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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】迅速で簡便な細胞またはウイルスの分離方法を
提供する。
【解決手段】水接触角が７０～９０°である疎水性固体
支持体に、細胞またはウイルスを含む溶液を接触させる
段階を含む疎水性固体支持体を利用した細胞またはウイ
ルスの分離方法である。ウイルスは、バクテリア、バク
テリオファージ、植物細胞、動物細胞、植物ウイルス、
および動物ウイルスから構成される群から選択、疎水性
固体支持体は、平面構造、ピラー構造、ビーズ構造、お
よび篩構造から構成される群から選択。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水接触角が７０～９０°である疎水性固体支持体に、細胞またはウイルスを含む溶液を
接触させる段階を含む疎水性固体支持体を利用した細胞またはウイルスの分離方法。
【請求項２】
　前記接触させる段階は、静的または流体状態で行うことを特徴とする請求項１に記載の
方法。
【請求項３】
　前記細胞またはウイルスを含む溶液は、ｐＨ２．５～７であることを特徴とする請求項
１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記細胞またはウイルスを含む溶液は、ｐＨ２．５～４であることを特徴とする請求項
１または２に記載の方法。
【請求項５】
　前記細胞またはウイルスを含む溶液は、唾液、血液、尿、緩衝液またはこれらの混合液
であることを特徴とする請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記疎水性固体支持体は、平面構造、ピラー構造、ビーズ構造、または篩構造により構
成されることを特徴とする請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記ピラー構造の縦横比は、１：１ないし２０：１であることを特徴とする請求項６に
記載の方法。
【請求項８】
　前記ピラー構造は、ピラー高さ（Ｈ）とピラー間の距離（Ｄ）との比率が１：１～２５
：１であることを特徴とする請求項６または７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ピラー構造は、ピラー間の距離（Ｄ）が５μｍ～１００μｍであることを特徴とす
る請求項６～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記細胞またはウイルスは、バクテリア、バクテリオファージ、植物細胞、動物細胞、
植物ウイルス、および動物ウイルスから構成される群から選択されることを特徴とする請
求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記接触させる段階において、前記溶液にアルコールおよび／または塩をさらに添加す
ることを特徴とする請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記塩の濃度は、０．０１Ｍ～２Ｍであることを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記アルコールは、エタノール、イソプロパノール、メタノールおよびｎ－ブタノール
から構成される群から選択されることを特徴とする請求項１１または１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記接触させる段階の後、前記細胞またはウイルスの結合された疎水性固体支持体を洗
浄する段階をさらに含むことを特徴とする請求項１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　水接触角が７０～９０°である疎水性固体支持体を含む試料内の細胞またはウイルスを
分離するための装置。
【請求項１６】
　前記疎水性固体支持体は、平面構造、ピラー構造、ビーズ構造、および篩構造から構成
される群から選択されることを特徴とする請求項１５に記載の装置。
【請求項１７】
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　前記ピラー構造の縦横比は、１：１～２０：１であることを特徴とする請求項１６に記
載の装置。
【請求項１８】
　前記ピラー構造は、ピラー高さ（Ｈ）とピラー間の距離（Ｄ）との比率が１：１～２５
：１であることを特徴とする請求項１６または１７に記載の装置。
【請求項１９】
　前記ピラー構造は、ピラー間の距離（Ｄ）が５μｍ～１００μｍであることを特徴とす
る請求項１６～１８のいずれか１項に記載の装置。
【請求項２０】
　試料チャンバをさらに含むことを特徴とする、請求項１５～１９のいずれか１項に記載
の装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、疎水性固体支持体を利用した細胞分離方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　不純物を含む混合物からの細胞の分離は、当業界で重要な問題である。特に、高効率で
細胞を捕獲したり、実質的に全ての細胞をそのまま捕獲する必要がある場合、または細胞
が培養培地、生物学的試料などの複雑な混合物中に存在する場合に重要である。つまり、
細胞濃縮および分離段階に利用された試薬は、多様な範囲の濃度の細胞を非常に効率的に
捕獲しなければならない。また、利用された試薬は、細胞を利用し、前記細胞から核酸を
回収し、前記核酸を加工するような下流（ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ）段階を妨害してはなら
ない。
【０００３】
　固体支持体への細胞の結合は、任意の公知の方法により達成されうる。例えば、支持体
への細胞の非特異的な結合は、固体支持体の性質および周囲の条件、例えば、固体支持体
の表面の化学的または物理的性質（例えば、疎水性または電荷）、分離用媒質のｐＨまた
は組成など、の適当な選択により達成されうる。標的細胞の性質もまた重要である。例え
ば、特定の疎水性細胞は、疎水性表面に非特異的に容易に結合できる。一方、親水性細胞
は、親水性表面に容易に結合できる。また、Ｂリンパ球のような負に荷電した細胞は、弱
く正に荷電した表面に高度に非特異的な結合をする。したがって、所望の型の細胞を結合
するために、適当に荷電された表面を有する固体支持体が利用されうる。固体支持体およ
び試料が適当な媒質に接触し、細胞の結合のための適当な条件を達成するために、適当な
緩衝液が細胞分離用媒質として利用されうる。適当な電荷、浸透圧を有する緩衝液が固体
支持体と接触する前に、または同時に、または接触後に、簡便に添加されうる。
【０００４】
　特許文献１には、細胞結合モイエティでコーティングされた固体支持体上に、試料中の
細胞を結合させるステップと、分離された細胞を溶解するステップとを含む、細胞試料か
ら核酸を分離する方法が記載されている。特許文献１では、固体支持体としてグリシジル
－ヒスチジン修飾された磁気ビーズを利用している。
【０００５】
　特許文献２には、細胞と、ポリアミンまたは陽イオン性界面活性剤であり、細胞を凝集
できる凝集剤を含む混合物を、細胞を結合できる固相と接触させるステップと、固相を利
用して前記混合物から凝集された細胞を分離するステップと、前記細胞から標的核酸を精
製するステップとを含む、標的核酸を含む細胞を分離する方法が記載されている。特許文
献２では、固相として磁気ビーズを利用している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
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【特許文献１】米国特許第６，６１７，１０５号明細書
【特許文献２】国際公開０３／１０２１８４号パンフレット
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　しかしながら、例えばバクテリアやウイルスから核酸を精製するとき、バクテリアまた
はウイルスの初期濃度が非常に低いときには濃縮が必要であるが、特に、ラボオンチップ
（ＬＯＣ：Ｌａｂ－ｏｎ－ａ－ｃｈｉｐ）のような小型化されたチップを利用する場合に
は、試料の体積がどうしても小さくなってしまうので、前記のような従来技術では、細胞
