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【誤訳訂正書】
【提出日】平成26年1月14日(2014.1.14)
【誤訳訂正１】
【訂正対象書類名】特許請求の範囲
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体試料の反復染色の自動化された方法であって、
（ａ）生体試料を含む小容積フローセルを用意する段階と、
（ｂ）染色剤を添加する段階と、
（ｃ）活性化脱染色剤を形成するための２種以上の前駆体試薬を混合する段階であって、
前記活性化脱染色剤の分解速度が脱染色反応速度と同じかそれよりも大きい段階と、
（ｄ）前記脱染色剤を前記生体試料の上に前記活性化脱染色剤の分解速度よりも大きい流
速で流す段階と、
（ｅ）任意で段階（ｂ）～（ｄ）を１回以上繰返す段階と
を含む方法。
【請求項２】
　染色された生体試料によって生成した信号を画像取得ウインドウを通して観察する段階
と、前記生成した信号の強度の値を任意で測定する段階と、前記信号をバイオマーカーの
特定標識と関連付ける段階とをさらに含む、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記活性化脱染色剤が酸化剤を含む、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　前記酸化剤が、過酸化水素、臭素水溶液、ヨウ素－ヨウ化カリウム及びｔ－ブチルヒド
ロペルオキシドの緩衝液から選択される、請求項３記載の方法。
【請求項５】
　一方の前駆体試薬が過酸化水素を含んでおり、もう一方の前駆体試薬が水酸化ナトリウ
ムである、請求項１記載の方法。
【請求項６】
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　前記活性化脱染色剤が、前記フローセルと流体連通した混合チャンバ内で形成される、
請求項１記載の方法。
【請求項７】
　前記活性化脱染色剤が、各前駆体試薬の流体流を前記フローセルと流体連通した流路を
通して合流させることによって形成され、前記流路が各前駆体試薬の流体流の混合を増大
させるための物理的障害を任意で含む、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　前記染色剤がルミフォアである、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　混合を促進するために前記フローセルを振動させる段階をさらに含む、請求項１記載の
方法。
【請求項１０】
　前記振動が、前記フローセルに取り付けられた圧電素子を用いて加えられ、電気エネル
ギーを音響エネルギーに変換させる、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　染色又は脱染色を促進するために、前記フローセルの内部温度を周囲温度よりも高く上
昇させる段階をさらに含む、請求項１記載の方法。
【請求項１２】
　前記フローセルの真空排気によって、前記フローセル内部での気泡形成を低減する段階
をさらに含む、請求項１記載の方法。
【請求項１３】
　前記活性化脱染色剤の前駆体試薬を１つ以上の試薬容器からプレミキサーへと移す段階
をさらに含んでいて、前記前駆体試薬が所定の濃度で前記プレミキサーに移送される、請
求項１記載の方法。
【請求項１４】
　段階（ｂ）～（ｅ）の１以上がプロセッサによって制御される、請求項１記載の方法。
【請求項１５】
　プレミキサーと流体連通したフローセルを備える、生体試料の反復染色のための自動化
デバイスであって、前記プレミキサーの容積容量が前記フローセルの容積容量の約５倍よ
りも小さい、デバイス。
【請求項１６】
　前記フローセルの容積容量が１μＬ～１０００μＬであり、前記プレミキサーの容積容
量が５μＬ～５０００μＬよりも小さい、請求項１５記載のデバイス。
【請求項１７】
　前記フローセルの容積容量が５０μＬ～５００μＬであり、前記プレミキサーの容積容
量が２５０μＬ～２５００μＬよりも小さい、請求項１５記載のデバイス。
【請求項１８】
　前記プレミキサーが、２種以上の前駆体試薬の混合を増大させるためのポンプ及び乱流
発生器をさらに含む、請求項１５記載のデバイス。
【請求項１９】
