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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水性試料のためのマイクロ流体チップであって、
　（１）ボトムプレートを備え、前記ボトムプレートは、
　少なくとも１つの谷および少なくとも１つのピークを備える少なくとも１つの波形の主
要路と、
　少なくとも１つの試料入口と、
　少なくとも１つの排出口と、
　少なくとも１つの反応チャンバとを備え、
　前記少なくとも１つの波形の主要路の一端は前記少なくとも１つの試料入口に接続され
ており、他端は前記少なくとも１つの排出口に接続されており、
　前記少なくとも１つの谷は前記ボトムプレートの中心から遠ざかって向いており、前記
少なくとも１つのピークは前記ボトムプレートの中心の方を向いており、
　前記主要路の前記少なくとも１つの谷は、前記少なくとも１つの反応チャンバに接続さ
れており、
　前記主要路のＶ字形部分における最も幅狭の断面積と最も幅広の断面積との比は約０．
３であり、
　前記ボトムプレートは少なくとも１つの連結路をさらに備え、前記連結路は、前記主要
路の前記少なくとも１つの谷を前記少なくとも１つの反応チャンバに接続しており、前記
連結路は１つ以上の緩衝チャンバを備え、前記マイクロ流体チップはさらに、
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　（２）前記ボトムプレートにフィットするように係合するカバープレートを備える、マ
イクロ流体チップ。
【請求項２】
　前記ボトムプレートは、中心の貫通孔をさらに備える、請求項１に記載のマイクロ流体
チップ。
【請求項３】
　前記ボトムプレートは、イヤマークをさらに備える、請求項１または２に記載のマイク
ロ流体チップ。
【請求項４】
　前記イヤマークは、前記中心の貫通孔の内縁に位置するノッチである、請求項３に記載
のマイクロ流体チップ。
【請求項５】
　前記カバープレートは、前記ボトムプレートの前記中心の貫通孔と一列に並ぶ中心の貫
通孔を備える、請求項１から４のいずれか１項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項６】
　前記カバープレートは、前記ボトムプレートと一致して前記ボトムプレートを封止する
、請求項１から５のいずれか１項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項７】
　前記ボトムプレートはマルチインデックス検出のための複数の前記反応チャンバを備え
、前記波形の主要路は複数のピークおよび谷を備え、前記複数の谷の少なくとも約１０％
、約２０％、約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約９０％
、約９５％、またはすべて、の各々が前記反応チャンバの１つ以上に接続されている、請
求項１から６のいずれか１項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項８】
　前記反応チャンバの各々は、試料中の標的を検出するための試薬を備える、請求項７に
記載のマイクロ流体チップ。
【請求項９】
　前記反応チャンバは少なくとも２つの試薬を備え、その各々が異なる標的を検出する、
請求項７または８に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項１０】
　前記緩衝チャンバの体積は、前記反応チャンバの体積の約０．２から約０．８倍である
、請求項１から９のいずれか１項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項１１】
　前記連結路と前記反応チャンバとの接合部は、前記ボトムプレートの中心と前記反応チ
ャンバの中心との間の直線上に位置する、請求項１から１０のいずれか１項に記載のマイ
クロ流体チップ。
【請求項１２】
　前記主要路は少なくとも１つの円を形成する、請求項１から１１のいずれか１項に記載
のマイクロ流体チップ。
【請求項１３】
　前記主要路は、前記ボトムプレート上に複数の同心円を形成する、請求項１から１２の
いずれか１項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項１４】
　前記ボトムプレートは、前記ボトムプレート上に１つ以上の円を形成する１つ以上の波
形の主要路を備える、請求項１から１３のいずれか１項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項１５】
　前記反応チャンバの体積は、約０．１μＬから約５μＬである、請求項１から１４のい
ずれか１項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項１６】
　前記主要路の任意のＶ字形部分の体積は、当該部分に接続されている前記反応チャンバ
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の体積の約１．２から約１．８倍である、請求項１から１５のいずれか１項に記載のマイ
クロ流体チップ。
【請求項１７】
　前記主要路における最も幅狭の断面積と最も幅広の断面積との比は約１未満であり、前
記ピークの断面積は前記谷の断面積よりも小さい、請求項１から１６のいずれか１項に記
載のマイクロ流体チップ。
【請求項１８】
　前記ボトムプレートは、約５個から約１００個の反応チャンバを備える、請求項１から
１７のいずれか１項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項１９】
　前記ボトムプレートの厚みは、約０．０５ｍｍから約５ｍｍである、請求項１から１８
のいずれか１項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項２０】
　前記カバープレートの厚みは、約０．０５ｍｍから約５ｍｍである、請求項１から１９
のいずれか１項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項２１】
　前記主要路の深さは、約４０μｍから約４ｍｍである、請求項１から２０のいずれか１
項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項２２】
　前記反応チャンバの深さは、約４０μｍから約４ｍｍである、請求項１から２１のいず
れか１項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項２３】
　前記連結路の深さは、約４０μｍから約４ｍｍである、請求項１から２２のいずれか１
項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項２４】
　前記緩衝チャンバの深さは、約４０μｍから約４ｍｍである、請求項１から２３のいず
れか１項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項２５】
　前記試料入口は丸形であり、前記試料入口のサイズは標準的な先端ヘッドのサイズと一
致する、請求項１から２４のいずれか１項に記載のマイクロ流体チップ。
【請求項２６】
　分析物を分析する方法であって、
　１）請求項１から２５のいずれか１項に記載のマイクロ流体チップの主要路内に試料を
ロードすることと、
　２）前記マイクロ流体チップに遠心力を加えることによって、前記主要路から前記反応
チャンバに前記試料を搬送することと、
　３）前記反応チャンバの内部で前記試料の反応を実行することと、
　４）前記反応の指標を測定することとを備え、
　前記指標は、前記試料中の分析物の存在、欠如、量、および／または性質を示す、方法
。
【請求項２７】
　前記試料は生体試料である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記試料は、たとえば、結合、上皮、筋もしくは神経組織；脳、肺、肝臓、脾臓、骨髄
、胸腺、心臓、リンパ、血液、骨、軟骨、膵臓、腎臓、胆のう、胃、腸、精巣、卵巣、子
宮、直腸、神経系、腺、および内部血管からなる群から選択される組織；または血液、尿
、唾液、骨髄、精液、腹水、およびたとえば血清もしくは血漿などのそれらの亜分画から
なる群から選択される体液などの、組織または体液に由来する、請求項２６または２７に
記載の方法。
【請求項２９】
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　複数の分析物の存在、欠如、量、および／または性質を分析する、請求項２６から２８
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３０】
　請求項１から２５のいずれか１項に記載のマイクロ流体チップと、
　前記マイクロ流体チップの内部で反応を実行するための１つ以上の試薬とを備える、キ
ット。
【請求項３１】
　前記反応の参照指標をさらに備える、請求項３０に記載のキット。
【請求項３２】
　前記参照指標は、前記反応の正および／または負の参照指標を備える、請求項３１に記
載のキット。
【請求項３３】
　前記反応の結果を解釈するための指示をさらに備える、請求項３０から３２のいずれか
１項に記載のキット。
【請求項３４】
　前記反応は、生体反応、化学反応、免疫反応、核酸増幅反応、またはポリヌクレオチド
／ポリペプチドシークエンシング反応である、請求項３０から３３のいずれか１項に記載
のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願との相互参照
　本願は、２０１４年３月７日に出願された中国特許出願番号第２０１４１００８２１６
６．２号を有する、２０１４年６月４日にＣＮ　１０３８３１１４０　Ａとして公開され
た中国特許出願の優先権利益を主張し、当該中国特許出願は、その全内容があらゆる目的
のために参照により本明細書に援用される。
【０００２】
　技術分野
　本開示は概して、マイクロ流体チップ、ならびに生体分子の検出および分析の分野に関
する。ある局面において、本開示は、マルチインデックス検出マイクロ流体チップおよび
使用方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　背景
　マイクロ流体チップは、マイクロトータルアナリシスシステム（Micro Total Analysis
 System：μ－ＴＡＳ）の開発におけるホットスポットである。マイクロ流体チップ技術
は、生物学的技術、化学技術、および／または薬剤スクリーニング技術と組合せて、マイ
クロ流体チップをオペレーティングプラットフォームとして用いる。典型的に、プラット
フォームは、試薬のローディング、分離、反応、および／または検出を含む、全分析プロ
セスにおける工程の大半を完了することができる。近年、バイオチップ技術の急速な発展
に伴い、マイクロ流体チップがライフサイエンス、分析化学、および医学の分野で果たす
役割はますます重要になりつつある。
【０００４】
　試料の高効率、高速、かつ高スループット検出のために、チップは典型的に、多数の反
応チャンバと、試料または試薬を反応チャンバに運ぶことが可能な有効伝達モードとを有
する必要がある。一般に、マイクロ流体チップは、電磁力、遠心力などの外力を用いて試
料をチップの内部ウェル、経路、または孔に搬送する。
【０００５】
　ＣＮ　１０１６０９０８８　Ａには、伝達流体デバイスが開示されている。電力が帯電
液滴に印加され、電力はマイクロ粒子をマイクロ流路のそれぞれの分岐に移動するように
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制御する。しかし、この方法は、チップに印加される電界を発生させる複雑な機器を必要
とする。加えて、液体をまず電界において液滴に変換し、液滴として指定領域に運ばなけ
ればならないため、この方法では試料の処理速度が低下する。
【０００６】
　ＣＮ　１０３０５５９７３　Ａには、異なる帯電分析物を分離可能な、電気浸透ポンプ
に基づく搬送装置が記載されている。一般に、この方法は帯電試料にしか適用されず、生
体試料および非帯電試料には適用されない。
【０００７】
　したがって、高スループット、高感度、および高精度の試薬搬送のためのマイクロ流体
チップならびに当該チップの使用方法が必要とされている。各反応体積中の試料または試
薬の正確な投与を認識するだけでなく、隣接する反応体積同士の間の相互汚染も回避する
ことが必要とされている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　発明の概要
　概要は、請求項に記載の主題の範囲を限定するために用いられることを意図していない
。請求項に記載の主題の他の特徴、詳細、効用、および利点が、添付の図面および添付の
請求項に開示されているそれらの局面を含む詳細な説明から明らかになるであろう。
【０００９】
　一局面において、マイクロ流体チップであって、（１）ボトムプレートを含み、ボトム
プレートは、少なくとも１つの谷および少なくとも１つのピークを含む少なくとも１つの
波形の主要路と、少なくとも１つの試料入口と、少なくとも１つの排出口と、少なくとも
１つの反応チャンバとを含み、少なくとも１つの波形の主要路の一端は少なくとも１つの
試料入口に接続されており、他端は少なくとも１つの排出口に接続されており、少なくと
も１つの谷はボトムプレートの中心から遠ざかって向いており、少なくとも１つのピーク
はボトムプレートの中心の方を向いており、主要路の少なくとも１つの谷は、少なくとも
１つの反応チャンバに接続されており、マイクロ流体チップはさらに、（２）ボトムプレ
ートにフィットするように係合するカバープレートを含むマイクロ流体チップが本明細書
において提供される。
【００１０】
　一実施形態において、ボトムプレートは少なくとも１つの連結路をさらに含み、連結路
は、主要路の少なくとも１つの谷を少なくとも１つの反応チャンバに接続しており、連結
路は１つ以上の緩衝チャンバを含む。
【００１１】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、ボトムプレートは、中心の貫通孔をさらに含み得
る。一局面において、ボトムプレートは、イヤマーク（earmark）をさらに含み得る。一
実施形態において、イヤマークは、中心の貫通孔の内縁に位置するノッチである。
【００１２】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、カバープレートは、ボトムプレートの中心の貫通
孔と一列に並ぶ中心の貫通孔を含み得る。一局面において、カバープレートは、ボトムプ
レートと一致してボトムプレートを封止する。
【００１３】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、ボトムプレートはマルチインデックス検出のため
の複数の反応チャンバを含み得、波形の主要路は複数のピークおよび谷を含み、複数の谷
の少なくとも約１％、約５％、約１０％、約２０％、約３０％、約４０％、約５０％、約
６０％、約７０％、約８０％、約９０％、約９５％、またはすべて、の各々が反応チャン
バの１つ以上に接続されている。一実施形態において、反応チャンバの各々は、試料中の
標的を検出するための試薬を含む。一局面において、反応チャンバは少なくとも２つの試
薬を含み、その各々が異なる標的を検出する。
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【００１４】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、緩衝チャンバの体積は、反応チャンバの体積の約
０．２から約０．８倍であり得る。
【００１５】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、マイクロ流体チップが遠心力を受けると連結路が
主要路から対応の反応チャンバに試料を移動させることが可能である限り、連結路と反応
チャンバとの接合部は、ボトムプレートの中心と反応チャンバの中心との間の直線上に実
質的に位置し得る。
【００１６】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、主要路は少なくとも１つの円を形成し得る。一局
面において、主要路は、ボトムプレート上に複数の同心円を形成する。
【００１７】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、ボトムプレートは、ボトムプレート上に１つ以上
の円を形成する１つ以上の波形の主要路を含み得る。
【００１８】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、反応チャンバの体積は、約０．１μＬから約５μ
Ｌであり得る。
【００１９】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、主要路の任意のＶ字形部分の体積は、当該部分に
