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(57)【要約】
【課題】音響サイトメータにおける粒子分析の提供。
【解決手段】サイズにより粒子を分離するための方法で
あって、粒子をフロー流において流動させるステップと
、半径方向音響放射圧をフロー流に向けるステップと、
粒子をサイズにより音響的に分離するステップとを含む
方法が本明細書に提供される。これらの方法を実行する
ためのデバイスも開示される。一実施形態において、装
置は、粒子をその中に含む流体を流動させるためのキャ
ピラリと、該粒子を音響的に操作するための音響信号生
成トランスデューサと、流動停止デバイスとを備える。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
本願明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の引用）
　本願は、米国仮特許出願第６１／００８，４２２号（２００７年１２月１９日出願）、
米国特許出願第１２／２８３，４６１号（２００８年９月１１日出願）、および米国特許
出願第１２／２８３，４９１号（２００８年９月１１日出願）の利益を主張する。これら
出願のそれぞれの内容の全てが参照により本明細書に引用される。
【０００２】
　（技術分野）
　以下の発明は、概して、粒子分析の分野に関する。また、本発明は、概して、サイトメ
ータおよび音響学に関する。
【背景技術】
【０００３】
　粒子からの光散乱強度の角度依存が、粒子の内因性特性および外因性特性に関連する豊
富な情報を含むことが、フローサイトメトリの開発の初期段階で認識されている。例えば
、Ｍｕｌｌａｎｅｙらは、細胞サイズの推定のために、約０．５度から約２度の前方散乱
光の使用を実験的に実証している。同時代に、入射光線に対する細胞配向が、流動方向に
平行して軸対象を持たない粒子の集団分解能および計器感度に影響を及ぼすアーチファク
トを発生させる可能性があることも認識されている。Ｌｏｋｅｎらにより、鶏の固定赤血
球の形態である非球形粒子が、円板／細胞構造の縁向きまたは正面向きの照射に関連する
２峰性の散乱分布を産生することが示されている。また、精子細胞の複雑な幾何学的形状
において明らかである非対称性による粒子配向に依存する散乱効果についても実証されて
いる。研究者によっては、流体力学的シースシステムの速度流動場に非対称性を導入する
ように試料のノズルを成形することによって、粒子の配向に対して受動的な解決法を提案
している。フローサイトメトリ選別における効率的なＸおよびＹ精子区別における最も重
大な側面が、光学的な散乱平面における精子の配向であることが示されている。近年、新
規のノズル幾何学的形状により、約２０００粒子／ｓの分析率において、光学的散乱平面
における精子頭部の６０％以上の適切な配向が、選別効率に著しく影響を及ぼすことが実
証されている。他の研究者は、粒子分析率を低下させて（約４００粒子／ｓ）、走査フロ
ーサイトメトリ（ＳＦＣ）を使用する多数の散乱角についてデータを収集することによっ
て、粒子の非対称性に対処している。システムによって、７０度までの連続的な角度散乱
データが実証されたが、データは、非対称粒子について収集された角度スペクトルの大き
な変動をもたらす恣意的な粒子配向に対して取られている。
【０００４】
　音響力を使用して生体細胞を分離する最初の大規模な実証のうちの１つは、Ｄｏｂｌｈ
ｏｆｆらによって行なわれた。そのシステムでは、２０リットルのバイオリアクタから死
細胞と小さい細胞残屑を除去する目的で、生ハイブリドーマ細胞を選択的に保持するため
に音響放射圧を使用した。そのシステムは、多面トランスデューサ設計に基づき、９９．
５％までの生細胞保持率を実証し、細胞残屑拒否に関する結果は変動した。初期のシステ
ムは、典型的には、１５Ｗを上回る高電力入力を必要とした、駆動トランスデューサに冷
却ユニットが必要となった。さらに最近では、Ｆｅｋｅおよび共働者は、音響放射圧と２
次音響力との両方による新規の粒子分離方法を開発した。音響定在波における高多孔性ポ
リエステルメッシュ（粒子サイズよりも２オーダー大きい細孔サイズ）は、収集マトリク
スとしての役割を果たし、これによって、ノード位置における粒子がメッシュ内に捕捉さ
れ、２次音響力が粒子凝集体を形成し、メッシュ表面において引力を生成した。ハイブリ
ドーマ細胞の保持に関する類似の実証において、約９５％の保持効率が達成され、細胞の
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生存に対する影響はわずかであった。このシステムは、約１．５ｘ１０８細胞／ｍＬの高
細胞密度を達成し、入力電力は数百ｍＷａｔｔだけであった。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明のある実施形態は、粒子を音響的に操作し、粒子の流れを停止させる装置を備え
る。本装置は、好ましくは、粒子をその中に含む流体を流動させるためのキャピラリと、
粒子を音響的に操作する音響信号生成トランスデューサと、流動停止デバイスとを備える
。流動停止デバイスは、ポンプまたは１つ以上の弁である。本実施形態は、粒子選別器、
粒子分別器、および／またはフローサイトメータを備えることが可能である。本実施形態
は、粒子を分析するための分析器および／または撮像器をさらに備えることが可能である
。
【０００６】
　本発明の一実施形態は、１つ以上の粒子を音響的に操作するための方法を含む。本実施
形態は、好ましくは、その中に粒子を含む流体を流動させることと、音響放射圧を流体に
印加し、１つ以上の粒子を音響的に操作することと、流体を停止させることと、粒子のう