またはウイルスの分離および濃縮を行うことは困難である。したがって、迅速であり、簡
単な、効率のよい細胞分離のために、さらなる研究が要求されている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明の発明者らは、細胞またはウイルスの分離方法を研究していたところ、特定の水
接触角を有する疎水性固体支持体を利用することにより、迅速であり、かつ効率的に細胞
またはウイルスを分離できることを発見して本発明を完成するに至った。
【０００９】
　本発明は、水接触角が７０～９０°である疎水性固体支持体に、細胞またはウイルスを
含む溶液を接触させる段階を含む疎水性固体支持体を利用した細胞またはウイルスの分離
方法を提供する。
【００１０】
　さらに、本発明は、水接触角が７０～９０°である疎水性固体支持体を含む試料内の細
胞またはウイルスを分離するための装置を提供する。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明によれば、疎水性固体基板に、単に細胞またはウイルスを吸着させることによっ
て細胞またはウイルスを分離できるので、迅速であり、かつ簡単に細胞またはウイルス分
離効率を上昇させることができる。また、三次元マイクロ構造を利用して細胞分離効率を
顕著に向上させることができ、流体制御システム下で数分以内に細胞分離が可能である。
さらに、唾液のような試料から細胞分離が可能であり、ＬＯＣでの試料製造に応用可能で
ある。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】ｐＨ４およびｐＨ７で多様な水接触角を有する固体支持体に捕獲された大腸菌細
胞の数を表したグラフである。
【図２】ｐＨ４およびｐＨ７で、親水性であるアルミナ基板（水接触角２０°未満を有す
る）には、大腸菌細胞が全く捕獲できないということを示す顕微鏡写真である。
【図３】流体制御システムで、本発明の固体支持体に捕獲された大腸菌細胞を示す顕微鏡
写真ある。
【図４】流体制御システムで、本発明の固体支持体に捕獲されたグラム陰性菌であるシュ
ードモナス・プチダおよび大腸菌（ＢＬ２１）細胞を示す顕微鏡写真である。
【図５】流体制御システムで、本発明の固体支持体に捕獲されたグラム陽性菌であるスト
レプトコッカス・ミュータンスおよびスタフィロコッカス・エピデルミディス細胞を示す
顕微鏡写真である。
【図６】アルコールのような添加物により、本発明の固体支持体に捕獲される細胞の数が
増加することを示すグラム陽性菌であるスタフィロコッカス・エピデルミディスの顕微鏡
写真である。
【図７】アルコールのような添加物により、本発明の固体支持体に捕獲される細胞の数が
増加することを示すグラム陰性菌である大腸菌（ＢＬ２１）の顕微鏡写真である。
【図８】デザインされた菱形および櫛目形ピラーの配列を上から見た模式図である。
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【図９】シリコン基板上にＳＡＭコーティング方法で作られた菱形および櫛目形ピラーの
配列を有するチップのＳＥＭイメージある。
【図１０】ＳＵ－８を利用して製造された菱形ピラーの配列を有するチップのＳＥＭイメ
ージである。
【図１１】本発明の三次構造の疎水性固体支持体であるピラー配列を有するチップに捕獲
されたグラム陽性および陰性菌の顕微鏡写真である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明の目的を達成するために、本発明は、水接触角が７０～９０°である疎水性固体
支持体に、細胞またはウイルスを含む溶液を接触させる段階を含む疎水性固体支持体を利
用した細胞またはウイルスの分離方法に関する。
【００１４】
　本発明は、疎水性固体支持体を利用して細胞を捕獲する方法に係り、具体的には、特定
のｐＨ範囲で特定の範囲の水接触角を有する固体支持体を利用して細胞を捕獲する方法に
関する。前記方法で、細胞凝集や沈殿を誘導しうる添加物を添加すれば、細胞捕獲の効率
を上げることができる。
【００１５】
　小型化されたチップ上で具現可能な細胞捕獲／分離方法のうちの一つが固体支持体を利
用することである。固体支持体を利用することは、ＬＯＣを具現できる長所を有し、細胞
と固体支持体との間の物理的な相互作用を利用して細胞を捕獲できる。前記相互作用には
、静電吸着および疎水性相互作用があるが、前者は、一般的に、細胞表面が負電荷である
ため、静電的に正電荷を有するアルミナのような物質を利用して細胞を分離できる。本発
明に該当する後者は、細胞および固体支持体の表面の自由エネルギーから発生する物理的
相互作用により起こる細胞付着であり、これは、表面熱力学法則により支配される。細胞
および固体支持体の表面の疎水性は、周辺環境のｐＨにより変わりうるために、ｐＨ条件
が重要な因子になりうる。固体支持体表面の疎水性の程度を知る代表的な方法が水接触角
を測定することである。固体表面の水接触角が大きいほど疎水性の程度が大きい。
【００１６】
　細胞またはウイルスを含む溶液を水接触角が７０～９０°である疎水性固体支持体と接
触させれば、細胞またはウイルスは、疎水性固体支持体との疎水性相互作用などにより固
体支持体に結合される。親水性の固体支持体は、下記実施例で示すように、細胞またはウ
イルスとほとんど結合しない。また、疎水性固体支持体のうちでも、水接触角が前記範囲
を外れれば、細胞またはウイルスが疎水性固体支持体に結合する程度が低下する。
【００１７】
　前記細胞またはウイルスと疎水性固体支持体との接触は、ｐＨ２．５～７、望ましくは
、ｐＨ２．５～４で行われうる。細胞またはウイルスを含む溶液が前記ｐＨ範囲を外れれ
ば、疎水性固体支持体に対する細胞またはウイルスの結合効率が顕著に低下するためであ
る。
【００１８】
　本発明の一具現例で、本発明の方法は、前記細胞またはウイルスが結合した疎水性固体
支持体を洗浄する段階をさらに含むことができる。細胞またはウイルスの結合した疎水性
固体支持体をリン酸塩緩衝液（ＰＢ）のような洗浄液を利用して洗浄すれば、疎水性固体
支持体に結合されていない物質は、除去され、疎水性固体支持体には、標的物質である細
胞またはウイルスが主に結合することとなる。従って、細胞またはウイルスを含む溶液か
ら細胞またはウイルスを選択的に分離でき、これにより、細胞またはウイルスが濃縮され
るという効果も得られる。
【００１９】
　本発明の方法で、前記細胞またはウイルスを含む溶液は、唾液、血液、尿、緩衝液また
はこれらの混合液でありうるが、それらに限定されるものではない。
【００２０】
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　本発明の方法で、前記細胞またはウイルスを含む溶液を接触させる段階は、静的または
流体状態で行うことができる。流体制御システムにおいて、前記疎水性固体支持体は、平
面構造またはピラー構造、ビーズ構造または篩構造のような三次元構造を取りうる。前記
三次元構造は、細胞またはウイルスと疎水性固体支持体との接触表面積を増やし、それに
よって、さらに多くの細胞またはウイルスを捕獲できるようになる。
【００２１】
　本発明の方法で、前記ピラーの縦横比は、１：１～２０：１であることが望ましい。縦
横比は、ピラーの高さ対幅の比率を意味するものであり、各ピラーの縦横比が前記範囲を
外れれば、細胞またはウイルスが疎水性固体支持体に結合される効率が低下してしまうお
それがある。
【００２２】
　本発明の方法で、前記ピラーは、ピラーの高さ（Ｈ）とピラー間の距離（Ｄ）との比率
が１：１～２５：１であることが望ましい。ピラーの高さ（Ｈ）のピラー間の距離（Ｄ）
に対する比率が１未満である場合には、細胞またはウイルスを捕獲する効率が低下してし
まうという問題点が発生しうる。
【００２３】
　本発明の方法で、前記ピラーは、ピラー間の距離（Ｄ）が５μｍ～１００μｍであるこ
とが望ましい。ピラー間の距離（Ｄ）は、各ピラー間の距離を意味するものであり、ピラ
ー間の距離が前記範囲未満ならば、シリコン表面のような固体支持体上にこれを製作し難
く、前記範囲を超えれば、同じ面積のチップ上でピラーの数が減少してしまうので、細胞
またはウイルスを捕獲する効率が低下してしまうおそれがある。
【００２４】
　本発明の方法で、前記疎水性固体支持体は、特に制限されないが、基板、粒子、シート
、ゲル、フィルタ、膜、ファイバ、毛細管、チューブ、プレートまたはウェルの形態を有
