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(57)【要約】
　本発明は、マイクロ流体工学および細胞選別技術（Mi
croFACS）に基づく標的細胞の検出および単離に関する
。この方法では、生体細胞と微粒子が流体力学的に生成
された液滴内にカプセル化され、蛍光および散乱信号に
基づいた適切な光学系を使用して分析される。標的細胞
が検出されると、光学系は電気合体をトリガーして、標
的細胞を水性流中に選別する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ．集束およびカプセル化モジュール、
　ｂ．光学検出モジュール、
　ｃ．電気合体モジュール
を含む、複雑な混合物からの生体細胞および微粒子の分析、選別、および解乳化のための
マイクロ流体デバイスであって、
　細胞に損傷を与えることなく、液滴から標的細胞または微粒子を水性相の共流動流にま
たは単一細胞形式で迅速に抽出し、
　流体力学的集束およびカプセル化モジュールは、サンプル流体を導入するための１つの
入口、細胞または微粒子を一列の流れに集束するためのシース流体を導入するための第２
の入口、および不混和性相を導入するための第３の入口で構成され、
　サンプル、シースおよび連続相の流速は、液滴合流部への細胞または微粒子の到達速度
が液滴生成速度と一致して空の液滴の数が減少するように、カプセル化モジュールにおい
て調整され、
　光学検出モジュールは、流体チャネル、流体チャネルと所定の角度で配置された多数の
光学溝、レーザー光源、ファイバー、フィルターおよび高速検出器で構成され、
　標的細胞または微粒子は、蛍光、前方散乱、および側方散乱の特徴の組み合わせを使用
して検出され、
　電気合体モジュールは、細胞を含む水性液滴が、電場領域に入る前に連続相と共流動水
性相との間の界面と連続的に接触することで、非常に低い電圧および電場を必要とする、
２つの入口を備えたマイクロチャネルで構成されている、
　前記マイクロ流体デバイス。
【請求項２】
　ａ．液滴でカプセル化した標的細胞を検出すること、
　ｂ．電気合体を使用した下流分析のために、液滴でカプセル化した標的細胞を液滴内に
単一細胞形式でまたは水性相に抽出すること
を含む、複雑な混合物からの生体細胞および微粒子の分析、選別、および解乳化のための
方法であって、
　細胞を含む水性液滴は、電場に入る前に連続相と共流動水性相との間の界面と連続的に
接触しており、
　電気合体に必要な電圧が２０～２５Ｖの範囲で低く、
　前記方法は、標的細胞または微粒子を含む水性液滴と、別個の液滴から細胞および微粒
子を抽出するための水性相とのオンデマンド合体であり、
　電極は、標的細胞、微粒子、または液滴が光学検出モジュールで検出されたときにのみ
活性化される、
　前記方法。
【請求項３】
　細胞がカプセル化された液滴が、非慣性揚力によりチャネルの中心に向かって自己整列
し、一列として検出モジュールに移動する、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　光学検出モジュールの前方散乱信号が、カプセル化された細胞または微粒子のサイズに
関する情報を提供する、請求項１に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項５】
　細胞または微粒子の内部構造を表す光学検出モジュールにおける側方散乱信号が、収集
され、検出のために細胞または微粒子の区別に使用される、請求項１に記載のマイクロ流
体デバイス。
【請求項６】
　水性液滴と水性相の流れとが、液滴安定化のために界面活性剤の非常に薄い膜によって
分離されている、請求項１に記載のマイクロ流体デバイス。
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【請求項７】
　カプセル化された液滴と水性流との合体が、非常に低い電圧、好ましくは２５Ｖの電圧
を印加することにより発生する、請求項２に記載の方法。
【請求項８】
　光学検出モジュールが、電気合体モジュールと統合されている、請求項２に記載の方法
。
【請求項９】
　標的細胞または微粒子が、光学的に検出され、電気合体モジュールにおける電極をトリ
ガーすることにより共流動水性相流中に選別される、請求項２に記載の方法。
【請求項１０】
　細胞に損傷を与えることなく、単一細胞形式で標的細胞を単離するために使用される、
請求項２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、マイクロ流体技術の分野における進歩を用いることにより、医学的診断およ
び生物学的研究で使用される細胞選別システムに関する。最も具体的には、細胞に損傷を
与えることなく液滴から標的細胞を迅速に抽出することに関する。
【背景技術】
【０００２】
　蛍光活性化セルソーター（FACS）は、少量の流体を識別して、サンプル流体中に存在す
る生体細胞を検出および選別する機器である[J. S. Kim, et al., PAN Stanford Publish
ing, Singapore, 2010]。詳細な分析が可能なため、現在FACSは生体サンプル分析の最先
端にある[R. B. L. Gwatkin., et al., Practical flow cytometry, 1994; Mol. Reprod.