接続されている反応チャンバの体積の約１．２から約１．８倍であり得る。
【００２０】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、主要路における最も幅狭の断面積と最も幅広の断
面積との比は約０．２から約１であり得る。
【００２１】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、主要路における最も幅狭の断面積と最も幅広の断
面積との比は約１未満であり得、ピークの断面積は谷の断面積よりも小さくてもよい。
【００２２】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、ボトムプレートは、約５個から約１００個の反応
チャンバを含み得る。
【００２３】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、ボトムプレートの厚みは、約０．０５ｍｍから約
１ｍｍまたは約１ｍｍから約５ｍｍであり得、カバープレートの厚みは、約０．０５ｍｍ
から約１ｍｍまたは約１ｍｍから約５ｍｍであり得る。
【００２４】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、主要路の深さは、約４０μｍから約８００μｍま
たは約８００μｍから４ｍｍであり得、反応チャンバの深さは、約４０μｍから約８００
μｍまたは約８００μｍから４ｍｍであり得、連結路の深さは、約４０μｍから約８００
μｍまたは約８００μｍから４ｍｍであり得、緩衝チャンバの深さは、約４０μｍから約
８００μｍまたは約８００μｍから４ｍｍであり得る。
【００２５】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、試料入口は丸形であり得、試料入口のサイズは標
準的な先端ヘッドのサイズと一致し得る。
【００２６】
　別の局面において、分析物を分析する方法であって、１）上記の実施形態のいずれかの
マイクロ流体チップの主要路内に試料をロードすることと、２）マイクロ流体チップに遠
心力を加えることによって、主要路から反応チャンバに試料を搬送することと、３）反応
チャンバの内部で試料の反応を実行することと、４）反応の指標を測定することとを含み
、指標は、試料中の分析物の存在、欠如、量、および／または性質を示す方法が本明細書
において提供される。
【００２７】
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　さらに別の局面において、上記の実施形態のいずれかのマイクロ流体チップと、マイク
ロ流体チップの内部で反応を実行するための１つ以上の試薬とを含むキットが本明細書に
おいて提供される。一局面において、キットは反応の参照指標をさらに含む。一実施形態
において、参照指標は、反応の正および／または負の参照指標を含む。別の実施形態にお
いて、キットは反応の結果を解釈するための指示をさらに含む。上記の実施形態のいずれ
かにおいて、反応は、生体反応、化学反応、免疫反応、核酸増幅反応、またはポリヌクレ
オチド／ポリペプチドシークエンシング反応であり得る。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】本開示の一局面に係るマイクロ流体チップの鳥瞰図である。１－ボトムプレート
；２－カバープレート；３－貫通孔；４－主要路；５－連結路；６－反応チャンバ；７－
緩衝チャンバ；８－イヤマークノッチ；９－試料入口；および１０－排出口である。
【図２】本開示の一局面に係るマイクロ流体チップの断面図である。
【図３】緩衝チャンバを有さないマイクロ流体チップにおける遠心分離時の流体分布のパ
ターンを示す図である。緩衝チャンバがない場合、反応チャンバのいくつかは図３（ａ）
に示されるように試料で完全に充填されず、いくつかの反応チャンバは図３（ｂ）に示さ
れるように試料で完全に充填される（理想的な状況）が、他のチャンバは、図３（ｃ）に
示されるように試料で過充填され、試料が連結路内に溢れる。
【図４】緩衝チャンバを有するマイクロ流体チップにおける遠心分離時の流体分布のパタ
ーンを示す図である。図４のすべての反応チャンバは試料で完全に充填される（それによ
って反応チャンバ内の試料の均一な分布を保証する）が、試料は図４（ａ）～（ｃ）に示
されるように緩衝チャンバおよび／または連結路内で異なる高さに達し得る。
【図５】本開示の一局面に係る、マルチインデックス検出のためのマイクロ流体チップの
鳥瞰図である。１－ボトムプレート；２－カバープレート；３－貫通孔；４－主要路；５
－連結路；６－反応チャンバ；７－緩衝チャンバ；８－イヤマークノッチ；９－試料入口
；および１０－排出口である。
【図６】本開示の一局面に係る、マルチインデックス検出のためのマイクロ流体チップの
鳥瞰図である。１－ボトムプレート；２－カバープレート；３－貫通孔；４－主要路；５
－連結路；６－反応チャンバ；７－緩衝チャンバ；８－イヤマークノッチ；９－試料入口
；および１０－排出口である。
【図７】試料注入後（左パネル）および遠心分離後（右パネル）の染色試料の分布を示す
図である。この図では、主要路における最も幅狭の断面積と最も幅広の断面積との比は０
．３：１である。
【図８】試料注入後（左パネル）および遠心分離後（右パネル）の染色試料の分布を示す
図である。この図では、主要路における最も幅狭の断面積と最も幅広の断面積との比は０
．２：１である。
【図９】マイクロ流体チップの試料入口の内部への試料のローディングを示す概略図であ
る。図９（ａ）は、ピペット先端を試料入口に挿入できないため、試料をロードする時に
漏れが生じることを示す。図９（ｂ）は、ピペット先端を試料入口に完全に挿入すること
によって、先端ヘッドがチップの底に触れて試料のローディングを阻止することを示す。
図９（ｃ）は、ピペット先端を試料入口に挿入した後、先端ヘッドとチップの底との間に
隙間があるため、妨害はなく試料の正確なローディングが可能になることを示す。
【図１０】本開示の一局面に係る、マイクロ流体チップを用いて病原体を検出するための
実験手順の概略図である。
【図１１（ａ）】本開示の一局面に係る、マイクロ流路のＳＥＭ画像の図である。
【図１１（ｂ）】本開示の一局面に係る、試料ローディング後のマイクロチップの写真の
図である。
【図１２】ｘ軸が時間（分）を示し、ｙ軸が蛍光強度（任意の単位）を示す、リアルタイ
ム蛍光増幅曲線の図である。図１２（ａ）は、１０００コピー／μＬのＭｔｂ（結核菌群
）調製物を用いる１２反復試験結果を示す。図１２（ｂ）は、試料中にＳｐｎ（肺炎レン
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サ球菌）細菌が存在していたことを示す臨床試料の試験結果を示す。図１２（ｃ）は、各
々が２０００コピー／μＬの最終濃度の７種類の細菌を含有する調製混合物の試験結果を
示す。図１２（ｄ）は、PathoDiscを－２０℃で１１ヶ月間保管した後の、各々が１００
コピー／μＬの最終濃度のＳａｕ／Ｅｃｏ／Ｋｐｎの調製混合物の試験結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　例示的な実施形態の詳細な説明
　請求項に記載の１つ以上の実施形態の詳細な説明が、請求項に記載の主題の原理を示す
添付の図面とともに以下に提供される。請求項に記載の主題はそのような実施形態に関連
して説明されるが、いずれの特定の実施形態にも限定されない。請求項に記載の主題はさ
まざまな形態で具体化され得、多数の代替、修正および均等物を包含すると理解すべきで
ある。したがって、本明細書に開示される具体的な詳細は限定的であると解釈すべきでな
く、むしろ請求項の基礎として、かつ当業者が請求項に記載の主題を実質的に任意の適切
に詳述されるシステム、構造、または態様で採用するための代表的な基礎として解釈すべ
きである。本開示の完全な理解を提供するために、以下の説明では多数の具体的な詳細が
述べられる。これらの詳細は例示のために提供され、請求項に記載の主題はこれらの具体
的な詳細のいくつかまたはすべてがなくても請求項に従って実践され得る。請求項に記載
の主題の範囲から逸脱することなく、他の実施形態も用いられることができ、構造的な変
更を行うことができると理解すべきである。個々の実施形態の１つ以上に記載されるさま
ざまな特徴および機能は、それらが記載されている特定の実施形態に適用性が限定されな
いと理解すべきである。それらは代わりに、単独でまたは何らかの組合せにおいて、その
ような実施形態が記載されているかいないかにかかわらず、かつそのような特徴が記載さ
れている実施形態の一部であると提示されているかいないかにかかわらず、開示の他の実
施形態の１つ以上に適用可能である。明確にするために、請求項に記載の主題に関連する
技術分野において公知の技工物は、請求項に記載の主題を不必要に不明瞭にしないように
、詳細に記載されていない。
【００３０】
　特に定義されない限り、本明細書に用いられるすべての専門用語、表記ならびに他の技
術および化学用語または術語は、請求項に記載の主題が関連する技術の当業者によって一
般に理解されるのと同じ意味を持つことが意図されている。場合によっては、一般に理解
される意味を有する用語は明確にするためにおよび／または容易に参照するために本明細
書において定義され、本明細書におけるそのような定義の包含は、当該技術において一般
的に理解されているものとの実質的な相違点を表わしていると必ずしも解釈すべきでない
。本明細書に記載または参照される技術および手順の多くは、当業者によってよく理解さ
れており、従来の技法を用いて一般に採用されている。
【００３１】
　本願において参照される特許文献、科学論文およびデータベースを含むすべての出版物
は、個々の各出版物が参照によって個別に援用されているのと同じ程度まで、その全内容
があらゆる目的のために参照により援用される。本明細書に記載される定義が、参照によ
り本明細書に援用される特許、特許出願、公開出願または他の出版物に記載される定義に
反しているか、またはそうでなければ当該定義と矛盾している場合、本明細書に記載され
る定義が、参照により本明細書に援用される定義より優先する。出版物または文書の引用
は、それらのいずれかが関連の先行技術であるという承認であることを意図しておらず、
それらの出版物または文書の内容または日付についての如何なる承認を構成するものでも
ない。
【００３２】
　すべての表題は読者の利便性のためであり、そのように規定されない限り、表題に続く
本文の意味を限定するために用いられるべきでない。
【００３３】
　本開示全体にわたって、請求項に記載の主題のさまざまな局面が範囲の形態で提示され
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る。範囲の形態における記載は利便性および簡潔性のために過ぎず、請求項に記載の主題
の範囲に対する柔軟性のない限定として解釈されるべきでないと理解すべきである。した
がって、範囲の記載は、すべての可能なサブ範囲およびその範囲内の個々の数値を具体的
に開示していると見なされるべきである。たとえば、値の範囲が提供される場合、その範
囲の上限と下限との間にある各値、およびその記載範囲内のその他の記載される、または
間にある値が請求項に記載の主題に包含されると理解すべきである。これらのより小さい
範囲の上限および下限は独立してより小さい範囲に含まれてもよく、さらに、記載範囲内
の任意の具体的に排除された限定を受け、請求項に記載の主題に包含される。記載範囲が
上下限の一方または両方を含む場合、それらの含まれる限界の一方または両方を排除する
範囲も請求項に記載の主題に含まれる。これは、範囲の幅に係わらず適用される。
【００３４】
　提供される実施形態の実践では、特に明記しない限り、当該技術において実践する当業
者の範囲内にある、有機化学、高分子技術、分子生物学（組換え技術を含む）、細胞生物
学、生化学、およびシークエンシング技術の従来の技術ならびに説明を採用する。そのよ
うな従来の技術として、ポリペプチドおよびタンパク質合成および修飾、ポリヌクレオチ
ド合成および修飾、ポリマー配列合成、ポリヌクレオチドのハイブリダイゼーションおよ
びライゲーション、ならびに標識を用いたハイブリダイゼーションの検出が挙げられる。
本明細書中の例を参照することによって、好適な技術の具体的な例示を有することができ
る。しかし、他の同等の従来の手順も、もちろん使用可能である。そのような従来の技術
および説明は、Green, et al., Eds., Genome Analysis: A Laboratory Manual Series (
Vols. I-IV) (1999)；Weiner, Gabriel, Stephens, Eds., Genetic Variation: A Labora
tory Manual (2007)；Dieffenbach, Dveksler, Eds., PCR Primer: A Laboratory Manual
 (2003)；Bowtell and Sambrook, DNA Microarrays: A Molecular Cloning Manual (2003
)；Mount, Bioinformatics: Sequence and Genome Analysis (2004)；Sambrook and Russ
ell, Condensed Protocols from Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2006)；お
よびSambrook and Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2002)（すべてC
old Spring Harbor Laboratory Pressより）；Ausubel et al. eds., Current Protocols
 in Molecular Biology (1987)；T. Brown ed., Essential Molecular Biology (1991), 
IRL Press；Goeddel ed., Gene Expression Technology (1991), Academic Press；A. Bo
thwell et al.eds., Methods for Cloning and Analysis of Eukaryotic Genes (1990), 
Bartlett Publ.；M. Kriegler, Gene Transfer and Expression (1990), Stockton Press
；R. Wu et al. eds., Recombinant DNA Methodology (1989), Academic Press；M. McPh
erson et al., PCR: A Practical Approach (1991), IRL Press at Oxford University P
ress；Stryer, Biochemistry (4th Ed.) (1995), W. H. Freeman, New York N.Y.；Gait,
 Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach (2002), IRL Press, London；Nels
on and Cox, Lehninger, Principles of Biochemistry (2000) 3rd Ed., W. H. Freeman 
Pub., New York, N.Y.；Berg, et al., Biochemistry (2002) 5th Ed., W. H. Freeman P
ub., New York, N.Y.；D. Weir & C. Blackwell, eds., Handbook of Experimental Immu
nology (1996), Wiley-Blackwell；A. Abbas et al., Cellular and Molecular Immunolo
gy (1991, 1994), W.B. Saunders Co.；ならびにJ. Coligan et al.eds., Current Proto
cols in Immunology (1991)などの標準的な実験室マニュアルに見つけることができ、上
記マニュアルのすべてはその全内容があらゆる目的のために参照により本明細書に援用さ
れる。
【００３５】
　Ａ：定義
　本明細書および添付の請求項において使用する単数形「ａ」、「ａｎ」、および「ｔｈ
ｅ」は、文脈が明確に別段の指示をしない限り、複数対象物を含む。たとえば、「ａ」ま
たは「ａｎ」は「少なくとも１つの」または「１つ以上の」を意味する。ゆえに、「試薬
（a reagent）」の言及は１つ以上の試薬を指し、「当該方法（the method）」の言及は
本明細書に開示される、および／または当業者に公知の同等の工程および方法の言及を含
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む、等である。
