
(57)【要約】
　この生物試料中の細胞集団を計数するのに有用な方法は、単一反応混合物中で試料、第
一の発光スペクトルを有する蛍光色素で標識した第一の抗体、および追加の抗体を反応さ
せるステップを含む。この第一の抗体は、白血球および非白血球上で違った形で発現され
る抗原決定基と結合する。この追加の抗体は、成熟および未熟顆粒球または骨髄細胞上で
違った形で発現する抗原決定基と結合し、上記第一の蛍光色素か、または上記第一の発光
スペクトルと識別できる発光スペクトルを有する追加の蛍光色素のいずれかで標識される
。この反応混合物は、第一または追加の発光スペクトルの一方と部分的に重なり合う発光
スペクトルを有する核酸色素と混ぜ合わせることができる。この反応混合物は、非有核赤
色血液細胞をそれぞれ違った形で溶血し、かつ白血球を保存する溶血系で処理することが
できる。血液学的細胞の集団は、それぞれの集団について少なくとも 2つのパラメータ（
蛍光、光学的、および電気的）を用いて検出され、計数される。

10

JP 2008-500558 A 2008.1.10



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 A　 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 第 一 の 抗 体 で あ っ て 、
試 料 中 の 白 血 球 お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結
合 す る 抗 体 ；
　 B（ 1） 前 記 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 追 加 の 抗 体 で あ っ て 、 成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球 ま
た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 追 加 の 抗 体
、 お よ び
　  （ 2） 追 加 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 追 加 の 抗 体 で あ っ て 、 前 記 追 加 の 抗 体 が 成 熟 お よ び
未 熟 顆 粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 し
、 か つ 前 記 追 加 の 蛍 光 色 素 が 前 記 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る 追 加 の 発 光 ス ペ ク ト
ル を 有 す る 追 加 の 抗 体
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 ； 並 び に
　 C（ i） 前 記 試 料 中 に 存 在 す る 非 有 核 赤 色 血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 溶 血 し 、 か つ 前
記 試 料 中 の 白 血 球 集 団 を 保 存 す る 溶 血 系 、
　  （ ii） 前 記 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル ま た は 前 記 追 加 の 発 光 ス ペ ク ト ル の 少 な く と も 一 方
と 部 分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 核 酸 色 素 、 お よ び
　  （ iii） （ i） お よ び （ ii） の 組 合 せ
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 成 分
を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 成 分 A～ Cが 、 混 和 さ れ て 生 物 試 料 と の 単 一 反 応 混 合 物 に な る よ う に 設 計 さ れ る 、 請
求 項 1に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 第 一 の 抗 体 が 成 熟 白 血 球 と 未 熟 白 血 球 を 識 別 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 第 一 の 抗 体 が 、 抗 CD45、 抗 CD11a、 抗 CD50、 抗 CD18、 抗 CD53、 お よ び 抗 CD62Lか ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 追 加 の 抗 体 が 、 2種 類 の 抗 原 CD16α お よ び CD16β と 結 合 す る こ と が で き る 抗 CD16、
抗 CD16β 、 抗 CD11b、 抗 CD15、 抗 CD35、 抗 CD24、 抗 CD10、 抗 CD49d、 CD64、 抗 CD87、 お よ び
抗 CD15か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 第 一 の 抗 体 が 抗 CD45で あ り 、 か つ 前 記 追 加 の 抗 体 が 抗 CD16ま た は 抗 CD16β で あ る 、
請 求 項 1に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 第 一 と 第 二 の 蛍 光 色 素 が 異 な る 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 第 一 と 第 二 の 蛍 光 色 素 が 同 じ で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 核 酸 色 素 が 、 細 胞 非 浸 透 性 色 素 ま た は 細 胞 浸 透 性 色 素 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 核 酸 色 素 が 、 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ 、 チ ア ゾ ー ル オ レ ン ジ 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 、 ノ
ニ ル ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ 色 素 、 ア ク リ ジ ン レ ッ ド 色 素 、 ト ル イ ジ ン ブ ル ー 色 素 、 SYTO(商
標 )色 素 、 TOTO(商 標 )色 素 、 YOYO(商 標 )色 素 、 お よ び BOBO(商 標 )色 素 で あ る 、 請 求 項 1に 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 球 状 化 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 前 記 溶 血 系 が 試 薬 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 溶 血 系 が 少 な く と も 2種 類 の 試 薬 を 含 む 、 請 求 項 12に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 A　 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 第 一 の 抗 体 で あ っ て 、
生 物 試 料 中 の 白 血 球 お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基
と 結 合 す る 抗 体 ；
　 B（ 1） 前 記 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 追 加 の 抗 体 で あ っ て 、 成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球 ま
た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 追 加 の 抗 体
、 お よ び
　  （ 2） 追 加 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 追 加 の 抗 体 で あ っ て 、 前 記 追 加 の 抗 体 が 成 熟 お よ び
未 熟 顆 粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 し
、 か つ 前 記 追 加 の 蛍 光 色 素 が 前 記 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る 追 加 の 発 光 ス ペ ク ト
ル を 有 す る 追 加 の 抗 体
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 ； 並 び に
　 C　 前 記 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル ま た は 前 記 追 加 の 発 光 ス ペ ク ト ル の 少 な く と も 一 方 と 部
分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 核 酸 色 素
を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 成 分 A～ Cが 混 和 さ れ て 生 物 試 料 と の 単 一 反 応 混 合 物 に な る よ う に 設 計 さ れ 、 前 記 混
合 物 が 前 記 試 料 中 の 少 な く と も 8種 類 の 血 液 学 的 細 胞 集 団 の 計 数 を 可 能 に す る 、 請 求 項 14
に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 A　 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 第 一 の 抗 体 で あ っ て 、
生 物 試 料 中 の 白 血 球 お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基
と 結 合 す る 抗 体 ；
　 B（ 1） 前 記 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 追 加 の 抗 体 で あ っ て 、 成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球 ま
た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 追 加 の 抗 体
、 お よ び
　  （ 2） 追 加 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 追 加 の 抗 体 で あ っ て 、 前 記 追 加 の 抗 体 が 成 熟 お よ び
未 熟 顆 粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 し
、 か つ 前 記 追 加 の 蛍 光 色 素 が 前 記 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る 追 加 の 発 光 ス ペ ク ト
ル を 有 す る 追 加 の 抗 体
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 ； 並 び に
　 C　 前 記 試 料 中 に 存 在 す る 非 有 核 赤 色 血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 溶 血 し 、 か つ 前 記
試 料 中 の 白 血 球 集 団 を 保 存 す る 溶 血 系
を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 成 分 A～ Cが 混 和 さ れ て 核 酸 色 素 の 不 在 下 の 生 物 試 料 と の 単 一 反 応 混 合 物 に な る よ う
に 設 計 さ れ 、 前 記 混 合 物 が 前 記 試 料 中 の 少 な く と も 7種 類 の 血 液 学 的 細 胞 集 団 の 計 数 を 可
能 に す る 、 請 求 項 16に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 （ a） 白 血 球 お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結
合 す る 第 一 の 抗 体 ；
　 （ b） 成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る
抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 ；
　 （ c） 前 記 抗 体 （ a） お よ び 場 合 に よ り 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 （ b） と 関 連 す る 第
一 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一 の 蛍 光 色 素 ；
　 （ d） 追 加 の 抗 体 （ b） と 関 連 し た 前 記 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る 追 加 の 発 光 ス
ペ ク ト ル を 有 す る 追 加 の 蛍 光 色 素 ；
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　 （ e） （ 1） 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 非 有 核 赤 色 血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 溶 血 し 、 か
つ 生 物 試 料 中 の 白 血 球 集 団 を 保 存 す る 溶 血 系 ；
　 　 　  （ 2） 前 記 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル ま た は 前 記 追 加 の 発 光 ス ペ ク ト ル の 少 な く と も 一
方 と 部 分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 核 酸 色 素 、 お よ び
　 　 　  （ 3） （ 1） お よ び （ 2） の 組 み 合 わ せ
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 成 分 ； 並 び に
　 （ f） 上 記 成 分 （ a） ～ （ e） 用 の 包 装
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 （ g） 生 物 試 料 中 の 血 液 学 的 細 胞 集 団 を 計 数 す る た め の 方 法 の 実 施 用 の 使 用 説 明 書 、 試
料 お よ び 混 合 容 器 用 の 使 用 説 明 書 、 お よ び 前 記 抗 体 を 前 記 蛍 光 色 素 で 標 識 す る た め の 試 薬
用 の 使 用 説 明 書 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 構 成 要 素 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 18に 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 生 物 試 料 中 の 細 胞 集 団 を 計 数 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 A　 i　 前 記 試 料 ；
　 　  ii　 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 で あ っ て
、 前 記 試 料 中 の 白 血 球 お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定
基 と 結 合 す る 抗 体 ； お よ び
　 　  iii　 （ a） 前 記 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の 抗 体 で あ っ て 、 成 熟 お よ び 未 熟 顆
粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 追 加
の 抗 体 、 お よ び
　 （ b） 追 加 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の 抗 体 で あ っ て 、 前 記 追 加 の 抗 体 が 成 熟 お よ び 未
熟 顆 粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 し 、
か つ 前 記 追 加 の 蛍 光 色 素 が 前 記 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る 追 加 の 発 光 ス ペ ク ト ル
を 有 す る 追 加 の 抗 体
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 、
を 含 む 単 一 反 応 混 合 物 中 で 反 応 さ せ ；
　 B　 前 記 単 一 反 応 混 合 物 を 、
　 （ c） 前 記 試 料 中 に 存 在 す る 非 有 核 赤 色 血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 溶 血 し 、 か つ 前
記 試 料 中 の 白 血 球 集 団 を 保 存 す る 溶 血 試 薬 ；
　 （ d） 前 記 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル ま た は 前 記 追 加 の 発 光 ス ペ ク ト ル の 少 な く と も 一 方 と
部 分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 核 酸 色 素 ； お よ び
　 （ e） （ c） お よ び （ d） の 組 合 せ
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 成 分 と 接 触 さ せ ；
　 C　 1つ ま た は 複 数 の 蛍 光 の チ ャ ネ ル 、 1つ ま た は 複 数 の 光 学 的 パ ラ メ ー タ 、 1つ ま た は 複
数 の 電 気 的 パ ラ メ ー タ 、 お よ び こ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 2つ
の 同 一 ま た は 相 異 な る パ ラ メ ー タ に つ い て 前 記 混 合 物 を 測 定 す る 単 一 ス テ ッ プ に お い て 、
前 記 混 合 物 を 流 動 式 血 液 分 析 計 の 単 一 フ ロ ー ア パ ー チ ュ ア に 通 過 さ せ ； 並 び に
　 D　 前 記 集 団 の そ れ ぞ れ に つ い て 少 な く と も 2つ の パ ラ メ ー タ を 分 析 す る こ と に よ っ て 前
記 試 料 中 の 血 液 学 的 細 胞 の 集 団 を 計 数 す る こ と 、
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 通 過 の ス テ ッ プ に 先 立 っ て 前 記 試 料 中 に 追 加 の 試 薬 を 導 入 す る こ と に よ っ て 前 記 溶
血 試 薬 の 効 果 を 遅 ら せ る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 通 過 の ス テ ッ プ が 、 少 な く と も 1つ の 蛍 光 の チ ャ ネ ル を 測 定 す る 、 請 求 項 20に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 電 気 的 パ ラ メ ー タ の 測 定 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ４ 】
　 光 学 的 パ ラ メ ー タ の 測 定 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 少 な く と も 1つ の 光 学 的 パ ラ メ ー タ と 少 な く と も 1つ の 電 気 的 パ ラ メ ー タ の 測 定 を さ ら に
含 む 、 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 通 過 の ス テ ッ プ が 、 少 な く と も 2つ の 蛍 光 の チ ャ ネ ル と 光 学 的 パ ラ メ ー タ と を 測 定
す る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 通 過 の ス テ ッ プ が 、 少 な く と も 2つ の 蛍 光 の チ ャ ネ ル と 電 気 的 パ ラ メ ー タ と を 測 定
す る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 通 過 の ス テ ッ プ が 、 少 な く と も 2つ の 蛍 光 の チ ャ ネ ル 、 少 な く と も 1つ の 光 学 的 パ ラ
メ ー タ 、 お よ び 少 な く と も 1つ の 電 気 的 パ ラ メ ー タ を 測 定 す る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 光 学 的 パ ラ メ ー タ が 、 散 乱 光 、 前 方 散 乱 光 、 側 方 散 乱 光 、 軸 方 向 光 損 失 、 吸 光 度 、
後 方 散 乱 光 、 低 角 前 方 散 乱 光 、 お よ び 高 角 前 方 散 乱 光 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 電 気 的 パ ラ メ ー タ が 、 直 流 電 気 イ ン ピ ー ダ ン ス 、 電 気 抵 抗 、 無 線 周 波 数 、 DC、 お よ
び 不 透 明 度 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 光 学 的 パ ラ メ ー タ が 散 乱 光 の た だ 1つ の 角 度 で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 電 気 的 パ ラ メ ー タ が DC容 積 で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 第 一 の 抗 体 が 、 抗 CD45、 抗 CD11a、 抗 CD50、 抗 CD18、 抗 CD53、 お よ び 抗 CD62Lか ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 追 加 の 抗 体 が 、 2種 類 の 抗 原 CD16α お よ び CD16β と 結 合 す る こ と が で き る 抗 CD16、
抗 CD16β 、 抗 CD11b、 抗 CD15、 抗 CD35、 抗 CD24、 抗 CD10、 抗 CD49d、 CD64、 抗 CD87、 お よ び
抗 CD15か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 第 一 の 抗 体 が 抗 CD45で あ り 、 か つ 前 記 追 加 の 抗 体 が 抗 CD16ま た は 抗 CD16β で あ る 、
請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 第 一 と 追 加 の 蛍 光 色 素 が 同 じ で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 第 一 と 第 二 の 蛍 光 色 素 が 異 な る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 第 一 お よ び 追 加 の 蛍 光 色 素 が 、 赤 色 、 青 色 、 お よ び 緑 色 、 お よ び こ れ ら の 組 合 せ の
放 射 エ ネ ル ギ ー に よ っ て 励 起 可 能 な 色 素 類 か ら な る 群 か ら 独 立 に 選 択 さ れ る 、 請 求 項 20に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 第 一 お よ び 追 加 の 蛍 光 色 素 が 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン （ PE） 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン （ AP
C） 、 PE－ シ ア ニ ン 5（ PC5） 、 PE－ シ ア ニ ン 7（ PC7） 、 PE－ テ キ サ ス レ ッ ド （ ECD） 、 フ ル
オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト （ FITC） 、 PE-Cy5.5、 PerCP、 お よ び ア レ ク サ 色 素 か ら な
る 群 か ら 独 立 に 選 択 さ れ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 少 な く と も 1つ の 蛍 光 の チ ャ ネ ル が 、 青 色 レ ー ザ ー 、 緑 色 レ ー ザ ー 、 ま た は 赤 色 レ
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ー ザ ー か ら な る 群 の 少 な く と も 1種 類 で 励 起 さ れ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 方 法 が 完 全 に 自 動 化 さ れ て い る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 核 酸 色 素 が 細 胞 浸 透 性 色 素 で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 反 応 混 合 物 を 球 状 化 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 核 酸 色 素 が 細 胞 非 浸 透 性 色 素 で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 核 酸 色 素 が ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 第 一 の 抗 体 の 抗 原 決 定 基 が 、 成 熟 白 血 球 お よ び 未 熟 白 血 球 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る
、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 生 物 試 料 中 の 細 胞 集 団 を 計 数 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 A　 核 酸 着 色 剤 の 不 在 下 で 、
　 i　 前 記 試 料 ；
　 ii　 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 で あ っ て 、 前
記 試 料 中 の 白 血 球 お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と
結 合 す る 抗 体 ； お よ び
　 iii　 （ a） 前 記 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の 抗 体 で あ っ て 、 成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球
ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 追 加 の 抗
体 、 お よ び
　 （ b） 追 加 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の 抗 体 で あ っ て 、 前 記 追 加 の 抗 体 が 成 熟 お よ び 未
熟 顆 粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 し 、
か つ 前 記 追 加 の 蛍 光 色 素 が 前 記 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る 追 加 の 発 光 ス ペ ク ト ル
を 有 す る 追 加 の 抗 体
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体
を 含 む 単 一 反 応 混 合 物 中 で 反 応 さ せ ;
　 B　 前 記 単 一 反 応 混 合 物 を 、 前 記 試 料 中 に 存 在 す る 非 有 核 赤 色 血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ 違 っ
た 形 で 溶 血 し 、 か つ 前 記 試 料 中 の 白 血 球 集 団 を 保 存 す る 溶 血 試 薬 と 接 触 さ せ ；
　 C　 1つ ま た は 複 数 の 蛍 光 の チ ャ ネ ル 、 1つ ま た は 複 数 の 光 学 的 パ ラ メ ー タ 、 1つ ま た は 複
数 の 電 気 的 パ ラ メ ー タ 、 お よ び こ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 2つ
の 同 一 ま た は 相 異 な る パ ラ メ ー タ に つ い て 前 記 混 合 物 を 測 定 す る 単 一 ス テ ッ プ に お い て 、
前 記 混 合 物 を 流 動 式 血 液 分 析 計 の 単 一 フ ロ ー ア パ ー チ ュ ア に 通 過 さ せ ； 並 び に
　 D　 前 記 集 団 の そ れ ぞ れ に つ い て 少 な く と も 2つ の パ ラ メ ー タ を 分 析 す る こ と に よ っ て 前
記 試 料 中 の 血 液 学 的 細 胞 の 集 団 を 計 数 す る こ と 、
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 生 物 試 料 中 の 血 液 学 的 細 胞 型 を 計 数 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 A　 i　 前 記 試 料 ；
　 　  ii　 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 で あ っ て
、 前 記 試 料 中 の 白 血 球 お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定
基 と 結 合 す る 抗 体 ；
　 　  iii　 （ a） 前 記 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の 抗 体 で あ っ て 、 成 熟 お よ び 未 熟 顆
粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 追 加
の 抗 体 ； お よ び
　 （ b） 追 加 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の 抗 体 で あ っ て 、 前 記 追 加 の 抗 体 が 成 熟 お よ び 未

