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(57)【要約】
本発明は、高スループットスクリーニングアッセイおよ
びコンビナトリアル化学を行うのに有用な新規なマイク
ロ流体デバイスおよび方法を提供する。この方法は、化
合物の水溶液およびユニークな液体標識の水溶液を乳化
することによって、化合物のライブラリーをマイクロ流
体デバイス（非混和性流体の流動のために連続チャネル
が供されるように、微細加工基材上に一体的に配置され
た流体モジュールを担持する複数の電気的にアドレス可
能なチャネルを含む）上で標識し、それにより各化合物
がユニークな液体標識で標識され、標識されたエマルジ
ョンをプールし、標識されたエマルジョンを特定細胞ま
たは酵素を含有するエマルジョンと凝集させ、それによ
りナノリアクターを形成し、ナノリアクターの内容物間
の望ましい反応についてナノリアクターをスクリーニン
グし、次いで液体標識を解読し、それにより化合物のラ
イブラリーから単一化合物を同定することを含み得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ナノリアクターの作成方法であって、
　ａ）相互に流体連絡するように基材上に一体的に配置されたマイクロ流体モジュールを
担持する複数の電気的にアドレス可能なチャネルを含む微細加工基材を供し、それにより
、少なくとも１つの連続相流体を運ぶように適合された少なくとも１つの主要チャネルを
形成し；
　ｂ）該主要チャネル内を流動する該連続相流体中に１以上の小滴が形成されるように、
第一の分散相流体を第一の入口チャネルを通って該主要チャネルに流動させ；
　ｃ）該主要チャネル内を流動する該連続相流体中に１以上の小滴が形成されるように、
第二の分散相流体を第二の入口チャネルを通って該主要チャネルに流動させ；次いで、
　ｄ）該小滴が該微細加工基材の凝集モジュールを通過するときに、工程（ｂ）で形成さ
れた少なくとも１つの小滴を、工程（ｃ）で形成された少なくとも１つの小滴と凝集させ
、それにより、ナノリアクターを得る；
ことを含む、方法。
【請求項２】
前記凝集工程が電場によって達成される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記凝集工程が受動的である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記第一および第二の分散相流体が生物学的物質または化学的物質を含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項５】
前記生物学的物質または化学的物質が、組織、細胞、粒子、タンパク質、抗体、アミノ酸
、ヌクレオチド、小分子、および医薬よりなる群から選択されるメンバーである、請求項
４に記載の方法。
【請求項６】
さらに、ｅ）遅延モジュール内でナノリアクターをインキュベートし、次いで、ｆ）検出
モジュール内で所定の特徴について前記ナノリアクターに問い合わせることを含む、請求
項４に記載の方法。
【請求項７】
前記生物学的物質または化学的物質が標識される、請求項４に記載の方法。
【請求項８】
前記標識がタンパク質、ＤＮＡタグ、染料、または量子ドットである、請求項７に記載の
方法。
【請求項９】
前記第一および第二の分散相流体が２つの水性ストリーム、１つの水性ストリームと１つ
のエマルジョンストリーム、および２つのエマルジョンストリームよりなる群から選択さ
れるメンバーである、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
２以上の反応性サブ構造から化合物を合成する方法であって、
　ａ）反応性サブ構造を、該サブ構造に対してユニークな標識で標識し；
　ｂ）マイクロ流体デバイス上で該標識された反応性サブ構造の水性溶液を乳化して、小
滴を形成し；次いで、
　ｃ）該マイクロ流体デバイス上で該小滴をランダムに合わせて、化合物を形成する；
ことを含む、方法。
【請求項１１】
工程（ａ）および（ｂ）が、予め形成された標識エマルジョンを導入することによって交
互に行われる、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
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さらに：
　ｄ）該化合物によって呈される望ましい化学的特性または生物学的特性に基づいて工程
（ｃ）で形成された化合物をスクリーニングし；次いで、
　ｅ）標識を解読することによって該化合物の構造を同定する；
ことを含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
マイクロ流体デバイス上でライブラリーからの単一化合物を同定する方法であって、
　ａ）化合物の水性溶液およびユニークな液体標識の水性溶液を乳化することによって化
合物のライブラリーを標識し、それにより、各化合物はユニークな液体標識で標識され；
　ｂ）工程（ａ）から得られた標識されたエマルジョンをプールし；
　ｃ）特定の細胞または酵素を含有するエマルジョンと、該標識されたエマルジョンを凝
集させ、それにより、ナノリアクターを形成し；
　ｄ）該ナノリアクターの内容物の間の望ましい反応について該ナノリアクターをスクリ
ーニングし；次いで、
　ｅ）該液体標識を解読し、それにより、化合物のライブラリーから単一の化合物を同定
する；
ことを含む、方法。
【請求項１４】
さらに、前記スクリーニング工程を行うに先立って、前記ナノリアクターの内容物をイン
キュベートすることを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
前記液体標識が量子ドットまたは染料である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
前記液体標識が有機物または無機物である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１７】
前記ライブラリーが組織、細胞、粒子、タンパク質、抗体、アミノ酸、ヌクレオチド、小
分子、および医薬よりなる群のメンバーから選択された生物学的物質または化学的物質を
含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１８】
工程（ｄ）が蛍光偏光によって行われる、請求項１３に記載の方法。
【請求項１９】
乳化された化合物のライブラリーの質を制御する方法であって、
　ａ）乳化された化合物のライブラリーを供し；
　ｂ）不活性なフルオロカーボン媒体中にｑ－ドットでコードされた水性緩衝液を乳化さ
せ、それにより小滴を形成し；
　ｃ）該乳化された化合物のライブラリーと共に該ｑ－ドットでコードされた小滴をイン
キュベートし；
　ｄ）該ライブラリーから該ｑ－ドットでコードされた小滴をソートし；
　ｅ）該ライブラリーで乳化された化合物のいずれかの存在について該ｑ－ドットでコー
ドされた小滴を分析し；次いで、
　ｆ）該乳化された化合物のライブラリーから工程（ｅ）で同定された化合物を排除する
ことを含み、
　ここで、工程（ａ）～（ｆ）の１以上がマイクロ流体デバイス上で行われる、方法。
【請求項２０】
前記分析工程が質量分析によって行われる、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
細胞をソートする方法であって、
　ａ）アフィニティ－試薬を酵素に融合させ；
　ｂ）工程（ａ）の融合産物を細胞集団と混合し；
　ｃ）該融合産物に付着した細胞を単離し；
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　ｄ）工程（ｃ）の細胞を不活性なフルオロカーボン媒体中に乳化し；
　ｅ）工程（ａ）の酵素に対応する基質を含むエマルジョンと工程（ｄ）の細胞エマルジ
ョンを凝集させ、それにより、ナノリアクターを形成し；次いで、
　ｆ）該ナノリアクターの内容物の間で望ましい反応につき該ナノリアクターをスクリー
ニングすることを含み、
　ここで、（ａ）～（ｆ）の１以上の工程がマイクロ流体デバイス上で行われる、方法。
【請求項２２】
前記アフィニティ－試薬はタンパク質、核酸、抗体、または酵素が結合することができる
他の分子である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
前記抗体が細胞表面のマーカーへの結合に対して特異的である、請求項２２に記載の方法
。
【請求項２４】
前記細胞表面マーカーが癌マーカーである、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
前記酵素がａｌｋ／ｐｈｏｓ、β－ガラクトシダーゼ、またはホースラディッシュペルオ
キシダーゼである、請求項２１に記載の方法。
【請求項２６】
前記抗体が多数の酵素に融合される、請求項２１に記載の方法。
【請求項２７】
複数の基質が乳化され、工程（ｄ）で形成された細胞エマルジョンと凝集される、請求項
２１に記載の方法。
【請求項２８】
個々の染色体から個々のエクソンを配列決定する方法であって、
　ａ）エクソンに対する特異的プライマー－対を、該プライマー－対に結合することがで
きるビーズで乳化させ；
　ｂ）工程（ａ）のエマルジョンをプールして、ライブラリーエマルジョンを作成し；
　ｃ）別の染色体ＤＮＡエマルジョンを供し；
　ｄ）工程（ｂ）のライブラリーエマルジョンを、工程（ｃ）の染色体エマルジョンと凝
集させ、それにより、ナノリアクターを形成し；
　ｅ）該ナノリアクター中でＤＮＡを増幅し；
　ｆ）該ビーズを単離し；
　ｇ）ＤＮＡを含有するビーズについてスクリーニングし；次いで、
　ｈ）ＤＮＡを含有するビーズを配列決定することを含み、
　ここで、（ａ）～（ｈ）の１以上の工程がマイクロ流体デバイス上で行われる、方法。
【請求項２９】
請求項２８に記載の方法を行うためのキットであって、
　ａ）エクソンに対して特異的なプライマー－対、および該プライマー－対に結合するこ
とができるビーズのエマルジョンライブラリー；ならびに
　ｂ）染色体ＤＮＡエマルジョン；
を含む、キット。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、一般に、流体種の形成および／または制御のためのシステムおよび方法、そ
のようなシステムおよび方法によって生産された製品に関する。さらに詳しくは、本発明
は、正確な流体取扱のための高スループットマイクロ流体デバイスの開発、および種々の
生物学的、化学的、または診断アッセイにおけるそのようなシステムの使用に関する。
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【背景技術】
【０００２】
　（背景）
　高スループット分子スクリーニング（ＨＴＳ）は、生物学的メカニズムまたは病気の細
胞モデルにおける、または生化学または薬理学アッセイにおける、数千の区別される小さ
な分子またはプローブの自動迅速テストである。ＨＴＳを介して同定された活性な化合物
は、化学的遺伝子アプローチを通じて生物学的プロセスを解明するための強力なリサーチ
ツールを提供することができ、あるいは治療剤またはイメージング剤開発プログラムの基
礎を形成できる。ＨＴＳは、分子生物学およびコンビナトリアル化学、および近代の情報
管理システムの取込以来、技術の革新的変化を経験してきた。現在のＨＴＳインストルメ
ンテーションは、１０年前に可能であったよりも桁違いに速い速度で、１日における数十
万の化合物のスクリーニングを可能とする。しかしながら、（ａ）化合物収集維持、追跡
、および分配、および（ｂ）アッセイインストルメンテーションの迅速性、正確性および
内容のような、ＨＴＳ能力を現在制限する障害が依然として存在する。
【０００３】
　所望の配置の流体の流れ、不連続な流体の流れ、小滴、粒子、分散液等を、流体送達、
製品の製造、分析等を目的として形成する流体の操作は比較的よく研究された技術である
。例えば、直径が１００ミクロン未満の高単分散気泡は、毛細管流動フォーカシングとい
われる技術を用いて生産されてきた。この技術においては、ガスを液体の浴に毛細管から
入れ、ここで、管は小さなオリフィスの上方に位置し、このオリフィスを通っての外部液
体の収縮流はガスを薄いジェットとし、これは、引き続いて、毛細管の不安定性を介して
同等なサイズの気泡に破壊される。同様な配置を用いて、空気中に小滴を生じさせること
ができる。
【０００４】
　マイクロ流体システムは、種々との関係で、特に、小型化実験室（例えば、臨床的）分
析との関係で記載されてきた。他の使用についても記載されてきた。例えば、特許文献１
は、表面に生物学的物質および細胞のような物質のパターンを供するのに用いることがで
きる多－レベルのマイクロ流体システムを記載する。他の刊行物は、バルブ、スイッチお
よび他の構成要素を含むマイクロ流体システムを記載する。
【０００５】
　マイクロ流体デバイスでの流体の流れの正確な操作は、多くの流体－ベースの技術を革
新しつつある。小さなチャネルのネットワークは、少量の流体の正確な操作のためのフレ
キシブルなプラットフォームである。そのようなマイクロ流体のデバイスの用途は、臨界
的に、マイクロ流体ペリスターポンプ、エレクトロキネティックポンピング、誘電泳動ポ
ンプ、または電子湿潤化駆動流動のような実施可能化技術に依存する。そのようなモジュ
ールの完全なシステムへの組み立ては、マイクロ流体デバイスを構築するための便宜かつ
頑強な方法を供する。しかしながら、実質的に全てのマイクロ流動デバイスは流体の流れ
の流動に基づき；これは、拡散および表面吸着の汚染効果のため、効果的に用いることが
できる最小容量の試薬に対して制限を設ける。少容量の寸法が縮むにつれて、拡散は反応
体の分散へ導く混合のための支配的なメカニズムとなり；さらに、反応体の表面吸着は、
小さくても、濃度が低く、かつ容量が小さい場合にはかなり有害であり得る。その結果、
現在のマイクロ流体技術は、微量な試薬を含む適用で信頼性良く用いることができず；例
えば、単一細胞または単一ビーズを含むライブラリーのサーチについてのバイオアッセイ
は容易に行われない。これらの制限を克服する代替アプローチは、非混和性で担体流体に
おける水滴の使用であり；これらは、拡散または表面相互作用による交差汚染または濃度
の変化を排除するよく規定されたカプセル化マイクロ環境を提供する。小滴は、さらなる
操作および実験のために反応性物質、細胞、または小さな粒子を単離することができる理
想的なマイクロカプセルを提供する。しかしながら、そのようにして開発されたマイクロ
流体システムについての実質的に全ての実施可能化技術は、単一相の流体の流動にかなり
前から焦点を当てており、小滴を取り扱う技術の開発を必要とする小滴を操作する同等な
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能動的手段はあまりない。かなりの進歩がマクロ－またはマイクロ流体スケールで力学に
おいてなされてきたが、改良された技術およびこれらの技術の結果が依然として必要とさ
れる。例えば、これらの反応のスケールが小さくなるにつれ、表面吸着および拡散による
汚染効果は、用いることができる最少量を制限する。試薬を非混和性担体流体中の小滴へ
封じ込めることは、これらの制限を克服するが、新しい流体取扱技術を必要とする、
　さらに、電場の流体に対する影響の基礎となる物理学はよく知られている。正または負
の電荷に対して電場によって生じた引力および斥力は、荷電流体エレメントに対する力、
非極性分子の分極、およびそれらを場に沿って整列させる極性分子に対するトルクを生じ
させる。不均一場、分布の正に荷電した部分に対する力は負に荷電した部分に対する力と
は異なるゆえに、極性分子はより高い強度の場の領域に向かう正味の力も経験するであろ
う。連続的制限において、結果は流体における動重力である。高い小滴表面張力の制限に
おいては、あたかもそれが剛性球であるように小滴に対する正味の動重力を記載するのは
有用である：
【０００６】

【数１】

（式中、第一項は小滴に対する電気泳動力であり（ｑは正味の小滴の電荷であって、Ｅは
電場である）および第二項は誘電泳動力である（ｒは球の半径であり、
【０００７】
【数２】

はクラウシウス－モソッティ因子：
Ｋ＝（ε＊

ｐ－ε＊
ｍ）／（ε＊

ｐ＋２ε＊
ｍ）

の実数部分であって、ε＊
ｐおよびε＊

ｍは小滴および担体流体の複素誘電率である）。
【０００８】
　小滴の電気泳動制御の利用性は大きいが、それはかなりの制限を有する。まず、小滴の
荷電はノズルにおいて有効に達成されるにすぎない。第二に、スクリーニング効果を排除
するのに必要な排出経路は小滴も排出する。第三に、担体流体の有限の導電率は、小さい
が、最終的に小滴を排出させるであろう。従って、一旦小滴が形成されたならば、（それ
らの相互のクーロン引力を介する逆帯電した小滴の凝集、または小滴の電気泳動によるソ
ーティングのような）小滴の電荷密度に依拠するいずれの動重力機能も行う実質的に唯一
の機会があり、その機能は、十分な電荷が小滴から漏洩していない限り実行できるに過ぎ
ない。
【特許文献１】国際公開第０１／８９７８８号パンフレット
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　かくして、アッセイを行うためのコストおよび時間が劇的に低下されるであろう、種々
の化学的、生物学的、およびスクリーニングアッセイを用いるための、必要なタイミング
および計量精度でもって封じ込めにおいて開始すべき、分析およびソーティングを含めた
、多－工程化学的プロセッシングを可能とする、区画化および電気操作を組み合わせる電
気的にアドレス可能な乳化系を開発するのが望ましいであろう。また、（電荷密度に依拠
しない）誘導泳動力を用いるデバイスを開発して、１を超える電気動重力機能を、小滴形
成からかなり長時間遅延した後に行うことができるように小滴を操作するのも望ましいで
あろう。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　（発明の開示）
　本発明は、細胞、核酸、酵素、コードされたマイクロビーズ、および他の生体物質との



