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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１つの試料入口ポートと、少なくとも１つの通気口と、少なくとも１つの試
薬を含むチャンバとを有するマイクロ流体装置で、生体液中の分析対象物量を検定する方
法であって、
　（ａ）前記マイクロ流体装置の前記少なくとも１つの試料入口ポート内に、前記生体液
の、毛管力によって前記少なくとも１つの試料入口と連通している毛管通路を通って毛管
止めまで移動する試料を計量分配することと、
　（ｂ）前記試料に前記毛管止めを通過させるために十分であり、前記試料が導入された
後に所定の時間で加えられる（ａ）の前記試料と異なる一部の液体を、液滴が計量分配さ
れないときは時間間隔によって区切られ、０．０５～１ｍｍの範囲内の直径を有する液滴
群の形で、（ａ）の前記少なくとも１つの入口ポート内に計量分配することと、
　を含む方法。
【請求項２】
　前記毛管止めを越えてすべての前記試料を前記マイクロ流体装置内の位置に押し退ける
のに十分な量の、（ｂ）の前記異なる液体が導入される、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　請求項２の前記押し退けられた試料が、前記少なくとも１つの試薬を含むチャンバに計
量分配された試薬に接触し、前記少なくとも１つのチャンバ内にある空気を押し退ける、
請求項２記載の方法。
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【請求項４】
　前記試料及び前記試薬が反応して、前記試料中の前記分析対象物量に関連する検出可能
な結果をもたらす、請求項３記載の方法。
【請求項５】
　前記押し退けられた試料が、調整剤又はキャリア剤に接触して、試料が続いて試薬と接
触する準備をする、請求項２記載の方法。
【請求項６】
　（ｂ）の前記異なる液体の前記液滴群が、約３万～１５万滴／秒の割合で、マイクロデ
ィスペンシングノズルによって供給される、請求項１記載の方法。
【請求項７】
　前記マイクロ流体装置が、総容量約０．１～２００μＬを有する、請求項１記載の方法
。
【請求項８】
　最小液滴群が、体積約１００ｐＬを有する、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　前記計量分配のタイミング精度が、約０．０１ミリ秒である、請求項８記載の方法。
【請求項１０】
　少なくとも１つの試料入口ポートと、少なくとも１つの通気口と、少なくとも１つの試
薬を含むチャンバとを有するマイクロ流体装置で、前記少なくとも１つの入口ポート内に
前記生体液の試料を計量分配することと、前記少なくとも１つの入口ポート内に前記試料
と異なる液体を計量分配して前記試料を押し退けることとを含む、生体液中の分析対象物
量を検定する方法において、改善点が、前記異なる液体を、０．０５～１ｍｍの範囲内の
直径を有し、液滴が計量分配されないときに時間間隔によって区切られる液滴群の形で計
量分配することを含む方法。
【請求項１１】
　前記生体液の試料が、毛管力によって、少なくとも１つの試料入口と連通している毛管
通路内の毛管止めまで移動し、前記異なる液体が、前記試料に前記毛管止めを通過させる
ために十分な量で計量分配される、請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　前記生体液の試料が、前記毛管止めを通過して、前記少なくとも１つの試薬を含むチャ
ンバ内に送り込まれる、請求項１１記載の方法。
【請求項１３】
　前記試料及び前記試薬が反応して、前記試料中の前記分析対象物量に関連する検出可能
な結果をもたらす、請求項１１記載の方法。
【請求項１４】
　前記押し退けられた試料が、調整剤又はキャリア剤に接触して、試料が続いて試薬と接
触する準備をする、請求項１１記載の方法。
【請求項１５】
　前記異なる液体の前記液滴群が、約３万～１５万滴／秒の割合で、マイクロディスペン
シングノズルによって計量分配される、請求項１０記載の方法。
【請求項１６】
　前記マイクロ流体装置が、総容量約０．１～２００μＬを有する、請求項１０記載の方
法。
【請求項１７】
