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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
  精子を選別するシステムであって、
  ハウジングと、
  前記ハウジングによって支持される微小流体システムと、
  前記微小流体システムへと精子を送達するため前記微小流体システムに対してアクセス
を提供する注入口と、
  前記微小流体システムから選別された精子を採取するため前記微小流体システムに対し
てアクセスを提供する排出口とを備え、
  前記微小流体システムが、
  前記注入口から前記排出口へと精子に対して流路を提供し、
  前記注入口を通して前記微小流体システムへと送達された精子が前記排出口へと前記流
路に沿って前進することを可能とするための前記注入口から前記排出口へと伸びる少なく
とも１つのチャネルと、
  複数の微細孔を含むフィルタであって、精子を前記フィルタ及び重力に逆らって前記流
路に沿って移動させて前記排出口へと到達させるため前記流路に配置されたフィルタと、
　運動性精子を排出口へと通過させ非運動性精子を拘束するように構成された、前記排出
口に配置された収集チャンバーと、
　前記収集チャンバーと連通し運動性精子を濃縮して採取を容易にするように構成された
濃縮チャンバーと、を備える、
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精子を選別するシステム。
【請求項２】
  前記複数の微細孔が、前記精子の頭部がそこを通過できるサイズである、請求項１に記
載のシステム。
【請求項３】
  前記複数の微細孔が少なくとも１μｍのサイズを有する微細孔を含む、請求項１に記載
のシステム。
【請求項４】
  前記複数の微細孔が１０μｍ未満のサイズを有する微細孔を含む、請求項１に記載のシ
ステム。
【請求項５】
  前記複数の微細孔が球形である微細孔を含む、請求項１に記載のシステム。
【請求項６】
  前記フィルタがポリカーボネートフィルタを含む、請求項１に記載のシステム。
【請求項７】
  前記収集チャンバーが２つのサブチャンバーを備える、請求項１に記載のシステム。
【請求項８】
  前記フィルタが２つのサブチャンバーのうち１つのチャンバー内に配置される、請求項
７に記載のシステム。
【請求項９】
  前記２つのサブチャンバーの１つ目が前記精子と関連する未処理の精液を収集するよう
に構成され、前記２つのサブチャンバーの２つ目が運動性精子を前記排出口へと通過させ
、非運動性精子を拘束するように構成される、請求項７に記載のシステム。
【請求項１０】
  前記流路内の前記精子を映すように構成された画像化システムを更に備える、請求項１
に記載のシステム。
【請求項１１】
  前記流路内の前記精子を照らすように構成された少なくとも１つの照明、及び前記精子
を映すため前記流路に隣接して配置された画像化システムセンサを含む画像化システムを
更に備える、請求項１に記載のシステム。
【請求項１２】
  前記画像化システムセンサが少なくとも１つの電荷結合素子（ＣＣＤ）又は相補形金属
酸化膜半導体（ＣＭＯＳ）の画像化システムセンサを含む、請求項１１に記載のシステム
。
【請求項１３】
  前記微小流体システムが少なくとも１つのポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）系又は
ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）系を含む、請求項１に記載のシステム。
【請求項１４】
  前記少なくとも１つのチャネルが複数のチャネルを含み、前記複数のチャネルの各々が
異なるチャネル長を有する、請求項１に記載のシステム。
【請求項１５】
  精子を選別する方法であって、
  精子の試料を微小流体システムに接続された注入口へと送達すること、
  前記精子の試料中の精子に微小流体システムに対してアクセスを提供する排出口への前
記微小流体システムを通る流路を縦走させ、前記微小流体システムから選別された精子を
採取すること、
  微細孔を有するフィルタ及び重力を使用して前記排出口の収集チャンバーに到達する前
に前記精子を濾過し、前記フィルタにより前記精子の運動を制限すること、並びに
  前記フィルタを通過し、重力を克服した後に前記排出口の前記収集チャンバーを通過さ
せて、前記収集チャンバーに接続された濃縮チャンバーに濃縮すること、及び
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　前記濃縮チャンバーから精子を採取すること、を含む
精子を選別する方法。
【請求項１６】
  前記フィルタ及び重力を使用して非運動性精子の前記排出口への到達を制限することを
更に含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
  前記フィルタ、別のフィルタ、及び重力を使用して非運動性精子の前記排出口への到達
を制限することを更に含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
  前記微小流体システム内で前記精子を画像化システムすることを更に含む、請求項１５
に記載の方法。
【請求項１９】
  前記微小流体システム内の前記精子を少なくとも１つの光学画像化システムを使用して
画像化することを更に含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項２０】
　前記画像が前記流路に沿って精子の影像を記録するように構成されている、請求項１０
に記載のシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、「精子を選別するシステム及び方法」と題する２０１３年１１月２０日付出
願の米国仮特許出願番号第６１／９０６，７４０号に基づき、それに対して優先権を主張
し、また全ての目的に対してその全体を参照により本明細書に援用する。
【０００２】
連邦政府資金による研究開発の記載
該当せず
【０００３】
　本発明は、概して精子を選別するシステム及び方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
　試算によれば、世界には７０００万を超える不妊症のカップルがいる。おおよそ４組の
不妊症カップルに１組が臨床治療を希望し、情報によれば、男性因子が不妊症例の約５０
パーセントを占める場合がある。体外受精（ＩＶＦ）、卵細胞内精子注入法（ＩＣＳＩ）
、及び子宮腔内受精（ＩＵＩ）等の補助生殖医療（ＡＲＴ）が不妊症カップルを治療する
ため不妊治療専門クリニックにおいて一般的に利用される。環境条件及び生理学的条件に
よる男性不妊の割合の増加に伴い、不妊治療専門クリニックにおいてＡＲＴの使用に対す
る要求がますます増加している。最も運動性が高く、形態学的に正常な精子の単離は、一
般的に使用されるＩＶＦ／ＩＣＳＩ手法に不可欠のプロセスである。運動性が高いだけで
なく、正常な形態学、成熟核を有し、活性酸素種（ＲＯＳ）生成がより少ない精子を選択
することが必要であるため、未加工の精液（ストック精子）からの健康な精子の選択は重
要である。現在のＩＶＦ／ＩＣＳＩ手法は現在（ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｉｍｅ）およそ５０パ
ーセントの妊娠の成功をもたらすが、選択された精子が異常な場合にはアウトプットが非
常に損なわれる。
【０００５】
　現在、より一般的に知られているＡＲＴ技術は、遠心分離に基づく精子のスイムアップ
、密度勾配分離法、及び精子を選別するため走化性の使用を含む／含まない微小流体に基