(7) JP 2009-536313 A 2009.10.8

10

20

30

40

50

まれな相互作用について分子ライブラリーを通じてサーチするのに必須である、単離され
た化合物の多－工程処理を行うように、流体処理システムに組み合わせることができる個
々の流体取扱モジュールを有するデバイスを提供する。直径が２０～１００ミクロンの荷
電した、および中性の小滴の静電および誘電泳動操作に基づく原理を用い、本明細書中に
記載されるマイクロ流体デバイスは試薬を安価にカプセル化し、それを組み合せ、分析し
、および日当たり１×１０９小滴の範囲で分類できる。本発明は、微細加工基材を含むマ
イクロ流体デバイスを提供する。該基材は、流体連絡するように相互に対して一体的に配
置された複数の電気的にアドレス可能なチャネル担持マイクロ流体モジュールを含むこと
ができる。微細加工基材は、例えば、（ｉ）分散した相流体を運ぶのに適合させた少なく
とも１つの入口チャネルを有する１以上の入口モジュール、（ｉｉ）連続的相流体を運ぶ
のに適合させた少なくとも１つの主要チャネル、ここで、該入口チャネルは、該分散した
相流体が連続相流体と非混和性であって、連続相流体中で複数の小滴を形成するように、
主要チャネルと流体連絡しており、および（ｉｉｉ）主要チャネルを介して入口モジュー
ルから下流の、かつ該モジュールと流体連絡した凝集モジュール、ここで、そこを通る２
以上の小滴は凝集してナノリアクターを形成する。本発明のマイクロ流体デバイスは、さ
らに、ソーティングモジュール、混合モジュール、遅延モジュール、ＵＶ－放出モジュー
ル、検出モジュール、収集モジュール、廃棄モジュール、および／または音響アクチュエ
ーター、および／またはその組合せをいずれかの順序で含むことができる。これらのモジ
ュールは主要チャネルと流体連絡している。分散相および連続相の流動は、例えば、圧力
で駆動することができる。
【００１１】
　また、本発明は、ナノリアクターを作り出す方法も提供する。該方法は、例えば、ａ）
相互に流体連絡するように基材上に一体的に配置された複数の電気的にアドレス可能なチ
ャネル担持マイクロ流体モジュールを有する微細加工基材を供し、それにより、少なくと
も１つの連続相流体を運ぶのに適合させた少なくとも１つの主要チャネルを形成し；ｂ）
１以上の小滴がその中を流動する連続相流体中に形成されるように、第一の入口チャネル
を通って第一の分散相流体を主要チャネルに流動させ；ｃ）１以上の小滴がその中を流動
する連続相流体中に形成されるように、第二の入口チャネルを通って第二の分散相流体を
主要チャネルに流動させ；次いで、ｄ）小滴が微細加工基材の凝集モジュールを通るにつ
れて、工程（ｂ）で形成された少なくとも１つの小滴を工程（ｃ）で形成された少なくと
も１つの小滴を凝集させ、それにより、ナノリアクターを生じさせることを含む。該凝集
工程は電場によって、または受動的に達成され得る。第一および第二の分散相流体は生物
学的物質または化学的物質を含むことができ、これは、例えば、組織、細胞、粒子、タン
パク質、抗体、アミノ酸、ヌクレオチド、小分子、および医薬を含むことができる。ナノ
リアクターは、さらに、遅延モジュール内でインキュベートし、次いで、検出モジュール
内で所定の特徴について問い合わすことができる。
【００１２】
　また、本発明は、２以上の反応性サブ構造から化合物を合成する方法も含む。特別な態
様において、該方法はａ）反応性サブ構造を、該サブ構造に対してユニークな標識で標識
し、ｂ）マイクロ流体デバイス上で標識された反応性サブ構造の水溶液を乳化して、小滴
を形成し；次いで、ｃ）マイクロ流体デバイス上で小滴をランダムに組合せて、化合物を
形成することを含む。１つの実施形態において、該方法は、さらに、ｄ）該化合物によっ
て呈された望ましい化学的特性または生物学的特性に基づいて工程ｃ）で形成された化合
物をスクリーニングし、次いで、ｅ）該標識を解読することによって化合物の構造を同定
することを含む。もう１つの実施形態において工程（ａ）および（ｂ）は、別法として、
予め形成された標識エマルジョンを導入することによって行われる。
【００１３】
　もう１つの態様において、本発明は、マイクロ流体デバイス上のライブラリーから単一
の化合物を同定する方法を提供する。該方法は、ａ）化合物の水溶液およびユニークな液
体標識の水溶液を乳化することによって化合物のライブラリーを標識し、それにより、各
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化合物はユニークな液体標識で標識され；ｂ）工程（ａ）から得られた標識されたエマル
ジョンをプールし；ｃ）特定の細胞または酵素を含有するエマルジョンで標識されたエマ
ルジョンを凝集させ、それにより、ナノリアクターを形成し；ｄ）ナノリアクターの内容
物の間の望ましい反応についてナノリアクターをスクリーニングし；次いで、ｅ）液体標
識を解読し、それにより、化合物のライブラリーから単一化合物を同定することを含むこ
とができる。該方法の種々の実施形態において、ナノリアクターの内容物はスクリーニン
グに先立ってインキュベートすることができる。スクリーニング工程は、例えば、蛍光偏
光によって行うことができる。液体標識は量子ドット（ｑ－ドット）または染料であり得
る。
【００１４】
　なおもう１つの態様において、本発明は乳化された化合物のライブラリーの質を制御す
る方法を含む。該方法は、例えば、ａ）乳化化合物のライブラリーを供し；ｂ）不活性な
フルオロカーボン媒体中にｑ－ドット符号化緩衝液水溶液を乳化させ、それにより、小滴
を形成させ；ｃ）ｑ－ドット符号化小滴を乳化化合物のライブラリーと共にインキュベー
トし；ｄ）ライブラリーからｑ－ドット符号化小滴を分類し；ｅ）ライブラリー中に乳化
された化合物のいずれかの存在についてｑ－ドット符号化小滴を分析し；次いで、ｆ）乳
化化合物のライブラリーから工程（ｅ）で同定された化合物を削除ことができ、ここで、
工程（ａ）～（ｆ）の１以上はマイクロ流体デバイス上で行われる。１つの実施形態にお
いて分析工程は質量分光分析によって行われる。
【００１５】
　なおさらなる態様において、本発明は細胞を分類する方法を提供する。該方法は、ａ）
アフィニティ－試薬を酵素に融合させ；ｂ）工程（ａ）の融合産物を細胞集団と混合し；
ｃ）融合産物に付着した細胞を単離し；ｄ）不活性なフルオロカーボン媒体中に工程（ｃ
）の細胞を乳化させ；ｅ）工程（ｄ）の細胞エマルジョンを、工程（ａ）の酵素に対応し
た基質を含むエマルジョンと凝集させ、それにより、ナノリアクターを形成し；次いで、
ｆ）ナノリアクターの内容物の間の望ましい反応についてナノリアクターをスクリーニン
グすることを含むことができ、ここで、（ａ）～（ｆ）の１以上の工程はマイクロ流体デ
バイス上で行われる。１つの実施形態において、アフィニティ－試薬は、細胞表面ガンマ
ーカーに対して特異的である抗体であり得る。酵素はａｌｋ／ｐｈｏｓ、β－ガラクトシ
ダーゼ、またはホースラディッシュペルオキシダーゼを含むことができる。アフィニティ
－試薬を多数の酵素と融合させることができ、多数の基質を乳化し、細胞エマルジョンと
凝集させることができる。
【００１６】
　本発明のもう１つの態様は、個々の染色体からの個々のエクソンを配列決定する方法を
提供する。該方法は、例えば、ａ）エクソンに対する特異的プライマー－対を該プライマ
ー－対に結合することができるビーズで乳化し；ｂ）工程（ａ）のエマルジョンをプール
して、ライブラリーエマルジョンを作り出し、ｃ）別々の染色体ＤＮＡエマルジョンを供
し；ｄ）工程（ｂ）のライブラリーエマルジョンを工程（ｃ）の染色体エマルジョンと凝
集させ、それにより、ナノリアクターを形成し；ｅ）ＤＮＡをナノリアクター中で増幅し
；ｆ）ビーズを単離し；ｇ）ＤＮＡを含有するビーズについてスクリーニングし；次いで
、ｈ）ＤＮＡを含有するビーズを配列決定することを含むことができ、ここで、（ａ）～
（ｈ）の１以上の工程をマイクロ流体デバイス上で行う。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１７】
　（詳細な説明）
　本明細書中に記載されたマイクロ流体デバイスおよび使用方法は、不活性フルオロカー
ボン油ストリームによって完全にカプセル化された水性相小滴の作成および電気的操作に
基づく。この組合せは、電気的にアドレス可能な小滴の創製、高度に有効な小滴の凝集、
正確な小滴破壊および再荷電、および制御可能な単一小滴ソーティングを可能とする。さ
らなる受動的モジュールは多－ストリーム小滴処方、混合モジュール、および精度破壊モ
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ジュールを含む。これらのモジュールの一体化は、小滴ベースの高スループットマイクロ
流体リアクターシステムのための必須の実施化技術である。本発明のマイクロ流体デバイ
スは、流動－フォーカシング幾何学を用いて、小滴を形成することができる。例えば、水
ストリームは狭い収縮を通じて１つのチャネルから注入することができ；反対増殖油スト
リーム（好ましくは、フッ素化油）は水力学的に水ストリームに焦点を当て、それが収縮
を通るに連れてミクロンサイズ小滴への破壊を安定化させる。小滴を形成するために、油
によって水ストリームに適用された粘性力は水の表面張力に打ち勝たなければならない。
生成速度、水小滴のスペーシングおよびサイズは、油および水ストリームの相対的流速、
およびノズルの幾何学によって制御される。この乳化技術は極端に頑強であるが、小滴の
サイズおよび速度は流体流動速度およびチャネル寸法に密接にカップリングされる。さら
に、小滴生産のタイミングおよび相は制御することができない。これらの制限を克服する
ために、本発明のマイクロ流体デバイスは一体化された電場を取り込むことができ、それ
により、電気的にアドレス可能な乳化系を作り出すことができる。１つの実施形態態様に
おいて、これは、高い電圧を水性ストリームに適用することによって達成することができ
、油水界面を荷電することができる。水ストリームは導体として挙動し、他方、油は絶縁
体であり；電気化学的反応はキャパシターのように流体界面を荷電する。スナップ－オフ
において、界面の電荷は小滴に残る。小滴のサイズは場の強さを増大させるにつれて減少
する。低い印加電圧において、電場は無視できる効果を有し、小滴形成は、前記したよう
に、表面張力および粘性流油の間の競合によって専ら駆動される。本発明のマイクロ流体
小滴－ベースの反応－封じ込め系は、さらに、２以上の試薬を組合せて、化学反応を開始
させるミキサーを含むことができる。多－成分小滴は、小滴が作製される地点において材
料のストリームを一緒に運ぶことによって容易に生成させることができる。しかしながら
、最も単純な反応を除いた全ては、新しい試薬が各工程の間に加えられる多数の工程を必
要とする。小滴－ベースのマイクロ流体デバイスにおいては、これは、各々が個々の反応
体を含有する異なる小滴を合わせる（すなわち、凝集させる）ことによって最良に達成す
ることができる。しかしながら、これはマイクロ流体デバイスにおいて達成するのが特に
困難である。なぜならば、表面張力、界面活性剤安定化、および排出力は全てが小滴凝集
を妨げるからであり；さらに、小滴は、その各流動を規定するストリームラインを横切ら
なくてはならず、かつ凝集のための正確な地点に到達するには完全に同調されなければな
らない。本発明のマイクロ流体デバイスは、静電化を用い、反対の符号の電荷を各小滴上
に置き、次いで、電場を印加して、それらを凝集させることによってこれらの困難を克服
する。非限定的例として、本発明によるデバイスは、異なる組成および反対電荷を持つ小
滴を生じさせる２つの別々のノズルを含むことができる。小滴は２つのストリームの密集
において一緒にされる。形成に際して小滴を荷電させるのに用いる電極もまた電場を供し
て、小滴を蒸気ラインを横切らせ、凝集に導く。電場の不存在下では、２つの蒸気中の小
滴は、一般には、正確に同時に密集の地点に到達しない。それらが同調して到達する場合
には、小滴を分離する油層は、凝集を容易とするのに十分に早く排出できず、その結果、
小滴は凝集しない。対照的に、電場の印加に際して、小滴形成は正確に同調されるように
なり、小滴は各々同時に密集の地点に到達することが確実とされる（すなわち、対合小滴
）。
【００１８】
　さらに、小滴は反対に荷電されるので、それらは相互に引き付けられ、この力はそれら
を流体ストリームラインを移動させ、相互に接触させ、それにより、それらを凝集させる
。小滴形成の顕著な同調は、電場によって媒介される小滴の対の各々の破壊のカップリン
グに由来する。反対に荷電した小滴、および試薬を合わせ、混合するための電場の使用は
極端に頑強であって、小滴の１００％は反対のストリームからのそれらのパートナーと共
に凝集する。
【００１９】
　本発明のマイクロ流体デバイスの他の実施形態は、小滴ソーターを含むことができる。
個々の小滴の内容物はプローブされなければならず、選択された小滴は区別されるストリ
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ームに分類される。１つの実施形態において、マイクロ流体デバイスにおけるそのような
ソーティングは、機械的弁の使用を介して達成することができる。本発明のもう１つの実
施形態において、小滴の静電荷電の使用は、正確に制御でき、高い周波数においてスイッ
チングでき、かつ移動部分を必要としない代替手段を供する。小滴上の静電電荷は、外部
電場への電荷の線形カップリングに基づいて小滴毎のソーティングを可能とする。その例
として、担体流体の流動を分裂させるＴ－接合分岐は、等しく、小滴集団を２つのストリ
ームへ同等にランダムに分裂させるであろう。しかしながら、分岐で印加された小さな電
場は、いずれのチャネルが小滴に入るかを正確に指令する。
【００２０】
　場の方向の変化は、分類された小滴の方向を変化させる。小滴に付与することができる
大きな力、および場をスイッチングするのに必要な短い時間は、これを、動く部品のない
速いかつ頑強なソーティングエンジンとし；かくして、処理速度は小滴生成の速度および
電場のスイッチング時間のみによって制限され、容易に秒当たり２０，０００を超えるこ
とができる。
【００２１】
　従って、１つの実施形態において、本発明は、少なくとも１つの分散された相流体を運
ぶのに適合させた少なくとも１つの入口チャネル、および連続相流体を運ぶのに適合させ
た少なくとも１つの主要チャネルを含む微細加工基材、ここで、入口チャネルは、分散さ
れた相流体が連続相流体と非混和性であって、連続相流体中に複数の小滴を形成するよう
に、１以上の入口モジュールにおいて主要チャネルと流体連絡しており；凝集モジュール
、ここで、電場が印加されて、２以上の小滴を凝集させ；およびｃ）凝集モジュールで生
じた凝集した小滴の内容物および／または特徴を評価するための検出装置を含む検出モジ
ュールを含むマイクロ流体デバイスを提供する。該微細加工基材は、さらに、１以上のソ
ーティングモジュール、収集モジュール、廃棄モジュール、分岐チャネル、遅延モジュー
ル、混合モジュールおよび／またはＵＶ放出モジュール、またはそのいずれかの組合せを
いずれかの順序で含むことができる。図１。
【００２２】
　また本発明は、ナノリアクターを作り出す方法も提供する。該方法は、ａ）少なくとも
１つの分散した相流体を運ぶのに適合させた少なくとも１つの入口チャネル、および連続
相流体を運ぶのに適合させた少なくとも１つの主要チャネルを含む微細加工基材を供し、
ここで、該入口チャネルは１以上の入口モジュールにおいて主要チャネルと流体連絡して
おり、およびここで、該分散した相流体は連続相流体と非混和性であり；ｂ）第一の分散
した相流体が連続相流体中で１以上の小滴を形成するように、第一の入口チャネルを通っ
て第一の分散した相流体を流動させ；ｃ）第二の分散した相流体が連続相流体中で１以上
の小滴を形成するように、少なくとも第二の入口チャネルを通って少なくとも第二の分散
した相流体を流動させ；次いで、ｄ）電場の影響下で、工程（ｂ）で形成された少なくと
も１つの小滴を、工程（ｃ）で形成された少なくとも１つの小滴と凝集させ、それにより
ナノリアクターを生じさせることを含む。
【００２３】
　また、本発明は、ナノリアクターを操作する方法も提供する。該方法は、本明細書中に
記載されたナノリアクターを供し；流体連絡するように微細加工された基材上に相互に対
して一体的に配置されたマイクロ流体モジュールを担持する複数の電気的にアドレス可能
なチャネルを供し、およびナノリアクターを操作するための制御システムを供することを
含む。
【００２４】
　また、本発明は、生物学的／化学的物質を操作する方法も提供する。該方法は、ａ）少
なくとも１つの分散した相流体を運ぶのに適合した少なくとも１つの入口チャネル、およ
び連続相流体を運ぶのに適合した少なくとも１つの主要チャネルを含む微細加工された基
材を供し、ここで、該入口チャネルは１以上の入口モジュールにおいて主要チャネルと流
体連絡しており、およびここで、該分散された相流体は連続相流体と非混和性であり；ｂ
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）第一の分散した相流体が連続相流体中で１以上の小滴として存在するように、第一の生
物学的／化学的物質を含む第一の分散した相流体を第一の入口チャネルを通って流動させ
；ｃ）第二の分散した相流体が連続相流体中で１以上の小滴として存在するように、第二
の生物学的／化学的物質を含む第二の分散した相流体を第二の入口チャネルを通って流動
させ；ｄ）誘電泳動力を小滴に作用させることによって、工程（ｂ）で形成された少なく
とも１つの小滴を遅らせ、または停止させ；ｅ）工程（ｃ）で形成された少なくとも１つ
の小滴を、凝集モジュール内の電場の影響下で、工程（ｄ）で遅らせた、または停止させ
た小滴で凝集させ、それにより、ナノリアクターを生じさせ、ｆ）該ナノリアクターを遅
延モジュール内でインキュベートし；次いで、ｇ）検出モジュール内で所定の特徴につい
て該ナノリアクターを問い合わせすることを含む。工程（ｂ）からの小滴の遅延または停
止は、工程（ｃ）からの小滴が、それらが電場によって、あるいはチャネルを狭くするこ
とを介して通過させることによって受動的に、凝集するように駆動される位置（ｅ）まで
それらが移動する前に、それらの対合を可能とする。
【００２５】
　工程（ｄ）において、（ｂ）および（ｃ）からの小滴の対合は、３つの方法：（ｉ）電
場勾配によって生じた誘電泳動力の使用；（ｉｉ）より小さな小滴がより大きな小滴に追
いつくように、１つの小滴がチャネル幅と匹敵し、および１つの小滴がチャネル幅よりも
小さい場合に最良に働く、２つの異なるサイズの小滴の使用；および（ｉｉｉ）工程（ｂ
）および（ｃ）における小滴が異なる粘度を有し、かくして、異なる速度で移動すること
；のうちの１つで達成することができる。好ましくは、小滴は異なるサイズのものであっ
て、より好ましくは、より大きな小滴が、もしそれが球形であれば、チャネル幅よりも大
きな直径を有するのに十分な容量を有する。
【００２６】
　生物学的／化学的物質をソーティングする方法は、頻繁に望まれるのであるが、デバイ
スを用い、あるいは本発明の方法を実施するためには必要ない。特に、本発明のデバイス
および方法は、生物学的／化学的物質が分析され、および／または同定されるが、ソーテ
ィングされない実施形態も含む。２つの小滴の凝集を通じてのナノリアクターの生成が、
頻繁に望まれるが、デバイスを用い、または本発明の方法を実施するには必要ない。特に
、本発明のデバイスおよび方法は、生物学的／化学的物質を凝集事象なくしてソートされ
る実施形態も含む。
【００２７】
　基材
　また、本発明は、マイクロ流体デバイスを製造する方法も提供する。マイクロ流体デバ
イスを製造する方法はいずれかの組合せにて以下の工程の１以上を含む：１）ハードリソ
グラフィー、２）ソフトリソグラフィー、３）抽出および／またはパンチスルー、４）ボ
ンディング、５）チャネルコーティング、６）相互結合アセンブリ、７）電極注入、およ
び８）導波管注入およびファイバー取付。前記工程を本明細書中にてより詳細に記載する
。
【００２８】
　「分析ユニット」は、少なくとも１つの入口チャネル、少なくとも１つの主要チャネル
、少なくとも１つの凝集モジュール、および少なくとも１つの検出モジュールを有する微
細加工された基材、例えば、微細加工されたチップである。分析ユニットは、さらに、１
以上のソーティングモジュールを含有することができる。ソーティングモジュールは、１
以上の出口モジュール（収集モジュールまたは廃棄モジュール）と連絡した分岐チャネル
を流体連絡することができる。ソーティングでは、少なくとも１つの検出モジュールが少
なくとも１つのソーティングモジュールと協働して、デタクター－由来シグナルを介して
流動をそらす。「モジュール」および「チャネル」は相互に対して流体連絡しており、従
って、重複し得る；すなわち、モジュールまたはチャネルが開始し、終わる明らかな境界
はないであろうことは認識されるべきである。本発明によるデバイスは複数の分析ユニッ
トを含むことができる。
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【００２９】
　試料流動および混合のための種々のチャネルを単一チップ上に微細加工することができ
、例えば、動的実験用に、検出またはソーティングモジュールとしてチップ上のいずれか
の位置に位置させることができる。本発明の複数の分析ユニットは１つのデバイス中に組
み合わせることができる。本発明に従って適用される微細加工は、慣用的なゲル電気泳動
またはフローサイトメトリーの動的実験で起こるデッドタイムを排除し、良好な時間－分
解能を達成する。さらに、単一チップ上のチャネルの線形アレイ、すなわち、多重システ
ムは、異なるチャネルの平行分析のために光電子増倍管（ＰＭＴ）のアレイを用いること
によって同時に試料を検出し、分類することができる。この配置はスループットを改良す
るために、あるいは順次の試料豊富化用に用いることができ、慣用的なフローソーターに
よって許容される能力を超えるマイクロ流体デバイスに対して非常に高いスループットを
供するのに適合させることができる。循環システムは、本発明のこれらおよび他の特徴と
協調して用いることができる。正の変位圧駆動流動が、流体流動を制御する好ましい方法
であり、電場および電場勾配はその流動内で小滴を操作する好ましい方法である。
【００３０】
　微細加工は、ＰＣＲ、光学ピンセット／細胞捕獲を用いる細胞の移動、エレクトロポレ
ーションによる細胞の形質転換、μＴＡＳ、およびＤＮＡハイブリダイゼーションのよう
な、他の技術を単一チップ上のフローサイトメトリーと一体化させ、または組み合わせる
ことを可能とする。レポーターの細胞特徴を検出するのに用いられる検出器および／また
は光フィルターもまた、チップ上で直接的に製造することができる。好ましくは、検出器
はオフ－チップ自由空間オプティックスまたはオン－チップリードを備えたオフ－チップ
エレクトロニクスである。
【００３１】
　本発明のデバイスは、典型的には、入口チャネルと流体連絡した、入口モジュールにお
いて、試料溶液貯蔵庫またはウェル、または試料をデバイスに導入するための他の装置を
備えるように微細加工することができる。貯蔵庫は、分子または細胞のデバイスへの、お
よび各分析ユニットの試料入口チャネルへの導入を容易とすることができる。入口モジュ
ールは、試料をデバイスへ入れるのを可能とするために、微細加工されたチップのフロア
におけるような開口を有することができる。入口モジュールは、それを通って試料を供給
することができる、液体クロマトグラフィーまたはＨＰＬＣチュービングのような、チュ
ービングの適当なピースを受け取るのに適合させたコネクターも含有することができる。
そのような配置は、正圧下で試料溶液を導入して、入口モジュールにおいて所望の注入速
度を達成するのを容易とする。
【００３２】
　本発明の微細加工デバイスは、好ましくは、シリコンマイクロチップまたはシリコンエ
ラストマーから製造する。チップの寸法は、一辺当たり約０．５ｃｍ～約７．５ｃｍ、お
よび厚みが約１ミクロン～約１ｃｍの間の範囲である典型的なマイクロチップのそれであ
る。微細加工されたデバイスは透明とすることができ、グラスカバースリップのような透
明な特性を有する材料で被覆して、例えば、光学顕微鏡のような光学デバイスによるレポ
ーターの検出を可能とすることができる。
【００３３】
　本発明のデバイスは、入口および出口インターコネクトを含むことができる。チューブ
を含めた相互結合は極めて清潔としなければならず、かつデバイスの適切な操作を可能と
するためにＰＤＭＳ表面でのボンディングを優れたものとしなければならない。マイクロ
流体デバイスへの流体結合を行うにおける困難性は、主として、デッドボリュームを最小
化しつつ巨視的流体ラインからデバイスへ移すにおける困難性によるものである。商業的
マイクロ流体プラットフォームの開発は、オペレーターおよびエラーの漏出の危険性を低
下させるために単純な信頼性がおける流体相互結合を必要とする。シリコンウエハー上に
既に置かれたチューブを備えたＰＤＭＳスラブの硬化および製造はこれらの目標を達成す
る。
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【００３４】
　鋳型プロセスは、限定されるものではないが、以下の特徴を含むことができる。汚染お
よび漏出を最小化するためには、より大きな再現性および信頼性を可能とするプロセス操
作が改良される。ＰＤＭＳスラブのためのチューブおよびインターコネクトは所定の場所
で硬化させることができる。チューブおよびインターコネクトは、ＵＶ－硬化接着剤を適
用して、チューブをシリコンウエハー上の所定の場所に保持するのを可能とすることによ
って所定の場所へ設置することができる。一旦チューブが所定の場所に入れられたならば
、ＰＤＭＳをウエハーに注ぎ、硬化させることができる。硬化したＰＤＭＳは、所定の場
所のチューブと共に、シリコンウエハーから容易に剥離することができる。このプロセス
は流体チャネルならびに他の連結チャネルに適用することができる。一旦接着剤がウエハ
ーに適用されたならば、プロセスは、チャネルの位置および清潔性の正確な再現性でもっ
てのＰＤＭＳスラブの迅速な鋳型形成を可能とするであろう。いずれのサイズのチューブ
もこの目的で実施することができる。このプロセスは、デバイス中の相互結合ジョイント
およびより小さな相互結合フットプリントに対するより低い応力を可能とする。
【００３５】
　１つの実施形態において、チュービングおよびデバイスの間の面シールを生じさせるこ
とに基づく小さなインターコネクトを用いる。グロメットを、テーパーを付した穴、また
は垂直な壁を備えた穴のいずれかに入れることができる。１つの実施形態において、２つ
の側の間の隆起した接触表面がデバイス側の代わりにチュービング側に形成される。もう
１つの実施形態において、シーリング特徴をデバイスに成型することができる。なおもう
１つの実施形態において、可能なインターコネクトを成型し、ＰＤＭＳから直接的にガラ
ス基材に結合することができる。この実施形態において、ＰＤＭＳの薄いフィルムを同時
に形成し、スライドグラスの頂部に結合させることができ、離されたパターン化電極、お
よび流体チャネル直下の加熱エレメントの使用を可能とする。もし必要でなければ、シー
ルは頂部スキンなくして作成することができよう。隆起した接触表面もまたチュービング
側に形成することもできよう。連結のチュービング側のシーリング表面はチュービングの
面に直接的に形成することができるが、チュービングアセンブリー／保持ナットに固定さ
れた別々のピースを用いることもできる。
【００３６】
　インターコネクトのチューニング側が、チュービングの正確なレジストレーションを供
する保持ブロックに設置することができ、他方、マイクロ流体デバイスは、保持ブロック
が整列し、それにクランプする担体中に正確に位置させることができる。これらの設計に
関連する合計デッドボリュームは、どのようにして正確に２つの接合表面を相互に対して
位置させることができるかに臨界的に依存するであろう。シールを維持するのに必要な最
大力は、シーリング材料の正確な形状および組成、ならびにデバイス自体の剛性および強
度によって制限されるであろう。接合表面の形状は最小漏出可能性、必要なシーリング力
および誤－整列の可能性となるように仕立てることができる。非限定的例としては、流体
相互結合で用いる単一のリングは、適切な断面形状の一連のリングで置き換えることがで
きる。
【００３７】
　本発明のデバイスは、流体的、電気的および／または光学的相互結合のような、機能的
相互結合のために穴が空けられ、かつインターコネクトのデバイスへの接合が漏出防止さ
れるようにデバイスの裏界面にシールされた、スライドグラスのような相を含むことがで
きる。そのようなデバイスは、漏出することなく高い圧力を流体チャネルに適用すること
を可能とする。
【００３８】
　微細加工された流動チャネルおよび他の構成要素を含有するシリコン基材は、好ましく
は、被覆され、シールされ、最も好ましくは、透明なカバー、例えば、薄いガラスまたは
水晶で好ましくは被覆されシールされるが、他の透明なまたは半透明なカバー材料を用い
ることもできる。外部放射線源または検出器を使用する場合、検出モジュールは透明なカ
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バー材料で被覆して、細胞への光学的アクセスを可能とする。例えば、「ＰＹＲＥＸ（登
録商標）」カバースリップへの陽極ボンディングは、双方の構成要素を水性Ｈ２ＳＯ４／
Ｈ２Ｏ２浴中で洗浄し、水中ですすぎ、次いで、例えば、４５０Ｖの電圧を印加しつつ約
３５０℃まで加熱することによって達成することができる。
【００３９】
　本発明は非適合性媒体へＰＤＭＳを結合する改良された方法を提供する。伝統的な結合
プラクティス（接着剤、エポキシ等）を用いるＰＤＭＳ、シリコーン、テフロン（登録商
標）、およびＰＥＥＫのような材料へ直接的に種々の材料（プラスチック、金属等）を結
合させる通常の方法は、ＰＤＭＳのような材料への結合剤の貧弱な接着のため良く働かな
い。市販の表面アクチベータによる通常の表面調製は、マイクロ流体デバイス製造におい
て良く働かなかった。この問題は、結合すべきＰＤＭＳ表面を、高強度酸素または空気プ
ラズマで処理することによって排除される。該プロセスは、ＰＤＭＳの頂部相を、標準的
な接着剤と極めてよく結合するガラスに変換する。ＵＶ－硬化接着剤（Ｌｏｃｔｉｔｅ　
３５２，３６３その他）を用いて外部流体ラインをＰＤＭＳに結合するこの方法を用いる
テストの結果、ＰＤＭＳ基材よりも強い結合をもたらし、その結果、結合の失敗に先立っ
てＰＤＭＳの破壊がもたらされる。本方法は、高放射フラックス、波長の選択、および硬
化露出時間を組合せて、接着剤の結合強度を有意に高める。
【００４０】
　チャネル
　本発明は、流体に対する境界を形成するチャネルを有するマイクロ流体デバイスを提供
する。デバイスのチャネルは、油－水混合物のような非適合性または非混和性流体の混合
物を運ぶ。生物学的／化学的物質を含有する水溶液の小滴は、油または他の非適合性溶媒
内に分散される。この多－相混合物の各小滴は１以上の分子、粒子または細胞をカプセル
化することができる。小滴は捕獲され、それらの境界はチャネルの壁によって規定され、
従って、それらは拡散および／または混合されない。個々の粒子または分子は、個々の小
滴内部に別々に区画化することができる。これらの小滴を分析し、（例えば、小滴内容物
を反応させるための）他の小滴と組み合わせ、分析し、次いで、ソートすることができる
。かくして、本発明は、生物学的／化学的物質を分析し、組合せ、検出しおよび／または
分類する方法も提供する。
【００４１】
　デバイスに存在するチャネルはミクロン寸法で作成することができ、検出モジュールの
容量は正確に制御される。デバイスの平面幾何学は多数の開口オプティックスの使用を可
能とし、それにより、システムの感度を増大させる。システムは全体的に自己－含有され
るので、エアロゾル形成はなく、バイオハザード物質のかなりより安全なソーティングを
可能とする。デバイスにソートされた物質は、第二の非適合性または非混和性溶液の流れ
中を移動する水性溶液の個々の小滴内に区画化される。かくして、極めて小さな粒子、分
子または試薬をソートし、または分析する場合でさえ、材料拡散または交換位置に関して
問題はない。好ましい実施形態において、水小滴は油の流れ中に押し出されるが、いずれ
の流体相も小滴相として用いることができ、いずれの他の非適合性または非混和性流体ま
たは相もバリア相として用いることもできる。
【００４２】
　「チャネル」は、本明細書中で用いる場合、流体の流れを少なくとも部分的に指令する
デバイス（例えば、基材）上の、または中の特徴を意味する。いくつかの場合において、
チャンネルは、少なくとも部分的には、単一の構成要素、例えば、エッチングされた基材
または成型されたユニットによって形成することができる。チャネルはいずれかの断面形
状、例えば、円形、卵型、三角形、不規則、四角または矩形（いずれかのアスペクト比を
有する）等を有することができ、被覆でき、または被覆しなくても良い（すなわち、チャ
ネルの周りの外部環境に関して開いている）。チャネルが完全に被覆された実施形態にお
いて、チャネルの少なくとも１つの部分は完全に包まれた断面を有することができ、およ
び／または全チャネルはその入口および出口を除いてその全長さに沿って完全に包むこと
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ができる。
【００４３】
　チャネルは少なくとも２：１、より典型的には少なくとも３：１、５：１、または１０
：１のアスペクト比（平均断面寸法に対する長さ）を有することができる。本明細書中で
用いる場合、流体またはマイクロ流体チャネルに関連する「断面寸法」は、一般には、チ
ャネル内での流体の流動に垂直な方向で測定される。開いたチャネルは、一般には、流体
輸送に対する制御を容易とする特徴、例えば、構造的特徴（細長い窪み）および／または
物理的または化学的特徴（疎水性－ｖｓ－親水性）、および／または流体に対して力（例
えば、含有力）を発揮することができる他の特徴を含むであろう。チャネル内の流体はチ
ャネルを部分的にまたは完全に満たすことができる。いくつかの場合において、流体は、
例えば、（例えば、流体が凹または凸メニスカスのようなメニスカス内のチャネル内に保
持されるように）表面張力を用いてある様式にてチャネルまたはチャネルの一部内に保持
し、または封じ込めることができる。製品または基材において、チャネルのいくつか（ま
たは全て）は、例えば、約５ｍｍ未満、約２ｍｍ未満、約１ｍｍ未満、約５００ミクロン
未満、約２００ミクロン未満、約１００ミクロン未満、約６０ミクロン未満、約５０ミク
ロン未満、約４０ミクロン未満、約３０ミクロン未満、約２５ミクロン未満、約１０ミク
ロン未満、約３ミクロン未満、約１ミクロン未満、約３００ｎｍ未満、約１００ｍｍ未満
、約３０ｎｍ未満、または約１０ｎｍ未満、またはある場合にはそれ未満の流体に対して
垂直方向の最大寸法を有する特定のサイズまたはそれ未満のものであってよい。ある実施
形態において、チャンネルは毛細管である。勿論、いくつかの場合には、より大きなチャ
ネル、チューブなどを用いて、流体をまとめて貯蔵し、および／または流体をチャネルに
送達することができる。
【００４４】
　いくつかの実施形態において、チャネルの寸法は、例えば、もし流体が細胞を含有する
ならば、流体がチャネルを通って自由に流動できるように選択することができる。チャネ
ルの寸法は、例えば、チャネルにおける流体のある容量または線流速を可能とするように
選択することもできる。勿論、チャネルの数およびチャネルの形状は当業者に知られたい
ずれかの方法によって変化させることができる。いくつかの場合において、１を超えるチ
ャネルまたは毛細管を用いることができる。例えば、２以上のチャネルを、それらが相互
に対して内側に存在する場合、相互に対して隣接に位置させて用いること等ができる。
【００４５】
　「主要チャネル」は、１以上の小滴を凝集させるための凝集モジュール、検出（同定）
または測定のための検出モジュール、またはもし存在すれば、検出モジュールにおける検
出に基づいて小滴をソートするための小滴およびソーティングモジュールを通過した分子
、細胞、小分子または粒子の流動を可能とする本発明のデバイスのチャネルである。凝集
、検出および／またはソーティングモジュールは、主要チャネルに入れるか、またはそこ
に製造することができる。主要チャネルは、典型的には、入口チャネルまたは入口モジュ
ールと流体連絡している。「入口チャネル」は、分子、細胞、小分子または粒子の主要チ
ャネルへの流動を可能とする。１以上の入口チャネルは、試料を本発明のデバイスに導入
するための１以上の手段と連絡している。入口チャネルは入口モジュールにおいて主要チ
ャネルと連絡している。主要チャネルは、典型的には、出口モジュールと、および所望に
より分岐チャネルと流体連絡しており、その各々は収集モジュールまたは廃棄モジュール
を有することができる。これらのチャネルは主要チャネルからの細胞の流動を可能とする
。
【００４６】
　本発明のデバイスのチャネルは、Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｇｒｏｕｐ
　（Ｂｅｒｋｅｌｅｙ，　Ｃａｌｉｆ．）から入手可能なもの、例えば、ＰｕｒＳｉｌ（
登録商標）およびＣａｒｂｏＳｉｌ（登録商標）のようなシリコン－ウレタン複合体から
の、シリコンエラストマー（例えば、ＲＴＶ）、ウレタン組成物から形成することができ
る。チャネルは界面活性剤、ＴＥＦＬＯＮ、あるいはその各々がフルオロ界面活性剤を含
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有するように修飾することができる、オクタデカフルオロオクタン（９８％，Ａｌｄｒｉ
ｃｈ）、またはＦｌｕｏｒｉｎｅｒｔ（ＦＣ－３２８３；３Ｍ）、またはフルオロノナン
のようなフッ素化油のような添加剤または剤で被覆することもできる。フッ素化油は、マ
イクロ流体適用において望ましい、化学的不活性性、高いガス浸透性、および生体適合性
を含めた好都合な特性を有する。ＴＥＦＬＯＮは、疎水性であって、有利には水を吸収し
ないシリコンエラストマー（ＲＰＶ）チャネルに特に適しているが、それらは油相に暴露
した場合に膨潤する傾向があり得る。膨潤はチャネルの寸法および形状を変化させること
ができ、チャネルを閉じることさえでき、あるいは例えば、エラストマーおよびカバース
リップの間のシールに応力を与えることによってチップの一体性に影響することができる
。ウレタン基材は油中で膨潤する傾向はないが、親水性であり、それらは望ましくなく水
を吸収でき、より高い操作圧力を用いる傾向がある。疎水性コーティングを用いて、水吸
収を低下させ、または排除することができる。吸収または膨潤の論点もまた、圧力または
小滴頻度を改変または最適化する（例えば、周期性を増加させて吸収を低下させる）こと
によって取り組むこともできる。ＲＴＶ－ウレタンハイブリッドを用いて、ウレタンの親
水性特性とシリコンの疎水性特性とを組み合わせることができる。
【００４７】
　本発明のチャネルは、例えば、慣用的なフォトリソグラフィー技術を用い、またはＷｈ
ｉｔｅｓｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｘｉａ，　Ａｎｇｅｗａｎｄｔｅ　Ｃｈｅｍｉｅ　Ｉｎｔｅ
ｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｅｄｉｔｉｏｎ　３７，　５５０（１９９８）によって記載された
「ソフトリソグラフィー」と呼ばれるマイクロマシーニング技術を用いてシリコンチップ
をエッチングすることによって微細加工される。これらおよび他の微細加工方法を用いて
、安価な小型化デバイスを提供することができ、ソフトリソグラフィーの場合には、改良
されたフレキシビリティ、安定性、および機械的強度のような有益な特性を有する頑強な
デバイスを供することができる。光学検出をしようする場合、本発明は、分子、細胞、小
分子または粒子懸濁液およびチャンバー材料からの最小光散乱も提供する。本発明による
デバイスは比較的安価であって、設定するのが容易である。それらは使い捨てとすること
もでき、これは（分子についての）ゲル電気泳動、および粒子の慣用的なＦＡＣＳマシン
の流動チャンバーおよびチャネルへの滅菌および永久的吸着の懸念の多くを軽減する。
【００４８】
　本発明のデバイスのチャネルは前記したいずれの幾何学のものとすることもできる。し
かしながら、デバイスのチャネルは、チャネルの内容物が操作され、例えば、ソートされ
、混合され、閉塞が妨げられる、等々するように、特定の幾何学を含むことができる。
【００４９】
　主要チャネルの流れ内で小滴である（すなわち、入口モジュールによって沈積した）粒
子（例えば、細胞）または分子については、デバイスのチャネルは好ましくは丸められて
おり、直径は、交差－流動領域または小滴押し出し領域において約２および１００ミクロ
ンの間、好ましくは約６０ミクロン、およびより好ましくは約３０ミクロンである。この
幾何学は、チャネルにおける小滴の秩序立った流動を容易とする。同様に、分析デバイス
における検出モジュールの容量は、典型的には、約１０フェムトリットル（ｆｌ）および
５０００ｆｌの間、好ましくは約４０または５０ｆｌ～約１０００または２０００ｆｌの
間の範囲、最も好ましくは約２００ｆｌ程度である。好ましい実施形態において、デバイ
スのチャネル、特に、小滴押出領域に連結する入口のチャネルは約２および５０ミクロン
の間、最も好ましくは約３０ミクロンである。
【００５０】
　マイクロ流動デバイスは、ソーティングの間に小滴に対する流体剪断力を最小とするよ
うに設計された分岐幾何学を含むことができる。公知のデバイスは、有意な剪断力がソー
ティングの間に小滴に影響する分岐幾何学を記載する。具体的には、分岐に遭遇するに先
立って入力チャネルの幅を横切ってソーティング力の影響下で移動する場合に、小滴は剪
断力を経験することができ、小滴は、小滴を細長く離し、または小滴を裂いたりさえする
ように適用される分岐点において剪断力を経験することができる。
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【００５１】
　分岐幾何学を有するチャネルを含むマイクロ流体デバイスは、（ｉ）分岐の上流にある
入力チャネルのネックダウンされたセグメントを含めることによって、ここで、小滴はソ
ーティング決定をなすように診断され、および／または（ｉｉ）分岐に直ちに先立って入
力チャネルのフレアード－アウト（ｆｌａｉｒｅｄ－ｏｕｔ）セグメントを含めることに
よって、および／または（ｉｉｉ）分岐の遠い壁にフォークを含めることによってこれら
の剪断を最小化することができる。剪断力は構成要素（ｉ）によって最小化される。なぜ
ならば、ソーティング場は、小滴がネックダウンされたセグメントにある場合に適用され
るからである。従って、小滴がネックダウンされたセグメントを出た場合、小滴は流体ス
トリームラインに置かれ、これはそれを分岐の所望のブランチから運び出す。さらに、小
滴は、分岐の望まないブランチに従う流体ストリームラインに有意には遭遇しない。剪断
力は構成要素（ｉｉ）によって最小化される。なぜならば、小滴は、それが分岐の望まな
いブランチに従う流体ストリームラインを経験するであろう地点において分岐の遠い壁に
有意にはインパクトを与えないからである。剪断力は構成要素（ｉｉｉ）によって最小化
される。なぜならば、フォークは、力は流体ストリームラインの２つの組（すなわち、分
岐の１つのブランチに従う１つの組、分岐の他のブランチに従う他の組）を相互から離し
て集中させるように働くからである。
【００５２】
　マイクロ流体デバイスは、小滴中へのカプセル化に先立って、生物学的／化学的物質の
凝集を妨げ、および生物学的／化学的物質を相互から離して保つように設計された特別な
幾何学を含むことができる。チャネルの寸法の幾何学は、凝集を乱し、限定されるもので
はないが、（その寸法が単一細胞の寸法よりも小さいか、または匹敵する狭い領域（また
は一連の）狭い領域を通るように細胞に力をかける）幾何学的ピンチング、あるいは（一
連のバリケードを移動する細胞の途中において、細胞の移動を乱し、細胞の凝集を破壊す
る）バリケードを含むことができる、種々の方法によってそれらを破壊して離すように変
化させることができる。
【００５３】
　チャネルの設計は、例えば、チャネルの入口において２つの希釈チャネルを用いて流動
フォーカスを通る中心ストリームラインに沿って移動する生物学的／化学的物質に力をか
けて、チャネル表面への付着を妨げることができる。これは、細胞による表面付着を妨げ
るのにも用いることができる。
【００５４】
　これらの寸法の小滴は、それらの各容量を維持しつつ、チャネルのサイズおよび形状に
適合する傾向がある。かくして、小滴がより広いチャネルからより狭いチャネルに移動す
るにつれ、それらはより長くかつより薄くなり、またその逆も成立する。それらが広い限
り、小滴は少なくとも約４倍であり得る。ロゼンジ形状として考えることができるこの小
滴の立体配置はチャネルを通ってスムーズにかつ十分に流動する。より狭いチャネルで生
じたより長い小滴はより高い剪断を供し、これは、すなわち、より小さな力を用いて小滴
をより容易に剪断し、または流れから取り除くことができることを意味する。また、小滴
はチャネル表面に接着する傾向があり、これは流れを遅くし、またはブロックすることが
でき、あるいは乱れを生じさせることができる。小滴がチャネルのサイズとの関係で自由
に破壊するのに十分に大きい場合に、小滴の接着は克服される。かくして、変化するサイ
ズの小滴は、もし存在すれば、合わされて、スムーズなまたは層流小滴流動をもたらすい
わゆる臨界的質量または容量を有する均一な小滴を形成することができる。それらの幅よ
りも長い、好ましくは、それらの幅よりも約４倍長い小滴は、一般には、チャネル接着を
克服し、かつマイクロ流体デバイスを通って自由に移動する能力を有する。かくして、６
０ミクロンチャネルでの例示的な実施形態において、典型的な自由流動小滴は約６０ミク
ロンの幅であり２４０ミクロンの長さである。小滴の寸法および流動の特徴は、所望によ
り、部分的には、チャネルの寸法、例えば、チャネルの幅を変化させることによって影響
され得る。
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【００５５】
　本発明の微細加工デバイスは、最も好ましくは、丸い単分散小滴を生じさせる。該小滴
はマイクロチャネルの直径よりも小さな直径を有することができる；すなわち、細胞を用
いる場合には好ましくは４０～１００μｍ、あるいは試薬を用いる場合には５～４０μｍ
である。単分散小滴は、例えば、高スループットデバイス、および高い周波数において、
かつ高い均一性の小滴を生じさせるのが望ましい他の実施形態において特に好ましいであ
ろう。
【００５６】
　物質（例えば、細胞および他の粒子または分子）がチャネルの側面に接着するのを妨げ
るためには、チャネル（および、もし用いれば、カバースリップ）は、接着を最小化させ
るコーティングを有することができる。そのようなコーティングは、それからデバイスが
製造される材料に固有なものであり得、あるいはそれは、チャネルの構造的態様が微細加
工された後に適用することができる。「ＴＥＦＬＯＮ」は、適当な表面特性を有するコー
ティングの例である。
【００５７】
　マイクロ流体デバイスのチャネルの表面は、分散した相のためにいずれかの抗－湿潤ま
たはブロッキング剤で被覆することができる。チャネルはいずれかのタンパク質で被覆し
て、生物学的／化学的試料の接着を妨げることができる。例えば、１つの実施形態におい
て、チャネルはＢＳＡ、ＰＥＧ－シランおよび／またはフルオロシランで被覆される。例
えば、５ｍｇ／ｍｌのＢＳＡは、付着を妨げ、および閉鎖を妨げるのに十分である。もう
１つの実施形態において、チャネルは、商標ＣｙｔｏｐでＡｓａｈｉ　Ｇｌａｓｓ　Ｃｏ
．によって販売されるタイプのようなペルフルオロ（アルケニルビニルエーテル）の共重
合によって得られた環化透明光学ポリマーで被覆することができる。そのような実施形態
において、コーティングは、ＣＴ－Ｓｏｌｖ　１８０中のＣｙｔｏｐ　ＣＴＬ－８０９Ｍ
の０．１～０．５ｗｔ％溶液から適用される。この溶液は、プラスチックシリンジを介し
てマイクロ流体デバイスのチャネルに注射することができる。次いで、デバイスを２時間
で約９０℃まで加熱し、続いて、２００℃においてさらに２時間加熱することができる。
もう１つの実施形態において、商標ＡｑｕａｐｅｌでＰＰＧ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，　
Ｉｎｃ．によって販売され、かつここに引用して援用する米国特許第５，５２３，１６２
号に開示されたタイプの疎水性コーティング（例えば、シリカプライマー層の使用と組み
合わせたプラスチックおよび被覆されたプラスチック基材表面のペルフルオロアルキルア
ルキルシラン表面処理）で被覆することができる。チャネルの表面をフッ素化することに
よって、連続相はチャネルを優先的に湿らせ、デバイスを通っての小滴の安定な生成およ
び移動を可能とする。チャネル壁の低い表面張力は、それにより、チャネル閉塞粒状物の
蓄積を最小化する。
【００５８】
　マイクロ流体デバイスにおけるチャネルの表面は、望ましくない湿潤挙動を妨げるため
にフッ素化することもできる。例えば、マイクロ流体デバイスは、（トリデカフロオロ－
１，１，２，２－テトラヒドロオクチル）トリクロロシランの開いた瓶を備えたポリカル
ボネートデシケーターに入れることができる。デシケーターは５分間真空に引き、次いで
、２０～４０分間シールされる。次いで、デシケーターは空気で逆充填され、取り出され
る。このアプローチは、フルオロシランでのマイクロ流体デバイスのチャネルの容易な浸
透を可能とする単純な拡散メカニズムを用い、同時デバイスフッ素化のために容易にスケ
ールアップすることができる。
【００５９】
　マイクロ流動デバイスは、適当なＰＥＧ－シランの蒸気または溶液で処理して、表面Ｐ
ＥＧ機能性化を行うシリンジ（または他のガラス容器）を含むことができる。ガラス容器
（例えばシリンジ）の壁をＰＥＧ機能性で処理する目的は、生物学的／化学的物質の本発
明のマイクロ流体デバイスへの適切な導入を台無しにする、容器の内側壁への生物学的接
着を妨げることにある。
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【００６０】
　本発明のデバイスは、小滴の間の間隔を変化させる目的で小滴流中の小滴の間に流体を
注入し、または除去するための１以上の流体チャネルを含むことができる。
【００６１】
　本発明は、チャネル幾何学によって細胞を操作する方法を提供する。ほとんどの細胞、
特に哺乳動物細胞は懸濁液中で相互に接着する傾向がある。チャネル幾何学を変化させる
目的は、細胞を凝集体から脱着させ、それらが小滴中にカプセル化される前にそれらを相
互から離していることにある。チャネル寸法の幾何学は、凝集体を乱し、例えば、幾何学
的ピンチングおよび／またはバリケードを含むことができる種々の方法によってそれらを
破壊して離すように変化させることができる。幾何学的ピンチングでは、細胞は、その寸
法が単一の細胞の寸法よりも小さな、または匹敵する１以上の狭い領域を通させる。バリ
ケードでは、一連の障害物／妨害物（バリケード）を移動する細胞の道をふさいで位置さ
せ、細胞の移動を乱し、および細胞の凝集体を破壊する。
【００６２】
　本発明は、流体ピンチングおよび表面コーティングの方法を含めたチャネル閉塞を妨げ
る方法を提供する。いくつかの細胞およびポリスチレンビーズはＰＤＭＳ／ガラス表面に
付着する傾向がある。これは望ましくない結果である。というのは、蓄積されたビーズは
チャネル、特に狭い領域（すなわち、ノズル）を閉塞しかねないからである。チャネルの
設計およびブロッキング剤をいくつかの実施形態で用いて、ビーズがチャネル表面に、お
よび相互に付着するのを妨げることができる。非限定的例はコーティング試薬およびチャ
ネルの設計を含む。ＢＳＡ（またはいずれかの他のタンパク質）のようなコーティング試
薬をビーズ緩衝液に加えて、チャネルの表面ならびにビーズの表面を被覆する。５ｍｇ／
ｍｌ　ＢＳＡは、ビーズの付着を妨げるのに十分であることが示されている。３０ｕｍ幅
および２５ｕｍ深さのノズルデバイスにおける１０ｕｍ直径のビーズでの実験においては
、閉塞は観察されない。チャネル設計に関しては、ビーズのチャネル表面への付着を妨げ
るためにビーズのチャネルの進入において２つの希釈チャネルを用い、細胞／ビーズを流
動フォーカスを通る中心ストリームラインに沿って動かす。これは、細胞による表面付着
を妨げるのにも用いることができる。
【００６３】
　本発明の典型的な分析ユニットは、主要入口から下流に位置した入口モジュールにおい
て主要チャネルと連絡した１以上の試料入口チャネルと共に、主要チャネルの一部であり
、かつ主要チャネルに供給し、またはそれと直接的に連絡される主要入口チャネルを含む
。１つの実施形態において、各異なる試料入口チャネルは、好ましくは、異なる入口モジ
ュールにおいて主要チャネルと連絡する。もう１つの実施形態において、異なる試料入口
チャネルは同一入口モジュールにおいて主要チャネルと連絡することができる。入口チャ
ネルは、さらに、試料を該デバイスに導入するための手段に連結される。該手段はウェル
または貯蔵庫であり得る。該ウェルまたは貯蔵庫は、さらに、音響アクチュエーターを含
む。該手段は温度制御できる。主要チャネルは、さらに、該デバイスから試料を収集する
ための手段に連結される。該手段はウェルまたは貯蔵庫であり得る。該手段は温度制御で
きる。
【００６４】
　入口モジュールは、一般には、試料の溶液（すなわち、分子、細胞、小さな分子（有機
または無機）または粒子のような試料を含有する流体）が主要チャネルに導入され、複数
の小滴を形成するように、試料入口チャネルおよび主要チャネルの間に接合を含む。試料
溶液は圧縮することができる。試料入口チャネルは、試料溶液が、主要チャネルを通過す
る流体の流れに対して垂直な角度にて主要チャネルに導入されるように、主要チャネルと
交差することができる。例えば、試料入口チャネルおよび主要チャネルはＴ－形状の接合
において交差し；すなわち、従って、試料入口チャネルは主要チャネルに対して垂直（９
０度）である。しかしながら、試料入口チャネルはいずれの角度で主要チャネルと交差す
ることもでき、試料溶液を、その流れに垂直である角度にて主要チャネルに導入する必要
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はない。交差するチャネルの間の角度は、約６０～約１２０度の範囲である。特別な例示
的角度は４５、６０、９０、および１２０度である。
【００６５】
　主要チャネルは、今度は、もし存在すれば、例えば、Ｔ－形状またはＹ－形状を形成す
るソーティングモジュールまたは「ブランチ点」において２以上のブランチチャネルと連
絡することができる。他の形状およびチャネル幾何学は所望により用いることができる。
【００６６】
　本発明のデバイスは、小滴形成に先立って試料をクロマトグラフィーによりソートする
ための１以上の手段を含むことができる。該手段は入口チャネルおよび／または入口モジ
ュールと流体連絡することができる。好ましくは、該手段はチャネルである。該試料はサ
イズ、電荷、疎水性、原子質量などによってソートすることができる。該分離はイソクラ
ティックに、または（例えば、塩または疎水性を用いて）化学的に勾配を生じさせること
によって、電気的に、圧力により、等のようにして行うことができる。サイズ排除では、
チャネルにセファロースを予め負荷することができる。次いで、試料を一端に負荷し、小
滴は反対の端部で形成される。試料は小滴内に取り込まれるようになる前にサイズによっ
て分離される。
【００６７】
　流体
　用語「流動」は、デバイスを通っての、または本発明の方法における液体または固体の
いずれの移動も意味し、制限なくしていずれの流体のストリームも、および物質がストリ
ームによって運ばれるか否かを問わず、ストリームと共に、ストリームの中で、またはス
トリームに対して移動するいずれの物質も含む。例えば、デバイスを通っての、または本
発明の方法における、例えば、本発明のマイクロ流体チップのチャネルを通っての分子、
ビーズ、細胞またはビリオンの移動は流動を含む。これは、本発明によると、分子、ビー
ズ、細胞またはビリオンが流動をやはり含む流体のストリームによって運ばれるか否かを
問わず、あるいは分子、細胞またはビリオンがいくつかの他の直接的または間接的力また
はモチベーションによって移動されるか否かを問わず、およびいずれの原動力の性質が知
られているかまたは理解されているか否かに関わらず、そうである。いずれの力の適用を
用いても、限定されるものではないが、分子、細部またはビリオンが本発明による検出、
測定またはソーティングのために向けられる限り、いずれかの特定の理論または作用メカ
ニズムに関することもなく、圧力、毛管作用、電気－浸透圧、電気詠動、誘電泳動、光学
ピンセット、およびその組合せを含めた流動を供することができる。
【００６８】
　主要チャネルにおける流動流は、典型的には、必ずしも必要ないが、連続的であって、
停止させ、出発させ、逆行させ、または速度を変化させることができる。ソーティングに
先立って、試料分子、細胞または粒子を含有しない液体を、試料入口ウェルまたはチャネ
ルに導入し、例えば、毛管作用によって入口モジュールを通じて向けて、使用するために
水和し、およびデバイスを調製することができる。同様に、緩衝液または油は、主要チャ
ネルと直接的に連絡する主要入口領域に導入して、デバイス（例えば、または「デッド」
空気）をパージし、用いるためにそれを調製することもできる。所望により、例えば、緩
衝液または油を出口モジュールに加えることによって、圧力を調整し、または等しくする
ことができる。
【００６９】
　入口モジュールにおける圧力は、例えば、入口チャネルにそれらを供給する圧縮シリン
ジで主要および試料入口チャネルの圧力を調整することによって調節することもできる。
入口モジュールにおける油および水源の間の圧力差を制御することによって、生じた小滴
のサイズおよび周期性を調節することができる。別法として、バルブを、それに連結され
た入口モジュールまたは試料モジュールチャネルのいずれかに、またはいずれかと同時に
おいて、溶液の入口モジュールへの流動を制御し、それにより、小滴のサイズおよび周期
性を制御することができる。周期性および小滴の用量は、チャネルの直径、流体の粘度、
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および剪断圧力にも依存し得る。
【００７０】
　本明細書中で用いる場合、用語「流体流」または「流動性流」とは、典型的には、一般
に、特定の方向の流体の流動をいう。流動性ストリームは連続的および／または不連続的
であってよい。「連続」流動性流は、単一存在として生じる流動性流であり、例えば、も
し連続流動性ストリームがチャネルから生じたならば、流動性ストリームは、生じた後に
チャネル出口に連続しているようである。連続流動性ストリームは連続相流体または担体
流体とも言われる。連続流動性ストリームは、層流、またはいくつかの場合には乱流であ
ってよい。連続流動性ストリームは、例えば、（すなわち、例えば、中空チューブにおけ
るような内部に第二の流体を含有する）固体または中空であってよい。「チューブ」が本
明細書中で用いられる場合は常に、該構造は中空、固体または満たされた（すなわち、中
空でない）ストリーム、中心コアおよび周囲の層または複数層を含むストリームとするこ
とができ、そのいずれかは他のいずれのものと選択的に反応することができ、あるいは固
化することができる、などであることは理解されるべきである。ある場合には、中心コア
は中空であり、および／または流体を硬化した周囲の流体から取り出して、中空チューブ
を得ることができる。連続相流体は非極性溶媒とすることができる。連続相流体はフルオ
ロカーボン油とすることができる。
【００７１】
　同様に、「不連続」流動性ストリームは、単一の存在として生じない流動性ストリーム
である。不連続流動性ストリームは分散した相流体または試料流体とも言われる。不連続
流動性ストリームは、所望により、第二の流体によって囲まれていてもよい個々の小滴の
外観を有することができる。「小滴」は、本明細書中で用いる場合、第二の流体によって
完全に囲まれた第一の流体の離れた部分である。いくつかの場合においては、小滴は球形
または実質的に球形であってよく；しかしながら、他の場合には、小滴は非球形であって
よく、例えば、小滴は、例えば、外部環境に依存して、「小球」の外観、または他の不規
則な形状を有してもよい。本明細書中で用いる場合、第一の存在は、もし閉ループが第二
の存在のみを通じて第一の存在の周りに描き、または理想化することができるならば、第
二の存在によって「囲まれている」。分散した相流体は生物学的／化学的物質を含むこと
ができる。生物学的／化学的物質は組織、細胞、粒子、タンパク質、抗体、アミノ酸、ヌ
クレオチド、小分子、および医薬であり得る。生物学的／化学的物質は１以上の標識を含
むことができる。標識はＤＮＡタグ、染料または量子ドット、またはその組合せとするこ
とができる。
【００７２】
　用語「エマルジョン」とは、第二の流体の本体中の（本明細書中においては滴、小滴ま
たはナノリアクターともいう）小さな球に分布した１つの液体の調製物をいう。第一およ
び第二の流体は相互に非混和性である。例えば、不連続相は水性溶液とすることができ、
連続相は油のような疎水性流体とすることができる。これは油中水型エマルジョンといわ
れる。あるいは、エマルジョンは水中油型エマルジョンであってもよい。その例において
、小球に分散した第一の液体は不連続相という。他方、第二の液体は連続相または分散媒
体という。連続相は水性溶液とすることができ、不連続相は油（例えば、デカン、テトラ
デカン、またはヘキサデカン）のような疎水性流体である。水中油型エマルジョンにおけ
る油の小滴または小球は本明細書中においては「ミセル」とも言われ、他方、油中水型エ
マルジョンにおける水の小球は「逆ミセル」ということができる。
【００７３】
　本明細書中で用いる場合、用語「ナノリアクター」およびその複数形は本明細書中で定
義される用語「小滴」、「マイクロ滴」または「マイクロ小滴」、ならびに本明細書中に
おいて詳細に記載される、操作および小滴のプロービングのための一体化された系を含む
。本明細書中に記載されるナノリアクターは０～１００μｍ（例えば、５、１０、１５、
２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８
５、９０、９５、１００）とすることができる。
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【００７４】
　小滴形成性液体は、典型的には、超純水（例えば、カラムクロマトグラフィーによって
得られる１８メガ－オーム抵抗率）、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌおよび１ｍＭ　ＥＤＴ
Ａ（ＴＥ）緩衝液、リン酸緩衝セライン（ＰＢＳ）または酢酸塩緩衝液のような水性緩衝
液溶液である。分析し、および／またはソートすべき分子、細胞または粒子の集団に生理
学的に適合するいずれの液体または緩衝液も用いることができる。主要チャネルを通過す
る、およびその中で小滴が形成される流体は、小滴形成性流体と非混和性であるものであ
る。主要チャネルを通過する流体は非極性溶媒、最も好ましくはデカン（例えば、テトラ
デカンまたはヘキサデカン）、フルオロカーボン油またはもう１つの油（例えば、鉱油）
とすることができる。
【００７５】
　分散相流体はデバイス中での組合せ、分析および／またはソーティングのための生物学
的／化学的物質（例えば、分子、細胞または他の粒子）を含有することもできる。分散相
流体の小滴は１を超える粒子を含有することができ、または１以下の粒子を含有すること
ができる。例えば、生物学的物質が細胞を含む場合、各小滴は、好ましくは、平均して、
１以下の細胞を含有する。小滴はその内容物に従って検出し、および／またはソートする
ことができる。
【００７６】
　本発明で用いる流体は、表面張力を低下させる剤（界面活性剤）のような１以上の添加
剤を含有することができる。界面活性剤はＴｗｅｅｎ、Ｓｐａｎ、フルオロ界面活性剤、
および水に対して油に可溶性である他の剤を含むことができる。界面活性剤は、例えば、
小滴を交差チャネルに押し出し、または注入するのに必要とされる剪断力を低下させるこ
とによって、小滴のサイズ、流動および均一性を制御し、または最適化するのを助けるこ
とができる。これは小滴の用量および周期性、または小滴が破壊されて交差チャネルに入
る速度または頻度に影響し得る。さらに、界面活性剤はフッ素化油中の水性エマルジョン
を凝集から安定化させるように働くことができる。
【００７７】
　小滴は界面活性剤で被覆してもよい。連続相流体に加えても良い好ましい界面活性剤は
、限定されるものではないが、ソルビタンモノラウレート（Ｓｐａｎ　２０）、ソルビタ
ンモノパルミテート（Ｓｐａｎ　４０）、ソルビタンモノステアレート（Ｓｐａｎ　６０
）およびソルビタンモノオレエート（Ｓｐａｎ　８０）、および過フッ素化ポリエーテル
（例えば、ＤｕＰｏｎｔ　Ｋｒｙｔｏｘ　１５７　ＦＳＬ、ＦＳＭ、および／またはＦＳ
Ｈ）を含めた、ソルビタン－ベースのカルボン酸エステル（例えば、「Ｓｐａｎ」界面活
性剤、Ｆｌｕｋａ　Ｃｈｅｍｉｋａ）のような界面活性剤を含む。用いても良い非イオン
性界面活性剤の他の非限定的原因はポリオキシエチレン化アルキルフェノール（例えば、
ノニル－、ｐ－ドデシル－、およびジノニルフェノール）、ポリオキシエチレン化直鎖ア
ルコール、ポリオキシエチレン化ポリオキシプロピレングリコール、ポリオキシエチレン
化メルカプタン、長鎖、カルボン酸エステル（例えば、天然脂肪酸のグリセリルおよびポ
リグリセリルエステル、プロピレングリコール、ソルビトール、ポリオキシエチレン化ソ
ルビトールエステル、ポリオキシエチレングリコールエステルなど）およびアルカノール
アミン（例えば、ジエタノールアミン－脂肪酸縮合物およびイソプロパノールアミン－脂
肪酸縮合物）を含む。加えて、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）のようなイオン性界面
活性剤を用いても良い。しかしながら、そのような界面活性剤は、一般には、本発明の多
くの実施形態についてあまり好ましくない。例えば、水性小滴を化学反応（生化学反応を
含む）のためのナノリアクターとして用いる、または生体物質を分析し、および／または
ソートするのに用いる実施形態において、ＳＤＳのような水溶性界面活性剤は小滴の内容
物を変性または不活化しかねない。
【００７８】
　担体流体は添加剤として（好ましくは、約０．２および５容量％の間、より好ましくは
約２％）界面活性剤（例えば、Ｓｐａｎ界面活性剤のような非イオン性界面活性剤）を含
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有する油（例えば、デカン、テトラデカンまたはヘキサデカン）またはフルオロカーボン
油であり得る。ユーザーは、好ましくは、担体流体中の界面活性剤がチャネル壁を被覆す
るように、担体流体をマイクロ流体デバイスのチャネルを通って流す。
【００７９】
　１つの実施形態において、フルオロ界面活性剤は、過フッ素化ポリエーテルＤｕＰｏｎ
ｔ　Ｋｒｙｔｏｘ　１５７　ＦＳＬ、ＦＳＭ、またはＦＳＨを揮発性フッ素化溶媒中の水
性水酸化アンモニウムと反応させることによって調製することができる。溶媒および残存
する水およびアンモニアはロータリーエバポレーターで除去することができる。次いで、
界面活性剤を、次いで、エマルジョンの連続相として働かせるフッ素化油（例えば、Ｆｌ
ｏｕｒｉｎｅｒｔ（３Ｍ））に溶解させることができる（例えば、２．５ｗｔ％）。
【００８０】
　本発明は、例えば、バルブおよびポンプを利用して圧力駆動流動制御を用いて、１以上
の方向の、および／またはマイクロ流体デバイスの１以上のチャネルへの細胞、粒子、分
子、酵素または試薬の流動を操作することができる。しかしながら、他の方法を、単独で
、あるいは電気－浸透圧流動制御、電気詠動および誘電泳動のような、ポンプおよびバル
ブと組合せて用いることもできる。（Ｆｕｌｗｙｅｒ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　１５６，　９１
０（１９７４）；Ｌｉ　ａｎｄ　Ｈａｒｒｉｓｏｎ，Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ　６９，　１５６４（１９９７）；Ｆｉｅｄｌｅｒら　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　７０，　１９０９－１９１５（１９９８）；米国特許第５，６５６
，１５５号）。本発明によるこれらの技術の適用は、例えば、ソーティングは、検出モジ
ュールにおいて、またはその直後において置くことができるソーティングモジュールにお
いて、またはその中で起こるゆえに、分析またはソーティングのためのより迅速かつ正確
なデバイスおよび方法を提供する。これは、分子または細胞が移動するより短い距離を提
供し、それらはより迅速かつより少ない乱れでもって移動することができ、単一のファイ
ルにて、すなわち、一度に１つにてより容易に移動し、調べ、ソートすることができる。
【００８１】
　いずれかの理論に拘束されずして、電気－浸透圧は、２以上の電極の間に電圧差または
電荷勾配の適用によって、イオンを含有する流れ、例えば、緩衝液のような液体中で運動
を生じさせると考えられる。中性（非荷電）分子または細胞はストリームによって運ぶこ
とができる。電気－浸透圧は、流動のコース、方向または速度を迅速に変化させるのに特
に適している。電気泳動は、反対電荷の１以上の電極に向けての、および同様な電荷の１
以上の電極から離れての流体における荷電物体の移動を生じさせると考えられる。水性相
を油相と組み合わせる場合、水性小滴は油によってカプセル化され、または相互から離さ
れる。典型的には、油相は導電体ではなく、電気－浸透圧場から小滴を絶縁することがで
きる。この例において、電気－浸透圧を用いて、もし油が電場まで運ばれ、またはそれに
反応するように修飾されていれば、あるいはもし油が、水中に非混和性であるが、電場か
ら水相を絶縁しないもう１つの相に代えて置き換えているならば、小滴の流動を駆動する
ことができる。
【００８２】
　誘電泳動は、正味の電荷を有さないが、相互に対して正または負に荷電した領域を有す
る誘電性物体の移動を生じさせると考えられる。小滴および／または細胞または分子のよ
うな粒子の存在下における交流の不均一電場は小滴および／または粒子を電気的に分極さ
せ、かくして、誘電泳動力を経験させる。粒子および懸濁性媒体の誘電分極性に依存して
、誘電性粒子は高い場の強さまたは低い場の強さのいずれかの領域に向けて移動するであ
ろう。例えば、生きた細胞の分極性はそれらの組成、形態および表現型に依存し、印加さ
れた電場の周波数にかなり依存する。かくして、異なるタイプの、異なる生理学的状態に
おける細胞は、一般には、例えば、微分誘電泳動力によって、細胞分離についての基礎を
提供できる区別可能に異なる誘電特性を保有する。同様に、小滴の分極性は、そのサイズ
、形状および組成にも依存する。例えば、塩を含有する小滴は分極することができる。Ｆ
ｉｅｄｌｅｒら　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　７０，１９０９－１９１
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５（１９９８）に供された式によると、単一小滴の個々の操作は小滴に近い寸法を持つ場
の差（不均一性）を必要とする。
【００８３】
　操作は、懸濁性媒体と共に小滴／粒子の誘電率（誘電特性）にやはり依存する。かくし
て、ポリマー粒子、生きた細胞は、水中で高－場周波数において負の誘電泳動を示す。例
えば、水中の０．５ＭＶ／ｍの場（２０ミクロンの電極ギャップに対して１０Ｖ）におい
てラテックス球によって経験される誘電泳動力は、１５ミクロンのラテックス球について
の１５ｐＮに対する３．４ミクロンラテックス球について約０．２ピコニュートン（ｐＮ
）であると予測される（Ｆｉｅｄｌｅｒら　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
　７０，　１９０９－１９１５（１９９８））。これらの値は、ストリーム中の球によっ
て経験される水力学力よりもかなり大きい（３．４ミクロン球について約０．３ｐＮ、お
よび１５ミクロン球について１．５ｐＮ）。従って、個々の細胞または粒子の操作は誘電
泳動を用い、細胞ソーターデバイスにおけるようにストリーミング流体で達成することが
できる。慣用的な半導体技術を用い、電極を基材上に微細加工して、本発明の微細加工ソ
ーティングデバイスにおける力の場を制御することができる。誘電泳動は、導電体である
動く物体に特に適している。ＡＣ電流の使用は、イオンの永久的整列を妨げるのに好まし
い。メガヘルツの周波数は、比較的長い距離に渡っての正味の整列、引力、および移動を
供するのに適している。米国特許第５，４５４，４７２号参照。
【００８４】
　放射圧もまた本発明で用いて、物体、例えば、そのなかに含有される小滴および粒子（
分子、細胞、粒子など）を、レーザーのような光の集中されたビームで偏向させ、移動さ
せることもできる。流動は、デバイスの１以上のチャネルの間の、あるいは本発明の方法
における圧力差または勾配を供することによって得て、制御することもできる。
【００８５】
　分子、細胞または粒子（あるいは分子、細胞または粒子を含有する小滴）は、直接的機
械的スイッチングによって、例えば、オン－オフバルブで、あるいはチャネルを圧搾する
ことによって移動させることができる。例えば、出力ウェルを上昇または下降させて、チ
ップ上のチャネル内部の圧力を変化させることによって、圧力制御を用いることもできる
。例えば、米国特許第６，５４０，８９５号に記載されたデバイスおよび方法参照。これ
らの方法およびデバイスは、係属中の米国特許出願公開番号２００１００２９９８３およ
び２００５０２２６７４２に記載された方法およびデバイスと組合せてさらに用いること
ができる。「ポンプおよびバルブ」駆動システムは特に好ましい。それらは迅速で、有効
で、経済的で、かつ製造し制御するのが比較的容易である。加えて、それらは、制御する
のがより困難であって、ある場合には、小滴内容物に潜在的に影響し得る電場または電荷
に依拠しない。異なるスイッチングおよび流動制御メカニズムを１つのチップ上で、また
は１つのデバイス中で組み合わせることができ、所望により独立して、あるいは一緒に働
かすことができる。
【００８６】
　デバイスは、液滴が、第一の非混和性流体中にある場合、第一の非混和性流体と非混和
性である小滴内の成分が第二の非混和性流体に可溶性であるような、第二の非混和性流体
に暴露されるように、流体流動の使用を介して小滴内の成分を交換することができる。１
つの例において、化学反応を含む水性小滴は、脂質溶媒に可溶性である副産物を生じる。
化学反応は、シリコン－ベースの溶媒中の水－環境において行われる。化学反応が起こっ
た後、小滴は有機－油ベースの溶媒に暴露され、そこで、化学副産物が小滴の外へ拡散さ
れる。次いで、小滴を生きた細胞と合わせることによって、得られた小滴を細胞－殺傷活
性についてアッセイする。別法として、非水性流体流動の変化を用いて、小滴が１００％
の第一の非混和性流体流動に戻る前に、第二の非混和性流体からの特定の成分を加えて、
水性滴に拡散させる。
【００８７】
　小滴中の分子、細胞または粒子の濃度（すなわち、数）はソーティングに有効に影響で
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き、従って、好ましくは最適化される。特に、試料濃度は、小滴のほとんどが１以下の分
子、細胞または粒子を、ごくわずかな統計学的可能性でもって、小滴が２以上の分子、細
胞または粒子を、含有するのに十分に希薄であるべきである。これは、測定の大部分につ
いて、それが検出モジュールを通過するにつれて各小滴中で測定されたレポーターのレベ
ルは、単一の分子、細胞または粒子に対応し、２以上の分子、細胞または粒子に対応しな
いことを確実にする。
【００８８】
　この関係を支配するパラメータは小滴の容量、および試料溶液中の分子、細胞または粒
子の濃度である。小滴が２以上の分子、細胞または粒子を含有する確率（Ｐ≦２）は、
Ｐ≦２＝１－｛１＋［細胞］×Ｖ｝×ｅ－［細胞］×Ｖ