【００３６】
　本明細書において使用する「マイクロ流体デバイス」という用語は一般に、材料、特に
、液体などの、流体で運ばれる材料が、ある実施形態ではマイクロスケールで、ある実施
形態ではナノスケールでその中を通って輸送され得るデバイスを指す。ゆえに、本明細書
に開示される主題によって記載されるマイクロ流体デバイスはマイクロスケール特徴、ナ
ノスケール特徴、およびそれらの組合せを含み得る。
【００３７】
　したがって、例示的なマイクロ流体デバイスは典型的に、ミリメートルスケール以下の
オーダで寸法決めされる構造的または機能的特徴を含み、これらは流体をμＬ／分以下の
オーダの流量で操作可能である。典型的に、そのような特徴には、経路、流体リザーバ、
反応チャンバ、混合チャンバ、および分離領域が挙げられるが、これらに限定されない。
いくつかの例では、経路は約０．１μｍから約５００μｍの範囲内の少なくとも１つの断
面寸法を含む。このオーダの寸法を用いることによって、小さい面積内に多くの経路を組
込むことができ、利用される流体の量が減少する。
【００３８】
　マイクロ流体デバイスは単独で存在してもよいし、またはマイクロ流体システムの一部
であってもよく、当該システムは、たとえば限定されずに、たとえば試料、試薬、緩衝液
などの流体をシステム内におよび／またはシステム全体に導入するためのポンプ；検出機
器またはシステム；データ記憶システム；ならびにデバイス内の流体輸送および／または
方向を制御し、たとえば温度、電流などのデバイス内の流体が晒される環境条件を監視お
よび制御するための制御システムを含み得る。
【００３９】
　本明細書において使用する「経路」、「マイクロ経路」、「流路」、および「マイクロ
流路」という用語は同義で用いられ、パターンを有する基板から材料内にパターンを付与
することよって、もしくは任意の好適な材料除去技術によって材料に形成される凹部もし
くは空洞を意味し得るか、または、管、毛細管などの、凹部もしくは空洞内に装着された
任意の好適な流体伝導構造と組合せた凹部もしくは空洞を意味し得る。本発明では、経路
サイズはマイクロ流路の断面積を意味する。
【００４０】
　本明細書において使用する「流路」および「制御路」という用語は同義で用いられ、た
とえば気体または液体など、流体などの材料が内部を流れることが可能なマイクロ流体デ
バイスの経路を意味し得る。より特定的には、「流路」という用語は、たとえば溶媒また
は化学試薬などの対象材料が内部を流れることが可能な経路を指す。さらに、「制御路」
という用語は、たとえば気体または液体など、流体などの材料が弁またはポンプを作動さ
せるように内部を流れることが可能な流路を指す。
【００４１】
　本明細書において使用する「チップ」は、物理的、化学的、生物学的、生物物理学的も
しくは生化学的プロセス等の一定のプロセスをその上で実行可能な、複数の一、二もしく
は三次元のマイクロ構造またはマイクロスケール構造を有する固体基板を指す。経路およ
びウェル、電極要素、電磁要素などのマイクロ構造またはマイクロスケール構造は、チッ
プ上の物理的、生物物理学的、生物学的、生化学的、化学的反応またはプロセスを容易に
するために基板に組込まれるか、基板上に製作されるか、またはそうでなければ基板に取
付けられる。チップは一次元において薄くてもよく、たとえば矩形、円、楕円、または他
の不規則形状など、他の次元におけるさまざまな形状を有してもよい。本発明のチップの
主面のサイズは、たとえば約１ｍｍ2から約０．２５ｍ2のように、大きく異なり得る。好
ましくは、チップのサイズは約４ｍｍ2から約２５ｃｍ2であり、特性寸法は約１ｍｍから
約５ｃｍである。チップ面は平坦であってもよいし、平坦でなくてもよい。非平坦面を有
するチップは、表面上に製作された経路またはウェルを含んでもよい。
【００４２】
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　一実施形態において、同一のマイクロ流体チップ上の反応チャンバの体積は実質的に同
一である。本明細書において使用する「実質的に同一の」反応体積は、反応体積同士の差
がアッセイ均一性に統計的に影響しないほど十分小さいことを意味する。通常、最大体積
と最小体積との差は、最大反応体積の約５０％未満である。好ましくは、最大体積と最小
体積との差は、最大反応体積の約４０％、約３０％、約２０％、約１０％、約５％、約２
％、約１％、約０．５％、約０．１％、約０．０１％未満、または約０．００１％未満で
ある。
【００４３】
　本明細書において使用する「試料」は、溶液、懸濁液、液体、粉末、ペースト、水性、
非水性またはそれらの任意の組合せであり得る。本開示の生体試料は、溶液、懸濁液、液
体、粉末、ペースト、水性試料、または非水性試料の形態の試料を包含する。本明細書に
おいて使用する「生体試料」は、生体またはウイルス（もしくはプリオン）源または高分
子および生体分子の他のソースから得られた任意の試料を含み、そこから核酸、タンパク
質および／または他の高分子を得ることができる対象の任意の細胞種類または組織を含む
。生体試料は、生物源から直接得られた試料、または処理される試料であり得る。たとえ
ば、増幅される単離核酸は生体試料を構成する。生体試料には、動物および植物からの血
液、血漿、血清、脳脊髄液、滑液、尿および汗、組織および臓器試料などの体液、ならび
にそれに由来する処理済み試料が挙げられるが、これらに限定されない。
【００４４】
　「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」、「核酸」および「核酸分子」という
用語は本明細書において同義で用いられ、任意の長さのヌクレオチドの高分子形態を指し
、リボヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチド、およびそれらの類似体または混合物を
含む。当該用語は、三本鎖、二本鎖および一本鎖のデオキシリボ核酸（「ＤＮＡ」）なら
びに三本鎖、二本鎖および一本鎖のリボ核酸（「ＲＮＡ」）を含む。当該用語はさらに、
たとえばアルキル化によって、および／またはキャッピングによって修飾された、ならび
に修飾されていない形態のポリヌクレオチドを含む。より特定的には、「ポリヌクレオチ
ド」、「オリゴヌクレオチド」、「核酸」、および「核酸分子」という用語は、ポリデオ
キシリボヌクレオチド（２－デオキシ－Ｄ－リボースを含有する）、スプライスされてい
るかいないかにかかわらず、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｈＲＮＡ、およびｍＲＮＡを含むポリ
リボヌクレオチド（Ｄ－リボースを含有する）、プリンまたはピリミジン塩基のＮ－また
はＣ－グリコシドであるその他の種類のポリヌクレオチド、ならびに非ヌクレオチド骨格
を含む他のポリマー、たとえば、ポリアミド（たとえばペプチド核酸（「ＰＮＡ」））お
よびポリモルホリノ（Neugeneとしてオレゴン州コーバリスのAnti-Virals, Inc.社から市
販されている）ポリマー、ならびに、ＤＮＡおよびＲＮＡ中に見られるような塩基対合お
よび塩基スタッキングを可能にする構成内の核酸塩基をポリマーが含有しているという条
件で、他の合成配列特異的核酸ポリマーを含む。ゆえに、これらの用語は、たとえば、３
´－デオキシ－２´，５´－ＤＮＡ、オリゴデオキシリボヌクレオチドＮ３´－Ｐ５´ホ
スホルアミデート、２´－Ｏ－アルキル置換ＲＮＡ、ＤＮＡとＲＮＡとの、またはＰＮＡ
とＤＮＡまたはＲＮＡとのハイブリッドを含み、さらに、公知の種類の修飾、たとえば、
標識、アルキル化、「キャップ」、ヌクレオチドの１つ以上を、類似体、ヌクレオチド間
修飾で、たとえば、非荷電結合（たとえばメチルホスホネート、ホスホトリエステル、ホ
スホルアミデート、カルバメート等）を有する、負荷電結合（たとえばホスホロチオエー
ト、ホスホロジチオエート等）、および正荷電結合（たとえばアミノアルキルホスホルア
ミデート、アミノアルキルホスホトリエステル）を有するもので、たとえばタンパク質（
酵素（たとえばヌクレアーゼ）、毒素、抗体、シグナルペプチド、ポリ－Ｌ－リジン等を
含む）などのペンダント部分を含有するもので、インターカレータ（たとえばアクリジン
、ソラレン等）を有するもので、（たとえば金属、放射性金属、ホウ素、酸化金属等の）
キレートを含有するもので、アルキル化剤を含有するもので、修飾結合（たとえばアルフ
ァアノマー核酸等）および非修飾形態のポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドを有
するもので置換することを含む。核酸は一般にリン酸ジエステル結合を含有するが、場合
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によっては、ホスホルアミダイト、ホスホロジチオエート、もしくはメチルホスホロアミ
ダイト結合；またはペプチド核酸骨格および結合などの代替骨格を有する核酸類似体が含
まれてもよい。他の類似の核酸は、ロックド核酸、正骨格、非イオン性骨格および非リボ
ース骨格を含む二環構造を有するものを含む。リボースリン酸骨格の修飾が、分子の安定
性を増加させるために行なわれてもよく、たとえば、ＰＮＡ：ＤＮＡハイブリッドは環境
によってはより高い安定性を示すことができる。「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレ
オチド」、「核酸」および「核酸分子」という用語は、少なくとも５個、６個、７個、８
個、９個、１０個、２０個、３０個、４０個、５０個、１００個、２００個、３００個、
４００個、５００個、１０００個以上のヌクレオチドなどの、任意の好適な長さを含み得
る。
【００４５】
　本明細書において使用する「ヌクレオシド」および「ヌクレオチド」という用語は、公
知のプリンおよびピリミジン塩基だけでなく、修飾された他の複素環塩基も含有するそれ
らの部分を含むことが認識されるであろう。そのような修正は、メチル化プリンもしくは
ピリミジン、アシル化プリンもしくはピリミジン、または他の複素環を含む。修飾ヌクレ
オシドまたはヌクレオチドは、たとえば、ヒドロキシル基の１つ以上がハロゲン、脂肪族
基で交換されるか、またはエーテル、アミンなどとして官能化される、糖部分に対する修
飾も含み得る。「ヌクレオチド単位」という用語は、ヌクレオシドおよびヌクレオチドを
包含することが意図されている。
【００４６】
　「ポリペプチド」、「オリゴペプチド」、「ペプチド」、および「タンパク質」という
用語は本明細書において同義で用いられ、たとえば、少なくとも５個、６個、７個、８個
、９個、１０個、２０個、３０個、４０個、５０個、１００個、２００個、３００個、４
００個、５００個、１０００個以上のアミノ酸などの、任意の長さのアミノ酸のポリマー
を指す。ポリマーは直鎖状でも分岐状でもよく、修飾アミノ酸を含んでもよく、非アミノ
酸によって中断されてもよい。当該用語はさらに、自然にまたは介入によって、たとえば
、ジスルフィド結合形成、グリコシル化、脂質化、アセチル化、リン酸化、または標識成
分を用いた共役などのその他の操作もしくは修飾によって修飾されたアミノ酸ポリマーを
包含する。この定義には、たとえば、アミノ酸の１つ以上の類似体（たとえば、非天然ア
ミノ酸等を含む）を含有するポリペプチド、および当該技術において公知の他の修飾も含
まれる。
【００４７】
　本明細書において使用する「バインダ」、「結合剤」、「結合部分」、および「結合基
」という用語は、たとえば他の分子を有する生体分子またはその一部もしくは複合体など
の、対象の分析分子に特異的に結合する任意の薬剤またはその任意の部分もしくは基を指
す。一実施形態において、本明細書に開示されるマイクロ流体チップの反応チャンバは、
反応チャンバに搬送される試料中の１つ以上の標的分子のためのバインダを含む。バイン
ダは、反応チャンバの内面に、直接的にまたは間接的に、共有結合的にまたは非共有結合
的に固定化され得る。バインダは、ポリヌクレオチド（たとえば、標的ポリヌクレオチド
にハイブリダイズするプローブもしくはアダプタ、または親和性および特異性が高いタン
パク質およびペプチドを含む予め選択された標的に結合し得るアプタマ）またはタンパク
質（たとえば、標的タンパク質上のエピトープを特異的に認識する抗体）であり得る。
【００４８】
　本明細書に開示されるチップを用いて検出および／または分析可能な分析物は、タンパ
ク質、核酸、脂質、炭水化物、イオン、または上記のいずれかを含有する多成分複合体を
含むがこれらに限定されない任意の生体分子であり得る。対象の細胞内分析物の例には、
細胞小器官、たとえば、ミトコンドリア、ゴルジ体、小胞体、葉緑体、エンドサイトーシ
ス小胞、エキソサイトーシス小胞、液胞、リソソーム、等が挙げられる。例示的な核酸分
析物には、さまざまなコンフォメーションのゲノムＤＮＡ（たとえば、Ａ－ＤＮＡ、Ｂ－
ＤＮＡ、Ｚ－ＤＮＡ）、ミトコンドリアＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒ
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ＲＮＡ、ｈＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、およびｐｉＲＮＡが挙げられ得る。
【００４９】
　本明細書において使用する「結合」という用語は、２つの分子が互いに近接している安
定した会合をもたらす当該分子同士の間の誘因性相互作用を指す。分子結合は以下の種類
、すなわち、非共有結合、可逆性共有結合、および不可逆性共有結合に分類され得る。分
子結合に関与し得る分子は、タンパク質、核酸、炭水化物、脂質、および医薬化合物など
の小有機分子を含む。たとえば、他の分子との安定した複合体を形成するタンパク質はレ
セプタと称されることが多く、それらの結合パートナーはリガンドと称される。核酸はさ
らに、核酸と安定した複合体を、または、他の物と、たとえばＤＮＡ－タンパク質複合体
、ＤＮＡ－ＤＮＡ複合体、ＤＮＡ－ＲＮＡ複合体などの安定した複合体を形成し得る。
【００５０】
　本明細書において使用する「特異的結合」という用語は、たとえば抗体などのバインダ
がポリペプチド抗原などの標的に優先的に結合するような、バインダの特異性を指す。た
とえばタンパク質、核酸、抗体または他の親和性捕捉剤などの結合パートナーに言及する
場合、「特異的結合」は、指定のアッセイ条件下で選択的なハイブリダイゼーションを保
証するように高い親和性および／または相補性を有する２つ以上の結合パートナーの結合
反応を含み得る。典型的に、特異的結合は、バックグラウンド信号の標準偏差の少なくと
も３倍となる。ゆえに、指定条件下で、結合パートナーはその特定の標的分子に結合し、
試料中に存在する他の分子には大量に結合しない。他の潜在的な妨害物質の存在下の特定
の標的のバインダまたは抗体による認識は、そのような結合の１つの特徴である。好まし
くは、標的に特異的な、または標的に特異的に結合するバインダ、抗体または抗体フラグ
メントは、他の非標的物質への結合よりも高い親和性で標的に結合する。さらに好ましく
は、標的に特異的な、または標的に特異的に結合するバインダ、抗体または抗体フラグメ
ントは、たとえば試験試料中に存在する非標的物質など、非標的物質のかなりの割合と結
合することを回避する。いくつかの実施形態において、本開示のバインダ、抗体または抗
体フラグメントは、非標的物質の約９０％よりも大きい割合との結合を回避するが、より
高い割合が明らかに考えられ、かつ好ましい。たとえば、本開示のバインダ、抗体または
抗体フラグメントは、非標的物質の約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約９５％
、約９６％、約９７％、約９８％、約９９％、および約９９％以上との結合を回避する。
他の実施形態では、本開示のバインダ、抗体または抗体フラグメントは、非標的物質の約
１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、もしくは７０％よりも大きい、また
は約７５％よりも大きい、または約８０％よりも大きい、または約８５％よりも大きい割
合との結合を回避する。
【００５１】
　本明細書において使用する「捕捉剤」および「捕捉基」という用語は、分析物上の親和
性基またはドメインとの結合または連鎖を介して当該分析物の捕捉を可能にする任意の部
分を指す。捕捉剤とその親和性タグとの結合は、共有結合および／または非共有結合であ
り得る。捕捉剤は、たとえば、融合ペプチド上の親和性タグに選択的に結合する結合対の
メンバー、組換え技術または他のメカニズムによって付加される化学結合、酵素のための
共同因子などを含む。捕捉剤は、ハイブリダイゼーション、架橋（たとえばソラレンなど
のフロクマリンを用いる共有結合固定）、化学反応基を介した付着などを含む従来の技術
を用いて本開示のチップと会合され得る（たとえば、捕捉剤は反応チャンバの１つ以上の
内部に位置し得る）。
【００５２】
　本明細書において使用する「抗体」という用語は、免疫グロブリン分子の可変領域内に
