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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】生体試料を処理するための組成物および方法、より具体的には、着床前遺伝子ス
クリーニングアッセイにおいて試料を分析するための組成物および方法の提供。
【解決手段】試料を、ｐＨの変化に応答して変色するｐＨ指示薬と接触させるステップを
包含する。クレゾールレッドなどのｐＨ指示薬の存在は、他にも利益がある中で、アッセ
イ中の試料の可視化の改善、試料が適切に凍結および解凍されていることの確認、ならび
にｐＨ調整の精度の向上をもたらす。該方法は、試験所での試験のために発送する前に細
胞を含む液体試料が凍結しているか否かを決定するため、ならびに下流の分析向けに細胞
を溶解してそれらの核酸を遊離させる試験所におけるプロセスの完全性を監視および確保
するために、光学的指示薬を活用する方法である。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
本明細書の一部に記載の発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２０１４年９月２４日に出願された米国仮特許出願６２／０５４，７２５号
の利益および米国仮特許出願６２／０５４，７２５号に対する優先権を主張し、その内容
は、その全体が参照として本明細書に援用される。
【０００２】
　本発明は、一般には、生体試料を処理するための組成物および方法に関する。より具体
的には、着床前遺伝子スクリーニングアッセイにおいて試料を分析するための組成物およ
び方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　着床前遺伝子スクリーニング（ＰＧＳ）は、胎芽から１個または複数の細胞を生検し、
分析して、その胎芽の核型を決定する手順である。典型的には、凍結させ、試験のために
試験所に引き渡す前に、生検は、エンブリオロジスト（ｅｍｂｒｙｏｌｏｇｉｓｔ）によ
り実施され、エンブリオロジストは細胞を２～３ｕｌの液体と共に管に入れる。試験所は
生検された細胞を含有する凍結液体を受領し、核酸を遊離させる溶解手順を実施する。溶
解はいくつかの異なる方法で実施可能であるが、最も一般的な技術では必要に応じて昇温
状態において、アルカリ溶液を使用して細胞を溶解させ、下流の分析のための核酸を潜在
的に変性および／または剪断する。
【０００４】
　ある特定の遺伝的障害について胎芽のプロファイリングを行うことにより、将来の親は
、障害がなく、妊娠に成功する高い可能性を有し、より低いがんの素因を有する胎芽およ
び様々な他の考慮すべきことを選択することができる。着床前遺伝子診断は、特定の疾患
または状態についてアッセイするのではなく、一部がリスクがあり得る卵母細胞または受
精胎芽の群から望ましい卵母細胞または胎芽を選択するために使用される。着床前遺伝子
スクリーニングも、正倍数性の染色体組（２２対の常染色体および２個の性染色体）を有
する、あるいは転位またはサブ染色体の増加もしくは減少を含む、より微細な規模でのゲ
ノム再編成を欠く胎芽を選択するために使用され得、それにより、胎芽が成功裏に着床し
、出産予定日まで発育し、健康な生児出生をもたらす可能性を高め、選択的妊娠中絶に関
する潜在的な望みを減少させ得る。
【０００５】
　着床前遺伝子スクリーニングは、ドナーから複数の卵子を取り出し、それらを受精させ
て胎芽を産生し、胎芽を分析し、ある特定の望ましい特徴に適合する胎芽を選択すること
に関係し得る。着床前の（ｐｒｅｉｍｐｌａｎｔｅｄ）胎芽または胚盤胞を分析するため
に、一般的にごく少量の細胞材料を生検すればよい。胎芽または胚盤胞は合計数十個の細
胞しか有し得ないため、ＰＧＳアッセイでは１個の細胞のみを生検することに関係し得る
。一般的に、１個または複数の細胞を生検および分析して、胎芽の核型を決定する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本開示は、細胞試料を処理するための組成物および関連する方法を提供する。具体的に
は、本発明の方法は、試験所での試験のために発送する前に細胞を含む液体試料が凍結し
