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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物および化学試料処理デバイスであって、
　固定化された成分、生物試料または分子などの試料を含有する着脱可能なスライドを受
け取るように構成されたマイクロ流体デバイスを具え、
　前記マイクロ流体デバイスが、前記マイクロ流体デバイスの上部側と底部側との間に延
在する複数のマイクロ流体アクセス穴のうちの第１の複数のマイクロ流体アクセス穴の配
置および第２の複数のマイクロ流体アクセス穴の配置とを具え、前記マイクロ流体デバイ
スの前記底部側には封止リングが配置されており、前記第１の複数のマイクロ流体アクセ
ス穴の配置は、試料処理の間、前記マイクロ流体デバイス及び前記スライドが前記封止リ
ングと接触することにより形成される単一のマイクロ流体チャンバへ流体を注入するため
に構成され、前記第２の複数のマイクロ流体アクセス穴の配置は前記マイクロ流体チャン
バからの流体の回収を行うために構成され、前記底部側が前記マイクロ流体チャンバに面
し、前記第１の複数のマイクロ流体アクセス穴の配置および第２の複数のマイクロ流体ア
クセス穴の配置は前記マイクロ流体チャンバの縁部に沿って分布され、かつ前記マイクロ
流体チャンバに均一に流体物質および試薬を移流輸送するように構成されており、
　前記マイクロ流体デバイスがさらに、前記マイクロ流体チャンバの外部に形成されてい
る入口ポート、出口ポート、およびマイクロ流体チャネルを具え、当該マイクロ流体チャ
ネルは前記第１および第２の配置の複数のマイクロ流体アクセス穴に連結されて前記マイ
クロ流体デバイスの上部側に分布した網状チャネルを構成する、
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ことを特徴とするデバイス。
【請求項２】
　請求項１に記載の生物および化学試料処理デバイスにおいて、前記マイクロ流体チャン
バ内に流体の流れを生じさせるために入口と出口との間に圧力差を生じさせる、圧力駆動
流発生手段を備えることを特徴とするデバイス。
【請求項３】
　請求項１に記載の生物および化学試料処理デバイスにおいて、前記マイクロ流体チャン
バ、前記マイクロ流体チャネルおよび前記マイクロ流体アクセス穴の任意の２箇所以上の
間に電位差を印加することにより、前記マイクロ流体チャンバ内に流体の流れを生じさせ
るための動電流発生手段を備えることを特徴とするデバイス。
【請求項４】
　請求項１に記載の生物および化学試料処理デバイスにおいて、前記マイクロ流体チャン
バ内に流体の流れを生じさせるための、前記マイクロ流体チャンバ、前記マイクロ流体チ
ャネルおよび前記マイクロ流体アクセス穴の任意の２箇所以上の間に温度差を発生させる
ことにより流体の流れを生じさせることによる、熱誘起流れ発生手段を備えることを特徴
とするデバイス。
【請求項５】
　請求項１乃至４の何れか１項に記載の生物および化学試料処理デバイスにおいて、前記
マイクロ流体チャンバ、前記マイクロ流体チャネルおよび前記マイクロ流体アクセス穴に
閉じ込められた前記流体の温度を調節および制御するための加熱素子および温度センサを
備えることを特徴とするデバイス。
【請求項６】
　請求項１乃至５の何れか１項に記載の生物および化学試料処理デバイスにおいて、明視
野を得るためにまたは蛍光検出を行うためにスライドガラス上に固定化された成分をデジ
タル画像化するため、シリコンマイクロエレクトロニクス技術で製造された光検出器およ
び光源または光検出器および光源のアレイを組み込むことを特徴とするデバイス。
【請求項７】
　請求項１乃至６の何れか１項に記載の生物および化学試料処理デバイスにおいて、光検
出器および光源または光検出器および光源のアレイの前に配置される、マイクロレンズア
レイ、偏光フィルタおよび／または蛍光フィルタを備えることを特徴とするデバイス。
【請求項８】
　請求項１乃至７の何れか１項に記載の生物および化学試料処理デバイスにおいて、前記
チャンバの高さが１００μｍ未満であることを特徴とするデバイス。
【請求項９】
　請求項１乃至８の何れか１項に記載の生物および化学試料処理デバイスにおいて、前記
第１のマイクロ流体アクセス穴の配置が前記マイクロ流体チャンバの一方の縁部に沿って
配置され、前記第２のマイクロ流体アクセス穴の配置が前記マイクロ流体チャンバの反対
側の縁部に沿って配置されていることを特徴とするデバイス。
【請求項１０】
　請求項１に記載の生物および化学試料処理デバイスにおいて、前記第１のマイクロ流体
アクセス穴の配置が前記マイクロ流体チャンバの一方の縁部に沿って分布され、前記第２
のマイクロ流体アクセス穴の配置が前記マイクロ流体チャンバの反対側の縁部に沿って分
布されていることを特徴とするデバイス。
【請求項１１】
　請求項１乃至１０の何れか１項に記載の生物および化学試料処理デバイスを使用して行
われる生物および化学試料処理方法において、
　－１つ以上の側に成分を有する前記スライドを手動でまたは自動的に得る工程と、
　－前記スライドを前記マイクロ流体デバイスに手動でまたは自動的に組み込むことによ
り前記形成される前記マイクロ流体チャンバを確立する工程と、
　－所定の時間中に、所定の温度で前記スライド上の成分を順次適切な流体物質または反
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応性物質に曝す工程と、
　－検出を表示するため、所定の時間中に、所定の温度で前記スライド上の成分を順次適
切な流体物質または反応性物質に曝す工程と、
を含むことを特徴とする方法。
【請求項１２】
　所定の時間中に前記スライドの表面上の成分を適切な流体物質もしくは反応性物質また
は任意の一連の適切な流体反応性物質に曝すための、請求項１乃至１０の何れか１項に記
載のデバイスの使用において、次の操作：
　ｉ．組織化学法
　ｉｉ．細胞化学法
　ｉｉｉ．免疫組織化学法
　ｉｖ．免疫細胞化学法
　ｖ．免疫組織蛍光法
　ｖｉ．免疫細胞蛍光法
　ｖｉｉ．ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション法
　ｖｉｉｉ．蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション法
　ｉｘ．抗原賦活化法
　ｘ．エピトープ賦活化法
　ｘｉ．熱誘導抗原賦活化法
　ｘｉｉ．熱誘導エピトープ賦活化法
　ｘｉｉｉ．パラフィン溶解法またはエッチング法
　ｘｉｖ．染色法
の少なくとも１つを含むことを特徴とする使用。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　最近の腫瘍学において、バイオマーカー分析は、癌診断および予後に不可欠な手段であ
る。免疫組織化学（ＩＨＣ）は、臨床検査室で組織の日常的な病理検査を行う時に重要な
癌バイオマーカー分析手段として使用されてきた。ＩＨＣは、アメリカ食品医薬局（Ｆｏ
ｏｄ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）のような多くの地方機関およ
び国際機関により認可された、組織標本のバイオマーカー分析を行う方法である。一般的
に、特定のバイオマーカー（実際上は抗原である）は、標的バイオマーカーに対する親和
性を有する特異的一次抗体を用いて探索される。後で、標識を結合させており、一次抗体
に対する親和性を有する特異的二次抗体が特異的標識に使用される。この標識は、一般的
に、蛍光マーカーまたは有色マーカーであり、蛍光の場合、その方法は、免疫組織蛍光（
ＩＨＦ）と称される。
【技術分野】
【０００２】
　他方、ＩＨＣおよびＩＨＦは、試料組織に直接適用することはできず、幾つかの前処理
段階が必要である。前処理は、固定工程から開始するが、ここでは患者から採取した疑わ
しい組織学的試料に、まず、組織内のタンパク質および抗原、ならびに組織の形態を保存
する処理を施す。多くの固定法が存在するが、一般的に、固定工程は、液体窒素の使用を
含む非常に急速な冷却工程である凍結固定、またはホルムアルデヒド固定のいずれかによ
り行われる。後で、組織を薄片（４μｍ～１０μｍ）に薄切するミクロトーム法で組織を
処理し、標準的なスライドガラス上に固定化する。その後、比較的長く保存するために、