することができる。前記疎水性固体支持体は、細胞またはウイルスを捕獲できるものであ
るならば、特別に制限されるものではないが、細胞またはウイルスを含む溶液中に溶解さ
れてはならない。
【００２５】
　前記支持体は、例えば、ガラス、シリカ、ラテックスまたは重合体性物質で簡便に製造
されうる。細胞を結合する大きい表面積を提供する物質が望ましい。前記支持体は、一般
的に、平面でない表面を有することができ、例えば、多孔性または微粒子でありうる。前
記疎水性固体支持体は、例えば、オクタデシルトリクロロシラン（ＯＴＳ）、トリデカフ
ルオロオクチルトリメトキシシラン（ＤＴＳ）、塩化オクタデシルジメチル（３－トリメ
トキシシリルプロピル）アンモニウム（ＯＴＣ）、ポリエチレンイミントリメトキシシラ
ン（ＰＥＩＭ）のような物質を用いて調製されうる。前記物質の構造式は、下記の通りで
ある。
【００２６】
【化１】
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【００２７】
　前記物質は、固体支持体に所望の疎水性を提供できる物質であり、細胞またはウイルス
を捕獲できる物質ならば、特別に制限されるものではない。
【００２８】
　本発明の方法で、前記細胞またはウイルスは、好ましくは、バクテリア、バクテリオフ
ァージ、植物細胞、動物細胞、植物ウイルス、動物ウイルスなどを含むことができる。バ
クテリアは、グラム陽性および陰性バクテリアのいずれもが疎水性固体支持体に結合され
、例えばエタノールのようなバクテリア細胞間の凝集または沈殿を誘発しうる物質を添加
することにより、疎水性固体支持体にバクテリアが結合する効率をさらに上昇させること
ができる。
【００２９】
　本発明の方法で、前記細胞またはウイルスを含む溶液と疎水性固体支持体との接触段階
において、前記溶液にはアルコールまたは塩が添加されうる。このようなアルコールまた
は塩の添加によって、細胞間の凝集または固体支持体上への沈殿が誘発され、固体支持体
上への細胞の結合の効率が上昇する。上述のアルコールまたは塩の添加は、例えば、細胞
をアルコールまたは塩の存在下で支持体と接触させることによって達成できる。沈殿のよ
うな分離および精製の操作におけるアルコールまたは塩の利用は一般的であり、上記の操
作に利用される任意のアルコールまたは塩が利用されうる。この際、アルコールは、任意
のアルコールであり、イソプロパノールおよびエタノールのような低級アルコールが適し
ている。その他に適したアルコールには、メタノールおよびｎ－ブタノールなどが含まれ
る。
【００３０】
　塩は、任意の便利な供給源、例えば、ナトリウムもしくはカリウムの塩化物もしくはア
セテートまたはアンモニウムアセテートにより提供されうる。アルコールおよび塩の適当
な濃度は、用いられる系および試薬によって決定されうる。一般的に、試料に対して０．
５ないし３体積のアルコール、例えば、１体積のアルコールが適している。アルコールは
、５０～１００％（ｗ／ｖ）の濃度で利用されうる。塩の濃度は、細胞またはウイルスを
含む溶液に対して、０．０１ないし１０．０Ｍ、望ましくは、０．０１ないし７．０Ｍ、
さらに望ましくは、０．０１ないし２．０Ｍが適し、塩は、前記濃度でアルコール溶液中
に含まれうる。それにより、いわゆる所望の濃度のアルコールおよび塩を含む「細胞結合
緩衝液」が調製されうる。塩およびアルコールは、別個に添加されてもよい。
【００３１】
　本発明による細胞に対する沈殿剤としてのアルコールの利用は、臨床診断への応用に有
効であるが、それは、臨床試料を保存するためのアルコールの利用が一般的であるためで
ある。患者から採取した試料は、アルコールを含む細胞結合のための緩衝液に加えられ、
同時に試料が保存される。
【００３２】
　塩／アルコールを利用して細胞を沈殿させるかわりに、塩および／またはアルコールと
組み合わせて、または単独でポリエチレングリコール（ＰＥＧ）または類似の性質を有す
る高分子量重合体のような、その他の沈殿剤が利用されうる。前記重合体の濃度は、具体
的な系、例えば、重合体および細胞の型に依存して変わりうるが、一般的に、１ないし５
０％（ｗ／ｖ）、例えば、２ないし３０％でありうる。
【００３３】
　食作用活性（ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ）を有する細胞は、例えば、ビ
ーズのような粒子状の固相を結合または貪食する能力により捕獲でき、容易に分離されう
る。その場合、細胞を含む試料は単に適当な条件の下に固相との接触またはインキュベー
ションを行えばよい。かかる種類の細胞捕獲は、特異的な結合に依存しない。
【００３４】
　最終的に、前述のように、荷電した、疎水性または親水性表面を有する固体支持体に対
する細胞結合は、結合に適したｐＨ条件を達成するために、しばしば塩と組み合わされた
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緩衝液を利用することによって達成されうる。具体的な緩衝液および条件は、細胞の型、
固体支持体などに依存して変わりうる。
【００３５】
　溶液の成分が混合された後、細胞が支持体に結合するように適当な時間放置される。支
持体は、支持体の特性に依存する任意の手段により溶液から除去され、試料の上澄み液か
ら支持体を除去するか、またはこれと反対に支持体を除去するあらゆる形態、例えば、遠
心分離、ピペットの操作などの手段が用いられうる。
【００３６】
　前記結合および分離の条件は、特に制限されないが、例えば、固相の存在下に、単に試
料と「細胞結合緩衝液」とを混合し、分離前に室温で５ないし３０分、例えば、２０分間
放置できる。前述のように、反応時間は特に制限されず、５分程度でもよい。しかし、さ
らに長い時間、例えば、２０分ないし３時間、または１日が利用されうる。混合は、例え
ば、撹拌またはボルテキシングを含む任意の手段により行われうる。また、必要ならば、
高温または低温で行われうる。
【００３７】
　本発明によれば、細胞の疎水性固体支持体に対する吸着が望ましいが、核酸を含む所望
の細胞の選択的な捕獲ができるように修飾された固体支持体を利用することも可能である
。それにより、例えば、所望の細胞の型に対して特異的な抗体、またはレクチンのような
その他の結合蛋白質を有する支持体が利用されうる。この場合、混合物内の所望の標的由
来の核酸のみが分離されうるために、核酸の分離に高度な選択性を導入できる。上述のよ
うな選択的な細胞捕獲マトリックスの製造は当業界に周知である。
【００３８】
　本発明の他の目的を達成するために、本発明は、水接触角が７０～９０°である疎水性
固体支持体を含む試料内細胞またはウイルスを分離するための装置を提供する。
【００３９】
　前記疎水性固体支持体は、水接触角が７０～９０°であり、細胞またはウイルスと疎水
性固体支持体との接触はｐＨ２．５～７、望ましくは、ｐＨ２．５～４で行われうる。前
記疎水性固体支持体は、例えば、基板、粒子、シート、ゲル、フィルタ、膜、ファイバ、
毛細管、チューブ、プレートまたはウェルの形態を有することができる。前記疎水性固体
支持体は、細胞またはウイルスを捕獲できるものであるならば、特別に制限されるもので
はないが、細胞またはウイルスを含む溶液中に溶解されてはならない。
【００４０】
　前記支持体は、例えば、ガラス、シリカ、ラテックスまたは重合体性物質で製造されう
る。細胞を結合する大きい表面積を提供する物質が望ましい。前記支持体は、一般的に平
面ではない表面を有することができ、例えば、多孔性または微粒子でありうる。前記疎水
性固体支持体は、例えば、ＯＴＳ、ＤＴＳ、ＯＴＣ、ＰＥＩＭのような物質で製造されう
る。前記物質は、固体支持体に所望の疎水性を提供できる物質であり、細胞またはウイル
スを捕獲できる物質ならば、特別に制限されるものではない。
【００４１】
　本発明の装置で、前記疎水性固体支持体は、例えば、平面構造、ピラー構造、ビーズ構
造、篩構造を有することができる。流体制御システムで、疎水性固体支持体は、平面構造
またはピラー、ビーズまたは篩のような三次元構造を取りうる。前記三次元構造は、細胞
またはウイルスと疎水性固体支持体との接触表面積を増やし、さらに多くの細胞またはウ
イルスを捕獲できる。
【００４２】
　本発明の装置で、前記ピラーの縦横比は、１：１～２０：１であることが望ましい。縦
横比は、ピラーの高さ対幅の比率を意味するものであり、各ピラーの縦横比が前記範囲を
外れれば、細胞またはウイルスが疎水性固体支持体に結合される効率が低下してしまうお
それがある。
【００４３】



