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(57)【要約】
粒子の表面特性を分析するための方法および装置を提供
する。粒子の表面特性の分析方法は、第１の化学種に対
する特異的な結合親和性を有する第１の捕捉域と第１の
粒子を結合すること、第１の粒子に光学力を適用するこ
と、第１の粒子の光学力に対する反応を検知すること、
および第１の粒子表面上の第１の化学種の有無、または
量を判断するために検知反応を使用することを含む。本
プロセスは、複数の粒子をテストするために、並行して
繰り返されてもよい。粒子の表面特性の直接的なテスト
に加え、本方法は、自由または固定化検体の有無、また
は量を判断するために直接的、間接的、および競合的測
定法で使用されてもよい。光学力を使用するために調整
されるアビディティを有する捕捉域を備えた流体カート
リッジを提供する。本方法を実施するためのソフトウェ
アルーチンも提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　それぞれが表面を有する１つ以上の粒子の表面特性を分析するための方法であって、
　化学種に対し所与の親和性を有する少なくとも１つの捕捉域を有するサンプルホルダに
複数の粒子を有する懸濁液を導入することと、
　結合相互作用が該少なくとも１つの捕捉域と該粒子の少なくともサブセットとの間で生
じることを可能とするように、該複数の粒子の少なくともサブセットを該少なくとも１つ
の捕捉域と接触させることであって、該結合相互作用は、該粒子の表面構造に関係してい
る、ことと、
　該粒子の少なくともサブセットのうちの少なくとも２つに同時に光学力を適用すること
であって、該力は、該粒子の反応を引き起こす傾向にあり、該反応は、該粒子と該少なく
とも１つの捕捉域との間の結合相互作用の有無、または程度に依存する、ことと、
　該光学力に対する該少なくとも２つの粒子の該反応を検知することと、
　該粒子表面と該捕捉域との間に配置された化学種の有無、または量を判断するために該
検知反応を使用することと
　を含む、方法。
【請求項２】
　前記光学力を適用することは、ＨＯＴを使用することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記接触させることは、複数の粒子を単一の捕捉域と接触させることを含み、光学力に
対する該複数の粒子の前記反応が検知される、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　結合相互作用が該第１の捕捉域と該第１の粒子との間で生じることを可能とするように
、第１の化学種に対し特異的な結合親和性を有する第１の捕捉域と第１の粒子を接触させ
ることであって、該結合相互作用は、該第１の粒子の表面と該第１の捕捉域との間に配置
される該第１の化学種の分子の存在に関係している、ことと、
　結合相互作用が、該第２の捕捉域と該第２の粒子との間で生じることを可能とするよう
に、第２の化学種に対し特異的な結合親和性を有する第２の捕捉域と第２の粒子を接触さ
せることであって、該結合相互作用は、該第２の粒子の表面と該第２の捕捉域との間に配
置される該第２の化学種の分子の存在に関係している、ことと、
　該第１および第２の粒子に光学力を適用することであって、該力は、該粒子の反応を生
じさせる傾向にある、ことと、
　該光学力に対する該第１および第２の粒子の該反応を検知することと、
　該第１の粒子表面と該第１の捕捉域との間に配置された該第１の化学種、および該第２
の粒子表面と該第２の捕捉域との間に配置された該第２の化学種の有無、または量を判断
するために該検知反応を使用することと
　をさらに含む、請求項１から３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記粒子に力を適用することの前に粒子を同定することをさらに含む、請求項１から４
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　粒子を同定すること、
　第１のグループの同定された粒子を選択すること、
　該第１のグループの粒子に光学力を適用すること、
　第２のグループの粒子を選択すること、および
　該第２のグループの粒子に光学力を適用すること
　をさらに含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　データ取得閾値に達するように、前記プロセスを反復することをさらに含む、請求項１
から６のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項８】
　前記力は、前記捕捉域に垂直かつ該捕捉域から離れる向きの成分を有する、請求項１か
ら７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
前記力は、前記捕捉域により画定される平面と平行な成分を有する、請求項１から８のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記力は、前記捕捉域により画定される平面に垂直である第１の方向と、平面と平行な
第２の方向との双方において、該捕捉域から離れた位置に非結合粒子を変位させる傾向に
ある、請求項１から９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記反応は、前記捕捉域から粒子を除去することを含む、請求項１から１０のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記粒子は、細胞である、請求項１から１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記化学種は、細胞表面抗原である、請求項１から１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記粒子は赤血球であり、少なくとも１つの捕捉域は、細胞表面抗原に特異的なプロー
ブを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記判定は、血液型をさらに判定するために使用される、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記血液型は、３つ以上の細胞表面抗原の判定を含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記血液型は、マイナーな血液型である、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記プローブは、抗体、抗体断片、ペプチドリガンド、およびアプタマーのうちの１つ
である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１９】
　前記接触させることは、溶液を介して前記粒子が沈殿することを可能とすることを含む
、請求項１から１８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記接触させることは、前記粒子を沈殿させるために重力を使用することをさらに含む
、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記接触させることは、前記粒子を沈殿させるために光学力を使用することをさらに含
む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　前記光学力は、前記第１の粒子が沈殿した実質的に同一の溶液中に包含されている間に
、該第１の粒子に適用される、請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　前記接触させることは、一部は前記第１の表面により、そして一部は第１の表面から離
れたカバーにより画定される容積に溶液を導入することをさらに含み、該表面と該カバー
のうちの少なくとも１つが実質的に光学的に透明である、請求項１から２２のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記カバーは、前記第１の粒子の直径の１倍を超えかつ１０００倍未満の距離で前記第
１の表面から離れている、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
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　前記カバーは、前記第１の粒子の直径の２倍を超えかつ２０倍未満の距離で前記第１の
表面から離れている、請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　前記カバーは、１５ミクロンから５００ミクロンの範囲の距離で前記第１の表面から離
れている、請求項２３に記載の方法。
【請求項２７】
　前記カバーは、前記第１の表面と該カバーにより画定される空間の閉塞を生じないくら
い十分に大きいが、前記第１の粒子が１０分未満で沈殿できるくらい十分に小さい距離だ
け該表面から離れている、請求項２３に記載の方法。
【請求項２８】
　前記光学力を適用することは、ホログラフィック光ピンセットの使用を含む、請求項１
から２７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２９】
　少なくとも第１の捕捉域は、第１の標的部分に対して特異性を有する複数のプローブ分
子を含み、該プローブ分子は、その上に複数の第１の標的部分を有する粒子に対してアビ
ディティを有するように構成されており、該プローブ分子の該構成は、規定範囲内の力で
除去することが可能であるように選択されている、請求項１から２８のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項３０】
　前記規定範囲は、１から１０００ｐＮである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記規定範囲は、１０から２００ｐＮである、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記規定範囲は、２０から１００ｐＮである、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　第２の捕捉域は、第２の標的部分に対して特異性を有する複数のプローブ分子を含み、
該プローブ分子は、その上に複数の第２の標的部分を有する粒子に対してアビディティを
有するように前記表面において構成されており、該プローブ分子の該構成は、規定範囲内
の力で除去することが可能であるように選択されている、請求項２９から請求項３１のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記規定範囲は、１から１０００ｐＮである、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記規定範囲は、１０から２００ｐＮである、請求項３３に記載の方法。
【請求項３６】
　前記規定範囲は、２０から１００ｐＮである、請求項３３に記載の方法。
【請求項３７】
　捕捉域の前記プローブ分子は、前記表面と該プローブを連結するリンカ部分の長さを変
更することにより、規定範囲で除去するように構成されている、請求項２９から請求項３
６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３８】
　捕捉域の前記プローブ分子は、該プローブの面密度を変更することにより、規定範囲で
除去するように構成されている、請求項２９から請求項３６のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項３９】
　第１および第２の密度を達成するように、前記プローブを離すために非結合性表面部分
を使用することをさらに含む、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　細胞の細胞表面抗原を特徴付けることをさらに含み、前記面密度は、該細胞表面上の細
胞表面抗原の予測密度に基づき選択される、請求項３８に記載の方法。
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【請求項４１】
　光学力を適用することは、粒子から隔たった位置に光学トラップの中心を置くことを含
み、該粒子のポテンシャルエネルギーは、前記表面でかなりあり、該光学トラップの中心
で最小であるため、該粒子が該トラップの光学力により該表面から除去される場合、該粒
子は、該光学トラップの中心に移動する、請求項１から４０のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項４２】
　前記接触させることは、受動的流動により溶液に前記第１の粒子を導入することを含む
、請求項１から４１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４３】
　時間とともに前記光学力の大きさを増すように、粒子に適用される該力の大きさを変動
させることと、前記表面から前記粒子を除去するために必要な力の量を記録することとを
さらに含む、請求項１から４２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４４】
　前記粒子表面上の前記第１の化学種の有無、または量を判定するために、前記記録され
た力を基準力と比較することを含む、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　前記検知することは、自動顕微鏡検査を使用することを含む、請求項１から４４のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項４６】
　前記光学力を適用することは、自動化されている、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　分析前に前記サンプルを希釈することおよび濾過することから選択された操作を実施す
るために、前記サンプルホルダを使用することをさらに含む、請求項１から４６のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項４８】
　前記光学力を適用することは、ＨＯＴを使用することを含む、請求項１から４７のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項４９】
　患者の血液サンプル中の複数の血液細胞表面抗原の有無、または量を判定するための方
法であって、
　血液サンプルを希釈することと、
　該希釈血液サンプルを第１および第２の捕捉域と該希釈血液サンプルを接触させること
であって、該第１の域は第１の血液細胞抗原に対して特異的な親和性を有するように官能
化され、該第２の域は、第２の血液細胞抗原に対して特異的な親和性を有するように官能
化される、ことと、
　除去する成分を有する第１の光学力を該第１の域の少なくとも１つの細胞に適用するこ
とであって、該第１の力は、該第１の血液細胞抗原が細胞上に存在しない場合、該第１の
域から該細胞を除去するのに十分な大きさであるが、該第１の血液細胞抗原が存在する細
胞を除去するには不十分な大きさである、ことと、
　除去する成分を有する第２の光学力を該第２の域の少なくとも１つの細胞に適用するこ
とであって、該第２の力は、該第２の血液細胞抗原が細胞に存在しない場合、該第２の域
から該細胞を除去するのに十分な大きさであるが、該第２の血液細胞抗原が存在する細胞
を除去するには不十分な大きさである、ことと、
　該域から該細胞の除去または非除去を検知することと
　を含む、方法。
【請求項５０】
　接触させることは、重力下で前記細胞が沈殿することを可能にすることをさらに含む、
請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
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　１つ以上の粒子上の標的部分の有無、または量を分析する装置であって、
　基質と、
　基質上に配置された第１および第２捕捉域と、
　を含み、
　各捕捉域は、複数のプローブ部分を含み、該第１および第２の捕捉域のアビディティは
、該捕捉域に対してより高い親和性を有する粒子が、変位させる光学力の存在下で保持さ
れる傾向にあり、該捕捉域に対してより低い親和性を有する粒子が、変位させる光学力の
存在下で変位させられる傾向にあるように構成され、該光学力は規定範囲内にある、装置
。
【請求項５２】
　カバーであって、ベース、捕捉域、およびカバーのうちの少なくとも１つが光学的に透
明である、カバーと、
　該捕捉域と該カバーとにより画定される容積の入口および出口と、
　該捕捉域から該カバーを離し、哺乳類の細胞を含む溶液が導入されると、大部分の細胞
が５分以内に該捕捉域に沈殿するような大きさのスペーサであって、該捕捉域と該カバー
により画定される該容積への受動的流動による溶液の導入を可能とする大きさであるスペ
ーサと
　をさらに含む、請求項５１に記載の装置。
【請求項５３】
　前記カバーは、光学的に、赤外光に透明である、請求項５２に記載の装置。
【請求項５４】
　前記規定範囲は、１から１０００ｐＮである、請求項５１または５２に記載の装置。
【請求項５５】
　前記規定範囲は、１０から２００ｐＮである、請求項５４に記載の装置。
【請求項５６】
