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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　磁性であるか、または磁性となるようにされた標的実体を捕捉するためのマイクロウェ
ルアレイデバイスであって、
　表面上の１つまたは複数のアレイを成して配置された複数のマイクロウェルを備える前
記表面を含む基板を含み、
　マイクロウェルの第１のアレイが前記表面上の第１の位置に配置され、
　第２のアレイが、第２の位置において前記表面上に配置され、
　液体サンプルが前記基板上に加えられて流動させられると、前記液体サンプルは最初に
前記第１のアレイにわたって流れ、その後、前記第２のアレイにわたって流れ、
　前記第１のアレイ内のマイクロウェルは各々、前記マイクロウェル内に１つの標的実体
のみが入ることを可能にするサイズを有し、前記第１のアレイ内の各マイクロウェルは、
ほぼ同じサイズを有し、
　前記第２のアレイ内のマイクロウェルは、前記第１のアレイ内の前記マイクロウェルの
サイズより少なくとも１０％大きいサイズを有し、前記第２のアレイ内の各マイクロウェ
ルは、ほぼ同じサイズを有し、
　前記複数のマイクロウェルはすべて、標的実体が前記マイクロウェルに入った後、流体
が前記表面にわたって流れるとき、もしくは、磁力が前記マイクロウェル内の前記標的実
体に印加されるときに、または、流体が流れるとともに、磁力が印加されるときに、少な
くとも１つの標的実体がマイクロウェル内にとどまるのに十分なサイズを有する、マイク
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ロウェルアレイデバイス。
【請求項２】
　第３の位置において前記表面上に配置される第３のアレイをさらに含み、
　液体サンプルが前記基板上に加えられて流動させられると、前記液体サンプルは最初に
前記第１のアレイにわたって流れ、その後、順次前記第２のアレイおよび前記第３のアレ
イにわたって流れ、
　前記第３のアレイ内のマイクロウェルは、前記第２のアレイ内の前記マイクロウェルの
サイズより少なくとも１０％大きいサイズを有し、前記第３のアレイ内の各マイクロウェ
ルは、ほぼ同じサイズを有する、請求項１に記載のマイクロウェルアレイデバイス。
【請求項３】
　前記表面に隣接して配置されている磁石構成要素をさらに備え、前記磁石構成要素は、
標的実体が前記マイクロウェルに入った後に前記標的実体を前記１つまたは複数のマイク
ロウェルアレイ内に引き付け、流体が前記表面にわたって流れるときに、少なくとも１つ
の標的実体を前記マイクロウェルの少なくとも１つの中に保持するのに十分な磁力を生成
するように配置および構成される、請求項１または請求項２に記載のマイクロウェルアレ
イデバイス。
【請求項４】
　ａ）前記基板は多角形、例えば矩形であり、第１の端部および第２の端部を有し、前記
マイクロウェルの第１のアレイは前記基板の第１の端部に配置され、前記第２のアレイは
、前記第１のアレイよりも、前記基板の前記第１の端部から離れて配置される、または
　ｂ）前記基板は放射状に対称、例えば円形または八角形であり、前記マイクロウェルの
第１のアレイは、マイクロウェルがない前記基板の中心位置の周囲に配置されたマイクロ
ウェルの１つまたは複数の同心円を含み、前記第２のアレイは、前記第１のアレイよりも
前記基板の前記中心位置から離れて配置されたマイクロウェルの１つまたは複数の同心円
を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載のマイクロウェルアレイデバイス。
【請求項５】
　第３のアレイが第３の位置において前記表面上に配置され、
　ａ）前記基板は多角形、例えば矩形であり、第１の端部および第２の端部を有し、前記
第３のアレイは、前記第２のアレイよりも、前記基板の前記第１の端部から離れて配置さ
れる、または
　ｂ）前記基板は放射状に対称、例えば円形または八角形であり、前記第３のアレイは、
前記第２のアレイよりも前記基板の前記中心位置から離れて配置されたマイクロウェルの
１つまたは複数の同心円を含む、請求項４に記載のマイクロウェルアレイデバイス。
【請求項６】
　磁性であるか、または磁性となるようにされた標的実体を捕捉するためのマイクロ流体
システムであって、
　入口、出口を有するチャンバを備え、請求項１に記載のマイクロウェルアレイデバイス
を収容するように構成されている本体と、
　前記表面に隣接して調整可能に配置された磁石構成要素とを備え、
　前記磁石構成要素は、前記表面に沿って前記第１のアレイ内の前記マイクロウェル内に
適合し、および、前記第１のアレイ内の前記マイクロウェル内に適合するようにサイズ決
めされた標的実体を移動させ、より大きい標的実体を前記表面に沿って、前記第２のアレ
イ内に移動させるのに十分な磁力を発生させるように配置および構成され、前記磁力は、
標的実体が前記マイクロウェルに入った後、流体が前記表面にわたって流れるとき、もし
くは、磁力が前記標的実体に印加されるときに、または、流体が流れるとともに、前記磁
力が印加されるときに、少なくとも１つの標的実体がマイクロウェル内にとどまるのに十
分である、マイクロ流体システム。
【請求項７】
　前記マイクロウェルアレイデバイスは、第３の位置において前記マイクロウェルアレイ
デバイスの前記表面上に配置される第３のアレイをさらに含み、
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　前記磁石構成要素は、前記表面に沿って前記第１のアレイ内の前記マイクロウェル内に
適合し、および、前記第１のアレイ内の前記マイクロウェル内に適合するようにサイズ決
めされた標的実体を移動させ、より大きい標的実体を前記表面に沿って、前記第２のアレ
イおよび前記第３のアレイ内に移動させるのに十分な磁力を発生させるように調整可能に
配置および構成される、請求項６に記載のマイクロ流体システム。
【請求項８】
　前記マイクロ流体システムは、前記標的実体の光学特性を分析するように構成された検
出器をさらに備える、請求項６または請求項７に記載のマイクロ流体システム。
【請求項９】
　前記チャンバの上の前記本体の一部分は、前記マイクロ流体システムの前記本体から取
り外し可能である、請求項６～８のいずれか一項に記載のマイクロ流体システム。
【請求項１０】
　前記マイクロウェルアレイデバイスは、前記本体の一体部分であり、前記マイクロウェ
ルアレイデバイスの前記表面は、前記チャンバの１つの壁、例えば、床を形成する、請求
項６～９のいずれか一項に記載のマイクロ流体システム。
【請求項１１】
　前記標的実体が前記マイクロウェルアレイに到達することを可能にするのに十分な流量
で前記チャンバの前記入口から前記チャンバの前記出口に前記流体を流すためのポンプを
さらに備える、請求項６～１０のいずれか一項に記載のマイクロ流体システム。
【請求項１２】
　前記複数のマイクロウェルのうちの少なくとも１つから標的実体を抽出するように構成
された標的実体抽出モジュールと、
　前記複数のマイクロウェルに対向して、前記標的実体抽出モジュールに対して調整可能
に配置された第２の磁石構成要素とをさらに備え、
　前記第２の磁石構成要素は、磁性であるかまたは磁性になされる標的実体を、マイクロ
ウェルから前記標的実体抽出モジュールの入口チャネル内に引き付けるのに十分な可変磁
力を生成するように構成される、請求項６～１１のいずれか一項に記載のマイクロ流体シ
ステム。
【請求項１３】
　前記標的実体抽出モジュールはマイクロピペットを備え、
　前記第２の磁石構成要素は、前記マイクロピペットの先端に配置された磁性リングを備
える、請求項１２に記載のマイクロ流体システム。
【請求項１４】
　前記表面は、
　基部層と、
　前記基部層の上に配置され、前記基部層と接触するマイクロウェルアレイ層とを備え、
　前記マイクロウェル層は、前記複数のマイクロウェルを形成する複数の貫通孔を備える
、請求項６～１３のいずれか一項に記載のマイクロ流体システム。
【請求項１５】
　前記標的実体は、第１の標的実体と第２の標的実体とを含み、前記第２の標的実体は、
前記第１の標的実体よりも大きく、
　前記第１のアレイ内のマイクロウェルは各々、前記第１の標的実体が前記第１のアレイ
内の前記マイクロウェルに入ることを可能にするが、前記第２の標的実体が前記第１のア
レイ内の前記マイクロウェルに入ることを可能にしないサイズを有し、
　前記第２のアレイ内のマイクロウェルは各々、前記第２の標的実体が前記第２のアレイ
内の前記マイクロウェルに入ることを可能にするサイズを有する、請求項６～１４のいず
れか一項に記載のマイクロ流体システム。
【請求項１６】
　アレイ間で変化する前記マイクロウェルのサイズは直径、容積または断面積であり、一
方、前記複数のマイクロウェルの深さはすべてのアレイでほぼ同じである、請求項６～１
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５のいずれか一項に記載のマイクロ流体システム。
【請求項１７】
　標的実体を捕捉する方法であって、
　請求項１～１６のいずれか一項に記載のマイクロ流体アレイデバイスまたはシステムの
表面上に、磁性標的実体を含む流体サンプルを加えることと、
　前記表面の下に調整可能に配置された磁石構成要素を使用して、前記チャンバに可変磁
力を印加することと、を含み、前記流体サンプルが前記マイクロ流体チャンバの前記流体
チャンバ内に配置されて前記可変磁力は前記チャンバに印加され、前記方法はさらに、
　前記印加された可変磁力が前記標的実体をマイクロウェルの前記第１のアレイおよび／
または前記第２のアレイへと引き付けるように、前記表面に対する前記磁石構成要素の位
置を調整することを含む、方法。
【請求項１８】
　検出器構成要素を使用して、前記標的実体の特性を分析することをさらに含み、前記分
析は前記標的実体によって放出される蛍光を検出することを含む、請求項１７に記載の方
法。
【請求項１９】
　前記分析される特性は、前記標的実体の内部に含まれる分子、ＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパ
ク質、小分子、および酵素の量、サイズ、配列および／または立体配座、または、標的実
体の表面に含まれる分子マーカ、または標的実体から分泌される分子を含む、請求項１８
に記載の方法。
【請求項２０】
　前記本体は、蓋を備え、
　前記方法は、
　前記表面に対する前記磁石構成要素の位置を調整した後、前記マイクロ流体システムの
前記本体から前記蓋を取り外すことと、
　前記複数のマイクロウェルの少なくとも１つから標的実体を抽出することとをさらに含
む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　前記表面に対する前記磁石構成要素の配置を調整した後、前記マイクロ流体デバイス内
に乱流を与えることと、
　前記複数のマイクロウェルの少なくとも１つから標的実体を抽出することとをさらに含
む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２２】
　前記表面に対する前記磁石構成要素の配置を調整することは、前記標的実体に前記表面
に沿ったパターンに従わせるパターンで前記磁石構成要素を動かすことを含む、請求項１
７に記載の方法。
【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、２０１６年４月２２日に出願された「高スループット粒子捕捉および分析」
と題する米国仮特許出願第６２／３２６，４０５号に対する優先権を主張し、その開示全
体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　分野
　本明細書は、一般にマイクロ流体システムに関する。
【背景技術】
【０００３】
　背景
　多数の細胞がサンプルに含まれている場合、流体サンプル内の細胞などの個々の粒子は
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、高スループットマイクロ流体システム内で分析するのが困難な場合がある。さらに、個
々の細胞は、実施される試験のタイプに応じて、ＤＮＡ、ＲＮＡ、および／またはタンパ
ク質などの細胞内容物を適切に分析するために、最初に流体サンプルから分離されなけれ
ばならない。いくつかの事例では、自動処理および分析を可能にするために、個々の細胞
を所定の幾何学的配置で分離する必要もある。一般的な分離技法は、単一の細胞のみがマ
イクロウェルプレートの単一のマイクロウェルと一致するように流体サンプルを希釈する
ことを含むことが多い。しかしながら、そのような技法は十分な正確度および速度を欠い
ており、主に統計に依存しており、再現可能な結果を得る機会は低減する。
【０００４】
　単一細胞分析に関連する問題を克服するために、高スループットマイクロ流体システム
が提案されているが、このようなシステムには依然として様々な限界がある。例えば、マ
イクロウェルの様々な幾何学的配置を用いて個々の細胞の捕捉を増加させることができる
が、これらの技法は、単一の流体サンプル内の個々の細胞および細胞クラスタの両方を捕
捉することができないことが多い。さらに、このようなシステムの設計は、流体中の濃度
が比較的低い希少細胞を捕捉することができないことが多い。これらのシステムの使用に
影響を及ぼす別の制限は、捕捉された細胞へのアクセスを許容することができず、細胞の
生存率を低下させるリスクなしに捕捉された細胞を直接操作することをできなくすること
が多いことである。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　概要
　本明細書に記載のシステムおよび技法は、個々の細胞を別個に分析することが、細胞間
の変動を理解し検出するために重要である、疾患状態の多くの科学的および臨床的研究に
使用することができる。例えば、これらのシステムおよび技法は、多くの場合、複数の腫
瘍の存在および性質の識別を必要とし得る腫瘍不均一性を有するがんの研究を改善するた
めに使用され得る。一例として、複数の細胞が組み合わせて溶解される場合、それらの遺
伝的内容が混合し、細胞間の変動に関する情報が損なわれ、および／または失われる。し
かし、本明細書に記載のシステムおよび技法を使用してそれらを分離し、捕捉し、別個に
分析することができる場合、細胞間の変動に関する情報を分析のために保持することがで
きる。これは、流体（例えば、血液、尿、および唾液）から得られる細胞、および固体組
織、例えば腫瘍組織を化学的または機械的に粉砕することによって得られる細胞にも当て
はまる。
【０００６】
　したがって、本開示全体にわたって説明される革新的な態様は、マイクロ流体チャンバ
内に、またはマイクロ流体チャンバの一部として配置されたマイクロウェルアレイデバイ
ス（本明細書では「マイクロウェルチップ」とも呼ぶ）にわたって流されるか、または、
マイクロウェルアレイデバイスへと導入される流体サンプル内の個々の粒子、例えば細胞
、細胞クラスタ、および／または他のタイプの粒子、一般に「標的実体」を捕捉すること
ができるデバイス、システムおよび方法を含む。マイクロウェルチップは、マイクロウェ
ルの１つまたは複数のアレイを有する表面を有する基板、例えば、薄板を含み、そのマイ
クロウェルは、特定のサイズの標的実体がマイクロウェルに入ることができるように選択
されたサイズを有する。一実施態様では、マイクロウェルのすべてが１つのアレイにあり
、すべてがほぼ同じサイズ、例えば、選択されたサイズ±５％以内である。他の実施態様
では、マイクロウェルチップは、２つ以上のマイクロウェルアレイを有してもよく、所与
のアレイ内のマイクロウェルがすべてほぼ同じサイズであるが、１つのアレイ内のマイク
ロウェルは別のアレイ内のマイクロウェルとは異なるサイズを有する。
【０００７】
　本明細書で使用される場合、用語「サイズ」は、マイクロウェルを参照する場合、マイ
クロウェルの直径、断面積、深さ、形状、および／または総容積のいずれか１つまたは複
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数であり得る。
【０００８】
　例えば、マイクロウェルチップは、マイクロウェルの２つのアレイを有することができ
、その中で、より小さいマイクロウェルから成る第１のアレイは、個々の標的実体、例え
ば、細胞を捕捉するために、例えばマイクロ流体チャンバの入口ポートにより近い、表面
の第１の位置、例えば第１の端部近くで、基板の表面上に配置され、比較的大きいマイク
ロウェルを含む第２のアレイが、上流のより小さいマイクロウェルに適合しないより大き
い細胞または細胞クラスタを捕捉するために、第２の位置、例えば、第２の端部（例えば
、第１のアレイの「下流」）により近く、かつ、マイクロ流体チャンバの出口ポートによ
り近い表面上に配置される。
【０００９】
　システムはまた、磁性であるかまたは磁性であるようになされる標的実体の移動を誘導
および制御するために、流れに依存しない可変磁力を印加するために使用され得る磁石構
成要素を含むこともできる。例えば、磁石構成要素は、多くの場合、特定の標的実体の意
図しない喪失をもたらす可能性がある、非特異的な標的実体、例えば細胞の偽陽性検出を
回避するために洗浄ステップを使用する必要なく、標的実体をマイクロウェルに移動させ
、および／またはマイクロウェル内に標的実体を保持するために磁石成分が使用される。
【００１０】
　本明細書で使用される場合、用語「磁性」とは、標的実体を参照するとき、本質的に磁
性、常磁性、もしくは超常磁性であること、または、磁力もしくは電気力を印加すること
によって磁性、常磁性、または超常磁性になされることのいずれかを意味する。標的実体
を参照するときの磁性という用語はまた、それ自体が磁性、常磁性または超常磁性である
ビーズまたは粒子に取り付けられること、すなわち結合されることによって、磁性、常磁
性、または超常磁性であるか、またはそのようになされる標的実体をも指す。
【００１１】
　異なる実施態様では、磁力の大きさは、標的実体、例えば細胞の沈降速度を増加または
減少させるように調節され、印加される磁場の方向は、マイクロウェルチップの表面の１
つまたは２つの次元に沿った磁気的に誘導される標的実体の運動を引き起こすように調整
することができる。これに関して、プレートのマイクロウェル構成および可変磁場の印加
は、より高い正確度および一貫性をもって磁性化細胞および細胞クラスタをより効率的に
捕捉するために使用され得る。
【００１２】
　一実施態様では、サンプル流体中の標的実体および粒子（例えば、より小さいおよびよ
り大きい細胞または細胞クラスタ）は、より大きいマイクロウェルを有する１つまたは複
数の追加のアレイに行き当たる前に、最初に、より小さいマイクロウェルを有する第１の
アレイに行き当たる。例えば、より小さい標的実体は第１のアレイのマイクロウェルに入
ることができるが、より大きい標的実体は、第１のアレイのマイクロウェルの開口に入る
には大きすぎるため、入ることができない。この実施態様を使用する典型的な捕捉動作の
間に、マイクロウェルチップの表面にわたって捕捉されなかったより大きい標的実体を、
より大きいマイクロウェルを有する第２のアレイに向けるように、マイクロウェルチップ