　前記乱流発生器が混合ノズル、多孔質フィルタ、球状障害物又はマイクロメッシュであ
る、請求項１８記載のデバイス。
【請求項２０】
　前記フローセルが、組織試料を受けるように構成された基部と、熱電素子と、前記基部
と前記熱電素子との間のガスケット位置と、前記プレミキサーと流体連通した入口ポート
と、出口ポートとを含み、前記基部及び熱電素子の一方又は両方が画像取得ウインドウを
含む、請求項１５記載のデバイス。
【請求項２１】
　前記フローセル内部に存在する気体を除去するための脱気装置をさらに含む、請求項２
０記載のデバイス。
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【請求項２２】
　前記フローセルに取り付けられた圧電素子をさらに含み、前記圧電素子が電気エネルギ
ーの音響エネルギーへの変換によって前記フローセル内部に振動を生じさせることができ
る、請求項２０記載のデバイス。
【請求項２３】
　前記プレミキサーと流体連通した試薬容器をさらに含む、請求項１５記載のデバイス。
【請求項２４】
　プレミキサー制御装置及び試薬流制御装置をさらに含む、請求項２３記載のデバイス。
【請求項２５】
　前記プレミキサー制御装置、前記試薬流制御装置、及び任意で前記熱電素子に取り付け
られた温度制御装置がプロセッサと一体化されており、前記プロセッサが前記デバイスの
１以上の動作パラメータを制御するように構成されている、請求項２４記載のデバイス。
【誤訳訂正２】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【発明の詳細な説明】
【発明の名称】生体試料の反復染色
【背景技術】
【０００１】
　多重化用途では、タンパク質発現又は空間分布を定量的又は定性的に調べるために、組
織試料又は組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）を複数の分子プローブで染色する必要がある。
染色プロセスは一般に、誤差を生じやすい時間のかかる技術を用いて実施される。染色プ
ロセスで使用される試薬は、多くの場合、高価であり、保管期限が限られており、そのた
め特別な取扱い技術が必要とされる。
【０００２】
　顕微鏡フローセルを組織試料の反応チャンバとして或いは流動条件下での細胞の活動を
モニタするために利用する自動化システムが存在する。しかし、かかるシステムは、組織
試料の処理に使用するのには十分に適合しておらず、フローセル内部での試料の環境制御
が欠けており、手作業を必要とする。
【０００３】
　フローセルを通る試薬（例えば、発光試薬）の流体速度は、流体が小容積チャンバ内部
で乱流を生じたり、試料を押し出したり、損傷するおそれがあるので、制御が困難である
。また、周辺の外部加熱（例えば、加熱された顕微鏡ステージによるもの）によって、封
入された試料の不均一な加熱を生じるおそれもある。そのため、試料に温度変化が生じる
。さらに、試薬の調製、試料の除去及び画像取得のためのステージへの置換の繰返しによ
って、試料の再位置合わせが必要になり、再現性が低下する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００８／００３８７３８号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は一般に、イメージング用途からの生体試料の反復染色を容易にする自動化され
た方法及びデバイスに関する。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　いくつかの実施形態では、方法は、生体試料を含む小容積フローセルを用意する段階と
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、生体試料に染色剤を添加する段階と、活性化脱染色剤を形成するための２種以上の前駆
体試薬を混合する段階であって、活性化脱染色剤の分解速度が脱染色反応速度と同じかそ
れよりも大きい段階と、脱染色剤を生体試料の上に活性化脱染色剤の分解速度よりも大き
い流速で流す段階とを含む。染色、混合、流すプロセスは、逐次繰返すことができる。
【０００７】
　いくつかの実施形態では、生体試料の反復染色のためのデバイスを提供するが、本デバ
イスは、プレミキサーと流体連通したフローセルを備えており、プレミキサーの容積容量
