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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞内への外因性物質の導入方法であって、
　マイクロ流体デバイスのフローチャネルに液体を導入することであって、前記チャネル
が、一又は複数のフローダイバータを含み、それぞれのフローダイバータは、それぞれの
フローダイバータの間に間隙を有し、前記それぞれのフローダイバータの間の間隙は幅を
有し、前記間隙の幅は前記細胞の直径より大きいことと、
　前記細胞が前記フローダイバータを通り過ぎて流れる際に、前記フローダイバータの下
流で、前記細胞を圧力の一過的低下及び非定常流にさらし、これにより前記細胞内に前記
外因性物質を導入することと、
　を含む方法。
【請求項２】
　前記細胞が圧力の前記一過的低下及び非定常流にさらされた後で生存可能である、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記細胞が、細菌細胞、哺乳類細胞、酵母細胞、植物細胞及び昆虫細胞からなる群から
選択される、請求項１または請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記外因性物質が、有機低分子、核酸、ヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、タンパク
質、ペプチド、アミノ酸、脂質、多糖、量子ドット、カーボンナノチューブ、ナノ粒子、
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金粒子、単糖、ビタミン及びステロイドからなる群から選択される、請求項１～３のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記細胞の細胞質中に前記外因性物質を導入する、請求項１～４のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項６】
　圧力の前記一過的低下が少なくとも１０ｋＰａの低下である、請求項１～５のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項７】
　少なくとも１０ナノ秒間、前記外因性物質の存在下で前記細胞を圧力の前記一過的低下
にさらす、請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記フローダイバータが柱である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記柱が円柱形である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記柱が、それぞれの柱の間の間隙よりも大きい直径を有する、請求項８に記載の方法
。
【請求項１１】
　前記フローダイバータが２０μｍの最大幅を有する、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　液体中の細胞への外因性物質の導入するためのマイクロ流体デバイスであって、
　前記細胞が直径を有し、
　液体に懸濁させた前記細胞及び外因性物質が通って流れるように構成された寸法の少な
くとも部分的に密閉されたチャネルと、
　前記チャネル内の１つ以上のフローダイバータと、
　を備え、
　それぞれのフローダイバータは、それぞれのフローダイバータの間に間隙を有し、前記
間隙は、前記細胞の直径よりも大きく設定された幅を有し、
　前記フローダイバータが前記フローダイバータのすぐ下流に少なくとも１つの圧力が低
下した領域及び非定常流をもたらし、前記外因性物質が、圧力の低下に伴って、前記細胞
内に導入される、
　デバイス。
【請求項１３】
　前記フローダイバータが柱である、請求項１２に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項１４】
　前記柱が円柱形である、請求項１３に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項１５】
　前記柱が、それぞれの柱の間の間隙よりも大きい直径を有する、請求項１３に記載のマ
イクロ流体デバイス。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、外因性物質の存在下で細胞を圧力の一過的低下にさらすことを含む細胞内へ
の外因性物質の導入方法に関する。圧力の一過的低下は好ましくは、細胞及び外因性物質
が存在する液体の非定常流に関連する。特に、本発明は哺乳類細胞の形質移入に関する。
【０００２】
関連出願
　本出願は、２０１５年１月７日に出願された「Ｃｏｎｔｉｎｏｕｏｓ　Ｄｅｌｉｖｅｒ
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ｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ」という名称の豪州仮出願第２０１５９０００２１号に対する優
先権を主張し、その主題全体を参照により本明細書に援用する。
【背景技術】
【０００３】
　本明細書全体にわたる先行技術のいかなる説明も、決してそのような先行技術が広く知
られており、当該分野の共通一般知識の一部を形成するという自認とみなされるべきでは
ない。
【０００４】
　インビトロ及びインビボでの細胞への外因性物質、例えば有機低分子、タンパク質及び
核酸などの導入は、治療法及び治療薬送達戦略の研究開発の進展のために非常に重要であ
る。
【０００５】
　例えば、細胞内への蛍光標識タンパク質の導入により、細胞全体にわたるタンパク質の
交通のリアルタイム解析が可能となり、これはまた、疾患の臨床的に重要な段階中の、ま
たは特異的なトリガーへの反応におけるタンパク質相互作用の同定にも役立ち得る。薬剤
開発中における自然には細胞膜を効果的に横断しない推定上の有機低分子薬の細胞内への
導入によって、こうした薬剤のための送達媒体の開発に貴重な時間及び努力を向ける前に
、当該薬剤の活性についての情報を得ることができる。
【０００６】
　細胞内への核酸の導入は細胞治療薬製造における不可欠なステップであり、治療薬とし
て用いることのできる生細胞を効果的に改変するために、遺伝子をコードする発現ベクタ
ーが細胞膜を横断して細胞質中に送達される。例として、細胞療法は、個体自身の免疫系
が癌細胞を攻撃するように、またはウイルス、例えばＨＩＶなどを回避するように誘導す
るために用いられ得る。癌及びＨＩＶは、２０１３年のＨＩＶ患者が推定３５百万人、２
０１２年の新たな癌症例が１４００万件という人口におけるこれらの有病率を考慮した世
界的な健康の観点から特に関連している。世界的な健康戦略としての細胞由来の遺伝子治
療の利用には、毎年何千万人もの患者を治療する可能性を秘めた十分な量の製品を、適切
な価格で、及び規制基準に従う現行の適正製造基準の下で再現可能に製造することのでき
る細胞治療薬製造方法が必要とされる。
【０００７】
　したがって、迅速かつ効率的に細胞内に外因性物質及び特に核酸を導入する能力は、有
益な研究ツールであり、かつ治療戦略の有用な構成要素でもある。
【０００８】
　細胞内に作用物質を導入するためのいくつかの公知の方法が存在し、方法の選択は一般
に、細胞の型、要求される効率のレベル、導入される分子のサイズ及び利用可能な細胞の
数によって決定される。
【０００９】
　用語が同じ意味で用いられ得るが、真核細胞内への作用物質、例えば核酸などの導入は
一般に「形質移入」と呼ばれ、一方で、原核細胞内への核酸の導入は一般に「形質転換」
と呼ばれる。形質移入及び形質転換方法は、便宜上３つのカテゴリー、すなわち、化学的
、物理的及びウイルスベースの方法に分けられ得る。
【００１０】
　形質移入の化学的方法は、細胞内への送達のために核酸を実質的にパッケージとするカ
チオン性脂質、リン酸カルシウム、カチオン性ポリマー及びデンドリマー分子などの試薬
を用いる。しかし、これらの方法の多くはすべての細胞型に適用可能というわけではない
。その上、それらは細胞培地中のｐＨ変動または塩／リン酸塩によって損なわれ得る。こ
れらの方法のいくつかにおける核酸のパッケージ化に対する要件のために、収容すること
のできる核酸分子のサイズは制限され得る。さらに、化学的形質移入方法は、高価な及び
／または高濃度では細胞に有毒な試薬の使用を必要とし得る、及び／またはこの方法では
低い／一貫性のない形質移入効率しか得られない場合がある。
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【００１１】
　真核細胞を形質移入するために用いられる従来の物理的方法は、磁性ナノ粒子、エレク
トロポレーション、バイオリスティック粒子送達及びマイクロインジェクションの使用を
含む。しかし、これらの方法は細胞にとって極めて苛酷なものである傾向にあり、多くの
場合、死亡率が高くなる。これらの方法には、固定化した細胞、高価な装置及び／または
方法の実施者側のより高いレベルの技能も必要であり得る。例えば、いくつかのエレクト
ロポレーション法において、まず懸濁細胞を透過化し、その後、電界を印加して帯電した
外因性物質の能動送達を助長する。したがって、これらの技術には、細胞膜の透過化及び
電界の印加のための特殊な装置及び消耗品が必要となる。
【００１２】
　ウイルスベースの形質移入は、細胞内への核酸の送達のためにレンチウイルス、アデノ
ウイルス及びレトロウイルスベクターをはじめとするウイルスベクターに依存し、核酸は
ウイルスプロモーターのおかげで高いレベルで発現され得る。これらのウイルスベースの
方法は、リンパ系及び造血系の癌の効果的な治療に、ならびにＨＩＶ治療薬に有用である
と判明していると思われる。しかし、形質移入効率が不定であるため、これらの種類の治
療薬用のウイルスベクターを製造するコストは、患者１人当たり数千ドルのオーダーであ
る。さらに、この方法は、プロセスが自動化されない場合、労働集約的であり、かつ製造
上の問題が発生しやすいものとなる可能性がある。
【００１３】
　原核細胞内への外因性物質、及び特に核酸の導入も、治療薬開発時の生物学的製剤の製
造、さらに言えば、研究全般における重要な態様である。有益な分子、例えば生物学的ベ
ースの医薬品（いわゆるバイオ医薬品）などの組換え産生のための外因性核酸での細菌細
胞株の形質転換は、化学的形質転換及びエレクトロポレーションを含めた様々な方法によ
って達成することができる。しかし、これらの方法は、形質転換前に細胞が（例えば、一
連の遺伝子のスイッチをオンにする高細胞密度及び／または栄養制限を誘発することによ
って）「コンピテント」にされることを必要とする場合があり、すべての細胞型に適用可
能でない場合があり、及び／または細胞死亡率が高レベルとなる場合がある。
【００１４】
　したがって、様々な細胞型に外因性物質を導入する迅速かつ効率的な方法で、公知の方
法の難点を１つ以上克服するものが必要とされている。その方法では許容可能なレベルの
細胞生存率が得られ、費用対効果が優れていることが好ましい。
【００１５】
　従来技術の欠点の少なくとも１つを克服もしくは改善する、または有用な代替物を提供
することが本発明の目的である。
【００１６】
　本明細書において「好ましい」または「好ましくは」と言った場合、例示を意図するに
過ぎないことが理解されるであろう。
【発明の概要】
【００１７】
　細胞内への外因性物質の導入に伴う制約は、多くの場合、物理的、ウイルス的及び化学
的形質移入及び形質転換方法に用いられる試薬及びデバイスに関連する毒性及び／または
費用に関係する。さらに、多くの形質移入方法は高スループット用途に適用できないが、
その理由の１つには、低い形質移入効率及び／または細胞生存率を補償するために、プロ
セス全体を通してかなりのヒトによる介入及び大量の細胞を必要とするということがある
。実際に、ヒトの介入は、技術者に大きく依存している方法の形質移入効率に関連する一
貫性が得られない原因であることが多い。ヒトによってもたらされる不正確さが低レベル
であっても、送達効率、細胞生存率及び／または再現性に著しい悪影響を及ぼす恐れがあ
る。例えば、Ｍｉｔｓｕｙａｓｕ　ｅｔ　ａｌ．（Ｍｉｔｓｕｙａｓｕ　Ｒ．Ｔ．，　ｅ
ｔ　ａｌ．　（２００９）．　Ｐｈａｓｅ　２　ｇｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｔｒｉａｌ
　ｏｆ　ａｎ　ａｎｔｉ－ＨＩＶ　ｒｉｂｏｚｙｍｅ　ｉｎ　ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ　Ｃ
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Ｄ３４＋　ｃｅｌｌｓ．　Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，　１５（３）：２８５－２
９２）を参照すると、ＣＤ３４＋造血前駆細胞に形質移入するのにウイルスベクターを用
いた結果、３８人の患者（ｎ＝３８）で５４±１７％（平均±標準偏差）の送達効率とな
った。
【００１８】
　驚くべきことに、本発明者によって、圧力の一過的低下にさらされた際に細胞は外因性
物質を取込みやすいことが発見された。
【００１９】
　理論に縛られることを望むものではないが、圧力の一過的低下により、細胞が溶解する
ことなく細胞膜が透過化されるのはほぼ間違いない。細胞膜を横断する比較的急で一時的
な圧力低下は、それによって細胞内圧力が細胞外圧力よりも高くなり、膜中に一時的な孔
の形成をもたらし、外因性物質の導入を可能とし得る。
【００２０】
　したがって、本発明の第１態様において、外因性物質の存在下で細胞を圧力の一過的低
下にさらし、これにより細胞内に外因性物質を導入することを含む、細胞内への外因性物
質の導入方法を提供する。圧力の一過的低下では細胞が溶解することにはならないが、あ
る実施形態においては生存不能となり得る。当業者であれば、本発明を細胞の集団に適用
した場合、集団の細胞の中には溶解されるものもあり得ることを理解するであろう。
【００２１】
　細胞は圧力の一過的低下にさらされた後で生存可能であることが好ましい。
【００２２】
　細胞は、細菌細胞、哺乳類細胞、酵母細胞、植物細胞及び昆虫細胞からなる群から選択
されることが好ましい。
【００２３】
　ある好ましい実施形態において、細胞は哺乳類細胞である。他の好ましい実施形態にお
いて、細胞は細菌細胞である。さらに他の好ましい実施形態において、細胞は酵母細胞で
ある。さらに好ましい実施形態において、細胞は昆虫細胞である。またさらに好ましい実
施形態において、細胞は植物細胞である。
【００２４】
　外因性物質は、有機低分子、核酸、ヌクレオチド、タンパク質、ペプチド、アミノ酸、
脂質、多糖、ウイルス、量子ドット、カーボンナノチューブ、放射性核種、磁気ビーズ、
ナノ粒子、金粒子、単糖、ビタミン及びステロイドからなる群から選択されることが好ま
しい。
【００２５】
　核酸は、ＰＮＡ、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ及びｓｉＲＮＡからなる群か
ら選択されることが好ましい。
【００２６】
　ＤＮＡはプラスミドであることが好ましい。
【００２７】
　プラスミドは発現ベクターであることが好ましい。
【００２８】
　発現ベクターは、ＰＮＡ、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡまたはタンパク質
を発現することが好ましい。
【００２９】
　発現ベクターはウイルスベクターであることが好ましい。
【００３０】
　ウイルスベクターはレンチウイルスベクターまたはレトロウイルスベクターであること
が好ましい。
【００３１】
　発現ベクターは細菌人工染色体（ＢＡＣ）または酵母人工染色体（ＹＡＣ）であること
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が好ましい。
【００３２】
　外因性物質は細胞の細胞質中に導入されることが好ましい。
【００３３】
　外因性物質は細胞の核内に導入されることが好ましい。これらの好ましい実施形態にお
いて、細胞は哺乳類細胞、酵母細胞、配偶子（例えば精細胞もしくは卵細胞）または昆虫
細胞である。細胞は哺乳類細胞であることがより好ましい。
【００３４】
　圧力の一過的低下は少なくとも１０ｋＰａの低下であることが好ましい。
【００３５】
　圧力の一過的低下は少なくとも１００ｋＰａの低下であることが好ましい。
【００３６】
　圧力の一過的低下は少なくとも５００ｋＰａの低下であることが好ましい。
【００３７】
　圧力の一過的低下は少なくとも１０００ｋＰａの低下であることが好ましい。
【００３８】
　少なくとも１０ナノ秒間、外因性物質の存在下で細胞を圧力の一過的低下にさらすこと
が好ましい。
【００３９】
　少なくとも１００ナノ秒間、外因性物質の存在下で細胞を圧力の一過的低下にさらすこ
とが好ましい。
【００４０】
　少なくとも１マイクロ秒間、外因性物質の存在下で細胞を圧力の一過的低下にさらすこ
とが好ましい。
【００４１】
　１ミリ秒以下の間、外因性物質の存在下で細胞を圧力の一過的低下にさらすことが好ま
しい。
【００４２】
　圧力の一過的低下にさらされている時に、外因性物質及び細胞は液体中にあることが好
ましい。
【００４３】
　外因性物質及び細胞を含む液体を通して流れさせるように構成された寸法の密閉チャネ
ル内で、細胞を圧力の一過的低下にさらすことが好ましい。
【００４４】
　チャネル内の液体の流れは変動速度を有することが好ましい。
【００４５】
　流れは少なくとも１ｍ／ｓの最小ピーク速度を有することが好ましい。
【００４６】
　流れは少なくとも５ｍ／ｓの最小ピーク速度を有することが好ましい。
【００４７】
　流れは５０ｍ／ｓ以下の最大ピーク速度を有することが好ましい。
【００４８】
　流れは１００ｍ／ｓ以下の最大ピーク速度を有することが好ましい。
【００４９】
　液体の流れに影響を与え、その結果、チャネル内に液体の流れが層流である１つ以上の
領域があるように、及び／またはチャネル内に液体の流れがほふく流である１つ以上の領
域があるように、及び／またはチャネル内に液体の流れが非定常流である１つ以上の領域
があるように、チャネルが構成されていることが好ましい。
【００５０】
　チャネル内の領域の少なくとも１つにおけるフローダイバータ周囲の液体の流れの物体
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レイノルズ数（Ｒｅｏ）は、非定常流を引き起こすのに十分であることが好ましい。
【００５１】
　物体レイノルズ数（Ｒｅｏ）は少なくとも４０であることが好ましい。
【００５２】
　物体レイノルズ数（Ｒｅｏ）は２０００以下であることが好ましい。
【００５３】
　液体の流れはチャネル内の１つ以上のフローダイバータに影響されることが好ましい。
【００５４】
　液体の流れが非定常流であるチャネル内の１つ以上の領域はフローダイバータの下流に
あることが好ましい。
【００５５】
　フローダイバータの下流で細胞を圧力の一過的低下にさらすことが好ましい。
【００５６】
　フローダイバータは密閉チャネル内に配置された障害物であることが好ましい。
【００５７】
　障害物は柱であることが好ましい。柱は円柱形であることがより好ましい。
【００５８】
　チャネルを通って流れる際に、細胞が少なくとも１．０１×細胞の最小直径の幅及び高
さ、または直径の間隙を通過しなければならないように、障害物がチャネル内に位置する
ことが好ましい。
【００５９】
　間隙は少なくとも１．０１×細胞の最小直径の幅及び高さ、または直径を有することが
好ましい。
【００６０】
　間隙は少なくとも２×細胞の最小直径の幅及び高さ、または直径を有することが好まし
い。
【００６１】
　間隙は少なくとも１０×細胞の最小直径の幅及び高さ、または直径を有することが好ま
しい。
【００６２】
　間隙は少なくとも１００×細胞の最小直径の幅及び高さ、または直径を有することが好
ましい。
【００６３】
　障害物は１０ｎｍの最大幅を有することが好ましい。
【００６４】
　障害物は２０μｍの最大幅を有することが好ましい。
【００６５】
　障害物は１００μｍの最大幅を有することが好ましい。
【００６６】
　障害物は１ｍｍの最大幅を有することが好ましい。
【００６７】
　細胞内に外因性物質を導入する高スループット方法を、ラージスケール製造の要求を満
足するように適応させるための多数の利点が存在する。例えば、マイクロ流体デバイスな
どのデバイスは、外因性物質の存在下で細胞を１回以上の圧力の一過的低下にさらすよう
に適切に設計及び操作することができる。有利には、非常に低コストで、場合によりデバ
イス当たりわずか数ドルの範囲で、簡素なプラスチックからデバイスが製造され得る。
【００６８】
　したがって、本発明の第２態様において、液体中の細胞への外因性物質の導入方法に用
いるためのデバイスであって、
　液体に懸濁させた細胞及び外因性物質が通って流れるように構成された寸法の少なくと
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も部分的に密閉されたチャネル；ならびに
　チャネル内の１つ以上のフローダイバータ；
を含み、フローダイバータがフローダイバータのすぐ下流に少なくとも１つの圧力が低下
した領域をもたらすデバイスを提供する。
【００６９】
　圧力が低下した領域はフローダイバータのすぐ下流の少なくとも１つの非定常流の領域
に生じることが好ましい。
【００７０】
　デバイスはマイクロ流体デバイスであることが好ましい。
【００７１】
　デバイスは図４に従って構成されていることが好ましい。
【００７２】
　デバイスは図５に従って構成されていることが好ましい。
【００７３】
　デバイスは図６に従って構成されていることが好ましい。
【００７４】
　デバイスは図７に従って構成されていることが好ましい。
【００７５】
　デバイスは図８に従って構成されていることが好ましい。
【００７６】
　デバイスは図９に従って構成されていることが好ましい。
【００７７】
　デバイスは図１０に従って構成されていることが好ましい。
【００７８】
　デバイスは、前述の態様のいずれか１つに従って液体中の細胞に外因性物質を導入する
方法に用いられることが好ましい。
【００７９】
　したがって、本発明の第３態様において、前述の態様のいずれか１つに従って作製され
た外因性物質を含む細胞を提供する。
【００８０】
　したがって、本発明の第４態様において、第４態様の細胞を含む細胞懸濁液を提供する
。
【００８１】
　したがって、本発明の第５態様において、第３態様の細胞または第４態様の細胞懸濁液
、及び医薬品として許容可能な希釈剤、凍結保存剤、担体または賦形剤を含む医薬組成物
を提供する。
【００８２】
　したがって、本発明の第６態様において、第２態様のデバイスを含むキットを提供する
。
【００８３】
　本発明は、細胞内への外因性物質の導入に関する。本明細書で用いる場合、用語「外因
性」は、細胞が外因性物質の存在下で圧力の一過的低下にさらされる前に細胞外に存在す
る任意の物質を意味する。用語「外因性」は、細胞外で開発、成長または発生した物質に
関すると理解されるであろう。外因性物質は自然発生してもよく、合成されてもよい。本
出願の文脈において、用語「自然発生」は、物質に関する限り、天然に存在する任意の物
質を意味し、生物活性物質を含み得る。自然発生物質は、天然においては自然発生しない
、当該技術分野において公知の技術によって天然から適切に単離される形で改変され得る
。本出願の文脈において、用語「合成」は自然発生ではなく、ヒトの技術的介入によって
作製されることを意味する。合成タンパク質及び核酸との関連では、これは当該技術分野
において公知の組換え、化学的合成またはコンビナトリアル技術によって生成された分子
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を包含する。合成物質は自然発生物質の模倣物であってもよく、または天然に存在する物
質と類似していなくてもよい。
【００８４】
　外因性物質は、物質が導入される細胞内で生物学的に活性であり得る。あるいは、外因
性物質は導入された後で細胞に対して検出可能な影響を及ぼさない場合もある。
【００８５】
　細胞は、当該細胞が圧力の一過的低下にさらされた際に一時的に透過化され得る細胞膜
または細胞壁を有する任意の細胞であり得る。細胞は、本発明の方法において圧力の一過
的低下にさらされる前または後で、生存可能であってもなくてもよい。細胞は老化してい
てもよく、していなくてもよい。本発明の方法は、細胞内に外因性物質を導入する受動的
方法であり得るので、生存可能及び／または活発に分裂している細胞で本発明の方法を実
施することは必須ではないと理解されよう。例えば、細胞質における特定のオルガネラを
同定するために外因性物質が細胞内に導入される場合、本発明の方法は死細胞（それ以上
代謝することのできない細胞）で実施され得る。別の例では、細胞内に導入される外因性
物質が細胞死の選択マーカーである場合、本発明の方法は生細胞及び死細胞の混合物で実
施され得る。
【００８６】
　本発明の特定の実施形態において、細胞は細菌細胞、哺乳類細胞、酵母細胞、配偶子（
例えば精細胞もしくは卵細胞）、植物細胞または昆虫細胞である。本発明は前駆細胞、特
に幹細胞、より好ましくは造血幹細胞または間葉系幹細胞も企図すると理解されよう。細
胞は培養されていてもよく、組織サンプルから抽出されてもよく、及び／または不死化さ
れてもよい。植物細胞を企図する実施形態において、本発明の方法に従う処理の前に、細
胞壁を完全にまたは部分的に除去してプロトプラストを形成することが理解されよう。細
胞は初代培養由来であってもよく、連続（二次）培養由来であってもよい。細胞は任意の
組織型に由来し得る。細胞は終末分化していてもよく、していなくてもよい。細胞は単離
細胞であることが好適である。「単離」は、精製された、または合成的手段によって生成
された場合に、天然の状態において通常付随するコンポーネント、または生成時に存在す
るコンポーネントをほとんどまたは実質的に含まない物質を意味する。したがって、用語
「単離」は精製または合成物質もその範囲内に含む。
【００８７】
　当業者であれば理解するであろうが、好ましい開始細胞密度は細胞型及び／または外因
性物質に依存し得る。本発明の好ましい実施形態及び特に哺乳類細胞に関する好ましい実
施形態において、開始細胞密度は約２００万細胞／ｍＬ～約１０００万細胞／ｍＬ、及び
間のすべての整数である。
【００８８】
　本明細書に記載の「細胞内への外因性物質の導入」の文脈において、用語「導入」は、
外因性物質が少なくとも細胞の最も外側の隔膜、すなわち細胞壁または細胞膜内に送達さ
れる、移動するまたは転移することを意味する。外因性物質は細胞の最も外側の隔膜を越
えて移動し、細胞壁または細胞膜を通過して細胞の細胞質領域に進入し得る。外因性物質
は細胞内のオルガネラ中に移動し得る。具体的には、外因性物質は細胞の核内に移動し得
る。
【００８９】
　本発明の実施形態において、細胞内に導入される外因性物質は、有機低分子、核酸、ヌ
クレオチド、オリゴヌクレオチド、タンパク質、ペプチド、アミノ酸、脂質、多糖、量子
ドット、ナノ粒子、単糖、金粒子、ビタミン及びステロイド、ならびにこれらの組合せか
らなる群から選択される。外因性物質は正味電荷を有する必要はない。
【００９０】
　核酸は、ＰＮＡ、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ及びｓｉＲＮＡ、ならびにこれらの組合
せからなる群から選択されることが好ましい。ＤＮＡはオリゴヌクレオチドまたはプラス
ミドであることが好ましい。
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【００９１】
　本発明の特定の実施形態において、プラスミドは発現ベクターである。発現ベクターは
、自己複製性染色体外ベクター、例えばプラスミドなどまたは宿主ゲノム中に組み込まれ
るベクターのいずれかであり得る。本明細書で用いる場合、用語「ベクター」は、細胞に
おける核酸の送達または発現を補助するための媒体として用いられる任意の分子のことを
いう。ベクターは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡまたはタンパク質を発現す
ることが好ましい。「ベクター」はポリヌクレオチド分子、好適には例えば、ポリヌクレ
オチドを挿入またはクローニングすることができるプラスミド、バクテリオファージ、ウ
イルス、酵母または植物、脊椎動物もしくは無脊椎動物をはじめとする高等真核生物に由
来するＤＮＡ分子を意味する。ベクターは好ましくは１つ以上の固有の制限部位を含有し
、標的細胞もしくは組織もしくは前駆細胞もしくはその組織をはじめとする所定の宿主細
胞において自律複製可能、またはクローニングされた配列が複製可能なように所定の宿主
のゲノムに組み込み可能であり得る。したがって、ベクターは自律複製ベクター、すなわ
ち染色体外物として存在するベクターとすることができ、その複製は染色体複製とは独立
しており、例えば直線状もしくは閉環状プラスミド、染色体外要素、微小染色体、または
人工染色体がある。ベクターは自己複製を保証する任意の手段を含有することができる。
あるいは、ベクターは、宿主細胞内に導入された場合に、ゲノム中に組み込まれ、組み込
まれた染色体（複数可）とともに複製されるものとすることができる。ベクターシステム
は単一のベクターまたはプラスミド、２種以上のベクターまたはプラスミドを含むことが
でき、これらはともに宿主細胞のゲノム中に導入しようとする全ＤＮＡ、またはトランス
ポゾンを含有する。ベクターの選択は一般に、ベクターを導入しようとする宿主細胞との
ベクターの適合性に依存することになる。いくつかの実施形態において、ベクターはウイ
ルスベクターまたはウイルス由来ベクターであり、脊椎動物または無脊椎動物及び好適に
は哺乳類細胞において作用可能に機能する。そのようなベクターはポックスウイルス、レ
ンチウイルス、レトロウイルス、アデノウイルスまたは酵母に由来し得る。ベクターは、
選択マーカー、例えば好適な形質転換体の選択に用いることのできる抗生物質耐性遺伝子
なども含むことができる。そのような耐性遺伝子の例は当業者には公知であり、抗生物質
カナマイシン及びＧ４１８（Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ（登録商標））に対する耐性をもたらす
ｎｐｔＩＩ遺伝子、ならびに抗生物質ハイグロマイシンＢに対する耐性をもたらすｈｐｈ
遺伝子が挙げられる。
【００９２】
　本発明の他の実施形態において、ベクターはウイルスベクター、好ましくはレンチウイ
ルスベクターまたはレトロウイルスベクターである。ベクターは細菌人工染色体または酵
母人工染色体であってもよい。
【００９３】
　本発明との関係において、用語「溶解」は、細胞の細胞壁／細胞膜が十分に損なわれ、
その結果、細胞の内容物の大部分がもはや細胞壁／細胞膜の内側に含まれておらず、その
ため細胞が生存不能となることを意味する。しかし、たとえ細胞が溶解していなくても、
本発明で有用であるためには必ずしも生存可能である必要はない。当業者であれば、細胞
が溶解していないという条件で、得られる形質移入細胞が生存可能であることを必要とせ
ずに、外因性物質を細胞に形質移入することが望ましい状況があり得ると理解するであろ
う。例えば、外因性物質が細胞内の特定のタンパク質の位置または発現プロファイルに結
合して示すように設計されたマーカーまたは抗体である場合、細胞の生存力はアッセイ結
果の決定的要因にはなり得ない。さらなる例において、本発明の方法は、溶解してはいな
いが壊死しており、それでも対象とされるものである細胞をもたらし得る。
【００９４】
　本発明の特定の実施形態において、細胞は本発明の方法において圧力の一過的低下にさ
らされた後で生存可能である。「生存可能」な細胞は細胞代謝及び／または細胞分裂が可
能なものであると理解されよう。細胞代謝が可能な細胞は、分子を分解してエネルギーを
解放すること（一般に異化と呼ばれる）、分子（例えば多糖、脂質、核酸及びタンパク質
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など）を生成し、及び／またはエネルギーを消費すること（一般に同化と呼ばれる）が可
能なものである。生存可能な細胞は、細胞代謝は可能であるが、恒久的に細胞周期のＧ０

