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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　流体ソータースイッチングシステムであって、
　流体媒体中の一つ以上のセルを受け取るのに適したセル入口と、
　前記ソーターへのバッファー溶液を提供するために前記セル入口に流体的に連結された
第一および第二のバッファー入口と、
　前記セル入口と前記第一および第二のバッファー入口とに流体的に連結されたメイン流
体チャンネルと、
　前記メイン流体チャンネルに流体的に連結された第一の側方フローチャンネルであり、
前記第一および第二のバッファー入口の下流に配置されている第一の側方フローチャンネ
ルと、
　前記メイン流体チャンネルに流体的に連結された第二の側方フローチャンネルであり、
前記第一および第二のバッファー入口の下流に配置されている第二の側方フローチャンネ
ルと、
　前記メイン流体チャンネルに流体的に連結された第一および第二の出力であり、前記第
一および第二の側方フローチャンネルの下流に配置されている出力と、
　所定状態のセルを検知し、それに応じて信号を生成するのに適した検出器であり、前記
第一の側方フローチャンネルの上流に位置でセルを検知するように配置されている検出器
と、
　前記検出器と前記第一および第二の側方フローチャンネルに連結された、前記信号に応
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じて流体を前記側方フローチャンネル内に移動させる空気パルスを生成するように動作可
能な空気側方力スイッチとを備え、前記空気側方力スイッチは、
　前記第一の側方フローチャンネルに連結された第一の空気圧バルブと、
　前記第二の側方フローチャンネルに連結された第二の空気圧バルブと、
　前記第一および第二の空気圧バルブを連続手法で動作させる時間制御信号を提供する制
御システムとを備えており、
　それにより、所定状態のセルが検知されたときに、前記空気側方力スイッチが動作され
て前記セルを移動させるように前記セルへの側方力を提供し、前記セルが第一または第二
の出力内へ選択的に出る流体ソータースイッチングシステム。
【請求項２】
　前記流体チャンネルを通る流体フローは層流である請求項１の流体ソータースイッチン
グシステム。
【請求項３】
　前記第一および第二のバッファー入口は異なる大きさである請求項１の流体ソータース
イッチングシステム。
【請求項４】
　前記第一および第二の出力は異なる大きさである請求項１の流体ソータースイッチング
システム。
【請求項５】
　前記第一の出力は前記第二の出力よりも大きい容量の流体フローを有している請求項４
の流体ソータースイッチングシステム。
【請求項６】
　前記第二のバルブが開かれたのち前記第二のバルブが閉じる前に前記第一のバルブが閉
じられることを特徴とする請求項１の流体ソータースイッチングシステム。
【請求項７】
　前記第一の側方フローチャンネルに連結された第一の空気圧バルブと第二の空気圧バル
ブをさらに有し、前記第一のバルブは前記フローチャンネルに隣接して配置されており、
前記第二のバルブは前記第一のバルブに隣接して配置されており、さらに、前記第一およ
び第二の空気圧バルブを動作させる時間制御信号を提供する制御システムを有し、前記第
二のバルブが開かれたのち前記第二のバルブが閉じる前に前記第一のバルブが閉じられる
ことを特徴とする請求項１の流体ソータースイッチングシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この発明は、ネットワークを介したターゲットセルの選択的ルーティングを可能にして
非ターゲットセルからそれらをソートしてそれらを集めるスイッチを提供するマイクロ流
体チャンネルネットワーク中の力の使用のための方法と装置に関する。特別の関心事は光
または流体スイッチング力である。
【背景技術】
【０００２】
　従来の蛍光標識セルソーター（ＦＡＣＳ）が研究と臨床用途に広く使用されている。こ
れらの機器は、非常に速い多重パラメーター分析およびソーティングが可能であるが、一
般に大きい標本容積、操作と保守のための熟練オペレーターを必要とし、また殺菌するの
が難しい。ＦＡＣＳ機器は、１０，０００と同じ程度の少数の、また幾千万と同じ程度の
多数のセルを分析することができる。しかしながら、１００，０００セル未満ではソーテ
ィングを実施する能力が縮小する。磁気ビーズなどの他の分離方法はＦＡＣＳほど多くの
セルを必要としないが、それらは、非特異性の結合、セルおよびビーズの凝集に、またビ
ーズそれ自体が次の処理ステップと干渉することがある可能性に苦しむ。したがって、最
初の組織から貴重な少量の標本またはセルをソートするために、低いセル番号で少量の標
本容積を扱うことができ、ソートされた母集団の効率的な回収を可能にするセルソーター
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は、ユニークな科学的な分野を扱う。
【０００３】
　マイクロ製造血球計は、使いやすい閉システムでいっそう少ない試薬を付随的に消費し
ながら１，０００と同じ程度の少数のセルでソートする可能性を有している。後者は重要
である。それは、従来のＦＡＣＳ機器と異なり、エアゾールが作り出されず、ソートされ
たセルの汚染およびバイオハザード物質での作業の危険を減らすからである。いくつかの
マイクロ製造セルソーターは説明されたが、ほとんど「概念実証」としてである。フー（
Fu）らは、１７セル／ｓのスループットで大腸菌の３０倍濃縮を報告した。バクテリアの
２０％だけがソーティング後に生存可能だった。また、ターゲット貯槽のソート純度は３
０％だった。次の研究では、スループットは４４のセル／ｓに増加したが、ターゲット純
度は１０％未満に減少し、回収は３９％と報告された。ヴォルフ（Wolff）らは、１００
倍濃縮で、１２，０００イベント／ｓのスループットで鶏赤血球からビーズをソートする
ことができた。しかしながら、ターゲットウェル中の純度は約１％だった。これらの研究
では、濃縮は、開始濃度と比較して、収集ウェル中のターゲット母集団の濃度の増加とし
て定義された。純度は、ソートの精度に関連し、収集ウェル内にソートされたすべてのセ
ルに対するターゲットセルのパーセンテージだった。回収は、蛍光検出器によって計数さ
れたセル対収集ウェルから回収されたセルの数として定義された。後者の二つの研究は、
流体フローパス全体を切り替えるマイクロ流体デバイスに圧力スイッチを使用し、したが
って流体プラグ内に収容されたあらゆる粒子を使用した。これらのスイッチ中の機械コン
プライアンスは、流体スイッチ速度をスループットのためのステップを制限する速度にさ
せた。動電フロー制御も報告された、たとえば電気浸透または誘電泳動、しかし、バッフ
ァーのイオン強度に対する高電界グラディエントおよび物理化学的制限は、セルにとって
非理想的条件である。
【０００４】
　ブイカン（Buican）らは、最初に流体チャンネルを通る粒子の偏向のための光学的力の
使用を提案した。光学ビームによって粒子に及ぼされた力は、光学パワーと、粒子および
その周囲の流体媒体の相対的な光学特性との関数である。１ｐＮ／ｍＷの桁の力が、約１
０μｍの直径の生物セルに対して達成され得る。光学的力は小さいが、セルを隣接するフ
ローストリーム内へ偏向するのに必要な力も小さく、たとえば、１０μｍ直径セルを数ミ
リ秒間にフローを横切って側方に２０～４０μｍ移動させるには９００ｐＮである。これ
は、この側方運動によって意味される速度におけるセルの粘性抵抗力を解消するのに必要
な力である。
【０００５】
　光学的力および一般的な背景技術に潜む原理は米国特許第６，７４４，０３８号に見つ
けられ得、それは、あたかも完全にここに述べられるかのように参照によってここに組み
込まれる。
【０００６】
　マイクロ流体デバイス中の粒子ソーティングのためのさまざまな空気圧力変調システム
と方法は、先行技術に知られている。マイクロ流体デバイスに接続する空気圧力を交互に
することによって、マイクロ流体チャンネル中を流れるセルを含む粒子は所望のブランチ
に方向付けることができ、その結果、低価格ソーティング機能性は達成することができる
。
【発明の概要】
【０００７】
　以下に説明するように、これらの力は、セルソーティングシステムとして動作可能な、
マイクロ流体チャンネルネットワーク中のスイッチを実現するために使用される。スイッ
チは、スイッチ位置の上流でマイクロ流体チャンネルネットワーク中を流れるターゲット
セルからの蛍光信号の検出によって作動（トリガー）されるが、光散乱などの他の検出形
態を等しくスイッチの作動に使用することができるであろう。スイッチは、基礎フローを
変更することなく、複数の出力チャンネルフローストリームの一つへセルまたは粒子を方
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向付けるために使用され、それにより所望のセルがさらなる使用のために収集される。マ
イクロ流体チャンネルのフローは、非常に低いレイノルズ数において一般的な層流である
ことが望ましい。したがって、特定の層流またはフローストリーム中を流れる任意のセル
は、層流を横切る任意の力がないときはそのフローストリーム中にとどまる。スイッチは
セルへの力を利用して、単にこれ、一つの出力チャンネルを通って分岐ジャンクションを
出るフローストリームから、第二の出力チャンネルを通って分岐ジャンクションを出るフ
ローストリームへセルを移動させる、薄層を横切るセルの輸送を遂行する。
【０００８】
　一実施形態では、セルソーターは、流体媒体中の一つ以上のセルを受け取るのに適した
セル入口と、前記ソーターへのバッファー溶液を提供するために前記セル入口に流体的に
連結された第一および第二のバッファー入口と、前記セル入口と前記第一および第二のバ
ッファー入口とに流体的に連結された流体チャンネルと、前記流体チャンネルに流体的に
連結された第一の側方フローチャンネルと、前記流体チャンネルに流体的に連結された第
一および第二の出力であり、前記側方フローチャンネルを下流に配置されている出力と、
所定状態のセルを検知し、それに応じて信号を生成するのに適した検出器であり、前記第
一の側方フローチャンネルの上流に位置でセルを検知するように配置されている検出器と
、前記検出器に連結された、前記信号に応じて流体を前記側方フローチャンネル内に移動
させるように動作可能な側方力スイッチとを備え、それにより、所定状態のセルが検知さ
れたときに、前記側方力スイッチが動作されて前記セルを移動させるように前記セルへの
側方力を提供し、前記セルが第一または第二の出力内へ選択的に出る。
【０００９】
　続く段落に説明される発明は、スイッチを作り出すために使用される方法論と、向上し
たソーティング性能を達成するために、スイッチと、マイクロ流体チャンネルネットワー
クの設計と、マイクロ流体ネットワーク中のセルまたは粒子のフローの特性を最適化する
ために使用されるアプローチとを詳述する。光学スイッチの場合には、光学スイッチは一
般に、マイクロ流体チャンネル中のエスタブリッシュドフロー中のセルの軌道の近くにマ
イクロ流体チャンネルネットワーク中へ光学照明場を投射することにより作動する。光学
場とのセルの相互作用は、セルを捕らえたり、最初のフロー中のその運動を著しく変更し
たりすることなく、エスタブリッシュドフロー中の一つのフローストリームから別のフロ
ーストリームへセルが移動するような、エスタブリッシュドフローを横切ってセルを輸送
する力をセルに生成する。
【００１０】
　続くテキストでは、セルおよび粒子という用語は共に、生物セル、生物粒子、自然有機
または無機粒子および人工有機または無機粒子を意味するものと理解されるべきである。
マイクロ流体チャンネルネットワーク中でソートされるセルの粒径範囲は一般に、約１μ
ｍから約５０μｍまでに及ぶ直径の生物セルである。より一般に、約１００ｎｍから約１
００μｍまでに及ぶ直径のセルは、マイクロ流体チャンネルネットワーク中のスイッチに
よるソーティングの候補である。
【００１１】
　一実施形態では、光学スイッチが利用される。一般に、光学スイッチ中で使用される光
学ビームを生成するためにレーザーが使用された。光学スイッチに現在使用されるレーザ
ーは、光学スイッチングを実施するために使用されるパワー密度と露光時間では生物セル
の生存可能性を傷つけないと知られている近ＩＲ連続波レーザーである。粒子への損傷が
問題ない場合には可視または近ＵＶ波長レーザー、または粒子を非常に速く移動させるた
めに大きい光束を使用することができる場合にはパルスレーザーを含め、代替のレーザー
源が異なる用途のために考慮され得る。しかしながら、発明の議論は光学スイッチを生成
するためにレーザーを使用しているけれども、光学ビームの源はレーザーに限定される必
要はない。
【００１２】
　また別の実施形態では、流体スイッチが利用され得る。好ましくは、空気ベース流体ス
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イッチが利用され得る。別の実施形態では、セルソーターのためのマイクロ流体チップ設
計は空気圧力変調を使用する。フロースイッチングまたはセルソーティングのための単一
のサイドチャンネルがマイクロ流体デバイス中で使用され得る。説明のチャンネル幾何学
は、マイクロ流体デバイス中に効率的空気フロースイッチングを提供する。また別のアス
ペクトでは、単一のサイドチャンネル上への二つのスイッチングバルブの連結は、空気ス
イッチング応答時間を最小にする。また別のアスペクトでは、カートリッジホルダーがマ
