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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　マイクロ流体チップ基板であって、
　細胞チャンバが細胞との電気的連通を確立し及び／又は維持する少なくとも一つの非平
面素子からなり、
　非平面素子が開口部を規定する表面を有し、表面が細胞チャンバの壁の一部からなる開
口部を規定し、
　第一のチャネルが細胞チャンバの側面で連通し、前記第一のチャネルが非平面素子の開
口部を規定する表面に付着している細胞にて陽圧流を働かせるための流体流を提供し、
　第二のチャネルが開口部を規定する表面との接触を引き入れる細胞にて陰圧を作り出す
ための細胞チャンバの壁の開口部を規定する表面の側面で連通し、
　高電気抵抗固着が細胞と第一のチャネルからの流体流の陽圧と第二のチャネルからの陰
圧の組み合わせによって開口部を規定する表面の間で確立され及び／又は維持されるマイ
クロ流体チップ基板。
【請求項２】
　非平面素子の少なくとも一部が導電性表面からなる請求項１に記載の基板。
【請求項３】
　非平面素子が非導電性表面からなる請求項１に記載の基板。
【請求項４】
　非平面素子の少なくとも一部が炭素原料からなる請求項１に記載の基板。
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【請求項５】
　非平面素子が実質的に平面基板から取り外し可能な請求項１に記載の基板。
【請求項６】
　非平面素子が実質的に平面基板の切り離せない部分である請求項１に記載の基板。
【請求項７】
　非平面素子がピラミッド型、円錐型、楕円型、ドーナツ型であり、あるいは積層型平面
素子からなる請求項１に記載の基板。
【請求項８】
　更に、流体源から流体を受け入れる細胞チャンバからなり、細胞チャンバが複数の非平
面素子からなる請求項１に記載の基板。
【請求項９】
　流体源からの流体が基板中の一つ以上のチャネルから細胞チャンバへ提供される請求項
１に記載の基板。
【請求項１０】
　非平面素子の表面の少なくとも一部が親水性である請求項１に記載の基板。
【請求項１１】
　更に、少なくとも一つのチャネルの静水圧を制御するための流体制御機構からなる請求
項１に記載の基板。
【請求項１２】
　非平面素子の表面が化学洗浄にさらされることによって改質される請求項１に記載の基
板。
【請求項１３】
　非平面素子の表面が気相化学析出によって改質される請求項１に記載の基板。
【請求項１４】
　マイクロ流体チップ基板は長さ、幅及び高さを有し、高さは最小の寸法である請求項１
に記載の基板。
【請求項１５】
　開口部を規定する表面が電極区画から細胞を分離する請求項１に記載の基板。
【請求項１６】
　細胞チャンバ、第一のチャネル及び第二のチャネルがそれぞれ二つの壁及び底部からな
り、壁は前記マイクロ流体チップ基板の高さと平行であり底部は前記マイクロ流体チップ
基板の高さと垂直である請求項１に記載の基板。
【請求項１７】
　非平面素子の少なくとも一つが、導電性流体が配置される開口部を有する突起部からな
る請求項１に記載の基板。
【請求項１８】
　基板の少なくとも一つがポリマーからなる請求項１に記載の基板。
【請求項１９】
　非平面素子の少なくとも一部が流体源からの流体流にさらされる請求項１に記載の基板
。
【請求項２０】
　表面が突出しているか或いは丸みを帯びている請求項１に記載の基板。
【請求項２１】
　非平面素子がピペット先端、キャピラリ又はマイクロピペットからなる請求項１に記載
の基板。
【請求項２２】
　更に、開口部を規定する非平面素子の表面と開口部に近接する細胞との間の電気抵抗固
着を生み出すための電圧源からなる請求項１に記載の基板。
【請求項２３】
　導電性流体が導電性素子と電気的に連通する請求項１７に記載の基板。
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【請求項２４】
　基板が開口部を規定する非平面素子の表面と開口部に近接する細胞との間の抵抗固着を
生み出すための圧力源と連通する請求項１７に記載の基板。
【請求項２５】
　ポリマーが弾性ポリマーからなる請求項１８に記載の基板。
【請求項２６】
　基板が流体源と連通する少なくとも一つのチャネルからなり、そして流体源が流体を基
板中の少なくとも一つのチャネルを通過して非平面素子へ供給する請求項１９に記載の基
板。
【請求項２７】
　突出している表面がカラム、ロッド、リーブ、開口を規定する表面又は壁の一部の１つ
以上である請求項２０に記載の基板。
【請求項２８】
　非平面素子が細胞を接触させるための非平面表面からなる請求項２１に記載の基板。
【請求項２９】
　固着の抵抗が少なくとも約１００Ｍオームである請求項２２に記載の基板。
【請求項３０】
　導電性素子が一つ以上の電極である請求項２３に記載の基板。
【請求項３１】
　細胞と導電性素子との間の電気抵抗固着を確立し維持するための流体流を提供する機構
からなるシステムであって、少なくとも一つの導電性素子と連通する実質的に平面の基板
からなるマイクロ流体チップ基板からなり、細胞チャンバが細胞との電気的連通を確立し
及び／又は維持する少なくとも一つの非平面素子からなる実質的に平面構造であり、非平
面素子が開口部を規定する表面を有し、表面が細胞チャンバの壁の一部からなる開口部を
規定し、
　第一のチャネルが細胞チャンバの側面で連通し、前記第一のチャネルが非平面素子の開
口部を規定する表面に付着している細胞にて陽圧流を働かせるための流体流を提供し、
　第二のチャネルが開口部を規定する表面との接触を引き入れる細胞にて陰圧を作り出す
ための細胞チャンバの壁の開口部を規定する表面の側面で連通し、
　高抵抗固着が細胞と第一のチャネルからの流体流の陽圧と第二のチャネルからの陰圧の
組み合わせによって開口部を規定する表面の間で確立され及び／又は維持されるシステム
。
【請求項３２】
　導電性素子が流体源に対して移動可能な請求項３１に記載のシステム。
【請求項３３】
　導電性素子がハウジングの内腔の内部に存在する請求項３１に記載のシステム。
【請求項３４】
　ハウジングがマイクロピペット、ピペット先端、キャピラリ及び中空電極からなる請求
項３１に記載のシステム。
【請求項３５】
　導電性素子が炭素繊維電極からなる請求項３１に記載のシステム。
【請求項３６】
　非平面素子が実質的に平面の基板に取り外し可能な状態で接合されている請求項３１に
記載のシステム。
【請求項３７】
　更に、少なくとも一つの剤を細胞チャンバへ運搬するための機構からなる請求項３１に
記載のシステム。
【請求項３８】
　更に、細胞を導電性素子に近接して位置決めするためのマイクロ位置決め装置からなる
請求項３１に記載のシステム。
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【請求項３９】
　細胞へ流体を運搬するための出力チャネル及び細胞へ運搬された流体を受け入れる排出
チャネルからなり、出力チャネルの縦軸及び排出チャネルの縦軸が異なる平面に位置する
請求項３１に記載のシステム。
【請求項４０】
　細胞へ流体を運搬するための出力チャネル及び細胞へ運搬された流体を受け入れる排出
チャネルからなり、出力チャネルの縦軸及び排出チャネルの縦軸が同じ平面に位置する請
求項３１に記載のシステム。
【請求項４１】
　システムが更に出力チャネル及び排出チャネルによって発生する流体の流れに近接する
よう細胞を位置決めする位置決め装置からなる請求項３１に記載のシステム。
【請求項４２】
　システムが更に細胞の電気特性を記録する検出器からなる請求項３１に記載のシステム
。
【請求項４３】
　システムが更に電気特性を測定する機構からなる請求項３１に記載のシステム。
【請求項４４】
　システムが更に細胞を電気穿孔する機構からなる請求項３１に記載のシステム。
【請求項４５】
　システムがパッチクランプピペットからなる請求項３１に記載のシステム。
【請求項４６】
　導電性素子が細胞チャンバと電気的に連通する請求項３１に記載のシステム。
【請求項４７】
　細胞接触表面が気相化学析出によって処理される請求項３１に記載のシステム。
【請求項４８】
　ハウジングが複数のマイクロチャネルからなる請求項３１に記載のシステム。
【請求項４９】
　マイクロ流体チップ基板は長さ、幅及び高さを有し、高さは最小の寸法である請求項３
１に記載のシステム。
【請求項５０】
　開口部を規定する表面が細胞を電極区画から分離する請求項３１に記載のシステム。
【請求項５１】
　細胞チャンバ、第一のチャネル及び第二のチャネルがそれぞれ二つの壁及び底部からな
り、壁は前記マイクロ流体チップ基板の高さと平行であり底部は前記マイクロ流体チップ
基板の高さと垂直である請求項３１に記載のシステム。
【請求項５２】
　非平面素子が実質的に平面基板と完全に接合された請求項３１に記載のシステム。
【請求項５３】
　非平面素子の表面が化学洗浄にさらされることによって改質される請求項３１に記載の
システム。
【請求項５４】
　非平面素子の表面が気相化学析出によって改質される請求項３１に記載のシステム。
【請求項５５】
　非平面素子の表面が化学洗浄によって処理される請求項３１に記載のシステム。
【請求項５６】
　導電性素子が細胞接触表面からなる請求項３３に記載のシステム。
【請求項５７】
　細胞接触表面が非平面表面である請求項３３に記載のシステム。
【請求項５８】
　内腔がマイクロチャネルからなる請求項３３に記載のシステム。
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【請求項５９】
　剤が、蛋白質、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ、受容体作用薬、受容体拮抗薬、神経伝達物質
、神経伝達物質類似体、酵素阻害剤、イオンチャネルモジュレータ、Ｇ－蛋白質共役型受
容体モジュレータ、輸送阻害剤、ホルモン、ペプチド、毒素、抗体、製薬剤、化学物質、
プリン作動薬、コリン作動薬、セロトニン作動薬、ドーパミン作動薬、麻酔薬、ベンゾジ
アゼピン、バルビタール酸塩、ステロイド、アルコール、金属カチオン、カンナビノイド
、コレシストキニン、サイトカイン、興奮性アミノ酸、ＧＡＢＡ作動薬、ガングリオシド
、ヒスタミン作動薬、メラトニン、神経ペプチド、神経毒、エンドセリン、ＮＯ化合物、
オピオイド、シグマ受容体リガンド、ソマトスタチン、タキキニン、アンギオテンシン、
ボンベシン、ブラジキニン、プロスタグランジン及びこれらの剤の組合せからなる群より
選択される請求項３７に記載のシステム。
【請求項６０】
　異なる平面が互いに垂直である請求項３９に記載のシステム。
【請求項６１】
　異なる平面が互いに平行である請求項３９に記載のシステム。
【請求項６２】
　更に、ｕ型の流体の流れを生み出すための排出チャネル及び出力チャネルと連通する圧
力機構からなる請求項３９に記載のシステム。
【請求項６３】
　出力チャネルから運搬される流体が排出チャネルによって受け入れられ、ｕ型の流体の
流れが生み出される請求項３９に記載のシステム。
【請求項６４】
　細胞を位置決めするための位置決め装置が内腔を規定するハウジング及び一端の開口部
からなり、開口部を規定するハウジングの位置が細胞接触表面を形成し、導電性素子がハ
ウジングの内腔内部に配置される請求項４１に記載のシステム。
【請求項６５】
　位置決め装置が細胞チャンバの突出した表面からなる請求項４１に記載のシステム。
【請求項６６】
　細胞チャンバが少なくとも一つの非平面表面からなる請求項４６に記載のシステム。
【請求項６７】
　細胞と導電性素子の間で電気抵抗固着を確立し及び維持する流体流を提供する機構から
なるシステムであって、
　マイクロ流体チップ基板は、
　細胞チャンバが細胞との電気的連通を確立し及び／又は維持する少なくとも一つの非平
面素子からなり、
　非平面素子が開口部を規定する表面を有し、表面が細胞チャンバの壁の一部からなる開
口部を規定し、
　第一のチャネルが細胞チャンバの側面で連通し、前記第一のチャネルが非平面素子の開
口部を規定する表面に付着している細胞にて陽圧流を働かせるための流体流を提供し、
　第二のチャネルが開口部を規定する表面との接触を引き入れる細胞にて陰圧を作り出す
ための細胞チャンバの壁の開口部を規定する表面の側面で連通し、
　高電気抵抗固着が細胞と第一のチャネルからの流体流の陽圧と第二のチャネルからの陰
圧の組み合わせによって開口部を規定する表面の間で確立され及び／又は維持される
マイクロ流体チップ基板からなるシステム。
【請求項６８】
　少なくとも一つの流体の流れに細胞をさらすことからなる細胞接触表面と細胞との間の
電気抵抗固着を生成する方法であって、
　マイクロ流体チップ基板を提供し、マイクロ流体チップ基板は細胞チャンバが細胞との
電気的連通を確立し及び／又は維持する少なくとも一つの非平面素子からなり、非平面素
子が開口部を規定する表面を有し、表面が細胞チャンバの壁の一部からなる開口部を規定