期にあり、細胞分裂が不可能なものであり得る。
【００９５】
　本発明の方法は細胞の集団を形質移入するために用いられ得るが、この細胞の集団の中
には、溶解した（ゆえに生存可能でない）細胞もあれば、溶解していないが生存可能でな
い細胞もあり、一方で生存可能なものもあり得る。
【００９６】
　本明細書で用いる場合、用語「圧力の低下」は、そのような低下への細胞の曝露に関す
る限り、その区域のすぐ周りの圧力よりも比較的低い圧力の区域に細胞がさらされること
を意味する。この区域の圧力は一様であってもよく、または多様な圧力の局所的領域を有
してもよいが、ただし、こうした局所的領域が依然としてその区域の周りの圧力と比較し
て低い圧力を有する場合に限る。この区域の周りの圧力は一様であってもよく、または多
様な圧力の局所的領域を有してもよいが、ただし、こうした局所的領域がその区域と比較
して高い圧力を有する場合に限る。
【００９７】
　「圧力」は、当該技術分野において公知のように、物質によってその周囲に及ぼされる
単位面積当たりの力を意味する。圧力のＳＩ単位はパスカル（Ｐａ）である。他の一般に
用いられる圧力の測定用の単位としては、キロパスカル（ｋＰａ）、重量ポンド／平方イ
ンチ（ＰＳＩ）、水銀柱ミリメートル（ｍｍＨｇ）、ミリバール（ｍｂａｒ）、及び標準
気圧（ａｔｍ）が挙げられる。特に真空に関する圧力はトル（Ｔｏｒｒ）で測定され得る
。本出願において、用語「ｋＰａ」を用いる場合、絶対圧ではなくゲージ圧を意味し、０
ｋＰａのゲージ圧は１０１．３２５ｋＰａの絶対圧を意味する。
【００９８】
　圧力の一過的低下は、周囲の区域の圧力と比較して低い圧力の区域の間の圧力差との関
連で定義され得る。圧力の一過的低下は、低い圧力の区域の最低圧力及び周囲の区域の最
高圧力との関連で定義され得る。例えば、低い圧力の区域の最低圧力が－１０ｋＰａであ
り、周囲の区域の最高圧力が１００ｋＰａである場合、圧力差は１１０ｋＰａとなる。別
の例では、低い圧力の区域の最低圧力が２０ｋＰａであり、周囲の区域の最高圧力が５０
０ｋＰａである場合、圧力差は４８０ｋＰａとなる。さらなる例において、低い圧力の区
域と周囲の区域との圧力差が２００ｋＰａの場合があるが、これは低い圧力の区域の最低
圧力が－１００ｋＰａ～１０００ｋＰａの範囲であり、周囲の区域の最高圧力が１００ｋ
Ｐａ～１２００ｋＰａの範囲である結果であり得る。さらに別の例において、低い圧力の
区域と周囲の区域との圧力差が５０ｋＰａの場合があるが、これは低い圧力の区域の最低
圧力が０ｋＰａ～１５０ｋＰａの範囲であり、周囲の区域の最高圧力が５０ｋＰａ～２０
０ｋＰａの範囲である結果であり得る。
【００９９】
　任意の１つの細胞型に印加することができる最高及び最低圧力は有能な当業者には明ら
かであろう。低すぎる圧力では、本方法の効率が損なわれる場合があり、高すぎる圧力で
は、細胞が破裂する場合がある。最適な圧力差は、本出願の例への参照によって及び定型
的な実験を通して特定の細胞に対して特定され得る。
【０１００】
　外因性物質の存在下で細胞をさらす圧力の一過的低下は、少なくとも１０ｋＰａ、少な
くとも１００ｋＰａ、少なくとも５００ｋＰａまたは少なくとも１０００ｋＰａの低下で
あることが好ましい。ある実施形態において、圧力の一過的低下は、少なくとも１５、少
なくとも２０、少なくとも２５、少なくとも３０、少なくとも３５、少なくとも４０、少
なくとも４５、少なくとも５０、少なくとも６０、少なくとも７０、少なくとも８０、少
なくとも９０、少なくとも１００、少なくとも１５０、少なくとも２００、少なくとも２
５０、少なくとも３００、少なくとも３５０、少なくとも４００、少なくとも４５０、少
なくとも５００、少なくとも５５０、少なくとも６００、少なくとも６５０、少なくとも
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７００、少なくとも７５０、少なくとも８００、少なくとも８５０、少なくとも９００、
少なくとも９５０または少なくとも１０００の圧力（ｋＰａ）の低下である。
【０１０１】
　圧力の低下との関連における用語「一過的」は、細胞が低下した圧力にさらされた後、
細胞がその後さらされる圧力はより高い圧力になるという点で、圧力の低下が一時的に生
じることを意味する。本発明のいくつかの実施形態では、圧力の一過的低下は、少なくと
も１０ナノ秒以上１ミリ秒以下の間、特定の曝露中に達する最低圧力に細胞がさらされる
ことを意味する。この時間は、周囲の区域の最高圧力に細胞がさらされる時から周囲の区
域の圧力と比較して低い圧力の区域の最低圧力に細胞がさらされる瞬間までの間の時間を
含まないことが理解されよう。この時間は、低い圧力の区域の最低圧力に細胞がさらされ
る時から周囲の区域の最高圧力に細胞がさらされる瞬間までの間の時間も含まない。
【０１０２】
　任意の１つの細胞型の圧力の一過的低下にさらすことができる時間は、有能な当業者で
あれば決定可能であろう。長すぎる曝露では非効率的となる場合がある一方で、短すぎる
曝露では細胞内に外因性物質が導入されない場合がある。最適な曝露時間は、本出願の例
への参照によって及び定型的な実験を通して特定の細胞に対して決定することができる。
【０１０３】
　少なくとも１０ナノ秒、少なくとも１００ナノ秒、少なくとも１マイクロ秒または少な
くとも１ミリ秒間、外因性物質の存在下で細胞を圧力の一過的低下にさらすことが好まし
い。本発明のある実施形態において、少なくとも１５ナノ秒、少なくとも２０ナノ秒、少
なくとも２５ナノ秒、少なくとも３０ナノ秒、少なくとも３５ナノ秒、少なくとも４０ナ
ノ秒、少なくとも４５ナノ秒、少なくとも５０ナノ秒、少なくとも６０ナノ秒、少なくと
も７０ナノ秒、少なくとも８０ナノ秒、少なくとも９０ナノ秒、少なくとも１００ナノ秒
、少なくとも１５０ナノ秒、少なくとも２００ナノ秒、少なくとも２５０ナノ秒、少なく
とも３００ナノ秒、少なくとも３５０ナノ秒、少なくとも４００ナノ秒、少なくとも４５
０ナノ秒、少なくとも５００ナノ秒、少なくとも５５０ナノ秒、少なくとも６００ナノ秒
、少なくとも６５０ナノ秒、少なくとも７００ナノ秒、少なくとも７５０ナノ秒、少なく
とも８００ナノ秒、少なくとも８５０ナノ秒、少なくとも９００ナノ秒、少なくとも９５
０ナノ秒、少なくとも１００マイクロ秒、少なくとも２００マイクロ秒、少なくとも３０
０マイクロ秒、少なくとも４００マイクロ秒、少なくとも５００マイクロ秒、少なくとも
６００マイクロ秒、少なくとも７００マイクロ秒、少なくとも８００マイクロ秒、または
少なくとも９００マイクロ秒間、細胞を圧力の一過的低下にさらす。
【０１０４】
　「一過的」は、周囲の区域の最高圧力に細胞がさらされる時から比較的低い圧力の区域
の最低圧力に細胞がさらされる瞬間までの間の時間が１秒未満であるという点で、圧力の
低下が比較的急速に生じることも意味する。本発明の特定の実施形態において、周囲の区
域の最高圧力に細胞がさらされる時から比較的低い圧力の区域の最低圧力に細胞がさらさ
れる瞬間までの間の時間は１ミリ秒未満である。同様に、いったん比較的低い圧力の区域
の最低圧力に細胞がさらされてから、細胞がこの最低圧力にさらされている時と周囲の区
域の最高圧力に細胞がさらされる時との間の時間は、１０秒、１００秒または１分未満で
ある。本発明において、細胞がこの最低圧力にさらされている時と周囲の区域の最高圧力
に細胞がさらされる時との間の時間は、膜を透過化するのに十分であるが細胞を溶解しな
い。
【０１０５】
　本発明の方法を実施する際、細胞は外因性物質の存在下で２回以上の圧力の一過的低下
にさらされ得る。いくつかの実施形態において、細胞は２回以上の圧力の一過的低下にさ
らされ得るが、この場合、圧力の一過的低下は比較的低い圧力の区域と周囲の区域との間
の圧力差に関して同一であるかまたは異なる。本発明の他の実施形態において、一過的低
下を定める圧力差は、比較的低い圧力の区域の同一または異なる最低圧力に起因し得る。
一過的低下を定める圧力差は、周囲の区域の同一または異なる最高圧力にも起因し得る。
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【０１０６】
　例えば、細胞は圧力差が１０ｋＰａである圧力の一過的低下にさらされ、その後、圧力
差が同様に１０ｋＰａである第２の圧力の一過的低下にさらされ得る。第１の１０ｋＰａ
の圧力の一過的低下は、比較的低い圧力の区域の最低圧力が５０ｋＰａであり、周囲の区
域の最高圧力が４０ｋＰａである結果であり得る一方で、第２の１０ｋＰａの圧力の一過
的低下は、比較的低い圧力の区域の最低圧力が２０ｋＰａであり、周囲の区域の最高圧力
が３０ｋＰａである結果であり得る。
【０１０７】
　別の例では、細胞は圧力差が３００ｋＰａである圧力の一過的低下にさらされ、その後
、圧力差が８０ｋＰａである第２の圧力の一過的低下にさらされ得る。第１の３００ｋＰ
ａの圧力の一過的低下は、比較的低い圧力の区域の最低圧力が１００ｋＰａであり、周囲
の区域の最高圧力が４００ｋＰａである結果であり得る一方で、第２の３００ｋＰａの圧
力の一過的低下は、比較的低い圧力の区域の最低圧力が－５０ｋＰａであり、周囲の区域
の最高圧力が２５０ｋＰａである結果であり得る。
【０１０８】
　本発明の実施形態において、外因性物質の存在下で細胞を圧力の一過的低下にさらすが
、この際両方とも液体中にある。液体は、通常細胞の溶解を引き起こすことのない任意の
液体であってよく、本発明のいくつかの実施形態では、本方法の間中細胞の生存力を維持
することできる。外因性物質は液体に可溶性であるか、懸濁可能であるか、または分散可
能であると好ましい。例えば、液体は細胞増殖培地、または緩衝生理食塩溶液、例えばリ
ン酸緩衝生理食塩水、またはトリス緩衝生理食塩水などであり得る。液体は血液、血漿も
しくは血清または別の体液、例えば全血、脊髄、骨髄または脂肪由来の体液などであり得
る。血液または体液は処理の改善のために分画、分離及び／または希釈され得る。液体は
細胞内への外因性物質の導入を促進する作用物質または化学物質を含有し得るが、液体は
必ずしも細胞内への外因性物質の導入を促進する何らかの追加の作用物質または化学物質
を含有する必要はない。例えば、本発明のある実施形態において、液体はいかなる追加の
カチオン性脂質、カチオン性ポリマー、カルシウムイオン（例えば、塩化カルシウムもし
くはリン酸カルシウムの形態）、マグネシウムイオン（例えば、塩化マグネシウムの形態
）またはデンドリマーも含まない。これらの化学物質及び作用物質の多くは細胞にとって
有毒であり、本発明の方法に用いられる液体におけるこれらの化学物質または作用物質の
余分な量の不在または実質的な不在は、本発明の方法を実施する際の望ましくない細胞溶
解または細胞死を防止し得ると理解されよう。
【０１０９】
　「追加の」は、液体中に通常及び／または本来存在し得るものに加えた化学物質または
作用物質の一切の追加の量を意味する。例えば、多くの体液、例えば血液などは本来カル
シウムイオンを含むが、本発明の特定の実施形態において、本発明の方法における液体と
して用いる前に血液にリン酸カルシウムを一切加えない。別の例では、細胞増殖培地は通
常マグネシウムイオンを含み得るが、本発明の特定の実施形態において、本発明の方法に
おける液体として用いる前に増殖培地に塩化マグネシウムを一切加えない。
【０１１０】
　本発明の好ましい実施形態において、外因性物質及び細胞を含む液体を通して流れさせ
るように構成された寸法のチャネル、好ましくは密閉チャネル内の液体中で、細胞を圧力
の一過的低下にさらす。本発明との関係において、「チャネル」はある長さ及び２つ以上
の端を有する任意の構成要素で、構成要素の長さにわたって延びる空洞を有し、空洞を通
して、及び２つ以上の端の開口部を通して液体が流れることができるものを意味する。チ
ャネルの寸法は、液体中の関連する細胞型が流れることを可能とするように構成されてい
るだけでよい。チャネルの断面は任意の形状を有し得る。チャネルは少なくともいくつか
の密閉区画を含むべきであるが、チャネル内に所要の圧力変化が生じ得る領域がある限り
、必ずしもその長さ全体に沿って密閉されている必要はない。
【０１１１】
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　液体の流れは本質的にチャネルの一方の端から他方の端までであり、流れの方向が「上
流」及び「下流」の方位を決定すると理解されよう。
【０１１２】
　チャネルを通る流れは様々な手段によって引き起こされ得るが、これには、限定はしな
いが静水圧、流体力学的圧力及び／または電気浸透流が挙げられる。液体の流れは圧力源
によって推進され得るが、これには、限定はしないが圧力ポンプ、ガスボンベ、コンプレ
ッサポンプ、真空ポンプ、シリンジ、シリンジポンプ、蠕動ポンプ、ピストン、キャピラ
リーポンプ、心臓、筋肉または重力が挙げられる。
【０１１３】
　液体がチャネルに入る際には、チャネルを通る液体の流れを発生させる圧力源が定常流
、例えばほふく流または層流などをもたらすと好ましい。ほふく流は、液体の慣性力が液
体の粘性力よりも著しく小さい液体の流れのことをいうと、当業者であれば理解していよ
う。層流は、液体内部の慣性力が液体の粘性力以上であるが、液体において遷移流または
乱流を引き起こすほどには十分大きくない液体の流れのことをいう。
【０１１４】
　チャネルを通る液体の流れはある速度を有し、この速度は、限定はしないがチャネルの
構成、圧力源の強さ及び性質、液体の粘度、細胞型及び液体中の細胞密度及び／または外
因性物質の性質及び量を含めた要因に影響され得る。
【０１１５】
　本発明の好ましい実施形態において、液体の速度はチャネルを通って流れる際に変動し
、この変動速度はチャネルを通って流れる際の液体の最大速度及び最小速度の観点から定
義され得る。液体の速度は、液体がチャネルを通って流れる際に特定の最大速度と最小速
度との間で変動し得る。好ましくは、チャネルを通って流れる液体の変動速度は１ｍ／ｓ
、またはより好ましくは５ｍ／ｓの最小ピーク速度を有する。本発明の他の好ましい実施
形態において、チャネルを通って流れる液体の変動速度は、１０ｍ／ｓの最大速度、２０
ｍ／ｓの最大速度、３０ｍ／ｓの最大速度、４０ｍ／ｓの最大速度、５０ｍ／ｓの最大速
度、６０ｍ／ｓの最大速度、７０ｍ／ｓの最大速度、８０ｍ／ｓの最大速度、９０ｍ／ｓ
の最大速度または１００ｍ／ｓの最大速度を有する。したがって、チャネルを通って流れ
る液体のピーク速度は１ｍ／ｓ～１００ｍ／ｓの範囲の間で変動し得ると理解されよう。
【０１１６】
　液体がチャネルを通って流れる際には、変動速度を有する流れに加えて、流れの種類が
変化し得る。例えば、流れは層流、ほふく流及び非定常流の間で交互に入れ替わり得るが
、ここで、非定常流は層渦列、遷移渦列、乱渦列、遷移流または乱流のことをいう。当業
者であれば、ほふく流、層流及び非定常流の間の違いを理解していよう。本発明の特定の
実施形態において、液体の流れに影響を与え、その結果、チャネル内に液体の流れが層流
である１つ以上の領域があるように、チャネル内に液体の流れがほふく流である１つ以上
の領域があるように、及びチャネル内に液体の流れが非定常流である１つ以上の領域があ
るように、チャネルが構成される。
【０１１７】
　流れの種類は２つの異なるレイノルズ数を計算することによって推定され得るが、１つ
は密閉チャネル及び／またはフローダイバータの間の領域を通る特定の流れ（Ｒｅｃ）に
対するものであり、１つは物体の周りの流れ（Ｒｅｏ）に対するものである。例えば、ほ
ふく流では、Ｒｅｃは１よりも著しく小さく（Ｒｅｃ≪１）、層流では、Ｒｅｃは１と約
２０００との間（１＜Ｒｅｃ＜２０００）である。例えば、物体の周りの非定常流では、
Ｒｅｏは約４０より大きいか（Ｒｅｏ＞４０）、または非定常流を引き起こすのに十分で
ある。Ｒｅｃは、液体の動粘度（ｖ）に対する平均液体速度（ｕ）及び水力直径（Ｄｈ）
の比として定義され得るが、この式は下記で定義される。幅が高さよりも著しく大きい（
逆もまた同様）幅広のチャネルでは、Ｄｈは短い方の距離の長さの２倍で置き換えられ得
る。柱の間の流れのチャネルレイノルズ数（Ｒｅｃ）を計算する場合、この式が用いられ
、チャネルの水力直径（Ｄｈ）は柱の間のチャネルの水力直径のことをいい（図１）、平
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均液体速度（ｕ）は柱の間の平均速度のことをいう。
【数１】