の下で、例えば水平方向に磁石が動かされ、または掃引される。いくつかの実施態様では
、大きすぎて第２のアレイのマイクロウェル内に配置することができない残りの標的実体
は、その後、同様にして、磁石を下流に移動させることによって、第３のアレイのマイク
ロウェルに向けられる。これを達成するために、すべての標的実体を第１のアレイ上に配
置するように、磁石が実質的に第１のアレイの下にある間に、標的実体をチャンバ内に流
し込むことができる。その後、より小さい実体が誤って後続のアレイのより大きいマイク
ロウェルに到達するのを防ぐために、流れを停止または大幅に低減することができる。小
さい標的実体が第１のアレイのマイクロウェルに捕捉されると、磁石が残りのより大きい
標的実体を下流のより大きいウェルを有する次のアレイに移動させ、以下同様にするのを
助けるために、流れを再開または増加させることができる。
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【００１３】
　標的実体、例えば細胞は、磁性、常磁性、もしくは超常磁性であり得るか、または、そ
れ自体が磁性、常磁性もしくは超常磁性である１つもしくは複数のビーズもしくは粒子を
標的実体に取り付けることによって、磁性、常磁性もしくは超常磁性にすることができる
。したがって、標的実体とビーズまたは粒子との複合体は、このとき、磁性、常磁性、ま
たは超常磁性であり、本明細書でさらに詳細に説明するように、マイクロウェルチップに
隣接して、例えば、マイクロウェルチップの下、側、または上に配置された磁石を用いて
操作することができる。
【００１４】
　第１の一般的な態様において、本開示は、磁性であるか、または磁性となるようにされ
た標的実体を捕捉するためのマイクロウェルアレイデバイスを特徴とする。第１のマイク
ロウェルアレイデバイスは、表面上の１つまたは複数のアレイを成して配置された複数の
マイクロウェルを備える表面を含む基板を含み、マイクロウェルの第１のアレイが表面上
の第１の位置に配置される。第２のアレイおよび後続のアレイは、存在する場合、第２の
位置および後続の位置において表面上に順次配置され、液体サンプルが基板上に加えられ
て流動させられると、液体サンプルは最初に第１のアレイにわたって流れ、その後、順次
第２のアレイおよび後続のアレイにわたって流れる。第１のアレイ内のマイクロウェルは
各々、マイクロウェル内に１つの標的実体のみが入ることを可能にするサイズを有し、第
１のアレイ内の各マイクロウェルは、ほぼ同じサイズを有する。存在する場合、第２のア
レイおよび後続のアレイ内のマイクロウェルは各々、先行して隣接するアレイ内のマイク
ロウェルのサイズより少なくとも１０％大きいサイズを有し、所与の後続のアレイ内の各
マイクロウェルは、ほぼ同じサイズを有する。複数のマイクロウェルはすべて、標的実体
がマイクロウェルに入った後、流体が表面にわたって流れるとき、もしくは、磁力がマイ
クロウェル内の標的実体に印加されるときに、または、流体が流れるとともに、磁力が印
加されるときに、少なくとも１つの標的実体がマイクロウェル内にとどまるのに十分なサ
イズを有する。
【００１５】
　特定の実施態様では、マイクロウェルアレイデバイスは、表面に隣接して配置された磁
石構成要素を含む。磁石構成要素は、標的実体がマイクロウェルに入った後に標的実体を
１つまたは複数のマイクロウェルアレイ内に引き付け、流体が表面にわたって流れるとき
に、少なくとも１つの標的実体をマイクロウェルの少なくとも１つの中に保持するのに十
分な磁力を生成するように配置および構成される。
【００１６】
　いくつかの実施態様では、磁石構成要素は、表面に隣接して調整可能に配置される。そ
のような実施態様では、磁石構成要素が、表面に隣接して、例えば水平方向に磁石が移動
されるときに、少なくとも１つのマイクロウェルの少なくとも１つの中に少なくとも１つ
の標的実体を保持するのに十分な磁力を発生させるように配置および構成される。
【００１７】
　いくつかの実施態様では、基板は、第１の端部および第２の端部を有する多角形、例え
ば矩形である。このような実施態様では、マイクロウェルの第１のアレイは基板の第１の
端部に配置され、第２のアレイおよび後続のアレイは、先行して隣接するアレイよりも、
基板の第１の端部から離れて配置される。
【００１８】
　いくつかの実施態様では、基板は放射状に対称、例えば円形または八角形であり、マイ
クロウェルの第１のアレイは、マイクロウェルがない基板の中心位置の周囲に配置された
マイクロウェルの１つまたは複数の同心円を含む。基板は、各々が先行して隣接するアレ
イよりも基板の中心位置から離れて配置されたマイクロウェルの１つまたは複数の同心円
を含む、第２のアレイおよび後続のアレイを含む。
【００１９】
　第２の一般的な態様において、本開示は、磁性であるか、または磁性となるようにされ
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た標的実体を捕捉するためのマイクロ流体システムを特徴とする。マイクロ流体システム
は、入口、出口を有するチャンバを含む本体を含み、上述のマイクロウェルアレイデバイ
スを収容するように構成される。マイクロ流体システムはまた、表面に隣接して調整可能
に配置された磁石構成要素をも含む。磁石構成要素は、表面に沿って、例えば、水平方向
において表面上にある第１のアレイ内のマイクロウェル内に、および、第１のアレイ内の
マイクロウェル内に適合するようにサイズ決めされた標的実体を移動させ、より大きい標
的実体を表面に沿って、例えば表面上で水平方向に、第２のアレイおよび後続のアレイ内
に移動させるのに十分な磁力を発生させるように配置および構成される。磁力は、標的実
体がマイクロウェルに入った後、流体が表面にわたって流れるとき、もしくは、磁力が標
的実体に印加されるときに、または、流体が流れるとともに、磁力が印加されるときに、
少なくとも１つの標的実体がマイクロウェル内にとどまるのに十分である。
【００２０】
　いくつかの実施態様では、マイクロ流体システムは、標的実体の光学特性を分析するよ
うに構成された検出器をさらに含む。
【００２１】
　いくつかの実施態様では、磁石構成要素は、表面に対して少なくとも１つ、例えば２つ
の軸、例えば水平軸に沿って動かされるように構成される。
【００２２】
　いくつかの実施態様では、チャンバの上の本体の一部分、例えば透明部分は、例えば、
標的実体が捕捉され保持されると、マイクロウェルアレイデバイスへのアクセスが可能に
なるように、マイクロ流体システムの本体から取り外し可能である。
【００２３】
　いくつかの実施態様では、マイクロウェルアレイデバイスは、本体の一体部分であり、
マイクロウェルアレイデバイスの表面は、チャンバの１つの壁、例えば、床を形成する。
代替的に、マイクロウェルアレイデバイスは、マイクロ流体チャンバ内に挿入され得る、
および／またはマイクロ流体チャンバから除去され得る別個のマイクロチップの形態であ
り得る。
【００２４】
　特定の実施態様では、マイクロ流体システムは、標的実体がマイクロウェルアレイに到
達することを可能にするのに十分な流量でチャンバの入口からチャンバの出口に流体を流
すためのポンプを含む。
【００２５】
　特定の実施態様では、マイクロ流体システムは、複数のマイクロウェルのうちの少なく
とも１つから標的実体を抽出するように構成された標的実体抽出モジュールを含む。その
ような実施態様では、マイクロ流体システムは、複数のマイクロウェルに対向して、標的
実体抽出モジュールに対して調整可能に配置された第２の磁石構成要素を含む。第２の磁
石構成要素は、磁性であるかまたは磁性になされる標的実体を、マイクロウェルから標的
実体抽出モジュールの入口チャネル内に引き付けるのに十分な可変磁力を生成するように
構成される。
【００２６】
　いくつかの実施態様では、標的実体抽出モジュールはマイクロピペットを含み、第２の
磁石構成要素は、マイクロピペットの先端に配置された磁性リングを含む。
【００２７】
　いくつかの実施態様では、表面は、基部層と、基部層の上に配置され、基部層と接触す
るマイクロウェルアレイ層の形態のマイクロウェルアレイデバイスとを含む。マイクロウ
ェルアレイ層は、複数のマイクロウェルを形成する複数の貫通孔を含む。代替的に、マイ
クロウェルアレイ層は、単に、貫通孔ではないマイクロウェルを有するマイクロウェルア
レイデバイスであってもよく、チャンバの１つの壁を形成するように配置される。
【００２８】
　いくつかの実施態様では、１つまたは複数のアレイの基部層またはマイクロウェルは、



(9) JP 6965272 B2 2021.11.10

10

20

30

40

50

標的実体の、マイクロウェルの基部層または内壁への結合を強化するために、１つまたは
複数の結合部分で官能化される。
【００２９】
　いくつかの実施態様では、第２のアレイ内のマイクロウェルは各々、第２の標的実体が
マイクロウェルに入ることを可能にするサイズを有する。そのような実施態様では、第２
の標的実体は第１の標的実体よりも大きく、第１のアレイ中のマイクロウェルは各々、第
２の標的実体がマイクロウェルに入ることを許容しないサイズを有する。
【００３０】
　いくつかの実施態様では、マイクロウェルのサイズは、直径、断面積、深さ、形状、お
よび総容積のうちのいずれか１つまたは複数である。
【００３１】
　いくつかの実施態様では、アレイ間で変化するマイクロウェルのサイズは直径、容積ま
たは断面積であり、一方、複数のマイクロウェルの深さはすべてのアレイでほぼ同じであ
る。
【００３２】
　いくつかの実施態様では、マイクロ流体システムは、その表面上に、標的実体の表面上
の分子に特異的に結合する１つまたは複数の結合部分を含む磁性ビーズのセットを含む。
【００３３】
　第３の一般的な態様では、本開示は、標的実体を捕捉する方法を特徴とする。この方法
は、上記のマイクロウェルアレイデバイスのマイクロ流体システムのチャンバ内に、磁性
標的実体を含む流体サンプルを加えることを含む。この方法はまた、表面の下に調整可能
に配置された磁石構成要素を使用して、チャンバに可変磁力を印加することと、印加され
た可変磁力が標的実体をマイクロウェルの第１のアレイおよび／または第２のアレイへと
引き付けるように、表面に対する磁石構成要素の位置を調整することとを含む。特定の実
施態様では、この方法は、検出器構成要素を使用して、標的実体の特性を分析することを
含む。
【００３４】
　いくつかの実施態様では、分析される特性は、標的実体の内部に含まれる分子、ＤＮＡ
、ＲＮＡ、タンパク質、小分子、および酵素の量、サイズ、配列および／または立体配座
、または、標的実体の表面に含まれる分子マーカ、または標的実体から分泌される分子を
含む。
【００３５】
　特定の実施態様では、表面に対する磁石構成要素の位置を調整した後、この方法は、マ
イクロ流体システムの本体の蓋を取り外すことと、複数のマイクロウェルの少なくとも１
つから標的実体を抽出することとを含む。
【００３６】
　いくつかの実施態様では、複数のマイクロウェルのうちの少なくとも１つから標的実体
を抽出することは、抽出された標的実体をマイクロ流体システムの外側の容器に輸送する
ことを含む。
【００３７】
　いくつかの実施態様では、分析することは、標的実体によって放出される蛍光発光を検
出することを含む。いくつかの実施態様では、磁石構成要素の位置を調整することは、磁
石構成要素を表面に対して１つ、２つ、または３つの軸、例えば水平軸に沿って移動させ
ることを含む。いくつかの実施態様では、表面に対する磁石構成要素の配置を調整した後
、この方法は、マイクロ流体デバイス内に乱流を与えることと、複数のマイクロウェルの
少なくとも１つから磁性化標的実体を抽出することとをさらに含む。いくつかの実施態様
では、表面に対する磁石構成要素の配置を調整することは、標的実体に表面に沿ったパタ
ーンに従わせるパターンで磁石構成要素を動かすことを含む。いくつかの実施態様では、
磁性標的実体を含む流体サンプルをチャンバに加えることは、複数のマイクロウェルを含
む表面上で流体サンプルを入口から出口に流すことを含む。
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【００３８】
　いくつかの実施態様では、磁性標的実体を含む流体サンプルをチャンバに加えることは
、複数のマイクロウェルを含むチャンバの表面上に流体サンプルを施与することを含む。
いくつかの実施態様では、流体サンプルがマイクロ流体チャンバのチャンバ内に置かれて
いる間、可変磁力がチャンバに加えられる。
【００３９】
　第４の一般的な態様において、本開示は、磁性であるか、または磁性となるようにされ
た標的実体を捕捉するためのマイクロウェルアレイデバイスを特徴とする。マイクロウェ
ルアレイデバイスは、表面上の１つまたは複数のアレイを成して配置された複数のマイク
ロウェルを備える表面を含む基板を含む。マイクロウェルの第１のアレイは、表面の第１
の端部に隣接して配置され、存在する場合、第２のアレイは、第１のアレイよりも表面の
第１の端部から離れて配置され、任意の追加のアレイは、各後続のアレイが近傍のアレイ
よりも表面の第１の端部から離れて配置されるように、順次配置される。第１のアレイ内
のマイクロウェルは各々、マイクロウェル内に１つの標的実体のみが入ることを可能にす
るサイズを有し、第１のアレイ内の各マイクロウェルは、ほぼ同じサイズを有する。第２
のアレイ内のマイクロウェルは、存在する場合、各々、第１のアレイ内のマイクロウェル
のサイズよりも少なくとも１０％大きいサイズを有する。複数のマイクロウェルはすべて
、標的実体がマイクロウェルに入った後、流体が表面にわたって流れるときに少なくとも
１つの標的実体がマイクロウェル内に残るのに十分な深さを有する。
【００４０】
　いくつかの実施態様では、基板は、表面上に２つ以上のアレイを成して配置された複数
のマイクロウェルを含む。特定の実施態様では、基板は、表面上に１つのアレイを成して
配置された複数のマイクロウェルを含む。いくつかの実施態様では、サイズは、直径、容
積、断面積である。
【００４１】
　第５の一般的な態様において、本開示は、磁性であるか、または磁性となるようにされ
た標的実体を捕捉するためのマイクロ流体システムを特徴とする。マイクロ流体システム
は、入口と、出口と、入口から出口に延在する表面とを有するチャンバを含む本体を含む
。表面は、標的実体がマイクロウェルに入った後、流体がチャンバを通じて流れるときに
少なくとも１つの標的実体がマイクロウェル内に残る、最小の標的実体のサイズの少なく
とも１倍である深さをすべてが有する複数のマイクロウェルを含む。マイクロ流体システ
ムはまた、表面に隣接して調整可能に配置された磁石構成要素をも含み、磁石構成要素は
、標的実体がマイクロウェルに入った後に、磁石が例えば水平方向に移動されるときに少
なくとも１つの標的実体がマイクロウェル内に残るように、標的実体をマイクロウェルの
アレイへと引き付けるのに十分な磁力を生成するように配置および構成される。
【００４２】
　特定の実施態様では、マイクロ流体システムは、標的実体の光学特性を分析するように
構成された検出器を含む。いくつかの実施態様では、磁石構成要素は、表面に対して１つ
または２つの軸、例えば水平軸に沿って動かされるように構成される。いくつかの実施態
様では、複数のマイクロウェルの深さは、チャンバ内の液体の乱流によって、複数のマイ
クロウェルから標的実体を搬出することを可能にする。いくつかの実施態様では、複数の
マイクロウェルは、ピペットによる吸引力が第２のマイクロウェルの近傍に加えられると
き、第２のマイクロウェルに隣接する第１のマイクロウェル内の標的実体が第１のマイク
ロウェル内に残るように、十分に離間される。
【００４３】
　いくつかの実施態様では、チャンバの上の本体の一部分は、マイクロ流体システムの本
体から取り外し可能であり、以て、本体のその部分が取り外されると、複数のマイクロウ
ェルの少なくとも一部分は、マイクロピペットの先端によってアクセス可能である。
【００４４】
　全体を通じて説明されている様々なマイクロウェルアレイデバイスは、１つのみ，２つ
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，３つ，４つ，５つ，６つ，１０、またはさらに多くのアレイ、例えばマイクロウェルの
列または同心円の形態のアレイを含む基板を含むことができる。マイクロウェルアレイデ
バイスは、チャンバ、例えば、ガラスまたはプラスチックまたは他のチャンバ、容器、ま
たはキュベットに単純に挿入され得、次いで、サンプル流体が、デバイスにわたって拡散
する液滴、または、一方の端部から他方の端部への表面にわたるサンプルの流れのいずれ
かとして、表面に加えられる。標的実体の大部分またはすべてがマイクロウェルに入るま
で、磁石構成要素をデバイスの下で動かすことによって、標的実体を誘導するために、磁
石構成要素を使用することができる。その後、磁石構成要素を装置の底部またはその十分
近くに固定して、他のアッセイステップ、例えば、洗浄ステップ、標識化ステップ、イン
キュベーションステップ、または分析ステップがマイクロウェルアッセイデバイス上で実
行されている間に、標的実体がマイクロウェル内に残ることを保証することができる。代
替的に、これは、細胞アレイの近傍に配置された１つまたは複数の電磁石を使用すること
によって達成することができる。そのような実施態様では、電磁石は静止することができ
、それらの磁場は制御され、および／またはオンもしくはオフにされ得る。電磁石を連続
的にオンおよびオフにすることによって、物理的に磁石を動かすことなく、磁性化標的実
体（例えば、粒子または細胞）の運動を引き起こすために、「移動する」磁力を発生させ
ることができる。
【００４５】
　マイクロウェルアレイデバイスは、例えば、同じデバイス上の個々の細胞および細胞の
クラスタを別個に捕捉および分離するために、または同じデバイス上の異なるサイズの細
胞を別個に捕捉および分離するために使用することができる。
【００４６】
　本明細書に記載されたマイクロウェルアレイデバイス（マイクロウェルチップ）および
マイクロ流体細胞分析システムは、印加される磁力の大きさ、マイクロウェルチップの表
面上に配置されるマイクロウェルの大きさ、および、例えばマイクロウェルチップの表面
を囲むマイクロ流体チャンバを通じてマイクロウェルチップの表面上を流れる液体の流量
に基づいて、様々なサイズの標的実体の捕捉効率を高めることを可能にする。マイクロウ
ェルチップの表面上に配置されたマイクロウェルのアレイは、アレイ毎にサイズ（例えば
、直径、断面積、深さ、形状、および／または総容積）が変化するため、マイクロウェル
チップは、流体サンプル中に存在し得る個々の細胞、例えば異なるサイズの細胞と、細胞
クラスタの両方を捕捉するために使用することができる。さらに、磁力は、マイクロ流体
チャンバを流れる流体の流量および体積度とは無関係であるように、かつ、重力とは無関
係であるように印加することができ、以て、細胞沈降は、細胞をマイクロウェルチップの
マイクロウェル内で捕捉するために必要ない。これにより、マイクロ流体チャンバへのサ
ンプル注入後の洗浄ステップの必要性がなくなり、標的細胞を失う尤度が減り、試験速度
が向上する。
【００４７】
　本明細書に記載されている場合、流体サンプル内の「標的実体」または「標的粒子」は
