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(57)【要約】
本発明は、筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを含
む濾過チャンバであって、上記のフィルタの表面および
／または上記の筐体の内部表面を蒸着、昇華、気相表面
反応、または粒子スパッタリングにより修飾し、均一な
被膜を生成する濾過チャンバ、および流体サンプルの細
胞を分離する方法であって、ａ）本明細書に開示の濾過
チャンバに流体サンプルを分注すること、ｂ）濾過チャ
ンバを通して流体サンプルの流体流動をもたらすことを
含み、流体サンプルの成分が成分のサイズ、形状、また
は変形能に基づき、フィルタを通して通流し、またはフ
ィルタに保持される、方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チャンバであって、該濾過チャン
バが前方チャンバおよび濾過後サブチャンバを備え、該前方チャンバの流体流路が該濾過
後サブチャンバの流体流路と実質的に対向する、濾過チャンバ。
【請求項２】
　前記前方チャンバおよび該濾過後サブチャンバのそれぞれが流入ポートおよび／または
流出ポートを有する、請求項１に記載の濾過チャンバ。
【請求項３】
　前記前方チャンバが少なくとも２つの流入ポートを備える、請求項２に記載の濾過チャ
ンバ。
【請求項４】
　前記前方チャンバが上方フィルタを備え、それにより上方チャンバを作製する、請求項
３に記載の濾過チャンバ。
【請求項５】
　前記前方チャンバと前記上方チャンバとの間の前記上方フィルタがゆっくりした流動状
件下において平坦度を維持するのに十分な硬さがある、請求項４に記載の濾過チャンバ。
【請求項６】
　前記上方フィルタが約５ミクロンより小さい開口部を有する孔またはスロットを備える
、請求項４または５に記載の濾過チャンバ。
【請求項７】
　前記流入ポートおよび流出ポートを交換可能に使用することができる、請求項２～６の
いずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項８】
　前記微細加工されたフィルタが１つまたは複数のテーパー状のスロットを備える、請求
項１～７のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項９】
　前記微細加工されたフィルタが約１００～５，０００，０００個のテーパー状のスロッ
トを備える、請求項８に記載の濾過チャンバ。
【請求項１０】
　前記微細加工されたフィルタの厚さが約２０～約２００ミクロンである、請求項１～９
のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項１１】
　前記微細加工されたフィルタの厚さが約４０～約７０ミクロンである、請求項１０に記
載の濾過チャンバ。
【請求項１２】
　前記テーパー状のスロットがおよそ２０ミクロン～２００ミクロン長および約２ミクロ
ン～約１６ミクロン幅であり、該スロットのテーパリングが約０度～約１０度であり、該
テーパー状のスロットのスロットサイズのばらつきが約２０％未満である、請求項８～１
１のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項１３】
　前記テーパー状のスロットのサイズが２０％超で変化する、請求項８～１１のいずれか
１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項１４】
　前記テーパー状のスロットのサイズが５０％超で変化する、請求項１３に記載の濾過チ
ャンバ。
【請求項１５】
　前記テーパー状のスロットのサイズが１００％超で変化する、請求項１４に記載の濾過
チャンバ。
【請求項１６】
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　前記テーパー状のスロットのサイズが前記前方チャンバの流体流路に沿って変化する、
請求項１３～１５のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項１７】
　前記濾過後サブチャンバが少なくとも２つの流出ポートを備える、請求項２～１６のい
ずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項１８】
　前記少なくとも２つの流出ポートが前記前方チャンバの流体流路に沿って配列される、
請求項１７に記載の濾過チャンバ。
【請求項１９】
　２つ以上の電極を備える、請求項１～１８のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項２０】
　前記電極が前記微細加工されたフィルタの反対側に配置される、請求項１９に記載の濾
過チャンバ。
【請求項２１】
　前記電極が前記濾過チャンバの筐体に配置される、請求項１９または２０に記載の濾過
チャンバ。
【請求項２２】
　前記電極が前記前方チャンバおよび／または前記濾過後サブチャンバに配置される、請
求項１９～２１のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項２３】
　前記電極が前記前方チャンバおよび／または前記濾過後サブチャンバと相互作用する該
ポートまたは接続の１つまたは複数に組み込まれ、または配置される、請求項１９～２１
のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項２４】
　前記濾過チャンバが少なくとも１つの音響要素を備える、請求項１～２３のいずれか１
項に記載の濾過チャンバ。
【請求項２５】
　前記前方チャンバの流出ポートが収集チャンバまたは収集ウェルに接続される、請求項
１～２４のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項２６】
　前記筐体が頂部部分および底部部分を備え、該頂部部分および該底部部分が一緒になっ
て係合し、または接合して前記濾過チャンバを形成する、請求項１～２５のいずれか１項
に記載の濾過チャンバ。
【請求項２７】
　前記濾過チャンバが約１ｍｍ～約１０ｃｍの長さ、約１ｍｍ～約３ｃｍの幅、および約
０．０２ｍｍ～約２０ｍｍの深さを有する、請求項１～２６のいずれか１項に記載の濾過
チャンバ。
【請求項２８】
　前記濾過チャンバが約１０ｍｍ～約５０ｍｍの長さ、約５ｍｍ～約２０ｍｍの幅、およ
び約０．０５ｍｍ～約２．５ｍｍの深さを有する、請求項２７に記載の濾過チャンバ。
【請求項２９】
　前記濾過チャンバが約３０ｍｍの長さ、約６ｍｍの幅、および約１ｍｍの深さを有する
、請求項２８に記載の濾過チャンバ。
【請求項３０】
　前記筐体が外形寸法として約３８ｍｍの長さ、約１２ｍｍの幅、および約２０ｍｍの深
さを有する、請求項１～２９のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項３１】
　前記前方チャンバが約１ｍｍ～約１０ｃｍの長さ、約１ｍｍ～約３ｃｍの幅、および約
０．０１ｍｍ～約１０ｍｍの深さを有する、請求項２７～３０のいずれか１項に記載の濾
過チャンバ。



(4) JP 2015-522166 A 2015.8.3

10

20

30

40

50

【請求項３２】
　前記前方チャンバが約１０ｍｍ～約５０ｍｍの長さ、約５ｍｍ～約２０ｍｍの幅、およ
び約０．０１ｍｍ～約１ｍｍの深さを有する、請求項３１に記載の濾過チャンバ。
【請求項３３】
　前記前方チャンバが約３０ｍｍの長さ、約６ｍｍの幅、および約０．１～０．４ｍｍの
深さを有する、請求項３２に記載の濾過チャンバ。
【請求項３４】
　前記前方チャンバの容量が約０．０１μＬ～約５ｍＬである、請求項３１～３３のいず
れか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項３５】
　前記前方チャンバの容量が約１μＬ～約１００μＬである、請求項３４に記載の濾過チ
ャンバ。
【請求項３６】
　前記前方チャンバの容量が約４０～８０μＬである、請求項３５に記載の濾過チャンバ
。
【請求項３７】
　前記濾過後サブチャンバが約１ｍｍ～約１０ｃｍの長さ、約１ｍｍ～約３ｃｍの幅、お
よび約０．０１ｍｍ～約１ｃｍの深さを有する、請求項２７～３６のいずれか１項に記載
の濾過チャンバ。
【請求項３８】
　前記濾過後サブチャンバが約１０ｍｍ～約５０ｍｍの長さ、約５ｍｍ～約２０ｍｍの幅
、および約０．２ｍｍ～約１．５ｍｍの深さを有する、請求項３７に記載の濾過チャンバ
。
【請求項３９】
　前記濾過後サブチャンバが約３０ｍｍの長さ、約６．４ｍｍの幅、および約０．６～１
ｍｍの深さを有する、請求項３８に記載の濾過チャンバ。
【請求項４０】
　筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チャンバであって、該フィルタの
表面および／または該筐体の内部表面を蒸着、昇華、気相表面反応、または粒子スパッタ
リングにより修飾し、均一な被膜を生成する、濾過チャンバ。
【請求項４１】
　前記濾過チャンバが前方チャンバおよび濾過後サブチャンバを備える、請求項４０に記
載の濾過チャンバ。
【請求項４２】
　前記前方チャンバが上方フィルタを備え、それにより上方チャンバを作製する、請求項
４１の濾過チャンバ。
【請求項４３】
　前記上方フィルタの表面を蒸着、昇華、気相表面反応、または粒子スパッタリングによ
り修飾し、均一な被膜を生じる、請求項４２に記載の濾過チャンバ。
【請求項４４】
　前記修飾が物理蒸着による、請求項４０～４３のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項４５】
　前記修飾がプラズマ強化化学蒸着による、請求項４０～４３のいずれか１項に記載の濾
過チャンバ。
【請求項４６】
　前記蒸着が金属窒化物または金属ハロゲン化物のものである、請求項４０～４３のいず
れか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項４７】
　前記金属窒化物が窒化チタン、窒化ケイ素、窒化亜鉛、窒化インジウム、および／また
は窒化ホウ素である、請求項４６に記載の濾過チャンバ。
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【請求項４８】
　前記修飾が化学蒸着による、請求項４０～４３のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項４９】
　前記化学蒸着がパリレンまたはその誘導体による、請求項４８に記載の濾過チャンバ。
【請求項５０】
　前記パリレンまたはその誘導体がパリレン、パリレン－Ｎ、パリレン－Ｄ、パリレンＡ
Ｆ－４、パリレンＳＦ、およびパリレンＨＴからなる群から選択される、請求項４９に記
載の濾過チャンバ。
【請求項５１】
　前記修飾がポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）による、請求項４８に記載の濾過
チャンバ。
【請求項５２】
　前記修飾がＴｅｆｌｏｎ－ＡＦによる、請求項４８に記載の濾過チャンバ。
【請求項５３】
　前記修飾がパーフルオロカーボンによる、請求項４０または４３に記載の濾過チャンバ
。
【請求項５４】
　前記パーフルオロカーボンが１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチルトリエト
キシラン、１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロデシルトリエトキシシラン、トリクロ
ロ（１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチル）シランまたはトリクロロ（オクタ
デシル）シランであり、液体形態である、請求項５３に記載の濾過チャンバ。
【請求項５５】
　前記フィルタおよび／または筐体がケイ素、二酸化ケイ素、ガラス、金属、炭素、セラ
ミック、プラスチック、またはポリマーを含む、請求項４０～５４のいずれか１項に記載
の濾過チャンバ。
【請求項５６】
　前記フィルタおよび／または筐体が窒化ケイ素または窒化ホウ素を含む、請求項４０～
５４のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項５７】
　筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チャンバであって、該フィルタの
表面および／または該筐体の内部表面を金属窒化物、金属ハロゲン化物、パリレンもしく
はその誘導体、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）、Ｔｅｆｌｏｎ－ＡＦまたはパ
ーフルオロカーボンにより修飾する、濾過チャンバ。
【請求項５８】
　前記濾過チャンバが前方チャンバおよび濾過後サブチャンバを備える、請求項５７に記
載の濾過チャンバ。
【請求項５９】
　前記前方チャンバが上方フィルタを備え、それにより上方チャンバを作製する、請求項
５８に記載の濾過チャンバ。
【請求項６０】
　前記上方フィルタの表面を金属窒化物、金属ハロゲン化物、パリレンもしくはその誘導
体、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）、Ｔｅｆｌｏｎ－ＡＦまたはパーフルオロ
カーボンにより修飾する、請求項５９に記載の濾過チャンバ。
【請求項６１】
　前記金属窒化物が窒化チタン、窒化ケイ素、窒化亜鉛、窒化インジウム、および／また
は窒化ホウ素である、請求項５７～６０のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項６２】
　前記パリレンまたはその誘導体がパリレン、パリレン－Ｎ、パリレン－Ｄ、パリレンＡ
Ｆ－４、パリレンＳＦ、およびパリレンＨＴからなる群から選択される、請求項５７～６
０のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
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【請求項６３】
　前記パーフルオロカーボンが１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチルトリエト
キシラン、１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロデシルトリエトキシシラン、トリクロ
ロ（１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチル）シランまたはトリクロロ（オクタ
デシル）シランであり、前記パーフルオロカーボンが前記表面に共有結合する、請求項５
７～６０のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項６４】
　前記フィルタおよび／または筐体がケイ素、二酸化ケイ素、ガラス、金属、炭素、セラ
ミック、プラスチック、またはポリマーを含む、請求項５７～６３のいずれか１項に記載
の濾過チャンバ。
【請求項６５】
　前記フィルタおよび／または筐体が窒化ケイ素または窒化ホウ素を含む、請求項５７～
６３のいずれか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項６６】
　前記フィルタの表面および／または前記筐体の内部表面を蒸着、昇華、気相表面反応、
または粒子スパッタリングにより修飾し、均一な被膜を生成する、請求項１～３９のいず
れか１項に記載の濾過チャンバ。
【請求項６７】
　前記蒸着が金属窒化物または金属ハロゲン化物のものである、請求項６６に記載の濾過
チャンバ。
【請求項６８】
　前記金属窒化物が窒化チタン、窒化ケイ素、窒化亜鉛、窒化インジウム、および／また
は窒化ホウ素である、請求項６７に記載の濾過チャンバ。
【請求項６９】
　前記修飾が化学蒸着による、請求項６６に記載の濾過チャンバ。
【請求項７０】
　前記修飾がパーフルオロカーボンによる、請求項６６に記載の濾過チャンバ。
【請求項７１】
　前記パーフルオロカーボンが１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチルトリエト
キシラン、１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロデシルトリエトキシシラン、トリクロ
ロ（１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチル）シランまたはトリクロロ（オクタ
デシル）シランであり、液体形態である、請求項７０に記載の濾過チャンバ。
【請求項７２】
　前記フィルタの表面および／または前記筐体の内部表面を金属窒化物、金属ハロゲン化
物、パリレン、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）、Ｔｅｆｌｏｎ－ＡＦまたはパ
ーフルオロカーボンにより修飾する、請求項１～３９のいずれか１項に記載の濾過チャン
バ。
【請求項７３】
　前記金属窒化物が窒化チタン、窒化ケイ素、窒化亜鉛、窒化インジウム、および／また
は窒化ホウ素である、請求項７２に記載の濾過チャンバ。
【請求項７４】
　前記パーフルオロカーボンが１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチルトリエト
キシラン、１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロデシルトリエトキシシラン、トリクロ
ロ（１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチル）シランまたはトリクロロ（オクタ
デシル）シランであり、該パーフルオロカーボンが前記表面に共有結合する、請求項７２
に記載の濾過チャンバ。
【請求項７５】
　少なくとも２つの微細加工されたフィルタを備える、請求項１～７４のいずれか１項に
記載の濾過チャンバ。
【請求項７６】
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　前記少なくとも２つの微細加工されたフィルタが縦一列に配列される、請求項７５に記
載の濾過チャンバ。
【請求項７７】
　縦一列に配列された請求項１～７６のいずれか１項に記載の少なくとも２つの濾過チャ
ンバを備える、濾過チャンバ。
【請求項７８】
　前記少なくとも２つの濾過チャンバの前方チャンバが流体接続状態にある、請求項７７
に記載の濾過チャンバ。
【請求項７９】
　前記少なくとも２つの濾過チャンバが１つの微細加工されたフィルタおよび／または上
方フィルタを共有する、請求項７８に記載の濾過チャンバ。
【請求項８０】
　各濾過チャンバ内の前記フィルタのスロットが様々な幅のものであり、該濾過チャンバ
がスロット幅が大きくなる順に配列される、請求項７７または７８に記載の濾過チャンバ
。
【請求項８１】
　請求項１～８０のいずれか１項に記載の濾過チャンバを備える、カートリッジ。
【請求項８２】
　少なくとも２つの濾過チャンバを備える、請求項８１に記載のカートリッジ。
【請求項８３】
　８個の濾過チャンバを備える、請求項８２に記載のカートリッジ。
【請求項８４】
　請求項１～８０のいずれか１項に記載の濾過チャンバを備える、流体サンプル中の標的
成分を分離するための自動濾過ユニット。
【請求項８５】
　前記濾過チャンバの流体流動を制御するための制御アルゴリズムをさらに備える、請求
項８４に記載の自動濾過ユニット。
【請求項８６】
　少なくとも２つの濾過チャンバを備える、請求項８４または８５に記載の自動濾過ユニ
ット。
【請求項８７】
　前記少なくとも２つの濾過チャンバが縦一列に配列され、該濾過チャンバがスロット幅
が大きくなるフィルタを備える、請求項８６に記載の自動濾過ユニット。
【請求項８８】
　前記フィルタが前記流路に沿ってサイズが大きくなるスロット幅を含有する、請求項８
６または８７に記載の自動濾過ユニット。
【請求項８９】
　上方チャンバを備える、請求項８８に記載の自動濾過ユニット。
【請求項９０】
　前記濾過後サブチャンバが、複数の仕切りを備え、各仕切りが流出ポートを含む、請求
項８４～８９のいずれか１項に記載の自動濾過ユニット。
【請求項９１】
　前記濾過後チャンバの各仕切りからの該流出ポートがマルチウェルプレートの個々のウ
ェルと整列する、請求項９０に記載の自動濾過。
【請求項９２】
　前記ウェルが約１～１００ｍｍ毎に配置される、請求項９１に記載の自動濾過。
【請求項９３】
　前記ウェルが約２．２５ｍｍ毎に配置される、請求項９１に記載の自動濾過。
【請求項９４】
　前記ウェルが約４．５ｍｍ毎に配置される、請求項９１に記載の自動濾過。
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【請求項９５】
　前記ウェルが約９または１８ｍｍ毎に配置される、請求項９１に記載の自動濾過。
【請求項９６】
　８個の濾過チャンバを備える、請求項８４～９５のいずれか１項に記載の自動濾過ユニ
ット。
【請求項９７】
　前記濾過チャンバで流体流動を生じさせるための手段を備える、請求項８４～９６のい
ずれか１項に記載の自動濾過ユニット。
【請求項９８】
　前記流体流動を生じさせるための手段が流体ポンプである、請求項９７に記載の自動濾
過ユニット。
【請求項９９】
　前記分離した標的成分を収集するための手段を備える、請求項８４～９８のいずれか１
項に記載の自動濾過ユニット。
【請求項１００】
　請求項８４～９８のいずれか１項に記載の自動濾過ユニットおよび該濾過ユニットに接
続された分析装置を備える、流体サンプル中の標的成分を分離し、そして分析する自動シ
ステム。
【請求項１０１】
　前記分析装置が細胞選別デバイスまたはフローサイトメーターである、請求項１００の
自動システム。
【請求項１０２】
　流体サンプル中の標的成分を分離する方法であって、
　ａ）請求項１～８０のいずれか１項に記載の濾過チャンバに該流体サンプルを分注する
工程と、
　ｂ）該濾過チャンバを通して該流体サンプルの流体流動をもたらす工程であって、該流
体サンプルの標的成分が該フィルタに保持され、または該フィルタを通過する、工程と
を含む、方法。
【請求項１０３】
　前記濾過チャンバの前方チャンバを通る前記流体サンプルの流体流動、および前記濾過
チャンバの濾過後サブチャンバを通る溶液の流体流動をもたらし、必要に応じて、前記濾
過チャンバの上方チャンバを通る溶液の流体流動をもたらす工程を含む、請求項１０２に
記載の方法。
【請求項１０４】
　前記流体サンプルが前記成分のサイズ、形状、変形能、結合親和性および／または結合
特異性に基づき分離される、請求項１０２または１０３に記載の方法。
【請求項１０５】
　前記流体サンプルが前記前方チャンバの流入ポートを通して分注される、請求項１０３
または１０４に記載の方法。
【請求項１０６】
　前記溶液が前記濾過後サブチャンバの流入ポートに導入される、請求項１０３～１０５
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０７】
　前記溶液が前記上方濾過チャンバの流入ポートに導入される、請求項１０３～１０５の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項１０８】
　前記流体サンプルが前記フィルタの外部にある構造および／または前記フィルタに組み
込まれた構造を介して作用する物理的な力で操作される、請求項１０２～１０７のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項１０９】
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　前記物理的な力が誘電泳動力、進行波誘電泳動力、磁力、音響力、静電力、機械力、光
学放射力および熱対流力からなる群から選択される、請求項１０８の方法。
【請求項１１０】
　該誘電泳動力または該進行波誘電泳動力が電極により生じる電場を介して作用する、請
求項１０９の方法。
【請求項１１１】
　該音響力が定在波音場または進行波音場を介して作用する、請求項１０９に記載の方法
。
【請求項１１２】
　該音響力が圧電材料により生じる音場を介して作用する、請求項１０９に記載の方法。
【請求項１１３】
　該音響力がボイスコイルまたはオーディオスピーカーを介して作用する、請求項１０９
の方法。
【請求項１１４】
　前記静電力が直流（ＤＣ）電場を介して作用する、請求項１０９に記載の方法。
【請求項１１５】
　前記光学放射力がレーザーピンセットを介して作用する、請求項１０９に記載の方法。
【請求項１１６】
　前記流体サンプルが血液、滲出液、尿、骨髄サンプル、腹水、骨盤洗浄液、胸膜液、髄
液、リンパ液、血清、粘液、痰、唾液、精液、眼液、鼻腔の抽出物、咽頭もしくは生殖器
スワブ、消化組織由来の細胞懸濁液、糞便材料の抽出物、混合種および／もしくは混合サ
イズのいずれかの培養細胞、または除去される必要のある汚染物質または未結合の反応物
質を含有する細胞である、請求項１０２～１１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１７】
　前記流体サンプルが血液サンプルであり、除去される成分が血漿、血小板および／また
は赤血球細胞（ＲＢＣ）である、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１１８】
　前記流体サンプルが、除去される必要のある汚染物質または未結合の反応物質を含有す
る細胞であり、該反応物質が該細胞を標識する試薬である、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１１９】
　前記流体サンプルが血液サンプルであり、前記標的成分が有核細胞、例えば、非造血細
胞、血液細胞の亜集団、胎児赤血球細胞、幹細胞、またはがん性細胞である、請求項１１
６に記載の方法。
【請求項１２０】
　前記流体サンプルが滲出液サンプルまたは尿サンプルであり、前記標的成分が有核細胞
、例えば、がん性細胞または非造血細胞である、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１２１】
　請求項８４～９９のいずれか１項に記載の自動濾過ユニットを使用する流体サンプル中
の標的成分を分離する方法であって、
　ａ）前記濾過チャンバに該流体サンプルを分注する工程と、
　ｂ）前記濾過チャンバを通して該流体サンプルの流体流動をもたらす工程であって、該
流体サンプルの標的成分が該フィルタに保持され、または該フィルタを通して流れる、工
程と
を含む、方法。
【請求項１２２】
　前記流体サンプルが前記成分のサイズ、形状、変形能、結合親和性および／または結合
特異性に基づき分離される、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１２３】
　前記前方チャンバの流体サンプルが前記濾過後サブチャンバの溶液に実質的に逆平行に
流れる、請求項１２１または１２２に記載の方法。
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【請求項１２４】
　前記フィルタ速度が約０～５ｍＬ／分である、請求項１２１～１２３のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項１２５】
　前記フィルタ速度が約１０～５００μＬ／分である、請求項１２４に記載の方法。
【請求項１２６】
　前記フィルタ速度が約８０～１４０μＬ／分である、請求項１２５に記載の方法。
【請求項１２７】
　該供給速度が該フィルタ速度の約１～１０倍である、請求項１２４～１２６のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項１２８】
　ｃ）前記流体サンプルの保持成分を、さらなるサンプル非含有洗浄試薬で洗浄する工程
をさらに含む、請求項１０２～１２７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２９】
　前記洗浄工程中、前記供給速度が前記フィルタ速度未満またはこれに等しい、請求項１
２８に記載の方法。
【請求項１３０】
　洗浄試薬が前記濾過後サブチャンバに導入される、請求項１２８または１２９に記載の
方法。
【請求項１３１】
　前記洗浄試薬が前記前方チャンバおよび／または前記上方チャンバに導入される、請求
項１２８または１２９に記載の方法。
【請求項１３２】
　ｄ）前記標的成分に結合させるための標識試薬を提供する工程
をさらに含む、請求項１０２～１３１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３３】
　前記標識試薬が抗体である、請求項１３２に記載の方法。
【請求項１３４】
　前記標識試薬が前記収集チャンバに添加される、請求項１３２または１３３に記載の方
法。
【請求項１３５】
　前記標識試薬が前記前方チャンバおよび／または前記上方チャンバに添加される、請求
項１３２または１３３に記載の方法。
【請求項１３６】
　前記標識工程中、前記濾過後サブチャンバの流体流動が休止する、請求項１３２～１３
５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３７】
　ｅ）前記未結合の標識試薬を除去する工程
をさらに含む、請求項１３２～１３６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３８】
　ｆ）該収集チャンバの該標的成分を回収する工程
をさらに含む、請求項１０２～１３７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３９】
　前記回収工程中、前記供給速度が約５～２０ｍＬ／分である、請求項１３８に記載の方
法。
【請求項１４０】
　前記回収工程中、前記流出速度が前記濾過後サブチャンバの前記流入速度に等しい、請
求項１３８または１３９に記載の方法。
【請求項１４１】
　前記回収工程中、前記流出が約５０ｍ秒間停止する、請求項１３８～１４０のいずれか
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１項に記載の方法。
【請求項１４２】
　前記流体サンプルが血液サンプルであり、特異的結合メンバーを使用して望ましくない
成分の少なくとも１種を除去することを含む、請求項１２１～１４１のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項１４３】
　前記少なくとも１種の望ましくない成分が白血球細胞（ＷＢＣ）である、請求項１４２
に記載の方法。
【請求項１４４】
　前記特異的結合メンバーがＷＢＣに選択的に結合し、固体支持体に連結する、請求項１
４３に記載の方法。
【請求項１４５】
　前記特異的結合メンバーがＷＢＣに選択的に結合する抗体または抗体フラグメントであ
る、請求項１４４に記載の方法。
【請求項１４６】
　前記特異的結合メンバーがＣＤ３、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１４、ＣＤ１７、ＣＤ３１、ＣＤ
４５、ＣＤ５０、ＣＤ５３、ＣＤ６３、ＣＤ６９、ＣＤ８１、ＣＤ８４、ＣＤ１０２また
はＣＤ１６６に選択的に結合する抗体である、請求項１４５に記載の方法。
【請求項１４７】
　前記特異的結合メンバーがＣＤ３５および／またはＣＤ５０に選択的に結合する抗体で
ある、請求項１４６に記載の方法。
【請求項１４８】
　前記血液サンプルを第２の特異的結合メンバーと接触させる工程をさらに含む、請求項
１４２～１４７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４９】
　前記第２の特異的結合メンバーがＣＤ３１、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２（ａ、ｂま
たはｃ）、ＣＤ５１またはＣＤ５１／６１に選択的に結合する抗体である、請求項１４８
に記載の方法。
【請求項１５０】
　請求項１００または１０１に記載の自動システムを使用する流体サンプルの標的成分を
富化し、そして分析する方法であって、
　ａ）前記濾過チャンバに該流体サンプルを分注する工程、
　ｂ）前記濾過チャンバの前方チャンバを通る該流体サンプルの流体流動、および前記濾
過チャンバの濾過後サブチャンバを通溶液の流体流動をもたらす工程であって、該流体サ
ンプルの標的成分が該前方チャンバに保持され、非標的成分が該濾過後サブチャンバに該
フィルタを通して流れる、工程、
　ｃ）該標的成分を標識する工程、および
　ｄ）前記分析装置を使用して該標識された標的成分を分析する工程
を含む、方法。
【請求項１５１】
　前記上方チャンバに流体流動をもたらすことを含む、請求項１５０に記載の方法。
【請求項１５２】
　前記標的成分が細胞または細胞小器官である、請求項１５０または１５１に記載の方法
。
【請求項１５３】
　前記細胞が有核細胞である、請求項１５２に記載の方法。
【請求項１５４】
　前記細胞が希少細胞である、請求項１５２に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、「細胞を分離または富化するための方法および組成物」というタイトルであ
り、２０１３年３月１５日に出願され、現在係属中の米国特許出願第１３／８４４，０８
５号の優先権の利益を主張し、この米国特許出願は、「細胞を分離または富化するための
方法および組成物」というタイトルの、２０１２年７月６日に出願された、米国特許出願
第６１／６６８，９９０号の優先権の利益を主張する。本出願は、「生物学的サンプル由
来の希少細胞を検出するための方法および組成物」というタイトルであり、２００７年７
月１３日に出願され、現在出願放棄されている、米国特許出願第１１／７７７，９６２号
、「生物学的サンプル由来の希少細胞を検出するための方法および組成物」というタイト
ルであり、２００６年７月１４日に出願された米国特許出願第６０／８３１，１５６号、
流体サンプル由来の希少細胞を分離するための方法および組成物」というタイトルであり
、２００６年８月２日に出願され、現在係属中の米国特許出願１１／４９７，９１９号、
「流体サンプル由来の希少細胞を分離するための改善された方法および組成物」というタ
イトルであり、２００５年８月２日に出願された米国特許出願第６０／７０４，６０１号
、「血液サンプル由来の非造血細胞を検出するための方法および組成物」というタイトル
であり、２００５年１０月３１日に出願され、現在特許されている、米国特許出願第１１
／２６４，４１３号、２００５年８月２日に出願され、「流体サンプル由来の希少細胞を
分離するための改善された方法および組成物」というタイトルである米国仮特許出願第６
０／７０４，６０１号、「流体サンプル由来の希少細胞を分離するための方法、組成物お
よび自動システム」というタイトルであり、２００４年９月１５日に出願された米国特許
出願ＰＣＴ／ＵＳ２００４／０３０３５９、「流体サンプル由来の希少細胞を分離するた
めの方法、組成物および自動システム」というタイトルであり、２００３年１１月４日に
出願され、現在米国特許第７，１６６，４４３号Ｂ２である、米国特許出願第１０／７０
１，６８４号、「流体サンプル由来の希少細胞を分離するための方法、組成物および自動
システム」というタイトルであり、２００２年１０月１０日に出願され、現在米国特許第
６，９４９，３５５号Ｂ２である、米国特許出願第１０／２６８，３１２号、２００１年
１０月２９日に出願され、「流体サンプル由来の希少細胞を分離するための方法および自
動システム」というタイトルである米国仮特許出願第６０／３４８，２２８号、２００１
年１０月１１日に出願され、「流体サンプル由来の希少細胞を分離するための方法および
自動システム」というタイトルである、米国仮特許出願第６０／３２８，７２４号、およ
び２００２年７月９日に出願され、「流体サンプル由来の希少細胞を分離するための方法
および自動システム」というタイトルである米国仮特許出願第６０／３９４，５１７号に
関連する。上記の引用された特許、出願および仮出願の内容は、それらの全体が参照によ
って本開示に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は概ね生物分離の分野、および特に生物学的サンプル処理の分野に関する。
【背景技術】
【０００３】
　サンプル調製は、生物学的および環境サンプルの多くの遺伝的、生化学的、および生物
学的分析に必要な工程である。サンプル調製は多くの場合、サンプルの残りの成分から目
的のサンプル成分を分離することが求められる。このような分離は多くの場合、かなりの
労力を要し、自動化が困難である。
【０００４】
　多くの場合、分離はサンプルの比較的に希少な成分を分析するために必要となる。この
場合、分析される希少な成分の濃度を増加させること、および目的の成分の分析に干渉し
得るサンプルの望ましくない成分を除去することがともに必要となり得る。したがって、
サンプルを「分解」してその容量を減少させ、さらに目的の成分を富化させることができ
る分離技法を行う必要がある。これは特に、多量に採取することができるが、微量の割合
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の標的細胞（例えば、ウイルス感染細胞、抗腫瘍Ｔ細胞、炎症性細胞、がん細胞、または
胎児細胞）を含有し得る生物学的サンプル、例えば、腹水、リンパ液、または血液に当て
はまり、これらの分離が疾患状態の基礎の理解ならびに治療の診断および開発に非常に重
要となる。
【０００５】
　濾過は、サンプル成分がフィルタを通して流れる、またはフィルタに保持される性質に
基づき、サンプル量を減少させ、サンプル成分を分離する方法として使用されてきた。典
型的には、膜フィルタが相互に連結された繊維状の構造分布を有し、膜の孔が別々に単離
されていない代わりに不規則な形状であり、膜内で互いに連結する膜フィルタが、このよ
うな用途に使用される。いわゆる「孔」のサイズは、実際には膜内の流動空間（例えば、
孔）の不規則な蛇行に依存する。膜フィルタを多くの分離用途に使用することができる一
方で、孔のサイズおよび孔の不規則な形状のばらつきが、粒子のサイズおよび他の性質に
基づいた正確な濾過での使用の妨げとなっている。
【０００６】
　微細加工されたフィルタが特定の細胞または分子の分離用途のために作製されている。
これらの微細加工された構造は孔をもたないが、むしろ「ブリック」（例えば、参照によ
り組み込まれる１９９８年１１月１７日にＡｕｓｔｉｎらに交付された米国特許第５，８
３７，１１５号を参照のこと）またはチップの表面に構成されるダム（例えば、参照によ
り組み込まれる１９９８年３月１０日にＷｉｌｄｉｎｇらに交付された米国特許第５，７
２６，０２６号を参照のこと）を使用することにより１つまたは複数のチップにマイクロ
エッチングされたチャンネルを備える。これらの微細加工されたフィルタは正確な形状を
有する一方で、これらのフィルタの形状が制限となり、フィルタの濾過面積が小さいとい
う制限があり、そのためこれらのフィルタは少量の流体サンプルを処理するに過ぎない。
【０００７】
　サンプル調製および分析において、血液サンプルは特別な難題を含む。血液サンプルは
対象から容易に得られ、大量の代謝の、診断の、予後の、および遺伝的な情報を得ること
ができる。しかし、非常に多量の非有核赤血球細胞、およびそれらの主な成分のヘモグロ
ビンが遺伝的、代謝の、および診断の試験の障害となり得る。末梢血由来の赤血球細胞の
分解は、高密度溶液の様々な層にわたり行われている（例えば、１９９５年８月１日にＴ
ｅｎｇ、Ｎｅｌｓｏｎ　Ｎ．Ｈ．らに交付された米国特許第５，４３７，９８７号を参照
のこと）。デキストランなどの長鎖ポリマーを使用して赤血球細胞の凝集を誘発させ、長
鎖の赤血球細胞を形成している（Ｓｅｗｃｈａｎｄ　ＬＳ，Ｃａｎｈａｍ　ＰＢ．（１９
７９）‘Ｍｏｄｅｓ　ｏｆ　Ｒｏｕｌｅａｕｘ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ
　ｒｅｄ　ｂｌｏｏｄ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｐｙｒｒｏｌｉｄｏｎｅ
　ａｎｄ　ｄｅｘｔｒａｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ’Ｃａｎ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｐｈａ
ｒｍａｃｏｌ．５７（１１）：１２１３－２２）。しかし、これらの方法の赤血球細胞を
除去する効率は、特に希少細胞、例えば、母体血由来の胎児細胞または患者由来のがん細
胞などの分離または富化が望まれる場合に最適とは言えない。また、細胞溶解技法も使用
して赤血球細胞を除去している。しかし、細胞溶解技法の欠点として、非特異的有核細胞
溶解物、細胞溶解の結果としての赤血球細胞の細胞片を含み、および細胞容量の変化の可
能性がある（Ｒｅｓｎｉｔｚｋｙ　Ｐ，Ｒｅｉｃｈｍａｎ　Ｎ．（１９７８）‘Ｏｓｍｏ
ｔｉｃ　ｆｒａｇｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ｂｌｏｏｄ　ｌｙｍｐｈｏ
ｃｙｔｅｓ　ｉｎ　ｃｈｒｏｎｉｃ　ｌｙｍｐｈａｔｉｃ　ｌｅｕｋｅｍｉａ　ａｎｄ　
ｍａｌｉｇｎａｎｔ　ｌｙｍｐｈｏｍａ’Ｂｌｏｏｄ５１（４）：６４５－６５１）。
【０００８】
　体液中の剥離した細胞（例えば、痰、尿、またはさらに腹水（ａｓｃｅｔｉｃ　ｆｌｕ
ｉｄ）あるいは他の滲出液）は、前がん病変の検出の、および新生物成長の初期段階のが
んの根絶の重要な機会を示す。例えば、尿細胞診は、移行細胞癌腫の診断および調査のた
めの非侵襲的試験として広く受け入れられている（Ｌａｒｓｓｏｎら（２００１）Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ６：１８１－１８８）。しかし、多くの場合、剥離し
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た異常な細胞の細胞学的識別は、単離した異常な細胞の数により制限されてきた。一般的
な尿細胞診（Ａｈｒｅｎｄｔら（１９９９）Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．９
１：２９９－３０１）において、全体の感受性は５０％未満であり、これは腫瘍悪性度、
腫瘍病期、および尿採取ならびに使用される処理方法とともに変化する。分子および遺伝
子バイオマーカーに基づいた体液中の剥離した異常細胞の分子分析（例えば、インサイチ
ュのハイブリダイゼーション、ＰＣＲ、マイクロアレイなどの使用）は、細胞診の感受性
をかなり向上させることができる。バイオマーカー研究と臨床の実施におけるバイオマー
カーの使用はともに、剥離した細胞だけでなく、正常な細胞、細菌、体液、体タンパク質
および他の細胞片も含む体液から富化された比較的に純粋な剥離した細胞集団を必要とす
る。したがって、剥離した異常細胞を体液から富化および単離する効率的な富化方法を開
発することが早急に必要とされる。
【０００９】
　Ｍｅｙｅら，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｏｎｃｏｌ．，２１（３）：５２１－３０（２００２）は、
半自動ＣＤ４５枯渇自動ＭＡＣＳプロトコールによる血液サンプル中の泌尿器系腫瘍細胞
の単離および富化について報告し、Ｉｉｎｕｍａら，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，８９（
４）：３３７－４４（２０００）は、ＣＤ４５の磁気による細胞分離の後、直腸結腸がん
の患者のｐ５３およびＫ－ｒａｓ遺伝子のネステッド突然変異体アレル特異的増幅を使用
した血液中の腫瘍細胞の検出について報告している。両試験では、腫瘍細胞を血液サンプ
ルからフィコール勾配遠心分離により単離された単核細胞（ＭＮＣ）と混合した。次いで
、腫瘍細胞を、抗ＣＤ４５抗体を使用する陰性枯渇法によりＭＮＣから富化した。
【００１０】
　体液、例えば、血液サンプルから剥離した細胞を富化および調製する現在の手法は、媒
体系分離、抗体捕捉、遠心分離および膜濾過を使用する。これらの技法は簡易であり、直
接的である一方で、これらの技法は、希少細胞富化の効率の不十分さ、希少細胞検出の感
受性の低さ、大量のサンプルを扱う困難さ、富化性能の一貫性の欠如および分離手順の労
力の過酷さを含む多くの制限に悩まされる。
　比較的に大量のサンプル、例えば、大量の生物学的流体サンプル、および個別の標的細
胞を処理することができる効率的および／または自動可能なサンプル調製の方法およびデ
バイスを提供することが必要とされる。本発明はこれらの利点および他の利点を提供する
。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】米国特許第５，８３７，１１５号明細書
【特許文献２】米国特許第５，７２６，０２６号明細書
【特許文献３】米国特許第５，４３７，９８７号明細書
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】Ｓｅｗｃｈａｎｄ　ＬＳ，Ｃａｎｈａｍ　ＰＢ．（１９７９）‘Ｍｏｄ
ｅｓ　ｏｆ　Ｒｏｕｌｅａｕｘ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｒｅｄ　ｂｌ
ｏｏｄ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｐｙｒｒｏｌｉｄｏｎｅ　ａｎｄ　ｄｅ
ｘｔｒａｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ’Ｃａｎ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．
５７（１１）：１２１３－２２
【非特許文献２】Ｒｅｓｎｉｔｚｋｙ　Ｐ，Ｒｅｉｃｈｍａｎ　Ｎ．（１９７８）‘Ｏｓ
ｍｏｔｉｃ　ｆｒａｇｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ｂｌｏｏｄ　ｌｙｍｐ
ｈｏｃｙｔｅｓ　ｉｎ　ｃｈｒｏｎｉｃ　ｌｙｍｐｈａｔｉｃ　ｌｅｕｋｅｍｉａ　ａｎ
ｄ　ｍａｌｉｇｎａｎｔ　ｌｙｍｐｈｏｍａ’Ｂｌｏｏｄ５１（４）：６４５－６５１
【非特許文献３】Ｌａｒｓｓｏｎら（２００１）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｉａｇｎｏｓｉ
ｓ６：１８１－１８８
【非特許文献４】Ａｈｒｅｎｄｔら（１９９９）Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ
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．９１：２９９－３０１
【非特許文献５】Ｍｅｙｅら，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｏｎｃｏｌ．，２１（３）：５２１－３０（
２００２）
【非特許文献６】Ｉｉｎｕｍａら，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，８９（４）：３３７－４
４（２０００）
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　いくつかの態様において、本発明は、多くの病態の診断、予後、および処置を複合流体
サンプル由来の標的細胞および／または細胞小器官の富化に依存し得ることが理解される
。多くの場合、富化は細胞のサイズ、形状、変形能、結合親和性および／または結合特異
性に従い細胞を濾過するスロットを有する濾過デバイスを使用して、１つまたは複数の分
離工程によりなされ得る。例えば、有核細胞を濾過デバイスを使用して末梢血サンプルの
非有核赤血球細胞から分離することができる。細胞溶解技法に基づいた赤血球細胞の除去
の比較において、本出願に開示される濾過デバイスは、赤血球細胞のサイズ、形状、変形
能、結合親和性および／または結合特異性に基づいてこれらの細胞を枯渇することができ
、非特異的な溶解により有核細胞の消失を最小限にすることができる。さらに、有核細胞
の容量の変化が最小となり、遠心分離の工程が不必要となる。
　特に、母体血サンプル由来の胎児細胞の分離は、胎児異常または種々の遺伝子状態の検
出に大いに役立ち得る。いくつかの態様において、本発明は、患者サンプル由来の希少悪
性細胞の富化または分離、例えば、患者体液サンプル由来のがん性細胞の単離がこのよう
な悪性細胞の検出および分類に役立つことができるため、診断および予後に、ならびに患
者の治療手段の開発に役立つことができることが理解される。
【００１４】
　第１の態様において、本発明は、筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過
チャンバであって、濾過チャンバが前方チャンバおよび濾過後サブチャンバを備え、前方
チャンバ内の流体流路が濾過後サブチャンバの流体流路と実質的に対向する、濾過チャン
バを提供する。いくつかの実施形態において、前方チャンバおよび濾過後サブチャンバの
それぞれが流入ポートおよび／または流出ポートを有する。いくつかの実施形態において
、前方チャンバは少なくとも２つの流入ポートを備える。いくつかの実施形態において、
前方チャンバは上方フィルタを備え、それにより上方チャンバを構成し、上方フィルタを
微細加工されたフィルタに対面する側に配置することができる。いくつかの実施形態にお
いて、前方チャンバと上方チャンバの間にある上方フィルタは、遅い流動状件下において
その平坦度を維持するのに十分な硬さのものである。いくつかの実施形態において、上方
フィルタは約５ミクロンより小さい開口部を有する孔またはスロットを備える。いくつか
の実施形態において、流入ポートおよび流出ポートを交換可能に使用することができる。
いくつかの実施形態において、微細加工されたフィルタは１つまたは複数のテーパー状の
スロットを備える。いくつかの実施形態において、微細加工されたフィルタは約１００～
５，０００，０００個のテーパー状のスロットを備える。いくつかの実施形態において、
微細加工されたフィルタの厚さは約２０～約２００ミクロンである。いくつかの実施形態
において、微細加工されたフィルタの厚さは約４０～約７０ミクロンである。いくつかの
実施形態において、テーパー状のスロットはおよそ２０ミクロン～２００ミクロン長であ
り、約２ミクロン～約１６ミクロン幅であり、上記のスロットのテーパリングは約０度～
約１０度であり、上記のテーパー状のスロットのスロットサイズのばらつきは約２０％未
満である。いくつかの実施形態において、テーパー状のスロットのサイズは２０％超で変
化する。いくつかの実施形態において、テーパー状のスロットのサイズは５０％超で変化
する。いくつかの実施形態において、テーパー状のスロットのサイズは１００％超で変化
する。いくつかの実施形態において、テーパー状のスロットのサイズは前方チャンバの流
体流路に沿って変化する。いくつかの実施形態において、濾過後サブチャンバは少なくと
も２つの流出ポートを備える。いくつかの実施形態において、少なくとも２つの流出ポー
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トは前方チャンバの流体流路に沿って配列される。いくつかの実施形態において、濾過チ
ャンバは２つ以上の電極を備える。いくつかの実施形態において、電極は微細加工された
フィルタの反対側に配置される。いくつかの実施形態において、電極は濾過チャンバの筐
体に配置される。いくつかの実施形態において、電極は前方チャンバおよび／または濾過
後サブチャンバに配置される。いくつかの実施形態において、電極を前方チャンバおよび
／または濾過後サブチャンバと相互作用するポートまたは接続の１つまたは複数に組み込
み、または配置する。いくつかの実施形態において、濾過チャンバは少なくとも１つの音
響要素（ａｃｏｕｓｔｉｃ　ｅｌｅｍｅｎｔ）を備える。いくつかの実施形態において、
前方チャンバの流出ポートを収集チャンバまたは収集ウェルに接続する。いくつかの実施
形態において、筐体は頂部部分と底部部分を備え、頂部部分と底部部分は係合し、場合に
よりともに接合して濾過チャンバを形成し得る。いくつかの実施形態において、濾過チャ
ンバは約１ｍｍ～約１０ｃｍの長さ、約１ｍｍ～約３ｃｍの幅、および約０．０２ｍｍ～
約２０ｍｍの深さを有する。いくつかの実施形態において、濾過チャンバは約１０ｍｍ～
約５０ｍｍの長さ、約５ｍｍ～約２０ｍｍの幅、および約０．０５ｍｍ～約２．５ｍｍの
深さを有する。いくつかの実施形態において、濾過チャンバは約３０ｍｍの長さ、約６ｍ
ｍの幅、および約１ｍｍの深さを有する。いくつかの実施形態において、濾過チャンバを
含有する筐体は外寸として約３８ｍｍの長さ、約１２ｍｍの幅、および約２０ｍｍの深さ
を有する。いくつかの実施形態において、前方チャンバは約１ｍｍ～約１０ｃｍの長さ、
約１ｍｍ～約３ｃｍの幅、および約０．０１ｍｍ～約１０ｍｍの深さを有する。いくつか
の実施形態において、前方チャンバは約１０ｍｍ～約５０ｍｍの長さ、約５ｍｍ～約２０
ｍｍの幅、および約０．０１ｍｍ～約１ｍｍの深さを有する。いくつかの実施形態におい
て、前方チャンバは約３０ｍｍの長さ、約６ｍｍの幅、および約０．１～０．４ｍｍの深
さを有する。いくつかの実施形態において、前方チャンバの容量は約０．０１μＬ～約５
ｍＬである。いくつかの実施形態において、前方チャンバの容量は約１μＬ～約１００μ
Ｌである。いくつかの実施形態において、前方チャンバの容量は約４０～８０μＬである
。いくつかの実施形態において、濾過後サブチャンバは約１ｍｍ～約１０ｃｍの長さ、約
１ｍｍ～約３ｃｍの幅、および約０．０１ｍｍ～約１ｃｍの深さを有する。いくつかの実
施形態において、濾過後サブチャンバは約１０ｍｍ～約５０ｍｍの長さ、約５ｍｍ～約２
０ｍｍの幅、および約０．２ｍｍ～約１．５ｍｍの深さを有する。いくつかの実施形態に
おいて、濾過後サブチャンバは約３０ｍｍの長さ、約６．４ｍｍの幅、および約０．６～
１ｍｍの深さを有する。
【００１５】
　第２の態様において、本発明は筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チ
ャンバであって、上記のフィルタの表面および／または上記の筐体の内部表面を蒸着、昇
華、気相表面反応（ｖａｐｏｒ－ｐｈａｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）、ま
たは粒子スパッタリングにより修飾し、均一な被膜を生成する濾過チャンバを提供する。
いくつかの実施形態において、濾過チャンバは前方チャンバおよび濾過後サブチャンバを
備える。いくつかの実施形態において、前方チャンバは上方フィルタを備え、それにより
上方チャンバを構成する。いくつかの実施形態において、上方フィルタの表面を蒸着、昇
華、気相表面反応、または粒子スパッタリングにより修飾し、均一な被膜を生成する。い
くつかの実施形態において、修飾は物理蒸着による。いくつかの実施形態において、修飾
はプラズマ強化化学蒸着による。いくつかの実施形態において、蒸着は金属窒化物または
金属ハロゲン化物のものである。いくつかの実施形態において、金属窒化物は、窒化チタ
ン、窒化ケイ素、窒化亜鉛、窒化インジウム、および／または窒化ホウ素である。いくつ
かの実施形態において、修飾は化学蒸着による。いくつかの実施形態において、化学蒸着
はパリレンまたはその誘導体による。いくつかの実施形態において、パリレンまたはその
誘導体は、パリレン、パリレン－Ｎ、パリレン－Ｄ、パリレンＡＦ－４、パリレンＳＦ、
およびパリレンＨＴからなる群から選択される。いくつかの実施形態において、修飾はポ
リテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）による。いくつかの実施形態において、修飾は非
晶質Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）またはＴｅｆｌｏｎ（登録商標）－ＡＦによる。いくつか
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の実施形態において、修飾はパーフルオロカーボンによる。いくつかの実施形態において
、パーフルオロカーボンは１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチルトリエトキシ
ラン、１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロデシルトリエトキシシラン、トリクロロ（
１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチル）シランまたはトリクロロ（オクタデシ
ル）シランであり、液体形態である。いくつかの実施形態において、フィルタおよび／ま
たは筐体は、ケイ素、二酸化ケイ素、ガラス、金属、炭素、セラミック、プラスチック、
またはポリマーを含む。いくつかの実施形態において、フィルタおよび／または筐体は窒
化ケイ素または窒化ホウ素を含む。
【００１６】
　第３の態様において、本発明は筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チ
ャンバであって、上記のフィルタの表面および／または上記の筐体の内部表面を金属窒化
物、金属ハロゲン化物、パリレンまたはその誘導体、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴ
ＦＥ）、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）－ＡＦまたはパーフルオロカーボンにより修飾する濾
過チャンバを提供する。いくつかの実施形態において、濾過チャンバは前方チャンバおよ
び濾過後サブチャンバを備える。いくつかの実施形態において、前方チャンバは上方フィ
ルタを備え、それにより上方チャンバを構成する。いくつかの実施形態において、上方フ
ィルタの表面を、金属窒化物、金属ハロゲン化物、パリレンまたはその誘導体、ポリテト
ラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）－ＡＦまたはパーフルオロ
カーボンにより修飾する。いくつかの実施形態において、金属窒化物は窒化チタン、窒化
ケイ素、窒化亜鉛、窒化インジウム、および／または窒化ホウ素である。いくつかの実施
形態において、パリレンは、パリレン、パリレン－Ｎ、パリレン－Ｄ、パリレンＡＦ－４
、パリレンＳＦ、およびパリレンＨＴからなる群から選択される。いくつかの実施形態に
おいて、パーフルオロカーボンは、１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチルトリ
エトキシラン、１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロデシルトリエトキシシラン、トリ
クロロ（１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチル）シランまたはトリクロロ（オ
クタデシル）シランであり、パーフルオロカーボンは表面と共有結合する。いくつかの実
施形態において、フィルタおよび／または筐体は、ケイ素、二酸化ケイ素、ガラス、金属
、炭素、セラミック、プラスチック、またはポリマーを含む。いくつかの実施形態におい
て、フィルタおよび／または筐体は窒化ケイ素または窒化ホウ素を含む。
【００１７】
　本発明により、筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チャンバであって
、濾過チャンバが前方チャンバおよび濾過後サブチャンバを備え、前方チャンバの流体流
路が濾過後サブチャンバの流体流路と実質的に対向し、フィルタの表面および／または上
記の筐体の内部表面を蒸着、昇華、気相表面反応、または粒子スパッタリングにより修飾
し、均一な被膜を生成する濾過チャンバも提供される。さらに本発明において、筐体に囲
まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チャンバであって、濾過チャンバが前方チャ
ンバおよび濾過後サブチャンバを備え、前方チャンバの流体流路が濾過後サブチャンバの
流体流路に実質的に対向し、フィルタの表面および／または上記の筐体の内部表面を金属
窒化物、金属ハロゲン化物、パリレン、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）、Ｔｅ
ｆｌｏｎ（登録商標）－ＡＦまたはパーフルオロカーボンにより修飾する濾過チャンバが
提供される。いくつかの実施形態において、本明細書において提供される濾過チャンバは
少なくとも２つの微細加工されたフィルタを備えることができる。いくつかの実施形態に
おいて、少なくとも２つの微細加工されたフィルタを縦一列に配列する。よりさらに本発
明において、縦一列に配列された本明細書に開示の少なくとも２つの濾過チャンバを備え
る濾過チャンバが提供される。いくつかの実施形態において、少なくとも２つの濾過チャ
ンバの前方チャンバは流体接続状態にある。いくつかの実施形態において、少なくとも２
つの濾過チャンバは１つの微細加工されたフィルタおよび／または上方フィルタを共有す
る。いくつかの実施形態において、各濾過チャンバ内のフィルタのスロットは様々な幅の
ものであり、濾過チャンバはスロット幅が大きくなる順に配列される。
【００１８】