はフローセルの容積容量の約５倍よりも小さい。
【０００８】
　いくつかの実施形態では、フローセルは、組織試料を受けるように構成された基部と、
熱電素子と、基部と熱電素子との間のガスケット位置と、プレミキサーと流体連通した入
口ポートと、出口ポートとを備えており、基部及び熱電素子の一方又は両方が画像取得ウ
インドウを含む。フローセルはさらに、脱気装置及び圧電素子を含むことができる。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】代表的なフローセルデバイスを示す図である。
【図２】フローセルデバイスで使用するための脱気装置を示す図である。
【図３】プレミキサーとして圧電素子を使用し、脱色剤の反応時間の改善を示す図である
。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　以下の詳細な説明は例示的であり、本発明の用途及び使用を限定するものではない。さ
らに、以下の図面の詳細な説明の従来の発明の背景技術に記載されたいかなる理論によっ
ても限定されるものではない。
【００１１】
　本発明で特許請求する主題をより明確かつ簡潔に説明し指摘するために、以下の説明及
び添付の特許請求の範囲で使用される、特定の用語を以下の通り定義する。
【００１２】
　単数形「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は、他に特段の記載がない限り、複数形を含む
。本明細書及び特許請求の範囲を通して使用される場合、類似の用語は、関連する基本的
機能を変えることなく、許容範囲内で変化することができる定量的表現を修正するために
適用することができる。したがって、「約」などの用語で修飾された値は、正確な指定値
に制限されない。他に特段の記載がない限り、明細書及び特許請求の範囲で使用される、
分子量、反応条件等の、成分の量、特性を表すすべての数字は、すべての場合において「
約」という用語によって修飾されていると理解されるべきである。したがって、特に反対
の記載がない限り、以下の明細書及び添付の特許請求の範囲に記載された数値パラメータ
は、本発明によって取得しようとする所望の特性に応じて変化することができる近似値で
ある。最下位の各数値パラメータは、少なくとも、報告された有効数字の数に照らして、
及び通常の丸め方法を適用して、解釈されるべきである。
【００１３】
　本明細書で用いる「生体試料」という用語は、生体内又は生体外で得られた生体組織又
は流体由来の試料を始めとする、生体から得られた試料をいう。かかる試料は、限定はさ
れないが、ヒトを含む哺乳類から単離された組織、画分及び細胞とすることができる。
【００１４】
　本明細書で用いる「ルミフォア」という用語は、化学発光、生物発光、リン光及びフォ
トルミネセンスを始めとする発光を呈する化合物をいう。代表的な例には、限定はされな
いが、ルミノール、ルシゲニン、アクリダン、アクリジニウムエステル及びジオキセタン
、並びにフルオロフォアが含まれる。
【００１５】
　本明細書で用いる「オキシダント」又は「酸化剤」という用語は、実質的にルミフォア
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を不活性化する脱色剤をいう。代表的な酸化剤には、活性酸素種、ヒドロキシルラジカル
、一重項酸素、過酸化水素、或いは過酸化水素、過マンガン酸カリウム、二クロム酸ナト
リウム、臭素水溶液、ヨウ素－ヨウ化カリウム又はｔ－ブチルヒドロペルオキシドのよう
なオゾンが含まれる。
【００１６】
　本発明は、試料（例えばフローセル内部のスライド上の試料）の移送の必要性をなくす
ことにより、オペレータの最小限の介入で動作する、自動化システム及び方法に関する。
開示されたシステム及び方法はさらに、染色部品とイメージング部品との間で試料を移動
させる必要がなくなる。
【００１７】
　染色部品の自動化によって、試薬の容積とシステム内での試薬滞留時間とが最小限にな
り、蛍光標識抗体などの高価な試薬が節約され、試薬の分解又は副反応が最小限になる。
また、試薬測定値のバラツキが減少し、試薬間の相互汚染の発生を低減することができる
。イメージング部品の自動化によって、画像の位置合わせ及び染色後の試料の再装着に伴
う段階が排除又は減る。画像登録の改良によって、正確な合成画像の形成が容易になる。