凍結固定（ＣＦ）組織切片は凍結しておくが、ホルムアルデヒド固定組織はパラフィンワ
ックス層により保存される。後者は、「ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）」組
織切片と称される。固定工程の後、凍結固定組織は、周囲温度に戻した後、ＩＨＣ法を直
接行うことができるが、ＦＦＰＥ組織は、さらに幾つかの処理を必要とする。これらには
、パラフィンの化学的除去および抗原賦活化１と称される別の工程が含まれる。抗原賦活
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化工程は、加熱や酵素反応を含む様々な手段を使用して、ホルムアルデヒドで架橋された
抗原を回復するのに役立つ。
１抗原賦活化は、多くの資料で「エピトープ賦活化」とも称されている。さらに、抗原賦
活化中に試料の加熱が含まれる場合、それは、熱誘導抗原賦活化または熱による抗原賦活
化と称されることもある。
【０００３】
　検査室での手動処理の他に、この方法の重要性および日常的な診断の必要性から、ＩＨ
Ｃ法を自動化するために市販の組織処理装置の開発が行われてきた。これらの機器は、抗
原賦活化から染色まで組織切片の処理を行うことができ、それらは診断および予後のため
に臨床検査室で日常的に使用される。従来の機器では、工程時間は３時間～２４時間であ
り、それらは一般的に複数のスライドを処理することができる。
【０００４】
長い工程所要時間
　既存の組織処理装置は、技術の進歩というよりむしろ、ある一定の程度までスループッ
トおよび再現性を向上させるために手動の方法を自動化および並列処理しているに過ぎな
いと言える。目下の問題の１つは、処理サイクルの所要時間が長いことである。一般的に
、この方法は終夜行われ、処理、染色された組織は翌日にならないと得ることができない
。このように所要時間が長く、外科的介入中に分析を完了することができないため、これ
は現在のＩＨＣ法の大きな障害となっている。しかし、介入中にＩＨＣを完了することが
できれば、ＩＨＣの結果を直ちに使用することにより外科的処置プロトコルを微調整する
ことができる。非常に重要な例の１つは、癌診断およびその後の治療工程である。患者が
癌と診断された場合、通常の処置では、一般的に、疑わしい組織の組織生検を実施する。
次いで、これらの試料のＩＨＣ分析を行い、癌の疑いが真であるかどうか調べる。答えが
イエスの場合、２回目の手術を行い、身体から全ての腫瘍を除去するが、生きた癌細胞が
１個でもあると増殖して再度腫瘍になり得るため、これは重要な工程である。残念ながら
、現在まで、腫瘍を完全に除去することが立証された方法はない。従って、時折、患者は
、残存し得るこれらの細胞を除去するために、追加の手術または化学療法を必要とするこ
とがある。数えると、手術の回数は１回～３回となり、それにより患者のリスク、費用お
よび不安、ならびに、医師の時間および手術室の利用可能性などの医療資源の著しい損失
が増加する。
【０００５】
　術中と称される処理の公式な時間は２０分未満である。現在まで、ＩＨＣに必要な時間
を短縮するＩＨＣシステムは１つしか紹介されなかった。この技術は、「波動（ｔｈｅ　
ｗａｖｅ）」機構と称される現象に基づいており、隣接する２枚のスライドの「波状の」
ヒンジ運動を採用し、その１枚は組織薄片を有する（ＰＣＴ／米国特許出願公開第２００
６／０１５０２０号明細書および国際公開第２００６／１１６０３７号パンフレット）。
この方法は、凍結固定されたスライドの染色時間を１５分に短縮することができ、従って
、術中と称することができる。他方、これらの１５分には、固定、観察および画像化時間
が含まれず、その場合、決定を行うために、これらは少なくともさらに約１５分を必要と
する可能性があり、それは術中の条件を超える。従って、全ＩＨＣ法を「術中」とするた
めには、染色プロトコル所要時間を５分未満に短縮しなければならない。さらに、凍結固
定組織の処理の方が容易であるが、幾つかの理由で、ＦＦＰＥ組織の方が一般的である。
まず、凍結固定法では、装置を必要とするため、組織の保存および保管により多くの費用
がかかる。より顕著には、凍結固定組織は、ＦＦＰＥ組織よりも偽陰性または偽陽性を示
すことが多い。従って、ＦＦＰＥの方が好都合であるが、凍結固定の方が速く結果を得る
ことができる。「波動」機構を使用するＦＦＰＥ組織切片について報告された処理時間は
７０分であり、従来の自動組織処理装置の処理時間に近い時間となっている。
【０００６】
定量分析における限られた正確度
　術中の態様の他に、特定のアッセイを行う時に必要な免疫組織化学により得られるシグ
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ナルの程度を使用する定量的なバイオマーカー発現分析を必要とする事例を扱う場合、現
在までどの技術を用いても、得られる結果の正確度は限られている。従来の方法では、こ
のような半定量分析を必要とする事例の最大２０％で不明瞭な結果が得られることがあり
、免疫組織化学だけを使用して最終的な診断結果を得ることはできない。従って、現在の
標準では、最終的な診断結果を得るために、その後にこれらの事例の遺伝分析（ｉｎ　ｓ
ｉｔｕハイブリダイゼーション）を行うため、診断法にかなりの費用と時間（数日）が嵩
む。
【０００７】
　定量的な免疫組織化学的分析の不正確さは、免疫組織化学的シグナルの強度に起因し、
それは、非特異的結合反応、ならびに組織変性の予測不能な影響、組織固定、パラフィン
包埋、および熱誘発エピトープ賦活化におけるばらつきのため、必ずしも抗原発現の程度
に比例しない。従来のＩＨＣは、マクロスケールの操作であり、バイオ試薬への表面抗原
の均一な曝露および結果の再現性を達成するために３０分～数時間の範囲の反応時間を要
する。これは、長い拡散時間、試薬の制御および投与における精度の欠如、ならびに遅い
流体交換速度に起因する。さらに、アッセイ時間や抗体曝露時間が長いため、抗体の顕著
な吸着および非特異的結合が起こる可能性があり、このため、得られる免疫組織化学的シ
グナルはもはや組織上の標的バイオマーカー濃度の一次関数とならない。これらの定性的
バイオマーカー発現レベルの評価は、病理学者の解釈や経験によって変わることが多かっ
た。
【０００８】
　しかし、バイオマーカー発現レベルと免疫組織化学的シグナルとの比例関係を確保でき
れば、免疫組織化学的シグナルは定量的になり、陽性試料と陰性試料との区別をずっと高
い正確度で行うことができる。
【０００９】
　実際上、標的抗原とイムノアッセイにより得られるシグナルとの間にこのように比例関
係がないのは、一般的に、診断免疫組織化学または免疫組織化学だけに特有なことではな
い。この問題は、固定化された標的が表面に存在し、この標的に１種以上の検出試薬が、
検出試薬の拡散速度により制限された速度で結合する全ての状況で存在する。これらには
、免疫細胞化学、ＤＮＡハイブリダイゼーション、ＲＮＡ定量化、アプタマーおよびオリ
ゴマープローブを挙げることができるが、これらに限定されるものではない。さらに、立
体障害機構もこのように比例関係がないことの一因となり得、最終的な定量的アッセイを
損なう。
【００１０】
インフラストラクチャー、装置および熟練した職員に対する投資の必要性
　最新式の自動装置には、工程所要時間が長く正確度が限られているという本質的な問題
に加えて、他の幾つかの欠点がある。最近の市販の自動ＩＨＣは、嵩張り、実験台に組み
込まれて供給されるかまたは実験台上に載置される。従って、それらは持ち運び可能で手
持ち式であるのとは程遠い。持ち運び可能であることは、例えば、術中動作の要件ではな
いが、これにより、検査室環境または電気がない遠隔地でも利用し易くなる。
【００１１】
　一般的に、低予算のクリニックや遠隔地にあるクリニックには、このような種類の診断
を行うのに必要なインフラストラクチャー、装置および専門的技術がない。実際上、規模
の小さいクリニックには、このような検査室の設置および維持は非常に費用がかかり、イ
ンフラストラクチャーおよび装置に約１Ｍ　ＣＨＦの投資、ならびに熟練した職員に毎年
３００Ｋ　ＣＨＦ超が必要となる。従って、免疫組織化学を行うことができる検査室を設
置するのに必要な投資は、世界中の多くの患者がこの診断技術を利用できるようにするこ
とを妨げる大きな障害の１つとなっている。
【００１２】
