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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第１の流体の複数の液滴の間の間隔を操作する方法であって、前記方法は、
　マイクロフルイディックチャネル内の同一の方向に前記第１の流体の複数の液滴を含む
連続相流体のストリームを流すことであって、前記連続相流体は、前記複数の液滴と非混
和性である、ことと、
　前記連続相流体のストリーム内で隣接する液滴の間の間隔を増加させることであって、
前記隣接する液滴の間の間隔を増加させることは、ある体積の流体を前記隣接する液滴の
間に注入することによって行われ、前記体積の流体は、前記複数の液滴と非混和性であり
、かつ、前記連続相流体と混和性である、こと、または、
　前記連続相流体のストリーム内で隣接する液滴の間の間隔を減少させることであって、
前記隣接する液滴の間の間隔を減少させることは、前記マイクロフルイディックチャネル
内の圧力を調整することによって、前記隣接する液滴の間からある体積の前記連続相流体
を除去することによって行われ、前記マイクロフルイディックチャネル内の圧力は、前記
マイクロフルイディックチャネル内の圧力を側面分岐チャネル内の圧力よりも高くして、
前記連続相流体が前記側面分岐チャネルに流入することを可能にすることによって調整さ
れる、ことと
　を含む、方法。
【請求項２】
　前記体積の前記連続相流体を除去することは、前記複数の液滴の通過ではなく、前記連
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続相流体の通過を可能にするように適合された、前記マイクロフルイディックチャネルと
流体連絡するアウトレットチャネルを提供することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記複数の液滴は、前記連続相流体によって囲まれている、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記連続相流体と混和性である前記体積の前記流体は、前記マイクロフルイディックチ
ャネルに対して垂直な方向から注入される、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記体積の前記連続相流体は、前記マイクロフルイディックチャネルに対して垂直に除
去される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記複数の液滴のそれぞれの内容は、同一である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記複数の液滴のそれぞれの内容は、異なっている、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記連続相流体は、油である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記油は、界面活性剤を含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記界面活性剤は、フッ素系界面活性剤である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記油は、フッ素化油である、請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
　シリンジまたはポンプを用いて、前記連続相流体と混和性である前記体積の前記流体が
注入され、または、前記体積の前記連続相流体が除去される、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　正の圧力源または負の圧力源を用いて、前記連続相流体と混和性である前記体積の前記
流体が注入され、または、前記体積の前記連続相流体が除去される、請求項１に記載の方
法。
【請求項１４】
　前記連続相流体において前記第１の流体の前記複数の液滴を形成することをさらに含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　ある体積の流体を前記隣接する液滴の間に注入することは、前記隣接する液滴の間の間
隔を増加させ、前記体積の流体は、前記複数の液滴と非混和性であり、かつ、前記連続相
流体と混和性である、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（連邦政府後援の研究開発）
　本研究は、ＮＩＨ（Ｒ０１　ＥＢ００１９０３）によってサポートされた。さらに、本
研究の一部は、ＮＳＦによって資金を提供されたＭＲＳＥＣマイクロフルイディック機関
において行われた。米国政府は本出願において一定の権利を有し得る。
【０００２】
　（技術分野）
　本発明は、マイクロフルイディック（微細流体）の分野に関する。本発明は、マイクロ
フルイディック技術を提供し、フェムトリッター未満からミリリッターまでの尺度での反
応の迅速かつ経済的な操作を可能にする。
【背景技術】
【０００３】
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　（発明の背景）
　最少量の試剤を使用して非常に多くの反応を行う能力が所望される。ロボット、マイク
ロフルイディック、９６－ウェルプレートにおけるコンビナトリアルケミストリなどを含
み、この目的に対する様々な解決策が提案されてきた。様々な反応に対するこれらの方法
のアプリケーションが提案されてきた。
【０００４】
　例えば、膜タンパク質は、人間の健康にとって重要である多くの細胞学的および生理学
的プロセスにおいて、重要な役割を果たしている。膜タンパク質の構造の決定は、膜タン
パク質の機能の理解における重要なステップである。Ｘ線結晶化は、膜タンパク質の構造
の決定に対する強力なツールである。膜タンパク質に対する結晶化の状態は、非常に多く
の数のスクリーニング実験によって決定される。膜タンパク質は、多くの場合に生成する
ことが困難であり、従って、結晶化スクリーンの小型化が、構造研究を加速するために不
可欠である。膜タンパク質の結晶は、多くの場合に壊れやすく、処理によって損傷され得
るので、結晶の回折の質の直接的なインサイチュでのテストを可能にする技術が必要とさ
れる。ナノリッター量の膜タンパク質溶液の処理は、粘度が高く表面張力が低いために困
難である。
【０００５】
　特許文献１は、タンパク質結晶化のハイスループットスクリーニングに関するマイクロ
フルイディック構造の使用を記述する。一実施形態において、統合された組み合わせ混合
チップは、試剤の正確な測定が、チップ上で観察された可能な結晶形成を用いて、非常の
多くのタンパク質結晶化状態を急速に作成することを可能にする。代替的な実施形態にお
いて、マイクロフルイディック構造が利用され得ることにより、特定のタンパク質と結晶
化試剤との組み合わせの位相空間を調査し、それにより、有望な状態を識別し、続く集中
的な試みが結晶の成長を取得することを可能にする。残念ながら、このシステムは動作す
るためには費用がかかり；組み合わせ混合チップは、従来の結晶化プレートよりも明らか
に高価であり；組み合わせ混合チップは、水および気体に対して透過性があり、有機溶媒
に対して適合性がない。従って、膜タンパク質の迅速かつ経済的な結晶化に対するニーズ
が存在する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開第０４／１０４２２８号
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　（発明の要旨）
　本発明は、非常に多くの数の反応、例えば結晶化またはアッセイを平行して行い、迅速
かつ経済的な反応を可能にする方法を提供する。
【０００８】
　本発明は、タンパク質、生体分子、生体分子と束縛リガンドとの錯体などの結晶化に特
に良く適している。本発明は、結晶の回折の質に関する直接的なテストを可能にする。本
発明はまた、コンビナトリアルケミストリの分野に適用可能であり得、反応速度および反
応生成物の両方のモニタリングを可能にする。
【０００９】
　本発明は以下の魅力的な特徴のうちの１つ以上を有する：（１）方法は、大規模に実現
可能である－スクリーンにおいて使用される試剤の数を増加させることが、さらに複雑な
構成を必要とせず、より長い収容構成要素のみを必要とする。（２）一部の実施形態にお
いて、方法は、三相流におけるスペーサの使用を含む。例えば、フッ化搬送流体の使用は
、プラグの保護および表面の化学性質の制御を提供し得、気泡の使用は、水溶性のプラグ
が融合することを防止し得る。（３）アレイは、シリンジを使用する単純な方法からロボ
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ット工学までの様々な方法によって事前に製作され得る。キャピラリー内の事前に製作さ
れたプラグのアレイは、数ヶ月間、格納され得、滅菌され得るか、または不活性環境の下
で準備され得、可能なアプリケーションの範囲を拡大する。（４）方法は、エンドユーザ
にとって非常に単純である－複数の流れを駆動して組み合わせる一定の流れの源を除いて
、高性能な機器はユーザ側に必要とされない。全体として、本方法は試剤が格納され、単
純で信頼の置けるフォーマット、例えば診断および感知で使用されなければならないアプ
リケーションにとって魅力的である。さらに、本方法は、化学および生化学における広い
範囲のアプリケーションを見出し得、９６－、３８４－、および１５３６－ウェルプレー
トにおける試剤が格納されるか、または分配される最新の方法、例えば、コンビナトリア
ルケミストリ、タンパク質結晶化、および生化学的アッセイを促進し、かつ、小型化する
。
本発明は、例えば、以下を提供する。
（項目１）
　少なくとも１つのマイクロチャンネルを備えている装填構成要素であって、該装填構成
要素は、プラグのアレイを形成することに適し、各プラグはプラグ流体を備え、各プラグ
は、該プラグ流体と非混和性である搬送流体および／またはスペーサによって、別のプラ
グから分離されている、装填構成要素と、
　少なくとも１つのマイクロチャンネルを備えている少なくとも１つの着脱式の保持構成
要素であって、該マイクロチャンネルは、該保持構成要素に流体接続するように構成され
ている、保持構成要素と
　を備え、
　該保持構成要素は、該プラグのアレイで装填され、該装填構成要素から取り外される際
、プラグは直ちに融合または混合しない、マイクロフルイディックデバイス。
（項目２）
　上記保持構成要素は、キャピラリー管である、項目１に記載のマイクロフルイディック
デバイス。
（項目３）
　上記保持構成要素は、パイプの一部分である、項目１に記載のマイクロフルイディック
デバイス。
（項目４）
　上記保持構成要素は、チップである、項目１に記載のマイクロフルイディックデバイス
。
（項目５）
　上記保持構成要素または上記装填構成要素のうちの一方はメス端を有し、他方はオス端
を有する、項目１、項目２、項目３、または項目４に記載のマイクロフルイディックデバ
イス。
（項目６）
　少なくとも１つのオープンエンドを有する第１のマイクロチャンネルを備えている保持
構成要素であって、該少なくとも１つのオープンエンドは、別のマイクロチャンネルに流
体接続するように構成されている、保持構成要素と、
　該保持構成の該第１のマイクロチャンネル内に置かれているプラグ流体のプラグの１つ
以上の線形のアレイと
　を備え、
　各プラグは搬送流体および／またはスペーサのいずれかによって別のプラグから分離さ
れ、
　該搬送流体および該スペーサは、該プラグ流体におよび互いに非混和性であり、
　該マイクロチャンネルは、該搬送流体によって湿潤される、キット。
（項目７）
　キャピラリー管である、項目６に記載のキット。
（項目８）
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　１ｍｍを下回る直径を有するパイプである、項目６に記載のキット。
（項目９）
　上記流体プラグの線形のアレイ内の各プラグは、少なくとも１つの溶媒および１つ以上
の試剤を備え、該各プラグは、同じ試剤の異なった濃度または複数の試剤の異なった濃度
を備えている、項目６、項目７、または項目８に記載のキット。
（項目１０）
　上記流体プラグの線形のアレイ内の各プラグは、少なくとも１つの溶媒および少なくと
も１つの試剤を備え、該線形のアレイ内の２つのプラグは、異なる試剤を備えている、項
目６、項目７、または項目８に記載のキット。
（項目１１）
　上記流体プラグの線形のアレイ内の各プラグは、少なくとも１つの溶媒および少なくと
も１つの試剤を備え、該線形のアレイは、ケミカルスペースの領域をスパンする特性を有
する物質を含んでいる、項目６、項目７、または項目８に記載のキット。
（項目１２）
　上記流体プラグの線形のアレイ内の各プラグは、少なくとも１つの溶媒および１つ以上
の試剤を備え、該線形のアレイは、結晶化スクリーンを行うことに適している、項目６、
項目７、または８項目に記載のキット。
（項目１３）
　上記線形のアレイ内の１つ毎のプラグは、少なくとも１つの溶媒および試剤を備え、残
りのプラグは、少なくとも１つの溶媒および少なくとも１つの標識を備えている、項目６
、項目７、または項目８に記載のキット。
（項目１４）
　上記流体プラグの線形のアレイは、少なくとも２つの流体プラグを備えている、項目６
から項目１３のいずれかに記載のキット。
（項目１５）
　上記流体プラグの線形のアレイは、少なくとも１０個の流体プラグを備えている、項目
６から項目１３のいずれかに記載のキット。
（項目１６）
　上記流体プラグの線形のアレイ内の各プラグは、少なくとも１０００個の流体プラグを
備えている、項目６から項目１３のいずれかに記載のキット。
（項目１７）
　上記流体プラグの線形のアレイ内の各プラグは、約０．００１ｆＬ～１０ｍＬのプラグ
流体を備えている、項目６から項目１６のいずれかに記載のキット。
（項目１８）
　上記流体プラグの線形のアレイ内の各プラグは、約１０Ｍ未満の試剤を備えている、項
目６から項目１６のいずれかに記載のキット。
（項目１９）
　上記各プラグは、上記搬送流体によって分離されている、項目６から項目１８のいずれ
かに記載のキット。
（項目２０）
　上記線形のアレイ内の少なくとも２つのプラグは、上記スペーサによって分離されてい
る、項目６から項目１８のいずれかに記載のキット。
（項目２１）
　上記スペーサは、液体、気体、ゲルまたは固体である、項目６から項目２０のいずれか
に記載のキット。
（項目２２）
　上記スペーサは、液体または気体である、項目６から項目２１のいずれかに記載のキッ
ト。
（項目２３）
　入口および出口を有する第１のマイクロチャンネルと、
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　試剤の入口および１つ以上の送達チャンネルを有し、該第１のマイクロチャンネルに流
体連通する第２のマイクロチャンネルであって、該送達チャンネルは実質的に同じ流体抵
抗を有する、第２のマイクロチャンネルと
　を備えている組み合わせ構成要素。
（項目２４）
　上記入口は、保持構成要素に流体接続するように構成されている、項目２３に記載の組
み合わせ構成要素。
（項目２５）
　上記出口は、収容構成要素に流体接続するように構成されている、項目２３または項目
２４に記載の組み合わせ構成要素。
（項目２６）
　フッ素含有の分子を備えている少なくとも１つの搬送流体と、
　搬送流体によって分離されているプラグ流体の１つ以上のプラグであって、該プラグ流
体は、該搬送流体に非混和性である、プラグと、
　該プラグ流体内で実質的に不溶性であり、かつ、該搬送流体内で可溶性である界面活性
剤と
　を備えている、マイクロフルイディックシステム。
（項目２７）
　少なくとも１つのマイクロチャンネルを備えている保持構成要素であって、該保持構成
要素は、プラグ流体のプラグを備えているプラグのアレイを格納および輸送することに適
し、該プラグは、該プラグ流体と非混和性である搬送流体によって互いに分離されている
、保持構成要素と、
　（ａ）入口および出口を有する第１のマイクロチャンネルと、（ｂ）試剤の入口および
１つ以上の送達チャンネルを有し、該第１のマイクロチャンネルに流体連通する第２のマ
イクロチャンネルとを備えている組み合わせ構成要素であって、該送達チャンネルは、実
質的に同じ流体抵抗を有する、組み合わせ構成要素と
　を備え、
　該保持構成要素は、該組み合わせ構成要素から着脱可能である、マイクロフルイディッ
クシステム。
（項目２８）
　少なくとも１つのマイクロチャンネルを備えている装填構成要素をさらに備え、該装填
構成要素は、上記アレイの形成に適している、項目２７に記載のマイクロフルイディック
システム。
（項目２９）
　１つ以上のマイクロチャンネルを備えている収容構成要素をさらに備え、該収容構成要
素は、上記アレイを操作することに適している、項目２７または項目２８に記載のマイク
ロフルイディックシステム。
（項目３０）
　（ａ）第１のプラグ流体のプラグの線形のアレイをマイクロフルイディック装置内の第
１のマイクロチャンネルの中に第１の流量で導入することであって、該第１のプラグ流体
のプラグは、第１の搬送流体および／またはスペーサのいずれかによって互いから分離さ
れ、該搬送流体および該スペーサは、プラグ流体および互いに非混和性である、ことと、
　（ｂ）第２のプラグ流体の流れをマイクロフルイディック装置内の第２のマイクロチャ
ンネルの中に第２の流量で導入することであって、該第１のマイクロチャンネルと該第２
のマイクロチャンネルとは互いに流体連通する、ことと、
　（ｃ）該第１のプラグ流体の少なくとも１つのプラグを少なくとも一部の該第２の流体
プラグに融合し、融合されたプラグを形成することであって、該融合は該第１のマイクロ
チャンネルと該第２のマイクロチャンネルとの１つ以上の合流地点において生じる、こと
と
　を包含する、方法。
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（項目３１）
　（ｄ）上記融合されたプラグをモニタリングすることをさらに包含する、項目３０に記
載の方法。
（項目３２）
　上記第１のプラグ流体のプラグの線形のアレイは、保持構成要素を取り付けることによ
って上記第１のマイクロチャンネルの中に導入され、該保持構成要素は、
　２つのオープンエンドを有する第３のマイクロチャンネルであって、少なくとも１つの
オープンエンドは、上記装置内の上記第１のマイクロチャンネルに流体連通するように構
成されている、第３のマイクロチャンネルと、
　該第１のプラグ流体のプラグの線形のアレイと
　を備えている、項目３０または項目３１に記載の方法。
（項目３３）
　上記第２のマイクロチャンネルは、上記第１のマイクロチャンネルに交差する複数の送
達チャンネルに分裂される、項目３０、項目３１、または項目３２に記載の方法。
（項目３４）
　試剤、搬送流体、およびプラグ流体の一覧表をオファーするステップと、
　所望の試剤のサブセット、搬送流体およびプラグ流体を顧客から収容するステップと、
　該搬送流体および／またはスペーサを用いて互いから分離されている該プラグ流体のプ
ラグのアレイを含む保持構成要素を該顧客に送達するステップであって、該搬送流体およ
び該スペーサは、プラグ流体および互いに非混和性であり、各プラグは所望の試剤のサブ
セットの要素を含んでいる、ステップと
　包含する、方法。
（項目３５）
　所望の試剤のサブセットに対する値段を計算するステップをさらに備えている、項目３
４に記載の方法。
（項目３６）
　少なくとも１つのオープンエンドを有する収容マイクロチャンネルを備えている収容構
成要素であって、該オープンエンドは、別のマイクロチャンネルと流体連通するように、
かつ、プラグ流体の線形のアレイを収容するように構成されている、収容構成要素と、
　第１のマイクロチャンネル内の流体プラグの位置を識別する測定装置と
　を備えている、キット。
（項目３７）
　（ａ）入口および出口を有する第１のマイクロチャンネルと（ｂ）試剤の入口と、該第
１のマイクロチャンネルと流体連通する１つ以上の送達チャンネルとを有する第２のマイ
クロチャンネルとを備えている組み合わせ構成要素であって、該送達チャンネルは実質的
に同じ流体抵抗を有する、組み合わせ構成要素と、
　ポンプと
　を備えている、キット。
（項目３８）
　上記第２のマイクロチャンネルの上記試剤の入口に流体連通するように構成されている
貯水溝をさらに備えている、項目３７に記載のキット。
（項目３９）
　少なくとも１つのオープンエンドを有する第１のマイクロチャンネルを備えている収容
構成要素であって、該オープンエンドは、別のマイクロチャンネルに流体連通するように
構成され、該第１のマイクロチャンネルは、該マイクロチャンネル内のプラグの位置を識
別する１つ以上の物理標識を含む、収容構成要素。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】図１は、再利用可能なマイクロフルイディックシステムの設計の概略図である。
搬送流体６内のプラグ９は、（ａ）マイクロフルイディック装置内のマイクロチャンネル
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からキャピラリー３、または（ｂ）結合器２を介してキャピラリーからマイクロフルイデ
ィック装置上のマイクロチャンネルのいずれかに輸送され得る。
【図２】図２は、プラグを含んでいる大量生産の保持構成要素である。ａ）装置の概略図
。搬送流体によって分離された一連の異なるプラグを含む大きいチャンネルは、分裂した
構成要素に送られる。各合流地点は、各プラグを２つの別個のプラグに分裂させる。３回
の反復の後に、８個の小さい保持構成要素はそれぞれ、同一の一連のプラグで満たされる
。ｂ）分裂したチャンネルの立体図。全ての反復が共通の平面上にあるので、連続する層
が多層フォトリソグラフィを用いて確立された。ｃ）単純なＴ字型合流地点。ｄ）狭めら
れた合流地点。ｅ）複数の出口を有する合流地点。
【図３】図３は、プラグのアレイ７のタンパク質プラグの別のアレイ１３との融合の概略
図である。タンパク質の結晶化に対するこの概念のアプリケーションが、以下で記述され
る。同じ原理が反応、アッセイ、および分析に適用され得る。例えば、様々な反応物のセ
ットは、プラグのアレイ内に配置され、次に、サンプルを含んだ流れに融合され得る。
【図４】図４は、複数の分裂したマイクロチャンネルとの融合である。ａ）マイクロチャ
ンネルの立体断面図が、分裂されたチャンネルを通って流される流れに融合するプラグを
示す。ｂ）単一の送達チャンネル起源の複数の水溶液の流れが、赤い無機色素に融合して
いるマイクロ写真である。ｃ）（タンパク質を含んだ流れによって図示された）流れのプ
ラグのアレイとの融合である。
【図５】図５は、２つのプラグを接触させる方法の概略図である。ａ）プラグ流体による
チャンネルの湿潤が防止されるチャンネル内のプラグである。ｂ）プラグ流体によるチャ
ンネルの湿潤が可能にされるチャンネル内のプラグである。ｃ）流れが確立され、プラグ
流体によるチャンネルの湿潤が防止されるチャンネル内のプラグである。ｄ）チャンネル
内で流れず、プラグ流体によるチャンネルの湿潤が可能とされるプラグである。ｅ）最初
に湿潤を防止する光スイッチ可能な単分子層を有するチャンネル内のプラグである。ｆ）
光スイッチ可能な単分子層が特定の波長の光で作動された後のチャンネル内のプラグであ
