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(57)【要約】
【課題】流体試料内の分析物を検出および／または定量
化するための機器と方法を提供する。
【解決手段】流体試料は、小さくて狭い検出領域を有す
る試料室内に置かれる。分析物は、結合試薬で被覆され
た磁性粒子を用いて磁気的に標識化され、蛍光染料また
は他の検出試薬を用いて検出可能なように標識化される
。磁気的に標識化された分析物は、試料室の検出領域の
下に配置された集束性磁石を用いて検出領域に濃縮され
る。濃縮された分析物は、試料室の検出領域の最上部上
に置かれた、検出領域だけを照射する励起光学系と、検
出領域の上部に置かれ、検出領域から放出される光だけ
を検出する検出光学系を用いて測定される。好適なる実
施形態では、本発明は、全血液試料の中のＣＤ４+Ｔ細
胞の濃度を測定するための、簡単で迅速な分析を提供す
る。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　流体試料に含まれる分析物の分析をするための光学機器であって、
　約１００μl未満の体積を有する試料室、および、約１００μｍ未満の垂直深さを有す
る検出領域を備える試料ホルダであって、前記試料室の前記検出領域上の最上面が、光学
的に透明である試料ホルダと、
　傾斜した磁極片を有する集束性磁石であって、前記磁極片は、約１００μｍ未満にまで
傾斜し、前記集束性磁石は、前記試料室の前記検出領域の下に配置されている集束性磁石
と、
　前記試料室の前記検出領域上の前記光学的に透明な最上面を通して、前記検出領域を照
射する励起光源と、
　前記検出領域から、前記試料室の前記検出領域上の前記光学的に透明な最上面を通って
放出された光を検出し、検出された光の量に対応する信号を発生する検出光学系と
を備えたことを特徴とする光学機器。
【請求項２】
　前記集束性磁石は、永久磁石と、軟磁性材料で出来た円錐または円錐台を備えることを
特徴とする請求項１に記載の光学機器。
【請求項３】
　前記検出領域内の試料室の深さは、検出領域外の試料室の深さよりも小さいことを特徴
とする請求項１に記載の光学機器。
【請求項４】
　前記試料室の前記最上面は、前記検出領域内の前記試料室の深さが、前記検出領域の外
部の試料室の深さよりも小さくなるように、前記検出領域上に窪みを有することを特徴と
する請求項１に記載の光学機器。
【請求項５】
　前記検出光学系は、前記検出領域から前記試料室の前記検出領域上の前記光学的に透明
な最上面を通って放出された光を検出するフォトダイオードを含むことを特徴とする請求
項１に記載の光学機器。
【請求項６】
　前記検出領域の外部の試料室から放出された光が、前記検出光学系に入るのを遮断する
ために、前記試料室と前記検出光学系との間に置かれる開口を更に備えることを特徴とす
る請求項１に記載の光学機器。
【請求項７】
　前記試料室は、前記試料室内に導入された試料の流れを方向付けるように隔壁を更に備
えることを特徴とする請求項１に記載の光学機器。
【請求項８】
　前記試料室は、検出用流体の液滴を更に備え、前記検出用流体は、光学的に透明であり
、前記流体試料内で不溶であり、前記液滴は、前記検出領域内に位置づけられることを特
徴とする請求項１に記載の光学機器。
【請求項９】
　前記試料室は、検出用流体の液滴を更に備え、前記検出用流体は、光学的に透明であり
、前記流体試料内で不溶であり、前記液滴は、前記検出領域内に位置づけられることを特
徴とする請求項３に記載の光学機器。
【請求項１０】
　流体試料中に含まれる分析物の量を分析するための均質法であって、
　（ａ）前記流体試料を磁気的捕捉試薬と光学的に検出可能な検出試薬とに接触させるス
テップであって、前記磁気的捕捉試薬は、少なくとも１つの、分析物に特有の結合試薬に
結合した磁性粒子からなり、前記磁気的捕捉試薬と前記検出試薬とを前記流体試料内に存
在する分析物に結合させることによって磁性複合物が形成されるようにするステップと、
　（ｂ）前記試料を試料室に添加するステップであって、前記試料室は、約１００μl未
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満の体積を有し、約１００μｍ未満の垂直深さを有する検出領域を備え、前記試料室の前
記検出領域上の最上面は、光学的に透明であるステップと、
　（ｃ）磁性複合物が前記検出領域内の小球に濃縮されるように、傾斜した磁極片を有し
、前記磁極片が、約１００μｍ未満になるまで傾斜している集束性磁石を、前記試料室の
前記検出領域の下に配置するステップと、
　（ｄ）前記試料室の前記検出領域上の前記光学的に透明な最上面を通して前記検出領域
を照射するように、前記磁性複合物を励起光源からの励起光に晒すステップと、
　（ｅ）前記試料室の前記検出領域上の前記光学的に透明な最上面を通して前記検出領域
から放出される光を測定するステップと、
　（ｆ）前記検出領域から放出され、測定された光から前記試料内に含まれる分析物の量
を決定するステップと
を備え、前記流体試料は、ステップ（ｂ）以後は試料室から取り除かれないことを特徴と
する方法。
【請求項１１】
　前記ステップ（ｆ）は、前記検出領域から放出される光と複数の校正用測定結果とを比
較するステップを備え、前記校正用測定結果は、複数の校正用試料を用いて前記ステップ
（ａ）から前記ステップ（ｅ）までを実行することによって得られ、各校正用試料は、既
知の量の分析物に対応して放出される光の複数の校正用測定結果を得るために、既知の量
の分析物を含むことを特徴とする請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記磁気的捕捉試薬は、少なくとも１つの、分析物に特有の結合試薬、すなわち抗体に
結合した磁性粒子から成ることを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記光学的に検出可能な検出試薬は、蛍光染料に結合した分析物に特有の抗体から成る
ことを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記光学的に検出可能な検出試薬は、前記分析物に結合する蛍光染料から成ることを特
徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　流体試料内の前記分析物は、生物学的流体の試料内の免疫細胞であることを特徴とする
請求項１０に記載の方法。
【請求項１６】
　全血液から導出された流体試料内に含まれるＣＤ４+Ｔ細胞の量を分析する方法であっ
て、
　（ａ）前記流体試料を磁気的捕捉試薬と光学的に検出可能な検出試薬とに接触させるス
テップであって、前記磁気的捕捉試薬は、ＣＤ４+Ｔ細胞の表面上に存在する分子に結合
する少なくとも１つの結合試薬に結合した磁性粒子から成り、前記磁気的捕捉試薬をＣＤ
４+Ｔ細胞の表面上に存在する前記分子に結合させ、前記検出試薬を前記ＣＤ４+Ｔ細胞に
結合させることによって磁性複合物が形成されるステップと、
　（ｂ）前記試料を試料室に添加するステップであって、前記試料室は、約１００μl未
満の体積を有し、約１００μｍ未満の垂直深さを有する検出領域を備え、前記試料室の前
記検出領域上の最上面は、光学的に透明であるステップと、
　（ｃ）磁性複合物が前記検出領域内に濃縮されるように、傾斜した磁極片を有し、前記
磁極片が、約１００μｍ未満になるまで傾斜している集束性磁石を、前記試料室の前記検
出領域の下に配置するステップと、
　（ｄ）前記試料室の前記検出領域上の前記光学的に透明な最上面を通して前記検出領域
を照射するように、前記磁性複合物を励起光源からの励起光に晒すステップと、
　（ｅ）前記試料室の前記検出領域上の前記光学的に透明な最上面を通して前記検出領域
から放出される光を測定するステップと、
　（ｆ）前記検出領域から放出され、測定された光から前記試料内に含まれる分析物の量
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を決定するステップと
を備え、前記流体試料は、ステップ（ｂ）以後は試料室から取り除かれないことを特徴と
する方法。
【請求項１７】
　前記ステップ（ｆ）は、前記検出領域から放出される光と複数の校正用測定結果とを比
較するステップを備え、前記校正用測定結果は、複数の校正用試料を用いて前記ステップ
（ａ）から前記ステップ（ｅ）までを実行することによって得られ、各校正用試料は、既
知の量のＣＤ４+Ｔ細胞に対応して放出される光の複数の校正用測定結果を得るために、
既知の量のＣＤ４+Ｔ細胞を含むことを特徴とする請求項１０に記載の方法。
【請求項１８】
　前記磁気的捕捉試薬は、少なくとも１つの、分析物に特有の結合試薬、すなわち抗体に