、本質的に磁性、常磁性、もしくは超常磁性のいずれかであるか、または、例えば、本明
細書において説明されているように、種々の技法を用いて少なくとも一時的に磁性化され
る（例えば磁性、常磁性または超常磁性になされる）かのいずれかである。標的実体また
は粒子は、細胞（例えば、ヒトまたは動物の血液細胞、哺乳類細胞（例えば、母体血液サ
ンプル中のヒトまたは動物の胎児細胞、ヒトまたは動物腫瘍細胞、例えば循環腫瘍細胞（
ＣＴＣ）、上皮細胞、幹細胞、Ｂ細胞、Ｔ細胞、樹枝状細胞、顆粒球、自然リンパ球系細
胞、老化細胞（および特発性肺線維症に関連する他の細胞）、巨核球、単球／マクロファ
ージ、骨髄由来のサプレッサー細胞、ナチュラルキラー細胞、血小板、赤血球、胸腺細胞
、神経系細胞）、細菌性細胞（例えば、肺炎連鎖球菌、大腸菌、サルモネラ菌、リステリ
ア菌、およびメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）を含む敗血症をもたらす細菌な
どの他の細菌）であってもよい。
【００４８】
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　標的実体または粒子はまた、植物細胞（例えば、花粉粒、葉、花および野菜の細胞、柔
組織細胞、厚角組織細胞、木部細胞および植物表皮細胞）または様々な生体分子（例えば
、ＤＮＡ、ＲＮＡまたはペプチド）、タンパク質（例えば、抗原および抗体）、または環
境中の汚染物質（例えば、下水、類鼻疽菌、小形クリプトスポリジウム、ランブル鞭毛虫
および寄生虫）または産業サンプル（例えば、洗剤、消毒副生成物、殺虫剤、除草剤、揮
発性有機物化合物、石油およびその副生成物、塩素化溶剤を含む溶剤および薬物）であっ
てもよい。細胞である標的実体は、１００ナノメートルから１ミクロンの間の最小直径を
有し、最大約２０，３０または４０ミクロン以上に及ぶことができる。標的実体のクラス
タは、より大きく、１００μｍまたは１ｍｍまでのサイズ（例えば、２５０，５００、ま
たは７５０μｍ）の範囲であり得る。本開示は、細胞または細胞クラスタの捕捉に関連し
て記載されるが、本明細書に記載のシステムおよび方法は、液体サンプルから他のタイプ
の標的実体または粒子を捕捉または分離することもできる。例えば、標的実体は、エキソ
ソームまたは３０ナノメートル以下であり得るサイズの他の細胞外小胞であり得る。
【００４９】
　他に定義されない限り、本明細書で使用されるすべての技術用語および科学用語は、本
発明が属する技術分野の当業者によって一般的に理解されるものと同じ意味を有する。本
明細書に記載されているものと類似または同等の方法および材料を本発明の実施または試
験に使用することができるが、適切な方法および材料を以下に記載する。本明細書で言及
されるすべての刊行物、特許出願、特許および他の文献は、その全体が参照により本明細
書に組み込まれる。矛盾する場合、定義を含め、本明細書が優先する。さらに、材料、方
法、および実施例は例示的なものに過ぎず、限定することを意図するものではない。
【００５０】
　１つまたは複数の実施態様の詳細が、添付の図面および以下の説明に記載されている。
他の潜在的な特徴および利点は、本明細書、図面、および特許請求の範囲から明らかにな
るであろう。
【図面の簡単な説明】
【００５１】
【図１Ａ】細胞分析システムの一実施例の上面ビューを示す概略図である。
【図１Ｂ】本明細書に記載のシステムで使用するマイクロウェルチップの一実施例の上面
ビューの概略図である。
【図１Ｃ】マイクロウェル形状の実施例を示す断面図である。
【図２Ａ】チャンバの下壁または底壁の一部として形成されたマイクロウェルチップを含
むマイクロ流体チャンバ内の磁気誘導細胞捕捉の一実施例を示す概略図である。
【図２Ｂ】異なるマイクロウェルアレイの一実施例を示す概略図である。
【図２Ｃ】異なるマイクロウェルアレイの一実施例を示す概略図である。
【図２Ｄ】異なるマイクロウェルアレイの一実施例を示す概略図である。
【図２Ｅ】細胞クラスタの個々の細胞を異なるマイクロウェルに分離するために使用する
ことができる磁気誘導細胞捕捉システムの一実施例を示す断面側面図である。
【図２Ｆ】磁性または磁性化標的実体を分解および／または分離する技法の一実施例の概
略図である。
【図２Ｇ】円形基板および２つの同心円のマイクロウェルアレイを有するマイクロウェル
デバイスの一実施例の概略図である。
【図３Ａ】マイクロ流体チャンバをともに形成する取り外し可能な表面を有するマイクロ
ウェルチップの実施例を示す側断面図である。
【図３Ｂ】独立型マイクロウェルチップを形成する取り外し可能な表面を有するマイクロ
ウェルチップの実施例を示す側断面図である。
【図３Ｃ】マイクロウェル内に捕捉される標的実体へのアクセスを可能にする細胞捕捉シ
ステムの一実施例を示す概略図であり、取り外し可能な部分を有するマイクロウェルチッ
プの一実施例を示す断面図である。
【図３Ｄ】マイクロウェル内に捕捉される標的実体へのアクセスを可能にする細胞捕捉シ
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ステムの一実施例を示す概略図であり、マイクロウェルへのアクセスを可能にするための
取り外し可能なポリマーフィルムを有するマイクロウェルチップを有するシステムの一実
施例を示す概略図である。
【図４Ａ】本明細書に記載のマイクロウェルチップおよびマイクロ流体チャンバとともに
使用するための２つの異なる細胞抽出モジュールのうちの１つの一実施例を示す断面図で
ある。
【図４Ｂ】本明細書に記載のマイクロウェルチップおよびマイクロ流体チャンバとともに
使用するための２つの異なる細胞抽出モジュールのうちの１つの一実施例を示す断面図で
ある。
【図４Ｃ】２つのマイクロウェルチップ間の標的実体の移送動作の一実施例を示す断面図
である。
【図５】単一細胞抽出デバイスおよび技法の一実施例を示す概略側断面図である。
【図６】本明細書に記載の細胞分析システムを用いて細胞を捕捉するプロセスの一実施例
のフローチャートである。
【図７Ａ】微細加工マイクロウェルを有するシリコン基板を含む細胞捕捉デバイス上で行
われた実験の結果を示す光学顕微鏡写真の図である。
【図７Ｂ】微細加工マイクロウェルを有するシリコン基板を含む細胞捕捉デバイス上で行
われた実験の結果を示す蛍光顕微鏡写真の図である。
【図８】マイクロウェルチップ内に位置する細胞がピペットによって抽出される実験の結
果を示す写真の図である。
【図９Ａ】マイクロウェルを用いた場合と用いない場合の細胞抽出を比較する実験の結果
を示す写真のうち、マイクロウェルを用いない場合の図である。
【図９Ｂ】マイクロウェルを用いた場合と用いない場合の細胞抽出を比較する実験の結果
を示す写真のうち、マイクロウェルを用いない場合の図である。
【図９Ｃ】マイクロウェルを用いた場合と用いない場合の細胞抽出を比較する実験の結果
を示す写真のうち、マイクロウェルを用いる場合の図である。
【図９Ｄ】マイクロウェルを用いた場合と用いない場合の細胞抽出を比較する実験の結果
を示す写真のうち、マイクロウェルを用いる場合の図である。
【図１０Ａ】マイクロウェルチップの表面上の標的実体のクラスタを分解および／または
分離するためのリング状磁石の使用を調べた実験の結果を示す写真の図である。
【図１０Ｂ】マイクロウェルチップの表面上の標的実体のクラスタを分解および／または
分離するためのリング状磁石の使用を調べた実験の結果を示す写真の図である。
【図１０Ｃ】マイクロウェルチップの表面上の標的実体のクラスタを分解および／または
分離するためのリング状磁石の使用を調べた実験の結果を示す写真の図である。
【発明を実施するための形態】
【００５２】
　図面において、同様の参照番号は、全体を通して対応する部分を表す。
　詳細な説明
　一般に、本開示は、例えば、マイクロウェルチップを包囲するか、または、マイクロウ
ェルパターン化表面が底壁内に形成されているマイクロ流体チャンバを通じて、マイクロ
ウェルチップにわたって流れる流体サンプル中に懸濁されている、例えば、異なるサイズ
の細胞などの個々の粒子と細胞クラスタのような粒子のクラスタの両方を捕捉および分離
することができる細胞分析システムおよび方法を記載している。チャンバの底面は、床の
一部またはマイクロウェル構成を有する別個のマイクロウェルチップを含み、マイクルウ
ェル構成は、例えば、マイクロウェルのすべてがほぼ同じサイズであるマイクロウェルの
単一アレイ、または、例えば、より小さいマイクロウェルのアレイが、個々の細胞、例え
ばより小さい細胞を捕捉するためにマイクロ流体チャンバの入口ポートのより近くに配置
され、より大きいマイクロウェルを有するアレイが、より大きい細胞または細胞クラスタ
を捕捉するために入口から遠くに（かつ出口ポートのより近くに）配置される２つ以上の
アレイである。マイクロウェルは、複数のアレイを成して構成することができ、例えば、
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各アレイのマイクロウェルは同じサイズまたはほぼ同じサイズである（例えば、１つのア
レイ内のすべてのマイクロウェルは、アレイ内のマイクロウェルの選択されたサイズ±５
％であるサイズ、例えば、直径、または断面積、または深さ、または形状、および／また
は総容積を有する）が、異なるアレイ内のマイクロウェルのサイズ（例えば、直径、また
は断面積、または深さ、または形状、および／または総容積）は、第１のアレイにおける
サイズと異なる（例えば、少なくとも１０，２０，３０，４０、もしくは５０パーセント
だけ、例えば、少なくとも７５，１００，１２５，１５０，２００，５００，７５０、ま
たはさらには１０００％だけ）。例えば、第３のアレイのウェルは第２のアレイのウェル
よりも同じ割合だけ大きくすることができる。同様に、各アレイのウェルは先行するアレ
イのウェルよりも上記と同じ割合だけ大きくすることができる。
【００５３】
　いくつかの用途では、すべてのアレイのすべてのウェルの深さを同じに保ち、直径を変
更するだけで十分であるが、最大３次元においてより大きい実体およびクラスタを考慮に
入れるために、後続のアレイのウェルの深さおよびその直径を増大させる必要がある場合
もある。一実施態様では、各アレイによって占有される面積は、類似していても同じであ
ってもよい。他の実施態様では、アレイによって占有される領域は、（例えば、２５，５
０、または１００％だけ）互いに異なってもよい。例えば、第１のアレイは、すべてのア
レイによってカバーされる全面積の５０％から７５％を占有することができる。この実施
態様は、マイクロウェルチップ表面にわたる流体流の存在下で、すべての標的実体が最初
に第１のアレイ上に着地することを保証するのを助け、小さい標的実体が下流の他のアレ
イに到達する可能性を最小限に抑えるのを助けることができる。
【００５４】
　いくつかの実施態様では、マイクロウェルは、列状アレイを成して配置することができ
、マイクロウェルは、一方の端部から他方の端部へと、例えば、マイクロウェルチップが
チャンバ内に配置されるかまたはチャンバの一部である場合は、マイクロ流体チャンバの
入口から出口へと、マイクロウェルチップの中心軸に垂直な列（例えば、各アレイはマイ
クロウェルの列である）を成して配列される。入口に最も近い列内のマイクロウェルは、
最小のサイズ、例えば、直径、断面積、深さ、形状、および／または総容積を有すること
ができ、出口に最も近い列内のマイクロウェルは、最大のサイズ、例えば、直径を有する
。すべての実施態様において、１つの、いくつかの、またはすべてのアレイ（例えば、列
）内のすべてのマイクロウェルの深さは同じであっても異なっていてもよいが、各マイク
ロウェルは、液体がマイクロウェルの上部にわたって流れているとき、または磁石が標的
実体の後続のウェル内に導くために例えば水平方向に移動されるときであっても、細胞ま
たは細胞クラスタを包囲して「閉じ込め」、マイクロウェル内に細胞を保持するように、
十分に深くなければならない。
【００５５】
　いくつかの実施態様では、１つの列内のすべてのマイクロウェルの直径および深さは同
じかまたはほぼ同じである。マイクロウェルからの標的実体の抽出が意図される場合を除
いて、標的実体がマイクロウェルに捕捉されると、それらのすべてが液体流および／また
は磁石の運動、例えば、水平運動の影響下でさえもマイクロウェル内に残ることが一般的
に望ましい。いくつかの実施態様では、標的実体（例えば細胞）の１００％をマイクロウ
ェルに保持する必要があり得るが、他の実施態様では、残りがマイクロウェルから意図せ
ず抽出される場合であっても、マイクロウェル内の標的実体の９０％、８０％、５０％ま
たは１０％もしくはさらにはたった１％または単一の標的実体を保持すれば十分な場合が
ある。
【００５６】
　特定の実施例では、複数の細胞が意図せず互いに重なり合うことを防止するために、マ
イクロウェルの深さを制限することができる。これらの実施態様では、マイクロウェルの
深さは、第２の細胞の積み重ねを防止するのを助けるために、細胞の公称直径よりわずか
に大きくすることができる。代替的に、マイクロウェルの深さは、細胞が依然としてマイ
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クロウェルから時期尚早に移動することが防止または阻害されている限り、細胞の公称の
直径よりわずかに小さくすることができる。この実施態様では、細胞の一部分がマイクロ
ウェルを取り囲む表面の上に突出することができる。代替的に、この実施態様は、垂直下
向きの力が加えられるのを受けて垂直方向に圧縮し、最終的に細胞の高さをその公称直径
よりも小さくする、細胞の柔軟性を利用することもできる。この場合、細胞はマイクロウ
ェル内部に完全に残ることができる。
【００５７】
　一実施態様では、マイクロウェル直径は同じであるがより深い第２のマイクロウェルチ
ップを、マイクロウェルチップ１１０のすべての入口を整列させるようにマイクロウェル
チップ１１０の上に配置することができ、以て、外部磁力が、マイクロウェルチップ１１
０のマイクロウェルから細胞を抽出し、それらを二次チップのマイクロウェルに移動させ
ることができる。この実施態様は、細胞が位置するマイクロウェルの深さを効果的に変化
させる。
【００５８】
　いくつかの実施態様では、第２のマイクロウェルチップは、第１のマイクロウェルチッ
プのものとは異なる直径を有するマイクロウェルを有することができる。
【００５９】
　システムはまた、非特異的細胞の偽陽性検出を回避するために洗浄ステップを使用する
必要なく、関心のある磁性、常磁性、または超常磁性細胞の動きを方向付けるために、流
れに依存しない可変引力を加えることも可能である。例えば、加えられる流れに依存しな
い引力の大きさは、細胞の沈降速度を増加または減少させるように操作することができ、
印加される磁場の方向は、プレート表面の２つの次元に沿った磁気的に誘導される細胞の
運動を引き起こすように調整することができる。これに関して、プレートのマイクロウェ
ル構成および可変磁場の印加は、高い正確度および一貫性をもって磁性化細胞および細胞
クラスタを効率的に捕捉するために使用され得る。
【００６０】
　システムの概要
　図１Ａは、分析される磁性または磁性化細胞を有する流体サンプルを供給するために使
用される流体制御デバイス１２０と、流体サンプル中に懸濁された磁性または磁性化細胞
を捕捉するために使用されるマイクロウェルチップ１１０と、磁性または磁性化細胞を引
き付ける引力を発生させるために使用される、一般にチップの下に位置する磁石１３０と
、細胞に関連する特性を検出するために使用される分析デバイス１４０とを一般的に含む
細胞分析システム１００の一実施例を示す。
【００６１】
　本明細書に記載のシステムおよび方法で使用するための、本明細書に記載されるものと
しての「磁性ビーズ」は、任意の形状を有することができる磁性、常磁性または超常磁性
粒子であり得、球形に限定されない。このような磁性ビーズは、市販されているか、また
は本明細書に記載の方法およびシステムでの使用のために特別に設計することができる。
例えば、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（登録商標）は、磁性または超常磁性であり、様々な直径（
１．０５μｍ、２．８μｍおよび４．５μｍ）で提供されている。Ｓｉｇｍａは常磁性ビ
ーズ（１μｍ、３μｍ、５μｍ、１０μｍ）を提供している。Ｐｉｅｒｃｅは例えば１μ
ｍの超常磁性ビーズを提供している。Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｍａｇｎａ
Ｂｉｎｄ（登録商標）ビーズは超常磁性であり、さまざまな直径（１μｍ～４μｍ）で提
供されている。Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂは磁性ビーズおよび常磁性ビーズを販売している（０
．３６，０．４，０．７８，０．８，０．８７，０．８８，０．９，２．９，３．２８，
５．８，および７．９μｍ）。Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　ＭａｇＣｅｌｌｅｃｔ（登録商
標）　Ｆｅｒｒｏｆｌｕｉｄは、超常磁性ナノ粒子（直径１５０ナノメートル）を含んで
いる。Ｂｉｏｃｌｏｎｅは磁性ビーズ（１μｍおよび５μｍ）を販売している。さらに、
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒは、（Ｃｈｅｍａｇｅｎ）超常磁性ビーズ（例えば、０．５～１
μｍおよび１～３μｍ）を提供している。磁性ビーズは、サイズが、例えば、１０ナノメ
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ートルから１００マイクロメートル、例えば、５０，１００，２５０，５００もしくは７
５０ナノメートルまたは１，５，１０，２５，５０、もしくは７５マイクロメートルに及
び得る粒子である。
【００６２】
　細胞が、実質的に水平な流体流および下向きの磁力の影響を受けて流体チャンバ内を移
動している場合、その表面との接触は、流体抗力と磁場に依存する下向きの磁力との間の
バランス、ならびに、細胞表面上のビーズの特性および数に依存する。流体抗力は、平均
流速に依存し、これは式Ｑ＝Ｖ＊Ａによって表される。式中、Ｑは流速であり、Ｖは平均
流体速度であり、Ａはフローチャンバの断面積である。
【００６３】
　研究者らは、腫瘍細胞、例えば循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）が少なくとも７つの超常磁性ビ
ーズ（例えばＳｉｇｍａ製の平均直径１μｍ）に結合した場合、細胞は、平均流体速度が
４．４ｍｍ／秒程度（すなわち、約７．６ｍｍ２の断面積で２ｍｌ／分の流速）である場
合に、９０％の確率で固体表面に行き当たることを実証している。Ｌａｂ　Ｃｈｉｐ，２
０１５，１５，１６７７－１６８８を参照されたい。この研究では、チップの表面の約６
５０マイクロメートル下に配置された、磁石の表面近傍に０．４～１．５Ｔの磁束密度お
よび１６０～３２０Ｔ／ｍの勾配を有するネオジム永久磁石（Ｋ＆Ｊ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｓ、グレードＮ５２）を使用した。これらの条件下では、たとえ単一の磁性ビーズを有す