づく方法を使用する。これらの技術は、ＩＶＦ／ＩＣＳＩのように繊細な手法に対する使
用においては、欠点及び制限を有する可能性がある。スイムアップ等の遠心分離に基づく
精子選別技術は、遠心分離工程の繰り返しの間に精子の質が損なわれることが注目される
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。精子試料の質はＲＯＳ生成のためスイムアップ技術の間に低下する。ＲＯＳ暴露は、外
見上運動性で健康な精子のＤＮＡを大いに傷害し得る。さらに、遠心分離に基づく精子選
別技術は、手間がかかり、技術者によって結果にばらつきがある。
【０００６】
　微小流体に基づく精子選別技術は、小容量の精子試料を正確に扱うことができるため利
点がある。一方、微小流体に基づく精子選別デバイスは、非常にロースループット（ｌｏ
ｗ　ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ）であり、２μｌ～５０μｌといった少容量の精液を加工する
にすぎず、通常の精子試料が１．５ｍｌ以上の容量の場合がある不妊治療専門クリニック
における適用を制限する。
【０００７】
　臨床でのＩＣＳＩ手法では、胎生学専門医は、４つのペトリ皿で操作可能な平均２０の
卵母細胞を有し、２０の精子を必要とする。発生学専門医は、数百の精子のうち精子減少
症の試料においてこれら２０の試料を選択しようとする。かかるシナリオは、個別の精子
のリアルタイムモニタリング及び２０の精子が排出口に到達した際に排出口からの収集を
必要とし、これは現在の臨床技術又は微小流体技術を使用しては達成できない。胎生学専
門医が健康な試料を扱う第２の手法では、５μｌ～２０μｌの懸濁液に懸濁された、卵母
細胞に導入される５０万の健康な精子を使用してｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精が行われる。しか
しながら、上記のような現在の選別システムは、これらの基準を満たすために必要なスル
ープットを提供しない。
【０００８】
　慣例上、自動精子解析（ｃｏｍｐｕｔｅｒ　ａｓｓｉｓｔｅｄ　ｓｐｅｒｍ　ａｎａｌ
ｙｓｉｓ；ＣＡＳＡ）及びＡＲＴに対する精子運動性の手作業での同定のため光学顕微鏡
を使用して精子を映している。この従来のアプローチは、視野（ＦＯＶ）が小さいため多
数の精子の同時の追跡には制限がある。さらに、精子追跡及び運動性解析を選別の後に行
う。現在、精子の選別と解析を同時に行うことができるシステムは存在しない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　したがって、選別として、精子を傷つけず、又は精子を傷つける可能性のある条件に供
することなく、精子を加工するシステム及び方法を提供することが望ましい。さらに、精
子を分析することができるが、効率的で拡大可能なシステム及び方法を提供することが望
ましい。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、受精に有利で適した精子の効率的な選択を可能とする方法で精子を選別する
ためのミクロ及びマクロの流体を統合するシステム及び方法を提供することによって上述
の欠点を克服する。特に、本発明は、受精に適した精子が最も望ましく、受精のプロセス
に存在するシステム（ｓｙｓｔｅｍ　ｐｒｅｓｅｎｔｓ）、及び受精のプロセスに存在す
る環境に類似する環境を使用して選択又は選別され得ることを認める。これに関して、マ
クロ貯蔵器が女性外性器の通路に近い微細孔によって接続されるシステムが提供される。
死亡した又は機能性の劣る精子を残して、最も運動性で形態学的に正常で成熟した機能性
の精子が、重力に反して選択的に微細孔を通過することによるシステム及び方法が提供さ
れる。本発明は、機能性精子が高い回収率で加工されていない精液試料から単離される、
化学物質不使用で遠心分離不使用のフローフリー（ｆｌｏｗ－ｆｒｅｅ）技術である。
【００１１】
　本発明の或る一つの態様によれば、ハウジング及び該ハウジングによって支持される微
小流体システムを含む、精子を選別するシステムが提供される。また、上記システムは、
微小流体システムへと精子を送達するため該微小流体システムに対するアクセスを提供す
る注入口、及び該微小流体システムから選別された精子を採取するため該微小流体システ
ムに対してアクセスを提供する排出口を含む。上記微小流体システムは、注入口から排出
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口へと精子に対する流路を提供し、注入口を通って排出口へと流路に沿って前進するよう
に微小流体システムへと精子を送達させる、注入口から排出口へと伸びる少なくとも１つ
のチャネルを含む。また、微小流体システムは、複数の微細孔を含むフィルタを含み、精
子がフィルタ及び重力に対抗して流路に沿って移動し排出口に到達するように、注入口と
排出口の間の流路に配置されるフィルタを含む。
【００１２】
　本発明の別の態様によれば、微小流体システムから選別された精子を採取することを可
能とするため、微小流体システムに接続された注入口に精子の試料を送達すること、及び
微小流体システムに対してアクセスを提供する排出口へと微小流体システムを通る流路に
精子試料中の精子を縦走させることを含む、精子を選別する方法が開示される。また、上
記方法は、複数の微細孔を有するフィルタ及び該フィルタを通る精子の運動を制限する重
力を使用して排出口に到達する前に精子を濾過することを含む。上記方法は、フィルタを
通過し、重力を克服した後に排出口を通過する精子を採取することを更に含む。
【００１３】
　本発明の上述及び他の態様、並びに利点は以下の明細書から明らかとなる。本明細書で
は、本発明の一部を成し、本発明の好ましい実施形態が解説として示される添付の図面が
参照される。かかる実施形態は、本発明の全ての範囲を必ずしも表すものではないが、し
たがって本発明の範囲を説明するため特許請求の範囲及び本明細書が参照される。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１Ａ】本発明による精子選別システムの平面図である。
【図１Ｂ】図１Ａのシステムの横断面図である。
【図１Ｃ】選別した精子を濃縮するための収集チャンバーを備えるマルチチャネルシステ
ムの概略図である。
【図１Ｄ】注入口を接続する複数のチャネル及び収集又は濃縮のチャンバーチャンバーを
備えるマルチウェルシステムの概略図である。
【図２Ａ】本発明による精子選別及び画像化システムシステムの分解立体横断面図である
。
【図２Ｂ】図１Ａ又は図２Ａの微小流体システムの詳細な透視図である。
【図２Ｃ】本発明によるマルチチャネル微小流体システムの概略図である。
【図２Ｄ】本発明による精子選別及び画像化システムシステムのシステム全体の横断面図
である。
【図３】本発明による精子を選別するプロトタイプのシステムの斜視図である。
【図４】本発明を使用して取得された一連の精子の画像である。
【図５Ａ】種々の孔径のフィルタを使用して単離され、種々の時間点で回収されたヒト精
子の運動性を説明するグラフである。
【図５Ｂ】種々のチップを使用して選別された精子の回収率を説明するグラフである。
【図６Ａ】ストック及び３μｍ、５μｍ、及び８μｍのＭＭＳＳチップをそれぞれ使用し
て選別された精子の曲線速度（ＶＣＬ）、直線速度（ＶＳＬ）、及び平均経路速度（ＶＡ
Ｐ）を説明するグラフである。
【図６Ｂ】ストック及び３μｍ、５μｍ、及び８μｍのＭＭＳＳチップをそれぞれ使用し
て選別された精子の曲線速度（ＶＣＬ）、直線速度（ＶＳＬ）、及び平均経路速度（ＶＡ
Ｐ）を説明するグラフである。
【図６Ｃ】ストック及び３μｍ、５μｍ、及び８μｍのＭＭＳＳチップをそれぞれ使用し