結合した磁性粒子から成ることを特徴とする請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
　前記光学的に検出可能な検出試薬は、蛍光染料に結合した分析物に特有の抗体から成る
ことを特徴とする請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記光学的に検出可能な検出試薬は、前記分析物に結合する蛍光染料から成ることを特
徴とする請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記磁気的捕捉試薬は、ＣＤ３のＣＤ４に特有の抗体に結合した磁性粒子から成ること
を特徴とする請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　前記試料室は、検出用流体の液滴を更に備え、前記検出用流体は、光学的に透明であり
、前記流体試料内で不溶であり、前記液滴は、磁性複合物が前記検出領域内の前記検出用
流体に濃縮されるように、前記検出領域内に位置づけられることを特徴とする請求項１に
記載の機器。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般的には、光検出方法、免疫学、および細胞生物学の分野に関し、より具
体的には、免疫機構の状態を評価する方法に関し、更により具体的には、通常はＨＩＶ感
者に実施されるＣＤ４+Ｔ細胞を測定する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ＣＤ４+Ｔリンパ球（ＣＤ４+Ｔ細胞）に関する正確で信頼性の高い測定結果を得ること
は、ヒト免疫不全ウィルス（ＨＩＶ）に感染している人の免疫機構を評価し、健康を管理
するために必要不可欠である。後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）の発症（pathogenesis
）は、主にＣＤ４+Ｔ細胞の減少に起因し、ＣＤ４+Ｔ細胞の段階的な欠乏は、好ましくな
い予後（prognosis）を示す。
【０００３】
　ＨＩＶに感染した大人と青年に於いては、血液の単位体積当たりのＣＤ４+Ｔ細胞の数
（測定された量は濃度であると理解して、ＣＤ４+Ｔ細胞カウントまたは単にＣＤ４+カウ
ントと呼ばれる。）の測定値は、病の進行の尺度として用いられ、抗レトロウィルス療法
を開始し監視するための判断点を確立するために用いられる。感染した患者におけるＣＤ
４+Ｔ細胞カウントは、ＨＩＶ感染が進行するとともに減少し、ＣＤ４+Ｔ細胞カウントが
低い患者は、カウントが高い患者よりも予後が不良である。
【０００４】
　ＣＤ４+Ｔ細胞を測定するために、多くの異なる技術が用いられてきた。ＣＤ４+Ｔ細胞
を測定するために最も広く用いられる分析法は、フローサイトメトリー（flow cytometry
）に基づくものである。試料中の対象の細胞、例えばＣＤ４+Ｔ細胞は、その結合表現が
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対象の細胞を同定することを特徴とする特有の細胞抗原に結合する抗体であって、蛍光を
発して標識化される抗体で標識化されている。細胞は、流体の流れの中で本質的に１つず
つ検出領域を通過し、そこで細胞に結合したすべての蛍光標識が、光学的に検出される。
対象の細胞は、その結合表現が対象の細胞を同定することを特徴とする細胞抗原に結合し
た蛍光標識を結合検出することによって同定され、カウントされる。ＣＤ４+Ｔ細胞を測
定するのに適した試薬とフローサイトメータ（flow cytometer）は、例えば、ＢＤバイオ
サイエンス（Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）社（サンノゼ、カリフォルニア）から市販入手可
能である。
【０００５】
　蛍光顕微鏡法を用いて試料中のＣＤ４+Ｔ細胞の数をカウントする方法を説明してきた
。磁気的分離は、分析の前に細胞をその場所へ動かすために用いられてきた。例えば,非
特許文献１は、ＣＤ４+Ｔ細胞を、試料室（sample chamber）の上部にある検出領域に磁
気的に分離し、該領域を、該領域の画像を得るために光学的に走査し、個々の細胞を、画
像処理計算法を用いて同定し、走査された領域内のＣＤ４+Ｔ細胞の数をカウントするよ
うな方法を開示している。試料を走査することが必要なために、機器が複雑になり、コス
トが増す。対象の細胞を同定してカウントすることに基づく分析法は、個々の細胞を正確
に同定する画像処理能力に依存し、該領域内の細胞の密度に敏感である。
【０００６】
　磁気的な免疫検査法を説明してきたが、この方法では、試料溶液からの分析物の磁気的
分離を可能にするため、対象の分析物に磁気的に標識を付けるために、磁性粒子に抱合し
た分析物に特有の抗体を用いる。通常は、磁気的に標識化された分析物が、試料室の側面
または底面に対して濃縮されたあとに、試料流体が取り除かれる。そのような検査法は、
捕捉した分析物を試料流体から分離するための試料操作用の流体機構を必要とし、必然的
に多段階工程となる。
【０００７】
　特許文献１は、磁気的免疫検査法を開示している。この方法では、標識化された対象分
析物は、試料流体から磁気的に分離され、光学的分析のために試料室から検出領域に移動
される。試料は、磁気的捕捉試薬と標識とを含む試料室に加えられ、試料中の対象の分析
物は、磁気的捕捉試薬と標識とで複合物を形成する。電位が複合物に印加されて、複合物
を検出領域へ輸送し、検出領域内で複合物の存在が決定される。
【０００８】
　特許文献２、３、４、および５は、食物試料内の病原性細菌を試料容器の側面上に磁気
的に濃縮させ、該試料容器の側面を通して濃縮された細胞を光学的に検出するための磁気
的収束免疫センサを開示している。該磁気的収束免疫センサは、収束用磁石と、磁石の側
面に付けて励起光と検出光を通過させるためのファイバ光学系とを備える。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】米国特許第５，９４５，２８１号明細書
【特許文献２】米国特許第６，８５８，４４０号明細書
【特許文献３】米国特許第６，６４５，７７７号明細書
【特許文献４】米国特許第６，６３０，３５５号明細書
【特許文献５】米国特許第６，２５４，８３０号明細書
【特許文献６】米国特許第４，８８３，８６７号明細書
【特許文献７】米国特許第４，９５７，８７０号明細書
【特許文献８】米国特許第５，６５６，４４９号明細書
【特許文献９】米国特許第６，４６８，７５３号明細書
【特許文献１０】米国特許第５，４３６，１３４号明細書
【特許文献１１】米国特許第５，５３４，４１６号明細書
【非特許文献】
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【００１０】
【非特許文献１】Tibbe et al., 2001, Cytometry 43:31-37
【非特許文献２】Pawley(ed), Handbook of Biological Confocal Microscopy, 2nd Edit
ion, Plenum Press(1989)（１９８９年）
【非特許文献３】Murphy, 2001, “Fundamentals of Light Microscopy and Electronic 
Imaging”, Wiley-Liss,Inc. New York, NY
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明は、流体試料内の分析物を検出および／または定量化するための機器と方法を提
供する。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明は、流体試料内の対象の分析物を分析するための光学機器と方法を提供する。該
機器は、試料を光学的に走査する必要なく、試料内の分析物の全量の測定を可能にする。
該分析法は、流体試料が、分析中に試料室（sample chamber）から取り除かれることはな
い「均質（homogeneous）」様式で実行される。本発明は、簡便性と経費における大きな
優位性を提供し、ＣＤ４+Ｔ細胞の測定のような応用において特に便利であろう。
【００１３】
　流体試料の分析は、試料流体から生じる背景信号を最小にするような形状を持つ試料室
で行われ、試料流体は検査中は試料室から取り除く必要はない。該試料室は、大き目の試
料室内の小さな検出領域を含み、該検出領域は、好適には約１００μｍ未満の、更に好適
には約５０μｍ未満、およびなお更に好適には約３Ｏμｍ未満の垂直深さをもつ。検出領