る。ｇ）保持構成要素の内側にある水溶性のプラグである。ｈ）力が加えられることによ
り、対称性が破壊され、２つのプラグ間の液体架橋が形成される。該力は、磁力、電力、
光学力、または（例えば、遠心分離における）加速力などであり得る。力は、実験の型に
従って、搬送流体、結晶化溶液、またはその両方に対して行使され得る。好適には、力は
、保持構成要素の部分に垂直に加えられる。磁力が使用される場合には、好適には、搬送
流体とプラグ流体とは、異なる磁気特性を有する。遠心力が使用される場合には、好適に
は、搬送流体とプラグ流体とは、異なる密度を有し、水溶性のプラグ流体とフッ化搬送流
体とが使用されるときも同様である。
【図６】図６は、ａ）キャピラリー内の４つの異なる試剤のプラグのアレイである。プラ
グは、左から右にＫＭｎＯ４、ＮａＣｌ、ＣｕＳＯ４、Ｆｅ（ＳＣＮ）３を含む。搬送流
体は、界面活性剤を有するフルオロカーボンである。ｂ、ｃ）フルオロカーボン内で形成
され、キャピラリー内で気泡（濃色）によって分離された異なる試剤のプラグのアレイで
ある。ｂ）において、水溶性のプラグは、フルオロカーボンのスペーサによって気泡から
分離され、プラグ間の交差連通を防止する。スケールバーは２００μｍである。
【図７】図７は、プラグ間の距離を制御、一部の事例においてはプラグを融合するための
マイクロフルイディックのセットアップの概略図である。搬送流体は側面の小さい分岐チ
ャンネルを通じて排出される。（ａ）プラグ間の間隔は結果的に減少する。（ｂ）搬送流
体は、完全に取り除かれ、プラグの内容の全ては、プラグ流体の流れの中に融合される。
【図８】図８は、ａ）タンパク質の結晶化のためのＰＤＭＳ－ガラスの複合システムであ
る。ｂ）キャピラリー内のプラグの内側で成長および回折され、１．８Åを上回る解像度
（１．８Åにおいて、Ｉ／σ（Ｉ）ｚ＝４．７）を有する構造をもたらすタウマチン結晶
（左側）のシンクロトロン回折画像（右側）である。
【図９】図９は、膜タンパク質ＦＡＡＨの結晶化である。プラグベースのマイクロフルイ
ディックが使用され得ることにより、膜タンパク質を結晶化し、少量のサンプルを用いた
多くの結晶化試験を行う。ａ）１０セント硬貨の回りに巻かれた１メートルのテフロン（
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登録商標）キャピラリーのマイクロ写真である。該キャピラリーは、～１，０００ナノリ
ッターサイズのプラグを含む。１０μＬほどの膜タンパク質溶液が、１０００回の結晶化
試験をセットアップするために必要とされる。ｂ）キャピラリー内のプラグを示すａ）の
マイクロ写真の拡大された部分である。ｃ）プラグ内で成長した膜タンパク質（ＦＡＡＨ
）の結晶の２つのマイクロ写真である。
【図１０】図１０は、本発明のマイクロフルイディックシステムの一実施形態を示す流れ
図である。装填構成要素は、第１の試剤のセットを含んだプラグの線形のアレイを準備す
る。装填構成要素は、保持構成要素に取付け可能であり、その結果、アレイは流体の流れ
を用いて移送され得る。保持構成要素は、組み合わせ構成要素に取付け可能であり得、そ
の結果、第２の試剤または試剤のセットは、アレイ内のプラグの中に導入され得る。アレ
イは、さらなる操作のために、収容構成要素に移動され得る。
【図１１】図１１は、単一のタンパク質の基質８に対する異なる酵素を含んだ複数のプラ
グのアッセイの概略図である。酵素２２を含んだ各プラグは、搬送流体、スペーサ２１、
および少なくとも１つの洗浄剤のプラグ２３によって、異なる酵素を有する別のプラグか
ら分離される。
【図１２】図１２は、プラグ９を流れ８に融合し、二次汚染なく融合されたプラグ１０を
作成するための可能な形状の概略図である。短く狭い側面のチャンネルが使用され得るこ
とにより、搬送流体６が多量の融合している流れ８をスナッピングオフ（ｓｎａｐｐｉｎ
ｇ　ｏｆｆ）することを助ける。台形状の拡がりの程度が、融合される流体の量を定義す
るために使用され得る。台形状の拡張以外の他の形状が使用され得ることにより、能力を
最適化する。太い線で示された主チャンネルは、より細い線で示された他のチャンネルよ
りもｚ軸において大きい。
【図１３】図１３は、ＰＤＭＳ内の単純なＴ字型の合流地点がテフロン（登録商標）キャ
ピラリーと嵌合されている図である。ＰＤＭＳチップは、マイクロフルイディックチャン
ネルを有するＰＤＭＳの一部分をＰＤＭＳの別の平坦な部分に密閉することによって、通
常、製作される。密閉に先立って、テフロン（登録商標）キャピラリーがチャンネル内に
置かれる。次に、テフロン（登録商標）キャピラリーと正方形のマイクロフルイディック
チャンネルとの間の間隔は、硬化されていないＰＤＭＳ混合物で満たされ、硬化される。
その結果の合流地点が使用され得ることにより、事前に形成されたプラグのアレイを別の
流れに融合するか、またはプラグを形成する。フッ化搬送流体は、テフロン（登録商標）
面を優先的に湿潤するので、テフロン（登録商標）キャピラリーは、使用に先立つ表面処
置を必要としない。ａ）は、別の流れ（チャンネルａ）に融合する事前に形成されたプラ
グのアレイ（チャンネルｂ）を示す。ｂ）は、プラグを形成するために、水溶性の流れは
、チャンネルａを通ってポンプ注入され得、搬送流体は、チャンネルｂを通ってポンプ注
入されるということを示す。合流地点において、水溶性の液滴またはプラグは自然に形成
し、テフロン（登録商標）キャピラリーを通って輸送される。これは水溶性の洗浄剤溶液
に対して特に有益であり、さもなければ、水溶性の洗浄溶液はプラグを形成することが可
能となり得ない。
【図１４】図１４は、膜タンパク質の結晶化実験に対して使用されるテフロン（登録商標
）キャピラリーとＰＤＭＳとの複合装置のａ）概略図およびｂ）マイクロ写真である。膜
タンパク質および沈殿剤を含んだプラグは、パーフルオロトリアリキルアミンから成る非
混和性の搬送流体の流れ内で形成された。使用される膜タンパク質は、脂肪酸アミドヒド
ロラーゼの非晶質ポリオフィレンの形式であり、搬送流体は、パーフルオロ化合物ＦＣ－
７０であり、沈殿剤は、２４％のＰＥＧ　４０００、０．２０ＭのＬｉＳＯ４、０．４０
ＭのＮａＣｌ、０．１０ＭのＴｒｉｓ　ｐＨ＝８．２であった。流量は、以下の通りであ
った：搬送流体－１μＬ／ｍｉｎ；タンパク質－０．５μＬ／ｍｉｎ；各沈殿剤の流れ－
０．２５μＬ／ｍｉｎ。
【図１５】図１５は、パイプまたはキャピラリーがまた使用され得ることにより、いくつ
かのチップ２４を接続する図である。例えば、プラグ９は、１つの装置上で流れ８と共に
形成またはそれに融合され得、パイプおよび／またはキャピラリーを通って別のチップ２
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４に移送され得る。１つの装置に接続するための挿入されたキャピラリー３の使用、およ
び別の装置に接続するための漏斗状のアダプタ２の使用が図に示されている。様々な接続
方法が、任意の組み合わせで使用され得る。
【図１６】図１６は、パイプ２５とチップ２４との間の接続が、チップ平面から外れ得る
図である。パイプは、マイクロフルイディックチップ上の穴を通じてチップに接続され得
る。事前に形成されたプラグのアレイは、さらなる操作のためにマイクロフルイディック
チップに輸送され得る。
【図１７】図１７は、（ａ）プラグ９の２つのアレイが保持構成要素内に格納され得る図
である。（ｂ）において示されるように、プラグの２つのアレイが融合され得るように、
保持構成要素は構成され得る。次に、融合されたプラグ１０は、さらなる反応のために組
み合わせ構成要素に移送され得る。
【図１８】図１８は、（ａ）プラグ９と流れ８とのアレイがまた保持構成要素内に格納さ
れ得る図である。融合されたプラグ１０は、さらなる反応のために組み合わせ構成要素に
移送される前に形成され得る。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、少量の溶液のプラグを基盤とするマイクロフルイディック操作のためのシス
テムを提供する。該システムの特定の実施形態は、装填構成要素、保持構成要素、組み合
せ構成要素、および収容構成要素を備えている。図１０は、本発明のシステムの一実施形
態を図示している。様々な構成要素が単一のシステムに統合され得るか、または構成要素
のうちの１つ以上は、マイクロフルイディックシステムから着脱可能であり得る。例えば
、各構成要素は別々に着脱可能であり、したがって、保持構成要素は、装填構成要素およ
び組み合せ構成要素の両方に装着可能であるスタンドアロンの構成要素であり得る。別の
例において、収容構成要素は、組み合せ構成要素と統合され得る。
【００１２】
　本開示を通して、本発明の使用は、タンパク質の結晶化へのアプリケーションにより例
示される。本発明は、他の反応に等しく適用可能であるということを理解されたい。
【００１３】
　溶液のプラグを基盤とするマイクロフルイディック操作は、以前に本発明者によって、
米国特許出願第１０／４３４，９７０号および米国特許出願第１０／７６５，７１８号に
おいて開示され、該出願は、本明細書において、その全体が参照により援用される。
【００１４】
　（装填構成要素）
　装填構成要素は、少なくとも１つのマイクロチャンネルを備え、該チャンネルは、流体
プラグを備えたアレイを形成することに適し、該プラグは、搬送流体と、保持構成要素と
流体接続し得るように構成された少なくとも１つの出口とによって互いに分離されている
。
【００１５】
　装填構成要素は、所望の搬送流体または複数の流体によって分離されたプラグの所望の
アレイで、保持構成要素を満たすことの可能である任意の装置であり得る。そのプロセス
は、例えば、手動で動作されるピペットまたは注射器を用いて、あるいはピペッティング
ロボットの使用を通じて手動で実行され得る。代替的に、装填構成要素は、少なくとも１
つのチャンネル、および収容構成要素と流体接続し得るように構成された少なくとも１つ
の出口を有するマイクロフルイディック装置であり得る。装填構成要素は、Ｌａｕｒａ　
Ｌａｎｅ、Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔ、２００４年１月１９日、Ｖｏｌｕｍｅ　１８、
Ｉｓｓｕｅ　１（３４）によって記述されたタイプの装置をも基盤とし得、該装置は、少
量の変化溶液を準備することが可能である。そのような装置は、例えば、Ｓｙｒｒｘによ
って製造されたＡｇｉｎｃｏｕｒｔＴＭ　ｓｙｓｔｅｍ、Ｇｉｌｓｏｎ’ｓ　９２５　Ｐ
Ｃ　Ｗｏｒｋｓｔａｉｔｏｎ、ｄｅＣＯＤＥ’ｓ　ＭａｔｒｉｘＭａｋｅｒＴＭ、Ｍａｔ
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ｒｉｘ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ’ｓ　Ｈｙｄｒａ（登録商標）Ｐｌｕｓ－Ｏｎｅ　Ｓ
ｙｓｔｅｍ、およびｔｈｅ　Ｆｌｕｉｄｉｇｍ　ＴｏｐａｚＴＭ　Ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚ
ｅｒを含む。装填構成要素は、保持構成要素の端を密閉または蓋をするための統合手段を
有することか、または有さないことがあり得る。
【００１６】
　（保持構成要）
　保持構成要素は、プラグの少なくとも１つの線形のアレイを格納および輸送することに
有益である。
【００１７】
　着脱式保持構成要素は、装填構成要素と流体接続し得るように構成された少なくとも１
つのマイクロチャンネルを有する。保持構成要素が装填構成要素から外されたときには、
流体プラグは、一般的には、すぐに融合または混合されない。着脱式保持構成要素は、事
前形成されたカートリッジであり得、該カートリッジは、市販の独立したアイテムとして
販売され得る。用語「保持構成要素」および「事前形成されたカートリッジ」は、本出願
において相互置換可能に使用され得る。保持構成要素材料の例は、限定するわけではない
が、ＰＤＭＳ、ガラス管（例えばキャピラリー）、パイプ（例えば、Ｔｅｆｌｏｎパイプ
、またはポリイミドパイプ）、および合成管（例えば、ポリイミドでコーティングされた
ガラスキャピラリー、またはガラスキャピラリーの内側のＴｅｆｌｏｎパイプ）を含む。
保持構成要素のマイクロチャンネルは、装填構成要素、組み合せ構成要素または収容構成
要素のマイクロチャンネルと似たサイズまたは異なるサイズの内径を有し得る。保持構成
要素は、らせん状またはシリンダ状に曲げられ得、スプールを用いて、または用いずに輸
送され、処理を容易にする。本出願の目的のために、そのような構成のプラグは、「線形
のアレイ」に配置されることがさらに考えられる。
【００１８】
　本発明の一実施形態は、プラグの少なくとも１つの線形のアレイを有する保持構成要素
を含むキットである。キット内の保持構成要素は、プラグの１つよりも多いアレイを有し
得る。例えば、プラグの２つのアレイが保持構成要素内に格納され得る。保持構成要素は
、プラグの２つのアレイが融合され得るように構成され得る。次に、融合されたプラグは
、さらなる反応のために組み合せ構成要素に移転され得る。また、プラグのアレイは、試
剤または溶媒の流れと共に保持構造内に格納され得る。保持構成要素は、プラグと流れの
融合を誘発するように構成され、この融合されたプラグのアレイは、さらなる反応のため
に組み合せ構成要素の中に移転され得る。そのようなシステムは、例えば、より安定した
２つ以上の構成要素を混合する際の不安定な核種の析出を含む反応に有益である。
【００１９】
　一実施形態において、保持構成要素は、一端または両端上で蓋をされるか、または密閉
され得ることにより、格納または輸送を容易にする。搬送流体が揮発性でない場合には、
端を密閉すること、または蓋をすることは必要ではないこともあり得る。また、密閉され
ていない保持構成要素は、搬送流体内で一端または両端を浸水させることにより輸送され
得る。
【００２０】
　一部の実施形態、特に、プラスチックを通過する液体またはガスの透過率が、長期格納
の課題となる場合において、内側にプラグを有する保持構成要素は凍結され得る。
【００２１】
　保持構成要素は、制御された環境において試剤を格納することに理想的である。保持構
成要素は、マイクロフルイディックシステム内の別のコンポーネントの中にプラグを分布
するために使用され得るか、または体積の中または表面上（例えば、ウェルプレート（例
えば、市販の９６－、３８４－、または１５３６－ウェルプレート）、顕微鏡のスライド
、細胞培養媒体など）にプラグを分布するために使用され得る。プラグ流体が（フルオロ
ロカーボン（過フッ化炭化水素）のように）低い表面張力を有する場合には、プラグは、
単にプラグを保持構成要素から落とすことによって分布され得る。単一のプラグ分布を容
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易にするために、標識またはスペーサは、ユーザが単一の降下を視覚化することに役立つ
ように使用され得る。さらに、分布が行なわれるにつれ、スペーサは独立したプラグ流体
を含んでいる部分への流体の分散を容易にし得る。揮発性搬送流体は、搬送流体が蒸発に
より除去されるように使用され得る。揮発性搬送流体の例は、ブタン、パーフルオロブタ
ン、パーフルオロペンタンを含む。
【００２２】
　保持構成要素は、結晶化実験を準備することに理想的である。マイクロバッチ実験に関
しては、事前装填されたカートリッジは、様々な濃度の沈殿剤プラグを含み得る。これら
のプラグは、タンパク質溶液の流れと融合され、結晶化スクリーンをセットアップする。
気相拡散実験に関しては、代替プラグ（乾燥剤と代替の沈殿剤）の事前装填されたカート
リッジが使用され得る。気相拡散実験に関しては、システムは、沈殿剤プラグのみがタン
パク質の流れと融合するように構成され得る。タンパク質の流れを様々な試剤と融合する
代わりに、自由界面拡散実験を行なうために、タンパク質は、タンパク質自身のプラグを
ストリームフォームし、該プラグは、流れが停止した後、隣接する沈殿剤プラグと接触す
ることを可能にし、自由界面を形成する。保持構成要素は、アッセイ、反応、スクリーン
などを行なうことにも理想的である。
【００２３】
　事前に装填されたカートリッジにおけるプラグの融合をさらに防ぐために、各一対のプ
ラグは、（以下に記述されるように）スペーサによって分離され得る。
【００２４】
　保持構成要素における流体プラグの線形のアレイ内の各プラグは、少なくとも１つの溶
媒および少なくとも１つの試剤を備え得る。溶媒と試剤との混合物が使用され得る。一部
の実施形態において、各プラグは、異なる濃度の同じ試剤または試剤の混合物を含み得る
。他の実施形態において、線形のアレイ内の少なくとも２つのプラグは、異なる試剤を含
み得る。線形のアレイの構成要素は、ケミカルスペース（ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｓｐａｃｅ
）の特定の部分をスパンするように選択され得る。本明細書において使用されるように、
ケミカルスペースは、全ての可能な濃度で、生態系内に存在する分子および材料を含む全
ての可能な小さい有機および無機の分子および材料を包含する。アレイを備えるプラグが
同様な特徴（例えば、同様な分子量、親油性、位相特徴、反応基、コア構造など）を共有
するように、アレイを備えるプラグが選択されるときには、線形のアレイは、ケミカルス
ペースの一部分をスパンし得る。同様な特徴を有する化合物は、様々な既存のデータベー
スの中に既に分類されている（例えば、Ｄｏｂｓｏｎ、Ｎａｔｕｒｅ、４３２：８２４～
８２８（２００４）およびＦｅｈｅｒ、Ｊ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｆ．Ｃｏｍｐｕｔ．Ｓｃｉ．
４３：２１８～２２７（２００３）を参照）。
【００２５】
　結晶化スクリーンを行なうことに適している流体プラグの線形のアレイが選択される。
タンパク質の結晶化に関しては、異なる「高感度」を有するアレイが使用され得る。つま
り、粗いスクリーンに関しては、アレイは異なる試剤を有するプラグを含み得る。精細な
スクリーンは、関連する特性を有する試剤または異なる濃度の同じ試剤を含み得る。
【００２６】
　標識は、本明細書において参照により援用される同時係属出願の米国特許出願第１０／
７６５，７１８号において記述されたような線形のアレイを指標とするために使用され得
る。特定の実施形態において、線形のアレイ内の１つおきのプラグが、少なくとも１つの
溶媒および少なくとも１つの試剤を備え、残りのプラグは少なくとも１つの溶媒および少
なくとも１つの標識を備える。
【００２７】
　流体プラグを標識として使用することに加え、標識付けられたスペーサもまた、指標標
識として使用され得る。そのようなスペーサは色付けられ得るか、または他の手段によっ
て検出可能である構成要素を含み得る。
【００２８】
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　他の実施形態において、標識は、より大きな間隔、例えば、約５、２５、５０、または
１００プラグごとに注入され得る。標識の使用は、測定構成要素の使用と組み合され得る
。そのような組み合わせは、測定コンポーネントの標識をアレイと整列させることを容易
にし得、注入される量のわずかな変化および収容構成要素の内径の任意の変化は、明らか
なエラーを誘発しない（つまり、エラーは蓄積しない）。なぜならば、測定構成要素は、
収容構成要素と直ちに再整列され得るからである。
【００２９】
　保持構成要素は、２つ以上の流体プラグを含む。一般的には、少なくとも約１０、２０
、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１０００、２０００、３０００
または１００００個の流体プラグである。
【００３０】
　流体プラグ内の試剤の濃度は、反応の目的に依存する。結晶化実験に関しては、流体プ
ラグの線形のアレイ内の各プラグは、一般的には、約１ｐＬ～１０μＬ、好適には約１～
５０ｎＬのプラグ流体を含む。結晶化実験に関しては、流体プラグの線形のアレイ内の各
プラグは、一般的には、約１０Ｍを下回る試剤を含む。一部の反応に関しては、プラグは
、約１ｆＭを下回る濃度を有する試剤を含み得る。他の反応、例えば、酵素に対するナノ
モルまたはフェムトモルの抑制剤、またはタンパク質に対する配位子に対するスクリーニ
ングに関しては、プラグ内の溶液は、さらにより希釈される。結晶化以外へのアプリケー
ションに関しては、他の量および濃度が使用され得る。例えば、線形のアレイ内の各プラ
グは、約０．００１ｆＬ～１０ｍＬのプラグ流体を含み得る。
【００３１】
　（組み合わせ構成要素）
　組み合せ構成要素が使用され、（ａ）プラグを試剤流体の流れに融合し、（ｂ）プラグ
を他のプラグに融合し、（ｃ）プラグの第１の集合体の間に、試剤流体の流れまたはプラ
グの第２の集合体を注入することによって代替プラグを形成する。（ａ）および（ｂ）に
おいて、融合されたプラグは、均一であり得るか、内側に降下するプラグ、またはプラグ
に触れるプラグであり得る。（ｃ）において、融合が以下に記述されるように誘発される
場合には、代替プラグは後に融合する。さらに、第１の流体を備えたプラグの第１の集合
体は、第２の流体からなる流れに融合され得、該第２の流体は、搬送流体、第１の流体、
および存在する場合には、スペーサと非混和性である。この方法を使用して、結果として
のプラグの集合体における各プラグは、第１の流体を分割し、その結果としての第１の流
体の２つの部位に直接的に接触する第２の流体の１つの部位を含む。
【００３２】
　組み合せ構成要素は、オンチップまたはオフチップのアクティブな構成要素（例えばバ
ルブなど）を使用し得、流れを制御する。パッシブな構成要素のみを、または大部分はパ
ッシブな構成要素を含む単純な組み合せ構成要素は、一部のアプリケーションに対して好
ましい。パッシブな組み合せ構成要素が以下に記述される。
【００３３】
　一部の実施形態において、組み合せ構成要素は、少なくとも一つの送達マイクロチャン
ネルを備え、該マイクロチャンネルは、さらなる試剤をプラグに送達することに適してい
るが、そのさらなる試剤を含む新たなプラグを充分に形成することはない。他の実施形態
、例えば、自由界面拡散結晶化実験のためのシステムにおいて、さらなる試剤を含む新た
なプラグが、組み合せ構成要素において形成される。
【００３４】
　一実施形態において、組み合せ構成要素は、少なくとも一つのチャンネルを通じて融合
された試剤流体の流れを使用し得る。流体の流れを誘発および制御する様々な方法が使用
され得る。例えば、試剤流体の流れは、一定の圧力を生成する方法によって駆動され得る
。圧力が、搬送流体に入る試剤の流れのキャピラリー圧力を下回るように、圧力は選択さ
れ得る。これが事実である場合には、流れは搬送流体に入らず、優先的にプラグの中に注
入する。試剤の流れのキャピラリー圧力は、試剤の流れが適用されるチャンネルの（合流
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地点における）直径を減少させることによって増加され得る。さらに、圧力は、搬送流体
／試剤の流れの界面における表面張力を増加させることによって増加され得る。流量が、
例えば、シリンジポンプによって量的に制御される場合には、同様の効果が、ポンプと融
合合流地点との間に弾力のある要素を導入することによって取得され得る。むしろ、キャ
ピラリー圧力は、プラグの中に注入されることが所望される試剤の流れのおおよその量だ
け、弾力のある要素の容量を変化させることに充分である。弾力のある材料は、例えば、