る細胞であっても、確率は低いがチップ表面に引き付けることができる。
【００６４】
　いくつかの実施態様では、細胞を捕捉する確率を最大にするために流量および速度を大
幅に低減することができる。より高い流量（ｍｌ／分）は、より高い速度（ｍｍ／分）を
もたらし、細胞が表面から逃げる危険性をもたらす可能性がある。代替的に、平均速度が
増加しないように、より大きい流量をより大きい断面積で依然として使用することができ
る。これらの実施態様では、「断面積」は、流体流に垂直な流体チャンバの断面積を指す
。代替的に、より高い磁化率（例えば、より高い酸化鉄含有量）を有するより強い磁石ま
たはビーズを使用することもできる。いくつかの他の変形例では、より高い親和性の抗体
をビーズ表面に結合させることができる。これにより、細胞の表面に結合するビーズの数
が増加し、その結果全体的な磁力が大きくなる。
【００６５】
　いくつかの実施態様では、マイクロウェル内に捕捉された細胞をマイクロウェルチップ
の表面から逃がすことなく、流体流量および速度を増加させることもできる。例えば、一
実施態様では、容積流量および断面積は、０．０１ｍｍ／秒から５０ｍｍ／秒に及ぶ、例
えば０．１，０．５，１．０，２．５，５．０，７．５，１０．０，１２．５，１５，２
０，２５，３０，３５，４０，または４５ｍｍ／秒の平均流速を可能にするように構成さ
れる。
【００６６】
　ほとんどの磁性ビーズは、典型的には、ポリマーシェルを有する酸化鉄芯を中心に有す
る。ビーズはまた、容易に官能化され得る表面、例えば、ストレプトアビジン、ビオチン
、デキストラン、カルボキシル、ＮＨＳ、またはアミンの表面コーティングでプレコート
され得る。
【００６７】
　様々な実施において、磁性ビーズは、流体サンプル中の標的細胞の表面上に発現される
特異性抗原に結合または連結される。これらの実施態様では、磁性ビーズは、例えば、限
定ではないが、ＥｐＣＡＭ、ＥＧＦＲ、ビメンチン、ＨＥＲ２、プロゲステロン受容体、
エストロゲン受容体、ＰＳＭＡ、ＣＥＡ、葉酸受容体に対する抗体を含む適切なモノクロ
ーナルまたはポリクローナル抗体などの、１つまたは複数の異なるタイプの結合部分、ま
たは、アプタマーなどの他の結合部分、または特定の標的実体に結合することができる短
鎖ペプチドを含めるための、任意の１つまたは複数の方法、例えば、新規な、従来の、ま
たは市販の方法において官能化される。
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【００６８】
　特定の実施例または官能化技法では、低分子量リガンド（例えば、前立腺癌細胞に対す
る２－［３－（１，３－ジカルボキシプロピル）－ウレイド］ペンタン二酸（「ＤＵＰＡ
」）、および、卵巣癌細胞、または、肺癌、結腸癌、腎臓癌および乳癌を含む、その表面
上に葉酸受容体を過剰発現する他の癌細胞のための葉酸、）を使用して、特定の細胞への
結合を促進する。具体的には、低分子量リガンド（例えば、ＤＵＰＡおよび葉酸）は、ビ
ーズへの非特異的結合を抑制するために、低分子量リガンドと官能基との間にリンカー基
を用いて、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）鎖を用いて、官能基（使用する磁
性ビーズ上の官能基に応じてアミノ、ｎ－ヒドロキシスクシンアミド（ＮＨＳ）またはビ
オチン）に結合させることができる。
【００６９】
　他の事例では、磁性粒子は、流体サンプルを磁性粒子の小滴、磁性粒子の流体流に暴露
することによって、またはマイクロウェルチップへの磁性泳動流の使用によって、標的細
胞によって内在化される。例えば、標的細胞は、磁性粒子、常磁性または超常磁性粒子、
典型的には約１ｎｍ～１マイクロメートルのサイズを有するナノ粒子を含む流体中で、細
胞が磁性粒子を内在化するのに十分な条件および時間でインキュベートすることができる
。一実施態様では、磁性粒子のサイズは、粒子が細胞によって内在化され得るように、細
胞のサイズよりも十分に小さい限り、数マイクロメートルである。一実施態様では、細胞
は、５マイクロメートル～２０マイクロメートルに及ぶサイズを有する血液細胞または腫
瘍細胞である。
【００７０】
　マイクロウェルチップ１１０は、流体サンプルが入口ポートと出口ポートとの間を流れ
るマイクロ流体チャンバを形成する複数の表面を含むことができる。マイクロ流体チャン
バの底面は、流体サンプル中に懸濁されている個々の細胞または細胞クラスタを捕捉する
ように設計されたマイクロウェル（本明細書では「ウェル」とも呼ばれる）のアレイを含
むプレートを含むかまたは含有する。マイクロウェルの寸法（例えば、直径、深さ、形状
など）およびマイクロウェルアレイパターンは、マイクロウェルチップ１１０を用いて捕
捉される標的実体、例えば、標的細胞に基づいて変化させることができる。いくつかの例
では、マイクロウェルチップ１１０は、各アレイ（またはアレイ群）内のすべてのマイク
ロウェルが同じ寸法を有する複数のマイクロウェルアレイを備えた構成を含むこともでき
るが、異なるアレイ（またはアレイ群）のマイクロウェルの寸法は、チャンバを通る単一
のサンプル中の個々の細胞および細胞クラスタを同時に捕捉するために異なる。
【００７１】
　代替的な実施態様では、マイクロウェルチップ１１０は、流体チャンバまたは任意の入
口ポートおよび出口ポート、または流体制御デバイスなしで機能する。この実施態様では
、磁性化細胞を含むサンプル流体は、ピペット操作などの従来の方法を使用して、マイク
ロウェルチップ１１０の上面に液滴の形態で曝される。例えば、マイクロウェルチップ１
１０を収容するようにキュベットタイプの流体チャンバ（上部が開いている）を構成する
ことができる。このキュベットにはピペットまたは注入口および出口配管によって直接的
に、上から直接アクセスすることができる。代替的に、キュベットは、流体入口および流
体出口を有するように構成することもできる。
【００７２】
　流体制御デバイス１２０は、サンプル流体を流体回路に導入するために使用される任意
のタイプの流体送達デバイスとすることができる。例えば、流体制御デバイス１２０は、
蠕動ポンプ、シリンジポンプ、流量計を備えた圧力コントローラ、またはマトリックスバ
ルブを備えた圧力コントローラのいずれかとすることができる。流体制御デバイス１２０
は、サンプル流体をマイクロウェルチップ１１０のマイクロ流体チャンバに導入するため
にマイクロウェルチップ１１０の入口ポートに取り付けられる配管に対して構成すること
ができる。いくつかの事例では、流体制御デバイス１２０は、所定のプログラムに従って
マイクロ流体チャンバに導入されるサンプル流体の流量を調整することもできる。この所



(18) JP 6965272 B2 2021.11.10

10

20

30

40

50

定のプログラムは、特定の速度で特定の期間にわたって、細胞を含有するサンプル流体を
流し、次に細胞ならびに細胞に結合または相互作用させるための特定の分子および酵素を
染色する特定の色素を導入することを含む特定のシーケンスに基づくことができる。
【００７３】
　流体制御デバイス１２０は、マイクロウェルチップ１１０に関連する流体回路の異なる
位置に配置することができる。いくつかの実施態様では、流体制御デバイス１２０は、マ
イクロウェルチップ１１０の上流に（例えば、流体回路内のマイクロウェルチップ１１０
の入口ポートの前に）配置される。そのような実施態様では、流体制御デバイス１２０は
、ある容積の流体をサンプルチャンバ（例えば、キュベット）からマイクロウェルチップ
１１０を含むチャンバに「押し込む」力を発揮するために使用することができる。他の実
施態様では、流体制御デバイス１２０は、マイクロウェルチップ１１０の下流に（例えば
、流体回路内のマイクロウェルチップ１１０の出口ポートの後ろに）配置することができ
る。そのような実施態様では、流体制御デバイス１２０は代わりに、流体をサンプル容器
からマイクロウェルチップ１１０を含むチャンバ内に「引き込む」、例えば吸引力などの
力を加えるために使用されてもよい。下流または上流構成のいずれかで流体制御デバイス
１２０によって使用される流速は、例えば、０～１００ｍＬ／分または０．１～３ｍＬ／
分、例えば、１０，２０，３０，４０，５０，６０，７０，８０または９０ｍＬ／分、ま
たは０．２５，０．５，０．７５，１．０，１．５，２．０，２．５または３．０ｍＬ／
分に及ぶことができる。
【００７４】
　磁石１３０は一般にチップ１００の下に位置し、標的実体をマイクロウェルチップ１１
０の表面内のマイクロウェルの入口に向かって引き込むのに十分な磁力を発揮し、標的実
体がマイクロウェルの入り口を通過したことを受けてマイクロウェル内に標的実体を保持
するために、標的実体に連結された磁性ビーズに対して較正される。磁力はまた、標的実
体を、マイクロウェルチップ１１０の表面に平行な流路内に引き込む傾向があるマイクロ
流体チャンバを通る流体流から引き出すために十分に強い。一実施例として、磁石１３０
は、０．４Ｔ～２Ｔの測定表面磁束密度および１００～４００Ｔ／ｍの計算された勾配（
正確な測定位置に依存する）を有するＮｄＦｅＢ立方体磁石（約５×５×５ｍｍ）であっ
てもよい。他の例では、これに限定されるものではないが、様々な材料で作られたより大
きいまたはより小さい永久磁石、および市販されているか、または、標準的なもしくは微
細加工手順を用いて製造され、時変磁場を生成することが可能な電磁石を含む他の磁石使
用することもできる。磁束密度および勾配は、それぞれ０．０１～１０Ｔ／ｍ、１０～１
００Ｔ／ｍ、１００～１００Ｔ／ｍおよび１～１０００Ｔ／ｍの範囲であり得る。
【００７５】
　磁石１３０は、特定の用途に基づいて異なる形状および寸法を有することができる。例
えば、磁石１３０の形状は、立方体形状、直方体柱状形状、リング形状、円形または楕円
形状、またはそれらの組み合わせであり得るが、これらに限定されない。さらに、複数の
磁石を使用することができる。磁石１３０のサイズは、その最小寸法が０．１～３０ｃｍ
になり得るように変化させることができる。いくつかの実施態様では、磁石１３０は、磁
性粒子または磁性化標的実体の凝集体の分散を引き起こしおよび／または助けるために使
用されるリング状磁石である。例えば、磁石１３０の周囲に向かって個々の標的実体を分
散させるのを助けるために、標的実体の凝集体の周りにリング状磁石を配置することがで
きる。
【００７６】
　磁石１３０は、マイクロウェルチップ１１０を含むハウジングの下半分に形成されたキ
ャビティ内に収容することができ、または、キャビティを必要とせずにハウジングの外面
に取り付けることができる。磁石１３０は、マイクロウェルチップ１１０の表面に向かっ
て標的実体を引き付け、制御された様式でチャンバの表面上の細胞の移動を調整するよう
に配向または位置決めされていることを条件として、マイクロウェルチップ１１０の外側
に対して固定または支持され得る。例えば、磁石１３０は、マイクロウェルチップ１１０
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の下での磁石１３０の移動によって画定される経路に沿って表面上の細胞を誘導するため
に使用され得る。他の実施態様では、１つまたは複数の磁石は、例えばカートリッジまた
はキュベットの形態の本明細書に記載されているようなマイクロ流体デバイスが挿入され
得るシステム内の収容チャンバ内に固定され得る。そのようなシステムはまた、必要なポ
ンプ、コントローラ（例えば、コンピュータまたはマイクロプロセッサ）、流体導管、流
体がマイクロ流体デバイスを通過するためのリザーバ、ならびに本明細書に記載の分析シ
ステムおよび機器を含むこともできる。
【００７７】
　磁石８４の動きは、モータによって手動で達成することができ、および／または、磁石
の特定の掃引パターンを選択できるコントローラが設けられてもよい。磁石１３０は、必
要に応じて活性化または不活性化することができる電磁石とすることができる。さらに、
電磁石は、磁性ビーズおよびリガンド結合実体の移動を制御する技法の一部として極性を
反転させるように構成することができる。さらに、磁石１３０の向きを変更して、加えら
れる引力の大きさおよび方向を選択的に制御することができる。
【００７８】
　いくつかの実施態様では、時間および空間に関して変化する磁場を生成するために、例
えば電磁石などの複数の磁石を、例えば縦列にまたは順次に使用および制御することがで
きる。例えば、マイクロウェルチップ１１０の近傍（例えば下方）に位置する２つ以上の
電磁石を、磁性実体をマイクロウェルチップ１１０の表面に沿って移動させるために使用
される、移動する磁力を発生させるように制御することができる。
【００７９】
　磁石１３０によって加えられる引力の大きさは、細胞に付着した粒子の磁性特性、磁石
１３０の強度、および／またはマイクロウェルチップ１１０に対する磁石１３０の配置に
基づいて調整することができる。例えば、磁石１３０は、マイクロウェルチップ１１０か
らの磁石の距離を変化させることができ、それによって、マイクロ流体チャンバ内の標的
実体に印加される磁力を変化させることができるように、外部ボディと関連付けることが
できる。次いで、印加される磁力は、特定のタイプの標的実体または使用される特定のタ
イプの官能化磁性ビーズに対して較正することができる。さらに、磁石１３０は、システ
ム１００のためのプロトコルに従って完全に磁力を除去するように移動させることができ
る。磁力の除去を使用して、捕捉された標的実体のマイクロウェル内での除去を容易にし
、以て、標的実体を別個の収集容器へと輸送または流すことができる。一実施態様では、
磁石１３０または別の磁石をチップの上に配置して、マイクロウェルから細胞を抽出する
のを助けることができる。次に、上部に配置された磁石１３０は、マイクロウェルアレイ
内の細胞の連続抽出のために横方向に移動させることができる。
【００８０】
　いくつかの実施態様では、磁石１３０は、マイクロウェルチップ１１０の一部を覆うよ
うにマイクロウェルチップ１１０の下に配置された電磁石のアレイを含む。次いで、アレ
イ内の１つまたは複数の電磁石は、マイクロウェルチップ１１０の表面に沿った指定され
る経路に沿う細胞の動きを引き起こすための引力を加えるために、特定の順序で選択的に
電力供給され得る。
【００８１】
　分析デバイス１４０は、光学的技法を用いて、チャンバ表面のマイクロウェル内に捕捉
された細胞を分析するように構成することができる。例えば、分析デバイス１４０は、他
の既知の技法の中でも、蛍光、明視野、暗視野、ノマルスキ、質量分光法、ラマン分光法
、表面プラズモン共鳴に基づく様々な顕微鏡技法を使用するように構成することができる
。
【００８２】
　分析デバイス１４０は、ＣＣＤカメラおよびコンピュータ化画像取得・分析システムを
含むことができる。ＣＣＤカメラは、マイクロウェルチップ１１０内のすべてのマイクロ
ウェルから画像を取得するように、マイクロウェルチップ１１０の全領域のサイズをカバ
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ーするのに十分に大きくすることができる。代替的に、ＣＣＤカメラは、１つのマイクロ
ウェルまたはマイクロウェルのグループのみを含むより小さい視野を分析することができ
る。そのような実施態様では、ＣＣＤカメラまたはチップ１００は、手作業で、または並
進ステージもしくは他のコンピュータ制御モダリティを使用して、ＣＣＤカメラを他のマ
イクロウェルと順次整列させ、それらの画像を取得するように動かすことができる。
【００８３】
　分析デバイス１４０は、マイクロウェルチップ１１０を使用する様々な態様の細胞捕捉
プロセスを分析するために使用することができる。例えば、分析デバイス１４０を使用し
て、マイクロウェルチップ１１０のマイクロウェルから抽出された細胞を分析することが
できる。代替的に、分析デバイス１４０は、細胞抽出の前に、マイクロウェルチップ１１
０のマイクロウェル内の細胞捕捉を視覚化および／または確認するために、付加的または
代替的に使用することができる。
【００８４】
　細胞分析システム１００は、任意選択的に、コントローラ１５０を含むことができる。
コントローラ１５０は、本明細書に記載された方法の様々なステップ、例えばサンプル流
体注入、細胞捕捉、捕捉された細胞の抽出、および／または捕捉された細胞の分析のため
に、マイクロウェルチップ１１０で実行される動作を自動化するために使用され得る。一
実施例では、コントローラ１５０を使用して、各マイクロウェルの内容物の画像を記録す
るための分析デバイス１４０の視野に対する、または、捕捉された細胞の抽出のためのマ
イクロピペットに対する、マイクロウェルチップ１１０の位置を調整する並進ステージの
位置を調整することができる。別の実施例では、コントローラ１５０は、特定のタイプの
サンプル流体に対する細胞捕捉技法をカスタマイズするために、磁石１３０の位置および
生成される引力の大きさを調整するコンピュータ実装命令を生成することができる。
【００８５】
　コントローラ１５０は、特定の標的実体、認識要素、およびサンプルサイズに対する制
御されたフロープロトコルに従うように構成されたマイクロプロセッサであってもよい。
コントローラ１５０は、特定の１つまたは複数のサンプルに関連付けられた指標を読み取
り、特定のサンプルに関連付けられる所定のフロープロトコルを自動的にアップロードお
よび実行するためのリーダを組み込むことができる。コントローラ１５０はまた、標的実
体の捕捉を容易にし、未結合磁性ビーズをマイクロウェルのアレイに引き込むために、検
出サイクル中に磁場を変調することもできる。
【００８６】
　コントローラ１５０は、ユーザ制御操作を可能にするように構成することもできる。例
えば、ビーズをマイクロウェルチップ１１０の表面に引き付けることがもはや不可能にな
るまで、結合した標的細胞サンプルの流量を増加させることによって、特定の標的細胞と
磁性ビーズとの組み合わせに対する流量を決定することができる。システム１００の連続
的な動作は、流れのバイパスが必要であるか否か、または検出プロセスが完了したか否か
を判定するために、可視化窓を通して直接観察することができる。コントローラ１５０は
また、分析デバイス１４０がマイクロウェルチップ１１０の様々な区画で画像を走査して
取得することを可能にするようにマイクロウェルチップ１１０を移動させることもできる
。次いで、これらの画像を使用して、マイクロウェルチップ１１０の表面の全体または一
部の画像を再構成することができる。
【００８７】
　マイクロウェル配列
　図１Ａは、マイクロウェルチップ１１０内のマイクロウェルのアレイの一実施例を示す
。図示されているように、マイクロウェルチップ１１０は、マイクロウェルの３つの別個
のアレイ１１２，１１４、および１１６を含み、各アレイ内のマイクロウェルはすべて、
同じまたはほぼ同じサイズ、例えば直径、断面積、深さ、形状および／または総容積であ
るが、異なるアレイにおけるマイクロウェルのサイズ、例えば直径は異なる。例えば、マ
イクロウェルアレイ１１２内のマイクロウェル１０２ａは、個々の細胞または最小の標的
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実体を捕捉するために使用され、マイクロウェルアレイ１１４内のマイクロウェル１０２
ｂは、直径が幾分大きく、小さい細胞クラスタまたはより大きい単一の細胞を捕捉するた
