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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】組織サンプルに対して診断的分析を行う方法、および微少流体デバイスおよびマ
イクロフィルターデバイスを提供する。
【解決手段】サンプルを診断する方法、および様々な微少流体、微量遠心およびマイクロ
フィルターデバイスに関連する。１つの実施態様において、ミトコンドリアサンプルおよ
び／または血小板サンプルを用いて、神経変性性疾患を診断する方法を提供する。別の実
施態様において、望ましい量の標的生物学的粒子を選択的に捕捉および分析する微少流体
デバイスを提供する。他の実施態様は、微少流体診断デバイス、および使用のための説明
書を含む、アルツハイマー病および／または軽度認知機能障害の診断のための微少流体キ
ットを含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
本明細書において記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、組織サンプルに対して診断的分析を行う方法、および微少流体デバイスおよ
びマイクロフィルターデバイスに関連する。
【背景技術】
【０００２】
　本明細書中の全ての出版物は、個々の出版物および特許出願それぞれが、明確におよび
個々に参考文献に組み込まれると示されたかのように同じ程度に、参考文献に組み込まれ
る。以下の記載は、本発明の理解に有用であり得る情報を含む。本明細書中で提供された
あらゆる情報が、先行技術であるかまたは現在請求されている発明に関連することを認め
ない、および明確にまたは暗に言及されたあらゆる出版物が先行技術であることを認めな
い。
【０００３】
　もともと大規模な統合された回路を産生するために開発された、微細加工技術はまた、
複雑な生物学的流体を、ナノリットルおよびマイクロリットルスケールで操作および分析
する研究および開発の努力を刺激した。血液および他の体液の臨床的分析のための、小型
化診断デバイスの開発は、この出現しつつある技術の重要な適用である。１－６　例えば
、使用点の（ｐｏｉｎｔ－ｏｆ－ｕｓｅ）血中グルコースモニタリングシステムは、小型
化臨床化学技術の、患者ケアおよびヘルスケア送達方法を改善する能力を示した。７、８

　現在の診断技術の多くは、分析の前にサンプルの調製を必要とし、そして微少流体デバ
イス（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　ｄｅｖｉｃｅ）は、被検体検出領域の上流に、統合さ
れた単離プロセスを含んで設計製作し得る。例えば、グルコーステストストリップは、グ
ラスファイバーフィルターまたは微細孔性膜によって全血から血漿を単離する。９　研究
者らは、多くのラボオンチップ診断の進歩を報告したが、サンプルの微少流体分画に関す
る結果は少数しか報告されていない。１０　例えば、Ｂｒｏｄｙら１１は、微細加工した
フィルターデバイスを用いて全血から血漿を分離することを示唆し、そしてマイクロスフ
ィアの懸濁液の濾過を報告した。Ｗｉｌｄｉｎｇら１２は、遺伝子分析のために、マイク
ロフィルターを用いて白血球を測定することを証明し、そしてＤｕｆｆｙら１３は、回転
する「ラボディスク」上での遠心を提案した。それでも、現在の技術水準は、液体生物学
的サンプルから、望ましい数または数値範囲の生物学的粒子を、光学的視覚化のために単
離し得るデバイスを欠く。そのようなデバイスは、迅速で、低コストの診断を可能にする
ことによって、ポイントオブケア診断の環境において非常に有用である。
【０００４】
　微少流体デバイスの１つの可能性のある適用は、状態および疾患の診断および治療のた
めの、新規および信頼できるバイオマーカーと組み合わせて使用することである。例えば
最近の研究は、アルツハイマー病のような神経学的状態に特異的な特定の機能的低下を、
血小板を含む末梢細胞において検出し得ることを示した。最近の結果はまた、これらの同
じ変化を、多くの場合最も悪化したＡＤの疾患初期の前兆であり、最も多くの場合軽度の
記憶喪失（「単一症候性進行性健忘症」）が特色である、軽度認知機能障害（ＭＣＩ）と
診断された被験体由来の血小板においても検出し得ることも示した。
【０００５】
　マイクロフィルターは、現在の微細加工技術と適合しているので、微少流体サンプルの
調製によく適合し、そしてろ過を加圧、キャピラリー作用、または他の誘起流によって達
成し得る。さらに、マイクロマシンによって与えられる正確な寸法および幾何学的コント
ロールは、従来の膜ろ過によっては可能でない、最適なフィルターデザインの開発を可能
にする。例えば、中空ファイバー膜（通常血漿分離に使用される）は、２００から４００
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μｍの大きい流動チャネル（ｂｕｌｋ　ｆｌｏｗ　ｃｈａｎｎｅｌ）径を有するが、微少
流体チャネルは、血液細胞と釣り合った寸法で容易に構築される（赤血球は典型的には直
径６から７μｍ、血小板は１－２μｍ）。また、マイクロフィルターデバイスを、正確な
孔の寸法および幾何学的配置で製作し得る；対照的に、微細孔性膜の孔サイズおよび幾何
学的配置は、多くの場合不均一である。最後に、光学的に透明な材料で製作されたマイク
ロフィルターデバイスは、標的病理の直接的な視覚化またはその標識化を可能にし得る。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　様々な実施態様が、１つ以上のフィルターチャネルを含む下部プレートと連動した、光
学的測定チャンバーと流体的に連絡した注入口を含む上部プレートを含む、微少流体デバ
イスを含み、ここで下部プレートに隣接する光学的測定チャンバーの表面は、１つ以上の
フィルターチャネルと流体的に連絡している。別の実施態様において、上記上部プレート
は、１より多い注入口を含む。別の実施態様において、上記上部プレートは、１より多い
光学的測定チャンバーを含む。別の実施態様において、前記１つ以上のフィルターチャネ
ルが、任意の２つの隣接する列において、反対方向に傾斜している平行なラインの列に配
置される。別の実施態様において、上記１つ以上のフィルターチャネルは、幅１．０μｍ
未満である。別の実施態様において、上記下部プレートは、毛管力（ｃａｐｉｌｌａｒｙ
　ｆｏｒｃｅ）を介するフィルターの流動（ｆｉｌｔｅｒ　ｆｌｏｗ）を増強する、キャ
ピラリー溶離剤チャンバー（ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｅｌｕｅｎｔ　ｃｈａｍｂｅｒ）と連
動している。別の実施態様において、流動チャネルは、注入口を光学的測定チャンバーに
つなげる。別の実施態様において、上記下部プレートはガラスでできている。別の実施態
様において、上記上部プレートはガラスでできている。別の実施態様において、１つ以上
の温度制御装置を、光学的測定チャンバー内の温度を調節するために適合させる。別の実
施態様において、上記光学的測定チャンバーを、親和性、サイズ、電荷または移動性に基
づいて分子を保持するように構成する。別の実施態様において、上記光学的測定チャンバ
ーを、生物学的粒子の標的数の５％以内を保持するように構成する。別の実施態様におい
て、上記光学的測定チャンバーを、生物学的粒子の標的数の２％以内を保持するように構
成する。別の実施態様において、上記光学的測定チャンバーを、生物学的粒子の標的数の
１％以内を保持するように構成する。別の実施態様において、上記デバイスを、注入口か
ら光学的測定チャンバーまでの流体の流動を、圧力、バルブ、または他の同様の構成要素
によって調節するように適合させる。
【０００７】
　他の実施態様は、微少流体診断デバイス；および使用のための説明書を含む、アルツハ
イマー病および／または軽度認知機能障害の診断のための微少流体キットを含む。
【０００８】
　他の実施態様は、光学的微量遠心チューブの挿入物および／またはキュベットを含む遠
心診断デバイス；および使用のための説明書を含む、神経変性性疾患の診断のためのキッ
トを含む。別の実施態様において、上記神経変性性疾患は、アルツハイマー病および／ま
たは軽度認知機能障害である。
【０００９】
　様々な実施態様が、被験体からサンプルを得ること；本明細書中の請求項１で記載され
たデバイスに上記サンプルを移すことによって、上記サンプル中の標的部分の量または活
性を定量すること；および上記サンプル中の標的部分の量または活性を、標準物質中の標
的部分の量または活性と比較することを含む、神経変性性疾患を診断する方法を含み、こ
こで上記標準物質と比較した上記標的部分の量または活性の変化は、上記被験体が神経変
性性疾患を有する、または神経変性性疾患を発症することを示す。別の実施態様において
、上記サンプルは、未処理のサンプルを含む。別の実施態様において、上記サンプルは末
梢組織サンプルを含む。別の実施態様において、上記標的部分は、ミトコンドリアタンパ
ク質を含む。別の実施態様において、上記サンプルは、ミトコンドリア単離物および／ま
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たは選択物を含まない。別の実施態様において、上記サンプルは、高エネルギー破壊技術
にさらされていない。別の実施態様において、上記サンプルは、超音波処理、窒素キャビ
テーション、および／または溶解手順にさらされていない。別の実施態様において、標的
部分の量または活性を定量することは、組織サンプルにおけるチトクロム酸化酵素活性を
決定することを含む。別の実施態様において、標的部分の量または活性を定量することは
、未処理のサンプル中に存在するアミロイド前駆体タンパク質の量を決定することを含む
。別の実施態様において、上記サンプルは血漿を含む。別の実施態様において、上記サン
プルは多血小板血漿（ＰＲＰ）を含む。別の実施態様において、上記被験体は哺乳類であ
る。別の実施態様において、上記被験体はヒトである。別の実施態様において、上記神経
変性性疾患は、アルコール依存症、アレキサンダー病、アルパーズ病、アルツハイマー病
、筋委縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、毛細管拡張性運動失調、バッテン病、ウシ海綿状脳症
（ＢＳＥ）、キャナヴァン病、脳性麻痺、コケーン症候群、皮質基底核変性症、クロイツ
フェルト・ヤコブ病、前頭側頭葉変性症（ｆｒｏｎｔｏｔｅｍｐｏｒａｌ　ｌｏｂａｒ　