ちの少なくとも１つをレビューすることとを含む。本発明の本実施形態では、粒子のうち
の少なくとも１つをレビューすることは、粒子のうちの少なくとも１つを分析することお
よび／または粒子のうちの少なくとも１つを選別することを含むことができる。また、粒
子は、フローサイトメータを流動させることが可能である。
【０００７】
　本発明の別の実施形態は、粒子を音響的に操作し、粒子の流動を逆行させる装置を備え
る。本装置は、好ましくは、粒子をその中に含む流体を流動させるためのキャピラリと、
粒子を音響的に操作する音響信号生成トランスデューサと、逆流デバイスとを備える。逆
流デバイスは、好ましくは、ポンプおよび／または１つ以上の弁を備える。本実施形態の
装置は、粒子を分析するための分析器および／または撮像器をさらに備えることが可能で
ある。本実施形態の装置は、任意選択により、選別器、分別器、および／またはフローサ
イトメータを備えることが可能である。
【０００８】
　本発明の別の実施形態は、１つ以上の粒子を音響的に操作するための方法を含む。本実
施形態は、その中に粒子を含む流体を流動させることと、音響放射圧を流体に印加し、１
つ以上の粒子を音響的に操作することと、流動の方向を逆行させることと、流動において
逆行された粒子のうちの少なくとも１つをレビューすることとを含む。本実施形態では、
粒子をレビューすることは、粒子のうちの少なくとも１つを分析することおよび／または
粒子のうちの少なくとも１つを選別することを含むことができる。また、本実施形態は、
流体をフローサイトメータを通して流動させることも含むことが可能である。
【０００９】
　本発明のさらに別の実施形態は、フロー流において粒子を音響的に整列させおよび配向
する装置を備える。本装置は、好ましくは、粒子をその中に含む流体を流動させるための
キャピラリと、粒子を音響的に操作し、整列させ、および配向する音響信号生成トランス
デューサと、粒子分析器とを備える。本実施形態の装置は、好ましくは、フローサイトメ
ータ、粒子分別器、および／または粒子選別器を備え、選別器は、サイズに基づいて粒子
を選別する。装置は、任意選択により撮像器を含むことが可能である。本実施形態の音響
信号生成トランスデューサは、好ましくは、流動軸を中心に極性方向に粒子を整列させる
か、または流動方向に粒子を整列させる。本実施形態の粒子は、赤血球、血小板、または
精子であることが可能である。
【００１０】
　本発明のさらに別の実施形態は、粒子分析器のフロー流において粒子を音響的に整列お
よび配向するための方法であって、粒子をフロー流に流動させることと、粒子に音響放射
圧を受けさせることと、粒子分析器のフロー流において粒子を音響的に整列させることと
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、粒子分析器のフロー流において粒子を音響的に配向することとを含む方法を含む。本実
施形態では、粒子分析器は、フローサイトメータであることが可能である。また、本方法
は、粒子が非対称である非軸対称の力場も含むことが可能である。さらに、本実施形態は
、任意選択により、粒子の所定の配向を選択することを含み、配向は、光学的散乱平面内
にある。本実施形態は、粒子の非対称性に基づいて、異なる種類の粒子を区別することを
含むことが可能である。本実施形態は、粒子集団の繰り返し可能な配向をもたらすこと、
または粒子を選別することをさらに含むことが可能である。粒子の選別は、サイズに基づ
く粒子の事前分析インライン分離を含むことが可能である。加えて、本実施形態は、流動
軸を中心に極性方向に粒子を整列させるか、または流動方向に粒子を整列させることが可
能である。またさらに、本実施形態は、任意選択により、粒子を分別することを含む。本
実施形態では、粒子は、赤血球、血小板、または精子であることが可能である。
【００１１】
　本発明の一実施形態は、粒子を分析する装置を備える。本実施形態の装置は、好ましく
は、粒子をその中に含む流体を流動させるためのキャピラリと、上記キャピラリにおける
非軸対称の粒子を音響的に配向する半径方向音響信号生成トランスデューサと、上記粒子
を検査点を通して輸送する輸送デバイスと、粒子分析器とを備える。本実施形態では、半
径方向音響信号生成トランスデューサは、好ましくは、粒子をキャピラリにおいて整列さ
せ、粒子をキャピラリにおいて濃縮する。また、半径方向音響信号生成トランスデューサ
は、粒子を整列させる音響場も生成することが可能である。また、本実施形態は、任意選
択により、粒子を整列させる流体力学的シースを含む。本実施形態の装置は、撮像器をさ
らに備えることが可能である。
【００１２】
　本発明の別の実施形態は、粒子分析器において粒子を分析するための方法を含む。本方
法は、好ましくは、粒子をフロー流において流動させることと、半径方向音響放射圧をフ
ロー流に印加することと、非軸対称粒子をフロー流において音響的に配向することと、粒
子を検査点を通して輸送することと、粒子を分析することとを含む。また、本実施形態は
、音響場または流体力学的収束のいずれかによりフロー流において粒子を整列させること
も含むことが可能である。また、本方法は、好ましくは、フロー流において粒子を濃縮す
ることも含む。
【００１３】
　本発明の別の実施形態は、流体において粒子を分析する装置を備える。本実施形態の装
置は、好ましくは、粒子をその中に含む流体を流動させるためのキャピラリと、流量にか
かわらず、粒子焦点を上記キャピラリに音響的に維持する音響信号生成トランスデューサ
と、粒子を分析するための粒子分析器とを備える。本装置は、流動停止デバイスおよび／
または逆流デバイスをさらに備えることが可能である。また、本実施形態の装置は、実施
形態は、撮像器も備える。
【００１４】