て選別された精子の曲線速度（ＶＣＬ）、直線速度（ＶＳＬ）、及び平均経路速度（ＶＡ
Ｐ）を説明するグラフである。
【図７】ストック及び選別された精子の正常な形態学（％）を示すグラフである。
【図８】ストック及び選別された精子について計算された成熟な精子の割合を示すグラフ
である。
【図９】Ａは、３μｍ、５μｍ及び８μｍのフィルタデバイスを使用して選別された精子
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が、スイムアップ法及び洗浄法と比較して著しく少ないＲＯＳ生成を示したことを表すグ
ラフである。Ｂは、精液試料に対する活性酸素種（ＲＯＳ）生成のグラフである。Ｃは、
洗浄した精子に対する活性酸素種（ＲＯＳ）生成のグラフである。Ｄは、スイムアップ法
を使用して選別した精子に対する活性酸素種（ＲＯＳ）生成のグラフである（ＲＯＳ領域
を円で強調する）。Ｅは、３μｍのＭＭＳＳチップを使用して選別した精子に対する活性
酸素種（ＲＯＳ）生成のグラフである。Ｆは、５μｍのＭＭＳＳチップを使用して選別し
た精子に対する活性酸素種（ＲＯＳ）生成のグラフである。Ｇは、８μｍのＭＭＳＳチッ
プを使用して選別した精子に対する活性酸素種（ＲＯＳ）生成のグラフである。
【図１０】Ａは、５μｍ及び８μｍのＭＭＳＳチップを使用して選別した精子は、スイム
アップ又は選別していない精液試料と比較して著しく少ないＤＮＡフラグメントを示した
ことを表すグラフである。Ｂは、精液試料に関するＤＮＡフラグメント散布図である。Ｃ
は、スイムアップ法を使用して選別した精子に関するＤＮＡフラグメント散布図である。
Ｄは、３μｍのＭＭＳＳチップを使用して選別した精子に関するＤＮＡフラグメント散布
図である。Ｅは、５μｍのＭＭＳＳチップを使用して選別した精子に関するＤＮＡフラグ
メント散布図である。Ｆは、８μｍのＭＭＳＳチップを使用して選別した精子に関するＤ
ＮＡフラグメント散布図である。
【図１１】本開示による幾つかの工程の例を説明するフローチャートである。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明は、膣粘液が薄くなり、精子の卵への先導を補助する小さなマイクロチャネルを
形成することを認識する。本発明は、精子を選別する機構として消耗を認識し、粗雑なマ
ルチスケールの模擬実験を使用して健康な精子を選別するために消耗を活用することを実
験的また論理的に実証した。具体的には、本発明は、効率的で信頼できる、成功した精子
の選別のためのマクロ－ミクロ流体精子選別（ＭＭＳＳ）システムを提供する。記載され
るように、健康な運動性精子は、選別後の排出口で完全で収集される。このシステムは最
小の摂動（ｐｅｒｔｕｒｂａｔｉｏｎ）によって精子選択プロセスの効率を改善すること
により、ＤＮＡ断片化、細片の堆積、及びＲＯＳの生成を制御する。
【００１６】
　さらに、本発明は、精子の選別、モニター、及び評価を同時に行うことができる。具体
的には、本システムは、例えば、広視野（ＦＯＶ）のレンズ無の画像化システム技術を使
用する速度応答に基づいて各精子を個別に評価することを可能とする。該システムは、マ
イクロチップに基づく、影の画像化システムを利用する広ＦＯＶのレンズ無技術を提供す
る。さらに、本発明は、男性不妊症の信頼できる指標である形態計測学的情報を採取する
ため使用することができる。
【００１７】
　図１Ａを参照すると、精子選別システム１０が解説される。システム１０は、ポリジメ
チルシロキサン（ＰＤＭＳ）系、ポリメチルメタクリル（ＰＭＭＡ）系、又は他の微小流
体システムであってもよい。システム１０は、注入口１４を有するハウジング１２と、そ
こに配置されたフィルタ１８を有する収集チャンバー１６とを含む。フィルタ１８は、ポ
リカーボネートフィルタ、又は以下に記載されるように、孔又は通路サイズ等の好適な材
料特性を有する他のフィルタであってもよい。図１Ｂを参照すると、注入口１４及び収集
チャンバー１６は、微小流体チップ２２に沿って伸びる通路又は流路２０により接続され
る。以下に記載されるように、微小流体チップ２２は、使い捨てであってもよく、例えば
、１０μｌ～３ｍｌの（新鮮又は凍結、加工又は未処理のいずれかの）加工されていない
精液試料を取り扱うマイクロチップを含んでもよく、複雑な機器又は熟練した技術者を必
要とせずに、迅速に、例えば３０分未満で精子を選別する。
【００１８】
　流路２０は、注入口１４から収集チャンバー１６に伸びる。収集チャンバー１６では、
第１及び底部のチャンバー２４は微小流体チップ２２に隣接して配置され、第２及び頂部
のチャンバー２６は、上記第１又は底部のチャンバー２４の上に微小流体チップ２２に関
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して遠位に配置される。以下に記載されるように、第１のチャンバー２４は、新鮮又は凍
結、加工又は未処理に関わらず、注入口１４に提供された精液の試料を収集するように設
計され、第２のチャンバー２６は運動性精子を濾過するように設計される。
【００１９】
　図１Ｃを参照すると、図１Ｂに関して上に記載されるシステムは、流体接続２７によっ
て頂部チャンバーに接続される追加の収集、すなわち「濃縮」チャンバー２５を含むよう
に変更されてもよい。すなわち、これに関して、精子はより容易な採取を促すため収集チ
ャンバー２５に濃縮されてもよい。
【００２０】
　別の配置では、図１Ｄに図示されるように、収集チャンバー２５は濃縮チャンバー２５
の反対側の注入口２９を各々有する複数のチャネル２８によって接続されてもよい。これ
に関して、図１Ｃの複数の流路２０から、又は複数の収集チャンバー１６からの精子は、
共通する濃縮チャンバー２５へと送達されてもよい。更に大容量を取り扱うため、又はよ
り高スループットの適用のため複数のフィルタ及び複数のチャネルの使用を容易にするよ
うに、上述の設計に対するかかる変化を使用することができる。
【００２１】
　図２Ａを参照すると、統合された画像化システムを含むシステム１０の一つの任意の配
置の分解立体図が示される。画像化システムは、レンズ無しの広ＦＯＶ画像化プラットフ
ォームを形成してもよい。この観点からすれば、照明３０、画像化センサ３１及びガラス
保護層３２等の統合された画像化システムの構成要素は、上述のシステム１０と組み合わ
される。機能上、照明３０は、注入口１４によって微小流体チップ２２へと導入された精
子３４を照らす。照らされた精子３４は、電荷結合素子（ＣＣＤ）、相補形金属酸化膜半
導体（ＣＭＯＳ）、又は他の画像化システムデバイスであってもよい画像化センサ３１に
よって画像化システムされ得る。より具体的には、図２Ｂを参照すると、機能上、精子及
び精液３４が例えばピペット３６を使用して排出口１４へと導入され得る。精子は、上述
のガラス３２、また同様にＰＭＭＡ又は他の材料層４０を含んでもよく、ガラス３２とＰ
ＭＭＡ層４０を共に張り付けるためその間に配置された両面粘着（ＤＳＡ）層４２を有す
る微小流体チップ２２に沿って培地３８を横切る。最終的には、精子３４は、鉱物油４４
が見られる場合がある排出口１６へと微小流体チップ２２を縦走する。具体的には、培地
の蒸発を回避するため、無菌の胎児で試験した鉱物油の薄層を注入口１４及び排出口１６
の培地３８の上部に入れてもよい。
【００２２】
　図示されるように、有効な精子選別のため異なるチャネル長を使用してもよく、又は選
択してもよい。さらに、図２Ｃを参照すると、注入口１４及び収集チャンバー１６が複数
のチャネル４６によって接続されるマルチチャネル設計を利用してもよい。また、図示さ
れるように、例えば、洗浄に使用するためＰＢＳ回収バッファー４８が含まれてもよい。