ているか否かを決定するため、ならびに下流の分析向けに細胞を溶解してそれらの核酸を
遊離させる試験所におけるプロセスの完全性を監視および確保するために、光学的指示薬
を活用することに関係する。さらに、ある特定の指示薬はまた、試料の安定化およびｐＨ
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の監視にも有用であることが発見されている。
【０００７】
　一実施形態では、細胞試料を生検によって取得し、適切な緩衝液または収集保存液に入
れる。下記にてより具体的に記載される指示薬を添加し、試料を凍結させる。あるいは、
細胞試料を生検によって取得し、既に指示薬を含有する適切な保存液または収集液に入れ
ることができる。試料が凍結されていることおよび試験所に引き渡すのに十分であること
を指示薬の変色を使用して、決定する。試験所は試料を取得および凍結する施設と同じ場
所にあってもよく、または遠く離れていてもよい（すなわち、試験のために凍結試料を試
験所の人員に引き渡す前に、凍結試料を単に保存しておけばよい）。あるいは、試料の導
電性の変化を使用して、指示薬を監視する。
【０００８】
　本発明の実施の特に有用な様式は、着床前遺伝子スクリーニングの文脈においてであり
、この文脈では、遺伝子分析のための処理の前の凍結試料の質および位置が決定的である
。生検された胎芽材料を、収集緩衝液と一緒に収集管に入れる。次いで指示薬を収集管に
添加する。試料が適切に調製されたか否かの決定に有用である任意の指示薬を使用してよ
い。しかし、ＰＧＳの文脈において特に有用な指示薬はクレゾールレッド、または別のト
リアリールメタン色素である。クレゾールレッドは、ｐＨの変化に応答して可視スペクト
ル内で変色する造塩発色性発色団（ｈａｌｏｃｈｒｏｍｉｃ　ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｅ）
の一例である。クレゾールレッドの存在は、ＰＧＳで使用する小アリコットの液体の可視
化を助け、それにより液体の配置および凍結の監視ならびにｐＨの微調整の監視の改善も
可能にする。試料をまず収集し、クレゾールレッドを添加した後、大抵は試料を必要に応
じて凍結し、さらなる分析のために別の試験所へ発送する。試料の適切な凍結および解凍
は、細胞試料の完全性を維持するために必要である。クレゾールレッドは凍結に応答して
変色することが発見されていることから、管内のクレゾールレッドの存在は、試料を取り
扱う臨床医に対し、試料が適切に凍結または解凍されているか否かについて注意を喚起す
るのに有用である。
【０００９】
　解凍後、アルカリ溶解溶液を管に添加することにより、試料を溶解させることができる
。該方法を実施する臨床医は、液体を適切な変色について監視し、そして必要に応じて酸
または塩基で滴定することによってｐＨを調整して、溶解ステップに適する範囲を達成す
ることができる。溶解後、中和溶液を添加し、そして試料が適切な範囲に達したことを示
す適切な変色について再び監視することによってｐＨを中和する。その後の下流の分析の
ための適切な中性ｐＨを確保するために、必要に応じてｐＨを再び微調整することができ
る。
【００１０】
　クレゾールレッドまたは別のｐＨ指示薬が液体混合物中に存在することにより、臨床医
は、ａ）液体が凍結前に管の底部に存在すること、ｂ）エンブリオロジストが管を発送す
る前に液体が凍結していること、ｃ）試験所が受領する時点で液体が凍結していること、
ｄ）ｐＨを上昇させるのに十分な容量のアルカリ溶液が管に添加されること、およびｅ）
ｐＨを中和させるのに十分な容量の酸が管に添加されることを確保することが可能となる
。
【００１１】
　該方法の代替的実施形態では、ｐＨ指示薬をどのステップで添加してもよい。クレゾー
ルレッドなどのｐＨ指示薬は、該方法の全体にわたり様々なステップにおいて多様な利益
（すなわち凍結前の液体の可視化、適切な凍結および解凍の確保、ならびに微妙なｐＨ変
化の監視）をもたらすので、ｐＨ指示薬を手順の早い段階で添加することが有益である。
しかし、当業者であれば、例えば凍結を含まないアッセイなど、一部のアッセイはｐＨ指
示薬の早期添加を必要としなくともよいことを理解するであろう。また、ｐＨ指示薬の添
加がプロトコールの早期ステップに干渉する場合など、他の制限を有する一部のアッセイ
