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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　個々の生体細胞から核酸材料を捕捉する方法であって、
　個々の生体細胞をマイクロ流体デバイスのチャネルに対して開口した単離囲い中へ置く
ステップであって、ここで、前記単離囲いは、
　　開口であって、前記囲い内の第一液体媒体と、前記チャネル内の前記開口に流出する
第二液体媒体とを拡散によって交換するように構成された前記開口と、
　　筐体であって、前記単離囲いの内側空間を含み、前記内側空間内の生体細胞または捕
捉物体と、前記マイクロ流体デバイスのもう一つの単離囲いの内側空間内の生体細胞また
は捕捉物体とが混合することを防ぐように十分に囲む、前記筐体を含む、前記ステップ；
　前記単離囲いにおける前記個々の細胞を溶解するステップ；
　前記単離囲いにおける捕捉物体で前記溶解された細胞からの核酸材料を捕捉するステッ
プ；および
　前記捕捉の後に、前記単離囲いから前記捕捉物体を取り除くステップを含む、前記方法
。
【請求項２】
　置くステップが：
　前記マイクロ流体デバイスにおける共有空間における生体細胞の群から前記個々の生体
細胞を選択すること；および
　前記共有空間から前記マイクロ流体デバイスにおける前記単離囲い中へ前記個々の細胞
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を移動することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記選択するステップが、前記マイクロ流体デバイスにおける前記生体細胞の群の特定
の特徴をテストすることを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記個々の生体細胞が、前記特定の特徴のテストで陽性である前記群における前記生体
細胞の１つである、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記選択するステップが、前記マイクロ流体デバイスの内側の前記共有空間中へ投影さ
れる光パターンによって前記個々の細胞を捕える個々の光ケージを生成することをさらに
含む、請求項２～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記移動するステップが、前記個々の光ケージを前記共有空間から前記単離囲い中へ移
動することをさらに含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記特定の特徴が、前記生体細胞のサイズまたは前記生体細胞の形態を含む、または、
　前記特定の特徴が、前記生体細胞が特定の材料を含むか、または前記生体細胞が特定の
材料を作り出すかどうかを含む、請求項３に記載の方法。
【請求項８】
　各単離囲いが単一の個々の細胞を包含するように、複数の個々の細胞が対応する複数の
単離囲い中へ置かれる、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記溶解するステップが：
　溶解試薬を前記単離囲いが位置する前記マイクロ流体デバイスにおけるチャネルを通し
て流すこと、
　電磁エネルギーのビームを前記個々の細胞に向けること、
　前記個々の細胞を電気穿孔すること、
　前記個々の細胞を十分に溶解するように前記細胞の温度を変化させること、または
　前記個々の細胞を溶解するように前記個々の細胞に十分な音響エネルギーを適用するこ
とを含む、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記溶解するステップが、前記個々の細胞の第１の内部要素の膜を傷つけることなしに
、前記個々の細胞の外側膜を傷つけることを含み、
　前記外側の膜を傷つけることで、前記個々の細胞から第１の種類の核酸を解放し、およ
び、
　前記捕捉物体が、前記第１の種類の核酸を捕捉するように構成された第１の捕捉物体で
ある、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記溶解するステップおよび前記捕捉するステップを以下のように繰り返すことをさら
に含む、請求項１０に記載の方法であって、
　前記第１の内部要素の前記膜を傷つけることによって、前記単離囲いにおける前記個々
の細胞の前記第１の内部要素を溶解する、および
　前記第１の内部要素を溶解することによって解放された第２の種類の核酸材料を前記単
離囲いにおける第２の捕捉物体によって捕捉する、前記方法。
【請求項１２】
　前記第１の内部要素が、細胞核の１つまたは前記細胞の１つの細胞小器官である、請求
項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記細胞の１つを溶解することが、前記細胞の１つの第２の内部要素の膜を傷つけるこ
となしに、前記細胞の１つの前記外側膜を傷つけることをさらに含む、請求項１２に記載
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の方法。
【請求項１４】
　前記溶解するステップおよび前記捕捉するステップを以下のように再び繰り返すことを
さらに含む、請求項１３に記載の方法であって、
　前記第２の内部要素の前記膜を傷つけることによって、前記単離囲いにおける前記個々
の細胞の前記第２の内部要素を溶解する、
　前記第２の内部要素を溶解することによって解放された第３の種類の核酸材料を前記単
離囲いにおける第３の捕捉物体として捕捉する、前記方法。
【請求項１５】
　前記第１の内部要素または前記第２の内部要素の１つが、前記細胞の１つの細胞核であ
る、および、
　前記第１の内部要素または前記第２の内部要素の別の１つが、前記細胞の１つの細胞小
器官である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記第１の種類の核酸材料が、前記第２の種類の核酸材料とは異なる種類の核酸材料で
ある、
　前記第２の種類の核酸材料が、前記第３の種類の核酸材料とは異なる種類の核酸材料で
ある、および
　前記第１の種類の核酸材料が、前記第３の種類の核酸材料とは異なる種類の核酸材料で
ある、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記溶解するステップが、前記複数の単離囲いにおける前記複数の個々の細胞を溶解す
ることを含み、
　前記捕捉するステップが、前記溶解された細胞から前記複数の単離囲いの核酸材料にお
ける複数の捕捉物体を捕捉することを含み、および
　前記取り除くステップが、前記複数の単離囲いから前記複数の捕捉物体を取り除くこと
を含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１８】
　前記捕捉物体の各々が、前記複数の他の捕捉物体毎から前記各捕捉物体を一意的に識別
する識別子を含み、
　前記方法が、前記各捕捉物体と、前記捕捉物体によって捕捉された核酸材料に関するデ
ータとの相関関係をメモリデバイスに格納することを含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記データが、前記捕捉物体によって捕捉された前記核酸材料の種類を含む、または、
　前記相関関係が、前記捕捉物体によって捕捉された前記核酸材料が由来する前記溶解さ
れた細胞の１つの特徴を含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記単離囲いの開口にブロック物体を実質的に置くことをさらに含み、前記ブロック物
体が前記溶解された細胞から核酸材料を捕捉するように構成されている、請求項１～７の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記個々の生体細胞が、クローン細胞集団からの細胞である、請求項１～７のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記置くことが、前記マイクロ流体デバイスにおけるクローン細胞集団から前記単離囲
い中へ前記個々の細胞を移動することを含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記溶解するステップが、前記単離囲いにおける前記個々の細胞を溶解することを含み
、
　前記捕捉するステップが、前記溶解された細胞から前記単離囲いにおける核酸材料の１
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または２以上の捕捉物体を捕捉することを含み、および
　前記取り除くステップが、前記単離囲いから１または２以上の捕捉物体を取り除くこと
を含む、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記捕捉物体の各々が、前記捕捉物体の他の１つ毎から前記各捕捉物体を一意的に識別
する識別子を含み、
　前記方法が、前記各捕捉物体の識別子と、前記捕捉物体によって捕捉された核酸材料が
由来する前記細胞の１つからの前記クローン細胞集団の識別との相関関係をメモリデバイ
スに格納することを含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記溶解することが、前記単離囲いの１つにおける前記細胞の１つを第１回目に溶解す
ることを含み、
　前記方法が、前記単離囲いの第２の１つにおける前記細胞の第２の１つを第２回目に溶
解することをさらに含み、および
　前記第２回目が、前記第１回目の後である、請求項８に記載の方法。
【請求項２６】
　前記マイクロ流体デバイス内部の事象のために前記マイクロ流体デバイスを監視するこ
とをさらに含む、請求項２５に記載の方法であって、
　前記第１回目が、前記事象の検出からの第１期間であり、および
　前記第２回目が、前記事象の前記検出からの第２期間である、前記方法。
【請求項２７】
　前記マイクロ流体デバイスにおける生体細胞の群の特定の特徴をテストすることをさら
に含む、請求項２５に記載の方法であって、
　前記細胞の１つを、前記特徴の第１の１つで陽性であるとテストする、および
　前記細胞の前記第２の１つを、前記特徴の第２の１つで陽性であるとテストする、前記
方法。
【請求項２８】
　マイクロ流体デバイスであって、
　電極起動基板であって、前記基板の表面に誘電泳動（DEP）電極を含み、前記各電極が
選択的に起動および停止されるように構成される、前記電極起動基板；
　前記基板の前記表面と共にマイクロ流体チャネルを画定する、マイクロ流体構造；およ
び
　前記チャネルにおいて配置された複数の単離囲いであって、各単離囲いは前記マイクロ
流体デバイスのチャネルに対して開口しており、さらに、各単離囲いは、
　　開口であって、前記囲い内の第一液体媒体と、前記チャネル内の前記開口に流出する
第二液体媒体とを拡散によって交換するように構成された前記開口と、
　　筐体であって、前記単離囲いの内側空間を含み、前記内側空間内の生体細胞または捕
捉物体と、前記複数の単離囲いのもう一つの単離囲いの内側空間内の生体細胞または捕捉
物体とが混合することを防ぐように十分に囲む、前記筐体を含む、前記複数の単離囲い；
　を含み、
　前記捕捉物体が、前記単離囲いの１つにおいて置かれるように寸法決めされており、前
記各捕捉物体が、他の種類の核酸材料よりも特定の種類の核酸材料に少なくとも２倍の特
異性を有する捕捉材料を含む、
　前記マイクロ流体デバイス。
【請求項２９】
　前記単離囲いにおける生体細胞を溶解するための溶解手段をさらに含む、請求項２８に
記載のデバイス。
【請求項３０】
　前記電極の起動された１つが、前記電極の前記起動された１つに隣接する前記チャネル
における生体細胞を捕えるのに十分なＤＥＰ力を生み出す、請求項２８または２９に記載
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のデバイス。
【請求項３１】
　前記電極が、前記基板の前記表面上の仮想電極である、または、
　前記各電極が、前記基板の前記表面に固定された電気導電端子を含む、請求項２８～３
０のいずれか一項に記載のデバイス。
【請求項３２】
　前記各電極が、前記基板の前記表面の上に向けられた変化する光のパターンに応じて選
択的に起動および停止される、請求項２８～３１のいずれか一項に記載のデバイス。
【請求項３３】
　前記捕捉物体の各々が、前記捕捉物体の他の１つ毎から前記捕捉物体を一意的に識別す
る識別子を含む、請求項２８～３２のいずれか一項に記載のデバイス。
【請求項３４】
　生体細胞および前記生体細胞から核酸を捕捉するように構成された捕捉物体を含有する
ように各々が寸法決めされた単離囲いを含む、マイクロ流体デバイスを制御するコントロ
ーラであって、
　前記流体デバイスにおける生体細胞の個々の１つを選択し、および前記細胞の前記選択
された１つを前記単離囲い中へ移動するための、選択／移動手段；
　前記単離囲いにおける前記生体細胞の溶解を制御するように構成された制御モジュール
；および
　前記単離囲いにおける前記複数の捕捉物体の各々の１つと、前記捕捉物体の１つによっ
て捕捉された核酸材料が由来する前記単離囲いにおける対応する生体細胞の１つとを相関
させる相関記録を生み出すための相関手段を含む、前記コントローラ。
【請求項３５】
　前記相関記録が、前記捕捉物体の各々の１つと、前記細胞の前記対応する１つが由来す
る細胞のクローン集団との相関である、請求項３４に記載のコントローラ。
【請求項３６】
　前記選択／移動手段が、前記生体細胞の任意の所望の１つを選択的に捕える、誘電泳動
（ＤＥＰ）力を生み出すためのＤＥＰデバイスの一部である、請求項３４または３５のコ
ントローラ。
【請求項３７】
　前記選択／移動手段が、光電ピンセットデバイスを含む、または、
　前記選択／移動手段が、ＯＥＷデバイスを含む、請求項３４～３６に記載のコントロー
ラ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
背景
　生物学的分野において、生体細胞から核酸材料を抽出および捕捉することは有用であり