(18) JP 2015-522166 A 2015.8.3

10

20

30

40

50

　第４の態様において、本発明は本明細書に開示の濾過チャンバを備えるカートリッジを
提供する。いくつかの実施形態において、カートリッジは少なくとも２つの濾過チャンバ
を備える。いくつかの実施形態において、カートリッジは８個の濾過チャンバを備える。
【００１９】
　第５の態様において、本発明は流体サンプル中の標的成分を分離するための自動濾過ユ
ニットであって、本明細書に開示の濾過チャンバを備える自動濾過ユニットを提供する。
いくつかの実施形態において、自動濾過ユニットは濾過チャンバの流体流動を制御する制
御アルゴリズムを備える。いくつかの実施形態において、自動濾過ユニットは少なくとも
２つの濾過チャンバを備える。いくつかの実施形態において、少なくとも２つの濾過チャ
ンバは縦一列に配列され、濾過チャンバはスロット幅が大きくなるフィルタを備える。い
くつかの実施形態において、フィルタは流路に沿ってサイズが大きくなるスロット幅を含
有する。いくつかの実施形態において、濾過チャンバは上方チャンバを備える。いくつか
の実施形態において、濾過後サブチャンバは、それぞれが流出ポートを備える多数の仕切
りを備える。いくつかの実施形態において、濾過後チャンバの各仕切りからの流出ポート
はマルチウェルプレートの個々のウェルとともに整列される。いくつかの実施形態におい
て、ウェルは約１～１００ｍｍ毎、例えば、約２．２５ｍｍ毎、約４．５ｍｍ毎、または
約９もしくは１８ｍｍ毎に配置される。いくつかの実施形態において、自動濾過ユニット
は８個の濾過チャンバを備える。いくつかの実施形態において、自動濾過ユニットは、濾
過チャンバ内の流体流動を生じさせる手段を備える。いくつかの実施形態において、流体
流動を生じさせる手段は流体ポンプである。いくつかの実施形態において、自動濾過ユニ
ットは別個の標的成分を収集するための手段を備える。
【００２０】
　第６の態様において、本発明は流体サンプル中の標的成分を分離し、そして分析するた
めの自動システムであって、本開示の自動濾過ユニットおよび該濾過ユニットに接続した
分析装置を備える自動システムを提供する。いくつかの実施形態において、分析装置は細
胞選別デバイスである。いくつかの実施形態において、分析装置はフローサイトメーター
である。
【００２１】
　第７の態様において、本発明は流体サンプル中の標的成分を分離する方法であって、ａ
）本明細書に開示の濾過チャンバに流体サンプルを分注することと、ｂ）濾過チャンバを
通して流体サンプルの流体流動をもたらすことを含み、流体サンプルの標的成分がフィル
タにより保持され、またはフィルタを通過する方法を提供する。いくつかの実施形態にお
いて、本方法は、濾過チャンバの前方チャンバを通して流体サンプルの流体流動をもたら
すこと、濾過チャンバの濾過後サブチャンバを通して溶液の流体流動をもたらすこと、お
よび場合により濾過チャンバの上方チャンバを通して溶液の流体流動をもたらすことを含
む。いくつかの実施形態において、流体サンプルを成分のサイズ、形状、変形能、結合親
和性および／または結合特異性に基づき分離する。いくつかの実施形態において、流体サ
ンプルを前方チャンバの流入ポートを通して分注する。いくつかの実施形態において、溶
液を濾過後サブチャンバの流入ポートに導入する。いくつかの実施形態において、溶液を
上方濾過チャンバの流入ポートに導入する。いくつかの実施形態において、流体サンプル
をフィルタの外部にある構造および／またはフィルタに組み込まれた構造を介して生じる
物理的な力により操作する。いくつかの実施形態において、物理的な力を誘電泳動力、進
行波誘電泳動力、磁力、音響力、静電力、機械力、光学的放射力および熱対流力からなる
群から選択する。いくつかの実施形態において、誘電泳動力または進行波誘電泳動力が電
極により生じた電場を介して生じる。いくつかの実施形態において、音響力が定常波音場
または進行波音場を介して生じる。いくつかの実施形態において、音響力が圧電材料によ
り生じる音場を介して生じる。いくつかの実施形態において、音響力がボイスコイルまた
はオーディオスピーカーを介して生じる。いくつかの実施形態において、静電力は直流（
ＤＣ）電場を介して生じる。いくつかの実施形態において、光学放射力はレーザーピンセ
ットを介して生じる。いくつかの実施形態において、サンプルは血液、滲出液、尿、骨髄
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サンプル、腹水、骨盤洗浄液（ｐｅｌｖｉｃ　ｗａｓｈ　ｆｌｕｉｄ）、胸膜液、髄液、
リンパ液、血清、粘液、痰、唾液、精液、眼液、鼻腔の抽出物、咽頭または生殖器スワブ
、消化組織由来の細胞懸濁液、糞便材料の抽出物、混合種および／または混合サイズのい
ずれかの培養細胞、または除去される必要のある汚染物質または未結合の反応物質を含有
する細胞である。いくつかの実施形態において、流体サンプルは血液サンプルであり、分
離される細胞は血小板および／または赤血球細胞（ＲＢＣ）である。いくつかの実施形態
において、流体サンプルは除去される必要のある汚染物質または未結合の反応物質を含有
する細胞であり、反応物質は細胞の標識試薬である。いくつかの実施形態において、流体
サンプルは血液サンプルであり、分離される細胞は非造血細胞、血液細胞の亜集団、胎児
赤血球細胞、幹細胞、またはがん性細胞である。いくつかの実施形態において、流体サン
プルは滲出液または尿サンプルであり、分離される細胞はがん細胞または非造血細胞であ
る。
【００２２】
　第８の態様において、本発明は本明細書に開示の自動濾過ユニットを使用する流体サン
プル中の標的成分を分離する方法であって、ａ）濾過チャンバに流体サンプルを分注する
ことと、ｂ）濾過チャンバを通して流体サンプルの流体流動をもたらすことを含み、流体
サンプルの標的成分がフィルタにより保持され、またはフィルタを通して流れる方法を提
供する。いくつかの実施形態において、流体サンプルを成分のサイズ、形状、変形能、結
合親和性および／または結合特異性に基づき分離する。いくつかの実施形態において、前
方チャンバの流体サンプルは濾過後サブチャンバの溶液に実質的に逆平行に流れる。いく
つかの実施形態において、フィルタ速度（ｆｉｔｅｒ　ｒａｔｅ）は約０～１ｍＬ／分で
ある。いくつかの実施形態において、フィルタ速度は約１０～５００μＬ／分である。い
くつかの実施形態において、フィルタ速度は約８０～１４０μＬ／分である。いくつかの
実施形態において、供給速度はフィルタ速度の約１～１０倍である。
【００２３】
　いくつかの実施形態において、本方法はさらに、流体サンプルの保持成分をさらなるサ
ンプル非含有洗浄試薬で洗浄することを含む。いくつかの実施形態において、洗浄工程の
間、供給速度はフィルタ速度未満またはこれに等しい。いくつかの実施形態において、洗
浄試薬は濾過後サブチャンバに導入される。いくつかの実施形態において、洗浄試薬は前
方チャンバおよび／または上方チャンバに導入される。いくつかの実施形態において、本
方法はさらに、標的成分に結合する標識試薬を提供することを含む。いくつかの実施形態
において、標識試薬は抗体である。いくつかの実施形態において、標識試薬を収集チャン
バに添加する。いくつかの実施形態において、標識試薬を前方チャンバおよび／または上
方チャンバに添加する。いくつかの実施形態において、標識工程の間、濾過後サブチャン
バの流体流動を休止する。いくつかの実施形態において、本方法はさらに、未結合の標識
試薬を除去することを含む。いくつかの実施形態において、本方法はさらに、収集チャン
バ内の標的成分を回収することを含む。いくつかの実施形態において、回収の間、供給速
度は約５～２０ｍＬ／分である。いくつかの実施形態において、回収工程の間、濾過後サ
ブチャンバにおいて、流出速度は流入速度に等しい。いくつかの実施形態において、回収
工程の間、流出を約５０ｍ秒間停止する。いくつかの実施形態において、流体サンプルは
血液サンプルであり、これは特異的結合メンバーを使用して望ましくない成分の少なくと
も１種を除去することを含む。いくつかの実施形態において、少なくとも１種の望ましく
ない成分は白血球細胞（ＷＢＣ）である。いくつかの実施形態において、特異的結合メン
バーはＷＢＣに選択的に結合し、固体支持体に連結する。いくつかの実施形態において、
特異的結合メンバーは抗体であり、またはＷＢＣに選択的に結合する抗体フラグメントで
ある。いくつかの実施形態において、特異的結合メンバーはＣＤ３、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１
４、ＣＤ１７、ＣＤ３１、ＣＤ４５、ＣＤ５０、ＣＤ５３、ＣＤ６３、ＣＤ６９、ＣＤ８
１、ＣＤ８４、ＣＤ１０２またはＣＤ１６６に選択的に結合する抗体である。いくつかの
実施形態において、特異的結合メンバーはＣＤ３５および／またはＣＤ５０に選択的に結
合する抗体である。いくつかの実施形態において、本方法はさらに血液サンプルと第２の
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特異的結合メンバーを接触させることを含む。いくつかの実施形態において、第２の特異
的結合メンバーは、ＣＤ３１、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２（ａ、ｂまたはｃ）、ＣＤ
５１、またはＣＤ５１／６１に選択的に結合する抗体である。
【００２４】
　第９の態様において、本発明は本明細書に開示の自動システムを使用する流体サンプル
中の成分を富化し、そして分析する方法であって、ａ）濾過チャンバに流体サンプルを分
注すること、ｂ）濾過チャンバの前方チャンバを通して流体サンプルの流体流動をもたら
し、濾過チャンバの濾過後サブチャンバを通して溶液の流体流動をもたらすことであって
、流体サンプルの標的成分が前方チャンバに保持され、非標的成分がフィルタを通り濾過
後チャンバに流れ、ｃ）標的成分を標識することと、ｄ）標識された標的成分を分析装置
を使用して分析することを含む方法を提供する。いくつかの実施形態において、本方法は
上方チャンバに流体流動をもたらすことを含む。いくつかの実施形態において、標的成分
は細胞または細胞小器官である。いくつかの実施形態において、細胞は有核細胞である。
いくつかの実施形態において、細胞は希少細胞である。 
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】図１は、本発明の例示的な実施形態の微細加工されたチップの領域の上面図であ
る。暗色領域は１ｃｍ２の濾過面積を有するフィルタの精密に製造されたスロットである
。
【００２６】
【図２】図２は、本発明の例示的な実施形態の微細加工されたフィルタの概略的な図であ
る。Ａ）１０×１０ｍｍ２の濾過面積（１）を有する１８×１８ｍｍ２の微細加工された
フィルタを示す上面図。Ｂ）４ミクロン×５０ミクロンの寸法を有するスロット（２）を
示す上面図の断面の拡大図であり、スロット間の各中央までの距離は１２ミクロンであり
、平行に整列されている。Ｃ）微細加工されたフィルタの断面図であり、スロットがフィ
ルタ基板を通して伸長する。
【００２７】
【図３】図３は、表面に電極が組み込まれた電極を有する本発明の例示的な実施形態のフ
ィルタを示す。Ａ）２ミクロンのスロット幅を有する微細加工されたフィルタの部分の２
０倍拡大図。Ｂ）３ミクロンのスロット幅を有する微細加工されたフィルタの部分の２０
倍拡大図。
【００２８】
【図４】図４は、本発明の例示的実施形態の微細加工されたフィルタの孔の断面図を示す
。孔の深さはフィルタの厚さに対応する。Ｙはフィルタの表面と、フィルタを通る垂直に
切断された孔の側面との直角を示し、一方Ｘはテーパリング角度であり、これによりテー
パー状の孔が方向またはフィルタを通した配向において非テーパー状の孔とは異なる。
【００２９】
【図５】図５は、微細加工されたフィルタ（３）が濾過チャンバを上部前方チャンバ（４
）および濾過後サブチャンバ（５）に分離する本発明の例示的実施形態の濾過装置を示す
。装置は装置の内外への流体流動を制御するための弁を有し、弁Ａ（６）は充填リザーバ
ー（１０）から濾過装置へのサンプルの流動を制御し、弁Ｂ（７）はシリンジポンプに接
続することによりチャンバを通る流体流動を制御し、弁Ｃ（８）は洗浄溶液をチャンバに
導入するために使用される。
【００３０】
【図６】図６は、血液サンプルを添加するための入口（１１）、音響混合チップ（１３）
および微細加工されたフィルタ（１０３）を備える濾過チャンバ（１２）、隣接する磁石
（１５）を有する磁気捕捉カラム（１４）、混合／濾過チャンバ（１１２）、電磁気チッ
プ（１７）を備える磁気分離チャンバ（１６）、および希少細胞収集のための容器（１８
）を備える本発明の例示的実施形態の自動システムの図形である。
【００３１】
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【図７】図７は、スロット（２０２）および音響要素を有するチップ（２００）（音響要
素はチップ表面上では見えないかもしれないが、説明の目的のために本明細書において示
す）を備える、２つのフィルタ（２０３）を有する本発明の例示的実施形態の濾過チャン
バの３次元斜視図を示す。この簡略した図では、スロットの幅は図示されない。
【００３２】
【図８】図８は、濾過処理が完了後の、および磁気ビーズ（１９）を標的細胞（２０）を
含むサンプルに添加後の２つのフィルタ（３０３）を有する本発明の例示的実施形態の濾
過チャンバの断面図を示す。音響要素は混合操作の間、電源を入れる。
【００３３】
【図９】図９は、本発明の例示的実施形態の自動システムの特徴である磁気捕捉カラム（
１１４）の断面図を示す。磁石（１１５）は分離カラムに隣接して位置づけられる。
【００３４】
【図１０】図１０は、流体サンプルから希少細胞を分離することができる多数のフォース
チップを備える本発明の例示的実施形態の自動システムのチャンバ（４１６）の３次元斜
視図を示す。チャンバはチャンバを通る流体流動のための入口（４２９）および出口（４
３０）を有する。破断図は、チップが誘電泳動分離のための電極アレイを備える電極層（
４２７）および別の層の電極アレイの電磁自動濾過ユニット（４２１）を備える電磁層（
４１７）を有することを示す。
【００３５】
【図１１】図１１は、細胞が０．２Ｓ／ｍの導電率の媒体に懸濁されたときのｎＲＢＣ（
×）とＲＢＣ（○）のＤＥＰスペクトル間の理論的比較を図示するグラフを示す。
【００３６】
【図１２】図１２は、母体血サンプルの雄性胎児細胞を検出するＹ染色体マーカーを使用
する本発明の例示的実施形態の方法を使用して単離した有核胎児細胞のＦＩＳＨ分析を示
す。
【００３７】
【図１３】図１３は、母体血由来の胎児有核ＲＢＣを富化するためのプロセスフローチャ
ートを示す。
【００３８】
【図１４】図１４は、本発明の例示的実施形態の濾過ユニットの概略図である。
【００３９】
【図１５】図１５は、本発明の例示的実施形態の自動システムのモデルを示す。
【００４０】
【図１６】図１６は、本発明の例示的実施形態の自動システムの濾過プロセスを示す。Ａ
）は微細加工されたフィルタ（５０３）により濾過後サブチャンバ（５０５）から分離さ
れた前方チャンバ（５０４）を備える濾過チャンバに弁（５０６）を通り接続された充填
リザーバー（５１０）を有する濾過ユニットを示す。洗浄ポンプ（５２６）を、下部サブ
チャンバを通り洗浄緩衝液（５２４）をポンプで送り出すための弁（５０８）を通り下部
チャンバに接続させる。別の弁（５０７）は濾過チャンバを通り、そして排出導管（５３
０）を通り外部に流体流動を促進するために使用される別の陰圧ポンプにつながる。収集
容器（５１８）は可逆的に上部チャンバ（５０４）を係合することができる。Ｂ）は充填
リザーバー（５１０）に充填された血液サンプル（５２５）を示す。Ｃ）において、濾過
チャンバを通り流体流動を促進するために使用される陰圧ポンプにつながる弁（５０７）
が開き、Ｄ）およびＥ）はチャンバを通り濾過されている血液サンプルを示す。Ｆ）にお
いて、充填リザーバーを通り導入された洗浄緩衝液をチャンバを通して濾過する。Ｇ）に
おいて、弁（５０８）が開く一方で、充填リザーバー弁（５０６）を閉じ、洗浄緩衝液を
洗浄ポンプ（５２６）から下部チャンバにポンプで送り出す。Ｈ）において、濾過弁（５
０７）および洗浄ポンプ弁（５０８）を閉じ、Ｉ）およびＪ）において、チャンバを９０
度回転する。Ｋ）は洗浄ポンプ（５２６）により生じた流体流動が前方チャンバに保持さ
れた希少標的細胞（５２０）を収集チューブに流れるように前方チャンバ（５０４）を係
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合する収集容器（５１８）を示す。
【００４１】
【図１７】図１７は、精密濾過により富化された後の未標識血液細胞のバックグラウンド
での蛍光標識された乳癌細胞を示す。Ａ）濾過された血液サンプルの位相差顕微鏡。Ｂ）
Ａに示される同じ視域の蛍光顕微鏡。
【００４２】
【図１８】図１８は、本発明の例示的実施形態の誘電泳動チップの２つの構成を示す。Ａ
）互い組み合わされた電極形状のチップ、Ｂ）城壁様の電極形状のチップ。
【００４３】
【図１９】図１９は、誘電泳動チップを備える本発明の例示的実施形態の分離チャンバを
示す。Ａ）チャンバの断面図、Ｂ）チップを示す上面図。
【００４４】
【図２０】図２０は、細胞が１０ｍＳ／ｍの導電率の媒体に懸濁したときのＭＤＡ２３１
癌細胞（実線）、Ｔリンパ球（破線）および赤血球（短破線）のＤＥＰスペクトル間の理
論的比較を説明するグラフである。
【００４５】
【図２１】図２１ＡおよびＢは、例示的誘電泳動チップの電極に保持された、急上昇した
血液サンプル由来の乳癌細胞を示す。
【００４６】
【図２２】図２２は、例示的誘電泳動チップの電極に保持された血液サンプルの白血球細
胞を示す。
【００４７】
【図２３】図２３は、本発明の例示的実施形態の自動システムの濾過ユニットの概略図で
ある。濾過ユニットは弁Ａ（６０６）を通り、微細加工されたフィルタ（６０３）により
濾過後サブチャンバ（６０５）から分離された前方チャンバ（６０４）を備える濾過チャ
ンバに接続された充填リザーバー（６１０）を有する。吸引型ポンプを廃棄物ポート（６
３４）に接続するチューブを通して取り付けることができ、この場合、濾過されたサンプ
ルはチャンバから排出される。サイドポート（６３２）を、下部サブチャンバ（６０５）
を通り洗浄緩衝液をポンプで送り出すためのシリンジポンプを取り付けるために使用する
ことができる。濾過プロセス後、濾過チャンバ（前方チャンバ（６０４）、濾過後サブチ
ャンバ（６０５）、フィルタ（６０３）、およびサイドポート（６３２）を含み、全て図
の円内に示した）を濾過ユニットのフレーム（６３６）内で回転させることができ、そう
して前方チャンバの富化された細胞を収集ポート（６３５）を介して収集することができ
る。
【００４８】
【図２４】図２４は、血液サンプルから胎児細胞を富化する全体のプロセスと、血液サン
プルの第２の洗浄液の上清内で富化された胎児細胞（四角で標識された上清（Ｗ２））お
よび濾過工程後に保持された細胞内で富化された胎児細胞（四角で標識された富化細胞）
の存在を示す図形である。図形は左上から右下に、血液細胞処理工程の２つの洗浄液（Ｗ
１およびＷ２）、混合試薬（ＡＶＩＰｒｅｐ＋ＡＶＩＢｅａｄ＋抗体）による赤血球細胞
の選択的沈降および白血球細胞の除去、沈降の上清の濾過および富化された胎児細胞の収
集を示す。図形は本手順の間の種々のサンプル画分の有核細胞の富化レベルおよびＦＩＳ
Ｈを使用して分析されたサンプル画分を示す。
【００４９】
【図２５】図２５は、評価対象のフィルタカートリッジの絵（右）と、微細加工されたケ
イ素フィルタチップの上面挿入図を含む一般的なディスクシリンジフィルタ（左）との比
較を示し、暗色部のスロットは米国特許第６，９４９，３５５号に記載されているフィル
タの「孔」（ａ）と、フィルタカートリッジ構造のスケッチ（ｂ）である。
【００５０】
【図２６】図２６は、溶解非洗浄、溶解洗浄および濾過手順を用いた全血から単離された
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白血球の点プロットを示す（上部列から下部列）。Ｐ１はＴｒｕｃｏｕｎｔ（商標）カウ
ンティングビーズ集団であり、Ｐ２はＣＤ４５＋細胞でゲーティングした白血球集団であ
る。
【００５１】
【図２７－１】図２７は、溶解非洗浄（ＬＮＷ）、溶解洗浄（ＬＷ）および濾過手順によ
り処理されたＭｕｌｔｉｔｅｓｔ（商標）試薬を用いて染色された血液の点プロット（ａ
）、ＬＮＷ、ＬＷ、および濾過プロセスの総白血球、主要な白血球集団およびリンパ球の
主要な亜集団の細胞回収の比較（ｂ）を示す。ＣＤ４５＋細胞、リンパ球、顆粒球、およ
び単球の回収はＡＢＸ血液分析器から得られた細胞数を参照し（ｎ＝３０）、Ｔ、ＮＫ、
およびＢ細胞の回収をＬＮＷサンプルの結果と比較した（ｎ＝１５）。
【図２７－２】図２７は、溶解非洗浄（ＬＮＷ）、溶解洗浄（ＬＷ）および濾過手順によ
り処理されたＭｕｌｔｉｔｅｓｔ（商標）試薬を用いて染色された血液の点プロット（ａ
）、ＬＮＷ、ＬＷ、および濾過プロセスの総白血球、主要な白血球集団およびリンパ球の
主要な亜集団の細胞回収の比較（ｂ）を示す。ＣＤ４５＋細胞、リンパ球、顆粒球、およ
び単球の回収はＡＢＸ血液分析器から得られた細胞数を参照し（ｎ＝３０）、Ｔ、ＮＫ、
およびＢ細胞の回収をＬＮＷサンプルの結果と比較した（ｎ＝１５）。
【００５２】
【図２８】図２８は、Ｖｉａｂｉｌｉｔｙキットの試薬を用いて染色した全血の点プロッ
トを示し、左パネルは塩化アンモニウムを用いて溶解した全血の結果であり、右パネルは
濾過から回収した細胞の結果であり（ａ）、ＦＩＴＣ　Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ　Ａｐｏｐｔ
ｏｓｉｓ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎキットの試薬を用いて染色した、濾過から回収した細胞の
点プロットを示し、左パネルは採血後１時間以内に濾過された血液の結果であり、右パネ
ルは採血の８時間後に濾過された血液の結果である（ｂ）。
【００５３】
【図２９】図２９は、カートリッジの例示的実施形態を示す。
【００５４】
【図３０】図３０ａ～ｄは、塩化アンモニウム溶解後の細胞生存性を示す。
【００５５】
【図３１】図３１は、濾過後の細胞生存性を示す。
【００５６】
【図３２】図３２は、例示的フィルタ稼働プロセスを例示する。本プロセスの例示的実施
形態において、シリンジポンプが２つあり、１つは右側に、もう一方は底部にある。底部
のポンプの吸引は、右側のポンプの出力と同時であるが少し速いため、血液が差動でフィ
ルタに吸引される。濾過処理が行われると、底部のポンプの吸引の電源が切れ、有核細胞
がフィルタから押し戻され、これによりこのとき上下が反転し、細胞を直接サイトメトリ
ーチューブに分注する（工程６と同様であるが、シリンジは受入サイトメトリーチューブ
に替わる）。
【００５７】
【図３３】図３３は、前方チャンバおよび濾過後サブチャンバがともに、液体を流す入口
および出口を有する濾過チャンバの例示的実施形態を示す。示された例示的実施形態にお
いて、前方チャンバの液体は濾過後サブチャンバの液体と逆平行に流れる。
【００５８】
【図３４】図３４は、８個の濾過チャンバの多数の構成の例示的実施形態を示し、それぞ
れが図３３に例示されたものと同様の流路を有する個々の濾過チャンバを含有する。
【００５９】
【図３５】図３５は、流体サンプルの標的成分を分離し、そして分析する自動システムの
例示的実施形態を示し、サンプルをサンプルに入れたサイホンにより収集することができ
、サンプルが連続して前方チャンバを通過した後、直接分析計器に供給することができ、
これはこの概略図ではフローサイトメトリーのフローセルとして示される。
【００６０】
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【図３６】図３６は、高洗浄能濾過チャンバの例示的実施形態の概略図を示し、図３３に
示される同じ流路がここで、上部から導入され、両方のフィルタを通過する洗浄試薬（緩
衝液または緩衝液とバイオマーカーあるいは任意の適切な物質）を有し、サンプルと底部
の微細加工されたフィルタとの間の相互作用を最大化する。
【００６１】
【図３７】図３７は、縦一列の２つの濾過チャンバの例示的実施形態を示し、第１の濾過
チャンバにおいてサンプルの細胞片および小さい成分が除去された後、第２の濾過チャン
バが残存するサンプルから大きな細胞と小さい細胞を分離することができる。例えば、白
血球は回収１ポートに優先的に方向付けることができ、より大きな腫瘍細胞は回収２ポー
トに続くことができる。
【００６２】
【図３８】図３８は、多数の回収ポートを有する濾過チャンバの例示的実施形態を示し、
微細加工されたフィルタは各ポートが徐々に大きい細胞を排出し、その排出物を直接マル
チウェルスクリーニングプレートに送達するようにポートを配置することができるといっ
た、幅が大きくなるスロットのアレイを含有する。
【発明を実施するための形態】
【００６３】
定義
　他に定義されない限り、本明細書において使用される全ての技術用語および科学用語は
、本発明が属する技術分野の当業者により通常理解されるものと同じ意味を有する。本明
細書において参照されるすべての特許、出願、公報および他の刊行物は参照によりそれら
の全体が本明細書に組み込まれる。本節で記載の定義が参照により本明細書に組み込まれ
た特許、出願、公報および他の刊行物に記載の定義と矛盾し、または一致しない場合、本
節の定義が参照により本明細書に組み込まれた定義より優先される。
【００６４】
　本明細書において使用される場合、単数形の「ａ」「ａｎ」（１つの）および「ｔｈｅ
」（その）は他に明記されない限り複数の指示的意味を含む。例えば、「１つの」ダイマ
ーは１つまたは複数のダイマーを含む。
【００６５】
　サンプルの「成分」または「サンプル成分」はサンプルの任意の構成要素であり、イオ
ン、分子、化合物、分子複合体、細胞小器官、ウイルス、細胞、凝集体、または任意の種
類の粒子、例えば、コロイド、凝集体、粒子状、結晶、無機物などであり得る。サンプル
の成分はサンプル媒体もしくは用いられたサンプル緩衝液またはサンプル溶液に可溶性ま
たは不溶性であってよい。サンプルの成分は、気体、液体、または固体形態であってよい
。サンプルの成分は断片であってよく、または断片でなくてもよい。
【００６６】
　「断片」または「目的の断片」は単離、精製および／または操作が望ましい任意の実体
である。断片は懸濁された固体を含む固体であってよく、または可溶形態であってよい。
断片は分子であってよい。操作することができる分子は、無機分子、例えば、イオンおよ
び無機化合物を含むがそれらに限定されず、または、有機分子、例えば、アミノ酸、ペプ
チド、タンパク質、糖タンパク質、リポタンパク質、糖リポタンパク質、脂質、脂肪、ス
テロール、糖、炭水化物、核酸分子、小有機分子、または複合有機分子であってよい。断
片はまた分子複合体であってよく、細胞小器官であってよく、１つまたは複数の細胞、例
えば、原核細胞および真核細胞であってよく、または１種または複数種の病原体、例えば
、ウイルス、寄生生物またはプリオンもしくはその一部であってよい。断片はまた結晶、
無機物、コロイド、断片、ミセル、小滴、気泡などであってよく、高分子材料、金属、無
機物、ガラス、セラミックなどの１種または複数種の無機材料であってよい。断片はまた
分子の凝集体、複合体、細胞、細胞小器官、ウイルス、病原体、結晶、コロイド、または
フラグメントであってよい。細胞は任意の細胞、例えば、原核細胞および真核細胞であっ
てよい。真核細胞は任意の種類のものであってよい。特に目的のものは、例えば限定され
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ないが、白血球細胞、悪性細胞、幹細胞、前駆細胞、胎児細胞および病原体に感染した細
胞ならびに細菌細胞などの細胞であってよい。断片はまた人工的な粒子、例えば、ポリス
チレンマイクロビーズ、他のポリマー組成物のマイクロビーズ、磁性マイクロビーズおよ
びカーボンマイクロビーズであってよい。
【００６７】
　本明細書において使用される場合、「操作」は断片の移動または処理を指し、これは、
単一のチャンバ内もしくは単一のチップ上、または多数のチップおよび／またはチャンバ
間もしくは中で断片の１次元、２次元または３次元移動を生じる。本発明の方法により操
作される断片は場合により微粒子などの結合パートナーと結合して連結することができる
。操作の非限定的な例として、断片の運搬、捕捉、集束、富化、濃縮、凝集、捕集、反発
、浮遊、分離、単離または線形もしく他の方向付けられた動作がある。結合パートナーに
連結した断片の効率的な操作のため、結合パートナーと本方法で使用される物理的な力を
適合させる必要がある。例えば、磁性特性を有する結合パートナーは磁力を用いて使用さ
れる必要がある。同様に、特定の誘電特性を有する結合パートナー（例えば、プラスチッ
ク粒子、ポリスチレンマイクロビーズ）は誘電泳動力を用いて使用される必要がある。
【００６８】
　「結合パートナー」は、所望の親和性または特異性を有する断片に結合し、かつ所望の
物理的な力（各物理的な力）を用いて操作可能である任意の物質を指す。結合パートナー
の非限定的な例として、細胞、細胞小器官、ウイルス、微粒子もしくはその凝集体または
複合体、または分子の凝集体もしくは複合体がある。
【００６９】
　「連結する」は結合することを意味する。例えば、断片が特異的または非特異的結合に
より微粒子に連結することができる。本明細書に開示される場合、結合は共有もしくは非
共有の、可逆的もしくは不可逆的であってよい。
【００７０】
　本明細書において使用される場合、「操作される断片を結合パートナーの表面に実質的
に連結する」は、操作される断片のある割合が結合パートナーの表面に連結し、結合パー
トナーの操作を介した適切な物理的な力により操作されることができることを意味する。
通常、操作される断片の少なくとも０．１％が結合パートナーの表面に連結する。好まし
くは操作される断片の少なくとも１％、５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％
、６０％、７０％、８０％または９０％が結合パートナーの表面に連結する。
【００７１】
　本明細書において使用される場合、「操作される断片を結合パートナーの表面に完全に
連結する」は、操作される断片の少なくとも９０％が結合パートナーの表面に連結するこ
とを意味する。好ましくは操作される断片の少なくとも９１％、９２％、９３％、９４％
、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％または１００％が結合パートナーの表面に連
結する。
【００７２】
　「特異的結合メンバー」は、特異的に結合する表面または空洞の領域を有する２つの異
なる分子の１つであり、それによりもう一方の分子の特定の空間および化学機構と相補的
であるとして定義される。特異的結合メンバーは、抗原－抗体または抗体－抗体などの免
疫学的対のメンバーであってよく、ビオチン－アビジン、ビオチン－ストレプトアビジン
、またはビオチン－ニュートラアビジン、リガンド受容体、核酸二重鎖、ＩｇＧ－タンパ
ク質Ａ、ＤＮＡ－ＤＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡ、ＲＮＡ－ＲＮＡなどであってよい。
【００７３】
　「抗体」は免疫グロブリン分子であり、非限定的な例として、ＩｇＧ、ＩｇＭ、または
他の種類の免疫グロブリン分子であってよい。本明細書において使用される場合、「抗体
」は抗体が持つ抗体の結合特異性を保持する抗体分子の一部も指す（例えば、一本鎖抗体
またはＦａｂフラグメント）。
【００７４】
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　「核酸分子」はポリヌクレオチドである。核酸分子はＤＮＡ、ＲＮＡまたはそれらの組
み合わせであってよい。核酸分子も骨格に組み込まれるリボースおよびデオキシリボース
以外の糖を含むことができるため、ＤＮＡまたはＲＮＡ以外であってよい。核酸は天然ま
たは天然でない、例えば、キサンチン、核酸塩基の誘導体、例えば、２－アミノアデニン
などの核酸塩基を含むことができる。本発明の核酸分子はホスホジエステル結合以外の結
合を有することができる。本発明の核酸分子は、核酸塩基がペプチド骨格に結合するペプ
チド核酸分子であってよい。核酸分子は任意の長さであってよく、一本鎖、二本鎖または
三本鎖あるいはそれらの任意の組み合わせであってよい。
【００７５】
　「均質な操作」は混合物の全ての粒子が、印加された力に対して同じ反応を有する物理
的な力を使用した混合物中の粒子の操作を指す。
【００７６】
　「選択的操作」は混合物中の様々な粒子が、印加された力に対して異なる反応を有する
物理的な力を使用した粒子の操作を指す。
【００７７】
　「流体サンプル」は成分が分離または分析される任意の液体である。サンプルは任意の
供給源、例えば、有機体、つまり同じまたは異なる種由来、環境由来、例えば、人体の水
分もしくは土壌由来、または食物源もしくは産業用供給源由来の有機体群であってよい。
サンプルは未処理または処理されたサンプルであってよい。サンプルは気体、液体、また
は半固体であってよく、溶液または懸濁液であってよい。サンプルは抽出物、例えば、土
壌もしく食物サンプルの液体抽出物、咽頭もしくは生殖器スワブの抽出物、または糞便サ
ンプルの抽出物、あるいは体内の内部領域の洗浄液であってよい。
【００７８】
　本明細書において使用される場合、「血液サンプル」は処理された、または未処理の血
液サンプルを指すことができ、すなわち、遠心分離、濾過、抽出または他の処理された血
液サンプル、例えば限定されないが、抗凝血剤または安定化剤などの１種または複数種の
試薬を添加している血液サンプルであってよい。血液サンプルの一例は、白血球細胞を富
化するためにヒト血液を処理することにより得られるバフィーコートである。血液サンプ
ルの別の例は、サンプルをペレット細胞に遠心分離し、血清上清を除去し、溶液または緩
衝液中の細胞を再懸濁することにより血清成分を除去するよう「洗浄」されている血液サ
ンプルである。他の血液サンプルは臍帯血サンプル、骨髄吸引物、内部血または末梢血を
含む。血液サンプルは任意の容量であってよく、動物またはヒトなどの任意の対象由来で
あってよい。好ましい対象はヒトである。
【００７９】
　「希少細胞」は１）流体サンプル中の総有核細胞集団の１％未満の細胞型または２）流
体サンプルの１ミリリットル当たりに１００万個未満の細胞が存在する細胞型のいずれか
である細胞である。「目的の希少細胞」は富化が望ましい細胞である。
【００８０】
　「白血球細胞」または「ＷＢＣ」は白血球であり、または網状赤血球もしくは血小板で
なく、動物またはヒトの血液に存在し得る造血系統の細胞である。白血球はナチュラルキ
ラー細胞（「ＮＫ細胞」）およびリンパ球、例えば、Ｂリンパ球（「Ｂ細胞」）またはＴ
リンパ球（「Ｔ細胞」）を含み得る。白血球はまた、食細胞、例えば、単球、マクロファ
ージ、および顆粒球、例えば、好塩基球、好酸球および好中球を含み得る。白血球はまた
肥満細胞を含み得る。
【００８１】
　「赤血球細胞」または「ＲＢＣ」は赤血球である。本明細書において使用される場合、
「有核赤血球細胞」（「ｎＲＢＣ」）または「胎児有核赤血球細胞」あるいは有核胎児赤
血球細胞と指定されない限り、「赤血球細胞」は非有核赤血球細胞を意味するために使用
される。
【００８２】
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　「新生物細胞」または「腫瘍細胞」は、未制御の細胞増殖を有し、新たな成長を誘発し
た刺激が停止した後に成長し続けることができる異常細胞を指す。新生物細胞は正常組織
との構造的機構および機能的協調の部分的または完全な欠失を示す傾向があり、良性また
は悪性であり得る。
【００８３】
　「悪性細胞」は局所的に侵襲的および破壊的成長および転移の性質を有する細胞である
。「悪性細胞」の例として、限定されないが種々の体液、例えば、血液、骨髄、腹水、便
、尿、気管支洗浄液などにおける白血病細胞、リンパ腫細胞、充実性腫瘍のがん細胞、転
移性充実性腫瘍細胞（例えば、乳癌細胞、前立腺癌細胞、肺癌細胞、結腸癌細胞）がある
。
【００８４】
　「がん性細胞」は調節されていない成長を示し、多くの場合、その分化特性、例えば限
定されないが、特徴的な形態、非遊走性挙動、細胞間相互作用および細胞シグナリング挙
動、タンパク質発現および分泌パターンなどの少なくとも１つを欠失している細胞である
。
【００８５】
　「がん」は自然な経過が死に至る新生物疾患を指す。がん性細胞は良性の腫瘍細胞と異
なり、侵襲および転移の特性を示し、かなり未分化である。がん細胞は癌腫と肉腫の２つ
の大きな分類がある。
【００８６】
　「幹細胞」は１回または複数回の細胞分裂サイクルを通して、少なくとも１種の分化し
た細胞型に成長することができる未分化の細胞である。
【００８７】
　「前駆細胞」は１回または複数回の細胞分裂サイクルを通して、少なくとも１種の分化
した細胞型に成長することができることが決定されているが未分化の細胞である。典型的
には、幹細胞は特定の刺激または一連の刺激に応答した１回または複数回の細胞分裂を通
して前駆細胞に成長し、前駆因子が特定の刺激または一連の刺激に応答して１種または複
数種の分化した細胞型に成長する。
【００８８】
　「病原体」は、対象に感染することができる任意の原因因子、例えば、細菌、真菌、原
生動物、ウイルス、寄生生物またはプリオンを指す。病原体は、感染する対象に症状また
は疾患状態を引き起こすことができる。ヒト病原体はヒト対象に感染することができる病
原体である。このようなヒト病原体はヒトに特異的であり、例えば、特異的ヒト病原体で
あり得、または種々の種に感染し、例えば、広宿主域ヒト病原体であり得る。
【００８９】
　「対象」は任意の有機体、例えば、動物またはヒトを指す。動物は任意の動物、例えば
、野生化動物、愛玩動物、例えば、イヌもしくはネコ、農業用動物、例えば、ブタもしく
はウシ、または娯楽動物、例えば、ウマを含むことができる。
【００９０】
　「チャンバ」は流体サンプルを含有することができる構造であり、少なくとも１つの処
理工程を行うことができる。いくつかの実施形態において、チャンバは種々の寸法を有す
ることができ、その容量は０．０１マイクロリットル～０．５リットルと変化し得る。
【００９１】
　「濾過チャンバ」はチャンバを通して、またはチャンバの中で流体サンプルを濾過する
ことができるチャンバである。
【００９２】
　「フィルタ」は特定の寸法（特定の範囲内にあり得る）の１つまたは複数の孔またはス
ロットを備え、成分のサイズ、形状、変形能、結合親和性および／または結合特異性に基
づき、フィルタの一方からもう一方へ一部のサンプル成分を通過させるが他のものは通過
させない構造である。フィルタは不溶性の成分、例えば、金属、セラミック、ガラス、ケ
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イ素ン、プラスチック、ポリマー、繊維（紙または布など）などの通過を妨げる任意の適
切な材料からなり得る。
【００９３】
　「濾過ユニット」は濾過チャンバおよびサンプルおよび溶液を濾過チャンバに導入させ
、サンプル成分を濾過チャンバから除去させる関連の入口、弁および導管である。濾過ユ
ニットはまた、場合により充填リザーバーを備える。
【００９４】
　「カートリッジ」は手動または自動システムの一部である少なくとも１つのチャンバお
よび少なくとも１つのチャンバに、またはチャンバから液体を運搬するための１つまたは
複数の導管を備える構造である。カートリッジは、１つまたは複数のチップを含んでも、
含まなくてもよい。
【００９５】
　「流体サンプルから標的成分を分離する自動システム」または「自動システム」は少な
くとも１つの濾過チャンバ、流体流動を濾過チャンバに方向付けるための自動手段、なら
びに流体流動をもたらし、かつ場合によりアクティブチップの力を生成するための信号源
を設けるための少なくとも１つの電源を備えるデバイスである。本発明の自動システムは
また、場合により１つまたは複数のアクティブチップ、分離チャンバ、分離カラム、また
は永久磁石を備え得る。
【００９６】
　「ポート」は流体サンプルがチャンバを出入りすることができるチャンバの筐体の開口
部である。ポートは任意の寸法であってよいが、好ましくは液体を導管を通してポンプで
送り出すことにより、またはピペット、シリンジの手段もしくはサンプルを分注し、また
は運搬する他の手段によりサンプルがチャンバに分注される形状およびサイズのものであ
る。
【００９７】
　「入口」はサンプル、溶液、緩衝液、または試薬の液体チャンバへの入口点である。入
口はチャンバのポートであってよく、または直接または間接的に自動システムのチャンバ
につながる導管の開口部であってよい。
【００９８】
　「出口」はサンプル、サンプル成分、または試薬が液体チャンバから排出される開口部
である。チャンバから放出されるサンプル成分および試薬は廃棄物であってよく、すなわ
ち、さらに使用されないサンプル成分、または回収されるサンプル成分または試薬、例え
ば、さらに分析または操作される再利用可能な試薬または標的細胞であってよい。出口は
チャンバのポートであり得るが、好ましくは直接または間接的に自動システムのチャンバ
からつながる導管の開口部である。
【００９９】
　「導管」は容器から本発明のチャンバに運搬される液体のための手段である。好ましく
は導管は、直接または間接的にチャンバの筐体のポートと係合する。導管は液体の通過を
可能にする任意の材料を含むことができる。導管はチューブ、例えば、ゴム、Ｔｅｆｌｏ
ｎ（登録商標）、またはタイゴンチューブなどを含むことができる。導管はまた、ポリマ
ーもしくはプラスチックから成形され、または金属、ガラスまたはセラミック基板にドリ
ルで穿孔し、エッチングまたは機械加工することができる。したがって導管は、例えば、
本発明のカートリッジなどの構造に一体化することができる。導管は任意の寸法であって
よいが、好ましくは内径が１０ミクロン～５ミリメートルの範囲である。導管は好ましく
は（液体の入口および出口点以外は）包囲され、または運河式導管としてその上面で開口
することができる。
【０１００】
　「チップ」は１つまたは複数のプロセス、例えば、物理的、化学的、生化学的、生物学
的または生物理学的プロセスを行うことができる固体基板であり、または１つまたは複数
の物理的、化学的、生化学的、生物学的、または生物理学的プロセスを行うための１つま
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たは複数の印加された力を生じる要素を備え、または支持する固体基板である。このよう
なプロセスはアッセイ、例えば、生化学的アッセイ、細胞アッセイおよび化学アッセイ、
分離、例えば、電気、磁気、物理学的、および化学的（生化学を含む）力または相互作用
により介在される分離、化学反応、酵素反応、および結合相互作用、例えば、捕捉であっ
てよい。ミクロ構造またはミクロ規模構造、例えば、チャンネルおよびウェル、ブリック
、ダム、フィルタ、電極要素、電磁気要素または音響要素は、チップ上の物理学的、生物
理学的、生物学的、生化学的、化学反応またはプロセスを促進するための基板に組み込ま
れ、またはその上に作製され得る。チップは一寸法が薄くてよく、他の寸法は種々の形状
、例えば、矩形、円形、楕円形、または他の不規則な形状を有してよい。本発明のチップ
の主な表面のサイズは、例えば、約１ｍｍ２～約０．２５ｍ２とかなり変化し得る。好ま
しくは、チップのサイズは約４ｍｍ２～約２５ｃｍ２であり、特徴的な寸法は約１ｍｍ～
約５ｃｍである。チップ表面は平面であってよく、または平面でなくてよい。平面でない
表面のチップは表面にチャンネルまたはウェルを含み得る。チップは１つまたは複数の開
口部、例えば、孔またはスロットを有し得る。
【０１０１】
　「アクティブチップ」は外部の電源により電荷されたときに、例えば限定されないが、