　前記規定範囲は、２０から１００ｐＮである、請求項５５に記載の装置。
【請求項５７】
　前記装置は、血液型検査のために構成される、請求項５１から５６のいずれか１項に記
載の装置。
【請求項５８】
　前記装置は、前記サンプルを希釈することおよび濾過することから選択されるサンプル
の操作手順を実施するように作動可能である、請求項５１から５７のいずれか１項に記載
の装置。
【請求項５９】
　ＩｇＭ溶液を複数の抗原結合領域を含むフラグメントの溶液に分割することと、
　該結合領域を抗原結合サブフラグメントにさらに分割することと、
　第１の抗原の特異的結合認識用の捕捉域を生成するために該サブフラグメントを基質に
付着させることと
　を含む、方法。
【請求項６０】
　第２の抗原の特異的結合認識用の第２の捕捉域を生成することをさらに含む、請求項５
９に記載の方法。
【請求項６１】
　粒子を前記第１および第２の捕捉域にさらに曝し、該粒子表面上に存在する抗原を同定
するために、該域に対する該粒子の親和性をランク付けする、請求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
　前記粒子は細胞である、請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　前記親和性をランク付けすることは、前記粒子へ光学力を適用することを含む、請求項
６０に記載の方法。
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【請求項６４】
　力は、同時に第２の粒子に適用される、請求項６３に記載の方法。
【請求項６５】
　前記力は、ＨＯＴを使用して適用される、請求項６４に記載の方法。
【請求項６６】
　溶液中の複数の分子の有無、または量を判定するための方法であって、
　第１の固定化プローブを伴う少なくとも第１の捕捉域と第２の固定化プローブを伴う第
２の捕捉域とを有する基質を提供することと、
　該プローブに検体分子を結合させるのに十分な条件下で検体溶液と該捕捉域を接触させ
ることと、
　結合検体分子の複数種に特異的に結合する固定化汎用性プローブを有する粒子と該結合
検体を接触させることと、
　光学力を該粒子に適用することと、
　該汎用性プローブと該結合検体との間の結合に依存する該光学力に対する該粒子の反応
を観察することと
　を含む、方法。
【請求項６７】
　複数の粒子と前記結合検体を接触させることと、該粒子に光学力を適用することと、該
粒子の反応を観察することとをさらに含む、請求項６６に記載の方法。
【請求項６８】
　前記粒子への前記力の適用は、同時に実施される、請求項６７に記載の方法。
【請求項６９】
　前記検体溶液は、流体連通が前記捕捉域間で確立されるような方法で複数の捕捉域に接
触する、請求項６７に記載の方法。
【請求項７０】
　前記検体溶液は、捕捉域間の流体連通なしに複数の捕捉域に接触する、請求項６７に記
載の方法。
【請求項７１】
　前記検体溶液は患者の抗体を含む、請求項６６から６９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７２】
　前記汎用性プローブは、前記患者の抗体のうちの少なくとも１つの種類に対する広範な
選択性を有する二次抗体を含む、請求項７１に記載の方法。
【請求項７３】
　前記種類は、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＡ、およびＩｇＭのうちの１つから選択される、請
求項７２に記載の方法。
【請求項７４】
　コンピュータシステムとともに使用するための有形のコンピュータ可読媒体上のコンピ
ュータプログラム製品であって、
　捕捉域に接触している複数の着目粒子を同定するためのコンピュータコードと、
　該粒子への変位させる光学力の適用を作動するためのコンピュータコードと、
　該光学力に対する観察した該粒子の反応を記録するためのコンピュータコードと
　を含む、コンピュータプログラム製品。
【請求項７５】
　複数の顕微鏡視野を選択するためのコンピュータコードをさらに含む、請求項７４に記
載のコンピュータプログラム製品。
【請求項７６】
　閾値量のデータが蓄積された時を判定するためのコンピュータコードをさらに含む、請
求項７４に記載のコンピュータプログラム製品。
【請求項７７】
　複数の粒子の表面特性を分析するための方法であって、
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　該複数の粒子を含有する懸濁を基質上に複数の捕捉域を有する流体カートリッジに導入
することであって、該カートリッジは、カバーにより結合される流体カラムを画定する、
ことと、
　該捕捉域に接触するように該粒子を沈殿させることと、
　光学力を該粒子に適用することと、
　該光学力に対する該粒子の反応を観察することと
　を含み、
　該流体カラムの高さは、赤血球が１０分未満の時間で該捕捉域に接触するように沈殿す
ることを可能とするように選択される、方法。
【請求項７８】
　前記時間は５分未満である、請求項７７に記載の方法。
【請求項７９】
　競合的測定法のための方法であって、
　複数のサンドイッチ構造を生成することであって、各サンドイッチ構造は、基質に固定
される第１のプローブ分子の集まりと、可逆的に該第１のプローブ分子に結合する代理分
子の集まりと、可逆的に該代理分子に結合する複数の第２のプローブ分子を担持する粒子
とを含む、ことと、
　検体溶液を導入することと、
　該第１および第２のプローブ分子に対する親和性を有する検体分子が、該粒子と該基質
との間の結合強度を変更するように、該代理分子の少なくともいくつかを変位させるのに
十分な時間インキュベートすることと、
　光学力を該粒子に適用することと、
　該光学力に対する該粒子の反応を観察することと、
　該検体溶液の内容を判定するために該反応を使用することと
　を含む、方法。
【請求項８０】
　異なる対応する検体分子に特異的なサンドイッチ構造が、複数の検体種について報告す
るように、前記基質の異なる領域に配置される、請求項７９に記載の方法。
【請求項８１】
　前記代理分子は、対応する検体分子より、前記粒子と前記基質との間でより強い結合力
を生み出す傾向がある、請求項７９または請求項８０に記載の方法。
【請求項８２】
　前記代理分子は、対応する検体分子より、前記粒子と前記基質との間でより弱い結合力
を生み出す傾向がある、請求項７９または請求項８０に記載の方法。
【請求項８３】
　光学力は、複数の粒子に同時に適用される、請求項７９から８２のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項８４】
　ＨＯＴ性能と顕微鏡を使用する成分サンプル処理システムであって、
　包囲体と、
　サンプル領域を有するサンプルステージと、
　ＨＯＴサブシステムであって、
　　レーザと、
　　回折光学要素と、
　　該サンプル領域に誘導されたＨＯＴ放出口と、
　　該サンプル領域に誘導された供給源出力を有する少なくとも１つの照明源と、
　　該サンプル領域と光学的に整列可能な対物レンズと、
　　該サンプル領域にフォーカスされるように構成されたカメラと
　　を含む、ＨＯＴサブシステムと
　を含み、
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　少なくとも、該サンプル領域、該ＨＯＴ放出口、および該照明源出力は、該包囲体に包
囲されている、システム。
【請求項８５】
　前記システムおよび全ての構成要素は可搬構造上に担持される、請求項８４に記載の成
分サンプル処理システム。
【請求項８６】
　統合コンピュータインターフェース、蓋の開放に応じてレーザ照明を遮断するための安
全機構、流体サンプルカートリッジを位置決めするためのジグ、車輪付き台、および搭載
された照明源から成る群から選択される少なくとも１つの特徴をさらに含む、請求項８４
に記載のシステム。
【請求項８７】
　図示および説明されたＨＯＴおよび顕微鏡のためのシステム。
【請求項８８】
　図示および説明された流体カートリッジ。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の引用）
　本出願は、米国仮特許出願第６０／８４４，９１１号（２００６年９月１５日出願、名
称「Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｇｅｎ－ａｎｔｉｂｏｄｙ　ａｔｔａ
ｃｈｍｅｎｔ　ｆｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｓｓａｙ　ａｎｄ　ｂｌｏｏｄ　ｔｙｐｉｎ
ｇ　ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｂｏｄｉｅｓ　ｗｉｔｈｉｎ
　ａｎ　ｏｐｔｉｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ」）、米国仮特許出
願第６０／８４４，８９０号（２００６年９月１５日出願、名称「Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｂｌｏｏｄ　Ｔｙｐｉｎｇ」）、米国仮
特許出願第６０／８４４，９１０号（２００６年９月１５日出願、名称「Ａｎａｌｙｔｉ
ｃａｌ　ｃａｒｔｒｉｄｇｅ　ｆｏｒ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ」）
、米国仮特許出願第６０／８４４，７６３号（２００６年９月１５日出願、名称「Ｃｏｍ
ｐａｃｔ　ｓａｍｐｌｅ　ｔｅｓｔｉｎｇ　ａｐｐａｒａｔｕｓ　ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔ
ｉｎｇ　ｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｔｒａｐｐｉｎｇ」）、米国仮特許
出願第６０／９３１，４５１号（２００７年５月２２日出願、名称「Ａｎａｌｙｔｉｃａ
ｌ　ｃａｒｔｒｉｄｇｅ　ｆｏｒ　ｂｌｏｏｄ　ｔｙｐｉｎｇ」）に基づく優先権を主張
する。これらすべての仮特許出願は、本明細書においてその全体が参照により引用される
。
【０００２】
　（技術分野）
　本発明は、細胞表面抗原分析を含む分析目的において検体またはプローブ粒子を操作す
るために光学的に生成された力の使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　マイクロプレートおよびバイオチップ等の形態での配列分子の使用は、自然界について
回収される情報量をさらに増加させた。多くのバリエーションが知られるが、このような
配列の使用は、一般的に、基質上のプローブまたは検体の固定化、および他の溶液相分子
と固定化分子の相互作用を測定するための種々の技術の使用を含む。このような配列技術
の特異な実施例は、マイクロプレート、核酸バイオチップ（例えば、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉ
ｘおよびＩｌｌｕｍｉｎａから実用化されているもの）およびタンパク質バイオチップ（
例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　ＰｒｏｔｏＡｒｒａｙＴＭ）で実施される免疫測定法（
例えば、酵素結合の免疫測定法、ＥＬＩＳＡ）を含む。バイオチップは、通常、ガラス基
質を使用するが、ＥＬＩＳＡ用のマイクロプレートは、しばしば、γ照射されたポリスチ
レンから構成される。配列は、固定化分子は、互いにまたは基準特性に関して、画定され
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た位置に配置されるという意味で一般的に規則正しいが、いわゆる「溶液相測定法」も実
用化されている。Ｌｕｍｉｎｅｘ　Ｘ－ＭａｐＴＭ技術は、ビーズ懸濁液への検体の結合
を測定する。懸濁液は、結合プローブと対応する比率を変えた２つの蛍光性識別子分子の
混合物とで共に標識化された多数の粒子を混合し生成される。結合型の蛍光で標識化され
た検体は、フローサイトメータを使用して識別子比率に沿って検知される。
【０００４】
　個別の分子の検知に加え、粒子（生体細胞を含む）は、配列技術を使用して分析される
。例えば、ＥＬＩＳＡまたはフローサイトメータを介して細胞表面抗原を検知することは
、当該分野で周知である。Ｏｂｅｒｈａｒｄｔの特許文献１は、共役抗体受容体を用いた
複数の捕捉域の１つに結合した細胞を検知するために顕微鏡を使用して細胞をテストした
ことを開示している。
【０００５】
　従来の配列の主な限界は、分析を有用にするため、通常、平衡に十分に近い結合状態に
達するための長いインキュベーション時間が必要なことである。これは、サンプルまたは
試薬が、長時間、場合によっては、一般的な営業日の８時間より長いＥＬＩＳＡマイクロ
プレートまたはバイオチップでインキュベーションさせることを必要とする場合がある。
このような遅延は、さらなる出費、緊急事態での使用の妨げ、遅延インキュベーション時
間中の試薬の分解によるデータ品質の低下を生じる可能性がある。従来のアプローチの他
の限界としては、労働および設備の観点からさらなる出費をもたらす検体の標識化ステッ
プと厳密な洗浄ステップの必要性であり、データ品質に影響する場合がある。マイクロプ
レートベースのアプローチは、比較的、大量のテストサンプルおよび試薬を使用する。
【０００６】
　当該分野で周知のように、異なる患者からの赤血球（「ＲＢＣ」）は、それらの表面上
に異なる抗原を有し、特異なＲＢＣ抗原を有する患者からこれらの抗原を欠損する他の患
者へ全血を輸血すると、受血者に有害な免疫反応を引き起こす場合がある。したがって、
血液型の判定は、一般的に、凝集測定法により実施される。
【０００７】
　血液型の判定は、被験者のＲＢＣの表面に存在する血液型抗原または抗体の同定を必要
とする。血液型ＡおよびＢ抗原は、種々の抗原がＲｈシステムと関連付けられるように、
一般的に同定されるが、Ｄ抗原は、臨床的に最も重大な意味を持つ。現在、血液型の判定
は、血液型抗体（例えば、Ｈｉｌｌｙａｒｄらの特許文献２を参照）に加え、赤血球（Ｒ
ＢＣ）の凝集を検知することにより実施される。血液サンプルの凝集は、添加された抗体
に対応する抗原において陽性の結果を示す（例えば、血液型抗原Ａ、血液型抗原Ｒｈ）。
【０００８】
　個人により抗体反応性に変動があるため、そして、被験者の血液内に抗体が事前に存在
する可能性があるため、偽の結果の可能性が存在する。偽の結果は、誤った血液型の判定
を導き、今度は、有害な輸血反応の可能性をもたらす場合がある。さらに、現在の技術は
、テストに比較的大量の血液（約３ｍＬ）を必要とする。したがって、少量を使用しなが
ら血液型を判定する能力は、提供者の快適さを増大し、新生児溶血性疾患（ＨＤＮ）を被
る新生児等の貧血性患者に対処するときに非常に役立つ。単一のサンプルから血液型を判
定できる能力は、現在、テストされる抗原ごとに複数の個別の反応容量に別々に注入され
る血液サンプルを使用する既存の技術に対して著しい改善でもあるだろう。
【０００９】
　さらに、それぞれが特異な検体に対して周知の特異な親和性を有する種々の試薬に関し
て、少数のＲＢＣ、または他の細胞あるいはより一般的な有機体の並行相互作用を判断す
る能力は、重要な分析および診断価値があるだろう。ＡＢОおよびＲｈシステムの双方の
抗原に関する単一の血液サンプルからのＲＢＣの並行測定法は、このようなシステムの一
用途の実施例である。
【００１０】
　ホログラフィック光トラッピング（ＨＯＴ）は、生物学的構成要素等の微視的およびナ
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ノスケール粒子の操作において有用な手段を提供する。ホログラフィック光トラッピング
の基本原理だけでなく、そのような光トラッピングを生成および使用するために構成され
るシステムは、特許文献３～特許文献５に開示されており、参照によりその全体が本明細
書に援用される。
【００１１】
　顕微鏡ベースのシステムでの小サンプル粒子の検査において、顕微鏡システムの光学と
一致するように保持されるように、顕微鏡スライド等の流体カートリッジにサンプルを設
置することが必要である。このような流体カートリッジは、サンプルスライド、サンプル
チップまたはカバースリップとしても知られる。ホログラフィック光トラッピング技術で
有用なサンプルスライドは、特許文献６、特許文献７に開示されており、参照によりその
全体が本明細書に援用される。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１２】
【特許文献１】米国特許第６，２５１，６１５号明細書
【特許文献２】米国特許第４，８９４，３４７号明細書
【特許文献３】米国特許第６，０５５，１０６号明細書
【特許文献４】米国特許出願第１０／７０１，３２４号明細書
【特許文献５】米国特許出願第０９／８８６，８０２号明細書
【特許文献６】米国特許出願第１０／２９４，５９９号明細書
【特許文献７】米国特許出願公開第２００３０１１９１７７号明細書
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明の具体的な実施形態によると、方法は、それぞれが表面を有する１つ以上の粒子
の表面特性を分析するために使用される。本方法は、化学種に所与の親和性を有する少な
くとも１つの捕捉域を有するサンプルホルダに複数の粒子を有する懸濁液を導入すること
、結合相互作用は粒子の表面構成に関連するが、結合相互作用が少なくとも１つの捕捉域