 Dev., 1995]。FACSは、免疫学、単一細胞分析、分子生物学の生物医学研究を含む多くの
用途を見出している。しかしながら、従来のFACSシステムは非常に高価であるため、中央
の研究施設と主要なヘルスケアセンターでのみ利用可能である[R. B. L. Gwatkin., et a
l., Practical flow cytometry, 1994; Mol. Reprod. Dev., 1995]。
【０００３】
　同様に、その複雑性のため、機械の操作、データの分析、レポートの作成には、定期的
なメンテナンスと熟練した専門知識が必要である。さらに、いかなる機能障害の修正やト
ラブルシューティングには、熟練した技術者が必要である。これらの要因は、機械のメン
テナンスにかなりのコストを追加し、従来のFACSを使用した診断のテストごとのコストを
増加させる。ここ数年において、マイクロ流体技術分野での進歩を用いて、費用対効果の
高いポータブルMicroFACSを設計するための研究が行われてきた。しかしながら、MicroFA
CSの開発における主な障害の１つは、マイクロチャネル内を流れる生体細胞の３次元集束
と光学窓における細胞間の相互距離の制御に必要な複雑な技術である[P. K. Shivhare, e
t al., Microfluid. Nanofluidics, 2016]。
【０００４】
　MicroFACSの開発におけるもう1つの課題は、検出後に標的細胞を下流で単離することで
ある。文献では、流体力学[A. Wolff et al., Lab Chip, 2003]、誘電泳動[D. Holmes et
 al., Micro Total Anal. Syst, 2004]、光学[M. M. Wang et al., Nat. Biotechnol 200
5]および圧電[A. Wolff et al., Lab Chip, 2003]などの標的細胞の単離を達成するため
の様々な技術が報告されている。しかしながら、かかる技術は、高電圧または高せん断を
必要とするため、細胞の生存率と細胞特性に影響を与え、低スループットを招き、複雑な
機器を用いるため、マイクロ流体ソーターの開発には適さない[S. H. Cho et al., Biomi
crofluidics, 2010]。また、これらの技術はいずれも、単一細胞形式での標的細胞の抽出
および単離には適していない。
【０００５】
　多くの出版物は、微粒子抽出と液滴選別のために液滴の合体に電場が用いられているこ
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とを示している[K. Ahn C et al., Appl. Phys. Lett., 2006; L. M. Fidalgo et al., A
ngew. Chemie, 2008; L. Mazutis et al., Lab Chip, 2012; T. Szymborski et al., App
l. Phys. Lett, 2011; A. R. Thiam et al., Phys. Rev. Lett, 2009]。流れの方向に沿
ったエマルジョンにおける液滴の合体が調査されている[Keunho Ahn et al., Appl. Phys
. Lett, 2006]。流れの方向に垂直な方向における水性相の平行流と水性液滴との合体も
調査されている[V. Chokkalingam et al., Lab Chip, 2014]。しかしながら、後者のデバ
イスは非常に高い電圧（数千ボルト）と電場（１０７Ｖ／ｍ）とを必要とするため、細胞
生存率の問題のため、生物学的用途には適していない。
【０００６】
　したがって、本発明は、細胞が一列の流れに集束され、続いてチャネル合流部（juncti
on）で液滴内にカプセル化される技術に関する。細胞をカプセル化した液滴は、非慣性揚
力によりチャネルの中心に向かって自己整列し、一列として検出窓に移動するため、上記
の課題を解決する。液滴でカプセル化した標的細胞が検出されると、電気合体を使用して
