
JP 6396911 B2 2018.9.26

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　粒子の選別の検証の方法であって、前記方法は、
　第１のチャネル中の第１の粒子の光学特性と関連付けられる第１の検出信号を受信する
ことと、
　前記第１の検出信号に基づいて複数の第２のチャネルのうちの選別チャネルを判定し、
それによって、前記第１の粒子の前記光学特性に基づいて前記選別チャネルの中への前記
第１の粒子の前記選別を判定することと、
　前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中へ前記第１の粒子を選別するための第１
の選別信号を伝送することと、
　前記選別チャネル中の検出された粒子の存在と関連付けられる第２の検出信号を受信す
ることと、
　前記第２の検出信号に基づいて、前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中への前
記第１の粒子の前記選別を検証することであって、前記第２の検出信号は、インピーダン
ス検出と関連付けられる、ことと、
　前記第１の選別信号および前記第２の検出信号に基づいて、第２の選別信号を生成する
ことと、
　前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中へ第２の粒子を選別するために前記第２
の選別信号を伝送することと
　を含む、方法。
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【請求項２】
　前記第１の検出信号は、複数の光学信号と関連付けられる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記選別チャネル中の前記第１の粒子の存在は、前記選別チャネル中の検出されたイン
ピーダンスを変化させる、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記光学特性は、前記第１の粒子の１つ以上の蛍光性質を含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項５】
　前記複数の光学信号は、１つ以上の基準信号と、１つ以上の蛍光信号とを含む、請求項
２に記載の方法。
【請求項６】
　粒子の選別のための装置であって、前記装置は、
　第１のチャネル中の第１の粒子の１つ以上の光学特性と関連付けられる第１の検出信号
を受信するように構成された第１の検出モジュールと、
　選別モジュールであって、前記選別モジュールは、
　　前記第１の検出信号に基づいて複数の第２のチャネルのうちの選別チャネルを判定し
、それによって、前記第１の粒子の前記１つ以上の光学特性に基づいて前記第１の粒子の
前記選別を判定することと、
　　前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中へ前記第１の粒子を選別するための選
別信号を伝送することと
　　を行うように構成される、選別モジュールと、
　前記選別チャネル中の前記第１の粒子の存在と関連付けられる第２の検出信号を受信す
るように構成された第２の検出モジュールと、
　前記第２の検出信号に基づいて前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中への前記
第１の粒子の前記選別を検証するように構成された検証モジュールであって、前記第２の
検出信号は、インピーダンス検出と関連付けられる、検証モジュールと、
　前記選別モジュールを制御して前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中へ第２の
粒子を選別するように前記第１の選別信号および前記第２の検出信号に基づいて第２の選
別信号を生成するように前記選別モジュールを訓練するように構成されたフィードバック
モジュールと
　を備え、
　前記第１の検出モジュール、前記選別モジュール、前記第２の検出モジュール、前記検
証モジュール、および、前記フィードバックモジュールのうちの少なくとも１つは、メモ
リおよび処理デバイスのうちの１つ以上に実装される、装置。
【請求項７】
　前記選別チャネル中の前記第１の粒子の存在および前記第１の粒子の体積のうち１つ以
上は、前記第２の検出チャネル中の検出されたインピーダンスを変化させる、請求項６に
記載の装置。
 
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
関連出願への相互参照
　本出願は、２０１３年３月１５日に提出された「ＳＹＳＴＥＭＳ，　ＡＰＰＡＲＡＴＵ
Ｓ，　ＡＮＤ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＦＯＲ　ＳＯＲＴＩＮＧ　ＰＡＲＴＩＣＬＥＳ」と題さ
れる米国仮出願第６１／７９４，０１５号、および、２０１２年１０月１５日に出願され
た「ＣＥＬＬ　ＤＥＴＥＣＴＩＯＮ　ＳＹＳＴＥＭＳ　ＡＮＤ　ＭＥＴＨＯＤＳ」と題さ
れる米国仮出願第６１／７１４，０９１号に対する優先権を主張し、それらの開示は、そ
れらの全体が参照によって本明細書に援用される。
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【０００２】
政府支援の声明
　本明細書に開示される１つ以上の発明は、下記の機関によって授与された米国政府の支
援を用いて行われた。アメリカ国立衛生研究所（ＮＩＨ）認可番号ＨＨＳＮ２６１２０１
１０００９６Ｃ、９Ｒ４４ＧＭ１０３６７７－０２、ＨＨＳＮ２６１２０１２０００７２
Ｃ、８Ｒ４３ＧＭ１０３４７０－２。米国政府は、１つ以上の本発明における一定の権利
を有する。
【０００３】
　流体中の粒子、例えば、外部光源によって連続的に調査される際の光学応答に基づく、
細胞、生化学分子、または分子クラスタの物理的および生化学的性質を特性評価し、分析
するために、フローサイトメータ（ＦＣ）デバイスおよびシステムを使用することができ
る。そのような粒子からの光学信号は、光電子倍増管（ＰＭＴ）等の光学検出器によって
収集することができ、かつ粒子の光学性質によって搬送される情報を抽出するように分析
または処理することができる。粒子からの光学信号は、前方散乱（ＦＳＣ）、側方散乱（
ＳＳＣ）、および蛍光等の入力光と粒子との間の１つ以上の相互作用によって引き起こす
ことができる。
【０００４】
　細胞選別は、種々の技法によって達成することができる。一実施例は、液滴への噴流の
分解を引き起こすように、ノズルからの噴流に振動を印加し、後に、細胞含有液滴を収集
管の中へ偏向させるために、帯電プレートを使用することである（目的としない液滴は、
偏向を伴わずに廃棄物管へ真っ直ぐ流動する）。
【０００５】
　ＦＣデバイスおよびシステムは、研究検定および診断のため、ならびに臨床用途のため
に、マイクロ流体技術に基づいて実装することができる。マイクロ流体技術は、単純なマ
イクロ流体チャネルから、例えば、流体を混合し、流体を送出し、デジタル論理を行い、
細胞を個別に培養し、最適な反応条件を判定することができる、複雑なマイクロ流体デバ
イスまで及ぶことができる。小規模流体デバイスは、低レイノルズ数を有し、制御された
層流システムを達成するために使用することができる。マイクロ流体工学はさらに、デバ
イスの小型化および並列化のための小さいサイズという利点を提供する。加えて、マイク
ロ流体デバイスのための種々の加工プロセスが、そのようなデバイスの費用を削減するこ
とができる、大量生産に好適である。マイクロ流体デバイスの進歩は、低費用のラボオン
チップデバイス、すなわち、遠隔および／または資源が少ない設定での研究者、臨床研究
室、および診療地点臨床医にとっての有用なツールにつながり得る。
【０００６】
　粒子選別、具体的には、細胞選別の分野は、過去３０年にわたって着実な成長を享受し
てきた。フローサイトメータおよび細胞選別機等のデバイス、具体的には、蛍光活性化細
胞選別（ＦＡＣＳ）に基づくものは、生物医学研究および用途のための至適基準および主
力製品になっている。既存のシステムは、操作の低費用と高度な細胞分析との間の平衡を
達成しようとするが、選別能力を伴うフローサイトメータの有望な商業的開発は、ほとん
ど行われていない。結果として、フローサイトメータ、具体的には、選別能力を伴うもの
は、依然として広い設置面積を有し、高価であり、製造および操作することが技術的に困
難である。
【０００７】
　換言すると、ＦＡＣＳシステムは、それらの発端以来、基本的に変化しておらず、結果
として、ＦＡＣＳへのアクセスは、十分な資金がある施設での共有コア設備に限定される
、あらゆる実用的目的のためとなる。しかしながら、選別は、ＦＡＣＳ能力から利益を得
ることができるが、低費用、小型、かつ操作しやすい形態である、多くの用途の重要な要
件である。それは、粒子を選別するための開示されたシステム、装置、および方法が開発
された、本背景に反する。
【発明の概要】
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【課題を解決するための手段】
【０００８】
　ある側面では、組成物中の細胞型の存在、非存在、または、量を検出するための方法が
提供される。本方法は、細胞を含む組成物に接触するステップを含み、その細胞は、第２
の細胞型と関連する検出剤とともに、第１の細胞型と、第２の細胞型とを含む。本方法は
また、検出剤に発光をさせるステップも含み、検出剤からのその光は、検出システム中の
色フィルタに透過され、その色フィルタは、複数のゾーンを含む。複数のゾーンは、色ゾ
ーンを含み、その色ゾーンの各々は、色フィルタに透過される光の一部を透過し、第１の
色ゾーンは、第２の色ゾーンによって透過される光の一部とは異なる光の一部を透過する
。複数のゾーンはまた、色ゾーンのうちの２つ以上によって透過される光を透過するゾー
ンも含む。検出システム中の異なる位置で検出剤によって発せられる光は、色フィルタ中
の異なるゾーンによって効果的に透過される。本方法はまた、検出剤から色フィルタ中の
ゾーンによって透過される光を検出するステップであって、それによって、組成物中の第
２の細胞型の存在、非存在、または、量が検出される、ステップも含む。
【０００９】
　また、１つの実施形態では、フローサイトメトリシステムも提供される。さらなる実施
形態では、フローサイトメトリシステムは、検出チャネルと、検出チャネルの下流のチャ
ネル分岐と、分岐と流体連通している圧電膜とを含む、流体デバイスを含み、その圧電膜
は、分岐を通って分岐の下流の複数の選別チャネルのうちの１つの中へ流動することがで
きる、細胞を方向付けるように構成される。さらなる実施形態では、本システムはまた、
検出チャネルから色フィルタ上の焦点面に光を透過するように構成されたレンズも含み、
その光は、細胞が検出チャネルを通って流動しているときに細胞と関連付けられる検出剤
によって発せられる。なおもさらなる実施形態では、本システムはさらに、色フィルタに
よって発せられる光を検出し、かつ、検出される光と関連付けられる信号を生成するよう
に構成された検出器を含む。なおもさらなる実施形態では、本システムはまた、検出器に
よって生成される信号を処理し、圧電膜の作動を制御するように構成されたコントローラ
も含む。本システムは、１つの実施形態では、比較的希少な細胞型および比較的豊富な細
胞型を含有する、組成中に存在する比較的希少な細胞型の約２８％以上または約４０％以
上を単離することが可能である。
【００１０】
　１つの実施形態では、粒子を選別するためのシステム、装置、および方法が、本明細書
で提供および説明される。一側面では、粒子の選別の検証のための方法が提供される。１
つの実施形態では、粒子の選別の検証のための方法は、第１のチャネル中の粒子の光学特
性と関連付けられる、第１の検出信号を受信するステップを含む。さらなる実施形態では
、本方法は、第１の検出信号に基づいて複数の第２のチャネルのうちの選別チャネルを判
定し、それによって、粒子の光学特性に基づいて選別チャネルの中への粒子の選別を判定
するステップを含む。さらなる実施形態では、本方法は、第１のチャネルから選別チャネ
ルの中へ粒子を選別するための選別信号を伝送するステップを含む。なおもさらなる実施
形態では、本方法は、選別チャネル中の粒子の存在と関連付けられる、第２の検出信号を
受信するステップを含む。１つの実施形態では、粒子の選別の検証のための方法はまた、
第２の検出信号に基づいて、第１のチャネルから選別チャネルの中への粒子の選別を検証
するステップも含む。１つの実施形態では、粒子は、ビーズまたは細胞である。
【００１１】
　本発明の別の側面では、粒子のフィードバックベースの計数の方法が提供される。いく
つかの実施形態では、粒子のフィードバックベースの計数の方法は、複数の第１の検出信
号を受信するステップを含み、各第１の検出信号は、第１のチャネル中の粒子の光学特性
と関連付けられる。本方法はさらに、１つの実施形態では、複数の第１の検出信号に基づ
いて、第１のチャネル中の第１の複数の粒子を判定するステップを含む。第１の複数の粒
子は、類似の光学特性を有する。さらなる実施形態では、本方法は、第１の検出信号に基
づいて、複数の第２のチャネルのうちの選別チャネルを判定し、それによって、第１の複
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数の粒子の類似の光学特性に基づいて、選別チャネルの中への第１の複数の粒子の全ての
選別を判定するステップを含む。１つの実施形態では、本方法はさらに、第１のチャネル
から選別チャネルの中へ第１の複数の粒子の各粒子を選別するための選別信号を伝送する
ステップと、複数の第２の検出信号を受信するステップとを含む。各第２の検出信号は、
選別チャネル中の粒子の存在と関連付けられる。１つの実施形態では、本方法はさらに、
複数の第２の検出信号に基づいて、選別チャネル中の第２の複数の粒子を判定するステッ
プを含む。１つの実施形態では、本方法はさらに、複数の第３の検出信号を受信するステ
ップを含み、各第３の検出信号は、第１のチャネル中の追加の粒子の光学特性と関連付け
られる。１つの実施形態では、本方法はまた、複数の第３の検出信号に基づいて、判定さ
れた第１の複数の粒子に基づいて、かつ、判定された第３の複数の粒子に基づいて、第１
のチャネル中の第３の複数の粒子を判定するステップも含む。
【００１２】
　本発明の別の側面では、本発明は、粒子の選別の方法を提供する。いくつかの実施形態
では、粒子の選別の方法は、第１のチャネルの第１の容積中の粒子の第１の光学特性と関
連付けられる、第１の検出信号を受信するステップを含む。本方法はまた、１つの実施形
態では、第１のチャネルの第２の容積中の粒子の第２の光学特性と関連付けられる、第２
の検出信号を受信するステップも含む。本方法はまた、１つの実施形態では、第１の検出
信号および第２の検出信号のうちの１つ以上に基づいて、複数の第２のチャネルの選別チ
ャネルを判定し、それによって、粒子の第１の光学特性および第２の光学特性のうちの１
つ以上に基づいて、粒子の選別を判定するステップも含む。本方法はさらに、１つの実施
形態では、第１のチャネルから選別チャネルの中へ粒子を選別するための選別信号を伝送
するステップを含む。
【００１３】
　さらに別の側面では、粒子の選別のための装置が提供される。１つの実施形態では、本
装置は、第１のチャネル中の粒子の１つ以上の光学特性と関連付けられる第１の検出信号
を受信するように構成される、第１の検出モジュールを含む。１つの実施形態では、本装
置はまた、第１の検出信号に基づいて、複数の第２のチャネルのうちの選別チャネルを判
定し、それによって、粒子の１つ以上の光学特性に基づいて、粒子の選別を判定するよう
に構成される、選別モジュールも含む。選別モジュールはさらに、第１のチャネルから選
別チャネルの中へ粒子を選別するための選別信号を伝送するように構成される。さらなる
実施形態では、本装置は、選別チャネル中の粒子の存在と関連付けられる、第２の検出信
号を受信するように構成される、第２の検出モジュールを含む。さらなる実施形態では、
本装置は、第２の検出信号に基づいて、第１のチャネルから選別チャネルの中への粒子の
選別を検証するように構成される、検証モジュールを含む。１つの実施形態では、第１の
検出モジュール、選別モジュール、第２の検出モジュール、および検証モジュールのうち
の少なくとも１つは、メモリおよび処理デバイスのうちの１つ以上に実装される。
本願明細書は、例えば、以下の項目も提供する。
（項目１）
複数の細胞型を備える組成物中の細胞型の存在、非存在、または、量を検出するための方
法であって、前記方法は、
（ａ）前記複数の細胞型を備える組成物と第２の細胞型と関連する検出剤とを接触するこ
とであって、前記複数の細胞型は、第１の細胞型と、第２の細胞型とを備える、ことと、
（ｂ）前記検出剤に発光をさせることであって、前記検出剤からの光は、検出システム中
の色フィルタに透過され、前記色フィルタは、複数のゾーンを備え、前記複数のゾーンは
、（ｉ）複数の色ゾーンであって、各色ゾーンは、前記色フィルタに透過される前記光の
一部を透過し、第１の色ゾーンは、第２の色ゾーンによって透過される光の前記一部とは
異なる光の一部を透過する、複数の色ゾーンと、（ｉｉ）前記色ゾーンのうちの２つ以上
によって透過される光を透過するゾーンとを備え、前記検出システム中の異なる位置で前
記検出剤によって発せられる光は、前記色フィルタ中の前記複数のゾーンのうちの異なる
ゾーンによって透過される、ことと、
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（ｃ）前記検出剤からの、前記色フィルタ中の前記複数のゾーンによって透過される前記
光を検出することであって、それによって、前記組成物中の前記第２の細胞型の存在、非
存在、または、量が検出される、ことと
を含む、方法。
（項目２）
前記方法は、（ｃ）で検出される前記光を処理することを含み、前記処理することは、前
記組成物中の前記第２の細胞型の存在、非存在、または、量を検出する、項目１に記載の
方法。
（項目３）
前記検出システムは、流体デバイスを備え、前記方法は、前記流体デバイスの検出チャネ
ルを通して前記第２の細胞型を流動させることを含み、前記検出チャネル中の異なる位置
で前記検出剤によって発せられる光は、前記色フィルタ中の異なるゾーンによって効果的
に透過される、項目１または２に記載の方法。
（項目４）
前記検出チャネルを通って流動する前記第２の細胞型の速度を判定することを含む、項目
１～３のいずれか１項に記載の方法。
（項目５）
前記検出剤の同一性および速度に基づいて、チャネル分岐を通して前記第２の細胞型を方
向付けることを含む、項目３または４に記載の方法。
（項目６）
前記検出剤によって発せられる前記光の色は、前記組成物中の前記第２の細胞型の存在、
非存在、または、量を検出するために利用される、項目１～５のいずれか１項に記載の方
法。
（項目７）
複数の検出剤が、前記組成物中にあり、前記検出チャネルを通して流動させられる、項目
１～６のいずれか１項に記載の方法。
（項目８）
前記色ゾーンは、前記色フィルタ中で連続的に段階付けられ、前記検出することは、前記
色フィルタを通して透過される前記光の連続波形を検出することを含み、前記処理するこ
とは、前記検出された波形を複数のスペクトルにデジタル解析することを含む、項目２～
７のいずれか１項に記載の方法。
（項目９）
前記チャネルを通って流動する前記細胞の速度は、スペクトルの数に従って設定される、
項目８に記載の方法。
（項目１０）
前記速度および前記スペクトルの数のうちの少なくとも１つは、ユーザ定義される、項目
９に記載の方法。
（項目１１）
前記速度は、前記検出システムにプログラムされた命令に従って設定される、項目９に記
載の方法。
（項目１２）
前記色フィルタの各色ゾーンは、前記色フィルタ中の他のセクションから分離している前
記色フィルタのセクションとして構成される、項目１～７のいずれか１項に記載の方法。
（項目１３）
前記第１の色ゾーンによって透過される前記光の前記一部の波長サブレンジは、前記第２
の色ゾーンによって透過される前記光の前記一部の波長サブレンジと重複する、項目１２
に記載の方法。
（項目１４）
前記第１の色ゾーンによって透過される前記光の前記一部の波長サブレンジは、前記第２
の色ゾーンによって透過される前記光の前記一部の波長サブレンジと重複しない、項目１
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２に記載の方法。
（項目１５）
前記検出剤からの光は、前記検出チャネルからレンズに透過され、前記レンズは、前記検
出チャネルから前記色フィルタ上の焦点面上に光を集束させる、項目３～１４のいずれか
１項に記載の方法。
（項目１６）
チャネル分岐を通して前記第２の細胞型を方向付けることは、前記第１の細胞型の細胞か
ら前記第２の細胞型を分離する、項目５～１５のいずれか１項に記載の方法。
（項目１７）
チャネル分岐を通して前記第２の細胞型を方向付けることは、前記第２の細胞型を単離す
る、項目５～１６のいずれか１項に記載の方法。
（項目１８）
前記チャネル分岐は、前記検出チャネルの下流にある、項目１６～１７に記載の方法。
（項目１９）
前記第２の細胞型は、前記チャネル分岐と流体連通している圧電膜の作動によって、前記
チャネル分岐を通して方向付けられる、項目５～１８のいずれか１項に記載の方法。
（項目２０）
混合構造において前記第２の細胞型と関連する前記検出剤と前記第２の細胞型を混合する
ことを含む、項目１～１９のいずれか１項に記載の方法。
（項目２１）
前記混合構造は、旋回蛇行配向で構成された流体チャネルを備える、項目２０に記載の方
法。
（項目２２）
前記混合構造は、約２分以内に希少な細胞型の約９９％を前記検出剤と関連付けるように
構成される、項目２０または２１に記載の方法。
（項目２３）
前記混合構造は、約１分以内に希少な細胞型の約９９％を前記検出剤と関連付けるように
構成される、項目２２に記載の方法。
（項目２４）
前記検出システムは、前記混合構造を備える、項目２０～２３のいずれか１項に記載の方
法。
（項目２５）
前記第２の細胞型および前記第１の細胞型を濃縮構造と接触させることによって、前記第
１の細胞型に対して前記第２の細胞型を濃縮することを含む、項目１～２４のいずれか１
項に記載の方法。
（項目２６）
前記濃縮構造は、らせん状配向で構成された流体チャネルを備える、項目２３に記載の方
法。
（項目２７）
前記濃縮構造は、前記第１の細胞型に対して前記第２の細胞型を約１００倍以上濃縮する
ように構成される、項目２５または２６に記載の方法。
（項目２８）
前記濃縮構造は、前記第１の細胞型に対して前記第２の細胞型を約４００倍以上濃縮する
ように構成される、項目２７に記載の方法。
（項目２９）
前記検出システムは、前記濃縮構造を備える、項目２５～２８のいずれか１項に記載の方
法。
（項目３０）
前記濃縮構造から退出する細胞は、前記混合構造に導入される、項目２０～２９のいずれ
か１項に記載の方法。
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（項目３１）
前記混合構造から退出する細胞は、前記検出チャネルに導入される、項目２０～３０のい
ずれか１項に記載の方法。
（項目３２）
前記検出システムは、（ｉ）検出チャネルと、前記検出チャネルの下流のチャネル分岐と
、前記分岐と流体連通している圧電膜とを備える流体デバイスと、（ｉｉ）前記検出チャ
ネル中の前記検出剤によって発せられる光を前記色フィルタ上の焦点面に透過するように
構成されたレンズと、（ｉｉｉ）前記色フィルタによって発せられる光を検出し、かつ、
検出される前記光と関連付けられる信号を生成するように構成された検出器と、（ｉｖ）
前記検出器によって生成される前記信号を処理し、かつ、前記圧電膜の作動を制御するよ
うに構成されたコントローラとを備える、項目１～３１のいずれか１項に記載の方法。
（項目３３）
前記流体デバイスは、取り外し可能チップ上で具現化される、項目３２に記載の方法。
（項目３４）
前記流体デバイスは、前記混合構造を備える、項目３２または３３に記載の方法。
（項目３５）
前記流体デバイスは、前記濃縮構造を備える、項目３２～３４のいずれか１項に記載の方
法。
（項目３６）
前記第２の細胞型は、比較的希少な細胞型であり、前記第１の細胞型は、比較的豊富な細
胞型であり、前記第２の細胞型は、癌細胞を含む、項目１～３５のいずれか１項に記載の
方法。
（項目３７）
前記癌細胞は、循環腫瘍細胞である、項目３６に記載の方法。
（項目３８）
前記循環腫瘍細胞は、乳癌細胞である、項目３７に記載の方法。
（項目３９）
前記乳癌細胞は、ＭＣＦ－７細胞である、項目３８に記載の方法。
（項目４０）
前記組成物は、血液に由来し、血球を備える、項目１～３９のいずれか１項に記載の方法
。
（項目４１）
前記第１の細胞型は、白血球を含む、項目４０に記載の方法。
（項目４２）
前記第２の細胞型は、胎児細胞を含み、前記第１の細胞型は、母親細胞を含む、項目１～
３５のいずれか１項に記載の方法。
（項目４３）
前記組成物は、胎児を持つ妊婦からの血液に由来する、項目４２に記載の方法。
（項目４４）
前記組成物は、バフィーコート画分に由来する、項目４３に記載の方法。
（項目４５）
前記検出剤は、前記希少な細胞型に特異的に結合する抗体に連結された蛍光分子である、
項目１～４４のいずれか１項に記載の方法。
（項目４６）
前記抗体は、抗ＥｐＣＡＭ抗体である、項目４５に記載の方法。
（項目４７）
前記蛍光分子は、フィコエリトリン分子である、項目４５または４６に記載の方法。
（項目４８）
前記第２の細胞型の約７１％以上は、単離後に生存能力がある、項目１７～４８のいずれ
か１項に記載の方法。
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（項目４９）
前記第２の細胞型の約９８％以上は、単離後に生存能力がある、項目４８に記載の方法。
（項目５０）
前記第２の細胞型の約２８％以上は、単離される、項目１７～４９のいずれか１項に記載
の方法。
（項目５１）
前記検出剤は、フルオロフォアを備え、前記フルオロフォアは、励起波長を備える光と前
記フルオロフォアとを接触させることによって発光させられる、項目１～５０のいずれか
１項に記載の方法。
（項目５２）
励起波長を備える前記光は、光源によって発せられる、項目５１に記載の方法。
（項目５３）
前記光源は、レーザである、項目５２に記載の方法。
（項目５４）
前記検出剤は、前記希少な細胞型と特異的に相互作用する、項目１～５２のいずれか１項
に記載の方法。
（項目５５）
フローサイトメトリシステムであって、前記フローサイトメトリシステムは、
（ｉ）検出チャネルと、前記検出チャネルの下流のチャネル分岐と、前記分岐と流体連通
している圧電膜とを備える流体デバイスであって、
　前記圧電膜は、前記分岐を通って前記分岐の下流の複数の選別チャネルのうちの１つの
中へ流動する細胞を方向付けるように構成される、
　流体デバイスと、
（ｉｉ）前記検出チャネルから色フィルタ上の焦点面に光を透過するように構成されたレ
ンズであって、前記光は、細胞が前記検出チャネルを通って流動しているときに前記細胞
と関連付けられる検出剤によって発せられる、レンズと、
（ｉｉｉ）前記色フィルタによって発せられる光を検出し、かつ、検出された前記光と関
連付けられる信号を生成するように構成された検出器と、
（ｉｖ）前記検出器によって生成される前記信号を処理し、かつ、前記圧電膜の作動を制
御するように構成されたコントローラと
を備え、
前記システムは、比較的希少な細胞型および比較的豊富な細胞型を含有する組成物中に存
在する前記比較的希少な細胞型の約２８％以上を単離することが可能である、
フローサイトメトリシステム。
（項目５６）
前記システムは、前記比較的希少な細胞型の約２８％～約６０％を単離することが可能で
ある、項目５５に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目５７）
前記システムは、前記比較的希少な細胞型の約２８％～約７０％を単離することが可能で
ある、項目５５に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目５８）
前記システムは、前記比較的希少な細胞型の約２８％～約９０％を単離することが可能で
ある、項目５５に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目５９）
光源を備える、項目５５に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目６０）
前記検出チャネルを通って流動する細胞と関連付けられる検出剤の励起のために、前記光
源から前記検出チャネルへ光を方向付けるように構成される鏡、レンズ、フィルタ、また
は、それらの組み合わせを備える、項目５９に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目６１）



(10) JP 6396911 B2 2018.9.26

10

20

30

40

50

前記色フィルタは、複数のゾーンを備え、前記複数のゾーンは、（ｉ）色ゾーンであって
、前記色ゾーンの各々は、前記色フィルタに透過される前記光の一部を透過し、第１の色
ゾーンは、第２の色ゾーンによって透過される一部とは異なる一部を透過する、色ゾーン
と、（ｉｉ）前記色ゾーンのうちの２つ以上によって透過される光を透過するゾーンとを
備え、前記検出システム中の異なる位置で前記検出剤によって発せられる光は、前記色フ
ィルタ中の異なるゾーンによって効果的に透過される、項目５５～６０のいずれか１項に
記載のフローサイトメトリシステム。
（項目６２）
前記色ゾーンは、前記色フィルタ中で連続的に段階付けられ、前記検出することは、前記
色フィルタを通して透過される前記光の連続波形を検出することを含み、前記処理するこ
とは、前記検出された波形を複数のスペクトルにデジタル解析することを含む、項目６１
に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目６３）
前記チャネルを通って流動する前記粒子の速度は、スペクトルの数に従って設定される、
項目６２に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目６４）
前記速度または前記スペクトルの数、あるいは、前記速度および前記スペクトルの数は、
ユーザ定義される、項目６３に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目６５）
前記速度は、前記コントローラにプログラムされた命令に従って設定される、項目６３に
記載のフローサイトメトリシステム。
（項目６６）
前記色フィルタの各色ゾーンは、前記色フィルタ中の他のセクションから分離している前
記色フィルタのセクションとして構成される、項目６１に記載のフローサイトメトリシス
テム。
（項目６７）
前記第１の色ゾーンによって透過される前記光の前記一部の波長サブレンジは、前記第２
の色ゾーンによって透過される前記光の前記一部の波長サブレンジと重複する、項目６１
に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目６８）
前記第１の色ゾーンによって透過される前記光の前記一部の前記波長サブレンジは、前記
第２の色ゾーンによって透過される前記光の前記一部の前記波長サブレンジと重複しない
、項目６７に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目６９）
前記細胞を複数の選別チャネルのうちの１つの中へ方向付けることは、前記細胞を単離す
る、項目５５～６８のいずれか１項に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目７０）
前記細胞と前記検出剤との関連のために、前記細胞と前記検出剤とを混合するように構成
された混合構造を備える、項目５５～６９のいずれか１項に記載のフローサイトメトリシ
ステム。
（項目７１）
前記混合構造は、旋回蛇行配向で構成された流体チャネルを備える、項目７０に記載のフ
ローサイトメトリシステム。
（項目７２）
前記混合構造は、約２分以内に前記希少な細胞型の約９９％と前記検出剤とを関連付ける
ように構成される、項目６９または７０に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目７３）
前記混合構造は、約１分以内に前記希少な細胞型の約９９％と前記検出剤とを関連付ける
ように構成される、項目７２に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目７４）
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前記流体デバイスは、前記混合構造を備える、項目７０～７３のいずれか１項に記載のフ
ローサイトメトリシステム。
（項目７５）
前記細胞は、比較的希少な細胞型と比較的豊富な細胞型とを備える組成物中の前記比較的
希少な細胞型であり、前記システムは、前記豊富な細胞型に対して前記希少な細胞型を濃
縮するように構成された濃縮構造を備える、項目５５～７４のいずれか１項に記載のフロ
ーサイトメトリシステム。
（項目７６）
前記比較的希少な細胞型は、細菌、酵母、癌細胞、ウイルスを宿している細胞、幹細胞、
幹細胞前駆細胞、異所性細胞型、胎児由来細胞型、胎盤由来細胞型、罹患細胞型、および
、珍しい細胞型から成る群から選択される、項目７５に記載のフローサイトメトリシステ
ム。
（項目７７）
前記罹患細胞型は、悪性細胞、転移細胞、および、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）から成る群か
ら選択される、項目７６に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目７８）
前記珍しい細胞型は、前癌循環細胞を含む、項目７６に記載のフローサイトメトリシステ
ム。
（項目７９）
前記濃縮構造は、らせん状配向で構成された流体チャネルを備える、項目７５に記載のフ
ローサイトメトリシステム。
（項目８０）
前記濃縮構造は、前記豊富な細胞型に対して前記希少な細胞型を約１００倍以上濃縮する
ように構成される、項目７５～７８のいずれか１項に記載のフローサイトメトリシステム
。
（項目８１）
前記濃縮構造は、前記豊富な細胞型に対して前記希少な細胞型を約４００倍以上濃縮する
ように構成される、項目８０に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目８２）
前記流体デバイスは、前記濃縮構造を備える、項目７２～８１のいずれか１項に記載のフ
ローサイトメトリシステム。
（項目８３）
前記濃縮構造によって放出された細胞は、前記混合構造に導入される、項目６７～８２の
いずれか１項に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目８４）
前記混合構造によって放出された細胞は、前記検出チャネルに導入される、項目６７～８
３のいずれか１項に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目８５）
前記流体デバイスは、取り外し可能チップ上で具現化される、項目５５～８４のいずれか
１項に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目８６）
前記光源は、レーザを備える、項目５６～８５のいずれか１項に記載のフローサイトメト
リシステム。
（項目８７）
前記検出チャネルと前記色フィルタとの間の光路の中にフィルタを備える、項目５６～８
６のいずれか１項に記載のフローサイトメトリシステム。
（項目８８）
前記検出チャネル中の異なる位置で前記検出剤によって発せられる光は、前記色フィルタ
中の異なるゾーンによって効果的に透過される、項目５８～８７のいずれか１項に記載の
フローサイトメトリシステム。
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（項目８９）
マイクロ流体システムであって、前記マイクロ流体システムは、
　複数のループでらせん状に配列された流体チャネルと、前記らせんの中心点付近に位置
する原点と、細胞の混合集団を含む溶液を受け取るように構成された入口と、１つ以上の
出口とを備えるらせん状濃縮構造であって、前記濃縮構造の前記入口は、前記流体チャネ
ルの前記中心点付近に位置する、らせん状濃縮構造と、
　入口と出口とを備える蛇行混合構造であって、前記混合構造の前記入口は、前記濃縮構
造の前記１つ以上の出口のうちの１つ以上と流体連通している、蛇行混合構造と、
　検出チャネルと、前記検出チャネルの下流の分岐と、前記分岐の下流の１つ以上の選別
チャネルとを備えるマイクロ流体細胞選別構造であって、前記混合構造の前記出口は、前
記検出チャネルと流体連通している、マイクロ流体細胞選別構造と
を備える、マイクロ流体システム。
（項目９０）
粒子の選別の検証の方法であって、前記方法は、
　第１のチャネル中の粒子の光学特性と関連付けられる第１の検出信号を受信することと
、
　前記第１の検出信号に基づいて複数の第２のチャネルのうちの選別チャネルを判定し、
それによって、前記粒子の前記光学特性に基づいて前記選別チャネルの中への前記粒子の
前記選別を判定することと、
　前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中へ前記粒子を選別するための選別信号を
伝送することと、
　前記選別チャネル中の検出された粒子の存在と関連付けられる第２の検出信号を受信す
ることと、
　前記第２の検出信号に基づいて、前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中への前
記粒子の前記選別を検証することと
を含む、方法。
（項目９１）
前記第１の検出信号は、複数の光学信号と関連付けられる、項目９０に記載の方法。
（項目９２）
前記複数の光学信号は、１つ以上の基準信号と、１つ以上の蛍光信号とを含む、項目９１
に記載の方法。
（項目９３）
前記光学特性は、前記粒子の１つ以上の蛍光性質を含む、項目９０に記載の方法。
（項目９４）
前記選別チャネルを判定することは、前記粒子の前記１つ以上の蛍光性質に基づく、項目
９３に記載の方法。
（項目９５）
前記選別信号を伝送することは、前記選別信号を選別要素に伝送することを含む、項目９
０に記載の方法。
（項目９６）
前記選別要素は、圧電アクチュエータを含み、前記粒子を前記選別チャネルの中へ選別す
るように、前記圧電アクチュエータの必要とされる変形に基づいて前記選別信号を生成す
ることをさらに含む、項目９５に記載の方法。
（項目９７）
前記第２の検出信号は、インピーダンス検出と関連付けられ、前記選別チャネル中の前記
粒子の存在は、前記第２の検出チャネル中の前記検出されたインピーダンスを変化させる
、項目９０に記載の方法。
（項目９８）
前記方法は、
　前記第１のチャネル中の第２の粒子の光学特性と関連付けられる追加の第１の検出信号
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を受信することであって、前記第２の粒子の前記光学特性は、前記第１の粒子の前記光学
特性とは異なる、ことと、
　前記追加の第１の検出信号に基づいて前記複数の第２のチャネルのうちの第２の選別チ
ャネルを判定することであって、前記第２の選別チャネルは、前記選別チャネルとは異な
り、それによって、前記第２の粒子の前記光学特性に基づいて前記第２の選別チャネルの
中への前記第２の粒子の前記選別を判定する、ことと、
　前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中へ前記第２の粒子を選別するための第２
の選別信号を伝送することと、
　前記第２の選別チャネル中の第２の検出粒子の存在と関連付けられる追加の第２の検出
信号を受信することと、
　前記第２の検出信号に基づいて、かつ、前記追加の第２の検出信号に基づいて前記第１
のチャネルから前記選別チャネルの中への前記粒子の前記選別を検証することと、
　前記第２の検出信号に基づいて、かつ、前記追加の第２の検出信号に基づいて前記第１
のチャネルから前記第２の選別チャネルの中への前記第２の粒子の前記選別を検証するこ
とと
をさらに含む、項目９０に記載の方法。
（項目９９）
前記粒子は、無機粒子、有機粒子、および、細胞から選択される、項目９０に記載の方法
。
（項目１００）
項目９０に記載の方法を実行するための命令を備えるコンピュータ実行可能記憶媒体。
（項目１０１）
粒子のフィードバックベースの計数の方法であって、前記方法は、
　複数の第１の検出信号を受信することであって、各第１の検出信号は、第１のチャネル
中の粒子の光学特性と関連付けられる、ことと、
　前記複数の第１の検出信号に基づいて前記第１のチャネル中の第１の複数の粒子を判定
することであって、前記第１の複数の粒子は、類似の光学特性を有する、ことと、
　前記第１の検出信号に基づいて複数の第２のチャネルのうちの選別チャネルを判定し、
それによって、前記第１の複数の粒子の前記類似の光学特性に基づいて前記選別チャネル
の中への前記第１の複数の粒子の全ての前記選別を判定することと、
　前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中へ前記第１の複数の粒子の各粒子を選別
するための選別信号を伝送することと、
　複数の第２の検出信号を受信することであって、各第２の検出信号は、前記選別チャネ
ル中の粒子の存在と関連付けられる、ことと、
　前記複数の第２の検出信号に基づいて前記選別チャネル中の第２の複数の粒子を判定す
ることと、
　複数の第３の検出信号を受信することであって、各第３の検出信号は、前記第１のチャ
ネル中の追加の粒子の光学特性と関連付けられる、ことと、
　前記複数の第３の検出信号に基づいて、前記判定された第１の複数の粒子に基づいて、
かつ、前記判定された第２の複数の粒子に基づいて前記第１のチャネル中の第３の複数の
粒子を判定することと
を含む、方法。
（項目１０２）
各第１の検出信号は、複数の光学信号と関連付けられる、項目１０１に記載の方法。
（項目１０３）
前記複数の光学信号は、１つ以上の基準信号と、１つ以上の蛍光信号とを含む、項目１０
２に記載の方法。
（項目１０４）
前記複数の第１の検出信号は、少なくとも、重複する一対の第１の検出信号を含む、項目
１０３に記載の方法。
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（項目１０５）
前記判定された第１の複数の粒子は、前記判定された第２の複数の粒子と同一である、項
目１０４に記載の方法。
（項目１０６）
前記１つ以上の第３の検出信号が、前記判定された第３の複数の粒子と関連付けられるこ
とを判定することをさらに含む、項目１０５に記載の方法。
（項目１０７）
前記判定された第１の複数の粒子は、前記判定された第２の複数の粒子よりも少ない、項
目１０４に記載の方法。
（項目１０８）
前記１つ以上の第３の検出信号が、前記判定された第３の複数の粒子よりも大きい第４の
複数の粒子と関連付けられることを判定することをさらに含む、項目１０７に記載の方法
。
（項目１０９）
前記複数の第１の検出信号は、少なくとも、重複する一対の第１の検出信号を含む、項目
１０１に記載の方法。
（項目１１０）
前記判定された第１の複数の粒子は、前記判定された第２の複数の粒子と同一である、項
目１０９に記載の方法。
（項目１１１）
前記１つ以上の第３の検出信号が、前記判定された第３の複数の粒子と関連付けられるこ
とを判定することをさらに含む、項目１１０に記載の方法。
（項目１１２）
前記判定された第１の複数の粒子は、前記判定された第２の複数の粒子よりも少ない、項
目１０９に記載の方法。
（項目１１３）
前記１つ以上の第３の検出信号が、前記判定された第３の複数の粒子よりも大きい第４の
複数の粒子と関連付けられることを判定することをさらに含む、項目１１２に記載の方法
。
（項目１１４）
前記光学特性は、前記粒子の１つ以上の蛍光性質を含む、項目１０１に記載の方法。
（項目１１５）
前記選別チャネルを判定することは、前記粒子の前記１つ以上の蛍光性質に基づく、項目
１１４に記載の方法。
（項目１１６）
各粒子は、独立して、無機粒子、有機粒子、および、細胞から選択される、項目１０１に
記載の方法。
（項目１１７）
項目１０１に記載の方法を実行するための命令を備えるコンピュータ実行可能記憶媒体。
（項目１１８）
粒子の選別の方法であって、前記方法は、
　第１のチャネルの第１の容積中の粒子の第１の光学特性と関連付けられる第１の検出信
号を受信することと、
　前記第１のチャネルの第２の容積中の前記粒子の第２の光学特性と関連付けられる第２
の検出信号を受信することと、
　前記第１の検出信号および前記第２の検出信号のうちの１つ以上に基づいて複数の第２
のチャネルの選別チャネルを判定し、それによって、前記粒子の前記第１の光学特性およ
び前記第２の光学特性のうちの１つ以上に基づいて前記粒子の前記選別を判定することと
、
　前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中へ前記粒子を選別するための選別信号を
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伝送することと
を含む、方法。
（項目１１９）
前記第１の検出信号は、複数の光学信号と関連付けられる、項目１１８に記載の方法。
（項目１２０）
前記複数の光学信号は、１つ以上の基準信号と、１つ以上の蛍光信号とを含む、項目１１
９に記載の方法。
（項目１２１）
前記光学特性は、前記粒子の１つ以上の蛍光性質を含む、項目１１８に記載の方法。
（項目１２２）
前記選別チャネルを判定することは、前記粒子の前記１つ以上の蛍光性質に基づく、項目
１２１に記載の方法。
（項目１２３）
前記第２の検出信号は、インピーダンス検出と関連付けられ、前記インピーダンス検出は
、前記第２の容積中の前記粒子の存在に基づく、項目１１８に記載の方法。
（項目１２４）
前記インピーダンス検出は、前記粒子のサイズにさらに基づく、項目１２３に記載の方法
。
（項目１２５）
前記第１の容積は、前記第２の容積と重複する、項目１１８に記載の方法。
（項目１２６）
前記選別を判定することは、
　前記第１の検出信号のうちの１つ以上に基づいて、かつ、前記第２の検出信号に基づい
て前記粒子の１つ以上の性質を判定することと、
　前記１つ以上の性質に基づいて前記選別チャネルを判定することと
を含む、項目１１８に記載の方法。
（項目１２７）
各性質は、独立して、粒径、粒子蛍光性、化学活性、および、生物活性のうちの１つ以上
から選択される、項目１２６に記載の方法。
（項目１２８）
前記粒子は、無機粒子、有機粒子、および、細胞から選択される、項目１１８に記載の方
法。
（項目１２９）
項目１１８に記載の方法を実行するための命令を備えるコンピュータ実行可能記憶媒体。
（項目１３０）
粒子の選別のための装置であって、前記粒子の選別のための装置は、
　第１のチャネル中の粒子の１つ以上の光学特性と関連付けられる第１の検出信号を受信
するように構成された第１の検出モジュールと、
　選別モジュールであって、前記選別モジュールは、
　　前記第１の検出信号に基づいて複数の第２のチャネルのうちの選別チャネルを判定し
、それによって、前記粒子の前記１つ以上の光学特性に基づいて前記粒子の前記選別を判
定し、かつ、
　　前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中へ前記粒子を選別するための選別信号
を伝送する
　ように構成される、選別モジュールと、
　前記選別チャネル中の前記粒子の存在と関連付けられる第２の検出信号を受信するよう
に構成された第２の検出モジュールと、
　前記第２の検出信号に基づいて前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中への前記
粒子の前記選別を検証するように構成された検証モジュールと、
　前記第２の検出信号に基づいて前記第１のチャネル中の追加の粒子を選別するために前
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記選別モジュールを訓練するように構成されたフィードバックモジュールと
を備え、
前記第１の検出モジュール、前記選別モジュール、前記第２の検出モジュール、前記検証
モジュール、および、前記フィードバックモジュールのうちの少なくとも１つは、メモリ
および処理デバイスのうちの１つ以上に実装される、
粒子の選別のための装置。
（項目１３１）
前記第１の検出信号は、複数の光学信号と関連付けられる、項目１３０に記載の装置。
（項目１３２）
前記複数の光学信号は、１つ以上の強度基準信号と、１つ以上の色コーディングされた信
号とを含む、項目１３１に記載の装置。
（項目１３３）
前記光学特性は、前記粒子の１つ以上の蛍光性質を含む、項目１３０に記載の装置。
（項目１３４）
前記選別モジュールは、前記粒子の前記１つ以上の蛍光性質に基づいて前記選別チャネル
を判定するようにさらに構成される、項目１３３に記載の装置。
（項目１３５）
前記選別モジュールは、前記選別信号を選別要素に伝送するようにさらに構成される、項
目１３０に記載の装置。
（項目１３６）
前記選別要素は、圧電アクチュエータを含み、前記選別モジュールは、前記圧電アクチュ
エータの必要とされる変形に基づいて前記選別信号を生成することにより前記粒子を前記
選別チャネルの中へ選別するようにさらに構成される、項目１３５に記載の装置。
（項目１３７）
前記第２の検出信号は、インピーダンス検出と関連付けられ、前記選別チャネル中の前記
粒子の存在および前記粒子の体積のうち１つ以上は、前記第２の検出チャネル中の前記検
出されたインピーダンスを変化させる、項目１３０に記載の装置。
（項目１３８）
　前記第１の検出モジュールは、前記第１のチャネル中の第２の粒子の光学特性と関連付
けられる追加の第１の検出信号を受信するようにさらに構成され、前記第２の粒子の前記
光学特性は、前記第１の粒子の前記光学特性とは異なり、
　前記選別モジュールは、
　　前記追加の第１の検出信号に基づいて前記複数の第２のチャネルのうちの第２の選別
チャネルを判定し、前記第２の選別チャネルは、前記選別チャネルとは異なり、それによ
って、前記第２の粒子の前記光学特性に基づいて前記第２の選別チャネルの中への前記第
２の粒子の前記選別を判定し、かつ、
　　前記第１のチャネルから前記選別チャネルの中へ前記第２の粒子を選別するための第
２の選別信号を伝送する
　ようにさらに構成され、
　前記第２の検出モジュールは、前記第２の選別チャネル中の前記第２の粒子の存在と関
連付けられる追加の第２の検出信号を受信するようにさらに構成され、
　前記検証モジュールは、
　　前記第２の検出信号に基づいて、かつ、前記追加の第２の検出信号に基づいて前記第
１のチャネルから前記選別チャネルの中への前記粒子の前記選別を検証し、
　　前記第２の検出信号に基づいて、かつ、前記追加の第２の検出信号に基づいて前記第
１のチャネルから前記第２の選別チャネルの中への前記第２の粒子の前記選別を検証する
　ようにさらに構成される、
項目１３０に記載の装置。
（項目１３９）
前記粒子は、無機粒子、有機粒子、および、細胞から選択される、項目１３０に記載の装