は、指示薬を後で添加することから利益を得る。
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【００１２】
　各ステップを試験所で実施した後、ｐＨ指示薬の変色を目視により監視することができ
る。あるいは、溶液の正確な色、それゆえ正確なｐＨを決定する能力のあるコンピュータ
ーソフトウェアにより制御されるカメラを含むシステムにより、ｐＨ指示薬の変色を自動
的に監視することができる。下流の分析ステップを実施する前に、コンピューターソフト
ウェアは、溶液が適正なｐＨにされることを確保する介入のために、適正なｐＨでない任
意の試料をフラグ付けすることができる。試料が不適正なｐＨを有する場合、適量の酸ま
たは塩基を、自動化された手段で、または臨床医により手作業で添加することにより、ｐ
Ｈを調整することができる。
【００１３】
　該方法は、ｐＨ指示薬が下流の分析ステップに適合する限り、クレゾールレッド、他の
任意のトリアリールメタン色素、またはｐＨの変化に応答して変色する他の任意のｐＨ指
示薬を使用して実施することができる。例えば、Ｔａｑポリメラーゼの活性に干渉するこ
とが公知であるｐＨ指示薬は、溶解および中和後にＴａｑベースのＰＣＲを必要とするア
ッセイには有用でない。
　特定の実施形態では、例えば以下の項目が提供される：
（項目１）
　生体試料を処理するための方法であって、
溶液中に少なくとも１つの細胞を含む試料を取得するステップと、
該試料が凍結されていることおよび特定のあらかじめ規定されたｐＨ範囲内であることの
視覚的な指標を提供する指示薬と該試料を接触させるステップと
を含む方法。
（項目２）
　前記試料が凍結されているか否か、および前記ｐＨ範囲が適切であるかどうかを決定す
るために前記指示薬を評価するステップと、
該試料が凍結されていることを該指示薬が示す場合、該試料を試験所に引き渡すステップ
と
をさらに含む、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記試料を含有するバイアル中における前記細胞の位置を決定するために前記指示薬を
評価するステップをさらに含む、項目１に記載の方法。
（項目４）
　前記指示薬が色素である、項目１に記載の方法。
（項目５）
　前記色素がトリアリールメタン色素である、項目４に記載の方法。
（項目６）
　前記色素がメチルバイオレット２Ｂ、メチルバイオレット６Ｂ、メチルバイオレット１
０Ｂ、パラローザニリン、フクシン、ニューフクシン、フクシン酸、フェノールレッド、
クロロフェノールレッド、クレゾールレッド、マラカイトグリーン、およびブリリアント
グリーンからなる群から選択される、項目４に記載の方法。
（項目７）
　核酸を遊離させるために前記細胞を溶解させるステップと、
該核酸に関する分析を実施するステップと
をさらに含む、項目１に記載の方法。
（項目８）
　前記評価するステップの前に前記試料を凍結させるステップをさらに含む、項目１に記
載の方法。
（項目９）
　前記指示薬を必要に応じて含有するアルカリ溶解溶液を添加するステップと、
必要に応じて試料のｐＨを評価するステップと、
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該指示薬を必要に応じて含有する溶液を用いて該溶解溶液を中和させるステップと、
必要に応じて該試料のｐＨを評価するステップと
をさらに含む、項目１に記載の方法。
（項目１０）
　前記細胞が胎芽細胞である、項目１に記載の方法。
（項目１１）
　前記試料の変色を観察することによって前記評価するステップが実施される、項目１に
記載の方法。
（項目１２）
　変色が目視によって監視される、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
　変色が自動的手段（例えばカメラ）によって監視される、項目１１に記載の方法。
（項目１４）
　前記試料における導電性を監視することによって前記評価するステップが実施される、
項目１に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】図１は、生体試料を処理するための方法のステップを示す。
【図２Ａ】図２Ａおよび２Ｂは、様々なｐＨ指示薬およびそれらの特徴的な色範囲を示す