域の上の試料室の上面は、光学的に透明である。試料室の体積は、好適には約１００μｌ
未満の、更に好適には約７５μｌ未満、およびなお更に好適には約５Ｏμｌ未満である。
試料室は、好適には狭く、平坦な試料室であり、更に好適にはほぼ円盤の形状を持ち、検
出領域の上の垂直深さを低減するために最上面に窪み（depression）を有する。
【００１４】
　試料室は、ガラスまたはプラスチックのような適当な任意の材料から作ることが出来る
。好適なる実施形態では、試料室は、ポリスチレンのようなプラスチックで出来ていて、
光検出を可能にするために透明な(光学的に透明な)最上面をもち、周囲光または散乱光が
検出光と干渉するのを抑えるために黒色の側面と底面を有する。
【００１５】
　機器は、試料室が機器内に置かれたときに試料室内の検出領域の下および近傍になるよ
うに配置された集束性磁石を備える。集束性磁石は、垂直の方向に磁化されていて、好適
には円錐または錐台であって、尖端で約１００μｍ未満に、更に好適には約５０μｍ未満
に、および更に好適には約３０μｍ未満になるまで傾斜した、傾斜した磁極片（tapered 
pole piece）を含む。好適なる実施形態では、集束性磁石の磁極片は円錐である。磁極片
は、磁石に集積化された１部であってもよく、または、磁石と接触している、軟磁性材料
から出来た別の片であってもよい。
【００１６】
　機器は、検出領域を照射するように設計された励起光学系（excitation optics）と、
検出領域から放出される光を測定するように設計された検出光学系（detection optics）
とを更に備える。励起光学系と検出光学系とは、試料室の上であって、集束性磁石から見
て試料室の反対側に配置される。励起光学系と検出光学系を集束性磁石の反対側に配置す
ることは、磁石をその場に置いたまま、分析物を、磁石の尖端に束縛したまま、磁石その
ものとの干渉なしに、磁気的に濃縮された分析物の一様な照射と、分析物から放出される
光の一様な検出を可能にする。好適なる実施形態では、励起光を提供するためにレーザが
用いられ、放出される光を計測するためにフォトダイオードが用いられる。
【００１７】
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　本発明の方法は、磁気的に標識化された分析物を得るために、対象の分析物を含む試料
を、対象の分析物に特有の結合試薬に抱合した磁性粒子から成る捕捉試薬と接触させるス
テップを備える。試薬によって標識化された分析物は、光検出を可能にするために、蛍光
染料のような検出試薬で更に標識化される。試料は、捕捉と検出用の試薬に晒される前に
、または後に、試料室に添加される。１つの実施形態では、捕捉試薬および／または検出
試薬は、試料添加のときには液体または乾燥形状で、試料室に存在する。捕捉試薬と検出
試薬と混合した試料を含む試料室は、機器の中に配置され、磁気的に標識化された分析物
は、試料室の真下に配置された集束性磁石を用いて、試料容器内の検出領域に磁気的に濃
縮される。試料流体から分析物を更に分離することなく（例えば、試料流体を吸引するこ
となく、または濃縮された試料を洗浄することなく）、次に、検出領域内に存在する標識
化された分析物の量が、標識化された分析物を励起光学系を用いて照射し、標識化された
分析物から放出される光を検出光学系を用いて測定することによって光学的に分析される
。検出光学系は、１回の測定として、検出領域上を光学的に走査することなく、検出領域
から放出される光を測定する。
【００１８】
　本発明の好適なる実施形態では、捕捉試薬は、磁性粒子に付着した結合試薬から成り、
捕捉試薬は、対象の分析物または分析物の成分に特有の抗体（"捕捉抗体")であることを
特徴とする。検出試薬は、対象の分析物または分析物の異なる成分上の異なる抗原決定基
に特有の抗体（「検出器抗体」）から成り、蛍光染料に結合しているのが好適である。捕
捉抗体で被覆された磁性粒子および染料で標識化された検出器抗体は、試料に添加される
。対象の分析物が存在するときは、分析物を捕捉抗体と検出器抗体とに結合することによ
って磁性複合物（magnetic complex）が形成される。磁性複合物は、集束性磁石の磁極に
引き付けられて、これにより検出領域において濃縮される。
【００１９】
　好適なる実施形態では、対象の分析物は、全血液試料内の１つ以上の細胞表面分子また
は抗原の表現パターンによって定義される１つの細胞タイプである免疫機構細胞のような
、身体の流体からの細胞であろう。細胞の磁気的捕捉と濃縮は、細胞表面分子のような細
胞の特定の成分に結合する、磁性粒子に結合した捕捉試薬を用いて行われる。捕捉された
細胞の検出は、細胞表面または細胞内の分子のような他の細胞の成分と結合する検出試薬
を用いて行われる。
【００２０】
　磁性粒子に結合した捕捉試薬は、好適には、対象の細胞タイプの細胞上に表現された抗
原に特有の抗体である。細胞表面の抗原は、通常は高いコピー数で表現され、細胞は、多
数の抗体によって被覆された磁性粒子に同時に結合しうる。磁界に晒される細胞に作用す
る力は、結合した磁性粒子のそれぞれに働く力の累積であり、細胞を検出領域に濃縮させ
るのに十分強い力である。
【００２１】
　いくつかの実施形態では、例えば、特定の細胞表面の抗原に対する抗体のような、単一
種の捕捉試薬が用いられる。他の実施形態では、各細胞に結合した磁性粒子の数を増加さ
せるために、および、濃縮ステップの間に細胞に働く累積の磁気力を増加させるために、
それぞれが対象の細胞によって表現される異なる細胞表面の抗原に特有の複数種の捕捉試
薬を用いることが出来る。
【００２２】
　対象の細胞タイプの細胞は、磁気的濃縮の前あるいは後に、光学的検出を可能にするた
めの検出試薬で標識化される。標識は、任意の適当な結合試薬を用いて細胞に間接的に結
合することが出来、または、細胞に直接的に結合することも出来る。好適なる実施形態で
は、検出試薬は、対象の細胞タイプの細胞上に表現された抗原に特有の抗体であり、蛍光
染料に抱合されている。代替としては、膜特有の染料または核酸に結合した染料のような
、細胞表面または細胞内の成分と結合する蛍光染料を用いてもよい。
【００２３】
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　捕捉試薬と検出器試薬が抗体である実施形態では、捕捉抗体と検出器抗体とは、捕捉抗
体と検出器抗体との両方の同時結合が対象の細胞を同定するように選択される。そのよう
な抗体は、ここでは、細胞の部分集合を規定する抗体と呼ばれる。特定の抗体の対は、試
料内に存在する可能性の高い他の細胞に照らして選択すべきである。例えば、ＣＤ４+Ｔ
細胞が分析対象であるならば、抗体の対は、単核細胞、顆粒細胞、Ｂ細胞、ＮＫ細胞その
他のような他の血液細胞をも含む試料中でこれらの細胞を同定すべきである。
【００２４】
　好適なる実施形態では、本発明は、患者の血液試料内のＣＤ４+Ｔ細胞を定量化するた
めの機器と方法とを提供する。該方法は、全血液試料において、または、末梢血単核球細
胞（ＰＢＭＣ）の試料のような全血液から導出された細胞の試料中で行うことが出来る。
捕捉抗体と検出器抗体は、捕捉抗体と検出器抗体の両方の同時結合がＣＤ４+Ｔ細胞を同
定するように選択される。つなぎ合わせの結合がＣＤ４/ＣＤ３またはＣＤ４／ＣＤ４５
のようなＣＤ４+Ｔ細胞を同定するのに十分である抗体対は、よく知られており、文献中
で記述されてきた。対のどちらかの抗体は、細胞の捕捉のために用いることが出来、他方
は、検出器として用いられる。だが、全体の検査特性は２つの配置のうちの一方を用いる
ことでより良くなるであろう。好適なる対の構成は、決まりきった実験作業を用いて決め
ることが出来る。
【００２５】
　好適なる実施形態では、捕捉抗体と検出抗体はＣＤ３とＣＤ４特有の抗体の対から選択
され、１つが捕捉試薬として用いられ、他方が検出試薬として用いられる。例えば、細胞
は、ＣＤ４抗体を用いて捕捉され、ＣＤ３抗体で標識化されてもよい。
【００２６】
　他の実施形態では、ＣＤ４特有の捕捉抗体は、細胞を磁気的に標識化するために用いら
れ、ＤＮＡに結合する染料のような、細胞構造に結合する蛍光染料は、光検出のために細
胞を標識化するために用いられる。本実施形態の検査法の特性は、捕捉試薬の特性に全面
的に依存する。検出試薬は、捕捉されたもの、されないものを含め全ての細胞に結合する
。特には、これも程度は低いがＣＤ４を表現する単核細胞が、捕捉され、ＣＤ４+Ｔ細胞
と一緒に濃縮され、また、検知可能なように標識化され、測定される全蛍光に影響を及ぼ
すであろう。本実施形態では、単核細胞を選択的に取り除くために、たとえば、ＣＤ１４
抗体が被覆された磁性粒子を用いることによって、検査を実行する前に試料を前処理する