(17) JP 6396911 B2 2018.9.26

10

20

30

40

50

置。
（項目１４０）
前記第１の検出信号と関連付けられる複数の光学信号を取得するように構成された取得モ
ジュールであって、前記取得モジュールは、前記第２の検出信号と関連付けられる電気信
号を取得するようにさらに構成される、取得モジュールをさらに備える、項目１３０に記
載の装置。
（項目１４１）
粒子の存在を検出するための方法であって、前記粒子は、それと関連付けられる複数のフ
ルオロフォアを有し、前記複数のフルオロフォアは、第１のフルオロフォアと第２のフル
オロフォアとを含み、前記方法は、
（ａ）前記複数のフルオロフォアを励起させるステップであって、前記第１のフルオロフ
ォアからの、および、前記第２のフルオロフォアからの蛍光は、検出システム中の色フィ
ルタに透過され、前記色フィルタは、複数のゾーンを備え、前記複数のゾーンは、（ｉ）
複数の色ゾーンであって、第１の色ゾーンが、前記第１のフルオロフォアからの前記蛍光
を実質的に透過させ、第２の色ゾーンが、前記第２のフルオロフォアからの前記蛍光を実
質的に透過する、複数の色ゾーンと、（ｉｉ）前記第１のフルオロフォアからの、および
、前記第２のフルオロフォアからの蛍光を透過するゾーンとを備え、前記第１のフルオロ
フォアからの蛍光は、前記第２のフルオロフォアからの前記蛍光が前記第２の色ゾーンに
よって透過される位置とは異なる前記検出システム中の位置で前記第１の色ゾーンによっ
て透過される、ステップと、
（ｂ）前記検出剤からの、前記色フィルタ中の前記複数のゾーンによって透過される前記
光を検出するステップと、
（ｃ）ステップ（ｂ）の前記検出に基づいて前記粒子の存在を判定するステップと
を含む、方法。
（項目１４２）
ステップ（ｃ）の前記判定は、前記第１の色ゾーンからの前記透過された蛍光に基づいて
前記第１のフルオロフォアについての正規化蛍光強度を判定し、かつ、前記第２の色ゾー
ンからの前記透過された蛍光に基づいて前記第２のフルオロフォアについての正規化蛍光
強度を判定するステップをさらに含む、項目１４１に記載の方法。
（項目１４３）
ステップ（ｃ）の前記判定は、
　前記第１のフルオロフォアについての前記正規化蛍光強度に基づいて、前記第１のフル
オロフォアからの、および、前記第２のフルオロフォアからの、前記複数のゾーンのうち
の前記ゾーンによって透過される前記蛍光に基づいて、かつ、前記粒子の速度に基づいて
前記第１のフルオロフォアについての真の蛍光強度を判定するステップと、
　前記第２のフルオロフォアについての前記正規化蛍光強度に基づいて、前記第１のフル
オロフォアからの、および、前記第２のフルオロフォアからの、前記複数のゾーンのうち
の前記ゾーンによって透過される前記蛍光に基づいて、かつ、前記粒子の速度に基づいて
前記第２のフルオロフォアについての真の蛍光強度を判定するステップと
をさらに含む、項目１４２に記載の方法。
（項目１４４）
ステップ（ｃ）の前記判定は、前記第１のフルオロフォアについての前記判定された真の
蛍光強度と、前記第２のフルオロフォアについての前記判定された真の蛍光強度とに基づ
いて前記粒子の存在を判定するステップをさらに含む、項目１４３に記載の方法。
（項目１４５）
粒子の存在を検出するための方法であって、前記粒子は、それと関連付けられる蛍光を有
し、前記方法は、
　（ａ）前記粒子を光学的に励起させるステップであって、前記粒子からの蛍光は、検出
システム中の色フィルタに透過され、前記色フィルタは、第１の複数のゾーンと第２の複
数のゾーンとを備え、前記第１の複数のゾーンは、前記第２の複数のゾーンとは異なる透
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過係数を有し、前記検出システム中の異なる位置で前記粒子によって発せられる蛍光は、
前記色フィルタ中の前記第１の複数のゾーンを介し、かつ、前記第２の複数のゾーンを介
して透過される、ステップと、
（ｂ）単一の検出器において、前記粒子から、前記色フィルタ中の前記第１の複数のゾー
ンを介し、かつ、前記第２の複数のゾーンを介して透過される前記光を検出するステップ
と、
（ｃ）ステップ（ｂ）の前記検出に基づいて前記粒子の存在を判定するステップと
を含む、方法。
（項目１４６）
前記第１の複数のゾーンの前記透過係数は、前記第２の複数のゾーンとは少なくとも約２
倍異なる、項目１４５に記載の方法。
（項目１４７）
前記第１の複数のゾーンの前記透過係数は、前記第２の複数のゾーンとは少なくとも約１
０倍異なる、項目１４５に記載の方法。
（項目１４８）
前記第１の複数のゾーンの前記透過係数は、前記第２の複数のゾーンとは少なくとも約３
０倍異なる、項目１４５に記載の方法。
（項目１４９）
各複数のゾーンは、（ｉ）複数の色ゾーンであって、各色ゾーンは、前記色フィルタに透
過される前記光の一部を透過し、第１の色ゾーンは、他の全ての色ゾーンによって透過さ
れる前記光の一部とは異なる光の一部を透過する、複数の色ゾーンと、（ｉｉ）前記各複
数のゾーンの前記色ゾーンのうちの２つ以上によって透過される光を透過するゾーンとを
備える、項目１４５に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】図１は、細胞分析器および選別機の例証的な設計である。
【００１５】
【図２】図２Ａは、実施形態による、らせん状濃縮構造の概略図である。図２Ｂは、実施
形態による、最初（混合サンプル）、中間セクション、および最終セクション（分離サン
プル）における図２Ａのらせん状濃縮構造のマイクロ流体チャネルの断面図である。図２
Ｃは、実施形態による、ディーン力を計算するために使用される方程式を記載する。
【００１６】
【図３】図３Ａ－３Ｃは、実施形態による、流体力学マイクロ流体デバイスの設計および
加工を図示する。図３Ａは、実施形態による、流体力学マイクロ流体デバイスのアルファ
らせん構造の透明マスクを図示する。図３Ｂは、実施形態による、流体力学マイクロ流体
デバイスのベータらせん構造の透明マスクを図示する。図３Ｃは、チャネルを可視化する
ように染料が装填されたＰＤＭＳプロトタイプデバイスを図示する。
【００１７】
【図４Ａ】図４Ａ－４Ｃは、３つの異なるサイズのマイクロビーズ（７．６μｍ、１０．
５μｍ、および２５μｍ直径）が装填された流体力学マイクロ流体デバイスの試験を図示
する。図４Ａは、４００ｐｌ／分の流速での正規化粒子数およびビーズ／マイクロリット
ルを図示する。図４Ｂは、１ｍｌ／分の流速での正規化粒子数およびビーズ／マイクロリ
ットルを図示する。図４Ｃは、１．５ｍｌ／分の流速での正規化粒子数およびビーズ／マ
イクロリットルを図示する。
【図４Ｂ】図４Ａ－４Ｃは、３つの異なるサイズのマイクロビーズ（７．６μｍ、１０．
５μｍ、および２５μｍ直径）が装填された流体力学マイクロ流体デバイスの試験を図示
する。図４Ａは、４００ｐｌ／分の流速での正規化粒子数およびビーズ／マイクロリット
ルを図示する。図４Ｂは、１ｍｌ／分の流速での正規化粒子数およびビーズ／マイクロリ
ットルを図示する。図４Ｃは、１．５ｍｌ／分の流速での正規化粒子数およびビーズ／マ
イクロリットルを図示する。
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【図４Ｃ】図４Ａ－４Ｃは、３つの異なるサイズのマイクロビーズ（７．６μｍ、１０．
５μｍ、および２５μｍ直径）が装填された流体力学マイクロ流体デバイスの試験を図示
する。図４Ａは、４００ｐｌ／分の流速での正規化粒子数およびビーズ／マイクロリット
ルを図示する。図４Ｂは、１ｍｌ／分の流速での正規化粒子数およびビーズ／マイクロリ
ットルを図示する。図４Ｃは、１．５ｍｌ／分の流速での正規化粒子数およびビーズ／マ
イクロリットルを図示する。
【００１８】
【図５】図５Ａは、実施形態による、異なる出口構造を伴う、濃縮構造の２つの実施形態
、すなわち、デバイス１およびデバイス２を図示する。図５Ｂは、濃縮構造出口を通過す
る２５μｍビーズ（左パネル）、ＭＣＦ－７細胞（中央パネル）、および白血球（左パネ
ル）を伴う、濃縮構造の画像を示す。図５Ｃは、約９５０個のＭＣＦ－７細胞を添加され
た６ミリリットルの血液（ｎ＝６）を使用した、図２２Ａのデバイス１およびデバイス２
からの濃縮倍率の比較のプロットである。
【００１９】
【図６】図６Ａ－６Ｄは、らせん状濃縮構造による白血球（ＷＢＣ）の除去および循環腫
瘍細胞（ＣＴＣ）の保持を図示する。約９５０個のＭＣＦ７細胞を添加された１９Ｍの白
血球が、らせん状濃縮構造を通した実行前または後に検査された。ＷＢＣの大幅な損失お
よびＥｐＣＡＭ－ＰＥ抗体で標識されたＭＣＦ７細胞の保持が観察される（図６Ｂ、６Ｄ
）。実行に続いて、２１，５８４個のＷＢＣが残り（９９．８％の除去）、７６０個のＭ
ＣＦ７細胞が残った（８０％の保持）。代表的な実験からのヒストグラムであって、ｎ＝
６である。
【００２０】
【図７】図７Ａは、実施形態による、チャネル寸法とともに４つの旋回を伴う蛇行混合構
造を用いた流体動的シミュレーションを示し、また、濃度勾配（「高Ｃ」から「低Ｃ」ま
で）も図示する。高い濃度（「高Ｃ」）および低い濃度（「低Ｃ」）を伴う２つの溶液が
注入される。蛇行構造の内側で、２つの溶液は、効率的に混合させられ、出口において、
増加した混合を示す、「中間の」濃度を伴う混合溶液が観察される。図７Ｂは、実施形態
による、２０の旋回を伴う蛇行マイクロ流体混合構造を図示する。図７Ｃは、ＰＤＭＳを
使用した、図７Ｂの蛇行マイクロ流体混合構造の製造されたプロトタイプを示す。
【００２１】
【図８】図８Ａは、約１０，０００個のＨｅＬａ細胞のＥｐＣＡＭ標識のフローサイトメ
トリ分析を示す。図８Ｂは、約１０，０００個のＭＣＦ－７細胞のＥｐＣＡＭ標識のフロ
ーサイトメトリ分析を示す。図８Ｃ、８Ｄは、約１０，０００個のＭＣＦ－７　ＧＦＰ細
胞のＥｐＣＡＭ標識のフローサイトメトリ分析を示す。図８Ｃは、抗ＥｐＣＡＭ抗体で処
理されなかったＧＦＰ陽性ＭＣＦ７を示す。図８Ｃおよび８Ｄの細胞は、混合後にＧＦＰ
陽性およびＧＦＰ／ＥｐＣＡＭ陽性信号を区別するようにゲート制御された。
【００２２】
【図９】図９Ａ、９Ｂは、オンチップ混合構造によって促進された抗体結合を図示する。
図９Ａは、撹拌または混合を伴わずに１：２５でＭＣＦ－７（１０，０００／μｌ）に追
加され、０、５、１５、および３０分時点で検査された、ＥｐＣＡＭ－ＰＥ抗体を示す。
図９Ｂは、１：２５でＭＣＦ－７に追加され、オンチップ混合構造を通過させられた、Ｅ
ｐＣＡＭ－ＰＥ抗体を示す。
【００２３】
【図１０】図１０Ａ－１０Ｃは、実施形態による、マイクロ流体検出器の設計および生産
を図示する。図１０Ａは、実施形態による、マイクロ流体検出器の設計を図示する。図１
０Ｂは、ＰＤＭＳで作製された、製造されたマイクロ流体検出器を示し、４分の１が、サ
イズ比較のために平行して配置されている。図１０Ｃは、新しいチップの挿入および迅速
交換のためのチップカートリッジを示す。
【００２４】
【図１１】図１１は、実施形態による、流体動的シミュレーションを図示する。左パネル
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は、シース流の流線形（幅１５０μｍ）およびサンプル流線形（幅５０μｍ）を示す、３
Ｄ　ＣＯＭＳＯＬシミュレーションを示す。サンプル流は、横方向および垂直に中心化さ
れる。右パネルは、集束サンプル流を水平および垂直に示す、側面から可視化されたサン
プル流を示す。
【００２５】
【図１２】図１２Ａ、１２Ｂは、実施形態による、アルファマイクロ流体検出器の感度お
よび選別を図示する。図１２Ａでは、２０ｍＷ電力出力を伴う４８８ｎｍレーザ、および
既製の光学部品を使用して、ＧＦＰ陽性ＭＣＦ－７細胞（中間パネル）、またはＰＥ共役
ＥｐＣＡＭ抗体で標識された細胞（右パネル）を検出する感度が達成される。図１２Ｂは
、高速ＣＭＯＳカメラおよびサンプル中のローダミン染料を使用して可視化されるような
マイクロ流体選別接合点を示す。ＰＺＴアクチュエータ表面が下向きに屈曲する（例えば
、チャンバ中の流体を押動する）と、ローダミン流は、パネル１から始まってパネル６ま
で連続的に図示されるように、左チャネルに切り替えられる。
【００２６】
【図１３】図１３Ａ、１３Ｂは、らせん状濃縮構造（図３０Ａ）およびマイクロ流体検出
器（図３０Ｂ）を通過した後の細胞の生存能力を示す。図１３Ａは、マイクロ流体らせん
状濃縮構造を通して送出された（らせん後）、または緩衝剤中で保たれた（対照）後のＭ
ＣＦ７細胞の生存能力を示す。次いで、ヨウ化プロピジウムが追加され、細胞生存能力が
フローサイトメトリによって分析された。図１３Ｂは、本明細書で開示されるような市販
ＦＡＣＳまたはマイクロ流体検出器を使用して選別された、ラット心筋細胞の生存能力を
示す。次いで、細胞生存能力を測定するように、細胞がトリパンブルーで染色された。
【００２７】
【図１４】図１４は、実施形態による、マイクロ流体検出器を図示する。
【００２８】
【図１５】図１５は、実施形態による、マイクロ流体検出器を図示する。
【００２９】
【図１６Ａ】図１６Ａは、実施形態による、マイクロ流体検出器を図示する。
【００３０】
【図１６Ｂ】図１６Ｂは、実施形態による、マイクロ流体検出器を図示する。
【００３１】
【図１６Ｃ】図１６Ｃは、実施形態による、マイクロ流体検出器による光学信号処理を図
示する。
【００３２】
【図１７】図１７は、実施形態による、マイクロ流体検出器の構成要素を示す概略図であ
る。
【００３３】
【図１８】図１８は、実施形態による、光学フィルタ導波管および光学開口を伴うマイク
ロ流体検出器の概略図である。
【００３４】
【図１９Ａ】図１９Ａは、図３６のマイクロ流体検出器の構成要素をさらに詳細に示す、
上面図である。
【００３５】
【図１９Ｂ】図１９Ｂは、３つの差し込み画像部分をさらに含む、図３８のマイクロ流体
検出器の部分を断面でさらに詳細に示す、追加の図である。
【００３６】
【図２０】図２０Ａは、ＦＡＧＳデバイスのマイクロ流体チャネルを通過する細胞をさら
に示す、図１９Ａのマイクロ流体検出器の部分の追加の図である。図２０Ｂおよび２０Ｃ
は、それぞれ、図２０Ａの線Ｂ－ＢおよびＣ－Ｃに沿って得られた、図１５－１７Ａのマ
イクロ流体検出器の断面図である。
【００３７】
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【図２１】図２１Ａは、実施形態による、マイクロ流体検出器の時空間符号化動作の概略
図である。図２１Ｂは、図１９Ａ－２０Ｃのマイクロ流体検出器の色時空間（ＣＯＳＴ）
符号化動作の概略図である。
【００３８】
【図２２】図２２は、図２１Ａの時空間符号化動作の実施例を示す。
【００３９】
【図２３】図２３は、実施形態による、マイクロ流体検出器のためのリアルタイムプロセ
ス制御の例示的なＡＳＩＣアーキテクチャを図示する。
【００４０】
【図２４】図２４は、実施形態による、例示的なプログラム可能合致フィルタを図示する
。
【００４１】
【図２５－１】図２５Ａ－２５Ｃは、実施形態による、細胞速度を判定する際の異なる信
号周波数でフィルタのバンクを介した信号処理を示す。図２５Ａは、異なる速度を伴う粒
子（例えば、フルオロフォアまたは量子ドットを伴う細胞）が、どのようにして時間およ
び周波数ドメイン中で異なる信号を生成するかを図示する。図２５Ｂは、その信号波形を
フィルタバンクの中の異なるフィルタに合致させることによって、各個別粒子の速度を推
定するように、どのようにしてフィルタバンクアーキテクチャを適用することができるか
を図示する。図２５Ｃは、処理実施例を図示する。
【図２５－２】図２５Ａ－２５Ｃは、実施形態による、細胞速度を判定する際の異なる信
号周波数でフィルタのバンクを介した信号処理を示す。図２５Ａは、異なる速度を伴う粒
子（例えば、フルオロフォアまたは量子ドットを伴う細胞）が、どのようにして時間およ
び周波数ドメイン中で異なる信号を生成するかを図示する。図２５Ｂは、その信号波形を
フィルタバンクの中の異なるフィルタに合致させることによって、各個別粒子の速度を推
定するように、どのようにしてフィルタバンクアーキテクチャを適用することができるか
を図示する。図２５Ｃは、処理実施例を図示する。
【００４２】
【図２６】図２６Ａおよび２６Ｂは、マイクロ流体検出器のための流体チャネル（図２６
Ａ）中の例示的な信号符号化構造（図２６Ｂ）を図示する。
【００４３】
【図２７】図２７は、プログラム可能ＦＩＲフィルタリングバンクに基づく、例示的なＤ
ＳＰ処理ブロックを図示する。
【００４４】
【図２８】図２８Ａ－２８Ｃは、いくつかの実施形態による、粒子選別機およびその動作
を図示する。図２８Ａは、選別が起こらない（膜移動がない）シナリオを図示する。図２
８Ｂは、粒子がチャネル１１６Ｃの中へ選別される（上向きの屈曲）シナリオを図示する
。図２８Ｃは、粒子がチャネル１１６Ａの中へ選別される（下向きの屈曲）シナリオを図
示する。
【００４５】
【図２９】図２９Ａ－２９Ｃはさらに、図１４の粒子選別機の動作を図示する。図２９Ａ
は、圧電膜が移動しないため、主要／ソースチャネルから廃棄物収集チャネルへ直接進行
する粒子を図示する。図２９Ｂは、選別トリガ信号を受信すると圧電膜が上向きに偏向さ
せられるときに、右側の選別チャネルに選別されている粒子を図示する。図２９Ｃは、選
別トリガ信号を受信すると圧電膜が下向きに偏向させられるときに、左側の選別チャネル
に選別されている粒子を図示する。
【００４６】
【図３０】図３０は、実施形態による、図２８Ａ－２８Ｃのマイクロ流体検出器の加工を
図示する。
【００４７】
【図３１】図３１Ａ－３１Ｃは、図１４のマイクロ流体検出器中のローダミンの偏向を示
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す。
【００４８】
【図３２】図３２Ａ－３２Ｆは、ビーズの実験的（図５２Ａ、５２Ｃ、５２Ｅ）およびシ
ミュレートされた（図５２Ｂ、５２Ｄ、５２Ｆ）軌道を示す。
【００４９】
【図３３】図３３は、制御信号として正弦波入力電圧を受けたときの大腸菌細胞の偏向を
図示する。
【００５０】
【図３４】図３４は、実施形態による、閉ループ制御を有するマイクロ流体検出器を図示
する。
【００５１】
【図３５】図３５は、実施形態による、図３４のマイクロ流体検出器のための空間フィル
タを図示する。
【００５２】
【図３６】図３６は、実施形態による、図３４の閉ループシステムのための制御回路の動
作を示す、ブロック図である。
【００５３】
【図３７】図３７Ａ－３７Ｄは、ＰＤＭＳとＴｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦとの間の弾性
不一致を低減させる、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦコーティングされた流体コア導波管
のための例示的な加工プロセスを図示する。
【００５４】
【図３８】図３８は、実施形態による、光出力測定のための実験設定、流体コア導波管の
断面、およびＴｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦコーティングを伴う流体コア導波管から出力
される光を図示する。点線のボックスは、チャネルの周辺であり、実線は、Ｔｅｆｌｏｎ
（登録商標）ＡＦコーティングされたコア層である。
【００５５】
【図３９】図３９は、光を分割して３方向接合部で誘導することができる、デバイスのレ
イアウト、およびＰＤＭＳで加工されたデバイスの写真を図示する。
【００５６】
【図４０】図４０は、流体中の蛍光染料が流体と同一の経路を共有する４８８ｎｍレーザ
光によって励起されるときに、ローダミン６Ｇによって発せられる光を示す。４８８ｎｍ
入力光は、３方向分割後でさえも流体チャネルの経路全体を通して誘導される。
【００５７】
【図４１】図４１は、実施形態による、フローサイトメトリまたは蛍光活性化細胞選別に
使用される、マイクロ流体検出器のレンズの特定の構成の概略図である。
【００５８】
【図４２】図４２は、実施形態による、フローサイトメトリまたは蛍光活性化細胞選別に
使用される、マイクロ流体検出器のための励起光源の特定の構成の概略図である。
【００５９】
【図４３】図４３は、実施形態による、フローサイトメトリまたは蛍光活性化細胞選別に
使用される、マイクロ流体検出器の励起光源（例えば、レーザ）の特定の構成の概略図で
ある。
【００６０】
【図４４】図４４は、実施形態による、フローサイトメトリまたは蛍光活性化細胞選別に
使用される、マイクロ流体検出器中の光学フィルタのアレイと光学検出器（例えば、ＰＭ
Ｔまたは光検出器）との間に位置するレンズを示す、概略図である。
【００６１】
【図４５】図４５Ａ－４５Ｃは、実施形態による、フローサイトメトリまたは蛍光活性化
細胞選別に使用される、マイクロ流体検出器の回折格子を図示する。粒子がチャネル中の
点Ａ（図４５Ａ）から点Ｂ（図４５Ｂ）まで、および最終的に点Ｃ（図４５Ｃ）まで移動
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するとき、ＰＭＴは、回折格子により、それぞれ、点Ａ、Ｂ、およびＣで、細胞の異なる
ように符号化されたスペクトル情報を登録し、時間ドメイン中で色時空間符号化された信
号を生成する。
【００６２】
【図４６】図４６は、実施形態による、色時空間（ＣＯＳＴ）符号化動作を利用する、画
像ベースのマイクロ流体検出器の概略図である。
【００６３】
【図４７】図４７は、実施形態による、色時空間（ＣＯＳＴ）符号化動作を利用する、画
像ベースのマイクロ流体検出器の複数のスペクトルフィルタを伴う回転車輪の概略図であ
る。
【００６４】
【図４８】図４８は、実施形態による、ＣＯＳＴ信号からサンプルの蛍光色を解読するた
めの方法である。
【００６５】
【図４９】図４９Ａおよび４９Ｂは、実施形態による、ＣＯＳＴフィルタ設計、および対
応するフィルタを辿る光学経路中の光学検出器によって検出された信号を図示する。図４
９Ａは、例示的な４スリットスペクトルフィルタを図示する。図４９Ｂは、例示的な連続
段階的ＣＯＳＴフィルタを図示する。
【００６６】
【図５０】図５０は、実施形態による、粒子選別機の説明図である。
【００６７】
【図５１】図５１Ａは、実施形態による、図５０の蛍光検出器の出力の例示的なプロット
である。図５１Ｂは、実施形態による、図５０のインピーダンス検出器の出力の例示的な
プロットである。
【００６８】
【図５２】図５２Ａは、実施形態による、蛍光検出の説明図である。図５２Ｂは、実施形
態による、図５２ＡのＰＭＴの出力の例示的なプロットである。
【００６９】
【図５３－１】図５３Ａは、実施形態による、図５２Ａの赤色、緑色、および青色フィル
タのフィルタ透過特性の説明図である。図５３Ｂは、本発明の方法および装置によって選
別されるような複数のブリリアントバイオレット（ＢＶ）染料を図示するプロットである
。
【００７０】
【図５３－２】図５３Ｃは、実施形態による、図５２ＡのＰＭＴの出力の例示的なプロッ
トである。図５３Ｄは、本発明の方法および装置によって選別されるようなフルオロフォ
アＦＩＴＣ、ＰＥ、およびｔｄＴｏｍａｔｏを図示するプロットである。
【００７１】
【図５４】図５４は、実施形態による、図１の粒子選別機を使用した選別の検証のための
例証的なアプローチである。
【００７２】
【図５５】図５５は、実施形態による、２つの粒子の選別の検証のための例証的なアプロ
ーチである。
【００７３】
【図５６－１】図５６Ａは、実施形態による、複数のインピーダンス検出器を有する、粒
子選別機の説明図である。図５６Ｂ－５６Ｃは、実施形態による、複数のチャネルへの粒
子の選別の検証のための例証的なプロットである。
【図５６－２】図５６Ｂ－５６Ｃは、実施形態による、複数のチャネルへの粒子の選別の
検証のための例証的なプロットである。
【００７４】
【図５７】図５７は、実施形態による、粒子の選別の検証のための方法である。
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【００７５】
【図５８】図５８は、実施形態による、粒子の計数のための例証的なアプローチである。
【００７６】
【図５９－１】図５９Ａ－５９Ｃは、実施形態による、粒子の計数のための分析の例証的
なプロットである。
【図５９－２】図５９Ａ－５９Ｃは、実施形態による、粒子の計数のための分析の例証的
なプロットである。
【００７７】
【図６０Ａ】図６０Ａ－６０Ｂは、実施形態による、粒子の数を判定するための例証的な
アプローチである。
【図６０Ｂ】図６０Ａ－６０Ｂは、実施形態による、粒子の数を判定するための例証的な
アプローチである。
【００７８】
【図６１】図６１は、実施形態による、粒子のフィードバックベースの計数のための方法
である。
【００７９】
【図６２】図６２Ａは、実施形態による、同一のチャネル中に２つの検出ゾーンを有する
粒子選別機である。図６２Ｂは、実施形態による、図６２Ａのインピーダンス検出器の出
力の例証的なプロットである。図６２Ｃは、実施形態による、図６２Ｂの蛍光検出器の出
力の例示的なプロットである。
【００８０】
【図６３】図６３Ａは、実施形態による、図６２Ａのインピーダンス検出器の例示的実施
形態の斜視図である。図６３Ｂは、実施形態による、単一の粒子に対する図６２Ａのイン
ピーダンス検出器の出力の例示的なプロットである。図６３Ｃは、実施形態による、異な
るサイズの３つの粒子に対する図６２Ａのインピーダンス検出器の出力の例示的なプロッ
トである。
【００８１】
【図６４】図６４は、実施形態による、粒子の選別のための方法である。
【００８２】
【図６５】図６５は、実施形態による、粒子の選別のためのシステムである。
【００８３】
【図６６】図６６は、実施形態による、図６５のコンピュータ装置の説明図である。
【００８４】
【図６７】図６７は、実施形態による、オンチップ試薬の準備を含む、粒子選別機の説明
図である。
【００８５】
【図６８】図６８は、実施形態による、オンチップ試薬の準備を含む、例示的な粒子選別
機の説明図である。
【００８６】
【図６９】図６９Ａ－６９Ｃは、色時空間符号化されたシステムからの色調補正結果の説
明図である。図６９Ａ、図６９Ｂは、それぞれ、フルオロフォア１およびフルオロフォア
２の正規化シグネチャ波形を図示する。図６９Ｃは、（方程式５）から得られたフルオロ
フォア１およびフルオロフォア２からの光強度を図示する。ＣＯＳＴフィルタは、赤色か
ら緑色の連続透過スペクトルを伴う色フィルタによって辿られる、全域通過窓の２つのス
リットから成ると仮定される。
【００８７】
【図７０】図７０Ａは、タンデムフィルタの例証的な設計である。各一式のフィルタは、
異なるスペクトル特性を伴う複数のスリットから成る。第２のフィルタセットは、フィル
タの第１のセットより低い全体的透過係数を有する。図７０Ｂは、図７０Ａのフィルタを
通して受信される例示的な細胞信号の説明図である。第１の細胞は、第２のフィルタセッ
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トからの出力がほとんど検出可能ではないように、低い蛍光強度を有する。第２の細胞は
、強い蛍光強度を有し、第１のフィルタセットからの出力は、ＰＭＴ検出器を飽和させる
。しかしながら、両方の細胞の蛍光特性は、強調表示されるような適正な強度を伴う信号
の一部から適正に検出することができる。
【００８８】
【図７１】図７１Ａ－Ｇは、タンデムフィルタを微細加工するためのプロセスフローの説
明図を提供する。
【００８９】
【図７２】図７２Ａ、７２Ｂは、実施形態による、選別後弁（図７２Ｂ）を伴う粒子選別
機（図７２Ａ）の選別チャネルの修正を図示する。
【００９０】
【図７３】図７３は、実施形態による、粒子選別機を伴う整合マーカの使用の説明図であ
る。
【発明を実施するための形態】
【００９１】
　本明細書で使用されるように、「１つの（ａ、ａｎ）」および「該（ｔｈｅ）」という
単数形は、文脈が明確に別様に指示しない限り、複数形の指示対象を含む。したがって、
例えば、「１つのデバイス」という用語は、単一のデバイスまたはデバイスの組み合わせ
を意味することを目的としている。
【００９２】
　本明細書で使用されるように、「粒子」という用語は、それに基づいて選別することが
できる、少なくとも１つの特性を有すると見なされる任意の実体を指す。したがって、粒
子という用語は、有機粒子、無機粒子、有機および無機成分を有するハイブリッド粒子、
および／または同等物を含むが、それらに限定されない。粒子は、ビーズ、ナノ粒子、微
粒子、および／または同等物を含むが、それらに限定されない、任意の好適なサイズおよ
び形態である。粒子という用語はまた、１つ以上の細胞（哺乳類および非哺乳類細胞を含
む）、細菌、ウイルスおよび／または同等物等の生物学的実体も含む。粒子という用語は
、希少な細胞型、または豊富な細胞型を指すことができる。
【００９３】
　本明細書で使用されるように、「粒子選別機」、「細胞選別機」、「粒子検出器」、「
細胞検出器」、「粒子分析器」、「細胞分析器」、「マイクロ流体選別機」、「マイクロ
流体検出器」という用語、およびそれらの変異形は、同義的に使用することができ、かつ
他方を包含することができる。例えば、粒子選別機は、粒子検出器を含むことができ、細
胞検出器は、細胞選別機を含むことができる。
【００９４】
　本明細書で使用されるように、「希少細胞」、「比較的希少な細胞」、「比較的希少な
細胞型」という用語、およびそれらの変異形は、２つ以上の細胞型を有する組成物中の細
胞亜集団を表すために使用されるときに、比較的希少な細胞型より多くの数で組成物中に
存在する、少なくとも１つの他の細胞型があることを示す。本明細書で使用されるように
、「豊富な細胞」、「比較的豊富な細胞」、「比較的豊富な細胞型」という用語、および
それらの変異形は、２つ以上の細胞型を有する組成物中の細胞亜集団を表すために使用さ
れるときに、比較的豊富な細胞型より小さい／少ない数で組成物中に存在する、少なくと
も１つの他の細胞型があることを示す。
【００９５】
　細胞の組成物が、「比較的希少な細胞型」および「比較的豊富な細胞型」の両方を有す
るものとして表されるとき、組成物が、比較的希少な細胞型より大きい数で比較的豊富な
細胞型を含有することが示される。換言すると、組成物は、比較的豊富な細胞型より大き
い数で存在する他の細胞型、および／または比較的希少な細胞型より小さい／少ない数で
存在する他の細胞型を依然として含有することができる。
【００９６】
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　本明細書で開示されるようないくつかの実施形態は、例えば、追跡分析のために、特定
の特性を伴う粒子が単離される必要がある場合、粒子特性を判定する単一粒子の調査のた
めに動作可能である。有利には、本明細書で開示される実施形態は、従来技術のシステム
と関連付けられる製造および／または動作のサイズ、費用、および複雑性を低減させなが
ら、この機能を果たすように動作可能である。図１は、本発明の粒子分析器および選別機
のモジュール式性質の例示的実施形態を図示する。特に細胞選別を参照すると、本明細書
で開示される実施形態は、細胞性質および／または生物学的マーカの光学検出に基づく、
選択された細胞亜集団の単離のための高まる必要性を満たすことができる。
【００９７】
　複数の生物学的マーカを評価する現在の技法は、迅速結果のために非実用的であり、極
めて高価であり、複雑で、通常は不良な感度を有する。微量タンパク質の検出のための至
適基準検定は、酵素結合免疫吸着検査法（ＥＬＩＳＡ）である。ＥＬＩＳＡは、低いｎｇ
／ｍＬ範囲および高いサンプルスループットでタンパク質を検出することができるが、サ
ンプルにつき複数の被分析物を検出する能力が欠けている。質量分析法に基づくもの等の
他の技術プラットフォームは、多重化（サンプルにつき多くのタンパク質を検出すること
）において、いくらかの初期成功を示しているが、適度のサンプルスループットおよび検
出限界を有する。
【００９８】
　加えて、質量分析法アプローチは、タンパク質／ペプチドのみに好適である。当技術分
野での１つの既知の光学的アプローチは、被分析物につき別の抗体に付着した異なるフル
オロフォアと組み合わせられた抗体に結合された蛍光微粒子とともに「２色コード」を使
用する、フローサイトメトリプラットフォームを含む。しかしながら、そのような２色コ
ードアプローチは、システムをかさばらせて高価にする、複数のレーザおよび光学検出器
を必要とする。これは、計装の広い設置面積および高い費用をもたらす、主要な欠点であ
る。
【００９９】
　加えて、本明細書で開示される実施形態は、粒子処理のための完全なシステムを提供し
、マイクロ流体規模で、（例えば、以降で説明されるらせん状濃縮構造を介した）サンプ
ル濃縮、（例えば、以降で説明される蛇行混合構造を介した）サンプル混合、（例えば、
光学ベースの粒子選別機および圧電作動を介した）サンプル／粒子選別、（例えば、イン
ピーダンスベースのセンサを介した）選別の検証、（例えば、ハイブリッド光学／インピ
ーダンスベースのシステムを介した）フィードバックベースの光学選別を包含することが
できる。本明細書で説明される実施形態はさらに、統合試薬供給、およびサンプルとの混
合（例えば、選別前／選別後混合のためのオンチップ試薬）を提供することができる。本
明細書で説明される実施形態はさらに、選別粒子収集量の最適化（例えば、選別後弁の使
用）を提供することができる。
【０１００】
　本明細書で説明される実施形態はさらに、粒子検出のための光学システムおよび改良型
方法（例えば、ＣＯＳＴ方法）を提供する。本明細書で説明される例示的実施形態はさら
に、（例えば、粒子が２つ以上の波長で蛍光を発するときに）色調補正を含むことができ
る粒子検出のための改良型システム、ならびに単一検出器システムにおけるダイナミック
レンジを向上させるためのアプローチを提供する。
【０１０１】
　非限定的実施例として、サンプル濃縮構造は、サンプル（例えば、血液）を受容し、例
えば、（いくつかの実施形態では）オンチップ試薬供給から、試薬を濃縮サンプルに追加
するための混合構造（例えば、蛍光マーカ）への入力として、濃縮サンプルを提供するこ
とができる。混合構造は、ソースチャネルの入力ポートに選別される粒子を含有する、サ
ンプル混合物を提供することができる。光学検出機構（例えば、本明細書で開示されるよ
うなＣＯＳＴ設定／方法）は、粒子を検出することができ、選別機構は、光学検出機構に
基づいて粒子を選別することができる。検証機構は、粒子が適正に選別されたことを確実
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にすることができ、かつフィードバックを選別機構に提供するために使用することができ
る。
【０１０２】
　いくつかの実施形態では、光学検出機構は、色調補正を説明することができ、および／
またはそれと関連付けられる単一の検出器のダイナミックレンジを増加させるために構成
することができる。いくつかの実施形態では、検証機構から受信されるタイミング情報に
基づいて、選別された粒子と関連付けられる容積を制御するように、選別後機構（例えば
、弁）を各目的地チャネル内で形成することができる。
【０１０３】
　粒子を選別するためのシステム、装置、および方法が、本明細書で説明される。いくつ
かの実施形態では、粒子は、第１の検出信号によって測定されるような粒子の光学特性に
基づいて、第１のチャネルからいくつかの第２のチャネルのうちの１つの中へ選別される
。いくつかの実施形態では、第２のチャネルの中への粒子の選別は、第２のチャネル中の
粒子の存在および／または体積と関連付けられる第２の検出信号によって検証される。し
たがって、本開示の側面は、粒子の光学特性が正しく識別されたこと、各選別チャネルの
中へ選別された粒子の数が正しかったこと、粒子が正しく選別されたこと、および同等物
を検証することを可能にする。本開示の側面はさらに、選別のフィードバック制御のため
、選別された粒子を特徴付けるため、および／または同等物等のさらなる分析のために、
検証情報を使用するように動作可能である。
【０１０４】
　遠隔部位から侵入し、コロニーを作り、増殖することができる、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ
）は、所与の腫瘍の転移性悪性に対するマーカと見なすことができる。末梢血または骨髄
から収集されるＣＴＣは、ＤＮＡ、ｍＲＮＡ、および／またはタンパク質レベルで患者の
癌を生物学的に特徴付ける「液体生検」としての可能性を秘めている。ＣＴＣの計測と併
せて、分子レベルでのそのような分析は、転移性疾患の性質、腫瘍の診断および予後、治
療の進行、最も効果的な個人化癌治療（例えば、化学療法）の開発についての重要な情報
を明らかにすることができる。
【０１０５】
　フローサイトメトリ（またはＦＡＣＳ）は、複数のパラメータによる、迅速で高度に特
異的かつ定量的な細胞ごとの分析、ならびにさらなる分子特性化のためにＣＴＣを選別す
る能力を可能にすることができる。加えて、フローサイトメトリは、成熟した、よく認識
されている商業的に実現可能な技術である。しかしながら、いくつかの障害が、それらの
複雑性、サイズ、および高い費用により、現在のフローサイトメータをＣＴＣの診療地点
分析のために非実用的にする。ここで、いくつかの実施形態では、汚染および／または飛
沫同伴の危険性の低減により、いくつかの実施形態では、臨床用途のために理想的な閉鎖
使い捨てチップを使用して、複数の細胞型の組成物中の特定の細胞型／亜集団（例えば、
ＣＴＣ）の検出および／または捕捉を可能にする、マイクロ流体技術が提供される。
【０１０６】
　いくつかの実施形態では、下流分子分析に好適な細胞集団（例えば、ＣＴＣ）のオンチ
ップ抗体標識、計測、および選別を提供することができる、ラボオンチップマイクロ流体
検出器を含む、マイクロ細胞検出システムが本明細書で説明される。いくつかの実施形態
では、ラボオンチップマイクロ流体検出器を含む、マイクロ細胞検出システムは、生体（
例えば、生存）細胞集団、および／または細胞亜集団（例えば、比較的豊富な細胞型、比
較的希少な細胞型、ＣＴＣ等の特定の細胞型、および／または同等物）の選別、検出、お
よび／または収集を提供することができる。いくつかの実施形態では、マイクロ細胞検出
システムは、（ｉ）濃縮構造と、（ｉｉ）混合構造と、（ｉｉｉ）マイクロ流体検出器と
を含むことができる。いくつかの実施形態では、細胞検出システムは、（ｉ）第１段階細
胞分離／細胞濃縮装置と、（ｉｉ）流体力学支援混合器と、（ｉｉｉ）細胞単離のための
卓上マイクロＦＡＣＳ（例えば、マイクロ流体検出器）とを含む。
【０１０７】
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　いくつかの実施形態では、本明細書で説明される検出器システムは、（１）細胞亜集団
（例えば、比較的希少な細胞型／希少細胞集団、例えば、ＣＴＣ）を計測（例えば、濃縮
）し、（２）全血から単離する、費用効率的で使用しやすい、迅速かつ確実な技術および
方法であり得る。本明細書で説明される検出器システムは、５～１０倍高価であり、使用
することが複雑であり、かつ非常に大型である、従来のＦＡＣＳシステムと比べて利点を
有する。いくつかの実施形態では、検出器システムは、（１）濃縮構造を利用した、約１
００倍以上（例えば、約４００倍）の細胞集団（例えば、特定の細胞型、ＣＴＣ）の濃縮
、（２）混合構造を使用した、２分未満での結合剤（例えば、抗体）を用いた濃縮細胞型
または濃縮細胞集団の標識、および（３）約２８％以上、または約３０％以上、または約
４０％以上、または約２８％～約９０％、または約２８％～約８０％、または約２８％～
約７０％、または約２８％～約６０％の回収率で標識細胞を検出および／または単離する
ことを提供することができる。
【０１０８】
　濃縮構造
【０１０９】
　いくつかの実施形態では、細胞（例えば、白血球）の集団から第１の細胞型（例えば、
ＣＴＣ）を選別、分離、および／または収集することができる、濃縮構造が提供される。
細胞濃縮とは、第１の細胞型および第２の細胞型を含む組成物等の特定の細胞型とは異な
る細胞の集団から、特定の細胞型（例えば、比較的希少な細胞型、または比較的豊富な細
胞型）を選別、分離、および／または収集することを指すことができる。特定の細胞型は
、いくつかの実施形態では、希少な細胞型であり得る。細胞の物理的または生物学的性質
（例えば、表現型、遺伝子型）によって、特定の細胞型を他の細胞型と区別することがで
きる。例えば、サイズ、質量、粒度、変形能、分極率、１つ以上の細胞表面マーカ（例え
ば、細胞表面分子の存在または非存在）、１つ以上の細胞内マーカ（例えば、細胞内分子
、ＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質、タンパク質修飾の存在または非存在）、および／または
機能（例えば、細胞代謝機能、酵素機能）、同等物、または、それらの組み合わせによっ
て、特定の細胞型を区別することができる。いくつかの実施形態では、細胞の濃縮は、濃
縮構造によって提供される。当技術分野で公知である好適な細胞濃縮構造は、マイクロ細
胞検出システムで使用することができる。
【０１１０】
　細胞濃縮構造として使用することができる技術またはデバイスの非限定的実施例は、膜
精密濾過、ピンチ流分画、決定論的側方変位、ハイドロフォレーシス、誘電泳動（ＤＥＰ
）、免疫磁性ベースの単離、障害物の周囲の層流の非対称分岐（Ｈｕａｎｇ　ＬＲ，　ｅ
ｔ．ａｌ．．　Ｓｃｉｅｎｃｅ．　２００４　Ｍａｙ　１４；３０４（５６７３）：９８
７－９０）、超並列微細ふるい分けデバイス（Ｍｏｈａｍｅｄ　Ｈ，　ｅｔ．ａｌ．，　
ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓ　Ｎａｎｏｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ．　２００４　Ｄｅｃ；３（４）
：２５１－６）、生体模倣自己分離（Ｓｈｅｖｋｏｐｌｙａｓ　ＳＳ，　ｅｔ．ａｌ．，
　Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ．　２００５　Ｆｅｂ　１；７７（３）：９３３－７）、受動駆動
型マイクロ流体分離（Ｃｈｏ　ＢＳ，　ｅｔ．ａｌ．　Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ．　２００３
　Ａｐｒ　１；７５（７）：１６７１－５）、付着ベースの細胞分離、微小規模層流渦、
らせんチャネル、同等物、または、それらの組み合わせを含む。いくつかの実施形態では
、濃縮構造は、流体チャネルを含むことができる。いくつかの実施形態では、濃縮構造を
チップ上に埋め込み、チップに取り付け、またはチップ上で具現化することができる（例
えば、ラボオンチップ、または同等物）。
【０１１１】
　らせん状濃縮構造
【０１１２】
　いくつかの実施形態では、細胞濃縮構造は、細胞亜集団を分離および濃縮する際に使用
するためのらせん状濃縮構造と本明細書で詳細される、らせんチャネル構造を含む、流体
力学マイクロ流体構造である。いくつかの実施形態では、らせん状濃縮構造をチップ上に