。
【図２Ｂ】図２Ａおよび２Ｂは、様々なｐＨ指示薬およびそれらの特徴的な色範囲を示す
。
【図３】図３は、造塩発色性発色団の変色をカメラを使用して識別するよう構成されたシ
ステムを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　詳細な記載
　本開示は、生体試料を処理する方法を記載する。該方法は、試料を、ｐＨの変化に応答
して変色する指示薬と接触させるステップを包含する。クレゾールレッドなどのｐＨ指示
薬の存在は、他の利益がある中で、アッセイ中の試料の可視化の改善、試料が適切に凍結
および解凍されていることの確認、ならびにｐＨ調整精度の向上という利益を提供する。
【００１６】
　該方法は、着床前遺伝子スクリーニング（ＰＧＳ）に特に有用である。ＰＧＳアッセイ
は一般的に、小容量の液体中の少量試料を必要とし、これらは分析の前に凍結および解凍
されなければならない。加えて、ＰＧＳプロトコールは、アッセイの有効性を維持するた
めに、正確でなければならない様々なｐＨ調整を必要とする。クレゾールレッドなどのｐ
Ｈ指示薬の液体混合物への添加により、臨床医は、ａ）液体が凍結前に管の底部に存在す
ること、ｂ）エンブリオロジストが管を発送する前に液体が凍結していること、ｃ）試験
所が受領する時点で液体が凍結していること、ｄ）ｐＨを上昇させるのに十分な容量のア
ルカリ溶液が管に添加されること、ならびにｅ）ｐＨを中和させるのに十分な容量の酸が
管に添加されることを確保することが可能となる。
【００１７】
　本明細書に記載の方法はＰＧＳ分析に特に有用である一方、それらはまた、生体材料の
他のアッセイにも使用することができる。胎芽試料のアッセイに加え、該方法は口腔試料
、血液試料、羊水試料、頸部試料、眼球試料または細胞もしくは細胞材料（核酸が挙げら
れる）を含む他の任意の試料を分析するために使用することができる。本明細書に記載の
方法は、試料または反応混合物のｐＨの変化を含む１つまたは複数のステップを必要とす
る当該技術分野において公知の任意のアッセイに適応させることができる。
【００１８】
　本発明の好ましい実施形態はクレゾールレッドの使用を含むが、該方法は別のトリアリ
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ールメタン色素を使用して実施することができる。トリアリールメタン色素は、トリフェ
ニルメタンの骨格を含有し、可視スペクトル内で強く色を発する、合成有機化合物である
。多くはｐＨの変化に対して反応し、それゆえ、ｐＨ指示薬として有用である。ｐＨの変
化に応答して変色するか、または別の様式で反応するものであり、そして下流の分析ステ
ップに適合するものである限り、他の任意のｐＨ指示薬は、本発明の方法と併せて使用す
ることができる。例えば、Ｔａｑポリメラーゼの活性に干渉することが公知であるｐＨ指
示薬は、溶解および中和ステップの下流のＴａｑベースのＰＣＲを含むアッセイには有用
でない。
【００１９】
　図１は、本発明の好ましい実施形態における一連のステップを表すフローチャート１０
０である。フローチャート１００は、本開示の方法によって生体試料を処理するステップ
を示している。ステップ１１０において、細胞を含む試料を被験体から取得する。試料は
、被験体の胎芽または卵母細胞から生検された１個または複数の細胞からなるものであり
得る。試料を収集した後、ステップ１２０で収集媒体と接触させる。収集媒体は緩衝液、
アルコール、保存媒体または当業者に公知である他の任意のそのような媒体であってもよ
い。ＰＧＳ分析の場合は大抵、収集媒体の容量は非常に少ない。容量は例えば１μｌまた
はそれ未満であってもよい。用量はまた、アッセイのニーズに応じて約２μｌ、３μｌ、
４μｌ、５μｌ、１０μｌ、２０μｌ、５０μｌ、１００μｌ、またはそれ超であり得る
。
【００２０】
　ステップ１２０の後、試料を凍結させ、別の試験所へ発送して手順のその後のステップ
を実施してもよい。あるいは、全てのステップを単一の試験所で実施し、試料を凍結およ
び解凍する必要性を省くことができる。収集試料の凍結を含む本発明の実施形態では、ス
テップ１３０を実施する前に収集試料を解凍する。ステップ１３０では、混合物にアルカ
リ溶解溶液を添加することにより、収集試料中の細胞を溶解させる。該方法の他の実施形