めに使用することができ、マイクロウェルアレイ１１６内のマイクロウェル１０２ｃは最
大の直径を有し、大きい細胞クラスタまたはさらにはより大きい単一の細胞を捕捉するた
めに使用することができる。他の実施態様では、マイクロウェルチップは、マイクロウェ
ルのすべてがほぼ同じサイズを有する１つのみのアレイを有することができる。
【００８８】
　マイクロウェルチップ１１０の表面上のマイクロウェル１０２ａ、１０２ｂ、および１
０２ｃの入口のサイズは、単一の細胞または細胞クラスタのみがマイクロウェル内に捕捉
されるように構成することができる。マイクロウェル１０２ａ、１０２ｂ、および１０２
ｃはまた、マイクロウェル内で単一の細胞または細胞クラスタが捕捉されると、流体サン
プルがマイクロ流体チャンバを通じて入口ポートから出口ポートへと流れ続けても、また
は、磁石１３０によって印加される引力がない状態でもマイクロウェル内にとどまるよう
に十分な深さをも有する。
【００８９】
　一実施態様では、複数の細胞の積み重なりを防止するように、各マイクロウェルの深さ
が制限される。マイクロウェルの深さは、標的細胞の公称直径と、標的細胞の公称直径の
２倍未満との間であり得る。一実施例として、循環腫瘍細胞の直径は約１５マイクロメー
トルである。マイクロウェルの深さは、１５～３０マイクロメートルであり得る。別の実
施例として、細菌のサイズは約１マイクロメートルであり、マイクロウェルの深さは１～
２マイクロメートルであり得る。別の実施形態では、マイクロウェルの深さは、細胞がマ
イクロウェルの内側に入り、下向きの磁力の影響を受けるようになると、その厚さが減少
し得、一方でその幅は増加し得る可能性があると仮定して、細胞の公称直径に等しくする
ことができるか、またはさらには細胞の公称直径よりも５，１０，２０または５０％だけ
小さくすることができる。これらの場合、マイクロウェルの深さは、第１の細胞がすでに
マイクロウェル内にあるとき、第１の細胞の上で一致する別の第２の細胞がその一部をマ
イクロウェルの外側に露出させ、結果、第１の細胞が洗い流されるのを防止しながら、流
れまたは横方向の磁力によって洗い流されることができるように構成することができる。
１５マイクロメートルの循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）の例では、マイクロウェルの深さは１マ
イクロメートルから１５マイクロメートルの間であり得る。マイクロウェルの深さは、捕
捉／分離しようとする標的細胞または細胞クラスタの公称の大きさに応じて構成される必
要があり、したがって、実際のデバイスにおけるマイクロメートル単位のマイクロウェル
の特定の深さは、ここに記載されているものとは異なるものであり得ることが理解される
べきである。さらに、いくつかの実施態様では、マイクロウェルの深さは、アレイ毎にま
たは同じアレイ内で異なるように製造される。
【００９０】
　一実施態様では、磁力およびマイクロウェル間の間隔は、磁性化実体が凝集する可能性
、したがって複数の磁性実体が同じマイクロウェルに入る可能性を最小にするように調整
される。
【００９１】
　一実施態様では、マイクロウェルの寸法は、マイクロ流体チャンバを通る乱流の適用を
受けて、捕捉された細胞がマイクロウェルから放出され得るように構成される。例えば、
サンプル流体の流量、マイクロウェルの深さ、および磁石１３０によって印加される引力
の大きさは、マイクロウェル内に捕捉された細胞を、印加される引力またはサンプル流体
の流体流量のいずれかを調整することによって、制御された様式で抽出され得るように、
注意深く選択および制御することができる。いくつかの実施態様では、個々の細胞または
細胞クラスタは、流体流の存在または不在下で、手動またはコンピュータ制御様式のいず
れかでピペットによって取り出される。
【００９２】
　一実施例として、マイクロウェルチップ１１０内に捕捉される細胞が直径１０～２０マ
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イクロメートルの白血球である場合、マイクロウェルチップ１１０の表面上のマイクロウ
ェル１０２ａの入り口は、１５～３０マイクロメートルであり得る。代替的に、他の事例
では、入口の大きさは、磁石１３０によって加えられる引力によってマイクロウェル内に
細胞が押し込まれるように、細胞直径と等しいかまたは５～２０％小さくすることができ
る。別の実施例として、捕捉される細胞は直径１０～２０マイクロメートルの循環腫瘍細
胞であり得、マイクロウェルチップ１１０の表面上のマイクロウェル１０２ａのマイクロ
ウェルの入り口は、１０～３５マイクロメートルであり得る。別の例として、捕捉される
細胞は、６～８マイクロメートルの直径を有する赤血球であり得る。この場合、マイクロ
ウェルチップ１１０の表面上の１０２のマイクロウェル入り口は、６～１０マイクロメー
トルとすることができる。別の実施例として、捕捉される細胞は直径約１マイクロメート
ルの細菌であり得、マイクロウェルチップ１１０の表面上のマイクロウェル１０２ａのマ
イクロウェルの入り口は、１～２マイクロメートルであり得る。さらに別の例として、捕
捉される細胞は、直径が５０～１００ナノメートルに及ぶエキソソームであり得、マイク
ロウェルチップ１１０の表面上の１０２ａのウェルの入口は、５０ｎｍより大きくなり得
る。
【００９３】
　図１Ａに示す実施例では、マイクロウェル１１６のアレイなどのより大きい入口を有す
るマイクロウェルは、マイクロウェル１１２のアレイのようなより小さい入口を有するマ
イクロウェルに対して、マイクロ流体チャンバ内で入口ポートの下流に配置される。この
ようなマイクロウェル構成では、マイクロウェルチップ１１０の下の磁石１３０は、マイ
クロウェルチップ１１０の一方の側、例えば、左側からマイクロウェルチップの他方の側
、例えば右側に動かすことができ、以て、より小さい個々の細胞（または最小の標的実体
）が最初にマイクロウェル１１２のアレイに捕捉され、一方で、より大きい細胞ならびに
より小さいおよびより大きい細胞クラスタは、大きすぎてマイクロウェル１１２のアレイ
の入口を通じて収まることができないため、磁石１３０の経路に沿って下流に進む。
【００９４】
　いくつかの実施態様では、マイクロウェルの底部は、捕捉された細胞を保持しながら、
マイクロウェルから液体および未結合磁性ビーズを通過させることができる１つまたは複
数の細孔または開口を含む。そのような実施態様では、細胞がマイクロウェル内に捕捉さ
れると、マイクロウェルを通して流体を導入して、捕捉された細胞を洗浄することができ
る。一実施例では、洗浄ステップを使用して、細孔を通じて自由な未結合の磁性ビーズお
よびマイクロウェル内に捕捉された他の小さい実体を篩い分けることができる。
【００９５】
　マイクロウェルチップの長さがその幅よりも不釣合いに大きくなることを必要とする多
くのマイクロウェルアレイを有するいくつかの実施態様では、マイクロウェルアレイは、
直線状に配置される代わりに、蛇行したパターンで配置することができ、より多くのマイ
クロウェルを矩形表面上に詰めることができる。
【００９６】
　図１Ｂは、マイクロウェルチップ１１０の入り口ポート付近で上流に配置されたマイク
ロウェル１１８のアレイを含むマイクロウェルチップ１１０の実施態様を示す。マイクロ
ウェル１０２ｄは、サンプル流体内の自由な未結合磁性ビーズを捕捉するために使用する
ことができる。これらのマイクロウェルの寸法は、磁性ビーズを捕捉するのに十分に大き
いが、流体サンプル中の細胞がマイクロウェル１０２ｄに入ることができないほど十分に
小さくなるようにも構成することができる。そのような実施態様では、最初に、これらの
マイクロウェルの周りで磁石１３０を移動させて、マイクロウェル１０２ｄ内での捕捉の
ために未結合の磁性ビーズに引力を加えることができる。
【００９７】
　図１Ｃ－１、図１Ｃ－２、図１Ｃ－３、および図１Ｃ－４は、マイクロウェル形状の実
施例を示す断面図である。図１Ｃ－１は円柱状マイクロウェルの実施例を示し、図１Ｃ－
２は円錐状マイクロウェルの実施例を示し、図１Ｃ－３は円錐台マイクロウェルの実施例
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を示し、図１Ｃ－４は逆円錐台マイクロウェルの実施例を示す。円錐台形状の場合、マイ
クロウェルの入口は大きい直径を有することができ、一方、マイクロウェルの底部はより
小さい直径を有することができる。代替的に、逆円錐台形状の場合、マイクロウェルの入
口は、細胞がマイクロウェルから逃げるのがより困難になるように、マイクロウェルの底
部と比較してより小さい直径を有することができる。この構成は、マイクロウェルチップ
全体が液体中にあるのではなく、そのマイクロウェルが液体を含む場合、液体を長期間保
持するのにも役立つ。
【００９８】
　図２Ａは、マイクロ流体チャンバ内の磁気誘導細胞捕捉の一実施例を示す。この図は、
チャンバ内に位置するマイクロウェルチップ１１０の側断面図を示し、チャンバの入口ポ
ート（図示せず）がマイクロウェルチップ１１０の左側に配置されており、チャンバの出
口ポート（図示せず）がマイクロウェルチップ１１０の右側に配置されている。この実施
例では、磁石１３０は、マイクロウェルチップ１１０の下に配置され、個々の細胞（また
は最小の標的実体）２０２ａ、小さい細胞クラスタ２０２ｂ、および大きい細胞クラスタ
２０２ｃを、マイクロウェルチップ１１０の表面上の異なるマイクロウェルチップに捕捉
するのを支援する引力２１２を生成する。磁石１３０は、個々の細胞２０２ａを捕捉する
ために、最初に上流（例えば、マイクロウェルチップ１１０の左側）に配置される。個々
の細胞がマイクロウェル（例えば、マイクロウェル１１０のアレイ）内に捕捉された後、
磁石１３０は、小さい細胞クラスタ２０２ｂおよび大きい細胞クラスタ２０２ｃを捕捉す
るために下流に移動される。
【００９９】
　一実施態様では、標的実体は、入口ポートを通る流体流によって導入することができ、
標的実体が第１のアレイ上に実質的に配置されている間、より小さい標的実体が下流に逃
げ、誤って後続のアレイのより大きいウェルに入るのを防止するように、流体流を停止ま
たは減少させることができる。磁石は、例えば、第１のアレイのウェルに小さい標的実体
（または個々の細胞）が入るのを確実にするために、振動するように、例えば水平方向に
動かすことができる。次に、より大きい実体（またはクラスタ）を次のアレイのより大き
いウェルに導くために、磁石を下流に移動することができる。このプロセスは、流体流を
再開または増加させることによって、または代替的に流体流を一切用いずに支援すること
ができる。ウェル内に実体を捕捉するプロセスが完了すると、必要に応じて洗浄プロセス
を実行することができる。一実施態様では、入口ポートおよび出口ポートは、本質的にマ
イクロウェルチップ１１０の一部であってもよい。
【０１００】
　磁石は、マイクロウェルチップ１１０のマイクロウェル内での細胞捕捉を改善するため
に、様々な運動パターンに従うために、手動または自動のいずれかでマイクロウェルチッ
プの下の２つの次元に沿って（例えば、図１Ａ～図１Ｂに示すｘ軸およびｙ軸に沿って）
マイクロウェルチップ１１０の下に移動させることができる。例えば、磁石は、単一軸に
沿った前後のパターンにおいて移動して、マイクロウェルチップ１１０のある領域にわた
って引力を繰り返し印加することができる。他の時例では、円形パターン、ジグザグパタ
ーン、ラスタスキャン、Ｓ字状、または他のパターンなどの他のパターンも使用すること
ができる。いくつかの実施態様は、捕捉されるべき細胞の特性に基づくより洗練された運
動パターンの使用を含む。例えば、運動パターンは、マイクロウェルチップ１１０の下で
の磁石の動きを調整する制御ユニットから、ユーザによって外部で定義および制御され得
る。一実施態様では、マイクロウェルチップ１１０を収容するハウジングは、磁石に接続
されたハンドルを有するように構成することができる。このハンドルは、磁石の手動運動
を可能にするのに十分な量だけハウジングの外側に延在することができる。
【０１０１】
　本明細書に記載されるように、引力２１２の大きさは、細胞２０２ａ、小さい細胞クラ
スタ２０２ｂ、および大きい細胞クラスタ２０２ｃのマイクロウェルへの磁気誘導運動を
増減するように調整することもできる。例えば、磁石１３０は、より小さい引力を印加し
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てマイクロウェル内に捕捉されるべき個々の細胞２０２ａを誘導するためにより小さい引
力を印加するように動かしまたは制御することができ、細胞クラスタのより大きいサイズ
に起因して、マイクロウェル内に捕捉されるべき細胞クラスタを誘導するためにより大き
い引力を印加するように動かしまたは制御することができる。いくつかの事例において、
特定のサイズまたは形状の細胞および／または細胞クラスタを選択的に捕捉する（例えば
、小さい細胞クラスタ２０２ｂを選択的に捕捉するが、大きい細胞クラスタ２０２ｃは捕
捉しない）ように、引力２１２の大きさを特異的に調節することができる。例えば、磁石
１３０が永久磁石である場合、磁石１３０は、印加される磁力の大きさを増加させるため
にマイクロ流体チャンバからより近づくことができ、印加される磁力の大きさを減少させ
るために、マイクロ流体チャンバからさらに遠ざけることができる。一実施態様では、磁
石とチップ表面の底部との間の距離は、１０マイクロメートルと２センチメートルの間、
またはより狭くは０．５から２ミリメートルの間とすることができる。磁石１３０が電磁
石である他の例では、同様に、磁石１３０に供給されるエネルギーの量を増加させて、印
加される磁力の大きさを対応して増加させ、または、エネルギーの量を減少させて、印加
される磁力の大きさを対応して減少させることができる。一実施形態では、単一の磁性、
常磁性または超常磁性粒子に及ぼされる力は、０．１ｐＮ～１ｎＮまたはより狭くは１～
１００ｐＮであり得る。
【０１０２】
　いくつかの実施態様では、マイクロウェルチップ１１０の表面は、マイクロウェル内で
の捕捉された細胞の動きを調整するために、マイクロ流体チャンバ内に電場を生成するこ
とができる。例えば、マイクロウェルチップ１１０は、捕捉された細胞がマイクロウェル
から出るように、マイクロウェルチップ１１０内に捕捉された負に帯電した細胞に反発す
る、マイクロウェルの底面上の電場を生成する埋め込みモダリティ（例えば、電磁石また
は発電器）を有することができる。生成された電場の大きさは、捕捉された細胞に対して
特定の操作を行うように調節することができる。例えば、捕捉後にマイクロウェル内に導
入される色素、染色剤、溶解物などの化学物質との混合を増進するために、マイクロウェ
ル内の細胞の配置を調整するために（例えば、マイクロウェル内で細胞を振動または攪拌
することができる）小さい電場を生成することができる。別の例では、マイクロウェルか
ら細胞を移動させ、マイクロ流体チャンバの出口ポートを通じて細胞を収集するために、
大きい電場を発生させることができる。いくつかの実施態様では、標的実体に結合するた
めに使用される粒子またはビーズは、外部電場によって標的実体を引き付けるまたは反発
するのに役立つように負または正の電荷を帯びることができる。いくつかの実施形態では
、標的実体上の電場から生じる力の大きさは、０．０１ｐＮ～１ｎＮの間であり得る。
【０１０３】
　図２Ｂは、マイクロウェルチップ上のマイクロウェルのアレイの一実施例を示す。図示
の実施例では、アレイは、列に含まれるマイクロウェルが先行する列のマイクロウェルに
対してオフセットされるように、距離１３０だけ各々オフセットされた連続した列として
構成される。この距離１３０は、例えば、１，５または１０マイクロメートルであり得る
。このタイプの構成は、標的実体が、図２Ｃでより詳細に示されているマイクロウェルチ
ップ表面にわたる流体運動、例えば水平運動中にマイクロウェル内に捕捉される確率を高
めるために使用することができる。
【０１０４】
　図２Ｃ－１および図２Ｃ－２は、マイクロウェルアレイの２つの例、および、マイクロ
チップの表面にわたる水平流体流中のマイクロウェル内での標的実体捕捉へのそれらの影
響を示す。例えば、図２Ｃ－１のチップ２１０は、マイクロウェルが互いに対して水平方
向および垂直方向に平行に配置された格子状アレイを含む。このタイプの構成によって、
マイクロウェルがチップ２１０の表面上にまばらに離間している場合、標的実体は、マイ
クロウェルの２つの平行な行の間で離間されている表面の部分にそって流れるので、チッ
プ表面と接触している間に、磁力および／または流体力によって引き起こされる水平流体
流または水平運動の間にいくつかの標的実体を捕捉することができない場合がある。した
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がって、マイクロウェルのこの構成は、標的実体がチップ２１０の表面にわたって流れる
ときに、マイクロウェルが標的実体の水平経路に含まれる全体的な尤度を低減することが
できる。
【０１０５】
　対照的に、図２Ｃ－２に示されるチップ２２０は、図２Ｂに示されるアレイと同様の交
互アレイを含み、異なる列のマイクロウェルは、最も近い列のマイクロウェルから垂直方
向にオフセットされる。このタイプの配置では、標的実体がマイクロウェルに行き当たる
ことなくチップ２２０の表面を通過する尤度は、チップ２１０の表面上の尤度と比較して
低減される。これに関して、マイクロウェルアレイのこの構成は、マイクロウェルチップ
の表面上に配置されるマイクロウェルの密度を必ずしも増加させることなく、捕捉効率を
改善するために使用することができる。例えば、図２Ｃに示された例では、チップ２２０
は、類似またはより少ない数のマイクロウェルを含むが、標的実体が水平通過の間にマイ
クロウェルに行き当たる確率が増加することによって、捕捉効率が増加し得る。様々な実
施態様において、０％（例えば、チップ２１０に示されるようにオフセットがない）と１
００％（例えば、マイクロチップの直径に等しいオフセット）との間、または、例えば、
マイクロウェルの直径の１５０％または２００％の距離だけより大きく、もしくは、マイ
クロウェルの直径の約１０％、２５％、５０％、または７５％の距離だけより小さく調整
することができるオフセット距離に基づいて、捕捉効率をさらに調整することができる。
オフセットは、細胞がウェルと重なる確率を最大にするためにできるだけ小さくすること
もできる。例えば、図２Ｃ－２に示すように、オフセットがマイクロウェルの直径とほぼ
同じである場合、細胞の水平経路が正確にマイクロウェルの連続した行の間に正確に存在
する可能性が依然としてあり得る。これが起こると、細胞がマイクロウェルの入口と部分
的にしか重ならないため、細胞は依然としてマイクロウェルに入らない可能性がある。
【０１０６】
　図２Ｄは、マイクロウェルの形状が正方形または長方形であるマイクロウェルアレイの
一実施例を示す。この例では、チップ２３０は、非特異的吸着および／または磁気的凝集
を介してクラスタ化された個々の細胞を分解するのに役立ち得る正方形または長方形のマ
イクロウェルを含む。この構成は、大きいクラスタがチップ２３０の表面に沿って移動す
る際に、個々の標的実体または凝集体の部分を捕捉するために、異なるサイズのマイクロ