、これらの細胞を液滴内に単一細胞形式でまたは下流の分析のために水性相に抽出する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、マイクロ流体技術分野の進歩を用いることによる細胞選別システムに関する
。最も具体的には、細胞に損傷を与えることなく液滴から標的細胞を迅速に抽出すること
に関する。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　検出された液滴でカプセル化した標的細胞は、これらの細胞を液滴内の単一細胞形式で
、または下流での分析のために水性相に抽出するために電気合体される。ここで、細胞を
含む水性液滴は、電場領域に入る前に連続相と共流動水性相との間の界面と連続的に接触
しているため、著しく低い電圧と電場とが必要である。このアプローチにより、細胞を損
傷することなく、液滴から標的細胞と微粒子を水性相の共流動流中にまたは単一細胞形式
に迅速に抽出できる。
【０００９】
　一実施態様では、本発明は、標的細胞を単離するためのMicroFACSを開発し、MicroFACS
は、様々な用途に独立して、生体細胞および微粒子の分析および選別に一緒に使用するこ
とができる３つの異なるモジュールを有する。３つの異なるモジュールは、（ｉ）集束お
よびカプセル化モジュール、（ｉｉ）光学検出モジュール、および（ｉｉｉ）電気合体モ
ジュールである。
　他の実施態様では、本発明は、細胞が一列の流れに集束され、その後、チャネル合流部
で液滴内にカプセル化される技術を提供する。カプセル化された液滴は、非慣性揚力によ
りチャネルの中心に向かって自己整列し、一列の流れとして検出窓に移動する。
【００１０】
　さらに他の実施態様において、本発明は、カプセル化された液滴が、検出モジュールに
向かって移動し、ラベル付けされた細胞およびラベル付けされていない細胞からそれぞれ
受信される蛍光信号および散乱信号を使用して標的細胞が検出されることを示す。検出さ
れた液滴は、電気合体モジュールに向かって移動する。電気合体は、標的細胞を選別する
ために使用される。このモジュールは、２つの入口：１つは液滴（細胞または微粒子を含
む）を含む不混和性の連続相（オイル）を導入するもの、もう１つは共流動水性流を導入
するもの、を備えたマイクロチャネル、および交流電源に接続される１以上の電極対で構
成されている。液滴を流体流中に合体するために、電気的な圧力が必要である。ここで、
不混和性の連続相（オイル）を流れる液滴は、水性流の配置により界面と接触する。必要
な電圧は２５Ｖであるか、対応する電場（１０５Ｖ／ｍ）は既存の方法と比較して少なく
とも２桁小さくなる。
【００１１】
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　別の実施態様では、本発明は、別個の液滴から細胞および微粒子を抽出し、かかる細胞
または微粒子を下流でさらに処理するために、標的細胞または微粒子を含む水性液滴を水
性相と連続的またはオンデマンドで合体させる方法を提供する。細胞または微粒子を含む
液滴または液滴（細胞または微粒子なし）の連続的な合体は、連続的な電場を使用して実
現することができる。しかしながら、オンデマンドの電気合体では、光学検出モジュール
で標的細胞、微粒子、または液滴が検出されたときにのみ電極を活性化する必要がある。
【００１２】
　さらに別の実施態様では、本発明は、光学検出と電気合体モジュールとの統合によるMi
croFACS方法を提供する。標的細胞または微粒子は光学的に検出され、これらの標的細胞
または微粒子の共流動水性相流中への選別は、電気合体モジュールの電極をトリガーする
ことにより達成される。この方法は、標的流体を含む液滴または特定のサイズの液滴のオ
ンデマンド合体に使用される。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、（ａ）集束およびカプセル化モジュールの概略図（ｂ）細胞の集束を示
す実験画像（ｃ）液滴中の微粒子および細胞のカプセル化を示す実験画像を描いている。
【図２】図２は、（ａ）光学検出モジュールの概略図（ｂ）ＦＳＣ、ＳＳＣおよび蛍光デ
ータに基づく細胞の検出を示す実験結果を描き、光学窓を通過する細胞をカプセル化した