　本発明のさらに別の実施形態は、フロー流において１つ以上の粒子を分析する方法を含
む。本実施形態は、好ましくは、ランタニドにより粒子を標識することと、粒子をフロー
流に流動させることと、流量にかかわらず粒子焦点を維持するために音響放射圧をフロー
流に印加することと、ラタンニドにより粒子を分析することとを含む。また、本実施形態
は、フロー流を停止させることおよび／または逆行することも含むことが可能である。
【００１５】
　本発明のさらに別の実施形態は、サイズにより粒子を選別する装置を備える。本装置は
、好ましくは、その中に粒子を含む流体を流動させるためのキャピラリと、上記キャピラ
リにおいて、サイズにより粒子を音響的に選別および分離する半径方向音響生成トランス
デューサとを備える。本実施形態は、フローサイトメータおよび／または粒子分析器およ
び／または撮像器をさらに備えることが可能である。また、装置は、好ましくは、粒子選
別器も備える。
【００１６】
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　本発明のさらなる実施形態は、サイズにより粒子を選別するための方法を含む。本方法
は、好ましくは、粒子をフロー流に流動させることと、半径方向音響放射圧をフロー流に
印加することと、粒子をサイズにより音響的に選別および分離することとを含む。また、
本方法は、分離された粒子のうちの大きい方の粒子をフローサイトメータに輸送すること
と、大きい方の粒子を分析することとを含む。本実施形態の輸送ことは、好ましくは、大
きい方に属する粒子をフロー流の中心軸に輸送する。また、本実施形態は、インライン選
別することも含む。
例えば、本願発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
　粒子をその中に含む流体を流動させるためのキャピラリと、
　該粒子を音響的に操作するための音響信号生成トランスデューサと、
　流動停止デバイスと
　を備える、装置。
（項目２）
　前記粒子を分析するための分析器をさらに備える、項目１に記載の装置。
（項目３）
　粒子選別器をさらに備える、項目１に記載の装置。
（項目４）
　粒子分別器をさらに備える、項目１に記載の装置。
（項目５）
　フローサイトメータをさらに備える、項目１に記載の装置。
（項目６）
　撮像器をさらに備える、項目１に記載の装置。
（項目７）
　前記流動停止デバイスは、ポンプを備える、項目１に記載の装置。
（項目８）
　前記流動停止デバイスは、１つ以上の弁を備える、項目１に記載の装置。
（項目９）
　粒子をその中に含む流体を流動させるためのキャピラリと、
　該粒子を音響的に操作するための音響信号生成トランスデューサと、
　逆流デバイスと
　を備える、装置。
（項目１０）
　前記粒子を分析するための分析器をさらに備える、項目９に記載の装置。
（項目１１）
　選別器をさらに備える、項目９に記載の装置。
（項目１２）
　分別器をさらに備える、項目９に記載の装置。
（項目１３）
　フローサイトメータをさらに備える、項目９に記載の装置。
（項目１４）
　撮像器をさらに備える、項目９に記載の装置。
（項目１５）
　前記逆流デバイスは、ポンプを備える、項目９に記載の装置。
（項目１６）
　前記逆流デバイスは、１つ以上の弁を備える、項目９に記載の装置。
（項目１７）
　粒子をその中に含む流体を流動させるためのキャピラリと、
　該粒子を音響的に配向するための音響信号生成トランスデューサと、
　粒子分析器と
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　を備える、装置。
（項目１８）
　前記装置は、フローサイトメータを備える、項目１７に記載の装置。
（項目１９）
　粒子選別器をさらに備える、項目１７に記載の装置。
（項目２０）
　前記選別器は、分析前にサイズに基づいて前記粒子を分離する、項目１９に記載の装置
。
（項目２１）
　前記音響信号生成トランスデューサは、流動軸を中心に、極性方向に前記粒子を整列さ
せる、項目１７に記載の装置。
（項目２２）
　前記音響信号生成トランスデューサは、流動方向に前記粒子を整列させる、項目１７に
記載の装置。
（項目２３）
　粒子分別器を備える、項目１７に記載の装置。
（項目２４）
　前記粒子は、赤血球または血小板である、項目１７に記載の装置。
（項目２５）
　前記粒子は、精子である、項目１７に記載の装置。
（項目２６）
　撮像器をさらに備える、項目１７に記載の装置。
（項目２７）
　粒子をその中に含む流体を流動させるためのキャピラリと、
　該キャピラリ内における半径方向音響場において非軸対称の粒子を音響的に配向する半
径方向音響信号生成トランスデューサと、
　該粒子を検査点を通して輸送するための輸送デバイスと、
　粒子分析器と
　を備える、装置。
（項目２８）
　前記半径方向音響信号生成トランスデューサは、前記キャピラリにおいて前記粒子を整
列させる、項目２７に記載の装置。
（項目２９）
　前記半径方向音響信号生成トランスデューサは、前記キャピラリにおいて前記粒子を濃
縮する、項目２７に記載の装置。
（項目３０）
　前記半径方向音響信号生成トランスデューサは、前記粒子を整列させる音響場を生成す
る、項目２７に記載の装置。
（項目３１）
　前記粒子を整列させる流体力学的シースを備える、項目２７に記載の装置。
（項目３２）
　撮像器をさらに備える、項目２７に記載の装置。
（項目３３）
　１つ以上の粒子を音響的に操作するための方法であって、
　１つ以上の粒子を含む流体を流動させることと、
　音響放射圧を該流体に向けて該１つ以上の粒子を音響的に操作することと、
　該流体を停止させることと、
　該粒子のうちの少なくとも１つをレビューすることと
　を含む、方法。
（項目３４）
