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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　内面及び外面を有する少なくとも１つの毛細管であって、前記外面は前記毛細管の外壁
、前記毛細管の基端部及び前記毛細管の末端部を有して、略疎水性であり、前記内面は、
前記毛細管の前記末端部に隣り合う略親水性の計量領域と前記計量領域に近位に隣り合う
略疎水性の制限領域とを有する前記毛細管と、
　該毛細管の前記基端部と流体連通している圧力源と、
　該圧力源と動作可能に連結されており、前記毛細管の前記末端部から水溶液を吐出させ
るべく前記圧力源によって前記毛細管の前記基端部に十分な正圧を印加させるようにプロ
グラムされている毛細管制御部と、
　前記毛細管の外部に設けられて、前記毛細管に外部から外気流を加えるエアシースと
　を備えていることを特徴とする毛細管システム。
【請求項２】
　前記計量領域は略親水性のエッチングされたフルオロポリマを含み、前記制限領域及び
外面の両方は略疎水性のフルオロポリマを含むことを特徴とする請求項１に記載の毛細管
システム。
【請求項３】
　前記計量領域の長さ及び断面積により所定の容積が定められていることを特徴とする請
求項１又は２に記載の毛細管システム。
【請求項４】
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　前記毛細管はガラス基材を有することを特徴とする請求項１に記載の毛細管システム。
【請求項５】
　前記計量領域は、前記ガラス基材の露出した親水性表面を有することを特徴とする請求
項４に記載の毛細管システム。
【請求項６】
　前記毛細管はガラス基材を有し、
　前記計量領域は前記ガラス基材の露出した親水性表面を有し、
　前記制限領域は前記ガラス基材のコーティングされた疎水性表面を有することを特徴と
する請求項１に記載の毛細管システム。
【請求項７】
　前記毛細管を複数の位置に動かすように構成され、前記毛細管制御部に動作可能に連結
されたアクチュエータを更に備えており、
　前記毛細管制御部は、
　前記アクチュエータによって前記毛細管を動かして前記末端部を水性試料と接触させ、
該水性試料を毛細管作用によって前記計量領域に引き込み、
　前記アクチュエータによって前記毛細管を分注位置に動かし、
　前記圧力源によって前記毛細管の前記基端部に十分な正圧を印加し、前記水性試料を前
記毛細管の前記末端部から排出させる
　ようにプログラムされていることを特徴とする請求項１～６のいずれか一項に記載の毛
細管システム。
【請求項８】
　前記毛細管制御部は、前記毛細管の前記基端部に十分な正圧を印加して、毛細管力を前
記正圧の力と平衡させて前記計量領域における毛細管作用を停止させるように更にプログ
ラムされていることを特徴とする請求項１～７のいずれか一項に記載の毛細管システム。
【請求項９】
　前記計量領域の容積が１０ナノリットル～１００００ナノリットルの範囲内であること
を特徴とする請求項１～８のいずれか一項に記載の毛細管システム。
【請求項１０】
　複数の毛細管と圧力導管とを更に備えており、
　前記複数の毛細管は夫々基端部を有し、
　夫々の基端部は前記圧力導管と流体連通しており、
　前記圧力源から印加される圧力が前記複数の毛細管の全てに印加されるように、前記圧
力導管は前記圧力源と流体連通していることを特徴とする請求項１～９のいずれか一項に
記載の毛細管システム。
【請求項１１】
　容器と熱接触するように担体液体の槽を受ける高熱伝導性の前記容器と、前記担体液体
の表面上に複合液体セルを安定させるように構成された少なくとも１つの安定化装置を有
し、前記容器に固定されているトレーと、前記安定化装置と熱接触しており、前記容器及
び前記トレーの両方に固定されている加熱要素とを備えている再利用可能デバイスを使用
して試料を処理する方法であって、
　前記容器に担体液体の槽を置くステップと、
　請求項１～１０のいずれか一項に記載の毛細管システムを用いて前記安定化装置の１つ
に第１の試料液体及び第１の封入液体を置いて第１の複合液体セルを作成し、前記第１の
試料液体、第１の封入液体及び担体液体は全て互いに不混和性であるステップと、
　前記第１の試料液体を、少なくとも
　　前記加熱要素を作動させることにより前記第１の複合液体セルを加熱して、
　　前記第１の複合液体セルに少なくとも１つの試薬を添加する
ことによって処理する第１処理ステップと
　を有することを特徴とする方法。
【請求項１２】
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　前記第１処理ステップ中、（ａ）前記第１の試料液体は前記第１の複合液体セルから除
去されず、（ｂ）前記第１の複合液体セルは前記安定化装置から除去されないことを特徴
とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記第１処理ステップでは更に、前記第１の複合液体セルから前記第１の試料液体を除
去することを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記第１処理ステップでは更に、除去された第１の試料液体中の生体分子を単離するこ
とを特徴とする請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記再利用可能デバイスの前記容器は冷却システムに動作可能に取り付けられており、
　少なくとも１つの冷却導管を通して冷却用流体を流すことにより前記第１の複合液体セ
ルを冷却するステップを更に有することを特徴とする請求項１１～１４のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１６】
　前記第１処理ステップでは更に、断片化及びバーコーディングを行うことを特徴とする
請求項１１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記第１処理ステップでは更に、核酸の増幅を行うことを特徴とする請求項１１～１５