態では、機械的剪断、浸透圧溶解、化学的変性、遠心分離、超音波処理、凍結／解凍、ま
たは当該技術分野において公知の他の技術などの他の技術を使用して細胞を溶解させる。
【００２１】
　ステップ１３０のようにアルカリ溶液を使用して溶解を実施する場合、必要に応じて溶
液を昇温状態に曝露させて溶解プロセスをさらに触媒することができる。ステップ１３０
では、混合物中の１個または複数の細胞を溶解させ、それらの中の核酸をまた変性または
剪断し、下流の分析のために調製することもできる。
【００２２】
　ステップ１３０に続き、ステップ１４０では中和溶液の添加により溶液を中和させる。
一般的に中和溶液は、アルカリ溶解溶液を中和させるために、酸性である。溶解ステップ
１３０と中和ステップ１４０とは両方とも、適切なｐＨレベルを達成する精度が必要であ
る。溶解試薬または中和試薬のいずれかのピペット採取容量（ｐｉｐｅｔｔｅｄ　ｖｏｌ
ｕｍｅ）が不正確であると、準最適なｐＨという結果を招く。ステップ１４０後のｐＨが
中性でない場合、例えば、下流のステップが阻害されることがあり、アッセイ失敗をもた
らし得る。
【００２３】
　とりわけその理由から、ｐＨ指示薬をステップ１５０で添加する。クレゾールレッドな
どのｐＨ指示薬は、本発明の方法にとって有用である。クレゾールレッドは、ｐＨの変化
に応答して可視スペクトル内で変色する造塩発色性発色団である。クレゾールレッドはｐ
Ｈ７．２未満では黄色、ｐＨ８．８までは赤色、そしてｐＨ８．８を超えるとすみれ色に
見える。ｐＨ指示薬の変色は目視により監視することができるか、または溶液の正確な色
、それゆえ正確なｐＨを決定する能力のあるコンピューターソフトウェアにより制御され
るカメラを含むシステムにより、自動的に監視することができる。コンピューターソフト
ウェアは、適正でないｐＨの任意の試料をフラグ付けすることができ、臨床医は下流の分
析ステップを実施する前に溶液が最適なｐＨにされることを確保するよう、介入すること
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ができる。その介入もまた自動化することができ、これによりコンピューターシステムは
、不適正なｐＨの識別に応答してｐＨ調整を起こす。ｐＨ調整は、試験所技術者が手作業
で実施するか、またはコンピューターシステムにより自動的に実施されるかを問わず、適
量の酸または塩基を必要に応じて添加することによって達成され得る。
【００２４】
　図１の様々な実施形態では、ステップ１５０はステップ１１０～１４０のいずれかのす
ぐ下流で起こり得る。本発明の方法は、ステップ１１０、ステップ１２０、ステップ１３
０、またはステップ１４０の直後に、試料を指示薬１５０と接触させるステップを包含す
る。他の実施形態では、ステップ１５０をステップ１２０、１３０、１４０、または１５
０と同時に実施する。
【００２５】
　クレゾールレッドなどのｐＨ指示薬の添加は、該方法の様々な段階において利点を有す
る。クレゾールレッドまたは別の適合するｐＨ指示薬の存在は、複数回のｐＨの微調整を
必要とする手順の全体にわたり、試料の監視に役立つ。さらに、前述のとおり、試料をま
ず収集した後、大抵は試料を凍結し、さらなる分析のために別の試験所へ発送する。これ
は、試料の適切な凍結および解凍が、細胞試料の完全性を維持するために必要であること
を意味する。クレゾールレッドは凍結および解凍に応答して変色することが発見されてい
ることから、ステップ１２０、１３０および１４０における試料混合物中のクレゾールレ
ッドの存在は、試料が適切に取り扱われてきたことを確認するのに役立つ。加えて、クレ
ゾールレッドは試料管中の小容量の液体のより容易な可視化を可能にする。したがって、
クレゾールレッドの存在は、容量が少なく、臨床医が凍結に先立って試料が管の底部に存
在することを確保しなければならない、ＰＧＳおよび他の類似するアッセイにおいて特に
有用である。
【００２６】
　クレゾールレッドに加え、開示された本発明の他の実施形態において有用である他のｐ
Ｈ指示薬は、ゲンチアナバイオレット（メチルバイオレット１０Ｂ）、マラカイトグリー
ン、チモールブルー、メチルイエロー、ブロモフェノールブルー、コンゴレッド、メチル
オレンジ、ブロモクレゾールグリーン、メチルレッド、アゾリトミン、ブロモクレゾール