位置する少なくとも１つの抗原認識部位を介して、炭水化物、ポリヌクレオチド、脂質、
ポリペプチド、または小分子等の、抗原との特異的結合が可能な全免疫グロブリンまたは
抗体または免疫グロブリン分子の機能性フラグメントを含み、たとえば、ＩｇＧ、ＩｇＭ
、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥなどの任意のクラスの免疫グロブリンであり得る。ニワト
リなどの鳥類における主要な抗体種類であるＩｇＹも含まれる。分泌抗体は、ＩｇＡと同
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様に２個のＩｇ単位を有する二量体、硬骨魚類ＩｇＭのように４個のＩｇ単位を有する四
量体、または哺乳類ＩｇＭのように５個のＩｇ単位を有する五量体であり得る。
【００５３】
　抗体は、全抗体、および、たとえば対象のエピトープなどの抗原または抗原性フラグメ
ントと結合可能な任意の抗体フラグメントを含む。例には、完全な抗体分子、抗体フラグ
メントまたは連鎖抗体フラグメント、たとえばＦａｂ、Ｆ（ａｂ´）2、化学結合したＦ
（ａｂ´）2、Ｆａｂ´、ｓｃＦｖ（単鎖可変フラグメント）、ｄｉ－ｓｃＦｖ、ｓｄＡ
ｂ（シングルドメイン抗体）、三機能抗体、ＢｉＴＥ（bi-specific T-cell engager）、
ＣＤＲ、ＶＬ、ＶＨ、および抗原との特異的結合が可能な抗体のその他の部分が挙げられ
る。本明細書において使用する抗体は免疫反応性または免疫特異性であり、したがって、
たとえば、検出されたタンパク質（すなわち生体試料中の分析物）または本明細書に開示
されるアッセイにおいて検出のために用いられるタンパク質（すなわちバインダもしくは
プローブ）に特異的にかつ選択的に結合する。本明細書において使用する抗体は、本明細
書に開示される分析物、バインダ、もしくはエピトープのいずれか、またはそれらの任意
の組合せに対して特異的であり得る。ある実施形態において、本開示の分析物自体が抗体
またはそのフラグメントであり得る。
【００５４】
　本明細書において使用する「抗原」という用語は、その抗原認識部位を介して抗体によ
って特異的に結合される標的分子を指し得る。抗原は一価でも多価でもよく、すなわち、
抗原は１つ以上の抗体によって認識される１つ以上のエピトープを有してもよい。抗体に
よって認識され得る種類の抗原の例には、ポリペプチド、オリゴ糖、糖タンパク質、ポリ
ヌクレオチド、脂質、または小分子等が挙げられる。
【００５５】
　本明細書において使用する「エピトープ」という用語は、単独でまたはより大きい配列
の一部として、そのような配列に応答して生成される抗体に結合する配列を規定する、少
なくとも約３個から５個、好ましくは約５個から１０個または１５個、かつ約１，０００
個以下（またはそれらの間の任意の整数）のアミノ酸のペプチド配列を指し得る。フラグ
メントの長さに臨界上限はなく、これは、たとえば、抗原配列のほぼ全長、またはさらに
は標的抗原からの２つ以上のエピトープを含む融合タンパク質を含み得る。本開示で用い
るエピトープは、それが由来する親タンパク質の部分の正確な配列を有するペプチドに限
定されず、天然配列と同一の配列、ならびに欠失、付加および置換（保存的な性質）など
の天然配列に対する修飾も包含する。
【００５６】
　「相補的な」および「実質的に相補的な」という用語は、ヌクレオチド同士または核酸
同士の、たとえば、二本鎖ＤＮＡ分子の２本の鎖同士の、または一本鎖核酸上のオリゴヌ
クレオチドプライマとプライマ結合部位との、ハイブリダイゼーションまたは塩基対合ま
たは二重鎖の形成を含む。相補的ヌクレオチドは、一般に、ＡおよびＴ（もしくはＡおよ
びＵ）、またはＣおよびＧである。２つの一本鎖ＲＮＡまたはＤＮＡ分子は、最適に整列
しており、比較され、かつ適切なヌクレオチド挿入または欠失によって、一方の鎖のヌク
レオチドが、他方の鎖の少なくとも約８０％、通常は少なくとも約９０％から約９５％、
さらには約９８％から約１００％と対になる場合に実質的に相補的であると言われている
。一局面において、ヌクレオチドの２つの相補的配列は、対向するヌクレオチド同士のミ
スマッチが２５％未満、より好ましくは１５％未満、さらに好ましくは５％未満で、もっ
とも好ましくはミスマッチがゼロで、ハイブリダイズ可能である。好ましくは、２つの分
子は高ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズする。
【００５７】
　本明細書において使用する「ハイブリダイゼーション」は、２つの一本鎖ポリヌクレオ
チドが非共有結合的に結合して安定した二本鎖ポリヌクレオチドを形成するプロセスを指
し得る。一局面において、結果として得られる二本鎖ポリヌクレオチドは「ハイブリッド
」または「二重鎖」であり得る。「ハイブリダイゼーション条件」は、典型的に、約１Ｍ
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未満の、しばしば約５００ｍＭ未満の、かつ約２００ｍＭ未満であり得る塩濃度を含む。
「ハイブリダイゼーション緩衝液」は、５％ＳＳＰＥなどの緩衝塩溶液、または当該技術
において公知の他のそのような緩衝液を含む。ハイブリダイゼーション温度は５℃まで低
くてもよいが、典型的に２２℃よりも高く、より典型的に約３０℃よりも高く、典型的に
３７℃を超える。ハイブリダイゼーションはしばしばストリンジェントな条件下で、すな
わち、配列がその標的配列にハイブリダイズするが、他の非相補的配列にはハイブリダイ
ズしない条件下で行われる。ストリンジェントな条件は配列依存性であり、異なる状況に
おいて異なる。たとえば、長いフラグメントは短いフラグメントよりも特異的ハイブリダ
イゼーションのためにより高いハイブリダイゼーション温度を必要とし得る。相補鎖の塩
基組成および長さ、有機溶媒の存在、ならびに塩基ミスマッチの程度を含む他の要因がハ
イブリダイゼーションのストリンジェンシーに影響し得るため、パラメータの組合せはい
ずれか１つのパラメータのみの絶対測定値よりも重要である。一般に、ストリンジェント
な条件は、規定イオン強度およびｐＨにおいて特異配列についてＴmよりも約５℃低いよ
うに選択される。溶融温度Ｔmは、二本鎖核酸分子の集団が一本鎖に半解離する温度であ
り得る。核酸のＴmを計算するためのいくつかの数式が当該技術において周知である。標
準的な参照によって示されるように、Ｔm値の単純な推定値は、核酸が１ＭのＮａｃｌで
水溶液中にある時に、数式Ｔm＝８１．５＋０．４１（％　Ｇ＋Ｃ）によって計算され得
る（たとえば、Anderson and Young, Quantitative Filter Hybridization, Nucleic Aci
d Hybridization (1985)を参照）。他の参照（たとえば、Allawi and SantaLucia, Jr., 
Biochemistry, 36:10581-94 (1997)）は、Ｔmの計算のために構造特性および環境特性、
ならびに配列特性を考慮に入れる代替の計算方法を含む。
【００５８】
　一般に、ハイブリッドの安定性はイオン濃度および温度の関数である。典型的に、ハイ
ブリダイゼーション反応は低ストリンジェンシーの条件下で行われ、続いて、異なる、し
かしより高いストリンジェンシーの洗浄が行われる。例示的なストリンジェントな条件は
、約７．０から約８．３のｐＨにおける少なくとも０．０１Ｍから１Ｍ以下のナトリウム
イオン濃度（または他の塩）の塩濃度および少なくとも２５℃の温度を含む。たとえば、
５×ＳＳＰＥ（ｐＨ７．４における７５０ｍＭのＮａＣｌ、５０ｍＭのリン酸ナトリウム
、５ｍＭのＥＤＴＡ）および約３０℃の温度の条件がアレル特異的なハイブリダイゼーシ
ョンに好適であるが、好適な温度はハイブリダイズされる領域の長さおよび／またはＧＣ
含有量に依存する。一局面において、パーセンテージミスマッチを求める際の「ハイブリ
ダイゼーションのストリンジェンシー」は以下の通りであり得る：１）高ストリンジェン
シー：０．１×ＳＳＰＥ、０．１％ＳＤＳ、６５℃；２）中ストリンジェンシー：０．２
×ＳＳＰＥ、０．１％ＳＤＳ、５０℃（中程度のストリンジェンシーとも称される）；お
よび３）低ストリンジェンシー：１．０×ＳＳＰＥ、０．１％ＳＤＳ、５０℃。同等のス
トリンジェンシーは代替の緩衝液、塩および温度を用いて達成され得ると理解すべきであ
る。たとえば、中程度のストリンジェントなハイブリダイゼーションは、プローブなどの
核酸分子が相補的核酸分子に結合することを可能にする条件を指し得る。ハイブリダイズ
される核酸分子は一般に、たとえば７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、または９
５％同一性の少なくともいずれかを含む、少なくとも６０％同一性を有する。中程度のス
トリンジェントな条件は、４２℃での５０％ホルムアミド、５×デンハート液、５ｘＳＳ
ＰＥ、０．２％ＳＤＳにおけるハイブリダイゼーションと、その後の、４２℃での０．２
×ＳＳＰＥ、０．２％ＳＤＳにおける洗浄と同等の条件であり得る。高ストリンジェンシ
ー条件は、たとえば、４２℃での５０％ホルムアミド、５×デンハート液、５×ＳＳＰＥ
、０．２％ＳＤＳにおけるハイブリダイゼーションと、その後の、６５℃での０．１×Ｓ
ＳＰＥ、および０．１％ＳＤＳにおける洗浄によって提供され得る。低ストリンジェンシ
ーハイブリダイゼーションは、２２℃での１０％ホルムアミド、５×デンハート液、６×
ＳＳＰＥ、０．２％ＳＤＳにおけるハイブリダイゼーションと、その後の、３７℃での１
ｘＳＳＰＥ、０．２％ＳＤＳにおける洗浄と同等の条件を指し得る。デンハート液は１％
フィコール、１％ポリビニルピロリドン、および１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含
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有する。２０×ＳＳＰＥ（塩化ナトリウム、リン酸ナトリウム、ＥＤＴＡ）は３Ｍの塩化
ナトリウム、０．２Ｍのリン酸ナトリウム、および０．０２５ＭのＥＤＴＡを含有する。
他の好適な中程度のストリンジェンシーおよび高ストリンジェンシーハイブリダイゼーシ
ョン緩衝液および条件は当業者に周知であり、たとえば、Sambrook et al., Molecular C
loning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y. 
(1989)；およびAusubel et al., Short Protocols in Molecular Biology, 4th ed., Joh
n Wiley & Sons (1999)に記載されている。
【００５９】
　代替的に、実質的な相補性は、ＲＮＡまたはＤＮＡ鎖が選択的なハイブリダイゼーショ
ン条件下でその補体にハイブリダイズする時に存在する。典型的に、選択的なハイブリダ
イゼーションは、少なくとも１４個から２５個のヌクレオチドのストレッチにわたって少
なくとも約６５％相補性、好ましくは少なくとも約７５％、より好ましくは少なくとも約
９０％相補性がある時に起こる。M. Kanehisa, Nucleic Acids Res. 12:203 (1984)を参
照。
【００６０】
　本明細書において使用する「プライマ」は、ポリヌクレオチドテンプレートと二重鎖を
形成すると、核酸合成の開始点となることができ、伸長二重鎖が形成されるようにテンプ
レートに沿ってその３´端から伸長することができる、天然または合成のオリゴヌクレオ
チドであり得る。伸長プロセス時に付加されるヌクレオチドの配列は、テンプレートポリ
ヌクレオチドの配列によって決定される。プライマは通常、たとえばＤＮＡポリメラーゼ
などのポリメラーゼによって伸長する。
【００６１】
　シークエンシング反応などは、核酸のヌクレオチド塩基配列に関連する情報の判定を含
む。そのような情報は、核酸の部分的なおよび完全な配列情報の同定または判定を含み得
る。配列情報は、異なる程度の統計的信頼性または信頼度で判定され得る。一局面におい
て、当該用語は、核酸内の複数の近接するヌクレオチドの同一性および順序付けの判定を
含む。「高スループットシークエンシング」または「次世代シークエンシング」は、多く
の（典型的に数千から数十億の）核酸配列を本質的に並列な態様で判定する、すなわちＤ
ＮＡテンプレートが一度に１つずつではなくバルク処理におけるシークエンシングのため
に調製され、多くの配列が好ましくは並列に読出される方法を用いる、または代替的に、
それ自体が並列化され得る超高スループット直列処理を用いる、配列判定を含む。そのよ
うな方法として、パイロシークエンス法（たとえば、コネチカット州ブランフォードの45
4 Life Sciences, Inc.社によって商品化されている）；ライゲーションによるシークエ
ンシング（たとえば、カリフォルニア州カールスバッドのLife Technologies, Inc.社のS
OLiD（商標）技術において商品化されている）；修飾ヌクレオチドを用いる合成によるシ
ークエンシング（カリフォルニア州サンディエゴのIllumina, Inc.社によるTruSeq（商標
）およびHiSeq（商標）技術；マサチューセッツ州ケンブリッジのHelicos Biosciences C
orporation社によるHeliScope（商標）；およびカリフォルニア州メンローパークのPacif
ic Biosciences of California, Inc.社によるPacBio RSにおいて商品化されている）、
イオン検出技術によるシークエンシング（カリフォルニア州カールスバッドのLife Techn
ologies社のIon Torrent（商標）技術など）；ＤＮＡナノボールのシークエンシング（カ
リフォルニア州マウンテンビューのComplete Genomics, Inc.社）；ナノポアを用いたシ
ークエンシング技術（たとえば、イギリスのオックスフォードのOxford Nanopore Techno
logies, LTD社によって開発されている）、ならびに同様の高度に並列化されたシークエ
ンシング法が挙げられるが、これらに限定されない。
【００６２】
　本明細書における「マルチプレクシング」、「マルチプレックスアッセイ」、または「
マルチインデックスアッセイ」は、たとえば複数の核酸配列などの複数の標的の存在およ
び／または量が、たとえば１つよりも多い捕捉プローブ抱合体を用いて同時にアッセイさ
れ得るアッセイまたは他の分析方法を指し得、抱合体の各々は少なくとも１つの異なる検
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出特性、たとえば蛍光特性（たとえば励起波長、発光波長、発光強度、ＦＷＨＭ（半値全
幅ピーク高さ）、もしくは蛍光寿命）または固有の核酸もしくはタンパク質配列特性を有
する。
【００６３】
　本明細書に記載される発明の局面および実施形態は、「からなる」および／または「か
ら本質的になる」の局面および実施形態を含むと理解される。
【００６４】
　Ｂ．マイクロ流体チップおよびマイクロ流体システム
　一局面において、本開示はマルチインデックス検出マイクロ流体チップを提供する。一
実施形態において、マイクロ流体チップは、１つ以上の標的が検出および／またはアッセ
イされる、試料を反応チャンバ内に均一に分布させるための遠心分離を採用する。一局面
において、本開示は、主要路の断面積同士の好適な比を用いることによって試料の均一な
分布を達成する。一局面において、主要路の断面積同士の比は、反応チャンバ内への試料
の最適な均一の分布を達成するように調整され得る。別の局面において、本開示は、緩衝
チャンバの設計によって、反応チャンバが遠心分離の後に試料で完全に充填されることを
保証する。一局面において、本開示は、反応チャンバが反応期間全体にわたって完全に充
填された状態を維持することを保証し、特定の実施形態において、各反応チャンバの反応
生成物が主要路および隣接した反応チャンバに広がることを減少させるか防止する。
【００６５】
　ある実施形態において、本開示は、ボトムプレートと、ボトムプレートと一致してボト
ムプレートを封止するカバープレートとを含む、マルチインデックス検出マイクロ流体チ
ップを提供する。一局面において、マイクロ流体チップの中心は貫通孔を有する。
【００６６】
　いくつかの局面において、ボトムプレートは、外部または外面と、マイクロ流体デバイ
ス全体のさまざまなマイクロスケール経路および／またはチャンバを規定する内部とを含
む。たとえば、例示的なマイクロ流体デバイスの本体構造は、典型的に、平面構造であり
得る、たとえば実質的に平坦であるか少なくとも１つの平坦面を有する、固体または半固
体構造を採用する。好適な基板は、さまざまな材料のいずれか１つから、または材料の組
合せから製作され得る。しばしば、平面基板は、微細加工の分野で一般的な固体基板、た
とえば、ガラス、石英、シリコンまたはポリシリコンなどのシリカベースの基板、および
たとえばガリウムヒ素などの他の公知の基板を用いて製造される。これらの基板の場合、
フォトリソグラフィ技術、湿式化学エッチング、たとえばドリル加工、ミリング加工など