10

20

30

40

50

(6) JP 2008-500558 A 2008.1.10



熟 顆 粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 し 、
か つ 前 記 追 加 の 蛍 光 色 素 が 前 記 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る 追 加 の 発 光 ス ペ ク ト ル
を 有 す る 追 加 の 抗 体 ；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 、 お よ び
　 　  iv　 前 記 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル ま た は 前 記 追 加 の 発 光 ス ペ ク ト ル の 少 な く と も 一 方
と 部 分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 核 酸 色 素 、
を 含 む 単 一 反 応 混 合 物 を 準 備 し ;
　 B　 1つ ま た は 複 数 の 蛍 光 の チ ャ ネ ル 、 1つ ま た は 複 数 の 光 学 的 パ ラ メ ー タ 、 1つ ま た は 複
数 の 電 気 的 パ ラ メ ー タ 、 お よ び こ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 2つ
の 同 一 ま た は 相 異 な る パ ラ メ ー タ に つ い て 前 記 混 合 物 を 測 定 す る 単 一 ス テ ッ プ に お い て 、
前 記 混 合 物 を 流 動 式 血 液 分 析 計 の 単 一 フ ロ ー ア パ ー チ ュ ア に 通 過 さ せ ； 並 び に
　 C　 前 記 集 団 の そ れ ぞ れ に つ い て 少 な く と も 2つ の パ ラ メ ー タ を 分 析 す る こ と に よ っ て 前
記 試 料 中 の 血 液 学 的 細 胞 の 集 団 を 計 数 す る こ と 、
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 試 料 中 の 血 液 学 的 細 胞 の 様 々 な 構 成 小 集 団 ま た は 型 を 識 別 し 計 数 す る 方
法 の 改 良 、 よ り 詳 細 に は こ の 目 的 の た め の 高 処 理 量 の 自 動 装 置 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 一 般 に 、 様 々 な 疾 患 に 罹 っ て い る ヒ ト 被 験 者 由 来 の 全 血 お よ び 末 梢 血 試 料 は 、 液 体 培 地
ま た は 血 漿 中 に 懸 濁 し た 血 液 細 胞 ま た は 非 血 液 細 胞 （ 例 え ば 腫 瘍 細 胞 、 細 菌 な ど ） の 両 方
を 含 有 す る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら 血 液 細 胞 に は 、 赤 色 血 液 細 胞 （ 赤 血 球 す な わ ち RBC） 、
白 色 血 液 細 胞 （ 白 血 球 す な わ ち WBC） 、 お よ び 血 小 板 が 含 ま れ る 。 細 胞 の 成 熟 レ ベ ル に よ
っ て は 、 赤 色 細 胞 は さ ら に 3つ の 部 分 集 合 、 す な わ ち 有 核 RBC（ NRBC） 、 網 目 状 RBC（ 網 状
赤 血 球 ） 、 お よ び 成 熟 RBCに 分 類 さ れ る 。 成 熟 白 色 細 胞 は 、 5つ の 異 な る カ テ ゴ リ ー 、 す な
わ ち 単 球 、 リ ン パ 球 、 好 酸 球 、 好 中 球 、 お よ び 好 塩 基 球 の う ち の 一 つ に 分 類 さ れ る 。 こ れ
ら 白 色 細 胞 の 部 分 集 合 の そ れ ぞ れ は 、 さ ら に そ れ ら そ れ ぞ れ の 成 熟 度 、 活 性 化 、 系 列 、 機
能 、 表 現 型 、 ま た は 異 常 の レ ベ ル に 基 づ い て サ ブ ク ラ ス に 分 類 さ れ る 。 一 般 に は 成 熟 細 胞
の み が 、 普 通 は 検 出 可 能 な 量 で 末 梢 血 中 に 存 在 す る 。 正 常 な ヒ ト 中 の 赤 色 細 胞 の 数 は 、 白
色 細 胞 の 全 数 よ り も 約 1000： 1で 多 い 。 凝 固 の 役 割 を 果 た す 血 小 板 は 、 3種 類 の 包 括 的 な 型
、 す な わ ち 巨 核 球 、 未 熟 網 状 血 小 板 、 お よ び 成 熟 血 小 板 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 患 者 の 末 梢 血 中 の 血 液 細 胞 お よ び 血 小 板 の こ れ ら の 様 々 な 型 の 識 別 お よ び 計 数 、 ま た そ
れ ら の 幾 つ か の パ ラ メ ー タ ま た は 特 性 を 求 め る こ と に よ り 、 様 々 な 血 液 の 異 常 ま た は 疾 患
の 診 断 が 可 能 に な る 。 様 々 な 型 の 血 液 細 胞 の 絶 対 数 、 濃 度 、 お よ び 相 対 的 割 合 は 、 あ る 種
の 疾 患 の 状 態 の 存 在 の 有 無 お よ び ／ ま た は ス テ ッ プ の 高 度 な 徴 候 を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 現 在 市 販 さ れ て い る 高 処 理 量 の 流 動 式 血 液 分 析 計 （ hematology flow analyzer） は 、 末
梢 血 試 料 中 の 赤 色 血 液 細 胞 、 血 小 板 、 お よ び 白 色 血 液 細 胞 に 関 す る 測 定 お よ び 数 学 的 に 得
ら れ る 細 胞 の 複 数 の 指 標 を 提 供 す る 。 一 次 成 熟 細 胞 型 を 検 出 し 、 計 数 し 、 ま た さ ら な る 細
胞 パ ラ メ ー タ を 求 め る こ と は 、 例 え ば Beckman Coulterの LH 750(商 標 )、 GEN S(商 標 )、 ST
KS(商 標 )、 お よ び MAXM(商 標 )血 液 計 測 器 、 Abbot Laboratoriesの Cell Dyne 3000/4000血
液 計 測 器 、 Sysmex Systems(商 標 )シ リ ー ズ 血 液 計 測 器 、 ABX診 断 用 計 器 、 お よ び Bayer Tec
hnicon計 器 を 含 め た 幾 つ か の 市 販 の 血 液 計 測 器 の い ず れ か を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る
。 各 細 胞 型 に 関 し て デ ー タ を 自 動 的 に 得 る 場 合 、 上 記 血 液 計 測 器 の 大 部 分 は 、 少 な く と も
2個 の 別 個 の 細 胞 分 析 用 ト ラ ン ス デ ュ ー サ を 使 用 し て い る 。 こ れ ら の ト ラ ン ス デ ュ ー サ の 1
個 （ ま た は 複 数 個 ） は 、 そ の 5種 類 の 異 な る 型 の WBCを 識 別 し 計 数 す る の に 役 立 つ デ ー タ を
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得 る よ う に 動 作 す る 。 別 の ト ラ ン ス デ ュ ー サ は 、 試 料 の 正 確 な 容 積 中 の RBC、 WBC、 お よ び
血 小 板 の 計 数 お よ び 分 粒 専 用 で あ る 。 こ れ ら 複 数 ト ラ ン ス デ ュ ー サ の そ れ ぞ れ の ア ウ ト プ
ッ ト は 中 央 処 理 装 置 で 処 理 さ れ 、 統 合 さ れ た 細 胞 分 析 報 告 を も た ら す 。 こ れ ら 数 個 の ト ラ
ン ス デ ュ ー サ の そ れ ぞ れ の ア ウ ト プ ッ ト を 関 連 づ け て 5要 素 の 識 別 情 報 を 与 え る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 「 広 範 な 識 別 」 測 定 に は 、 正 常 な 「 5要 素 の 識 別 」 な ら び に 非 定 型 細 胞 （ 例 え ば 、 健 康
な ヒ ト の 血 液 中 の 細 胞 と 比 較 し た 異 常 と 考 え ら れ る 細 胞 ） お よ び 未 熟 細 胞 の 検 出 と 計 数 が
含 ま れ る 。 現 在 の 市 販 血 液 計 測 器 の 限 界 の せ い で 医 療 技 術 者 は 、 広 範 な 識 別 分 析 の 結 果 を
得 る の に 顕 微 鏡 検 査 （ 人 手 に よ る 識 別 ） を 行 わ な け れ ば な ら な い 。 ま ず 考 察 対 象 の 試 料 の
血 液 塗 沫 標 本 を 手 で 顕 微 鏡 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 作 る 。 次 い で こ の 塗 沫 標 本 を 色 素 で 染 め て
、 考 察 対 象 の 非 定 型 ま た は 未 熟 細 胞 を 含 め た す べ て の 細 胞 を 視 覚 的 に 互 い に 識 別 す る こ と
を 可 能 に す る 。 得 ら れ た 着 色 血 液 塗 沫 標 本 を 顕 微 鏡 で 検 査 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 別 法 で は 幾 種 類 か の 血 液 細 胞 型 の 広 範 な 識 別 の 測 定 値 を 、 通 常 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー
を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 計 測 器 で は 、 例 え ば （ 1） そ の 試 料 を 、 考 察
対 象 の あ る 種 の 細 胞 を 選 択 的 に 「 標 識 す る 」 の に 役 立 つ 蛍 光 色 素 で 標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 な ど と 混 ぜ 合 わ せ る か 、 ま た は （ 2） そ の 試 料 を 、 選 択 的 に 考 察 対 象 の 細 胞 に マ ー
ク を 付 け る よ う に し た 蛍 光 色 素 と 混 ぜ 合 わ せ る こ と に よ っ て 前 も っ て 調 製 し た 血 液 試 料 が
、 光 学 的 フ ロ ー セ ル を 通 過 す る 。 試 料 中 の 各 細 胞 が フ ロ ー セ ル を 通 過 す る と き に 、 考 察 対
象 の 細 胞 と 結 合 し た 蛍 光 物 質 を 励 起 す る よ う に し た 光 子 線 を 照 射 す る 。 標 識 し た 細 胞 の そ
れ ぞ れ に よ っ て 放 射 さ れ る 蛍 光 と 各 細 胞 に よ っ て 散 乱 し た 光 と が 検 出 さ れ 、 そ れ ら を 用 い
て 試 料 中 の 考 察 対 象 の 細 胞 を 他 の 細 胞 か ら 識 別 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 要 約 す る と 従 来 の 血 液 計 測 器 は 、 末 梢 血 試 料 中 に 通 常 存 在 す る 大 多 数 の 細 胞 型 お よ び 部
分 集 合 を 識 別 し 計 数 す る こ と は で き る が 、 単 一 試 料 中 の 細 胞 の 多 数 の 部 分 集 合 、 特 に 非 定
型 ま た は 未 熟 な そ れ ら 細 胞 を 容 易 に 差 別 化 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 全 白 色 血 液 細 胞 の 計 測 の 範 囲 を 超 え て 関 連 の あ る 情 報 を 与 え る 能 力 は 、 血 液 検 査 シ ス テ
ム 内 に 多 数 の 分 析 パ ラ メ ー タ を 含 ま せ る こ と に 直 接 関 係 す る 。 上 記 の よ う に 現 在 の 大 多 数
の 血 液 検 査 シ ス テ ム は 、 同 一 反 応 混 合 物 （ す な わ ち 同 一 試 料 の ア リ コ ー ト ） の 一 連 の 分 析
中 に 収 集 さ れ る 、 あ る い は 同 一 試 料 の 異 な る 反 応 混 合 物 の 分 析 か ら 収 集 さ れ る 散 乱 光 の 測
定 値 の 組 合 せ 、 ま た は 散 乱 光 と 電 気 的 測 定 値 の 組 合 せ を 調 べ る こ と に よ っ て 正 常 な 血 液 細
胞 集 団 を 識 別 す る 。 電 流 イ ン ピ ー ダ ン ス 、 導 電 率 、 散 乱 光 、 吸 光 度 、 軸 方 向 光 損 失 、 お よ
び 蛍 光 の 様 々 な 構 成 ま た は 組 合 せ を 用 い て 5要 素 の 識 別 を 決 定 し 、 ま た 同 一 試 料 の 異 な る
ア リ コ ー ト を 使 用 す る こ と に よ り 非 定 型 細 胞 型 が 存 在 す る か ど う か の 信 号 情 報 を 提 供 し て
き た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 市 販 の 独 立 型 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は 、 Beckman Coulter、 Sysmex Corporation、 Cytom
ation、 Bio-Rad、 お よ び Becton Dickinsonに よ っ て 製 造 さ れ て い る 。 こ れ ら フ ロ ー サ イ ト
メ ー タ ー お よ び 血 液 計 測 器 は 予 め 統 合 さ れ て 単 一 の 自 動 化 さ れ た 実 験 室 シ ス テ ム に な っ て
お り 、 血 液 試 料 は そ の な か を 進 路 に 沿 っ て そ れ ら の 異 な る 計 測 器 を 通 り 過 ぎ て 自 動 的 に 進
む 。 試 料 を 含 有 す る 複 数 の ガ ラ ス 瓶 が 各 計 測 器 を 通 過 す る と き に 血 液 試 料 が 各 ガ ラ ス 瓶 か
ら 吸 引 さ れ 、 そ の 計 測 器 に よ り 分 析 さ れ る 。 別 々 の 血 液 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 計 測
器 を 結 合 し た 計 測 器 シ ス テ ム が Beckman Coulterお よ び Sysmex Corporationか ら 市 販 さ れ
て お り 、 Sysmexの HSTシ リ ー ズ が 参 考 に な る 。 細 胞 型 ま た は 部 分 集 合 の 幾 つ か の 特 徴 を 報
告 す る た め に 複 数 ト ラ ン ス デ ュ ー サ の そ れ ぞ れ の ア ウ ト プ ッ ト を 関 連 づ け る と い う 要 求 は
、 あ る 種 の 状 況 下 で は そ れ が 分 析 結 果 に 不 確 実 性 を 持 ち 込 む 点 で 疑 問 の 余 地 が あ る 場 合 が
あ る （ 米 国 特 許 第 5,631,165号 明 細 書 お よ び 同 第 5,565,499号 明 細 書 ） 。 単 一 の 電 気 光 学 ト
ラ ン ス デ ュ ー サ を 用 い て 単 一 細 胞 の 容 積 （ V） 導 電 率 （ C） 、 散 乱 光 （ S） 、 お よ び 蛍 光 （ F
） を 同 時 に 測 定 す る こ と が 望 ま し い こ と は 、 1個 の 細 胞 上 で 1個 の ト ラ ン ス デ ュ ー サ に よ り
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幾 つ か の 測 定 を 行 い 、 別 の ト ラ ン ス デ ュ ー サ を 用 い て 同 じ 型 の 別 の 細 胞 上 で 他 の 測 定 を 行
い 、 次 い で こ の 2個 の ト ラ ン ス デ ュ ー サ か ら の 結 果 を 関 連 づ け て そ の 細 胞 試 料 に つ い て あ
る 結 論 を 引 き 出 す の で は な く 、 同 一 細 胞 上 で す べ て の 測 定 を 同 時 に 行 う と い う 利 点 を 与 え
る も の と し て 提 案 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Thomas等 の 論 文 、 J. Histochem. Cytochem., 25(
7): 827‾835 (1977)参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 蛍 光 を 用 い た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 白 血 球 系 列 お よ び 成 熟 の 状 態 を 判 定 す る た め に
使 用 さ れ て き た 。 多 数 の 質 的 に 異 な る 抗 原 決 定 基 の 伝 統 的 な フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 は
、 通 常 そ の 同 じ 分 析 に 利 用 さ れ る 各 抗 体 に 対 し て 別 個 の 蛍 光 色 素 を 使 用 す る こ と に よ っ て
行 わ れ る 。 一 般 に 一 連 の 分 析 は 、 臨 床 に 直 接 的 に 関 連 す る 情 報 を 得 る た め に 行 わ れ る 。 こ
れ は 、 使 用 さ れ る 各 蛍 光 色 素 に 対 し て 別 個 の 蛍 光 検 出 器 、 光 学 機 器 、 お よ び 電 子 機 器 と 、
し ば し ば 2個 以 上 の レ ー ザ ー の 組 み 込 み と を 必 要 と す る 。 例 え ば 、 C. I. Civen等 の 論 文 、
1987 Internat’ l. J. Cell Cloning, 5:267～ 288は 、 骨 髄 吸 引 標 本 中 で 赤 血 球 細 胞 上 の 3
種 類 の 細 胞 表 面 抗 原 の 発 現 位 置 を 決 め る た め の マ ル チ パ ラ メ ー タ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の
使 用 に つ い て 言 及 し て い る 。 米 国 特 許 第 5,234,816号 明 細 書 は 、 患 者 の 血 液 ま た は 骨 髄 細
胞 を 、 B、 T、 骨 髄 、 ま た は 未 分 化 細 胞 に 対 す る 複 数 種 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 各 抗 体 は そ
の 他 の も の と 識 別 で き る 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る ） と 混 ぜ 合 わ せ る
こ と に よ っ て 白 血 病 を 分 類 し 監 視 す る 方 法 に つ い て 言 及 し て い る 。 蛍 光 強 度 お よ び 光 散 乱
パ ラ メ ー タ は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 対 数 蛍 光 量 の 二 次 元 散 布 図 と し て 測 定 さ れ
る 。 米 国 特 許 第 5,137,809号 明 細 書 は 、 白 血 球 上 の 抗 原 部 位 と 結 合 す る 標 識 し た モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で 造 血 細 胞 を 処 理 す る こ と に よ っ て そ の 細 胞 の 系 列 お よ び 発 育 ス テ ッ プ を 識 別
す る 方 法 に つ い て 言 及 し て お り 、 各 抗 体 は そ の 他 と 識 別 で き る 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 し 、 か
つ そ の 細 胞 を 大 き さ 、 粒 度 、 お よ び 相 対 蛍 光 強 度 に よ っ て 分 析 す る 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 考 察 し た 技 術 の 中 で 蛍 光 を 用 い た 測 定 法 は 、 血 液 細 胞 の 分 析 に お け る よ り 大 き な 進 歩 を
も た ら す 可 能 性 を 有 す る 。 細 胞 の 固 有 の 物 理 的 性 質 の 差 を 利 用 す る そ の 他 の 前 述 の 技 術 と
は 違 っ て 蛍 光 検 出 法 は 、 蛍 光 色 素 、 組 織 化 学 的 着 色 、 お よ び 蛍 光 複 合 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ
ロ ー ブ ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の プ ロ ー ブ の 使 用 に よ り 細 胞 の 外 因 性 の 特 性 を 調 べ
る こ と が で き る 。 適 切 な 試 薬 の 選 択 に よ り 高 度 の 感 度 お よ び 特 異 性 を 与 え る こ と に よ る 蛍
光 測 定 法 が 有 利 で あ る こ と が 分 か っ て い る 。 蛍 光 を 用 い た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー シ ス テ ム
は 、 研 究 環 境 に お い て 多 年 利 用 さ れ て お り 、 ま た 最 近 で は 免 疫 不 全 分 析 、 DNA細 胞 周 期 分
析 、 お よ び 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 免 疫 表 現 型 検 査 を 行 う た め の 臨 床 実 験 室 に お い て 利 用 さ れ て
い る 。 よ り 最 近 で は 、 蛍 光 測 定 法 は 、 網 状 RBCを 計 数 す る 目 的 （ Sysmex、 ABX、 お よ び Abbo
tt） で 、 続 い て NRBCを 計 数 す る 目 的 （ Abbottお よ び Sysmex） で 定 型 化 さ れ た 血 液 フ ロ ー シ
ス テ ム 上 で 始 め て 導 入 さ れ た 。 ま た 蛍 光 を 用 い た 免 疫 血 小 板 の カ ウ ン ト が 最 近 発 表 さ れ た
。 考 察 し て き た 3つ の 蛍 光 測 定 の う ち 2つ （ 網 状 赤 血 球 の 計 数 お よ び 免 疫 血 小 板 の カ ウ ン ト
） は 、 二 次 ま た は 反 射 モ ー ド の 測 定 の い ず れ か で あ る 。 白 血 球 識 別 サ イ ク ル の 一 部 と し て
行 わ れ る 唯 一 の 測 定 は 、 Cell-Dyne 4000装 置 上 で の NRBCの 計 数 で あ る 。 こ の 分 析 は 、 無 傷
WBC、 損 傷 WBC、 お よ び NRBCを 識 別 す る た め に 核 酸 挿 入 色 素 （ ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム ） お よ び
散 乱 光 を 利 用 し て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ れ ら の 技 術 の 応 用 に も か か わ ら ず 、 現 在 利 用 で き る こ れ ら 血 液 検 査 シ ス テ ム は 、 ま だ
共 通 の 欠 点 に 苦 慮 し て い る 。 そ れ ら に は 、 5要 素 の 識 別 の 遂 行 を 妨 げ る 様 々 な 非 定 型 白 血
球 集 団 ま た は 他 の 異 常 条 件 （ 細 胞 ／ 非 細 胞 の ） の 存 在 下 で 正 確 な 5要 素 か ら な る 白 色 血 液
細 胞 の 識 別 を 行 う こ と が 困 難 な こ と が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 非 定 型 細 胞 型 の 存 在 を 検 出 す る
こ と ま た は そ の 信 号 を 出 す こ と を 可 能 に す る そ れ ら の 相 関 が 、 高 い 偽 陽 性 ま た は 高 い 偽 陰
性 率 の あ お り を 受 け る 。 こ れ ら の 欠 点 は 、 そ れ ら が 不 必 要 な 高 い 人 手 に よ る 再 調 査 率 ま た
は 臨 床 的 に 重 大 な 異 常 を 検 出 で き な い こ と の ど ち ら か を ひ き 起 す た め に 許 容 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】

10

20

30

40

50

(9) JP 2008-500558 A 2008.1.10



　 当 該 分 野 で は 、 マ ル チ パ ラ メ ー タ 高 処 理 量 血 液 分 析 計 ま た は 特 殊 血 液 分 析 計 上 で の た だ
1回 の 分 析 で 総 合 的 な 5要 素 の 識 別 お よ び 拡 張 さ れ た 白 血 球 の 識 別 の 両 方 を 求 め る た め の 簡
便 で 迅 速 な 方 法 に 対 す る 必 要 性 が 残 っ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ４ 】

　 一 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 第 一 の 抗 体 、 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 、 お よ び 第 三 の
成 分 を 含 有 す る 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 三 成 分 は 、 生 物 試 料 を 混 ぜ 合 わ せ て 単 一 反 応
混 合 物 に す る た め に 準 備 さ れ る 。 こ の 第 一 の 抗 体 は 、 白 血 球 お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の
集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 し 、 ま た 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 。 こ
の 追 加 の 抗 体 （ ま た は 追 加 の 抗 体 群 ） は 、 成 熟 お よ び 未 熟 の 顆 粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ
ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 。 こ の 追 加 の 抗 体 を 標 識 す る 蛍
光 色 素 は 、 同 じ 第 一 の 蛍 光 色 素 で あ る か 、 ま た は 第 一 の 蛍 光 色 素 と 識 別 で き る 発 光 ス ペ ク
ト ル を 有 す る 別 の 蛍 光 色 素 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は そ の 組 成 物 の 第 三 の 成 分 は 核 酸 色 素 で
あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は そ の 組 成 物 の 第 三 の 成 分 は 溶 血 系 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 核 酸
色 素 と 溶 血 系 の 両 方 が そ の 組 成 物 中 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 こ れ も ま た 本 発 明 で 述 べ る 本 発 明 の 組 成 物 を 含 有 す
る キ ッ ト と 、 こ の 組 成 物 を 用 い て 検 定 を 行 う た め の 任 意 選 択 の 使 用 説 明 書 と を 提 供 す る 。
第 三 の 成 分 と し て 溶 血 系 の み を 含 有 す る 組 成 物 ま た は キ ッ ト の 使 用 は 、 生 物 試 料 中 の 少 な
く と も 7種 類 の 血 液 学 的 細 胞 集 団 を 計 数 す る こ と を 可 能 に す る 。 核 酸 色 素 （ 場 合 に よ っ て
は 溶 血 系 と 一 緒 に ） を 含 有 す る 組 成 物 ま た は キ ッ ト の 使 用 は 、 そ の 試 料 中 の 少 な く と も 8
種 類 の 血 液 学 的 細 胞 集 団 を 計 数 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 生 物 試 料 中 の 血 液 学 的 細 胞 集 団 を 計 数 す る 方 法 を 提 供 す る
。 こ の 方 法 に は 、 単 一 反 応 混 合 物 中 で 、 こ の 試 料 と 、 上 記 第 一 の 抗 体 と 、 少 な く と も 1種
類 の 上 記 の 追 加 の 抗 体 と を 反 応 さ せ る こ と が 含 ま れ る 。 次 い で こ の 単 一 反 応 混 合 物 を 、 フ
ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 通 過 さ せ る の に 先 立 っ て 第 三 の 成 分 と 接 触 さ せ る 。 こ の 方 法 の 一 実
施 形 態 で は そ の 第 三 の 成 分 は 、 そ の 試 料 中 に 存 在 す る い ず れ の 成 熟 赤 色 血 液 細 胞 を も 違 っ
た 形 で 溶 血 し 、 白 血 球 集 団 を 保 存 す る こ と が で き る 溶 血 系 で あ る 。 こ の 方 法 の 別 の 実 施 形
態 で は そ の 第 三 の 成 分 は 、 そ の 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル ま た は さ ら な る 発 光 ス ペ ク ト ル の 少
な く と も 一 方 と 部 分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 核 酸 色 素 で あ る 。 こ の 方 法 の
さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は そ の 第 三 の 成 分 は 、 核 酸 色 素 と 溶 血 系 の 両 方 を 含 む 。 こ れ ら 実 施
形 態 の い ず れ に お い て も 得 ら れ る 単 一 反 応 混 合 物 は 、 次 い で 複 数 パ ラ メ ー タ に 関 し て こ の
混 合 物 を 測 定 す る 単 一 ス テ ッ プ の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー の フ ロ ー ア パ ー チ ュ ア を 通 過 さ せ
る 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ は 、 同 一 で も 異 な っ て い て も よ く 、 1つ ま た は 複 数 の 蛍 光 の チ ャ
ネ ル 、 1つ ま た は 複 数 の 光 学 的 パ ラ メ ー タ 、 1つ ま た は 複 数 の 電 気 的 パ ラ メ ー タ 、 お よ び こ
れ ら の 組 合 せ を 含 む 。 次 い で こ れ ら 血 液 学 的 細 胞 の 集 団 は 、 試 料 中 で 各 細 胞 集 団 に つ い て
少 な く と も 2つ の パ ラ メ ー タ を 分 析 す る こ と に よ っ て 計 数 さ れ る 。 第 三 の 成 分 と し て 溶 血
系 の み を 使 用 す る 方 法 を 使 用 し た 場 合 、 生 物 試 料 中 の 少 な く と も 7種 類 、 好 ま し く は そ れ
以 上 の 血 液 学 的 細 胞 集 団 を 計 数 す る こ と が 可 能 に な る 。 核 酸 色 素 （ 場 合 に よ っ て は 溶 血 系
と 一 緒 に ） を 用 い る 方 法 を 使 用 し た 場 合 、 そ の 試 料 中 の 少 な く と も 8種 類 の 血 液 学 的 細 胞
集 団 、 好 ま し く は そ れ 以 上 を 計 数 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 お よ び 利 点 は 、 下 記 の 詳 細 な 説 明 中 で 開 示 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 複 数 の 細 胞 型 に 対 す る 、 例 え ば 好 ま し く は 5種 類 の 正 常 な 白 血 球 集 団 お よ び
少 な く と も 2種 類 の 非 定 型 集 団 に 対 す る 自 動 化 さ れ 、 迅 速 な 、 拡 張 さ れ た 白 血 球 の 識 別 を
行 う た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 方 法 に 使 用 す る た め の 試 薬 を 含 む 組 成 物 も ま た 本
明 細 書 中 で 提 供 さ れ る 。
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発 明 の 概 要