(6) JP 4386835 B2 2009.12.16

10

20

30

40

50

し、
　第一のチャネルが細胞チャンバの側面で連通し、前記第一のチャネルが非平面素子の開
口部を規定する表面に付着している細胞にて陽圧流を働かせるための流体流を提供し、
　第二のチャネルが開口部を規定する表面との接触を引き入れる細胞にて陰圧を作り出す
ための細胞チャンバの壁の開口部を規定する表面の側面で連通し、
　よって高電気抵抗固着の生成は細胞と第一のチャネルからの流体流の陽圧と第二のチャ
ネルからの陰圧の組み合わせによって開口部を規定する表面の間で確立され及び／又は維
持される方法。
【請求項６９】
　電気抵抗が少なくとも約１００Ｍオームである請求項６８に記載の方法。
【請求項７０】
　流体流がｕ型の流体の流れである請求項６８に記載の方法。
【請求項７１】
　更に細胞を剤にさらす前及び後に特性を測定することからなる請求項６８に記載の方法
。
【請求項７２】
　方法が更に細胞接触表面に電圧パルスを加えることからなり、固着の電気抵抗を増強す
る請求項６８に記載の方法。
【請求項７３】
　方法が更に細胞接触表面に圧力を加えることからなり、固着の電気抵抗を増強する請求
項６８に記載の方法。
【請求項７４】
　方法が複数の流体の流れを提供することからなる請求項６８に記載の方法。
【請求項７５】
　マイクロ流体チップ基板は長さ、幅及び高さを有し、高さは最小の寸法である請求項６
８に記載の方法。
【請求項７６】
　開口部を規定する表面が細胞を電極区画から分離する請求項６８に記載の方法。
【請求項７７】
　細胞チャンバ、第一のチャネル及び第二のチャネルがそれぞれ二つの壁及び底部からな
り、壁は前記マイクロ流体チップ基板の高さと平行であり底部は前記マイクロ流体チップ
基板の高さと垂直である請求項６８に記載の方法。
【請求項７８】
　剤が、蛋白質、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ、受容体作用薬、受容体拮抗薬、神経伝達物質
、神経伝達物質類似体、酵素阻害剤、イオンチャネルモジュレータ、Ｇ－蛋白質共役型受
容体モジュレータ、輸送阻害剤、ホルモン、ペプチド、毒素、抗体、製薬剤、化学物質、
プリン作動薬、コリン作動薬、セロトニン作動薬、ドーパミン作動薬、麻酔薬、ベンゾジ
アゼピン、バルビタール酸塩、ステロイド、アルコール、金属カチオン、カンナビノイド
、コレシストキニン、サイトカイン、興奮性アミノ酸、ＧＡＢＡ作動薬、ガングリオシド
、ヒスタミン作動薬、メラトニン、神経ペプチド、神経毒、エンドセリン、ＮＯ化合物、
オピオイド、シグマ受容体リガンド、ソマトスタチン、タキキニン、アンギオテンシン、
ボンベシン、ブラジキニン、プロスタグランジン及びこれらの組合せからなる群より選択
される請求項７１に記載の方法。
【請求項７９】
　流体の流れの二つ以上が細胞と接触し、そして流れの一つ又は両者が細胞へ剤を運搬す
る請求項７４に記載の方法。
【請求項８０】
　流体の流れの二つ以上が細胞と接触し、そして流れの少なくとも二つが異なる剤又は異
なる濃度の同じ剤を運搬する請求項７４に記載の方法。
【請求項８１】
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　流れの少なくとも一つが細胞へ緩衝液を運搬する請求項７９又は８０に記載の方法。
【請求項８２】
　マイクロ流体チップ基板は長さ、幅及び高さを有し、高さは最小の寸法であり、前記マ
イクロ流体チップ基板は
　ａ）細胞チャンバが細胞との電気的連通を確立し及び／又は維持する少なくとも一つの
非平面素子を有し、前記非平面素子が細胞を電極区画から分離する開口部を規定する表面
を有し、マイクロ流体チップ基板の切り離せない部分であり、表面が細胞チャンバの壁の
一部からなる開口部を規定し、
　ｂ）第一のチャネルが前記細胞チャンバの側面で連通し、非平面素子の開口部を規定す
る表面に付着している細胞にて陽圧流を働かせるための非平面素子に対する流体流を提供
するように配置され、
　ｃ）第二のチャネルが前記細胞チャンバの側面で開口部を規定する表面との接触を引き
入れる細胞にて陰圧を作り出すため細胞チャンバの壁の開口部を規定する表面と連通し、
前記細胞チャンバ、前記第一のチャネル及び前記第二のチャネルがそれぞれ二つの壁及び
底部からなり、壁は前記マイクロ流体チップ基板の高さと平行であり底部は前記マイクロ
流体チップ基板の高さと垂直であり、よって高電気抵抗固着は細胞と第一のチャネルから
の流体流の陽圧と第二のチャネルからの陰圧の組み合わせによって開口部を規定する表面
の間で確立され及び／又は維持されるマイクロ流体チップ基板。
【請求項８３】
　非平面素子の少なくとも一つが、導電性流体が配置される開口部を有する突起部からな
る請求項８２に記載のマイクロ流体チップ基板。
【請求項８４】
　非平面素子の少なくとも一部が導電性表面からなる請求項８２に記載のマイクロ流体チ
ップ基板。
【請求項８５】
　非平面素子が非導電性表面からなる請求項８２に記載のマイクロ流体チップ基板。
【請求項８６】
　基板の少なくとも一つがポリマーからなる請求項８２に記載のマイクロ流体チップ基板
。
【請求項８７】
　非平面素子の少なくとも一部が炭素原料からなる請求項８２に記載のマイクロ流体チッ
プ基板。
【請求項８８】
　表面が隆起型あるいは円形である請求項８２に記載のマイクロ流体チップ基板。
【請求項８９】
　非平面素子がピラミッド型、円錐型、楕円型、環状、あるいは積層型平面素子からなる
請求項８２に記載のマイクロ流体チップ基板。
【請求項９０】
　細胞チャンバが複数の非平面素子からなる請求項８２に記載のマイクロ流体チップ基板
。
【請求項９１】
　非平面素子の表面の少なくとも一部が親水性である請求項８２に記載のマイクロ流体チ
ップ基板。
【請求項９２】
　更に、少なくとも一つのチャネルの静水圧を制御するための流体制御機構からなる請求
項８２に記載のマイクロ流体チップ基板。
【請求項９３】
　非平面素子の表面が化学洗浄にさらされることによって改質される請求項８２に記載の
マイクロ流体チップ基板。
【請求項９４】
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　非平面素子の表面が気相化学析出によって改質される請求項８２に記載のマイクロ流体
チップ基板。
【請求項９５】
　更に、開口部を規定する非平面素子の表面と開口部に近接する細胞との間の電気抵抗固
着を生み出すための電圧源からなる請求項８２又は８３に記載のマイクロ流体チップ基板
。
【請求項９６】
　導電性流体が導電性素子と電気的に連通する請求項８３に記載のマイクロ流体チップ基
板。
【請求項９７】
　ポリマーが弾性ポリマーからなる請求項８６に記載のマイクロ流体チップ基板。
【請求項９８】
　隆起型の表面が一つ以上のカラム、ロッド又はリーブである請求項８８に記載のマイク
ロ流体チップ基板。
【請求項９９】
　固着の抵抗が少なくとも約１００Ｍオームである請求項９５に記載のマイクロ流体チッ
プ基板。
【発明の詳細な説明】
【関連出願】
【０００１】
　本出願は２００２年８月２１日に出願した米国仮特許出願第６０／４０４，８８６号に
対する３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．１１９（ｅ）に基づき優先権を主張し、その全内容がここに参照
され援用される。
【技術分野】
【０００２】
　本発明は、パッチクランプ記録のための電極区画に細胞を連結する絶縁表面中の開口部
と細胞との間の高電気抵抗固着を獲得し及び／又は維持するシステム及び方法に関する。
ある態様において、その表面はパッチクランプマイクロピペットの開口部である。別の態
様において、開口部はチップ上のパッチクランプ装置中の隙間（ａｐｅｒｔｕｒｅ）であ
る。
【背景技術】
【０００３】
　イオン－チャネルは重要な治療標的である。神経単位の伝達、心機能及び記憶は全てリ
ガンド－開閉及び電圧－開閉イオン－チャネルの機能に決定的に依存している。加えて、
心臓、消化管及び脳のような多くの器官における広い範囲の慢性及び急性の病態生理学的
状態はイオンチャネルによって生じる。実際に、多くの現存する薬はイオン－チャネルに
直接的又は間接的に関係がある受容体と結合する。例えば、抗－精神病の薬はドーパミン
作動性、セロトニン作動性、コリン作動性及びグルタミン酸作動性の神経伝達に従事する
受容体と相互作用する。
【０００４】
　電圧クランプ法は細胞中のイオンチャネル活性を測定するための他の如何なる技術より
優れている（例えば、ネエル及びザクマン，Ｎａｔｕｒｅ２６０：７９９－８０２；ハミ
ル等，１９８１，Ｐｆｌｕｇｅｒｓ　Ａｒｃｈ３９１：８５－１００；ザクマン及びネエ
ル，１９８３，Ｓｉｎｇｌｅ－Ｃｈａｎｎｅｌ　Ｒｅｃｏｒｄｉｎｇの中のｐｐ．３７－
５２，Ｅｄｓ．Ｂ．ザクマン及びＥ．ネエル．ニューヨーク及びロンドン，プレナムプレ
ス参照）。
【０００５】
　電圧クランプ技術の間で、パッチクランプはｐＡ範囲の電流を測定するために最も好適
である（例えば、ネエル及びザクマン，１９７６，ｓｕｐｒａ；ハミル等，１９８１，ｓ
ｕｐｒａ，ネエル及びザクマン，１９８３，ｓｕｐｒａ参照）。パッチクランプ技術の変
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化は、当技術分野において知られているような細胞全体記録、インサイド－アウト記録、
アウトサイド－アウト記録、及び穿孔されたパッチ記録のように利用されることが可能で
ある。
【０００６】
　細胞全体記録において、細胞内部及び電極溶液の間の電気的接続（及び化学的経路）を
確立するために電極の先端を覆う細胞膜は吸引によって破裂されると信じられている。電
極溶液は細胞中の細胞質の量に比べて非常に過剰な量であるため（約１０μｌ対約１ｐｌ
）、一定の受容体／イオン－チャネル複合体の膜貫通型のイオンの流れの方向及び規模を
制御する手段を条件に、電極溶液中のイオン種を変化させることは細胞膜を越えて濃度勾
配を生み出す。
【０００７】
　インサイド－アウト、及びアウトサイド－アウトパッチクランプ構造において、細胞質
環境は細胞全体からの膜パッチの切除によって喪失する(例えば，ネエル及びザクマン，
１９７６，ｓｕｐｒａ；ザクマン及びネエル，１９８３，ｓｕｐｒａ参照)。インサイド
－アウト及びアウトサイド－アウト構造の両者におけるパッチの切除を得るために、細胞
は望ましくは細胞皿又は記録チャンバの底部へ付着される。強く分離された細胞の場合、
例えばポリ－Ｌ－リジンを、チャンバの底部と細胞を固定するために使用することが可能
である。
【０００８】
　インサイド－アウト構造は膜の細胞質側を記録チャンバ中の溶液へさらすことを可能と
する。従って、それは単一－チャネルの度合いにおける第二－メッセンジャー活性化イオ
ン－チャネルの開閉特性を研究するための選択の方法である。よって、細胞質のシグナル
伝達分子の効果又はイオン－チャネル機能における酵素的活性は本構造を用いて研究され
得る。一方、アウトサイド－アウト構造は、パッチの細胞外の側の露呈を可能とする。従
って、それはリガンド－開閉又は受容体－操作イオン－チャネルの活性を監視するために
使用されることが可能である。
【０００９】
　一つの頻繁に使用される細胞全体構造の改質である、穿孔パッチモードもまた使用され
得る（例えば,Ｐｕｓｃｈ及びネエル，１９８８，ｓｕｐｒａの記載参照）。この技術に
おいて、穴はアンフォテリシン又はナイスタチン（例えば、Ａｋａｉｋｅ等，１９９４，
Ｊｐｎ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．４４：４３３－４７３；Ｆａｌｋｅ等，１９８９，ＦＥＢ
Ｓ　Ｌｅｔｔ．２５１：１６７；Ｂｏｌａｒｄ等，１９９１，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
３０：５７０７－５７１５参照）のような細孔－作成蛋白質を用いて、細胞内信号伝達分
子を損失することなくパッチされた細胞膜を横切る導電性の増加を生み出すために選択的
に細胞膜中に作られる。定膜電位イオンチャネルを横切るイオン電流の測定に加えて、パ
ッチクランプ技術が、公知の定電流又は時間依存性電流にて膜電圧を測定するために使用
され得る。そして別の態様において、パッチクランプ技術は、開口容量槽における細胞－
ベースバイオセンサーを提供し、ＡＣモードにおけるバイオセンサーの膜を横切る膜の電
気抵抗を測定することにより細胞膜における容量変化を監視するために使用されることが
可能である。
【００１０】
　パッチクランプは従来、先細のガラス製のマイクロピペットを用いて実施されている。
しかしながら、近年シリコンチップのような固体基板上のパッチクランプ装置を開発する
ことに多大な努力がなされている。概して、これらの基板は従来のパッチクランプ電極の
開口部に相当する細胞の配置及び固着のための一つ以上の開口部を備えている。例えば、
クレミック等は、国際公開第０１／５９４４７号パンフレットに、複数のパッチクランプ
細胞にてパッチクランプ記録を実施するための複数の電極からなる平面的パッチクランプ
電極配列について記載されている。
【００１１】
　低ノイズ度合いは、パッチクランプ記録においてより良い信号対ノイズ比を提供する。
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パッチクランプの低ノイズ特性は、無傷の細胞の原形質膜上へガラスマイクロ電極又はパ
ッチクランプピペットをしっかりと固着し、その結果隔離されたパッチを生じることによ
って達成される。ピペットと原形質膜との間の電気抵抗はバックグラウンドノイズを最小
限にするために絶対不可欠であり、１０９オームを越えて「ギガシール」を形成すべきで
ある。「ギガシール」形成の背後にある正確なメカニズムは議論されているが、塩－架橋
、静電相互作用、及びファン・デル・ワールス力のような多様な相互作用がピペットのガ
ラス表面及び細胞膜の脂質層中の親水性ヘッドとの間の相互作用を仲介することが提案さ
れている（例えば、Ｃｏｒｅｙ及びＳｔｅｖｅｎｓ，１９８３，単一－チャネル記録中の
ｐｐ．５３－６８，Ｅｄｓ．Ｂ．Ｓａｋｍａｎｎ及びＥ．Ｎｅｈｅｒ．ニューヨーク及び
ロンドン，プレナムプレス参照）。光学的条件の下、より高いフェムト－アンペア（１０
－１５Ａ）範囲における単一－チャネル電流は変化することが可能である。（例えば、電
極と細胞との間の好ましくない固着によって引き起こされるような）ＧΩ－固着の形成を
容易にするノイズを減少させるストラテジーとしては、ガラス電極の火造り又は薬剤例え
ばシグマコート（ｓｉｇｍａｃｏｔｅ）を用いたガラス電極の表面処理が挙げられるが、
これらに限定されない。誘電性ノイズ及び容量性－抵抗性帯電ノイズはまた、都合のよい
電極／ピペット形状を選択し、石英ガラスを使用し、そしてできるだけピペットの電荷を
低めるためにピペットのガラス表面をシルガード（登録商標）（シリコン、ＰＤＭＳ）で
被覆することにより減少することが可能である。
【００１２】
　しかしながら、固体基板チップと従来のパッチクランプマイクロピペットとの両者に対
して好ましい電気的固着特性にて付着した細胞を獲得し、維持することが困難であること
は立証されている。両者の技術を備えた細胞全体記録構造を得るための典型的な成功率は
約５０％である。更に、記録を得るためにパッチクランプマイクロピペットに対して思い
通りの位置に細胞を保持することが可能な時間は、めったに２０分を越えない。
【００１３】
　本発明の目的及び特徴は以下の詳細な説明及び添付の図面を参照してより一層理解され
ることが可能である。図は実物大ではない。以下の図において、「Ｐ」は圧力を示し、「
Ｖ」はボルトを示している。
【発明の概要】
【００１４】
　本発明は電極区画に細胞を連結する開口部を規定する表面と細胞との間の高電気抵抗固
着を発生させるシステム及び方法を提供する。細胞膜が表面に対して固着されると、細胞
膜は電極区画の内部にて電極と電気的に連通する。
【００１５】
　ある態様において、本発明は細胞を電極区画に連結する表面と細胞との間の固着を最適
化する改質された表面を提供する。例えば、ある態様において、表面は非平面であり、表
面に対してよりしっかりとした固着を生み出す細胞での圧迫を生み出す。望ましくは、表
面は突出している。開口部を規定する表面は隙間（ａｐｅｒｔｕｒｅ）パッチクランプ配
列装置のようなチップ上のパッチクランプ装置の一部であることが可能であり、或いはパ
ッチクランプマイクロピペットの先端であることが可能である。望ましくは、固着が形成
されたときに発生する電気抵抗は少なくとも１００Ｍオーム、少なくとも１Ｇオーム、少
なくとも１０Ｇオーム、又は少なくとも１００Ｇオームである。
【００１６】
　本発明はまた、細胞チャンバの開口部と細胞との間に形成された固着の電気抵抗を極大
化するための非平面素子からなる細胞チャンバからなるチップ上のパッチクランプ装置を
提供する。この態様において、細胞チャンバは、チャンバの底部の一つ以上の電気素子、
及び、細胞を分離して一つ以上の電気素子と細胞との間の直接的な接触を防止する電解質
溶液を包含する電極区画を規定する。ある態様において、細胞チャンバ中の非平面素子は
ピラミッド型、円錐型、楕円型又はドーナツ型である。別の態様において、非平面素子は
細胞を受け入れる陥凹部からなる。望ましくは、チップ上のパッチクランプ装置は、複数
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の細胞チャンバからなる配列装置であり、そして少なくとも一つの細胞チャンバは非平面
素子からなる。より望ましくは、実質的に全ての細胞チャンバが非平面素子からなる。
【００１７】
　本発明の別の態様において、電極区画に細胞膜を連結する開口部を規定する表面は表面
にて高電気抵抗固着の形成を最適化する表面化学を提供するように改質されている。望ま
しくは、表面は親水性分子からなり、或いは親水性にされるよう処理される。例えば、表
面は過酸化物、アンモニア又は硝酸のような化学薬品或いはＲＣＡ処置を用いて化学洗浄
にさらされることが可能である。
【００１８】
　ある望ましい実施の形態において、そのように処理された表面は、パッチクランプ配列
装置のようなチップ上のパッチクランプ装置の表面である。望ましくは、固着がそのよう
な表面にて形成されたときに発生する電気抵抗は少なくとも１００Ｍオーム、少なくとも
１Ｇオーム、少なくとも１０Ｇオーム、又は少なくとも１００Ｇオームである。
【００１９】
　本発明はまた、一つ以上の細胞を受け入れる一つ以上の細胞チャンバを含む基板からな
るシステム（例えば、マイクロ流体チップ又はバイオセンサー）を提供する。細胞チャン
バは（例えば、チップ上のパッチクランプ装置において見られるような）電極区画を形成
しても良く或いは（例えば、パッチクランプマイクロピペットによって提供されるような
）電極区画に近接するよう細胞を位置決めするために細胞を受け入れても良い。基板は適
切な細胞チャンバへ細胞を配送するためのもう一つのマイクロチャネルからなっていて良
い。圧力、光ピンセット、電気浸透、誘電泳動及び交流又は直流電流の一つ以上をマイク
ロチャネルから適切な細胞チャンバへ細胞を送るために使用しても良い。
【００２０】
　望ましくは、基板は、細胞チャンバ中の一つ以上の細胞に近接する流体の流れを提供す
るための少なくとも一つの流体源からなる。流体の流れは電極区画から細胞を分離するた
めの開口部を規定する表面と細胞との間の高電気抵抗固着を確立し及び／又は維持するた
めに使用される。ある態様において、流体の流れは細胞チャンバ中へ開口する出口からな
るマイクロチャネルを通過して運搬される。別の態様において、基板は複数のマイクロチ
ャネルからなり、各々が細胞チャンバ中へ流体の流れを運搬するための出口を有している
。望ましくは、そのシステムは、一つ以上の出口にて静水圧を制御する流体制御機構から
なる。一つ以上のチャネルでの静水圧はプログラム学習による及び／又はフィードバック
信号に応答するシステムと連通する処理装置によって変化させることが可能である。ある
態様では、複数のチャネルの各々にて静水圧が異なる。
【００２１】
　本システムは更にチャネルの入口に対する細胞チャンバの位置を読み取るため及び／又
は入口に対する細胞チャンバ中の細胞を読み取るための読取機構からなっていて良い。
【００２２】
　望ましくは、読取機構は処理装置と連通しており、平行移動が処理装置からの指示（例
えば、プログラムされた指示又はフィードバック信号の結果として発生する指示）に応答
して起こる。ある態様において、処理装置は読取率、読取方向、読取加速度及び読取数の
一つ以上を制御する。
【００２３】
　望ましくは、少なくとも二つの隣接するチャネルから出る水流は開口容量内部にて平行
であり層状である。しかしながら、本システムはチャネルのセット（少なくとも二つの隣
接するチャネル）からなることが可能であり、ここにおいて、少なくとも一つのセットが
平行で層状の流れを運搬し、一方少なくとも一つの別のセットは平行でも層流でもない流
れを運搬する。ある態様において、流れは異なる速度で流れる。流体は電気泳動及び／又
は電気浸透及び／又はポンピングを含む多くの異なる方法によってチャネルからチャンバ
へ運搬されることが可能である。
【００２４】
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　一態様において、チャネルの縦軸は実質的に平行である。チャネルは、直線配列、二次
元配列、又は三次元配列にて配置されることが可能であり、処理チャンバ、センサーチャ
ンバ、槽及び／又は廃棄チャネルを包含することが可能であり、容器又はマルチウェルプ
レートと相互作用し得る。ある態様において、本システムは少なくとも一つの流体の流れ
を細胞チャンバ中へ運搬するための少なくとも一つの入口チャネルと、細胞チャンバから
流体を除去する少なくとも一つの出口又は排水チャネルからなる。別の態様において、出
力チャネルは入力チャネルの上に重なっていることが可能である（すなわち、三次元構造
）。望ましくは、少なくとも一つの入力チャネルの縦軸に対して、少なくとも一つの出力
又は排出チャネルの縦軸は平行であるが、異なる平面に位置する。陰圧が隣接した出力又
は排出チャネルに加えられると同時に、陽圧が入力チャネルに加えられることによって、
Ｕ型の流体流がチャンバ内部で生じ得る。Ｕ型の流体の流れは、電極区画に細胞を連結す
る表面に対して細胞を位置決め及び／又は固着するための細胞に対する圧力を生み出すた
めに使用されることが可能である。
【００２５】
　ある好ましい態様において、一つ以上の流体の流れは、電極区画から細胞を分離する開
口部を規定する一つ以上の表面と細胞チャンバ中の一つ以上の細胞との間の高電気抵抗固
着を生み出すために使用される。例えば、流体の流れは、（細胞チャンバを移動させるこ
とにより、又はマイクロピペットを移動させることの何れかにより、或いは細胞チャンバ
とマイクロピペットの両方を移動させることにより、）細胞チャンバに近接するよう位置
決めされたパッチクランプマイクロピペットと細胞との間の高電気抵抗固着を生み出すた
めに使用される。流体の流れの方向及び流体の流れを介して加えられる圧力を制御するこ
とにより、高電気抵抗を備えた固着（１００Ｍオーム以上、望ましくは１Ｇオーム以上）
が生み出される。
【００２６】
　本発明は更に電極区画に細胞を連結する開口部を規定する表面と細胞膜との間の高電気
抵抗固着を発生させる方法を提供する。その方法は、表面に対して細胞を押し付け、表面
での高電気抵抗固着を獲得するために、細胞を流体の流れにさらすことからなる。望まし
くは、固着は長時間、すなわち約２０分より長く、約３０分より長く、約１時間より長く
、約２時間より長く、又は約５時間より長く維持される。
【００２７】
　固着は上記のような改質された表面を提供することにより（例えば、非平面又は突出し
た表面を提供することにより、及び／又は表面を親水性にすることにより）増強されても
良い。吸引又は電圧の一つ以上が開口部に加えられても良く、更に固着の電気抵抗が極大
化される。
【００２８】
　ある好ましい態様において、生み出された固着は、電極区画中の電極と細胞膜との間の
電気的な連通を確立し、細胞膜の電気特性を測定可能とする。ある態様において、本方法
はパッチクランプ記録を得るために使用される。記録された電気特性は一つ以上の細胞応
答及び／又は細胞特性をモニターするために使用されても良く、細胞表面積、細胞膜伸縮
、イオンチャネル浸透性、細胞からの内部小胞の放出、細胞膜からの小胞の回収、細胞内
カルシウムのレベル、イオンチャネル誘発電気特性（例えば、電流、電圧、膜容量等）又
は生存能力を含むがこれに限定されない。
【発明の詳細な説明】
【００２９】
　本発明は、細胞の電気特性を記録するための一つ以上の電極と細胞膜を連結する表面の
開口部との細胞膜の最適な接触を迅速に獲得し、そして安定して維持するシステム、シス
テム構成要素及び方法を提供し、その結果細胞は一つ以上の電極と電気的に連通する。あ
る態様において、表面はパッチクランプマイクロピペットの開口部である。別の態様にお
いて、開口部はチップ上のパッチクランプ装置、例えばパッチクランプ配列装置中の細胞
チャンバの開口部である。望ましくは、電解質溶液は細胞を一つ以上の電極から分離する