さらに、上記チャネルを収容するチップ基体は使い捨てであってもよい。
【００２３】
　図２Ａ及び図２Ｂを参照すると、含まれる場合には、光電子センサアレイ面３１に各個
別の精子３４の影画像を記録するため、レンズ無し画像化システムを使用することができ
る。このシステム１０は、非常に大きなＦＯＶ、例えば、数センチメートル×数センチメ
ートルのＦＯＶに亘るオンチップ（ｏｎ－ｃｈｉｐ）の数十万の個々の細胞の動的配置の
リアルタムでの細胞の検出／計数、又はモニタリングを標的とする。この技術は、低複雑
で小型化が容易なこれらの特徴を提供する。
【００２４】
　画像化システム能を含むシステム１０の或る一つの特定の例を図２Ｄに示す。標準的な
顕微鏡は、微小流体選別チップ全体をモニターし、リアルタイムで精子を解析することが
できない。この挑戦は、平行したオンチップモニタリング及び精子の計数を提供するマイ
クロチャネルを有するレンズ無し画像化システムを統合することによって対処され得る。
上記デザインは、胎生学／臨床の研究室及び看護拠点での状況に適したものとするため、
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この技術の最小化を可能とする。
【００２５】
　システム１０は、図２Ｄの例において、上に記載されるように精子３４がそれを縦走す
る微小流体チップ２２へと単色光５２の焦点を合わせるため、ハウジング１２の開口５０
、例えば５０μｍの開口によって方向づけられた光源３０を含む。システム１０は、有線
又は無線のいずれでもよい、データコネクション５６により接続されたコンピュータシス
テム５４、及び画像能に対して操作可能な動力を供給するため動力コネクション６０によ
り連結された再充電電池又は他の動力供給源５８に連結されてもよい。
【００２６】
　或る一つの配置では、１．５ｍｍの厚さのポリメチル－メタクリレート（ＰＭＭＡ）及
び５０μｍの厚さの両面接着（ＤＳＡ）フィルムの組み合せを使用して、マイクロチャネ
ルを作ってもよい。レーザーカッターを使用して５ｍｍ～４０ｍｍの範囲の異なる長さの
マイクロチャネルを作るためＤＳＡフィルムをカットしてもよい。注入ポート及び排出ポ
ートは、それぞれ０．６５ｍｍ～２ｍｍの直径を有するＰＭＭＡを通って伸びた。その後
、ＰＭＭＡにＤＳＡフィルムを直接置いて２つを有効に接合する。チャネルの高さが接着
層の高さによって決定されるように、ガラススライドをＤＳＡフィルムの他方の側面に置
く。より大きな排出口のサイズは、特にピペットによって容易にアクセス可能なチャネル
から選別した精子を抽出するように設計される。注入口と排出口の間の距離はチャネル長
を決定した。チャネルの長さは注入口と排出口の間の距離として定義される。
【００２７】
　排出口における運動性細胞及び高容量の加工に対する細胞の割合を増加するため、ポリ
カーボネートフィルタをこれらのマイクロチップに統合することができる。このフィルタ
に基づくデバイスは、５０ｍｍ×３０ｍｍの面積にカットされ、また別に３０ｍｍ×３０
ｍｍの面積にカットされた３ｍｍの厚さのＰＭＭＡを使用して設計されてもよい。２０ｍ
ｍの直径のシリンジを両方のＰＭＭＡ構成要素へとカットし、１５０μｍのＤＳＡを使用
して互いに垂直に配列してもよい。また、０．６ｍｍの精液注入口（ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
　ｉｎｌｅｔ）を１０ｍｍの距離でより大きなデバイス構成要素にカットする。上記シス
テムを２つのＰＭＭＡ成分間に位置されたワットマンニュークリアポアフィルタを使用し
て組み立てることができる。
【００２８】
　図１Ａ～図２Ｄを参照すると、大規模な精液加工にシステム１０を使用することができ
る。そうするため、注入口１４により精子３４を導入して微小流体チップ２２に入れる。
この動作の間、照明３０及び画像化センサ３１を使用して精子３４を映すことができる。
精子３４は排出口１６に向かって動く。この排出口／収集チャンバーは２つのチャンバー
２４及び２６を提供する。第１のチャンバー２４は、微細孔を提供するフィルタを含み、
第２のチャンバー２６は微細孔を含む別のフィルタを含む。これに関して、システム１０
は、女性外性器の通路に近づけるため微細孔によって接続されるマクロ貯蔵器１４、１６
を提供する。そこでは、精子３４は、自然に発生するように、排出口１６に向かって培地
３８に沿って集団で動き、互いに影響を受ける。最も運動性の形態学的に正常で成熟な機
能性の精子は、第１のチャンバー２４に死亡した又は機能性が劣る精子を残して、重力に
逆らって微細孔を選択的に通過する。すなわち、精子の頭部は球形であり、約３μｍ×４
．５μｍの大きさを有する。精子の尾部は、約４５μｍ～５０μｍの長さである。精子の
頭部より大きな直径の微細孔を有するフィルタが第１及び第２のチャンバー２４、２６に
置かれる場合、運動性である精子のみが微細孔を通る道を作ることができるのに対し、死
亡した、死につつある、又は傷害された精子は、それらの長い尾部のため微細孔を通過す
ることができない。そのかわり、これらの死亡した、死につつある、及び／又は傷害され
た精子は重力に負け、第１のチャンバー２４に残留する。
【００２９】
　そのため、最小のＲＯＳ生成を伴う健康で運動性の形態学的正常な精子を回収するため
任意の遠心分離工程を必要としないように設計される、マイクロチップに基づくシステム
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が提供される。そのデバイスの設計は、精子選別手法をより手間がかからず、安価なもの
とする。上記システムは、精子の選別に対する機構として、空間の制限されたチャネルに
おける消耗の利用（ｕｔｉｌｉｚｅｓ）を組み込む。上記システムは、いかなる遠心分離
工程も伴わずに運動性で形態学的に正常な精子を単離することができる。そのため、三次
元のフィルタに基づく微小流体デバイスのモデルを作製するため、精子とチャネル壁、及
びフィルタ表面及び穴との間の流体力学的相互作用から協同的に生じる効果を組み込み、
現在の精子運動性の粗雑なモデルを使用する。このモデルは、微細孔サイズ及びインキュ
ベーション時間等のデバイスのパラメータの設計を可能とする。
【００３０】
　上述のシステムの設計及び操作は、以下のシステムの一例、かかるシステムに関する配
置、及びかかるシステムの試験結果の考察より更に理解され得る。しかしながら、これは
一例であって、採用され得る配置、設計、及び操作の変化に関して本質的に非限定的であ
り、本発明の範囲に含まれる。
【００３１】
［実施例］
（ＭＭＳＳチップの組み立て）
　ポリ（メチルメタクリレート）（ＰＭＭＡ、厚さ３ｍｍ；ジョージア州アトランタのＭ
ｃＭａｓｔｅｒ　Ｃａｒｒ）及び両面接着剤（ＤＳＡ、厚さ１２０μｍ；ミネソタ州セン
トポール）をレーザーカッター（アリゾナ州スコッツデールのＶｅｒｓａ　ＬａｓｅｒTM

）を使用してカットした。チップの設計をＣｏｒａｌ　Ｄｒａｗ４で作製し、カットのた
めＵＳＬＥ　Ｅｎｇｒａｖｅソフトウェアで実行した。ＭＭＳＳチップの主な構成要素は
、５０ｍｍ×３０ｍｍ（底部チャンバー）の面積にカットされた１つの３ｍｍ　ＰＭＭＡ
、及び３０ｍｍ×３０ｍｍ（頂部チャンバー）の面積にカットされた別の３ｍｍ　ＰＭＭ
Ａを含んだ。また０．６ｍｍの注入点を、チャンバーから５ｍｍの距離で底部ＰＭＭＡシ
ートに切り込んだ。２０ｍｍの直径のシリンダを両方のＰＭＭＡ成分に切り込んだ。ＤＳ
Ａを使用して底部ＰＭＭＡチャンバー－を最初にガラススライドに付着した。上部ＰＭＭ
Ａチャンバーを配列し、ＤＳＡを使用して底部チャンバーと付着した。Ｎｕｃｌｅｐｏｒ
ｅTMのトラックエッチド（ｔｒａｃｋ－ｅｔｃｈｅｄ）ポリカーボネートメンブレンフィ