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　前記レビューすることは、前記粒子のうちの少なくとも１つを分析することを含む、項
目３３に記載の方法。
（項目３５）
　前記レビューすることは、前記粒子のうちの少なくとも１つを選別することを含む、項
目３３に記載の方法。
（項目３６）
　前記流体をフローサイトメータを通して流動させることをさらに含む、項目３３に記載
の方法。
（項目３７）
　１つ以上の粒子を音響的に操作するための方法であって、
　１つ以上の粒子を含む流体を流動させることと、
　音響放射圧を該流体に向けて、該１つ以上の粒子を音響的に操作することと、
　該流体の流動の方向を逆にすることと、
　該流動において逆行された該粒子のうちの少なくとも１つをレビューすることと
　を含む、方法。
（項目３８）
　前記レビューすることは、前記粒子のうちの少なくとも１つを分析することを含む、項
目３７に記載の方法。
（項目３９）
　前記レビューすることは、前記粒子のうちの少なくとも１つを選別することを含む、項
目３７に記載の方法。
（項目４０）
　前記流体をフローサイトメータを通して流動させることを含む、項目３７に記載の方法
。
（項目４１）
　粒子分析器のフロー流において粒子を音響的に配向するための方法であって、
　粒子をフロー流によって流動させることと、
　音響放射圧を該粒子に向けることと、
　該粒子分析器の該フロー流において該粒子を音響的に配向することと
　を含む、方法。
（項目４２）
　前記粒子分析器は、フローサイトメータである、項目４１に記載の方法。
（項目４３）
　前記音響放射圧は、非対称的である、項目４１に記載の方法。
（項目４４）
　前記粒子は、非対称的である、項目４１に記載の方法。
（項目４５）
　前記粒子の所定の配向を選択することをさらに含む、項目４１に記載の方法。
（項目４６）
　前記配向は、光学的散乱平面内にある、項目４５に記載の方法。
（項目４７）
　粒子非対称性に基づいて異なる種類の粒子を区別することをさらに含む、項目４１に記
載の方法。
（項目４８）
　粒子集団の繰り返し可能な配向をもたらすことをさらに含む、項目４１に記載の方法。
（項目４９）
　前記粒子を選別することをさらに含む、項目４１に記載の方法。
（項目５０）
　前記選別することは、サイズに基づく粒子の事前分析インライン分離を含む、項目４９
に記載の方法。
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（項目５１）
　流動軸を中心に、極性方向に前記粒子を整列させることを含む、項目４１に記載の方法
。
（項目５２）
　流動方向に前記粒子を整列させることを含む、項目４１に記載の方法。
（項目５３）
　前記粒子を分別することをさらに含む、項目４１に記載の方法。
（項目５４）
　前記粒子は、赤血球または血小板である、項目４１に記載の方法。
（項目５５）
　前記粒子は、精子である、項目４１に記載の方法。
（項目５６）
　粒子分析器において粒子を分析するための方法であって、
　１つ以上の粒子をフロー流において流動させることと、
　半径方向音響放射圧を該フロー流に向けることと、
　非対称粒子を該フロー流において音響的に配向することと、
　各粒子を検査点を通して輸送することと、
　該粒子の各々を分析することと
　を含む、方法。
（項目５７）
　前記粒子を前記フロー流において整列させることをさらに含む、項目５６に記載の方法
。
（項目５８）
　前記整列させることは、音響場による、項目５７に記載の方法。
（項目５９）
　前記整列させることは、流体力学的収束による、項目５７に記載の方法。
（項目６０）
　前記粒子を前記フロー流において濃縮することをさらに含む、項目５６に記載の方法。
（項目６１）
　フロー流において１つ以上の粒子を分析する方法であって、
　ランタニドにより粒子を標識することと、
　該粒子をフロー流において流動させることと、
　該フロー流の方向に沿って該粒子を整列させるために、半径方向音響放射圧を該フロー
流に向けることと、
　ラタンニドにより標識された該粒子の少なくとも一部分を分析することと
　を含む、方法。
（項目６２）
　前記フロー流を停止させることをさらに含む、項目６１に記載の方法。
（項目６３）
　前記フロー流を逆行させることをさらに含む、項目６１に記載の方法。
（項目６４）
　サイズにより粒子を分離するための方法であって、
　粒子をフロー流において流動させることと、
　半径方向音響放射圧を該フロー流に向けることと、
　サイズにより該粒子を音響的に分離することと
　を含む、方法。
（項目６５）
　前記分離された粒子のうちの大きい方の粒子をフローサイトメータに輸送することをさ
らに含む、項目６４に記載の方法。
（項目６６）
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　前記大きい方の粒子を分析することをさらに含む、項目６５に記載の方法。
（項目６７）
　前記輸送することは、前記大きい方の粒子を前記フロー流の中心軸に輸送する、項目６
５に記載の方法。
（項目６８）
　前記粒子をインライン分離することをさらに含む、項目６４に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
　本明細書に組み込まれ、かつその一部を形成する添付の図面は、説明とともに、本発明
の１つ以上の実施形態を図示し、本発明の原理を説明する役割を果たす。図面は、本発明
の１つ以上の好適な実施形態を図示する目的のためだけのものであり、本発明を限定する
ものとして解釈されるものではない。
【図１】図１は、キャピラリの中心軸に粒子が音響的に収束されるインライン駆動キャピ
ラリを図示する本発明のある実施形態である。