ウェルを含むことができる。例えば、大きいクラスタがチップ２３０の表面に沿って移動
すると、クラスタから分離された個々の標的実体は、チップ２３０の左側の近くの最小の
マイクロウェルに捕捉され得、一方、分離された中間サイズのクラスタは、チップ２３０
の中心付近の中型のマイクロウェル内に捕捉され得る。マイクロウェル間の間隔は、クラ
スタを分離する際のマイクロウェルの影響を高めるために使用することができる。例えば
、チップ２３０の表面上のマイクロウェルの縁部間の距離は、大きいクラスタに対する分
解効果を高めるために最小限に抑えることができる。
【０１０７】
　図２Ｅは、矩形のマイクロウェルがクラスタ２４０に対して有することができる分解効
果を示す概略図である。この実施例では、クラスタ２４０は、２つのマイクロウェルの下
に配置された磁石１３０によって磁力に曝される２つの個々の標的実体を含む。図示され
ているように、クラスタ２４０がマイクロウェルチップの表面に向かって移動すると、矩
形のマイクロウェルによって形成された縁部が、クラスタ２４０の個々の標的実体を可能
性として分離し、異なるマイクロウェル内の各実体を捕捉することができる。この分解効
果は、円筒状のマイクロウェル（すなわち、円形開口を有するマイクロウェル）でも生じ
得るが、矩形のマイクロウェルで増強される。いくつかの実施態様では、ウェルの開口は
五角形、六角形、八角形または三角形であってもよい。
【０１０８】
　図２Ｆは、磁性または磁性化標的実体を分解および／または分離する技法の一実施例の
概略図である。この例では、３つの標的実体細胞からなる標的実体クラスタ２５２の周り
にリング状の磁石２５０が配置されている。クラスタ２５２を形成する個々の標的実体を
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分離および／または分解するのを助けるために、磁石２５０によって加えられる外向きの
磁力。一実施態様では、磁石２５０は、クラスタ２５２などのクラスタを分解しながら、
磁性化標的実体を集合的にマイクロウェルに引き込む、下向きの磁力および外向き放射状
磁力の両方を印加するために、マイクロウェルチップの下に配置される。他の実施態様で
は、磁石２５０は、マイクロウェルチップ．１の表面に向かって下向きの磁力を必ずしも
印加することなく、標的実体を分離および／または分解するためだけに、主に外向きの放
射状磁力を印加するために、マイクロウェルチップの表面と実質的に同一平面上に置くこ
とができる。
【０１０９】
　図２Ｇは、対称な、例えば円形の基板２６０を有するマイクロウェルアレイデバイスの
概略図である。円形基板２６０は、マイクロウェルがない中心位置の周りに同心円アレイ
状のマイクロウェルを含む。流体サンプルは、例えば入口２６２ａを介して、またはピペ
ットによって、基板の中央の中心位置に加えられ、例えば、デバイスが適切な速度でスピ
ンされて、液体サンプルが流れるようにされ、および／または標的実体が適切な流量／速
度で移動されるときに、中心からマイクロウェルにわたって半径方向外向きに流れて、デ
バイスの縁部にある出口２６２ｂに至るようにされる。流体サンプルは、清浄な、例えば
乾燥したマイクロウェルアレイデバイスに加えることができ、または緩衝剤または他の流
体が、例えば表面およびマイクロウェルを「プライミング」して、例えば、マイクロウェ
ル内の気泡を除去するために基板表面に施与された後に、加えることができる。
【０１１０】
　流体サンプル中の標的実体の流れは、システムの入口および／もしくは出口に配置され
たポンプおよび／もしくは真空によって生成され得るか、または、流れは、対称な、例え
ば円形または八角形の基板を回転させることによって生成され得る。例えば、基板の直径
は、３ｍｍ～３０ｃｍ、例えば、２ｃｍ～１０ｃｍ（例えば、３，４，５，６，７，８，
９，１０，１５，２０，２５，３０，４０，５０，７５，もしくは１００ｍｍまたは１，
２，３，４，５，６，７，８，９，１０，１５，２０，２５，もしくは３０ｃｍ）に及ぶ
ことができる。一実施態様では、基板の回転速度は、０．０００１ｒｐｍ～１０００ｒｐ
ｍ、例えば０．０１ｒｐｍ～２０ｒｐｍ（例えば、０．０００１，０．０００５，０．０
０１，０．００５，０．０１，０．０５，０．１，０．５，１．０，２．５，５，７．５
，１０，１２．５，１５，１７．５，２０，２５，３０，４０，５０，７５，１００，２
００，２５０，２５０，５００，７５０，または１０００ｒｐｍ）に及ぶことができる。
【０１１１】
　この実施態様では、マイクロウェルのアレイは、最小のマイクロウェル２６６の円（ま
たは複数の円）がデバイスの中心の最も近くに配置され、最大のマイクロウェル２６４の
円（または複数の円）がデバイスの中心から最も遠くに配置された同心円として構成され
る。１つの磁石を基板の下に配置して、磁性標的実体をマイクロウェルに入れ、マイクロ
ウェル内に保持させることができる。代替的に、１つまたは複数の磁石を、例えば基板に
隣接して、例えば基板の下に配置し、標的実体を、マイクロウェルの次の円形アレイに向
かって、例えば半径方向外向きに移動させるように移動されるように構成および制御する
ことができる。いくつかの実施形態では、例えば円形電磁石または一連の円形電磁石など
の電磁石を、例えば基板の下に配置することができ、標的実体をデバイスの表面上で動か
すために、半径方向外向きの方向に磁力を提供するように順次トリガすることができる。
【０１１２】
　細胞捕捉・分析システム
　マイクロウェルチップ１１０は、マイクロウェルチップ上を流れる、例えば、マイクロ
流体チャンバの底部にある別個の取り外し可能なプレートとしての、またはチャンバの底
壁の一部として形成されるマイクロウェルチップを含むマイクロ流体チャンバを通じて流
れる流体サンプル内の細胞などの標的実体の捕捉を可能にする様々な特徴を含むことがで
きる。例えば、マイクロウェルチップ１１０は、マイクロ流体チャンバの特定の位置内で
細胞を捕捉することを可能にするために、流体サンプルの流れを調整する構造的特徴を含
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むことができる。一実施例として、マイクロウェルチップ１１０は、細胞成分からの流体
の分離を支援する所定の構成にある分岐および／または弁を有する流体回路を含むことが
できる。他の事例では、マイクロウェルチップの表面を官能化するために使用される特定
の化学物質と、標的細胞の表面上に発現される受容体との間の受容体－リガンド結合を使
用して細胞捕捉を増強するために、マイクロウェルチップ１１０の表面を官能化すること
ができる。場合によっては、特定のタイプの細胞および分子を認識するために、マイクロ
ウェルを選択的に官能化することができる。例えば、マイクロウェルの内壁は、マイクロ
ウェル内に標的実体を保持するのを支援するために、本明細書に記載されるような結合部
分でコーティングおよび／または官能化され得る。いくつかの実施態様では、構造特徴（
例えば、チャネルの寸法およびチャネルの構成）および機能的特徴（例えば、チャネルの
表面および／またはマイクロウェルの内面に結合される結合部分）の組み合わせが、マイ
クロウェルチップ１１０内での細胞捕捉を増強するために使用される。
【０１１３】
　マイクロウェルチップ製造
　マイクロウェルチップ１１０は、フォトリソグラフィおよびエッチングのようなシリコ
ンに一般的に使用されている微細加工技法を用いて製造することができる。場合によって
は、マイクロウェルチップ１１０は、捕捉された細胞の観察および分析を可能にする透明
な上面を有する流体チャンバの内部に位置する単一の表面構造である。他の例では、マイ
クロウェルチップ１１０は、複数の予め製造された層を組み合わせることによって構築さ
れ、ここで、最上層（およびいくつかの実装態様では最下層）は、ガラス、石英、または
プラスチック（例えば、アクリル、ポリ塩化ビニル、ポリプロピレンまたはポリスチレン
）などの透明材料から作製されるか、または、そのような材料からなる窓を含む。このよ
うな場合、マイクロウェルチップ１１０は、図１Ａに示すようなマイクロウェルの構成を
含む最下層と、マイクロ流体チャンバの高さまたは側壁を形成するスペーサ層と、マイク
ロ流体チャンバを取り囲む最上層とを含むことができる。図３Ａ～図３Ｂに関してより詳
細に説明するように、いくつかの例では、マイクロウェルチップ１１０の最上層は、捕捉
された細胞の抽出を可能にするように取り外し可能であり得る。いくつかの実施態様では
、各マイクロウェルの底部は、透明な材料から作製されているか、または透明な材料の窓
を含むことができる。
【０１１４】
　いくつかの実施態様では、マイクロウェルチップ１１０のマイクロウェルは、最初にポ
リジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）フィルム内に孔を形成し、次いでそのフィルムをガラ
スなどの固体材料の表面に被着させることによって構築される。そのような実施態様では
、細胞を捕捉するために使用されるマイクロウェルを形成するように、固体材料の底部の
貫通孔を「キャップ」するために、ＰＤＭＳフィルムを固体表面上に配置することができ
る。
【０１１５】
　一実施態様では、マイクロウェルチップ１１０は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を
含む用途のための温度制御のための効率的な伝導を可能にするために、アルミニウムまた
はステンレス鋼などの金属から作製することができる。マイクロウェルチップは、金また
は白金、またはチオールを含む他の分子による官能化を可能にする同様の材料でコーティ
ングまたはパターン化することができる。
【０１１６】
　いくつかの実施態様では、マイクロウェルチップ１１０の表面積は、１００μｍ２～１
０００ｃｍ２またはより狭くは０．０１ｍｍ２～１００ｍｍ２に及び得る。一実施態様で
は、マイクロウェルチップ１１０のサイズは、成人の手のサイズに相当するように、１５
ｃｍ×１０ｃｍにすることができる。マイクロウェルチップ１１０は、３０マイクロメー
トルの入口直径を有し、４０マイクロメートルの中心間距離を有するマイクロウェルから
構成することができる。この実施態様では、マイクロウェルチップは、約６００万個のマ
イクロウェルを有することができる。別の実施態様では、マイクロウェルチップ１１０は
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、２０ｃｍ×１５ｃｍの寸法を有することができ、したがって、１２００万個の同じマイ
クロウェルを含むことができる。
【０１１７】
　他の実施態様では、マイクロウェル間の分離は、異なることができ、１マイクロメート
ル（縁部から縁部まで）から、中心間で２００マイクロメートル（または入り口直径が３
０マイクロメートルのマイクロウェルの場合は縁部から縁部まで１７０マイクロメートル
）に及ぶことができる。マイクロウェルチップ１１０の表面上にパックされるマイクロウ
ェルの数はこのとき、それに応じて変化することができる。例えば、マイクロウェルの入
口直径が１マイクロメートルであり、かつ、マイクロウェルが互いから１マイクロメート
ル（縁部から縁部まで）離間される場合、１１ｃｍ×３．７ｃｍのマイクロウェルチップ
１１０内に約１０億個のマイクロウェルが存在することができる。別の実施例として、マ
イクロウェルの入口直径および縁部間の間隔が５マイクロメートルである場合、１７．７
ｃｍ×６ｃｍのマイクロウェルチップ１１０内に、１億個のマイクロウェルが存在し得る
。いくつかの実施態様では、マイクロウェルの入口の直径は、１０ｎｍ～５００μｍに及
び得る。
【０１１８】
　一実施態様では、マイクロウェルチップを含む「カートリッジ」またはハウジングを射
出成形プラスチックから作製することができる。プラスチックは透明な観察窓を含むこと
ができる。別の実施態様では、ハウジングはアクリルまたは金属または木材から作製する
ことができる。
【０１１９】
　一実施態様では、ハウジングの長さおよび幅は、マイクロウェルチップ１１０の長さお
よび幅よりも１ミリメートルから５センチメートル大きくすることができる。ハウジング
の厚さは、１ミリメートルから５センチメートルの間で変わることができる。
【０１２０】
　細胞アクセス・抽出技法
　一般に、細胞がマイクロウェルチップ１１０のマイクロウェル内に捕捉されると、捕捉
された細胞は、異なる技法を使用したさらなる分析または処理のために観察、画像化また
はアクセスされ得る。いくつかの実施態様では、マイクロ流体チャンバを通る流体流およ
び／または磁石によって加えられる引力の大きさを調整して、捕捉された細胞をマイクロ
ウェルから除去することができる。いくつかの実施態様では、図３Ａ～図３Ｂに示すよう
に、捕捉された細胞を直接的に観察またはアクセスするために、マイクロウェルチップ１
１０の１つまたは複数の表面が分解される。代替的に、いくつかの実施態様では、チャン
バを通る流体流の存在下または不在下で、捕捉された細胞を図４Ａ～図４Ｂおよび図５に
示すように抽出するために、別個の細胞抽出モジュールが使用される。以下の説明は、そ
のような技法の実施例を提供するが、いくつかの実施態様では、他の抽出技法もまた使用
される。
【０１２１】
　抽出された細胞は、異なるシステム（例えば、蛍光分析、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣ
Ｒ）モジュール、次世代ＤＮＡまたはＲＮＡシークエンシングモジュール、プレートリー
ダ、２または３次元細胞培養モジュール、Ｏｐｅｒａのような高含量分析デバイスなど）
によってさらに分析され、マイクロウェルチップ１１０から輸送されるように収集される
か、マイクロウェルチップ１１０上で培養されるようにアクセスされる。以下により詳細
に説明するように、様々な実施態様は、そのような機能を提供する構造的特徴を含む。
【０１２２】
　図３Ａ～図３Ｂは、取り外し可能な表面を有するマイクロウェルチップの実施例を示す
。最初に図３Ａを参照すると、一実施態様では、マイクロウェルチップは、図１Ａ、図１
Ｂ、および図２に関して上記で示したようなマイクロウェルを含む基部３１０を含むこと
ができる。スペーサ３２０および上部プレート３３０は、積み重ねられた要素が基部３１
０の表面３１０ａとマイクロ流体チャンバに対応する上部プレート３３０との間に空間を
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作り出すように、基部３１０の上に積み重ねることができる。いくつかの例では、スペー
サ３２０はＰＤＭＳから構築され、上部プレート３３０は、ガラスまたはプラスチックの
ような透明な材料から構築される。他の実施例では、スペーサ３２０は、別のポリマー材
料またはＯリングであってもよい。一実施態様では、スペーサ３２０の厚さは０．２５～
１ｍｍの間であり得る。他の実施態様では、スペーサ３２０の厚さは、０．０１ｍｍ～１
０ｍｍに及び得る。いくつかの実施態様では、スペーサ３２０の幅は、０．１ｍｍから１
０ｃｍに及び得る。
【０１２３】
　マイクロ流体チャンバは、流体サンプルがマイクロ流体チャンバに入ることを可能にす
る入口３０２ａと、流体サンプルがマイクロ流体チャンバを出ることを可能にする出口３
０２ｂとに取り付けられる。流体サンプルは、図１Ａ、図１Ｂおよび図２に関して前述し
た技法を用いて、基部３１０のマイクロウェル内に捕捉されることになる個々の細胞２０
２ａおよび細胞クラスタ２０２ｃを含む。
【０１２４】
　図示の実施例では、細胞２０２ａおよび細胞クラスタ２０２ｃが基部表面３１０のマイ
クロウェル内に捕捉されると、捕捉された細胞に直接アクセスできるように、スペーサ３
２０および上部プレート３３０を基部３１０から取り外すことができる。例えば、捕捉さ
れた細胞は、光学分析のために視覚的にアクセスすることができ、および／または抽出の
ために物理的にアクセスすることができる。分離後、マイクロ流体チャンバ内の流体媒体
３１２は、捕捉された細胞が分離後に乾燥しないように、マイクロウェル内にとどまるこ
とができる。これは、流体媒体３１２に対する上部プレート３３０からの毛管力がマイク
ロウェル内の流体媒体のすべてを除去しないように十分な深さでマイクロウェルを構築す
ることによって達成される。さらに、マイクロウェルの表面は、できるだけ多くの水を保
持するために、ある程度の親水性を有するように構成することができる。代替的な実施態
様では、マイクロウェルを浅くすることができるが、上部プレート３３０が除去され次第
、より多くの流体３１２を加えて細胞の乾燥を防止することができるか、または、デバイ
ス全体を液体３１２の浴に浸漬しながら、上部プレート３３０の除去を達成することがで
きる。磁石は、上部プレート３３０の分離中にマイクロウェルから細胞が逃げないように
、基部３１０の下に存在することができる。
【０１２５】
　ここで図３Ｂを参照すると、代替的な実施態様では、マイクロウェルチップは、サンプ
ルが画像分析に先立って置かれる一般的な顕微鏡スライドなどのガラススライドである基
部３４０と、細胞２０２ａを捕捉するためのマイクロウェルとして作用する孔を含む多孔
質層３５０とを含む。
【０１２６】
　いくつかの実施態様では、基部３４０の表面は、細胞粘着を促進して細胞２０２ａの捕
捉効率を改善する分子で官能化される。細胞２０２ａが基部３４０の表面に固定化される
と、多孔質層３５０を除去して、固定化された細胞への直接アクセスを提供することがで
きる。固定化された細胞を有する基部３４０は、追加の分析（例えば、蛍光顕微鏡検査）
のために、流体浴に浸漬するか、または流体チャンバに配置することができる。
【０１２７】
　他の実施態様では、官能化表面になる代わりに、基部３４０の表面は、自由表面であっ
てもよいし、または、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ
）、両性イオン材料または非特異的結合をブロックする他の材料のような防汚剤によって
ブロックされる表面であってもよい。このような実施態様では、多孔質層３５０が基部表
面３４０から取り外されるときに、細胞の移動を阻止するために、基部３４０の下の磁石
１３０によって引力を加えることができる。
【０１２８】
　図３Ｃ～図３Ｄは、マイクロウェル内に捕捉される標的実体へのアクセスを可能にする
細胞捕捉システム３００の一実施例を示す概略図である。最初に図３Ｃを参照すると、細
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胞捕捉システム３００の断面図が示されている。
【０１２９】
　システム３００は、複数のマイクロウェルがその表面に配置されたマイクロウェルチッ
プ３６０を保持するハウジング３５０を含む。マイクロウェルチップ３６０と透明シート
３８０との間にスペーサ３７０を配置して、標的実体を含む流体サンプルが細胞抽出操作
のために導入されるチャンバを形成する。流体サンプルは、図３Ａ～図３Ｂに関して上述
したのと同様の方法で、入口３０２ａを通ってチャンバに入り、出口３０２ｂを通ってチ
ャンバから出る。システム３００はまた、シールを形成することが可能であり、図３Ｃに
示すようにチャンバの内容物に直接アクセスできるように剥離または分離されることが可