得る。かかる核酸材料の例は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）、リボ核酸（ＲＮＡ）、ＤＮ
ＡまたはＲＮＡのポリマー、ＤＮＡまたはＲＮＡを包含する細胞小器官、もしくはＤＮＡ
またはＲＮＡのポリマーまたはオリゴマーを包含する細胞小器官、および同様のものを含
む。本発明の態様は、個々の生体細胞から特定の種類の核酸材料を抽出および選択的に捕
捉するためのデバイスおよび方法を含む。
【発明の概要】
【０００２】
概要
　本発明のいくつかの態様において、個々の生体細胞から核酸材料を捕捉する方法は、個
々の生体細胞をマイクロ流体デバイスにおける異なる単離囲い（isolation pen）中に配
置することを含み得る。この方法はまた、単離囲いにおける細胞の１つを溶解し、および
単離囲いにおける溶解した細胞から核酸材料における捕捉物体を捕捉することを含み得る
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。方法は、捕捉物体を単離囲いから取り除くことをさらに含み得る。
【０００３】
　本発明のいくつかの態様において、マイクロ流体デバイスは、共通空間、単離囲い、捕
捉物体および選択手段を含み得る。捕捉物体は、単離囲いの１つにおいて置かれるように
寸法決めされ得る。捕捉物体の各々は、他の種類の核酸材料に結合するよりも少なくとも
２倍の特異度を以て特定の種類の核酸材料に結合する捕捉材料を含み得る。選択手段は、
選択された細胞を異なる単離囲い中へ移動するためのものであり得る。
【０００４】
　本発明のいくつかの態様において、マイクロ流体デバイスは、単離囲い、移動手段およ
び相関手段を含み得る。単離囲いは、生体細胞および捕捉物体を包含するように寸法決め
されることができ、それが生体細胞から核酸を捕捉するように構成され得る。移動手段は
、個々の生体細胞を単離囲い中へ移動するためのものであり得る。相関手段は、単離囲い
における捕捉物体と、単離囲いにおける生体細胞が由来するクローン細胞集団（clonal c
ell colonies）とを相関させる相関記録を生み出すためのものであり得る。
【図面の簡単な説明】
【０００５】
【図１】図１は、本発明のいくつかの態様に従う生体細胞から核酸材料を選択的に捕捉す
るための方法の例である。
【図２Ａ】図２Ａは、図１の方法が実施され得る、本発明のいくつかの態様に従うマイク
ロ流体デバイスの斜視図である。
【図２Ｂ】図２Ｂは、図２Ａのマイクロ流体デバイスの水平、断面図である。
【図２Ｃ】図２Ｃは、図２Ａのマイクロ流体デバイスの垂直、断面図である。
【０００６】
【図３】図３は、単離囲いが基部中のくぼみとして構成される例を示す、本発明のいくつ
かの態様に従う図２Ａのマイクロ流体デバイスの基部の部分的な垂直断面図である。
【図４Ａ】図４Ａは、マニピュレータが光電ピンセット（ＯＥＴ）として構成される、本
発明のいくつかの態様に従う図２Ａ～２Ｃのマイクロ流体デバイスの部分的な垂直断面図
である。
【図４Ｂ】図４Ｂは、図４Ａの部分的な水平、断面図である。
【図５】図５は、本発明のいくつかの態様に従う図２Ａ～２Ｃのマイクロ流体デバイスの
選択部における複数の細胞の例を図説する。
【０００７】
【図６】図６は、本発明のいくつかの態様に従うデバイスにおいて、図２Ａ～２Ｃのマイ
クロ流体デバイスの選択部における個々の生体細胞を選択し、および選択された細胞を単
離囲い中へ移動する例である。
【図７】図７は、本発明のいくつかの態様に従う、図２Ａ～２Ｃのマイクロ流体デバイス
の単離囲いにおける細胞を溶解試薬で溶解する例を示す。
【図８】図８は、本発明のいくつかの態様に従う、図２Ａ～２Ｃのマイクロ流体デバイス
の単離囲いにおける細胞を溶解機構で溶解する例である。
【図９】図９は、本発明のいくつかの態様に従う、図２Ａ～２Ｃのマイクロ流体デバイス
の単離囲いの内側空間中で溶解した細胞から流れる核酸材料を示す。
【０００８】
【図１０】図１０は、本発明のいくつかの態様に従う、図２Ａ～２Ｃのマイクロ流体デバ
イスの囲いの１つにおける捕捉物体の例を図説する。
【図１１】図１１は、本発明のいくつかの態様に従う、捕捉物体の構成例を示す。
【図１２Ａ】図１２Ａは、細胞の外側膜を示す図２Ａ～２Ｃのマイクロ流体デバイスの囲
いにおける細胞の例および細胞内部の要素の例を図説する。
【図１２Ｂ】図１２Ｂは、本発明のいくつかの態様に従う、図１２Ａの細胞を溶解する例
を示す。
【０００９】
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【図１２Ｃ】図１２Ｃは、本発明のいくつかの態様に従う、図１２Ａの細胞の内部要素の
１つを溶解する例である。
【図１２Ｄ】図１２Ｄは、本発明のいくつかの態様に従う、図１２Ａの細胞の細胞核を溶
解する例を示す。
【図１３】図１３は、本発明のいくつかの態様に従う、捕捉物体を選択し、および単離囲
いから図２Ａ～２Ｃのマイクロ流体デバイスの搬出部に移動する例である。
【００１０】
【図１４】図１４は、本発明のいくつかの態様に従う、核酸材料をクローン生体細胞から
選択的に捕捉するための方法の例である。
【図１５】図１５は、本発明のいくつかの態様に従う、個々のクローン生体細胞をマイク
ロ流体デバイスにおける異なるクローン集団から選択し、および選択された細胞をデバイ
スにおける単離囲い中へ移動する例を図説する。
【図１６】図１６Ａ～１６Ｄは、マイクロ流体デバイスにおける単離囲いの内側で溶解さ
れる細胞の画像である。図１６Ａは、溶解バッファ（lysis buffer）をマイクロ流体デバ
イス中へ導入する前の細胞を含有する囲いの画像である。図１６Ｂ、１６Ｃおよび１６Ｄ
は夫々、溶解バッファ導入後の時間ｔ＝０分、５分および１０分での同じ囲いの画像であ
る。Ｃａｌｃｅｉｎ　ＡＭ細胞染色が、溶解した細胞を監視するマーカーとして使用され
る。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
例示態様の詳細な記載
　本明細書は、本発明の例示態様および適用を記載する。しかしながら、本発明は、これ
らの例示態様および適用に、あるいは、例示態様および適用が動作するかまたは本明細書
に記載されるやり方に限定されない。また、図は、簡略化されたかまたは部分的な図を示
してもよく、図中の要素の寸法は、大きく見せてもよいし、またはそうでなければ、釣り
合いが取れていてもよい。加えて、用語「の上にある(on)」、「付着されている(attache
d)」または「とカップリングされている(coupled to)」が本明細書に使用されるとき、１
つの要素（例えば材料、層、基板など）は、１つの要素が直接、他の要素の上に、それに
付着されているか、または、それとカップリングされているか否かにかかわらず、あるい
は、１つまたは２つ以上の介在要素が一方の要素と他方の要素との間にあるか否かにかか
わらず、別の要素「の上にある」か、それ「に付着されている」か、または、それ「とカ
ップリングされてい」てもよい。提供される場合、方向（例えば、上へ(above)、下へ(be
low)、上端(top)、下端(bottom)、横へ(side)、上方へ(up)、下方へ(down)、下へ(under)
、上へ(over)、上方へ(upper)、下方へ(lower)、水平の(horizontal)、垂直の(vertical)
、「ｘ」、「ｙ」、「ｚ」など）もまた相対的なものであって、図説および検討を容易に
するため例を用いて単に提供されるものであり、限定する目的はない。加えて、要素の一
覧（例えば要素ａ、ｂ、ｃ）を参照する場合、かかる参照は、載せられた要素のいずれか
１つそれ自体、載せられた要素の全部より少ないものからなるいずれかの組み合わせ、お
よび／または、載せられた要素の全部からなる組み合わせを含むことを意図する。
【００１２】
　本明細書に使用される「実質的に」は、本来の目的どおりに働くのに充分であることを
意味する。よって、用語「実質的に」は、完全なまたは完璧な状態、寸法、大きさ、結果
からの有意でない小さな変動量、あるいは、例えば当該技術分野における当業者に予期さ
れるであろうが、全体的な性能に感知できるほどに影響を及ぼさない同種のものを許容す
る。数値またはパラメータまたは数値で表現され得る特徴に関して使用されるとき、「実
質的に」は１０パーセント以内を意味する。用語「１つ（複数）(ones)」は１つより多い
ことを意味する。
　本明細書に使用される用語「配置される」は、その意味「位置される」の範囲を包括的
に含む。
【００１３】
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　本明細書に使用される用語「捕捉物体」は、以下の１つまたは２つ以上を包含し得る：
微小粒子、マイクロビーズ（例としてポリスチレンビーズ、Luminex（登録商標）ビーズ
または同種のもの）、磁性ビーズ、マイクロロッド(microrod)、マイクロワイヤ(microwi
re)、量子ドットなどの無生物の微小物体；細胞等の生物学的な微小物体、リポソーム（
例として合成のまたは膜調製物から派生した）、脂質ナノラフト(lipid nanoraft)など；
または、無生物の微小物体と生物学的な微小物体との組み合わせ（例として細胞に付着さ
れているマイクロビーズ、リポソームで被覆されたマイクロビーズ、リポソームで被覆さ
れた磁性ビーズまたは同種のもの）。脂質ナノラフトは、例としてRitchie et al. (2009
) "Reconstitution of Membrane Proteins in Phospholipid Bilayer Nanodiscs," Metho
ds Enzymol., 464:211-231に記載されている。
【００１４】
　用語「細胞」は、生体細胞を意味し、かかる生体細胞は、植物細胞、動物細胞、細菌性
細胞、真菌細胞、胚、卵母細胞、精子、組織から解離された細胞、血液細胞、ハイブリド
ーマ、培養細胞、細胞株からの細胞、がん細胞、感染した細胞、形質移入および／または
形質転換された細胞、レポーター細胞などであり得る。動物細胞は、例えば、ヒト、マウ
ス、ラット、馬、山羊、羊、牛、霊長目または同種のものなどの哺乳類からのものであり
得る。
【００１５】
　生体細胞について使用される「溶解する」は、核酸材料を細胞から解放するのに十分に
細胞の少なくとも膜を破壊すること、破裂させること、または傷つける（compromise）こ
とを意味する。生体細胞について使用されるとき、「内部要素」は、細胞の外側膜内にあ
りおよびそれ自身の膜で仕切られた生体細胞のいずれかの要素または成分を意味し、内部
要素を溶解することは、核酸材料を要素から解放するのに十分に要素の少なくとも膜を破
壊すること、破裂させること、または傷つけることを意味する。細胞の内部要素の例は、
細胞の細胞核および細胞小器官を含む。
【００１６】
　本発明のいくつかの態様において、個々の生体細胞は、いくつかの、異なった使用でき
る特徴うちのいずれかのものに基づいてマイクロ流体デバイスにおいて選択され得る。次
に、細胞がマイクロ流体デバイスにおける単離囲いにある間に、核酸材料が個々の細胞か
ら抽出される。囲いにおける捕捉物体は、各々、細胞から特定の種類の核酸材料を捕捉し
得、その後、捕捉物体は、例えばマイクロ流体デバイスから搬出することで、囲いから取
り除かれ得る。捕捉物体は、各捕捉物体を物体によって捕捉された核酸が由来する個々の
細胞に相関させる、一意的な識別子を含み得る。一意的な識別子はまた、細胞から捕捉さ
れた核酸材料の種類などの追加の情報を提供し得る。
【００１７】
　図１は、ステップ１０２で、個々の生体細胞がマイクロ流体デバイスにおいて選択され
、およびステップ１０４で、デバイスにおける単離囲い中へ移動される、方法１００の例
を図説する。代替的に、ステップ１０２で、既に囲いにある個々の細胞が１または２以上
の特定の特徴のために選択され得、およびステップ１０４で、特徴（単数）または特徴（
複数）が欠如して囲いにおける細胞が囲いの外に移動され得、囲いにおいて選択された細
胞を残す。これに関わらず、ステップ１０６で、選択された細胞は単離囲いにおいて溶解
され得、溶解された細胞から囲い中へ核酸材料を解放する。ステップ１０８で、囲いにお
ける捕捉物体が、特定の種類の核酸材料を捕捉し得る。次にステップ１１０で、捕捉物体
は囲いから取り除かれ得、マイクロ流体デバイスから搬出、において格納、または、にお
いて処理される。
【００１８】
　図２Ａ～２Ｃは、その上で図１の方法１００が実施され得るマイクロ流体デバイス２０
０の例を示し、図４Ａおよび４Ｂは、光電ピンセット（ОＥＴ）デバイスとして構成され
るデバイス２００のマニピュレータ２２２の例を図説する。図５～１２は、マイクロ流体
デバイス２００上で実施される図１の方法１００の例を図説し、マニピュレータ２２２は
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、例えば図４Ａおよび４Ｂに図説されるようなＯＥＴデバイスとして構成される。図５～
１２に図説されたデバイス２００で実施される方法１００の例に移る前に、マイクロ流体
デバイス２００が検討される。
【００１９】
　図２Ａ～２Ｃは、その上で方法１００が実施され得るマイクロ流体デバイス２００の例
を図説する。示されるように、マイクロ流体デバイス２００は、ハウジング２０２、マニ
ピュレータ２２２、検出器２２４、流量コントローラ２２６、搬出機構２２８および制御
モジュール２３０を含み得る。
　示されるように、ハウジング２０２は、液体媒体２４４を含有するための１または２以
上のチャネル２４０を含み得る。図２Ｂは、その上に媒体２４４が平らに（例えば凹凸の
ない）および平坦に配置され得るチャネル２４０の内表面２４２を図説する。しかしなが
ら、内表面２４２は、代替的に平らではなく（例えば凹凸がある）、および電気端子（示
されず）などの機能を含み得る。
【００２０】
　ハウジング２０２は、それを通して媒体２４４がチャネル２４０中へ投入され得る、１
または２以上の入口２０８を含み得る。入口２０８は、例えば、入口ポート、開口、バル
ブ、別のチャネル、流体コネクタ（fluidic connectors）または同種のものであり得る。
ハウジング２０２はまた、１または２以上の出口２１０を含み得る。例えば、媒体２４４