 
【０１１８】
　本発明のある実施形態において、液体の流れが層流であるチャネル内の領域の少なくと
も１つにおける液体の流れのチャネルレイノルズ数（Ｒｅｃ）は、少なくとも１００以上
２０００以下である。ある実施形態において、液体の流れが層流であるチャネル内の領域
の少なくとも１つにおける液体の流れのチャネルレイノルズ数（Ｒｅｃ）は、少なくとも
１００、少なくとも２００、少なくとも３００、少なくとも４００、少なくとも５００、
少なくとも６００、少なくとも７００、少なくとも８００、少なくとも９００、少なくと
も１０００、少なくとも１１００、少なくとも１２００、少なくとも１３００、少なくと
も１４００、少なくとも１５００、少なくとも１６００、少なくとも１７００、少なくと
も１８００、少なくとも１９００または約２０００である。
【０１１９】
　本発明の好ましい実施形態において、液体の流れはチャネル内の１つ以上のフローダイ
バータに影響される。本明細書で用いる場合、「フローダイバータ」は、チャネルを通る
液体の流れを局所的領域においてそらし、任意により非定常流を伴って、圧力が低下した
局所的領域をもたらす任意の要素または部材である。
【０１２０】
　特定の実施形態において、フローダイバータはチャネル内に配置された障害物である。
用語「障害物」は、チャネル内に配置された任意の物体のことをいい、液体の流れを物体
の周りにそらし、障害物の実質的にすぐ下流に、圧力が低下した、または非定常流を伴う
圧力が低下した局所的領域をもたらす。障害物は、細胞が障害物の先へとチャネルを通っ
て進むことができるようにしなければならない。好ましい実施形態において、障害物は、
チャネルの長さに対してだいたい垂直の方向で、チャネルの内面から外向きに延びている
場合がある。障害物はチャネルの長さの１つの面から別の面まで延びていてよい。あるい
は、障害物はチャネルの長さの１つの面から部分的に延びているだけでもよい。
【０１２１】
　本発明のある実施形態において、障害物は１０ｎｍ～１ｍｍの幅及びこの間のすべての
整数の幅を有する。好ましい実施形態において、障害物は５０ｎｍ超、１００ｎｍ超、５
００ｎｍ超、８００ｎｍ超、１μｍ超、１０μｍ超、５０μｍ超、１００μｍ超、２００
μｍ超、５００μｍ超、８００μｍ超または約１ｍｍの幅を有する。好ましい実施形態に
おいて、障害物は１ｍｍ未満、８００μｍ未満、５００μｍ未満、２００μｍ未満、１０
０μｍ未満、５０μｍ未満、１０μｍ未満、１μｍ未満、８００ｎｍ未満、５００ｎｍ未
満、１００μｍ未満または５０ｎｍ未満の幅を有する。特に好ましい実施形態において、
障害物の幅は約２０μｍである。
【０１２２】
　特定の実施形態において、障害物は柱である。本発明との関係において、「柱」である
障害物は、その最大の幅以上の高さを有する角柱である障害物であり得る。柱は円柱形、
三角形、正方形、多角形、翼形または任意の他の形状であってよく、具体的な形状は、圧
力の一過的低下を所与のチャネルレイノルズ数（Ｒｅｃ）に、及び／または非定常流を物
体レイノルズ数（Ｒｅｏ）に調和させるように選択され得る。特に好ましい実施形態にお
いて、柱は円柱形である。
【０１２３】
　チャネルを通りフローダイバータのすぐ上流にある流れの平均速度は、圧力の一過的低
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下がフローダイバータのすぐ下流で引き起こされるか、または圧力の一過的低下及び非定
常流の局所的領域がフローダイバータのすぐ下流で引き起こされるような速度であり得る
。フローダイバータが柱である本発明の実施形態において、平均上流速度の適切な誘導は
、柱の周りの液体の流れに対するレイノルズ数（Ｒｅｏ）を用いて計算され得る。円柱の
周りの液体の流れでは、おそらく少なくとも４０（Ｒｅｏ≧４０）のＲｅｏが、柱の下流
に非定常流を引き起こすのに必要である。他の柱の形状では、非定常流を発生させるのに
必要なＲｅｏは柱の具体的な形状に依存し、（１）十分な大きさの圧力の一過的低下、ま
たは（２）非定常流及び十分な大きさの圧力の一過的低下を引き起こすように、平均上流
液体速度が調整される必要があるであろう。Ｒｅｏは以下に示すように、液体の動粘度（
ν）に対する平均上流速度（ｕ）及び柱の代表長さ（ｌ）の比と定義される。
【数２】