(29) JP 6396911 B2 2018.9.26

10

20

30

40

50

埋め込むことができる（例えば、ラボオンチップ、または同等物）。いくつかの実施形態
では、サイズ、形状、質量、および／または密度等の物理的性質に基づいて、細胞および
／または粒子を分離するために、らせん状濃縮構造を使用することができる。いくつかの
実施形態では、らせん状濃縮構造は、第２のサイズを有する第２の細胞型から、第１のサ
イズを有する第１の細胞型を分離することができる。いくつかの実施形態では、他の比較
的豊富な細胞型（例えば、白血球、無情報細胞、および／または同等物）の溶液から、比
較的希少な細胞型（例えば、循環腫瘍細胞）を分離するために、らせん状濃縮構造を使用
することができる。いくつかの実施形態では、希少な細胞型および豊富な細胞型を含有す
る組成物中のより豊富な細胞型に対して希少な細胞型を濃縮するために、らせん状濃縮構
造を使用することができる。らせん設計は、細胞の分化的移動、したがって、分離を達成
するために、種々のサイズの細胞に作用する慣性揚力および粘性けん引力を利用すること
ができる。らせん流体チャネル幾何学形状による、優勢な慣性力およびディーン回転力が
、より大きい細胞に、内側流体チャネル壁付近の単一の平衡位置を占有させることができ
る一方で、より小さい細胞は、ディーン力の影響を受けて流体チャネルの外側半分まで移
動し、別個の出口で収集することができる、明確に異なる粒子流の形成をもたらす。いく
つかの実施形態では、高アスペクト比チャネルによって生成される大きい揚力により、低
い流速でさえも、らせんチャネルの短い距離で完全な細胞分離または濾過を達成すること
ができる。らせん状濃縮構造の種々の実施形態が、本明細書でさらに詳細に説明される。
【０１１３】
　いくつかの実施形態では、らせん状濃縮構造は、１つ以上の内側入口と、複数の環状ル
ープで配列される流体チャネルと、２つ以上の外側出口とを含むことができる。濃縮構造
のいくつかまたは全ての特徴は、好適な微細加工材料から加工することができ、その非限
定的実施例は、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）材料、ポリメタクリル酸メチル（Ｐ
ＭＭＡ）材料、ポリカーボネート（ＰＣ）材料、および／または環状オレフィン共重合体
（ＣＯＣ）材料、同等物、または、それらの組み合わせを含む。
【０１１４】
　いくつかの実施形態では、第１の内側入口は、種々のサイズの細胞（例えば、ＣＴＣお
よび白血球）を含有する細胞を含んだ溶液を受け取るように構成することができ、第２の
内側入口は、緩衝剤を受け取るように構成される。いくつかの実施形態では、溶液がらせ
ん状濃縮構造に進入することを可能にするように、１つ以上の内側入口をポートまたは他
の連結デバイス（例えば、シリンジと噛合するように構成される）に接続することができ
る。いくつかの実施形態では、１つの入口を提供することができる。いくつかの実施形態
では、２つ以上の入口を提供することができる。
【０１１５】
　いくつかの実施形態では、内側入口および外側入口を、複数のループで配列されるらせ
ん流体チャネルに流体的に連結することができる。いくつかの実施形態では、流体チャネ
ルは、２つの第１の壁および２つの第２の壁を有する、実質的に四辺形（例えば、長方形
、平行四辺形、菱形、凧形、台形）の断面であり得る。いくつかの実施形態では、第１の
壁は、流体チャネルの幅を画定し、（いくつかの実施形態では）第２の壁は、流体チャネ
ルの高さを画定する。いくつかの実施形態では、流体チャネルは、断面が実質的に円形ま
たは卵形である。いくつかの実施形態では、流体チャネルは、断面が実質的に長方形であ
る一部と、断面が実質的に円形または卵形である一部とを含む。いくつかの実施形態では
、実質的に円形または卵形の断面を有する、流体チャネルは、部分的に、内径および／ま
たは半径によって画定される。
【０１１６】
　いくつかの実施形態では、内側出口および外側出口は、らせん流体チャネルの反対端に
位置する。いくつかの実施形態では、分離された細胞は、内側および／または外側出口で
収集され、検出され、数えられ、または別様に分析される。いくつかの実施形態では、分
離された細胞は、外側出口またはその付近で収集され、検出され、および／または数えら
れる。いくつかの実施形態では、異なるサイズの細胞が、１つ以上の外側出口またはその
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付近で収集される。
【０１１７】
　理論によって限定されないが、らせん流体チャネル（例えば、らせん状濃縮構造）を通
って流動する流体は、半径方向外向きに指向された遠心加速を受け、チャネルの上および
底半分で、ディーン渦として知られている２つの反対に回転する渦の形成につながる。こ
れらの二次流の規模は、ｐが流体媒体の密度（ｋｇ／ｍ３）であり、Ｕｆが平均流体速度
（ｍ／秒）であり、μが流体速度（ｋｇ／ｍ－ｓ）であり、Ｒがらせん流体チャネルの経
路の曲率半径（ｍ）であり、Ｒｅが流動レイノルズ数である、図２Ｃに示される無次元デ
ィーン数（Ｄｅ）によって定量化することができる。真っ直ぐな流体チャネルについては
、ディーン流の非存在を示す、Ｄｅ＝Ｏである。湾曲チャネルでは、Ｄｅは、より高い曲
率（より小さいＲ）、より大きいチャネルサイズ（より大きいＤｈ）、およびより速い流
動（より高いＲｅ）とともに増加する。曲線チャネル中を流動する細胞は、横断ディーン
流によるけん引力を受ける。粒径に応じて、図２Ｃに示されるディーン力（ＦＤ）として
も知られている、このけん引力は、細胞をディーン渦に沿って移動させ（すなわち、循環
させ）、したがって、内側または外側チャネル壁のいずれか一方に向かって移動させるこ
とができる。
【０１１８】
　ディーン力ＦＤに加えて、曲線チャネル中の細胞は、圧力および慣性揚力を受ける。細
胞に作用する正味の揚力（ＦＬ）は、剪断誘導慣性揚力および壁誘導慣性揚力の組み合わ
せである。ポアズイユ流では、速度プロファイルの放物線性質が、細胞に作用し、流体チ
ャネル中心から離れて方向付けられる、流体剪断誘導慣性揚力をもたらす。細胞が流体チ
ャネル壁に向かって移動すると、細胞の周囲で誘導される非対称伴流が、壁から離れた壁
誘導慣性揚力を生成する。これらの対向揚力の規模は、流体チャネル断面にわたって変動
し、壁誘導揚力が、流体チャネル壁（例えば、内壁および外壁）の付近で優勢であり、剪
断誘導揚力が、流体チャネルの中心付近で優勢である。したがって、細胞は、反対方向に
指向された揚力が等しく、狭帯域を形成する、平衡位置を占有する傾向がある。
【０１１９】
　いくつかの実施形態では、らせん流体チャネル中で流動する細胞に作用する力、すなわ
ち、ディーン力および慣性揚力のサイズ依存性は、類似サイズの細胞の集中流を生じるよ
うに操作される。細胞は、１つの実施形態では、第１のサイズの第１の細胞と称される。
いくつかの実施形態では、第１のサイズではない細胞は、ディーン渦内で循環し続ける。
らせん状濃縮構造のらせん幾何学形状は、いくつかの実施形態では、より大きい細胞に、
内側流体チャネル壁付近の単一の平衡位置を占有させ、より小さい細胞に、ディーン流に
よるより高い粘性抗力を受けさせることができ、ディーン渦に沿って再循環し続け、かつ
流体チャネルの外側半分に輸送することができる。したがって、いくつかの実施形態では
、らせん状濃縮構造は、完全な分離を達成するために、より大きい細胞の慣性移動、およ
びより小さい細胞へのディーン抗力の影響を使用することができる。
【０１２０】
　いくつかの実施形態では、らせん状濃縮構造設計は、らせん幾何学形状を含む。らせん
幾何学形状は、中心点から連続的に増加または減少する距離を置いて固定中心点の周囲に
巻回する、平面上の曲線として定義することができる。らせんは、３次元で平面から逸脱
することができ、かつ（いくつかの実施形態では）円錐系のばねに類似することができる
。いくつかの実施形態では、らせん状濃縮構造は、２つ以上のループを含むことができる
。１つのループは、らせん状濃縮構造の中心点の周囲で約１つの完全な円（例えば、１つ
の完全ならせん、約３６０度）として画定することができる。いくつかの実施形態では、
らせん状濃縮構造は、３個以上のループ、４個以上のループ、５個以上のループ、６個以
上のループ、７個以上のループ、８個以上のループ、９個以上のループ、または１０個以
上のループを含む。いくつかの実施形態では、らせん状濃縮構造は、約２～約１００個の
ループ、約２～約７５個のループ、約２～約５０個のループ、約２～約２５個のループ、
約２～約２０個のループ、約２～約１０個のループ、または約２～約５個のループを含む
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。いくつかの実施形態では、らせん状濃縮構造は、約１、２、３、４、５、６、７、８、
９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、または約２０個の
ループを含む。いくつかの実施形態では、らせん状濃縮構造は、２つ以上の入口および２
つ以上の出口（例えば、分岐出口）を伴う５ループ幾何学形状を含む。
【０１２１】
　らせん流体チャネルの長さは、１つの実施形態では、約２ｃｍ以上、約４ｃｍ以上、約
６ｃｍ以上、約８ｃｍ以上、約１０ｃｍ以上、約１２ｃｍ以上、約１４ｃｍ以上、約１６
ｃｍ以上、約１８ｃｍ以上、約２０ｃｍ以上、または約２２ｃｍ以上である。いくつかの
実施形態では、流体チャネルの長さは、約２ｃｍ～約５０ｃｍ、２ｃｍ～約４０ｃｍ、２
ｃｍ～約３０ｃｍ、２ｃｍ～約２５ｃｍ、２ｃｍ～約２０ｃｍ、または約２ｃｍ～約１５
ｃｍである。いくつかの実施形態では、流体チャネルの長さは、約２、３、４、５、６、
７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２
１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、または約３０ｃｍである。
【０１２２】
　いくつかの実施形態では、らせん状濃縮構造の２つの連続ループの間の間隔は、約２０
μｍ～約２０００μｍである。いくつかの実施形態では、らせん状濃縮構造の２つの連続
ループの間の間隔は、約２５０μｍである。いくつかの実施形態では、らせんの初期曲率
半径Ｒは、約１ｍｍ～約１０ｍｍである。いくつかの実施形態では、らせんの初期曲率半
径Ｒは、約３ｍｍである。
【０１２３】
　いくつかの実施形態では、らせん状濃縮構造は、２～約２０個の外側出口を含む。いく
つかの実施形態では、らせん状濃縮構造は、約２～約１０個の外側出口を含む。いくつか
の実施形態では、らせん状濃縮構造は、２、３、４、５、６、７、８、９、または１０個
の外側出口を含む。
【０１２４】
　いくつかの実施形態では、濃縮構造は、混合構造またはマイクロ流体検出器に流体的に
連結される。いくつかの実施形態では、濃縮構造の１つ以上の出口（例えば、外側出口）
は、混合構造またはマイクロ流体検出器の入口に流体的に連結される。
【０１２５】
　混合構造
【０１２６】
　マイクロ流体システム中の流動チャネルの小さな規模は、表面対体積比を増加させ、し
たがって、多くの用途のために有利である。しかしながら、そのような流体チャネル中の
液体流の特定のレイノルズ数（Ｒｅ＝１ρｖ／η）は、非常に小さい。例えば、レイノル
ズ数は、１００μｍのチャネル幅、１ｍｍ／秒の液体流速、１ｇ／ｃｍ３の流体密度、お
よび０．００１Ｎｓ／ｍ２の粘度を伴う典型的な水性マイクロ流体システムにおいて約０
．１である。そのような低レイノルズ数体制では、乱流混合が起こらず、したがって、拡
散種混合が重要な役割を果たすが、本質的に遅いプロセスである。いくつかの実施形態で
は、混合構造の機能は、徹底的な混合性能を達成することができるように、マイクロ流体
チャネルにおける混合効率を増進することであり得る。いくつかの実施形態では、混合構
造の性能は、混合時間を短縮し、検出器システムを使用するときに結合剤で細胞を標識す
るために必要とされる全体的な時間を削減することである。いくつかの実施形態では、混
合構造の機能は、混合チャネルの長さを短縮し、検出器システムの全体的サイズを縮小す
ることである。いくつかの実施形態では、混合構造の機能は、混合プロセス中に細胞生存
能力を維持することである。いくつかの実施形態では、検出器システムのスループットを
増加させるため、および効果的なラボオンチップシステムを可能にするために、効率的な
混合構造が採用される。いくつかの実施形態では、混合構造は、流体チャネルを含む。い
くつかの実施形態では、混合構造は、チップ上に埋め込まれる（例えば、ラボオンチップ
、および／または同等物）。
【０１２７】
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　混合構造は、１つの実施形態では、当技術分野で公知である好適なマイクロ流体混合器
である。いくつかの実施形態では、混合構造は、能動流体混合器である。能動流体混合器
の非限定的実施例は、音響混合器、超音波混合器、誘導泳動混合器、動電時間パルス混合
器、圧力摂動混合器、磁気混合器、熱混合器、電気流体力学力混合器、磁気流体力学流混
合器、および／または動電不安定混合器、同等物、および／またはそれらの組み合わせを
含む。いくつかの実施形態では、混合構造は、受動流体混合器である。受動流体混合器の
非限定的実施例は、積層混合器（例えば、楔形入口、９０度回転）、ジグザグチャネル（
例えば、楕円形障壁）、３Ｄ蛇行構造（例えば、折り畳み構造、漸動構造、積み重ねシム
構造、多重分割および伸張、再結合流、不平衡駆動力）、組み込み障壁（例えば、ＳＭＸ
、多方向渦）、捻転チャネル（例えば、分割および再結合）、および／または表面化学（
例えば、障害物形状、Ｔ－／Ｙ－混合器）、同等物、または、それらの組み合わせを含む
。
【０１２８】
　蛇行混合構造
【０１２９】
　いくつかの実施形態では、混合構造は、図７Ａ－７Ｃに示されるような蛇行構造（例え
ば、蛇行混合器）である。いくつかの実施形態では、蛇行混合器は、２次元蛇行混合器で
ある。いくつかの実施形態では、蛇行混合器は、入口ポートと、連続流体チャネルと、２
つ以上の旋回と、入口ポートとしてチャネルの反対端に位置する出口ポートとを含む。い
くつかの実施形態では、蛇行混合器の全体的なチャネル長は、約１ｍｍ～約１０，０００
ｍｍである。いくつかの実施形態では、全体的なチャネル長は、約１ｍｍ～約１０００ｍ
ｍである。いくつかの実施形態では、チャネル長は、約１ｍｍ～約５００ｍｍである。い
くつかの実施形態では、蛇行混合器は、約３～３０の旋回を含む。いくつかの実施形態で
は、蛇行混合器は、約５（図７Ａ）～２０（図７Ｂ、７Ｃ）の旋回を含む。いくつかの実
施形態では、蛇行混合器は、約５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１
５、１６、１７、１８、１９、または約２０の旋回を含む。いくつかの実施形態では、蛇
行混合器は、２０の旋回を含む。いくつかの実施形態では、蛇行混合器における各旋回は
、チャネル内の流体流の１８０度方向変更のために構成される。いくつかの実施形態では
、蛇行混合器における各旋回は、楕円形湾曲部を含む。いくつかの実施形態では、蛇行混
合器における各旋回は、円形湾曲部または水平湾曲部を含む。いくつかの実施形態では、
蛇行混合器における旋回を表す、湾曲部（例えば、楕円形、水平、または円形湾曲部）の
内側半径は、約２０μｍ～約１０，０００μｍ、約２０μｍ～約１０００μｍ、約２０μ
ｍ～約５００μｍ、または約１５０μｍ～約３５０μｍである。いくつかの実施形態では
、蛇行混合器における旋回を表す、湾曲部（例えば、楕円形、水平、または円形湾曲部）
の内側半径は、約１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０、
２３０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０、２９０、または約３００μｍである
。いくつかの実施形態では、２つの旋回の間のチャネルの長さは、約０．５ｍｍ～１００
０ｍｍである。いくつかの実施形態では、蛇行混合器は、混合構造である。いくつかの実
施形態では、蛇行混合器は、チップ上に埋め込まれる（例えば、ラボオンチップ、および
／または同等物）。
【０１３０】
　流体チャネル
【０１３１】
　いくつかの実施形態では、検出システム、検出器システム、フローサイトメトリデバイ
ス、濃縮構造、混合構造、および／またはマイクロ流体検出器は、１つ以上の流体チャネ
ルを含む。いくつかの実施形態では、流体チャネルは、１つの実施形態では、マイクロ流
体チャネルである。ラボオンチップは、１つ以上の流体チャネルを含むことができる。い
くつかの実施形態では、流体チャネルは、チップ上に埋め込まれる。いくつかの実施形態
では、流体チャネルは、細胞（例えば、原核細胞、真核細胞、ヒト細胞）を含む、静的ま
たは動的流体（例えば、移動流体または溶液）を含有するように構成される。いくつかの
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実施形態では、流体チャネルは、粒子（例えば、ビーズ、細胞に付着したビーズ、結合剤
に付着した細胞）を含む、静的または動的流体（例えば、移動流体または溶液）を含有す
るように構成される。当業者であれば、流体チャネルを当技術分野で公知である好適な材
料で作製できることを理解するであろう。加えて、流体チャネルの断面は、任意の好適な
形状（例えば、長方形、円形）であり得る。いくつかの実施形態では、流体チャネルは、
第１の端部と、第２の端部とを含む。いくつかの実施形態では、流体チャネルは、第１の
端部を含み、第１の端部は、弁、ポート、流量調節器、および／または１つ以上の入口を
含む。いくつかの実施形態では、流体チャネルは、第２の端部を含み、第２の端部は、弁
、ポート、流量調節器、および／または１つ以上の出口を含む。いくつかの実施形態では
、流体チャネルの第１の端部および／または第２の端部は、濃縮構造と混合構造、および
／または混合構造とマイクロ流体検出器との間に連続チャネルを提供するように構成され
る。いくつかの実施形態では、流体チャネルの内径は、約０．２μｍ～約２０００μｍ、
または約１０μｍ～約１０００μｍであり得る。いくつかの実施形態では、流体チャネル
の内径は、約２５０μｍである。
【０１３２】
　マイクロ流体検出器
【０１３３】
　いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器が提供される。１つの実施形態では、マ
イクロ流体検出器は、粒子または細胞（例えば、ＣＴＣ等の血液中の比較的希少な細胞、
比較的豊富な細胞、および／または同等物）を検出および／または選別するように、フォ
トニックスおよびマイクロ流体力学を組み合わせる。いくつかの実施形態では、マイクロ
流体検出器は、フローサイトメータおよび／またはＦＡＣＳベースの細胞選別機の機能の
うちのいくつかまたは全てを提供するように構成される。いくつかの実施形態では、マイ
クロ流体検出器は、フローサイトメータデバイスを含む。いくつかの実施形態では、マイ
クロ流体検出器は、検出システム（例えば、マイクロ細胞検出システム）の一部である。
いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器は、チップ上に埋め込まれ、チップに取り
付けられ、チップ上で具現化される。いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器は、
粒子（例えば、ビーズ、細胞、ウイルス、細菌、同等物、または、それらの組み合わせ）
を検出し、随意に、粒子によって発せられる光および／または粒子と相互作用した光（例
えば、粒子によって回折、散乱、および／または反射される光）に従って選別するために
利用される。
【０１３４】
　検出器によって検出される光は、任意の波長または周波数の電磁放射であり得る。波長
または周波数の値は、概して、真空を通って伝搬する光に対するものである。光は、いく
つかの実施形態では、可視光、紫外線、および／または赤外光として特徴付けることがで
きる。可視光は、概して、約３９０ナノメートル～約７５０ナノメートルの波長であり、
概して、約４００テラヘルツ（ＴＨｚ）～約７９０ＴＨｚの周波数である。赤外光は、概
して、約０．７４マイクロメートル～約３００マイクロメートルの波長であり、概して、
約３００ギガヘルツ（ＧＨｚ）～約４００ＴＨｚの周波数である（近赤外線は、約１２０
ＴＨｚ～約４００ＴＨｚであり得、中赤外線は、約３０ＴＨｚ～約４００ＴＨｚであり、
遠赤外線は、約３００ＧＨｚ～約３０ＴＨｚであり得る）。紫外線は、概して、約１０ナ
ノメートル～約４００ナノメートルの波長であり、概して、約０．７５ペタヘルツ（ＰＨ
ｚ）～約３０ＰＨｚの周波数である（近紫外線は、約４００ｎｍ～約３００ｎｍであり得
、中紫外線は、約３００ｎｍ～約２００ｎｍであり得る、遠紫外線は、約２００ｎｍ～約
１２２ｎｍであり得る）。光子は、光の量子であり、光子は、特定の光子エネルギーを有
することができる。
【０１３５】
　いくつかの実施形態では、粒子は、発光する作用物質（例えば、フルオロフォア）であ
り、および／または発光する作用物質を含む分子の複合体であり得る。いくつかの実施形
態では、粒子は、１つ以上の生物剤（例えば、細胞、タンパク質、核酸、生体膜、例えば
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、小胞、リポソーム、同等物、およびそれらの組み合わせ）を含むことができる。粒子は
、いくつかの実施形態では、１つ以上の生物剤と関連する（例えば、生物剤に結合された
）１つ以上の抗体である。いくつかの実施形態では、抗体は、発光する作用物質（例えば
、フルオロフォア）に結合される。いくつかの実施形態では、異なる粒子の組み合わせが
、マイクロ流体検出器のフローセルまたは流体チャネルに導入される。いくつかの実施形
態では、異なる粒子の組み合わせは、異なる光の波長を発する、異なる粒子を含む。
【０１３６】
　いくつかの実施形態では、粒子とは、細胞を指し、細胞は、発光させられ、光を散乱さ
せられ、反射させられ、偏向させられ、または回折させられることができる。いくつかの
実施形態では、細胞は、発光し、光を散乱させ、反射し、偏向させ、または回折すること
ができる、検出剤と関連付けられる。いくつかの実施形態では、検出剤は、細胞と関連す
るか、または細胞に結合する（例えば、特定の細胞型または細胞成分と特異的に関連する
か、または特異的に結合する）ことができる、結合剤に接続される。いくつかの実施形態
では、結合剤は、細胞表面タンパク質に結合する。
【０１３７】
　いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器、またはその一部が、光源によって照射
される。いくつかの実施形態では、光源によって導入される光は、流体チャネル壁を通し
てチャネル内部の中へ透過させることができる。光源によって発せられる光の角度は、チ
ャネル内の粒子を照射するために好適なチャネル壁に対する角度にあり得る。ある実施形
態では、流体チャネル中の粒子は、チャネルに導入される光と相互作用することができ、
粒子と相互作用し、粒子によって散乱、反射、または回折させることができる光は、チャ
ネルからマイクロ流体検出器中の１つ以上の他の構成要素に透過させることができる。
【０１３８】
　いくつかの実施形態では、流体チャネル中の粒子は、特定の波長または特定の波長範囲
内の光を発し、波長範囲の全体または一部は、チャネルからマイクロ流体検出器中の１つ
以上の他の構成要素に透過される。１つの実施形態では、粒子は、特定の波長または波長
範囲の光を発し、その波長または波長範囲は、光源によって発せられる波長または波長範
囲とは異なる（例えば、光源によって発せられる励起波長は、粒子に付着したフルオロフ
ォア粒子またはフルオロフォアを励起させてもよく、フルオロフォアは、異なる波長の光
を発してもよい）。１つの実施形態では、粒子によって発せられる、または粒子と相互作
用した光は、流体チャネルを通して透過され、１つ以上の中間構造を通して検出器に透過
され、または１つ以上の中間構造によって検出器に伝導される。中間構造の非限定的実施
例は、マスク、色フィルタ、導波管、鏡、レンズ、フィルタ、光回折構成要素（例えば、
プリズム、回折格子）、同等物、およびそれらの組み合わせを含む。
【０１３９】
　いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器は、光学フィルタ、反射器、および／ま
たはそれらの組み合わせを含む。マイクロ流体検出器は、１つの実施形態では、１つ以上
の光学フィルタを含む。さらなる実施形態では、光学フィルタは、吸収フィルタ、色フィ
ルタ、二色性フィルタ、単色フィルタ、赤外線フィルタ、紫外線フィルタ、中性密度フィ
ルタ、ロングパスフィルタ、帯域通過フィルタ、ショートパスフィルタ、誘導モード共鳴
フィルタ、金網フィルタ、偏光子フィルタ、光学ノッチフィルタ（例えば、精密光学ノッ
チフィルタ）、同等物、または、それらの組み合わせである。色フィルタ等のフィルタの
非限定的実施例が、本明細書でさらに詳細に説明される。１つの実施形態では、本デバイ
スは、光を反射する１つ以上の構成要素を含み、その非限定的実施例は、平面鏡、曲面鏡
、放物面鏡、およびダイクロイックミラーを含む。いくつかの実施形態では、鏡は、特定
の波長範囲の光を実質的に反射し、異なる波長範囲の光に対して実質的に透過性であり、
それを反射しない。鏡は、いくつかの実施形態では、フルオロフォア（例えば、粒子に結
合した、または粒子と関連付けられたフルオロフォア粒子またはフルオロフォア）を励起
する、波長範囲内の光を実質的に反射し、励起したフルオロフォアによって発せられる波
長範囲内の光に対して実質的透過性である。
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【０１４０】
　いくつかの実施形態では、チャネル中の粒子から発せられる光、または粒子と相互作用
した光が、流体チャネルから色フィルタに透過される。いくつかの実施形態では、色フィ
ルタは、２つ以上のゾーン（例えば、約２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、
２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９０、または１００個
以上のゾーン）を含むことができる。いくつかの実施形態では、色フィルタは、実質的に
透明なゾーンおよび実質的に不透明なゾーン（例えば、光学開口、帯域）を含むマスクと
、実質的に透明なゾーンと効果的に接続している導波管とを含むことができる。いくつか
の実施形態では、導波管のうちのいくつかは、着色され、マスクによって透過される波長
範囲の波長サブレンジを透過する。いくつかの実施形態では、色フィルタは、マスクと、
導波管とを含み、いくつかの実施形態では、粒子が流動する流体チャネルと接触しており
、（いくつかの実施形態では）流体チャネルからの光は、マスクまたは導波管によって受
容される前に任意の他の構成要素を通って透過しない。マスク６０と、導波管５２、５４
、５６、５８とを含む、色フィルタの非限定的実施例が、図１８に示されている。
【０１４１】
　いくつかの実施形態では、色フィルタは、マイクロ流体検出器中の流体チャネルと直接
接触していない。いくつかの実施形態では、色フィルタは、粒子が流動する流体チャネル
からのある距離、いくつかの実施形態では、約１センチメートル（ｃｍ）～約１００ｃｍ
（例えば、約５、１０、１５、２０、２５、３０、４０、５０、６０、７０、８０、また
は９０ｃｍ）の距離に位置する。いくつかの実施形態では、チャネルによって発せられる
光は、光またはその修正されたバージョンが色フィルタに接触する前に、１つ以上の他の
構成要素（例えば、レンズ、鏡）を通して透過させることができる。いくつかの実施形態
では、ゾーンは、フィルタ上の離散ゾーン区画であり得、（いくつかの実施形態では）ゾ
ーンは、実質的に連続的である（例えば、連続段階的色ゾーン）。実質的に離散したゾー
ンを含む、色フィルタの非限定的実施例が、離散（例えば、帯域通過）フィルタからの信
号強度を図示する、図４９Ａで図示されている。ゾーン間の実質的に連続的な遷移を含む
、色フィルタの非限定的実施例が、図４９Ｂで図示されている。
【０１４２】
　いくつかの実施形態では、色フィルタは、フィルタに透過される光の実質的に全てを透
過する、１つ以上のゾーン（例えば、全域通過フィルタゾーン）を含むことができる。い
くつかの実施形態では、色フィルタは、少なくとも１つの色ゾーンが、別の色ゾーンとは
異なる光の一部を透過する、フィルタに透過される光の一部を透過する２つ以上のゾーン
（すなわち、色フィルタゾーンと称される）を含むことができる。いくつかの実施形態で
は、色フィルタ中の色ゾーンは、広域通過、連続、帯域通過フィルタ、同等物、または、
それらの組み合わせとして機能することができる。いくつかの実施形態では、光の異なる
部分は、色フィルタによって受容される、それぞれ、光波長範囲、光エネルギー範囲、お
よび／または光周波数範囲の異なる波長サブレンジ、異なるエネルギー部分範囲、および
／または異なる周波数部分範囲である。したがって、第１の色ゾーンは、第１の波長サブ
レンジを透過することができ、第２の色ゾーンは、第２の波長サブレンジを透過すること
ができ、その第１の波長サブレンジおよび第２の波長サブレンジは、異なり（例えば、重
複する、または重複しない）、その波長サブレンジは、色フィルタによって受容される光
の波長範囲内にある。色ゾーンによって透過される異なる波長サブレンジは、いくつかの
実施形態では重複し、いくつかの実施形態では重複しない。（いくつかの実施形態では）
色フィルタ中の色ゾーンによって透過される光サブレンジ内の最低波長および最高波長は
、いくつかの実施形態では、約０．１ｎｍ～約５００ｎｍ（例えば、約１、５、１０、１
５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０
、８５、９０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、または４５
０ｎｍの範囲）だけ異なる。いくつかの実施形態では、色フィルタは、色フィルタに透過
される光を実質的に全く透過しない、１つ以上のゾーンを含むことができる（例えば、実
質的に不透明なゾーン）。複数のゾーンを含む色フィルタは、いくつかの実施形態では、
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一連またはアレイの中の光学フィルタのそれぞれがゾーンである、本明細書では「一連の
光学フィルタ」および「光学フィルタのアレイ」を伴うフィルタと称することができる。
【０１４３】
　いくつかの実施形態では、色フィルタは、フィルタに透過される光の異なる部分を透過
する、３つ以上のゾーンを含むことができる。例えば、１つの実施形態では、色フィルタ
は、実質的に緑色の光を透過する第１のゾーンと、実質的に青色の光を透過する第２のゾ
ーンと、実質的に赤色の光を透過する第３のゾーンとを含む。後者の実施例は限定的では
なく、色フィルタ内のある色ゾーンは、フィルタによって受容される光の波長範囲の任意
の好適な波長サブレンジを透過できることに留意されたい。
【０１４４】
　１つの実施形態では、色フィルタおよび色フィルタのゾーンは、粒子を検出する、粒子
の速度を判定する、粒子のサイズを判定する、発せられる、または粒子と相互作用した光
の波長を検出する、および／または同等物のために好適な寸法を有する。いくつかの実施
形態では、色フィルタは、実質的に円形であり、光を透過するための円形構造の周囲に分
配される好適な形状のゾーン（例えば、円形、卵形、長方形、正方形、三角形、円の一部
）を含む。
【０１４５】
　いくつかの実施形態では、色フィルタは、実質的に長方形であり、色フィルタの上面図
に従って、短い方の長方形寸法にわたる実質的に１つのゾーンと、長い方の長方形寸法に
沿って連続的に分配される複数のゾーンとを含む。そのような実施形態では、離散ゾーン
の幅は、色フィルタの長い方の長方形寸法と平行なゾーンの長さである。そのような実施
形態では、ゾーン幅は、長方形であり得るか、または変動し得る。様々なゾーン幅を含む
、色フィルタ実施形態では、幅は、任意の好適なパターンで分配することができ、そのよ
うなパターンの非限定的実施例は、周期的、チャープ、および疑似ランダムパターンを含
む。いくつかの実施形態では、実質的に不透明なゾーンは、様々な幅のパターンで分配す
ることができ、（いくつかの実施形態では）光を透過するゾーンは、規則的な幅のパター
ンで分配することができる。
【０１４６】
　色フィルタは、当技術分野で公知である任意の好適なプロセスによって製造することが
できる。いくつかの実施形態では、色フィルタは、少なくとも１つの色ゾーンが、別のゾ
ーンによって透過される光の波長サブレンジとは異なる波長範囲を有する光を透過するこ
とを可能にする、１つ以上の作用物質が注入された構造を含む。異なる透過性質を伴うゾ
ーンは、例えば、異なる作用物質、または異なる量で１つの作用物質を含むことができる
。
【０１４７】
　色フィルタは、複数の層を含むことができる。いくつかの実施形態では、色フィルタは
、１つ以上のコーティング層が堆積させられる、支持構造を含む。任意の好適な構造また
は支持構造を利用することができ、非限定的実施例は、ガラス、ポリマー、および同等物
を含む。各ゾーンは、独立して、実質的に一様な厚さ、または様々な厚さ（例えば、段階
的な厚さ、先細または広口厚さ（例えば、実質的に一様な先細部または広口部））であり
得る。各ゾーンは、独立して、１つの実施形態では、１つ以上のコーティング（例えば、
各コーティングにおいて同一または異なる材料）、および／または１つ以上の層（例えば
、各層において同一または異なる材料）を含む。複数の層を含むゾーンは、各層が異なる
材料を含む、交互の層を含むことができる。ゾーン内の各コーティングまたは層は、同一
の屈折率を有することができ、または異なる屈折率を有してもよい。光の異なる波長範囲
を透過する色フィルタのゾーンは、同一の屈折率を有することができ、または異なる屈折
率を有してもよい。異なる光の波長を透過するゾーンは、いくつかの実施形態では、異な
る数の層、異なる材料、異なる厚さ、同等物、または、それらの組み合わせを有すること
ができる。隣接ゾーンが異なる厚さを有する場合、１つの厚さから別の厚さへの遷移は、
例えば、段階的、先細、または広口等の任意の好適な遷移であり得る。
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【０１４８】
　いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器は、流体チャネル中の粒子によって発せ
られる光、または粒子と相互作用した光を効果的に受け取る、スプリッタを含む。流体チ
ャネルから発せられる光は、スプリッタがそのような光を受け取る前に、デバイス中の１
つ以上の他の構成要素（例えば、レンズ、フィルタ）を通して透過させることができる。
スプリッタは、受容した光を２つ以上の分割光線に分割することができる。２つ以上の分
割光線のそれぞれを、いくつかの実施形態では、別個の色フィルタに方向付けることがで
きる。言い換えると、マイクロ流体検出器は、いくつかの実施形態では、２つ以上の色フ
ィルタを含み、色フィルタのそれぞれは（いくつかの実施形態では）、他の色フィルタ中
の色ゾーンとは異なる光の波長サブレンジを透過する、色ゾーンを含むことができる。１
つの分割光線内の光は、別の分割光線内の光と同一の波長範囲、または異なる波長範囲で
あり得る。スプリッタの非限定的実施例は、２つの三角形ガラスプリズム、半透鏡、およ
びダイクロイックミラープリズムを含むものを含む。
【０１４９】
　いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器中の流動チャネル、色フィルタ、および
光学検出器（例えば、光検出器、光センサ）は、粒子がチャネルを通って移行すると、チ
ャネル中の粒子からの光を複数回検出するために構成することができる。粒子がマイクロ
流体検出器中のチャネルの特定の部分の中で１つの位置から第２の位置へ進行すると、第
１の位置における粒子から発せられる光、または粒子と相互作用した光は、チャネルを通
って色フィルタ上の画像面上の第１の位置に透過させることができる。第２の位置におけ
る粒子から発せられる光、または粒子と相互作用した光は、チャネルを通って色フィルタ
の画像面上の第２の位置に透過させることができる。色フィルタ上の第１の位置および第
２の位置が異なる色ゾーンにある、いくつかの実施形態では、各色ゾーンによって光検出
器に透過される光の波長範囲は異なり、光検出器は、流動チャネル内の２つの異なる位置
で同一の粒子について経時的に２つの異なる光信号を検出する。そのような実施形態では
、色フィルタは、同一の粒子に対するフィルタ中の複数の離散ゾーンによって、光の複数
の離散波長範囲を光検出器（例えば、１つの光検出器）に透過することができる。いくつ
かの実施形態では、デバイスは、１つのフィルタから光検出器アレイの中の複数の光検出
器に異なる光の波長を透過しない。
【０１５０】
　いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器中の色フィルタは、鏡面を含むことがで
きず、いくつかの実施形態では、色フィルタは、ファブリペロー共振器フィルタまたはフ
ァブリペローエタロンではない。いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器中の色フ
ィルタは、ブラッグ反射器ではなく、ブラッグ反射器は、複数の層を有し、層の光学厚さ
の約４倍の波長を有する波長を反射すると定義される。
【０１５１】
　いくつかの実施形態では、色フィルタは、デバイスの光検出器構成要素と直接接触して
いない。いくつかの実施形態では、色フィルタは、光検出器構成要素表面からのある距離
、例えば、光検出器構成要素表面から約０．１ｃｍ～約２０ｃｍ（例えば、約０．５、１
、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０ｃｍ、およびその間の全ての値）
離れた距離に位置することができる。いくつかの実施形態では、１つの色フィルタは、色
フィルタによって透過される光が１つの光検出器に透過され、他の光検出器に透過されな
いように、１つの光検出器を用いて配向することができる。デバイスは、いくつかの実施
形態では、いかなる光検出器アレイも含まず、１つの色フィルタは、光検出器アレイの他
のセンサセルではなく、１つの光検出器と検出可能に関連している。いくつかの実施形態
では、光検出器構成要素表面は、マイクロ流体検出器中の流体チャネルと直接接触してお
らず、かつ（いくつかの実施形態では）それに沿って分配されず、いくつかの実施形態で
は、流体チャネルからのある距離に位置することができる。
【０１５２】
　いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器は、１枚以上のレンズを含むことができ
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る。レンズは、単一のレンズ、または複数のレンズのアレイ（例えば、複合レンズ、レン
ズアレイは、約２、３、４、５、６、７、８、９、１０枚以上のレンズを含んでもよい）
であり得る。レンズは、光を透過するための任意の好適な材料から構築することができ、
（いくつかの実施形態では）例えば、ガラスおよび／またはポリマーから構築することが
できる。レンズは、光を透過するための好適な幾何学形状であり得、レンズの非限定的実
施例は、両凸（二重凸、凸）、等凸、両凹（凹）、平凸、平凹、凹凸（メニスカス）を含
む。いくつかの実施形態では、レンズは、光を集束させることができる。いくつかの実施
形態では、レンズは、色フィルタの画像面上に光を集束させることができ、他の実施形態
では、レンズは、光検出器の画像面上に光を集束させる。いくつかの実施形態では、レン
ズは、流動チャネルから伝送される画像等の画像を拡大することができる。レンズは、い
くつかの実施形態では、色フィルタから光検出器に透過される画像等の画像を縮小するこ
とができる。拡大または縮小は、任意の好適なレベルであり得、（いくつかの実施形態で
は）約２倍～約１，０００倍（例えば、約１０倍、５０倍、１００倍、２００倍、３００
倍、４００倍、５００倍、６００倍、７００倍、８００倍、９００倍の拡大または縮小、
およびその間の任意の値）である。いくつかの実施形態では、レンズは、チャネルから光
を受容し、その光を色フィルタの画像面上に集束することができる。いくつかの実施形態
では、レンズは、色フィルタから光を受容し、光をセンサ表面の画像面上に集束すること
ができる。
【０１５３】
　いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器は、導波管を含むことができ、（他の実
施形態では）導波管（例えば、粒子が流動するチャネルと関連する導波管）を含まない。
いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器は、周囲光がデバイスの１つ以上の構成要
素と相互作用することを実質的に阻止する構造を含むことができる。そのような構造は、
（いくつかの実施形態では）好適な断面（例えば、長方形、正方形、円形、卵形）の１本
以上の管であり得、例えば、いくつかの実施形態では、ボックスである。周囲光を実質的
に阻止する構造は、（いくつかの実施形態では）ある構成要素（例えば、レンズ）のため
の支持体として機能することができる。
【０１５４】
　図２８から３２、および３５から４９Ｂの実施形態で図示される検出器のうちのいずれ
かは、本明細書で説明される１つ以上の選別構成要素と連結することができる。いくつか
の実施形態では、マイクロ流体検出器は、流体を含有することができ、圧電アクチュエー
タと流体チャネルとの間に位置する、空気・流体界面またはメニスカスが実質的にない。
いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器は、流体を含有することができ、圧電アク
チュエータと選別される粒子との間に位置する、空気・流体界面またはメニスカスが実質
的にない。いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器中のチャネルは、流体を含有す
ることができ、（いくつかの実施形態では）デバイスのチャネル内に空気・流体界面また
はメニスカスが実質的にない。いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器は、ガスで
充填された貯留部を含むことができず、ガス（例えば、空気）をチャネルに印加するガス
ポケットまたは構成要素を実質的に含むことができない。
【０１５５】
　図１４の実施形態は、本明細書で説明される種々の特徴を実装することができる、フロ
ーサイトメトリのためのマイクロ流体検出器１４００の実施例を図示する。マイクロ流体
検出器１４００は、サンプル流体または入力サンプル流体を受け取るための第１のポート
（図示せず）と、受容したサンプル流体を出力するための第２のポート（図示せず）とを
含む、入力流体チャネル１４０４を含む。いくつかの実施形態では、サンプル流体内の粒
子を選別するために、粒子選別接合点または粒子選別機１４１１を提供することができ、
かつ入力流体チャネルの第２のポートに連結することができる。いくつかの実施形態では
、粒子選別接合点から下流で、２つ以上の分岐流体チャネル１４１０Ａ－１４１０Ｃは、
入力流体チャネルの第２のポートからのサンプル流体の出口として、粒子選別接合点に連
結することができる。いくつかの実施形態では、選別制御信号に応答して、粒子選別接合
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点内のサンプル流体の方向を制御するように、アクチュエータを粒子選別接合点１４１１
に連結することができる。いくつかの実施形態では、アクチュエータの移動が、粒子選別
接合点におけるサンプル流体の移動を引き起こして、サンプル流体の流動方向を変化させ
るように、アクチュエータは、粒子選別接合点１４１１の内側に、または粒子選別接合点
１４１１に隣接するか、またはそれと流体連通している流体含有領域中に存在することが
できる。いくつかの実施形態では、アクチュエータは、選別制御信号の変化に応答して、
サンプル流体と相互作用して、それぞれ、分岐流体チャネルに対応する異なる方向にサン
プル流体の方向を変化させるように構造化することができる。いくつかの実施形態では、
アクチュエータは、サンプル流体中の標的粒子を分岐流体チャネルのうちの選択された１
つの中へ方向付けるように動作可能であり得る。
【０１５６】
　図１４の実施形態において粒子を選別するためのアクチュエータは、種々の細胞選別技
法に基づいて実装することができる。選別技法の非限定的実施例は、電界ベースの選別、
誘導泳動（ＤＥＰ）選別、磁気選別、および流体力学選別を含む。選別は、とりわけ、幹
細胞、循環腫瘍細胞、および大腸菌細胞の検出および単離に有利であり得る。いくつかの
実施形態では、流体力学選別機の実装は、外部チェック値、統合値、または外部シリンジ
ポンプを伴うことができる。
【０１５７】
　いくつかの実施形態では、図１４のアクチュエータは、粒子選別接合点１４１１内のサ
ンプル流体に流動方向を変更させるように、選別制御信号としての電圧信号に応答して移
動する、圧電アクチュエータを含むように実装することができる。いくつかの実施形態で
は、マイクロ流体検出器は、細胞選別機であり得、１つ以上の統合圧電アクチュエータを
含むことができる。圧電アクチュエータを含む、マイクロ流体検出器は、低い電圧、例え
ば、１０Ｖｐ－ｐ未満で動作することができる。瞬間流動切替の実験では、比較的高い周
波数（例えば、約１．７ｋＨｚ）で流動流を変化させるように、圧電アクチュエータを操
作することができ、流動中の細胞／粒子の偏向の量を正確に制御することができる。いく
つかの実施形態では、目的とする様々なサイズ、形状、および密度の粒子を、圧電アクチ
ュエータによって制御された様式で個別に選別することができる。実施例として大腸菌偏
向を使用して、正弦波電圧は、３３０個の細胞／秒の速度で細胞を偏向させることができ
、理論と一致して極めて反復可能な動作を示す。いくつかの実施形態では、特別に設計さ
れた空間フィルタ、およびＦＰＧＡで実装されるリアルタイム信号処理アルゴリズムを使
用して、低いエラー率および約７０％の選別効率を伴って、閉ループ選別システムを構築
することができる。他のマイクロＦＡＣＳシステムと比較して、本明細書で開示されるマ
イクロ流体検出器（すなわち、選別システム）のこれらの実施形態は、いくつかの利点を
有する。例えば、空間フィルタ設計およびリアルタイム信号処理アルゴリズムは、信号対
雑音比を１８ｄＢだけ増進し、選別の検証を可能にすることができる。
【０１５８】
　いくつかの実施形態では、ＰＺＴ作動型選別モジュールは、少しの電力（例えば、０．
１ｍＷ）しか消費せず、低い電圧（例えば、＜１０Ｖｐｐ）で動作し、チェック値および
シリンジポンプ等のオフチップ機械アクチュエータよりはるかに速い応答（例えば、０．
１～１ミリ秒）を有する。いくつかの実施形態では、ＦＰＧＡベースの電子制御は、リア
ルタイム信号増幅、ユーザ定義遅延時間、プログラム可能な出力波形、および低タイミン
グジッタ（例えば、＜１０マイクロ秒）を可能にすることができる。いくつかの実施形態
では、これらの特徴は、単一粒子レベルで高スループット粒子選別を行うことができる、
低費用の選別機に有意に寄与することができる。
【０１５９】
　いくつかの実施形態では、検出器システムは、入力流体チャネル中のサンプル流体から
光を受け取るように入力流体チャネルに連結される、粒子検出モジュール１４１２を含む
ことができる（図１４）。光は、レーザまたは他の光源等の光源から得ることができ、光
は、入力流体チャネル中のサンプル流体を照射するように方向付けることができる。サン
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プル流体中の粒子のこの照射は、光を粒子によって生成させることができる。したがって
、粒子検出モジュール１４１２は、粒子検出モジュールによって検出される、少なくとも
サンプル流体中の粒子の速度を示す、受容した光から１つ以上の第１の光学信号を生じる
ことができる。いくつかの実装では、粒子検出モジュール１４１２は、受容した光から異
なる光学信号を生じ、異なるコードで異なる光学信号を符号化する、符号化構造を含むこ
とができる。この符号化は、空間ベースのコードまたは時間ベースのコードであり得、マ
イクロ流体検出器において複数の光学信号、例えば、マイクロ流体検出器中の異なる場所
から異なる光学信号を検出するために、単一の光学検出器を使用することを可能にする。
いくつかの実施形態では、粒子検出モジュール１４１２から１つ以上の光学信号、または
マイクロ流体検出器１４００中の他の場所から光を受容して、受容した光によって搬送さ
れる情報を搬送する、検出器信号を生じるように、ＰＭＴおよび／またはアバランシェフ
ォトダイオード等の光学検出器１４２０を提供することができる。いくつかの実施形態で
は、受容した光の中の情報は、アクチュエータを制御すること、および粒子選別接合点に
おけるそれぞれの選別を含む、種々の目的で光学検出器１４２０からの検出器信号を処理
することによって、抽出することができる。
【０１６０】
　図１４の実施形態では、粒子選別機制御モジュール１４２４が、粒子検出モジュールと
流体連通して検出器信号を受信するように、およびアクチュエータと流体連通して選別制
御信号をアクチュエータに送信するように提供される。いくつかの実施形態では、粒子選
別機制御モジュール１４２４は、例えば、デジタル信号処理（ＤＳＰ）回路を使用するこ
とによって、適正な処理技法を用いて検出器信号を処理することによって、検出器信号か
ら情報を抽出するように、信号処理機構を含むことができる。光学信号が符号化されると
き、信号処理機構は、異なる光学信号によって搬送される情報を分離するように、異なる
光学信号における異なるコードに基づいて検出器信号を処理することができる。粒子選別
機制御モジュール１４２４はまた、粒子選別接合点に到達するための粒子検出モジュール
で検出される粒子のタイミングを含む、抽出された情報に基づいて、選別制御信号を生じ
る、制御機構を含むこともできる。
【０１６１】
　図１４の実施形態では、異なる分岐マイクロ流体チャネル１４１０Ａ、１４１０Ｂ、お
よび１４１０Ｃは、粒子選別接合点から選別された粒子を受け取るように粒子選別接合点
１４１１に連結される。
【０１６２】
　図１５の実施形態では、マイクロ流体検出器１５００は、粒子選別接合点１５１１から
下流の１つ以上の分岐流体チャネル１５１０Ａ－１５１０Ｃの中に光学感知機構（例えば
、以下でさらに詳細に説明される基準文字１５１４Ａ－１５１４Ｃ）を含む。いくつかの
実施形態では、より効率的なフローサイトメトリ測定のためのより良好な制御された動作
を提供するために、マイクロ流体検出器中の選別前の場所で光学感知および選別後の場所
で光学感知を使用することの組み合わせを使用することができる。図示した実施形態では
、粒子選別接合点１５１１においてアクチュエータによって行われる所望の粒子選別が適
正に実行されるかどうかを検証するために、選別後感知を使用することができる。図示し
た実施形態では、選別後の値を操作するための入力として、選別後感知を使用することが
できる（以下の実施例を参照）。
【０１６３】
　いくつかの実施形態では、図１５の実施形態は、１つの分岐流体チャネルから光を受け
取るように、および標的粒子がアクチュエータによって１つの分岐流体チャネルの中へ方
向付けられるかどうかを検証するために使用することができる分岐検証光学信号を生じる
ように、分岐流体チャネル（例えば、チャネル１５１０Ａ）のうちの１つに連結される分
岐検証構造（例えば、１５１４Ａ）を含む。２つ以上のそのような分岐検証構造を、いく
つかの実施形態で実装することができる。図１５の実施形態では、３つ全ての分岐流体チ
ャネル１５１０Ａ－１５１０Ｃが、そのような検証検出モジュール１５１４Ａ－１５１４
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Ｃを有する。他の実施形態では、いくつかの分岐は、他の分岐がそのような検証構造を有
さなくてもよいときに有することができる。
【０１６４】
　図１５の実施形態では、光学検出器１５２０が、少なくとも、粒子検出モジュール１５
１２からの１つ以上の光学信号、および検証検出モジュール１５１４Ａ－１５１４Ｃから
の分岐検証光学信号を含む、光を受け取るように位置する。いくつかの実施形態では、光
学検出器は、受容した光に含有される情報を搬送する、検出器信号を生じる。粒子選別機
制御モジュール１５２４中の信号処理機構は、標的粒子がアクチュエータによって１つの
分岐流体チャネルの中へ方向付けられるかどうかを検証する、指標を生じるように分岐検
証光学信号の情報を抽出する。いくつかの実施形態では、この検証は、選別の誤動作の検
証に応答して、システム動作を中断する（例えば、流入サンプル流およびアクチュエータ
による選別動作を停止する）ことができる、粒子選別機制御モジュール１５２４に自動的
にフィードバックすることができる。いくつかの実施形態では、選別の誤動作についてマ
イクロ流体検出器のオペレータに警告するように、粒子選別機制御モジュール１５２４に
よってアラート信号（例えば、ポップアップ警告および／または点滅光等の視覚信号、ビ
ープ音等の音声信号、および／または同等物）を生成することができる。
【０１６５】
　従来のフローサイトメトリシステムにおける制限は、異なる蛍光波長における光学信号
をそれぞれ検出するために、複数のＰＭＴを使用することである。そのようなシステムの
中の複数のＰＭＴの存在は、マイクロ流体検出器の設計を複雑にし、費用を増加させ、シ
ステムをかさばらせて重くする。いくつかの実施形態では、本明細書で開示されるような
マイクロ流体検出器は、異なる光学信号が一意的かつ相互に異なるか、または直交するコ
ードを用いて符号化されるように、複数の異なる光学信号において信号符号化を提供する
ことができる。いくつかの実施形態では、単一の光学検出器による光学検出のために、こ
れらの光学信号をともに多重化することができ、一意的かつ相互に異なるか、または直交
するコードに基づく逆多重化によって、異なる光学信号によって搬送される情報を分離す
ることができる。逆多重化は、デジタル信号処理を介して行うことができる。
【０１６６】
　図１６Ａおよび図１６Ｂの実施形態は、そのような信号符号化を実装する、２つのマイ
クロ流体検出器の実施例を図示する。
【０１６７】
　図１６Ａで図示されるように、入力流体チャネル１６０４に連結される粒子検出モジュ
ール１６１２は、受容した光から異なる光学信号を生じ、異なる符号を用いて異なる光学
信号を符号化する、符号化構造を含むように構造化される。いくつかの実施形態では、図
示されるように、光学エンコーダ１６１２Ａ、１６１２Ｂが、そのような符号化構造の実
施例として示されている。光学エンコーダ１６１２Ａは、第１のコードを用いて第１の光
学信号＃１を生じ、光学エンコーダ１６１２Ｂは、第１のコードとは異なる第２のコード
を用いて第２の光学信号＃２を生じる。いくつかの実施形態では、光学検出器１６２０は
、異なる光学信号および異なるコードの情報を搬送する検出器信号を生じるように、異な
る光学信号を受信する。いくつかの実施形態では、粒子選別機制御モジュール１６２４の
信号処理機構、例えば、ＤＳＰが、異なる光学信号の中の異なるコードに基づいて、検出
器信号から異なる光学信号の情報を抽出する。いくつかの実施形態では、粒子選別機制御
モジュール１６２４の中の制御機構が、粒子選別接合点に達するための粒子検出モジュー
ルで検出される粒子のタイミングを含む、抽出された情報に基づいて、選別制御信号を生
じる。
【０１６８】
　図１６Ｂで図示されるように、同一の光学検出器１６１２’が符号化された光学信号を
検出することを可能にするように、追加の光学エンコーダが流体検出器１６００’の中で
提供される。追加の光学エンコーダ１６１４Ａ’および１６１４Ｃ’が、それぞれ、分岐
流体チャネル１６１０Ａ’、１６１０Ｃ’の中の符号化構造の実施例として示されている
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。いくつかの実施形態では、光学エンコーダ１６１４Ａ’は、第１および第２のコードと
は異なる第３のコードを用いて第３の光学信号＃３を生じ、第４の光学エンコーダ１６１
４Ｃ’は、他の３つ全てのコードとは異なる第４のコードを用いて第４の光学信号＃４を
生じる。いくつかの実施形態では、光学検出器１６２０’は、異なる光学信号＃１－＃４
および異なるコードの情報を搬送する検出器信号を生じるように、異なる光学信号＃１－
＃４を受信する。図１６Ｂでは、第３および第４の光学信号は、光学エンコーダ１６１４
Ａ’および１６１４Ｃ’のそれぞれが分岐検証構造として実装されるときの分岐検証光学
信号であり得る。いくつかの実施形態では、光学検出器１６２０’は、光学信号＃１およ
び＃２ならびに分岐検証光学信号＃３および＃４の両方を受信する。
【０１６９】
　図１６Ｃの実施形態は、図１６Ｂの実施形態における信号検出および処理を示す。いく
つかの実施形態では、信号検出は、多重化信号＃１－＃４を搬送する検出器信号に変換さ
れる入力光としてともに多重化される、４つ全ての光学信号＃１－＃４の光を受け取る単
一の光学検出器１６２０’によって行われる。いくつかの実施形態では、アナログ・デジ
タル変換後に、多重化信号を処理するため、およびそれらの一意的なコードに基づいて４
つの異なる信号を分離するために、（例えば、粒子選別機制御モジュール１６２４’の一
部であり得るような）ＤＳＰユニットが使用される。
【０１７０】
　場合によっては、マイクロ流体検出器における光学符号化および復号は、図１６Ａ－１
６Ｃで図示される光学エンコーダのように、光学信号構造を介した信号符号化に基づく、
単一の光学検出器を用いた光学調査方法に基づく。いくつかの実施形態では、本方法は、
流体チャネルのネットワークを形成して、流体チャネルによって搬送される流体を照射す
るように、光を流体チャネルのうちの１つ以上に方向付けるステップと、流体を照射する
光から光学信号を生じるように、異なる場所で流体チャネルのうちの少なくともいくつか
にそれぞれ連結される、光学信号構造を提供するステップとを含むことができる。いくつ
かの実施形態では、各光学信号は、それぞれの光学信号構造の場所で、流体中で搬送され
る粒子の性質を示す情報を搬送することができる。場合によっては、光学信号構造は、そ
れぞれ、相互とは異なる光学信号において一意的なコードを生じるように構造化される。
いくつかの実施形態では、本方法は、光学信号構造で生成される全ての光学信号から光を
収集して、収集された光に応答して電気検出器信号を生じるために、単一の光学検出器を
使用することができる。いくつかの実施形態では、電気検出器信号は、光学信号によって
搬送される情報を分離して、光学信号のそれぞれによって搬送される情報を抽出するよう
に、光学信号の中の一意的なコードに基づいて処理することができる。
【０１７１】
　いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器は、単一の検出器、より具体的には、い
くつかの実施形態では、単一の光電子倍増管（ＰＭＴ）、または単光子アバランシェ検出
器（ＳＰＡＤ）あるいはアバランシェフォトダイオードを使用して、複数の（例えば、２
０以上の）蛍光波長の検出を支援するために、色時空間（ＣＯＳＴ）に基づく信号符号化
および復号を利用することができる。いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器は、
ラボオンチップ技術およびアーキテクチャを使用して実装される。多重点検出および「検
証信号」の結果として生じる生成を可能にして、リアルタイムで選別効率および精度を記
録するように、（時空間符号化と称することができる）そのようなアーキテクチャのより
単純なバージョンもまた、いくつかの実施形態で提供される。
【０１７２】
　以下の実施形態は、ラボオンチップマイクロ流体検出器内の単一の検出器を使用する、
複数の蛍光波長のＣＯＳＴ符号化検出のため等を含む、方法、システム、および／または
デバイスを含む。マイクロ流体検出器は、ラボオンチップ蛍光活性化細胞選別機（ＦＡＣ
Ｓ）またはラボオンチップフローサイトメータを含むことができる。そのような実施形態
は、蛍光を検出器に透過する導波管に色素を組み込むことによって、色分けを含むように
修正される、時空間符号化の拡張と見なすことができる。いくつかの実施形態では、染料
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の適切な選択および吸収スペクトルの較正により、２０以上の蛍光波長が、色フィルタ導
波管を通過することができ、ＰＭＴまたはＳＰＡＤ等の単一の検出器を使用して検出する
ことができる。しかし、いくつかの実施形態では、着色された導波管／フィルタが、ＣＯ
ＳＴ符号化検出を達成するようにチップ上に統合される。いくつかの実施形態では、チッ
プと統合されていない１つ以上の外部色フィルタを使用して、ＣＯＳＴ概念を実装するこ
とも可能である。いくつかの実施形態では、チップが単回の使用または数回の使用後に処
分されるとき、色フィルタは処分されない（または処分される必要がない）。
【０１７３】
　いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器は、１つ以上の追加の構成要素および／
または特徴を含む。いくつかの実施形態では、これらは、例えば、光を集束し、検出スル
ープットを増進するように調査ゾーンを短縮する、統合レンズのアレイを含むことができ
る。いくつかの実施形態では、これらの特徴は、最小限の細胞損失とともに＞１Ｍ濃縮係
数を達成するように、流動障害の最小限化、３Ｄ流動閉じ込め、および／または連鎖選別
方略を含むことができる。場合によっては、これらの特徴は、検出および選別を協調させ
、感度を増進し、選別誤差を最小限化するように、リアルタイム電子制御および信号処理
アルゴリズムとともにシステム統合アーキテクチャを含むことができる。いくつかの実施
形態では、ＣＯＳＴアプローチは、統合光学流体解決策を多色検出に提供し、したがって
、既存の商業システムより桁違いに小型、軽量、および／または安価である、マイクロ流
体検出器の構築を可能にする。
【０１７４】
　いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器は、マイクロ流体チャネルと、実質的に
全ての可視光成分を伝達するよう構成され、マイクロ流体チャネルに近接する第１の端部
を有する、第１の光伝達構造とを含む。マイクロ流体検出器はまた、マイクロ流体チャネ
ルに近接する少なくとも１つの第２の端部を有し、第１の光伝達構造と実質的に平行に延
在する、少なくとも１つの第２の光伝達構造を含むこともでき、少なくとも１つの第２の
光伝達構造は、可視光成分の少なくとも１つのサブセットを伝達するように構成される。
場合によっては、マイクロ流体検出器はさらに、光伝達構造のそれぞれの各追加の端部に
近接して配列される、光感知デバイスを含み、それぞれの追加の端部は、それぞれ、各第
１および第２の端部の反対にある。マイクロ流体チャネルを通過する材料から発する光の
それぞれの部分は、それぞれの光伝達構造によって受容され、それによって、少なくとも
部分的に光感知デバイスに伝えられ、それによって、光感知デバイスによって出力される
１つ以上の信号に基づいて、マイクロ流体チャネルを通過する材料の指示を判定すること
ができる。
【０１７５】
　加えて、いくつかの実施形態では、フローサイトメトリを行う方法は、材料が通過して
いるマイクロ流体チャネルに第１の光を注入するステップと、マイクロ流体チャネルから
複数の導波管の中へ第２の光を受け取るステップとを含み、導波管のうちの第１のものは
、実質的に全ての可視光成分を伝導し、導波管のうちの第２のものは、可視光成分のサブ
セットを伝導する。いくつかの実施形態では、本方法はさらに、導波管のそれぞれの第１
の端部から導波管のそれぞれの第２の端部まで、第１および第２の導波管を通して第２の
光の第１および第２の部分を伝達するステップと、第２の光の伝達された第１および第２
の部分のうちの少なくとも一部を光検出器に伝えるステップと、光検出器から色時空間信
号を出力するステップとを含む。
【０１７６】
　さらに、いくつかの実施形態では、フローサイトメトリを行う方法は、材料が通過して
いるマイクロ流体チャネルに第１の光を注入するステップと、マイクロ流体チャネルから
複数の光学フィルタの中へ第２の光を受け取るステップとを含むことができ、フィルタの
うちの第１のものは、実質的に全ての可視光成分を伝導し、フィルタのうちの第２のもの
は、可視光成分のサブセットを伝導する。いくつかの実施形態では、方法は、加えて、第
２の光の伝達された第１および第２の部分のそれぞれのうちの少なくともいくつかを光検