(13) JP 4386835 B2 2009.12.16

10

20

30

40

50

。
【００３０】
　本発明は更に電極区画からの細胞膜を分離する表面の開口部と、細胞膜との間の固着の
電気抵抗を極大化し、細胞膜と開口部との間の固着の電気抵抗を極大化するためのシステ
ムを提供する。本発明はまた、開口部を規定する表面での最適な形状及び／又は表面トポ
グラフィー；（例えば、表面にて親水性基を提供する）開口部を規定する表面での最適な
表面化学；及び開口部に近接するよう位置決めされた細胞膜に近接する流体流の一つ以上
を提供することによって開口部にて最適な構造を提供する方法も提供する。
【００３１】
　本発明のシステム及び方法は、例えば、卵母細胞の内部潅流、パッチクランプ電気生理
学、脳薄片記録、細胞表面の受容体－リガンド相互作用、カルシウム画像化研究、共焦点
顕微鏡検査、及び生体内マイクロ透析のような技術に使用され得る。本発明のシステムは
またリガンド依存性イオンチャネル、電圧依存性イオンチャネル、Ｇ－蛋白質共役型受容
体、シナプスを横切る活性、分子運搬装置、細胞と細胞の相互作用及びイオンポンプの特
性を測定するため、そしてこれらの生体分子のモジュレータ（作動薬又は拮抗薬）を選別
するためにも使用され得る。
【定義】
【００３２】
　以下の定義は、以下の明細書中にて使用される特定の用語のために規定される。
【００３３】
　明細書及び請求項にて使用されるように、単数形「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は、
文脈が明らかに異なるように述べていない限り複数の意味も含む。例えば、用語「ａｎ　
ｏｐｅｎｉｎｇ」は複数の開口部を含む。用語「ａｎ　ｉｏｎ－ｃｈａｎｎｅｌ」は複数
のイオンチャネルを含む。用語「ａｎ　ｏｐｅｎｉｎｇ」又は「ｔｈｅ　ｏｐｅｎｉｎｇ
」は複数の開口部を指すことが可能である。
【００３４】
　ここにおいて使用されるように、「パッチクランプ装置」はパッチクランプ記録を獲得
するために好適な装置である。一般的に、そのような装置は電極から細胞膜を分離するた
めの絶縁表面からなる。表面は、開口部を規定する内腔中の電解質溶液を通過して電極へ
細胞を接続する開口部からなり、その結果細胞は（例えば、電極によって生み出された電
界にさらされ、電流や電圧のような電気信号をもとの電極へ送信することが可能な）電極
と電気的に連通する。ここにおいて使用されるように、「パッチクランプ装置」はパッチ
クランプ配列装置のようなチップ上の装置や、概して内部電極からなるパッチクランプマ
イクロピペットからなる従来のパッチクランプ器具の両者を指す。「チップ上の装置」に
おいて、絶縁表面は、各々が細胞を受け入れる複数の細胞チャンバ又はウェルからなるウ
ェハ又はチップの状態に一般的に製作されている。細胞チャンバの底部は一つ以上の電極
と連携する電気接触域からなり、一方、チャンバの開口部は細胞を受け入れる。従来のパ
ッチクランプ装置のマイクロピペットのような細胞チャンバは、細胞を電極に連結する電
解質溶液で満たされており、その結果細胞は電極に連通する。
【００３５】
　ここにおいて使用されるように、用語「電極」は電気信号を伝達し伝導する装置を指す
。
【００３６】
　ここにおいて使用されるように、用語「電解質溶液」はマイクロピペット内部又はパッ
チクランプ配列装置の細胞チャンバ内部の溶液を指す。細胞の生体膜を通過するイオン電
流を測定するために使用される特定の電極溶液が通常選択され、その結果それは細胞の細
胞内溶液と同等である。浴溶液及び電解質溶液は典型的には細胞の生体膜を通過するイオ
ン電流を測定するときと異なるように選択され、しかしながら、それらは同じであっても
良い。
【００３７】
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　ここにおいて使用されるように、用語「浴溶液」は、パッチクランプマイクロピペット
の外部又は細胞チャンバの外部の細胞を取り囲む溶液又は媒体を指す。望ましくは、細胞
の生体膜を通過するイオン電流を測定するために使用される浴溶液が通常選択され、その
結果、それは細胞が生体内でさらされる外部イオン環境と同等である。
【００３８】
　ここにおいて使用されるように、用語「開口部」は、穴、割れ目又は切れ目のような隙
間（ａｐｅｒｔｕｒｅ）又は口（ｏｒｉｆｉｃｅ）の何れをも指す。開口部は如何なる形
状又は形式を取ることが可能であり；例えば、実質的に、楕円形、円形、四角形又は多面
体であって良い。ここに記載されるパッチクランプシステムにて使用された開口部は約０
．１ミクロン乃至約１００ミクロンの寸法の範囲である。しかしながら、開口部は少なく
とも約０．０１μｍ、少なくとも約０．０５μｍ、少なくとも約０．１μｍ、少なくとも
約１０μｍ、少なくとも約１５μｍ、少なくとも約２０μｍ、少なくとも約５０μｍ、少
なくとも約７５μｍ、又は少なくとも約１００μｍの範囲であることが可能である。
【００３９】
　ここにおいて使用されるように、「開口部を規定する表面」は、開口部を含み、電極区
画に細胞を接続する表面を指す。該して、開口部を規定する表面は細胞膜に連結する表面
の一部（例えば、固着が形成されるにつれて細胞膜が接触するマイクロピペットの縁、及
びマイクロピペット先端の内部表面、或いは、チップ上の装置の場合、細胞チャンバに対
して固着されるとき細胞が接触する細胞チャンバの縁、及び細胞チャンバの壁の一部）を
指す。
【００４０】
　ここにおいて使用されるように、「電極区画」は、開口部を備えた表面に一つ以上の電
極を連結させる電解質溶液を包含する内腔及び一つ以上の電極を指し、それが開口部にて
電界を発生し、或いは電流又は電圧のような電気信号を記録のために受け入れることが可
能である。
【００４１】
　ここにおいて使用されるように、「細胞チャンバ」とは、一般的に一つ以上の細胞を受
け入れるための基板中のチャンバ、ウェル、くぼみ又は槽を指す。従来のパッチクランプ
装置に適した細胞ベースバイオセンサーの状況において、細胞チャンバはパッチクランプ
マイクロピペットに近接して細胞を受け入れそして位置決めするためのチャンバである。
チャンバは一般的に開口容積（すなわち、少なくとも部分的にカバーされていない）であ
り、浴溶液を包含する。チップ上のパッチクランプ装置の状況において、チャンバは一般
的に単一細胞を受け入れることに適しており、チャンバの底部にてひとつ以上の電極を包
含する。チャンバは望ましくは、チャンバ中に受け入れられた細胞の動きを制限し、チャ
ンバの底部にて電極と電気的に連通する細胞を維持するための電解質溶液からなるように
設計される。
【００４２】
　ここにおいて使用されるように、用語「細胞膜」とは、生体区画を取り囲む脂質二重層
を指し、天然又は合成細胞（例えば、リポソームのような）、膜小胞、又はその一部の膜
が挙げられる。用語「細胞膜」は、そのような膜からなる完全な細胞、細胞の一部、合成
細胞又は合成細胞の一部を網羅する。
【００４３】
　ここにおいて使用されるように、「パッチ」記録とは、パッチクランプ装置がパッチク
ランプ装置の開口部に対して固着された膜パッチを通過するイオン電流を収集する記録を
指す。
【００４４】
　ここにおいて使用されるように、「細胞全体の記録」とは、膜のパッチが破裂されるセ
ットアップを指し、細胞の内部へ直接電気的にアクセスすることを生じさせる。
【００４５】
　ここにおいて使用されるように、用語「ガラス」とは、三酸化二硼素、酸化アルミニウ
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ム又は五酸化リンと共に融解される、但しこれに限定されないが、ケイ酸塩によって典型
的には作られた原料の大きな部類の何れをも指す。
【００４６】
　ここにおいて使用されるように、用語「高電気抵抗固着」とは、電極区画から細胞を分
離する表面の開口部と、細胞膜との間の固着を指し、その完全性は高電気抵抗によって示
され、これは望ましくは約１００ＭΩ以上、約２００ＭΩ以上、約３００ＭΩ以上、約４
００ＭΩ以上、約５００ＭΩ以上、約６００ＭΩ以上、約７００ＭΩ以上、約８００ＭΩ
以上、約９００ＭΩ以上、約１ＧΩ以上、約１．２ＧΩ以上、約１．３ＧΩ以上、約１．
４ＧΩ以上、約１．５ＧΩ以上、約１．６ＧΩ以上、約１．７ＧΩ以上、約１．８ＧΩ以
上、約１．９ＧΩ以上、約２ＧΩ以上、約１０以上、約２０、約３０、約４０、約５０、
約６０、約７０、約８０、約９０、約１００、約１５０又は２００ＧΩである。
【００４７】
　ここにおいて使用されるように、「マイクロチャネル」とは、二つの壁、底部、少なく
とも一つの入口及び少なくとも一つの出口からなる基板中の溝を指す。一つの態様におい
て、マイクロチャネルはまた天盤を有する。用語「マイクロ」は寸法の下限値を暗示する
ものではなく、用語「マイクロチャネル」は一般的に「チャネル」と同義に使用される。
望ましくは、マイクロチャネルは約０．１μｍ乃至約１０００μｍの寸法の範囲であり、
より望ましくは１μｍ乃至約５００μｍの範囲である。
【００４８】
　ここにおいて使用されるように、用語「実質的に分離した水性流れ」とは、層流と平行
した流れを指す。
【００４９】
　ここにおいて使用されるように、用語「受容体」とは、リガンド分子と特異的に相互作
用することが可能な巨大分子を指す。受容体は細胞膜、ゴルジ膜又は核膜のような脂質二
重膜と連携し得、細胞の細胞質中の遊離又は結合分子として存在し得、又は基板に固定さ
れ得る。
【００５０】
　ここにおいて使用されるように、用語「連通する」とは、あるシステムの能力又はある
システムの構成成分を指し、別のシステム又はあるシステムの構成成分からの入力データ
又は信号を受け、そして入力データに応答して出力応答を提供する。「出力」はデータの
形態であって良く、或いはシステム又はシステムの構成要素によってとられたアクション
又はシステム又はシステムの構成要素によって（例えば、検出器へ）運搬された信号の形
態であっても良い。例えば、電極と「電気に連通」した細胞とは、電極からの信号（例え
ば、電圧又は電流等）を受け入れ、（例えば電流のような）電気特性における測定可能な
変化の形態における信号に対する応答を提供する細胞を指す。
【００５１】
　ここにおいて使用されるように、「細胞との電気的な連通を確立するための非平面素子
からなる実質的に平面の基板」とは、基板の表面に対して表面が高められ又は低められた
素子からなる基板を指し、ここにおいて素子は、実質的に平面の基板の表面に対して異な
る平面そして互いに異なる平面に存在する少なくとも二つの点からなる。例えば、「非平
面素子」はピラミッド型、ドーナツ型、実質的に平面の表面に付着されたピペット先端の
形態であって良く、又は複数の積層された平面素子からなっていて良い。
【００５２】
　ここにおいて使用されるように、「測定可能な応答」とは、既知の技術にふさわしい制
御を使用して測定されるようなバックグラウンドと著しく異なる応答を指す。
【００５３】
　ここにおいて使用されるように、「記録」とは、パッチクランプ分析において得られる
ような加工された電気信号から得られたデータを収集し及び／又は保存することを指す。
【００５４】
　バイオセンサーにおける高電気抵抗固着を生み出すパラメータ
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　細胞膜の主構成要素は、５ｎｍの厚さの細胞被覆二重層を形成する液晶性脂質の不均一
混合物である。脂質膜は滑らかな表面を形成せず、不規則で突出に満ちた表面を形成する
。
【００５５】
　高柔軟性の脂質二重層は細胞骨格によって安定化され、これは蛋白質フィラメントの動
的システムである。柔軟性の液晶性二重層と安定した（しかし静止した）細胞骨格との組
合せは、細胞に柔軟性及び機械安定性の両方の独特の特性を生じさせる。
【００５６】
　脂質二重層はエントロピー的に促進された変動を常に受ける。これらの変動は一般的に
細胞骨格によって抑制されるが、未だ１０ｎｍのオーダの振幅及び～０．５μｍの波長を
有している可能性がある。これらの変動は膜の伸縮の導入によって効率的に抑えられる。
【００５７】
　大半の細胞の外部に、糖蛋白質及び糖脂質の結合し（再）吸着した膜の低密度の被覆物
が見出される。この被覆物は糖衣と呼ばれ、数十乃至数百ナノメータの厚さを有する。糖
衣の主な機能の一つはその他の細胞との非常に密接な接触を防ぐことである。
【００５８】
　細胞は、「鍵及び錠の力」を仲介する細胞付着分子を主に介して天然基質に付着する。
しかしながら、非特異的性質の異なる力は、パッチクランプ記録のために電極へ細胞を連
結する絶縁表面の開口部へ細胞を固着することに従事する細胞付着及び特に固有でない付
着において重要な役割を果たす。従来のパッチクランプ装置において、この状況はパッチ
クランプマイクロピペットの先端にて観察される。パッチクランプ配列装置のようなチッ
プ上の装置において、この状況は、一般的にチャンバの底部にて電極バックプレートに対
する位置に細胞を保持する細胞チャンバの開口部にて観察される。そのような非特異的な
力は、反発する特性と引き付ける特性との両者を備えており、細胞と細胞接触表面との間
の界面距離への異なる依存を示し、共に一つ又はいくつかの最小値を備えたポテンシャル
面を生み出す。細胞が許容する制限された変型可能性による制約に加えて、エネルギー表
面の状況が界面の距離及び拡大と接触の安定性とを決定する。
【００５９】
　細胞膜の糖衣中のオリゴ糖鎖の圧縮による斥力は、１０－１００ｎｍの界面距離にて相
互作用を左右し、そしてより近くへ接近した場合に克服されねばならない。密接な接触を
確立するために克服されねばならない別の反発力は、脂質膜のエントロピー的に促進され
た変動に由来するものである。より短い距離において考慮すべきその他の力は、静電気二
重層力（ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ　ｄｏｕｂｌｅ－ｌａｙｅｒ　ｆｏｒｃｅ）、水和
力及びファン・デル・ワールス力である。これらの力はパッチクランプの開口部を規定す
る表面の化学的状況及び細胞基質の素材に関連する。
【００６０】
　純粋な脂質の小胞はガラスへ固着するので、電極区画（例えば、電解質溶液及び一つ以
上の電極）から細胞を分離する絶縁表面の開口部と、細胞との間の高抵抗固着の形成に脂
質のみが関与する可能性が高い。
【００６１】
　例えば、通常のパッチクランプピペットで形成されたギガ固着（ｇｉｇａｓｅａｌ）の
性質は開始条件によって変化する。固着のいくつかは、おそらく媒体中の崩壊堆積物によ
って汚染されていない「きれい細胞」及び理想的なピペット表面／形状の存在により、細
胞表面がピペットと接触することで自然発生的に形成され、しかしながらほとんどの場合
、ピペット内部の圧力がより低いはずであり、その結果脂質膜がピペット中へ吸い込まれ
る。圧力を低めた後に形成される固着のために、ピペット全域にわたる膜のドームがしば
しばピペットわずか上空に位置する。
【００６２】
　ギガ固着（ｇｉｇａｓｅａｌ）抵抗を獲得するために界面距離がいかに小さくなくては
ならないかは、固着の形状及び脂質膜と固着表面との間の接触面積の拡大によって変化す
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る（図１Ｂ参照）。しかしながら、細胞表面の細胞外に付着した分子（例えば、細胞受容
体）が存在するとき、全ての固着のために、細胞接触表面又は固着表面は許容される以上
に脂質膜により接近されなくてはならない。短い距離において、ファン・デル・ワールス
力は非常に強くなり、そこから逃れることが不可能な最小値のエネルギーにて、細胞又は
その一部を動かないようにする恐れがある。従って、生物学的に「通常」な状況にて適切
な距離を維持するために何かが必要であり、細胞膜の異なる点での糖衣及び局所的な粗さ
が、ファン・デル・ワールス力が弱くその他の力によってバランスされることが可能であ
る別の細胞との間の界面距離の形成を可能とする。細胞膜を電極区画から分離する表面の
開口部と細胞膜との間のギガシールを得るために、これらの細胞膜の距離－保持機構は効
果的な方法で妨害されなくてはならない。
【００６３】
　（１）電極区画から細胞を分離する表面の形状特性
　電極区画から細胞を分離する開口部を規定する突出した表面は、開口部と細胞膜との間
の分離距離を極小化し、細胞と開口部の表面との間の接触点にて電気抵抗を増大させるた
めに重要であるということが、本発明の発明事項である。細胞表面に存在する分子の存在
が開口部を規定する表面に対する細胞膜の親密な付着を妨害している。これは、細胞画に
付着した分子が細胞膜の表面と開口部を規定する表面との間の親密な接触を妨害するスペ
ーサとして作用するので、平面又は陥凹しているかの何れかの表面について特に断言され
る。一方、開口部を規定する突出した表面については、その他の形状を備えている場合と
比較してこれらの分子が非常に容易に移動されるので、細胞外に付着した分子の存在は分
離距離の決定についてあまり気にしなくて良い。
【００６４】
　（１）開口部を規定する表面と細胞膜との間の初期接触面が非常に小さく、（２）細胞
表面に加えられることが可能な（吸引に夜或いは細胞膜への圧力による）局所的圧迫及び
応力が非常に高いので、この移動は開口部を規定する突出した表面にとって起こり得る。