混合、転位、集束、分離、濃縮、捕捉、単離または富化などの処理工程もしくはタスクま
たは分析工程もしくはタスクを行うことができる少なくとも１つの物理的な力を生じるこ
とができるチップに、またはその上に構成されるミクロ規模構造を含むチップである。ア
クティブチップは印加された物理的な力を使用し、所望の生化学的反応または処理工程も
しくはタスクまたは分析工程もしくはタスクを促進し、強化し、または容易にする。アク
ティブチップ上で、「印加された物理的な力」はエネルギーがアクティブチップの外部と
なる電源により提供されるときに、チップにまたはその上に構成されるミクロ規模構造に
より生じる物理的な力である。
【０１０２】
　「ミクロ規模構造」は約０．１ミクロン～約２０ｍｍの範囲の微小流体用途に使用する
規模の特徴的な寸法を有するチップ、ウエハー、またはチャンバに一体化し、または取り
付けられた構造である。本発明のチップ上に存在し得るミクロ規模構造の例はウェル、チ
ャンネル、ダム、ブリック、フィルタ、骨格、電極、電磁気自動濾過ユニット、音響要素
、または微細加工されたポンプまたは弁である。種々のミクロ規模構造は、弁理士登録番
号４７１８４２０００４００の、２０００年１０月４日出願の“Ａｐｐａｒａｔｕｓｅｓ
　Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ａｃｔｉｖｅ　Ｆｏｒｃｅ　Ｇｅｎｅｒａ
ｔｉｎｇ　Ｅｌｅｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ｕｓｅｓ　Ｔｈｅｒｅｏｆ”と題し、参照により
その全体が本明細書に組み込まれる米国特許出願第０９／６７９，０２４号に開示される
。電気信号などのエネルギーが加えられるときに本発明に有用な物理的な力が生じ得るミ
クロ規模構造は、「物理的な力を生じる要素」、「物理的な力要素」、「アクティブな力
要素」、または「アクティブ要素」と呼ばれ得る。
【０１０３】
　種々のミクロ規模構造は、弁理士登録番号４７１８４２０００４００の、２０００年１
０月４日出願の“Ａｐｐａｒａｔｕｓｅｓ　Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　
Ａｃｔｉｖｅ　Ｆｏｒｃｅ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　Ｅｌｅｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ｕｓｅ
ｓ　Ｔｈｅｒｅｏｆ”と題し、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる米国特許出
願第０９／６７９，０２４号に開示される。電気信号などのエネルギーが加えられるとき
に本発明に有用な物理的な力が生じ得るミクロ規模構造は、「物理的な力を生じる要素」
、「物理的な力要素」、「アクティブな力要素」、または「アクティブ要素」と呼ばれ得
る。
【０１０４】
　「多数のフォースチップ」または「マルチフォースチップ」は、物理的な力場を生じ、
少なくとも２つの異なる種類の組み込まれた構造を有し、そのそれぞれが外部の電源と組
み合わせて物理場の１種を生じることができるチップである。マルチプルフォースチップ
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の完全な説明は、弁理士登録番号４７１８４２０００４００の、２０００年１０月４日出
願の“Ａｐｐａｒａｔｕｓｅｓ　Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ａｃｔｉｖ
ｅ　Ｆｏｒｃｅ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　Ｅｌｅｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ｕｓｅｓ　Ｔｈｅ
ｒｅｏｆ”と題し、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる米国特許出願第０９／
６７９，０２４号に記載される。
【０１０５】
　「音響力」は、音場により断片（例えば、粒子および／または分子）に直接または間接
的に発揮する力である。音響力を液体中の粒子を操作するため（例えば、捕集、移動、方
向付け、取扱い）に使用することができる。音響、つまり定在音波と進行音波の両方は断
片に直接力を発揮することができ、このような力は「音響放射力」と呼ばれる。音波はま
た、断片を入れ、または懸濁し、あるいは溶解する液体媒体で力を発揮することができ、
いわゆる音響流を生じる。音波流は次に、このような液体媒体に入れられ、懸濁し、また
は溶解した断片に力を発揮する。この場合、音場は直接断片に力を発揮することができる
。
【０１０６】
　「音響要素」は電力信号に応答して音場を生じることができる構造である。好ましい音
響要素は、印加されたＡＣ電圧に応答して振動性（機械的）エネルギーを生じることがで
きる圧電変換器である。振動性エネルギーを変換器の近位にある液体に伝達することがで
き、液体中の粒子（例えば、細胞など）に音響力を発揮させることができる。音響力およ
び音響要素の説明は、参照によりその全体が組み込まれる、２０００年８月１０日出願の
米国特許出願第０９／６３６，１０４号に見つけることができる。
【０１０７】
　「圧電変換器」は、電気信号に応答して音場を生じることができる構造である。圧電変
換器の非限定的な例は、金属膜電極、圧電薄膜（例えば、酸化亜鉛）で両面が被覆された
セラミックディスク（例えば、ＰＺＴ、チタン酸ジルコン酸鉛）がある。
【０１０８】
　本明細書において使用される場合、「混合する」は、サンプル、溶液、または混合物の
成分が散在するようにサンプル、溶液、または混合物の移動を生じさせる物理的な力の使
用を意味する。本発明の使用における好ましい混合方法には、音響力の使用がある。
【０１０９】
　「処理」は分析のためのサンプルの調製を指し、１つまたは多数の工程またはタスクを
含むことができる。一般に処理タスクはサンプルの成分を分離し、サンプルの成分を濃縮
し、サンプルの成分を少なくとも部分的に精製し、または（例えば、溶解または変性によ
り）サンプルの成分を構造的に変化させるよう作用する。
【０１１０】
　本明細書において使用される場合、「単離する」は、元のサンプルに存在する望ましい
サンプル成分の好ましくは少なくとも１５％、より好ましくは少なくとも３０％、さらに
好ましくは少なくとも５０％およびさらに好ましくは少なくとも８０％を保持し、元の成
分の少なくとも１種の望ましくない成分の好ましくは少なくとも５０％、より好ましくは
少なくとも８０％、さらに好ましくは少なくとも９５％およびよりいっそう好ましくは少
なくとも９９％を最終調製物から除去するように、サンプルの他の望ましくない成分から
望ましいサンプル成分を分離することを意味する。
【０１１１】
　「富化する」は他のサンプル成分に対してサンプルのサンプル成分の濃度を増加させ（
他のサンプル成分の濃度を減少させる結果となり得る）、またはサンプル成分の濃度を増
加させることを意味する。例えば、本明細書において使用される場合、血液サンプル由来
の有核胎児細胞を「富化」することは、血液サンプル中の全ての細胞に対する有核胎児細
胞の割合を増加させることを意味し、血液サンプルのがん細胞を富化させることは、サン
プル中のがん細胞の濃度を（例えば、サンプルの容量を減少させることにより）増加させ
ること、または血液サンプルの他の細胞成分の濃度を減少させることを意味することがで
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き、尿サンプル中のがん細胞を「富化」することはサンプル中のそれらの濃度を増加させ
ることを意味することができる。
【０１１２】
　「分離」は、サンプルの１種または複数種の成分がサンプルの１種または複数種の他の
成分から空間的に分離されるプロセスである。分離は、目的の１種または複数種のサンプ
ル成分を分離自動濾過ユニットの１つまたは複数の領域に転位させ、または保持し、そし
て残りの成分の少なくとも一部を、目的の１種または複数種のサンプル成分を転位し、そ
して／または保持する領域もしくは各領域から離れて転位させ、あるいは１種または複数
種のサンプル成分を１つまたは複数の領域に保持し、そして少なくとも一部もしくは残り
の成分をその領域もしくは各領域から除去するように行われることができる。別法として
、サンプルの１種または複数種の成分を１つまたは複数の領域に転位させ、そして／また
は保持することができ、１種または複数種のサンプル成分をその領域または各領域から除
去することができる。また、１種または複数種のサンプル成分を１つまたは複数の領域に
転位させ、目的の１種または複数種のサンプル成分またはサンプルの１種または複数種の
成分を１つまたは複数の他の領域に転位させることが可能である。分離は、例えば、濾過
または物理的、化学的、電気的力または磁力の使用を通して得ることができる。分離に使
用され得る力の非限定的な例は、重力、質量流量、誘電泳動力、進行波誘電泳動力、およ
び電磁力である。
【０１１３】
　「（流体）サンプルからサンプル成分を分離すること」は、元のサンプルの他の成分か
ら、または１つまたは複数の処理工程後に残存するサンプルの成分からサンプル成分を分
離することを意味する。「（流体）サンプルからサンプル成分を除去すること」は元のサ
ンプルの他の成分から、または１つまたは複数の処理工程後に残存するサンプルの成分か
らサンプル成分を除去することを意味する。
【０１１４】
　「捕捉」は、１つまたは複数の断片またはサンプル成分が、サンプルを含有する表面、
チャンバ、チップ、チューブまたは任意の容器の１つまたは複数の領域に保持され、サン
プルの残りがその領域から除去され得る分離の種類である。
【０１１５】
　「アッセイ」は、サンプルまたはサンプルの成分に行われる試験である。アッセイは成
分の存在、成分の量または濃度、成分の組成、成分の活性などを試験することができる。
本発明の組成物および方法と合わせて行われることができるアッセイは、限定されないが
免疫細胞化学アッセイ、相間ＦＩＳＨ（蛍光インサイチュハイブリダイゼーション）、染
色体分類、免疫学的アッセイ、生化学的アッセイ、結合アッセイ、細胞アッセイ、遺伝子
アッセイ、遺伝子発現アッセイおよびタンパク質発現アッセイを含む。
【０１１６】
　「結合アッセイ」は、特異的な結合メンバーに対する実体の結合を検出することにより
実体の存在または濃度を試験し、または別の実体に結合する実体の性質を試験し、あるい
は別の実体における一実体の結合親和性を試験するアッセイである。実体は有機もしくは
無機分子、有機、無機または有機および無機化合物の組み合わせを含む分子複合体、細胞
小器官、ウイルス、または細胞であり得る。結合アッセイは、結合実体の存在下において
検出可能なシグナルを生じる検出可能な標識またはシグナル生成系を使用することができ
る。標準的な結合アッセイは、特異的な核酸配列を検出する核酸ハイブリダイゼーション
によるもの、実体に結合する抗体によるもの、および受容体に結合するリガンドによるも
のを含む。
【０１１７】
　「生化学アッセイ」は、サンプルの１種または複数種の成分の存在、濃度、または活性
を試験するアッセイである。
【０１１８】
　「細胞アッセイ」は、例えば限定されないが、代謝活性、異化作用活性、イオンチャン
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ネル活性、細胞間シグナル伝達活性、受容体結合シグナル伝達活性、転写活性、翻訳活性
、または分泌活性などの細胞プロセスを試験するアッセイである。
【０１１９】
　「遺伝子アッセイ」は、遺伝的要素の存在または配列を試験するアッセイであり、遺伝
的要素はＤＮＡもしくはＲＮＡ分子の任意のセグメントであってよく、限定されないが、
遺伝子、繰り返し要素、転位因子、調節因子、テロメア、セントロメア、または機能が未
知のＤＮＡもしくはＲＮＡを含む。非限定的な例として、遺伝子アッセイは遺伝子発現ア
ッセイ、ＰＣＲアッセイ、染色体分類、またはＦＩＳＨであってよい。遺伝子アッセイは
核酸ハイブリダイゼーション法を使用することができ、核酸シークエンシング反応を含む
ことができ、またはポリメラーゼなどの１種または複数種の酵素、例えば、ＰＣＲに基づ
く遺伝子アッセイを使用することができる。遺伝子アッセイは、例えば限定されないが、
蛍光色素、放射性同位体、またはシグナル生成系などの１つまたは複数の検出可能な標識
を使用することができる。
【０１２０】
　「免疫染色」は、染色（または染色生成系）と特異的な抗体を合わせた任意の方法によ
る特異的な抗原または構造の染色を指す。
【０１２１】
　「ポリメラーゼ鎖反応」または「ＰＣＲ」は、ヌクレオチド（アンプリコン）の特定の
配列を増幅させる方法を指す。ＰＣＲは、核酸ポリメラーゼ、好ましくは熱安定性のもの
の性質に応じて、アンプリコンを含有する鋳型にプライマーを伸長する。ＲＴ－ＰＣＲは
、サンプルから調製されたｍＲＮＡの逆転写から作製された鋳型（ｃＤＮＡ）に基づいた
ＰＣＲである。定量的逆転写ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）またはリアルタイムＲＴ－ＰＣＲ
はサイクル毎の各サンプルのＲＴ－ＰＣＲ産物が定量化されるＲＴ－ＰＣＲである。
【０１２２】
　「ＦＩＳＨ」または「蛍光インサイチュハイブリダイゼーション」は、遺伝子マーカー
をハイブリダイゼーションにより染色体に局在化させることができるアッセイである。典
型的には、ＦＩＳＨを行うために、蛍光標識される核酸プローブを、スライドに調製した
間期染色体にハイブリダイズする。ハイブリダイズするプローブの存在および位置を蛍光
顕微鏡により視覚化することができる。プローブも酵素を含むことができ、蛍光酵素基質
と合わせて使用することができる。
【０１２３】
　「染色体分類」は、各型の染色体の存在および数（例えば、ヒトハプロタイプである２
４染色体のそれぞれ（染色体１～２２、ＸおよびＹ））および例えば、転位または欠失な
どの染色体の形態学的異常の存在を含む染色体の分析を指す。典型的に、染色体分類は中
期の細胞の染色体スプレッドを行うことを含む。次いで、染色体を例えば限定されないが
染色または遺伝子プローブを使用して視覚化し、特定の染色体を識別することができる。
【０１２４】
　「遺伝子発現アッセイ」（または「遺伝子発現プロファイリングアッセイ」）は、１つ
または複数の遺伝子発現産物、すなわち、メッセンジャーＲＮＡの存在または量を試験す
るアッセイである。サンプル由来の目的の細胞の１種または複数種のｍＲＮＡを同時にア
ッセイすることができる。用途が異なるため、遺伝子発現アッセイにおいてアッセイされ
るｍＲＮＡ分子の数および／または種類も異なり得る。
【０１２５】
　「タンパク質発現アッセイ」（または「タンパク質発現プロファイリングアッセイ」）
は１種または複数種のタンパク質の存在または量を試験するアッセイである。サンプル由
来の目的の細胞の１種または複数種のタンパク質を同時にアッセイすることができる。用
途が異なるため、タンパク質発現アッセイにおいてアッセイされるタンパク質分子の数お
よび／または種類も異なり得る。
【０１２６】
　「組織学的検査」は、細胞型、細胞による特定のマーカーの発現を決定することができ
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、または細胞の構造的特徴（例えば、核、細胞骨格など）または細胞の状態もしくは機能
を明らかにすることができる組織化学物質もしくは染色または特異的結合メンバー（概ね
検出可能な標識に連結）を使用する細胞の検査を指す。一般に、細胞をスライド上で調製
することができ、組織学的検査用に直接もしくは間接的に検出可能な標識に結合する染料
または特異的な結合メンバーを使用して「染色」することができる。組織学的検査で使用
することができる染料の例は、核染色、例えば、ヘキスト染色または細胞生存染色（ｃｅ
ｌｌ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ｓｔａｉｎ）、例えば、トリパンブルー、あるいは細胞構造
染色、例えば、ライトもしくはギムザ、可視沈降物を形成するＨＲＰ用の酵素活性ベンジ
ジンである。胎児赤血球細胞の組織学的検査に使用することができる特異的結合メンバー
の例は胎児または胚性ヘモグロビンを特異的に認識する抗体である。
【０１２７】
　「電極」は高度な導電性材料の構造である。高度な導電性材料は、周囲の構造または材
料のものより大きい導電性を有する材料である。適切な高度な導電性材料は、金属、例え
ば、金、クロム、白金、アルミニウムなどを含み、また非金属、例えば、炭素および導電
性ポリマーを含むことができる。電極は任意の形状、例えば、矩形、円形、城壁様などで
あってよい。電極はまた、半導体材料を少量の他の「不純物質」材料と混合するドープ半
導体を含むことができる。例えば、リンドープケイ素を電極を形成する導電性材料として
使用することができる。
【０１２８】
　「ウェル」はチップ内の構造であり、下面はウェルまたはチャンネルの下面から伸長し
た１つまたは複数の壁体で少なくとも２面を囲まれる。壁体は、ウェルまたはチャンネル
の下面から上方に任意の角度または任意の方法で伸長することができる。壁体は不規則な
構成のものであってよく、すなわち、Ｓ字状に、または曲線状もしくは多角状に上方に伸
長することができる。ウェルまたはチャンネルの下面は、チップの上面と同じ高さもしく
はチップの上面より高く、またはウェルがチップの表面のくぼみになるようなチップの上
面より低くくてよい。ウェルまたはチャンネルの側部つまり壁体はチップの下面を構成す
る材料以外の材料を含むことができる。
【０１２９】
　「チャンネル」は、下面と、チャンネルの下面から上方に伸長する少なくとも２つの壁
体を含むチップの構造であり、２つの対面する壁体の長さはこの２つの対面する壁体の距
離より大きい。それゆえ、チャンネルはその内部長に沿って液体を流す。チャンネルを被
覆し（「トンネル」）または開口することができる。
【０１３０】
　「孔」は、表面の一方から他方に液体の連通をもたらす表面の開口部、例えば、本発明
のフィルタである。孔は任意のサイズのもの、および任意の形状のものであってよいが、
好ましくは孔は、サンプル成分のサイズ、形状、変形能、結合親和性および／または結合
特異性（またはその欠如）に基づきフィルタの一方からフィルタの他方に少なくとも１種
の不溶性サンプル成分の通過を制限するサイズおよび形状のものである。
【０１３１】
　「スロット」は、表面の開口部、例えば、本発明のフィルタである。スロット長は、そ
の幅より長い（スロットの長さおよびスロットの幅は、サンプル成分が通過するフィルタ
の平面または表面のスロットの寸法を指し、スロットの深さはフィルタの厚さを指す）。
それゆえ、用語「スロット」は、孔の形状が、場合によりおよそ矩形、楕円形、または四
角形もしくは平行四辺形のものであることを表す。
【０１３２】
　「ブリック」は、サンプル成分がブリックからブリックまで通過することを制限するこ
とができる表面に、またはその上に組み込まれることができる構造である。チップに（「
障壁」と呼ばれる）ブリックの１種を設計および使用することはＡｕｓｔｉｎらに１９９
８年１１月１７日に発行された米国特許第５，８３７，１１５号に記載されており、その
全体を参照により本明細書に組み込む。
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【０１３３】
　「ダム」は、チャンバの下面上に構成され、チャンバの上面に向かって上方に伸長し、
ダムの頂部とチャンバの頂部との間の規定の幅の空間を残すことができる構造である。好
ましくはダムの頂部とチャンバの上部壁体との間の空間の幅は、流体サンプルが空間を通
過することはできるが、少なくとも１種のサンプル成分はそのサイズ、形状、または変形
能（またはその欠如）に基づき空間を通過することができない程度である。チップにダム
構造の１種を設計および使用することはＷｉｌｄｉｎｇらに１９９９年７月２７日に発行
された米国特許第５，９２８，８８０号に記載され、その全体を参照により本明細書に組
み込む。
【０１３４】
　「連続流出」は、分離プロセス中に連続して本発明のチャンバに液体がポンプで送られ
、または注入されることを意味する。これによりチャンバに選択的に保持されないサンプ
ルの成分を分離プロセス中にチャンバから洗い流すことが可能になる。
【０１３５】
　「結合パートナー」は、所望の親和性または特異性を有する断片に互いに結合し、所望
の物理的な力（各物理的な力）で操作可能である任意の物質を指す。結合パートナーの非
限定的な例として微粒子がある。
【０１３６】
　「微粒子」は、所望の物理的な力（各物理的な力）により操作可能である任意の形状の
構造および任意の組成物の構造である。本方法で使用される微粒子は約０．０１ミクロン
～約１０センチメートルの寸法を有し得る。好ましくは、本方法で使用される微粒子は、
約０．１ミクロン～約数百ミクロンの寸法を有する。このような粒子または微粒子は、任
意の適切な材料、例えば、ガラスまたはセラミック、および／または１種または複数種の
ポリマー、例えば、ナイロン、ポリテトラフルオロエチレン（ＴＥＦＬＯＮ（登録商標）
）、ポリスチレン、ポリアクリルアミド、セファロース、アガロース、セルロース、セル
ロース誘導体、またはデキストランなどからなり得、および／または金属を含むことがで
きる。微粒子の例として限定されないが、磁性ビーズ、磁性粒子、プラスチック粒子、セ
ラミック粒子、カーボン粒子、ポリスチレンマイクロビーズ、ガラスビーズ、中空ガラス
スフィア、金属粒子、複合組成物の粒子、微細加工された自立微細構造などがある。微細
加工された自立微細構造の例として、Ｈａｇｅｄｏｒｎら、“Ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　ａｓ
ｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓ　ｄｉｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｍｉｃｒｏｍｏｔｏｒｓ”、Ｊｏｕｒｎ
ａｌ　ｏｆ　Ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃｓ，Ｖｏｌｕｍｅ：３３，Ｐａｇｅｓ１５９－
１８５（１９９４）に記載のものがあり得る。複合組成物の粒子は多組成因子を含み、ま
たはそれらからなる粒子、例えば、非導電性ポリマーフィルムの薄層で被覆された金属ス
フィアを指す。
【０１３７】
　「微粒子の調製物」は、１種類以上の微粒子を含み、場合により少なくとも１種の他の
化合物、分子、構造、溶液、試薬、粒子、または化学実体を含むことができる組成物であ
る。例えば、微粒子の調製物は、緩衝液中の微粒子の懸濁液であってよく、場合により特
異的結合メンバー、酵素、不活性粒子、界面活性剤、リガンド、洗浄剤などを含むことが
できる。
【０１３８】
　本明細書において使用される場合、用語「実質的に逆平行の」および「実質的に対向す
る」は、「およそ逆平行の」および「およそ対向する」それぞれを意味し、例えば、完全
な逆平行または対向が約３０°内、好ましくは約２０℃内、より好ましくは約１０°内、
および最も好ましくは約５℃以下であることを意味すると理解される。
【０１３９】
　本明細書において使用される場合、用語「係合した」は、「係合した」と言われるメン
バーがいくらかの積極的な試み、エネルギーを加えるなどを行うことなく、互いに離れず
、または切り離されないような、機械的または物理的な付着、連動、一致、結合または連
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結の任意の形式を指す。
【０１４０】
　本明細書に記載の本発明の態様および実施形態は、「からなる」および／または「本質
的に～からなる」の態様および実施形態を含むことが理解される。
【０１４１】
　本開示全体を通して、本発明の種々の態様が、範囲の書式で表わされる。範囲の書式の
記載は単なる便宜上および簡潔さのためのものであることを理解されるべきであり、本発
明の範囲の確固たる制限として解釈されるべきではない。したがって、範囲の記載は、特
に開示された全ての考えられる部分範囲ならびにその範囲内の個々の数値を有すると考え
られるべきである。例えば、１～６の範囲の記載は、１～３、１～４、１～５、２～４、
２～６、３～６などの特に開示された部分範囲、ならびにその範囲内の個々の数字、例え
ば、１，２，３，４，５，および６を有すると考えられるべきである。これは範囲の幅に
関わらず適用される。
【０１４２】
　本明細書において使用される他の技術用語は、種々の専門用語辞典に例示されるように
、それらが使用される技術分野における一般的な意味を有する。
【０１４３】
はじめに
　本発明は、生物学的流体サンプルなどの複合液体の分析が、分析に干渉し得る多くのサ
ンプル成分により複雑となり得ることを認識する。サンプル分析は、分析の標的が希少細
胞型であるとき、例えば、標的細胞が母体血液に存在する胎児細胞または患者の血液もし
くは尿に存在する悪性細胞であるときにさらに多くの問題となり得る。このようなサンプ
ルの処理において、多くの場合、容量を管理可能なレベルに減少させることによりサンプ
ルを「分解」し、そして分析の標的である希少細胞の集団を富化することの両方を必要と
する（例えば、米国特許第６，９４９，３５５号および同第７，１６６，４４３号、米国
特許出願第２００６／０２５２０５４号、同第２００７／０２０２５３６号、同第２００
８／００５７５０５号および同第２００８／０２０６７５７号を参照のこと）。流体サン
プルの処理の手順は多くの場合、時間がかかり、効率が悪い。いくつかの態様において、
本発明は効率的な方法および流体サンプルからの標的成分の分離のための自動システムを
提供する。
【０１４４】
　本発明の幅に対する非限定的な導入部として、本発明は以下を含むいくつかの一般的お
よび有用な態様を含む、
　１）筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チャンバであって、濾過チャ
ンバが前方チャンバおよび濾過後サブチャンバを備え、前方チャンバの流体流路が濾過後
サブチャンバの流体流路に実質的に対向する濾過チャンバ、
　２）筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チャンバであって、上記のフ
ィルタの表面および／または上記の筐体の内部表面を蒸着、昇華、気相表面反応、または
粒子スパッタリングにより修飾し、均一な被膜を生成する濾過チャンバ、
　３）筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チャンバであって、上記のフ
ィルタの表面および／または上記の筐体の内部表面を金属窒化物、金属ハロゲン化物、パ
リレンもしくはその誘導体、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）、Ｔｅｆｌｏｎ（
登録商標）－ＡＦまたはパーフルオロカーボンにより修飾する濾過チャンバ、
　４）本明細書に開示の濾過チャンバを備えるカートリッジ、
　５）本明細書に開示の濾過チャンバを備える、流体サンプル中の標的成分を分離するた
めの自動濾過ユニット、
　６）本明細書に開示の自動濾過ユニットおよび濾過装置に接続される分析装置を備える
、流体サンプルの標的成分を分離し、そして分析する自動システム、
　７）流体サンプルの標的成分を分離する方法であって、ａ）本明細書に開示の濾過チャ
ンバに流体サンプルを分注することと、ｂ）濾過チャンバを通して流体サンプルの流体流
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動をもたらすことを含み、流体サンプルの標的成分をフィルタに保持し、またはフィルタ
を通過させる方法、
　８）本明細書に開示の自動濾過ユニットを使用して流体サンプル中の標的成分を分離す
る方法であって、ａ）濾過チャンバに流体サンプルを分注することと、ｂ）濾過チャンバ
を通して流体サンプルの流体流動をもたらすことを含み、流体サンプルの標的成分をフィ
ルタに保持し、またはフィルタを通過させる方法、
　９）本明細書に開示の自動自動濾過ユニットを使用して流体サンプルの成分を富化し、
そして分析する方法であって、ａ）濾過チャンバに流体サンプルを分注すること、ｂ）濾
過チャンバの前方チャンバを通して流体サンプルの流体流動をもたらし、そして濾過チャ
ンバの濾過後サブチャンバを通して溶液の流体流動をもたらし、流体サンプルの標的成分
を前方チャンバに保持し、非標的成分をフィルタを通して濾過後サブチャンバに流し、ｃ
）標的成分を標識することと、ｄ）分析装置を使用して標識された標的成分を分析するこ
とを含む、方法。
【０１４５】
　本発明のこれらの態様ならびに本明細書に記載の他の態様は、本方法を使用することに
より、本明細書に記載の製造物および物質の組成物により得られることができる。本発明
の範囲を完全に理解するために、本発明の種々の態様を組み合わせて、本発明の望ましい
実施形態となり得ることがさらに理解される。
【０１４６】
Ｉ．濾過チャンバ
　一態様において、本発明は筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チャン
バを提供する。本発明の濾過チャンバがチャンバの内部に１つまたは複数の微細加工され
たフィルタを備える実施形態において、フィルタまたは各フィルタがチャンバをサブチャ
ンバに分割することができる。濾過チャンバが単一の内部に微細加工されたフィルタを備
える場合、例えば、濾過チャンバが、粗濾過の「前方チャンバ」、または適宜、「上部サ
ブチャンバ」および「濾過後サブチャンバ」、あるいは適宜、「下部サブチャンバ」を備
えることができる。他の場合において、微細加工されたフィルタは、濾過チャンバの壁体
を形成することができ、濾過中、濾過可能なサンプル成分がフィルタを介してチャンバか
ら排出される。
【０１４７】
　本発明のいくつかの実施形態において、本発明の濾過チャンバはサンプルをチャンバに
導入させる少なくとも１つのポートを有し、導管はサンプルを本発明の濾過チャンバに、
およびチャンバから運搬することができる。流体流動が開始されるとき、１つまたは複数
のフィルタを通り流れるサンプル成分は、チャンバの１つまたは複数の領域に流れた後、
導管を通ってチャンバから排出されることができ、好ましくは、しかし場合により導管か
ら容器、例えば、廃棄物容器に排出されることができる。濾過チャンバはまた、場合によ
り１種または複数種の試薬、溶液、または緩衝液の添加のための１つまたは複数のさらな
るポートを有し得る。本明細書全体を通して、流入ポートまたは流出ポートはそれらに命
名された機能に対して対向する方向の流動を用いて使用することが理解される。
【０１４８】
　いくつかの実施形態において、濾過チャンバはさらなるフィルタ、または適宜、「上方
フィルタ」を備えることができる。いくつかの実施形態において、前方チャンバと上方チ
ャンバとの間の上方フィルタは、ゆっくりした流動状件においてその平坦度を維持するの
に十分な硬さの任意のフィルタであってよく、５ミクロンより小さい開口部を有する孔ま
たはスロットを得る任意の方法により生成され得る。上方フィルタはさらに前方チャンバ
または濾過後サブチャンバを分割することができる。いくつかの実施形態において、濾過
前方チャンバは流入ポート、流出ポート、およびさらなる流入ポートを備えることができ
、さらにさらなる流入ポートを別の微細加工されたフィルタにより前方チャンバから分離
し、それにより上方チャンバを作製する。
【０１４９】
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　本発明の濾過チャンバは１種または複数種の液体不透過性材料、例えば限定されないが
、金属、ポリマー、プラスチック、セラミック、ガラス、ケイ素、または二酸化ケイ素を
含む材料を含むことができる。好ましくは、本発明の濾過チャンバは約０．０１ミリリッ
トル～約１０リットル、より好ましくは約０．２ミリリットル～約２リットルの容量能を
有する。本発明のいくつかの好ましい実施形態において、濾過チャンバは約１ミリリット
ル～約８０ミリリットルの容量を有し得る。
【０１５０】
　本発明の濾過チャンバは任意の数のフィルタを備え、または係合することができる。本
発明の好ましい一実施形態において、濾過チャンバは１つのフィルタを備える（例えば、
図５および図１４を参照のこと）。本発明の別の好ましい実施形態において、濾過チャン
バは、図６および図７に例示されるチャンバなどの２つ以上のフィルタを備える。種々の
フィルタチャンバの構成が可能である。例えば、フィルタチャンバの１つまたは複数の壁
体が微細加工されたフィルタを備える濾過チャンバを有することは本発明の範囲内である
。また、フィルタチャンバが１つまたは複数のフィルタと係合する濾過チャンバを有する
ことは本発明の範囲である。この場合、フィルタはチャンバと恒久的に係合することがで
き、または取り外し可能であり得る（例えば、フィルタをチャンバに設けられたスロット
またはトラックに挿入することができる）。フィルタをチャンバの壁体として、またはチ
ャンバの内部として設けることができ、フィルタを場合により連続濾過処理のために縦一
列に設けることができる。フィルタをチャンバに挿入する場合、濾過作業の間に、チャン
バを通る流体流動（フィルタの一方から他方へ）がフィルタの孔を通らなければならない
ように、チャンバの壁体を使って緊密な密封を形成するようにフィルタを挿入する。
【０１５１】
　本発明の好ましい実施形態において、例えば、およそ１センチメートル×１センチメー
トル×０．２～１０センチメートルの寸法の濾過チャンバは、４～１，０００，０００個
のスロット、好ましくは１００～２５０，０００個のスロットを備える１つまたは複数の
フィルタを有し得る。この好ましい実施形態において、スロットは用途に応じて、好まし
くは約０．１～約１，０００ミクロンのスロット長およびスロット幅が好ましくは約０．
１～約１００ミクロンである矩形のものである。
【０１５２】
　好ましくは、スロットはチャンネルを通して、したがって、チャンバから成熟赤血球細
胞（無核）を通過させることができるが、大きな径または形状を有する細胞（例えば限定
されないが、白血球細胞などの有核細胞および有核赤血球細胞）をチャンバから排出させ
ない、または最小限にすることができる。チャンバを通る流体流動による赤血球細胞の除
去を可能にする一方で血液サンプルの他の細胞を保持する濾過チャンバは図７、図１４、
および図１６に図示される。例えば、有核ＲＢＣ由来の成熟赤血球細胞および白血球細胞
を除去するために、２．５～６．０ミクロン、より好ましくは２．２～４．０ミクロンの
スロット幅を使用することができる。スロット長は、例えば、２０～２００ミクロンと変
化し得る。スロット深さ（すなわち、フィルタ膜厚）は４０～１００ミクロンと変化し得
る。２．０～４．０ミクロンのスロット幅は、２つ折りの円盤状ＲＢＣがスロットを通過
することは可能にするが、おもに７ミクロン以上の径または形状の有核ＲＢＣおよびＷＢ
Ｃを保持する。
【０１５３】
逆平行流動
　いくつかの実施形態において、本発明の濾過チャンバは前方チャンバおよび濾過後サブ
チャンバの平行または逆平行流体流動が可能となるよう構成され得る。前方チャンバは２
つのポート、つまり流入ポートおよび流出ポートを有し得る。濾過後サブチャンバは２つ
のポート、つまり流入ポートおよび流出ポートを有し得る。ポートは前方チャンバおよび
濾過後サブチャンバの流体流動が実質的に互いに対向つまり逆平行であるように配列され
得る。前方チャンバの流入ポートを使用し、流体サンプル、例えば、血液サンプル、細胞
懸濁液などを濾過チャンバに分注することができる。
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【０１５４】
　いくつかの実施形態において、デバイスは、血液サンプルが前方チャンバを通り流れる
ことができるように、流入および流出のための２つのポート（１つは１つまたは複数のフ
ィルタのいずれかの側にある）を有する単一の前方チャンバを有する。例えば、血液サン
プルを前方チャンバを通してポンプで送り、チャンバに充填させることができる。１つの
開口部がその末端にリザーバーを備える好ましい実施形態において、細胞および化合物な
どの粒子を場合によりリザーバーを介して添加することができる。別法として、粒子、化
合物のいずれか、または両方をリザーバーに接続されていない開口部で前方チャンバに添
加することができる。いくつかの実施形態において、前方チャンバは２つ以上の流入およ
び／または流出ポートを備えることができる。例えば、洗浄用溶液を流入をもたらすため
に、またはフィルタ全体に流体サンプルの成分を押し付けるための流体力を得るためにさ
らなる流入ポートを使用することができる。上方フィルタが前方チャンバを上方チャンバ
と前方チャンバに分割するために備えられる実施形態において、さらなる流入ポートによ
り上方フィルタへの流体流動をもたらすことができる。
【０１５５】
　いくつかの好ましい実施形態において、濾過後サブチャンバはまた、一端が溶液導入の
ための開口部およびもう一端が溶液流出のための開口部を有する単一の流体流動チャンネ
ルである。いくつかの実施形態において、濾過後サブチャンバは、２つ以上の流入および
／または流出ポートを備え得る。例えば、濾過後サブチャンバの多数の流出ポートを使用
し、成分のサイズ、形状、変形能、結合親和性および／または結合特異性に基づき様々な
濾過成分を収集することができる。
【０１５６】
　いくつかの実施形態において、前方チャンバおよび濾過後サブチャンバの流体流動は、
陰圧が生じ、成分または細胞がフィルタを通して吸引され得るようになされ得る。いくつ
かの実施形態において、底部チャンバからの流出は、前方チャンバを移動する流体サンプ
ルの一部を濾過後サブチャンバに吸引することができ、そうして赤血球細胞および血小板
が白血球細胞およびフィルタにより前方チャンバに保持される他の有核細胞から分離され
るように、底部チャンバへの流入より大きくなる。いくつかの実施形態において、流出液
は流入液より含有し得る細胞は少ない。
【０１５７】
　いくつかの実施形態において、前方チャンバおよび濾過後サブチャンバの流体流動は、
様々な流速を有するように構成され得る。前方チャンバおよび濾過後サブチャンバの流体
流動の差が前方チャンバと濾過後サブチャンバとの間のフィルタを通して流体力を生じ得
ることが考えられる。前方チャンバおよび濾過後サブチャンバの液体の流速を圧制御自動
濾過ユニット、例えば、流入および／または流出ポートのポンプにより制御することがで
きる。いくつかの実施形態において、圧制御自動濾過ユニットを自動制御システム、例え
ば、アルゴリズムを稼働するコンピュータにより調節することができる。
【０１５８】
　濾過チャンバは、サンプル、洗浄などの溶液もしくは溶出液またはその両方の流動に影
響を与える１つまたは複数の表面輪郭を含み得る。例えば、輪郭がサンプルを偏向、分散
または方向付けし、サンプルをフィルタに沿って拡散させる手助けをすることができる。
別法として、輪郭は洗浄液がより効率的にチャンバまたはフィルタを洗浄するように洗浄
液を偏向、分散または方向付けすることができる。このような表面輪郭は任意の適当な構
成であってよい。輪郭は概ねチップに向かって突出し、または概ねチップから遠ざかって
突出し得る表面を備え得る。輪郭は概ねフィルタを囲み得る。輪郭は、限定されないが突
起、凹部、スロット、偏向構造、例えば、ボール様部分、気泡（例えば、空気、洗浄剤、
またはポリマーから形成）などを含み得る。２つ以上のスロットなどの輪郭は互いに概ね
平行に、さらにチャンバを垂直に見たときに概ねらせん状に流動を方向付ける角度に構成
され得る。
【０１５９】
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　いくつかの実施形態において、前方チャンバの流出ポートを収集チャンバに接続するこ
とができ、流体サンプルの標的成分、例えば、血液サンプル由来の有核細胞、または細胞
懸濁液由来のがん性細胞を、不必要な成分を濾過により分離した後に収集することができ
る。
【０１６０】
　いくつかの実施形態において、本発明の濾過チャンバを２つの筐体部分、例えば、頂部
筐体部分および底部筐体部分により形成することができ、これらを可逆的に係合し、フィ
ルタを囲む濾過チャンバを形成することができる。筐体部分を任意の適切な方法、例えば
限定されないがレーザー接着、接着材料などを使用して合わせて接着することができる。
底部筐体部分はトレイまたはタンクの形態であってよく、好ましくは緩衝液をチャンバを
通り流すための少なくとも１つの入口および少なくとも１つの出口を有する。
【０１６１】
表面処理または修飾
　いくつかの実施形態において、本発明は、微細加工されたフィルタの表面および／また
は微細加工されたフィルタを囲む筐体の内部表面に対して処理または修飾し、その濾過効
率を改良する。いくつかの実施形態において、表面処理はフィルタおよび筐体の均一な被
膜を生成する。いくつかの実施形態において、フィルタの一面または両面を処理もしくは
被覆または修飾し、その濾過効率を増大させる。表面修飾はフィルタを通して流体サンプ
ルの成分の濾過を促進し、流体サンプルの成分、例えば、細胞、細胞片、タンパク質凝集
体、脂質などによりフィルタ上のスロットを塞ぐことを減少させることができる。いくつ
かの実施形態において、フィルタの一面または両面を処理または修飾し、サンプル成分（
例えば限定されないが細胞）がフィルタに相互作用し、またはフィルタに付着する可能性
を低下させる。
【０１６２】
　フィルタの表面および／または筐体の内部表面を金属窒化物、金属ハロゲン化物、パリ
レン、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）－ＡＦまた
はパーフルオロカーボンにより修飾することができる。いくつかの実施形態において、パ
ーフルオロカーボンは液体形態であってよい。いくつかの実施形態において、パーフルオ
ロカーボンは１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチルトリエトキシシラン、１Ｈ
，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロデシルトリエトキシシラン、トリクロロ（１Ｈ，１Ｈ
，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチル）シランまたはトリクロロ（オクタデシル）シラン
であってよく、これらは液体形態であってよい。いくつかの実施形態において、パーフル
オロカーボンは表面に共有結合し得る。フィルタおよび／または筐体の内部表面の表面修
飾は、蒸着、昇華、気相表面反応、または粒子スパッタリングを介してなされ、均一な被
膜を生成することができる。
【０１６３】
　フィルタおよび／または筐体は、例えば、その表面特性（例えば疎水性、親水性）を変
更するよう物理的または化学的に処理することができる。例えば、蒸着、昇華、気相表面
反応、または粒子スパッタリングは、フィルタおよび／または筐体の表面を処理または修
飾するために使用することができる方法の一部である。任意の適切な蒸着方法、例えば、
物理蒸着、プラズマ強化化学蒸着、化学蒸着などを使用することができる。物理蒸着、化
学蒸着、プラズマ強化化学蒸着または粒子スパッタリングに適した材料は、限定されない
が、金属窒化物または金属ハロゲン化物、例えば、窒化チタン、窒化ケイ素、窒化亜鉛、
窒化インジウム、窒化ホウ素、パリレンまたはその誘導体、例えば、パリレン、パリレン
－Ｎ、パリレン－Ｄ、パリレンＡＦ－４、パリレンＳＦ、およびパリレンＨＴを含み得る
。ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）またはＴｅｆｌｏｎ（登録商標）－ＡＦも化
学蒸着に使用することができる。
【０１６４】
　例えば、フィルタおよび／または筐体を低窒素もしくはアンモニアまたは窒素ガスまた
は他のガスあるいは任意の組み合わせ、またはこれらの順の、チャンバでのプラズマを用