ルタ（Ｗｈａｔｍａｎ　Ｌｔｄ、直径２５ｍｍ、３μｍ、５μｍ、８μｍ）をチップ組立
ての間に２つのＰＭＭＡチャンバーの間に挟んだ。したがって、少なくとも１μｍ及び１
０μｍ未満が有利な孔サイズの範囲であろうと考えられた。組み立てたチップの斜視図を
図３に示す。
【００３２】
（ＭＭＳＳチップを使用した精子選別）
　解凍した未加工の精液試料（ストック精子）を第１／底部チャンバーを満たすまでＭＭ
ＳＳチップの注入口に注入した。第１／底部チャンバーを最大５６０μｌの精液試料を保
持するように設計した。別の一連の実験では、ＭＭＳＳチップに注入する前にヒト卵管液
（ＨＴＦ）中１パーセントのウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）でストック精液試料を４倍に
希釈した。注入の後、第１／上部チャンバーをＨＴＦ中１パーセントのＢＳＡ５６０μｌ
でいっぱいにした。その後、頂部チャンバーからの流体を解析用にエッペンドルフチュー
ブに収集する前に、チップを３７℃のインキュベーターで１５分、３０分、４５分、及び
６０分の間隔で保存した。
【００３３】
（濃縮及び運動性解析）
　濃縮に対しては標準的なＭａｋｌｅｒ血球計算器を使用し、運動性に対しては光学顕微
鏡を使用して精子試料を解析した。簡潔には、１μｌの精子試料をＭａｋｌｅｒ血球計算
器にピペットで滴下し、血球計算器によって提供される覆蓋で覆った。少なくとも３回、
クリックカウンターを使用する方法に慣れた職員によって精子を計数した。前方に動く精
子を運動性とした。
【００３４】
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（生存能力の解析）
　ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ（登録商標）Ｓｐｅｒｍ　Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　Ｋｉｔ（Ｌ－７０
１１，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（登録商標））を使用して生存力について精
子試料を解析した。ＳＹＢＲ　１４染料を使用して生存している精子を染色し、ヨウ化ウ
ロピジウム（ＰＩ）を使用して死んだ精子を染色した。製造業のプロトコルに従って試料
を染色した。簡潔には、最初にＳＹＢＲ　１４染料を最終濃度１００ｎＭまで精子試料に
添加した。その試料を３７℃で５分間インキュベートした。死んだ精子を染色するためＰ
Ｉ染料を最終濃度１０μＭまでその試料に添加し、更に５分間インキュベートした。精子
試料をガラスカバースリップに塗りつけ、蛍光顕微鏡Ｚｅｉｓｓ　Ａｘｉｏ　Ｏｂｓｅｒ
ｖｅｒ．Ｚ１を使用して映した。ＳＹＢＲ　１４及びＰＩに対してそれぞれ緑色及び赤色
の発光フィルタを使用した。
【００３５】
（速度の測定）
　精子の解析に関してＷＨＯラボマニュアルに記載される方法を使用し、精子試料を解析
した。簡潔には、精子を３０分後にＭＭＳＳチップ（３μｍ、５μｍ、８μｍ）から回収
した。６μｌの精子試料をガラススライドに置くことによりスライドを作製し、１８ｍｍ
×１８ｍｍのカバースリップを使用して覆って試料に深さ２０．７μｍを与えた。試料の
乾燥を回避するため、スライドを同時ではなく定期的に作製した。コンピュータのモニタ
ーに映し出される試料のライブ画像により、光学顕微鏡を使用して２０倍（Ｃａｒｌ　Ｚ
ｅｉｓｓ）で各スライドを分析した。ビデオ撮像ソフトウェア（ＴｅｃｈＳｍｉｔｈのＳ
ｎａｇｉｔ）を使用して、精子試料の動きを５秒間に亘り無作為の位置で撮像した。ビデ
オを１００ｆｐｓでＶｉｄｅｏｔｏＪｐｅｇソフトウェアを使用して画像配列に変換した
。精子速度パラメータ、すなわち、直線速度（ＶＳＬ）、曲線速度（ＶＣＬ）及び平均経
路速度（ＶＡＰ）をモニターするためのＣＡＳＡプラグインを使用する分析に対して、画
像配列をＩｍａｇｅＪ（国立衛生研究所、ｈｔｔｐ：／／ｒｓｂｗｅｂ．ｎｉｈ．ｇｏｖ
／ｉｊ／）にインプットした。
【００３６】
（精子の形態学的判断）
　５μｍ及び８μｍのＭＭＳＳチップから取り出した精子懸濁物を３０分後に収集した。
３μｍのＭＭＳＳチップから回収した精子は、形態学的解析には精子濃度が低すぎるため
、精子形態学について解析しなかった。その後、１０μＬの精子懸濁物を取り、清浄で無
菌の顕微鏡スライドに置いて、羽で塗った塗抹（ｆｅａｔｈｅｒｅｄ　ｓｍｅａｒ）を作
製した。塗抹を風乾して固定用に調製した。ＦｅｒｔｉＰｒｏによって提供されるものに
類似するＳｐｅｒｍａｃ染色プロトコルに従って形態学的判断のため精子を染色した。簡
潔には、乾燥した塗抹をＳｐｅｒｍａｃの固定化溶液に少なくとも５分間沈めた後、ＤＩ
水で濯いだ。染料Ａをスライドの一端にピペットで滴下し、塗抹上に流した。その後、ス
ライドを平面に置いて、１分間染料に浸した。その後、スライドをＤＩ水で２回洗浄した
。次に染料Ｂを染料Ａと同様に塗布し、１分間に亘って精子に入り込ませた。この後、Ｄ
Ｉ水で一回濯いだ。最後に、染料Ｃを塗抹上にピペットで滴下し、１分間置いてＤＩ水で
濯いだ。この時、油浸の１００倍対物レンズを使用して、少なくとも１００の精子を映し
た（Ｎ（反復回数）＝３）。精子がＷＨＯ形態学的判定基準（頭部：球形頭部；頭部面積
の４０％～７０％を覆う先体；頭部長さ３．７μｍ～４．７μｍ；頭部幅２．５μｍ～３
．２μｍ；幅に対する長さの比率１．３～１．８；２以下の小空胞；先体後領域はいかな
る空胞も含まない。中間部：中間部には細胞質の残留がない；中間部の長さは頭部の長さ
とほぼ同じ；頸部の破損がない。主部：尾部の破損を示す鋭角又は屈曲がない；中間部よ
り薄い；主部の長さは頭部の長さのおよそ１０倍である）に含まれる場合に形態学的に正
常と見なした。
【００３７】
（精子成熟の判断）
　５μｍ及び８μｍのＭＭＳＳチップから取り出した精子懸濁物を３０分後に回収した。
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３μｍのＭＭＳＳチップから回収した精子は、この解析には精子濃度が低すぎるため、核
の成熟について解析しなかった。乾燥した塗抹をＳｐｅｒｍａｃ固定溶液で５分間固定し
た後、ＤＩ水で濯いだ。４％酢酸溶液中の５％アニリンブルーを調製し、塗抹上に注いだ
。塗抹を染色溶液に５分間浸した後、ＤＩ水で濯いだ。油浸１００倍対物レンズを使用し
て、少なくとも１００の精子を判断した（Ｎ（反復回数）＝３）。濃い青で染色された精
子の頭部を未熟とし、染色されていないままのものを成熟と見なした。
【００３８】
（ＲＯＳ検出）
　精子洗浄：１ｍｌの精液を凍結保存タンクから取り出し、３７℃の温浴で１５分間解凍
した。１ｍｌの精液に９ｍｌのＨＴＦ＋１％ＢＳＡ培地を添加し、５００ｘｇで５分間遠
心分離して、チューブの底に精子ペレットを残して上清を除去することによって洗浄した
精液試料を作製した。この手順を３回繰り返した。ＨＴＦ培地を精子ペレットに添加し、
ＲＯＳ研究により試料を染色した。
【００３９】
　スイムアップ法：１ｍｌの精液を凍結保存タンクから取り出し、３７℃（３７　ｄｅｓ
ｉｒｅｓ　Ｃ）の温浴で１５分間解凍した。精液を９ｍＬのＨＴＦ＋１％ＢＳＡで希釈し
た。その後、希釈した精子懸濁物を５００ｘｇで５分間遠心分離した。続いて、上清を除
去して廃棄した。残りのペレットを５００ｘｇで５分間に亘って試料を遠心分離すること
によって再度洗浄した。再度上清を除去し廃棄した。最後に、ペレットを破壊しないよう
に５００μＬの培地を遠心チューブの壁に沿って添加した。その後、試料をインキュベー
ターに入れ、３０分間に亘って運動性精子をペレットからスイムアップさせた。ペレット
を残して運動性精子を収集した。ＭＭＳＳチップを３０分間インキュベートし、ＲＯＳ研