のマイクロマシニングなどの一般的な微細加工技術が、マイクロ流体デバイスおよび基板
の製作に容易に適用され得る。代替的に、たとえば、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ
）、ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）、ポリウレタン、ポリ塩化ビニル（ＰＶＣ）
、ポリスチレン、ポリスルホン、ポリカーボネートなどを含むポリマー基質材料を用いて
、本発明のデバイスを製作してもよい。そのようなポリマー材料の場合、射出成形または
エンボス加工法を用いて、本明細書に記載されるような経路およびリザーバ形状を有する
基板を形成してもよい。そのような場合、原型は上述の材料および方法のいずれかを用い
て製作されてもよい。
【００６７】
　例示的なデバイスの経路およびチャンバは典型的に、平面基板の一方の表面に、その表
面の溝、ウェルまたは窪みとして製作される。典型的に同一のまたは同様の材料から準備
される第２の平面基板が第１の平面基板に被せられて接合されることによって、デバイス
の経路および／またはチャンバを規定して封止する。第１の基板の上面、および上面の下
側の嵌合面は、ともにデバイスの内部を規定し、すなわちデバイスの経路およびチャンバ
を規定する。いくつかの実施形態において、上層が下層にリバーシブルに結合されてもよ
い。
【００６８】
　例示的なシステムはさらに、デバイス自体の本体の外部にあるが、依然として試料ロー
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ディング経路と流体連結している試料源を含み得る。いくつかの実施形態において、シス
テムはさらに、マイクロ経路への入口および／または出口を含み得る。いくつかの実施形
態において、システムはさらに、試料をマイクロ経路に導入するための搬送手段を含み得
る。いくつかの実施形態において、システムはさらに、液体をマイクロ経路に導入するた
めの注入手段を含み得る。ピペット、ポンプ等の任意の液体操作機器が、液体をマイクロ
経路に導入するための注入手段として用いられ得る。
【００６９】
　ある実施形態において、マイクロ流体チップのボトムプレートは１つ以上の波形の主要
路を有する。特定の局面において、主要路の各々の一端が試料入口（たとえば試料ローデ
ィングまたは注入用の孔）に接続し、他端が排出口（たとえば排出孔）に接続する。いく
つかの局面において、試料入口または排出口または両方がボトムプレート上にある。
【００７０】
　一局面において、波形の主要路の谷は貫通孔の遠位にあり、主要路のピークは貫通孔の
近位にある。別の局面において、主要路の谷はボトムプレートの中心（たとえばボトムプ
レートの中心の貫通孔）から遠ざかって向いており、主要路のピークはボトムプレートの
中心（たとえば中心の貫通孔）の方を向いている。いくつかの実施形態において、波形の
主要路は、少なくとも１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、または
１０個の谷を含む。いくつかの実施形態において、波形の主要路は、少なくとも約１０個
、約２０個、約４０個、約６０個、約８０個、約１００個、約１２０個、約１４０個、約
１６０個、約１８０個、または約２００個の谷を含む。いくつかの実施形態において、波
形の主要路は、約２００個から約４００個、約４００個から約６００個、約６００個から
約８００個、約８００個から約１０００個、または約１０００個よりも多い谷を含む。い
くつかの実施形態において、波形の主要路は、少なくとも１個、２個、３個、４個、５個
、６個、７個、８個、９個、または１０個のピークを含む。いくつかの実施形態において
、波形の主要路は、少なくとも約１０個、約２０個、約４０個、約６０個、約８０個、約
１００個、約１２０個、約１４０個、約１６０個、約１８０個、または約２００個のピー
クを含む。いくつかの実施形態において、波形の主要路は、約２００個から約４００個、
約４００個から約６００個、約６００個から約８００個、約８００個から約１０００個、
または約１０００個よりも多いピークを含む。いくつかの実施形態において、波形の主要
路は、少なくとも１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、または１０
個の谷／ピーク対（互いに隣接および接続している１つのピークおよび１つの谷）を含む
。いくつかの実施形態において、波形の主要路は、少なくとも約１０個、約２０個、約４
０個、約６０個、約８０個、約１００個、約１２０個、約１４０個、約１６０個、約１８
０個、または約２００個の谷／ピーク対を含む。いくつかの実施形態において、波形の主
要路は、約２００個から約４００個、約４００個から約６００個、約６００個から約８０
０個、約８００個から約１０００個、または約１０００個よりも多い谷／ピーク対を含む
。上記の実施形態のいずれかにおいて、主要路の谷の各々は、ボトムプレート上の連結路
を介して少なくとも１つの反応チャンバに接続され得る。
【００７１】
　一局面において、連結路は少なくとも１つの緩衝チャンバを含み、緩衝チャンバは、反
応チャンバと主要路との間の連結路上に位置している。一局面において、緩衝チャンバの
体積は、緩衝チャンバが接続されている反応チャンバの体積の約０．２から約０．８倍で
ある。いくつかの局面において、緩衝チャンバの体積と反応チャンバの体積との比は、約
０．２未満、約０．２から約０．３、約０．３から約０．４、約０．４から約０．５、約
０．５から約０．６、約０．６から約０．７、約０．７から約０．８、または約０．８よ
りも大きい。
【００７２】
　別の局面において、連結路と反応チャンバとの接合部は、マイクロ流体チップの中心と
反応チャンバとを接続する直線内に位置している。
【００７３】
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　一実施形態において、ボトムプレートにおいて、主要路は１つ以上の円に分布されてい
る。別の局面において、１つ以上の主要路が１つ以上の円によって形成される。
【００７４】
　いくつかの実施形態において、反応チャンバの体積は、約０．１μＬから約５．０μＬ
である。いくつかの実施形態において、反応チャンバの体積は、約０．０１μＬ未満、約
０．０１μＬから約０．０５μＬ、約０．０５μＬから約０．１μＬ、約０．１μＬから
約０．２μＬ、約０．１μＬから約０．２μＬ、約０．２μＬから約０．３μＬ、約０．
３μＬから約０．４μＬ、約０．４μＬから約０．５μＬ、約０．５μＬから約０．６μ
Ｌ、約０．６μＬから約０．７μＬ、約０．７μＬから約０．８μＬ、約０．８μＬから
約０．９μＬ、約０．９μＬから約１．０μＬ、約１．０μＬから約１．１μＬ、約１．
１μＬから約１．２μＬ、約１．２μＬから約１．３μＬ、約１．３μＬから約１．４μ
Ｌ、約１．４μＬから約１．５μＬ、約１．５μＬから約１．６μＬ、約１．６μＬから
約１．７μＬ、約１．７μＬから約１．８μＬ、約１．８μＬから約１．９μＬ、約１．
９μＬから約２．０μＬ、約２．０μＬから約２．１μＬ、約２．１μＬから約２．２μ
Ｌ、約２．２μＬから約２．３μＬ、約２．３μＬから約２．４μＬ、約２．４μＬから
約２．５μＬ、約２．５μＬから約２．６μＬ、約２．６μＬから約２．７μＬ、約２．
７μＬから約２．８μＬ、約２．８μＬから約２．９μＬ、約２．９μＬから約３．０μ
Ｌ、約３．０μＬから約３．１μＬ、約３．１μＬから約３．２μＬ、約３．２μＬから
約３．３μＬ、約３．３μＬから約３．４μＬ、約３．４μＬから約３．５μＬ、約３．
５μＬから約３．６μＬ、約３．６μＬから約３．７μＬ、約３．７μＬから約３．８μ
Ｌ、約３．８μＬから約３．９μＬ、約３．９μＬから約４．０μＬ、約４．０μＬから
約４．１μＬ、約４．１μＬから約４．２μＬ、約４．２μＬから約４．３μＬ、約４．
３μＬから約４．４μＬ、約４．４μＬから約４．５μＬ、約４．５μＬから約４．６μ
Ｌ、約４．６μＬから約４．７μＬ、約４．７μＬから約４．８μＬ、約４．８μＬから
約４．９μＬ、約４．９μＬから約５．０μＬ、または約５．０μＬよりも大きい。
【００７５】
　特定の実施形態において、マイクロ流体チップの反応チャンバの少なくとも１つまたは
すべては、試料の１つ以上の成分との特異的な相互作用および／または反応が可能な試薬
が予めロードされている。一局面において、試薬は、たとえば、試料中の１つ以上の標的
核酸との特異的ハイブリダイゼーションが可能なポリヌクレオチドなどの核酸を含む。
【００７６】
　いくつかの実施形態において、主要路の任意のＶ字形部分（谷を含むＶ字形部分）の体
積と、当該谷に接続された反応チャンバの体積との比は約１．２から約１．８であり、特
定の実施形態において、当該比は約１．２未満、約１．２から約１．３、約１．３から約
１．４、約１．４から約１．５、約１．５から約１．６、約１．６から約１．７、約１．
７から約１．８、または約１．８よりも大きい。
【００７７】
　いくつかの実施形態において、主要路における最も幅狭の断面積と最も幅広の断面積と
の比は約０．２から約１であり、特定の実施形態において、当該比は約０．２未満、約０
．２から約０．３、約０．３から約０．４、約０．４から約０．５、約０．５から約０．
６、約０．６から約０．７、約０．７から約０．８、約０．８から約０．９、または約０
．９から約１．０である。一局面において、主要路における最も幅狭の断面積と最も幅広
の断面積との比が約１．０未満である場合、ピークの断面積は谷の断面積よりも小さい。
【００７８】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、マイクロ流体チップは約５個から約１００個の反
応チャンバを含み得る。いくつかの実施形態において、マイクロ流体チップは、少なくと
も１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、または１０個の反応チャン
バを含む。いくつかの実施形態において、マイクロ流体チップは、少なくとも約１０個、
約２０個、約４０個、約６０個、約８０個、約１００個、約１２０個、約１４０個、約１
６０個、約１８０個、または約２００個の反応チャンバを含む。いくつかの実施形態にお
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いて、マイクロ流体チップは約２００個から約４００個、約４００個から約６００個、約
６００個から約８００個、約８００個から約１０００個、または約１０００個よりも多い
反応チャンバを含む。マイクロ流体チップ上の反応チャンバは１つ以上のグループに分割
され得る。たとえば、同一の主要路接続される反応チャンバはともにグループ分けされ得
、マイクロ流体チップは１つよりも多い主要路を含み得、各主要路は別個のグループの反
応チャンバに接続される。一局面において、異なるグループの反応チャンバは接続されな
い。
【００７９】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、ボトムプレートの厚みは、約０．０５ｍｍ未満、
約０．０５ｍｍから約１ｍｍ、約１ｍｍから約５ｍｍ、または約５ｍｍよりも大きくても
よい。特定の実施形態において、ボトムプレートの厚みは、約０．０５ｍｍから約０．１
ｍｍ、約０．１ｍｍから約０．２ｍｍ、約０．２ｍｍから約０．３ｍｍ、約０．３ｍｍか
ら約０．４ｍｍ、約０．４ｍｍから約０．５ｍｍ、約０．５ｍｍから約０．６ｍｍ、約０
．６ｍｍから約０．７ｍｍ、約０．７ｍｍから約０．８ｍｍ、約０．８ｍｍから約０．９
ｍｍ、約０．９ｍｍから約１．０ｍｍ、約１．０ｍｍから約１．５ｍｍ、約１．５ｍｍか
ら約２．０ｍｍ、約２．０ｍｍから約２．５ｍｍ、約２．５ｍｍから約３．０ｍｍ、約３
．０ｍｍから約３．５ｍｍ、約３．５ｍｍから約４．０ｍｍ、約４．０ｍｍから約４．５
ｍｍ、約４．５ｍｍから約５．０ｍｍ、または約５．０ｍｍよりも大きい。上記の実施形
態のいずれかにおいて、カバープレートの厚みは、約０．０５ｍｍ未満、約０．０５ｍｍ
から約１ｍｍ、または約１ｍｍよりも大きくてもよい。特定の実施形態において、カバー
プレートの厚みは、約０．０５ｍｍから約０．１ｍｍ、約０．１ｍｍから約０．２ｍｍ、
約０．２ｍｍから約０．３ｍｍ、約０．３ｍｍから約０．４ｍｍ、約０．４ｍｍから約０
．５ｍｍ、約０．５ｍｍから約０．６ｍｍ、約０．６ｍｍから約０．７ｍｍ、約０．７ｍ
ｍから約０．８ｍｍ、約０．８ｍｍから約０．９ｍｍ、約０．９ｍｍから約１．０ｍｍ、
約１．０ｍｍから約１．５ｍｍ、約１．５ｍｍから約２．０ｍｍ、約２．０ｍｍから約２
．５ｍｍ、約２．５ｍｍから約３．０ｍｍ、約３．０ｍｍから約３．５ｍｍ、約３．５ｍ
ｍから約４．０ｍｍ、約４．０ｍｍから約４．５ｍｍ、約４．５ｍｍから約５．０ｍｍ、
または約５．０ｍｍよりも大きい。
【００８０】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、カバープレートまたはボトムプレートまたは両方
の厚みは最適化され得る。一局面において、厚みが薄すぎる場合、カバープレートおよび
ボトムプレートを容易に変形させることができる。別の局面において、経路の深さはこれ
らのプレートの厚みに影響され得、シートが厚過ぎる場合、チップ内にロード可能な試薬
の量が減少する。さらに別の局面において、厚みが厚過ぎる場合、チップ材料の熱的特性
が影響され、これはチップの不均一な加熱の原因となり、ゆえに試験結果に影響し得る。
【００８１】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、主要路、反応チャンバ、連結路、および／または
緩衝チャンバの深さは、約４０μｍ未満、約４０μｍから約８００μｍ、約８００μｍか
ら約１ｍｍ、約１ｍｍから約１．５ｍｍ、約１．５ｍｍから約２ｍｍ、約２ｍｍから約２
．５ｍｍ、約２．５ｍｍから約３ｍｍ、約３ｍｍから約３．５ｍｍ、約３．５ｍｍから約
４ｍｍ、または約４ｍｍよりも大きくてもよい。特定の実施形態において、主要路、反応
チャンバ、連結路、および／または緩衝チャンバの深さは、約４０μｍから約５０μｍ、
約５０μｍから約６０μｍ、約６０μｍから約７０μｍ、約７０μｍから約８０μｍ、約
８０μｍから約９０μｍ、約９０μｍから約１００μｍ、約１００μｍから約１５０μｍ
、約１５０μｍから約２００μｍ、約２００μｍから約２５０μｍ、約２５０μｍから約
３００μｍ、約３００μｍから約３５０μｍ、約３５０μｍから約４００μｍ、約４００
μｍから約４５０μｍ、約４５０μｍから約５００μｍ、約５００μｍから約５５０μｍ
、約５５０μｍから約６００μｍ、約６００μｍから約６５０μｍ、約６５０μｍから約
７００μｍ、約７００μｍから約７５０μｍ、または約７５０μｍから約８００μｍであ
る。特定の実施形態において、主要路、反応チャンバ、連結路、および／または緩衝チャ
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ンバの深さは、約８００μｍから約９００μｍ、約９００μｍから約１．０ｍｍ、約１．
０ｍｍから約１．１ｍｍ、約１．１ｍｍから約１．２ｍｍ、約１．２ｍｍから約１．３ｍ
ｍ、約１．３ｍｍから約１．４ｍｍ、約１．４ｍｍから約１．５ｍｍ、約１．５ｍｍから
約１．６ｍｍ、約１．６ｍｍから約１．７ｍｍ、約１．７ｍｍから約１．８ｍｍ、約１．
８ｍｍから約１．９ｍｍ、約１．９ｍｍから約２．０ｍｍ、約２．１ｍｍから約２．２ｍ
ｍ、約２．２ｍｍから約２．３ｍｍ、約２．３ｍｍから約２．４ｍｍ、約２．４ｍｍから
約２．５ｍｍ、約２．５ｍｍから約２．６ｍｍ、約２．６ｍｍから約２．７ｍｍ、約２．
７ｍｍから約２．８ｍｍ、約２．８ｍｍから約２．９ｍｍ、約２．９ｍｍから約３．０ｍ
ｍ、約３．１ｍｍから約３．２ｍｍ、約３．２ｍｍから約３．３ｍｍ、約３．３ｍｍから
約３．４ｍｍ、約３．４ｍｍから約３．５ｍｍ、約３．５ｍｍから約３．６ｍｍ、約３．
６ｍｍから約３．７ｍｍ、約３．７ｍｍから約３．８ｍｍ、約３．８ｍｍから約３．９ｍ
ｍ、約３．９ｍｍから約４．０ｍｍである。
【００８２】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、ボトムプレートの試料入口（たとえば試料注入孔
）は、たとえば、円形または丸形のオリフィスなどの、豆オリフィス（bean orifice）で
あってもよい。他の実施形態において、オリフィスは正方形、矩形、円形、楕円形、長円
形、または他の不規則形状であってもよい。一局面において、オリフィスのサイズは、オ
ペレータが標準的な先端を用いて試料を試料注入孔に直接注入することができるように、
生物学的アッセイにおける標準的な先端ヘッドの寸法と一致する。一局面において、試料
注入孔の設計によって、マイクロ流体チップの製造および／または使用が容易になる。
【００８３】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、貫通孔の内縁に位置決めノッチが設けられてもよ
く、これは一局面において、試料が遠心力によって反応チャンバ内に分布される時にチッ