　最小液滴群が、体積約１００ｐＬを有する、請求項１０記載の方法。
【請求項１８】
　前記計量分配のタイミング精度が、約０．０１ミリ秒である、請求項１０記載の方法。
【請求項１９】
　計量分配された異なる液体の体積が約５ｎＬである、請求項１１記載の方法。
【請求項２０】
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　少なくとも１つの入口ポートと、少なくとも１つの通気口と、少なくとも１つのチャン
バとを有するマイクロ流体装置を作動させる方法であって、
　（ａ）前記少なくとも１つの入口ポート内に、第１の液体を、０．０５～１ｍｍの範囲
内の直径を有する液滴群の形で所定量を計量分配することと、
　（ｂ）前記第１の液体を導入した後に所定時間で加えられ、前記少なくとも１つの入口
ポートから前記第１の液体を押し退けるのに十分な所定量の第２の液体を、液滴が計量分
配されないときは時間間隔によって区切られ、０．０５～１ｍｍの範囲内の直径を有する
液滴群の形で、前記少なくとも１つの入口ポート内に計量分配することと、
　を含む方法。
【請求項２１】
　前記マイクロ流体装置が、前記少なくとも１つの入口ポートと、前記少なくとも１つの
チャンバとの間で連通している毛管通路を含み、前記第１の液体が、前記入口ポートから
前記少なくとも一つのチャンバの入口の毛管止めまで、毛管力によって移動する、請求項
２０記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、分析対象物と、検出可能な反応を起こすための試薬との反応によって、生体
試料中の分析対象物量を測定するために用いられる試薬及び器具に関する。
【背景技術】
【０００２】
［試薬を含む基材上への液体の付着］
　生体試料、たとえば尿、血液、唾液、又は粘液又は組織の抽出物中の分析対象物量を測
定するための多くの器具が開発されてきた。一般的には、試料液体は、分析対象物と反応
する試薬を含む表面に適用される。試薬は、分析対象物量が測定され、それに関連性のあ
る検出可能な反応を起こす。表面は、普通は本質的に親水性かあるいは疎水性であり、た
とえばポリスチレンと比較したろ紙である。いくつかの装置は表面の組み合わせを用い、
たとえば尿検査片試験で、疎水性のポリスチレンのハンドルの先端に親水性のろ紙を用い
る。一般的な試験では、未反応の試薬を含む細片が、液体試料中に浸漬され、すなわち十
分に浸されて、試料中の分析対象物と試薬との間の反応が、普通は任意の方法によって測
定される。未反応の試薬自体は、水溶性又は不水溶性であってもよい。これらを付着させ
るか又は固定化して、多孔質基体内で乾燥させる。基体は、支持面上に取り付けられるか
又は設置される。加えて、試薬を含むか又は含まない液体を検定中に用いることができる
。乾燥させた試薬をすでに含む基体の表面に、液体試薬を分析対象物との反応の前、後又
は最中に適用することができるが、一般的には試料が適用された後に加えられる。試料及
び試薬の量をできるかぎり少なくすべきなのは、費用及び利便性に関する明白な理由から
である。あまり明白でないのは、試薬を含む表面に、少量の液体試薬又は生体試料を適用
した場合、均一で正確な反応を得ることが困難であることが多いことである。分析対象物
の試薬との反応は、より少量の分析対象物での反応領域が存在する場合よりも小さい。
【０００３】
　基体を用いて反応応答を増幅させることができる。薄いフィルム、たとえば膜を親和性
試薬で固定化させて、反応物を読み取りゾーンで捕捉及び凝縮させることを可能にするこ
とができる。液体の流れを所望の方向に、たとえば縦ではなく横に向けることは、液体試
料又は試薬と、反応ゾーンとの間で流体の交換回数を増加させることによって、効率を向
上させることができる。さらに各交換は、分析対象物の反応を生じさせることを可能にし
、これにより信号が増幅される。基体の表面の改良は、試薬が読み取りゾーン内で分離さ
れることを可能にする。さらに、表面自体の性質を用いて、たとえば試薬の可溶化を高め
ることによって分析対象物の反応性を高めるか、又は表面上の試薬との反応を促進するこ
とができる。
【０００４】
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　多くの生体試料及び液体試薬は、かなりの含有水分を有しているため、親水性の基体に