として表すことができ、ここで、「［細胞］」は立法ミクロン（μｍ３）当たりの分子、
細胞または粒子の数のユニットにおける分子、細胞または粒子の濃度であり、Ｖはμｍ３

のユニットにおける小適の容量である。
【００８９】
　Ｐ≦２は、試料溶液中の分子、細胞または粒子の濃度を減少させることによって最小化
することができるのが認識されるであろう。しかしながら、試料溶液中の分子、細胞また
は粒子の濃度の減少の結果、デバイスを通って処理された溶液の増大した容量がもたらさ
れ、かつより長い実行時間がもたらされ得る。従って、小滴中の多数の分子、細胞または
粒子の存在を最小化し、（それにより、ソーティングの精度を増加させる）、試料の容量
を低下させ、それにより、許容される濃度の分子、細胞または粒子を含有する合理的容量
における合理的時間でのソートされた試料を可能とするのが望ましい。
【００９０】
　許容される最大Ｐ≦２は、ソートされた試料の望まれる「純度」に依存する。この場合
における「純度」とは、望まれる特徴を保有する（例えば、特定の抗原を提示する、特定
のサイズ範囲にある、あるいは特定のタイプの分子、細胞または粒子である）ソートされ
た分子、細胞または粒子の一部分をいう。ソートされた試料の純度はＰ≦２に逆比例する
。例えば、高い純度が必要とされたり、望まれない適用においては、比較的高いＰ≦２（
例えば、Ｐ≦２＝０．２）が許容できる。ほとんどの適用では、約０．１における、また
はそれ未満での、好ましくは約０．０１における、またはそれ未満でのＰ≦２の維持は満
足できる結果を供する。
【００９１】
　（前記した液体または緩衝液のような）適当な流体中に分子、細胞または粒子の混合物
または集団を含有する試料溶液は試料入口チャネルに供給され、試料溶液の小滴は、入口
モジュールにおいて、主要チャネルを通過する流動に導入される。流動の力および方向は
、流動を制御するためのいずれかの所望の方法によって、例えば、圧力差によって、バル
ブ作用によって、あるいは（例えば、入口および／または出口モジュールにおける、１以
上の電極、またはパターン化された導電性層によって生じた）電気－浸透圧流動によって
制御することができる。これは、細胞の、１以上の望まれるブランチチャネルまたは出口
モジュールへの移動を可能とする。
【００９２】
　小滴を含む流体、および小適を運ぶ流体（すなわち、水性かつ非極性流体）は共に、好
ましくは、比較的低いレイノルズ数、例えば、１０－２を有する。レイノルズ数は、流体
の密度および速度、および与えられた長さのチャネルにおけるその粘度の間の逆関係を表
す。より短い距離にわたってのより粘性で、より密度が低い、よりゆっくりと移動する流
体はより小さなレイノルズ数を有し、乱れなくして転換し、停止し、開始し、または逆行
させるのがより容易である。小さなサイズおよびゆっくりとした速度のため、微細加工さ
れた流体系は、しばしば、低いレイノルズ数が支配している（Ｒｅ＜＜１）。この支配に
おいては、乱流および二次的な流動を引き起こす慣性効果は無視でき；粘性硬化が力学を
支配する。これらの条件はソーティングで有利であり、本発明の微細加工されたデバイス
によって供される。従って、本発明の微細加工されたデバイスは、もし低いまたは非常に
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低いレイノルズ数で専ら操作されるのでなければ好ましい。
【００９３】
　本発明のデバイスを用いて、その組成が様々な理由（化学反応、試料調製等）のため１
つの小滴と次の小滴との間で変化し得る小滴を生じさせることができる。同一デバイス内
では、小滴が、種々の手段（光学的または電気的）を用いて内容物を問い合わせできる測
定容量を通ることができる。測定の結果を用いて、小滴がいずれの流路を採るべきかを決
定することができる。流路を変化させる手段は、本明細書中に記載されたように、または
当該分野で良く知られているように、機械的、電気的、光学的または他の技術を通じて達
成することができる。
【００９４】
　本発明は、マイクロ流体デバイスでの光学的測定の必要性なくして小滴のサイズおよび
速度の情報を決定する方法を提供する。多数の事象の間のタイミングを制御する必要性は
、小滴が与えられた点を通過する正確な時間の決定を必要とする。また、いずれのチャネ
ルに小滴が入るかを知るのも必須である。この方法はそのような測定のコストおよび複雑
性を有意に低下させることができる。
【００９５】
　マイクロ流体デバイスにおいて小滴を生じさせるのに用いる流体は、典型的には、油お
よび水のような非混和性液体である。これらの２つの物質は、一般には、それらに関連す
る非常に異なる誘電定数を有する。これらの差を調べて、マイクロ流体デバイスの小さな
セクションを通過する各滴についての小滴速度およびサイズを決定することができる。誘
電定数のこの変動を直接的にモニターする１つの方法は、密接に間隔が設けられた電極の
対の間の経時的キャパシタンスの変化を測定する。キャパシタンスのこの変化は、これら
の電極で測定された電流の変化によって検出することができる：
【００９６】
【数３】

式中、ｉは電流であり、Ｖは電極を横切って印加される電圧であって、ｄＣ／ｄｔは経時
的なキャパシタンスの変化である。別法として、もし時間変化する電圧を同一電極に印加
するならば、キャパシタンスは直接的に測定することができる：ｉ＝ＣｄＶ／ｄｔ。ここ
で、Ｃは測定されたキャパシタンスであり、およびｄＶ／ｄｔは経時的電圧の変化である
。
【００９７】
　第一の近似として、電極対は平行プレートキャパシターとして決定することができる。
【００９８】
【数４】