(40) JP 2015-522166 A 2015.8.3

10

20

30

40

50

いて加熱または処理することができ、窒化ケイ素で修飾することができ、または少なくと
も１種の酸または少なくとも１種の塩基を用いて処理し、所望の表面電荷および表面種を
印加することできる。例えば、ガラスまたはシリカのフィルタおよび／または筐体を窒素
またはアルゴン環境において加熱し、フィルタおよび／または筐体の表面から酸化物を除
去することができる。加熱時間および温度をフィルタおよび／または筐体材料および所望
の反応の程度に応じて変化させることができる。一例において、ガラスのフィルタおよび
／または筐体を摂氏約２００～１２００度の温度に約３０分から２４時間加熱することが
できる。
【０１６５】
　別の例において、フィルタおよび／または筐体を１種または複数種の酸または１種また
は複数種の塩基で処理し、フィルタ表面の陽性度を増大させることができる。好ましい実
施形態において、ガラスまたはシリカを含むフィルタおよび／または筐体を少なくとも１
種の酸で処理する。
【０１６６】
　本発明のフィルタおよび／または筐体を処理するときに使用される酸は、任意の酸であ
ってよい。非限定的な例として、酸はギ酸、シュウ酸、アスコルビン酸であり得る。酸は
約０．１Ｎ以上の濃度のもの、および好ましくは約０．５Ｎ以上の濃度であり、より好ま
しくは約１Ｎより高い濃度である。例えば、酸の濃度は好ましくは約１Ｎ～約１０Ｎであ
る。インキュベーション時間は１分～数日間であってよいが、好ましくは約５分～約２時
間である。
【０１６７】
　親水性を増大させるために微細加工されたフィルタおよび／または筐体を処理するのに
最適な濃度およびインキュベーション時間は経験的に決定することができる。微細加工さ
れたフィルタおよび／または筐体を任意の時間、好ましくは２分以上、およびより好まし
くは約５分超の間、酸の溶液に入れることができる。酸処理は非凍結および非沸騰温度下
において、好ましくは室温以上の温度で行われ得る。
【０１６８】
　別法として、限定されないが、ヒドラジン、水素化アルミニウムリチウム、水素化ホウ
素、亜硫酸、亜リン酸、ジチオスレイトール、鉄含有化合物、例えば、硫酸鉄（ＩＩ）な
どの還元剤を酸の代わりに、もしくは酸に加えて、または任意の順で酸とともに使用する
ことができる。還元溶液は、約０．０１Ｍ以上の濃度のものであってよく、好ましくは約
０．０５Ｍより大きく、より好ましくは約０．１Ｍより大きい濃度である。微細加工され
たフィルタおよび／または筐体を任意の時間、好ましくは２分以上、およびより好ましく
は約５分超の間、還元溶液に入れることができる。処理は非凍結および非沸騰温度下にお
いて、好ましくは室温以上の温度で行われ得る。
【０１６９】
　フィルタおよび／または筐体表面の親水性を増大させるときの物理的または化学的処理
の有効性を処理済みまたは非処理フィルタおよび／または筐体の表面に載せた水滴の広が
りを測定することにより試験することができ、均一な容量の水滴の広がりの増大が表面の
親水性の増大を示す（図５）。フィルタおよび／または筐体処理の有効性も、処理済フィ
ルタおよび／または筐体と細胞または生物学的サンプルをインキュベーションすることに
より試験し、処理済フィルタおよび／または筐体へのサンプル成分の付着の程度を決定す
ることができる。
【０１７０】
　別の実施形態において、フィルタおよび／または筐体、例えば限定されないが、ポリマ
ーフィルタおよび／または筐体の表面を化学処理し、フィルタおよび／または筐体の表面
の特性を変更することができる。例えば、ガラス、シリカ、または高分子フィルタおよび
／または筐体の表面を、サンプル成分とフィルタおよび／または筐体の表面の相互作用を
減少させ得る化学基を添加する種々の化学処理のいずれかにより誘導体化することができ
る。
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【０１７１】
　１種または複数種の化合物も、任意の適切な材料、例えば、１種または複数種の金属、
１種または複数種のセラミック、１種または複数種のポリマー、ガラス、シリカ、窒化ケ
イ素、またはそれらの組み合わせからなる微細加工されたフィルタおよび／または筐体の
表面上に吸着させ、または結合させることができる。本発明の好ましい実施形態において
、本発明の微細加工されたフィルタおよび／または筐体の表面または各表面を化合物で被
覆し、サンプル成分とフィルタおよび／または筐体の表面の相互作用を減少させることに
より濾過の効率を増大させる。
【０１７２】
　例えば、フィルタおよび／または筐体の表面を、分子、例えば限定されないが、タンパ
ク質、ペプチド、またはポリマー、例えば、天然または合成ポリマーで被覆することがで
きる。フィルタおよび／または筐体を被覆するために使用される材料は、好ましくは細胞
または生物学的サンプルの他の成分、例えば、タンパク質、核酸などに有害な影響を与え
ないことを意味する生体適合性である。ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）などのアルブミン
タンパク質は、本発明の微細加工されたフィルタおよび／または筐体を被覆するために使
用することができるタンパク質の例である。フィルタおよび／または筐体を被覆するため
に使用されるポリマーは、フィルタおよび／または筐体への細胞の接着が促進されない任
意のポリマー、例えば、非疎水性ポリマー、例えば限定されないが、ポリエチレングリコ
ール（ＰＥＧ）、ポリビニル酢酸（ＰＶＡ）、およびポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）お
よびセルロースまたはセルロース様誘導体であってよい。
【０１７３】
　例えば、金属、セラミック、ポリマー、ガラス、またはシリカからなるフィルタおよび
／または筐体を任意の実行可能な手段、例えば、吸着または化学結合により化合物で被覆
することができる。
【０１７４】
　多くの場合、化合物またはポリマーで被覆する前にフィルタおよび／または筐体を表面
処理することは有益となり得る。表面処理は被覆の安定性および均一性を増大させること
ができる。例えば、化合物またはポリマーでフィルタおよび／または筐体を被覆する前に
、フィルタおよび／または筐体を少なくとも１種の酸または少なくとも１種の塩基で、あ
るいは少なくとも１種の酸および少なくとも１種の塩基で処理することができる。本発明
の好ましい態様において、ポリマー、ガラス、またはシリカからなるフィルタおよび／ま
たは筐体を少なくとも１種の酸で処理した後、数分から数日の期間に被覆化合物の溶液で
インキュベーションする。例えば、ガラスフィルタおよび／または筐体を酸でインキュベ
ーションし、水で洗浄した後、ＢＳＡ、ＰＥＧ、またはＰＶＰの溶液にインキュベーショ
ンすることができる。
【０１７５】
　本発明のいくつかの態様において、好ましくは、酸もしくは塩基処理または酸化剤での
処理の前に、および好ましくは化合物またはポリマーでフィルタおよび／または筐体を被
覆する前にもう一度、フィルタおよび／または筐体を水（例えば、脱イオン水）または緩
衝液で洗浄することができる。２種類以上の処理を微細加工されたフィルタおよび／また
は筐体に行う場合、洗浄も処理の間、例えば、酸化剤と酸の処理の間、または酸と塩基の
処理の間に行うことができる。フィルタおよび／または筐体を水または約３．５～約１０
．５およびより好ましくは約５～約９のｐＨである水溶液で洗浄することができる。微細
加工されたフィルタおよび／または筐体を洗浄するために適した水溶液の非限定的な例と
して、塩溶液（塩溶液がマイクロモルの範囲～５Ｍ以上の濃度にあり得る）、生物学的緩
衝液、細胞媒体、または希釈液あるいはそれらの組み合わせがあり得る。洗浄を任意の時
間、例えば、数分から数時間行うことができる。
【０１７６】
　フィルタおよび／または筐体を被覆するために使用される化合物またはポリマー溶液の
濃度は、約０．０２％～２０％以上に変化してよく、使用される化合物に一部依存する。
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被覆溶液のインキュベーションは、数分から数日であってよく、好ましくは約１０分～２
時間である。
【０１７７】
　被覆後、フィルタおよび／または筐体を水または緩衝液で洗浄することができる。
【０１７８】
　本発明の処理方法も、濾過用の孔を備えるチップ以外のものに適用することができる。
例えば、金属、セラミック、１種または複数種のポリマー、ケイ素、二酸化ケイ素、また
はガラスを含むチップを本発明の方法を使用して物理的または化学的に処理することがで
きる。このようなチップは、例えば、細胞、細胞小器官、複合体、または生体分子（例え
ば、核酸、タンパク質、小分子）などの生物学的種を分離、検出、または分析する分離、
分析、および検出デバイスにおいて使用することができる。チップの処理は、使用される
処理、操作される生物学的種の性質、および操作の性質に応じて、生物学的種とチップ表
面の相互作用を増強または低下させることができる。例えば、チップを、操作される生物
学的種および操作の性質に応じて親水性または疎水性ポリマーで被覆することができる。
さらなる例として、チップの表面を親水性ポリマーで被覆することは（例えば限定されな
いが、チップをＰＶＰまたはＰＶＡで被覆）、チップの表面と細胞との相互作用を減少ま
たは最小限にすることができる。
【０１７９】
多重化
　本発明のいくつかの実施形態において、２つ以上の濾過チャンバを多重化構成に組み合
わせることができる。例えば、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０以上の
濾過チャンバを組み合わせることができる。図３４は、８個の濾過チャンバを組み合わせ
た場合の例示的実施形態を示す。いくつかの実施形態において、多重化構成の各濾過チャ
ンバは互いに独立し、すなわち、多重化構成内の他の濾過チャンバと流体接続状態でない
。いくつかの実施形態において、多重化構成の濾過チャンバの一部または全ては互いに流
体接続状態であってよい。例えば、濾過チャンバの一部または全ては一般的な筐体を有す
ることができ、または流体チャンネルまたは導管により互いに接続されることができる。
【０１８０】
　図３４に示すように、多重化構成の濾過チャンバを隣り合って配列し、または直線状に
あるいはその両方で配列することができる。多重化構成の濾過チャンバを同じ配向、もし
くは対向の配向、またはその組み合わせで配列することができる。いくつかの実施形態に
おいて、少なくとも２つの濾過チャンバが縦一列に動作し、さらに各濾過チャンバ内のフ
ィルタのスロットは、濾過チャンバがスロット幅が大きくなる順に配列される様々な幅の
スロットである。
【０１８１】
　いくつかの実施形態において、少なくとも２つの濾過チャンバが縦一列に配列され、続
く濾過チャンバがスロット幅が大きくなるフィルタを備える。いくつかの実施形態におい
て、フィルタは流路に沿ってサイズが大きくなるスロット幅を含み、さらに上方濾過チャ
ンバが存在し、濾過後チャンバは多数の仕切りを含有し、１つの仕切り当たり１つの流出
ポートを通り流動を外に方向付ける。いくつかの実施形態において、濾過後チャンバの各
仕切りセグメントからの流出ポートはその流出と合致し、２．２５ｍｍ毎もしくは４．５
ｍｍ毎または９ｍｍ毎あるいは１８ｍｍ毎に配置されたウェルを有するマルチウェル型薬
物スクリーニングプレートの個々のウェルに直接その流出を堆積させることができる。
【０１８２】
　図３７は多重化構成の別の実施形態を例示する。この構成では、２つの濾過チャンバが
上方フィルタと微細加工されたフィルタとの間の前方チャンバを通る流体接続状態にある
。濾過チャンバのフィルタは様々なスロットサイズを有し、そのため様々な成分を回収領
域１および２で回収することができる。
【０１８３】
自動濾過ユニット
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　いくつかの実施形態において、本発明の濾過チャンバは、濾過チャンバを通して流体流
動を制御する手段を備える濾過ユニットの一部である。任意の適切な機構を使用し、濾過
チャンバ、例えば、液体ポンプ、弁、導管、チャンネルなどの流体流動を制御することが
できる。いくつかの実施形態において、制御アルゴリズム、例えば、コンピュータプログ
ラムを使用し、流体流動を制御することができる。前方チャンバおよび濾過後サブチャン
バの両方の流体流動を制御アルゴリズムにより制御することができる。
【０１８４】
　前方チャンバおよび濾過後サブチャンバの流体流動が実質的に逆平行である実施形態に
おいて、図３３に示されるように、多数の液体ポンプを使用し、前方チャンバおよび濾過
後サブチャンバの流速を個別に制御することができる。供給ポンプ（３）を使用し、前方
チャンバの流速を制御することができ、緩衝液ポンプ（１）および廃棄物ポンプ（２）を
使用して、濾過後サブチャンバの流速を制御することができる。
【０１８５】
　いくつかの実施形態において、前方チャンバおよび濾過後サブチャンバの流体流動を、
様々な流速になるように構成することができる。前方チャンバおよび濾過後サブチャンバ
の流体流動の差が前方チャンバと濾過後サブチャンバとの間のフィルタを通る流体力を生
じ得ることが考えられる。
【０１８６】
　いくつかの実施形態において、前方チャンバおよび濾過後サブチャンバの流体流動は、
陰圧（５）が生じ、成分または細胞がフィルタを通して吸引され得るようになされ得る。
いくつかの実施形態において、底部チャンバからの流出は、前方チャンバを移動する流体
サンプルの一部を濾過後サブチャンバに吸引することができ、そうして赤血球細胞および
血小板が白血球細胞およびフィルタにより前方チャンバに保持される他の有核細胞から分
離されるように、底部チャンバへの流入より大きくなる。いくつかの実施形態において、
流出液は流入液より含有し得る細胞は少ない。
【０１８７】
　例えば、図５に示される、本発明の好ましい１つの濾過ユニットは、サンプルを添加す
るための弁制御入口（弁Ａ（６））、サンプルの濾過のために陰圧が印加される導管に接
続した弁（弁Ｂ（７））およびチャンバを洗浄するための濾過チャンバへの洗浄緩衝液の
流動を制御する弁（弁Ｃ（８））を備える。本発明のいくつかの実施形態において、濾過
ユニットは、サンプルが場合によりチャンバに入ることを可能にする自動制御下にあり得
る弁、チャンバから排出される廃棄物、および濾過のための流体流動をもたらす陰圧を含
み得る。
【０１８８】
　溶液または上清を濾過チャンバに移すために、針（限定されないが、規定されたもの）
を使用することができる。針を、容量を保持することができる容器（例えば、チューブま
たはチャンバ）に接続させることができる。針は、溶液を含有するチューブから細胞を収
集し、溶液を押し出し、引き戻すデバイス（例えば、ポンプまたはシリンジ）を使用して
別のチャンバに溶液を分注することができる。
【０１８９】
　いくつかの実施形態において、前方チャンバの流入ポートをカラムに接続し、そうして
サンプル溶液の不必要な成分の特異的結合メンバーをカラムの固体表面に固定することが
できる。例えば、レクチン、受容体リガンドまたは抗体をカラムに固定し、血液サンプル
から赤血球細胞、白血球細胞または血小板を除去することができる。
【０１９０】
流体サンプルの成分を分離し、そして分析するための自動システム
　本明細書において、濾過チャンバにより分離された標的成分を分析する自動濾過ユニッ
トと流体接続する濾過チャンバを備える、流体サンプルの標的成分を分離し、そして分析
する自動システムをさらに記載する。いくつかの実施形態において、濾過チャンバの前方
チャンバを直接自動濾過ユニットに接続することができ、そうしてフィルタに保持された
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有核細胞または希少細胞などの標的成分を直接分析用自動濾過ユニットに入れることがで
きる。前方チャンバまたは収集チャンバの流出ポートも自動濾過ユニット、例えば、フロ
ーサイトメーターに接続することができ、そうして分離した成分をさらに操作することな
く直接分析することができる。いくつかの実施形態において、標的成分を分析前に標識す
ることができる（ｔｈｅ　ｔａｒｇｅｔ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ｂｙ　ｂｅ　ｌａｂｅｌ
ｅｄ　ｂｅｆｏｒｅ　ｔｈｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ）。
【０１９１】
電極を備えるフィルタ
　いくつかの好ましい実施形態において、進行波誘電泳動力を、濾過チャンバの一部であ
るチップに組み込まれた電極により生じることができ、細胞などのサンプル成分をフィル
タから遠ざかって移動するために使用することができる。この場合、微小電極をフィルタ
表面に作製し、電極を進行波誘電泳動が細胞などのサンプル成分を電極板または濾過プロ
セスを行うフィルタ表面に移動させることができるように配列する。進行波誘電泳動の完
全な説明は、弁理士登録番号４７１８４２０００４００の、２０００年１０月４日出願の
“Ａｐｐａｒａｔｕｓｅｓ　Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ａｃｔｉｖｅ　
Ｆｏｒｃｅ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　Ｅｌｅｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ｕｓｅｓ　Ｔｈｅｒｅ
ｏｆ”と題した、米国特許出願第０９／６７９，０２４号に記載され、参照によりその全
体が本明細書に組み込まれる。
【０１９２】
　フィルタの一実施形態において、互いに組み合わされた微小電極をフィルタ表面、例え
ば、図２に示されるものまたは“Ｎｏｖｅｌ　ｄｉｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ－ｂ
ａｓｅｄ　ｄｅｖｉｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ｖｉａｂｌｅ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｅｄｉａ”　Ｄｏ
ｃｏｓｌｉｓら，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
，Ｖｏｌ．５４，Ｎｏ．３，ｐａｇｅｓ　２３９－２５０，１９９７，および１９９７年
５月７日、Ｄｏｃｏｓｌｉｓらに発行された米国特許第５，６２６，７３４号に記載のも
のに作製される。この実施形態において、電極により生じた負の誘電泳動力は、細胞など
のサンプル成分をフィルタ表面またはフィルタスロットから反発させることができ、そう
してフィルタに収集された細胞は濾過プロセスの間フィルタを塞ぐことはない。進行波誘
電泳動または負の誘電泳動を使用して濾過を強化する場合、流体流動が停止し、または大
きく減少した期間、電極要素に濾過プロセス全体を通して定期的にエネルギーを加えるこ
とができる。
【０１９３】
　誘電泳動力を生じることができる電極を組み込むミクロンの範囲のスロットを有するフ
ィルタを図３（ＡおよびＢ）に例示する。例えば、ケイ素基板上に作製された１８ミクロ
ン幅および１８ミクロン溝の組み合わされた電極をフィルタ上に作製したフィルタを作製
している。個々のフィルタスロットは１００ミクロン（長さ）×２～３．８ミクロン（幅
）の寸法の矩形形状のものであった。各フィルタは独自のスロットサイズ（例えば、長さ
×幅：１００ミクロン×２．４ミクロン、１００ミクロン×３ミクロン、１００ミクロン
×３．８ミクロン）であった。長さ方向に沿って、隣接するフィルタスロット間の溝は２
０ミクロンであった。幅方向に沿って、隣接のスロットは整列されておらず、代わりにオ
フセットされた。別法として、フィルタスロットの隣り合うカラムのオフセット間隔は５
０ミクロンまたは３０ミクロンであった。長さ方向に沿ってスロットの中心線が電極の中
心線、もしくは電極の縁部、または電極間の溝の中心線で整列するようにフィルタスロッ
トを電極に対して位置づけた。
【０１９４】
　電極はまた、フィルタを囲む濾過チャンバの筐体上に位置づけられ得る。いくつかの実
施形態において、電極を前方チャンバおよび／または濾過後サブチャンバに位置づけるこ
とができる。電極を誘電泳動力がフィルタに対してフィルタスロット周囲に生じるように
位置づけることができる。いくつかの実施形態において、誘電泳動力は、フィルタスロッ
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トまたはフィルタ表面から細胞もしくは他のサンプル成分を遠ざけることができる。
【０１９５】
　以下の議論および参照により、濾過が可能でない細胞などのサンプル成分をフィルタか
ら離れて転位させることにより濾過を促進する電極の設計および使用の骨組みが提供され
得る。
【０１９６】
　誘電泳動は、不均一なＡＣ電場の分極した粒子の移動を指す。粒子を電場に入れるとき
に、粒子およびその周囲の媒体の誘電特性が異なる場合、粒子は誘電分極を行う。したが
って、電荷が粒子／媒体の接触面で誘導される。印加された電場が不均一な場合、この時
不均一な電場と誘導された分極電荷との間の相互作用が強いまたは弱い電場強度領域に粒
子を移動させる、粒子に作用する正味の力が生じる。粒子に作用する正味の力は誘電泳動
力と呼ばれ、粒子の動きは誘電泳動である。誘電泳動力は粒子の誘電特性、粒子を囲む媒
体、印加された電場の周波数および電場分布に依存する。
【０１９７】
　進行波誘電泳動は、進行電場が電場誘導性分極と相互作用し、粒子に作用する電力を生
じる誘電泳動と類似している。粒子は進行場の方向に、または方向に反対のいずれかの移
動を生じる。進行波誘電泳動力は粒子および粒子が懸濁する媒体の誘電特性、進行場の周
波数および大きさに依存する。誘電泳動および進行波誘電泳動の理論および微粒子の操作
および処理のための誘電泳動の使用が種々の刊行物に見つけることができる（例えば、“
Ｎｏｎ－ｕｎｉｆｏｒｍ　Ｓｐａｔｉａｌ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｂｏｔ
ｈ　ｔｈｅ　Ｍａｇｎｉｔｕｄｅ　ａｎｄ　Ｐｈａｓｅ　ｏｆ　ＡＣ　Ｅｌｅｃｔｒｉｃ
　Ｆｉｅｌｄｓ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ　Ｄｉｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ　Ｆｏｒｃ
ｅｓ，Ｗａｎｇら，Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ　Ｖｏｌ．１２４３，１
９９５，ｐａｇｅｓ１８５－１９４”、“Ｄｉｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ　Ｍａｎ
ｉｐｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ”，Ｗａｎｇら，ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓ
ａｃｔｉｏｎ　ｏｎ　Ｉｎｄｕｓｔｒｙ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｖｏｌ．３３，Ｎ
ｏ．３，Ｍａｙ／Ｊｕｎｅ，１９９７，ｐａｇｅｓ６６０－６６９、“Ｅｌｅｃｔｒｏｋ
ｉｎｅｔｉｃ　ｂｅｈａｖｉｏｒ　ｏｆ　ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｉ
ｎ　ｔｒａｖｅｌｉｎｇ　ｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｆｉｅｌｄｓ：ｓｔｕｄｉｅｓ　ｕｓｉｎ
ｇ　ｙｅａｓｔ　ｃｅｌｌｓ”，Ｈｕａｎｇら，Ｊ．Ｐｈｙｓ．Ｄ：Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ
．，Ｖｏｌ．２６，ｐａｇｅｓ１５２８－１５３５、“Ｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｇ　ａｎｄ
　ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅ
ｓ　ｕｓｉｎｇ　ｍｉｎｉａｔｕｒｉｚｅｄ　ｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｆｉｅｌｄ　ｔｒａｐ
ｓ　ａｎｄ　ｔｒａｖｅｌｉｎｇ　ｗａｖｅｓ”，Ｆｕｈｒら，Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ
　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ．Ｖｏｌ．７：ｐａｇｅｓ１３１－１４６、“Ｄｉｅｌｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｒｅｔｉｃ　ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ　ｕｓｉｎｇ　ｓｐｉ
ｒａｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ”，Ｗａｎｇ，Ｘ－Ｂ．ら，Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｊ．Ｖｏｌ
ｕｍｅ７２，ｐａｇｅｓ１８８７－１８９９，１９９７、“Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ
　ｈｕｍａｎ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌｓ　ｆｒｏｍ　ｂｌｏｏｄ　ｂｙ
　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｄｉｅｌｅｃｔｒｉｃ　ａｆｆｉｎｉｔｙ”，Ｂｅｃｋｅ
ｒら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，Ｖｏｌ．，９２，Ｊａｎｕａｒｙ１９
９５，ｐａｇｅｓ８６０－８６４）。誘電泳動および進行波誘電泳動を用いた微小粒子の
操作は、粒子の濃縮／凝集、捕集、反発、直線状もしくは他の方向付けされた動作、浮遊
、または分離を含む。粒子は電極反応チャンバの特定の領域で集束され、富化され、捕集
され得る。粒子は顕微鏡規模で様々な亜集団に分離され得る。本発明の濾過方法に関連し
、粒子を特定の距離に運搬することができる。特定の粒子操作に必要な電場分布は、微小
電極構造の寸法および形状に依存し、誘電泳動理論および電場シミュレーション法を使用
して設計されることができる。
【０１９８】
　不均一な電場下にある半径ｒの粒子に作用する誘電泳動力ＦＤＥＰｚは、以下の式によ
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り表すことができ、
【数１】

式中、Ｅｒｍｓは電場強度のＲＭＳの値であり、εｍは媒体の誘電透過性である。χＤＥ

Ｐは、
【数２】

に表される、粒子誘電分極因子または誘電泳動分極因子である。
【０１９９】
　「Ｒｅ」は「複素数」の実数部分を指す。記号

【数３】

は、複素誘電率（ｃｏｍｐｌｅｘ　ｐｅｒｍｉｔｉｖｉｔｙ）である（粒子ｘ＝ｐ、およ
び媒体ｘ＝ｍ）。パラメータεｐおよびσｐは、それぞれ粒子の実効誘電率および導電率
である。これらのパラメータは周波数依存性であり得る。例えば、典型的な生物学的細胞
は、少なくとも細胞質膜分極のため、周波数依存性、実効導電率および誘電率を有する。
【０２００】
　誘電泳動力の上記の式を以下のように記載することもでき、

【数４】

式中、ｐ（Ｚ）は電極上の自動濾過ユニット電圧励起（Ｖ＝１Ｖ）の平方電場分布であり
、Ｖは印加された電圧である。
【０２０１】
　一般に、正極誘電泳動および負の誘電泳動の２種類の誘電泳動がある。正極誘電泳動に
おいて、粒子は誘電泳動力により強い電場領域に向かって移動する。負の誘電泳動におい
て、粒子は誘電泳動力により弱い電場領域に向かって移動する。粒子が正極および負の誘
電泳動を示すかは、粒子が周囲の媒体より分極性が強いまたは弱いかに依存する。本発明
の濾過方法において、濾過チャンバの１つまたは複数のフィルタの電極パターンを細胞な
どのサンプル成分が負の誘電泳動を示し、細胞などのサンプル成分がフィルタ表面の電極
から反発して離れるように設計することができる。
【０２０２】
　進行波ＤＥＰ力は進行波電場により粒子または分子に生じる力を指す。進行波電場はＡ
Ｃ電場成分の位相値の不均一分布を特徴とする。
【０２０３】
　ここで、理想的な進行波場の進行波ＤＥＰ力を分析する。進行波電場
【数５】

（すなわち、ｘ方向電場がｚ方向に沿って進行する）下にある半径ｒの粒子に作用する誘
電泳動力ＦＤＥＰは、以下の式により表され、
【数６】
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式中、Ｅは電場強度の大きさであり、εｍは媒体の誘電率であり、ζＴＷＤは、
【数７】

で表される粒子分極因子であり、「Ｉｍ」は「複素数」の虚数部分を指す。記号

【数８】

は複素誘電率である（粒子ｘ＝ｐ、および媒体ｘ＝ｍ）。パラメータεｐおよびσｐは、
それぞれ粒子の実効誘電率および導電率である。これらのパラメータは周波数依存性であ
り得る。
【０２０４】
　様々な誘電特性（誘電率および導電率により定義される場合）を有する生物学的細胞な
どの粒子は、様々な誘電泳動力を得る。粒子（生物学的細胞を含む）の進行波ＤＥＰ操作
において、１０ミクロン径の粒子に作用する進行波ＤＥＰ力は、およそ０．０１～１００
００ｐＮと変化し得る。
【０２０５】
　進行波電場はチップに適切に配列された微小電極に適切なＡＣ信号を印加することによ
り確立され得る。進行波電場を生じるために、それぞれが異なる位相値を有する少なくと
も３種類の電気信号を印加することが必要である。進行波電場を生成する例は、四位相直
角信号（０、９０、１８０および２７０度）を使用し、チップ表面にパターン化した４つ
の線状平行電極にエネルギーを加えることである。このような４つの電極は基本的な繰り
返し単位を形成する。用途に応じて、互いの隣に位置するこのような単位が２つを超えて
よい。これにより、電極上または電極附近の空間に進行電場を生じる。電極要素が特定の
空間的に連続する順に沿って配列される限り、位相順となる信号を印加することにより、
電極に近い領域における進行電場の確立がもたらされる。
【０２０６】
　粒子に作用する誘電泳動力および進行波誘電泳動力の両方は、電場分布（例えば、電場
成分の大きさ、周波数および位相分布、大きさおよび／または周波数における電場の調節
）だけでなく、粒子の誘電特性および粒子が懸濁し、または配置される媒体にも依存する
。誘電泳動において、粒子が媒体より強い分極性である場合（例えば、印加された周波数
に応じて大きな導電率および／または誘電率を有する）、粒子は正極誘電泳動力を得、強
い電場領域に向かって方向付けられる。周囲の媒体より弱い分極性である粒子は負の誘電
泳動力を得、弱い電場領域に向かって方向付けられる。進行波誘電泳動において、粒子は
、分極因子ζＴＷＤに依存して、電場を進行する方向と同じ方向またはそれと反対に促進
する誘電泳動力を得ることができる。以下の論文は、誘電泳動および進行波誘電泳動にお
ける基本的理論および実施について記載している：Ｈｕａｎｇら，Ｊ．Ｐｈｙｓ．Ｄ：Ａ
ｐｐｌ．Ｐｈｙｓ．２６：１５２８－１５３５（１９９３）；Ｗａｎｇら，Ｂｉｏｃｈｉ
ｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ．１２４３：１８５－１９４（１９９５）；Ｗａｎｇら，
ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓ．Ｉｎｄ．Ａｐｐｌ．３３：６６０－６６９（１９９７）。
【０２０７】
アクティブチップを備えた濾過チャンバ
　濾過チャンバはまた、好ましくは少なくとも１つのアクティブチップの少なくとも一部
を備え、または係合することができ、アクティブチップは、印加された物理的力を使用し
、サンプルの処理または所望の生化学的反応を促進し、強化し、または容易にし、あるい
はおよび（ｏｒ　ａｎｄ）他で生じ得る、またはサンプル内の任意の不必要な影響を低下
させ、または減少させるチップである。本発明の濾過チャンバのアクティブチップは好ま
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しくは、音響要素、電極、またはさらには電磁要素を備える。アクティブチップを使用し
、孔もしくはスロットまたは開口部を通過するにはあまりにも大きく、または孔もしくは
スロットまたは開口部に凝集するようになるサンプルの成分によるスロットまたはフィル
タ（例えば、ブロック、ダム、またはチャネル、フィルタ基板におよびそれを通してエッ
チングされたスロット）を作製するために使用される構造の周囲の詰まりを防ぐことがで
きる物理的な力を伝達することができる。例えば、電気信号を印加するとき、音響要素は
チャンバ内の成分の混合を生じ、それによりスロットまたは孔から濾過されない成分を取
り除くことができる。
【０２０８】
　代替の実施形態において、チップの電極のパターンがサンプル成分の負の誘電泳動をも
たらし、スロット、チャンネル、または構造周囲の開口部の周辺から濾過できない成分を
移動することができ、スロットまたは開口部に濾過可能なサンプル成分を近づけさせる。
「誘電泳動に基づく選択的保持」の異なる動作機構下において、フィルタに作製されたこ
のような電極アレイの例は、“Ｎｏｖｅｌ　ｄｉｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ－ｂａ
ｓｅｄ　ｄｅｖｉｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ　ｏｆ
　ｖｉａｂｌｅ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｅｄｉａ”，Ｄｏｃ
ｏｓｌｉｓら，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，
Ｖｏｌ．５４，Ｎｏ．３，ｐａｇｅｓ２３９－２５０，１９９７（参照により本明細書に
組み込まれる），および１９９７年５月７日、Ｄｏｃｏｓｌｉｓらに発行された米国特許
第５，６２６，７３４号（参照により本明細書に組み込まれる）に記載されている。アク
ティブチップ、例えば、音響力によりサンプルを混合するために使用することができるチ
ップおよび誘電泳動力によりサンプル成分を含む断片を移動するために使用することがで
きるチップは、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　Ｍｏｉｅｔｉｅ
ｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓ」と題した２０００年８月１０日
出願の米国特許出願第０９／６３６，１０４号、「Ａｎ　Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　Ｂｉｏ
ｃｈｉｐ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ａ
ｎａｌｙｓｉｓ」と題した２０００年１０月１０日出願の米国仮特許出願第６０／２３９
，２９９号、および「Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｓ
ｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｏｉｅｔｉｅｓ　ｏｎ　Ｃｈｉｐｓ」と題した２０００年
１０月１０日出願の米国特許出願第０９／６８６，７３７号に記載され、参照によりこれ
ら全てを本明細書に組み込む。
【０２０９】
　本発明のフィルタの進行波誘電泳動に使用することができる電極ならびに誘電泳動およ
び進行波誘電泳動の原理の組み込みは、本明細書において微細加工されたフィルタのこれ
までの記載の中にある。電極も本発明の濾過チャンバに使用されるアクティブチップに組
み込まれ、濾過効率を改善することができる。
【０２１０】
　濾過チャンバも電磁要素を備えるチップを備えることができる。このような電磁要素を
サンプルを濾過処理する前、または好ましくは後にサンプル成分の捕捉に使用することが
できる。サンプル成分を磁性ビーズに結合させた後に捕捉することができる。捕捉したサ
ンプル成分は、望ましい成分を含有するサンプルがすでにチャンバから除去された後にチ
ャンバに保持された望ましくない成分であってよく、または捕捉したサンプル成分が、濾
過後のチャンバに捕捉された望ましい成分であってよいのいずれかである。
【０２１１】
　音響力チップは濾過チャンバと係合することができ、または濾過チャンバの一部であっ
てよく、あるいは１つまたは複数の音響要素を濾過チャンバの１つまたは複数の壁体に設
けることができる。音響力チップの活性化によるサンプルの混合は、濾過手順の間に生じ
得る。好ましくは、電源を使用し、電気信号を１つまたは複数の音響チップの音響要素ま
たは１つまたは複数の壁体またはチャンバの１つまたは複数の音響要素に伝達する。１つ
または複数の音響要素は濾過手順全体を通して連続して活性であってよく、または濾過手
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順の間に間隔（パルス）毎に活性化され得る。
【０２１２】
　サンプル成分および場合によりサンプルに添加される溶液または試薬を、チャンバ内で
液体および断片、例えば限定されないが、分子、複合体、細胞および微粒子の両方に作用
する音響力により混合することができる。音響力は音響要素のときに、つまり液体におよ
び液体を通して伝達される機械的振動を生じる電気信号によりエネルギーを加えられると
きに生じる流体の音響流により混合を生じ得る。さらに、音響エネルギーはサンプル成分
（断片）または試薬自体の音響放射力を生じる音波を生じることによりサンプル成分およ
び／または試薬の移動を生じ得る。
【０２１３】
　以下の議論および参照により、混合機能を得るための音響要素の設計および使用のため
の骨組みを提供することができる。
【０２１４】
　音響力は、音場により断片、例えば、粒子および／または分子に生じる力を指す。（音
響放射力とも呼ばれ得る）。音響力を液体中の粒子を操作、例えば、捕集、移動、方向付
け、取り扱い、混合するために使用することができる。粒子操作のための定在超音波の音
響力を使用して、赤血球の濃縮（Ｙａｓｕｄａら，Ｊ．Ａｃｏｕｓｔ．Ｓｏｃ．Ａｍ．，
１０２（１）：６４２－６４５（１９９７））、ミクロンサイズのポリスチレンビーズの
集束（０．３～１０ミクロン径、Ｙａｓｕｄａ　ａｎｄ　Ｋａｍａｋｕｒａ，Ａｐｐｌ．
Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔｔ，７１（１３）：１７７１－１７７３（１９９７））、ＤＮＡ分子の
濃縮（Ｙａｓｕｄａら，Ｊ．Ａｃｏｕｓｔ．Ｓｏｃ．Ａｍ．，９９（２）：１２４８－１
２５１，（１９９６））、細胞のバッチ式および半連続式凝集および沈降（Ｐｕｉら，Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｐｒｏｇ．，１１：１４６－１５２（１９９５））が実証されてい
る。静電および音響放射力を競合させることによる、様々なサイズ及び電荷のポリスチレ
ンビーズの分離が報告されている（Ｙａｓｕｄａら、Ｊ．Ａｃｏｕｓｔ．Ｓｏｃ．Ａｍ．
，９９（４）：１９６５－１９７０（１９９６）；およびＹａｓｕｄａら．，Ｊｐｎ．Ｊ
．Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ．，３５（１）：３２９５－３２９９（１９９６））。さらに、音
響放射力を使用して哺乳類動物細胞を操作したときに、イオン漏出（赤血球において、Ｙ
ａｓｕｄａら，Ｊ．Ａｃｏｕｓｔ．Ｓｏｃ．Ａｍ．，１０２（１）：６４２－６４５（１
９９７））または抗体産生（ハイブリドーマ細胞において、Ｐｕｉら，Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌ．Ｐｒｏｇ．，１１：１４６－１５２（１９９５））の用語で特徴づけられる損傷ま
たは有害な影響はほとんどもしくは全く認められなかった。
【０２１５】
　音波は音響変換器、例えば、ＰＺＴ材料などの圧電セラミックにより確立することがで
きる。圧電変換器は、加えられた機械的な力により生じた形状変化にさらされたときに電
場を生じる（圧電効果または生成器効果）「圧電材料」から作製される。反対に、印加さ
れた電場が材料に機械的応力（電歪効果またはモーター効果）を生じる。これらの変換器
が機械から電気およびその逆にエネルギーを変換する。ＡＣ電圧を圧電変換器に印加する
ときに、振動が変換器に生じ、このような振動が圧電変換器を備えるチャンバに入れた液
体に連結させることができる。
【０２１６】
　音響チップは音響変換器を備えることができ、そうして適切な周波数のＡＣ信号が音響
変換器の電極に印加されると、交流の機械的応力を圧電材料内に生じ、チャンバの液体溶
液に伝達される。チャンバが、定在音波を波動伝搬および波反射の方向（例えば、ｚ軸）
に沿って確立するように設定される状況において、液体中のｚ軸に沿って空間的に変化す
る定在波を以下のように表すことができる：
【数９】