イクロ流体チップの空気制御のために提供される。
【００１３】
　流体スイッチングシステムへの特定用途では、流体ソータースイッチングシステムは、
流体媒体を受け取るのに適した入口と、前記入口に流体的に連結された流体チャンネルと
、前記流体チャンネルに流体的に連結された第一および第二の側方フローチャンネルと、
前記第一および第二の側方フローチャンネルに連結された第一および第二の空気圧バルブ
と、前記流体チャンネルに流体的に連結された第一および第二の出力であり、前記側方フ
ローチャンネルの下流に配置されている出力と、制御システムであり、前記第一および第
二のバルブに連結され、前記第一および第二の空気圧バルブを動作させる時間制御信号を
提供する制御システムとを備えており、前記第二のバルブが開かれる前に前記第一のバル
ブが開かれることを特徴とする。また別のアスペクトでは、第二のバルブが開かれたのち
第二のバルブが閉じる前に第一のバルブが閉じられることを特徴とする。また別のアスペ
クトでは、第二の側方フローチャンネルおよび第二の空気圧バルブが除去され、一つまた
は二つの空気バルブを備えた単一の側方チャンネルを使用してソーティングを達成し得る
。
【００１４】
　また別の実施形態では、マイクロ流体セルソーターは光学スイッチと空気圧力変調の両
方を使用する。光学的および光機械的設計も提供される。好ましくは二つのレーザー照明
モジュールおよび暗照明モジュールが利用される。蛍光を集めるために好ましくは高機能
高ＮＡ（開口数）対物レンズが使用される。
【００１５】
　発明のまた別のアスペクトでは、蛍光信号検出および処理システムおよび方法が利用さ
れる。アナログ信号をデジタル信号に変換するために好ましくはＡＤＣが使用される。一
実施形態では、デジタル信号処理アルゴリズムがＦＰＧＡで実施される。
【００１６】
　追加的に、カートリッジの自動アライメントが提供される。この発明は、システムに装
填するカートリッジについての自動アライメント問題を解決する。
【００１７】
　また別のアスペクトでは、発明はマイクロ流体ソーター機器のアプリケーションソフト
ウェア設計に関する。外部装置からの生データを多重実行可能アプリケーションおよびプ
ロセス間で記録可能無損失高速（秒あたり１０メガビット以上）であるフォーマットでス
トリーミングする。
【００１８】
　また別の実施形態では、マイクロ流体カートリッジプライミングステーションが提供さ
れる。発明は、マイクロ流体デバイスのプライミングのためのプライミングステーション
を説明する。
【００１９】
　また別のアスペクトでは、セル（たとえば胎児のセル）の成長モニタリングおよび選択
のためのダイリューションクローニングが提供される。発明は、そのようなセルの成長モ
ニタリングおよび選択のためのダイリューションクローニング方法を説明する。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】マイクロ流体チャンネルネットワーク中の「Ｙ」形状ソーティングジャンクショ
ンの平面図である。
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【図２】総体として５０／５０光学スイッチネットワークと呼ばれる、フロー中のセルの
５０／５０分割の、シースフローピンチジャンクションと「Ｙ」形状ソーティングジャン
クションの両方をメインチャンネルによって合体させているマイクロ流体チャンネルネッ
トワークの平面図である。
【図３ａ】光学スイッチを備える、総体としてシースフロースキュー光学スイッチネット
ワークと呼ばれる、異なるシースフローを介するフロー中のスキュー分割の、メインチャ
ンネルによって連結されたシースフローピンチジャンクションと「Ｙ」形状ソーティング
ジャンクションの両方を合体させているマイクロ流体チャンネルネットワークの平面図で
ある。
【図３ｂ】光学スイッチを備える、総体としてシースフロースキュー光学スイッチネット
ワークと呼ばれる、異なるシースフローを介するフロー中のスキュー分割の、メインチャ
ンネルによって連結されたシースフローピンチジャンクションと「Ｙ」形状ソーティング
ジャンクションの両方を合体させているマイクロ流体チャンネルネットワークの平面図で
ある。
【図４ａ】光学スイッチを備える、総体として出口フロースキュー光学スイッチネットワ
ークと呼ばれる、異なる出口チャンネル幅を介するフロー中のスキュー分割の、メインチ
ャンネルによって連結されたシースフローピンチジャンクションと「Ｙ」形状ソーティン
グジャンクションの両方を合体させているマイクロ流体チャンネルネットワークの平面図
である。
【図４ｂ】光学スイッチを備える、総体として出口フロースキュー光学スイッチネットワ
ークと呼ばれる、異なる出口チャンネル幅を介するフロー中のスキュー分割の、メインチ
ャンネルによって連結されたシースフローピンチジャンクションと「Ｙ」形状ソーティン
グジャンクションの両方を合体させているマイクロ流体チャンネルネットワークの平面図
である。
【図５】双方向レーザー線光学スイッチを備えた５０／５０光学スイッチネットワークで
ある。
【図６】双方向レーザースポット光学スイッチを備えた５０／５０光学スイッチネットワ
ークである。
【図７ａ】二つを超える出口チャンネルを備えた、より大きいマイクロ流体チャンネルネ
ットワーク中のレーザー線光学スイッチの平面図である。
【図７ｂ】二つを超える出口チャンネルを備えた、より大きいマイクロ流体チャンネルネ
ットワーク中のレーザー線光学スイッチの平面図である。
【図７ｃ】二つを超える出口チャンネルを備えた、より大きいマイクロ流体チャンネルネ
ットワーク中のレーザー線光学スイッチの平面図である。
【図８】光学スイッチの変調および／または遮断のための光学設計を示す。
【図９ａ】セルフローと平行に、またはセルフローに角度をもって移行されるレーザース
ポット光学スイッチを備えたシースフロースキュー光学スイッチネットワークの平面図で
ある。
【図９ｂ】セルフローと平行に、またはセルフローに角度をもって移行されるレーザース
ポット光学スイッチを備えたシースフロースキュー光学スイッチネットワークの平面図で
ある。
【図１０ａ】セル検出およびトリガー決定方法に単一のレーザー源を使用する検出器装置
およびタイミング／トリガー図を示す。
【図１０ｂ】セル検出およびトリガー決定方法に単一のレーザー源を使用する検出器装置
およびタイミング／トリガー図を示す。
【図１０ｃ】セル検出およびトリガー決定方法に単一のレーザー源を使用する検出器装置
およびタイミング／トリガー図を示す。
【図１０ｄ】セル検出およびトリガー決定方法に単一のレーザー源を使用する検出器装置
およびタイミング／トリガー図を示す。
【図１１ａ】セル検出およびトリガー決定方法に二つのレーザー源を使用する検出器装置
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およびタイミング／トリガー図を示す。
【図１１ｂ】セル検出およびトリガー決定方法に二つのレーザー源を使用する検出器装置
およびタイミング／トリガー図を示す。
【図１１ｃ】セル検出およびトリガー決定方法に二つのレーザー源を使用する検出器装置
およびタイミング／トリガー図を示す。
【図１１ｄ】セル検出およびトリガー決定方法に二つのレーザー源を使用する検出器装置
およびタイミング／トリガー図を示す。
【図１２】互いに接合されて単一のネットワークを形成したときにメインチャンネルにセ
ルフローの２次元のシースフローピンチを提供する底部および上部ガラス基板の両方のマ
イクロ流体チャンネルネットワークのためのフォトリソグラフィーマスクの代表的設計の
模型である。
【図１３】図１２に説明された設計の３次元図を示す。
【図１４】垂直方向に、それから水平方向にセルフローの連続シースフローピンチを提供
し、メインチャンネル中のセルの完全２次元シースフローピンチとなるマイクロ流体チャ
ンネルネットワークの側面図の例証である。
【図１５】図１４に説明されたマイクロ流体チャンネルネットワークの３次元図である。
【図１６】一緒に接合されたときに図１４と１５に例証されたマイクロ流体チャンネルネ
ットワークを形成する底部および上部ガラス基板の両方のための代表的フォトリソグラフ
ィーマスク設計の模型である。
【図１７】光学スイッチベースセルソート方法を実施する、出口チャンネルにＴピンチジ
ャンクションとＴ分岐ジャンクションを備えた、完全マイクロ流体チャンネルネットワー
クのためのフォトリソグラフィーマスクの代表的実施形態である。
【図１８】光学スイッチベースのセルソート方法を実施する、出口チャンネルに三角形ピ
ンチジャンクションとＹ分岐ジャンクションを備えた、完成マイクロ流体チャンネルネッ
トワークのためのフォトリソグラフィーマスクの代表的実施形態である。
【図１９】完成マイクロ流体セルソーティングチップ中のマイクロ流体チャンネルネット
ワークの好適な実施形態を示す。
【図２０】光学スイッチベースマイクロ流体チャンネルネットワークセルソーターのため
の自給式使い捨てカートリッジについての好適な実施形態を示す。
【図２１】光学スイッチベースマイクロ流体チャンネルネットワークセルソーターのため
の光学系の好適な実施形態を示す。
【図２２】光学スイッチのさまざまな実施について光学スイッチベースマイクロ流体チャ
ンネルネットワークセルソーターの代表的性能を示す。
【図２３】空気ベース流体スイッチングについての軌道を示すマイクロ流体チャンネルネ
ットワーク中の従来技術「Ｙ」形状ソーティングジャンクションの平面図である
【図２４ａ】さまざまな空気差圧力における可能な粒子軌道を示す２チャンネル流体スイ
ッチを備えたマイクロ流体チャンネル中の「Ｙ」形状ソーティングジャンクションの平面
図である。
【図２４ｂ】さまざまな空気差圧力における可能な粒子軌道を示す２チャンネル流体スイ
ッチを備えたマイクロ流体チャンネル中の「Ｙ」形状ソーティングジャンクションの平面
図である。
【図２５ａ】さまざまな空気差圧力における可能な粒子軌道を示す１チャンネル流体スイ
ッチを備えたマイクロ流体チャンネル中の「Ｙ」形状ソーティングジャンクションの平面
図である。
【図２５ｂ】さまざまな空気差圧力における可能な粒子軌道を示す１チャンネル流体スイ
ッチを備えたマイクロ流体チャンネル中の「Ｙ」形状ソーティングジャンクションの平面
図である。
【図２６】１チャンネル流体スイッチを備えたマイクロ流体チャンネル中の「Ｙ」形状ソ
ーティングジャンクションの好適な実施形態を示す。
【図２７】空気スイッチング応答時間を最小にし、１チャンネル流体スイッチ中の空気特
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性を制御する二つのスイッチングバルブの結合を示す。
【図２８ａ】空気スイッチング応答時間を最小にし、２チャンネル流体スイッチ中の空気
特性を制御する二つのスイッチングバルブの結合と時間の関数としてチャンネルを横切る
フローカレントのグラフとを示す。
【図２８ｂ】空気スイッチング応答時間を最小にし、２チャンネル流体スイッチ中の空気
特性を制御する二つのスイッチングバルブの結合と時間の関数としてチャンネルを横切る
フローカレントのグラフとを示す。
【図２９】マイクロ流体チップの空気制御のためのカートリッジホルダーである。
【図３０】ここに説明する機器で実施される蛍光キャリブレーションビーズの測定を示す
。
【図３１ａ】ＤＡＰ１着色Ｊｕｒｋａｔセルの蛍光顕微鏡画像を示す。
【図３１ｂ】ＣｅｌｌＴｒａｃｋｅｒグリーンを備えたターゲットＪｕｒｋａｔセルの蛍
光顕微鏡画像を示す。
【図３２】マイクロ流体カートリッジプライミングステーションを示す。発明は、マイク
ロ流体デバイスのプライミングのためのプライミングステーションを説明する。
【図３３】胎児のセルの成長モニタリングおよび選択のためのダイリューションクローニ
ングを示す。発明は、胎児のセルの成長モニタリングおよび選択のためのダイリューショ
ンクローニング方法を説明する。
【図３４】一次元フロー集中のための浅いマイクロ流体チャンネルである。発明は、マイ
クロ流体フローサイトメトリーまたはソーティングのための一次元フロー集中に固有の速
度分散を解決する方法を説明する。
【図３５】多相マイクロ流体液滴の内部のセル／粒子検出を示す。発明は、多相マイクロ
流体液滴の内部のセル／粒子計数のためのいくつかの検出方法を説明する。
【図３６】効率的標本収集のためのマイクロ流体出口ポート構成である。発明は、マイク
ロ流体デバイスを使用するセルまたは粒子ソーティング後のいくつかの標本収集方法を説
明する。
【図３７】多重標本分析またはソーティングのためのマイクロ流体デバイスである。発明
は、多重標本分析またはソーティングのためのいくつかのマイクロ流体デバイスを説明す
る。
【図３８】標本分析と回収のためのマイクロ流体分析チップである。発明は、ダイリュー
ションのより少ない標本分析と回収のためのいくつかのマイクロ流体デバイスを説明する
。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　発明の詳細な説明
　図１は、１×２マイクロ流体チャンネルネットワークすなわち一つのメイン入力チャン
ネル１１と分岐ジャンクションから延びている二つの出力チャンネル１２と１３とを備え
たネットワーク中のセルをソートする役目をする光学スイッチ１０の一実施形態を示す。
分岐ジャンクションのための「Ｙ」幾何学が図１に示されるが、「Ｔ」幾何学などの他の
分岐も使用され得る。一般に、これらのマイクロ流体チャンネルは、チャンネル中への光
学スイッチおよび他のセル検出光学の投射を可能にするために、光学的透明基板中に作製
される。この基板は、これに限定されないが、一般にガラス、石英、プラスチックたとえ
ばポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）ほか、および成型可能または加工可能なポリマ
ー（たとえばポリジメチルシロキサン、ＰＤＭＳまたはＳＵ８）である。マイクロ流体チ
ャンネルの深さは、これに限定されないが、一般に１０μｍないし１００μｍ範囲内にあ
る。マイクロ流体チャンネルの幅は、これに限定されないが、一般に深さの１ないし５倍
である。断面は一般に長方形か、チャンネルの等方性エッチングが後続するガラス基板の
フォトリソグラフィックマスキングによって作製されるマイクロ流体チャンネルの場合に
は四半円形角を備えた長方形である。
【００２２】
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　フロー条件は、ビームがジャンクション領域にあたらないように（この場合レーザーか
らの）光学ビームがオフにされるか遮断されると、すべてのセルが出力チャンネルの一つ
、たとえば右の出力チャンネル１３へ優先的に流れるように設定される。光学ビームがオ
ンにされるか遮断解除されると、ビームがジャンクション領域に当たり、光学ビームとの
セルの相互作用によって生成された光学的力がセルを左の出力チャンネル１２へ方向付け
る。この例では、セルの方向付けのために選ばれた光学パターンは、流体フローの方向に
対してある角度をもつレーザー照明の長く細い線である。光学的グラディエント力はセル
を、セルのメインストリーム線から側方へ遠ざけて変位させ、切り替えられたセルがそれ
から一つの出力チャンネルたとえば１２へメインチャンネルを出るいっぽう、セルのメイ
ンストリームからの切り替えられていないセルが他の出力チャンネルたとえば１３へ出る
。マイクロ流体チャンネルネットワーク中のフロー条件の設定と制御は、直接駆動ポンピ
ング、空気ポンピング、電気動力学、毛細管作用、重力または流体フローを生成する他の
手段によって達成することができる。
【００２３】
　スループット（分岐ジャンクションの上部においてソーティング領域に入るセルの時間
的な割合）に関するソーティング機構の性能、産出効率（ターゲット出力チャンネル１２
中のターゲットセルのフラクション）、および純度（ターゲット出力チャンネル１２中の
セルの総数に対するターゲットセルの数の比）は、さまざまな要因によって影響を受け、
それらのおのおのは光学スイッチの実施に影響する。光学スイッチは、マイクロ流体チャ
ンネルネットワークのソーティングジャンクション領域内に投射される光学パターンの形
状、分岐ジャンクションに対するパターンの位置、その初期位置および形状に対する光パ
ターンの任意の運動、光学スイッチの動作の期間、光学スイッチパターンを生成するため
に使用されるレーザー源の波長とパワー、その他などのいくつかのパラメーターによって
特徴づけることができる。光学スイッチに対するこれらのパラメーターの特定の値の選択
は、数ある中でも、マイクロ流体チャンネルシステムのトポロジーと幾何学、マイクロチ
ャンネルシステム内のフローレート（セル速度）、メインチャンネル中を流れるセルの位
置（メインチャンネルの中央を流れるか片側へのオフセットを流れるか）を制御する能力
、信頼できるスイッチングを達成するために必要なセルの変位の量、チャンネルの深さ、
チャンネルの形状、および光スイッチとのセルの相互作用によって生成される力の臨界関
数である。
【００２４】
　一般に、セルがメインチャンネル中のフロー内へ導入されると、それらはフロー内の任
意の側方位置においてチャンネルを下方に移動し得る。したがって、セルは、マイクロ流
体チャンネル中の圧力駆動フローの周知の（円筒状マイクロ流体チャンネルに対して）放
物線または（より一般的な断面に対して）疑似放物線の速度分布図によるそれらの側方位
置に依存して、異なる速度で移動し得る。図１に示されるように、これは、一つの出力チ
ャンネルたとえば１３へすべてのセルのフローを偏らせるのを困難にするであろう。この
フロー幾何学を備えた光学スイッチの任意の実施は必然的に、低いスループットと、光学
スイッチを生成するために入手可能なレーザーパワーの非能率的な使用とに帰着するであ
ろう。このフロー幾何学を備えた流体スイッチの任意の実施は、検出領域とスイッチング
領域との間の変わりやすいセル飛行時間のために、低いスループット、純度および産出に
帰着するであろう。適正フロー条件の使用は、光学または流体スイッチの性能に対するこ
れらの制限を緩和するのを支援することができる。
【００２５】
　適正フロー条件の確立は多くの手法によって行なうことができる。一実施形態では、メ
インチャンネルの中央にある単一の縦列への（示された平面図中の水平への）セルの１次
元集中は、図２に示されるようなシースフローアプローチを使用して、左２１および右２
２の側の両方からのバッファーの追加フローでセル入力チャンネルフロー２０をはさむこ
とによって達成される。メインチャンネルの中央にセルを維持することは、各側からの等
しいフローを有することによって達成される。図２に示されるように、このフローは流体
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分割平面２３を効果的に作り出し、これは最終的に、分岐ジャンクションにおける流体お
よびセルの５０／５０分割に帰着する。このマイクロ流体チャンネル設計およびフロー条
件を使用してセルの混成母集団からのターゲットセルをソートする光学スイッチの実施は
、ターゲットセルを図１に示されるような一つの出力チャンネルたとえば１２へ、非ター
ゲットセルを他の出力チャンネルたとえば１３へ積極的に切り替える光学スイッチを必要
とする。このマイクロ流体チャンネル設計およびフロー条件を使用してセルの混成母集団
からのターゲットセルをソートする流体スイッチの実施は、ターゲットセルを図１に示さ
れるような一つの出力チャンネルたとえば１２へ、非ターゲットセルを他の出力チャンネ
ルたとえば１３へ積極的に切り替える流体スイッチを必要とする。図２４の２チャンネル
流体スイッチはそのような実施形態の例である。
【００２６】
　あるいは、セルの集中線は、サイドシースフローチャンネル内に不等なフローを置くこ
とによってメインチャンネルの中央からオフセットして配置され得る、図３ａ～ｂ。これ
は、入力チャンネル３０からメインチャンネル内の分割平面３３の片側へのセルのスキュ
ーフローを効率的に引き起こす。セルフローが傾けられるメインチャンネルの側は、シー
スフローがより高いフローレートを有する側の反対側になる。すなわち、右のシースバッ
ファー３２が左のシースバッファー３１よりも速く流れるとき、図３ａ～ｂに示されるよ
うに、セルの線はメインチャンネルのフローの左の方へ傾けられる。しかしながら、左の
シースフローはまた、メインチャンネルの右側の方へセルの線を押す、より高いフローを
有することがある。図３ａ～ｂにはまた、蛍光検出器３４と光学スイッチ３５が示される
。蛍光検出器は、どのセルをソートするか決定する手段として使用され、後でさらに詳細
に論じられる。効果的なソートは、負蛍光非ターゲットセルマイクロ流体チャンネル３６
へ分岐ジャンクションを出るフローストリームから正蛍光ターゲットセルマイクロ流体チ
ャンネル３７へ分岐ジャンクションを出るフローストリーム内へ分割平面を横切ってセル
を移動させることを含んでいることが図３ｂから明白である。直接駆動ポンピング、空気
ポンピング、電気動力学、毛細管作用、重力、または流体フローを生成する他の手段を使
用してそれぞれの側のチャンネルのフローレートを別々に制御することによってか、マイ
クロ流体チャンネルのおのおの圧力低下を注意深く釣り合わせることを介して、中央フロ
ー（５０／５０分割）またはオフセットフローが生じることを保証するようにマイクロ流
体シースネットワークを特に設計することによってかのいずれかで達成することができる
。
【００２７】
　蛍光検出４４の前にメインチャンネル中の入力フロー４０から一つの出力マイクロ流体
チャンネルたとえば蛍光負チャンネル４６内へのすべてのセルの優先的フローを達成する
代替アプローチは、等しいシースバッファーフローレート４１と４２を使用して中央では
さむことを得ることであるが、それから、蛍光正出力チャンネル４７に対する蛍光負出力
チャンネル４６内への分岐ジャンクションからのより大きい容量の流体フローを有するこ
とにより、蛍光負チャンネル内へセルフローを優先的に偏らせる。これは図４ａ～ｂに示
され、左の出力チャンネル４６が右の出力チャンネル４７よりも広い。この構成は、分割
平面４３を中央配置セルストリームの右に効果的に置く。したがって、所望位置にあるセ
ルに対して、光学または流体スイッチ４５は、ターゲットセルを分割平面を横切ってター
ゲットセル・蛍光正・右出力チャンネル内へ移行するために使用される。このアプローチ
は、左の出力チャンネルよりも広い右の出力チャンネルを有することにより等しく有効で
あり、それによりターゲットセルは、光学または流体スイッチによって、中央配置セルス
トリームの左にいま配置されている分割平面を横切って移行され、したがって左の出力チ
ャンネル内へソートされる。したがって、マイクロ流体チャンネル出口ネットワークを特
に設計することによって、またはそれぞれの出口チャンネルの出口バック圧力を積極的に
制御することによって、所望出力チャンネル内へのセルのフローを制御することができる
。
【００２８】
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　中央フローまたはオフセットフローのいずれかの使用、および流体分割平面からの集中
セルフローのそれぞれの距離は、信頼できるスイッチングを達成するために必要なセルの
変位の大きさを最終的に要求する。これはさらに、信頼できる光学スイッチングを達成す
るために必要とされるレーザー線の長さとレーザーパワー、または信頼できる流体スイッ
チングを達成するために必要とされる空気パルスの振幅と持続時間を要求する。セルスト
リームが分割平面に近ければ近いほど、必要とされる変位は短く、ソーティング処理はよ
り効率的になる。ソートされた母集団の向上された純度および高スループットのために、
単方向配置中の光学または流体のいずれかの単一のスイッチは、標本ストリームが分割平
面からオフセットされること必要とする。この手法では、誤ったソートの発生は最小にさ
れる。セルとデブリが直径で１μｍから５０μｍまで変化し得る最初の組織の単一のセル
浮遊液などの大きさが種々雑多な標本に対して、スループットを犠牲にしてより大きいオ
フセットを奨励することは有利である。より均質の標本、たとえばセル線またはポリスチ
レンビーズに対しては、より小さいオフセットが増加したスループットを可能にするため
に選択され得る。
【００２９】
　この設計の代替案は、二つのレーザー線を利用する双方向光学スイッチを使用すること
である。このアプローチでは、一方のレーザー線が所望のセルを一方の出力チャンネルへ
ソートし、他方のレーザー線が他のすべてのセルを他方の出力チャンネル内へソートする
。このアプローチは、５０／５０、図２、またはオフセット、図３と４、分割構成のいず
れかと共に使用することができる。後者の場合、セルがスイッチングゾーンにないとき、
一つがレーザーをその二つの位置状態のいずれかにしておくように選択し得る、または一
つがまたこの時間のあいだレーザーを遮断し得る。光学スイッチはまた、分岐ジャンクシ
ョンのちょうど上に配置されたスイッチング領域にあたる二つの鏡像レーザー線を有する
ことにより双方向にすることができ、それらは独立につけられて分岐ジャンクションから
生じる二つの出力のいずれかにセルを方向付ける。
【００３０】
　１×２マイクロ流体ネットワーク中でレーザー線を使用する双方向光学スイッチの模型
が図５に示される。図６に示されるように、同様の双方向光学スイッチがまた、チャンネ
ルのいずれかの側に方向付けられたレーザースポットで達成された。単方向光学スイッチ
でのように、単一のレーザー源を双方向光学スイッチ中で使用することができ、または代
替的に双方向光学スイッチが二つの独立したレーザー源を使用することができる。双方向
設計は単方向設計に対していくつかの性能の利点を潜在的に提供する。第一は、すべての
セルがレーザーによって方向付けられるので、純度が潜在的に最大にされるということで
ある。第二に、フローのいくつかの所定比率の代わりに、二つの出力ポートのおのおのに
等しいフローを方向付けることができるので、流体フローが単純化される。
【００３１】
　この説明ではこれまで、一つの入力メインチャンネルを通って二つの出力チャンネルへ
の分岐内へのフローの１×２マイクロ流体チャンネル設計だけを考慮したが、１×Ｎまた
はＭ×Ｎ出力を備えたマイクロ流体ネットワークを利用することができる。任意な多数の
独立変調レーザー線または独立側方フローチャンネルを有することにより、これらのより
大きいネットワーク中で光学または流体スイッチングを達成することができる。いくつか
の実施形態が図７ａ～ｃで示される。さらに、ソートの純度を高めるために同一ソーター
を介してセルを複数回フィードバックすることもでき、または代替的に、複数レベルのソ
ーティングのためにチャンネルを縦つなぎに配置することもできる。
【００３２】
　単方向または双方向配置で光学スイッチを運転するとき、二つの異なる動作モードを考
慮することができる、
パッシブモードまたはアクティブモード。パッシブモードは、どんなセルがチャンネルを
通って流れているかにかかわらず、光学スイッチの状態がオンまたはオフのいずれかをと
るものである。この場合、いつまたはどれくらい多くのセルがスイッチング領域に入るか
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についての知識は必要とされず、したがって、レーザーの状態に依存して、スイッチング