相俟って、これらの二つの効果は、細胞膜表面と開口部を規定する突出した表面との間の
初期接触領域にて、細胞外に付着した分子の移動を引き起こし、従って、二つの表面の間
の分離距離を劇的に減少させる。この導入された圧力は、脂質膜のエントロピー的に促進
された変動を抑え、膜表面の凹凸を平らにする膜伸張を増加させる。
【００６５】
　図１Ｂに例示したその他の重要な要因は、細胞と表面との間の固着の質における開口部
を規定する表面の形状の効果である。膜の表面と開口部を規定する表面との間の分離距離
について、円筒状の内面／外面を備えた開口部を規定する突出した表面は平面のものより
高抵抗固着を得ることについて優れている。これは、電流が電極区画から細胞膜へ運搬さ
れる電極区画から細胞膜を分離する絶縁表面について例示される。電流の流路を断片に分
けることにより、突出した表面のため、電流路に沿った漏れ電流の一定の断面積によって
、各々が同等に長い流路断片が各々総固着抵抗と同等に寄与するということを示すことが
可能である。
【００６６】
　一方、開口部からなる平面の表面に対して細胞が固着されるとき、異なる減少が生じる
。そのような固着を介して電流が漏れるとき、開口部から放射方向へ漏れる。この場合、
開口部からなる平面の表面と細胞との間に形成された固着の放射状の断片の各々からの抵
抗の寄与率は断片の半径に反比例する。これは、漏れは電流路に沿って増加し得、その結
果電流密度は減少し、形状の非効率性を例示していることを意味する。
【００６７】
　固着面の抵抗の依存もまた図１Ａ及びＢ中に提示されるシミュレーションに用いられて
いる方程式中に見られる。
【００６８】
　平面の形状について、抵抗Ｒは、
Ｒ＝１／２πσｄ・ｌｎ（ｒｏ／ｒｉ）
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より算出され、ここにおいてσは電解質の導電性、ｄは界面の裂溝の寸法、ｒｏは固着面
の外径、そしてｒｉは固着面の内径（すなわち、開口部の半径）である。
【００６９】
　円筒形の形状について、抵抗Ｒは、
Ｒ＝α／［ｒ２π－（ｒ－ｄ）２π］σ
より算出され、ここにおいてαはピペットの軸方向の固着の長さ、ｒはピペット内径、そ
してｄはピペット内壁／外壁と脂質膜との間の界面距離である。
【００７０】
　シミュレーションにおいて、σは１６ｍＳ／ｃｍと設定される。
【００７１】
　（２）開口部を規定する表面の化学表面特性
　図１Ａは、電極区画から細胞膜を分離する開口部を規定する表面と細胞膜との間の距離
を極小化することの重要性、或いはいくつかの形状を保持しているので、開口部を規定す
る表面と細胞膜との間の増大した接触表面の重要性を例示する。
【００７２】
　従って、ある態様において、本発明は細胞とそのような開口部との間の固着抵抗を極大
化する方法を提供し、その結果、パッチクランプ記録の効果を極大化する。経験的に、表
面が親水性であるとき、脂質膜とそのような開口部を規定する表面との間の引力相互作用
は極大化されることが見出された。表面をより親水性にすると、引力相互作用がより強く
なる。強い引力はより大きな接触面積を提供し、二つの表面の間のより短い分離距離を提
供し、その結果高固着抵抗をもたらす。
【００７３】
　強い引力はより大きな接触面積を供給し、分析された先端及び細胞の間の表面相互作用
エネルギーは細胞を変形させるのに十分である。
【００７４】
　図３Ａ及びＢにおいて、未処理カバースリップと加水分解されたカバースリップとでの
脂質小胞の接触面積の違いが示される。多くの場合、強い相互作用はより短い界面距離を
反映する。接触表面から脂質膜を遊離するためには更なるエネルギーが必要なので、固着
抵抗における好ましい効果に加えて、強い相互作用もまた付着の安定性を増大させる。多
数のストラテジーがより高い親水性表面を達成するために実行され得る。ある態様におい
て、ガラス（すなわち、ＳｉＯ２）表面は、ＲＣＡ－１洗浄ステップを用いて表面を加水
分解することにより、例えば、７０－８０℃の水、過酸化水素及びアンモニア（Ｈ２Ｏ：
Ｈ２Ｏ２：ＮＨ３　５：１：１）の溶液中に表面を１０分間漬け、続いて脱イオン化され
た水中にてすすぐことにより、或いは表面を火炎－処理することにより、或いは高荷電ポ
リマーで表面を被覆することにより、その生来の状態と比較してより親水性にされる。
【００７５】
　（３）高電気抵抗固着の形成における流体流の影響
　（例えば、流体を流すことにより生じる）余分な力の追加は、表面に対して細胞膜を最
初に固着するときにシステムの力を平衡にシフトする。これは新たなエネルギー最小値を
作り出し、本システムがもとのエネルギーの最大値を越えるようにし、新たな最小値をも
たらすことが可能である。電極区画から細胞膜を分離する開口部を規定する表面にゆるく
付着した細胞膜を制御された速度及び方向性の液体流にさらすことにより、細胞膜は細胞
膜と表面との間の固着の抵抗を増大させ安定化することが可能である。
【００７６】
　パッチクランプ細胞における液体流の効果は、細胞における流れによりもたらされた力
（ストークス抗力）に起因する。この力は以下の方程式から計算されることが可能である
：
Ｆ＝６πｒηｖ
ここにおいて、Ｆは力、ｒは細胞の半径、ｖは流体の速度そしてηは流体の粘度である。
この関係は低レイノルズ数流及び球形粒子に対して有効である。
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【００７７】
　１センチポイズの粘度を備えた水性媒体中の５－μｍ－半径の球形の細胞を通り過ぎる
２ｍｍ／ｓの流速は、結果として～２００ｐＮの力である。相対的に、同じ細胞に作用す
る沈殿作用の力は～０．４ｐＮである。
【００７８】
　実施の単純化のため以下の記載では圧力－駆動流を強調したが、マイクロチャネル中の
液体を輸送するための多数の適切な手段を設計することが可能であり、電気浸透流、表面
伸張駆動流、移動壁駆動流、温度勾配駆動流、超音波誘発流、及び剪断駆動流が挙げられ
るが、これに限定されない。これらの技術は当技術分野において知られており、そしてま
た２００２年２月１２日に出願された米国仮特許出願公開第６０／３５６，３７７号公報
に記載されており、その全体がここに参照として組み込まれる。
【００７９】
　パッチクランプを用いた長時間のイオンチャネル活性を記録する能力は、細胞表面相互
作用の高電気固着抵抗及び安定性に非常に依存している。ここでは、流体条件の範囲のも
とでの「ギガシール」の改良された安定性が記載されている。特に、細胞が非常に長い記
録に使用されるとき、考慮の必要がある受容体脱感作のみならず、細胞内システム及び代
謝産物の低下によって引き起こされる細胞の生活能力賀寿分に機能を果たさないといった
、その他の考慮すべき事柄もある。しかしながら、多くの受容体及びイオンチャネルシス
テムのために、これらの要因がわずかな役割しか果たさず、パッチクランプ記録は本発明
のシステム及び方法を用いて単一細胞に数時間の実施されることが可能である。
【００８０】
　表面処理及び開口部の形状の最適化に加えて、以下の結果、真正面からの流体流によっ
て生じた押す力が、開口部を規定する表面に向かって細胞を効果的に押し付け、細胞と表
面との間の固着を非常に安定化することを可能とし、細胞の電気特性の測定を（例えば、
パッチクランプ記録）増大した高固着抵抗で長時間可能としたことが実証されている。
【００８１】
　パッチクランプ記録装置の効率を増大させるシステム、システム構成要素及び方法
　ある態様において、本発明は長時間、例えば約２０分以上、望ましくは約１時間以上、
約２時間以上、約３時間以上、約４時間以上、又は約５時間以上細胞膜の電気特性の測定
を実施するシステム、システム構成要素及び方法を提供する。
【００８２】
　ある態様において、本発明によるシステムは、一つ以上の電極からなる電極区画、電解
質溶液を受け入れ電極を細胞膜へ電気的に連結するための内腔、及び内腔と流体状態で連
通する開口部を規定する表面からなる。ある態様において、内腔はパッチクランプマイク
ロピペットの空洞部分である。別の態様において、内腔は、パッチクランプ配列装置のよ
うなチップ上のパッチクランプ装置中に細胞を受け入れるための細胞チャンバの一部であ
る。望ましくは、細胞膜は電解質溶液との接触を介して電極と電気的に連通する。
【００８３】
　ここにおいて使用されるように、電解質溶液を包含する内腔及び電極は「電極区画」を
規定する。場合によって、電気素子は電極区画の一部を形成することが可能である。内腔
と連通する開口部を規定する表面は電極区画と細胞との間、より望ましくは電極区画と、
細胞膜が存在する浴溶液との間の仕切りとしての機能を果たす。
【００８４】
　好適な表面としては、ガラス（例えば、表面がパッチクランプマイクロピペットの一部
であるとき）又は炭素ベースポリマー、シリコンベースポリマー、プラスチック及びそれ
らの改質又は処理された形態のような、ポリマーが挙げられる。
【００８５】
　望ましくは、開口部を規定する表面は非平面であり、より望ましくは突出している。開
口部を規定する表面がチップ上の装置の隙間（ａｐｅｒｔｕｒｅ）からなるとき、望まし
くは隙間（ａｐｅｒｔｕｒｅ）での表面トポグラフィーもまた突出しており、その結果開
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口部は装置を形成する絶縁表面の残余物と異なる平面に存在し、望ましくは少なくとも約
１μｍ－１０００μｍ、そして望ましくは少なくとも約１μｍ－１００μｍまで絶縁表面
の残余物より高い。一般的に、突出部の寸法は細胞表面に応力を生じさせるのに十分大き
いように選択される。
【００８６】
　別の方法として又は加えて、表面は、例えば、上記のようなＲＣＡ洗浄方法又は火炎処
理又は化学処理によって、表面の少なくとも細胞膜含有部分を親水性にするために処理さ
れる。
【００８７】
　別の方法として又は加えて、開口部での表面特性は、高電気抵抗固着の形成を増強する
ために改質されて良い。例えば、細胞はリーブ、カラム、ロッド及び表面の突起部のよう
なナノスケールの構造を配置し、相互作用し、反応することが示されており、そしてこれ
らの相互作用は細胞運動、位置決め、そして表面へ付着させる能力のために重要であるこ
とが実証されている。従って、ナノ構造の表面は、固着工程において重要であるようであ
り、そして長時間の記録のための安定した固着を提供するようである。ナノ構造は当技術
分野において知られた方法を使用して、例えばハード又はソフトリソグラフィ、蒸着又は
原子間力顕微鏡検査（ＡＦＭ）によって、電極区画から細胞を分離するため、表面におい
て生じさせることが可能である。
【００８８】
　別の好ましい態様において、パッチクランプ配列装置のようなチップ上の装置中に、細
胞チャンバそれ自身の表面トポグラフィーが細胞チャンバの開口部と細胞膜との間の固着
を極大化するために設計される。ある態様において、チャンバは、チャンバ内部の細胞の
動きを制限し及び／又は開口部を規定する表面に対して細胞を位置決めすることを補助す
る非平面表面機構からなり、細胞と細胞接触表面との間の固着の電気抵抗を増大させる（
例えば、図４及び図６参照）。例えば、ピラミッド型の構造が細胞チャンバの底部にて微
細製作されることが可能である。ある態様において、ピラミッド型構造の先端は細胞を受
け入れるよう陥凹型である。
【００８９】
　望ましくは、細胞チャンバは比較的浅い。ここで使用されているように、用語「浅い」
は細胞がチャンバ内部で自由に動くことをチャンバ内部で拘束され、その結果、細胞がチ
ャンバ内部でその位置を実質的に変化しない、すなわち細胞に電流を配送するために細胞
はセンサーの細胞接触表面の直径の約２倍未満しか動かないという事実を指す。この場合
における流体流は、細胞と連通するマイクロチャネルの使用を介して提供され得るが、さ
もなければ電解質溶液からなる細胞チャンバの部分へそれらの内容物を提供しない。一つ
以上の流動チャネル及び／又はバルブは細胞膜の迅速な溶液交換（すなわち、潅流）を許
容するため本発明の装置中へ組み込まれることが可能である。
【００９０】
　パッチクランプ配列装置のようなチップ上の装置において、細胞膜は望ましくは開口部
からなる表面に近接して設置される。配列装置の個別のチャンバへの細胞の付加はそれら
を分解することにより、例えばｎＱＵＡＤ吸引ディスペンサを使用することにより仲介す
ることができる。電気泳動、吸引、電圧パルスの使用等のような、その他の方法が細胞を
位置決めするために使用されることが可能である。
【００９１】
　ある態様において、圧力－駆動流は、基板中のマイクロ流体チャネルからチップ上のパ
ッチクランプ装置の適切な細胞チャンバへの細胞の動きを操作するために使用される。細
胞の経路指定は、複数のマイクロチャネルからなる基板中のチャネルの分岐をブロックす
ること、当技術分野において知られているようなバルブを用いること、その結果細胞を大
量の溶液流とともに別の選択されたチャネル中へ移動させることによって影響されること
が可能である。
【００９２】
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　加えて、又は別の方法として、緩衝溶液のようなイオンを含有した流れに二つ以上の電
極の間に電圧差又は電荷勾配を印加することにより運動を作り出すために電気浸透を使用
することが可能である。中性の（荷電されていない）細胞は流れによって運ばれることが
可能である。例えば、米国特許出願公開第２００２００４９３８９号公報の記載を参照。
【００９３】
　誘電泳動は、誘電体の動きを作り出すと信じられており、これは正味荷電を有していな
いが、互いに関してプラス又はマイナスに帯電した領域を有している。細胞の存在におい
て交流の非同時の電界は細胞を電気的に分極させ、その結果誘電泳動力が生じる。粒子及
び懸濁媒体の誘電分極に依存して、誘電体粒子は高い電界の強さ又は低い電界の強さの領
域のいずれかに向かって移動する。生きている細胞の分極率は細胞の種類に依存し、これ
は細胞分離のための原理を例えば差動誘電泳動力によって提供し得る。例えば、米国特許
出願公開第２００２００５８３３２号公報の記載を参照。
【００９４】
　レーザ又は最適な光ピンセットのような光の集束ビームで細胞をゆがめ移動させるため
に、放射圧もまた使用することが可能である。
【００９５】
　別の態様において、本システムは２００２年２月１２日に出願された米国仮特許出願公
開第６０／３５６，３７７号公報に記載のような細胞ベースバイオセンサーの一部であり
、その全体がここに参照として組み込まれる。この態様において、細胞、又はその一部は
細胞含有容器（ｒｅｃｅｐｔａｃｌｅ）又は槽（ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ）内部に設置され、
浴溶液にさらされる。細胞含有容器は望ましくは開口容積区画と連通する一つ以上の流体
源から流体を受け入れることが可能な底部及び壁面からなる開口容積区画である。バイオ
センサーは、細胞、チャンバ又は電極区画を移動させることにより細胞へ近接するように
なることが可能な電極区画からなる。細胞チャンバは、流体の流れ、試薬及び／又は細胞
それ自体を細胞チャンバへ提供する複数のマイクロチャネルからなるマイクロ流体装置の
一部であって良い。上記方法の一つ以上、すなわち、圧力－駆動流、電気浸透、誘電泳動
、放射圧（例えば、光ピンセット）等を用いてチャネルから細胞チャンバ中へ一つ以上の
細胞を送ることが可能である。
【００９６】
　細胞チャンバの精密な形状は、パッチクランプマイクロピペットのような少なくとも一
つの電極区画に近接する一つの細胞又はその一部、複数の細胞又はその一部を保持するこ
とが可能である限り、限定されない。この態様において、チャンバは典型的には無傷な細
胞と生理的に混合可能な浴溶液を包含する。少なくとも一つの電極区画（例えば、マイク
ロピペット）は電極区画内部の電極と細胞膜との間の好適な電気的連通を維持するための
電解質溶液を包含する。電極区画中の一つ以上の電極に細胞を電気的に連結する電極溶液
が流れることが可能な開口部を規定する表面によって、細胞は電極区画から分離される。
【００９７】
　細胞は流体流を用いて電極区画に近接するよう移動させることが可能である。開口容積
チャンバ中の一つ以上の流体の流れは、米国仮特許出願公開第６０／３５６，３７７号公
報に記載されているような開口容積チャンバ中へ供給するマイクロチャネルの使用を介し
て生じさせられ得、細胞上に押す力を提供するために使用されることが可能である。別の
方法として又は加えて、光ピンセットを用いて又は電極区画それ自身を移動させることに
より（例えば、電極区画がパッチクランプマイクロピペットからなるときのような微細位
置決め装置の使用を介して）細胞を移動することが可能である。細胞チャンバそれ自身は
、例えば細胞チャンバ内部の電気浸透流を生じさせるか、電極区画に向かうその動きを促
進するために細胞を分極する適切な電極区画に近接するよう細胞を位置決めすることを援
助するための電界を生じさせるために一つ以上の電気素子を含むよう形状が定められるこ
とが可能である。
【００９８】
　流体流はまた、電極区画から細胞を分離する開口部を規定する表面と細胞膜との間の固