（キャピラリー圧力によって圧縮された）気泡、またはマイクロチャンネルの屈曲性の要
素（例えば、マイクロチャンネルの膨張を可能にする弾力のある部分）であり得る。
【００３５】
　特定の実施形態において、組み合せ構成要素は、（１）試剤の流れ（例えばタンパク質
の流れ）、または（２）試剤プラグの流れのいずれかと融合されるプラグのアレイを可能
にする任意のマイクロフルイディックであり得る。いずれの場合においても、いったん、
プラグのアレイが、組み合せ構成要素のマイクロチャンネルを通過すると、少なくとも１
つの融合されたプラグが生じる。試剤は、アレイ内の少なくとも１つのプラグの中に移転
される。なぜならば、アレイは、マイクロチャンネルと流体接続する送達チャンネルを通
過するからである。次に、融合されたプラグは、下流のチャンネルを通って流れ、下流の
チャンネルにおいて、プラグはさらに、操作、混合、監視、選別、収集などに使用され得
る。他の実施形態、例えば、自由界面拡散結晶化実験のためのシステムにおいて、組み合
せ構成要素は、保持構成要素からのプラグのアレイが、プラグの新たな線形のアレイが形
成される方法で、（１）試剤の流れ（例えばタンパク質の流れ）または（２）試剤プラグ
の流れと組み合わせられることが可能である任意のマイクロフルイディック装置であり得
、該方法において、保持構成要素からのオリジナルのプラグは、導入された試剤を含む新
たなプラグに換わる。
【００３６】
　図４ａは、互いに実質的に平行になるように構成されている複数の送達チャンネル２２
を備えた組み合わせ構成要素を図示し、該送達チャンネルのそれぞれは、マイクロフルイ
ディック組み合わせチャンネル２３に対して垂直であり、かつ、それと流体交流（伝達）
している。送達チャンネルは、共通の入口２４から分岐し、チャンネルの相対距離が短い
ために、一斉に機能する。この実施形態において、保持構成要素内のプラグのアレイは、
マイクロフルイディック組み合わせチャンネル２３の一端を通じて、組み合わせ構成要素
に送達され得る。試剤溶液（例えば、タンパク質水溶液の流れ）は、入口チャンネル２４
に送達される。プラグが送達チャンネルを通過するので、試剤溶液がプラグに送達される
。融合されたプラグは組み合わせ構成要素を通って流れ、さらなる操作のために、第２の
保持構成要素に収集され得るか、または収容構成要素に送達され得る。
【００３７】
　狭められた合流部分を有するチャンネルが使用され得ることにより、融合の間、流体プ
ラグのアレイ内の試剤による導入された試剤の流れの二次汚染の潜在的な問題を低減する
。例えば、タンパク質の流れが、様々な沈殿試剤を含む流体プラグのアレイに導入される
タンパク質結晶化実験において、タンパク質の流れの汚染による１つプラグから別の上流
プラグへの１つの沈殿剤の二次汚染を防止することが所望される。しかしながら、より小
さい送達チャンネルの使用は、各プラグに添加され得る試剤の量を限定する。より多い量
の試剤の導入を可能にするが、狭められた合流地点の利点を維持するために、融合合流地
点は、複数の分割されたチャンネルと共に製造され得る。横断面積および量的な流量の合
計が同一である単一のチャンネルと比較すると、分割されたチャンネルは単一の幅のチャ
ンネルよりも明らかに高いずれ速度を有し、その結果、拡散による汚染を低減する。より
小さいチャンネルがまた機能して、任意の表面張力駆動の対流を低減する。そのような複
数の小さいチャンネルがまた使用され得ることにより、気相拡散における選択的融合プロ
セスを助ける。
【００３８】
　送達チャンネルを通って送達される流れのキャピラリー圧力が、送達チャンネル全体の
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圧力降下とほぼ等しいか、またはそれよりも大きいときには、チャンネルは一斉に機能す
る。プラグが送達チャンネルのうちの１つの近位にあり、試剤の流れが、そのプラグと融
合する場合には、試剤の流れはプラグの中に流れる。搬送流体／融合の流れの界面におけ
る表面張力による圧力は、他の送達チャンネルを通った搬送流体の中への試剤の流れに抵
抗する。例えば、３つの送達チャンネルが使用され、試剤の流れがチャンネルのうちの１
つを通ってのみ流れる場合には、他の２つのチャンネルにおける搬送流体／融合の流れの
界面における表面張力による圧力は、その１つのチャンネルを通った試剤流体の流れによ
る圧力降下に等しい圧力を維持することができるように、充分に高くなければならない。
搬送流体／融合の流れの界面における表面張力による圧力は、送達チャンネルと組み合わ
せチャンネルとの間の合流地点の幾何学様式（形状）に依存する。圧力降下は送達チャン
ネルの長さ、それらの断面寸法、試剤流体の粘度、および流量に依存する。従って、多く
のパラメータが調節され得ることにより、搬送流体／融合の流れの界面における表面張力
による圧力と圧力降下との間の所望の関係が達成される。
【００３９】
　複数の送達チャンネルおよびプラグの間の間隔は、送達チャンネルの周辺に少なくとも
１つのプラグが常に存在するように設計され得る。この型は、搬送流体の中に試剤の流れ
を注入することなく、プラグと流れの一定の融合を可能にする。さらに、そのような型が
使用され得ることにより、選択的融合が達成され、そのような型において、プラグのうち
の一部のみが試剤の流れと融合する。例えば、第１のタイプのプラグは流れと融合するが
、第２のタイプは融合しない。第２のタイプのプラグが、試剤の流れと融合する傾向がよ
り低いときに、選択的融合は達成され得る（この選択性は、例えば、第２のタイプのプラ
グ流体の粘度を増加させること、または第２のプラグ流体／搬送流体の界面における表面
張力を減少させることによって達成され得る）。さらに、重合体（ポリマー）は、第２の
プラグ流体、特に、界面の粘度を増加させる界面活性重合体に添加され得る。選択的融合
を達成するために、特に、送達チャンネルの周辺において、少なくとも１つの第１のタイ
プのプラグが常に存在するように、送達チャンネルおよびプラグの間の間隔が存在すると
きに、この型が使用され得る。
【００４０】
　図１２は、考えられる別の融合形状の例を示し、該例はまた、二次汚染を最小化するよ
うに設計される。この形状において、小さい横のチャンネルが使用されることにより、搬
送流体が導かれ、試剤の流れを分けることを補助する。
【００４１】
　一部のアプリケーションにおいて、単純な方法、例えば、実質的に一定の圧力または一
定量の流れを１つ以上の入口に提供することが可能ではない方法を使用して、組み合わせ
構成要素の中に流れを押し流すことが好ましいことがあり得る。一部の方法は、電力また
はコンピュータ制御を必要としないように設計され得る。そのような方法は、野外の診断
およびテスト、ならびに単純さと低コストが所望される他のアプリケーションに対して有
益である。例えば、組み合わせ構成要素において、保持構成要素および組み合わせられる
試剤の流れを通ったプラグの相対流量は制御されなければならない。この制御は、複数の
シリンジポンプまたは他の確立されたポンプ方法を用いて容易に達成され得る。さらに、
流体割り当て装置を使用し得る。この装置は、圧力源、例えば、シリンジまたはポンプと
、押される流体の流れまたはアレイとの間に置かれ得る。この装置は、Ｙ字型の合流地点
として設計され得、Ｙ字の底部に対応する入口、およびＹ字の頂上部に対応する２つの出
口を有する。装置は、１つの搬送流体または複数の搬送流体で満たされ得、出口は、保持
構成要素の入口および組み合わせ構成要素の試剤の流れに対応する入口に接続されている
。２つの出口の流体の抵抗の比率は、流量の所望の比率に対応するように構成されている
。２つの出口の個々の流体の抵抗は、Ｙ字の２つの腕の相対的長さおよび／または直径を
個々に変化させることによって制御され得る。好ましくは、Ｙ字の２つの出口の流体の抵
抗は、保持構成要素および組み合わせ構成要素の流体の抵抗よりも充分に高く（例えば、
１００倍）、その結果、保持構成要素および組み合わせ構成要素を通る流量は、Ｙ字の２
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つの出口の流体の抵抗の比率によって決定される。同様のアプローチが使用され得ること
により、２つよりも多い流れの流量を制御する。このアプローチは魅力的である。なぜな
らば、多くのアプリケーションにおいて、キャピラリーの数が正常な範囲にある限り、プ
ラグの挙動は、流量の絶対値よりも、むしろ流量の比率によって決定される。このアプロ
ーチにおいて、流れは、単一のポンプまたは手動で駆動され得、それでも正常な比率の複
数の流量を提供する。そのような流体割り当て装置は、保持構成要素を有するキット内で
提供され得る。
【００４２】
　任意の量の試剤溶液は流体プラグと融合され得る。試剤溶液の流量は、融合されたプラ
グ内の試剤の濃度を変化させるために組み合わせる間に変化され得る。送達される試剤の
量は、検出を意図した技術によって実質的に決定され得る。例えば、反応生成物が検出さ
れた場合には、フェムトリットル（またはそれを下回る）の量の試剤溶液が送達され得る
。
【００４３】
　タンパク質の結晶化に関しては、一般的には、プラグ流体と組み合わせられるタンパク
質溶液の量は、プラグ流体の量と同様である（一般的には、１：５～５：１であるプラグ
流体に対するタンパク質溶液の比率が使用される）。プラグと組み合わせられるタンパク
質溶液の量は、プラグの流れとタンパク質の流れとの流量の比率によって制御され得る。
さらに、送達されるタンパク質溶液の量は実験の目的に依存する。目的が、結晶または沈
殿剤の形成を単に検出することである場合には、ｐＬの量が使用され得る。目的が結晶構
造を取得することである場合には、１０ｎＬ以上の量が必要とされ得る。概して、約１ｎ
Ｌ～１００ｎＬ、好適には約１０ｎＬのタンパク質溶液が、各プラグに送達される。タン
パク質の結晶化に関しては、タンパク質の濃度は、一般的には約０．００１ｍｇ／ｍＬ～
１００ｍｇ／ｍＬ、好適には０．１ｍｇ／ｍＬ～５０ｍｇ／ｍＬである。
【００４４】
　（収容構成要素）
　収容構成要素は、組み合わせ構成要素または他のマイクロチャンネルと流体接続するよ
うに構成された少なくとも１つのオープンエンドを有する第１のマイクロチャンネルを備
える。収容構成要素は、本出願の別の場所で記述されたようなマイクロフルイディク装置
であり得る。収容構成要素は、上記の保持構成要素と同一であるように構成され得る。タ
ンパク質の結晶化実験を行なうために用いられるときには、収容構成要素は、プラグ内で
形成される結晶の構成要素上でのｘ線回折に適した材料、例えばガラスで構成されること
が有益であり得る。アッセイのために使用されるときには、収容構成要素は、光学的検出
に適した材料、例えばガラスまたはプラスチックで構成され得る。
【００４５】
　収容構成要素は、プラグ内容の温度を制御する装置を備え得ることにより、例えば反応
量を制御する。収容構成要素はまた、プラグ内容を照射または放射する装置を備え、例え
ば光化学反応を開始する。収容構成要素は、プラグを選別または監視するように設計され
得る。収容構成要素は、プラグ内容を検出または分析する装置から分離され得るか、また
はそれに統合され得る。
【００４６】
　収容構成要素は、アクティブな表面を備え得る。このアクティブな表面は、プラグ流体
による湿潤を誘発し得る。プラグ流体による湿潤は、例えば、自由界面拡散による高分子
の結晶化において、例えば、プラグ流体間の接触を作り出すために使用され得る。このア
クティブな表面はまた反応性であり得る。反応は、プラグ流体との接触、および／または
搬送流体、スペーサ、または標識を通じて、プラグ流体と表面との間での（いずれかの方
向または両方の方向への）試剤の輸送によって生じ得る。
【００４７】
　（測定構成要素）
　測定構成要素は、ユーザが、マイクロチャンネル内のプラグの位置から個々のプラグを
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識別することを可能にする。線形のアレイ内のプラグの数があまりにも多く、プラグを手
動で数えることが可能ではない場合には、測定構成要素は有益であり得る。プラグを自動
的に数えることが所望される場合には、測定構成要素はまた有益であり得る。
【００４８】
　収容構成要素は、マイクロチャンネル内の流体プラグの配置を識別するために、統合測
定構成要素（例えば、１つ以上の物理的標識）を備え得る。代替的に、収容構成要素から
分離した測定構成要素が使用され得る。分離測定構成要素が使用されるときには、測定装
置および収容構成要素を含んでいるキットを提供することが好ましい。特定の実施形態に
おいて、キットは、保持構成要素と、保持構成要素の内容が収容構成要素に移動させられ
た後で、保持構成要素の内容の１つの位置または複数の位置を示すように設計された調和
測定構成要素とを備え得る。測定構成要素は、例えば、収容構成要素上に嵌合するように
設計されたカードであり得る。
【００４９】
　測定構成要素はルーラであり得、ルーラにおいて、測定標識は、収容構成要素における
アレイ内のプラグの位置に相関する。測定標識は、点、線、線分などで形成され得る。標
識は、屈折率の違いに基づいて、発光性(蛍光性、燐光性、化学発光性など）、反射性ま
たは吸収性であり得、かつ、他の形式の光学標識であり得る。
【００５０】
　標識は数字でもあり得る。標識は、人間が判読可能であり得、文字を含み得るか、機械
が判読可能であるか、またはその両方であり得る。考えられる機械が判読可能な標識は、
例えば上記の方法の任意のものを使用して実装されるバーコードを含み、Ｎｉｃｅｗａｒ
ｎｅｒ－Ｐｅｎａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ２９４：１３７～１４１（２００１）において記述
されたようなナノスケールのバーコードも含む。
【００５１】
　プラグが視覚的に位置付けすることが困難であるときには、搬送流体およびプラグ流体
が調和屈折率を有するときに生じ得るように、測定構成要素が視覚化を助け得る。屈折率
調和は、プラグの内容を視覚化することに役立つ。
【００５２】
　測定構成要素は、あらゆるプラグの位置を標識付ける必要はない。測定構成要素は、例
えば、３つのプラグごと、または５つのプラグごとのように複数のプラグを単に標識付け
得るか、プラグの線形のアレイに沿って、試剤化合物に関する充分な変化の１つの位置ま
たは複数の位置を標識付けし得る。
【００５３】
　ユーザを助けるために、プラグのアレイは、標識プラグまたはスペーサを備え得る。次
に、標識プラグまたはスペーサは、ユーザが測定構成要素をアレイに最初に整列すること
か、またはユーザが、測定構成要素を使用することなく、収容構成要素内のプラグを識別
することに役立つ。いくつかのタイプの標識が使用され得る。例えば、第１のタイプの標
識が１０個のプラグ毎に、第２のタイプの標識が５０個のプラグ毎に、第３のタイプの標
識が２５０個のプラグ毎などに使用される。異なるタイプのプラグは、例えば色が異なり
得る。
【００５４】
　（構成要素の形成）
　構成要素は、当該分野において公知の方法を使用して形成され得るマイクロチャンネル
を備え得る。例えば、係属中の米国特許出願第１０／７６５，７１８号は、マイクロチャ
ンネルの製造、ならびに流体プラグを分裂、融合、および操作するためにそれらを使用す
る方法を記述する。
【００５５】
　本発明の構成要素は、キャピラリー、（約１０ｍｍを下回り、好適には１ｍｍを下回る
直径を有する管状にした）エッチングまたはモールドまたはエンボスされたマイクロチャ
ンネルを有する基板、またはそれらの組み合わせから形成され得る。構成要素は、接合さ
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れたかまたは分離されたかのいずれかで複数のチャンネルを備え得る。好適には、マイク
ロチャンネルは、長方形の断面よりも、むしろ円形または丸い断面を有することにより、
プラグの輸送を容易にし、プラグの合体を減少させる。しかしながら、任意の形状が使用
され得る。
【００５６】
　円形または概ね円形の断面を有するチャンネルを製作するために、薄片の管またはキャ
ピラリーが、長方形のチャンネルに挿入され得る。この技術は、プラグの形成を容易にし
得、チップを他の構成要素に接続する方法も提供し得る。複数の管が複数のチャンネルに
挿入され得る。管またはキャピラリーが搬送流体によって優先的に湿潤されるように、管
またはキャピラリーは選択され得る。例えば、テフロン（登録商標）は、水溶性流体より
も優先的にフッ化流体によって湿潤される。管またはキャピラリーは、必要に応じて、フ
レアのついた漏斗状の縁（または狭められた縁）を有し得ることにより、他の構成要素と
の接続を容易にする。そのような装置を製作するために、層を密閉する（例えば、ＰＤＭ
Ｓ層の密閉）前、または長方形のチャンネルが製作された後のいずれかに、管またはキャ
ピラリーはチャンネルの中に挿入され得る。管またはキャピラリーの外表面と長方形のチ
ャンネルとの間の空間を満たすことがまた所望される。この空間は粘着性の液体または重
合体で満たされ得る。例えば、ＰＤＭＳが使用され得る。
【００５７】
　個々の構成要素は、同じか、または異なる材料から形成され得る。構成要素は、水と接
触することに反応する材料から形成され得る。水と接触することに反応する重合体が合成
される（Ｓｅｎｓｈｕら、Ｌａｎｇｍｕｉｒ、１５、１７５４～１７６２（１９９９）；
Ｍｏｒｉら、Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　２７、４０９３～４１００（１９９４））
。これらのダイブロック重合体は、親水性および疎水性のドメインを含む。空気にさらさ
れたときに、疎水性のブロックは表面に遊走し、表面エネルギーを最小化し、該表面は疎
水性となる。水と接触すると、表面の再構成が生じ、水が親水性のブロックのみと接触す
るまで、親水性のブロックは、重合体と水との界面に遊走する。例示的な重合体は、ポリ
（スチレン－ｂ－２，３－デヒドロキシプロピルメタクリル酸塩）およびポリ（４－オク
チルスチレン－ｂ－２，３－デヒドロキシプロピルメタクリル酸塩）を含む。
【００５８】
　不透明な粒子、例えば、カーボンブラック粒子（好適には、約５ミクロンを下回る直径
を有するカーボンブラック粒子）が、構成要素を作るために使用される材料に統合され得
る。このように、実質的に黒いチャンネルが製作され得ることにより、背景光に関する問
題（例えば、蛍光分析の感度を増加させる）を消去する。
【００５９】
　アダプタが、例えば、キャピラリーまたは複数の管を接続する接続部として使用され得
る。アダプタは、中央において狭まるＩ．Ｄ．（内径）を有する小さいガラス管であり得
る。異なるＩ．Ｄ．のアダプタが市販されている。ガラスアダプタの内壁の表面の化学的
性質は、シラン処理によって疎水性に作られ得る。アダプタは、伸長テフロン（登録商標
）パイプからも容易に創作され得る。これを行なうために、１本のテフロン（登録商標）
パイプの一部が、ある地点で伸長される。伸長地点のＩ．Ｄ．およびＯ．Ｄ．（外径）の
両方は減少し、アダプタとしての使用に適したチューブとなる。
【００６０】
　（プラグ形成）
　本明細書において使用されるように、少なくとも１つのプラグ流体が、プラグ流体が非
混和性である搬送流体の流れの中に導入されたときに、「プラグ」は形成される。マイク
ロフルイディック装置内の流体の流れは、例えば、圧力、放射線、熱、振動、超音波、電
場、または磁場の存在または適用から、直接的または間接的に生じる駆動力または刺激に
よって誘発される。プラグは、サイズが変化し得るが、形成されるときに、それらの断面
は、一般的には、プラグが形成されるチャンネルの断面と同じである。円形ではない形状
のチャンネルにおいて、プラグは、チャンネルの断面の少なくとも１つの寸法と断面のサ
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イズが同じでなければならない。プラグは搬送流体によって実質的に取り囲まれなければ
ならない。つまり、搬送流体は、プラグ流体がマイクロチャンネルを湿潤するよりも広い
範囲を湿潤しなければならない。プラグが、異なる直径の下流のチャンネルを通過する場
合、またはプラグが、さらなるプラグと融合するときに、プラグの断面は変化し得る。プ
ラグは形状が変化し得る。用語「プラグ」はまた、プラグ内プラグ、プラグ内ドロップ、
およびプラグ内固体（例えばビーズ）を含む。この概略的な定義に対する例外は、スペー
サが使用されたときには、プラグがマイクロチャンネルの断面よりも小さくなり得るとい
うことである。
【００６１】
　本明細書において使用されるように、「融合されたプラグ」は、（１）単一のプラグを
形成する２つ以上のプラグの組み合わせ、または（２）２つ以上のプラグがときとともに
融合するような、マイクロチャンネル内での２つのプラグの並列のいずれかを呼ぶ。
【００６２】
　分散を最小化して、マイクロチャンネルを通してプラグを形成および移動するために、
プラグの内側の流体が、マイクロチャンネルの壁に粘着してはいけない。これを達成する
ために、プラグ／チャンネルの界面における表面張力は、プラグ／搬送流体の界面におけ
る表面張力よりも高くなければならない。プラグが水溶性であり、搬送流体が油であると
きには、無数のキャピラリーの数Ｃａは、理想的には、約０．１を下回り：
　　Ｃａ＝Ｕμ／γ
となり、γ［Ｎ　ｍ－１］は、油／水の界面における表面張力であり、Ｕは、ｍ／ｓｅｃ
での速度であり、μは粘度（Ｐａ・ｓｅｃ）である。
【００６３】
　本発明において使用されているマイクロチャンネルは、プラグ流体による湿潤よりも優
先的に、搬送流体によってマイクロチャンネルを湿潤可能にするように表面処理され得る
。例えば、ガラスキャピラリーが、シラン処理され得ることにより、搬送流体に対する水
溶性のプラグの湿潤を減少させる。さらに、マイクロチャンネルは、プラグの導入前に搬
送流体を用いて、最初に洗い流され得る。
【００６４】
　プラグは、実質的に任意の流体、例えば、１つ以上の水溶液、１つ以上の有機溶液、１
つ以上の無機溶液、またはそれらの組み合わせから形成され得る。プラグは、水、保存溶
液、緩衝液、試剤、溶媒、食塩水、重合体溶液、沈殿剤溶液、金属懸濁液、細胞浮遊液な
どから形成され得る。
【００６５】
　プラグのサイズは、本出願を通して記述されているように、例えばプラグ流体および搬
送流体のマイクロチャンネルの中への相対流速量によって制御され得る。流速量は好適に
はポンプを使用して制御され得る。
【００６６】
　プラグの形成の間に、様々なプロセスが生じ得る。例えば、脂質（例えばＭＯ、モノオ
レイン）の流れが、水溶液を有するプラグに組み合わせられ、２つの液体がプラグの内側
で活発に混合されるときに、脂質立法相（ＬＣＰ）の形成が生じ得る。高分子、例えば、
タンパク質または膜タンパク質の水溶液が使用され得る。この混合は、（本発明者によっ
て以前に記述されたように）プラグが湾曲するチャンネルにおける複数の屈曲を通って移
動するときに誘発される無秩序な移流によって実行され得る。粘着性の搬送流体が使用さ
れ得ることにより、プラグの内側でより高いずれを誘発し、さらに効果的な混合を確実に
する。この方法は、例えば、ＬＣＰに関する結晶化を最小化することに対して魅力がある
。
【００６７】
　マイクロチャンネル内のプラグの間隔は、様々な方法で制御され得る。一実施形態にお
いて、試剤溶液の１つの集合体が、非混和性の搬送流体の流れの中に継続的に注入され、
プラグを形成し、第２の集合体は、さらに下流に継続的に注入される。安定した界面活性