能である、取り外し可能で可撓性のある（例えば、ゴム様の）層３５２を含む。一実施態
様では、流体チャンバの高さは、０．１ｍｍから１ｃｍの間、またはより狭くは０．５ｍ
ｍから２ｍｍの間であってもよい。いくつかの実施態様では、この高さは、層３７０の厚
さによって規定されてもよい。一実施態様では、流体チャンバの長さおよび幅は、マイク
ロウェルチップのもの、またはマイクロウェルチップの、マイクロウェルアレイを含む部
分のものによって規定されてもよい。他の実施態様では、流体チャンバの長さおよび幅は
、１００μｍ～２０ｃｍに及び得る。
【０１３０】
　特定の実施態様では、ハウジング３５０はアクリルから構築され、スペーサ３７０はＰ
ＤＭＳから構築され、透明シート３５２はガラス、または、光がチャンバ内に透過するこ
とを可能にする任意の他の適切な透明（または不透明）材料から構成されてもよい。層３
５２は、透明シート３５２の上面から剥離することができるＰＤＭＳフィルムとすること
ができる。他の実施態様では、システム３００を構築するための代替物として、他の適切
な材料を使用することができる。
【０１３１】
　典型的な細胞捕捉操作の間に、層３５２は最初に透明シート３８０の上面に固定されて
、漏れを最小限にした液体流を可能にする密封チャンバを提供する。次いで、標的実体を
含む流体サンプルが、入口３０２ａを通って密閉チャンバに導入される。流体サンプルが
入口３０２ａから出口３０２ｂへ流れるときに、標的実体および／または細胞クラスタは
、上述のようにチップ３６０のマイクロウェル内に捕捉される。次に、サンプル流体のボ
リュームがチャンバを通って流れると、層３５２を図３Ｃに示すように除去して、チップ
３６０のマイクロウェル内に捕捉された細胞への直接アクセスを提供することができる。
例えば、マイクロウェル内の捕捉された細胞は、層３５２が除去された後、ピペットを使
用して手動で抽出することができる。いくつかの実施態様においては、層３５２の剥離ま
たは除去後に十分な流体がチャンバ内に残り、以て、ウェル内の標的実体が水和したまま
になる。いくつかの実施態様では、マイクロウェルのみが層３５２の除去後に流体を含み
、その結果、各マイクロウェルは他のマイクロウェルから流体的に切り離される。他の実
施態様では、層３５２を除去した後にチャンバ内に残る流体の量は、チャンバの容積の１
００％にもなり得る。
【０１３２】
　サンプル流体が入口３０２ａを通ってチャンバに導入されるときに、層３５２が漏れの
ない流体流を維持するのに十分であることを保証するために、様々な技法を用いることが
できる。例えば、いくつかの実施態様では、システム３００の構造は、流体がチャンバを
通って流れるときに層３５２の上に配置されるプラスチック構造（例えば、アクリル）に
よって加えられる機械的圧力によって補強され得る。
【０１３３】
　ここで図３Ｄを参照すると、流体制御デバイス３６６がマイクロウェルチップ３６０の
下流に配置されている細胞捕捉システム３００の概略図が示されている。この例では、流
体制御デバイス３６６は、流体サンプルを、入口３０２を通じてサンプルチャンバ３６０
から流体チャンバ（例えば、図３Ｃに示すような透明層３８０、スペーサ３７０、および
マイクロチップマイクロウェル３６０によって形成されるチャンバ）に流す「引っ張り」
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力を加える。引っ張り力は、その後、流体サンプルを出口３０２ｂを通じて流体チャンバ
から流出させる。引っ張り力は、チャンバ内の圧力を低下させ、したがって、層３５２を
層３８０上に押し下げることによってシールを強化する。このタイプの引っ張り力は、上
記のような機械的圧力補強を必要とせずに漏れのない流体流を保証するための代替手段と
して使用することができる。
【０１３４】
　図４Ａ～図４Ｂは、異なる細胞抽出モジュールの実施例を示す。図４Ａを参照すると、
トンネル抽出モジュール４１０を使用して、マイクロウェルチップ１１０の個々のマイク
ロウェル内の捕捉された細胞２０２ａを抽出し、さらなる分析または処理のために抽出さ
れた細胞を別個の位置に輸送することができる。図４Ｂを参照すると、別の実施態様では
、囲まれた抽出モジュール４２０を使用して、捕捉された細胞２０２ａを、マイクロウェ
ルチップ１１０の１つまたは複数の様々なマイクロウェルからの１つまたは複数の細胞を
貯蔵する収集区画４２２へと抽出することができる。
【０１３５】
　トンネル抽出モジュール４１０は、マイクロウェルチップ１１０の表面上のマイクロウ
ェルの入口の直径よりも大きい直径を有する入口を有することができる。加えて、トンネ
ル抽出モジュール４１０の入口の直径は、入口が、別のマイクロウェルの入口と重ならず
に単一のマイクロウェルのみから捕捉された細胞２０２ａを抽出するために使用され得る
ように構成することができる。いくつかの事例では、トンネル抽出モジュール４１０は、
マイクロウェルの入口の周りのマイクロウェルチップ１１０の表面とのシールを形成する
ために、可撓性ゴム状材料、例えばＰＤＭＳのようなポリマーによって構築される。代替
的に、抽出モジュール４１０は、プラスチックまたはステンレス鋼などの金属から作製さ
れ、マイクロウェルの周囲にシールを形成するために、その底面にＰＤＭＳなどの高分子
材料のシートを有するように構成されてもよい。さらに、トンネル抽出モジュール４１０
は、抽出プロセスの間に捕捉された細胞２０２ａを収容するために液体（例えば、培地流
体）で充填することもできる。このような場合、マイクロウェルの底部は、トンネル抽出
モジュール４１０によって加えられる吸引力のためにマイクロウェルを通じた液体の通過
を可能にする１つまたは複数の入口を含む。
【０１３６】
　図４Ａに示す例では、捕捉された細胞２０２ａをマイクロウェルからトンネル抽出モジ
ュール４１０の入口へと浮揚させるために使用される引力を加えるために、磁石４０２が
トンネル抽出モジュール４１０の上に配置される。磁石４０２の配置は、その後、トンネ
ル抽出モジュール４１０のトンネルを通じた、捕捉された細胞２０２ａの移動を支援する
ように調整することができる。トンネルの他端は、捕捉された細胞２０２ａを収容する別
個の容器に通じることができる。捕捉された細胞２０２ａが抽出された後、トンネル抽出
モジュール４１０は、別のマイクロウェルの抽出プロセスを繰り返すために、調整し、別
のマイクロウェルの上に配置することができる。
【０１３７】
　ここで図４Ｂを参照すると、密閉された抽出モジュール４２０は、マイクロウェルチッ
プ１１０の表面上のマイクロウェルの入口の直径よりも大きい直径を有する入口を有する
ことができるが、捕捉された細胞２０２ａの有効直径よりも小さい直径を有する狭い領域
４２４をも含む。これは、狭い領域４２４に入る前に、捕捉された細胞２０２ａが変形し
て、収集チャンバ４２２に入ることを必要とし、抽出手順が完了した後に、捕捉された細
胞２０２ａが収集チャンバ４２２から出ることが防止される。トンネル抽出モジュール４
１０と同様に、囲まれた抽出モジュール４２０はまた、マイクロウェルの入口の周りのマ
イクロウェルチップ１１０の表面とのシールを形成するために可撓性ゴム状材料から構築
することもできる。代替的に、抽出モジュール４２０は、プラスチックまたは金属から作
製され、マイクロウェルの周囲にシールを形成するために、その底面に可撓性材料のシー
トを有するように構成されてもよい。収集チャンバ４２２は、収集チャンバ４２２内に抽
出された細胞を収容するために流体を定期的に提供するために、別個の施与チャネル（こ
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の図には示さない）を用いて流体で充填することもできる。
【０１３８】
　図４Ｂに示された例では、捕捉された細胞２０２ａのマイクロウェルから収集チャンバ
４２２への抽出を支援する際に引力を提供するために、磁石４０４を密閉された抽出モジ
ュール４２０の上に配置することができる。磁石４０２と比較して、磁石４０４は、収集
チャンバ４２２に入る前に、捕捉された細胞２０２ａが狭い領域４２４を通過するのに必
要な変形を引き起こすのに必要なより大きい引力を提供することができる。抽出手順が完
了すると、包囲された抽出モジュール４２０をその後、別のマイクロウェルに移動するこ
とができる。狭い領域４２４は、収集された細胞がチャンバから逃げるのを防止するのを
助けることができる。４３２および４３４の破線で示されるように、各抽出手順の後、収
集チャンバ４２２内の捕捉細胞の数が増加する。所望の細胞のすべてがマイクロウェルチ
ップ１１０から抽出されると、包囲された抽出モジュールはその後、収集チャンバ４２２
内の捕捉された細胞のすべてを別個の容器に施与することができる。
【０１３９】
　別の実施態様では、抽出モジュール４２０は、収集チャンバ４２０を有するが、狭い入
口４２４は有しないように構成することができる。
【０１４０】
　一実施態様では、チャンバ４２２およびトンネル２０２ａは、液体を送達し、細胞を含
むマイクロウェルとの流体接続を確立するために、外部から流体的にアクセスされる。こ
れは、抽出モジュール４１０または４２０に穴を開けることによって達成することができ
る。別の実施態様では、抽出モジュール４２０は、外部からチャンバ４２２への接続を有
するように製造することができる。これは、抽出モジュールの材料としてＰＤＭＳを使用
し、ＰＤＭＳが硬化する前に製造プロセス中にＰＤＭＳ内にチューブを配置することによ
って達成することができる。硬化が完了すると、ＰＤＭＳはチューブの周囲で凝固し、そ
の結果、チャンバ４２２は外部から接続される。同様に、抽出モジュール４１０は、トン
ネル２０２ａの入り口を有するが、外側への接続を確立したトンネルのより長い水平部分
は有しないように製造することができる。次いで、抽出モジュールを針で穿刺するか、ま
たは抽出モジュールに穴を開け、穴に管を挿入することによって、トンネルの入口に外部
から流体的にアクセスすることができる。
【０１４１】
　図４Ｃは、２つのマイクロウェルチップ間の標的実体の移送動作の一実施例を示す断面
図である。この例では、マイクロウェルチップ１１０のマイクロウェル内に捕捉された標
的実体が、マイクロウェルチップ４３０のマイクロウェルに移送される。移送操作の間、
マイクロウェルチップ４３０のマイクロウェルは、捕捉された標的実体を含むマイクロウ
ェルチップ１１０のマイクロウェルと整列される。磁石４０４を用いて上向きの磁力が加
えられて、捕捉された標的実体がマイクロウェルチップ１１０のマイクロウェルからマイ
クロウェルチップ４３０のマイクロウェルへと移送される。移送操作が完了した後、マイ
クロウェルチップ４３０は、標的実体が受ける重力に反作用するために磁力がもはや必要
とされないように回転させることができる。
【０１４２】
　様々な他の構成では、移送操作は他の方向で実行することができる。例えば、マイクロ
ウェルチップ１１０および４３０は、捕捉された標的実体をマイクロウェル間で移送する
ために、例えば水平方向において移送するために側面に配置することができる。別の例で
は、マイクロウェルチップ１１０および４３０は、マイクロウェルチップ１１０がマイク
ロウェルチップ４３０の上に配置され、その結果、重力を使用して、標的実体をマイクロ
ウェルチップ１１０のマイクロウェルからマイクロウェルチップ４３０のマイクロウェル
へと移送することができるように、配置することができる。
【０１４３】
　いくつかの実施態様では、移送操作は、マイクロウェルチップ１１０および４３２０の
マイクロウェルを液体に浸漬して、他の目的の中でも、例えば移送のための流体界面を提
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供し、標的実体を水和させた後に行うことができる。いくつかの実施態様では、マイクロ
ウェルチップ１１０および４３０は、異なるウェル深さのマイクロウェルを有することが
できる。代替的に、他の実施態様では、マイクロウェルチップ１１０および４３０は、同
じウェル深さを有するマイクロウェルを有することができる。
【０１４４】
　図５は、単一細胞抽出技法の一実施例を示す。図示されるように、マイクロピペット５
１０は、マイクロウェルチップ１１０のマイクロウェルから単一の細胞２０２ａを抽出す
るために使用される取り付けられた磁性リング５２０を有することができる。磁性リング
５２０は、マイクロピペット５１０の先端から十分な距離を置いて配置することができ、
その結果、マイクロピペット５１０の先端に入ってのみ、単一の細胞２０２ａに引力が加
えられる。引力により、単一の細胞２０２ａは、マイクロピペットを上って磁性リング５
２０に向かって移動し、マイクロピペット５１０を上ってあまり大きく移動することなく
、制御された方法で磁性リング５２０の近傍にとどまる。いくつかの事例では、マイクロ
ピペット５１０は、マイクロピペット５１０の先端を上る単一の細胞２０２ａの移動を支
援するために流体で予め充填されてもよい。
【０１４５】
　いくつかの例では、マイクロピペット５１０は、吸引力を加えて、マイクロピペット５
１０の先端内への単一細胞２０２ａの動きを容易にするように構成することができる。こ
のような場合、吸引力は、最初に、単一の細胞２０２ａがマイクロピペット５１０の先端
に入るのを支援し、その後、磁性リング５２０によって加えられる引力に基づいてマイク
ロピペット５１０を上って移動するのを支援するために使用される。吸引力は、コンピュ
ータ制御のロボットマニピュレータを使用して手動または自動で制御することができます
。
【０１４６】
　磁石１３０に関して本明細書で説明されるように、磁性リング５２０によって印加され
る引力の大きさは、単一の細胞２０２ａがマイクロピペット５１０の先端まで上る移動を
制御するために調節する（例えば、磁性リング５２０の位置をピペット５１０上の垂直位
置に沿って移動させる、電磁石である磁性リング５２０に印加される電流を調整する）こ
とができる。いくつかの事例では、引力の大きさは、単一の細胞２０２ａが磁性リング５
２０から一定距離に達した後に磁性リング５２０の近傍にとどまるような特定の値に設定
することができる。例えば、磁性リング５２０によって印加される磁力の大きさは、マイ
クロピペット５１０の先端から流出する液体流の存在下で、細胞２０２ａがマイクロピペ
ット５１０の側面に付くように構成することができる。そのような場合には、マイクロピ
ペット５１０は、磁性リング５２０によって加えられる引力よりも大きいマイクロピペッ
ト５１０からの外向きの動水力を使用することによって、抽出された細胞を正確な位置に
輸送するために使用され得る。
【０１４７】
　１つの実施態様では、磁性リングは、磁性化実体を先端内部に保持するか、または先端
からそれらを放出するのを助けるために、強度を調整またはスイッチオンおよびオフする
ことができる電磁石であってもよい。
【０１４８】
　一実施態様では、磁性リングは、先端から一定の距離を置いてマイクロピペットの１つ
または複数の側面に配置される立方体または長方形の形状を有する１つまたは複数の磁石
で置き換えられる。磁場強度は、他の細胞の摂動を防ぐように局在化することができる。
【０１４９】
　細胞抽出のための異なる実施態様では、マイクロウェルチップは、マイクロウェルに入
るのに十分小さい先端を有する従来のマイクロピペットによって直接アクセスされる。マ
イクロピペットは、細胞を流体的に抽出するために、コンピュータ制御並進ステージおよ
び流体流制御モジュールに接続することができる。そのような実施態様は、細胞を捕捉し
た後にマイクロウェルチップが、その表面全体ではなくマイクロウェル内にのみ液体を含
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むマイクロウェルチップを用いる用途に特に有用であり得る。この実施態様は、特定の化
学物質または流体を、他のマイクロウェルの相互汚染なしに個々のマイクロウェルに送達
することを含む用途にも有用であり得る。この実施態様では、下から与えられる磁力は、
ピペットを使用した注入によって洗浄ステップが実行される間、細胞を適所に保持するこ
とができる。
【０１５０】
　一実施態様では、使用されるピペットは、マイクロウェルの入口直径よりも大きい先端
を有する。この実施態様は、同じ流体がほとんどのマイクロウェルに接触するようにマイ
クロウェルチップが流体中に配置される場合に特に有用であり得る。ピペットに接続され
たポンプによってもたらされる流体吸引は、このとき、他のマイクロウェルの内容物を摂
動させることなくマイクロウェルの内容物を抽出するのに十分であるように構成すること
ができる。一事例においては、流体圧およびマイクロウェル間の間隔は、そのような摂動
を防止するのに十分な大きさに構成することができる。代替的に、間隔および流体吸引圧
を制御して、他を摂動させることなく、複数の隣接するマイクロウェルから抽出を行うこ
とができる。
【０１５１】
　一実施態様では、ポンプまたはシリンジが、ピペットの先端から完全に分離することな
くピペットの先端から延出する液体の液滴を生成するように構成される。その後、この液
滴を使用して、ピペットとマイクロウェル内の液体との間の流体接続を形成することがで
きる。この流体接続は、その後、管を介してピペットに接続されたポンプまたはシリンジ
によってマイクロウェルから細胞を「吸引する」ことを可能にする。この実施態様は、マ
イクロウェルチップ全体が流体内に配置されず、そのマイクロウェル内に液体を含む用途
に特に有用であり得る。
【０１５２】
　一実施態様では、マイクロウェルチップは、上からマイクロウェルチップを観察する顕
微鏡の妨害を防ぐように曲げられたマイクロピペットによってアクセスされる。
【０１５３】
　一実施態様では、マイクロウェルチップの下から印加される磁場は、完全にオフにする
代わりに、ピペット操作を用いて磁性化実体の抽出を可能にするレベルに調整される。
【０１５４】
　図６は、本明細書に記載の細胞分析システムを用いて細胞を捕捉するプロセス６００の
一実施例を示すフローチャートである。簡潔には、プロセス６００は、磁性化細胞を含む
流体をマイクロ流体システムに注入すること（６１０）と、磁石構成要素を使用してマイ
クロ流体システムのチャンバに可変磁力を印加すること（６２０）と、マイクロ流体シス
テムのチャンバに対する磁石構成要素の配置を調整すること（６３０）と、磁性化細胞の
光学特性を分析すること（６４０）とを含む。
【０１５５】
　より詳細には、プロセス６００は、磁性化細胞を含む流体をマイクロ流体システムに注
入すること（６１０）を含むことができる。例えば、標的細胞２０２ａを含むサンプル流
体を、流体制御デバイス１２０を用いてマイクロウェルチップ１１０のマイクロ流体チャ
ンバに注入することができる。
【０１５６】
　プロセス６００は、磁石構成要素を使用して、可変磁力をマイクロ流体システムのチャ
ンバに印加すること（６２０）を含むことができる。例えば、磁石１３０は、標的細胞２
０２ａがマイクロウェルチップ１１０の表面上のマイクロウェル内で捕捉されるように、
マイクロウェルチップ１１０の下に引力２１２を生成するために使用され得る。場合によ
っては、引力２１２の大きさを調節して、標的細胞２０２ａに加えられる力を増加または
減少させることができる。
【０１５７】
　プロセス６００は、マイクロ流体システムのチャンバに対する磁石構成要素の配置を調