ここで、ε０は自由空間の誘電率であり、ｋは有効誘電定数であり（これは小滴が通過す
るごとに変化する）、Ａはキャパシターの面積であって、ｄは電極分離である。次いで、
デバイスで測定された電流を時間の関数としてプロットする。
入口モジュール
　「入口モジュール」は、凝集、検出および／またはソーティングのために分子、細胞、
小分子または粒子を受け取る微細加工されたデバイスの領域である。入口モジュールは１
以上の入口チャネル、ウェルまたは貯蔵庫、開口、および分子、細胞、小分子または粒子
のデバイスへの進入を容易とする他の特徴を含有することができる。チップは、所望であ
れば、１を超える入口モジュールを含有することができる。入口モジュールは主要チャネ
ルと流体連絡している。入口モジュールは、本発明のデバイスの入口チャネルおよび主要
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チャネルの間の接合を含むことができる。該接合は、圧縮された流体の主要チャネルへの
導入を可能とすることができる。入口チャネルは、主要チャネルにおける流体の流動に対
して垂直な角度とすることができる。入口モジュールを通って主要チャネルに導入される
流体は、入口モジュールを通って導入される流体の小滴が主要チャネルにおける連続流体
の流れ中に形成されるように、主要チャネルにおける流体と「非適合性」（すなわち、非
混和性）である。
【００９９】
　試料の小滴を主要チャネルに導入する２以上の入口モジュールがある本発明の実施形態
も提供される。例えば、第一の入口モジュールは、主要チャネルにおける流体（例えば、
油）の流れへ第一の試料の小滴を導入することができ、第二の入口モジュールは主要チャ
ネルにおける流体の流動へ第二の試料の小滴を導入することができる、等である。第二の
入口モジュールは、好ましくは、第一の入口モジュールから下流にある（例えば、約３０
μｍ）。２以上の異なる入口モジュールに導入された流体は、同一の流体または同一タイ
プの流体（例えば、異なる水性溶液）を含むことができる。例えば、酵素を含有する水性
溶液の小滴は第一の入口モジュールにおいて主要チャネルに導入され、酵素に対する基質
を含有する水性溶液の小滴は第二の入口モジュールにおいて主要チャネルに導入される。
別法として、異なる入口モジュールにおいて導入された小滴は、適合性、または非適合性
であり得る異なる流体の小滴であり得る。例えば、異なる小滴は異なる水性溶液であって
よく、または第一の入口モジュールにおいて導入された小滴は１つの流体（例えば、水性
溶液）の小滴であり得、他方、第二の入口モジュールにおいて導入された小滴はもう１つ
の流体（例えば、アルコールまたは油）であり得る。
【０１００】
　特異的生物学的／化学的物質（例えば、細胞）の単一エレメントを含む１つの小滴を得
るためには、生物学的／化学的物質の分離、およびマイクロ流体チャネルにおける生物学
的／化学的物質の数密度の均一性が望ましい。従って、マイクロ流体デバイスは音響アク
チュエーターを含むことができる。負荷された試料（生物学的／化学的物質）は、カプセ
ル化のためにノズル領域へ送られる前に音響波によってよく混合し、小さなチャンバー中
に分離することができる。音響波の周波数は、いずれかの損傷を細胞に対して引き起こさ
ないように微妙にチューニングすべきである。音響混合の生物学的効果は（例えば、イン
ク－ジェット産業において）よく研究されており、多くの公表された文献は、圧電マイク
ロ流体デバイスは生きた微生物およびＤＮＡのような無傷の生物学的ペイロードを送達す
ることができることを示す。
【０１０１】
　音響共鳴体の設計は、ＰＤＭＳスラブ中のカーブド共鳴体の片側に位置した圧電バイモ
ルフ平坦プレートを用いることができる。共鳴体入口は細胞流動入力チャネルに連結する
ことができ、出口は細胞流動ピンチングチャネルに連結することができる。圧電駆動波形
を注意深く最適化して、流体中の細胞を分離することができる臨界的周波数を選択するこ
とができる。周波数パラメータを超えて最適化するための５つのパラメータがあり、Ｌａ
ｂエレクトロニクスを用いて、圧電駆動波形を最適化することができる。その後、低コス
トの回路は、好ましいマイクロ流体デバイスにおいて最適化された波形のみを生じるよう
に設計することができる。
【０１０２】
　凝集モジュール
　本発明のデバイスは１以上の凝集モジュールも含む。「凝集モジュール」は、小滴内に
含まれる分子、細胞、小分子または粒子が、分子、細胞、小分子または粒子を含む他の小
滴と近接される場合に、および近接する小滴が凝集し、またはそれらの内容物を合わせる
場合に、入口モジュールにおいて、またはその下流の主要チャネルの少なくとも一部内に
あり、またはそれと一致する。凝集モジュールは装置、好ましくは、誘電泳動力を生じさ
せるための１以上の電極、またはパターン化された導電性層を含むこともできる。１以上
の電極またはパターン化された導電性層によって生じた誘電泳動力は、主要チャネル内の
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小滴を遅らせ、または停止させることができ、それにより、それらの近接、および結果と
しての凝集または合体を容易とする。
【０１０３】
　１以上の小滴ストリーム中の２以上の前駆体小滴は、電圧を印加して電場を生じさせる
ことによって、より大きな小滴へと凝集することができる。電圧は交流とすることができ
る。電場はＡＣ電場またはＤＣ電場とすることができる。
【０１０４】
　凝集の影響は、小滴を運ぶストリームの速度に対して第一の前駆体小滴を遅くし、また
は停止させる誘電泳動力を生じさせることができる。第一の前駆体小滴は、第二の（また
はより多くの）前駆体小滴が到達し、小滴中の場誘導二極の間の相互作用のため第一の前
駆体小滴と凝集するまで依然としてゆっくりとし、または停止したままである。次いで、
増大した容量の新しい小滴は、誘電場によって保持されるのには余りにも大きく、連続的
相流体の流れの影響下で移動して去ってゆく。図１５～１７参照。印加された電圧の変化
は必要とされず、電場は依然として一定である。前駆体小滴の捕獲（遅延または停止）お
よび凝集された小滴の放出は共に受動的であり得る。一旦増大した容量の新しい小滴が移
動して去ってゆけば、次いで、次の前駆体小滴が場に捕獲され、プロセスが反復される。
１を超える小滴が捕獲された小滴と凝集するように、電圧をチューニングすることができ
る。１を超える小滴をもう１つの小滴と凝集させる利点は、それが対様式の合体を可能と
することである。別法として、この幾何学での変動は、小滴を流動中の低い速度のストリ
ームラインに一時的にシフトさせることによって小滴相の正確な制御を可能とするであろ
う。
【０１０５】
　前駆体小滴は、同一流体ストリームにおいて異なる時間に来ることができ、引き続いて
、凝集することができる。別法として、小滴が誘電泳動力の影響下に入り、次いで、小滴
中の場誘導二極の間の相互作用のため引き続いて凝集する場合に、小滴が相互に対して実
質的に隣接した位置にあるように、前駆体小滴は異なる（例えば、２以上の）流体ストリ
ームに一緒に到達することができる。異なる流体ストリームは実質的に平行とすることが
できる。
【０１０６】
　電場勾配は、第二の（またはより多くの）平行流体ストリームにおける前駆体小滴より
も第一の平行な流体ストリームにおいて前駆体小滴に対してより強くすることができる。
従って、他のストリーム中の前駆体小滴の周波数が第一のストリーム中の前駆体小滴の周
波数よりも大きい場合、捕獲され、それにより相互の間の他の流体ストリーム中での前駆
体小滴の凝集を妨げるのは、第一のストリームからの前駆体小滴のみである。このように
、電場を変化させて、前駆体小滴の正しい対のみの凝集を引き起こすことができる。かく
して、いくつかの実施形態において、（すなわち、電場がオンまたはオフであるかに基づ
いて）、小滴の捕獲および放出は非受動的であり得る。
【０１０７】
　デバイスは、流体制御で用いられるチャネル、および一体化された金属合金成分（すな
わち、電極）を注型するための金属合金を満たした他のチャネルを含むことができる。別
法として、電極は、他の技術を用いて製造することができる（例えば、酸化スズインジウ
ム、または白金のような金属から作られたリソグラフィーによりパターン化された電極）
。マイクロ流体デバイスは、限定されるものではないが、小滴の凝集、小滴の荷電、小滴
のソーティング、小滴の検出および小滴の振盪を含めた、流体に対する電気的機能を行っ
て、凝集した小滴の内容物を混合するのに有用な金属合金成分を含むことができる。デバ
イスは、１を超える前記した機能のための１を超える前記した構成要素を含有することが
できる。
【０１０８】
　本発明は、生物学的／化学的物質を操作する方法も提供する。１つの実施形態において
、誘電泳動力を、電場勾配によって生じた小滴に働かせることによって、第一の生物学的
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／化学的物質を含む少なくとも１つの小滴を遅くし、または停止させることによって、凝
集に先立って、第一および第二の小滴を近接させることができる。もう１つの実施形態に
おいて、第一および第二の小滴が異なるサイズのものである場合、凝集に先立って、第一
および第二の小滴を近接させることができる。いくつかの実施形態において、第一および
第二の小滴の一方は、チャネル幅のサイズとすることができ、他の小滴はチャネル幅より
も小さくすることができる。他の実施形態において、より大きな小滴は、それが、もし球
形であるならばチャネル幅よりも大きな直径を有するように、十分な容量を有する。さら
なる実施形態において、第一および第二の小滴が異なる粘度のものであって、かくして、
異なる速度で移動する場合に、凝集に先立って、第一および第二の小滴を近接させること
ができる。小滴の粘度は、小滴の内容物を変化させることによって変化させることができ
る。例えば、グリセロールを小滴に加えて、それに増大した粘度を与えることができる。
【０１０９】
　１つの実施形態において、生物学的および化学的物質を操作する方法は、さらに、凝集
モジュール内で生じた電場勾配からの誘電泳動力の影響下で遅くされ、または停止された
小滴とで少なくとも１つの小滴を凝集させ、それにより、ナノリアクターを生じさせるこ
とを含む。
【０１１０】
　連続相流体における第一の分散相流体を流動させることから形成された小滴が、連続相
流体において第二の分散相流体を流動させることから形成された小滴に対して異なる速度
で移動し、従って、小滴が、電場がそれらを凝集するように誘導する領域に対で到達し、
それにより、ナノリアクターを生じさせるように、小滴サイズを制御することができる。
いくつかの実施形態において、５０％を超える小滴は対となっている。他の実施形態にお
いて、７５％を超える小滴は対となっている。
【０１１１】
　連続相流体において第一の分散相流体を流動させることから形成された小滴が、連続相
流体において第二の分散相流体を流動させることから形成された小滴に対して異なる速度
で移動し、従って、小滴が、電場がそれらを凝集するように誘導する領域に対で到達し、
それにより、ナノリアクターを生じさせるように、小滴の粘度を制御することができる。
いくつかの実施形態において、５０％を超える小滴は対である。他の実施形態において、
７５％を超える小滴は対である。
【０１１２】
　金属合金成分を含む電極は、流体チャネルにおいて終わることができ、または流体チャ
ネルから離すことができる。電極は、適当なチャネルを金属合金で満たすことによって構
築することができる。１つの方法では、これを達成して、シリンジでのように、融解した
状態の金属合金のチャネルへの正圧注入を用い、次いで、金属合金を固体形態まで冷却す
ることができる。もう１つの例が、負圧を用いて、融解した状態の金属合金をチャネルに
吸引し、次いで、金属合金を固体形態まで冷却することである。これは、例えば、毛管力
の使用によって達成することができる。構築のもう１つの方法は前記した実施形態のいず
れかを用いることができ、次いで、融解した状態の金属合金をもう１つの液体でフラッシ
ュして、金属合金成分の幾何学を規定することができる。もう１つの例は、前記した実施
形態のいずれかを用い、次いで、局所化された冷プローブを用いて、金属合金についての
固体終了点を規定し、次いで、残りの金属合金を固体状態まで冷却することである。さら
なる例は、微視的ハンダ球またはＵＶ硬化性伝導性インクのようなもう１つの物質を用い
て、流体および金属合金チャネルとの間にバリアを形成し、金属合金成分の幾何学を規定
することである。
【０１１３】
　デバイスは、一体化された金属合金成分およびパターン化された導電性層の双方の組合
せを含むことができる。パターン化された導電性層は、それらの境界が漏出防止シール内
となるようにパターン化された特徴を有することができる。デバイスは、２つの荷電電極
の１つとしてパターン化された導電性特徴、および２つの荷電電極の他方としての１つの
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一体化された金属合金成分を有する。別法として、デバイスはボウタイ型アンテナの２等
分としての金属合金成分、および誘電性小滴検出のためのピックアップ型アンテナの２等
分としてのパターン化された導電性特徴を有することができる。
【０１１４】
　デバイスは、デバイスに存在する流体から絶縁された複数の電極、誘電性シグナルおよ
び適当な流体の適当な適用を含めた操作の方法を含むことができる。公知のデバイスにお
いて、電極は、典型的には、流体と接触させて、印加された誘電場をそうでなければスク
リーニングする種の排出を可能とする。他方、電極が流体から絶縁された場合のデバイス
において、このスクリーニング効果は、典型的には、余りにも速く起こるので、デバイス
はいずれかの有意に延長された時間の間有用ではない。流体－ｖｓ－絶縁電極と接触した
電極の欠点は、（ａ）漏出に対する質が低下した信頼性（というのは、デバイスの電極お
よび他の構成要素の間の界面は、漏出防止シールに影響することがより困難であり得るか
らである）、および（ｂ）電極腐蝕に対する質が低下した信頼性（その失敗の態様の影響
は誘電場の適用の失敗、および流体チャネルの汚染を含む）である。
【０１１５】
　デバイスに存在する流体から絶縁された複数の電極を含む本発明のデバイスは、スクリ
ーニング上昇時間を延長し、デバイスに印加された異なる電場の全てについての極性スイ
ッチを含めることによって、このスクリーニング効果に反対に作用する。スクリーニング
上昇時間は、誘電特性を持つ流体を用いることによって延長される。デバイスにおいて印
加された異なる誘電場の全てについての極性スイッチは、誘電場の極性を、デバイスの適
切な誘電機能を維持するのに十分高い周波数において切り替える誘電制御についてのアル
ゴリズムを用いることによって達成される。この誘電制御アルゴリズムもまた、カスケー
ディングにおいて誘電場についての極性を切り替えることができ、流体起点で出発し、下
流に進む時間制御方式であり、従って、与えられた流体成分はそれらのコースに沿って各
点において１つの極性を経験する。本発明のデバイスが、金属合金電極にて、または金属
合金電極およびパターン化された伝導性フィルム電極の組合せを用いて用いることができ
る。
【０１１６】
　１つの実施形態において、本発明は、注入された電極を用いるマイクロ流体デバイスを
提供する。微視的電極（典型的には、２５μｍ厚み）および巨視的インターコネクトの間
の界面は、もし２つの間の接合が屈曲すれば容易に崩壊しかねない。接合の屈曲は、接合
（すなわち、グロメット）を固定し、支持し、および再度シール用に働く固い材料を界面
に固定することによって排除することができる。屈曲を妨げるには、デバイスの接合面は
、ガラスまたはプラスチックのような硬い材料から製造することができる。外部系との電
気的連結は、デバイスが、グロメットからオフセットされ（それにより、ハンダ領域に適
用された力を最小化し）、または（接触がハンダに触れない限り）グロメットを中心とし
ている、バネ負荷接触に連結されるように、デバイスを固定することによってなすことが
できる。
【０１１７】
　金属合金成分もまた、限定されるものではないが、鏡を含むことができる幾何学の小滴
の光学的検出を含めた、流体に対する光学的機能を行うのに有用である。
【０１１８】
　マイクロ流体チャネル内に置かれた電極からの流体の漏出を妨げるために、マイクロ流
体デバイスは流体制御のためのチャネルでパターン化された相、およびパターン化された
導電性特徴を備えたもう１つの層を含むことができ、ここで、それらの境界が漏出防止シ
ール内となるように、特徴はパターン化されている。漏出防止シールは、流体制御層のパ
ターン化されていない領域および導電層のパターン化されていない領域の間の界面におい
て達成することができる。漏出防止シールは、流体制御層、および導電層のパターン化さ
れていない領域の間の第三の界面層によって達成することもできる。第三の界面層は、特
異的位置において穴を開けて、流体および導電層の間の接触を可能とすることができ、ま
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たは可能とすることができない。電気的アクセスポートもまた流体制御層においてパター
ン化することができる。
【０１１９】
　前記した電極およびパターン化された導電層はデバイスのいずれかのモジュール（入口
モジュール、凝集モジュール、混合モジュール、遅延モジュール、検出モジュールおよび
ソーティングモジュール）と会合させて、誘電場または電場を生じさせて、小滴およびそ
れらの内容物を操作し、制御することができる。
【０１２０】
　マイクロ流体デバイスは、誘電場または電場を小滴分裂と組合せて、小滴破壊の間にイ
オン種を分離することができる。
【０１２１】
　本発明は、漏れ磁場を用いて小滴を制御する方法を提供する。マイクロ流体デバイス内
の荷電されていない小滴の有効な制御は、極めて強い誘電場勾配の生成を必要とし得る。
平行プレートキャパシターのエッジからの漏れ磁場は、これらの勾配を形成するための優
れたトポロジーを提供することができる。本発明によるマイクロ流体デバイスは、流動性
チャネルを２つの平行電極の間に置くことを含むことができ、その結果、電極対の端部に
おけるエッジ効果による電極への進入において、急峻な電場勾配をもたらすことができる
。電極のこれらの対を対称チャネル分裂に置くと、デバイス内の小滴の正確な二方向制御
を可能とすることができる。非対称分裂のみに関する同一原理を用いることが、同様にし
て小滴方向の単一端部制御を可能とすることができる。別法として、この幾何学に対する
変動は、シフティングによる小滴相の正確な制御を可能とするであろう。
【０１２２】
　本発明のデバイスは、２つの非混和性流体の間の接合における電場の印加で用いること
ができる。電場は荷電小滴および乳化で必要な大きな力を生じ、他方、接合は、テーラー
コーンが存在する場合に、高い場においてさえ小滴の生産を安定化させた。この技術の適
応は、限定されるものではないが、サブミクロンサイズまで下降する半径の狭い分布を持
つ荷電小滴の生成、および反対に荷電した小滴による制御された小滴凝集を含む。
【０１２３】
　この実施形態のデバイスは、酸化スズインジウム（「ＩＴＯ」）から形成された電極を
有するガラス基材上にＰＤＭＳパターン化することによって作成することができる。電圧
の差を電極に適応して、印加された誘電場を作り出すことができる。デバイスは２－流体
注入系を含むことができ、ここで、伝導性流体を電場の存在下で非伝導性流体に注入して
、非伝導性流体に分散した伝導性流体の小滴を作り出すことができる。小滴は、約１ミク
ロン未満～約１００ミクロンの直径を有するように作り出すことができる。これらの小滴
は、流動の方向に関する誘電場の符号に依存した符号の電荷で荷電されたままとすること
ができる。
【０１２４】
　電場の不存在下においては、大きな小滴を作り出すことができ、他方、電場（Ｅ＝２Ｖ
／ミクロン）の存在下においては、テーラーコーンは先端から発せられる均一なサブミク
ロン小滴で安定化することができる。小滴はまた、さらに下流に位置する接地電極に排出
することもできる。そのようなデバイスは、例えば、よく制御されたナノエマルジョンを
生じさせるにおいて多くの応用を有することができる。
【０１２５】
　反対向きのデバイスを用いて、反対の電荷の符号を有する小滴を生じさせることもでき
る。この電荷を用い、小滴は正確なまたは一般に所定の位置に凝集することができる。も
し電場が印加されなければ、小滴は凝集することができない。静電引力は滴凝集させるこ
とができる。ある場合においては、電場を用いて、小滴が生じる場合に相を制御して、例
えば、自動フィードバックメカニズムを通じて、またはＡＣディザを用いて、中央の位置
および引き続いての凝集への同時到達を確認することができる。小滴の表面を変形するこ
とができ、静電力は表面張力を克服して、流体のブリッジを生じさせて、小滴を凝集させ
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、および／または中和することができる。
【０１２６】
　小滴の鉗合および凝集
　本明細書中に記載されたマイクロ流体デバイスの特別な設計の実施形態は、特定の液体
の小滴のものより再現性があり、かつ制御可能な鉗合、続いての、これらの小滴の対－様
式凝集を可能とする。小滴対は異なる組成および／または容量の液体を含有することがで
き、これは、次いで、組み合わされて、特定の反応が調べられることを可能とする。小滴
の対は以下の：（ｉ）２つの連続水性ストリームおよび油ストリーム；（ｉｉ）連続水性
ストリーム、エマルジョンストリーム、および油ストリーム、または（ｉｉｉ）２つのエ
マルジョンストリームおよび油ストリームのいずれかから由来することができる。図１７
Ａ～Ｄ。
【０１２７】
　ノズルの設計は小滴の鉗合を増強し、さらに、鉗合の良好な制御、および小滴の対の間
のより短い距離により小滴の凝集を改良する。鉗合に対するより大きな制御は、小滴のい
ずれかの周波数に対する完全な制御を可能とする。凝集は、前記したように、局所化され
た電場印加によって達成することができる。凝集は、（すなわち、適当なミックスについ
てのいずれかの外部効果の適用なくして）小滴の受動的凝集によって達成することもでき
る。受動的凝集は、同一手法が与えられたプロセスにおいて多数回反復されるので臨界的
であるデバイスの操作および制御を有意に単純化する。最適な操作を得るためには、小滴
および小滴のカップリングの間の間隔は、いずれかのストリームの流動、ストリームの粘
度、ノズルの設計（オリフィス直径、チャネル角度、ノズルのオリフィス後ネックを含む
）を調整することによって調整することができる。
【０１２８】
　１つの実施形態において、対合した小滴の受動的凝集は、狭められたチャネル（または
ネック－ダウンまたはピンチ）を介して小滴を通過させることによって達成することがで
きる。図１８Ａ～Ｄ。そのような実施形態において、ピンチを通過する小滴は、それらが
チャネルを通過するにつれて細長くなりつつ、タッチされる。細長くなること、および細
長くなった端部における表面活性の再分布により、小滴対は自然にかつ受動的に凝集する
。
【０１２９】
　検出方法
　「検出モジュール」は、典型的には、少なくとも１つの所定の特徴に基づいて分子、細
胞、小分子または粒子がそこで検出され、同定され、測定され、または問い合わせされる
べき主要チャネル内であるデバイス内の位置である。分子、細胞、小分子または粒子は一
度に調べることができ、特徴は、例えば、所望により、レポーターの存在または量につい
てテストすることによって光学的に検出され、または測定される。例えば、検出モジュー
ルは１以上の検出装置と連絡している。検出装置は光学または電気的検出器またはその組
合せとすることができる。適当な検出装置の例は光学導波管、顕微鏡、ダイオード、光刺
激デバイス（例えば、レーザー）、光電子増倍管、およびプロセッサー（例えば、コンピ
ュータおよびソフトウェア）、およびその組合せを含み、それらは、協働して、特徴、マ
ーカー、またはレポーターに代表的なシグナルを検出し、および測定、またはソーティン
グモジュールにおけるソーティング作用を決定し、および指令する。
【０１３０】
　検出モジュールは、入口モジュールにおける、またはその下流のおよび、ソーティング
実施形態においては、ソーティングモジュールまたは分岐点における、その近くの、また
はその上流の主要チャネルの一部内にあり、それと連絡しており、またはそれと合致する
。検出モジュールについての正確な境界は要求されないが、好ましい。ソーティングモジ
ュールは検出モジュールの直ぐ下流に位置してもよく、またはそれは、分子のサイズ、チ
ャネルの寸法、および検出系と合致した適当な距離だけ離れていてもよい。チャネルはい
ずれの適当な形状または断面（例えば、管状または溝付き）も有してもよく、流動が入口
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から出口、および１つのチャネルからもう１つのチャネルへ向かうことができる限り、い
ずれの適当な様式で配置することもできることが認識されるであろう。
【０１３１】
　検出モジュールは、限定されるものではないが、一体化された金属合金成分および／ま
たは導電性層においてパターン化された特徴を含めた、小滴を検出するための特徴、小滴
の周りに信号を送信し、および小滴近傍の電気的シグナルを拾うための特徴を有すること
ができる。
【０１３２】
　各小滴は検出モジュールへ通過するにつれ、それは（すなわち、検出器を用いて）所定
の特徴について調べられ、対応するシグナルが生じ、例えば、特徴が存在する「是」また
はそれが存在しない「否」を示す。シグナルは、特徴に定性的にまたは定量的に対応する
ことができる。すなわち、シグナルの量を測定することができ、特徴が存在する程度に対
応することができる。例えば、シグナルの強度は分子のサイズ、または細胞によって発現
される酵素の能力または量、または１つの分子のもう１つの分子への結合またはハイブリ
ダイゼーションのような陽性または陰性反応、または酵素によって触媒される基質の化学
的反応を示すことができる。シグナルに応答して、データを収集することができ、および
／またはソーティングモジュール中の制御システムは、もし存在すれば、活性化して、収
集モジュールまたは廃棄モジュールへの送達のために小滴を１つのブランチチャネルまた
はもう１つのブランチチャネルへ転ずることができる。かくして、ソーティング実施形態
において、ソーティングモジュールにおける小滴内の分子または細胞は、検出モジュール
における対応する調査によって生じたシグナルに従って適当なブランチチャネルにソート
することができる。検出は、例えば、直接的に、あるいはソーティングについて選択され
た特徴に関連するレポーターの使用によって、分子、細胞または他の特徴の光学的検出と
することができる。しかしながら、他の検出技術も使用することもできる。
【０１３３】
　デバイスを用いて、その組成が、様々な理由（化学反応、試料の調製など）により１つ
の小滴から対の小滴へ異なり得る小滴を生じさせることができる。同一デバイス内では、
小滴は、種々の手段（光学的または電気的）を用いて内容をそこで問い合わせる測定容量
を通過する。測定の結果を用いて、いずれの流路を小滴が取るべきかを決定する。流路を
変化させる手段は、本明細書中に記載されたような機械的、電気的、光学的またはいくつ
かの他の技術を介して達成することができる。
【０１３４】
　デバイスは、マイクロ流体デバイス内に含有された流体チャネルに対して光学的導波管
およびそれらの関連する光学的エレメント（レンズ、プリズム、鏡、インターコネクトな
ど）を正確に整列させる精密手段を提供することができる。そのような導波管を用いて、
流体チャネルへのよく規定された光学的アクセスを供して、光学的散乱、吸収、蛍光また
はいずれかの他の光学的測定技術を可能とすることができる。
【０１３５】
　デバイス内のチャネルは、典型的には、半導体リソグラフィープロセスを用いて作製さ
れる。導波管を作るためには、別々のシリーズのチャネルおよび有用な形状（レンズ、鏡
など）を同時に（すなわち、同一処理工程において）、または順次の工程のいずれかで作
ることができる。ついで、このようにして作られた再使用可能なマスターを用いて、引き
続いての工程における特殊な固定または注意深い整列に対する必要性なくして、導波管構
成要素および流体チャネルを製造することができる。次いで、過剰なチャネルまたは形状
に、チャネルまたはボイドへの注入を介して高屈折率液体（導波管用）または反射性物質
（鏡用）を満たすことができる。液体は流体として残ることができ、または固化すること
ができる。遠隔通信産業によって用いられるＵＶ硬化エポキシは、導波管材料での優れた
選択である。可能な導波管幾何学は、集束レンズおよび逆－反射鏡を含むことができる。
【０１３６】
　本発明のデバイスは、ビーズの使用、およびビーズを分析し、およびソートするための
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方法を含むこともできる（すなわち、ビーズリーダーデバイス）。該デバイスは、２以上
のビーズの組の１以上を含有する小滴を読むことができ、かつそれをソートまたは、ソー
トしなくてもよい。各ビーズは組内の各他のビーズから区別することができる。ビーズは
、限定されるものではないが、量子染料、蛍光染料、蛍光染料の比率、放射能、ラジオ－
タグなどを含めたいくつかのタグによって分離することができる。例えば、２つの染料の
異なる比率を有するこの組における他のビーズから１つの区別される比率を有するビーズ
を検出し、差別化するための装置での区別される量の２つの染料の比率を含むビーズの組
。マイクロ流体デバイスは常磁性ビーズを含むことができる。常磁性ビーズは、小滴凝集
および破壊の事象を用いて小滴から化学成分を導入し、除去することができる。常磁性ビ
ーズは小滴をソートするのにも用いることができる。
【０１３７】
　本発明は、限定された－希釈－負荷を通じるビーズ上の分子ライブラリー、次いで、小
滴の内側の化学的または光学的放出をスクリーニングする方法を提供する。ビーズ上での
化学的合成のための、および小滴内の放出手段（化学的、ＵＶ光、熱等）を用いてビーズ
に付着した該化学物質を放出させ、次いで、更なる操作のために第二の小滴を第一の小滴
に組み合わせる方法が提供される。例えば、（例えば、マススペクトルタグを用いて）該
ビーズを同定するための手段と同時のビーズ上の化学物質のティー－バッグ合成。流体流
動内の小滴中の得られた混合－化学ビーズを用い、ビーズをＵＶ光に暴露して、ビーズか
ら合成された化学物質を小滴環境に放出させる。放出された化学物質を含有する小滴を、
細胞を含有する小滴と合わせ、細胞－ベースのアッセイを行う。所望の特徴（例えば、レ
ポーター遺伝子のスイッチを入れること）を有する小滴をソートし、次いで、質量分析を
用いてソートされたビーズを分析する。
【０１３８】
　本発明のデバイスは、ビーズソーティングに先立ってカラム分離を含むことができる。
小滴形成に先立って試料をクロマトグラフィーによりソートするための分離手段を備えた
チャネルを含有するデバイス。そのような分離手段はサイズ、電荷、疎水性、原子質量等
を含むことができる。分離はイソクラティックに行うことができ、あるいは（例えば、塩
または疎水性を用いて）化学的に、電気的に、圧力により勾配を生じさせる手段を用いる
ことによってなすことができる。例えば、チャネルにセファロースサイズの排除媒体を予
め負荷する。試料は１つの端部で負荷し、小滴は反対側の端部で形成される。試料は、小
滴内に取り込まれるようになるに先立ってサイズにより分離される。
【０１３９】
　検出器は、それが検出モジュールを通過するにつれて、分子、細胞または粒子について
問い合わせるためのいずれのデバイスまたは方法とすることもできる。典型的には、分子
、細胞、または粒子（または分子、細胞または粒子を含有する小滴）は、直接的または間
接的に検出可能な所定の特徴に従って分析し、またはソートされるべきであり、検出器は
、その特徴を検出するように選択され、または適合される。好ましい検出器は、コンピュ
ータおよび／または他のイメージ処理または増強デバイスとカップリングさせて、公知の
技術を用いて顕微鏡によって生じたイメージまたは情報を処理することができる顕微鏡の
ような光学的検出器である。例えば、分子はサイズまたは分子量によって分析し、および
／またはソートすることができる。酵素は、それらが基質の化学反応を触媒する程度によ
って分析し、および／またはソートすることができる（逆に、基質は酵素によって触媒さ
れる化学反応性のレベルによって分析し、および／またはソートすることができる）。細
胞は、光学的検出器を用いることによって、それらが特定のタンパク質を含有するか、ま
たは生産するかに従ってソートして、そのタンパク質の存在または量の光学的表示につい
て各細胞を調べることができる。タンパク質は、例えば、特徴的な蛍光によってそれ自体
検出可能であるか、あるいは所望のタンパク質が存在するか、または少なくとも閾値量で
存在する場合、検出可能なシグナルを生じるレポーターで標識し、またはそれと会合させ
ることができる。限定されるものではないが、細胞の表面特徴および細胞内特徴を含む、
本発明の技術を用いて同定し、または測定することができる特徴の種類または数に制限は
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なく、但し、ソーティングのための注目する特徴または複数の特徴は、所望の特徴を有す
る細胞を、それを有さない細胞から区別するのに十分に同定でき、かつ検出または測定で
きることのみを条件とする。例えば、本明細書中に記載されたいずれの標識またはレポー
ターも、分子または細胞を分析し、および／またはソートすることができ、すなわち、収
集すべき分子または細胞を検出するための基礎として用いることができる。
【０１４０】
　分子または細胞または粒子（またはそれらを含有する小滴）は、それらがデバイス中の
検出モジュールを通るにつれ、それらに結合した、またはそれらに会合した光学的に検出
可能なレポーターからのシグナルの強度に基づいて分析し、および／または分離される。
選択された閾値における、または選択された範囲内にあるレポーターの量またはレベルを
有する分子または細胞または粒子は、デバイスの所定の出口またはブランチチャネルに向
けられる。レポーターシグナルは顕微鏡によって集め、光電子増倍管（ＰＭＴ）によって
測定することができる。コンピュータはＰＭＴシグナルをデジタル化し、バルブ作用また
は電気－浸透圧ポテンシャルを介して流動を制御する。別法として、例えば、評価を目的
として、かつ必ずしも進行させて分子または細胞をソートすることなく、シグナルはレポ
ーターの尺度、および／またはその対応する特徴またはマーカーとして記録し、または定
量することができる。
【０１４１】
　チップは倒立光学顕微鏡に設置することができる。レポーターによって生じる蛍光は、
検出領域を通る分子（例えば、ＤＭＡ、タンパク質、酵素または基質）または細胞に焦点
を当てたレーザービームを用いて励起される。蛍光レポーターは、限定されるものではな
いが、ローダミン、フルオレセイン、テキサスレッド、Ｃｙ３、Ｃｙ５、フィコビリタン
パク質（例えば、フィコエリスリン）、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、ＹＯＹＯ－１お
よびＰｉｃｏＧｒｅｅｎを含むことができる。分子フィンガープリンティング適用におい
ては、レポーター標識はフルオレセイン－ｄＮＴＰ、ローダミン－ｄＮＴＰ、Ｃｙ３－ｄ
ＮＴＰ等のような蛍光標識単一ヌクレオチドとすることができ；ここで、ｄＮＴＰはｄＡ
ＴＰ、ｄＴＴＰ、ｄＵＴＰまたはｄＣＴＰを表す。レポーターはビオチン－ｄＮＴＰのよ
うな化学的に修飾された単一ヌクレオチドとすることもできる。レポーターは（細胞また
はウイルスによって発現され、または提示された場合、特定の抗原、またはその断片に結
合する）蛍光的にまたは化学的に標識されたアミノ酸または抗体とすることができる。
【０１４２】
　デバイスは、蛍光－活性化細胞ソーティング（ＳＡＣＳ）マシンを用いて現在使用され
るものと同様に、それに結合された検出可能なレポーターを有する細胞表面マーカーのよ
うな選択された細胞マーカーの発現のレベルに基づいて細胞を分析し、および／またはソ
ートすることができる。細胞内の、かつ必ずしも細胞表面に出現しないタンパク質または
他の特徴を同定することもでき、ソーティングのための基礎として用いることもできる。
デバイスは、検出モジュールを通過する（酵素および他のタンパク質を含めた）ポリヌク
レオチドまたはポリペプチドのような分子、またはその断片のサイズまたは分子量を決定
することもできる。別法として、デバイスは、レポーターによって示されるいくつかの他
の特徴の存在または程度を決定することができる。所望であれば、細胞、粒子または分子
はこの分析に基づいてソートすることができる。ソートされた細胞、粒子または分子は収
集モジュール中の出口チャネルから収集することができ（または廃棄モジュール中に捨て
ることができ）、および必要に応じて用いることができる。収集された細胞、粒子または
分子はデバイスから取り出し、またはさらなる凝集、分析およびソーティングのためにデ
バイスに再度導入することができる。
【０１４３】
　レポーターを検出し、または分子、細胞または粒子が所望の特徴を有するか否かを決定
するために、検出モジュールは、レポーターをその特徴について刺激して、測定可能な光
エネルギーを発するための装置、例えば、レーザー、レーザーダイオード、発光ダイオー
ド（ＬＥＤ）高－密度ランプ（例えば、水銀ランプ）等のような光源を含むことができる
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。ランプを用いる場合、チャネルは、検出モジュールを除いて、全ての領域において好ま
しくは光から遮蔽される。レーザーを用いる場合、レーザーは異なる分析ユニットからの
検出モジュールの組を横切って走査するように設定することができる。加えて、レーザー
ダイオードまたはＬＥＤは、分析ユニットを含有する同一チップに微細加工することがで
きる。別法として、レーザーダイオードまたはＬＥＤは、ダイオードからのレーザー光が
検出モジュールで輝くように、微細加工された分析またはソーターチップに隣接して設置
される第二のチップ（例えば、レーザーダイオードチップ）に取り込むことができる。
【０１４４】
　集積半導体レーザーおよび／または集積光ダイオード検出器を、検出モジュール近傍の
シリコンウエハー上に含めることができる。この設計は、励起し、および／または放射線
を発し、かくして、歪みおよび損失を最小化するためのコンパクト性およびより短い光路
の利点を提供する。
【０１４５】
　本発明は、電気シグナル送信を用いる小滴検出の方法を提供する。本発明のデバイスは
、小滴の周りにシグナルを送信し、小滴に近接する電気シグナルをピックアップすること
によって小滴を検出するための、一体化された金属合金成分および／または導電性層中に
パターン化された特徴のような特徴を含むことができる。
【０１４６】
　本発明は、小滴の検出および制御のための自己－整列光学導波管および光学エレメント
を提供する。本発明のデバイスは、光学導波管およびそれらの関連する光学的エレメント
（レンズ、プリズム、鏡、インターコネクト等）をデバイス内に含まれる流体チャネルに
対して正確に整列させる精密手段を含むことができる。そのような導波管を用いて、流体
チャネルに対する規定された光学的アクセスを供して、光学散乱、吸収、蛍光、またはい
ずれかの他の光学的測定技術を可能とすることができる。
【０１４７】
　マイクロ流体デバイス内の流体チャネルは、典型的には、半導体リソグラフィープロセ
スを用いて作成される。導波管を作るためには、別々のシリーズのチャネルおよび有用な
形状（レンズ、鏡等）を同時に（すなわち、同一処理工程において）、または順次の工程
で作り出すことができる。次いで、このようにして作った再使用可能なマスターを用いて
、引き続いての工程における特殊な固定または注意深い整列に対する必要性なくして、導
波管構成要素および流体チャネルを製造することができる。次いで、過剰なチャネルまた
は形状に、チャネルまたはボイドへの注入を介して、（導波管用の）高い屈折率の液体、
または（鏡用の）反射性物質を満たすことができる。液体は流体として留まるか、または
固化され得る。遠隔通信産業によって用いられるＵＶ硬化エポキシは、導波管材料につい
ての優れた選択である。可能な導波管幾何学は、集束レンズおよび逆－反射鏡を含むこと
ができる。
【０１４８】
　検出モジュールの寸法は研究中である試料の性質によって、特に、研究中である（ビリ
オンを含めた）小滴、ビーズ、粒子、分子または細胞のサイズによって影響される。例え
ば、いくつかの哺乳動物細胞（例えば、脂肪細胞）は１２０ミクロンよりも大きい可能性
があるが、哺乳動物細胞は約１～５０ミクロン、より典型的には１０～３０ミクロンの直
径を有することができる。植物細胞は、一般に、１０～１００ミクロンである。しかしな
がら、他の分子または粒子は約２０ｎｍ～約５００ｎｍの直径を持ち、より小さい可能性
がある。
【０１４９】
　分子および細胞を検出するのに用いられる検出モジュールは、所望の分子、細胞、ビー
ズ、または粒子が、それを運ぶ流動に対して実質的に遅れることなく通過させるのに十分
大きい断面積を有する。
【０１５０】
　もう１つの実施形態において、小滴内容物の検出は、単一－分子の限界程度に高い感度
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での分光蛍光イメージングを用いる多数の小滴の内容物の同時検出によって達成すること
ができる。この実施形態において、フルオロフォア生物学的マーカーおよび／または量子
ドットのような蛍光体を含有する小滴を、顕微鏡視野中の二次元シートに空間的に分布さ
せることができる。次いで、これらの小滴の視野は、蛍光励起源によって照明することが
でき、得られた蛍光を分光学的にイメージすることができる。従って、与えられた蛍光検
出感度については、単一－滴蛍光検出方法と比較された蛍光検出のスループットは、与え
られた感度につきａ／ｂ要因だけ増加させることができ、ここで、ａは与えられた視野内
でイメージすることができる小滴の数であり、およびｂは、多数の滴蛍光検出器のそれと
比較した単一－滴蛍光検出器の蛍光感度の比率である。さらに、検出容量における滞留時
間、よって、シグナル積分時間および感度が制限されるように、滴が検出容量を通って流
動する先行技術の単一－滴蛍光検出方法とは異なり、視野中の小滴の滞留時間は限定を解
除することができ、それにより、感度を単一－分子限界と同程度高くすることができる。
【０１５１】
　ソーティングモジュール
　本発明のデバイスは、さらに、１以上のソーティングモジュールを含むことができる。
「ソーティングモジュール」は、検出モジュールにおける調査と関連して受け取られたシ
グナルに依存し、分子、細胞、小分子または粒子の流れが１以上の他のチャネル、例えば
、出口モジュール（すなわち、収集または廃棄モジュール）への送達用のブランチチャネ
ルに入る方向を変化させることができるチャンネルの接合である。典型的には、ソーティ
ングモジュールをモニターし、および／または検出モジュールの制御下では、従って、ソ
ーティングモジュールはそのような検出モジュールに「対応」するであろう。ソーティン
グ領域は１以上のソーティング装置と連絡し、影響される。ソーティング装置は技術また
は制御システム、例えば、誘電、電気、電気－浸透圧、（マイクロ－）バルブ等を含む。
制御システムは種々のソーティング技術を使用して、分子、細胞、小分子または粒子の所
定のブランチチャネルへの流動を変化させ、または向けることができる。「ブランチチャ
ネル」は、ソーティング領域および主要チャネルと連絡しているチャネルである。典型的
には、ブランチチャネルは、検出モジュールによって検出され、およびソーティングモジ
ュールにおいてソートされる注目する分子、細胞、小分子または粒子の特徴に依存して、
分子、細胞、小分子または粒子を受ける。ブランチチャネルは出口モジュールを有するこ
とができ、および／またはウェルまたは貯蔵庫で終わって、分子、細胞、小分子または粒
子の収集または廃棄（各々、収集モジュールまたは廃棄モジュール）を可能とすることが
できる。別法として、ブランチチャネルは他のチャネルと連絡して、さらなるソーティン
グを可能とすることができる。
【０１５２】
　本発明のデバイスは、さらに、１以上の出口モジュールを含むことができる。「出口モ
ジュール」は、凝集、検出および／またはソーティング後に、分子、細胞、小分子または
粒子を収集し、または分配する微細加工デバイスの領域である。出口モジュールは収集モ
ジュールおよび／または廃棄モジュールを含むことができる。収集モジュールを、試料を
ソートするための手段と連結させることができる。収集モジュールは、検出モジュールに
おいて特定の所定の特徴を有すると検出された小滴を集め、および含有するウェルまたは
貯蔵庫であり得る。収集モジュールは温度制御できる。廃棄モジュールは試料を捨てるた
めの手段に連結することができる。廃棄モジュールは、検出モジュールにおいて特定の所
定の特徴を有さないと検出された小滴を収集し、それを含有するためのウェルまたは貯蔵
庫であり得る。出口モジュールは、もし存在すれば、ソーティングモジュールから下流に
あり、またはもしソーティングモジュールが存在しなければ、検出モジュールから下流に
ある。出口モジュールは、収集モジュールまたは廃棄モジュールへの連結のためのブラン
チチャネルまたは出口チャネルを含有することができる。デバイスは１を超える出口モジ
ュールを含有することができる。
【０１５３】
　混合モジュール
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　１以上の凝集モジュール中での１以上の小滴の凝集は（例えば、小滴内に存在する回転
渦を通って）凝集した小滴の内容物を混合するのに十分であり得るが、本発明のデバイス
は、さらに、１以上の混合モジュールを含むことができる。「混合モジュール」は、その
内容物を混合するように小滴を振盪し、またはそうでなければ操作するための特徴を含む
ことができる。混合モジュールは、好ましくは、凝集モジュールは下流にあり、かつ検出
モジュールから上流にある。混合モジュールは限定されるものではないが、小滴の内容物
を混合し、およびマイクロ流体デバイス中の単一小滴に合体された流体についての混合回
数を低下させるための、金属合金成分電極または導電性パターン化電極の使用を含むこと
ができる。
【０１５４】
　本発明のデバイスは、小滴を振盪して、単一小滴に合体された流体についての混合回数
を低下させるための、音響アクチュエーター、金属合金構成要素電極または導電性パター
ン化電極のような特徴を含むことができる。
【０１５５】
　音響操作では、音響波の周波数は、細胞に対していずれの損傷も引き起こさないように
微妙にチューニングすべきである。音響混合の生物学的効果は（例えば、インク－ジェッ
ト産業において）よく研究されており、多くの公開された文献もまた、圧電マイクロ流体
デバイスは、生きた微生物およびＤＮＡのような無傷生物学的ペイロードを送達すること
ができることを示した。例示的な実施形態において、音響共鳴体の設計は、ＰＤＭＳスラ
ブにおけるカーブド共鳴体の側に位置する圧電バイモルフ平坦プレートを用いる。圧電駆
動波形は、細胞を流体中に分離することができる臨界的周波数を選択するように注意深く
最適化される。周波数パラメータを超えて最適化するための５つのパラメータがある。Ｌ
ａｂエレクトロニクスを用いて、圧電駆動波形を最適化する。その後、低コスト回路を設
計して、好ましいマイクロ流動デバイスにおいて最適化された波形のみを生じさせること
ができる。
【０１５６】
　遅延モジュール
　本発明のデバイスは、さらに、１以上の遅延モジュールを含むことができる。「遅延モ
ジュール」は遅延ラインであり得る。小滴内の反応が取るに足らない長さの時間の間起こ
るマイクロ流体デバイスの操作は、デバイス内の滞留時間を増加させるために遅延ライン
を必要とする。かなりの滞留時間を要求する反応では、より長い、より大きな遅延ライン
が要求される。従って、本発明は、マイクロ流体デバイス内での滞留時間を増加させる方
法を提供する。
【０１５７】
　遅延モジュールは主要チャネルと流体連絡している。遅延モジュールは凝集モジュール
の下流であって、検出モジュールの上流に位置させることができる。遅延モジュールはセ
ルペンチンチャネルまたは浮遊アワーグラスであり得る。遅延モジュールは、さらに、過
熱および冷却領域を含むことができる。加熱および冷却領域は、本明細書中に記載された
デバイスでオン－チップのフロー－スルーＰＣＲを行うのに用いることができる。
【０１５８】
　チャネルの寸法および立体配置は、デバイスを横切っての最小圧滴にて必要な滞留時間
を収容するように設計することができる。例えば、マイクロ流体デバイス内に非常に長い
遅延ラインを収容するためには、デバイスは、いくつかのパターン化されたＰＤＭＳスラ
ブから構成される多層ＰＤＭＳスラブを含むことができる。
【０１５９】
　チャネルの寸法は、必要な流動、滞留時間および圧力降下を可能とするように設計する
こともできる。いくつかのチャネルは、幅および高さが非常に大きいことが要求されるで
あろう。チャネルの崩壊を回避するためには、デバイスはチャネルの設計内に支持体柱を
含む。柱の後ろのデッドボリュームを低下させ、さらに小滴の安定性を改良するために、
支持体柱はチャネル内でのストリームライン化流動を最適化するように設計される。これ