【００１８】
　自動化は、染色剤及び酸化剤の添加など、逐次染色に係るプロセス段階の１つ以上をコ
ンピュータ制御することによって達成することができる。フローセルシステムが、試料処
理及び画像取得統合システムに組み込まれている場合、画像取得部品（例えば、顕微鏡又
はカメラ）は、ＬａｂＶＩＥＷ又はＣで書かれたプログラムのようなソフトウェアによっ
て制御することもできる。
【００１９】
　デバイス
　本明細書では、開示された方法を実施するためのデバイスを提供する。例えば、本明細
書では、フローセル並びにフローセル及びプレミキサーを含むシステムを提供する。
【００２０】
　図１に示す１つの実施形態では、フローセルは、組織試料上に位置するように構成され
た、閉鎖フローチャンバを含むことができる。フローセルは、固体支持体－受け部材１０
、スライド１２上に配置された組織試料を受けるように構成された中央開口を有するガス
ケット１１、蓋１４、入口ポート１５及び出口ポート１６を含むことができ、スライドを
スライド受け部材に配置して、ガスケットをスライドと蓋との間に挟み込むと、フローセ
ルは閉鎖チャンバを画成する。フローチャンバはフローセル内部に閉じ込められるので、
流体の蒸発、及び試薬の損失が最小限になる。また、閉じられた構成によって温度制御が
改善される。
【００２１】
　フローセルは、標準的な顕微鏡ステージ上に嵌め込むように適合されたモジュラー式ユ
ニットとすることができる。或いは、フローセルは、顕微鏡ステージを含む一体型ユニッ
トとすることもできる。いくつかの実施形態では、フローセルは、イメージングプロセス
のために顕微鏡ステージ上に固定することができる。これにより、手作業を介さずに、試
料を完全な一連の試薬に曝露させることができ、それにより、画像取得又は登録のための
顕微鏡ステージ上での試料の再位置合わせをなくすことができる。各染色段階後に取得さ
れる画像は、合成画像を形成するために重ね合わせることができるので、これは特に多重
染色及びイメージングにとって有用である。
【００２２】
　フローセルは、フローセルのチャンバ内部の流体の送液及び溶液温度を制御するための
流体及び温度制御サブシステムを含むシステムで使用することができる。１つの実施形態
では、流体制御システムはさらに、フローセルに注入する前に１種以上の試薬を調製する
ための容器、フローセンサー、混合チャンバ及び脱気装置を含むことができる。かかるシ
ステムの利点は、安定性又は保管期限が限られていることがある試薬を、予混合し保存す
る必要性がなくなることである。流体制御システムは、流体の入口ポート及び出口ポート
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と流体連通している。
【００２３】
　スライド受け部材
　いくつかの実施形態では、フローセルは、ガラススライドなどの固体支持体上に配置さ
れた組織試料を受けるように構成されたスライド受け部材を含むことができる。スライド
保持器は、ある範囲の化学及び温度変動に対して適合性がある。１つの実施形態では、ス
ライド保持器は、基部及びスライドをチャンバ内に固定するためのピン又はタブシステム
からなることができる。
【００２４】
　ガスケット
　フローセルは、スライド上に配置された組織試料を受けるように構成された中央開口を
有するガスケットを含む。ガスケットは、フローチャンバに加えられた液体を保持する変
形可能で化学的に不活性なゴム又はプラスチックから形成することができる。ガスケット
は、任意で、入口及び出口ポートのための開口を含んでいてもよい。ガスケットの中央開
口は、画像取得ウインドウの視野を最大限にするサイズとすることができる。フローセル
内に配置されたときのガスケットの幅、長さ及び深さは、それぞれ、フローセルの所定の
内部容積を達成するように変更できる。いくつかの実施形態では、ガスケットの幅及び長
さは、標準的な組織切片スライド又はマイクロアレイ基板に適合するサイズとすることが
できる。例えば、１つの実施形態では、ガスケットの中央開口は、幅２０ｍｍ及び長さ３
０ｍｍの組織マイクロアレイに適合させることができる。
【００２５】
　入口及び出口ポート
　入口及び出口ポートは、好ましくは、画像取得ウインドウから離れて置かれている。例
えば、入口及び出口ポートは、ガスケット内又は蓋の上に配置することができる。入口及