領域内のすべてのセルが切り替えられる。一方、アクティブモードでは、セルは、まず、
検出／選択領域に入ると検出され、それから、ある決定処理に基づいて切り替えられる。
図３ａ～ｂと図４ａ～ｂは、ちょうどスイッチング領域の直前に置かれた蛍光検出器を使
用するこのモードの例を示す。この場合、すべての蛍光セルが一方の出力チャンネルへ方
向付けられ、すべての非蛍光セルが他方の出力チャンネルへ方向付けられた。決定処理の
ための他の非蛍光検出／選択技術は、飛行時間、散乱、結像、キャパシタンス、または所
望のセルを識別することができる任意の検出様式を含んでいる。検出／選択方法にかかわ
らず、アクティブモードを使用するスイッチングは、ある決定処理に基づいてセルの一つ
の母集団を他からソートするために利用することができる。
【００３３】
　アクティブモードを利用するために、光学ビームは、決定処理に応じてオンまたはオフ
に変調されなければならない。使用するレーザーの数、または光学スイッチが単方向また
は双方向のどちらであるかにかかわらず、レーザーは、電気光学変調器を使用すること、
レーザーパワーを変調すること、レーザーを遮断すること、液晶変調器を使用すること、
ガルバノメーターを使用すること、音響光学変調器を使用することを含め、多くの手法に
よって変調することができる。二つのレーザーを備えた双方向光学スイッチについては、
別々のレーザーは独立にオンおよびオフすることができる。しかしながら、単一のレーザ
ー源を使用するとき、光学スイッチ線の二つの異なる配向は、（液晶変調器などの）偏光
回転子を使用して、二つの異なる線パターンのおのおのを二つの別々の偏光のおのおのに
することによって達成することができる。同様に、使用する単一のスポットの位置を変調
するために光学スイッチとして音響光学変調器またはガルバノミラーを使用することがで
き、また、使用する二つの異なる線形状を引くために双方向光学スイッチとして二軸音響
光学変調器または二軸ガルバノミラーを使用することができる。
【００３４】
　図８は、光学スイッチの変調および／または遮断を実施するための三つの異なる可能な
光学設計を示す。図８ａでは、液晶変調器（ＬＣＭ）に向けて方向づけられ通過する単一
の光学ビーム（レーザー）から双方向光学スイッチが作り出される。ＬＣＭは偏光回転子
であり、したがって、ビームが一方向に偏光されると、それは直進し、偏光ビームスプリ
ッター（ＰＢＳ）を通り、線形状を作り出すシリンドリカルレンズを通り、別のＰＢＳを
通り、それから線をマイクロ流体スイッチング領域に集光するいくつかの集光光学部品を
通る。これは、分岐チャンネル出力の一方内へセルを切り替えるために使用される双方向
光学スイッチの一方の線を効果的に作り出す。他方の出力チャンネル内へセルを切り替え
るため、鏡像線が作り出されなければならない。これはビームの偏光を変更するＬＣＭを
回転させることにより遂行される。したがって、ビームが最初のＰＢＳに当たると、それ
は代替パスに方向付けられ、（線形状を作り出す）異なるシリンドリカルレンズを通り、
他方のＰＢＳを通り、それはビームを方向づけ、鏡像線をマイクロ流体スイッチング領域
上に集光する集光光学部品を通る。双方向光学スイッチのための線形状を作り出すために
シリンドリカルレンズを使用したが、
代替的に、シリンドリカルレンズを除去して光学スイッチのために使用されるスポットと
することができることに注意されたし。図８ｂでは、ＬＣＭとＰＢＳの組み合わせを使用
するのではなく、シリンドリカルレンズありまたはなしで、双方向光学スイッチに使用さ
れる線またはスポットを作り出すために音響光学変調器（ＡＯＭ）を使用することができ
る。これは、必要とされる所望の線形状を得るためにＡＯＭを構成することによって達成
される。また、オン／オフ様式で光学ビームを遮断するためにＡＯＭを使用して、光学ス
イッチオフ状態のためのビームストップへビームを方向付けることができる。図８ｃは、
図８ａと図８ｂに説明したシステムの組み合わせを示す。ＡＯＭを使用してビームの方向
を変更する任意の構成では、所望のビーム運動に依存して一軸または二軸のいずれかのガ
ルバノミラーがＡＯＭの代わりに使用され得る。
【００３５】
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　単または双方向光学スイッチについてのスイッチング効率を最適化するとき光学パター
ンのための多くの変形を考慮することができる。上述したように、レーザー線は光学スイ
ッチパターンとして使用した。線は、シリンドリカルレンズによって、ガルバノミラーま
たは音響光学変調器を走査することによって、回折光学部品によって、カスタム屈折光学
部品によって、または任意の他の技術によって生成され得る。これまで、線は、シリンド
リカルレンズによって、ガルバノミラーを走査することによって、または音響光学変調器
を使用することによって生成された。線の長さは任意に長く、または単一の点と同じくら
い短くすることができる。線は、線の頂上においてより高い強度を有し、線の端に向けて
強度が徐々に減少するようにすることができる。付加的に、線は、セルの出力方向を最適
化する曲がった弓形であってもよい。付加的に、リアルタイムで、線の角度または線の形
状が変化してもよい（すなわち出力を最適化するスイベル）。複数の出力チャンネルを備
えた実施については、各出力セルの方向を最適化するために２Ｄ空間のあらゆる任意のパ
ターンの線が生成されてもよい。あるいは、線は、離散スポットのアレイによって作り出
されてもよい。
【００３６】
　スループット、産出効率および純度の点からソーティング機構の性能をさらに改善する
ために、光学スイッチは、選択セルが分岐ジャンクションに向かってメインチャンネルを
下方へ流れるとき、レーザースポットがそれの横側に掃引され、それによりセルとレーザ
ーの間の総相互作用時間を増大するように構成された。光学スイッチは、分岐ジャンクシ
ョンに向かってメインチャンネルの長さを下方へ直線的に移行されるレーザースポットを
利用する。スポットによって掃引された線は、メインチャンネル（図９ａ）の壁と平行と
することができ、またはセルフローストリーム（図９ｂ）に対して角度をもたせることが
できる。したがって、角度は０～９０度に及ぶことができる。スポットを掃引する能力は
ＡＯＭまたは走査ガルバノミラーのいずれかを使用して達成される。光学スイッチは、所
望のセルを識別することができる蛍光または他の検出様式、たとえば飛行時間、散乱、結
像またはキャパシタンス、を使用する所望のセルの検出に基づいた決定によって掃引する
ように作動される。セル位置は、メインチャンネル中でオフセットまたは中央配置するこ
とができ、それは、効率的なスイッチング／ソーティングを達成するために使用される、
スポットによって掃引される線の長さおよびレーザーパワーを要求する。したがって、所
望のセルが検知されると光学スイッチがオンにされ、スポットが所望のセルの横側に現わ
れる。それから、スポットは選択セルの横側に追跡し、光学的力を使用して選択セルを所
望の出力チャンネル内へ方向付ける。
【００３７】
　光学または流体スイッチの効率的なトリガリングを容易にする二つのアプローチを以下
に述べる。両方の方法に典型的なのは、動いているセルを分析する一時的な信号の使用で
あり、切り替えるか切り替えないかの決定を生成するためにこの情報を使用する。この一
時的な信号は本質的に時間の関数としての信号の測定であり、それはピーク強度とピーク
幅の両方の点から特殊な一時的な指紋を産出することができる。信号は蛍光、散乱（たと
えば前方散乱）、キャパシタンス、結像、または所望のセルを識別することができる任意
の検出様式であってよい。一つのアプローチは、セル検出とセル識別の両方を遂行するた
めに二つ以上の検出器に結合された単一のレーザー源を利用することである。図１０ａ～
ｄは、蛍光検出器と前方散乱検出器を組み合わせた一つのレーザー源を使用するこのアプ
ローチを示す。これらの検出器からの一時的な信号は切り替え決定の情報として使用され
る。セルの存在は、前方散乱信号と、この信号が所定の範囲内にある蛍光信号強度といつ
結合されるかによって確認され、それから、この「ゲーティング」情報が光学スイッチを
作動させるために使用される。単一の蛍光検出器だけが示されるが、さらに洗練されたセ
ル識別のために複数の蛍光検出器を使用することができることに注意されたし。その場合
、等しいフローレートシースバッファーを使用することによって、セルストリームは中央
に配置され、出力チャンネルは、セルストリームの右に分割平面を作り出すために使用さ
れる異なる幅を有する。しかしながら、上述したようにセルストリームおよび分割平面の
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位置を操作ために使用される任意の構成を使用することができる。また、両方の構成に共
通のことは、エラーチェック検出器の存在であり、それはセルが切り替えられたか否かを
確認する。この場合の検出は、蛍光、散乱（たとえば前方散乱）、キャパシタンス、結像
、または所望のセルを識別することができる任意の検出様式に基づくことができる。
【００３８】
　図１０ａ～ｂは、ソートパラメーターが負で光学または流体スイッチが作動されないと
きの検出器装置とタイミング／トリガー図を示す。セルは、メイン流体チャンネルに入り
、両側から流れるシースバッファーによって単一の縦列に集中される。セルが検出／選択
領域のレーザーを通過するとき、蛍光および前方散乱信号の両方が同時にまたはほとんど
同時に検知される。（時刻ｔ１の）前方散乱信号によってセルの存在が首尾よく検知され
るが、蛍光信号はゲーティングレベル未満であり、光学スイッチは（時刻ｔ２に）作動さ
れない。したがって、セルが切り替えられなかったので、（時刻ｔ３の）エラーチェック
信号が得られない。一方、図１０ｃ～ｄは、ソートパラメーターが正で光学または流体ス
イッチが作動されるときの検出器装置とタイミング／トリガー図を示す。ここで、セルが
検出／選択領域のレーザーを通過するとき、蛍光および前方散乱信号の両方が同時にまた
はほとんど同時に検知されるが、蛍光信号はゲーティングレベル内にあり、光学または流
体スイッチは（時刻ｔ２に）作動される。セルが切り替えられたので、（時刻ｔ３の）エ
ラーチェック信号が得られる。このアプローチでは、（時刻ｔ２の）トリガー時刻は、初
期検知時刻（ｔ１）から測定されたプリセット値（Δｔ）であり、このΔｔ値は、セルの
速度と、検出／選択領域に対する光学スイッチの位置とによって決定される。このアプロ
ーチは満足に、効率的なソーティングを達成するものであるが、
トリガリング精度をさらに改善する手段として第二のアプローチが使用される。
【００３９】
　図１１ａ～ｄはこの第二のアプローチを示し、二つのレーザー源が一つの代わりに使用
される。また、上述した単一のレーザーアプローチでのように、これらの検出器からの一
時的な信号はスイッチ決定のための情報として使用される。識別／選択領域の前でセル検
出を別に遂行するために、一つのレーザーが検出ゾーンの中で使用される。この場合の検
出は、蛍光、散乱（たとえば前方散乱）、キャパシタンス、結像、または所望のセルを識
別することができる任意の検出様式に基づくことができる。第二のレーザーは二つ以上の
検出器と結合され、セル検出とセル識別を遂行するために使用される。再び、この場合の
識別は、蛍光、散乱（たとえば前方散乱）、キャパシタンス、結像、または所望のセルを
識別することができる任意の検出様式に基づくことができる。二つの連続するセル検出ス
テップの目的は、（時刻ｔ１の）第一の検出と（時刻ｔ２の）第二の検出の間の時間差（
Δｔ）からセルフローレートを得ることができるようにするものである。検出器窓（ｄ）
間の間隔を知ることはフローレート（ｖ＝ｄ／ｔ））を与え、識別窓（ｘ）から光学また
は流体スイッチがある既知の値と組み合わされたこの値は次に光学スイッチ（ｔ３＝ｘ／
ｖ）のためのトリガリング時刻を計算するために使用される。特定のゲーティングレベル
がセル識別ステップの間に到達されるときにだけ、再び切り替えが起こる。識別のために
単一の蛍光検出器だけが示されるが、複数の蛍光検出器を使用することができる。描写の
場合では、等しいフローレートシースバッファーを使用することによってセルストリーム
は中央に配置され、セルストリームの右に分割平面を作り出すために出力チャンネルは異
なる幅を有する。しかしながら、上述したようにセルストリームおよび分割平面の位置を
操作ために使用される任意の構成を使用することができる。また、両方の構成に共通のこ
とは、エラーチェック検出器の存在であり、それはセルが切り替えられたか否かを確認す
る。この場合の検出は、蛍光、散乱（たとえば前方散乱）、キャパシタンス、結像、また
は所望のセルを識別することができる任意の検出様式に基づくことができる。
【００４０】
　図１１ａ～ｂは、ソートパラメーターが負で光学または流体スイッチが作動されないと
きの検出器装置とタイミング／トリガー図を示す。セルは、メイン流体チャンネルに入り
、両側から流れるシースバッファーによって単一の縦列に集中される。セルが検出窓領域
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を通過するとき、（時刻ｔ１の）前方散乱信号によってその存在が確認される。セルが識
別／選択窓を通過するとき、（時刻ｔ２に）第二の前方散乱信号が得られるが、この信号
は、ゲーティングレベル内にない（時刻ｔ２の）蛍光信号強度と結合され、光学または流
体スイッチは（時刻ｔ３に）作動されない。セルが切り替えられなかったので、（時刻ｔ

