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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
カートリッジ、チップ、蓋、ディテクターおよび水平力スイッチを含むマイクロ流体分析
およびソーティング用の一体化された構造物であって、
該カートリッジは、
　光学ウィンドウ、
　少なくとも：
　　試料細胞体積を含むように適合した試料貯留部、
　　緩衝液流体を含むように適合した流体貯留部、
　　廃棄物貯留部、および
　　標的収集貯留部
を含む複数の貯留部を含み、
該チップは、少なくとも：
　入口、検出領域および分岐したソーティング領域を有する主チャネル；
　試料入口チャネル、ここに試料入口チャネルは試料貯留部および主チャネル入口に流体
的に結合しており、
　１またはそれを超える流体入口チャネル、ここに該流体入口チャネルは該流体貯留部お
よび該主チャネル入口に流体的に結合しており、
　少なくとも廃棄チャネルおよび標的チャネルを含む少なくとも２の出口チャネル、ここ
に該廃棄チャネルは該主チャネルの分岐したソーティング領域および該廃棄物貯留部に流
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体的に結合し、該標的チャネルは該主チャネルの分岐したソーティング領域および該標的
収集貯留部に結合しており、
　ここに、該チップは光学ウィンドウに隣接して配置されており、
を含むマイクロ流体チャネルネットワークを含み、
該蓋は、少なくとも：
　圧力式圧力出入口、該出入口は入口を有し、該試料貯留部および該流体貯留部のうちの
少なくとも１に結合しており、および
　該圧力式圧力出入口の入口と該試料貯留部および該流体貯留部のうちの少なくとも１と
の間に配置されたフィルタを含み、
該ディテクターは、検出領域中の与えられた状態の細胞を検出するよう、および、それに
応答してシグナルを発生するように適合し、および
該水平力スイッチは、該ディテクターに結合し、該シグナルに応答して作動可能であり、
検出領域を通る流動ストリームに対してある角度で検出領域の縦方向を下流に移動するよ
うに構成されたレーザースポットを含み、
　これによって、与えられた状態の細胞が検出された場合に、水平力スイッチが活性化し
て細胞が流動する際に細胞のそばのレーザースポットをスウィープして、細胞が分岐した
ソーティング領域から少なくとも２の出口チャネルのうちの１に選択的に出て行くように
運動するように細胞に水平力を与える
ことを特徴とする該一体化された構造物。
【請求項２】
該試料貯留部が、円錐形、先細りであって、またはさらに細胞付着を最小限化する材料か
らなるインサートを含む、請求項１記載のマイクロ流体分析およびソーティング用の一体
化された構造物。
【請求項３】
該蓋が、試料貯留部、標的収集貯留部、廃棄物貯留部および１またはそれを超える流体貯
留部よりなる群のための独立した圧力式圧力出入口を含む、請求項１記載のマイクロ流体
分析およびソーティング用の一体化された構造物。
【請求項４】
該蓋が、貯留部に対する光学アクセスを提供する、請求項１記載のマイクロ流体分析およ
びソーティング用の一体化された構造物。
【請求項５】
該蓋が、カートリッジに結合したスナップ－オン付属物を含む、請求項１記載のマイクロ
流体分析およびソーティング用の一体化された構造物。
【請求項６】
該フィルタが、以下の特性：気体透過性および流体不透過性、のうちの１またはそれを超
えるものを有する、請求項１記載のマイクロ流体分析およびソーティング用の一体化され
た構造物。
【請求項７】
該流体入口チャネルおよび該流体出口チャネルが異なる幅を有する、請求項１記載のマイ
クロ流体分析およびソーティング用の一体化された構造物。
【請求項８】
接着剤が該チップと該カートリッジとの間に配置されている、請求項１記載のマイクロ流
体分析およびソーティング用の一体化された構造物。
【請求項９】
さらに、該蓋とカートリッジとの間にガスケットを含む、請求項１記載のマイクロ流体分
析およびソーティング用の一体化された構造物。
【請求項１０】
該チップおよびカートリッジが２の別の構造物を含む、請求項１記載のマイクロ流体分析
およびソーティング用の一体化された構造物。
【発明の詳細な説明】
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【発明の詳細な説明】
【０００１】
関連出願
　本願は、出典明示して本明細書の一部とみなす、"Microsorter Cartridge"なる発明の
名称で２００３年８月２８日に出願した米国仮特許出願番号60/499,294および"Optical S
witch to Enable Cell Sorting in a Microfluidic Channel Network"なる発明の名称で
２００４年５月２６日に出願した米国仮特許出願番号60/574,897に基づく優先権を主張す
る。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、マイクロ流体チャネルネットワークを通る標的細胞の選択的ルート設定を可
能にする光学スイッチを配して非標的細胞からそれをソートし、それを収集するための、
該ネットワークにおける光圧力の使用のための方法および装置に関する。
【０００３】
発明の背景
　従来の蛍光活性化セルソーター（ＦＡＣＳ）が、研究および臨床的な応用において広く
使用されている１。これらの機器は非常に迅速なマルチパラメーター分析およびソーティ
ングが可能であるが、一般的に大きな試料容量、操作およびメインテナンスのための訓練
されたオペレーターを必要とし、しかも滅菌が困難である。ＦＡＣＳ機器は１０,０００
ほどの少ない細胞および何千万ほども多い細胞を分析することができる。しかしながら、
１００,０００未満の細胞の場合には、ソーティングを行う能力が減じられる１。磁気ビ
ーズのような他の分離方法はＦＡＣＳほど多い細胞を必要としないが、それは非特異的な
結合、細胞およびビーズの凝集、およびビーズ自体がその後の処理工程において妨げとな
り得るという可能性に苦しめられる。したがって、一次組織からの貴重な小さい試料また
は細胞をソーティングするために、少ない細胞数の小容量の試料を取り扱うことができ、
かつ、ソートした集団の効率的な回収を許容するセルソーターは、ユニークな科学的市場
の隙間を扱う。
【０００４】
　微細加工サイトメーターは１０００ほどの少ない細胞を用いてソートする能力を有する
と同時に、使用し易い密閉系でより少ない試薬しか消費しない。後者のことは重要である
。なぜなら、従来のＦＡＣＳ機器とは異なり、エーロゾルが作り出されず、ソートした細
胞のコンタミネーションの危険性および生物学的に危険な材料を用いて作業する危険性が
低下するためである。幾つかの微細加工セルソーターが記載されているが、それらのほと
んどが"コンセプトの証明"としてである。Fuら２は、１７細胞／秒のスループットでの大
腸菌（E. coli）の３０倍富化を報告した。ソーティング後は２０％の細菌しか生存して
おらず、標的貯溜器におけるソート純度は３０％であった。その後の研究３において、ス
ループットは４４細胞／秒まで上昇したが、３９％と報告された回収率とともに、標的純
度は１０％未満まで低下した。Wolffら４は、１００倍の富化でもって１２,０００事象／
秒のスループットでニワトリ赤血球からビーズをソートし得た。しかしながら、標的ウェ
ルにおける純度は約１％であった。これらの研究において、富化とは出発濃度と比較した
収集ウェル中の標的集団の濃度における増加と定義された。純度はソートの精度を示し、
収集ウェルにソートしたすべての細胞にわたるソートした標的細胞のパーセンテージであ
った。回収率は、蛍光ディテクターによってカウントされた細胞の数－対－収集ウェルか
ら回収した細胞の数と定義された。後者の２の研究ではマイクロ流体デバイスにおいて圧
力スイッチを用いており、それは全体の流路および、その後に、流体プラグ内に含まれる
いずれもの粒子をスイッチングした。これらのスイッチにおける機械的コンプライアンス
により、流体スイッチ速度がスループットの律速段階となった３。例えば電気浸透２、５