　最新式の装置に左右される検査室の現在の構造によって生じる他の大きな障害の１つは
カスタム化の問題であり、これは、特に、新しいバイオマーカーの発見や関連する研究の
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ために使用する際に出現する。既存の大規模な診断装置を新しく発見された分子やバイオ
マーカーに使用できるようにするのには費用も時間もかかる。これは、研究及び発見に必
要な柔軟性と、中央診断検査室が必要とする並列処理やスループットの程度との矛盾に起
因する。さらに、中央施設は、現在の診断作業で多忙である、またはこのようなカスタム
化が後の再現性に影響を及ぼし得るという理由で、このようなカスタム化に反対する。従
って、免疫組織化学を含む研究作業は、一般的に手動で行われる。しかし、結果や再現性
の要件を検証するのに多くの試行が必要な場合、このような研究を手動で行うのに必要な
全時間は数年にわたる可能性があり、バイオマーカー発見の全研究開発費用に大きな影響
を及ぼし得る。
【００１３】
　従来技術は、（ａ）ＩＨＣを行うラボオンチップ（Ｌａｂ－ｏｎ－ａ－ｃｈｉｐ）デバ
イス、（ｂ）工程時間を短縮する前述の自動マクロＩＨＣ処理装置、および（ｃ）類似の
マイクロ流体設計を有する他の用途用に製造されたラボオンチップデバイスの３つの異な
る項で要約することができる。ここで、これらを要約し、性能指数に関して比較を行う。
【００１４】
ＩＨＣを行うラボオンチップデバイス
　現在まで、拡散時間の短縮および流体交換制御の改善により有利となり得る、従来のＩ
ＨＣの特定の態様を改良するためのマイクロ流体ＩＨＣ法が幾つかあった。これらには全
分析時間の短縮を目的とするものもあれば、比較的高い抗体希釈度で、空間的に離れた位
置にある異なる標的バイオマーカーを探索するために複数の平行な小さいチャネルを使用
して多重ＩＨＣを行うことを目的とするものもある。しかし、これらの研究のいずれにお
いも、マイクロ流体法により、定量分析の正確度が向上し、このような分析によって得ら
れる不明瞭な診断結果が減少することは示唆されなかった。
【００１５】
　本発明者らは、結果が得られるまでの時間を短縮するために、ＩＨＣ用に設計された幾
つかのラボオンチップデバイスを開示した。比較的速い組織分析（従来の２時間に対して
２０分）を可能にするＰＤＭＳ製の第１世代ＬＯＣを示した［Ｖ．Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ－
Ｍｏｒｅｉｒａ　ｅｔ．ａｌ．Ａｎａｌｙｓｔ，ｎｏ：１３５，ｐｐ．４２－５２，２０
１０］。残念ながら、このデバイスは、分析速度および検出面積が限られていることが分
かった。このシステムは高圧を保つことができず、そのため、最大動作体積流量は約５０
ｎＬ／ｓであった。システムの厄介な組み立てや分解（手動での一体化）のため、分析時
間およびデッドボリュームが顕著に増加した。また、組織薄片の一部（表面の数１０％未
満）しか曝露することができず、それによりＴＳ検出面積が限定された。
【００１６】
　後に、ＰＤＭＳで再度製造され、面積を増加し、インキュベーション時間を３．５分に
短縮する第２世代デバイスを示した（Ａ．Ｔ．Ｃｉｆｔｌｉｋ　ｅｔ．ａｌ．，Ｐｒｏｃ
．ｏｆ　１４ｔｈ　Ｉｎｔ．Ｃｏｎｆ．ｏｎ　Ｍｉｎｉａｔｕｒｉｚｅｄ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ　ｆｏｒ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（ｍｉｃｒｏＴ
ＡＳ　’１０），ｐｐ．６９９－７０１，Ｏｃｔｏｂｅｒ　２０１０）。他方、このデバ
イスには、定量分析の正確度およびその低コストでの製品化を大きく損なう幾つかの問題
があった。低い正確度は、チャンバ内で起こる最終的な抗原－抗体反応が拡散によって制
御されることに起因し、それにより時間分解蛍光の使用も不可欠となる。チャンバおよび
それに接続されたマイクロ流体チャネルの断面構造は、図１に示す構造を形成する。断面
で、チャンバは幅広で浅い長方形であり、組織切片は幅広の底部側を形成する。マイクロ
流体チャネルは高さ約５０μｍの管であり、これらのチャネルは、組織切片の反対側にあ
る幅広の上部側に比較的近い右手側および左手側の浅い縁部でチャンバに接続されている
。このような設計では、浅い側にあり、幅広の上縁部に比較的近いところに画定された入
口と出口を使用することにより流体の流れが生じる場合、流体の流れの大きさが顕著なの
は上面の周囲だけであり、組織切片の周囲ではずっと小さい。従って、組織表面へのＩＨ
Ｃプロトコル試薬の輸送は、依然として、上面からの分子の遅い直交流拡散に大きく依存
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する。さらに、この設計のため、チャンバの高さは常にマイクロ流体チャネルの高さより
高くなければならず、この条件は抗体の輸送における拡散の制限的役割をさらに一層顕著
にする。この従来の設計では、チャンバを２５０μｍ未満にすることができず、高さ５０
μｍのチャンバと比較して拡散時間が２５倍長くなる（段落００２９参照）。より顕著に
は、組織表面へのプロトコル試薬の輸送は遅い拡散によって制限されるため、得られるシ
グナルと組織表面での抗原の発現の程度との比例関係が損なわれ、それにより免疫組織化
学的シグナルの定量的な評価の成功が不可能となる。
【００１７】
　拡散により制限されるこのようなシステム（段落００１６および引用文献に記載）に短
いインキュベーション時間を使用することは、先端の画像化装置および材料を使用する場
合しか可能でなかった。拡散時間がこのように長いため、プロトコルに短い試薬インキュ
ベーション時間を使用すると、一次抗体および二次抗体の極一部しか組織切片表面に達す
ることができず、時間分解蛍光でしかこのような低いシグナルを検出することができなか
った。時間分解蛍光は、励起後にかなり長時間発光し続けることができる特殊な時間分解
マーカーで標識された抗体（ランタニド）を使用することにより、重複しない複数の時間
帯に蛍光体の励起および発光の記録を行う、先端の画像法である。励起および発光プロセ
スの時間多重化により、組織および周囲物質に起因する自家蛍光バックグラウンドシグナ
ルが大部分なくなり、組織に結合した極少量の（一次および二次）抗体を容易に検出する
ことができる。標準的な蛍光画像化装置および市販の蛍光体を使用しても、このシグナル
を検出することはできないであろう。それにもかかわらず、時間分解マーカー（ランタニ
ド）用の蛍光体と鏡検装置は両方とも非常に高価であり、標準的ではなく、マーカーで標
識された診断用抗体は市販されていない。そのため、時間分解鏡検法の必要性が、このデ
バイスの低コストでの商品化の成功を妨げる別の障害となっており、従って、デバイスは
、蛍光体および色原体のような標準的染色試薬を使用しても動作することができない。
【００１８】
　前述の設計（段落００１６～００１７および引用文献）に関連する問題の他に、ＰＤＭ
Ｓを構造材料として使用することによる幾つかの欠点もある。ＰＤＭＳはヤング率が比較
的低いため、チャネルは、比較的高い流体圧がかかると大きく変形し易い。即ち、プロト
コルに含まれる圧力および流量が変わると流動特性が変化し得る。さらに、この従来の設
計では、一体化される組織切片スライドの封止は、下にある入口／出口マイクロチャネル
の壁を形成するＰＤＭＳを使用して行われる。ここでも、ＰＤＭＳのヤング率が低いため
、組織スライドの封止の向上に必要な力により、これらのチャネルが閉塞されてデバイス
の動作が不可能になる程度まで、これらのチャネルは容易に変形し得る。チャネルが容易
に変形することによりこのように設計寸法および流量のばらつきが生じ、得られるＩＨＣ
シグナルのばらつきを招くおそれがあり、診断に使用される場合、結果の再現性が大きく
損なわれるおそれがある。さらに、ＰＤＭＳの熱特性のため７０℃を超える温度を使用す
ることができず、ＰＤＭＳは、ＩＨＣプロトコルに含まれ得る多くの試薬、ラインキシレ
ンと化学的な適合性がない。このデバイスの別の欠点は、デバイスが非標準的な組織切片
スライド形状しか受け入れないことであり、それは、診断デバイスとしてのこの構造の製
品化に際するカスタム化の問題、従って費用の問題となる。
【００１９】