【 ０ ０ １ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 生 物 試 料 中 の 細 胞 集 団 を 計 数 す る 方 法 に は 次 の ス テ ッ プ が 含 ま れ る 。 そ
の 生 物 試 料 を 、 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 と 反
応 さ せ る こ と に よ っ て 単 一 反 応 混 合 物 を 形 成 す る 。 こ の 第 一 の 抗 体 は 、 こ の 試 料 中 の 白 血
球 お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 。 成 熟
お よ び 未 熟 の 顆 粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基
と 結 合 す る 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 異 な る 抗 体 を こ の 反 応 混 合 物 に 加 え る 。 こ の 方 法 の
一 実 施 形 態 で は こ の 追 加 の 抗 体 は 、 同 じ 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は
こ の 追 加 の 抗 体 は 、 第 一 の 蛍 光 色 素 の 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る も う 一 つ の 発 光
ス ペ ク ト ル を 有 す る 追 加 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 。 こ の 方 法 の さ ら に も う 一 つ の 実 施 形 態
で は ま た 他 の 「 追 加 の 」 抗 体 を こ の 反 応 混 合 物 に 加 え る こ と も で き 、 そ れ ら の 抗 体 は 同 一
の 蛍 光 色 素 、 ま た は 前 述 の 抗 体 を 標 識 す る 蛍 光 色 素 と は さ ら に 別 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す
る 蛍 光 色 素 で 標 識 す る こ と が で き る 。 望 ま し く は 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 2ま た は 3
種 類 の 抗 体 （ す な わ ち 1ま た は 2種 類 の 「 追 加 の 」 抗 体 ） の み を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 得 ら れ る 単 一 反 応 混 合 物 を 別 の 成 分 で 処 理 す る こ と が で き る 。
こ の 方 法 の 一 実 施 形 態 で は そ の 追 加 の 成 分 は 、 そ の 試 料 中 に 存 在 す る 任 意 の 赤 色 血 液 細 胞
を 違 っ た 形 で 溶 血 す る こ と が で き 、 か つ そ の 試 料 中 の 白 血 球 集 団 を 保 存 す る こ と が で き る
溶 血 系 で あ る 。 反 応 混 合 物 中 の 非 有 核 血 液 細 胞 の 他 と 異 な る 溶 血 と 、 そ の 有 核 細 胞 の 固 有
ま た は 外 因 性 の 性 質 を 変 え る こ と の な い 溶 血 作 用 の 任 意 の ク エ ン チ ン グ と が 、 分 析 の た め
の 有 核 細 胞 の 保 持 を 可 能 に す る 。 こ の 方 法 の 別 の 実 施 形 態 で は そ の 第 三 の 成 分 は 、 上 記 で
言 及 し た 抗 体 を 標 識 す る 蛍 光 色 素 の 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル ま た は も う 一 つ の 発 光 ス ペ ク ト
ル の 少 な く と も 一 方 と 部 分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 核 酸 色 素 で あ る 。 本 発
明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 核 酸 色 素 と 溶 血 系 の 両 方 が そ の 単 一 反 応 混 合 物 に 加 え ら れ る
。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 反 応 混 合 物 の 調 製 の 後 に こ の 混 合 物 を 、 複 数 パ ラ メ ー タ に つ い て 混 合 物 を 測 定 す る 単 一
分 析 ス テ ッ プ の マ ル チ パ ラ メ ー タ 高 処 理 量 流 動 式 血 液 分 析 計 の 単 一 フ ロ ー ア パ ー チ ュ ア を
通 過 さ せ る 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ は 、 同 一 で も 異 な っ て い て も よ く 、 1つ ま た は 複 数 の 蛍
光 の チ ャ ネ ル 、 1つ ま た は 複 数 の 光 学 的 パ ラ メ ー タ 、 1つ ま た は 複 数 の 電 気 的 パ ラ メ ー タ 、
ま た は こ れ ら の 組 合 せ を 含 む 。 し た が っ て 各 細 胞 集 団 は 、 細 胞 集 団 当 た り こ れ ら パ ラ メ ー
タ の 少 な く と も 2つ を 使 用 す る こ と に よ っ て 識 別 さ れ 計 数 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の 方 法 の 最 後 の ス テ ッ プ は 、 そ れ ぞ れ 別 の 細 胞 集 団 に つ い て 少 な く と も 2つ の パ ラ メ
ー タ を 分 析 す る こ と に よ っ て そ の 試 料 中 の 血 液 学 的 細 胞 （ お よ び 任 意 選 択 で 幾 つ か の 非 定
型 の 非 血 液 学 的 細 胞 ） の 複 数 集 団 を 計 数 す る も の で あ る 。 例 え ば 、 一 実 施 形 態 で は 蛍 光 分
析 を 、 試 料 が 細 胞 集 団 の 識 別 の た め に そ の ト ラ ン ス デ ュ ー サ を 通 過 す る と き に そ れ ぞ れ 個
々 の 細 胞 上 で 行 わ れ る 少 な く と も 1種 類 の 同 時 に 測 定 さ れ る 電 気 的 ま た は 光 学 的 測 定 と 組
み 合 わ せ る 。 こ の や り 方 で は 広 範 な 識 別 は 、 そ の 試 料 中 に 溶 血 ま た は 非 溶 血 画 分 が も し 存
在 す る と し て も そ の さ ら な る 分 離 を 必 要 と せ ず に 、 ま た 様 々 な ト ラ ン ス デ ュ ー サ 中 で 試 料
中 の 様 々 な 細 胞 上 で 行 わ れ る 様 々 な 測 定 の 相 関 を 必 要 と せ ず に 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 し た が っ て 本 発 明 の 方 法 は 、 普 通 で な い 応 用 法 で 、 す な わ ち 色 素 と 部 分 的 に 重 な り 合 う
発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 標 識 抗 体 と の 組 合 せ を 選 択 す る こ と に よ り モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お
よ び 核 酸 色 素 を 使 用 し 、 そ れ に よ っ て 試 薬 お よ び 機 器 の 最 小 限 の 使 用 で 複 数 細 胞 型 の 識 別
を 可 能 に す る 新 し い 「 フ ッ ト プ リ ン ト 」 を 創 り 出 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 本 明 細 書 で 有 用 な 組 成 物 の 様 々 な 実 施 形 態 を 下 記 で 詳 細 に 記 述 す る
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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A　 生 物 試 料
　 本 発 明 に よ れ ば 生 物 試 料 は 、 白 血 球 を 含 有 す る 任 意 の 哺 乳 動 物 細 胞 含 有 懸 濁 液 で あ る 。
こ の よ う な 標 本 ま た は 試 料 は 、 血 液 学 的 細 胞 お よ び 非 血 液 学 的 細 胞 を 含 む こ と が で き る 。
こ の よ う な 試 料 に は 、 全 血 、 末 梢 血 、 骨 髄 吸 引 液 、 リ ン パ 節 組 織 、 脾 組 織 、 脳 脊 髄 液 、 皮
膚 組 織 、 粘 膜 組 織 、 胸 腔 穿 刺 液 、 胸 膜 液 、 お よ び 髄 液 が 挙 げ ら れ る が こ れ に 限 定 さ れ な い
。 血 液 学 的 細 胞 集 団 は 、 単 球 、 リ ン パ 球 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 骨 髄 球 、 後 骨 髄 球
、 前 骨 髄 球 、 未 熟 顆 粒 球 、 杆 状 細 胞 、 芽 細 胞 、 変 異 型 リ ン パ 球 、 お よ び 非 定 型 リ ン パ 球 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 非 血 液 学 的 細 胞 集 団 に は 、 赤 色 血 液 細 胞 、 有 核 赤 色 細 胞 、 血 小
板 、 お よ び 巨 核 球 が 含 ま れ る 。 こ の 血 液 中 で 非 定 型 細 胞 に は 、 骨 髄 球 、 後 骨 髄 球 、 前 骨 髄
球 、 未 熟 顆 粒 球 、 杆 状 細 胞 、 芽 細 胞 、 非 定 型 リ ン パ 球 、 変 異 型 リ ン パ 球 、 有 核 赤 色 細 胞 、
巨 血 小 板 、 形 質 細 胞 な ど が 含 ま れ る 。 非 血 液 学 的 細 胞 に は 、 と り わ け 上 皮 細 胞 お よ び 内 皮
細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し く は 生 物 試 料 は 、 5種 類 の 「 正 常 な 」 白 血 球 集 団 を 含 有 す る ヒ ト の 全 血 ま た は 末
梢 血 試 料 で あ り 、 こ れ ら は 単 球 、 リ ン パ 球 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 お よ び 好 塩 基 球 、 な ら び に
こ と に よ る と 疾 患 や 、 悪 条 件 の 刺 激 、 例 え ば 発 癌 物 質 に 対 す る 反 応 や 、 療 養 治 療 の 結 果 が
原 因 の 多 数 の 非 定 型 細 胞 集 団 で あ る 。 し た が っ て 本 発 明 の 方 法 に よ る 分 析 に 適 し た 試 料 は
ヒ ト の 患 者 の 血 液 試 料 で あ り 、 こ れ ら は 成 熟 お よ び 未 熟 白 血 球 細 胞 と 非 白 血 球 集 団 の 両 方
、 な ら び に 非 定 型 細 胞 を た ぶ ん 含 有 す る 。 例 え ば 、 試 料 は 芽 細 胞 を 含 有 す る 。 別 の 試 料 は
有 核 赤 色 血 液 細 胞 を 含 有 す る 。 別 の 例 と し て こ の 試 料 は 未 熟 顆 粒 球 を 含 有 す る 。 別 の 例 と
し て こ の 試 料 は 非 定 型 リ ン パ 球 を 含 有 す る 。 正 常 で な い 試 料 中 の 細 胞 の 他 の 組 合 せ も ま た
、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 に よ っ て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 を こ の よ う な 生 物 試 料 に 適 用 す る こ と に よ り 、 様 々 な 疾 患 の 診 断 、 予 後 、
病 期 分 類 、 お よ び 治 療 の 一 助 と な る 情 報 を こ の 試 料 の 「 広 範 な 」 す な わ ち 「 5つ 以 上 の 要
素 」 の 識 別 に 基 づ い て 作 成 す る こ と が で き る 。 望 ま し く は 本 発 明 の 方 法 は 、 6要 素 の 識 別
、 7要 素 の 識 別 、 8要 素 の 識 別 、 9要 素 の 識 別 、 ま た は 10要 素 の 識 別 を 提 供 す る 。 10種 類 を
超 え る 細 胞 集 団 の 識 別 も ま た 、 上 記 で 指 摘 し た よ う に そ の 反 応 混 合 物 の 成 分 の 選 択 に よ っ
て は 、 ま た そ の 試 料 の 性 質 、 例 え ば 血 液 、 骨 髄 な ど に よ っ て は 本 発 明 の 方 法 か ら も た ら さ
れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す る 場 合 、 そ の 生 物 試 料 の 容 積 は そ の シ ス テ ム の 必 要 条 件 を 満 た す
よ う に 変 え る こ と が で き る が 、 好 ま し く は 約 10μ Lか ら 約 150μ Lの 範 囲 に あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
B　 本 発 明 の 組 成 物 ／ こ の 方 法 の 成 分
　 1　 抗 体
　 少 な く と も 1つ の 他 の パ ラ メ ー タ の 測 定 値 と 関 連 し て 本 発 明 の 組 成 物 に 有 用 な 抗 体 に よ
っ て 与 え ら れ る 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 単 一 の 分 析 過 程 で の 包 括 的 な 広 範 な 細 胞 識 別 に と っ て 必
要 な デ ー タ を 提 供 す る 。 そ の 試 料 と 共 に 単 一 反 応 混 合 物 を 形 成 す る 試 薬 の 組 成 は 、 追 加 の
機 器 （ レ ー ザ ー 、 光 電 子 倍 増 菅 な ど ） ま た は 3種 類 以 上 の 蛍 光 色 素 標 識 を 組 み 込 む こ と な
く わ ず か 2ま た は 3種 類 の 抗 体 （ 2ま た は 3種 類 の 性 質 の 異 な る 抗 原 決 定 基 に 向 け ら れ る ） を
利 用 す る こ と が で き る よ う に 設 計 さ れ る 。 そ れ は ま た 、 そ の 組 成 物 内 の 個 々 の 抗 体 特 異 性
が 相 互 に 関 連 し て 、 ま た 電 気 的 パ ラ メ ー タ ま た は 散 乱 光 パ ラ メ ー タ と 関 連 し て 、 一 回 の 分
析 で そ の 大 部 分 の 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る よ う に 設 計 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 し た が っ て 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な 組 成 物 は 、 そ の 試 料 中 の 細 胞 上 に 存 在 す る 3種 類 以 上
の 抗 原 決 定 基 を 識 別 す る 情 報 を 与 え る こ と が で き る 、 望 ま し く は 少 な く と も 2種 類 の 抗 体
を 含 有 す る 。 一 実 施 形 態 で は こ の 識 別 は 、 同 じ 発 光 ス ペ ク ト ル ま た は 異 な る 発 光 ス ペ ク ト
ル の ど ち ら か を 有 す る わ ず か 1種 類 ま た は 2種 類 の 蛍 光 色 素 を 用 い る こ と に よ っ て 可 能 に な
る 。 一 実 施 形 態 で は 同 じ 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 本 発 明 に よ る 少 な く と も 2種 類 の 抗 体 を 利 用