適合し、疎水性面には適合しない。試料及び試薬液は、計量分配されると親水性基体全体
にわたってすばやく広がり、疎水性基体にははじかれる。計量分配された液体及び試薬は
、反応又は部分的反応領域上に直接計量分配することによって表面上で接触する。しかし
、基体が比較的疎水性である場合、計量分配された液体は、基体面上でビーズを形成して
表面との接触を最小限にしようとするため、試薬全体に均一に広がらない。液体の計量分
配に関連する別の問題は、乾燥した試薬が本質的に水溶性であるかあるいは不水溶性であ
る場合があることである。不水溶性の乾燥試薬は、液体試料に容易にアクセスできない場
合があり、また水溶性試薬は基体上の液体と溶解してともに移動する場合がある。試薬は
、試料に均一に接触すべきことが理想的であるのは、試料に対する試薬の測定可能な反応
、たとえば発色が、試料中の分析対象物量の正確な読み取りを得るためには均一であるべ
きだからである。
【０００５】
　計量分配された液体と試薬との表面上での良好な接触を得ることに関する別の課題は、
試料の物理的性質に関する。これらは、その物理的性質、たとえば表面張力、粘度、全固
形分、粒子サイズ及び接着力が変化する。したがって、これらは容易には、試薬に覆われ
た基体全体に一定量で均一に付着しない。また、液体試料量が減少するにつれ、試薬に対
して変化する性質を有する一定量の試料を適用することがいっそう困難になる。一方、イ
ンクジェット印刷等は、その使用のために開発され、一定の物理的性質を有する液体に依
存する。
【０００６】
　液滴の付着はよく知られた作業である。具体例は、圧電又は気泡で作動するインクジェ
ットプリンタを含み、これは、数フェムトリットル～数十ナノリットルを含む直径約２～
３００μｍ（通常５０μｍ）の複数の小液滴の制御された付着から印刷物を形成する。小
液滴を付着させる他の方法が提案され、通常は圧電の原理が使用されて小液滴を作り出す
が、これらは一般的なインクジェットプリンタとは異なる。米国特許第５，０６３，３９
６号、５，５１８，１７９号、６，３９４，３６３号及び６，６５６，４３２号に具体例
が見出される。シリンジ型のピペットを通した、より大きな液滴の付着（３～１００μｍ
）は、診断システムで再現可能であることが既知である。これは、一つの液滴の直径約２
～６ｍｍに相当する。そのようなピペットシステムの市販例は、ＣＬＩＮＩＴＥＫ　ＡＬ
ＴＡＳ（登録商標）尿検査アナライザである。液滴のサイズは、ノズルの形状、ポンプタ
イプ及び加えられる圧力に依存して、ノズルサイズよりも大きいか又は小さくすることが
できる。
【０００７】
　上述の課題は、試薬を含むパッド上に液体試料が液滴として提供された場合に、特に認
められる。パッド面と試薬との相互作用は、試料が、よく行われているような試薬パッド
を液体試料に浸す（浸漬する）ことによって試薬パッドを完全に覆うのではなく、液滴と
して加えられた場合、不正確な反応が起こっていたことがわかっている。およそ３～１０
０μＬの大きな液滴は、基体があまりに疎水性である場合は試薬内に移動せず、表面上に
気泡を形成する。これらは、表面が親水性である場合、試薬に過剰な液体を与える。数フ
ェムトリットル～数十ナノリットルのより小さな液滴もまた、あまりに疎水性である基体
上に付着すると、表面領域を完全に覆うような量に欠け、不均一なパターンでランダムに
集まるために問題となる可能性がある。また、小さな液滴は、水溶性の試薬の移行のため
に空いた空間を可能にする。これらの微小な液滴はまた、液体蒸発してエアゾールを形成
しがちであり、尿又は血液検体を含む場合、生物学的に有害であると考えられる。このよ
うに、液体が試験パッド上に液滴として付着する場合、試料中にパッドを浸す場合よりも
、改善が必要とされていた。
【０００８】
　計量分配された液体と試薬との接触が完了した後、いくつかの方法のうち一つを用いて
結果を読み取ることができる。光学的方法がよく用いられ、これは反応を起こすための分
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光信号に依存する。結果は、有用であるように再生可能でなければならない。光学測定は