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記第１処理ステップでは更に、夫々の安定化装置の近傍における電磁的な観察によっ
て前記第１の試料液体中の標的核酸の存在を推定することを特徴とする請求項１１～１５
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記第１処理ステップの後に前記第１の試料液体及び第１の封入液体を除去するステッ
プと、
　前記毛細管システムを用いて前記安定化装置の１つに第２の試料液体及び第２の封入液
体を置いて第２の複合液体セルを作成し、前記第２の試料液体、第２の封入液体及び担体
液体は全て互いに不混和性であるステップと、
　前記第２の試料液体を、少なくとも
　　前記加熱要素を作動させることにより前記第２の複合液体セルを加熱して、
　　前記第２の複合液体セルに少なくとも１つの試薬を添加する
ことによって処理する第２処理ステップと
　を更に有することを特徴とする請求項１１～１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記第２処理ステップ中、（ａ）前記第２の試料液体は前記第２の複合液体セルから除
去されず、（ｂ）前記第２の複合液体セルは前記安定化装置から除去されないことを特徴
とする請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記第２処理ステップでは更に、前記第２の試料液体を前記第２の複合液体セルから除
去することを特徴とする請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　前記第２処理ステップでは更に、除去された第２の試料液体中の生体分子を単離するこ
とを特徴とする請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　　分注要素、
　　該分注要素に動作可能に連結され、前記分注要素を所定の範囲の位置に動かすように
構成されたアクチュエータ、及び
　　　前記アクチュエータに命令して前記分注要素を動かし、
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　　　前記分注要素に命令して液体源から液体を取り出し、
　　　前記分注要素に命令して液体を分注する
　　ようにプログラムされている計量制御部
　を有する液体計量システムと、
　　容器と熱接触するように担体液体の槽を受ける高熱伝導性の前記容器、
　　前記担体液体の表面上に複合液体セルを安定させるように構成された少なくとも１つ
の安定化装置を有し、前記容器に固定されているトレー、及び
　　前記安定化装置と熱接触しており、前記容器及び前記トレーの両方に固定されている
加熱要素
　を有する再利用可能デバイスと、
　　試料液体源、
　　封入液体源、
　　液体処理システム、及び
　　該液体処理システムに動作可能に連結されたセル形成制御部
　を有する複合液体セル形成システムと
　を備えており、
　前記セル形成制御部は、前記液体処理システムに
　　（１）前記封入液体源から封入液体を取り出させ、
　　（２）（ａ）前記容器中の担体液体の表面上に（ｂ）前記安定化装置の近傍で、前記
担体液体と不混和性の取り出された封入液体を排出させ、排出された封入液体は前記担体
液体と混合せずに前記担体液体上で浮かび、前記安定化装置によって固定させ、
　　（３）前記試料液体源から試料液体を取り出させ、
　　（４）前記試料液体が前記封入液体又は前記担体液体と混合しないように、前記封入
液体及び前記担体液体と不混和性の取り出された試料液体を排出させる
　ようにプログラムされており、
　前記アクチュエータが前記分注要素を安定化装置と同期して分注位置に動かすことがで
きるように、前記液体計量システム及び前記再利用可能デバイスは互いに対して配置され
ており、
　前記液体計量システムは、請求項１～１０のいずれか一項に記載の毛細管システムであ
ることを特徴とするシステム。
【請求項２４】
　前記計量制御部及び前記セル形成制御部は単一の制御部であることを特徴とする請求項
２３に記載のシステム。
【請求項２５】
　前記液体計量システムは、前記複合液体セル形成システムの前記液体処理システムであ
ることを特徴とする請求項２３又は２４に記載のシステム。
【発明の詳細な説明】
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００１】
【特許文献１】米国特許第3783696 号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００２】
　現在、生体試料の処理には複数の重大な欠点がある。このような欠点として、比較的多
量の反応容積が必要であり、その結果、試薬のコストが高くなること、消耗品のコストが
高いこと、並びに、プロトコル及びプロセスに労力が必要であるため、相互汚染が極めて
生じ易いことがある。これらの理由から、現在のところ生化学プロセスで夫々の個別の試
料を完全に制御して単離することを確実に行うことができない。
【０００３】
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　複数の生化学プロセスの適用、例えばこれらに限定されるものではないが、細胞スクリ
ーニング、イムノアッセイ、核酸／リボ核酸試料の抽出、核酸の単離／精製、核酸の増幅
、シーケンシング用の核酸ライブラリの調製では、容積のサイズ、化学的なコスト、消耗
品のコスト、労働コスト、及び反応効率に制限があることは明らかである。
【０００４】
　医薬品の研究開発では、標的薬物が細胞集団に及ぼす効果を評価するため化合物のスク
リーニングが用いられ得る。細胞を溶液中で対象の標的化合物と結合し、任意には相互作
用を促進させるために化学的刺激を与える。典型的には細胞を化合物に最長４８時間曝し
、次にＲＴ－ＰＣＲによってある細胞タンパク質の発現を検査する（例えばサイトカイン
を測定する）ため分析し、及び／又は遺伝子の発現のプロファイルを決定する。現在、こ