(39) JP 2009-536313 A 2009.10.8

10

20

30

40

50

らの設計は鋭いエッジとは反対の曲面特徴を含むことができる。
【０１６０】
　より長いデバイス操作の時間を可能とするために、遅延ラインをチップの外側まで延長
することもできる。オフ－チップ遅延ラインは、ミクロンサイズの内径内のチューブであ
り得る。
【０１６１】
　利用可能な空間のより有効な使用および速い操作を可能とするためには、小滴が荷電さ
れる方法において、荷電の後に、油および滴の非対称分裂は、小滴が荷電した後にチャネ
ルから油をサイフォンで除去することによって収容することができる。遅延ラインは、浮
遊力が制御された小滴の輸送を助けるのを可能とするようなタワーの形態（すなわち、周
囲重力場に対して垂直な構造）とすることができる。公知の遅延ラインは、それらをチャ
ネルおよび／またはチューブ中を流れる担体流体中に乳化することによる小滴の輸送を含
む。チャネルおよび／またはチューブの断面を通っての担体流体の速度プロフィールは均
一でないゆえに、小滴の速度分布は狭くなく、これは小滴の遅延時間分布を狭くないもの
とする（すなわち、いくつかの小滴は他のものよりも多少遅れるであろう）。
【０１６２】
　本発明のデバイスは、浮遊－援助マイクロ流体遅延ラインを含むこともできる。浮遊－
援助マイクロ流体遅延ラインにおいては、浮遊力は、１以上のタワー中の流体に乳化され
た小滴に作用する。これは、所望の遅延時間の間にタワーを満たし、次いで、小滴を放出
させることを含む。タワーは、必要に応じて、継続的に満たし、小滴を放出でき、または
できない。この例において、ピラミッド状の炉セクションによってキャップされる円筒状
タワーセクションを有することが望まれるであろう。タワーはアワーグラスとして効果的
に機能することができる。その担体流体よりも低い密度を有する小滴はタワーのベースま
で供給され、浮遊により、実質的に均一な速度分布でもってタワーの頂部まで上昇し、炉
処理して、（ｙ－ブランチのような）マイクロ流体デバイスの機能的成分とされる。担体
流体は同一速度でタワーのベースにおいて消費される。というのは、遅延ラインを通って
の担体流体の正味の流動はゼロであるように、それは先端に導入されるからである。タワ
ーおよび炉セクションは円形、楕円形、多角形のようないずれかの断面形状を有すること
ができる。マイクロ流体デバイスは調整可能な長さを持つタワーを含むことができる。
【０１６３】
　該デバイスは、５％（なぜならば１／２０＝０．０５）の遅延時間分散を保証するため
に２０のタワーのスイッチングネットワークを含むこともできる。各タワーの能力は０．
０５＊Ｔであり、ここで、Ｔは遅延時間である。該概念は、例えば：（ａ）デバイスの開
始に際して、０．０５＊Ｔについて最初のタワーを満たすが、その消費を停止させ、閉じ
た他の１９のタワーも有し；（ｂ）０．０５＊Ｔの後、第一のタワーを閉じ、第二のタワ
ーを０．０５＊Ｔおよび０．１０＊Ｔの間を満たし；（ｃ）残りの１８のタワーについて
は工程（ｂ）を繰り返し；（ｄ）時刻Ｔにおいて第一のタワーを消費し；（ｅ）時刻１．
０５＊Ｔにおいて、第一のタワーの消費を停止させ、第二のタワーを消費し、第一のタワ
ーを満たし；（ｆ）時刻１．１０＊Ｔにおいては、第二のタワーの消費を停止させ、第三
のタワーを消費させ、第一のタワーを閉じ、および第二のタワーを満たし、および（ｇ）
工程（ｆ）を繰り返す；を含む。２０を超えるタワーは遅延時間分散の幅にわたってより
密に制御され提供されることができる。このスキームはバルブネットワークを必要とする
であろう。タワーのこのネットワークはマイクロ流体デバイスの外側とすることができる
。
【０１６４】
　ＵＶ－放出モジュール
　本発明のデバイスは、さらに、１以上のＵＶ－放出モジュールを含むことができる。「
ＵＶ－放出モジュール」は主要チャネルと流体連絡している。ＵＶ－放出モジュールは入
口モジュールの下流であって、凝集モジュールの上流に位置する。ＵＶ－モジュールはビ
ーズアッセイで用いることができる。カプセル化ビーズからの化合物は、ＵＶ光を用いて
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ＵＶ－放出モジュールにおいて切断することができる。光不安定リンカーは、単一ビーズ
がカプセル化された後に要求に応じて破壊することができ、かくして、単一化合物の多数
のコピーが溶液に放出される。本明細書中に開示された細胞ベースのアッセイにおいて、
アッセイされた化学化合物は、溶液中にあって、細胞膜に浸透することが望まれる。さら
に、単一化合物の細胞での区画化を確保するために、固体支持体からの化合物の切断は、
ビーズがカプセル化された後においてのみなすことができる。光切断性リンカーを利用し
て、ＵＶ－放出モジュールを通じて滴を通過させることによって滴形成後にビーズの化合
物を切断することができる。（すなわち、適当な波長のレーザー）。
【０１６５】
　本発明は、ビーズ上で化学合成し、小滴内の放出手段（化学物質、ＵＶ光、熱など）を
用いてビーズに付着された該化学物質を放出し、次いで、さらなる操作のために第二の小
滴を第一の小滴に合わせる方法も提供する。好ましくは、放出手段はＵＶ－モジュールで
ある。例えば、（例えば、マススペクトルタグを用いて）該ビーズを同定するための手段
と同時のビーズ上の化学物質のティー－バッグ合成。流体流動内の小滴中の得られた混合
化学ビーズを用い、ビーズをＵＶ光に暴露して、ビーズから合成された化学物質を小滴環
境に放出する。細胞を含有する小滴と共に放出された化学物質を含有する小滴を合わせ、
細胞－ベースのアッセイを行う。所望の特徴（例えば、レポーター遺伝子のスイッチング
）を有する小滴をソートし、次いで、質量分析を用いてソートされたビーズを分析する。
【０１６６】
　キット
　便宜のために、本明細書中に記載され、かつ本発明で使用される試薬、化合物ライブラ
リーおよび／またはエマルジョンの所定量は、所望により、本明細書中に記載された種々
のアッセイおよび方法の適用を容易とするためにパッケージされた組合せでのキットで提
供することができる。そのようなキットが、典型的には、主題のアッセイを行うための使
用説明書を含み、所望により、その中で反応を行うべき流体容器、例えば、キュベット、
マルチウェルプレート、マイクロ流体デバイスなどを含む。
【０１６７】
　典型的には、キット内に含まれる試薬は、組織、細胞、粒子、タンパク質、抗体、アミ
ノ酸、ヌクレオチド、小分子、基質および／または医薬を含有するユニークに標識された
エマルジョンである。これらの試薬は、直ぐに使用できる単一のボックス、パウチ等に共
パッケージされた予め測定された容器（例えば、バイアルまたはアンプル）中で提供する
ことができる。試薬を保持する容器は、その中で反応が行われるべきデバイスの流体容器
に容易に付着されるように構成することができる（例えば、本明細書中に記載されたマイ
クロ流体デバイスの入口モジュール）。１つの実施形態において、キットは、ＲＮＡｉキ
ットを含むことができる。もう１つの実施形態において、キットは化学合成キットを含む
ことができる。これらの実施形態は単に説明的であり、他のキットも本発明の範囲内に含
まれることは当業者によって認識されるであろう。
【０１６８】
　定義
　本明細書中で用いられる用語は、一般には、本発明の文脈内で、かつ各用語が用いられ
る特定の関係において、当該分野におけるその通常の意味を有する。ある用語は後に、あ
るいは明細書中の他の箇所で議論して、本発明のデバイスおよび方法、およびそれらをど
のようにして製造し使用するかを記載するにおいて実行者に対してさらなるガイドを供す
る。同一のことが典型的には１を超える方法で記載することができることは認識されるで
あろう。その結果、代替言語および同義語を本明細書中で議論される用語のいずれかの１
以上で用いることができる。ある用語の同義語を供する。しかしながら、１以上の同義語
の引用は他の同義語の使用を排除せず、また、用語が本明細書中において工夫されている
か、議論されているか否かについていずれの特別な重要性もない。本明細書中で言及され
る全ての刊行物、特許出願、特許および他の文献は、ここに引用して援用される。コンフ
リクトする場合には、定義を含めて本明細書が優先される。くわえて、材料、方法および
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実施例は説明的なものに過ぎず、限定的なことを意図しない。
【０１６９】
　本発明は特別な実施例によっても記載される。しかしながら、本明細書中で議論される
いずれの用語の例も含め、本明細書中のいずれかの箇所でのそのような例の使用は説明的
なものに過ぎず、断じて、本発明の、またはいずれかの例示された用語の範囲および意味
を限定しない。同様に、本発明は、本明細書中に記載されたいずれかの特定の好ましい実
施形態に限定されない。事実、本発明の多くの修飾および変形は、本明細書を読むと、当
業者に明らかであり、その精神および範囲を逸脱することなくなすことができる。本発明
は、したがって、請求項が権利を有する均等物の全範囲と共に添付の請求の範囲の用語に
よってのみ限定される。
【０１７０】
　本明細書中で用いる場合、「約」と「ほぼ」は一般には、与えられた値または範囲の２
０％内、好ましくは１０％内、より好ましくは５％内を意味する。
【０１７１】
　用語「分子」は、１以上の原子を含むいずれかの区別されるまたは区別可能な構造単位
を意味し、例えば、ポリペプチドおよびポリヌクレオチドを含む。
【０１７２】
　用語「ポリマー」は、相互に反復して連結された２以上の形成ブロック（「量体」）か
ら構成されるいずれの物質または化合物も意味する。例えば、「二量体」は、２つの形成
ブロックが一緒に連結された化合物である。
【０１７３】
　用語「ポリヌクレオチド」とは、本明細書で用いる場合、典型的なポリヌクレオチドに
水素結合することができる塩基を支持する骨格を有するポリマー分子をいい、ここで、ポ
リマー骨格は、ポリマー分子および典型的なポリヌクレオチド（例えば、一本鎖ＤＮＡ）
の間の配列特異的なそのような水素結合を可能とするような塩基を表す。そのような塩基
は、典型的には、イノシン、アデノシン、グアノシン、シトシン、ウラシルおよびチミジ
ンである。ポリマー分子は、二本鎖および一本鎖ＲＮＡおよびＤＮＡおよびその骨格修飾
、例えば、メチルホスホネート結合を含む。
【０１７４】
　かくして、「ポリヌクレオチド」または「ヌクレオチド配列」は、一般には、ＤＮＡお
よびＲＮＡにおける一連の（「ヌクレオチド」ともいわれる）ヌクレオチド塩基であり、
２以上のヌクレオチドのいずれの鎖も意味する。ヌクレオチド配列は、典型的には、タン
パク質おおよび酵素を作るために細胞マシーナリーによって用いられる情報を含めた遺伝
的情報を運ぶ。これらの用語は二本鎖または一本鎖ゲノムおよびｃＤＮＡ、ＲＮＡ、およ
び合成および遺伝的に操作されたポリヌクレオチド、（センスストランドのみが本明細書
中においてあらわされるが）センスおよびアンチセンス双方のポリヌクレオチドを含む。
これは一本鎖および二本鎖分子、すなわち、ＤＮＡ－ＤＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡおよびＲＮ
Ａ－ＲＮＡハイブリッド、ならびに、塩基をアミノ酸骨格にコンジュゲートさせることに
よって形成された「タンパク質核酸」（ＰＮＡ）を含む。これは、修飾された塩基、例え
ば、チオ－ウラシル、チオ－グアニン、およびフルオロ－ウラシルを含有する核酸を含む
。
【０１７５】
　ポリヌクレオチドは、本明細書では、天然調節配列が近接でき、あるいはプロモーター
、エンハンサ、応答エレメント、シグナル配列、ポリアデニル化配列、イントロン、５’
－および３’－非コーディング領域などを含めた異種配列と会合してもよい。核酸は、当
該分野で公知の多くの手段によって修飾することもできる。そのような修飾の非限定的例
はメチル化「キャップ」、１以上の天然に生じるヌクレオチドのアナログでの置換、およ
び、例えば、非荷電結合（例えば、メチルホスホネート、ホスホトリエステル、ホスホロ
アミデート、カルバメート等）との、および荷電した結合（例えば、ホスホロチオエート
、ホスホロジチオレート等）とのもののようなヌクレオチド間修飾を含む。ポリヌクレオ
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チドは、例えば、タンパク質（例えば、ヌクレアーゼ、トキシン、抗体、シグナルペプチ
ド、ポリ－Ｌ－リシン等）、インターカレーター（例えば、アクリジン、プソラレン等）
キレーター（例えば、金属、放射性金属、鉄、酸化的金属等）、およびアルキレーターの
ような１以上のさらなる共有結合部位を含有することができる。ポリヌクレオチドはメチ
ルまたはエチルホスホトリエステルあるいはアルキルホスホルアミデート結合の形成によ
って誘導体化することができる。さらに、ポリヌクレオチドは、ここに、検出可能なシグ
ナルを直接的にまたは間接的に供することができる標識で修飾することができる。電子的
な標識は放射線同位体、蛍光分子、ビオチンなどを含む。
【０１７６】
　用語「鉗合」は、本明細書中で用いる場合、結果として生じる凝集のために、別々の水
性ストリームからの、あるいは２つの別々の入口ノズルからの小滴の対合を意味する。
【０１７７】
　用語「誘電泳動力勾配」は、誘電泳動力が電場中で物体に働くことを意味し、但し、物
体は周囲の媒体とは異なる誘電定数を有するものとする。この力は物体をより大きな場の
領域へ押し込み、またはそれをより大きな場の領域から押し出すことができる。該力は、
各々、物体または周囲の媒体がより大きな誘電定数を有するか否かに依存して引力または
斥力である。
【０１７８】
　「ＤＮＡ」（デオキシリボ核酸）は、一緒にデオキシリボース糖と骨格に連結される、
ヌクレオチド塩基と呼ばれる化学的形成ブロックアデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、シト
シン（Ｃ）およびチミン（Ｔ）のいずれの鎖または配列も意味する。ＤＮＡはヌクレオチ
ド塩基の１つのストランド、あるいは二重ラセン構造を形成することができる２つの相補
的ストランドを有することができる。「ＲＮＡ」（リボ核酸）は、一緒にリボース糖骨格
に連結されたヌクレオチド塩基と呼ばれる化学的形成ブロックアデニン（Ａ）、グアニン
（Ｇ）、シトシン（Ｃ）およびウラシル（Ｕ）のいずれの鎖または配列も意味する。ＲＮ
Ａは、典型的にはヌクレオチド塩基の１つのストランドを有する。
【０１７９】
　「ポリペプチド」（１以上のペプチド）は、ペプチド結合と呼ばれる化学結合によって
一緒に連結されるアミノ酸と呼ばれる化学的形成ブロックの鎖である。「タンパク質」は
、生きた生物によって生じるポリペプチドである。タンパク質またはポリペプチドは「天
然」または「野生型」であってよく、これは、それが天然に起こることを意味し；あるい
はそれは「突然変異体」、「変種」または「修飾された」であってよく、それは作成され
、改変され、誘導され、あるいは異なるいくつかの方法で存在し、あるいは天然タンパク
質から、あるいはもう１つの突然変異体から変化していることを意味している。
【０１８０】
　「酵素」は、他の物質の化学反応を触媒する、ポリペプチド分子、通常、生きた生物に
よって生産されるタンパク質である。酵素は反応の完了に際してそれ自体は変化されず、
または破壊されず、従って、反応を触媒するのに反復して用いることができる。「基質」
とは酵素が作用するいずれの物質もいう。
【０１８１】
　本明細書中で用いる場合、「粒子」は、本発明による分析、反応、ソーティングまたは
いずれかの操作のために小滴内にカプセル化することができるいずれの物質も意味する。
粒子は微視的ビーズ（例えば、クロマトグラフィーまたは蛍光ビーズ）、ラテックス、ガ
ラス、シリカ、または常磁性ビーズのような物体であるのみならず、リポソーム、小胞お
よび他のエマルジョンのような他のカプセル化多孔性および／または生体物質も含む。サ
イズが０．１ミクロン～１ｍｍの範囲のビーズを本発明のデバイスおよび方法で用いるこ
とができ、従って、本明細書中で用いる、用語「粒子」に含まれる。用語粒子は生物学的
細胞、ならびに同様なサイズ（例えば、約０．１～１２０ミクロン、典型的には、約１～
５０ミクロン）またはそれよりも小さい（約０．１～１５０ｎｍ）ビーズおよび他の微視
的物体も含む。本発明のデバイスおよび方法は、ポリヌクレオチド、ポリペプチドおよび
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タンパク質（酵素を含む）およびそれらの基質および小分子（有機または無機）を含めた
いずれの種類の分子のソーティングおよび／または分析にも向けられる。かくして、用語
粒子は、さらに、これらの物質を含む。
【０１８２】
　粒子（例えば、細胞および分子を含む）は、粒子を個々の小滴（例えば、油中水性溶液
の小滴）へカプセル化することによってソートされ、次いで、これらの小滴は、微細加工
デバイス中でソートされ、合わされ、および／または分析される。従って、用語「小滴」
は、一般には、小滴内にある、または含有され得るいずれのものをも含む。
【０１８３】
　「小分子」は、本明細書中で用いるように、約５ｋＤ未満、最も好ましくは約４ｋＤ未
満の分子量を有する組成物をいうことを意味する。小分子は、例えば、核酸、ペプチド、
ポリペプチド、ペプチドミメティックス、炭水化物、脂質または他の有機もしくは無機分
子であり得る。真菌、細菌または藻類抽出物のような化学的および／または生物学的混合
物のライブラリーは当該分野で知られている。
【０１８４】
　本明細書中で用いる場合、「細胞」はいずれの細胞または複数細胞、ならびに微視的サ
イズ、例えば、生物学的細胞と同様な、またはそれよりも小さなサイズを有するウイルス
またはいずれかの他の粒子を意味し、いずれの原核生物または真核生物細胞、例えば、細
菌、真菌、植物および動物細胞も含む。細胞は、典型的には、球形であるが、細長い、平
坦な、変形可能な、および非対称、すなわち、非球形とすることもできる。細胞のサイズ
または直径は、典型的には、約０．１～１２０ミクロンの範囲、典型的には約１～５０ミ
クロンである、細胞は生きたまたは死んだものであってよい。本発明の微細加工デバイス
は、生物学的細胞と同様な（例えば、約０．１～１２０ミクロン）またはそれよりも小さ
な（例えば、約０．１～１５０ｎｍ）サイズを有する物質のソーティングに向けられるの
で、生物学的細胞と同様な、またはそれよりも小さなサイズを有するいずれの物質も、本
発明の微細加工デバイスを用いて特徴付け、ソートすることができる。かくして、用語細
胞は、さらに、（クロマトグラフィーおよび蛍光ビーズのような）微視的ビーズ、リポソ
ーム、エマルジョン、またはいずれかの他のカプセル化生体物質および多孔性物質も含む
。非限定的例はラテックス、ガラス、または常磁性ビーズ；およびエマルジョンおよびリ
ポソームのような小胞、およびシリカビーズのような他の多孔性物質を含む。サイズが０
．１ミクロン～１ｍｍの範囲であるビーズも、例えば、コンビナトリアル化学によって製
造された化合物のライブラリーをソートするのに用いることができる。本明細書中で用い
る場合、細胞は荷電されていても荷電されていなくてもよい。例えば、荷電されたビーズ
を用いて、流動または検出を容易とすることができ、あるいは、レポーターとして用いる
こともできる。生きたまたは死滅した生物学的細胞は、例えば、ＳＤＳ（ドデシル硫酸ナ
トリウム）のような界面活性剤を用いることによって荷電することができる。用語細胞は
、さらに、ビリオンが明示的に言及されているか否かにかかわらず、「ビリオン」を含む
。
【０１８５】
　「ビリオン」、「ウイルス粒子」はウイルスの完全な粒子である。ウイルスは、典型的
には、（ＤＮＡまたはＲＮＡを含む）核酸コア、あるウイルスにおいては、タンパク質コ
ート、または「キャプシド」を含む。あるウイルスは「エンベロープ」と呼ばれる外側タ
ンパク質被覆を有することができる。ビリオンは生きた（すなわち、「活力がある」）ま
たは死滅した（すなわち、「活力がない」）いずれであってもよい。生きたまたは「活力
がある」ウイルスは生きた細胞に感染することができるものである。ウイルスは、一般に
は、生物学的細胞よりも小さく、典型的には、約２０～２５ｎｍ直径以下（パルボウイル
ス、ピコルノウイルス）からほぼ２００～４５０ｎｍ（ポックスウイルス）のサイズの範
囲である。しかしながら、いくつかのフィラメント上ウイルスは２０００ｎｍの長さ（ク
ラスターウイルス）に到達することができ、従って、いくつかの細菌細胞よりも大きい。
本発明の微細加工デバイスはウイルスと同様なサイズ（すなわち、約０．１～１５０ｎｍ
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）を有する物質をソートするのに特に適しており、ビリオンと同様なサイズを有するいず
れの物質も本発明の微細加工デバイスを用いて特徴付け、ソートすることができる。非限
定的例はラテックス、ガラスまたは常磁性ビーズ；エマルジョンおよびリポソームのよう
な小胞；およびシリカビーズのような他の多孔性物質を含む。サイズが０．１～１５０ｎ
ｍの範囲のビーズもまた、例えば、コンビナトリアル化学によって製造された化合物のラ
イブラリーをソートするのに用いることもできる。本明細書中で用いる場合、ビリオンは
荷電していても、荷電していなくてもよい。例えば、荷電したビーズを用いて、流動また
は検出を容易とすることができ、あるいはレポーターとして用いることもできる。生物学
的ウイルスが、活力があるまたは活力がないかを問わず、例えば、ＳＤＳのような界面活
性剤を用いることによって荷電させることができる。
【０１８６】
　「レポーター」、例えば、光学的検出によって検出でき、または測定できるいずれかの
分子、またはその部位である。加えて、レポーターは分子、細胞またはビリオンと、ある
いは分子、細胞またはビリオンの特別なマーカーまたは特徴と関連し、あるいはそれ自体
が、分子、細胞またはビリオンの同定、あるいは分子、細胞またはビリオンの特徴の存在
または不存在の同定を可能とするように検出可能である。ポリヌクレオチドのような分子
の場合には、そのような特徴は（特別なヌクレオチド配列または制限部位のような）特別
な成分または部位のサイズ、分子量、存在または不存在を含む。細胞の場合には、レポー
ターによってマークされ得る特徴は抗体、タンパク質および糖部位、受容体、ポリヌクレ
オチドおよびその断片を含む。用語「標識」は、「レポーター」と相互交換可能に用いる
ことができる。レポーターは、典型的には、染料、蛍光、紫外線、またはケミルミネセン
ト剤、クロモフォア、または放射性標識であり、そのいずれもいくつかの種類の刺激事象
にて、またはそれなくして検出することができ、例えば、試薬にて、またはそれなくして
蛍光を発することができる。１つの実施形態において、レポーターは、ホースラディッシ
ュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）のようなレポーターを刺激するためのデバイス、例えば、
レーザーなくして光学的に検出できるタンパク質である。タンパク質レポーターは検出す
べき細胞中で発現でき、そのような発現はタンパク質の存在を示すことができ、あるいは
それはレポーターと共に発現でき、または発現できないもう１つのタンパク質の存在を示
すことができる。レポーターは、例えば、検出可能な生成物を生じる反応についての出発
物質、反応体または触媒として作用することによって検出可能な反応を引き起こす細胞上
のまたは中のいずれの物質も含むことができる。細胞は、例えば、物質の存在に、あるい
はレポーター物質が供された場合に検出可能な生成物を生じさせる細胞の能力に基づいて
ソートすることができる。「マーカー」は、検出可能な、またはレポーターによって検出
可能とされ、あるいはレポーターと共に発現され得る分子、細胞またはビリオンの特徴で
ある。分子については、マーカーはポリヌクレオチドの場合における制限部位または特別
な核酸配列のような特別な成分または部位であり得る。細胞およびビリオンについては、
特徴は酵素、受容体およびリガンドタンパク質を含めたタンパク質、糖、ポリヌクレオチ
ド、およびその組合せ、あるいは細胞またはビリオンに関連するいずれかの生物学的物質
を含むことができる。酵素反応の生成物はマーカーとして用いることもできる。マーカー
はレポーターと直接的にまたは間接的に会合することができ、あるいはそれ自体がレポー
ターであり得る。かくして、マーカーは一般には分子、細胞またはビリオンの区別される
特徴であり、レポーターは一般にはマーカーを直接的または間接的に同定し、あるいはマ
ーカーの測定を可能とする剤である。しかしながら、これらの用語は相互交換可能に用い
ることができる。
【０１８７】
　本発明は、以下の実施例によって以下でさらに記載する。実施例はチャネル構造、バル
ブ、スイッチングおよび流動制御デバイス、および本発明のデバイスおよび方法の一部と
して実施することができる方法を含めた、本発明のデバイスおよび方法の特別な例示的実
施形態の記載を含む。実施例は説明目的のためだけであり、断じて前記した発明を限定す
るものではない。例えば、これらの特別な実施形態の多くは、デバイスの主要チャネルを



