
(57)【要約】

　寄生虫感染症、特にマラリアを検出する方法であって

、血液サンプルを溶解試薬系と混合して赤血球細胞を溶

解させてサンプル混合物を形成するステップと；そのサ

ンプル混合物の白血球を血液分析装置で示差分析し、そ

の示差分析で利用した細胞体積測定の結果から白血球部

分集合の細胞体積分布を取得するステップと；その白血

球部分集合の細胞体積分布から細胞体積パラメータを取

得するステップと；その細胞体積パラメータを所定の基

準と比較して評価し、その細胞体積パラメータがその所

定の基準を満たしている場合には、寄生虫感染を示して

いることを報告するステップを含む方法。この方法では

、2つの異なる白血球部分集合の細胞体積パラメータか

ら取得した判別因子も所定の基準と比較するのに使用す

る。この方法ではさらに、RFインピーダンス測定の結果

を利用して得られた細胞分布の細胞分布パラメータを使

用する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 血 液 サ ン プ ル を 用 い て 寄 生 虫 感 染 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 血 液 サ ン プ ル を 溶 解 試 薬 系 と 混 合 し て 赤 血 球 細 胞 を 溶 解 さ せ て サ ン プ ル 混 合 物 を
形 成 す る ス テ ッ プ と ；
　 （ b） そ の サ ン プ ル 混 合 物 の 白 血 球 を 血 液 分 析 装 置 で 示 差 分 析 し 、 そ の 示 差 分 析 で 利 用
し た 細 胞 体 積 測 定 の 結 果 か ら 白 血 球 部 分 集 合 の 細 胞 体 積 分 布 を 取 得 す る ス テ ッ プ と ；
　 （ c） そ の 白 血 球 部 分 集 合 の 細 胞 体 積 分 布 か ら 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ を 取 得 す る ス テ ッ プ
と ；
　 （ d） そ の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ を 所 定 の 基 準 と 比 較 し て 評 価 し 、 そ の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー
タ が そ の 所 定 の 基 準 を 満 た し て い る 場 合 に は 、 寄 生 虫 感 染 を 示 し て い る こ と を 報 告 す る ス
テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 上 記 白 血 球 の 部 分 集 合 が 単 球 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 上 記 白 血 球 の 部 分 集 合 が リ ン パ 球 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 上 記 白 血 球 の 部 分 集 合 が 好 中 球 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 上 記 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ が 、 上 記 細 胞 体 積 分 布 の 標 準 偏 差 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 上 記 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ が 、 上 記 細 胞 体 積 分 布 の 平 均 値 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
　 上 記 細 胞 体 積 測 定 が イ ン ピ ー ダ ン ス の 測 定 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 上 記 細 胞 体 積 測 定 が 、 低 角 光 散 乱 測 定 ま た は 軸 性 光 損 失 測 定 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 上 記 寄 生 虫 感 染 が プ ラ ス モ ジ ウ ム 属 の 感 染 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 上 記 寄 生 虫 感 染 が 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ ・ ゴ ン ヂ の 感 染 、 リ ー シ ュ マ ニ ア 属 の 感 染 、 バ ベ シ
ア 属 の 感 染 の い ず れ か で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 血 液 サ ン プ ル を 用 い て 寄 生 虫 感 染 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 血 液 サ ン プ ル を 溶 解 試 薬 系 と 混 合 し て 赤 血 球 細 胞 を 溶 解 さ せ て サ ン プ ル 混 合 物 を
形 成 す る ス テ ッ プ と ；
　 （ b） そ の サ ン プ ル 混 合 物 の 白 血 球 を 血 液 分 析 装 置 で 示 差 分 析 し 、 そ の 示 差 分 析 で 利 用
し た 細 胞 体 積 測 定 の 結 果 か ら 、 第 1の 白 血 球 部 分 集 合 の 第 1の 細 胞 体 積 分 布 と 、 第 2の 白 血
球 部 分 集 合 の 第 2の 細 胞 体 積 分 布 を 取 得 す る ス テ ッ プ と ；
　 （ c） 上 記 第 1の 白 血 球 部 分 集 合 の 第 1の 細 胞 体 積 分 布 か ら 第 1の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ を 取
得 し 、 上 記 第 2の 白 血 球 部 分 集 合 の 第 2の 細 胞 体 積 分 布 か ら 第 2の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ を 取
得 す る ス テ ッ プ と ；
　 （ d） 上 記 第 1の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ お よ び 上 記 第 2の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ の 関 数 と し て
の 判 別 因 子 を 取 得 す る ス テ ッ プ と ；
　 （ e） そ の 判 別 因 子 を 所 定 の 基 準 と 比 較 し て 評 価 し 、 そ の 判 別 因 子 が そ の 所 定 の 基 準 を
満 た し て い る 場 合 に は 、 寄 生 虫 感 染 を 示 し て い る こ と を 報 告 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 上 記 第 1の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ と 第 2の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ が 、 そ れ ぞ れ 、 上 記 第 1の 細