究のため精子懸濁物を取り出した。
【００４０】
　ＲＯＳ検出のための染色：２つの蛍光染料、ジヒドロエチジウム（ＤＨＥ）とＳＹＴＯ
Ｘグリーンとを組み合わせたフローサイトメトリーを使用してＲＯＳ生成を検査した。Ｄ
ＨＥは、精子ＤＮＡに結合して赤色蛍光を生じる２つの蛍光色素を産生するスーパーオキ
シドアニオンと反応する。一方、ＳＹＴＯＸグリーンは細胞生存能力の指標であり、細胞
が死んでいる場合に緑色蛍光を生じる。この実験のため、いずれも２０μＬの過酸化水素
と混合した、取り出した精子懸濁物２００μＬからなる４つの対照試料を作製した。これ
に続いて、３７℃で３０分間のインキュベーションを行った。試料に染料を添加した。す
なわち、陰性対照には色素を添加せず、５μＭのＤＨＥを第２の試料に添加し、５０ｎＭ
のＳＹＴＯＸグリーンを第３の試料に添加し、それぞれ５μＭと５０ｎＭのＤＨＥとＳＹ
ＴＯＸの両方を第４の試料に添加した。染料を１５分間インキュベートした後、試料を試
験する１５分前に測定のためフローサイトメトリーへと移した。実験の間ＦＡＣＳＣａｌ
ｉｂｕｒフローサイトメーター（カリフォルニア州サンジョーズのＢｅｃｔｏｎ　Ｂｅｃ
ｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）を使用した。４８８ｎｍでのアルゴンレーザー励起と、Ｆ
Ｌ１とＦＬ２に対してそれぞれ５３０／３０バンドパス（緑）及び５８５／４２バンドパ
ス（赤）のフィルタを使用する発光測定とを組み合わせた。どの精子の事象もゲートアウ
トせず、少なくとも１０，０００の細胞を検査した。試験試料に対して、解凍した精液由
来の５００μＬの試料、スイムアップ懸濁物、３μｍ、５μｍ及び８μｍのフィルタ孔サ
イズのマイクロチップを収集した。それぞれ５μＭと５０ｎＭのＤＨＥ及びＳＹＴＯＸを
各試料に添加し、１５分間インキュベートした。測定のため試料をフローサイトメーター
に取った。
【００４１】
（ＤＮＡ断片化）
　ＴＵＮＥＬアッセイキット（Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　Ｃｅｌｌ　Ｄｅａｔｈ　Ｄｅｔｅｃｔｉ
ｏｎ　Ｋｉｔ、Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅによるフルオレセイン）を
使用し、未処理の精液、スイムアップ、並びに３μｍ、５μｍ及び８μｍの孔サイズのフ
ィルタを備えたマイクロチップデバイスから回収した精子の集団についてＤＮＡ断片化を
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定量化した。これらの試料は全て先に言及されたＲＯＳ検出の欄で獲得された。最初に、
全ての精子懸濁物をＰＢＳ及び１％ＢＳＡを用いて５分間に亘り５００ｘｇの遠心分離に
よって２回洗浄した。洗浄してすぐに、精子細胞の濃度を２×１０6細胞／ｍｌに調整し
た。その後、精子懸濁物をＰＢＳ中４％パラホルムアルデヒド（１００μＬの細胞懸濁物
毎に２００μＬ）で３０分間に亘って室温で固定した。精子細胞をＰＢＳ及び１％ＢＳＡ
を用いて６分間に亘り５００ｘｇで２回洗浄し、２分間氷中／氷上で０．１％クエン酸ナ
トリウム中０．１％ＴｒｉｔｏｎＸを用いて透過処理した。精子を２回洗浄した後、５μ
Ｌの酵素（ＴｄＴ）溶液及び４５μｌの標識（ｄＵＴＰ－フルオレセイン）溶液と共に３
７℃で１時間インキュベートした。同様に、陰性及び陽性の対照試料を調製した。ただし
、染色に先立って、陽性対照をＤＮａｓｅと共に３７℃で４０分間インキュベートした。
染色の間、陰性対照のみを標識溶液（酵素溶液を含まない）と共にインキュベートした。
染色の後、試料をＰＢＳ及び１％ＢＳＡで２回洗浄し、ＰＢＳ中に再懸濁した（Ｍｕｒａ
ｔｏｒｉ　ｅｔ　ａｌ，２０００）。ＤＮＡ断片化細胞の蛍光発光をフローサイトメータ
ーで判断し、ＦＬ－１検出器（５２１ｎｍ）により検出した。合計５０００の事象を取得
した。精子集団をデータからゲートアウトして細片からのいかなるシグナルも除外した。
実験を６回繰り返した（Ｎ＝６）。
【００４２】
（結果及び考察）
　化学物質不使用で遠心分離不使用のハイスループットな縦断的な（ｖｅｒｔｉｃａｌ）
精子選別デバイスを開発するため、上に記載されるようにＭＭＳＳチップを作り、組み立
てた。簡潔には、それは、例えば３μｍ、５μｍ、８μｍ等の様々な直径のポリカーボネ
ートフィルタによって分離される２つのチャンバーチップである。精子試料を底部チャン
バーに注入し、選別された運動性の／健康な精子を頂部回収チャンバーから収集する。例
えば、２つのチャンバーの間で均一なサイズの孔を有するフィルタの存在は、最も運動性
の健康な精子がフィルタ孔を通って移動し得るように設計された。精子選別に使用したポ
リカーボネートフィルタの走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）画像は、図４に図示されるように
均一な孔径を示した。種々の微細孔径、ｉ）３μｍ、ｉｉ）５μｍ、及びｉｉｉ）８μｍ
のポリカーボネートニュークリアポアトラックエッチドメンブレンフィルタのＳＥＭ画像
である。スケールバーは１０μｍである。これらの画像は、様々なフィルタ孔と精子の相
対的なサイズを示す。
【００４３】
　精子の頭部は球形であり、約３μｍ×４．５μｍのサイズを有する。精子の尾部は約４
５μｍ～５０μｍの長さである。精子の頭部よりも大きな直径のフィルタがこの２つのチ
ャンバーチップの間に設置される場合、運動性の精子のみが微細孔を通る道を作ることが
できるのに対し、死亡した／死につつある精子は尾部が長いため微細孔を通過することが
できない。
【００４４】
（精子の運動性及び回収率）
　選別した精子の運動性を調べるため、本発明者らは、３つ全てのＭＭＳＳチップ（３μ
ｍ、５μｍ、及び８μｍの直径のフィルタチップ）の頂部回収チャンバーから収集した精
子を解析した。図５Ａに図示されるように、結果は、ＭＭＳＳチップにより選別された精
子がストック精子試料と比較して著しく高い運動性を示すことを示した。具体的には、３
μｍ、５μｍ、及び８μｍのフィルタチップは、それぞれ９５パーセント±１０以上、９
０．４パーセント±１．８以上、８５．９パーセント±１．５以上の精子運動性を示し、
これはストック精子の運動性（３９．８パーセント±１．９）よりも著しく高かった。本
発明者らは、精子運動性に対するインキュベーション時間の効果を更に調べた。精子を１
５分後、３０分後、４５分後、及び６０分後に収集した。図５Ａに図示されるように、６
０分の時間点の場合の運動性が最も高かったのに対し、１５分の時間点では最も低く、本
発明者らは、精子試料がより長い時間の後に収集された場合に回収された精子の運動性が
増すことを見出した。この運動性の増加は、３つ全てのチップにおいて認められた。各実
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験の開始時にＨＴＦ＋１パーセントＢＳＡをＭＭＳＳチップの頂部チャンバーにピペット
で滴下した場合、２つの液体、すなわちストック精子試料とＨＴＦ＋１パーセントＢＳＡ
培地の混合に起因して精子試料においてわずかな乱流が生じ得る。この精子試料における
乱流は、後の時間点（３０分後、４５分後、及び６０分後）と比較して実験開始時（１５
分後）におけるより低い精子運動性に対する可能性のある理由である。さらに本発明者ら
は、様々な時間点における精子回収率、すなわち、ストック試料から回収された健康な精
子の割合（％）を計算した。回収率は、精子試料の精子数少ない（精子減少症標本及び無
精子標本）状況では特にどの精子選別デバイスにとっても重要なパラメータである。ＭＭ
ＳＳチップでは、図５Ｂに図示されるように、或る期間、すなわち１５分、３０分、４５