(45) JP 2009-536313 A 2009.10.8

10

20

30

40

50

通じて流動する流体に直接的に懸濁した細胞を検出し、ソートする点において主として記
載し、議論する。それにも拘わらず、これらの好ましい実施形態は説明に過ぎず、および
本発明は同一の発明的概念を同時に有する種々の実施形態で実施することができることは
当業者によって認識されるであろう。特に、（チャネル構造、バルブ、スイッチングおよ
び流動制御デバイスおよび方法を含めた）本実施例に記載されたデバイスおよび方法は、
例えば、分子、細胞またはビリオンを含有する小滴がユーザーによって望まれるように分
析し、および／またはソートすることができるように、多相化デバイスに容易に適合させ
ることができる。
【実施例】
【０１８８】
　実施例１
　本発明のデバイスは生きた／死滅した細胞ベースのアッセイで用いることができる。１
つの例において、アッセイは２つのフルオロフォアを用い；１つは細胞膜を横切って透過
でき、第二の染料はＤＮＡに結合し、もし膜が危うくなった場合のみ細胞に進入すること
ができる。同様な生きた／死滅アッセイが細菌および酵母について存在する。タグされた
化学ライブラリーおよび光切断可能リンカーをそのようなアッセイで用いることができる
。分裂－ビーズ合成を通じて得られたコンビナトリアル１－ビーズ－１－化合物ライブラ
リーは、化合物を信頼性良く同定するためにそれらの合成履歴を記載するタグを必要とす
る。ビーズ、ロッドおよびクラウンのようなマイクロ担体についてのいくつかのコーディ
ング技術が過去１０年間にわたって開発され、この要求に取り組んできた。単純かつ効果
的な方法は、注目する利用される直交化学の化学的存在と並行して生じる分光学的化学タ
グに依拠する。代替物はＤＮＡのような核酸の使用、続いての、コードされたビーズを解
読するポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）の使用を含む。
【０１８９】
　本明細書中で開示された細胞ベースのアッセイにおいて、アッセイされた化合物は、細
胞膜に浸透するために溶液中にあることが望まれる。さらに、単一化合物の細胞での区画
を保証するために、固体支持体からの化合物の切断は、ビーズがカプセル化された後にの
み行うことができる。光切断可能リンカーを使用して、滴をＵＶ－放出モジュール（すな
わち、適当な波長のレーザー）を通すことによって滴形成後にビーズの化合物を切断する
ことができる。
【０１９０】
　分子ライブラリーに含有された個々の成分の効果を評価するために、［Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，　ＣＡ）またはＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙから入手可
能な］標準細胞毒性アッセイのための２色蛍光検出を用いることができる。いずれの細胞
を用いることもできるが、説明目的で、動物細胞についてのＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　ＬＩ
ＶＥ／ＤＥＡＤ生存性／細胞傷害性キット＃Ｌ３２２４をここでは用いる。このキットは
、細胞生存性の２つの認められたパラメータ：細胞内エステラーゼ活性および原形質膜一
体性を測定する２つのプローブを含有する。生きた細胞は、ほとんど非蛍光の細胞－浸透
カルセインＡＭの、極めて蛍光性のカルセインへの酵素変換によって検出される、細胞内
エステラーゼ活性の存在によって同定される。カルセインは生きた細胞内に保持され、強
い均一な緑色蛍光を生じる。ＥｔｈＤ－１は損傷した膜を持つ細胞に進入し、核酸への結
合に際して蛍光の４０倍増強を受け、それにより、死滅した細胞において明るい赤色蛍光
を生じる。ＥｔｈＤ－１は生きた細胞の無傷原形質膜によって排除される。細胞生存性の
決定は、細胞のこれらの物理的および生化学的特性に依存する。バックグラウンド蛍光レ
ベルはこのアッセイ技術では固有に低い。なぜならば、染料は細胞との相互作用の前には
実質的には非蛍光性だからである。
【０１９１】
　カルセインおよびＥｔｈＤ－１双方についてのスペクトル吸収および発光特徴は図３に
示され、他方、図２は、生きたおよび死滅した細胞の５０／５０ミックスがフローサイト
メーターを通す場合に、分子プローブによって示される結果をプロットする。双方の染料
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の吸収特徴は、存在する４８８ｎｍ励起源を用いて蛍光を励起するのを可能とする。図２
の左側パネルは、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｌｉｖｅ／Ｄｅａｄ細胞生存性／
細胞傷害性アッセイキット（Ｌ３２２４）における試薬で染色された、生きたおよびエタ
ノールで殺傷したウシ肺動脈上皮細胞の混合物を示す。生きた細胞は明るい緑色の蛍光を
発し、他方、危うくされた膜を持つ死滅した細胞は赤色からオレンジ色の蛍光を発する（
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）。中央のパネルはフローサイトメーターにてＭｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　ＰｒｏｂｅｓのＬｉｖｅ／Ｄｅａｄ生存性／細胞傷害性キットを用いる生
存性アッセイを示す。生きたおよびエタノールで固定したヒトＢ細胞の１：１混合物をカ
ルセインＡＭおよびエチジウムホモダイマー－１で染色し、フローサイトメトリー分析を
４８８ｎｍにおける励起で行った。右側パネルは、ｗｗｗ．ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｒｏ
ｂｅｓ．ｃｏｍから入手可能なＬｉｖｅ／Ｄｅａｄ　ＢａｃＬｉｇｈｔ細菌生存性および
計数キットを用いる細菌培養の分析を示す。図３の左側パネルに示したように、本発明は
、さらに、同時に高速ビデオ顕微鏡を介する視覚でのモニタリングを可能としつつ、マイ
クロ流体チャネル内の緑色フルオロフォアを測定することができる蛍光検出スタンドを含
む蛍光検出系を提供する。このシステムの光学的成分は市販されている。この系のモジュ
ールレイアウトは、励起および検出波長の直接的な修飾を行う。この様式は系を多－波長
励起、多－波長検出および直交偏光状態の検出に対して品質を上げることを可能とする。
現在、マルチラインアルゴン－イオンレーザーの４８８ｎｍ転移をフルオレセインについ
ての励起源として用いる（ＦＩＴＣ）。レーザーは３および２０ミリワットの間の出力を
供し、直径がほぼ１７ミクロン（全幅半最大、ＦＷＨＭ）のスポットに焦点を合わせる。
スタンドが光電子増倍管を用いるように構成されている場合、それは１０ｋＨＺ小滴率に
おいて１０，０００ＦＩＴＣ分子を検出することができる。この系の感度は、マイクロ流
体デバイス自体によって生じた蛍光干渉によって制限される。図３の右側パネルは、カル
セインＡＭおよびＥｔｈＤ－１染料についての励起および発光スペクトルを示す。正常な
サイトメトリープロトコルは４８８ｎｍにおいて双方を励起する。図３は、単一のフルオ
ロフォアステーションを２色蛍光ステーションに変換するのに必要な変化を示す。カルセ
イン蛍光はフルオレセイン検出のために設計されたフィルターを用いて収集することがで
き、他方、ＥｔｈＤ－１はヨウ化プロピジウムまたはテキサスレッドについて設計された
フィルターを用いてモニターすることができる。
【０１９２】
　１×１０－３Ｍ～１×１０－８Ｍの濃度の範囲にわたってフルオレセインおよびヨウ化
プロピジウムでドープされた水小滴を用い、双方の染料はカルセインおよびＥｔｈＤ－１
と同様な吸収および蛍光を有する。１７ミクロンの小滴において、これは測定容量内の１
．５×１０９～１．５×１０４分子の範囲に対応する。一旦ベースライン性能が確認され
たならば、生きた細胞、死滅した細胞、および２つの混合物を含有する小滴についてテス
トを開始することができる。これは細胞の２つの型についての感度および検出限界を確立
する。
【０１９３】
　選択された染料はフローサイトメトリーにおいて広く用いられており、ほとんどの細胞
－ベースのアッセイで共通して用いられている。それらは相互に対して有意に重複しない
ように設計され、独立してかつ一緒に双方を見積もって、クロス－トークを評価すること
ができる。（潜在的に）１つの滴内の多くの細胞の状態はかくして決定することができる
。我々の機器での安価なオプティックスの使用は、ナノリアクターにおける染料分子の理
論的増加による補償を超えるであろう。より高い効率のオプティックスを用いることがで
きる。
【０１９４】
　カプセル化されたビーズからの化合物を、ＵＶ光を用いてＵＶ－放出モジュールにおい
て切断することができる。光不安定性リンカーは、単一のビーズがカプセル化された後に
要求に応じて分解することができ、かくして、単一化合物の多数のコピーが溶液に放出さ
れる。
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【０１９５】
　合成化学は、結合の分解および形成プロセスを制御するために化学基の異なる活性に依
拠する。光不安定性保護基は、他のタイプの保護基を切断することができる反応条件を生
き残らせる機能の第四番目の直交型を形成する。これらの光不安定性保護基のいくつかは
、有機分子を固体支持体に連結するのに用いられてきており、リンカーとしてのそれらの
使用はレビューされている。これは、適当な波長での照射による最終産物の放出を任意と
して固体支持分子の合成を可能とする。光切断可能保護基がそれに対して工夫されている
化学基のレパートリーは広く存在し、これは多様なコンビナトリアルのライブラリーの合
成を可能とする。
【０１９６】
　高い試料率の代わりに、３５５　ｎｍ　３ｗ　Ｎｄ－ＹＡＧレーザーでの照射によって
切断されるトリアジン－系光不安定性リンカーを用いることができる。このリンカーは、
固体支持分裂－ビーズ合成に適している強酸は例外として、広い範囲の反応条件下で安定
である。
【０１９７】
　もしＵＶレーザー内部のビーズの滞留時間が、基質ビーズから全ての化合物を切断する
のに不十分であれば、滞留時間は、チャネルを広くすることによりビーズを含有する滴の
流動を遅くすることによって増加させることができる。別法として、レーザービームの強
度を増加させ、完全な切断を確保することができる。
【０１９８】
　先に議論したように、長いインキュベーション時間が細胞傷害性実験において望ましい
が、公知のマイクロ流体チャネルレイアウトで容易に達成することができない。従って、
本明細書中に開示された、生きた／死滅した細胞－ベースのアッセイで用いられるデバイ
スの１つの実施形態は、ソーティングモジュールの直前に位置する遅延ラインモジュール
において１時間を超える均一な小滴滞留時間を達成するのに受動的手段を用いる。小滴生
成を停止することなく、小滴生成および検出の間に１時間の遅延時間を達成することが可
能である。
【０１９９】
　１つの例において、「浮遊アワーグラス」遅延ラインを用いることができ、ここで、重
力に依存するアワーグラス中の砂と同様に、小滴は、担体油とのその密度ミスマッチのた
め大きな貯蔵庫から廃棄ポートへ生起する。遅延モジュール前で利用されるマイクロ流体
モジュール（例えば、入口モジュール、ＵＶ－放出モジュール、凝集モジュール、および
混合モジュール）はスタックの底でパターン化することができ、遅延モジュール（例えば
検出モジュールおよびソーティングモジュール）後に利用されるマイクロ流体モジュール
はスタックの頂部においてパターン化できる。立ち上げに際して、アワーグラスは停止さ
れて、所望の遅延時間に到達するまで小滴を満たし、次いで、小滴はそれが進入するのと
同一速度でデバイスから除去され、それにより、全ての小滴についての同一滞留時間を実
質的に確保する。アワーグラスにおける自然小滴凝集は、１以上界面活性剤を用いて小滴
を安定化させることによって妨げることができる。
【０２００】
　コンピューターモデリングの使用を介しての電場勾配の形状およびタイミングは、電極
および流体チャネルの幾何学、および小滴に印加された電圧の同調を仕立てることによっ
て最適化することができる。
【０２０１】
　ＦＥＭＬＡＢ（ＣＯＭＳＯＬ，　Ｉｎｃ．）部分的差分方程式解法ソフトウェアを用い
て、流体力学および静電学の組合せをモデル化することができる。該モデルは分岐を通っ
ての小滴の軌跡の「スティル－フレーム捕獲」を含むことができ、電極の幾何学、流体チ
ャネルの幾何学、および小滴軌跡増分の関数としての印加電圧の分布を最適化することが
できる。さらに、高速デジタルカメラおよび駆動エレクトロニクスを用いて、現実の小滴
軌跡の「スティル－フレーム捕獲」を獲得し、それらの捕獲を該モデルによって作成され
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たものと比較することができる。該モデルおよび電極および流体チャネル幾何学は、安価
な迅速プロトタイピング能力を用いて反復して最適化することができる（テスト結果に対
する設計から２４時間）。最後に、電場勾配は、小滴を破壊することなく、かつ与えられ
た印加についての許容できる低い誤差率でもって、１０００小滴／秒以上の率にて二方向
ソーティングを行った場合に満足して最適化することができる。もし電気機械的リレーネ
ットワークが最適化されたタイミングパラメータと協働するのに十分速くなければ、（例
えば、Ｂｅｈｌｋｅ電子リレーを用いる）固相状態リレーネットワークを用いて、駆動エ
レクトロニクスのスピードを増加させることができる。
【０２０２】
　ビーズを含有する小滴は、１０００小滴／ｓ以上の率で蛍光プローブに基づく誘導泳動
および電歪力を用いてソートすることができる。蛍光検出系および電気的制御系を用いて
、最適「パルス」（すなわち、時間の関数としての印加された電圧の分布）をトリガーし
て、蛍光プローブに基づいて中性小滴をソートすることができる。蛍光染料を含有する小
滴の誘電泳動／電歪ソーティングを行うことができ、ここで、ソーティングは小滴数によ
ってトリガーされる（例えば、各ｎ番目小滴は１つの方向にソートされ、または各ｎ番目
またはｍ番目小滴は１つの方向にソートされる、等）。蛍光染料を用いて小滴の誘電泳動
ソーティングを行うことができる。なぜならば、それは便宜かつ安価だからであり；誘電
泳動／電歪ソーティングのためのトリガーシグナルは、電気泳動ソーティングで用いられ
たものと正確に同一とすることができる。このプロセスは、電場勾配を最適化する直接的
理論的結果である。
【０２０３】
　加えて、蛍光ビーズを含有する小滴の誘電泳動／電歪ソーティングを行うことができる
。この工程は蛍光染料を含有する小滴および化学ライブラリーが負荷された細胞およびビ
ーズを含有する小滴の間の中間である。最後に、蛍光細胞を含有する小滴の誘電泳動／電
歪ソーティングを行うことができる。この工程は、蛍光染料を含有する小滴、および化学
ライブラリーを負荷した細胞およびビーズを含有する小滴の間の中間にある。
【０２０４】
　ビーズまたは細胞を含有する溶液が誘電特性を有し、従って、誘電場勾配が最適でない
蛍光染料を含有する溶液とは異なる場合、誘電場勾配は各溶液について別々に最適化する
ことができる。蛍光染料溶液を修飾して、ビーズまたは細胞溶液と非常に似させ、ソーテ
ィングパラメータの開発のために蛍光色素の便利さを継続的に利用することができる。
【０２０５】
　特定の表現型（例えば、死滅した細胞）に基づいてソートされた小滴は、（解読スキー
ムを用いることによって）解読して、その小滴に加えられた化合物を同定する。
【０２０６】
　いくつかの実施形態において、アッセイは、核酸ベースのコードされたビーズ系に基づ
くことができる。例えば、２つのタイプのビーズを用いることができ－１つは細胞傷害性
化合物およびオリゴヌクレオチドタグを含有し、第二のビーズは異なるオリゴヌクレオチ
ドタグのみを含有する。２つのタイプのビーズは（所望により）、ビーズを、ソーティン
グ効率を決定するためのソーティング後に蛍光顕微鏡下で調べることができるように、異
なる蛍光タグによってコードすることもできる（すなわち、細胞－ベースのアッセイで用
いられているもの以外、例えば、２つの異なるＱ－ドット）。
【０２０７】
　ついで、ナノリアクターを含有する死滅した細胞からソートされたビーズを採取するこ
とができ、ポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）を用い、ビーズ上のタグを、ＰＣＲプライマー
を用いて増幅することができる。これらのタグは、それをプラスミドベクターにクローン
化し、それをＥ．ｃｏｌｉに形質転換することによって「ハード－コピー」することがで
き、１００の異なるＥ．ｃｏｌｉ形質転換体のタグ配列はＤＮＡ配列決定によって決定さ
れる。
【０２０８】
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　加えて、ビーズ上のＴ－バッグ合成を用いるより複雑なライブラリーを構築することが
でき、ここで、オリゴヌクレオチドタグはモノマーについての各ラウンドの合成に特異的
である。２つの異なるラウンドで用いる同一モノマーは２つの別々のタグを有することが
できる。非限定的例として、もしビーズ－ベースのＴ－バッグ合成における３０モノマー
を５ラウンドで用いれば、５×３０または１５０の異なるタグが必要とされる。５ラウン
ド後の３０のモノマーのライブラリーの複雑性は３０５であり、またはほぼ２５００万の
化合物である。モノマー合成の各ラウンド後における特異的Ｔ－バッグにおけるビーズは
、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼを用いて、ビーズに連結された特異的オリゴヌクレオチドタグを
有することができる。ソートされたビーズからのこれらのタグを増幅し、クローン化し、
配列決定することができる。いずれのタグがいずれのラウンドの合成で用いられたかを知
ることによって、その小滴において陽性であったビーズの確証の内部チェックが達成され
る。配列決定反応は、１５０タグを含有するハイブリダイゼーションチップを用いること
によって排除されることができる。
【０２０９】
　実施例２
　本発明は、記載された本発明のナノリアクターにおいてポリメラーゼ鎖反応を行うため
の方法を提供する。ＰＣＲは、本発明によるマイクロ流体デバイスにおいて滴×滴ベース
で行うことができる。モノリシックチップを設けることができ、ここで、加熱および冷却
ラインがチップに形成され、ソーティング手段が提供される。そのようなチップ上の小滴
においてＰＣＲを行う利点は、チップが使い捨て可能であって、反応の間にデバイスを清
浄化することなく反復できることである。さらに、チップは、正しい濃度において小滴に
てＰＣＲを行うための全ての成分を得る便宜な方法を提供する。加えて、ＰＣＲはより有
効である。なぜならば、熱移動は小さな容量のためより有効である。これはより短いイン
キュベーション－滞留時間を提供する。核酸、すべてのＰＣＲプライマーおよび、もし存
在すれば、ビーズを含有する小滴は秒当たり１００および２０，０００小滴の間の率にて
一度に１つ生成される。次いで、小滴を、加熱および冷却ラインの間のセルペンチン経路
を通って送って、小滴内部の遺伝物質を増幅することができる。デバイスから出るに際し
て、小滴をさらなるオン－チップまたはオフ－チップ処理のために送り、もう１つのチッ
プに向けることができ、あるいはエマルジョンを分解して、ＰＣＲ産物を放出させること
ができる。もし存在すれば、ビーズは、濾過デバイス、沈積、または遠心にエマルジョン
を通すことによって収穫することができる。
【０２１０】
　チャネルの幅および深さは、秒未満、および数分の間のどこかに制御することができる
各温度にて滞留時間を設定するのに調整することができる。秒当たり１０００滴の典型的
な速度にて、ＤＮＡの１００万ストランドを１つのデバイスでほぼ２０分以内に増幅する
ことができる。２５０μＬ／時間の典型的な流動速度は、各秒に生ずる直径が５０ミクロ
ンの１０００滴に対応する。流動速度および小滴サイズは、ノズル幾何学を制御すること
によって必要に応じて調整することができる。
【０２１１】
　例としてのビーズベースの適用において、目的は単一のマイクロ－ビーズ（直径が１～
１００ミクロン）を含有する小滴中の多くても１つのＤＮＡ断片を増幅し、次いで、ＤＮ
Ａで被覆されたビーズのみを分離し、収集することである。これは、適当なＰＣＲプライ
マーを含有する溶液中のＤＮＡ断片およびビーズの希釈混合物で出発することによって達
成される。次いで、小滴は、小滴のほとんどが空である限定された希釈レジメにて作成さ
れるが、いくつかの小滴はそれらにおいてＤＮＡストランドを有し、いくつかの小滴はそ
の中にビーズを有する。標的小滴は単一のＤＮＡ断片および単一のビーズを共に有する。
ビーズの表面のＤＮＡのＰＣＲ増幅の後に、蛍光活性化ソーティングモジュール（Ｎａｎ
ｏＦＡＣＳ）をデバイスの末端に加えて、小滴を、１つは増幅されたＤＮＡを含有し、１
つは増幅されたＤＮＡがない２つの集団へ分離することができる。次いで、小滴は、小滴
が全てＤＮＡを含有して、ビーズの収集を達成するエマルジョンから取り出し、ここで、
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実質的に全てのビーズは唯１つのタイプのＤＮＡ断片で被覆される。
【０２１２】
　各断片が唯１つのビーズの存在下で増幅されるビーズの収集の質は、各小滴が多くても
１つのビーズを含有することを確保することによって高めることができる。１を超えるビ
ーズを含有する小滴は、蛍光－ベースのソーティング工程を用いて取り出すことができる
　ＰＣＲに伴い、適当な酵素反応、２以上の検出基、または他の増幅手段、例えば、ロー
リングサークル増幅、リガーゼ鎖反応、およびＮＡＳＢＡで飾られたオリゴヌクレオチド
を用いるチラミドアッセイのような核酸ベースのシグナル方法を用いて、小滴内でのシグ
ナルを増加させることができる。
【０２１３】
　実施例３
　本発明のデバイスを用いて、樹立された細胞系に対する少なくとも１０６分子からなる
化学ライブラリーをスクリーニングすることができる。このようにして、陽性および陰性
ナノリアクターを追跡し、核酸ベースの、または多色ビーズ－ベースのコーディングスキ
ームいずれかを用いてソートすることができる。例えば、公知のヒットを持つ対照ライブ
ラリーはヒト癌細胞系に対してスクリーニングすることができる。
【０２１４】
　１つの実施形態において、本明細書中において詳細に記載したように、ナノリアクター
を用いて化学ライブリーをスクリーニングすることができる。本発明のパワーは、分析お
よびソーティングを含めた多工程化学処理が、便利なタイミングおよび計量精度での封じ
込めにおいて開始されるのを可能とする区画化および電気的操作の組合せに由来する。単
離された成分のこの多工程処理は、細胞、核酸、酵素、コードされたマイクロビーズ、お
よび他の生体物質との稀な相互作用について分子ライブラリーを介してサーチするのに必
須である。例えば、コーディング核酸（すなわち、ＤＮＡタグ）の組を、ＤＮＡタグおよ
び化学物質が一緒に乳化されるように、ユニークな化合物の溶液に組み合わせることがで
きる。１つの実施形態において、ＤＮＡタグは同族アイデンティファイヤーとして作用し
て、本明細書中に記載されたナノリアクターによってソートされた小滴中の会合した化合
物を追跡する。ソーティングの後、エマルジョンを破壊することができ、核酸は解読する
ことができる（図４）。図４（左側パネル）において示すように、（Ａ）化合物のライブ
ラリーからの個々の化合物は、各々、（Ｂ）Ｑ－ドットのユニークな識別可能な組と組み
合わせる。組み合わせた混合物は、各々（Ｃ）、流動－フォーカシングマイクロ流体乳化
剤を用いて別々にオフ－ラインで乳化して、特異的化合物およびＱ－ドットのユニークな
組の双方を含有する個々の小滴を合成する。図４（右側パネル）において示されるように
、個々に乳化されたコードされた化合物の組は（Ｄ）細胞または酵素いずれかと共に、一
緒にプールされ、ＲＤＴ機器に注入され、（Ｅ）２つの小滴は合わされて、個々のナノリ
アクターを形成する。モニターしている反応に依存して、これらのナノリアクターとアッ
セイ成分を含有する小滴との別々の組合せ（図示せず）が必要であろう。加えて、遅延ル
ープをこれらの組合せおよび検出器（Ｆ）の間において、十分な時間が小滴中で生じて、
いずれかの潜在的化学的／細胞／酵素反応が起こるのを可能とすることができる。次に、
ナノリアクターを、検出器を通して送って、反応をモニターし、かつその中に含まれたＱ
－ドットを解読する。もし必要であれば、ナノリアクターをさらにソートすることができ
る（Ｇ）。機器上に置くべきデバイスを設計するにおいて、個々のモジュールは小滴操作
の配列において一緒に束ねる。操作を用いて、細胞または酵素をカプセル化し、標識され
た予め形成された化合物ライブラリーのエマルジョンを注入し、小滴の対を凝集させ、小
滴の内容物を混合し、経時的に反応をインキュベートし、蛍光を検出し、液体標識を解読
し（もし必要であれば）検出されたシグナルに基づいてソートし、次いで、小滴を収集お
よび廃棄流に輸送する。個々のモジュールは、独立して、電気回路中のレジスターおよび
キャパシターとかなり同様に、操作されて、複雑な流体処理操作を集合的に行う。いくつ
かの方法は記載された本発明の種々の化学ライブラリースクリーニング実施形態を含む。
１つの例において、キナーゼ酵素アッセイをコースモデルとして用い、３つの異なる量子
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ドット（Ｑ－ドット）を液体標識のために用い、および９６の異なる化合物（ここで、１
～２が好ましいキナーゼ基質であろう）の組をライブラリーとして用いる。蛍光偏光が好
ましい。というのは、それは多くの異なるタイプのアッセイに適合させることができると
いう議論を成すことができるからである。１つの例において、６２０ｎｍ、６５０ｎｍお
よび６８０ｎｍにおいて発光する水溶性Ｑ－ドットが用いられる。これらの発光バンドは
、標的酵素アッセイが発光する（５８０ｎｍ未満）スペクトル領域の十分に外側にあり、
従ってこれらのＱ－ドットは優れた選択である。もう１つの例において、近赤外ｑ－ドッ
トを用いて、標的アッセイの重複しないスペクトル領域を広げる目的でそれらの水溶解度
を高める。ｑ－ドットの読み出しをこの「使用されていない」波長バンドに移動させると
、注目する実質的にいずれの蛍光アッセイも、修飾なくして本発明のナノリアクターに適
合させることができ、直ちに利用できる空間をかなり拡大する。
【０２１５】
　核酸は線状分子とすることができ、ここで、末端はＰＣＲのための基点部位として用い
ることができ、中央の配列は各化合物に対してユニークであり；コーディングとして用い
られるのはこの中央の配列である。核酸および化合物は、核酸および化学物質を一緒に予
め乳化し、次いで、それらを本明細書中に記載されたマイクロ流体デバイスに予め作製さ
れた化合物小滴として加えることによって、１つの小滴に一緒に合わされる。化合物の小
滴は機器にてもう１つの小滴と合わせることができる。この他の小滴は、化合物小滴と合
わせた場合に「アッセイ」小滴を形成する（例えば、限定されるものではないが、細胞ま
たは酵素を含めた）調査中のアイテムを含有することができる。次いで、所望の検出され
た特性（例えば、化合物マイクロ滴に加えられた蛍光基質の使用を介する酵素活性の阻害
）を有するアッセイ小滴をソートすることができる。ソートされたアッセイ小滴を収集す
ることができ、エマルジョンが破壊され、核酸配列を解読することができる。解読は、（
米国出願公開番号２００５－０２２７２６４に記載された）エマルジョンＰＣＲ、および
配列決定機器での配列決定によって行うことができる。別法として、解読は、ＰＣＲ産物
を適当な宿主（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）にクローニングし、得られたクローンをＤＮＡ配
列決定に付すことによって行うことができる。
【０２１６】
　核酸はユニーク性の領域を有する線状分子であり得、解読は、クローニング、および引
き続いて、ソートされたアッセイ小滴から得られたＤＮＡを適当な宿主（例えば、Ｅ．ｃ
ｏｌｉ）に形質転換することによって行うことができる。次いで、得られたクローンを、
ユニークなアイデンティファイヤーを含有するＰＣＲ産物を、固体支持体（例えば、チッ
プ、ウェハー、またはビーズ）に固定された核酸の相補的ストランドにハイブリダイズす
ることによる解読に付すことができる。
【０２１７】
　核酸はユニーク性の領域を持つプラスミドであり得、解読は、ソートされたアッセイ小
滴から得られたＤＮＡを適当な宿主（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）に形質転換することによっ
て行うことができる。次いで、得られたクローンをＤＮＡ配列決定に付して、コードされ
た配列を同定することができる。
【０２１８】
　核酸はユニーク性の領域を有するプラスミドであり得、解読は、ソートされたアッセイ
小滴から得られたＤＮＡを適当な宿主（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）に形質転換することによ
って行うことができる。次いで、得られたクローンを、ユニークなアイデンティファイヤ
ーを含有する標識－ＰＣＲ産物を、固体支持体（例えば、チップ、ウェハーまたはビーズ
）に固定された核酸の相補的ストランドにハイブリダイズさせることによる解読に付すこ
とができる。
【０２１９】
　核酸はユニーク性の領域を有するプラスミドまたは線状断片いずれかであり得、解読は
、ソートされたアッセイ小滴から得られたＤＮＡを適当な宿主（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）
に形質転換することによって行うことができる。次いで、得られたクローンを、ユニーク
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なアイデンティファイヤーを含有する標識－ＰＣＲ産物を、固体支持体（例えば、チップ
、ウェハー、またはビーズ）に固定された核酸の相補的ストランドにハイブリダイズする
ことによる解読に付すことができる。好ましくは、ビーズは染料またはＱｄｏｔでコード
することができ、解読は、本発明によるマイクロ流体デバイスで、あるいはＱｄｏｔまた
はＬｕｍｉｎｅｘ機器で行うことができる。
【０２２０】
　ユニークな核酸の組をユニークな化学的存在の組に加えることができ、ここで、各合わ
された組は別々に乳化される。別々に乳化された合わされた組をさらに合わせて、小滴の
乳化された混合溶液を得ることができ、ここで、各小滴は核酸およびユニークな化学的存
在を共に含有することができる。この合わされた混合用液は、当業者によって考えられる
種々のアッセイで用いられる本発明によるマイクロ流体デバイスに注入することができる
。
【０２２１】
　ユニークなアイデンティファイヤーを含有する核酸は、各々が、相互に共通する５’ヌ
クレオチド配列を含有する順方向および逆方向ＰＣＲプライマー、各々、順方向および下
流プライマー、コモン配列に対して３’側にあるユニークな配列、および抗生物質または
他の選択可能な遺伝子の領域の組を用いる抗生物質耐性または他の選択可能な遺伝子のＰ
ＣＲによって生じさせることができる。該プライマーをＰＣＲ反応で用いて、今度は、順
方向または逆方向コンセンサス配列のいずれかを添えることができるユニークなアイデン
ティファイヤーによって添えられた抗生物質耐性または選択可能な遺伝子を生じさせるこ
とができる。次いで、ＰＣＲ産物を、第二の抗生物質耐性または他の選択可能な遺伝子を
有するベクターにクローン化し、ベクターを適当な宿主（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）にクロ
ーン化することができ、それにより、抗生物質耐性およびもう１つの選択可能な遺伝子に
ついて同時に選択する。
【０２２２】
　標識は、有機染料（例えば、ｃｙ３、ｃｙ５、フルオレセイン）、または量子ドットの
ような無機標識のような染料を含有する溶液でもあり得る。ドットは、疎水性残基によっ
てさらに覆われし、またはカプセル化することができる。１を超える染料を乳化に先立っ
て溶液に加えることができ、１以上の染料の比率を用いて、小滴を解読することができる
。
【０２２３】
　加えて、多くのビーズでコードされたアッセイは、本明細書中で開示されたデバイスお
よび系に直接的に移植すべきマイクロスフィアのために既に開発されている。そのような
アッセイは、例えば；アレルギーテスト、病気マーカー（自己免疫、癌および心臓を含む
）、サイトカイン、ゲノタイピング、遺伝子発現、感染症、キナーゼ／リン酸化タンパク
質、代謝マーカー、組織タイピング、転写因子／核受容体その他を含む。
【０２２４】
　本発明は、コンビナトリアル化学／生物学用の滴－ウォッシャーを用いる方法も提供す
る。本発明のデバイスは、第一の非混和性流体中に非混和性である小滴内の構成要素が第
二の非混和性流体に可溶性であるように、第一の非混和性流体中にある場合に、第二の非
混和性流体にマイクロ滴が暴露されるように、流体流動の使用を介して滴内の構成要素を
交換することができる。
【０２２５】
　例えば、化学反応を含む水性小滴は、脂質溶媒に可溶性である副産物を生じる。化学反
応は、シリコン－ベースの溶媒中の水－環境で行われる。化学反応が起こった後に、小滴
を有機－油ベースの溶媒に暴露し、そこでは、化学副産物は小滴から拡散して出る。次い
で、小滴を生きた細胞と合わせることによって得られた小滴を細胞－殺傷活性についてア
ッセイする。
【０２２６】
　これまでの例と同様であるが、非水性流体流動の変化を用いて、第二の非混和性流体か
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らの特定の構成要素を加えて、小滴が１００％第一非混和性流体流動に戻される前に水性
滴に拡散させる。
【０２２７】
　実施例４
　本発明は、蛍光偏光（ＦＰ）を用いてナノリアクター中で生物学的アッセイを行う方法
も提供する。蛍光偏光技術は何十年の間、基本的な研究および商業的診断アッセイで用い
られてきたが、薬物発見に広く用いられ始めたのは、過去６年の間だけである。元来、薬
物発見のためのＦＰアッセイは単一－チューブ分析機器のために開発されたが、同等な感
度を持つ商業的プレートリーダーが利用可能となると、高スループットスクリーニングア
ッセイに迅速に変換された。これらのアッセイはキナーゼ、ホスファターゼ、プロテアー
ゼ、Ｇ－プロテイン結合受容体、および核受容体のようなよく知られた医薬標的を含む。
【０２２８】
　核受容体；ＦＰは核受容体－リガンド変位のために高スループットスクリーニング（Ｈ
ＴＳ）アッセイを開発するのに用いられてきた（Ｐａｒｋｅｒ　ＧＪら，Ｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔ　ｏｆ　ｈｉｇｈ　ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ａｓｓａｙｓ
　ｕｓｉｎｇ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ：　ｎｕｃｌｅａ
ｒ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｌｉｇａｎｄ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｎｄ　ｋｉｎａｓｅ／ｐｈｏ
ｓｐｈａｔａｓｅ　ａｓｓａｙｓ）。ＦＰ－ベースのエストロゲン受容体（ＥＲ）アッセ
イは、ＥＲへの結合についてのフルオレセイン－標識エストラジオールおよびエストロゲ
ン－様化合物の競合に基づく。転写活性化スクリーニングからの５０のリード化合物のス
クリーニングにおいて、２１の化合物は１０マイクロＭ未満のＩＣ５０値を有し、１つは
ＥＲａｌｐｈａよりもＥＲｂｅｔａに対する大まか１００倍高い親和性を呈する。ＦＰ－
ベースの競合結合アッセイを用いて、ＥＲに対する広い範囲の結合親和性を持つ多様な化
合物をスクリーニングすることができる。
【０２２９】
　ホスファターゼおよびキナーゼ；非放射性の単純な感受性蛍光偏光アッセイが、タンパ
ク質チロシンキナーゼの活性をアッセイするのに開発されている（Ｓｅｅｔｈａｌａ　Ｒ
．；Ｍｅｎｚｅｌ　Ｒ．Ａ　Ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ，Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｐｏ
ｌａｒｉｚａｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙ　ｆｏｒ　Ｓｒｃ－Ｆａｍｉｌｙ　Ｔｙｒｏｓｉｎｅ
　Ｋｉｎａｓｅｓ．Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｎｏｖｅｍｂｅ
ｒ　１９９７，ｖｏｌ．２５３，ｎｏ．２，ｐｐ．２１０－２１８（９））。このアッセ
イは、蛍光化ペプチド基質とキナーゼ、ＡＴＰ、および抗－ホスホチロシン抗体とのイン
キュベーションを含む。リン酸化ペプチド産物は抗－ホスホチロシン抗体で免疫複合体化
され、その結果、蛍光偏光アナライザーで測定して偏光シグナルが増加する。これらの結
果は、蛍光偏光アッセイが阻害剤を検出でき、３２ＰＯ４で導入アッセイと匹敵すること
を示す。蛍光偏光方法は３２ＰＯ４導入アッセイあるいはＥＬＩＳＡまたはＤＥＬＦＩＡ
と比較して有利である。なぜならば、それはいくつかの洗浄、液体導入、および試料調製
工程を含まない１－工程アッセイだからである。それは非同位体基質を用いる追加の利点
を有する。かくして、蛍光偏光アッセイは環境に安全であり、取り扱いの問題を最小化す
る。
【０２３０】
　Ｇ－プロテイン結合受容体；高スループット蛍光偏光（ＦＰ）アッセイは、細胞表面受
容体（Ｇプロテイン－結合受容体およびリガンド－ゲーテッドイオンチャネル）について
の放射性リガンド結合アッセイの代わりの非放射性の均一かつ低コストの代替物を供する
（Ａｌｌｅｎ　Ｍ，Ｒｅｅｖｅｓ　Ｊ，Ｍｅｌｌｏｒ　Ｇ．Ｈｉｇｈ　ｔｈｒｏｕｇｈｐ
ｕｔ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ：ａ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｏ
ｕｓ　ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　ｔｏ　ｒａｄｉｏｌｉｇａｎｄ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｆｏ
ｒ　ｃｅｌｌ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ．Ｊ　Ｂｉｏｍｏｌ　Ｓｃｒｅｅｎ
．２０００　Ａｐｒ；５（２）：６３－９）。ＦＰアッセイは、ペプチド（バソプレッシ
ンＶ１ａおよびデルタ－オピオイド）および非ペプチド（ベータ１－アドレノセプター、
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５－ヒドロキシトリプタミン３）受容体双方の一定範囲を横切って働くことが示された。
アッセイは、９６－ウェルプレートアッセイと比較してシグナルウィンドウまたは感度が
ほとんど喪失することなく３８４－ウェルプレートで行うことができた。ＦＰ測定におけ
る新しい進歩は、従って、ＦＰが、細胞表面受容体についての放射性リガンド結合に対す
る高スループット代替物を供することを可能とした。
【０２３１】
　ＧＴＰａｓｅ；フィルター結合［ＦＢ（３３Ｐ）］およびＦＰ検出系を用いて３０，０
００のメンバーの化合物ライブラリーをスクリーニングし、いずれかのアッセイにおいて
活性であった化合物を５－点曲線確認アッセイで再度テストした（Ｃ．Ｌ．Ｈｕｂｅｒｔ
ら　Ｄａｔａ　Ｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅ　ｆｒｏｍ　ａ　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｂｅｔ
ｗｅｅｎ　Ｆｉｌｔｅｒ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｎｄ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｐｏｌ
ａｒｉｚａｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙ　Ｆｏｒｍａｔｓ　ｆｏｒ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　ＲＯＣＫ－ＩＩ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ）。これらのデータの分析は、双方
のアッセイフォーマットで活性と同定された化合物のほぼ９５％一致を示した。また、Ｆ
ＢおよびＦＰからの化合物能力決定は高度な相関を有し、同等と考えられた。これらのデ
ータは、アッセイ方法がスクリーニングの質および再現性に対してほとんどインパクトを
有しないことを示唆し、但しアッセイは動的条件を標準化するために開発されたものとす
る。
【０２３２】
　抗体を用いる診断薬；ウマのウマ感染性貧血ウイルス（ＥＩＡＶ）感染の制御は、過去
２０年間に渡り、主として、専ら、集中参照研究所における標準化された寒天ゲル免疫拡
散（ＡＧＩＤ）アッセイによる血清陽性ウマの同定および排除に基づいてきた。ＥＩＡＶ
コアおよびエンベロープタンパク質の抗原性領域に由来するペプチドを、まず、最良のペ
プチド抗原候補を選択するＦＰアッセイにおけるプローブとしてのそれらの利用性につい
てスクリーニングした（Ｓ．Ｂ．　Ｔｅｎｃｚａら　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ａ
　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ－Ｂａｓｅｄ　Ｄｉａｇｎｏｓ
ｔｉｃ　Ａｓｓａｙ　ｆｏｒ　Ｅｑｕｉｎｅ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ａｎｅｍｉａ　Ｖ
ｉｒｕｓ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，Ｍａ
ｙ　２０００，Ｐ．１８５４－１８５９，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．５）。ＦＰアッセイを最
適化して、フルオレセイン－標識免疫反応性ペプチド診断抗原のＦＰの変換によってＥＩ
ＡＶ－特異的抗体の存在を検出した。最も感受性かつ特異的なペプチドプローブは、ＥＩ
ＡＶ膜貫通タンパク質ｇｐ４５の免疫優勢領域に対応するペプチドであった。このプロー
ブを、１５１のＡＧＩＤ－陽性ウマ血清および１０６のＡＧＩＤ－陰性血清試料での最適
化されたＦＰアッセイにおけるその反応性についてテストした。これらの研究の結果は、
ＦＰアッセイ反応性が、１０６の陰性血清試料のうち１０６（１００％特異性）、および
１５１の陽性血清試料のうち１３５（８９．４％感度）における報告されたＡＧＩＤ結果
と相関したことを示す。ＦＰアッセイは、非常に低いバックグラウンド反応性を有し、感
染において早く（＜３週間後感染）生じた抗体を容易に検出することも判明した。
【０２３３】
　ＦＰは非常に迅速な反応での均一系技術であり；平衡に達するのに数秒～数分で十分で
ある。試薬は安定しているので、大きなかなり再現性があるバッチを調製することができ
る。それらの特性のため、ＦＰは、高度に自動化可能であり、しばしば、単一の予め混合
されたトレーサー－受容体試薬との一回のインキュベーションで行われることが判明した
。洗浄工程がないという事実は、不均一系技術よりも精度およびスピードを増加させ、廃
棄物を劇的に低下させる。
【０２３４】
　蛍光強度に基づく他の均一系技術が開発されている。これらはエネルギー移動、消光お
よび増強アッセイを含む。ＦＰはこれらよりも優れたいくつかの利点を供する。該アッセ
イは構築するのが通常より容易である。というのは、トレーサーは強度変化による結合に
応答する必要がないからである。加えて、唯１つのトレーサーが必要とされ、粗製受容体
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調製物を利用することができる。さらに、ＦＰは強度から独立しているので、それは着色
溶液および濁った懸濁液に対して比較的免疫性である。ＦＰは機器測定の領域においてい
くつかの利点を供する。ＦＰは分子の基本的な特性であり、かつ試薬は安定であるゆえに
、ほとんどまたは全く標準化は必要とされない。ＦＰは、検出器利得設定およびレーザー
パワーにおけるドリフトに対して比較的非感受性である。
【０２３５】
　分子の運動および回転の概念は蛍光偏光の基礎である。蛍光染料を用いて小さな分子を
標識することによって、同等またはより大きなサイズのもう１つの分子へのその結合は、
その回転のスピードを介してモニターすることができる。図５に示すように、（垂直ペー
ジ軸に沿った）直線偏光の電気ベクトルに対して平行に整列したその吸収転移ベクトル（
矢印）を持つ染料分子は選択的に励起される。小さな迅速に回転する分子に付着した染料
については、最初に光選択された向きの分布は発光に先立ってランダム化されるようにな
り、その結果、低い蛍光偏光がもたらされる。逆に、低分子量のトレーサーの大きなゆっ
くりと回転する分子への結合の結果、高い蛍光偏光がもたらされる。蛍光偏光は、従って
、トレーサーのタンパク質、核酸および他の生体ポリマーへの結合の程度の直接的な読み
出しを供する。
【０２３６】
　Ｐｅｒｒｉｎによって１９２６年に最初に記載された蛍光偏光は長い歴史を有する。Ｆ
Ｐの理論および測定のための最初の機器はＷｅｂｅｒによって開発された。この研究はＤ
ａｎｄｌｉｋｅｒによって抗原－抗体反応およびホルモン－受容体相互作用のような生物
学的系まで拡大された。体液中の薬物をモニターすることを目的とした最初の商業的シス
テムはＪｏｌｌｅｙおよび共同研究者から来るものである。
【０２３７】
　蛍光偏光は以下の方程式：Ｐ＝（Ｖ－Ｈ）／（Ｖ＋Ｈ）によって定義され、ここで、Ｐ
は偏光単位であり、Ｖは発せられた光の垂直成分の強度であり、Ｈは垂直面偏光された光
によって励起されたフルオロフォアの発せられた光の水平成分の強度である。「偏光単位
」Ｐは無次元の存在であって、発せられた光の強度、またはフルオロフォアの濃度に依存
しない。これはＦＰの基本的パワーである。用語「ｍＰ」は、今日一般に用いられており
、ここで、１ｍＰはＰの１／１０００と等しい。
【０２３８】
　励起二極は、分子が光を吸収するのを優先する方向である。発光二極は、分子が光を発
するのを優先する方向である。これは（簡素化のため）、これらの方向は平行であると仮
定している。１つの実験において、もし全ての励起二極が垂直面内で整列するように蛍光
分子が固定され、発光二極に沿った偏光を持つ蛍光のみがあると仮定すれば、１０００　
ｍＰの最大偏光単位が観察される。しかしながら、もし励起二極がランダムな向きであれ
ば、この最大偏光単位は５００ｍＰまで低下する。もう１つの実験において、もし二極が
固定されるという要件がはずされ、かつそれらが励起される時間およびそれらが蛍光を発
する時間の間に再度配向されれば、偏光単位は５００ｍＰ未満に入る。
【０２３９】
　もう１つの実験において、ランダムな向きの転移モーメントの収集は自由に回転できる
。この場合、偏光単位は０および５００ｍＰの間であって、励起状態の蛍光の寿命の間に
どれくらい大いに分子が回転したかに依存する。分子がより小さければ、それはより速く
回転し、従って、ＦＰはより低くなる。
【０２４０】
　分子の回転速度はストークスの方程式：ρ＝（３ηＶ）／（ＲＴ）によって記載され、
ここで、ρは回転緩和時間であり（そのコサインが１／ｅである角度、またはほぼ６８．
５°を通って回転するのに必要な時間）、ηは媒体の粘度であり、Ｖは分子の分子用量で
あり、Ｒは気体定数であって、Ｔはケルビン度で表した温度である。先の方程式から、我
々は、分子の分子量がより高いと、回転緩和時間がより高くなることを見出すことができ
；Ｖ＝ｖＭであり、ここで、Ｍ（Ｐｅｒｒｉｎ方程式）はダルトンで表した分子の分子量
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であって、ｖはその部分的比容量（ｃｍ３ｇ－１）である。Ｐｅｒｒｉｎ方程式は１９２
６年に最初に記載され、観察されたＦＰ、制限的偏光、フルオロフォアの蛍光寿命（τ）
、および回転緩和時間の間の関係を記載する。（（１／Ｐ）－（１／３））＝（（１／Ｐ