10

20

30

40

50

(2) JP 2007-525674 A 2007.9.6



胞 体 積 分 布 と 上 記 第 2の 細 胞 体 積 分 布 の 標 準 偏 差 で あ り ； 上 記 判 別 因 子 が 、 上 記 第 1の 細 胞
体 積 分 布 と 上 記 第 2の 細 胞 体 積 分 布 の 標 準 偏 差 の 関 数 で あ る 、 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 上 記 第 1の 白 血 球 部 分 集 合 が 単 球 で あ る 、 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 上 記 第 2の 白 血 球 部 分 集 合 が リ ン パ 球 で あ る 、 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 上 記 細 胞 体 積 測 定 が イ ン ピ ー ダ ン ス の 測 定 で あ る 、 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 上 記 細 胞 体 積 測 定 が 、 低 角 光 散 乱 測 定 ま た は 軸 性 光 損 失 測 定 で あ る 、 請 求 項 11に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 上 記 寄 生 虫 感 染 が プ ラ ス モ ジ ウ ム 属 の 感 染 で あ る 、 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 上 記 寄 生 虫 感 染 が 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ ・ ゴ ン ヂ の 感 染 、 リ ー シ ュ マ ニ ア 属 の 感 染 、 バ ベ シ
ア 属 の 感 染 の い ず れ か で あ る 、 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 血 液 サ ン プ ル を 用 い て 寄 生 虫 感 染 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 血 液 サ ン プ ル を 溶 解 試 薬 系 と 混 合 し て 赤 血 球 細 胞 を 溶 解 さ せ て サ ン プ ル 混 合 物 を
形 成 す る ス テ ッ プ と ；
　 （ b） そ の サ ン プ ル 混 合 物 の 白 血 球 を 血 液 分 析 装 置 で 示 差 分 析 し 、 そ の 示 差 分 析 で 利 用
し た イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 の 結 果 か ら 第 1の 白 血 球 部 分 集 合 の 第 1の 細 胞 分 布 を 取 得 す る ス テ
ッ プ と ；
　 （ c） 上 記 白 血 球 部 分 集 合 の 第 1の 細 胞 分 布 か ら 第 1の 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ を 取 得 す る ス
テ ッ プ と ；
　 （ d） そ の 第 1の 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ を 所 定 の 基 準 と 比 較 し て 評 価 し 、 そ の 第 1の 細 胞 分
布 パ ラ メ ー タ が そ の 所 定 の 基 準 を 満 た し て い る 場 合 に は 、 寄 生 虫 感 染 を 示 し て い る こ と を
報 告 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 上 記 イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 が 、 直 流 イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 ま た は 無 線 周 波 数 イ ン ピ ー ダ ン ス
測 定 で あ る 、 請 求 項 19に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 上 記 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ が 、 上 記 第 1の 細 胞 分 布 の 標 準 偏 差 で あ る 、 請 求 項 19に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 上 記 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ が 、 上 記 第 1の 細 胞 分 布 の 平 均 値 で あ る 、 請 求 項 19に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 上 記 寄 生 虫 感 染 が プ ラ ス モ ジ ウ ム 属 の 感 染 で あ る 、 請 求 項 19に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 上 記 寄 生 虫 感 染 が 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ ・ ゴ ン ヂ の 感 染 、 リ ー シ ュ マ ニ ア 属 の 感 染 、 バ ベ シ
ア 属 の 感 染 の い ず れ か で あ る 、 請 求 項 19に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 上 記 白 血 球 部 分 集 合 が 、 単 球 、 リ ン パ 球 、 好 中 球 の い ず れ か で あ る 、 請 求 項 19に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 上 記 イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 の 結 果 か ら 第 2の 白 血 球 部 分 集 合 の 第 2の 細 胞 分 布 を 取 得 す る ス
テ ッ プ と ；
　 そ の 第 2の 白 血 球 部 分 集 合 の 第 2の 細 胞 分 布 か ら 第 2の 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ を 取 得 す る ス
テ ッ プ と ；
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　 上 記 第 1の 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ と 上 記 第 2の 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ の 関 数 と し て の 判 別 因 子
を 取 得 す る ス テ ッ プ と ；
　 そ の 判 別 因 子 を 所 定 の 第 2の 基 準 と 比 較 し て 評 価 し 、 そ の 判 別 因 子 が そ の 所 定 の 第 2の 基
準 を 満 た し て い る 場 合 に は 、 寄 生 虫 感 染 を 示 し て い る こ と を 報 告 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含
む 、 請 求 項 19に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 す る 出 願 の 相 互 参 照
　 本 出 願 は 、 2004年 2月 27日 に 出 願 さ れ た 仮 特 許 出 願 シ リ ア ル 番 号 第 60/548,525号 に 関 し
て USC 119（ e） に 基 づ く 恩 恵 を 主 張 す る 。 な お こ の 出 願 全 体 は 、 参 考 と し て こ の 明 細 書 に
組 み 込 ま れ て い る も の と す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 寄 生 虫 の 感 染 、 特 に マ ラ リ ア 原 虫 の 感 染 を 、 血 液 サ ン プ ル の 白 血 球 の 変 化 を
測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 白 血 球 部 分 集 合
の 細 胞 体 積 そ の 他 の 細 胞 特 性 の 特 別 な 変 化 に 基 づ い て 寄 生 虫 の 感 染 を 検 出 す る 方 法 に 関 す
る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 マ ラ リ ア は 、 相 変 わ ら ず 世 界 で 最 も 一 般 的 な 疾 患 の 1つ で あ り 、 1年 に 約 3億 ～ 5億 人 の マ
ラ リ ア 感 染 者 が 発 生 す る と 見 積 も ら れ て い る 。 毎 年 約 150万 人 ～ 270万 人 が マ ラ リ ア で 亡 く
な っ て お り 、 そ の う ち の 100万 人 は 5歳 未 満 の 子 ど も で あ る 。 こ の 疾 患 は 最 近 5年 間 で 増 加
し て い て 、 多 く の 国 で 社 会 的 、 経 済 的 な 発 展 を 阻 害 す る 主 要 な 1つ の 因 子 と な っ て い る 。
フ ラ ン ス で は 1年 に 3400件 の マ ラ リ ア が 検 出 さ れ て お り 、 そ の う ち の 80％ が プ ラ ス モ ジ ウ
ム ・ フ ァ ル シ パ ル ム に よ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 マ ラ リ ア の 病 原 媒 体 は メ ス の ハ マ ダ ラ カ か ら ヒ ト に 伝 播 す る 寄 生 原 虫 （ プ ラ ス モ ジ ウ ム
属 ） で あ り 、 そ の ヒ ト が そ の 寄 生 虫 の 中 間 宿 主 と な る 。 ヒ ト に 対 す る 4種 類 の プ ラ ス モ ジ
ウ ム 属 特 異 的 病 原 虫 が 存 在 し て い る 。 そ れ は 、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 （ ア フ リ カ で 最 も よ く
遭 遇 し 、 場 合 に よ っ て は 死 に 至 る ） 、 三 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 、 四 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 、 卵 形 マ
ラ リ ア 原 虫 で あ る （ 最 後 の 3つ は 致 命 的 で は な い が 、 再 発 す る 可 能 性 が あ る ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 実 験 室 で の マ ラ リ ア の 診 断 は 、 通 常 は 、 標 準 的 な 手 続 き に よ っ て 確 立 す る 。 こ の 手 続 き
は 、 薄 膜 と 厚 膜 に 塗 沫 し た 血 液 の 赤 血 球 内 に い る 寄 生 虫 を 観 察 し 、 可 能 で あ れ ば 特 異 的 な
可 溶 性 抗 原 を さ ら に 調 べ る 操 作 を 含 ん で い る 。 し か し こ の よ う な 検 査 は 、 患 者 が 実 際 に マ
ラ リ ア に か か っ て い る 可 能 性 が あ る こ と が 臨 床 上 疑 わ し い と き だ け 行 な わ れ る 。 マ ラ リ ア
が 風 土 病 に な っ て い る 地 域 で は マ ラ リ ア 感 染 の 疑 い が 濃 い か も し れ な い が 、 マ ラ リ ア が 風
土 病 で は な い 地 域 で は 、 特 に 患 者 の 経 歴 が 十 分 に わ か ら な い 場 合 に は 必 ず し も そ う と は 言
え な い 。 た と え 臨 床 上 疑 わ し く て も 、 マ ラ リ ア が 風 土 病 で は な い 地 域 の 実 験 室 で マ ラ リ ア
を 検 出 し て 同 定 す る 能 力 が 比 較 的 弱 い の は 珍 し い こ と で は な い 。 熱 の あ る 患 者 に 対 し て 日
常 的 に 行 な わ れ る 検 査 の 一 部 と し て 血 液 を カ ウ ン ト す る こ と が ほ と ん ど 常 に 要 求 さ れ る と