【０１２４】
　本発明のある実施形態において、液体の流れが非定常流であるチャネル内の領域の少な
くとも１つにおける液体の流れの物体レイノルズ数（Ｒｅｏ）は、少なくとも４０以上２
０００以下である。ある実施形態において、液体の流れが非定常流であるチャネル内の領
域の少なくとも１つにおける液体の流れの物体レイノルズ数（Ｒｅｏ）は、少なくとも４
０、少なくとも５０、少なくとも６０、少なくとも７０、少なくとも８０、少なくとも９
０、少なくとも１００、少なくとも２００、少なくとも３００、少なくとも４００、少な
くとも５００、少なくとも６００、少なくとも７００、少なくとも８００、少なくとも９
００、少なくとも１０００、少なくとも１１００、少なくとも１２００、少なくとも１３
００、少なくとも１４００、少なくとも１５００、少なくとも１６００、少なくとも１７
００、少なくとも１８００、少なくとも１９００または約２０００である。好ましい実施
形態において、液体の流れが非定常流であるチャネル内の領域の少なくとも１つにおける
液体の流れの物体レイノルズ数（Ｒｅｏ）は、５０未満、６０未満、７０未満、８０未満
、９０未満、１００未満、２００未満、３００未満、４００未満、５００未満、６００未
満、７００未満、８００未満、９００未満、１０００未満、１１００未満、１２００未満
、１３００未満、１４００未満、１５００未満、１６００未満、１７００未満、１８００
未満、１９００未満または２０００未満である。
【０１２５】
　いかなる特定の理論にも縛られることを望むものではないが、非定常流の局所的領域が
フローダイバータの実質的にすぐ下流にある本発明の実施形態において、細胞は次の２つ
の形の圧力の増加にさらされ得る：（１）非定常流に起因する圧力の局所的増加；及び（
２）圧力の一過的低下に続く圧力の増加。これにより透過化した細胞膜を横断する圧力低
下が生じ得るが、この場合、細胞外圧力が細胞内圧力よりも高く、細胞膜付近の外因性物
質の能動送達を促進し得る、及び／または例えば局所細胞外環境からサイトゾルへの拡散
もしくは流れによって、外因性物質が細胞内に導入され得る。
【０１２６】
　チャネル内の任意の障害物の位置決定により一般に、チャネルの他の領域よりも高さ、
幅または直径が小さい、細胞が通過しなければならない流路または間隙を有するチャネル
の領域が得られることになる。しかし、こうした小さい寸法の領域は、外因性物質及び細
胞を含む液体が依然としてそれを通って流れることができるようにも構成されなければな
らないと理解されよう。これを容易とするために、外因性物質及び細胞を含む液体がそれ
を通って流れることを可能とする必要がある、障害物によってチャネル内に形成された間
隙はいずれも、少なくとも１．０１×当該細胞の最小直径であると好ましい。細胞は一般
に完全な球状ではなく、そのため、細胞の最小直径は細胞の最も短い断面をとった場合の
細胞の最小幅となることが理解されよう。
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【０１２７】
　本発明の特定の実施形態において、間隙は少なくとも１．０１×細胞の最小直径の幅及
び高さ、または直径を有する。他の実施形態において、間隙は少なくとも２×、５×、１
０×または１００×細胞の最小直径の幅及び高さ、または直径を有する。
【０１２８】
　本発明はまた、液体中の細胞に外因性物質を導入するためのデバイスであって、液体に
懸濁させた細胞及び外因性物質が通って流れるように構成された寸法のチャネル；ならび
にチャネル内の１つ以上のフローダイバータ；を含み、フローダイバータがフローダイバ
ータのすぐ下流に少なくとも１つの圧力が低下した領域をもたらすデバイスにも関する。
【０１２９】
　本発明の特定の実施形態において、デバイスはマイクロ流体デバイスである。
【０１３０】
　本発明の医薬組成物は、適切な医薬品として許容可能な担体、希釈剤、凍結保護剤、ま
たは賦形剤を含むことが好適である。好ましくは、医薬品として許容可能な担体、希釈剤
または賦形剤は哺乳類への、及びより好ましくはヒトへの投与に適している。「医薬品と
して許容可能な担体」は、生物学的にまたはそれとは別様に望ましくないものでない物質
からなる医薬品媒体を意味する、すなわち、この物質は、一切のまたは実質的な副作用を
引き起こすことなく、厳選された活性剤とともに被検者に投与され得る。担体は賦形剤及
び他の添加剤、例えば希釈剤、界面活性剤、着色剤、湿潤剤または乳化剤、ｐＨ緩衝剤、
保存剤などを含み得る。医薬品として許容可能な担体、希釈剤及び賦形剤について記載し
ている有用な参照文献は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ　（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．　Ｎ．Ｊ．　ＵＳＡ，　１
９９１）及びＲｅｍｉｎｇｔｏｎ：　Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃ
ｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　（Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｌｏｎ
ｄｏｎ，　２２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，　２０１２）であり、これらを参照により本明細
書に援用する。
【０１３１】
　細胞懸濁液を企図する実施形態において、懸濁液の液体は、追加の成分を含む、または
含まない、本発明の方法を実施した液体であり得ると理解されるであろう。細胞懸濁液は
、当該技術分野において理解されるように、乾燥させた、または代替として凍結乾燥させ
た製剤のことをいう場合もある。
【０１３２】
　別段の定義がない限り、本明細書において用いるすべての科学技術用語は、本発明が属
する技術分野の当業者に一般的に理解されるものと同じ意味を有する。本明細書に記載の
ものと類似または等価な任意の方法及び物質を本発明の実施または試験に用いることがで
きるが、好ましい方法及び物質を記載する。本発明において、次の用語を以下に定義する
。
【０１３３】
　冠詞「ａ」及び「ａｎ」は本明細書において、その冠詞の文法的対象の１つまたは２つ
以上（すなわち少なくとも１つ）を指すために用いる。例として、「ａｎ　ｅｌｅｍｅｎ
ｔ（要素）」は１つの要素または２つ以上の要素を意味する。本明細書で用いる場合、別
途明記しない限り、単数形の使用は複数形を包含する（逆もまた同様）。
【０１３４】
　「約」は、参照の数量、レベル、値、数、周波数、割合、寸法、サイズ、量、重量また
は長さに対して１５、１４、１３、１２、１１、１０、９、８、７、６、５、４、３、２
または１％ほど変動する数量、レベル、値、数、周波数、割合、寸法、サイズ、量、重量
または長さを意味する。
【０１３５】
　本発明との関係において、単語「ｃｏｍｐｒｉｓｅ（含む）」、「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎ
ｇ（含む）」などは、排他的な意味とは対照的に、包括的な意味に、すなわち「含むが限
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定はしない」という意味に解釈されるものとする。
【図面の簡単な説明】
【０１３６】
【図１】本発明の実施形態に従うデバイスのユニット形状の概観を示す。
【図２】本発明の方法の実施形態のシミュレーション中に発生する圧力変化の概観を示す
。
【図３】２０×の倍率の蛍光顕微鏡検査（左）及び光学顕微鏡検査（右）によって得られ
た実験的形質移入データの概観であり、表１に示すパラメータに従ってｐｃＤＮＡ　３．
１をＨＥＫ２９３細胞に形質移入した。上画像はカラー表示であり、下画像はカラー画像
の白黒表示である。
【図４】本発明の一実施形態に従う３列の柱（ｎｃ＝３）及び４行の柱（ｎｒ＝４）を備
えるマイクロ流体デバイスの概略図である。
【図５】本発明の別の実施形態に従う３列の柱（ｎｃ＝３）及び４行の柱（ｎｒ＝４）を
備えるマイクロ流体デバイスの概略図である。
【図６】本発明のさらに別の実施形態に従う３列の柱（ｎｃ＝３）及び４行の柱（ｎｒ＝
４）を備えるマイクロ流体デバイスの概略図である。
【図７】本発明のまたさらなる実施形態に従う３列の柱（ｎｃ＝３）及び４行の柱（ｎｒ