は出口２１０を通して取り除かれ得る。出口２１０は、例えば、出口ポート、開口、バル
ブ、他のチャネル、流体コネクタまたは同種のものであり得る。別の例として、出口１１
０は、2013年4月4日に出願されたU.S.特許出願第13/856,781号（attorney docket no. BL
1-US）に開示されているいずれの排出メカニズムなどの液滴排出メカニズムを含み得る。
【００２１】
　１つの入口２０８および１つの出口２１０が図説されているが、１つ以上の入口２０８
および／または１つ以上の出口２１０があり得る。さらに、入口２０８および／または出
口２１０は、図２Ａ～２Ｃに示されるものと異なる位置であり得る。例えば、選択されな
かった細胞などの廃棄物のためのデバイス２００の選択部２１２として以下に記載される
部分からの出口（示されず）を設けることができる。
【００２２】
　ハウジング２０２はまた、基部（例えば、基板）２０６上に配置されたマイクロ流体構
造２０４を含み得る。マイクロ流体構造２０４は、ガス透過性であり得る可撓性の材料（
例えば、ゴム、プラスチック、エラストマー、シリコーン、ポリジメチルシロキサン（「
ＰＤＭＳ」）または同種のもの）を含み得る。代替的に、マイクロ流体構造２０４は、剛
性の材料、または可撓性および剛性材料の組み合わせを含む他の材料を含み得る。少なく
とも一部が可撓性（例えば変形可能な）表面で仕切られるチャネルおよびチャンバ（また
は囲い）などのマイクロ流体要素を画定するマイクロ流体構造の例は、U.S.仮特許出願第
62/089065号（2014年12月8日に出願）で説明されており、参照によりその全体が本明細書
に組み込まれる。基部２０６は、１または２以上の基板を含み得る。単一の構造として説
明されているが、基板２０６は、多数の基板などの多数の相互接続された構造を含み得る
。マイクロ流体構造２０４は同様にして、相互接続され得る多数の構造を含み得る。
【００２３】
　マイクロ流体構造２０４および基部２０６は、チャネル２４０および／または１以上の
チャンバ（例えば、単離囲い２５２）を画定し得る。図２Ａ～２Ｃにおいて１つチャネル
２４０が示されているが、マイクロ流体構造２０４および基部２０６は、媒体２４４のた
めのチャネル、チャンバおよび／または同様ものなどの多数を画定し得、かかるチャネル
およびチャンバは、マイクロ流体回路を形成するために相互接続されることができる。
【００２４】
　図２Ｂおよび２Ｃに示されるように、単離囲い２５２は、チャネル２４０内に配置され
得る。例えば、各単離囲い２５２は、内側空間２５６およびチャネル２４０から内側空間
２５６への開口２５８を画定する筐体２５４を含み得る。かかる多くの単離囲い２５２が
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いずれかのパターンでチャネル２４０において配置され得、単離囲い２５２は、多くの異
なる寸法および形状のいずれかであり得、および囲い２５２は、１以上の開口２５８を有
し得る。各単離囲い２５２の開口２５８は、囲い２５２における液体媒体２４４と、例え
ば拡散によって囲い２５２の開口２５８で流出する液体媒体２４４との自然な交換を可能
にするように寸法決めおよび位置づけられる。
【００２５】
　代替的に、各単離囲い２５２の開口２５８は、水性の媒体（例えば、１または２以上の
細胞、１または２以上の捕捉物体、および／または溶解バッファなどの試薬を含む）の小
滴が単離囲い２５２の中へまたは外へ移動することが可能になるように寸法決めおよび位
置決めされる。そうでない場合でも、しかし、筐体２５４は、１つの囲い２５２の内側空
間２５６における生体材料または物体（示されず）（例えば、生体細胞、分泌材料、核酸
材料、または同様のもの）と、任意の別の囲い２５２の内側空間２５６における生体材料
または物体などとが混合することを防ぎ、以下に記載されるように、１つの囲い２５６に
おける捕捉物体と、いずれかの別の囲い２５６の捕捉物体とが混合することを防ぐように
、囲い２５２の内側空間２５６を十分に囲み得るものである。
【００２６】
　３つの列に配置された１２の囲い２５２が示されているが、囲い２５２はそれ以上また
はそれ以下であり得、囲い２５２は、他のパターンにおいて配置され得る。さらに、囲い
２５２は、示されるものとは異なる形状、寸法、向き、または同様のものを有し得る。例
えば、囲い２５２は、いずれかの形状、寸法または方向、もしくはU.S.特許出願第2014/0
116881号（2013年10月22日に出願）またはU.S.特許出願第14/502,568号（2014年10月22日
に出願）に記載されているいずれかのパターンにおいても配置され得る。
【００２７】
　単離囲い２５２は、図２Ｃに図説されるように、チャネル２４０の全体の高さに延伸す
る（例えば、基部２０６の表面２４２からマイクロ流体構造２０４の上部へ）筐体２５４
を含むが、これは例示であり、様々な変形が考えられる。例えば、筐体２５４は、チャネ
ル２４０の全体の高さに延伸する必要はない。
【００２８】
　図３は、筐体２５４ではなく基部２０６においてくぼみを含む、単離囲い３５２の別の
例を図説する。例えば、示されるように、各囲い３５２は、基部２０６中へのくぼみの側
壁３５４によって画定される内側空間３５６を含み得る。かかる各囲い３５２の開口３５
８は、基部２０６の表面２４２であり得る。本文中で、囲い２５２への言及、検討、図説
、または同様のもののいずれかは、側壁３５４、内側空間３５６および開口３５８がそれ
ぞれ、筐体２５４、内側空間２５６および囲い２５２の開口２５８に対応し得る、囲い３
５２に置き換え得る。
【００２９】
　媒体２４４は、単離囲い２５２における開口２５８で流出し得る（例えば、入口２０８
から出口２１０へ）。かかる媒体２４４の流れは、例えば、単離囲い２５２における生体
物体（示されず）へ栄養塩類を提供し得る。別の例として、媒体２４４の流れはまた、単
離囲い２５２からの廃棄物の除去を提供し得る。また、示されるように、媒体２４４の流
れは、媒体における材料（例えば、以下に記載される、図７に図説されるような溶解試薬
７０６）と、囲い２５２における媒体２４４との混合を引き起こし得る。代替的に、媒体
２４４は、水性の媒体の小滴を含有するオイルベースの媒体であり得る。小滴は、単離囲
い２５２中へ移動され、および任意にそこで組み合わされる、細胞、捕捉物体、および／
または試薬（例えば、溶解バッファ）を含有し得る。
【００３０】
　マニピュレータ２２２は、媒体２４４における物体（示されず）上に、選択的に動電学
的な力を生成するように構成され得る。例えば、マニピュレータ２２２は、チャネル２４
０の内表面２４２で誘電泳動（ＤＥＰ）電極を選択的に起動（例えば電源を入れる）およ
び停止（例えば電源を切る）するように構成され得る。ＤＥＰ電極は、各電極を個々に起
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動および停止するために、それを通して電流および／または電圧レベルを変化させ得る電
気的接続に各々接続され得る。別の例として、ＤＥＰ電極は、以下に記載されるように、
図４Ａおよび４Ｂにおいて図説される例のように、光によって起動および停止できる。こ
れに関わらず、ＤＥＰ電極は、媒体２４４における物体（示されず）を引き寄せまたは遠
ざける力を媒体２４４において生成し得、次にマニピュレータ２２２は、媒体２４４にお
ける１または２以上の物体を選択および移動できる。
【００３１】
　例えば、マニピュレータ２２２は、１または２以上の光（例えば、レーザー）ピンセッ
トデバイス、１または２以上の光電ピンセット（ＯＥＴ）デバイス（例えば、U.S.特許第
7,612,355号（これは参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）または2013年10月1
0日に出願されたU.S.特許出願第2014/0124370号（これもまた、参照によりその全体が本
明細書に組み込まれる）に記載されるような）、および／または、フォトトランジスタ（
例えば、ラテラルバイポーラトランジスタ）を有する１または２以上のデバイスを含み得
る。さらに別の例として、マニピュレータ２２２は、物体の１または２以上が懸濁された
媒体２４４の小滴を移動するための１または２以上のデバイス（示されず）を含み得る。
かかるデバイス（示されず）は、光電ウェッティング（ＯＥＷ）デバイス（例えばU.S.特
許第6,958,132号に開示されるとおりであり、参照によりその全体が本明細書に組み込ま
れる）などのエレクトロウェッティングデバイス、片面ＯＥＷデバイス（例えば2011年7
月31日に出願されたU.S.特許出願第2012/0024708号、または2014年12月5日に出願されたU
.S.仮特許出願第62/088532号に開示されるとおりであり、参照によりその両方の全体が本
明細書に組み込まれる）、または他のエレクトロウェッティングデバイスを含み得る。よ
ってマニピュレータ２２２は、いくつかの態様において、ＤＥＰデバイスとして特徴付け
られ得る。
【００３２】
　図４Ａおよび４Ｂは、ＤＥＰデバイスの種類であるＯＥＴデバイス４００を含むマニピ
ュレータ２２２の例を図説する。示されるように、ＯＥＴデバイス４００は、第１電極４
０４、第２電極４１０、電極起動基板４０８、電源４１２（例えば、交流電流（ＡＣ）電
源）、および光源４２０を含み得る。チャネル２４０における媒体２４４および電極起動
基板４０８は、電極４０４、４１０を隔て得る。光源４２０からの光４２２のパターンを
変化させることで、チャネル２４０の内表面２４２の領域４１４でのＤＥＰ電極のパター
ン変化を選択的に起動および停止できる（以下、領域４１４は、「電極領域」ともいう）
。
【００３３】
　図４Ｂに説明される例において、基部２０６の内表面２４２上へ向けられる光パターン
４２２’は、示される四角いパターンとして斜交ハッチングで示された電極領域４１４ａ
に光を当てる。他の電極領域４１４には光が当てられず、それを以下「暗」電極領域４１
４という。各暗電極領域４１４から第２電極４１０へ電極起動基板４０８に渡る電気イン
ピーダンスは、第１電極４０４からチャネル４４０における媒体２４４を渡り暗電極領域
４１４に至るインピーダンスより大きい。しかしながら、電極領域４１４ａに光を当てる
ことは、光が当てられた電極領域４１４ａから第２電極４１０への電極起動基板４０８に
渡るインピーダンスを、第１電極４０４からチャネル２４０における媒体２４４を渡り光
が当てられた電極領域４１４ａへ至るインピーダンス未満まで、低減させる。
【００３４】
　電源４１２が起動されると、前述のものは、光が当てられた電極領域４１４ａと、近接
した暗電極領域４１４との間の媒体２４４における電場勾配を引き起こし、これが順に、
媒体２４４における近くの物体（示されず）を引き寄せるかまたは遠ざける局所的なＤＥ
Ｐ力を生じさせる。よって、媒体２４４における物体を引き寄せるかまたは遠ざけるＤＥ
Ｐ電極は、光源４２０（例としてレーザー源、高輝度放電ランプまたは他のタイプの光源
）からマイクロ流体デバイス２００中に投影される光パターン４２２を変化させることに
よって、チャネル２４０の内表面２４２での多くの異なるかかる電極領域４１４で、選択
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的に起動および停止され得る。ＤＥＰ力が近くの物体を引き寄せるかまたは遠ざけるかは
、電源４１２の周波数ならびに媒体２４４および／または物体（示されず）の誘電特性と
いったパラメータに依存し得る。
【００３５】
　図２Ｂに説明される、光が当てられた電極領域４１４ａの四角いパターン４２２’は、
例でしかない。電極領域４１４のいずれのパターンも、デバイス２００において投影され
る光のパターン４２２によって、光が当てられ得、光が当てられる電極領域４２２’は、
光パターン４２２を変化させることによって繰り返し変化され得る。
【００３６】
　いくつかの態様において、電極起動基板４０８は光伝導材料であってもよく、内表面２
４２は特色がないものであってもよい。かかる態様において、ＤＥＰ電極４１４は、光パ
ターン４２２に従い（図４Ａを参照）、チャネル２４０の内表面２４２上、どこにでも、
いずれのパターンにおいても、生じさせられ得る。よって、電極領域４１４の数およびパ
ターンは、確定されるものではないが、光パターン４２２に対応する。例は、上記U.S.特
許第7,612,355号中に図説される。ここで、前述した特許の図面において示されている非
ドープの非晶質ケイ素材料２４が、電極起動基板４０８を構成し得る光伝導材料の例であ
り得る。
【００３７】
　他の態様において、電極起動基板４０８は、半導体分野において知られているような半
導体集積回路を形成する複数のドープ層、電気絶縁層および導電層を含む半導体材料など
の回路基板を含み得る。かかる態様において、電気回路要素は、チャネル２４０の内表面
２４２での電極領域４１４と、光パターン４２２によって選択的に起動および停止され得
る第２電極４１０との間の電気的接続を形成し得る。電極起動基板４０８のかかる構成の
非限定例は、U.S.特許第7,956,339号の図２１および２２において説明される光トランジ
スタをベースとしたＯＥＴデバイス４００ならびに上記U.S.特許出願第14/051,004号（at
torney docket no. BL9-US）において図面全体を通して図説されるＯＥＴデバイスを含む
。フォトトランジスタは、例えばラテラルバイポーラトランジスタであり得る。
【００３８】
　いくつかの態様において、該して図４Ａに説明されるとおり、第１電極４０４は、ハウ
ジング２０２の第１壁４０２の一部であり得、電極起動基板４０８および第２電極４１０
は、ハウジング２０２の第２壁４０６の一部であり得る。示されるとおり、チャネル２４
０は、第１壁４０２と第２壁４０６との間にあり得る。しかしながら、前述のものは、例
に他ならない。他の態様において、第１電極４０４は、第２壁４０６の一部であり得、電
極起動基板４０８および／または第２電極４１０の一方または両方は、第１壁４０２の一
部であり得る。別の例として、第１電極４０４は、電極起動基板４０８および第２電極４