は い え 、 白 血 球 パ ラ メ ー タ と 血 小 板 パ ラ メ ー タ の 変 化 が 十 分 に 明 確 で あ る た め に マ ラ リ ア
で あ る と 直 接 診 断 で き る こ と は 稀 で あ る （ Kueh他 、 1982年 、 Scandinavian Journal of Ha
ematology、 第 29巻 、 147～ 152ペ ー ジ と 、 Eriksson他 、 1989年 、 Journal of Infectious D
iseases、 第 21巻 、 434～ 441ペ ー ジ ） 。 こ の よ う な 限 界 が 臨 床 上 ど の よ う な こ と を 意 味 す
る か が カ ナ ダ の 研 究 に よ っ て 示 さ れ て お り （ Kain他 、 1998年 、 Clinics in Infectious Di
seases、 第 27巻 、 142～ 149ペ ー ジ ） 、 マ ラ リ ア に か か っ て 戻 っ て き た 旅 行 者 の 59％ が 最 初
の 診 断 で 見 逃 さ れ て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 正 確 に 診 断 さ れ て 適 切 な 治 療 が 始 ま る ま
で の 平 均 期 間 は 、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 で 7.6日 、 三 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 で 5.1日 で あ っ た 。 こ
の よ う な 遅 れ は 、 深 刻 な マ ラ リ ア 合 併 症 を 増 や す こ と と 、 死 亡 率 を 大 き く す る こ と に 寄 与
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す る 重 要 な 1つ の 因 子 に な る 可 能 性 が あ る （ Humar他 、 1997年 、 Canadian Medical Associa
tion Journal、 第 156巻 、 1165～ 1167ペ ー ジ ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 マ ラ リ ア に か か る と 白 血 球 が 変 化 す る こ と が わ か っ て い る 。 そ の こ と は 、 さ ま ざ ま な プ
ラ ス モ ジ ウ ム 属 に よ っ て 産 生 さ れ る ヘ マ ゾ イ ン 含 有 色 素 の 存 在 に 反 映 さ れ る 。 こ の 色 素 は
、 場 合 に よ っ て は 、 好 中 球 の 食 作 用 （ Amodou他 、 1997年 、 East African Medical Journal
、 第 74巻 、 714～ 716ペ ー ジ ） と 単 球 の 食 作 用 （ Amodou他 、 1997年 、 East African Medical
 Journal、 第 74巻 、 714～ 716ペ ー ジ ； Amodou他 、 1998年 、 Transactions of the Royal So
ciety of Tropical Medicine and Hygiene、 第 92巻 、 54～ 56ペ ー ジ ； Arese他 、 1997年 、 A
nnals of Tropical and Medical Parasitology、 第 91巻 、 510～ 516ペ ー ジ ） を 受 け る 。 マ
ラ リ ア の 自 動 診 断 を 行 な う た め に こ の よ う な 変 化 が 最 近 分 析 さ れ た 。 分 析 は 、 フ ロ ー ・ サ
イ ト メ ト リ ー （ Kramer他 、 2001年 、 Cytometry、 第 45巻 、 133～ 140ペ ー ジ ） に よ っ て 、 ま
た は 2つ の 波 長 で 脱 分 極 を 測 定 す る 血 液 分 析 装 置 （ Hanscheid他 、 1999年 、 Emerging Infec
tious Diseases、 第 5巻 、 836～ 838ペ ー ジ ； Mendelow他 、 1999年 、 British Journal of Ha
ematology、 第 104巻 、 499～ 503ペ ー ジ ； Hanscheid他 、 2000年 、 Parasitology Today、 第 1
6巻 、 549～ 551ペ ー ジ ； Hanscheid他 、 2001年 、 American Journal of Tropical Medicine
、 第 64巻 、 190～ 192ペ ー ジ ； Grobusch他 、 2003年 、 Cytometry part B (clinical cytomet
ry） 、 第 55巻 B、 46～ 51ペ ー ジ ； Scott他 、 2003年 、 Clincal and Laboratory Haematology
、 第 25巻 、 77～ 86ペ ー ジ ） に よ っ て 行 な う 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 既 存 の 血 液 分 析 装 置 で 定 期 的 に 行 な う 血 液 分 析 の 間 に マ ラ リ ア を 検 出 で き る こ と が 望 ま
し い 。 す る と 追 加 コ ス ト な し に マ ラ リ ア を 早 期 に 検 出 す る 助 け に な る 。 改 善 さ れ た 診 断 法
や 早 期 検 出 法 が あ る と 、 患 者 の 罹 患 率 と 死 亡 率 を 顕 著 に 低 下 さ せ る こ と が 可 能 に な る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 は 、 血 液 サ ン プ ル を 用 い て 寄 生 虫 の 感 染 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
こ の 方 法 は 、 血 液 サ ン プ ル を 溶 解 試 薬 系 と 混 合 し て 赤 血 球 細 胞 を 溶 解 さ せ て サ ン プ ル 混 合
物 を 形 成 す る ス テ ッ プ と ； そ の サ ン プ ル 混 合 物 の 白 血 球 を 血 液 分 析 装 置 で 示 差 分 析 し 、 そ
の 示 差 分 析 で 利 用 し た 細 胞 体 積 測 定 の 結 果 か ら 白 血 球 部 分 集 合 の 細 胞 体 積 分 布 を 取 得 す る
ス テ ッ プ と ； そ の 白 血 球 部 分 集 合 の 細 胞 体 積 分 布 か ら 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ を 取 得 す る ス テ
ッ プ と ； そ の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ を 所 定 の 基 準 と 比 較 し て 評 価 し 、 そ の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー
タ が そ の 所 定 の 基 準 を 満 た し て い る 場 合 に は 、 寄 生 虫 感 染 を 示 し て い る こ と を 報 告 す る ス
テ ッ プ を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 寄 生 虫 の 感 染 は 、 プ ラ ス モ ジ ウ ム 属 の 感 染 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ ・ ゴ ン ヂ の 感 染 、 リ ー シ ュ
マ ニ ア 属 の 感 染 、 バ ベ シ ア 属 の 感 染 の 可 能 性 が あ る 。 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ は 、 平 均 細 胞 体
積 、 ま た は 細 胞 体 積 分 布 の 変 動 の 標 準 偏 差 で あ る 。 細 胞 体 積 の 測 定 は 、 イ ン ピ ー ダ ン ス 測
定 、 低 角 光 散 乱 測 定 、 軸 性 光 損 失 測 定 に よ っ て 行 な う こ と が で き る 。 白 血 球 部 分 集 合 は 、
単 球 、 リ ン パ 球 、 好 中 球 の い ず れ か で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 さ ら に 別 の 一 実 施 態 様 で は 、 こ の 方 法 は 、 血 液 サ ン プ ル を 溶 解 試 薬 系 と 混 合 し て 赤 血 球
細 胞 を 溶 解 さ せ て サ ン プ ル 混 合 物 を 形 成 す る ス テ ッ プ と ； そ の サ ン プ ル 混 合 物 の 白 血 球 を
血 液 分 析 装 置 で 示 差 分 析 し 、 そ の 示 差 分 析 で 利 用 し た 細 胞 体 積 測 定 の 結 果 か ら 、 第 1の 白
血 球 部 分 集 合 の 第 1の 細 胞 体 積 分 布 と 、 第 2の 白 血 球 部 分 集 合 の 第 2の 細 胞 体 積 分 布 を 取 得
す る ス テ ッ プ と ； 第 1の 白 血 球 部 分 集 合 の 第 1の 細 胞 体 積 分 布 か ら 第 1の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー
タ を 取 得 し 、 第 2の 白 血 球 部 分 集 合 の 第 2の 細 胞 体 積 分 布 か ら 第 2の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ を
取 得 す る ス テ ッ プ と ； 第 1の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ お よ び 第 2の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ の 関 数 と
し て の 判 別 因 子 を 取 得 す る ス テ ッ プ と ； そ の 判 別 因 子 を 所 定 の 基 準 と 比 較 し て 評 価 し 、 そ
の 判 別 因 子 が そ の 所 定 の 基 準 を 満 た し て い る 場 合 に は 、 寄 生 虫 感 染 を 示 し て い る こ と を 報
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告 す る ス テ ッ プ を 含 ん で い る 。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 第 1の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ と 第 2
の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ は 、 そ れ ぞ れ 、 第 1の 細 胞 体 積 分 布 と 第 2の 細 胞 体 積 分 布 の 標 準 偏 差
で あ り 、 判 別 因 子 は 、 第 1の 細 胞 体 積 分 布 と 第 2の 細 胞 体 積 分 布 の 標 準 偏 差 の 関 数 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 上 記 の 方 法 は 、 血 液 サ ン プ ル の 示 差 分 析 か ら 、 ま た は 追 加 の 示 差 分 析 か ら 得 ら
れ た 細 胞 分 布 パ タ ー ン を 分 析 す る 操 作 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 は 、 血 液 サ ン プ ル を 溶 解 試 薬 系 と 混 合 し て 赤 血 球 細 胞 を 溶 解 さ せ て
サ ン プ ル 混 合 物 を 形 成 す る ス テ ッ プ と ； そ の サ ン プ ル 混 合 物 の 白 血 球 を 血 液 分 析 装 置 で 示
差 分 析 し 、 そ の 示 差 分 析 で 利 用 し た イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 の 結 果 か ら 第 1の 白 血 球 部 分 集 合
の 第 1の 細 胞 分 布 を 取 得 す る ス テ ッ プ と ； 白 血 球 部 分 集 合 の 第 1の 細 胞 分 布 か ら 第 1の 細 胞