プを固定する役割を果たす。別の局面において、チップが器具内で分析のために用いられ
る場合、位置決めノッチは反応チャンバの各々を位置決めし、したがって識別する際に役
割を果たす。
【００８４】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、両面接着テープを用いてボトムプレートとカバー
プレートとを堅固に接合してもよい。一局面において、両面接着テープは所望の接着強度
および従来の加熱温度に対する耐性を有し、チップ内の反応の特異性に大きな悪影響を及
ぼさない。
【００８５】
　一般に、ポリマーマイクロ流体チップは、熱プレスおよび／またはレーザ溶接を用いて
、ボトムプレートおよびカバープレートの表面を加熱および溶融することによって両プレ
ートを接合することによって製造され得る。しかし、熱プレスおよびレーザ溶接は比較的
高価である。チップの底に予めロードされた試料の場合、レーザ溶接および熱プレスの処
理は、予めロードされた試料の生物活性および／または化学的性質に悪影響を及ぼし得る
。加えて、これら２つの処理方法はマイクロ流路の形状に影響を及ぼし得、さらには経路
閉塞またはチップ漏れの原因ともなり得る。
【００８６】
　本開示では、一局面において、両面接着テープは、生物学的アッセイにおけるさまざま
な加熱条件に耐えるのに十分な接着強度および能力を有する。一局面において、両面接着
テープはさまざまな加熱条件におけるチップ漏れを防止し、したがってチップ漏れによる
試験の失敗または環境汚染を防止する。
【００８７】
　本開示では、一局面において、両面接着テープは適切な生体適合性を有し、包埋試料を
含む試験試料の生物活性および化学的性質を維持し得る。別の局面において、両面接着テ
ープは、チップ内の反応の特異性を含むチップ内の反応に大きなまたは悪い影響を及ぼさ
ない。
【００８８】
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　本開示では、一局面において、両面接着テープは、本開示における検出手段と適合性の
ある光学的性質を有する。たとえば、通過する蛍光を検出するために蛍光検出を用いる場
合、両面接着テープは、反応チャンバから発せられた蛍光に対して十分な光透過率を有す
る。別の局面において、蛍光を反射によって検出する場合、両面接着テープの蛍光バック
グランドは、反応チャンバから発せられた蛍光の高感度検出を可能にするように検出波長
において十分低い。
【００８９】
　一局面において、開示のチップは、封止するために粘性封止膜を用いる。他の局面にお
いて、チップは、チップ内に最初にロードされた試料を封止するために、二次的なローデ
ィングによって鉱油またはシリコーン油を用いて封止されてもよい。鉱油またはシリコー
ン油を用いる場合と比較して、チップを封止するために粘性封止膜を用いると二次的なロ
ーディングが回避され、オペレータに対する負担が軽減される。
【００９０】
　一局面において、本開示のマイクロ流体チップを用いて、オペレータは、たとえばチッ
プ生産時に、異なる反応チャンバ内に異なる物質を予めロードすることができる。ゆえに
、本開示は、核酸増幅反応、生化学反応（たとえば酵素触媒反応）、および免疫反応を含
む、同一のチップ上の（または同じ設計のチップ上の）さまざまな形態の検出を可能にす
る。別の局面において、本開示は、同一のチッププラットフォーム上の複数のアプリケー
ションが実行され得るように、同一の反応において異なる物質の検出を可能にする。たと
えば、（突然変異遺伝子または病原微生物の遺伝子などの）チップ上の核酸増幅反応によ
って試料中の特定の核酸フラグメントを検出するために、試験試料中の異なる核酸フラグ
メントとの特異的な生化学反応に必要なプライマおよび補助成分が、異なる反応チャンバ
内に予めロードされてもよい。別の例では、（グルコースまたはトリグリセリドなどの）
チップ上の生化学反応によって試料中の特異物質または成分を検出するために、試験試料
中の標的物質または成分との特異的な生化学反応に必要な試薬が、異なる反応チャンバ内
に予めロードされてもよい。さらに別の例では、（特異的抗原または抗体などの）チップ
上の免疫反応によって試料中の特異成分を検出するために、標的物質または成分との特異
的な免疫反応に必要な試薬が、異なる反応チャンバ内の試験試料に予めロードされてもよ
い。
【００９１】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、マイクロ流体チップは、反応時にリアルタイム検
出のために用いられてもよいし、または、たとえば、蛍光、濁度、色、検出機器、もしく
は裸眼による直接観察によって、反応後に検出されてもよい。
【００９２】
　本開示全体にわたって、同様の参照番号は同様の部分を示すために用いられる。本開示
は図面に関連してさらに説明される。しかし、本開示は以下の例に限定されない。
【００９３】
　図１は、本開示の一局面に係るマルチインデックス検出マイクロ流体チップ（９６個の
孔）の鳥瞰図である。図２は本開示の一局面に係るマイクロ流体チップの断面図である。
本開示のマイクロ流体チップは、ボトムプレート１と、ボトムプレート１と一致してボト
ムプレートを１封止するカバープレート２とを含む。ボトムプレートおよび／またはカバ
ープレートの構成要素は、所望の接着強度および従来の加熱温度に対する耐性を有し、か
つチップ内の反応の特異性に大きな悪影響を及ぼさない両面接着テープを用いて堅固に接
合され得る。マイクロ流体チップの中心に貫通孔３が設けられており、貫通孔３の内縁に
位置決めノッチ８が設けられている。貫通孔３および位置決めノッチ８は、遠心分離時に
チップを固定する役割を果たす。一局面において、貫通孔３および位置決めノッチ８はチ
ップを固定し、同時にチップ上の反応チャンバをイヤマークする基準位置として用いられ
るため、試料を反応チャンバ内に均一に分布させるプロセスを完了させるのに１つの遠心
分離機のみで済む。ボトムプレート１上に波形の主要路４が設けられており、主要路４の
一端は試料注入孔９に接続し、主要路４の他端は排出孔１０に接続する。試料注入孔の形
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状は、生物学的アッセイに用いられる標準的な従来のプラスチック先端ヘッドと一致する
ように設計され得る。たとえば、必要な試料体積が約２０から約２００マイクロリットル
である場合、試料注入孔９の直径は約０．７５ｍｍから約０．９ｍｍであってもよい。い
くつかの実施形態において、試料注入孔９の直径は約０．７５ｍｍから約０．８０ｍｍ、
約０．８０ｍｍから約０．８５ｍｍ、または約０．８５ｍｍから約０．９０ｍｍである。
【００９４】
　図１に示されるように、波形の主要路４は、連結路５によって反応チャンバ６に接続す
る。一局面において、反応チャンバ６は貫通孔３の遠位に位置決めされ、連結路５と反応
チャンバ６との接合部は、マイクロ流体チップの中心と反応チャンバ６とを接続する直線
内に位置する。したがって、主要路４内にロードされる試料（たとえば液体試料）は、チ
ップが回転すると遠心力によって連結路５を介して反応チャンバ６内に分布され得る。
【００９５】
　一実施形態において、図１に示されるように、波形の主要路４はボトムプレート１上に
２つの円を形成する。この例では、連結路５の各々の内部に緩衝チャンバ７がある。した
がって、緩衝チャンバは、主要路の谷の各々をその対応の反応チャンバに接続し、チップ
が遠心分離を受けて試料が主要路から反応チャンバ内に分布されると、試料用の緩衝液リ
ザーバとして働く。緩衝チャンバを有さないチップと比較すると、図１に示されるような
連結路５内の緩衝チャンバ７は、とりわけ３つの主要な機能を果たす。
【００９６】
　第１に、緩衝チャンバは、試料が主要路内にロードされて遠心分離を受けると、マイク
ロ流体チップの反応チャンバが試料で充填されることを保証する。
【００９７】
　図３に示される例として、緩衝チャンバ７がなく、各反応チャンバ６の体積が主要路の
Ｖ字形部分の体積と同一である場合、反応チャンバのいくつかは遠心分離後に試料で完全
に充填されない場合がある。この理由は、試料が主要路内にロードされて経路のＶ字形部
分内に分布されると、Ｖ字形部分の各々は同じ量の試料を有さない場合があるためである
。ゆえに、遠心分離後、反応チャンバ内に集められる試料の量は、すべての反応チャンバ
について均一でない場合がある。反応チャンバのいくつかは図３（ａ）に示されるように
試料で完全に充填されず、他のチャンバは図３（ｂ）に示されるように試料で完全に充填
され、さらに他のチャンバは、図３（ｃ）に示されるように試料で過充填され、試料が連
結路内に、および／または主要路のＶ字形部分内に溢れ出る。したがって、反応チャンバ
内の試料量の一貫性のない分布は反応チャンバ内の反応結果に影響し、試験結果の精度に
直接影響を及ぼす。別の局面において、（たとえば図３（ｃ）に示されるように）主要路
のＶ字形部分内の残留試料によって、反応チャンバ内の反応生成物が隣接する反応チャン
バに拡散し、相互汚染を引起こし得る。
【００９８】
　一局面において、主要路のＶ字形部分内の試料は反応チャンバに分布され、遠心分離後
に緩衝チャンバの体積の約２／３を充填する。この場合、遠心分離後の試料の不均一な分
布は緩衝チャンバ内の試料の量にしか反映されず、これによって反応チャンバは、図４（
ａ）～図４（ｃ）に示されるように、同じ量の試料で均一に完全に充填されることが保証
される。
【００９９】
　第２に、緩衝チャンバは、反応チャンバが反応時に加熱されたとしても、反応チャンバ
が試料（または反応混合物）で完全に充填されることを保証する。
【０１００】
　例として、緩衝チャンバ７がない場合、試料または反応混合物が遠心分離後に反応チャ
ンバ内に均一に分布されないとしても、試料または反応混合物は、反応を起こすために一
定温度まで加熱される必要があり得る。加熱時の液体の蒸発は、反応チャンバ内の液体体
積の減少、および試薬濃度の変化をもたらし得る。試薬濃度のそれらの変化は典型的に、
すべての反応チャンバについて均一でない。試薬濃度の変化、および反応チャンバ内の液
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体体積の減少は、試験結果の精度に影響する。
【０１０１】
　したがって、一局面における緩衝チャンバは連結路に直接接続され、緩衝チャンバ内の
液体が反応チャンバ内の液体体積の損失を補償することによって、反応チャンバが反応全
体にわたって完全に充填されることが維持される。
【０１０２】
　第３に、一局面における緩衝チャンバは、各反応チャンバ内の反応生成物が、隣接する
反応チャンバに拡散して相互汚染を引起こすことを防止する。
【０１０３】
　典型的に、試料が遠心分離を介して反応チャンバに分布されると、試料の液膜は連結路
の内面上に残る。２つの隣接する反応チャンバが連結路によって接続され、連結路のみに
よって分離される場合は、各反応チャンバの反応生成物は液膜を介して隣接するチャンバ
内に拡散し、相互汚染につながる可能性がある。
【０１０４】
　一局面において、本開示は、連結路内の緩衝チャンバを、相互汚染を回避するように設
計する。典型的に、試薬、標的分子、および反応生成物は高濃度から低濃度に拡散する。
たとえば、反応生成物（たとえば核酸増幅反応からの増幅生成物）が反応チャンバから拡
散すると、それらはまず緩衝チャンバ内に拡散し、拡散した生成物の濃度が劇的に低下す
る。そのため、緩衝チャンバ内の反応生成物は、連結路内に、主要路内に、および／また
は隣接する反応チャンバ内にさらに拡散する可能性が低くなる。したがって、本開示は拡
散した生成物が連結路に広がる機会を減少させ、したがって試験結果の精度を向上させる
。
【０１０５】
　図５は、本開示の一局面に係る、マルチインデックス検出のためのマイクロ流体チップ
の鳥瞰図である。この例では、ボトムプレート内に４つの波形の主要路４があり、これら
４つの主要路が円を形成する。さらに、各主要路４の端は試料注入孔９に接続し、他端は
排出孔１０に接続する。したがって、このチップ上の反応チャンバは４つのグループにグ
ループ分けされ得、各グループのメンバーは同一の主要路に接続される。この例では、各
主要路４に接続する反応チャンバ６の各々に、異なる物質が予めロードされてもよい。一
局面において、異なる物質は、たとえば核酸増幅反応などの同じ形態のアッセイを用いて
検出され得る。別の局面において、異なる物質は、たとえば核酸増幅反応などの同じ形態
のアッセイを用いて１つ以上の標的を検出するための反応に関与し得る。ある実施形態に
おいて、反応チャンバに、試験試料の異なる核酸フラグメントと特異的な生化学反応を生
成するプライマおよび補助成分が予めロードされてもよい。試料を遠心分離すること、お
よび複数の試料の核酸増幅反応によって、同一のチップ上の同一の反応フォーマット（た
とえば同一のＰＣＲ周期）を用いて、当該チップを用いて複数の試験試料中の１つ以上の
核酸フラグメントを検出することができる。一局面において、本開示は、同一の試料中の
複数の標的の同時検出を可能にする。たとえば、同一の試料が４つのアリコートに分割さ
れ得、各アリコートは図５の４つの主要路のうちの１つの内部にロードされ、各グループ
の反応チャンバは、試料中の異なる標的分子を検出するための試薬を含有する。一局面に
おいて、本開示は、異なる試料中の同一の標的の同時検出を可能にする。たとえば、４つ
の異なる試料の各々が図５の４つの主要路のうちの１つの内部にロードされ得、４つのグ
ループの反応チャンバは、同一の標的を検出するための同一の試薬を含有する。一局面に
おいて、本開示は、試料中の同一の標的の異なるパラメータの同時検出を可能にする。た
とえば、同一の試料が４つのアリコートに分割され得、各アリコートは図５の４つの主要
路のうちの１つの内部にロードされ、各グループの反応チャンバは、試料中の同一の標的
の異なるパラメータを検出するための試薬を含有する。
【０１０６】
　図６は、本開示の別の局面に係る、マルチインデックス検出のためのマイクロ流体チッ
プの鳥瞰図である。この例では、波形の主要路４は円を形成する。一局面において、主要
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路４において、ピークにおける断面積は谷における断面積よりも小さい。谷における断面
積に対するピークにおける断面積の比は異なり得、当該比は試料の均一な分布を容易にす
るように、かつ相互汚染を回避するように選択され得る。いくつかの実施形態において、
主要路のＶ字形部分における最も幅狭の断面積と最も幅広の断面積との好ましい比は約０
．２から約１である。特定の実施形態において、図７および図８に実験的に証明されてい
るように、当該比が約０．２未満である場合、主要路の一連のＶ字形部分における抵抗が
大きいため、主要路内に試料を追加し、その後、試料を反応チャンバ内に分布させること
が困難である。別の局面において、谷の断面積はピークの断面積よりも幅広であるため、
気泡が容易に生成されて試料の不均一な分布に繋がる。加えて、谷における断面積に対す
るピークにおける断面積の比が１よりも大きい場合、遠心分離によって試料が各反応チャ
ンバに不均一に分布される可能性が高くなる。実験検証の結果を以下に説明する。
【０１０７】
　図７は、試料注入後（左パネル）および遠心分離後（右パネル）の染色試料の分布を示
す。この図では、主要路における最も幅狭の断面積と最も幅広の断面積との比は０．３：
１である。
【０１０８】
　図８は、試料注入後（左パネル）および遠心分離後（右パネル）の染色試料の分布を示
す。この図では、主要路における最も幅狭の断面積と最も幅広の断面積との比は０．２：
１である。
【０１０９】
　図７では、注入プロセス時に気泡がなく、試料は遠心分離後にすべての反応チャンバ内
に均一に分布される。対照的に、図８では、主要路のいくつかのＶ字形部分に気泡が発生
しており、試料は遠心分離後に反応チャンバに均一に分布されないことが明らかに観察さ
れ得る。
【０１１０】
　ＣＮ　１０２３６９４４３　Ａは遠心注入チップを開示しており、すなわち、チップの
中心保管部上の液体は、試料を追加するための中心保管部の周りの孔に偏心して輸送され
る。ＣＮ　１０２３６９４４３　Ａの主要路の設計は、ピークおよび谷が同一幅を有する
ことであり、この設計は液体の均一性問題を解決することができない。つまり、各試料孔
に追加される試料の量は等しくない。加えて、ピークが谷よりも幅広の設計では、試料を
追加するプロセス時に主要路内に気泡が発生する。さらに、ＣＮ　１０２３６９４４３　
Ａは、過剰な溶液をロードするために無駄なチャンバを追加する。この設計は、試料孔の
各々の内部に分布される試料の量の一貫性を達成し得るが、反応時に試料が試料孔を一貫
して充填することを保証し得ない。加えて、この設計はマイクロ流路の内面上の表面改質
、すなわち、試料追加孔に接続される分岐流路の内面の親水性処理、および、残りの溶液
を集める無駄なチャンバに接続される分岐流路の内面における疎水性処理を必要とする。
これらの工程はすべて、製造プロセスの複雑度および処理の困難度を増加させ、処理コス
トを増大させる。