、目に見える試薬領域と、計量分配された液体と試薬とが反応するために考慮された時間
とによって影響される。視野内で不均一な領域が形成され、反応時間量が変化することに
よって、誤差の増大が生じる。たとえば、基体全体に不均一に広がる試料又は試薬でなさ
れる測定は、読み取られるたびに異なる結果をもたらす。
【０００９】
　本発明の譲受人に譲渡された同時継続中の米国特許出願第１１／１３５，９２８号は、
ＵＳ２００６／０２６３９０２Ａ１として公開されており、その中で発明者らは、試薬を
備える基体上に、生体試料及び試薬を微細な液滴として付着させる方法を報告している。
試薬を備える基体が、試薬の水溶解度及び基体の表面エネルギに依存して、すなわち試薬
を備える基体が親水性か疎水性かに依存して、異なる挙動をすることが実証された。大き
な液滴、たとえば１．７～２０．４μＬの付着が示され、試薬を備える表面上に、約５０
ｐＬ～１μＬの小さな液滴を付着させた場合よりも精度の低い結果がもたらされた。発明
者らはまた、小液滴が疎水性基体によって吸収された一方、大きな液滴は容易には吸収さ
れなかったことを発見した。
【００１０】
　水溶性の試薬は、試薬を備える表面上に広がると、液体と溶解してともに移動すること
が示されている。発明者らは、そのような移動を生じる不均一な試薬反応は、小液滴を提
供することによって緩和されることを発見した。
【００１１】
　小液滴の提供は、多数の小さな開口を有するノズルか、又は単一のノズルによって行わ
れ、これらは所望の領域をカバーするように、試薬を備える基体を基準とするか又はその
逆に移動する。液体試薬の基体上の試薬との反応は、試薬によって覆われた領域の平均と
して、又は好ましくは反応領域を１スポットずつ走査して結果を平均することによって読
み取られる。
【００１２】
［マイクロ流体装置内の付着液体］
　生体試料とそれに関連する液体とを、生体試料の検定に用いられるマイクロ流体装置に
加えることは、さまざまな手法によって行うことができる。血液、尿等の非常に少ない試
料は、そのような装置内に導入され、そこで試料内に発見される分析対象物の存在及び量
を示すことが可能である試薬と接触する。
【００１３】
　生体試料及び試料を検定するために必要な場合がある他の液体を付着させることに関連
する課題は、米国特許出願第１０／６０８，６７１号で述べられ、ＵＳ２００４／０２６
５１７２Ａ１で公開されている。特に重要な要件は、液体が導入されるときに装置から空
気を除去し、検定される試料の量及び関連する液体、たとえば試薬、緩衝剤、希釈剤等を
計量することである。
【００１４】
　ここで述べられた課題がマイクロ流体装置の適切な設計によって解消された後でも、生
体試料内の分析対象物量の測定は、そうあるべき繰り返し精度をもたらさないかもしれな
いことがわかった。一つには、この課題は、この設計固有のばらつきに関連する。第１に
、表面コーティングのばらつきは、液体に毛管止めを越えて、又は試薬領域付近でクリー
プを生じさせる可能性がある。このことは、液体の移動タイミング及び反応量にばらつき
を生じさせる。第２に、経験の浅いユーザは、正しくない量の試料又は試薬を適用する可
能性がある。第３に、これらのマイクロ流体装置の内部寸法は、低コストな方法で大量に
作られた場合、チップごとに異なる可能性がある。本発明者らは、そのような課題を解消
することができることを発見し、結果の精度及び繰り返し精度を有意に改善する。
【発明の概要】
【００１５】
　本発明の１つの態様は、生体液に含まれる分析対象物量を測定検査する改善された方法



(6) JP 5296054 B2 2013.9.25

10

20

30

40

50

である。本方法は、生体液試料及び／又は関連する液体を、直径０．０５～１ｍｍを有す
る液滴で、マイクロ流体装置の入口ポートに計量分配することを含む。生体試料及び／ま
たは関連する液体の提供を所定回数行って、マイクロ流体装置の動作を制御する。関連す
る液体は、液体が計量分配されていないときに、間隔によって区切られた液滴群として付
着し、これにより試料はマイクロ流体装置内の所望の位置に、測定検査を最適化するよう
に選択されたときに移動する。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】実施例１のマイクロ流体装置を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