ことが有利である。血液試料から単核細胞を磁気的に欠乏化させる試薬は、例えば、ＢＤ
バイオサイエンス（Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）社（サンノゼ、カリフォルニア）から市販
入手可能である。
【００２７】
　本発明の機器の特徴の組み合わせは、いくつかの優位性を提供する。本発明の検査法は
、磁気的濃縮の後で試料を洗浄することなしに、または試料流体から濃縮された分析物を
他の方法で分離することなしに実行される。集束性磁石を用いることは、分析物を十分に
濃縮可能であるので、分析物の量は、試料を光学的に走査することなしに検出可能である
。励起光学系と検出光学系を集束性磁石から見て試料室の反対側に配置することは、集束
性磁石との物理的な干渉なしに、マイクロ・リットル程度の試料における光検出を、可能
にする。一方、試料室の設計は、励起光と検出光の光路内の試料流体の量を最小にし、こ
れによって、光路内に試料流体が存在することによって引き起こされる背景信号を低減す
る。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】本発明の機器の実施形態を示す図である。
【図２】本発明の機器の代替の実施形態を示す図である。
【図３ａ】本発明の試料室の実施形態の断面図を示す。
【図３ｂ】本発明の試料室の実施形態の上面図を示す。
【図４】本発明の試料室の代替の実施形態の断面図を示す。
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【図５ａ】試料室を圧縮する前の、本発明の試料室の代替の実施形態の断面図を示す。
【図５ｂ】試料室を圧縮した後の、本発明の試料室の代替の実施形態の断面図を示す。
【図６】本発明の試料室の２室構成の実施形態の上面図を示す。
【図７ａ】本方法に用いられる、本発明の試料室の２室構成の実施形態の上斜視図を示す
。
【図７ｂ】本方法に用いられる、本発明の試料室の２室構成の実施形態の上斜視図を示す
。
【図８】本発明の試料室の代替の実施形態の断面図を示す。
【図９ａ】本発明の試料室の代替の実施形態の断面図を示す。
【図９ｂ】本発明の試料室の代替の実施形態の上面図を示す。
【図１０ａ】本発明の試料室の代替の実施形態の断面図を示す。
【図１０ｂ】本発明の試料室の代替の実施形態の上面図を示す。
【図１１】例１に記述したような、本発明の機器の代替の実施形態を示す図である。
【図１２】例１に記した検査法の結果を示す図である。
【図１３】例２に記した検査法の結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　機器と試料室の要素を示す図は、これら要素の該略図を描くものであって、寸法の通り
には描かれてはいない。
【００３０】
　ここに記述される本発明が完全に理解されるように、以下に多くの用語を明瞭に定義す
る。その他の用語も、顕微鏡法、サイトメトリ、免疫学、およびＨＩＶ生物学の分野での
通常の意味を有する。蛍光撮像顕微鏡法は、例えば、非特許文献２および３に記載されて
いる。
【００３１】
　「全血液（whole blood）」という用語は、抗凝血剤の存在のもとに哺乳類から引き抜
かれ、その後は実質的に分留されていない流体血液試料を意味する。
【００３２】
　「分析物（analyte）」という用語は、分析、検出、測定、または標識化されるべき任
意の物質を指すためにここでは広く用いられる。分析物の例は、蛋白質、ペプチド、ホル
モン（刺激素）、ハプテン、抗原、抗体、受容体、酵素、核酸、多糖類、化学薬品、高分
子、病原体、毒素、有機薬剤、無機薬剤、細胞、体内組織、微生物、ウィルス、細菌、菌
、藻、寄生虫、アレルギー抗体、公害物質、およびその組み合わせを含むが、これに限定
されるものではない。慣例により、所与の細胞タイプの細胞が分析対象の場合は、細胞の
成分分子または細胞そのものが分析物として記述される。
【００３３】
　好適な実施形態では、対象の分析物は、ＣＤ４+Ｔ細胞のような、全血液の試料内の免
疫機構の細胞であろう。細胞の捕捉は、細胞表面分子のような細胞の特定の成分に結合す
る捕捉試薬を用いて行われ、捕捉された細胞の検出は、細胞表面または細胞内部の分子の
ような他の細胞成分と結合する検出試薬を用いて可能になり、細胞成分および細胞そのも
ののどちらも分析物として記述されうると理解されよう。
【００３４】
　「分析物特有の試薬（analyte-specific reagent）」または「対象特有の試薬（target
-specific reagent）」は、試料中に存在する可能性のある他の分析物に比べて、対象の
分析物または興味の対象物に選り好みして結合することを特徴とする、広く任意の試薬に
拡大される。対象物（分析物）と対象物特有の（分析物特有の）試薬とは、結合対のメン
バーであり、対のメンバーの片方が、対の他方のメンバーに選択的に結合するために、対
象物特有の試薬として用いることが出来る。対象物と対象物特有の試薬の対の例は、抗原
と抗原特有の抗体、ホルモンとホルモン受容体、ハプテンとアンチ・ハプテン、ビオチン
とアビジンまたはストレプトアビジン、酵素と酵素補助因子、レクチン（植物性凝集素）
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と特有の炭水化物、および一連の相補核酸を含むがこれらに限定されるものではない。好
適なる対象物特有の試薬は、特に抗原と結合する（免疫反応する）抗原結合サイトを含む
抗体である。
【００３５】
　「抗体（antibody）」は、抗体または抗体遺伝子から導出された、または導出できる全
ての生成物を含み、ここで記述する細胞計測法における対象物特有の結合試薬として有用
である。このように、「抗体」は、なかんずく、自然の抗体、抗体断片、抗体誘導体、お
よび遺伝子工学で作られた抗体、抗体断片、および抗体誘導体を含む。
【００３６】
　「細胞の部分集合を規定する抗体（cell subset-defining antibody）」は、細胞の特
定の部分集合の同定を可能にするために、単独で、または他の抗体と組み合わせて用いら
れる任意の抗体を指していて、このように部分集合の細胞によって表示される抗原決定基
に特有である抗体を含む。通常は、細胞の部分集合は、細胞によって表現される特定のマ
ーカの存在および／または特定のマーカの不在によって同定出来る。「不在（absence）
」は、細胞計測の検査のような免疫検査において測定されるように、背景との差が顕著で
はないことのような表現のレベルを表すものと意図されている。
【００３７】
　「磁性粒子（magnetic particles）」は、磁性材料すなわち磁気的に応答する材料を含
む任意の粒子を指している。磁性粒子は任意の形状を持つことが出来るが、典型的には、
ほぼ球形（微小球）である。本発明に用いるのに適した磁性粒子は、好適には、ナノメー
トルからマイクロメートル領域の直径、典型的には０．０１から５０μｍの直径、好適に
は約０．１から１０μｍの直径、より好適には約０．２から０．４μｍの直径を持つ。磁
性粒子は常磁性または超常磁性であるのが好適である。本発明に用いるのに適した磁性粒
子は、ＢＤバイオサイエンス（Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）社（サンノゼ、カリフォルニア
）、インヴィトロゲン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）（カールスバッド（Ｃａｒｌｓｂａｄ）
、カリフォルニア）、ミルテニ・バイオテック（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）（
ベルギッシュ　グラードバッハ（Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ）、ドイツ）、お
よびポリサイエンス（Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ）（ワリントン（Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ
）、ペンシルバニア）を含むがこれに限定されることはない数社から市販されている。
【００３８】
　磁気的捕捉試薬（Magnet capture reagent）
　磁気的捕捉試薬は、１つ以上の対象物特有の試薬に結合した磁性粒子である。好適なる
対象物特有の試薬は、抗体である。ＣＤ４またはＣＤ３のような色々な細胞表面分子に特
有の抗体で被覆れた磁性粒子は、ＢＤバイオサイエンス（Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）社（