分 布 パ ラ メ ー タ を 取 得 す る ス テ ッ プ と ； そ の 第 1の 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ を 所 定 の 基 準 と 比
較 し て 評 価 し 、 そ の 第 1の 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ が そ の 所 定 の 基 準 を 満 た し て い る 場 合 に は
、 寄 生 虫 感 染 を 示 し て い る こ と を 報 告 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は さ ら
に 、 イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 の 結 果 か ら 第 2の 白 血 球 部 分 集 合 の 第 2の 細 胞 分 布 を 取 得 す る ス テ
ッ プ と ； そ の 第 2の 白 血 球 部 分 集 合 の 第 2の 細 胞 分 布 か ら 第 2の 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ を 取 得
す る ス テ ッ プ と ； 第 1の 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ と 上 記 第 2の 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ の 関 数 と し て
の 判 別 因 子 を 取 得 す る ス テ ッ プ と ； そ の 判 別 因 子 を 所 定 の 第 2の 基 準 と 比 較 し て 評 価 し 、
そ の 判 別 因 子 が そ の 所 定 の 第 2の 基 準 を 満 た し て い る 場 合 に は 、 寄 生 虫 感 染 を 示 し て い る
こ と を 報 告 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 こ の 明 細 書 で は 、 イ ン ピ ー ダ ン ス の
測 定 は 、 直 流 イ ン ピ ー ダ ン ス の 測 定 、 ま た は 無 線 周 波 数 イ ン ピ ー ダ ン ス の 測 定 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は 、 寄 生 虫 感 染 症 （ 特 に マ ラ リ ア ） を 、 そ の 疾 患 に よ る 血 液 サ ン
プ ル 中 の 白 血 球 の 変 化 を 自 動 化 血 液 分 析 装 置 を 用 い て 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 す る 方 法
が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 血 液 サ ン プ ル を 溶 解 試 薬 系 と 混 合 し て 赤 血 球 細 胞 を 溶 解 さ せ
て サ ン プ ル 混 合 物 を 形 成 す る ス テ ッ プ と ； そ の サ ン プ ル 混 合 物 の 白 血 球 を 血 液 分 析 装 置 で
示 差 分 析 し 、 そ の 示 差 分 析 で 利 用 し た 細 胞 体 積 測 定 の 結 果 か ら 白 血 球 部 分 集 合 の 細 胞 体 積
分 布 を 取 得 す る ス テ ッ プ と ； そ の 白 血 球 部 分 集 合 の 細 胞 体 積 分 布 か ら 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ
を 取 得 す る ス テ ッ プ と ； そ の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ を 所 定 の 基 準 と 比 較 し て 評 価 し 、 そ の 細
胞 体 積 パ ラ メ ー タ が そ の 所 定 の 基 準 を 満 た し て い る 場 合 に は 、 寄 生 虫 感 染 を 示 し て い る こ
と を 報 告 す る ス テ ッ プ を 含 ん で い る 。 以 下 に 詳 し く 説 明 す る よ う に 、 細 胞 体 積 は 、 直 流 イ
ン ピ ー ダ ン ス 測 定 、 低 角 光 散 乱 測 定 、 軸 性 光 損 失 測 定 の い ず れ か を 利 用 し て 測 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 一 実 施 態 様 で は 、 こ の 方 法 は 、 赤 血 球 を 溶 解 さ せ て 白 血 球 の 示 差 分 析 を 行 な う と き
、 そ の 示 差 分 析 で 利 用 し た イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 の 結 果 か ら 白 血 球 部 分 集 合 の 細 胞 体 積 分 布
を 取 得 す る ス テ ッ プ と ； そ の 白 血 球 部 分 集 合 の 細 胞 体 積 分 布 か ら 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ を 取
得 す る ス テ ッ プ と ； そ の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ を 所 定 の 基 準 と 比 較 し て 評 価 し 、 そ の 細 胞 体
積 パ ラ メ ー タ が そ の 所 定 の 基 準 を 満 た し て い る 場 合 に は 、 寄 生 虫 感 染 を 示 し て い る こ と を
報 告 す る ス テ ッ プ を 含 ん で い る 。 こ こ で は イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 は 、 直 流 イ ン ピ ー ダ ン ス 測
定 ま た は 無 線 周 波 数 イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 に す る こ と が で き る 。 直 流 イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 は
1つ の 細 胞 の 細 胞 体 積 を 反 映 し て お り 、 無 線 周 波 数 イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 は そ の 細 胞 の 細 胞
内 含 有 量 を 反 映 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 明 細 書 で 用 い る 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ と い う 用 語 は 、 細 胞 体 積 分 布 に 関 係 す る パ ラ メ
ー タ を 意 味 す る （ 例 え ば 、 白 血 球 部 分 集 合 の 細 胞 体 積 の 平 均 値 、 白 血 球 部 分 集 合 の 細 胞 体
積 分 布 か ら の 標 準 偏 差 ） 。 こ の 明 細 書 で は 、 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ と い う 用 語 は 、 イ ン ピ ー
ダ ン ス 測 定 か ら 得 ら れ た 細 胞 分 布 に 関 係 す る パ ラ メ ー タ （ 例 え ば 直 流 イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定
ま た は 無 線 周 波 数 イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 に よ っ て 測 定 さ れ る 白 血 球 部 分 集 合 の 細 胞 分 布 の 平
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均 値 ま た は 標 準 偏 差 ） を 意 味 す る 。 こ れ ら 2つ の イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 か ら 得 ら れ る 細 胞 分
布 は 、 細 胞 の 異 な る 特 性 を 表 わ し て い る こ と に 注 意 さ れ た い 。 こ の 明 細 書 で は 、 所 定 の 基
準 と い う 表 現 は 、 1つ 以 上 の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ 、 ま た は 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ の 関 数 （ 例
え ば パ ラ メ ー タ ま た は 関 数 の 閾 値 ま た は カ ッ ト オ フ 値 ） に 基 づ い て 作 っ た 基 準 を 意 味 す る
。 所 定 の 基 準 は 、 特 徴 的 な 細 胞 分 布 パ タ ー ン を さ ら に 備 え て い る 。 一 般 に 、 基 準 は 複 数 の
正 常 な 血 液 サ ン プ ル と 、 特 別 な タ イ プ の 異 常 な 血 液 サ ン プ ル （ 例 え ば マ ラ リ ア 患 者 の サ ン
プ ル ） の 差 に 基 づ い て 決 定 さ れ る 。 異 常 な 血 液 サ ン プ ル に つ い て は あ と で 詳 し く 説 明 す る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 溶 解 試 薬 系 は 、 溶 解 試 薬 と 安 定 化 試 薬 を 含 ん で い る 。 溶 解 試
薬 を 血 液 サ ン プ ル と 混 合 し て 赤 血 球 を 溶 か し た 後 、 安 定 化 剤 を 添 加 し て サ ン プ ル 混 合 物 中
の 白 血 球 が さ ら に 溶 解 し な い よ う に す る 。 溶 解 試 薬 お よ び 安 定 化 試 薬 と そ の 使 用 法 の 適 切
な 具 体 例 は 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,155,044号 、 第 5,731,206号 、 第 5,786,224号 、 第 5,6
86,308号 、 第 5,843,608号 に 記 載 さ れ て い る （ そ の 全 体 が 参 考 と し て こ の 明 細 書 に 組 み 込
ま れ て い る も の と す る ） 。 こ の よ う な 溶 解 試 薬 お よ び 安 定 化 試 薬 と 血 液 サ ン プ ル 調 製 法 を
利 用 し 、 測 定 の 間 を 通 じ て 白 血 球 を 元 の 状 態 に 近 い 状 態 に 維 持 す る 。 し た が っ て 白 血 球 の
細 胞 膜 は 溶 け な い 。 上 記 の 特 許 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 血 液 サ ン プ ル を 溶 解 試 薬 と 接 触
さ せ て か ら サ ン プ ル 混 合 物 の 測 定 を 開 始 す る ま で の 時 間 か ら 計 算 し た 溶 解 反 応 時 間 は 約 8
～ 約 20秒 の 範 囲 で あ る 。 サ ン プ ル 混 合 物 の 反 応 と 測 定 は 、 約 18℃ ～ 約 28℃ の 範 囲 の 通 常 の
室 温 で 実 施 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 サ ン プ ル 混 合 物 を 測 定 し て い る 間 に 白 血 球 を そ の ま ま の 状 態 に 維 持 す る の に 適 し た 他 の
溶 解 試 薬 も 本 発 明 の 目 的 で 使 用 で き る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 VCS測 定 を 利 用 し て サ ン プ ル 混 合 物 中 の 白 血 球 の 示 差 分 析 を 行 な う 。 V
CS測 定 は 、 ベ ッ ク マ ン ・ コ ー ル タ ー 社 （ フ ラ ー ト ン 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） が 製 造 し て い る
市 販 の さ ま ざ ま な 血 液 分 析 装 置 で 利 用 さ れ て い る 。 VCS測 定 と は 、 細 胞 が フ ロ ー ・ セ ル を