(44) JP 6396911 B2 2018.9.26

10

20

30

40

50

出器に伝えるステップと、光検出器から色時空間信号を出力するステップとを含む。
【０１７７】
　図１７の実施形態は、マイクロ流体細胞検出器１７０２の概略図を図示する。いくつか
の実施形態では、マイクロ流体検出器１７０２は、レーザ光を生成し、その光をマルチモ
ードファイバ１７０６の中へ提供する、レーザ１７０４を含む。いくつかの実施形態では
、マルチモードファイバ１７０６は、順に、ボックス１７０８によって概略的に表される
マイクロ流体チャネル１７１０に向かって光を方向付ける。いくつかの実施形態では、マ
イクロ流体チャネル１７１０の内部構成要素の画像１７１２もまた、ボックスに隣接して
提供され、これらの内部構成要素は、以下でさらに詳細に説明される。光がマイクロ流体
チャネル１７１０に提供された後、光は、そのデバイスの（以下でさらに説明される）マ
イクロ流体チャネルを通過する細胞、または他の材料あるいは物質と相互作用し、その相
互作用の結果として、結果として生じた光が、マイクロ流体チャネル１７１０から光を感
知する光電子倍増管（ＰＭＴ）１７１４に提供される。ＰＭＴ１７１４は、順に、光を感
知すると、順に、データをパーソナルコンピュータ１７１８に提供する、Ｎａｔｉｏｎａ
ｌ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　ＬａｂＶｉｅｗベースのソフトウェア１７１６（Ｎａｔｉ
ｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　Ｃｏｒｐ．（Ａｕｓｔｉｎ，　Ｔｅｘａｓ）から入
手可能である）に、感知した光を示す信号を出力する（図１４で提供される表現にもかか
わらず、ソフトウェア１７１６は、パーソナルコンピュータ上で実装されると見なすこと
ができる）。
【０１７８】
　図１７の実施形態および少なくともいくつかの他の実施形態では、色時空間（ＣＯＳＴ
）符号化技術を適用することによって、多重パラメータ検出が達成される。多重パラメー
タ検出は、本明細書で説明および図示される実施形態のうちのいずれかのマイクロ流体検
出器１７１０から発する、１２以上の光の異なる蛍光波長の検出を可能にするときに、さ
らなる関心となる。図１７の実施形態では、マイクロ流体検出器１７１０は、単一の検出
器を使用して、マイクロ流体検出器から発する光の複数の（例えば、２０以上の）蛍光波
長の検出を支援することができる。単一の検出器が、実施形態に応じて異なる形態を成す
ことができる一方で、図１７は、単一の検出器としてＰＭＴ１７１４を図示し、他の実施
形態（図示せず）では、検出器は、他の形態、例えば、単光子アバランシェ検出器（ＳＰ
ＡＤ）を成すことができる。
【０１７９】
　いくつかの実施形態では、レーザ光源１７０４は、４０５／４８８ｎｍ（またはＢｌｕ
－ｒａｙ（登録商標）規格）レーザを含むことができる。いくつかの実施形態では、種々
の他の励起レーザを使用することができる（例えば、６３０～６５０ｎｍにおけるレーザ
、および／またはＮｉｃｈｉａ、Ｓｏｎｙ、Ｘｅｒｏｘ、Ｏｍｉｃｒｏｎ等の種々の企業
によって製造された他のレーザ）。いくつかの実施形態（例えば、図１７の実施形態）で
は、マイクロ流体細胞検出器１７０２またはその少なくともある部分（例えば、マイクロ
流体検出器１７１０）は、バルク光学部品を統合光学部品と置換する、ラボオンチップ技
術プラットフォームを採用するデバイスであり得る。
【０１８０】
　図１８は、符号化構造が、入力流体チャネルの感知領域１８４０に沿って複数の光学開
口を伴う光学開口構造１８６０と、構造１８６０内の光学開口を介して感知領域１８４０
から光を受け取る、光学導波管１８５２、１８５４、１８５６、および１８５８とを含む
、マイクロ流体検出器１７１０の設計の例証的な説明図である。感知領域１８４０を通っ
て流動するサンプル流体中の粒子１８９８（例えば、細胞）は、異なる時間に異なる位置
で入力流体チャネルに沿った光学開口を連続的に通過する、光を発する。導波管１８５２
、１８５４、１８５６、および１８５８によって受容される光は、光学検出器（例えば、
光学検出器１７１４等のＰＭＴ）によって収集することができる。導波管１８５２は、粒
子１８９８によって発せられる全ての波長の光を伝導することができる。導波管１８５４
、１８５６、および１８５８は、異なる中心透過周波数をそれぞれ中心とする、光透過帯
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域を伴う光学フィルタ導波管である。導波管１８５４、１８５６、および１８５８は、光
学検出器によって受信されるように、異なる時間に、異なる中心透過周波数、例えば、赤
色、緑色、および青色波長を中心とする、異なる光学スペクトル帯域を伴って、異なるフ
ィルタにかけられた光透過信号を生じることができる。いくつかの実施形態では、導波管
１８５４、１８５６、および１８５８は、異なる中心透過周波数をそれぞれ中心とする、
光学透過帯域中でスペクトル重複を有するように構成される。したがって、赤色中心波長
で透過する赤色導波管１８５４はまた、緑色波長における一部の光、および青色波長にお
ける一部の光も透過し、緑色中心波長で透過する緑色導波管１８５６はまた、赤色波長に
おける一部の光、および青色波長における一部の光も透過し、青色中心波長で透過する青
色導波管１８５８はまた、緑色波長における一部の光、赤色波長における一部の光も透過
する。この設計では、信号処理は、信号処理忠実性を向上させるように、異なるフィルタ
にかけられた光透過信号のそれぞれの中の重複スペクトル情報に基づいてもよい。例えば
、重複スペクトル範囲を伴う眼内の赤色、緑色、および青色受容器または錐体細胞からの
信号に基づく、ヒト視覚系による画像処理を、上記のデバイスにおける信号処理のために
モデル化することができる。
【０１８１】
　図１９Ａは、さらに詳細にマイクロ流体検出器１９１０の構成要素を図示する。示され
るように、マイクロ流体検出器１９１０は、いくつかの実施形態では、流体中に懸濁させ
られた目的とする粒子、細胞、または他の物質が通過することができる、マイクロ流体チ
ャネル１９２０を含むことができる。第１の端部１９２２におけるマイクロ流体チャネル
１９２０は、それぞれ、第１、第２、および第３の進入オリフィスまたはポート１９２４
、１９２６、および１９２８に連結され、第２の端部１９３２では、それぞれ、第１、第
２、および第３の出口／出口ポート１９３４、１９３６、および１９３８に連結される。
その端部１９２２、１９３２の中間にあるマイクロ流体チャネル１９２０のサンプリング
領域１９４０では、追加の導波管構造１９５０が提供される。追加の導波管構造１９５０
が、マイクロ流体チャネル１９２０のサンプリング領域１９４０とともに、図１９Ｂでさ
らに詳細に示されている。マイクロ流体検出器１９１０は、少なくともいくつかの実施形
態では、その低い加工費用により、使い捨てと見なすことができる。
【０１８２】
　図１９Ａ－１９Ｂの実施形態では、ラボオンチップデバイスとしてのマイクロ流体検出
器１９１０の信頼性および再利用可能性を向上させるように、マイクロ流体チャネル１９
２０は、（いくつかの実施形態では）ポリジメチルシロキサン（「ＰＤＭＳ」）で作製さ
れ、いくつかの実施形態では、流体と接触しているＰＤＭＳ表面（例えば、チャネルの内
面）はさらに、非晶質Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）の（例えば、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）
ＡＦを伴う）薄く平滑で一様な層、具体的には、水の屈折率（約１．３３）より低い屈折
率（例えば、約１．３１）を有するＴｅｆｌｏｎ（登録商標）コーティングでコーティン
グされる。いくつかの実施形態では、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）コーティングの使用は、
（特に小分子を取り扱うときに懸念を提示し得る）ＰＤＭＳの多孔質および透過性質と関
連付けられる（種々のＰＤＭＳベースのマイクロ流体デバイスで提示され得る）懸念を軽
減する。
【０１８３】
　上記の利益に加えて、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）コーティングしたマイクロ流体チャネ
ル１９２０を採用することの別の利益は、加えて、それが低損失光学導波管としてのマイ
クロ流体チャネルの動作を促進することであり得る。つまり、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）
コーティングしたマイクロ流体チャネル１９２０の使用を通して、本実施形態では、概し
て、動作中に（例えば、マルチモードファイバ１７０６等のマルチモードファイバから）
マイクロ流体検出器１９１０に進入する光１９４６は、マイクロ流体チャネル１９２０の
中へ指向され、（矢印１９４８によって示されるように）マイクロ流体チャネル１９２０
のサンプリング領域１９４０に向かって、かつその中へ、マイクロ流体チャネル１９２０
内で誘導される。サンプリング領域１９４０に到達すると、光１９４６は、マイクロ流体
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チャネルを通過する、目的とする細胞または他の物質に衝突し、蛍光を発光させ、そのう
ちの一部または全ては、マイクロ流体チャネル１９２０／サンプリング領域１９４０の側
面１９４４に沿って配列される追加の導波管構造１９５０の中へ進入する。
【０１８４】
　「ラボオンチップ技術」の（図１９Ａ－１９Ｂの）上記の実施形態は、感度を増進し、
雑音を抑制するように、流路に沿った複数の検出点を可能にする。いくつかのマイクロ流
体検出器アーキテクチャでは、光源（励起レーザ源等）からの光は、電力分割損失に悩ま
される。換言すると、細胞（または目的とする他の対象物質）が、いくつかの（例えば、
４つの）異なる光学調査ゾーンを通過する場合、励起レーザ電力は、過剰な分割損失（例
えば、６ｄＢの分割損失）をもたらす様式で、これらのゾーンのそれぞれで分割（例えば
、４回分割）されてもよい。対照的に、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）でコーティングしたマ
イクロ流体チャネル２０を採用する上記の実施形態を使用して、細胞（または目的とする
他の対象物質）を伝導するチャネルはまた、励起光を誘導する導波管としての機能も果た
し、その結果として、以下でさらに議論されるような多点光学調査を達成することが可能
である。同時に、誘導された光の光学強度は、光漂白の効果を回避するように、緊密に集
束したレーザビーム点より低い。
 
【０１８５】
　加えて、図１９Ｂを参照すると、マイクロ流体検出器１９１０は、マイクロ流体チャネ
ル１９２０のサンプリング領域１９４０から離れて延在する追加の導波管構造１５０を採
用することによって、多点光学調査を達成する。示されるように、次いで、追加の導波管
構造１９５０は、単一の導波管のみを含まず、むしろ、それぞれ、第１、第２、第３、お
よび第４の横断導波管１９５２、１９５４、１９５６、および１９５８を含むことが示さ
れている。追加の導波管構造１９５０の導波管１９５２、１９５４、１９５６、および１
９５８のそれぞれは、サンプリング領域１９４０の導波管１９５２、１９５４、１９５６
、および１９５８の間にある、追加の導波管構造の第１の端部１９６２に位置付けられた
第１のフィルタ構造１９６０と、第１の端部と反対側の追加の導波管構造の第２の端部１
９６５に位置付けられた第２のフィルタ構造１９６４との間に延在する。
【０１８６】
　いくつかの実施形態では、導波管１９５２、１９５４、１９５６、および１９５８のそ
れぞれは、異なるそれぞれの色を有する。より具体的には、第１の導波管１９５２が、特
定の色を伴わずに（例えば、透明である）透過性であり得る一方で、第２の導波管１９５
４、第３の導波管１９５６、および第４の導波管１９５８は、それぞれ、赤色、緑色、お
よび青色であり得る。その結果として、第１の導波管１９５２が、可視光スペクトル内の
光の全ての（または実質的に全ての）成分（例えば、約３８０ｎｍ～７５０ｎｍの範囲内
の波長を有する全ての光成分、または「白色光」）を透過することができる一方で、他の
導波管１９５４、１９５６、および１９５８は、それぞれ、赤色、緑色、および青色光成
分のみを透過する傾向があり、他の着色光成分は、部分的に除外される。したがって、導
波管１９５２、１９５４、１９５６、および１９５８はまた、光学フィルタと見なすこと
もできる。第１のフィルタ構造１９６０は、黒色であるか、黒く／暗くされ、サンプリン
グ領域１９４０から導波管１９５２、１９５４、１９５６、および１９５８へ進む光の能
力を制限することができる、いくつかのブロック特徴１９６６を包含する。さらに、第２
のフィルタ構造１９６４に関して、この構造はまた、黒く／暗くされ、導波管１９５２、
１９５４、１９５６、および１９５８から外へ、およびＰＭＴ（例えば、ＰＭＴ１７１４
）に向かってマイクロ流体検出器１９１０から外へ進む光の能力を制限する、ブロック特
徴１９６８も含む。特徴１９６６、１９６８は、特に、コントラスト比を増加させ、クロ
ストークを低減させる働きをし、さらに、光学単離のためのビームブロックとしての機能
を果たす。
【０１８７】
　典型的には、所望の動作を得るように、種々の導波管１９５２、１９５４、１９５６、
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および１９５８（具体的には、導波管１９５４、１９５６、１９５８）を最適化して特徴
付けることに配慮することが望ましい。赤色、緑色、および青色導波管１９５４、１９５
６、１９５８、ならびにフィルタ構造１９６０および１９６４を作成するために、赤色、
緑色、青色、および黒色の色素が、それぞれ、横断導波管およびフィルタ構造に注入され
る。いくつかの実施形態では、色素は、油溶性であり得、着色光学導波管／フィルタ構造
を形成するように高屈折率（例えば、ｎ＝１．４２～１．４６）ＰＤＭＳと混合すること
ができる。高屈折率のＰＤＭＳプレポリマーは、低屈折率（ｎ＝１．４１）ＰＤＭＳを使
用して形成される、導波管チャネルを充填する。色素または異なる染料の混合物を適正に
選択することによって、かつ吸収スペクトルを較正することによって、導波管１９５４、
１９５６、１９５８は、それぞれ、それぞれの所望の透過スペクトルを有することができ
る。本実施形態では、最大数の波長を網羅するために、３つの色フィルタのための中心波
長は、約５１０ｎｍ、５７０ｎｍ、および６４０ｎｍで生じるべきである。
【０１８８】
　いくつかの実装では、赤色、緑色、青色（ＲＧＢ）導波管（上記のように光学フィルタ
と見なすこともできる）１９５４、１９５６、１９５８のそれぞれは、波長とともにその
透過特性の（急速なカットオフよりもむしろ）段階的変化を呈するように設計することが
できる。単一の染料が所望のスペクトル応答を生じることができない場合、染料の混合物
が使用されてもよい。さらに、フィルタ構造１９６０、１９６４の特徴１９６６、１９６
８を適切に着色すること／暗くすること、およびこれらの特徴の形状および配列を適切に
選択することによって、光をサンプリング領域１９４０から導波管１９５２、１９５４、
１９５６、および１９５８に適切に方向付けるとともに、ＰＭＴ（例えば、ＰＭＴ１７１
４）に向かって導波管から外に方向付けることができる。色フィルタ設計が選択された後
、ＣＯＳＴ符号化マイクロ流体検出器（例えば、マイクロ流体検出器１７０２）をさらに
設計するために、（Ｚｅｍａｘ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｂ
ｅｌｌｅｖｉｅｗ，　Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ）から入手可能であるような）ＺＥＭＡＸ等
の光学設計ソフトウェアを使用することができる。
【０１８９】
　図１９Ｂを依然として参照して、本実施形態では、着色／黒色染料は、入口オリフィス
、およびこれらの入口オリフィスから導波管／フィルタ構造に至るチャネルを介して、導
波管１９５４、１９５６、１９５８およびフィルタ構造１９６０、１９６４に注入される
。流体注入後、全てのＰＤＭＳプレポリマーは、導波管／フィルタ構造に達するように熱
硬化させられる。硬化中に間隙または空隙の形成を回避するために、硬化は真空中で行わ
れる。より具体的には、示されるように、黒色チャネル１９７０が、黒色入力オリフィス
１９７２とフィルタ構造１９６０、１９６４のそれぞれとの間に至り、したがって、オリ
フィスで入力される黒色染料が、フィルタ構造１９６０、１９６４の中へ進入し、その特
徴１９６６、１９６８を形成することができる。また、示されるように、赤色、緑色、お
よび青色チャネル１９７４、１９７６、および１９７８が、それぞれ、それぞれの赤色、
緑色、青色入力オリフィス１９８４、１９８６、および１９８８から、それぞれ、それぞ
れの赤色、緑色、青色導波管１９５４、１９５６、および１９５８に至り、したがって、
赤色、緑色、および青色染料を、それぞれのオリフィスおよびそれぞれの関連チャネルを
介してそれぞれの導波管に注入することができる。同様に、透明チャネル１９８０が、透
明入力オリフィス１９８２と導波管１９５２との間に至り、透明な染料がその導波管に提
供されることを可能にする。
【０１９０】
　加えて、図１９Ｂはまた、追加の導波管構造１９５０およびサンプリング領域１９４０
の詳細をさらに図示する、図１９Ｂの第１、第２、および第３の差し込み画像１９９０、
１９９２、および１９９４も含む。より具体的には、第１の差し込み画像１９９０は、サ
ンプリング領域１９４０と導波管１９５２、１９５４、１９５６、および１９５８との間
に配列されるような第１のフィルタ構造１９６０の特定の特徴１９６６をより明確に示す
。差し込み画像１９９０から明白となるように、特徴１９６６（再度、それを通る光の通
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過を制限するように黒く／暗くされる）は、サンプリング領域１９４０と導波管１９５２
との間に位置付けられる２つの小型特徴１９９６を除いて、導波管１９５２、１９５４、
１９５６、および１９５８のうちの導波管に隣接して概して間に位置付けられる。第２の
差し込み画像１９９２に関して、その画像は、特に、それぞれ、導波管１９５２および導
波管１９５８への、それぞれ、チャネル１９８０および１９７８の連結を示す。さらに、
第３の差し込み画像１９９４に関して、その画像は、それぞれ、導波管１９５４および導
波管１９５６へのチャネル１９７４および１９７６の連結、ならびにそれぞれ、第２のフ
ィルタ構造１９６４へのチャネル１９７０の連結を示す。
【０１９１】
　図２０Ａを参照すると、サンプリング領域１９４０、および追加の導波管構造５０、す
なわち、導波管１９５２、１９５４、１９５６、および１９５８の部分、ならびに第１の
フィルタ構造１９６０の特徴１９６６を含む第１のフィルタ構造１９６０、および第２の
フィルタ構造１９６４の特徴６８を含む第２のフィルタ構造６４の概略図が提供されてい
る。図２０Ａはまた、目的とする物質、本実施例では、マイクロ流体チャネル１９２０の
サンプリング領域１９４０を通過する細胞１９９８も図示する。細胞１９９８の異なる陰
影によって図示されるように、細胞のうちの異なるものが、異なる染料で蛍光標識されて
いるため、これらの異なる細胞が（図１９Ａに示されるように）光１９４６によって衝突
されるときに、異なる細胞が、導波管１９５２、１９５４、１９５６、および１９５８の
うちの異なるものによる透過のために好適な光の異なる色を発する（光の異なる色の全て
は導波管１９５２によって伝導される）。
【０１９２】
　実施形態に応じて、材料の複数の層によって追加の導波管構造１９５０を形成できるこ
とを理解されたい。加えて、それぞれ、図２０Ｂおよび２０Ｃを参照すると、それぞれ、
図１７Ａの線Ｂ－ＢおよびＣ－Ｃに沿って得られた追加の導波管構造１９５０の層の実施
例が示されている。図２０Ｂおよび２０Ｃは、特に、本実施形態では、着色または黒色Ｐ
ＤＭＳプレポリマーが、導波管１９５２、１９５４、１９５６、および１９５８、ならび
にフィルタ構造１９６０、１９６４に導入される、チャネル１９７０、１９７４、１９７
６、１９７８、および１９８０は、それに沿ってこれらの導波管／フィルタ構造が存在す
る（かつそれに沿って検出された光が通過する）検出面からの異なる層にあることを示す
。
【０１９３】
　より具体的には、図２０Ｂは、特にフィルタ構造１９６０の場所で、追加の導波管構造
１９５０の断面図を示す。示されるように、フィルタ構造１９６０は、上ＰＤＭＳ層２１
０２と底ＰＤＭＳ層１０４との間に空洞として形成される。より具体的には、フィルタ構
造１９６０は、特に濾過要素としての機能を果たす特徴１９６６の上方に位置付けられる
、トンネル領域２１１０を両方とも含む。特徴１９６６の上方に位置付けられる（その内
側に特徴が位置付けられる、底ＰＤＭＳ層２１０４内よりも上ＰＤＭＳ層２１０２内に位
置付けられる）トンネル領域２１１０は、オリフィスで入力される黒色染料が特徴１９６
６の中へ進入し、それを形成することができるように、入力オリフィス２１１２を特徴の
それぞれと接続する。トンネル領域２１１０および入力オリフィス２１１２は、これらの
構造の配列が図１９Ｂに対して図２０Ｂではわずかに異なるが、図１９Ｂに関して上記で
説明される黒色チャネル１９７０および黒色入力オリフィス１９７２に対応する（かつそ
れらとしての機能を果たす）と理解できることが観察されるであろう。
【０１９４】
　同様に、図２０Ｃは、（フィルタ構造１９６０ではなく）導波管１９５２、１９５４、
１９５６、および１９５８のみが位置する、追加の導波管構造１９５０の断面図を示す。
示されるように、（図２０Ａの線Ｃ－Ｃに対応する）示される特定の場所では、導波管１
９５２、１９５４、１９５６、および１９５８の全てが、上ＰＤＭＳ層２１０６と底ＰＤ
ＭＳ層２１０８との間に位置付けられて存在する。加えて、導波管１９５２を入力オリフ
ィス２１１６と接続する、トンネル領域２１１４が、その導波管の上方に（つまり、その
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内側に導波管１９５２、１９５４、１９５６、および１９５８が位置付けられる、底ＰＤ
ＭＳ層２１０８内よりも上ＰＤＭＳ層２１０６内に）位置付けられて示されている。トン
ネル領域２１１４および入力オリフィス２１１６は、これらの構造の配列が図１９Ｂに対
して図２０Ｃではわずかに異なるが、図１９Ｂに関して上記で説明されるチャネル１９８
０および入力オリフィス１９８２に対応する（かつそれらとしての機能を果たす）と理解
できることが観察されるであろう。また、しかし、（図１９Ｂに関してすでに議論された
ように）導波管１９５２、１９５４、１９５６、および１９５８に関して、対応するトン
ネル領域および入力オリフィスを提供できることも留意されるであろう。
【０１９５】
　図２１の実施形態を参照すると、時空間符号化およびＣＯＳＴ符号化を行うマイクロ流
体検出器の動作が、さらに詳細に図示されている。図２１Ａの実施形態を最初に参照する
と、時空間符号化のみを行う、マイクロ流体検出器２１２０のより単純な設計が示されて
いる。示されるように、マイクロ流体検出器２１２０は、上記および以下でさらに議論さ
れるマイクロ流体検出器とは対照的に、マイクロ流体チャネル２１２６の側面から離れて
横方向に延在し、フィルタセクション２１２８によってフィルタにかけられるようなマイ
クロ流体チャネル２１２６のサンプリング領域２１２４から細胞２１１８によって生じさ
せられる蛍光を受け取る、３つの透明な光学導波管２１２２のアレイのみを有する。より
具体的には、蛍光細胞２１１８のうちの１つは、１０ｃｍ／秒～１００ｃｍ／秒の典型的
な速度でチャネル２１２６を通って進行する。本実施形態では、細胞２１１８は、上記で
議論されるＴｅｆｌｏｎ（登録商標）コーティング方法によって可能にされる光・流体共
同伝搬構成で、途中で光学的に励起させられる。
 