、６または誘電泳動７、８、９のような動電学的流動制御も報告されているが、高電界グ
ラジエントおよび緩衝液のイオン強度に対する物理化学的制約は、細胞に対して非理想的
な条件である。
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【０００５】
　Buicanら９は、流体チャネルを通る粒子の偏向（deflection）に光圧力を使用すること
を最初に提唱した。光ビームによって粒子に及ぶ力は、光出力と粒子およびその取り囲む
流体媒体の相対的光学特性との関数である。１ｐＮ／ｍＷのような力は、直径ほぼ１０μ
ｍの生物学的細胞について達成し得る。光圧力が小さい間は、細胞を隣接する流動ストリ
ームに偏向させるのに必要な力も小さい。例えば、直径１０μｍの細胞を数ミリ秒で流動
を横切って横方向に２０－４０μｍ運動させるためには９００ｐNが必要である。これが
、この横方向の運動によって意味される速度の細胞に対する粘性抵抗力を克服するために
必要な力である。
【０００６】
　光圧力の背後にある原理および一般的な背景技術は、出典明示して本明細書の一部とみ
なす米国特許第6,744,038号に見い出し得る。
【０００７】
発明の概要
　以下に記載するように、これらの光圧力を用いて、セルソーティングシステムとして作
動可能なマイクロ流体チャネルネットワークにおける光学スイッチを実現する。光学スイ
ッチは、光散乱のような他の検出属性も光学スイッチの活性化のために等しく使用し得る
が、光学スイッチ位置の上流のマイクロ流体チャネルネットワークで流動している標的細
胞からの蛍光シグナルを検出することによってトリガーされる。光学スイッチを用いて、
基礎をなす流動を改変することなく、細胞または粒子を複数の出力チャネル流動ストリー
ムの１に方向付け、それによって目的の細胞をさらに使用するために収集する。マイクロ
流体チャネル中の流動は、典型的には非常に低いレイノルド数の層であることは重要であ
る。その結果、特定の層中または流動ストリーム中で流動しているいずれの細胞も、層を
横切るいずれかの力が存在しなければその流動ストリーム中に留まるであろう。光学スイ
ッチは細胞に対する光圧力を利用してまさにこれを成し遂げ、細胞の輸送は層を横切り、
１の出力チャネルを通る分岐接合部を出る流動ストリームから第２の出力チャネルを通る
分岐接合部を出る流動ストリームに運動する。
【０００８】
　以下のパラグラフに記載する発明は、高いソーティング性能を達成するための、光学ス
イッチを創製するために用いる方法、光学スイッチを最適化するために用いるアプローチ
、マイクロ流体チャネルネットワークの設計、およびマイクロ流体ネットワークにおける
細胞または粒子の流動の特性を詳細にする。光学スイッチは、一般的に、マイクロ流体チ
ャネル中の確立された流れの細胞の軌道付近のマイクロ流体チャネルネットワークに光学
照射場を投射することによって作用する。細胞と光学場との相互作用は、細胞が確立され
た流動における１の流動ストリームから他の流動ストリームへ運動するように、細胞を捕
捉することなくまたは最初の流動におけるその運動を顕著に変化させることなく、細胞を
確立された流動を横切って輸送する力を細胞に対して生じる。
【０００９】
　以下の明細書において、細胞および粒子なる用語は双方とも、いずれの生物学的細胞、
生物学的粒子、天然の有機または無機粒子および人造の有機または無機粒子をも意味する
と理解される。マイクロ流体チャネルネットワークにおいてソートする細胞のサイズ範囲
は、典型的には、生物学的細胞のサイズ範囲であるが、ほぼ１μｍからほぼ５０μｍの範
囲の直径である。より一般的には、ほぼ１００ｎｍからほぼ１００μｍの範囲の直径を有
する細胞が、マイクロ流体チャネルネットワークにおける光学スイッチによってソーティ
ングする候補である。
【００１０】
　また、一般的には、レーザーを用いて光学スイッチに使用する光学ビームを生成する。
光学スイッチに現在用いられているレーザーは、光学スイッチングを証明するために使用
される出力密度および曝露時間において生物学的細胞の生存能力に悪影響を及ぼさないこ
とが知られている近赤外線、連続発振レーザーである。粒子に対する損傷が問題とならな
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い場合には可視光または近紫外線波長のレーザーを含む異なる応用に別のレーザー光源を
考えることができ、あるいは、大きな光束を用いて粒子を非常に迅速に運動させる場合に
はパルスレーザーが考えられる。しかしながら、本発明のさらなる議論ではレーザーを用
いて光学スイッチを製造しているが、光学ビームの光源はレーザーに限定される必要はな
い。
【００１１】
発明の詳細な説明
　図１は、１ｘ２マイクロ流体チャネルネットワーク、すなわち１の主入力チャネル（１
１）および分岐接合部から延在する２の出力チャネル（１２）および（１３）を有するネ
ットワーク、中で細胞をソートするように作用する光学スイッチ（１０）の１の態様を示
している。分岐接合部の“Ｙ”構造を図１に示すが、“Ｔ”構造のような他の分岐も使用
し得る。一般的に、これらのマイクロ流体チャネルは光学的に透明な基体で製造されてお
り、光学スイッチおよび他の細胞検出光学構成部品のチャネルへの投射を可能にする。こ
の基体は、典型的には、限定されるものではないがガラス、クウォーツ、プラスチック、
例えばポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）ほか、および他のキャスト可能または作用
可能なポリマー（例えば、ポリジメチルシロキサン、ＰＤＭＳまたはＳＵ８）である。マ
イクロ流体チャネルの深さは、典型的には、限定されるものではないが１０μｍないし１
００μｍの範囲である。マイクロ流体チャネルの幅は、典型的には、限定されるものでは
ないが深さの１ないし５倍である。断面は、典型的には矩形、またはガラス基体のフォト
リソグラフィーマスク形成につづくチャネルの等方エッチングによって製作したマイクロ
流体チャネルの場合は四半円形角（quarter-round corner）を有する矩形である。
【００１２】
　流動条件は、光学ビーム、この場合においてはレーザーからの光学ビームが接合領域上
で衝突しないように止めるまたは遮断した場合に、すべての細胞が出力チャネルのうちの
１、例えば右側の出力チャネル（１３）に優先的に流動するように設定する。光学ビーム
を出すまたは遮断を除いた場合、ビームが接合領域に当たり、細胞と光学ビームの相互作
用によって生じた光圧力が細胞を左側の出力チャネル（１２）に方向付ける。この例にお
いては、細胞を方向付けるために選択した光学パターンは、流体の流動の方向に対してあ
る角度を有するレーザー光の長く、細い線である。光勾配力（optical gradient force）
は、スイッチングした細胞が主チャネルを出て１の出力チャネル、例えば（１２）に入る
一方でスイッチングされなかった細胞を、細胞の主要な流れを出て他の出力チャネル、例
えば（１３）に入るように、細胞の主要なストリーム線から離れて、横方向に追いやる。
マイクロ流体チャネルネットワークにおける流動条件の設定および制御は、直接作動ポン
ピング、空気式ポンピング、動電学的手段、毛管現象、重力または流体の流動を生じる他
の手段によって達成することができる。
【００１３】
　スループット（分岐接合部の上部でソーティング領域に入る細胞の特定時期の割合）、
収穫効率（標的出力チャネル（１２）中の標的細胞の画分）、および純度（標的出力チャ
ネル（１２）中の細胞の合計数に対する標的細胞の数の割合）の観点からのソーティング
機構の性能は様々な要因によって影響を受け、その各々が光学スイッチの実行に影響する
。光学スイッチは、マイクロ流体チャネルネットワークのソーティング接合領域に投射す
る光学パターンの形状、分岐接合部に対する該パターンの位置、光学パターンの初期位置
および形状に対する光学パターンのいずれかの運動、光学スイッチの活性化の時間、光学
スイッチパターンを生成するのに使用したレーザー光源の波長および電力ほか、のような
幾つかのパラメーターによって特徴付け得る。光学スイッチに関するこれらのパラメータ
ーの特定の値の選択は、他の事項の中でも、マイクロ流体チャネルシステムのトポロジー
および形状、マイクロチャネルシステム内の流速（細胞速度）、主チャネル中の流動する
細胞の位置（それが主チャネルの中央を流動していようと一方の側に片寄っていようと）
を制御する能力、信頼し得るスイッチングを達成するために必要な細胞の置換の量、チャ
ネルの深さ、チャネルの形状、および光学スイッチと細胞の相互作用によって生じる圧力
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の重要な関数である。
【００１４】
　一般的に、細胞を主チャネル中の流動に導入した場合、それは流動内のいずれかの横方
向の位置でチャネルを下方に運動し得る。したがって、細胞は、マイクロ流体チャネル中
の圧力作動流動のよく知られている放射状（円筒状のマイクロ流体チャネルについては）
または擬放射状（より不定の断面については）の速度特性に起因するそれらの横方向の位
置に依存して異なる速度で運動し得る。これが、すべての細胞の流動を１の出力チャネル
、例えば図１に示す（１３）にバイアスさせるのを困難とする。この流動外形を有する光
学スイッチのいずれかの実行は、必然的に、低スループットおよび光学スイッチを作成す
るのに利用可能なレーザー出力の非効率的な使用を生じる。適当な流動条件の使用は、光
学スイッチの性能に対するこれらの制約を軽減する助けとなり得る。
【００１５】
　適当な流動条件を確立することは多くの方法でなし得る。１の態様において、主チャネ
ルの中央の単一の列への細胞の一次元フォーカシング（示す平面図において水平に）は、
図２に示すシース流アプローチを用いて、細胞入力チャネル流動（２０）を左側（２１）
および右側（２２）の両方からの加えた緩衝液の流動で細胞入力チャネル流動（２０）を
することによって達成する。細胞を主チャネルの中央に維持することは、各側からの等し
い流動を有することによって達成する。この流動は、図２に示す流体分割面（２３）を作
り出し、これは最終的には分岐接合部における流動および細胞の５０／５０の分割を生じ
る。このマイクロ流体チャネル設計および流動条件を用いた細胞の混合集団から標的細胞
をソートするための光学スイッチの実行は、両方の標的細胞を１の出力チャネルに能動的
にスイッチングする、例えば図１に示す（１２）、および非標的細胞を他の出力チャネル
にスイッチングする、例えば（１３）、光学スイッチを必要とする。
【００１６】
　あるいは、細胞のフォーカスされた線は、同等でない流動を側方シース流チャネルに押
しやることによって主チャネルの中央からオフセットして位置付けることもできる。図３
ａ－ｂ。これは、入力チャネル（３０）から主チャネル内の分割面（３３）の１の側への