式中、Δｐはｚの音圧であり、ｐ０は音圧の大きさであり、ｋは波数（２π／λ、λは波
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長である）、ｚは圧ノードからの距離であり、ωは角周波数であり、ｔは時間である。一
実施例において、定在波音場は、チャンバの主要な表面を形成する音響変換器から生じる
音波と、音響変換器と並行に位置づけられ、変換器からの音波を反射するチャンバのもう
１つの主要な表面からの反射波を重ねることにより生じ得る。ＹｏｓｉｏｋａとＫａｗａ
ｓｉｍａによって開発された理論（Ａｃｏｕｓｔｉｃ　Ｒａｄｉａｔｉｏｎ　Ｐｒｅｓｓ
ｕｒｅ　ｏｎ　ａ　Ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｂｌｅ　Ｓｐｈｅｒｅ，Ｙｏｓｉｏｋａ　Ｋ．ａ
ｎｄ　Ｋａｗａｓｉｍａ　Ｙ．，Ａｃｕｓｔｉｃａ，Ｖｏｌｕｍｅ５，ｐａｇｅｓ１６７
－１７３，１９５５）に従い、固定定在波場の球体粒子に作用する音響力Ｆａｃｏｕｓｔ

ｉｃは、以下の式により表わされ、
【数１０】

式中、ｒは粒子径であり、Ｅａｃｏｕｓｔｉｃは平均音響エネルギー密度であり、Ａは以
下の式で表わされる定数であり、

【数１１】

式中、ρｍおよびρｐは粒子および媒体の密度であり、γｍおよびγｐはそれぞれ粒子お
よび媒体の圧縮率である。材料の圧縮率は材料の密度と材料の音波の速度の積である。圧
縮率は音響インピーダンスと呼ばれることもある。Ａは音響分極因子と呼ばれる。
【０２１７】
　Ａ＞０のとき、粒子は定在波の圧ノード（ｚ＝０）に向かって移動する。
【０２１８】
　Ａ＜０のとき、粒子は圧ノードから遠ざかるように移動する。
【０２１９】
　粒子に作用する音響放射力は音響エネルギー密度分布および粒子密度ならびに圧縮率に
依存する。様々な密度および圧縮率を有する粒子は、同じ定在音場に置かれたときに様々
な音響放射力を得る。例えば、１０ミクロン径の粒子に作用する音響放射力は、確立した
音響エネルギー密度分布に応じて、およそ＜０．０１～＞１０００ｐＮと変化し得る。
【０２２０】
　上記の分析は、定在音波の粒子に作用する音響放射力を考慮する。さらなる分析は進行
波の場合の粒子に作用する音響放射力の場合に拡大され得る。一般に、音場は定在および
進行波成分の両方からなり得る。このような場合、チャンバの粒子は上記の式により記載
されるもの以外の形態の音響放射力を得る。以下の論文は進行音波および定在音波による
球体粒子の音響放射力の詳細な分析について記載している：Ｙｏｓｉｏｋａら．，Ａｃｏ
ｕｓｔｉｃ　Ｒａｄｉａｔｉｏｎ　Ｐｒｅｓｓｕｒｅ　ｏｎ　ａ　Ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｂ
ｌｅ　Ｓｐｈｅｒｅ．Ａｃｕｓｔｉｃａ（１９５５）５：１６７－１７３；ａｎｄ　Ｈａ
ｓｅｇａｗａ，Ａｃｏｕｓｔｉｃ－Ｒａｄｉａｔｉｏｎ　ｆｏｒｃｅ　ｏｎ　ａ　ｓｏｌ
ｉｄ　ｅｌａｓｔｉｃ　ｓｐｈｅｒｅ．Ｊ．Ａｃｏｕｓｔ．Ｓｏｃ．Ａｍ．（１９６９）
４６：１１３９。
【０２２１】
　粒子の音響放射力も種々の特別な場合の音波により生じ得る。例えば、音響力は集束さ
れた光線（“Ａｃｏｕｓｔｉｃ　ｒａｄｉａｔｉｏｎ　ｆｏｒｃｅ　ｏｎ　ａ　ｓｍａｌ
ｌ　ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｂｌｅ　ｓｐｈｅｒｅ　ｉｎ　ａ　ｆｏｃｕｓｅｄ　ｂｅａｍ”
，Ｗｕ　ａｎｄ　Ｄｕ，Ｊ．Ａｃｏｕｓｔ．Ｓｏｃ．Ａｍ．，８７：９９７－１００３（
１９９０））により、または音響ピンセット（“Ａｃｏｕｓｔｉｃ　ｔｗｅｅｚｅｒｓ”
，Ｗｕ　Ｊ．Ａｃｏｕｓｔ．Ｓｏｃ．Ａｍ．，８９：２１４０－２１４３（１９９１））
により生じ得る。
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【０２２２】
　液体に確立された音場も音響流と呼ばれる時間非依存性流体流動を誘導することができ
る。このような流体流動もバイオチップ用途または液体を運搬またはポンプで送るための
微小流体用途に利用することができる。さらに、このような音波流体流動を液体中の分子
または粒子を操作するために使用することができる。音響流は、音場分布および液体特性
に依存する（“Ｎｏｎｌｉｎｅａｒ　ｐｈｅｎｏｍｅｎａ”，Ｒｏｏｎｅｙ　Ｊ．Ａ．“
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｐｈｙｓｉｃｓ：Ｕｌｔｒａｓｏｎ
ｉｃｓ，Ｅｄｉｔｏｒ：Ｐ．Ｄ．Ｅｄｍｏｎｄｓ”，Ｃｈａｐｔｅｒ６．４，ｐａｇｅｓ
３１９－３２７，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９８１；“Ａｃｏｕｓｔｉｃ　Ｓｔ
ｒｅａｍｉｎｇ”，Ｎｙｂｏｒｇ　Ｗ．Ｌ．Ｍ．“Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ａｃｏｕｓｔｉｃ
ｓ，Ｖｏｌ．ＩＩ－Ｐａｒｔ　Ｂ，Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ　ａ
ｎｄ　Ｎｏｎｌｉｎｅａｒ　Ａｃｏｕｓｔｉｃｓ”，Ｃｈａｐｔｅｒ１１，ｐａｇｅｓ２
６５－３３０，１９６５）。
【０２２３】
　したがって、１つまたは複数のアクティブチップ、例えば、１つまたは複数の音響力チ
ップも、サンプルの添加および濾過プロセス時、またはその前後にて、濾過チャンバに添
加することができる試薬、溶液、または緩衝液の混合を促進するために使用することがで
きる。例えば、試薬、例えば限定されないが、望ましくないサンプル成分の除去に、また
は望ましいサンプル成分の捕捉に役立ち得る特異的結合メンバーを、濾過プロセスが完了
し、導管を閉じた後に濾過チャンバに添加することができる。アクティブチップの音響要
素を使用して、１種または複数種の特異的結合メンバーと、容量が濾過により減少したサ
ンプルの混合を促進することができる。一例はサンプル成分と、サンプル内の特定の細胞
型（例えば、白血球細胞、または胎児有核赤血球細胞）を結合することができる抗体を含
む磁性ビーズの混合である。磁性ビーズを使用し、望ましくない、または望ましいサンプ
ル成分をそれぞれ、本発明の方法の続く工程で選択的に除去または分離（捕捉）すること
ができる。音響要素を連続混合期間またはパルスにおいて活性化することができる。
【０２２４】
微細加工されたフィルタ
　一態様において、本発明は、少なくとも１つのテーパー状の孔を備える微細加工された
フィルタを備え、この場合、孔はフィルタの開口部となる。孔は任意の形状および任意の
寸法のものであってよい。例えば、孔は四角形、矩形、楕円形または円形の形状または他
の任意の形状のものであってよい。孔は、濾過処理用途に応じて約０．１ミクロン～約１
０００ミクロン、好ましくは約２０～約２００ミクロンの径（または最大幅の径）を有し
得る。好ましくは、孔はフィルタの機械加工中に形成され、硬質の液体不透過性材料、例
えば、ガラス、ケイ素、セラミック、金属、または硬質プラスチック、例えば、アクリル
、ポリカーボネートまたはポリイミドを含むフィルタ材料にマイクロエッチングまたは穿
孔する。硬質の固体支持体に支持されたフィルタ用の比較的硬質でない表面を使用するこ
とも可能である。本発明の別の態様は、材料を修飾することである（例えば限定されない
が、材料のケイ素酸化物またはケイ素窒化物への化学修飾または熱修飾）。しかし、好ま
しくはフィルタはフィルタを通して流体流動の生成に使用される、圧（例えば、吸気圧）
により変形されない硬質材料を含む。
【０２２５】
　スロットは幅よりも長さが大きい孔であり、この場合、「長さ」および「幅」はフィル
タの平面の開口部の寸法である。（スロットの「深さ」はフィルタの厚さに対応する）。
すなわち、「スロット」はほとんど場合がおおよそ矩形または楕円形であるが、四角形ま
たは平行四辺形に近い開口部の形状を説明する。スロット幅がサンプル成分がフィルタを
流れ、またはフィルタに保持されるかのいずれかを決定する重要な寸法である本発明の好
ましい実施形態において、スロットの形状は末端で変化することができる（例えば、規則
的または不規則な形状、曲線または角度）が、好ましくはスロットの長い側が、スロット
の長さの大部分において互いに一貫した距離となり、この距離がスロット幅となる。した
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がって、スロットの長い側がスロットの長さの大部分において平行または非常に平行に近
くなる。
【０２２６】
　好ましくは、本発明の濾過に使用されるフィルタは、フィルタ内の孔またはスロットが
正確なかつ均一な寸法を得ることができるように微細加工された、または微細機械加工さ
れたフィルタである。ナイロン、ポリカーボネート、ポリエステル、混合セルロースエス
テル、ポリテトラフルオロエチレン、ポリエーテルスルホンなどの材料からなる従来の膜
フィルタと比べ、このような正確なかつ均一な孔またはスロット寸法が本発明の微細加工
された、または微細機械加工されたフィルタの明らか利点である。本発明のフィルタにお
いて、個々の孔は単離され、同様なまたはほぼ同一の特徴的なサイズを有し、フィルタ上
にパターン化される。このようなフィルタはサイズおよび他の特性に基づき粒子の正確な
分離を可能にする。
【０２２７】
　フィルタの濾過面積は孔を備える基板の領域により決定される。本発明の微細加工され
たフィルタの濾過面積は、約０．０１ｍｍ２～約０．１ｍ２であり得る。好ましくは、濾
過面積は約０．２５ｍｍ２～約２５ｃｍ２であり、より好ましくは約０．５ｍｍ２～約１
０ｃｍ２である。大きな濾過面積により、本発明のフィルタは、約１０マイクロリットル
～約１０リットルのサンプル容量を処理することが可能となる。孔で取り囲まれた濾過面
積の割合は、約１％～約７０％であってよく、好ましくは約１０％～約５０％であり、よ
り好ましくは約１５～約４０％である。本発明の微細加工されたフィルタの濾過面積は、
任意の数の孔を備えることができ、好ましくは少なくとも２つの孔を備えるが、より好ま
しくは、本発明のフィルタの濾過面積の孔の数は約４～約１，０００，０００の範囲であ
り、さらにより好ましくは約１００～約２５０，０００の範囲である。濾過面積のフィル
タの厚さは、約１０～約５００ミクロンの範囲であるが、好ましくは約４０～約１００ミ
クロンの範囲である。
【０２２８】
　本発明の微細加工されたフィルタはフィルタ基板自体を通してエッチングされるスロッ
トまたは孔を有する。フィルタの孔または開口部は微細加工または微細機械加工の技法と
使用することにより、基板材料、例えば限定されないが、ケイ素、二酸化ケイ素、セラミ
ック、ガラス、ポリマー、例えば、ポリイミド、ポリアミドなどに作製することができる
。マイクロリソグラフィーおよび微細加工（例えば、Ｒａｉ－Ｃｈｏｕｄｈｕｒｙ　Ｐ．
（Ｅｄｉｔｏｒ），Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｌｉｔｈｏｇｒａｐｈｙ，Ｍｉ
ｃｒｏｍａｃｈｉｎｉｎｇ　ａｎｄ　Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ，Ｖｏｌｕｍｅ
　２：Ｍｉｃｒｏｍａｃｈｉｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ．Ｓ
ＰＩＥ　Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｅｌｌｉｎｇｈａｍ
，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＵＳＡ（１９９７）を参照のこと）の当業者に公知のように、
種々の作製方法を使用することができる。多くの場合、標準的な微細加工および微細機械
加工の方法およびプロトコールを含むことができる。適切な作製方法の一例は１つまたは
多数のフォトマスクを含むフォトリソグラフィーである。微細加工のプロトコールは多く
の基本的な工程、例えば、フォトリソグラフマスク生成、フォトレジストの蒸着、「犠牲
」材料層の蒸着、マスクおよび現像液を用いたフォトレジストパターニング、または「犠
牲」材料層パターニングを含み得る。孔は、特定のマスキングプロセス下において基板に
エッチングすることにより作製することができ、そうして、マスクされている領域はエッ
チング除去せず、マスク保護されていない領域をエッチングで除去する。エッチング法は
深掘ＲＩＥ（反応性イオンエッチング）、レーザーアブレーションなどの乾式エッチング
であってよく、または湿潤化学物質の使用を含む湿式エッチングであってよい。材料はポ
ジティブ法で成長させることができ、それにより基板材料が蒸着（ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ
ｅｄ）し、もしくはその周囲で成長したときにスロットまたは孔が出現し、あるいは材料
を、マスキングレジストを除去したときに孔またはスロットが生成されるマスキングレジ
ストの周囲に成長させることができる。
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【０２２９】
　好ましくは、適切な微細加工または微細機械加工の技法を選択し、フィルタ孔の所望の
アスペクト比を得る。アスペクト比はスロット深さ（孔の領域のフィルタの厚さに対応）
とスロット幅またはスロット長の比を指す。大きいアスペクト比（すなわち、スロット深
さが大きい）のフィルタスロットの作製は、深掘エッチング法を含み得る。ＭＥＭＳ（微
小電気機械システム）デバイスの作製に有用な多くの作製方法、例えば、深掘ＲＩＥを微
細加工されたフィルタの作製に使用または利用することができる。得られた孔は高いアス
ペクト比およびエッチング法の結果として、開口部がフィルタの一方から他方に狭くなる
ように、わずかなテーパー状を有する。例えば、図４において、フィルタ基板を通して真
っすぐに穿孔された仮定の孔の角Ｙは９０度であり、本発明の微細加工されたフィルタの
テーパー状の孔が垂直とは異なるテーパー状角Ｘは、フィルタの厚さ（孔の深さ）に応じ
て、約０度から約９０度および好ましくは０．１度～４５度ならびに最も好ましくは約０
．５度～１０度になる。
【０２３０】
　本発明は２つ以上のテーパー状の孔を備える微細加工されたフィルタを備える。フィル
タの孔、スロットまたは開口部が作製または機械加工される基板はケイ素、二酸化ケイ素
、プラスチック、ガラス、セラミックまたは他の固体材料であってよい。固体材料は多孔
性または非多孔性であってよい。微細加工および微細機械加工の作製の当業者であれば、
特定のフィルタ形状の作製に使用される作製プロトコールおよび材料を容易に選択し、決
定することができる。
【０２３１】
　微細加工または微細機械加工の方法を使用して、フィルタのスロット、孔または開口部
を正確な形状で作製することができる。使用する作製方法または材料に応じて、フィルタ
のスロットの単一の寸法（例えば、スロット長、スロット幅）の精度は２０％以内、もし
くは１０％未満、または５％未満であってよい。したがって、本発明のフィルタのフィル
タの孔の重要な単一の寸法（例えば、長方形または四角形のスロットにおけるスロット幅
）の精度は好ましくは２ミクロン未満、より好ましくは１ミクロン未満、またはさらによ
り好ましくは０．５ミクロン未満の範囲でなされる。
【０２３２】
　好ましくは、本発明のフィルタをトラックエッチング法を使用して作製することができ
、フィルタはガラス、ケイ素、二酸化ケイ素、またはポリカーボネートもしくはポリエス
テルなどのポリマーからなり、比較的均一な孔のサイズを有する個別の孔が作製される。
例えば、フィルタは、Ｎｕｃｌｅｏｐｏｒｅ　Ｔｒａｃｋ－ｅｔｃｈ膜において報告され
たトラックエッチング法をフィルタ基板に採用し、適用することにより作製される。膜フ
ィルタを作製するために使用される技法において、ポリマー薄膜をエネルギー重イオンで
飛跡し、フィルムに潜在飛跡を生じさせる。次いでフィルムをエッチングし、孔を生成す
る。
【０２３３】
　本発明の細胞分離の方法およびシステムに好ましいフィルタは、フィルタ上の開口部が
正確な形状で作製され得る微細加工または微細機械加工されたフィルタを含む。個々の開
口部を同様のまたはほぼ同一の特徴のサイズで単離し、フィルタにパターン化する。開口
部は、例えば、円形、四角形、または楕円形などの様々な形状のものであってよい。この
ようなフィルタは、サイズおよび他の特性に基づき正確な粒子の分離を可能とする。
【０２３４】
　微細加工されたフィルタの好ましい実施形態において、個々の孔は単離された、円筒形
状のものであり、孔のサイズは２０％以内のばらつきであり、孔のサイズを孔の最小およ
び最大寸法（それぞれ、幅および長さ）により算出する。
【０２３５】
ＩＩ．微細濾過を使用した流体サンプルの標的成分の分離方法
　別の態様において、本発明は、筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える本発明
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の濾過チャンバを通した濾過を使用して流体サンプルの標的成分を分離する方法を提供す
る。濾過チャンバは前方チャンバと濾過後サブチャンバにおいて実質的に逆平行の流動を
可能にするよう構成されることができる。フィルタの表面および／または筐体の内部表面
を蒸着、昇華、気相表面反応、または粒子スパッタリングにより修飾し、均一な被膜を生
成することができる。いくつかの実施形態において、フィルタの表面および／または上記
の筐体の内部表面を蒸着、昇華、気相表面反応、または粒子スパッタリングにより修飾し
、均一な被膜を生成する。本方法は、筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備え、ま
たは係合する濾過チャンバにサンプルを分注すること、流体サンプルの標的成分が１つま
たは複数の微細加工されたフィルタを通して流れ、または保持されるように、濾過チャン
バを通してサンプルの流体流動をもたらすことを含む。成分の分離は成分のサイズ、形状
、変形能、結合親和性および／または結合特異性に基づきなされ得る。
【０２３６】
　いくつかの実施形態において、本方法はさらに、物理的な力を用いて流体サンプルを操
作することを含み、上記の操作をフィルタの外部にある構造および／またはフィルタに組
み込まれた構造を通して行う。いくつかの実施形態において、本方法はさらに、上記の濾
過チャンバから標的成分、例えば、有核細胞または希少細胞を収集することを含み得る。
いくつかの実施形態において、濾過は、細胞を濃縮するために、サンプル中にある有核細
胞または希少細胞の少なくとも一部分からサンプルの可溶性および小さい成分を分離し、
さらなる分離および分析を容易にすることができる。いくつかの態様において、濾過はサ
ンプルから望ましくない成分、例えば限定されないが、望ましくない細胞型を除去するこ
とができる。濾過によりサンプル容量の少なくとも５０％を減少させ、または５０％より
大きいサンプルの細胞成分を除去する場合、濾過を分解工程とみなすことができる。本発
明は流体サンプルの処理における分解ならびに他の機能、例えば、サンプル成分の濃縮ま
たはサンプル成分の分離など（例えば、望ましくないサンプル成分の除去および望ましい
サンプル成分の保持を含む）のための濾過の使用を検討する。
【０２３７】
　当技術分野において公知の、および２００７年７月１３日出願の米国特許出願第１１／
７７７，９６２号、２００６年８月２日出願の米国特許出願第１１／４９７，９１９号、
２００４年９月１５日出願の米国特許出願第１１／２６４，４１３号、２００３年１１月
４日出願の米国特許出願第１０／７０１，６８４号、２００２年１０月１０日出願の米国
特許出願第１０／２６８，３１２号に開示され、血液サンプルから血液サンプルの調製お
よび希少細胞の単離の全ての開示を参照により本明細書に組み込まれた、流体サンプルの
調製および希少細胞の富化方法を本明細書に開示の方法および設計と組み合わせることが
できる。
【０２３８】
サンプル
　サンプルは環境サンプルなどの任意の流体サンプル、例えば、空気のサンプル、水のサ
ンプル、食物のサンプル、および生物学的サンプル、例えば、懸濁液、抽出液または環境
または生物学的サンプルの浸出液であってよい。生物学的サンプルは、血液、骨髄サンプ
ル、任意の種類の滲出液、腹水、骨盤洗浄液、または胸膜液、髄液、リンパ液、血清、粘
液、痰、唾液、尿、精液、眼液、鼻腔の抽出液、咽頭もしくは生殖器スワブ、消化組織か
らの細胞懸濁液、または糞便材料の抽出液であってよい。生物学的サンプルはまた、器官
または組織のサンプル、例えば、腫瘍、例えば、器官または組織のかん流からの細針吸引
物またはサンプルであってよい。生物学的サンプルは細胞培養物のサンプル、例えば、初
代培養物および細胞株の両方であってもよい。サンプルの容量は非常に小さく、例えば、
マイクロリットルの範囲であってよく、さらに希釈を必要とし、またはサンプルが非常に
大きく、例えば、最大約２リットルの腹水であってよい。好ましいサンプルは血液サンプ
ルである。
【０２３９】
　血液サンプルは、対象から最近採取された、保存していたものから採取された、衣類、
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布地、道具などの対象の外部の供給源から取り出された任意の血液サンプルであってよい
。それゆえ、血液サンプルは、例えば、血液を含有する物質を緩衝液または溶液に浸漬す
ることにより得られる抽出物であってよい。血液サンプルは、未処理または透析した、試
薬を添加したなどの部分的に処理された血液サンプルであってよい。血液サンプルは任意
の容量のものであってよい。例えば、血液サンプルは、用途に応じて５マイクロリットル
未満、または５リットル超であってよい。しかし、好ましくは、本発明の方法を使用して
処理される血液サンプルは約１０マイクロリットル～約２リットル容量、より好ましくは
約１ミリリットル～約２５０ミリリットル容量、および最も好ましくは約５～５０ミリリ
ットル容量である。
【０２４０】
　サンプルから富化される希少細胞は、流体サンプルの１ミリリットル当たり１００万個
未満の細胞が存在する任意の細胞型のもの、または流体サンプルの総有核細胞集団の１％
未満を構成する任意の細胞型のものであってよい。希少細胞は、例えば、細菌細胞、真菌
細胞、寄生生物細胞、寄生生物、細菌またはウイルスに感染した細胞、または限定されな
いが線維芽細胞または血液細胞などの真核細胞であってよい。希少血液細胞は、ＲＢＣ（
例えば、サンプルが１ミリリットル当たり１００万個未満の赤血球細胞を含有する抽出物
または浸出液である場合）、ＷＢＣまたはＷＢＣの亜型（例えば、Ｔ細胞またはマクロフ
ァージ）などの血液細胞および血液細胞型の亜集団、有核赤血球細胞であってよく、また
は胎児細胞（限定されないが、有核赤血球細胞、トロホブラスト、顆粒球、または単球）
であってよい。希少細胞は任意の種類の幹細胞または前駆細胞であってよい。希少細胞は
また、限定されないが新生物細胞、悪性細胞および転移細胞を含むがん細胞であってよい
。血液サンプルの希少細胞はまた、限定されないが上皮細胞などの非造血細胞であってよ
い。
【０２４１】
胎児細胞単離のための母体血サンプル選択
　本発明は、特定の胎児細胞型の単離のための特定の妊娠期の血液サンプルの選択を含む
血液サンプルからの希少細胞単離のための方法を含む。
【０２４２】
　本発明の好ましい一実施形態において、胎児有核細胞の単離のための母体血サンプルを
約４週から約３７週、好ましくは約７週～約２４週、およびより好ましくは約１０週～約
２０週の妊娠期から選択する。この実施形態において、胎児有核細胞の単離のための母体
血サンプルを約４週～約３７週、好ましくは約７週から約２４週、およびより好ましくは
約１０週～約２０週の妊娠期の妊娠対象から採血する。本明細書において使用される場合
、妊娠対象は血液サンプル採取の２４時間以内に流産した所与の妊娠期の女性を含み得る
。
【０２４３】
母体血サンプルからの胎児細胞単離のための第２の洗浄上清の使用
　本発明はまた、分解または分離工程の前の細胞を洗浄するために、血液サンプルに行わ
れる第２の遠心分離の上清を胎児細胞が単離されるサンプルの少なくとも一部として使用
する、母体血サンプルから胎児細胞を単離するための方法を含む。
【０２４４】
濾過チャンバへのサンプルの分注
　サンプルを任意の簡便な手段により本発明の濾過チャンバに分注することができる。非
限定的な例として、サンプルは、チャンバにサンプルをポンプで送り、または注入する導
管（例えば、チューブ）を使用して導入することができ、または直接注ぎ入れ、注入し、
もしくは分注し、または重力による供給または機械により手動でピペット操作することが
できる。本発明の濾過チャンバへのサンプルの分注は、濾過チャンバに直接もしくは間接
的に供給する充填リザーバーを介して濾過チャンバに直接であってよく、または濾過チャ
ンバにつながる導管にであってよく、あるいは１つまたは複数の導管を介して濾過チャン
バにつながる容器にであってよい。チューブまたはチャンバと液体連通する針（または任
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意の液体採取デバイス）を使用し、チューブを挿入することができる。針は溶液を含有す
るチューブから細胞を収集し、溶液を押し出し、または吸引するデバイス（例えば、ポン
プまたはシリンジ）を使用して別のチャンバに溶液を分注することができる。
【０２４５】
濾過処理
　本発明の濾過チャンバに添加後に、濾過処理をチャンバを通して流体流動をもたらすこ
とにより行う。任意の手段、例えば、陽圧または陰圧（例えば、手動により、または機械
により操作されるシリンジ型システム）、ポンプ送達またはさらに重力によって流体流動
をもたらすことができる。濾過チャンバは緩衝液または溶液および流体サンプルまたはそ
の成分が流れることができる導管に接続されるポートを有することができる。濾過ユニッ
トもチャンバを通して流体流動を制御することができる弁を有することができる。サンプ
ルを濾過チャンバに添加し、流体流動をチャンバを通して方向付けするときに、フィルタ
スロットが液体、サンプルの可溶成分および流体サンプルの濾過可能な不溶性成分をフィ
ルタを通して通過させることができるが、スロット寸法により流体サンプルの他の成分が
フィルタを通して通過することを防ぐことができる。
【０２４６】
　いくつかの実施形態において、前方チャンバおよび濾過後サブチャンバの流体流動は実
質的に逆平行である。濾過チャンバの流入および／または流出ポートを通る自動手段によ
り流動が生じ得る。さらなる流入ポートを設けた実施形態において、実質的に逆平行の流
動に垂直な溶液の流体流動を導入することができる。例えば、上方チャンバおよび前方チ
ャンバに前方チャンバを分割する上方フィルタを含む場合、前方チャンバをフィルタ（各
フィルタ）を横切る流体流動に使用し、フィルタ（各フィルタ）を横切る流体サンプルの
成分を押し出すことができる。
【０２４７】
　好ましくは、本発明の濾過チャンバを通る流体流動を自動化し、ポンプまたは陽圧もし
くは陰圧システムにより生じさせるが、これは本発明の必須要件ではない。最適な流速は
濾過されるサンプル、例えば、サンプル中の濾過可能な、および濾過不可能な成分の濃度
およびフィルタに凝集し、詰まらせる性質に依存する。例えば、濾過チャンバを通る流速
は１時間当たり１ミリリットル未満～１時間当たり１０００ミリリットル超であってよく
、流速は本発明の実施において決して限定されない。しかし、好ましくは血液サンプルの
濾過は、１時間当たり５～５００ミリリットルの量で生じ、より好ましくは１時間当たり
約５～約４０ミリリットルの量で生じる。
【０２４８】
　血液（全血または希釈された全血のいずれか）は、送達機構、すなわち流入ポートに密
閉され、ポンプもしくは重力により、または任意の流動生成方法により駆動されることが
できるピペット、を係合することにより前方チャンバに導入され、フィルタの前方チャン
バを通して連続して公知の血液量を送達し、前方チャンバの流出ポートから分解した血液
を収集することができる。別法として、固定量の血液または血液混合物を流入ポートの一
部であるリザーバーに送達することができ、流動機構が前方チャンバの流出ポートと係合
し、所望の容量を収集するまで、前方チャンバを通して連続して上記のサンプルを採取す
る。
【０２４９】
　頂部チャンバを血液が通過する間、底部チャンバは流入および流出ポートを有し、その
両方を、頂部チャンバの一部の含有量がフィルタを通り、そして濾過後サブチャンバにゆ
っくり採取されるように、流出速度が流入速度より大きくなるポンプに接続する。濾過後
サブチャンバを通る流動が、図３３に示すように、フィルタを横切る粒子が多く含有され
ることのない血液の領域にフィルタを通して拡散して戻らないように、好ましくは頂部チ
ャンバの流動に対向方向または逆平行の流動になる。そうすると、血液は小さい粒子、す
なわち血小板および／または赤血球細胞および好ましくはその両方が取り除かれる。
【０２５０】
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　フィルタ材料の横断を場合により、２つ以上の電極を各ポートのいずれかに導入するこ
とにより静電流、電磁流、電気泳動流、または電気浸透流により、または対面するチャン
バの天井および床を形成し得る自動濾過ユニットに一体化された電極に接続することによ
り補助することができる。場合により、サイズによる粒子の分離を、ポンプを振動させる
ことにより生じる振動流により、またはフィルタを横切る流動に対して音響力を導入する
ことにより補助することができる。この音響力は、流体に沿って、または廃棄チャンバ（
濾過後サブチャンバ）に埋め込まれたスピーカーまたは圧電デバイスにより生じるあらゆ
るところの、または濾過後サブチャンバの流体に沿ってあらゆるところの衝撃からの圧力
波であり得る。
【０２５１】
　いくつかの実施形態において、デバイスを上下逆に配向して、または不必要な粒子を除
去する底部チャンバが側部チャンバまたは頂部チャンバで実際に機能し得るようにその側
部で操作することができる。
【０２５２】
　フィルタ基板を通してフィルタのスロットを作製するときに、スロットの深さ方向に沿
ってわずかにスロットをテーパー状にすることができる。したがって、具体的なスロット
幅は、フィルタの全体の深さを通して一定に維持されることはなく、典型的に、フィルタ
の表面のスロット幅は対面する表面の幅より大きい。このようなテーパー状のスロット幅
を有するフィルタを利用するときに、サンプルと対面するフィルタの狭小のスロット面を
有し、そうして濾過処理する間、サンプルがまずスロットの狭小幅の面を通過した後に、
濾過された細胞はスロットの幅広の面で排出されることが好ましい。これにより、じょう
ご型のスロット内で濾過される細胞を捕集することが避けられる。しかし、１つまたは複
数のテーパー状のスロットを有するフィルタの配向は、本発明のフィルタを使用するとき
には制限されない。特定の用途に応じて、フィルタのスロットの幅広の面がサンプルに対
面するような配向でフィルタを使用することもできる。
【０２５３】
　本発明の方法において、好ましくは望ましい成分、例えば、富化が望ましい希少細胞を
フィルタに保持する。好ましくは本発明の方法において、サンプルの目的の希少細胞がフ
ィルタに保持され、サンプルの１種または複数種の望ましくない成分がフィルタを通って
流れ、それによりサンプルのフィルタに保持された部分の希少細胞の総細胞に対する割合
が増大することによりサンプルの目的の希少細胞を富化させるが、これは本発明の必須要
件ではない。例えば、本発明のいくつかの実施形態において、濾過はサンプルの容量を減
少させ、それにより希少細胞を濃縮することにより流体サンプルの希少細胞を富化するこ
とができる。
【０２５４】
望ましくない成分を除去するための特異的結合メンバー
　本発明の沈降する溶液の成分に加え、本発明の混合溶液は血液サンプルの望ましくない
成分（例えば限定されないが、白血球細胞、血小板、血清タンパク質）に選択的に結合す
ることができ、望ましい成分にあまり結合しない少なくとも１種の特異的結合メンバーを
含むことができる。血液サンプルの非ＲＢＣの望ましくない成分と選択的に結合すること
ができる１種または複数種の特異的結合メンバーを使用し、サンプルの望ましくない成分
を除去することができ、サンプルの希少細胞の相対的割合を増大させ、そうしてサンプル
の希少細胞の富化に寄与することができる。「選択的に結合する」とは、１種または複数
種の望ましくないサンプル成分を除去するために本発明の方法において使用される特異的
結合メンバーが流体サンプルの目的の希少細胞に明らかに結合しないことを意味する。「
明らかに結合しない」とは、目的の１種または複数種の細胞の３０％以下、好ましくは２
０％以下、より好ましくは１０％以下およびさらにより好ましくは１．０％以下と流体サ
ンプルから非ＲＢＣの望ましくない成分を除去するために使用される特異的結合メンバー
が結合することを意味する。多くの場合、血液サンプルの望ましくない成分は白血球細胞
である。本発明の好ましい実施形態において、本発明の混合溶液を赤血球細胞を沈降させ
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、そして血液サンプルから白血球細胞を選択的に除去するために使用することができる。
【０２５５】
　白血球細胞と特異的に結合することができる特異的結合メンバーは、非限定的な例とし
て、抗体、受容体のリガンド、輸送体、白血球細胞の表面のチャンネルまたは他の断片、
または白血球細胞の表面で特定の炭水化物断片と特異的に結合することができるレクチン
または他のタンパク質（例えば、セレクチン）であってよい。
【０２５６】
　好ましくは、白血球細胞と選択的に結合する特異的結合メンバーは白血球細胞と結合す
るが有核細胞と明らかに結合しない抗体、例えば、ＣＤ３、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１４、ＣＤ
１７、ＣＤ３１、ＣＤ４５、ＣＤ５０、ＣＤ５３、ＣＤ６３、ＣＤ６９、ＣＤ８１、ＣＤ
８４、ＣＤ１０２、またはＣＤ１６６に対する抗体などである。抗体は例えば、Ｄａｋｏ
，ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ，Ａｎｔｉｇｅｎｉｘ　Ａｍｅｒｉｃａ，Ｎｅｏｍａｒｋ
ｅｒｓ，Ｌｅｉｎｃｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｒｅｓｅａｒｃｈ＆Ｄｉａｇｎｏｓ
ｔｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｓｅｒｏｔｅｃ，Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｉｃａｌ，Ｂｅｎｄｅｒ　Ｍｅｄｓｙｓｔｅｍｓ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ａｎｃｅｌ
ｌ，Ｌｅｉｎｃｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｃｏｒｔｅｘ　Ｂｉｏｃｈｅｍ，Ｃａｌ
Ｔａｇ，Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ，Ｂｉｏｍｅｄａ，Ａｃｃｕｒａｔｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ
＆ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃおよびＣｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌの供給業
者などから市販され購入することができる。抗体の、白血球細胞と結合し、効率的に除去
し（ｂｉｎｄ　ａｎ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ　ｒｅｍｏｖｅ　ｗｈｉｔｅ　ｂｌｏｏｄ
　ｃｅｌｌｓ）、サンプルから目的の希少細胞の富化させる能力を、当技術分野において
周知の捕捉アッセイを使用して試験することができる。
【０２５７】
　本発明の１種または複数種の望ましくない成分に選択的に結合する特異的結合メンバー
を使用し、望ましくない成分を結合する領域または容器から流体サンプルの１種または複
数種の望ましい成分を除去することができるように、１種または複数種の非ＲＢＣの望ま
しくない成分を捕捉することができる。このように、望ましくない成分を、分離される希
少細胞を含むサンプルの他の成分から分離することができる。捕捉は、望ましくない成分
または各成分を認識する特異的結合メンバーを固体支持体に付着させることにより、また
は望ましくない成分または各成分と結合する特異的結合メンバーを認識する第２の特異的
結合メンバーを固体支持体に結合させることにより行うことができ（ａｆｆｅｃｔｅｄ）
、それにより望ましくない成分が個体支持体に付着される。本発明の好ましい実施形態に
おいて、本発明の混合溶液に得られた望ましくないサンプル成分を選択的に結合する特異
的結合メンバーを、微粒子などの固体支持体に連結させるが、これは本発明の必須要件で
はない。
【０２５８】
　磁性ビーズは、望ましくないサンプル成分と選択的に結合する特異的結合メンバーを連
結することができる本発明の方法で使用するための好ましい固体支持体である。磁性ビー
ズは当技術分野において公知であり、市販されている。抗体およびレクチンなどのタンパ
ク質を含む分子を磁性ビーズなどの微粒子に連結する方法は、当技術分野において公知で
ある。本発明の好ましい磁性ビーズは０．０２～２０ミクロン径、好ましくは０．０５～
１０ミクロン径、およびより好ましくは０．０５～５ミクロン径、さらにより好ましくは
０．０５～３ミクロン径であり、好ましくは本発明の混合溶液中に、第１の特異的結合メ
ンバー、例えば、サンプルから除去される細胞と結合することができる抗体、または第２
の特異的結合メンバー、例えば、望ましくないサンプル成分と結合する第１の特異的結合
メンバー（例えば、ビオチン化された第１の特異的結合メンバー）と結合することができ
るストレプトアビジンで被覆されて得られる。
【０２５９】
　本発明の好ましい実施形態において、流体サンプルは母体血サンプルであり、分離が望
ましい希少細胞は胎児細胞であり、サンプルから除去されるサンプルの望ましくない成分
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は白血球細胞である。これらの実施形態において、白血球細胞と選択的に結合する特異的
結合メンバーを使用して、磁気捕捉によりサンプルから白血球細胞を除去する。好ましく
は、得られた特異的結合メンバーを、直接の捕捉のために磁性ビーズに付着させ、または
ストレプトアビジン被覆磁性ビーズにより白血球細胞の間接的な捕捉のためにビオチン化
形態で提供する。
【０２６０】
　本発明の血液サンプルの希少細胞を富化させるための混合溶液も他の成分、例えば限定
されないが塩、緩衝剤、特定の浸透圧を維持する物質、キレート化剤、タンパク質、脂質
、小分子、抗凝集剤などを含むことができる。例えば、本発明のいくつかの好ましい態様
において、混合溶液は生理学的塩溶液、例えば、ＰＢＳ、カルシウムおよびマグネシウム
を含まないＰＢＳまたはハンクス平衡食塩溶液を含む。本発明のいくつかの好ましい態様
において、ＥＤＴＡまたはヘパリンは赤血球細胞の詰まりを防ぐために含まれる。
【０２６１】
　本発明はまた、血小板または血小板と関連する分子と特異的に結合することができる抗
体または分子の使用を含む。非限定的な例として、本発明の抗体または分子は、ＣＤ３１
、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２（ａ、ｂ、ｃ）、ＣＤ５１またはＣＤ５１／６１に特異
的に結合し得る。ＣＤ３１は胎児細胞に最小限に結合する内皮のおよび血小板細胞マーカ
ーである。血小板を血液サンプルから分離するときの使用は実施例に記載される。
【０２６２】
サンプル成分の捕捉のための改良された磁性構成
　分解されたサンプル、例えば、分解された血液サンプルを１種または複数種の特異的結
合メンバー、例えば限定されないが流体サンプルの１種または複数種の望ましくない成分
を特異的に認識する抗体とインキュベーションすることができる。濾過チャンバをサンプ
ルの分解に使用した場合、１種または複数種の特異的結合メンバーとサンプルの混合およ
びインキュベーションを場合により濾過チャンバで行うことができる。１種または複数種
の望ましくない成分を特異的結合メンバーへの結合を介して直接または間接的のいずれか
で捕捉することができる。例えば、特異的結合メンバーを固体支持体、例えば、ビーズ、
膜、またはカラムマトリクスに結合することができ、流体サンプルと特異的結合メンバー
をインキュベーション後、未結合の成分を含有する流体サンプルを固体支持体から除去す
ることができる。別法として、１種または複数種の第１の特異的結合メンバーを流体サン
プルとインキュベーションすることができ、好ましくは、未結合の特異的結合メンバーを
除去するために洗浄後、流体サンプルを、固体支持体と結合することができ、または固体
支持体に結合される第２の特異的結合メンバーと接触させることができる。このように、
サンプルの１種または複数種の望ましくない成分を固体支持体に結合させることができ、
流体サンプルから望ましくない成分の分離を可能にする。
【０２６３】
　本発明の好ましい態様において、妊娠個体由来の分解した血液サンプルを、白血球細胞
と特異的に結合する抗体で被覆されるが、胎児有核細胞と明らかに結合しない磁性ビーズ
とインキュベーションする。磁性ビーズを活性化電磁自動濾過ユニット（例えば、電磁チ
ップ）による捕捉、または流体サンプルを含有するチューブまたはカラムなどの容器に物
理的に近い少なくとも１種の永久磁石による捕捉を使用して収集する。磁石による磁性ビ
ーズの捕捉後、残存する流体サンプルを容器から除去する。サンプルを、例えば、ピペッ
ト操作により、または重力などの物理的な力により、または分離カラムを通した流体流動
により手動で除去することができる。このように、望ましくない白血球細胞を母体血サン
プルから選択的に除去することができる。サンプルを場合により本発明の微細加工された
フィルタを使用してさらに濾過することができる。濾過は好ましくは、残りの赤血球細胞
をサンプルから除去し、さらにサンプルを濃縮することができる。
【０２６４】
　好ましい一実施形態において、望ましくない成分とサンプルを特異的に結合する特異的
結合メンバーを含む磁性ビーズのインキュベーション後、サンプルは、少なくとも１つの
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磁石を備え、または係合する分離カラムを通して運搬される。サンプルがカラムを通り流
れると、磁性ビーズに結合する望ましくない成分が磁石または各磁石に隣接するチューブ
の１つまたは複数の壁体に付着する。代替の実施形態は磁性分離器、例えば、Ｉｍｍｕｎ
ｉｃｏｎ（Ｈｕｎｔｉｎｇｄｏｎ　Ｖａｌｌｅｙ，ＰＡ）により製造された磁性分離器を
使用する。磁気捕捉も電磁物理的な力を生成する要素、例えば、Ｚｈｏｕらに２００２年
３月１２日に発行された“Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｌｙ　Ａｄｄｒｅｓｓａｂｌｅ　Ｍｉｃ
ｒｏ－Ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｕｎｉｔ　Ａｒｒａｙ　Ｃｈｉｐｓ”と題した
米国特許第６，３５５，４９１号、弁理士登録番号ＡＲＴ－００１０４．Ｐ．２の、２０
０１年９月１８日出願の、“Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｌｙ　Ａｄｄｒｅｓｓａｂｌｅ　Ｍｉ
ｃｒｏ－Ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｕｎｉｔ　Ａｒｒａｙ　Ｃｈｉｐｓ”と題し
た米国特許出願第０９／９５５，３４３号および弁理士登録番号ＡＲＴ－００１０４．Ｐ
．１．１の、２０００年１０月１０日出願の、“Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｌｙ　Ａｄｄｒｅ
ｓｓａｂｌｅ　Ｍｉｃｒｏ－Ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｕｎｉｔ　Ａｒｒａｙ　
Ｃｈｉｐｓ　ｉｎ　Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ　Ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｓ”と題した米
国特許出願第０９／６８５，４１０号に記載のものを含む電磁チップを使用することがで
きる。さらに別の好ましい実施形態において、サンプルおよび磁性ビーズを含有するチュ
ーブを、磁性ビーズに結合する望ましくない成分の捕捉のための１種または複数種の磁石
の隣に位置づける。ビーズがチューブ壁で収集された後に、１種または複数種の望ましく
ない成分の枯渇した上清をチューブから除去することができる。
【０２６５】
　本発明のいくつかの好ましい実施形態において、サンプルからの白血球細胞の除去を、
赤血球細胞の選択的な沈降により血液サンプルを分解すると同時に行う。これらの実施形
態において、赤血球細胞を選択的に沈降する溶液を血液サンプルに添加し、磁性ビーズな
どの固体支持体に結合する白血球細胞と特異的に結合する特異的結合メンバーを血液サン
プルに添加する。混合後、赤血球細胞を沈殿させ、白血球細胞を、例えば、磁性捕捉によ
り捕捉する。これは、沈降する溶液および好ましくは磁性ビーズに結合する特異的結合メ
ンバーを添加することができるチューブにおいて簡便に行うことができる。チューブをサ
ンプルを混合する期間振動させ、次いで磁性ビーズの捕捉のための１種または複数種の磁
石の隣に位置づける。このように、１回のインキュベーションおよび分離工程において、
ＲＢＣのおよび９９％およびＷＢＣの９９％をサンプルから除去することができる。上清
をチューブから除去することができ、本発明の微細加工されたフィルタを使用して濾過さ
せる。濾過により残存するＲＢＣが除去され、希少細胞、例えば、胎児細胞、がん細胞ま
たは幹細胞などが富化したサンプルを生じる。
【０２６６】
　サンプルの望ましくない成分を特異的結合メンバーを使用するもの以外の方法により除
去することができる。例えば、特定の細胞型の誘電特性を使用し、誘電泳動的に望ましく
ない成分を分離することができる。例えば、図２２は赤血球細胞をチャンバを通して洗浄
した後に誘電泳動チップの電極に保持された希釈された血液サンプルの白血球細胞を示す
。
【０２６７】
赤血球細胞を沈降させ、血液サンプルの望ましくないサンプル成分を選択的に除去するた
めの混合溶液
　本発明の好ましい実施形態において、赤血球細胞を沈降する溶液も、赤血球細胞以外の
望ましくないサンプル成分を血液サンプルから選択的に除去するために使用することがで
きる１種または複数種のさらなる特異的結合メンバーを含むことができる。これに関して
、本発明は赤血球細胞を沈降する血液サンプルの希少細胞を富化するための混合の沈降溶
液を含み、サンプルの他の望ましくない成分の除去のための試薬を提供する。したがって
、血液サンプルを処理するための混合溶液は、デキストラン、赤血球細胞の凝集を誘導す
ることができる少なくとも１種の特異的結合メンバー、およびＲＢＣ以外のサンプルの望
ましくない成分と特異的に結合することができる少なくとも１種のさらなる特異的結合メ
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ンバーを含む。
【０２６８】
さらなる富化工程
　本発明は、流体サンプルの希少細胞を富化するときに使用することができる他の工程と
組み合わせて濾過を使用することも検討する。例えば、分解工程または分離工程を、限定
されないが２００３年１１月４日出願の“Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ，
ａｎｄ　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ　Ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ　Ｒａｒ
ｅ　Ｃｅｌｌｓ　ｆｒｏｍ　Ｆｌｕｉｄ　Ｓａｍｐｌｅｓ”と題した米国特許出願第１０
／７０１，６８４号、２００２年１０月１０日出願の、“Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ｃｏｍｐｏｓ
ｉｔｉｏｎｓ，ａｎｄ　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ　Ｓｅｐａｒａｔ
ｉｎｇ　Ｒａｒｅ　Ｃｅｌｌｓ　ｆｒｏｍ　Ｆｌｕｉｄ　Ｓａｍｐｌｅｓ”と題した米国
特許出願第１０／２６８，３１２号、これらをともに、流体サンプルの希少細胞を富化す
るときに使用することができる分解および分離方法に関する全ての開示において参照によ
り本明細書に組み込む、に開示されるように濾過前または濾過後に使用することができる
。
【０２６９】
ＩＩＩ．流体サンプルの標的成分を分離する自動濾過ユニットを使用する方法
　さらに別の態様において、本発明はまた、本明細書に開示の自動濾過ユニットを使用す
る流体サンプルの標的成分を分離する方法であって、ａ）濾過チャンバに流体サンプルを
分注することと、ｂ）濾過チャンバの前方チャンバを通して流体サンプルの流体流動をも
たらし、そして濾過チャンバの濾過後サブチャンバを通して溶液の流体流動をもたらすこ
とを含み、流体サンプルの標的成分をフィルタに保持し、またはフィルタを通して流す方
法を含む。
【０２７０】
サンプル
　サンプルは任意の流体サンプル、例えば、環境的サンプル、例えば、空気サンプル、水
サンプル、食物サンプル、および生物学的サンプル、例えば、生物学的サンプルの抽出物
であってよい。生物学的サンプルは、血液、骨髄サンプル、任意の種類の滲出液、腹水、
骨盤洗浄液、胸膜液、髄液、リンパ液、血清、粘液、痰、唾液、尿、膣または子宮洗浄液
、精液、眼液、鼻腔の抽出物、咽頭または生殖器スワブ、消化組織由来の細胞懸濁液、ま
たは糞便材料の抽出物であってよい。生物学的サンプルはまた、器官または組織のサンプ
ル、例えば、腫瘍、例えば、器官または組織のかん流からの細針吸引物またはサンプルで
あってよい。生物学的サンプルは細胞培養物のサンプル、例えば、初代培養物および細胞
株の両方であってもよい。サンプルの容量は非常に小さく、例えば、マイクロリットルの
範囲であってよく、さらに希釈を必要とし、またはサンプル非常に大きく、例えば、最大
１０リットルの腹水であってよい。好ましい一サンプルは尿サンプルである。別の好まし
いサンプルは血液サンプルである。混合種、もしくは混合サイズのいずれかの研究室で培
養された細胞のサンプルまたはサンプルから除去される必要がある汚染物質または未結合
試薬を含有する細胞のサンプルも検討する。いくつかの実施形態において、流体サンプル
は標識試薬で調製された細胞サンプルであり、除去される細胞および成分により結合もし
くは吸収または取り込まれることを意味する標識試薬は標識試薬の未結合または間質成分
である。
【０２７１】
　生物学的サンプルは、対象から最近採取された、保存していたものから採取された、ま
たは衣類、布地、道具などの対象の外部の供給源から取り出された任意のサンプルであっ
てよい。一例として、それゆえ、血液サンプル例えば血液を含有する物質を緩衝液または
溶液に浸漬することにより得られる抽出物であってよい。生物学的サンプルは未処理また
は部分的に処理された、例えば、透析された、試薬を添加されたなどの血液サンプルであ
ってよい。生物学的サンプルは任意の容量のものであってよい。例えば、血液サンプルは
用途に応じて、５マイクロリットル未満、または５リットル超であってよい。しかし、好
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ましくは本発明の方法を使用して処理される生物学的サンプルは約１０マイクロリットル
～約２リットルの容量、より好ましくは約１ミリリットル～約２５０ミリリットルの容量
および最も好ましくは約５～５０ミリリットルの容量である。
【０２７２】
サンプルの導入
　本発明のいくつかの好ましい実施形態において、１種または複数種のサンプルを自動シ
ステムのラックに入れることができる１つまたは複数のチューブに設けることができる。
ラックはサンプル操作のための自動システムと自動で、または手動で係合することができ
る。
【０２７３】
　別法として、サンプルは自動システムの入口を通してサンプルをピペット操作または注
入することにより本発明の自動システムに分注することができ、または自動システムの導
管またはリザーバーに注ぎ入れ、ピペット操作し、またはポンプにより送ることができる
。ほとんどの場合において、サンプルは沈降した細胞の最適な分離のために設けられたチ
ューブ内であってよいが、流体サンプルを保持するための任意の種類の容器、例えば、プ
レート、皿、ウェル、またはチャンバ内であってよい。
【０２７４】
　サンプルを自動システムの容器またはチャンバに分注する前に、溶液または試薬を場合
によりサンプルに添加することができる。溶液または試薬は場合によりサンプルが本発明
の自動システムに導入される前、またはサンプルが本発明の自動システムに導入された後
にサンプルに添加することができる。サンプルが本発明の自動システムに導入された後に
溶液または試薬をサンプルに添加する場合、サンプルが混合、インキュベーション工程、
沈殿工程または濾過チャンバへの導入の前にチューブ、容器、またはリザーバー内に含有
される間に溶液または試薬をサンプルに場合により添加することができる。別法として、
溶液または試薬を１つまたは複数の導管、例えば、チューブを通してサンプルに添加する
ことができ、サンプルと溶液または試薬の混合が導管で行われる。サンプルが本発明のチ
ャンバ（例えば限定されないが、濾過チャンバ）に導入された後に、１種類以上の溶液ま
たは試薬を、直接チャンバにまたはチャンバにつながる導管を通してそれらの１種類以上
を添加することにより溶液または試薬を添加することも可能である。
【０２７５】
　サンプル（および場合により任意の溶液または試薬）を陽圧または陰圧により、例えば
、シリンジ型ポンプにより自動システムに導入することができる。サンプルを自動システ
ムに一度に全て添加することができ、またはサンプルの一部が濾過され、さらなるサンプ
ルを添加するように徐々に添加することができる。サンプルは、サンプルの第１の部分が
添加され、チャンバを通して濾過された後にサンプルの追加のバッチを連続して添加し、
濾過するようにバッチで添加することもできる。
【０２７６】
自動濾過ユニットの濾過チャンバを通してサンプルを濾過処理する
　サンプルを、１つまたは複数の分解工程または１つまたは複数の分離工程を行う前後に
本発明の自動濾過ユニットで濾過することができる。これらの分解または分離工程は、限
定されないがＲＢＣ沈降工程または特異的結合メンバーによる除去を含むことができる。
サンプルを直接濾過チャンバ（例えば、手動または自動分注により）に移すことができ、
または導管を通して濾過チャンバに入れることができる。サンプルを濾過チャンバに添加
した後に、サンプルを濾過してサンプルの容量を減少させ、場合によりサンプルの望まし
くない成分を除去する。サンプルを濾過するため、流体流動をチャンバを通して方向付け
る。チャンバを通る流体流動を好ましくは、手動手段よりむしろ自動手段により、例えば
、自動シリンジ型ポンプにより方向付ける。ポンプは濾過チャンバにつながる導管を通し
て陽圧または陰圧が作用することにより動作することができる。
【０２７７】
　いくつかの実施形態において、前方チャンバおよび濾過後サブチャンバの流体流動は実
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質的に逆平行である。濾過チャンバの流入および／または流出ポートを通る自動手段によ
り流動を生じさせることができる。さらなる流入ポートを設けた実施形態において、実質
的に逆平行の流動に垂直な溶液の流体流動を導入することができる。例えば、前方チャン
バを上方チャンバと前方チャンバに分割する上方フィルタを含む場合、前方チャンバをフ
ィルタ（各フィルタ）を横切る流体流動に使用し、フィルタ（各フィルタ）を横切る流体
サンプルの成分を押し出すことができる。
【０２７８】
　前方チャンバの流速および濾過後サブチャンバの流速は、前方チャンバから濾過後サブ
チャンバに流れるるよう流体力が流体サンプルの成分に生じるように異なっていてよい。
本明細書において使用される場合、「流速」はフィルタを横切る液体流速を指し、「供給
速度」は前方チャンバの液体流速を指し、「緩衝液速度」および「廃棄速度」は濾過後サ
ブチャンバの流入ポートおよび流出ポートの液体流速をそれぞれ指す。さらに、濾過後サ
ブチャンバの流入速度および流出速度はフィルタを横切る流速を方向付ける所望の流体力
を生じるよう異なっていてよい。例えば、流出速度は濾過後サブチャンバの流入速度より
大きいとき、流体力は前方チャンバから濾過後サブチャンバに生じ、そうして前方チャン
バの流体サンプルの成分がフィルタを通して濾過後サブチャンバに吸引される。
【０２７９】
　濾過チャンバを通る流体流動の速度は効率的な濾過処理を可能にする任意の速度であっ
てよく、全血サンプルに対して、好ましくは最大約１０ｍＬ／分、より好ましくは約１０
～約５００μＬ／分および最も好ましくは約８０～約１４０μＬ／分である。前方チャン
バの流体流動の速度はフィルタ速度の約１～１０倍であってよい。濾過チャンバにサンプ
ルを添加した後、ポンプまたは液体分注処理システムは場合により緩衝液または溶液の流
体流動をチャンバに方向付け、チャンバを通してさらなる濾過可能なサンプル成分を洗浄
することができる。
【０２８０】
　サンプルを濾過チャンバに添加し、流体流動をチャンバを通して方向付けるときに、フ
ィルタまたは各フィルタの孔またはスロットは、１つまたは複数のフィルタを通して液体
、サンプルの可溶成分、および流体サンプルの一部の不溶性成分を通過させることができ
るが、寸法により１つまたは複数のフィルタを通して流体サンプルの他の成分の通過を防
ぐことができる。
【０２８１】
　例えば、好ましい実施形態において、流体サンプルを複数のスロットを備える少なくと
も１つのフィルタを備える濾過チャンバに分注することができる。チャンバは緩衝液また
は溶液および流体サンプルまたはその成分が流れることができる導管に場合により接続さ
れるポートを有し得る。サンプルをチャンバに添加し、流体流動をチャンバを通して方向
付けるときに、スロットは、フィルタを通して液体および場合により流体サンプルの一部
の成分を通過させることができるが、フィルタを通して流体サンプルの他の成分の通過を
防ぐことができる。
【０２８２】
　本発明のいくつかの実施形態において、濾過チャンバの一部であるアクティブチップを
使用し、濾過手順の間にサンプルを混合することができる。例えば、アクティブチップは
、１つまたは複数の音響要素を備える音響チップであってよい。電源からの電気信号が音
響要素を活性化するときに、振動エネルギーを生じサンプルの成分を混合させる。本発明
の濾過チャンバの一部であるアクティブチップはフィルタの表面の微小電極を備える誘電
泳動チップであってもよい。電源からの電気信号が電極に伝達するときに、フィルタ表面
からサンプルの成分を反発させ得る負の誘電泳動力を生じる。この実施形態において、フ
ィルタ／チップの表面の電極は好ましくは間欠的に活性化し、この時流体流動が停止し、
または大きく減少する。
【０２８３】
　濾過の間のサンプルの混合は、サンプル成分の凝集に基づく濾過の効率の低下を避ける
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ために、および特にサイズまたは形状に基づいた濾過処理が生じるチャンバの位置、例え
ばダム、スロットなどでチャンバを通る流体流動に応答して収集される傾向を避けるため
行われる。混合は、濾過手順を通して、例えば、音響要素の連続的な活性化を通して連続
して行われ、または濾過手順の間、間隔毎に、例えば、音響要素または電極の短い活性化
を通して行われることができる。誘電泳動を使用して濾過チャンバ内でサンプルを混合す
る場合、好ましくは誘電泳動力を濾過手順の間、短い間隔（例えば、約２秒～約１５分間
、好ましくは約２～約３０秒の長さ）で生じ、例えば、濾過手順の間パルスを５秒毎～約
１５分毎、またはより好ましくは濾過手順の間、約１０秒毎～約１分毎に与えることがで
きる。生じた誘電泳動力は、限定されないがスロットなどの濾過処理機能をもたらす機構
からサンプル成分を遠ざけるよう作用する。
【０２８４】
　濾過手順の間、濾過されたサンプル液を、濾過されたサンプルを含有するための１種ま
たは複数種の容器につながる導管を通る自動流体流動により濾過チャンバから除去するこ
とができる。好ましい実施形態において、これらの容器は廃棄物入れである。濾過後、流
体流動を場合によりフィルタを通して逆方向に方向付け、フィルタに対して沈殿または滞
留し得る保持成分を懸濁することができる。
【０２８５】
　濾過手順（および場合により、１種または複数種の特異的結合メンバーと混合およびイ
ンキュベーション）後、濾過手順後の濾過チャンバに残存するサンプル成分を収集チュー
ブまたは容器に、またはさらなる処理工程のための自動システムの他の要素につながるこ
とができるさらなるポートおよび導管を通してチャンバから外に方向付けることができ、
またはピペット操作または液体取り込み手段により濾過チャンバまたは収集容器から除去