(9) JP 2010-178750 A 2010.8.19

10

20

30

40

50

　本発明の装置で、前記ピラーは、ピラーの高さ（Ｈ）とピラー間の距離（Ｄ）との比率
が１：１～２５：１であることが望ましい。ピラーの高さ（Ｈ）のピラー間の距離（Ｄ）
に対する比率が１未満である場合には、細胞またはウイルスを捕獲する効率が低下してし
まうという問題点が発生しうる。
【００４４】
　本発明の装置で、前記それぞれのピラーは、ピラー間の距離（Ｄ）が５μｍ～１００μ
ｍであることが望ましい。ピラー間の距離（Ｄ）は、各ピラー間の距離を意味するもので
あり、ピラー間の距離が前記範囲未満ならば、シリコン表面のような固体支持体にこれを
製作し難く、前記範囲を超えれば、同じ面積のチップ上でピラーの数が減少するようにな
るので、細胞またはウイルスを捕獲する効率が低下してしまうおそれがある。
【００４５】
　本発明の装置は、細胞またはウイルス含有溶液を含むチャンバをさらに含むことができ
る。前記チャンバはマイクロチャンバでありうる。また、前記装置は、細胞またはウイル
ス含有溶液を含むこともできる。
【００４６】
　前記細胞またはウイルス含有溶液は、例えば、唾液、血液、尿、緩衝液またはこれらの
混合液でありうるが、それらに限定されるものではない。
【実施例】
【００４７】
　以下、実施例を介して本発明をさらに詳細に説明する。それら実施例は、単に本発明を
例示するためのものであり、本発明の範囲がそれら実施例により制限されるものと解釈さ
れるものではない。
【００４８】
　＜実施例１：本発明の疎水性固体基板を利用した大腸菌細胞の分離＞
　本発明の方法によりバクテリア細胞を効率的に分離できることを確認するために、グラ
ム陰性細胞である大腸菌株（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＨＢ１０１）を利用し
た。実験に利用された固体基板としては、ＯＴＳ、ＤＴＳ、ＯＴＣ、ＰＥＩＭを用いて調
製された基板を利用した。
【００４９】
　１）細胞培養
　大腸菌細胞を一般的な手順により、３７℃で対数期まで一晩培養した。
【００５０】
　２）細胞溶液準備
　一晩培養した大腸菌細胞を８００×ｇで５分間遠心分離して細胞を沈殿させた。次に、
１×ＰＢＳ（リン酸緩衝生理食塩水、ｐＨ７．４、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　ｃｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎ）５ｍｌを利用して３回洗浄した。洗浄は、１×ＰＢＳに沈殿した大腸菌細胞
を再懸濁した後、再懸濁された大腸菌細胞を８００×ｇで５分間遠心分離する過程を反復
することによって行った。洗浄の完了した大腸菌細胞を０．１Ｍのリン酸ナトリウム緩衝
液（ｐＨ４）および０．１Ｍのリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７）５ｍｌにそれぞれ懸濁
した。懸濁された大腸菌細胞の初期量を、ＵＶ分光計でＯＤ（Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｄｅｎｓ
ｉｔｙ）値を測定することによって求めた。大腸菌細胞の初期量は、０．１Ｍのリン酸ナ
トリウム緩衝液（ｐＨ４）の場合に、６００ｎｍでＯＤ値が０．４７５であり、これは、
細胞懸濁液６０μｌに対して１．４３×１０７細胞であり、０．１Ｍのリン酸ナトリウム
緩衝液（ｐＨ７）の場合には、０．４５４であり、これは、６０μｌに対して１．３６×
１０７細胞ほどの量と推定される（一般的に、６００ｎｍで１のＯＤ値は、大腸菌の場合
、５．０×１０８細胞／ｍｌほどの濃度に対応する）。
【００５１】
　３）固体基板の調製
　固体基板の調製は、ＳＡＭ（Ｓｅｌｆ　Ａｓｓｅｍｂｌｅｄ　Ｍｏｎｏｌａｙｅｒ）法
を利用した。詳細な製造過程は、下記の通りである。
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【００５２】
　（１）ガラス洗浄
　ピラニア溶液にウェーハを２時間以上浸漬させた後、ガラスを１枚ずつスピン乾燥させ
る。
【００５３】
　（２）コーティング液の調製
　最終濃度がそれぞれ１００ｍＭになるように前記ＯＴＳおよびＤＴＳをそれぞれトルエ
ンと混合し、前記ＯＴＣおよびＰＥＩＭをそれぞれエタノールと混合した後、１時間撹拌
する。
【００５４】
　（３）ガラス浸漬
　前記（２）で調製したそれぞれの溶液に、（１）で洗浄したガラスを入れ、４時間浸漬
する。
【００５５】
　（４）ガラス洗浄
　前記浸漬されたガラスをエタノールでそれぞれ１０分ずつ３回洗浄した後、真空乾燥さ
せる。
【００５６】
　（５）インキュベーション
　前記乾燥されたガラスを１２０℃で１時間インキュベーションする。
【００５７】
　４）細胞結合
　６０μｌパッチを上記で製造した固体基板上に付着した後、細胞懸濁液を６０μｌ塗布
した。次に、室温で５分間インキュベーションした後、０．１Ｍのリン酸ナトリウム緩衝
液（ｐＨ４）および０．１Ｍのリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７）３０ｍｌでそれぞれ１
０分間１回洗浄した。洗浄手順は、前記と同一に行った。
【００５８】
　５）測定
　固体基板に結合された大腸菌細胞を染色するために、当業界に公知の大腸菌細胞用グラ
ム染色液で大腸菌細胞を染色した。まず、クリスタルバイオレット溶液を細胞が結合され
た部位を十分に覆うほどの量を加えた後で１分間待った後、流水で洗浄した。次に、グラ
ムヨード液、グラム脱色剤、グラムサフラニン溶液を同じ方法で処理してグラム染色を完
成した。グラム染色後、固体基板を常温で自然乾燥させた。その後、光学顕微鏡を利用し
て２，０００倍で３ポイントのイメージを撮影して単位面積当たり捕獲された細胞数を測
定した。
【００５９】
　図１は、それぞれｐＨ４およびｐＨ７で、多様な水接触角を有する固体支持体に捕獲さ