［定義］
　本明細書で用いられる以下の用語は、次のように定義される。
【００１８】
　「分光画像」は、試薬を含む領域上に付着した生体試料に対する、試薬を含む領域の光
学的な反応の詳細な図を意味し、たとえば色、反射率、透過度又は吸収度もしくはその他
、たとえばラマン、蛍光、化学ルミネセンス、りん光又は電気化学インピーダンス分光法
を用い、これにより試薬を含む全領域のサブユニットの検査が可能になる。この画像は、
光学的反応に加えられた位置（すなわちｘ－ｙ）を備える多次元にすることができる。
【００１９】
　「親水性」面は、その面と、その上に配置された水滴との間に９０°未満の接触角を有
するものである。
【００２０】
　「疎水性」面とは、その面と、その上に配置された水滴との間に９０°以上の接触角を
有するものである。
【００２１】
［液体と多孔質基体の相互作用］
　本発明は、多孔質基体（「パッド」）内部で生じる反応の改善された制御を提供し、基
体は乾燥した試薬を含み、マイクロ流体装置内部に位置付けられる。反応は、試料液体と
、試薬を含むパッドとの間の相互作用によって起こる。
【００２２】
　未知量の分析対象物を含む液体試料が、試薬を含むパッドに接触すると、液体は試薬を
溶解して分析対象物との反応を生じることができ、これにより検出可能な結果、たとえば
色等の、分光写真手段によって検出される特質的な光信号を発生させる。反応が生じる速
度及び結果が検出可能である程度は、要因の数に影響される。そのような要因は、試薬の
アクセシビリティ、液体中でのその溶解度、及び液体が配置される領域での試薬と液体と
の相対量を含む。一定かつ正確な結果を得ようとする場合、多孔質パッドに液体を均一に
適用することは重要である。同様に、パッドの特徴、たとえばその疎水性／親水性、多孔
度及び毛管現象、及び厚さもまた、検定結果を決定する要因である。パッド特徴は、吸収
される液体量のみならず、パッド上で乾燥させる試薬の可溶化及び表面相互作用にも影響
する。また、これらは液体が流れる方向及び特定の場所に試薬を固定する能力にも影響す
る。たとえば、パッドは多くの場合、フィルム、たとえば液体を縦ではなく横に流すこと
が可能である膜とともに用いられる。このように、液体の交換回数を、定義された反応ゾ
ーンで行うことができる。反応ゾーンが固定化された生物親和性分子、たとえば抗体及び
核酸を含む場合、捕獲効率は流体の交換回数によって増大する。実際には、当業者におい
ては、パッド自体、試薬及び試料液体の物理的特徴はすべて、有用な検定システムの設計
において考慮されるべきであることが分かる。
【００２３】
　試薬を含むパッドに試料（及び関連する液体）を直接付着させることとは反対に、マイ
クロ流体装置では、試料は入口ポートに加えられて、その後介在する壁及び毛管通路を通
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って、試薬を含むパッドを含むチャンバに移送される。多くの場合、試料は別の液体、た
とえば液体試薬と混合されるか又はそれに希釈される。試料は、液体試薬と同時に、又は
その前後にマイクロ流体装置に加えられることができる。１つ又は複数の入口ポートを用
いることができる。試料、液体試薬、及び混合物は別々に流れることができるが、それで
も液体を均一に分布することが重要である。
【００２４】
　本発明では、試料液体及び／又は他の関連する液体を、厳密なパターンで特定の時にわ
ずかずつ、対象の領域に定期的に適用することにより、液体と、試薬を含むパッドとの相
互作用の改善された制御を提供して、さらに正確で均一な結果を提供する。
【００２５】
　多くの検定では、試薬は多孔質基体又は「パッド」に配置され、細片状の基体は、試験
される生体流体中に浸漬される。そのような検定は有用であるが、必ずしも所望のように
正確又は繰り返し可能ではない。前に示されているが、大きな試料液滴（すなわち１.７
μＬ～２０．４μＬ）を付着させることは、細片を液体内に浸漬するほどには十分でない
。しかし、小液滴（たとえば５０ｐＬ～１μＬ）は、数多くの生物学的検定で優れた結果
をもたらしている。
【００２６】