パープル、ブロモチモールブルー、フェノールレッド、ニュートラルレッド、ナフトール
フタレイン、クレゾールフタレイン、フェノールフタレイン、チモールフタレイン、アリ
ザリンイエローＲおよび当該技術分野において公知の他の任意の一般的な試験所用ｐＨ指
示薬である。
【００２７】
　図２Ａ～Ｂは、本発明と併せて使用できるいくつかのｐＨ指示薬のリストを、異なるｐ
Ｈレベルにおける各指示薬の特徴的な変色と共に示す。図２Ａ～Ｂに示すとおり、いくつ
かの指示薬は、ほとんどのｐＨレベルについて、重複する範囲を有する。これは、特定の
ｐＨを必要とする所与のアッセイについて、多数のｐＨ指示薬を使用することができるこ
とを意味する。前述のＰＧＳアッセイの場合、ニュートラルレッドおよびフェノールレッ
ドなどの指示薬は、クレゾールレッドと類似の範囲を有し、したがって代用することがで
きる。異なるｐＨ要件を必要とするアッセイの場合、観察者が必要に応じて微妙なｐＨ変
動間を区別することを可能にする適切な範囲を有するｐＨ指示薬を選択することができる
。
【００２８】
　図２Ａ～Ｂに列挙されているものに加え、他のｐＨ指示薬としてアントシアニン、リト
マス、およびアジサイが挙げられる。加えて、蛍光はｐＨの相関関係であるため、蛍光色
素を直接のｐＨ指示薬として使用してもよい。ｐＨの両極端（ｐＨ　ｅｘｔｒｅｍｅｓ）
で変性し、中性ｐＨで復元するか、または別の形で構造形成を変える、核酸レポーター分
子をまた使用してもよい。構造を読み出すために、これらをフルオロフォア／クエンチャ
ーのペアと結合させるか、ＦＲＥＴのペアと結合させるか、またはインターカレート色素
と混合することができる。ｐＨの相関関係としてコンホメーションを変えるタンパク質レ



(8) JP 2021-19604 A 2021.2.18

10

20

30

40

50

ポーター分子を、ｐＨ感受性蛍光タンパク質と同様の方法で使用することができる（例え
ばKneen、１９９８年、「Green fluorescent protein asanoninvasive intracellular pH
 indicator」、Biophys J.７４巻（３号）：１５９１～９９頁；Miesenboeck、１９９８
年、「Visualizing secretionandsynaptic transmission with pH-sensitive green fluo
rescent proteins」、Nature３９４巻（６６８９号）：１９２～９５頁；およびLlopis
、１９９８年、「Measurement of cytosolic, mitochondrial, andGolgi pH in singleli
ving cells with green fluorescent proteins」、Proc.Natl. Acad. Sci. U.S.A.９５
巻（１２号）：６８０３～０８頁を参照のこと）。
【００２９】
　加えて、ｐＨ計を使用してｐＨを電子的に測定することができる。電子式ｐＨ計は、Ｈ
ａｃｈ　Ｃｏｍｐａｎｙ（コロラド州、ラブランド）から入手可能なＨａｃｈ　ＨＱ４４
０Ｄ　Ｂｅｎｃｈｔｏｐ　Ｍｅｔｅｒなどが利用可能である。また、Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒｅ
ｎｔまたはイオン感受性電界効果トランジスタなどの小型ｐＨ計も利用可能であり、これ
らは溶液中のイオン濃度変化を検出し、トランジスタを通る電流の変化に応答する。前述
のとおり、あらゆる場合において、選択されるｐＨ測定技術は下流の分析ステップに適合
すべきである。例えばブロモフェノールブルーなど、一部の造塩発色性発色団はＴａｑポ
リメラーゼの通常活性に干渉することが公知であることから、溶解および中和後に核酸に
ＴａｑベースのＰＣＲを実施する場合、最適な選択にはならない。
【００３０】
　本開示は物質の組成物をさらに提供し、該組成物は１個または複数の細胞を含む試料、
収集媒体、アルカリ溶解溶液、中和溶液、およびｐＨ指示薬を含む。該組成物は、先行技
術の組成物よりも安定であり、望ましいｐＨレベルに合わせて調整するのがより容易であ
る、ＰＧＳ分析のための反応混合物を提供する。該組成物は、胎芽から生検された試料を