れた大腸菌細胞の数を表したグラフである。単位面積は、９．６×１０３μｍ２であり、
括弧内の数字は、水接触角（°）を表す。左側のパネルは、ｐＨ４で捕獲された細胞数を
表し、右側のパネルは、ｐＨ７で捕獲された細胞数を表す。図１に示すように、ｐＨ７の
緩衝液を利用した場合には、ｐＨ４の場合に比べて、結合される大腸菌細胞が少ないとい
うことが分かる。従って、細胞またはウイルスを固体基板に接触させるときのｐＨが非常
に重要であるということが分かる。
【００６０】
　また、四種の固体基板のうち、ＤＴＳで調製された固体基板が細胞結合効率が最も高い
ということが分かる。ＤＴＳで調製された固体基板は、水接触角が８７°であり、他の水
接触角を有する固体基板より細胞捕獲効率が高い。したがって、水接触角が細胞捕獲効率
に非常に重要であるということが分かる。
【００６１】
　＜比較例１：アルミナ基板を利用した大腸菌細胞の分離＞



(11) JP 2010-178750 A 2010.8.19

10

20

30

40

50

　実施例１に利用された固体基板の代わりに、水接触角が１４．６°であるアルミナ基板
を利用したことを除いては、実施例１と同様の方法で実験を行った。図２は、それぞれｐ
Ｈ４およびｐＨ７での、親水性であるアルミナ基板（水接触角２０°未満を有する）の顕
微鏡写真を表したものである。図２で、「１」と表示されたパネルは、ｐＨ４の場合であ
り、「２」と表示されたパネルは、ｐＨ７の場合である。図２で示すように、ｐＨ４およ
びｐＨ７の場合のいずれも大腸菌細胞がほとんど結合されていないということが分かる。
すなわち、水接触角が３０°以下である親水性のアルミナでは、大腸菌細胞がほとんど結
合されない。
【００６２】
　＜実施例２：流体制御下の大腸菌細胞の分離＞
　流体制御システムにおいて、基板に対する大腸菌結合能を知るために、固体基板の表面
として水接触角７５°のＣＲＳ（Ｃｈａｒｇｅ　Ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ　Ｓｕｒｆａｃｅ
、大韓民国特許出願第２００５－００３０２８６号参照）を利用した。シリンジポンプ（
ＨＡＲＶＡＲＤ、ＰＨＤ２０００）を利用し、流速を０．３ｃｍ／秒（９００μｌ／分）
とした。表面の総面積は、５ｍｍ×１７．３ｍｍであり、断面積は、５ｍｍ２（縦５ｍｍ
×横１．０５ｍｍ）であり、断面の縦横比が５以上であった。バクテリア細胞として、大
腸菌ＨＢ１０１　２００μｌ、ｐＨ４（バクテリア濃度が１．０×１０５細胞／μｌ）を
利用した。上述の流速で、バクテリア細胞２００μｌを、表面を一回通過させた。流速９
００μｌ／分でリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ４、０．１Ｍ）１ｍｌを一回流して洗浄し
た。残りの過程は、実施例１と同じように行った。
【００６３】
　図３は、流体制御システムで、本発明の固体支持体に捕獲された大腸菌細胞の顕微鏡写
真を表したものである。表面１および２は、複数回の実験の結果である。図３に示すよう
に、倍率４５０倍では、固体基板に結合された大腸菌細胞の判別が明確ではないが、倍率
２，０００倍では、桿状の大腸菌細胞が観察されるということが分かる。従って、固定さ
れたシステムと同じように、流体制御システム下でも大腸菌細胞が、本発明の方法によっ
て、基板に効率的に結合されるということが分かる。
【００６４】
　＜実施例３：流体制御の下での四種の異なる細胞の分離＞
　実施例２で、大腸菌細胞ＨＢ１０１の代わりにグラム陰性菌である大腸菌ＢＬ２１細胞
およびシュードモナス・プチダ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐｕｔｉｄａ）、並びにグラ
ム陽性菌であるストレプトコッカス・ミュータンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕ
ｔａｎｓ）およびスタフィロコッカス・エピデルミディス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）を利用したことを除いては、実施例２と同様に実験を行っ
た。
【００６５】
　図４は、流体制御システムで、本発明の固体支持体に捕獲されたグラム陰性菌であるシ
ュードモナス・プチダおよび大腸菌（ＢＬ２１）細胞の顕微鏡写真を表したものである。
上段に表記された６、７（１）、７（２）、８および１５、１６、１７は、試料番号を表
す。図４に示すように、グラム陰性菌であるシュードモナス・プチダおよび大腸菌ＢＬ２
１細胞は、固体基板の表面に比較的均一に付着が良好になされているということが分かる
。また、試料７（１）のように、細胞が高密度にまとまって付着しているところも発見さ
れた。従って、グラム陰性菌であるシュードモナス・プチダおよび大腸菌ＢＬ２１細胞は
、流体制御システムで、本発明の方法によって、固体基板に効率的に結合するということ
が分かる。
【００６６】
　図５は、流体制御システムで、本発明の固体支持体に捕獲されたグラム陽性菌であるス
トレプトコッカス・ミュータンスおよびスタフィロコッカス・エピデルミディス細胞の顕
微鏡写真を表したものである。上段に表記された９、１０および１１は、ストレプトコッ
カス・ミュータンスの試料番号を表し、１２、１３および１４は、スタフィロコッカス・
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エピデルミディスの試料番号を表す。図５に示すように、グラム陽性菌であるストレプト
コッカス・ミュータンスおよびスタフィロコッカス・エピデルミディス細胞は、固体基板
の表面に付着しているということを観察できるが、その効率が図４で示したグラム陰性菌
のものより顕著に低いということが分かる。
【００６７】
　グラム陰性菌である大腸菌ＢＬ２１細胞およびシュードモナス・プチダ細胞が本発明の
方法によって、固体基板に付着している程度を下記表１に要約した。
【００６８】
【表１】