【図２Ａ】図２Ａは、本発明の一実施形態に従って、ラインソースにより駆動される円形
キャピラリの断面における音響力ポテンシャルの密度グラフである。
【図２Ｂ】図２Ｂは、本発明の一実施形態に従って、安定力均衡平面にある誘起粒子回転
を図示する。
【図３】図３は、ライン駆動型音響分別器を図示する本発明のある実施形態であり、大き
い方の粒子は、キャピラリ軸に輸送され、小さい方の粒子は、音響場に影響を受けないま
まである。
【図４Ａ】図４Ａおよび図４Ｂは、本発明の一実施形態に従う、音響場がオフの場合のラ
ンダムな配向においてキャピラリを流動させる粒子と、音響場の励起時に、キャピラリ軸
に一致して整列される粒子とを図示する。
【図４Ｂ】図４Ａおよび図４Ｂは、本発明の一実施形態に従う、音響場がオフの場合のラ
ンダムな配向においてキャピラリを流動させる粒子と、音響場の励起時に、キャピラリ軸
に一致して整列される粒子とを図示する。
【図５Ａ】図５Ａ～図５Ｃは、本発明の一実施形態に従う、ライン駆動キャピラリにおけ
る約１ｐｍおよび約１０ｐｍである粒子の選択的分別を図示する。
【図５Ｂ】図５Ａ～図５Ｃは、本発明の一実施形態に従う、ライン駆動キャピラリにおけ
る約１ｐｍおよび約１０ｐｍである粒子の選択的分別を図示する。
【図５Ｃ】図５Ａ～図５Ｃは、本発明の一実施形態に従う、ライン駆動キャピラリにおけ
る約１ｐｍおよび約１０ｐｍである粒子の選択的分別を図示する。
【図６】図６は、フローサイトメータへの試料入力を図示する本発明のある実施形態であ
り、試料は、濃縮され、その体積を減少させることにより、フローサイトメトリ用途にお
ける分析時間が短縮される。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本明細書で使用する際、「ある」は、「１つ以上」を意味する。
【００１９】
　本明細書で使用する際、「キャピラリ」は、長方形、楕円形、偏円形、円形、８角形、
７角形、６角形、５角形、および３角形から選択される形状を有するフローチャネルまた
はフローチャンバを意味する。
【００２０】
　本発明の一実施形態では、音響放射圧は、好ましくは、粒子をキャピラリの中心に収束
させる。本実施形態によって、単細胞または粒子をフロー流において分析または処理可能
である方式を根本的に変更することが可能になる。この試料送達実施形態によって、分析
もしくは事前分析の改善または試料の調製と精製との両方により、フローサイトメトリの
分析能力が拡大される。
【００２１】
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　音響粒子収束デバイスの非限定的な実施形態について図１に図示する。本デバイスは、
好ましくは、音響的駆動型キャピラリ１０を備え、ここで、流動方向に平行に配向される
音響粒子捕捉は、ラインソース１２と、粒子／細胞１６を含む流体１８とを備える。本実
施形態によって、流体力学的収束に関連する高速シースフローの除去が可能になり、光学
的検査領域内における粒子通過時間の延長が可能になるとともに、固有のインライン粒子
濃度効果により、高粒子分析率が維持される。加えて、粒子流の音響収束により、粒子流
の収束を乱さずに流動方向を停止および逆行するとともに、粒子位置合わせを維持する能
力が提供される。粒子通過時間の増加により、低電力光源および低感度の光学的構成要素
を使用する高感度光学的測定の機会が提供される。流動方向および流量の制御によって、
高度に重要な標的物の再分析が可能になり、それによって、システムレベル変動に関連す
るデータの散乱における不確実性が最低限に抑えられ得る。
【００２２】
　音響的駆動型フローチャンバの追加の特性は、非軸対称の力場が、フロー流内で生成さ
れ得ることにある。フローチャンバ内の力の非対称性により、非球形細胞または粒子が配
向され、その結果、典型的には、標準的な流体力学的フローシステムでは不可能である一
貫した散乱痕跡が、光学的散乱平面内に所定の配向で非対称粒子を配置することによって
生成され得る。本実施形態では、特定の粒子配向に関連する光学的散乱データによって、
例えば、粒子の非対称性に基づいて異なる種類の細菌を区別することができ、ＲＢＣおよ
び精子細胞等の不規則な細胞の種類の分析および選別を改善することができる。また、非
対称力場は、２つの粒子の凝集からの、例えば「ダンベル」形状等の複数の微小球または
細胞の合体から形成される粒子集団の繰り返し可能な配向も産生し得る。粒子集団の区別
は、パルス波形分析および角散乱検査によって、より容易に粒子集団の区別を行なうこと
ができ、これは、散乱平面に対する集団の独特の誘起配向に起因し、例えば、誘起配向に
よって、「ダンベル」の中心軸が流動軸に平行になり得る。
【００２３】
　本発明の音響的ライン駆動型の実施形態は、粒子および細胞分析に関する新しいモード
をフローサイトメータの検出システムにもたらすことができ、インライン試料調製のため
の粒子または細胞の分離において用いられることができる。音響放射圧の主な利点は、高
体積スループットでかなり大型なチャンバにおいて使用可能であることにある。音響場は
、大部分の生物学的粒子に同様に作用することから、本質的に非特定であり、これによっ
て、大部分の生物学的粒子は、同一の空間的位置に輸送される。しかしながら、力場の大
きさは、サイズに高度に依存し、高スループットを必要とする用途、サイズに基づく粒子
の事前分析インライン分離、例えば、法医学的分析における膣細胞からの精子、細胞また
は無傷細胞残屑からのウイルスにおいて、音響放射圧を優れた候補に挙げる。上記説明に
おいて、円柱状の幾何学的形状を有するライン駆動型キャピラリを音響収束デバイスとし
て使用し得るが、音響放射圧を用いて粒子を配置する一般的な幾何学的形状（正方形、長