び出口ポートは一般に、流入速度及び流出速度が協調して試料で流体の所望の速度が達成
されるように、サイズが一致している。
【００２６】
　温度制御
　図１をさらに参照すると、温度制御ユニットはさらに、温度制御のための熱電気ステー
ジ１７及び温度測定のためのＲＴＤ／サーミスタを含むことができる。温度制御ユニット
の底面が流体に直接接触する構成では、接触面１８は、ステンレス鋼又はチタンなど、耐
薬品性材料から形成することができる。温度制御ユニットの部品を配置するためにフレー
ム１９を使用することもできる。
【００２７】
　いくつかの実施形態では、温度制御ユニット（例えば、Ｐｅｌｔｉｅｒスタック）とス
ライドとの間に形成された内部チャンバが、組織スライドを通してではなく、温度制御ユ
ニットによって直接加熱されるように、温度制御ユニットが蓋に組み込まれている。この
構成によって、イメージングのための組織スライドの後面が解放される。
【００２８】
　脱気装置
　いくつかの実施形態では、本発明はさらに、フローセルからの気体の除去を助けるため
の方法を含む。図２に示すように、非晶質フルオロポリマー又はポリジメチルシロキサン
（ＰＤＭＳ）のような気体透過性フィルム２０を使用して、通気路２１と試料２３を含む
流体チャンバ２２とを分離してもよい。かかる構成では、逆圧又は真空にすることによっ
てシステムを通気し、チャンバ内の過剰な気体を除去する。
【００２９】
　攪拌
　いくつかの実施形態では、本発明はさらに、フローチャンバに連結され、低電圧電気信
号を音響エネルギーへと変換することによってフローチャンバ内部で振動を生じさせるこ
とができる圧電素子を含んでいてもよい。好ましい実施形態では、圧電素子は、セラミッ
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ク、石英（ＳｉＯ2）又はチタン酸バリウム（ＢａＴｉＯ3）から構成することができる。
圧電素子の構成は超音波攪拌をもたらし、流体チャンバを通る試薬の流動プロファイルに
影響を及ぼす。これは、所望の染色反応が拡散律速であってフローセルの形状のため従来
の機械的混合ができない場合に、特に有利である。
　コンピュータ処理ユニット
　コンピュータは、例えば、熱制御ユニット、プレミキサー、振動ユニット及びポンプを
含めて、フローセルシステムの様々な部品を制御することができる。フローセルシステム
が、試料処理及び画像取得統合システムに組み込まれている場合、画像取得部品（例えば
、顕微鏡又はカメラ）を、コンピュータによって制御することもできる。
【００３０】
　方法
　本明細書ではまた、固体支持体に付着した生体試料（例えば、顕微鏡スライドに固定さ
れた組織切片）から画像を処理し取得する方法を提供する。本方法は、具体的用途に合わ
せて選択されたデバイスの様々な代替実施形態を使用する段階を含む。生体試料の反復処
理の代表的な方法は、本願出願人の米国特許出願公開第２００８－０１１８９４４号に記
載されており、本願に援用する。
【００３１】
　１つの代表的な方法は、（ａ）生体試料（顕微鏡スライド上の組織切片など）をフロー
セル内に配置する段階と、（ｂ）ルミフォアと試料との十分な接触時間（典型的には、使
用する標識の濃度及びタイプに応じて３０～６０分間）が得られるように蛍光標識又はル
ミフォアを試料に添加する段階と、（ｃ）結合していない蛍光標識又はルミフォアを洗い
流すための洗浄液（例えば適切な緩衝液など）を添加する段階と、（ｄ）標識試料の画像
を取得する段階と、（ｅ）ルミフォアを実質的に不活性化する酸化剤を添加することによ
って段階（ｂ）のルミフォアを破壊するための化学試薬を添加する段階であって、酸化剤
溶液を、連続流プロセスを用いて試料に添加して、フローセル内の非層流及び滞留時間を
最小限にして平均滞留時間が１～５分間となるようにする段階と、（ｆ）任意で試料の画
像を取得する段階と、（ｇ）段階（ｂ）～（ｆ）を１回以上繰返す段階とを含む。
【００３２】
　添加段階はそれぞれ、特定の試薬を含む溶液をフローセル内部に配置された生体試料上
に流すことによって達成することができる。反応性を高めて試薬の消費量を減らすために
以下のパラメータ：（１）フローセルの内部容積、（２）フローセルの内部温度、（３）
酸化溶液の成分（例えば、過酸化水素及び重炭酸ナトリウム）の混合のタイミング、（４