【０１１１】
　ある実施形態において、試料入口は、約０．０５ｍｍから約１ｍｍの厚み範囲を有する
ボトムプレート１において設定される。いくつかの実施形態において、試料入口の直径は
約０．７５ｍｍから約０．９ｍｍであり、生物学的実験における標準的な２００マイクロ
リットル先端ヘッドを用いて、ローディング時に経路から試料が漏れ出ることなく、試料
を試料入口に追加することができる。図９に示されるように、マイクロピペッタ先端の直
径は０．７５ｍｍであり、先端から１ｍｍの断面の直径は０．９ｍｍである。したがって
、この例では、試料入口孔の直径が０．７５ｍｍよりも小さい場合、マイクロピペッタ先
端を試料入口孔に挿入することができない。別の局面において、試料入口孔の直径が０．
９ｍｍよりも大きい場合、先端と試料入口孔の側壁との間に隙間があり、試料注入のプロ
セス時に試料漏れを引起こすことになる。したがって、いくつかの実施形態において、試
料入口のサイズの最適範囲は約０．７５ｍｍから約０．９ｍｍである。試料入口孔の直径
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が０．７５ｍｍである場合、図９（ａ）に示されるように、マイクロピペッタ先端を試料
入口孔に挿入することができず、試料漏れが生じる。試料入口孔の直径が０．９ｍｍであ
る場合、先端ヘッドを試料入口に完全に挿入しなければならないため、先端がチップの底
に触れて試料のローディングを阻止してしまう。これによって、図９（ｂ）に示されるよ
うに、経路が容易に閉塞されて試料の追加が困難になり得る。一局面において、試料入口
の直径は約０．８ｍｍである。この場合、図９（ｃ）に示されるように、先端ヘッドを挿
入した後に先端の端とチップの底との間に隙間があるため、妨害はなく試料の正確なロー
ディングが可能になる。これらの状況下で、試料を便利に、正確に、かつ漏れなしで、ピ
ペッタからチップの主要路４に追加することができる。
【０１１２】
　マイクロ流体チップは任意の好適な材料を含み得る。一例では、マイクロ流体チップは
、シリコン、プラスチック、ガラス、セラミック、ゴム、金属、ポリマー、紙、およびそ
れらの組合せからなる群から選択される材料を含む。一局面において、マイクロ流体チッ
プは射出成形される。別の局面において、プラスチックは、ポリカーボネート、メチルメ
タクリレート、ポリスチレン、アクリロニトリル－ブタジエン－スチレン（ＡＢＳ）、ポ
リエチレンおよびポリプロピレンからなる群から選択される。さらに別の例では、マイク
ロ流体チップはガラスを含む。一局面において、マイクロ流体チップは、糊付け、ダイシ
ング／カッティング、スライシング、陽極接合、超音波溶接、およびそれらの組合せから
なる群から選択される方法によって製作される。
【０１１３】
　一局面において、本開示は製造品に向けられ、当該製造品は、ａ）パッケージング材料
；ｂ）本明細書に開示されるマイクロ流体チップ；随意に、ｃ）たとえば分析物をアッセ
イするための、当該物品がアッセイ用であることを示す標識；および随意に、ｄ）たとえ
ば製造品をアッセイのために用いるための指示を含む。
【０１１４】
　本開示は、本明細書に開示されるマイクロ流体チップまたはアッセイデバイスを含むキ
ットを含む。たとえば、病状もしくは病気（たとえば癌）を診断するための、もしくは当
該診断を助けるための、または病状もしくは病気をモニタするためのキットが含まれる。
一実施形態において、キットは、たとえば病状または病気と関連付けられるバイオマーカ
などの１つ以上の分析物を検出するための１つ以上の試薬を含む。試薬は、生体試料中の
バイオマーカに対応するポリペプチドもしくはポリペプチドをコード化するｍＲＮＡを検
出可能な標識付けられた成分または薬剤と、試料中のポリペプチドまたはｍＲＮＡ（たと
えば、ポリペプチドまたはポリペプチドをコード化するＤＮＡまたはｍＲＮＡに結合する
オリゴヌクレオチドプローブに結合する抗体）の欠如、存在、および／または量を判定す
るための手段とを含む。バイオマーカに対応するポリペプチドと結合するための好適な試
薬には、抗体、抗体誘導体、抗体フラグメントなどが挙げられる。核酸と結合するための
好適な試薬（たとえばゲノムＤＮＡ、ｍＲＮＡ、スプライスされたｍＲＮＡ、ｃＤＮＡな
ど）は相補的核酸を含む。一実施形態において、キットは参照試料を含む。一局面におい
て、参照試料を用いて、試験中の試料から得られた結果が比較される。キットはさらに、
緩衝剤、保存剤、またはタンパク質安定化剤などの他の成分を含み得る。キットはさらに
、検出可能な標識を検出するのに必要な成分（たとえば酵素または基質）を含み得る。
【０１１５】
　キットの各成分は個別の容器内に封入されてもよく、さまざまな容器のすべてが、キッ
トを用いて行なわれるアッセイの結果を解釈するための指示とともに、単一のパッケージ
内にあってもよい。
【０１１６】
　一局面において、本明細書に開示される製造品またはキットは、被験者の病状または病
気を診断するために、病状もしくは病気を発症している被験者のリスクを査定するために
、および／または、たとえば、療法による被験者の治療に続いて、被験者の病状または病
気の進行を評価するために用いられる。一局面において、製造品は、病状または病気を発
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症している、またはを発症している疑いのある被験者から得られた試料をアッセイするた
めに用いられる。
【０１１７】
　Ｃ．マイクロ流体チップの使用
　本マイクロ流体チップは、特に少量の反応体積を伴うアッセイについて、アッセイ精度
、再現性、および／または感度を向上させるために任意の好適なアッセイにおいて用いら
れ得る。たとえば、マイクロ流体チップは、たとえば核酸などのさまざまな部分同士の間
の相互作用、タンパク質を伴う免疫反応、タンパク質と核酸との相互作用、リガンド－レ
セプタ相互作用、ならびに小分子およびタンパク質または核酸相互作用等をアッセイする
際に用いられ得る。
【０１１８】
　本マイクロ流体チップは、たとえば、細胞、細胞小器官、ウイルス、分子、およびそれ
らの凝集体または複合体などの、任意の分析物をアッセイするために用いられ得る。例示
的な細胞として、動物細胞、植物細胞、真菌細胞、細菌細胞、組換え細胞、および培養細
胞が挙げられる。動物、植物、真菌、細菌細胞は、動物界、植物界、菌界または細菌界の
任意の属または亜属に由来し得る。繊毛虫類、細胞性粘菌類、鞭毛虫類および微胞子虫類
の任意の属または亜属に由来する細胞も、本方法によってアッセイ可能である。ニワトリ
などの鳥類、魚などの脊椎動物、ならびにマウス、ラット、ウサギ、ネコ、イヌ、ブタ、
雌ウシ、雄ウシ、ヒツジ、ヤギ、ウマ、サルおよび他の非ヒト霊長類、ならびにヒトなど
の哺乳動物に由来する細胞も、本方法によってアッセイ可能である。
【０１１９】
　動物細胞について、特定の組織または器官に由来する細胞がアッセイ可能である。たと
えば、結合、上皮、筋または神経組織細胞がアッセイ可能である。同様に、脳、肺、肝臓
、脾臓、骨髄、胸腺、心臓、リンパ、血液、骨、軟骨、膵臓、腎臓、胆のう、胃、腸、精
巣、卵巣、子宮、直腸、神経系、腺、内部血管等の内部動物器官に由来する細胞もアッセ
イ可能である。さらに、任意の植物、酵母などの真菌、真性細菌または古細菌などの細菌
に由来する細胞もアッセイ可能である。動物、植物、真菌もしくは細菌細胞などの任意の
真核または原核源に由来する組換え細胞もアッセイ可能である。血液、尿、唾液、骨髄、
精液または他の腹水、およびたとえば血清または血漿などのそれらの亜分画などの体液も
アッセイ可能である。
【０１２０】
　例示的な細胞小器官には、核、ミトコンドリア、葉緑体、リボソーム、ＥＲ、ゴルジ体
、リソソーム、プロテアソーム、分泌小胞、空砲およびミクロソームが挙げられる。例示
的な分子には、無機分子、有機分子およびそれらの複合体が挙げられる。例示的な有機分
子には、アミノ酸、ペプチド、タンパク質、ヌクレオシド、ヌクレオチド、オリゴヌクレ
オチド、核酸、ビタミン、単糖、オリゴ糖、炭水化物、脂質、およびそれらの複合体が挙
げられる。
【０１２１】
　任意のアミノ酸が本マイクロ流体チップによってアッセイ可能である。たとえば、Ｄ－
およびＬ－アミノ酸がアッセイ可能である。任意のタンパク質またはペプチドが本マイク
ロ流体チップによってアッセイ可能である。たとえば、酵素、イオンチャネルおよびポン
プなどの輸送タンパク質、栄養素または保管タンパク質、アクチンおよびミオシンなどの
収縮または運動タンパク質、構造タンパク質、抗体、ホルモンおよび増殖因子などの防御
タンパク質または調節タンパク質がアッセイ可能である。タンパク質性またはペプチド性
抗原もアッセイ可能である。
【０１２２】
　任意のヌクレオシドが本マイクロ流体チップによってアッセイ可能である。そのような
ヌクレオシドの例には、アデノシン、グアノシン、シチジン、チミジン、およびウリジン
が挙げられる。任意のヌクレオチドが本開示に従ってアッセイ可能である。そのようなヌ
クレオチドの例には、ＡＭＰ、ＧＭＰ、ＣＭＰ、ＵＭＰ、ＡＤＰ、ＧＤＰ、ＣＤＰ、ＵＤ
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Ｐ、ＡＴＰ、ＧＴＰ、ＣＴＰ、ＵＴＰ、ｄＡＭＰ、ｄＧＭＰ、ｄＣＭＰ、ｄＴＭＰ、ｄＡ
ＤＰ、ｄＧＤＰ、ｄＣＤＰ、ｄＴＤＰ、ｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＣＴＰおよびｄＴＴＰが
挙げられる。一本鎖、二本鎖および三本鎖の核酸を含む任意の核酸が本マイクロ流体チッ
プによってアッセイ可能である。そのような核酸の例には、Ａ－、Ｂ－またはＺ－型ＤＮ
ＡなどのＤＮＡ、ならびにｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｐｉＲＮＡ、ｔＲＮＡおよびｒＲＮＡ
などのＲＮＡが挙げられる。
【０１２３】
　任意のビタミンが本マイクロ流体チップによってアッセイ可能である。たとえば、チア
ミン、リボフラビン、ニコチン酸、パントテン酸、ピリドキシン、ビオチン、葉酸、ビタ
ミンＢ１２およびアスコルビン酸などの水溶性ビタミンがアッセイ可能である。同様に、
ビタミンＡ、ビタミンＤ、ビタミンＥ、およびビタミンＫなどの脂溶性ビタミンがアッセ
イ可能である。
【０１２４】
　Ｄ－単糖であるかＬ－単糖であるかにかかわらず、かつアルドースであるかケトースで
あるかにかかわらず、任意の単糖が本マイクロ流体チップによってアッセイ可能である。
単糖の例には、グリセルアルデヒドなどの三炭糖、エリトロースおよびトレオースなどの
四炭糖、リボース、アラビノース、キシロース、リキソースおよびリブロースなどの五炭
糖、アロース、アルトロース、グルコース、マンノース、グロース、イドース、ガラクト
ース、タロースおよびフルクトースなどの六炭糖、ならびにセドヘプツロースなどの七炭
糖が挙げられる。
【０１２５】
　任意の脂質が本マイクロ流体チップによってアッセイ可能である。脂質の例には、トリ
ステアリン、トリパルミチンおよびトリオレインなどのトリアシルグリセロール、ワック
ス、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルコリン、ホスファチジルセリン、
ホスファチジルイノシトールおよびカルジオリピンなどのホスホグリセド、スフィンゴミ
エリン、セレブロシドおよびガングリオシドなどのスフィンゴ脂質、コレステロールおよ
びスチグマステロールおよびステロール脂肪酸エステルなどのステロールが挙げられる。
脂肪酸は、ラウリン酸、ミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、アラキジン酸およ
びリグノセリン酸などの飽和脂肪酸であってもよいし、または、パルミトレイン酸、オレ
イン酸、リノール酸、リノレン酸およびアラキドン酸などの不飽和脂肪酸であってもよい
。
【０１２６】
　本マイクロ流体チップは任意の試料をアッセイするために用いられ得る。たとえば、本
方法は哺乳動物試料をアッセイするために用いられ得る。例示的な哺乳動物には、ウシ、
ヤギ、ヒツジ、ウマ、ウサギ、モルモット、マウス、ヒト、ネコ、サル、イヌおよびブタ
が挙げられる。本マイクロ流体チップは、臨床試料をアッセイするためにも用いられ得る
。例示的な臨床試料には、血清、血漿、全血、喀痰、脳脊髄液、羊水、尿、胃腸内容物、
毛、唾液、汗、歯肉擦過物および生検からの組織が挙げられる。好ましくは、本マイクロ
流体チップはヒト臨床試料をアッセイするために用いられる。
【０１２７】
　任意の好適な試薬が本開示に従ってアッセイにおいて用いられ得る。一局面において、
本開示において用いられる試薬は、試料中の分析物と特異的に結合するか相互作用する。
例示的な試薬には、細胞、細胞小器官、ウイルス、分子、およびそれらの凝集体または複
合体が挙げられる。一局面において、試薬は抗体または核酸である。
【０１２８】
　本マイクロ流体チップは、たとえば、直接アッセイフォーマット、サンドイッチアッセ
イフォーマット、または競合アッセイフォーマットなどの、任意の好適なアッセイフォー
マットで用いられ得る。一実施形態において、異なる複数の試薬が、単一の分析物をアッ
セイするために用いられる。別の実施形態では、異なる複数の試薬が、異なる複数の分析
物をアッセイするために用いられる。さらに別の実施形態では、複数の試薬が反応チャン
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バの内面に付着させられ、たとえば、１つ以上の試料中の１つ以上の分析物をアッセイす
るために用いられる。
【０１２９】
　本マイクロ流体チップは、細胞、細胞小器官、ウイルス、分子、およびそれらの凝集体
または複合体からなる群から選択される部分同士の間のいずれかの相互作用を検出するた
めに用いられ得る。たとえば、ＤＮＡ－ＤＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡ、ＲＮＡ－ＲＮＡ、ＤＮ
Ａ－タンパク質、ＲＮＡ－タンパク質およびタンパク質－タンパク質等の相互作用などの
、高分子間の相互作用が分析され得る。他の実施形態では、高分子－小分子または小分子
－小分子の相互作用が本マイクロ流体チップを用いて検出または分析される。２つよりも
多い部分同士の間の相互作用を含むより複雑な相互作用も、本開示に従って検出および／
または分析可能である。ＤＮＡ－ＤＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡ、ＲＮＡ－ＲＮＡ相互作用を検
出する場合、接触させる、すなわちハイブリダイズさせる工程が、試料または試薬が本開
示に従って反応体積に搬送された後、たとえば低、中または高ストリンジェンシー下など
の好適な条件下で行なわれ得る。
【０１３０】
　試験部分と複数の標的部分との相互作用は任意の好適な方法によって検出され得、本マ
イクロ流体チップは特定の検出方法に適するように作られ得る。たとえば、試験部分およ
び／または標的部分は検出を容易にするように標識付けられ得る。任意の好適な標識が用
いられ得る。例示的な標識には、放射性、蛍光、化学、酵素、発光およびＦＲＥＴ（蛍光
共鳴エネルギー移動）標識が挙げられる。発光標識は、化学発光標識または生物発光標識
であり得る。標識は、試験部分のみに、標的部分のみに、または両方に、直接的にまたは
間接的に付着させられるか共役させられ得る。読出は、正または負の信号であり得る。サ
ンドイッチまたは競合フォーマットを含む任意の好適なアッセイフォーマットが用いられ
得る。標識、ＰＣＲ反応のプライマもしくはｄＮＴＰ、または酵素を含む試料または試薬
のいずれかが、本マイクロ流体チップを用いて搬送され得る。
【０１３１】
　一実施形態において、本マイクロ流体チップは、試験部分と複数の遺伝子、遺伝子フラ
グメントまたはそれらのコード化製品同士の間の相互作用を検出するために用いられる。
たとえば、複数の標的遺伝子、遺伝子フラグメントまたはそれらのコード化製品が生物学
的経路に含まれ、同一または同様の生物学的機能を有するタンパク質の塩基に属し、細胞
周期のある段階で発現し、細胞種類で発現し、組織種類で発現し、器官種類で発現し、発
達段階で発現し、その発現および／または活性が病気もしくは疾患の種類もしくは段階で
変わるタンパク質、またはその発現および／または活性が薬もしくは他の治療によって変
わるタンパク質。
【０１３２】
　本マイクロ流体チップは、単一の試験部分または物質と複数の標的部分との間の相互作
用を検出する際に用いられ得る。好ましくは、本方法は高スループットモードにおいて、
たとえば、複数の標的部分、および／または複数の試験部分もしくは物質同士の間の相互
作用を検出する際に用いられる。複数の試験部分または物質と複数の標的部分との相互作
用は、同時にまたは連続的に検出され得る。
【０１３３】
　本開示のマイクロ流体チップは、核酸増幅反応、生化学反応、免疫反応などを含むがこ
れらに限定されないさまざまな用途および反応に用いられ得る。このプロセスの使用は、
以下に説明されるように等温増幅反応の例によって例示される。
【０１３４】