方形、楕円形、偏円形等）のデバイスを、粒子分離、残屑拒否、粒子整列、および試料精
製の用途に使用することが可能である。
【００２４】
　（音響放射圧）
　音響放射圧から生じる粒子に対する力は、励起の周波数、媒体内の圧力振幅、および粒
子とホスト媒体との間の密度／圧縮率の対比に依存する。これは、音響定在波内において
、粒子をノード位置または非ノード位置に輸送する時間平均漂流力である。音響定在波に
おける球状粒子に対する音響放射力ポテンシャルＵの式は、以下により提供される。
【化１】

【００２５】
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　式中、αは、粒子半径であり、βｏは、周辺流体の圧縮率であり、ρｏは、周辺流体の
密度である。粒子の不在下の音響場の圧力および速度は、ｐおよびｖによってそれぞれ記
述され、括弧は、時間平均量に対応する。項ｆ１およびｆ２は、粒子の力学的特性がバッ
クグラウンド媒体と異なる程度を判断する対比項である。対比項は以下により提供される
。
【化２】

【００２６】
　下付き文字ρは、粒子の固有特性に対応する。粒子に作用する力Ｆは、以下によって、
力ポテンシャルの勾配に関連付けられる。
Ｆ＝－∇Ｕ
【００２７】
　粒子は、好ましくは、ポテンシャルＵが最小値を示す位置に局所化される。円形断面キ
ャピラリでは、ポテンシャルの最小値は、双極子式モードで駆動する場合、図１の粒子捕
捉を形成するキャピラリの軸に一致する。選択される用途について、キャピラリの軸以外
の位置における粒子の空間的位置決めのために他のモードが存在し、かつ有利である。
【００２８】
　（音響ライン駆動型キャピラリ）
　音響放射圧から生じる力は、好ましくは、シース流体を必要とせずに、流体力学的収束
に類似する構成において、粒子を局所化するための効果的な手段である。本発明のライン
駆動型キャピラリは、シース置換において効果的であり得る。ライン接触よりも大きなソ
ースアパーチャを有するキャピラリは、類似の結果をもたらすことが可能である。本実施
形態は、ソースアパーチャを有する音響的駆動型キャピラリが、約４５度を超えるキャピ
ラリの周囲に沿った延長接触長さを有することを実証している。これは、その外壁に接触
する圧電セラミックソースにより駆動されるキャピラリから構築され得る。構造の変動に
より、軸方向粒子捕捉が形成される中心軸に沿って局所的圧力ノードが生成される。本デ
バイスに関する略図が図１に提供される。希薄懸濁液中の粒子は、上部からデバイスに入
り、システム中において流動させる際に、粒子を圧力ノードに輸送する半径方向力を受け
る。本発明のある実施形態では、試料中に含まれる粒子は、単一のファイルに同時に濃縮
および整列され、次いで、検査レーザに輸送される。粒子は、ポンプおよび／または１つ
以上の弁を含むがこれらに限定されない種々の輸送デバイスを介して検査レーザに輸送さ
れる。
【００２９】
　音響粒子収束の実装によって、好ましくは、粒子が試料細胞に配置される方式が根本的
に変更されることにより、新しいフローサイトメトリ技術および方法が発展可能になる。
異なる流動速度を有する同心フロー流は、従来の流体力学的シース収束型システムのよう
に必要とされない。音響的に収束される試料流は、フローチャンバ内の粒子流の整列を低
下させずに、停止、減速、逆行、またはそれらの任意の組み合わせを行なうことが可能で
ある。音響場内における滞留時間の増加により、その焦点が実際に改善される粒子流が生
成される。加えて、フローチャンバ内の粒子整列に悪影響を及ぼさずに、流れを逆行させ
ることが可能であり、散乱／蛍光痕跡のスペクトル分解等の時間を要する分析のために、
希少な標的物を繰り返し分析および停止させることが可能になる。
【００３０】
　本発明の独特なフロー能力のうちの１つとして、試料送達速度を選択する能力が挙げら
れ得る。細胞／粒子通過時間を減速することによって、例えば、従来のシステムよりも約
２０～１００倍減速することによって、発光等のより長い検査時間を必要とする高感度の
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光学的測定および光子事象の測定が可能になる。
【００３１】
　（定在音響波動場における粒子配向）
　検査領域を通過する際の粒子の既知の配向により、細胞構造および固有の光学的特性へ
の重要な洞察を提供する光散乱測定もしくは蛍光測定、またはその両方が可能になる。い
くつかの回転自由度の除去は、細胞／粒子の特定配向にそれらを較正して、現在の光散乱
測定の値を増加させ、新しい散乱角度を測定パラメータとして合理的に考慮することを可
能にすることによって、フローサイトメトリに非常に有益なツールであることを証明する
。本発明の音響ライン駆動型キャピラリと、音響放射圧をフローセルに導入するための他
の方法とは、流れの方向と流動軸を中心とする極性方向との両方において粒子を回転およ
び整列させて、非球状の粒子に関して角度較正散乱データを産生する能動的手段である。
音響駆動型チューブにおいて粒子が受ける力は、典型的には、フロー平面の断面内におい
て非軸対称的である。平面内において力反射対称性を産生するチューブの軸に収束する粒
子について、音響力分布は、本質的には双極性である。本方法の一例として、双極子式モ
ードにおけるライン駆動型チューブ中の粒子に関する音響力ポテンシャルＵの計算が、図
２（ａ）に示され、図面における音響力Ｆｕを以下により求めることが可能である。
Ｆ＝－∇Ｕ
図面において、流動方向はページ面に垂直である。面内力ポテンシャルは、中心軸を交差
する２つの平面に対し反射対称を有する。第１の対称面は、中心軸２０およびライン駆動
２２を交差し、第２の対称平面は、第１の対称面に直角にある。２つの対称面が、表示さ