通 過 す る と き に 導 電 性 媒 体 の 中 に あ る 細 胞 が 発 生 さ せ る 直 流 （ DCと 表 記 す る ） の イ ン ピ ー
ダ ン ス 信 号 と 、 無 線 周 波 数 （ RFと 表 記 す る ） の イ ン ピ ー ダ ン ス 信 号 と 、 中 間 角 光 散 乱 信 号
（ LSと 表 記 す る ） の 多 次 元 測 定 を 意 味 す る 。 こ れ ら 3種 類 の 測 定 の う ち 、 DC測 定 と RF測 定
は イ ン ピ ー ダ ン ス の 測 定 で あ り 、 そ の 測 定 に よ り 、 導 電 性 媒 体 の 中 を 運 ば れ る 細 胞 が フ ロ
ー ・ セ ル を 通 過 す る と き の イ ン ピ ー ダ ン ス の 増 加 を 検 出 す る 。 こ の 技 術 は 、 ア メ リ カ 合 衆
国 特 許 第 5,125,737号 に 十 分 に 記 載 さ れ て い る （ そ の 全 体 が 参 考 と し て こ の 明 細 書 に 組 み
込 ま れ て い る も の と す る ） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 VCS測 定 を 利 用 し た 市 販 の 血 液 分 析 装 置 に お い て 、 3次 元 散 乱 図 を 生 成 さ せ る 。 3次 元 は
、 z軸 と し て の DC（ DCイ ン ピ ー ダ ン ス 信 号 は 細 胞 の 体 積 ま た は サ イ ズ と 直 接 相 関 し て い る
た め 、 DCは “ V” と も 呼 ば れ る ） と ； y軸 と し て の 不 透 明 度 （ OP） （ RFと DCの 関 数 で あ り 、
RF信 号 は 1つ の 細 胞 の 細 胞 含 有 物 も 反 映 し て い る た め に “ C” ま た は 導 電 率 と も 呼 ば れ る ）
と ； x軸 と し て の 回 転 光 散 乱 （ RLS） （ 光 散 乱 と DCの 関 数 で あ り 、 “ S” と も 略 記 さ れ る ）
で あ る 。 3次 元 散 乱 図 は 、 通 常 は DC対 RLSと い う 2次 元 散 乱 図 、 ま た は DC対 OPと い う 2次 元 散
乱 図 と し て 表 示 さ れ る 。 DC対 RLSと い う 散 乱 図 で は 、 4つ の 主 要 な 白 血 球 部 分 集 合 、 す な わ
ち リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 好 酸 球 が 互 い に 区 別 さ れ る 。 DC対 OPと い う 2次 元 散 乱 図 で は
、 3つ の 主 要 な 白 血 球 部 分 集 合 、 す な わ ち リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 +好 酸 球 が 互 い に 区 別 さ
れ る 。 好 塩 基 球 は 、 1つ 以 上 の 同 期 散 乱 図 を 利 用 し て 区 別 す る こ と が で き る 。 リ ン パ 球 、
単 球 、 好 中 球 を 他 の タ イ プ の 細 胞 か ら 区 別 す る に は 、 3通 り の 測 定 （ す な わ ち DC、 RF、 RLS
） を す べ て 、 ま た は 2通 り の 測 定 だ け （ DCと LS、 ま た は DCと RF） を 利 用 で き る こ と に 注 意
さ れ た い 。 さ ら に 、 他 の さ ま ざ ま な 方 法 （ 例 え ば 前 方 散 乱 と 側 方 散 乱 、 ま た は 低 角 光 散 乱
と 中 間 角 光 散 乱 を 利 用 し た 多 角 度 光 散 乱 測 定 ） を 利 用 し 、 白 血 球 部 分 集 合 （ 中 で も リ ン パ
球 、 単 球 、 好 中 球 ） を 他 の タ イ プ の 細 胞 か ら 区 別 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 マ ラ リ ア 患 者 の 白 血 球 の 性 質 は 変 化 し て い る こ と が 見 い だ さ れ て い る 。 特 に 、 特 定 の 白
血 球 部 分 集 合 の 体 積 と 細 胞 体 積 の 均 一 性 が 変 化 し て い る 。 よ り 詳 細 に は 、 VCS測 定 を 利 用
し て 測 定 す る と 、 マ ラ リ ア ・ サ ン プ ル で は 、 単 球 と 好 中 球 の DC平 均 、 DCの 標 準 偏 差 、 リ ン
パ 球 と 単 球 の 不 透 明 度 に 関 し 、 正 常 な 血 液 サ ン プ ル で の こ れ ら パ ラ メ ー タ と の 差 が 統 計 的
に 有 意 な レ ベ ル ま で 大 き く な る こ と が わ か っ た 。 こ れ ら パ ラ メ ー タ の う ち 、 DC平 均 は 細 胞
体 積 と 直 接 関 係 し て お り 、 1つ の パ ラ メ ー タ の 標 準 偏 差 は 、 そ の パ ラ メ ー タ に よ っ て 表 わ
さ れ る 細 胞 の 1つ 以 上 の 性 質 の 均 一 性 ま た は 不 均 一 性 を 反 映 し て い る 。 白 血 球 部 分 集 合 に
関 す る こ れ ら パ ラ メ ー タ の 変 化 を 、 マ ラ リ ア を 検 出 す る た め の 指 標 ま た は 判 別 因 子 と し て
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 DC平 均 と 、 DCの 標 準 偏 差 と 、 単 球 の 不 透 明 度 は 、 大 き な 単 球 性 細 胞 （ 主 と し て 、 活 性 化
し た 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 色 素 を 担 持 し て い る 単 球 な ど ） の 存 在 に よ っ て 生 じ る こ と を
理 解 さ れ た い 。 同 様 に 、 リ ン パ 球 の DCの 標 準 偏 差 と 不 透 明 度 の 増 大 は 、 大 き な リ ン パ 球 （
主 と し て 、 反 応 性 リ ン パ 球 、 活 性 化 し た リ ン パ 球 ） の 存 在 に よ っ て 生 じ 、 好 中 球 の DC平 均
の 増 大 は 、 大 き な 好 中 球 （ 主 と し て 、 未 熟 な 好 中 球 、 活 性 化 し た 好 中 球 、 寄 生 虫 を 貪 食 す
る 好 中 球 ） の 存 在 に よ っ て 生 じ る 。 し た が っ て こ の 明 細 書 で は 、 “ 単 球 ” と い う 用 語 に 、
単 球 、 活 性 化 し た 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 色 素 担 持 単 球 、 他 の 単 球 性 細 胞 （ 例 え ば 単 芽 球
、 前 単 球 、 骨 髄 関 連 樹 状 細 胞 ） 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ 好 中 球 ” と い う 用 語 に 、 好 中 球 、 未
熟 な 好 中 球 、 活 性 化 さ れ た 好 中 球 、 寄 生 虫 を 貪 食 す る 好 中 球 が 含 ま れ る 。 色 素 を 担 持 し て
い る 白 血 球 は 、 寄 生 虫 を 消 化 す る こ と に よ っ て 生 成 す る 細 胞 内 色 素 を 含 む 白 血 球 （ 例 え ば
マ ラ リ ア 患 者 の 血 液 サ ン プ ル に 含 ま れ る ヘ モ ゾ イ ン を 担 持 す る 単 球 や 好 中 球 ） を 意 味 す る
。 ヘ モ ゾ イ ン は 、 プ ラ ス モ ジ ウ ム 属 に よ り 、 ヘ モ グ ロ ビ ン を 消 化 し た 最 終 生 成 物 と し て 生
成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 個 々 の 白 血 球 部 分 集 合 の 細 胞 体 積 と そ の 分 布 は 、 後 出 の 実 施 例 に 記 載
し て あ る よ う に 、 DCイ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 に よ っ て 明 ら か に さ れ る 。 し か し 細 胞 体 積 は 他 の
適 切 な 手 段 （ 例 え ば 前 方 光 散 乱 測 定 、 低 角 光 散 乱 測 定 、 軸 性 光 損 失 測 定 ） に よ っ て 明 ら か
に す る こ と も 可 能 で あ る こ と を 理 解 さ れ た い 。 一 般 に 、 低 角 光 散 乱 は 、 入 射 光 か ら 10° 未
満 の 範 囲 で 測 定 さ れ る 光 散 乱 信 号 と し て 定 義 さ れ る 。 軸 性 光 損 失 （ ALL、 前 方 消 失 と し て
も 知 ら れ る ） は 、 一 般 に 、 粒 子 が 入 射 光 ビ ー ム を 通 過 し て 光 検 出 器 で 検 出 さ れ る こ と が 原
因 と な っ た 光 エ ネ ル ギ ー の 減 少 で あ る 。 一 般 に ALL信 号 は 、 入 射 光 か ら 約 0° ～ 約 1° の 角
度 で 検 出 さ れ る 。 低 角 光 散 乱 と ALL信 号 の 両 方 と も 、 細 胞 の サ イ ズ の 影 響 を 強 く 受 け る 。
低 角 光 散 乱 と ALL信 号 を 測 定 す る た め の 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る 装 置 と 方 法 を 利 用 し 、 本
発 明 の 目 的 で 細 胞 体 積 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 別 の 一 実 施 態 様 で は 、 マ ラ リ ア は 、 細 胞 特 性 の 変 化 に 関 す る 情 報 を 2つ 以 上 の 異
な る 白 血 球 部 分 集 合 か ら 得 て 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 検 出 で き る 。 例 え ば 、 2つ の 異 な
る 白 血 球 部 分 集 合 か ら の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ を 組 み 合 わ せ た り 、 1つ の 白 血 球 部 分 集 合 の
細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ を 、 別 の 白 血 球 部 分 集 合 の 不 透 明 度 の 標 準 偏 差 と 組 み 合 わ せ た り す る
。 検 出 可 能 な 2つ 以 上 の パ ラ メ ー タ の 関 数 と し て の 判 別 因 子 を 利 用 す る と 、 1つ の タ イ プ の
細 胞 だ け か ら の 1つ の パ ラ メ ー タ を 用 い る よ り も 感 度 と 特 異 度 を さ ら に 大 き く で き る こ と
が 見 い だ さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 以 下 の 式 に よ っ て 定 義 さ れ る 判 別 因 子 を マ ラ リ ア を 感 知 す る た め の 特
異 的 指 標 と し て 用 い る 。
　 　 D=Vsd（ リ ン パ 球 ） × Vsd（ 単 球 ） ／ 100
　 た だ し Dは 判 別 因 子 を 表 わ し ； Vは DC測 定 に よ っ て 明 ら か に な る 細 胞 体 積 を 表 わ し ； sdは
標 準 偏 差 を 表 わ し ； Vsdは 細 胞 体 積 の 標 準 偏 差 を 表 わ し ； Vsd（ リ ン パ 球 ） は DC測 定 で 得 ら
れ る リ ン パ 球 の 細 胞 体 積 の 標 準 偏 差 を 表 わ す 。
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【 ０ ０ ２ ５ 】
　 実 施 例 に 示 し て あ る よ う に 、 上 記 の 判 別 因 子 を 用 い た 本 発 明 の 方 法 は 、 マ ラ リ ア を 検 出
す る 感 度 と 特 異 度 が 大 き い こ と が わ か っ た 。 こ の 方 法 は 、 脱 分 極 光 散 乱 測 定 を 利 用 し た 公