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ）、ハンチントン病、ＨＩＶ関連認知症、ケネディ病、クラッ
ベ病、レビー小体型認知症、神経ボレリア症、マチャド・ジョセフ病、多系統委縮症、多
発性硬化症、ナルコレプシー、ニーマン・ピック病、ＰＤ、ペリツェーウス・メルツバッ
ヒャー病、ピック病、原発性側索硬化症、プリオン病、進行性核上性麻痺、レフサム病、
サンドホフ病、シルダー病、悪性貧血に二次的な脊髄亜急性連合変性、シュピールマイア
ー－フォークト－シェーグレン－バッテン病、脊髄小脳失調、脊髄性筋委縮症、スティー
ル－リチャードソン－オルスゼフスキー病、および脊髄ろうのうちの少なくとも１つであ
る。別の実施態様において、上記標的部分は、ミトコンドリアトランスロカーゼサブユニ
ットを含む。別の実施態様において、上記標的部分は、ミトコンドリアタンパク質と複合
体化した、アミロイド前駆体タンパク質、または上記断片を含む。
【００１０】
　他の実施態様は、被験体からサンプルを得ること；上記サンプルを遠心デバイスへ移す
ことによって、サンプル中の標的部分の量または活性を定量すること；およびサンプル中
の上記標的部分の量または活性を、標準物質中の標的部分の量または活性と比較すること
を含む、神経変性性疾患を診断する方法を含み、ここで上記標準物質と比較した上記標的
部分の量または活性の変化は、被験体が神経変性性疾患を有する、または神経変性性疾患
を発症することを示す。別の実施態様において、上記遠心デバイスは、光学的微量遠心チ
ューブ挿入物および／またはキュベットを含む。
本発明は、例えば以下の項目を提供する。
（項目１）
微少流体デバイスであって、該微少流体デバイスは、
（ａ）光学的測定チャンバーと流体的に連絡した注入口を含む上部プレート；
を含み、該上部プレートは、
（ｂ）１つ以上のフィルターチャネルを含む下部プレート；
と連動し、ここで、
（ｃ）該下部プレートに隣接する該光学的測定チャンバーの表面は、該１つ以上のフィル
ターチャネルと流体的に連絡している、微少流体デバイス。
（項目２）
前記上部プレートが、１より多い注入口を含む、項目１に記載のデバイス。
（項目３）
前記上部プレートが、１より多い光学的測定チャンバーを含む、項目１に記載のデバイス
。
（項目４）
前記１つ以上のフィルターチャネルが、任意の２つの隣接する列において反対方向に傾斜
している平行なラインの列に配置される、項目１に記載のデバイス。
（項目５）
前記１つ以上のフィルターチャネルが、幅１．０μｍ未満である、項目１に記載のデバイ
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ス。
（項目６）
前記下部プレートが、毛管力を介するフィルターの流動を増強する、キャピラリー溶離剤
チャンバーと連動している、項目１に記載のデバイス。
（項目７）
流動チャネルが、前記注入口を前記光学的測定チャンバーにつなげる、項目１に記載のデ
バイス。
（項目８）
前記下部プレートが、ガラスでできている、項目１に記載のデバイス。
（項目９）
前記上部プレートが、ガラスでできている、項目１に記載のデバイス。
（項目１０）
１つ以上の温度制御装置を、前記光学的測定チャンバー内の温度を調節するように適合さ
せる、項目１に記載のデバイス。
（項目１１）
前記光学的測定チャンバーを、親和性、サイズ、電荷または移動性に基づいて分子を保持
するように構成する、項目１に記載のデバイス。
（項目１２）
前記光学的測定チャンバーを、生物学的粒子の標的数の５％以内を保持するように構成す
る、項目１に記載のデバイス。
（項目１３）
前記光学的測定チャンバーを、生物学的粒子の標的数の２％以内を保持するように構成す
る、項目１に記載のデバイス。
（項目１４）
前記光学的測定チャンバーを、生物学的粒子の標的数の１％以内を保持するように構成す
る、項目１に記載のデバイス。
（項目１５）
前記注入口から前記光学的測定チャンバーまでの流体の流動を、圧力、バルブ、または他
の同様の構成要素によって調節するように適合させる、項目１に記載のデバイス。
（項目１６）
（ａ）微少流体診断デバイス；および
（ｂ）使用のための説明書
を含む、アルツハイマー病および／または軽度認知機能障害の診断のための微少流体キッ
ト。
（項目１７）
（ａ）光学的微量遠心チューブの挿入物および／またはキュベットを含む遠心診断デバイ
ス；および
（ｂ）使用のための説明書
を含む、神経変性性疾患の診断のためのキット。
（項目１８）
前記神経変性性疾患が、アルツハイマー病および／または軽度認知機能障害である、項目
１７に記載のキット。
（項目１９）
神経変性性疾患を診断する方法であって、該方法は、
被験体からサンプルを得る工程；
項目１に記載のデバイスに該サンプルを移すことによって、該サンプル中の標的部分の量
または活性を定量する工程；および
該サンプル中の該標的部分の量または活性を、標準物質中の該標的部分の量または活性と
比較する工程
を含み、ここで該標準物質と比較した該標的部分の量または活性の変化は、該被験体が神
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経変性性疾患を有する、または神経変性性疾患を発症することを示す、方法。
（項目２０）
前記サンプルが、未処理のサンプルを含む、項目１９に記載の方法。
（項目２１）
前記サンプルが、末梢組織サンプルを含む、項目１９に記載の方法。
（項目２２）
前記標的部分が、ミトコンドリアタンパク質を含む、項目１９に記載の方法。
（項目２３）
前記サンプルが、ミトコンドリア単離物および／または選択物を含まない、項目１９に記
載の方法。
（項目２４）
前記サンプルが、高エネルギー破壊技術にさらされていない、項目１９に記載の方法。
（項目２５）
前記サンプルが、超音波処理、窒素キャビテーション、および／または溶解手順にさらさ
れていない、項目１９に記載の方法。
（項目２６）
標的部分の量または活性を定量する工程が、前記組織サンプルにおけるチトクロム酸化酵
素活性を決定する工程を含む、項目１９に記載の方法。
（項目２７）
標的部分の量または活性を定量する工程が、前記未処理のサンプル中に存在するアミロイ
ド前駆体タンパク質の量を決定する工程を含む、項目１９に記載の方法。
（項目２８）
前記サンプルが血漿を含む、項目１９に記載の方法。
（項目２９）
前記サンプルが多血小板血漿（ＰＲＰ）を含む、項目１９に記載の方法。
（項目３０）
前記被験体が哺乳類である、項目１９に記載の方法。
（項目３１）
前期被験体がヒトである、項目１９に記載の方法。
（項目３２）
前記神経変性性疾患が、アルコール依存症、アレキサンダー病、アルパーズ病、アルツハ
イマー病、筋委縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、毛細管拡張性運動失調、バッテン病、ウシ海
綿状脳症（ＢＳＥ）、キャナヴァン病、脳性麻痺、コケーン症候群、皮質基底核変性症、
クロイツフェルト・ヤコブ病、前頭側頭葉変性症、ハンチントン病、ＨＩＶ関連認知症、
ケネディ病、クラッベ病、レビー小体型認知症、神経ボレリア症、マチャド・ジョセフ病
、多系統委縮症、多発性硬化症、ナルコレプシー、ニーマン・ピック病、ＰＤ、ペリツェ
ーウス・メルツバッヒャー病、ピック病、原発性側索硬化症、プリオン病、進行性核上性
麻痺、レフサム病、サンドホフ病、シルダー病、悪性貧血に二次的な脊髄亜急性連合変性
、シュピールマイアー－フォークト－シェーグレン－バッテン病、脊髄小脳失調、脊髄性
筋委縮症、スティール－リチャードソン－オルスゼフスキー病、および脊髄ろうのうちの
少なくとも１つである、項目１９に記載の方法。
（項目３３）
前記標的部分が、ミトコンドリアトランスロカーゼサブユニットを含む、項目１９に記載
の方法。
（項目３４）
前記標的部分が、ミトコンドリアタンパク質と複合体化した、アミロイド前駆体タンパク
質、またはその断片を含む、項目１９に記載の方法。
（項目３５）
神経変性性疾患を診断する方法であって、該方法は、
被験体からサンプルを得る工程；
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該サンプルを遠心デバイスへ移すことによって、該サンプル中の標的部分の量または活性
を定量する工程；および
該サンプル中の該標的部分の量または活性を、標準物質中の該標的部分の量または活性と
比較する工程を含み、ここで該標準物質と比較した該標的部分の量または活性の変化は、
該被験体が神経変性性疾患を有する、または神経変性性疾患を発症することを示す、方法
。
（項目３６）
前記遠心デバイスが、光学的微量遠心チューブ挿入物および／またはキュベットを含む、
項目３５に記載の方法。
【００１１】
　本発明の他の特徴および利点が、例として本発明の様々な実施態様を例証する、付随す
る図面と合わせて、以下の詳細な記載から明らかになる。
【００１２】
　代表的な実施態様を、参照図面で例証する。本明細書中で開示された実施態様および図
面は、制限ではなく例証と考えられることが意図される。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、本明細書中の実施態様によって、染色した懸濁細胞サンプルの濃度測定
を可能にする、微少流体デバイスの概略図を示す。一般的なデザインは、表面に刻んだ形
体が、組み立てたときに内部の形体になるサンドイッチデザインを含む、微細加工技術で
あり得る。このデバイスは、組み立ておよび結合したときに、相互接続したチャネルおよ
びチャンバーの内部ネットワークを形成する、２つの刻んだガラスプレートを含み得る。
（Ａ）は上部プレートを、上面図１００および側面図１０１の両方で開示する。上部プレ
ートは、バッファー中に懸濁したサンプルを注入するための注入口１０２、下部プレート
に刻まれたフィルターチャネル１０７の上にある光学的測定チャンバー１０４へつながる
流動チャネル１０３を含む。（Ｂ）は、下部プレートを、上面図１０５および側面図１０
６の両方で開示する。１つの実施態様において、６から８個のこれらのデバイスを、標準
的なマイクロプレートリーダーで読み取るために、９６穴プレートの形式にデザインした
チップ上に整列させ得る。
【図２】図２は、本明細書中の実施態様によって、染色した懸濁細胞サンプルの濃度測定
を可能にする、微少流体デバイスの概略図を示す。一般的なデザインは、表面に刻んだ形
体が、組み立てたときに内部の形体になるサンドイッチデザインを含む、微細加工技術で
あり得る。（Ａ）は上部プレートを、上面図１００および側面図１０１の両方で開示する
。上部プレートは、穴をあけた（例えば２１Ｇ＝０．８ｍｍ外径の針）注入口１０２を含