１０と同じ壁４０２または４０６の一部であり得る。例えば、電極起動基板４０８は、第
１電極４０４および／または第２電極４１０を含み得る。また、光源４２０は代替的に、
ハウジング２０２の下に位置づけられ得る。
【００３９】
　よって、図４Ａおよび４ＢのＯＥＴデバイス４００として構成されると、チャネル２４
０の内表面２４２の電極領域４１４での１つまたは２つ以上のＤＥＰ電極を起動するため
、光パターン４２２を、物体を捕捉するパターンでデバイス２００において投影すること
によって、マニピュレータ２２２は、チャネル２４０における媒体２４４における物体（
示されず）を選択し得る。その後、マニピュレータ２２２は、デバイス２００に対して光
パターン４２２を移動させることによって、捕捉された物体を移動し得る。代替的に、デ
バイス２００は、光パターン４２２に対して、移動され得る。例は、図６および１２にお
いて図説され、以下で検討される。単離囲い２５２を画定する筐体２５４が、図２Ｂおよ
び２Ｃにおいて図説され、上記で物理的な筐体として検討されたが、筐体２５４は、代替
的に光パターン４２２によって起動されるＤＥＰ力を含む仮想的な筐体であり得る。
【００４０】
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　上述のように、図４Ａおよび４ＢのＯＥＴデバイス４００は、しかし、マニピュレータ
２２２の例である。例えば、電極領域４１４は、光パターン４２２を変化させることによ
って起動および停止されるように図説および検討されたが、デバイス４００は、その代わ
りに各電極領域４１４（表面２４２での電気導電端子を含み得る）への電気接続（示され
ず）を提供し得、電気接続を通して各電極領域４１４へ提供される電圧および／または電
流を制御することによって各電極領域４１４を個々に起動および停止することもできる。
そのように構成されると、デバイス４００は、光源４２０を含んだり、または光パターン
４２２をデバイス４００中へ向けたりする必要がなくなる。別の代替案は、2014年4月25
日に出願されたU.S.特許出願第14/262,140号、2014年4月25日に出願されたU.S.特許出願
第14/262,200号で説明されているような、片面ＯＥＷデバイスなどのＯＥＷデバイス、ま
たはＯＥＴ／ＯＥＷデバイスの組み合わせであり、参照によりその両方の全体が本明細書
に組み込まれる。加えて、重力などのマイクロ流体デバイスに渡って均一に適用され得る
力は、2014年12月10日に出願されたU.S.仮特許出願第62/090,303号で説明されているよう
な記述のいずれかと併せて使用され得、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【００４１】
　再び図２Ａ～２Ｃを参照して、検出器２２４は、チャネル２４０における事象を検出す
るための機構であり得ることが言及される。例えば、検出器２２４は、媒体における物体
（示されず）の１または２以上の放射エネルギーの特徴（例えば、蛍光発光またはルミネ
ッセンス）を検出することができる光検出器を含み得る。かかる検出器２２４は、例えば
、媒体２４４における１または２以上の物体（示されず）が放射する電磁放射、および／
または放射の近似的な波長、明るさ、強度または同様のものを検出するように構成され得
る。好適な光検出器の例は、限定されず、光電子増倍管検出器およびアバランシェ光検出
器を含み得る。
【００４２】
　検出器２２４は、媒体２４４における物体（示されず）を含むチャネル２４０のデジタ
ル画像を捕捉するための撮像デバイスを代替的または追加的に含み得る。検出器２２４が
含み得る好適な撮像デバイスの例は、デジタルカメラ、またはＣＣＤおよび相補的なＭＯ
Ｓイメージセンサーなどの光センサーを含み得る。画像は、かかるデバイスで捕捉および
解析（例えば、制御モジュール２３０によって）され得る。かかる画像はまた、コンピュ
ータモニター（示されず）などのディスプレイデバイス上に表示され得る。
【００４３】
　流量コントローラ２２６は、チャネル２４０における媒体２４４の流れを制御するよう
に構成され得る。例えば、流量コントローラ２２６は、流れの方向および／または速さを
制御し得る。流量コントローラ２２６の非限定例は、１つまたは２つ以上のポンプまたは
流体アクチュエータ(actuator)を含む。いくつかの態様において、流量コントローラ２２
６は、例えばチャネル２４０における媒体２４４の流れの速さを感知するための１つまた
は２つ以上のセンサ（示されず）などの追加の要素を含み得る。
【００４４】
　搬出機構２２８は、マイクロ流体デバイス２００からの物体（示されず）の搬出を促進
し得る。例えば、図２Ｂおよび２Ｃに図説されるように、搬出機構２２８は、ステージ領
域２４８およびハウジング２０２を通る通路２４６を含み得る。通路２４６は、代替的に
、マイクロ流体構造２０４の基部２０６または側壁を通り得る。物体（示されず）は、ス
テージ領域２４８に移動され、および通路２４６を通してデバイス２００から搬出され得
る。搬出機構２２８は、例えば、U.S.特許出願第14/520,510号（2014年10月22日に出願）
で説明されているような搬出機構の例のいずれかの様であり得る。代替的に、搬出機構２
２８は、単純に出口２１０を含み得る。
【００４５】
　制御モジュール２３０は、マニピュレータ２２２、検出器２２４、流量コントローラ２
２６、および／または搬出機構２２８からの信号を受信し、ならびに、それらを制御する
ように構成され得る。示されるとおり、制御モジュール２３０は、コントローラ２３２お
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よびメモリ２３４を含み得る。いくつかの態様において、コントローラ２３２は、デジタ
ル電子的な、光学的なまたは磁気的なメモリデバイスであり得るメモリ２３４に非一過性
の信号として保存された機械読取り可能な命令（例としてソフトウェア、ファームウェア
、マイクロコードまたは同種のもの）に従って動作するように構成されたデジタル電子コ
ントローラ（例としてマイクロプロセッサ、マイクロコントローラ、コンピュータまたは
同種のもの）であり得る。代わりに、コントローラ２３２は、実配線のデジタル回路およ
び／またはアナログ回路あるいは機械読取り可能な命令に従って動作するデジタル電子コ
ントローラと、実配線のデジタル回路および／またはアナログ回路との組み合わせを含み
得る。
【００４６】
　図説されるように、マイクロ流体デバイス２００は、選択部２１２（デバイス２００に
おける共有空間の例であり得る）、単離部２１４、および／または搬出部２１６を含み得
る。これら部２１２、２１４、２１６は、デバイス２００の物理的なパーティション、ま
たは単に概念上のパーティションに相当し得る。これに関わらず、示されるように、生体
細胞（示されず）は、生体細胞（示されず）の個々の１つが識別および選択され得る選択
部２１２中へ注入され得る。単離部２１４は、選択部２１２において選択された個々の生
体細胞（示されず）が置かれ、および別のものと単離される、単離囲い２５２を含み得る
。
【００４７】
　言及されたように、図５～１２は、図２Ａ～２Ｃのマイクロ流体デバイス２００上の方
法１００の操作の例を図説する。方法１００が、図５～１２において図説される例を参照
して検討される。
【００４８】
　図１に示されるように、方法１００では、ステップ１０２で、個々の生体細胞を選択で
き得る。図５および６は、例を図説する。図５に示されるように、マイクロ流体デバイス
２００の選択部２１２において生体細胞５０２がある。細胞５０２は、全てが同じ種類の
細胞であり得る。代替的に、細胞５０２は、様々な異なる種類の細胞を含み得る。これに
関わらず、細胞５０２は、例えば入口２０８を通して、マイクロ流体デバイス２００中へ
注入され得る。
【００４９】
　方法１００では、様々な異なる基準または所望の特徴のいずれかに基づいて細胞５０２
の１または２以上を個々に選択でき得る。例えば、方法１００では、ステップ１０２の一
環として、デバイス２００の選択部２１２における細胞５０２を１または２以上の特定の
特徴のためにテストし、および特徴（単数）または特徴（複数）を有すると決定されたそ
の細胞５０２選択する。別の例として、方法１００では、特徴（単数）または特徴（複数
）を有さないと決定されたその細胞５０２を選択でき得る。
【００５０】
　ステップ１０２の一環としてテストされ得る特徴の例は、細胞５０２の寸法および／ま
たは形態（例えば、形状と構造）を含み得る。したがって、例えば、検出器２２４は、デ
バイス２００の選択部２１２における細胞５０２の画像を捕捉し得る。細胞５０２の捕捉
された画像は、１または２以上の事前設定された寸法または形態の特徴を満たす細胞５０
２の１つを識別するために解析され得る。例えば、細胞５０２の捕捉された画像は、寸法
に関連した以下のような特徴の１または２以上を満たす、細胞５０２の１つを識別するた
めに解析されることができ、該特徴は：事前設定された寸法閾値より大きい、より小さい
、または実質的に等しい、もしくは、高い寸法閾値と低い寸法閾値との間の寸法範囲内な
どがある。
【００５１】
　別の例として、細胞５０２の捕捉された画像は、細胞５０２の形状および／または構造
に関する事前設定された形態の特徴の１または２以上を満たす細胞５０２のそれを識別す
るために解析され得る。これに関わらず、細胞５０２の捕捉された画像は、ヒトのオペレ
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ータによって表示（例えば、電子ディスプレイデバイス（示されず））および解析され得
る。代替的または追加的に、細胞５０２の捕捉された画像は、制御モジュール２３０によ
って解析され得る。例えば、制御モジュール２３０は、メモリ２３４において格納される
機械可読命令（例えば、ソフトウェア、ファームウェアまたは同様のもの）、および／ま
たは、かかる画像を解析し、および寸法または形態に関する特定の基準を満たす細胞５０
２のそれを識別するための組み込み実配線の電子回路（示されず）を含み得る。
【００５２】
　ステップ１０２の一環としてテストでき得る特徴の他の例は、細胞５０２が、特定の物
質（例えば、特定のプロテイン、特定の抗体、または同様のもの）の１または２以上を含
むまたは作り出す（例えば、発現または分泌）ことができるかどうかを決定することを含
む。例えば、細胞５０２は、かかる特定の物質の１または２以上の存在に顕著に検出でき
る方法で反応する試薬と共に処理され得る（デバイス２００の選択部２１２中へ充填され
る前または後）。かかる試薬の例は、特定の物質を含むまたは作り出す染色細胞５０２の
マーカーを含む。検出器２２４は、デバイス２００の選択部２１２において処理された細
胞５０２の画像を捕捉し得、および細胞５０２の画像は、特定の物質の存在（または不在
）を指摘する細胞５０２のそれを識別するために解析され得る。言及されたように、細胞
５０２の画像は、ヒトの利用者によって表示および解析され得、および／または上記で検
討されたように概して制御モジュール２３０によって解析される。寸法、形態、および／
またはタンパク質の発現（例えば、抗体の発現）などの細胞性の特徴を検出する方法は、
例えば、共に2014年10月22日に出願されたU.S.特許出願第14/520,568号および14/521,447
号で説明されており、参照によりその両方の全体が本明細書に組み込まれる。
【００５３】
　デバイス２００の選択部２１２における細胞５０２の画像を解析するようにプログラム
された検出器２２４および／またはコントローラ２３０は、特定の特徴のために個々の生
体細胞を識別するための手段の例であり得る。
【００５４】
　したがって、ステップ１０２で、方法１００では、１または２以上の特定の特徴（異な
る特徴であり得る）のために、デバイス２００の選択部２１２における細胞５０２をテス
トし、およびこれらの特定の特徴の１または２以上の陽性をテストする細胞５０２の１ま
たは２以上を選択できる。代替的に、方法１００では、ステップ１０２で、かかる特徴の
ために陰性をテストする細胞５０２の１または２以上を選択できる。
【００５５】
　これに関わらず、方法１００では、ステップ１０４で、ステップ１０２でデバイス２０
０の選択部２１２から選択された細胞５０２を、デバイス２００の単離部２１４における
単離囲い２５２中へ移動でき得る。例えば、各選択された細胞５０２は、各囲い２５２が
ステップ１０２で選択された唯一の細胞５０２を含有するように、異なる囲い２５２中へ
移動でき得る。
【００５６】
　図６は、デバイス２００の選択部２１２における個々の細胞５０２を選択して（ステッ
プ１０２の一部であり得る）、選択された個々の細胞５０２を単離囲い２５２中へ移動す
る（ステップ１０４）例を図説する。図６に示されるように、方法１００では、デバイス
２００の選択部２１２における光トラップ６０２で所望の細胞５０２を捕えることによっ
て、ステップ１０２で特定の、個々の細胞５０２を選択できる。例えば、図４Ａおよび４
ＢのＯＥＴデバイス４００として構成されるマニピュレータ２２２（図２Ａ～２Ｃ参照）
は、個々の細胞５０２を捕える光トラップ６０２を生み出し得る。次にＯＥＴデバイス４
００は、光トラップ６０２を囲い２５２中に移動し得、それにより捕えられた細胞５０２
を囲い２５２中へ移動する。図説されたように、各細胞５０２は、個々に捕えられ、およ
び保持囲い２５２中へ移動され得る。
【００５７】
　光トラップ６０２は、図４Ａおよび４Ｂに関連して上記で検討されたように、マイクロ
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流体デバイス２００のチャネル２４０の内表面２４２の上に投影される光の変化パターン
４２２の一部であり得る。選択された細胞５０２が囲い２５２に入ると、細胞５０２に対
応する光トラップ６０２は電源が切られる。検出器２２４は、細胞５０２および囲い２５
２の画像を含む、チャネル２４０の全てまたは一部の画像を捕捉し得、およびこれらの画
像は、特定の、個々の細胞５０２を捕えて、および特定の囲い２５２中へ移動することを
促進する。したがって、検出器２２４および／またはマニピュレータ２２２（例えば、図