＝４）を備えるマイクロ流体デバイスの概略図である。
【図８】本発明の好ましい実施形態に従うデバイスデザインの断面図である。パネルＡは
アレイデザインの分解図（３×倍率）であり、パネルＢはアレイ上に存在する柱デザイン
の分解図（９×倍率）である。
【図９】本発明の別の好ましい実施形態に従うデバイスデザインの断面図である。パネル
Ａはアレイデザインの分解図（３×倍率）であり、パネルＢはアレイ上に存在する柱デザ
インの分解図（９×倍率）である。
【図１０】本発明のさらに別の好ましい実施形態に従う断面図である。パネルＡはアレイ
デザインの分解図（３×倍率）であり、パネルＢはアレイ上に存在する柱デザインの分解
図（９×倍率）である。図１０における図表示は縮尺通りには描かれていない。
【０１３７】
　いくつかの図はカラー表示または要素を含む。カラーの図は請求により出願人から、ま
たは該当する特許庁から入手可能である。特許庁から入手する場合には手数料が課される
場合もある。
【発明を実施するための形態】
【０１３８】
　本明細書で詳述したある実施形態を参照して本発明を記載したが、他の実施形態によっ
ても同様のまたは類似の結果を得ることができる。本発明の変形及び修正が当業者には明
らかであり、本発明はすべてのそのような修正及び均等物を包含すること意図する。
【０１３９】
　本発明を、以下の非限定的な実施例によりさらに説明する。
【０１４０】
実施例１
　緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）を発現するｐｃＤＮＡ　３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
（商標））を細胞モデルに形質移入することによって、本発明の方法及びデバイスを評価
した。用いたデバイスは柱のアレイを備えた構成のマイクロ流体デバイスであり、柱の間
の間隙は細胞直径よりも大きかった。
【０１４１】
方法
シミュレーション及び解析
　表１に示すパラメータ及び図１に示すデバイス形状について、有限体積法での数値流体
力学（ＣＦＤ）によるシミュレーションを用いて柱の間の間隙周辺の微小環境を調べた。
図１は本発明に従うデバイスのユニット形状の概観を示しており、入口において速度（Ｑ
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）の液体が液体に懸濁した直径（ｄｃ）の細胞とともに密閉チャネルに入り、ここで、ｄ
ｃは間隙幅（ｇ）未満である。他の変数は柱直径（ｄｐ）、チャネル幅（ｗ）及びチャネ
ル高さ（ｈ）を表す。解析目的で入口長さを１００μｍ、出口長さを１０００μｍとして
ＳｏｌｉｄＷｏｒｋｓで三次元形状を構築した。ＩＣＥＭ　ＣＦＤ　１４．５で構造メッ
シュを構築し、行列式、角度及びアスペクト比を用いて要素品質をチェックした。３．２
０ＧＨｚのＩｎｔｅｌ　Ｃｏｒｅ　ｉ５－３４７０　ＣＰＵ及び１６．０ＧＢのＲＡＭを
備えたＷｉｎｄｏｗｓ　７　Ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅ　６４－ｂｉｔコンピュータ上でＡＮ
ＳＹＳ　ＦＬＵＥＮＴ　１４．５を用いて解を得た。連成圧力－速度ソルバーを用いて速
度、圧力及びせん断応力コンターについて解いた。狭窄部の内部寸法及び以下の式を用い
て、表１のパラメータに従ってチャネルレイノルズ数（ＲｅＣ）を計算した。
　Ｒｅｃ＝２ρＱ／μ（ｇ＋ｈ）
【０１４２】
　チャネル上面、底面及び柱によって定められる壁面の境界条件は滑りなしに設定した。
流体側壁の境界条件はせん断力０に設定した。入口速度を平均速度で定義し、出口を圧力
０の境界条件に設定した。
【０１４３】
【表１】