サンノゼ、カリフォルニア）、インヴィトロゲン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）（カールスバ
ッド（Ｃａｒｌｓｂａｄ）、カリフォルニア）、およびミルテニ・バイオテック（Ｍｉｌ
ｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）（ベルギッシュ　グラードバッハ（Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇ
ｌａｄｂａｃｈ）、ドイツ）を含むがこれに限定されることのない数社から市販されてい
る。一般に、細胞分離分析に用いるために販売されている、抗体で被覆された磁性粒子は
、本発明に用いるのに適している。
【００３９】
　検出試薬（detection reagent）
　検出試薬は、磁気的に濃縮された分析物の光検出を可能とするために用いられる。多く
の実施形態では、検出試薬は、蛍光染料をふくむか、または、蛍光染料である。一般に、
本発明に用いるのに適した蛍光染料（発蛍光団）は、画像応用分野に適用されている多く
の染料の中の任意のものから選択できる。しかしながら、本発明は、蛍光染料を用いるこ
とに限定されるものではなく、対象の分析物に結合して光検出を可能にする、表面増強ラ
マン散乱（ＳＥＲＳ）法によって検出可能なナノ粒子のような、蛍光顕微鏡法に便利な任
意の検出試薬を用いてもよい。
【００４０】
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　検出試薬は、蛍光染料または染料を含む粒子のような、検出可能な標識で標識化された
分析物特有の試薬を含んでもよい。蛍光染料は当業者にはよく知られており、数社から市
販されている。適当な蛍光染料は、紅藻素(ＰＥ)、蛍光イソチオシアネ-ト(ＦＩＴＣ)、
アロフィコシアニン(ＡＰＣ)、テキサス・レッド(ＴＲ、モレキュラー・プローブ社（Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｉｎｃ　）)、ペリジニン葉緑素複合物（ＰｅｒＣｐ
）、ＣＹ５（バイオロジカル・デテクション・システム（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｄｅｔ
ｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ））とそのＰＥと結合した抱合体（たとえば、ＰＥ／ＣＹ５
、ＰＥ／ＡＰＣおよびＰＥ／ＴＲ)などを含むがこれらに限定されることはない。大多数
の染料は、例えば、モレキュラー・プローブ社（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｉ
ｎｃ　）（ユージン、オレゴン）およびエキシトン（デイトン、オハイオ）のような色々
な発売元から市販されている。
【００４１】
　分析物特有の試薬が抗体である場合は、抗体は、蛍光標識に直接抱合してもよいし、ま
たは二次抗体（例えば、蛍光標識に直接抱合するヤギ抗マウス抗体)を用いて、または抗
体を結合対の片方（たとえば、ビオチン）に抱合して結合対の他方（たとえば、アビジン
、またはストレプトアビジン）に抱合した染料を用いて間接的に標識化しても良い。しか
しながら、多くの実施形態では、直接抱合が好適である。本発明に用いるのに適した、広
い範囲の色々な蛍光体で標識化された抗体は、例えば、ＢＤバイオサイエンス（Ｂｉｏｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ）社（サンノゼ、カリフォルニア）から市販されている。
【００４２】
　代替としては、細胞の検出に特有であるが、検出試薬は、細胞表面上にあるか、または
細胞内にある細胞成分に結合する蛍光性の化合物から出来ていてもよい。好適なる実施形
態では、検出試薬は、細胞膜の壁を浸透して細胞内分子に結合することが出来る発光性化
合物である「浸透性の染料」である。浸透性の染料は、蛍光性の核酸結合化合物であるの
が好適である。
【００４３】
　浸透性の染料は、当業者にはよく知られている。好適なる浸透性の染料は、核酸と結合
すると蛍光の増大を呈するような、浸透性で蛍光性の核酸結合化合物であり、例えば、モ
レキュラー・プローブ社（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｉｎｃ　）（ユージン、
オレゴン）から入手可能である（特許文献６，７，８に記されているもののような）チア
ゾールオレンジとその類似体、（特許文献９に記載されているＤＲＡＱ５（商標）などの
ような）アントラキノンとその誘導体、および（特許文献１０，１１に記されている）Ｓ
ＹＴＯ（登録商標）染料のようなものである。他の、有用な浸透性の染料は、４’、６－
ジアミジノ－２－フェニリンドール（ＤＡＰＩ）とホエクスト染色である。
【００４４】
　集束性磁石（focusing magnet）
　磁性粒子の磁気的濃縮は、磁束を集束するための傾斜した磁極片をもつ集束性磁石を用
いて行われる。傾斜した磁極片は、円錐または錐台形状であるのが好適である。集束性磁
石は、永久磁石、典型的には（例えば、ネオジウム、またはサマリウム・コバルトのよう
な）希土類磁石から成るのが好適である。該永久磁石は、上面と底面に垂直な残留磁化を
有し、円錐または錐台形状であり、例えば鉄のような軟磁性材料から出来ている磁極片が
磁石の上面に配置されている。代替としては、集束性磁石は、円錐の軸に平行方向に磁化
されている一体構造の円錐または錐台形状の永久磁石であってもよい。
【００４５】
　代替としては、集束性磁石は、軟磁性材料のコアの周りを取り囲む線状コイルから出来
た、コアが円錐または錐台形状の端部を有することを特徴とする電磁石であってもよい。
【００４６】
　集束性磁石は、試料中の磁性粒子が小球になるように濃縮するのが好適である。小球の
サイズと形状は、試料に添加された粒子の数とタイプによって決定され、それは、応用と
、集束性磁石の尖端のサイズと、および集束性磁石の尖端から小球までの距離に依存し、
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試料ホルダ（sample holder）の底の厚さに依存する。磁性粒子は、円錐形の集束性磁石
の尖端に引き付けられる。錐台形状の磁石では、粒子は、集束性磁石の尖端の端部に引き
付けられ、尖端の直径に対応するリング内に濃縮される。粒子が単一の小球に濃縮される
ように、集束性磁石の尖端のサイズは、小球の期待されるサイズよりも大きくはないのが
好適である。ＣＤ４+Ｔ細胞検査では、例に記すように、磁性粒子と磁気的に標識化され
た細胞とが濃縮された小球は、通常は、直径が約５００μｍから１ｍｍである。
【００４７】
　図に基づく記述
　本発明は、多くの異なる形式の実施形態で満足させることが出来るが、図面に示され、
ここに詳細に記述されるものは、本発明の好適なる実施形態である。本開示内容は、本発
明の原理を示す例であると考えられるべきものであって、本発明を例示された実施形態だ
けに限定しようとするものではないと理解されたい。
【００４８】
　（図１）
　図１は、本発明の機器の実施形態を示す。機器は、分析物に結合した磁性粒子を含む、
細胞または分子のような試料１００を保持する平坦な試料ホルダ１０２を備える。光学的
透過性のカバー片１０５が、試料の深さを低減して一様にするために試料の上面に置かれ
る。
【００４９】
　ガラスで作られるのが好適であるカバー片は、試料流体が広がってカバー片と試料ホル
ダの空間を満たすように、試料流体の上に置かれる。カバー片のサイズは、所望の寸法の
試料の一様な深さを提供するために用いられる試料の体積に基づいて選択される。カバー
片の形状は重要ではなく、顕微鏡で用いられる標準の長方形のカバー片が適当である。
【００５０】
　機器は、試料内に存在する磁性粒子を検出領域１１６内に小球１０１に濃縮するように
集束性磁石を更に備えている。集束性磁石は、永久磁石１０８で出来ていて、その永久磁
石は、（矢印で示したように）上面と底面に垂直な残留磁化を有している。例えば、鉄の
ような軟磁性材料で出来た、円錐または錐台形状の磁極片１１０が、磁石１０８の上に置
かれる。 磁極片１１０は、磁石１０８からの磁束を集束し、また、真上で最大磁束とな
るような、大きな勾配を持つ磁界をつくる。試料中で最大の磁界の強度と勾配を得るため
に、磁極片１１０は、試料ホルダ１０２の下に置かれ、磁極片の上面が、試料ホルダ１０
２の底に近接するか接触するようにする。構造上の完全性を維持しながら、試料ホルダ１
０２の厚さを最小にするのが好適である。好適には、試料ホルダ１０２の厚さは、約０．