することができる。ポートは流体流動を制御するための弁または他の機構を有し得る。ポ
ートの開閉は自動的に制御することができる。したがって、分解した（保持した）サンプ
ルを濾過チャンバの外に（例えば他のチャンバまたは回収容器に）流すことができるポー
トを濾過手順の間閉じることができ、濾過されたサンプルを濾過チャンバの外に流すこと
ができる導管を場合により濾過手順後に閉じ、残存するサンプル成分の効率的な除去を可
能にすることができる。
【０２８６】
洗浄
　流体サンプルの濾過処理後、場合により緩衝液を濾過チャンバを通して洗浄し、任意の
残りの成分、例えば、望ましくない細胞を通して洗浄することができる。緩衝液はサンプ
ルと同じように、すなわち、好ましくは自動流体流動により、例えば、ポンプまたは圧力
系により、または重力により濾過チャンバを通して簡便に方向付けることができ、または
緩衝液はサンプルと異なる流体流動手段を使用することができる。１回または複数回の洗
浄を同じまたは異なる洗浄緩衝液を使用して行うことができる。さらに、場合により空気
を、例えば、陽圧またはポンプ操作により濾過チャンバに強制的に入れ、濾過チャンバを
通して残りの細胞を押し出すことができる。また、チャンバの洗浄または望ましくない細
胞の除去を助けるため、あるいは望ましい細胞の回収を助けるため、濾過チャンバに１種
または複数種の洗浄液をバックフラッシュすることができる。
【０２８７】
　洗浄工程の間、供給速度はフィルタ速度未満またはこれに等しくてもよく、そうして洗
浄試薬、例えば、ＥＤＴＡがフィルタを横切り前方チャンバに入り、フィルタのスロット
を遮断する任意の残りの成分を除去することができる。
【０２８８】
標識
　場合により、分離した標的成分を本発明の自動濾過ユニットを使用して標識することが
できる。例えば、分離した有核細胞または希少細胞をさらなる分析のために抗体またはア
ッセイ試薬を用いて標識することができる。いくつかの実施形態において、抗体またはア
ッセイ試薬を検出可能な分子、例えば、放射性または蛍光性染料と結合させることができ
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る。
【０２８９】
　標識試薬を、標的成分を濾過後に収集する収集チャンバに添加することができる。別法
として、標識試薬を、標的成分が局在する場所に応じて前方チャンバまたは濾過後サブチ
ャンバに添加することができる。試薬の添加を自動濾過ユニットの流体ポンプおよび導管
により行うことができ、制御アルゴリズムにより制御することができる。
【０２９０】
　標識工程の間、流体流動を濾過チャンバ内で停止し、標的成分と標識試薬を効率的に結
合させることができる。適切な標識時間、例えば、約１～１０分を使用することができる
。
【０２９１】
　標識工程の後に、未結合の標識試薬を、濾過チャンバに洗浄緩衝液を添加することによ
り洗い流すことができる。
【０２９２】
回収
　回収工程の間、分離した標的成分を収集する。いくつかの実施形態において、フィルタ
の標的成分をフィルタスロットから浮かせて、収集チャンバに押し込む。フィルタスロッ
トを遮断する任意の成分を浮かせる流体力は、例えば、濾過後サブチャンバの流出を停止
することにより、または濾過後サブチャンバの流入速度未満となるように濾過後サブチャ
ンバの流出速度を減少させることにより生じさせることができる。別法として、浮かせる
工程は緩衝液速度および供給速度をそれぞれ約１～１０ｍＬ／分および約０．５～５ｍＬ
／分増加させることを介してであってよい。浮かせる工程の期間は例えば、１０ｍ秒～１
秒以上と変化し得る。さらに、浮かせる工程を、適切な濾過効果を得るように濾過全体を
通して間欠的に行うことができる。いくつかの実施形態において、チャンバを通して流れ
る洗浄緩衝液の速度は、サンプルのものより大きくなり得る。
【０２９３】
サンプルの望ましくない成分の選択的除去
　場合により、濾過手順時、または前後のいずれかに濾過チャンバに残存するサンプル成
分を、サンプルの望ましくない成分をサンプルから分離することができる自動システムの
要素に流体流動により方向付けることができる。本発明のいくつかの実施形態において、
濾過チャンバにサンプルを添加する前、または濾過チャンバに保持された分解したサンプ
ルを除去する前のいずれかに１種または複数種の特異的結合メンバーを分解したサンプル
に添加し、例えば、混合のための物理的な力をもたらす濾過チャンバに係合し、またはそ
の一部となる１つまたは複数アクティブチップを使用して濾過チャンバの前および後のい
ずれかで混合することができる。好ましくは１種または複数種の特異的結合メンバーを濾
過チャンバの分解したサンプルに添加し、チャンバのポートを閉じ、分解したサンプルと
特異的結合メンバーのインキュベーションの間、連続的またはパルス状態のいずれかで音
響要素を活性化させる。好ましくは１種または複数種の特異的結合メンバーは磁性ビーズ
に結合する抗体である。特異的結合メンバーは、胎児有核細胞などの望ましいサンプル成
分を結合する抗体であってよいが、好ましくは特異的結合メンバーは望ましいサンプル成
分と最小限に結合しながら、白血球細胞などの望ましくないサンプル成分と結合する抗体
である。
【０２９４】
　本発明の好ましい実施形態において、濾過手順後の濾過チャンバに残存するサンプル成
分を磁性ビーズを用いてインキュベーションし、インキュベーション後に、流体流動によ
り分離カラムに方向付ける。好ましくは本発明の方法で使用される分離カラムは、約１ミ
リリットル～１０ミリリットルの容量能を有し、カラムの反対の末端部に注入および排出
ポートを有する、円筒形ガラス、プラスチック、またはポリマーカラムである。好ましく
は本発明の方法に使用される分離カラムは、カラムの長さに沿って存在する少なくとも１
つの磁石を備え、または磁石に並行して位置し得る。磁石は永久磁石であってよく、また
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は電源により活性化される１つまたは複数のチップ上の１つまたは複数の電磁自動濾過ユ
ニットであってよい。
【０２９５】
　濾過手順後に濾過チャンバに残存するサンプル成分は流体流動により分離カラムに方向
付けられ得る。好ましくは磁性ビーズの調製を含む試薬を、チャンバに添加する前後にサ
ンプル成分に添加することができる。好ましくは試薬を、サンプル成分を分離チャンバに
移す前に添加する。好ましくは、サンプルに添加された磁性ビーズの調製物は、少なくと
も１種の特異的結合メンバー、好ましくはサンプルの少なくとも１種の望ましくない成分
と直接結合することができる特異的結合メンバーを含む。しかし、サンプルの少なくとも
１種の望ましくない成分と間接的に結合することができる少なくとも１種の特異的結合メ
ンバーを含む磁性ビーズの調製物を添加することも可能である。この場合、サンプルの望
ましくない成分に直接結合することができる第１の特異的結合パートナーを添加すること
も必要である。第１の特異的結合パートナーを、第２の特異的結合パートナーを含む磁性
ビーズの調製物をサンプルに添加する前にサンプルに添加することが好ましいが、これは
本発明の必須要件ではない。ビーズ調製物および第１の特異的結合パートナーを、分離カ
ラムにサンプルを個別にまたは併せて添加する前または後にサンプルに添加することがで
きる。
【０２９６】
　磁性ビーズが第１の特異的結合メンバーを含む実施形態において、サンプルおよび磁性
ビーズの調製物を、磁気分離の前に約５～約６０分間合わせてインキュベーションするこ
とが好ましい。分離カラムが１つまたは複数の永久磁石を備え、または永久磁石に隣接す
る実施形態において、自動システムの分離カラムに、導管、チャンバ、または容器にサン
プルを添加する前にインキュベーションを行うことができる。分離カラムが１種または複
数種の電流活性化電磁要素を備え、またはこの要素に隣接する実施形態において、１種ま
たは複数種の電磁要素を活性化する前に分離カラムでインキュベーションを行うことがで
きる。しかし、好ましくは、サンプルを濾過後に、および濾過チャンバに向かう導管およ
び濾過チャンバから出てくる導管を閉じた後に、特異的結合メンバーを含む磁性ビーズと
サンプルのインキュベーションを濾過チャンバで行う。
【０２９７】
　第２の特異的結合メンバーを含む磁性ビーズを使用する場合、場合により、２回以上の
インキュベーションを行うことができる（例えば、サンプルと、第１の特異的結合メンバ
ーの第１のインキュベーション、およびサンプルと、第２の特異的結合メンバーを含むビ
ーズの第２のインキュベーション）。サンプルの望ましくない成分の分離を、望ましくな
い成分を直接または間接的に結合する電磁ビーズを生じる磁力によりなされることができ
る。これは、サンプルおよび磁性ビーズをカラムに添加するときに、または１つまたは複
数の電磁自動濾過ユニットが電源を有する電磁自動濾過ユニットを活性化することにより
利用される実施形態において、生じ得る。非捕捉サンプル成分を流体流動により分離カラ
ムから除去することができる。好ましくは、非捕捉サンプル成分は、導管に係合する門部
を通りカラムから排出される。
【０２９８】
所望の成分の分離
　濾過処理後、サンプルを場合により希少細胞の分離のための分離チャンバへの流体流動
により方向付けることができる。
【０２９９】
　分解されたサンプルの望ましくない成分を分離カラムで除去する好ましい態様において
、分解されたサンプルを好ましくは場合によりサンプルの希少細胞の分離のための分離チ
ャンバに移す前に第２の濾過チャンバに移す。第２の濾過チャンバはサンプルの容量をさ
らに減少させ、また、場合により希少細胞の分離および１種または複数種の特異的結合メ
ンバーとサンプルの混合に使用することができる特異的結合メンバーの添加を可能にする
。サンプルの、分離カラムから分離チャンバへの移動は、分離カラムから第２の濾過チャ
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ンバにつながる導管を通る流体流動による。第２の濾過チャンバは好ましくはスロットを
備える少なくとも１つのフィルタを備え、１時間当たり約１～約５００ミリリットル、よ
り好ましくは１時間当たり約２～約１００ミリリットル、および最も好ましくは１時間当
たり約５～約５０ミリリットルの速度でチャンバを通る流体流動は、サンプルの濾過を促
進する。このようにして、望ましくない成分が選択的に除去された分解されたサンプルの
容量をさらに減少させることができる。第２の濾過チャンバは１つまたは複数のアクティ
ブチップを備え、または係合することができる。アクティブチップ、例えば、音響チップ
または誘電泳動チップを濾過手順の時、または前後にサンプルを混合するために使用する
ことができる。
【０３００】
　第２の濾過チャンバは場合によりサンプルと希少細胞の分離に使用することができる１
種または複数種の試薬の添加に使用することもできる。サンプルの濾過後、チャンバから
のサンプルまたはサンプル成分を担持する導管を閉じることができ、チャンバにつながる
１つまたは複数の導管を１種または複数種の試薬、緩衝液、または溶液、例えば限定され
ないが、希少細胞と結合することができる特異的結合メンバーの添加に使用することがで
きる。閉口した分離チャンバで、例えば、サンプルの成分を移動することができる物理的
な力を生じ、それゆえ、混合機能をもたらすことができる１つまたは複数のアクティブチ
ップ上の１種または複数種の音響要素または複数の電極の活性化により、１種または複数
種の試薬、緩衝液、または溶液を混合することができる。本発明の好ましい態様において
、希少細胞を認識する少なくとも１つの抗体で被覆される磁性ビーズを濾過チャンバでサ
ンプルに添加する。磁性ビーズを導管を介して添加し、第２の濾過チャンバに一体化し、
または係合する１つまたは複数のアクティブチップの活性化によりサンプルと混合する。
特異的結合メンバーとサンプルのインキュベーションは継続して、約５分から約２時間、
好ましくは約８～約３０分間であってよく、インキュベーション全体にわたり、定期的に
または連続して混合させることができる。
【０３０１】
　１種または複数種の試薬、溶液、または緩衝液とサンプルの添加および混合に使用され
ない第２の濾過チャンバを有することは本発明の範囲内である。１種または複数種の試薬
、溶液、または緩衝液とサンプルの添加および混合に使用することができるが、濾過機能
を行わない希少細胞の分離のための分離チャンバに先行するチャンバを有することも本発
明の範囲内である。介入する濾過または混合チャンバを有することなく、分離カラムから
分離チャンバに移るサンプルを有することも本発明の範囲内である。しかし、本方法が血
液サンプルから希少細胞の分離に向かって方向付けられる態様において、１種または複数
種の試薬とサンプルの添加および混合のためにも使用される第２の濾過チャンバの使用が
好ましい。
【０３０２】
　サンプルを流体流動により分離チャンバに移す。好ましくは、希少細胞の分離のための
分離チャンバは分離を行うことができる少なくとも１種のアクティブチップを備え、また
は係合する。このようなチップは、チャンバのある領域からチャンバの別の領域へサンプ
ル成分を移動し、または操作するために使用することができる物理的な力を少なくとも一
部生じることができる機能的要素を備える。サンプル成分を操作するためのチップの好ま
しい機能的要素は電極および電磁自動濾過ユニットである。本発明のアクティブチップ上
のサンプル成分を転位させるために使用される力は、誘電泳動力、電磁力、進行波誘電泳
動力、または進行波電磁力であってよい。希少細胞を分離するために使用されるアクティ
ブチップは好ましくはチャンバの一部である。チャンバは、任意の適切な材料のものおよ
び任意のサイズおよび寸法のものであってよいが、好ましくはサンプルから希少細胞を分
離するために使用されるアクティブチップを備えるチャンバ（「分離チャンバ」）は、約
１マイクロリットル～１０ミリリットル、より好ましくは約１０マイクロリットル～約１
ミリリットルの容量能を有する。
【０３０３】
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　本発明のいくつかの実施形態において、アクティブチップは、電極を備える誘電泳動ま
たは進行波誘電泳動チップである。このようなチップおよびこれらの使用は、２００１年
１０月９日出願の“Ａｎ　Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　Ｂｉｏｃｈｉｐ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏ
ｒ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｓｉｓ”と題した米国
特許出願第０９／９７３，６２９号、２０００年１０月１０日出願の、“Ｃｏｍｐｏｓｉ
ｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｏｉｅ
ｔｉｅｓ　ｏｎ　Ｃｈｉｐｓ”と題した米国特許出願第０９／６８６，７３７号、２００
０年８月１０日出願の、“Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　Ｍｏｉ
ｅｔｉｅｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓ”と題した米国特許出願
第０９／６３６，１０４号、および弁理士登録番号４７１８４２０００４００の、２００
０年１０月４日出願の“Ａｐｐａｒａｔｕｓｅｓ　Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　Ｍｕｌｔｉｐ
ｌｅ　Ａｃｔｉｖｅ　Ｆｏｒｃｅ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　Ｅｌｅｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　
Ｕｓｅｓ　Ｔｈｅｒｅｏｆ”と題した米国特許出願第０９／６７９，０２４号に記載され
、全て参照により組み込まれる。希少細胞を本発明のサンプルから、例えば、誘電泳動チ
ップ上のそれらの選択的な保持により分離することができ、流体流動がサンプルの非保持
成分を除去することができる。
【０３０４】
　本発明の他の好ましい実施形態において、アクティブチップは電磁自動濾過ユニット、
例えば、Ｚｈｏｕらに２００２年３月１２日に発行された、“Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｌｙ
　Ａｄｄｒｅｓｓａｂｌｅ　Ｍｉｃｒｏ－Ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｕｎｉｔ　
Ａｒｒａｙ　Ｃｈｉｐｓ”と題した米国特許第６，３５５，４９１号、弁理士登録番号Ａ
ＲＴ－００１０４．Ｐ．２の、２００１年９月１８日出願の“Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｌｙ
　Ａｄｄｒｅｓｓａｂｌｅ　Ｍｉｃｒｏ－Ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｕｎｉｔ　
Ａｒｒａｙ　Ｃｈｉｐｓ”と題した米国特許出願第０９／９５５，３４３号、および弁理
士登録番号ＡＲＴ－００１０４．Ｐ．１．１の、２０００年１０月１０日出願の“Ｉｎｄ
ｉｖｉｄｕａｌｌｙ　Ａｄｄｒｅｓｓａｂｌｅ　Ｍｉｃｒｏ－Ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅ
ｔｉｃ　Ｕｎｉｔ　Ａｒｒａｙ　Ｃｈｉｐｓ　ｉｎ　Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ　Ｃｏｎｆｉ
ｇｕｒａｔｉｏｎｓ”と題した米国特許出願第０９／６８５，４１０号に記載の電磁チッ
プを備える電磁チップである。電磁チップを磁気泳動または進行波電磁泳動による分離に
使用することができる。好ましい実施形態において、希少細胞を、電磁チップを備えるチ
ャンバに添加する前または後に、希少細胞と直接または間接的に結合することができる特
異的結合メンバーを含む磁性ビーズとインキュベーションすることができる。好ましくは
、希少細胞が電磁チップに捕捉される実施形態において、サンプルを混合チャンバで特異
的結合メンバーを含む磁性ビーズと混合する。好ましくは、混合チャンバはサンプルとビ
ーズを混合するための音響チップを備える。細胞を混合チャンバから分離チャンバに導管
を通り方向付けることができる。希少細胞を、分離チャンバのアクティブチップの表面で
の磁気捕捉により、流体サンプルから分離することができ、他のサンプル成分を流体流動
により洗い流すことができる。
【０３０５】
　本発明の方法はまた、希少細胞の分離に使用されるアクティブチップが多機能チップで
ある実施形態を含む。例えば、希少細胞の分離に使用される多機能チップは電極および電
磁自動濾過ユニットの両方を備えることができる。これは２種以上のサンプル成分の分離
のために設けることができる。例えば、磁気捕捉を使用し希少細胞を単離することができ
る一方で、負の誘電泳動を使用し、多機能チップを備えるチャンバから望ましくない細胞
を除去する。
【０３０６】
　分離チャンバから望ましくないサンプル成分を除去した後、負の誘電泳動などの活発な
物理的な力を通して、または流体流動によるいずれかで捕捉した希少細胞を、細胞をチッ
プ表面に付着させる物理的な力を除去し、流体流動を使用して容器の細胞を収集すること
により回収することができる。
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【０３０７】
血液サンプルの赤血球細胞を沈降させ、望ましくないサンプル成分を選択的に除去するた
めの混合溶液
　本発明の好ましい実施形態において、赤血球細胞を沈降させる溶液は、血液サンプルか
らの赤血球細胞以外の望ましくないサンプル成分を選択的に除去するために使用すること
ができる１種または複数種のさらなる特異的結合メンバーも含むことができる。これに関
して、本発明は赤血球細胞を沈降させる血液サンプルの希少細胞を富化させるための混合
沈降溶液を含み、サンプルの他の望ましくない成分の除去のための試薬を提供する。した
がって、血液サンプルを処理するための混合溶液は、デキストラン、赤血球細胞の凝集を
誘導することができる少なくとも１種の結合メンバー、およびＲＢＣ以外のサンプルの望
ましくない成分に特異的に結合することができる少なくとも１種のさらなる特異的結合メ
ンバーを含む。
【０３０８】
サンプルへの沈降溶液の添加
　赤血球細胞が沈降する溶液を、任意の簡便な手段、例えば、ピペット操作、自動液体取
り込み／分注デバイスまたはシステム、導管を通るポンプ操作などにより血液サンプルに
添加することができる。血液サンプルに添加される沈降溶液の量は様々であってよく、血
液サンプルと混合したときに濃度が最適となるように、沈降溶液中のデキストランおよび
特異的結合メンバー（ならびに他の成分）の濃度によりおもに決定される。最適には、血
液サンプルの容量を評価し、サンプル容量の０．０１～１００倍、好ましくはサンプル容
量の０．１～１０倍およびより好ましくはサンプル容量の０．２５～５倍、ならびにさら
により好ましくはサンプル容量の０．５倍～２倍の範囲の適切な割合の沈降溶液の容量を
血液サンプルに添加する。（血液サンプルまたはその一部を赤血球細胞を沈降する溶液に
添加することも可能である。この場合、沈降溶液の既知の容量をチューブまたは他の容器
に採ることができ、血液サンプルの容量を測定して沈降溶液に添加することができる。）
【０３０９】
望ましくない成分を除去するための特異的結合メンバー
　本発明の沈降溶液の成分に加えて、本発明の混合溶液は、血液サンプルの望ましくない
成分（限定されないが赤血球細胞、白血球細胞、血小板、血清タンパク質）と選択的に結
合することができ、望ましい成分とあまり結合しない少なくとも１種の特異的結合メンバ
ーを含むことができる。サンプルの望ましくない成分と選択的に結合することができる１
種または複数種の特異的結合メンバーを使用し、サンプルの望ましくない成分を除去する
ことができ、サンプル中の希少細胞の相対的な割合を増加させ、したがってサンプルの希
少細胞の富化に寄与することができる。「選択的に結合する」とは、１種または複数種の
望ましくないサンプル成分を除去する本発明の方法で使用される特異的結合メンバーがサ
ンプルの望ましい細胞に明らかに結合しないことを意味する。「明らかに結合しない」と
は、１種または複数種の望ましい細胞の３０％以下、好ましくは１０％以下、およびより
好ましくは１．０％以下がサンプルから望ましくない成分を除去するために使用される特
異的結合メンバーにより結合することを意味する。多くの場合、血液サンプルの望ましく
ない成分は白血球細胞である。本発明の好ましい実施形態において、本発明の混合溶液を
赤血球細胞を沈降させるため、および血液サンプルから白血球細胞を選択的に除去するた
めに使用することができる。
【０３１０】
　白血球細胞と特異的に結合することができる特異的結合メンバーは、非限定的な例とし
て、抗体、受容体のリガンド、輸送体、白血球細胞の表面のチャンネルもしくは他の断片
、または白血球細胞の表面の特定の炭水化物断片（例えば、硫化ルイス型炭水化物、糖脂
質、プロテオグリカンまたはセレクチン）に特異的に結合することができるレクチンもし
くは他のタンパク質であってよい。
【０３１１】
　好ましくは、白血球細胞と選択的に結合する特異的結合メンバーは、白血球細胞に結合
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するが胎児有核細胞に明らかに結合しない抗体、例えば、ＣＤ３、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１４
、ＣＤ１７、ＣＤ３１、ＣＤ４５、ＣＤ５０、ＣＤ５３、ＣＤ６３、ＣＤ６９、ＣＤ８１
、ＣＤ８４、ＣＤ１０２、またはＣＤ１６６などに対する抗体である。抗体は、例えば、
Ｄａｋｏ、ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ、Ａｎｔｉｇｅｎｉｘ　Ａｍｅｒｉｃａ、Ｎｅｏ
ｍａｒｋｅｒｓ、Ｌｅｉｎｃｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｒｅｓｅａｒｃｈ＆Ｄｉａ
ｇｎｏｓｔｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｓｅｒｏｔｅｃ、Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｉｃａｌ、Ｂｅｎｄｅｒ　Ｍｅｄｓｙｓｔｅｍｓ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、Ａ
ｎｃｅｌｌ、Ｌｅｉｎｃｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃｏｒｔｅｘ　Ｂｉｏｃｈｅｍ
、ＣａｌＴａｇ、Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ、Ｂｉｏｍｅｄａ、Ａｃｃｕｒａｔｅ　Ｃｈｅｍｉ
ｃａｌｓ＆ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃおよびＣｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
などの供給業者から市販され購入することができる。抗体の、白血球細胞と結合し、効率
的に除去し（ｂｉｎｄ　ａｎ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ　ｒｅｍｏｖｅ　ｗｈｉｔｅ　ｂ
ｌｏｏｄ　ｃｅｌｌｓ）、サンプルから望ましい細胞を富化させる能力を、当技術分野に
おいて周知の捕捉アッセイを使用して試験することができる。
【０３１２】
　流体サンプルの１種または複数種の望ましい成分を望ましくない成分が結合する領域ま
たは容器から除去することができるように、本発明の１種または複数種の望ましくない成
分に選択的に結合する特異的結合メンバーを使用し、１種または複数種の望ましくない成
分を捕捉することができる。このようにして、望ましくない成分を、分離される希少細胞
を含むサンプルの他の成分から分離することができる。捕捉は望ましくない成分または各
成分を認識する特異的結合メンバーを固体支持体に付着させることにより、または望まし
くない成分または各成分に結合する特定的結合メンバーを認識する第２の特異的結合メン
バーと固体支持体を、望ましくない成分が固体支持体に付着するように結合させることに
より行うことができる。本発明の好ましい実施形態において、本発明の混合溶液に得られ
る望ましくないサンプル成分に選択的に結合する特異的結合メンバーを、微粒子など固体
支持体に連結させるがこれは本発明の必須要件でない。
【０３１３】
　磁性ビーズは、望ましくないサンプル成分と選択的に結合する特異的結合メンバーを連
結させることができる本発明の方法での使用に好ましい固体支持体である。磁性ビーズは
当技術分野において公知であり、市販されている。抗体、レクチンならびにアビジンおよ
びその誘導体などのタンパク質を含む分子を磁性ビーズなどの微粒子と連結させる方法が
当技術分野において公知である。本発明の好ましい磁性ビーズは０．０２～２０ミクロン
径、好ましくは０．０５～１０ミクロン径、およびより好ましくは０．０５～５ミクロン
径ならびにさらにより好ましくは０．０５～３ミクロン径であり、好ましくは第１の特異
的結合メンバー、例えば、サンプルから除去される細胞に結合することができる抗体、ま
たは第２の特異的結合メンバー、例えば、望ましくないサンプル成分に結合する第１の特
異的結合メンバー（例えば、ビオチン化された第１の特異的結合メンバー）に結合するこ
とができるスレプトアビジンまたはニュートラビジンを用いて被覆された本発明の混合溶
液に得られる。
【０３１４】
　本発明の好ましい実施形態において、流体サンプルは母体血サンプルであり、分離が望
ましい希少細胞は胎児細胞であり、サンプルから除去されるサンプルの望ましくない成分
は白血球細胞および他の血清成分である。これらの実施形態において、白血球細胞に選択
的に結合する特異的結合メンバーを使用し、磁気捕捉によりサンプルから白血球細胞を除
去する。好ましくは得られた特異的結合メンバーを直接捕捉のための磁性ビーズに付着さ
せ、またはストレプトアビジン被覆磁性ビーズによる白血球細胞の間接的な捕捉のための
ビオチン化形態で得られる。
【０３１５】
　本発明の血液サンプルの希少細胞を富化させるための混合溶液は、他の成分、例えば限
定されないが、塩、緩衝剤、特定の浸透圧を維持する物質、キレート化剤、タンパク質、
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脂質、小分子、抗凝結剤などを含むことができる。例えば、本発明のいくつかの好ましい
態様において、混合溶液は生理学的塩溶液、例えば、ＰＢＳ、カルシウムおよびマグネシ
ウムを含まないＰＢＳまたはハンクス平衡食塩溶液を含む。本発明のいくつかの好ましい
態様において、ＥＤＴＡもしくはヘパリンまたはＡＣＤは赤血球細胞の詰まりを防ぐため
に含まれる。
【０３１６】
混合
　血液サンプルおよび赤血球細胞を沈降する溶液を、ＲＢＣ凝集化学物質（例えば、ポリ
マー、例えば、デキストランなど）と沈降溶液の１種または複数種の特異的結合メンバー
と血液サンプルの成分がサンプル容器全体に分散されるように混合する。混合は、好まし
くは細胞の破壊の可能性が最も少ない振動および反転などの方法を用いて、電気を動力と
した音響混合、撹拌、振動、反転、激しい撹拌などのすでに行われている手段であってよ
い。
【０３１７】
血液サンプルおよび沈降溶液のインキュベーション
　沈降溶液と混合したサンプルを赤血球細胞が沈降するようにインキュベーションさせる
。好ましくは、サンプルを含む容器は、細胞が効率よく沈殿することができるように沈降
の間固定される。沈降は約５℃～約３７℃の任意の温度で行うことができる。ほとんどの
場合、約１５℃～約２７℃で本方法の工程を行うことが簡便である。沈降インキュベーシ
ョンに最適な時間を、溶液中のデキストランおよび特異的結合メンバーの濃度、沈降溶液
を添加後の血液サンプルの希釈因子、およびインキュベーションの温度などのパラメータ
を変更しながら、所与の沈降溶液に対して経験的に決定することができる。沈降インキュ
ベーションは、好ましくは５分～２４時間、より好ましくは１０分～４時間、および最も
好ましくは約１３分～約１時間である。本発明のいくつかの好ましい態様において、イン
キュベーション時間は約３０分である。
【０３１８】
ＩＶ．流体サンプルの標的成分を分離するための自動濾過ユニットを使用する方法
　さらに別の態様において、本発明はまた、本明細書に開示の自動システムを使用して流
体サンプル中の成分を富化し、そして分析する方法であって、ａ）濾過チャンバに流体サ
ンプルを分注すること、ｂ）濾過チャンバの前方チャンバを通して流体サンプルの流体流
動をもたらし、濾過チャンバの濾過後サブチャンバを通して溶液の流体流動をもたらすこ
とを含み、流体サンプルの標的成分がフィルタに保持され、またはフィルタを通して流れ
、およびｃ）分析装置を使用して標識された標的成分を分析することを含む方法を含む。
【０３１９】
Ｖ．例示的実施形態
　１．筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チャンバであって、濾過チャ
ンバが前方チャンバおよび濾過後サブチャンバを備え、前方チャンバの流体流路が濾過後
サブチャンバの流体流路と実質的に対向する、濾過チャンバ。
【０３２０】
　２．前方チャンバおよび濾過後サブチャンバのそれぞれが流入ポートおよび／または流
出ポートを有する、実施形態１の濾過チャンバ。
【０３２１】
　３．前方チャンバが少なくとも２つの流入ポートを備える、実施形態２の濾過チャンバ
。
【０３２２】
　４．前方チャンバが上方フィルタを備え、それにより上方チャンバを作製する、実施形
態３の濾過チャンバ。
【０３２３】
　５．前方チャンバと上方チャンバの間の上方フィルタがゆっくりした流動状件下におい
て平坦度を維持するのに十分な硬さがある、実施形態４の濾過チャンバ。
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【０３２４】
　６．上方フィルタが約５ミクロンより小さい開口部を有する孔またはスロットを備える
、実施形態４または５に記載の濾過チャンバ。
【０３２５】
　７．流入ポートおよび流出ポートを交換可能に使用することができる、実施形態２～６
のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３２６】
　８．微細加工されたフィルタが１つまたは複数のテーパー状のスロットを備える、実施
形態１～７のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３２７】
　９．微細加工されたフィルタが約１００～５，０００，０００個のテーパー状のスロッ
トを備える、実施形態８の濾過チャンバ。
【０３２８】
　１０．微細加工されたフィルタの厚さが約２０～約２００ミクロンである、実施形態１
～９のいずれか１つの濾過チャンバ。
【０３２９】
　１１．微細加工されたフィルタの厚さが約４０～約７０ミクロンである、実施形態１０
の濾過チャンバ。
【０３３０】
　１２．テーパー状のスロットがおよそ２０ミクロン～２００ミクロン長および約２ミク
ロン～約１６ミクロン幅であり、上記のスロットのテーパリングが約０度～約１０度であ
り、上記のテーパー状のスロットのスロットサイズのばらつきが約２０％未満である、実
施形態８～１１のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３３１】
　１３．テーパー状のスロットのサイズが２０％超で変化する、実施形態８～１１のいず
れか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３３２】
　１４．テーパー状のスロットのサイズが５０％超で変化する、実施形態１３の濾過チャ
ンバ。
【０３３３】
　１５．テーパー状のスロットのサイズが１００％超で変化する、実施形態１４の濾過チ
ャンバ。
【０３３４】
　１６．テーパー状のスロットのサイズが前方チャンバの流体流路に沿って変化する、実
施形態１３～１５のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３３５】
　１７．濾過後サブチャンバが少なくとも２つの流出ポートを備える、実施形態２～１６
のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３３６】
　１８．少なくとも２つの流出ポートが前方チャンバの流体流路に沿って配列される、実
施形態１７の濾過チャンバ。
【０３３７】
　１９．２つ以上の電極を備える、実施形態１～１８のいずれか１つに記載の濾過チャン
バ。
【０３３８】
　２０．電極が微細加工されたフィルタの反対側に配置される、実施形態１９の濾過チャ
ンバ。
【０３３９】
　２１．電極が濾過チャンバの筐体に配置される、実施形態１９または２０に記載の濾過
チャンバ。
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【０３４０】
　２２．電極が前方チャンバおよび／または濾過後サブチャンバに配置される、実施形態
１９～２１のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３４１】
　２３．電極が前方チャンバおよび／または濾過後サブチャンバと相互作用するポートま
たは接続の１つまたは複数に組み込まれ、または配置される、実施形態１９～２１のいず
れか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３４２】
　２４．濾過チャンバが少なくとも１つの音響要素を備える、実施形態１～２３のいずれ
か１つに記載の濾過チャンバ。
【０３４３】
　２５．前方チャンバの流出ポートが収集チャンバまたは収集ウェルに接続される、実施
形態１～２４のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３４４】
　２６．筐体が頂部部分および底部部分を備え、頂部部分および底部部分が一緒になって
係合し、または接合して濾過チャンバを形成する、実施形態１～２５のいずれか１つに記
載の濾過チャンバ。
【０３４５】
　２７．濾過チャンバが約１ｍｍ～約１０ｃｍの長さ、約１ｍｍ～約３ｃｍの幅、および
約０．０２ｍｍ～約２０ｍｍの深さを有する、実施形態１～２６のいずれか１つに記載の
濾過チャンバ。
【０３４６】
　２８．濾過チャンバが約１０ｍｍ～約５０ｍｍの長さ、約５ｍｍ～約２０ｍｍの幅、お
よび約０．０５ｍｍ～約２．５ｍｍの深さを有する、実施形態２７の濾過チャンバ。
【０３４７】
　２９．濾過チャンバが約３０ｍｍの長さ、約６ｍｍの幅、および約１ｍｍの深さを有す
る、実施形態２８の濾過チャンバ。
【０３４８】
　３０．筐体が外形寸法として約３８ｍｍの長さ、約１２ｍｍの幅、および約２０ｍｍの
深さを有する、実施形態１～２９のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３４９】
　３１．その前方チャンバが約１ｍｍ～約１０ｃｍの長さ、約１ｍｍ～約３ｃｍの幅、お
よび約０．０１ｍｍ～約１０ｍｍの深さを有する、実施形態２７～３０のいずれか１つに
記載の濾過チャンバ。
【０３５０】
　３２．その前方チャンバが約１０ｍｍ～約５０ｍｍの長さ、約５ｍｍ～約２０ｍｍの幅
、および約０．０１ｍｍ～約１ｍｍの深さを有する、実施形態３１の濾過チャンバ。
【０３５１】
　３３．その前方チャンバが約３０ｍｍの長さ、約６ｍｍの幅、および約０．１～０．４
ｍｍの深さを有する、実施形態３２の濾過チャンバ。
【０３５２】
　３４．前方チャンバの容量が約０．０１μＬ～約５ｍＬである、実施形態３１～３３の
いずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３５３】
　３５．前方チャンバの容量が約１μＬ～約１００μＬである、実施形態３４の濾過チャ
ンバ。
【０３５４】
　３６．前方チャンバの容量が約４０～８０μＬである、実施形態３５の濾過チャンバ。
【０３５５】
　３７．濾過後サブチャンバが約１ｍｍ～約１０ｃｍの長さ、約１ｍｍ～約３ｃｍの幅、
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および約０．０１ｍｍ～約１ｃｍの深さを有する、実施形態２７～３６のいずれか１つに
記載の濾過チャンバ。
【０３５６】
　３８．濾過後サブチャンバが約１０ｍｍ～約５０ｍｍの長さ、約５ｍｍ～約２０ｍｍの
幅、および約０．２ｍｍ～約１．５ｍｍの深さを有する、実施形態３７の濾過チャンバ。
【０３５７】
　３９．濾過後サブチャンバが約３０ｍｍの長さ、約６．４ｍｍの幅、および約０．６～
１ｍｍの深さを有する、実施形態３８の濾過チャンバ。
【０３５８】
　４０．筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チャンバであって、上記の
フィルタの表面および／または上記の筐体の内部表面を蒸着、昇華、気相表面反応、また
は粒子スパッタリングにより修飾し、均一な被膜を生成する、濾過チャンバ。
【０３５９】
　４１．濾過チャンバが前方チャンバおよび濾過後サブチャンバを備える、実施形態４０
の濾過チャンバ。
【０３６０】
　４２．前方チャンバが上方フィルタを備え、それにより上方チャンバを作製する、実施
形態４１の濾過チャンバ。
【０３６１】
　４３．上方フィルタの表面を蒸着、昇華、気相表面反応、または粒子スパッタリングに
より修飾し、均一な被膜を生じる、実施形態４２の濾過チャンバ。
【０３６２】
　４４．修飾が物理蒸着による、実施形態４０～４３のいずれか１つに記載の濾過チャン
バ。
【０３６３】
　４５．修飾がプラズマ強化化学蒸着による、実施形態４０～４３のいずれか１つに記載
の濾過チャンバ。
【０３６４】
　４６．蒸着が金属窒化物または金属ハロゲン化物のものである、実施形態４０～４３の
いずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３６５】
　４７．金属窒化物が窒化チタン、窒化ケイ素、窒化亜鉛、窒化インジウム、および／ま
たは窒化ホウ素である、実施形態４６の濾過チャンバ。
【０３６６】
　４８．修飾が化学蒸着による、実施形態４０～４３のいずれか１つに記載の濾過チャン
バ。
【０３６７】
　４９．化学蒸着がパリレンまたはその誘導体による、実施形態４８の濾過チャンバ。
【０３６８】
　５０．パリレンまたはその誘導体がパリレン、パリレン－Ｎ、パリレン－Ｄ、パリレン
ＡＦ－４、パリレンＳＦ、およびパリレンＨＴからなる群から選択される、実施形態４９
の濾過チャンバ。
【０３６９】
　５１．修飾がポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）による、実施形態４８の濾過チ
ャンバ。
【０３７０】
　５２．修飾がＴｅｆｌｏｎ（登録商標）－ＡＦによる、実施形態４８の濾過チャンバ。
【０３７１】
　５３．修飾がパーフルオロカーボンによる、実施形態４０または４３に記載の濾過チャ
ンバ。
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【０３７２】
　５４．パーフルオロカーボンが１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチルトリエ
トキシラン、１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロデシルトリエトキシシラン、トリク
ロロ（１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチル）シランまたはトリクロロ（オク
タデシル）シランであり、液体形態である、実施形態５３の濾過チャンバ。
【０３７３】
　５５．フィルタおよび／または筐体がケイ素、二酸化ケイ素、ガラス、金属、炭素、セ
ラミック、プラスチック、またはポリマーを含む、実施形態４０～５４のいずれか１つに
記載の濾過チャンバ。
【０３７４】
　５６．フィルタおよび／または筐体が窒化ケイ素または窒化ホウ素を含む、実施形態４
０～５４のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３７５】
　５７．筐体に囲まれた微細加工されたフィルタを備える濾過チャンバであって、上記の
フィルタの表面および／または上記の筐体の内部表面を金属窒化物、金属ハロゲン化物、
パリレンまたはその誘導体、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）、Ｔｅｆｌｏｎ（
登録商標）－ＡＦまたはパーフルオロカーボンにより修飾する、濾過チャンバ。
【０３７６】
　５８．濾過チャンバが前方チャンバおよび濾過後サブチャンバを備える、実施形態５７
の濾過チャンバ。
【０３７７】
　５９．前方チャンバが上方フィルタを備え、それにより上方チャンバを作製する、実施
形態５８の濾過チャンバ。
【０３７８】
　６０．上方フィルタの表面を金属窒化物、金属ハロゲン化物、パリレンもしくはその誘
導体、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）－ＡＦまた
はパーフルオロカーボンにより修飾する、実施形態５９の濾過チャンバ。
【０３７９】
　６１．金属窒化物が窒化チタン、窒化ケイ素、窒化亜鉛、窒化インジウム、および／ま
たは窒化ホウ素である、実施形態５７～６０のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３８０】
　６２．パリレンまたはその誘導体がパリレン、パリレン－Ｎ、パリレン－Ｄ、パリレン
ＡＦ－４、パリレンＳＦ、およびパリレンＨＴからなる群から選択される、実施形態５７
～６０のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３８１】
　６３．パーフルオロカーボンが１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチルトリエ
トキシラン、１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロデシルトリエトキシシラン、トリク
ロロ（１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチル）シランまたはトリクロロ（オク
タデシル）シランであり、パーフルオロカーボンが表面に共有結合する、実施形態５７～
６０のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３８２】
　６４．フィルタおよび／または筐体がケイ素、二酸化ケイ素、ガラス、金属、炭素、セ
ラミック、プラスチック、またはポリマーを含む、実施形態５７～６３のいずれか１つに
記載の濾過チャンバ。
【０３８３】
　６５．フィルタおよび／または筐体が窒化ケイ素または窒化ホウ素を含む、実施形態５
７～６３のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３８４】
　６６．フィルタの表面および／または上記の筐体の内部表面を蒸着、昇華、気相表面反
応、または粒子スパッタリングにより修飾し、均一な被膜を生成する、実施形態１～３９
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のいずれか１つに記載の濾過チャンバ。
【０３８５】
　６７．蒸着が金属窒化物または金属ハロゲン化物のものである、実施形態６６の濾過チ
ャンバ。
【０３８６】
　６８．金属窒化物が窒化チタン、窒化ケイ素、窒化亜鉛、窒化インジウム、および／ま
たは窒化ホウ素である、実施形態６７の濾過チャンバ。
【０３８７】
　６９．修飾が化学蒸着による、実施形態６６の濾過チャンバ。
【０３８８】
　７０．修飾がパーフルオロカーボンによる、実施形態６６の濾過チャンバ。
【０３８９】
　７１．パーフルオロカーボンが１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチルトリエ
トキシラン、１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロデシルトリエトキシシラン、トリク
ロロ（１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチル）シランまたはトリクロロ（オク
タデシル）シランであり、液体形態である、実施形態７０の濾過チャンバ。
【０３９０】
　７２．フィルタの表面および／または上記の筐体の内部表面を金属窒化物、金属ハロゲ
ン化物、パリレン、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標
）－ＡＦまたはパーフルオロカーボンにより修飾する、実施形態１～３９のいずれか１つ
に記載の濾過チャンバ。
【０３９１】
　７３．金属窒化物が窒化チタン、窒化ケイ素、窒化亜鉛、窒化インジウム、および／ま
たは窒化ホウ素である、実施形態７２の濾過チャンバ。
【０３９２】
　７４．パーフルオロカーボンが１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチルトリエ
トキシラン、１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロデシルトリエトキシシラン、トリク
ロロ（１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パーフルオロオクチル）シランまたはトリクロロ（オク
タデシル）シランであり、パーフルオロカーボンが表面に共有結合する、実施形態７２の
濾過チャンバ。
【０３９３】
　７５．少なくとも２つの微細加工されたフィルタを備える、実施形態１～７４のいずれ
か１つに記載の濾過チャンバ。
【０３９４】
　７６．少なくとも２つの微細加工されたフィルタが縦一列に配列される、実施形態７５
の濾過チャンバ。
【０３９５】
　７７．縦一列に配列された実施形態１～７６のいずれか１つに記載の少なくとも２つの
濾過チャンバを備える、濾過チャンバ。
【０３９６】
　７８．少なくとも２つの濾過チャンバの前方チャンバが流体接続状態にある、実施形態
７７の濾過チャンバ。
【０３９７】
　７９．少なくとも２つの濾過チャンバが１つの微細加工されたフィルタおよび／または
上方フィルタを共有する、実施形態７８の濾過チャンバ。
【０３９８】
　８０．各濾過チャンバ内のフィルタのスロットが様々な幅のものであり、濾過チャンバ
がスロット幅が大きくなる順に配列される、実施形態７７または７８に記載の濾過チャン
バ。
【０３９９】
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　８１．実施形態１～８０のいずれか１つに記載の濾過チャンバを備える、カートリッジ
。
【０４００】
　８２．少なくとも２つの濾過チャンバを備える、実施形態８１のカートリッジ。
【０４０１】
　８３．８個の濾過チャンバを備える、実施形態８２のカートリッジ。
【０４０２】
　８４．実施形態１～８０のいずれか１つに記載の濾過チャンバを備える、流体サンプル
中の標的成分を分離するための自動濾過ユニット。
【０４０３】
　８５．さらに、濾過チャンバの流体流動を制御するための制御アルゴリズムを備える、
実施形態８４の自動濾過ユニット。
【０４０４】
　８６．少なくとも２つの濾過チャンバを備える、実施形態８４または８５に記載の自動
濾過ユニット。
【０４０５】
　８７．少なくとも２つの濾過チャンバが縦一列に配列され、濾過チャンバがスロット幅
が大きくなるフィルタを備える、実施形態８６に記載の自動濾過ユニット。
【０４０６】
　８８．フィルタが流路に沿ってサイズが大きくなるスロット幅を含有する、実施形態８
６または８７に記載の自動濾過ユニット。
【０４０７】
　８９．上方チャンバを備える、実施形態８８の自動濾過ユニット。
【０４０８】
　９０．濾過後サブチャンバが、複数の仕切りを備え、各仕切りが流出ポートを含む、実
施形態８４～８９のいずれか１つに記載の自動濾過ユニット。
【０４０９】
　９１．濾過後チャンバの各仕切りからの流出ポートがマルチウェルプレートの個々のウ
ェルと整列する、実施形態９０の自動濾過。
【０４１０】
　９２．ウェルが約１～１００ｍｍ毎に配置される、実施形態９１の自動濾過。
【０４１１】
　９３．ウェルが約２．２５ｍｍ毎に配置される、実施形態９１の自動濾過。
【０４１２】
　９４．ウェルが約４．５ｍｍ毎に配置される、実施形態９１の自動濾過。
【０４１３】
　９５．ウェルが約９または１８ｍｍ毎に配置される、実施形態９１の自動濾過。
【０４１４】
　９６．８個の濾過チャンバを備える、実施形態８４～９５のいずれか１つに記載の自動
濾過ユニット。
【０４１５】
　９７．濾過チャンバで流体流動を生じさせるための手段を備える、実施形態８４～９６
のいずれか１つに記載の自動濾過ユニット。
【０４１６】
　９８．流体流動を生じさせる手段が流体ポンプである、実施形態９７の自動濾過ユニッ
ト。
【０４１７】
　９９．分離した標的成分を収集するための手段を備える、実施形態８４～９８のいずれ
か１つに記載の自動濾過ユニット。
【０４１８】
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　１００．実施形態８４～９８のいずれか１つに記載の自動濾過ユニットおよび濾過ユニ
ットに接続された分析装置を備える、流体サンプル中の標的成分を分離し、そして分析す
る自動システム。
【０４１９】
　１０１．分析装置が細胞選別デバイスまたはフローサイトメトメーターである、実施形
態１００の自動システム。
【０４２０】
　１０２．流体サンプル中の標的成分を分離する方法であって、
　ａ）実施形態１～８０のいずれか１つに記載の濾過チャンバに流体サンプルを分注する
工程と、
　ｂ）濾過チャンバを通して流体サンプルの流体流動をもたらす工程であって、流体サン
プルの標的成分がフィルタに保持され、またはフィルタを通過する、工程と
を含む、方法。
【０４２１】
　１０３．濾過チャンバの前方チャンバを通る流体サンプルの流体流動、および濾過チャ
ンバの濾過後サブチャンバを通る溶液の流体流動をもたらし、必要に応じて、濾過チャン
バの上方チャンバを通して溶液の流体流動をもたらす工程を含む、実施形態１０２の方法
。
【０４２２】
　１０４．流体サンプルが成分のサイズ、形状、変形能、結合親和性および／または結合
特異性に基づき分離される、実施形態１０２または１０３に記載の方法。
【０４２３】
　１０５．流体サンプルが前方チャンバの流入ポートを通して分注される、実施形態１０
３または１０４に記載の方法。
【０４２４】
　１０６．溶液が濾過後サブチャンバの流入ポートに導入される、実施形態１０３～１０
５のいずれか１つに記載の方法。
【０４２５】
　１０７．溶液が上方濾過チャンバの流入ポートに導入される、実施形態１０３～１０５
のいずれか１つに記載の方法。
【０４２６】
　１０８．流体サンプルがフィルタの外部にある構造および／またはフィルタに組み込ま
れた構造を介して作用する物理的な力で操作される、実施形態１０２～１０７のいずれか
１つに記載の方法。
【０４２７】
　１０９．物理的な力が誘電泳動力、進行波誘電泳動力、磁力、音響力、静電力、機械力
、光学放射力および熱対流力からなる群から選択される、実施形態１０８の方法。
【０４２８】
　１１０．誘電泳動力または進行波誘電泳動力が電極により生じる電場を介して作用する
、実施形態１０９の方法。
【０４２９】
　１１１．音響力が定在波音場または進行波音場を介して作用する、実施形態１０９の方
法。
【０４３０】
　１１２．音響力が圧電材料により生じる音場を介して作用する、実施形態１０９の方法
。
【０４３１】
　１１３．音響力がボイスコイルまたはオーディオスピーカーを介して作用する、実施形
態１０９の方法。
【０４３２】
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　１１４．静電力が直流（ＤＣ）電場を介して作用する、実施形態１０９の方法。
【０４３３】
　１１５．光学放射力がレーザーピンセットを介して作用する、実施形態１０９の方法。
【０４３４】
　１１６．流体サンプルが血液、滲出液、尿、骨髄サンプル、腹水、骨盤洗浄液、胸膜液
、髄液、リンパ液、血清、粘液、痰、唾液、精液、眼液、鼻腔の抽出物、咽頭もしくは生
殖器スワブ、消化組織由来の細胞懸濁液、糞便材料の抽出物、混合種および／もしくは混
合サイズのいずれかの培養細胞、または除去される必要のある汚染物質または未結合の反
応物質を含有する細胞である、実施形態１０２～１１５のいずれか１つに記載の方法。
【０４３５】
　１１７．流体サンプルが血液サンプルであり、除去される成分が血漿、血小板および／
または赤血球細胞（ＲＢＣ）である、実施形態１１６の方法。
【０４３６】
　１１８．流体サンプルが、除去される必要のある汚染物質または未結合の反応物質を含
有する細胞であり、反応物質が細胞を標識する試薬である、実施形態１１６の方法。
【０４３７】
　１１９．流体サンプルが血液サンプルであり、標的成分が有核細胞、例えば、非造血細
胞、血液細胞の亜集団、胎児赤血球細胞、幹細胞、またはがん性細胞である、実施形態１
１６の方法。
【０４３８】
　１２０．流体サンプルが滲出液サンプルまたは尿サンプルであり、標的成分が有核細胞
、例えば、がん性細胞または非造血細胞である、実施形態１１６の方法。
【０４３９】
　１２１．実施形態８４～９９のいずれか１つに記載の自動濾過ユニットを使用する流体
サンプル中の標的成分を分離する方法であって、
　ａ）濾過チャンバに流体サンプルを分注する工程と、
　ｂ）濾過チャンバを通して流体サンプルの流体流動をもたらす工程であって、流体サン
プルの標的成分がフィルタに保持され、またはフィルタを通して流れる、工程と
を含む、方法。
【０４４０】
　１２２．流体サンプルが成分のサイズ、形状、変形能、結合親和性および／または結合
特異性に基づき分離される、実施形態１２１の方法。
【０４４１】
　１２３．前方チャンバの流体サンプルが濾過後サブチャンバの溶液に実質的に逆平行に
流れる、実施形態１２１または１２２に記載の方法。
【０４４２】
　１２４．フィルタ速度が約０～５ｍＬ／分である、実施形態１２１～１２３のいずれか
１つに記載の方法。
【０４４３】
　１２５．フィルタ速度が約１０～５００μＬ／分である、実施形態１２４の方法。
【０４４４】
　１２６．フィルタ速度が約８０～１４０μＬ／分である、実施形態１２５の方法。
【０４４５】
　１２７．供給速度がフィルタ速度の約１～１０倍である、実施形態１２４～１２６のい
ずれか１つに記載の方法。
【０４４６】
　１２８．さらに、
　ｃ）流体サンプルの保持成分を、さらなるサンプル非含有洗浄試薬で洗浄する工程
を含む、実施形態１０２～１２７のいずれか１つに記載の方法。
【０４４７】
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　１２９．洗浄工程中、供給速度がフィルタ速度未満またはこれに等しい、実施形態１２
８の方法。
【０４４８】
　１３０．洗浄試薬が濾過後サブチャンバに導入される、実施形態１２８または１２９に
記載の方法。
【０４４９】
　１３１．洗浄試薬が前方チャンバおよび／または上方チャンバに導入される、実施形態
１２８または１２９に記載の方法。
【０４５０】
　１３２．ｄ）標的成分に結合させるための標識試薬を提供する工程
をさらに含む、実施形態１０２～１３１のいずれか１つに記載の方法。
【０４５１】
　１３３．標識試薬が抗体である、実施形態１３２の方法。
【０４５２】
　１３４．標識試薬が収集チャンバに添加される、実施形態１３２または１３３に記載の
方法。
【０４５３】
　１３５．標識試薬が前方チャンバおよび／または上方チャンバに添加される、実施形態
１３２または１３３に記載の方法。
【０４５４】
　１３６．標識工程中、濾過後サブチャンバの流体流動が休止する、実施形態１３２～１
３５のいずれか１つに記載の方法。
【０４５５】
　１３７．ｅ）未結合の標識試薬を除去する工程
をさらに含む、実施形態１３２～１３６のいずれか１つに記載の方法。
【０４５６】
　１３８．ｆ）収集チャンバの標的成分を回収する工程
をさらに含む、実施形態１０２～１３７のいずれか１つに記載の方法。
【０４５７】
　１３９．回収工程中、供給速度が約５～２０ｍＬ／分である、実施形態１３８の方法。
【０４５８】
　１４０．回収工程中、流出速度が濾過後サブチャンバの流入速度に等しい、実施形態１
３８または１３９に記載の方法。
【０４５９】
　１４１．回収工程中、流出が約５０ｍ秒間停止する、実施形態１３８～１４０のいずれ
か１つに記載の方法。
【０４６０】
　１４２．流体サンプルが血液サンプルであり、特異的結合メンバーを使用して望ましく
ない成分の少なくとも１種を除去することを含む、実施形態１２１～１４１のいずれか１
つに記載の方法。
【０４６１】
　１４３．少なくとも１種の望ましくない成分が白血球細胞（ＷＢＣ）である、実施形態
１４２の方法。
【０４６２】
　１４４．特異的結合メンバーがＷＢＣに選択的に結合し、固体支持体に連結する、実施
形態１４３の方法。
【０４６３】
　１４５．特異的結合メンバーがＷＢＣに選択的に結合する抗体または抗体フラグメント
である、実施形態１４４の方法。
【０４６４】
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　１４６．特異的結合メンバーがＣＤ３、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１４、ＣＤ１７、ＣＤ３１、
ＣＤ４５、ＣＤ５０、ＣＤ５３、ＣＤ６３、ＣＤ６９、ＣＤ８１、ＣＤ８４、ＣＤ１０２
またはＣＤ１６６に選択的に結合する抗体である、実施形態１４５の方法。
【０４６５】
　１４７．特異的結合メンバーがＣＤ３５および／またはＣＤ５０に選択的に結合する抗
体である、実施形態１４６の方法。
【０４６６】
　１４８．血液サンプルと第２の特異的結合メンバーを接触させる工程をさらに含む、実
施形態１４２～１４７のいずれか１つに記載の方法。
【０４６７】
　１４９．上記の第２の特異的結合メンバーがＣＤ３１、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２
（ａ、ｂまたはｃ）、ＣＤ５１またはＣＤ５１／６１に選択的に結合する抗体である、実
施形態１４８の方法。
【０４６８】
　１５０．実施形態１００または１０１に記載の自動システムを使用する流体サンプルの
標的成分を富化し、そして分析する方法であって、
　ａ）濾過チャンバに流体サンプルを分注する工程、
　ｂ）濾過チャンバの前方チャンバを通る流体サンプルの流体流動、および濾過チャンバ
の濾過後サブチャンバを通る溶液の流体流動をもたらす工程であって、流体サンプルの標
的成分が前方チャンバに保持され、非標的成分が濾過後サブチャンバにフィルタを通して
流れる、工程
　ｃ）標的成分を標識する工程、および
　ｄ）分析装置を使用して標識された標的成分を分析する工程
を含む、方法。
【０４６９】
　１５１．上方チャンバに流体流動をもたらすことを含む、実施形態１５０の方法。
【０４７０】
　１５２．標的成分が細胞または細胞小器官である、実施形態１５０または１５１に記載
の方法。
【０４７１】
　１５３．細胞が有核細胞である、実施形態１５２の方法。
【０４７２】
　１５４．細胞が希少細胞である、実施形態１５２の方法。
 