のタイプの検査は典型的には、懸濁液中に最大１.5ミリリットルの細胞を必要とする９６
／３８４ウェルプレートタイプで行われる。
【０００５】
　核酸試料の抽出及び精製／単離は、細胞含有物（例えば血液又は組織試料）から遺伝物
質を遊離させて単離するために一般的に必要とされるステップである。このために、細胞
を過剰量の緩衝液に懸濁させて、細胞壁を破壊する溶解を行い、核酸を露出させることが
必要である。試料のタイプ／由来によっては核酸を精製し、その後の分析に影響を及ぼす
妨害化合物を低減／除去することが必要な場合がある。核酸を精製するための典型的な手
法には、膜／カラムを通して遠心分離してＤＮＡ結合を促進し、続いて更なる分析のため
適切な緩衝液に再懸濁することが伴う。別の一般的な方法では、核酸が結合し得る磁気ビ
ーズ懸濁液を導入する。次に磁界の作用を用いてビーズを固定する一方、含有物の除去を
抑制することができる。次に典型的には適切な緩衝液を用いて対象の核酸を再懸濁すると
、化合物を阻害することなしに分析に使用可能な試料が得られる。このプロセスは典型的
には、数十マイクロリットルの開始試料が必要な９６ウェルプレート又は３８４ウェルプ
レートで実施される。
【０００６】
　ライブラリの調製は、次世代シーケンシングによる解析用のゲノム核酸を調製するプロ
セスである。現在、次世代プラットフォームでは、パイロシーケンシング、合成によるシ
ーケンシング又は連結反応によるシーケンシングなどの少し異なる方法が用いられている
。しかしながら多くのプラットフォームでは、シーケンシングの前に核酸を調製すること
が必要である。典型的なステップには、断片化（音波処理、噴霧化又は剪断）と、その後
のＤＮＡ修復及び末端ポリッシング（平滑末端又はＡオーバーハング）と、最後のプラッ
トフォーム特有のアダプタ連結反応とが含まれる。現今の最先端のシーケンサであっても
、正確な配列決定には比較的高い局所濃度の標的分子が必要である。特定のワークフロー
を合理化するには、自動化された機械において、核酸含有物を修飾して増幅するための一
連のプロセスの自動化及び小型化に伴う課題を克服しなければならない。この生化学プロ
セスは一般的に、典型的な容積が１０マイクロリットル～２００マイクロリットルの範囲
内の９６静的ウェルプレート又は３８４静的ウェルプレートで実施される。
【０００７】
　別の生化学プロセスとしてパイロシーケンシングでは、比較的高濃度の核酸をプライマ
でコーティングが施されたビーズと混合する。核酸はビーズに付着してクローンコロニー
を形成する。次に、形成されたクローンコロニーをエマルジョン系のＰＣＲを用いて増幅
する。シーケンサは、シーケンシングに必要な関連酵素と併せて単一のビーズに十分な大
きさのピコリットル容積のウェルを多数含む。パイロシーケンシングはルシフェラーゼ酵
素を使用して読取り情報として光を発生させ、シーケンサは、加えられたヌクレオチド毎
にウェルの写真を撮る。このプロセスの重大な問題の１つは、ビーズをプライマで効率的
にコーティングすることである。現在の技術を用いると、一定の割合のビーズはプライマ
で適切にコーティングされず、反応効率が低下する。現今の技術を用いてビーズのコーテ
ィング効率を向上させるには、持続不可能な試薬コストの増加が必要となる。
【０００８】
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　核酸連結反応においても、同様の生化学処理問題が生じる。核酸連結反応は現在の分子
生物学研究において組み換え核酸配列を生じさせるための重要なツールとなっている。例
えば、核酸リガーゼを制限酵素と共に使用して、核酸断片、多くの場合には遺伝子を、遺
伝子工学で使用されるプラスミドに挿入する。核酸連結反応は分子生物学において比較的
一般的な技法であり、ＤＮＡの短鎖が、用いられるプロトコルに応じた特定の温度、一般
には１６～２５℃で酵素、リガーゼの作用によって共に結合され得る。例えば合成遺伝子
配列を構築する際に、ＤＮＡの短鎖の３以上の配列を共に結合するには、ＤＮＡの全ての
鎖を結合して、次に連結反応を実施することが不可能である。このため、１つの鎖の末端
が誤った鎖の始点に結合されるランダム配列になる。この誤った配列又は向きは、遺伝子
コードの順序が決定的に重要である合成して構築された遺伝子では望ましくない。この技
法を正しく実施するために、初めに隣り合う配列の対での組み合わせを連結して正しい向
きを生じさせなければならない。このような対にされた合成構築物を、次に正しい向きに
連結することにより、更に長い合成構築物が生成され得る。このプロセスには大量の複雑
な化学的処理及び操作が伴う。これは、現今の液体処理技術を使用して実施される場合に
はかなり労力の必要なプロセスとなり得ると共に、消耗品のコストが高くなり、静的ウェ
ルプレート及びピペット吸引の既知のデッドボリューム損失を被る。また、現今の液体処
理技術を使用すると、少量の容積の混合及び制御が、比較的少量の容積の吸引及び操作能
力によって制限される。核酸連結反応で使用される典型的な容積は、５０～２００塩基対
の核酸鎖長で１０～２００マイクロリットルである。
【０００９】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、標的ＤＮＡ及びｃＤＮＡを増幅すべく、分子生物
学における多くの適用に広く用いられている。ＰＣＲ技術では、ＤＮＡの断片の単一又は
数個のコピーを増幅して、特定のＤＮＡ配列の数千個乃至数十億個のコピーを生成する。
現在のＰＣＲ機器は、ＰＣＲプロセスを５～２００マイクロリットルの範囲内の反応容積
で実行する。少量の容積でＰＣＲを実行することの最大の障害の１つは、手動のピペット
による少量の構成試薬の操作が困難なことである。大きい容積サイズは、サブマイクロリ
ットルの容積で分注して混合する能力が既存の技術に不足していることの直接的な結果で
ある。更に、流動システムに基づく次世代マイクロ流体技術では、生化学プロセスに必要
な試料の実際の量に対して分注される開始容積によって制限されている。このようなマイ
クロ流体システムはまた、生化学プロセス中、試料の定められたプロトコル制御に限定さ