分、及び６０分の時間点に亘って精子回収率を分析した。精子回収率は３０分の時間点で
収集された試料で最大であった（３μｍ、５μｍ、及び８μｍのＭＭＳＳチップに対して
それぞれ３．０８パーセント±０．４２、２３．７５パーセント±３．９６、及び２８．
５８パーセント±２．８１）。本発明者らは、図５Ｂに図示されるように、３０分超に亘
って試料をインキュベーションした場合に精子の回収率が減少することから、この３０分
の時間点を飽和時間点と呼ぶ。本発明者らは、３０分後に一部の精子がフィルタを逆行し
て底部チャンバーに戻っている可能性があると考える。
【００４５】
（精子の生存能力）
　運動性の精子を生存可能とした。選別された精子が生存可能であるという本発明者らの
知見を実証するため、本発明者らは３０分の時間点で選別した精子に対して生／死染色を
行った。選別された精子の生存能力は、ストック精子試料よりも著しく高く、すなわち４
１．０パーセント±０．４５（ストック精子）、９１．３２パーセント±３．４３（３μ
ｍのＭＭＳＳチップ）、８９．８３パーセント±５．８２（５μｍのＭＭＳＳチップ）、
９１．５９パーセント±４．４４（３μｍのＭＭＳＳチップ）であった。
【００４６】
（精子運動性及び回収に対する試料希釈の効果）
　運動性及び回収率に対する精子試料の希釈の効果を調べるため、ＭＭＳＳチップを使用
して加工する前に、本発明者らは１：４の比率でＨＴＦ＋１パーセントＢＳＡを用いてス
トック精子試料を希釈した。図５Ａに図示されるように、選別した精子の運動性は４つの
時間点（１５分、３０分、４５分、及び６０分）の全てにおいてストック精子試料よりも
著しく高く、すなわち４５．８パーセント±１．５（ストック精子）、９５．０パーセン
ト±０．５以上（３μｍのＭＭＳＳチップ）、９３．７パーセント±４．７以上（５μｍ
のＭＭＳＳチップ）、９０．７パーセント±２．５以上（８μｍのＭＭＳＳチップ）であ
ったのに対し、希釈されていない精子試料を使用した場合には異ならなかった。しかしな
がら、図５Ｂに図示されるように、希釈されていないストック精子試料に代えて希釈した
精子試料を使用する場合、精子回収率は増加した。最大回収率は、３０分後の時間点で８
μｍのチップに対して５２．６８パーセント±４．９７であることがわかった。希釈した
試料では、精子は、別の精子にぶつかる前に平均自由行程の増加を有した。この現象が、
精子がフィルタの微細孔により速く到達して横切ることを補助した可能性がある。さらに
、フィルタは固定された数の孔（１４パーセント未満の空隙率）を有する。希釈した試料
では、より少ない数の精子がフィルタ孔を横切ろうとすると、各精子が空の孔を見つけ、
それを通って移動する可能性がより高かった。
【００４７】
（精子速度の解析）
　様々な精子の速度パラメータ、すなわち、曲線速度（ＶＣＬ）、直線速度（ＶＳＬ）、
及び平均経路速度（ＶＡＰ）を解析した。これらの速度の定義を示す精子の通り道の代表
的な画像を補足図面３に示す。図３の通り道が作製されたオリジナルの精子のビデオが補
足動画１として与えられる。ＭＭＳＳチップを使用して選別された精子は、図６に図示さ
れるようにストック精子試料よりも著しく速い精子速度を示した。具体的には、図６Ａに
図示されるように、平均精子ＶＣＬは、３μｍ、５μｍ、及び８μｍのＭＭＳＳチップに
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対してそれぞれ５２．７±６．０μｍ／秒（ストック精子）から５９．９±３．５μｍ／
秒、７５．３±３．１μｍ／秒、及び７５．６±４．５μｍ／秒に増加した。平均精子Ｖ
ＳＬは、図６Ｂに図示されるように、３μｍ、５μｍ、及び８μｍのチップに対してそれ
ぞれ４４．４±５．６μｍ／秒（ストック精子）から５２．１±３．５μｍ／秒、６３．
４±３．５μｍ／秒、及び６４．１±３．９μｍ／秒に増加した。平均精子ＶＡＰは、図
６Ｃに図示されるように、３μｍ、５μｍ、及び８μｍのチップに対してそれぞれ４８．
４±５．８μｍ／秒（ストック精子）から５４．１±３．４μｍ／秒、６８．０±２．９
μｍ／秒及び６７．５±４．１μｍ／秒に増加した。より速い精子速度は、選別された精
子がストック試料よりも健康であることを示す。本発明者らが３つの異なるＭＭＳＳチッ
プを使用して選別された精子間で速度を比較したところ、５μｍ及び８μｍのＭＭＳＳチ
ップを使用して選別された精子は、３μｍのフィルタチップよりも速いＶＣＬ、ＶＳＬ及
びＶＡＰの速度を与えたことを認めた。これは、おそらくは、３μｍより小さい頭部サイ
ズを有するほとんどの未熟な運動性精子が３μｍの微細孔を通過できたという事実による
。この唯一の例外は、２以上の３μｍの孔が共に結合してより大きな孔を作るフィルタ領
域であった。
【００４８】
（精子の形態学的解析）
　形態学的解析のため、精子をＳｐｅｒｍａｃ　Ｓｔａｉｎにより染色した。ＷＨＯによ
って定義された厳しい基準に基づいて精子を形態学的に正常と見なした。４パーセント超
の形態学的に正常な精子を有する精子試料をいずれも正常と見なした。本発明者らは、５
μｍのＭＭＳＳチップを使用して選別した精子は全体的な形態学に関して精子の質を改善
しなかったが、選別された精子は運動性であったことを見出した。８μｍのＭＭＳＳチッ
プを使用して選別された精子は、ストック及び５μｍのＭＭＳＳチップを使用して選別さ
れた精子に対して著しく改善された形態学、すなわち、３０．０パーセント±７．６（８
μｍのＭＭＳＳチップ）、１７．０パーセント±３．２（５μｍのＭＭＳＳチップ）、及
び１７．６パーセント±０．５（ストック精子）を示した。
【００４９】
（精子核の成熟解析）
　アニリンブルーで精子を染色し、核成熟について解析した。アニリンブルー染色は、未
熟な精子のリジンに富む核と成熟な精子のアルギニン／システインに富む核を区別する。
未熟な精子の核をアニリンブルーで染色し、核と先体の色の対比を示した。アニリンブル
ーで染色した精子の代表的な画像及びそれらの判断基準を図７に示す。５μｍのフィルタ
チップを使用して選別した精子は、核の成熟に関してストック精子に対して何らの改善も
示さなかった。一方、８μｍのフィルタチップを使用して選別した精子は、図８に図示さ
れるようにストック精子試料よりもより高い核の成熟、すなわち、４０．８パーセント±
５．１（８μｍのＭＭＳＳチップ）、２５パーセント±４．６（５μｍのＭＭＳＳチップ
）、及び２６．９パーセント±５．８（ストック精子）を示した。
【００５０】
（ＲＯＳ生成解析）
　選別した精子をＲＯＳ生成について解析した。本発明者らは、洗浄法、従来のスイムア
ップ法、及びＭＭＳＳチップの後、精子におけるＲＯＳ精製を比較した。本発明者らは、
ＭＭＳＳチップによって選別された精子は、スイムアップ及び洗浄法よりもＲＯＳの生産
が著しく少ないことを見出した（図９）。精子洗浄及びスイムアップ法は、それぞれ精子
の１０．１％±０．３％及び１０．６％±１．１％においてＲＯＳを産生したのに対し、
ＭＭＳＳチップを使用して選別された精子は、精子のわずか０．８％±０．４％（３μｍ
のＭＭＳＳチップ）、０．７％±０．１％（５μｍのＭＭＳＳチップ）及び１．０％±０
．１％（８μｍのＭＭＳＳチップ）でＲＯＳ産生を示した。選別していない精子試料は、
精子の１．８％±０．６％においてＲＯＳ産生を示し、これは、スイムアップ法及び洗浄
法におけるＲＯＳの生成の増加が遠心分離工程に起因することを明確に示した。
【００５１】
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（ＤＮＡ断片化解析）
　精子ＤＮＡの断片化の解析は、生殖可能な男性と不妊症の男性を区別することができ、
より高レベルのＤＮＡ断片化を示す精子試料はＩＶＦ／ＩＣＳＩにおいて結果的により低