細胞の斜めの流動を効率的に生じる。細胞流動が斜めにされる主チャネルの側は、シース
流がより高い流速を有する側とは反対になるであろう。すなわち、右側のシース緩衝液（
３２）は左側のシース緩衝液（３１）よりも速く流動し、図３ａ－ｂに示すように、細胞
の線は主チャネル中の流動の左に向けて斜めにされる。しかしながら、左側のシース流が
より早い流動を有することもあり、それは主チャネルの右側に向けて細胞の線を押しやる
。図３ａ－ｂに示すように、蛍光ディテクター（３４）および光学スイッチ（３５）が存
在する。蛍光ディテクターをいずれの細胞をソートするかを決定するための手段として用
い、後にさらに詳細に論じる。効率的なソートには、分岐接合部を出て蛍光陰性非標的細
胞マイクロ流体チャネル（３６）に入る流動ストリームから分岐接合部を出て蛍光陽性標
的細胞マイクロ流体チャネル（３７）に入る流動ストリームまで分割面を横切って細胞を
運動させることが含まれることは、図３ｂから明らかである。シース緩衝液の流速の操作
は、直接作動ポンピング、空気式ポンピング、動電学的手段、毛管現象、重力または流体
の流動を生じる他の手段を用いて各々の側方チャネルにおける流速を別々に制御すること
によってか、あるいは、各マイクロ流体チャネル中の圧力低下を注意深くバランスをとる
ことを介してマイクロ流動シースネットワークを特異的に指定して中央流動（５０／５０
分割）またはオフセット流動が生じることを保証することのいずれかによって達成するこ
とができる。
【００１７】
　蛍光検出（４４）前の主チャネルにおける入力流動（４０）から１の出力マイクロ流体
チャネル、例えば蛍光陰性チャネル（４６）、へのすべての細胞の優先的流動を達成する
別のアプローチは、等しいシース緩衝液流速（４１）および（４２）を用いて中央締め付
けを得るが、ついで蛍光陽性出力チャネル（４７）に対して蛍光陰性出力チャネル（４６
）に入る分岐接合部の外側のより大きな容量の流体の流動を有することによって細胞の流
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動を蛍光陰性チャネルに優先的にバイアスすることである。このことを、左側の出力チャ
ネル（４６）が右側の出力チャネル（４７）よりも広い図４ａ－ｂに示す。この構造は分
割面（４３）を中央に局在した細胞ストリームの右に効率的に位置させる。したがって、
目的の位置に存在する細胞を用い、ついで光学スイッチ（４５）を用いて、分割面を横切
る標的細胞を、蛍光陽性の標的細胞を右側出力チャネルへと移動する。このアプローチは
、左側出力チャネルよりも広い右側出力チャネルを有することにより等しく効率的であり
、それによって、分割面（いまや、中央に位置する細胞のストリームの左側に位置する）
を横切る光学スイッチによって標的細胞が移動し、その結果、左側の出力チャネルにソー
トされる。したがって、マイクロ流体チャネル出口ネットワークを特異的に指定すること
によって、あるいは、各々の出口チャネルにおける出口背圧を能動的に制御することによ
って、目的の出力チャネルへの細胞の流動を制御することができる。
【００１８】
　中央流動またはオフセット流動のいずれかの使用、および流体分割面からフォーカスさ
れた細胞の流動の各々の距離は、信頼し得るスイッチングを達成するために必要な細胞の
置換の大きさを最終的に指図する。さらに、これは、信頼し得るスイッチングを達成する
ために必要なレーザー線の長さおよびレーザー出力を指図する。細胞のストリームが分割
面に近ければ近いほど、必要な置換は短くなり、ソーティングの工程はより効率的になる
。ソートした集団の高い純度および高いスループットのために、一方向配置の単一の光学
スイッチは、試料のストリームが分割面からオフセットされていることを必要とする。こ
のようにして、間違ったソートの発生が最小限化される。
【００１９】
　この設計に代わるものは、２のレーザー線を利用する二方向光学スイッチを用いること
である。このアプローチでは、１のレーザー線が目的の細胞を１の出力チャネルにソート
し、他のレーザー線がすべての他の細胞を他の出力チャネルにソートする。このアプロー
チは図２の５０／５０、または図３および４のオフセット分割構造のいずれかと一緒に用
い得る。後者の場合において、細胞がスイッチングゾーンに存在しない場合、レーザーを
その２の位置状態のいずれかに放置することを選択することができ、あるいは、この時間
の間にレーザーを閉じることもできる。光学スイッチは、分岐接合部のちょうど上方に位
置し、独立して細胞を分岐接合部から由来する２の出力のいずれかに方向付けるようにな
る、スイッチング領域上で突き当たる２の鏡像レーザー線を有することによって二方向と
することもできる。
【００２０】
　１ｘ２マイクロ流動ネットワークにおいてレーザー線を用いる二方向光学スイッチの概
略図を図５に示す。同様の二方向光学スイッチは、図６に示すチャネルのいずれかの側に
方向付けたレーザースポットを用いても達成される。一方向光学スイッチと同様にして、
二方向光学スイッチに単一のレーザー光源を用いることができ、あるいは二方向光学スイ
ッチは２の独立のレーザー光源を用いることができる。二方向設計は、一方向設計に対し
て幾つかの性能利点を潜在的に提供する。最初のものは、細胞ごとにレーザーによって方
向付けられるために純度が潜在的に最大化されることである。第二に、ある所定の割合の
流動の代わりに、等しい流動が２の出力口の各々の外側に方向付けられるため、流体の流
動が単純化されることである。
【００２１】
　ここまで本明細書においては２の出力チャネルへの分岐部に入る１の入力主チャネルを
通る流動を有する１ｘ２マイクロ流体チャネル設計のみを考えてきたが、１ｘＮまたはＭ
ｘＮの出力を有するマイクロ流体ネットワークも利用することができる。光学スイッチン
グは、任意の多数の独立して調節されるレーザー線を有することによって、これらのより
大きなネットワークにおいて達成することができる。幾つかの形態を図７ａ－ｃに示す。
さらに、細胞は、同じソーターを通して複数回フィードバックしてソートの純度を上昇さ
せることもでき、あるいは、チャネルを多レベルのソーティングのためにカスケードに配
置することもできる。
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【００２２】
　一方向または二方向配置において光学スイッチを操作する場合、２の異なる活性化様式
が考えられる；受動様式または能動様式。受動様式は、どの細胞をチャネルを通して流動
し得るかにかかわらず、光学スイッチの状態がオンまたはオフのいずれかになるものであ
る。この場合、何時またはどのくらいの数の細胞がスイッチング領域に入るかという知識
は必要でなく、その結果、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細
胞がスイッチングされる。あるいは、能動様式においては、検出／選択領域に入る時に細
胞は最初に検出され、ついで幾つかの決定プロセスに基づいてスイッチングされる。図３
ａ－ｂおよび図４ａ－ｂは、スイッチング領域の直前に位置した蛍光ディテクターを用い
るこの様式の例を示している。この場合、すべての蛍光細胞は１の出力チャネルに方向付
けられ、すべての非蛍光細胞は他の出力チャネルに方向付けられる。決定プロセス用の他
の非蛍光検出／選択技術には、飛行時間、散乱、イメージング、静電容量、または目的の
細胞を同定し得るいずれかの検出の特徴的属性が含まれる。検出／選択方法にかかわらず
、能動様式を用いるスイッチングを利用して幾つかの決定プロセスに基づいて細胞の１の
集団を他の集団からソートすることができる。
【００２３】
　能動様式を利用するためには、光学ビームは決定プロセスに応答してオンまたはオフに
調節しなければならない。使用するレーザーの数にかかわらず、または光学スイッチが一
方向または二方向であるかに関係なく、エレクトロオプティックモジュレーターを用いる
こと、レーザー出力を調節すること、レーザーを遮断すること、液晶モジュレーターを用
いること、検流計を用いること、および音響－光学モジュレーターを用いることを含む多
くの方法でレーザーをモジュレートすることができる。２のレーザーを有する二方向光学
スイッチについては、別々のレーザーを独立して点灯したり消灯したりすることができる
；しかしながら、単一のレーザー光源を用いる場合、光学スイッチ線の２の異なる方向は
、偏光回転子（液晶モジュレーターのような）を用い、２の異なる線パターンの各々を２
の分離した偏光の各々とすることによって達成し得る。同様にして、音響－光学モジュレ
ーターまたは検流計ミラーを用いて、光学スイッチとして用いる単一スポットの位置をモ
ジュレートすることができ、あるいは、二軸音響－光学モジュレーターまたは二軸検流計
ミラーを用いて、二方向光学スイッチとして用いる２の異なる線の形状を引き出すことが
できる。
【００２４】
　図８は、光学スイッチのモジュレートおよび／または遮断を行うための３の異なる可能
性のある光学設計を示す。図８ａにおいて、二方向光学スイッチは、液晶モジュレーター
（ＬＣＭ）に向けて方向付けられおよびそれを通過する単一の光学ビーム（レーザー）か
ら生成される。ＬＣＭは偏光回転子であり、したがってビームが一方向で偏光された場合
、それは偏光ビームスプリッター（ＰＢＳ）をまっすぐ通過し、線の形状を作り出す柱状
レンズを通過し、もう１のＰＢＳを通過し、ついで線をマイクロ流体スイッチング領域上
にフォーカスする幾つかのフォーカシング光学構成部品を通過する。これは、細胞を分岐
したチャネル出力のうちの１にスイッチするために用いる二方向光学スイッチの１の線を
効率的に生成する。細胞を他の出力チャネルにスイッチするために、鏡像線を生成しなけ
ればならない。これは、ビームの偏光を変化させるＬＣＭを回転することによって行う。
その結果、ビームが第１のＰＢＳに当たった場合に、それは異なる柱状レンズ（線の形状
を作り出す）を通り、他のＰＢＳを通る別の光路に方向付けられ、それはマイクロ流体ス
イッチング領域に鏡像線をフォーカスするフォーカシング光学構成部品を通して後ろにビ
ームを方向付ける。柱状レンズを用いて二方向光学スイッチの線の形状を生成し；あるい
は、柱状レンズを除去して、光学スイッチのために用いるスポットを生じ得ることは注記
しておく。図８ｂにおいて、柱状レンズを有するか有しないＬＣＭおよびＰＢＳの組合せ
を使用するよりも、音響－光学モジュレーター（ＡＯＭ）を用いて二方向光学スイッチに
用いる線またはスポットを生成することができる。これは、ＡＯＭを形成して、必要であ
る目的の線の形状を得ることによって達成される。また、ＡＯＭを用いて光学ビームをオ
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ン／オフ様式で遮断し、ビームを光学スイッチオフ条件のためのビーム終止部に方向付け
る。図８ｃは、図８ａおよび図８ｂに記載したシステムの結合を示す。ＡＯＭを用いてビ