れる２次元音響力ポテンシャル内に存在するが、１つだけが粒子回転に対して安定均衡２
４位置をもたらす。全ての規則的な粒子は、図２（ｂ）に示す流動場内における小さい摂
動に基づいて安定均衡２４まで急速に回転する。
【００３２】
　力場計算に３次元（軸方向成分）を組み込むことによって、音響力場により誘起される
粒子の回転自由において追加の制限がもたらされる。計算により、ロッド状の粒子（２つ
の同等の副軸および１つの主軸を有する粒子）が、典型的には、その主軸をキャピラリの
軸に整列させることが示される。左右対称を有する粒子、例えば、赤血球は、典型的には
、一方の主軸をフロー軸に整列し、他方の主軸を図２（ａ）における白い点線が示す安定
対称面に平行に整列させる。
【００３３】
　（細胞および細胞残屑の音響分離）
　本発明の一実施形態に従い、音響的駆動型チャンバにおいて粒子輸送を発生させるため
には、音響力は、懸濁化媒体内における粒子のブラウン運動を十分上回る大きさでなけれ
ばならない。粒子が受ける音響放射圧力の大きさは、粒子体積、音響場の駆動レベル、媒
体および粒子の力学的特性、ならびに音響場の空間的勾配に正比例する。このため、（粒
子半径の３乗関係に起因して）、音響場において、より低い圧力振幅および励起周波数（
より小さい勾配）で、小さい方の粒子よりも大きい方の粒子を輸送することが可能である
。これは、典型的には、バックグラウンド媒体に対してそれらの力学的特性の相対的差異
がより大きい粒子にも当てはまる。
【００３４】
　本発明の音響分離システムの一実施形態の一側面は、ユニットにおける圧力降下がほぼ
ゼロである状態で、閉塞せずに（フィルタを含まずに）動作することが可能であることで
ある。音響放射力および熱粒子運動における固有のサイズ依存により、本発明のある実施
形態は、粒子サイズおよび力学的コントラストに基づいて、フロー流の前方端部において
試料を分離することができる。音響力は、選択的収集のために対象の被分析物を特定の位
置に集中させることによって試料を精製するために使用され、バックグラウンド残屑は影
響を受けない。このようなシステムによって、粒子数を大幅に減少させ、かつデータ品質
を向上させることにより、フローサイトメータにおいて高い粒子バックグラウンドを有す
る試料の分析時間が短縮される。例えば、選択溶解方法により調製される全血試料内の細
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胞残屑が、フローサイトメータによるＣＤ４５細胞における全事象の最大８０％を占める
散乱事象をもたらし得ることを、Ｂｏｓｓｕｙｔは示した。フローサイトメトリ分析のた
めにリンパ球を調製するための一定の全血溶解方法が、残存細胞片の存在により、前方お
よび側方散乱分解能の不良をもたらし得ることにＭａｃｅｙは留意した。本発明の一実施
形態では、図３に示すように、フローサイトメータの試料入口の直前に位置するライン駆
動型キャピラリ等のインライン精製デバイスを使用して、例えば、リンパ球であり得る対
象の大きい方の粒子３０を、試料流の中心軸３２に輸送する一方で、溶解内に含まれる細
胞残屑およびタンパク質等の細胞残屑等の小さい方の粒子３４は、影響を受けないままで
ある。これは、特に、対象の粒子よりも力学的コントラストが小さい細胞残屑に当てはま
る。次いで、試料流の中心核は、フローサイトメータに送り込まれ、残存溶解物は、破棄
され、試料から大きい粒子濃縮物が排除される。試料調製に関する本方法が、バックグラ
ウンド粒子数の低減を有利とする任意の種類の粒子／細胞分析のための試料精製ステップ
として使用可能であることに留意されたい。
【００３５】
　（定在音響波動場における粒子配向）
　（実施例１）
　決定論的な粒子配向を誘起するための音響場の効果を実証するために、１よりも大きい
アスペクト比を有する粒子を使用する実験を、ライン駆動型キャピラリにより行なった。
一例では、キャピラリは、ガラスから作製され、内径が約５００μｍで外径が約１０００
μｍであった。音響源が、キャピラリの軸に平行してキャピラリの外面に取り付けられ、
約１．７８ＭＨｚおよび約１０Ｖｐｐで動作させた。脱イオン水中の円形円柱状の炭素繊
維の懸濁液が、シリンジポンプを有するチューブの下方に輸送された。次いで、顕微鏡に
より粒子を撮像した。繊維は、約８μｍの小さな軸寸法を有し、より大きい主軸の寸法は
変動した。
【００３６】
　図４Ａは、キャピラリを左から右へ流れる試料を図示する。繊維は、音響場が存在しな
い場合、流体中に伴われシステムにおいて輸送される際にランダムな配向において確認さ
れた。キャピラリの音響励起時に、繊維は、図４Ｂに示すように、キャピラリの軸に一致
し、かつそれに平行して整列させるように輸送および回転された。本図面に示す整列は、
音響放射圧力が、キャピラリの軸に沿って粒子の主軸を整列させることに起因した。
【００３７】
　（インライン試料精製および分離／濃縮のための音響場ベースの粒子サイズ選択）
　音響的駆動型キャピラリにおける音響源の駆動電圧および／または励起周波数を変動す
ることによって、サイズによる粒子の２成分分別を達成することが可能である。この効果
は、粒子半径に対する音響力の３乗依存に起因して、小さい方の粒子が感じる音響力が減
少した結果である。適用時に、キャピラリの中心核内に含まれる大きい方の粒子が、より
小さい同軸キャピラリに送り込まれ、小粒子を含む同心性の流動場が破棄される。精製さ
れた試料は、さらなる試料調製ステップのために取り出され、リアルタイムでフローサイ
トメータまたは他の分析手段に送り込まれる。用途に応じて、中心核外の流体は、分析の
ために収集および使用される有用な試料として考えられ得る。
【００３８】
　（実施例２）
　駆動レベルの関数としてサイズ選択能力を実証する予備実験からの結果について図５Ａ