【００６９】
　＜実施例４：添加剤を利用した細胞の分離＞
　流体制御システムで、アルコールおよび／または塩の添加による本発明の基板に対する
細胞結合能を知るために、固体基板の表面として、水接触角７０°のエチルトリメトキシ
シランを利用した。シリンジポンプ（ＨＡＲＶＡＲＤ、ＰＨＤ２０００）を利用し、流速
は、０．６ｃｍ／秒（９００μｌ／分）であった。表面の総面積は、５ｍｍ×１７．３ｍ
ｍであり、断面積は、２．５ｍｍ２（縦５ｍｍ×横０．５ｍｍ）であり、縦横比が１０以
上であった。バクテリア細胞は、それぞれ大腸菌ＢＬ２１、スタフィロコッカス・エピデ
ルミディス２００μｌ（２．０×１０７細胞）を利用した。
【００７０】
　細胞懸濁培地に添加した添加剤は、０．１Ｍのリン酸塩緩衝液（ｐＨ４）中のＰＥＧ　
１０，０００（ｗ／ｖ２０％）（図６で、「ＰＥＧ」と表示される）、０．１Ｍのリン酸
塩緩衝液（ｐＨ４）中のエタノール（ｖ／ｖ５０％）（図６で、「ＥｔＯＨ」と表示され
る）、３Ｍの塩化ナトリウム（ｐＨ４）中のイソプロピルアルコール（ＩＰＡ）（ｖ／ｖ
２５％）（図６で、「ＩＰＡ」と表示される）を利用し、対照群として、０．１Ｍのリン
酸塩緩衝液（ｐＨ４）を利用した。上記流速で、バクテリア細胞２００μｌを、表面を一
回通過させた。流速９００μｌ／分でリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ４）１ｍｌを一回流
して洗浄した。残りの過程は実施例１と同じように行った。
【００７１】
　図６は、固体支持体に捕獲されたグラム陽性菌であるスタフィロコッカス・エピデルミ
ディスの１，０００倍の倍率で撮影した顕微鏡写真を表したものである。図６に示すよう
に、グラム陽性菌であるスタフィロコッカス・エピデルミディスは、対照群として０．１
Ｍのリン酸塩緩衝液（ｐＨ４）を利用した場合には、細胞がほとんど基板に結合しておら
ず、ＰＥＧを添加した場合にも、細胞がほとんど基板に結合していない。しかし、ＩＰＡ
およびＥｔＯＨの場合には、相当量の細胞が固体基板に結合しているということが分かる
。従って、グラム陽性菌の場合にも、アルコールおよび／または塩がない場合には、疎水
性固体基板に結合される程度がかなり低いが、アルコールおよび／または塩を添加した場
合には、疎水性固体基板に結合する程度がかなり上昇するということが分かる。
【００７２】
　図７は、アルコールのような添加物により、固体支持体に捕獲されたグラム陰性菌であ
る大腸菌（ＢＬ２１）の１，０００倍の倍率で撮影した顕微鏡写真を表したものである。
単位面積（６×１０４μｍ２）に結合した大腸菌ＢＬ２１細胞の数は、対照群の場合には
、３３個の細胞、ＰＥＧの場合には、２３個の細胞、ＩＰＡの場合には、１２３個の細胞
、およびＥｔＯＨの場合には、１４５個の細胞であった。図７に示すように、グラム陰性
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菌であるＢＬ２１は、対照群として０．１Ｍのリン酸塩緩衝液（ｐＨ４）を利用した場合
およびＰＥＧを添加した場合にも細胞が基板に結合するが、ＩＰＡおよびＥｔＯＨの場合
に、さらに多くの細胞が固体基板に結合するということが分かる。従って、グラム陰性菌
の場合にも、アルコールおよび／または塩がない場合に比べ、アルコールおよび／または
塩を添加した場合には、疎水性固体基板に細胞がさらに多く結合するということが分かる
。
【００７３】
　＜実施例５：三次元構造の疎水性固体支持体を有するマイクロチップの製作＞
　二次元構造である平面の固体基板を利用した実施例２とは異なり、三次元構造の疎水性
固体支持体を有するマイクロチップを利用し、流体制御システムで大腸菌結合能を調べた
。二種のマイクロチップを製作した。一方は、シリコン基材チップ（Ｓｉ／ＳｉＯ２／Ｓ
ＡＭ）であり、他方は、ＳＵ－８チップである。
【００７４】
　まず、シリコン基材チップ（Ｓｉ／ＳｉＯ２／ＳＡＭ）の作製過程は下記のようである
。
【００７５】
　（１）ウェーハ洗浄
　ピラニア溶液（Ｈ２ＳＯ４：Ｈ２Ｏ２＝３：１、１２０℃）で１５分間処理し、流水で
洗浄後に乾燥する。
【００７６】
　（２）ＨＭＤＳコーティング
　洗浄の完了したウェーハをスピンコーティングでヘキサメチルジシラザン（ＨＭＤＳ）
を５ｍｌ塗布後、５００ｒｐｍで５秒、４，０００ｒｐｍで４０秒コーティングを行い、
１２０℃で２分間ホットプレートでベーキングする。
【００７７】
　（３）ＰＲコーティング
　フォトレジスト（ＰＲ）（ＧＸＲ　６０１）を５ｍｌ塗布後、５００ｒｐｍで５秒、４
，０００ｒｐｍで４０秒コーティングを行う。
【００７８】
　（４）ソフトベーキング
　ホットプレートを利用して９５℃で２分間ベーキングを行う。
【００７９】
　（５）ＵＶ露光
　ＵＶ　ａｌｉｇｎｅｒ（ｉ－ｌｉｎｅ）にピラー製作マスクを装着後、２５０ｍＪのＵ
Ｖを照射する。
【００８０】
　（６）現像
　ＭＩＦ　３００現像器を利用して現像を行う。
【００８１】
　（７）ハードベーキング
　現像されたウェーハを１１５℃で２分間ハードベーキングを行う。
【００８２】
　（８）Ｄｅｅｐ　ＲＩＥ
　ＳＴＳ　ＩＣＰ－ＲＩＥ機器を利用し、１００μｍのＳｉエッチング工程を行う。
【００８３】
　（９）除去
　Ａｓｈｅｒ装備を利用し、フォトレジストを除去する。
【００８４】
　（１０）ＰＲストリップ
　残存するＰＲ除去および洗浄のために、ピラニア溶液で５分間処理して洗浄および乾燥
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【００８５】
　（１１）ＨＦ処理
　希釈されたＨＦを１分間処理し、自然酸化物を除去する。
【００８６】
　（１２）Ｓｉ酸化
　ＳｉＯ２成長のために、水蒸気を利用した熱湿式酸化を行い、１，０００Åの厚さに成
長させる。
【００８７】
　（１３）ウェーハ洗浄
　ピラニア溶液で５分間処理し、洗浄および乾燥する。
【００８８】
　（１４）ＳＡＭコーティング
　エタノール中の２００ｍＭのＯＴＣに１時間浸漬し、エタノールで３回洗浄／乾燥する
。１１０℃で４０分間ベーキング工程を進める。
【００８９】
　次に、ＳＵ－８チップの作製過程は、下記の通りである。
【００９０】
　（１）ウェーハ洗浄
　ピラニア溶液で１５分間処理し、希釈されたＨＦを３分間処理後、洗浄および乾燥する
。２００℃のホットプレートで２０分間処理する。
【００９１】
　（２）ＳＵ－８コーティング
　ＳＵ８　２１００（Ｍｉｃｒｏｃｈｅｍ社製）を８ｍｌほどのウェーハに注いだ後、５
００ｒｐｍで３０秒、３，０００ｒｐｍで３０秒スピンコーティングを行う。
【００９２】
　（３）ソフトベーキング
　ＳＵ８コーティングされたウェーハをホットプレートで６５℃、５分および９５℃、２
０分間処理する。
【００９３】
　（４）ＵＶ露光
　ＵＶ　ａｌｉｇｎｅｒ（ｉ－ｌｉｎｅ）にピラー製作マスクを装着後、３２０ｍＪのＵ
Ｖを照射する。
【００９４】
　（５）露光後のベーキング
　前記ウェーハを６５℃、１分および９５℃、２０分間処理する。
【００９５】
　（６）現像
　ＳＵ８現像器（Ｍｉｃｒｏｃｈｅｍ社製）を利用し、３０分間現像を行う。
【００９６】
　（７）洗浄
　２－プロパノールで洗浄を行い、窒素で乾燥する。
【００９７】
　前記チップの三次元形態は、ピラー構造であり、チャンバ体積は、１０μｌであり、ピ
ラー高さは、１００μｍであった。ピラーの型は、菱形四種と櫛目形二種を下記表２のよ
うに作製した。
【００９８】
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【表２】