【０１９６】
　導波管アレイの３つの導波管２１２２はそれぞれ、矢印２１２８によって示されるよう
に、マイクロ流体チャネル２１２６から離して光を伝導し、それらの光出力を単一のＰＭ
Ｔ検出器に提供する。その結果として、細胞２１１８のうちの１つが、導波管アレイの導
波管２１２２を連続的に通り過ぎて、マイクロ流体チャネル２１２６に沿って進行すると
、進行の時間によって分離される３つの連続ピークがＰＭＴを介して検出され、したがっ
て、（細胞位置を表す）空間信号を、時空間符号化出力信号または時間ドメイン信号２１
３０に変換する。時間ドメイン信号の波形を合致させるためにデジタル合致フィルタを使
用して、雑音を抑制し、各個別細胞の進行速度を取得し、したがって、下流選別のための
タイミングを確立することができる。さらに、細胞２１１８のうちの所与の細胞をその経
路に沿って複数回調査する（例えば、信号対雑音比を増進するように、または細胞が右チ
ャネルに選別されるかどうかを検証するようにオーバーサンプリングする）ことを選択す
る場合、対応合致フィルタを使用して、各検出点における結果として生じる時間ドメイン
信号を抽出することができるように、符号化パターンを変更することが可能である。
【０１９７】
　図２１Ｂを参照すると、ＣＯＳＴ符号化は、上記で議論される導波管１９５４、１９５
６、１９５８等の着色導波管を含む、追加の横断導波管を利用することによって、時空間
符号化を改良する。示されるように、マイクロ流体検出器（例えば、検出器１７０２）を
使用すると、サンプリング領域４０に由来する蛍光に応答して、追加の導波管構造１９５
０によってＰＭＴ（例えば、ＰＭＴ１７１４）に提供される出力信号は、色時空間（ＣＯ
ＳＴ）符号化信号２１３２である。再度、導波管１９５２が、透明であり、その結果とし
て「全域通過」導波管としての機能を果たす一方で、他の導波管１９５４、１９５６、１
９５８は、これらの導波管の着色に対応する特定の色の光のみを通過させる。その結果と
して、ＣＯＳＴ符号化信号２１３２は、全体的な蛍光強度の基準を確立するために使用す
ることができる、導波管１９５２から発する種々の光成分を表す白色光信号部分２１３２
、また、導波管１９５４、１９５６、１９５８から発する特定の色の光を表す色コーディ
ングされた信号部分２１３４の両方を含む。各蛍光波長が約３０ｎｍのスペクトル幅を有
し、３つの色フィルタ導波管１９５４、１９５６、１９５８が、それぞれ、５１０ｎｍ、
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５７０ｎｍ、および６４０ｎｍにおける最大透過波長を有すると仮定して、単一の検出器
（例えば、ＰＭＴ１７１４）を使用して、２０より多くの蛍光波長を検出できることが推
定される。
【０１９８】
　導波管１９５２は、単一の透明な導波管であるものとして上記で説明されたが、図２１
Ａに示される導波管２１２２のアレイと同様に、導波管１９５２はまた、全体的な導波管
アレイを形成する１つより多くの導波管を含むこともできる。また、色フィルタの中の非
蛍光染料が励起レーザの経路の中にないため、背景蛍光は懸念ではない。
【０１９９】
　上記のＣＯＳＴ技術は、システム機能性および費用において有意な利点を提供する。さ
らに、特定の設計制約を仮定すると、本技術はまた、満足できるデバイススループットと
一致する。具体的には、横断導波管面積全体が、（幅）１００ｕｍを取り、細胞が５０ｃ
ｍ／秒で進行すると仮定すると、サンプリング領域１９４０内の光学調査ゾーン（すなわ
ち、追加の導波管構造１９５０の最外導波管１９５２、１９５８の最外縁によって画定さ
れるゾーン）を通過する時間は、０．２ミリ秒である。これは、検出スループットを２，
０００～５，０００個の細胞／秒または約１０Ｍ個の細胞／時間に限定する。これは、い
くつかの用途のために満足できる数であり得るが、ある他の用途では依然として足りない
。したがって、スループットをさらに増加させるために、ある実施形態では、面内レンズ
がＣＯＳＴ設計を実装することがさらに提案される。そのような統合レンズアプローチで
は、レンズアレイが、相互から５ｕｍ未満だけ分離される、一連の焦点を生成し、したが
って、約２５ミクロンになるように調査ゾーンの全幅を縮小する。結果として、ＣＯＳＴ
領域を通って進行する時間は、５０マイクロ秒未満になる。この設計は、２０～３０Ｋ／
秒または１時間につき約１００Ｍ個の粒子までスループットを潜在的に増加させることが
できる。
【０２００】
　実施形態に応じて、マイクロ流体検出器の性能をさらに増進するように、追加の構造を
使用することができる。例えば、少なくともいくつかの実施形態では、例えば、それぞれ
が参照することにより本明細書に組み込まれる、「Ｓｙｓｔｅｍ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄ
　ｆｏｒ　Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ」と題された２００８年５月１４日出願の米国
特許出願第１２／１５２，６６５号、同様に「Ｓｙｓｔｅｍ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆ
ｏｒ　Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ」と題された２００８年３月５日出願の米国仮特許
出願第６１／０６８，１９８号、およびさらに２００７年５月１４日に出願され、「Ｌｉ
ｇｈｔ　Ｃｏｎｖｅｙｉｎｇ　Ｄｅｖｉｃｅ」と題された米国仮特許出願６０／９１７，
８４８号で説明されるように、プリズムおよび他の構造を使用することができる。
【０２０１】
　図２１Ａでは、蛍光細胞が１０ｃｍ／秒～１００ｃｍ／秒の典型的な速度でチャネルを
通って進行すると、細胞は、光・流体共同伝搬構成で、途中で光学的に励起させられる。
流体チャネルに対して直角に、それらの光透過を単一のＰＭＴ検出器に供給する、３つの
開口のアレイがある。細胞がこの３つの開口のアレイを横断して進行すると、進行の時間
によって分離される３つの連続ピークが検出され、したがって、空間信号（すなわち、細
胞位置）を時間ドメイン信号に変換する。時間ドメイン信号の波形を合致させるためにデ
ジタル合致フィルタを使用して、各個別細胞の進行速度を取得し、したがって、下流選別
のためのタイミングを確立するように、信号の雑音を抑制することができる。細胞がその
経路に沿って複数回調査される（例えば、信号対雑音比を増進するように、または細胞が
右チャネルに選別されるかどうかを検証するようにオーバーサンプリングする）場合、対
応する合致フィルタを使用して、各検出点における結果として生じる時間ドメイン信号を
抽出することができるように、符号化パターンを変更することが可能である。図２２は、
選別が成功して行われたことを検証する、選別後の下流に別の時空間符号化信号（１０１
１）が後に続く、上流検出領域における時空間符号化信号（１１１）を示す。第１の信号
（１１１）は、ビーズが検出ゾーンを通過するときの検出された蛍光を表す。選別後、約
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３．５ミリ秒だけ第１の信号の後を追う第２の信号（１０１１）は、ビーズが正しく選別
チャネルの中へ切り替えられたことを示す。
【０２０２】
　マルチパラメータオンチップ検出および細胞選別は、リアルタイム電子システムによっ
て制御される、十分に調整された様式で機能する必要がある。感度、待ち時間、およびタ
イミングジッタは、良好な電子制御システムが対処する必要がある、３つの主要な問題で
ある。感度は、デバイス自体の品質、および電子システムに組み込まれるリアルタイム信
号処理能力の有効性に依存する。待ち時間は、アルゴリズムが計算を完了するために必要
とされる時間量である。タイミングジッタは、待ち時間の変動である。制御回路アーキテ
クチャは、アナログ回路、マイクロプロセッサ、特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）、お
よび／または同等物で実装することができる。アナログ回路で高度な信号処理アルゴリズ
ムを実装することの困難、ならびに長い待ち時間および大きいタイミングジッタを生じる
マイクロプロセッサの限定された計算能力により、ＡＳＩＣアプローチが制御回路のため
に実装されてもよい。例えば、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　ｃｏｍｐａ
ｃｔＲＩＯシステムは、マイクロプロセッサ上で作動するリアルタイムオペレーティング
システム（ＲＴＯＳ）、および基本的には高度に費用効率的な種類のＡＳＩＣであるフィ
ールドプログラマブルゲートアレイ（ＦＰＧＡ）を伴う、完全な組み込みシステムを提供
する。このシステムが、制御に使用されてもよい。
【０２０３】
　ＲＴＯＳは、イーサネット（登録商標）接続チップ、およびインターネット通信用のＴ
ＣＰ／ＩＰプロトコルスタックにアクセスするように、デバイスドライバを提供する。こ
の接続は、ｃｏｍｐａｃｔＲＩＯシステムからのデータフィードバックのために、および
リアルタイムハードウェアを制御するために重要である。リアルタイムアルゴリズムは、
ＦＰＧＡで実装することができ、タイミングジッタは、１０マイクロ秒未満であることが
期待される。いくつかの実施形態では、電子制御は、少なくとも以下の機能、すなわち、
（１）検出効率を向上させるように信号対雑音比（ＳＮＲ）を増加させること、（２）選
別精度を向上させるための瞬間細胞速度推定、および（３）波形発生器を通した選別信号
生成を提供する。
【０２０４】
　図２３に示されるリアルタイム処理制御ユニットは、検出セクション２３０４と、制御
セクション２３０６とを含む。細胞検出のための専用ハードウェアの使用は、低いタイミ
ングジッタを達成し、単細胞選別を最適化するように、細胞通過の検出と合成波形を伴う
アクチュエータの発射との間のタイミングを正確に制御することに役立ち得る。
【０２０５】
　細胞検出の精度を増加させるために、感度に影響を及ぼす雑音の３つの形態、すなわち
、（１）ほぼ白色ガウス雑音（ＷＧＮ）である検出回路の熱雑音、（２）ＰＭＴまたはＳ
ＰＡＤ暗カウント雑音、および（３）レーザ電力変動および迷光による低周波数雑音を考
慮し、検出回路を設計する際に対処することができる。雑音スペクトルの特性を理解する
と、信号周波数帯域が雑音スペクトルとの最小重複を有するように、前述の時空間および
ＣＯＳＴ設計を使用して、信号を生成することができる。ＷＧＮ条件下で、信号の波形の
逆数である応答を有するフィルタである、合致フィルタの設計を用いて、最高Ｓ／Ｎ比を
達成することができる。合致フィルタの有限インパルス応答（ＦＩＲ）実装が、図２４Ａ
－２４Ｂで図示されている。
【０２０６】
　図２４Ａは、ＦＩＲフィルタの基本構造を示す。これは、プログラム可能な合致フィル
タとして使用される。図２４Ｂは、ＦＩＲフィルタのハードウェア実装を示す。この設計
は、特殊ハードウェア構成要素、すなわち、同時に読み書きすることができるＲＡＭモジ
ュールである、二重ポートランダムアクセスメモリ（ＲＡＭ）を利用する。二重ポートＲ
ＡＭは、Ｘｉｌｉｎｘ　ＦＰＧＡにおける内蔵モジュールである。二重ポートＲＡＭを利
用することによって、非常に高いサンプリングレートのフィルタを達成することができる
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。
【０２０７】
　いくつかの実装では、リアルタイム細胞速度推定を、高精度の単細胞選別のために実装
することができる。流動細胞の速度が変化すると、通過細胞から生成される信号も変化す
る。マイクロ流体チャネル中の細胞速度が増加する場合、信号持続時間がより短くなる。
各細胞の速度がランダムな様式で変動する場合、細胞速度の変動は、追加の雑音源として
扱うことができる。それは、Ｓ／Ｎ比およびタイミングジッタの両方に影響を及ぼす。各
細胞の速度の知識に基づいて、より効果的な合致フィルタを設計することができ、それに
従って合致フィルタをプログラムすることができる。細胞速度の取得された情報はまた、
高精度の単細胞選別のためのタイミング制御を調整するために使用することもできる。
【０２０８】
　周波数ドメイン分析では、細胞速度の変動を信号の周波数応答の変動として扱うことが
できる。細胞速度の増加は、図２５Ａで図示されるように、より多くの高周波数成分を信
号に追加する。異なる細胞速度のための周波数スペクトルが異なるため、各個別細胞の流
速を推定するために、フィルタバンクアーキテクチャを使用することができる。フィルタ
２５０２Ａ－２５０２Ｃを含む、そのようなアーキテクチャ２５００の実施例が、図２５
Ｂに示されている。例えば（図示せず）、０．２５ｃｍ／秒の精度で１ｃｍ／秒～１００
ｃｍ／秒の流速をリアルタイムで測定するために、４００個のＦＩＲフィルタのフィルタ
バンクを使用することができる。図２５Ｃはさらに、いくつかの実施形態によると、フィ
ルタバンクの中のフィルタの出力に基づいて細胞速度を推定するためのプロセスを示す。
【０２０９】
　図１６Ａ－１６Ｃで使用される信号符号化構造は、図１８－２１Ｂに示される実施例に
加えて、種々の構成であり得る。図２６Ａは、例えば、コードとして異なるビームパター
ンを形成するために、異なる開口間の間隔を伴う光学開口を使用する、信号符号化構造の
別の実施例を示す。異なる光学開口設計を伴う２つの流体チャネルが、２つの信号コード
を提供するように図示されている。図２６Ｂは、時間ドメイン中の２つのチャネルからの
ＰＭＴ信号を示す。
【０２１０】
　図１８、２０Ａ、２０Ｂ、および２１ＢのＣＯＳＴ符号化のための光学フィルタ設計を
参照すると、導波管１８５４／１９５４、１８５６／１９５６、および１８５８／１９５
８のための広帯域フィルタリングは、色を区別するために必要とされるサンプルの数を削
減する機構であり、例えば、２０個のフィルタ導波管を使用することなく、２０の異なる
蛍光波長を区別するために、３つのフィルタ導波管１９５４、１９５６、および１９５８
を使用することができる。これは、費用の劇的な削減である。時間多重化が、異なる波長
からＰＭＴの中への情報に行われるため、３つのフィルタ導波管１９５４、１９５６、お
よび１９５８と関連して、単一のＰＭＴを使用することができる。例えば、図２１Ｂの実
施例では、ＰＭＴは、最初に導波管１９５４を介して赤色光、次いで、導波管１９５６を
介して緑色光、次いで、導波管１９５８を介して青色光を受け取る。この時間多重化は、
流量および導波管（または空間フィルタ）を利用することによるものである。広帯域フィ
ルタリングを用いた時間多重化は、高スループット色検出を可能にする。
【０２１１】
　図２７は、プログラム可能なＦＩＲフィルタリングバンクに基づく例示的なＤＳＰ処理
ブロックを示す。ＤＳＰ処理ブロックは、例えば、以前に説明されたような粒子選別機制
御モジュール（例えば、制御モジュール１４２４）の構成要素であり得る。
【０２１２】
　マイクロ流体検出器およびシステムの中の粒子選別機構は、種々の構成で実装すること
ができる。以下の実施形態は、低い所要電力（典型的には０．１ｍＷ未満）を有し、かつ
約１～１０ｃｍ／秒の粒子流速とともに約０．１～１ミリ秒の高速応答時間を有する、低
い電圧（典型的には１０Ｖｐ－ｐ未満）で動作するように構成することができる、圧電ア
クチュエータに基づく粒子選別機を開示する。粒子選別システムは、空間フィルタ、およ
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び経時的に光信号を分析することによって粒子の存在を判定するための処理技法を使用す
る、閉ループ様式で動作可能であり、その信号は、検出器によって出力される。
【０２１３】
　図２８を参照すると、流体中の粒子を選別するための粒子選別機２８００が図示されて
いる。粒子選別機２８００は、作動領域２８１１で複数の出力チャネル２８１０Ａ、２８
１０Ｂ、および２８１０Ｃに接続される、入力チャネル２８０４を含む。粒子は、入力チ
ャネル２８０４を通って作動領域２８１１まで流動し、各粒子は、作動領域から複数の出
力チャネル２８１０Ａ、２８１０Ｂ、および２８１０Ｃのうちの１つまで進行する。
【０２１４】
　圧電アクチュエータ２８１８は、図２７で図示されるように、コントローラまたはドラ
イバからの電圧制御信号等の制御信号に応答して、作動領域２８１１中の流体に流動障害
を引き起こすように動作する。例えば、図示されるように、圧電アクチュエータ２８１８
に印加される正電圧信号が、下向きの屈曲を引き起こし、負電圧信号が、上向きの屈曲を
引き起こす。この屈曲は、特に（約数ナノリットルの）流体の横変位を引き起こすことに
よって、作動領域２８１１中で流動障害を引き起こす。流動障害は、粒子が流動障害を伴
わずに進行するであろう出力チャネル２８１０Ｂとは異なる、出力チャネル２８１０Ａま
たは２８１０Ｃのうちの１つへの軌道に沿って、作動領域に進入する粒子を方向付ける。
例えば、図２８の下部分で図示されるように、印加される正電圧は、圧電アクチュエータ
２８１８の下向きの屈曲をもたらし、作動領域２８１１中で流動障害を引き起こし、粒子
２８２２にその軌道を変更させ、左側および出力チャネル２８１０Ａへ進行させる。
【０２１５】
　より具体的には、図２９Ａは、出力チャネル２８１０Ｂへの粒子の進行を示す、印加さ
れた制御電圧信号がないときの粒子２８２４の進行を図示する。図２９Ｂは、負電圧信号
の印加に応答した、出力チャネル２８１０Ｃへの粒子２８２６の進行を示す。同様に、図
２９Ｃは、正電圧信号の印加に応答した、出力チャネル２８１０Ａへの粒子２８２８の進
行を示す。
【０２１６】
　図３０Ａ－３０Ｃは、エッチングされたポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）基板２８
３０およびガラス基板２８３２をともに結合する、紫外オゾンによって達成される、粒子
選別機２８００の単純で低費用の加工を図示する。ＰＤＭＳ基板２８３０は、入力チャネ
ル２８０４、出力チャネル２８１０Ａ－２８１０Ｃ、および作動領域２８１１を形成する
ようにエッチングされている。具体的には、ＰＤＭＳ基板およびガラス基板は、２５４ｎ
ｍで２８ｍＷのランプ出力を用いて、紫外オゾンチャンバの中で表面処理され、基板２８
３０、２８３２が物理的に相互に接触すると、結合が生じる。
【０２１７】
　圧電アクチュエータは、ステンレス鋼または銅等の第１の層２８３６、およびチタン酸
ジルコン酸鉛等の第２の層２８３４を使用して形成される。チタン酸ジルコン酸鉛は、０
＜ｘ＜１である、Ｐｂ［ＺｒｘＴｉ１－ｘ］０３という化学式を有し、顕著な圧電効果を
示す、セラミックペロブスカイト材料である。それはまた、化学式の省略である、ＰＺＴ
としても知られている。接触パッド２８３８が、２つの層を横断する制御信号の印加のた
めに提供される。
【０２１８】
　圧電アクチュエータ２８１８は、１６ｍｍ直径のパンチを使用することによって等、最
初にＰＤＭＳ基板に穴を形成することによって、ＰＤＭＳ基板と統合され、次いで、ＰＤ
ＭＳ基板および圧電アクチュエータ２８１８の両方は、さらに５分間紫外オゾン処理され
る。次いで、アクチュエータは、整合させられ、ＰＤＭＳ基板２８３０と接触させられ、
次いで、選別機２８００は、８５℃で８時間にわたって焼成される。
【０２１９】
　図３１は、粒子を選別するための粒子選別機の能力を図示し、作動領域中の瞬間有限流
体変位によって引き起こされるローダミンの偏向を示す。具体的には、選別機２８００は
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、可視化のために取り付けられた高速カメラを伴う顕微鏡ステージ上に搭載され、圧電ア
クチュエータ２８１８への制御信号が、関数発生器によって提供される。ローダミンを伴
う流体が、チャネルに導入され、２５０Ｈｚ、９Ｖｐ－ｐの電圧信号が提供され、ビデオ
が取得される。
【０２２０】
　図３２Ａ－３２Ｃは、実験的に取得されるポリスチレンビーズ３２２８の連続的な位置
を図示し、図３２Ｄ－３２Ｆは、示される非圧縮性ナビエ・ストークス方程式を使用した
、ビーズのシミュレートした軌道３２３０を図示する。
【０２２１】
　図３３は、２００Ｈｚで６Ｖｐ－ｐにおける正弦波制御電圧信号を受けた大腸菌細胞３
３２８の選別を図示する。
【０２２２】
　図３４は、流体中の他の流体から目的とする粒子を選別するように閉ループ様式で動作
する、粒子選別機３４００を含む、閉ループ粒子選別システム２４４０を図示する。可視
化のためのカメラ３４４１が提供される。粒子選別システムはまた、１つ以上のスロット
を有し、入力チャネルに連結される、空間フィルタ３４４２（図３５参照）、ならびに１
つ以上の光学フィルタ３４４３も含む。ハロゲン光等の光源３４４４が、入力光を入力チ
ャネルに提供する。検出器３４４６は、入力チャネル中の目的とする粒子から発せられる
か、または散乱させられる光を検出し、その光は、空間フィルタ３４４２の１つ以上のス
ロットを通過しており、経時的に検出信号を提供する。フィールドプログラマブルゲート
アレイ（ＦＰＧＡ）として実装される１つ以上の構成要素を有する、プロセッサおよびド
ライバ３４５０は、検出器３４４６と通信し、経時的に検出信号を分析するように動作す
る。プロセッサおよびドライバ３４５０は、ユーザ入力を受信するためにコンピュータ３
４４８と通信することができる。プロセッサおよびドライバ３４５０はまた、入力チャネ
ル中の所定の場所を通過する、目的とする粒子の存在を示す存在信号も生成し、かつ存在
信号に応答して圧電アクチュエータ３４１８のための制御信号を生成する。上記で説明さ
れるように、圧電アクチュエータ３４１８は、制御信号に応答して作動領域中で流動障害
を引き起こし、流動障害は、粒子が流動障害を伴わずに進行するであろう出力チャネルと
は異なる、複数の出力チャネルのうちの１つへの軌道に沿って、検出された目的とする粒
子を方向付けるように動作する。
【０２２３】
　図３５に示されるように、空間フィルタ３４４２は、入力チャネル３４０４と整合させ
ることができ、それぞれ、目的とする粒子からの光を検出器３４４６まで通過させる、複
数の検出開口部または開口３４５２を含むことができる。空間フィルタ３４４２はまた、
３４１０Ａ等の出力チャネルのうちの１つと整合させられた複数の検証開口部３４５４を
含むこともできる。目的とする粒子が検出開口部３４５２を通り過ぎて進行するとき、（
流速に基づく）期待パターンを有する信号３４５６が生成される。この信号は、目的とす
る粒子が入力チャネルの中に存在するときを判定するように、デジタル信号処理（ＤＳＰ
）技法を使用して処理することができる。雑音を低減する雑音フィルタリング、有限イン
パルス応答フィルタ、またはフィルタのバンクを含む、種々のＤＳＰ技法を使用すること
ができる。目的とする粒子が入力チャネルの中に存在するとき、目的とする粒子が作動領
域３４１１中の適切な場所にあるときに流動障害が生じるように、遅延させられる必要が
あり得る、制御信号を生成することができる。信号３４５８が信号３４５６に続いて取得
されることをチェックすることによって、目的とする粒子が所望の出力チャネル３４１０
Ａまで実際に進行したという検証を得ることができる。
【０２２４】
　図３５の上記の空間フィルタは、符号化構造の実施例である。空間フィルタ／符号化構
造は、チャネル中のある領域からの蛍光のみが検出器に達することを可能にし、したがっ
て、背景およびクロストークを削減する。空間的に設計されたパターン３４５２および３
４５４のそれぞれは、標的粒子／細胞がある速度で進行すると一時的に符号化された信号
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に変換される、蛍光信号を空間的に符号化する。空間フィルタを作成するために、フォト
リソグラフィ透明マスク（Ｃａｄ／ａｒｔ　ｓｅｒｖｉｃｅｓ，　Ｉｎｃ．）を使用する
ことができる。空間的に符号化されたパターンは、三重スリット（３４５２）および二重
スリット（３４５４）を有する。三重スリットパターン（３４５２）は、検出信号を符号
化し、二重スリットパターン（３４５４）は、指定チャネルの中へ選別された粒子／細胞
からの検証信号を符号化する。サンプル空間フィルタでは、スリットの幅は、約０．２５
ｍｍ～０．５ｍｍであり得、２０倍の顕微鏡対物レンズによって拡大される前に、マイク
ロ流体チャネル上で１２．５μｍ～２５μｍに変換される。空間フィルタは、拡大後に画
像面と意図的に一致するように設計することができる。蛍光粒子が検出スリットを通過し
、検証スリットまで選別されると、ＰＭＴ検出器は、２つのピークが後に続く、３つのピ
ークの信号を登録することが期待される。
【０２２５】
　図３６は、電子制御アルゴリズムのプロセスフローを示す、プロセッサおよびドライバ
３４５０の１つの実施形態のブロック図である。アルゴリズムは、外部ドライバに組み込
まれるＦＰＧＡチップにプログラムされる。例えば、リアルタイム電子制御は、プログラ
ム可能な外部ドライバ（ＣｏｍｐａｃｔＲｉｏ，　ＮＩ）とともにＬａｂｖｉｅｗ（Ｎａ
ｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ）を使用してプログラムされる。外部ドライバは、
組み込みフィールドプログラマブルゲートアレイ（ＦＰＧＡ）チップを伴う独立オペレー
ティングシステムを有する。マイクロ流体検出器の測定されたジッタは、１０マイクロ秒
未満である。（例えば、デバイスの散発性放電によって引き起こされる）ＰＭＴのランダ
ムな高パルス雑音は、有限インパルス応答（ＦＩＲ）フィルタリングに基づいて信号増幅
アルゴリズムを実行する前に除去される。ＦＩＲ合致フィルタを用いると、信号対雑音（
ＳＮＲ）比を１８ｄＢだけ増加させることができる。ＳＮＲ増進後、閾値および最大信号
基準の検索が、検出された粒子の存在を判定するように適用される。閾値を上回る信号は
、選別される粒子／細胞が見出されたことを示し、以下の動作をトリガし、すなわち、（
ａ）遅延カウンタがパルス発生器の発射を遅延させる、（ｂ）事前にプログラムされた出
力電圧信号がＰＺＴアクチュエータを駆動するように発射される、（ｃ）ある期間で、マ
イクロ流体検出器は、「検証ゾーン」を通って進行する選別されたサンプルから「検証」
信号を検出する準備ができている、および（ｄ）選別効率および選別誤差の記録を更新す
る。時間遅延の量は、光学検出ゾーンから選別接合点までの粒子の進行時間に等しい。選
別された粒子が検証されるまで、ＰＺＴアクチュエータは再度発射されないであろう。こ
れは、検証信号を、選別されている粒子の過度に近くで進行する粒子の信号と混同すると
いう問題を回避する。
【０２２６】
　図３７Ａ－３７Ｄは、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）と適合する光学流体導波管
を加工するための方法の実施形態を図示する。光路は、検出効率を最大限化し、多くのラ
ボオンチップ用途でチップ面積を最も経済的に利用することができるアーキテクチャであ
る、マイクロ流体チャネルを辿る。ＰＤＭＳベースのマイクロ流体チャネルは、水／Ｔｅ
ｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦ光学導波管を形成するように水（ｎ＝１．３３）より低い屈折
率（ｎ＝１．３１）を有する、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）非晶質フッ素重合体（Ｔｅｆｌ
ｏｎ（登録商標）ＡＦ）でコーティングされる（図３７Ａ、３７Ｂ）。真空ポンプによっ
て駆動されると、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦ溶液が、光学導波管のクラッド層として
チャネル壁上にコーティングの薄い（５μｍ～１５μｍ）層を残して、チャネルを通って
流動させられた（図３７Ｃ）。このコーティングプロセスは、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）
ＡＦクラッド層とＰＤＭＳデバイス本体との間の弾性不一致を低減させることによって、
スピンコーティングプロセスの制限を解決する。結果として生じる光学流体導波管は、レ
ーザ光を閉じ込め、流体コアチャネルを通して誘導する（図３７Ｄ）。さらに、いくつか
の実施形態では、そのような導波管の中の光は、流体流が分割されるときに分割すること
ができる。いくつかの実施形態では、このアプローチは、オンチップ励起を伴うマイクロ
流体検出器などの高度統合バイオセンサを可能にする。
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【０２２７】
　光学流体力学は、相乗的に機能するように、同一のデバイス上でマイクロ流体力学およ
び光学を統合する、新興分野である。統合生化学センサ等のマイクロ流体チャネルおよび
オンチップフォトニック回路の両方を含有するデバイスは、増進した機能性および感度を
示し、有意な費用およびサイズ縮小を可能にする。光および流体の経路を指向して整合さ
せる融通性が所望され、流体中の光子および生物サンプルが最高感度のために最も効果的
に相互作用することを確実にする。場合によっては、光線が、流体チャネルに交差して調
査領域を局限するように要求される。他の場合においては、光波および流体がそれらの相
互作用を最大限化するように同一の経路を共有することが所望される。後者の場合につい
ては、効果的な加工方法が所望される。ラボオンチップデバイスで使用されるほとんどの
ポリマーが水より高い屈折率を有するという事実により、流体チャネル中を進行する光は
、閉じ込められず、高い放射損失を被るであろう。低屈折率Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）Ａ
Ｆ溶液の層でマイクロ流体チャネルをコーティングし、流体チャネル中の水が導波管の高
屈折率コアとして使用されることを可能にするために、ＰＤＭＳ適合プロセスがここで提
供される。Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦでコーティングした導波管は、真っ直ぐな流体
チャネルだけでなく、分割チャネルにも機能する。光を送達することに加えて、マイクロ
流体チャネルをＴｅｆｌｏｎ（登録商標）コーティングすることによって、チャネルが低
サンプル吸着を伴って作成され、多くのポリマーベースのマイクロ流体デバイスで見出さ
れる厄介な問題を回避する。
【０２２８】
　Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦは、化学的に安定し、紫外線から赤外線波長に光学的に
透過性である、非晶質フッ素重合体である。他のフッ素重合体と異なり、Ｔｅｆｌｏｎ（
登録商標）ＡＦは、水の屈折率（ｎ＝１．３３）より低い屈折率（ｎ＝１．３１）を有し
、したがって、流体コア光学導波管を被覆するために、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦコ
ーティング層を使用することができる。次いで、コーティングしたチャネルが水または水
溶液で充填されたときに、全内部反射（ＴＩＲ）によって、流体が流動するのと同一の物
理的経路を通して光が送達されるであろう。マイクロチャネルを通してＴｅｆｌｏｎ（登
録商標）ＡＦ溶液を流動させ、それによって、流体流の経路に沿って光学導波管のための
クラッド層を作成することによって、ＰＤＭＳチャネル壁上にＴｅｆｌｏｎ（登録商標）
ＡＦをコーティングするための手順が、ここで提供される。マイクロチャネルに導入され
る光は、導波管（すなわち、マイクロ流体チャネル）のコアの内側に閉じ込められ、チャ
ネルを通って流動する流体によって誘導される。
 
【０２２９】
　いくつかの実施形態では、２００μｍ×７０μｍであるマイクロ流体チャネルが、ＰＤ
ＭＳで加工される。マスタ金型は、ＳＵ－８　５０（ＭｉｃｒｏＣｈｅｍ）を使用して、
光学的に平滑なＳｉウエハ上にリソグラフィで画定される。２つの複製、すなわち、マイ
クロ流体チャネルを伴う１つの複製、および光学的に平滑なブランクＳｉウエハの１つの
複製が作成される。２％１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－ペルフルオロデシルトリエトキシシラ
ン（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｉｎｃ．）の溶液が、ＰＤＭＳ基板上にスピンコーテ
ィングされ、ＰＤＭＳとＴｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦ溶液との間の接着を助長するよう
に１１０℃で１０分間加熱される。次いで、両方のＰＤＭＳ表面が、３分間の紫外線／オ
ゾン処理（ＵＶＯ－ＣＬＥＡＮＥＲ　４２、Ｊｅｌｉｇｈｔ　Ｉｎｃ．）によって恒久結
合のために活性化され、ともに結合され、したがって、マイクロ流体チャネルに冠着する
。６％Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦ溶液（６０１－Ｓ２、ＤｕＰｏｎｔ　Ｃｏｒｐ）が
、マイクロ流体チャネルに流入させられる。それらがいったん充填されると、チャネルか
ら過剰なＴｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦ溶液を除去するように、真空（Ｐ＝－２０ｋＰａ
）が２０分間印加される（例えば、図３７Ｃ）。真空力とＰＤＭＳチャネル壁への接着と
の間の平衡は、クラッド層の厚さを判定する。
【０２３０】
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　本プロセスは、中空コアを伴う平滑なチャネルをもたらす。Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）
ＡＦでコーティングしたＰＤＭＳデバイスは、フロリナート溶剤を蒸発させるように１５
５℃まで２０分間加熱され、次いで、平滑なＴｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦ層を形成する
ようにさらに１７５℃（そのガラス転移温度を１５℃上回る）まで２０分間加熱される。
この比較的低い温度コーティングは、スピンコーティングプロセスと比較してＴｅｆｌｏ
ｎ（登録商標）溶液の消費を有意に削減しながら、ＰＤＭＳプロセスと適合する。計算は
、厚さ約５μｍのＴｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦフィルムが、光を流体コアに閉じ込める
ために必要であることを示す。いくつかの実装では、クラッド厚さは、典型的には、５μ
ｍ～１５μｍであり、光波を閉じ込めて誘導するために十分厚い。Ｔｅｆｌｏｎ（登録商
標）ＡＦコーティング層の厚さは、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦ溶液の印加された真空
圧および濃度を調整することによって、さらに制御することができる。熱不一致による亀
裂を回避するように、デバイスをゆっくりと冷却した後に、光ファイバが光結合のために
チャネルに挿入される。次いで、脱イオン（ＤＩ）水が、サンプル流担体および光学流体
導波管のコアの両方としての機能を果たすように、中空コアに導入される。
【０２３１】
　流動するＤＩ水は、同一のチャネル中で懸濁サンプルおよび光の両方を輸送する。図３
８Ａ－３８Ｃは、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦでコーティングした光学流体導波管３８
１０の加工プロセスを図示する。流体コア導波管の開口数ＮＡ＝（ｎｃｏｒｅ

２－ｎｃｌ

ａｄｄｉｎｇ
２）１／２は、０．２３であり、入力マルチモードファイバ３８１８のＮＡ

（ＮＡ＝０．２２）に良好に合致する。流体コア導波管３８１０の断面が、図３８Ａに示
されるように、チャネルの端部における電荷結合デバイス（ＣＣＤ）３８１４によって撮
像される。図３８Ｂは、２００μｍ×７０μｍである、加工されたマイクロ流体チャネル
の断面を示す。図３８Ｃは、レーザがオンであるときの光学流体導波管３８１０の光出力
を示す。点線のボックス３８１０Ａは、ＰＤＭＳチャネルの壁を示し、実線３８１０Ｂは
、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦクラッド層と流体コアとの間の境界を示す。それは、光
がＴｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦコーティングによって光学流体導波管の流体コアに閉じ
込められることを検証する。４８８ｎｍ波長で２．１３ｄＢ／ｃｍの導波管損失が測定さ
れる。散乱が、光漏出および吸収と比較して支配的な因子である。Ｔｅｆｌｏｎ（登録商
標）ＡＦコーティングの向上した平滑性により、導波管損失を有意に低減させることがで
きる。
 