10

20

30

40

50

(12) JP 2008-500558 A 2008.1.10



す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 異 な る 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 本 発 明 に よ る 少 な く と も 2種 類 の 抗 体
を 利 用 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 そ れ ぞ れ が 相 異 な る 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ た 、 ま た は そ の
他 の 抗 体 の 少 な く と も 一 方 と 同 じ 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ た 本 発 明 に よ る 少 な く と も 3種 類 の
抗 体 を 利 用 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 抗 体 」 は 、 ク ラ ス IgG、 IgM、 IgA、 IgD、 お よ び IgEの ポ リ ク
ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 合 成 、 ま た は 組 換 え 抗 体 を 包 含 す る も の と す る 。 こ れ ら に 限
定 さ れ な い が 上 記 の 無 傷 抗 体 の 1種 類 ま た は 複 数 種 類 の Fab断 片 、 Fab′ 断 片 、 F(ab′ ) 2 断
片 、 ま た は Fc抗 体 断 片 を 含 め た 抗 体 断 片 も ま た 有 用 で あ る 。 同 様 に 、 単 鎖 可 変 抗 体 断 片 ま
た は 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） を 含 む 組 換 え 構 築 物 を こ れ ら 方 法 に 有 用 な 抗 体 と し て
使 用 す る こ と も で き る 。 さ ら に 所 望 の 細 胞 表 面 の 抗 原 を 拘 束 す る 抗 体 の 機 能 的 に 同 等 の 結
合 特 性 を 保 持 す る の に 十 分 な CDRを 共 用 す る 合 成 抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 あ る い は ヒ ト 化 抗
体 構 築 物 も ま た 最 上 の 抗 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 高 度 に 特 異 的 な 抗 体
が こ の 方 法 で は 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の 反 応 混 合 物 中 で 用 い ら れ る 個 々 の 抗 体 は 、 散 乱 光 お よ び ／ ま た は 電 気 的 パ ラ メ ー タ
と 関 連 し た 特 定 の 組 合 せ が 所 望 の 広 範 な 識 別 情 報 を 提 供 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 こ の 方 法
で 使 用 す る こ と が で き る 抗 体 に は 、 白 血 球 お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形
で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 少 な く と も 1種 類 の 「 第 一 」 の 抗 体 が あ る 。 こ の よ う な
抗 原 決 定 基 は 、 非 白 血 球 に は 全 く 不 在 で あ り 、 白 血 球 上 で の み 発 現 す る こ と が で き る 。 別
法 で は こ の よ う な 抗 原 決 定 基 は 、 白 血 球 上 で 多 量 に 発 現 す る こ と が で き 、 非 白 血 球 上 で は
極 微 で 発 現 す る 。 し た が っ て こ の よ う な 抗 体 は 、 RBC、 有 核 赤 色 血 液 細 胞 、 ま た は 血 小 板
な ど の 非 白 色 血 液 細 胞 か ら の 白 色 血 液 細 胞 の 識 別 お よ び 識 別 を 可 能 に す る 。 好 ま し い 実 施
形 態 で は そ の 第 一 の 抗 体 は ま た 、 未 熟 白 血 球 が 成 熟 し 老 化 す る に 従 っ て 抗 原 決 定 基 の 白 血
球 上 で の 他 と 異 な る 発 現 に 基 づ い て 成 熟 白 血 球 と 未 熟 白 血 球 を 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 目 的 で 最 も 望 ま し い 抗 体 は 抗 CD45で あ る 。 CD45抗 原 は 、 白 血 球 集 団 中 の 大 部 分 の 細
胞 に よ っ て 発 現 す る か 、 ま た は そ の 上 に 存 在 す る が 、 好 酸 球 お よ び 巨 核 球 な ど の 他 の 造 血
細 胞 上 で は 発 現 し な い か 、 ま た は 発 現 し た と し て も 極 微 に 発 現 す る の み で あ る 。 リ ン パ 球
が 比 較 的 高 い 発 現 を 示 し 、 一 方 好 塩 基 球 が 比 較 的 低 い 発 現 を 示 す よ う に 差 異 的 な 発 現 を 白
血 球 集 団 内 で 見 せ る こ と が で き る 。 CD45抗 原 の 発 現 も ま た 、 白 血 球 の 成 熟 ス テ ッ プ の 関 数
と し て 変 わ る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 芽 球 ま た は 幹 細 胞 は 、 そ れ ら の 成 熟 し た 対 応 す る も の
よ り も 少 な い CD45抗 原 を 発 現 さ せ る 。 白 色 細 胞 、 非 白 色 細 胞 、 お よ び 芽 球 の 間 で 類 似 の 差
異 的 な 結 合 の 発 現 を 有 す る 他 の 抗 体 、 と り わ け 抗 CD11a、 抗 CD50、 抗 CD18、 抗 CD53、 お よ
び 抗 CD62Lを 含 め た 抗 体 を 、 本 明 細 書 中 で 述 べ た 組 成 物 お よ び 方 法 に お い て 第 一 の 抗 体 と
し て 用 い る こ と が で き る 。 グ リ コ ホ リ ン Aに 対 す る 抗 CD235a、 抗 CD235b、 抗 CD236、 抗 CD23
6r、 抗 CD239、 抗 CD240、 抗 CD241、 お よ び 抗 CD242も ま た 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 他 の 有 用 な
第 一 の 抗 体 に は 、 抗 CD48、 抗 CD82、 抗 CD235c、 お よ び 抗 CD36を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 単 一 反 応 混 合 物 の 一 部 ま た は 組 成 物 の 一 部 を 形 成 す る こ の 「 追 加 の 」 抗 体 に は 、 成 熟 お
よ び 未 熟 顆 粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結
合 す る 1種 類 ま た は 複 数 種 類 の 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば CD16抗 原 の 分 布 は 、 白 血 球 の 発
現 に 関 し て は CD45よ り も 限 定 さ れ て い る 。 CD16抗 原 は 2種 類 の ア イ ソ フ ォ ー ム 、 す な わ ち C
D16α お よ び  CD16β を 有 す る 。 CD16β は 、 分 葉 核 好 中 球 お よ び 杆 状 球 上 で 強 く 発 現 し 、 骨
髄 球 系 列 の 他 の 細 胞 上 で は 弱 い か ま た は 全 く 発 現 し な い 。 こ れ と は 対 照 的 に CD16α は 、 ナ
チ ュ ラ ル キ ラ ー （ NK） 細 胞 と し て 分 類 さ れ る 白 血 球 の 部 分 集 合 上 、 ま た 単 球 お よ び マ ク ロ
フ ァ ー ジ 上 で 発 現 す る 。 CD16エ ピ ト ー プ （ CD16α お よ び  CD16β ） に 対 し て 幅 広 い 発 現 を
有 す る 抗 体 は 、 分 葉 核 好 中 球 、 杆 状 球 、 NK細 胞 、 単 球 、 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 上 で 強 く 発
現 し 、 ま た 骨 髄 球 系 列 中 の 他 の 細 胞 上 で は 弱 い か ま た は 全 く 発 現 し な い 。 し た が っ て 抗 CD
45な ら び に こ の 方 法 で 選 択 さ れ る 追 加 の 光 学 的 お よ び 電 気 的 パ ラ メ ー タ と の 関 連 に お い て
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こ の 1種 類 ま た は 複 数 種 類 の 追 加 の 抗 体 の 蛍 光 に よ り 、 分 化 し た 骨 髄 細 胞 、 未 熟 骨 髄 前 駆
物 質 、 お よ び 幹 細 胞 も し く は 芽 球 を 識 別 し 、 識 別 す る こ と が で き る 。 例 え ば こ の CD16抗 原
は 好 中 球 の 固 有 の 性 質 よ り も ず っ と 多 く 保 存 さ れ る 可 能 性 が あ る の で 、 抗 CD16も ま た 老 化
、 療 養 治 療 、 お よ び あ る 種 の 顆 粒 球 減 少 条 件 が 原 因 で 起 こ る 可 能 性 の あ る よ う な 脱 顆 粒 し
た （ 脱 顆 粒 性 ） 好 中 球 を 識 別 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に NK細 胞 を 識 別 す る こ と
が で き る 。 こ の 方 法 ま た は 組 成 物 中 で 1種 類 ま た は 複 数 種 類 の 「 追 加 の 」 抗 体 と し て 用 い
る た め の 成 熟 お よ び 未 熟 骨 髄 細 胞 を 識 別 す る 有 用 な 結 合 特 性 を 有 す る 他 の 抗 体 に は 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ な い が CD11b、 CD15、 CD24、 CD35、 CD10、 CD49d、 CD64、 お よ び CD87に 対 す る
抗 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の 組 成 物 ま た は 反 応 混 合 物 中 で 使 用 す る こ と が で き る さ ら な る 抗 体 は 、 望 ま し く は 、
別 の WBC上 で 異 な る 細 胞 表 面 決 定 因 子 と 結 合 す る か ま た は 特 異 的 に 反 応 す る も の で あ る 。
例 え ば そ の CD19抗 原 は 、 未 熟 プ レ B細 胞 か ら 成 熟 Bリ ン パ 球 ま で の B系 列 の 細 胞 上 で 発 現 す
る Bリ ン パ 球 特 異 的 抗 原 で あ る 。 そ れ は B細 胞 を 規 定 す る 古 典 的 エ ピ ト ー プ で あ る 。 こ の 抗
体 、 抗 CD19は 、 未 熟 お よ び 成 熟 B細 胞 と 結 合 し 、 B細 胞 起 源 の 芽 球 を 識 別 す る た め に 用 い る
こ と が で き 、 ま た CD45の 結 合 に よ り 識 別 さ れ る 他 の WBCと は 別 個 に こ の よ う な 芽 細 胞 の 識
別 を 可 能 に す る 。 非 定 型 WBCに は 、 未 熟 顆 粒 球 、 芽 球 、 杆 状 細 胞 、 お よ び 非 定 型 リ ン パ 球
が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 非 定 型 細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 細 胞 決 定 因 子 と 結 合 す る 抗 体 に は 、
芽 球 と 結 合 す る CD34や 、 CD117な ど が あ る 。 こ れ ら の 追 加 の 抗 体 の 使 用 は 、 非 定 型 細 胞 型
間 の さ ら な る 識 別 お よ び 識 別 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 2　 蛍 光 色 素
　 好 ま し く は 本 発 明 の 組 成 物 ま た は 方 法 中 で 用 い る た め に 選 択 さ れ る 各 抗 体 は 、 蛍 光 色 素
と 呼 ば れ る 蛍 光 検 出 可 能 な 標 識 と 会 合 ま た は 接 合 し て い る 。 蛍 光 色 素 は 、 一 般 に 診 断 検 査
に 用 い ら れ る 。 一 般 に 用 い ら れ る 蛍 光 色 素 に は 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト （ FI
TC） 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン （ PE） 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン （ APC） 、 が 挙 げ ら れ 、 ま た タ ン デ
ム 色 素 、 す な わ ち PE－ シ ア ニ ン － 5（ PC5） 、 PE－ シ ア ニ ン － 7（ PC7） 、 PE－ シ ア ニ ン － 5.
5、 PE－ テ キ サ ス レ ッ ド （ ECD） 、 ロ ー ダ ミ ン 、 PerCPが 挙 げ ら れ る 。 タ ン デ ム 色 素 で は な
い ア レ ク サ 色 素 も ま た 有 用 で あ る 。 そ の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 装 置 で 使 用 さ れ る レ ー ザ ー
の 種 類 に よ っ て は こ の よ う な 標 識 の 組 合 せ 、 な か で も テ キ サ ス レ ッ ド と ロ ー ダ ミ ン 、 FITC
＋ PE、 FITC＋ PECy5、 お よ び PE＋ PECy7な ど を 用 い る こ と が で き る 。 赤 色 、 青 色 、 ま た は 緑
色 の 波 長 、 ま た は こ れ ら 波 長 の 組 合 せ の 放 射 エ ネ ル ギ ー に よ り 励 起 可 能 な も の を 含 め て 任
意 の 蛍 光 色 素 を 使 用 す る こ と が で き る 。 複 数 の 蛍 光 色 素 を 独 立 に 入 手 可 能 な 蛍 光 色 素 か ら
選 択 す る こ と が で き る 。 別 法 で は ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン 標 識 ま た は 一 次 お よ び 二 次 標 識 し た
抗 体 な ど の 間 接 的 な 標 識 方 法 が 、 同 様 の 効 果 を 達 成 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ れ ら 蛍 光 性 色 素 の す べ て が 市 販 さ れ て お り 、 ま た そ れ ら の 使 用 法 も 当 業 界 で 知 ら れ て
い る 。 さ ら に 他 の 蛍 光 性 色 素 を 他 の 供 給 源 か ら 入 手 で き る 可 能 性 も あ り 、 ま た 将 来 開 発 さ
れ る 可 能 性 も あ る 。 こ の よ う な 色 素 は 、 下 記 実 施 例 の 蛍 光 性 色 素 の 実 例 と 同 じ よ う に 本 発
明 の 方 法 に お い て 有 用 で あ る と 予 想 さ れ る 。 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に よ れ ば 、 た だ 1種 類 の
蛍 光 色 素 が 、 第 一 の 抗 体 お よ び 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 の 両 方 を 標 識 す る た め に 使
用 さ れ る 。 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に よ れ ば 2種 類 の 蛍 光 色 素 が 用 い ら れ る 。 一 局 面 で は 2種
類 の 蛍 光 色 素 、 例 え ば PEと PECy7な ど を 使 用 す る 場 合 、 そ れ ぞ れ が 識 別 し て 検 出 可 能 な 発
光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 別 の 局 面 で は 2種 類 の 蛍 光 色 素 を 使 用 す る 場 合 、 そ れ ぞ れ が 部 分
的 に 重 な り 合 う 検 出 可 能 な 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 本 発 明 で 使 用 す る た め に 選 択 さ れ る
結 合 蛍 光 色 素 （ 1種 ま た は 複 数 種 の レ ー ザ ー を 用 い る ） に は 、 PE＋ PECy5、 PE＋ APC、 FITC
＋ PE、 APC＋ PECy7、 お よ び PE＋ PECy7が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は そ の 組 成 物
お よ び 方 法 で 使 用 す る 蛍 光 色 素 標 識 の ピ ー ク 発 光 ス ペ ク ト ル は 、 そ の よ う な 形 で 利 用 さ れ
る 場 合 、 下 記 の よ う に そ の 核 酸 色 素 の ピ ー ク 発 光 ス ペ ク ト ル と 部 分 的 に 重 な り 合 っ て も よ
い 。
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【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ の 標 識 を そ の 抗 体 と 結 合 ま た は 会 合 さ せ る 方 法 も 同 様 に 従 来 の も の で あ り 、 当 業 者 に
知 ら れ て い る 。 標 識 付 着 の 既 知 の 方 法 に つ い て は 下 記 に 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば 、 な か で
も Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, 第 6版 , R. P. Haugland, 
Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, 1996、 Pierce Catalog and Handbook, Life Scie
nce and Analytical Research Products, Pierce Chemical Company, Rockford, IL, 199
4/1995、 米 国 特 許 第 6,692,968号 明 細 書 お よ び 同 第 5,164,311号 明 細 書 を 参 照 さ れ た い ） 。
し た が っ て 蛍 光 色 素 標 識 お よ び 結 合 方 法 の 選 択 は 本 発 明 を 限 定 し な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い ら れ る 抗 体 の 最 適 濃 度 は 、 1種 類 か 2種 類 の み の 蛍 光 色 素 標 識 を 有 す
る 複 数 抗 体 を 使 用 す る 場 合 、 選 択 さ れ る 標 識 、 望 ま し い 染 色 強 度 、 反 応 速 度 、 お よ び 蛍 光
チ ャ ネ ル 間 の 蛍 光 キ ャ リ ー オ ー バ ー に 基 づ い て 定 め ら れ る 。 そ の よ う な 濃 度 に つ い て は 、
本 発 明 の こ れ ら 教 示 を 与 え ら れ た 当 業 者 が 決 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 3　 任 意 の 核 酸 色 素
　 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 の 幾 つ か の 実 施 形 態 に は 、 核 酸 色 素 す な わ ち 細 胞 親 和 性 色 素
が 含 ま れ る 。 本 発 明 に 有 用 な 核 酸 色 素 は 、 そ の 組 成 物 お よ び 方 法 に お け る 第 一 の 抗 体 ま た
は 追 加 の 抗 体 を 標 識 す る 蛍 光 色 素 の 発 光 ス ペ ク ト ル の 少 な く と も 一 方 と 部 分 的 に 重 な り 合
う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 一 実 施 形 態 で は そ の 核 酸 色 素 の 発 光 ス ペ ク ト ル は 、 本 発 明 の
こ れ ら 組 成 物 お よ び 方 法 に 有 用 な 複 数 の 蛍 光 色 素 と 部 分 的 に 重 な り 合 う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 一 実 施 形 態 で は 核 酸 色 素 は 細 胞 浸 透 性 色 素 で あ る 。 用 語 「 細 胞 浸 透 性 」 と は 、 組 成 物 ま
た は 反 応 混 合 物 中 の 浸 透 化 剤 の さ ら な る 存 在 を 必 要 と せ ず に 細 胞 膜 に 容 易 に 浸 透 し 、 ま た
そ の 細 胞 の 成 分 を 染 め る 色 素 を 記 述 す る こ と を 意 図 し て い る 。 一 般 に は 細 胞 浸 透 性 色 素 は
、 溶 血 さ れ な か っ た 生 細 胞 ま た は 細 胞 成 分 を 染 め る た め に 利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は こ の 核 酸 色 素 は 細 胞 非 透 過 性 色 素 、 例 え ば 赤 色 、 緑 色 、 ま た は 青 色 で
励 起 さ れ る 波 長 領 域 内 に あ る 細 胞 非 透 過 性 色 素 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 核 酸 色 素 は 、 挿 入 色 素 ま た は 異 染 色 素 で あ る 。 例 え ば Urban等 の
論 文 、 2000 Acta. Histochem. 102:259‾272中 で 言 及 さ れ て い る 異 染 色 素 を 参 照 さ れ た い
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 核 酸 色 素 は 非 異 染 色 素 で あ る 。 用 語 「 非 異 染 色 素 」 と は 、 予 め 決
め ら れ た 波 長 を 照 射 し た と き 、 単 一 波 長 の 励 起 お よ び ／ ま た は 発 光 を も た ら す 蛍 光 色 素 を
記 述 す る こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 で 利 用 す る こ と が で き る 核 酸 色 素 の 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が ピ ロ ニ ン Y
色 素 と 、 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ 色 素 、 ノ ニ ル ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ 色 素 （ 臭 化 3,6－ ビ ス － （
ジ メ チ ル ア ミ ノ ） － 10－ ノ ニ ル ア ク リ ジ ニ ウ ム 、 Molecular Probes, Eugene, OR） 、 お よ
び ア ク リ ジ ン レ ッ ド 色 素 （ ま た ピ ロ ニ ン Bと し て 市 販 さ れ て い る 、 Sigma-Aldrich Corp., 
St. Louis, MO） な ど の ア ク リ ジ ン 色 素 と 、 チ ア ゾ ー ル オ レ ン ジ 色 素 （ Becton Dickinson,
 Franklin Lakes, NJ） と 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ 3,8－ ジ ア ミ ノ － 5－ （ 3－ ジ エ チ ル ア ミ
ノ プ ロ ピ ル ） － 6－ フ ェ ニ ル － フ ェ ナ ン ト リ ジ ニ ウ ム ヨ ー ジ ド メ チ オ ジ ド 、 Sigma-Aldrich
 Corp., St. Louis, MO） と 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム （ Sigma‐ Aldrich Corp., St. Louis, MO）
と 、 ヨ ウ 化 ヘ キ シ ジ ウ ム （ Molecular Probes, Eugene, OR） と 、 ジ ヒ ド ロ エ チ ジ ウ ム （ Mo
lecular Probes, Eugene, OR） と 、 エ チ ジ ウ ム モ ノ ア ジ ド （ Molecular Probes, Eugene, 
OR） と 、 ト ル イ ジ ン ブ ル ー 色 素 （ 2－ ア ミ ノ － 7－ ジ メ チ ル ア ミ ノ － 3－ メ チ ル フ ェ ノ チ ア
ジ ニ ウ ム 塩 化 物 、 Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO） と 、 TOPRO-3色 素 と 、 YOPRO-1色
素 と 、 SYTO(商 標 )17色 素 お よ び SYTO(商 標 )59色 素 ～ SYTO(商 標 )64色 素 な ど の SYTO(商 標 )色
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素 と 、 TOTO-1色 素 お よ び TOTO-3色 素 な ど の TOTO(商 標 )色 素 と 、 PO-PRO-3色 素 と 、 YOYO-1色
素 な ど の YOYO(商 標 )色 素 と 、 BOBO(商 標 )色 素 と 、 POPO-3色 素 な ど の POPO(商 標 )色 素 と 、 キ
サ ン テ ン 色 素 と 、 カ ル ボ シ ア ニ ン 色 素 と 、 ア ス ト ラ バ イ オ レ ッ ト FRを 含 め た ポ リ メ チ ン 色
素 と 、 チ オ フ ァ ル ビ ン Tと 、 プ ソ イ ド イ ソ シ ア ニ ン と 、 オ キ サ カ ル ボ シ ア ニ ン 色 素 と 、 ア
ジ ン 色 素 と 、 ジ フ ェ ニ ル メ ー タ ー ン 色 素 と 、 メ チ ン 色 素 と 、 オ キ サ ジ ン 色 素 と 、 シ ア ニ ン
色 素 と 、 ス チ リ ル 色 素 と 、 ヒ ド ロ シ ス チ ル バ ミ ジ ン （ Molecular Probes, Eugene, OR） と
が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら 色 素 の 多 く 色 素 、 お よ び 本 発 明 で 利 用 す る こ と が で き る 他 の 色 素 は
、 Molecular Probes Inc.（ Eugene，  OR） か ら 市 販 さ れ て い る 。 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組
み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 5,563,070号 明 細 書 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 非 異 染 色 素 の 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 ニ ュ ー ト ラ ル レ ッ ド 色 素 （ 3－ ア ミ ノ
－ 7－ ジ メ チ ル ア ミ ノ － 2－ メ チ ル フ ェ ナ ジ ン 塩 酸 塩 、 Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, 
MO） 、 Basic Orange(商 標 )21色 素 （ Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO） 、 DiOC色 素 （
1,1′ － ジ メ チ ル オ キ サ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 Molecular Probes, Eugene, OR） 、 Pyronin(商
標 )Y色 素 （ Polysciences, Inc., Washington, PA） 、 Methylene Blue(商 標 )色 素 （ 3－ ビ
ス － （ ジ メ チ ル ア ミ ノ ） － フ ェ ノ チ ア ジ ン － 5－ イ ウ ム 塩 化 物 、 Molecular Probes, Eugen
e, OR） 、 Auramine(商 標 )O色 素 （ 4,4'－ （ イ ミ ド カ ル ボ ニ ル ） － ビ ス － （ N,N－ ジ メ チ ル
ア ニ リ ン ） 一 塩 酸 塩 、 Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO） 、 LDS(商 標 )751色 素 （ キ ノ
リ ニ ウ ム 、 6－ （ ジ メ チ ル ア ミ ノ ） － 2－ ［ 4－ ［ 4－ （ ジ メ チ ル ア ミ ノ ） フ ェ ニ ル ］ － 1,3
－ ブ タ ジ エ ニ ル ］ － 2－ エ チ ル 過 塩 素 酸 塩 、 Molecular Probes, Eugene, OR） 、 な か で も
こ れ ら の レ ッ ド シ リ ー ズ 、 お よ び こ れ ら の 組 合 せ が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 様 々 な Beckman 
Coulterカ タ ロ グ 類 、 The Handbook of Fluorescent Probes and Research Products, 第 6
版 , R. P. Haugland, Molecular Probes, Eugene, ORを 参 照 さ れ た い 。 幾 つ か の 色 素 は 、
あ る 種 の 環 境 下 で 異 染 色 素 で あ り 、 ま た 他 の 環 境 下 で 非 異 染 色 素 で あ る 場 合 が あ る こ と に
留 意 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 の 一 実 施 形 態 で は そ の 核 酸 色 素 は 、 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ ま た
は ノ ニ ル ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は そ の 色 素 は 、 チ ア ゾ ー ル オ レ ン ジ
で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は そ の 色 素 は 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム で あ る 。 別 の 実 施 形 態
で は そ の 色 素 は 、 ア ク リ ジ ン レ ッ ド ま た は ト ル イ ジ ン ブ ル ー 色 素 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 当 業 者 な ら ば 本 明 細 書 に 包 含 さ れ て い る さ ら な る 教 示 を 考 慮 し て こ れ ら の 組 成 物 お よ び
方 法 に 使 用 す る 適 切 な 色 素 を 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 4　 任 意 の 溶 血 系
　 任 意 の 溶 血 系 を 使 用 し て 、 そ の 白 血 球 集 団 の 所 望 の 固 有 お よ び 外 因 性 の 性 質 を 保 存 し な
が ら 、 な お そ の 上 に 有 核 赤 色 血 液 細 胞 （ NRBC） を 保 存 し な が ら 、 生 物 試 料 中 の 非 有 核 赤 色
血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 溶 血 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 溶 血 系 が 、 核 酸 色
素 の 不 在 下 の 方 法 ま た は 組 成 物 の 成 分 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 溶 血 系 を 核 酸 色 素 の 存 在
下 で 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 場 合 一 般 に は 上 記 の よ う に 核 酸 色 素 は 非 浸 透 性 色 素 で あ る
。 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 溶 血 系 は 、 単 一 の 溶 血 試 薬 を 含 む こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 で
は 溶 血 系 は 、 失 活 の ス テ ッ プ と そ の た め の 試 薬 を 含 む こ と が で き る 。 幾 つ か の 実 施 形 態 で
は 溶 血 系 は 、 固 定 の ス テ ッ プ と そ の た め の 試 薬 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 溶 血 系 は 、 こ れ に は 限 定 さ れ な い が Erythrolyse II（ Beckman Coulter， Inc． ） を 含 め
た 溶 血 試 薬 で あ る こ と が で き 、 こ の 溶 血 試 薬 は 米 国 特 許 第 5,882,933号 明 細 書 に 開 示 さ れ
て お り 、 こ の 特 許 は そ の 素 性 を 確 認 す る 目 的 で 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 溶 血
試 薬 は 様 々 で あ る こ と が で き 、 そ の 主 要 な 必 要 条 件 は 赤 色 血 液 細 胞 の 効 率 的 な 溶 血 、 な ら
び に WBCと NRBC上 お よ び 所 望 の 非 定 型 細 胞 上 の 抗 原 決 定 基 と 所 望 の 電 気 的 お よ び 光 学 的 特
性 と の 保 存 で あ る 。
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【 ０ ０ ５ １ 】
　 溶 血 用 単 一 試 薬 の 使 用 に 加 え て 、 本 発 明 に 有 用 な 溶 血 系 に は 第 二 の 試 薬 、 例 え ば そ の 方
法 の 残 り の ス テ ッ プ の 間 に 、 例 え ば そ の 試 料 が ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル の ア パ ー チ
ュ ア を 通 っ て 流 れ る 間 に そ の 溶 血 試 薬 の 効 果 を 消 し ま た は 遅 ら せ る も の が 挙 げ ら れ る 。 有
用 な 溶 血 遅 延 剤 は そ の 溶 血 剤 に 応 じ て 選 択 す る こ と が で き 、 速 度 が 問 題 で あ る 場 合 に の み
使 用 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。 こ の よ う な 溶 血 遅 延 剤 の 例 は 、 Stabilysis(商 標 )試 薬 （ Beckma
n Coulter， Inc． ） で あ る 。 こ の 溶 血 遅 延 試 薬 は 、 考 察 対 象 の 細 胞 上 で の 溶 血 作 用 の ク エ
ン チ ン グ 、 な ら び に 抗 原 決 定 基 と 所 望 の 電 気 的 お よ び 光 学 的 特 性 と の 保 存 と い う 主 要 な 必
要 条 件 が 達 成 さ れ る と い う 条 件 で 変 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 通 常 の 固 定 試 薬 も ま た 、 溶 血 試 薬 の 選 択 ま た は こ の 方 法 の 好 ま し い 具 体 化 に よ っ て は 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 他 の 溶 血 系 も 市 場 で 売 ら れ て お り 、 こ れ ら に は Immunoprep(商 標 )系 、 Versalyse(商 標 )
系 、 FACSlyse(商 標 )系 （ Bectin Dickenson） 、 ま た は 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 系 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 5　 他 の 任 意 の 成 分
　 球 状 化 剤 を 場 合 に よ り 本 発 明 の 組 成 物 、 反 応 混 合 物 、 お よ び 方 法 中 に 含 ま せ る こ と が で
き 、 当 業 者 が 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る 。 望 ま し く は こ の 球 状 化 剤 は 、 赤 色 血 液 細 胞 お
よ び 網 状 赤 血 球 を 等 積 的 に 球 状 化 し 、 か つ 浸 透 性 を 増 大 さ せ る 両 性 イ オ ン 界 面 活 性 剤 で あ
る 。 こ の よ う な 試 薬 は ま た 界 面 活 性 剤 と し て も 働 く 。 球 状 化 剤 の 例 に は 、 好 適 に は リ ン 酸
緩 衝 塩 類 液 な ど の 緩 衝 液 に よ り 溶 液 状 態 に あ る 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 ド デ シ ル － β － D－ マ
ル ト シ ド 、 あ る い は ア ル キ ル ア ミ ド ベ タ イ ン ま た は ア ル キ ル ベ タ イ ン 、 例 え ば ラ ウ ロ ア ミ
ド プ ロ ピ ル ベ タ イ ン 、 コ コ ア ミ ド プ ロ ピ ル ベ タ イ ン 、 お よ び コ コ ア ミ ド ス ル ホ ベ タ イ ン や
、 N－ テ ト ラ デ シ ル － N,N－ ジ メ チ ル － 3－ ア ン モ ニ オ － 1－ プ ロ パ ン ス ル ホ ナ ー ト や 、 N－
ド デ シ ル － N,N－ ジ メ チ ル － 3－ ア ン モ ニ オ － 1－ プ ロ パ ン ス ル ホ ナ ー ト な ど の 両 性 イ オ ン
物 質 が 挙 げ ら れ る 。 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る 米 国 特 許 第 5,633,167号 明 細
書 お よ び 同 第 5,438,003号 明 細 書 を 参 照 さ れ た い 。 血 液 試 料 内 の 網 状 赤 血 球 お よ び 赤 色 血
液 細 胞 を 効 果 的 に 等 積 的 に 球 状 化 す る に は 、 最 も 好 ま し く は そ の 組 成 物 中 の 球 状 化 剤 の 濃
度 は 、 約 200 mOsmか ら 約 400 mOsm、 好 ま し く は 約 250 mOsm か ら 350 mOsmの 範 囲 内 の mOsm
で 約 3μ g/mLか ら 約 50μ g/mLで あ る 。 し か し 当 業 者 は 、 そ の 選 択 さ れ る 界 面 活 性 剤 を 考 慮
に 入 れ て 、 そ の 細 胞 を 等 積 的 に 球 状 化 す る の に 必 要 な ま た は 望 ま し い そ の 濃 度 お よ び 浸 透
圧 モ ル 濃 度 を 容 易 に 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た 、 細 胞 を 浸 透 性 に す る 幾 種 類 か の 界 面 活 性 剤 お よ び 洗 浄 剤 を 、 本 発 明 の 組 成 物 中 で
使 用 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 界 面 活 性 剤 の 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が ア ニ オ ン