含み得る。あるいは、試料は口腔試料、血液試料、羊水試料、頸部試料、眼球試料または
細胞もしくは細胞材料（核酸が挙げられる）を含む他の任意の試料であり得る。収集媒体
は緩衝液、アルコール、もしくは保存媒体、または当該技術分野において公知の他の任意
の類似の媒体であり得る。中和溶液は、溶解液のｐＨを中和させる任意の溶液を含む。し
たがって、溶解液がアルカリ性である場合、中和溶液は酸性である。ｐＨ指示薬はクレゾ
ールレッド、もしくは図２Ａ～Ｂに列挙されているｐＨ指示薬、または当該技術分野にお
いて別段に公知の他の任意のｐＨ指示薬であり得る。該組成物は本明細書に記載の方法と
併せて生成することができる。
【００３１】
　前述のとおり、ｐＨ指示薬の変色を、コンピューターに接続されたカメラなど、自動化
されたメカニズムによって観察することができる。当業者であれば、本発明の方法の実施
のために必要または最適と認識するように、本発明のコンピューターシステムまたは機械
は、バスを介して相互に通信する、１個または複数のプロセッサー（例えば中央処理装置
（ＣＰＵ）、グラフィックス処理装置（ＧＰＵ）、または両方）、メインメモリーおよび
スタティックメモリーを含む。
【００３２】
　図３に示す例示的な実施形態では、システム２００は、配列読み取りデータを取得する
ためのデータ収集モジュール２０５を有するカメラ２０１を含み得る。カメラ２０１は、
必要に応じて、カメラ自身の、例えば専用のカメラコンピューター２３３（入力／出力メ
カニズム２３７、プロセッサー２４１およびメモリー２４５のうちの１個または複数を含
む）を含むか、またはこれに作動可能に結合され得る。加えて、または代替的に、カメラ
２０１はネットワーク２０９を介してサーバー２１３またはコンピューター２４９（例え
ばラップトップ、デスクトップ、またはタブレット）に作動可能に結合され得る。コンピ
ューター２４９は、１個または複数のプロセッサー２５９およびメモリー２６３ならびに
入力／出力メカニズム２５４を含む。本発明の方法が、クライアント／サーバーアーキテ
クチャを採用する場合、本発明の方法のステップを、プロセッサー２２１およびメモリー
２２９のうちの１個または複数を含み、データ、命令などを取得する能力、またはインタ
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７として提供する能力がある、サーバー２１３を使用して実施することができる。サーバ
ー２１３は、ネットワーク２０９を介してコンピューター２４９もしくは端末２６７につ
なげても（ｅｎｇａｇｅ）よいし、またはサーバー２１３は、１個または複数のプロセッ
サー２７５およびメモリー２７９、ならびに入力／出力メカニズム２７１を含む端末２６
７に直接接続してもよい。
【００３３】
　本発明によるシステム２００または機械は、Ｉ／Ｏ２４９、２３７、または２７１のい
ずれか向けに、ビデオ表示装置（例えば液晶ディスプレイ（ＬＣＤ）または陰極線管（Ｃ
ＲＴ））をさらに含み得る。本発明によるコンピューターシステムまたは機械はまた、英
数字入力装置（例えばキーボード）、カーソル制御装置（例えばマウス）、ディスクドラ
イブユニット、信号生成装置（例えばスピーカー）、タッチ画面、加速度計、マイクロフ
ォン、セルラー方式無線周波数アンテナ、およびネットワークインターフェース装置（例
えばネットワークインターフェースカード（ＮＩＣ）、Ｗｉ－Ｆｉカード、またはセルラ
ーモデムであってもよい）も含み得る。
【００３４】
　本発明によるメモリー２６３、２４５、２７９、または２２９は、本明細書に記載の方
法論または機能のいずれか１つまたは複数を具体化する１つまたは複数のセットの命令（
例えばソフトウェア）を保存する、機械可読媒体を含み得る。ソフトウェアはまた、コン
ピューターシステムによるその実行中に、メインメモリー内および／またはプロセッサー
内にも完全に、または少なくとも部分的に存在し得、メインメモリーおよびプロセッサー
はまた機械可読媒体も構成する。
【００３５】
　ソフトウェアはさらに、ネットワークインターフェース装置を介してネットワーク上で
送信または受信され得る。
【００３６】
　機械可読媒体は、例示的な実施形態では単一の媒体であってもよいが、「機械可読媒体
」という用語は、１つまたは複数のセットの命令を保存する単一の媒体または複数の媒体