と粒子の少なくともサブセットとの間で生じるように、少なくとも１つの捕捉域と複数の
粒子の少なくともサブセットを接触させること、力は、粒子の反応を引き起こす傾向にあ
り、反応は、粒子と少なくとも１つの捕捉域との間の結合相互作用の有無、または程度に
依存するが、粒子の少なくともサブセットの少なくとも２つに光学力を同時に適用するこ
と、光学力への少なくとも２つの粒子の反応を検知すること、および粒子の表面の組成を
判定するために検知反応を使用することを含む。
【００１４】
　光学力の適用は、ホログラフィック光トラッピング（ＨＯＴ）の使用を含む。接触は、
単一の捕捉域と複数の粒子を接触させること、および光学力に対する複数の粒子の反応を
検知することを含む。本方法は、結合相互作用が、第１の粒子の表面上の第１の化学種の
分子の存在に関連するが、結合相互作用が第１の捕捉域と第１の粒子との間で生じるよう
に、第１の化学種に特異的な結合親和性を有する第１の捕捉域と第１の粒子を接触させる
こと、結合相互作用が、第２の粒子の表面上の第２の化学種の分子の存在に関連するが、
結合相互作用が第２の捕捉域と第２の粒子との間で生じるように、第２の化学種に特異的
な結合親和性を有する第２の捕捉域と第２の粒子を接触させること、力は、粒子の反応を
引き起こす傾向にあるが、第１および第２の粒子に光学力を適用すること、光学力に対す
る第１および第２の粒子の反応を検知すること、第１の粒子表面上の第１の化学種の、お
よび第２の粒子表面上の第２の化学種の有無、または量を判定するために検知反応を使用
することを含んでもよい。
【００１５】
　本方法は、粒子に力を適用する前に粒子を同定することを含んでもよい。また、本方法
は、粒子の同定、同定された粒子の第１のグループの選択、第１のグループの粒子への光
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学力の適用、第２のグループの粒子の選択、および第２のグループの粒子への光学力の適
用を含んでもよい。
【００１６】
　本方法のステップは、データ取得閾値に達するように反復されてもよい。
【００１７】
　力は、捕捉域に垂直な成分と捕捉域から離れる向きの成分を有してもよい。代替的に、
または追加で、力は、捕捉域により画定される平面と平行する成分を有してもよい。力は
、捕捉域により画定される平面に垂直である第１の方向と、平面と平行する第２の方向の
双方に、捕捉域から離れた位置に非結合粒子を変位させる傾向にある。
【００１８】
　反応は、捕捉域から粒子を除去することを含んでもよい。
【００１９】
　粒子は細胞であってもよい。化学種は、細胞表面抗原であってもよい。
【００２０】
　一実施形態において、粒子は赤血球であり、少なくとも１つの捕捉域は、細胞表面抗原
特異性プローブを含む。さらに、判定は、例えば、マイナーな血液型（ｍｉｎｏｒ　ｂｌ
ｏｏｄ　ｔｙｐｅ）等、３つ以上の表面抗原に関わる血液型を含む、血液型をさらに判定
するために使用されてもよい。
【００２１】
　プローブは、例えば、抗体、抗体断片、またアプタマーであってもよい。接触ステップ
は、例えば、粒子を沈殿させるために重力を使用する、または粒子を沈殿させるために光
学力を使用する等、溶液を介して粒子を沈殿させることを含んでもよい。接触は、一部、
第１の表面により、そして一部、第１の表面から離れたカバーにより画定される容積に溶
液を導入することを含んでもよく、表面とカバーの少なくとも１つが実質的に光学的に透
明である。カバーは、第１の粒子の直径の１倍を超えかつ１０００倍未満の距離で第１の
表面から離れていてもよい。カバーは、第１の粒子の直径の２倍を超えかつ２０倍未満の
距離で第１の表面から離れていてもよい。カバーは、１５ミクロンから５００ミクロンの
範囲の距離で第１の表面から離れていてもよい。カバーは、第１の表面とカバーにより画
定される間隔の閉塞を生じないような十分な長距離で前記表面から離れ、カバーは、さら
に、１０分未満で第１の粒子が沈殿できるくらい十分に小さい。光学力の適用ステップは
、ホログラフィック光ピンセットの使用を含む。
【００２２】
　第１の捕捉域は、第１の標的部分に対して特異性を有する複数のプローブ分子を含んで
もよく、プローブ分子は、その上の複数の第１の標的部分を有する粒子に対してアビディ
ティを有するように構成されており、プローブ分子の構成は、規定範囲内の力で除去され
るように選択される。規定範囲は、例えば、１から１０００ｐＮ、１０から２００ｐＮ、
または２０から１００ｐＮであってもよい。本方法は、第２標的部分に対して特異性を有
する複数のプローブ分子を含む第２の捕捉域を含んでもよく、プローブ分子は、その上の
複数の第２標的部分を有する粒子に対してアビディティを有するように表面上に構成され
、プローブ粒子の構成は、規定の範囲の力で除去されるように選択される。規定範囲は、
例えば、１から１０００ｐＮ、１０から２００ｐＮ、または２０から１００ｐＮであって
もよい。捕捉域のプローブ分子は、表面とプローブを連結するリンカ部分の長さを変更す
ることにより、規定範囲で除去するために構成される。捕捉域のプローブ分子は、プロー
ブの面密度を変更することにより、規定範囲で除去するために構成されてもよい。本方法
は、第１および第２のアビディティを達成するように、非結合性表面部分を使用してプロ
ーブを離すために使用してもよい。細胞表面は、細胞表面上の細胞表面抗原の予測密度に
基づく面密度を選択することにより特徴付けられてもよい。
【００２３】
　光学力の適用は、粒子から間隔をあけた位置に光トラップの中心を置くことを含み、粒
子のポテンシャルエネルギーは、表面でかなりあり、光トラップの中心で最小であるため
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、粒子がトラップの光学力により表面から除去される場合、粒子は、光トラップの中心に
移動する。
【００２４】
　接触は、受動的流動により溶液に第１の粒子を導入することを含んでもよい。
【００２５】
　本方法は、時間とともに力の規模を増大するように、粒子に適用する光学力の規模を変
更すること、および表面から粒子を除去するために必要な力の量を記録することを含んで
もよい。本方法は、第１の粒子表面上の第１の化学種の有無、または量を判定するために
、記録された力を基準力と比較することを含んでもよい。検知は、自動顕微鏡検査の使用
を含んでもよい。光学力の適用は自動であってもよい。
【００２６】
　サンプルホルダは、分析前のサンプルの希釈および濾過から選択される操作を実施する
ために使用されてもよい。
【００２７】
　本発明の実施形態において、方法は、患者の血液サンプル中の複数の血液細胞表面抗原
の有無、または量を判定するために使用される。本方法は、血液サンプルの希釈、第１の
域が第１の血液細胞抗原において特異な親和性を有するように官能化され、第２の域が第
２の血液細胞抗原において特異な親和性を有するように官能化される、第１および第２の
捕捉域と希釈した血液サンプルとの接触、第１の血液細胞抗原が細胞上に存在しない場合
、第１の光学力は第１の域から細胞を除去するのに十分な大きさであるが、第１の血液細
胞抗原が存在する細胞を除去するのに不十分な大きさである、第１の域で少なくとも１つ
の細胞に対する除去成分を有する第１の力の適用、第２の血液細胞抗原が細胞上に存在し
ない場合、第２の光学力は第２の域から細胞を除去するのに十分な大きさであるが、第２
の血液細胞抗原が存在する細胞を除去するのに不十分な大きさである、第２の域で少なく
とも１つの細胞に対する除去成分を有する第２の力の適用、および域から細胞の除去また
は非除去の検知を含む。接触は、細胞が重力下で沈殿することをさらに含んでもよい。
【００２８】
　本発明の実施形態において、１つ以上の粒子上の標的部分の有無、または量の分析のた
めの装置は基質を含み、第１および第２の捕捉域は基質上に配置され、それぞれの捕捉域
が複数のプローブ部分を含み、第１および第２捕捉域のアビディティが構成されるため、
捕捉域により高い親和性を有する粒子が変位させる光学力の存在下で保持される傾向にあ
り、捕捉域により低い親和性を有する粒子が変位させる光学力の存在下で置換される傾向
にあり、光学力は、特定の範囲にある。
【００２９】
　任意に、本装置は、ベース、捕捉域、およびカバーの少なくとも１つが任意に透明であ
るカバー、捕捉域およびカバーにより画定される容積の入口および出口、捕捉域からカバ
ーを離し、哺乳類細胞を含有する溶液を導入する時に、大部分の細胞が５分以内に捕捉域
に沈殿するような大きさのスペーサを含んでもよい。本スペーサは、また、捕捉域とカバ
ーにより画定される容積への溶液の受動的流動を介した導入が可能な大きさである。
【００３０】
　本装置は、光学的に赤外光に対し透明であるカバーを含んでもよい。本装置における規
定範囲は、例えば、１から１０００ｐＮ、１０から２００ｐＮ、または２０から１００ｐ
Ｎであってもよい。本装置は、血液型の判定のために構成されてもよく、サンプルの希釈
および濾過から選択されるサンプルの操作手順を実施するように作動可能であってもよい
。
【００３１】
　本発明の実施形態において、本方法は、複数の抗原結合性領域を含む溶液のフラグメン
トにＩｇＭ溶液を分割すること、結合領域を抗原結合サブフラグメントにさらに分割する
こと、および第１の抗原の特異な結合認識用の捕捉域を生成するために、サブフラグメン
トを基質に付着させることを含む。本方法は、第２の抗原の特異な結合認識用の第２の捕
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捉域を生成することも含んでよい。本方法は、同類の粒子を第１および第２の捕捉域に曝
し、粒子表面に存在する共通抗原を同定するために領域に粒子の親和性をランク付けする
ことを含んでもよい。粒子は、細胞であってもよい。親和性のランク付けは、粒子への光
学力の適用を含んでもよい。力は、同時に第２の粒子に適用されてもよい。力は、ＨＯＴ
を使用して適用されてもよい。
【００３２】
　一実施形態において、第１の固定化プローブを有する少なくとも第１の捕捉域と、第２
の固定化プローブを有する第の２捕捉域をもつ基質の提供、プローブに検体分子を結合さ
せるのに十分な条件下での検体溶液と捕捉域との接触、複数種の結合性検体分子に特異的
に結合する固定化された汎用性プローブを有する粒子と結合性検体との接触、粒子への光
学力の適用、および汎用性プローブと結合性検体との間の結合に依存する光学力に対する
粒子の反応の観察を含む、溶液中の複数の分子の有無、または量を判定するための方法が
ある。
【００３３】
　任意に、または追加で、本方法は、複数の粒子と結合性検体との接触、粒子への光学力
の適用、および粒子の反応の観察を含んでもよい。粒子への力の適用は、同時に実施され
てもよい。検体溶液は、捕捉域中に確立される液体の連通を生じるような方法で複数の捕
捉域に接触してもよい。代替的に、または追加で、検体溶液は、捕捉域間の流体連通なし
に複数の捕捉域に接触してもよい。検体溶液は、患者の抗体を含んでもよい。汎用性プロ
ーブは、少なくとも患者の抗体の種類に対して広範な選択性をもつ２次的抗体を含んでも
よい。抗体の種類は、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＡ、およびＩｇＭの１つから選択されてもよ
い。
【００３４】
　本発明の実施形態において、コンピュータシステムとともに使用するための有形のコン
ピュータ可読媒体上のコンピュータプログラム製品は、捕捉域に接触する複数の着目粒子
を同定するためのコンピュータコードと、粒子への光学力置換の適用を作動するためのコ
ンピュータコードと、光学力に対する観察した粒子の反応を記録するためのコンピュータ
コードとを含む。
【００３５】
　任意に、または追加で、コンピュータプログラム製品は、複数の顕微鏡視野を選択する
ためのコンピュータコードおよび／または、閾値量のデータが蓄積された時を判定するた
めのコンピュータコードを含んでもよい。
【００３６】
　本発明の実施形態において、複数の粒子の表面特性を分析するための方法は、カバーに
より結合されたカートリッジが流体カラムを画定する、複数の粒子を含有する懸濁を基質
上に複数の捕捉域を有する流体カートリッジに導入し、捕捉域に接触するように粒子を沈
殿させ、光学力を粒子に適用し、光学力に対する粒子の反応を観察することを含む。流体
カラムの高さは、１０分未満または５分未満の時間で、捕捉域に接触するように赤血球が
沈殿するように選択される。
【００３７】
　本発明の実施形態において、競合的測定法の方法は、各サンドイッチ構造が基質に固定
される第１のプローブ分子の集まりを含み、第１のプローブ分子に可逆的に結合する代理
分子の集まりと、代理分子に可逆的に結合する複数の第２のプローブ分子を担持する粒子
の集まりである複数のサンドイッチ構成の生成と、検体溶液の導入と、第１および第２の
プローブ分子に対して親和性を有する検体分子が、粒子と基質との間の結合強度を変更す
るように、代理分子の少なくともいくつかを変位させるのに十分な時間のインキュベーシ
ョンと、光学力の粒子への適用と、光学力に対する粒子の反応の観察と、検体溶液の内容
を判定するための反応の使用を含む。
【００３８】
　サンドイッチ構成は、異なる対応する検体分子に対して特異的であり得、複数の検体種
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について報告するために、基質の異なる領域に配置される。代理分子は、対応する検体分
子より粒子と基質との間で強い結合力を生み出す傾向にあってもよい。代替的に、または
追加で、代理分子は、対応する検体分子より粒子と基質との間で弱い結合力を生み出す傾
向にあってもよい。光学力は、複数の粒子に同時に適用されてもよい。
【００３９】
　本発明の実施形態において、成分サンプル処理システムは、ＨＯＴ性能と顕微鏡を使用
し、包囲体と、サンプル領域を用いたサンプル台と、レーザ、回折光学要素、サンプル領
域に誘導されるＨＯＴ放出口、サンプル領域に誘導される供給源出力を有する少なくとも
１つの照明源、サンプル領域と光学的に整列可能な対物レンズ、およびサンプル領域にフ
ォーカスされるように構成されたカメラを含むＨＯＴサブシステムとを含む。少なくとも
、サンプル領域、ＨＯＴ放出口、および照明源出力は、包囲体に囲まれている。
【００４０】
　任意に、または追加で、全ての構成要素は、可搬構造上に担持される。本システムは、
統合コンピュータインターフェース、蓋の開放に応じてレーザ照明を遮断するための安全
機構、流体サンプルカートリッジを配置するためのジグ、および車輪付き台からなる群か
ら選択される少なくとも１つの特徴も含んでもよい。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】図１は、本発明の一実施形態における、粒子表面の分析方法のフローチャートで
ある。
【図２】図２は、図１の方法を用いて使用するための捕捉域を有する装置の平面図である
。
【図３】図３は、分析血液細胞を有する図２の装置を示す。
【図４】図４は、抗体プローブを有する捕捉域を含む図２－３の装置の横断面図を示す模
式図である。
【図５】図５は、細胞が捕捉域に沈殿した後の図４の装置を示す模式図である。
【図６】図６は、図２－４の装置の横断面図と種々のプローブ密度を図示した模式図であ
る。
【図７】図７は、図２－４の装置の横断面図と生体不活性部分の使用を図示した模式図で
ある。
【図８】図８は、本発明の一実施形態における、分析用カートリッジと装置を含むシステ
ムを示す模式図である。
【図９】図９は、本発明の一実施形態における、斜図でカートリッジを示す模式図である
。
【図１０】図１０は、本発明の一実施形態における、統合されたアセンブリにより製造さ
れた図９のカートリッジの分解図である。
【図１１】図１１は、本発明一実施形態における、複数の分析チャンバを有するカートリ
ッジである。
【図１２】図１２は、本発明の別の実施形態における、複数の分析チャンバを有するカー
トリッジである。
【図１３ａ】図１３ａは、本発明の一実施形態における、毛管作用によりカートリッジに
流体を充填するプロセス中の図１２のカートリッジを示す。
【図１３ｂ】図１３ｂは、本発明の一実施形態における、集積流体サンプルカートリッジ
を示す。
【図１３ｃ】図１３ｃは、本発明の一実施形態における、別の流体サンプルカートリッジ
を示す。
【図１４】図１４は、本発明の一実施形態における、ＨＯＴと顕微鏡を組み合わせた装置
を模式的に示す。
【図１５】図１５は、本発明の一実施形態における、ＨＯＴと顕微鏡を組み合わせた代替
装置を模式的に示す。
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【図１６】図１６は、図１４－１６の実施形態で使用するための顕微鏡の斜視図を示す。
【図１７】図１７は、図１４－１６の実施形態で使用するためのＨＯＴサブシステムの斜
視図を示す。
【図１８】図１８本発明の実施形態における、ＨＯＴと顕微鏡を組み合わせたコンパクト
で可搬性のある装置の模式図を示す。
【図１９】図１９は、図１９の装置の構成要素を模式的に示す。
【図２０】図２０は、自動装置上で図１の方法を実施するためのソフトウェア実装用のフ
ローチャートである。
【図２１】図２１は、被覆捕捉域を生成するためにＩｇＭ抗体を細分化するための反応ス
キームである。
【図２２ａ】図２２ａは、検体抗原が基質に付着し、粒子標識プローブにより認識される
、本発明の実施形態に従う測定法を模式的に示す。