界 面 活 性 剤 ペ ル フ ル オ ロ ア ル キ ル カ ル ボ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム （ Fluorad(登 録 商 標 )FC-143と
し て 市 販 さ れ て い る （ 3M Company, Minneapolis, Minnesota） ） お よ び ラ ウ ロ イ ル ミ リ ス
ト イ ル 乳 酸 ナ ト リ ウ ム （ Pationic(登 録 商 標 )138Cと し て 市 販 さ れ て い る （ R. I. T. A. Co
rp. Woodstock, Illinois） ） や 、 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 か ら は ド デ シ ル － β － D－ マ ル ト シ
ド 、 N,N－ ビ ス ［ 3－ D－ グ ル コ ン － ア ミ ド プ ロ ピ ル ］ コ ラ ミ ド 、 ポ リ オ キ シ プ ロ ピ レ ン －
ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー 、 N－ テ ト ラ デ シ ル － β － D－ マ ル ト シ ド 、 ダ コ ニ
ル － N－ メ チ ル － グ ル カ ミ ド 、 n－ ド デ シ ル － β － D－ グ ル コ ピ ラ ノ シ ド 、 n－ デ シ ル － β －
D－ グ ル コ ピ ラ ノ シ ド 、 ス テ ア リ ン 酸 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ス テ ル 、 エ ト キ シ ル 化
コ コ モ ノ グ リ セ リ ド 、 オ ク チ フ ェ ノ キ シ ポ リ （ エ チ レ ン オ キ シ ） エ タ ノ ー ル 、 エ ト キ シ ル
化 オ ク チ ル フ ェ ノ ー ル 、 お よ び 直 鎖 ア ル コ ー ル や 、 カ チ オ ン 界 面 活 性 剤 の な か か ら は コ コ
ヒ ド ロ キ シ エ チ ル イ ミ ダ ゾ リ ン 、 塩 化 ラ ウ リ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 、 臭 化 デ シ ル ト リ
メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 、 臭 化 オ ク チ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム や 、 両 性 イ オ ン 界 面 活 性 剤 の
な か か ら は ラ ウ ラ ミ ド プ ロ ピ ル ベ タ イ ン 、 N－ テ ト ラ デ シ ル － N,N－ ジ メ チ ル － 3－ ア ン モ
ニ オ － 1－ プ ロ パ ン ス ル ホ ナ ー ト 、 N－ ド デ シ ル － N,N－ ジ メ チ ル － 3－ ア ン モ ニ オ － 1－ プ
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ロ パ ン ス ル ホ ナ ー ト 、 コ コ ア ミ ド プ ロ ピ ル ベ タ イ ン 、 コ コ ア ミ ド ス ル ホ ベ タ イ ン 、 N－ ド
デ シ ル － N,N－ ジ メ チ ル － 3－ ア ン モ ニ オ － 1－ プ ロ パ ン ス ル ホ ナ ー ト 、 N－ テ ト ラ デ シ ル －
N,N－ ジ メ チ ル － 3－ ア ン モ ニ オ － 1－ プ ロ パ ン ス ル ホ ナ ー ト が 挙 げ ら れ る 。 洗 浄 剤 の 例 に
は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 非 イ オ ン 洗 浄 剤 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 他 の 細 胞 浸 透 化 剤 も ま た 、 細 胞 非 浸 透 性 色 素 の 細 胞 膜 透 過 を 可 能 に す る た め に 本 発 明 の
組 成 物 中 に 含 ま せ る こ と が で き る 。 望 ま し く は こ れ ら の 成 分 は 、 そ の 全 組 成 の 約 0か ら 約 1
％ の 間 の 濃 度 で 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 さ ら に 緩 衝 液 な ど の 他 の 成 分 を 含 有 す る こ と が で き る 。 好 適 な 緩 衝
液 に は 、 そ の 組 成 物 の pHを 約 6か ら 約 9の 範 囲 に 保 つ も の が 挙 げ ら れ る 。 望 ま し く は 約 7か
ら 約 7.5の 範 囲 の pHが 組 成 物 中 で 維 持 さ れ る 。 さ ら に こ の よ う な 緩 衝 液 は ま た 、 本 発 明 の
組 成 物 の 1種 類 ま た は 複 数 種 類 の 成 分 の 濃 度 を 調 整 す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 本 発
明 で 使 用 す る こ と が で き る 緩 衝 液 の 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が リ ン 酸 緩 衝 塩 類 液 、
ま た は ISOTON II（ Coulter Corporation, Miami, FL） な ど の 等 張 塩 類 液 が 挙 げ ら れ る 。
参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 3,962,125号 明 細 書 を 参 照 さ れ た い 。 適 切
な 緩 衝 液 の 選 択 は 、 本 発 明 に 関 す る 制 約 で は な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 保 存 剤 も ま た 本 発 明 の 組 成 物 に 加 え る こ と が で き 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 5－ ク ロ ロ
－ 2－ メ チ ル － 4－ イ ソ チ ア ゾ リ ン － 3－ オ ン お よ び 2－ メ チ ル － 4－ イ ソ チ ア ゾ リ ン － 3－ オ
ン か ら 選 択 す る こ と が で き る （ こ の よ う な 保 存 剤 は 、 例 え ば ProClin 300ま た は ProClin 1
50と し て 市 場 で 購 入 す る こ と が で き る ） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 当 業 者 は 、 本 発 明 で 用 い る 組 成 物 に 利 用 す る こ と が 可 能 な さ ら な る 試 薬 を 選 択 す る こ と
が で き る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 6　 特 定 の 実 施 形 態
　 本 発 明 の 組 成 物 は 適 切 な 方 法 で 一 般 に 調 製 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は そ の 試 料 自 体 以 外 の
反 応 混 合 物 の す べ て の 成 分 を 集 め て キ ッ ト を 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 そ の よ う な 一 組 成 物 は 、 上 記 の 記 述 に 適 合 し 、 か つ 第 一 の 蛍 光 色 素 、 例 え ば 抗 CD45-PEC
y7で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 と 、 上 記 の 「 追 加 の 抗 体 」 の 記 述 に 適 合 し 、 か つ 第 一 の 蛍 光 色 素
、 例 え ば 抗 CD16-PECy7で 標 識 し た 第 二 の 抗 体 と 、 核 酸 色 素 、 例 え ば ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ と
を 含 有 す る 。 キ ッ ト の 形 態 の こ の 組 成 物 は ま た 、 キ ッ ト に と っ て は 普 通 の 他 の 品 目 の な か
で も 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の 適 切 な 包 装 、 ガ ラ ス 製 品 、 ま た は 容 器 の 構 成 要 素 と 、
使 用 説 明 書 と を 含 有 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 成 分 を 含 有 す る 組 成 物 は 、 生 物 試 料 と 混
ぜ 合 わ せ て 単 一 反 応 混 合 物 に す る よ う に 設 計 さ れ 、 上 記 混 合 物 は そ の 試 料 中 の 少 な く と も
8種 類 ま た は そ れ 以 上 の 血 液 細 胞 集 団 を 計 数 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 本 発 明 の 組 成 物 は 、 上 記 の 記 述 に 適 合 し 、 か つ 第 一 の 蛍 光 色 素 、 例 え
ば 抗 CD45-PECy7で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 と 、 上 記 の 「 追 加 の 抗 体 」 の 記 述 に 適 合 し 、 か つ 第
一 の 蛍 光 色 素 、 例 え ば 抗 CD16-PECy7で 標 識 し た 第 二 の 抗 体 と 、 溶 血 用 で か つ ク エ ン チ ン グ
用 の 試 薬 を 含 有 す る 溶 血 系 と を 含 有 す る 。 上 記 の よ う に こ れ ら の 類 似 の キ ッ ト 構 成 要 素 が
含 ま れ て も よ い 。 こ れ ら の 成 分 を 含 有 す る 組 成 物 は 、 生 物 試 料 と 混 ぜ 合 わ せ て 単 一 反 応 混
合 物 に す る よ う に 設 計 さ れ 、 上 記 混 合 物 は そ の 試 料 中 の 少 な く と も 7種 類 ま た は そ れ 以 上
の 血 液 細 胞 集 団 を 計 数 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 本 発 明 の 組 成 物 は 、 上 記 の 記 述 に 適 合 し 、 か つ 第 一 の 蛍 光 色 素
、 例 え ば 抗 CD45-PECy7で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 と 、 上 記 の 「 追 加 の 抗 体 」 の 記 述 に 適 合 し 、
か つ 第 一 の 蛍 光 色 素 、 例 え ば 抗 CD16-PECy7で 標 識 し た 第 二 の 抗 体 と 、 溶 血 用 で か つ ク エ ン
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チ ン グ 用 の 試 薬 を 含 有 す る 溶 血 系 と 、 核 酸 色 素 、 例 え ば ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ と を 含 有 す る
。 上 記 の よ う に こ れ ら の 類 似 の キ ッ ト 構 成 要 素 が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 組 成 物 は 、 上 記 の 記 述 に 適 合 し 、 か つ 第 一 の 蛍 光 色 素 、 例 え ば 抗 CD45
-PECy7で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 と 、 上 記 の 「 追 加 の 抗 体 」 の 記 述 に 適 合 し 、 か つ 異 な る 発 光
ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 二 の 蛍 光 色 素 、 例 え ば 抗 CD16PEで 標 識 し た 第 二 の 抗 体 と 、 核 酸 色 素
、 例 え ば ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ と を 含 有 す る 。 こ の 組 成 物 は 、 キ ッ ト の 形 態 の 場 合 に は ま た
、 キ ッ ト に と っ て は 普 通 の 他 の 品 目 の な か で も 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の 適 切 な 包 装
、 ガ ラ ス 製 品 、 ま た は 容 器 の 構 成 要 素 と 、 使 用 説 明 書 と を 含 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 本 発 明 の 組 成 物 は 、 上 記 の 記 述 に 適 合 し 、 か つ 第 一 の 蛍 光 色 素
、 例 え ば 抗 CD45-PECy7で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 と 、 上 記 の 「 追 加 の 抗 体 」 の 記 述 に 適 合 し 、
か つ 第 二 の 蛍 光 色 素 、 例 え ば 抗 CD16FITCで 標 識 し た 第 二 の 抗 体 と 、 溶 血 用 で か つ ク エ ン チ
ン グ 用 の 試 薬 を 含 有 す る 溶 血 系 と を 含 有 す る 。 上 記 の よ う に こ れ ら の 類 似 の キ ッ ト 構 成 要
素 が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 本 発 明 の 組 成 物 は 、 上 記 の 記 述 に 適 合 し 、 か つ 第 一 の 蛍 光 色 素
、 例 え ば 抗 CD45-PECy7で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 と 、 上 記 の 「 追 加 の 抗 体 」 の 記 述 に 適 合 し 、
か つ 第 二 の 蛍 光 色 素 、 例 え ば 抗 CD16-PEで 標 識 し た 第 二 の 抗 体 と 、 溶 血 用 で か つ ク エ ン チ
ン グ 用 の 試 薬 を 含 有 す る 溶 血 系 と 、 核 酸 色 素 、 例 え ば ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ と を 含 有 す る 。
上 記 の よ う に こ れ ら の 類 似 の キ ッ ト 構 成 要 素 が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ れ ら す べ て の 実 施 形 態 は 、 同 一 ま た は 異 な る 蛍 光 色 素 標 識 を 有 す る 2種 類 以 上 の 追 加
の 抗 体 、 球 状 化 剤 、 ま た は 前 述 の 他 の 成 分 を 含 め た 上 記 の 追 加 の 成 分 の い ず れ か を 含 有 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 本 発 明 の 組 成 物 は 、 個 別 的 な 成 分 と し て 、 白 血 球 お よ び 非 白 血 球
の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 第 一 の 抗 体 と 、 成 熟 お よ
び 未 熟 顆 粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 を す る 抗 原 決 定 基 と 結
合 す る 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 と 、 第 一 の 抗 体 お よ び 任 意 選 択 で 少 な く と も 1種 類 の
追 加 の 抗 体 と 会 合 さ せ る た め の 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一 の 蛍 光 色 素 と 、 追 加 の
抗 体 と 会 合 さ せ る た め の 上 記 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る さ ら な る 発 光 ス ペ ク ト ル
を 有 す る 追 加 の 蛍 光 色 素 と 、 （ 1） 上 記 試 料 中 に 存 在 す る 任 意 の 赤 色 血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ
違 っ た 形 で 溶 血 し 、 か つ 生 物 試 料 中 の 白 血 球 集 団 を 保 存 す る こ と が で き る 溶 血 系 、 ま た は
（ 2） 上 記 の 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル ま た は 上 記 の さ ら な る 発 光 ス ペ ク ト ル の 少 な く と も 一
方 と 部 分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 核 酸 色 素 、 ま た は （ 3） こ れ ら の 組 合 せ
か ら 選 択 さ れ る 1種 類 ま た は 複 数 種 類 の 成 分 と を 含 有 す る キ ッ ト で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 望 ま し く は こ の 組 成 物 の 上 記 成 分 用 の 包 装 が 含 ま れ る 。 別 法 で は こ の よ う な キ ッ ト は さ
ら に 、 生 物 試 料 中 の 細 胞 集 団 を 計 数 す る た め の 方 法 の 実 施 用 の 使 用 説 明 書 と 、 試 料 お よ び
混 合 用 容 器 と 、 上 記 蛍 光 色 素 で 上 記 抗 体 を 標 識 す る た め の 試 薬 と の う ち の 1ま た は 複 数 の
セ ッ ト を 含 有 す る 。 キ ッ ト の さ ら に 他 の 通 常 の 構 成 要 素 を 容 易 に 含 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 C　 マ ル チ パ ラ メ ー タ 高 処 理 量 の 血 液 検 査 法
　 し た が っ て 本 発 明 に よ れ ば 、 生 物 試 料 中 の 正 常 お よ び 非 定 型 両 方 の 細 胞 集 団 の 迅 速 な 識
別 お よ び 分 析 の た め の 方 法 は 下 記 の ス テ ッ プ を 用 い て 行 わ れ る 。 必 要 に 応 じ て 幾 つ か の ス
テ ッ プ は 手 動 で 行 う こ と も で き る が 、 好 ま し く は こ れ ら の 方 法 は 完 全 に 自 動 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 1　 単 一 反 応 混 合 物 お よ び 溶 血 系 を 伴 う 方 法
　 本 発 明 の 方 法 の 一 実 施 形 態 で は 単 一 反 応 混 合 物 は 、 生 物 試 料 、 例 え ば 約 10～ 200μ Lを 上
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記 「 第 一 の 」 抗 体 、 約 0.1か ら 約 2μ gと 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 。 一 実 施 形 態
で は 約 100μ Lの 試 料 が 用 い ら れ る 。 こ の 第 一 の 抗 体 の 試 料 中 の 白 血 球 と の 結 合 は 、 そ の 赤
色 血 液 細 胞 お よ び 有 核 赤 色 血 液 細 胞 と の 結 合 と 識 別 す る こ と が で き る 。 こ の 第 一 の 抗 体 上
の 同 じ 蛍 光 色 素 か 、 ま た は こ の 第 一 の 蛍 光 色 素 の 発 光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る 発 光 ス ペ ク
ト ル を 有 す る 第 二 の 蛍 光 色 素 の い ず れ か で 標 識 さ れ た 少 な く と も 1種 類 の 上 記 「 追 加 の 」
抗 体 、 例 え ば 約 0.1か ら 約 2μ gを こ の 混 合 物 中 に 導 入 す る 。 こ の 追 加 の 抗 体 は 、 相 異 な る
成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球 ま た は 骨 髄 細 胞 の 識 別 を 可 能 に す る 。 こ れ は 、 そ の 様 々 な 型 の 未 熟
細 胞 を 「 正 常 な 」 す な わ ち 成 熟 白 色 細 胞 と 識 別 す る こ と を 可 能 に す る 。 一 実 施 形 態 で は そ
の 反 応 混 合 物 は 2種 類 の 抗 体 を 含 有 す る が 、 よ り 少 種 類 ま た は よ り 多 種 類 の 抗 体 （ す な わ
ち 3種 類 ） を 使 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 上 記 の よ う に 、 適 切 な 標 識 に よ り 正 常 お よ び
非 定 型 細 胞 （ 例 え ば 成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球 、 ま た は 骨 髄 細 胞 ） の 他 の 群 間 の 識 別 を 可 能 に
す る 抗 原 決 定 基 に 向 け ら れ る 2種 類 以 上 の 追 加 の 抗 体 も ま た 、 こ の 反 応 混 合 物 中 に 含 ま せ
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ の 反 応 混 合 物 の 成 分 は 、 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 反 応 す る 。 そ の 温 度
は 問 題 で は な い が 、 一 般 に は 周 囲 温 度 を 使 用 す る 。 そ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ／ 反 応 時 間 の
値 域 は 約 15秒 間 か ら 約 15分 間 で あ る 。 反 応 混 合 物 に 対 す る 約 1分 間 の 反 応 時 間 は 、 そ の 個
々 の 抗 体 お よ び 試 薬 の 濃 度 を 調 整 し 、 そ の 調 合 に お け る 球 状 化 剤 の 使 用 と 最 適 混 合 と を 組
み 込 む な ら ば 達 成 す る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の 急 速 反 応 時 間 は 実 験 室 で 実 証 さ れ て お
り 、 自 動 化 高 処 理 量 シ ス テ ム に と っ て 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 の こ の 実 施 形 態 で は 、 1種 類 ま た は 複 数 種 類 の 試 薬 を 伴 う 溶 血 系 が 、 そ の
反 応 混 合 物 中 に 導 入 さ れ る 。 好 ま し く は こ の ス テ ッ プ は 、 上 記 の よ う に 試 料 ／ 抗 体 の 混 合
物 の 一 部 を 溶 血 系 ま た は 溶 血 試 薬 と 約 4か ら 10秒 間 接 触 さ せ る こ と を 含 む 溶 血 ／ 失 活 反 応
を 伴 う 。 こ の 溶 血 系 は 、 そ の 白 血 球 集 団 の 所 望 の 固 有 お よ び 外 因 性 の 性 質 を 保 存 し な が ら
、 試 料 中 に 存 在 す る い か な る 非 有 核 赤 色 血 液 細 胞 を も そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 溶 血 す る 。 次 い
で 数 秒 間 の 後 、 こ の 溶 血 系 の 効 能 は 上 記 ク エ ン チ ン グ 試 薬 に よ り 遅 延 さ れ 失 活 さ れ 、 RBC
は 試 料 中 に 白 血 球 、 も し あ れ ば 非 定 型 細 胞 、 お よ び 有 核 RBCを 残 し て 溶 血 さ れ る 。 一 般 に
こ の ク エ ン チ ン グ 試 薬 は 、 試 料 が サ イ ト メ ト リ ー ／ 血 液 分 析 計 中 の ア パ ー チ ュ ア を 通 っ て
流 れ る 間 、 試 料 と 接 触 し て い る 。 し た が っ て こ の 第 二 の 試 薬 は 、 少 な く と も 数 秒 間 そ の 混
合 物 と 接 触 し て い る 。 溶 血 試 薬 、 失 活 試 薬 、 お よ び 固 定 試 薬 の 量 は 、 望 む な ら 使 用 す る 溶
血 系 の 素 性 に 応 じ て 当 業 者 が 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の 反 応 混 合 物 の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン お よ び こ れ に 続 く 溶 血 お よ び ク エ ン チ ン グ の サ イ ク ル は 、 好 ま し く は 完 全 に 自 動
化 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 抗 体 と 任 意 選 択 の 成 分 の い ず れ か と を 含 有 し 、 溶 血 RBCを 含 む ま た は 含 ま な い 試 料 は 、
次 い で そ の 試 料 が ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル の 単 一 ア パ ー チ ュ ア を 通 過 す る と き に 細
胞 上 で 複 数 の 相 互 に 関 連 す る 測 定 値 （ 電 気 的 、 蛍 光 、 お よ び 光 学 的 ） を 生 成 す る こ と が で
き る ト ラ ン ス デ ュ ー サ の 単 一 フ ロ ー ア パ ー チ ュ ア を 通 過 す る 。 し た が っ て こ の ト ラ ン ス デ
ュ ー サ は 、 正 常 な 白 血 球 と 、 非 定 型 白 血 球 の 少 な く と も 1種 類 （ ま た 好 ま し く は 2種 類 以 上
） の 分 集 団 と の 定 量 分 析 を 可 能 に す る 。 そ れ ら 細 胞 が ト ラ ン ス デ ュ ー サ を 通 過 す る と き に
複 数 の 相 互 に 関 連 す る 電 気 的 、 蛍 光 、 お よ び 光 学 的 測 定 値 が 各 細 胞 上 で 生 成 さ れ る 。 細 胞
の 蛍 光 は 、 好 ま し く は そ れ ら 細 胞 と 結 合 す る 抗 体 を 標 識 す る た め に 用 い ら れ る 色 素 ま た は
蛍 光 色 素 の そ れ ぞ れ の 蛍 光 発 光 ス ペ ク ト ル に よ っ て 決 ま る 飛 び 飛 び の 複 数 の 波 長 範 囲 内 で
測 定 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は こ の 蛍 光 分 析 は 、 試 料 中 の 非 白 血 球 か ら 白 血 球 を 識 別 す る こ
と を 可 能 に し 、 ま た 少 な く と も 1種 類 の 非 定 型 細 胞 の 分 集 団 の 識 別 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 そ の 光 学 的 パ ラ メ ー タ は 一 般 に 散 乱 光 の 一 つ 、 例 え ば 側 方 散 乱 光 ま た は 前 方 散 乱 光 で あ
る 。 単 一 の 蛍 光 色 素 の み を 使 用 す る 場 合 、 散 乱 光 の 2つ 以 上 の 角 度 を 用 い る こ と が で き る
。 散 乱 光 の 角 度 は 、 約 20か ら 70度 の 間 の 散 乱 光 、 す な わ ち 中 角 散 乱 光 （ MALS） 、 ま た は 約
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10か ら 20度 の 間 の 散 乱 光 、 す な わ ち よ り 低 い 側 の 中 角 散 乱 光 （ LMALS） 、 ま た は 約 20か ら 7
0度 の 間 の 散 乱 光 、 す な わ ち 高 い 側 の 中 角 散 乱 光 （ UMALS） 、 ま た は 公 称 上 の 直 交 で あ る 約
80か ら 100度 の 間 の 散 乱 光 、 す な わ ち 側 方 散 乱 光 （ SS） と 、 約 2か ら 18度 の 間 の 低 角 前 方 散
乱 光 と 、 軸 方 向 光 損 失 ま た は 吸 光 度 と か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 そ の 電 気 的 パ ラ メ ー タ は 、 一 般 に は 容 積 の 直 流 電 気 イ ン ピ ー ダ ン ス 測 定 （ DC） で あ る 。
別 法 で は こ の 電 気 的 パ ラ メ ー タ は 、 そ の 細 胞 の 無 線 周 波 数 割 る DC容 積 と し て 計 算 さ れ る 不
透 明 度 で あ る こ と が で き る 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ は 、 本 願 の 譲 渡 人 に 譲 渡 さ れ た 米 国 特 許
第  5,125,737号 明 細 書 で 詳 細 に 考 察 さ れ 、 ま た 定 義 さ れ て い る 。 こ の 特 許 は 参 照 に よ り 本
明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 上 記 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の ス テ ッ プ は 、 手 動 で 、 部 分 的 手 動 お よ び 部 分 的 自 動 で 、 ま
た は 完 全 に 自 動 で 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な 一 つ の 自 動 化 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 計 測
器 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 6,228,652号 明 細 書 中 に 記 載 さ れ て
お り 、 こ の 特 許 は 前 述 の 細 胞 特 性 、 す な わ ち DC容 積 、 RF導 電 率 （ 不 透 明 度 ） 、 散 乱 光 、 お
よ び 蛍 光 特 性 を 同 時 に 求 め る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 別 々 の ト ラ ン ス デ ュ ー サ か ら 集 め
ら れ た デ ー タ を 相 互 に 関 連 づ け る た め の い か な る 必 要 性 も 回 避 さ れ る 。 こ れ ら 電 気 的 測 定
値 は 、 DC（ 直 流 容 積 ／ イ ン ピ ー ダ ン ス ） お よ び RF（ 無 線 周 波 数 ） か ら な る 。 そ の 光 学 的 測
定 値 に は 散 乱 光 お よ び 蛍 光 が 含 ま れ る 。 こ の 散 乱 光 の 測 定 値 は 、 低 、 中 、 お よ び 高 前 進 角
の 測 定 値 、 な ら び に 直 角 （ 90度 ／ 側 方 散 乱 光 ） 測 定 値 を 含 め た 細 胞 上 で 収 集 さ れ る 散 乱 の
複 数 の 角 度 か ら な る 。 そ の 蛍 光 測 定 値 は 、 2個 ま た は 3個 の 光 電 子 倍 増 管 ま た は 検 出 器 （ PM
T） 上 で 蛍 光 発 光 を 収 集 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 望 ま し く は 電 気 的 、 光 学 的 、 お よ び 蛍 光 パ ラ メ ー タ を 測 定 す る 血 液 計 測 器 が 、 本 発 明 の
分 析 を 行 う の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 6,22
8,532号 明 細 書 に 記 載 の 計 測 器 を 参 照 さ れ た い 。 具 体 例 と し て の 実 施 形 態 で は 532 nm緑 色
ダ イ オ ー ド レ ー ザ ー が 、 有 用 な 流 動 式 血 液 シ ス テ ム （ flow hematology system） に お け る
照 明 源 と し て 用 い ら れ る 。 し か し 当 業 者 に と っ て は 別 の 輝 線 を 有 す る レ ー ザ ー 、 例 え ば 63
3 nmま た は 644 nmレ ー ザ ー な ど の 赤 色 レ ー ザ ー 、 488 nmレ ー ザ ー な ど の 青 色 レ ー ザ ー に 置
き 換 え 、 蛍 光 色 素 を 適 切 な や り 方 で 調 整 す る こ と が 可 能 で あ る 。 色 素 は 、 そ の レ ー ザ ー 系
に 合 わ せ て 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 得 ら れ た デ ー タ は 、 広 範 な 白 血 球 識 別 分 析 結 果 を 求 め る た め に 必 要 な 情 報 を 提 供 す る 。
こ の 方 法 に よ れ ば そ れ ぞ れ の 細 胞 集 団 は 、 そ の 単 一 反 応 混 合 物 中 の 蛍 光 の 蛍 光 分 析 で 検 出
可 能 な 発 現 の パ タ ー ン を 異 に す る こ と を 利 用 し て 、 少 な く と も 2種 類 の パ ラ メ ー タ に よ っ
て 識 別 さ れ る 。 例 え ば こ れ ら 2種 類 の パ ラ メ ー タ は 、 蛍 光 チ ャ ネ ル と 、 側 方 散 乱 光 な ど の
光 学 的 パ ラ メ ー タ で あ る こ と が で き る 。 細 胞 集 団 を 識 別 す る の に 用 い る こ と が で き る 別 の
2種 類 の パ ラ メ ー タ は 、 2つ の 蛍 光 チ ャ ネ ル で あ る こ と が で き る 。 細 胞 集 団 を 識 別 す る の に
用 い る こ と が で き る 別 の 2種 類 の パ ラ メ ー タ は 、 蛍 光 チ ャ ネ ル と 、 電 気 的 パ ラ メ ー タ 、 例
え ば DCと で あ る こ と が で き る 。 細 胞 集 団 を 識 別 す る の に 用 い る こ と が で き る 別 の 2種 類 の
パ ラ メ ー タ は 、 光 学 的 パ ラ メ ー タ 、 例 え ば SSと 、 電 気 的 パ ラ メ ー タ 、 例 え ば DCと で あ る こ
と が で き る 。 そ の 単 一 反 応 混 合 物 上 で 得 ら れ る 測 定 値 の さ ら な る 組 合 せ は 当 業 者 に は 明 ら
か で あ り 、 こ の 方 法 で 用 い ら れ る 特 定 の 蛍 光 色 素 、 色 素 、 抗 体 、 光 学 的 パ ラ メ ー タ 、 お よ
び 電 気 的 パ ラ メ ー タ に よ っ て 決 ま る 。 こ れ ら の 分 析 の ス テ ッ プ は 、 望 ま し く は 自 動 化 プ ロ
セ ス の ア ル ゴ リ ズ ム 中 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 例 え ば 様 々 な 細 胞 集 団 は 、 使 用 さ れ る 方 法 の 変 形 形 態 、 蛍 光 色 素 の 素 性 、 抗 体 、 色 素 な
ど に よ っ て 決 ま る パ ラ メ ー タ の 下 記 の 非 限 定 的 一 覧 表 に よ っ て 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 上 記 の こ の 方 法 の 実 施 形 態 で は 反 応 混 合 物 の こ の 操 作 が 、 試 料 中 の 少 な く と も 7種 類 の
血 液 学 的 細 胞 集 団 を 計 数 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 し た が っ て 、 第 一 の 抗 体 、 例 え ば 抗 CD45と 、 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 、 例 え ば 抗 C
D16と が そ の 反 応 混 合 物 中 で 同 じ 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 実 施 形 態 に お い て 、 溶 血 の 後 、 蛍
光 の パ ラ メ ー タ と 、 光 学 的 パ ラ メ ー タ ま た は 電 気 的 パ ラ メ ー タ と を 用 い て 本 発 明 を 実 施 す
る こ と に よ っ て 識 別 す る こ と が で き る 様 々 な 細 胞 集 団 に は 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 顆 粒 球 、 好
酸 球 、 好 塩 基 球 、 芽 球 、 未 熟 顆 粒 球 、 お よ び NRBCが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 の さ ら に 他 の 使 用 法 は 、 本 発 明 の 相 互 に 関 係 の あ る マ ル チ パ ラ メ ー タ 分 析
を 用 い た 末 梢 血 標 本 中 の 有 核 赤 色 血 液 細 胞 （ NRBC） の 検 出 を 具 体 的 に 説 明 す る 。 NRBCは 、
RLSお よ び 不 透 明 度 の 画 面 で は デ ブ リ と 混 ざ り 合 っ て い る よ う に 見 え る 。 CD45は 白 血 球 系
列 の 細 胞 上 で 発 現 す る が 赤 血 球 細 胞 上 で は 発 現 し な い の で 、 NRBCは CD45陰 性 集 団 内 に 局 在
化 す る 。 し た が っ て 最 初 に NRBCを CD45陰 性 事 象 か ら 分 離 す る こ と に よ っ て 他 の 有 核 細 胞 集
団 か ら 隔 離 す る 。 そ れ ら NRBCは 、 デ ブ リ と 部 分 的 に 重 な り 合 う が 、 CD45発 現 が 不 十 分 な 老
化 し た ま た は 脆 弱 な 白 血 球 な ど の 他 の 事 象 を 排 除 す る CD45陰 性 の 低 SS集 団 と し て 現 れ る 。
次 い で こ れ ら NRBCを 、 CD45陰 性 の 低 SS事 象 に 関 し て ゲ ー ト を 設 け 、 ま た 単 一 パ ラ メ ー タ ま
た は マ ル チ パ ラ メ ー タ の い ず れ か の 画 面 中 で 散 乱 光 の 様 々 な 角 度 ま た は 電 気 的 パ ラ メ ー タ
で そ れ ら を 表 す こ と に よ っ て デ ブ リ か ら 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 別 の 例 と し て は 、 そ の 第 一 の 抗 体 、 例 え ば 抗 CD45と 、 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 、
例 え ば 抗 CD16と を 相 異 な る 蛍 光 色 素 で 標 識 す る 実 施 形 態 が あ る 。 そ の 反 応 混 合 物 に お い て
溶 血 の 後 に 蛍 光 の パ ラ メ ー タ と 光 学 的 パ ラ メ ー タ ま た は 電 気 的 パ ラ メ ー タ と を 用 い て 本 発
明 を 実 施 す る こ と に よ っ て 識 別 す る こ と が で き る 様 々 な 細 胞 集 団 に は 、 NK細 胞 を 含 め て 上
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記 で 計 数 し た 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 別 の 例 と し て は 、 そ の 第 一 の 抗 体 、 例 え ば 抗 CD45と 、 追 加 の 抗 体 、 例 え ば 抗 CD16と が 同
一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ 、 か つ 別 の 追 加 の 抗 体 、 例 え ば CD19が そ の 反 応 混 合 物 中 で 識 別 で
き る 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 異 な る 蛍 光 色 素 で 標 識 す る 実 施 形 態 に お い て 、 溶 血 の 後 に 蛍