ームの方向を変化させる構成においては、目的のビーム運動に依存して、一軸または二軸
のいずれかの検流計ミラーをＡＯＭの代わりに用い得る。
【００２５】
　一または二方向光学スイッチのスイッチング効率を最適化する場合、光学パターンの多
くの変形を考え得る。前記したように、レーザー線は光学スイッチパターンとして用いら
れる。線は、柱状レンズによって、検流計ミラーまたは音響－光学モジュレーターをスキ
ャンすることによって、回折光学構成部品によって、特注の屈折光学構成部品、またはい
ずれかの他の技術によって生成し得る。現在まで線は柱状レンズを用いて、検流計をスキ
ャンすることによって、または聴覚光学モジュレーターを用いることによって生成されて
いる。線の長さは任意に長くても、あるいは単一の点のように短くてもよい。線は線の上
部でより高い強度を有し、線の末端に向かって強度が徐々に逓減的に低下するものとし得
る。さらに、線は、細胞の出力方向を最適化する湾曲した弧形とし得る。さらに、線の角
度または線の形状はリアルタイムで変化してもよい（すなわち、旋回して出力を最適化し
てもよい）。多重出力チャネルを用いる実行については、２D空間のいずれかの線の任意
のパターンを生成して、各出力細胞の方向を最適化し得る。あるいは、線は別々のスポッ
トの配列によって生成し得る。
【００２６】
　スループット、収集効率および純度の観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、選択した細胞が分岐接合部に向けて主チャネルの下方に流動
する間にレーザースポットがその選択した細胞のそばをスウィープし、それによって細胞
とレーザーとの間の合計相互作用時間を増すように形成されている。光学スイッチは、分
岐接合部に向けて主チャネルの長さの下方に直線で移動したレーザースポットを利用する
。スポットによってスウィープされた線は、主チャネルの壁と平行（図９ａ）、または細
胞の流動ストリームに対してある角度を有するもの（図９ｂ）とし得る。したがって、角
度は０－９０°の範囲とし得る。スポットをスウィープする能力は、ＡＯＭまたはスキャ
ニング検流計ミラーのいずれかを用いて達成する。光学スイッチをトリガーして、蛍光ま
たは目的の細胞を同定し得る他の検出特徴的属性を用いた目的の細胞の検出に基づく決定
によってスウィープする；例えば、飛行時間、散乱、イメージングまたはキャパシタンス
。細胞の位置は主チャネル中においてオフセットまたは中央のいずれかとし得、これはス
ポットによってスウィープする線の長さおよび効率的なスイッチング／ソーティングを達
成するために用いるレーザー出力を指図する。したがって、目的の細胞が指図されると、
光学スイッチが点灯し、スポットが目的の細胞のそばに出現する。ついで、スポットは選
択した細胞のそばを探知し、光圧力を用いて選択した細胞を目的の出力チャネルに方向付
ける。
【００２７】
　光学スイッチの効率的なトリガーを容易にするための２のアプローチを以下に記載する
。両方の方法に典型的なのは、運動している細胞を分析するための一時的なシグナルの使
用であり、この情報を用いてスイッチするかまたはスイッチしないかの決定を生成する。
この一時的なシグナルは、本質的には時間の関数としてのシグナルの測定であり、それは
ピーク強度およびピーク幅の両方の観点から異なる一時的な識別特徴を与え得る。シグナ
ルは蛍光、散乱（例えば、前方散乱）、キャパシタンス、イメージング、または目的の細
胞を同定し得るいずれかの検出特徴的属性とし得る。１のアプローチは、２またはそれを
超えるディテクターと結合した単一のレーザー光源を利用して細胞検出および細胞同定の
両方を成し遂げることである。図１０ａ－ｄは、蛍光ディテクターおよび前方散乱ディテ
クターと組み合わせた１のレーザー光源を用いるこのアプローチを示す。これらのディテ
クターからの一時的なシグナルは、スイッチ決定のための情報として用いる。細胞の存在
は前方散乱シグナルによって証明され、このシグナルを所定のレンジ内にある蛍光シグナ
ル強度と結合する場合；ついで、この"ゲーティング"情報を用いて光学スイッチをトリガ
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ーする。単一の蛍光ディテクターのみを示しているが、さらに精密な細胞同定のために多
重蛍光ディテクターを用いることができることは注記しておく。描いた場合において、細
胞のストリームは、細胞のストリームの右側に分割面を生成するために用いる異なる幅を
有する出力チャネルと共に等流速シース緩衝液を用いることによって中央に位置する。し
かしながら、先に論じたように、細胞のストリームおよび分割面の位置を操作するために
用いるいずれの構成も使用し得る。また、両方の構成に共通するのは、エラーチェックデ
ィテクターの存在であり、それは細胞がスイッチされているか否かを証明する。この場合
における検出は、蛍光、散乱（例えば、前方散乱）、キャパシタンス、イメージングまた
は目的の細胞を同定し得るいずれかの検出特徴的属性に基づき得る。
【００２８】
　図１０ａ－ｂは、ソートパラメーターが陰性であって光学スイッチがトリガーされない
場合用のディテクター配置および時間的調節／トリガー図を示す。細胞は主流動チャネル
に入り、両側から流動するシース緩衝液によって単一の列にフォーカスされる。細胞が検
出／選択領域中のレーザーを通過する際に、蛍光および前方散乱シグナルの両方が同時ま
たはほぼ同時に検出される。細胞の存在は前方散乱シグナルを介して首尾よく検出される
（時間ｔ１にて）が、蛍光シグナルはゲーティングレベル未満であり、光学スイッチはト
リガーされない（時間ｔ２にて）。したがって、スイッチされた細胞は存在しないため、
エラーチェックシグナル（時間ｔ３にて）は得られない。別法として、図１０ｃ－ｄは、
ソートパラメーターが陽性であって光学スイッチがトリガーされる場合用のディテクター
配置および時間的調節／トリガー図を示す。ここで、細胞が検出／選択領域中のレーザー
を通過する際に、蛍光および前方散乱シグナルが再度同時またはほぼ同時に（時間ｔ１に
て）検出されるが、蛍光レベルはゲーティングレベル内であって、光学スイッチはトリガ
ーされる（時間ｔ２にて）。細胞はスイッチされたため、エラーチェックシグナル（時間
ｔ３にて）が得られる。このアプローチにおいて、トリガー時間（時間ｔ２にて）は、初
期検出時間（ｔ１）から測定したプリセット値（Δｔ）であって、このΔｔ値は細胞の速
度および検出／選択領域に対する光学スイッチの位置によって決まる。このアプローチは
、効率的なソーティングを達成するのに満足いくものである；しかしながら、トリガー精
度をさらに改善するための手段として、第２のアプローチを用いる。
【００２９】
　図１１ａ－ｂはこの第２のアプローチを示し、ここでは１のレーザー光源の代わりに２
のレーザー光源を用いている。また、前記した単一レーザーアプローチと同様に、これら
のディテクターからの一時的シグナルをスイッチ決定用の情報として用いる。１のレーザ
ーを検出ゾーンにおいて用いて、同定／選択領域より前に細胞検出を分離して行う。この
場合における検出は蛍光、散乱（例えば、前方散乱）、キャパシタンス、イメージング、
または目的の細胞を同定し得るいずれかの検出特徴的属性に基づき得る。第２のレーザー
は２またはそれを超えるディテクターと結合しており、これを用いて細胞検出および細胞
同定を成し遂げる。ここでも、この場合における同定は、蛍光、散乱（例えば、前方散乱
）、キャパシタンス、イメージング、または目的の細胞を同定し得るいずれかの検出特徴
的属性に基づき得る。２の一連の細胞検出工程の目的は、第１の検出（時間ｔ１にて）と
第２の検出（時間ｔ２にて）との間の時間差（Δｔ）から細胞の流速が得られるようにす
ることである。ディテクターウインドウ間の間隔（ｄ）がわかれば流速（ｖ＝ｄ／Δｔ）
が得られ、この値を同定ウインドウから光学スイッチの既知の距離（ｘ）と結合し、つい
でそれを用いて光学スイッチのトリガー時間（ｔ３＝ｘ／ｖ）を算出する。ここでも、特
異的ゲーティングレベルが細胞同定工程について達した場合にのみスイッチングが起きる
。同定用の単一の蛍光ディテクターしか示していないが、多重蛍光ディテクターを用い得
る。描いた場合において、細胞のストリームは、分割面を細胞のストリームの右側に生成
するために用いた異なる幅を有する出力チャネルと共に、等しい流速のシース緩衝液を用
いることによって中央に位置する。しかしながら、先に論じたように、細胞のストリーム
および分割面の位置を操作するために用いるいずれの構成も用いることができる。また、
両方の構成に共通するのは、エラーチェックディテクターの存在であり、それは細胞がス
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イッチされているか否かを証明する。この場合における検出は、蛍光、散乱（例えば、前
方散乱）、キャパシタンス、イメージング、または目的の細胞を同定し得るいずれかの検
出特徴的属性に基づき得る。
【００３０】
　図１１ａ－ｂは、ソートパラメーターが陰性であって光学スイッチがトリガーされない
場合用のディテクター配置および時間的調節／トリガー図を示す。細胞は主流体チャネル
に入り、両側から流動するシース緩衝液によって単一の列にフォーカスされる。細胞の存
在は、それが検出ウインドウ領域を通過する際に前方散乱シグナル（時間ｔ１にて）によ
って証明される。細胞が同定／選択ウインドウを通過する際に第２の前方散乱シグナルが
得られる（時間ｔ２にて）が、このシグナルはゲーティングレベル内に存在しない。蛍光
シグナル強度（時間ｔ３にて）と結合される。スイッチされた細胞は存在しないため、エ
ラーチェックシグナル（ｔ４にて）は得られない。セルソーティングをしなくても、細胞
のストリームの流速（ｖ）は（ｔ１）、（ｔ２）および検出および同定ウインドウ間の既
知の距離（ｄ）を用いて得る。これは関係式：Δｔ＝（ｔ２）－（ｔ１）およびｖ＝ｄ／
Δｔを用いて得る。
【００３１】
　別法として、図１１ｃ－ｄは、ソートパラメーターが陽性であって光学スイッチがトリ
ガーされる場合用のディテクター配置および時間的調節／トリガー図を示す。ここでは、
細胞の存在が、それが検出ウインドウ領域を通過する際の前方散乱シグナル（時間ｔ１に
て）によって再度証明される。細胞が同定／選択ウインドウを通過する際に第２の前方散
乱シグナルが得られ（時間ｔ２にて）、ついでこのシグナルがゲーティングレベル内に存
在する蛍光シグナル強度（時間ｔ２にて）と結合され、光学スイッチがトリガーされる（
時間ｔ３にて）。細胞がスイッチされたため、この場合はエラーチェックシグナルが得ら
れる（時間ｔ４にて）。このアプローチにおいて、トリガー時間（ｔ３）はプリセット値
ではなく、むしろそれは、細胞のストリームの流速（ｖ）および光学スイッチと同定ウイ
ンドウとの間の距離（ｘ）とを用いて計算する。これは、関係式：Δｔ＝（ｔ２）－（ｔ