【図２２ｂ】図２２ｂは、抗原がプローブにより認識されない、図２２ａの測定法を模式
的に示す。
【図２３ａ】図２３ａは、検体抗原が基質に付着し、抗体の複合体と粒子標識プローブに
より認識される、本発明の実施形態に従う測定を模式的に示す。
【図２３ｂ】図２３ｂは、抗原が複合体により認識されない、図２３ａの測定法の模式図
である。
【図２４】図２４は、粒子と捕捉域との間の結合力がサンプルの導入により低下する、本
発明の実施形態に従う競合的測定法を示す反応スキームである。
【図２５】図２５は、粒子と捕捉域との間の結合力がサンプルの導入により増大する、本
発明の実施形態に従う競合的測定法を示す反応スキームである。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
　本発明の前述の特徴は、図を伴う以下の発明を実施するための最良の形態を参照するこ
とにより、より容易に理解されるだろう。
【００４３】
　定義。本明細書および請求項で使用される場合、以下の用語は、文脈上必要な場合以外
は、示される意味を有するものとする。
【００４４】
　「光学力」とは、任意の方向に粒子を変位させる傾向のある高められたポテンシャルエ
ネルギーの状態を生成するために適切に誘導またはパターン化された照明を使用して粒子
に加えられる力を意味する。
【００４５】
　「粒子」とは、表面を有し、光学力により操作できる物質を意味する。細胞およびウイ
ルスは、種々の形状の微小球またはミクロビーズ等の、小さな重合体物質および無機物質
のように「粒子」である。
【００４６】
　粒子に関連して、「表面」は、プローブにアクセス可能な粒子の一部を意味する。
【００４７】
　流体カートリッジまたは他のサンプルホルダに関連して、「受動的流動」とは、サンプ
ルホルダが、ポンプを使用せずに、毛管作用または他の方法により流体を引き出すことを
意味する。
【００４８】
　粒子分析のための装置に関連する時、用語「自動顕微鏡検査」とは、適切な位置決めお
よび／またはソフトウェアルーチンを通して、装置が、それらの位置を分析および記録す
るために粒子を少なくとも自動的に位置付けることを意味する。
【００４９】
　粒子の表面上の実体に関連する時、「化学種」とは、任意の分子、分子集合体、高分子
、高分子集合体、または部分を意味する。用語「化学種」は、ペプチド、タンパク質、炭
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水化物、糖タンパク質、抗体、核酸、重合体、薬物複合体等の生物学的および非生物学的
高分子を明示的に含む。
【００５０】
　「プローブ」とは、任意の標的粒子、分子、集合体または部分に対して特異的な結合優
先性を有する、分子実体、分子、または分子実体の集合体を意味する。
【００５１】
　「捕捉域」とは、任意の検体と特異的に相互作用可能な表面領域を与える受容体を含む
表面領域を意味する。
【００５２】
　本明細書および任意の付属の請求項で使用されるように、「配列」とは、１または複数
の時間点で、規則的に間隔をあけ、周期的に間隔をあけ、またはそれ以外で、離れた空間
的位置に配置される一連の複数の要素を意味する。
【００５３】
　「血液型」とは、Ａ、Ｂ、Ｒｈ（国際輸血学会により定義されるように、Ｒｈ１からＲ
ｈ５３の全ての５３のＲｈ抗原を含む）、Ａ３、Ａｘ、Ａｅｎｄ、Ａｍ、Ａｙ、Ａｅｌ、
Ｂ３、Ｂｘ、Ｂｍ、Ｂｅｌ、Ｄｕｆｆｙ、Ｋｅｌｌ、Ｋｉｄｄ、Ｌｅｗｉｓ、ＭＮＳ、Ｌ
ｕｔｈｅｒａｎ、Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｒｔｗｒｉｇｈｔ、Ｘｇ、Ｓｃｉａｎｎａ、Ｄｏｍｂ
ｒｏｃｋ、Ｃｏｌｔｏｎ、Ｌａｎｄｓｔｅｉｎｅｒ－Ｗｅｉｎｅｒ、Ｃｈｉｄｏ－Ｒｏｄ
ｇｅｒｓ、Ｈ、Ｋｘ、Ｇｅｒｂｉｃｈ、Ｃｒｏｍｅｒ、Ｋｎｏｐｓ、Ｉｎｄｉａｎ、Ｏｋ
、Ｒａｐｈ、Ｊｏｈｎ　Ｍｉｌｔｉｏｎ　Ｈａｇｅｎ、Ｉ、Ｇｌｏｂｏｓｉｄｅ、ＧＩＬ
、および他の血液型抗原から選択される任意の個々または抗原の組み合わせの判定を含む
。
【００５４】
　本発明の例示的な実施形態は、相互作用する表面性質に関する情報を抽出する目的のた
めに粒子表面と他の表面との間の相互作用を観察するための、および表面の組成、表面と
相互作用する検体、または他の検体サンプルの特性に関する情報を使用するための方法お
よび装置に関する。相互作用は、分子認識要素と相互作用する細胞の能力をテストする目
的のため、細胞を含む複数の粒子に標的光学力を加えることにより探索されてもよい。平
行光トラッピングまたは光ピンセット技術を使用することにより、このようなテストは、
多様な高品質の測定を得るために、迅速かつコスト的に有効な方法で実施され得る。実施
形態は、並行して粒子に力を加え、加えた力への反応を検知するための自動化装置を使用
する装置および方法にも関する。本発明の側面は、とりわけ、細胞表面抗原（例えば、血
液型の判定、および癌または他の疾患状態の診断）の分析を含む生物分析および生物化学
分析、抗体または他の疾患状態の生物マーカ特性の分析、およびタンパク質チップ上に配
列された抗体を使用したタンパク質の分析のために適用できる。本発明の特定の実施形態
は、粒子を分析するための、薄い、透明なチャンバの使用に関する。チャンバは薄いため
、粒子は、一般的に、従来の親和性生物測定法で達成されるより非常に早く捕捉域と接触
できる。
【００５５】
　図１は、本発明の実施形態における粒子の表面特性の特徴付けの方法のフローチャート
である。分析手順の過程において、分析される複数の粒子が、１つ以上の捕捉域（ステッ
プ１００）と関連付けられ、接触する。捕捉域は、特定の表面特性を有する粒子を捕捉す
るようにデザインされている。捕捉域との粒子の接触は、重力沈下、または遠心分離、磁
気粒子への磁場の適用あるいは光ピンセット（ＨＯＴの使用を含む）の使用等、より能動
的に加えられる力を介して達成されてもよい。粒子密度が重力沈下において非常に低い場
合、後者の能動的な方法が好ましい場合がある。次に、光学力が、粒子の位置を乱す傾向
にある方法で粒子に適用される（ステップ１１０）。光学力は、捕捉域に垂直、または捕
獲域から離れて配向される成分（例えば、平面捕捉域が使用される時、面外力）を有して
もよい。光学力は、表面または捕捉域の平面に平行である成分を有してもよい。光学力は
、捕捉域の平面に対して直交する平面で粒子を対角に移動させるように（例えば、水平お
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よび垂直方向の双方に粒子を変位させるように粒子を加速するよう試みること）デザイン
されてもよい。力の大きさおよび方向は、一定であってよく、予めセットされたパターン
に従って移動、または粒子を観察することにより得られるフィードバックに従って移動し
、捕捉域に関する粒子の結合状態に依存する種々の方法で、粒子を乱す傾向にあってもよ
い。直線の移動に加え、力、またはタイミングをとったパターンの力は、粒子がスピンし
、捩れ、または別様に変形し（柔軟な場合）前後に動き、またはこれらの行動の組み合わ
せを誘発し得る。適切な装置の検知モジュール（例えば、以下に説明する図８の自動顕微
鏡検査）は、力に反応する粒子の撹乱の存在または程度を判定するために使用される（ス
テップ１２０）。例えば、粒子は、光学力の適用の結果として捕捉域から除去および変位
される場合がある。粒子の力への検知反応は、粒子表面と捕捉域との間の相互作用の特性
を判定するために使用される。判定される特性は、粒子の表面上あるいは捕捉域の化学種
の有無、または量を含む。代替的に、検知反応は、粒子および捕捉域が相互作用する（例
えば、競合的結合剤の存在または量、温度、アロステリックエフェクタ、または溶液の特
性）環境の特徴を判定するために使用されてもよい。
【００５６】
　特定の実施形態において、捕捉域は、特定の化学種に特異的な結合親和性をもつプロー
ブを含む。光学力による置換に抵抗するこのような捕捉域と接触する粒子の相対的または
絶対的な傾向は、プローブが特異的である化学種が粒子の表面に存在するかどうかを示す
。実施形態において、粒子上の化学種の量または濃度も判定されてもよい。図２４－２５
を参照して説明されるものを含む他の実施形態において、粒子と捕捉域の相互作用は、溶
液中の検体の有無、または量を分析するために使用される。以下に説明するように、図１
の方法の特定の例示的実施形態は、マイクロ流体カートリッジにサンプルを導入し、抗体
被覆捕捉域と接触するために、流体サンプルに存在する細胞を重力下で沈殿させることに
より、粒子を捕捉域と関連付けることを含む。次に、カートリッジは、細胞上に存在する
表面抗原について判定し、血液型に到達するために、捕捉域上の細胞を位置付け、力を適
用し、力に反応する細胞の位置変化を検知する自動装置に挿入される。
【００５７】
　本発明の実施形態の多くの重要な用途は、本明細書で説明する実施例において、本質的
に生物学的または生物化学的であるため、分析される粒子は細胞である。しかしながら、
多くの他の種類の粒子は、非制限的に、ウイルス、小胞、細胞器官、シリカ微小球、ポリ
スチレンまたは重合体の微小球、結合されたサンプル検体分子を伴う他の重合体微小球、
不規則形状の微構造、蛍光的に、または標識化された微構造、バーコード微構造（核酸コ
ード化識別子、蛍光またはラマン活性識別子等を含む）および半導体、コアシェルナノ粒
子、量子ドット、磁気微小球および金属構造を含む無機構造で特徴付けられてもよい。粒
子は、例えば、０．１から１００ミクロンの大きさの範囲であってもよく、特定の実施形
態においては、直径が１から１０ミクロンの間である。一般的に、粒子は、所与の培地で
の分析に使用されるある波長で光学力に影響されやすいという意味で、光学的に活性であ
るべきである。
【００５８】
　図２は、複数の捕捉域２１０を伴う基質２００の平面図を示す。各捕捉域は、特定の化
学種に対してプローブによって官能化される表面を有する。免疫測定法とバイオチップ結
合表面において、捕捉域２１０は、捕捉域で固定化プローブのアンサンブルを有してもよ
い。基質２００は、（代替実施形態では、照明は上から、または両経路からであるが）粒
子の光画像化およびプローブと反対側からの照明を介した光学力の適用を可能にする種々
の波長の光に対して透過性であってもよい。プローブは、例えば、ガラス基質２００上の
シラン、または他の適切な化学性質を使用して、表面に共有結合的にリンクされ、エポキ
シ、チオール、アミン、または当該分野で知られる他の反応基を使用してもよい。抗体フ
ラグメントを付着するための一特定のスキームは、図２１を参照に以下で説明される。捕
捉域２１０は、例えば、ゲルパッド（例えば、米国特許第６，６４２，０００号の開示を
参照）、ウェル、毛細管、または他の構造の基質に付着させる非平面構造を含んでもよい
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。３つの捕捉域２１０を示すが、それ以上またはそれ以下が提供されてもよい。基質２０
０は、基本的に固定され、粒子をテストするために使用される光学力を用いた移動が不可
能である。代替的に、捕捉域２１０は、３次元配列を形成するために光ピンセットを用い
て並行に操作可能であってもよい（例えば、捕捉域２１０は、光学的に活性な粒子の表面
に配置される）。２００３年１２月１２日に出願され、参照として本明細書に組み込まれ
る米国特許出願第１０／１７３５，３９号は、３次元配列の生成を開示している。
【００５９】
　上述のように、捕捉域２１０は、所与の化学種に特異な親和性を有するプローブを含む
。つまり、捕捉域は、検体サンプルに存在する可能性のある他の種より、より高い親和性
をもつ１種に選択的に結合する。したがって、捕捉域を伴うテストサンプルの実体の結合
相互作用は、捕捉域が特異な親和性を有するようにデザインされた化学種のサンプルに存
在することを示している。本発明の実施形態に使用されてもよいプローブの実施例は、ヌ
クレオチド、オリゴヌクレオチド（およびその化学誘導体）、直鎖または環状ＤＮＡ（例
えばプラスミド、コスミド、ＢＡＣ、ＡＣ）、メッセンジャＲＮＡ、ｃＤＮＡ、ミトコン
ドリアＲＮＡ、人工ＲＮＡ、アプタマー、ＰＮＡ（ペプチド核酸）、ポリクローナル抗体
、モノクローナル抗体、組換え体、改変抗体、抗体フラグメント、抗原、ハプテン、抗体
ＦＡＢサブユニット（必要なら修飾）、領域抗体、人工抗体、タンパク質、修飾タンパク
質、組換えタンパク質、組換え抗原、酵素、酵素補因子または阻害剤、タンパク質複合体
、レクチン、ヒスチジン標識タンパク質、タグづけタンパク質、分子インプリント、合成
抗体、膜受容体、細胞全体、細胞フラグメントおよび細胞下部構造、シナプス、アゴニス
ト／アンタゴニスト、細胞、細胞器官（例えば、ミクロソーム）、小分子（ベンゾジアゼ
ピン、プロスタグランジン、抗生物質、薬物、代謝物、薬物代謝物、自然産物等）、炭水
化物および誘導体（免疫優性糖を含む）、ステロイド、ホルモン、ペプチド、自然または
人工重合体、自然および人工受容体、およびその化学誘導体、キレート剤、クラウンエー
テルリガンド、超分子アセンブリ、指示薬（ｐＨ、電位、膜電位、酸化還元電位）、およ
び組織サンプル（組織マイクロアレイ）を含む。
【００６０】
　図３は、劣性および稀な血液型の判定を含む、血液型判定に有用な実施形態における赤
血球表面抗原において抗体プローブを含むように官能化される捕捉域２１０を有する特定
の実施形態での平面基質２００を示す。第１の捕捉域２１０は、Ａ抗原（抗Ａ抗体）に選
択的に結合する１種以上の抗体と官能化され、第２の捕捉域２１１は、Ｂ抗原（抗Ｂ抗体
）に選択的に結合する１種以上の抗体と官能化され、第３の捕捉域２１２は、Ｒｈ因子（
抗Ｒ因子ｈ抗体）に選択的に結合する１種以上の抗体と官能化される。さらなる捕捉域は
、さらなる抗原をテストするために（例えば、４、５、または１０以上の抗原さえを含む
劣性または稀な血液型をテストするため）、必要に応じて提供されるだろう。使用には、
ランセットを使用して少量の液滴の血液（例えば、０．１から１０マイクロリットル）を
患者から採取し、抗凝血剤（例えば、ヘパリン、金属キレート剤（例えば、ＥＤＴＡ、シ
トレート／ＡＣＤＡ）ＥＤＴＡ、ワァルファリン、または他の凝血阻害剤）を含む緩衝等
張塩溶液で希釈する。希釈された血液サンプルを基質に分配し、血液サンプル内の細胞を
沈殿させることにより、表面の捕捉域に接触する。沈殿は、重力下で沈降プロセスを通し
て生じるが、遠心分離、磁気分離、または他の方法も使用されてもよい。さらに以下で考
察するように、表面２００上のサンプル上の溶液は、適切に低い高さに保持される時、適
切な数の粒子の重力沈殿が、それらの他の方法が不要になる、急速な方法（例えば、１０
分未満、５分、または１分）で生じる。希釈の規模は、各細胞－表面抗原判定のために複
数の細胞を使用して測定がなされるように、複数の赤血球２２０が各捕捉域に沈殿される
ように選択される。実施例として、全血の１０００倍希釈は、凝血剤（例えば、ＥＤＴＡ
を含むリン酸緩衝、またはトリス緩衝食塩水）を含む緩衝食塩水からなる希釈剤を使用し
てなされてもよい。サンプルが希釈された全血の場合、リンパ球２３０も捕捉域２１０上
に沈殿し得るが、ごく一部であり、これらの細胞は、無視されて得る。代替的な実施形態
においては、リンパ球はＲＢＣの代わりに、またはＲＢＣに加えて分析され得る。別の域
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のように示されるが、捕捉域２１０は、各域の境界が（例えば、基質上の分界の観察、ま
たは基準表面に対する相対的な位置により）分かる限り、連続している可能性もある。任
意に、捕捉域２１０は、チャンバまたはウェルの固体壁を含む物理的障壁により、または
疎水性あるいは疎液性介在領域を生成するように基質の表面エネルギーの操作を介して分
離されてもよい。
【００６１】
　ソフトウェアベースの画像認識ルーチンが、赤血球２２０を同定するために使用される
。赤血球２２０の同定は、リンパ球２３０または他の物質から赤血球を区別するために、
自動顕微鏡検査および画像認識を使用してもよい。画像認識ルーチンは、非制限的に、赤
色、高コントラスト、大きさ、円形度、および縁の連続性を含む、種々の特徴の認識に基
づき赤血球を同定してもよい。画像認識ルーチンは、画像焦点を考慮してもよく、背景を
取り去るために背景に物質がない画像を使用してもよい。細胞の状態も分析されてもよい
。コントラストは、細胞状態の指標の１つである。細胞の種類と状態の分析に基づき、１
つ以上の細胞２２０が選択され、光学力が細胞または複数の細胞２２０に適用される。光
学力は、光ピンセットまたは光トラップの形態であってもよく、実施形態において、ホロ
グラフィック光ピンセットを使用して適用される。力は、表面２００から離れるように配
向される成分を有するため、大きさが十分な場合、力は、表面（および任意に、さらに同
一または別の方向に）から細胞２２０を変位させる傾向にある。一般的に、変位させる可
能性のある力の成分は、基質２００の平面に直交である方向であるが、横への変位を生成
するために、基質の平面内に、または平面近くにあってもよい。力が、所与の捕捉域２１
０の抗体により認識される抗原を含まない細胞２２０を変位させるのに十分に強いが、認
識される抗原を含む細胞２２０を除去するのに十分に強くない場合、細胞２２０の変位は
、細胞２２０の表面上のその抗原の欠損を示し、変位がないことは、細胞２２０上の細胞
表面抗原の存在を示す。本プロセスは、統計的に有意な結果に到達するように、各捕捉域
２１０内の複数の細胞から反復されてもよい。本プロセスは、力が同時に複数の細胞２２