４の）エラーチェック信号は得られない。セルをソートすることすらせずに、（ｔ１），
（ｔ２）と、検出および識別窓間の既知の距離（ｄ）を使用してセルストリームのフロー
レート（ｖ）が得られる。これは、Δｔ＝（ｔ２）－（ｔ１）およびｖ＝ｄ／Δｔの関係
を使用して得られる：。
【００４１】
　一方、図１１ｃ～ｄは、ソートパラメーターが正で光学または流体スイッチが作動され
るときの検出器装置とタイミング／トリガー図を示す。ここで、セルが検出窓領域を通過
するとき、（時刻ｔ１の）前方散乱信号によってその存在が再び確認される。セルが識別
／選択窓を通過するとき、（時刻ｔ２に）第二の前方散乱信号が得られ、この信号は、ゲ
ーティングレベル内にある（時刻ｔ２の）蛍光信号強度と結合され、光学または流体スイ
ッチが（時刻ｔ３に）作動される。セルが切り替えられたので、（時刻ｔ４の）エラーチ
ェック信号がいま得られる。このアプローチでは、トリガー時刻（ｔ３）はプリセット値
ではなく、セルストリームフローレート（ｖ）と、光学スイッチと識別ウィンドウの間の
既知の距離（ｘ）とを使用して計算される。これは、Δｔ＝（ｔ２）―（ｔ１）、ｖ＝ｄ
／Δｔ、（ｔ３）＝ｘ／ｖの関係を使用して得られる。このアプローチは、セルフローレ
ートの変動を明らかにし、それにより、より正確に光学または流体スイッチを作動させる
ことができるより効率的なソーティングを与える。光学スイッチングのためのこのアプロ
ーチの付加利益は、個々のセルについて、上述したように決定されるセルの速度と一致す
るようにレーザースポットがチャンネルを下方に移行されるレートを調節し、したがって
セルと光学スイッチのレーザースポットとの間の相互作用時間の最大にすることの可能性
である。レーザースポットの移行速度は、ＡＯＭのためのドライバーを変えることによっ
て変えられる。
【００４２】
　上述したトリガリングアプローチを包含するが、ソーティング効率を改善する別のアプ
ローチは、正確な標本コアを作り出すチャンネル設計を使用してセルをメインチャンネル
の中央に配置することであり、それにより、コアはシースバッファーによって完全に取り
囲まれる。チャンネル高さに沿ったセルの位置の変化性は、セル検出および蛍光強度の変
化性を引き起こすことがある。メインチャンネルの中央を流れるコア中にセルがあること
を確実にすることは、セルの放射状分布のためにあらゆる変化性を最小にし、効率的ソー
ティングを達成するために移動されるためにセルが必要とする距離を制御するので、ソー
ティング効率を改善し得る。そのようなコアフローは、シースバッファーでの入力フロー
ストリームの２次元のピンチで達成することができる。
【００４３】
　このアプローチは底部基板と上部基板を必要とし、
それらはそれぞれそれらの中に形成されたマイクロ流体チャンネルネットワークを備えて
いる。図１２ａ～ｂと図１３は、これを遂行する一つの方法を示し、一方の基板上のチャ
ンネル設計は他方の基板上の設計の鏡像である。したがって、二つの基板がチャンネル設
計を対向させて接合されると、チャンネルネットワークは完成した流体の流路を覆い形成
する。図１２ａ～ｂは、このアプローチで使用される設計の一種を示し、標本チャンネル
は破線として示される。このアプローチの重要な特徴は、標本チャンネルがシースチャン
ネルよりも浅く、その結果、基板が接合されたときに、標本流路が穴としてジャンクショ
ンに入るように見えることを確実にすることである。これは図１３に示され、セルがジャ
ンクションに入るのを見ることができ、次に、すべての側からはさまれて、メインチャン
ネルの中央に流れる標本コアを作り出す。チャンネルは、ガラスまたは石英のウェット化
学エッチまたはレーザーエッチによって、またはプラスチックまたはポリマーに成型また
は浮き彫りすることによって形成することができることに注意されたし。
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【００４４】
　別の方法は、一連の交差チャンネルを、第一のジャンクション／交差においてセルがメ
インチャンネルの一つの壁に向けて垂直に押され、次のジャンクション／交差がこのセル
ストリームをメインチャンネルの中央に垂直に押しやり、それから第三のジャンクション
／交差における両側からの最後のピンチフローが、メインチャンネルを流れる標本コアの
周りに完成シースバッファー覆いを作り出すように配置することを含んでいる。これは図
１４と図１５に示され、一つの可能なチャンネル模型が図１６に示される。この例では、
ジャンクション（Ａ）において、標本は、上部基板からジャンクション内へ、底部基板中
のチャンネル内へ下方へ流れ、そこではサイドシースバッファーがサイドからジャンクシ
ョン内へ流れる。標本は、わずかに集中され、底部チャンネルの上壁に押し付けられ、次
のジャンクション（Ｂ）に向かって流れ続ける。ジャンクション（Ｂ）において、標本は
、ジャンクションＡからジャンクション（Ｂ）へ、底部チャンネルの上部に沿って流れる
。ここで、第二のシースバッファーが上部基板からジャンクション（Ｂ）内へ流れ込み、
標本は底部基板中のチャンネルの真ん中まで押し下げられる。標本は、次のジャンクショ
ン（Ｃ）に向かって底部チャンネルの真ん中に沿って流れ続ける。ここで、第三のシース
バッファーが両サイドからジャンクション（Ｃ）内に流れ込み、標本は単一の縦列へとは
さまれる。標本はいまシースバッファーに取り囲まれ、メイン入力チャンネル内で水平と
垂直の両方の中央に配置されて標本コアとして流れ続ける。
【００４５】
　別の方法は、１Ｄシースバッファーに直交の軸の浅いチャンネルを使用して放物線状速
度分散の影響を最小にする。マイクロ流体チャンネル中の一次元フロー集中では、入口中
央ストリーム中の粒子またはセルは一方向だけに沿ってはさまれる。はさみとフローの方
向に垂直な方向に、放物線状速度特性が残る。チャンネルの中央に近い粒子は速く流れる
が、チャンネル壁に近いものは遅く流れる。その結果、粒子またはセルは速度の分散を伴
ってフローチャンネルを下方へ移動し、これは検出とスイッチング事象の同期を複雑にす
る。図３４は、１Ｄマイクロ流体フロー集中の固有の問題を解決する方法を示すが、直交
方向の粒子またはセルの大きさに匹敵するチャンネル深さを使用する。たとえば１０マイ
クロメートルの直径の粒子またはセルでは、チャンネル深さは１５マイクロメートルであ
る。この場合、粒子またはセルは深さ方向にチャンネルの大部分を占め、その結果、それ
らは、速度分散を平均しチャンネルの速度分散を狭める速度を経験する。
【００４６】
　図１～１６に説明したすべてのマイクロ流体チャンネルネットワーク設計はガラス基板
で、従来のフォトリソグラフィックマスキングと、マスクしたガラス基板の等方性エッチ
ングとを利用して作製した。等方性エッチは一般に、チャンネルの中央に深さｄｅを、ま
たチャンネルの上部に幅ｗ＝ｗｐ＋２×ｄｅを有するマイクロ流体チャンネルを作り出す
。ここで、ｗｐはチャンネルを規定するフォトリソグラフィーの幅である。チャンネルの
底部輪郭は、等方性エッチのために各角に四半円形輪郭を、またエッチされたチャンネル
の上部に開口を有する。ガラス基板、一般にガラス蓋スリップが、エッチされたマイクロ
流体チャンネルを備えた基板に熱的に接合されて、チャンネルの上部を密閉し、マイクロ
流体チャンネルネットワークを完成させる。熱的接合の前に上部基板に穴が一般にドリル
で空けられてマイクロ流体チャンネルネットワークへの流体フローの進入と退出のための
ビアを提供するが、代わりに、上部基板にではなくエッチされた底部基板に穴がドリルで
空けることもできる。チャンネルの深さｄｅは、化学エッチ工程のレートとエッチステッ
プの期間に依存する。マイクロ流体チャンネルの深さは、これに限定されないが、一般に
１０μｍないし１００μｍ範囲内にある。マイクロ流体チャンネルの幅は、これに限定さ
れないが、一般に深さの２～５倍である。これは、これに限定されないが、一般に５μｍ
ないし４００μｍ範囲内にあるフォトリソグラフィー上の線を使用することによって達成
される。前述したように、プラスチックまたはモールド可能または成型可能なポリマーな
ど、他の基板が使用され得る。これらの場合、マイクロ流体チャンネルは一般に矩形断面
を有するが、そのほかはガラス基板のチャンネルと同様である。マイクロ流体チャンネル
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ネットワークが作製されるガラス基板の大きさは、これに限定されないが、一般に５ｍｍ
×５ｍｍないし２５ｍｍ×５０ｍｍの範囲内にあり、総厚さは、これに限定されないが、
５００μｍないし２ｍｍ範囲内にある。上部基板は一般に同じ大きさで、厚さは、これに
限定されないが、３００μｍないし１ｍｍ範囲内にある。ビアは、これに限定されないが
、直径が一般に２００μｍないし６００μｍである。マイクロ流体チャンネルネットワー
クと、流体フローの進入と退出のための流体ポートのためのビアを備えた接合カバープレ
ートとを備えた完成基板は、マイクロ流体ソーティングチップまたは簡潔にチップと呼ば
れる。
【００４７】
　図１～１６に示されたマイクロ流体チャンネルネットワークは、マイクロ流体チャンネ
ルと、シースバッファーピンチジャンクションチャンネル、セル識別および光学スイッチ
メインチャンネル、出口チャンネルへのメインチャンネルの分岐との局所的な幾何学を一
般的に説明しただけである。この説明は、ネットワークからの流体フローの進入と退出を
提供する上述したビアへのインターフェースを提供するマクロスケール流体デバイスまた
はカートリッジの貯槽への連結を各チャンネルに作る領域を提供するように拡張される必
要がある。これらのマイクロ流体チャンネルのおのおの断面および長さは一般に、チャン
ネル中のフローを達成するために選択される技術に依存して、マイクロ流体チャンネルネ
ットワーク全体内の適当に制御されたフローを確実にするように調節される必要がある。
これらのチャンネルの断面と長さの両方は、フォトリソグラフィーマスクを作製するため
に使用されるパターンによって決定される。
【００４８】
　図１７は、入口チャンネルと、Ｔピンチジャンクションへの二つのシースチャンネルと
、Ｔ分岐ジャンクションからの二つの出口チャンネルとを有する完成マイクロ流体チャン
ネルネットワークのためのマスクの一実施形態を示す。このマスクは、７：１容量ピンチ
比（シースフローレートがセル入口フローレートよりも七倍大きい）を提供するように設
計された。チャンネルの長さは、フローを確立するために標準的低フローシリンジポンプ
または低圧空気制御器のいずれかの使用を可能にする十分な圧力低下を共に提供するよう
に設計された。設計はまた、出口が大気圧に維持された状態で、二つだけのポンプ（一つ
がセル入口チャンネル用で一つが二つのシースチャンネル用）の使用を可能にするために
必要とされる圧力平衡をもたらす。シースチャンネル入口は設計の上部の終端にあり、セ
ル入口チャンネルは、これの下方で二つのシースチャンネルの中央で始まり、７：１容量
ピンチ比を設定する適当な圧力低下を提供するように十分に長く、二つの出口は底部左右
の終端に配置されている。
【００４９】
　図１８は、１０：１容量ピンチ比を提供する設計におけるピンチジャンクションのため
の三角形ジャンクションとＹ分岐ジャンクションとを包含した別の実施形態を示す。その
ほかは、設計は図１７と幾何学的に同様である。他の多くの設計が明白に可能であるが、
それらはすべて、流体進入および退出を提供することと、流体フローを確立するために選
択された方法のための適当な圧力低下および圧力平衡を提供することを必要とする共通の
特徴を共有する。同様の設計条件が、先に説明した２次元ピンチフローネットワークのた
めのマイクロ流体チャンネルネットワークを作るために使用されるフォトリソグラフィー
マスクを作製するために使用される。
【００５０】
　図１９は、完成したマイクロ流体ソーティングチップ中のマイクロ流体チャンネルネッ
トワークの好適な実施形態を示す。二つの入口ポートはセル標本フロー用とシースバッフ
ァー用であり、二つの出口ポートは蛍光正ターゲットセル用と蛍光負非ターゲットセルつ
まり廃棄物ストリーム用である。チップは２４ｍｍ×４０ｍｍである。エッチされた基板
の厚さは１．１ｍｍである。接合されたカバープレートの厚さは５５０μｍである。マイ
クロ流体チャンネルは深さ５０ｍである。セル入口マイクロ流体チャンネルは１１０μｍ
幅である。シースフローおよび出口マイクロ流体チャンネルは１５０μｍ幅であり、メイ
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ンマイクロ流体チャンネルである。シースフローピンチジャンクションは、各辺３００μ