む。上部プレートはまた、長さが可変の横断流のフィルターチャネル１０７を覆う、光学
的測定チャンバー１０４に至る、幅１ｍｍ×高さ５００μｍの流動チャネル１０３を含む
。（Ｂ）は、下部フィルタープレートを、上面図１０５および側面図１０６の両方で開示
し、下部フィルタープレートは寸法的に上部プレートより小さい。下部フィルタープレー
トのフィルターチャネル１０７は、幅１．０μｍ未満、深さ不定の、浅い横断流フィルタ
ーチャネルの魚骨形状である。１つの実施態様において、下部キャッピングプレートまた
は吸い上げる（ｗｉｃｋｉｎｇ）吸収材によって形成される、キャピラリー溶離剤チャン
バー１０８を含む、特徴がなく、そして上部プレートと寸法的に同一である、下部キャッ
ピングプレートも存在し得る。
【図３】図３は、本明細書中の実施態様によって、微量遠心を用いた染色懸濁細胞サンプ
ルの濃度測定を可能にする挿入物のデザインを示す。上記挿入物は、血小板のような染色
された粒子が、標準化された光学的測定のために、挿入物の光学的ポケットに信頼性高く
ペレット化し得る、微量遠心チューブ挿入物と同様に作用し得る。上記図は、１．５ｍＬ
のチューブの典型的な寸法を有するチューブ１１０、例えば幅２ｍｍ×１４ｍｍの内側寸
法、０．５－１．０ｍｍの直径を有し得る、挿入物のための光学的測定チャンバー１０４
を示す。上記図はまた、例えば厚さ約０．８５ｍｍであり得る支持フィン１０９を示す。
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本明細書中でさらに詳細に記載される１つの実施態様において、血小板の染色強度は、ア
ルツハイマー病患者、および前兆の被験体において減少し、そしてこの減少を信頼性高く
測定し得る。
【図４】図４は、本明細書中の実施態様によって、標準的な分光光度計における挿入読み
取りを可能にするための、付属品としての挿入キュベット１１１デザインを示す。１つの
実施態様において、上記キュベットはキュベット光学ウィンドウ１１２を含み得る。別の
実施態様によって、上記デザインはまた、挿入物の支持フィン１０９を捕捉および方向付
けるためのマウンティングスロット１１３を含み得る。別の実施態様において、付属品は
標準的なマイクロプレートリーダーにおける読み取りを可能にし得る。
【図５】図５は、本明細書中の実施態様によって、サンプルからの標的部分の定量方法全
体のフローチャートを示す。１つの実施態様において、上記サンプルを被験体から得るこ
とができ２００、続いてサンプルを染色し２０１、次いで微少流体デバイスに移し２０２
、ここで染色サンプルが保持される間にキャリア溶液（ｓｏｌｕｃｔｉｏｎ）が通過し得
２０３、そして次いで最後に光学密度を測定し、そして標準物質とその密度を比較する２
０４。別の実施態様において、上記サンプルを被験体から得ることができ２００、続いて
サンプルを染色し２０１、次いで遠心デバイスに移し２０５、遠心して染色サンプルの沈
降を誘導し２０６、そして次いで最後に光学密度を測定し、そして標準物質とその密度を
比較する２０７。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本明細書中で引用される全ての参考文献は、完全に述べられたかのように、その全体と
して参考文献に組み込まれる。他に定義されなければ、本明細書中で使用される技術用語
および科学用語は、本発明が属する当業者によって通常理解されるものと同じ意味を有す
る。Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎら、Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　
ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　第３版、Ｊ．Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ（Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ、ＮＹ２００１）；Ｍａｒｃｈ、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｒｅａｃｔｉｏｎｓ，Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔ
ｕｒｅ第５版、Ｊ．Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、ＮＹ２００１）；および
ＳａｍｂｒｏｏｋおよびＲｕｓｓｅｌ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　第３版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ２００
１）は、当業者に、本出願において使用される多くの用語についての一般的な指針を提供
する。
【００１５】
　当業者は、本明細書中で記載されたものと同様の、または同等の多くの方法および材料
を認識し、それを本発明の実施において使用し得る。実際、本発明は、決して記載された
方法および材料に制限されない。
【００１６】
　本明細書中で使用される場合、「診断する」または「診断」という用語は、状態または
疾患の性質または実体（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）を決定することを指す。診断には、疾患の重
症度に関する決定も付随し得る。
【００１７】
　本明細書中で使用される場合、「予後の」または「予後」は、疾患の転帰を予測するこ
とを指す。
【００１８】
　本明細書中で使用される場合、「ＡＤ」はアルツハイマー病を意味する。
【００１９】
　本明細書中で使用される場合、「ＭＣＩ」は軽度認知機能障害を意味する。
【００２０】
　本明細書中で使用される場合、「ＰＤ」という用語はパーキンソン病を意味する。
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【００２１】
　本明細書中で使用される場合、「流体的な連絡（ｆｌｕｉｄ　ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ）
」は、例えば水、血液、血漿等のような液体の連絡物を含む連絡を意味する。
【００２２】
　本明細書中で使用される場合、「未処理のサンプル」は、超音波処理または窒素キャビ
テーションのような、高エネルギー破壊技術にさらされていないサンプルを指す。例とし
て、その用語は決してそのように制限されないが、多血小板血漿を含む未処理サンプルは
、ミトコンドリア酵素機能不全に関して分析する前に、ミトコンドリア自体のろ過、精製
、および／または単離にさらされ得ない。
【００２３】
　本明細書中で使用される場合、「魚骨形」パターンという用語は、どの２つの隣接する
列も、反対方向に傾斜した、平行な線の列でできたパターンを指す。
【００２４】
　本明細書中で使用される場合、微少流体デバイスの上部および下部プレートはまた、単
一の結合したデバイスの異なる側または領域を指し得る。例えば、決して制限しないが、
上部および下部プレートを有する微少流体デバイスは、注入口を含む１つの面、および様
々なチャネルを含む反対の面を有する、単一の結合したデバイスを指し得る。
【００２５】
　本明細書中で使用される場合、「マイクロフルイディクス」は、様々な寸法およびサイ
ズのスケールで、流体、懸濁液、または懸濁した粒子の流動を可能にするデバイスを指す
。
【００２６】
　マイクロフルイディクスおよび流動デバイス
　本明細書中で開示されるように、本発明書中の様々な実施態様によって、本発明者らは
、構成要素を組み立てた場合に、光学的測定チャンバー１０４と流体的に連絡するように
位置する、フィルターチャネル１０７を有する微少流体デバイスを作製した。上記フィル
ターチャネル１０７は、例えば懸濁血液細胞の流動を遮断しながら、光学的測定チャンバ
ー１０４からの流体の流動を可能にし得る。別の実施態様において、上記微少流体デバイ
スを、本明細書中の図１、２、３および／または４で説明する。
【００２７】
　本発明の実施態様は、微少流体診断デバイスを含む。特定の実施態様において、上記デ
バイスは、液体サンプルから生物学的粒子を単離し得る。特定の実施態様において、上記
粒子は、例えば赤血球、白血球、血小板、線維芽細胞、培養細胞等であり得る。同様に、
特定の実施態様において、上記液体サンプルは、全血、全血画分、血漿、尿、リンパ液、
ブロス、培地等であり得る。
【００２８】
　本発明の実施態様を、例えばプラスチック、ガラス、シリカ、複合材等のような、あら
ゆる適当な材料から製作し得る。
【００２９】
　プラスチック材料を含む実施態様において、上記プラスチック材料は、例えば、例えば
アクリロニトリルブタジエンスチレンプラスチック（ＡＢＳ）、アセタール、アクリル（
Ｐｅｒｓｐｅｘ）、アクリロニトリル（ナイロン）、セルロース系物質（ｃｅｌｌｕｌｏ
ｓｉｃ）、フッ素樹脂、高密度ポリエチレン（ＨＤＰＥ）、低密度ポリエチレン（ＬＤＰ
Ｅ）、ノリル、ポリアリレート、ポリアリールスルホン、ポリブチレン、ポリブチレンテ
レフタレート（ＰＢＴ）、ポリカーボネート、ポリエステル、ポリエーテルイミド、ポリ
エーテルケトン、ポリエチレン（ポリテン）、ポリプロピレン、ポリアロマー、ポリエチ
レンテレフタレート、ポリイミド、ポリアミド－イミド、ポリ酢酸ビニル（ＰＶＡ）、ポ
リ塩化ビニル（ＰＶＣ）、ポリスチレン、ポリスルホン、スチレン、ＡＢＳ　ＰＴＦＥ（
テフロン（登録商標））等のような、熱可塑性物質を含み得る。
【００３０】
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　プラスチック材料を含む実施態様において、上記プラスチック材料は、例えば、例えば
アルキドポリエステル、アリル、ベークライト、エポキシ、メラミン、フェノール類、ポ
リブタジエン、ポリエステル、ポリウレタン、シリコン、尿素等のような、熱硬化性物質
であり得る。同様に、上記プラスチック材料は、バイオプラスチックを含み得る。バイオ
プラスチックは、多くの場合石油由来である従来のプラスチックではなく、植物油、コー
ンスターチ、エンドウデンプン、または微生物叢のような、再生可能なバイオマス供給源
由来のプラスチックの形態である。本発明の実施態様で使用するために適当なバイオプラ
スチックの型は、例えばポリ乳酸（ＰＬＡ）プラスチック、ポリ－３－ヒドロキシブチレ
ート（ＰＨＢ）、ポリアミド１１（ＰＡ１１）、生物由来ポリエチレン等を含む。