れる。このようなシステムは、典型的にはマイクロスケールの流路網に基づいてサブマイ
クロリットルの容積を運んで混合する。これらの技術の主な欠点の一部として、（１）汚
染を防止するためマイクロ流体の消耗品が使い捨てであるか又はその使用に限度があるこ
と、（２）夫々の個別の試料の動的な制御を欠いており、即ち、任意の個別の試料を生化
学プロセスにおける任意の時点で運ぶ及び／又は混合することができないこと、及び（３
）システムの密閉構成となる機器類が反応から出る気泡の発生に対処することができない
ことがある。
【００１０】
　詳細には、デジタルポリメラーゼ連鎖反応（ｄＰＣＲ）の現在の方法は、初期試料を複
数のより少量の試料へと、夫々のサブ容積に１つのＤＮＡ鋳型が残るまで分割することに
よって実施される。ＤＮＡを含有する正サブ容積の数を数えて、元の容積中の開始コピー
数を計算することができる。典型的には、これには１つの反応容積につき統計的に１つの
ＤＮＡ標的を含む試料容積を生じさせるために複数の段階希釈ステップが伴う。統計的に
は全容積のうちのあるサブセットを検査することで初期コピー数を決定し得るため、ＰＣ
Ｒ反応の総数を減らすことが可能である。しかしながら、希少な標的を検出するために、
より大きいサブセットの容積を検査して統計的精度を向上させる必要がある。これにより
ブランク容積の数が増え、検査容積が大きくなり、即ち、化学物質、時間、機器類、試料
の処理、及びプロセスステップをより多く使用することになる。
【００１１】
　ｄＰＣＲの別の方法では、油性担体中に検査容積のエマルジョンを生成させる。この方
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法は、ある結果に必要な機器の数及び時間を減らそうとする試みである。まず、標的試料
を担体油中に希釈して乳化し、１滴につき１コピー未満の統計的分布を有する十分に小さ
い容積にする。次にこのより大きい容積を単一の試料容積として扱い、ＰＣＲプロトコル
を使用して処理することができる。しかしながら、この方法は概して終点検出に限定され
ている。フローサイトメータの形態の、従ってセンサを通り過ぎて流れる液滴毎に標的の
存在を検出することが可能な更なる機器類が必要である。フローサイトメータは一般的に
高価であり、特定の流体媒体を必要とすることもあり、終点検出のみが可能である。終点
検出の制限として、後処理ステップが必要であること、結果を得るまで時間がより長くか
かること、より多くの機器類に関する特殊性及び要件が挙げられる。エマルジョン系のＰ
ＣＲ法の更なる課題は、各液滴の必要とされる安定性及び制御である。液滴の合流又は分
流により、処理に更なる統計誤差が生じる。
【００１２】
　現今のピペット操作及び液体処理システムは、上記に述べた適用の各々で所与の開始容
積を１００％処理し得ない。ピペットについては、液体貯蔵システム（静的プラスチック
ウェルプレート）及び液体貯蔵システム内の機械的作動の両方が、試料の完全な吸引を妨
げる。静的プレートにおけるこのような損失又はデッドボリュームは、表面の濡れ特性及
び幾何形状によって説明されることができ、これらのいずれについても、現在の技術は考
慮できていない。
【００１３】
　流動システムでは、生化学プロセス中又は生化学プロセスの終了の際に個別の生体試料
を収集することが、既存の技術にとって極めて難題であることが分かっている。典型的な
連続流動システムはポンプ及びリザーバを備えており、これらが概して、特にマイクロス
ケールでの臨界流体の容易な回収を技術的に困難にしている。また、流動システムではシ
ステムの初期プライミングに時間、費用がかかり、初期プライミングが誤って行われた場
合には検査の破滅的失敗を招き、生体試料の再検査が必要となる。
【００１４】
　既存の生化学処理の別の欠点は、ナノリットル容積及びサブナノリットル容積の生化学
プロセスを自動化できないことである。既存の自動化技術では、夫々の個別の試料を運ぶ
、混合する又は回収することができない。
【００１５】
　少量の流体を操作することが必要なより一般的な化学処理、例えば一般微量化学では、
静的ウェルプレート又はシステム内に残留する廃液流体の容積に、現在の技術の限界があ
ることを明確に認めることができる。この結果、常に高度化している分子生物学技術、及
び効率向上の必要性によって求められるより少量の容積を分注して制御する能力が、現在
の技術に欠けている。
【００１６】
　遺伝子型判定は、種のメンバー間での遺伝的変異を決定するために広く用いられている
プロセスである。一塩基変異多型（ＳＮＰ）は特定のタイプのＤＮＡ配列変異であり、Ｓ
ＮＰを決定することにより、様々な疾患の原因に関する見解を得ることができる。ＳＮＰ
はまた、表現型の差異の予測にも有用である。ＳＮＰ遺伝子型判定は、関連した表現型情
報を与えるために同定された特定のサブセットのＳＮＰを標的にするのに効果的なツール
である。ＳＮＰの高処理遺伝子型判定には、ＰＣＲ及びフラップエンドヌクレアーゼアッ
セイなどの様々な方法が有用であるが、大量の反応容積並びにこの反応容積に付随して熱
サイクルに必要なコスト及び時間、ＳＢＳウェルプレートの使用に固有のデッドボリュー
ム、及び多量のウェルプレート及び先端部を使用することによる消耗品のコストなど、標
準的な液体処理手法に関連する限界がある。
【００１７】
　従って本発明は、上記の問題の少なくとも一部を克服するための試料処理の向上に関す
る。
【課題を解決するための手段】
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【００１８】
　液体試料を調製して処理するためのデバイス、システム及び方法を開示する。詳細には
、例えば、ライブラリの調製の自動化、ステップ毎の容積の回収性、試料の処理容積の低
減、試料の処理プロセスの減少、即ち、プロセスステップ毎のプレート間の移動の低減、
プロトコル試薬の使用の低減、使い捨てでなく汚染のない処理用プラットフォーム、独立
した処理プレート又はチップの連続フロー、サーマルチップ又はサーマルプレート毎の柔
軟なプロトコル、即ち、異なるチップ毎に熱サイクル及び試薬プロトコルを独立してプロ