ｍの倒立した正三角形で、ジャンクションの上部において、各サイドからの二つのシース
フローピンチチャンネルを備えた三角形の底辺を介してセル入口チャンネルを、ジャンク
ションの底部において、三角形の頂点を介してメインチャンネルに連結している。このマ
イクロ流体チャンネルネットワーク設計は、ネットワークフローを確立するために四つの
すべてのポートにフローの空気制御を使用するように最適化される。
【００５１】
　チップへのマイクロ流体連結はさまざまな方法でなされ得る。一つの方法は、ポートに
おいてチップの表面に取り付けることができるさまざまなチュービングアダプターを使用
するか固着するかのいずれかによって、ポートに直接連結された可撓性マイクロ流体チュ
ービングを使用することである。このチュービングは、セル標本とシースバッファーの両
方をハンドリングするための容量を提供し、チップを介してこれらの容積を流すために圧
力を提供するシリンジポンプまたは同様のシステムに直接連結することができる。標本容
量をハンドリングするためにシリンジポンプを使用することは、ポンプが各標本のために
洗浄され再装填されることを必要とし、一つの標本から次への持ち越しまたは汚染の可能
性を導入する。
【００５２】
　チップへのマイクロ流体連結のための改善された方法は、ＵＶ硬化性接着剤、ＰＳＡ（
感圧接着剤）のボンディングシート、または伝熱ボンディングなどの他の従来のボンディ
ング方法を使用して、チップに直接接着されるカートリッジを利用することである。カー
トリッジは、セル入口チャンネルと、（一つの貯槽からの）二つのシースチャンネルと、
二つの出口チャンネルのおのおのへのインターフェース連結を別々に提供する四つの内蔵
の貯槽を有する。そのようなカートリッジは、セル標本とソートされたターゲットセルお
よび廃棄物ストリームの両方を、セルソートの前後でカートリッジの容量に完全に制限す
ることができるので、それらの無菌のハンドリングの可能性を提供する。そのようなカー
トリッジとチップのシステムのためのフローは、チップのマイクロ流体チャンネルネット
ワークを介して大気圧にある出口貯槽へフローを誘導するためにセル入口とシースバッフ
ァー貯槽を別々に圧力調節する二つの空気圧力制御器を使用することによって提供するこ
とができる。
【００５３】
　改善されたフロー制御方法は、セル入口とシースバッファーとターゲットセル収集およ
び廃棄物貯槽のおのおのを別々に圧力調節する四つの空気制御器を使用することによって
提供される。そのようなフロー制御システムは、先に説明したように、シースピンチジャ
ンクションにおける容量ピンチ比と、蛍光分析および光学スイッチのためのメインマイク
ロ流体チャンネル中のセルのフロー速度と、偏ったフローを可能にするスイッチング分岐
での分割比とを別々に調節する能力を提供する。
【００５４】
　図２０は、セル標本容量と、シースバッファー容量と、それぞれターゲットセルおよび
廃棄物のための二つの出口収集容量とのための流体貯槽を提供する自給式使い捨てカート
リッジの好適な実施形態を示す。カートリッジはアクリル酸プラスチックから製造され、
機械加工または成型され得る。適当ならば、他のプラスチックまたは好適な物質がアクリ
ル樹脂の代わりに用いられ得る。セル標本容量は、一般に形状が円錐であり、入口マイク
ロ流体チャンネルへのポートに向かって先細になっている。好適な実施形態では、入口貯
槽は、セル接着を最小にし、したがってセル産出を最大にするためにポリプロピレンイン
サートを収容する。チップはＵＶ接着剤で光学窓領域に接合され、チップからの出口ポー
トはそれぞれの貯槽容量と連結する。貯槽容量は、空気制御器と個々の貯槽との間の連結
のためのポートをドリルで空けたスナップ方式の蓋で密閉される。蓋は、カートリッジ本
体に対して密閉することを助けるためにシリコーンガスケットを包含している。それはま
た、カートリッジ容量と外部環境との間に気体性・液体不透過性インターフェースを作り
出す０．１ｍのポリプロピレンフィルターを包含する。これはカートリッジ上の無菌状態
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を維持し、ユーザーまたは機器への任意のバイオハザード汚染を最小にする。
【００５５】
　カートリッジは、ｌｕｅｒフィッティング（luer fitting）を備えた通常の注射器を使
用して、シースバッファー溶液でシースポートを介してマイクロ流体チャンネルネットワ
ークを最初に準備することによってセルソーティング運転のために用意される。この方法
では、チャンネルが準備され、シース貯槽は８００μｌ充てんされ、各出口貯槽は２００
μｌ充てんされる。セル標本貯槽は超過バッファー液体を吸引され、それから５～２５μ
ｌのセル標本がピペットを使用して標本入力貯槽に入れられる。それからカートリッジ蓋
が適所に当てられ留められ、セルソーティング運転を実施する自給式システムを提供する
。
【００５６】
　カートリッジは、チャンネル中に光学スイッチビームを投射する光学結像系が適切に整
列されチャンネル内に集光されるようにチップのメインチャンネルを位置決めするホルダ
ーに配置されるように設計されている。カートリッジホルダーはまた、外部チュービング
によって空気制御器に連結された、四～六つのポートを有する圧力マニホールドプレート
を有している。各マニホールドポートは、そのそれぞれのカートリッジ蓋ポートにＯリン
グで密閉され、これらのシールは、マニホールドをカートリッジ蓋にカムロック機構で押
し付けることによって漏れなしにされる。図２９は、空気パルスの容量およびパス長さを
短くするためにマニホールド上の二つの空気圧バルブを一体化する流体スイッチングのた
めのカートリッジホルダーの好適な実施形態を示す。源から空気圧力ポートまで空気圧力
を連結しているマニホールドが、配管を介在することなくなされている。これは、より高
い性能のためのより速いスイッチング速度を可能にし、図２７～２８に示されたスイッチ
構成からの性能利得を補足する。
【００５７】
　光学スイッチのための光学系の好適な実施形態が図２１に示される。カートリッジは、
空気のマニホールドがスナップ方式の蓋に連結している状態で、光学スイッチ領域がカー
トリッジの上方からのレンズ系視野と下方からのレンズ系視野の両方の焦点にあるように
配置される。図３～７と９～１１に示されるように、４８８ｎｍレーザーからの出力ビー
ムは、ソーティング領域のちょうど上流でメインチャンネル内に結像系を介して投射され
、蛍光正ターゲットセルからの蛍光の検出のための励起を提供する。蛍光発光は同じレン
ズによって集められ、ダイクロイックミラーと適当な蛍光発光フィルターとを介して光電
子増倍管に結像される。光電子増倍管からの信号は、セルからの蛍光のレベルを測定し、
メインチャンネル中のフローストリーム中の蛍光正ターゲットセルの存在を決定する電子
機器によって処理される。蛍光励起は４８８のｎｍ波長に限定されないが、ターゲットセ
ルを識別するために使用される蛍光団に適切な任意の波長とすることができる。異なる励
起照明が使用される場合、蛍光発光フィルターの波長は適宜に変更されなければならない
。蛍光正セルが識別されると、電子機器は、ＡＯＭを作動させてＩＲレーザー、一般に５
Ｗと２０Ｗ出力間の１０７０ｎｍレーザー作用、からのビームをメインチャンネル内へ光
学スイッチ位置に方向付ける。好適な実施形態では、ＡＯＭは、図９ｂに説明したような
光学スイッチパターンを生成するように制御されるが、先に説明した光学スイッチ方法の
いずれも実施することができる。カートリッジの下方のレンズは、４８８ｎｍ励起照明を
フォトダイオード上に結像する。このフォトダイオードによって検知された信号は、蛍光
標識を運び得るより小さいデブリから蛍光標識セルを区別するのを手伝うために、また作
られたかもしれないセルの集塊を識別するために使用される。これらの出来事は、ターゲ
ット出力チャンネルへのソーティングに対する候補として拒絶される。
【００５８】
　また別の好適な実施形態は、蛍光を励起するために使用される４８８ｎｍレーザーによ
るセルの照明に基づいて前方散乱信号を提供するために適当に結像およびフィルタリング
することを包含するであろう。光学部品は、前方散乱信号の検出のためのに、この範囲に
限定されないが、０．８°ないし１０°などの角度感度の範囲を提供するであろう。この
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信号は、セルとデブリを区別するのを手伝うほかに、蛍光信号に加えてセルを特徴づける
のを手伝うことができる。前方散乱照明は蛍光励起レーザーに限定されないが、メインチ
ャンネル内に適切に結像される追加光源によって提供される任意の他の波長にあってもよ
い。
【００５９】
　また別の好適な実施形態は、これに限定されないが、４８８ｎｍなどの単一の励起波長
を一般に使用する、異なる波長の蛍光発光に高感度な追加蛍光検出チャンネルを包含する
であろう。各検出チャンネルは、追加蛍光団の蛍光発光波長用の適当なダイクロイックミ
ラーおよび発光フィルターと共にＰＭＴを包含するであろう。二ないし四つの蛍光検出チ
ャンネルが、このように容易に設けられる。このように一つ以上の蛍光団に使用すること
は、ソーティングのためのターゲットセルを光学スイッチで識別する多重検出基準のため
の能力を提供する。
【００６０】
　また別の好適な実施形態は、蛍光検出と前方散乱検出に使用される波長の範囲の外にあ
るが、一般に１０７０ｎｍである光スイッチ波長よりも短い、おそらく、これに限定され
ないが、固体レーザーからの７８５ｎｍの、一般により長い波長であり、また、一般にネ
ットワーク中のチャンネルの一つを横切る細線としての光学的照明を提供するエラー検査
能力を包含するであろう。この源は、マイクロ流体チャンネルネットワーク内に適切に結
像され、ネットワークに任意の鉛直平面を通って粒子の通過を検出するために使用するこ
とができる線を提供することができる。これは、図１１に説明されるように、光学スイッ
チ性能の性能をチェックする追加能力を提供し、光学スイッチのトリガーのタイミングに
ついての追加能力を提供する。
【００６１】
　光学系のまた別の好適な実施形態は、たとえばＬＥＤからの光をバンドパスフィルタリ
ングし、その光でマイクロ流体チャンネルの領域を照明することによって生成される、こ
れに限定されないが、７５０ｎｍの追加光学照明パスを包含するであろう。その領域は、
７５０ｎｍのパスフィルターを介してＣＣＤカメラ上に結像され、分岐ジャンクションお
よび／またはピンチジャンクションにおけるマイクロ流体チャンネルネットワーク中を流
れるセルの性能の視覚化を提供するであろう。カメラの前のフィルターは、励起または蛍
光の検出に、また前方／サイド散乱光学とエラー検出光学に関連した任意のより短い波長
放射を遮断するのに適切である。フィルターはまた、光学スイッチからのより長い波長の
１０７０ｎｍ光を遮断するであろう。
【００６２】
　図２０に示されるカートリッジの好適な実施形態は、マイクロ流体チャンネルネットワ
ークを水平な外形に保持するように設計されており、チャンネルおよび入口／出口ポート
はすべて同じ鉛直レベルにある。これは、マイクロ流体チャンネルを介する圧力低下に対
する重力の影響を最小にし、ネットワーク中のより安定かつ制御可能なフローをもたらす
。しかしながら、重力はまた、特にセルがセル標本貯槽からセル入口へマイクロ流体チャ
ンネル内へ通過するとき、フロー中のセルへの影響を有する。ソーターの別の好適な実施
形態は、この貯槽中のセルの安定化と、セルフローがピンチジャンクションで速度を上げ
る前の入口マイクロ流体チャンネル中の比較的より遅いフロー中のそれらの安定化とに対
する重力の影響を制御するのを手伝うために、セルの浮力を高めることであり、セルの整
定が最小にされる。浮力を高めることは、標本バッファー中に添加剤を使用することによ
って達成することができる。これらのレオロジー制御添加剤の例、特に擬塑性またはずり
減粘のいずれかまたは両方であるものは、キサンタンガム、カラゲナン、ナトリウムカル
ボキシメチルセルロース、メチルセルロース、ハイドロオキシプロメチルセルロース、ヒ
ドロキシエチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシプロピルガール
、アラビアゴム、トラガカントゴム、アルギナート、ポリアクリレート、カルボマーであ
る。他の添加剤は、ポリスクロースとジアトリゾア酸ナトリウムの混合物であるＨｉｓｔ
ｏｐａｑｕｅ（登録商標）と、水中のイオジキサノールの６０％ｗ／ｖ溶液であるＯｐｔ