４Ａおよび４ＢのＯＥＴデバイスとして構成された）は、デバイス２００の単離部２１４
において個々の細胞５０２を選択部２１２から選択および囲い２５２中へ移動するための
手段の１または２以上の例であり得る。
【００５８】
　マニピュレータ２２２は、個々の生体細胞５０２を選択して（例えば、デバイス２００
の選択部２１２および／または囲い２５２）、および選択された個々の細胞５０２を（例
えば、単離囲い２５２中または外へ）移動するための手段の例である。したがって、本明
細書において図説、検討または開示されたマニピュレータ２２２の構成のいずれかは、デ
バイス２００における個々の生体細胞５０２を選択する、および／またはデバイス２００
において選択された個々の細胞５０２を移動するための手段の例であり得る。重力などの
全地球的に作用する力（例えば、マイクロ流体デバイス２００を傾けるか、または傾け可
能なサポートを使用して適用される）は、細胞５０２の移動を補助するために使用でき得
る。代替的に、水性の媒体の小滴内に含有される個々の細胞５０２が、ＯＥＷデバイスを
使用して選択され、および保持囲い２５２中へ移動され得る。
【００５９】
　上記で言及されたように、代替的に、細胞５０２は、ステップ１０２の前に囲い２５２
にあってもよく、方法１００では、ステップ１０２で、上記のように概してに１またｈ２
以上の特徴のために囲い２５２における細胞５０２を選択でき得る。方法１００では、ス
テップ１０４で、選択されなかった細胞５０２を囲い２５２の外に移動して、選択された
細胞５０２を囲い２５２に残すことができる。
【００６０】
　図１を再び参照して、方法１００では、ステップ１０６で、単離囲い２５２における細
胞５０２を溶解できる。図７および８は、囲い２５２における細胞５０２を溶解する例を
図説し、したがってそれは囲いの溶解の例であり得る。ステップ１０６で溶解された細胞
５０２は、図７～１２において７０２でラベルされる。
【００６１】
　図７に示されるように、単離囲い２５２における細胞５０２は、デバイス２００の単離
部２１４を通した溶解試薬７０６の流れ７０４によって、溶解細胞７０２を作り出すため
に溶解され得る。例えば、溶解試薬７０６は、溶解試薬７０６が囲い２５２の内側空間２
５６中へ入り（例えば、囲い２５２の開口２５８を通した拡散によって）、および囲い２
５２における細胞５０２を溶解するのに十分な期間、入口２０８から出口２１０へ流され
得る。示されていないが、その後の媒体２４４は、溶解試薬７０６をデバイス２００から
十分に洗い流すように、デバイスの単離部２１４を通して流され得る。代替的に、融解試
薬７０６の１または２以上の小滴は、各囲い２５２中へ移動され（例えば、ＯＥＷデバイ
スを使用して）、溶解される細胞５０２を含む小滴とマージされ得る。
【００６２】
　溶解試薬７０６は、当技術分野で周知の好適な溶解バッファのいずれか（または、組み
合わせ溶解／核酸結合バッファ）であり得る。例えば、溶解バッファは、緩衝剤、キレー
ト剤、塩、洗浄剤またはカオトロピック剤、ＲＮａｓｅ阻害剤、プロテアーゼ、変性剤、
または、それらのいずれの組み合わせを含み得る。緩衝剤は、例えば、トリス塩酸などの
トリス緩衝剤（例えば、約１０ｍＭ～約１００ｍＭの濃度で）であり得る。緩衝剤は、生
理学的－相溶性のｐＨ（例えば、約ｐＨ７．０～約ｐＨ８．５）を提供し得る。キレート
剤は、例えば、ＥＤＴＡまたはＥＧＴＡ（例えば、約１ｍＭ～約１０ｍＭの濃度で）など
の二価陽イオンキレート剤であり得る。
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【００６３】
　塩は、例えば、塩化リチウム、塩化ナトリウムまたは塩化カリウム（例えば、約１００
ｍＭ～約１Ｍの濃度で）などの塩化物塩であり得る。洗浄剤は、例えば、硫酸ドデシルナ
トリウム（ＳＤＳ）、硫酸ドデシルリチウム（ＬｉＤＳ）または同様のもの（例えば、約
０．１％～約１．０％の濃度）などのイオン性洗浄剤、もしくはＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０（登録商標）、ＮＰ－４０（登録商標）、Ｔｗｅｅｎ（登録商標）洗浄剤（例えば、Ｔ
ｗｅｅｎ２０（登録商標））または同様のもの（例えば、約０．１％～約２．０％の濃度
で）などの非イオン性洗浄剤でありうる。カオトロピック剤は、例えば、グアニジン（塩
化グアニジンまたはグアニジンイソチオシアネート）または尿素（例えば、約０．１Ｍ～
約６．０Ｍの濃度で）を含み得る。ＲＮａｓｅ阻害剤は、マイクロリットルあたり、約０
．１～２．０ユニットの濃度であり得る。
【００６４】
　プロテアーゼは、例えば、プロテイナーゼＫまたは同様のもの（例えば、約１００ｎｇ
／ｍｌ～約１ｍｇ／ｍｌの濃度で）であり得る。変性剤は、例えば、ホルムアミドまたは
ＤＴＴ（例えば、約０．０１Ｍ～約１Ｍの濃度で）を含み得る。したがって、ある態様に
おいて、溶解試薬７０６は、緩衝剤（例えば、トリス塩酸）、塩化物塩（例えば、塩化ナ
トリウム）、イオン性および／または非イオン性洗浄剤（例えば、ＳＤＳ）、プロテイナ
ーゼ、およびＲＮａｓｅ阻害剤を含み得る。他の態様において、溶解試薬７０６は、緩衝
剤（例えば、トリス塩酸）、塩化物塩（例えば、塩化リチウム）、二価陽イオンキレート
剤（例えば、ＥＤＴＡ）、変性剤（例えば、ＤＴＴ）、およびイオン性および／または非
イオン性洗浄剤（例えば、ＬｉＤＳ）を含み得る。
【００６５】
　図８は、溶解細胞７０２を作り出すために囲い２５２における細胞５０２を溶解する別
の例を図説する。示されるように、図８は、デバイス２００の一部または分離したもので
あり得る、溶解機構８０６を含む。溶解機構８０６は、溶解細胞７０２を作り出すために
、囲い２５２における細胞５０２の１または２以上に溶解ビーム８０８を向けるように制
御し得る。各溶解ビーム８０８は、細胞５０２の１つを溶解するのに十分なエネルギーを
含み得る。溶解機構８０６は、例えば、レーザー機構であり得、および溶解ビーム８０８
は、レーザービームを含み得る。溶解機構８０６は、細胞５０２の特定の１つに溶解ビー
ム８０８を向けるように制御し得る（例えば、図２Ａの制御モジュール２３０によって）
。
【００６６】
　溶解機構８０６は、個々の細胞５０２を選択的に一度に一つずつ溶解するように制御さ
れ得る。例えば、溶解機構８０６は、囲い２５２における細胞５０２を一つずつ順次連続
的に一度の溶解するように制御され得る。別の例として、溶解機構８０６は、囲い２５２
における１つ以上で全てより少ない細胞５０２のサブセットを実質的に並行して溶解する
ように制御され得る。さらに別の例として、溶解機構８０６は、囲い２５２における細胞
５０２のすべてを実質的に同時に溶解するように制御され得る。
【００６７】
　図７および８は、囲い２５２における細胞５０２を溶解する例を図説する。溶解の他の
例は、電気穿孔法、温度（例えば、溶解閾値の上限を超える熱、または溶解閾値の下限よ
以下の冷気）、電界エネルギー、または音響エネルギーを囲い２５２における細胞５０２
の１または２以上に適用することを含む。例えば、溶解機構８０６は、細胞５０２を溶解
するために細胞５０２の１または２以上に電気穿孔法、電界エネルギー、または音響エネ
ルギーを適用する、またはその温度を制御するための同様の機構に置き換え得る。細胞５
０２を溶解するための代替的な別の例は、細胞５０２を捕捉して、刃構造、槍構造または
同様のものなどの機械的穿刺デバイス（示されず）と接触させるために（例えば、図２Ａ
～２Ｃのマニピュレータ２２２で）移動することである。ステップ１０６で溶解細胞７０
２を作り出すために、前述のまたは他のデバイスおよび方法のいずれかが、囲い２５２に
おける細胞５０２の１または２以上を溶解するために使用され得る。
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【００６８】
　どのように溶解されるかに関わらず、溶解細胞７０２の膜は、溶解細胞７０２からの核
酸材料が溶解細胞７０２の外に対応する囲い２５２の内側空間中（または、対応する囲い
２５２内に包含される水性の小滴内）へ自由に流れるように、十分に破壊される。図９に
おいて示される例は、囲い２５２における溶解細胞７０２からの核酸材料９０２を示す。
言及されたように、単離囲い２５２は、１つの囲い２５２における溶解細胞７０２からの
核酸材料９０２が、別の囲い２５２における異なる溶解細胞７０２からの核酸材料９０２
中へ流れて混合されることを防ぎ得る。単離囲い２５２はまた、１つの囲い２５２におけ
る小滴、材料、要素または物体（例えば、以下で検討される捕捉物体１００２）が、他の
囲い２５２における小滴、材料、要素または物体と混合されることを防ぎ得る。
【００６９】
　核酸材料９０２は、例えば、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）、リボ核酸（ＲＮＡ）または
同様のものを含み得る。かかるＤＮＡは、ミトコンドリアＤＮＡ（ｍｉｔＤＮＡ）、核Ｄ
ＮＡ（ｎＤＮＡ）、またはエキソームＤＮＡを含む、いずれの種類のＤＮＡであり得る。
かかるＲＮＡは、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）、
リボゾームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）、核内低分子ＲＮＡ（ｒｎＲＮＡ）、または転移ＲＮＡ（
ｔＲＮＡ）を含む、いずれの種類のＤＮＡであり得る。
【００７０】
　溶解エネルギー８０８（例えば、レーザービーム）を生み出して単離囲い２５２におけ
る個々の細胞５０２に向けるように構成される溶解機構８０６（例えば、レーザー）、単
離囲い２５２における細胞５０２に電気穿孔法で穴をあけるように構成される電気穿孔デ
バイス、細胞５０２を十分に溶解するように単離囲い２５２における細胞５０２を熱する
または冷却するように構成される温度制御デバイス、または細胞５０２を溶解するように
単離囲い２５２における細胞５０２に十分な音響エネルギーを適用するように構成される
音響デバイスは、全て、単離囲い２５２における細胞５０２を溶解するための溶解手段の
例である。
　いくつかの態様において、方法１００では、ステップ１０６の一環として、囲い２５２
における細胞５０２の１または２以上の溶解の時間を制御し得る。
【００７１】
　例えば、方法１００では、ステップ１０６の一環として、細胞５０２を選択するための
ステップ１０２で使用される細胞５０２の１または２以上の特徴に対応するように、囲い
２５２における１または２以上の細胞の溶解の時間を合わせ得る。したがって、方法１０
０では、ステップ１０２の一環として検出された細胞５０２の特定の形態または寸法、も
しくは材料構成、もしくは細胞５０２からの分泌に対応するように、囲い２５２における
１または２以上の細胞の溶解タイミングを制御できる。したがって、例えば、第１の寸法
範囲の寸法を有する囲い２５２における１または２以上の細胞５０２が、第１の時間に溶
解され、次に第２の寸法範囲（第１の寸法範囲と異なり得る）の寸法を有する囲い２５２
における１または２以上の細胞５０２が、第２の時間（第１の時間と異なる（例えば、時
間的に遅いまたは早い）時間であり得る）に溶解され得る。
【００７２】
　別の例として、特定の形態特徴を有する囲い２５２における細胞５０２が第１の時間で
溶解され得、次に異なる形態特徴を有する囲い２５２における細胞５０２が第２の時間（
例えば、第１の時間と異なる（例えば、時間的に遅いまたは早い）時間であり得る）で溶
解され得る。ある態様において、１または２以上の細胞を溶解するのに要する総時間は、
例えば、約１～約１０分（例えば、約５～約１０分）であり得る。
【００７３】
　ステップ１０６で溶解のタイミングを制御する別の例として、方法１００では、特定の
事象に対応するように囲い２５２における１または２以上の細胞５０２の溶解の時間を合
わせ得る。例えば、ステップ１０６は、特定の事象のために囲い２５２および／または選
択領域２１２を監視することを含み得るものであり、および、方法１００では、囲い２５
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２における１または２以上の細胞５０２の溶解の時間を検出される事象から合わせ得る。
事象の例は、囲い２５２または選択領域２１２における１または２以上の細胞５０２の形
態または分泌または分割における変化を含み得る。囲い２５２および／または選択領域２
１２の画像を検出器２２４で捕捉することによって、かかる事象のために選択領域２１２
および／または囲い２５２を監視でき、ならびに、画像は、ヒトのオペレータ、および／
または、かかる画像を概して上記で検討されたように解析するように構成された（例えば
、ソフトウェア、マイクロコード、ファームウェア、または同様のものでプログラムされ
た）制御モジュール２３０によって解析され得る。
【００７４】
　溶解のタイミングは、上記で検討された溶解機構のいずれかを制御することによって制
御され得る。例えば、ヒトの利用者および／または制御モジュール２３０は、囲い２５２
における特定の細胞５０２を特定の時間で溶解するように、溶解機構８０６を制御し得る
。別の例として、示されてはいないが、デバイス２００は、チャネル２４０の様な多数の
チャネルを含み得るものであり、これらチャネル２４０の各々は、単離囲い２５２のセッ
トを含み得る。かかる各チャネル２４０における囲い２５２における細胞５０２の溶解時
間は、各チャネル２４０への溶解の適用を選択的に制御することによって制御され得る。
例えば、溶解試薬（例えば、７０６の様な）は、各個々のチャネル２４０を通して異なる
回数で流され得る。別の例として、溶解温度、溶解電界エネルギー、溶解音響エネルギー
、または同様のものは、各チャネル２４０に異なる回数で選択的に適用でき得る。
【００７５】
　再び図１を参照して、ステップ１０６で溶解された細胞からの１または２以上の種類の
核酸材料は、ステップ１０８で、囲いにおける１または２以上の捕捉物体と共に捕捉され
得る。囲い２５２の１つを描く図１０は、例を図説する。
【００７６】
　図１０に示されるように、１または２以上の捕捉物体１００２（２つが示されるがそれ
以上またはそれ以下であり得る）は、溶解細胞７０２と共に囲い２５２の内側空間２５６