　結論として、段落００１６～００１８に記載したシステムは、免疫組織化学的アッセイ
のプロトコル時間を改善するに過ぎず、これは、必要な材料およびインフラストラクチャ
ーに関して費用がかかり、ほとんど利用不可能な方法である時間分解蛍光を使用するとい
う代償を払って行われる。さらに、アッセイ時間の最小化は、組織表面への試薬の輸送が
拡散によって制御されることをなくすものではなく、このシステムで行うことができる定
量分析を行う能力は従来の状況と変わらず、組織バイオマーカーの定量化は可能ではない
。最後に大切なことを述べるが、このシステムはヤング率が低いことから、システムを形
成するマイクロ流体構造が変形し得るため、再現性が大きく損なわれる。
【００２０】
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　文献に示されている別の方法は、空間的に異なる位置にある異なるマーカーを探索する
ための複数の小さいチャネルを有する、いわゆる多重化マイクロ流体ＩＨＣである（ＭＭ
ＩＨＣ）プラットフォームである（Ｍ．Ｓ．Ｋｉｍ　ｅｔ．ａｌ，Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａ
ｌｓ，Ｖｏｌ：３２，Ｉｓｓ：５，ｐｐ．１３９６－１４０３，２０１１、およびＭ．Ｓ
．Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．ＰＬｏＳ　ＯＮＥ，ｖｏｌ：５（５）：ｐｐ．ｅ１０４４１，２
０１０）。９０分の応答時間を有するため、このデバイスは依然として、自動ＩＨＣ処理
装置の応答時間の時間範囲にある。さらに、このデバイスが染色し得るのはＴＳ面積の約
１．５％であり、それはこの方法の一般化に関する欠点となっている。著者らは、乳癌の
特定の事例に関して、この小さい面積についても、全部染色されたＴＳと約８５％の相関
があることを示したが、十分な相関を達成することはできない。また、それぞれの異なる
事例についてこの相関試験を実施するのは厄介な作業である。他方、著者らは、一次抗体
濃度を１０倍低くすることができることを示したが、それは高価な抗体の消費を削減する
ために重要な工程である。
【００２１】
工程時間を短縮する市販の自動マクロＩＨＣ処理装置
　前述したように、上市されている処理装置でＩＨＣ工程時間が短いのは、「波動」シス
テム（ＰＣＴ／ＵＳ２００６／０１５０２０号明細書および国際公開第２００６／１１６
０３７号）だけである。この技術は、「波動」機構と称される現象に基づいており、隣接
する２枚のスライドの「波状の」ヒンジ運動を採用し、その一方が組織薄片を有する（Ｃ
ｅｌｅｒｕｓ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）。それは、凍結固定されたスライドの染色時間
を１５分に短縮することができ、従って、術中と称することができる。他方、これらの１
５分には、固定、観察および画像化時間は含まれず、決定を行うために、これらはさらに
少なくとも約１５分を要し得、それは術中の条件を超える。
【００２２】
類似のマイクロ流体設計を有する他の用途用に製造されたラボオンチップデバイス
　標本が固定化されているスライドを受け入れる、縦穴をベースにするデバイスが文献に
記載されている。Ｍｃｎｅｅｌｙら（ＰＣＴ／ＵＳ２００２／０７１１３号明細書および
国際公開第２００２／０７２２６４号）は、ＤＮＡマイクロアレイ処理用に製造されたこ
のようなデバイスを紹介した。ＩＨＣに必要とされるような面積の広いチャンバではなく
、このＤＮＡマイクロアレイ処理デバイスは、ＤＮＡマイクロアレイの要素が存在する小
さい場所それぞれに試薬を送達するための複数の縦穴と網目状のマイクロ流体チャネルと
を有する。組織または細胞単層の特定の箇所を染色するために非常に小さい場所（対角線
で約１００ｕｍ）に縦方向のマイクロ流体穴が配置されている、「マイクロ流体プローブ
」と称される類似のデバイスも開示され（Ａ．Ｑｕｅｖａｌ　ｅｔ．ａｌ．Ｌａｂ　Ｃｈ
ｉｐ，ｖｏｌ：１０，ｐｐ．３２６－３３４，２０１０ならびに特許文献ＰＣＴ／ＩＢ２
０１０／０５２０１８および国際公開第２０１０／１２８４８３号）、このプローブヘッ
ドは空間的に移動させることができる。Ｄｅｌａｍａｒｃｈｅらによる別の特許（ＰＣＴ
／ＩＢ２００３／００５３５０および国際公開第２００４／０５０２４６号）では、表面
上で液体を流動させるデバイスが紹介されたが、ここでは縦穴およびスペーサを使用して
表面にチャンバが形成されている。
【００２３】
　類似の方法で製造されたその他のＤＮＡハイブリダイゼーション（米国特許出願公開第
２００６／０００３４４０号明細書）および配列決定デバイス（ＰＣＴ／ＵＳ２０１０／
０４７３９２号明細書および国際公開第２０１１／０２６１３６号）も存在し、ここでは
、それらはまた、ＤＮＡが固定化されているマイクロ流体チャネルに接続する縦穴からな
っている。Ａｄｅｙ（ＰＣＴ／ＵＳ０２／２４６１６号明細書および国際公開第２００３
／０１５９２２号）は、用途に応じてチャンバ高さが変えられるように柔軟な可撓性の膜
を備えるＤＮＡおよびＲＮＡプロセシング用の小容量チャンバを有する別のデバイスを記
載した。Ｋｉｍら（ＰＣＴ／ＵＳ２００８／０７４８６５号明細書および国際公開第２０
０９／０２９８４５号）はまた、半円形の入口穴および三角形の形状の出口穴の均一な分
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布を有する面積の広いマイクロ流体工学用デバイスを記載している。
【００２４】
　縦方向のマイクロ流体穴を用いた研究の中で、高耐圧性を有し、非常に短時間で動作す
る、面積が広く試薬を均一に分配するデバイスは開示されなかった。上記デバイスおよび
研究のいずれにおいても、マイクロ流体法により、固定化された標的の定量分析の正確度
が向上し、このような分析によって得られる不明瞭な結果が減少することは示唆されなか
った。さらに、チップ上で一次抗体インキュベーションしか行わないＭＭＩＨＣの場合の
ような半手動のラボオンチップＩＨＣ処理装置は、ある一定の割合のＴＳしか染色できな
いか、または高い試薬費用がかかる。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】図１は、チャンバとそれに接続されたマイクロ流体チャネルとを有する従来技術
のデバイスの断面構造を示す図である。
【図２】図２は、マイクロ流体アクセス穴を有する本発明のデバイスの断面図である。
【図３】図３は、最上層に形成された、分布した網状チャネルおよびマイクロ流体アクセ
ス穴配置の上面図である。
【図４】図４は、網状チャネルが分布した組織チャンバ内の対流の有限要素法（ＦＥＭ）
によるシミュレーションを示す図である。
【図５】図５は、アダプタとチップとから構成されている、一体化されたデバイスの断面
である。
【図６】図６は、マイクロ流体デバイスの製造方法を示す図である。
【図７】図７ａは、加工およびダイシング後のデバイスの最上層のマイクロ流体チャネル
を示す図である。図７ｂは、デバイスの底部側にある、マイクロ流体アクセス穴とＯ－リ
ングが配置されている切り欠きとを示す図である。図７ｃは、一体化システムへの標準的
な組織スライドの組み込みを示す図である。図７ｄは、組織チャンバが形成されている一
体化システムを示す図である。
【図８】図８ａは、試薬濃度の対数プロットを示す図である。図８ｂは、１－試薬濃度の
対数プロットを示す図である。図８ｃは、チャンバの入口、中央、および出口の周囲に配
置された異なる組織チャンバ領域の濃度応答を示す図である。図８ｄは、充填された状態
のチャンバのピクセルヒストグラムを示す図である。
【図９】図９ａは、ＨＥＲ２／ｎｅｕ陽性組織薄片に関する、一次抗体および二次抗体の
様々なインキュベーション時間（ｔｉｎｃ）について得られた蛍光強度を示す図である。
図９ｂは、インキュベーション時間に対するシグナル対バックグラウンド比（ＳＢＲ）を
示す図である。図９ｃは、追加のインキュベーション時間当たりのＳＢＲの変化率を示す
図である。図９ｄは、標的抗原を発現する同じ組織薄片上の異なる領域について算出され
たシグナル値のレベルの変動係数（ＣＶ）に関する試験を示す図である。
【図１０】図１０ａは、ＤＡＰＩが結合した核の対比染色を表す青色のチャネルを示す図