【００３１】
　特定の実施態様において、上記デバイスは例えば単一の構成要素から成り得る。特定の
実施態様において、上記デバイスは、例えば上部プレートおよび下部プレートのような、
複数の構成要素から成り得る。いくつかの実施態様において、上記複数の構成要素を、同
じまたは異なる材料から作製し得る。特定の実施態様において、上記構成要素は均一また
は不均一であり得、そして例えばチャネル、管、チャンバー、空間、口等を含み得る。不
均一な実施態様において、上記チャネル、管、チャンバー、空間、口等は、例えば深さま
たは直径が１μｍ、または深さまたは直径が２μｍ、または深さまたは直径が４μｍ、ま
たは深さまたは直径が１０μｍ、またはそれを超える等のような、一貫したサイズであり
得る。同様に、不均一な実施態様において、上記チャネル、管、チャンバー、空間、口等
は、例えば深さまたは直径が１および３μｍの間、深さまたは直径が３および６μｍの間
、深さまたは直径が６および１０μｍの間、またはそれを超える、または深さまたは直径
が１および２ｍｍの間、または深さまたは直径が２および５ｍｍの間、または深さまたは
直径が５および１０ｍｍの間、またはそれを超える等のような、サイズの範囲であり得る
。
【００３２】
　複数の構成要素から成るいくつかの実施態様において、上記複数の構成要素を、単一の
ユニットを形成するために密封し得る。特定の実施態様において、上記デバイスのチャン
バーは、前もって決定した数、量、または体積の標的生物学的粒子を捕捉し得る。同様に
、上記デバイスの特定の実施態様は、前もって決定した数または量の標的生物学的粒子の
捕捉を維持し得る。同様に、特定の実施態様において、上記デバイスのチャンバーは、前
もって決定した数または量の粒子の、０．１％、０．５％、１％、２％、４％、７％、１
０％、１５％、または２０％以内、または他のあらゆる望ましい量を捕捉し得る。
【００３３】
　特定の実施態様において、その前もって決定した数または量は、例えば０から１００粒
子、または１００から１０００粒子、または１０００から１０，０００粒子、または１０
，０００から１００，０００粒子、または１００，０００から１，０００，０００粒子、
または１，０００，０００から５，０００，０００粒子、またはこれらの範囲のいずれか
以内、またはそれを超える等のような範囲内であり得る。
【００３４】
　いくつかの実施態様において、その光学的測定チャンバー１０４は、チャンバー内の生
物学的粒子を可視化し得るように、光学的に透明であり得る。特定の実施態様において、
その可視化を、例えば濃度測定／分光光度的リーダー、発光／蛍光リーダー等のような、
あらゆる適当な方法で達成し得る。特定の実施態様において、上記測定チャンバーのサイ
ズおよび配置を、特定の標的生物学的粒子について最適化し得る。
【００３５】
　本発明の実施態様は、光学的測定チャンバー１０４から流体を排出するために配置され
た、少なくとも１つのフィルターチャネル１０７を含み得る。
【００３６】
　ある実施態様において、本発明は、以下のものを含むデバイスを提供する：
　（ａ）光学的測定チャンバー１０４と流体的に連絡した注入口１０２を含む上部プレー
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ト；および；
　（ｂ）少なくとも１つのフィルターチャネル１０７を含む下部プレート；
（ｃ）ここで下部プレートに隣接する光学的測定チャンバー１０４の表面は、少なくとも
１つのフィルターチャネル１０７と流体的に連絡している。
【００３７】
　ある実施態様において、本発明は、例えば疾患の存在、欠如、または重症度を診断する
方法を提供する。同様に、いくつかの実施態様において、本発明は、疾患を発症する、ま
たは発症しない可能性を診断する方法を提供する。特定の実施態様において、上記疾患は
、例えばＡＤ、ＰＤ、他の神経変性性疾患等であり得る。特定の実施態様において、上記
方法は、生物学的サンプルを提供すること、上記サンプルの特定の特徴を可視化し得るよ
うに上記サンプルを操作すること、上記サンプルを本発明のデバイスにかけること、およ
び上記サンプルを可視化することを含み得る。
【００３８】
　そのデザインの利点は、容易に達成可能な、小容量の血液サンプルの利用を含み、それ
は２時間未満で処理および測定し得る。また、新規マイクロフルイディクス測定デバイス
は、標識サンプルの迅速な濃度（または蛍光または発光）測定を可能にする。デバイス中
の反応産物は、単純な反応工程の後、マイクロプレートリーダーで測定可能である－基礎
臨床実験室における、基本的なデバイスによる、最低訓練を受けた研究室人員による可能
性のある使用のためにデザインされる。様々な実施態様が、アルツハイマー病の脳におい
て欠損していることが繰り返し発見された細胞機能、例えば血小板および他の組織を測定
し得、そして全体の、溶解していない細胞－言い換えると、未処理のサンプルにおいて、
従来のＥＴＣ酵素研究における最も大きな混乱であるミトコンドリアの単離に頼らずに、
高い感度で測定し得る。上記デバイスは特に、抗体に基づく技術を含む、広い範囲の色素
、反応、およびプローブに関して使用可能であり、そして臨床および研究の適用において
異なる細胞型（例えばリンパ球、培養系統）のために改変し得るので、他の疾患において
広い適用を有する。
【００３９】
　ミトコンドリアを用いた診断方法
　本明細書中で開示されたように、最近の研究は、ミトコンドリア電子伝達系（ＥＴＣ）
酵素は、ＡＤおよび軽度認知機能障害（ＭＣＩ）において機能的に欠損していることを示
した。これらの特異的欠損（特に酵素チトクロム酸化酵素における）が、ＡＤ患者の脳お
よび血小板、および他の末梢組織（それはいくらか受け入れがたい；例えば筋肉）におい
て見出された。本発明者らは、ＭＣＩを有する被験体から単離された血小板ミトコンドリ
アにおいて、チトクロム酸化酵素（Ｃ．Ｏ.）の機能の有意な減少を見出し、それはミト
コンドリア機能との干渉が、疾患のバイオマーカーとして利用され得る、ＡＤの病態生理
における初期の、そして検出可能な全身性イベントであるという見方を支持する。
【００４０】
　ある実施態様において、本発明は、以下のものを含む神経変性性疾患を診断する方法を
提供する：
　（ａ）被験体から組織サンプルを提供すること；
　（ｂ）当該サンプルの細胞において、標的部分の量または活性を定量すること；および
　（ｃ）サンプルの細胞における標的部分の量または活性を、標準物質における標的部分
の量または活性と比較すること、ここで標準物質と比較して、サンプルの細胞における標
的部分の量または活性の変化は、上記被験体が神経変性性疾患を有することを示す。
【００４１】
　特定の実施態様において、上記神経変性性疾患は、例えばアルコール依存症、アレキサ
ンダー病、アルパーズ病、ＡＤ、ＡＬＳ、毛細管拡張性運動失調、バッテン病（シュピー
ルマイアー－フォークト－シェーグレン－バッテン病としても知られる）、ウシ海綿状脳
症（ＢＳＥ）、キャナヴァン病、脳性麻痺、コケーン症候群、皮質基底核変性症、クロイ
ツフェルト・ヤコブ病、前頭側頭葉変性症、ＨＤ、ＨＩＶ関連認知症、ケネディ病、クラ
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ッベ病、レビー小体型認知症、神経ボレリア症、マチャド・ジョセフ病（脊髄小脳失調３
型）、多系統委縮症、多発性硬化症、ナルコレプシー、ニーマン・ピック病、ＰＤ、ペリ
ツェーウス・メルツバッヒャー病、ピック病、原発性側索硬化症、プリオン病、進行性核
上性麻痺、レフサム病、サンドホフ病、シルダー病、悪性貧血に二次的な脊髄亜急性連合
変性、シュピールマイアー－フォークト－シェーグレン－バッテン病（バッテン病として
も知られる）、脊髄小脳失調（様々な特徴を有する複数の型）、脊髄性筋委縮症、スティ
ール－リチャードソン－オルスゼフスキー病、脊髄ろうであり得る。
【００４２】
　いくつかの実施態様において、上記組織サンプルは、例えば羊水、血液、脳脊髄液、血
漿、血清、滑液、他の生体液等を含み得る。特定の実施態様は、例えば血液画分、血漿画
分等のような、分画したサンプルを利用し得る。いくつかの実施態様は、多血小板血漿（
ＰＲＰ）を利用し得る。分画したサンプルを利用する実施態様において、上記分画を、例
えば分画遠心分離等を用いて達成し得る。特定の実施態様において、上記組織サンプルを
、例えば羊水穿刺、採血、脊椎穿刺等によって、被験体から得ることができる。
【００４３】
　いくつかの実施態様において、上記組織サンプルは、例えば筋肉細胞、筋肉線維、また
は心筋組織、平滑筋組織、または骨格筋組織のような筋肉組織等を含み得る。特定の実施
態様において、上記組織サンプルを、例えば生検等によって得ることができる。
【００４４】
　特定の実施態様において、上記被験体は、例えば有袋類、単孔類、有胎盤哺乳類等のよ
うな哺乳類であり得る。有胎盤哺乳類を利用する実施態様において、上記有胎盤哺乳類は
、例えばヒト等であり得る。いくつかの実施態様において、標的部分の量または活性を定
量することを、例えば組織化学的技術、免疫化学的技術、その組み合わせ等によって達成
し得る。
【００４５】
　特定の実施態様において、標的部分の量または活性を定量することは、例えば、例えば
アミロイドベータ（Ａβ）、アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）、ミトコンドリアト
ランスロカーゼ（サブユニットＴＯＭＭ４０）、ＡＰＰ－ＴＯＭＭ４０複合体等のような
、タンパク質の存在を定量することを意味し得る。いくつかの実施態様において、定量を
、標的部分に反応性の抗体の使用によって達成し得る。
【００４６】
　特定の実施態様において、標的部分の量または活性を定量することは、例えば酵素活性
を評価することを意味し得る。いくつかの実施態様において、これは、例えば濃度測定／
分光光度評価、蛍光光度評価、組織化学的標識等を含み得る。
【００４７】
　特定の実施態様において、標的部分の標準的な量または活性を、例えば患者サンプル、
文献、コンピューターデータベース、またはその組み合わせ等から決定し得る。いくつか
の実施態様において、標的部分の量または活性の変化は、例えば増加または減少であり得
る。
【００４８】
　特定の実施態様において、標的部分の量または活性を試験する細胞は、例えば血小板（
ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｅ）のような、あらゆるミトコンドリアを含む細胞等であり得る。
【００４９】
　本発明の特定の実施態様は、例えばキュベット、マルチウェルプレート、マイクロフィ