 
【０１４４】
形質移入
　マイクロ流体デバイスのマスターモールドは標準的なフォトリソグラフィ技術を用いて
製造し、一方で、デバイスはソフトリソグラフィを用いて複製し、酸素プラズマを用いて
ガラスに接合した。デバイスデザインの概観及び形質移入パラメータをそれぞれ図１及び
表１に示す。
【０１４５】
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　ＨＥＫ２９３（ヒト胎児腎２９３）細胞を細胞培地に１×１０５細胞ｍｌ－１で懸濁し
、ｐｃＤＮＡ　３．１　ＧＦＰプラスミドを８９０ｎｇ　ｍｌ－１の密度で接種した。こ
の懸濁液をシリンジの中に入れ、マイクロ流体デバイス中に５ｍｌ　ｍｉｎ－１の流量で
注入したが、フローセルは柱の間の間隙が３０μｍである２０μｍの直径の柱で隔てられ
た８ユニットのアレイを備えていたので、柱の間の間隙において３７５のＲｅｃに相当す
る。これは１３１のＲｅｏにも相当する。その後、細胞を６日間インキュベートしてから
、蛍光及び光学顕微鏡検査の両方によって画像化して緑色蛍光タンパク質遺伝子発現を調
べた。
【０１４６】
結果
シミュレーション及び解析
　シミュレーションにより、高圧領域は図１のデバイス中の柱のすぐ上流に生じ、低圧領
域は柱のすぐ下流に生じることが示された。これは、細胞が柱を通り過ぎて流れる際に、
圧力の急な一過的低下にさらされることを意味する。加えて、これらのシミュレーション
は非定常流が生じるかどうか確認するために一過的として実行した。図２は、本発明の方
法の実施形態のシミュレーション中に発生する圧力変化の概観を示し、（ａ）圧力コンタ
ー、（ｂ）速度の大きさ、（ｃ）細胞速度を近似するのに用いることができる液体のｘ方
向の速度、及び（ｄ）非定常流に起因する交番ジェットを伴うｙ方向の液体速度を示す。
図２に示すように、密閉チャネル内には、ｙ方向のバルク流に垂直のｘ方向の著しい流速
が存在し、非定常流が生じていることを意味する。
【０１４７】
　シミュレーションによれば、細胞は、デバイスの密閉チャネル内に配置された柱の間の
間隙を通過する際に、４３．５ｋＰａの局所的圧力を有する周囲の区域から移動し、－５
０．８ｋＰａの最低圧力を有する比較的低い圧力の区域に入るので、９４．３ｋＰａの圧
力の一過的低下にさらされる。圧力の一過的低下の大きさは振動の位相に応じて変化し得
る。加えて、この圧力の一過的低下の間の液体中の細胞速度は１５ｍ　ｓ－１と推定され
、－３５．４×１０６ｋＰａ　ｓ－１の圧力の一過的低下（ｄＰ／ｄｔ）に対して約４０
μｍの距離にわたって生じ、ここで、ｄＰ／ｄｔは時間変化（ｄｔ）で割った圧力変化（
ｄＰ）である。ｄＰは極大と極小との間の圧力変化である。ｄｔは極大圧力と極小との間
の時間変化である。
【０１４８】
　次に、図２ｄに示すように、非定常流条件が細胞を、細胞が移動している方向（ｘ方向
）に直交する方向（ｙ方向）の流速の急速な変化にさらし、ここで、ピークｙ方向速度は
－８．５ｍ　ｓ－１～８．３ｍ　ｓ－１の範囲であり、こうした局所的非定常流は幅約２
０μｍである。局所的非定常流の大きさは、細胞が柱から離れるにつれて減衰し、約５０
０μｍ後で完全に減衰するが、この間に、細胞は３．４ｍ　ｓ－１～８．５ｍ　ｓ－１の
速度の大きさの非定常流のパルスを約５回受ける。この期間中、細胞速度は１０ｍ　ｓ－