【実施例】
【０４７３】
実施例１
赤血球細胞を血液サンプルから除去するためのフィルタの作製
　各寸法（１．８ｃｍ×１．８ｃｍ×５００ミクロン）のケイ素チップを使用し、約０．
１ミクロン～約１０００ミクロン、好ましくは約２０～２００ミクロン、好ましくは約１
～１０ミクロン、より好ましくは２．５～５ミクロンの寸法のスロットを有する１ｃｍ×
１ｃｍ×５０ミクロンの濾過面積を作製した。スロットは垂直に一直線であり、最大のテ
ーパー状の角度が２％未満、好ましくは約０．５％未満であり、フィルタのスロットの隣
接するカラム間のオフセット距離が１～５００ミクロン、好ましくは５～３０ミクロンで
ある。
【０４７４】
　製造は上記に参照した寸法を有するケイ素チップを得、誘電層を有するケイ素チップの
頂部および底部を被覆することを含んだ。次いでチップの底部部分に沿った空洞を作製し
た。誘電層から適切な空洞パターンを除去した後、所望の厚さに達するまで、概ねパター
ンに従いケイ素チップをエッチングすることにより空洞を形成した。チップを再び酸化さ
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せ、輪郭領域を被覆した。次いで、空洞と（空洞上に）実質的に一列のケイ素チップの頂
部を被覆する誘電層から、フィルタパターンを除去した。ケイ素チップを、チップの頂部
に沿って作製されたパターンから始め、ケイ素層が完全にエッチングされるまで、上記に
参照した角度で（例えば、深掘ＲＩＥまたはＩＣＰプロセスを介して）エッチングした。
次いで、頂部および底部から誘電層を除去した。空洞内の誘電層の除去により、スロット
と呼ばれる貫通孔を作製した。限定されないがシリカまたはプラスチックなどのポリマー
を含む材料を穿孔する（ｂｏｒｅ　ｔｈｏｕｇｈ）ように、レーザーカットを使用してこ
れらのスロットを作製することも可能である。
【０４７５】
実施例２
微細加工されたフィルタの化学処理
　実施例１に記載のように作製されたフィルタチップをオーブンのセラミック加熱プレー
トに載せ、酸素含有気体（例えば、空気）中で摂氏８００度にて２時間加熱した。次いで
加熱源を切り、チップを一晩ゆっくり冷却させる。これによりチップの表面上に熱により
成長した層が生じる。
【０４７６】
　窒化物層もフィルタ表面に堆積させることができる。最大約９００℃の温度の反応器で
の低圧化学蒸着（ＬＰＣＶＤ）によりチップの表面に酸化物層が被覆される。堆積した膜
は反応器に供給された供給源の気体間での化学反応の生成物である。典型的にはこのプロ
セスを基板の両側で同時に行い、Ｓｉ３Ｎ４の層を形成する。
【０４７７】
実施例３
ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）およびポリビニルアルコール（ＰＶＡ）フィルタ被膜
　実施例１の方法により作製されたフィルタチップをＰＶＰまたはＰＶＡのいずれかで被
覆した。ＰＶＰまたはＰＶＡのいずれかでチップを被覆するために、チップを以下のよう
に前処理した：フィルタチップを脱イオン水で洗浄した後、６Ｎの硝酸に浸漬させた。チ
ップを摂氏５０℃のシェーカーに３０分間入れた。酸処置の後、チップを脱イオン水で洗
浄した。
【０４７８】
　ＰＶＰ被覆のために、チップを０．２５％のポリビニルピロリドン（Ｋ－３０）に室温
にて、チップを使用する状態になるまで浸漬させた。次いでチップを脱イオン水で洗浄し
、圧縮空気により乾燥させた。
【０４７９】
　ＰＶＡ被覆のために、酸処置および水で洗浄後に、被覆する前にチップを水中で保存し
た。０．２５％ＰＶＡ（Ｍｎ３５，０００～５０，０００）溶液を作製するために、摂氏
８０℃にゆっくり過熱し、静かに撹拌しながら、水にＰＶＡを溶解させた。被覆するため
に、チップを加温したＰＶＡ溶液に浸漬し、１～２時間加熱した。次いで、チップを脱イ
オン水で洗浄し、圧縮空気により乾燥させた。
【０４８０】
実施例４
ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）フィルタ被膜
　フィルタチップをＢＳＡで被覆するために、チップを以下のように前処理した：フィル
タチップを脱イオン水で洗浄した後、９５％エタノールに１０秒間、室温にて浸漬させ、
次いで脱イオン水で再び洗浄した。
【０４８１】
　次いで、チップを２％ＢＳＡのＰＢＳに室温にて２分間浸漬させた。次いでチップを脱
イオン水で洗浄し、圧縮空気により乾燥させた。
【０４８２】
実施例５
ＰＥＧフィルタ被膜
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　チップ表面にＰＥＧを結合させるため、フィルタチップをＤＢＥ－８１４（ポリシロキ
サンを含有するＰＥＧ溶液、Ｇｅｌｅｓｔ製、Ｍｏｒｒｉｓｖｉｌｌｅ，ＰＡ）の５％塩
化メチレン溶液に浸漬させた。浸漬したチップを摂氏７０度にて３時間、真空下において
加熱した。インキュベーション後、ＰＥＧ被覆したチップを脱イオン水で洗浄し、圧縮空
気により乾燥させた。
【０４８３】
実施例６
母体血由来の有核胎児細胞を富化するためのプロセスフローチャート
　図１３は、母体血サンプル由来の胎児有核細胞を富化するためのプロセスフローチャー
トを示す。プロセス全体は以下の工程を含む：
　（１）血液サンプルを遠心チューブに移すことができる。
　（２）サンプルは自動装置に添加する前に洗浄する必要はないが、洗浄してもよい。
　（３）プロセスはチューブ（各チューブ）内の血液サンプルの容量が１０ｍｌ（３～４
０ｍｌ）で開始する。
【０４８４】
　流体レベル検出工程を使用し、処理されるチューブ内の血液サンプルの正確な容量を決
定する。
【０４８５】
　チューブ内の血液サンプルに、ある容量の混合試薬（例えば、実施例６に記載の試薬に
等量）を添加する。
【０４８６】
　０．５時間（０．１～２時間）、溶液を回転／振とう／激しく撹拌／混合させる。
【０４８７】
　凝集したＲＢＣがチューブの底部に沈殿することがきでるように、チューブの溶液を３
０分間（０．１～２時間）直立に沈殿させる。この期間に同時に、磁場を印加し、磁性ビ
ーズ（血液成分に結合し得る、または結合し得ない）をチューブの側部に集め、引き付け
る。
【０４８８】
　別の流体レベル検出工程を行い、「未凝集の」細胞懸濁液がチューブにどれくらいの容
量存在するかを決定する。
【０４８９】
　チューブから胎児細胞濾過チャンバ（または胎児細胞カセットプロセス）に適切な容量
の液体を吸引する。
【０４９０】
　胎児細胞濾過チャンバ／カセットでサンプルを０．２～２時間濾過する（濾過プロセス
のさらなる詳細は以下の「実施例８」に含まれる）。
【０４９１】
　濾過カセットの頂部チャンバから溶液を抽出し、保存試験チューブに分注する。
【０４９２】
実施例７
ケイ素膜濾過プロセスのためのプロセスフローチャート
図１４は微細濾過プロセスを示す概略図を示す。簡単なプロセス工程は以下を含む：
　（１）弁ＢおよびＤを閉じ、弁ＡおよびＣを開く。
　（２）試験サンプル（「実施例９」の手順の第１の工程からのもの）を４５ｍＬの充填
リザーバーに入れる。
　（３）保存リザーバーに充填したサンプルが微細加工されたフィルタを通して濾過され
るように１時間廃棄物ポンプを動作させる。
　（４）充填リザーバーに１～１０ｍＬの洗浄溶液を加える。
　（５）弁Ａを閉じ、弁Ｂを開く。
　（６）底部サブチャンバを１～５ｍＬで洗浄する。
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　（７）弁Ｃを閉じ、弁Ｄを開く。
　（８）カセットおよび濾過チャンバを１８０度回転させる。
　（９）弁Ｂからフィルタを洗い流す。
　（１０）弁Ｄからの容量を収集する。
【０４９３】
実施例８
母体血から胎児細胞を単離するための自動システムの使用
　妊娠女性（妊娠６～３０週期）の血液サンプル１０ミリリットルをＰＢＥでサンプルを
希釈することにより洗浄し、４７０ｘｇで６分間（５０～９００ｘｇ、３～２０分間）遠
心分離した。上清を吸引して除去し、ＰＢＥをペレットに添加し、混合した。再び、サン
プルを遠心分離し、上清を吸引し除去した。最終のペレットをＰＢＥを含め元の容量に再
懸濁させる。混合試薬（カルシウムおよびマグネシウムを含まないＰＢＳであって以下を
含むＰＢＳ：５ミリモルのＥＤＴＡ、２％デキストラン（分子量７０～２００キロダルト
ン）、グリコホリンＡに対してＩｇＭ抗体１ミリリットル当たり０．０５マイクログラム
（０．０１～数μｇ）およびおよそ１～１０×１０９の予め被覆された磁性ビーズ）１０
ミリリットルをサンプルチューブに手動で添加する。
【０４９４】
　希少細胞単離自動システムは自動処理工程のための制御回路および１１０ボルトのコン
セントへのプラグを有する。サンプルを含有するチューブを希少細胞単離自動システムの
ラックに載せる。チューブは自動システムのラックで３０分間（５～１２０分間）、自動
で回転する。次いで、チューブを直立に静置させ、その間に磁場を有する第２のラックが
チューブラックの隣に自動的に位置づけられる。限定されないが、電磁場を含む他の種類
の磁場であることも可能である。凝集したＲＢＣをチューブの底部に沈殿させることがで
き、ＷＢＣ磁性ビーズ凝集物を磁石に隣接した各チューブの側部に引き付けるように、チ
ューブを３０分間（５～１２０分間）直立の位置で保持する。細胞を沈殿させた後、上清
の容量を、光透過－光センサー透明度測定デバイスを使用して自動システムにより決定す
る。
【０４９５】
　透明度測定デバイスは、サンプルチューブに集束することができる照合された光源（バ
ーの数がチューブの数に対応）をそれぞれが有するバーと、チューブの反対側に位置づけ
られる光検出器からなる。光源は赤外線の範囲（７８０ナノメートル）の光を放射するレ
ーザー光線を使用し、３ミリワットより強い強度を有する。光源からの光をサンプルチュ
ーブを通して集束し、サンプルチューブのもう一方の側で、強度測定デバイスを有する光
検出器がサンプルを通過した光量を記録する（レーザー出力測定）。低ワット数のレーザ
ー源を有するバーと光検出器は、チューブの底部の位置から上方に移動する。各レーザー
が、対応するチューブ内の凝集した細胞と最初に接触する場合、レーザー出力測定をゼロ
とする。所与のチューブの強度の測定値が出発点の値（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ　ｖａｌｖｅ
）より上に上昇し始める時、バーの垂直な動きが止まる。次いでバーを移動させ、透過し
た光と出発点の値が等しい正確な垂直点を見つける。このようにして、凝集された細胞／
細胞上清の界面の垂直点の位置を決定する。この位置が決定すると、液体処理自動濾過ユ
ニットがプレセットの場所に移動し、容量検出ルーティンを使用し、バーの位置（界面の
位置に対応）を見つける。このデータを使用して、液体処理により正確に液体容器から上
清を除去する。上清は濾過ユニットの充填リザーバーに直接自動的に分注される。
【０４９６】
　希少細胞単離自動システムにより行われた自動分離プロセスの以下の説明では、図２３
に示すように濾過ユニット（濾過チャンバ、充填リザーバーならびに関連のポートおよび
弁）を使用する。この設計では、濾過チャンバは濾過ユニット内で１８０度以上回転する
ことができる。
【０４９７】
　濾過チャンバは１枚のフィルタ（６０３）で分離された前方チャンバ（６０４）および
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濾過後サブチャンバ（６０５）を備える。微細加工されたフィルタは１．８ｃｍ×１．８
ｃｍであり、およそ１ｃｍ×１ｃｍの濾過面積を有する。フィルタは図２に示すように並
列構成に配列されたおよそ９４，０００個のスロットを有し、スロットが１～２度のテー
パーおよび３ミクロン×１００ミクロンの寸法を各寸法において１０％のばらつき内で有
する。フィルタのスロットは１～１０ミクロン×１０～５００ミクロンの寸法を有し、標
的に応じて０．２～１０度の垂直なテーパーを有し得る。フィルタの厚さは５０ミクロン
（１０～２００ミクロンの範囲）である。フィルタは２つのピースの濾過チャンバに位置
づけられ、頂部半分（前方チャンバ）がおよそ０．５ミリリットルの容量の、上方にテー
パー状になるおよそ矩形の濾過前方チャンバである。底部の濾過後サブチャンバもおよそ
円形であり、底部に向かってテーパー状になり、およそ０．５ミリリットルの容量を有す
る。フィルタは基本的に（頂部）前方チャンバの底部領域全体と、基本的に（底部）濾過
後サブチャンバの頂部領域全体を被覆する。
【０４９８】
　濾過チャンバに加え、濾過ユニットは、充填リザーバー（６１０）を有する「フレーム
」、充填リザーバーから濾過チャンバにサンプルの流動を制御する弁（「弁Ａ」、６０６
）および廃棄物および濾過されたサンプルの流出のための分離ポート（廃棄物ポート、６
３４）および富化した希少細胞の収集のための分離ポート（収集ポート、６３５）を備え
る。濾過後サブチャンバ（６０５）は緩衝液の添加に使用することができる側部ポート（
６３２）および廃棄物（または濾過されたサンプル）の流出のための濾過中に廃棄物ポー
トと係合することができる出口を備える。前方チャンバ（６０４）は、濾過中にサンプル
充填弁（弁Ａ、６０６）と係合することができ、富化された細胞の収集中に収集ポート（
６３５）と係合することができる入口を備える。自動システムの動作中、濾過チャンバ（
前方チャンバ（６０４）、濾過後サブチャンバ（６０５）および側部ポート（６３２）を
含む）が濾過ユニットのフレームに位置する。
【０４９９】
　濾過中、弁Ａを開き、濾過後サブチャンバの出口を廃棄物ポートと一列にし、濾過チャ
ンバを通して充填リザーバーからのサンプルを濾過処理するための、および廃棄物への流
路を可能にする。シリンジポンプが、プロセス工程に応じて、１時間当たり約１０～５０
０ミリリットルの流速でチャンバを通り液体を吸引する。
【０５００】
　各チューブから濾過ユニットの充填リザーバーに適切な容量の上清を分注する前に、濾
過ユニットの側方ポート（６３２）および廃棄物ポート（６３４）を閉じ、弁Ａ（６０６
）を開く（図２３を参照のこと）。（濾過ユニットが充填／濾過処理位置にあるとき、濾
過チャンバは収集ポート（６３５）と係合しない）。濾過ユニットの側方ポートを開き、
緩衝液がサンプルリザーバーの底部に達するまで自動濾過ユニットを側方ポートからＰＢ
Ｅで充填する。次いで側方ポートを閉じ、血液サンプルの上清を充填リザーバーに入れる
。
【０５０１】
　希少細胞単離自動システムは清澄度において同時にいくつものサンプルを分離すること
ができるが、以下の分離プロセスの説明では単一のサンプルの濾過について説明する。サ
ンプルを濾過するために、濾過ユニットの廃棄物ポート（６３４）を開き、チューブを通
して廃棄物ポートに接続されたシリンジポンプを使用して、サンプルの上清を濾過チャン
バに、および濾過チャンバを通して吸引する。サンプルがチャンバを通る場合、より大き
な細胞が頂部のチャンバ（前方チャンバ）に滞留し、より小さな細胞がフィルタを通り下
部チャンバ（濾過後サブチャンバ）に進んだ後、廃棄ポートを通り廃棄物に進む。濾過処
理は１時間当たりおよそ２～１００ミリリットルの速度で行われる。
【０５０２】
　サンプルが濾過チャンバを通過した後（典型的には濾過処理の３０分～２時間後）、３
～５ミリリットルのＰＢＥを充填リザーバーに添加し（弁Ａは開口したままである）、廃
棄物ポートに接続されたシリンジポンプを使用して濾過チャンバを通して吸引し、前方チ
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ャンバを洗浄し、全ての小さな細胞が洗い流されたことを目視により確認する。
【０５０３】
　次いで、弁Ａ（６０６）を閉じ、側方ポート（６３２）を開く。５～１０ミリリットル
の緩衝液を、廃棄物ポート（６３４）に取り付けたチューブに接続したシリンジポンプを
使用して側方ポート（６３２）から添加し、底部の濾過後サブチャンバを洗浄する。残り
の細胞を濾過後サブチャンバ（６０５）から洗浄した後、底部（濾過後）サブチャンバを
さらに側方ポート（６３２）を通して空気を押し出すことにより洗浄する。
【０５０４】
　次いで、フィルタカートリッジを、前方チャンバ（６０４）が濾過後サブチャンバ（６
０５）の下になるように濾過ユニット内でおよそ１８０度回転させる。チャンバを収集位
置に回転させるとき、濾過後サブチャンバの出口を廃棄物ポートから離し、濾過後サブチ
ャンバが前方チャンバの上に位置づけられるようにするとき、「出口」は反転した濾過チ
ャンバの頂部に位置づけられるが、濾過ユニットの任意の開口部を係合しないため、遮断
される。これが起こった場合、前方チャンバが反転した濾過ユニットの底部に回転し、そ
うして前方チャンバの入口が弁Ａから離れ、代わりに濾過の自動濾過ユニットの底部で収
集ポートに係合する。この濾過処理の位置から収集位置への回転の間、側方ポートは位置
を変化させない。濾過チャンバの回転の軸に沿って整列し、濾過後サブチャンバの一部お
よび機能的ポートはそのままである。この回転の結果として、濾過チャンバは収集位置に
ある。したがって、収集位置では、側方ポートを有するがこの時その出口を閉じられてい
る濾過後サブチャンバは前方チャンバの上にある。前方チャンバの「入口」は収集ポート
と一列となり、開口している。
【０５０５】
　およそ２ミリリットルの緩衝液を側方ポートを通して濾過チャンバにポンプで送り、前
方チャンバに残る細胞を収集する。細胞をサンプル収集ポートの部位で濾過ユニットに取
り付けたバイアルに、またはサンプル収集ポートからつながるチューブを介して収集し、
サンプルを収集チューブに分注する。およそ２ミリリットルの追加のＰＢＥとおよそ２～
５ミリリットルの空気をフィルタの残りの細胞を除去するために側方ポートを通して、そ
して収集バイアルにポンプで送る。
【０５０６】
　富化された希少細胞を顕微鏡、または多くのアッセイのうちのいずれかを使用して分析
することができ、または保存することができ、あるいは培養液に入れることができる。
【０５０７】
実施例９
磁性粒子捕捉のための改良された磁石構成
　磁性粒子の捕捉を使用する流体サンプルからの細胞などの成分をチューブまたは他の容
器の一部に分離する効率を改善するために、いくつかの磁石構成を試験した。
【０５０８】
　９／１６×１．２５×１／８インチの寸法の磁石（Ｆｏｒｃｅｆｉｅｌｄ（Ｆｏｒｔ　
Ｃｏｌｌｉｎｓ，Ｃｏ）ＮｄＦｅＢブロック、品番２７、ニッケルプレート、最大残留磁
束密度１２，１００ガウス、最大エネルギー積３５ＭＧＯｅ）を使用し、磁場強度を試験
した。これらの実験において、最も強力な磁場を使用して、白血球細胞と特異的に結合す
る抗体で被覆された磁性ビーズを捕捉し、市販の磁気細胞分離自動濾過ユニットＭＰＣ－
１（Ｄｙｎａｌ，Ｂｒｏｗｎ　Ｄｅｅｒ，ＷＩ）に比べ血液サンプルからの白血球細胞の
除去を改善することができた。
【０５０９】
　磁石は、図９に概略的に示すように、いくつかの構成および配向で、５０ミリリットル
チューブを保持するよう設計されたポリプロピレンスタンドに取り付けられた。チューブ
の右、中央および左の磁場をガウスメーター（ＪｏｂＭａｓｔｅｒ　Ｍａｇｎｅｔｓ（Ｒ
ａｎｄａｌｌｓｔｏｗｎ，ＭＤ）型ＧＭ１、プローブ型ＰＴ－７０、品番３７３を使用）
により測定した。
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【０５１０】
実施例１０
細胞分析のための微細加工されたフィルタを用いた全血白血球の単離
　白血球は免疫系の健常性における診断情報を担持し、フローサイトメトリーおよび他の
細胞分析器により分析される第１のサンプルである。フローサイロメーター分析のための
全血サンプルを調製するとき、白血球をはじめに蛍光標識したモノクローナル抗体で染色
し、次いで標識された白血球を赤血球から分離する。従来的には、血液細胞の分離は密度
勾配遠心分離により行われ、最近では赤血球の溶解が一般的に使用される方法になりつつ
ある。
【０５１１】
　ＦＩＣＯＬＬ（商標）ＨＹＰＡＱＵＥ（商標）密度勾配遠心分離は血液の他の要素から
単核細胞間の密度差を利用し、この分離を行う（Ｂｏｙｕｍ　Ａ．Ｓｃａｎｄ　Ｊ　Ｃｌ
ｉｎ　Ｌａｂ　Ｉｎｖｅｓｔ（１９６８）２１（Ｓｕｐｐｌ　９７）：７７－８９）。異
なる細胞集団を密度に基づいて異なる層の遠心分離後にフィコール溶液に分布させる。し
たがって、単核細胞は、その特定の層に細胞を回収することによって精製され得る。クエ
ン酸ナトリウムを用いたＢＤ　Ｖａｃｕｔａｉｎｅｒ（登録商標）（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉ
ｃｋｉｎｓｏｎ，Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ）ＣＰＴＴＭ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｅ
ｐａｒａｔｉｏｎ　Ｔｕｂｅは、ＦＩＣＯＬＬ　ＨＹＰＡＱＵＥ法を簡略化し、クエン酸
抗凝血剤を含有する血液収集チューブおよびＦＩＣＯＬＬ　ＨＹＰＡＱＵＥ密度液ならび
に２つの液体を分離するポリエステルゲルバリアを組み合わせる。しかし、内部での試験
では白血球の７％の量が細心の遠心分離工程の間でも失われ（データは図示せず）、単核
細胞帯がサンプル源または遠心分離プロセスにより破壊されている可能性があり、したが
って所望の純度はＣＰＴチューブを用いてであっても得られることができないことを示し
ている（クエン酸ナトリウム含有のＢＤ　Ｖａｃｕｔａｉｎｅｒ（登録商標）ＣＰＴ（商
標）Ｃｅｌｌ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｔｕｂｅの製品情報）。
【０５１２】
　全血溶解法が、多くのサンプル調製プロトコールにおける密度勾配分離に取って代わっ
ている。市販の溶解試薬が多く存在するが、ＢＤ　ＦＡＣＳ溶解溶液は、溶解洗浄および
溶解非洗浄アッセイの両方に使用される標準的な試薬の１つである。しかし、白血球を単
離するために使用するときに溶解試薬が人為的な結果を生じ得ることが報告されている（
Ｍａｃｅｙら，Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（１９９９）３８：１５３－１６０）。赤血球溶解後
の遊離ヘモグロビンの存在が、特定のサイトカインを放出するよう刺激することにより白
血球の性質を変化させる可能性もある（ＭｃＦａｕｌら，Ｂｌｏｏｄ（１９９４）８４：
３１７５－３１８１）。
【０５１３】
　膜フィルタはサイズに基づき粒子または分子を除去することができるとしてサンプルの
浄化に広く適用される。しかし、伝統的なフィルタ膜は均一で正確に制御された孔のサイ
ズではなく、そのためこの分離の分解能は限定されており、定量的結果をもたらすに過ぎ
ない。伝統的なフィルタを用いたフィルタに保持された粒子は高収率で回収されることは
まれにしかない。例えば、全血からＲＮＡの調製に使用されるフィルタ膜はフィルタの頂
部に白血球を保持するが、赤血球は通過させる。しかし、白血球が再収集されることなく
フィルタ上で溶解し、ＲＮＡはフィルタ膜に保持される（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ，Ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　Ｍａｎｕａｌ：ＬｅｕｋｏＬＯＣＫ（商標）Ｔｏｔ
ａｌ　ＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ；Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ）。最近では、単核細胞富化のためのフィルタ系技術が市場に出ているが、単核細胞の
回収は７０％に過ぎない（ＰＡＬＬ　Ｍｅｄｉｃａ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏｔｅ
：Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｐｕｒ
ｅｃｅｌｌ（商標）Ｓｅｌｅｃｔ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｏｆ
　Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ　Ｃｅｌｌｓ　ｆｒｏｍ　Ｈｕｍａｎ　Ｗｈｏｌｅ　Ｂｌｏｏ
ｄ；Ｐａｌｌ　Ｍｅｄｉｃａｌ－Ｃｅｌｌ　Ｔｈｅｒａｐｙ）。
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【０５１４】
　白血球から完全に赤血球を除去し、９５％より高い、亜集団のバイアスのない高収率で
白血球を回収する細胞分析のためのサンプル調製技術を有することが望ましい。フローサ
イトメトリー分析用の白血球細胞を調製するための微細加工されたケイ素フィルタデバイ
スの性能特性の評価を示す（Ｙｕら，Ｗｈｏｌｅ　Ｂｌｏｏｄ　Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ　
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄ　Ｆｉｌｔｅｒ　ｆｏ
ｒ　Ｃｅｌｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ．Ｍａｎｕｓｃｒｉｐｔ　ｓｕｂｍｉｔｔｅｄ　ｔｏ　
Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ）。
【０５１５】
材料および方法
血液サンプル
　血液サンプルを健常なドナーからＢＤ血液ドナープログラムを通して得た。全てのサン
プルをＫ３ＥＤＴＡ（Ｖａｃｕｔａｉｎｅｒ；Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）を用
いて凝血を抑制した。他に異なる明示がされない限り、サンプルは静脈切開後４時間以内
に処理された。
【０５１６】
濾過、溶解／非洗浄および溶解／洗浄調製物
　フィルタのチップおよびカートリッジをＡＶＩＶＡ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｓａｎ
　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）により製造した。微細加工されたフィルタをチップ上に微細エッチ
ングされたチャンネルを有するケイ素ウエハーから作製した。フィルタカートリッジは、
図２５に示すように、サンプルリザーバー、洗浄リザーバー、およびカートリッジの内外
の液体を制御するシリンジポンプに接続される弁を有する。健常ドナーの全血からの白血
球単離の性能において、２つのバッチの４０のデバイス（第１のバッチの３０および第２
のバッチの１０）を評価した。濾過後の白血球および亜集団のおもな回収、濾過プロセス
の堅牢性、および濾過後の細胞持続可能性を注意深く評価した。カートリッジは単回使用
が推奨されるが、試行の間の洗浄で連続試行において再利用可能であることがわかった。
（再利用は汚染を回避するため同じドナーの血液に限定された）。
【０５１７】
　カートリッジは最初に専有洗浄緩衝液のＡＶＩＷａｓｈ－Ｐで感作させ、次いで希釈し
た全血（ＣＤ４５－ＰｅｒＣＰで標識した１０μｌもしくは５０μｌまたは２５０μｌに
希釈されたＭｕｌｔｉｔｅｓｔ（商標）試薬）を上部フィルタチャンバに導入した。緩衝
液またはサンプル溶液をデバイスの下部出口チャンバに取り付けられたシリンジポンプに
よりフィルタのチップを通して０．３３または０．１８ｍｌ／分のいずれかの速度で吸引
した。この後に２つの洗浄工程、フィルタの頂部を洗浄およびフィルタの底部を洗浄が続
いた。最終的に、２ｍｌの溶出緩衝液をフィルタカートリッジに添加し、３ｍｌシリンジ
を使用し、フィルタ膜の頂部に保持された白血球を収集した（図３２）。収集された白血
球を、フローサイトメーター分析用にＢＤ　Ｔｒｕｃｏｕｎｔ（商標）Ａｂｓｏｌｕｔｅ
　Ｃｏｕｎｔｉｎｇ　Ｔｕｂｅ（品番３４０３３４）に移した。
【０５１８】
　各血液サンプルも、総白血球数（ＷＢＣ）、赤血球数（ＲＢＣ）、およびリンパ球、単
球および顆粒球の割合を得るためにＡＢＸ　Ｍｉｃｒｏｓ　６０Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ　
Ａｎａｌｙｚｅｒ（Ｈｏｒｉｂａ　ＡＢＸ）で試験した。ＡＢＸの計数を、濾過デバイス
からの総白血球およびその３つの亜集団の回収を評価するときに参照数として使用した。
【０５１９】
　各血液サンプル５０μｌも溶解非洗浄法［ＣＤ４５－ＰｅｒＣＰ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ，品番３４０６６５）で染色した細胞またはＢＤ　
Ｍｕｌｔｉｔｅｓｔ　ＣＤ３　ＦＩＴＣ／ＣＤ１６＋５６　ＰＥ／ＣＤ４５　ＰｅｒＣＰ
／ＣＤ１９　ＡＰＣ試薬（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、品番３４０５００、ＣＤ３ク
ローンＳＫ７、ＣＤ１６クローンＢ７３．１、ＣＤ５６クローンＮＣＡＭ１６．２、ＣＤ
４５クローン２Ｄ１、およびＣＤ１９クローンＳＪ２５Ｃ１）］およびＢＤ　Ｂｉｏｓｃ
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ｉｅｎｃｅｓウェブサイト（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｄｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ．ｃｏ
ｍ／ｓｕｐｐｏｒｔ／ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ／ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ／ｉｎｄｅｘ．
ｊｓｐ＃ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ）に公開されたプロトコールに従った溶解洗浄法に従い、１
×ＦＡＣＳ溶解（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，品番３４９２０２）溶液を用いて処理
した。溶解非洗浄サンプルを染色し、Ｔｒｕｃｏｕｎｔ　Ａｂｓｏｌｕｔｅ　Ｃｏｕｎｔ
ｉｎｇ　Ｔｕｂｅで溶解し、溶解洗浄サンプルを洗浄後Ｃｏｕｎｔｉｎｇ　Ｔｕｂｅに移
した。
【０５２０】
細胞生存性およびアポトーシス試験
　濾過後の白血球生存性をＢＤ（商標）　Ｃｅｌｌ　Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　Ｋｉｔ（ＢＤ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、品番３４９４８０）を用いて試験した。アポトーシス試験（
Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ　ＦＩＴＣ、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、品番５５６５４７）も
細胞の持続可能性を試験するために濾過から回収した白血球に行われた。
【０５２１】
フローサイトメーター分析
　サンプルを、ＢＤ　ＦＡＣＳＣｏｍｐ（商標）およびＢＤ　ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ（商標
）Ｐｒｏソフトウェアを備えたＢｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ＦＡＣＳＣａｌｉｂ
ｕｒ（商標）フローサイトメーターで分析した。サイトメーターは、ＢＤ　Ｃａｌｉｂｒ
ｉｔｅ（商標）Ｃａｌｉｂｒｉｔｅ３（品番３４０４８６）およびＡＰＣ（品番３４０４
８７）ビーズを用いて、サイトメーターの構成および補償（表１）が溶解非洗浄サンプル
および溶解洗浄サンプルの個々に対して自動的に設定されるＦＡＣＳＣｏｍｐプログラム
を試行することにより毎日較正された。溶解洗浄構成を濾過したサンプルに適用した。
【表１】