１）；ｖ＝ｄ／Δｔ；（ｔ３）＝ｘ／ｖを用いて得る。このアプローチは、細胞の流速中
の揺らぎ（fluctuation）を算定することができるため、より効率的なソーティングが許
容され、したがってより正確に光学スイッチをトリガーし得る。このアプローチの付加さ
れた利点は、各個々の細胞に対して、レーザースポットをチャネルの下方に移動させる速
度を、前記のように決定した細胞の速度と合致し、したがって細胞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が最大限化されるように調節されることの可能性であ
る。レーザースポットの移動速度は、ＡＯＭ用のドライバーを変化することによって変わ
るであろう。
【００３２】
　前記したトリガーアプローチを取り入れながらソーティング効率を改善するためのもう
１のアプローチは、真の試料コアを生成するチャネル設計を用いて主チャネル中の細胞を
中心に集めることであり、それによってコアがシース緩衝液によって完全に取り囲まれる
。チャネルの高さに沿った細胞の位置における変化は、細胞検出および蛍光強度における
変化を生じ得る。細胞が主チャネルの中央を流動するコアに存在することを保証すること
は、このことが細胞の放射状の分布に起因するいずれの変化も最小限化し、かつ、効率的
なソーティングを遂げるために細胞を運動させる必要がある距離を制御するため、ソーテ
ィング効率を改善し得る。かかるコア流動は、シース緩衝液と共に入力流動ストリームの
二次元締め付けを用いて達成し得る。
【００３３】
　このアプローチは底部基体および上部基体を必要とし；各々それらの中に形成されたマ
イクロ流体チャネルネットワークを有する。図１２ａ－ｂおよび図１３はこれを成し遂げ
るための１の方法を示し、そこでは、１の基体上のチャネル設計は他の基体上のチャネル
設計の鏡像である。したがって、２の基体はチャネル設計を互いに面しつつ一緒になった
場合、チャネルネットワークが重なり、完全な流体溝を形成する。図１２ａ－ｂは、破線
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として示す試料チャネルを有する、このアプローチに使用した１の型の設計を示す。この
アプローチの鍵となる特徴は、基体を一緒にした場合に試料溝が接合部に孔として入るよ
うに見えるように、試料チャネルがシースチャネルよりも浅くなることを保証することで
ある。これを図１３に示す。ここでは細胞は接合部に入るように見ることができ、ついで
主チャネルの中央を流動する試料コアを創るすべての側面から締め付けられる。チャネル
は化学ウェットエッチングまたはガラスもしくはクウォーツのレーザーエッチングによっ
て、プラスチックまたはポリマーにおける成型またはエンボス加工によって形成し得る。
【００３４】
　もう１の方法には、第１の接合部／交差部において細胞が主チャネルの１の壁に向けて
垂直的に押され、次の接合部／交差部がこの細胞の流れを主チャネルの中央に垂直的に押
し、ついで第３の接合部／交差部において両側からの最後の締め付け流が主チャネル中を
流動する試料コアの周りに完全なシース緩衝液シュラウドを生成するように配された一連
の交差チャネルを有することが含まれる。これを、図１６に示す１の可能性のあるチャネ
ル概略図とともに図１４および１５に示す。この例においては、接合部（Ａ）において、
試料は上部基体から接合部に流動し、底部基体中のチャネルに落下し、そこではサイドシ
ース緩衝液が両側から接合部に流入している。試料は、それが次の接合部（Ｂ）に向けて
流動し続けるにつれて底部チャネルの上面壁にわずかに集められ、押される。接合部（Ｂ
）において、試料は接合部（Ａ）から接合部（Ｂ）に底部チャネルの上面に沿って流動す
る。ここで、第２のシース緩衝液は上部基体から接合部（Ｂ）に流動し、試料は底部基体
中のチャネルの中位に押し下げられる。試料は、次の接合部（Ｃ）に向けて底部チャネル
の中位に沿って流動し続ける。ここで、第３のシース緩衝液が両側から接合部（Ｃ）に流
入し、試料は単一の列に締め付けられる。試料は、主入力チャネル内で水平的および垂直
的の両方で中心に置かれた試料コアとして流動し続けるにつれて、いまやシース緩衝液に
よって取り囲まれる。
【００３５】
　図１－１６に記載するすべてのマイクロ流体チャネルネットワークの設計は、従来のフ
ォトリソグラフィーマスクおよびマスク形成したガラス基体の等方エッチングを利用して
ガラス基体に作製される。等方エッチングは、典型的には、チャネルの中心部に深さｄｅ