光 の パ ラ メ ー タ と 光 学 的 パ ラ メ ー タ ま た は 電 気 的 パ ラ メ ー タ と を 用 い て 本 発 明 を 実 施 す る
こ と に よ っ て 識 別 す る こ と が で き る 様 々 な 細 胞 集 団 に は 、 上 記 で 識 別 さ れ る 細 胞 と 、 B細
胞 、 非 B細 胞 、 お よ び 芽 細 胞 系 列 と が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ の 方 法 の こ の 実 施 形 態 は 、 末 梢 血 中 に 普 通 に 見 出 さ れ る 5種 類 の 成 熟 白 血 球 集 団 （ リ
ン パ 球 、 単 球 、 顆 粒 球 、 好 酸 球 、 お よ び 好 塩 基 球 ） を そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 識 別 し 、 か つ 赤
血 球 お よ び 巨 核 球 系 列 の 細 胞 な ど の CD45の 発 現 に な い 造 血 細 胞 を 識 別 し 、 ま た 幹 細 胞 お よ
び 芽 球 な ど の 大 部 分 の 未 分 化 細 胞 を 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 3種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 2種 類 の 蛍 光 色 素 、 例 え ば 相 異 な る 蛍 光 色 素 に 接 合 し た
抗 CD19お よ び 抗 CD45に 関 し て の 抗 CD16蛍 光 と を 、 追 加 の 「 選 別 」 パ ラ メ ー タ と 共 に 使 用 す
る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 は B細 胞 、 NK細 胞 、 お よ び 非 B／ 非 NK（ T） 細 胞 を 識 別 し 、
芽 球 を 少 な く と も 2つ の 群 （ Bリ ン パ 芽 球 お よ び 非 Bリ ン パ 芽 球 ） に 識 別 し 下 位 分 類 し 、 良
性 の リ ン パ 球 増 殖 過 程 を B、 NK、 お よ び 非 B／ NK過 程 に 分 類 し 、 B細 胞 慢 性 お よ び B細 胞 急 性
の リ ン パ 球 増 殖 過 程 間 を 差 別 化 し 識 別 し 、 ま た 急 性 お よ び 慢 性 B細 胞 新 生 物 を 代 表 す る 非
定 型 リ ン パ 球 の 部 分 集 合 を 識 別 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ の 実 施 形 態 の 特 定 の 例 を 下 記 実 施 例 1で 述 べ る 。 こ の 単 一 反 応 混 合 物 は 、 第 一 の 抗 体
と し て 抗 CD45PC5（ フ ィ コ エ リ ト リ ン － シ ア ニ ン 5） の 最 適 濃 度 を 含 み 、 ま た 追 加 の 抗 体 、
抗 CD19PE（ フ ィ コ エ リ ト リ ン ） 、 抗 CD16PEを 用 い た 。 実 施 例 1に 述 べ る よ う に 同 一 ま た は
類 似 の 一 組 の デ ー タ を 生 成 す る た め に そ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 反 応 混 液 に 対 す る 様 々 な 置 換 ま
た は 付 加 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 2　 核 酸 色 素 を 含 有 す る 単 一 反 応 混 合 物 を 使 う 方 法
　 本 発 明 の 別 の 変 形 形 態 で は 単 一 反 応 混 合 物 は 、 生 物 試 料 を 上 記 「 第 一 」 の 抗 体 お よ び 少
な く と も 1種 類 の 上 記 「 追 加 」 の 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 形 成 さ れ 、 こ れ ら 抗 体 は
上 記 第 一 の 方 法 で 述 べ た と 同 じ よ う に そ の 第 一 の 抗 体 上 の 同 じ 蛍 光 色 素 か 、 ま た は こ の 第
一 の 蛍 光 色 素 の 発 光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 二 の 蛍 光 色 素 の い ず れ
か で 標 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 こ の 代 替 方 法 で は 追 加 の 成 分 、 す な わ ち 核 酸 色 素 （ 0.5μ g/mLか ら 約 20μ g/mLの 溶 液 を
約 10μ L、 し か し 抗 体 濃 度 、 血 液 容 積 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 お よ び ／ ま た は 混 合 回 数 を
適 切 に 調 整 す る な ら ば 、 よ り 低 い ま た は よ り 高 い 濃 度 も 可 能 で あ る ） が 、 そ の 単 一 反 応 混
合 物 中 に 導 入 さ れ る 。 こ の 核 酸 色 素 は 、 単 一 反 応 混 合 物 中 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た そ れ ら 抗
体 の 少 な く と も 1つ の 発 光 ス ペ ク ト ル と 部 分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 好
ま し く は こ の 蛍 光 色 素 標 識 の ピ ー ク 発 光 ス ペ ク ト ル は 、 そ の 細 胞 親 和 性 色 素 の ピ ー ク 発 光
ス ペ ク ト ル と 部 分 的 に 重 な り 合 う 。 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 特 徴 は 、 そ れ ら 抗 体 と 接 合 し
た 色 素 お よ び 蛍 光 色 素 が 明 瞭 な ピ ー ク 蛍 光 発 光 を 有 し な い こ と で あ る 。 し た が っ て そ の 検
出 シ ス テ ム の い ず れ か の チ ャ ネ ル で 検 出 さ れ る 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 色 素 単 独 、 蛍 光 色 素 接 合
抗 体 （ 群 ） 単 独 、 ま た は 色 素 と 少 な く と も 1種 類 の 蛍 光 色 素 接 合 抗 体 と を 足 し た 蛍 光 の 産
物 の い ず れ か の 蛍 光 発 光 に 特 徴 的 な も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 そ の 反 応 混 合 物 の こ れ ら の 成 分 は 、 第 一 の 方 法 の 実 施 形 態 に つ い て 上 記 で 述 べ た の と 同
一 条 件 下 で 反 応 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 実 施 形 態 で は そ の 溶 血 系 を 反 応 混 合 物 か ら
除 外 し て も よ く 、 ま た 上 記 実 施 形 態 に つ い て 述 べ た と 同 様 に 反 応 混 合 物 に 加 え て も よ い 。
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こ の 方 法 か ら の 溶 血 系 の 省 略 は 、 望 む な ら 、 網 目 状 RBCも し く は 網 目 状 RBCヘ モ グ ロ ビ ン 、
ま た は 巨 核 球 も し く は 血 小 板 な ど の 非 有 核 細 胞 パ ラ メ ー タ を 計 数 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 場 合 に よ っ て は 溶 血 RBCを 含 む 試 料 、 抗 体 、 核 酸 色 素 を 含 有 す る こ の 得 ら れ た 単 一 反 応
混 合 物 は 、 次 に そ れ ら が ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル の 単 一 ア パ ー チ ュ ア を 通 過 す る と
き に 細 胞 上 で 複 数 の 相 互 に 関 連 す る 測 定 値 （ 電 気 的 お よ び 光 学 的 ） を 生 成 す る こ と が で き
る ト ラ ン ス デ ュ ー サ の 単 一 フ ロ ー ア パ ー チ ュ ア を 通 過 す る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー の 操 作
は 上 記 の と お り で あ り 、 次 い で 分 析 を こ れ も ま た 上 記 と 同 様 に 一 集 団 当 た り パ ラ メ ー タ （
蛍 光 、 光 学 的 、 お よ び 電 気 的 ） の 2つ を 用 い る こ と に よ り 試 料 中 の 各 細 胞 集 団 に つ い て 行
う 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 一 実 施 形 態 で は こ の 評 価 に 用 い ら れ る パ ラ メ ー タ に は 、 前 方 お よ び 側 方 散 乱 光 と 、 最 低
少 な く と も 2つ の 蛍 光 チ ャ ネ ル と が 含 ま れ る 。 そ の 収 集 さ れ る チ ャ ネ ル の そ れ ぞ れ の 蛍 光
発 光 パ タ ー ン は 、 そ の 反 応 混 合 物 中 の 色 素 単 独 、 蛍 光 色 素 接 合 抗 体 単 独 、 ま た は 色 素 と 蛍
少 な く と も 1種 類 の 光 色 素 接 合 抗 体 と の ス ペ ク ト ル を 足 し た も の い ず れ か を 表 し て い る 。
し か し こ の 方 法 は ま た 、 散 乱 光 お よ び 蛍 光 測 定 値 と と も に イ ン ピ ー ダ ン ス （ DC） お よ び 導
電 率 （ RF） の VCSパ ラ メ ー タ を 使 用 す る こ と も で き る 。 上 記 で 指 摘 し た よ う に そ の 色 素 が
赤 色 励 起 性 蛍 光 色 素 に 接 合 し た 抗 体 と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ る 細 胞 親 和 性 の 赤 色 励 起 性 色
素 で あ る 場 合 、 488 nm青 色 ア ル ゴ ン レ ー ザ ー 、 緑 色 532 nmレ ー ザ ー 、 ま た は 赤 色 レ ー ザ ー
（ 633 nm、 635 nm、 640 nm、 ま た は 644 nm） を 含 め た 複 数 の 適 切 な レ ー ザ ー を 使 用 し て そ
の 蛍 光 を 励 起 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 上 記 方 法 の 一 実 施 形 態 で は 単 一 反 応 混 合 物 の こ の 操 作 が 、 試 料 中 の 少 な く と も 8種 類 以
上 の 血 液 細 胞 集 団 を 計 数 す る こ と を 可 能 に す る 。 次 い で そ の 収 集 さ れ た マ ル チ パ ラ メ ー タ
デ ー タ を 分 析 し 、 一 細 胞 集 団 当 た り 2つ の パ ラ メ ー タ を 使 用 し て 各 細 胞 集 団 を 識 別 す る 。
例 え ば 、 蛍 光 デ ー タ の 少 な く と も 1つ の チ ャ ネ ル 、 あ る い は 蛍 光 デ ー タ の 2つ の チ ャ ネ ル と
組 み 合 わ せ た 少 な く と も 1つ の 選 別 パ ラ メ ー タ （ FS、 SS、 ま た は DC） を 用 い て 広 範 な 識 別
分 析 法 が 生 み 出 さ れ る 。 こ の 方 法 に よ り 識 別 さ れ る 細 胞 集 団 に は 、 少 な く と も 次 の 集 団 、
す な わ ち リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 NRBC、 芽 球 、 未 熟 顆 粒 球 、 非 定 型
／ 変 異 型 リ ン パ 球 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 方 法 の 実 施 形 態 を 用 い て 識 別 可 能 な さ ら な る 細
胞 集 団 に は 、 造 血 幹 細 胞 、 ヘ マ タ ゴ ン （ hematagones） 、 芽 球 系 列 、 骨 髄 成 熟 指 数 、 RBC成
熟 指 数 、 ミ エ ロ イ ド ／ エ リ ス ロ イ ド 比 お よ び 脆 弱 白 色 細 胞 分 率 、 NK細 胞 、 杆 状 球 な ど が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 述 べ た 特 定 の 実 施 形 態 に 関 し て 、 ま た 下 記 の 実 施 例 に お い て そ の 混 合 物 中
に 含 有 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 す る 置 換 お よ び 付 加 は 、 同 一 ま た は 類 似 の 一 組 の デ
ー タ を 生 成 す る 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 行 う こ と が で き る 。 特 定 の 抗 体 と 接 合 し た 蛍
光 色 素 は ま た 、 例 え ば FITC、 PE、 ECD、 ま た は PECy5を 利 用 し 、 そ の 核 酸 色 素 発 光 ス ペ ク ト
ル の 他 の 部 分 と 部 分 的 に 重 な り 合 う よ う に 変 え る こ と が で き る 。 さ ら に こ れ ら 抗 体 は 、 個
々 の 抗 体 が そ の 色 素 発 光 ス ペ ク ト ル の 異 な る 部 分 と 部 分 的 に 重 な り 合 う よ う に 様 々 な 接 合
体 を 有 す る こ と が で き る 。 そ の RBC溶 血 試 薬 も ま た 変 え る こ と が で き 、 そ の 主 な 必 要 条 件
は 考 察 対 象 の 細 胞 上 の 抗 原 決 定 基 の 保 存 お よ び 考 察 対 象 の 細 胞 の 望 ま し い 固 有 の 性 質 の 保
存 で あ る 。 当 業 者 は 、 上 記 試 薬 系 に 対 す る こ れ ら の 変 更 を 、 実 質 上 同 じ 結 果 を 得 る 能 力 に
欠 陥 を 生 じ さ せ る こ と な く 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 例 と し て 、 第 一 の 抗 体 、 例 え ば 抗 CD45と 、 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 、 例 え ば 抗 CD1
6と が 同 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ 、 か つ 溶 血 な し で 核 酸 色 素 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ が そ の 反
応 混 合 物 に 加 え ら れ る 実 施 形 態 で は 、 蛍 光 の パ ラ メ ー タ と 光 学 的 ま た は 電 気 的 パ ラ メ ー タ
と を 用 い る 本 発 明 の 実 施 に よ っ て 識 別 す る こ と が で き る 様 々 な 細 胞 集 団 に は 、 さ き に 識 別
さ れ た も の に 、 さ ら に 血 小 板 、 未 熟 血 小 板 、 お よ び 造 血 RBCを 含 め た も の が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ９ ８ 】
　 別 の 例 は 、 第 一 の 抗 体 、 例 え ば 抗 CD45と 、 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 、 例 え ば 抗 CD1
6と が 同 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ 、 か つ 核 酸 色 素 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ が 、 溶 血 系 と 共 に そ
の 反 応 混 合 物 に 加 え ら れ る 実 施 形 態 の も の で あ る 。 蛍 光 の パ ラ メ ー タ と 光 学 的 ま た は 電 気
的 パ ラ メ ー タ と を 用 い た 本 発 明 の 実 施 に よ っ て 識 別 す る こ と が で き る 様 々 な 細 胞 集 団 に は
、 リ ン パ 球 、 単 球 、 顆 粒 球 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 未 熟 顆 粒 球 、 芽 球 、 NRBC、 NK細 胞 、 お よ
び 非 定 型 ま た は 変 異 型 リ ン パ 球 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 別 の 例 は 、 第 一 の 抗 体 、 例 え ば 抗 CD45と 、 少 な く と も 1種 類 の 追 加 の 抗 体 、 例 え ば 抗 CD1
6と が 相 異 な る 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ 、 か つ 核 酸 色 素 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ が 、 溶 血 系 と 共 に
そ の 反 応 混 合 物 に 加 え ら れ る 実 施 形 態 で あ る 。 蛍 光 の パ ラ メ ー タ と 光 学 的 ま た は 電 気 的 パ
ラ メ ー タ と を 用 い た 本 発 明 の 実 施 に よ っ て 識 別 す る こ と が で き る 様 々 な 細 胞 集 団 に は 、 リ
ン パ 球 、 単 球 、 顆 粒 球 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 未 熟 顆 粒 球 、 芽 球 、 NRBC、 NK細 胞 、 非 定 型 ま
た は 変 異 型 リ ン パ 球 、 活 性 単 球 、 お よ び 杆 状 球 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 下 記 の 実 施 例 は 、 さ ら に こ の 方 法 の 変 形 形 態 の 他 の 実 施 形 態 を 例 示 し 、 ま た そ の 試 料 中
の 複 数 の 細 胞 集 団 の 識 別 を 例 示 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 当 業 者 が 本 明 細 書 中 の 教 示 か ら 容 易 に 決 め る こ と が で き る よ う に 、 こ れ ら の 方 法 の 多 く
の 他 の 変 形 形 態 は 、 様 々 な 蛍 光 、 光 学 的 パ ラ メ ー タ 、 お よ び 電 気 的 パ ラ メ ー タ の 対 と 、 選
択 さ れ る 抗 体 、 蛍 光 色 素 、 お よ び 色 素 、 な ら び に 反 応 混 合 物 用 の 他 の 任 意 選 択 の 成 分 と を
用 い る こ と に よ っ て 例 示 す る こ と が で き る 。 上 記 の 方 法 に 対 す る あ ら ゆ る 変 形 形 態 は 、 本
明 細 書 中 の 開 示 お よ び 当 業 界 で 周 知 の 情 報 に 基 づ い て 当 業 者 に は 明 白 で あ る と 考 え ら れ る
。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 単 一 の 分 析 プ ロ セ ス で 広 範 な 細 胞 識 別 を 行 う た め に 用 い ら れ る ト
ラ ン ス デ ュ ー サ 、 機 器 、 蛍 光 色 素 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 試 薬 の 数 を 最 低 限 に 抑 え た ア プ
ロ ー チ を 具 体 的 に 説 明 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 血 液 分 析 の 現 行 の 方 法 を 凌 ぐ 多 く の 利 点 ま
た は 改 良 点 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 利 点 の な か で も 際 立 っ て い る の は 、 単 一 反 応 混 合 物 中 の
識 別 さ れ る 7種 類 か ら 約 11種 類 の 細 胞 集 団 を 含 む こ と の で き る よ り 確 固 た る 広 範 な 識 別 で
あ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 基 本 的 な 識 別 を 求 め る た め の 、 す な わ ち 細 胞 集 団 、 例 え ば 本 明 細
書 中 で 参 照 し た 例 示 図 中 な ど の リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 お よ び 好 塩 基 球 に 計 算
手 順 を 適 用 す る た め の よ り 多 く の ま た 代 替 の 手 段 を 提 供 す る 。 こ の 可 能 性 は 、 生 物 標 本 中
の か な り の 細 胞 が 、 そ れ ら 集 団 の 判 定 に 対 す る 或 る 特 定 の ア プ ロ ー チ を 妨 げ る 恐 れ の あ る
条 件 の 存 在 下 に あ る 場 合 、 特 に 重 要 で あ る 。 例 え ば こ の よ う な 干 渉 条 件 は 、 或 る 種 の 化 学
的 干 渉 、 老 化 、 細 胞 の 脆 性 、 お よ び ／ ま た は 通 常 の 5要 素 の 識 別 の 評 価 を 混 乱 さ せ る 非 定
型 細 胞 型 の 存 在 に よ り 起 こ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 単 一 の 分 析 で マ ル チ パ ラ メ ー タ に よ る 電 気 的 お よ び 光 学 的 測 定 値 に よ っ て 細 胞 を 明 確 に
識 別 す る 能 力 は 、 非 定 型 細 胞 型 な ど の 臨 床 上 直 接 関 連 の あ る さ ら な る 血 液 細 胞 集 団 を 明 確
に 識 別 し 、 選 択 す る 能 力 を 大 い に 改 善 す る 。 こ の よ う な 選 択 は 、 血 液 分 析 の 現 行 の 方 法 を
悩 ま せ る 高 い 偽 陽 性 ま た は 偽 陰 性 判 定 を な く す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 さ ら に 現 在 の 血 液 分 析 計 の パ ラ メ ー タ の 制 約 で 得 る こ と が で き な い 新
規 な 情 報 を 提 供 す る 能 力 を 拡 げ る 。 こ れ ら の 分 析 の 自 動 化 は 、 不 必 要 な 作 業 を な く す こ と
に よ っ て 、 ま た さ ら な る 試 験 お よ び 分 析 の た め に 作 業 の 流 れ を よ り 効 率 的 に 管 理 す る こ と
に よ っ て 血 液 実 験 室 の 効 率 を 大 幅 に 改 善 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ０ ５ 】
　 下 記 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 様 々 な 態 様 を 例 示 す る も の で あ る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 添 付
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の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 規 定 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。 下 記 の 実 施
例 1～ 9は 2種 類 の 抗 体 を 使 用 す る 。 そ の 第 一 の 抗 体 は CD45に 対 す る 抗 体 で あ る 。 こ の CD45
抗 原 は 、 白 血 球 系 列 の 大 部 分 の 細 胞 で 発 現 す る が 、 赤 血 球 お よ び 巨 核 球 な ど の 他 の 造 血 細
胞 上 で は 発 現 し な い 。 そ れ は ま た 白 血 球 内 で 他 と 異 な る 発 現 を 示 す こ と が 知 ら れ て お り 、
リ ン パ 球 は 比 較 的 高 い 発 現 を 示 す が 、 好 塩 基 球 は よ り 低 い 発 現 を 示 す 。 CD45抗 原 の 発 現 は
ま た 白 血 球 の 成 熟 ス テ ッ プ の 関 数 と し て 変 わ る 可 能 性 が あ り 、 芽 球 ま た は 幹 細 胞 は そ れ ら
の 成 熟 し た 対 応 物 よ り も 少 な い CD45抗 原 を 発 現 さ せ る 。 し た が っ て 散 乱 光 お よ び ／ ま た は
DCな ど の 電 気 的 測 定 値 に 関 連 し た AOの 蛍 光 と 抗 CD45の 蛍 光 の 組 合 せ を 用 い て 、 （ 1） 末 梢
血 中 に 通 常 見 出 さ れ る 白 血 球 集 団 （ リ ン パ 球 、 単 球 、 顆 粒 球 、 好 酸 球 、 お よ び 好 塩 基 球 ）
を 差 異 的 に 識 別 し 、 （ 2） 赤 血 球 お よ び 巨 核 球 系 列 の 細 胞 な ど の CD45を 発 現 さ せ な い 造 血
細 胞 を 識 別 し 、 ま た （ 3） 幹 細 胞 お よ び 芽 球 な ど の 大 部 分 の 未 分 化 細 胞 を 識 別 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ れ と は 対 照 的 に CD16抗 原 の 分 布 は 、 白 血 球 の 発 現 に 関 し て は よ り 限 定 さ れ て い る 。 CD
16抗 原 は 2種 類 の ア イ ソ フ ォ ー ム 、 CD16ア ル フ ァ と CD16ベ ー タ を 有 す る 。 CD16ベ ー タ は 分
葉 核 好 中 球 お よ び 杆 状 球 上 で は 強 く 発 現 し 、 他 の 白 血 球 上 で は 弱 い か ま た は 全 く 発 現 し な
い 。 CD16ア ル フ ァ は 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 お よ び 活 性 単 球 と し て 分 類 さ れ る 白 血 球 の 部
分 集 合 上 で も ま た 発 現 す る こ と を 除 い て は 似 た 発 現 パ タ ー ン に 従 う 。 本 発 明 の 方 法 は 、 CD
16の 不 在 下 で 観 察 さ れ る 空 間 的 分 離 と 比 べ て 、 CD16PC7を 加 え ら れ た 試 料 中 で の 好 中 球 と
好 酸 球 の 間 の 高 度 の 分 離 を 考 慮 に 入 れ て い る 。 こ の 高 度 の 分 離 が 得 ら れ る 理 由 は 、 成 熟 し
た 分 葉 核 好 中 球 は CD16抗 原 を 発 現 さ せ る が 、 好 酸 球 は CD16抗 原 が よ り 少 な い か ま た は 全 く
存 在 し な い た め で あ る 。 し た が っ て CD16を 用 い て こ れ ら 2種 類 の 集 団 の 分 離 を 向 上 さ せ る
こ と が で き る 。 CD16抗 原 は ま た 、 好 中 球 上 よ り も 未 熟 顆 粒 球 （ 後 骨 髄 球 、 骨 髄 球 、 お よ び
前 骨 髄 球 ） 上 で 弱 く 発 現 す る か ま た は 存 在 し な い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 し た が っ て 様 々 な 有 核 細 胞 集 団 の 分 離 お よ び 識 別 は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て CD16の 添 加
に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 集 団 の 存 在 の 有 無 は 、 様 々 な 蛍 光 チ ャ ネ ル の 画
面 中 で 異 な る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 所 望 の 細 胞 型 を 識 別 し 計 数 す る た め の
複 数 の 分 析 方 針 ま た は 計 算 手 順 を 所 有 す る 能 力 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 し た が っ て AO蛍 光 、 抗 CD45蛍 光 、 散 乱 光 、 お よ び ／ ま た は 電 気 的 な 測 定 値 と あ い ま っ て
抗 CD16蛍 光 は 、 分 化 骨 髄 細 胞 、 未 熟 骨 髄 前 駆 物 質 、 お よ び 幹 細 胞 も し く は 芽 球 を 識 別 し 、
そ れ ら の 相 違 を 見 分 け る こ と が で き る 。 CD16抗 原 は 好 中 球 の 固 有 の 性 質 よ り も 保 存 さ れ る
可 能 性 が あ る の で 、 そ れ は ま た 年 齢 、 療 養 治 療 、 お よ び 或 る 種 の 低 顆 粒 状 態 の せ い で 起 こ
る 可 能 性 の あ る よ う な 脱 顆 粒 化 し た （ 脱 顆 粒 性 ） 好 中 球 を 識 別 す る た め に 用 い る こ と も で
き る 。 こ れ に 加 え て ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 お よ び 活 性 単 球 を 識 別 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
実 施 例 1
　 正 常 な ヒ ト 末 梢 血 100μ Lを 、 抗 CD45-PC7、 す な わ ち 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一
の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 約 1μ gお よ び 抗 CD16-PC7、 す な わ ち 同 一 の 発 光 ス ペ ク ト
ル を 有 す る 同 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の 抗 体 約 1μ gと 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 単 一 反
応 混 合 物 を 調 製 し た 。 上 記 第 一 の 抗 体 は 、 白 血 球 お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違
っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 。 こ の 抗 CD16抗 体 は 、 成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球 あ る
い は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 。 こ の 反 応
混 合 物 を 少 し の 間 混 合 し 、 室 温 で 約 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 反 応 は 核 酸 色 素 の 不
在 下 で 行 っ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 次 い で こ の 反 応 混 合 物 を 、 白 血 球 集 団 の 所 望 の 固 有 お よ び 外 因 性 の 性 質 を 保 存 し な が ら
血 液 標 本 中 の 非 有 核 赤 色 血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 溶 血 す る 溶 血 系 （ Immunoprep(商
標 )試 薬 A約 600μ L、 米 国 特 許 第 5,030,554号 明 細 書 参 照 ） と 約 8秒 間 反 応 さ せ た 。 約 8秒 の
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後 、 ク エ ン チ ン グ 試 薬 （ Immunoprep(商 標 )試 薬 B、 265μ L） を こ の 混 合 物 中 に 10秒 間 導 入
し て 溶 血 反 応 を 停 止 し た 。 固 定 は 使 用 し な か っ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 そ の 後 、 混 合 物 を 、 細 胞 が ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル の 単 一 ア パ ー チ ュ ア を 通 過 す
る と き に そ の 細 胞 上 で 複 数 の 相 互 に 関 連 す る 測 定 値 （ 蛍 光 お よ び 光 学 的 ） を 生 成 す る こ と
が で き る ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル 中 に 流 入 さ せ る 。 こ の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー シ ス
テ ム は 、 側 方 散 乱 光 （ 90度 ） お よ び 前 方 散 乱 光 （ 2～ 18度 ） を 組 み 合 わ せ た 5チ ャ ネ ル の 蛍
光 を 測 定 す る こ と が で き る 。 こ の シ ス テ ム は 、 蛍 光 検 出 用 の 励 起 源 と し て 青 色 ア ル ゴ ン イ
オ ン レ ー ザ ー を 利 用 す る が 、 こ の 方 法 は 緑 色 レ ー ザ ー 励 起 源 を 使 用 し 、 同 等 ま た は よ り 良
い 結 果 を 得 る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 こ の 具 体 例 と し て の 血 液 分 析 法 の 結 果 を 、 後 述 の 図 の 説 明 で 述 べ る よ う に 、 図 1A（ 3種
類 の 細 胞 集 団 の 識 別 を 可 能 に す る FS+SSの 結 果 を 表 す ） 、 図 1B（ 5種 類 の 細 胞 集 団 の 識 別 を
可 能 に す る PC7の FLと SSの 関 係 を 表 す ） 、 お よ び 図 1C（ 3種 類 の 細 胞 集 団 の 識 別 を 可 能 に す
る PC7の FLと FSの 関 係 を 表 す ） の 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で 表 す 。 こ の 分 析 は 、 RX
Pま た は CXPソ フ ト ウ ェ ア （ Beckman Coulter, Inc.） ま た は Winlistソ フ ト ウ ェ ア （ Verity
 Software） 、 あ る い は フ リ ー ウ ェ ア 、 例 え ば WinMD1ソ フ ト ウ ェ ア な ど の 市 販 の ソ フ ト ウ
ェ ア を 用 い て そ れ ぞ れ 取 得 の リ ス ト モ ー ド デ ー タ フ ァ イ ル 上 で オ フ ラ イ ン で 行 わ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 図 示 よ り も 多 い 2つ の パ ラ メ ー タ の 組 合 せ を 細 胞 集 団 の 判 定 に 用 い る こ と が で き る 。
　 こ れ ら の 図 は 、 表 現 し や す い よ う に 二 次 元 散 布 図 と し て 単 純 化 さ れ て い る 。 こ れ ら の 図
は 、 他 の 光 学 的 パ ラ メ ー タ と あ い ま っ て そ の モ ノ ク ロ ー ナ ル カ ク テ ル が 、 よ り 一 層 強 く か
つ 確 固 た る 識 別 を 可 能 に す る こ と を 実 証 し て い る 。 好 塩 基 球 を 識 別 す る こ と が で き る こ の
方 法 に よ っ て 複 数 の 画 面 が 提 供 さ れ る 。 広 範 な 特 異 な 細 胞 型 に 関 し て は 芽 球 が 出 現 す る と
予 想 さ れ る は ず の 領 域 を CD45の 対 数 と SSの 関 係 を 表 す 画 面 中 で 観 察 す る こ と が で き る 。 こ
の 次 元 の 座 標 形 で は 、 ま た 代 替 の 散 乱 光 の 次 元 の 座 標 形 で は 、 芽 球 が 正 常 な 細 胞 型 の 存 在
を 覆 い 隠 さ な い こ と に な り 、 し た が っ て 5要 素 の 識 別 お よ び 芽 球 の 検 出 ／ 計 数 の 両 方 を 行
う こ と が で き る 。 芽 球 は 人 手 に よ る 検 査 の 場 合 、 時 に は 非 定 型 リ ン パ 球 と し て 記 述 さ れ る
。 細 胞 の 非 定 型 リ ン パ 球 と し て の 類 別 範 囲 は か な り 広 く （ 芽 球 、 CLL、 反 応 性 お よ び ／ ま
た は 活 性 リ ン パ 球 ） 、 こ の 記 述 は 一 般 に さ ら な る 臨 床 的 試 験 を 始 め る た め の シ グ ナ ル に な
る 。 芽 球 の こ の 特 徴 描 写 は 、 末 梢 血 中 の 他 の 型 の 細 胞 か ら こ れ ら を 識 別 す る 明 確 な パ タ ー
ン を 具 体 的 に 説 明 し て い る 。 こ れ ら に は 、 正 常 な 小 型 リ ン パ 球 と 比 較 し た 場 合 、 CD45抗 原
の 低 ま た は 無 発 現 、 散 乱 光 の 増 加 、 お よ び 電 気 的 イ ン ピ ー ダ ン ス （ DC） の 増 加 が 含 ま れ る
が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 し た が っ て 、 非 定 型 リ ン パ 球 ま た は 任 意 の 他 の 記 述 と し て
形 態 学 的 に 記 述 さ れ る 芽 球 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 芽 球 で あ る こ と を 確 認 す る こ と が で き
る 。 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 は 、 形 態 学 的 に は い つ も そ う と は 限 ら な い が し ば し ば 非 定 型 リ
ン パ 球 と し て 記 述 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 未 熟 顆 粒 球 は CD16を 発 現 さ せ な い の で 、 成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球 は 互 い に 、 ま た NK細 胞 お
よ び 活 性 単 球 を 含 め た 他 の 細 胞 型 か ら 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
実 施 例 2
　 正 常 な ヒ ト 末 梢 血 100μ Lを 、 抗 CD45-PE、 す な わ ち 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一
の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 約 1μ gお よ び 抗 CD16-PC7、 す な わ ち こ の 蛍 光 色 素 PEの 発
光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 二 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の 抗 体
約 1μ gと 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 単 一 反 応 混 合 物 を 調 製 し た 。 上 記 第 一 の 抗 体 は 、 白 血 球
お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 。 こ の 抗
