕捉する部分からな
り、検出試薬は検出可能な標識化抗原からなる。２つめの場合では、捕捉試薬は目的抗原
からなり、検出試薬は検出可能な標識化抗－二次抗体からなる。Ｂ細胞上の蛍光シグナル
の再局在化は（標識はここでは蛍光であるが、当業者にとって任意の手段によって検出さ
れ得る）、調べている液滴内に存在するＢ細胞による抗原特異的抗体の分泌を示す。ここ
に説明される方法は、捕捉試薬の事前インキュベーションを伴って、または伴わずに、適
用することができる（図５Ａ～Ｅ）。ここに説明される方法は、以前に言及された任意の
目的化合物に適用することができる。
【００６９】
　分泌された受容体特異的抗体によるＴ細胞活性化の検出
　所定のＴ細胞受容体への特異的な抗体の結合は、Ｔ細胞を活性化することができ、例え
ば、サイトカイン分泌をもたらす。液滴分泌アッセイは、液滴において、免疫グロブリン
発現細胞によって分泌されたＴ細胞受容体特異的抗体によるＴ細胞活性化を検出すること
ができる（図６）。典型的な例は、捕捉試薬で事前標識されて、免疫グロブリン発現細胞
と一緒に液滴内に封入されたＰＢＭＣを含む。液滴は、標識された検出試薬を含みながら
（標識はここでは蛍光であるが、任意の手段によるものであってよい）、抗体産生を妨げ
る条件下で生産される。抗体産生を可能にする条件下で液滴をインキュベートした後に、
例えば、サイトカイン分泌の検出を通してＴ細胞活性化が検出される。Ｔ細胞受容体特異
的抗体の結合は、続いてＴ細胞を活性化して、その結果、例えばサイトカインを分泌する
。分泌されたサイトカインは、Ｔ細胞に結合した捕捉試薬上に再局在化し、蛍光検出試薬
は目的サイトカイン上に再局在化する。分泌された抗体によって活性化されたＴ細胞を含
む液滴は、その結果、活性化Ｔ細胞上の検出試薬の再局在化に起因して検出可能なシグナ
ルを示す。ここに説明される方法は、捕捉試薬の事前インキュベーションを伴って、また
は伴わずに、適用することができる。上述の方法の典型的な例は、Ｔ細胞活性化をトリガ
ーする抗－ＣＤ３抗体の検出である。拡張することによって、このシステムは、抗－チェ
ックポイント抗体の同定に用いることができる。
【００７０】
　細胞傷害性因子の分泌検出および抗原特異的抗体の分泌によって誘導されるＡＤＣＣの
二重陽性検出
　液滴内分泌アッセイを用いて、ＡＤＣＣ活性を有する抗原特異的抗体が分泌される場合
における、誘導される死を評価することができる（図７）。ここに示される二重陽性アッ
セイは、死滅化細胞（例として、一次ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、単球、マクロファ
ージ、好中球、好酸球および樹状細胞、ならびに細胞培養細胞株が含まれる）による細胞
傷害性因子の分泌、および、死滅化細胞により分泌された化合物によって誘導される標的
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細胞の死滅化の両方の検出を可能にする。目的の細胞傷害性因子に特異的なキャッチ試薬
を不飽和状態で用いて、死滅化細胞を事前標識する。捕捉試薬の不飽和条件状態は、死滅
化細胞による分泌された目的化合物の分泌物の捕捉および検出の両方を可能にするのに必
須であり、標的細胞上にまだ捕捉されていない分泌化合物の効果は、最終的に細胞死を誘
導する。それから、標的細胞が、免疫グロブリン産生細胞および死滅化細胞とともに液滴
内に共封入される。封入された細胞は、目的の細胞傷害性因子に特異的な検出試薬ととも
に、封入前は抗体産生を妨げる条件下で共に流される（ｃｏｆｌｏｗｅｄ）。産生後、抗
体産生を可能にする条件下で液滴をインキュベートする。特異的抗体は標的細胞上に再局
在化し、死滅化細胞はＦｃ受容体を介して抗体に結合する。ＡＤＣＣ活性を有する抗体に
結合した時点で、死滅化細胞は細胞傷害性因子を放出して、標的細胞を死滅させる。分泌
された細胞傷害性因子の一部は、死滅化細胞上の捕捉試薬によって捕捉されて、検出試薬
を再局在化して、細胞傷害性因子の産生の検出を可能にする。細胞死は、目的抗原を発現
している死滅中の標的細胞からの化合物の放出によって監視される。あるいは、細胞死は
、細胞表面マーカー、または当業者に公知の任意の他の適切なマーカーによって監視され
る。拡張することによって、液滴内アッセイを、補体依存性細胞傷害およびオプソニン化
貪食作用または任意の他の上述のアッセイに適用することができる。
【００７１】
　この実施例に対する代替および／または補完は、細胞死の検出と組み合わせてまたは用
いずに、分泌された細胞傷害性因子の代わりに（および／またはそれに加えて）、抗体産
生が検出される場合である（図８）。

【図１Ａ－１Ｂ】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図３Ａ－３Ｄ】
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【図４Ｃ】

【図４Ｄ】 【図５Ａ】
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