(20) JP 5973407 B2 2016.8.23

10

20

30

40

50

剤を有する搬送流体が使用される場合には、溶液の第２の集合体は、プラグの中に注入さ
れるよりも、既に形成されたプラグに直に隣接して分布されるプラグを形成することが好
まれる。試剤溶液と搬送流体との間の界面における界面活性剤集合体、および２つのプラ
グ流体の間の搬送流体の層によって癒着することを防止される。プラグ流体が異なる特性
、例えば異なる粘度を有する場合に、主チャンネルにおいてプラグを対にすることが生じ
る。この対にすることは、例えば、気相拡散の使用および自由界面拡散方法による高分子
の結晶化に対するアプリケーションに対して有益であり得る。
【００６８】
　互い違いの構造のプラグは、水溶液を正面から搬送流体の中に流すことによって形成さ
れ得る。流れている搬送流体はプラグ間にバリアを提供し、該バリアはプラグが癒着する
ことを防止する。互い違いのプラグの形成はキャピラリー数によって制御される。同じ幅
のマイクロチャンネルの入口に対して、水溶液の流れの流量の割合が、液滴のサイズの割
合を決定する。水溶液の上部の流れの流量が、水溶液の底部の流れの流量よりも２倍速い
場合に、その結果生じる液滴のサイズは、約２：１の割合にある。一部の場合において、
ほぼ同じサイズのプラグが形成され得るが、速い流れから２つのプラグか、遅い流れの１
つのプラグごとに対して形成され得る。マイクロチャンネルの入口の寸法の割合はまた、
液滴のサイズの割合に影響するように設計され得る。水溶液の上部の流れに対するマイク
ロチャンネルが、水溶液の底部の流れに対するマイクロチャンネルに対して２倍以上の幅
である場合に、その結果生じる液滴は、約２：１の割合であり得る。プラグ流体が異なる
特性、例えば、異なる粘度を有する場合に、主チャンネル内で互い違いのプラグを対にす
ることが生じる。
【００６９】
　アレイに沿ったプラグの溶液の濃度は、プラグ流体の流れの構成要素の相対流量を単に
変化させることによって急激に変化され得る。この法則は、マイクロチャンネル内のプラ
グの線形のアレイをセットアップするために使用され得る。例えば、この法則は、様々な
濃度のタンパク質および／または水溶性のプラグのアレイ内の様々な濃度の沈殿剤試剤を
形成することによって結晶化試験をセットアップするために使用され得る。そのような線
形のアレイを含む事前装填されたカートリッジは、結晶化状態を最適化するために使用さ
れ得る。
【００７０】
　一部の実施形態において、アプリケーションに必要とされるプラグよりも大きいプラグ
を形成することが、より簡単であるか、またはより安価であり得る。例えば、タンパク質
結晶化スクリーニングに対して所望されるより小さい１０ｎＬのプラグよりも、むしろ約
１マイクロリッターの量のより大きいプラグをより確実に作ることが簡単であり得る。装
填構成要素が、大量の流体を制御するために利用可能である場合に、複数の保持構成要素
を１つの装填構成要素に接続し、複数の保持構成要素をより小さいプラグと並列して製作
することが好ましいことがあり得る。例えば、自動的な保持構成要素が、１マイクロリッ
ターの量を吸引することが可能であり、２５個のキャピラリーが、この装填構成要素に並
列して接続され、その結果、同じ量が各キャピラリーの中に吸引された場合に、１マイク
ロリッターの量のプラグ流体、搬送流体、およびスペーサを首尾よく吸引することによっ
て、キャピラリーのアレイが約４０ｎＬの搬送流体と約４０ｎＬのスペーサとによって分
離された約４０ｎＬのより小さいサイズのプラグを備えるように、キャピラリーのアレイ
は作成される。例えば、自動的な装填構成要素は、搬送流体、スペーサ（例えば、空気）
、搬送流体、第１の試剤混合物、搬送流体、スペーサ、搬送流体、第２の試剤混合物、搬
送流体、スペーサ、搬送流体、第３の試剤混合物、搬送流体などを続けて吸引し得る。保
持構成要素に入る溶液に対するキャピラリーの圧力は、流れを駆動するために使用される
圧力（または圧力差）よりも充分に低いことが好ましい。これは、流体が実質的に同じ量
だけ全ての保持構成要素に入ることを確実にする。さらに、プラグ流体が保持構成要素の
中に入って進むにつれ、キャピラリーの圧力が増加するように、保持構成要素の入口は設
計され得る（一実施形態において、この増加は、入口地点から狭まっていく保持構成要素
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を使用することによって達成され得る）。そのような入口は、保持構成要素に入る量のよ
り均等な分布を容易にし得る。好適には、保持構成要素は、プラグ流体によって湿潤され
ないことにより、プラグ流体が保持構成要素に吸着すること、および二次汚染を引き起こ
すことを防止する。
【００７１】
　上記のこのアプローチは、複数の保持構成要素の中への吸引に限定されず、他の分布方
法にも有益である。
【００７２】
　プラグは、より大きいプラグをより小さいプラグに分裂させることによっても作られ得
る。この実施形態において、マイクロチャンネルは、単一の合流地点において、１つ以上
のより小さい収容マイクロチャンネルに分裂される。この合流地点は狭まるように製作さ
れ、その結果、キャピラリーの数が増加される。プラグを分割するプロセスは、収容チャ
ンネル内の圧力または圧力降下を調節することによって制御され得る。出口における表面
張力による圧力が、収容チャンネル全体の圧力降下よりも充分に低い（例えば、１０倍、
好適には、１００倍または１０００倍以上）ように、収容チャンネルが設計されることが
好ましい。これは、分裂が出口において分散される流体よりも、むしろチャンネル全体の
圧力降下によって制御されることを確実にする。出口におけるキャピラリーの圧力は、保
持構成要素を搬送流体で事前に満たし、搬送流体、プラグ流体、およびスペーサを有する
低い表面張力を有する流体を用いて、保持構成要素の出口を貯水溝の中に浸すことによっ
て減少され得る。同様に、分裂合流地点におけるキャピラリーの圧力は、収容チャンネル
全体の圧力降下よりも充分に低いことが好ましい。同様に、分裂合流地点におけるキャピ
ラリーの数は、分裂が生じることを可能にするように充分に多くなければならない。
【００７３】
　代替的に、長いプラグが、合流地点において搬送流体の流れの中に流され得る。長いプ
ラグは、搬送流体によって分離された一連の小さいプラグに分かれる。
【００７４】
　大きいプラグは小さいプラグに分けられ、その結果、小さいプラグは、大きいプラグに
最初に含まれた溶液を異なる濃度で含む。タンパク質の結晶化に適用されたときに、この
方法は、同じアレイを用いて、スパース行列スクリーンおよび勾配スクリーンを実行する
ことを可能にする。一実施形態において、保持構成要素は、スパース行列スクリーンのた
めに、適切な溶液の大きい（例えば、約１００ｎＬ）プラグを含む。これらの大きく長い
プラグは、搬送流体の流れの中に流され、その結果、プラグは一連の小さく短いプラグに
分かれる。搬送流体の流量に対する大きいプラグの流量は、小さいプラグのサイズを制御
する。続けて、タンパク質溶液が、下流のチャンネルの末端を通して、より小さいサイズ
のプラグに組み合わせられ、プラグを含んでいる流れの流量に対するこの末端の流れの流
量は、より小さいサイズのプラグ内のタンパク質の濃度を制御する。同様に、緩衝液が小
さいプラグに添加され得ることにより、各結晶化アッセイが同じ量で行なわれることを確
実にする。スペーサ（例えば、気泡）は、大きいプラグの間の保持構成要素内に含まれ、
プラグの操作の間に、さらに導入され得る。
【００７５】
　代替的に、大きいプラグは水溶性の流れの中に流され得る。この流れは１つ以上の溶液
を含み得る。タンパク質の結晶化に適用されたときに、流れは、タンパク質溶液と緩衝液
との層流を含み得る。その結果生じる複数の構成要素の流れが、搬送流体の流れの中に流
され、搬送流体の流れにおいて、組み合わされた水溶性の流れは、一連のプラグに分かれ
る。さらに、このアプリケーションにおいて、大きな液滴は、スパース行列スクリーンの
ために溶液を含み得、水溶性の流れおよび大きいプラグの流量が変化し得ることにより、
これらの試剤のうちの任意の試剤に関する濃度の勾配を作成し、ハイブリッドスクリーン
をもたらす。スペーサは、大きいプラグの間の保持構成要素において使用され得る。標識
もまた、大きいプラグの間で使用され得る。
【００７６】
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　（搬送流体）
　搬送流体は、プラグ流体と実質的に非混和性である任意の液体または気体であり得る。
好適には、プラグが水溶性であるときに、搬送流体は液体である。搬送流体内のプラグ流
体の表面張力は、理論的には約５～１５ｍＮ／ｍの間にあり、好適には約１０ｍＮ／ｍで
ある。他のゼロではない表面張力の値が使用され得る。搬送流体は、プラグ流体または試
剤に対して透過性があり得る。
【００７７】
　膜タンパク質の結晶化に関しては、パーフルオロアミンまたはそれらの混合物が理想的
な搬送流体である。なぜならば、それらは水溶性のプラグに対して表面（特にテフロン（
登録商標）装置におけるフッ化処理された表面）を優先的に湿潤する。
【００７８】
　一部の実施形態において、キャリア流体に界面活性剤を添加することが所望される。界
面活性剤が使用され得ることにより、表面張力および搬送流体の湿潤特性を制御する。フ
ッ化流体が搬送流体として使用されたときに、本発明者らは、１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－
パーフルオロクタノールを界面活性剤として使用した。界面活性剤はまた、プラグと搬送
流体との間の界面に対するプラグの内容の非特異的吸着を制御するために使用され得る。
例えば、可溶性フルオラス（ｆｌｕｏｒｏｕｓ）界面活性剤は、フッ化搬送流体と水溶液
との界面における非特異的タンパク質吸着を制御するために使用され得る。例示的な可溶
性フッ化界面活性剤は、オリゴエチレングリコール分子トリエチレングリコールモノ［１
Ｈ，１Ｈ－パーフルオロクチル］エチルＣＦ３（ＣＦ２）７ＣＨ２Ｏ（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）