(21) JP 5389782 B2 2014.1.15

10

20

30

40

50

ｉｐｒｅｐ（登録商標）を含んでいる。使用する添加剤の濃度は、ソートされているセル
の密度に依存する。たとえば、Ｏｐｔｉｐｒｅｐ（登録商標）の場合には、濃度は５％か
ら４０％までの範囲にわたることができる。最後に、塩分の標本バッファーとしょ糖の追
加も、セルの浮力を調節するために使用することができる。
【００６３】
　セル標本容量とシースフローに使用されるバッファーは、ソートされているセルと生物
学的に互換性があり、蛍光検出様式と光学スイッチの両方に使用される光学的照明と互換
性がある任意のバッファーとすることができる。すなわち、バッファーは、蛍光励起／検
出波長と光学スイッチ波長において十分に低い吸収度を有する。シースバッファーの好適
な実施形態は、ＰＢＳ／ＢＳＡすなわち１％のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）フラクショ
ン５を含むｐＨ７．２のリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を使用する。セルバッファの好
適な実施形態は、生きたセル標本に対して１４．５％のＯｐｔｉｐｒｅｐと、さまざまな
ホルマリン固定セル標本に対して２７％のＯｐｔｉｐｒｅｐを含むＰＢＳ／ＢＳＡを使用
する。
【００６４】
　マイクロ流体チャンネルネットワーク中のセルソーティングの光学スイッチ方法の性能
は、先に説明したようにソートのスループット、純度および回収によって評価される。図
２０に説明されたカートリッジは性能の測定を可能にするように最適化される。それはア
クリル樹脂で作られているので、ターゲットおよび廃棄物収集貯槽の底部は透明であり、
これらの貯槽内にソートされたセルは倒立蛍光顕微鏡を使用して数と蛍光標識の両方につ
いて定量することができる。図３～１１に説明したいくつかのスイッチング構成が評価さ
れた。これらの評価は、１または２サイドの静止レーザースポットまたは０°または８°
の１サイドレーザー掃引のいずれかを使用してソートされた生きたＨｅＬａ：ＨｅＬａ－
ＧＦＰセルの５０：５０混合物を使用して実施された。レーザーは２４０Ｈｚで掃引され
た。レーザーオン時間は４ミリ秒とした。またレーザーパワーはすべてのスイッチモード
で２０Ｗとした。掃引スポット方法において、集光ＩＲレーザースポットは、メインチャ
ンネルに沿って約７０ｍ移行された。
【００６５】
　図２２に示されるように、図６に説明された、レーザースポットを備えた双方向光学ス
イッチは、ターゲット：非ターゲットセルの５０：５０混合物に対して５０のセル／ｓの
スループットまで純度と回収について好結果を与えた。しかしながら、低い部分母集団濃
度（データは図示しない）では、非ターゲットセルを切り替えるためのレーザーパワーの
使用は効率的でなく、より高いセルスループットレートでコインシデンスエラーが増えた
。そのうえに、切り替えられなかった微粒子はターゲット貯槽を汚染するであろう。
【００６６】
　図２２はまた、静止レーザースポット、またはフローに平行またはわずかな角度のいず
れかでフローの方向に移行されるスポットを用いる、図９に説明された、１サイドスイッ
チング方法の性能を示す。標本コアフローストリームは、光学スイッチが存在しないディ
フォルトにおいてセルがすべて廃棄物へ行くように廃棄物出口へ偏らされる。プロットに
よって示されるように、これらの方法は両方とも改善された性能を与えた。二つの方法の
性能が交差することは、光学スイッチのトリガリングが最適ではなかったことを示唆し、
また図１０と１１に説明された光学スイッチのアクティブトリガリングが性能を改善する
ことを示唆する。
【００６７】
　図２３は、１×２マイクロ流体チャンネルネットワークすなわち一つのメイン入力チャ
ンネルと分岐ジャンクションから延びている二つの出力チャンネルとを備えたネットワー
ク中のセルまたは粒子をソートする役目をする空気流体スイッチの例を示す。分岐ジャン
クションのための「Ｙ」幾何学が図２３に示されるが、「Ｔ」幾何学などの他の分岐も使
用され得る。一般に、これらのマイクロ流体チャンネルは、チャンネル内へのセル検出光
学の射影を可能にするために、光学的透明基板中に作製される。この基板は、これに限定
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されないが、一般にガラス、石英、プラスチックたとえばポリメチルメタクリレート（Ｐ
ＭＭＡ）ほか、および成型可能または加工可能なポリマー（たとえばポリジメチルシロキ
サン、ＰＤＭＳまたはＳＵ８）である。マイクロ流体チャンネルの深さは、これに限定さ
れないが、一般に１０μｍないし１００μｍ範囲内にある。マイクロ流体チャンネルの幅
は、これに限定されないが、一般に深さの１ないし５倍である。断面は一般に長方形か、
チャンネルの等方性エッチングが後続するガラス基板のフォトリソグラフィックマスキン
グによって作製されるマイクロ流体チャンネルの場合には四半円形角を備えた長方形であ
る。
【００６８】
　フロー条件は、空気圧力がＰ０＞Ｐ１＞Ｐ２となり、流体中のセルが最高圧力から最低
圧力へ優先的に流れるように設定される。圧力Ｐ１がＰ０＞Ｐ２＞Ｐ１となるように増大
されると、それから流体フローは乱され、「Ｙ」ジャンクションの反対側の分岐へ流体が
優先的に流れると平衡を再確立する。システムは、Ｐ０＞Ｐ１＞Ｐ２関係を回復すること
によって元の状態に戻ることができる。
【００６９】
　スループット（分岐ジャンクションの上部においてソーティング領域に入るセルの時間
的な割合）に関するソーティング機構の性能は、図２３に示されるような流体の後方伝達
によって制限される。流体スイッチが作動されると、粒子運動は、新しいフローパスを確
立する前に方向が反転し上流に流れるように見える。この運動によって引き起こされる時
間遅れは、受理可能な産出効率（ターゲット出力チャンネル中のターゲットセルのフラク
ション）と純度（ターゲット出力チャンネル中のセルの総数に対するターゲットセルの数
の比）を達成するスイッチの速度とイベントの周波数を制限する。
【００７０】
　図２４は、１×２マイクロ流体チャンネルネットワークすなわち一つのメイン入力チャ
ンネルと分岐ジャンクションから延びている二つの出力チャンネルとを備えたネットワー
ク中のセルをソートする役目をする２チャンネル流体スイッチの一実施形態を示す。分岐
ジャンクションのための「Ｙ」幾何学が図２４に示されるが、「Ｔ」幾何学などの他の分
岐も使用され得る。一対の側方フローチャンネルが分析領域と分岐ジャンクションの間に
配置されている。側方フローチャンネルは寸法で対称的であってもよく、または一方の側
が他方よりも大きく一方向に速いスイッチングを支持してもよい。一般に、これらのマイ
クロ流体チャンネルは、チャンネル内へのセル検出光学の射影を可能にするために、光学
的透明基板中に作製される。この基板は、これに限定されないが、一般にガラス、石英、
プラスチックたとえばポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）ほか、および成型可能また
は加工可能なポリマー（たとえばポリジメチルシロキサン、ＰＤＭＳまたはＳＵ８）であ
る。マイクロ流体チャンネルの深さは、これに限定されないが、一般に１０μｍないし１
００μｍ範囲内にある。マイクロ流体チャンネルの幅は、これに限定されないが、一般に
深さの１ないし５倍である。断面は一般に長方形か、チャンネルの等方性エッチングが後
続するガラス基板のフォトリソグラフィックマスキングによって作製されるマイクロ流体
チャンネルの場合には四半円形角を備えた長方形である。
【００７１】
　フロー条件は、ジャンクション領域で圧力Ｐ３＝Ｐ４となるように流体スイッチがこの
場合空気圧力からオフにされたときに、すべてのセルが出力チャンネルの一つ、たとえば
右の出力チャンネルへ優先的に流れるように設定される。流体スイッチがオンにされて圧
力がＰ３＞Ｐ４となると、流体のプラグがフローストリームを、流体プラグに近接のセル
が左の出力チャンネルへ方向付けられるように変位させる。マイクロ流体チャンネルネッ
トワーク中のフロー条件の設定と制御は、直接駆動ポンピング、空気ポンピング、電気動
力学、毛細管作用、重力または流体フローを生成する他の手段によって達成することがで
きる。
【００７２】
　スループット（分岐ジャンクションの上部においてソーティング領域に入るセルの時間
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的な割合）に関するソーティング機構の性能、産出効率（ターゲット出力チャンネル１２
中のターゲットセルのフラクション）、および純度（ターゲット出力チャンネル１２中の
セルの総数に対するターゲットセルの数の比）は、さまざまな要因によって影響を受け、
それらのおのおのは光学スイッチの実施に影響する。光学スイッチは、マイクロ流体チャ
ンネルネットワークのソーティングジャンクション領域内に投射される圧力差（Ｐ４対Ｐ
３）、分岐ジャンクションに対するスイッチングチャンネルの位置、流体スイッチの作動
の期間、流体変位を生成するために使用される最大圧力、その他などのいくつかのパラメ
ーターによって特徴づけることができる。流体スイッチに対するこれらのパラメーターの
特定の値の選択は、数ある中でも、マイクロ流体チャンネルシステムのトポロジーと幾何
学、マイクロチャンネルシステム内のフローレート（セル速度）、メインチャンネル中を
流れるセルの位置（メインチャンネルの中央を流れるか片側へのオフセットを流れるか）
を制御する能力、信頼できるスイッチングを達成するために必要なセルの変位の量、チャ
ンネルの深さ、チャンネルの形状、および光スイッチとのセルの相互作用によって生成さ
れる力の臨界関数である。
【００７３】
　図２５は、１×２マイクロ流体チャンネルネットワークすなわち一つのメイン入力チャ
ンネルと分岐ジャンクションから延びている二つの出力チャンネルとを備えたネットワー
ク中のセルをソートする役目をする１チャンネル流体スイッチの一実施形態を示す。分岐
ジャンクションのための「Ｙ」幾何学が図２５に示されるが、「Ｔ」幾何学などの他の分
岐も使用され得る。単一の側方フローチャンネルが、分析領域と分岐の間のメインチャン
ネルの一方の側に配置されてもよい。一般に、これらのマイクロ流体チャンネルは、チャ
ンネル内へのセル検出光学の射影を可能にするために、光学的透明基板中に作製される。
この基板は、これに限定されないが、一般にガラス、石英、プラスチックたとえばポリメ
チルメタクリレート（ＰＭＭＡ）ほか、および成型可能または加工可能なポリマー（たと
えばポリジメチルシロキサン、ＰＤＭＳまたはＳＵ８）である。マイクロ流体チャンネル
の深さは、これに限定されないが、一般に１０μｍないし１００μｍ範囲内にある。マイ
クロ流体チャンネルの幅は、これに限定されないが、一般に深さの１ないし５倍である。
断面は一般に長方形か、チャンネルの等方性エッチングが後続するガラス基板のフォトリ
ソグラフィックマスキングによって作製されるマイクロ流体チャンネルの場合には四半円
形角を備えた長方形である。
【００７４】
　フロー条件は、ジャンクション領域内が自然になるように流体スイッチがこの場合空気
圧力からオフにされたときに、すべてのセルが、側方チャンネルこの場合たとえば右の出
力チャンネルと同じ側の出力チャンネルへ優先的に流れるように設定される。流体スイッ
チがオンにされて圧力がＰ３＞Ｐ２となると、流体のプラグがフローストリームを、流体
プラグに近接のセルが左の出力チャンネルへ方向付けられるように変位させる。マイクロ
流体チャンネルネットワーク中のフロー条件の設定と制御は、直接駆動ポンピング、空気
ポンピング、電気動力学、毛細管作用、重力または流体フローを生成する他の手段によっ
て達成することができる。
【００７５】
　１チャンネル流体スイッチの好適な実施形態が図２６に示される。オフセットフローは
、右チャンネルを左チャンネルよりも広くすることによって達成される。スイッチチャン
ネルはまた、そのパス長さに大部分に沿う最初のチャンネルよりも広く、流体挿入の点で
先細になっている。これは、より小さい断面領域に集中することにより、ソーティングを
達成するために必要な供給空気圧力のピーク振幅を低くする。これは、高速動作と改善さ
れたスループットを与える。
【００７６】
　スループット（分岐ジャンクションの上部においてソーティング領域に入るセルの時間
的な割合）に関するソーティング機構の性能、産出効率（ターゲット出力チャンネル１２
中のターゲットセルのフラクション）、および純度（ターゲット出力チャンネル１２中の