１５から０．２ｍｍである。
【００５１】
　機器は、磁性粒子が濃縮された領域に広がる検出領域１１６上に照射光を提供するよう
になっていることを特徴とするレーザであるのが好適な照射光源１０４を更に備える。照
射される領域を検出領域に制限するために、照射光源は、照射ビームを集束し又は整形す
る光学系１１４を含んでもよい。好適なる実施形態では、光学系１１４は単純なピンホー
ル装置である。照射光源１０４は、試料上に照射される波長の範囲を選択するように、（
別に図示してはいないが）帯域通過フィルタまたは短波長通過フィルタのような周波数依
存フィルタを含むことも出来る。
【００５２】
　機器は、検出領域１１６から放出される光を検出するようになっている検出器１０６を
更に備える。検出器は、光を検出器上に集束し、放出される光が検出される領域を検出領
域１１６に制限する検出光学系１１２を含んでもよい。好適なる実施形態では、放出され
る光が検出される領域を検出領域１１６に制限するために、単純なピンホール装置が用い
られる。検出器へ入る、散乱された励起光の量を低減するために、検出光学系は、帯域通
過フィルタまたは長波長通過フィルタのような周波数依存フィルタを更に含む。
【００５３】
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　磁性粒子に束縛され、検出領域１１６に濃縮された、標識化された分析物から放出され
る光は、検出器１０６によって検出され、検出器は、検出領域１１６から測定される光の
全量の関数である電気信号を生成する。好適なる実施形態では、検出器１０６は、フォト
ダイオードである。しかしながら、光電子増倍管（ＰＭＴ）、アバランシェ・フォトダイ
オード（ＡＰＤ）、またはＣＣＤ カメラのような他の光学的検出器も、検出領域１１６
から放出される光の全量を検出するために本機器に用いるようにすることが出来る。
【００５４】
　分析物に結合した粒子を、試料１００の体積よりもはるかに小さな体積を持つ小球１０
１に濃縮することは、対象の分析物を媒質の大部分から効率よく分離し、試料の他の成分
から発生する背景信号からほぼ独立して、小球からの蛍光の測定を可能にする。本機器の
更なる特徴は、観測される背景信号を更に低減する。照射光学系は、検出領域１１６だけ
を照射するようになっている。検出光学系は、実質的に検出領域１１６だけから発生する
光を測定するようになっている。検出光学系は、更に、検出領域から放出される光を試料
ホルダの面にほぼ垂直な光路において測定するようになっているが、これは、試料を出る
前に光が通過する試料の量を最小にする。これらの特徴のそれぞれが、試料内の成分によ
って引き起こされる全蛍光への寄与を最小にするように機能する。
【００５５】
　好適なる実施形態では、試料１００の正確に測られた体積が提供され、それが試料内の
分析物の濃度の定量的測定値の取得を可能にする。しかしながら、定性的測定は、試料の
体積を管理しなくても得ることが出来る。例えば、試料内の分析物の存在を検出するだけ
で十分である診断的検査法は、余り正確には測定されていない体積を持つ試料を用いても
行うことが出来る。
【００５６】
　（図２）
　図２は、標準的落射蛍光の光路を導入している、本発明の機器の代替の実施形態を示す
。ビーム・スプリッタ ２１６は、光源１０４からの励起光を検出領域１１６へ反射する
二色鏡（ダイクロイック・ミラー）を含む。試料内の蛍光標識から放出される光は、ビー
ム・スプリッタを通過して検出器１０６へ向かう。
【００５７】
　（図３）
　図３ａと３ｂは、本発明の試料ホルダの代替の実施形態の、それぞれ断面図と上面図を
示す。試料ホルダ３０２は、試料ホルダ内に空洞として形成された試料室３００を含む。
（不図示の）試料導入口とガスの出口は、試料ホルダ３０２の外部と試料室３００を接続
し、閉じた試料室を試料流体で充填することが出来るようになっている。図示のように、
閉じた試料室３００は円盤形状、すなわち、浅い深さを持つ円形である。しかしながら、
他の形状を用いてもよい。決められた体積の閉じた試料室を用いることによって、単に試
料室を充填するだけで所定の体積の試料を提供することが出来る。
【００５８】
　図３ａに示すように、磁石１０８と磁極片１１０からなる集束性磁石は、円盤形状の試
料室３００の中心の下に配置され、分析物に結合した粒子を、試料室の中心で小球１０１
に濃縮する。集束性磁石を丸い試料室の中心に配置することにより、試料室の端部から検
出領域までの距離が、全ての方向で一様になり、これにより、試料室の全ての領域から等
しく磁性粒子を小球１０１に濃縮することが出来る。
【００５９】
　図示のように、試料ホルダの操作を容易にし、機器内に試料ホルダを保持するのを容易
にするために、試料ホルダ３０２は長方形である。しかしながら、試料ホルダの形状とサ
イズは本発明の重要な側面ではない。
【００６０】
　試料室３００の深さは、分析物に結合した磁性粒子の濃縮に影響を及ぼさないように、
出来るだけ浅いのが好適である。細胞表面の抗原と結合する抗体に抱合された磁性粒子を
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用いてリンパ球を濃縮する場合には、試料室の深さは、約５０μｍであるのが好適である
。試料室の浅い深さは、分析物に結合した粒子の小球１０１と検出器との間の光学的経路
内の試料流体の量を最小にし、このことは、背景信号の量を最小にし、このようにして、
得ることの出来る信号対雑音比を改善する。
【００６１】
　試料室は、ガラスまたはプラスチックのような任意の適当な材料から作ることが出来る
。好適なる実施形態では、試料室は、ポリスチレンのようなプラスチックから作られてい
て、光検出を可能にするために透明な上面と、周囲の、または散乱された光が検出系と干
渉するのを最小化するために黒い側面と底面とをもつ。
【００６２】
　（図４）
　図４は、本発明の試料室の代替の実施形態の断面図を示す。試料ホルダ４０２は、試料
ホルダ内に空洞として形成された試料室４００を含む。（不図示の）試料導入口とガスの
出口は、試料ホルダ４０２の外部と試料室４００とを接続し、閉じた試料室を試料流体で
充填することが出来るようになっている。この実施形態では、試料室４００の上面の中心
部分は掘り込まれていて、この領域の試料室の深さが、試料室の周縁部の深さよりも小さ
くなっている。図示のように、試料室４００の中心部分は、磁石１０８と磁極片１１０の
上に配置され、分析物に結合した磁性粒子の小球１０１は、検出領域に対応するこの中心
領域に形成される。検出領域に対応する試料室の領域の深さを低減することにより、小球
１０１から検出光学系への光路（すなわち、図示のごとき垂直経路）は、最小量の試料流
体を通過する。細胞表面の抗原に結合する抗体に抱合された磁性粒子を用いてリンパ球を
濃縮する場合には、検出領域に対応する領域における試料室の深さは、約５０μｍである
のが好適である。
【００６３】
　試料室の本実施形態は、いくつかの優位性をもつ。検出領域における試料室の深さを最
小にすることによって、小球１０１を取り囲む残留試料によって引き起こされる背景信号
が最小化される。更に、試料室の周縁で大きな深さを用いることにより、試料室の直径を
増加することなく、従って、濃縮のステップで、磁石が磁性粒子を動かさねばならない距
離を増加させることなしに、より大きな全試料体積を用いることが出来る。
【００６４】
　図４に示すように、試料室の上面の中心部分は、掘り込まれている。しかしながら、磁
性粒子の濃縮が試料室の他の場所の深さよりも深さが浅い検出領域内で起こる限り、試料
室は、他の形状を用いてもよい。例えば、この検出領域は、試料室の端部に配置されても
よいし、又は、主試料室の外側の、試料室の横方向の凸部に配置されてもよい。更に、試
料室の深さの低減は、試料室の上面を掘り込んで実現しても、試料室の床面にもり上がっ
た部分を設けて実現しても、あるいは両方の方法で実現してもよい。
【００６５】
　（図５）
　図５ａと５ｂは、検出領域での試料室の深さの低減を、分析物に結合した磁性粒子の濃
縮後に試料室を圧縮することによって達成するような、本発明の代替の実施形態の断面図
を示す。閉じた試料室５００は、試料ホルダ５０２内の空洞として形成される。本実施形
態では、試料室の底面は、柔軟な材料で出来ている。図５ａに示すように、分析物に結合
した磁性粒子を磁気的に濃縮して小球１０１を形成する工程は、圧縮される前の試料室内
で行われる。図５ｂに示すように、濃縮後、磁石１０８と磁極片１１０から成る集束性磁
石を、試料室に対して動かして、検出領域の試料室を圧縮する。このようにして、検出前
の光路内に存在する試料流体の量を最小化する。
【００６６】