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着の電気抵抗を増大させるために使用されることが可能である。例えば、表面の開口部に
ゆるく付着した細胞は液体の流れを提供する流体流源の出口に近接して設置されることが
可能である。細胞は流れにさらされているものの、開口部を規定する表面と接する細胞膜
の面積が劇的に増大し、安定な固定が生じる（例えば、実施例３及び図参照）。
【００９９】
　従って、ある態様において、細胞膜は流れからの圧力を受ける流体の流れに十分に近接
して設置される。この圧力は電極区画から細胞膜を分離する表面の開口部と、細胞膜との
間の固着の形成を容易にし、或いは固着を増強させる。流体の流れは、上記のような細胞
ベースバイオセンサー中の開口容積チャンバのような細胞を包含するチャンバへ供給され
得る。チップ上のパッチクランプ装置において、流体の流れは、当技術分野においてあり
きたりな方法を用いて装置中に微細製作されたマイクロ流体チャネルを通過して細胞へ供
給され得る。
【０１００】
　望ましくは、流体流源は０．０１ｍｍ／ｓ乃至１００ｃｍ／ｓ、望ましくは０．１ｍｍ
／ｓ乃至１０ｃｍ／ｓの範囲の流速で液体の流れを提供する。
【０１０１】
　従って、ある態様において、本発明は、一つ以上の細胞を含むチャンバ又は槽に入る少
なくとも一つの出口からなる流体流源を有する細胞ベースバイオセンサーを提供する。流
体流源は、一つ以上の細胞へ流体の流れを提供することが可能な少なくとも一つのマイク
ロチャネルからなっていることが可能である（例えば、図２Ａ及びＢ、及び図１０Ａ及び
Ｂを参照）。別の態様において、流体流源は、一つ以上の細胞の位置をマイクロピペット
の先端に対して位置決めし及び／又は維持するための複数の流体の流れを提供するため複
数の出口からなる。複数の出口は、例えばマイクロチャネルを基板上に積み重ねた状態の
ように単一平面又は多数の平面に存在させて良い（図示せず）。多数の流体流源は、異な
る方向、すなわち、例えば互いに垂直のように流れる流体の流れを提供する単一基板の一
部として提供されることが可能であり（例えば、図１１Ａ及びＢ参照）、細胞接触表面の
面に対して斜めに細胞を動かすことが可能である。流体流源の更なる構造は２００２年２
月１２日に出願された米国仮特許出願第６０／３５６，３７７号に記載されており、その
全体がここに参照として組み込まれる。
【０１０２】
　高電気抵抗固着を形成するための上記方法に加えて、固着の電気抵抗を増強するために
細胞を電極区画から分離する表面の開口部に吸引を加えることが可能である。別の方法と
して又は加えて、一つ以上の電圧パルスを開口部に印加して固着の電気抵抗を増強させる
（例えば、マイクロピペットの内部電極或いはパッチクランプ配列の一つ以上の電極を用
いる）。
【０１０３】
　上記の一連は、例えば図７に図示される。
【０１０４】
　別の方法として、一連の出来事は以下のとおりであって良い：
　電極区画から細胞膜を分離するための開口部からなる表面は、細胞膜を移動させるか、
表面を移動させるか或いは細胞膜と表面との両者を移動させることの何れかによって細胞
膜に隣接して位置決めされる。わずかな吸引及び／又はいくつかの電圧パルスが開口部に
加えられる。
【０１０５】
　表面にゆるく保持された細胞膜（例えば、表面から０．０１μｍ未満）は液体の流れを
提供する流体流源の出口へ近接して設置される。細胞膜は流体の流れにさらされているも
のの、表面と接する膜の表面積が劇的に増大し、安定な固定が生じる。所定の時間の後、
又は思い通りの抵抗の電気測定値に到達したとき、細胞は流体の流れから外れ、すぐに、
好適な記録の構成に到達するまで更なる吸引又は更なる電圧が表面に加えられる、すなわ
ち多数の連続的な測定値を著しく越えて変化しない。
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【０１０６】
　上記の一連は図８に図示される。
【０１０７】
　別の方法として、一連の出来事は以下のとおりであって良い。電極区画から細胞を分離
するための表面は細胞に隣接して位置決めされ、及び／又は細胞は表面に隣接して位置決
めされる。吸引が表面に加えられ、及び／又は、好適な細胞記録の構造に到達するまで、
ひとつ以上の電圧パルスが表面に加えられる。ある望ましい態様において、細胞接触表面
に保持された細胞は、所望の電気抵抗が得られるまで液体の流れに近接して設置される。
この一連は図９に示される。
【０１０８】
　図６は、細胞がパッチクランプ配列装置中の電極区画から細胞を分離するための開口部
を規定する突出した表面へ導かれる実施の形態の例を示している。絶縁表面の一般的に平
面部分に対して垂直な流体の流れが細胞上に押す力を及ぼすために提供される。装置が多
数の電極区画からなるとき、ベース表面に対して９０°以上又は未満の角度にて（図１０
）又はこの平面に対して垂直に（図１１）流れの中の細胞を移動させることによりそのよ
うな区画に対し細胞は更に複数の開口部に自動的に位置決めされることが可能である。吸
引圧力及び／又は電圧も開口部に加えられ、その結果細胞は各々の電極区画の開口部へ引
き付けられ、或いは引っ張られる。別の方法として、誘電泳動を当技術分野において知ら
れているように使用することが可能であり、上記のようなその他の交流（ａｃ）方法も使
用することが可能である。
【０１０９】
　上記のシステムは、一般的に一つ以上の細胞膜の電気特性を測定することからなる如何
なる方法においても使用されることが可能である。本方法において用いるその好適な細胞
又は蛋白質としては、細菌、酵母菌、昆虫及び細胞が挙げられるがこれに限定されない。
例えば、バチルスｓｐｐ．、大腸菌、ストレプトコッカスｓｐｐ．、ストレプトマイセス
ｓｐｐ．、シュードモナスｓｐｐ．を使用することが可能である。その他の低級真核生物
と同様に、Saccharomyces　cerevisiae,　Candida　albicans,　Candida　maltosa,　Han
senulapolymorpha,　Kluyveromyces　fragilis,　Kluyveromyces　lactis,　Pichia　gui
llerimondii,　Pichia　pastoris,　Schizosaccharomyces　pombe　及び　Yarrowia　lip
olytic　のような酵母細胞も使用されることが可能である。
【０１１０】
　Aedes　aegypti,　Autographa　californica,　Bombyx　mori,　Drosophila　melanoga
ster,　Spodoptera　frugiperda,　及び　Trichoplusia　ni　といった昆虫細胞株も使用
され得るが、これに限定されない。
【０１１１】
　哺乳類細胞株としては、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ヒーラ細胞、新
生児ハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞、サル腎臓細胞（ＣＯＳ）、ヒト肝細胞癌細胞（例え
ば、Ｈｅｐ　Ｇ２）、マディン－ダービーウシ腎臓（ＭＤＢＫ）細胞ＮＩＨ／３Ｔ３，２
９３細胞（ＡＴＣＣ＃ＣＲＬ　１５７３），ＣＯＳ－７，２９３，ＢＨＫ，ＣＨＯ，ＴＭ
４，ＣＶ１，ＶＥＲＯ－７６，ＨＥＬＡ，ＭＤＣＫ，ＢＲＬ３Ａ，Ｗ１３８，Ｈｅｐ　Ｇ
２，ＭＭＴ０６０５６２，ＴＲＩ細胞及びその他のもののようなアメリカン・タイプ・カ
ルチャー・コレクション（ＡＴＣＣ）から入手可能な不死化細胞株が挙げられるが、これ
に限定されない。鳥細胞株の既知の実施例は、ニワトリＢ細胞株「ＤＴ－４０」である。
【０１１２】
　特定の動物細胞としては、白血病Ｌ１２１０細胞（現代薬理学，ｐｐ．１１２１－１１
２９（１９７８）)；モルモット心臓細胞（生理学会誌３９７：２３７－２５８（１９８
８）；ヒトデ卵細胞(一般生理学会誌７０：２６９－２８１（１９７７）)及び除神経され
たカエル筋繊維（ネエル等、ネイチャー２６０（１９７６年４月２９日）が挙げられるが
、これに限定されない。
【０１１３】
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　本発明のシステム及び方法を使用して分析された細胞としては、組み換え遺伝子生成物
を発現するようにトランスフェクトされた細胞が挙げられる。例えば、細胞は適切なｃＤ
ＮＡを有するそのような細胞をトランスフェクトすることによって特定のイオンチャネル
を発現するよう設計されることが可能である（例えば、米国特許第５，６７０，３３５号
明細書を参照）。
【０１１４】
　上述のように、人工細胞又は小胞もまた、そのような細胞の膜中へ挿入された組み換え
技術によって作られた蛋白質の有り無しにかかわらず、使用されることが可能である。例
えば、米国特許第５，７９５，７８２号明細書及び米国特許第６，０２２，７２０号明細
書を参照。
【０１１５】
　従って、ある態様において、細胞膜を電極区画から分離する開口部を規定する表面から
なるシステムが提供され、細胞膜は開口部に十分に近接するよう設置され、細胞膜と表面
との間で高電気抵抗固着（例えば、少なくとも約１Ｇオームの抵抗）が形成される条件に
さらされる。ある態様において、開口部を規定する表面は非平面であり、望ましくは突出
している。もう一つの方法として、又は追加の方法として、表面は親水性である。ある態
様において、流体流は開口部を規定する表面に近接して形成する固着にて細胞膜を位置決
めするために使用される。もう一つの方法として、又は追加の方法として、流体流は既に
形成された固着の電気抵抗を極大化するために使用される。望ましくは、細胞膜を横切る
電圧又は電流のような細胞膜の電気特性の測定値の少なくとも一つが得られる。より望ま
しくは、細胞を取り囲んでいる浴溶液中の条件及び／又は剤に細胞が応答した後又は細胞
が応答するときに電気特性が測定される。
【０１１６】
　剤の例としては、蛋白質、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ、受容体作用薬、受容体拮抗薬、神
経伝達物質、神経伝達物質類似体、酵素阻害剤、イオンチャネルモジュレータ、Ｇ－蛋白
質共役型受容体モジュレータ、輸送阻害剤、ホルモン、ペプチド、毒素、抗体、製薬剤、
化学物質、プリン作動薬、コリン作動薬、セロトニン作動薬、ドーパミン作動薬、麻酔薬
、ベンゾジアゼピン、バルビタール酸塩、ステロイド、アルコール、金属カチオン、カン
ナビノイド、コレシストキニン、サイトカイン、興奮性アミノ酸、ＧＡＢＡ作動薬、ガン
グリオシド、ヒスタミン作動薬、メラトニン、神経ペプチド、神経毒、エンドセリン、Ｎ
Ｏ化合物、オピオイド、シグマ受容体リガンド、ソマトスタチン、タキキニン、アンギオ
テンシン、ボンベシン、ブラジキニン、プロスタグランジン及びこれらの剤の組合せが挙
げられるが、これに限定されない。
【０１１７】
　イオンチャネル又は輸送蛋白質をエンコードする遺伝子の検討は、被検遺伝子による細
胞の平行トランスフェクションによって、続いてここに記載されているようなイオン電流
のスクリーニングによって、実行されることが可能である。
【０１１８】
　ここに記載されるシステムはまた、化合物の薬理学的特性を特徴付け、そして用量反応
データを得る化合物ライブラリのスクリーニングに有効であり得る。
【０１１９】
　本発明の器具及び方法のために使用され得る剤の例としては、薬物、受容体作用薬、受
容体拮抗薬、神経伝達物質、神経伝達物質類似体、酵素阻害剤、イオンチャネルモジュレ
ータ、Ｇ－蛋白質共役型受容体モジュレータ、輸送阻害剤、ホルモン、ペプチド、毒素、
抗体、製薬剤、化学物質及びこれらの剤の組合せが挙げられる。
【０１２０】
　本発明のシステム及び方法のために使用し得る特定の剤としては、プリン作動薬、コリ
ン作動薬、セロトニン作動薬、ドーパミン作動薬、麻酔薬、ベンゾジアゼピン、バルビタ
ール酸塩、ステロイド、アルコール、金属カチオン、カンナビノイド、コレシストキニン
、サイトカイン、興奮性アミノ酸、ＧＡＢＡ作動薬、ガングリオシド、ヒスタミン作動薬
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、メラトニン、神経ペプチド、神経毒、エンドセリン、ＮＯ化合物、オピオイド、シグマ
受容体リガンド、ソマトスタチン、タキキニン、アンギオテンシン、ボンベシン、ブラジ
キニン、プロスタグランジン及びこれらの剤の組合せが挙げられる。
【実施例】
【０１２１】
　本発明は、ここに以下の実施例に関して更に例示される。当然のことながら以下のもの
は実施例のためでしかなく、細部に対する変更は本発明の範囲内に入る場合常になされ得
る。
【０１２２】
　実施例１　パッチクランプマイクロピペットの形状を模倣するチップベース突出構造の
製作
　多くの方法はパッチクランプ測定を実施するために好適な形状を有する突出した細胞接
触表面を微細製作するために存在する。ここには、ある特定の手段が記載されており、こ
れによって細胞チャンバ中のピラミッド型の構造の先端にて円形の開口部が微細製作され
る。
【０１２３】
　フォトリソグラフィのためのマスクをＪＥＯＬ　ＪＢＸ－５ＤＩＩ電子ビームリソグラ
フィシステム（中反射（ｍｅｄｉｕｍ　ｒｅｆｌｅｃｔｉｖｅ）４”クロムマスク及びシ
プリーＵＶ５レジスト、５０ｋｅＶ　ａｃｃ．電圧、線量１５μＣ／ｃｍ－２、露光電流
５ｎＡ）で書き込む標準ｅ－ビームを使用して作製した。レジストを２０００ｒｐｍにて
６０秒スピンコートし、２５０ｎｍのレジストを生じさせ、露光前に熱板上にて１３０℃
で１０分間弱焼付けした。パターンを１３０℃のオーブンにて２０分間後露光焼付けし、
シプリーＭＦ２４－Ａ中にて６０秒現像し、ＤＩ水中にてすすぎ、そして反応性イオンエ
ッチャー（ｅｔｃｈｅｒ）中にて灰色にした（プラズマサーム（Ｐｌａｓｍａｔｈｅｒｍ
）ＲＩＥ　ｍ－９５，３０ｓ，５０Ｗ，２５０ｍトル，１０ｃｃｍ　Ｏ２）。クロムを１
－２分間バルザーズクロムエッチ＃４（Ｂａｌｚｅｒｓ　ｃｈｒｏｍｅ　ｅｔｃｈ＃４）
中にてエッチングした。シプリー１１６５リムーバを用いてマスクの残ったレジストを剥
ぎ取り、アセトン、イソプロパノール及びＤＩ水にてすすいだ。７００ｎｍの熱成長二酸
化ケイ素で二面磨き上げられ全厚さ３８０μｍのＡ３”、［１００］、低Ｎ－ドープシリ
コンウェハを反応性イオンエッチャー（プラズマサーム（Ｐｌａｓｍａｔｈｅｒｍ）ＲＩ
Ｅ　ｍ－９５（３０ｓ，５０Ｗ，２５０ｍトル，１０ｃｃｍ　Ｏ２）中にて洗浄し、シプ
リーＳ－１８１３フォトレジストで４０００ｒｐｍにてスピンコートし、１．３μｍのレ
ジストを生じさせ、そしてＣａｒｌ　Ｓｕｅｓｓ　ＭＡ６マスクアライナー上を４００ｎ
ｍの波長にて１１０ｍＪ／ｃｍ－２の線量で露光した。パターンＮｏ．１のユニット細胞
は４５０－５５０μｍ２で構成されており、ウェハの質及び厚さが二乗の寸法で測定され
た（例えば、図４Ａ参照）。
【０１２４】
　ウェハをシプリーＭＦ３１９中にて４５秒間現像し、ＤＩ水中にてすすぎ、そして反応
性イオンエッチャー（ｅｔｃｈｅｒ）（プラズマサーム（Ｐｌａｓｍａｔｈｅｒｍ）ＲＩ
Ｅ　ｍ－９５，３０ｓ，５０Ｗ，２５０ｍトル，１０ｃｃｍ　Ｏ２）中にて灰色にした（
ａｓｈｅｄ）。ウェハを最終的に１０分間１３０℃にて強焼きした。ウェハの反対側を同
じ方法によってＳ－１８１３レジストでコートし、１０分間１３０℃にて迅速に強焼きし
た。二酸化ケイ素をシオテック（ＳｉｏＴｅｃｈ）緩衝化酸化エッチングで１２－１４分
エッチングし、ＤＩ水中にてすすいだ。ウェハの残ったレジストをアセトンで剥ぎ取り、
イソプロパノール及びＤＩ水中にてすすいだ（図４Ｂ）。ウェハを異方性エッチング液（
２５％テトラメチルアンモニウム水酸化物の水性溶液）の浴中へ漬け、おおよそ９．５時
間９０℃にてエッチングした（図４Ｃ）。エッチング比率は典型的には０．６５μｍ×分
－１であり、異方性は４０：１であった。ウェハの残った二酸化ケイ素を剥ぎ取り、ＲＣ
Ａ－１（ＮＨ３：Ｈ２Ｏ２：Ｈ２Ｏの７５℃での１：１：５混合物）に１０分間漬け、２
％のＨＦに１０分間漬け、そしてＲＣＡ－２（ＨＣｌ：Ｈ２Ｏ２：Ｈ２Ｏの８０℃での１
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：１：５混合物）に１０分間漬けた。
【０１２５】
　ウェハを、すすぎ及び乾燥を組み合わせて最終的にＤＩ水ですすいだ。ウェハを１０５
０℃にて２５分間熱的に酸化し、約３００ｎｍの二酸化ケイ素を産出させた（図４Ｅ）。
ウェハのパターン化されていない側をシプリーＳ－１８１３フォトレジストで４０００ｒ
ｐｍにてスピンコートし、１．３μｍのレジストを生じさせ、マスクＮｏ．２（パターン
Ｎｏ．２のユニット細胞は１μｍの円と一致する)を介してＣａｒｌ　Ｓｕｅｓｓ　ＭＡ
６マスクアライナー上を４００ｎｍの波長にて１１０ｍＪ／ｃｍ－２の線量で露光した。
ウェハをシプリーＭＦ３１９中にて４５秒間現像し、ＤＩ水中にてすすぎ、そして反応性
イオンエッチャー（ｅｔｃｈｅｒ）（プラズマサーム（Ｐｌａｓｍａｔｈｅｒｍ）ＲＩＥ
　ｍ－９５，３０ｓ，５０Ｗ，２５０ｍトル，１０ｃｃｍ　Ｏ２）中にて灰色にした（ａ
ｓｈｅｄ）（図４Ｆ）。二酸化ケイ素を同様のシステム（プラズマサーム（Ｐｌａｓｍａ
ｔｈｅｒｍ）ＲＩＥ　ｍ－９５，１５分，１００Ｗ，１００ｍトル，３２ｃｃｍ　ＣＦ４