(24) JP 5389782 B2 2014.1.15

10

20

30

40

50

セルの総数に対するターゲットセルの数の比）は、さまざまな要因によって影響を受け、
それらのおのおのは光学スイッチの実施に影響する。流体スイッチは、マイクロ流体チャ
ンネルネットワークのソーティングジャンクション領域内に投射される最大圧力、分岐ジ
ャンクションに対するスイッチングチャンネルの位置、流体スイッチの動作の期間、その
他などのいくつかのパラメーターによって特徴づけることができる。流体スイッチに対す
るこれらのパラメーターの特定の値の選択は、数ある中でも、マイクロ流体チャンネルシ
ステムのトポロジーと幾何学、マイクロチャンネルシステム内のフローレート（セル速度
）、メインチャンネル中を流れるセルの位置（メインチャンネルの中央を流れるか片側へ
のオフセットを流れるか）を制御する能力、信頼できるスイッチングを達成するために必
要なセルの変位の量、チャンネルの深さ、およびチャンネルの形状の臨界関数である。哺
乳類セルに対して、２０～５０ｍｍのパス長さにわたって０．５ないし１．０ｐｓｉの圧
力低下を示す約５０μｍ×１５０μｍの断面を備えたチャンネルは毎分１～３μＬのフロ
ー速度を達成し、１～３ｐｓｉのスイッチング圧力の使用は、毎秒何百ものイベントのス
イッチングレートを達成するのに十分である。１００ｎｍないし１００ｍの粒子への一般
的応用に対して、標本およびシースフローの一般的圧力低下は、１０ないし１００ｍｍの
パス長さにわたって０．１ないし１０ｐｓｉの範囲内にある。シース対ターゲット圧力に
ついて２：１の比が、標本ストリームの適当なピンチを確実にするために、現在のチップ
設計で選択される。チャンネル断面は、チップを通って走るセルまたは粒子のタイプに依
存して、５ないし１５０μｍ深さかける１０ないし１，０００μｍ幅の範囲内で作ること
ができる。
【００７７】
　図２７は、最大圧力、空気圧力パルスの立ち上がり時間、減衰時間および合計時間に対
する制御が流体スイッチを正確に動作させることを可能にする２バルブスイッチ構成を示
す。三つのポートが、空気圧力源、環境空気または真空に連結され得る。迅速なスイッチ
ングのために、Ｐ１は環境空気よりも大きい高圧に保持され、Ｐ２とＰ３は環境空気にあ
る。自然位置では、両バルブは閉じられ、つまりオフになっている。スイッチングイベン
トが望まれると、第一のバルブが開き、空気圧力をスイッチチャンネルへ供給する。短時
間の遅れ（たとえば５～１０ミリ秒未満）のち第二のバルブが開き、Ｐ１からの超過圧力
をポートＰ３から急速に出す。第一のバルブが閉じられてスイッチチャンネルの残存圧力
を環境レベルへ出し、それから第二のバルブが閉じてシステムをその自然位置に戻す。こ
れは、空気パルスが、単一のバルブのオフ・オン・オフのサイクル時間（たとえば約５な
いし１０ミリ秒）よりも短くなるのを可能にする。ポートＰ２とＰ３の環境空気または真
空と組み合わせて所望の最大圧力より数倍大きい圧力Ｐ１を選択するので、流体スイッチ
の最大性能のための空気圧力パルスが形作られ得る。
【００７８】
　図２８は、図２４の２チャンネル流体スイッチのための二つのバルブ構成を示す。第一
のでは、単一のバルブが高圧源を変調し、第二のチャンネルが環境空気にある。この構成
では、できるだけ短いパルスが、バルブのオフ・オン・オフのサイクル時間（たとえば５
～１０ミリ秒）によって決定される。第二の構成では、バルブが、流体スイッチの各側方
チャンネルに置かれる。この場合、外部圧力源を変調するために両方のバルブが使用され
得る。第一のバルブの後に第二のバルブが、バルブのオフ・オン・オフのサイクル時間よ
りも短い可変時間遅れを伴って開かれ得る。この方法では、空気圧力パルスが短くされて
流体スイッチの速度と性能を高め得る。
【００７９】
　完成流体スイッチベースセルソーティング機器が構築された。この機器を使用して得ら
れた測定の例を図３０～３１に示す。図３１では、蛍光キャリブレーションビーズ（たと
えばＳｐｈｅｒｏｔｅｃｈ　ＳＰＨＥＲＯビーズまたはＢＤ　Ｑｕａｎｔｉｂｒｉｔｅビ
ーズ）が測定された、そして六つの強度の明瞭な分離を示す。平均強度、標準偏差および
ＣＶの統計はメーカー推奨値と一致している。図３１は、セル母集団をソートする例を示
す。この例では、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｅｒ（登録商標）グリーン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
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社）で染色された１％のＪｕｒｋａｔセルのターゲット母集団が、染色されていないＪｕ
ｒｋａｔセル母集団内に加えられた。標本に対して０．３ｐｓｉ、シースバッファーに対
して０．６ｐｓｉ、スイッチングバルブに対して１．５ｐｓｉの圧力を使用してセルがソ
ートされた。約３万５０００のセルが分析され、３３６のターゲットセルが識別され、タ
ーゲット貯槽内にソートされた。ターゲット貯槽の検査は、総数３６９のセルのうちの３
３１のターゲットセルを見つけた。これは、９９％の算出回収と９０％の純度となる。
【００８０】
　マイクロ流体チップを操作するために、すべてのマイクロ流体チャンネルの初期流体プ
ライミングは、フローを妨害するバブルを捕らえたりダスト粒子を導入したりしない手法
が必要とされる。これは、清潔な高い加圧空気源からの安定した空気圧力における空気の
再生可能容量の供給を必要とする。一般に、マイクロ流体デバイスを準備するためにクリ
ーンベンチまたは層流フードのようなダストフリーシステムが必要である。図３２に示さ
れたデバイスプライミングステーションは、単純かつ経済的な方法でそれらの要求を満た
す。プライミングステーション上のクランプがカートリッジを物理的に保持し、高圧アク
セスのための密閉を提供する。ダストのない流体充てん貯槽に高圧空気を供給するために
、小さいサブミクロン多孔フィルターがクランプに取り付けられる。空気の制御可能容量
を提供するために、取り外し可能な注射器が使用され得るか、高圧源に連結された自動バ
ルブが使用され得る。これは、所定容量のバブルフリー流体をマイクロ流体チャンネルの
至る所に一様に分配する。
【００８１】
　図３３は、成長をモニターしクローン母集団を分離するためのセルのダイリションクロ
ーニングのための方法を示す。これに限定されないが、ガラス、石英、プラスチックたと
えばポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）ほか、および成型可能または加工可能なポリ
マー（たとえばポリジメチルシロキサン、ＰＤＭＳまたはＳＵ８）を含むさまざまな物質
を使用して数ナノリットルの容量のマイクロウェルがマイクロ製造され得る。マイクロ流
体チャンネルの深さは、これに限定されないが、一般に１０μｍないし１００μｍ範囲内
にある。マイクロ流体チャンネルの幅は、これに限定されないが、一般に深さの１ないし
５倍である。断面は一般に長方形か、チャンネルの等方性エッチングが後続するガラス基
板のフォトリソグラフィックマスキングによって作製されるマイクロ流体チャンネルの場
合には四半円形角を備えた長方形である。ナノウェルのアレイの一例が図３３に示される
。この場合、ウェルは、７０μｍの深さの１００μｍ×１００μｍの正方形であり、ＰＤ
ＭＳソフトリソグラフィーを使用して製造される。ウェルはプラズマ中で殺菌され、２４
ウェル組織培養プレートに挿入される。媒体中に浮遊するセルが各ナノウェル内に入れら
れ、ナノウェル内で重力によって安定化され、成長動力学を観察するために、または単一
の時点で好ましいクローンの群体を収穫するために、それらが周期的にモニターされる。
これらのウェルはまた、固定素子として、または取り外し可能なインサートとして、ソー
ティングデバイスの出力貯槽内に包含されてもよい。
【００８２】
　図３５は、多相マイクロ流体液滴（たとえばマイクロ流体チャンネル内の液滴中に閉じ
込められたセル／粒子）内のセル／粒子計数のための光学検出方法を示す。好適な信号処
理を適用することによって、液滴内のセル／粒子の数は、セル／粒子からの信号ピークに
基づいて検知することができる。一つの方法では、チャンネル全体が照明され、単一の検
出器が、液滴中のセルの存在または不在を示す前方散乱などの信号を測定を測定する。よ
り精巧な検出は、液滴内のセル／粒子を計数または局所化するためのより良い空間分解能
を提供するためにチャンネルを横切ってフロー方向に直交して配置された前方散乱検出器
のアレイを使用する。また別のアプローチでは、暗視野照明および結像を単一の検出器散
乱測定に加えることができる。前方散乱信号が液滴の先端を検知すると、ＣＣＤカメラが
同期して液滴の暗視野像を取ることができる。セル／粒子は画像中の輝点になり、計数の
ために処理および識別することができる。
【００８３】
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　多くのソーティングの状況では、セルまたは粒子のターゲット母集団は小さくてよいが
、収集貯槽の表面積は大きい。粒子は貯槽壁に突き当たり、収集率を低減し得る。図３６
は、表面とのセルまたは粒子の相互作用を最小にするアプローチを示す。一つの方法では
、ソートされたターゲットセルは、セルと収集貯槽壁との間の接触を最小にするために流
体よりも少ない容積に配置された限られた領域内に収集される。表面張力のために、収集
された液体は、限られた領域上にウェット液滴を形成する。別の方法では、炭化水素また
は過フッ化炭化水素で被覆することによって収集貯槽の表面を疎水性にすることができる
。疎水性コーティングのために、セルまたは粒子と共に収集された液体は、出口穴の近く
の液滴に閉じ込められる。別の方法では、ソートされたセルの収集のために、別々の適当
な取り外し可能なコンテナを使用することができる。この別々のコンテナは、セルのさら
なる処理のために使用することができ、ソートされたセルを収集貯槽から別の貯槽（たと
えば多ウェル培養皿）へ移す際のセルの損失を最小にする。収集コンテナは、マイクロ流
体デバイス中の出口穴にアクセスするために底部に穴を有する。穴の直径は、表面張力が
それを介して漏れることを防止するように、１ミリメートル未満作られるとよい。柔軟な
物質（たとえばシリコーンベースゴム、ＰＤＭＳ）で作られたガスケットが、密閉と接合
のために収集コンテナとマイクロ流体デバイスの間に挿入される。
【００８４】
　血球計算分析後に標本を回収することがしばしば望まれる。図３８は、分析のためにセ
ルフローをはさむが、より少ないダイリューションでセルを回復するマイクロ流体デバイ
スを示す。図２と図３８に示されるように、標本フローはシースバッファーを使用して集
中される。標本が分析領域を通過した後、マイクロ流体チャンネルは三つのチャンネルに
分かれる。中央チャンネルは標本回収チャンネルであり、左右へのチャンネルは超過シー
スバッファーを収集して標本ダイリューションを低減する。チャンネル幅と供給圧力の適
当な選択によって、標本ダイリューションの程度が、１：１ダイリューションからシース
フローのダイリューション（一般に１：２０）に調節され得る。いくつかの条件すなわち
非常に希釈な標本では、収集された標本は代わりに濃縮され得る。
【００８５】
　図３７は、複数の標本分析またはソーティングのためのマイクロ流体デバイス設計を示
す。この設計は、蛍光背景に変化を引き起こし得る異なる標本を装填した後にカートリッ
ジ交換または再調整を必要としない。この発明は、二つの標本を相互汚染から分離するた
めに標本のために二つとバッファーのために一つの三つの標本貯槽を有している。圧力を
調節することによって、フロー血球計算分析のために各標本を注入しはさむことができる
。たとえば、二つの標本ＡとＢについて、Ａの分析のために、標本Ａの貯槽は最高圧力が
供給され、標本Ｂの貯槽は最低圧力に維持されるなか、バッファーの貯槽は中間圧力にあ
る。どのチャンネルが最高圧力を有するを変えることによって、所望のチャンネルが分析
領域（最高圧力）へ流れ、または流れること（最低圧力）を禁じられる。分析領域の信号
の明瞭な分離を可能にするために、純粋なバッファーが各標本間で導入されるとよい。装
填して連続して運転することができる標本の数は、マイクロ流体チップに追加された各独
立分離バッファーチャンネルについて二倍に増やすことができる。
【００８６】
　図３８はまた、調整可能なダイリューションで二つの標本を多重化することができるマ
イクロ流体デバイスの例を示す。このデバイスは、二つの標本チャンネルＡおよびＢと、
分離バッファーとを利用する。標本Ａを分析するために、次の圧力設定が使用される。Ｐ
＿ｓｗ＿Ａ＜Ｐ＿ｓｗ＿Ｂ＜Ｐ＿Ｂ＜Ｐ＿ｓｂ＜Ｐ＿Ａ＜Ｐ＿ｓｔｈ。標本Ｂを分析する
ために、次の圧力設定が使用される。Ｐ＿ｓｗ＿Ｂ＜Ｐ＿ｓｗ＿Ａ＜Ｐ＿Ａ＜Ｐ＿ｓｂ＜
Ｐ＿Ｂ＜Ｐ＿ｓｔｈ。標本間の相互汚染を防止するために、標本ＡおよびＢの測定の間に
分離バッファーが流されるとよい。圧力ポートを追加することで、この設計は三つ以上の
標本を測定可能である。図３８は、二つの標本間で切り替えるこのデバイスの例を示す。
【００８７】
　前述の発明は、明晰と理解の目的のために例証と実例によってかなり詳細に説明したが
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、発明の趣旨と要旨から逸脱することなく変更と修正をなし得ることはこの発明の教示か
ら通常の当業者には容易に明白であろう。
　以下に、本願出願の当初の特許請求の範囲に記載された発明を付記する。
　［１］セルソーターであって、
　流体媒体中の一つ以上のセルを受け取るのに適したセル入口と、
　前記ソーターへのバッファー溶液を提供するために前記セル入口に流体的に連結された
第一および第二のバッファー入口と、
　前記セル入口と前記第一および第二のバッファー入口とに流体的に連結された流体チャ
ンネルと、
　前記流体チャンネルに流体的に連結された第一の側方フローチャンネルと、
　前記流体チャンネルに流体的に連結された第一および第二の出力であり、前記側方フロ
ーチャンネルを下流に配置されている出力と、
　所定状態のセルを検知し、それに応じて信号を生成するのに適した検出器であり、前記
第一の側方フローチャンネルの上流に位置でセルを検知するように配置されている検出器
と、
　前記検出器に連結された、前記信号に応じて流体を前記側方フローチャンネル内に移動
させるように動作可能な側方力スイッチとを備え、
　それにより、所定状態のセルが検知されたときに、前記側方力スイッチが動作されて前
記セルを移動させるように前記セルへの側方力を提供し、前記セルが第一または第二の出
力内へ選択的に出るセルソーター。
　［２］前記流体チャンネルに流体的に連結された第二の側方フローチャンネルをさらに
有している［１］のセルソーター。
　［３］前記第二の側方フローチャンネルは、前記第一の側方フローチャンネルから前記
流体チャンネルの反対側に配置されている［２］のセルソーター。
　［４］前記第一および第二の側方フローチャンネルは、互いに向かい合って位置決めさ
れている［３］のセルソーター。
　［５］前記第二の側方フローチャンネル中の流体動作を制御するように動作可能な第二
の側方力スイッチをさらに有している［３］のセルソーター。
　［６］前記流体チャンネルを通る流体フローは層流である［５］のセルソーター。
　［７］前記第一および第二のバッファー入口は同じ大きさである［５］のセルソーター
。
　［８］前記第一および第二のバッファー入口は異なる大きさである［５］のセルソータ
ー。
　［９］前記第一および第二の出力は同じ大きさである［５］のセルソーター。
　［１０］前記第一および第二の出力は異なる大きさである［５］のセルソーター。
　［１１］前記第一の出力は前記第二の出力よりも大きい容量の流体フローを有している
［１０］のセルソーター。
　［１２］前記第一の出力は前記廃棄物出力である［１１］のセルソーター。
　［１３］前記ソーターは、前記検出器と前記側方力スイッチを連結している制御システ
ムを有している［１］のセルソーター。
　［１４］前記セルは生物セルである［１］のセルソーター。
　［１５］前記セルは生物粒子である［１］のセルソーター。
　［１６］前記セルは自然有機粒子である［１］のセルソーター。
　［１７］前記セルは自然無機粒子である［１］のセルソーター。
　［１８］前記セルは人工有機粒子である［１］のセルソーター。
　［１９］前記セルは人工無機粒子である［１］のセルソーター。
　［２０］前記セルは、実質的に１００ｎｍから実質的に１００ミクロンまでの直径を有
している［１］のセルソーター。
　［２１］流体ソータースイッチングシステムであり、
　流体媒体を受け取るのに適した入口と、
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　前記入口に流体的に連結された流体チャンネルと、
　前記流体チャンネルに流体的に連結された第一および第二の側方フローチャンネルと、
　前記第一および第二の側方フローチャンネルに連結された第一および第二の空気圧バル
ブと、
　前記流体チャンネルに流体的に連結された第一および第二の出力であり、前記側方フロ
ーチャンネルの下流に配置されている出力と、
　制御システムであり、前記第一および第二のバルブに連結され、前記第一および第二の
空気圧バルブを動作させる時間制御信号を提供する制御システムとを備えており、前記第
二のバルブ前が開かれる前に前記第一のバルブが開かれることを特徴とする流体ソーター
スイッチングシステム。
　［２２］前記第二のバルブが開かれたのち前記第二のバルブが閉じる前に前記第一のバ
ルブが閉じられることを特徴とする［２１］の流体ソーター。
　［２３］流体ソータースイッチングシステムであり、
　流体媒体を受け取るのに適した入口と、
　前記入口に流体的に連結された流体チャンネルと、
　前記流体チャンネルに流体的に連結された第一の側方フローチャンネルと、
　前記第一の側方フローチャンネルに連結された第一の空気圧バルブと、
　前記流体チャンネルに流体的に連結された第一および第二の出力であり、前記側方フロ
ーチャンネルの下流に配置されている第一および第二の出力と、
　制御システムであり、前記第一のバルブに連結されており、前記第一の空気圧バルブを
動作させる時間制御信号を提供する制御システムとを備えている流体ソータースイッチン
グシステム。
　［２４］前記第二のバルブが開かれたのち前記第二のバルブが閉じる前に前記第一のバ
ルブが閉じられることを特徴とする［２５］の流体ソーター。
　［２５］マイクロ流体分析およびソーティングのための集積構造であり、
　カートリッジを備え、前記カートリッジは、
　　光学窓と、
　　複数の貯槽とを備え、前記貯槽は少なくとも、
　　標本貯槽と、
　　流体貯槽と、
　　廃棄物貯槽と、
　　ターゲット収集貯槽と含み、
　チップを備え、前記チップは少なくとも、
　　標本入口チャンネルであり、前記標本貯槽に流体的に連結されている前記セル入口チ
ャンネルと、
　　一つ以上の流体入口チャンネルであり、前記流体貯槽に流体的に連結されている前記
流体入口チャンネルと、
　　検出領域と、
　　枝分かれさせられたソーティング領域と、
　　廃棄物チャンネルとターゲットチャンネルを少なくとも有し、廃棄物チャンネルは前
記廃棄物貯槽に流体的に連結されており、前記ターゲットチャンネルは前記ターゲット収
集貯槽に連結されている少なくとも二つの出口チャンネルと、
　　前記光学窓に隣接して配置されているチップとを有し、
　蓋を備え、前記蓋は少なくとも、
　　空気圧力ポートであり、入口を有し、前記標本貯槽と前記流体貯槽の少なくとも一つ
に連結されている前記ポートと、
　　前記空気圧力ポートの前記入口と、前記標本貯槽と前記流体貯槽の少なくとも一つと
の間に配置されたフィルターと、
　　マニホールドであり、配管を介在することなく源から前記空気圧力ポートまで空気圧
力を連結している前記マニホールドとを有しているマイクロ流体分析およびソーティング
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のための集積構造。
　［２６］前記標本貯槽は円錐形をしている［２５］のマイクロ流体分析およびソーティ
ングのための集積構造。
　［２７］前記標本貯槽は先細になっている［２５］のマイクロ流体分析およびソーティ
ングのための集積構造。
　［２８］前記標本貯槽はさらにインサートを有している［２５］のマイクロ流体分析お
よびソーティングのための集積構造。
　［２９］前記インサートはポリプロピレンインサートである［２５］のマイクロ流体分
析およびソーティングのための集積構造。
　［３０］前記蓋はプラスチックである［２５］のマイクロ流体分析およびソーティング
のための集積構造。
　［３１］前記蓋はアクリル酸プラスチックである［３０］のマイクロ流体分析およびソ
ーティングのための集積構造。
　［３２］前記蓋は、前記標本貯槽と前記流体貯槽のための別々の空気圧力ポートを有し
ている［２５］のマイクロ流体分析およびソーティングのための集積構造。
　［３３］前記蓋は、前記廃棄物貯槽のための空気圧力ポートを有している［２５］のマ
イクロ流体分析およびソーティングのための集積構造。
　［３４］前記蓋は、前記ターゲット収集貯槽のための空気圧力ポートをさらに有してい
る［３３］のマイクロ流体分析およびソーティングのための集積構造。
　［３５］前記蓋は、前記廃棄物貯槽のための空気圧力ポートを有している［３２］のマ
イクロ流体分析およびソーティングのための集積構造。
　［３６］前記蓋は、前記貯槽への光学的アクセスを提供する［２５］のマイクロ流体分
析およびソーティングのための集積構造。
　［３７］前記蓋は、前記カートリッジに連結するスナップ方式のアタッチメントを有し
ている［２５］のマイクロ流体分析およびソーティングのための集積構造。
　［３８］前記フィルターは気体性である［２５］のマイクロ流体分析およびソーティン
グのための集積構造。
　［３９］前記フィルターは流体不透過性である［２５］のマイクロ流体分析およびソー
ティングのための集積構造。
　［４０］前記フィルターはポリプロピレンフィルターである［２５］のマイクロ流体分
析およびソーティングのための集積構造。
　［４１］硬化性接着剤が前記チップと前記カートリッジの間で配置される［２５］のマ
イクロ流体分析およびソーティングのための集積構造。
　［４２］前記接着剤はＵＶ硬化性である［２５］のマイクロ流体分析およびソーティン
グのための集積構造。
　［４３］前記チップと前記カートリッジの間にボンディングシートをさらに有している
［２５］のマイクロ流体分析およびソーティングのための集積構造。
　［４４］前記ボンディングシートは感圧接着剤である［４３］のマイクロ流体分析およ
びソーティングのための集積構造。
　［４５］前記チップへの光学的アクセスが前記光学窓を介しておよび前記チップの裏側
を介して提供される［２５］のマイクロ流体分析およびソーティングのための集積構造。
　［４６］前記標本貯槽は１０ないし３０マイクロリットルを収容するのに適している［
２５］のマイクロ流体分析およびソーティングのための集積構造。
　［４７］前記流体貯槽は５００～１，５００マイクロリットルを収容するのに適してい
る［２５］のマイクロ流体分析およびソーティングのための集積構造。
　［４８］前記蓋とカートリッジの間にガスケットをさらに有している［２５］のマイク
ロ流体分析およびソーティングのための集積構造。
　［４９］前記廃棄物貯槽は非ターゲット物質を収容する［２５］のマイクロ流体分析お
よびソーティングのための集積構造。
　［５０］前記廃棄物貯槽は超過流体を収容する［２５］のマイクロ流体分析およびソー
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ティングのための集積構造。
　［５１］前記チップとカートリッジは二つの別々の構造を備えている［２５］のマイク
ロ流体分析およびソーティングのための集積構造。
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