３Ｈ）である。この界面活性剤は、プラグ形成の間、フッ化搬送流体と水溶液との界面に
自身を配置し、オリゴエチレングリコール基の単分子層に存在する。この界面は、表面に
対して素早く強力に吸着することで公知のタンパク質であるフィブリノゲンの濃縮溶液を
含む多種多様なタンパク質および酵素の吸着に抵抗した。非特異的吸着に抵抗する同じ能
力を有する界面活性剤が、フルオラス水溶液抽出（ｆｌｕｏｒｏｕｓ－ａｑｕｅｏｕｓ　
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ）を介して、ＤｕＰｏｎｔから市販されているＺｏｎｙｌ　ＦＳＯ
－１００から抽出され得る。可変フッ化アルカン鎖長、可変グリコール長、および様々な
スペーサ連結を有する他のオリゴエチレングリコールコンジナーはまた、水溶液とフルオ
ラスとの界面におけるタンパク質の吸着を防止する。逆に、不活性ではない官能基を用い
て冠着された界面活性剤は、タンパク質を液体間界面に引き寄せて結合する。
【００７９】
　（スペーサ）
　本発明のアレイは、必要に応じてスペーサを含み得る。適切なスペーサは、少なくとも
１つの液体（例えば、イオン性の液体、フルオロシリコーン、炭化水素、フッ化液体）、
気体（好適には、不活性の気体、例えば、窒素、アルゴンまたはキセノン）、ゲルまたは
固体（例えば、ポリスチレンのような重合体）から成り、それらはプラグ流体と搬送流体
との両方に対して非混和性である。本発明のアレイは、複数のタイプのスペーサを含み得
る。
【００８０】
　スペーサはまた標識を含み得、その結果、スペーサは、上記のようにプラグを示すため
に使用され得る。スペーサはまた、（例えば、光学的伝達を防止すること、または透過を
防止することによって）プラグ間の交差連通を減少させるために使用され得る。スペーサ
はまた、機能特性を有し得る。例えば、キセノンの気泡が、高分子の結晶化においてスペ
ーサとして使用されるとき、特に、実験が圧力を増加された下で行なわれるときに、キセ
ノンが生長している高分子結晶に統合され得、その回折特性を改善する。
【００８１】
　スペーサは、液体から成るプラグの形成および操作（例えば、分裂）に関して記述され
た同じ方法を使用して、形成および操作され得る。特に、液体のプラグと気泡との両方か
ら成る流れは、互い違いの液体構成のプラグの流れを形成するために使用される同じ方法
を使用して形成され得る。スペーサは、アレイの自動的な製作の間に導入され得る。スペ
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ーサによって分離された大きいプラグのアレイが分裂され、小さいプラグのいくつかのア
レイを製作する場合に、スペーサもまた分裂されることが好ましい。
【００８２】
　スペーサはプラグの操作において重要な役割を担い得る。第１に、所望されないプラグ
の融合が生じる場合に、スペーサはプラグの間に挿入され得ることにより、融合を最小化
する。そのようなスペーサは、スペーサを用いないよりも長い距離を通したプラグのアレ
イの輸送を可能にし得る。そのようなスペーサはまた、装置およびキャピラリーの内外へ
のプラグの移送（または装置およびキャピラリーの組み合わせで作られた合成装置を通じ
た移送）を容易にする。
【００８３】
　スペーサはまた、プラスチックまたはＰＤＭＳのチャンネルの内側の自由界面拡散を容
易にするために使用され得る。反応構成要素を含んでいるプラグの間の気泡に関しては、
両端から圧力を加えることによって、気泡は、プラスチックまたはＰＤＭＳの壁を通して
取り除かれる。次に、２つのプラグが充分に近付けられることにより、新たに形成された
プラグ間界面全体で拡散を可能にする。そのようなシステムは、タンパク質の結晶化に適
用され得、タンパク質の結晶化において、１つのプラグはタンパク質を含み、他のプラグ
は沈殿剤を含む。圧力が加えられ、気泡が圧縮された場合に、スペーサによって分離され
たプラグは接触し得る。
【００８４】
　（キット）
　上記のように、キットの一実施形態は、収容構成要素および測定構成要素を備える。
【００８５】
　別の実施形態において、本発明のキットは、組み合わせ構成要素、貯水溝およびポンプ
を備え得る。この実施形態における使用に適したポンプは、充分な圧力を提供し得ること
により、貯水溝から入口を通って、送達チャンネルを通り、組み合わせ構成要素のマイク
ロチャンネルの中に溶液、例えばタンパク質溶液を駆動する。
【００８６】
　別の実施形態において、キットは２つ以上の保持構成要素を備える。例えば、キット内
の保持構成要素は、ケミカルスペースの一部分をスパンし得る。別の実施形態において、
キットは、ゲノムをスパンしている複数の保持構成要素を備え得る。
【００８７】
　別の実施形態において、キットは、組み合わせ構成要素および１つ以上の収容構成要素
を備え、組み合わせ構成要素および収容構成要素のマイクロチャンネルが互いに流体接続
を形成し得るように、該マイクロチャンネルはサイズ付けられ、かつ、形作られる。キッ
トはまた、２個、３個、４個、５個、１０個、２０個、５０個またはそれ以上の収容構成
要素を含み得る。
【００８８】
　別の実施形態において、キットは、１つ以上の保持構成要素および組み合わせ構成要素
を備え、組み合わせ構成要素および保持構成要素のマイクロチャンネルが互いに流体接続
を形成し得るように、該マイクロチャンネルはサイズ付けられ、かつ、形作られる。
【００８９】
　別の実施形態において、キットは、１つ以上の保持構成要素、１つ以上の組み合わせ構
成要素、および１つ以上の収容構成要素を備え、組み合わせ構成要素、保持構成要素およ
び収容構成要素のマイクロチャンネルが互いに流体接続を形成し得るように、該マイクロ
チャンネルはサイズ付けられ、かつ、形作られる。
【００９０】
　別の実施形態において、キットは、１つ以上の装填構成要素、１つ以上の保持構成要素
、１つ以上の組み合わせ構成要素、および１つ以上の収容構成要素を備え、装填構成要素
、組み合わせ構成要素、保持構成要素および収容構成要素のマイクロチャンネルが互いに
流体接続を形成し得るように、該マイクロチャンネルはサイズ付けられ、かつ、形作られ
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る。
【００９１】
　（様々な構成要素の中へのプラグのアレイの移送）
　プラグは、構成要素の一端を他の構成要素の一端に直接的に挿入し、合流地点を密閉し
、漏洩を抑制することによって、１つの構成要素から他の構成要素に移送され得る。代替
的に、アダプタ（例えば漏斗）が、様々な構成要素を接続するために使用され得る。
【００９２】
　プラグは、第１の構成要素の出口の反対側の端に圧力を加えることにより、第１の構成
要素のマイクロチャンネルから第２の構成要素のマイクロチャンネルの中に押され得るか
、または第２の構成要素のチャンネルの内側に減圧を加えることによって、第２の構成要
素の中に引き込まれ得る。流体の流れを駆動する他の標準的な方法がまた、上記のように
使用され得る。
【００９３】
　プラグ内の様々な流体の混合率は、同時係属中の米国特許出願第１０／７６５，７１８
号において記述されたように制御され得る。例えば、プラグが湾曲するチャンネルを通っ
て輸送されるときには、急速な混合が誘発され得る。装填構成要素から保持構成要素の中
に、もしくは保持構成要素から組み合わせ構成要素の中に、または組み合わせ構成要素か
ら収容構成要素に輸送されるプラグ内の反応時間を増加させるために、プラグは、充分に
遅い速度で輸送され得るか、または流れを完全に止めるか、もしくは充分に減少させるか
のいずれかであり得る。
【００９４】
　本発明の一部のアプリケーションにおいて、すぐに続けてまたは組み合わせのイベント
の間にある程度の遅延を伴ってのいずれかで、プラグが１つよりも多い次のプラグまたは
流れと組み合わされることを可能にすることが所望される。一部の実施形態において、組
み合わせ構成要素は、対応する数の貯水溝に接続された１つよりも多い送達チャンネルを
含み得、プラグのアレイが送達チャンネルを連続して通過することを可能にする。従って
、試剤が各入口を通過するので、各送達チャンネルからの試剤は、各プラグの中に輸送さ
れる。そのような実施形態において、試剤の各移送の間の遅延は、送達チャンネル間の距
離とプラグのアレイの流量とによって制御され得る。他の実施形態において、組み合わせ
構成要素を使用して以前に第１の試剤と組み合わせられたプラグのアレイを含む収容構成
要素は、組み合わせ構成要素を使用して第２の試剤と続けて組み合わせられ得る。第１の
試剤と組み合わせる際に使用される組み合わせ構成要素は、第２の試剤と組み合わせる際
に使用される装置と同じ装置か、または異なる装置かのいずれかであり得る。例えば、酵
素の潜在的な防止剤である小分子のライブラリを含むプラグのアレイは、最初に酵素溶液
と組み合わせられ、平衡になることを可能にされ得る。続けて、酵素および小分子を含ん
でいるこのプラグのアレイは、酵素の基質と組み合わされ得、酵素触媒反応がモニタリン
グされ得ることにより、潜在的な防止剤の有効性が決定する。ほぼ円形の断面を有するパ
イプの使用は、長い距離にわたるプラグの確かな輸送を達成することに特に有益であり得
、該パイプは、反応に対して適切な長さの遅延を達成するためにも使用され得る。
【００９５】
　構成要素は再利用され得る。例えば、装填構成要素の入口は、第１の保持構成要素（例
えばキャピラリー）に接続され得ることにより、プラグのアレイを収集する。アレイの移
送の後に、第１の保持構成要素は、装填構成要素から取り外され得、必要である場合には
、密閉または冠着される。次に、第２の保持構成要素は、装填構成要素に接続され得、満
たされ得る。組み合わせ構成要素は同様な方法で再利用され得る。
【００９６】
　自動化された装置が、複数の装填構成要素と保持構成要素と収容構成要素とを相互作用
するように使用され得る。例えば、１つの装填構成要素は、多数の保持構成要素の中にプ
ラグを装填するために使用され得、該保持構成要素は、自動化された器具によって場所を
換えられる。定温放置の間に、保持構成要素または収容構成要素は、プラグ内の反応また
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は結晶化の程度をモニタリングするモニタリングステーションに輸送され得る。保持構成
要素または収容構成要素は、モニタリングステーションまたはいくつかのステーションを
通過して継続的に輸送され得る。このモニタリングが使用され得ることにより、例えば、
結晶化または反応が起こったプラグまたは一連のプラグを検出する。収容構成要素が使用
され得ることにより、例えば、所望のプロセスが起こったプラグを検出、選別および／ま
たは分離する。
【００９７】
　図１は、保持構成要素と装填構成要素との間の接続を行なうために使用され得る漏斗状
のアダプタ２を図示している。この図示において、保持構成要素はキャピラリー３であり
、装填構成要素はマイクロフルイディック装置１である。代替的に、アダプタはマイクロ
フルイディック装置またはキャピラリーのいずれかに吸着され得る。
【００９８】
　図２ａは、大きいプラグの単一のアレイが、どのように実質的に同一の特性の複数のア
レイに分裂され得るかを図示し、各アレイは、より小さいプラグを含む。この分裂は、実
質的に同じサイズのより小さくサイズされたチャンネルの対の中に最初の流体の流れを継
続的に導くことによって達成される。そのような装置が使用され得ることにより、大きい
（例えば、～８００μｍ）チャンネルを有するマイクロフルイディック装置内のマイクロ
リッターサイズのプラグのアレイを小さいチャンネル内のｎＬのプラグに分裂させる。
【００９９】
　（プラグ内の反応）
　本発明は、少ない量の溶液のプラグベースのマイクロフルイディック操作に関するシス
テムを提供する。該システムは、装填構成要素、着脱式保持構成要素、組み合わせ構成要
素および収容構成要素を含む。
【０１００】
　反応は、これらの構成要素内の任意のものにおけるプラグ内で生じ得る。反応は、これ
らの構成要素の表面を含んでも起こり得る。構成要素は、所望の反応を最大化する状態（
例えば、温度、光の照射、他の形状の放射、様々な場への曝露など）に置かれ得る。例え
ば、リガンドおよび金属イオンが構成要素のプラグの中に装填された場合に、リガンドと
金属との錯体の形成がプラグ内で生じ得る。構成要素は、所望されない反応を最小化する
状況の下に置かれ得る。例えば、生体分子および／または有機分子の水溶液がプラグ内に
あるときに、所望されない加水分解が生じ得る。この加水分解は、構成要素の温度を制御
すること、および構成要素の内側のプラグを凍結することによっても最小化され得る。構
成要素の内側のプラグの内側の試剤の光退色は、光に対して実質的に透過性のない構成要
素を使用することか、または光に対する構成要素の曝露を最小化することのいずれかによ
って、光に対するプラグの曝露を最小化することによって最小化され得る。酸素とのプラ
グの内側の試剤の反応が所望されない場合には、構成要素は、気体に対して透過性のない
材料、例えばガラスを用いて製作され得るか、または構成要素は、酸素のない環境の下に
維持され得るかである。さらに、搬送流体（例えばフッ化流体）は、（例えば、凍結－ポ
ンプ－解凍のサイクルまたは不活性の気体、例えばアルゴンを用いたバブリングによって
）脱気され得ることにより、溶解されたあらゆる酸素を取り除く。
【０１０１】
　プラグ内で行われ得る反応のタイプは限定されない。例としては、限定するわけではな
いが、タンパク質の結晶化、合成反応、スクリーニングおよび酵素反応、診断用アッセイ
を含むが、これらに限定されない。本開示全体を通して、本発明の使用はタンパク質の結
晶化に対する適用によって例示されている。本発明は他の反応に等しく適用可能であるこ
とを理解されたい。
【０１０２】
　溶液のプラグベースのマイクロフルイディック操作は、米国特許出願第１０／４３４，
９７０号および米国特許出願第１０／７６５，７１８号において、本発明者らによって以
前に開示されており、該出願は本明細書においてその全体が参照により援用される。
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【０１０３】
　本発明はまた、プラグ内で反応を行うための方法を提供する。該方法は、（ａ）第１の
搬送流体のプラグの線形のアレイおよび／またはスペーサによって互いに分離された第１
のプラグ流体は、保持構成要素から組み合わせ構成要素内の第１のマイクロチャンネルの
中に第１の流量で導入することと；（ｂ）第２の搬送流体によって互いに分離された（ｉ
）第２のプラグ流体の流れまたは（ｉｉ）第２のプラグ流体のプラグの流れを、組み合わ
せ構成要素内の第２のマイクロチャンネルの中に第２の流量で導入することと；（ｃ）第
１のプラグ流体のうちの少なくとも１つのプラグを少なくとも一部の第２のプラグ流体に
融合し、融合されたプラグを形成することを包含し、該融合は、第１のマイクロチャンネ
ルと第２のマイクロチャンネルとが流体連通している合流地点において生じる。
【０１０４】
　別の実施形態において、試剤プラグの線形のアレイが中に配置されている保持構成要素
を吸着することによって、試剤のプラグの線形のアレイはマイクロチャンネルの中に導入
される。試剤プラグは、長期間、完全性を失うことなく、保持構成要素の中に格納され得
るので、プラグのアレイは、活性核形成粒子（例えば、タンパク質分子または単なるナノ
粒子の凝集体）を含み得る。試剤のプラグは、格納および／または輸送され、後に使用さ
れ得ることにより、タンパク質または他の分子または材料の結晶化または沈殿のために核
形成を誘発する。例えば、研究者は、タンパク質の結晶化スクリーンのために試剤のプラ
グのアレイを含んでいる保持構成要素を購入し得、それから単純な合流地点および単純な
流源（例えば、シリンジまたは圧力）を使用することにより、融合されたプラグのアレイ
を試剤の流れまたはプラグの流れに融合する。
【０１０５】
　一部のアプリケーションに関しては、複数の異なる保持構成要素が共に使用され得る。
例えば、プラグ内に、タンパク質の結晶化のために９６個の沈殿剤を含んでいるキャピラ
リー（第１の保持構成要素）は、装填構成要素を使用して準備され得る。別個に、第２の
保持構成要素（例えば、別のキャピラリー）は、結晶化されるタンパク質を含んでいるプ
ラグを用いて準備され得る。この例において、（本出願の別の箇所、または同時係属の米
国特許出願第１０／４３４，９７０号または米国特許出願第１０／７６５，７１８号にお
いて記述されている技術を使用して）タンパク質サンプルのプラグを沈殿剤のプラグに融
合することによって、結晶化実験は実行される。例えば、第１の保持構成要素および第２
の保持構成要素は、Ｔ字型の合流地点によって接続され得、それらの内容は第３の保持構
成要素の中に押し流される。
【０１０６】
　融合されたプラグを含んでいる構成要素はまた、光、電場、磁場、熱、放射線などのう
ちの１つ以上にさらされ得ることにより、融合されたプラグに関する（タンパク質の結晶
化を含む）反応および様々な研究を行なう。例えば、タンパク質結晶の核形成は、この方
法で誘発され得る。例えば、融合されたプラグを含んでいる構成要素は、温度勾配にさら
され得ることにより、反応に関する温度の影響を理解する。最終的に、反応を追跡するこ
とおよび温度を操作することによって、反応のアクティブな制御は達成され得る。
【０１０７】
　プラグは選別され得る。例えば、プラグはまた、それらのサイズに従って選別され得る
。代替的に、プラグは、搬送流体の密度に対するプラグの密度によって選別され得る。代
替的に、一群のプラグが、磁気のある材料、例えば、鉄もしくはコバルトのナノ粒子また
は鉄を含む流体を含む場合に、プラグはまた、磁場を適用することによって選別され得る
。
【０１０８】
　プラグ内の反応は、マイクロフルイディックシステムの構成要素の任意のものにおいて
モニタリングされ得るか、またはマイクロフルイディックシステムの構成要素を出た後に
モニタリングされ得る。プラグは、蛍光分極、蛍光摂動、蛍光相関分光分析、質量分析な
どを含む様々な技術を使用してモニタリングされ得る。例えば、結晶はマイクロフルイデ
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ィックシステムから取り除かれ、ｘ線の回折を用いて分析され得る。プラグはマイクロフ
ルイディックシステムから取り除かれ、質量分析を用いて分析され得る。
【０１０９】
　（プラグ間の距離の制御）
　搬送流体が適切に選ばれた場合に、２つのプラグを分離している距離は、流れを用いて
制御され得る。図５ｃにおいて、流れがチャンネルに適用され、その結果、プラグは分離
されたままとなる。図５ｄにおいて、チャンネルを通して流れは生じない；搬送流体が適
切に選ばれた場合に、プラグ間の距離は減少し、最終的に、可能である場合には、プラグ
は融合する。
【０１１０】
　２つのプラグの距離は、様々な方法で減少され得る。例えば、直径が長手方向に沿って
増加するチャンネルが使用され得る。プラグがチャンネルの広がりに向けて移動される場
合に、プラグ間の距離は減少する。一部の事例において、融合はまた、マイクロチャンネ
ルの直径を増加させることによって促進され得る。なぜならば、プラグがそのようなチャ
ンネルを通って移動すると、プラグは最終的に融合するからである。一部の事例において
、障害物、膨張または収縮が導入され得ることにより、プラグの速度を変化させ、かつ、
融合を制御する。
【０１１１】
　２つのプラグの距離を減少させる別の方法は、２つのプラグの間の流体を逐次的に取り
除くことである。例えば、気泡によって分離された２つのプラグは、プラグのいずれか側
に圧力を加えることによって、より近くに移動され得る。マイクロチャンネルの壁が、気
体に対して透過性がある場合に、気体は取り除かれ得る。その結果、２つのプラグは互い
に近付き、最終的に融合する。ガラスキャピラリーの事例のように、壁が透過性ではない
場合に、気体は圧縮され、量が減少し、その結果、２つのプラグの間の距離はさらに減少
するが、融合は妨げられる。
【０１１２】
　図７は、プラグ間の距離を変化させるための手段を示す。マイクロチャンネル内の圧力
が、側面分岐チャンネル内の圧力よりも高いときに、搬送流体は取り除かれ、プラグ間の
距離は減少する（最終的には融合する）。側面分岐チャンネル内の圧力が、マイクロチャ
ンネル内の圧力よりも高いときに、搬送流体は添加され、プラグ間の距離は増加する。こ
の設計を使用して、一方側に搬送流体を取り除く分岐チャンネルと別側に別の搬送流体を
添加する分岐チャンネルとを有することによって、搬送流体は取り替えられ得る。
【０１１３】
　さらなる操作（例えば、さらなる反応、処置、融合、および／または選別）が必要とさ
れる場合に、融合されたプラグは、別の保持構成要素または収容構成要素に輸送され得る
。
【０１１４】
　（生物学的高分子の結晶化）
　マイクロバッチおよび気相拡散は、プラグベースのマイクロフルイディックシステムに
対する２つの基本的な結晶化方法である。係属中の米国特許出願第１０／７６５，７１８
号は、プラグベースのマイクロフルイディックシステムにおけるこれらの技術を記述し、
本明細書において参照により援用される。
【０１１５】
　本発明を使用して、結晶化のための溶液を含んでいるプラグは、装填構成要素を使用し
て、保持構成要素の中に装填され得る。組み合わせ構成要素を使用して、目的の高分子の
溶液を添加した後、流れが停止されたときに、結晶化試験は収容構成要素内で行われ得る
。本発明は、多種多様な表面張力、粘度および湿潤の性質を有する溶液を処理することが
可能である。さらに、本発明は、回折によって、結晶の質に関する最小侵襲性の評価を可
能にし、同時に、収容構成要素において、処理によって、壊れやすい結晶の損傷を避ける
ことを可能にする。さらに、結晶は収容構成要素から取り除かれ得る。収容構成要素は、