１～１５ｍ　ｓ－１と推定され、非定常流の幅は約２０μｍであり、パルス時間は２．０
μｓ～１．３μｓの範囲であることを示している。細胞が圧力の一過的低下及び非定常流
のパルスにさらされた後、細胞がマイクロ流体デバイスから出るにつれて、または細胞が
間隙から離れるにつれて、圧力は出口と同じ圧力まで増加する。
【０１４９】
　シミュレーションは、非定常流への曝露が、局所的細胞外圧力が局所的細胞内圧力より
も高い細胞膜を横断する圧力低下を引き起こし、それにより能動的（機械的）送達を促進
することを示している。加えて、デバイス出口へ移動している最中の圧力の増加が、透過
化した細胞膜を横断する圧力低下に起因する能動送達を適切に助長する。
【０１５０】
形質移入
　図３に示すように、柱アレイを介した圧力の一過的低下及び非定常流の使用は、ＨＥＫ
２９３細胞にｐｃＤＮＡ　３．１　ＧＦＰプラスミドを形質移入するために用いることが
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できる。上段の画像は下段の画像と同視野で撮影したものである。パネルの左側の画像に
おける明るい点はｐｃＤＮＡ　３．１の形質移入に成功したＨＥＫ２９３細胞を表してお
り、形質移入の６日後で生存可能であり、緑色蛍光タンパク質を発現し続けていた。
【０１５１】
　シミュレーションにより非定常流が見込まれ、層流条件から非定常流条件への遷移に基
づいて、どの速度がＲｅｏの計算に最も適切であるかを決定するために予備シミュレーシ
ョンを用いた。Ｒｅｏの計算に用いられる液体の速度は文献により異なるが、前述のシミ
ュレーションにより、平均上流速度が適切な速度であるという確証が得られる。例えば、
円柱の周りの液体の流れでは、物体レイノルズ数（Ｒｅｏ）は以下の式で計算され得る。
【数３】

【０１５２】
　振動の周波数を推定するために、円柱の周りの液体の流れに適合するようにＲｅｏを４
０～１９０として、以下に示す相関関係を用いる。ストローハル数（Ｓｒ）（非定常流を
記述するために用いられる無次元数）は、円柱の周りの流れについて以下の相関関係によ
りＲｅｏから計算され得る。
【数４】

【０１５３】
　この計算の結果、Ｓｒは０．１７となり、振動の周波数（ｆ）は、液体速度（ｖ）及び
柱の直径（ｄｐ）に等しい代表長さ（Ｌ）により以下の式で計算され得る。
【数５】

【０１５４】
　上記のパラメータに対して、非定常流は４４．４ｋＨｚの周波数で振動すると推定され
る。こうした非定常振動は柱自身の内部の構造振動を誘起することも知られている。した
がって、細胞は誘起された構造振動とともに圧力の一過的低下、４４．４ｋＨｚの非定常
流にさらされ得ると考えられる。
【０１５５】
　１つ以上のフローダイバータ、例えば（限定はしないが）柱などの間の層流（Ｒｅ≫１
）は、柱の実質的にすぐ下流に圧力が一過的に低下した領域を形成するために用いられ得
る。これは、図１、及び４～１０に示すものなどのデバイスの柱を細胞が通り過ぎて流れ
る際に、細胞の周りの周囲圧力を急にかつ一過的に低下させるために用いられ得る。加え
て、Ｒｅｏ＞４０である場合、こうした流れ特性は非定常流を引き起こすことが知られて
おり、上記の実施例において、これが細胞に（１）圧力の一過的低下及び（２）非定常流
のパルスを与える。さらに、これは、閉塞の問題を緩和する細胞寸法よりも大きいチャネ
ル寸法を用いて達成され得る。これにより、細胞膜を横断した細胞質内への外因性物質の
移入が容易となる。Ｐａｗｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ（Ｐａｗｅｌｌ　Ｒ．Ｓ．，　ｅｔ　ａｌ
．　（２０１３）．　Ｌｉｍｉｔｓ　ｏｆ　ｐａｒａｂｏｌｉｃ　ｆｌｏｗ　ｔｈｅｏｒ
ｙ　ｉｎ　ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ：　ａ
　ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　ｓｔｕｄｙ．　ＡＳＭＥ　４ｔｈ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉ
ｏｎａｌ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｎ　Ｍｉｃｒｏ／Ｎａｎｏｓｃａｌｅ　Ｈｅａｔ　
ａｎｄ　Ｍａｓｓ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ，　Ｈｏｎｇ　Ｋｏｎｇ，　Ｃｈｉｎａ．　Ｄｅｃ
ｅｍｂｅｒ　１１－１４．）によると、柱の間の１００より大きいチャネルレイノルズ数
（Ｒｅｃ＞１００）では、せん断応力が無視できる領域が形成される。すなわち、こうし
た条件の下では、膜透過化はせん断応力に起因せず、形質移入は圧力の一過的低下及び非
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定常流条件、加えて、非定常流によって誘起される任意の条件、例えばＲｅｎｆｅｒ　ｅ
ｔ　ａｌ．（Ｒｅｎｆｅｒ　Ａ．，　ｅｔ　ａｌ．　（２０１３）　Ｖｏｒｔｅｘ　ｓｈ
ｅｄｄｉｎｇ　ｆｒｏｍ　ｃｏｎｆｉｎｅｄ　ｍｉｃｒｏｐｏｓｔ　ａｒｒａｙｓ．　Ｍ
ｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ　ａｎｄ　Ｎａｎｏｆｌｕｉｄｉｃｓ．　１５（２）：２３１
－２４２）によって観察されたような柱における構造振動などの結果であり得ることを示
す。
【０１５６】
実施例２
　圧力の低下の大きさ及び持続時間が形質移入に影響を及ぼす程度を調べるために実験を
行った。
【０１５７】
方法
　ＨＥＫ２９３細胞の２つの培養物を１００，０００細胞ｍｌ－１の密度で接種し、培養
物１はＨＥＫ２９３細胞及び約９００ｎｇ　１０－５細胞の密度で接種した緑色蛍光タン
パク質ｐｃＤＮＡ　３．１を含んでおり、培養物２はＨＥＫ２９３細胞及び１００ｎｇ　
１０－５細胞の密度で接種した２５塩基対オリゴヌクレオチドを含んでいた。両方の培養
物を真空デシケーター内に置き、圧力を２分かけて－９５ｋＰａに低下させた。その後、
真空を解放し、１０秒かけて大気圧に戻した。
【０１５８】
結果及び考察
　圧力の長時間低下を用いたこの実験の結果、形質移入は起きなかった。ＧＦＰを発現し
た細胞はなく、オリゴヌクレオチド及び細胞の共局在化は無視できるものであった。実施
例１と比較して、圧力の低下の大きさは相当大きかった（実施例１における２０ｋＰａの
低下に対して９５ｋＰａの低下）。しかし、低下速度は大幅に遅かった。実施例１におい
て、圧力の一過的低下が生じる速度（ｄＰ／ｄｔ）は－３５．４×１０６ｋＰａ　ｓ－１