【０５２２】
　サイトメーターの４つ蛍光チャンネルをＦＬ１　ＦＩＴＣ、ＦＬ２ＰＥ、ＦＬ３Ｐｅｒ
ＣＰ、およびＦＬ４　ＡＰＣとして明記する。閾値をＦＬ３（ＰｅｒＣＰ）に設定した。
他に異なる明記がされない限り、合計１万のイベントを各試験毎に獲得した。カウンティ
ングビーズはＦＬ３の強い蛍光シグナルでゲーティングし、白血球集団は同様にＦＬ３の
ＣＤ４５＋イベントでゲーティングした。リンパ球、単球、および顆粒球は白血球の「娘
細胞集団」であり、側方散乱および蛍光に基づきゲーティングした。Ｔ、Ｂ、およびＮＫ
細胞はリンパ球の「娘細胞集団」であり、特異的抗体－蛍光結合標識に基づきさらにゲー
ティングした。Ｍｕｌｔｉｔｅｓｔ試薬で染色されたサンプルにおいて、Ｔ細胞をＣＤ３
＋リンパ球として定義し、ＮＫ細胞をＣＤ１６＋ＣＤ５６＋リンパ球として定義し、Ｂ細
胞はＣＤ１９＋ＣＤ３－リンパ球であった（図２７ａ）。全てのデータをＢＤ　ＦＡＣＳ
Ｄｉｖａ（商標）ソフトウェアで分析した。絶対細胞数を以下のように細胞イベントとＴ
ｒｕｃｏｕｎｔビーズイベントを比較することにより得た：
１μｌ当たりの細胞＝細胞イベント数×チューブ当たりのビーズ数／ビーズイベント数×
サンプル容量（μｌ）。
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【０５２３】
結果
濾過後の白血球回収と全血溶解法の比較
　微細加工されたフィルタを用いた全血からの白血球の単離は効率よく赤血球細胞を除去
し、これはフローサイトメーター分析用のサンプルを浄化している。図２６は、溶解非洗
浄手順、溶解洗浄手順、および濾過手順に従い調製された同じ血液サンプルに対するＦＳ
ＣとＳＳＣ、およびＦＬ３とＳＳＣの点プロットを示す。溶解非洗浄のサンプルは、獲得
した総イベントの９１％を表す点プロットに見ることができるように、実質的に赤血球細
胞片に汚染されている。溶解洗浄のサンプルでは、赤血球細胞片が遠心分離により除去さ
れ、点プロットに示されるイベントの１３％のみが細胞片由来である。濾過プロセスから
回収された白血球は、総イベントの４％と、バックグランド粒子の割合が最も小さく、赤
血球細胞が効率よく白血球から分離されていることを示す。
【０５２４】
　濾過プロセスから、白血球細胞の減少が全くないか最小である結果となった。各サンプ
ルの白血球数をＢＤ　ＴｒｕＣｏｕｎｔ内部標準カウンティングビーズを参照して算出し
、全体の回収は、この結果と、ＡＢＸ血液分析器から得られた完全な血液数の比に基づい
た。図２７は、総白血球、３つの主要白血球集団および３つのリンパ球亜集団（Ｔ、Ｂ、
およびＮＫ細胞）に対する回収結果の比較を示す。１０例の異なるドナーの血液の白血球
回収において、１０個のフィルタカートリッジの合計を試験し、各サンプルを３連フィル
タにかけた。その最適作業条件（表２に記載）にて、フィルタはＬＮＷの１００．２％±
６．０％およびＬＷの８６．２％±７．８％に比べ総白血球の平均回収９８．６％±４．
４％を得た。濾過後の細胞の回収は、血液溶解法に比べリンパ球、単球、および顆粒球の
間でバイアスはなかった。フィルタの第２のバッチの評価の間、新鮮な血液サンプルをＭ
ｕｌｔｉｔｅｓｔ試薬で染色し、リンパ球、Ｔ、Ｂ、およびＮＫ細胞の亜集団の回収を検
討した。５つのサンプル、５つのフィルタ、および各フィルタを通して３連試行する各サ
ンプルを用いて、Ｔ細胞の１０６％±５．６％の回収、ＮＫ細胞の９８．５％±１９％の
回収、およびＢ細胞の８３．５％±１２％の回収が観察された。ＮＫ細胞およびＢ細胞の
回収の偏差が大きいのは血液中のこれらの細胞の割合が小さく、サンプル数が少ないこと
によると考えられる。
【表２】

【０５２５】
　濾過後の細胞生存性および持続可能性
　フィルタから回収された白血球の生存性を試験し、塩化アンモニウムで溶解させた全血
を含む白血球のものと比較した。ＦＡＣＳ溶解液はホルムアルデヒドを含有することによ
り使用されなかったため、白血球を赤血球溶解中に固定する。両方の場合、赤血球を除去
した後に白血球の９５％が生存したままであり、白血球が死滅していない（図２８ａ）。
細胞の濾過の耐容性をさらに試験するために、ヨウ化プロピジウム（ＰＩ）と組み合わせ



(91) JP 2015-522166 A 2015.8.3

10

20

30

40

50

たＦＩＴＣ　Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖで細胞染色した。Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖの陽性は血漿膜の
欠失に先行し、これは細胞死（ＰＩ陽性）につながるアポトーシスの初期段階を示す。結
果（図２８ｂ）は、血液が採血１時間以内で濾過されるときは、濾過から回収された細胞
の９５％がアポトーシスの兆候を示さず、採血後８時間の血液に濾過が行われるときは、
回収された細胞のなお９０％が健常なままであることを示す。
【０５２６】
　動作条件の最適化
　最も良い回収率を得るために、サンプル濾過手順をさらに詳細に調整した。全て血液細
胞を「吸引」モードに設定したシリンジポンプを用いてフィルタを通して吸引し、２つの
異なるポンプ速度を試験した。表１に示すように、流速の高い（０．３３ｍｌ／分）白血
球の回収は、流速の低い（０．１８ｍｌ／分）ものより低く、細胞数を多くフィルタに充
填したときに効果はより明らかであった。高い流速時の吸引力は白血球に物理的な変形を
誘導し、フィルタのスロットを通過させるのに十分な圧を生じる。ポンプを低い流速（０
．１８ｍｌ／分）に設定したときでも、ＢＤフローサイトメーターアッセイに必要な典型
的な容量である、平均３５０，０００個の白血球を含む全血５０μｌがフィルタを通して
吸引され、平均５０，０００個の細胞を含む全血１０μｌを適用したときと同じくらい白
血球の回収は良くなかった。これは、試験した構成において、フィルタが過剰時に細胞減
少につながる限界保持能を有し得ることを示唆する。表１に示される結果は各条件におい
て少なくとも５つのフィルタカートリッジから得られた試験の平均であった。フィルタの
サイズ、流速、および全体の回収の最適な関係を決定するために、さらなる試験を行う。
【０５２７】
　赤血球溶解に依存する白血球単離方法は迅速で簡便であるが、ＦＡＣＳ溶解液が細胞を
固定するとして生細胞を必要とする場合、分析の選択肢が制限される可能性があり、イン
キュベーション時間を注意深く制御しない場合、塩化アンモニウム溶解がサンプル分解を
生じる可能性がある。それゆえ、フローサイトメトリー適用のための代替のサンプル調製
方法があることが望ましい。本明細書において評価される微細加工されたフィルタは、白
血球亜集団のバイアスを導入することなく、白血球回収の高い、迅速な簡易の全血分離を
行うことができる。フィルタは赤血球、血小板、血漿タンパク質、および未結合の染色試
薬を除去する。この緩やかな濾過プロセスは白血球に任意の明らかな損傷を与えることな
く、サイトメトリー分析のための非常にはっきりと染色された白血球を生成する。現在の
フィルタカートリッジはフローアッセイに典型的に必要な細胞数を処理することができる
。フローサイトメトリーのサンプル調製におけるその適用は、方法の標準化に役立ち、労
力および材料を削減し、手動により動作を最小限にする。
【０５２８】
　全血中の他の成分からの白血球の単離は、フローサイトメトリー細胞分析において非常
に重要な工程である。一般に使用される方法である、ＦＩＣＯＬＬ　ＨＹＰＡＱＵＥ密度
勾配遠心分離および赤血球溶解は、用途の制限が挙げられている。本明細書において、血
液分離における微細加工された濾過デバイスの評価結果を報告し、これによりフローサイ
トメトリー分析のための染色された浄化された生存白血球を調製する新しい方法を提供す
ることが可能となる。本明細書において評価された微細加工されたフィルタは、白血球亜
集団のバイアスを導入することなく、白血球回収の高い、迅速で簡易な全血分離を行うこ
とを可能にする。フィルタは赤血球、血小板、血漿タンパク質、および未結合の染色試薬
を除去する。本明細書に報告された結果は、フローの標準化および簡潔な動作を可能にす
るサンプル調製方法とともにフローサイトメトリー利用者に恩恵をもたらすであろう。さ
らなる情報については、Ｙｕ，Ｗａｒｎｅｒ，Ｗａｒｎｅｒ，Ｒｅｃｋｔｅｎｗａｌｄ，
Ｙａｍａｎｉｓｈｉ，Ｇｕｉａ，ａｎｄ　Ｇｈｅｔｔｉ．Ｗｈｏｌｅ　ｂｌｏｏｄ　ｌｅ
ｕｋｏｃｙｔｅｓ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄ　
ｆｉｌｔｅｒ　ｆｏｒ　ｃｅｌｌ　ａｎａｌｙｓｉｓ．Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ａ，７９Ａ
（１２）：１００９－１０１５，２０１１を参照のこと。
【０５２９】
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実施例１１
逆並行流動の濾過チャンバを使用する血液サンプルから有核細胞を分離する方法
　２つの個別の筐体部分によりフィルタの両側に形成された前方チャンバおよび濾過後サ
ブチャンバを有する濾過チャンバの例示的実施形態を図３３に示す。
【０５３０】
　前方チャンバの深さは４００μｍである。約２００μｍ以下の深さの前方チャンバの実
施形態も検討する。いくつかの実施形態において、２つの筐体部分はレーザーにより接合
され得る。いくつかの実施形態において、液体接着剤を使用し、２つの筐体部分を接合す
ることができる。頂部の筐体部分は３４．０ｍｍ×７．９ｍｍであり、流入側（小さいポ
ート）が四角形であり、流出側（大きい収集ウェル）が円形である。流出受入ウェルは３
００μＬを保持し、１５０×１５０ｍｍ２の濾過面積を有し、前方チャンバはおよそ６５
±６μＬの液体を保持する（接着剤の厚さに依存）。前方チャンバの深さが２００μｍで
ある実施形態において、容量は約３０μＬであってよい。流入ポートは、２．４ｍｍの標
的を有し、この標的が１．１ｍｍポートにじょうご状に小さくなる（１９個のゲージチュ
ーブもしくはピペットチップまたはロボットインジェクターチップに係合し、封止する）
。
【０５３１】
　濾過後サブチャンバの深さは、流入のための右側の５００μｍに始まり、（廃棄細胞を
含有する滲出液の濃度を増加させるために部分的に補正する）流出のための左側の７００
μｍで終わる、非均一なものである。底部筐体部分の外周は、デバイスに血液がオーバー
フローする事故または流入ポートの外側に血液が分注される事故の場合に使用時の計器の
汚染を防ぐことを意味する背の高いウェルを含有する。オーバーフローのウェルの最大寸
法は３７．７ｍｍ×１１．６ｍｍである。ポートは１．１ｍｍ径（１９個のゲージチュー
ブ）であるパイプを係合し、封止するサイズであり、約２９．１ｍｍの間隔（縮小後約２
９．０ｍｍ）に配置される。濾過後サブチャンバは前方チャンバより約４００μｍ広く、
筐体の部分の間に任意の接着剤の残りを保持する。頂部の筐体部分は底部の筐体部分と、
水平の接触面でだけでなく、周囲が約１ｍｍより狭く、各角部にほとんど余分な空間が無
い見かけ上垂直な側部壁と接触する外周とも係合する。
【０５３２】
血液サンプルから有核細胞を分離する方法
　血液細胞が約１０μｍ径であり、全血の約４５％を構成するため、４００μｍの深さが
、細胞を２５～３０個の細胞の深さ（血小板は計数しない）に積み上げることを可能にす
るはずである。試験において、濾過による変化のほとんどは濾過の最初の１１５秒間に起
こる。続く試験において、２つの濾過処理モードを使用する：
　１．５０μＬの血液を注入後、細胞に対して清潔な媒体を少なくとも５容量（２５０～
３００μＬ）通過させ、血漿、血小板、および赤血球細胞を洗い流し、次いで１５０μＬ
の媒体中で回収する。
　２．チャンバを清潔な媒体で予め充填した後、フィルタを通してゆっくり連続的に１０
０μＬの血液を進め、さらなる容量の清潔な媒体を追加する一方で、フィルタ下方から陽
圧の小さいパルスを繰り返し印加し、保持した細胞を流出受入チャンバに向かって流し続
ける。
【０５３３】
　濾過処理の第２のモードにおいて、パルス幅、パルス高、パルスプロファイル、および
負荷時間を、赤血球細胞、血漿、および血小板を最大限に除去する一方で損傷なく白血球
および希少細胞を回収するよう最適化する。
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【表３】

【０５３４】
実施例１２
血液サンプルから細胞を分離し、そして分析する自動システム
　フローサイトメーターに直接接続した濾過チャンバを有する自動システムの例示的実施
形態を図３５に示す。
【０５３５】
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　サイホンは、受動ポンプとして環境圧を使用してサンプル細胞、好ましくは全血の１０
倍～１００倍希釈液、または任意の他の混合細胞サンプルを取り込む。
【０５３６】
　ポンプ１、２、および３は濾過速度を生じる流速をプログラム可能な計量ポンプである
。ポンプ４は標準のフローサイトメーターの流動の集中（流動の集束）を標準的に生じる
ポンプである。フローセルは、その遠位端で真空圧によりポンプ操作される。
【０５３７】
　濾過チャンバには２つのフィルタがあり、１つ目がプレフィルタ（セルフローチャンバ
の上方）であり、このフィルタは任意のフィルタおよび好ましくは本方法の非接着面で被
覆される市販のＳＳフィルタであってよく、サンプルが流動する場合に濾過処理チャンバ
を横切り溶液の流動を方向づけるようにのみ作用する。第２のフィルタは本発明において
記載されるスロット型フィルタであり、これも細胞に接着しないよう被覆される。血漿、
赤血球細胞、血小板および未結合のマーカーは、廃棄物ポンプによりスロットフィルタを
通り除去される。
【０５３８】
実施例１３
高洗浄能濾過チャンバ
　高洗浄能濾過チャンバの例示的実施形態を図３６に示す。高洗浄能濾過チャンバは、赤
血球が底部フィルタを通過するときに洗い流されるだけでなく、上部から洗浄緩衝液を添
加しフィルタを通して多くの細胞を押し出し、そして回収チャンバへの供給ポンプからの
高い流速を可能にする、２つの洗浄緩衝液入口点（１および３）を有する。この実施形態
において、ポンプ２－ポンプ１の速度差と０の間で交互するポンプ３と協動して、ポンプ
１および２が同じ速度で破棄物流出の高い方に交互するパルス流動が好ましい。ポンプ３
が０の流速であるとき、ポンプ１および２は同じ速度で流れる。これは、保持した細胞が
血漿、血小板、赤血球、未結合マーカー、可溶性抗原などの分解物になると、供給ポンプ
４が保持した細胞をフィルタを横切り、そして回収チャンバに間欠的におよび徐々に押し
出すことを可能にする。この配列には２つのフィルタがあり、底部フィルタはスロット型
のフィルタであり、頂部フィルタは低い流動状件の中で平坦度を保持し、必要に応じて非
粘着面で被覆することができる任意の一般的なフィルタであってよい。頂部フィルタは、
例えば、およそ０．０５～２ミクロン径の任意の形状の孔を有する鋼鉄シートまたはポリ
イミドシートであってよい。濾過中その平坦度を維持するために、頂部フィルタをフィル
タの上方の緩衝液分布チャンバの構造により支えることができる。
【０５３９】
　回収ポンプは架空（雰囲気圧）のものであり、その流速はポンプ４－ポンプ２＋ポンプ
１＋ポンプ３により算出することができる。濾過処理ポンプ（底部のスロット型フィルタ
）は架空（縦一列に作用する他のポンプにより制御）のものであり、その流速はポンプ２
－ポンプ１により算出することができる。
【０５４０】
実施例１４
縦一列の２つの濾過チャンバ
　縦一列の２つの濾過チャンバの例示的実施形態を図３７に示す。２つの濾過チャンバは
互いに、すなわち前方チャンバを重複する２つのフィルタ間で流体接続状態にある。
【０５４１】
実施例１５
多数の出力ポートを有する濾過チャンバ
　多数の出力ポートを有する濾過チャンバの例示的実施形態を図３８に示す。各フィルタ
毎にサイズが大きくなるスロット幅を有する縦一列の２つ以上のフィルタを濾過チャンバ
で囲むことができる。頂部チャンバを通して流路に沿って連続して大きな細胞を除去する
ために、底部に多数の出力ポートを有する単一の長いフィルタを使用することも可能であ
り得る。
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【０５４２】
実施例１６
ホールウエハーフィルタ膜からのフィルタの作製
　以下の工程を使用して、ケイ素ウエハーを犠牲担体として作用するガラスウエハーと接
合し、次いで薄くし、マスクし、エッチングし、ウエハーの表面全体に連続フィルタを生
成する。
【０５４３】
　接合化合物を犠牲ガラスウエハー上に均一な厚さにスピンコーティングし、ケイ素ウエ
ハーを犠牲ウエハー上に押圧し、硬化の間に気泡を除去し、接着剤を焼成し硬化させた。
【０５４４】
　付着したケイ素ウエハーを、表面全体の厚さが４０～６０μｍおよび特に５５μｍ～６
０μｍの厚さになるまでＣＭＰにより薄くした。
【０５４５】
　次いで、硬質マスクとして機能させるために、二酸化ケイ素などの誘電層をケイ素ウエ
ハー上に蒸着させた。
【０５４６】
　次いで、ポリマーマスク層（軟質マスク）をスピンコーティング法により硬質マスクの
頂部に積層し、ホットプレートで固化させた。
【０５４７】
　次いで、軟質マスクを、表面全体をスロットとなる連続の矩形領域を除き紫外線光で硬
化させるように投影マスクを使用して表面全体にわたりパターン化した。
【０５４８】
　未硬化の軟質マスク材料とその下の露出した硬質マスクをエッチングして除去した。
【０５４９】
　次いで、Ｂｏｓｃｈ法に従ったプロセスである、深掘り反応性イオンエッチングのＤＲ
ＩＥを使用して、ウエハーを深掘エッチングした。このプロセスは軟式マスクを除去し、
ウエハーを通してパターン化したスロットをエッチングし、２つのウエハーの間にある基
剤となるウエハー接合化合物の一部を継続して除去した。マスクサイジングおよびＤＲＩ
Ｅプロセスは、得られたスロットが２．８μｍ幅×５５～６０μｍ深さ×５０μｍ長とな
り、ウエハーの表面全体にわたり、短軸に沿って９μｍ毎に、長軸に沿って７０μｍ毎に
連続するよう構成された。ウエハーの外周は、縁部から５ｍｍのエッチングされていない
リング領域であり、後のハンドリングで使用され得る強化した外周縁部となる。
【０５５０】
　次いで、ウエハーをプラズマエッチング蒸着チャンバに入れ、ＴｉＮをその表面全体に
蒸着させた。
【０５５１】
　犠牲ウエハーとフィルタウエハーとの間の接合化合物を、フィルタウエハーが剥離し、
犠牲ウエハーから浮遊して除去される（次にさらなるウエハーのために再利用することが
でき）まで酸素非含有１－ドデセンを使用して溶解させた。
【０５５２】
　遊離したフィルタウエハーをメタノールで十分に洗浄後、真空オーブンに入れ乾燥させ
た。
【０５５３】
　次いで、ウエハーをプラスチックハンドリング用リングに、ならびにＴｉＮで蒸着被覆
された射出成形プラスチックフィルタ体の筐体の一方に接合させる。
【０５５４】
　接合後、筐体は、フィルタの接合セグメントを保持して切り離され、成形されたフィル
タ筐体の残り半分に取り付けられ、ＴｉＮで蒸着被覆され、すぐ使用できるフィルタを生
成した。
【０５５５】
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　本出願および参考文献一覧ならびに添付文書において参照した特許文書および科学論文
を含む全ての刊行物は、個々の刊行物それぞれが個々に参照により組み込まれるのと同じ
範囲において参照によりその全体が組み込まれる。
【０５５６】
　全ての表題は読み手の便宜上のためであり、そのように明記されない限り、表題に続く
本文の意味を制限するために使用されないものとする。
【０５５７】
　上記の実施例は、例示目的のために含まれるに過ぎず、本発明の範囲を制限するもので
はない。上記の実施例に対する多くの変形例が可能である。上記の実施例に対する変更例
および変形例が当業者であれば明らかであるため、本発明は添付された特許請求の範囲に
よってのみ制限されるものとする。
【０５５８】
　上記の刊行物または文書の引用は、上記のいずれかが関連の先行技術であるとの容認を
意図するものではなく、これらの刊行物または文書の内容または日付に関して任意の容認
をなすものではない。

【図１】

【図２Ａ－２Ｂ】

【図２Ｃ】

【図３Ａ】

【図３Ｂ】



(97) JP 2015-522166 A 2015.8.3

【図４】 【図５】

【図６】 【図７】



(98) JP 2015-522166 A 2015.8.3

【図８】 【図９】

【図１０】 【図１１】



(99) JP 2015-522166 A 2015.8.3

【図１２】 【図１３】

【図１４】 【図１５】

【図１６Ａ】



(100) JP 2015-522166 A 2015.8.3

【図１６Ｂ】

【図１６Ｃ】

【図１６Ｄ】

【図１６Ｅ】

【図１６Ｆ】

【図１６Ｇ】

【図１６Ｈ】

【図１６Ｉ】



(101) JP 2015-522166 A 2015.8.3

【図１６Ｊ】

【図１６Ｋ】

【図１６Ｌ】

【図１６Ｍ】

【図１７Ａ】 【図１７Ｂ】



(102) JP 2015-522166 A 2015.8.3

【図１８Ａ】 【図１８Ｂ】

【図１９Ａ】

【図１９Ｂ】

【図２０】

【図２１Ａ】



(103) JP 2015-522166 A 2015.8.3

【図２１Ｂ】 【図２２】

【図２３】 【図２４】



(104) JP 2015-522166 A 2015.8.3

【図２５】 【図２６】

【図２７－１】 【図２７－２】



(105) JP 2015-522166 A 2015.8.3

【図２８】 【図２９】

【図３０】 【図３１】



(106) JP 2015-522166 A 2015.8.3

【図３２】 【図３３】

【図３４】 【図３５】



(107) JP 2015-522166 A 2015.8.3

【図３６】 【図３７】

【図３８】



(108) JP 2015-522166 A 2015.8.3

10

20

30

40

【国際調査報告】



(109) JP 2015-522166 A 2015.8.3

10

20

30

40



(110) JP 2015-522166 A 2015.8.3

10

20

30

40



(111) JP 2015-522166 A 2015.8.3

10

20

30

40



(112) JP 2015-522166 A 2015.8.3

10

20

30

フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,TJ,T
M),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,R
S,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,
BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,H
R,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI
,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,
US,UZ,VC

(74)代理人  230113332
            弁護士　山本　健策
(72)発明者  ギア，　アントニオ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９２１２１，　サンディエゴ，　ナンシー　リッジ　ドライブ
            　６３３０，　スイート　１０３
(72)発明者  ヤマニシ，　ダグラス　ティー．
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９２１２１，　サンディエゴ，　ナンシー　リッジ　ドライブ
            　６３３０，　スイート　１０３
(72)発明者  ゲッティ―，　アンドレア
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９２１２１，　サンディエゴ，　ナンシー　リッジ　ドライブ
            　６３３０，　スイート　１０３
(72)発明者  タオ，　グオリャン
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９２１２１，　サンディエゴ，　ナンシー　リッジ　ドライブ
            　６３３０，　スイート　１０３
(72)発明者  タオ，　フイミン
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９２１２１，　サンディエゴ，　ナンシー　リッジ　ドライブ
            　６３３０，　スイート　１０３
(72)発明者  トロン，　キー
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９２１２１，　サンディエゴ，　ナンシー　リッジ　ドライブ
            　６３３０，　スイート　１０３
(72)発明者  ウー，　レイ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９２１２１，　サンディエゴ，　ナンシー　リッジ　ドライブ
            　６３３０，　スイート　１０３
(72)発明者  ワン，　シャオボ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９２１２１，　サンディエゴ，　ナンシー　リッジ　ドライブ
            　６３３０，　スイート　１０３



专利名称(译) <无法获取翻译>

公开(公告)号 JP2015522166A5 公开(公告)日 2016-08-25

申请号 JP2015520711 申请日 2013-07-05

申请(专利权)人(译) 英杰华生物科学公司

[标]发明人 ギアアントニオ
ヤマニシダグラスティー
ゲッティアンドレア
タオグオリャン
タオフイミン
トロンキー
ウーレイ
ワンシャオボ

发明人 ギア, アントニオ
ヤマニシ, ダグラス ティー.
ゲッティ—, アンドレア
タオ, グオリャン
タオ, フイミン
トロン, キー
ウー, レイ
ワン, シャオボ

IPC分类号 G01N33/53

CPC分类号 A61M1/34 A61M1/3616 A61M1/3618 A61M1/362 A61M1/3679 A61M2205/3375 B01D57/02 B01D61
/147 B01D61/18 B01D63/087 B01D63/088 B01D67/0034 B01D67/0062 B01D67/0072 B01D67/0088 
B01D67/009 B01D69/144 B01D71/02 B01D71/027 B01D71/04 B01D71/28 B01D71/38 B01D71/44 
B01D71/52 B01D71/72 B01D2313/20 B01D2313/345 B01D2325/021 B01D2325/028 B01L3/502 B01L3
/502753 B01L3/502761 B01L2300/0681 B01L2300/0816 B01L2300/0861 B01L2400/0409 B01L2400
/0457 B01L2400/0478 B01L2400/0644 B01L2400/065 B03C1/01 B03C1/288 B03C5/005 B03C5/028 
B03C2201/26 G01N33/491 B01D29/0093 B05D1/62 C23C8/06 C23C14/3414 C23C16/06 C23C16/08 
C23C16/50 G01N1/34 G01N27/44791

FI分类号 G01N33/53.T G01N33/53.D G01N33/53.K

代理人(译) 夏木森下
饭田TakashiSatoshi
石川大介
山本健作

优先权 61/668990 2012-07-06 US
13/844085 2013-03-15 US

其他公开文献 JP2015522166A

摘要(译)

本发明提供一种过滤室，其包括封装在壳体中的微制造过滤器，其中所述过滤器的表面和/或所述壳体的内表面通过气相沉积，升
华，气相表面反应或颗粒溅射来改变以产生均匀的涂层;和分离流体样品细胞的方法，包括：a）将流体样品分配到本文公开的过滤
室中;b）提供流体样品的流体流动通过过滤室，其中流体样品的组分基于组分的尺寸，形状或可变形性流过过滤器或由过滤器保
留。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/bda0c8b1-4315-4fa3-81f1-38c2fe26f762