グラム可能であること、高処理を可能にする容易に拡張可能なチップ／プレート技術、及
び、正規化ステップにより夫々の試料中のヌクレオチド配列コピー数を標準化し得ること
を提供することにより、本発明は上記に記載する問題の多くに対処する。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】毛細管システムを概略的に示す図である。
【図２】エアシースを備えた毛細管システムを示す写真図である。
【図３】再利用可能プレートの一実施形態を概略的に示す図である。
【図４】全システムの例を示す写真図である。
【図５】全システムで行われる特定のプロトコルを概略的に示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
毛細管計量システム
　水性液体の分注システムは毛細管作用に基づくことが可能である。このような毛細管シ
ステムは、毛細管、つまり穴を画定する内面を有する毛細管を備え得る。毛細管は外面も
有し得る。外面は略円筒状であり、側面、上面及び底面を有し得る。内面は２つの領域、
つまり末端側の計量領域と基端側の制限領域とを有し得る。内面の計量領域は略親水性で
あってもよい一方、内面の制限領域は略疎水性であってもよい。外面全体も疎水性であっ
てもよい。
【００２１】
　毛細管の、本明細書では末端部と称される端部を水性試料に接触させると、試料が毛細
管作用によって穴内へと引き込まれる。しかしこの毛細管作用は、水性試料が穴の親水性
部分、即ち濡れ性部分内に含まれている場合にのみ機能し得る。十分な水性試料が穴内に
引き込まれ、計量領域が完全に満たされると、水性試料に有効な更なる濡れ性表面がない
ため、毛細管作用はそれ以上試料液体を引き込まなくなる。このように、毛細管作用は所
望の量の水性液体を正確に計量するために利用され得る。断面積が一定の穴では、毛細管
作用によって引き込まれる液体の容積が、計量部分の長さと穴の断面積との積に等しくな
る。
【００２２】
　ある実施形態では、計量領域及び制限領域は以下のとおり構築され得る。毛細管のある
長さを疎水性ポリマ、例えばポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）などのフルオロカ
ーボンポリマでコーティングするか、又は毛細管全体を疎水性ポリマから形成し得る。次
にエッチング溶液を毛細管の内部の穴に通して、ＰＴＦＥコーティングからＰＴＦＥの表
面近傍のフッ素原子を除去する。このプロセスによってフッ素原子を典型的には数オング
ストロームの深さまで除去する。その結果、エッチングされたＰＴＦＥ表面は親水性であ
る。次に毛細管の汚れを落として、所定の長さに切断すると、所望の内部容積を有する計
量領域が形成される。次に、毛細管の内部がエッチングされ内部が親水性の部分を、毛細
管の疎水性部分に取り付け、毛細管全体が形成される。ある実施形態では、ポリイミドな
どのポリマを使用して毛細管が形成され得る。
【００２３】
　ある実施形態では、毛細管はガラス基材から形成されている。ガラスは天然で親水性で
あるため、基材が、例えば天然で疎水性のポリマの代わりにガラスである場合、計量領域
の形成に表面処理は不要である。外面及び制限領域は、ガラスを疎水性材料、例えば上述
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のポリマでコーティングすることにより形成されてもよい。
【００２４】
　毛細管の外面、特に毛細管の末端部を疎水性にすることの利点の１つは、水性試料がこ
のような材料に付着しないことである。従って疎水性の外面は、ある水性液体試料が別の
水性試料の液滴で汚染されないようにシステムを保護する。毛細管の末端部が水性試料に
挿入されると液体が親水性の計量領域に引き込まれるが、疎水性領域には付着しない。
【００２５】
　毛細管システムは、毛細管に加え、毛細管の基端部と流体連通している圧力源も備え得
る。圧力源は正圧空気圧を供給し得るか又は別の気体若しくは液体を使用することができ
、但し空気が好ましい。正圧を印加して水性試料を毛細管から吐出させることができる。
水性液が毛細管から完全に吐出される最も低い正圧の空気圧を見つけて、その後、その空
気圧を正確且つ精密に制御しなければならない。並行して使用される複数の毛細管がある
場合、正圧を均一に分配しなければならない。全ての水性試料を吐出して、水性試料が毛
細管から吐出されると、毛細管からの空気の吹き出しを防ぐために正圧を直ちに無効にし
得るべく、正圧が毛細管に印加される最も短い時間を見つける。次に、試料の容積の正確
さ及び精密さ、試料の分解並びにＣＬＣに対する障害を調べる試料分注検査を実施するた
めに、印加される正圧及び時間を用いなければならない。その後、これらのパラメータの
範囲内でＣＬＣに試料を最適に分注すべく正圧及び時間を調整する。システムは、水性試
料が所定の位置で分注されるように所望の時間で正圧を印加するようにプログラムされて
いる毛細管制御部も備え得る。この位置は、例えば複合液体セルの安定化位置であっても
よく、この位置では封入流体のアリコートが水性試料を受ける準備ができている。正圧を
使用して水性液体が穴から吐出され得るが、水性液体は毛細管作用によって引き込まれる
ため、水性液体を穴に引き込むのに負圧は不要であることに注目すべきでる。
【００２６】
　一実施形態では、水性試料の分注後、全ての残留試料を毛細管から確実に除去し、毛細
管を洗浄して乾燥し、次の水性試料の吸引及び分注サイクルの準備を整える手順が続く。
毛細管を分注位置から動かして負圧の空気流中に下げ、ここでは毛細管を通して高い正圧
を吹き込むことにより、毛細管の内部空洞から水性試料を完全且つ確実に排出する。負圧
の空気流は、吹き出されるあらゆる残留の水性試料を捕捉し、毛細管の外面も乾燥させる
。次に負圧の空気流をフィルタに通して、そうしなければ空中浮遊物質となり得るあらゆ
る汚染物質を封じ込める。その後、洗浄溶液をリザーバから毛細管によって吸引し、負圧
の空気流中に分注して、毛細管の汚染を確実に除去する。
【００２７】