、８ｃｃｍＨ２、１ｃｃｍＯ２）でエッチングした（図４Ｇ）。露光されたシリコンを、
ＳＴＳ多重深部反応性イオンエッチャー（ｅｔｃｈｅｒ）中にて、ＳＦ６をエッチングガ
スとして、Ｃ４Ｆ８を不活性化ガスとして使用して、８００ＷのＲＦ電力（ＲＦ　ｐｏｗ
ｅｒ）、一定のＡＰＣ角度の６８％にて操作してエッチングし、エッチング時間は０．５
秒の超過時間を含み７秒であり、不活性化時間は１秒の超過時間を含み４秒であった。パ
ターンを、シリコン中に埋もれたピラミッド型の二酸化ケイ素構造に到るまでエッチング
した（図４Ｇ）。隙間（ａｐｅｒｔｕｒｅ）の底部の露光された二酸化ケイ素を、ピラミ
ッド型の構造の上端中に隙間（ａｐｅｒｔｕｒｅ）を生成する反応性イオンエッチャー（
プラズマサーム（Ｐｌａｓｍａｔｈｅｒｍ）ＲＩＥ　ｍ－９５，３０分，１００Ｗ，１０
０ｍトル，３２ｃｃｍ　ＣＦ４、８ｃｃｍＨ２、１ｃｃｍＯ２）にてエッチングした（図
４Ｈ）。
【０１２６】
　ウェハを、今回はマスクＮｏ．３（パターンＮｏ．３のユニット細胞は５０μｍの円と
一致する)を介してＣａｒｌ　Ｓｕｅｓｓ　ＭＡ６マスクアライナー上を４００ｎｍの波
長にて１１０ｍＪ／ｃｍ－２の線量でもう一度露光した。ウェハをシプリーＭＦ３１９中
にて４５秒間現像し、ＤＩ水に中てすすぎ、そして反応性イオンエッチャー（ｅｔｃｈｅ
ｒ）（プラズマサーム（Ｐｌａｓｍａｔｈｅｒｍ）ＲＩＥ　ｍ－９５，３０ｓ，５０Ｗ，
２５０ｍトル，１０ｃｃｍＯ２）中にて灰色にした（ａｓｈｅｄ）（図４Ｉ）。二酸化ケ
イ素を同じシステムでエッチングした(プラズマサーム（Ｐｌａｓｍａｔｈｅｒｍ）ＲＩ
Ｅ　ｍ－９５，１５分、１００Ｗ，１００ｍトル，３２ｃｃｍＣＦ４、８ｃｃｍＨ２，１
ｃｃｍＯ２)。構造を最終的に、ＳＴＳ多重深部反応性イオンエッチャー（ｅｔｃｈｅｒ
）中にて、その周囲のシリコンをエッチングすることによりＳＦ６をエッチングガスとし
て、Ｃ４Ｆ８を不活性化ガスとして使用して、８００ＷのＲＦ電力（ＲＦ　ｐｏｗｅｒ）
、一定のＡＰＣ角度の６８％にて操作して解放し、エッチング時間は０．５秒の超過時間
を含み７秒であり、不活性化時間は１秒の超過時間を含み４秒であった。
【０１２７】
　構造の５－１０μｍを見ることが可能となるまで、パターンをエッチングした（図４Ｊ
）。ウェハの残ったレジストをアセトンで剥ぎ取り、イソプロパノール及びＤＩ水中にて
すすぎ、そして、反応性イオンエッチャー（ｅｔｃｈｅｒ）（プラズマサーム（Ｐｌａｓ
ｍａｔｈｅｒｍ）ＲＩＥ　ｍ－９５，３０ｓ，５０Ｗ，２５０ｍトル，１０ｃｃｍＯ２）
中にて灰色にした（ａｓｈｅｄ）。図４Ｌ及び４Ｌはその結果得られた微細製作された構
造のＳＥＭ画像を示している。
【０１２８】
　実施例２　標準的なガラス表面と比較した火炎処理され加水分解された表面に対するリ
ポソームの付着
　如何に基質の表面特性が脂質膜の付着に影響するかを調査するために、我々はモデルシ
ステムとして、脱水／再水和技術により調製された巨大単層リポソームを使用した。外部
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応力のない状況における遊離リポソームは、固定部を有する流動的な袋として考えられる
ことが可能であり、その形状は、
ＥＤ＝１／２ｋｃ∫（ｃ１＋ｃ２－ｃ０）２ｄＳ＋ｋ’ｃ∫ｃ１ｃ２ｄＳ
によって示されるそれらの最小たわみエネルギーによってのみ決定され、ここにおいて、
ｃ１及びｃ２は主曲率であり、ｃ０は脂質分子の好ましい分子充填から発生する自然曲率
であり、ｋｃ及びｋ’ｃは各々弾性たわみ係数及び鞍型斜角係数（ｓａｄｄｌｅ　ｓｐｌ
ａｙ　ｍｏｄｕｌｕ）である。小胞を固定球状位相（ｆｉｘｅｄ　ｓｐｈｅｒｉｃａｌ　
ｔｏｐｏｌｏｇｙ）で処理する場合、ガウス分布の項（方程式の右側の第二項）は無視す
ることが可能である。巨大単層小胞は脂質膜と化学的に改質された表面との間の相互作用
を研究するために有益な制御モデルを提供する。
【０１２９】
　小胞が基板に付着する場合、表面相互作用からの寄与率は方程式中に含まれていなくて
はならない。付着した小胞はもはや伸張自由ではなく、面積拡大による側膜伸張もまた考
慮しなくてはならない。水の静電遮蔽によって、全てのコロイド状の力は非常に狭い範囲
なので、それらはリポソーム－固体接合部分にて単独で作用することに近似させることが
可能である。これらの力を一つの接触電位中へ集中させると、小胞の自由エネルギーへの
接着性の寄与率φは、
Ｅκ＝－φＡ＊，
で書きあらわすことが可能であり、ここにおいて、Ａ＊は小胞膜の固定された部分の接触
面積である。
【０１３０】
　軟弱な膜表面のブラウン運動によって、粘着性リポソームの接触面積は、それがその均
衡に到達するまで徐々に増大する。固定された小胞の表面自由エネルギーは次に接着力、
横への伸張及びたわみ剛性の間のバランスによって生じる；
ＥＤ＝１／２ｋｃ∫（ｃ１＋ｃ２－ｃ０）２ｄＳ＋ｋ’ｃ∫ｃ１ｃ２ｄＳ－φＡ＊