(28) JP 5973407 B2 2016.8.23

10

20

30

40

50

切られ得るか、もしくは解体され得ることにより、結晶の除去を可能にするか、または結
晶は未処理の収容構成要素の外に流され得る。結晶の除去は、回折データを取得するため
に、必要に応じた凍結防止および凍結を可能にし得る。
【０１１６】
　収容構成要素における定温放置の間、（限定するわけではないが、光、磁気、および電
気を含む）様々な場が適用され得ることにより、核形成を誘発し、結晶の成長を制御する
。保持構成要素の環境がまた制御され得ることにより、核形成および結晶の成長を最適化
する。収容構成要素は、プラグ流体、搬送流体、およびスペーサの構成要素に対して、な
らびに外部の要素に対しても実質的に透過性がない（例えばガラス）ように設計され得る
。代替的に、収容構成要素は、プラグ流体、搬送流体、およびスペーサの構成要素のうち
の一部、および／または外部の要素に対する透過性を可能にするように設計され得る。そ
のような透過性が使用され得ることにより、核形成および結晶の成長を制御および最適化
する。例えば、（例えば、ＰＤＭＳで作られた）保持構成要素の壁を通した水の選択的な
除去または添加が使用され得ることにより、核形成および成長の割合を制御する。
【０１１７】
　これらの技術は、例えば、マイクロバッチ、気相拡散、および自由界面拡散の結晶化方
法の状況において、例えば、スパース行列スクリーニングの方法、勾配スクリーニングの
方法、またはハイブリッドスクリーニングの方法に統合され得る。
【０１１８】
　本開示は多くの場合に高分子の結晶化に関するが、これらの方法は、いくつかの高分子
、およびそれらの錯体の結晶化および共結晶化に等しく適用可能であるということを理解
されたい。
【０１１９】
　結晶化に関して本明細書において記述された本発明のアプリケーションは、高分子の結
晶化を例として使用して説明されているが、該アプリケーションは、高分子の結晶化に限
定されない。
【０１２０】
　（膜タンパク質の結晶化）
　膜タンパク質の構造的特徴付けは、人間の健康に関する重要な問題であるが、構造決定
は困難な問題である。膜タンパク質の利用可能性の低さと、スクリーンされる必要のある
状態が非常に多いこととが、この問題に寄与しているが、本発明によって克服される。膜
タンパク質は、疎水性の膜貫通部分のために、さらなる難題を引き起こし、該膜貫通部分
は、一般的には、膜の抽出および結晶化のために洗浄剤の使用を必要とする。表面張力お
よび湿潤が制御される場合でなければ、洗浄剤の存在が、疎水性のマイクロチャンネルの
内側の油ベースの搬送流体内で形成された水溶性のプラグの適切な形成を修正し得る。
【０１２１】
　適切な搬送流体は、上記のものを含み得る。パーフルオロアミンの混合物、例えば、パ
ーフルオロ－トリ－ｎ－ブチルアミンおよびパーフルオロ－トリ－ｎ－ジブチルメチルア
ミン（ＦＣ－４０およびＦＣ－７０化合物としても公知）は、搬送流体として使用され得
る。プラグが洗浄剤溶液を使用して形成されるときに、そのような混合物は、プラグの形
成にとって有益であることが発見された。これは、洗浄剤溶液内で可溶性にされた膜タン
パク質を含むプラグが、本発明を使用して好都合に処理されることを可能にする。代替的
に、適切な湿潤および表面張力の特性を有する他の流体が使用され得る。特性、例えば粘
度を調整するために、適切な搬送流体の混合物が準備され得る。
【０１２２】
　（結晶化の状態をスクリーニングするためのアプローチ）
　スパース行列スクリーニングは、多くの場合に、最適な結晶化状態を見つけるために使
用される第１のステップとなる。スパース行列スクリーンは、可能な構成要素の非常に大
きい行列と、結晶化を容易にする溶液を備え得る構成要素の濃度とを希薄にサンプルする
ように設計されている。スパース行列スクリーニングの方法は、必要に応じてスペーサに
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よって分離される、搬送流体内のプラグのアレイを生成することによって実装され得る。
そのようなプラグは多様な結晶化の状態を含み得、該結晶化の状態は、沈殿剤のタイプお
よび濃度のバリエーション、ｐＨおよびイオンの強度のバリエーション、および添加剤ま
たは凍結防止剤のタイプおよび濃度のバリエーションを含む。そのようなプラグのアレイ
は、本出願の他の箇所において記述されたように生成され得る。好適には、そのようなア
レイは、保持構成要素内で装填構成要素によって生成される。スパース行列のアプローチ
の不利な点は、各試剤または試剤の組み合わせに対して、２～３の濃度のみがテストされ
、最良の結晶化の状態が見過ごされ得るということである。スパース行列スクリーンは、
ケミカルスペースの広い領域をサンプルするが、該スクリーンはケミカルスペースを低い
密度でサンプルする。
【０１２３】
　勾配スクリーンは、この不利な点を克服するさらなるアプローチである。勾配スクリー
ンは、様々な結晶化の状態、例えば、溶液構成要素の濃度または溶液のｐＨをテストする
ように設計され得る。これらの勾配は、通常、成功の可能性を高くするために、当該分野
において公知である様々な状態をテストするか、または他のスクリーニングのアプローチ
を使用して成功の兆候を示す状態を取り巻く様々な状態をテストするように設計される。
勾配スクリーニングは、本出願の別の箇所において記述されたように、本発明によって好
都合に実装され得る。勾配スクリーニングのアプローチの不利な点は、勾配スクリーニン
グが、可能な状態のうちの１つを完全に調査する間に、非常に多くの関係のない状態はテ
ストされないということである。勾配スクリーンは、ケミカルスペースの狭い領域をサン
プルするが、該スクリーンは、ケミカルスペースを高い密度でサンプルする。
【０１２４】
　ハイブリッドスクリーニングのアプローチは、スパース行列スクリーンのアプローチお
よび勾配スクリーンのアプローチを組み合わせ得る。このアプローチは、可能な結晶化の
状態の広範囲のスクリーニングと、成功すると証明されそうな状態のより完全なサンプリ
ングとの両方を可能にする。ハイブリッドスクリーンは、複数の結晶化混合物を有するプ
ラグを含む保持構成要素を使用して実行され得、該保持構成要素において、各混合物は、
いくつかのプラグ内においていくつかの濃度で存在する。本発明において記述されたよう
に、プラグの大きいアレイを生成することは、このハイブリッドスクリーニングのアプロ
ーチが効果的に使用され、サンプルの消費を最小化して、理想的またはほぼ理想的な結晶
化の状態の迅速な識別を容易にすることを可能にする。
【０１２５】
　全てのスクリーニングのアプローチは余分に実装され得、該スクリーニングのアプロー
チにおいて、実質的に同じいくつかのプラグが各結晶化の状態に対して使用される。一般
的には、いったん、最初の保持構成要素が構成され、タンパク質溶液と組み合わせられ、
収容構成要素において定温放置することが可能にされると、プラグは結晶化のサインに関
して観察される。本発明を使用した第１の実験、または当該分野において公知の他の技術
を使用した別個の実験において、（例えば、構造決定のためにはあまりにも小さい結晶の
形成の観察、または規則正しい沈殿剤、球顆などの観察によって）結晶化に対して修正可
能な最初の状態が決定される場合に、次の保持構成要素は結晶の成長の状態を最適化する
ように設計され得る。最適化のために次の保持構成要素内に含まれる溶液は、成功の兆候
を示す状態を取り巻く様々な状態、およびプラグの第１のアレイにおいて成功することが
見られた特性と同じような特性を有する様々な溶液を含み得る。例えば、最初のスクリー
ンの間に、結晶針が１０％のＰＥＧ　５０００を含むプラグ内で成長することが見られた
場合に、結晶の成長を最適化するように設計された次の保持構成要素は、約１％～約２０
％のＰＥＧ　５０００の濃度勾配、および他のＰＥＧ、例えば、ＰＥＧ　２０００、ＰＥ
Ｇ　８０００、またはＰＥＧ－ＭＭＥ　５０００の勾配を生成するように設計され得る。
必要に応じて、プラグの第１のアレイに含まれない一連の他の結晶化添加剤は、プラグの
次のアレイに含まれ得る。プラグの次のアレイは、プラグの第１のアレイを使用した実験
における一定の定義された結果を有するタンパク質を用いて使用されるように事前設計さ
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れ得るか、または第１のアレイを使用した実験における結果としての一定の高分子に基づ
いてカスタム設計され得る。
【０１２６】
　そのような実験を容易にするために、スパース行列スクリーン試剤を有する保持構成要
素、およびスパース行列スクリーンの保持構成要素内に存在する選択された状態に対する
細かなスクリーンを含む保持構成要素を含んで、キットは構成され得る。特定の代替的な
実施形態において、保持構成要素は、非常に多数の細かなスクリーンを含み得る。しかし
ながら、このアプローチは、逐次的に、スパーススクリーン保持構成要素を使用し、次に
１つ以上の選択された良好なスクリーンの保持構成要素を使用することよりも多くのタン
パク質を消費する。
【０１２７】
　コンピュータソフトウェアは、キットの一部分として提供され得る。このソフトウェア
は、実験の第１のセットの結果を分析することに役立ち、次に、ユーザが実験の次のセッ
トを設計することに役立つ。必要に応じて、このソフトウェアは、方法のデータベースを
含み得、実験の１つのセットの結果を使用して、実験の次のセットを設計するための規則
を含み得る。そのようなソフトウェアがまた使用され得ることにより、結晶化される高分
子に関する利用可能な情報（例えば、タンパク質の配列ならびに合成および精製の方法）
を処理し、結晶化の状態の最初のセットを提示する。ソフトウェアは、実験の次のセット
の設計の間にも、この情報を使用し得る。
【０１２８】
　（マイクロバッチ結晶化）
　マイクロバッチスクリーニングを実行するために、組み合わせ構成要素が使用されるこ
とにより、結晶化試剤を含む保持構成要素内のプラグのアレイに高分子の溶液を融合する
。次に、プラグは、定温放置および結晶成長のために、収容構成要素の中に輸送される。
使用される高分子の溶液は、プラグのアレイまたは高分子の溶液の継続的な流れであり得
る。高分子の溶液のプラグは、本出願の別の箇所に記述されているように生成され得る。
【０１２９】
　（気相拡散結晶化）
　本発明は、気相拡散（ＶＤ）結晶化を実行するために使用され得る。ＶＤ結晶化に対す
るこのアプローチにおいて、互い違いに続く一対のプラグに関して考えることは有益であ
り、その場合に、プラグは搬送流体内にあり、必要に応じて、そのような対の一部の間、
および／またはプラグの集団の間にスペーサを含む。一実施形態において、プラグの第１
のセットは高分子と沈殿剤との溶液を含み、乾燥溶液を含む「空」のプラグ（つまり、高
分子が実質的に存在しない）と互い違いになっている。例えば、乾燥溶液は、高分子と沈
殿剤との溶液よりも高い濃度で、高分子と沈殿剤との溶液からの沈殿剤を含み得る。定温
放置の間、搬送流体が実質的に透水性であるか、またはプラグが透過性のスペーサ、例え
ば気泡によって分離されるときに、水の分子は、低い浸透性の圧力を有するプラグの第１
のセットから高い浸透圧を有する乾燥剤プラグの第２の「空」のセットへと時と共に拡散
する。例えば、水は、濃度の低い高分子と沈殿剤とを含む第１のプラグから濃度の高い食
塩水に拡散し、その結果、第１のプラグ内の高分子と沈殿剤との濃度を増加させる。この
濃度に関する増加は、高分子の結晶化をもたらし得る。しかしながら、この技術による結
晶化は、高分子および沈殿剤を含むプラグの濃度が、濃度に関して増加するシナリオに限
定されない。例えば、高分子の溶液のイオン強度を低下することにより、高分子が結晶化
するときのように、結晶化はまた、高分子を含むプラグ内の濃度の減少によって生じ得る
。この変化は代替的な実施形態において達成され得、該代替的な実施形態において、プラ
グの第２の「空」のセットが、高分子を含むプラグの第１のセットよりも低いイオン強度
を有し、その結果、水の分子がプラグの第１のセットの中に拡散し、イオン強度を低下さ
せる。
【０１３０】
　プラグ流体の濃度を変化させることによって、高分子と沈殿剤との様々な溶液は、様々
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な浸透圧で、溶液を含む「空」のプラグと対にされ得、単一の装置内での複数の結晶化実
験の確立を可能にする。水の移送の割合および程度は、浸透圧および各対におけるプラグ
間の間隔に関する差を変化させること、ならびに「空」のプラグと高分子を含むプラグと
の相対的なサイズによって制御され得る。高分子の結晶化におけるプラグ流体は、通常、
水を含むが、プラグ流体は水に限定されないということに留意されたい。「空」のプラグ
内の溶液は、好適には、高分子と沈殿剤との溶液の浸透圧とは異なる浸透圧を有する。「
空」のプラグはまた、異なる濃度の構成要素を含み得、該構成要素は、「空」のプラグと
結晶化プラグとの間に移送され得る。
【０１３１】
　組み合わせ構成要素において、「空」のプラグの互い違いのセットを作成するために、
高分子の溶液の流れは沈殿剤プラグと選択的に融合するが、プラグの第２のセットと融合
しないことが好ましい。上記のように、沈殿剤プラグと高分子の流れとの選択的な融合は
、相対的な表面張力および／または「空」のプラグおよび沈殿剤プラグの内側の粘度の操
作を通じて可能であり、かつ、組み合わせ構成要素の形状に基づいている。このシステム
は、本出願の他の箇所で記述したように、二次汚染を伴うことなく確かな融合を提供し得
る。沈殿剤プラグと乾燥剤プラグとの対の準備は、装填構成要素によって生成され得、プ
ラグの間隔およびスペーサの存在または不在を制御し、本出願の別の箇所で記述したよう
に保持構成要素の中に装填される。次に、高分子の溶液は、組み合わせ構成要素を使用し
て沈殿剤構成要素と選択的に融合され、次に、収容構成要素において定温放置され得る。
【０１３２】
　気相拡散結晶化のこの記述は、高分子を有するプラグの１つのセットおよびプラグの第
２の「空」のセットを含み、プラグの第２のセットが「空」でなく、代わりにまた高分子
を含んだ場合であっても、本方法は動作可能であるであるということに留意されたい。し
かしながら、本明細書において記述された選択的融合技術は、より少ない量のタンパク質
の使用を可能にする。
【０１３３】
　（自由界面拡散結晶化）
　自由界面拡散は、充分に規則正しい結晶を生成する可能性を有する。本発明はまた、自
由界面拡散（ＦＩＤ）結晶化を実行するために使用され得る。ＦＩＤ方法によって高分子
を結晶化するために、高分子の溶液の貯水溝は、沈殿剤溶液の貯水溝と接触させなければ
ならず、その結果、自立界面が形成される。試剤は、好適には、単純な拡散によって混合
され、対流が、好適には、最小化される。界面において、グラスホフ数、つまり、浮力に
対する対流の割合を最小化することによって、対流は最小化され得る。さらに、対流は、
液体間界面および液体と固体との界面において、表面張力の勾配を減少することによって
最小化され得る。
【０１３４】
　本発明は、２つのプラグ間に自由界面を形成するためのマイクロフルイディック方法を
包含する。２つのプラグは、マイクロチャンネル装置内に、好適には収容構成要素内に共
にもたらされ、その結果、２つのプラグは、非混和性の搬送流体および／またはスペーサ
によって部分的に分離される。プラグは非混和性の流体が存在しない地点において接触す
ることを可能にされ、それにより自立界面か確立され、流体および試剤がプラグ間で拡散
する。一部の実施形態において、プラグ間の接触は親水性のマイクロチャンネルにおいて
生じ、該マイクロチャンネルにおいて、プラグ流体は壁を湿潤し、２つのプラグの内容を
接触させ、試剤が薄い流体の界面を通じて混合することを可能にする。スペーサまたは多
量の搬送流体が使用され得ることにより、この界面を束縛する。他の実施形態において、
プラグ流体は薄いフィラメントを湿潤し得、界面を確立する。
【０１３５】
　プラグの間隔を制御する方法およびプラグ流体によるマイクロチャンネルの湿潤の制御
が以下に述べられる。
【０１３６】
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　（ＶＤおよびＦＩＤ結晶化におけるプラグ操作）
　ＦＩＤおよびＶＤの両方において、プラグ間の間隔および湿潤現象は、プラグが形成さ
れたチャンネルとは別個のチャンネルにおいてプラグを残すことによって同時に制御され
得る。一実施形態において、第１に、任意の間隔を有するプラグの任意の配列が、第１の
マイクロフルイディック装置において形成され、該マイクロフルイディック装置において
は、プラグはチャンネルの壁を湿潤しない。第１の装置の出口は、第１の装置を含むこと
に充分な大きさの内径を有する第２の装置の中に置かれる。第１および第２のマイクロフ
ルイディック装置は互いに移され（例えば、第１のマイクロフルイディック装置が第２の
マイクロフルイディック装置から引き出される）、同時に、プラグが第１のマイクロフル
イディック装置の出口の外に移され、プラグは第２のマイクロフルイディック装置の中に
続けて残される。第２のマイクロフルイディック装置の表面は処置され、その結果、プラ
グ流体は、第２の装置を湿潤し、界面を形成することを可能にされる。プラグが残される
割合と、２つの装置が互いに移動される割合とは、プラグ間の間隔を決定し、ユーザがこ
の間隔を任意に制御することを可能にする。
【０１３７】
　さらに、第２のマイクロフルイディック装置は変更され得、その結果、湿潤が正確に制
御される。親水性のパッチおよび疎水性のパッチ（または表面エネルギーの変動性を可能
にし、プラグ流体および搬送流体の湿潤特性を制御し得るパッチ）は、チャンネルの壁の
内側に直接的にパターン付けされ得、その結果、プラグは限られた領域において湿潤する
のみである。これらのパッチは、マスクされ得、外部または内部の誘因、例えば、温度変
化、または光の照射、またはプラグ流体または搬送流体内の特定の構成要素の存在によっ
て作動され得る。また、フィラメント、ワイヤ、または他の表面が、同様なパターン付け
を有するマイクロフルイディック装置の中に挿入され得ることにより、壁の代わりにフィ
ラメントまたはワイヤの長手方向に沿ってのみ湿潤を導く。第２のマイクロフルイディッ