液滴の画像も示している。
【図３】図３は、（ａ）電気合体モジュールの概略図（ｂ）細胞が液滴内にカプセル化さ
れる合体の前、水性流において細胞を合体した後、電圧２５Ｖ、細胞をカプセル化した液
滴の電気合体を示す実験結果を示している。
【図４】図４は、平坦な界面と接触している水性液滴を示し、ここで、平坦な界面と水性
液滴とは共に界面活性剤分子を含む。
【図５】図５は、平坦な界面と接触している液滴を示している。
【図６】図６は、MicroFACS（ａ）水性相に選別された標的細胞（ｂ）単一細胞形式の液
滴中の標的細胞の概略図を示している。
【００１４】
　図面を参照して、本発明の実施態様をさらに説明する。図面は必ずしも縮尺通りに描か
れているわけではなく、場合によっては、図面は例示の目的のみのために誇張または簡略
化されている。当業者は、本発明の可能性のある実施態様の以下の例に基づいて、本発明
の多くの可能性のある用途および変形を理解するであろう。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　以下の詳細な説明では、本明細書の一部を形成する添付図面が参照され、実施される特
定の実施態様が例示として示されている。実施態様は、当業者が実施態様を実施できるよ
うに十分詳細に説明されており、実施態様の範囲から逸脱することなく、論理的、機械的
、および他の変更を行うことができることを理解されたい。したがって、以下の詳細な説
明は、限定的な意味で解釈されるべきではない。
【００１６】
　提案された発明は、マイクロ流体技術の分野における進歩を用いることによる細胞選別
システムに関する。最も具体的には、細胞に損傷を与えることなく液滴から標的細胞を迅
速に抽出することに関する。本発明は、標的細胞を単離するためのMicroFACSを開発し、M
icroFACSは、様々な用途に独立して、生体細胞および微粒子の分析および選別に一緒に使
用することができる３つの異なるモジュールを有する。３つの異なるモジュールは、（ｉ
）集束およびカプセル化モジュール、（ｉｉ）光学検出モジュール、および（ｉｉｉ）電
気合体モジュールである。
【００１７】
　集束およびカプセル化モジュール
　流体力学的集束およびカプセル化モジュール（図１）は、サンプル流体（細胞または微
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粒子を含む水性流体）を導入するための１つの入口、細胞または微粒子を一列の流れに集
束するためのシース流体（水性流体）を導入するための第２の入口、および流れ集束また
はＴ型合流部で安定した液滴を生成するための不混和性相（適合性界面活性剤を備えた生
体適合性オイル）を導入するための第３の入口で構成されている。流体力学的集束では、
シース対サンプルの流速比を調整して、液滴生成合流部の詰まりを防ぎ、単一の液滴に複
数の細胞がカプセル化されないようにすることにより、２つの隣接する細胞または微粒子
の間の必要な相互距離を確保する。
【００１８】
　不連続相（discrete phase）（すなわち、サンプル＋シース）と不混和性の連続相（生
体適合性オイル）との流速比は、細胞または微粒子のサイズのオーダーに等しい液滴のサ
イズを制御するために調整される。サンプル、シース、連続相の流速は、細胞または微粒
子の液滴接合部への到達速度が、液滴生成速度と一致するように調整されるため、空の液
滴（細胞または微粒子を含まない）の数が減少する。
【００１９】
　光学検出モジュール
　光学検出モジュールは、流体チャネル、流体チャネルと所定の角度で配置された多数の
光学溝、レーザー光源、ファイバー、フィルターおよび高速検出器で構成されている（図
２）。マイクロチャネルは、集束されて自己整合方式で流れる細胞および微粒子をカプセ
ル化する液滴を含む。細胞をカプセル化した液滴は、流体力（非慣性揚力を含む）と自己
整列のためにチャネルの中心に向かって移動する。液滴内の細胞のカプセル化とそれらの
自己整列により、MicroFACSの開発を制限することの多い複雑な３次元集束技術の必要性
がなくなる。液滴内にカプセル化された細胞または微粒子を識別するには、レーザー（ま