【０１３１】
　その結果として、固定された小胞の形状はシステムにおける粘着力の強さを反映する。
低接触電位にて、固定された小胞は大部分が円形で非常に小さな接触面積しか備えておら
ず、この種の小胞基質相互作用は一般的に弱い接着状態として示される。接触電位が増加
すると、小胞は基板表面とより強く相互作用し、面取りされた球形又はドーム状の形状と
して現れる。この種の相互作用はしばしば「強接着状態」と称される。接触電位が非常に
高い場合、システムにおける接着力は、４－１０ｍＮ／ｍの側膜伸張にて脂質小胞におい
て典型的に起こる伸張－誘発小胞溶解をもたらす。この場合、小胞は破裂して基板上に広
がる。
【０１３２】
　化学的に改質された表面上の脂質膜接着性の強さを組織的に研究するためのモデルシス
テムとしてリポソームを使用する場合、以下の手順が使用される：
　リポソーム調製
　蛍光標識された単層リポソームを作成するために、脱水／再水和技術を使用した。リポ
ソーム（１００ｍｇ／ｍｌ）及び蛍光膜染料（ＤｉＯ　０．５ｍｇ／ｍｌ）を原液として
クロロホルム中へ溶解した。Ｃｒｉａｄｏ及びＫｅｌｌｅｒによって記述された脱水／再
水和方法を改質２に使用した。簡潔にいうと、５μｌの脂質分散物（１ｍｇ／ｍｌ）をカ
バースリップ上に載せ、溶液を次に４℃にて真空乾燥機中で脱水状態にした。脂質フィル
ムを部分的に脱水し、次に慎重にＰＢＳ緩衝液（トリズマ塩基（Ｔｒｉｚｍａ　ｂａｓｅ
）５ｍＭ，Ｋ３ＰＯ４３０ｍＭ，ＫＨ２ＰＯ４３０ｍＭ，ＭｇＳＯ４１ｍＭ，ＥＤＴＡ０
．５ｍＭ，ｐＨ７．８)で水和した。数分後、巨大単層リポソームが形成され始めた。
【０１３３】
　顕微鏡操作及び微細遠隔操作
　全ての試験をライカＰＬフルオター（Ｆｌｕｏｔａｒ）４０×の対物レンズを備えた倒
立顕微鏡（ライカ、ＤＭ　ＩＲＢ，ウェッツラー，ドイツ）及び水圧微細遠隔操作システ
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ム（高目盛遠隔操作機：ナリシゲＭＷＨ－３，東京、粗遠隔操作機：ナリシゲＭＣ－３５
Ａ、東京）にて実施した。ピンセットとして炭素繊維微小電極（直径５μｍ，ダガン社、
ミネアポリス、ミネソタ、Ｕ．Ｓ．Ａ．)を制御する微小遠隔操作機を用いてリポソーム
を遠隔操作した。
【０１３４】
　４８８ｎｍのスペクトル線の干渉フィルタを通過してＡｒ＋レーザ（スペクトラ－フィ
ジックス２０２５－０５，４８８ｎｍ）の出力を送ることにより蛍光画像化を実施し、続
いて、ディスクを高速回転させ、密着を崩壊しレーザ光線を散乱させた。レーザ光線をレ
ンズによって集め、フルオレセインフィルタ（ライカＩ－３）を通過して対物レンズ（ラ
イカＰＬフルオター、４０×）中へ送り、蛍光染料を励起させた。蛍光を対物レンズ及び
ＣＣＤカメラ（Ｃ２４００－４１Ｈ，ハママツフォトニクスＫ．Ｋ．、日本）により集め
、アルゴス２０により制御し、画像処理プロセッサ（ハママツフォトニクスノードンＡＢ
、ソールナ、スウェーデン）を画像を捕捉するために使用した。スーパーＶＨＳ（パナソ
ニックＳ－ＶＨＳ　ＡＧ－５７００、ストックホルム、スウェーデン、２５Ｈｚフレーム
回収率）を用いて記録を作成した。微分干渉コントラスト画像化のために同じカメラ設定
を使用した。アルゴス２０システム及びアドビプレミア並びにフォトショップグラフィッ
クソフトウェアを用いてデジタル画像編集を実施した。
【０１３５】
　表面改質
　試験に使用したホウケイ酸塩カバースリップ（２４×６０×０．１７ｍｍ、クニッテル
グレイザー, ドイツ）はＲＣＡ－１洗浄プロトコルを使用して改質された表面であった。
要するに、カバースリップは１０分間脱イオン化された水、過酸化水素及びアンモニア（
Ｈ２Ｏ：Ｈ２Ｏ２：ＮＨ３　５：１：１、７５℃）の溶液中で煮沸し、続いて脱イオン化
された水中にてすすいだ。表面の対照として、エタノール中にてすすぎ、続いて脱イオン
化された水中で迅速にすすぐことで洗浄されたホウケイ酸塩カバースリップを使用した。
カバースリップは表面処理／洗浄の直後に使用した。
【０１３６】
　薬品
　クロロホルム、ＥＤＴＡ（チトリプレックスＩＩＩ）、硫酸マグネシウム及びリン酸二
水素カリウムはメルク社製（ダルムシュタット、ドイツ）であった。トリズマ塩基、リン
酸カリウム、大豆レシチン（ＩＩ型－Ｓ）はシグマ社製（セントルイス、ＭＯ）であった
。ＤｉＯ（３，３’－ジオクタデシルオキサカルボシアニン過塩素酸塩）はモレキュラプ
ローブ社製（ライデン、オランダ）であった。グリセロールはＪ．Ｔ．ベーカー社製、脱
イオン化水はミリＱシステム由来（ミリポア社、ベッドフォード、ＭＡ）が使用された。
【０１３７】
　これらの試験に使用したリポソームは大豆レシチン（ＳＢＬ）から調製され、これはホ
スファチジルコリン（４５，７％）ホスファチジルエタノールアミン（２２．１％），ホ
スファチジルイノシトール（１８．４％），ホスファチジン酸（６．９％）及びその他（
６．９％）からなる不均一混合物である（アバンティ極性脂質社製の極性脂質抽出組成物
）。ＳＢＬ脂質は約１２０ｍＶのゼータ電位を備えた負の正味荷電を有する。この実施例
において使用される基板は、脱イオン化された水及びエタノールで洗浄された剥き出しの
ホウケイ酸塩カバースリップ（関連基板（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ））
又はＲＣＡ－１で表面改質されたホウケイ酸塩カバースリップであった。ＲＣＡ－１処理
の効果はホウケイ酸塩基板の表面の親水性を増加させることである。
【０１３８】
　図３Ｂの蛍光顕微鏡写真に見られるように、関連基板（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｕｂｓ
ｔｒａｔｅ）上に固定化したリポソームは、実質的には無傷の球体であるように見え、小
胞－基板相互作用が弱い接着状態であったことを示す。リポソームがＲＣＡ－１処理され
たホウケイ酸塩基板上に置かれた場合、小胞－基板相互作用は非常に強く、表面を固定化
された小胞は扁平の半円形であるように見えた（図３Ｃ）。この試験は従って、表面改質
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された基板で膜の接着性が非常に強いということを明らかにしている。その結果として、
ホウケイ酸塩基板の表面改質はＳＢＬ膜とホウケイ酸塩表面との間の有効な接触電位の顕
著な増加をもたらした。この効果は、平面的なパッチクランプ細胞接触表面において高抵
抗固着を獲得し維持するために非常に重要である。固着抵抗は適切な表面処理によって劇
的に増加する。
【０１３９】
　実施例３　流体流を用いたパッチクランプ固着の安定性
　マイクロチャネルをポリマー、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）中に成型し、これ
らを次にガラスカバースリップ上に不可逆的に固着して、４つの壁を有する閉鎖チャネル
を形成した。
【０１４０】
　用いた手順は以下の通りである：
（１）ウェハを第一に洗浄することによりフォトレジストへの良好な接着性を確保し、続
いてウェハ上にネガティブフォトレジスト（ＳＵ８－５０）の層（～５０μｍ）をスピン
コーティングすることによりＰＤＭＳを成型するために使用されるシリコンマスターを製
作した。このネガティブフォトレジストの層を次に弱焼付けしフォトレジスト中に含まれ
た溶媒を蒸発させた。マスクアライナーを備えたフォトリソグラフィを、ｅ－ビーム書き
込みを用いて調製された適切なパターンを有するフォトマスクを用いて実行した。露光さ
れたウェハを次に焼付け、適切な現像液（例えば、プロピレングリコールメチルエーテル
アセテート）中にて露光されていないフォトレジストを洗い流すことにより現像した。
（２）この現像されたウェハ（マスター）は、トリデカフルオロ－１，１，２，２－テト
ラヒドロオクチル－１－トリクロロシラン数百マイクロリットルを有する真空で数時間シ
ラン化すること（ｓｉｌａｎｉｚｉｎｇ）により不動態化された表面であった。
（３）脱気ＰＤＭＳプレポリマーをシリコンマスターの頂部に注ぎ、オーブンに入れ６０
℃で２時間硬化させた。
（４）マイクロチャネル特性を含む硬化したＰＤＭＳモールドを、次に酸素プラズマ中に
て～１分間酸化した後、ガラス基板へ不可逆的に固着した。本実施例において使用したチ
ャネルの寸法はおおよそ１００μｍの幅及び５０μｍの深さであった。
【０１４１】
　ここに記載された試験は単純な単一－チャネル構造を使用した。適切な寸法を有する鋭
い穴－穿孔機でＰＤＭＳを貫通する滑らかな穴を第一に開けることにより、このマイクロ
チャネルをポリエチレンチュービングへ相互作用させた。穿孔された穴よりわずかに大き
い外径を有するポリエチレンチュービングが穴中へ挿入され、チュービングがＰＤＭＳの
ゴム上の性質によって圧力シールを形成した。ポリエチレンチューブを適切な大きさ（内
径）を有するシリンジの針へ接続し、これをシリンジへ接続した。流体流を促進するため
制御された圧力を高精度シリンジポンプ（ＣＭＡ／１００，マイクロ注入ポンプ、Ｃａｍ
ｅｇｅｉ　Ｍｅｄｉｃｉｎ）で完成させた。
【０１４２】
　パッチクランプ試験を細胞全体構造にて実施した。細胞全体記録用のピペットを肉厚の
１．５ｍｍの外径及び０．８６ｍｍの内径を有するホウケイ酸ガラスキャピラリ（ハーバ
ード器具ＬＴＤ、イーデンブリッジ、ケント、ＵＫ）から製作した。先端の直径及び電気
抵抗は各々～２．５μＭ及び５－１５ＭΩであった。おおよその直列抵抗は常に５０ＭΩ
より大きく、保持電位は直列抵抗による電圧エラーのために修正された。パッチクランプ
電極溶液は１００－ｍＭのＫＣＩ，２－ｍＭのＭｇＣｌ２，１－ｍＭのＣａＣｌ２，１１
－ｍＭのＥＧＴＡ及び１０－ｍＭのＨＥＰＥＳを含み；ｐＨはＫＯＨで７．２に調整され
た。全ての試験を室温（１８－２２℃）にて実行した。
【０１４３】
　信号をアクソパッチ２００Ａ（アクソン株式会社、カリフォルニア、Ｕ．Ｓ．Ａ）パッ
チ－クランプ増幅器で、－７０ｍＶの保持電位にて記録し、デジタル化し、コンピュータ
ハードドライブ（サンプル周波数１０ｋＨｚ，フィルタ周波数２００Ｈｚ、８極ベッセル
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フィルタ）に記憶させ、そしてＰＣ及びクランプフィット（Ｃｌａｍｐｆｉｔ）８．１ソ
フトウェア（アクソン株式会社）を用いて分析した。マイクロチャネル構造を含有する試
験チャンバを４０×及び１０×の対物レンズ（ニコン、日本）を備えた倒立顕微鏡試料台
に取り付けた。走査速度を記録するためのビデオに接続されたＣＣＤカメラ（ハママツ）
が顕微鏡に取り付けられ、ビデオのためのサンプリング速度は２５Ｈｚであった。微小遠
隔操作機（ナリシギ、日本）に加えてこの設備をファラデー箱内部の振動隔離テーブル上
に設置した。パッチクランプ増幅器、デジデータ（Ｄｉｇｉｄａｔａ）ボード、フィルタ
、ビデオ及びＰＣを箱の外部に保ち、回線周波数からの干渉を最小化した。
【０１４４】
　接着性ＰＣ－１２細胞をペトリ皿中の円形のカバースリップ上で２－６日間培養した（
抗生物質及びアンチミオコチン（ａｎｔｉｍｙｏｃｏｔｉｎ）(０．２％), 牛胎仔血清（
１０％）及びＬ－グルタミン）の補充されたＤＭＥＭ／Ｆ１２培養液）。パッチクランプ
試験の前に、１０ＨＥＰＥＳ，１４０ＮａＣｌ，５ＫＣｌ，１ＣａＣ１２，１ＭｇＣｌ２