において配置され得る。分かるように、かかる各捕捉物体１００２は、囲い２５２におけ
る溶解細胞７０２からの特定の種類の核酸材料９０２に結合するように構成され得る。デ
バイス２００における囲い２５２の各々において１または２以上の類似の捕捉物体が存在
し得る。
【００７７】
　図１１は、物体１００２の構成例を図説する。つまり、デバイス２００の囲い２５２の
いずれかにおける各捕捉物体１００２は、図１１において図説される捕捉物体１００２の
様に構成され得る。
【００７８】
　図１１に示されるように、捕捉物体１００２は、基部１１０２および捕捉材料１１０４
を含み得る。基部１１０２は、マイクロ－ビーズ、マイクロ－ロッド、または同様のもの
などのマイクロ－物体であり得る。基部は、例えば、ストレプトアビジン被覆のビーズ、
磁気ビーズ、または同様のものであり得る。捕捉材料１１０４は、他の種類の核酸材料よ
りも、非常に大きな（例えば、２倍、３倍、５倍、１０倍、またはそれ以上大きな）特異
性で特定の種類の核酸材料に結合する材料を含み得る。例えば、捕捉材料１１０４は、他
の種類のＤＮＡまたはＲＮＡのいずれかよりも、大きな（例えば、２倍、３倍、５倍、１
０倍、またはそれ以上大きな）特異性で特定の種類のＤＮＡまたはＲＮＡ（上記で確認さ
れたいずれかの種類のＤＮＡまたはＲＮＡ）に結合し得る。
【００７９】
　溶解細胞７０２を伴う囲い２５２における各捕捉物体１００２は、異なる捕捉材料１１
０４を有し得るため、囲い２５２における溶解細胞７０２から異なる種類の核酸材料（例
えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）を捕捉する。代替的に、溶解細胞７０２を伴う囲い２５２に
おける各捕捉物体１００２は、同じ捕捉材料１１０４を有し得る。１つの例において、ｍ
ＲＮＡに結合するためにｐｏｌｙ－ｄＴオリゴが使用され得る。代替的に、オリゴは、抗
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体重鎖および／または軽鎖をエンコードするｍＲＮＡの保存された領域に特異的に結合し
得る。
【００８０】
　図１１にも示されるように、各捕捉物体１００２は、捕捉物体１００２を一意的に識別
するコードを含み得る。囲い２５２における各捕捉物体１００２は、したがって、デバイ
ス２００における捕捉物体１００２の全てが別々に一意的に識別され得るように、一意的
な識別子１１０６を有し得る。
【００８１】
　識別子１１０６は、捕捉物体１００２を一意的に識別し、および１つの捕捉物体１００
２を別の捕捉物体１００２と区別するのを促進し得る要素または材料のいずれかであり得
る。例えば、識別子１１０６は、捕捉物体１００２を一意的に識別する生体物質を含み得
る。一意的な、ユーザー指定の配列を有するように製造された、オリゴヌクレオチド（例
えば、比較的短い、一本鎖のＤＮＡまたはＲＮＡ分子）などの人工的な核酸材料は、かか
る識別子１１０６の例である。複数の捕捉物体１００２の各々の識別子１１０６は、異な
るかかるユーザー指定の配列を有し得、捕捉物体１００２が別々に簡単に区別されること
を可能にする。別の例として、識別子１１０６は、捕捉物体１００２を一意的に識別する
コードを具備する、電子的、光学的または磁気的に可読の要素を含み得る。
【００８２】
　捕捉物体１００２は、図１のステップ１０８の一環として囲い２５２中に置かれ得る。
代替的に、捕捉物体１００２は、ステップ１０２～１０６のいずれかの前、間または後に
、囲い２５２中に置かれ得る。捕捉物体１００２は、捕捉物体１００２と標的核酸との間
の結合を促す結合バッファに沿って、囲い２５２中に置かれ得る。
【００８３】
　結合バッファは、上記のような溶解バッファと同一であり得る。したがって、例えば、
化合された溶解／結合バッファは、図１の方式のステップ１０６および１０８の両方のた
めに使用され得る。ある態様において、好適な溶解／結合バッファは、緩衝剤、キレート
剤、塩、洗浄剤、変性剤、またはこれらいずれかの組み合わせを含み得る。緩衝剤は、例
えば、トリス塩酸などのトリス緩衝剤（例えば、約１０ｍＭ～約１００ｍＭの濃度で）で
あり得る。緩衝剤は、生理学的－相溶性のｐＨ（例えば、約ｐＨ７．０～約ｐＨ８．５）
を提供し得る。キレート剤は、例えば、ＥＤＴＡまたはＥＧＴＡ（例えば、約１ｍＭ～約
１０ｍＭの濃度で）などの二価陽イオンキレート剤であり得る。
【００８４】
　塩は、例えば、塩化リチウム、塩化ナトリウムまたは塩化カリウム（例えば、約１００
ｍＭ～約１Ｍの濃度で）などの塩化物塩であり得る。洗浄剤は、例えば、硫酸ドデシルナ
トリウム（ＳＤＳ）、硫酸ドデシルリチウム（ＬｉＤＳ）または同様のもの（例えば、約
０．１％～約１．０％の濃度）などのイオン性洗浄剤、もしくはＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０（登録商標）、ＮＰ－４０（登録商標）、Ｔｗｅｅｎ（登録商標）洗浄剤（例えば、Ｔ
ｗｅｅｎ２０（登録商標））または同様のもの（例えば、約０．１％～約２．０％の濃度
で）などの非イオン性洗浄剤でありうる。変性剤は、例えば、ホルムアミドまたはＤＴＴ
（例えば、約０．０１Ｍ～約１Ｍの濃度で）を含み得る。したがって、例えば、化合され
た溶解／結合バッファは、緩衝剤（例えば、トリス塩酸）、塩化物塩（例えば、塩化リチ
ウム）、二価陽イオンキレート剤（例えば、ＥＤＴＡ）、変性剤（例えば、ＤＴＴ）、お
よびイオン性および／または非イオン性洗浄剤（例えば、ＬｉＤＳ）を含み得る。
【００８５】
　ある態様において、好適な結合バッファは、緩衝剤、キレート剤、塩、または、それら
のいずれの組み合わせを含み得る。緩衝剤は、例えば、トリス塩酸などのトリス緩衝剤（
例えば、約１０ｍＭ～約１００ｍＭの濃度で）であり得る。緩衝剤は、生理学的－相溶性
のｐＨ（例えば、約ｐＨ７．０～約ｐＨ８．５）を提供し得る。キレート剤は、例えば、
ＥＤＴＡまたはＥＧＴＡ（例えば、約１ｍＭ～約１０ｍＭの濃度で）などの二価陽イオン
キレート剤であり得る。塩は、例えば、塩化リチウム、塩化ナトリウムまたは塩化カリウ
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ム（例えば、約１００ｍＭ～約１Ｍの濃度で）などの塩化物塩であり得る。したがって、
例えば、緩衝剤は、緩衝剤（例えば、トリス塩酸）、塩化物塩（例えば、塩化リチウム）
、および二価陽イオンキレート化剤（例えば、ＥＤＴＡ）を含み得る。
【００８６】
　特定の個々の捕捉物体１００２は、囲い２５２の各々において置かれ得、例えば、同様
に、選択された細胞５０２は、囲い２５２中に置かれ：捕捉物体１００２は、入口２０８
を通してデバイス２００の選択部２１２中へ充填され得、および特定の個々の捕捉物体１
００２は、上記で検討されたように、概して選択された細胞５０２が光トラップ６０２に
よって捕えられおよび囲い２５２中へ移動される様に、光トラップ（示されず）で個々に
捕えられ、および特定の囲い２５２中へ移動され得る。代替的に、捕捉物体１００２は、
水性の小滴内に含有され得、小滴は例えばＯＥＷを使用して囲い２５２中へ移動され得る
。個々の捕捉物体１００２は、囲い２５２中へ移動され得、かかる移動は、並行して、一
つずつが連続して、または一部が並行しておよび一部が連続して起こり得る。
【００８７】
　言及されたように、溶解細胞７０２を伴う囲い２５２における１または２以上の物体１
００２の各々は、異なる捕捉材料１１０４を有し得、したがって、異なる、特定の種類の
核酸材料を囲い２５２における溶解細胞７０２から捕捉し得る。
【００８８】
　言及されたように、各囲い２５２の筐体２５４は、核酸材料９０２を囲い２５２の内側
空間２５６内に保つように構成され得る。代替的または追加的に、ブロック物体１００４
は、例えば、図１０において図説されるように、概して囲い２５２の開口２５８において
置かれ得る。ブロック物体１００４は、囲い２５２における溶解細胞７０２からの異なる
種類の核酸材料９０２のほとんどまたは全てと比較的高い特異性で結合するように構成さ
れ得ることを除いては、概して捕捉物体１００２と類似し得る。他に代替的に、ＯＥＷ－
タイプの構成に使用されるオイルは、単離囲い２５２（例えば、チャネル）と、任意に囲
い２５２の開口２５８との間の空間において位置づけられ得る。ブロック物体１００４ま
たはオイル（示されず）は、囲い２５２からの溶解細胞７０２からの核酸材料９０２が、
囲い２５２を逃れ、および別の囲い２５２における核酸材料９０２と混合することを防ぐ
。
【００８９】
　ブロック物体１００４は、捕捉物体１００２と類似のものであり得る。例えば、ブロッ
ク物体１００４は、基部（示されないが、図１１の基部の様であり得る）および捕捉材料
（示されないが、捕捉材料１１０４の様であり得る）を含み得る。言及されたように、し
かしながら、ブロック物体１００４の捕捉材料（示されず）は、囲い２５２における溶解
細胞７０２からの核酸材料９０２のほとんどまたは全てと結合し得る。
【００９０】
　図７～１０において図説される例において、囲い２５２における細胞５０２の外側膜お
よび細胞５０２の内側にある要素の膜のゼロから全てまでのいずれの数の膜も、図１のス
テップ１００６で溶解され得る。したがって、各溶解細胞７０２は、自身の外側膜、およ
びステップ１０６で溶解された細胞７０２の内側の内部膜のいずれかを、有さないか、い
くつか有するか、またはすべてを有し得るものであり、核酸材料９０２は、溶解細胞７０
２の内側の核酸材料９０２のいくつかまたは全てを含み得る。上記で検討されたように、
ステップ１０８で、囲い２５２における特定の種類の核酸材料９０２は囲い２５２におけ
る１または２以上の捕捉物体１００２で捕捉できる。
【００９１】
　図１２Ａおよび１２Ｂは、膜の全てではなく、細胞５０２の膜の選択された１または２
以上だけが溶解されるように実施され得る、図１のステップ１０６の例を図説する。
【００９２】
　図１２Ａ（図１０の様に、デバイス２００における囲い２５２の１つを示す）は、囲い
２５２における細胞５０２の成分例を図説する。細胞５０２の成分は、細胞核１２０４お
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よび細胞小器官（２つが示されるが、それ以上またはそれ以下であり得る）を含み得る。
知られているように、外側膜１２０２は、細胞の境界であり、核膜１２０６は、細胞核１
２０４の境界であり、ミトコンドリア膜１２１０は、各細胞小器官１２０８の境界である
。
【００９３】
　図１２Ｂに示されるように、ステップ１０６で、囲い２５２における細胞５０２の全て
の膜１２０２、１２０６、１２１０を溶解するのではなく、膜１２０２、１２０６、１２
１０の１または２以上であるが全てより少ない膜をステップ１０６で溶解し得る。例にお
いて、図１２Ｂにおいて図説される、細胞５０２の核膜１２０６ではなく外側膜１２０２
、または、ミトコンドリア膜１２１０のいずれかが、ステップ１０６で溶解される。した
がって、解放された核酸材料１２２２は、細胞核１２０４または各細胞小器官１２０８の
内部からの核酸材料を含まない。したがって、図１２Ｂにおいて図説された例において、
解放された核酸材料１２２２は、ＲＮＡ（例えば、上記で識別されたいずれの種類のＲＮ
Ａ）であり得る。
【００９４】
　したがって、ステップ１０６は、概して上記で検討されたように、溶解細胞７０２から
現在解放された核酸材料１２２２の種類の１または２以上を捕捉するように実施され得る
。例えば、図１２Ｂにおいて示されるように、溶解細胞７０２から解放された１または２
以上の種類の核酸材料１２２２を捕捉するように構成された１または２以上の物体１００
２ａ（１つが示されるがそれ以上であり得る）が囲い２５２においてあり得る。
【００９５】
　図１２Ｃおよび１２Ｄにおいて図説されるように、ステップ１０６および１０８は、囲
い２５２における現在の溶解細胞７０２の１または２以上のさらなる膜を溶解するように
１または２以上の回数で繰り返され得、したがって、各さらなる膜が溶解されることで解
放されるさらなる種類の核酸材料を解放および捕捉する。
【００９６】
　図１２Ｃにおいて図説された例において、各細胞小器官１２０８の１つのミトコンドリ
ア膜１２１０は、図１のステップ１０６の繰り返しで溶解され、それで現在の溶解細胞小
器官１２３８から核酸材料１２２４を解放し得る（溶解細胞小器官１２０８は図１２にお
いて１２３８でラベルされる）。解放された核酸材料１２２４は、通常細胞小器官で見つ
けられるｍｔＤＮＡなどの核酸材料を含み得る。したがって、図１のステップ１０８は、
溶解細胞小器官１２３８から解放された１または２以上の種類の核酸材料１２２４を捕捉
するために、概して上記で検討されたように繰り返され得る。例えば、図１２Ｃにおいて
示されるように、溶解細胞小器官１２３８から解放された１または２以上の種類の核酸材
料１２２４を捕捉するように構成された１または２以上の物体１００２ｂ（１つが示され
るがそれ以上であり得る）が囲い２５２においてあり得る。細胞核１２０４を溶解する前
に細胞小器官１２０８が溶解されるこの例においては、囲い２５２の内側空間２５６にお
ける細胞核１２０４からの自由な核ＤＮＡがないため、溶解細胞小器官１２０８からの高
い濃縮性のｍｔＤＮＡが捕捉され得る。
【００９７】
　図１２Ｄにおいて図説された例において、細胞核１２０４からの核膜１２０６は、図１
のステップ１０６の別の繰り返しで溶解され得、現在の溶解細胞核１２３４から核酸材料
１２２６を解放し得る。（溶解細胞核１２０４は、図１２Ｄにおいて１２３４でラベルさ
れる）。解放された核酸材料１２２６は、細胞の細胞核において通常見つかる、様々な種
類のＤＮＡなどの核酸材料を含み得る。したがって、ステップ１０８は、溶解細胞核１２
３４から解放された１または２以上の種類の核酸材料１２２６を捕捉するために、概して
上記で検討されたように再び繰り返され得る。例えば、図１２Ｄにおいて示されるように
、溶解細胞核１２３４から解放された１または２以上の種類の核酸材料１２２６を捕捉す
るように構成された１または２以上の捕捉物体１００２ｃ（１つが示されるがそれ以上で
あり得る）が囲い２５２においてあり得る。