　２つのタイプの計量分配ノズルが以前から述べられている。１つは、単一のノズルを用
いて、試薬を含む基体上に一滴の液滴を連続して計量分配する。ノズル又は基体のどちら
かが移動して、所望の領域に均一な被覆を提供する。第２のタイプのノズルは、一連の穴
があけられた板を用い、複数の連続した液滴が一度に提供されるようにする。どちらのタ
イプも、最小液滴サイズは約５０ｐＬと考えられており、これは穴の直径約４５～５０μ
ｍに対応する。ノズルは、さまざまなソースからの圧力によって作動することができる。
圧電駆動を用いることは、小液滴を計量分配する一つの好ましい方法である。
【００２７】
［マイクロ流体装置］
　米国特許出願第１０／６０８，６７１号は、ＵＳ２００４／０２６５１７２Ａ１で公開
され、マイクロ流体装置に含まれた試薬と生体試料との接触への参入及び移動について述
べている。そのような装置は、一般的には総容量約０．１～２００μＬを有するが、その
用途に依存して、大容量又は小容量を有していてもよい。通常、マイクロ流体装置は、毛
管止めまでか、又は第２の液体の必要量を誘導するまで、所定量の第２の液体で第１の液
体を動かすことによって動作することができる。本発明の方法は、マイクロ流体装置内の
液体のより正確な動きを提供する。
【００２８】
　米国特許出願公開ＵＳ２００６／０２６３９０２Ａ１は、試薬を含む多孔質基体に小液
滴を付着させることの利点を記載している。本方法は、毛管力を用いて液体試料を動かし
て、マイクロ流体装置内部の試薬と接触させるマイクロ流体装置には適さない。
【００２９】
　マイクロ流体装置を用いた経験から、検定結果は、試薬と反応する生体試料量に影響さ
れることが示された。このことは、結果の解釈、たとえば発色から分析対象物量を判定す
ることは、測定器具を較正するために用いられる生体試料中の分析対象物量に基づくこと
が予測される。生体試料量が、既知の容量の溜め又は毛管を用いて定められることができ
る一方で、これらの小型装置群間のばらつきは、結果に望ましくない変動性を生じさせる
のに十分であることがわかっている。容量の差異は一つの要因であるが、特に重要な要因
は、「毛管止め」と呼称してきたものの性能に関連する。これらは装置内に配置され、こ
こで毛管通路のサイズの変化を用いて、液体が毛管力のもとで流れ続けることを阻止する
。実際には、生体試料及び液体、たとえば緩衝剤、洗浄液、付加的な試薬等は、毛管止め
を乗り越える量で加えられてもよく、これにより液体は装置内で前進する。たとえば、生
体試料がマイクロ流体装置内に導入されて、毛管力によって、試薬を含むチャンバの入口
に移動した場合、ここで毛管止めで一時停止し、その後毛管止めを乗り越えてチャンバ内
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に試料を移動させる必要がある。このことは、液体、たとえば洗浄液を入口ポート内に導
入することによってなされることがあり、これにより毛管止めが乗り越えられて、生体試
料が試薬を含むチャンバ内に移動する。毛管力の強さのばらつき及び毛管止めは、マイク
ロ流体装置の性能に不利な影響を有することがわかっている。本装置がその変動性にもか
かわらず有用な情報を提供する一方で、改善が求められている。
【００３０】
　マイクロ流体装置の入口ポートに生体試料及び他の液体を小液滴で適用することは、そ
のような装置を通した液体移動の制御に著しい利点を提供することがわかった。マイクロ
流体装置内部の毛管通路は、非常に少ない液体容量、たとえば５ｎＬ／ｍｍを含む。この
ように、わずかずつの液体のみを用いて、毛管止めを乗り越える。計量分配の開始及び停
止をナノ秒以内で制御して毛管止めを引き起こすためには、液滴の的確な計量分配が必要
とされる。この正確な計量分配は、分光手段によって測定された、試薬の反応によって決
定された時間で行われる。計量分配イベントのパターンは、均一な流れを維持するために
重要であることがわかっている。特に、液体を既知の量で、液体が計量分配されない間隔
で区切られて計量分配することにより、連続する液体の移動を、以前は達成できなかった
方法で制御することが可能になることがわかった。このことは以下に続く実施例で例証さ
れ、ここではマイクロ流体装置に生体試料（全血）、続いて溶解液及び洗浄液が加えられ
た。
【００３１】
（実施例１）