である。図１０ｂは、モノクローナルウサギ抗ヒト一次抗体により検出され、赤色のチャ
ネルに示されているＡｌｅｘａ－Ｆｌｕｏｒ　５９４標識ヤギ－抗ウサギポリクローナル
ＩｇＧ二次抗体により視覚化されたＨＥＲ２／ｎｅｕを示す図である。図１０ｃは、モノ
クローナルマウス抗ヒト一次抗体（Ｃｌｏｎｅ　６Ｆ１１）により検出され、緑色のチャ
ネルで示されているＡｌｅｘａ－Ｆｌｕｏｒ　６４７標識ヤギ抗マウスポリクローナルＩ
ｇＧ二次抗体により視覚化されたエストロゲン受容体（ＥＲ）を示す図である。図１０ｄ
は、３つのチャネルを一緒に示す図である。
【図１１】図１１は、従来のＩＨＣとＭＴＰ－ＩＨＣとの診断結果の比較を示す図である
。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　本発明は、特許請求の範囲に記載のデバイスおよび方法に関する。
【００２７】
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　それは、特に、臨床免疫組織化学において正確なバイオマーカー検出を行うためのマイ
クロ流体組織処理装置（ＭＴＰ）に言及する。乳癌組織薄片を有する標準的な顕微鏡スラ
イドをガラス／シリコン微細機械加工構造と共にクランプすることにより、面積が大きく
（２５６ｍｍ２）浅い（＜１００μｍ）チャンバが形成され、その構造には、組織薄片を
イムノアッセイバイオ試薬に迅速かつ均一に曝露するためのアクセス穴が設けられている
。マイクロ流体流動パターンと、チャンバを浅くして縦方向の拡散長さ小さくすることと
を組み合わせることにより、２分という短いバイオ試薬インキュベーション時間の使用が
可能となる。このため、表面の標的量と得られるシグナルとの比例関係を維持することに
より正確な定量分析が可能となった。
【００２８】
マイクロ流体デバイス設計
　組織切片が固定化されている単なる標準的な顕微鏡スライドである組織スライド（ＴＳ
）をマイクロ流体チャネルに迅速に組み立てることは極めて重要であるが、その理由は全
アッセイ時間が重要なパラメータとなるからである。迅速な組み立ての他に、ＴＳしか変
える必要がなく、他の態様（マイクロ流体回路）は変えないシステムが考えられる。図２
は、（ａ）流入および流出用に組織チャンバの縁部に沿って、ならびに（ｂ）流入用にチ
ャンバの中心に、および流出用にチャンバの縁部に配置されているマイクロ流体アクセス
穴を有するデバイスの断面図を示す。デバイスは、マイクロ流体最上層を使用して、ＴＳ
に送達される流体の案内および事前調整を行うための横方向のマイクロ流体チャネルと、
Ｏ－リングを使用してマイクロ流体チャネルデバイス部分にＴＳを封止することにより形
成される薄いチャンバに到達するための縦方向のマイクロ流体アクセス穴とを有する。
【００２９】
　側方からチャンバに直接到達する前述のシステム（段落００１６～００１９参照）とは
異なり、これらのマイクロ流体チャネルは、縦方向のマイクロ流体アクセス穴により組織
チャンバに接続されている。この配置により、組織チャンバの構成および構造とは無関係
な最上層マイクロ流体チャネルパラメータ（厚み、構造、圧力保持能力等）の調節が可能
となる。組織チャンバの圧力保持能力もアッセイ時間の決定要因となるため、マイクロ流
体チャンバとＴＳとの封止は非常に重要である。ここで、封止は、ポリジメチルシロキサ
ン（ＰＤＭＳ）成形物を使用するカスタム化されたＯ－リングで行われた。この設計で、
印加される封止力はチャンバ厚みおよびチャンバ自体の圧力保持能力にしか影響を及ぼさ
ず、この封止機構はマイクロ流体システムの他の部分から機械的に切り離されている。
【００３０】
　さらに、この設計により、チャンバ高さを以前のシステム（段落００１６～００１９参
照）よりずっと低くすることが可能となる。特に、組織チャンバの高さは、Ｏ－リング切
り欠きに対するＯ－リングの厚みの選択およびまたＴＳに印加される封止力だけで決定さ
れる。実際上、比較的大きい抗体分子の遅い拡散に左右される、ＩＨＣ法に使用される試
薬のインキュベーション時間にチャンバの厚みが直接影響を及ぼすため、チャンバの厚み
は重要なパラメータとなる。デバイスがＴＳと一体化されると、厚み５０μｍ～１００μ
ｍの組織チャンバが形成される。マウス抗ヒトＩｇＧ分子のような一般的に使用されてい
る抗体について、１分のインキュベーション時間には１００μｍ未満のチャンバ高さでよ
いと算出された。他方、チャンバ高さを５０μｍ未満に低減することは可能であるが、高
圧での充填および洗浄サイクル中にＴＳから組織の剥離が起こり、全流動所要時間が増加
するおそれがある。
【００３１】
　主な輸送機構を拡散から移流に移行させるためには、このような浅い流体チャンバを形
成できることが重要である。チャンバ内での試薬の主要な輸送機構を変更することは、反
応が拡散によって制御されることを防ぐのに重要であり、反応が拡散によって制御される
と固定化された標的の比例染色が損なわれ、定量分析が不正確になる。最小限のチャンバ
高さだけでなくマイクロ流体アクセス穴設計も、図２に示すような一体化されたＴＳの表
面に流体の流れを向けることにより正確な定量化に寄与する。このように流体の流れを向
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けることにより、移流によって行われる組織表面への試薬の輸送が可能となり、反応によ
って制御される状態（ｒｅｇｉｍｅ）で免疫組織化学的反応が起こり得る。
【００３２】
　デバイスの使用可能な染色面積を１００％に増加させるために、１６ｍｍ×１６ｍｍの
寸法を有する大きいチャンバを実現しなければならない。組織の各部分に単位時間当たり
等量の試薬および洗浄溶液を送達するためには、このようなチャンバ内に流体を均一に分
配することが重要である。従って、チャンバ全体で流量を均等化する、分布したマイクロ
流体チャネル網状構造を採用した。図３は、最上層に形成された、分布した網状チャネル
およびマイクロ流体アクセス穴配置の上面図を示す。マイクロ流体アクセス穴の配置は、
チャンバ内での試薬の均一な分配の実現を目的とする。他方、分布したマイクロ流体チャ
ネル網状構造により、確実に、試薬が組織チャンバ全体に均等に送達される。原則として
、チャンバ、マイクロ流体チャネルおよび穴の配置のサイズを相応に変更することにより
、チャンバ面積を２５ｍｍ×５０ｍｍに増大することができる。
【００３３】
　図４は、チャンバ高さ５０μｍ（ＣＯＭＳＯＬ（登録商標）Ｍｕｌｔｉｐｈｙｓｉｃｓ
）、流量１０μＬ／ｓでの、網状チャネルが分布した組織チャンバ内の対流の有限要素法
（ＦＥＭ）によるシミュレーションを示す。このシミュレーションから、バッファー洗浄
の２．５秒後に、最低の場合、以前の試薬の達成濃度はその初期濃度の１０－１２しかな
いことが示唆される。従って、何桁も高い洗浄および充填時間を必要とする無駄な（ｄｅ
ａｄ）表面位置がないと考えられる。分布した網状のチャネルが、図４にＦＥＭシミュレ
ーションにより示されるように有効に機能するのは、２次元と見なされるほど十分薄い組
織チャンバと組み合わせられる場合だけである。以前の研究で、類似のマイクロ流体チャ
ネル網状構造（段落００１６～００１９および図１参照）が示されたが、それらの断面構
造は、移流によりＴＳ表面に直接試薬が供給されることを妨げた。即ち、試薬は、組織表
面の位置と反対側にあるチャンバの最上面に送達され、組織表面への試薬の輸送は完全に
拡散に支配された。対照的に、機械的に切り離された組織チャンバと、マイクロ流体アク
セス穴を介してチャンバに接続されたマイクロ流体チャネル網とを有する本デバイスは、
シミュレートされた移流輸送の利点を全て示す（段落００３７～００３８および図８参照
）。
【００３４】
　一体化されたデバイスの断面を図５に示し、そこでは、システムは一体化を容易にする
ためのマクロ機械加工されたアダプタと、マイクロ流体工学および組織染色用の微細機械
加工されたチップとから構成されている。マイクロ流体デバイスは、アダプタ部分と永久
的に一体化されているが、ＴＳだけは分析毎に組み立ておよび分解を行う。この構成は、
標準的な市販の流体アダプタを用いてマイクロ流体デバイスを利用するために必要である
。さらに、このように外部の配管を一体化することにより、２００ｂａｒ超の流体圧の利
用が可能となる。
【００３５】
　試薬間の相互汚染を生じることなく逐次的処理を行うことができるシステムは、生物医