および幅ｗ＝ｗｐ＋２×ｄｅを有するマイクロ流体チャネルを作製し、ここでｗｐはチャ
ネルを画定するフォトリソグラフィー・パターンの幅である。チャネルの底部特性は等方
エッチングに起因して各端部で半径ｄｅの四半円形輪郭を有し、エッチングしたチャネル
の上面は開放である。ガラス基体、典型的にはカバーガラス・スリップを、エッチングし
たマイクロ流体チャネルを有する基体に熱的に結合してチャネルの上面をシールしてマイ
クロ流体チャネルネットワークを完成する。孔は典型的には熱的結合の前に上部基体にあ
けて、マイクロ流体チャネルネットワークへの流体の流れの進入および退出用のビアス（
vias）を提供する。チャネルの深さｄｅは化学的エッチングプロセスの速度およびエッチ
ング工程の時間に依存する。マイクロ流体チャネルの深さは、典型的には、限定されるも
のではないが、１０μｍないし１００μｍの範囲である。マイクロ流体チャネルの幅は、
典型的には、限定されるものではないが深さの２ないし５倍である。これは、典型的には
、限定されるものではないが５μｍないし４００μｍの範囲であるフォトリソグラフィー
マスク上の線を用いることによって達成する。先に言及したごとく、プラスチックまたは
成型可能もしくはキャスト可能なポリマーのような他の基体を用いることができる。これ
らの場合においては、マイクロ流体チャネルは典型的には矩形の断面を有しているか、さ
もなければガラス基体中のチャネルと同様である。その中にマイクロ流体チャネルを作製
するガラス基体のサイズは、典型的には、限定されるものではないが、５００μｍないし
２ｍｍの全体厚さを有する、限定されるものではないが、５ｍｍ×５ｍｍないし２５ｍｍ
×５０ｍｍの範囲である。上部基体は、典型的には、限定されるものではないが３００μ
ｍないし１ｍｍの範囲の厚さを有する、同じサイズのものである。ビアスは、典型的には
、限定されるものではないが、直径２００μｍないし６００μｍである。マイクロ流体チ
ャネルネットワークおよび流体の流動の進入および退出のための流体ポート用のビアスを
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有する結合したカバープレートを有する完成した基体は、マイクロ流体ソーティングチッ
プまたは簡潔（brevity）用のチップという。
【００３６】
　図１－１６に示すマイクロ流体チャネルネットワークは、典型的には、入口マイクロ流
体チャネル、シース緩衝液締め付け接合部チャネル、細胞同定および光学スイッチ主チャ
ネル、および出口チャネルへの主チャネルの分岐点の局部外形を記載しているにすぎない
。この説明は拡大して各チャネルの領域について提供される必要があり、前記したビアス
へのインターフェースを提供するマイクロスケールの流体デバイス中の貯留部への接合を
作製して、ネットワークからの流体の流動の進入および退場を提供する。これらの各々の
マイクロ流体チャネルの断面および長さは、典型的には、チャネル中の流動を達成するた
めに選択した技術に依存して、全体のマイクロ流体チャネルネットワーク内に適当な制御
された流動を保証するために調節する必要がある。これらのチャネルの断面および長さの
両方は、フォトリソグラフィーマスクを作製するために用いたパターンによって決まる。
【００３７】
　図１７は、入口チャネル、Ｔ－締め付け接合部への２のシースチャネルおよびＴ―分岐
接合部からの２の出口チャネルを有する完全マイクロ流体チャネルネットワーク用のマス
クの１を示す。このマスクは７：１の体積締め付け比率（シース流動速度が細胞入口流動
速度よりも７倍大きい）を提供するために設計した。チャネルの長さを設計して両方の十
分な圧力の低下を提供し、標準的な低流動シリンジポンプまたは低空気圧コントローラー
のいずれかの使用を可能にして流動を確立する。該設計は、大気圧に維持された出口と、
２のポンプ、そのうちの１は細胞入口チャネル用のもので、１は２のシースチャネル用の
もの、のみの使用を可能にするために必要な圧力とのバランスをも反映している。シース
チャネル入口は設計の上面の端部に存在し、細胞入口チャネルは２のシースチャネルの中
央でこれよりも下方で始まり、７：１の締め付け比率を設定するのに適当な圧力低下を提
供するのに十分に長く、および２の出口は底部の左および右の端部に位置する。
【００３８】
　図１８は、１０：１の体積締め付け比率を提供する設計の、締め付け接合部用の三角形
接合部およびＹ－分岐接合部を取り入れるもう１の形態を示している。他の点では、設計
は図１７のものと外形的に同様である。他の設計も明らかに可能であるが、それらはすべ
て、流体に進入および退出を提供するための、流体の流動を確立するために選択した方法
に適当な圧力の低下および圧力のバランスを提供するために必要な共通の特徴を共有して
いる。同様な設計条件を用いて、以前に記載した２次元締め付け流動ネットワーク用のマ
イクロ流体チャネルネットワークを作製するために用いるフォトリソグラフィーマスクを
作製する。
【００３９】
　図１９は、完全な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ネルネットワ
ークの好ましい形態を示す。この細胞試料流動用およびシース緩衝液流動用の２の入口が
、蛍光陽性標的細胞用および蛍光陰性非標的細胞用、廃棄ストリーム用の２の出口と同じ
ように同定されている。チップは２４ｍｍ×４０ｍｍである。エッチングした基体の厚さ
は１.１ｍｍである。結合したカバープレートの厚さは５５０μｍである。マイクロ流体
チャネルは５０μｍの深さである。細胞入口マイクロ流体チャネルは１１０μｍの幅であ
る。シース流動および出口マイクロ流体チャネルは、主マイクロ流体チャネルと同じよう
に１５０μｍの幅である。シース流締め付け接合部は、１の側当たり３００μｍの逆正三
角形であり、接合部の底部で、三角形の頂点を通って各側から主チャネルへの２のシース
流締め付けチャネルと、接合部の上部にて三角形の底辺を通って細胞入口チャネルを連結
する。このマイクロ流体チャネルネットワーク設計は、すべての４の出入口において圧力
制御を使用するのに最適化されている。
【００４０】
　チップへのマイクロ流体連結は、種々の方法で作製し得る。１の方法は、接着剤、また
は、出入口にてチップの表面に結合してもよい種々の管系アダプターを用いることのいず
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れかによって、出入口に直接的に連結された柔軟なマイクロ流体管系を使用することであ
る。この管系は、細胞試料およびシース緩衝液の両方を取り扱うための体積を提供し、か
つ、チップを通してこれらの体積を流動するための圧力を提供するシリンジポンプまたは
同様の系に直接的に連結し得る。試料体積を取り扱うためのシリンジポンプを使用するこ
とは、ポンプが清掃されることおよび各試料について再充填されることを必要とし、１の
試料から次の試料への持ち越しまたはコンタミネーションの可能性を導入する。
【００４１】
　チップへのマイクロ流体連結の改良された方法は、ＵＶ硬化性接着剤、ＰＳＡ結合シー
ト、または他の慣用的な結合方法を用いてチップに直接的に接着するカートリッジを利用
する。カートリッジは、細胞入口チャネルへの境界面連結部を別々に提供する４のビルト
・イン（built-in）貯留部、２のシースチャネル（１の貯留部からの）、および各々２の
出口チャネルを有する。かかるカートリッジは、細胞試料およびソートした標的細胞およ
びソートした標的細胞の両方および廃棄ストリームの無菌の取扱いの可能性を提供する。
なぜなら、それらは細胞ソートの前後のカートリッジの体積を完全に決めることができる
からである。かかるカートリッジおよびチップ系の流動は、細胞入口およびシース緩衝液
貯留部を別々に与圧する２の圧力式圧力コントローラーを用いて、チップのマイクロ流体
チャネルネットワークを通り大気圧である出口貯留部までの流動を誘導することができる
。
【００４２】
　改良された流動制御方法は、細胞入口、シース緩衝液、標的細胞収集部および廃棄物収
集貯留部の各々を別々に与圧する４の圧力式コントローラーを用いることによって提供さ
れる。かかる流動制御系は、以前に記載したように、シース締め付け接合部における体積
締め付け比率、蛍光分析および光学スイッチ用の主マイクロ流体チャネル中の細胞の流動
速度、ならびにスイッチング分岐部における分割比を別々に調節する能力を提供する。
【００４３】
　図２０は、細胞試料体積、シース緩衝液体積、ならびに各々標的細胞および廃棄物用の
２の出口収集体積用の流体貯留部を提供する自蔵ディスポーザブル・カートリッジの好ま
しい形態を示す。カートリッジはアクリル酸系プラスチックから製造し、機械加工または
キャストのいずれかとし得る。適当な場合には、アクリル酸の代わりに他のプラスチック
または好適な材料を用い得る。細胞試料体積は、典型的には形状において円錐形であって
、入口マイクロ流体チャネルの出入口に向かって細くなる。好ましい形態において、入口
貯留部は、細胞付着を最小限化し、その結果として細胞収率を最大限化するためのポリプ
ロピレン・インサートを含む。チップは光学ウインドウ領域にＵＶ接着剤を用いて結合し
、チップからの出口はその各々の貯留部体積と接する。貯留部体積は、圧力式コントロー
ラーおよび個々の貯留部の間を結合するための孔を開けた口を有するスナップ－オン（sn
ap-on）蓋で密閉する。蓋にはカートリッジ本体に対しての密閉を助けるシリコーン・ガ
スケットが含まれる。それは、また、０.１μｍポリプロピレン・フィルターをも取り込
み、カートリッジ体積と外部環境との間に気体透過性で、液体タイトな境界面を作る。こ
れは、カートリッジに無菌条件を維持し、使用者または機器に対する生物学的危険のコン
タミネーションを最小限化する。
【００４４】
　カートリッジは、ルアーフィット（luer fitting）を有する通常のシリンジを用いて、
シース緩衝液溶液でシース出入口を通るマイクロ流体チャネルネットワークを最初に準備
することによって細胞ソーティング運転用に調製する。このようにしてチャネルを準備し
、シース貯留部を８００μｌで満たし、各出口貯留部を２００μｌで満たす。細胞試料貯
留部は過剰量の緩衝液を吸引し、ついで５－２５μｌの細胞試料をピペットを用いて試料
入力貯留部に入れる。ついで、カートリッジ蓋を当て、所定位置にパチンと締めて、中で
細胞ソーティング運転を行うための自蔵系（self-contained system）を提供する。
【００４５】
　カートリッジは、光学スイッチビームをチャネルに投射する光学イメージング系が適当
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に整列されおよび該チャネルにフォーカスされるように、チップの主チャネルの位置を定
めるホルダーに設置されるように設計する。カートリッジホルダーは、外部管系によって
４の圧力コントローラーに連結された、４の出入口を有する圧力マニホールドプレートも
含む。各マニホールド出入口は、その各々のカートリッジ蓋出入口にＯ－リングでシール
され、これらのシールはカムーロック機構でもってマニホールドをカートリッジ蓋に対し
て押しつけることによって漏れがないものになる。
【００４６】
　光学スイッチの光学系の好ましい形態を図２１に示す。スナップ・オン蓋に連結してい
る圧力マニホールドを有するカートリッジは、光学スイッチがカートリッジの上方から見
るレンズ系および下方から見るレンズ系の両方の焦点に光学スイッチ領域が存在するよう
に設置する。４８８ｎｍレーザーからの出力ビームは、図３―７および９－１１に示すよ
うに、ソート領域のすぐ上流の主チャネルにイメージング系を通して投射し、蛍光－陽性
標的細胞からの蛍光を検出するための励起を提供する。蛍光放射は同じレンズによって収
集され、ダイクロイック・ミラーおよび適当な蛍光放射フィルタを通して光電子増倍管に
イメージされる。光電子増倍管からのシグナルはエレクトロニクスによって加工されて、
細胞からの蛍光のレベルを測定し、主チャネルの流動ストリーム中の蛍光陽性標的細胞の
存在を決定する。蛍光励起は４８８ｎｍの波長に限定されないが、標的細胞を同定するた
めの発蛍光団に適当ないずれかの波長とすることができる。異なる励起光を用いる場合に
は、蛍光放出フィルタの波長をそれに従って変更しなければならない。蛍光陽性細胞を同