　以下の略語が用いられる。
　ＰＢＳ－リン酸緩衝生理食塩水
　ＢＳＡ－ウシ血清アルブミン
　ＦＩＴＣ－フルオレセインイソチオシアネート
【００３２】
　ニトロセルロース基体（細孔５．０μｍ）でＨｂＡ１ｃ免疫測定法を行い、その上には
２つの幅４ｍｍの捕獲バンドを配置した。第１のバンドは、ＨｂＡ１ｃ凝集剤（分析対象
物ＨｂＡ１ｃの模倣体；ＰＢＳ中で１ｍｇ／ｍＬ、ｐＨ７．４）を含むものであった。第
２のバンドは、モノクローナル抗ＦＩＴＣ抗体（ホウ酸０．０５中３ｍｇ／ｍＬ、ｐＨ８
．５）を含むものであった。
【００３３】
　分析対象物ＨｂＡ１ｃを結合するための結合体は、ＦＩＴＣ及びＨｂＡ１Ｃ抗体で標識
付けされたＢＳＡに付着した青ラテックス粒子を含むものを作製した。２つの濃度を調製
し、高濃度（８～１５％のＨｂＡ１Ｃ）及び低濃度（３～８％のＨｂＡ１Ｃ）検定で用い
た。ＢＳＡで標識付けした材料を、青ラテックス粒子（３００ｎｍ、ＣＯＯＨ／ｇ、６７
μｅｑ．）に、負荷３０μｇのＢＳＡ－ＦＩＴＣ抗ＨｂＡ１Ｃ／ラテックス１ｍｇで付着
させた。０１％ＢＳＡを含むＰＢＳ洗浄液を、高濃度範囲及び低濃度範囲に、抗ＦＩＴＣ
抗体ラテックス結合体の希釈１：１０で用いた。抗ＦＩＴＣ抗体を、抗体１０μｇ／青ラ
テックス粒子１ｍｇで調製した。結合体を、カゼインブロッキング緩衝液で希釈したガラ
ス繊維紙内で乾燥させた。高濃度では、結合体を１：４の割合で希釈し、低濃度では、１
：４００の希釈を用いた。生体試料内にＨｂＡ１ｃが存在する場合、この場合は血液であ
るが、結合体と結合した。次に、結合した結合体は、凝集剤バンドと結合しないが、第２
のバンドに進み、ここで抗ＦＩＴＣ抗体と結合した。余剰結合体は第１のバンドによって
結合するが、これは結合体中のＨｂＡ１Ｃ抗体と結合するためである。２つの捕獲バンド
上で発見されたＦＩＴＣの相対量を測定することによって、試料中のＨｂＡ１Ｃ量を判定
することができた。
【００３４】
　２つの捕獲バンドを含むニトロセルロース片を、図１に図示されるマイクロ流体装置に
配置した。本装置は、毛管チャネルによって接続された４つのチャンバを有し、総容積約
２０μＬを有する。第１のチャンバは、本装置の入口ポートである。周囲に向けて開口し
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ている。チャンバ２は、ガラス繊維紙上の結合体を含み、マイクロポスト上に支持される
。ニトロセルロース捕獲片はチャンバ３内にあり、その入口は、マイクロポスト列を含み
、液体を分配する。チャンバ４は、チャンバ３から液体を除去するための多孔質パッドを
含む。
【００３５】
　使用において、チャンバ１に試料（全血）を加え、試料量を判定した。試料は毛管を通
って流れ、チャンバ２の入口で停止する。溶解溶液（Ｃｅｌｌｙｔｉｃ－Ｍ，Ｓｉｇｍａ
　Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を加えて試料をチャンバ２内に押し込み、
ここで結合体に接触する。試料を結合体粒子と反応させた後、チャンバ１に洗浄液を加え
て、試料及び結合体をチャンバ３の入口にある止めを通して押し込み、希釈された試料が
細片上の捕獲バンドを超えて通過するようにする。捕獲バンドのＦＩＴＣから色が生じ、
光学検出器としてのＣＣＤカメラで読み取り、次に適当なソフトウェアによって較正デー
タと比較される。チャンバ１内にさらなる液体が供給されて、吸収パッドを含むチャンバ
４に残留試料を移動させる。
【００３６】
　このマイクロ流体装置によって試験が実行され、３つの方法を用いてチャンバ１に液体
を加えた。約０．３～２ｍｍの開口を有し、充填長に依存して約０．３～１００μＬの液
滴を計量分配する従来の毛管ピペットを用いて、試料及びその他の液体を入口ポートに配
置した。約５０μｍの開口を有するマイクロディスペンシングヘッドは、一時停止するこ
となく連続的な方法で、試料及び液体を計量分配した。また、同じマイクロディスペンシ
ングヘッドを、液体が計量分配されない間隔を置いて断続的に用いて、時間を決めて精密
に移動させて毛管止めを乗り越えさせた。以下の表に示すように、小液滴を反応に最適な
時間で計量分配することは、明らかに優れた結果をもたらすことがわかった。
【００３７】
【表１】

【００３８】