【０２３２】
　図３９Ａは、分割接合点３９１１を含む、マイクロ流体チャネル／デバイス３９００の
レイアウトを示し、図３９Ｂは、デバイスの写真である。レーザ光（λ＝４８８ｎｍ）が
、水が流動するマイクロ流体チャネルの中へファイバ結合される。光は、流体流によって
誘導され、図３９Ａの拡大したボックスで示されるように、３方向接合点において、４８
８ｎｍ光は、チャネル出口３９１０Ａ－３９１０Ｃに向かって流体流を流動させる３つの
経路に分割される。光を分割して３つのチャネル出口３９１０Ａ－３９１０Ｃを通して誘
導できることを実証するために、デバイスは、誘導された４８８ｎｍ光の吸収後に、緑色
蛍光を全方向に発する希釈ローダミン６Ｇ溶液で充填された。
【０２３３】
　図４０に示されるように、上流チャネル４００４から誘導される光は、例えば、３つの
程度によって分離される、３つの分割チャネル４０１０Ａ－４０１０Ｃに分割される。結
果は、励起光が３つのチャネル４０１０Ａ－４０１０Ｃに分割され、分割された光がチャ
ネルを通して依然として誘導されることを実証する。いくつかの実施形態では、光が、サ
ンプルが懸濁させられる流体流を常に辿るため、励起が全ての場所で行われ、したがって
、いくつかの実施形態では、検出を任意の位置で行うことができる。この独特な性質は、
マイクロ流体検出器のための非常に便利な特徴を提供することができる。例えば、いくつ
かの実施形態では、高度な設計融通性をマイクロ流体検出器に付与する、単一の光源のみ
を使用して、高度に敏感な蛍光検出が複数の場所で行われる。
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【０２３４】
　図４１には、マイクロ流体検出器４１００および色時空間（ＣＯＳＴ）符号化動作の使
用の実施形態の概略図が示されている。図４１のマイクロ流体検出器（４１００）は、サ
ンプル（例えば、粒子または細胞、あるいは粒子または細胞を含む）が流動する、流体チ
ャネル（例えば、マイクロ流体チャネル）４１０１と、チャネル壁４１０８と、レンズ４
１０２と、一連の光学フィルタ４１０３と、光学検出器（例えば、ＰＭＴまたは光検出器
）４１０４とを含む、実施形態を図示する。流体チャネル（例えば、マイクロ流体チャネ
ル）４１０１を通過するサンプル（例えば、粒子または細胞）は、位置Ａ、Ｂ、Ｃ、また
はＤを起源とする光（例えば、蛍光）を発することができる。放射光は、レンズ４１０２
を通過し、画像面４１０６に到達し、Ａ’、Ｂ’、Ｃ’、およびＤ’によって示される対
応共役点で光学フィルタ４１０３のうちの１つに接触することができる。光路４１０７は
、鎖線または実線によって示される。例えば、位置Ａを起源とする光は、Ａ’までの示さ
れた光路を辿るであろう。レンズ４１０２は、サンプル経路４１０５（流体チャネルの内
側に位置する）内の一連の点を起源とする光を、光学フィルタのアレイ４１０３を通して
画像面４１０６へ、光学検出器４１０４（例えば、ＰＭＴまたは光検出器）まで変換する
ことができる。光学フィルタのアレイは、アレイの中の各ゾーンが光のサブセットを透過
することができる、複数のゾーン（例えば、色ゾーン）を含むことができる。アレイ４１
０３内の各光学フィルタは、異なる透過スペクトルを有することができる。点Ａ’、Ｂ’
、Ｃ’、およびＤ’に位置するフィルタまたはゾーンのうちのいずれか１つを通過する光
のエネルギー分布は、その点に位置する光学フィルタのスペクトル性質によって定義され
る。
【０２３５】
　発光サンプル（例えば、粒子または細胞）は、流体チャネル（例えば、マイクロ流体チ
ャネル）を通過すると、位置Ａ、Ｂ、Ｃ、およびＤを過渡的に占有し、それによって、サ
ンプルにつき複数の信号を生成することができる。これらの信号の波形は、光学フィルタ
の透過スペクトルおよびサンプルの特性によって判定される。サンプルの複合光学信号は
、粒子の種類、および蛍光活性化細胞選別機システム中の別個のチャネルの中へ粒子を選
別するかどうかを判定するように、デジタル処理することができる。
【０２３６】
　流体チャネル（例えば、マイクロ流体チャネル）は、粒子を流体チャネルの中心に閉じ
込めるためにシース流を使用する、マイクロ流体デバイス（例えば、ラボオンチップ）の
一部であり得る。マイクロ流体デバイスは、サンプル（例えば、細胞または粒子）選別デ
バイス等の他の特徴を含有することができる。サンプル選別デバイスは、光学検出領域の
下流にあり、残りの集団から目的とするサンプルを分離することができる。そのようなマ
イクロ流体デバイスは、いくつかの実施形態では、エアロゾルの生成を排除することがで
きる。
【０２３７】
　図４２には、フローサイトメトリまたは蛍光活性化細胞選別（例えば、色時空間（ＣＯ
ＳＴ）符号化動作の実施例）に使用されるマイクロ流体検出器４２００の別の実施形態を
示す、概略図が示されている。このデバイスは、流体チャネル（例えば、マイクロ流体チ
ャネル）４２０１と、レンズ４２０２と、一連の光学フィルタ４２０３と、光学検出器（
例えば、ＰＭＴまたは光検出器）４２０４とを含む。光路４２１１は、鎖線または実線に
よって示される。また、流体チャネル（例えば、マイクロ流体チャネル）内の焦点領域４
２０９に励起光を反射する鏡４２０８（例えば、ダイクロイックミラー）に光を方向付け
る、励起光源（例えば、レーザ）４２０７も示されている。励起光は、サンプル経路４２
０５内の位置Ａ、Ｂ、Ｃ、またはＤのうちのいずれかに位置するサンプル（例えば、粒子
または細胞）に接触してもよい。光源４２０７を起源とする励起光は、レンズ４２０２に
よって所望の焦点領域４２０９に集束することができる。また、望ましくない波長の光（
例えば、励起光源４２０７を起源とする光）の透過を遮断することができる、光学フィル
タ４２１０も示されている。位置Ａ、Ｂ、Ｃ、またはＤで粒子によって発せられる光（例
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えば、蛍光）は、レンズ４２０２、鏡４２０８、フィルタ４２１０を通過し、Ａ’、Ｂ’
、Ｃ’、およびＤ’によって示される画像面４２０６上の対応共役点で光学フィルタのう
ちの１つに接触することができる。次いで、光学フィルタまたは色ゾーンのうちの１つを
透過される光は、光学検出器（例えば、ＰＭＴまたは光検出器）４２０４上に進む。
【０２３８】
　実施形態では、鏡４２０８（例えば、ダイクロイックミラー鏡）をサンプル経路４２０
５または画像面４２０６に対して４５度で位置付けることができる。いくつかの実施形態
では、鏡は、サンプル経路４２０５または画像面４２０６に対して３０～６０度に位置付
けることができる。いくつかの実施形態では、鏡は、サンプル経路４２０５または画像面
４２０６に対して１０～８０度に位置付けることができる。いくつかの実施形態では、鏡
は、所望の焦点領域４２０９への励起光源の透過を可能にする、任意の角度で位置付ける
ことができる。鏡４２０８は、サンプルから発せられる蛍光の透過を可能にしながら、励
起光源（例えば、レーザ）から光を反射することができる。励起レーザビームの強度が、
蛍光信号より数桁も大きくあり得るため、アレイフィルタ４２０３および光学検出器（例
えば、ＰＭＴまたは光検出器）４２０４に進入する励起レーザの任意の迷光を遮断するよ
うに、光学フィルタ４２１０を導入することができる。いくつかの実施形態では、光学フ
ィルタ４２１０は、ロングパスフィルタまたは精密光学ノッチフィルタであり得る。
【０２３９】
　図４３は、励起光源（例えば、レーザ）４３０８および鏡４３０９を組み込む、マイク
ロ流体検出器４３００の別の実施形態を図示する。ここで図示されるデバイスは、流体チ
ャネル（例えば、マイクロ流体チャネル）４３０１と、焦点領域４３１０と、レンズ４３
０２と、フィルタ４３０５と、一連の光学フィルタ４３０３と、光学検出器（例えば、Ｐ
ＭＴまたは光検出器）４３０４とを含む。サンプル経路４３０６、サンプル位置Ａ、Ｂ、
Ｃ、およびＤ、光路４３１１、ならびに画像面４３０７における接触点Ａ’、Ｂ’、Ｃ’
、およびＤ’も示されている。
【０２４０】
　図４３の実施形態は、サンプル経路４３０６または画像面４３０７に対して約４５度で
角度を成す鏡（例えば、ダイクロイックミラー鏡）４３０９を図示する。励起光源（例え
ば、レーザ）４３０８は、流体チャネル（例えば、マイクロ流体チャネル）内に位置する
焦点領域４３１０に反射される光を鏡４３０９に方向付ける。この実施形態では、鏡４３
０９は、レンズ４３０２と流体チャネル４３０１との間に位置する。鏡４３０９は、サン
プルから発せられる蛍光の透過を可能にしながら、励起光源（例えば、レーザ）から光を
反射することができる。励起光源（例えば、レーザ）の任意の迷光がアレイフィルタ３０
０３および光学検出器（例えば、ＰＭＴまたは光検出器）４３０４に進入することを阻止
するように、光学フィルタ４３０５を導入することができる。
【０２４１】
　図４２または図４３で図示されるマイクロ流体検出器の利点は、増加する数の検出パラ
メータのために複数の励起レーザを導入するための融通性のある方法である。いくつかの
実施形態では、図４２または図４３で図示されるように、複数の励起光源（例えば、複数
のレーザ）を使用することができる。そのような実施形態では、図４２または図４３で図
示される光源は、異なる波長（例えば、４０５ｎｍ、４８８ｎｍ、５３２ｎｍ、および６
３０ｎｍ）のいくつかのレーザの組み合わせであり得る。いくつかの実施形態では、光源
（例えば、レーザ）からの光は、ビーム結合器または波長分波器を通して伝導された後に
、単一の開口から発することができる。
【０２４２】
　いくつかの実施形態では、鏡（例えば、４２０８または４３０９）は、全ての波長の励
起光を焦点領域に反射することができる。そのような実施形態では、鏡は、サンプルから
発せられる光（例えば、蛍光）の透過を妨害または遮断してもよい。この潜在的な問題に
対する１つの解決策は、透過光路の外側に鏡を位置付けることである。したがって、実施
形態では、鏡（４２０８または４３０９）が透過光路の外側に位置付けられる。別の解決
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策は、遮断される透過光（すなわち、妨害された光）の量が許容レベルまで低減されるよ
うに、鏡のサイズを縮小することである。したがって、別の実施形態では、妨害された光
の量が許容レベルまで低減されるように、鏡（４２０８または４３０９）がサイズを縮小
される。妨害された光（例えば、サンプルから発せられる蛍光）の許容レベルは、０％～
５０％であり得る。いくつかの実施形態では、妨害された光（例えば、サンプルから発せ
られる蛍光）の許容レベルは、０％～３０％であり得る。ある実施形態では、妨害された
光（例えば、サンプルから発せられる蛍光）の許容レベルは、０％～１５％である。例え
ば、８ｍｍ直径開口を伴う５０倍対物レンズについては、１×２ｍｍ鏡が、粒子から発せ
られる蛍光の約３％のみを遮断してもよい。
【０２４３】
　図４４は、光学フィルタのアレイ４４０４と光学検出器４４０５（例えば、ＰＭＴまた
は光検出器）との間に位置付けられたレンズ４４０３を組み込む、マイクロ流体検出器４
４００の別の実施形態を図示する。図４２で図示される前の実施形態のように、マイクロ
流体検出器４４００は、流体チャネル（例えば、マイクロ流体チャネル）４４０１と、第
１のレンズ４４０２と、一連の光学フィルタ４４０４と、光学検出器（例えば、ＰＭＴま
たは光検出器）４４０５とを含む。サンプル経路４４０６、サンプル位置Ａ、Ｂ、Ｃ、お
よびＤ、光路４４０９、ならびに第１の画像面４４０７における接触点Ａ’、Ｂ’、Ｃ’
、およびＤ’も示されている。第２のレンズ４４０３は、点Ａ’、Ｂ’、Ｃ’、およびＤ
’において第１の画像面４４０７から発する光を第２の画像面４４０８上の対応する点Ａ
”、Ｂ”、Ｃ”、およびＤ”に集束または集中することができる。したがって、位置Ａ、
Ｂ、Ｃ、およびＤにおいてサンプルから発する光は、光学検出器におけるそれらの対応す
る位置Ａ”、Ｂ”、Ｃ”、およびＤ”に到達することができる。この実施形態では、光学
フィルタアレイの中のフィルタ（例えば、色ゾーン）の数は、光学検出器（例えば、ＰＭ
Ｔまたは光検出器）の感光領域のサイズまたは形状によって限定されない。加えて、光学
検出器（例えば、ＰＭＴまたは光検出器）の出力波形は、光学検出器（例えば、ＰＭＴま
たは光検出器）自体の非一様性による影響を受けない。レンズ４４０３は、いくつかの実
施形態では、フィルタ４４０４から画像面４４０８上に画像を縮小する。
【０２４４】
　場合によっては、本明細書で議論されるように、ＣＯＳＴシステムが検出することがで
きる光学スペクトルの数は、光学フィルタアレイの中のフィルタの数に関係付けられる。
光学検出器（例えば、ＰＭＴまたは光検出器）の感光領域からアレイフィルタのサイズを
分断することにより、多数のパラメータの検出を可能にすることができる。
【０２４５】
　図４５Ａ－４５Ｃは、サンプル（例えば、粒子または細胞）検出のＣＯＳＴ技法に使用
することができる回折格子４５０３を含む、マイクロ流体検出器４５００の実施形態を図
示する。マイクロ流体検出器４５００は、流体チャネル（例えば、マイクロ流体チャネル
）４５０２と、レンズ４５０１（例えば、対物レンズ）と、光学検出器（例えば、ＰＭＴ
または光検出器）４５０４と、回折表面４５０９を含む回折格子４５０３とを含む。回折
格子４５０３は、例えば、プリズム等の任意の光回折構造であり得る。また、頂面４５０
６およびチャネル４５０７を含む、プレート４５０５も示されており、チャネル４５０７
は、表面４５０６に開口を含む。図４５Ａ、図４５Ｂ、および図４５Ｃは、各サンプル位
置が説明図で位置Ａ、Ｂ、またはＣによって表される、発光サンプル（例えば、粒子また
は細胞）の位置に関して異なる。各位置Ａ、Ｂ、およびＣは、流体チャネル（例えば、マ
イクロ流体チャネル）内に位置し、デバイスの一部ではない。
【０２４６】
　流体チャネル（例えば、マイクロ流体チャネル）を通って流動するサンプル（例えば、
単一粒子または細胞）は、位置Ａ、Ｂ、またはＣを過渡的に占有し、光（例えば、蛍光）
を発することができる。各位置Ａ、Ｂ、またはＣから発する光路は、実線４５０８によっ
て図示される。回折格子４５０３の回折表面に対するサンプルの位置は、チャネル４５０
７によって画定される開口を通過する光の波長範囲を画定する。例えば、図４５Ａは、サ
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ンプルが位置Ａにあるときに光学検出器（例えば、ＰＭＴまたは光検出器）が赤色蛍光を
検出できることを図示する。図４５Ｂは、サンプルが位置Ｂにあるときに光学検出器（例
えば、ＰＭＴまたは光検出器）が黄色蛍光を検出することができることを図示し、図４５
Ｃは、サンプルが位置Ｃにあるときに光学検出器（例えば、ＰＭＴまたは光検出器）が青
色蛍光を検出することができることを図示する。したがって、粒子が位置ＡからＣまで進
行すると、光検出器によって検出される光は、青色に偏移させられる。
【０２４７】
　したがって、主に青色光を発するサンプルは、位置Ｃで最も強い光学信号を示し、次い
で、信号は、粒子がチャネルをさらに下って進行すると減退する。主に青色光を発するサ
ンプルの検出された信号は、主に黄色または緑色光を発する、異なるサンプルからの信号
とは異なって見えるであろう。各特定の発光スペクトルが対応する出力波形を生じるため
、出力波形は、そのサンプルの際立った特性として扱うことができる。過去数年で、高分
解能、高感度、および高フレームレートのＣＣＤおよびＣＭＯＳ撮像装置の急速な発展に
より、画像ベースのサイトメトリが、フローサイトメトリの実行可能な代替案になってい
る。画像ベースのサイトメトリでは、（いくつかの実施形態では）サンプルをスライドガ
ラスまたは表面に固定し、調査することができる。サンプルの光学特性は、ＣＣＤおよび
ＣＭＯＳ撮像装置等の光検出器によって獲得し、次いで、分析することができる。連続的
にサンプル（例えば、粒子または細胞）を分析するフローサイトメトリと異なり、画像ベ
ースのサイトメトリは、（いくつかの実施形態では）並行してフレームごとにサンプルを
分析する。本明細書で説明される複数の実施形態は、流動ベースのマイクロ流体検出器お
よび画像ベースのマイクロ流体検出器に適用することができる。
【０２４８】
　図４６の実施形態は、ＣＯＳＴ技法を利用することができる、画像ベースのマイクロ流
体検出器の概略図である。流体チャネル（例えば、マイクロ流体チャネル）中を進行する
粒子が、単一の高度に敏感な光学検出器によって連続的に検出される、流動システムと異
なり、画像ベースのマイクロ流体検出器は、複数の粒子を並行して検出するために、多く
の（例えば、数百万個の）センサ（ピクセル）を伴うＣＣＤまたはＣＭＯＳデバイスで見
出されるもの等の検出器のアレイを使用してもよい。ＣＣＤまたはＣＭＯＳデバイスの中
の各センサの感度は、光学検出器（例えば、ＰＭＴまたは光検出器）より低くあり得るが
、静的粒子の検出時間は、流動する粒子よりも長く、したがって、撮像装置と光学検出器
（例えば、ＰＭＴまたは光検出器）等の光学検出器との間の感度差を補償し得る。図４６
の実施形態では、画像ベースのマイクロ流体検出器４６００は、可動ステージ４６０１と
、レンズ４６０４と、ＣＣＤまたはＣＭＯＳ撮像装置４６０６とを含む。
【０２４９】
　撮像装置は、数百万個のピクセルを含有してもよく、これらのピクセルのそれぞれは、
赤色、緑色、青色光、またはＲ、Ｇ、Ｂピクセルに敏感であるように光学フィルタでコー
ティングされてもよい。一式のＲＧＢまたはＲＧＢＧピクセルが、ユニット４６０７を形
成してもよい。位置Ａ１でサンプル４６０２から発する光は、レンズ４６０４を通して投
影され、４６０８上で赤色ピクセル上に集束されてもよい。サンプルを位置Ａ２まで移動
させるようにステージの位置を変更することによって、光路４６０５によって示されるよ
うに、同一のサンプルの光を緑色ピクセル４６０９上に集束することができる。サンプル
を位置Ａ３まで移動させるようにステージの位置をさらに変更することによって、その光
が青色ピクセル４６１０上に集束される。ＲＧＢピクセルの３つの信号を組み合わせるこ
とによって、サンプルの蛍光性質を判定することができる。
【０２５０】
　図４６のマイクロ流体検出器は、標準蛍光顕微鏡を、サンプルについての追加の情報を
生成することができるサイトメータシステムに本質的に変換する。しかしながら、従来の
カラー撮像装置は３つの色（Ｒ、Ｇ、Ｂ）を有するため、検出可能な色の数が限定される
。図３４の実施形態は、複数の色を検出することができる、マイクロ流体検出器の概略図
を図示する。
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【０２５１】
　図４７のマイクロ流体検出器４７００は、可動ステージ４７０１と、レンズ４７０４と
、ＣＣＤまたはＣＭＯＳ撮像装置４７０６とを含む、マイクロ流体検出器４６００に類似
する。画像ベースのマイクロ流体検出器４７００はさらに、レンズ４７０４と撮像装置４
７０６との間に位置する、複数のスペクトルフィルタ４７１１を伴う回転車輪４７０５を
含む。各位置Ａ１、Ａ２、またはＡ３については、光が、図４６のデバイスと同様に、そ
れぞれ、赤色４７０８、緑色４７０９、および青色ピクセル４７１０上に投影される。し
かしながら、図４７に示されるデバイスについては、光はまた、撮像装置上のピクセルに
到達する前に、回転車輪４７０５上の一連の追加のスペクトルフィルタ４７１１を通過す
る。実施形態では、回転車輪は、８つの異なるスペクトルフィルタを含有し、したがって
、２４の異なる色の検出を可能にしてもよい。
【０２５２】
　図４８は、光学検出器（例えば、ＰＭＴまたは光検出器）信号を処理するために利用す
ることができるＣＯＳＴ符号化方法のブロック図表現を図示する。粒子が検出ゾーンを通
過するとき、光学検出器（例えば、ＰＭＴまたは光検出器）によって、放射光（例えば、
蛍光）を検出することができる。光学検出器（例えば、ＰＭＴまたは光検出器）信号４８
０１は、随意に、信号対雑音比を増進するように、アナログフィルタ４８０２を通過させ
ることができ、またはアナログ・デジタル変換器（Ａ／Ｄ変換器）４８０３に直接渡すこ
とができる。下流のデジタルフィルタ４８０４は、信号対雑音比をさらに増進することが
できる。次いで、デジタル信号は、コンピュータプロセッサ（例えば、ＦＰＧＡ）によっ
て処理することができる。プロセス４８０５の中のサブプロセス４８０６、４８０７、お
よび４８０８は、コンピュータプロセッサによって実行することができる。プロセス４８
０５内のサブプロセスは、ある実施形態では、図２３に示されるようにウィンドウ表示ピ
ーク検出の一部として実行することができる。信号処理中に、信号を処理することができ
、波形を分析することができる（例えば、全ての信号および全ての波形を処理および分析
することができる）。いくつかの実施形態では、閾値レベルが基準雑音に従って設定され
る、閾値計算段階があり得る（例えば、サブプロセス４８０６）。第２の段階では、波形
／ＣＯＳＴ信号に対する入力信号を分析するために、以前に計算された閾値を使用するこ
とができる。粒子の速度もまた、ピークの場所に基づいて判定することができる（例えば
、サブプロセス４８０６）。ピーク検出のために、ピーク（例えば、サブプロセス４８０
６）およびピークパラメータ（例えば、振幅、時間、面積、サブプロセス４８０７）を識
別するように、波形を分析することができる。
【０２５３】
　プロセス４８０５における好適な時点で（例えば、サブプロセス４８０７の後またはサ
ブプロセス４８０８の前に）光学不規則性または信号不規則性を補償するように、１つ以
上のピークパラメータを調整することができる。そのような調整の一部として、粒子を含
有するサンプルの一部を、色フィルタの代わりに全域通過フィルタを伴って構成されるデ
バイスに通過させることによって、較正を行うことができ、全域通過フィルタは、色フィ
ルタのゾーンに対応するゾーンを含む。次いで、サンプルの別の部分を、色フィルタを伴
って較正されるデバイスに通過させることができ、色フィルタの異なるゾーンから検出さ
れる信号を、全域通過フィルタの対応するゾーンから検出される信号に基づいて調整する
ことができる。
【０２５４】
　各ピークに対応する色は、使用されるフィルタセット（例えば、とりわけ、広域、連続
、または帯域通過フィルタを使用する色の組み合わせ）に基づいて、マップすることがで
きる（例えば、サブプロセス４８０８）。例えば、ピークパラメータを、色フィルタ上の
配置によって色フィルタ中の離散帯域通過フィルタ（すなわち、色ゾーン）にマップする
ことができる（例えば、サブプロセス４８０８）。ピークパラメータは、いくつかの実施
形態では、１つ以上のピークパラメータ比に従って、重複透明性のゾーンを含む、色フィ
ルタ中のゾーンにマップすることができ、その比は、正規化ピークパラメータを提供する
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（サブプロセス４８０８）。ピークパラメータ比（正規化ピークパラメータ）に基づく色
マッピングは、以下でさらに詳細に説明される、粒子（例えば、細胞）につき１つのフル
オロフォアまたは量子ドットがある実施形態、および粒子（例えば、細胞）につき複数の
フルオロフォアまたは量子ドットがある実施形態に適用可能であり得る。粒子から発せら
れる蛍光色および蛍光強度を最終的に提示して識別するように、パーソナルコンピュータ
（ＰＣ）上に常駐することができる、可視化ツール４８０９を使用して、データをさらに
分析して可視化することができる。可視化ツールは、ユーザが検出データを分析し、およ
び／またはマイクロ流体検出器のあるパラメータおよび機能を選択することを可能にする
、ユーザインターフェースであり得る。可視化ツールは、いくつかの実施形態では、ユー
ザが検出データを分析し、特定の粒子またはデバイスを通って流動する粒子の種類を識別
することを可能にする（例えば、４８１１）。いくつかの実施形態では、可視化ツールは
、ユーザが特定の粒子を選別するためのパラメータを選択することを可能にする（例えば
、４８１０、ゲーティング信号を選択する）。
【０２５５】
　最小数の光学検出器または撮像装置を使用して、複数のスペクトルを検出するために、
ＣＯＳＴ符号化プロセスを適用することができる。したがって、本明細書で提案される実
施形態の設計は、伝統的に各パラメータ（スペクトル）の検出のために１つの光学検出器
を必要としてきた、フローサイトメータのスケーリング規則を基本的に変化させてきた。
【０２５６】
　上記のように、ＣＯＳＴ符号化プロセスは、単一の光学検出器を使用して、種々の種類
の細胞または粒子からの複数のスペクトルを区別することができる。いくつかの用途につ
いては、ＣＯＳＴ符号化方法は、サンプルの光学量（例えば、（例えば、抗体を介して）
細胞に効果的に結合されたフルオロフォアの種類）に従って、２つの一般的シナリオで適
用することができる。ある実施形態では、サンプルは、細胞または粒子の混合物を含有し
、各細胞または粒子は、単一の種類の蛍光染料または量子ドットによって標識される。例
えば、サンプルは、特定の抗原群を標的にした抗体付着ビーズ群を含んでもよく、各種類
の抗体付着ビーズは、特定の種類のフルオロフォアまたは量子ドットによって一意的に識
別される。マイクロ流体検出器を使用して、フルオロフォアまたは量子ドット共役ビーズ
の蛍光を検出し、また、そのようなビーズを単離することによって、特定の抗原の存在ま
たは存在度のレベルを判定することができる。そのような粒子につき１つのスペクトルの
シナリオでは、図４８で概説されるプロセスを使用して、２０より多くのスペクトルを検
出するために、４つのスペクトル（例えば、白色・赤色・緑色・青色（Ｗ／Ｒ／Ｇ／Ｂ）
）のＣＯＳＴフィルタを使用することができる。アナログ・デジタル（Ａ／Ｄ）変換器、
ならびにスプリアス光学検出器雑音およびデジタルフィルタを使用した電子機器の熱雑音
の除去後に、各スペクトルのフィルタを通過する光の量に対応する信号レベルを識別する
か、または表すために、ピーク検出または面積検出方法が使用される。各スペクトルの信
号および全域通過（白色）フィルタを通過する信号の比を得ると、「正規化」Ｒ－Ｇ－Ｂ
－信号を各サンプルについて取得することができる。各種類のフルオロフォアまたは量子
ドットは、正規化Ｒ－、Ｇ－、Ｂ－信号について、その一意的な比を保有する。いずれか
２つの異なるフルオロフォアまたは量子ドットについては、同一のフルオロフォアまたは
量子ドット内の信号変動の量は、異なるフルオロフォアまたは量子ドットの間の分離より
有意に少ない。結果として、複数のスペクトル的に明確に異なるサンプルを正確に区別す
るように、ＣＯＳＴ符号化プロセスを適用することができる。
【０２５７】
　いくつかの実施形態では、単一の粒子は、複数のフルオロフォアによってスペクトル的
に区別され、例えば、ＣＯＳＴ信号を解読するために、図４８で概説されるＣＯＳＴ符号
化プロセスの実施形態を使用することができる。特定の蛍光スペクトルをそれぞれ有する
、Ｎ（例えば、２０）個の異なる種類のフルオロフォアがあると仮定して、方程式１にお
ける以下の関係に従って、ｔｉｊは、ｉ番目の光学フィルタを通るｊ番目のフルオロフォ
アの透過係数であり（例えば、ｊ＝１，２．．．．Ｎ、およびｉ＝１，２，３，４）、Ｃ
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ｊは、細胞からのｊ番目のフルオロフォアの蛍光強度であり、Ｒ、Ｇ、Ｂ、Ｗは、ＣＯＳ
Ｔ符号化信号において対応するフィルタを通した検出された光強度を表す。
【０２５８】
　方程式１：
【０２５９】
【数１】

【０２６０】
　スペクトルフィルタが設計されると、スペクトルフィルタを通るＮ個のフルオロフォア
のそれぞれの透過係数を較正することができる。したがって、全ての係数ｔｉｊが把握さ
れ、データベースに記憶することができる。方程式１の中の連立一次方程式は、４つの独
立方程式を含有し、４つのフルオロフォアを、多くの（例えば、２０個の）可能性として
考えられるスペクトルから単一の粒子中で検出することができる。例えば、［０．５，０
．２，０，０，０，…０，０，０，０．７，１］という方程式１の中の［Ｃ１，Ｃ２，Ｃ

３，Ｃ４，Ｃ５，……，Ｃ２０］に対する解については、粒子が、５：２：７：１０であ
る、それらの強度比を伴う、４種類のフルオロフォアＣ１，Ｃ２，Ｃ１９，Ｃ２０を含有
すると結論付けることができる。場合によっては、全てのＣは、雑音により、非ゼロ値を
有してもよく、粒子中の各種類のフルオロフォアの存在を判定するように、閾値を判定す
ることができる。スペクトルフィルタにおけるスペクトルの数は、単一の粒子中に共存す
る、より多くのスペクトルを検出するように増加させることができる。例えば、８スペク
トルフィルタを使用することによって、ＣＯＳＴ符号化プロセスは、１つの粒子中で８つ
もの多くのフルオロフォアを検出することができる。
【０２６１】
　連続色段階的スペクトルフィルタを、ある実施形態で使用することができる。そのよう
なフィルタは、いかなる突然の境界も伴わずに、赤色から青色に連続的に段階的である透
過スペクトルのために構成することができる。そのようなフィルタは、信号の開始および
／または終了を示すように、フィルタの始めおよび／または終わりに、全域通過（白色）
フィルタを含むことができる。このようにして、ＣＯＳＴ信号は、一連の離散ピーク（図
４９Ａ）の代わりに、連続波形（図４９Ｂ）になる。スペクトルフィルタの所与の位置に
おける透過スペクトルに従って、ＣＯＳＴ信号を一連のスペクトルフィルタにデジタル解
析することができる。フィルタの数をデジタルで定義することができるため、スペクトル
フィルタを複数のスペクトルに分割することができる。スペクトルの数の実用的制約は、
各スペクトル帯域が狭すぎるときに信号を腐食させ得る、雑音レベルである。
【０２６２】
　図４９Ｂの実施例によって示されるような、そのような動的に調整されたスペクトルフ
ィルタ設計は、多くの場合、有意な融通性を検出システムに提供する。免疫学および癌診
断では、ユーザは、１つの粒子中で非常に多数（例えば、２０）のスペクトルを検出する
必要があり得る。ＣＯＳＴ信号が時間ドメイン中の広い範囲を網羅する、または換言する
と、粒子が検出ゾーンを通って進行するのにより長い時間を費やすように、サンプルの流
速を意図的に減速することができる。より長い信号持続時間は、ユーザが、十分な信号対
雑音比、および各スペクトル分割にわたって十分な数のサンプリング点を伴う、多数のス
ペクトル分割に信号を分割することを可能にする。換言すると、ＣＯＳＴ符号化技法は、
複数の光学検出器を単一の検出器と置換することによって、マイクロ流体検出器および検
出器システムを単純化するだけでなく、流速（スループット）をマイクロ流体検出器が検
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出することができるスペクトルの数と交換する独特の能力も提供する。そのようなトレー
ドオフは、ユーザによって、用途に従って動的に調整することができる。
【０２６３】
　フィルタの透過特性が連続的に変化するとき、ユーザは、フィルタの任意の選択された
数のユニットに分割することの融通性を与えられる（例えば、図４９Ｂ）。試験用の粒子
が多数の異なるフルオロフォアで標識される場合、ユーザは、フィルタを多数のユニット
にデジタルで分割してもよい。一方で、用途が、より少ない異なる色を伴う場合には、フ
ィルタをより少ないユニットに分割することが、信号対雑音比の管理のために望ましい。
粒子の速度を判定するために、段階的フィルタの小セクションを繰り返すか、または任意
の「スペクトルシグネチャ」をフィルタの中に追加する（例えば、フィルタ中のいくつか
の小領域を黒く塗りつぶす）ことができる。信号波形がこれらのシグネチャパターンを示
すとき、マイクロ流体検出器は、粒子の速度を容易に計算することができる。この特徴は
また、実際の流速がユーザによる設定された流速に合致するかどうかを検証するために使
用することもできる。この特徴は、設定された流速がチャネルの内側の理想的な層流に基
づくため有用である。しかしながら、全ての粒子がチャネルの中心に位置するわけではな
く、粒子・粒子相互作用が、中心から離して粒子を押動することができる。流速の他に各
粒子の速度を把握することが、細胞選別効率を増進することに役立つ。
【０２６４】
　ある実施形態では、感知チャネルを通して細胞が流動することができ、かつ細胞を感知
することができる、マイクロ流体感知チャネルと、感知チャネルの下流の分岐と、分岐の
下流の２つ以上のマイクロ流体分岐チャネルと、分岐との流体連通のために構成され、か
つアクチュエータの起動時に、細胞を分岐チャネルのうちの１つ以上に駆動するように構
成される、アクチュエータとを含む、マイクロ流体検出器が提供され、そのデバイスは、
細胞がデバイスを通して流動させられた後の約７０．８％以上の細胞生存能力のために構
成される。また、いくつかの実施形態では、（ａ）マイクロ流体感知チャネルを通して細
胞を流動させるステップであって、その感知チャネル中で、細胞をマイクロ流体検出器中
において感知することができ、そのマイクロ流体検出器は、感知チャネルと、感知チャネ
ルの下流の分岐と、分岐の下流の２つ以上のマイクロ流体分岐チャネルと、細胞と流体連
通しているアクチュエータとを含み、そのアクチュエータは、アクチュエータの起動時に
細胞を分岐チャネルのうちの１つに駆動することが可能である、ステップと、（ｂ）マイ
クロ流体チャネルを通って分岐チャネルのうちの１つまで流動する細胞を選別するステッ
プであって、デバイスを通過させられた細胞は、約７０．８％以上の細胞生存能力を有す
る、ステップとを含む、フローサイトメトリ方法も提供される。そのようなマイクロ流体
デバイスは、本明細書で説明される、または当技術分野で公知である好適な構成要素（例
えば、色フィルタ、検出器、および同等物）を含むことができる。細胞生存能力は、約７
１％以上、約７５％以上、約８０％以上、約８５％以上、または約９０％以上（例えば、
約７１％、７２％、７３％、７４％、７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％
、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％
、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上、お
よびその間の全ての値）であり、その細胞生存能力は、細胞がデバイスを通って流動した
後に判定される。いくつかの実施形態では、アクチュエータは、（例えば、本明細書で説
明される）圧電アクチュエータであり得る。アクチュエータは、いくつかの実施形態では
、多くの場合、アクチュエータと分岐および／または細胞との間に実質的に空気を伴わず
に、デバイス内の分岐および／または細胞と流体連通している。マイクロ流体検出器は、
（いくつかの実施形態では）液滴を生成せず、（いくつかの実施形態では）細胞、デバイ
ス内の流体、または液滴を帯電させる要素を含まない。
【０２６５】
　細胞膜への剪断応力は、以下の関係、すなわち、ｔａｕ～ａ（ｒｈｏ）（ｖ）（ｆ）（
ｔａｎ（ｔｈｅｔａ））に従うことが判定されている。ここで、「ａ」は、細胞半径であ
り、「ｒｈｏ」は、平均密度であり、「ｖ」は、流速であり、「ｆ」は、細胞選別アクチ



(66) JP 6396911 B2 2018.9.26

10

20

30

40

50

ュエータの周波数であり、「ｔｈｅｔａ」は、選別による細胞偏向角である。流速および
選別機周波数応答の積（ｖｆ）は、スループットを判定し、選別機設計の最も効果的なア
プローチは、偏向角「ｔｈｅｔａ」を低減させることであると分かっている。圧電アクチ
ュエータによる同一の横方向力下で、低減したｔｈｅｔａ設計は、細胞の周囲のより一様
な過渡的速度プロファイルを生じ、したがって、増進した細胞生存能力のために、有意に
低い剪断応力を生じさせる。圧電アクチュエータ駆動型選別機を含むデバイス上で選別さ
れた、新生ラット一次心筋細胞は、わずか７０．８％の細胞生存能力を伴う細胞を選別し
た、穏やかな条件（冷蔵、２０ｐｓｉ、１００μｍノズル）下でＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｉａ
システムを用いた従来の選別と比較して、８８．７％の細胞生存能力を有した（２５％向
上した細胞生存能力）。
【０２６６】
　検出システム
【０２６７】
　いくつかの実施形態では、検出システムは、マイクロ細胞検出システムである。いくつ
かの実施形態では、検出システムは、本明細書で説明される、または当技術分野で公知で
ある、１つ以上の構造および／またはデバイスを含む。いくつかの実施形態では、検出シ
ステムは、チップ（例えば、ラボオンチップ）を含む。いくつかの実施形態では、ラボオ
ンチップ（ＬＯＣ）は、サイズが約１平方ミリメートルから約数平方センチメートルであ
る単一のチップ上で１つまたはいくつかの研究室機能を統合する、デバイスであり得る。
ＬＯＣは、検出システムから取り外し可能であり得、いくつかの実施形態では、使い捨て
であり得る。ＬＯＣは、いくつかの実施形態では、カートリッジ形式で設計される。いく
つかの実施形態では、ＬＯＣは、いくつかの実施形態では、各使用後にＬＯＣが交換され
ることを可能にする、（例えば、図１０Ｃに示されるような）チップホルダの中で組み立
てることができる。ＬＯＣは、ピコリットル未満までの極度に少ない流体体積の取扱を扱
うことができる。ＬＯＣは、当技術分野で公知である、または本明細書で説明される方法
によって加工することができ、かつ当技術分野で公知である、または本明細書で説明され
る好適な材料から製造することができる。ＬＯＣは、いくつかの実施形態では、１つ以上
の構造を含む。
【０２６８】
　場合によっては、ＬＯＣは、濃縮構造、混合構造、１つ以上の流体チャネル、１つ以上
のサンプルまたは流体入口（例えば、入口ポートまたはウェル）、および／またはマイク
ロ流体検出器、あるいはそれらの部分を含む。いくつかの実施形態では、ＬＯＣは、１つ
以上の圧電ディスクアクチュエータを含む。いくつかの実施形態では、ＬＯＣは、混合構
造に流体的に連結される、濃縮構造を含む。いくつかの実施形態では、ＬＯＣは、マイク
ロ流体検出器に流体的に連結される混合構造流体、またはその一部を含む。いくつかの実
施形態では、ＬＯＣは、混合構造に流体的に連結される濃縮構造、およびマイクロ流体検
出器に流体的に連結される混合構造、またはその一部を含む。
【０２６９】
　結合剤
【０２７０】
　本明細書で使用されるような「結合剤」という用語は、抗原または別の分子構造（例え
ば、タンパク質、脂質、ＤＮＡ、ＲＮＡ、炭水化物、および／またはそれらの一部あるい
は修飾）に特異的に結合する、分子構造を指す。結合剤の非限定的実施例は、抗体（例え
ば、任意の種（例えば、ニワトリ、ヒト、ラクダ、ラマ、ヤツメウナギ、サメ、ヤギ、齧
歯類、ウシ、イヌ、ウサギ等）に免疫学的または遺伝子学的に由来する抗体）、抗体ドメ
インまたはその部分（例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、ＳｃＦｖ、Ｖ
Ｈ、ＶＨＨ、ＶＬ、ＶＬＲ、同等物）、ダイアボディ、モノクローナル抗体、血漿、ポリ
クローナルＡｂｓ、ｍＡｂｄＡｂｓ、ファージ提示由来結合剤、アフィボディ、ヘテロ共
役抗体、二重特異性抗体、エビボディ、リポカリン、アフィボディ、アビマー、マキシボ
ディ、ＧｒｏＥｌおよびＧｒｏＥＳ等の熱ショックタンパク質、トランスボディ、ＤＡＲ
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Ｐｉｎｓ、アプタマー、Ｃ型レクチンドメイン（例えば、テトラネクチン）、ヒトγ－ク
リスタリンおよびヒトユビキチン由来結合剤（例えば、アフィリン）、ＰＤＺドメイン由
来結合剤、サソリ毒素および／またはクニッツ型ドメイン結合剤、フィブロネクチン由来
結合剤（例えば、アドネクチン）、受容体、リガンド、レクチン、ストレプトアビジン、
ビオチン、同等物、誘導体、または、それらの組み合わせを含む。
【０２７１】
　検出剤
【０２７２】
　いくつかの実施形態では、検出剤とは、蛍光分子を含む結合剤を指す。いくつかの実施
形態では、検出剤は、ビーズ（例えば、磁気ビーズ、ポリスチレンビーズ、ラテックスビ
ーズ、ガラスビーズ、例えば、ルミネクスビーズ）を含むことができる。いくつかの実施
形態では、ビーズは、結合剤および／または蛍光分子を含む。検出剤として、当技術分野
で公知である好適な蛍光分子を使用することができる。一般的な蛍光分子の非限定的実施
例は、フルオロセイン（ＦＩＴＣ）、フィコエリトリン（ＰＥ）、Ｒ－フィコエリトリン
（ＲＰＥ）、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ３．５、Ｃｙ５ＰＥ、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７、
Ｃｙ７ＰＥ、Ｃｙ７ＡＰＣ、テキサスレッド（ＴＲ）、ＰＥ－テキサスレッド、ＰｅｒＣ
Ｐ、ＰｅｒＣＰ－Ｃｙ７、ＰｅｒＣＰ－Ｃｙ５．５、アロフィコシアニン（ＡＰＣ）、Ｇ
ＦＰ、ＧＦＰ誘導体またはその突然変異体（例えば、ＥＢＦＰ、ＥＢＦＰ２、アジュライ
ト、ｍＫａｌａｍａ１、シアン蛍光タンパク質、ＥＣＦＰ、セルリアン、ＣｙＰｅｔ、黄
色蛍光タンパク質誘導体、ＹＦＰ、シトリン、ビーナス、ＹＰｅｔ、およびＢＦＰ誘導体
）、カスケードブルー、パシフィックブルー、ＤｙＬｉｇｈｔ　４０５、ＤｙＬｉｇｈｔ
　５４９、ＤｙＬｉｇｈｔ　６４９、ＤｙＬｉｇｈｔ　６８０、ＤｙＬｉｇｈｔ　８００
、アミノメチルクマリン（ＡＭＣＡ）、ＡＴＴＯ　４２５、ＡＴＴＯ　４８８、ＡＴＴＯ
　ＡＴＴＯ　５５０、ＡＴＴＯ　５９４、ＡＴＴＯ　６４７Ｎ、ＡＴＴＯ　５３２、ＡＴ
ＴＯ　６５５、ローダミン（ＴＲＩＴＣ）、ＩＲＤｙｅ（登録商標）　７００ＤＸ、ＩＲ
Ｄｙｅ（登録商標）　８００ＣＷ、ＩＲＤｙｅ（登録商標）　８００、ＡｌｅｘａＦｌｕ
ｏｒ　４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ　６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ　４０５、同等物
、または、それらの組み合わせを含む。
【０２７３】
　希少な細胞型
【０２７４】
　いくつかの実施形態では、希少な細胞型および／または比較的希少な細胞型とは、珍し
い細胞型、異常な性質を有する細胞、異質細胞型（例えば、細菌、酵母）、罹患細胞型（
例えば、癌細胞、ウイルスを宿している細胞）、未分化細胞型（例えば、幹細胞または幹
細胞前駆細胞）、異所性細胞型（例えば、通常は循環内で見出されない細胞、例えば、梗
塞後に血液中で見出される心筋細胞）、胎児由来細胞型、胎盤由来細胞型、およびそれら
の組み合わせを指すことができる。場合によっては、希少な細胞型は、マーカ（例えば、
標識、染料、例えば、代謝性染料、放射性トレーサ）を提示する、個人の血液中に存在す
る細胞であり得る。罹患細胞型の非限定的実施例は、悪性細胞、転移細胞、循環腫瘍細胞
（ＣＴＣ）（例えば、原発腫瘍から剥離し、血流中で循環する細胞、例えば、乳癌細胞）
を含む。いくつかの実施形態では、珍しい細胞型は、前癌循環細胞（例えば、癌になるよ
うに運命付けられている細胞、例えば、白血病前駆細胞）であり得る。前癌細胞は、特定
の細胞表面マーカまたは細胞内マーカ（例えば、翻訳修飾語タンパク質、例えば、リンタ
ンパク質）、あるいは当技術分野で公知であるマーカの特定の組み合わせを表示すること
ができる。いくつかの実施形態では、比較的希少な細胞型は、胎児細胞であり、比較的豊
富な細胞型は、妊婦（例えば、人間の女性）からのサンプルからの母親細胞である。
【０２７５】
　いくつかの実装のみが開示されている。しかしながら、本書で説明および図示されるも
のに基づいて、説明された実装および他の実装の変動および増進を行うことができる。本
書は多くの詳細を含有するが、これらは、発明または請求され得るものの範囲への制限と
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してではなく、むしろ本発明の特定の実施形態に特有の特徴の説明として解釈されるべき
である。別個の実施形態と関連して本書で説明される、ある特徴もまた、単一の実施形態
において組み合わせて実装することもできる。逆に、単一の実施形態に関連して説明され
る種々の特徴もまた、複数の実施形態で別々に、または任意の好適な副次的組み合わせで
実装することもできる。また、特徴は、ある実施形態で作用するものとして上記で説明さ
れ、最初にそのようなものとして請求さえされ得るが、場合によっては、請求された組み
合わせからの１つ以上の特徴を組み合わせから削除することができ、請求された組み合わ
せは、副次的組み合わせまたは副次的組み合わせの変形例を対象とし得る。
【０２７６】
　粒子選別システム、装置、および方法
【０２７７】
　図５０は、粒子の選別のための粒子選別機５０００の例示的かつ非限定的な実施形態を
図示する。粒子選別機５０００は、それぞれ目的地出口（参照文字５０１０Ａ－５０１０
Ｃを使用して参照もされる）と関連付けられる、いくつかの目的地チャネル５０１０Ａ－
５０１０Ｃのうちの１つの中へソースチャネル５００４を通過する、サンプル入口５００
２を介して注入された粒子を選別するために構成可能である。粒子選別機５０００は、例
えば、流体力学集束の目的で、サンプル入口５００２を介して注入された粒子のシース流
を提供するように、シース入口５０１６を含む。ソース入口５００２およびシース入口５
０１６は、それぞれ、分析される粒子およびシース流を受け入れるために独立して好適に
設計することができる。例えば、ソース入口５００２の断面形状および面積は、通常のピ
ペット先端に合致させることができる。いくつかの実施形態では、シース入口１１６は、
通常のピペット先端に合致させることができる。同様に、目的地出口５０１０Ａ－５０１
０Ｃは、それぞれ、選別された粒子の一時的貯蔵のための貯留部、選別された粒子を引き
出すためのインターフェース、および／または同等物を含む等、用途の必要性に基づいて
、独立して設計することができる。
【０２７８】
　１つの実施形態では、ソースチャネル５００４は、粒子の集束が達成されるように、ソ
ース入口５００２からの粒子およびシース入口５０１６からのシース流の組み合わせによ
って形成される。ソースチャネル５００４は、シース流を生成および／または維持するた
めに必要および／または十分であるような長さ、断面外形、および断面積を有する。
【０２７９】
　１つの実施形態では、粒子選別機５０００はさらに、ソースチャネル５００４の第１の
容積と関連付けられる、第１の検出デバイス／構成要素５０１２を含む。いくつかの実施
形態では、第１の検出デバイス５０１２は、第１の容積を通過する際に選別される粒子の
１つ以上の特性、および／または粒子がそれを通過する際の第１の容積の検出のために構
成される。例えば、１つの実施形態では、特性は、蛍光および／または反射率等の光学特
性を含み、したがって、第１の検出デバイス５０１２は、それぞれ、１つ以上の蛍光、反
射率検出器を含むことができる。別の実施例として、１つの実施形態では、特性は、選別
される粒子が第１の容積を通過し、第１の検出デバイス５０１２が１つ以上の電圧計を含
むときに変化する、第１の容積にわたるインピーダンスを含む。
【０２８０】
　第１の検出デバイス５０１２は、検出構成要素だけでなく、特性の検出のために必要お
よび／または所望であるような追加の構成要素も含むことができると理解される。例えば
、特性が上記で説明されるような蛍光を含む場合、第１の検出デバイス５０１２は、励起
ソース、結合（例えば、光ファイバ）、および他の光学部品（例えば、フィルタ）、制御
電子機器、および／または同等物を包含することができる。別の実施例として、特性が上
記で説明されるようなインピーダンスを含む場合、第１の検出デバイス５０１２は、第１
のチャネル内のインピーダンスを測定する電気信号を生成するための一対の電極を包含す
ることができる。
【０２８１】
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　１つの実施形態では、第１の検出デバイス５０１２は、目的とする特性の測定を可能に
する任意の様式で、第１のチャネルと相互作用するように構成される。例えば、いくつか
の実施形態では、特性は、蛍光を含み、第１の検出デバイス５０１２は、第１の容積を励
起させ、例えば、粒子選別機５０００が顕微鏡ステージ上に配置されるとき等に、第１の
容積の外部の領域から蛍光を検出する。他の実施形態では、励起送達／放射収集のための
光ファイバ等のより侵襲性のアプローチを第１の容積に挿入することができる。別の実施
例として、いくつかの実施形態では、特性は、インピーダンスを含み、第１の検出デバイ
ス５０１２は、第１の容積と伝導連通している一対の電極を含む。
【０２８２】
　いくつかの実施形態では、第１の検出デバイス５０１２は、１つ以上の特性と関連付け
られる第１の検出信号を検出する。いくつかの実施形態では、第１の検出信号は、ソース
チャネル５００２中の粒子の光学特性と関連付けられる。いくつかの実施形態では、特性
は、光学特性である。いくつかの実施形態では、光学特性は、蛍光、リン光、化学発光、
熱発光、反射率、散乱（前方散乱、大角度散乱、側方散乱、および／または後方散乱を含
む）、および／または同等物から選択される。いくつかの実施形態では、光学特性は、蛍
光を含み、第１の検出信号は、粒子がソースチャネル５００４の第１の容積を通過する際
に粒子からの第１の信号として１つ以上の蛍光信号を含む。図５１Ａは、いくつかの実施
形態による、ソースチャネル５００４中で検出される単一の粒子に対する第１の検出デバ
イス５０１２の例示的な出力（すなわち、例示的な第１の検出信号）を図示する。未加工
光学信号および／またはそのアナログ／デジタル均等物を表す、図５１Ａは、５つの時間
的に分離されたピーク５１０２ａ－５１０２ｅを含む、光学トレース５１０２を図示する
。いくつかの実施形態では、ピーク５１０２ａ－５１０２ｅの各ピークは、第１の検出デ
バイス５０１２の同一の検出器で検出することができる。いくつかの実施形態では、少な
くとも１つのピークは、１つの他のピークとは異なる検出器で検出される。いくつかの実
施形態では、５つのピーク５１０２ａ－５１０２ｅのうちの少なくとも１つは、基準強度
信号である。いくつかの実施形態では、５つのピークのうちの少なくとも１つは、蛍光信
号である。
【０２８３】
　図５２Ａは、トレース５１０２等の第１の検出信号を生成するための例示的かつ非限定
的な設定を図示する。第１の容積／ソースチャネル５２０４（ソースチャネル５００４の
第１の容積等）中の蛍光粒子Ｐからの蛍光は、例えば、第１の検出デバイス５１１２の落
射蛍光設定の一部であり得るような対物レンズ５２０６を介して得られる。収集された蛍
光は、図示されるように、基準フィルタ５２０８１および基準蛍光フィルタ５２０８２を
含む、フィルタアレイ５２０８によってフィルタにかけられる。しかしながら、任意の数
の基準および／または他のフィルタが、粒子Ｐの光学特性に基づいて、かつ／または本明
細書で説明される分析を行うために必要であるように、フィルタアレイ５２０８の一部で
あり得る。依然として図５２Ａを参照すると、いくつかの実施形態では、基準フィルタ５
２０８１は、波長非依存性である強度フィルタであり、全域通過フィルタを含むことがで
きるが、それに限定されない。図５２Ａで図示されるように、いくつかの実施形態では、
基準フィルタ５２０８１は、少なくとも一対の基準フィルタを含む。
【０２８４】
　各蛍光フィルタ５２０８２は、波長選択性であり得、かつ独立して、高域通過フィルタ
、低域通過フィルタ、または任意の好適な波長のための帯域通過フィルタであり得る。図
５２Ａで図示されるように、いくつかの実施形態では、蛍光フィルタ５２０８２は、少な
くとも、緑色フィルタ、黄色フィルタ、および赤色フィルタを含む。いくつかの実施形態
では、緑色、黄色、および赤色フィルタは、１０ｎｍ～３０ｎｍの帯域幅を有するもの等
の狭帯域通過フィルタであり得る。いくつかの実施形態では、緑色、黄色、および赤色フ
ィルタのうちの少なくとも１つは、広帯域通過フィルタであり得る。
【０２８５】
　検出器５２０２は、フィルタアレイ５２０８からフィルタにかけられた蛍光を収集し、
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第１の検出信号を生成するように構成される。いくつかの実施形態では、検出器５２０２
は、複数の検出器を含むことができる。光電子倍増管（ＰＭＴ）、フォトダイオード、電
荷結合素子（ＣＣＤ）、アバランシェフォトダイオード（ＡＰＤ）、および／または同等
物等であるが、それらに限定されない、任意の好適な検出器を採用することができる。い
くつかの実施形態では、検出器５２０２は、図示されるようなＰＭＴを含む。ＰＭＴは、
Ｈａｍａｍａｔｓｕ　Ｈ９３０７に類似し得る。
【０２８６】
　検出器５２０２は、１つの実施形態では、図５２Ｂのトレース５２１０でより概念的に
図示される、例示的なトレース５１０２を生成するように、フィルタアレイ５２０８の各
フィルタから粒子Ｐの蛍光信号を受信する。換言すると、１つの実施形態では、検出器５
２０２は、図５２Ｂで図示されるようなトレース５１０２のピーク５１０２ａ－５１０２
ｅを生成し、ピーク５１０２ａ、５１０２ｂは、基準フィルタ５２０８１からの強度基準
信号５２１０ａ、５２１０ｂに対応し、ピーク５１０２ｃ－５１０２ｅは、蛍光フィルタ
５２０８２からの色コーディングされた信号５２１０ｃ－５２１０ｅに対応する。以前に
議論されたように、トレース５１０２、５２１０のピークは、時間が分離され、以下の様
式で検出される。第１の容積内の粒子Ｐの移動は、粒子Ｐによって生成される蛍光を、（
レンズ５２０６によって、および／または任意の他の好適な光学部品によって）フィルタ
アレイ５２０８の各フィルタ上に連続的に投影させ、基準フィルタ５２０８１のうちの最
初から開始して、蛍光フィルタ５２０８２のうちの最後で終了する。
【０２８７】
　図５３Ａは、蛍光フィルタ５２０８２が、赤色、緑色、および／または青色フィルタで
あり得る、いくつかの実施形態に対する例示的かつ非限定的な透過スペクトルを図示する
。図示した実施形態では、各色フィルタは、非従来的な狭帯域幅色フィルタと異なり、ゆ
っくり変化する傾斜を伴う広い帯域幅を有する。図５３Ｂで図示されるように、染料を区
別するために、それぞれ異なる蛍光特性（例えば、５つの異なるブリリアントバイオレッ
ト（ＢＶ）染料）を有する、５種類の蛍光ナノ粒子の混合物と関連付けられる、複数の第
１の検出信号（図示せず）の分析を使用することができる。図５３Ｂは、どのようにして
（図５３Ｂの透過スペクトルを伴うフィルタを使用して生成される）複数の第１の検出信
号からの赤色／白色、緑色／白色、および青色／白色強度比が、単一のＰＭＴを使用して
最大５色の色区別の実行可能性を示す、各ＢＶ染料を表す非重複点をもたらすかを図示す
る。別の実施例として、フィルタ５２０８は、次いで、１つの実施形態では、これらのフ
ルオロフォア間の色区別の実行可能性を示す図５３Ｄのプロットを生成するように、同様
に分析される、他の蛍光剤ＦＩＴＣおよびｔｄＴｏｍａｔｏと区別される、フルオロフォ
アＰＥに対する図５３Ｃで図示される例示的な第１の検出信号を生成するために使用する
ことができる。
【０２８８】
　図５２Ｂを再度参照すると、それによって、トレース５２１０が、少なくとも粒子Ｐに
ついての以下の情報、すなわち、（１）粒子が速く移動しているほどピークが近い、ピー
ク５２１０ａ－５２１０ｅの間の間隔によって判定されるような粒子Ｐの速度、（２）ピ
ーク５２１０ａ、５２１０ｂの任意の組み合わせによって判定されるような第１の検出信
号の全体的な強度、および（３）粒子Ｐの蛍光スペクトル等の蛍光ピーク５２１０ｃ－５
２１０ｅに基づく第１の検出信号の中の蛍光情報を提供することができるという結果にな
る。実施形態内のトレース５２１０から、追加の推論を引き出すことができると理解され
る。いくつかの実施形態では、異なる粒子の間の蛍光強度変動が、蛍光色を区別するその
能力に影響を及ぼさないように、ピーク５２１０ａ、５２１０ｂは、時空間符号化信号で
あり、全体的な蛍光強度の基準を確立する。最初の２つのピークの間の時間を測定するこ
とによって、粒子Ｐが第１の検出ゾーン５０１２から選別接合点まで進行する時間を正確
に計算することができ、高精度の選別を可能にする。
【０２８９】
　いくつかの実施形態では、トレース５２１０によって提供される情報が粒子を選別する
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ための基礎を形成するという結果になる。したがって、いくつかの実施形態では、トレー
ス５２１０等の第１の検出信号は、どの目的地チャネル５０１０Ａ－５０１０Ｃが選別さ
れる粒子を受信するべきであるかを判定するように分析することができる。各目的地チャ
ネル５０１０Ａ－５０１０Ｃは、粒子をそのチャネルの中へ選別するための基礎を形成す
るように、粒子の異なる一式の特性を関連付け、指定し、および／または別様に割り当て
ることができる。例えば、トレース５２１０は、上記で説明されるような粒子速度情報を
生じ、粒子速度に基づいて、目的地チャネル５２１０Ａ－５２１０Ｃのうちの１つを選択
することができる。そのような動作は、例えば、異なるサイズ、体積、および／または剛
性の粒子が、チャネル５００４中の異なる平衡位置において異なる速度で移動するときに
有用であり得る。別の実施例では、トレース５２１０は、上記で説明されるような全体的
な蛍光強度情報を生じ、１つの実施形態では、全体的な蛍光強度に基づいて、目的地チャ
ネル５０１０Ａ－５０１０Ｃのうちの１つが選択される。いくつかの実施形態では、目的
地チャネル５０１０Ａ－５０１０Ｃのうちの少なくとも１つは、任意の選別基準に合致し
ない、および／または望ましくない選別基準に合致する、および／または同等物であると
き等の望ましくないと見なされる粒子を受け取る、「廃棄物」チャネルとして指定される
。このようにして、粒子は、順に第１の検出デバイス５０１２によって検出されている１
つ以上の特性に基づく、トレース５２１０に基づいて選別される。
【０２９０】
　図５０を再度参照すると、いくつかの実施形態では、選別は、第１の検出信号に基づい
て、選別信号を選別要素５００６に伝送することによって達成される。選別要素５００６
は、粒子が正しい目的地チャネルの中へ選別される可能性を増加させる様式で、選別され
る粒子の変位を引き起こすように構成される。選別要素５００６は、第１の検出デバイス
５０１２と関連付けられる第１の容積の下流にある、ソースチャネル５００４の選別体積
と連通することができる。
【０２９１】
　選別信号は、選別要素５００６による粒子の選別に影響を及ぼす、任意の特定の形式で
あり得る。例えば、選別信号は、１つの実施形態では、目的地チャネル５０１０Ａ－５０
１０Ｃのうちのどれに粒子が選別されるべきかという仕様を含む。いくつかの実施形態で
は、選別信号は、様々な強度の作動信号を含み、強度は、粒子が変位させられる必要があ
る程度、および／または選択された目的地チャネルに選別されるための（すなわち、選別
要素５００６に向かった、またはそこから離れた）変位の方向の関数である。いくつかの
実施形態では、選別信号は、粒子の選別を誘導するためのタイミング情報を含む。換言す
ると、選別要素５００６は、粒子が選別容積に到達するであろうときの指示を受信する。
タイミング情報は、第１の検出信号から判定されるような粒子の速度に基づき、選別容積
と第１の容積との間の距離に基づき、および／または同等物であり得る。
【０２９２】
　ソースチャネル５００４の軸方向の側方にある方向へ粒子の変位を引き起こすことが可
能である、任意の好適な技術を採用することができる。いくつかの実施形態では、選別要
素５００６は、静電選別機を含む。いくつかの実施形態では、図５０で図示されるように
、選別要素５００６は、圧電アクチュエータを含む。例えば、１つの実施形態では、選別
要素５００６は、穴５００８Ａ、５００８Ｂを介して充填する、および／または空にする
ことができる、容積５０１８を画定する、圧電ダイヤフラム（参照文字５００６で参照も
される）を含む。ダイヤフラムは、選別容積と、または選別容積に隣接するソースチャネ
ル５００４の変形可能な壁（図示せず）と直接連通することができる。動作中に、ダイヤ
フラム５００６は、目的地チャネル５０１０Ａ－５０１０Ｃのうちの特定の１つの中へ選
別するために粒子を押す／引くことができる横力を選別容積中で生成するように、選別信
号に基づいて、急速に充填する／空にすることができる。
【０２９３】
　いったん粒子が目的地チャネル（例えば、非限定的な様式で説明を簡単にするためにこ
こで使用される、チャネル５０１０Ａ）の中へ選別されると、本開示の側面は、粒子の正
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しい選別を確保するように、換言すると、目的地チャネル５０１０Ａが粒子を選別するた
めの選択されたチャネルであった場合、粒子が正しく選別されたこと、そうでなければ、
誤って選別されたことを判定するように、目的地チャネル５０１０Ａ中の粒子の検出を可
能にする。図５０を再度参照すると、第２の検出デバイス／構成要素５０１４が、目的地
チャネル５０１０Ａの第２の容積と関連付けられるが、追加の検出デバイスを他の目的地
チャネル５０１０Ｂ－５０１０Ｃと関連付けることができ、複数の検出デバイスを目的地
チャネル５０１０Ａ－５０１０Ｃのうちのいずれかと関連付けることができる。
【０２９４】
　第２の検出デバイス５０１４は、第１の検出デバイス５０１２と類似する、または異な
る様式で構成することができる。いくつかの実施形態では、第２の検出デバイス５０１４
は、少なくとも、目的地チャネル５０１０Ａ中の粒子の存在および／または体積を検出す
るように、およびそれと関連付けられる第２の検出信号を生成するように構成される。換
言すると、第２の検出信号が、任意の好適な形式（例えば、粒子蛍光、インピーダンス等
）であり得る一方で、いくつかの実施形態では、それは主に、粒子が目的地チャネル５０
１０Ａの中へ選別されたことを判定するように分析される。実施例として、１つの実施形
態では、第２の検出信号は、以前に詳細に議論されたように、蛍光、反射率、インピーダ
ンス、および／または同等物のうちの１つ以上と関連付けられる。いくつかの実施形態で
は、第２の検出信号は、少なくともインピーダンス測定を可能にし、図５１Ｂは、粒子が
それを通過するときの第２の容積の例示的なインピーダンス測定５１０４を図示する。測
定は、第１の曲線２０４ａの縁と第２の曲線５１０４ｂの縁との間の差である、障害の「
幅」（この場合は、１ミリ秒）によって特徴付けることができ、粒子速度に特有であり得
る。
【０２９５】
　したがって、いくつかの実施形態では、ソースチャネル５００４から目的地チャネル５
０１０Ａへの粒子の選別は、第２の検出信号に基づいて検証される。例えば、（トレース
５１０２等の第１の検出信号に基づいて）粒子の速度を把握することができるため、検証
するステップは、１つの実施形態では、第２の検出信号が、１度に、および／または第１
の検出信号後の期間内に受信されることを判定するステップを含む。このようにして、多
数の粒子が１つずつであるが急速に選別されているとき、別の粒子に対応する第２の検出
信号の可能性を回避することができる。
【０２９６】
　いくつかの実施形態では、検証するステップは、第２の検出信号が生成されることを判
定するステップを含む。このようにして、わずかな数の粒子が選別されているとき、第２
の検出信号のタイミング詳細と関連付けられる計算オーバーヘッドが回避される。さらに
、より安価であり、より小さい設置面積を有し、および／または同等物である、より単純
な検出手段を使用することができる。
【０２９７】
　いくつかの実施形態では、第２の検出デバイス５０１４は、第１の検出デバイス５０１
２に類似する。換言すると、１つの実施形態では、同一の粒子については、第２の検出信
号および第１の検出信号は、一式の一般的に判定された信号を有する。そのような実施形
態では、検証するステップは、一般的に判定された信号が同一である、および／または閾
値限界内で異なることを判定するステップを含む。例えば、１つの実施形態では、第２の
検出信号および第１の検出信号が両方とも図５２Ａの設定を含む場合、検証するステップ
は、第２の検出信号および第１の検出信号が両方ともトレース５１０２を含むことを判定
するステップを含む。
【０２９８】
　いくつかの実施形態では、検証するステップは、粒子選別機の動作、および／または強
度、出力電圧波形幅、タイミング、および／または同等物を含むが、それらに限定されな
い、選別信号のパラメータを修正するように、是正および／または他のフィードバック信
号を提供するステップを含むことができる。
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【０２９９】
　いくつかの実施形態では、検証するステップは、正しく選別されたことを判定するよう
に、選別された粒子に追加の試験／動作を行うステップを含むことができる。
【０３００】
　図５４は、単一の時間ベースのプロット上に第１の検出信号および第２の検出信号を組
み合わせる、粒子選別機５０００を使用した単一の粒子の選別の検証のための例示的な出
力プロット５４００を図示する。第１の検出デバイス５０１２における（選別される粒子
の）蛍光検出は、選別要素５００６による選別のトリガにつながる。選別された粒子は、
目的地チャネル５０１０Ａ中で第２の検出デバイス５０１４によって検出される。第２の
検出信号が、第２の検出デバイス５０１４によって生成され、目的地チャネル５０１０Ａ
の中への粒子の選別が、上記で議論されるように検証される。
【０３０１】
　図５５は、トレース１および２（すなわち、第１の検出信号）が、それぞれ、第２の検
出信号１’および２’に相関し、それによって、どの第１の検出信号がどの第２の検出信
号と関連付けられるかを判定し、それによって、２つの粒子の選別を検証する、２つの粒
子の選別の検証のための例示的な出力プロット５５００を図示する。
【０３０２】
　図５６Ａ－５６Ｃは、２つの第２の検出デバイス５０１４Ａ、５０１４Ｃが、それぞれ
、目的地チャネル５０１０Ａ、５０１０Ｃと関連付けられる、実施形態を図示する。図５
６Ｂで見られるように、目的地チャネル５０１０Ａは、（例えば、特定の蛍光剤に対応す
る）第１の種類のトレース５６１２Ａを受け取るように指定することができる一方で、目
的地チャネル１１０Ｃは、（例えば、異なる蛍光剤に対応する）第２の種類のトレース５
６１２Ｃを受け取るように指定することができる。第２の検出デバイス５０１４Ａは、形
態５６１４Ａの第２の検出信号を生成するように構成することができ、第２の検出デバイ
ス５０１４Ｃは、形態５６１４Ｃの第２の検出信号を生成するように構成することができ
る。このようにして、トレース５６１２Ａ、５６１２Ｃおよび第２の検出信号５６１４Ａ
、５６１４Ｃをともに描画することができるとき（図５６Ｃ参照）、検証をより容易に行
うことができる。２つの第２の検出デバイス５０１４Ａ、５０１４Ｃについてここで図示
されるが、異なる第２の検出信号を生成する各第２の検出デバイスのこのアプローチは、
追加の目的地チャネルの中の追加の第２の検出デバイスに容易に拡張されることが理解さ
れる。
【０３０３】
　図５７は、実施形態による粒子選別の検証のための方法５７００を図示する。いくつか
の実施形態では、コンピュータ実行可能記憶媒体は、方法５７００を実行するためのコン
ピュータ実行可能命令を含む。５７０２では、第１の検出信号が受信される。第１の検出
信号は、第１のチャネル（例えば、ソースチャネル５００４）中の粒子の光学特性（例え
ば、蛍光）と関連付けることができる。いくつかの実施形態では、第１の検出信号は、複
数の光学信号と関連付けることができる。いくつかの実施形態では、複数の光学信号は、
１つ以上の基準信号と、１つ以上の蛍光信号とを含む。いくつかの実施形態では、光学特
性は、粒子の１つ以上の蛍光性質を含む。いくつかの実施形態では、粒子は、無機粒子、
有機粒子、ハイブリッド粒子、または１つ以上の細胞（真核または原核）である。
【０３０４】
　５７０４では、複数の第２のチャネルのうちの選別チャネルが、第１の検出信号に基づ
いて判定される。このようにして、選別チャネルの中への粒子の選別を判定することは、
粒子の光学特性に基づく。いくつかの実施形態では、選別チャネルを判定することは、粒
子の１つ以上の蛍光性質に基づく。
【０３０５】
　５７０６では、第１のチャネルから選別チャネルの中へ粒子を選別するための選別信号
が伝送される。いくつかの実施形態では、選別信号を伝送することは、選別信号を選別要
素（例えば、選別要素５００６）に伝送することを含む。いくつかの実施形態では、選別