(23) JP 6603663 B2 2019.11.6

10

20

30

40

50

【００９８】
　図１２Ａ～１２Ｄにおいて図説された例において、膜１２０２、１２０６，１２０８は
、溶解され得、捕捉物体１００２ａ、１００２ｂ、１００２ｃは、上記の図説または検討
のいずれかの方法において、囲い２５２中へ移動され得る。さらに、各捕捉物体１００２
ａ、１００２ｂ、１００２ｃは、ステップ１０８の各繰り返しの最後で囲い２５２から取
り除かれ得（例えば、概して図１３に示され、および以下で検討されるように）、または
、全ての捕捉物体１００２ａ、１００２ｂ、１００２ｃは、ステップ１０８の各繰り返し
の後で囲い２５２から取り除かれ得る（例えば、概して図１３に示され、および以下で検
討されるように）。
【００９９】
　図１２Ｃおよび１２Ｄは、細胞小器官１２０８を溶解し、次に細胞核１２０４を溶解し
たが、他の順序も可能である。例えば、細胞核１２０４は、細胞小器官１２０８を溶解す
る（図１２Ｃで図説されたように）前に、溶解され得る（図１２Ｃで図説されたように）
。別の例として、多数の細胞小器官１２０８が溶解され得（図１２Ｃで図説されたように
）、および核膜１２０６が細胞小器官１２０８の２つを溶解する間に溶解され得る（図１
２Ｃで図説されたように）。図１２Ａ～１２Ｄは、デバイス２００の１つの囲い２５２だ
けを図説しているが、これらの図において図説された捕捉物体１００２を伴う溶解および
捕捉はまた、デバイス１００における他の囲い２５２において実施され得る。図１２Ａ～
１２Ｄにおける細胞５０２の例は、核膜１２０６を有し、したがって真核生物細胞として
図説されているが、図面において図説され、および本明細書で検討される細胞５０２は、
原核生物細胞などの他の種類の細胞であり得る。
【０１００】
　再び図１に戻って、方法１００では、ステップ１００で、囲い２５２の１または２以上
から捕捉物体１００２の１または２以上を取り除き得る。図１３は、光ケージ（cage）１
３０２が囲い２５２における捕捉物体１００２を捕え、および捕捉物体１００２をデバイ
ス２００の搬出部２１６中に移動する例を示す。（したがって、上記で検討または触れら
れた、図４Ａおよび４Ｂにおいて図説されたように構成されるＯＥＴデバイスを含む、い
ずれかのＤＥＰデバイス、および代替的にＯＥＷデバイスが、デバイス２００の単離囲い
２５２における個々の捕捉物体１００２（または、かかる捕捉物体を含有する小滴）を選
択する手段の例であり、選択された捕捉物体１００２を単離囲い２５２の外へ移動する。
）
【０１０１】
　例えば、捕捉物体１００２は、搬出機構２２８のステージ領域２４８へ移動され、およ
び通路２４６を通してデバイス２００から搬出され得る。前述のものは、例えば、上述の
U.S.特許出願第14/520,510号（2014年10月22日に出願）（代理人番号ＢＬ１４－ＵＳ）で
説明されている、いずれかの方法において実施され得る。代替的に、捕捉物体１００２は
、出口２１０を通してデバイス２００から搬出され得る。さらに別に代替的に、ステップ
１１０で囲い２５２から取り除かれた捕捉物体１００２は、デバイス２００における他の
位置に格納されおよび／またはさらに処理され得る。
【０１０２】
　したがって、図１の方法１００では、１または２以上の特定の特徴を有すると決定され
た特定の個々の細胞５０２をマイクロ流体デバイス２００における細胞の群から選択し得
、および方法１００は、囲い２５２の各々が１つだけの選択された細胞５０２を含有する
ように、デバイス２００における単離囲い２５２中へ選択された細胞５０２を個々に置き
得る。方法１００では、核酸材料を囲い２５２の１つにおける単一の細胞５０２から抽出
し得、囲い２５２における１または２以上の捕捉物体１００２で、単一の細胞５０２から
の１または２以上の特定の種類の核酸材料（上記で識別されたＤＮＡまたはＲＮＡの種類
の１または２以上のいずれか）を捕捉し得る。
【０１０３】
　代替的に、方法１００では、１つ以上の細胞５０２を囲い２５２に、および／または単
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一の細胞５０２を囲いに置き得、囲い２５２において育成して、多数のかかる細胞として
倍増させ得る。これに関わらず、したがって、方法１００では、捕捉物体１００２を個々
に取り除き、および、したがって、捕捉物体１００２によって囲い２５２から核酸材料を
捕捉し、デバイス２００から捕捉物体１００２を搬出し、捕捉物体１００２をデバイス２
００における他の位置において格納し、またはデバイス２００における捕捉物体１００２
をさらに処理でき得る。
【０１０４】
　言及されたように、各捕捉物体１００２は、各捕捉物体１００２上の核酸材料と、核酸
材料が由来する細胞５０２とを相関させるのを促進し得る、一意的な識別子１００６を有
し得る。例えば、制御モジュール２３０は、捕捉物体１００２の一意的な識別子１００６
の各々のデジタル記録、および各捕捉物体１００２のための捕捉物体１００２によって捕
捉された核酸材料に関する情報を維持（例えば、メモリ２３４において格納される）する
ようにプログラムされ得る。例えば、コントローラ２３０は、特定の捕捉物体１００２の
一意的な識別子１１０６に関連する以下の情報のいずれもメモリ２３４において格納し得
、かかる情報は：核酸材料が捕捉された特定の囲い２５２の識別、核酸材料が捕捉された
細胞５０２の特徴、捕捉された核酸材料の種類、核酸材料が捕捉された方法の条件、およ
び／または同様のものである。上記に記載されたようにプログラムされるコントローラ２
３０は、捕捉物体と、各捕捉物体によって捕捉された核酸材料に関するデータとの相関を
格納するための手段の例であり得る。
【０１０５】
　事実、図２Ａの制御モジュール２３０は、制御するように構成され得（例えば、ソフト
ウェア、ファームウェア、マイクロコードまたは同様のもの；実配線；または同様のもの
）、または、方法１００のいくつか、ほとんど、または全てをヒトのオペレータによって
制御されるように提供し得る。例えば、制御モジュール２３０は、上記のいずれの方法に
おける方法１００のステップ１０２～１１０のいずれかまたは全てを実行するためのマニ
ピュレータ２２２、検出器２２４、流量コントローラ２２６、および／または出力機構２
２８の操作を制御するように構成され得る。
【０１０６】
　図１に示された方法１００、および図５～１３において図説された方法１００の操作は
、例に過ぎず、変形が考えられる。例えば、ステップ１０２～１１０の１または２以上は
、図１に示されるものと異なる順序において実施され得る。別の例として、ステップ１０
２～１１０の全てが実施される必要はなく、したがって、方法１００は、ステップ１０２
～１１０の全てより少ないステップを含み得る。さらに別の例として、ステップ１０２～
１１０に追加したステップが実施され得る。例えば、捕捉物体１００２の１または２以上
を洗浄するなど、１または２以上の洗浄ステップが、ステップ１０２～１１０のいずれか
の前、間または後で、実施されてもよい。
【０１０７】
　方法１００は上記のように１つの細胞５０２だけを囲い２５２に置き、および各囲い２
５２において単一の細胞５０２からのみ核酸材料を抽出および捕捉するように図説および
記載されているが、さらに別の例として、方法１００は、代替的に多数の細胞５０２を囲
い２５２に置いて、囲い２５２における多数の細胞から核酸材料を抽出および捕捉し得る
。さらに別の例として、個々の細胞５０２が囲い２５２において置かれ、細胞５０２の１
または２以上から核酸材料を抽出および捕捉する前に、育成して多数の細胞に倍増するこ
とを可能にし、育成され溶解される。溶解されなかった追加的な細胞５０２は、溶解細胞
７０２の生存後代（living progeny）として囲い２５２から搬出され得る。
【０１０８】
　図１４は、生体細胞から核酸材料を抽出および捕捉するための別の例の方法１４００を
図説する。分かるように、方法１４００では、選択されたクローン細胞をクローン細胞集
団から単離囲い中へ移動し得、ここで、方法１４００では、クローン細胞を溶解し、およ
び細胞から解放された核酸材料を囲いにおいて捕捉物体で捕捉でき得る。方法ではまた、
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かかる捕捉物体と、捕捉物体によって核酸が捕捉されたクローン細胞が取得されたクロー
ン細胞集団とを相関させる相関記録を格納し得る。
【０１０９】
　図１５は、方法１４００がその上で実施され得るマイクロ流体デバイス１５００の例の
上部断面図を示す。デバイス１５００は、デバイス１５００が選択部２１２ではなく培養
部１５１２を含み得ることを除いて、概してデバイス２００（例えば、図３、４Ａ、４Ｂ
、７および８のいずれにおいて図示された、いずれの変形を含む図２Ａ～２Ｃにおいて図
示されたような）と同様であり得る。示されるように、培養部１５１２において培養囲い
１５５２（２つが示されるが、それ以上またはそれ以下であり得る）が存在し得る。培養
囲い１５５２以外にも、培養囲い１５１２は、本明細書において図示または記載されたい
ずれの変形を含む図２Ａ～２Ｃの選択部２１２と概して同一または類似であり得る。
【０１１０】
　培養囲い１５５２の例が、図１５において図説される。示されるように、各培養囲い１
５５２は、概して単離囲い２５２に類似し得る。例えば、培養囲い１５５２は、内側空間
１５５６、およびチャネル２４０から内側空間１５５６への開口１５５８を画定する筐体
１５５４を含み得る。筐体１５５４、内側空間１５５６、および開口１５５８は、それぞ
れ、図２Ａ～２Ｃのデバイス２００の筐体２５４、内側空間２５６、および内側空間２５
６（本明細書において図示または記載されたいずれの変形も含む）と概して類似し得る。
例えば、筐体１５５４は、筐体２５４に関して上記で触れた材料のいずれも含み得る。
【０１１１】
　別の例として、各単離囲い１５５２の開口１５５８は、囲い１５５２における液体媒体
２４４と、囲い１５５２の開口１５５８で流出する液体媒体２４４との自然交換を可能に
するために寸法決めおよび位置づけられ得る。そうでなければ、しかし、筐体１５５４は
、１つの培養囲い１５５２の内側空間１５５６における生体細胞、細胞、または物体と、
別の培養囲い１５５２のいずれかの内側空間１５５６におけるかかる生体細胞、細胞、ま
たは物体との混合を防ぐように、培養囲い１５５２の内側空間１５５６を十分に囲い得る
。
【０１１２】
　図５において図説された培養囲い１５５２の数、パターンおよび構成は、例であって、
変形が可能である。例えば、各培養囲い１５５２は、代わりに図３において図説された囲
い３５２の様であり得る。
【０１１３】
　概して図１５に図示されるように、クローン細胞１５０４の集団（colony）は、培養囲
い１５５２の１または２以上において培養され得る。図１５の例において、クローン細胞
１５０２ａの第１集団１５０４ａは、第１培養囲い１５５２ａにおいて培養され、および
クローン細胞１５０２ｂの第２集団１５０４ｂは、第２培養囲い１５５２ｂにおいて培養
される。言及されたように、２つ以上の培養囲い１５５２があり得、クローン細胞１５０
２の異なる集団１５０４が、いずれかの数の培養囲い１５５２の各々において培養され得
る。
【０１１４】
　各かかる集団１５０４は、親細胞を囲い２５２中に置き、親細胞が囲い１５５２におい
て娘細胞を作り出すことを可能にすることによって、培養囲い１５５２の１つにおいて生
成され得る。例えば、親細胞および結果として生じる娘細胞は、チャネル２４０における
媒体２４４の培養囲い１５５２の開口１５５８で流出する流れにおいて栄養塩類の流れを
提供することによって、囲い１５５２において培養され得る。例えば、開口１５５８を通
した媒体２４４の拡散によって、かかる栄養塩類は囲い１５５２中に流れ、および細胞廃
棄物は囲い１５５２中の外へ流れ得る。
【０１１５】
　したがって、特定の培養囲い１５５２における細胞１５０２の全ては、囲い１５５２中
に置かれた親細胞、および親細胞によってまたはから作り出された娘細胞からのみで成り
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得る。したがって、例えば、第１培養囲い１５５２ａにおける第１集団１５０４ａにおけ
る細胞１５０２ａの全ては、親細胞または親細胞の後代のどちらかであり得る。したがっ
て、第１集団１５０４ａは、クローン集団であり得、第１集団１５０４ａの細胞１５０２
ａの全ては、クローン細胞であり得る。同様に、第２培養囲い１５５２ｂにおける第２集