であると推定される。本実施例では、ｄＰ／ｄｔは約－０．８ｋＰａ　ｓ－１である。し
たがって、細胞膜は気体透過性であり、そのため、ｄＰ／ｄｔが低すぎる場合、膜を透過
化することなく細胞膜を通して自然に気体移動が生じるので、ｄＰ／ｄｔは細胞膜の透過
化の一因となり得る。ｄＰ／ｄｔが十分となると、細胞膜の物理的性質が細胞内環境から
細胞外環境への急速な気体移動に適応することができなくなると考えられる。したがって
、細胞膜に孔が形成される程度まで応力が加わり、それによって細胞内への外因性物質の
導入が可能となり得る。
【０１５９】
実施例３
　図４は、３列の柱（ｎｃ＝３）及び４行の柱（ｎｒ＝４）を備えるマイクロ流体デバイ
スの概略図である。アレイは、柱の直径（ｄｐ）が柱の間の間隙（ｇ）と等しく（ｄｐ＝
ｇ）、各列の柱が前の間隙からの流れを二分岐させるのに十分な距離だけ偏移しており、
偏移距離（ｓ）が行ピッチの半分に等しく（ｓ＝ｐｒ／２）、列ピッチ（ｐｃ）が行ピッ
チに等しい（ｐｃ＝ｐｒ）ように構成されている。チャネルの幅、列の数（ｎｃ）及び行
の数（ｎｒ）は、このまたは類似のデザインを用いた具体的なデバイスそれぞれで異なる
。
【０１６０】
　図５は、３列の柱（ｎｃ＝３）及び４行の柱（ｎｒ＝４）を備えるマイクロ流体デバイ
スの概略図である。アレイは、柱の直径（ｄｐ）が柱の間の間隙（ｇ）よりも大きく、各
列の柱が前の間隙からの流れを二分岐させるのに十分な距離だけ偏移しており、偏移距離
（ｓ）が行ピッチの半分に等しく（ｓ＝ｐｒ／２）、列ピッチ（ｐｃ）が行ピッチに等し
い（ｐｃ＝ｐｒ）ように構成されている。チャネルの幅、列の数（ｎｃ）及び行の数（ｎ

ｒ）は、このまたは類似のデザインを用いた具体的なデバイスそれぞれで異なる。
【０１６１】
　図６は、３列の柱（ｎｃ＝３）及び４行の柱（ｎｒ＝４）を備えるマイクロ流体デバイ



(23) JP 6367493 B2 2018.8.1

10

20

30

40

50

スの概略図である。アレイは、柱の直径（ｄｐ）が柱の間の間隙（ｇ）よりも小さく（ｄ
＜ｇ）、各列の柱が前の間隙からわずかに偏移しており、偏移距離（ｓ）が行ピッチの半
分よりも小さく（ｓ＜ｐｒ／２）、列ピッチ（ｐｃ）が行ピッチよりも大きい（ｐｃ＞ｐ

ｒ）ように構成されている。チャネルの幅、列の数（ｎｃ）及び行の数（ｎｒ）は、この
または類似のデザインを用いた具体的なデバイスそれぞれで異なる。
【０１６２】
　図７は、３列の柱（ｎｃ＝３）及び４行の柱（ｎｒ＝４）を備えるマイクロ流体デバイ
スの概略図である。アレイは、柱の直径（ｄｐ）が柱の間の間隙（ｇ）よりも小さく（ｄ

ｐ＜ｇ）、各列の柱が前の間隙からわずかに偏移しており、偏移距離（ｓ）が行ピッチの
半分よりも小さく（ｓ＜ｐｒ／２）、偏移方向が各行で切り換わるように構成されている
。列ピッチ（ｐｃ）は行ピッチよりも大きい（ｐｃ＞ｐｒ）。チャネルの幅、列の数（ｎ

ｃ）及び行の数（ｎｒ）は、このまたは類似のデザインを用いた具体的なデバイスそれぞ
れで異なる。
【０１６３】
　本発明のデバイスデザインの好ましい実施形態を図８、９及び１０に示す。いずれの実
施形態も、各図のパネルＡ及びＢに具体的に示す異なる内部柱形体とともに単一の入口及
び単一の出口を備える。これらの実施形態において、基板はすべて溶融シリカであり、基
板の厚さ（ｔｓ）は７００μｍである。ユニットは２つのスルーホールを有する蓋を含み
、スルーホールはそれぞれ７００μｍの直径（Ｄｈ）を有する。蓋及び基板の接合強度ま
たは破壊圧力は１０ａｔｍよりも大きく（≫１０ａｔｍ）すべきであり、接合されると、
デバイス全体の厚さ（ｔｄ）は１．４０ｍｍとなる。４．８０ｍｍ×９．８０ｍｍのデバ
イス実装面積は２００μｍのダイシング幅を考慮している。７０ｍｍ×３０ｍｍジグの全
体にわたって、デバイスを７×６で合計４２デバイス整列させることを企図している。デ
バイスの下部部品はディープ反応性イオンエッチングした溶融シリカであり、レーザー加
工した溶融シリカウエハにバルク材接合を用いて接合した。図８及び９に示す実施形態で
は、１．５ｍｍの幅、７．５ｍｍの長さ及び４０．０μｍの深さを有するチャネルを形成
するように基板がエッチングされている。図１０に示す実施形態では、０．６ｍｍの幅、
５．５ｍｍの長さ及び４０．０μｍの深さを有するチャネルを形成するように基板がエッ
チングされている。
【０１６４】
　図８に示す実施形態において、アレイデザイン（パネルＡ）は、ｘ方向に３０本（ｎｘ

）の柱及びｙ方向に１行（ｎｙ）の柱を、ｘ方向のアレイピッチ（Ｐｘ；別途列ピッチｐ

ｃとも呼ぶ）が５０．０μｍで含む。この実施形態では、柱デザインはパネルＢに示すよ
うに、柱の直径（ｄｐ＝２０μｍ）が、この実施形態で存在する柱の間の３０．０μｍの
間隙（間隙＝Ｐｘ－ｄｐ）より小さいように構成される。
【０１６５】
　図９に示す実施形態において、アレイデザイン（パネルＡ）は、ｘ方向に３０本（ｎｘ

）の柱及びｙ方向に３行（ｎｙ）の柱を、ｘ方向のアレイピッチ（Ｐｘ；別途列ピッチｐ

ｃとも呼ぶ）が５０．０μｍ、ｙ方向（Ｐｙ；別途行ピッチｐｒとも呼ぶ）が７５０μｍ
で含む。この実施形態では、柱デザインはパネルＢに示すように、柱の直径（ｄｐ＝２０
μｍ）が、この実施形態で存在する柱の間の３０．０μｍの間隙（間隙＝Ｐｘ－ｄｐ）よ
り小さいように構成される。
【０１６６】
　図１０に示す実施形態において、アレイデザイン（パネルＡ）は、ｘ方向に１２本（ｎ

ｘ）の柱及びｙ方向に３行（ｎｙ）の柱を、ｘ方向のアレイピッチ（Ｐｘ；別途列ピッチ
ｐｃとも呼ぶ）が５０．０μｍ、ｙ方向（Ｐｙ；別途行ピッチｐｒとも呼ぶ）が５００μ
ｍで含む。この実施形態では、柱デザインはパネルＢに示すように、柱の直径（ｄｐ＝２
０μｍ）が、この実施形態で存在する柱の間の３０．０μｍの間隙（間隙＝Ｐｘ－ｄｐ）
より小さいように構成される。
【０１６７】
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　図に示したような本発明の特に好ましい実施形態に適した範囲を以下に示す。
【０１６８】
　柱直径の範囲（ｄｐ）：１０ｎｍ～５ｍｍ；
【０１６９】
　列の数（ｎｃ）：１～１０，０００；
【０１７０】
　行の数（ｎｒ）：３～１０，０００；　
【０１７１】
　間隙の範囲（ｇ）：１０ｎｍ～５ｍｍ；
【０１７２】
　偏移（ｓ）：０～５ｍｍ；
【０１７３】
　列ピッチ（ｐｃ）：３０ｎｍ～５０ｍｍ；及び　
【０１７４】
　行ピッチ（ｐｒ）：３０ｎｍ～５０ｍｍ
【０１７５】
　本明細書で引用したすべての特許、特許出願、及び刊行物の開示は、その全体を参照に
より本明細書に援用する。
【０１７６】
　本明細書におけるいかなる参照文献の引用も、そのような参照文献が本出願の「先行技
術」として利用可能であるという自認と解釈されるべきではない。
【０１７７】
　本明細書全体を通して、いずれか１つの実施形態または特徴の特定の集合に本発明を限
定することなく、本発明の好ましい実施形態を記載することを意図している。したがって
、本開示を踏まえて、本発明の範囲から逸脱することなく、例示した特定の実施形態にお
いて様々な修正及び変更が可能であることを当業者であれば理解するであろう。すべての
そのような修正及び変更が添付の特許請求の範囲内に含まれることを意図する。
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