　図１及び図２は、このようなシステムの例示的な実施形態を示す。
【００２８】
　毛細管システムはエアシースも備えることができ、エアシースは、毛細管に対して外部
から加えられる空気流から構成されている。外部から加えられる空気流は、水性試料が任
意の外側の親水性領域に付着する可能性を低減する。
【００２９】
　毛細管システムは、毛細管を複数の位置に動かすアクチュエータも備え得る。アクチュ
エータは、アクチュエータによって毛細管を動かすようにプログラムされ得る毛細管制御
部によって制御され得る。典型的なプログラムでは、まず毛細管の末端部を動かして水性
試料に接触させ、水性試料を毛細管に引き込み、次に毛細管を、安定化機構又は既存の複
合液体セル（以下「ＣＬＣ」）などの分注位置に末端部が隣り合うように動かし、最後に
毛細管の基端部に十分な正圧を印加して水性試料を毛細管の末端部から吐出させる。
【００３０】
　特定の一実施形態では、毛細管の内径は約２００～２５０μｍ、好ましくは２２１又は
２３０μｍであり、外径は約８００μｍである。システムに引き込まれる任意の容積の水
溶液を選択することができる。特定の毛細管は、約１０ナノリットル～約１００００ナノ
リットル、特には約５００ナノリットル引き込むように設計され得る。
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【００３１】
　別の実施形態では、単一の制御部によって複数の毛細管を計量するために、単一の末端
側の計量領域から構成された内面を有する複数の毛細管がキャビティ内に配置されること
により制限領域が設けられている。
【００３２】
　別の実施形態では、圧力制御部が毛細管の計量容積を可変に制御する。処理される毛細
管が所与の長さに切断され、次に、この毛細管の半径に基づき設定された最大容積が与え
られる。末端側の計量領域内の容積は、組立体の内部の空気圧を使用して制御される。空
気圧を使用して分注するが、この実施形態では、毛細管内に制御された一定の圧力を維持
することにより親水性の末端側の計量領域内の容積を制御する。これは、所与の容積に関
して圧力を毛細管力に平衡させることにより達成される。流体は圧力に一致する高さまで
毛細管作用を受ける。圧力を変えると容積が変わる。これは、所与の流体に関する総毛細
管上昇高及び毛細管の半径の範囲内にある。
【００３３】
　別の実施形態では、毛細管計量システムが複数の毛細管を備え得る。全ての毛細管の基
端部が単一の圧力導管と流体連通し、圧力導管は圧力源と流体連通し得る。このようにし
て、単一の圧力源を使用して単一の正圧を印加し、複数の毛細管全てから液体を同時的に
分注することができる。同様に、単一の圧力源が単一の正圧を印加して、複数の毛細管全
ての毛細管力を平衡させることができる。
【００３４】
再利用可能なＣＬＣプレート
　先に説明したとおり、ＣＬＣは、生体試料処理、例えば断片化及びバーコーディング、
核酸の増幅、及び標的核酸の検出の実施に有用な環境である。このような処理には、ＣＬ
Ｃで実施されるか、又は使い捨てトレー内のウェルで実施されるかに関わらず、典型的に
は試料の精密な熱制御と、試薬などの液体を添加したり除去したりする能力とが必要であ
る。使い捨てトレーが使用されるか否かに関わらず、システムは、試料がプロセスを経る
につれて試料の環境を変えるためのある種の機構を備えなければならない。従来、これに
は時に、試料をある容器から別の容器に移して、その結果汚染のリスクを伴うこと、又は
密閉された容器をある場所から別の場所に動かして、特定の位置に関連する作用に試料を
曝して、その結果機械的な複雑さを伴うことが含まれる。このようなシステムは、典型的
には使い捨てプレートを使用して汚染を低減する。しかしながら使い捨てプレートには欠
点があり、例えば、用いられる使い捨て器具の一つ一つが消費者のコスト負担となる。汚
染の問題を生じない再利用可能なプレートが、これらの懸念に対処し得る。
【００３５】
　ＣＬＣに含まれる試料を処理するシステムでは、再利用可能プレートなどのデバイスが
用いられ得る。プレート／デバイスは、担体液体の槽を含むサイズ及び形状の基部部分又
は容器部分を備え得る。担体液体は自由面を有してもよく、自由面上にＣＬＣが形成され
てもよい。容器は熱伝導性が極めて高く、例えば複合材料、セラミック及び金属、詳細に
はアルミニウムであってもよく、そのため、容器に加えられる熱が担体液体を通じてＣＬ
Ｃ内に均一に広がる。プレートは、熱電モジュール、流体冷却システム又は強制対流冷却
システムのいずれかに動作可能に取り付けられるように構成された冷却領域を備え得る。
プレートはまた、容器と熱的に接触する加熱要素も備え得る。加熱要素は、例えば、制御
部に電気的に連結されてエッチングされたフォイルヒータであってもよく、制御部は、加
熱要素を作動させてＣＬＣに所望の熱サイクルを生じさせるようにプログラムされている
。プレートはまた、担体液体の自由面上にＣＬＣを安定化させるように構成された安定化
機構を有するトレーも備え得る。ある実施形態では、プレートは、使用中に蒸発する場合
がある担体液体を補充するために、容器に担体流体を供給するための入口を備え得る。
【００３６】
　或いは、加熱要素は、ワイヤに電流を流すことにより作動する電気ワイヤであってもよ
い。ワイヤは、安定化機構を形成するために用いられ得る材料、例えばＰＴＦＥで電気的
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に絶縁され得る。この実施形態では、加熱要素は容器と熱的に直接接触している必要がな
く、電気的に絶縁性の安定化機構を通じてＣＬＣに熱をより直接的に伝える。安定化機構
はワイヤの絶縁体と一体化されてもよく、同じ材料から形成されてもよい。或いは、安定
化機構がワイヤに取り付けられてもよく、及び／又は場合により絶縁体とは異なる材料か
ら形成されてもよい。このような実施形態では、安定化機構を有するトレーを備えてもよ
く、備えなくてもよい。加熱要素はトレーに組み込まれることができ、又はプレートの別
個の要素として設けられることができる。
【００３７】
　このような再利用可能なプレート上にＣＬＣを形成することができ、その後、ＣＬＣを