０）－（１／３））×（（１＋（３τ／Ｐ））。
【０２４１】
　蛍光寿命が短ければＦＰはより高いであろう。逆に、回転緩和時間が短ければ、ＦＰは
より小さいであろう。ストークスの方程式およびＰｅｒｒｉｎ方程式を組合せ、かつＶに
代えてＭで置換し、再編集すれば、分子の分子量およびそのＦＰの間の関係が得られる（
１／Ｐは１／Ｍに比例する）；（１／Ｐ）＝（１／Ｐ０）＋（（１／Ｐ０）－（１／３）
）×（ＲＴ／ｖＭ）×（τ／η）。この方程式より、Ｐは高い分子量、高い粘度および短
い寿命の制限的場合においてはＰ０と等しいことが分かる。事実、種々の粘度においてＦ
Ｐを測定し、Ｐを１／ηに対してプロットし、次いで、座標上の切片を決定することによ
ってＰ０を決定することができる。
【０２４２】
　有機フルオロフォアは狭い励起バンドおよび広い赤色－テイリング発光バンドのような
特徴を有する。図６（左側中央パネル）は、各々、ｑ－ドット５３５ナノ結晶およびフル
オレセインの吸収および発光スペクトルを示す。図６（右側パネル）は、いくつかのサイ
ズのＣｄＳｅ－ＺｎＳ量子ドットの発光スペクトルを示し、全ての場合においてｎｍで表
して、２９０ｎｍにおけるＺｎＳｅ、および３６５ｎｍにおける全てのその他の励起が伴
う。これらのバンドはそれらの有効性をしばしば制限する。これは、スペクトル重複によ
り問題となる多数の光－発光プローブを同時に解像する。また、多くの有機染料は光分解
に対して低い抵抗性を呈する。
【０２４３】
　量子ドットまたはｑ－ドット（ＱＤ）と呼ばれるルミネセントコロイド状半導体ナノ結
晶は、有機染料が遭遇する機能的制限のいくつかを回避する能力を有する無機フルオロフ
ォアである。特に、ＣｄＳｅ－ＺｎＳコア－シェルＱＤは、可視スペクトルおよび広い吸
収バンドに渡る狭い発光バンド幅（ＦＷＨＭ約３０～４５ｎｍ）と共にサイズ－依存性チ
ューニング可能光ルミネセンス（ＰＬ）を呈する。これらは、共通の波長におけるいくつ
かの粒子サイズ（色）の同時励起を可能とする。これは、今度は、標準機器測定を用いる
いくつかの色の同時解像を可能とする（図６、右側パネル）。ＣｄＳｅ－ＺｎＳ　ＱＤも
また高い量子収率を有し、光分解に対して抵抗性であって、有機染料に匹敵する濃度にお
いて光学的に検出することができる。
【０２４４】
　量子ドットは、典型的には、結晶性セレン化カドミウムのような物質よりなるナノ－ス
ケールの半導体である。用語「ｑ－ドット」はこれらの物質の量子封じ込め効果を強調し
、典型的には、量子封じ込めサイズの範囲において蛍光ナノ結晶をいう。量子封じ込めと
は、半導体を電気的に、あるいはその上で光を輝かせることによって励起して、再結合し
た場合に光を発する電子－ホール対を生じることに由来するＬＥＤのようなバルク（巨視
的）半導体からの光発光をいう。エネルギーおよび、従って、発せられた光の波長は半導
体材料の組成によって支配される。しかしながら、半導体の物理的サイズが、電子－ホー
ル対の天然の半径（ボーア半径）よりもかなり小さくなるまでかなり低下した場合、ナノ
分光半導体構造内にこの励起を「封じ込める」のに必要なさらなるエネルギーが必要とさ
れ、より短い波長への発光のシフトに導かれる。
【０２４５】
　蛍光偏光アッセイはマイクロ流体デバイスで用いて、キナーゼ酵素、ホスファターゼ、
プロテアーゼ、リガンド－リガンド結合、およびその他の活性をモニターすることができ
る。蛍光偏光測定を行うための現行の蛍光検出システムの拡大は、直線偏光レーザーおよ
び偏光オプティックスの設計への取り組みを必要とする。図７に示したように、直線偏光
レーザーおよび偏光オプティックスが設計に取り込まれている。４８８ｎｍで操作される
直線偏光周波数二重ダイオードレーザーは、１／２ウェーブプレートおよび線形ポラライ
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ザーを通過する（Ｍｅａｄｏｗｌａｒｋ　Ｏｐｔｉｃｓ，＞２０００：１コントラスト比
。これは、ＦＰで必要とされる励起レーザー偏光を方向付け、それをロックするのを可能
とする。レーザーは反射され、二色ビームスプリッターおよび反射防止被覆レンズを用い
て試料に焦点が結ばれる。試料からの蛍光はレンズおよび二色ビームスプリッターを通じ
て元に伝播され、発光フィルターを用いて単離される。次いで、この蛍光シグナルを偏光
ビームスプリッターを用いて直交偏光に分裂させる（Ｍｅａｄｏｗｌａｒｋ　Ｏｐｔｉｃ
ｓ、偏光キューブ型ビームスプリッター、コントラスト比＞５００：１伝播、＞２０：１
反射）。コントラストは線形ポラライザーでさらに高められる（Ｍｅａｄｏｗｌａｒｋ　
Ｏｐｔｉｃｓ，＞２０００：１コントラスト比）。最後に、各偏光シグナルは、光電子増
倍管の対を用いて測定され（Ｈａｍａｍａｓｔｓｕ　Ｈ５７８９）、デジタル化され、コ
ンピュータによって解析される。Ｐｉｃａｒｒｏからの４８８ｎｍにおいて操作される直
線偏光（＞２００：１）周波数ニ重ダイオードレーザーがこの目的で用いられる。図面で
分かるように、レーザーは１／２ウェルプレートおよび線形ポラライザーを通過する（Ｍ
ｅａｄｏｗｌａｒｋ　Ｏｐｔｉｃｓ，＞２０００：１コントラスト比）。これは、ＦＰで
要求とされる励起レーザー偏光を方向付け、それをロックすることを可能とする。標準ス
テーションに関しては、レーザーは反射され、二色ビームスプリッターおよび抗－反射被
覆レンズを用いて試料に焦点が結ばれる。試料からの蛍光はレンズおよび二色ビームスプ
リッターを通って逆に伝播され、発光フィルターを用いて単離される。次いで、偏光ビー
ムスプリッター（Ｍｅａｄｏｗｌａｒｋ　Ｏｐｔｉｃｓで偏光キューブ型ビームスプリッ
ター，コントラスト比率＜５００：１伝播，＜２０：１反射）を用いてこの蛍光シグナル
を直交偏光に分裂させ、コントラストは線形ポラライザーでさらに高められる（Ｍｅａｄ
ｏｗｌａｒｋ　Ｏｐｔｉｃｓ，＞２０００：１コントラスト比）。最後に、各変更シグナ
ルは光電子増倍管の対を用いて測定され（Ｈａｍａｍａｓｔｓｕ　Ｈ５７８９）デジタル
化され、コンピュータで解析される。これらのオプティックスはｍＰ感度よりも良好とす
ると期待される。
【０２４６】
　これらの蛍光偏光システムは、モデル酵素系；Ｓｒｃ－ファミリーチロシンキナーゼを
用いてテストした。非放射性の単純な感受性蛍光偏光アッセイは、タンパク質チロシンキ
ナーゼ活性をアッセイするために開発されている（Ｓｅｅｔｈａｌａ　Ｒ．；Ｍｅｎｚｅ
ｌ　Ｒ．Ａ　Ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ，Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｐｏｌａｒｉｚａｔ
ｉｏｎ　Ａｓｓａｙ　ｆｏｒ　Ｓｒｃ－Ｆａｍｉｌｙ　Ｔｙｒｏｓｉｎｅ　Ｋｉｎａｓｅ
ｓ．Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　１９９７，
ｖｏｌ．２５３，ｎｏ．２，ｐｐ．２１０－２１８（９））。このアッセイは、フルオレ
セニル化ペプチド基質のキナーゼ、ＡＴＰ、および抗－ホスホチロシン抗体とのインキュ
ベーションを含む。図８に示すように、リン酸化ペプチド産物は抗－ホスホチロシン抗体
で免疫複合体化され、その結果、蛍光偏光アナライザーで測定して偏光シグナルの増加を
もたらす。図８左側パネルは操作のＩＭＡＰ原理を示す。蛍光基質がキナーゼによってリ
ン酸化された場合、それは、その分子量が基質に対して大きなＩＭＡＰ結合試薬に結合す
ることができる。これは、蛍光の偏光の大きな増加を与える。図８中央パネルはＭＡＰＫ
ＡＰ－Ｋ２、セリン／スレオニンキナーゼのＩＭＡＰアッセイを示す。Ｕｐｓｔａｔｅか
らのＭＡＰＫＡＰ－Ｋ２は、示された量の酵素を用いて２０μＬの容量でアッセイした。
ＡＴＰおよび基質の濃度は、各々、５．０および０．５μＭであった。インキュベーショ
ンは室温における６０分であり、続いて、６０μＬのＩＭＡＰ結合試薬を加えた。ＦＰは
３０分後にＡｎａｌｙｓｔシステムで読んだ。図８の右側パネルはキナーゼ阻害のＩＭＡ
Ｐ定量を示す。ＭＡＰＫＡＰ－Ｋ２（０．２５単位／ｍＬ）は１５分間示された酵素の量
を用いてインキュベートした。次いで、酵素の活性を前記したように評価した。これらの
結果は、蛍光偏光アッセイが阻害剤を検出でき、３２ＰＯ４移動アッセイと匹敵すること
を示す。蛍光偏光方法は３２ＰＯ４移動アッセイあるいはＥＬＩＳＡまたはＤＥＬＦＩＡ
と比較して有利である。なぜならば、それはいくつかの洗浄、液体移動、および試料調製
工程を含まない１－工程アッセイだからである。それは非同位体基質を用いるさらなる利
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点を有する。かくして、蛍光偏光アッセイは環境的に安全であり、取り扱いの問題を最小
化する。
【０２４７】
　選択される染料はフローサイトメトリーにおいて広く用いられており、我々の機器にお
いては、１つの滴内の（潜在的に）多くの染料の状態を決定するであろう。我々の機器で
の安価なオプティックスの使用は、ナノリアクターにおける染料分子の理論的増加によっ
て補償されるものを超えるであろう。
【０２４８】
　ＦＰアッセイは、感度またはシグナルウィンドウの喪失なくして５％　ＤＭＳＯまで許
容されることが示された。１，２８０の化合物のランダムな組から、Ａｌｌｅｎらは、１
．９％がＦＰ測定に有意に干渉することを見出した（Ｊ　Ｂｉｏｍｏｌ　Ｓｃｒｅｅｎ．
２０００　Ａｐｒ；５（２）：６３－９．Ｈｉｇｈ　ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ｆｌｕｏｒ
ｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ：ａ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ　ａｌｔｅｒ
ｎａｔｉｖｅ　ｔｏ　ｒａｄｉｏｌｉｇａｎｄ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｆｏｒ　ｃｅｌｌ　ｓ
ｕｒｆａｃｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ．Ａｌｌｅｎ　Ｍ，Ｒｅｅｖｅｓ　Ｊ，Ｍｅｌｌｏｒ
　Ｇ．Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　＆　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ，　Ｇｌａｘｏ　Ｗｅｌｌｃｏｍｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃ
ｅｎｔｒｅ，Ｓｔｅｖｅｎａｇｅ，Ｈｅｒｔｓ，ＵＫ）。もし蛍光または消光化合物が排
除されたならば（全ての化合物の３％）、０．４％未満の化合物はＦＰ測定に干渉するこ
とが見出された。化合物は先験的にアッセイされ、これらの望ましくない特徴を有するも
のは排除される。
【０２４９】
　いくつかの酵素アッセイにおいて遅延モジュール（すなわち、遅延ライン）が利用され
るであろう。これは、小さな容量の酵素反応メカニズムについてはあまり真実ではない。
そして、多くの細胞ベースのアッセイでさえ５分以内に測定することができる。より長い
アッセイ時間は、小滴を集め、それらを適当な時間の間インキュベートし、次いで、それ
らをデバイスに再度注入することによって達成することができる。
【０２５０】
　いくつかの濃度における３つの異なるｑ－ドットは、各々、マイクロ小滴内に入れるこ
とができ、次いで、本発明のデバイスで用いて、滴内にあるものを解読することができる
。１つの実験において、最初の標識スキームは６２０　ｎｍ（ＣｄＳｅ／ＺｎＳ）、６５
０　ｎｍ（ＩｎＧａＰ／ＺｎＳ）、および６８０　ｎｍ（ＩｎＧａＰ／ＺｎＳ）の発光波
長を有するｑ－ドットの３色を用いた（４８８ｎｍにおける励起は全てについて適切であ
る）。１つの特別な例において、１つのｑ－ドットは一定の濃度に維持され、第二および
第三のｑ－ドットは少なくとも１０の異なる濃度で変化させ、１００の異なるコーディン
グを与える（１×１０×１０）。解読は、第一のｑ－ドットに対する第二および第三のｑ
－ドットの強度を参照することによって計算されるであろう。他の標識スキームはこれら
の実験の過程において用いることができる。
【０２５１】
　蛍光ステーションへのＱ－ドットリードアウト拡大は本明細書中に記載されており、開
発されたモジュールレイアウトのため容易に設計に取り込まれる。見られるように、一連
の二色ビームスプリッター、発光フィルター、および検出器はシステムに積まれ、必要な
５つの発光チャネル（２つの蛍光偏光シグナルおよび３つのｑ－ドットバンド）の測定を
可能とする。ｑ－ドット波長バンドを相互から分離することができる二色ビームスプリッ
ターおよび発光フィルターは容易に入手でき、従って、それはステーションを適切に構成
するための直接的プロセスである。
【０２５２】
　滞留時間は、チャネルを広くすることにより滴の流動を遅らせることによって増加させ
ることができる。別法として、レーザービームの強度を増加させて、小滴内のｑ－ドット
の濃度を補償し、または増加させることができる。
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【０２５３】
　本明細書中に記載したように、ＦＰのために選択された染料はほとんどの細胞－および
酵素－ベースのアッセイで共通して用いられており、ｑ－ドットと有意に重複しないよう
に設計される。染料は独立してかつｑ－ドットと一緒に評価され（最初は、機器なし）、
クロス－トークを評価する。好ましくは、液体ｑ－ドット標識は、現在ＦＡＣＳ分析およ
びソーティングで用いられるスペクトル波長バンドの外側で読まれる（すなわち、染料フ
ルオレセイン、Ｃｙ３、Ｃｙ５など）。これは（これらの染料に依存した）現在利用可能
なアッセイの使用を可能とする。特異的なｑ－ドットを用い、クロストークを最小化する
。いくつかの民間企業は、設計すべきオプティックスによって読むことができるｑ－ドッ
トを販売している。現在使用されるｑ－ドットの３色は、６２０　ｎｍ（ＣｄＳｅ／Ｚｎ
Ｓ）、６５０　ｎｍ（ＩｎＧａＰ／ＺｎＳ）、および６８０　ｎｍ（ＩｎＧａＰ／ＺｎＳ
）の発光波長を有する非機能化Ｔ２　ＥｖｉＴａｇｓである（４８８ｎｍにおける励起は
全てについて適当である）。
【０２５４】
　９６のタイプの小滴を生成するのは可能であり、１つの小滴はｑ－ドット標識のユニー
クな組および化合物を共に含有し、小滴が本発明のデバイスを通って流動するにつれ、キ
ナーゼ酵素活性はＦＰを用いて分析することができ、ｑ－ドット標識は解読することがで
きる。この方法はより複雑かつ興味深いライブラリーに対するスケーリングを可能とする
。
【０２５５】
　ＦＰアッセイは、感度またはシグナルウィンドウにおける喪失なくして５％　ＤＭＳＯ
まで許容されることが示された。１，２８０化合物のランダムな組から、Ａｌｌｅｎらは
１．９％がＦＰ測定に有意に干渉することを見出した（Ｊ　Ｂｉｏｍｏｌ　Ｓｃｒｅｅｎ
．２０００　Ａｐｒ；５（２）：６３－９．Ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ：ａ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ　ａｌｔｅ
ｒｎａｔｉｖｅ　ｔｏ　ｒａｄｉｏｌｉｇａｎｄ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｆｏｒ　ｃｅｌｌ　
ｓｕｒｆａｃｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ．　Ａｌｌｅｎ　Ｍら　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　＆　Ｅ
ｎｚｙｍｅ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｇｌａｘｏ　Ｗｅｌｌｃ
ｏｍｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｒｅ　Ｓｔｅｖｅｎａｇｅ，
Ｈｅｒｔｓ，ＵＫ）。もし蛍光または消光化合物が排除されるならば（全ての化合物の３
％）、０．４％未満の化合物がＦＰ測定に干渉することが見出される。化合物は先験的に
アッセイされ、ＦＰを消光するものは排除される。
【０２５６】
　我々が用いるｑ－ドットの３色は、６２０ｎｍ、６５０ｎｍ、および６８０ｎｍの発光
波長を有する非機能化Ｔ２　ＥｖｉＴａｇｓであり；４８８ｎｍにおける励起は全てにつ
いて適切である。＞６２０ｎｍ液体標識発光バンドが、４８８および６２０ｎｍの間に見
出されるＦＰアッセイバンドと干渉しないように選択された。これらのｑ－ドットは市販
されており、いくつかの緩衝液中で安定であって、水性溶液に懸濁したままである。
【０２５７】
　２つのタイプの小滴の混合液、緩衝液－のみ、およびフルオレセイン含有は、有機染料
の緩衝液－のみ小滴へのいずれの検出可能な拡散もなくして、少なくとも最初の１ヵ月の
間安定である。他の界面活性剤は異なる種類の化合物に代えて置換可能である。他の化合
物のテストについては、ｉ）化合物－含有および緩衝液－のみ小滴の同様な混合物を作製
することができ、ｉｉ）それらはそれらのｑ－ドット標識に基づいてソートすることがで
き、およびｉｉｉ）質量分析を緩衝液－のみ小滴で用いて、他の化合物の存在を定量的に
検出することができる。
【０２５８】
　いくつかの実施形態において、遅延モジュール（すなわち遅延ライン）を利用すること
ができる。これは、小容量の酵素反応メカニズムについて当てはまるであろう。しかしな
がら、多くの細胞－ベースのアッセイでさえ５分以内に測定することができる。小滴はオ
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フ－ラインで採ることもでき、小滴の明らかな変化なくして、本発明のデバイスへの再度
の注入前の少なくとも１ヵ月間貯蔵することができる。より長い遅延時間は、混合された
小滴をオフ－ラインで採ることによって達成することができ、次いで、それを再度注入す
ることができる。
【０２５９】
　実施例５
　本発明は、前記した本発明のナノリアクター中で縮合化学を行って、高度に収束した方
法で薬物－様分子のライブラリーを合成する方法を提供する。
【０２６０】
　全ての生命現象を水性媒体中で起こる化学反応に減らすことができる。よって、水は普
遍的な究極の溶媒であると考えられ、不可避的に生物学的な実験は水性媒体中で行われる
。さらに、全てのタイプの有機溶媒は生化学的反応に対して有害であり、それらの使用を
ジメチルスルホキシドおよびエチレングリコールのような水混和性溶媒の小さなパーセン
テージに限定する。我々の系における１チップ合成は従って、全ての化学反応を生物学的
に適合する水性媒体中で行うことを必要とする。対照的に、従来の有機化学の合成は、結
合形成プロセスを行うに高度に活性化された基質および高度に反応性の試薬に依拠する。
典型的には、これらの基質および／または試薬は、それらを無益なものとする水の存在下
、または水との反応において不安定である。コストを低下させるための絶え間ない努力は
安全性を高め、環境の関心事に取り組むために、ｗ．ｒ．ｔ．溶媒の選択は、水を主用な
、または多くの場合には、唯一の溶媒（Ｌｉ）として利用する合成方法の開発を促進した
。水が唯一の溶媒でない場合には、水混和性有機溶媒を用いて、基質の溶解を助ける。
【０２６１】
　物質はそれを制御された方法で分解することによってナノリアクターから除去できるが
、そのようにしなければならないことを回避するのは好ましい。小滴から物質を除去する
要件を排除するために、我々は５つの反応のタイプをつきとめ、これは、水性媒体中で行
うことができ、これを用いて、サブ－構造成分のかなり多様なライブラリーから一緒に薬
物－様分子を「スティッチ」することができる。これらの反応は薬物－様分子における通
常に生じる官能基を作り出し、ｉ）Ｎ－アシル化、ｉｉ）Ｎ－スルホニル化、ｉｉｉ）シ
クロ付加、ｉｖ）アミンの還元的アルキル化、およびｖ）ＳＮＡｒ反応（Ｍｏｒｇａｎ）
を含む。サブ－構造のランダムな組合せは、全ての可能な組合せのライブラリーを生じる
であろう。反応は多工程反応を行うのに十分に直交的である。さらに、単純な保護および
脱保護スキームを用いて、縮合の数を増加させることができる。十分な過剰な数の構成要
素ナノリアクターは生化学アッセイにおけるテストのための各組み合わせの多数のコピー
との全ての可能な組合せのライブラリーを生じるであろう。この冗長性は、偽陽性ソーテ
ィング事象のインパクトを低下させるのに必要である。
【０２６２】
　この技術は、多様なサブ－構造構成要素からの２以上の工程の収束合成による薬物－様
化学的存在の組み立てに基づく。２工程プロセスは、４つのサブ構造から最終的な化学的
種を組立てる。そのような合成の例は、比較的単純な形成ブロックからのキナーゼ阻害剤
Ｇｌｅｅｖｅｃの構築である。Ｇｌｅｅｖｅｃは、キメラチロシンキナーゼｂｃｒ－ａｂ
ｌを標的とするキナーゼ阻害剤のクラスの最初のものである。ｂｃｒ－ａｂｌは、構成的
に活性であり、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）と呼ばれる癌の稀な生命を脅かす形態を引き
起こす。Ｇｌｅｅｖｅｃは、２００１年の５月に３ヶ月を中断する記録においてＦＤＡ認
可を受けた。球に類似して、三次元構造は適当な切断によって半球および１／４球に破壊
することができる。図９は、１／４球ＡおよびＢが還元的アルキル化を利用して組み合わ
されることを示す。１／４球ＣおよびＤは１，３二極シクロ付加を利用して合わされる。
半球ＡＢおよびＣＤはＮ－アシル化を利用して合わされる。
【０２６３】
　化学的多様性は、サブ－構造単位（１／４球）を変化させ、ランダムに組合せて、全て
の可能な組合せを達成することによって達成される。表１は各１／４球の数に対する理論
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的多様性を示す（例えば、４つの異なる１／４球Ａ、４つの異なる１／４球Ｂ、４つの異
なる１／４球および４つの異なる１／４球Ｄは、前記した２つの工程の後に２５６のユニ
ークな産物を生じる）。
【０２６４】
【表１】

　水性媒体中の十分に多様な縮合化学は、高度に収束した方法で薬物－様分子の多様なラ
イブラリーを合成するために存在する。
【０２６５】
　複雑な薬物－様分子の合成でルーチン的に用いる合成反応の大部分は、水の存在下で加
水分解に対して感受性であって、よって、反応容器からの水の厳格な排除を必要とする試
薬および基質に依拠する。さらに、縮合反応は、しばしば、同等な脱水が進行することを
必要とし、縮合基質の一方または双方は水による分解に対して感受性である。水のような
良性で環境にフレンドリーな溶媒を用いる「より緑色の」化学の追求の結果、水の存在下
で起こるいくつかの縮合反応の開発をもたらした。水性有機化学は主な文献および書籍に
おいてかなりレビューされている。
【０２６６】
　本発明のカプセル化技術は、反応仕上げ処理（すなわち、生成物の生成）のオプション
なくしてナノリアクターへの試薬および／または基質の付加に依拠する。これは、引き続
いての工程または最終産物で行うことを意図した生物学的アッセイに、潜在的に干渉し得
る副産物を有する反応の使用を排除する。さらに、マルチ工程反応においては、２つの工
程はこのカップリング化学に関して直交しなければならず、すなわち、連続反応のための
官能基は相互に干渉できないであろう。５つの反応タイプが同定されており、これは、水
性媒体中で行うことができ、次の合成工程または生物学的アッセイにおけるテストに先立
って生成物の精製を必要としない。これらの反応はｉ）Ｎ－アシル化、ｉｉ）Ｎ－スルホ
ニル化、ｉｉｉ）シクロ付加、ｉｖ）アミンの還元的アルキル化、およびｖ）ＳＮＡｒ反
応を含む。
【０２６７】
　本発明は、高度に収束された「ワンポット」合成においてこれらの縮合反応を行って、
少なくとも２～１６のサブ構造からの複雑な薬物－様分子を一緒に縫い合わせる方法を提
供する。
【０２６８】
　水性媒体中への有機化合物の溶解度は、その構造に強く依存する。水性媒体中へのライ
ブラリー化合物の溶解度を高めるためには、ＤＭＳＯにライブラリー化合物を溶解させ、
引き続いて、ＤＭＳＯ溶液を水で希釈するのは生体分子スクリーニング分野において共通
している。ＤＭＳＯは本明細書中に記載されたナノリアクターに適合する。
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【０２６９】
　２つの適当な断片の縮合に由来する蛍光産物は、反応しなくて蛍光生成物を形成せず、
かくして、光学的読み出しが２つの場合の間を区別するのを可能とし、それに従って小滴
をソートする、成分を有する小滴から区別できる。成分は、蛍光生成物を形成することが
できる成分からの異なるタグを含有するであろう蛍光生成物を形成することができる。よ
って、この系を用いて、最終生成物の組成を同定するように選択されたタギング戦略をテ
ストすることができる。
【０２７０】
　伝統的なコンビナトリアル化学は、一旦いずれかの特定の生体分子アッセイにおいて活
性であると決定されれば、最終生成物の構造的同一性を決定するのに複雑なデコンボリュ
ーション方法に依拠する。平行な合成アプローチは、コーディング技術を用いて、典型的
にはその特定の化合物の反応履歴を同定するそれに会合したタグからのいずれかの特定の
生成物の構造を推定する。１つの例において、試薬小滴は、反応体の組成および、よって
、構造を推定できる最終生成物についてのユニークなＰＣＲシグニチュアを提供する、核
酸タグでコードする。
【０２７１】
　１つの特定の成分の、共通の反応パートナーとの生成物である蛍光分子の合成を用いて
、タギング技術をテストする。図１０は、Ａ、ＢおよびＣと命名される３つのタグが、以
下のユニークな成分の各々の１つを標識することを示す：Ａは、もしＣと組み合わせれば
、蛍光分子を生じる断片である。Ｂは、もしＣと組み合わせれば非蛍光分子を生じる断片
である。蛍光検出器は、Ａ、Ｂ、Ｃまたは混合物ＢＣを含有する滴の間を、および（もし
反応が起こり、蛍光生成物が形成されたならば）混合物ＡＣを含有する滴の間を区別する
ことができる。蛍光ベースのソーティングは、Ｂを完全に欠如するＡＣタグの集団を生じ
る。滴の第二の（廃棄）集団は、タグＡを含有するあらゆる滴がＣを含有する滴に融合し
たのでなければ、Ｂ、ＣおよびＡタグを含有することができる。
【０２７２】
　薬物－様化合物の多工程収束合成は、小滴の選択的融合によってナノリアクター中で行
うことができる。次いで、これらの化合物を、チップ上で合成した直後に生体分子スクリ
ーニングでテストすることができる。
【０２７３】
　ｂｃｒ－ａｂｌキナーゼ阻害剤Ｇｌｅｅｖｅｃの合成は本明細書中に記載されている。
４つのサブ－構造単位からのこの阻害剤の合成、続いての、蛍光偏光ベースのアッセイに
おいてｂｃｒ－ａｂｌキナーゼを阻害するその能力を決定するアッセイは、この技術に対
する原理の証拠として働くであろう。
【０２７４】
　２つの異なるサブ－構造は、その１つがＧｌｅｅｖｅｃである少なくとも１６の可能な
生成物が形成できるように各１／４球で用いられるであろう。他の生成物のいくつかはＧ
ｌｅｅｖｅｃのサブ－構造エレメントを有するが、「別の」１／４球はかなり異なってい
て、完全に非活性な生成物が可能な組合せの中にあることを確実とするであろう。各ユニ
ークな１／４球は適当な核酸オリゴマーをタグとして付されるであろう。
【０２７５】
　Ｇｌｅｅｖｅｃがｂｃｒ－ａｂｌの活性を強く阻害することを除いて、生成物を蛍光偏
光ベースのキナーゼアッセイでテストする。アッセイ読出に基づき、Ｇｌｅｅｖｅｃを含
有する滴をソートし、別々に収集する。それらの滴の核酸タグの分析は、ヒット化合物の
組成を明らかとすることができる。
【０２７６】
　本発明は、化学反応の化学的コーディングおよび解読タギングのために核酸を用いる方
法も提供する。現在の技術は、いずれかの特定のビーズの合成履歴を「記録」し、それに
より、活性な小分子の構造のデコンボリューションを可能とする化学的タグでのビーズの
タギングのために存在する。ライブラリーメンバーを組立てるのに用いられている試薬の
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カプセル化は、いずれかの特定の第四級反応の組合せの構造を決定するための、均一核酸
ベースのタグの使用を可能とする。生体分子スクリーニングからの陽性ヒットをＥ．ｃｏ
ｌｉにクローン化し、ポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）を用いて解読して、生体－活性分子
を組立てるのに用いられる１／４球の組成を決定する。図１１（左側パネル）はＤＮＡタ
グの４つの群を示す。１６の二本鎖オリゴデオキシヌクレオチドの「同族」タグのうちの
１つを化学合成で用いられる１６の異なる化学物質の４つの「群」の各々に加える（詳細
については明細書参照）。タグの各群は、群の各メンバーについて同一であるが、隣接す
る基の間で相補的であるユニークな重複する５’および３’端部を有するであろう。群内
のタグは、それらが隣接する基のメンバーと一旦連結できるように、非対称５’突出を持
つように設計される。第１および第４の群は、加えて、全ての４つの基を含有する最終産
物までＰＣＲに対する起点部位として用いることができる（各々）５’および３’配列を
含有するであろう。群２、３および４における頂部－ストランドはＤＮＡ連結で必要な５
’ホスフェートを含有するであろう。図１１（右側パネル）は、各反応におけるタグが酵
素アッセイに基づいてソートされることを示す。示された例において、化学合成が起こり
（詳細については明細書参照）、タグ２、７、１１および１４を含有する（本実施例にお
ける）小滴は、その中に、酵素／細胞－ベースのアッセイにおいて正に反応する合成され
た化合物を有する。次いで、群１および４の端部に相補的なプライマーを用い、陽性小滴
をポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）に付す。得られたＰＣＲ産物は、次に、適当なＤＮＡベ
クターにクローン化されるであろう。最後に、連鎖結合したタグを含有する形質転換Ｅ．
ｃｏｌｉのコロニーをＤＮＡ－配列決定して、陽性にソートされた小滴に会合した化合物
の合成履歴を解読する。
【０２７７】
　別法として、可溶性量子「ドット染料」を用いて、ソーティングの必要性を排除する多
色量子ドットの相対的蛍光シグナルを測定することによって、陽性ヒットの化学的組成を
同定することができる入力エマルジョンをコードすることができる。アッセイは蛍光マー
カーからの適切なシグナルで示す（本明細書中で提案されるキナーゼアッセイの場合には
、我々は蛍光偏光の変化を測定するであろう）。このシグナルの原因となる分子の合成履
歴は、染料の相対的レベルを決定することによって読み出されるであろう。このタギング
技術は、適当な信頼性でもって認識できるユニークな組合せの数によって制限され、よっ
て、初期リードを囲う化学的空間のサブ－セットを探求するのに典型的に用いられる、よ
り小さなより集中されたライブラリーに適用されるであろう。
【０２７８】
　実施例６
　本発明は、自己－抗原を単離する方法を提供する。次いで、各々、第一の小滴組内に別
々にまたは多数で含有される単細胞を作り出すように処理された、多細胞生物から得られ
た腫瘍よりなる該第一の試料小滴組を、生物から単離された１以上のｔ－細胞よりなる小
滴の第二の組と組合せ、得られた組み合わされた小滴を、検出手段を用いて組み合わされ
た小滴内に含有された腫瘍細胞のｔ－細胞殺傷について分析する。検出手段は、細胞の溶
解に際して小滴環境に放出されるであろう細胞質酵素についての分析を含むことができる
。小滴はソートすることができるか、またはソートすることができず、次いで、さらに、
ｔ－細胞によって認識される腫瘍細胞エピトープの同定のために分析される。
【０２７９】
　実施例７
　本発明は、相化的アプローチまたはその誘導体を用いるマトリックススクリーニングの
方法を提供する。試料ウェル内に各々別々に含有された多数の試料から構成されるデバイ
スは、各試料が流体－流動内の小滴内にカプセル化でき、かつ別々の、順次の小滴の組合
せの相を変化させることによって、他の試料の各々と順次にかつ別々に組み合わせること
ができるように操作できるように、１以上の入口チャネルに結合した。
【０２８０】
　例えば、滴の組合せの相を変化させることによって、例えば、５つの別々の試料各々を
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他の試料と、本実施例においては対として、組合せて、化合物１＋２、２＋３、３＋４、
４＋５、５＋１、．．．１＋４の全ての可能な対の混合物を含有する滴を生じさせること
が可能である。相化は、チャネルの長さ、バルブ、圧力などを含めたいくつかの手段のう
ちの１つによることができる。
【０２８１】
　もう１つの実施例において、１００の化合物のマトリックスを１００の別々のウェルに
負荷し、各々を、別々の対にて組合せて、１００２の異なる対様式組合せを得る。これら
の１０３の組合せは、各々、細胞－ベースのアッセイで別々に用いて、細胞生存に対する
それらの組み合わされた効果を決定する。
【０２８２】
　本明細書中に開示されたデバイスおよびシステムは、試料を分析するための現行のデバ
イスおよび方法よりも優れたいくつかの区別される利点を有する。これらの利点は、例え
ば、アッセイの信頼性および再現性、フレキシビリティ（「交換」する能力）、かなり低
下したコスト、スピードおよび取扱、分析を行うのに必要な技量－レベルの低下、１～多
くのナノリアクターからのアッセイのスケーラビリティ、現行の液体－取扱ロボットでの
自動化、多数分類能力、およびナノリアクター封じ込めおよび操作によって可能とされた
従前には達成できなかったアッセイ構造を含む。
【０２８３】
　静電荷がマイクロ流体デバイス中の小滴に運ぶ増大した機能は、マイクロ流体適用の広
範なリストを可能とする潜在能力を有する。本明細書中に記載された小滴を操作するため
の技術のこのツールキットは、少数の分子を輸送し、反応させるための系のモジュール一
体化を可能とすることができる。高スループットスクリーニング、コンビナトリアル化学
、および生体分子のライブラリーにおける稀な生物学的機能についてのサーチは、全て、
マイクロチャネル中の小滴の静電操作から利益を受ける。小滴－ベースのマイクロ流体技
術を用いて、小滴形成およびソーティング工程の間に多数試薬－ベースのアッセイを含め
るために、蛍光を超える増強された活性化機能を持つチップ－スケール蛍光活性化細胞ソ
ーター（ＦＡＣＳ）を開発することもできる。さらに、直径が数ミクロンであるフェムト
リットル小滴を用いることによって、単一の生体分子さえ、有効な化学的反応性および単
一－分子アッセイに十分な≫１ｎＭの濃度を表す。
【０２８４】
　小滴－ベースのマイクロ流体デバイスの潜在的使用の多くは、分子、細胞または粒子の
種々の集団またはライブラリーをマイクロリアクターにカプセル化し、恐らくは、試薬の
添加を通じて内容物についてのアッセイを行い、次いで、最後に、稀な事象についてのサ
ーチにおける収集から特異的マイクロリアクターを選択的に除去するという要求によって
駆動される。これは、合理的な時間内に最小のライブラリーを通じてソートするのに秒当
たり１０３の処理速度を必要とし、他方、秒当たり約１０５の速度がより大きなライブラ
リーについて望ましい。これらの速度は荷電小滴パラダイムを用いて使用可能である。さ
らに、マイクロ流体デバイスは打ち抜かれるので、平行した流動ストリームを製造するこ
とができ、さらに、合計スループットを高める。合わせた、小滴の利点および高スループ
ット操作は、適用の広い普及のための重要な機会を提供する。本明細書中において示され
、かつ記載された発明は、小滴－ベースのマイクロ流体技術の適用を容易とするであろう
。
【０２８５】
　実施例８
　本発明は、本発明によるマイクロ流体デバイスでの使用のための公知のアッセイの適合
も提供する。例えば、蛍光偏光、分子ビーコン、およびタックマン（ｔａｑｍａｎ）アッ
セイをＳＮＰ、ＤＧＥ、および核酸同定での使用のために適合させることができる。高ス
ループット様式において、個々の小滴を有機または無機染料のいずれか、または着色ビー
ズで標識することができる。区別される利点は、ビーズは必要とされず、全アッセイは溶
液中で実行できることである。いくつかの例示的アッセイを記載する。
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【０２８６】
　本発明を用いて、予め規定されたＣＤＲライブラリーにおいてＣＤＲを同定することが
できる。１つの例において、ｓｃＦｖにおける６つのＣＤＲの各々について１００の予め
規定されたＣＤＲがあり得る（すなわち、ＶＨにおいて３、およびＶＬにおいて３）。６
００の分子ビーコンを作り出すことができ、各ビーコンは異なる（例えば、ｑ－ドット）
液体標識（ＬｉｑｕｉｄＬａｂｅｌ）で乳化される。６００の別々のエマルジョンをプー
ルして、１つのエマルジョンライブラリー混合物（６００の異なるタイプの小滴から構成
され、述べたごとく、各小滴は特異的なＣＤＲに特異的な分子ビーコン、およびその分子
ビーコンを含有する小滴に特異的な液体標識を共に含有する）を作り出すことができる。
ファージディスプレイまたは酵母２－ハイブリッドいずれかによって単離された抗原－相
互作用抗体からのｓｃＦｖ　Ａｂ遺伝子は、５’および３’フランキングプライマーを用
いるＰＣＲによって増幅することができる。Ａｂ遺伝子のＰＣＲ産物は、ライブラリー混
合物との組合せに先立ってＲＤＴ機器で乳化することができ、あるいは別の例においては
、それ自身のユニークな液体標識とオフ－ラインで合わせ、いくつかの（他の）増幅され
たＡｂ断片と混合し、それにより、数個のＰＣＲ断片が同時に分析されることを可能とす
ることができる。次いで、増幅された断片をライブラリー混合物と合わせ、検出器を通っ
て流す。検出器は、液体標識を用いて小滴内の分子ビーコンを同定し、さらに、ハイブリ
ダイゼーションが起こったか否かを、プローブ－含有クエンチャーに対するフルオロフォ
アの状態を調べることによって検出する。
【０２８７】
　オリゴヌクレオチドアッセイを用いて、蛍光偏光（ＦＰ）有機－染料タイプのタグ、分
子ビーコンまたはタックマンオリゴヌクレオチドを前記したアッセイでそれに対して用い
ることができる産物を生じさせることができる。他のアッセイも可能である。
【０２８８】
　本発明は異なる遺伝子発現で利用することもできる。タックマンまたは分子ビーコンを
本明細書中に記載された方法の修飾で用いることができる。
【０２８９】
　ＴａｑＭａｎシステムは、ＴａｑＤＮＡポリメラーゼのような５’→３’ヌクレアーゼ
活性を持つポリメラーゼ、およびレポーター染料、およびプライマーの１つから下流の標
的にアニールするクエンチャー染料で標識された短いオリゴヌクレオチドプローブの使用
を必要とする（図１２左側パネル参照）。もしプローブが標的にハイブリダイズすれば、
ポリメラーゼはハイブリダイズしたプローブを切断し、レポーターをクエンチャーから分
離し、その結果、より高い蛍光シグナルがもたらされる。蛍光シグナルは、増幅の対数線
形相の間に生じたアンプリコンの数に比例して増加する。プローブはプライマーの前にハ
イブリダイズし、従って、プライマーが伸長するにつれ、ポリメラーゼはプローブを切断
し、レポーター染料を放出できることは重要である。そうでなければ、増幅は起こるが、
モニターされず、なぜならばプローブは切断されないからである。
【０２９０】
　分子ビーコンプローブは、５’および３’末端に結合したフルオロフォアおよび非蛍光
クエンチャー染料を有するヘアピン－形状のオリゴヌクレオチド分子である（図１２、右
側パネル参照）。一般に、ＤＡＢＣＹＬは非蛍光ユニバーサルクエンチャーであって、他
の染料はＦＡＭ、ＴＥＴ、ＴＡＭＲＡまたはＲＯＸのようなレポーターフルオロフォアで
ある。分子ビーコンは、それが標的部位にハイブリダイズしない場合には、ヘアピン立体
配置である。それは、非常に安定なハイブリッドまたはステムを形成する相補的な配列を
持つ２つの「アーム」を有するように設計される。クエンチャーおよびレポーターの密接
な近接は、ビーコンがヘアピン立体配置にある場合、レポーターの蛍光を抑制する。アニ
ーリング工程の間にビーコンが標的にハイブリダイズすれば、レポーター染料はクエンチ
ャーから分離され、これはレポーターが蛍光を発するのを可能とする。ビーコンが標的配
列にアニールするためには、それは、ヘアピンよりも安定でさえあるハイブリッドを形成
して、ハイブリダイズした立体配置のままでいなければならない。従って、もしミスマッ
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チした塩基対があれば、プローブは標的とハイブリッドを形成しにくいようである。
【０２９１】
　分子ビーコンおよびタックマンに加えて、本発明のデバイスを用いて、本明細書中に記
載されたように蛍光偏光を行うことができる。ほとんどのＳＮＰアッセイは、ミニ－配列
決定および遺伝子発現分析双方に適合させることができる。一連の蛍光偏光測定は、フル
オレセイン、ビオチンに結合したフルオレセイン、およびビオチン＋ストレプトアビジン
に結合したフルオレセインを含有する小滴を見つつ、本発明によるマイクロ流体デバイス
内部で行われてきた。蛍光シグナルを２つの直交偏光に分裂させ：１つのレーザーの励起
偏光に対して平行であり、１つは偏光に対して垂直である。これらのシグナルを収集し、
分析して、これらの結合状態の各々についての蛍光の偏光の変化を決定した。
【０２９２】
　偏光は：
【０２９３】
【数５】

から計算され、ここで、Ｖ＝レーザー励起偏光に対して平行に偏光した蛍光シグナルであ
り、Ｈ＝垂直に偏光した蛍光シグナルである。ｍＰ（「ミリ－Ｐ」）は１０００＊Ｐであ
る。蛍光が完全に偏光解消されると、偏光はゼロに等しく、蛍光分子が「凍結」すると（
すなわち、励起および発光の間を回転しない大きな分子に結合すると）、５００ｍＰの最
大を有する。
【０２９４】
　蛍光ステーションを修飾して、レーザーのためのクリーンアップポラライザー、および
収集のためのクリーンアップポラライザーを備えた偏光ビームスプリッターを含ませた。
２つの得られた蛍光チャネルは直交偏光を持つ光を収集する（「垂直」はレーザー偏光に
対して平行であり、「水平」はレーザー偏光に対して垂直である）。交互小滴を生成させ
るのに用いるデバイスはＲＤＴ　Ｍａｓｔｅｒ　＃２５７から形成される（５０ｕｍ深チ
ャネル）。表２はこれらのテストで用いる流体をリストする。
【０２９５】