　同じように、試料室の圧縮は試料室の最上面を押すことによって達成してもよい。試料
室の最上面又は底面のどちらか、又は両方は、柔軟な材料で作ることが出来る。圧縮は、
磁極片を持ち上げて実現することも出来るし、試料室を下げて、試料室の真上にある構造
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を下げて、あるいは、検出領域の周りの試料室の圧縮を実現する他の任意の方法で実現す
ることも出来る。
【００６７】
　（図６と図７）
　図６と図７は、分析物に結合した磁性粒子が小球に濃縮された後に、濃縮用磁石を試料
室に対して動かすことによって小球が試料室から別の検出領域または試料室へ動かされる
ことを特徴とする本発明の代替の実施形態を示す。粒子小球の移動は、磁石を動かすか、
または、試料室を動かすか、又は両方で、試料室に対して横方向に磁石を動かすことによ
って達成される。検出室（detection chamber）は、試料流体とは混ざることのない光学
的に透明な、非蛍光性の流体である検出用流体（detection fluid）を含むのが好適であ
る。粒子の小球を試料室から検出室に移動することは小球を光学的に透明な、非蛍光性の
流体環境内に配置して、それによって、背景信号を低減する。
【００６８】
　図６は、通路６２４によって検出室６２２へ接続される試料室６２０を含む試料室ホル
ダ６０２の上面図を示す。通路６２４の幅は、濃縮された磁性粒子の小球が通路を通過で
きるのに十分である。検出室６２２は、試料流体と混合しない、光学的に透明な、非蛍光
性の流体であるのが好適である検出用流体で充満される。例えば、検出用流体は、鉱物性
油などのような透明な油であってもよい。試料室６２０は、試料流体で充満される。試料
流体と検出用流体は非混合のままであり、流体の非混合性によってそれぞれの室内と両室
を結ぶ制約された通路に存在する。
【００６９】
　図７ａと７ｂは、本方法に用いられるような、図６の試料室の上斜視図を示す。図７ａ
では、磁極片１１０は、試料室６２０の下に位置づけられ、分析物に結合した磁性粒子は
小球１０１に濃縮され、磁極の上に配置される。濃縮の後、磁極の位置は、試料室の底面
に沿って通路６２４を通って検出室６２２に移動する。図７ｂは、磁極の検出室６２２の
下の最終的な位置を示し、分析物に結合した粒子の小球１０１は今や検出室にある。
【００７０】
　（図８）
　図８は、本発明の試料室の代替の実施形態の断面図を示す。閉じた試料室８００は、試
料ホルダ８０２に中に空洞として形成される。本実施形態では、試料流体の中で混合しな
い、光学的に透明な検出用流体の液滴８０３が、試料室の中の検出領域に対応する領域に
置かれる。検出流体の液滴は、毛細管作用により、あるいは、たとえば、試料室の検出領
域の内部表面を疎水性にして油の検出用流体を保持することによるなどの試料ホルダの表
面特性によって、その場所に保持されうる。代替としては、検出用流体の液滴は、粒子の
検出領域への移動を妨害しないように試料室の上面に形成された部分隔壁（partial part
ition）または隔膜（septa）によってその場所に保持されてもよい。
【００７１】
　試料流体が、試料室８００に添加されて、検出用流体の液滴を取り囲む領域を充填する
。次に、分析物に結合した磁性粒子を磁気的に濃縮して小球１０１を形成するステップが
、試料室の検出領域内の検出用流体の液滴の下に置かれた、磁石１０８と磁極片１１０か
ら成る集束用磁石を用いて行われる。磁極１１０上を粒子が検出領域へ移動する結果、小
球１０１が液滴８０３の内部に形成される。
【００７２】
　（図９）
　図９ａと９ｂは、図４に示した試料室の代替の実施形態の、それぞれ断面図と上面図を
示す。 試料ホルダ９０２は、検出領域の上の試料室の上面に掘り込み部分を持つ試料室
９００を含む。試料導入口９０５とガスの出口９０７は、試料室９００と試料ホルダ９０
２の外部とを接続し、閉じた試料室を試料流体で充填することを可能にする。試料導入口
９０５とガスの出口９０７は、互いに隣接して試料室の周縁上に配置される。試料室は、
試料室の周縁から、試料導入口とガスの出口との間を、検出領域のほぼ周縁までのびる隔
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壁（septum）９０３を含み、流体が、試料導入口からガスの出口へ直接には行けないよう
になっている。隔壁は、試料流体を試料室の周縁の周りを回るように方向付け、試料室内
に空気泡がトラップされる機会を少なくするように、試料室を試料流体で充填することを
可能にする。更に、隔壁は、試料室の上面の構造的な支持となり、検出領域の位置と深さ
を安定化させる。
【００７３】
　（図１０）
　図１０ａと１０ｂは、試料室の全体からの、分析物に結合した磁性粒子が、主試料室の
周縁にある検出領域に濃縮されることを特徴とする、本発明の代替の実施形態の断面図を
示す。閉じた試料室１０２０は、試料ホルダ１００２内の空洞として形成され、主試料室
から張り出した、浅い深さを持つ検出領域１０２２を含む。分析物に結合した磁性粒子を
、試料室の全体から濃縮するステップは、磁石１０８と磁極片１１０から成り検出領域の
下に配置された集束性磁石を用いて達成される。検出領域の深さが浅いことは、光路に存
在する試料流体の量を最小にする。
【００７４】
　希土類の集束性磁石を用いると、液体試料内の磁性粒子の濃縮は、１ｃｍより大きい距
離に亘って起こすことが出来ることが観測された。本発明の好適なる実施形態では、試料
室は、１０－１００μｌの程度の体積であり、試料室の直径は、１ｃｍ未満である。集束
性磁石によって発生する磁界は、通常は、十分に強く、静止した集束性磁石を用いて、分
析物に結合した磁性粒子を試料室の全体から試料室の周縁に配置された検出領域へ濃縮す
るのに十分な強度である。
【００７５】
　例
　例１
　ＣＤ４+Ｔ細胞濃度分析: 抗体の標識化
　機器
　分析は、本質部を図１１に示す機器を用いて実行された。
【００７６】
　図４に示したものと実質的に同じ試料室を含む長方形の試料ホルダ１１０２が用いられ
た。試料室の直径は、約７ｍｍであり、試料室の全体積は、約２０μｌであった。検出領
域は、直径が約２ｍｍであって、試料室の中心にある領域であった。試料室の上面は、試
料室の周囲上の上面の約７００μｍ下に掘り込まれて、検出領域内の試料室の深さが約５
０μｍとなるようになっていた。試料ホルダは、試料室を機器内へ挿入するのを可能にし
、周囲の光から試料室を遮蔽するように試料ホルダ・キャリヤ１１０５内で運ばれた。挿
入されると、試料室は、集束性磁石１１０９の直上に配置された。
【００７７】
　集束性磁石は、磁石の上に配置された鉄の円錐を有する円筒形の（円盤状の）磁石から
なっていた。磁石は、サマリウム・コバルトの３７００ガウスの磁石で、直径は０．２５
インチ、深さは０．２インチであり、エドムント・オプティクス（Ｅｄｍｕｎｄｓ　Ｏｐ
ｔｉｃｓ）（バリントン（Ｂａｒｒｉｎｇｔｏｎ）、ニュージャージー）社から購入した
ものである。鉄の円錐は、基底部の直径が０．２５インチ、高さが０．１７５インチであ
り、磁石の上に配置された。
【００７８】
　励起光は、試料室にビームを照射するように配置された、６５０ｎｍ、５ｍＷのレーザ
・ダイオード１１０４からの光であった。
【００７９】
　フォトダイオード１１０６の検出器は、試料室の上部に配置され、検出領域から放出さ
れる光を検出した。フォトダイオードからの出力電圧は、増幅され（不図示の）ディジタ
ル電圧計上に表示された。
【００８０】
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　励起光に晒される領域を制限し、検出領域の外部から検出される光を最小にするために
ピンホールの開口（pin-hole aperture）１１１４が、試料の検出領域の上部に配置され
た。開口は、０．１５ｍｍ厚の薄い銅細線中の１．８ｍｍｘ２．７ｍｍの卵形の穴であっ
た。レーザ・ビームによる試料の照射が４５度の角度で入射するように、卵形の長軸は、
フォトダイオードおよびレーザと軸が合っていた。
【００８１】
　放出される光をフォトダイオードへ集束するために、直径が５／８インチのアクリル球
１１１５が、ピンホール上に配置された。散乱された励起光を取り除くために、２つの６
９５ｎｍ長波長通過フィルタ１１１２が、アクリル球とフォトダイオードの間に配置され
た。フィルタは、各１２ｍｍｘ１２ｍｍであり、市販の２”２”フィルタ（エドムント・
オプティクス（Ｅｄｍｕｎｄｓ　Ｏｐｔｉｃｓ）（バリントン（Ｂａｒｒｉｎｇｔｏｎ）
、ニュージャージー）社）から切り出した。
【００８２】
　試薬
　市販のＣＤ４抗体で被覆された磁性粒子（ＢＤ　Ｉｍａｇ（商標）ビーズ、ＢＤバイオ