知 の 方 法 に 匹 敵 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 血 液 サ ン プ ル を 用 い た 上 記 の マ ラ リ ア 検 出 法 は 、 他 の 寄 生 虫 （ 例 え ば ト キ ソ プ ラ ズ マ ・
ゴ ン ヂ 、 リ ー シ ュ マ ニ ア 属 、 バ ベ シ ア 属 ） の 感 染 を 検 出 す る の に も 使 用 で き る 。 マ ラ リ ア
の 原 因 で あ る プ ラ ス モ ジ ウ ム 属 の 感 染 と 同 様 、 患 者 が ト キ ソ プ ラ ズ マ ・ ゴ ン ヂ 、 リ ー シ ュ
マ ニ ア 属 、 バ ベ シ ア 属 の い ず れ か に 感 染 し た と き に は 、 そ の 患 者 の 末 梢 血 の 中 に 活 性 化 さ
れ た 単 球 や マ ク ロ フ ァ ー ジ が 存 在 し て い る 。 特 定 の 寄 生 虫 に 感 染 し た こ と を 示 す 基 準 （ 例
え ば 細 胞 分 布 パ ラ メ ー タ の カ ッ ト オ フ 値 ） は 、 個 々 の 感 染 に 関 し て 決 定 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら に 、 こ の 方 法 に は 、 疾 患 と 関 係 す る 細 胞 分 布 特 性 の パ タ ー ン 認 識 を さ ら に 含 め る こ
と が で き る 。 例 え ば 図 1に 示 し て あ る よ う に 、 マ ラ リ ア ・ サ ン プ ル で は 、 DCに お い て リ ン
パ 球 の 下 に 追 加 の 集 団 が 一 般 に 観 察 さ れ る 。 特 定 の 細 胞 分 布 特 性 を 利 用 し 、 こ の 検 出 法 の
感 度 と 特 異 度 を さ ら に 向 上 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 別 の 一 実 施 態 様 で は 、 マ ラ リ ア を 検 出 す る た め 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 白 血 球 に
関 す る 2回 の 別 々 の 測 定 結 果 を 利 用 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 こ の 方 法 は 、 血 液 サ ン プ ル の 第 1
の ア リ コ ー ト を 第 1の 溶 解 試 薬 系 に 曝 露 し て 赤 血 球 を 溶 解 さ せ て 第 1の サ ン プ ル 混 合 物 を 形
成 す る ス テ ッ プ と ； そ の 血 液 サ ン プ ル の 第 2の ア リ コ ー ト を 第 2の 溶 解 試 薬 系 に 曝 露 し て 赤
血 球 を 溶 解 さ せ て 第 2の サ ン プ ル 混 合 物 を 形 成 す る ス テ ッ プ と ； 第 1の サ ン プ ル 混 合 物 の 白
血 球 に 関 す る 第 1の 示 差 分 析 を 血 液 分 析 装 置 で 実 行 し 、 白 血 球 部 分 集 合 の 細 胞 体 積 分 布 を
取 得 す る ス テ ッ プ と ； 第 2の サ ン プ ル 混 合 物 の 白 血 球 に 関 す る 第 2の 示 差 分 析 を 血 液 分 析 装
置 で DCイ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 に よ っ て 実 行 し 、 そ の DCイ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 の 結 果 を 利 用 し て
白 血 球 の 細 胞 分 布 を 取 得 す る ス テ ッ プ と ； 第 1の サ ン プ ル 混 合 物 に 関 し て 得 ら れ た 細 胞 体
積 分 布 か ら 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ を 取 得 す る ス テ ッ プ と ； 第 2の サ ン プ ル 混 合 物 に 関 し て 得
ら れ た 細 胞 分 布 の パ タ ー ン を 分 析 す る ス テ ッ プ と ； こ れ ら 2つ の 分 析 結 果 を 合 わ せ る こ と
に よ っ て 得 ら れ る プ ロ フ ァ イ ル を 分 析 し 、 そ の プ ロ フ ァ イ ル を マ ラ リ ア に 関 す る 所 定 の 基
準 と 比 較 し て 評 価 す る ス テ ッ プ と ； そ の プ ロ フ ァ イ ル が マ ラ リ ア に 関 す る 所 定 の 基 準 に 合
致 し て い る 場 合 に は 血 液 サ ン プ ル が マ ラ リ ア で あ る こ と を 示 し て い る こ と を 報 告 す る ス テ
ッ プ を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 第 1の 溶 解 試 薬 系 、 第 1の サ ン プ ル 混 合 物 の 白 血 球 に 関 す る 第 1の 示 差 分 析 、 第 1の サ ン プ
ル 混 合 物 に 関 し て 得 ら れ た 細 胞 体 積 分 布 か ら の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ は 、 VCS測 定 を 利 用 し
て 上 に 説 明 し た の と 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 目 的 で 血 液 サ ン プ ル を 溶 解 さ せ る の に 適 し た 第 2の 溶 解 試 薬 系 は 、 等 張 性 血 液
希 釈 剤 と 溶 解 試 薬 を 含 む こ と が で き る 。 そ れ に つ い て は 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,346,01
8号 、 第 4,521,518号 、 第 4,528,274号 、 第 4,962,038号 、 第 5,763,280号 、 第 5,834,315号 、
第 5,882,934号 、 第 5,935,857号 、 第 6,573,102号 に 記 載 さ れ て い る （ そ の 全 体 が 参 考 と し
て こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る ） 。 第 2の 溶 解 試 薬 系 の 一 例 は 、 ベ ッ ク マ ン
・ コ ー ル タ ー 社 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） が 製 造 し て い る ラ イ ス S（ 登 録 商 標 ） III Diff溶 解
試 薬 と ア イ ソ ト ン （ 登 録 商 標 ） III希 釈 剤 で あ る 。 適 切 な 別 の 一 例 は 、 同 社 が 製 造 し て い
る ラ イ ス S（ 登 録 商 標 ） 4溶 解 試 薬 と ア イ ソ ト ン （ 登 録 商 標 ） 4希 釈 剤 で あ る 。 あ る い は 試
薬 系 は 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,882,934号 （ そ の 全 体 が 参 考 と し て こ の 明 細 書 に 組 み 込
ま れ て い る も の と す る ） に 記 載 さ れ て い る 等 張 性 溶 解 試 薬 で も よ い 。 こ の 試 薬 で 血 液 サ ン
プ ル を 希 釈 す る と 同 時 に 赤 血 球 を 溶 解 さ せ た 後 、 分 析 を 行 な う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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　 第 2の サ ン プ ル 混 合 物 の 白 血 球 に 関 す る 第 2の 示 差 分 析 を 血 液 分 析 装 置 で DCイ ン ピ ー ダ ン
ス 測 定 に よ っ て 実 行 し 、 そ の DCイ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 の 結 果 を 利 用 し て 白 血 球 の 細 胞 分 布 を
取 得 す る 方 法 は 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,286,963号 、 第 4,485,175号 、 第 6,673,618 B1号
に 十 分 に 記 載 さ れ て い る （ そ の 全 体 が 参 考 と し て こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す
る ） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の 明 細 書 で 用 い る 血 液 分 析 装 置 に お い て 、 血 液 サ ン プ ル の 第 2の ア リ コ ー ト を 血 液 希
釈 剤 で 希 釈 し た 後 、 所 定 量 の 第 2の 溶 解 試 薬 と 混 合 し 、 赤 血 球 を 溶 解 さ せ る 。 す る と 第 2の
サ ン プ ル 混 合 物 が 形 成 さ れ る 。 上 記 の 溶 解 試 薬 を 利 用 し て 白 血 球 の 一 部 を 溶 解 さ せ る 。 得
ら れ る 細 胞 分 布 は 、 あ る 程 度 、 白 血 球 部 分 集 合 の 核 体 積 に 依 存 す る 。 こ の 細 胞 分 布 は 、 第
1の サ ン プ ル 混 合 物 の 測 定 か ら 得 ら れ た 細 胞 体 積 分 布 と は 異 な る 。 一 般 に 、 こ の 細 胞 分 布
を も と に し て 白 血 球 を 2つ ま た は 3つ の 部 分 集 合 に 分 け る こ と が で き る 。 こ れ は 、 一 般 に 、
2部 区 分 ま た は 3部 区 分 と 呼 ば れ る 。 3部 区 分 に よ り 、 白 血 球 が リ ン パ 球 、 単 球 、 顆 粒 球 に
分 か れ る 。 マ ラ リ ア ・ サ ン プ ル で は 、 図 1に 示 し て あ る よ う に 、 リ ン パ 球 の 左 横 に 追 加 の
集 団 が 存 在 す る こ と が わ か っ た 。 こ れ は 、 赤 血 球 の 中 に い る 寄 生 虫 、 ま た は 白 血 球 の 中 に
あ る 消 化 さ れ た マ ラ リ ア の 色 素 に よ る も の で あ ろ う 。 こ の よ う な 細 胞 分 布 特 性 を 利 用 す る
と 、 第 1の サ ン プ ル 混 合 物 の 分 析 に 基 づ い た 上 記 の 方 法 に よ っ て マ ラ リ ア を 検 出 す る 感 度
と 特 異 度 を さ ら に 向 上 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 し た が っ て 一 実 施 態 様 で は 、 上 記 の よ う に し て 第 1の サ ン プ ル 混 合 物 に 関 し て 得 ら れ た
細 胞 体 積 分 布 の 細 胞 体 積 パ ラ メ ー タ の 分 析 結 果 を 、 第 2の サ ン プ ル 混 合 物 に 関 し て 得 ら れ
た 細 胞 分 布 パ タ ー ン の 分 析 結 果 と 合 わ せ 、 1つ の プ ロ フ ァ イ ル を 得 る こ と が で き る 。 こ の
プ ロ フ ァ イ ル を マ ラ リ ア に 関 す る 所 定 の 基 準 と 比 較 し て 評 価 し 、 そ の プ ロ フ ァ イ ル が マ ラ
リ ア に 関 す る 所 定 の 基 準 に 合 致 し て い る 場 合 に は 血 液 サ ン プ ル が マ ラ リ ア で あ る こ と を 示
し て い る こ と を 報 告 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を 説 明 す る た め の も の で あ り 、 請 求 項 に 規 定 さ れ て い る 本 発 明 の
範 囲 が こ の 実 施 例 に 限 定 さ れ る と 考 え て は な ら な い 。 以 下 の 開 示 内 容 に 従 っ て 本 発 明 の 方
法 を 変 更 で き る こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
（ a） 患 者
　 マ ラ リ ア に つ い て 研 究 す る た め 、 89個 の 全 血 サ ン プ ル を 分 析 し た 。 こ れ ら サ ン プ ル は 、