～図５Ｃに図示する。本例において、音響的駆動型キャピラリを約１．７８ＭＨｚで振動
させた。約１μｍの直径の蛍光球および約１０μｍの直径の非蛍光球を含むラテックス微
小球の懸濁液を、駆動型キャピラリにポンプで送出する。粒子の体積率は、約２．５ｘ１
０－５であった。キャピラリは、約５００μｍの内径および約１０００μｍの外径により
画定される。
【００３９】
　図５Ａは、蛍光顕微鏡により撮影された写真であり、蛍光顕微鏡において、約１０μｍ
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の粒子が大きい円形の含有物として観察され、約１μｍの粒子が粒状バックグラウンドと
して観察される。約１μｍの粒子からの蛍光信号は、本実験の動作条件下では、低過ぎて
認められない。約７Ｖｐｐの定音響駆動レベル下では（図５Ｂ）、約１０μｍの粒子は、
キャピラリの軸に急速に輸送される。約１μｍの粒子は、依然としてランダムに分布した
ままであった。駆動電圧を２倍にして約１６Ｖｐｐにすると、図５Ｃに示すように、キャ
ピラリの中心軸に両方のサイズの粒子の効率的な輸送がもたらされた。シリンダの軸に沿
った輝線は、約１μｍの蛍光粒子のその位置における濃縮に起因して、蛍光性が大きく局
所的に増加した結果であった。
【００４０】
　（音響的収束型フローチャンバにおける光学的散乱パラメータに対する反射対称の効果
等の音響収束／配向対称）
　本発明のある実施形態は、音響放射圧の結果として光学的散乱平面に整列される粒子に
関連する角散乱に対処する。流体力学的シースフローのフローセルにおける音響的駆動型
粒子整列との置換により、好ましくは、光散乱データの改善につながり、粒子の幾何学的
形状および配合に依存する新しいパラメータをもたらす。例えば、フローサイトメトリ分
析におけるＲＢＣ、精子細胞、および細菌等の、非対称生物学的粒子の粒子配向の重要性
に加えて、複数の微小球または細胞の合体から形成される複雑な幾何学的形状、例えば、
２つの粒子の凝集による「ダンベル」形状も、粒子配向から利益を受ける。粒子集団は、
好ましくは、散乱平面にその配向を固定することによって、より容易に区別される。散乱
平面の通過の程度に起因して繰り返し可能で独特な散乱痕跡を産生するように微小球「２
重項」を配向することによって、接触球の逆散乱問題に関する解決法を利用することによ
り、データ拒否またはデータ受け入れのいずれかのための光学的散乱データにおけるその
寄与を分離する手段が提供される。また、フロー流において音響的に配向された粒子の適
用は、撮像の分野にも適用可能であり、撮像分野では、粒子の選択された配向を観察する
ことは、細胞形態学、細胞成分の局所化、または他の粒子／細胞特徴の判断において有用
である。
【００４１】
　（音響的収束型フローチャンバにおける減速流、流動停止、および逆流状態下の検出能
力強化）
　本発明の別の実施形態は、減速流、流動停止、および逆流の効果、ならびにシースフロ
ーを音響粒子整列に置換することから生じるフローサイトメトリにおける分析時間延長に
さらに対処する。第１の事例では、試料流の流動方向を停止および逆行する能力によって
、粒子の再分析が可能になる。流れは、ポンプまたは１つ以上の弁を含むがこれらに限定
されない種々の流動停止デバイスおよび逆流デバイスを使用して停止および／または逆行
される。ピークの拡がり（ＣＶの増加）および分析平面において異常値であるデータ点は
、レーザ安定性、粒子整列の質、電子雑音、検出器雑音、アッセイの頑強さ（オン／オフ
割合等）等の関数であるシステム依存量である。１回を上回る重要な粒子の分析によって
、特に一時的なアーチファクトの場合にデータ品質が改善可能になり、希少な事象分析に
おける統計的不確実性が最小化可能になる。
【００４２】
　（インライン試料精製および粒子分離のための音響場ベースの粒子サイズ選択）
　音響収束は、検出システムにおいてシースフローを置換することによって、粒子または
細胞分析に有用であるが、本発明のさらに別の実施形態は、上流の粒子および／または細
胞の分離、フローサイトメトリシステムにおけるインライン試料調整、または一般的な試
料調製および精製に、音響的駆動型キャピラリにおける音響力の適用を拡張する。図６は
、本発明を利用して、分析段階の前にフローサイトメータの入口においてリアルタイムで
バックグラウンド媒体に対する粒子サイズおよび／または力学的コントラストによって、
試料を音響的にサイズ分別および濃縮することを図示する。粒子サイズ／力学的特性に基
づく直接分別により、遠心分離およびフィルタリングを含む労働集約的な試料精製ステッ
プの必要性が軽減される。フローサイトメトリ用途では、これは、細胞残屑、タンパク質
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、および全血アッセイ、具体的には細胞溶解を含む無洗浄アッセイにおける他の分子成分
に関連するバックグラウンドを減少させることに有用である。フローサイトメータへの試
料送達前に細胞残屑拒否ステップを含む試料調製により、残屑からの散乱／蛍光に関連す
るアーチファクトを大幅に減少させることが可能になる。
【００４３】
　これらの好適な実施形態を具体的に参照して本発明について詳細に説明したが、他の実
施形態は、同一の結果を達成することが可能である。本発明の変形および修正は、当業者
に明白であり、このような全ての修正および同等物を含むことが意図される。上記および
／または添付において引用する文献、出願、特許、および公表の全開示ならびに対応する
出願の全開示は、参照により本明細書に組み込まれる。

【図１】 【図２Ａ】
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