（例えば集中型もしくは分散型のデータベース、ならびに／または付随するキャッシュお
よびサーバー）を含むと解釈されるべきである。「機械可読媒体」という用語はまた、機
械による実行のための１セットの命令を格納、コード化または保有する能力があり、本発
明の方法論のいずれか１つまたは複数を機械に実施させる、任意の媒体を含むとも解釈さ
れる。したがって、「機械可読媒体」という用語は、ソリッドステートメモリー（例えば
加入者識別モジュール（ＳＩＭ）カード、セキュアデジタルカード（ＳＤカード）、マイ
クロＳＤカード、またはソリッドステートドライブ（ＳＳＤ））、光学的媒体および磁気
媒体、ならびに他の任意の有形記憶媒体を含むが、これらに限定されないと解釈される。
　参照による援用
【００３７】
　本開示の全体を通じて、特許、特許出願、特許公報、雑誌、書籍、論文およびウェブコ
ンテンツなどの他の文献を参照および引用した。すべての当該文献は、全ての目的でそれ
らの全体が参照により本明細書に援用される。
　同等物
【００３８】
　本明細書に示され、記載されているものに加えて、本発明およびその多数のさらなる実
施形態の様々な修正版が、本明細書において引用されている科学文献および特許文献の参
照を含め、本書の全内容から当業者に明らかとなる。本明細書の主題は、本発明の様々な
実施形態およびその同等物における本発明の実施に対して適応され得る重要な情報、例示
および指針を含む。
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【手続補正書】
【提出日】令和2年10月28日(2020.10.28)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
生体試料を処理するための方法であって、
２～３μｌの液体の溶液中に胚から生検された少なくとも１つの細胞を含む試料を、該試
料が凍結されていることおよび特定のあらかじめ規定されたｐＨ範囲内であることの視覚
的な指標を提供する指示薬の色素と接触させるステップと；
該試料を凍結温度に曝露させるステップと；
該視覚的な指標に基づいて該試料が凍結されていることを決定するステップと；
以下：
　コンピューターソフトウェアにより制御されるカメラを用いて該試料の色を評価するこ
とと、
　該コンピューターソフトウェアにより、該色が、該試料が凍結したままであることを示
すことを確認することと、
　該試料をアルカリ溶解溶液と接触させ、次いで、該試料を酸と接触させて、中性ｐＨを
達成することと、
　該カメラおよび該コンピューターソフトウェアを用いて、該試料の色を評価し、該試料
が中性ｐＨを有することを確認することと、
　該試料中の該少なくとも１つの生検された細胞の核型を解析することと、
を含む着床前遺伝子スクリーニング手順を実施するステップと
を含む方法。
【請求項２】
前記ｐＨ範囲が適切であるかどうかを決定するために前記指示薬を評価するステップと、
前記試料が凍結されていることを該指示薬が示す場合、該試料を試験所に引き渡すステッ
プと
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記試料を含有するバイアル中における前記細胞の位置を決定するために前記指示薬を評
価するステップをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記アルカリ溶解溶液が前記指示薬を含有し、
前記酸が前記指示薬を含有する、
請求項１に記載の方法。
【請求項５】
前記試料の変色を観察することによって前記評価するステップが実施される、請求項２に
記載の方法。
【請求項６】
変色が自動的手段によって監視され、前記自動的手段がカメラを含む、請求項５に記載の
方法。
【請求項７】
前記試料における導電性を監視することによって前記評価するステップが実施される、請
求項２に記載の方法。
【請求項８】
前記指示薬の色素がトリアリールメタンを含む、請求項１に記載の方法。
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【請求項９】
前記指示薬の色素がクレゾールレッドを含む、請求項１に記載の方法。
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