い受精率、胚の発達不全、及びより低い妊娠率をもたらす。ＭＭＳＳチップを使用して選
別された精子をＤＮＡ断片化について解析した。ＤＮＡ断片化（％）は１．１％±０．３
％（８μｍのＭＭＳＳ）、２．１％±０．７％（５μｍのＭＭＳＳチップ）、３．４％±
０．８％（３μｍのＭＭＳＳチップ）、３．７％±１．２％（スイムアップ法）、及び３
１．２％±１．２％（選別していない精液）であった。５μｍ及び８μｍのチップを使用
して選別された精子は、選別されていない精子試料及びスイムアップ法を使用して選別さ
れた精子よりも著しく低いＤＮＡ断片化（％）を示した（図１０）。
【００５２】
　理想的な精子選別技術は、（ｉ）迅速で費用対効果が高く、（ｉｉ）手間がかからず、
（ｉｉｉ）大容量の精子を加工することができ、（ｉｖ）死亡した／非運動性の精子から
運動性の精子の単離するため高い回収効率を有する、（ｖ）より速度の速い精子を単離す
る、（ｖｉ）形態学的に正常で成熟な精子を単離する、（ｖｉｉ）遠心分離工程を除外す
ることによってＲＯＳの生成及び形態学的な損傷を軽減する、（ｖｉｉｉ）精子のＤＮＡ
断片化の割合を減少するものでなくてはならない。これらのパラメータは、一般的には、
どの精子選別デバイスに対しても望ましい特徴であり、本発明のシステムはこれらの特徴
を提供するプラットフォームを提案する。
【００５３】
　本明細書で提供される特定の実施例では、１つのチップを作り上げるための全材料費は
、１ドル未満（フィルタに５０セント、ＰＭＭＡ及びＤＳＡに５０セント未満）である。
ＭＭＳＳチップは、スイムアップ技術（２０パーセント未満）よりも高い回収率（ストッ
ク精子からの２８．５８パーセント±２．８１パーセントの回収）で非運動性精子から運
動性精子を迅速に（およそ３０分）単離する。回収は、希釈試料を使用することにより５
２．６８パーセント±４．９７（８μｍフィルタ）まで更に高められる。精子希釈は健康
な精子のより高い回収をもたらすが、一時に加工可能な実際のストック精子の容量を減少
する。（ｉ）小容量の射精、及び（ｉｉ）非常に少ない精子数を伴う射精については、加
工する前にストック精子を希釈することが望ましい場合がある。ＭＭＳＳチップのデザイ
ンは非常に拡張性があり、より大きなフィルタ（例えば、１．５ｍｌ以上）を使用するこ
とにより大容量の精液を加工することができる。大量の精液試料を加工することは、ＩＶ
Ｆ手法に十分な精子を回収するため必要である。さらに、高容量の加工は、精子数減少又
は低い精子運動性を有する試料に非常に重要である。
【００５４】
　より速い速度パラメータを有する精子は、ＩＣＳＩの受精率を高めることができる。Ｍ
ＭＳＳチップによって選別された精子は、選別された精子がより高品質であることを明確
に示したストック精子と比較して、著しい速度パラメータ（ＶＣＬ、ＶＳＬ、及びＶＡＰ
）の向上を示した。精子形態学は、受精の成功の別の重要な指標である。形態学的に正常
な精子は、ＩＶＦ手法の間の受精率を高める。８μｍのＭＭＳＳチップを使用して精子を
選別することは、精子形態学的を１．７倍改善し、これは図７に図示されるように顕著な
改善である。また、精子の運動性と形態学の関連を記すことも興味深い。本発明者らは、
形態学的に正常な精子は良好な速度も示すことを見出し、これら２つの機能的パラメータ
（精子の速度及び形態学）が関連することを実証した。
【００５５】
　精子の核成熟は、男性不妊症との関連が示されている。核の成熟によって説明されるク
ロマチン濃縮は、ＩＶＦの結果に対する別の予測因子である。８μｍのＭＭＳＳチップを
使用して選別された精子は、図８に図示されるように、ストック試料と比較して著しく改
善された精子の成熟を示した。また、本発明者らは、ヒト精子によるＲＯＳ生成を調べた
。ＲＯＳ生成は、精子の質及びそのアポトーシス状態を判断するための重要な調査手段で
ある。精子形成の間の分化不良、クロマチン凝縮の不良、重金属への暴露、熱又は電磁波
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の照射、長期のｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養、及びＲＯＳ生成細胞の近辺の精子の存在等の精子
のＲＯＳ生成をもたらす多くの経路及び理由が存在する。健康な精子を選別するため遠心
分離工程を利用する従来の技術は、これらの技術が白血球等のＲＯＳ生成細胞と共に精子
を遠心分離することから、別のＲＯＳ生成の理由である。本発明者らは、３つ全てのＭＭ
ＳＳチップを使用して選別された精子は、ストック精子と比較して著しく低いＲＯＳ生成
を示すことを見出した。
【００５６】
　ＤＮＡの断片化は、男性不妊症の別の非常に重要な指標である。幾つかの報告によれば
、精子のＤＮＡ完全性は、受精に対する独立したマーカーとして見なされる場合がある。
ＭＭＳＳチップを使用して選別された精子は、図１０に図示されるように選別されていな
い精液試料と比較して、ＤＮＡ断片化において著しい改善を示す。現在、精子のスイムア
ップ法がより低いＤＮＡ断片化を伴う精子を選別するための基準とされている。５μｍ及
び８μｍのＭＭＳＳチップによって選別された精子がスイムアップ法よりもかつてないほ
ど低いＤＮＡ断片化を示したことは興味深い。本発明者らは、これらの機能性アッセイに
基づき、８μｍのＭＭＳＳチップを使用して選別された精子が従来の方法と比較してより
良好な質であると考える。形態学的に正常で成熟した運動性且つ機能性の精子の選別は、
ＩＶＦ／ＩＣＳＩの結果を改善する可能性がある。
【００５７】
　ここで図１１を参照すると、精子を選択するプロセスの工程１００の幾つかの例が提供
される。プロセスブロック１０２で開始する工程１００は、上に記載されるような微小流
体システムの注入口へと精子の試料を受け取ることを含む。その後、プロセスブロック１
０４では、微小流体システムから選別された精子を採取するため、微小流体システムに対
してアクセスを提供する排出口へと微小流体システムを通る流路に試料の精子を縦走させ
る。プロセスブロック１０６では、精子を排出口に到達する前にフィルタに供する。記載
されるように、フィルタは複数の微細孔を有し、重力を使用してフィルタによって精子の
動きを制限するように（ｒｅｓｔｒｉｃｔ）向けられる。したがって、プロセスブロック
１０８において、選別された精子は排出口に供給される。選別された精子は、フィルタを
通過し、重力を克服した後排出口を通過する精子を含む。
【００５８】
　そのため、本発明は、（ｉ）健康な精子を選別し、運動性、速度及び形態学を解析する
ための化学物質不使用でフローフリーのシステムの開発、（ｉｉ）選別された健康な精子
の単離、及び（ｉｉｉ）精子の枯渇及び集団運動のよりよい理解を発達させるためのシス
テム及び方法を提供する。このプラットフォームは、スイムアップ技術及びミクロドロッ
プ（ｍｉｃｒｏｄｒｏｐ）技術等の既存の臨床手法を超えた革新である。また、精子の選
別及び解析のため空間が制限されたチャネルにおける枯渇の新たな草分け的な知識を使用
することから、報告されている微小流体に基づく精子選別デバイスに対して新規である。
臨床生殖医学は手間のかかる困難な分野であったことを考えると、かかる使用が容易なマ
イクロチップが健康な精子の選択の改善をもたらすことができ、操作者の熟練度への依存
を低下し、反復可能で信頼できる操作工程を容易にする。
【００５９】
　本発明は、１又は複数の好ましい実施形態に関して記載され、明らかに述べられたもの
以外の多くの等価物、代替物、変化及び修飾が可能であり、本発明の範囲に含まれること
が理解される。
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