０に適用されるように、並行して実施されてもよく、細胞２２０の変位も、並行して検知
されてもよい。特定の実施形態において、並行プロセスは、ＨＯＴを使用して達成される
。
【００６２】
　したがって、本明細書で説明する方法および装置を使用することにより、多くの利点が
生じる。並行または直列的方法で複数のプローブの種類を使用することは、例えば、血液
型または亜種を判定するためのＲＢＣの分析等、対応可能な粒子のより完全な特徴付けを
可能にする。本プロセスは、例えば、５から１０分以下の迅速な方法で、特に、並行プロ
セスの使用、および高さの低い液体層からの粒子沈殿により実施されてもよい。図２２ａ
―２５に関しても、以下に説明するように、上述の技術が種々の種類の測定法に適用され
てもよい。
【００６３】
　上述のように、光学力は、中心と放射状の勾配領域を有する力場により説明され得る光
トラップの形であってもよいため、勾配領域に配置される粒子は、高められたポテンシャ
ルエネルギーを有し、抵抗力がなく、中心に向かって変位される傾向にある。光トラップ
は、細胞２２０上にセンタリングされてもよく、トラップは、捕捉域２１０の細胞２２０
の親和性をテストするために、基質２００に対してその初期位置から離れて移動される。
本方法で、除去される細胞は、トラップの中心と共に移動する傾向がある。代替的に、ト
ラップは、細胞２２０上に依然として光学力を及ぼすのに十分に近いように細胞２２０か
ら離れてセンタリングされてもよい。本配置において、弱い結合細胞は、トラップの中心
方向に加速し、そこに留まる傾向にある。光トラップは、力が対角に細胞２２０を変位さ
せる傾向があるように、垂直および水平方向の双方に細胞２２０から離れて配置されても
よい。いずれの配置においても、除去する光学力は、定性的な結果を得るために一定のレ
ベルで適用されるか、または捕捉域２１０の細胞２２０の親和性を定量化するために、経
時的に徐々に増大されてもよい。この定量的な実施形態において、除去力（細胞２２０が
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捕捉域２１０から除去される適用された光学力に関するパラメータ）は、既知の、または
同時期に測定された基準値と比較されてもよい。例えば、抗原に覆われた「標準」粒子は
、希釈液を用いて含まれてもよく、細胞２２０の除去力は、この粒子に対する除去力と比
較されてもよい。これらの粒子は、長時間保管される場合、安定であるようにデザインさ
れてもよい（例えば、抗原、抗原擬態、または他の実施形態においてはプローブで覆われ
たガラス粒子から構成される）。所与の捕捉域２１０における細胞２２０または他の粒子
の除去力は、制御または基準捕捉域２１０の除去力とも比較されてもよい。分析目的のた
めには、十分な力が非結合または非特異的結合粒子を変位させるために適用される場合、
捕捉域により認識される特異的結合粒子を除去するほどに十分に大きな力を適用する必要
はない。しかしながら、場合によっては、さらなる分析または使用のため（例えば、細胞
培養での成長、細胞中の核酸またはタンパク質の分析等）、捕捉域からのこのような細胞
または他の粒子を「引き裂く」ことが所望される可能性がある。
【００６４】
　捕捉域２１０が、所与の粒子に対して非常に低いアビディティを有し、粒子が光学力の
適用により変位される場合、最も判断されることは、粒子と捕捉域２１０との間の結合力
が、変位させる力より小さいことである。同様に、捕捉域２１０が、所与の粒子に対して
非常に高いアビディティを有し、粒子が光学力の適用により変位されない場合、最も判断
されることは、粒子と捕捉域２１０との間の結合力が、変位させる力より大きいことであ
る。したがって、所望に応じて、細胞２２０または他の粒子の表面特性は、粒子に対して
変動するアビディティを有する捕捉域２１０に対して粒子の親和性をテストすることによ
り、動的範囲を増すことで定量的に判断され得る。
【００６５】
　図４は、それぞれが、赤血球（「ＲＢＣ」）２２０の異なる血液型抗原２２５に対し選
択的な結合親和性を有する、２つの捕捉域２１０（２１４および２１５と称する）を有す
る基質２００の模式的な断面図を示す。第１の抗原に対して生じさせられた抗体３００を
、リンカ３１０を介して捕捉域２１４で基質２００に付着する。第２の抗原（第１抗原と
異なる）に対して生じさせられた抗体３００’を、リンカ３１０を介して捕捉域２１５で
基質２００に付着する。抗体をガラス、プラスチック、または金属表面に付着するための
方法に関しては、当該分野において非常によく知られている。たとえば、種々のシラン結
合化学および同種官能性または異種官能性クロスリンカは、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，Ｉｌ）およびＧｅｌｅｓｔ（Ｍｏｒｒｉｓｖｉ
ｌｌｅ，ＰＡ）から入手可能である。しかしながら、以下でより完全に説明するように、
本発明の方法を用いて使用するために最適なプローブ固定方法および構造は、新しい一連
の課題を示す。
【００６６】
　図５は、赤血球が重力下で沈殿した後の赤血球２２０を示し、その結果、それらは基質
２００の表面上の抗体と接触している。いくつかの非特異性結合が、抗体３００、リンカ
３１０、または基質２００の表面の間で生じる可能性があるが、所与の捕捉域の抗体３０
０が特異的である細胞２２０上の細胞表面抗原２２５の存在は、これらの細胞２２０がよ
り強く基質２００に付着することを生じるため、適切な大きさと配向された光学力が適用
される時、認識された抗原２２５を有するこれらの細胞２２０は残存し、認識された抗原
２２５を持たないこれらの細胞２２０は、捕捉域（項目２１４または２１５）から離れた
方向に変位される。
【００６７】
　細胞２２０の結合の強度は、抗原２２５の抗体３００、３００’の親和性、基質２００
上の抗体３００、３００’の面密度、細胞２２０の表面上の抗原の密度（多くの細胞表面
抗原は、細胞膜で「浮く」ことができ、１つの領域に凝縮できるが）を含む、いくつかの
要素により判定される。複数のプローブ標的相互作用（ここでは、抗体－抗原相互作用）
から生じる全体的な結合力は、捕捉域の「アビディティ」と称する。
【００６８】
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　赤血球２２０が薄い液体層（例えば、１ｍｍから０．５ｍｍまたはそれ未満、またはさ
らに１、２の赤血球の単一層により占有される近高さとほぼ同じくらい薄い）に添加され
る場合、赤血球は、迅速に（例えば、１０分未満）、捕捉域２１４－２１５に接触するで
あろう。追加のインキュベーション時間が、細胞抗原の転位、細胞の形態変化、また他の
作用のため、細胞２２０と捕捉域２１４－２１５との間での最適な結合相互作用のために
必要な場合がある。それにもかかわらず、平衡に十分に近いポイントに達するための結合
反応の全体的な時間は、結合のために対流と拡散の組み合わせを介してインキュベーショ
ンに多くの時間を必要とする従来の免疫測定法技術と比較して非常に短い。
【００６９】
　本明細書に説明する粒子表面分析方法は、光学力の強度に制限範囲をもつ専用装置を使
用してもよい。光エネルギーを過剰に使うことは（細胞が非常に強く結合するため）、細
胞または抗体への損傷、局所温度の上昇（流体の流れを生じる）、または測定結果の低下
の可能性があるため、光学力の強度をある範囲に制限することには利点がある。逆に、光
学力を過少に使用（弱い結合細胞と関連し）することは、動的範囲が乏しく、実験データ
の信頼性を低下させる結果となる可能性がある。したがって、本発明の実施形態は、規定
範囲内の細胞２２０に対してアビディティを保持するように調節される捕捉域２１４、２
１５をもつ基質を使用する。例えば、範囲は、１から１０００ｐＮであってもよい。しか
しながら、十分な信号／ノイズを維持しながら過度の光加熱作用を避けるために、範囲は
、１０から２００ｐＮ、または２０から１００ｐＮに選択される。実施形態において、ア
ビディティは、照明が１０６４で、トラップごとに約５００ｍＷの力を有するＨＯＴによ
り生成される規模の光学力の使用に調節される。
【００７０】
　図６および７は、調節された捕捉域２１４および２１５を有する基質２００を模式的に
図示する。図６において、抗体３００の面密度は、調整される。捕捉域２１４は、より低
い密度を有し、捕捉域２１５は、より高い密度を有する。このような捕捉域の製造は、シ
ラン、クロスリンカ、または抗体の量を制限し、活性および不活性遮断薬の使用を含んで
もよい。アビディティもクロスリンカの長さ（例えば、５から５０炭素原子）を変えるこ
とにより変更されてもよい。
【００７１】
　図７は、抗体３００と生体不活性部分３２０の双方を含む、捕捉域２１４および２１５
を示す。生体不活性部分３２０は、例えば、シラン結合を介して基質２００にリンクされ
るポリエチレングリコール部分等の親水性重合体であってもよい。生体不活性部分３２０
は、細胞２２０と捕捉域との間の非特異性結合相互作用に最小またはマイナスの影響を与
え、抗体密度を低下させる役割を果たす。生体不活性部分は、存在する場合、捕捉域間の
領域上でも含まれる。リンカ３１０も生体不活性であってもよい、または生体不活性構成
要素を有する。抗体３１０の面密度も、反応性であるが不活性な試薬と抗体を組み合わせ
ることにより変更されてもよい（例えば、アミノ反応性クロスリンカが使用されるときは
、グリシン、またはスルフヒドリル反応性クロスリンカが使用されるときは、システイン
等）。
【００７２】
　細胞２２０のように柔軟な粒子は、捕捉域２１４、２１５に強く結合する時、平らにな
るように変形し得る。結果、光学力を使用して細胞を回復させるのは困難な可能性がある
。細胞の回復は、血液型判定等の単純な分析方法には必要ないが、他の用途において、ユ
ーザは、さらなる実験、または使用のために細胞を回復したい場合がある。ガラス微小球
等の強固な粒子が分析される場合、平らな基質２００と曲がった粒子との間の幾何学的な
不適正が、粒子と捕捉域との間の相互作用の十分なアビディティを制限するだろう。した
がって、粒子湾曲のスケールに有意な長さを有する柔軟なリンカ３１０を選択することに
より、細胞２２０または他の粒子は、より大きな湾曲を保持しながら捕捉域２１４に結合
されるだろう。例えば、プローブの長さは、１０ｎｍ、１００ｎｍまたは１μｍを超える
ように調整されてもよい。代替的に、粒子のスケールで湾曲領域を有する（例えば、マイ
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クロウェル、または毛細管）基質２００が、そこに位置する粒子をよりうまく補完するた
めに使用されてもよい。本代替実施形態において、光ピンセットが湾曲領域に粒子を位置
付けるために使用されてもよい。
【００７３】
　図８は、本明細書における図１の方法を実施するための、高度自動システムの模式図で
ある。流体カートリッジ４００は、複数の捕捉域２１４、２１５、および２１６を有する
。使用において、カートリッジ４００は、分析されるサンプルで充填され、本装置５００
のジグ５１０にカートリッジ４００を位置付けることにより、光学装置５００に装着され
る。カートリッジ４００は、手動で、ジグ５１０に装填され、取り外されるか、またはよ
り完全な自動操作においては、ロボット形式に操作される。一実施形態において、ジグは
、装置５００の蝶番蓋を持ち上げることによりアクセスされる。装置は、顕微鏡アセンブ
リ５２０および光学力適用アセンブリ５３０を含む。顕微鏡アセンブリは、捕捉域２１４
－２１６に関する粒子を位置付けるための光学と、光学力適用アセンブリ５３０により光
学力の適用に粒子の反応を検知するための光学とを含む。光学力適用アセンブリ２３０は
、捕捉域２１４－２１６上の粒子の位置に関する情報を使用し、粒子の表面上の化学実体
に対し特異な捕捉域２１４－２１６のプローブにより認識される、弱い結合または非結合
性粒子を変位させる傾向があるが、強い結合粒子を除去しない大きさになる配向および大
きさの力を粒子に適用する。代替的に、光学力適用アセンブリ５３０は、種々の力を適用
し、顕微鏡アセンブリは、これらの力への粒子の反応を検知し、計算アセンブリ５４０は
、粒子変位の時に適用された力のレベルを記録する。一実施形態において、光学力は、光
ホログラフィックピンセット（ＨＯＴ）を介して生成される。ＨＯＴの使用は、画像化し
、力を適用する光学のための共通焦点面を可能にする（ＨＯＴトラッピング平面は、特定
の顕微鏡アセンブリを用いて作動するように最適に調節されるので）利点があり、粒子が
３次元で複数の場所に配置されても、同時に、複数の粒子への力の適用を可能にする。顕
微鏡アセンブリ５２０および光学力適用アセンブリは、共通の計算アセンブリ５４０によ
り制御される。計算アセンブリ５４０は、プロセッサ、制御回路、データ保存媒体、およ
びデータインプット／アウトプットサブアセンブリを含んでもよく、パーソナルコンピュ
ータ、または専用アプリケーション特定ハードウェアを含んでもよい。計算アセンブリ５
４０の構成要素は、物理的に離れていてもよく、さらに装置５００の外（例えば、コンピ
ュータネットワーク上）に存在してもよいが、本明細書で説明する方法を実施するために
、データ通信を行う。当該分野の既存のシステムと違い、装置５００は、同時に複数の粒
子に光学力を適用し、検知することが可能であってもよい。計算アセンブリ５４０は、ユ
ーザにデータの分析および提示を行ってもよく、直接的または間接的に（例えば、パッケ
ージされ）流体カートリッジ４００に関連する機械可読識別子（例えば、バーコード、Ｒ
ＦＩＤ等）と測定結果を関連付けてもよい。
【００７４】
　流体カートリッジ４００は、ごく少量の生体構成要素が検査に利用できるように構成さ
れてもよい。対象の生体構成要素のほんの少量の細胞を使用することは、必要なサンプル
量を大幅に削減し、研究室での診断テストを促進する。減少したサンプルサイズにより、
収集された各サンプルは、より多くの診断テストを実施するために使用されるだろう。ま
た、サンプルサイズの減少は、サンプルの提供者の痛みおよび不快さを軽減する。
【００７５】
　図９－１３の実施形態に示すように、流体カートリッジ４００は、内部貯蔵槽、毛細管
、および液体サンプルの導入とサンプルの移動を促進する通路から構成されてもよい。任
意に、流体カートリッジは、当該分野に精通した者に周知のように、種々の従来のまたは
微小流体の原理を使用して、希釈液または他の物質との混合を促進するだろう。図示され
るシンプルで低コストな構成において、流体カートリッジ４００は、流体カートリッジ４
００の空洞を通って受動的流動を達成するために、科学的原理の表面張力を利用する。毛
管作用、流体流動方向および速度は、表面の湿潤特性および内部チャネルと空洞の幾何学
的大きさを変動させることにより調節する。流体カートリッジ４００は、重力、空気圧、
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水力、機会的または光作動機構を含む電気浸透作動力により生成された流体流動にも依存
し得る。
【００７６】
　一実施形態において、流体カートリッジ４００は、ユーザが少量のサンプル流体を導入
してもよい吸入口を有するように構成される。血液等の流体サンプルは、血液型判定診断
テストを実施する場合、毛管作用によりサンプル貯蔵槽に誘導される。サンプル流体は、
サンプルが測定される照合チャンバに導入される。血液型判定手順の内容において、照合
チャンバ（本明細書で「サンプルチャンバ」とも称する）は、捕捉域を含んでもよい。サ
ンプルが捕捉域と相互作用した後、ＨＯＴがサンプルの得られた相互作用を測定するため
に使用されてもよい。さらに、流体カートリッジ４００は、ガスが逃げるように、そして
ユーザがホルダを通して流体の流れを順にさらに制御できるように１つ以上の出口を有す
るように構成されてもよい。
【００７７】
　図９－１１は、流体カートリッジ４００の一実施形態を示す。流体カートリッジ４００
は、複数の重合体積層板から形成されてもよい。種々の構成の内部構成および形状は、レ
ーザ焼灼術等の切断技術により、複数層のプラスチックシートで形成されてもよい。代替
的に、構成要素は、従来の機構、射出形成、３Ｄプリント、フォトエッチング、または他
の技術により作製されてもよい。得られたシートおよびカバースリップは、形成された内
部空洞を有する積層板を形成するために、接着剤、超音波溶接、または他の技術を使用し
て結合される。レーザ切断により、流体カートリッジ４００にポイント、チャネル、弁、
貯蔵槽および他の流体特徴を作成できる。
【００７８】
　図９は、本発明の一実施形態における流体カートリッジ４００を図示する。流体カート
リッジ４００は、複数の重合体層から形成されてもよい本体６１２を含む。ベース６１４
は、層間にサンドイッチした接着層を用いた複数の重合体層から形成される。ベース６１
４の空洞は、被覆層６１６がカートリッジ４００の製造中に追加される場合、少なくとも
１つの毛細管６１８および１つ以上の分析チャンバ６２０を形成する。また、サンプルの
導入のため、少なくとも１つ以上の吸入口６２２が流体カートリッジ４００に形成される
。出口２４は、ガスを逃がすため、サンプルを取り出すため、またはシリンジが出口を通
して適用される時にホルダの流動を制御するために提供されてもよい。整合孔６２６は、
固定具（例えば、図８の項目５１０）上の対応する整合ピンに配置することにより整合を
容易にし、組立および結合中の種々の層の位置合わせに使用されてもよい。図９において