ルターデバイス等のような、診断テスト形式を利用する。いくつかの実施態様において、
上記マルチウェルプレートは、例えば４穴、６穴、１２穴、２４穴、４８穴、９６穴、１
９２穴、３８４穴、７６８穴、１５３６穴、またはそれを超えるもの等を含み得る。いく
つかの実施態様において、上記マイクロフィルターデバイスは、例えば充填口、必要に応
じて透明な測定チャンバー、および少なくとも１つの排水チャネルを含み得る。いくつか
の実施態様において、上記マイクロフィルターデバイスを、プラスチック、ガラス、シリ
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カ等で製作し得る。
【００５０】
　キット
　本発明の実施態様はまた、神経変性性疾患の存在、欠如、重症度、またはそれを発症す
るまたは発症しない可能性の診断、および微少流体および遠心デバイスの調製および使用
の両方のためのキットに向けられる。上記キットは、本発明の方法を実施するために適当
な材料または構成要素の集合体である。従って、いくつかの実施態様において、上記キッ
トは、上記または以下の実施例で記載するような、本発明の方法を説明する。
【００５１】
　本発明のキットにおいて構成される構成要素の正確な性質は、その意図される目的に依
存する。例えば、いくつかの実施態様は、神経変性性疾患を診断する目的のために構成さ
れる。１つの実施態様において、上記キットは、特にＡＤを診断する目的のために構成さ
れる。別の実施態様において、上記キットは、特にＰＤを診断する目的のために構成され
る。または、いくつかの実施態様において、上記キットは、上記で記載したように、光学
的測定チャンバー１０４と流体的に連絡した注入口１０２を有する、上部プレートおよび
下部プレートを含むデバイスを含む。
【００５２】
　使用のための説明書をキットに含み得る。「使用のための説明書」は、典型的には、ヒ
トにおいてＡＤの存在を診断することのような、望ましい結果を得るためにキットの構成
要素を使用することにおいて採用される技術を説明する、具体的な表現を含む。必要に応
じ、上記キットはまた、希釈剤、バッファー、薬剤学的に許容可能なキャリア、シリンジ
、カテーテル、アプリケーター、ピペット操作ツールまたは測定ツール、包帯材料または
当業者によって容易に認識されるような他の有用な装備のような、他の有用な構成要素を
含む。
【００５３】
　キットに集められた材料および構成要素を、その操作性および有用性を維持するあらゆ
る簡便なおよび適当な方法で保存して、実務者に提供し得る。例えば、上記構成要素は、
溶解した、脱水した、または凍結乾燥形態であり得る；それらを、室温、冷蔵温度、また
は冷凍温度で提供し得る。上記構成要素は、典型的には適当な包装材料（複数可）に含ま
れる。本明細書中で採用される場合、「包装材料」という語句は、発明デバイス等のよう
な、キットの内容物を収納するために使用される、１つ以上の物理的構造を指す。上記包
装材料は、好ましくは無菌の、混入物を含まない環境を提供するために、周知の方法によ
って構築される。キットにおいて採用される包装材料は、診断アッセイにおいて習慣的に
利用されるものである。本明細書中で使用される場合、「包装」という用語は、個々のキ
ット構成要素を保持し得る、ガラス、プラスチック、紙、ホイル等のような、適当な固体
マトリックスまたは材料を指す。従って、例えば包装は、適当な量の発明デバイスを含む
ために使用されるプラスチック容器であり得る。上記包装材料は一般的に、キットおよび
／または上記構成要素の内容物および／または目的を示す、外部のラベルを有する。
【００５４】
　診断プロトコール
　本明細書中で開示されるように、様々な実施態様が、以下の工程の１つ以上の組み合わ
せによって、被験体の疾患および／または状態を診断する方法を含む：（１）被験体から
サンプルを得る２００；（２）サンプルを染色する２０１；（３）微少流体デバイスへ移
す２０２、ここで（４）染色サンプルが保持される間にそのキャリア溶液（ｓｏｌｕｃｔ
ｉｏｎ）が通過し得る２０３；および次いで（５）光学密度を測定し、そしてその密度を
標準物質と比較することによって、被験体を診断する２０４。
【００５５】
　１つの実施態様において、サンプルの染色２０１は、抗凝固剤を含む遠心チューブに被
験体からの血液を採取することを含む。別の実施態様において、その血液を遠心し、続い
てＰＲＰ（多血小板血漿）層を吸引し、最初にＡＣＤを加え、次いでＰＲＰのｐＨをチェ
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ックしながらＡＣＤを１滴ずつ加えることによってＰＲＰを酸性化する。別の実施態様に
おいて、上記ＰＲＰを、リン酸塩緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）で希釈し、遠心し、そして
次いで上清を移す。別の実施態様において、上記上清を遠心して血小板をペレット化し、
そして次いで改変タイロードバッファーに再懸濁する。別の実施態様において、改変タイ
ロードバッファー中の血小板を、等容量の２倍反応染色溶液を含むチューブへ加える。別
の実施態様において、上記チューブをインキュベートし、遠心し、できたペレットを再懸
濁し、そして次いで定量のために微少流体デバイスおよび／または遠心デバイスへ移す。
【００５６】
　１つの実施態様において、染色サンプルの、定量のための微少流体デバイスの注入口１
０２への移動は、シリンジによるような、手動の注入によることでよい。別の実施態様に
おいて、その移動は、注入ポンプまたは他のデバイスによるような、自動化方式であって
よい。別の実施態様において、その染色血小板懸濁液は、適用（例えばシリンジまたはポ
ンプ）の圧力下で、内部チャネル（複数可）を貫流し、ろ過チャネル１０７の上にある光
学的測定チャンバー１０４へ流れる。本明細書中で記載されるように、上記ろ過チャネル
１０７を、血小板を光学的測定チャンバー１０４へ保持しながら、血小板キャリア溶液（
すなわちバッファー）の通過を最大にするように並べ得る。別の実施態様において、上記
ろ過チャネル１０７を、毛管力によってキャリア溶液の通過を増強し、そしてそれによっ
て光学的測定チャンバー１０４内の血小板充填密度を増強するためにデザインする。従っ
て、別の実施態様において、そのキャリア溶液の排出および同時に起こる血小板充填は、
２つの力：適用の力および排出チャネル中の毛管力によって達成され得る。キャリア溶液
が光学的測定チャンバー１０４から引かれると、血小板充填密度は、続く血小板中の染色
密度の測定のコントロールに適当な、最大の、そして従って一定の値に達する。
【００５７】
　別の実施態様において、光学的測定チャンバー１０４の光学密度を、確立した波長で測
定し、そして結果を表にした値と比較し得る。別の実施態様において、光学的測定チャン
バー１０４の光学密度を、含まれている標準参考物質と共同で測定し得る。この測定を、
例えば、光学的測定チャンバー１０４をマルチウェルマイクロプレートの標準的な座標で
並べて、標準的なマイクロプレート（例えば９６穴マイクロプレート）の寸法を有する製
造されたプレートまたはフレームに、マイクロフルイディクス装置、またはより高い経済
性のために複数の装置を収めることによって達成し得る。従って、別の実施態様において
、それらが慣れているような特定のウェル座標および特定の波長を選択し、そして測定を
実施するために、標準的なマイクロプレートリーダーを使用し得る。別の実施態様は、上
記光学的測定チャンバー１０４が、分光光度計の標準的なビームと並ぶように、垂直にお
よび標準的な分光光度計キュベットの寸法を有するフレームに収めて、マイクロフルイデ
ィクス装置を組み込み得る。分光光度計またはマイクロプレート分光光度リーダー（ｓｐ
ｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃ　ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　ｒｅａｄｅｒ）における測
定を標的としたデザインにおいて、指定の波長における分光光度測定を、濃度測定の代理
として使用する。従って、別の実施態様において、代替の波長を指定し得、そして非モノ
クロメーター装備（ｎｏｎ－ｍｏｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｒ－ｅｑｕｉｐｐｅｄ）分光光度
デバイスにおいて使用するために、またはそうでなければ指定された波長を使用できない
場合に、様々な補正因子を組み込み得る、または組込み得ない。別の実施態様は、同様の
マイクロフルイディクスデザインの特徴を組込み得るが、光学的濃度計における直接的な
測定を可能にする。記載された実施態様それぞれは、同等に有効であり、そしてそれぞれ
使用者の利用可能なデバイスを標的としてキットとして提供され得る（例えば、「マイク
ロプレートリーダー用診断キット」、「分光光度計用診断キット」）。
【００５８】
　本明細書中でさらに開示されるように、様々な実施態様が、以下の工程の１つ以上の組
み合わせによって、被験体の疾患および／または状態を診断する方法を含む：（１）サン
プルを被験体から得ることができる２００；（２）続いてサンプルを染色する２０１；お
よび（３）染色サンプルを遠心デバイスへ移す２０５；（４）遠心して染色サンプルの沈
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降を誘導する２０６；および次いで（５）光学密度を測定し、そしてその濃度を標準物質
と比較する２０７。
【００５９】
　別の実施態様において、遠心デバイスへの染色サンプルの移動は、本明細書中の図３に
記載したような、チューブ挿入物への移動を含み得る。別の実施態様において、上記チュ
ーブ挿入物を、標準的な１．５ｍｌ微量遠心チューブ１１０中に置き、染色した血小板懸
濁液をチューブ挿入物に移動し（例えばピペットによって）、そしてチューブおよび挿入
物を、決定したスピードで（例えば２０００×ｇ）決定した時間（例えば１５分）遠心し
て、染色した血小板の光学的測定チャンバー１０４、または「光学ポケット」への沈降を
誘導する。従って、一定の遠心力の下で、測定チャンバー内の染色血小板充填密度は、続
く血小板内の染色濃度の測定のコントロールに適当な、最大、および従って一定の値に達
する。
【００６０】
　別の実施態様において、光学的測定チャンバーの吸光度を、確立した波長（例えば３３
０ｎｍ）で測定し、そして結果を表にした値と比較する、または含まれている標準参考物