【表２】

　これらの実験の間、流体流動の速度はＦＣ、ＢＴＦＣ、およびＢＴＦＣ＋ＳＡについて
は２００ｕｌ／ｈｒであり、油（ＦＣ３２８３＋１０％「アボカド」）については６００
ｕｌ／ｈｒであった。小滴は、いずれの水溶液を用いたかに応じて、直径が６５～７５ｕ
ｍの範囲であった。小滴の間の時間は、同様に、いずれの流体を用いるかに応じて、１３
００ｕｓ～２２００ｕｓで変化した。蛍光偏光測定は、１つのノズルにＢＤＴＦＣを注入
し、他のノズルにＢＴＦＣ＋ＳＡを注入することによって行った。一旦これらの測定が完
了すれば、ＢＴＦＣ＋ＳＡをＦＣで置き換え、第二のシリーズのデータを収集した。図１
３は、これらの実行双方から収集した典型的な蛍光データ、ならびに示された小滴の各々
についての計算された偏光をプロットする。図１３（頂部パネル）は、ＢＴＦＣおよびＢ
ＴＦＣ＋ＳＡ、次いで、ＢＴＦＣおよびＦＣを測定した場合の、テストステーションで収
集された生の偏光蛍光シグナルを示す（データは正規化し、従って、Ｐ（フルオレセイン
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）＝０．０である）。図１３（底部パネル）は、頂部プロットにおける各小滴から計算さ
れた偏光を示す。ｔ＝１．５秒における転移は数学的人工物であり、ここで、２つの条件
で収集されたデータはソフトウェアにおいて連結させた（ｔ＝１．５後のデータは、ｔ＝
１．５前に収集されたデータからほぼ３０分後に収集した）。このデータにおいて、Ｖｅ
ｒｔｉｃａｌ（垂直）はレーザー偏光に対して平行な蛍光であり、Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ
（水平）は垂直な偏光である。このデータにおいて、「水平」偏光は、偏光がフルオレセ
インに対してゼロと等しくなるように正規化されている。偏光は、各偏光について小滴を
横切る蛍光シグナルを積分し、次いで、方程式１に結果を当てはめることによって計算し
た。図１４は、このデータから作られたヒストグラムと共に、より多数の小滴について測
定された偏光をプロットする。図１４（頂部パネル）は、図３におけるよりも長い時間の
間の各小滴から計算された偏光を示す。図１４（底部パネル）は、頂部図におけるデータ
から作成されたヒストグラムを示す。ｔ＝１．５後のデータは、ｔ＝１．５前に収集され
たデータからほぼ３０分後に収集した。
【０２９６】
　偏光のヒストグラムに見られるように、偏光は３つの異なる平均値のすぐ回りに集中す
る。ゼロ－中心平均（σ＝１．７）はフルオレセインに対応し、他方、１８．４ｍＰ（σ
＝１．６）グルーピングはビオチナール化フルオレセインに対応し、９６ｍＰ（σ＝３．
４６）グルーピングは、ステプトアビジンに結合したビオチナール化フルオレセインに対
応する。
【０２９７】
　実施例９
　フルオロ界面活性剤は、揮発性フッ素化溶媒中にてＫｒｙｔｏｘ　１５７　ＦＳＬ、Ｆ
ＳＭ、またはＦＳＨを水酸化アンモニウム水溶液と反応させることによって合成される。
溶媒および残存する水およびアンモニアはロータリーエバポレーターで除去する。次いで
、界面活性剤をフッ素化油（例えば、３ＭからのＦＣ－３２８３）に溶解させることがで
き、これは、次いで、エマルジョンの連続相として用いることができる。典型的な濃度は
油に溶解させた界面活性剤の２．５ｗｔ％である。
【０２９８】
　マイクロ流体デバイスのチャネルもまたフッ素化表面生成物で被覆される。例えば、コ
ーティングはＣＴ－Ｓｏｌｖ１８０中のＣｙｔｏｐ　ＣＴＬ－８０９Ｍの０．１～０．５
　ｗｔ％溶液から適用される。この溶液を、プラスチックシリンジを介して、マイクロ流
体デバイスのチャネルに注入する。次いで、デバイスを２時間で９０℃まで加熱し、続い
て、さらに２時間で２００℃まで加熱する。フッ素化油中のこれらの界面活性剤は水性小
滴を自然発生凝集から安定化させる。チャネル表面をフッ素化することによって、油相は
チャネルを優先的に湿らせ、安定な生成およびデバイスを通っての小滴の移動を可能とす
る。チャネル壁の低い表面張力はチャネル閉塞粒状物の蓄積を最小化する。
【０２９９】
　実施例１０
　乳化された化合物のライブラリーの質を制御して、小滴間を交差する化合物をライブラ
リーから排除することもできる。ｑ－ドットでコードされた緩衝液－のみの小滴を乳化し
、それを１～１０００の別々に乳化された化合物と共にインキュベートすることによって
、ライブラリーの質制御を達成することができる。インキュベーションの後、ユニークに
コードされたｑ－ドット小滴は化合物－含有小滴からソートされ、小滴の他の１～１００
０タイプに乳化された化合物のいずれかの存在について（例えば、質量分析によって）分
析される。小滴の間を交差する化合物を同定し、ライブラリーから排除する。
【０３００】
　実施例１１
　本発明により、ユーザーは、シグナル増幅用の手段に付着されたアフィニティ－試薬の
結合に基づいて細胞をソートすることを可能とする。非限定的例として、酵素（例えば、
ａｌｋ／ｐｈｏｓ、β－ｇａｌ、ホースラディッシュペルオキシダーゼ等）に融合した抗
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体を細胞のミックスに加え、インキュベートする。抗体は、例えば、癌マーカーのような
特定の細胞表面マーカーに対するものとすることができる。細胞懸濁液を洗浄することが
でき、または洗浄しなくても良い（もし抗体が低濃度であれば、すなわち、小滴当たり１
抗体未満であれば、抗体は良好な結合特性を有する）。
【０３０１】
　それらの付着した抗体を有する細胞を、次いで、小滴に乳化し、適当な酵素－基質を加
える。発蛍光性基質産物の存在は、基質を回転させる酵素によって１コピー～多数のコピ
ーへ増幅される。多数の酵素および多数の基質を用いて、多数のフルオロフォアでの多数
の試料の同時または順次の分析を可能とすることができる。アフィニティ－試薬はタンパ
ク質、核酸、または酵素（一緒になって活性となる場合のその部分）が結合することがで
きる他の分子を共有結合により、または合理的に強い相互作用を通じて付着させることが
できる。
【０３０２】
　実施例１２
　本発明のデバイスを用いて、個々の染色体または腫瘍細胞から個々のエクソンを配列決
定することもできる。この方法を実行するための模式的ダイアグラムを図１９に掲げる。
プライマー－結合ビーズ（例えば、Ｄｙｎａｌストレプアビジンビーズ）と共に異なるエ
クソンに対する個々の特異的プライマー－対（例えば、表皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）
エクソン－特異的プライマー対）を、各々、乳化し、次いで、プールして、ライブラリー
エマルジョンを作成する（図１９においては、９６エクソンプライマー対の組を説明目的
で示す）。別途、染色体ＤＮＡ溶液を、本明細書中に記載されたマイクロ流体デバイスで
の乳化に際して、３０～５０ミクロン小滴が、平均して、ＤＮＡのわずかに半分未満のゲ
ノム濃度を含有するように水性緩衝液に希釈する。エクソン－特異的プライマーのプール
されたエマルジョンライブラリーからの小滴を、本明細書中に記載されたマイクロ流体デ
バイスにて染色体ＤＮＡの希釈された溶液を含有する小滴と凝集させ、ビーズ－ベースの
ＤＮＡ増幅反応（例えば、ＰＣＲ）で用いる。本明細書中に記載されたマイクロ流体デバ
イスは２４時間以内に１×１０９のこれらの小滴を収集し、その結果、小滴のエマルジョ
ンが得られ、そのいくつかは増幅されたエクソン－ＤＮＡが付着されたビーズを含有する
。ＰＣＲの後、エマルジョンを遠心によって破壊し、ビーズを単離し、洗浄し、次いで、
本明細書中に記載されたマイクロ流体デバイスにてＤＮＡ－含有ビーズを豊富化する。エ
クソン－および染色体－特異的ＤＮＡ－含有ビーズをランダムにピコタイタープレート（
４５４　Ｃｏｒｐ．）に入れ、（４５４　Ｃｏｒｐ．によって供され、およびその各々を
ここに引用してその全体を援用する、２００１年３月２１日に出願された米国出願第０９
／８１４，３３８号；２００２年３月２１日に出願された米国出願第１０／１０４，２８
０号；２００４年１月２８日に出願された米国出願第１０／７６７，８９９号；２００５
年１月２８日に出願された米国出願第１１／０４５，６７８号；または２００５年８月１
日に出願された米国出願第１１／１９５，２５４号のいずれかに記載された）Ｌｉｆｅ　
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ＤＮＡ配列決定機器を用いて配列決定される。このプロセスのまとめ
は図２０によって供される。エマルジョンＰＣＲ増幅反応は、鋳型としての対照染色体Ｄ
ＮＡ、およびエクソン－特異的プライマーの単一組を用いてオフ－チップにて、あるいは
オン－チップにて（すなわち、本明細書中に記載された本発明のマイクロ流体デバイスに
て）行うことができる。
【０３０３】
　より具体的な例において、本発明のマイクロ流体デバイスおよび方法は、鋳型としての
染色体ＤＮＡ、およびエクソン－特異的プライマーの単一組を用いるオフ－ラインエマル
ジョンＰＣＲでの個々のエクソン－、染色体－特異的配列決定方法を開発するのに用いら
れてきた。
【０３０４】
　２つの小滴を一緒に合わせる（すなわち、凝集させる）能力を用いて、個々の染色体か
らのエクソンを増幅することができる。
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【０３０５】
　ａ．小滴内でのＤＮＡのＰＣＲ増幅。４５４　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓは、従前に
示した、本発明によるマイクロ流体デバイスについて予測されるサイズ範囲の小滴におけ
るエマルジョン固相ＰＣＲを示している。本発明のマイクロ流体デバイスで小滴を作り出
し、それを操作するのに用いられるペルフルオロカーボン油および界面活性剤でのＰＣＲ
のエマルジョンを用いる成功したＤＮＡ増幅も示されている。いくつかのポリメラーゼ（
注目すべきは、古細菌からのもの、例えば、Ｔｈｅｒｍａｌ　Ａｃｅ　ＤＮＡ　Ｐｏｌ；
Ｐｆｕ　Ｔｕｒｂｏ　Ｐｏｌ；Ａｄｖａｎｔａｇｅ　２－ＣＧ　Ｔａｑ　Ｐｏｌ；および
Ａｄｖａｎｔａｇｅ　Ｔａｑ　Ｐｏｌ）は、本明細書中に記載されたデバイスで用いる緩
衝液および油でよく働く。
【０３０６】
　ｂ．エクソン－特異的ＰＣＲ反応の設定。実験の最初の組において、小滴－ベースのエ
クソン増幅のための頑強なバルク条件を開発する。ＥＧＦＲ遺伝子におけるエクソン内の
プライマーを用いることができる。非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）に罹った患者のほぼ１０
％は、標的化チロシンキナーゼ阻害剤（ＴＫＩ）化学療法養生法に対する応答性を示す。
患者における応答は、ＥＧＦＲ遺伝子のＡＴＰ裂け目における体細胞へテロ接合性突然変
異に強く関連付けられている。
【０３０７】
　このＡＴＰ裂け目をコードするＥＧＦＲエクソンにおいて１８塩基対（ＢＰ）欠失を含
有する野生型および突然変異体染色体ＤＮＡを用いる。初期実験は、本明細書中に記載さ
れたようにペルフルオロカーボン油および界面活性剤を用いてバルク（すなわち、オフ－
機器）溶液中で行うことができる。一旦条件が限定される染色体ＤＮＡで確立されたなら
ば、オン－機器にて処方された単分散小滴でのこれらの増幅実験を反復する。これらの小
滴を集め、内に含有されたＤＮＡを増幅する。増幅された小滴を含有するエマルジョンを
破壊し、ゲル電気泳動によって水性相を分析する。
【０３０８】
　ｃ．固相増幅の測定。一旦エクソンＰＣＲ反応が機器で形成された小滴からの溶液中で
働いているならば、これらの実験を、プライマーおよびビーズを共に含有する小滴で反復
する。ビーズをエプソンプライマー対で乳化する。プライマーの１つを、標準オリゴヌク
レオチドカップリング化学を用いてビーズに結合させる。双方のプライマーもまた溶液中
にある（当業者であれば、固相増幅の目標は、そのいくつかがビーズに付着したオリゴヌ
クレオチドプライマーに駆動されるように、溶液中で十分な増幅された産物を生成するこ
とであることを認識するであろう）。
【０３０９】
　様々なトライアルにおける染色体ＤＮＡの連続希釈を、次にプライマー－ビーズ溶液に
加える。小滴当たり１ビーズの濃度で、小滴を調製する。ＤＮＡ／プライマー／ビーズ溶
液を穏やかに振とうして、本明細書のマイクロ流体デバイスで小滴が形成されるように、
ビーズを懸濁液に保持する。小滴を機器から収集し、その中のＤＮＡをＰＣＲオフーライ
ンで増幅する。
【０３１０】
　ｄ．単一－染色体ＰＣＲ測定。２つの別々に標識されたｃｙ３－およびｃｙ５－含有オ
リゴヌクレオチドプローブのオン－ビーズハイブリダイゼーションを用いて、増幅された
－ＤＮＡ付着の有効性を測定する。ｃｙ３－標識プローブは１８ｂｐ欠失領域内の配列に
相補的に合成され、および第二のｃｙ５－標識オリゴヌクレオチドプローブは（５’およ
び３’両側に対する相補性を持つ）この欠失にわたるように合成される。プローブは、３
０℃において、それが交差ハイブリダイズしないように設計される。ビーズ上のｃｙ３：
ｃｙ５染料の定量および比率は、ビーズに存在するＤＮＡの各特異的対立遺伝子の量の尺
度である。
【０３１１】
　対照として、ビーズに付着したオリゴヌクレオチドに相補的なフルオレセイン－標識オ
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リゴヌクレオチドを用いる。この対照オリゴヌクレオチドを用いて、ビーズに付着するこ
とができるｃｙ３－またはｃｙ５－標識プローブの最大量を見積もる。ハイブリダイズし
たビーズを洗浄して、未－ハイブリダイズプローブを除去し、個々のビーズに依然として
付着しているフルオレセインの量をフルオレセイン－標準濃度と比較する。（蛍光偏光の
ような）付着したＤＮＡを見積もるための他の方法および対照を、本発明によるマイクロ
流体デバイスと組合せて用いることができる。図２１。染色体ＤＮＡを希釈し、バルクエ
マルジョンで確立された条件下で、本発明のマイクロ流体デバイス上のエクソン－プライ
マー含有小滴に加える。ＰＣＲ増幅後に、ビーズを単離し、洗浄し、溶液中でｃｙ３－、
ｃｙ５－標識プローブにハイブリダイズさせる。ハイブリダイズしたビーズを洗浄して、
未－ハイブリダイズドおよび非特異的に結合した標識ヌクレオチドを除去し、個々のビー
ズに依然として付着した染料の量を、蛍光顕微鏡を用いて決定する。％合成は、合成され
得ると見積もられた最大から見積もる。４５４機器は、正確な読みのためにはビーズ当た
りＤＮＡの１×１０７コピーを必要とする。本明細書中に記載された方法を用い、ビーズ
当たり１ｘ１０７ＤＮＡを超える分子を付着させることができる。ＰＣＲは３つの異なる
温度（融解、アニーリングおよび伸長温度）の周期的な反復よりなる典型的な温度－制御
および酵素触媒生化学反応である。別法として、アニーリングおよび伸長温度を合わせ、
かくして、さらに、温度サイクリングプロフィールの複雑性を低下させ、次いで、ＰＣＲ
反応のスピードおよび有効性を増大させることによって、２つの温度を適用することがで
きる。ＰＣＲシステムの温度－感受性のため、些細な温度の差は、特に、エマルジョンＰ
ＣＲマイクロ流体システムにおいてＤＮＡ増幅の有効性に有意に影響し得る。
【０３１２】
　従って、エマルジョンＰＣＲマイクロ流体における酵素キネティックス、加熱および温
度－測定方法に対する温度の効果は、マイクロ流体におけるＰＣＲキネティックスの良好
な理解を獲得するのに臨界的である。
【０３１３】
　マイクロ流体デバイスで用いる油でよく働くいくつかの熱安定性ポリメラーゼが本明細
書中で同定されている。適当なセンサーおよび加熱エレメント（後に記載）を備えた本発
明のマイクロ流体デバイスに付着されたシリンジポンプを用いて、ＰＣＲ産物をオフ－機
器にて生じさせるポリメラーゼの能力をモデル化することができる。
【０３１４】
　ＰＣＲマイクロ流体についての加熱方法の選択は、より早い温度ランピング速度を達成
するのに重要である。１つの実施形態において、接触－加熱方法（例えば、熱い空気の使
用）を用いることができる。接触－加熱方法は電気熱変換を利用して、ＰＣＲ溶液を加熱
し、そこでは、加熱エレメントを埋め込んだ熱構成要素をＰＣＲ増幅の成分と直接的に接
触させる。今日までに、薄層ヒーターと共に、金属加熱ブロックおよびペルチエ効果ベー
スの熱－電気セラミック加熱ブロックがＰＣＲの温度制御で広く適用されている。
【０３１５】
　１つの実施形態において、Ｍｉｎｃｏからの２　Ｋａｐｔａｎ　Ｔｈｅｒｍｏｆｏｉｌ
ヒーターおよび２－工程ＰＣＲサイクリング方法を用いることができる。Ｔｈｅｒｍｏｆ
ｏｉｌヒーターは、フレキシブルな絶縁層の間にラミネートされた、エッチングされたホ
イル抵抗性エレメントよりなる薄いフレキシブルな加熱エレメントである。Ｔｈｅｒｍｏ
ｆｏｉｌヒーターは、加熱すべき部分の表面に適用される。それらの薄いプロフィールは
ヒーターおよびヒートシンクの間に密接な加熱カップリングを与える。Ｔｈｅｒｍｏｆｏ
ｉｌヒーターの平坦なホイルエレメントは、丸いワイヤよりも効果的にかつ長い表面領域
にわたって熱を移動させる。従って、Ｔｈｅｒｍｏｆｏｉｌヒーターは、抵抗性エレメン
トおよびヒートシンクの間により小さな熱勾配を生じさせる。
【０３１６】
　ＰＣＲマイクロ流体のための温度測定の方法。エマルジョンＰＣＲマイクロ流体におい
ては、温度測定のための方法を選択して、ＰＣＲサイクリングの間に温度を正確に制御す
るのが臨界的である。温度測定方法は、通常、２つのカテゴリー、接触および非接触温度
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測定に分けられる。前者は薄層タイプの温度検知および非薄層タイプ温度検知を含む。
【０３１７】
　１つの実施形態において、温度測定は、Ｍｉｎｃｏ　Ｎｏｎ－Ｉｎｖａｓｉｖｅ　Ｓｅ
ｎｓｏｒｓ　Ｄｅｓｉｇｎ　Ｋｉｔ（非侵入性センサーデザインキット）を用いることに
よって行うことができる。このキットは、我々がチップにドリルで穴を開け、またはタッ
プをたてる必要性なくして正確に温度を検知するのを可能とする熱－リボン、熱－タブ、
およびボルト－オン抵抗温度検出器を備えている。検出器は＋／－０．２５℃の精度であ
る。もう１つの実施形態において、温度依存性蛍光染料（例えば、ローダミンＢまたはロ
ーダミン３Ｂのような薄いフルオロフォア）を用いる温度測定は、マイクロ流体構造にお
いて温度を測定するための第二の技術を構成することができる。
【０３１８】
　先に議論した方法は、９６の異なるエクソンよりなる第二のプライマー組で反復するこ
とができる。プライマーを設計し、ＭＪ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ＰＣＲ機器にて先見的にテ
ストして、オン－チップで用いるべき２－工程ＰＣＲ条件に対する適当性を確立すること
ができる。
【０３１９】
　増幅すべき全てのエクソンは、まず、伝統的なサンガー方法によって配列決定して、塩
基－ライン読みを確立する。可能であれば、配列決定すべきＤＮＡ内の既知の多形を持つ
エクソン（すなわち、個体はエクソン内の部位において多形であろう）を選択する。我々
は各多形について５０：５０を予測し、この分析により我々は、オン－チップ増幅反応の
間における配列決定での偏りについての情報を集めることが可能となるであろう。付着の
ための対照は前記したのと同一である。
【０３２０】
　プライマー組のプールを希釈されたゲノムＤＮＡ溶液でテストし、それにより、ゲノム
ＤＮＡはいくつかの濃度におけるものである。
【０３２１】
　一旦ビーズに付着されたＤＮＡの理想的な量および質が達成されたならば、４５４機器
を用いて、ビーズを配列決定する。ＤＮＡ染色剤（例えば、Ｓｙｂｅｒグリーン）を用い
、あるいは蛍光オリゴヌクレオチドプローブへのハイブリダイゼーションによって、ＤＮ
Ａ－含有ビーズを本発明によるマイクロ流体デバイスについて豊富化する。適当な対照を
用いて、ビーズ当たりのエクソンのコピーの数を見積もる。
【図面の簡単な説明】
【０３２２】
　本発明の非限定的な実施形態を、模式的であって、スケール通りに描かれることを意図
しない添付の図面を参照して例として記載する。図面中、説明される各同一またはほとん
ど同一の構成要素は、典型的には、単一の数字によって表される。明瞭性の目的で、構成
要素の全てをあらゆる図面において記号で表わしてはおらず、また、当業者が本発明を理
解するのに説明を必要としない場合には、示された本発明の各実施形態のあらゆる構成要
素を示さない。
【図１】図１は、本発明のマイクロ流体デバイスの相互作用モジュールを示す模式図であ
る。
【図２】図２は、ヒトおよび細菌細胞についてのフローサイトメトリー－細胞－ベースの
アッセイを示す写真およびそれに伴うグラフである。
【図３】図３は、同時の２色蛍光検出を示す模式図およびグラフである。
【図４】図４は、本発明のナノリアクターを用いる化学ライブラリースクリーニングを示
す模式図である。
【図５】図５は、蛍光偏光アッセイの物理的基礎を説明する模式図である。
【図６】図６は、ｑ－ドットおよび有機染料の吸収および発光スペクトルを示すいくつか
のグラフである。
【図７】図７は、ｑ－ドット読出と同時に偏光蛍光測定を行うのに必要な蛍光テストステ
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ーションに対する延長を示す模式図である。
【図８】図８は、蛍光偏光ベースのキナーゼアッセイを示す模式図およびそれに伴うグラ
フである。
【図９】図９は、Ｇｌｅｅｖｅｃのレトロ合成分析を説明する模式図である。
【図１０】図１０は、同一前駆体からの蛍光および非蛍光産物の合成を説明する模式図で
ある。
【図１１】図１１は、化学反応の化学コード付けおよび解読タギングのための核酸の使用
を示す模式図である。
【図１２】図１２は、タックマンアッセイおよび分子ビーコンプローブを説明する模式図
である。
【図１３】図１３は、偏光した蛍光シグナルを示すグラフである。
【図１４】図１４は、分析された小滴から計算された蛍光偏光の時間追跡およびヒストグ
ラムを示すグラフである。
【図１５】図１５（Ａ）は、小滴ＢがＡに接触し、凝集するのを可能とする、小滴Ａの誘
電泳動停止を説明する模式図である。誘電泳動力は、組み合わせたＡ＋Ｂを停止させるの
に十分強くなく、それらは流れに移動される。これは顕微鏡写真、図１５（Ｂ）に示され
る。
【図１６】図１６は、ライブラリー小滴（Ｂ）と鉗合される、チップ上で作製された小滴
（Ａ）を示す模式図（ａ）および写真（ｂ、ｅ）である。該小滴は異なるサイズのもので
あって、より小さな小滴Ｂは、追い付くまで小滴Ａよりも高い速度で移動し、その後それ
らは一緒に移動する。電場は小滴を凝集させる、図１６（ｃ）。小滴ＡおよびＢは共にラ
イブラリーから来ることができ（オフ－チップで作製）、図１６（ｄ）あるいはオン－チ
ップで作製することができる。
【図１７－１】図１７（Ａ～Ｄ）は、異なるタイプの小滴の鉗合を達成するための代替方
法を示す。
【図１７－２】図１７（Ａ～Ｄ）は、異なるタイプの小滴の鉗合を達成するための代替方
法を示す。
【図１８】図１８Ａ～Ｄは、カップリングされた対の観察された受動的凝集を強調する－
（Ａ）Ｔｅｅ　０．２５ｍＭ　ＦＣ－１％Ｅ５－５％ＰＶＰ　７０－ＦＦ　１％Ｅ５－５
％ＰＶＰ－０．１ｍＭ　ＦＣ－ＰＢＳ　７０－１１１７２００５－ノズル－３．ｃｉｎ；
（Ｂ）Ｔｅｅ　０．２５ｍＭ　ＦＣ－１％Ｅ５－５％ＰＶＰ　９０－ＦＦ　１％Ｅ５－５
％ＰＶＰ－０．１ｍＭ　ＦＣ－ＰＢＳ　７０－１１１７２００５－ノズル－５．ｃｉｎ；
（Ｃ）Ｔｅｅ　０．２５ｍＭ　ＦＣ－１％Ｅ５－５％ＰＶＰ　９０－ＦＦ　１％Ｅ５－５
％ＰＶＰ－０．１ｍＭ　ＦＣ－ＰＢＳ　７０－１１１７２００５－ノズル－凝集前－８．
ｃｉｎ；（Ｄ）１％Ｅ５－５％ＰＶＰ－０．２５ｍＭ　ＦＣ－５０－１％Ｅ５－５％ＰＶ
Ｐ－０．１ｍＭ　ＦＣ－ＰＢＳ　５０－１１１７２００５－概観－１．ｃｉｎ。
【図１９】図１９は、個々の染色体のエクソンを配列決定するのに用いられるモジュール
の組み立ての模式的ダイアグラムを示す。（Ａ）プライマー－結合ビーズと共に異なるエ
クソンに対する個々の特異的プライマー－対は、各々、別々に乳化され、次いで、プール
して、ライブラリーエマルジョンを作り出し（９６エクソンプライマー対の組を説明目的
で示す）；（Ｂ）個々のモジュールを小滴操作の配列において一緒に並べる。染色体ＤＮ
Ａ溶液を、３０ミクロンの小滴が、平均して、ＤＮＡの半－ゲノム濃度よりもわずかに低
いものを含有するように希釈される。エクソン－特異的プライマーのプールされたエマル
ジョンライブラリーからの小滴を、染色体ＤＮＡの希釈された溶液を含有する小滴と組み
合せ、ビーズ－ベースのＤＮＡ増幅反応（すなわち、ＰＣＲ）で用いられ；（Ｃ）ＤＮＡ
－含有ビーズは、ピコタイタープレートにランダムに入れられ、４５４　Ｃｏｒｐ．’ｓ
　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ＤＮＡ配列決定機器を用いて配列決定される。
【図２０】図２０は、４５４機器での試料の調製およびＤＮＡ配列決定を記載する。Ａ）
ゲノムＤＮＡを単離し、断片化し、アダプターに連結し、一本鎖に分離する（頂部左側）
。ビーズ当たり１断片に好都合な条件下で断片をビーズに結合させ、ビーズを、油中ＰＣ
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の結果、ユニークなＤＮＡ鋳型の１０００万コピーを各々が運ぶビーズが得られる（頂部
、左側から２番目）。エマルジョンが破壊され、ＤＮＡストランドが変性され、一本鎖Ｄ
ＮＡクローンを運ぶビーズはファイバー－オプティックスライドのウェルに沈積される（
底部左側）。ピロホスフェート配列決定に必要な固定化された酵素を運ぶより小さなビー
ズが各ウェルに沈積される（底部、左側から２番目）；Ｂ）ビーズを含有する小滴および
空の小滴を示すエマルジョンの顕微鏡写真。薄い矢印は２８－ｍｍビーズを示し；厚い矢
印はほぼ１００－ｍｍ小滴を示し；Ｃ）ビーズ沈積前のファイバー－オプティック－クラ
ッドおよびウェルを示す、ファイバー－オプティック－スライドの一部の走査型電子顕微
鏡写真；Ｄ）配列決定機器は以下の主なサブシステムよりなる群から選択される：流体ア
センブリ；Ｅ）ウェル－含有ファイバー－オプティックスライドを含む流動チャンバー；
Ｆ）ＣＣＤカメラ－ベースのイメージングアセンブリ；Ｇ）および必要なユーザーインタ
ーフェイスおよび機器制御を供するコンピュータ。
【図２１】図２１は、本明細書中に記載されたマイクロ流体デバイス上での蛍光偏光（Ｆ
Ｐ）を用いるＤＮＡハイブダリゼーションの測定を示す。（Ａ）ＦＰを用いて、マイクロ
流体デバイス上の２ＤＮＡ分子の結合を測定することができる。（Ｂ）オリゴヌクレオチ
ド１０２は１０１および１０３双方に対して相補的である。標識された１０２へのいずれ
かのオリゴヌクレオチドの付加は、ｍＰ値をシフトさせ、結合を示す。非相補的オリゴへ
の１０２の付加はそのｍＰを変化させない（データは示さず）。オリゴヌクレオチド；
【数６】
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【図１７－２】

【図１８】 【図１９】
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【図２０】 【図２１】

【手続補正書】
【提出日】平成20年9月17日(2008.9.17)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
微細加工基材を備えるマイクロ流体デバイスであって、該基材が、さらに、
　ａ）水性溶液を含有する少なくとも１つの分散相流体を運ぶように適合された少なくと
も１つのフッ素化入口チャネルを有する１以上の入口モジュール；
　ｂ）フッ素化油を含有する少なくとも１つの連続相流体を運ぶように適合された少なく
とも１つのフッ素化主要チャネルであって、ここで、該分散相流体が該連続相流体と非混
和性であり、そして、該連続相流体中に複数の単分散小滴を形成するように、該入口チャ
ネルが該主要チャネルと流体連絡する、主要チャネル；および
　ｃ）該１以上の入口モジュールの下流にあり、かつ該主要チャネルを介して該１以上の
入口モジュールと流体連絡する凝集モジュールであって、ここで、そこを通過する２以上
の小滴が凝集してナノリアクターを形成し、該ナノリアクターが直径約２５μｍである、
凝集モジュール
を備える、マイクロ流体デバイス。
【請求項２】
前記フッ素化油がさらに界面活性剤を含有する、請求項１に記載のデバイス。
【請求項３】
前記界面活性剤が、ソルビタンベースのカルボン酸エステル、過フッ素化ポリエーテル、
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非イオン性界面活性剤またはイオン性界面活性剤である、請求項２に記載のデバイス。
【請求項４】
前記チャネルが、フルオロシラン、非晶質可溶性ペルフルオロポリマー、ＢＳＡ、ＰＥＧ
－シラン、シリカプライマー層とその後のペルフルオロアルキルアルキルシラン化合物、
テフロン（登録商標）またはフッ素化油で被覆される、請求項１に記載のデバイス。
【請求項５】
前記フッ素化油が、オクタデカフルオロオクタン、Ｆｌｕｏｒｉｎｅｒｔまたはフルオロ
ノナンである、請求項４に記載のデバイス。
【請求項６】
前記フッ素化油がさらに界面活性剤を含有する、請求項５に記載のデバイス。
【請求項７】
前記分散相が小滴のライブラリーを含む、請求項１に記載のデバイス。
【請求項８】
前記小滴のライブラリーが生物学的／化学的物質を含み、該生物学的／化学的物質が、組
織、細胞、粒子、タンパク質、抗体、アミノ酸、ヌクレオチド、小分子および医薬よりな
る群から選択される、請求項７に記載のデバイス。
【請求項９】
請求項１に記載のデバイスであって、前記入口チャネルがさらに、該デバイスに試料を導
入するための手段に接続される、デバイス。
【請求項１０】
請求項１に記載のデバイスであって、さらに、該デバイス上に複数の試料を同時に供給す
るための手段を備える、デバイス。
【請求項１１】
さらに、電場を生じさせる１以上の電極を備える、請求項１に記載のデバイス。
【請求項１２】
前記電極が、金属合金成分を含み、該金属合金成分が、１以上のチャネル内に一体的に含
まれ、そして、前記入口チャネルおよび前記主要チャネルから分離される、請求項１１に
記載のデバイス。
【請求項１３】
前記基材がさらに、前記凝集モジュールの下流にあり、かつ、該凝集モジュールと流体連
絡する少なくとも１つの検出モジュールを備え、該検出モジュールは、前記ナノリアクタ
ーの内容物および／または特徴を評価するための検出装置を備える、請求項１に記載のデ
バイス。
【請求項１４】
前記検出装置が、光学的検出器を含む、請求項１１に記載のデバイス。
【請求項１５】
前記基材がさらに、前記検出モジュールの下流にあり、かつ、該検出モジュールと流体連
絡するソーティングモジュールを備え、該ソーティングモジュールは、前記ナノリアクタ
ーの内容物または特徴に応じて、該ナノリアクターを収集モジュール内へ、または、該収
集モジュールから離して方向付けるように適合されたソーティング装置を備える、請求項
１に記載のデバイス。
【請求項１６】
前記基材がさらに、前記主要チャネルと流体連絡する混合モジュールを備え、該混合モジ
ュールは、前記凝集モジュールの下流にあり、かつ、前記検出モジュールの上流にある、
請求項１に記載のデバイス。
【請求項１７】
前記基材がさらに、前記主要チャネルと流体連絡する遅延モジュールを備え、該遅延モジ
ュールは、前記凝集モジュールの下流にあり、かつ、前記検出モジュールの上流にある、
請求項１に記載のデバイス。
【請求項１８】
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前記基材がさらに、前記主要チャネルと流体連絡するＵＶ放出モジュールを備え、該ＵＶ
放出モジュールは、前記入口モジュールの下流にあり、かつ前記凝集モジュールの上流に
ある、請求項１に記載のデバイス。
【請求項１９】
請求項１に記載のデバイスであって、前記基材がさらに、該デバイスからの試料をソート
するための手段に接続された収集モジュールを備える、デバイス。
【請求項２０】
請求項１に記載のデバイスであって、前記基材がさらに、該デバイスから廃棄された試料
を収集するための手段に接続された廃棄モジュールを備える、デバイス。
【請求項２１】
ナノリアクターの作成方法であって、
　ａ）相互に流体連絡するように基材上に一体的に配置されたマイクロ流体モジュールを
担持する複数の電気的にアドレス可能なチャネルを含む微細加工基材を供し、それにより
、フッ素化油を含有する少なくとも１つの連続相流体を運ぶように適合された少なくとも
１つのフッ素化された主要チャネルを形成し；
　ｂ）該主要チャネル内を流動する該連続相流体中に１以上の単分散小滴が形成されるよ
うに、水性溶液を含有する第一の分散相流体を第一のフッ素化入口チャネルを通って該主
要チャネルに流動させ；
　ｃ）該主要チャネル内を流動する該連続相流体中に１以上の単分散小滴が形成されるよ
うに、水性溶液を含有する第二の分散相流体を第二の入口チャネルを通って該主要チャネ
ルに流動させ；次いで、
　ｄ）該小滴が該微細加工基材の凝集モジュールを通過するときに、工程（ｂ）で形成さ
れた少なくとも１つの小滴を、工程（ｃ）で形成された少なくとも１つの小滴と凝集させ
、それにより、ナノリアクターを得る；
ことを含み、ここで、該ナノリアクターが直径約２５μｍである、方法。
【請求項２２】
異なるエクソンに対する個々の特異的なプライマー対と、複数の単分散小滴とを含むエマ
ルジョンライブラリーであって、該小滴の各々は直径約２５μｍであり、そして、平均し
て、各小滴内に１つの特異的プライマー対が含まれ、該小滴の各々は、フルオロカーボン
油および界面活性剤を含有する連続相流体と、水性流体を含有する不連続相流体とを用い
て形成された油中水エマルジョンである、エマルジョンライブラリー。
【請求項２３】
エマルジョンライブラリーを形成する方法であって、
　（ａ）異なるエクソンに対する個々の特異的なプライマー対を供する工程；
　（ｂ）単分散小滴中に工程（ａ）の個々のプライマー対を別個に乳化させる工程であっ
て、ここで、該小滴の各々が平均して１つのプライマー対を含む、工程；および
　（ｃ）工程（ｂ）の小滴をプールして、複数の単分散小滴を形成させる工程であって、
ここで、該小滴の各々は直径約２５μｍである、工程
を含み、ここで、該小滴の各々は、フルオロカーボン油および界面活性剤を含有する連続
相流体と、水性流体を含有する不連続相流体とを用いて形成された油中水エマルジョンで
ある、方法。
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