、吸入口６２２（および出口）は、カートリッジ４００のベース６１２内に割り込みされ
、毛細管６１８および分析チャンバ６２０は、ベースの上表面に割り込みされる。上層が
毛細管６１８およびチャンバ６２０を密封するために付け加えられると、カートリッジ４
００は、吸入口が開いたまま裏返され得る。吸入口および流体カートリッジ４００の全て
の入口は、内部経路の無菌を保つ膜で密封され、皮下注射針のみによりサンプルの導入（
および取り出し）を許容する。
【００７９】
　図１０は、図９のカートリッジ４００の分解図を示す。流体カートリッジ４００は、重
合体積層のレーザ焼灼に基づく技術を使用して、製作および組み立てられてもよい。複数
層のプラスチックシートは、出入口、チャネル、弁、貯蔵槽および他の流体構成要素を含
む積層チップを形成するために、レーザで切断され、結合される。多重積層チップの層は
、最初に、ＡｕｔｏＣＡＤ等のＣＡＤソフトウェアを使用して処理される。各層は、次に
、ＣＡＤファイルからの変換により、汎用レーザシステムＣО２レーザ切断システムを使
用して切断される。ベース６１４層は、次に、３次元構造を形成するために、任意に透明
な感圧接着剤の薄い層を使用して一緒に結合される。ポリエステル、アクリルおよびシリ
コーンエラストマーを含む、種々のプラスチックが、ベース層として使用されてもよい。
各ベースプラスチック層は、シリコン処理された剥離裏打層により保護された感圧接着剤
の２つの層によりサンドイッチされる。レーザ切断後、剥離層を除去し、各層に開けられ
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た整合孔６２６を通して取り付けられる一連のポストに切断部を合わせる。層は、厚みを
出すために重ねられる。これらを一緒に圧縮した後、組み立てられた構造は、ラミネート
機のローラを通して圧縮される。本プロセスは、複数の層構造を形成するために反復され
てもよい。ベース６１４が、毛細管およびチャンバ用に所望する形状で作製された後、被
覆層６１６が追加される。特に、カバースリップ６２８は、切断されたチャンバおよび毛
細管を覆うのに十分な大きさだが、基板全てを覆うほどには適用されない。カバースリッ
プ６２８は、接着層６３０（ベースに適用されるが、カバースリップが通過するための窓
がある）により囲まれている。他の接着層は、カバースリップの上に適用され、透明な重
合体カバー層が、ベース６１４を密封するために接着剤およびカバースリップに適用され
、密封された流体カートリッジ４００を製作する。完成した流体カートリッジ４００は、
例えば、約１インチ×３インチの標準の顕微鏡台に乗る標準サイズであってもよい。分析
チャンバ６２０を固定する流体カートリッジ４００に使用される材料は、光に対して透過
性であるため、流体カートリッジ４００は、顕微鏡照明により照射され、ＨＯＴレーザエ
ネルギーが、サンプルと相互作用できる。分析チャンバ６２０は、１つ以上の捕捉域（例
えば、図２－３の項目２１０）を含む。
【００８０】
　図１１は、複数のサンプル分析チャンバ６２０および接続毛細管６１８を伴う流体カー
トリッジ４００を示す。カートリッジ４００は、ユーザがサンプルを含有する少量の粒子
を毛管作用で貯蔵槽６３４に導入させる吸入口６３１を有する。サンプルは、次に、毛細
管６３５、および粒子の沈降（すなわち、沈殿）および捕捉域との相互作用を可能にする
分析チャンバ６２０に入る。サンプルは、圧力下で導入されるか、またはより簡単に、適
切な大きさの毛細管６１８の毛管作用を使用して導入されてもよい。上の実施例において
、カバースリップ６２８の下表面は、サンプル中に存在すると仮定される特定の抗原に結
合するために官能化された１つ以上の捕捉域を有してもよい。サンプルと接触した後、捕
捉域は、ＨＯＴシステムで探索され、捕捉域に密着したサンプル粒子は、結合強度を確認
するために「引っ張られ」てもよい。実験結合強度を設定された予測結合強度のマトリッ
クスと比較すると、細胞表面抗原等の特異的化学実体が存在するかどうかを確認できる。
官能化された捕捉域の適用が使用された領域において、非特異的結合の発生阻止を助ける
ため、カバースリップを他の物質で被覆することは有用である。シランは、本明細書にそ
の全体が参照として組み込まれる米国特許第５，６２０，８５７号に開示されるように、
本目的において有用である場合がある。
【００８１】
　図１２および１３ａは、本発明の一実施形態における流体カートリッジの代替的な構成
を示す。図１２は、本発明の実施形態における血液型判定を含む、粒子分析の実施に有用
なサンプルカートリッジ４００の平面図を示す。カートリッジ４００は、ベース７１２を
含む。整合孔６２６は、分析装置５００のジグ内の位置付けを可能にする。吸入口６２２
は、分析のためのサンプルを受け入れる。サンプルが吸入口６２２に適用されると、カー
トリッジ４００は、複数の毛細管６２８を通して互いに分離されてもよいサンプル分析チ
ャンバ６２０にサンプルを引き入れる。図１３は、一部充填された状態のカートリッジ４
００を示す。同時に、閉じ込められた空気が出口７２４から逃げる。最終的に、サンプル
チャンバは、完全にサンプルで充填される。代替的に、サンプルは、出口７２４を介して
、ポンプで、または負圧をかけることによりカートリッジから引き出されてもよい。上述
のように、一度分析チャンバ６２０が充填されると、粒子は、沈殿し捕捉域に接触する。
分析チャンバ６２０の上および／下表面は、光学的に透過性であり、画像化および光ピン
セットを可能にするため、粒子が画像化され、捕捉域のプローブとの潜在的結合相互作用
のテストのための光学力を受ける。図１２－１３に示すように、主な血液型抗原の分析の
ために捕捉域２１０を有するが、カートリッジ４００は、広範な粒子表面の分析に適応さ
れてもよい。
【００８２】
　カートリッジ４００のサンプルチャンバ６２０は、互いに分離しているため、捕捉域は
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、異なるプローブによって容易に官能化され得る。例えば、捕捉域は、クロスリンカ分子
を使用して反応性を与えられてもよく、異なる抗体溶液が、複数のチャンバ６２０に同時
に分注されてもよい。代替的に、捕捉域２１０を生成するために官能化される個々の基質
（図示せず）は、複数のチャンバ６２０に配置され、装着されてもよい。例えば、捕捉域
２１０は、次に装着されるガラスチップにプリントされてもよい。代替的に、複数の捕捉
域２１０は、単一の連続した基質（例えば、図９のチャンバ６２０内）上に製造される。
カートリッジ４００は、図１０の積層方法を使用して構築される。代替的に、毛細管、チ
ャンバおよび吸入口は、ベース材料のブロックから機械加工またはエッチングされるか、
または材料はこれらの空洞に成形されてもよい。適切なガスケットおよびカバーが、次に
、ベースに固定されてもよい。カバーは、吸入口６２２へのサンプルアクセスのために貫
通孔を含んでもよい。
【００８３】
　図１３ｂは、本発明の一実施形態における、高度に集積されたプログラム可能な流体カ
ートリッジ４００の模式図を示す。カートリッジ４００は、分析前にサンプルを自動的に
希釈し、試薬を自動的に分注できる。流体カートリッジ４００は、例えば、空気圧または
電気機械的な通路を介して遠隔で制御または操作できる内蔵された制御弁とポンプ、およ
び、インライン濾過器を含む。任意に、カートリッジ４００は、フィードバック制御ルー
プで使用するためのデータを作成するために、内部センサまたは圧力計を有してもよい。
種々の弁およびポンプ（例えば、柔軟な膜弁および膜ポンプ）が、オンボードでの流体操
作および制御のために、カートリッジ４００に含まれてもよい。分析手順に使用する前に
、カートリッジは、予め充填された緩衝液貯蔵槽およびビーズ溶液貯蔵槽を有する。入力
弁および換気弁の双方を開放したままにすることにより、緩衝またはビーズ溶液が、毛管
作用により貯蔵槽に誘導される。貯蔵槽を充填した後、入力弁および換気弁を閉じる。こ
れで、カートリッジが、使用前に長時間、制御された環境で保存される（例えば、製造さ
れ、予め充填された状態でユーザに輸送される）。使用中、サンプル流体（例えば、血液
型判定手順の全血）は、最初に、吸入口（インプット２）からサンプル貯蔵槽に導入され
る。弁Ｖ３からＶ６までとポンプＰ１、Ｐ２の適切な操作により、血液サンプルは、テス
トチャンバ（テスト領域１）に入る前に、緩衝液と混合され、希釈される。濾過器（ＰＩ
）は、血液サンプルの混入物また凝集物を除去するのに有用である。希釈された血液サン
プル等の処理されたサンプルも、テスト領域に入る前に、不要な物質（例えば、細胞また
は特異な抗体）を除去するために濾過されてもよい（Ｆ２およびＦ３）。テスト領域の処
理されたサンプルおよび表面捕捉域と相互作用するために、特定の表面特性を有する粒子
またはビーズを（Ｐ３，Ｐ４および弁７から１４を制御することにより）導入することも
可能である。
【００８４】
　図１３ｃは、本発明の一実施形態における別の流体カートリッジを示す。カートリッジ
は、多重層の重合体基質から形成されてもよい。カートリッジは、テスト領域、緩衝液貯
蔵槽、全血貯蔵槽と全ての流体通路を含む流体層、および個々の弁およびポンプを操作す
るために分配および使用される全ての空気圧チャネル（図示せず）を含む、空気圧制御層
から成る。カートリッジは、一体化された多岐管を介して、外部空気圧または機械的供給
源とこれらの空気圧制御チャネルを接続する、接続部（カートリッジの下部近傍に示され
る）を有する。弁は、通常、閉じられ、カートリッジ内の通常の流体圧力に対して密封で
きる。緩衝液は、最初に、毛管作用または圧力駆動手順により貯蔵槽に導入される。貯蔵
槽は、次に、弁ｖ３およびｖ４を閉じることにより密封される。血液が血液貯蔵槽に誘導
された後、弁Ｖ１およびＶ２が開放される。厳密にポンプ速度と量を制御することにより
、緩衝液および血液サンプルが混合され、テスト領域に確実にプライムされる。
【００８５】
　図９－１３ｃの実施形態において、サンプル分析チャンバの床と天井との間の距離は、
粒子が沈殿するために必要な時間、光学装置５００の達成可能な焦点深度、および非常に
狭いチャンバが詰まる傾向との間のバランスを最適にするように選択されてもよい。例え
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ば、チャンバのカバーは、重力に対して垂直に配向され、室温で保たれる時、細胞または
他の粒子が１０分以内に捕捉域に沈殿するように、１５から１００ミクロンの間でチャン
バのベースから離され得る。他の側面において、カバーおよびベースは、分析される粒子
の直径の２から１０倍の間で、または分析される粒子の直径の３から５倍の間で離されて
いてもよい。実施形態において、間隔は、調節されてもよいため、保持される流体の高さ
は、溶液中の任意の赤血球の実質的なフラグメント、大部分、または実質的に全てが１０
分未満で沈殿することを可能にする。異なる大きさおよび密度の粒子は、異なる速度で沈
殿し、チャンバの高さは適切に調節されることに留意する。
【００８６】
　図１４－１９は、可搬式パッケージ内に相互接続された複数の複合システムを含むコン
パクトなＨＯＴアプリケーション顕微鏡装置５００を示す。ＨＯＴ光学力適用アセンブリ
および画像機能を操作するために必要な全ての構成要素を含むことに加え、装置は、ユー
ザインターフェース構成要素も含む。例えば、システムは、モニタ、キーボード、マウス
、および可能ならタッチスクリーンユーザインターフェース画面をさらに含む。
【００８７】
　用語が本明細書で使用される場合、ホログラフィック光トラッピングは、粒子の操作を
可能にするために、特定量の流体内で光学勾配力（ｏｐｔｉｃａｌ　ｇｒａｄｉｅｎｔ　
ｆｏｒｃｅ）を生成するためのホログラフィック方法の使用を包含する。一般的に、単色
光（例えば、連続波レーザ光）は、反射により操作される動的位相パターニング光学要素
、つまり、空間光変調器（ＳＬＭ）により分光され、反射ビームの位相（および位相のみ
）は、ビーム内の位置関数としてリアルタイムで変調され得る。光学勾配力の性質は、非
常によく理解されている原理であり、ＨＯＴ、光ピンセット、光トラップ、光学渦、光ボ
トル、光学勾配、およびより一般的には光学的に定義されたポテンシャル等の専門用語の
使用により本発明の関連に実装され得る。ホログラフィック光トラッピングの方法は、例
えば、１９９８年２月２日に出願された米国特許第６，０５５，１０６号（「Ｇｒｉｅｒ
」）および２００３年１２月１２日に出願された米国特許出願第１０／１７３５，３９５
号（「Ｇｒｕｂｅｒ」）に記載されており、参照により本明細書に援用される。
【００８８】
　実質的に単色の光学ビームが、任意の適切なレーザにより提供されるように、流体量に
対して画定されるポテンシャルを生成するために使用される。有用なレーザは、個体レー
ザ、ダイオード励起レーザ、半導体レーザ、ファイバレーザ、ファイバによりホストされ
たレーザ（ｆｉｂｅｒ－ｈｏｓｔｅｄ　ｌａｓｅｒ）、気体レーザ、色素レーザ、アレキ
サンドラレーザ、自由電子レーザ、ＶＣＳＥＬレーザ、ダイオードレーザ、Ｔｉサファイ
アレーザ、ドープＹＡＧレーザ、ドープＹＬＦレーザ、ダイオード励起ＹＡＧレーザ、お
よびフラッシュランプポンプＹＡＧレーザを含む。１０ｍＷから２０Ｗの間で操作される
、ダイオード励起Ｎｄ：ＹＡＧレーザが望ましい。生体物質の調査のために光学力場を形
成するために使用されるレーザビームの好適な波長は、赤外、近赤外、可視赤、緑、およ
び可視青波長を含み、約４００ｎｍから約１２００ｎｍの波長が最も望ましい。プローブ
または標的との異なる相互作用を最適化するために選択される、異なる波長の複数のレー
ザの同時または順次使用も可能である。
【００８９】
　装置は、医療環境で一般的に見られる可動フレームまたはカートに装着するのに適切な
大きさおよび形状の包囲体内に含まれてもよい。一般的に、可動医療および診断装置用の
カートは、患者のベッドまたは手術室の横の空間を占めるのに十分に小さく作られてもよ
い。例えば、装置を装着したカートは、移動のために４つの車輪のついた、約２６インチ
、長さが約２６インチ、幅が１８インチ、そして高さが約３２インチ（腰の高さ）、また
はそれより小さくてもよい。ＨＯＴシステムおよび顕微鏡の包囲体は、日常のメンテナン
スおよび内部構成要素の修正において、容易にアクセス可能であるべきである。ユーザイ
ンターフェース構成要素は、ベース包囲体システムの付属物として装着されてもよく、柔
軟な導管またはワイヤレス伝送技術を用いて相互接続されてもよい。コンパクトなシステ
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ムは、顕微鏡画像化能力を有し、対物レンズ、カメラ、および必要なチューブレンズを含
む。
【００９０】
　本システムは、調査中のサンプルの照明機能を提供する。明視野顕微鏡、蛍光顕微鏡、
または両方の照明が提供されてもよい。本システムは、光源が関連のある視野全体を照明
するためにサンプルの上にある、明視野照明機能を含んでもよい。このような光源は、直
接、包囲ハウジングに組み込まれてもよい。蛍光顕微鏡において、蛍光光源は、包囲ハウ
ジング内に含まれ、サンプルの下から照明を提供するように配置されてもよく、または、
例えば、装置の蝶番蓋に伴われたダイオード等、上からであり得る。顕微鏡に一般的に使
用されるこれらを含む他の画像化モードも装着されてもよい。
【００９１】
　顕微鏡対物レンズおよびＨＯＴ構成要素の焦点は、エンドユーザによる簡単な操作を促
進するために中央源から制御される。サンプルホルダが手動または自動的に充填される時
、サンプル台は、少なくとも、ＸおよびＹ軸の移動制御を提供する。台の動きは、機械化
され、中央源から制御されてもよい。システムは、１インチ×３インチ、および２インチ
×３インチであるサンプルスライドを収容できることが予想される。スライドの厚さは、
１ｍｍから３ｍｍの範囲であってもよい。しかしながら、システムおよび台は、図９－１
３のカートリッジ４００を含む、他の大きさおよびサンプル調製の構成を受け入れられる
ように構成されてもよいことを理解するべきである。システムの包囲を保つために、台に
サンプルを取り付けるためにユーザにより開放され、次に、システム操作前に閉じられる
アクセス口またはサンプル窓を提供してもよい。機構を調節する自動ｚ軸は、異なる種々
のサンプルプレートの厚さを自動的に検知し、次に、台の距離を対物レンズに調節するこ
とにより厚さの差異に対して自動的に修正する。自動ｚ軸調節機構は、カートリッジ４０
０の表面がどこにあるかをおおよそ同定するために使用されてもよい。次に、画像化処理
ルーチンが、所与の領域の着目粒子を同定し、ＨＯＴ起動前に台の最終の高さを設定する
ために異なる高さで、一連の明視野画像を分析するために使用されてもよい。
【００９２】
　システムに関する全てのレーザ源は、キャビネットハウジング内に包囲されている。少
なくとも１つのレーザがＨＯＴシステムに使用されるが、さらなるレーザが複数のサンプ
ルの操作、照明の提供、または焦点の監視のために提供されてもよいことが想定される。
レーザおよび任意の必要な伝送導管の全てが、可動カート内、好ましくは、システムの包
囲ハウジング／キャビネット内に含まれる。装置は、ＨＯＴシステムを制御するために構
成されるコンピュータシステム、動力付き焦点システム、自動焦点システム、およびユー
ザインターフェース構成要素も含む。コンピュータシステムは、Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｗ
ｉｎｄｏｗｓ（登録商標）およびＮａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　Ｌａｂ　
Ｖｉｅｗソフトウェアシステム等の簡単に使用できるソフトウェアを使用してもよい。シ
ステムの全電気構成要素に必要な電力は、特定の地域で使用される、任意の電気壁コンセ
ントと互換性のある単一電源コードから提供されてもよい。例えば、電源コードは、１１
０ボルト、１５または２０ＡＭＰＳの電気供給と整合させてもよい。装置は、コンパクト
で、可動で、使い易いため、従来の保健医療または診断研究環境で使用されてもよい。
【００９３】
　図１４は、顕微鏡およびカメラ構成要素を伴うＨＯＴシステムの概略図を示す。図は、
米国特許出願第１０／７０１３２４号から複製され、参照によりその全体が本明細書に組
み込まれる。図は、構成要素の大きさと配置の理由から固定されているシステムを示す。
本装置は、回折光学素子（ＤＯＥ）１３、伝送光学Ｌ１を通り、分光器５１を通過し、領
域「Ｂ」に位置するサンプルに作用し得る、レーザビーム１０を生成するＹＡＧを伴うＨ
ＯＴ構成要素システムを使用する。さらに、システムは、上からの画像照明、およびサン
プルの画像を捉え、画像をオペレータ６５に伝送するための、下に位置するビデオカメラ
６４Ｃを含む。画像は、ビデオスクリーンに伝送されてもよい。本システムは、さらに、
オペレータが使用する制御ソフトウェアを提供する、種々の電子構成要素にリンクするコ
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ンピュータ６６を含む。このような既存の当該分野システムは、従来の顕微鏡、レーザ、
照明、およびビデオカメラ構成要素を利用し、かなり大きくなる。各構成要素サブシステ
ムは、従来は、安定した、作業台環境でそのようなシステムの組み立てを必要としていた
、比較的安定した搭載表面を必要とする。
【００９４】
　米国特許出願第０９１８８６，８０２号から複製した他のＨＯＴシステムおよび顕微鏡
の組み合わせを、図１５から１７に示すが、参照によりその全体が本明細書に組み込まれ
る。図２Ａに模式的に示すように、システム構成要素は、前述のシステムの構成要素と類
似する。ＨＯＴレーザ１０２は、ビームを光学素子２２に向け、焦点レンズ１２の後方孔
２８を通して器１０中の検体に誘導するように、分光器３０にビーム１１００を生成する
。このシステムの主要部は、図１６に示す顕微鏡である。顕微鏡６０は、上６１からの照
明源、対物レンズ５６および前金具５４で受容されるＨＯＴシステム用にハウジングを提
供するために大きく、固定されている。ＨＯＴレーザシステムは、光ファイバ１５０を通
して外部レーザ源に接続されている。図２Ｃに示すように、ＨＯＴサブシステム５０は、
複数の鏡および１つ、次に２つの伝送レンズＴ０１およびＴ０２、光学素子５１、光チャ
ネル５３Ａおよび５３Ｄ、および分光器５８を着装するために、ハウジング５２を提供す
る。
【００９５】
　これらの図に示されていないが、顕微鏡６０に接続されるのは、コンピュータ、カメラ
、サンプル台、移動および焦点機構、およびレーザ発生器等の追加の構成要素である。従
来のスケールの顕微鏡６０の周辺に相互接続されなければならない複数の複合サブシステ
ムは、システム全体の可搬性を無くしてしまう。
【００９６】
　本発明の例示的実施形態におけるコンパクトで可動なＨＯＴ顕微鏡装置５００を図１８
に示し、構成要素部分の模式図を図１９に示す。装置５００は、装置の作業構成要素を格
納するために包囲体９０２を含む。包囲体は、軽量で、耐久性があり、ＨＯＴで使用され
る波長でのレーザ光の伝送を阻止できる、任意の硬質な材料から作製される。包囲体は、
好ましくは、例えば、カート等の車輪構造９０４上に配置可能、または車輪構造９０４の
一部である。カート９０４は、少なくとも２つの車輪９０６を有し、好ましくは、安定性
のため、４つの車輪を有する。
【００９７】
　装置５００は、コンピュータ９０８およびレーザ発生器９１０および９１２等の大型電
気構成要素、および電源供給等の他の大型電気構成要素等が、可動カートのさらなる安定
性のため、より低い重心を保持するために下部９１４に配置されるように構成されてもよ
い。このような構成要素は、外部にレーザ光を放出しない場合、包囲される必要はない。
安全上の問題、光伝送要件、有限移動能力、レーザ光の侵入のため、包囲されなければな
らない光放出構成要素は、包囲体９０２により包囲される上部９１６に格納されてもよい
。包囲体９０２は、それを介してユーザが装置５００内部構成要素にアクセスでき、装置
により操作されるサンプルカートリッジ４００を配置できる蓋９１８等、閉鎖可能な開口
部を有するように構成されてもよい。代替的に、トレイが、自動的に装置５００から延び
出し、カートリッジ４００を受容するために引込み、分析のために適切にトレイを位置決
めしてもよい。当該分野に周知のように、回転機構およびスプリング装填のスロットを含
む、サンプルカートリッジを装置に装填するための他の機構も、使用されてもよい。可動
カバー９１８により保護される開口部９２０は、オペレータが、サンプル台９２４のサン
プル領域９２２にサンプルカートリッジ４００を配置できるように十分な大きさでなけれ
ばならない。カバー９１８は、カバーが開放されているときに装置が危険に操作されない
ように、停止スイッチを含まなければならない。サンプル台９２４は、カバーの直下に位
置付けられる。台システムは、Ｎｉｋｏｎ　ＴＥ２０００Ｕ用のＨ１１７　ＸＹ台を用い
たＰｒｉｏｒ　ＰｒｏＳｃａｎ　ＩＩ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒおよび焦点つまみカラーで
あってもよい。台９２４および焦点ノブは、エンコーダを有してもよい。対物レンズ９２
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６は、カートリッジ４００上の捕捉域を画像化するため、およびホログラフィック光トラ
ップを形成するために、サンプル台９２４の直下に位置付けられる。対物レンズ９２６は
、Ｎｉｋｏｎ　ＣＦ１　Ｐｌａｎ　Ａｐｏ　４０Ｘ　Ａｉｒ　ＮＡ＝０．９５，ＷＤ＝０
．１２－０．１６であってもよい。対物タレットは、Ｎｉｋｏｎ　ＴＥ２００タレットで
あってもよい。
【００９８】
　ＨＯＴサブシステム９２８は、対物レンズ９２６の直下に位置し、ＢｉｏＲｙｘ２００
（Ａｒｒｙｘ，Ｉｎｃ．）の使用に適合され得る。回折光学素子（ＤＯＥ）、スポットブ
ロッカ、コリメータ、および他の関連するレンズおよびリレー光学を含むＨＯＴサブシス
テムの構成要素は、光学力を発生するために使用される所与の単色光波長（例えば、１０
６４ｎｍ）用に構成されてもよい。使用されるＤＯＥは、例えば、Ｂｏｕｌｄｅｒ　Ｎｏ
ｎｌｉｎｅａｒ　Ｓｙｓｔｅｍ（機種Ｐ５１２－１０６４）の空間光変調器（ＳＬＭ）で
あってもよい。ＳＬＭは、高電力操作に対して絶縁被覆を有してもよい。中央スポットブ
ロッカは、ＳＬＭからのゼロ次反射および高次域を遮断するために使用されてもよい。Ｈ
ＯＴシステムは、サンプル台に向けられた放射口を有する。２色性ミラー９２７が、他の
照明および画像波長が、同時に光路を介して伝送される間に、ＨＯＴサブシステム９２８
から放射される光学トラッピング光をカートリッジ４００に誘導するために使用されても
よい。
【００９９】
　レーザをレーザ源に接続するための光ファイバ９３０は、Ｏｚ光ファイバであってもよ
い。ＨＯＴレーザは、ＦＣコネクタを用いたＩＰＧ１０Ｗファイバレーザであってもよい
。さらに、マイクロレーザシステムＦＣ２０－ＩＲ－Ｔ／Ａ等のＨＯＴサブシステムを接
続するために、コリメータが使用されてもよい。ＨＯＴサブシステムは、回折光学素子を
制御するためのコンピュータ９０８への接続（図示せず）も有する。
【０１００】
　照明源を含む他の構成要素が、包囲体９０２内に含まれてもよい。コンパクトシステム
用の一照明方法は、明視野照明源９３２を使用する。サンプル領域９２２の上から照明を
提供するために、明視野照明９３２のためのコンパクト構成要素の１つは、図１８に示す
ように、可動カバー９１８にそれを配置することである。このような明視野照明９３２は
、一定の照明を確保するために、拡散器９３４で約５２５ｎｍの波長を出力するＬＥＤ光
源を含んでもよい。
【０１０１】
　代替的な照明源、または好ましくは、追加の照明源が、サンプル領域９２２の下に位置
付けられる蛍光励起照明器９３６を含んでもよい。蛍光励起光は、励起フィルタ９３８を
通して２色性ミラー９４０に伝送される。蛍光照明は、落射蛍光キューブ（例えば、ＴＥ
２０００Ｕキューブ（Ｎｉｋｏｎ）のＤＡＰＩ－ＦＩＴＣＴＲ）に結合されるＥｘｆｏ　
Ｅｘｃｉｔｅ照明器等のサブアセンブリの一部であってもよい。代替的に、蛍光励起の照
明源は、カバー９１８内のサンプル領域の上に位置する包囲体９０２に組み込まれてもよ
い。
【０１０２】
　他の任意の構成要素サブシステムは、対物レンズ９２６に対して台９２４の自動焦点を
補助するレーザ整合誘導システム（ＬＡＧ）９４２である。ＬＡＧ整合レーザ９４２は、
６３５ｎｍで操作するダイオードであってもよい。レーザは、離れた遠隔レーザ源９１２
により出力されてもよく、レーザ光は、光ファイバ９４４を通して主包囲体９０２に伝送
されてもよい。代替的に、レーザ９４２は、９０２包囲体内に直接装着するのに十分に小
さくてもよい。整合レーザ９４２は、直接、または光ガイド９４４（例えば、光ファイバ
）を通すかのいずれかで、発光フィルタ９５０を通してサンプル台対物領域へ次に進むレ
ーザエネルギーを伝送する、２色性ミラー等の分光器９４８にレーザビーム９４６を送達
する。
【０１０３】
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　システムの使用性を補助する他のサブシステム構成要素は、共通の計算アセンブリ５４
０によるか、または装置のオペレータへの分析のためのサンプルの画像を収集し、伝送す
るためのカメラ９５２である。カメラは、電荷結合素子（ＣＣＤ）または等価物であって
もよい。カメラは、好ましくは、サンプル台９２４のサンプル領域９２２の位置と整合さ
れるように、包囲体９０２に装着される。カメラ光学の一部は、カメラの表面に画像を集
束するためにチューブレンズ９５４を含んでもよい。システム用の適切なカメラの実施例
は、冷却型カラーＱｉｍａｇｉｎｇ　Ｒｅｔｉｇａ　Ｅｘｉである。ビデオ出力は、他の
制御、監視およびデータ分析特徴も表示できるコンピュータ画面９５６上で見ることがで
きる。
【０１０４】
　システムは、ユーザにテキストを表示するためのＬＣＤユーザインターフェーススクリ
ーン９５６を含む、ユーザインターフェース９６０を介して制御されてもよく、タッチス
クリーン機能を提供してもよい。代替的に、ユーザインターフェース９６０は、システム
の自動プロセスを開始するためのいくつかのプッシュボタン制御９６２を提供してもよい
。さらなる代替は、示されていないが、本発明の種々のサブシステムを制御できるコンピ
ュータ上に格納されるソフトウェアと直接対話するためのコンピュータキーボードであっ
てもよい。
【０１０５】
　コンパクトＨＯＴ／顕微鏡システムの全てのサブシステムおよび個々の構成要素は、当
該分野で公知の従来の機械的締結具により、車輪構造に装着されてもよい。さらに、従来
の緩衝システムが追加されてもよい。
【０１０６】
　図８および１８の装置５００は、高度に自動化された操作を可能にする。図２０は、装
置５００に実装される例示的な制御スキームのフローチャートである。直列的に説明され
ているが、実施形態の多くのまたは全ての操作は、複数の粒子上で並行して、装置５００
により実施されてもよい。カートリッジ４００にサンプルを充填し、同一領域９２２にカ
ートリッジを実装した後、そして粒子を沈殿させ、捕捉域２１０に接触させた後、分析が
開始されてもよい。分析は、ボタンを押すことにより（物理的またはＧＵＩを介して）手
動で開始されてもよい（ステップ１２００）。代替的に、顕微鏡アセンブリ（図８の項目
５２０）は、計算アセンブリ（図８の項目５４０）と共に、カートリッジ４００の存在を
検知し、粒子が沈殿フェーズを終了した時を判定するために粒子を追跡し、それから、光
学力分析を開始してもよい。必要に応じて、時間の延長が、粒子の捕捉域２１０へのさら
なる結合のために割り当てられる。カセットの温度も、結合を最適化するため、または一
定の結果を確実にするために自動的に制御されてもよい。装置は、自動的に捕捉域（ステ
ップ１２０５）に焦点を当てる。装置は、次に、自動的に１つ以上の粒子を探し、次に、
即時分析のために、これらの１つ以上を選択する（ステップ１２１０）。任意に、装置は
、特異な一連の基準を満たすかどうかを判定するために粒子を画像化する（１２２０）。
例えば、血液型判定において、リンパ球が区別されていない場合、リンパ球の光学力は、
せいぜい時間を無駄にするだけであって、最悪の場合、結果を歪める。装置は、パターン
認識ルーチン、大きさおよび形状データ（例えば、赤血球または他の粒子の特定の外観範
囲内の物質の検知）、吸光データ（例えば、赤血球の赤色の検知）、蛍光顕微鏡データ（
例えば、色素または標識化された抗体の存在）、他のスペクトルデータまたはこの判定の
ための他の非スペクトル評価を使用してもよい。装置は、次に、粒子に変位させる可能性
のある力を適用するために選択された粒子の近傍で、光場勾配を自動的に作動する（ステ
ップ１２３０）。力の適用中および／または適用後に粒子の画像化を継続することにより
、力に応じて粒子の任意の変位を検知（ステップ１２４０）することで、粒子の捕捉域の
親和性またはアビディティが判断されてもよい。上述のように、捕捉域は、標的検体種を
特異的に結合するプローブを含むため、粒子の表面上のこれらの検体の存在が判定され得
る。後続の分析のため、装置は、関係した捕捉域の観点から、コンピュータメモリに分析
した各粒子の位置を記録する。捕捉域の同定は、機械可読マーカから、基準マーク（カー
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トリッジは特定の配向での挿入においても重要である）に関するカートリッジの配向の情
報から、または他の方法から判定されてもよい。粒子の選択および分析は、終了閾値が満
たされるまで、任意の自動焦点ステップで反復される（ステップ１２５０）。閾値は、例
えば、総計での分析された粒子の所与の数、各捕捉域での分析された所与の数、最大時間
の経過、または統計上の誤差指標（例えば、特定値以下の基準偏差の達成）であってもよ
い。さらに、複数の視野が、単一の捕捉域２１０内、または複数の捕捉域２１０でのいず
れかで採取されてもよい。位置の誤差を補正するために、自動焦点ルーチンが、視野での
各変更に従って実施されてもよい。データが、次に分析され、ユーザに提出される（ステ
ップ１２６０）。血液型判定、または他の臨床使用の場合、分析は、血液型または他の臨
床的に適切な意味上の価値を含んでもよい。
【０１０７】
　図２１は、ＩｇＭから誘導された抗原結合タンパク質フラグメントを用いて捕捉域２１
０等の表面を被覆するための方法を含む、一実施形態を模式的に示す。ＩｇＭ分子を含有
する溶液が２－メルカプトエチルアミンＨＣｌ、ジチオスレイトール、または２－メルカ
プトエタノール等のジスルフィド還元剤を用いて処理される。例えば、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）のＩｍｍｕｎｏＰｕｒ　ＩｇＭフ
ラグメンテーションキットは、種々の分割方法の使用説明書および試薬を含む。これらの
反応は、還元時間、温度、および還元剤の相対濃度を制御することにより、特定の分子量
で抗体フラグメントを生産できる。これらのフラグメントは、次に、ガラスまたは結晶ス
ライド、粒子、３次元構造、樹脂、またはゲル等のマトリックス上で固定されてもよい。
得られたマトリックスは、次に、ＩｇＭにより認識された抗原に対し特異な親和性を有す
る。一実施形態において、マトリックスは、ガラススライドまたはガラススライド領域で
ある。固定化は、種々の結合化学性質を使用して実施されてもよいが、いくつかは、Ｐｉ
ｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）から入手可能である
。例えば、スルホサクシニミジル４－［Ｎ－マレイミドメチル］シクロヘキサン－１－カ
ルボキシレート（スルホ－ＳＭＣＣ）は、フラグメント上のスルフヒドリル基をガラスマ
トリックス上のアミノ－シランにクロスリンクするために使用されてもよい。このような
多重マトリックス（独立的構造上に配置される領域または連続構造の近傍または離れた領
域上の共に配置される領域）は、変動する親和性の領域を作製するためにフラグメントで
被覆されてもよい。細胞は、複数の領域に曝されてもよい。強度に関するパラメータまた
は細胞と表面との間の相互作用の相対強度を観察することにより、表面上の抗原が同定さ
れてもよい。一実施形態において、細胞は、赤血球であり、抗原特異性結合領域は、血液
型を認識する。
【０１０８】
　前述のように、上述の本方法および装置は、血液型判定だけでなく、他の多くの生物、
生物化学、および化学分析手順に有用であろう。例えば、赤血球の分析の代わりに、リン
パ球、培養細胞、バクテリア、生検組織等を分析してもよい。１つ以上のプローブが各捕
捉域で使用されてもよく、例えば、捕捉域は、混合されると、一定の種類の幹細胞または
癌細胞において特異性を付与する３つの抗体の混合物を有してもよい。梅毒、ＨＩＶ、ま