プレート上のその位置から一度も動かすことなくＣＬＣ内の試料液体を処理することがで
きる。ある実施形態では、一度もＣＬＣを移動させたり、又は封入液体の内部から試料液
体を露出させたりすることなく、より大型の試料処理システム内でこのようなプレートを
動かす。これは、試料液体を露出させるあらゆるプロセスと比較した場合、汚染の低減に
明らかに有利である。複合液体セルの封入により試料のプレートとの接触が回避され、汚
染の懸念なしに、且つ操作後に毎回プレートを交換するコストなしにプレートを再利用す
ることが可能となる。プレートに加熱要素を組み込むことにより、試料液体の温度を精密
に制御することが可能となる。要素のこの特定の組み合わせには、多種多様な利点がある
。
【００３８】
　このようなプレートの一例が、図３に概略的に示される。要素の他の構成も可能である
。ある場合には、ＣＬＣが典型的に置かれる安定化機構に加熱要素を可能な限り近付けて
置くことが有益であり得る。ＣＬＣ内の試料の温度を制御すべきであるため、加熱要素を
可能な限りＣＬＣの近くに置くことで、エネルギー消費を減らして効率を高める一方、担
体液体の蒸発も減らすことができる。
【００３９】
　プレートはまた、各安定化機構の近傍から発する蛍光の直接視認による検査を可能にす
るように配置されてもよい。ＣＬＣの処理が蛍光、他の何らかの電磁的な観測値又は呼掛
けの検出に基づき標的ヌクレオチド配列の存在を推定することを含む場合、検出器からＣ
ＬＣが収容され得る各安定化機構に至るクリアな見通しを維持することが有用であり得る
。
【００４０】
　プレートは、ＣＬＣを通じた光学的な呼掛けを可能にするように構成されてもよく、こ
の場合、検出器からＣＬＣへの見通しがプレートを通じて維持される。光学的な検出方法
として、限定はされないが、蛍光、吸光度、ラマン、干渉法及びシャドウグラフ法が挙げ
られる。
【００４１】
　プレートは、ＣＬＣ及び安定化機構をプレートと共に密閉するように容器と係合するサ
イズ及び形状の蓋も備え得る。蓋は自動アクチュエータによって開閉可能であってもよく
、又は手動で操作されてもよい。蓋によって担体液体を容器内に密閉することができ、担
体液体の蒸発が抑制される。蓋は容器に対して部分的に密閉してもよく、又は略気密であ
り、圧力封止を維持してもよい。蓋は、任意の特に望ましい波長の光に対して透過的であ
ってもよく、ＣＬＣの電磁的呼掛けを可能にし得る。加熱要素が蓋に含まれてもよい。
【００４２】
　以下のとおりプレートを使用してＣＬＣ内の試料を処理することができる。容器に担体
液体槽を置き、ＣＬＣを作成するか又は移すための自由面を作成し得る。次にＣＬＣを自
由面上に作成するか又は自由面に移して、安定化機構で安定化し得る。ＣＬＣは上記に開
示した形態を有することができ、このような形態では試料液体が担体液体の自由面上に封
入液体によって被覆されており、これら３つの液体は全て互いに不混和性である。その後
、試料を所定のパターンで加熱及び／又は冷却する、即ち熱サイクルに置く一方、場合に
より特定の処理プロトコルを実施するため一又は複数の試薬を所定の一又は複数の時点で
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添加することにより、ＣＬＣ内の試料を処理し得る。プレート、ひいてはＣＬＣを、加熱
要素を作動させることにより加熱することができ、又は冷却導管に冷却流体を流すことに
より冷却することができる。冷却導管は、冷却剤を供給して戻すために入口及び出口の両
方を有し得る。ＣＬＣをその安定化機構から動かすことなく、且つＣＬＣのいずれからも
試料液体を除去することなく全プロセスを行うことができる。或いは、ある種のオフプレ
ート処理の手順の間、試料液体をＣＬＣから除去してもよく、又はＣＬＣ全体をプレート
から除去してもよい。オフプレート処理には、例えば、試料液体中の生体分子を例えば磁
気ビーズを使用して単離することが含まれ得る。一般に、ＣＬＣの処理として、例えば、
断片化及びバーコーディング、ＰＣＲ若しくは他の方法による核酸の増幅、及び／又はＣ
ＬＣの試料液体中の標的核酸の存在を推定するために安定化機構の近傍におけるＣＬＣか
らの電磁放射線の観察がある。
【００４３】
　既述のとおり、プレートは再利用可能であってもよく、コストのかかる使い捨て要素を
最小限に抑え得る。プレートを再利用する一方法では、処理後にトレー上の任意のＣＬＣ
から試料液体及び封入液体を除去する。担体液体の自由面上に新しい試料及び封入液体を
導入することにより、新しいＣＬＣを形成し得る。次に新しいＣＬＣを用いてプロセス全
体を繰り返し、加熱、冷却及び１以上の試薬の添加によって、それ自体の安定化機構の所
定の位置にあるＣＬＣを処理し得る。新しいＣＬＣを最初のＣＬＣと同じように処理する
必要はない。
【００４４】
　別の実施形態では、再利用可能なプレートは、１４４０個のＣＬＣ安定化機構を含むＰ
ＴＦＥディスクの形態である。ディスクは、ディスクを２度ずつ回転させることが可能な
回転アクチュエータに装着されており、担体流体を含むアルミニウム槽内に置かれる。回
転増分毎の周期は、必要とされる様々なインキュベーション時間に合わせて変更され得る
。槽は、アルミニウムの下面に取り付けられエッチングされたフォイルヒータを有する。
ヒータは制御部に電気的に連結されており、制御部は、加熱要素を作動させてＣＬＣに所
望の等温条件を生じさせるようにプログラムされている。ＰＴＦＥディスクの上側は、約
１０ｍｍ厚の空気層である。この空気層は、ディスクの４分の３に亘ってプラスチックカ
バーで遮断されている。覆われていない部分が動作領域であり、動作領域にＣＬＣが作成
され、蛍光検出が行われる。
【００４５】
　別の実施形態では、プレート内のＣＬＣ安定化機構は、ＣＬＣに捕捉された任意の膨張
空気の飛沫の逃がし経路を与えるための領域を有する。このような機構がない場合、油界
面に捕捉される空気の飛沫が熱サイクル中に膨張して、ＣＬＣを安定化機構から除去し得
る。空気の飛沫はＣＬＣを除去する代わりに、逃がし経路に移動することが好ましい。
【００４６】
統合ＣＬＣ処理システム