(74) JP 6396911 B2 2018.9.26

10

20

30

40

50

要素は、圧電アクチュエータを含み、選別することはさらに、粒子を選別チャネルの中へ
選別するように、圧電アクチュエータの必要とされる変形に基づいて選別信号を生成する
ことを含む。
【０３０６】
　５７０８では、第２の検出信号が受信され、第２の検出信号は、選別チャネル中の検出
された粒子の存在と関連付けられる。いくつかの実施形態では、第２の検出信号は、イン
ピーダンス検出と関連付けられ、選別チャネル中の検出された粒子の存在は、第２の検出
チャネル中の検出されたインピーダンスを変化させる。
【０３０７】
　５７１０では、第１のチャネルから選別チャネルの中への粒子の選別が、第２の検出信
号に基づいて検証される。
【０３０８】
　いくつかの実施形態では、方法５７００はさらに、追加の第１の検出信号を受信するス
テップを含む。追加の第１の検出信号は、１つの実施形態では、第１のチャネル中の第２
の粒子の光学特性と関連付けられる。第２の粒子の光学特性は、第１の粒子の光学特性と
同一であり得るか、または異なり得る。複数の第２のチャネルの第２の選別チャネルは、
追加の第１の検出信号に基づいて判定される。第２の選別チャネルは、チャネルと同一で
あり得るか、または異なり得る。したがって、第２の選別チャネルの中への第２の粒子の
選別は、第２の粒子の光学特性に基づいて判定される。第２の選別信号が、第２の粒子を
第１のチャネルから選別チャネルの中へ選別するために伝送される。第２の選別チャネル
中の第２の検出された粒子の存在および／または体積と関連付けられる、追加の第２の検
出信号を受信することができる。いくつかの実施形態では、第１のチャネルから選別チャ
ネルの中への粒子の選別は、第２の検出信号に基づいて、かつ、追加の第２の検出信号に
基づいて検証される。いくつかの実施形態では、第１のチャネルから第２の選別チャネル
の中への第２の粒子の選別は、第２の検出信号に基づいて、かつ、追加の第２の検出信号
に基づいて検証される。
【０３０９】
　本明細書で議論されるように、粒子速度は、可変であり得、例えば、トレース５１０２
等の第１の検出信号におけるピーク間の間隔に基づいて判定することができる。したがっ
て、２つ以上の粒子が密接して離間すること、および／または１つの粒子からのトレース
が少なくとも別の粒子と重複し得る速度で移動することが可能である。本明細書で説明さ
れるアプローチの側面は、各粒子と関連付けられる第２の検出信号を使用して、重複する
第１の検出信号を用いて粒子を区別するように動作可能である。
【０３１０】
　例えば、図５８は、２つの連続的に選別および検出された粒子と関連付けられる第１お
よび第２の検出信号（それぞれ、１、２、および１’、２’）の例示的な出力プロット５
８００を図示する。重複が５８０４においてトレース１、２の間で見られるが、個々のピ
ークは、依然として区別可能であり、粒子の数は、第２の検出信号１’、２’に基づいて
２と正しく識別することができる。図５９Ａ－５９Ｃは、２つの粒子からの例示的なトレ
ース５９０２、５９０４が重複する、本明細書で議論される問題を図示する。図５９Ａは
、個々のトレースとして、したがって、個々の粒子として容易に区別されるときの時間が
分離されたトレース５９０２、５９０４を図示する。図５９Ｂは、粒子が同時に第１の容
積内にある（すなわち、第１の検出デバイス５０１２と関連付けられる）とき等に重複す
るようなトレース５９０２、５９０４を図示する。図５９Ｃは、６つの識別できるピーク
を有し、粒子数判定を混乱させる、結果として生じるトレース５９０８を図示する。第１
の検出信号の判定の誤差は、不正確な粒子速度および／または蛍光スペクトル判定等の有
意な下流影響を及ぼし得、これは順に、粒子の選別の時期を決定することの誤差（すなわ
ち、選別信号が選別要素５００６の誤ったトリガ情報を有するであろう）だけでなく、完
全に誤った選別の誤差（すなわち、粒子が別の目的地チャネルに属すると見なされ得る）
にもつながり得る。
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【０３１１】
　図６０Ａ－６０Ｂは、たとえ第１の検出信号が重複していても、第２の検出信号に基づ
いて３つの粒子が正しく数えられる、粒子選別／計数に関する潜在的な誤差を図示する。
具体的には、図６０Ｂの例示的なプロットは、どのようにして重複する第１の検出信号が
、（トレース２、３に対応する粒子のみが検出される場合に）第１の検出デバイス５０１
２によって第１の粒子を検出させないであろうかを図示するが、第２の検出信号１’、２
’、３’は、トレース２、３が３つの粒子と関連付けられることだけでなく、第２の検出
信号１’、２’、３’の間の時間的分離が、粒子分離情報を提供することも示す。すなわ
ち、第２の検出信号１’、２’、３’は、第２の検出信号２’、３’に対応する粒子が、
より密接に離間することを示す。
【０３１２】
　概して、したがって、細胞計数のためだけでなく、細胞選別のフィードバック制御のた
めにも、第２の検出信号から収集される情報を使用することができ、本明細書で説明され
るアプローチは、将来のトレースを分析するように、過去の計数誤差と関連付けられるト
レースから「習得」することができる。例えば、図６０Ｂのトレース２、３が再度生じる
場合、それらは、３つの粒子を示すこととより正確に関連付けられる可能性が高いであろ
う。この時点で、３つの粒子は、それに応じて選別されるか、またはこれが可能ではない
（例えば、選別要素が十分に迅速に応答できない）場合、どの目的地チャネルに粒子が最
後に行くと見なされるかに応じて（すなわち、第２の検出信号１’、２’、３’に基づい
て）対処されるかのいずれかであろう。
【０３１３】
　さらに、誤った計数が誤った選別をもたらすとき、本明細書で説明されるアプローチは
、任意の好適な様式で誤差に対処することができる。例えば、目的地チャネル５０１０Ａ
に選別されている粒子が、ワクチン組成物を作製するために使用される場合、最終ワクチ
ン組成物および／または純度を判定する際に、目的地チャネル５０１０Ａの中への望まし
くない粒子の誤った選別に対処することができ、そのような組成物および／または純度が
必要規制標準を下回る場合に、ワクチン組成物を破棄することができる。
【０３１４】
　したがって、本明細書で説明されるアプローチの側面は、誤差を補償された細胞計数／
選別を達成するように、第１の検出デバイス５０１２と第２の検出デバイス５０１４との
間の検出容積の差を活用することができる。換言すると、第１の検出信号が粒子の選別の
基礎を形成することができるため、第１の検出デバイス５０１２は、より広範な検出技法
により、より大きい検出容積（すなわち、第１の容積）と関連付けることができる。一方
で、第２の検出デバイス５０１４は、２値分類（すなわち、粒子が第２の容積中に存在す
るか、または存在しないかのいずれか一方）を単純に行うように構成することができ、複
数の粒子が同時に存在する可能性が多大に低減させられる、より小さい検出容積を使用し
て、より単純な検出方法を採用することができる。実施例として、図５５の例示的なプロ
ットを参照すると、トレース１（第１の検出信号）が、約２ミリ秒の時間幅を有する一方
で、対応する第２の検出信号１’は、約０．５ミリ秒の時間幅を有し、同一の粒子速度に
ついては、これは、第１の容積が第２の容積より約４倍大きいことを示すことができる。
【０３１５】
　図６１は、実施形態による、粒子のフィードバックベースの計数のための方法６１００
を図示する。いくつかの実施形態では、コンピュータ実行可能記憶媒体は、方法６１００
を実行するためのコンピュータ実行可能命令を含む。６１０２では、各第１の検出信号が
、第１のチャネル中の粒子の光学特性と関連付けられる、複数の第１の検出信号が受信さ
れる。
【０３１６】
　６１０４では、第１のチャネル中の第１の複数の粒子が、複数の第１の検出信号に基づ
いて判定され、第１の複数の粒子は、類似の光学特性を有する。いくつかの実施形態では
、複数の第１の検出信号は、少なくとも重複する一対の第１の検出信号を含む。



(76) JP 6396911 B2 2018.9.26

10

20

30

40

50

【０３１７】
　６１０６では、複数の第２のチャネルの選別チャネルが、第１の検出信号に基づいて判
定される。このようにして、選別チャネルの中への全ての第１の複数の粒子の選別は、第
１の複数の粒子の類似の光学特性に基づいて判定される。
【０３１８】
　６１０８では、１つ以上の選別信号が、第１の複数の粒子のそれぞれの粒子を第１のチ
ャネルから選別チャネルの中へ選別するために伝送される。６１１０では、各第２の検出
信号が、選別チャネル中の粒子の存在および／または体積と関連付けられる、複数の第２
の検出信号が受信される。６１１２では、選別チャネル中の第２の複数の粒子が、複数の
第２の検出信号に基づいて判定される。６１１４では、各第３の検出信号が第１のチャネ
ル中の追加の粒子の光学特性と関連付けられる、複数の第３の検出信号が受信される。
【０３１９】
　６１１６では、第１のチャネル中の第３の複数の粒子が、複数の第３の検出信号に基づ
いて、判定された第１の複数の粒子に基づいて、かつ、判定された第２の複数の粒子に基
づいて判定される。いくつかの実施形態では、判定された第１の複数の粒子は、判定され
た第２の複数の粒子と同一であり、１つ以上の第３の検出信号は、判定された第３の複数
の粒子と関連付けられることが判定される。いくつかの実施形態では、判定された第１の
複数の粒子は、判定された第２の複数の粒子より少なく、１つ以上の第３の検出信号は、
判定された第３の複数の粒子より多い、第４の複数の粒子と関連付けられることが判定さ
れる。
【０３２０】
　以前に議論されたように、第１の検出デバイス５０１２および／または第２の検出デバ
イス５０１４は、検出容積中の粒子と、または検出容積自体と関連付けられる、複数の特
性を検出することができる。図６２Ａ－６２Ｃは、粒子１３０８を含有するチャネル１３
１０を有する、粒子選別機１３００の一部を示す、例示的実施形態を図示する。本明細書
では、チャネル１３１０がソースチャネル１０４に対応すると仮定して説明されるが、こ
れらの実施形態は、目的地チャネル１１８Ａ－１１８Ｃのうちのいずれかに同じくらい容
易に適用可能であることが理解される。
【０３２１】
　図６２Ａを参照すると、選別機６２００は、第１の検出デバイスとして、図５２Ａに類
似する強度基準および蛍光トレース測定設定６２１２を含み、チャネル６２１０の第１の
検出容積６２０４は、フィルタアレイ５２０８に類似するフィルタアレイと関連付けられ
る。図６２Ｃは、設定６２１２によって生成される例示的なトレースを図示する。
【０３２２】
　選別機６２００はまた、第１の検出デバイスとして、チャネル６２１０中の第２の検出
容積６２０６を画定する、電極６２０２Ａ、６２０２Ｂを含む、インピーダンス測定装置
６２０２も含む。いくつかの実施形態では、第１の検出容積６２０４の少なくとも一部は
、第２の検出容積６２０６と重複する。例えば、図６２Ａは、第２の検出容積６２０６が
第１の検出容積６２０４内に完全に含有されるが、これは必ずしも必要ではないことを図
示する。例えば、重複または非重複様式で、第１の検出容積６２０４の前また後に第２の
検出容積６２０６を形成することができる。いくつかの実施形態では、第２の検出容積６
２０６は、第１の検出容積６２０４より小さい。図６２Ｂ、６２Ｃは、蛍光設定の例示的
な出力プロットを図示する。
【０３２３】
　いくつかの実施形態では、インピーダンス測定は、第２の検出容積６２０６中の粒子６
２０８の存在および／または体積と関連付けられる。いくつかの実施形態では、インピー
ダンス測定は、粒子６２０８のサイズと関連付けられる。図６２Ｂは、どのようにして粒
子のサイズが理論的にインピーダンス測定に影響を及ぼし得るかを図示する。
【０３２４】
　インピーダンス測定装置６２０２の例示的かつ非限定的な実施形態が、図６３Ａで図示
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されており、電極６３０２Ａ、６３０２Ｂ（電極６２０２Ａ、６２０２Ｂに実質的に対応
する）は、粒子選別機６３００の基板上で金のピンとして形成される。図６３Ｂ－６３Ｃ
は、ポリスチレンビーズ上で粒子選別機６３００を使用して行われる例示的なインピーダ
ンス測定を図示し、図６３Ｂは、典型的な測定であり、図６３Ｃは、３つの異なるサイズ
のビーズのインピーダンス測定である。
【０３２５】
　このようにして、サイズおよび蛍光情報を粒子について同一の場所で獲得することがで
き、粒子のより特異的および／または正確な選別は、両方の情報に基づき得る。いくつか
の実施形態では、サイズおよび／または蛍光情報は、生物活性、化学活性、および／また
は同等物等であるが、それらに限定されない、粒子の他の性質を判定するために使用する
ことができる。このようにして、選別は、検出された信号と関連付けられる関連性の仮説
／推論に基づき得る。
【０３２６】
　図６４は、いくつかの実施形態による、粒子の選別のための方法６４００を図示する。
いくつかの実施形態では、コンピュータ実行可能記憶媒体は、方法６４００を実行するた
めのコンピュータ実行可能命令を含む。６４０２では、第１のチャネルの第１の容積中の
粒子の第１の特性と関連付けられる、第１の検出信号が受信される。いくつかの実施形態
では、第１の検出信号は、複数の光学信号と関連付けられる。いくつかの実施形態では、
複数の光学信号は、１つ以上の強度基準信号と、１つ以上の色コーディングされた信号と
を含む。いくつかの実施形態では、光学特性は、粒子の１つ以上の蛍光性質を含む。
【０３２７】
　６４０４では、第１のチャネルの第２の容積中の粒子の第２の特性と関連付けられる、
第２の検出信号が受信される。いくつかの実施形態では、第２の検出信号は、インピーダ
ンス検出と関連付けられ、インピーダンス検出は、第２の容積中の粒子の存在および／ま
たは体積に基づく。いくつかの実施形態では、インピーダンス検出はさらに、粒子のサイ
ズに基づく。いくつかの実施形態では、第１の容積は、第２の容積と重複する。いくつか
の実施形態では、粒子の１つ以上の性質は、第１の検出信号のうちの１つ以上に基づいて
、かつ、第２の検出信号に基づいて判定され、選別チャネルは、１つ以上の性質に基づい
て判定される。いくつかの実施形態では、各性質は、粒径、粒子蛍光、化学活性、および
、生物活性のうちの１つ以上から独立して選択される。
【０３２８】
　６４０６では、複数の第２のチャネルの選別チャネルが、第１の検出信号および第２の
検出信号のうちの１つ以上に基づいて判定される。このようにして、粒子の選別を判定す
ることは、粒子の第１の光学特性および第２の光学特性のうちの１つ以上に基づく。いく
つかの実施形態では、選別チャネルを判定することは、粒子の１つ以上の蛍光性質に基づ
く。
【０３２９】
　６４０８では、選別信号が、粒子を第１のチャネルから選別チャネルの中へ選別するた
めに伝送される。
【０３３０】
　図６５は、いくつかの実施形態による、粒子の選別のためのシステム６５００を図示す
る。システム６５００は、チャネルアセンブリ６５０２と、コンピュータ装置６５０４と
、第１の検出デバイス６５０６と、第２の検出デバイス６５０８と、選別要素６５１０と
を含む。システム６５００の種々の構成要素は、適宜に図６５の線によって示されるよう
に、電気、光学、有線、および／または無線通信することができる。コンピュータ装置６
５０４は、パーソナルコンピュータ、サーバ、ワークステーション、タブレット、モバイ
ルデバイス、クラウドコンピューティング環境、これらのプラットフォームのうちのいず
れかの上で作動するアプリケーションまたはモジュール、および／または同等物を含むこ
とができる。
【０３３１】
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　チャネルアセンブリ６５０２は、以前に説明されたように、少なくとも、ソースチャネ
ルと、１つ以上の目的地チャネルとを含む。概して、チャネルアセンブリ６５０２は、顕
微鏡、フローサイトメータ、ＰＣＲ等の生化学分析機器、マイクロウェルアレイベースの
プラットフォーム、および／または同等物を含むが、それらに限定されない、適切な分析
プラットフォーム上に嵌合する、および／または別様にそれと相互作用するように定寸す
ることができる。チャネルアセンブリ６５０２を作製するために、シリコン、ポリジメチ
ルシロキサン（ＰＤＭＳ）、ポリカーボネート（ＰＣ）、ポリ（メチルメタクリレート）
（ＰＭＭＡ）、環状オレフィンポリマー（ＣＯＰ）、環状オレフィン共重合体（ＣＯＣ）
、および／または同等物を含むが、それらに限定されない、任意の好適な材料を採用する
ことができる。いくつかの実施形態では、チャネルアセンブリ１６０２の材料は、生体適
合性および／または光学的に透明である。
【０３３２】
　第１の検出デバイス６５０６は、ソースチャネルから細胞選別に向かって適用すること
ができる、粒子および／または検出容積の特性を検出するために好適な任意のシステムで
ある。いくつかの実施形態では、第１の検出デバイス６５０６は、１つ以上の励起ソース
と、１つ以上の検出器と、全域通過フィルタおよび蛍光フィルタを含むことができる１つ
以上のフィルタアレイと、チャネルアセンブリ６５０２に連結するための適切な連結光学
部品とを含む、蛍光検出システムである。
【０３３３】
　第２の検出デバイス６５０８は、粒子および／または検出容積の特性を検出するために
好適な任意のシステムである。いくつかの実施形態では、第２の検出デバイス６５０８は
、ソースチャネルから細胞選別に向かって適用される。いくつかの実施形態では、第２の
検出デバイス６５０８は、目的地チャネル中の細胞選別の検証に向かって適用される。い
くつかの実施形態では、第２の検出デバイス６５０６は、１つ以上の電極と、チャネルア
センブリ６５０２に界面接触するための適切な接続要素とを含む、インピーダンス検出シ
ステムである。
【０３３４】
　選別要素６５１０は、いくつかの目的地チャネルのうちの１つの中への粒子の選別の確
率を可能にし、および／または別様に増加させるように、ソースチャネル中の粒子の側方
変位に影響を及ぼすために好適な任意のシステムである。いくつかの実施形態では、選別
要素６５１０は、圧電アクチュエータである。
【０３３５】
　図６６は、いくつかの実施形態による、コンピュータ装置６５０４を図示する。コンピ
ュータ装置６５０４は、少なくとも、プロセッサ６５１２と、メモリ６５１４とを含み、
さらに、入出力インターフェース６５１６と、接続インターフェース６５１８とを含む。
プロセッサ６５０４は、取得モジュール６５２０と、第１の検出モジュール６５２２と、
選別モジュール６５２６と、第２の検出モジュール６５２８と、検証モジュール６５３２
とを含む。プロセッサ６５０４はまた、装置６５０４と関連付けられる表示デバイス（図
示せず）と通信し、および／またはそれを制御するように、表示モジュール６５３４も含
む。
【０３３６】
　いくつかの実施形態では、装置６５０４は、概して方法５７００によって説明されるよ
うに、粒子の選別のために構成される。いくつかの実施形態では、装置１６０４は、概し
て方法６１００によって説明されるように、粒子のフィードバックベースの計数のために
構成される。いくつかの実施形態では、装置６５０４は、概して方法６４００によって説
明されるように、粒子の選別のために構成することができる。
【０３３７】
　いくつかの実施形態では、取得モジュールは、第１の検出信号と関連付けられる複数の
光学信号を取得するように構成され、取得モジュールはさらに、第２の検出信号と関連付
けられる電気信号を取得するように構成される。



(79) JP 6396911 B2 2018.9.26

10

20

30

40

50

【０３３８】
　いくつかの実施形態では、第１の検出モジュール６５２２は、チャネルアセンブリ６５
０２の第１のチャネル中の粒子の１つ以上の光学特性と関連付けられる第１の検出デバイ
ス６５０６から第１の検出信号を受信するように構成される。
【０３３９】
　いくつかの実施形態では、選別モジュール６５２６は、第１の検出信号に基づいて複数
の第２のチャネルの選別チャネルを判定し、それによって、粒子の１つ以上の光学特性に
基づいて粒子の選別を判定するように構成される。選別モジュール６５２６はさらに、粒
子を第１のチャネルから選別チャネルの中へ選別するために選別信号を選別要素６５１０
に伝送するように構成することができる。いくつかの実施形態では、選別モジュール６５
２６はさらに、粒子の１つ以上の蛍光性質に基づいて選別チャネルを判定するように構成
される。
【０３４０】
　いくつかの実施形態では、第２の検出モジュール６５２８は、第２の検出デバイス６５
０８から第２の検出信号を受信するように構成され、第２の検出信号は、選別チャネル中
の検出された粒子の存在および／または体積と関連付けられる。
【０３４１】
　いくつかの実施形態では、検証モジュール６５３２は、第２の検出信号に基づいて、第
１のチャネルから選別チャネルの中への粒子の選別を検証するように構成される。
【０３４２】
　いくつかの実施形態では、第１の検出モジュール６５２２はさらに、第１の検出デバイ
ス６５０６から追加の第１の検出信号を受信するように構成される。追加の第１の検出信
号は、１つの実施形態では、第１のチャネル中の第２の粒子の光学特性と関連付けられ、
第２の粒子の光学特性は、第１の粒子の光学特性とは異なる。
【０３４３】
　いくつかの実施形態では、選別モジュール６５２６はさらに、追加の第１の検出信号に
基づいて、複数の第２のチャネルの第２の選別チャネルを判定するように構成される。第
２の選別チャネルは、選別チャネルとは異なり得、それによって、第２の粒子の光学特性
に基づいて、第２の選別チャネルの中への第２の粒子の選別を判定する。いくつかの実施
形態では、選別モジュール６５２６はさらに、第１のチャネルから選別チャネルの中へ第
２の粒子を選別するための第２の選別信号を伝送するように構成することができる。
【０３４４】
　いくつかの実施形態では、第２の検出モジュール６５２８はさらに、第２の検出デバイ
ス６５１０から追加の第２の検出信号を受信するように構成することができ、追加の第２
の検出信号は、第２の選別チャネル中の第２の検出された粒子の存在および／または体積
と関連付けられる。
【０３４５】
　いくつかの実施形態では、検証モジュール６５３２はさらに、第２の検出信号に基づい
て、かつ、追加の第２の検出信号に基づいて、第１のチャネルから選別チャネルの中への
粒子の選別を検証するように構成される。いくつかの実施形態では、検証モジュール６５
３２はさらに、第２の検出信号に基づいて、かつ、追加の第２の検出信号に基づいて、第
１のチャネルから第２の選別チャネルの中へ第２の粒子の選別を検証するように構成され
る。
【０３４６】
　いくつかの実施形態では、フィードバックモジュール６５３０は、第２の検出信号に基
づいて、第１のチャネル中の追加の粒子を目的地チャネルのうちの１つの中へ選別するた
めに、選別モジュール１６２６を訓練する用に構成される。
【０３４７】
　本明細書で開示されるシステム、装置、および方法の実施形態では、（１）上流検出ゾ
ーンからの信号を符号化するため、および（２）デジタル信号処理によって信号対雑音比
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を増進することができるように、信号を時間的にコード化するために、パターン化スリッ
トを使用することができる。信号の波形を光検出器（例えば、ＰＭＴ）の前に配置された
スリットパターンによって事前に判定することができるため、信号を増幅し、雑音を抑制
するように、デジタル合致フィルタを適用することができる。信号処理アルゴリズムは、
リアルタイムで有限インパルス応答（ＦＩＲ）フィルタを用いて実装することができる。
【０３４８】
　いくつかの実施形態では、選別接合点から下流選別チャネルを横断して底基板上に形成
される電極は、細胞、ビーズ、または粒子が通り過ぎるときに、領域におけるインピーダ
ンス変化を検出する電気信号を生じ、したがって、成功した選別事象を確認／検証するよ
うに設計される。各細胞が選別チャネルのうちの１つへ偏向させられた後、選別事象の成
功を確認するように、「検証」信号も検出されるべきである。
【０３４９】
　ユーザにとっての利益は、ユーザが、選別動作を監視し、リアルタイムでフィードバッ
クを受信することができる、検証信号が観察されない場合、ユーザは、実験を停止し、一
対の蛍光・インピーダンス信号を見ることができるまで、ＰＺＴトリガタイミング、電圧
、および／または整合等の選別パラメータを調節して正すように要求される、蛍光・イン
ピーダンス信号ペアを登録することが、リアルタイムで「選別精度」および「選別純度」
を表すことができることを含む。したがって、ユーザは、多くの場合、細胞損失につなが
る、選別されたサンプルをフローサイトメータに通過させることなく、選別されたサンプ
ルの濃度、その純度（例えば、いくつのサンプル細胞およびいくつの不要細胞が選別され
たサンプル中にあるか）を把握することができる。
【０３５０】
　いくつかの実施形態は、射出成形された使い捨ての粒子選別機上に光学、音響学、およ
び／またはマイクロ流体工学を組み込む、ラボオンチップ技術を対象とする。損傷または
汚染された場合に交換することができる、射出成形チップを製造することができる。さら
に、チップおよび流体経路を使い捨てにすることができるため、交差汚染および滅菌性が
対処されなければならない、臨床設定に良好に適している。
【０３５１】
　いくつかの実施形態は、選別を作動させるオンチップ圧電ダイヤフラムを対象としてい
る。圧電ダイヤフラムの急速かつ特異的な偏向は、特定の選別チャネルに向かって、細胞
または粒子を含有する少量の流体（例えば、１００ｐＬ～１ｎＬまたは１ｎＬ～１μＬ）
を駆動するために、定義された電圧波形を使用することによって活用することができる。
圧電ダイヤフラムを大量生産し、射出成形チップに直接結合することができる。圧電設計
は、細胞とともに流体を移動させることができ、細胞と流体との間に非常に低い相対加速
度および剪断力をもたらす（０．１パスカル）。
【実施例】
【０３５２】
　以下の実施例は、本明細書で説明される技術を例証するが、それを限定しない。
【０３５３】
実施例１
　流体力学マイクロ流体デバイスを使用した第１段階ＣＴＣ濃縮
【０３５４】
　マイクロＦＡＣＳを使用した選別（実施例３参照）に先立って、ＣＴＣの１００倍以上
の濃縮を得るために、流体力学性質を利用することができる。１００倍以上の濃縮を達成
しようとして、いくつかのらせんチャネルデバイスが設計された。いくつかのらせん状濃
縮構造が、ＣＴＣの第１段階濃縮のために設計された。らせんデバイス構造は、慣性揚力
およびディーン力が細胞の集束および分離を可能にする、層流条件下で、細胞の物理的性
質を利用する。慣性揚力とディーン力との間の平衡は、サイズに基づいて、任意の種類の
サンプルの平衡位置を可能にする。このアプローチは、より小さい細胞の混合物からの標
的大型細胞の効果的な分離をもたらした。一般的な構造および概念が、近似寸法とともに