マ ラ リ ア が 風 土 病 で あ る 地 域 出 身 の 患 者 、 ま た は そ の 地 域 を 旅 行 し た 患 者 に 説 明 で き な い
発 熱 が あ る と い う 理 由 で 、 内 科 医 に よ る 血 液 の 分 析 を 必 要 と し た 。 そ の う ち の 32人 は 、 マ
ラ リ ア 陽 性 で あ る こ と が わ か っ た 。 原 因 は 、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 （ 28人 ） ま た は 三 日 熱 マ
ラ リ ア 原 虫 （ 4人 ） で あ っ た 。 57人 は 、 以 下 に 説 明 す る 標 準 法 に よ っ て 陰 性 で あ る こ と が
わ か っ た 。 患 者 の 年 齢 は 、 8ヶ 月 ～ 72歳 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
（ b） 血 液 分 析 装 置
　 す べ て の サ ン プ ル （ マ ラ リ ア 陽 性 ま た は マ ラ リ ア 陰 性 ） を コ ー ル タ ー GEN*S（ 登 録 商 標
） 血 液 分 析 装 置 （ ベ ッ ク マ ン ・ コ ー ル タ ー 社 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） が 製 造 ） で 調 べ た 。 こ
の 明 細 書 で は 、 こ の 血 液 分 析 装 置 を 単 に 装 置 と も 呼 ぶ 。 こ の 血 液 分 析 装 置 で は 、 白 血 球 に
関 し て 別 々 の 2つ の 示 差 分 析 を 行 な う 。 第 1の 示 差 分 析 は 、 第 1の 血 液 サ ン プ ル の ア リ コ ー
ト を エ リ ス ロ ラ イ ス （ 登 録 商 標 ） IIと 混 合 し て 赤 血 球 を 溶 解 さ せ た 後 、 ス タ ビ ラ イ ス （ 登
録 商 標 ） と 混 合 し て 白 血 球 を 安 定 化 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 し た 第 1の サ ン プ ル 混 合 物 に
対 し 、 VCS測 定 を 利 用 し て 実 施 す る 。 VCS測 定 に よ り 、 白 血 球 が 5つ の 部 分 集 合 に 分 か れ る
。 す な わ ち リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 好 塩 基 球 、 好 酸 球 で あ る 。 第 2の 示 差 分 析 は 、 第 2の
血 液 サ ン プ ル の ア リ コ ー ト を ア イ ソ ト ン （ 登 録 商 標 ） 希 釈 剤 で 希 釈 し 、 ラ イ ス S（ 登 録 商
標 ） III Dif試 薬 と 混 合 す る こ と に よ っ て 調 製 し た 第 2の サ ン プ ル 混 合 物 に 対 し 、 DCイ ン ピ
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ー ダ ン ス 測 定 を 利 用 し て 実 施 す る 。 DCイ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 に よ り 、 白 血 球 の 全 カ ウ ン ト 数
が 得 ら れ る だ け で な く 、 1次 元 DCヒ ス ト グ ラ ム （ 一 般 に WBCヒ ス ト グ ラ ム と 呼 ば れ る ） を 利
用 し て 白 血 球 が 3つ の 部 分 集 合 に 分 か れ る 。 す な わ ち リ ン パ 球 、 単 球 、 顆 粒 球 で あ る 。 検
出 法 を 反 映 さ せ る た め 、 こ の 明 細 書 で は こ の ヒ ス ト グ ラ ム を WBC DCヒ ス ト グ ラ ム と 呼 ぶ 。
上 記 の す べ て の 試 薬 は 、 ベ ッ ク マ ン ・ コ ー ル タ ー 社 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） が 製 造 し て い る
。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 図 1に は 、 2つ の DC対 RLS散 乱 図 （ 一 方 は マ ラ リ ア 陰 性 患 者 か ら の も の で あ り 、 他 方 は マ
ラ リ ア 陽 性 患 者 か ら の も の で あ る ） と 、 2つ の WBC DCヒ ス ト グ ラ ム が 示 し て あ る 。 マ ラ リ
ア 陽 性 サ ン プ ル で は 分 布 の 特 徴 が い く つ か 観 察 さ れ る 。 そ れ は 、 単 球 と リ ン パ 球 の 集 団 の
広 が り の 異 常 な 増 加 、 リ ン パ 球 の 集 団 の 下 に あ る 追 加 の 集 団 、 WBC DCヒ ス ト グ ラ ム の 左 側
に あ る 追 加 の 集 団 で あ る 。 こ れ ら の 特 徴 は 、 マ ラ リ ア 患 者 で 頻 繁 に 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 血 液 分 析 装 置 の 別 の ス ク リ ー ン で 図 2に 示 し た パ ラ メ ー タ を 見 る こ と が で き る 。 そ れ は
、 4つ の 主 要 な 集 団 そ れ ぞ れ に つ い て の DCま た は 体 積 （ Vと 表 示 ） 、 不 透 明 度 （ Cと 表 示 ）
、 回 転 光 散 乱 （ Sと 表 示 ） の 平 均 値 （ MEAN） と 標 準 偏 差 （ SD） で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 血 液 分 析 装 置 を 利 用 す る と 、 操 作 者 が 選 択 し た 基 準 に 従 っ て 判 別 ル ー ル を 作 る
こ と が で き る 。 こ の ル ー ル は 、 全 血 サ ン プ ル の 血 液 異 常 を 検 出 す る た め の 正 確 な 警 告 シ ス
テ ム に な る こ と が 示 さ れ た （ Amouroux他 、 2003年 、 「 判 別 ル ー ル 」 、 Annales de Biologi
e Clinique、 第 61巻 、 576～ 584ペ ー ジ ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
（ c） 標 準 法
　 プ ラ ス モ ジ ウ ム 属 が 赤 血 球 （ RBC） に 侵 入 し て い る か い な い か が わ か る 血 液 塗 沫 試 験 に
よ っ て 全 サ ン プ ル を 分 析 し 、 “ マ ラ リ ア 陽 性 ” 患 者 と “ マ ラ リ ア 陰 性 ” 患 者 に 分 け た 。 陽
性 群 に な っ た 32個 の サ ン プ ル で は 、 侵 入 を 受 け た RBCの 割 合 が 0.1％ ～ 4.65％ の 範 囲 で あ っ
た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
（ d） 統 計 的 方 法
　 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル に つ い て 、 血 液 分 析 装 置 に 表 示 さ れ る 表 （ 図 2） か ら 、 リ ン パ 球 、
単 球 、 好 中 球 の DC、 不 透 明 度 、 回 転 光 散 乱 の 平 均 値 と 標 準 偏 差 （ SD） を 取 得 し た 。 DC、 不
透 明 度 、 回 転 光 散 乱 は 、 装 置 の デ ィ ス プ レ イ に 表 示 さ れ る 表 で は 、 そ れ ぞ れ V、 C、 Sと な
っ て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 患 者 を 2つ の グ ル ー プ に 分 け た 。 マ ラ リ ア 陽 性 群 と マ ラ リ ア 陰 性 群 で あ る 。 パ ラ メ ー タ
に 対 し て ま ず 最 初 に ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク 検 定 （ ウ ィ ル コ ク ソ ン 順 位 和 検 定 ） を 行 な い 、 陰
性 群 の 結 果 と 陽 性 群 の 結 果 を 互 い に 比 較 し た 。 次 に 、 こ の 検 定 に よ っ て 有 意 差 が 見 ら れ た
パ ラ メ ー タ に 対 し て レ シ ー バ ・ オ ペ レ ー テ ィ ン グ 特 性 曲 線 （ ROC） 分 析 を 行 な い 、 2つ の グ
ル ー プ で 観 察 さ れ た 違 い が マ ラ リ ア に 特 異 的 で あ る か ど う か と 、 マ ラ リ ア を 検 出 す る た め
の 最 適 な カ ッ ト オ フ 基 準 で あ る か ど う か を 明 ら か に し た 。 単 球 と リ ン パ 球 の DC（ 体 積 ） パ
ラ メ ー タ か ら の 判 別 因 子 に 対 し て も ROC分 析 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
（ e） 選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ の 評 価
　 統 計 的 分 析 に よ り 、 単 球 と リ ン パ 球 の DC（ 体 積 ） パ ラ メ ー タ は 、 マ ラ リ ア 陽 性 患 者 を マ
ラ リ ア 陰 性 患 者 と 区 別 す る 上 で 他 の パ ラ メ ー タ よ り も 有 効 で あ る こ と が わ か っ た た め 、 こ
れ ら パ ラ メ ー タ に つ い て 、 血 液 分 析 装 置 の 1ヶ 月 に わ た る 再 現 性 と 安 定 性 、 装 置 ご と の 変
動 、 サ ン プ ル の パ ラ メ ー タ の 経 時 変 化 を さ ら に 調 べ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 血 液 ド ナ ー か ら の 10個 の 血 液 サ ン プ ル を 用 い て 再 現 性 を 調 べ た 。 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル を
血 液 分 析 装 置 で 10回 調 べ 、 単 球 と リ ン パ 球 の 体 積 パ ラ メ ー タ の 変 動 係 数 （ CV） を 各 サ ン プ
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ル に つ い て 計 算 し た 。 次 に 、 各 パ ラ メ ー タ の 再 現 性 を 10個 の サ ン プ ル の 平 均 CVと し て 表 わ
し た 。 Vsd（ リ ン パ 球 ） と Vsd（ 単 球 ） の 再 現 性 を 上 記 の 手 続 き に 従 っ て 計 算 し た 。 こ れ ら
の 値 の 変 動 係 数 の 平 均 値 は 、 そ れ ぞ れ 4.4％ と 5.5％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 サ ン プ ル の 経 時 的 な 変 化 を 、 血 液 回 収 後 77時 間 に わ た っ て 1つ の パ ラ メ ー タ の 変 化 と し
て 調 べ た 。 血 液 ド ナ ー か ら 15個 の サ ン プ ル を 回 収 し 、 血 液 を 回 収 し て か ら 5時 間 、 8時 間 後
、 11時 間 後 、 17時 間 後 、 29時 間 後 、 53時 間 後 、 77時 間 後 に 同 じ 装 置 で 測 定 し た 。 リ ン パ 球
と 単 球 の 体 積 の 平 均 値 と 標 準 偏 差 を そ れ ぞ れ 計 算 し 、 77時 間 の 期 間 に わ た る こ れ ら パ ラ メ
ー タ の 変 化 を 調 べ た 。 図 5に 示 し て あ る よ う に 、 Vsd（ リ ン パ 球 ） と Vsd（ 単 球 ） は 、 血 液
サ ン プ ル を 回 収 し て か ら 11時 間 以 内 は 安 定 で あ る 。 血 液 を 回 収 し て か ら 5時 間 、 8時 間 、 11