）試料を通過するときの溶液の攪拌の程度及び（５）フローセルの脱泡又は脱気を制御す
ることができる。これらのパラメータを適切に調整すると、試料の劣化を低減することが
でき、単一の試料でより多くのデータを得ることができる。
【００３３】
　自動化された脱染色段階によって、操作者がオリジナルの登録を維持しながら単一の試
料をリプローブすることが可能になる。酸化剤を追加すると、ルミフォアによって生成さ
れた信号がほとんど除去されるため、生体試料が脱染色される。ルミフォアの化学変化に
よって、又は除去によって、脱染色が完了すると、８０％以上、好ましくは９０％超の信
号の低下が起きる。この信号の低下は、背景信号の同時低下又は脱染色段階による自己蛍
光を調整するための、染色された生体試料の当初の絶対強度に対する特定の波長での染色
後の強度として測定することができる。
【００３４】
　フローセルの内部チャンバ容積
　小容積フローセルは高価な試薬を保存する。試薬の拡散が律速段階である場合、フロー
は内部チャンバ容積と相互関連するはずである。例えば、チャンバを急速に完全に洗浄す
ることができるように、フローセルへの流体の送り込みをチャンバの容積容量に基づいて
調整することができる。
【００３５】
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　フローセルは、試験の試料のための固体支持体を提供する。フローセルの寸法は使用さ
れる固体支持体に基づいて制限される。フローセルの高さは試料の厚さに基づいている。
試料が組織切片であるとき、その厚さは約５μｍ～約１００μｍとなり得る。組織切片は
、２０ｍｍ×３０ｍｍの面積を占め得る。これにより、１０μＬ～１０００μＬ、好まし
くは５０μＬ～２００μＬの小さい内部チャンバ容積となる。
【００３６】
　分解は、試薬がフローセルから実質的に除去される前に起きる可能性がある。フローチ
ャンバ内での乱流によって表面反応性が改善され、試薬の副産物（例えば、酸素ガス）の
除去が容易になる。したがって、いくつかの実施形態では、チャンバは、乱流を生成する
攪拌要素（例えば、音響圧電部品）を含むことができる。
【００３７】
　内部チャンバ温度
　多くのマイクロアレイ染色プロセスは２００℃～１０００℃で行うが、いくつかのシス
テムは、狭い許容差で、著しく高い、又は低い温度を必要とする場合がある。染色に関連
する吸着及び脱着プロセスは温度依存性であり、したがって、いくつかの実施形態では、
化学的相互作用が起きる試料表面にわたって温度の均一性がもたらされる。
【００３８】
　例えば、積層された熱電素子を、チャンバ内又はチャンバ上へと導入することができ、
素子を通って流れる電流が、チャンバ内部での流体の放射加熱によって、チャンバ温度を
指定の温度範囲内で調節することができる。いくつかのシステムは、＋／－５℃の温度許
容差を必要とすることがあり、他のシステムは、著しく狭い、又はより厳しくない温度許
容差を有することがある。いくつかの実施形態では、熱電素子は、温度調節を容易にする
ように、熱を吸収し放散するヒートシンクを任意で含むことができる。
【００３９】
　プレミキサー及び混合タイミング
　多重染色で使用される試薬は保管期限が限られていることがあり、試薬の有効性が時間
の経過とともに減少する。これは、化学反応を起こさせる２つ又はそれ以上の溶液の混合
によって生成された試薬の一部が分解又は沈降し得るときに起きる。これにより、気体及
び他の望ましくない副産物の形成につながる。いくつかの実施形態では、試薬をフローセ
ルへと導入する直前に、反応物質を散在させるように、プレミキサーを使用して溶液を分
子レベルで完全に混合する。混合時間は、試薬を生成するのに十分な長さであり、かつ分
解を防ぐのに十分に限られた長さとする。
【００４０】
　フローセルの上流に配置されたプレミキサーは、チャンバ設計又は管設計に基づくこと
ができる。チャンバ設計は、入口及び出口ポートを備え、機械的ミキサーを含む小容器を
含むことができる。管設計は、所定の流速で化学試薬が駆動されるＹアダプタを含むこと
ができる。或いは、管設計は、物理的障害（例えば、管内部に配置されるマイクロメッシ
ュ又は球状膜）又は乱流を生成するノズルを含むことができる。
【００４１】
　プレミキサーは、フローセルに導入する前に化学試薬の混合を可能にする。フローセル