(81) JP 6396911 B2 2018.9.26

10

20

30

40

50

、図２Ａ－２Ｃで図示されている。第１のステップでは、異なるサイズの細胞（例えば、
血液中のＣＴＣ）の混合物が、入口チャネル（らせんの中心、図２Ａ）に導入され、緩衝
溶液が他方の入口を通して導入される。らせん構造を通過した後、より大きい細胞が、慣
性効果により、より小さい細胞から分離される。
【０３５５】
　マイクロ流体デバイスが、ＡｕｔｏＣＡＤソフトウェアを使用して設計および加工され
、高分解能（２０，０００ｄｐｉ）でフォトリソグラフィマスク印刷のために送信された
。ＳＵ－８を使用して、金型が構築された。チャネルの幅は、２５０μｍであり、チャネ
ルの高さは、５０μｍであった。らせん構造の端部では、サイズに基づいて異なる細胞を
収集するように、主要チャネルをサブチャネルに分割することができる（図３Ａ－３Ｃ参
照）。複数の種類のらせん状濃縮構造が、濃縮、捕捉効率、および製造可能性を向上させ
るように設計された。２～１０個の流出チャネルを伴うデバイスが設計され、効率的に分
離するために使用されたが、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）を使用した製造中に若
干の困難を提供した。２チャネル設計が容易に製造され、好適な結果を提供した（チャネ
ルを可視化するためにピンク色の染料を伴う図３Ｃに示される）。
【０３５６】
　評価および試験
【０３５７】
　異なるサイズ（例えば、直径が７．６μｍ、１０．５μｍ、２５．３μｍ）のラテック
スマイクロビーズを使用して、らせんマイクロ流体デバイスの分離性質が評価され、各ビ
ーズサイズの正確な分離位置が、収集出口の端部で判定された。デバイスの性能（例えば
、濃縮）を検証するために、ＵＣＳＤでＢＤ－Ａｃｃｕｒｉ　Ｃ６を使用した各実行の前
および後に、マイクロビーズの初期混合比および最終混合比が測定された。４００μｌ／
分、１ｍｌ／分、および１．５ｍｌ／分における、このプロセス中の種々の流速の効果も
試験された。（サイズがほとんどのＣＴＣに類似する）サイズが２５．３μｍのビーズが
、出口チャネル１および２を通して７．６μｍおよび１０．５μｍビーズから十分に分離
され、１．５ｍＬ／分の流速を使用して、最良の性能を有した（図４Ａ－４Ｃ参照）。２
５．３μｍビーズの集団が、この流動条件で６００倍に濃縮された。試験がマイクロビー
ズを用いて行われたが、この濃縮係数は、設計およびアプローチの正当性を明確に立証し
た。
【０３５８】
　添加されたＣＴＣを用いたさらなる修正および試験
【０３５９】
　ビーズを使用した初期評価後に、マイクロ流体デバイスは、種々の癌細胞株（例えば、
ＨｅＬａ、ＭＣＦ－７、およびＵ２ＯＳ細胞）を使用して試験され、場合によっては、赤
血球溶解全血からの１００倍以上の濃縮が観察された。場合によっては、製造困難により
、設計が修正された。１つの元のデバイスは、幅７５μｍおよび高さ１８５μｍであった
、１０個の収集チャネルを有した。各出口チャネルは、３０μｍだけ分離され、その高い
アスペクト比（＞６）により、高度に粘性のＳＵ－８フォトレジストを使用してデバイス
金型を加工することに困難があった。再設計されたデバイスが、５個および２個の出口を
用いて試験された。場合によっては、図３Ａより少ない出口を伴う設計が、ＳＵ－８金型
加工プロセスを向上させた（図５Ａ参照、デバイス１およびデバイス２）。再設計された
２出口デバイスは、２５μｍビーズ、ＨｅＬａ、およびＭＣＦ－７細胞を１つのチャネル
の中へ明確に分離することができ、ほとんどの白血球は、より大きいチャネルを通って退
出していた（図５Ｂ）。チャネルのサイズを変更し、「Ｙ」接合点をより平滑にし、端部
に拡張領域を作成することによって、精製を向上させるように、さらなる修正が２出口設
計に行われた。これらの修正は、開始量と比較して４２９．５倍濃縮の平均で、癌細胞の
細胞外濃縮性質をもたらした。
【０３６０】
　１つの代表的な実験では、約１９００万個の白血球を含有する、６ミリリットルの血液
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が、抗ＥｐＣＡＭ－ＰＥ抗体で標識された約１，０００個のＭＣＦ－７細胞を添加された
。ＲＢＣ溶解緩衝剤を使用して赤血球を溶解させた後に、残りの細胞がＰＢＳ中で再懸濁
させられ、らせん状濃縮構造を通過させられた。実行後に、約２１，５８４個の白血球が
残り、白血球の約９９．８％の除去を表した（図６）。実行に続いて、約７６０個のＭＣ
Ｆ－７細胞が残り、約８０％の保持を表した（図６）。このプロセスは、６つの別個の実
験で添加されたＭＣＦ－７癌細胞の７０～１００％を保持しながら、白血球の９９．８％
を除去した。回収の若干の変動性は、各実験の始めおよび終わりに細胞を数えることの高
い変動性によるものであり得る。
【０３６１】
実施例２
　ＣＴＣへの流体力学支援抗体結合
【０３６２】
　抗体が癌細胞に追加され、迅速かつ効率的な細胞標識を可能にするように混合物が混合
構造を通して注入された、設計が試験された。いくつかの市販の抗体がＥｐＣＡＭ（ＣＴ
Ｃに対する上皮マーカ）に対して試験された。結果は、（２０～６０分と比較して）１～
２分で混合構造の使い捨てチップを介してサンプルを潜在的に標識できることを示す。こ
のアプローチは、マイクロ流体検出器システムに使用されるチップの使い捨て性質により
、ＯｎｃｏＳｏｒｔｅｒシステムにおいて可能である。初期試験は、優れた標識効率を示
した。いくつかの実施形態では、マイクロ流体検出器システムは、自動的であり、細胞取
扱およびフローサイトメトリにおいて高度な訓練を受けた科学者が対応可能ではない臨床
設定に好適である。
【０３６３】
　混合構造を設計して分析し、チップ上のＣＴＣへの抗体の結合効率を増進するために、
流体力学シミュレーションソフトウェアが使用された。閉鎖オンチップ設計を使用したマ
イクロ流体チップ上の自動混合は、サンプル取扱を低減させ、細胞の効率的な抗体標識を
提供することができる。受動型混合構造が開発され、第１および第２段階濃縮および／ま
たは選別構造と統合することができる。いくつかの設計反復が生成され、流体力学シミュ
レーションソフトウェア（ＣＯＭＳＯＬ）を使用して分析された。１つの効果的な設計は
、「蛇行」混合構造（図７）から成った。シミュレーション中に、２つのサンプルの完全
混合が、４回だけの旋回後に観察された。十分な混合および結合可能性を確保するために
、混合構造チップが、（実施例１のように）ＰＤＭＳを使用して、２０回の旋回を用いて
設計および加工され、（いくつかの実施形態では）本明細書で説明される検出器システム
に使用される。
【０３６４】
　評価および試験
【０３６５】
　本明細書で説明されるＣＴＣ標識および捕捉プラットフォームの１つの利点は、ＣＴＣ
を標識するために任意の蛍光マーカを使用する融通性である。本実施例では、ＥｐＣＡＭ
（証明された効果的なマーカ）が使用された。抗体標識の初期試験については、２つの市
販抗体、すなわち、ＰｅｒＣＰ－ｅ７１０ヒトＣＤ３２６（クローン１Ｂ７、ｅＢｉｏｓ
ｃｉｅｎｃｅ）およびＰＥ共役ＥｐＣＡＭ（ＶＵ１Ｄ９、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　（ＣＳＴ））が試験された。両方の抗体は、良好に機能し
たが、ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅのＥｐＣＡＭ抗体を使用して、非標識細胞からの十分な分
離が観察されなかった。ＰＥ共役ＶＵ１Ｄ９は、１：１００（抗体対細胞サンプル）の体
積比を使用した、非標識細胞からの向上した分離、および１：２５の混合比を使用した、
ほぼ完全な分離を実証した（図８）。この抗体は、２つの上皮由来癌細胞株、すなわち、
ＨｅＬａおよびＭＣＦ－７で試験され、両方とも類似結果をもたらした。優れた標識はま
た、いくつかの添加実験で使用されたＧＦＰ陽性であるＭＣＦ－７細胞株を用いて観察さ
れた。実験結果は、ＧＦＰ陽性癌細胞をＧＦＰおよびＧＦＰ／ＥｐＣＡＭ陽性細胞のため
に適正にゲート制御できることを示した（図８Ｃ－Ｄ）。要約すると、ＰＥ共役ＶＵ１Ｄ
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９が良好に機能し、混合構造を使用した全てのＥｐＣＡＭ標識実験で使用された。
【０３６６】
　混合構造チップの混合および標識性質を評価して比較するために、２つの方法、すなわ
ち、（１）エッペンドルフ管中の従来のオフチップ抗体混合、および（２）本明細書で設
計される混合構造を使用した抗体標識（図９Ａ－９Ｂ）が使用された。マイクロ混合器を
使用して、１分以内に、生体ＭＣＦ－７細胞の９９％より多くがＰＥ抗体で染色された一
方で、オフチップチップ標識は、癌細胞の８３％標識に達するために３０分以上かかった
。蛍光および標識はまた、検出器システムを使用して分析されたときに、いくつかの検出
限界を十分に上回った。過剰な抗体は、洗浄されなかった場合、分析中にある背景を生成
した。混合構造に従う単純な洗浄ステップは、非結合抗体を除去し、背景蛍光雑音を低減
させることができるが、余分なステップを生成する。この問題は、非常に小さいが明るい
信号を無視する（例えば、ゲート制御する）ように、分析中にソフトウェアを用いて対処
することができ、次の開発段階で実装されるであろう。２５０μｌ／分の流速を使用する
ことができ、チップ内の抗体混合中にいかなる細胞死も引き起こさない。したがって、混
合構造は、第１のらせん濃縮デバイスとマイクロ流体検出器との間で中間ステップとして
使用することができる。統合サンプル調製システムは、プロセス全体をより容易にし、サ
ンプルの非一貫性または汚染を低減させるであろう。
【０３６７】
実施例３
　ＣＴＣ単離のための卓上マイクロ流体検出器
【０３６８】
　マイクロ流体検出器が、ＣＴＣの完全な計測および単離のために開発された。場合によ
っては、社内設計マイクロ流体蛍光活性化細胞選別機（マイクロ流体検出器）が、ＣＴＣ
単離および分析のために修正された。アルファプロトタイプの１つの設計修正は、ほぼ全
てのＣＴＣが選別されていることを確実にするように、収集効率を最大限化した。Ａｕｔ
ｏＣＡＤ設計が生成され、ＵＣＳＤにおいてＮａｎｏ３およびＬｏ　ｌａｂでＰＤＭＳを
使用して、マイクロ流体検出器を加工するために使用された（図１０Ａ－Ｂ）。主要チャ
ネルは、２００μｍ幅で設計され、８０μｍの高さを伴う３つの５０μｍサンプル収集チ
ャネルに分割された。各使用後に、または障害物がある場合にチップ交換を可能にする、
チップホルダも設計された（図１０Ｃ）。ホルダは、すでにデバイスの中へ実装されてい
る整合マーカを使用し、したがって、異なるデバイスのための検出信号の任意の潜在的な
変動を排除することによって、光軸へのマイクロ流体チャネルの精密な整合を保証する。
ホルダの位置（すなわち、検出領域の位置）は、光学ｘｙｚステージによって、容易かつ
正確に制御することができる（図１０Ｃ、左）。本デバイスは、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標
）管を使用する、３つの入口および出口を有する。１つのサンプルおよび２つのシース流
入口が、最上部に位置し、底部に位置する３つの管は、サンプル／廃棄物収集チャネルで
ある。場合によっては、ＰＺＴアクチュエータディスクが、各マイクロ流体検出器に恒久
的に結合された。場合によっては、ＰＺＴアクチュエータディスクが、ＬＯＣに恒久的に
結合された。
【０３６９】
　以前のアルファプロトタイプ検出器システムは、オンチップ光学導波管、ならびに蛍光
および散乱検出のための時空間符号化アーキテクチャの独特な設計を使用した。光学調査
に続いて、本デバイスは、有限量（１００ピコリットル～１ナノリットル）の流体を変位
させることによって単細胞を選別するために、統合圧電ディスクアクチュエータを使用し
た。それはまた、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）ＡＦでコーティングした光学流体導波管を使
用する、オンチップレーザ照射も組み込んだ。この検出設計およびアプローチは、ＰＤＭ
Ｓ壁上でコーティングされたＴｅｆｌｏｎ（登録商標）－ＡＦ層の質により、経費、複雑
な加工プロセス、および散乱光雑音の導入等の商業化のためのいくつかの制限を有する。
この目的での修正されたプロトタイプは、チップの外部にレーザ励起を有し、したがって
、これらの基準問題を回避するように設計された。４００μｍの直径（これは調整するこ
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とができる）を伴うマイクロ流体チャネルの検出領域を照射する、４８８ｎｍレーザが、
オフチップ光学構成要素によって集束され、したがって、加工プロセスを単純化した。光
学構成要素は、小型実験用回路板上に組み立てられている。約４００μｍの直径を伴う検
出領域を照射する、光ファイバ結合４８８レーザ（２５ｍＷ）は、長さ５０倍の作動距離
の顕微鏡対物レンズを含む、オフチップ光学構成要素によって集束される。初期電子制御
システムが完成させられ、ＰＭＴ（検出）およびＰＺＴ（選別）と界面接触させられた。
ビーズの進行速度を推定するための改良型アルゴリズムは、選別速度および精度とともに
より高い性能を提供し続けることができる。
 
【０３７０】
　評価および試験
【０３７１】
　３つ以上の蛍光マーカを検出して分析するために１つだけのＰＭＴ（検出器）を使用す
る、検出システムは、独特の色時空間（ＣＯＳＴ）アルゴリズムを採用する。向上した検
出のために、ＰＭＴからのパルス信号を特定の周波数を用いて変調することができるよう
に画像面に配置され、ＦＩＲ合致フィルタアルゴリズムを適用することによって、速度推
定、信号対雑音比増進等のさらに洗練されたデジタル信号処理を可能にする、新しいフィ
ルタアレイが設計および試験された。この構成を使用して、検出システムは、レインボー
較正ビーズから第５のピークを検出ために十分敏感であった。この感度範囲は、ＥｐＣＡ
Ｍ抗体で標識されたＧＦＰ陽性細胞およびＭＣＦ－７細胞を検出するために十分過ぎるほ
どである（図１２Ａ参照）。電子システムは、ＰＭＴからの出力信号を登録し、マイクロ
流体検出器上に搭載されたＰＺＴアクチュエータをトリガするために、鋸歯出力波形を送
信する。選別のための出力電圧は１０Ｖであり、起動時間は１ミリ秒であるが、これは、
将来、より高いスループットを達成するために、より短くあり得る。下方の図１２Ｂは、
ＰＺＴアクチュエータによって印加される圧力パルスに応答して、どのようにして選別事
象が起こるかを図示する画像を示す。サンプル流（可視化のためのローダミン染料を含有
する）は、ＰＺＴによって印加される圧力によって、左チャネルへ偏向させられ、ＰＺＴ
がオフにされたときに元の位置に戻る。次いで、混合サンプルからＣＴＣのみを捕捉する
ために、複数の色の判別（例えば、ＣＯＳＴ）およびビーズまたは細胞の速度推定のため
のアルゴリズムが使用される。より高速のリアルタイム制御電子システムを使用するよう
に、電子機器をアップグレードすることができる。電子制御システムは、より高い選別効
率およびサンプル純度を達成するために最適化することができる。
【０３７２】
　マイクロビーズおよびＧＦＰ陽性ＭＣＦ７を選別することによって、マイクロ流体検出
器の選別能力を試験し、正当性を立証した。マイクロビーズまたはＣＴＣに陽性であった
、各検出されたサンプルが、選別事象をトリガした。選別を検証するために、下流選別検
証システムが使用された。第１に、ＭＣＦ７細胞が検出され、３ローブピーク信号（１１
１変調）を生成する。次いで、ＦＰＧＡベースの制御システムが、遅延時間を計算し、１
０（Ｖ）を１ミリ秒間印加することによって、オンチップ圧電アクチュエータ（ＰＺＴデ
ィスク）をトリガする。ＭＣＦ７細胞は、下流選別チャネルのうちの１つへ偏向させられ
、別の空間的に符号化された信号（１０１１変調）が、リアルタイムで成功した選別事象
を検証する。以下の表は、ここで分析されたマイクロ流体検出器プロトタイプが、ビーズ
または添加癌細胞を選別するときに約７０％選別純度（すなわち、回収率）を達成できる
ことを示す。これらの実験では、既知の数のマイクロビーズまたはＭＣＦ－７細胞が導入
され、マイクロ流体検出器が検出および選別に使用された。平均で、約１０９個のＣＴＣ
のほぼ６８％が選別後に回収させられた（表１）。
【０３７３】
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【表１】

【０３７４】
　細胞生存能力は、細胞を固定することに依拠し、さらなる下流用途のために不適当であ
る、現在のＣＴＣ検出システムと比較して、本明細書で説明されるシステムを区別する。
【０３７５】
　細胞生存能力が、ヨウ化プロピジウム（ＰＩ）またはトリパンブルーを使用して、マイ
クロ流体検出器において２つの主要なステップで検証された。濃縮前らせん状濃縮構造で
は、模擬ＭＣＦ－７細胞（未処理、すなわち、らせんなし）およびらせん状濃縮構造を通
して処理された細胞の生存能力が比較された。模擬細胞と比較して、処理された細胞の有
意な細胞死は検出されなかった（図１３）。最終選別段階では、選別後に収集されたＭＣ
Ｆ－７細胞が、顕微鏡法によって可視化され、状態が良いと考えられた。現在の最先端の
ＦＡＣＳシステム（ＢＤ　Ａｒｉａ　ＩＩ）を本明細書で説明されるマイクロ流体検出器
と比較するために、敏感な心筋細胞が使用された。市販のＡｒｉａ　ＩＩシステムが、７
１％細胞生存能力をもたらした一方で、マイクロ流体検出器は、９８％細胞生存能力を実
証した。マイクロ流体検出器の増加した細胞生存能力は、部分的に、マイクロ流体システ
ムにおけるより少ない剪断応力に起因し得る。
【０３７６】
　最終実験では、マイクロ流体検出器を用いて、濃縮前から標識、最終的に検出／収集ま
で、統合システムがどれだけ良好に細胞を検出して収集することができるかを判定するよ
うに、システムの３つ全ての段階が統合された。ＭＣＦ７添加細胞が、高範囲（２，００
０個の生細胞）および低範囲（約１０個の生細胞）で、７．５ｍｌの血液に導入された。
３つの完全実験が、各範囲について行われ、最終収集細胞は、市販のフローサイトメータ
（ＢＤ　Ａｃｃｕｒｉ　Ｃ６）を使用して正当性を立証された。予備結果は、模擬ＣＴＣ
の低および高範囲の両方で、印象的な検出、収集効率および一貫性を示した（表２）。平
均して、高範囲について５６６個のＣＴＣ（２８％）または低範囲の３．３個の細胞（ま
たは３１．２％）が収集された。収集されたサンプルは、市販のフローサイトメータ（Ｂ
Ｄ　Ａｃｃｕｒｉ　Ｃ６）を用いて正当性を立証され、同数の細胞が検出された。各ステ
ップが最初から最後までの流体工学およびポンプシステムを用いて単一のシステムに組み
込まれるとき、改良型デジタル信号処理アルゴリズムが用いられると、ならびに前方およ
び側方散乱が含まれるときに、選択および収集効率を向上させることができる。
【０３７７】
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【表２】

【０３７８】
　概要
【０３７９】
　末梢血中で見出されるＣＴＣは、原発腫瘍の悪性および転移を形成し得る細胞の存在を
判定するように、低侵襲性「液体生検」の可能性を提供する。ここで試験されたシステム
は、初期ＣＴＣ集団を優に１００倍以上（４２９倍濃縮の平均）事前濃縮し、マイクロ流
体混合器を使用してＣＴＣをＥｐＣＡＭ抗体で迅速に標識し、検出される全ての細胞の７
０％近くを最終的に選別する能力を実証した。本明細書で説明されるシステムは、単癌細
胞の検出、また、下流分子分析およびシークエンシング、ならびに個人化診断および治療
も向上させることができる。また、本明細書で説明されるシステムは、全て使い捨ての製
造可能なチップ（例えば、熱可塑性チップ）上に組み込まれる、２次元流動閉じ込め、改
良型電子機器、および検出速度を実装することができる。
【０３８０】
実施例３
　オンチップ試薬混合
【０３８１】
　フローサイトメトリの満たされていない必要性は、分析および選別のためのフローサイ
トメータ上への装填に先立った、サンプル調製および標識である。典型的には、細胞は、
個々の標識抗体（または染料）を細胞サンプルの中へ手動でピペット採取することによっ
て標識されなければならない。この手順は、例えば、抗体取扱の差異、ピペット採取の不
正確性、貯蔵の非一貫性、抗体ロットの変動性、および／または同等物により、データの
大きな変動をもたらし得る。これは、特に、経験の少ない技師が検定を行わなければなら
ない、臨床および診療地点用途にとって問題である。
【０３８２】
　チップ上に事前装填されたオンチップ試薬を有することにより、どのような抗体である
か、どれだけの抗体であるか、またはピペット採取誤差について心配する必要なく、プロ
セスを「ターンキー」にすることができる。試薬は、事前装填し、検定または用途に応じ
て、分析に先立って、または分析後にサンプルと混合することができる。
【０３８３】
　したがって、本明細書で説明されるいくつかの実施形態では、本開示のシステム／デバ
イス（例えば、粒子選別機）は、試薬の貯蔵および分析中の粒子との混合を可能にするた
めに、その上に形成された１つ以上の領域を含むことができる。図６７は、いくつかの実
施形態による、粒子選別機６７００のブロック図を図示する。粒子選別機は、１つ以上の
試薬を事前装填するための領域６７３０を含む。細胞サンプルポート６７３２（例えば、
ポート５００２に類似する）で受容される細胞サンプルとの事前装填試薬の混合を可能に
する、混合器／混合領域６７３４も形成される。１つ以上の事前装填試薬は、細胞分析に
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好適であるいずれかであり得、免疫標識抗体、ＤＮＡ／ＲＮＡ標識（例えば、ヨウ化プロ
ピジウム）、（例えば、アポトーシス、ＤＮＡ周期、および／または同等物に対する）細
胞状態マーカ、ナノ粒子（時期、蛍光等）、および／または同等物を含むことができるが
、それらに限定されない。粒子・試薬混合物は、分析器６７３６および／または分析器／
選別機６７３８を介して、図６７でも図示されるように、分析および／または選別するこ
とができる。いくつかの実施形態では、図６７でも示されるように、分析および／または
選別された粒子は、領域６７４０で同様に粒子選別機上に形成された追加の事前装填試薬
でさらに処理することができる。追加の試薬は、細胞分析に好適であるいずれかであり得
、下流分子分析のための（例えば、ＤＮＡ／ＲＮＡ／タンパク質分析のための）細胞溶解
緩衝剤、細胞保存のためのサンプル固定（例えば、パラホルムアルデヒド）溶液、撮像の
ような下流用途のための免疫標識抗体、成長培地（成長因子、サイトカイン、アミノ酸、
および／または同等物）、および／または同等物を含むことができるが、それらに限定さ
れない。
【０３８４】
　チップ上に事前装填されたオンチップ試薬を有することにより、例えば、どのような抗
体であるか、どれだけの抗体であるか、ピペット採取誤差、および／または同等物につい
て心配する必要なく、プロセスを「ターンキー」にする。試薬は、事前装填し、検定また
は用途に応じて、分析に先立って、または分析後にサンプルと混合することができる。
【０３８５】
　図６８は、数ミリリットル（例えば、６ｍＬ）の血液（例えば、患者血液サンプルおよ
び／またはＣＴＣ添加血液対照サンプル）から始めて、細胞標識および血液からの細胞（
例えば、環腫瘍細胞）の単離を行うためにオンチップ混合器を採用する、例示的な粒子選
別システムを図示する。赤血球の溶解後、ＣＴＣおよびＷＢＣの混合物から成るサンプル
を、図６８に示されるように、統合マイクロ流体チップ６８００内のシリンジポンプ６８
０２に装填することができる。サンプルは、順番に事前濃縮マイクロ流体システム６８０
４、抗体混合チャンバ６８０６、およびオンチップ細胞選別機６８０８を通過する。動作
中、ポンプ６８０２が、ＷＢＣからＣＴＣを分離するようにサンプルをらせんデバイス（
または任意の好適な濃縮設計）に注入するとき、濃縮デバイスの出口からのＣＴＣは、混
合器の蛇行経路を通って進行する前に、抗体が事前装填されたチップ上のチャンバに進入
する。ポンプ６８０２の注入速度およびポンプ６８１０の引き出し速度を協調させること
によって、流量平衡を達成することができる。ＣＴＣ－抗体結合後に、ポンプ６８０２を
停止することができ、ポンプ６８１０がサンプルをｍｉｃｒｏＦＡＣＳセクションに注入
することができる一方で、ポンプ６８１２は、シース流を提供する。この段階で、全ての
抗体標識ＣＴＣを蛍光検出し、選別することができる。
【０３８６】
実施例４
　色時空間（ＣＯＳＴ）サイトメータシステムのための色調補正
【０３８７】
　色時空間（ＣＯＳＴ）サイトメータシステムのための色調補正
【０３８８】
　色調補正は、フローサイトメータシステムが２種類以上のフルオロフォアによって蛍光
標識される物体の正確な検出および表現を達成するために望ましい。それはまた、色調補
正を正しく行うために、有意なユーザ経験およびサンプルの性質についての知識を必要と
する、最も困難なタスクのうちの１つでもある。２つの蛍光色を伴う色調補正の単純な実
施例では、それぞれの色フィルタ後の２つのＰＭＴからの検出された信号を表すことがで
きる。
【０３８９】
　Ｓ１＝Ｔ１１Ｉ１＋Ｔ１２Ｉ２（２－ａ）
【０３９０】
　Ｓ２＝Ｔ２１Ｉ１＋Ｔ２２Ｉ２（２－ｂ）
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【０３９１】
　Ｓ１およびＳ２は、ＰＭＴ１およびＰＭＴ２からの測定された信号である。Ｉ１および
Ｉ２は、我々がフルオロフォア１およびフルオロフォア２から検出したい真の強度である
。２×２Ｔ行列のための要素は、各フルオロフォアから色フィルタ（またはダイクロイッ
クミラー）の背後の２つのＰＭＴへ発せられる光の透過を表す。２つのフルオロフォアの
透過スペクトルが重複しない、理想的な場合において、非対角要素Ｔ１２およびＴ２１は
、両方ともゼロになるべきである。しかしながら、フルオロフォアの比較的広い発光スペ
クトルにより、１つのフルオロフォアから多大な量の光が、隣接スペクトルでＰＭＴに達
し、Ｔ１２およびＴ２１の非ゼロ値を生じることができる。
【０３９２】
　色調補正は、方程式（１）内の測定された信号Ｓから真の強度Ｉを求めるプロセスであ
る。方程式（２）を解法し、以下を得る。
【０３９３】
【数２】

【０３９４】
【数３】

【０３９５】
　Ｄは、Ｔ行列の行列式であり、Ｔ１１Ｔ２２－Ｔ１２Ｔ２１に等しい。実際には、雑音
破損により、方程式（３）から真の信号を回収することは困難であり得る。これは、特に
、一方の信号が他方の信号より有意に大きい規模を有し、最終的な色調補正された結果に
大きな誤差を生じ得るときに当てはまる。
【０３９６】
　ＣＯＳＴアルゴリズムは、従来のフローサイトメータとは根本的に異なる様式で色調補
正問題を扱う。我々は、色調補正を行うために、各フルオロフォアによって生成される信
号波形を利用する。図６９Ａ－６９Ｃは、ＣＯＳＴアルゴリズムの原理に従って設計され
た色フィルタからの２つの異なるフルオロフォアのシグネチャとしての波形を示す。信号
における最初の２ピーク（図６９Ａ－６９Ｂ参照）は、ＣＯＳＴフィルタ内の全域通過（
白色）窓を通る透過に起因し、全光強度についての情報をもたらし、これら２つのピーク
に続く残りの特徴は、ＣＯＳＴフィルタを通る光透過に対応する。
【０３９７】
　単一のＰＭＴからの測定された信号Ｓ（ｔ）は、以下によって表すことができる。
【０３９８】
　Ｓ（ｔ）＝Ｉ１ｆ１（ｔ）＋Ｉ２ｆ２（ｔ）（４）
【０３９９】
　Ｉ１およびＩ２は、色調補正プロセス後に我々が解明しようとする値である、フルオロ
フォア１およびフルオロフォア２によって発せられる光の強度である。ｆ１（ｔ）および
ｆ２（ｔ）は、図６９Ａ－６９Ｂで図示されるように、各フルオロフォアの正規化「シグ
ネチャ波形」である。ｆ１（ｔ）およびｆ２（ｔ）は、最初の２つのピークの高さが統一
していると仮定され、全域通過（白色）窓にわたる１００％光透過を表すという意味で、
「正規化」される。下流細胞選別を補助するように細胞速度についての情報を提供する以
外に、強度雑音の量を推定することに役立つために、２つのピークがここで使用される。
【０４００】
　測定された波形Ｓ（ｔ）は、波形における２つのピークを示し、Ｓ（ｔ）におけるピー
クの高さは、以下のように記述することができる。
【０４０１】
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　Ｓｐ＝Ｉ１＋Ｉ２（５）
【０４０２】
　方程式（４、５）から、個別フルオロフォアの強度を求めることができる。
【０４０３】
【数４】

【０４０４】
【数５】

【０４０５】
　ここで、２つの主要ピークの終了とＣＯＳＴ信号の終了との間の時間間隔である、τ＜
ｔ＜Ｔの間の持続時間への関心がある。τおよびＴの値は、細胞の流速に依存する。
【０４０６】
　従来のフローサイトメータおよびＣＯＳＴシステムのための色調補正プロセスが異なる
数式（すなわち、方程式３および方程式６）を生じることに留意されたい。２つの色調補
正方式の間には根本的かつ有意な差異が存在する。従来のフローサイトメータに対する方
程式（２）における結果は、２つの数値Ｉ１、Ｉ２を得ることを示す。雑音が高いときに
有意な懸念を引き起こし得る、色調補正結果の質または精度を測定する客観的方法がない
。本方法はまた、色調補正の結果が妥当であるかどうかを決定するために、別個の較正実
験およびユーザ判断も必要とする。
【０４０７】
　方程式（６）で示されるようなＣＯＳＴシステムからの結果は、従来のフローサイトメ
ータからの結果とは異なる特性を有する。フルオロフォアの「波形シグネチャ」ｆ１およ
びｆ２ならびに測定された信号Ｓ（ｔ）の両方が時間依存性であるため、方程式（６）に
おける方程式の右側は、時間依存性であることに留意されたい。一方で、Ｉ１およびＩ２

が、それぞれ、フルオロフォア１およびフルオロフォアによる透明窓（全域通過フィルタ
）を通る光透過の規模を表すため、方程式（６）における方程式の左側は、理想的な場合
において時間依存性であるはずである。実際には、雑音の効果により、Ｉ１およびＩ２の
実際の値は、図６９Ｃで図示されるように、時間とともに若干の変動を示し得る。ここで
、ΔＩおよび

【数６】

が、方程式（６）におけるＩの変動および平均値である、
【数７】

として定義される経時的な変動の程度は、色調補正された結果の定量的な客観的尺度を生
じる。さらに、雑音の効果を最小限化し、いかなる特異性も回避することによって、フル
オロフォアに対するＩの最も確実な値を生成するように、種々の数学アルゴリズムを利用
してもよい。例えば、フルオロフォアの特性により、方程式（５）におけるある持続時間
からの結果は、他の持続時間からの結果より強い変動を示し得る。これらの持続時間にお
いて変動するＩ値を無視し、変動がある範囲内であるときのみ値を使用することが有益で
あり得る。
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【０４０８】
　要約すると、ＣＯＳＴアルゴリズムは、複数の蛍光色を検出するためのＰＭＴおよび重
要な光学構成要素の数を最小限化するだけでなく、色調補正の結果の精度および信頼性を
増進することもできる。従来のフローサイトメータのようにフルオロフォアの強度の固定
値を生じる代わりに、ＣＯＳＴシステムは、時間間隔にわたって変動を示すフルオロフォ
アの強度値を生成する。変動の程度は、結果の質および信頼性の定量的尺度を生じ、より
正確な結果の変動を低減させるか、またはある結果を容認あるいは拒否する基準を開発し
、したがって、全体的なシステム性能を向上させるために、デジタル信号処理アルゴリズ
ムを採用することができる。
【０４０９】
　ダイナミックレンジを増加させる方法
【０４１０】
　ＣＯＳＴアルゴリズムが、複数の蛍光色を検出するために最小数の光電子倍増管（ＰＭ
Ｔ）を使用するため、本技法は、従来のフローサイトメータとは異なる方法でダイナミッ
クレンジ問題を扱う必要がある。
【０４１１】
　従来のフローサイトメータでは、各蛍光色は、特定のＰＭＴに指向され、ＰＭＴの増幅
係数は、特定の波長における放射光の強度に従って設定される。従来のフローサイトメー
タでは、ダイナミックレンジの問題は、１つの細胞中の隣接フルオロフォアのスピルオー
バー強度が、別の細胞の標的フルオロフォアの発光強度よりはるかに大きい状況で起こる
。強いスピルオーバー効果は、ＰＭＴの最大利得設定を制限し得、本システムが弱い蛍光
強度の細胞について最良の信号対雑音比を達成することを防止する。
【０４１２】
　ＣＯＳＴシステムについては、複数のフルオロフォアを検出するために、単一のＰＭＴ
が使用される。サンプルが、強い蛍光強度を生じる細胞および弱い蛍光強度を生じる細胞
を含有する場合、ＰＭＴの増幅係数の設定は、ＰＭＴが飽和状態になることを防止するよ
うに、強い蛍光発光を生じる細胞によって制限されるであろう。結果として、弱い発光強
度を伴う細胞の信号品質が損なわれるであろう。
【０４１３】
　ダイナミックレンジ制限を克服する効果的な方法は、異なる透過係数を伴うタンデムＣ
ＯＳＴフィルタを作成することである。図７０Ａに示されるように、タンデムＣＯＳＴフ
ィルタは、２組の光学フィルタから成る。第１組のフィルタは、（例えば）それぞれ、緑
色、黄色、および赤色波長における透過ピークを伴う３つの広帯域色フィルタが後に続く
、２つの全域通過フィルタとともに、５つのスリットを有することができる。第２のフィ
ルタセットの絶対透過係数が、第１のフィルタセットより（例えば、３０倍）低いことを
除いて、第１組の５スリットフィルタのすぐ隣には、第１組のフィルタと同一の順序で配
列される第２の５スリットフィルタがある。マイクロ流体チャネル中の移動細胞からの蛍
光発光は、ＰＭＴ検出器に到達する前に、並行してスリットフィルタ上に投影され、第２
のフィルタセットの減衰により、信号の第１の半分が信号の第２の半分よりはるかに強い
、１０ピークＣＯＳＴ信号を生じる（図７０Ｂ参照）。ＰＭＴ増幅は、試験中の細胞集団
の間の最も弱い信号に適応するように高い値に設定される。強い発光強度を有する細胞に
ついては、ＰＭＴ信号の第１の半分が、飽和状態になり、いかなる有用な情報も含有する
ことができない。しかしながら、ＰＭＴ信号の第２の半分は、ＣＯＳＴアルゴリズムが細
胞の蛍光色および強度を検出するために、全ての必要な情報を含有する。一方で、弱い発
光強度を有する細胞については、信号の第２の半分は、光学減数により、品質が不良であ
るが、信号の第１の半分は、適正なレベルのＰＭＴ増幅を伴って高い品質を有する。タン
デムフィルタアーキテクチャから利益を得て、本システムは常に、細胞の信号強度にかか
わらず、単一のＰＭＴ検出器を用いて高品質の信号を生じることができる。
【０４１４】
　後置増幅器および１６ビットＡ／Ｄ変換器に接続されたＰＭＴについては、全出力スケ
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ールの１／４０（すなわち、５Ｖの全出力範囲から１２５ｍＶ）である信号を区別するこ
とは容易である。第２のフィルタセットにおいて光透過を３０倍減衰させることによって
、１０００以上のダイナミックレンジを達成することができる。そのような概念は、１０
００より高いダイナミックレンジがある用途に必要とされる場合に、さらに拡張すること
ができる。ダイナミックレンジを変化させるためには、システムの他の調整を伴わずに、
ＣＯＳＴフィルタを交換する必要しかない。
【０４１５】
　そのようなタンデムフィルタセットの１つのトレードオフは、システムのスループット
を制限し得る、信号の増加する持続時間である。この制限は、細いスリットおよび小型フ
ィルタセットを生成することができる、微細加工または３Ｄ印刷プロセス等の改良型フィ
ルタ加工プロセスを用いて軽減することができる。合計で１０個のスリットを伴うタンデ
ムＣＯＳＴフィルタについては、スリットの間に５０μｍ間隔を伴う１００μｍ幅のスリ
ットを生成し、約１．５ｍｍのフィルタ全長を生じるように、微細加工プロセスを適用す
ることができる。５０倍の拡大係数を伴う光学システムについては、マイクロ流体チャネ
ル中の細胞が全信号を生じるための実際の進行距離は、３０μｍ（すなわち、５０で割っ
た１．５ｍｍ）である。フローサイトメータにおける１ｍ／秒の典型的な細胞速度につい
ては、本システムは、ほとんどの用途のための十分なスループットである、３０，０００
細胞／秒より大きいスループットを得ることができる。
【０４１６】
　増加するダイナミックレンジを伴うＣＯＳＴフィルタの実施形態
【０４１７】
　以下では、微細加工技術を使用して、どのようにしてタンデムＣＯＳＴフィルタを実装
することができるかを説明する。当然ながら、類似デバイスを生成するための３Ｄ印刷お
よびレーザ機械加工等の他の方法も存在する。
【０４１８】
　図７１Ａ－７１Ｇは、微細加工されたタンデムフィルタのプロセスフローを図示する。
目的とするスペクトル範囲にわたって１．４１～１．４６の屈折率を伴うガラス基板（図
７１Ａ）上に、窒化ケイ素（Ｓｉ３Ｎ４）の層が堆積させられる（図７１Ｂ）。窒化ケイ
素が同一のスペクトル範囲にわたって１．９～２．１の屈折率を有するため、ガラス上の
窒化ケイ素層は、光学干渉計として挙動する。干渉計は、以下の方程式、すなわち、
【数８】

が満たされる波長λTで、その最大透過係数を有する。同様に、干渉計は、関係

【数９】

を満たすλＲで、最小透過（または最大反射）を有する。λTおよびλＲの値は、ＣＯＳ
Ｔフィルタのユニットのスペクトル特性を定義し、窒化ケイ素層の厚さによって制御する
ことができる。
【０４１９】
　標準フォトリソグラフィプロセスを使用して、最大および最小透過係数に対する新しい
一式の波長を定義するように、窒化ケイ素層の一部を選択的に除去することができる（す
なわち、窒化物の厚さｄを変化させる）（図７１Ｃ）。フォトリソグラフィおよび窒化ケ
イ素エッチングプロセスを数回繰り返した後、異なる透過特性を有する干渉計のアレイを
得ることができる（図７１Ｄ）。全域通過フィルタを作製するために、光がガラス基板の
みを通って透過するように、窒化ケイ素層が完全に除去される（図７１Ｅ）。



(92) JP 6396911 B2 2018.9.26

10

20

30

40

50

【０４２０】
　所望のスペクトル特性を伴うアレイフィルタの加工に続いて、金属薄膜によって画定さ
れるスリットを作成するように、別のフォトリソグラフィステップが行われる。フィルタ
の間の空間は、必要であれば、光の反射を最小限化するように陽極酸化することができる
、アルミニウム金属膜によって覆われる（図７１Ｆ）。最終ステップとして、光学減衰層
が、第２組のフィルタの領域を覆ってガラス基板の裏側に追加される（図７１Ｇ）。最も
単純な方法は、用途が非常に低い電力にあり、加熱が懸念ではないため、吸収型減衰器を
作成することである。代替として、回折型または反射型の減衰器を使用することができる
。ＣＯＳＴタンデムフィルタの半分のサイズを覆う、減衰器領域の比較的大きいサイズに
より、堆積のためのシャドウマスクを使用することができる。例えば、ＣｒまたはＮｉ等
のスパッタリングされた反射性金属膜の薄い（例えば、３０ｎｍ）層が、必要減衰を容易
に提供することができる。微細加工プロセスが完了した後、各タンデムＣＯＳＴフィルタ
は、フローサイトメータで使用するために個々の断片に角切りにされる。６インチガラス
ウエハが、低費用の生産を支援するように、３００個より多くのＣＯＳＴタンデムフィル
タを生成することができる。６インチウエハにわたって５％変動を生じる微細加工プロセ
スについては、本デバイスは、良好な一様性および高い実行間再現性を有することが期待
される。
【０４２１】
実施例５
　選別後弁
【０４２２】
　マイクロ流体選別システムは、典型的には、たとえ細胞が活発に選別されていなくても
、選別チャネルから退出するシース流体の連続流を有する。これは、非常に希少な細胞集
団を選別するときに課題を提示する。例えば、１ｍｌサンプルが１０個またはさらに１０
０個の選別された細胞を含有する場合、希釈サンプルを生じ、例えば、９６ウェルプレー
トの中に固定すること等の複数の下流用途のために修正可能ではないであろう。希少細胞
用途の実施例は、とりわけ、循環腫瘍細胞または循環胎児あるいは循環胎盤細胞の単離を
含む。
【０４２３】
　この問題に対処する現在の方法は、遠心分離管の中に選別された体積を配置するステッ
プ、サンプルを遠心分離するステップ、上清をピペット採取するステップ、および所望の
体積中に再懸濁させるステップから成る。これは、追加の時間を要し、本プロセス中に希
少細胞を失う可能性を増加させ、下流用途のための低い容認できない収率を潜在的にもた
らす。
【０４２４】
　したがって、本開示の側面は、選別チャネルから退出する連続シース流体による、選別
された細胞の希釈を低減させるために、細胞選別事象がない期間中に連続シース流体を迂
回させるように選別チャネルに形成された１つ以上の選別後弁を含むことができる。
【０４２５】
　図７２Ａ、７２Ｂは、本明細書で説明される粒子選別機（単数または複数）の側面とと
もに、どのようにして選別後弁７２２０を採用することができるかを図示する。図７２Ａ
は、選別チャネル７２１０Ｃ（例えば、図５０の選別チャネル５０１０Ｃに類似する）中
の選別された粒子（例えば、細胞）７０２８の対処されている問題を図示する。選別され
た粒子７２１０は、例えば、要素５０１４Ｃとして図５０の実施形態で開示されるように
、センサ７２１４Ｃによる検出時にインピーダンス信号を生成することができる。選別チ
ャネル７２１０Ｃからの連続シース流体収集により、粒子７２２８は、比較的大きい収集
容積中で検出不可能であり得る。図７０Ｂは、選別チャネル７２１０Ｃに形成された選別
後弁７２２０を図示する。選別後弁７２２０は、（例えば、センサ７２１４Ｃからのイン
ピーダンス検出信号、または圧電アクチュエータ５００６等の選別機構からの選別信号と
関連付けられる）粒子検出事象／信号を受信するように動作可能であり得る。粒子検出信
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号が受信されない（すなわち、粒子が選別チャネル７２１０Ｃ中で検出されない）とき、
選別後弁７２２０は、単純に、第１の出口７２２０Ａを介してシース流体を除去すること
ができる。粒子検出信号が受信されるとき、選別後弁７２２０は、第２の出口７２２０Ｂ
を介して選別された粒子７２２８を除去することができる。このようにして、選別された
粒子７２２８と関連付けられる選別された体積が低減させられる。いくつかの実施形態で
は、そのような選別後弁を含む、粒子選別機は、選別された粒子の流速を推定するように
動作可能であり、選別された粒子が選別後弁に到達することが期待されるときに選別後弁
が第２の出口７２２０Ｂを開放する（および第１の出口７２２０Ａを閉鎖する）ように動
作する。いくつかの実施形態では、粒子速度の推定は、それが捕捉されていることを確実
にするように、推定粒子位置の上流および下流の可変体積変位（例えば、＋／－２μＬ）
を補償する／可能にすることができる。
【０４２６】
　選別後弁は、任意の種類の弁（オンチップ、オフチップ、機械、圧電、および／または
同等物）であり得る。いくつかの実施形態では、粒子検出事象が希少であり得るとき、選
別後弁は、迅速な切替のために動作可能である必要はない。
【０４２７】
実施例６
　オンチップマーカを使用した整合
【０４２８】
　本明細書で説明されるいくつかの実施形態では、敏感な検出および高純度選別が、光学
構成要素（例えば、図３４、図５２Ａ、および／または図７３で図示される光学構成要素
）とマイクロ流体システムの調査領域（例えば、粒子選別機５０００の１つ以上のチャネ
ル）との間の正確かつ繰り返し可能な整合を所望する。いくつかの実施形態では、本明細
書で開示される側面は、カスタム整合ソフトウェアに基づく半自動整合システム、撮像シ
ステム（例えば、顕微鏡）、および電動式ＸＹＺステージを用いて整合を達成する。電動
式ＸＹＺステージと関連付けられ、圧電アクチュエータを介して駆動されるピコモータは
、１分以内に高い精度（＜５μｍ）を生じることができる。
【０４２９】
　図７３で最も良く図示されるように、１つ以上の整合マーカ７３２０を、粒子選別機（
例えば、図１４－１６の粒子選別機）上に形成することができる。整合マーカ７３２０の
任意の好適なサイズ／形態（例えば、５０μｍ辺の正方形）、光学特性（例えば、反射、
蛍光、散乱、および／または同等物）を採用することができる。
【０４３０】
　本明細書で開示される実施形態の種々の組み合わせは、本開示の範囲内であることが理
解される。そのような組み合わせは、以下を含むことができるが、それらに限定されない
。
【０４３１】
　本明細書で開示される任意の粒子選別機（例えば、図１４、１５、１６Ａ－１６Ｃ、５
０、および／または同等物の粒子選別機）の任意の選別チャネル中の１つ以上の選別後弁
（例えば、図７２Ｂ）の使用。
【０４３２】
　本明細書で開示される粒子選別機（例えば、図１４、１５、１６Ａ－１６Ｃ、５０、お
よび／または同等物の粒子選別機）のうちのいずれかへの色調補正アプローチ（例えば、
図６９－７１）の適用。
【０４３３】
　本明細書で開示される粒子選別機（例えば、図１４、１５、１６Ａ－１６Ｃ、５０、お
よび／または同等物の粒子選別機）のうちのいずれかへの粒子の選別の検証のための方法
（例えば、図５７、６１、６４）の適用。
【０４３４】
　（図６７、６８で図示されるような）選別前混合器および（図６７で図示されるような
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）選別後混合器を含む、本明細書で開示される粒子選別機（例えば、図１４、１５、１６
Ａ－１６Ｃ、５０、および／または同等物の粒子選別機）のうちのいずれかを伴うオンチ
ップ試薬および混合器（図６７、６８）の使用。
【０４３５】
　本明細書で説明されるいくつかの実施形態では、非一過性コンピュータ可読媒体（非一
過性プロセッサ可読媒体とも称される）を伴うコンピュータ記憶製品は、種々のコンピュ
ータ実装動作を行うための命令またはコンピュータコードをその上に有する。コンピュー
タ可読媒体（またはプロセッサ可読媒体）は、一過性伝搬信号（例えば、空間またはケー
ブル等の伝送媒体上で情報を搬送する伝搬電磁波）を含まないという意味で、非一過性で
ある。媒体およびコンピュータコード（本明細書ではコードとも称される）は、１つまた
は複数の特定の目的で設計および構築されるものであってもよい。非一過性コンピュータ
可読媒体の実施例は、ハードディスク等の磁気記憶媒体、コンパクトディスク／デジタル
ビデオディスク（ＣＤ／ＤＶＤ）、コンパクトディスク読取専用メモリ（ＣＤ－ＲＯＭ）
等の光学記憶媒体、光ディスク等の磁気光学記憶媒体、搬送波信号処理モジュール、なら
びに特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）、プログラマブル論理デバイス（ＰＬＤ）、読取
専用メモリ（ＲＯＭ）、およびランダムアクセスメモリ（ＲＡＭ）デバイス等のプログラ
ムコードを記憶して実行するように特別に構成されるハードウェアデバイスを含むが、そ
れらに限定されない。
【０４３６】
　コンピュータコードの実施例は、マイクロコードまたはマイクロ命令、コンパイラによ
って生成されるような機械命令、ウェブサービスを生成するために使用されるコード、お
よびインタープリタを使用してコンピュータによって実行される、より高レベルの命令を
含有するファイルを含むが、それらに限定されない。例えば、実施形態は、Ｊａｖａ（登
録商標）、Ｃ＋＋、あるいは他のプログラミング言語、および／または他の開発ツールを
使用して実装されてもよい。
【０４３７】
　本明細書で説明される種々の実施形態は、範囲および精神において本開示を限定すると
解釈されるべきではない。それによって、本開示へのいかなる制限も意図されないことを
理解されたい。さらに、本開示の精神および／または添付の請求項の範囲から逸脱するこ
となく、当業者に提案され得る、種々の他の実施形態、修正、およびそれらの均等物に再
選別が行われ得ることを理解されたい。
【０４３８】
　当業者であれば、日常的にすぎない実験を使用して、本明細書で具体的に説明される具
体的実施形態の多数の均等物を認識するか、または確認することができるであろう。その
ような均等物は、以下の請求項の範囲に包含されることを目的としている。
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