質と共同で測定する。別の実施態様において、この測定を、例えば、チューブ挿入物のフ
レームへの挿入を提供するために、測定チャンバーをマルチウェルマイクロプレートの標
準的な座標で並べて、標準的なマイクロプレート（例えば９６穴マイクロプレート）の寸
法を有する製造されたプレートまたはフレームを提供することによって達成し得る。従っ
て、あらゆる標準的なマイクロプレートリーダーにおいて、使用者は、彼らが慣れたよう
な特定のウェル座標および特定の波長を選択し、そして測定を行い得る。別の実施態様は
、その光学的測定チャンバー１０４が挿入の際に分光光度計の標準的なビームと並ぶよう
に、標準的な分光光度計キュベット１１１の寸法を有するフレームを組み込み得る。分光
光度計またはマイクロプレート分光光度リーダーにおける測定を標的としたデザインにお
いて、指定の波長における分光光度測定を、濃度測定の代理として使用する。従って、別
の実施態様において、代替の波長を指定し得、そして非モノクロメーター装備分光光度測
定デバイスにおいて使用するために、またはそうでなければ指定された波長を使用できな
い場合に、様々な補正因子を組み込み得る、または組込み得ない。別の実施態様は、同様
のマイクロフルイディクスデザインの特徴を組込み得るが、光学的濃度計における直接的
な測定を可能にする。記載された実施態様それぞれは、同等に有効であり、そしてそれぞ
れ使用者の利用可能なデバイスを標的としたキットとして提供され得る（例えば、「マイ
クロプレートリーダー用診断キット」、「分光光度計用診断キット」）。
【００６１】
　当業者は、本明細書中で記載されたものと同様のまたは同等の多くの方法および材料を
認識し、それらを本発明の実施において使用し得る。実際、本発明は決して記載された方
法および材料に制限されない。本発明の目的のために、以下の用語を下記で定義する。
【実施例】
【００６２】
　以下の実施例が、請求された発明をより良く説明するために提供され、そして本発明の
範囲を制限すると解釈されない。特定の材料が言及される範囲内で、それは単に説明の目
的のためであり、そして本発明を制限することを意図しない。当業者は、発明能力を働か
せることなく、および本発明の範囲から逸脱することなく、同等の手段または反応物を開
発し得る。
【００６３】
　実施例１
　単純および低コストの組織化学評価を提供するキットデザイン
　最近の研究は、特定の神経学的減退（アルツハイマー病におけるような）を、血小板の
ような末梢細胞において検出し得ることを示した。血小板を活性化することなく（すなわ
ち、手順の間血小板全体を懸濁液中に維持する）、関心のある酵素の活性を組織化学的に
染色することによって、活性化および接着のために必要な複雑な方法に依存することなく
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、微少流体デバイスを用いた反応産物の濃度測定のために、血小板を組織様の方向（ｔｉ
ｓｓｕｅ－ｌｉｋｅ　ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎ）に強制し得る。これは次に２次的なコン
トロールアッセイの必要性を排除し、そして別々の試薬および他の必要な供給物の数の抑
制が存在し、全体的なコストおよびアッセイの複雑さを抑制する。例えば、本発明者らは
、分離媒体を有する市販の分離チューブ（例えば、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ａｃｃ
ｕｓｐｉｎ、Ｖａｃｕｔａｉｎｅｒ　ＣＰＴ）を必要とするのではなく、一般的な低コス
トのチューブ（例えば空のＡＣＤチューブ；混入に関して染色によって試験および確認し
た）における分画遠心分離を用いて、純粋な血小板調製物を達成し得る。本発明者らは、
酸－クエン酸塩－デキストロース抗凝固剤のみに依存して、通常の抗血小板活性化因子プ
ロスタグランジン－１およびアピラーゼを試験および排除した。
【００６４】
　本発明者らは、キャリアバッファーの通過を可能にしながら、最も高い感度で染色産物
を測定する、光学的測定チャンバー中の均一なアレイにおいて、染色した血小板を捕捉／
ろ過するマイクロフルイディクスデバイスをデザインした。上記デバイスは、染色産物の
測定において前例のない感度を、そして従って酵素活性自体の測定において前例のない感
度および正確さを提供する。上記デバイスをまた、多くの型の懸濁細胞（例えばリンパ球
、癌細胞）にわたって、あらゆる数の様式（例えば蛍光、発光）の光学的測定のために、
単純な改変ありまたは無しで、高品質の細胞フィルターとして使用し得る。従って、診療
所および研究室の両方において、この型のデバイスの可能性のある適用の数は、ほとんど
無限である。
【００６５】
　実施例２
　マイクロフルイディクスプレートデザイン
　一般的なマイクロフルイディクスプレートデザインは、染色した懸濁細胞サンプルの濃
度測定を可能にする。一般的なデザインは、表面に刻まれた形体が組み立てたときに内部
の形体になるサンドイッチデザインを含む、微細加工技術を組み込む。そのデバイスは、
例えば、組み立ておよび結合した場合に、相互接続したチャネルおよびチャンバーの内部
ネットワークを形成する、２つの刻んだガラスプレートを有し得る。上部プレートは、バ
ッファーに懸濁したサンプルの注入のための入口、および測定チャンバーへ至る通過チャ
ネルを含み得る。上記測定チャンバー、または光学的測定チャンバーは、下部プレートに
刻まれた微量ろ過チャネルの上にある。６から８個のこれらのデバイスを、例えば、標準
的なマイクロプレートリーダーで読み取るために、９６穴プレートの形式にデザインされ
たチップ上に並べ得る。
【００６６】
　実施例３
　マイクロフルイディクスプレートデザインのデザイン特徴
　デザインは主に単純な通過の適用であり、重要な試験パラメーターは流動およびろ過、
すなわち「目詰まり」の欠如および均一な測定野を生ずる能力である。血小板の組織化学
の試験において、抗凝固の維持は、組織化学的手順の間、血小板の凝集および活性化をう
まく防止した。さらなるパラメーターは、血小板が濃度測定を受けられる均一な層を形成
するような、測定チャンバーからのキャリアバッファーのろ過である。これは、このデザ
インの最も単純な変形の１つにとって重要である：測定チャンバー内で血小板の均一な配
列を得るために、使用者は、内部コントロールとして「血小板密度」のみに依存して、２
次的なコントロールアッセイの使用を無しですませ得る。
【００６７】
　ａ．入口は微細加工デザインにおいて通常使用される型であり得る。
【００６８】
　ｂ．流動チャネル。流動チャネル（ｆｌｏｗ　ｃｈａｎｎｅｌ）は、測定チャンバーへ
の懸濁液の妨げられない流動を可能にする。例えば、血小板充填密度の一貫性を確立する
ために有用であることを証明し得る、微細加工圧力制御弁の組込みのような、流動チャネ
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【００６９】
　ｃ．測定チャンバー。１つの実施態様において、測定チャンバーの寸法は、２つの主な
理由のために、高い剛性の材料（例えば、通常微細加工されるプラスチックではなくガラ
ス）からデバイスを製造することを必要とする：１）信頼性の高い血小板充填密度は、柔
軟なチャンバーにおいて達成し得ない、２）提案された寸法（直径：高さ／深さ）は、軟
らかい材料ではチャンバーの崩壊を引き起こし得る。１つの実施態様において、チャンバ
ーの直径は、最大３ｍｍであり得る。視覚スペクトルにおける反応産物の測定は、サンプ
ルの上および下に光学的清澄性を必要とし、従ってガラスを使用し得る。吸光度評価また
は濃度測定評価における重要な要素は、不規則な表面（すなわち組織）からの光の散乱で
ある；本明細書中で記載された組織染色の適用において、これはガラススライドおよびカ
バーガラスの使用によって最低限にされ、そして典型的に行われるマクロスケールの評価
（例えば脳領域分析）は、あらゆる残存散乱に比較的非感受性である。染色産物の光学密
度を、末端使用者が購入しなければならない光源、光学（ｏｐｔｉｃｓ）、および検出器
の新規組み立てではなく、標準的な、しかしより感度の高い、マイクロプレートリーダー
のような研究室デバイスで測定したいと望むと、不規則なサンプル表面による光散乱は、
はるかにより重要になる。１つの実施態様において、これは２つの方法のうち１つで取り
組み得る：１）ビームが通過しなければならない組織の厚さ（チャンバーの深さ）を最小
限にする、および２）本発明者らのデバイスのガラス表面を利用して、サンプルをビーム
に対してほとんど完全に垂直および規則的な整列に強制する。
【００７０】
　ｄ．微量ろ過。微量ろ過チャネルデバイスを、下流の化学のために、毛管作用のみを用
いて、血漿を全血から受動的にろ過するようにデザインする。そのデザインは、懸濁液中
の血小板の信頼性高いろ過を可能にし、適用のいかなる所定のユニットにおいても、均一
に目詰まりなく、測定チャンバーにそれらを捕捉する。また、細胞の充填を促進するため
に、前側の適用圧力（注射力）のみに依存するのではなく、血小板懸濁液をチャンバーへ
「引き」、そして充填均一性を最大限にするために、後側の毛管力にも影響力を行使し得
る。従って、単純な溝をつけたドレーンまたはフィルターとして単に存在するのではなく
、下部プレートのろ過チャネルは、目詰まりを防止し、そして細胞密度の均一性を増加さ
せることにおいて、積極的な役割を果たし得る。
【００７１】
　実施例４
　技術の適用可能性を証明する研究
　まず、懸濁液中の血小板の維持について評価した。活性化および結合無しに血小板を維
持するために必要な抗凝固の程度を評価し、そしてアピラーゼおよびプロスタグランジン
（ＰＧＥ１）のような、血小板阻害因子の重複した適用をやめた。これはさらにこのアッ
セイの複雑性およびコストの両方を抑制する。２番目に、非チトクロムｃ酸化酵素による
ＤＡＢ反応性を評価した。ほとんどのＤＡＢ標識適用において、ペルオキシダーゼ活性が
バックグラウンドＤＡＢ反応性の最も大きな原因であるが、本発明者らが、他の反応メカ
ニズムを明らかにするために、チトクロムｃ酸化酵素のシアン化カリウム阻害を利用して
試験したことは、その活性は比較的低い（および血小板洗浄を増加させることによって低
下する）ことを示した。
【００７２】
　実施例５
　チトクロムＣ酸化酵素活性の測定－未処理サンプルの染色
　１０ｍＬの全血を、テスト被験体から、抗凝固剤を含む遠心チューブまたはチューブへ
採取する。血液を３００ＲＣＦで１５分間遠心し、次いでＰＲＰ（多血小板血漿）層を１
５ｍＬチューブ（複数可）へ吸引する。
【００７３】