サイエンス（Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）社（サンノゼ、カリフォルニア））が磁気的捕捉
試薬として用いられた。
【００８３】
　市販のＡＰＣに抱合されたＣＤ３抗体（ＢＤバイオサイエンス（Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ）社（サンノゼ、カリフォルニア））が検出試薬として用いられた。
【００８４】
　標準試料
　測定された蛍光とＣＤ４+Ｔ細胞の濃度とを関係付ける標準曲線を発生するために、そ
れぞれは既知の濃度のＣＤ４+Ｔ細胞を含む一連の全血液試料が作られた。一連の標準試
料は、ＣＤ４+Ｔ細胞の濃度が医学的に重要な範囲に亘って作られた。既知の濃度のＣＤ
４+Ｔ細胞を含む一連の全血液試料は、ＣＤ４+Ｔ細胞が独立に測定されている全血液の第
１の試料と、ＣＤ４+Ｔ細胞が取り除かれている全血液の第２の試料とを色々な割合で混
合することによって作られた。健康な個人からの第１の全血液試料内のＣＤ４+Ｔ細胞の
濃度（すなわち、正常なＣＤ４カウント）は、ＢＤ　ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（商標）フ
ローサイトメータ（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（サンノゼ、カリフォルニア））上で
ＢＤトリテスト（ＢＤ　Ｔｒｉｔｅｓｔ）（商標）試薬を用いてフローサイトメトリーで
測定された。第２のＣＤ４+Ｔ細胞のない全血液試料は、ＢＤ　Ｉｍａｇ（商標）ビーズ
（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（サンノゼ、カリフォルニア））を用いて、実質的には
製品の仕様書に従って、全血液からＣＤ４+Ｔ細胞を磁気的に分離することによって作ら
れた。既知の濃度のＣＤ４+Ｔ細胞を含む全血液試料の１部と、ＣＤ４+Ｔ細胞のない全血
液の試料の１部とを組み合わせて、血液１μｌ当たり０から６００個のＣＤ４+Ｔ細胞を
１００間隔で含む一連の全血液試料が作られた。
【００８５】
　分析（assay）
　それぞれの分析では、全血液１００μＬが、ＣＤ４抗体で被覆された磁性粒子（捕捉試
薬）２０μｇと５μｇ／ｍＬのＡＰＣで標識化されたＣＤ３抗体（検出試薬）５μＬと組
み合わされ、試薬が細胞に結合するのを可能にするために攪拌しながら室温で３０分間培
養された。次に、混合液２０μＬを試料室に移した。試料室は、集束性磁石が検出領域の
直接下に配置されるように機器に挿入され、磁気的濃縮が１分間行われた。濃縮に続いて
、濃縮され、標識化された細胞からの発光が測定された。
【００８６】
　上に記したように、フォトダイオードの出力電圧は、増幅されディジタル電圧計上に表
示された。この出力電圧は、測定された蛍光放出の量に対応するが、報告される数値的な
値は、フォトダイオードの感度と効率と信号の増幅量のような、いろいろな機器依存要因
に依存する。所与の機器に対して、測定される出力電圧は、異なる試料からの相対的な蛍
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光放出の相対的な尺度を提供するものであり、ここでは、相対蛍光単位（ＲＦＵ）で測定
されたままを報告する。
【００８７】
　標準曲線
　上記したそれぞれの標準試料を用いて検査が行われた。各試料の検査は３回行われた。
各試料からの蛍光測定値（ＲＦＵ）の平均と標準偏差（ＳＤ）は、以下の表１と図１２に
提供されている。図１２では、誤差棒は±１ＳＤを示している。
【００８８】
【表１】

【００８９】
　データは、標識化され、磁気的に濃縮されたＣＤ４+Ｔ細胞からの全蛍光の測定値が、
試料中のＣＤ４+Ｔ細胞の数によく対応することを示している。
【００９０】
　標準試料から得られたデータから、データを直線にフィッティングさせて標準曲線を生
成した。　
　ＲＦＵ＝　Ｃl・［ＣＤ４+Ｔ細胞］＋Ｃ2

　ここで、［ＣＤ４+Ｔ細胞］はＣＤ４+Ｔ細胞の濃度であり、ＣlとＣ2は、データを直線
にフィッティングすることから得られる定数である。標準曲線は、図１２に描かれている
。
【００９１】
　患者試料
　異なる４人の患者からの全血液試料は、上記の検査法を用いて、および上記のフローサ
イトメトリーによって分析された。各患者試料におけるＣＤ４+Ｔ細胞の濃度は、標準試
料から得られた標準曲線を用いて、測定されたＲＦＵから次の式を用いて計算された。
　［ＣＤ４+Ｔ細胞］p＝(ＲＦＵp―Ｃ2)／Ｃl

　ここで下付き添え字ｐは、患者試料に対応する値を指す。データは下の表２に示す。
【００９２】

【表２】

【００９３】
　データは、患者試料内のＣＤ４+Ｔ細胞の濃度の測定値が、フローサイトメトリーを用
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【００９４】
　例２
　ＣＤ４+Ｔ細胞濃度分析：ＤＮＡ染料標識化
　この例は、試料内の全ての細胞を蛍光性の標識化をするために核酸染色を用いることを
記述する。機器と検査方法は、以下に記す変更点を除いて、本質的には例１に記したもの
と同じである。
【００９５】
　試薬
　市販のＣＤ４抗体に被覆された磁性粒子（ＢＤ　Ｉｍａｇ（商標）ビーズ、ＢＤバイオ
サイエンス（Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）社（サンノゼ、カリフォルニア））を例１に記さ
れたような磁気的捕捉試薬として用いた。
【００９６】
　浸透性のＤＮＡに結合する染料、ＤＲＡＱ５（バイオステイタス社（Ｂｉｏｓｔａｔｕ
ｓ　Ｌｔｄ．)、ライセスターシャー（Ｌｅｉｃｅｓｔｅｒｓｈｉｒｅ）、英国）が、検
出試薬として用いられた。この染料を用いる結果、血液試料中の全ての核細胞を標識化す
ることになる。
【００９７】
　検査
　全血液の試料は、単核細胞を選択的に除去するための前処理が行われた。単核細胞の除
去は、ＣＤ１４抗体で被覆された磁性粒子（ＢＤ　Ｉｍａｇ（商標）ビーズ、ＢＤバイオ
サイエンス（Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）社（サンノゼ、カリフォルニア）)を用いた磁気
的除去によって、製造会社の指示書に従って、行われた。
【００９８】
　それぞれの検査では、全血液１００μＬを、ＣＤ４抗体で被覆された磁性粒子（捕捉試
薬）２０μｇと５０μモルのＤＲＡＱ５（検出試薬）１０μＬとで組み合わされ、室温で
３０分間、試薬を細胞に結合できるように攪拌つきで培養された。次に、染色化された試
料１０μＬは、１０μＬの緩衝液（ＰＢＳ、０．１ｇ／ｌＴＷＥＥＮ（商標）２０［ポリ
オキシエチレン（２０）ソルビタンモノラウラート］、０．１％のナトリウムアジド、１
．５％胎児ウシ血清、ｐＨ７．４）で希釈され、出来上がった２０ｐｌの試料は、試料室
に運ばれた。試料室は、集束性磁石が、検出領域の真下に位置するように、機器に挿入さ
れ、磁気的濃縮が１分間行われた。濃縮の後、光検出器の出力が測定され、ＲＦＵとして
報告された。
【００９９】
　標準曲線
　上記のように、標準試料のそれぞれを用いて検査が行われた。検査は２回行われた。試
料の準備段階に含まれる希釈のステップのために、各標準検査におけるμＬ当たりの細胞
数は、例１に記載された対応する検査のそれの半分である。各試料からの蛍光測定値（Ｒ
ＦＵ）の平均と標準偏差（ＳＤ）は下の表３と図１３に提供されている。図１３では、誤
差棒は±１ＳＤを示している。
【０１００】
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【表３】

【０１０１】
　データは、標識化され、磁気的に濃縮されたＣＤ４+Ｔ細胞からの全蛍光の測定値が試
料中のＣＤ４+Ｔ細胞の数に良く相関していることを示している。
【０１０２】
　標準曲線は、標準試料から得たデータから、上記のように、データを直線にフィッティ
ングすることによって得られる。標準曲線は図１３に描かれている。
【０１０３】
　患者試料
　異なる４人の患者からの全血液試料は、上記の検査法を用いて、および上記のフローサ
イトメトリーによって分析された。各患者試料におけるＣＤ４+Ｔ細胞の濃度は、標準試
料から得られた標準曲線を用いて、測定されたＲＦＵから上記のように計算された。デー
タは下の表４に示されている。
【０１０４】

【表４】

【０１０５】
　データは、患者試料内のＣＤ４+Ｔ細胞の濃度の測定値が、フローサイトメトリーを用
いて行われた測定値とよく相関することを示している。
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