　上記の表では、「％過充填又は％充填不足」は、図１のマイクロ流体装置を試験して、
反応に必要とされるよりも多いか又は少ない液体を加えたことが見出された一連の試験を
意味する。「％不均一な色」は、チャンバ３で発生した色を意味し、これは捕獲された結
合体の量を示し、試料中のＨｂＡ１Ｃの量の計算を可能にする。「反応のタイミング」は
、液体がマイクロ流体装置のチャンバ２からチャンバ３に流れ始める経験から見出された
最短時間を意味する。これらの検定は、一般的には１～１０分間で行われ、インキュベー
ションと色の発生との両方を含む。インキュベーション及び色の発生時間での誤差は、予
想よりも多いか又は少ない試薬が反応するため、反応の誤差につながる。
【００３９】
（実施例２）
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　前記の実施例で用いられたマイクロディスペンシングヘッドは、約１００ｐＬの液滴を
８５滴／ミリ秒の割合で計量分配することが可能であった。液体が計量分配されないとき
に間隔で区切られた計量分配期間に加え、各期間の計量分配量、すなわち各期間の液滴数
を制御することができた。この能力は、マイクロ流体装置を通る試料及び希釈剤の移動を
より正確に制御することを可能にするものであった。上記のＨｂＡ１Ｃ検定では、試料と
結合体とのインキュベーションのための適切な時間と、検定片を洗浄する前に試料／結合
体の反応を完了させることが重要であった。これには、試料の進行を監視して、希釈剤の
追加のタイミングを制御することが求められる。試料及び試料／結合体を一定の速度で移
動させて検定を最適化することが重要である。これは、試料及び試料／結合体の位置が連
続的に監視されて、それによって希釈剤の追加が制御されているときに可能である。
【００４０】
　本実施例では、マイクロディスペンシングが制御されて、８５滴／ミリ秒の群が、０．
１秒の間隔を置いて提供されるように制御された。ピペットと、連続的なマイクロディス
ペンシングとを比較して、以下の結果を得た。
【００４１】
【表２】

【００４２】
　上記の表では、「タイミング精度」は、計量分配方法を稼働させるために必要とされる
最小期間を意味する。「最小付加量」は、各計量分配方法を制御することができる程度を
意味する。「体積公差」は、マイクロ流体装置の最適な動作に望ましい容積の変動値を意
味する。本実施例では、チャンバ間の毛管は、容積約５０ｎＬを有し、これは毛管端の毛
管止めが始動する前に加えることができる最小量である。体積公差は、計量分配された最
小量が５０ｎＬを超える場合、大きなピペットではゼロである。毛管をピペットとして用
いた場合でも、容積０．３μＬ（３００ｎＬ）は、依然として体積公差ゼロを有する。
【００４３】
　マイクロディスペンシングを増加させた液滴群で用いると、最小群は１滴である。本実
施例では、液滴が８５滴／ｍｓｅｃで計量分配されると、各液滴は体積１００ｐＬを有す
る。次に、体積は、約０．１μＬ／ｍｓｅｃ（８．５ｎＬ／ｍｓｅｃ）である。これは、
通常良好な動作範囲である。これにより高い体積公差が提供され、マイクロ流体装置は、
９９．９９６％の割合で確実に供給される。本装置は分光写真画像によって監視されるた
め、マイクロ流体毛管の体積のミスファイア又はばらつきは、さらなる液滴群を加えるこ
とによって補正することができる。一般的な動作範囲は、３０～１５０滴／ｍｓｅｃであ
り、液滴体積は、３０ｐＬ～１０００ｎＬである。
【００４４】
　連続的なマイクロディスペンシングを用いる場合、ディスペンサを電子的に停止させる
ことができるが、一般的には１よりも多い液滴が供給される。本実施例では、「加えられ
る最小量」は、０．１００ｎＬ又は５ｎＬを５０滴である。これは、本装置では体積公差
がそれほど高くなく、８０％の割合（５のうち４）であることを意味する。マイクロ流体
装置は、５ｎＬのみを保持する毛管で動作できるため、この体積公差は、増加された群を
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備えるマイクロディスペンシングで観察されたものよりも許容しがたい。

【図１】
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