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【表１】

　そのＰＲＰを、最初に３００μＬのＡＣＤを加え、次いでＰＲＰのｐＨをチェックしな
がらＡＣＤを１滴ずつ加えることによって、ｐＨ６．５に酸性化する。次に、上記ＰＲＰ
をリン酸塩緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）で５ｍＬに希釈する。上記ＰＲＰを次いで６００
ＲＣＦで、室温で１０分間遠心する。次いでその上清を新しい１５ｍＬチューブに移し、
そしてペレットを廃棄する。
【００７４】
　上記上清を２０００ＲＣＦで１０分間遠心して血小板をペレット化し、それを次いで８
ｍｌの採血物あたり、３００μＬの以下のように調製した改変タイロードバッファーに再
懸濁する：
【００７５】
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　染色溶液（２倍）を、以下のように調製する：
【００７６】
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【表３】

反応染色溶液を次いで３７℃に加熱する。
【００７７】
　タイロード液中の血小板を、等容量の２倍反応染色溶液を含むチューブに加える。上記
チューブを閉め、そして３７℃の水浴で１時間インキュベートする。次いでチューブを１
６００ＲＣＦで、室温で１０分間遠心する。
【００７８】
　できたペレットを再懸濁し、そして次いで定量のために微少流体デバイスまたは遠心デ
バイスのいずれかに移し得る。
【００７９】
　実施例６
　チトクロムＣ酸化酵素活性の測定－微少流体デバイスへの移動
　上記の実施例５で概略を述べたようなプロトコールに従った後、できたペレットを再懸
濁し、そして本明細書中で記載された微少流体デバイスへ移す。染色血小板の適用は、例
えばシリンジによる手動の注入、または注入ポンプまたは他のデバイスによるような自動
化様式により得る。その染色血小板懸濁液は、適用（例えばシリンジまたはポンプ）の圧
力下で、内部チャネル（複数可）を通って、微量ろ過チャネルの上にある測定チャンバー
まで流れる。上記微量ろ過チャネルを、血小板を測定チャンバーに維持しながら、血小板
キャリア溶液（すなわちバッファー）の通過を最大限にするよう並べる。上記微量ろ過チ
ャネルを、毛管力によるキャリア溶液の通過を増強し、そしてそれによって測定チャンバ
ー内の血小板充填密度を増強するようにデザインする。従って、上記キャリア溶液の排出
および同時に起こる血小板の充填を、２つの力：適用の力および排出チャネルの毛管力に
よって達成する。従って、キャリア溶液が測定チャンバーから引かれるにつれて、血小板
充填密度は、続く血小板内の染色密度の測定のコントロールのために適当な、最大の、そ
して従って一定の値に達する。
【００８０】
　次に、光学的測定チャンバーの光学密度を、確立した波長（例えば３３０ｎｍ）で測定
し、そしてその結果を、表にした値に対して比較する、または含まれた標準参考物質と共
同して測定する。この測定を、例えば、測定チャンバーをマルチウェルマイクロプレート
の標準的な座標で並べて、マイクロフルイディクス装置、またはより高い経済性のために
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複数の装置を、標準的なマイクロプレート（例えば９６穴マイクロプレート）の寸法を有
する製造されたプレートまたはフレームに収めることによって、達成し得る。従って、あ
らゆる標準的なマイクロプレートリーダーにおいて、使用者は、彼らが慣れた、特定のウ
ェル座標および特定の波長を選択し、そして測定を実施し得る。別の実施態様は、測定チ
ャンバーが、分光光度計の標準的なビームと並ぶように、垂直に、および標準的な分光光
度計キュベットの寸法を有するフレームに収めたマイクロフルイディクス装置を組み込み
得る。分光光度計またはマイクロプレート分光光度リーダーにおける測定を標的としたデ
ザインにおいて、指定された波長における分光光度測定を、濃度測定の代理として使用す
る。代替の波長を指定し得、そして非モノクロメーター装備分光光度測定デバイスにおい
て使用するために、またはそうでなければ指定された波長を使用できない場合に、様々な
補正因子を組み込み得る、または組込み得ない。別の実施態様は、同様のマイクロフルイ
ディクスデザインの特徴を組込み得るが、光学的濃度計における直接的な測定を可能にす
る。記載された実施態様それぞれは、同等に有効であり、そしてそれぞれ使用者の利用可
能なデバイスを標的としたキットとして提供され得る（例えば、「マイクロプレートリー
ダー用診断キット」、「分光光度計用診断キット」）。
【００８１】
　実施例７
　チトクロムＣ酸化酵素活性の測定－遠心デバイスへの移動
　上記の実施例５において概略を述べたようなプロトコールに従った後、再懸濁したペレ
ットを、本明細書中で記載した微量遠心チューブ挿入物に移す。上記チューブ挿入物を、
標準的な１．５ｍｌの微量遠心チューブに入れる。染色した血小板懸濁液を挿入物に移し
（例えばピペットによって）、そしてチューブにふたをする。上記チューブおよび挿入物
を、決定したスピードで（例えば２０００×ｇ）決定した時間（例えば１５分）遠心して
、染色した血小板の測定チャンバー、または「光学ポケット」への沈降を誘導する。従っ
て、一定の遠心力の下で、測定チャンバー内の染色血小板充填密度は、続く血小板内の染
色濃度の測定のコントロールに適当な、最大、および従って一定の値に達する。
【００８２】
　次に、光学的測定チャンバーの光学密度を、確立した波長（例えば３３０ｎｍ）で測定
し、そして結果を表にした値と比較する、または含まれている標準参考物質と共同で測定
する。この測定を、例えば、チューブ挿入物のフレームへの挿入を提供するために、測定
チャンバーをマルチウェルマイクロプレートの標準的な座標で並べて、標準的なマイクロ
プレート（例えば９６穴マイクロプレート）の寸法を有する製造されたプレートまたはフ
レームを提供することによって達成し得る。従って、あらゆる標準的なマイクロプレート
リーダーにおいて、使用者は、彼らが慣れたような特定のウェル座標および特定の波長を
選択し、そして測定を行い得る。別の実施態様は、その測定チャンバーが挿入の際に分光
光度計の標準的なビームと並ぶように、標準的な分光光度計キュベット（本明細書中の図
４で示すような）の寸法を有するフレームを組み込み得る。分光光度計またはマイクロプ
レート分光光度リーダーにおける測定を標的としたデザインにおいて、指定の波長におけ
る分光光度測定を、濃度測定の代理として使用する。代替の波長を指定し得、そして非モ
ノクロメーター装備分光光度測定デバイスにおいて使用するために、またはそうでなけれ
ば指定された波長を使用できない場合に、様々な補正因子を組み込み得る、または組込み
得ない。別の実施態様は、同様のマイクロフルイディクスデザインの特徴を組込み得るが
、光学的濃度計における直接的な測定を可能にする。記載された実施態様それぞれは、同
等に有効であり、そしてそれぞれ使用者の利用可能なデバイスを標的としたキットとして
提供され得る（例えば、「マイクロプレートリーダー用診断キット」、「分光光度計用診
断キット」）。
【００８３】
　実施例８
　アッセイの最適化
　本明細書中で記載されたアッセイの最適化は、１）シグナル対ノイズ比を増加させるこ
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と（バックグラウンドを低下させる、測定の感度を増加させる）、２）コストを低下させ
ること（重複または不必要な化学物質の追加を排除する）、および３）時間を減少させる
こと（反応速度を速くする）を含み得る。
【００８４】
　ａ．染色基質および時間の最適化へ向けた反応の直線性。酵素の局在化のためのＤＡＢ
染色および酵素活性の定量のためのＤＡＢ染色の適用の間の１つの決定的な差は、染色を
進める強度である。日常的な組織の組織化学評価のような、あらゆる信頼性の高い定量に
関して、ＤＡＢ染色の程度を非飽和レベルに維持する。対照的に、多くの研究者は、免疫
学的技術と類似の、単に酵素の存在を示すためのＤＡＢ染色を最大限にする。本明細書中
で記載されたようなＤＡＢの使用は、単に定性的ではなく、連続的および定量的なマーカ
ーとして使用することを可能にする；得られた濃度測定結果を、酵素ターンオーバー（す
なわち、例えば酵素的に還元されたチトクロムｃのモル）に、直線的に変換し得る。この
前提に基づいて、そのアッセイを、染色パラメーターに対するあらゆる重要な改変の後に
、時間に伴う反応の直線性に関して試験し得る。飽和せずにシグナルを最大限にすること
を求め得る；時間につれて光学密度の傾きが「プラトーになる」または減少することは、
飽和を示し、そして染色時間を縮小する。強化のための塩化コバルトまたは他の金属も、
ＤＡＢ増感剤として試験し、そしてもしそれがシグナルおよび時間に伴う光学密度の直線
性を維持／増加させながら染色時間を短縮するなら、プロトコールに組み込み得る。
【００８５】
　ｂ．細胞透過処理。ＤＡＢによる組織化学的染色を、ＤＭＳＯの使用によって強化し、
膜の完全性を維持しながら細胞透過性の増加を可能にする。ＤＭＳＯが必要かどうか、お
よび染色の間にＤＭＳＯを増加させることが、より短いインキュベーション時間を可能に
するかどうかを評価し得る。そのような変化のあと、上記のように反応の直線性も評価し
得る。
【００８６】
　ｃ．酵素特異性。これを、シアン化カリウム（ＫＣＮ）による特異的チトクロムｃ酸化
酵素阻害によって試験し得る。比較アッセイにおいてＫＣＮをＤＡＢと同時に加え、そし
てあらゆる残存ＤＡＢ反応性を、バックグラウンド、非特異的活性とみなす。
【００８７】
　実施例９
　デザインの選択肢および改変
　ａ．細胞数または含有量に関する内部コントロールアッセイ。もし均一な細胞充填密度
を信頼性高く達成できないなら、ミトコンドリア含有量または同様の変数の測定のために
、デバイスの様々な実施態様と組み合わせて、同時に適用される２次的なアッセイも使用
し得る。その選択は多数ある。コハク酸デヒドロゲナーゼ／チトクロムｃ酸化酵素染色の
組み合わせは、多くの場合筋線維におけるミトコンドリア疾患の決定において使用される
ので、コハク酸デヒドロゲナーゼの組織化学的染色は当然の選択である。コハク酸デヒド
ロゲナーゼを、典型的には、青色の染色を生じるニトロブルーテトラゾリウムで染色し、
それはチトクロムｃ酸化酵素から産生される褐色のジアミノベンジジン反応と、分光光度
測定で区別し得る。しかし、他の選択は、調製物の全体的な光学密度に干渉しない、蛍光