CD16抗 体 は 、 成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球 あ る い は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発
現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 。 こ の 反 応 混 合 物 を 少 し の 間 混 合 し 、 室 温 で 約 10分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 こ の 反 応 は 核 酸 色 素 の 不 在 下 で 行 っ た 。
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【 ０ １ １ ６ 】
　 次 い で こ の 反 応 混 合 物 を 、 白 血 球 集 団 の 所 望 の 固 有 お よ び 外 因 性 の 性 質 を 保 存 し な が ら
血 液 標 本 中 の 非 有 核 赤 色 血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 溶 血 す る 溶 血 系 （ Immunoprep(商
標 )試 薬 A約 600μ L、 米 国 特 許 第 5,030,554号 明 細 書 参 照 ） と 約 8秒 間 反 応 さ せ た 。 約 8秒 の
後 、 ク エ ン チ ン グ 試 薬 （ Immunoprep(商 標 )試 薬 B、 265μ L） を こ の 混 合 物 中 に 10秒 間 導 入
し て 溶 血 反 応 を 停 止 し た 。 固 定 は 使 用 し な か っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 そ の 後 、 混 合 物 を 、 細 胞 が ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル の 単 一 ア パ ー チ ュ ア を 通 過 す
る と き に そ の 細 胞 上 で 複 数 の 相 互 に 関 連 す る 測 定 値 （ 電 気 的 、 蛍 光 、 お よ び 光 学 的 ） を 生
成 す る こ と が で き る ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル 中 に 流 入 さ せ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 こ の 具 体 例 と し て の 血 液 分 析 法 の 結 果 を 、 図 2Aか ら 2Cの 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ
ム で 表 す 。 図 2Aは 、 側 方 散 乱 光 （ SS） と CD45-PEの 蛍 光 の 関 係 を 表 す 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ
ス ト グ ラ ム で あ る 。 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好 塩 基 球 、 お よ び 好
酸 球 と 好 中 球 を 含 有 す る 顆 粒 球 の ク ラ ス タ ー が こ の 表 示 中 で 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 2B
は 、 CD16-PC7の 蛍 光 と 側 方 散 乱 光 （ SS） の 関 係 を 表 す 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で
あ る 。 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、 好 中 球 、 単 球 、 好 酸 球 、 お よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細
胞 と 活 性 リ ン パ 球 を 含 有 す る ク ラ ス タ ー が こ の 表 示 中 で 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 2Cは 、
CD16-PC7の 蛍 光 と CD45-PEの 蛍 光 の 関 係 を 表 す 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 少
な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 好 中 球 、 好 酸 球 と 単 球 を 含 有 す る ク ラ ス タ ー 、 お
よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 と 活 性 リ ン パ 球 を 含 有 す る ク ラ ス タ ー が こ の 表 示 中 で 識 別 さ れ
、 計 数 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
実 施 例 3
　 正 常 な ヒ ト 末 梢 血 200μ Lを 、 抗 CD45-PC5、 す な わ ち 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一
の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 約 1μ gお よ び 抗 CD16-PE、 す な わ ち こ の 蛍 光 色 素 PC5の 発
光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 二 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の 抗 体
約 1μ gと 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 単 一 反 応 混 合 物 を 調 製 し た 。 上 記 第 一 の 抗 体 は 、 白 血 球
お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 。 こ の 抗
CD16抗 体 は 、 成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球 あ る い は 骨 髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発
現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 。 こ の 反 応 混 合 物 を 少 し の 間 混 合 し 、 室 温 で 約 10分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 こ の 反 応 は 核 酸 色 素 の 不 在 下 で 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 次 い で こ の 反 応 混 合 物 を 、 白 血 球 集 団 の 所 望 の 固 有 お よ び 外 因 性 の 性 質 を 保 存 し な が ら
血 液 標 本 中 の 非 有 核 赤 色 血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 溶 血 す る 溶 血 系 （ Synlyse系 約 556
μ L、 米 国 特 許 第 6,573,102号 明 細 書 お よ び 同 第 5,763,280号 明 細 書 参 照 ） と 約 6秒 間 反 応 さ
せ る 。 約 6秒 後 、 ク エ ン チ ン グ 試 薬 （ Stabilyse、 240μ L） を こ の 混 合 物 中 に 10秒 間 導 入 し
て 溶 血 反 応 を 停 止 し た 。 固 定 は 使 用 し な か っ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 そ の 後 、 混 合 物 を 、 細 胞 が ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル （ 米 国 特 許 第 6,228,652号 明
細 書 参 照 ） の 単 一 ア パ ー チ ュ ア を 通 過 す る と き に そ の 細 胞 上 で 複 数 の 相 互 に 関 連 す る 測 定
値 （ 電 気 的 、 蛍 光 、 お よ び 光 学 的 ） を 生 成 す る こ と が で き る ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー
ル 中 に 流 入 さ せ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 図 3Aか ら 3Cは 、 こ の 実 験 の 結 果 を 表 す 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 3Aは
、 DC（ イ ン ピ ー ダ ン ス ） と 、 約 20か ら 40度 の 散 乱 光 前 進 角 度 で あ る 中 角 散 乱 光 （ MALS） の
関 係 を 表 す 。 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 お よ び 好 酸 球 が こ
の 表 示 中 で 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 3Bは 、 CD45-PC5の 蛍 光 と 、 不 透 明 度 （ OP） （ た だ し
OP＝ 無 線 周 波 数 （ RF） ／ イ ン ピ ー ダ ン ス （ DC） （ 好 中 球 お よ び 好 酸 球 を ヒ ス ト グ ラ ム 図 3A
か ら 閉 め 出 す こ と に よ り 除 去 し た 後 の ） ） の 関 係 を 表 す 。 3種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、
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単 球 、 お よ び 好 塩 基 球 が 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 3Cは 、 CD16-PEの 蛍 光 と RFの 関 係 を 表
す 。 3種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 お よ び 好 中 球 が こ の 表 示 中 で 識 別 さ れ 、 計 数 さ
れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
実 施 例 4
　 未 熟 顆 粒 球 お よ び 杆 状 球 を 含 有 す る 正 常 な ヒ ト 末 梢 血 の 標 本 200μ Lを 、 抗 CD45-PC5、 す
な わ ち 第 一 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 第 一 の 抗 体 約 1μ gお よ び
抗 CD16-PE、 す な わ ち こ の 蛍 光 色 素 PC5の 発 光 ス ペ ク ト ル と 識 別 で き る 発 光 ス ペ ク ト ル を 有
す る 第 二 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の 抗 体 約 1μ gと 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 単 一 反 応 混 合
物 を 調 製 し た 。 上 記 第 一 の 抗 体 は 、 白 血 球 お よ び 非 白 血 球 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形
で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 。 こ の 抗 CD16抗 体 は 、 成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球 あ る い は 骨
髄 細 胞 の そ れ ぞ れ の 集 団 上 で 違 っ た 形 で 発 現 す る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る 。 こ の 反 応 混 合 物
を 少 し の 間 混 合 し 、 室 温 で 約 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 反 応 は 核 酸 色 素 の 不 在 下 で
行 っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 次 い で こ の 反 応 混 合 物 の 一 部 分 （ 約 34μ L） を 、 白 血 球 集 団 の 所 望 の 固 有 お よ び 外 因 性
の 性 質 を 保 存 し な が ら 血 液 標 本 中 の 非 有 核 赤 色 血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 溶 血 す る 溶
血 系 （ Synlyse系 約 556μ L、 米 国 特 許 第 6,573,102号 明 細 書 お よ び 同 第 5,763,280号 明 細 書
参 照 ） と 約 6秒 間 反 応 さ せ る 。 約 6秒 後 、 ク エ ン チ ン グ 試 薬 （ Stabilyse、 240μ L） を こ の
混 合 物 中 に 10秒 間 導 入 し て 溶 血 反 応 を 停 止 し た 。 固 定 は 使 用 し な か っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 そ の 後 、 混 合 物 を 、 細 胞 が ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル （ 米 国 特 許 第 6,228,652号 明
細 書 参 照 ） の 単 一 ア パ ー チ ュ ア を 通 過 す る と き に そ の 細 胞 上 で 複 数 の 相 互 に 関 連 す る 測 定
値 （ 電 気 的 、 蛍 光 、 お よ び 光 学 的 ） を 生 成 す る こ と が で き る ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー
ル 中 に 流 入 さ せ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 図 4Aか ら 4Dは 、 本 発 明 の 方 法 に 基 づ く 、 こ の 試 料 の 分 析 を 可 能 に す る 2つ の パ ラ メ ー タ
の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 4Aは 、 DC（ イ ン ピ ー ダ ン ス ） と 中 角 散 乱 光 （ MALS） の 関 係 を 表
す 。 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好 酸 球 、 お よ び 好 中 球 と 杆 状 球 と 未
熟 顆 粒 球 と を 含 有 す る ク ラ ス タ ー が こ の 表 示 中 で 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 4Bは 、 CD16-P
Eの 蛍 光 と SSの 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 3種 類 の 細 胞 集 団 、 好 中 球 、 杆 状 球 、 お よ び ナ チ ュ
ラ ル キ ラ ー 細 胞 が 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 4Cは 、 DCと 、 図 4Bの ヒ ス ト グ ラ ム か ら 閉 め 出
す こ と に よ り 好 中 球 お よ び 杆 状 球 を 除 去 し た 後 の MALSの 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 4種 類 の
細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好 酸 球 、 お よ び 未 熟 顆 粒 球 が こ の 表 示 中 で 識 別 さ れ 、 計 数 さ
れ る 。 図 4Dは 、 CD45-PC5と 、 図 4Bの ヒ ス ト グ ラ ム か ら 閉 め 出 す こ と に よ り 好 中 球 お よ び 杆
状 球 を 除 去 し た 後 の SSの 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 5種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好
酸 球 、 好 塩 基 球 、 お よ び 未 熟 顆 粒 球 が こ の 表 示 中 で 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
実 施 例 5
　 正 常 な ヒ ト 末 梢 血 100μ Lを 、 抗 CD45-PC7、 す な わ ち 第 一 の 抗 体 約 1μ gお よ び 抗 CD16-PC7
、 す な わ ち 同 じ 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の 抗 体 約 1μ gと 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 単 一 反 応
混 合 物 を 調 製 し た 。 こ れ ら 抗 体 の 濃 度 （ そ れ ぞ れ 約 1μ g） を 個 々 の 抗 体 の 滴 定 に 基 づ い て
最 適 化 す る 。 最 適 濃 度 を 所 望 の 染 色 強 度 お よ び 反 応 速 度 に 基 づ い て 定 め る 。 こ の 反 応 混 合
物 を 少 し の 間 混 合 し 、 室 温 で 約 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で こ の 反 応 混 合 物 を 核 酸
色 素 （ ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ 約 1.25μ g/mL） と 接 触 さ せ た 。 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ は 、 PC7の
発 光 ス ペ ク ト ル と 部 分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 色 素 PC7は 青 色 ま た は 緑
色 レ ー ザ ー で 励 起 し た 場 合 、 約 770 nmの ピ ー ク 発 光 波 長 を 有 す る 。 こ れ と 比 べ て ア ク リ ジ
ン オ レ ン ジ の 発 光 ス ペ ク ト ル は 、 細 胞 よ り 小 さ い 要 素 を 元 来 の 場 所 で 染 メ ー タ ー 場 合 （ 青
色 レ ー ザ ー で 励 起 し た 場 合 ） 、 500 nmの 低 い 値 域 か ら 755 nmを 超 え る 値 域 ま で 及 ぶ 。 こ れ
は 、 700 nmで 分 光 発 光 が き わ め て 微 量 ま た は 皆 無 で あ る 溶 液 中 の ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ と は
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対 照 的 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ の 混 合 物 を 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 、 し か し 試 料 中 に 存 在 す る 赤 色 血 液 細 胞 を 溶 血 せ ず
に 分 析 し た 。 こ の 混 合 物 を 、 細 胞 が ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル の 単 一 ア パ ー チ ュ ア を
通 過 す る と き に そ の 細 胞 上 で 複 数 の 相 互 に 関 連 す る 測 定 値 （ 蛍 光 お よ び 光 学 的 ） を 生 成 す
る こ と が で き る ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル 中 に 流 入 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 図 5Aか ら 5Cは 、 こ の 結 果 を 具 体 的 に 説 明 す る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。
そ の RBCは 、 収 集 さ れ る 白 色 血 液 細 胞 の 事 象 の 量 を 強 調 す る よ う に シ ス テ ム の 電 子 機 器 の
閾 値 を 故 意 に 低 く 設 定 し た た め に 、 こ れ ら ヒ ス ト グ ラ ム 中 で は は っ き り し な い 。 図 5Aは 、
波 長 約 675 nmに お け る AOの 蛍 光 と 、 SSの 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン
パ 球 、 単 球 、 好 酸 球 、 お よ び 好 中 球 が こ の 表 示 中 で 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 5Bは 、 波 長
約 755 nmに お け る AO、 CD16-PC7、 お よ び CD45-PC7の 蛍 光 と SSの 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 6
種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 お よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー
細 胞 が 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 5Cは 、 波 長 約 755 nmに お け る AO、 CD16-PC7、 CD45-PC7の
蛍 光 と 、 波 長 約 675 nmに お け る AOの 波 長 の 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 6種 類 の 細 胞 集 団 、 リ
ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 お よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 が 識 別 さ れ 、 計
数 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 6
　 正 常 な ヒ ト 末 梢 血 100μ Lを 、 抗 CD45-PC7（ 第 一 の 抗 体 ） 約 1μ gお よ び 抗 CD16-PE（ PC7の
発 光 ス ペ ク ト ル と 異 な る 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の 抗 体 ） 約 1μ g
と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 単 一 反 応 混 合 物 を 調 製 し た 。 次 い で こ の 反 応 混 合 物 を ア ク リ ジ
ン オ レ ン ジ （ 約 1.25μ g/mL） と 接 触 さ せ た 。 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ は 、 PC7お よ び PEの 発 光
ス ペ ク ト ル と 部 分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 こ の 反 応 混 合 物 を 少 し の 間 混
合 し 、 室 温 で 約 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 次 い で 試 料 を 、 そ の 試 料 中 に 存 在 す る 赤 色 血 液 細 胞 を 溶 血 す る こ と な く 流 動 式 血 液 分 析
計 （ flow hematology analyzer） を 通 過 さ せ た 。 表 示 さ れ る 白 色 血 液 細 胞 の 事 象 の 量 を 最
大 に す る よ う に シ ス テ ム の 電 子 機 器 の 閾 値 を 低 く 設 定 し た の で 、 RBCは そ の ヒ ス ト グ ラ ム
表 示 中 で は は っ き り し な い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 図 6Aお よ び 6Bは 、 こ の 実 験 の 結 果 を 表 示 す る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。
図 6Aは 、 波 長 約 575 nmに お け る AOお よ び CD16-PEの 蛍 光 と 、 SSの 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 5
種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好 酸 球 、 好 中 球 、 お よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 が こ の
表 示 中 で 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 6Bは 、 波 長 約 755 nmに お け る AOお よ び CD45-PC7の 蛍 光
と 、 SSの 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 お よ び 好
塩 基 球 が 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 7
　 異 常 な ヒ ト 末 梢 血 の 標 本 100μ Lを 、 抗 CD45-PC7、 す な わ ち 第 一 の 抗 体 約 1μ gお よ び 抗 CD
16-PC7、 す な わ ち 同 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の 抗 体 約 1μ gと 反 応 さ せ る こ と に よ っ て
単 一 反 応 混 合 物 を 調 製 し た 。 次 い で こ の 反 応 混 合 物 を 、 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 核 酸 色 素
（ ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ ） 約 1.25μ g/mLと 接 触 さ せ た 。 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ は 、 PC7の 発 光
ス ペ ク ト ル と 部 分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 こ の 反 応 混 合 物 を 少 し の 間 混
合 し 、 室 温 で 約 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 次 い で こ の 反 応 混 合 物 を 、 白 血 球 集 団 の 所 望 の 固 有 お よ び 外 因 性 の 性 質 を 保 存 し な が ら
血 液 標 本 中 の 非 有 核 赤 色 血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 溶 血 す る 溶 血 系 （ Immunoprep(商
標 )試 薬 A約 600μ L、 米 国 特 許 第 5,030,554明 細 書 参 照 ） と 約 8秒 間 反 応 さ せ た 。 約 8秒 後 、
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ク エ ン チ ン グ 試 薬 （ Immunoprep(商 標 )試 薬 B、 265μ L） を こ の 混 合 物 中 に 10秒 間 導 入 し て
溶 血 反 応 を 停 止 し た 。 固 定 は 使 用 し な か っ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 そ の 後 、 混 合 物 を 、 細 胞 が ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル の 単 一 ア パ ー チ ュ ア を 通 過 す
る と き に そ の 細 胞 上 で 複 数 の 相 互 に 関 連 す る 測 定 値 （ 蛍 光 お よ び 光 学 的 ） を 生 成 す る こ と
が で き る ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル 中 に 流 入 さ せ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 図 7Aか ら 7Cは 、 こ の 分 析 の 結 果 を 表 示 す る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 7
Aは 、 波 長 約 755 nmに お け る AO、 CD16-PC7、 お よ び CD45-PC7の 蛍 光 と 、 SSの 関 係 を 表 す 。
少 な く と も 6種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 好 塩 基 球 、 芽 球 、 お よ び 好 酸 球
と 未 熟 顆 粒 球 を 含 有 す る ク ラ ス タ ー が こ の 表 示 中 で 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 7Bは 、 波 長
約 675 nmに お け る AOの 蛍 光 と 、 SSの 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、 好 酸 球 、
好 中 球 、 リ ン パ 球 と 芽 球 を 含 有 す る ク ラ ス タ ー 、 お よ び 単 球 と 芽 球 を 含 有 す る さ ら な る ク
ラ ス タ ー が 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 7Cは 、 波 長 約 755 nmに お け る AO、 CD16-PC7、 お よ び
CD45-PC7の 蛍 光 と 、 図 7Bか ら 閉 め 出 す こ と に よ り 好 酸 球 を 除 去 し た 後 の SSの 関 係 を 表 す 。
少 な く と も 6種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 好 塩 基 球 、 芽 球 、 お よ び 未 熟 顆
粒 球 が こ の 表 示 中 で 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 例 8
　 異 常 な ヒ ト 末 梢 血 100μ Lを 、 抗 CD45-PC7、 す な わ ち 第 一 の 抗 体 約 1μ gお よ び 抗 CD16-PE
、 す な わ ち PC7の 発 光 ス ペ ク ト ル と は 異 な る 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 蛍 光 色 素 で 標 識 し た
追 加 の 抗 体 約 1μ gと 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 単 一 反 応 混 合 物 を 調 製 し た 。 次 い で こ の 反 応
混 合 物 を ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ 約 1.25μ g/mLと 接 触 さ せ た 。 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ は 、 PC7お
よ び PEの 発 光 ス ペ ク ト ル と 部 分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 こ の 反 応 混 合 物
を 少 し の 間 混 合 し 、 室 温 で 約 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 次 い で こ の 反 応 混 合 物 を 、 白 血 球 集 団 の 所 望 の 固 有 お よ び 外 因 性 の 性 質 を 保 存 し な が ら
血 液 標 本 中 の 非 有 核 赤 色 血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 溶 血 す る 溶 血 系 （ Immunoprep(商
標 )試 薬 A約 600μ L、 米 国 特 許 第 5,030,554号 明 細 書 参 照 ） と 約 8秒 間 反 応 さ せ た 。 約 8秒 後
、 ク エ ン チ ン グ 試 薬 （ Immunoprep(商 標 )試 薬 B、 265μ L） を こ の 混 合 物 中 に 10秒 間 導 入 し
て 溶 血 反 応 を 停 止 し た 。 固 定 は 使 用 し な か っ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 そ の 後 、 混 合 物 を 、 細 胞 が ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル の 単 一 ア パ ー チ ュ ア を 通 過 す
る と き に そ の 細 胞 上 で 複 数 の 相 互 に 関 連 す る 測 定 値 （ 蛍 光 お よ び 光 学 的 ） を 生 成 す る こ と
が で き る 流 動 式 血 液 分 析 計 の 単 一 フ ロ ー ア パ ー チ ュ ア 中 に 流 入 さ せ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 図 8Aか ら 8Cは 、 こ の 実 験 の 結 果 を 表 示 す る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 8
Aは 、 波 長 約 525 nmに お け る AOの 蛍 光 と 、 SSの 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、
リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 お よ び 好 酸 球 が こ の 表 示 中 で 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 8Bは 、
波 長 約 575 nmに お け る AOお よ び CD16-PEの 蛍 光 と 、 SSの 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 6種 類 の 細
胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好 酸 球 、 好 中 球 、 未 熟 顆 粒 球 、 お よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 が
識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 8Cは 、 波 長 約 755 nmに お け る AOお よ び CD45-PC7の 蛍 光 と 、 波 長
約 525 nmに お け る AOの 蛍 光 の 関 係 を 表 す 、 実 施 例 8で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ
ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 少 な く と も 5種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 と 単 球 を 含 有 す る ク
ラ ス タ ー 、 好 塩 基 球 、 好 中 球 、 未 熟 顆 粒 球 、 お よ び 有 核 RBCが 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
実 施 例 9
　 異 常 な ヒ ト 末 梢 血 の 標 本 100μ Lを 、 抗 CD45-PE、 す な わ ち 第 一 の 抗 体 約 1μ gお よ び 抗 CD1
6-PC7、 す な わ ち PEと は 異 な る 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 二 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 追 加 の
抗 体 約 1μ gと 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 単 一 反 応 混 合 物 を 調 製 し た 。 次 い で こ の 反 応 混 合 物
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を ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ 約 1.25μ g/mLと 接 触 さ せ た 。 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ は 、 PC7お よ び PE
の 発 光 ス ペ ク ト ル と 部 分 的 に 重 な り 合 う 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 こ の 反 応 混 合 物 を 少 し
の 間 混 合 し 、 室 温 で 約 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 次 い で こ の 反 応 混 合 物 を 、 白 血 球 集 団 の 所 望 の 固 有 お よ び 外 因 性 の 性 質 を 保 存 し な が ら
血 液 標 本 中 の 非 有 核 赤 色 血 液 細 胞 を そ れ ぞ れ 違 っ た 形 で 溶 血 す る 溶 血 系 （ Immunoprep(商
標 )試 薬 A約 600μ L、 米 国 特 許 第 5,030,554号 明 細 書 参 照 ） と 約 8秒 間 反 応 さ せ た 。 約 8秒 後
、 ク エ ン チ ン グ 試 薬 （ Immunoprep(商 標 )試 薬 B、 265μ L） を こ の 混 合 物 中 に 10秒 間 導 入 し
て 溶 血 反 応 を 停 止 し た 。 固 定 は 使 用 し な か っ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 そ の 後 、 混 合 物 を 、 細 胞 が ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル の 単 一 ア パ ー チ ュ ア を 通 過 す
る と き に そ の 細 胞 上 で 複 数 の 相 互 に 関 連 す る 測 定 値 （ 蛍 光 お よ び 光 学 的 ） を 生 成 す る こ と
が で き る ト ラ ン ス デ ュ ー サ ・ モ ジ ュ ー ル 中 に 流 入 さ せ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 図 9Aか ら 9Cは 、 こ の 分 析 の 結 果 を 表 示 す る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 9
Aは 、 波 長 約 525 nmに お け る AOの 蛍 光 と 、 SSの 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、
リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 お よ び 好 酸 球 が こ の 表 示 中 で 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 9Bは 、
波 長 約 755 nmに お け る AOお よ び CD16-PC7の 蛍 光 と 、 図 9Aか ら 好 酸 球 を 閉 め 出 す こ と に よ り
除 去 し た 後 の SSの 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 5種 類 の 細 胞 集 団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、
未 熟 顆 粒 球 、 お よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 が 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。 図 9Cは 、 波 長 約 755 
nmに お け る AOお よ び CD16-PC7の 蛍 光 と 、 図 9Aか ら 閉 め 出 す こ と に よ り 好 酸 球 を 除 去 し た 後