，１０Ｄ－グルコース（ｐＨ７．４）を（ｍＭ単位で）含む：ＨＥＰＥＳ－塩緩衝液中で
細胞を洗浄し分離させ開口緩衝液槽中のマイクロチャネルの出口に設置した。
【０１４５】
　チャネルの出口を離れる流体の流れはパッチされた細胞上に流体抵抗を及ぼし、これは
Ｆ＝６πｒηνから算出されることが可能であり、ここにおいてＦは力、ｒは細胞の半径
、νは流体の速度そしてηは流体の粘度である。１センチポイズの粘度を備えた水性媒体
中の５－μｍ－半径の球形の細胞を通り過ぎる２ｍｍ／ｓの流速は、結果として～２００
ｐＮの力である。相対的に、同じ細胞に作用する沈殿作用の力は～０．４ｐＮである。ピ
ペットの座面へ向かって細胞を押すこの力は、細胞－ピペット固着を効果的に安定化させ
、パッチクランプ測定が長時間実行されることを可能にするということが見い出された。
例えば、細胞は４０分を越えて、時として１１０分もの長い間、通常細胞全体の構造に維
持されることが可能であった。これは、外力を加えることのない状況にて吊るされていな
い（ｆｒｅｅ－ｈａｎｇｉｎｇ）細胞を供えた従来のパッチクランプシステムにおいて観
察される安定時間、典型的には１０乃至２０分の範囲、と比較して進歩がある。この増加
した機械的固着の安定はまた図５に例示されるような増加した電気固着抵抗をもたらす。
【０１４６】
　図５に示される測定値を得るために、流体流を加圧された空気によって駆動させ、ＰＣ
１２細胞を細胞全体の構造にパッチクランプし、ＨＢＳ流中にチャネル出口から～約２５
μｍに設置した。３ｍｍ／ｓの流速が用いられ細胞をチャネルに対して固定された位置に
保持した。抵抗値の増加が１０個の細胞について算出され、平均増加は５６％±２４％で
あった。固着抵抗の増加は流体の流れにさらされる前の固着の強さと無関係であった。細
胞が流体中に設置される前及び後の漏れ電流の差異から固着の増加が算出された。
【０１４７】
　ここに記載されていることの変化、変更及び他の実施は、本発明の精神と範囲から逸脱
せず当業者の心に浮かぶであろう。
【０１４８】
　ここに引用された参考文献、特許、特許公報及び国際出願は全てその完全な状態にてこ
こに参考のため包含される。
【図面の簡単な説明】
【０１４９】
【図１】図１Ａ及びＢは、パッチクランプ記録のための電極から細胞又はそれらの一部を
分離する開口部での形状を最適化することによってパッチクランプ記録の間の固着抵抗を
極大化するための発明による方法を例示している。図１Ａ及びＢの両者において、開口部
の半径は０．５μｍである。グラフは、界面距離の機能として（グレースケールとして示
された）固着の抵抗と、固着の拡大（すなわち、Ａの軸方向の長さと、Ｂの接触域の半径
）を示している。
【図２】図２Ａ及びＢは、流体抵抗の結果による流体流のもとでのパッチクランプ固着の
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安定を例示する概念図である。図２Ａは、流体流源に近接するよう細胞を位置決めするパ
ッチクランプマイクロピペットからなる細胞－ベースのバイオセンサーの斜視図である。
図２Ｂは、図２Ａに示された細胞－ベースのバイオセンサーの側面図を示している。矢印
は流体源にて陽圧、Ｐ、によって生み出される、流体流源を通過する流体流の方向を示し
ている。
【図３】図３Ａ－Ｃは、本発明の一態様による固着抵抗を極大化する方法を示している。
図３Ａは、カバースリップの処理された表面に近接するよう位置づけされたリポソームと
カバースリップとの間の接触の程度を測定する装置を実証する概念図である。図３Ａ及び
Ｂは、パッチクランプ試験における表面化学の重要性を例示する、表面の加水分解前（図
３Ｂ）及び加水分解後（図３Ｃ）のカバースリップの表面と巨大単層小胞（ｇｉａｎｔ　
ｕｎｌｉｌａｍｅｌｌａｒ　ｖｅｓｉｃｌｅ）との間の増強された接触を示す蛍光顕微鏡
写真である。
【図４－（１）】図４Ａ－Ｊは、チップ上のパッチクランプ装置の表面に突出した開口部
を作り出すために使用される製作工程を例示している。図４Ｋはチップ上のパッチクラン
プ装置において細胞を受け入れるための細胞チャンバ又はウェルの開口部を示す斜視図で
ある。細胞チャンバの底部は一つ以上の電極と連通している（図示せず）。図４Ｌは、図
４Ａ－Ｊに示す工程による細胞チャンバの底部に製作されたピラミッド型の突起部を示し
ている。突起部は細胞チャンバの開口部と細胞との間に形成された固着の電気抵抗を極大
化する。
【図４－（２）】図４－（１）の分図である。
【図４－（３）】図４－（１）の分図である。
【図４－（４）】図４－（１）の分図である。
【図５】図５Ａ－Ｄは、パッチクランプ記録及び流体流のもとでの固着抵抗の増加を示す
１０個の細胞の分析を示している。図５Ａ及び５Ｂは、細胞が流路に位置決めされるとき
に典型的に観察される漏れ電流の減少を例示する電流トレースである。図５Ａは、細胞が
流体の流れにさらされるとき、パッチクランプ開口部に対して既に固着されている細胞に
観察される電気抵抗の増加を示している。固着抵抗増加は約２．１ＧΩ乃至３．７ＧΩ（
～・）である。図５Ｂは弱い固着のもの、すなわち、細胞がパッチクランプ開口部に近接
しているが、それに対してしっかり固着していないものを示しており、固着抵抗は５０Ｍ
Ω（・）から２４０ＭΩへ増加する。図５Ｃは、１０個の細胞の平均固着抵抗が約５６％
増加するということを示している。図５Ｄは１．６ＧΩの平均増加率を示している。
【図６】図６は、流体流がチップ上のパッチクランプ装置における細胞チャンバの開口部
と細胞との間の高抵抗固着を確立し及び／又は維持するために使用される本発明の方法を
例示している概念図である。そのような装置の側面を貫いた横断面が示されている。細胞
は球体として示され、一方、装置の表面を絶縁することは灰色で示され、一般的に微細製
作された突出した開口部からなるプレーナー構造で示される（開口部と接続するセルチャ
ンバの一部のみが示される）。流体流は、流体源から提供される（図において垂直で平行
な線にて示される）。細胞と細胞チャンバ中の電解質溶液との間の接触は、細胞を装置（
図示せず）の一つ以上の電極に連結し、電極と細胞との間の電気的な接続を確立させる。
流体流によって細胞に圧力を与える流体抵抗を活用するとき、圧力吸引又は弱い電気パル
ス（０．０１Ｖ－１０Ｖ）のいずれかを細胞内部と電解質溶液との間の電気的接触を確立
するために使用する。この工程の段階は図中の左から右へ示されている。固着は更に、流
体流によって生み出されたパッチされた細胞に一定に加えられた圧力（Ｐ）によって安定
化される（図の右端に示される）。
【図７】図７Ａ－Ｄは、流体流条件のもとで吸引圧力（Ｐ）又は電界（Ｖ）を用いたパッ
チクランプにてしっかりとした固着を獲得する本発明の一態様による方法を例示している
。図７Ａは、開口部に対して固着しておらず流体流にさらされていない開口部に近接した
細胞を示している。図７Ｂは細胞及び開口部の間の固着を生み出す圧力又は電界の使用を
示している。図７Ｃは細胞と開口部との間の固着を生み出すための（例えば、マイクロチ
ャネルのような）流体源からの流体の流れ（矢印によって示す）の使用を示している。図
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７Ｄは、固着にて電気抵抗を増大させる流体流の使用とともに、細胞と開口部との間の固
着を生み出すための圧力又は電界の使用を示している。
【図８】図８は本発明の別の態様による流体流条件のもとにて吸引圧力／電界を用いてパ
ッチクランプ装置におけるしっかりとした固着を獲得する方法を例示する概念図である。
図中の矢印は、一つの流体流源からの流体流の方向及び細胞と表面との間の固着の電気抵
抗が流体の流れに近接して細胞を設置することにより増大する一連の出来事を示している
。
【図９】図９は高電気抵抗固着を確立するための流体流条件のもとにて吸着圧力／電界を
もちいたパッチクランプ装置の表面と細胞との間のしっかりとした固着を獲得する方法を
例示する概念図である。
【図１０】図１０Ａ及びＢは、複数のマイクロピペットの先端の開口部に自動的に位置決
めされる細胞が複数の開口部を含んだ平面に対して角度をなす流れの中で移動するパッチ
クランプ記録を獲得するための細胞ベースバイオセンサーの異なる図である。図１０Ａは
斜視図である。図１０Ｂは、図１０Ａに示されるシステムの断面の上面平面図である。矢
印は、流体源から複数のマイクロピペットの先端の開口部の方向への流体流中の細胞の移
動の方向を示す。
【図１１】図１１Ａ－Ｂは、互いに垂直に流れる二対の流体の流れを用いて自動的に細胞
を複数のマイクロピペットの先端の開口部に位置決めするための細胞ベースバイオセンサ
ーを示す概念図である。細胞は複数の先端の開口部からなる平面に対して角度をなして移
動する。

【図１】 【図２】
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【図８】

【図９】
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