　細菌遺伝子および細菌検出のための等温増幅反応は、本開示のチッププラットホームを
、等温増幅キット、および等温増幅マイクロ流体チップ核酸分析器であるRTisochip（商
標）と組合せることによって行なわれ得る。検出原理は等温増幅技術を利用することであ
り、反応は、鎖置換機能を有するポリメラーゼを用いることによって一定温度（たとえば
６５℃）で実行され得る。正の増幅の試料は、ＳＹＢＲ緑色を用いてリアルタイムで蛍光
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を検出することによって、同様のリアルタイム蛍光一定Ｓ字状の増幅曲線を生成するため
、それは一工程で標的遺伝子の増幅および検出を完了する。一局面において、本開示の特
徴は等温増幅の方法をマイクロ流体チップ技術と組合せることであり、これによってさま
ざまな核酸標的配列の高スループット並列検出を同時に実行することができる。
【０１３５】
　一実施形態において、各チップに２４個の反応チャンバがあり、各反応チャンバは、特
定の種類の核酸標的配列の増幅および検出のために用いられる１組のプライマを包埋およ
び／または包含している。２４個の反応チャンバのうちの２つに、正および負の対照試料
として参照物質が包埋されており、２４個の反応チャンバの残りには、２２個の異なる標
的核酸配列のための試薬が包埋されている。したがって、チップは、たとえば、各々が特
定の細菌の株からの、２２個の標的核酸配列を検出するために用いられ得る。
【０１３６】
　まず、試験試料ＤＮＡを増幅試薬と混合してからチップに注入する。試料は、細菌感染
などの病気または病状を発症している疑いのある患者または個人の喀痰、口腔スワブ、ま
たは血液からであってもよい。他の例では、試料は、血液、浸出液、尿、骨髄試料、腹水
、骨盤洗浄液、胸水、髄液、リンパ液、血清、粘液、喀痰、唾液、精液、眼液、鼻腔の抽
出物、喉頭もしくは性器スワブ、消化組織からの細胞懸濁液、糞便物質の抽出物、ならび
に／または混合種類および／もしくは混合サイズの培養細胞を含み得る。ＤＮＡまたはＲ
ＮＡなどの核酸は、キャピタルバイオ　コーポレーション社の汎用細菌ＤＮＡ高速抽出キ
ットであるCrystal Core（登録商標）を用いて、試料から抽出され得る。
【０１３７】
　試料入口および／または排出口に残留溶液がある場合、残留溶液は吸取り紙で拭き取っ
てもよい。その後、封止膜を用いて試料入口および／または排出口を覆ってもよい。
【０１３８】
　そして、試料をロードした後に、等温増幅マイクロ流体チップ核酸分析器であるRTisoc
hip（商標）の内部にチップを配置し、増幅反応を完了させる。チップ内の各反応チャン
バは同時に独立した等温増幅反応を受け、リアルタイム蛍光検出が等温増幅器具によって
達成される。Ｓ字状の増幅曲線が反応チャンバ内に検出された場合は、反応チャンバに対
応する検出インデックスは正である。
【０１３９】
　ゆえに、本マイクロ流体チップおよび方法を用いて、被験者の多数の感染症または感染
状態を検出することができる。病原性ウイルスとして、レトロウイルス科（たとえばＨＩ
Ｖ-１（ＨＴＬＶ-ＩＩＩ，ＬＡＶまたはＨＴＬＶ-ＩＩＩ／ＬＡＶ、またはＨＩＶ-ＩＩＩ
とも称される）などのヒト免疫不全ウイルス）；およびＨＩＶ-ＬＰなどの他の分離菌；
ピコルナウイルス科（たとえばポリオウイルス、Ａ型肝炎ウイルス；エンテロウイルス、
ヒトコクサッキーウイルス、ライノウイルス、エコーウイルス）；カリシウイルス科（た
とえば胃腸炎を引き起こす株）；トガウイルス科（たとえばウマ脳炎ウイルス、風疹ウイ
ルス）；フラウイルス科（たとえばデング熱ウイルス、脳炎ウイルス、黄熱病ウイルス）
；コロナウイルス科（たとえばコロナウイルス）；ラブドウイルス科（たとえば水疱性口
内炎ウイルス、狂犬病ウイルス）；フィロウイルス科（たとえばエボラウイルス）；パラ
ミクソウイルス科（たとえばパラインフルエンザウイルス、ムンプスウイルス、麻疹ウイ
ルス、呼吸器合胞体ウイルス）；オルトミクソウイルス科（たとえばインフルエンザウイ
ルス）；ブンガウイルス科（たとえばハンタンウイルス、ブンガウイルス、フレボウイル
スおよびナイロウイルス）；アレナウイルス科（出血熱ウイルス）；レオウイルス科（た
とえばレオウイルス、オルビウイルスおよびロタウイルス）；ビマウイルス科；ヘパドナ
ウイルス科（Ｂ型肝炎ウイルス）；パルボウイルス科（パルボウイルス）；パポバウイル
ス科（パピローマウイルス、ポリオーマウイルス）；アデノウイルス科（ほとんどのアデ
ノウイルス）；ヘルペスウイルス科（ヘルペス単純ウイルス（ＨＳＶ）１および２、水痘
帯状疱疹ウイルス、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、ヘルペスウイルス）；ポックスウ
イルス科（痘瘡ウイルス、ワクシニアウイルス、ポックスウイルス）；およびイリドウイ
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ルス科（たとえばアフリカブタ熱ウイルス）；Ｃ型肝炎ウイルス；ならびに分類不能ウイ
ルス（たとえばデルタ肝炎の病原体（Ｂ型肝炎ウイルスの欠損サテライトと考えられる）
；ノーウォークおよび関連ウイルス、ならびにアストロウイルス）が挙げられるが、これ
らに限定されない。
【０１４０】
　病原性細菌として、ヘリコバクターピロリ、ボレリア・ブルグドルフェリ、レジオネラ
・ニューモフィリア、マイコバクテリア種（たとえば結核菌、Ｍ．アビウム、Ｍ．イント
ラセルラーレ、Ｍ．カンサイイ、Ｍ．ゴルドナエ）、黄色ブドウ球菌、淋菌、髄膜炎菌、
リステリア・モノサイトゲネス、化膿レンサ球菌（Ａ群レンサ球菌）、ストレプトコッカ
ス・アガラクチア（Ｂ群レンサ球菌）、ストレプトコッカス（ビリダンス群）、大便レン
サ球菌、ストレプトコッカス・ボビス、ストレプトコッカス（嫌気性種）、肺炎レンサ球
菌、病原性カンピロバクター種、エンテロコッカス種、インフルエンザ菌、炭疽菌、ジフ
テリア菌、コリネバクテリウム種、ブタ丹毒菌、ウェルシュ菌、破傷風菌、エンテロバク
ター・アエロゲネス、肺炎桿菌、パスツレラ・ムルトシダ、バクテロイデス種、フゾバク
テリウム・ヌクレアタム、大腸菌の病原株、ストレプトバシルス・モニリフォルミス、ト
レポネーマ・パリジウム、トレポネーマ・ペルテヌエ、レプトスピラ、およびアクチノミ
セス・イスラエリイが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１４１】
　感染性真菌として、クリプトコックス・ネオフォルマンス、ヒストプラスマ・カプスラ
タム、コッキディオイデス・イムミティス、ブラストミケス・デルマティティディス、ク
ラミディア・トラコマティス、カンディダ・アルビカンスが挙げられるが、これらに限定
されない。
【０１４２】
　感染性原虫として、たとえば熱帯熱マラリア原虫などのマラリア原虫種；たとえばクル
ーズトリパノソーマなどのトリパノソーマ類；およびトキソプラズマ・ゴンディが挙げら
れるが、これらに限定されない。
【０１４３】
　本マイクロ流体チップは、たとえば、感染体を示す特異的な核酸配列のＰＣＲによって
それらの遺伝物質を検出することによって、感染体を示すタンパク質、脂質、もしくは多
糖を検出することによって、および／または感染体への宿主応答（たとえば感染体への宿
主抗体）を検出することによって、上記の感染体の検出に好適である。
【０１４４】
　アレルゲンとして、花粉、昆虫毒液、動物の鱗屑粉塵、真菌胞子および薬（たとえばペ
ニシリン）が挙げられるが、これらに限定されない。天然の動物および植物アレルゲンの
例として、以下の属：イヌ属（カニス・ファミリアリス）；デルマトファゴイデス属（た
とえばコナヒョウダニ）；ネコ属（フェリス・ドメスティクス）；ブタクサ属（ブタクサ
；ドクムギ属（たとえばホソムギまたはネズミムギ）；スギ属（スギ）；アルテルナリア
属（アルテルナリア・アルテルナータ）；ハンノキ；ハンノキ属（アルヌス・グルティノ
サ）；カバノキ属（ベツ標識コサ）；カシ属（クウェルクス・アルバ）；オリーブ属（オ
レア・エウロパ）；ヨモギ属（アルテミシア・ブルガリス）；オオバコ属（たとえばヘラ
オオバコ）；パリエタリア属（たとえばパリエタリア・オフィチナリスまたはパリエタリ
ア・ユダイカ）；チャバネゴキブリ属（たとえばチャバネゴキブリ）；ミツバチ属（たと
えばアピス・ムルティフロルム）；イトスギ属（たとえばクプレスス・セムペルビレンス
、クプレスス・アリゾニカおよびクプレスス・マクロカルパ）；ビャクシン属（たとえば
ユニペルス・サビノイデス、ユニペルス・ビルギニアナ、ユニペルス・コムニスおよびユ
ニペルス・アシェイ）；クロベ属（たとえばコノテガシワ）；ヒノキ属（たとえばヒノキ
）；ゴキブリ属（たとえばワモンゴキブリ）；カモジグサ属（たとえばアグロピロン・レ
ペンス）；ライムギ属（たとえばライムギ）；コムギ属（たとえばコムギ）；カモガヤ属
（たとえばカモガヤ）；ウシノケグサ属（たとえばヒロハウシノケグサ）；イチゴツナギ
属（たとえばナガハグサまたはポア・コンプレッサ）；カラスムギ属（たとえばマカラス
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ムギ）；シラゲガヤ属（たとえばシラゲガヤ）；ハルガヤ属（たとえばハルガヤ）；オオ
カニツリ属（たとえばオオカニツリ）；ヌカボ属（たとえばコヌカグサ）；アワガエリ属
（たとえばオオアワガエリ）；クサヨシ属（たとえばクサヨシ）；スズメノヒエ属（たと
えばパスパルム・ノタツム）；モロコシ属（たとえばソルグム・ハレペンシス）；ならび
にスズメノチャヒキ属（たとえばコスズメノチャヒキ）に特異的なタンパク質が挙げられ
る。抗体検出および分析のために、本方法における上述のアレルゲンからのエピトープを
使用することも考えられる。この方法を用いて、宿主の体液内に生成された抗体などのア
レルゲンに対する宿主応答がアッセイ可能である。本明細書に開示されるマイクロ流体チ
ップは、宿主抗体の高感度なマルチプレックス検出に特に好適である。
【０１４５】
　以下の実施形態は、本開示のさまざまな局面をさらに説明および例示することが意図さ
れており、本開示の範囲をいずれの態様、形状、または形態においても、明示的にまたは
非明示的に限定することを意図していない。
【０１４６】
　実施形態１：マルチインデックス検出マイクロ流体チップであって、マイクロ流体チッ
プは、ボトムプレートと、ボトムプレートと一致してボトムプレートを封止するカバープ
レートとを含み、このマイクロ流体チップの中心は貫通孔を有し、ボトムプレートは１つ
以上の波形の主要路を有し、主要路の各々の一端はボトムプレート上の試料注入孔に接続
し、他端はボトムプレート上の排出孔に接続し、主要路上の谷は貫通孔の方向から遠く、
ピークは貫通孔の方向から近く、主要路上の任意の谷が連結路によって反応チャンバに接
続し、連結路は緩衝チャンバを有することを特徴とする、マイクロ流体チップ。
【０１４７】
　実施形態２：緩衝チャンバの体積は、反応チャンバの体積の約０．２～約０．８倍であ
ることを特徴とする、実施形態１に記載のマイクロ流体チップ。
【０１４８】
　実施形態３：連結路と反応チャンバとの接合部は、マイクロ流体チップの中心と反応チ
ャンバとの接続線内に位置することを特徴とする、実施の形態１または２に記載のマイク
ロ流体チップ。
【０１４９】
　実施形態４：ボトムプレートにおいて、主要路は円の形に分布されていることを特徴と
する、実施形態１～３のいずれか１つに記載のマイクロ流体チップ。
【０１５０】
　実施形態５：ボトムプレートにおいて、１つ以上の主要路が１つ以上の円を形成するこ
とを特徴とする、実施形態１～４のいずれか１つに記載のマイクロ流体チップ。
【０１５１】
　実施形態６：反応チャンバの体積は約０．１～約５μＬであり、主要路の任意のＶ字形
部分の体積は、Ｖ字形部分に接続される反応チャンバの約１．２～約１．８倍であること
を特徴とする、実施形態１～５のいずれか１つに記載のマイクロ流体チップ。
【０１５２】
　実施形態７：主要路における最も幅狭の面積と最も幅広の面積との断面比は約０．２～
約１であり、この比が約１未満である場合、ピークの断面は谷の断面よりも小さいことを
特徴とする、実施形態１～６のいずれか１つに記載のマイクロ流体チップ。
【０１５３】
　実施形態８：マイクロ流体チップは約５個～約１００個の反応チャンバを含むことを特
徴とする、実施形態１～７のいずれか１つに記載のマイクロ流体チップ。
【０１５４】
　実施形態９：ボトムプレートの厚みおよびカバープレートの厚みは約０．０５～約５ｍ
ｍであり、主要路の深さ、反応チャンバの深さ、連結路の深さ、および緩衝チャンバの深
さは約４０μｍ～約４ｍｍであることを特徴とする、実施形態１～８のいずれか１つに記
載のマイクロ流体チップ。
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【０１５５】
　実施形態１０：ボトムプレートの試料注入孔は丸形であり、試料注入孔のサイズは標準
的な先端ヘッドと一致しており、貫通孔の内縁に位置決めノッチが設けられていることを
特徴とする、実施形態１～９のいずれか１つに記載のマイクロ流体チップ。
【０１５６】
　実施例１
　マルチプレックス遺伝子増幅のためのマイクロ流体チップおよび病原体の高速検出。
【０１５７】
　この例では、ミニディスク状のマイクロ流体チップ（PathoDisc）を開発し、１つの試
料中のマルチプレックス対象標的遺伝子の並列等温増幅を行なった。スマート温度制御モ
ジュールおよび蛍光信号検出システムを備えたディスク動作器具を、結果を測定するよう
に構成した。一局面において、高速核酸抽出キットと適切な等温増幅試薬とを組合せるこ
とによって、チップは、喀痰または気管支肺胞洗浄液などの臨床試料中の１３種類の病原
体を２時間未満で並列して検出することができた。マイクロ流体チップは、１回のアッセ
イ実行において複数の標的の並列検出を実行可能であり、感染症（たとえば重症肺炎）の
診断におけるその適用が実証された。
【０１５８】
　チップ設計および製作。チップは、試料ローディングのための１つの主要な流路と、核
酸増幅のための２４個の反応ウェルとを有する。主要路は、各々が１つの反応ウェルに対
応する２４個の「Ｖ字形」を有する。チップは抽出成形を用いて製作した。そして、特定
のプローブを反応ウェル上にロードした。その後、チップをカバーで封入した。
【０１５９】
　実験セットアップ。一局面において、喀痰または気管支肺胞洗浄液試料を得てから検出
結果を報告するまでの全実験時間は２時間以下であった。実験手順を図１０に示す。
【０１６０】
　チップ設計および製作の確認。チップ製作をＳＥＭおよび顕微鏡によって確認した。反
応ウェルと経路との間に相互汚染は観察されなかった（図１１（ａ）：マイクロ流路のＳ
ＥＭ画像）。図１１（Ｂ）は、試料をロードした後の、２４個の反応ウェルを有するマイ
クロ流体チップ構造の写真である。高品質の写真を達成するために、試料をインクで色付
けした。
【０１６１】
　チップの性能の評価。リアルタイム蛍光増幅曲線を用いて、PathoDiscの性能を参照調
製物で試験した。特定のプローブが、検出された核酸と一致した場合、主要な曲線形状は
「Ｓ」字状となり、そうでなければ直線となる。図１２（ａ）は、１０００コピー／μＬ
のＭｔｂ（結核菌群）調製物を用いる１２反復試験結果を示し、試験結果が高度に再現可
能であることを実証している。図１２（ｂ）は、試料中にＳｐｎ細菌が存在していたこと
を示す臨床試料の試験結果を示す。試料中に同時に存在している複数の細菌種から高濃度
の核酸がある場合でも、分析物の性能は影響を受けなかった（図１２（ｃ））。この結果
はさらに、試料を－２０℃で１１ヶ月間保管した後、PathoDiscの分析感度が影響を受け
なかったことを示す（図１２（ｄ））。
【０１６２】
　遺伝子シークエンシングによって検証された臨床試料検出。PathoDiscを用いて１４０
個の臨床試料を試験し、遺伝子シークエンシングを用いて結果を確認した。結果を表１に
示す。ゆえに、一局面において、ディスク状のマイクロ流体チップ（PathoDisc）は１つ
の試料中の高速マルチプレックス遺伝子検出に好適である。他の局面において、対応の器
具および適切な等温増幅試薬と共に、チップは、１ｍＬの臨床試料（喀痰または気管支肺
胞洗浄液など）中の５００個の細菌を検出する能力と平行して、１３種類の細菌を２時間
未満で検出可能である。
【０１６３】
　表１：臨床試料の結果
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【０１６４】
【表１】

【図１】

【図２】

【図３（ａ）】
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【図６】

【図７】

【図８】

【図９（ａ）】

【図９（ｂ）】

【図９（ｃ）】

【図１０】
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【図１２ａ】

【図１２ｂ】

【図１２ｃ】

【図１２ｄ】
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