たは肝炎Ｂ細胞表面抗原のテストは、同様の種類のタンパク質結合リガンド測定法を使用
することにより想定されてもよい。分析される細胞は、使用前に精製される（例えば、蛍
光活性化細胞分類の使用）。さらに、多数の異なるサンプルは、単一の基質上でテストさ
れるか、または多数の異なる単一サンプルテストが、単一基質上でテストされてもよい。
【０１０９】
　本発明の実施形態を用いて実施される莫大な種類の測定法が存在するが、これらの多く
は、以下に記述する、次の３つのカテゴリーに該当する；直接測定法、間接測定法、およ
び競合的測定法。
【０１１０】
　直接測定法は、直接標識化されたプローブ分子が標的と相互作用する方法に関するパラ
メータ観察の実施を含む。光学力への反応の観察に関する実施形態において、標識は、粒
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子等、光学的に活性な物質であってもよい。例えば、固定抗体を有する直径が１から１０
０ミクロンのガラスまたはプラスチックビーズは、特異的に、または非特異的に基質に結
合する標的検体を探索するために使用されてもよい。検体は、共有結合的に、または非共
有結合的に、基質に結合してもよい。プローブおよび標識は、例えば、プローブとして作
用する表面タンパク質を発現する自然または遺伝子組換え細胞等、単一の生物学的実体に
混合されてもよい。血液型判定測定法において、赤血球は、全ての赤血球に共通する抗原
を使用する表面に付着され、粒子は、赤血球と接触する血液型抗原を保有し、そして結合
粒子の光学力への反応性は、細胞表面を特徴付けるためのパラメータとして使用されても
よい。図２２ａおよび２２ｂは、直接測定法の実施例を示す。検体抗原２２５は、捕捉域
２１０に結合され、固定抗体プローブ３００を伴う粒子２２０は、捕捉域２１０と接触し
、結合される。該当する場合、結合相互作用の強度は、上述のように、光学力の適用を使
用して判定される。抗体３００が、図２２ａに示すように、抗原２２５を認識する場合、
抗体３００が非結合抗原２２５’を認識しない、図２２に示す、代替シナリオで必要とさ
れるよりも強力な力が、粒子２２０の置換に必要とされる。代替的に、標的が、抗体であ
ってもよく、粒子上のプローブが、抗原であってもよい。
【０１１１】
　対照的に、間接測定法は、第１のプローブに結合される第２のプローブの性質の検知を
含む。直接測定法と同様、パラメータは、第２のプローブが適切に標識されると、第２の
プローブの光学力であってもよい。第２のプローブは、第１のプローブの化学実体、また
は第１のプローブ（または別様に微粒子）の標識のいずれかに特異的であってもよい。図
２３ａに図示する実施例において、非標識の単クローンマウス抗体３１０が、第１のプロ
ーブとして使用され、固定標的抗原２２５（例えば、直接、基質２００上に固定されるか
、または固定細胞に組み込まれる）と接触し、第２のプローブは、多クローンウサギ抗マ
ウス抗体である付着プローブ部分３００で標識化された粒子２２０であってもよい。第２
のプローブ粒子２２０は、第１のプローブ抗体３１０と接触し、結合を可能にし、粒子へ
の光学力の適用に対する反応を観察することにより特異的な結合相互作用のためにテスト
されてもよい。図２２ｂに示すように、特異的な結合反応の欠損は、低光学力レベルでの
粒子２２０の変位を可能にする。他の実施例において、ＨＩＶ（ヒト免疫不全ウイルス）
抗原は、基質に付着される。基質は、患者の血清に曝される。ＨＩＶ抗体が存在する場合
、これらは、基質上でＨＩＶ抗原に結合する。患者の血清は、緩衝液で洗浄することによ
り除去され、実質的に不撹乱状態の特異的な結合抗体を残存させる。ヒト抗体に特異な粒
子標識化された抗体（例えば、ウサギ抗ヒトＩｇＧ）が、導入され、光学力の適用を介し
て、特異な結合をテストされる。この種類の測定法は、一つのみまたは数種類のみの粒子
標識化されたプローブが、遥かに多くの数の検体分子を検知するために使用され得るので
、多重化の関連において、特に利点がある。例えば、ヒト病原体に対する種々の抗原は、
複数の域間で流体連通を生じるような方法において、離れた捕捉域および添加された抗体
を含む患者サンプル（例えば、血液または血清）で固定される場合がある。抗体が結合す
るのに十分な時間を与えた後、粒子標識化された抗ヒト抗体（例えば、抗ＩｇＧ、抗Ｉｇ
Ｍ、抗ＩｇＧ、抗ＩｇＡまたはその組み合わせ）の溶液が添加され、捕捉域に結合するこ
とを可能にさせる。光学力（並行光学力を含む）は、次に、患者の過去の病原体暴露また
は免疫状態についての結論に達するための粒子の反応を探索するために使用されてもよい
。このような技術は、１から４の間の標識化された粒子種を並行して使用して、いくつか
の、１０または１００もの抗原に適用されてもよい。非常にわずかの粒子種しか必要とし
ないため、結果を解析するために、各粒子種に、例えば、異なる励起または発光波長のフ
ルオロフォアでタグをつけることは、比較的簡単である。他の実施例において、患者の抗
体のプロファイルは、アレルギー診断の目的のため、多数の抗原に関して判定されてもよ
い。
【０１１２】
　競合的測定法は、結合検体またはレポータ、または他の分子の変位と付随した現象を検
知することを含む。参照により本明細書に組み込まれる、Ｗｅｅｔａｌｌらの米国特許第
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５６２０８５７号は、光ピンセットを使用した競合的免疫測定法を実施するための方法を
開示している。しかしながら、開示された測定法は、せいぜい、直列的な方法で実施され
、より少ないデータポイントをもたらすにすぎない。したがって、ほとんどの情報が所与
の時間で得られず、同様に、低い信頼結果を得るだろう。対照的に、本明細書で説明され
る競合的測定法実施形態は、例えば、ＨＯＴを使用して同時に多数の粒子をテストするこ
とにより、並行した方法で実施されてもよい。結果として、より多くのデータポイントが
、より高い信頼結果および／またはより多くの種類の標的がテストされてもよい。図２４
および２５は、競合的結合で光学力を使用するいくつかの測定法構成を示す。
【０１１３】
　図２４の反応スキームに示すように、３重サンドイッチ構造が、捕捉域２１４および２
１５で形成される。サンドイッチは、基質結合プローブ３００’、基質の捕捉域上に共有
結合的に固定される代理分子２２７、および粒子上２２０に共有結合的に固定される粒子
結合プローブ３００から成る。代理分子２２７は、標的サンプルの着目検体のプローブと
少なくとも同一または類似する、プローブ３００および３００’に対する結合能を有して
もよい。捕捉域２１４および２１５は、異なる検体２２５に特異的であるプローブ３００
および３００’および代理分子を有する。例えば、代理物は、着目抗原の組換え形態であ
ってもよい。さらに、基質結合プローブ３００’は、種々の着目検体に異なる親和性また
は特異性を有してもよく、適切な代理分子２２７および粒子結合プローブ３００を用いて
３重複合体として事前に構築されてもよい。サンプルが添加される時、検体分子がプロー
ブ３００および３００’において親和性を有する場合、これらは、相対結合定数および質
量作用に依存する度合いで、平衡に近づくための所与の適切な時間で、代理分子２２７を
変位させる傾向にある。粒子２２０および捕捉域が、中間濃度の検体２２５の下、多価の
方法で相互作用する場合、いくつかの代理分子のみが、競合的に変位される傾向にある。
これらの中間状態は、粒子を置換させるために必要な光学力の量の差異として検知される
。
【０１１４】
　図２５は、代理分子２２７が、検体分子２２５よりプローブ３００および３００’に対
して低い親和性を有する、競合的測定法のための反応スキームを示す。捕捉域２１４およ
び２１５は、異なる検体２２５に対して特異的であるプローブ３００、３００’および代
理分子を有する。結果として、代理分子が、添加されたサンプルから標的検体２２５によ
り競合的に変位される場合、捕捉域２１５と粒子２２０との間の結合相互作用は、増大し
、これは、粒子を変位させるために必要な光学力の増加として検知されてもよい。捕捉域
２１４が非相互反応検体に親和性を有する場合、この域のサンドイッチにおける結合力は
、撹乱されないだろう。他の測定法実施形態と同様に、本プロセスは、複数の粒子（例え
ば、３、５、１０、１００、またはそれ以上）上で並行して実施されてもよい。
【０１１５】
　図２４－２５の競合的測定法の代替実施形態において、標的サンプルは、同時に１つの
標的域のみに接触する、または複数の標的域に接触するように添加されてもよい。例えば
、捕捉域は、個々、実質的に分離されたサンプルホルダのウェルであり得、サンドイッチ
構造は、基質結合抗体３００’を伴う捕捉域に適切な代理分子２２７を添加し、洗浄し、
粒子結合プローブ３００の添加し、そして再度洗浄することによって作製され得る。その
後、構造は、使用可能な状態になる。
【０１１６】
　しかしながら、捕捉域が、単一の流体構造内の単一基質上の単なる領域である場合、状
況は、著しくより複雑になる。この場合、添加された流体は、複数の捕捉域と連通する。
結果として、代理分子は、複数のプローブの種類のサンプルを採取し、適切なプローブと
結合するように長時間、捕捉域と共にインキュベートされる必要がある場合がある。粒子
２２０は、沈殿するのに十分に重い傾向にあるため、これらが、複数の捕捉域２１０に向
かう傾向にない。これを克服するために、粒子結合プローブ溶液が、適切な捕捉域２０１
上に直接分配されてもよい。拡散および相互反応を避けるために、一次的なウェル構造が
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形成されてもよい。一次的なウェル構造は、沈殿するのに十分に長い時間、基質に押し付
けられるピぺットチップであってもよい。代替的に、貫通穴の配列が、基質と接触しても
よく、粒子が分配され、貫通孔の配列を除去する前に沈殿が可能になる。また他の代替的
な実施形態において、捕捉域は、基質の小さいくぼみに位置し、添加されるウェルに含有
可能な量（正のメニスカスを可能にする表面エネルギー作用による）よりも少量の粒子含
有流体量が添加される。大量の添加された試薬およびサンプルは、複数のくぼみから溢れ
、全ての捕捉域にアクセスするであろう。
【０１１７】
　いずれの場合も、得られた流体連通サンドイッチ配列構造は、溶液中の複数の検体の競
合的結合測定法に使用されてもよい（例えば、３、１０、１００、または１０００または
より異なる検体が測定されてもよい）。特定の実施例において、サンドイッチ配列は、診
断または研究目的のため、生物学的サンプルの数十から数千もの異なるタンパク質を検知
できるプロテオミクスセンサである。位置が既知の（例えば、個別の捕捉域にタグ付けま
たは位置された）複数のサンドイッチ構造の種類を使用することにより、動的範囲を増大
してもよい。複数のサンドイッチ構造は、異なる検体濃度範囲に反応するように構成され
てもよい。例えば、代理分子およびプローブの相対的な親和性は、異なる濃度範囲での同
一検体を検知するように構成された複数の捕捉域間で異なる。
【０１１８】
　（実施例１、自動顕微鏡検査および光学力を使用した血液型判定分析）
　ユーザは、サンプルドアを開け、サンプルチップを内部に配置する。ユーザは、ドアを
閉め、タッチスクリーン上の「テスト開始」ボタンを押す。対物レンズ、したがって、画
像面は、カートリッジカバー（カバースリップ）の底より遥かに低いところ（１ｍｍくら
い）から始まる。顕微鏡台は、限界を探すためにその限界へ移動し、次に、サンプルチッ
プ上の第１の捕捉域の中心に対応する位置へ移動する。ソフトウェアは、赤色自動焦点レ
ーザをオンにし、焦点ノブが回転するように誘導し、対物レンズを１００ｕｍ／ｓ以上で
上げる。カメラ画像は、システムが、レーザの反射がカバースリップの底表面から離れた
ことを表す赤いフラッシュを感知するまで観察される。適切なアルゴリズムは、レーザの
反射がピークの時を判断するために使用される。次に、自動焦点レーザを切り、緑のＬＥ
Ｄ照明をオンにし、画像面が、ほぼカバースリップの中央になる（底表面の位置、および
予測されたカバースリップの厚さに基づく）ように、対物レンズを調節する。デジタルカ
メラは、赤血球同定に使用される任意の後続画像から取り去られる背景画像を取得する。
焦点機構は、次に、カバースリップの上部と予測される位置の約２０ミクロン下まで画像
面を移動するように誘導される。焦点は、次に、さらにいっそうゆっくりと上げられ、画
像変化するカメラ画像が取得される。アルゴリズムは、赤血球が焦点に入ってきた時、お
よび再び焦点の外へ去った時を判断する。一度、正確な平面を通過すると、焦点はその平
面に戻り、サンプル中の無処理ＲＢＣがどこであるかを判断するために、画像処理が実行
される。大きさ、円形度、および縁の連続性に基づき、利用可能なＲＢＣが同定される。
他に非常に近いもの、または光トラップが到達できない領域、またはカメラ画像の端に非
常に近いものは、無視される。残りのＲＢＣは、１回に４つ、テストされる（利用可能な
レーザにより与えられる限度）。光トラップは、各細胞の中央に配置され、カバースリッ
プにほぼ平行に７ｕｍ／ｓで２０ｕｍ移動されるが、トラップは、数ミクロン細胞の上に
配置されるため、細胞が一般的に体験する移動は、表面に対する垂直から幾分斜めである
。
【０１１９】
　撮像視野上の全てのテスト可能なＲＢＣが確認されるまで、同様の手順が反復される。
ＲＢＣが、移動後、元の位置の短距離内に残留しなかった場合、表面に固着したものと考
えられる。二項分布の統計的テストに基づき、ソフトウェアは、同じ捕捉域上の別の撮像
視野に移動するか、結果を受け入れ、次の捕捉域に移動するかを決定する。前者の場合、
次の撮像視野の位置は、移動時間を最小限にし、捕捉域の中央への密接度を最大限にする
ように、開始撮像視野の周りの螺旋状パターンに基づき選択される。統計により、多くの
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域内で移動した場合、自動焦点は、ＲＢＣが予測される位置のわずか１０ミクロン下から
始まるが、画像ベースの自動焦点ルーチンは、一般的に、台が異なる撮像視野に移動する
たびに使用される。一度、捕捉域が完了すると、台は、次の捕捉域の中央に撮像視野を移
動し、画像ベースの自動焦点が再び使用される。一度、統計が、全ての捕捉域において収
集されると、タッチスクリーンは結果を表示し、ＬＥＤおよびレーザは切られ、台は１ｍ
ｍ下に移動し、第１の捕捉域の中央に戻り、ユーザは、自由にサンプルチャンバを開け、
チップを取り出すことができる。
【０１２０】
　代替実施形態において、表面分析のために開示された方法は、コンピュータシステムを
用いて使用するためにコンピュータプログラム製品として実装されてもよい。そのような
実装は、コンピュータ可読媒体（例えば、ディスケット、ＣＤ－ＲＯＭ、ＲＯＭ、または
固定ディスク）等の有形媒体に固定されるか、またはモデムもしくは媒体を通してネット
ワークに接続される通信用アダプタ等の他のインターフェースデバイスを介して伝送可能
な、一連のコンピュータ命令を含んでもよい。媒体は、有形媒体（例えば、光学またはア
ナログ通信回線）、またはワイヤレス技術を用いて実装された媒体（例えば、マイクロ波
、赤外または他の伝達技術）のいずれかであってもよい。一連のコンピュータ命令は、シ
ステムに関して、本明細書に前述の機能性の全てまたは一部を実装する。当業者は、この
ようなコンピュータ命令が多くのコンピュータアーキテクチャまたは操作システムを用い
て使用するための数多くのプログラム言語で書かれていることを理解されたい。
【０１２１】
　さらに、このような命令は、半導体、磁気、光学、または他の記憶デバイス等の任意の
記憶デバイスに保存されてもよく、光学、赤外、マイクロ波、または他の伝送技術等の任
意の通信技術を使用して伝送されてもよい。このようなコンピュータプログラム製品は、
印刷文書または電子文書（例えば、パッケージソフトウェア）を伴う取り外し可能な媒体
として配布されるか、コンピュータシステムにあらかじめ装填済みであるか（例えば、シ
ステムＲＯＭまたは固定ディスク）、またはサーバあるいはネットワークからの電子掲示
板（例えば、インターネットまたはワールド・ワイド・ウェブ）から配信されてもよい。
当然ながら、本発明のいくつかの実施形態は、ソフトウェア（例えば、コンピュータプロ
グラム製品）とハードウェアの双方の組み合わせとして実装されてもよい。また本発明の
他の実施形態は、完全にハードウェア、または完全にソフトウェア（例えば、コンピュー
タプログラム製品）として実装される。
【０１２２】
　本発明の記述された実施形態は、単に実施例であって、数多くの変形および修正が、当
業者に理解されるだろう。全てのこのような変形および修正は、付属の特許請求の範囲に
定義されるように、本発明の範囲内であるものとする。
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提供了用于分析颗粒表面性质的方法和设备。用于分析颗粒的表面性质的方法包括将第一颗粒与对第一化学物质具有特定结合亲和
力的第一捕获区域相关联，向第一颗粒施加光学力，感测第一颗粒对第一颗粒的响应。光学力，并使用感测的响应来确定第一颗粒
表面上第一化学物质的存在，不存在或数量。可以并行重复该过程以测试多个粒子。除了直接测试颗粒的表面性质外，该方法还可
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