の容積容量は、化学試薬の分解速度及び化学試薬の所望の流速又はフローチャンバを通る
それらの反応生成物に基づいて決定される。
【００４２】
　所定の温度での過酸化物溶液の分解速度は－ｄＣ／ｄｔ＝ｋＣと等しく、Ｃは過酸化物
の濃度、ｔは時間、ｋは一次速度定数である。一次反応の半減期は、初期濃度とは関係な
く、ｔ1/2＝ｌｎ（２）／ｋとして計算される。ｎ次反応の半減期はまた、ｔ1/2＝２n-1

－１／（ｎ－１）ｋ［Ａ0］
n-1として決定し表すことができる。

【００４３】
　フローセル内部での滞留時間は、試薬の半減期よりも短いように制限される。したがっ
て、フローセルの容積容量は次の通り決定される：Ｖｐ＜（Ｖ／ｔ）（ｔ1/2）。ここで
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（Ｖｐ）はフローセルの容積容量、（Ｖ／ｔ）は流速である。
【００４４】
　ヒドロペルオキシドアニオンを生成する過酸化水素溶液などの酸化剤は、調整後５分間
以内に分解し酸素ガスを発生する。一般に、フローセルの容積容量は、１～１０００μＬ
、好ましくは５０μＬ～５００μＬとすることができる。フローセル内の試薬の平均滞留
時間を確実に５分未満にするために、流速は好ましくは５０μＬ／分～５００μＬ／分で
ある。Ｖｐ＜（Ｖ／ｔ）（ｔ1/2）を適用するとき、プレミキサーの容積容量は５～５０
００μＬ、好ましくは２５０μＬ～２５００μＬに制限される。
【００４５】
　試薬容器
　プレミキサーは１つ以上の試薬容器と流体連通している。試薬容器は、プレミキサーへ
送り込む前の試薬の保存デバイスとして働く。フロー制御装置によって、計量された量の
試薬をプレミキサーへと移すことが可能になる。複数の試薬の送り込みは連続的順序で又
は平行して行うことができ、試薬の正確な計量及び試薬の相互汚染の低減が可能になる。
　画像取得ウインドウ
　開示された方法は、画像取得ウインドウを通して試料へのアクセスを高めることができ
るように構成されたフローセルを含む、システムで実施することができる。画像取得ウイ
ンドウは、試料をセットする基板（例えば、顕微鏡スライド）によって画成することがで
き、又は、スライド受け部材の下側に光透過性材料を含むことができる。
【００４６】
　したがって、本発明の方法は、処理の様々な段階中、カメラに接続された顕微鏡が試料
の画像を取得することができる画像取得ウインドウから離れたところに加熱要素又は攪拌
要素（例えば、音響圧電部品）などの付属デバイスが配置された、フローセルを使用して
実施することができる。
【００４７】
　反応速度の制御
　１つの実施形態では、３ｍｌの過酸化水素緩衝液（３％Ｈ2Ｏ2、ｐＨ１０）をプレミキ
サー内で調製する。プレミキサーは、連続流を使用して、新しく調整された過酸化物緩衝
液がフローチャンバへと導入され、チャンバ内の滞留時間は５分未満であるように、フロ
ーセルと物理的に連通するように設計されている。一般的な流速は２５０μＬ／分であり
、フローチャンバの容積は２５０μＬ未満である。チャンバはさらに圧電素子を含む。
【００４８】
　図３に示すように、これらの条件によって、試料をコンテナ内で処理し、滞留時間５分
ごとに約１０秒間攪拌する手動の脱染色プロセスと比較して、反応時間が約３倍短縮され
る。反応性の増加は、活性化脱染色剤の新鮮な（より分解の少ない）調製及び平衡反応に
おける副産物の連続除去に起因し得る。インライン予混合及び最適な流速によって、塩基
性溶液で過酸化水素の分解を通してその場で生成される酸素気泡の量が低減される。
【００４９】
　以上、本発明を特定の実施形態に関して説明したが、当業者には明らかであるように、
添付の特許請求の範囲に記載されている趣旨及び範囲から逸脱することなく、本発明には
多くの修正及び変形を行うことが可能である。
【符号の説明】
【００５０】
　１０　受け部材
　１１　ガスケット
　１２　スライド
　１４　蓋
　１５　入口ポート
　１６　出口ポート
　１７　熱電気ステージ
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　１８　接触面
　１９　フレーム
　２０　気体透過性フィルム
　２１　通気路
　２３　試料
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