団１５０４ｂにおける細胞１５０２ｂの全ては、親細胞または親細胞の後代のどちらかで
あり得る。したがって、第２集団１５０４ｂは、クローン集団であり得、第２集団１５０
４ｂの細胞１５０２ｂの全ては、クローン細胞であり得る。
【０１１６】
　図１４を参照して、方法１４００では、ステップ１４０２でデバイス１５００における
培養囲い１５５２における集団１５０４から個々のクローン細胞１５０２を選択し得、方
法１４００では、ステップ１４０４で選択された個々のクローン細胞１５０２をデバイス
１５００の単離部２１４における単離囲い２５２中へ移動し得る。図１５は、例を図示す
る。図１５において示されるように、第１集団１５０４ａからの単一の、個々の細胞１５
０２ａは、第１培養囲い１５５２ａにおいて選択され、および１５０２ａをそこから単離
囲い２５２ａの第１の１つへ移動し得る。ある態様において、デバイス１５００の単離部
２１４は、ＯＥＷ用に構成され得、第１集団１５０４ａからの個々の細胞１５０２ａの移
動は、オイル媒体において個々の細胞１５０２ａを含有する水性の媒体の小滴を生成する
こと、および小滴を単離囲い２５２ａ中に移動することを含み得る。
【０１１７】
　先に言及されたように、単離囲い２５２は、溶解囲いの例であり得る。同様に、第２集
団１５０４ｂからの単一、個々の細胞１５０２ｂは、第２培養囲い１５５２ｂにおいて選
択され得、およびそこから単離囲い２５２ｂの第２の１つに移動され得る。言及されたよ
うに、２つ以上のかかる培養囲い１５５２が存在し得、したがって、クローン細胞集団１
５０４からのクローン細胞１５０２は、単離囲い２５２の複数（例えば、すべて）におい
て置かれ得る。例えば、１つおよび１つだけのクローン細胞１５０２が、複数の単離囲い
２５２の各々において置かれ得り、各かかるクローン細胞１５０２が、異なる培養囲い１
５５２における異なるクローン細胞集団１５０４からであり得る。代替的に、１以上のク
ローン細胞１５０２が、単離囲い２５２において置かれ得るが、いずれか１つの単離囲い
２５２において置かれたクローン細胞１５０２の全てが、同じクローン細胞集団１５０４
からであり得る。
【０１１８】
　各クローン細胞１５０２は、その細胞集団１５０４からランダムに、または図２のステ
ップ１０２に関して上記で検討された選択基準のいずれかを使用して選択され得る。クロ
ーン細胞１５０２は、ステップ１０４に関して上記で検討された方法のいずれかにおいて
、培養囲い１５５２において選択、およびそこから移動され得る。例えば、各クローン細
胞１５５２は、図６に関して上記で検討されたように生み出されおよび操縦され得る、光
トラップ６０２の様な光トラップ（図１５には示されず）で捕えられ得る。
【０１１９】
　代替的または追加的に、クローン細胞１５０２を含有する水性の媒体の小滴を生成する
ためにＯＥＷが使用され得る。さらに他の代替において、細胞集団１５０４は、デバイス
１５００の外側に位置づけられ得、集団１５０４からの個々のクローン細胞１５０２は、
デバイス１５００中に取り込まれ得る（例えば、入口２０８を通して）。したがって、ス
テップ１４０２は、方法１４００からスキップまたは排除され得る。一度デバイス１５０
０中に取り込まれると、クローン細胞１５０２は、単離囲い２５２中で選択および移動さ
れ得る（例えば、概して図５および６に示されるように）。
【０１２０】
　これに関わらず、ステップ１４０２および／または１４０４の後、１または２以上のク
ローン細胞１５０２は、デバイス１５００の複数の単離囲い２５２の各々にあり、各囲い
２５２における１または２以上のクローン細胞１５０２は、同じクローン集団１５０４か
らであり得る。分かるように、したがって、細胞１５０２は、ステップ１４０６で溶解さ
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れ得、溶解細胞１５０２から解放された核酸材料は、ステップ１４０８で捕捉され得る。
以下で検討されるように、ステップ１４０６および１４０８は、概して図１のステップ１
０６および１０８の様に実施され得る。
【０１２１】
　例えば、ステップ１４０６で、単離囲い２５２における細胞１５０２は、溶解細胞（図
１５においては示されず）を作り出すために溶解され得る。細胞１５０２は、単離囲い２
５２における細胞５０２を溶解するためのステップ１０６に関して上記で検討されたいず
れかの方法において、単離囲い２５２において溶解され得る。例えば、１または２以上の
細胞１５０２は、図７または図８で図示されたように、もしくは上記で検討された代替案
のいずれかにおいて、単離囲い２５２において溶解され得る。ステップ１４０６での溶解
は、概して図７、８および１２Ａ～１２Ｄにおいて図示されたように、細胞１５０２の膜
の１または２以上のいずれかを溶解することを含み得る。概して、図９および図１２Ａ～
１２Ｄに図示されるように、ステップ１５０２の溶解では、細胞１５０２から単離囲い２
５２の内側空間２５６中へ核酸材料を解放し得る。
【０１２２】
　ステップ１４０８では、ステップ１４０６で溶解された細胞１５０２からの核酸材料の
１または２以上の種類は、囲い２５２における１または２以上の捕捉物体１００２で捕捉
され得る。ステップ１４０８は、ステップ１０８が本明細書で図示および検討されたよう
ないずれかの変形を含んで実施されるように、同様の方法で実施され得る。例えば、
溶解細胞１５０２から解放された核酸材料の１または２以上の特定の種類は、ステップ１
０８に関して上記で検討されたように、囲い２５２における１または２以上の捕捉物体１
００２で、単離囲い２５２において捕捉され得る。
【０１２３】
　方法１４００では、ステップ１４１０で、単離囲い２５２における各捕捉物体１００２
と、捕捉物体１００２によって捕捉された核酸材料が由来する細胞１５０２のクローン細
胞集団１５０４とを相関する相関記録を生成および／または維持でき得る。例えば、単離
囲い２５２における各捕捉物体１００２のために、相関記録は、捕捉物体１００２の一意
的な識別子（例えば、図１で示された識別子１１０６）と、その核酸材料が捕捉物体１０
０２によって捕捉された細胞１５０２に対する以下の情報のいずれかとを相関し得、該情
報は：そこから細胞１５０２が取得されたクローン細胞集団１５０４の識別情報（例えば
、培養囲い１５５２などの位置）、細胞１５０２の１または２以上の特徴、および／また
は同様のものである。
【０１２４】
　図１５は、第１細胞集団１５０４ａからの第１細胞１５０２ａを伴う、第１単離囲い２
５２ａにおける第１捕捉物体１００２ａを示す。ステップ１４０６で第１細胞１５０２ａ
が溶解された後、したがって、第１細胞１５０２ａから解放された核酸材料を捕捉し得る
。同様に、第２単離囲い２５２ｂにおける第２捕捉物体１００２ｂは、第２細胞１５０２
ｂが溶解された後に解放された核酸材料を捕捉し得る。したがって、図１０のステップ１
４１０で生成された相関記録は、第１細胞集団１５０４ａおよび／またはその培養囲い１
５５２ａの識別と相関された第１捕捉物体１００２ａの一意的な識別子を含み得、相関記
録はまた、第２細胞集団１５０４ａおよび／またはその培養囲い１５５２ｂの識別と相関
された第２捕獲物体１００２ｂの一意的な識別子を含み得る。いくつかの態様において、
制御モジュール２３０は、かかる相関記録を生成、格納（例えば、メモリ２３４において
）および維持（例えば、アップデート）するようにプログラムされ得る（例えば、機械可
読の命令（例えば、ソフトウェア、ファームウェアまたはマイクロコード）および／また
は実配線回路で）。
【０１２５】
　方法１４００では、ステップ１４１２で、捕捉物体、および、したがって捕捉物体によ
って捕捉された核酸材料の１または２以上を単離囲い２５２の１または２以上から取り除
き得る。ステップ１４１２は、本明細書で図示または検討されたいずれかの変形を含む、
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概して図１のステップ１１０の様に実施され得る。
【０１２６】
　方法１４００は、例に過ぎず、変形が考えられた。例えば、ステップ１４０２～１４１
２の１または２以上は、図１４に示されるものと異なる順序において実施され得る。別の
例として、ステップ１４０２～１４１２の全てが実施される必要はなく、したがって、方
法１４００は、ステップ１４０２～１４１２の全てより少ないステップを含み得る。さら
に別の例として、ステップ１４０２～１４１２に追加したステップが実施され得る。例え
ば、捕捉物体の１または２以上を洗浄するなど、１または２以上の洗浄ステップが、ステ
ップ１４０２～１４１２のいずれかの前、間または後で、実施されてもよい。本発明の特
定の態様および応用が本明細書において記載されているが、これらの態様は例に過ぎず、
多くの変形が可能である。
【０１２７】
例
例１：囲いにおける細胞溶解
　マイクロ流体デバイスの単離囲いにおける細胞溶解をテストするために、単離囲い中に
細胞が注入され、溶解バッファはデバイスを通して流れ、細胞溶解は、Ｃａｌｃｉｅｎ　
ＡＭ染色を使用して監視された。この溶解バッファは、以下のようである：
【０１２８】
　ＲＮａｓｅ阻害剤：２ユニット／マイクロリットル
　　塩化ナトリウム：０．１３５Ｍ；
　　トリス塩酸（ｐＨ８．０）：９ｍＭ；
　　（ＤＴＴ）４．５ｍＭおよび
　　ＳＤＳ：１％
【０１２９】
　図１６Ａ～Ｄにおいて示されるように、囲い（図１６Ａ）中に注入された細胞は、
溶解バッファを注入した後のｔ＝０分でＣａｌｃｅｉｎ　ＡＭを使用して検出可能である
（図１６Ｂ）。溶解バッファを注入した後のｔ＝５分で、細胞は、まだ大部分が無傷であ
るが溶解を開始している（図１６Ｃ）。溶解バッファを注入した後のｔ＝１０分で、細胞
は、細胞溶解が完了している（図１６Ｄ）。
【０１３０】
　当業者によって理解されるように、前述の溶解バッファの成分のいずれも、同等のバッ
ファ、塩、およびキレート剤と交換できる。
【０１３１】
例２：結合条件
　マイクロ流体デバイスの単離囲いにおける細胞の溶解（例えば、例１において記載され
ているように）に続いて、マイクロ流体デバイスを通して結合バッファを流すことによっ
て標的核酸の捕捉物体への結合が実施され得る一方で、捕捉物体は、細胞溶解物の存在下
にある。結合バッファは、以下のようであり得る：
　　トリス塩酸（ｐＨ７．５）：２０ｍＭ；
　　塩化リチウム：１．０Ｍ；および
　　ＥＤＴＡ：２ｍＭ
【０１３２】
　当業者によって理解されるように、結合バッファの成分のいずれも、同等のバッファ、
塩、およびキレート剤と交換できる。
【０１３３】
例３：組み合わせ溶解／結合バッファ
　分離溶解および結合バッファの使用の代替案として、細胞溶解および核酸捕捉は、組み
合わせ溶解／結合バッファを使用して達成可能である。したがって、細胞は、マイクロ流
体デバイスにおける単離囲い中へ注入されることができ、組み合わせ溶解／結合バッファ
は、細胞溶解を達成するのに十分な時間、デバイスを通して流され得る。組み合わせ溶解
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／結合バッファは、溶解される細胞に隣接して捕捉物体が配置される前、実質的に同時、
または後に流され得る。
　　トリス塩酸（ｐＨ７．５）：１００ｍＭ；
　　塩化リチウム：５００ｍＭ；
　　ＥＤＴＡ：１０ｍＭ；
　　ＬｉＤＳ：１％；および
　　ＤＴＴ：５ｍＭ
【０１３４】
　当業者によって理解されるように、前述の組み合わせ溶解／結合バッファの成分のいず
れかは、同等のバッファ、塩、およびキレート剤と交換できる。

【図１】 【図２Ａ】
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【図２Ｂ】 【図２Ｃ】

【図３】 【図４Ａ】

【図４Ｂ】
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【図５】 【図６】

【図７】 【図８】
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【図９】 【図１０】

【図１１】

【図１２Ａ】 【図１２Ｂ】

【図１２Ｃ】
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【図１２Ｄ】 【図１３】

【図１４】 【図１５】
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【図１６】
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