　ＣＬＣを調製して処理するシステムは、前述の毛細管システム及び再利用可能なプレー
トの両方と、２０１１年８月３日に出願された米国実用特許出願第１３／１４７，６７９
号明細書に詳細に記載されているようなＣＬＣ形成システムとを備え得る。参照により本
明細書に組み込まれるこの先願に記載されているように、ＣＬＣ形成システムは、試料液
体源と、封入液体源と、液体処理システムと、液体処理システムに動作可能に連結された
セル形成制御部とを備え得る。セル形成制御部は、液体処理システムに（１）封入液体源
から封入液体を取り出させ、（２）（ａ）容器中の担体液体の自由面上に（ｂ）安定化機
構の近傍で担体液体と不混和性の取り出された封入液体を排出させ、排出された封入液体
は担体液体と混合せずに担体液体上で浮かび、安定化機構によって固定させ、（３）試料
液体源から試料液体を取り出させ、（４）封入液体及び担体液体と不混和性の取り出され
た試料液体を排出させ、試料液体は封入液体又は担体液体と混合しないようにプログラム
されている。このようなシステムでは、アクチュエータが毛細管を安定化機構と同期して
分注位置に動かすことができるように、毛細管システム及び再利用可能なプレートは互い
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に対して配置され得る。これにより毛細管が例えば試薬を既存のＣＬＣに分注すること、
又は毛細管が試料材料を安定化機構に置いてＣＬＣを作成することが可能となる。関連し
て、毛細管システムは合わせてＣＬＣ形成システムの液体処理システムになり得る。同様
に、セル形成制御部及び毛細管制御部は単一の制御部になり得る。図４に例が示されてい
る。
【００４７】
　或いは、毛細管分注システムの代わりに、任意の他の計量システムを使用してもよい。
例として、このような計量システムは、分注要素、アクチュエータ及び制御部を備え得る
。アクチュエータは分注要素を所望の位置に動かすように構成され得る。制御部は、（１
）アクチュエータによって分注要素を移動させ、（２）分注要素によって液体源から液体
を取り出させ、（３）分注要素によって液体を分注させるようにプログラムされ得る。
【００４８】
　例えば、このようなシステムを使用して、シーケンシング用のＤＮＡライブラリを調製
することができる。Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ　Ａｍｐｌｉｓｅｑ化学を例として用いると
、このプロセスは以下のとおり進行し得る。
【００４９】
　（Ａ）１０個の９６ノードＣＬＣチップを線状に配列して、システムの水平中心軸に沿
って運ぶ。
【００５０】
　（Ｂ）水平中心軸に沿って、複数の異なるステージで試薬の添加／除去、熱処理及びＤ
ＮＡ精製を実施する。この例では、図５において１０個のステージに１～１０の番号を付
している。熱処理が行われるステージは赤色の背景で表されている。
【００５１】
　（Ｃ）この概略図の最も左側にあるステージ１にＣＬＣチップ１を供給する。ここでチ
ップは静止したままである一方、マイクロタイターソースプレートからＤＮＡを移す。Ｄ
ＮＡを移した後、試薬分注システム（ＲＤＳ）がＡｍｐｌｉｓｅｑプロトコルに従いプラ
イマプール及びマスターミックスを分注する。
【００５２】
　（Ｄ）これら３つの添加ステップが完了すると、ＣＬＣチップ１がステージ２に進む。
合わせてステージ１にＣＬＣチップ２を供給する。
【００５３】
　（Ｅ）上記のステージ１の動作をＣＬＣチップ２で実施する。合わせてＣＬＣチップ１
の熱プロセス１を開始する。
【００５４】
　（Ｆ）ステージ１及び２で動作が完了すると、ＣＬＣチップが次のステージに進む。Ｃ
ＬＣチップ１はステージ３にあり、ＣＬＣチップ２はステージ２にあり、ＣＬＣチップ３
はステージ１にある。
【００５５】
　（Ｇ）システムを通して残りのＣＬＣチップを連続的に処理し、全てのチップがこの概
略図の最も右側にあるステージ１０を通過し終えるまで、様々な動作を並行して実施する
。この時点で９６０個の特有のＤＮＡライブラリが作成され、対でプールされている（１
プール＝２ＣＬＣチップ＝１９２試料）。
【００５６】
　（Ｈ）ここでＣＬＣチップをリセットして、更なる試料を処理するため機器の開始点に
戻す。
【００５７】
　更なる例は、遺伝子型判定の例である。このプロトコルでは、再利用可能なプレートを
担体液体の容器又は槽に入れる。エッチングされたフォイルヒータが制御部に電気的に連
結されており、制御部は、加熱要素を作動させてＣＬＣに所望の等温条件を生じさせるよ
うにプログラムされている。機械的な安定化機構を含むプレートは、担体液体の自由面上
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にＣＬＣを安定化させるように構成されている。プレートはディスク形状であり、２度ず
つ回転する。ＣＬＣ形成制御部が、容器内の担体液体の自由面上に封入液体を分注する。
この後、７.5μｌの特定温度の化学物質をＣＬＣ内に排出する。最後に、７.5μｌの核酸
試料を添加する。完成したＣＬＣのインキュベーションを設定温度で行い、その後、蛍光
検出を行う。最後に試料を除去して、機械的な安定化機構に再びＣＬＣを充填する。
【００５８】
　２０１０年７月２２日に出願された米国仮特許出願第６１／３４４，４３４号明細書、
２０１１年４月１日に出願された米国仮特許出願第６１／４７０，５１５号明細書、２０
１１年４月１日に出願された米国仮特許出願第６１／４７０，５２０号明細書、２０１２
年１月２５日に出願された米国仮特許出願第６１／５９０，４９９号明細書、及び２０１
１年８月３日に出願された米国実用特許出願第１３／１４７，６７９号明細書は、その全
体が参照により本明細書に組み込まれる。
【００５９】
関連出願の相互参照
　本願は、２０１２年１１月２７日に出願された米国仮特許出願第６１／７３０，３３６
号明細書の利益を主張しており、その内容全体が参照により本明細書に組み込まれる。

【図１】 【図２】
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