【００９９】
　図８は、デザインされた菱形および櫛目形ピラーの配列を、上から見た模式図を表した
ものである。上記の型のチップを製作して走査電子顕微鏡（ＳＥＭ）で観察した。図９は
、シリコン基板上にＳＡＭコーティング方法で設けられた菱形および櫛目形のピラーの配
列を有するチップのＳＥＭイメージを表したものである。図９に示すように、ピラーチッ
プのＳＥＭイメージから所望のサイズの菱形または櫛目形チップが製作されているという
ことが分かった。図１０は、ＳＵ－８を利用して製造された菱形ピラーの配列を有するチ
ップのＳＥＭイメージを表したものである。図１０に示すように、ピラーチップのＳＥＭ
イメージから所望のサイズの菱形チップが製作されているということが分かった。
【０１００】
　＜実施例６：三次元マイクロチップを利用した大腸菌細胞の分離＞
　平面の固体基板を利用した実施例２とは異なり、前記実施例５で製作した三次元のマイ
クロチップを利用し、流体制御システムで、本発明のマイクロチップに対する大腸菌結合
能を調べた。大腸菌細胞は、１．０×１０８細胞／ｍｌの大腸菌ＢＬ２１を利用し、流速
は、４００μｌ／分であり、大腸菌細胞は、コロニー数測定方法で、マイクロチップに結
合した大腸菌数を測定した。残りの過程は、実施例２と同じように行った。
【０１０１】
　表３は、チップの型を変化させたときの大腸菌捕獲効率を表したものである。「平面」
は、実施例２の平面の固体基板を利用したものである。
【０１０２】
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【０１０３】
　前記表３から分かるように、ピラーの表面積が最も大きいチップ３の大腸菌捕獲効率が
最も高い。これは、表面が平面である場合（約１％の捕獲効率）に比べて数十倍以上の大
腸菌捕獲効率を達成する。従って、本発明のチップのピラー構造は、大腸菌との接触の表
面積を増加させ、平面構造に比べてはるかに効率的に大腸菌を捕獲できる。
【０１０４】
　＜実施例７：三次元マイクロチップを利用した低濃度のバクテリア細胞およびバクテリ
ア種の細胞の分離＞
　本実施例では、実施例６とは異なり、低濃度の大腸菌細胞およびその他のバクテリア細
胞を利用し、本発明の三次元マイクロチップの細胞の捕獲効率を調べた。大腸菌細胞とし
ては、１．０×１０３細胞／ｍｌおよび１．０×１０５細胞／ｍｌの大腸菌ＢＬ２１を利
用し、その他のバクテリア細胞は、それぞれ１．０×１０８細胞／ｍｌのシュードモナス
・プチダ、スタフィロコッカス・エピデルミディスおよびストレプトコッカス・ミュータ
ンス細胞を利用し、チップ１０を利用したことを除いては、実施例６と同様に行った。
【０１０５】
　表４は、バクテリア細胞の種類による細胞捕獲効率の変化を表したものである。
【０１０６】
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【表４】