定する場合、エレクトロニクスがＡＯＭをトリガーしてＩＲ－レーザーからのビーム、典
型的には５ないし２０Ｗ出力の１０７０ｎｍのレーザー操作を光学スイッチ位置の主チャ
ネルに指向する。好ましい形態において、ＡＯＭを制御して図９ｂに記載する光学スイッ
チパターンを作成するが、以前に記載したいずれの光学スイッチ方法も与えることができ
る。カートリッジ下方のレンズは４８８ｎｍ励起光をフォトダイオードにイメージする。
このフォトダイオードによって検出したシグナルを用いて、蛍光標識を運搬し得るより小
さい残渣から蛍光標識された細胞を区別することが助けられ、形成しているかもしれない
細胞の塊も同定する。これらの事象は、標的出力チャネルへソーティングするための候補
として拒絶される。
【００４７】
　なお他の好ましい形態は、適当なイメージングおよび光学フィルタリングを取り込み、
蛍光を励起するために使用する４８８ｎｍレーザーによって細胞の光に基づく前方散乱シ
グナルを提供するであろう。光学構成部品は、限定されるものではないが、０.８°ない
し１０°のような角度感度の範囲を前方散乱シグナルの検出に提供するであろう。このシ
グナルは蛍光シグナルに加えて細胞を特徴付けするのを助けることができ、ならびに、残
渣から細胞を区別するのを助けることができる。前方散乱光は蛍光励起レーザーに限定さ
れるものではなく、主チャネルに適当にイメージするさらなる光源によって提供されるい
ずれか他の波長であってもよい。
【００４８】
　なお他の好ましい形態は、典型的には、限定されるものではないが、４８８ｎｍのよう
な単一の励起波長を用いて、異なる波長の蛍光放射に感受性であるさらなる蛍光検出チャ
ネルを取り込むであろう。各検出チャネルは、適当なダイクロイック・ミラーおよびさら
なる蛍光団の蛍光放射波長の放射フィルタを有するＰＭＴを取り込むであろう。２ないし
４の蛍光検出チャネルはこのよすいきに容易に順応する。この様式で１を超える発蛍光団
を用いれば、光学スイッチを用いてソーティング用の標的細胞を同定する多重の検出基準
の能力を提供する。
【００４９】
　他の好ましい形態は、典型的にはネットワークにおいて１のチャネルを横切る狭い線の
ような、および典型的には蛍光検出に使用する波長の範囲の外であるより長波長であるが
、典型的には１０７０ｎｍである光学スイッチ波長よりも短波長である、おそらくは限定
されるものではないが固体レーザーからの７８５ｎｍの光学光を提供するエラーチェック
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能力を取り込むであろう。この光源は、マイクロ流体チャネルネットワークに適当にイメ
ージすることができて、ネットワークにおけるいずれかの垂直面を通過する粒子を検出す
るために使用することができる線を提供し得る。これは、光学スイッチ性能の性能をチェ
ックする能力を提供し、および図１１に記載するように光学スイッチのトリガーの時間的
調節のためのさらなる可能性を提供する。
【００５０】
　光学系のなお他の好ましい形態は、例えばＬＥＤからの光をフィルタリングするバンド
パスによって生成されるような、制限するものではないが７５０ｎｍのさらなる光学光路
を取り込み、その光でマイクロ流体チャネルの領域を照射するであろう。その領域は７５
０ｎｍパスフィルターを通してＣＣＤカメラにイメージされ、分岐接合部および／または
締め付け接合部でマイクロ流動チャネルネットワーク中を流動する細胞の性能の視覚化を
提供するであろう。カメラの前のフィルタは、蛍光の励起または検出と関連する、ならび
に前方／側方散乱光学構成部品およびエラー検出光学構成部品と関連する、いずれかのよ
り短い波長の放射を遮断するのに十分であろう。フィルタは光学スイッチからのより長い
波長、１０７０ｎｍの光も遮断するであろう。
【００５１】
　図２０に示すカートリッジの好ましい形態は、すべてのチャネルおよび入口／出口が同
じ垂直レベルに存在するように、水平構成でマイクロ流体チャネルネットワークを保持す
るように設計される。これは、マイクロ流体チャネルを通る圧力低下に対する重力の影響
を最小限化し、ネットワークにおけるより安定かつ制御可能な流動に通じる。しかしなが
ら、重力は流動中の細胞に対して、特に細胞が細胞試料貯留部から細胞入口マイクロ流体
チャネルに移る際に、いまだ影響を有するであろう。この貯留部に細胞を静置することお
よび締め付け接合部で細胞流動が速度を上昇する前に入口マイクロ流動チャネル中の比較
的遅い流動にそれを静置することに対する重力の影響を制御するのを助けるためのソータ
ーの他の好ましい形態は、細胞の静置が最小限化されるように細胞の浮力を高めることで
ある。浮力を高めることは、試料緩衝液中の添加物を用いることによって達成し得る。こ
れらの流動学的制御添加剤、特に擬似プラスチックまたは剪断が小さいかのいずれかまた
は両方のものの例は、キサンタンガム、カラギーナン、カルボキシメチルセルロースナト
リウム、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ヒドロキシプロピルグア、アラビアガム
、トラガカントガム、アルギネート、ポリアクリレート、カーボマーである。他の添加剤
には、ポリスクロースおよびジアトリゾ酸ナトリウムの混合物であるHistopaque（登録商
標）、および水中のイオジキサノールの６０ｗ／ｖ溶液であるOptiprep（登録商標）が含
まれる。用いるこれらの添加剤の濃度は、ソートする細胞の密度に依存する。例えば、Op
tiprep（登録商標）の場合、濃度は５％ないし４０％の範囲とし得る。最後に、試料緩衝
液の塩分濃度およびスクロースの添加も用いて、細胞の浮力を調整することもできる。
【００５２】
　細胞試料体積およびシース流のために使用する緩衝液は、ソートする細胞と生物学的に
親和性であり、蛍光検出特徴的属性および光学スイッチの両方に使用する光学光と親和性
であるいずれの緩衝液であってもよく、すなわち緩衝液は蛍光励起／検出波長および光学
スイッチ波長で十分に低い吸収を有する。シース緩衝液の好ましい形態はＰＢＳ／ＢＳＡ
、１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）フラクション５を含むｐＨ７.２のリン酸緩衝化生
理食塩水（ＰＢＳ）を使用する。細胞緩衝液の好ましい形態は、生細胞試料については１
４.５％のOptiprepを含むＰＢＳ／ＢＳＡを使用し、種々のホルマリン固定細胞試料につ
いては２７％のOptiprepを使用する。
【００５３】
　マイクロ流体チャネルネットワークにおける細胞ソーティングの光学スイッチ法の性能
は、以前に記載したソートのスループット、純度および回収率によって評価する。図２０
に記載したカートリッジは最適化して、性能の測定を許容する。それがアクリル酸製であ
り、標的および廃棄収集貯溜器の底面が透明であって、これらの貯溜器にソートされた細
胞は倒立蛍光顕微鏡を用いて数および蛍光標識の両方について定量化し得るからである。
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図３－１１に記載したスイッチ構成のいくつかを評価した。これらの評価は、１－もしく
は２－の側方レーザースポットまたは０°もしくは８°の１－側方レーザースウィープの
いずれかを用いてソートした生ＨｅＬａ：ＨｅＬａ－ＧＦＰ細胞の５０：５０混合物を用
いて行った。レーザーは２４０Ｈｚでスウィープした。レーザーのＯＮ時間は４ｍｓｅｃ
で、レーザー出力はすべてのスイッチモードについて２０Ｗとした。スウィープスポット
法については、フォーカスしたＩＲレーザースポットを、主チャネルに沿って約７０μｍ
書き換えた。
【００５４】
　図２２に示すように、図６に記載したレーザースポットを有する二方向光学スイッチは
、５０細胞／秒のスループットまで、標的：非標的細胞の５０：５０混合物の純度および
回収率について良好な結果を与えた。しかしながら、より低い準集団濃度においては（デ
ータは示さず）、非標的細胞をスイッチするレーザー出力の効率的な使用は存在せず、よ
り高い細胞スループット速度では一致誤差が増加した。さらに、スイッチされなかった小
さい粒子は標的貯溜器を汚染するであろう。
【００５５】
　図２２は、流動と平行または僅かな角度のいずれかの、固定レーザースポットまたは流
動の方向で書き換えられたスポットと一緒に、図９に記載した１－側方スイッチング方法
の性能も示している。光学スイッチの不存在下のデフォルトによってすべての細胞が廃棄
になるように、試料コア流動ストリームを廃棄出口にバイアスした。これらの方法は両方
とも、スポットによって示されるように、改善した性能を与えた。これら２の方法の性能
が交差するという事実は、光学スイッチのトリガーが最適でないことを示唆しており、図
１０および１１に記載する光学スイッチの能動トリガーが性能を改善するであろうことを
示唆している。
【００５６】
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【図面の簡単な説明】
【００５７】
【図１】図１は、マイクロ流体チャネルネットワークにおけるＹ型ソーティング接合部の
平面図である。
【図２】図２は、流動中の細胞の５０／５０分配を有する、主チャネルによって結合され
たシース流締め付け接合部（pinch junction）およびY型ソーティング接合部の双方を取
り込んでいるマイクロ流体チャネルネットワーク、集合的に５０／５０光学スイッチネッ
トワークという、の平面図である。
【図３ａ】図３ａは、光学スイッチを有する、異なるシース流を介した流動中の細胞の非
対称分配を有する、主チャネルによって結合されたシース流締め付け接合部およびＹ型ソ
ーティング接合部の双方を取り込んでいるマイクロ流体チャネルネットワーク、集合的に
光学スイッチを有する、シース流非対称光学スイッチネットワークという、の平面図であ
る。
【図３ｂ】図３ｂは、光学スイッチを有する、異なるシース流を介した流動中の細胞の非
対称分配を有する、主チャネルによって結合されたシース流締め付け接合部およびＹ型ソ
ーティング接合部の双方を取り込んでいるマイクロ流体チャネルネットワーク、集合的に
光学スイッチを有する、シース流非対称光学スイッチネットワークという、の平面図であ
る。
【図４ａ】図４ａは、光学スイッチを有する、異なる出口チャネル幅を介して流動中の細
胞の非対称分配を有する、主チャネルによって結合されたシース流締め付け接合部および
Ｙ型ソーティング接合部の双方を取り込んでいるマイクロ流体チャネルネットワーク、集
合的にシース流非対称光学スイッチネットワークという、の平面図である。［つづく図に
おいては、数字ベースの標識の代わりにテキストベースの標識を用いており；それにもか
かわらず、同様の図においては図１－４の数字ベースの標識をなお適用することに注意さ
れたい］。
【図４ｂ】図４ｂは、光学スイッチを有する、異なる出口チャネル幅を介して流動中の細
胞の非対称分配を有する、主チャネルによって結合されたシース流締め付け接合部および
Ｙ型ソーティング接合部の双方を取り込んでいるマイクロ流体チャネルネットワーク、集
合的にシース流非対称光学スイッチネットワークという、の平面図である。［つづく図に
おいては、数字ベースの標識の代わりにテキストベースの標識を用いており；それにもか
かわらず、同様の図においては図１－４の数字ベースの標識をなお適用することに注意さ
れたい］。
【図５】図５は、二方向レーザー線光学スイッチを有する５０／５０光学スイッチネット
ワークである。
【図６】図６は、二方向レーザースポット光学スイッチを有する５０／５０光学スイッチ
ネットワークである。
【図７ａ】図７ａは、２よりも多い出口チャネルを有するより大きなマイクロ流体チャネ
ルネットワークにおけるレーザー線光学スイッチの平面図である。
【図７ｂ】図７ｂは、２よりも多い出口チャネルを有するより大きなマイクロ流体チャネ
ルネットワークにおけるレーザー線光学スイッチの平面図である。
【図７ｃ】図７ｃは、２よりも多い出口チャネルを有するより大きなマイクロ流体チャネ
ルネットワークにおけるレーザー線光学スイッチの平面図である。
【図８】図８は、光学スイッチの変調および／または閉鎖のための可能な光学設計を示す
。
【図９ａ】図９ａは、細胞流動に平行または細胞流動に対してある角度で移動したレーザ
ースポット光学スイッチを有する、シース流非対称光学スイッチネットワークの平面図で
ある。