たは他の適切な光源）を励起のために使用する。
【００２０】
　ファイバーは、レーザー光源とデバイスの検出領域との間で光を結合する。レーザービ
ームのスポットサイズは、必要なコリメーションに適した異なるサイズのファイバーを使
用して制御される。細胞（または微粒子）をカプセル化した液滴がレーザービームを横切
ると、光信号が生成され、受信ファイバーによって収集され、高速検出器（単一光子計数
モジュール－ＳＰＣＭ、光電子増倍管－ＰＭＴ）を使用して補足される。細胞または微粒
子が適切な蛍光物質でラベル付けまたはタグ付けされている場合、蛍光信号は、カプセル
化された細胞または微粒子の光学的特徴として検出器によって捕捉される。
【００２１】
　細胞と蛍光物質に応じて、適切な光学フィルターが収集光学系と結合されて、蛍光信号
を最大化する。蛍光信号に基づいて、異なる細胞または微粒子が検出される。細胞が蛍光
物質でラベル付けまたはタグ付けされていない場合、散乱信号が受信される。検出器は、
カプセル化された細胞または微粒子だけでなく、カプセル化した液滴の前方散乱信号も受
信する。カプセル化された細胞または微粒子の散乱信号のみを取得するために、液滴の前
方散乱信号が全散乱信号から差し引かれる。
【００２２】
　前方散乱信号は、カプセル化された細胞または微粒子のサイズに関する情報を提供する
。細胞または微粒子の内部構造を表す側方散乱信号は、収集され、検出のために細胞また
は微粒子を区別するために使用される。蛍光、前方散乱、および側方散乱の特徴の組み合
わせを使用することにより、標的細胞または微粒子が検出される。
　検出モジュールは、液滴内に含まれる流体の蛍光特徴に基づいて、目的の流体を含む標
的液滴（細胞または微粒子なし）を検出することに使用することができる。
【００２３】
　電気合体モジュール
　電気合体モジュールは、２つの入口を備えたマイクロチャネルで構成されており、１つ
は液滴（細胞または微粒子を含む）を含む不混和性の連続相（オイル）を導入し、もう１
つは共流動水性流を導入し、１以上の組の電極が交流（ＡＣ）電源に接続されている（図
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３）。
　共流動水性流の流速の比率は、不混和性の連続相（オイル）を流れる液滴が界面と接触
するように調整される。液滴のサイズにばらつきがある場合、最小の液滴でも接触し、よ
り大きな液滴が自動的に界面に接触するように、界面の位置が調整される。
【００２４】
　この場合、水性液滴と水性相の流れは、液滴の安定化のために界面活性剤の非常に薄い
膜によって分離され（図４）、システムは電場にさらされる。報告された文献では、同じ
相（水性）の液滴と流体流とが第２相（界面活性剤を含まないオイル）によって分離され
ており、システムが電場にさらされるとき、結果として生じるマックスウェル応力が、競
合する界面張力に対して液滴と流体流の界面を変形させる傾向がある。変形した液滴と流
体流の界面が互いに接触するとすぐに、合体が起こる。しかしながら、この場合、液滴は
界面活性剤（オイル相）によって安定化されるため、合体が起こる界面活性剤の存在によ
り生じる分離圧力に打ち勝つための電気的な圧力が必要であり、必要とされる液滴または
界面の変形はない。
【００２５】
　液滴と流体流の界面が互いに接触しているとき、液滴を流体流中に合体するために必要
な電気的な圧力は、安定化された液滴と流体流の界面がある程度離れているときよりもは
るかに小さい。これは、後者の場合、電気的な圧力が最初に液滴と流体流の界面を変形さ
せ、液滴と流体流を互いに接触させ、その後界面活性剤による分離圧力に打ち勝つ必要が
あるからである。本件では、水性流の配置により液滴がすでに界面に接触しているため、
必要な電圧（２５Ｖ）または対応する電場（１０５Ｖ／ｍ）は、既存の方法（数千ボルト
、１０７Ｖ／ｍ）と比較して少なくとも２桁小さくなる[V. Chokkalingam, Y. et al., L
ab Chip, 2014]。
【００２６】
　界面活性剤によって液滴と平坦な界面が安定すると、図５に示すように互いに接触し、
２つの液滴の界面活性剤分子が互いに反発するため、合体しない。液滴を合体させるには