ク装置が、ガラスまたは別の流体に対して透過性のない材料から構築された場合に、第２
のマイクロフルイディック装置は搬送流体および試剤流体の蒸発を防止する。
【０１３８】
　マイクロチャンネルの表面が準備され、その結果、湿潤が可能でない場合に、プラグは
離れた距離を維持する（図５ａを参照）。プラグ流体による湿潤が可能である場合に、プ
ラグ流体は接触する（図５ｂを参照）。マイクロチャンネルの表面は、異なる湿潤特性を
有し得る。例えば、マイクロチャンネルの一部分は疎水性であり得る。水溶性のプラグが
使用されるときに、この疎水性の表面が湿潤を防止する。マイクロチャンネルの別の部分
が、（表面においてか、または疎水性のファイバの存在のために）親水性である場合に、
互い違いのプラグのプラグ流体は相互拡散される。なぜならば、親水性の表面は湿潤を促
進するからである。代替的に、マイクロフルイディック装置の内面の湿潤は、光スイッチ
可能な単分子層を適用することによって制御され得る。最初に、単分子層は湿潤を防止す
る（図５ｅを参照）が、光を用いて作動されたときには、湿潤を促進する（図５ｆを参照
）。
【０１３９】
　２つのプラグを１つにして、自立界面を形成するための方法のいくつかのさらなる例が
図５に示されている。プラグがチャンネルの壁を湿潤することを防止する状態の下で、試
剤溶液のプラグは、最初に、チャンネル内で形成される（図５ａ）。次に、状態が変化さ
れ、その結果、プラグは壁を湿潤する（図５ｂ）。プラグが充分に近くにある場合に、湿
潤現象は、プラグ流体が互いに接触することを可能にする。例えば、水溶性のプラグは、
親水性のチャンネルの中に輸送され得るが、搬送流体の薄い層は、流れが維持されている
間に、そのプラグが湿潤することを防止する（図５ｃ）。流れが止まったときに、搬送流
体の薄い層は分散し、プラグ流体が壁を湿潤することを可能にする（図５ｄ）。別の例と
して、マイクロチャンネルの壁は、光スイッチ可能な単分子層を用いて処置され得、該単
分子層は、最初に疎水性の特性を現す（図５ｅ）が、次に、特定の波長の光に曝露すると
親水性の特性を現す（図５ｆ）。
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【０１４０】
　さらなる例において、マイクロフルイディックシステムは、全体的または部分的に、熱
応答性の材料から形成され得る。粗いシリコン基質でコーティングされたポリ（Ｎ－イソ
プロピルアクリルアミド）を有する合成材料は、低い気温においては親水性であり（～０
°の水の接触角度）、高い気温においては疎水性である（～１５０°の水の接触角度）。
親水性／疎水性の転移温度は２９℃～４０℃の間であり、プロセスは数分以内で行なわれ
る。高分子はこれらの温度において変性するが、熱応答性のファイバを有する疎水性のマ
イクロチャンネルを４０℃を上回る温度に加熱し、それを２５℃（または１８℃または４
℃）まで素早く冷却し、転移が生じる前に、高分子のプラグおよび沈殿剤のプラグをマイ
クロチャンネルの中に注入することは可能である。数分後、ファイバは親水性になり、液
体のブリッジは高分子と沈殿剤との間で形成し、拡散が生じることを可能にする。
【０１４１】
　（Ｘ線結晶学）
　収容構成要素内のプラグ内で成長した結晶の質は、最初の母溶剤における室温または他
の所望の温度（例えば、結晶が成長する温度）での回折によって、直接的に評価され得る
（図８）。一部の実施形態において、構造情報は、１つの結晶、または同じプラグ内もし
くは異なるプラグ内のいずれかのいくつかの結晶のいずれかから取得され得る。代替的に
、キャピラリーの内側のプラグ内で形成する結晶は、容易に抽出、凍結防止、凍結、およ
び回折され得る。結晶は液体間界面において成長され得るので、結晶は固体の表面から擦
り取る必要はなく、損傷を最小化する。
【０１４２】
　図３は、マイクロフルイディック装置１を図示し、該装置において、搬送流体６によっ
て分離された様々な沈殿剤プラグ７が、搬送流体によって分離された高分子のプラグ１３
と融合される。沈殿剤のプラグは、一般的には、様々な濃度の沈殿剤を有する。次に、融
合されたプラグ１０は下流のチャンネルを通って流れ、該下流のチャンネルにおいて、プ
ラグはさらに操作、モニタリング、制御などをされ得る。沈殿剤のプラグおよび高分子の
プラグを分離するために使用される搬送流体６は、同じであり得るかまたは異なり得る。
図４ｃは、タンパク質の流れを一連のプラグに融合する例を図示する。
【０１４３】
　（プラグのアレイを提供する方法）
　本発明はまた、保持構成要素内のプラグのアレイ提供する方法を顧客に提供し、該方法
は、試剤流体、搬送流体およびプラグ流体の一覧表をオファーするステップと、顧客から
所望の試剤のサブセット、所望の搬送流体および所望のプラグ流体を収容するステップと
、保持構成要素内でプラグのアレイを形成するステップであって、該保持構成要素におい
て、プラグは搬送流体を用いて互いに分離され、各プラグは所望の試剤のサブセットの要
素を含む、ステップと、保持構成要素を顧客に送達するステップとを包含している。該方
法は、所望の試剤のサブセットに対する評価を計算することをさらに包含し得る。
【０１４４】
　方法は、所望の構成のプラグのアレイを事前に製作し、これらのアレイを格納し、それ
らを顧客に提供することを含み得る。
【０１４５】
　顧客はまた、装填構成要素、および一連の保持構成要素、組み合わせ構成要素、および
収容構成要素を備えたキットを提供され得る。構成要素は完全な調和流体接続を有し得る
か、もしくは分離接続が使用され得ることにより、構成要素を結合するか、またはその両
方である。顧客はこれらのキットを利用し得ることにより、所望の構成のプラグのアレイ
を生成する。顧客専用の試剤と顧客専用ではない試剤との両方が使用され得る。
【０１４６】
　試剤、搬送流体、およびプラグ流体の一覧表は、紙または電子のいずれかの形式におい
て、カタログとしてオファーされ得る（一部の実施形態において、インターネットを介し
てアクセス可能である）。適切な試剤、搬送流体およびプラグ流体が、本開示の全体を通
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して記述される。タンパク質の結晶化に関しては、試剤は、結晶の形成のためにスクリー
ンするために使用される任意の化合物を含み得る。例えば、試剤は、沈殿剤、添加剤、凍
結防止剤、緩衝材などを含み得る。
【０１４７】
　例えば、タンパク質の結晶化に対する試剤およびキットに関する会社および製品のリス
トは、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｔｒｕｃｔｍｅｄ．ｃｉｍｒ．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ／Ｃ
ｏｕｒｓｅ／Ｃｒｙｓｔａｌｓ／ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ．ｈｔｍｌ．に記述されている。
【０１４８】
　この方法において、顧客は、保持構成要素内のプラグのアレイの様々な特徴：例えば、
一つ以上の沈殿剤、搬送流体、プラグ流体、プラグ流体のｐＨ、添加剤、凍結防止剤など
を選択する。
【０１４９】
　膜タンパク質および他の高分子に関しては、プラグ流体は脂質立法相であり得る（例え
ば、Ｌａｎｄａｕ、Ｅ．Ｍ．およびＲｏｓｅｎｂｕｓｃｈ、Ｊ．Ｐ．Ｌｉｐｉｄｉｃ　ｃ
ｕｂｉｃ　ｐｈａｓｅｓ：Ａ　ｎｏｖｅｌ　ｃｏｎｃｅｐｔ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｃｒｙｓ
ｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｐｒｏｃｅｅｄ
ｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ９３、１４５３２
～１４５３５（１９９６）ならびにＮｏｌｌｅｒｔ、Ｍｅｔｈｏｄｓ．３４（３）：３４
８～５３（２００４年１１月）を参照）。
【０１５０】
　沈殿剤として使用され得る塩類の非排他的なリストは以下の通りである：酒石酸塩（Ｌ
ｉ、Ｎａ、Ｋ、Ｎａ／Ｋ、ＮＨ４）；燐酸塩（Ｌｉ、Ｎａ、Ｋ、Ｎａ／Ｋ、ＮＨ４）；酢
酸塩（Ｌｉ、Ｎａ、Ｋ、Ｎａ／Ｋ、Ｍｇ、Ｃａ、Ｚｎ、ＮＨ４）；蟻酸塩（Ｌｉ、Ｎａ、
Ｋ、Ｎａ／Ｋ、Ｍｇ、ＮＨ４）；クエン酸塩（Ｌｉ、Ｎａ、Ｋ、Ｎａ／Ｋ、ＮＨ４）；塩
化物（Ｌｉ、Ｎａ、Ｋ、Ｎａ／Ｋ、Ｍｇ、Ｃａ、Ｚｎ、Ｍｎ、Ｃｓ、Ｒｂ、ＮＨ４）；硫
酸塩（Ｌｉ、Ｎａ、Ｋ、Ｎａ／Ｋ、ＮＨ４）、マレイン酸塩（Ｌｉ、Ｎａ、Ｋ、Ｎａ／Ｋ
、ＮＨ４）；グルタミン酸塩（Ｌｉ、Ｎａ、Ｋ、Ｎａ／Ｋ、ＮＨ４）；テトラアリールホ
ウ酸塩（Ｌｉ、Ｎａ、Ｋ、Ｎａ／Ｋ、ＮＨ４）。
【０１５１】
　沈殿剤として使用され得る有機材料の非排他的なリストは以下の通りである：ＰＥＧ　
４００；ＰＥＧ　１０００；ＰＥＧ　１５００；ＰＥＧ　２Ｋ；ＰＥＧ　３３５０；ＰＥ
Ｇ　４Ｋ；ＰＥＧ　６Ｋ；ＰＥＧ　８Ｋ；ＰＥＧ　１０Ｋ；ＰＥＧ　２０Ｋ；ＰＥＧ－Ｍ
ＭＥ　５５０；ＰＥＧ－ＭＭＥ　７５０；ＰＥＧ－ＭＭＥ　２Ｋ；ＰＥＧＭＭＥ　５Ｋ；
ＰＥＧ－ＤＭＥ　２Ｋ；ジオキサン；メタノール；エタノール；２－ブタノール；ｎ－ブ
タノール；ｔ－ブタノール；ジェファミンＭ－６００；イソプロパノール；２－メチル－
２、４－ペンタンジオール；１，６－ヘキサンジオール。
【０１５２】
　溶液のｐＨは緩衝材を含むことによって変化され得る；生物学的材料に対するｐＨの一
般的な範囲は、概ね３～１０．５の間の値であり、緩衝剤の濃度は、概して０．０１から
０．２５Ｍまでの間の値である。この書類において記述されているマイクロフルイディッ
ク装置は、広い範囲のｐＨ値、特に生物学的標的に適した値に容易に適合性がある。
【０１５３】
　本発明に従って使用され得る可能な緩衝剤の非排他的なリストは以下の通りである：酢
酸ナトリウム；ＨＥＰＥＳ；カコジル酸ナトリウム；琥珀酸ナトリウム；燐酸ナトリウム
カリウム；ＴＲＩＳ；マレイン酸ＴＲＩＳ；マレイン酸イミダゾール；ビストリスプロパ
ン；ＣＡＰＳＯ、ＣＨＡＰＳ、ＭＥＳ、およびイミダゾール。
【０１５４】
　添加剤は、標的の溶解性および／または活性行動に影響する小分子である。そのような
化合物は、結晶化スクリーニングを加速し得るか、または標的の互い違いの結晶形式また
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は多形体を生成し得る。添加剤は、化学物質の考えられるほぼ全ての形式を取り得るが、
一般的には、単一および多価の塩類（無機または有機）、酵素リガンド（基板、生成物、
アロステリックなエフェクタ）、化学物質架橋剤、洗浄剤および／または脂質、重金属、
有機金属化合物、ごくわずかな量の沈殿剤、および分子量小型有機物。
【０１５５】
　以下は本発明に従って使用され得る添加剤の非排他的なリストである：２－ブタノール
、ＤＭＳＯ、ヘキサンジオール、エタノール、メタノール、イソプロピルアルコール、フ
ッ化ナトウム、フッ化カリウム、フッ化アンモニウム、無水塩化リチウム、塩化マグネシ
ウム６水化物、塩化ナトリウム、塩化カルシウム二水和物、塩化カリウム、塩化アンモニ
ウム、ヨウ化ナトリウム、ヨウ化カリウム、ヨウ化アンモニウム、チオシアン酸ナトリウ
ム、チオシアン酸カリウム、リチウム硝酸塩、マグネシウム硝エステル６水化物、硝酸ナ
トリウム、硝酸カリウム、硝酸アンモニウム、ギ酸マグネシウム、ギ酸ナトリウム、ギ酸
カリウム、ギ酸アンモニウム、リチウム酢酸エステル二水和物、マグネシウム酢酸エステ
ル四水和物、酢酸亜鉛二水和物、酢酸ナトリウム三水和物、酢酸カルシウム水和物、酢酸
カリウム、酢酸アンモニウム、リチウム硫酸塩一水化物、リチウム硫酸エステル７水化物
、硫酸ナトリウム十水塩、硫酸カリウム、硫酸アンモニウム、酒石酸塩二水和物２ナトリ
ウム、酒石酸ナトリウムカリウム四水和物、酒石酸２アンモニウム、リン酸二水素ナトリ
ウム一水化物、水素リン酸エステル２ナトリウム二水和物、カリウム二水素リン酸塩、水
素リン酸エステル２カリウム、燐酸二水素アンモニウム、塩基水素リン酸エステル２アン
モニウム、クエン酸３リチウム四水和物、クエン酸３ナトリウム二四水和物、クエン酸３
カリウム一水化物、クエン酸水素２アンモニウム、塩化バリウム、塩化カドミウム二水和
物、塩化カドミウム二水和物、塩化第二銅二水和物、塩化ストロンチウム６水化物、イッ
トリウム塩化物６水化物、エチレングリコール、無水グリセリン、１，６ヘキサンジオー
ル、ＭＰＤ、ポリエチレングリコール４００、トリメチルアミンＨＣＩ、グアニジンＨＣ
Ｉ、尿素、１，２，３－ヘプタントリオール,ベンズアミジンＨＣＩ、ジオキサン、エタ
ノール、イソプロパノール、メタノール、ヨウ化ナトリウム、Ｌ－システイン、ＥＤＴＡ
ナトリウム塩、ＮＡＤ、ＡＴＰジナトリウム塩、Ｄ（＋）－グルコース一水化物、Ｄ（＋
）－スクロース、キシリトール、スペルミジン、スペルミン４ＨＣＩ、６－アミノカプロ
ン酸、１，５－２アミノペンタン２ＨＣｌ、１，６－２アミノヘクサン、１，８－アミノ
オクタン、グリシン、グリシル・グリシル・グリシン、ヘキサミンコバルト三塩化物、タ
ウリン、ベタイン一水化物、ポリビニルピロリドンＫ１５、非洗浄性スルホベタイン１９
５、非洗浄性スルホベタイン２０１、フェノール、ＤＭＳＯ、硫酸デキストランナトリウ
ム塩、ジェファミンＭ－６００、２、５つのヘキサンジオール、（＋／－）－１，３ブタ
ンジオール、ポリプロピレングリコールＰ４００、１，４ブタンジオール、三次ブタノー
ル、１，３プロパンジオール、アセトニトリル、ガンマ・ブチロラクトン、プロパノール
、酢酸エチル、アセトン、ジクロロメタン、ｎ－ブタノール、２，２，２トリフルオロエ
タノール、ＤＴＴ、ＴＣＥＰ、ノナエチレングリコールモノドデシルエーテル、ノナエチ
レングリコールモノラウリルエーテル、ポリオキシエチレン（９）エチル、オクタエチレ
ングリコールモノドデシルエーテル（オクタエチレングリコールモノラウリルエーテル）
、ポリオキシエチレン（８）ラウリルエーテル、ドデシル－β－Ｄマルトピラノシド、ラ
ウリン酸スクロースエステル、シクロヘキシルペンチル－β－Ｄマルトース配糖体、ノナ
エチレングリコールオクチルフェノールエーテル、Ｎ，Ｎ－ｂｉｓ（３－Ｄ－グルコン酸
アミドプロピル－デオキシコール酸アミン、デシル－β－Ｄマルトピラノシド、ラウリル
ジメチルアミン酸化物、シクロヘキシルペンチル基－β－Ｄマルトース配糖体、ｒａ－ド
デシルスルホベタイン３－（ドデシルジメチルアンモニア）プロパン－ｌ－スルフォナー
ト)、ノニル－β－Ｄ－グルコピラノシド、オクチル－β－Ｄ－チオグルコピラノシド,Ｏ
ＳＧ、Ｎ，Ｎ－ジメチルデシルアミン－β－酸化物、メチｌ０－（Ｎ－ヘプチルカルバモ
イル）－α－Ｄ－グルコピラノシド、スクロースモノカプロイル基、ｎ－オクタノイル－
β－Ｄ－フルクトフラノシル－α－Ｄ－グルコピラノシド、ヘプチル基－β－Ｄ－チオグ
ルコピラノシド、オクチル－β－Ｄ－グルコピラノシド,ＯＧ、シクロヘキシルプロピル
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基－β－Ｄ－マルトース配糖体、シクロヘキシルブタノイル－Ｎ－ヒドロキシエチルグル
クアミド、ｎ－デシルスルホベタイン:３－（デシルジメチルアンモニウム）プロパン-１
スルフォナート、オクタノイル－Ｎ－メチルグルカミン,ＯＭＥＧＡ、ヘキシル－β－Ｄ
－グルコピラノシド、Ｂｒｉｊ　３５、Ｂｒｉｊ　５８、トリトンＸ－１１４、トリトン
Ｘ－３０５、トリトンＸ－４０５、トゥイーン２０、トゥイーン８０、ポリオキシエチレ
ン（６）デシルエーテル、ポリオキシエチレン（９）デシルエーテル、ポリオキシエチレ
ン（１０）ドデシルエーテル、ポリオキシエチレン（８）トリデシルエーテル、デカノイ
ル－Ｎ－ヒドロキシエチルグルカミン、ペンタエチレングリコールモノオクチルエーテル
、３－［（３－コールアミドプロピル）－ジメチルアンモニウム]－ｌ－プロパンスルフ
ォナート、３－[（３－コールアミドプロピル）－ジメチルアンモニウム］ヒドロキシ－
１－プロパンスルフォナート、シクロヘキシルペンタノイル－Ｎ－ヒドロキシエチルグル
クアミド、ノナノイル－Ｎ－ヒドロキシエチルグルクアミド、シクロヘキシルプロパノー
ル－Ｎ－ヒドロキシエチルグルクアミド、オクタノイル－Ｎ－ヒドロキシエチルグルクア
ミド、シクロヘキシルエタノイル－Ｎ－ヒドロキシエチルグルクアミド、ベンジルジメチ
ルドデシル臭化アンモニウム、ｎ－ヘキサデシル－β－Ｄマルトピラノシド、ｎ－テトラ
デシル－β－Ｄマルトピラノシド、ｎ－トリデシル－β－Ｄマルトピラノシド、ドデシル
ポリ(エチレングリコエーテル)、ｎ－テトラデシル－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウム－１
－プロパンスルフォナート、ｎ－アンデシル－β－Ｄマルトピラノシド、ｎ－デシルＤ－
チオマルトピラノシド、ｎ－ドデシルホスホコリン、α－Ｄ－グルコピラノシド,β－Ｄ
－フルクトフラノシルモノデカン酸エステル（スクロースモノカプリン酸塩）、１－ｓ－
ノニル－β－Ｄ－チオグルコピラノシド、ｎ－ノニル－β－Ｄ－チオマルトイラノシド、
Ｎ－ドデシル－Ｎ，Ｎ－（ジメチルアンモニオ）－酪酸塩、ｎ－ノニル－β－Ｄ－マルト
ピラノシド、シクロヘキシルブチルＤ－マルトース配糖体、ｎ－オクチル－β－Ｄ－チオ
マルトピラノシド、ｎ－デシルホスホコリン、ｎ－ノニルホスホコリン、ノナノイルＮ－
メチルグルカミン、１－ｓ－ヘプチル基－β－Ｄ－チオグルコピラノシド、ｎ－オクチル
ホスホコリン、シクロヘキシルエチルＤマルトース配糖体、ｎ－オクチル－Ｎ，Ｎ-ジメ
チルアンモニウム－ｌ－プロパンスルフォナート、シクロヘキシル・メチル－β－Ｄ-マ
ルトース配糖体。
【０１５６】
　凍結剤とは、結晶が氷ではなくむしろ硝子体ガラスに埋め込まれるように、液体窒素、
液体プロパン、液体エタン、または窒素ガスもしくはヘリウム（全て約１００－１２０°
Ｋ）などの起寒剤の瞬間冷凍において、標的結晶を安定させる試剤である。いかなる分量
の塩類または分子量小型有機化合物は凍結防止剤として使用され得る。一般的には、限定
するわけではないが、ＭＰＤ、ＰＥＧ－４００(および両方のＰＥＧ誘導体およびより高
分子量のＰＥＧ化合物）、グリセリン、糖（キシリトール、ソルビトール、エリトリトー
ル、スクロース、グルコースなど）、エチレングリコール、アルコール（短鎖と超鎖との
両方、揮発性と不揮発性との両方）、ＬｉＯＡｃ、ＬｉＣｌ、ＬｉＣＨＯ２、ＬｉＮＯ３