(19) JP 4533382 B2 2010.9.1

10

20

30

40

【図９ｂ】図９ｂは、細胞流動に平行または細胞流動に対してある角度で移動したレーザ
ースポット光学スイッチを有する、シース流非対称光学スイッチネットワークの平面図で
ある。
【図１０ａ】図１０ａは、細胞検出およびトリガー決定法（trigger decision method）
用の単一レーザー光源を用いるディテクター配置および時間的調節／トリガー図を示す。
【図１０ｂ】図１０ｂは、細胞検出およびトリガー決定法（trigger decision method）
用の単一レーザー光源を用いるディテクター配置および時間的調節／トリガー図を示す。
【図１０ｃ】図１０ｃは、細胞検出およびトリガー決定法（trigger decision method）
用の単一レーザー光源を用いるディテクター配置および時間的調節／トリガー図を示す。
【図１０ｄ】図１０ｄは、細胞検出およびトリガー決定法（trigger decision method）
用の単一レーザー光源を用いるディテクター配置および時間的調節／トリガー図を示す。
【図１１ａ】図１１ａは、細胞検出およびトリガー決定法用の２のレーザー光源を用いる
ディテクター配置および時間的調節／トリガー図を示す。
【図１１ｂ】図１１ｂは、細胞検出およびトリガー決定法用の２のレーザー光源を用いる
ディテクター配置および時間的調節／トリガー図を示す。
【図１１ｃ】図１１ｃは、細胞検出およびトリガー決定法用の２のレーザー光源を用いる
ディテクター配置および時間的調節／トリガー図を示す。
【図１１ｄ】図１１ｄは、細胞検出およびトリガー決定法用の２のレーザー光源を用いる
ディテクター配置および時間的調節／トリガー図を示す。
【図１２】図１２は、これらの基体が結合して単一のネットワークを形成した場合に主チ
ャネル中に細胞流動の２次元シース流締め付けを与える底部および上部ガラス基体の双方
の中のマイクロ流体チャネルネットワーク用のフォトリソグラフィーマスクの代表的設計
の概略図である。
【図１３】図１３は、図１２に記載した設計の３次元の図面を示す。
【図１４】図１４は、垂直方向およびついで水平方向で細胞流動の一連のシース流締め付
けを与え、主チャネル中に細胞流動の完全な２次元シース流締め付けを生じるマイクロ流
体チャネルネットワークの側面図である。
【図１５】図１５は、図１４に記載したマイクロ流体チャネルネットワークの３次元図で
ある。
【図１６】図１６は、一緒に結合した場合に図１４および１５に図示したマイクロ流体チ
ャネルネットワークを形成する底部および上部ガラス基体の双方の代表的なフォトリソグ
ラフィーマスク設計の概略図である。
【図１７】図１７は、光学スイッチベースのセルソート法を実行するために、Ｔ－締め付
け接合部および出口チャネルへのＴ－分岐接合部を有する、完全なマイクロ流体チャネル
ネットワークようのフォトリソグラフィーマスクの代表的な形態である。
【図１８】図１８は、光学スイッチをベースとするセルソート方法を実行するための、三
角形締め付け接合部および出口チャネルへのY－分岐接合部を有する、完全なマイクロ流
体チャネルネットワーク用のフォトリソグラフィーマスクの代表的な形態である。
【図１９】図１９は、完成したマイクロ流体セルソーティング・チップにおけるマイクロ
流体チャネルネットワークの好ましい形態を示す。
【図２０】図２０は、光学スイッチをベースとするマイクロ流体チャネルネットワークセ
ルソーター用の自蔵ディスポーザブル・カートリッジの好ましい形態を示す。
【図２１】図２１は、光学スイッチをベースとするマイクロ流体チャネルネットワークセ
ルソーター用の光学システムの好ましい形態を示す。
【図２２】図２２は、光学スイッチの種々の実行のための、光学スイッチベースのマイク
ロ流体チャネルネットワークセルソーターの代表的性能を示す。



(20) JP 4533382 B2 2010.9.1

【図１】 【図２】

【図３ａ】

【図３ｂ】 【図４ａ】



(21) JP 4533382 B2 2010.9.1

【図４ｂ】

【図５】

【図６】

【図７ａ】

【図７ｂ】 【図７ｃ】



(22) JP 4533382 B2 2010.9.1

【図８】 【図９ａ】

【図９ｂ】 【図１０ａ】

【図１０ｂ】



(23) JP 4533382 B2 2010.9.1

【図１０ｃ】

【図１０ｄ】

【図１１ａ】

【図１１ｂ】 【図１１ｃ】

【図１１ｄ】



(24) JP 4533382 B2 2010.9.1

【図１２】

【図１３】

【図１４】

【図１５】

【図１６】

【図１７】

【図１８】



(25) JP 4533382 B2 2010.9.1

【図１９】 【図２０】

【図２１】

【図２２】



(26) JP 4533382 B2 2010.9.1

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｇ０１Ｎ  37/00     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  37/00    １０１　          　　　　　

(72)発明者  ミリアナス・チャチスヴィリス
            アメリカ合衆国９２１２２カリフォルニア州サンディエゴ、ナンバー・エイチ３２、マハイラ・ア
            ベニュー３９５０番
(72)発明者  ロバート・ディーズ
            アメリカ合衆国９２１１７カリフォルニア州サンディエゴ、ミルウッド・ロード５０５２番
(72)発明者  ノーバート・ヘイゲン
            アメリカ合衆国９２００９カリフォルニア州カールスバッド、パセオ・エストリボ３０３３番
(72)発明者  フィリップ・マルシャン
            アメリカ合衆国９２０６４カリフォルニア州ポーウェイ、イーストフィールド・ロード１１７１３
            番
(72)発明者  ダニエル・イー・レイモンド
            アメリカ合衆国９２１２９カリフォルニア州サンディエゴ、ペイソス・コート８４６５番
(72)発明者  ユージーン・トゥ
            アメリカ合衆国９２１０３カリフォルニア州サンディエゴ、ラーク・ストリート３５２７番
(72)発明者  マーク・エム・ワン
            アメリカ合衆国９２１２２カリフォルニア州サンディエゴ、ナンバー３０２、リージェンツ・ロー
            ド８０９０番
(72)発明者  ヤン・ジョンモ
            アメリカ合衆国９２１２６カリフォルニア州サンディエゴ、コンパス・ポイント・ドライブ・ノー
            ス１１６３３－４番
(72)発明者  ヤン・ロン
            アメリカ合衆国９２０３７カリフォルニア州ラ・ホラ、アパートメント・ビー、レッドウッド・ド
            ライブ９３８８番
(72)発明者  ハイチュアン・チャン
            アメリカ合衆国９２１２２カリフォルニア州サンディエゴ、アパートメント・ナンバー３１０、リ
            ージェンツ・ロード８４６５番

    審査官  森　竜介

(56)参考文献  米国特許第０６７７８７２４（ＵＳ，Ｂ１）
              米国特許出願公開第２００２／０１３２３１５（ＵＳ，Ａ１）
              米国特許第０６４８５６９０（ＵＳ，Ｂ１）
              米国特許第０５４８６３３５（ＵＳ，Ａ）
              特開２００４－５２８１５６（ＪＰ，Ａ）
              特開２００４－５３０８７７（ＪＰ，Ａ）
              特表２００３－５００２０５（ＪＰ，Ａ）

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              G01N  35/08
              G01N  15/00
              G01N  21/64
              G01N  33/48
              G01N  33/483
              G01N  37/00


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