、最初に界面活性剤分子によって生じる反発的な分離圧力に打ち勝つ必要がある。
【００２７】
　合体を実現するには、電場が液滴と平坦な界面を変形させ、界面間で接触させる必要が
ある。接触が確立されると、電場は界面活性剤分子によって生成される反発的な分離圧力
に打ち勝たなければならない。液滴の変形に必要な電場強度は、分離圧力に打ち勝つため
に必要な電場強度と比較して非常に高い。そのため、他の界面と接触していない液滴を合
体させるのに必要な電場（～１０７Ｖ／ｍ）は、他の界面と接触している液滴（～１０５

Ｖ／ｍ）と比較して１～２桁大きくなる[ Liu, Z, et al., Lab on a Chip, 2014] [V. C
hokkalingam Y, et al., Lab Chip, 2014]。液滴が他の液滴または平坦な界面と接触して
いる場合、より低い電場（～１０５Ｖ／ｍ）を印加することで簡単に合体することができ
る。細胞損傷の問題は、５×１０５Ｖ／ｍ未満の電場強度で完全に回避される[Gascoyne 
P. R. C, et al., Cancers, 2014]。
【００２８】
　ここで提案する方法は、個別の液滴から細胞および微粒子を抽出し、かかる細胞および
微粒子をさらに下流で処理するために、標的細胞または微粒子を含む水性液滴と水性相と
の連続的またはオンデマンドの合体に使用することができる。この方法は、様々な用途に
おいて重要な液滴の解乳化または選別のために、水性相と不混和性の連続オイル相に存在
する液滴（細胞または粒子なし）の連続的またはオンデマンドの合体に使用することがで
きる。細胞または微粒子を含む液滴または液滴（細胞または微粒子なし）の連続的な合体
は、連続的な電場を使用して達成することができる。しかしながら、オンデマンドの電気
合体では、光学検出モジュールで標的細胞、微粒子、または液滴が検出されたときにのみ
電極を活性化する必要がある。
【００２９】
　光学検出と電気合体モジュールとの統合
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　MicroFACSを提供するために、光学検出と電気合体モジュールとが統合されている（図
６）。標的細胞または微粒子が光学的に検出されると、これらの標的細胞または微粒子の
共流動水性相流中の選別は、電気合体モジュールにおいて電極をトリガーすることにより
達成される（図６ａ）。電気合体領域の電極のオン／オフの切り替えを制御するマイクロ
コントローラーを使用して、光学検出と電気合体ユニットとが同期される。標的細胞また
は微粒子が光学検出器で検出されるとすぐに、信号がマイクロコントローラー中に送られ
、信号を処理して電極をトリガーする。
【００３０】
　マイクロチャネル内の液滴の速さは既知であるため、光学信号の捕捉と電極のトリガー
との間のタイムラグは、標的細胞または微粒子を含む液滴を正確に合体するように調整さ
れる。ここで提案する方法は、標的流体を含む液滴または特定のサイズの液滴のオンデマ
ンド合体に使用することができる。かかる液滴が光学検出モジュールで検出されると、電
極は、これらの標的液滴と共流動水流との電気合体のために活性化することができる。
【００３１】
　同様に、単一細胞分析を必要とする用途では、単一細胞形式で液滴内にカプセル化され
た標的細胞をデバイスの出口で取得できる（図６ｂ）。この場合、電場を連続的に印加す
ることにより、細胞（標的細胞以外）を連続的に合体させることができる。標的細胞が検
出されたとき、検出モジュールは電気合体モジュールに信号を送信して場をオフにするこ
とで、標的細胞は合体せず、液滴内にカプセル化されて下流に流れ、単一細胞形式で出口
に収集される。
　本明細書の図面、実施例、および詳細な説明は、限定的な方法ではなく例示的なものと
見なされるべきであることを当業者は理解することができる。

【図１】 【図２】
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【図５】

【図６】
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