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整すること（６３０）を含むことができる。例えば、磁石１３０は、マイクロウェルチッ
プ１１０の異なる部分が引力２１２に曝されるように、マイクロウェルチップ１１０の表
面のｘ軸及びｙ軸に沿って移動することができる。前述したように、マイクロウェルの捕
捉効率を改善するために、特定のパターン（例えば、円形、ジグザグ、ラスタ、またはＳ
字状）で調整を行うことができる。
【０１５８】
　プロセス６００は、磁性化細胞の光学特性を分析すること（６４０）を含むことができ
る。例えば、分析デバイス１４０を使用して、マイクロウェルチップ１１０のマイクロウ
ェル内に捕捉された標的細胞２０２ａを評価または分析することができる。場合によって
は、分析デバイス１４０は、本明細書で説明するように、捕捉された細胞の画像を収集す
るために、様々なタイプの撮像モダリティを使用する顕微鏡であってもよい。
【０１５９】
　実施例
　本発明は、特許請求の範囲に記載された本発明の範囲を限定するものではない以下の実
施例においてさらに説明される。
【０１６０】
　実施例１－磁性ビーズ捕捉デバイス
　一実施例では、マイクロウェルチップは、エッチング技法を使用して形成された直径８
マイクロメートルおよび深さ約１０マイクロメートルのマイクロウェルのアレイを有する
シリコンウェハである。この実施例では、細胞は試験しなかったが、蛍光測定のためにビ
オチン化ＦＩＴＣに抱合された２．８マイクロメートルのストレプトアビジン被覆磁性ビ
ーズを概念実証として試験した。約２００マイクロリットルの流体を保持することができ
るキュベットを形成するように（すなわち、閉じた流体チャンバを使用せずに）マイクロ
ウェルチップの周りにＰＤＭＳスペーサを配置した。
【０１６１】
　予備実験の間に、５０マイクロリットルのビーズ懸濁液（約３５０，０００個の磁性ビ
ーズ）を含有する２００マイクロリットルのリン酸緩衝生理食塩水－ｔｗｅｅｎ（ＰＢＳ
Ｔ）緩衝液を、最初にマイクロピペットを用いてマイクロウェルチップ上に液滴として配
置した。次いで、マイクロウェルチップの下で磁石を掃引して、磁性ビーズを８マイクロ
メートルのマイクロウェル内に捕捉した。次に、マイクロウェルチップを明視野顕微鏡の
下に置き、蛍光顕微鏡を使用してマイクロウェルチップ上の磁性ビーズの捕捉効率を分析
した。
【０１６２】
　同じマイクロウェルアレイの第１の明視野像および蛍光画像を磁石掃引の前に捕捉し、
マイクロウェル内の細胞捕捉のための対照測定値として利用した。磁石掃引を行った後、
マイクロウェルのアレイの第２の明視野画像および蛍光画像を捕捉して、マイクロウェル
による捕捉効率に対する引力の影響を決定した。捕捉された画像の比較は、磁石掃引がマ
イクロウェルの捕捉効率を改善したことを示しており（マイクロウェルのアレイ内で検出
された蛍光の増加によって示される）、これは、より多くの数の磁性ビーズが、マイクロ
ウェルによって捕捉されたことを示唆している。
【０１６３】
　実施例２－シリコンマイクロウェル内のＫＢ細胞の捕捉
　この実施例では、マイクロウェルチップは、フォトリソグラフィおよび深反応性イオン
エッチングを使用して形成された２００マイクロメートルの中心間間隔を有する直径３０
マイクロメートルおよび深さ約４０マイクロメートルのマイクロウェルのアレイを有する
シリコンウェハである。マイクロウェルチップ表面は、ＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）を
含むＰＢＳＴ緩衝液でブロックされて、チップ表面またはマイクロウェル上への細胞の付
着を防止または最小化した。
【０１６４】
　磁性化細胞をマイクロウェルに向ける能力およびピペットを用いてそれらを抽出する能
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力を検証するための実現可能性実験を行った。マイクロウェルを含む領域を取り囲むよう
にＰＤＭＳスペーサ／フレームをマイクロウェルチップ上に配置した。ＰＤＭＳフレーム
は、２００マイクロリットルの最大流体容積を維持することが可能な「キュベット」の役
割を果たした。抗葉酸受容体抗体抱合磁性ビーズとＦＩＴＣ抱合葉酸塩の両方で予め標識
した約１０００個のＫＢ細胞（培養腫瘍細胞）を有する１００マイクロリットルのサンプ
ル流体をキュベットに導入した。（ビーズは、葉酸受容体に対するビオチン化抗体に抱合
された１μｍのストレプトアビジン被覆超常磁性ビーズであった）。
【０１６５】
　次に、マイクロ流体チャンバの下に磁石を配置し、マイクロウェルチップの片側からマ
イクロウェルチップの反対側に約１０秒にわたって掃引して、磁石の掃引の間、マイクロ
ウェルチップにわたって引力を印加して、培養された腫瘍細胞をマイクロウェルチップの
マイクロウェル内に捕捉した。次いで、分析のために明視野および蛍光顕微鏡の両方を用
いてマイクロウェルチップを画像化した。磁石は左右に掃引されたが、円形または正弦波
パターンで移動することもできる。
【０１６６】
　図７Ａおよび図７Ｂは、この実現可能性実験の結果を示す写真の図である。図７Ａは、
いくつかのマイクロウェルが細胞を有し、いくつかのマイクロウェルが空である、マイク
ロウェルチップの一部の明視野像を示す。その中に細胞を有するマイクロウェルは、照明
光の散乱および吸収によりより暗く見え、一方、空のマイクロウェルは、照明光の反射の
ために中心に明るいスポットを有する。
【０１６７】
　実験では、細胞の存在を蛍光マイクロコピーによって検証した（図７Ｂ）。図７Ｂは、
システムが細胞をマイクロウェルに導き、表面（マイクロウェル間の領域）を磁性化細胞
から除去することができたことを明らかに示す。実際には、図７Ｂにおいて、磁界によっ
て動かされなかったため、本質的に磁性である可能性の低い汚れが表面上に残っているこ
とに気付くことができる。図７Ｂでは、いくつかのマイクロウェルが他のマイクロウェル
よりも明るいことを見ることも可能である。これは、この特定の実験では、マイクロウェ
ルのサイズが標的細胞のサイズよりも大きく（ＫＢ細胞は１０～１５マイクロメートルの
サイズである）、これによって、いくつかのマイクロウェルが他のものより多くの細胞を
保持すことになったためである。この実験は、十分な大きさのマイクロウェルが複数の細
胞および細胞クラスタを保持できることを確認し、単一の細胞を捕捉するにはより小さい
マイクロウェルを用いる必要があることを示唆している。
【０１６８】
　いくつかの実施態様では、図７Ａ～図７Ｂに示すこの光学的効果を用いて、空のマイク
ロウェルおよび細胞を収容するマイクロウェルを迅速に認識することができる。写真の明
るいマイクロウェルと暗いマイクロウェルとの間の明らかな差異は、細胞捕捉を識別する
ために高倍率または高分解能の顕微鏡を使用する必要性を低減する可能性がある。これは
、この差異はより低い倍率（例えば、２０倍、１０倍、５倍の光学ズーム、またはより低
い倍率）で検出され得ることが多いためである。
【０１６９】
　いくつかの実施態様では、マイクロウェル内の１つまたは複数の標的実体の存在を認識
し、識別された標的実体の位置を決定し、マイクロウェルチップの各マイクロウェルに特
定の座標を割り当てるために、１つまたは複数のコンピュータアルゴリズムが使用される
。これらの実施態様では、（例えば、人間の介入なしに）実質的に自動的なコンピュータ
実装様式で、マイクロウェルの内容物（例えば、捕捉された標的実体）を抽出するために
、位置および座標情報が使用される。例えば、顕微鏡を使用して特定のマイクロウェルを
視覚化し、および／または、その位置を識別する必要なしに、作動デバイスを使用して、
ピペットを特定のマイクロウェルの座標位置に移動させ、次いで特定のマイクロウェルの
内容物を抽出するようにピペットを操作することができる。さらに、マイクロウェルの割
り当てられた座標位置は、特定のマイクロウェルチップの内容物が、割り当てられた座標
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位置を使用することによって異なる実験室で検査され得るように、抽出技法を標準化する
ために使用され得る。
【０１７０】
　図８は、マイクロピペットを用いることによって図７Ａ～図７Ｂに示すチップ領域に位
置する細胞が抽出されている実験結果を示す写真の図である。この実験の間、マイクロウ
ェルチップの表面は、上述のＰＤＭＳフレームによって保持される流体サンプルで覆われ
た。先端が曲がったマイクロピペットを使用して、上記からの手順の顕微鏡視覚化を可能
にした。ピペット先端が、動きを精密に制御できる並進ステージに固定したシリンジに取
り付けられた。
【０１７１】
　図８は、透明な曲がったピペットがマイクロウェルと整列していることを示している。
ピペットの先端は直径約５０～６０マイクロメートルである。実験では、図８のピペット
が整列しているマイクロウェルの内容物を、マイクロピペットを通して吸引することによ
って抽出した。次に、このマイクロウェルのすぐ左にある２つのマイクロウェルの内容物
を順次抽出した。図８は、これら３つのマイクロウェルが空ではないことを示している。
抽出のために意図されていないマイクロウェルは著しく摂動されておらず、それらの内容
物はそれぞれのマイクロウェルに依然として存在することに留意されたい。図では、暗い
色のように見えるマイクロウェルは、細胞を捕捉したマイクロウェルとして識別され、一
方、明るく見えるマイクロウェルは、空のマイクロウェルを示す。
【０１７２】
　実施例３－細胞抽出技法の比較
　図９Ａ～図９Ｄは、マイクロウェルを用いた場合と用いない場合の細胞抽出を比較する
実験の結果を示す写真の図である。図９Ａおよび図９Ｂは、平らな表面上（例えば、マイ
クロウェルなし）の単一の細胞の抽出手順の明視野画像を示し、図９Ｃおよび図９Ｄは、
マイクロウェル内に捕捉された単一の細胞の抽出手順の明視野画像を示す。抽出手順は、
マイクロピペットを使用して、吸引力を加えて目的の細胞を抽出することにより行った。
【０１７３】
　図９Ａおよび図９Ｃは、抽出手順の開始前に（例えば、細胞がマイクロピペットの先端
付近に存在したことを確認するために吸引力を加える前に）捕捉された画像を示し、図９
Ｂおよび図９Ｅは、抽出手順が完了した後（例えば、抽出された細胞の近傍の環境に対す
る細胞の抽出の影響を識別するために吸引力を加えた後）に捕捉された画像を示す。
【０１７４】
　図９Ａおよび９Ｂに示された結果は、第１の抽出手順の間に、マイクロピペットによっ
て加えられた吸引力が、最終的に目的の細胞および顕微鏡の視野内の近傍の細胞を捕捉し
たことを示す。これは、このタイプの抽出手順が、近傍の細胞をも捕捉することなく、特
定の細胞を選択的に標的化し捕捉することを困難にすることを示している。対照的に、図
９Ｃおよび図９Ｄに描写された結果は、捕捉された目的の細胞がマイクロウェルから抽出
される場合、近傍のマイクロウェルに位置する細胞は捕捉されず、それらの位置に留まる
ことを示している。例えば、図９Ｃは、吸引力を加える前に、マイクロウェル９０２内に
細胞が最初に存在することを示す。マイクロウェル９０２内に捕捉された細胞は、抽出動
作中に最終的に抽出され、図９Ｄの空のマイクロウェル９０２を示した。図９Ｄに示す結
果は、マイクロウェル９０６，９０８，９１０内の細胞の存在が、マイクロウェル９０２
に捕捉された細胞を抽出するために吸引力を適用した結果として捕捉されなかったことを
さらに示している。
【０１７５】
　実施例４－蛍光誘導細胞抽出
　近傍のマイクロウェルに捕捉された細胞を摂動させることなく、マイクロウェルチップ
から単一の細胞を抽出できるか否かを検証するために実験を行った。この実験では、チッ
プは、種々の種類の蛍光標識化細胞（磁性化ＫＢ細胞および磁性化ＭＣＦ－７細胞）を捕
捉したマイクロウェルを含んでいた。生成された蛍光シグナルが、細胞がマイクロウェル
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内に捕捉されたことの指標として使用され、マイクロピペットを用いて吸引力を加えた後
にマイクロウェルから細胞が抽出されたことが視覚的に確認された。ＫＢ細胞を、緑色蛍
光シグナルを放出する抗葉酸受容体抗体を妨げるＦＩＴＣ標識磁性ビーズを用いて標識し
た。ＭＣＦ－７細胞を、赤色蛍光シグナルを放出する抗ＥｐＣＡＭ抗体を妨げるＰＥ標識
磁性ビーズで標識した。
【０１７６】
　単一のＫＢ細胞（緑色）の抽出手順中に蛍光画像を捕捉し、抽出が近傍のマイクロウェ
ルに捕捉された細胞に影響するか否かを判定した。ＫＢ細胞によって産生された緑色蛍光
シグナルを使用してマイクロウェル中に捕捉されたことを検証するために、抽出の前に第
１の画像セットを捕捉した。これらの画像は、ＭＣＦ－７細胞（赤色）が近傍のマイクロ
ウェル内にあっても捕捉されなかったことを検証するためにも用いられた。ＫＢ細胞が捕
捉されたマイクロウェルの上に置かれたマイクロピペットによって加えられた吸引力に曝
された後、ＫＢ細胞の動きを識別するために、抽出手順の間に第２の画像セットを捕捉し
た。ＭＣＦ－７細胞のような近傍の細胞への抽出手順の影響を特性化するために、抽出手
順を完了した後に第３の画像セットを捕捉した。
【０１７７】
　収集された画像からの結果は、細胞が捕捉されたマイクロウェルの上方に吸引力が加え
られた後に、マイクロピペットによって加えられた吸引力が、ＫＢ細胞を、マイクロピペ
ットの先端の内側で移動させることを示した。抽出操作が完了すると、結果は、ＭＣＦ－
７細胞がその位置に依然として存在することを示した（抽出手順の前後に収集された画像
における蛍光シグナルの存在を比較することに基づいて決定された）。これらの結果は、
稀少細胞集団を個々のマイクロウェルに分離するためにマイクロウェルチップを使用する
ことの利点を示しており、流体サンプル中の細胞数は、マイクロウェルチップの表面上の
マイクロウェルの数よりも著しく少ない。
【０１７８】
　実施例５－細胞集団の高スループット分析
　マイクロウェルチップの表面上のマイクロウェルの捕捉能力に対する単一の基板内に複
数の細胞集団を有することの影響を決定するための実験を行った。基板は２種類の蛍光標
識化細胞（磁性化ＫＢ細胞および磁性化ＭＣＦ－７細胞）を含んでいた。ＫＢ細胞を、緑
色蛍光シグナルを放出する抗葉酸受容体抗体を妨げるＦＩＴＣ標識磁性ビーズを用いて標
識した。ＭＣＦ－７細胞を、赤色蛍光シグナルを放出する抗ＥｐＣＡＭ抗体を妨げるＰＥ
標識磁性ビーズで標識した。
【０１７９】
　実験中、マイクロウェルチップを閉鎖流体チャンバに内に配置し、混合物を最初に層流
によってマイクロウェルにわたって分散させた。次いで、流れを止め、磁性掃引を行って
磁性化細胞集団をマイクロウェルチップの表面に引き付けて、マイクロウェル内での細胞
捕捉を誘導した。次いで、マイクロウェルチップの表面の蛍光画像を捕捉して、マイクロ
ウェル内の蛍光シグナルの存在に基づいて細胞捕捉を識別した。細胞捕捉がマイクロウェ
ルチップの特定の領域に局在化しているか否かを判定するために、様々な視野を捕捉して
ともに結合し、マイクロウェルチップの表面の広い領域を集合的に表す高視野画像を再構
成した。
【０１８０】
　結果は、１０００を超える細胞がマイクロウェルチップのマイクロウェルに捕捉された
ことを示した。結果はまた、両方のタイプの細胞（例えば、ＫＢ細胞およびＭＣＦ－７細
胞）がマイクロウェル内に捕捉されたことも示し、これは、異なる細胞タイプの存在がマ
イクロウェル内の優先的細胞捕捉を引き起こさないことを示している。
【０１８１】
　実施例６－複数の標的分子の検出
　別の実施例において、マイクロウェルチップを用いて、単一のマイクロ流体チャンバ内
の異なるタイプのウイルスまたは分子などの複数の標的実体を検出および分析することが
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できる。この例では、マイクロウェルチップ１１０は、各々が異なる標的実体に関連付け
られている個々の磁性ビーズのセットに対応するマイクロウェルチップ１１０の表面上の
マイクロウェル入口サイズのセットを含むマイクロウェル配列パターンを有するように構
築することができる。
【０１８２】
　例えば、各グループが異なるサイズを有する磁性ビーズの各グループは、最初に、１つ
のタイプの標的分子を認識し、特異的に（例えば、抗体の使用により）結合するように官
能化することができる。次いで、磁性ビーズを、異なるタイプの標的分子を含む流体サン
プルに曝露することができる。磁性ビーズがそれぞれの標的分子に結合された後、流体サ
ンプルをマイクロウェルチップ１１０のマイクロ流体チャンバに導入することができ、様
々な磁性ビーズに対応する異なるマイクロウェル入口サイズを使用して、磁性ビーズサイ
ズによって標的分子の捕捉を分離することができる（例えば、対応する標的実体を有する
より小さい磁性ビーズが、上流で捕捉される）。マイクロウェルチップ１１０は、その後
、単色蛍光顕微鏡または安価なプレートリーダを使用して読み値を得るために、単色蛍光
検出と共に使用することができる。この実施態様では、検出可能な標的実体のタイプには
、ＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質、抗体、酵素、ウイルス、細胞外小胞、エキソソーム、ヌ
クレオソーム、小分子およびペプチドが含まれる。
【０１８３】
　実施例７－リング磁石を用いた磁性化細胞の分解
　図１０Ａ～図１０Ｃは、マイクロウェルチップの表面上の標的実体のクラスタを分解お
よび／または分離するためのリング状磁石の使用を調べた実験の結果を示す写真の図であ
る。図１０Ａ～図１０Ｃは、マイクロウェルチップの表面上の細胞が、マイクロウェルチ
ップの下に置かれたリング状磁石を用いて外向きの磁力に暴露された分解手順の明視野画
像を示す。
【０１８４】
　図１０Ａは、ＥｐＣＡＭ制限超常磁性ビーズ（図中、「ａ－ｍ」と標識されている）で
標識され、マイクロウェルチップの表面上に置かれたＭＣＦ－７細胞の画像を示す。リン
グ状の磁石を用いて外向きの磁力を加え、図１０Ｂに示すように細胞に対する分散効果を
生じさせた。示されているように、細胞は、リング状磁石によって提供される外向きの磁
力のために、中心点から外向きに移動した。図１０Ｃは、分解手順が完了した後の画像を
示す。示されているように、マイクロウェルチップの表面上の細胞は、顕微鏡の視野から
完全に除去された。これらの結果は、リング状の磁石を用いた外向きの磁力の印加が、標
的実体の意図しない凝集またはクラスタリングを防止するために使用できることを示して
いる。
【０１８５】
　他の実施態様
　いくつかの実施態様が説明されている。それにもかかわらず、本発明の精神および範囲
から逸脱することなく、様々な変更が可能であることが理解されるであろう。さらに、図
に描かれた論理フローは、望ましい結果を達成するために、示された特定の順序または逐
次的な順序を必要としない。さらに、記述されたフローから他のステップを提供すること
ができ、またはステップを省略することができ、記載されたシステムについて他の構成要
素を追加または削除することができる。したがって、他の実施態様も添付の特許請求項の
範囲内にある。
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