または発光のような別の様式である。例えば、Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ　Ｇｒｅｅｎ　Ｆ
Ｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を、この適用において信頼性高く採用し得る。それを懸濁液
中の細胞に迅速に適用し得、ここでそれは血小板を一般的に染色し（おそらく密集した血
小板内部膜システムのために）、そして従って潜在的に細胞密度の尺度を提供し得ること
が見出された。他の細胞型において、ミトコンドリアにおいてのみ蛍光を発する可能性が
高く、そして従って妥当なミトコンドリア濃度の尺度を提供する。これらは考慮したほん
の２つの例であるが、もし細胞密度がコントロールとして不十分であるなら、いかなる大
きな遅延もなく、適当なコースにおいて別のコントロールを代わりに用いることができる
ことを予期し得る。
【００８８】
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　ｂ．染色強度に関する内部コントロールアッセイ。もし単一の染色様式（例えばＤＡＢ
）を信頼できるとしても、依然として、ほとんどの状況において操作者の誤りによる染色
結果の可変性を考慮しなければならない。不正確なインキュベーション温度は、おそらく
最もよくある誤りであり、それはアッセイの絶対的な失敗、そして従って不正確な結果の
迅速な検出を必ずしも引き起こさない。可能性のある光学密度の値の範囲の極値は、誤り
として容易に除外し得るが（すなわち、非常に薄い染色＝低温；非常に濃い染色＝高温）
、より軽度の誤りは、偽陰性または偽陽性を生じ得る。従って、修正を可能にするために
、アッセイの真の温度感受性を評価し得る（それに対してインキュベーター／水浴温度の
記録を適用し得る）。さらに、適当な条件の指標として、またはアッセイ結果の内部補正
因子として、患者サンプルと並行して染色し得る、温度感受性の人工反応物（例えば、透
過性マトリックスに含まれたペルオキシダーゼ）を含み得る。しかしこれは、アッセイの
複雑性およびコストを増加させる。
【００８９】
　実施例１０
　９６穴プレートを用いたチトクロムＣ酸化酵素活性の組織化学的測定
　１０ｍＬの全血を、テスト被験体から遠心チューブへ採取する。上記血液を３００ＲＣ
Ｆで１５分間遠心し、次いでＰＲＰ（多血小板血漿）層を１５ｍＬチューブ（複数可）へ
吸引する。
【００９０】
【表４】

　最初に３００μＬのＡＣＤを加え、次いでＰＲＰのｐＨをチェックしながらＡＣＤを１
滴ずつ加えることによって、ＰＲＰをｐＨ６．５に酸性化する。次に、上記ＰＲＰをリン
酸塩緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）で５ｍＬに希釈する。次いでＰＲＰを５００ＲＣＦで、
室温で１０分間遠心する。次いでその上清を新しい１５ｍＬチューブに移し、そしてペレ
ットを廃棄する。
【００９１】
　上記上清を２０００ＲＣＦで１０分間遠心して血小板をペレット化し、それを次いで、
８ｍｌの採血物あたり３００μＬの以下のように調製した改変タイロードバッファーに再
懸濁する：
【００９２】
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【表５】

　染色溶液（２倍）を、以下のように調製する：
【００９３】
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　次いで反応染色溶液を３７℃に加熱する。タイロード液中の血小板を、等容量の２倍反
応染色溶液を含むチューブに加える。チューブを閉め、そして３７℃の水浴で１時間イン
キュベートする。次いで上記チューブを１６００ＲＣＦで、室温で１０分間遠心する。
【００９４】
　できたペレットを再懸濁し、そして４０μｌを９６穴プレートの丸底マイクロプレート
のウェルに移す。上記マイクロプレートを冷蔵し、そして個々のウェルを一晩沈殿させる
。
【００９５】
　次に、決定した波長（例えば３３０ｎｍ）でＯＤを測定し、そしてその結果を表にした
値と比較する。
【００９６】
　実施例１１
　マイクロフィルターデバイスを用いたチトクロムＣ酸化酵素活性の組織化学的測定
　８．５ｍＬの全血を、テスト被験体から遠心チューブへ採取する。上記チューブを３０
０ＲＣＦで１５分間遠心し、次いでＰＲＰ（多血小板血漿）層を１５ｍＬチューブへ吸引
する。
【００９７】
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　最初に３００μＬのＡＣＤを加え、次いでＰＲＰのｐＨをチェックしながらＡＣＤを１
滴ずつ加えることによって、ＰＲＰをｐＨ６．５に酸性化する。次に、上記ＰＲＰをリン
酸塩緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）で５ｍＬに希釈する。次いで上記ＰＲＰを６００ＲＣＦ
で、室温で１０分間遠心する。次いで上記上清を新しい１５ｍＬチューブに移し、そして
ペレットを廃棄する。
【００９８】
　上記上清を２０００ＲＣＦで１０分間遠心して血小板をペレット化し、それを次いで、
８ｍｌの採血物あたり３００μＬの以下のように調製した改変タイロードバッファーに再
懸濁する：
【００９９】
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【表８】

　染色溶液（２倍）を、以下のように調製する：
【０１００】
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【表９】

　次いで反応染色溶液を３７℃に加熱する。
【０１０１】
　タイロード液中の血小板を、等容量の２倍反応染色溶液を含むチューブに加える。チュ
ーブを閉め、そして３７℃の水浴で１時間インキュベートする。次いで上記チューブを１
６００ＲＣＦで、室温で１０分間遠心する。
【０１０２】
　できたペレットを再懸濁し、そして４０μｌを前に記載したような微量ろ過デバイスに
移す。上記４０μｌを、デバイスの充填口に加える。
【０１０３】
　次に、決定した波長（例えば３３０ｎｍ）でＯＤを測定し、そしてその結果を表にした
値と比較する。
【０１０４】
　本発明の様々な実施態様を上記の詳細な説明で説明する。これらの説明は上記の実施態
様を直接的に説明するが、当業者は本明細書中で示されたおよび説明された特定の実施態
様に対して改変および／または変形を考え得る。本説明の範囲内に入るあらゆるそのよう
な改変または変形は、同様にそこに含まれることが意図される。明確に述べなければ、本
明細書および特許請求の範囲における用語および語句は、適用される分野（複数可）にお
ける当業者にとって通常のおよび慣習的な意味を与えられることが、本発明者の意図であ
る。
【０１０５】
　本出願を出願するこの時点で本出願者に公知である、本発明の様々な実施態様の前記の
説明が提示され、そして例証および説明の目的のために意図される。本説明は、網羅的で
あることも、本発明を開示された正確な形態に制限することも意図せず、そして上記の教
示を考慮して多くの改変および変形が可能である。記載された実施態様は、本発明の原理
およびその実用的な適用を説明するために、および他の当業者が、様々な実施態様で、お
よび企図される特定の使用のために適当な様々な改変をして本発明を利用することを可能
にするために役立つ。従って、本発明が、本発明を実施するために開示された特定の実施
態様に制限されないことが意図される。
【０１０６】
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　本発明の特定の実施態様が示され、そして説明されたが、本明細書中の教示に基づいて
、本発明およびそのより広い局面から逸脱することなく変化および改変を行い得ること、
そして従って、添付の特許請求の範囲が、本発明の真の精神および範囲内であるように、
その範囲内にそのような変化および改変を全て含むことが、当業者に明らかである。さら
に、本発明は、添付の特許請求の範囲によって単独で定義されることが理解される。一般
的に、本明細書中で、および特に添付の特許請求の範囲（例えば添付の特許請求の範囲の
本文）において使用される用語は、一般的に「オープンな」用語として意図される（例え
ば、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」という用語は、「含むがそれに限らない」と解釈さ
れるべきである、「有する」という用語は、「少なくとも～を有する」と解釈されるべき
である、「含む（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」という用語は、「含むがそれに限らない」と解釈
されるべきである等）。もし紹介されたクレームの詳述の特定の数が意図されるなら、そ
のような意図はそのクレームにおいて明確に詳述される、およびそのような詳述がない場
合には、そのような意図は存在しないことが、当業者によってさらに理解される。例えば
、理解の補助として、以下の添付の特許請求の範囲は、クレームの詳述を紹介するために
、前置きの語句「少なくとも１つの」および「１つ以上の」の使用を含み得る。しかし、
そのような語句の使用は、同じクレームが前置きの語句「１つ以上の」または「少なくと
も１つの」および「ａ」または「ａｎ」のような不定冠詞を含む場合でも、不定冠詞「ａ
」または「ａｎ」によるクレームの詳述の紹介が、そのような紹介されたクレームの詳述
を含むあらゆる特定のクレームを、ただ１つのそのような詳述を含む発明に制限すること
を意味すると解釈されるべきではない（例えば、「ａ」および／または「ａｎ」は、典型
的には「少なくとも１つの」または「１つ以上の」を意味すると解釈されるべきである）
；クレームの詳述を紹介するために使用される定冠詞の使用に関しても同じことがあては
まる。それに加えて、紹介されたクレームの特定の数の詳述が明確に詳述されるとしても
、当業者は、そのような詳述は典型的には少なくとも詳述された数を意味すると解釈され
るべきであることを認識する（例えば、他の修飾語句のない「２つの詳述」のそれだけの
詳述は、典型的には少なくとも２つの詳述、または２つ以上の詳述を意味する）。
【０１０７】
　よって、本発明は、添付の特許請求の範囲による以外には制限されない。
【０１０８】
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【表１０】
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