【０１０７】
　前記表４で、シュードモナス・プチダ細胞は、捕獲効率を測定できなかったが、これは
、前記細胞は、ｐＨ４ではマイクロチップ上で成長せずに測定できなかったためである。
しかしながら、顕微鏡イメージから、前記細胞が前記マイクロチップ上に捕獲されるとい
うことを確認することができた。
【０１０８】
　前記表４から、大腸菌ＢＬ２１の場合には、低濃度でも捕獲効率が高く、大腸菌以外の
バクテリア細胞でも、捕獲効率が非常に高いということが分かった。従って、本発明によ
るチップのピラー構造は、ほとんどのバクテリア細胞を効率的に捕獲できる。
【０１０９】
　本発明のチップに捕獲されたバクテリアを観察するために、捕獲されたバクテリア細胞
を一般的な染色手順によって染色した後で電子顕微鏡で観察した。図１１は、本発明の三
次元構造の疎水性固体支持体であるピラー配列を有するチップに捕獲されたグラム陽性お
よび陰性菌の顕微鏡写真を表したものである。図１１から、それぞれのバクテリア細胞は
、ピラーに効率的に捕獲されているということが分かった。
【０１１０】
　＜実施例８：三次元マイクロチップを利用した実際の試料に含まれた大腸菌細胞の分離
＞
　本実施例では、実際の試料に含まれたバクテリア細胞の捕獲効率を知るために、唾液試
料とバクテリア細胞との懸濁液を調製した。バクテリア細胞は、ＳＹＴＯ－９蛍光染料で
染色された大腸菌ＢＬ２１を利用し、唾液試料の前処理は、０．０１Ｍのジチオスレイト
ール（ＤＴＴ）で１５分以上処理し、遠心分離後に０．１Ｍのリン酸ナトリウム緩衝液（
ｐＨ４）で再懸濁し、初期の唾液試料の濃度の１／４に希釈した。収得された前処理され
た唾液溶液に、ＳＹＴＯ－９染色されたバクテリアを懸濁した。流速は、４００μｌ／分
であり、バクテリアの捕獲効率は、蛍光光度計を用いて測定した。残りの過程は、前記実
施例６と同じように行った。
【０１１１】
　下記表５は、実際の試料に含まれた大腸菌細胞の捕獲効率を表したものである。
【０１１２】
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【表５】

【０１１３】
　前記表５から分かるように、Ｓｉ／ＳｉＯ２／ＳＡＭおよびＳＵ－８チップはいずれも
バクテリア細胞の捕獲効率が非常に高い。従って、実際の試料に含まれるバクテリア細胞
が微量であっても、バクテリア細胞を効率的に捕獲できるということが分かる。
【０１１４】
　＜実施例９：三次元構造における緩衝液のｐＨによる影響＞
　平面構造では、ｐＨ４近辺で良好な細胞捕獲効率を示した（実施例１参照）。作製され
た三次元マイクロチップ（実施例６のチップ３）を利用し、１００ｍＭのリン酸ナトリウ
ム緩衝液のｐＨ効果をさらに検証した。大腸菌をｐＨ４およびｐＨ７のリン酸ナトリウム
緩衝液に懸濁させて細胞捕獲効率を比較した。３００μｌ／分で懸濁液を流して三回の試
験を行った。構造物の効果により、平面構造に比べてｐＨの影響が小さくなることが分か
った（表６参照）。すなわち、広いｐＨ範囲で使用可能である。
【０１１５】

【表６】

【０１１６】
　＜実施例１０：ビーズを利用した尿に存在する細胞の分離＞
　ガラスビーズにＯＴＣを利用し、実施例６のようにＳＡＭコーティングを行った。尿を
採取し、いかなる前処理もなしに、既知の濃度（５×１０６細胞／ｍｌ、リン酸ナトリウ
ム、１００ｍＭ、ｐＨ３）の大腸菌を含む溶液と１：１の比率で混合した。０．２ｇのビ
ーズを前記混合サンプルに投入して混合した。ビーズに吸着された細胞をコロニー計数測
定法を用いて定量した。ビーズとサンプルとの混合時間を１分、１５分、３０分（表７参
照）に変化させた。尿の場合には、いかなる前処理過程もなしに、１５分で５０％のバク
テリア細胞捕獲効率を得られた。
【０１１７】

【表７】



(19) JP 2010-178750 A 2010.8.19

【産業上の利用可能性】
【０１１８】
　本発明の疎水性固体支持体を利用した細胞分離方法は、例えば、細胞分離関連の技術分
野に効果的に適用可能である。
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【手続補正書】
【提出日】平成22年4月30日(2010.4.30)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水接触角が７０～９０°である疎水性固体支持体を含む試料内の細胞またはウイルスを
分離するための装置。
【請求項２】
　前記疎水性固体支持体は、平面構造、ピラー構造、ビーズ構造、および篩構造から構成
される群から選択されることを特徴とする請求項１に記載の装置。
【請求項３】
　前記ピラー構造の縦横比は、１：１～２０：１であることを特徴とする請求項２に記載
の装置。
【請求項４】
　前記ピラー構造は、ピラー高さ（Ｈ）とピラー間の距離（Ｄ）との比率が１：１～２５
：１であることを特徴とする請求項２または３に記載の装置。
【請求項５】
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　前記ピラー構造は、ピラー間の距離（Ｄ）が５μｍ～１００μｍであることを特徴とす
る請求項２～４のいずれか１項に記載の装置。
【請求項６】
　試料チャンバをさらに含むことを特徴とする、請求項１～５のいずれか１項に記載の装
置。



(27) JP 2010-178750 A 2010.8.19

10

フロントページの続き

(72)発明者  黄　奎　淵
            大韓民国京畿道仁川広域市富平区富平４洞１２－１３１番地１８統６班
(72)発明者  金　俊　鎬
            大韓民国京畿道城南市盆唐区九美洞２１１番地　ムジゲマウル大林アパート１０３棟４０１号
(72)発明者  南　宮　桷
            大韓民国ソウル特別市松坡区石村洞２９１－１７番地４０２号
(72)発明者  朴　珍　星
            大韓民国京畿道龍仁市器興区甫羅洞５７０番地　現代モーニングサイド１次アパート３１１棟１６
            ０１号
Ｆターム(参考) 4B029 AA09  BB02  BB13  CC02  DG08  FA15  HA05 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA18  QQ06  QQ10  QQ20  QR39  QR75  QR79  QS39 
　　　　 　　  4B065 AA26X AA44X AA49X AA53X AA95X AA98X AC20  BD14  BD27  CA46 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	written-amendment
	overflow