時 間 後 の Vsd（ リ ン パ 球 ） と Vsd（ 単 球 ） の 平 均 値 は 、 そ れ ぞ れ 14.8、 15、 15.9と 、 18.3、
17.5、 18.4で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 血 液 分 析 装 置 の 安 定 性 を 、 GEN*Sと 同 じ 製 造 者 が 製 造 し て い て GEN*Sと 同 じ VCS検 出 シ ス
テ ム を 有 す る LH750血 液 分 析 装 置 で 調 べ た 。 ド ナ ー か ら の 血 液 サ ン プ ル 群 （ 各 群 に は 10個
の サ ン プ ル ） を 1ヶ 月 に わ た っ て 定 期 的 に 調 べ る こ と に よ っ て 安 定 性 を 調 べ た 。 リ ン パ 球
と 単 球 の 体 積 の 平 均 値 と 標 準 偏 差 を そ れ ぞ れ の 群 に つ い て 計 算 す る こ と に よ り 、 1ヶ 月 間
の 正 常 値 の 変 動 を モ ニ タ ー す る こ と が で き た 。 装 置 の 安 定 性 を 図 4に 示 し て あ る 。 1ヶ 月 間
に わ た り 、 複 数 の 血 液 ド ナ ー 群 か ら の 血 液 サ ン プ ル の Vsd（ リ ン パ 球 ） と Vsd（ 単 球 ） の 平
均 値 は 、 そ れ ぞ れ 18.6～ 20.6（ 平 均 値 ： 19.6） 、 15.3～ 16.9（ 平 均 値 ： 15.9） の 範 囲 で 変
化 し 、 CVは 両 方 の 値 で 4％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 2つ の LH750血 液 分 析 装 置 で 装 置 間 の 比 較 を 行 な い 、 両 者 を 製 造 者 の 要 請 に 従 っ て セ ッ ト
し た 。 血 液 ド ナ ー か ら の 85個 の 全 血 サ ン プ ル を 第 1の 装 置 で 調 べ 、 81個 の サ ン プ ル を 第 2の
装 置 で 調 べ た 。 Vsd（ リ ン パ 球 ） と Vsd（ 単 球 ） の 平 均 値 を 比 較 す る こ と に よ っ て 2つ の 装
置 間 の 差 を 計 算 し た 。 装 置 間 の 比 較 結 果 を 表 1に 示 す 。 こ の 表 か ら わ か る よ う に 、 2つ の 異
な る 装 置 で 報 告 さ れ た Vsd（ リ ン パ 球 ） と Vsd（ 単 球 ） は よ く 一 致 し て い る 。 こ れ ら 2つ の
装 置 で の Vsd（ リ ン パ 球 ） と Vsd（ 単 球 ） の 差 は 、 そ れ ぞ れ 3.2％ と 1.5％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ９ 】
（ f） 結 果
　 装 置 が 報 告 し た DC、 不 透 明 度 、 RLSの 各 パ ラ メ ー タ に 関 す る 第 1回 目 の 分 析 を 、 陽 性 群 と
陰 性 群 の リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 に つ い て 実 施 し た 。 こ の 分 析 は 、 ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク 検
定 （ ウ ィ ル コ ク ソ ン 順 位 和 検 定 ） を 利 用 し て 行 な っ た 。 表 2に 、 こ れ ら 2つ の 群 の 統 計 的 結
果 （ 各 パ ラ メ ー タ に 関 す る 平 均 値 と 標 準 偏 差 ） と 、 差 の 有 意 性 を 示 し て あ る 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
　 表 2か ら 、 有 意 差 が 、 好 中 球 の 1つ の パ ラ メ ー タ （ す な わ ち 平 均 体 積 ） と 、 リ ン パ 球 の 2
つ の パ ラ メ ー タ （ す な わ ち 体 積 の 標 準 偏 差 と 、 不 透 明 度 の 標 準 偏 差 ） と 、 単 球 の 3つ の パ
ラ メ ー タ （ す な わ ち 平 均 体 積 と 、 体 積 の 標 準 偏 差 と 、 不 透 明 度 の 標 準 偏 差 ） で 観 察 さ れ た
こ と が わ か る 。 2つ の 群 で 有 意 差 を 示 し た こ れ ら 6つ の パ ラ メ ー タ に 対 し 、 ROC分 析 を 実 施
し た 。 表 3に 、 調 べ た 各 パ ラ メ ー タ に 関 す る ROC分 析 の 結 果 を 、 感 度 、 特 異 度 、 カ ッ ト オ フ
値 に つ い て 示 し て あ る 。 ROC曲 線 よ り も 下 の 面 積 （ AUC） も 示 し て あ る 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ １ 】
　 見 て わ か る よ う に ROC分 析 か ら 得 ら れ る カ ッ ト オ フ 値 を 、 マ ラ リ ア を 示 す 基 準 と し て 使
用 す る 。 表 3に 示 し た 結 果 か ら 、 2つ の パ ラ メ ー タ （  Vsd（ リ ン パ 球 ） × Vsd（ 単 球 ） ） が
、 90％ を 超 え る 感 度 と 60％ を 超 え る 特 異 度 を 示 し 、 AUCは そ れ ぞ れ 0.876と 0.822で あ る こ
と が わ か っ た 。 し た が っ て こ れ ら 2つ の パ ラ メ ー タ が 、 マ ラ リ ア 陽 性 サ ン プ ル を マ ラ リ ア
陰 性 サ ン プ ル と 区 別 す る 上 で 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 さ ら に 、 以 下 の 式 に よ っ て 定 義 さ れ る 判 別 因 子 （ D） を こ れ ら 2つ の パ ラ メ ー タ か ら 導 出
し 、 検 出 の 特 異 度 を さ ら に 改 善 し た 。
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　 　 D = Vsd（ リ ン パ 球 ） × Vsd（ 単 球 ） ／ 100
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 図 3に 示 し て あ る よ う に 、 こ の 判 別 因 子 に 対 し て 実 施 し た ROC分 析 か ら 、 判 別 因 子 の 値 が
5.06よ り も 大 き い と 、 感 度 96.9％ と 特 異 度 82.5％ で マ ラ リ ア が 存 在 し て い る こ と が わ か っ
た 。 さ ら に 、 100％ の 感 度 に 対 応 す る カ ッ ト オ フ 値 は 4.81で あ り 、 そ の と き の 特 異 度 は 77.
2％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 し た が っ て こ の 判 別 因 子 は 特 異 度 を 82.5％ に 改 善 し 、 感 度 は 96.9％ と 高 か っ た 。 表 4に
示 し て あ る よ う に 、 マ ラ リ ア の 検 出 に こ の 判 別 因 子 を 使 用 す る 場 合 の 性 能 は 、 文 献 に 報 告
さ れ て い る 公 知 の 検 出 法 に 匹 敵 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ Scott他 、 2003年 、 Clinical and Laboratory Haematology、 第 25巻 、 77～ 86ペ ー ジ
　 Grobusch他 、 2003年 、 Cytometry part B (clinical cytometry、 第 55巻 B、 46～ 51ペ ー
ジ
　 Kramer他 、 2001年 、 Cytometry、 第 45巻 、 133～ 140ペ ー ジ
　 Hancheid他 、 2001年 、 American Journal of Tropical Medicine、 第 64巻 、 190～ 192ペ
ー ジ
　 Mendelow他 、 1999年 、 British Journal of Haematology、 第 104巻 、 499～ 503ペ ー ジ 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 を 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 を 参 照 し て 説 明 し て き た 。 し か し 本 発 明 の 精 神 を 逸 脱 す
る こ と な く さ ま ざ ま な 変 更 を な し う る こ と 、 そ し て そ の よ う な 変 更 が 添 付 の 請 求 項 の 範 囲
に 含 ま れ る こ と が わ か る で あ ろ う 。 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 し 、 添 付 の 図 面 に 図 示 し た が 、 本
発 明 の 範 囲 が そ れ だ け に 限 定 さ れ る と 考 え て は な ら ず 、 そ の 好 ま し い 実 施 態 様 の 具 体 例 で
あ る と 見 な す べ き で あ る 。 し か し 明 細 書 で 説 明 し 、 添 付 の 請 求 項 に 規 定 し た 本 発 明 の 精 神
と 範 囲 に お い て 、 そ し て 法 律 的 に そ れ と 同 等 な 範 囲 に お い て 、 さ ま ざ ま な 改 変 や 変 更 を な
し う る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。 こ の 明 細 書 で 引 用 し た す べ て の 特 許 と そ れ 以 外 の 刊 行 物 は
、 参 考 と し て 明 ら か な 形 で こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 図 １ 】 マ ラ リ ア 陰 性 サ ン プ ル （ 左 側 ） と マ ラ リ ア 陽 性 サ ン プ ル （ 右 側 ） に 関 す る VCS散
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乱 図 と DC白 血 球 分 布 ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。
【 図 ２ 】 コ ー ル タ ー 社 の Gen*S血 液 分 析 装 置 と LH血 液 分 析 装 置 で 得 ら れ た DC（ V） 、 不 透 明
度 （ C） 、 RLS（ S） と い う パ ラ メ ー タ の 値 を 示 す 表 で あ る 。
【 図 ３ 】 判 別 因 子 （ Vsd（ リ ン パ 球 ） × Vsd（ 単 球 ） ） の ROC曲 線 で あ る 。 カ ッ ト オ フ と 、
対 応 す る 感 度 お よ び 特 異 度 の ほ か 、 曲 線 下 の 面 積 （ AUC） が 示 し て あ る 。
【 図 ４ 】 血 液 ド ナ ー か ら 1ヶ 月 か け て 回 収 し た い く つ か の サ ン プ ル 群 （ 各 群 に は 10人 の ド
ナ ー が 含 ま れ る ） に お け る Vsd（ 単 球 ） と Vsd（ リ ン パ 球 ） の 変 動 を 示 し て い る 。
【 図 ５ 】 15人 の 血 液 ド ナ ー か ら な る 群 に お け る Vsd（ 単 球 ） と Vsd（ リ ン パ 球 ） の 経 時 変 化
を 示 し て い る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

一种检测寄生虫感染，特别是疟疾的方法，包括将血液样品与裂解试剂
系统混合以裂解红细胞以形成样品混合物;步骤，并且白细胞样本混合物
的血液分析差异进行分析，以获得从利用示差分析的细胞体积测定结果
的白细胞亚群的细胞体积分布;从所述白血细胞亚群的细胞体积分布细胞
体积获取参数;将细胞体积参数与预定标准进行比较，如果细胞体积参数
满足预定标准，则报告细胞体积参数指示寄生虫感染。在这种方法中，
从两个不同的白细胞亚群的细胞体积参数中获得的判别因子也被用来与
预定标准进行比较。该方法进一步使用通过利用RF阻抗测量的结果获得
的单元分布的单元分布参数。
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