学的染色プロトコルを高信頼性で実現するために極めて重要である。本発明の場合、各標
的について３種類の試薬を用いたＩＨＣアッセイが必要である。この目的のために、マイ
クロ流体入口路をアダプタ構造内に形成したが、それは市販の一方向逆止弁を併せ持つこ
ともできる。これらの逆止弁は、相互汚染、並びにＴＳの組み立ておよび分解中の外部流
体システムの閉塞の防止に極めて重要である。動作中、必要な試薬のシリンジに圧力を印
加し、それにより対応する逆止弁が開放し、組織チャンバ内に流体が放出されるが、他の
シリンジは、非加圧状態、従って、組織チャンバから封止された状態に保たれる。取り替
える毎に外部マイクロ流体システムの大きいデッドボリュームを再充填するということが
防止されるため、このような一体化によりスループットも改善される。他方、小型化され
た逆止弁をデバイスに組み込むと、デッドボリュームおよび流動時間をさらに低減するこ
とができる。
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【００３６】
微細加工
　本発明では、マイクロ流体デバイスは、より高い精密さおよび破壊圧力を達成するため
に、図６に示されるように、マイクロ流体溝の多段階深掘り反応性イオンエッチング（Ｄ
ＲＩＥ）を行った後、Ｐａｒｙｌｅｎｅ－Ｃが塗工されたＰｙｒｅｘウエハと結合させる
ことにより製造される。１）２．５μｍの湿潤酸化膜（ｗｅｔ　ｏｘｉｄｅ）を有する４
インチのシリコンウエハを出発点とした。２）次いで、５μｍのＡＺ９２６０フォトレジ
ストをスピンコートし、ＤＮＣマスクを被せて露光し、現像してチャネルを形成した。下
にある酸化物をＲＩＥ（Ａｌｃａｔｅｌ　６０１Ｅ）でエッチングした。３）レジストを
剥離し、５μｍのＡＺ９２６０フォトレジスト（ＭｉｃｒｏＣｈｅｍｉｃａｌｓ　Ｇｍｂ
Ｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）およびチャンバマスクを使用して追加のリソグラフィー工程を実施
した。リソグラフィー後、前面を２段階でＤＲＩＥエッチングする（Ａｌｃａｔｅｌ　６
０１Ｅ）。これは、チャネルおよびチャンバを異なる高さに形成するために行う。まず、
チャンバを深さ１００μｍにエッチングし、レジストを剥離した。４）レジストを剥離し
た後、第一段階でパターニングされた硬質マスクを介してチャネルをエッチングした。エ
ッチング深さは、設計に応じて、５０から２００μｍまで様々であった。５）後で、この
ウエハを、２μｍのｐａｒｙｌｅｎｅが塗工されたＰｙｒｅｘウエハに低応力ｐａｒｙｌ
ｅｎｅ－Ｃ結合法で結合させる。この工程にアノード結合も使用できるが、これにより比
較的高い応力および亀裂が生じ得ることに留意されたい。６）結合後、結合した積層体に
、シリコン側から厚み８μｍのＡＺ９２６０レジストを用いて追加のリソグラフィー工程
を適用した。後で、チャンバに達するまでＤＲＩＥをもう一段階行うが、それは、Ｏ－リ
ングを取り付けるための切り欠きを形成するのにも使用された。最後に、レジストを剥離
する。ウエハをダイシングすることにより加工は完了する。図７（ａ）は、加工およびダ
イシング後のデバイスの最上層のマイクロ流体チャネルを示す。図７（ｂ）は、デバイス
の底部側にある、マイクロ流体アクセス穴とＯ－リングが配置されている切り欠きとを示
す。
【００３７】
　本発明に使用される材料および微細加工方法は、ＰＤＭＳの使用による以前の欠点をな
くす。ＳｉおよびＳｉＯ２はＰＤＭＳよりヤング率がずっと高いため、マイクロ流体チャ
ネルは比較的高い流体圧下でも変形に耐え、１６ＭＰａまでの流体圧の印加が可能となる
（Ａ．Ｔ．Ｃｉｆｔｌｉｋ　ｅｔ．ａｌ．Ｌａｂ　Ｃｈｉｐ，ｖｏｌ：１２　ｐｐ．３９
６－４００）。比較すると、ＰＤＭＳ製のシステムは、約０．７ＭＰａの圧力に限定され
る（Ｍ．Ａ．Ｅｄｄｉｎｇｓ　ｅｔ．ａｌ．Ｊ．Ｍｉｃｒｏｍｅｃｈ．Ｍｉｃｒｏｅｎｇ
．，１８，ｐｐ．０６７００１）。従って、本発明の設計では、ＩＨＣプロトコルに含ま
れ得る、ずっと高い圧力および流量下でも流動特性が安定になる。さらに、使用する材料
の剛性が高く、前述のように機械的に切り離されている（段落００２８参照）ため、組織
スライドの封止の向上に必要な力により制約が課されることがなく、マイクロ流体チャネ
ルはインタクトなままである。従って、チャネルの変形による設計寸法および流量のばら
つきは、無視できる程度に留まる。従って、精密なプロトコルの適用が可能であり、診断
に使用される場合、この精密さにより再現性が確保される。さらに、本デバイスは、２０
０℃まで機能することができ、ＩＨＣプロトコルに含まれ得る試薬との化学的適合性に関
してずっと堅牢である。さらに、それは標準的な組織切片スライド形状を受け入れるため
、カスタム化を必要とせず、診断デバイスとしてのこの構造の製品化は、臨床診療で使用
される標準規格品を直接使用できるように行われる。図７（ｃ）は、一体化システムへの
標準的なＴＳの組み込みを示し、図７（ｄ）は、組織チャンバが形成されている一体化シ
ステムを示す。
【００３８】
デバイス性能および臨床結果
濃度応答時間および均一性のキャラクタリゼーション
　オープンソースのＩｍａｇｅＪソフトウェアを使用して得られる画像から組織チャンバ
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の強度プロファイルを解析することにより、濃度のキャラクタリゼーションを行った。分
析を行うため、１秒当たりのフレーム数が５のビデオをグレースケールに変換する。まず
、４０μＬ／ｓの流量で長時間（数１００分間）にわたりチャンバ全体での平均強度を算
出することにより、最大濃度での強度（ＭｘＣＩ）を実験的に求めた。同様に、ＰＢＳ緩
衝液を流した後、最小濃度での強度（ＭｎＣＩ）を実験的に求めた。これらの２つの値を
使用して、実験で記録された強度を正規化し、正規化された値を試薬濃度、Ｃとして使用
するが、それは０～１の範囲となる。後で、共に１６秒の周期と５０％のデューティーサ
イクルを有するが、１８０°位相シフトさせた矩形波の形態で適用される試薬および緩衝
液を適用した。得られたビデオから、組織チャンバの異なる領域における濃度変化の応答
時間、および平均挙動を調べた。生成した応答時間曲線を使用して、本デバイスの可能な
時間性能を評価する。そのため、Ｃおよび１－Ｃの対数プロットに直線フィッティングを
使用した。これらのフィッティングにより、所与の充填／洗浄純度に必要な洗浄および充
填時間を算出するための指標である、１秒当たりのディケード（ｄｅｃ／ｓ）に関する充
填および洗浄性能が得られる。他方、組織染色面積のピクセルヒストグラムの標準偏差を
完全な充填および洗浄の時点でのカメラピクセル深度で除することにより、組織チャンバ
全体での濃度均一性を算出した。
【００３９】
　応答時間および均一性の測定値のプロットを図８に記載する。図８（ｃ）は、表示する
ように、チャンバの入口、中央、および出口の周囲に配置された異なる組織チャンバ領域
の濃度応答を示す。入口と出口との間には明らかな濃度応答の遅延があるが、総試薬適用
時間は同じである。組織の特定の領域を抗体に長時間または短時間曝露し、染色した結果
、誤った標的発現レベルが得られるおそれがあるため、これは結果の再現性に極めて重要
である。また、チャンバ全体での平均強度がチャンバの中央での測定値に非常に近いこと
も認められた。従って、組織薄片の特定の部分の高い光学倍率が必要な状況では、チャン
バの中央を使用することができるが、その理由は、いずれにせよその他の部分は監視でき
ないからである。組織チャンバ全体の平均を取ることにより算出したＣおよび１－Ｃの対
数プロットを図８（ａ）および（ｂ）に記載し、そこに、洗浄および充填サイクルに関す
る最良線フィッティングの傾きの平均を示している。－０．４０ｄｅｃ／ｓの充填性能が
認められ、それは、シリンジ内で試薬濃度９９％を達成するためには、５秒の充填を必要
とすることを意味する。同様に、洗浄性能は－０．３２ｄｅｃ／ｓであり、濃度を初期値
の１％未満に低下させるのにバッファー７秒で十分であることが分かった。２つの間の不
一致は、分子の拡散によるものと考えられ、それは充填サイクルには好都合であるが、洗
浄には不都合である。図８（ｄ）は、充填された状態のチャンバのピクセルヒストグラム
を示し、それは、５秒充填した後のチャンバ全体での濃度不均一性が２％であることを示