、Ｌｉ２ＳＯ４、Ｍｇ（ＯＡｃ）２、ＮａＣｌ、ＮａＣＨＯ２、ＮａＮＯ３などを含む。
また、本発明に従ったマイクロフルイディック装置が製作される材料は、このような一連
の化合物と適合性をもち得る。
【０１５７】
　化学物質の変動性に加えて、結晶化スクリーニングの間に、多数の他のパラメータが変
化され得る。そのようなパラメータは、限定するわけではないが、（１）結晶化試験回数
、（２）標的溶液と結晶化溶液の比率、（３）標的濃度、（４）標的の二次的小型分子ま
たは高分子との共結晶化、（５）水和、（６）接触面、（７）分子を標的とする修正など
を含む。
【０１５８】
　アプリケーション（４）共結晶化に関しては、アレイは、ケミカルスペースの一部分を
スパンする小分子のサブセットを表し得る。代替的に、アレイは、ゲノムまたはゲノムの
一部分をスパンしているオリゴヌクレオチドのサブセットを表し得る。
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【０１５９】
　（他のアプリケーション）
　本発明は任意の実験において使用され、該実験において、多種多様な反応が平行して行
われ得る。例えば、９６－、３８４－、または１５３６－ウェルプレートにおいて、現在
、一般的に適用される任意のアプリケーションである。本発明において記述されたような
保持構成要素は、これらのアプリケーションの任意のもののために準備され得る。
【０１６０】
　そのようなアプリケーションの１つは、コンビナトリアルケミストリである。構成要素
内での組み合わせの後に、第２の試剤または試剤のセットと反応させられる様々な試剤を
含む保持構成要素が準備され得る。これらの試剤は溶液の中に存在することに限定されず
、ビーズまたは他の形式でも存在し得る。コンビナトリアルケミストリの一般的なアプリ
ケーションは、薬学的または農学的作用のためにテストされる様々な化合物の合成を含む
。別のアプリケーションは、様々な無機、有機、または有機金属の触媒の合成である。例
えば、保持構成要素は、金属に対する多数の異なる潜在的なリガンドを含み得、組み合わ
せ構成要素内の金属または様々な金属との組み合わせの後に、リガンドは、金属または複
数の金属と反応することを可能にされることにより、潜在的な触媒を含むプラグのアレイ
を提供する。続いて、プラグは、第２の組み合わせ構成要素内でテスト試剤と組み合わせ
られ得ることにより、触媒が触媒作用ためにテストされることを可能にする。第２の試剤
と組み合わされた後か、または試剤が送られ、反応することを可能にされた後に、最終的
な生成物がケミカルスペースの所望の領域をスパンするように、保持構成要素内のコンビ
ナトリアルケミストリ試剤は選択される。さらに、保持構成要素内のプラグは、懸濁液内
に試剤を含み得る。これは、安定性を増加させること、または溶解性が制限されるときに
有益であり得る。保持構成要素はまた、安定性を増加させるために凍結され得る。
【０１６１】
　別のアプリケーションは、所望の特性に対する化合物の様々なライブラリのスクリーニ
ングであり、多くの場合に「ハイスループットスクリーニング」と呼ばれている。例えば
、触媒が特定の反応を実行して物質Ａを物質Ｂに変換することを必要とされる場合に、多
数の潜在的な触媒は、保持構成要素の中に装填され、物質Ａと組み合わせられ、反応する
ことを可能にし得、その結果、収容構成要素内にその結果として生じるプラグは、物質Ｂ
の存在に関してモニタリングされ得る。この例において、触媒は、無機、有機金属、有機
、酵素、または核酸で構成されたものであり得る。代替的に、保持構成要素は、潜在的な
触媒の作用をテストするために、反応原系の様々なセットを含み得る。組み合わせ構成要
素において、反応原系のセットは、潜在的な触媒に組み合わせられ、収容構成要素内で反
応することを可能にされる。次に、反応の進行は、例えば、紫外可視分光分析、蛍光分析
、または質量分析によってモニタリングされ、触媒の反応性を決定する。
【０１６２】
　同様に、化合物の様々なセットまたは「ライブラリ」は、保持構成要素内にロードされ
得ることにより、所望の生物学的作用、例えば、薬学的または農学的化合物の使用に関し
てテストされる。一般的なライブラリの例は、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　ａｎｄ　Ｐ
ｈｙｔｏＭｙｃｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎによってオファーされて
いる１０，０００を超える植物および微生物抽出物のセットと、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉ
ｃｈによってオファーされているｔｈｅ　Ｌｉｂｒａｒｙ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏ
ｇｉｃａｌｌｙ－Ａｃｔｉｖｅ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄ（Ｐｒｏｄｕｃｔ　Ｎｏ．ＬＯ１２８
０）と、ｔｈｅ　Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｌｉｂｒａｒｙ　ｏｆ　Ｒａｒｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓからの化合物とを含む。他の例は、Ｎａｎｏｓｙｎ，Ｉｎｃ．によってオファーされて
いるＰｈａｒｍａ　Ｌｉｂｒａｒｙ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎを含み、該Ｐｈａｒｍａ　Ｌ
ｉｂｒａｒｙ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎは、公知の特性およびまたもＮａｎｏｓｙｎ，Ｉｎ
ｃ．からのＥｘｐｌｏｒｅ　Ｌｉｂｒａｒｙ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎに基づいて、薬剤と
なる可能性のあるもののために事前に選択された化合物を含み、該Ｅｘｐｌｏｒｅ　Ｌｉ
ｂｒａｒｙ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎは、より反応性のある化合物を含む。他の例は、Ｎｉ
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ｋｅｍ　ＲｅｓｅａｒｃｈによるＤｏｕｂｌｅ　Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ａｒｒａｙｓを含
み、該Ｄｏｕｂｌｅ　Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ａｒｒａｙｓは、単一の反応官能基を含むこ
とにより、顧客専用の化合物およびＮｉｃｋｅｍ’ｓ　ｃｏＭｅｒｇｅ　ａｒｒａｙｓの
吸着を可能にする。
【０１６３】
　化合物ライブラリの他の使用および例は、米国特許第６、７４０、５０６号において記
述され、該特許は本明細書において参照により援用される。さらに、保持構成要素は、米
国特許第６、７４０、５０６号において記述されたもののような定方向進化を介して合成
されたライブラリを備え得る。
【０１６４】
　同様に、保持構成要素は、様々な生体分子を含み得る。例えば、以下で実施例１０にお
いて記述されるように、保持構成要素は、単一の基質または１セットの基質に対する結合
またはそれらとの反応に関してテストをするために、タンパク質の様々なセットを備え得
る。タンパク質ライブラリの例は、Ｔｓｕｊｉら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ２９（２０）：ｅ９７（２００１）において記述されている。保持構成要素は
また、ゲノムによって表わされたタンパク質のライブラリを備え得る。同様に、保持構成
要素はまた、オリゴペプチドまたはオリゴ糖もしくは多糖を含み得る。代替的に、保持構
成要素は、核酸、例えばＤＮＡまたはＲＮＡを含み得る。
【０１６５】
　実施形態の１つのセットにおいて、保持構成要素は、動物、菌類、古細菌、バクテリア
、植物、哺乳類、人間などを含む任意の生物の完全なゲノムに由来する生体分子のセット
を含み得、該生体分子のセットは、当該分野において公知の方法によって配列されている
。保持構成要素は、生物の全ゲノムまたはゲノムのサブセットを表わす生体分子を含み得
る。例えば、保持構成要素は、生物のゲノムを表す核酸を含み得る。核酸は、ＲＮＡ、Ｄ
ＮＡ、ｃＤＮＡ、またはＥＳＴクローンであり得る。１つの例としては、Ｍａｔｒｉｘ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓによって販売されているｔｈｅ　ｅｚ－ｒａｙｓＴＭｈｕｍａ
ｎ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｌｉｂｒａｒｙであり、該ライブラリは、１５，
０００を超える人間のｍＲＮＡ配列を標的とした５０－ｍｅｒＤＮＡプローブおよび制御
プローブを含む。
【０１６６】
　実施形態の別のセットにおいて、保持構成要素は生きている細胞を含み得る。例えば、
細胞の有益なセットは、生物の欠失変異体の多様なセットを含む欠失ライブラリを含む。
例えば、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｄｅｌｅｔｉｏｎ　Ｐｒｏｊｅｃ
ｔ（Ｇｉａｅｖｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ．４１８（６８９６）：３８７－９１（２００２）
）によって生成された欠失ライブラリである。他の有益な細胞収集は、例えば、Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ　ＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎによってオファーされているようなＥＳＴクロー
ン、ＢＡＣクローン、ＯＲＦクローンおよびＰＡＣクローンのセットを含む。別の実施形
態において、単一のタイプの細胞が、複数の試剤と組み合わせるために保持構成要素内で
オファーされる。例えば、Ｏ’Ｃｏｎｎｏｒら、Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ａ．６３（１）：
４８～５８（２００５）において記述されたもののような肝細胞は、保持構成要素内で装
填され、次に、組み合わせ構成要素内で、様々な潜在的な薬と組み合され得る。細胞の活
性または変動性に対する続けてのモニタリングは、肝臓の毒性に関してテストするために
使用され得る。代替的に、Ｏ’Ｃｏｎｎｏｒら、Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ａ．６３（１）：
４８～５８（２００５）においてまた記述された特定生物型群を表す様々な細胞系は、保
持構成要素の中に装填され得る。
【０１６７】
　ハイスループットスクリーニングまたはコンビナトリアルケミストリのいずれかのアプ
リケーションに関しては、数千もの化合物の全ライブラリが、単一の保持構成要素内でオ
ファーされ得る。代替的に、タンパク質の結晶化に関して上記されたように、全ライブラ
リのスパースサブセットが、単一の保持構成要素内でオファーされ得、次に、ケミカルス
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ペースの特定の領域が所望の特性を有することが見つけられた後に、全ライブラリのより
細かいサブセットが使用のためにオファーされ得る。
【０１６８】
　実施形態の別のセットにおいて、保持構成要素は、診断および検出のために使用され得
る。限定ではない例として、医療的診断、獣医的診断、作物と動物と農産物とのテスト、
および水質と大気とのテストを含む環境テストを含む。好適には、保持構成要素は、複数
のテスト、および／または同じテストの複数の写しを含む。保持構成要素はまた対照実験
を含み得る。
【０１６９】
　本発明の一部の実施形態において、物質のスパースライブラリを含む特定の保持構成要
素を使用した最初のテストの後に、第２のカスタムの保持構成要素が準備され得、最初の
テストにおいて見つけられた「ヒット」に特性の近い（ケミカルスペースにおいて近くに
ある）物質を含む。このプロセスは無期限に反復され得る。
【実施例】
【０１７０】
　以下の実施例において、ガラスキャピラリーはシラン処理され、それらは疎水性となっ
た。
【０１７１】
　（実施例１：μＬを下回る量の溶液をマイクロフルイディック装置の中への損失を伴わ
ない注入。）
　１０μＬのシリンジおよびテフロン（登録商標）パイプの一部がパーフルオロアミンで
満たされ、（１μＬを下回る）少量の膜タンパク質溶液の吸引が続いた。パーフルオロア
ミンの搬送流体はテフロン（登録商標）パイプを優先的に湿潤するので、該搬送流体はタ
ンパク質とテフロン（登録商標）との間で薄い層を形成し、タンパク質溶液のパイプの壁
への付着を防止し、マイクロフルイディック装置の中への損失のない完全な分配を可能に
した。
【０１７２】
　（実施例２：保持構成要素内で、異なる組成物のプラグのアレイを形成すること。）
　この実験において、異なる組成物を含むプラグのアレイが、テフロン（登録商標）パイ
プまたはガラスキャピラリーにおいて生成された。テフロン（登録商標）パイプの一部（
ＯＤ：７６０μｍ、ＩＤ：３０５μｍ）が５μＬのシリンジ（Ｈａｍｉｌｔｏｎ）の針に
取り付けられた。より小さい直径（ＯＤ：２５０μｍ、ＩＤ：２００μｍ）を有する別の
テフロン（登録商標）パイプが、大きいテフロン（登録商標）パイプに取り付けられ、エ
ポキシ樹脂または蝋のいずれかによって密閉された。油（５０：１のＦＣ－３２８３／Ｐ
ＦＯ）は、パイプおよびシリンジに吸引された。パイプは、組成物Ａの水溶液（溶液Ａ）
の中に沈められ、プランジャが後ろに引かれて少量（０．１～０．５μＬ）の溶液Ａを吸
引した。次に、パイプが油の中に沈められ、同じ量の油がパイプの中に吸引された。この
２つのステップの吸引プロセスが、溶液Ｂ、Ｃ、…に対して繰り返されることにより、全
ての溶液が使用され、組成物Ａ、Ｂ、…のプラグのアレイがテフロン（登録商標）パイプ
の内側で形成された。
【０１７３】
　ガラスキャピラリー内でそのようなプラグのアレイを形成するために、テフロン（登録
商標）パイプが、（ＯＤ２００μｍ、ＩＤ１８０μｍ、一端に漏斗状の約２ｍｍの幅の間
隔を有する）Ｈａｍｐｔｏｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ｇｌａｓｓ　ｃａｐｉｌｌａｒｙの幅
の広い端の中に挿入された。全システム（シリンジ、テフロン（登録商標）パイプおよび
キャピラリー）が油で満たされた後に、等量の溶液Ａ、油、溶液Ｂ、油…は、上記のよう
な同じ手順に従ってキャピラリーの中に吸引された。
【０１７４】
　プラグのアレイが、テフロン（登録商標）パイプの内側で形成されたときには、テフロ
ン（登録商標）パイプは切り離され、内側の液体を用いて凍結された。凍結プロセスは、
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テフロン（登録商標）を通した浸透による液体の損失を防止し、それによりプラグの長期
間の格納に役立つ。プラグのアレイが、ガラスキャピラリーの内側で形成されたときには
、キャピラリーはテフロン（登録商標）パイプから取り除かれ、蝋を用いて密閉された。
この方法で、プラグは長期間（６ヶ月を超えて）格納され得る。
【０１７５】
　（実施例３：プラグのアレイをＰＤＭＳマイクロチャンネルの中に輸送すること。）
　この実験において、テフロン（登録商標）パイプまたはガラスキャピラリー（保持構成
要素）の内側に格納されたプラグのアレイは、ＰＤＭＳマイクロチャンネル（収容構成要
素）の中に輸送された。
【０１７６】
　３つの異なる型が使用された。第１の型において、ＰＤＭＳマイクロチャンネルの入口
は、Ｈａｍｐｔｏｎ　ｒｅｓｅａｒｃｈから取得したガラスキャピラリーに結合された。
このキャピラリーはアダプタとして使用され、そのキャピラリーは漏斗の形状を有してい
た。キャピラリーの小さい端は、ＰＤＭＳマイクロチャンネルの中に挿入され、キャピラ
リーとＰＤＭＳマイクロチャンネルの壁との間のギャップは、半硬化ＰＤＭＳで満たされ
た。１１０℃で５分間の定温放置の後に、半硬化ＰＤＭＳは凝固され、合流地点は漏洩耐
性となった。内側にプラグのアレイを有するキャピラリーは、アダプタキャピラリーのよ
り大きい端にしっかりと挿入された。接続部はどのような密閉材も用いることなく漏洩耐
性となった。セットアップ全体を傾けることによって、重力が、プラグのアレイをＰＤＭ
Ｓマイクロチャンネルの中に引き込んだ。代替的に、シリンジを使用して、アレイを含ん
でいるキャピラリーのオープンエンド上に圧力を適用することによって、プラグの輸送は
達成され得る。
【０１７７】
　第２の構成において、ＰＤＭＳマイクロチャンネルの入口は、小さいテフロン（登録商
標）パイプ（ＯＤ：２５０μｍ、ＩＤ：２００μｍ）に結合された。合流地点は、第１の
型において記述された同じ方法（半硬化ＰＤＭＳを用いて）で漏洩耐性にされた。次に、
テフロン（登録商標）パイプの自由端は、プラグのアレイを保持したガラスキャピラリー
の大きい端の中に挿入された。さらに、シリンジによって加えられたガラスキャピラリー
の小さい端上の重力または圧力は、ＰＤＭＳマイクロチャンネルの中にプラグのアレイを
移送するように加えられた。
【０１７８】
　第３の型において、最初に、プラグのアレイは、上記のような同じセットアップにおい
てシリンジに接続されたテフロン（登録商標）パイプの小さい部分の中に輸送された。次
に、内側にプラグのアレイを有する小さいテフロン（登録商標）パイプは、キャピラリー
結合器の中に挿入された。シリンジを通じて圧力を加えることによって、プラグのアレイ
は、ＰＤＭＳマイクロチャンネルの中に押され得る。
【０１７９】
　プラグの流れは、プラグをマイクロチャンネルの中に押すシリンジによって制御され得
る。代替的に、プラグのアレイがＰＤＭＳマイクロチャンネルの中に入り、油の入口を通
過した後で、入口は蝋によって密閉され得る。次に、プラグの移動は油の流れによって制
御され得、該油の流れは、シリンジまたはシリンジポンプによって押される。
【０１８０】
　（実施例４：ＰＤＭＳマイクロチャンネル（収容構成要素）からガラスキャピラリー（
保持構成要素）の中にプラグを輸送すること。）
　この実験において、個々にタンパク質溶液に融合されるプラグのアレイは、ＰＤＭＳマ
イクロチャンネルの出口に接続されたガラスキャピラリーの中に輸送された。再利用可能
な型が、ここで使用され得ることにより、ＰＤＭＳマイクロフルイディックデバイスを再
利用する。これは、薄い壁（ＯＤ：２５０μｍ、ＩＤ：２００μｍ）のテフロン（登録商
標）パイプをＰＤＭＳマイクロチャンネルの出口に取り付けることによって達成された。
Ｈａｍｐｔｏｎ　ｒｅｓｅａｒｃｈからのガラスキャピラリー（ＯＤ：２００μｍ、ＩＤ
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：１８０μｍ）は、パイプの自由端をガラスキャピラリーの大きい端に挿入することによ
って、テフロン（登録商標）パイプに結合され得る。結合のために密閉材は必要とされず
、漏洩は認められなかった。１つのガラスのキャピラリーが、タンパク質溶液と様々な沈
殿剤との混合物を含むプラグの１つのアレイで満たされた後に、該ガラスのキャピラリー
はテフロン（登録商標）パイプから取り外され、蝋で密閉された。別のガラスのキャピラ
リーが、次のプラグのアレイのために、テフロン（登録商標）パイプに結合するように使
用され得る。
【０１８１】
　（実施例５：アレイ内の各プラグをＰＤＭＳマイクロチャンネル内のタンパク質溶液に
融合すること。）
　この実験において、融合を実行する２つの型が存在する。第１の型において、プラグの
アレイは、融合構成要素内で押され、タンパク質溶液の流れを流されたチャンネルを有す
る合流地点を通過した。各プラグは少量のタンパク質溶液と融合した。プラグの流量また
はタンパク質の流れの流量を変化させることによって、各沈殿剤のタンパク質に対する相
対量の割合が制御され得る。
【０１８２】
　第２の型において、まず、タンパク質の流れは、油の流れの中に注入され、その結果、
タンパク質溶液のプラグの別のアレイが形成された。沈殿剤を含んだプラグのアレイは、
融合構成要素におけるＴ字型の合流地点において、タンパク質溶液のプラグのアレイに１
つずつ融合され得る。
【０１８３】
　（実施例６：ＰＤＭＳマイクロチャンネル内のタンパク質溶液にプラグを１つおきに融
合すること。）
　プラグのアレイは多くの群のプラグからなり得る。組み合わせ構成要素が、これらの群
内で選択的に溶液を融合することが、時として所望される。例えば、ＶＤ結晶化の事例に
おいて、第１群のプラグは沈殿剤溶液を含み、第２群のプラグは、乾燥溶液を含む。気相
拡散による結晶化を実行するために、タンパク質溶液の流れは、沈殿剤のプラグに融合す
ることを所望されるが、乾燥剤のプラグに融合することは所望されない。試剤溶液を有す
るプラグのアレイの融合は、キャピラリー数によって記述され得、該キャピラリー数は、
表面張力と粘度とに依存する。好適な実施形態において、プラグと搬送流体との間の表面
張力が制御され得、選択的な融合の制御を可能にする。表面張力は、プラグ内の界面活性
剤の濃度の操作を通じて修正され得る。粘度はまた、例えば、乾燥剤のプラグを粘着性に
する構成要素（例えば、ポリエチレングリコール）を追加することによって制御され得る
。他の実施形態において、プラグのアレイの流量とタンパク質の流れの流量とがまた使用
され得ることにより、選択的な融合を制御する。
【０１８４】
　沈殿剤溶液および洗浄剤溶液を使用した選択的融合を実証する一連の実験が行なわれた
。第１の実験において、沈殿剤を含んだプラグは、オクチル－β－Ｄ－グルコピラノシド
（ＯＧ）洗浄剤の１％の溶液の流れと融合した。第１の実験において使用された装置と同
一であるが別個の装置上で、同一の流量で行なわれた第２の実験において、ポリエチレン
グリコール５０００モノメチルエチル、ならびに半フッ化界面活性剤および非フッ化界面
活性剤の混合物を含んだ乾燥剤のプラグは、１％のＯＧの流れの付近で、屈曲し、融合し
なかった。１％のＯＧの流れが、乾燥剤のプラグと互い違いにある沈殿剤のプラグのアレ
イと共に、組み合わせ構成要素において使用された第３の実験において、１％のＯＧの流
れは沈殿剤のプラグのみと融合した。
【０１８５】
　従って、融合されていないプラグ内の塩濃度は、融合されたプラグ内の塩濃度よりも高
くなり得る。油が親水性である場合には、濃度差による浸透圧は、融合したプラグから融
合していないプラグに水を拡散させ得る。融合したプラグはこの方法で濃縮され、タンパ
ク質の核形成および結晶化は高められ得る。
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【０１８６】
　（実施例７：膜タンパク質の結晶化）
　脂肪酸アミドヒドロラーゼ（ＦＡＡＨ）は、ニューロン表面において、エンドカンナビ
ノイド信号分子を分解する完全な膜タンパク質である。ＦＡＡＨの除去は鎮痛効果を増加
させることに関連している。つまり、エンドカンナビノイドは、痛みおよびそれに関連す
る神経障害の緩和を標的とした最高の薬剤と考えられている。アラキドニル阻害剤と錯体
化されたラットのＦＡＡＨの構造は公知である。その錯体は、どのようにＦＡＡＨが細胞
膜に統合されるか、およびどのようにＦＡＡＨが活性部位から二重層にアクセスを確立す
るかを示した。
【０１８７】
　ＦＡＡＨの結晶は、タンパク質結晶化のマイクロバッチ方法を使用して、チップ上で生
成された。３つの水溶液の入口および１つの搬送流体の入口を有するＰＤＭＳとテフロン
（登録商標）との複合キャピラリー装置が構成された。この装置は、出口から搬送流体と
水溶液との合流地点に直接的にキャピラリーを挿入され、膜タンパク質界面活性剤を含む
プラグの形成を容易にした。使用された搬送流体は、パーフルオロトリペンチルアミン（
３ＭのＦＣ－７０）であり、該ＦＣ－７０は、膜タンパク質界面活性剤と適合性があるこ
とを示した。この装置を使用して、～４０ｃｍのパイプは、マイクロバッチの液滴で満た
された。プラグ内の沈殿剤の濃度の勾配は、沈殿剤と緩衝剤との流れの流量を変化させる
ことによって達成された。アラキドニル阻害剤と錯体化されたＦＡＡＨに対する沈殿剤溶
液は、１６％のＰＥＧ　６０００、２００ｍＭのＬｉ２ＳＯ４、１０％のエチレングリコ
ール、１４％の２－メチル－２，４－ペンタンジオールおよび５．６のｐＨにおいて緩衝
剤で処理された２００ｍＭのクエン酸塩からなった。非晶質ポリオフィレンの形式におけ
るＦＡＡＨに対する沈殿剤は、２４％のＰＥＧ　４０００、２００ｍＭのＬｉ２ＳＯ４、
１０％の２－メチル－２，４－ペンタンジオール、４００ｍＭのＮａＣｌおよび８．２の
ｐＨにおいて緩衝剤で処理された１００ｍＭのＴｒｉｓであった。
【０１８８】
　（実施例８：ＶＤ結晶化スクリーン：プラグのアレイの準備および輸送）
　第１に、テフロン（登録商標）パイプの小さい部分（外径２５０μｍ、内径２００μｍ
）が１０μＬのシリンジ（Ｈａｍｉｌｔｏｎ）に接続された。この接続は、「管内管」方
法を使用することによって行われた。テフロン（登録商標）パイプのより厚い部分（約３
０Ｇ）がシリンジに接続され、パイプの薄い部分がより暑い部分の中に挿入され、接続は
（例えば、蝋を用いて）密閉された。パイプのその部分が伸張され得ることにより、直径
を減少させた。シリンジとテフロン（登録商標）パイプとは、フルオロカーボン搬送流体
で満たされた。フルオロカーボンは、量的割合が１０：１であるパーフルオロパーヒドロ
フェナントレン（ＰＦＰ）および１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクタノール（
ＰＦＯ）との混合物である。プラグのアレイを準備するために、異なる試剤、フルオロカ
ーボン、および気泡が、小さいテフロン（登録商標）パイプのその部分に連続して吸引さ
れた。これは、テフロン（登録商標）パイプに接続されたシリンジのプランジャを引き、
テフロン（登録商標）パイプの他の端が対応する溶液の中にあることによって達成された
。吸引プロセスの間に、プランジャの移動は、手動のマイクロメータシリンジドライバ（
Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ　Ｃｏ．）によって制御された。各試剤の吸引の前に、少量のフルオ
ロカーボンは、テフロン（登録商標）パイプの中に吸引されたことにより、プラグを分離
した。一部の実験において、フルオロカーボンの吸引の後に、気泡がまたテフロン（登録
商標）パイプの中に吸引された。これらの気泡は、対照的な粘度の溶液を含むプラグの偶
然的な癒着を防止した。プラグのアレイが、テフロン（登録商標）パイプの内側で準備さ
れた後に、フルオロカーボンがさらにパイプの中に吸引された。次に、テフロン（登録商
標）パイプは、漏斗状のキャピラリー（Ｈａｍｐｔｏｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）の中に挿入
された。テフロン（登録商標）パイプに接続されたシリンジのプランジャを押すことによ
って、プラグのアレイはキャピラリー（ＯＤ　０．２０ｍｍ、ＩＤ　０．１８ｍｍ）の中
に移送された。次に、キャピラリーはパイプから切り離され、長期保存のために蝋によっ
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て密閉された。マイクロフルイディックチャンネルにおける実験のためにアレイを利用す
るために、まず、アレイはキャピラリーからテフロン（登録商標）パイプの中に輸送され
た。次に、テフロン（登録商標）パイプは漏斗状の結合器の中に挿入され、該結合器はマ
イクロフルイディックチャンネルの入口に結合された。アレイの輸送はテフロン（登録商
標）パイプに接続されたシリンジによって制御された。同時に、標的溶液の流れは、側面
のチャンネルの中に注入され、この流れはプラグのアレイに融合し、混合し、反応が生じ
た。プラグのアレイは、混合の後に、同様の漏斗状の結合器を使用してキャピラリーの中
に輸送された。キャピラリーがプラグのアレイで満たされた後に、キャピラリーはマイク
ロフルイディックチャンネルから取り外され、定温放置または分析のために密閉され得る
。
【０１８９】
　（実施例９：１つの基質に対するいくつかの酵素の機能的アッセイ）
　プラグのアレイが準備され、該プラグは、アルカリ性のリン酸塩（ＡＰ）（０．２Ｍの
ジエタノールアミン内に０．０２ｍｇ／ｍｌ、ｐＨ１０．５）、カタラーゼ（ＰＢＳ内に
０．０２ｍｇ／ｍｌ、ｐＨ７．３）、リボヌクレアーゼＡ（ＲＮａｓｅ）（０．０５Ｍの
Ｔｒｉｓ緩衝剤内に０．０２ｍｇ／ｍｌ、ｐＨ７．５）、およびリソチーム（０．０５Ｍ
のＮａＡｃ緩衝剤内に０．０２ｍｇ／ｍｌ、ｐＨ４．５）を含んでいた。アレイは、各酵
素のプラグを１つ有し、２つ毎に隣接する酵素のプラグは、ＰＢＳ緩衝剤の２つのプラグ
によって分離される。これらのプラグは「洗浄剤のプラグ」として作用し、基質の流れの
あらゆる二次汚染を取り除く（酵素が基質の流れの中への拡散または表面張力駆動の流れ
によって輸送された場合には、この二次汚染は基質の流れに融合する間に生じ得る。）。
気泡が２つ毎に隣接する水溶性のプラグの間に挿入された。基質二燐酸フルオレセイン（
ＦＤＰ）（１１μＭ、０．５ＭのＮａＣｌを有する）上の４つの酵素の活性をアッセイす
るために、プラグのアレイはＴ字型の合流地点においてＦＤＰの溶液に融合された（図１
１を参照）。アレイおよびＦＤＰの流れの流量は、それぞれ１．２μＬ／ｍｉｎおよび０
．５μＬ／ｍｉｎであった。融合されたプラグのアレイは、キャピラリー内に収集され、
各プラグの蛍光画像が、デジタルカメラ（Ｈａｍａｍａｔｓｕ、ＯＲＣＡ－ＥＲ）を装備
した蛍光顕微鏡（Ｌｅｉｃａ　ＤＭＩＲＥ２）によって撮影された。画像内の蛍光強度は
、Ｍｅｔａｍｏｒｐｈ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｉｍａｇ
ｉｎｇ）を使用して分析され、アルカリ性の燐酸塩の活性を示した。
【０１９０】
　（実施例１０：ＶＤ結晶化スクリーン：タウマチンの結晶化状態に関する沈殿剤のスク
リーニング）
　Ｃｒｙｓｔａｌ　Ｓｃｒｅｅｎ　Ｋｉｔ（Ｈａｍｐｔｏｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）からの
４８個の沈殿剤をスクリーンするために、４８個の沈殿剤（Ｎｏ．１～Ｎｏ．４８）の４
８個のプラグのアレイが準備された。沈殿剤の試剤の処方は、Ｈａｍｐｔｏｎ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈのウェブサイト
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈａｍｐｔｏｎｒｅｓｅａｒｃｈ．ｃｏｍ／ｓｕｐｐｏｒｔ／
ｇｕｉｄｅｓ／２１１０Ｆ．ｐｄｆ）において見つけられ得る。沈殿剤試剤は、様々な塩
濃度（例えば、Ｎｏ．４４は０．２Ｍのギ酸アンモニウムおよびＮｏ．３３は４．０Ｍの
ギ酸ナトリウム）および様々な粘度（例えば、Ｎｏ．３０は３０％のｗ／ｖのＰＥＧ８０
００）を有する。２つ毎に隣接するプラグは気泡によって分離された。搬送流体はＰＦＰ
とＰＦＯとの混合物（量的割合は１０：１）であった。アレイが準備された後に、アレイ
はスクリーニングのためにマイクロチャンネルの中に輸送された。テフロン（登録商標）
パイプの別の部分は１０μＬのシリンジに接続され、シリンジとパイプとのアセンブリは
ＰＦＰで満たされた。わずかに１．０μＬを下回るタウマチンの溶液（０．１ＭのＮ－（
２－アセトアミド）イミンアセト酢酸緩衝剤、ｐＨ６．５）がパイプの中に吸引された。
次に、パイプはＴ字型の合流地点の側面のマイクロチャンネルの入り口の中に挿入された
。タウマチン溶液は、主チャンネルの中に駆動され、沈殿剤のプラグのアレイに融合され
た。タウマチン溶液およびアレイの流量は、それぞれ０．５μＬ／ｍｉｎおよび１．２μ
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Ｌ／ｍｉｎであった。プラグがタウマチン溶液に融合された後に、プラグはキャピラリー
内に収集され、定温放置のために蝋によって密閉された。１８℃におけるプラグの定温放
置は、沈殿剤Ｎｏ．２９およびタウマチンを含むプラグ内でタウマチンの結晶化をもたら
した。～０．１μＬを下回るタウマチン溶液がチャンネル内に残った。この方法は、複数
の試剤のナノリッターのプラグに対してスクリーンされる多量の溶液を必要とせず、あま
り多くの廃棄物を生成せず、マイクロリッターを下回るような少ない量に有益である。
【０１９１】
　Ｃｒｙｓｔａｌ　Ｓｃｒｅｅｎ　Ｋｉｔからの５つの沈殿剤をスクリーンするために、
プラグのアレイは準備され、該プラグはスクリーニングキットからの５つの異なる沈殿剤
：Ｎｏ．１３（０．２Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１ＭのＴｒｉｓＨＣｌ／３０％のｖ
／ｖのＰＥＧ　４００、ｐＨ８．５）、Ｎｏ．２４（０．２ＭのＣａＣｌ２／０．１Ｍの
ＮａＡｃ／２０％のｖ／ｖのイソプロパノール、ｐＨ４．６）、Ｎｏ．２５（０．１Ｍの
イミダゾール／１．０ＭのＮａＡｃ、ｐＨ６．５）、Ｎｏ．２９（０．１ＭのＨＥＰＥＳ
／０．８Ｍの酒石酸ナトリウムカリウム、ｐＨ７．５）、およびＮｏ．３３（４．０Ｍの
ギ酸ナトリウム）を含んでいた。アレイは、各試剤のプラグを２つ、合計で１０個のプラ
グを含む。気泡は、２つ毎に隣接するプラグの間に挿入された。ＰＦＰとＰＦＯとの混合
物（体積割合は１０：１）は搬送流体として使用された。タウマチンの水溶性の流れ（０
．１ＭのＡＤＡ緩衝剤内で～６０ｍｇ／ｍｌ、ｐＨ６．５）は結晶化のためにプラグのア
レイの中に注入された。アレイおよびタウマチンの流れの流量は、それぞれ１．２μＬ／
ｍｉｎおよび０．５μＬ／ｍｉｎであった。１８℃におけるプラグの定温放置は、沈殿剤
Ｎｏ．２９およびタウマチンを含むプラグ内でタウマチンの結晶化をもたらした。
【０１９２】
　（実施例１１：自由界面拡散結晶化スクリーン）
　自由界面拡散試験は、タンパク質のプラグを沈殿剤のプラグと互い違いにすることによ
ってセットアップされた。密閉されたキャピラリーに輸送される前に、互い違いの対のプ
ラグは、狭いテフロン（登録商標）パイプの部分にポンプ注入された。（密閉されたキャ
ピラリーはシラン処理によって疎水性にされた）。親水性のガラスファイバはキャピラリ
ーの中に挿入された。プラグが残されるにつれ、キャピラリーが一定の割合で移動される
ことにより、プラグ間の距離を制御した。液滴はガラスファイバを自動的に湿潤し、ドロ
ップ間に小さい相互接続を形成し、拡散が生じることを可能にした。
【０１９３】
　（実施例１２：自由界面拡散結晶化スクリーン）
　テフロン（登録商標）キャピラリー（ＩＤ０．００８±０．００１内；壁０．００１±
０．００１内）は、３ＭのＦＣ－３２８３：１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロ－１
－オクタノールの５：１のｖ／ｖの混合物で満たされた。ＡＤＡ緩衝剤内の２５ｍｇ／ｍ
Ｌのタウマチンの～３００ｎＬのプラグはキャピラリーの中に吸引され、次に、フルオロ
カーボン混合物の～２００ｎＬの小さいプラグ、２Ｍの酒石酸カルシウムナトリウムの～
３００ｎＬのプラグ、およびフルオロカーボンの混合物の別のプラグがこの順序で吸引さ
れた。キャピラリーのオープンエンドは、キャピラリー蝋で密閉され、キャピラリーはｅ
ｐｐｅｎｄｏｒｆ　５４１５　Ｄ遠心分離器内に固定され、その結果、加速力がキャピラ
リーの長手方向にほぼ垂直に及ぼされた（キャピラリーはロータ上に置かれ、遠心分離器
の管の上にテープを用いて固定された）。遠心分離は、３０秒間、２０００ｒｐｍで適用
された。遠心分離プロセスは、２つの水溶性のプラグ間からのより密度の高い搬送流体を
消散させ、２つの水溶性のプラグが近付き、界面を確立することを可能にした。溶質は界
面全体に拡散するように混合し、遠心分離の直後に、沈殿剤が２つの水溶性のプラグ間の
界面において観察された。１日後、たんぱく質タウマチンの結晶が形成された。
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