している。
【００４０】
癌性組織上のバイオマーカーが比例検出されるようにするためのインキュベーション時間
の最適化
　マイクロ流体チャンバの時間応答について示したが、次にヒト乳癌組織上の診断バイオ
マーカーの分析について記載する。以前の分析に基づき、逐次的プロトコルを開発し、陽
性の場合に、再現性よく高いシグナル対バックグラウンド（ＳＢＲ）比を有する蛍光画像
を生成する最適なインキュベーション時間を求める必要がある。この最適化試験では、同
じ腫瘍摘出術試料から隣接して切除された強い発現を有する７つのＨＥＲ２／ｎｅｕ陽性
組織薄片を一次抗体および二次抗体の様々なインキュベーション時間（ｔｉｎｃ）につい
て使用して、インキュベーション条件を確立し、インキュベーション時間は対数的に変え
、２ｎ分（式中、ｎ＝－２、－１、０、１、２、３、４である）のインキュベーションを
行って、得られるシグナルに対するインキュベーション時間の影響を１５秒から１６分ま
で評価した。これは、充填後、中心から組織薄片表面まで１分の拡散所要時間を示すデバ
イス設計に関連しており、上記の組のインキュベーション時間は、理論値を中心に対数的
に分布した事例となる。
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【００４１】
　図９は、プロトコル時間の最適化を示す。（ａ）同じ腫瘍摘出術試料から隣接して切除
されたＨＥＲ２／ｎｅｕ陽性組織薄片に関する、一次抗体および二次抗体の様々なインキ
ュベーション時間（ｔｉｎｃ）について得られた蛍光強度。（ｂ）（ａ）のシグナル値と
バックグラウンド値の比を取ることにより得られる、インキュベーション時間に対するシ
グナル対バックグラウンド比（ＳＢＲ）。ＳＢＲの大部分はインキュベーションの最初の
２分間で直線的に進展し、免疫反応がこの時間尺度では速度論的状態にあることを示唆し
ている。（ｃ）追加のインキュベーション時間当たりのＳＢＲの変化率。この変化率はｔ

ｉｎｃ＝２分で最大となり、組織薄片がそれより長いインキュベーション時間を経ると、
減少し始める。（ｄ）標的抗原を発現する同じ組織薄片上の異なる領域について算出され
たシグナル値のレベルの変動係数（ＣＶ）に関する試験。２～８分のインキュベーション
時間（ｔｉｎｃ）では、変動係数（ＣＶ）が約２％の、再現性のあるシグナル均一性が認
められる。
【００４２】
　組織の前処理および抗原賦活化後、表１に示すプロトコルを組織薄片に適用し、試薬充
填時間およびバッファー洗浄時間はそれぞれ５秒および７秒であった。プロトコルをＭＴ
Ｐに適用した後、顕微鏡スライドを取り出し、カバーガラスで覆い、走査型蛍光顕微鏡を
用いて画像取得を行った。後で、これらの画像を使用して、癌細胞の細胞膜中にあるＨＥ
Ｒ２／ｎｅｕ発現領域に対応する画像ピクセル上の蛍光強度の平均を取ることにより、シ
グナル値を得る。同様に、ピクセルの他の部分での蛍光強度の平均を取ることにより、バ
ックグラウンド値を得る（図９（ａ））。図９（ｃ）に示す、各インキュベーション時間
について算出されたＳＢＲのプロットから、ｎ＝－２のプロトコルでもシグナルが検出可
能であり、ＨＥＲ２／ｎｅｕに関してインキュベーション時間を６４倍に延長してもＳＢ
Ｒは１．２から１．９０にしか改善しないことが分かる。ＳＢＲの大部分は、インキュベ
ーションの最初の２分間で直線的に進展し、免疫反応はこの時間尺度では速度論的（反応
によって制御された）状態にあり、後で、拡散によって制御されることを示唆している。
また、標的抗原を発現する同じ組織薄片上の異なる領域について算出されたシグナル値の
レベルの変動係数（ＣＶ）についても調べた。再現性のあるシグナル均一性が認められ、
ＣＶは、時間と共に低減するが、ｎ＝１の後、安定化する（図９（ｄ））。
【００４３】
　本臨床試験に使用する最終的なプロトコルとして、ｎ＝１（インキュベーション時間２
分）のプロトコルを選択した。主な理由は、ｎ≦１では、免疫反応は速度論的状態にある
と考えられ、従って、この時間尺度のインキュベーションでは、組織薄片上に発現した抗
原の量に正比例した蛍光シグナルが得られる。次に、ＳＢＲ増加率はｎ＝１まで最大であ
り、組織薄片がそれより長いインキュベーション時間を経ると減少し始め、従って、イン
キュベーション時間当たりのＳＢＲは、ｎ＝１を使用するとき最大に保たれる（図９（ｃ
））。ｎ＝１のプロトコルは、免疫反応が速度論的状態にあり、最大のＳＢＲ増加と達成
可能な最小のシグナルレベルＣＶとを有するものとなるため、最適なプロトコルであると
結論付けることができる。それは、直ちに、全プロトコル時間が４　１／２分ということ
になる。
【００４４】
　以前のＩＨＣ法との定量的な技術的性能比較を行うために、試薬容量当たりの染色面積
、分析時間および試薬費用と定義される性能指数を設計した。表４は結果を表にまとめた
ものであり、それから、従来の方法に対して、時間の改善がほぼ１００倍、全体的な改善
が１０００倍となっていることが分かる。
【００４５】
　標的当たり費やされる全時間を短縮する目的で、多重プロトコルの実現可能性も調べた
。一次抗体と二次抗体との混合物を使用して、２つ以上の受容体を標的化すると、それに
よりＩＨＣアッセイで標的当たりの全時間が短縮される。表２は、本発明の乳癌組織薄片
に適用されるこのようなプロトコルのタイミングを示す。全時間は同じであるが、標的当
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たりの時間は非多重化プロトコルの半分に短縮された。図１０は、本システムを用いた免
疫組織化学を使用する、乳癌バイオマーカーであるヒト上皮成長因子受容体（ＨＥＲ２／
ｎｅｕ）およびエストロゲン受容体（ＥＲ）の例示的な多重蛍光検出を示す。マイクロ流
体組織処理装置を用いた免疫組織化学を使用する、乳癌バイオマーカーであるヒト上皮成
長因子受容体（ＨＥＲ２／ｎｅｕ）およびエストロゲン受容体（ＥＲ）の多重蛍光検出。
検出は、インキュベーション時間が２分（ｎ＝１）であり、各抗原に対して標的化された
一次抗体とび二次抗体との混合物を使用する最適化されたプロトコルで行った。（ａ）青
色のチャネルは、ＤＡＰＩが結合した核の対比染色を表し、細胞の核を視覚化するのに役
立つ。（ｂ）ＨＥＲ２／ｎｅｕは、モノクローナルウサギ抗ヒト一次抗体により検出され
、ここでは赤色のチャネルに示されているＡｌｅｘａ－Ｆｌｕｏｒ　５９４標識ヤギ－抗
ウサギポリクローナルＩｇＧ二次抗体により視覚化された。（ｃ）エストロゲン受容体（
ＥＲ）は、モノクローナルマウス抗ヒト一次抗体（Ｃｌｏｎｅ　６Ｆ１１）により検出さ
れ、ここでは緑色のチャネルで示されているＡｌｅｘａ－Ｆｌｕｏｒ　６４７標識ヤギ抗
マウスポリクローナルＩｇＧ二次抗体により視覚化された。（ｄ）は、３つのチャネルを
一緒に示している。画像の幅は６００μｍに相当し、走査型蛍光顕微鏡を使用して高解像
度画像を６×６でつなぎ合わせることにより得られる。
【００４６】
臨床試験
　開発されたＭＴＰシステムを実際の場で試験するために、病理学研究所のアーカイブか
ら取り出された７６の浸潤性乳管癌１組について一連の免疫組織化学的反応を行った。一
次および二次抗体のインキュベーション時間を２分（ｎ＝１）にして、ＭＴＰでのＨＥＲ
２／ｎｅｕ免疫組織化学に最適な実験条件を確立した後、本プロトコルを７６の浸潤性乳
管癌に適用した。従来のＩＨＣとＭＴＰ－ＩＨＣとの診断結果の比較を図１１に示す。Ｍ
ＴＰ－ＩＨＣでは、従来のＩＨＣと比較して、不明瞭な結果が９０％少なくなり、ＩＳＨ
増幅結果が正確に予測される。挿入された表は、試験した７６例に関する、従来のＩＨＣ
のスコアとＭＴＰ－ＩＨＣのスコアとの相互相関を示す。ＭＴＰ－ＩＨＣ法を使用した場
合、それぞれスコア（０）および（＋）の事例ならびにスコア（＋＋＋）の事例に関して
、偽陽性または偽陰性結果は１つも得られなかった。さらに重要なことには、スコア（＋
＋）の不明瞭な事例の数は、２７例から３例に顕著に減少した（ほぼ９０％の減少）。従
来のＩＨＣで診断されたスコア（＋＋）の不明瞭な事例２４例は、ＭＴＰ－ＩＨＣにより
（０）／＋または（＋＋＋）のいずれかに評価され、これらの２４例ではそれぞれ、割り
当ては遺伝子増幅状態に対応している。最初に（＋＋＋）の事例と診断された一例には、
（＋＋）のスコアが再割り当てされた。従って、従来のＩＨＣの代わりに前述のＭＴＰ－
ＩＨＣを使用すると、最終的な診断ＨＥＲ２／ｎｅｕ結果がさらにずっと正確なに予測さ
れる。
【００４７】
代替のおよび拡張された使用分野
　本発明の流体動作は、圧力駆動流の発生だけに限定されるものではない。本デバイスの
進歩性（インキュベーション時間の同時短縮、プロトコル反応が速度論的状態に維持され
ること、得られる読み取りシグナルと標的抗原量が示された比例関係になること、および
流体の迅速かつ均一な交換による高い均一性）はまた、流体の流れが、動電流または熱誘
起流れを含むがこれに限定されるものではない他の作動機構により生じる場合にも適用さ
れる。例えば、動電流または熱誘起流れを採用する他の発明も存在する（国際公開第２０
１１／１０２８０１号および欧州特許第１９７４８１４号明細書）が、これらの文献では
、進歩性は、流れを生じさせる特定の電極の特定の配置（または設計、形状等）自体にあ
る。このような以前の請求項は、従って、前記マイクロチャネルおよび前記組織チャンバ
内での流体の流れを生じさせる他の方法と組み合わせても、本発明の使用を限定すること
はできない。
【００４８】
　同様に、本デバイスの進歩性はまた、限定されるものではないが、好ましくは組み込ま
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た（金属またはポリマー）電極およびセンサによりおよび／または予備加熱された素子と
接触させることにより行われる温度制御システムを、本発明に記載のマイクロ流体デバイ
スおよび一体化システム内に併せ持つ場合にも適用される。例えば、マイクロ流体システ
ムに組み込まれたおよび／または追加された温度制御システムを採用する他の発明も存在
する（米国特許出願公開第２００５／００９１０１号明細書）が、これらの文献では、進
歩性は、温度制御システムを構成する加熱素子および検出素子の特定の特性、設計および
／または形状にある。従って、このような以前の請求項は、前記マイクロチャネルおよび
前記組織チャンバ内の温度制御を実現する方法と組み合わせても、本発明の使用を限定し
ない。
【００４９】
　温度制御を必要とする例示的な用途には、ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）
組織切片の直接処理がある。ＦＦＰＥ組織切片の処理は、パラフィンワックス除去（脱蝋
）工程、再水和工程および抗原賦活化工程をチップ上で行うことを必要とする。抗原賦活
化法は一般的に組織を約９５℃で加熱することを必要とするため、デバイス上にマイクロ
ヒーターを作製することができれば、実際上、これは可能である。染色プロトコルに必要
な既知の時間に基づいて、このようなチップ上での試料前処理を実現するのに必要な時間
を推定することができる。表３には、チップ上での脱蝋および抗原賦活化プロトコルを要
約しており、このような前処理はさらに５分で実現可能であることが示唆されている。従
って、染色に必要な２．５分と合わせて、デバイスはＦＦＰ組織切片の完全な処理を７．
５分で実現できる可能性を有するが、現在まで報告されている最速の完全な処理は、７０
分のプロトコル時間を有する「波動」機構（ＰＣＴ／ＵＳ２００６／０１５０２０号明細
書および国際公開第２００６／１１６０３７号）である。
【００５０】
　同様に、本デバイスの進歩性はまた、チャンバ内に固定化された成分を画像化するため
の画像化システム（限定されるものではないが、好ましくは、シリコンマイクロエレクト
ロニクス技術を使用して製造することができる光検出器もしくは光源、または光検出器の
アレイを含む）を本発明に記載のマイクロ流体デバイスおよび一体化システムと組み合わ
せる場合にも適用される。例えば、マイクロ流体に関してこのような画像化システムを採
用する他の発明（国際公開第２０１０／１４８２５２号）も存在するが、これらの文献で
は、進歩性は、画像化システムを構成しているこれらの素子および／または構造の特定の
特性、設計および／または形状にある。このような以前の請求項は、従って、マイクロチ
ャネルおよび組織チャンバ内に画像化システムを組み込む方法と組み合わせた本発明の使
用を限定するものではない。
【００５１】
　同様に、本デバイスの進歩性はまた、光学部品（限定されるものではないが、好ましく
は、光検出器および光源またはこれらの光検出器および光源のアレイの前に配置される、
レンズ、対物レンズ、マイクロレンズアレイ、偏光フィルタおよび／または蛍光フィルタ
を含む）が本発明に記載のマイクロ流体デバイスおよび一体化システムと組み合わせられ
る場合にも適用される。例えば、マイクロ流体に関してこのような光学素子を採用する他
の多くの発明（国際公開第２０１０／１４８２５２号）が存在するが、これらの文献では
、進歩性は、光学システムを構成しているこれらの素子および／または構造の特性、設計
および／または形状にある。このような以前の請求項は、従って、マイクロチャネルおよ
び組織チャンバ内に光学素子を組み込む方法と組み合わせた本発明の使用を限定しない。
【００５２】
　本発明に記載のデバイスは、癌バイオマーカーの免疫組織化学的検出に有用であること
が判明し、従来の免疫組織化学と比較して、診断結果（遺伝子増幅により確認する場合）
に関して判別力がずっと改善された（図１１）。これは、著しく短縮されたインキュベー
ション時間により説明され、初期の最初の数分のインキュベーション時間を支配する比例
関係から有利となり得、そこでは、抗体が抗原に非常によく比例して結合し、抗体濃度と
抗原濃度との一次関数として一定の結合率を有する。従って、本発明の適用は、ＩＨＣに
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限定されるものではなく、固体支持体上に固定化されている標的の程度に正比例する反応
を達成するために、比例した速度論的状態で機能するように調整できるどのような表面反
応にも使用することができる。
【００５３】
　本発明に記載のデバイスは、縦方向のアクセス穴およびチャンバの周囲に分布したマイ
クロ流体チャネル網の高機能構成（ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔ　ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒａ
ｌ）配置（図３）および高圧を使用して、組織薄片上にある大きい（１６ｍｍ×１６ｍｍ
）が非常に浅い（１００ｕｍ未満）低容量のインキュベーションチャンバ内での迅速で、
完全且つ均一なバイオ試薬交換を保証する（図２～８）。このようにして、組織薄片上へ
のバイオ試薬の洗浄および充填時間は、得られる対流のため、５～７秒の最小限に保たれ
るが、実際のインキュベーション時間中は非流動状態が確保される。その他に、初期の反
応により制限された直線状態にある時はインキュベーション時間の関数としてのＳＢＲ比
の増加がさらに顕著であることが認められ（図９（ｃ））、一般的に、本デバイスでは、
必ずしも検出抗体濃度を増加させることなく、十分に強い読み取りシグナルを達成するの
に短いインキュベーション時間で十分であることが分かった。
【００５４】
　ＦＦＰＥ組織から完全に処理する時間が１０分であるということはまた、方法の術中利
用の時間尺度ならびに独立型の小型自動診断ＩＨＣシステムの使用とよく適合する。デッ
ドボリュームの減少、システム圧力の上昇、ならびに組織試料上への試薬およびバッファ
ーの均一な流れの実現がアッセイ時間の短縮を助けたが、それは、手術中の即時のフィー
ドバックと見なされるほど十分短い。標準的なスライドガラス上に固定化された組織薄片
をマイクロ流体構造に機械的にクランプし、それを１分以内に取り替えることができるが
、これはＴＳの交換に必要な唯一の組み立て工程である。性能指数の比較（表４）から、
既存の方法と比較して本発明は１０００倍の改善を示し得ることが判明した。
【００５５】
　小型顕微鏡を組み込むことにより、前述の技術を独立型の完全な免疫組織化学的診断の
解決策に容易に変えることができる。従って、追加のインフラストラクチャーや熟練した
職員がなく、事実上維持管理なしでも、診断を行うことができる。
【００５６】
　しかし、本発明は、前述の実施例に限定されるものではない。
【００５７】
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