の 波 長 約 575 nmに お け る AOお よ び CD45-PEの 蛍 光 の 関 係 を 表 す 。 少 な く と も 6種 類 の 細 胞 集
団 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 未 熟 顆 粒 球 、 有 核 赤 色 血 液 細 胞 、 お よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー
細 胞 が 識 別 さ れ 、 計 数 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 抗 CD19を こ の 方 法 の 抗 体 の 一 つ と し て 使 用 す る 代 替 の 検 定 法 （ デ ー タ は 表 示 せ ず ） に お
い て 、 抗 CD19モ ノ ク ロ ー ナ ル の 存 在 の 影 響 は 、 リ ン パ 球 集 団 を Bと 非 B細 胞 集 団 に 分 け る こ
と に よ っ て 検 出 さ れ る 。 非 定 型 標 本 に お い て は こ れ は 、 B細 胞 と 非 B細 胞 の 芽 球 の 間 の 識 別
、 慢 性 お よ び 急 性 の B細 胞 異 常 の 間 の 識 別 、 お よ び B細 胞 系 列 の 非 定 型 リ ン パ 球 の 存 在 を 観
察 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 こ の 方 法 は 芽 球 を 検 出 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 抗 CD45の 蛍 光 発 現 に 関 連 し た 幾 つ
か の 光 学 的 お よ び 電 気 的 パ ラ メ ー タ は 、 正 常 な 細 胞 型 お よ び デ ブ リ か ら の 芽 球 の 必 要 な 分
離 を 可 能 に す る 。 こ れ は そ の 判 定 を 行 う た め に 必 要 で あ る 。 抗 CD19抗 体 は 、 こ の 方 法 に 、
CD19の 発 現 に 基 づ い て 芽 球 を B細 胞 系 列 の リ ン パ 系 芽 球 と し て 類 別 す る 能 力 を 与 え る 。 具
体 例 と し て の 異 常 血 液 標 本 に お い て 芽 球 は 、 非 B正 常 リ ン パ 球 よ り も 高 い が 、 こ の 標 本 中
の 正 常 な B細 胞 の も の と 同 等 ま た は 低 い CD19の 発 現 を 実 証 す る こ と が で き る 。 こ の 情 報 を
用 い て 芽 球 を 計 数 し 類 別 し 、 次 い で そ の 正 常 な 5要 素 の 識 別 を 回 復 す る こ と が で き る よ う
に 他 の 画 面 か ら 閉 め 出 す こ と が で き る 。 他 の 散 布 図 を 似 た 異 常 試 料 上 で 描 き 出 し て 、 芽 球
を そ の 異 常 末 梢 血 標 本 中 の デ ブ リ お よ び 他 の 細 胞 型 か ら は っ き り 検 出 す る こ と が で き る 。
芽 球 は さ ら に 、 非 B細 胞 系 列 と し て 特 徴 づ け る こ と が で き る 。 こ れ は 、 そ の 芽 球 が 非 B細 胞
と 同 等 ま た は 低 い CD19発 現 を 表 す こ と を 示 す 散 布 図 に よ っ て 求 め ら れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 他 の 分 析 か ら の 結 果 （ 示 し て い な い が 米 国 特 許 出 願 第 60/573,167号 明 細 書 に 記 載 さ れ て
お り 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） も ま た 下 記 実 施 例 中 で 要 約 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
実 施 例 10
　 本 発 明 の 方 法 を 4種 類 の 異 な る 生 物 標 本 、 す な わ ち （ 1） 正 常 末 梢 血 、 （ 2） Bリ ン パ 芽 球
性 白 血 病 の 標 本 、 （ 3） ほ と ん ど の 場 合 、 小 型 リ ン パ 球 を 含 有 す る 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ B
CLL） の 標 本 、 （ 4） 高 ％ の 大 型 白 血 球 を 表 す 前 リ ン パ 球 性 形 質 転 換 を 有 す る BCLL上 で 行 っ
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た 。 こ の 方 法 は 、 さ き に 実 施 例 3お よ び 4で 述 べ た 溶 血 系 を 含 む 方 法 に 従 っ て 3種 類 の 抗 体
、 す な わ ち 抗 CD45-PECy5、 抗 CD16-PE、 お よ び 抗 CD19-PEを 使 用 し た 。 各 試 料 に つ い て 、 パ
ラ メ ー タ と し て DCと RLSの 関 係 、 DCと 不 透 明 度 （ RF） の 関 係 、 抗 CD45-PECy5の 蛍 光 と SSの
関 係 、 抗 CD45-PECy5の 蛍 光 の 対 数 と SSの 関 係 、 な ら び に DCと CD16-PEお よ び CD19-PEの 蛍 光
の 関 係 （ デ ー タ は 表 示 せ ず ） を 用 い て 5つ の 散 布 図 を 描 い た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 正 常 試 料 の 散 布 図 は 、 リ ン パ 球 、 好 塩 基 球 、 好 酸 球 、 好 中 球 、 お よ び 単 球 の 5個 の 通 常
の 集 団 と 、 B細 胞 お よ び 非 B細 胞 （ 系 列 ） の 集 団 と を 示 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 B細 胞 系 列 の 芽 球 を 含 有 す る Bリ ン パ 芽 球 性 白 血 病 試 料 の 散 布 図 は 、 そ の 通 常 の 5個 の 集
団 と 、 芽 球 、 B細 胞 系 列 の 芽 球 、 NK細 胞 、 他 の B細 胞 、 お よ び 非 B細 胞 の 集 団 と を 計 数 し た
。
【 ０ １ ５ １ 】
　 1％ の 非 定 型 リ ン パ 球 を 含 有 す る B細 胞 の 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 の 散 布 図 は 、 そ の 通 常 の 5
個 の 集 団 と 、 CD34芽 球 の パ タ ー ン を 示 さ な い 無 数 の 小 型 Bリ ン パ 球 の 集 団 お よ び 非 B細 胞 の
集 団 と を 計 数 し た 。 本 発 明 の 方 法 は 、 手 作 業 に よ る 識 別 が 非 定 型 リ ン パ 球 と み な し た も の
を 異 常 B細 胞 と し て 正 確 に 再 類 別 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 白 血 病 性 細 胞 は 、 正 常 な リ
ン パ 球 よ り も わ ず か に 低 い CD45の 発 現 を 有 す る こ と が あ り 、 大 抵 は こ れ も ま た 小 型 リ ン パ
球 と 同 等 ま た は 低 い イ ン ピ ー ダ ン ス 特 性 を 表 す 小 型 細 胞 か ら 構 成 さ れ る 。 か な り の 数 の 正
常 な リ ン パ 球 が 存 在 す る か 、 ま た は 比 較 的 少 数 の こ れ ら の 型 の CLL細 胞 が 存 在 す る 場 合 、
こ れ は DC中 お よ び 前 方 散 乱 光 中 に 2つ の リ ン パ 球 ピ ー ク を 生 ず る こ と が あ る 。 こ れ ら の 細
胞 は 、 CD45の 発 現 が わ ず か に 低 い が 典 型 的 な 芽 球 の パ タ ー ン を 表 さ な い （ き わ め て 弱 い か
ま た は CD45陰 性 で 、 ま た 高 い 散 乱 ） 。 こ れ ら の CLLは 大 抵 は B細 胞 系 列 で あ る （ 98ま た は 99
％ を 超 え る ） の で CD19陽 性 細 胞 と し て 現 れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 手 作 業 に よ る 識 別 で 非 定 型 リ ン パ 球 を 52％ 含 有 す る B細 胞 の 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 試 料 の
散 布 図 は 、 以 前 に 非 定 型 リ ン パ 球 ま た は 芽 球 と 呼 ば れ た 細 胞 を 、 異 常 大 型 B細 胞 と し て 再
類 別 す る の と 同 じ 結 果 を 示 す 。 こ の む し ろ 一 般 的 で な い CLLの 変 種 は 、 小 型 お よ び 大 型 リ
ン パ 球 の 混 合 物 を 有 す る 。 主 に 小 型 細 胞 の 変 種 の 場 合 に は こ れ ら の 細 胞 は 、 上 記 で 具 体 的
に 説 明 し て き た 典 型 的 な 芽 球 の パ タ ー ン を 現 さ ず 、 大 抵 は CD19陽 性 で あ る 。 し た が っ て 本
発 明 の 方 法 に よ っ て こ れ ら の 細 胞 を 、 末 梢 血 中 に 見 出 さ れ る 芽 球 お よ び 他 の 細 胞 型 か ら 識
別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 芽 球 お よ び こ の 最 も 有 力 な CLL細 胞 の 変 種 を 互 い に 、 ま た 末 梢 血
中 に 見 出 さ れ る そ の 他 の 細 胞 型 か ら 検 出 し 識 別 す る 能 力 を 有 す る 。 こ の 変 種 の 非 BCCL（ 小
型 細 胞 ） も ま た 検 出 さ れ る が 、 CD19陰 性 と し て 現 れ る は ず で あ る 。 し た が っ て こ れ ら の 型
の 小 型 細 胞 CLLは ま た 、 コ ン ピ ュ ー タ を 使 用 し て 非 定 型 リ ン パ 球 と し て 記 述 す る （ 目 印 を
付 け る ） こ と が で き る 。 し た が っ て こ の 方 法 は 、 様 々 な 形 態 の 非 定 型 リ ン パ 球 （ 芽 球 か CL
L細 胞 か ） を 活 性 細 胞 に 対 し て 識 別 す る だ け で な く 、 非 定 型 リ ン パ 球 の 大 部 分 の 臨 床 的 に
意 味 の あ る 変 種 の 確 実 な 検 出 を 可 能 に す る 。 し た が っ て こ の 方 法 は こ れ ら の 異 常 の 診 断 を
明 快 に す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 こ れ ま で の 実 験 は 、 形 態 学 的 実 験 を 、 特 殊 な 着 色 、 染 色 体 分 析 、 お よ び 伝 統 的 な フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー に よ る 白 血 病 表 現 パ タ ー ン 検 査 と 併 用 す る こ と に よ る 病 状 対 診 の 結 果 を 、
本 発 明 の 方 法 の 使 用 と 比 較 し た 。 こ の よ う な 比 較 は 、 本 発 明 の 方 法 が B細 胞 と 非 B細 胞 系 列
の 芽 球 を 識 別 す る す ぐ れ た 能 力 を 有 す る こ と を 実 証 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 図 示 し て い な い が AOお よ び 抗 CD45-PECy7の み で 処 理 し た 正 常 な 末 梢 血 試 料 の 散 布 図 は 、
525 nmか ら 675 nmの 範 囲 に お け る 着 色 パ タ ー ン が AOの み で 染 メ ー タ ー 標 本 に つ い て 観 察 さ
れ た も の と 同 様 で あ る こ と を 示 し た 。 そ の 755 nmに お け る 着 色 パ タ ー ン は 、 CD45-PECy7の
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み と 組 み 合 わ せ た 標 本 に つ い て 観 察 さ れ た も の と 同 様 で あ る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 付 加 蛍
光 の 原 理 、 な ら び に 部 分 的 に 重 な り 合 う ピ ー ク 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る AOと 複 合 抗 体 で 細
胞 を 同 時 に 染 メ ー タ ー 場 合 に 達 成 さ れ た 所 望 の 着 色 結 果 の 特 徴 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
実 施 例 11
　 次 の よ う に 反 応 混 合 物 を 形 成 す る こ と に よ っ て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い た 血 液 検 査
シ ス テ ム 上 で の 広 範 な 識 別 が 得 ら れ る 。 18％ の 未 熟 顆 粒 球 （ 9％ の 骨 髄 球 お よ び 9％ の 後 骨
髄 球 ） を 含 有 す る 末 梢 血 試 料 100μ Lを 、 上 記 実 施 例 1～ 9で 述 べ た の と 同 じ 濃 度 で AO、 抗 CD
45-PECy7、 お よ び 抗 CD16-PECy7と 混 ぜ た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 こ の 反 応 混 合 物 を 少 し の 間 混 合 し 、 室 温 で 約 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 期 間 の 終 り に 反 応 混 合 物 を 溶 血 試 薬 （ 溶 血 お よ び 失 活 ） に 曝 し て こ の 分 析 か ら
非 有 核 RBCを 除 去 し 、 次 い で 側 方 散 乱 光 （ 90度 ） お よ び 前 進 角 散 乱 光 （ 2～ 18度 ） を 組 み 合
わ せ た 5チ ャ ネ ル の 蛍 光 を 測 定 す る こ と が で き る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー シ ス テ ム で 分 析 し
た 。 こ の 試 料 は 、 蛍 光 検 出 用 の 励 起 源 と し て 青 色 ア ル ゴ ン イ オ ン レ ー ザ ー を 使 用 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 こ の デ ー タ （ 表 示 せ ず ） は 、 水 平 軸 上 の 側 方 散 乱 光 お よ び 縦 軸 上 の 蛍 光 に よ り 表 示 さ れ
る 。 755 nmの 蛍 光 チ ャ ネ ル で は 未 熟 顆 粒 球 は 、 成 熟 顆 粒 球 よ り も 低 い 蛍 光 と 高 い 側 方 散 乱
光 を 有 す る 細 胞 の 集 団 と し て 識 別 す る こ と が で き る 。 こ れ と 比 べ て 成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球
の 集 団 は 、 525 nmお よ び 675 nmの チ ャ ネ ル に 部 分 的 に 重 な り 合 う 蛍 光 の サ イ ン を 有 す る 。
525 nmの チ ャ ネ ル で 観 察 さ れ る 空 間 的 分 離 と 比 べ て 675 nmの チ ャ ネ ル で 単 球 の 分 離 の 向 上
が あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 こ の 675 nmの チ ャ ネ ル に お け る 単 球 の 分 離 の 向 上 を 用 い て 、 与 え ら れ た ヒ ス ト グ ラ ム か
ら 755 nmの チ ャ ネ ル に 関 し て こ の 集 団 を 除 去 し た 。 こ の 手 法 は 、 そ の 単 球 集 団 の 重 な り を
除 去 し 、 755 nmの チ ャ ネ ル 中 の 成 熟 お よ び 未 熟 顆 粒 球 の 集 団 を 識 別 し 計 数 す る の を 助 け た
。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 し た が っ て 本 発 明 の 方 法 は 、 単 球 、 成 熟 顆 粒 球 、 お よ び 未 熟 顆 粒 球 、 な ら び に 前 述 の 実
施 例 に お い て 識 別 さ れ た そ の 他 の 細 胞 集 団 を 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
実 施 例 12
　 次 の よ う に 反 応 混 合 物 を 形 成 す る こ と に よ っ て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い た 血 液 検 査
シ ス テ ム 上 で の 広 範 な 識 別 が 得 ら れ る 。 主 に 芽 球 と 、 少 数 の リ ン パ 球 と を 含 有 す る 末 梢 血
試 料 100μ Lを 、 上 記 実 施 例 1～ 9で 述 べ た の と 同 じ 濃 度 で AO、 抗 CD45-PECy7、 お よ び 抗 CD16
-PECy7と 混 ぜ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 こ の 反 応 混 合 物 を 少 し の 間 混 合 し 、 室 温 で 約 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 期 間 の 終 り に 反 応 混 合 物 を 溶 血 試 薬 （ 溶 血 お よ び 失 活 ） に 曝 し て こ の 分 析 か ら
非 有 核 RBCを 除 去 し 、 次 い で 側 方 散 乱 光 （ 90度 ） お よ び 前 進 角 散 乱 光 （ 2～ 18度 ） を 組 み 合
わ せ た 5チ ャ ネ ル の 蛍 光 を 測 定 す る こ と が で き る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー シ ス テ ム で 分 析 し
た 。 こ の 試 料 は 、 蛍 光 検 出 用 の 励 起 源 と し て 青 色 ア ル ゴ ン イ オ ン レ ー ザ ー を 使 用 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 3つ の 選 択 さ れ た 蛍 光 チ ャ ネ ル か ら 得 ら れ る デ ー タ （ 表 示 せ ず ） は 、 水 平 軸 上 の 側 方 散
乱 光 お よ び 縦 軸 上 の 蛍 光 に よ り 表 示 さ れ る 。 芽 球 が リ ン パ 球 よ り も 低 い 蛍 光 を 有 す る が 、
大 部 分 の 小 型 リ ン パ 球 よ り も 大 き い 側 方 散 乱 の サ イ ン を 有 す る 細 胞 集 団 と し て 現 れ る こ と
は 、 こ の 755 nmの チ ャ ネ ル の デ ー タ の 検 討 か ら 明 ら か で あ る 。 こ の パ タ ー ン は 、 芽 球 上 で
の CD45抗 原 の 発 現 の 低 下 が 原 因 で あ る 。 ま た 、 芽 球 の パ タ ー ン が リ ン パ 球 集 団 と 部 分 的 に
重 な り 合 っ て お り 明 瞭 な 集 団 と し て 現 れ な い こ と は 、 こ の 525 nmお よ び 675 nmの チ ャ ネ ル
に よ っ て も た ら さ れ る デ ー タ の 検 討 か ら 明 ら か で あ る 。 こ の 実 施 例 に お い て 芽 球 の 標 本 は
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、 こ れ ら チ ャ ネ ル 中 の 標 本 の 老 化 ま た は 脆 性 が 原 因 の 二 峰 性 分 布 を 実 例 で 明 ら か に し て い
る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
実 施 例 13
　 未 熟 顆 粒 球 お よ び 芽 球 を 含 有 す る 異 常 末 梢 血 の 標 本 を 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 、 ま た 上 記
実 施 例 1～ 9の も の と 同 じ 濃 度 を 用 い て AOと 、 CD45-PC7お よ び CD16-PC7（ 755 nm領 域 で AOと
部 分 的 に 重 な り 合 う 同 じ 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 2種 類 の 異 な る 抗 体 ） と で 染 メ ー タ ー 。 両 方
の 標 本 試 料 を Immunoprep(商 標 )試 薬 系 を 用 い て 溶 血 し た 。 標 本 の 調 製 は さ き の 実 施 例 中 で
述 べ た も の と 同 様 で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 こ の 分 析 の 結 果 （ 表 示 せ ず ） は 、 本 発 明 の 方 法 が 一 回 の 分 析 評 価 で 複 数 細 胞 の 異 常 性 を
識 別 し 計 数 す る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
実 施 例 14
　 正 常 末 梢 血 の 標 本 を 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 、 ま た 上 記 実 施 例 1～ 9の も の と 同 じ 濃 度 を 用
い て AOと 、 CD45-PC7お よ び CD16-PC7（ 755 nm領 域 で AOと 部 分 的 に 重 な り 合 う 同 じ 蛍 光 色 素
で 標 識 し た 2種 類 の 異 な る 抗 体 ） と で 染 め た 。 こ の 同 じ 試 料 の ア リ コ ー ト を AOと 、 CD45-PC
7お よ び CD16-PE（ 575 nmお よ び 755 nmで AOの 発 光 ス ペ ク ト ル の 様 々 な 範 囲 で 部 分 的 に 重 な
り 合 う 異 な る 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 2種 類 の 異 な る 抗 体 ） と で 染 め た 。 両 方 の 標 本 試 料 を Imm
unoprep(商 標 )試 薬 系 を 用 い て 溶 血 し た 。 標 本 の 調 製 は さ き の 実 施 例 中 で 述 べ た も の と 同
様 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 こ の 分 析 の 結 果 （ 表 示 せ ず ） は 、 CD16抗 体 が 接 合 す る 蛍 光 色 素 に 応 じ て 好 酸 球 ／ 好 中 球
の 分 離 の 差 を 示 す 。 こ れ は 、 付 加 蛍 光 の 原 理 の 2つ の は っ き り し た 例 を 実 証 し て お り 、 正
常 お よ び 非 定 型 細 胞 集 団 を 検 出 し 計 数 す る た め の 様 々 な 分 析 の 可 能 性 を 与 え る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 上 記 実 施 例 は 、 ピ ー ク 発 光 の 重 な り 合 う 部 分 を 有 す る そ れ ら チ ャ ネ ル 中 の 付 加 蛍 光 の 原
理 を 例 示 す る 。 こ の 手 法 を 適 用 す る こ と に よ り 、 特 定 の 情 報 を 得 る の に 有 用 な 特 定 の 蛍 光
の チ ャ ネ ル 中 で そ れ ら の パ タ ー ン を 保 存 し 、 ま た 新 し い 情 報 を 得 る た め に 他 の 蛍 光 の チ ャ
ネ ル 中 で そ れ ら パ タ ー ン を 変 え る か ま た は 強 調 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 要 約 す る と こ の 開 示 し た 発 明 は 、 包 括 的 で 広 範 な 識 別 結 果 を 求 め る た め の 新 規 な 分 析 方
法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 核 酸 色 素 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 得 ら れ る 分
析 の 利 点 を 組 み 合 わ せ て 、 そ の い ず れ か の 方 法 単 独 よ り も 優 れ た 単 一 の 一 体 化 さ れ た ア プ
ロ ー チ に す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 す べ て の 公 表 さ れ た 文 書 お よ び 特 許 出 願 の 参 考 文 献 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま
れ る 。 本 発 明 の 非 常 に 多 く の 修 正 形 態 お よ び 変 形 形 態 が 上 記 で 特 定 し た 明 細 書 中 に 含 ま れ
、 そ れ ら は 当 業 者 に は 明 ら か で あ る と 思 わ れ る 。 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 に 対 す る こ の
よ う な 修 正 形 態 お よ び 改 変 形 態 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る と 考 え ら
れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ １ 】
【 図 １ Ａ 】 図 １ Ａ は 、 前 方 散 乱 光 （ FS） と 側 方 散 乱 光 （ SS） の 関 係 を 表 す 実 施 例 1で 述 べ
た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 3種 類 の 細 胞 集 団
、 す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 顆 粒 球 （ 好 酸 球 お よ び 好 中 球 を 含 有 す る ） と を こ の 表 示
中 で 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 １ Ｂ 】 図 １ Ｂ は 、 （ CD16-PC7お よ び CD45-PC7） の 蛍 光 と 側 方 散 乱 の 関 係 を 表 す 同 じ 実
験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 5種 類 の 細 胞 集 団 、 す
な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 塩 基 球 と 、 好 酸 球 と 、 好 中 球 と を こ の 表 示 中 で 識 別 し 計 数
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す る こ と が で き る 。
【 図 １ Ｃ 】 図 １ Ｃ は 、 （ CD16-PC7お よ び CD45-PC7） の 蛍 光 と 前 方 散 乱 光 の 関 係 を 表 す 同 じ
実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 3種 類 の 細 胞 集 団 、
す な わ ち リ ン パ 球 と 、 好 中 球 と 、 好 酸 球 、 単 球 、 お よ び 好 塩 基 球 を 含 有 す る 第 三 の ク ラ ス
タ ー と を こ の 表 示 中 で 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ２ Ａ 】 図 ２ Ａ は 、 CD45-PEの 蛍 光 と 側 方 散 乱 （ SS） の 関 係 を 表 す 実 施 例 2で 述 べ た 実 験
か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、 す な
わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 塩 基 球 と 、 好 酸 球 お よ び 好 中 球 を 含 有 す る 顆 粒 球 の ク ラ ス タ
ー と を こ の 表 示 中 で 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ２ Ｂ 】 図 ２ Ｂ は 、 CD16-PC7の 蛍 光 と 側 方 散 乱 （ SS） の 関 係 を 表 す 実 施 例 2で 述 べ た 実
験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、 す
な わ ち 好 中 球 と 、 単 球 と 、 好 酸 球 と 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 お よ び 活 性 リ ン パ 球 を 含 有 す
る ク ラ ス タ ー と を こ の 表 示 中 で 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ２ Ｃ 】 図 ２ Ｃ は 、 CD16-PC7の 蛍 光 と CD45-PEの 蛍 光 の 関 係 を 表 す 実 施 例 2で 述 べ た 実 験
か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、 す な
わ ち リ ン パ 球 と 、 好 中 球 と 、 好 酸 球 お よ び 単 球 を 含 有 す る ク ラ ス タ ー と 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー 細 胞 お よ び 活 性 リ ン パ 球 を 含 有 す る も う 一 つ の ク ラ ス タ ー と を こ の 表 示 中 で 識 別 し 計 数
す る こ と が で き る 。
【 図 ３ Ａ 】 図 ３ Ａ は 、 DC（ イ ン ピ ー ダ ン ス ） と 、 約 20～ 40度 か ら の 散 乱 光 の 前 進 角 度 で あ
る 中 位 角 散 乱 光 （ MALS） の 関 係 を 表 す 実 施 例 3で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ
の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好
中 球 と 、 好 酸 球 と を こ の 表 示 中 で 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ３ Ｂ 】 図 ３ Ｂ は 、 CD45-PC5の 蛍 光 と 、 不 透 明 度 （ OP） （ た だ し OP＝ 無 線 周 波 数 （ RF）
／ イ ン ピ ー ダ ン ス （ DC） （ ヒ ス ト グ ラ ム 図 3Aか ら 閉 め 出 す こ と に よ り 好 中 球 お よ び 好 酸 球
を 除 去 し た 後 の ） ） の 関 係 を 表 す 実 施 例 3で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ
ス ト グ ラ ム で あ り 、 こ の 例 で は 3種 類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 塩 基
球 と を 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ３ Ｃ 】 図 ３ Ｃ は 、 CD16-PEの 蛍 光 と RFの 関 係 を 表 す 実 施 例 3で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る
2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 3種 類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と
、 好 中 球 と を 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ Ａ は 、 DC（ イ ン ピ ー ダ ン ス ） と 中 位 角 散 乱 光 （ MALS） の 関 係 を 表 す 実 施 例
4で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 4種 類 の
細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 酸 球 と 、 好 中 球 、 杆 状 球 、 お よ び 未 熟 顆 粒 球
を 含 有 す る ク ラ ス タ ー と を 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ Ｂ は 、 CD16-PEの 蛍 光 と SSの 関 係 を 表 す 実 施 例 4で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る
2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 こ の 例 で は 少 な く と も 3種 類 の 細 胞 集 団 、 す な わ
ち 好 中 球 と 、 杆 状 球 と 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 と を 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ４ Ｃ 】 図 ４ Ｃ は 、 DCと 、 図 4B中 の ヒ ス ト グ ラ ム か ら 閉 め 出 す こ と に よ り 好 中 球 お よ び
杆 状 球 を 除 去 し た 後 の MALSの 関 係 を 表 す 実 施 例 4で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー
タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、
好 酸 球 と 、 未 熟 顆 粒 球 と を こ の 表 示 中 で 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ４ Ｄ 】 図 ４ Ｄ は 、 CD45-PC5の 蛍 光 と 、 図 4B中 の ヒ ス ト グ ラ ム か ら 閉 め 出 す こ と に よ り
好 中 球 お よ び 杆 状 球 を 除 去 し た 後 の SSの 関 係 を 表 す 実 施 例 4で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ
の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 5種 類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と
、 単 球 と 、 好 酸 球 と 、 好 塩 基 球 と 、 未 熟 顆 粒 球 と を こ の 表 示 中 で 識 別 し 計 数 す る こ と が で
き る 。
【 図 ５ Ａ 】 図 ５ Ａ は 、 波 長 約 675 nmに お け る AOの 蛍 光 と SSの 関 係 を 表 す 実 施 例 5で 述 べ た
実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、
す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 酸 球 と 、 好 中 球 と を こ の 表 示 中 で 識 別 し 計 数 す る こ と が
で き る 。
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【 図 ５ Ｂ 】 図 ５ Ｂ は 、 波 長 約 775 nmに お け る AO、 CD16-PC7、 お よ び CD45-PC7の 蛍 光 と 、 SS
の 関 係 を 表 す 実 施 例 5で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、
少 な く と も 6種 類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 中 球 と 、 好 酸 球 と 、 好 塩
基 球 と 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 と を 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ５ Ｃ 】 図 ５ Ｃ は 、 波 長 約 775 nmに お け る AO、 CD16-PC7、 お よ び CD45-PC7の 蛍 光 と 、 波
長 約 675 nmに お け る AOの 蛍 光 の 関 係 を 表 す 実 施 例 5で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ
ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 6種 類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と
、 好 中 球 と 、 好 酸 球 と 、 好 塩 基 球 と 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 と を 識 別 し 計 数 す る こ と が で
き る 。
【 図 ６ Ａ 】 図 ６ Ａ は 、 波 長 約 575 nmに お け る AOお よ び CD16-PEの 蛍 光 と SSの 関 係 を 表 す 実
施 例 6で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 5種
類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 酸 球 と 、 好 中 球 と 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細
胞 と を こ の 表 示 中 で 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ６ Ｂ 】 図 ６ Ｂ は 、 波 長 約 775 nmに お け る AOお よ び CD45-PC7の 蛍 光 と SSの 関 係 を 表 す 実
施 例 6で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 4種
類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 中 球 と 、 好 塩 基 球 と を 識 別 し 計 数 す る こ
と が で き る 。
【 図 ７ Ａ 】 図 ７ Ａ は 、 波 長 約 775 nmに お け る AO、 CD16-PC7、 お よ び CD45-PC7の 蛍 光 と SSの
関 係 を 表 す 実 施 例 7で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少
な く と も 6種 類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 中 球 と 、 好 塩 基 球 と 、 芽 球
と 、 好 酸 球 お よ び 未 熟 顆 粒 球 を 含 有 す る ク ラ ス タ ー と を こ の 表 示 中 で 識 別 し 計 数 す る こ と
が で き る 。
【 図 ７ Ｂ 】 図 ７ Ｂ は 、 波 長 約 675 nmに お け る AOの 蛍 光 と SSの 関 係 を 表 す 実 施 例 7で 述 べ た
実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、
す な わ ち 好 酸 球 と 、 好 中 球 と 、 リ ン パ 球 お よ び 芽 球 を 含 有 す る ク ラ ス タ ー と 、 単 球 お よ び
芽 球 を 含 有 す る も う 一 つ の ク ラ ス タ ー と を 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ７ Ｃ 】 図 ７ Ｃ は 、 波 長 約 775 nmに お け る AO、 CD16-PC7、 お よ び CD45-PC7の 蛍 光 と 、 図
7Bか ら 閉 め 出 す こ と に よ り 好 酸 球 を 除 去 し た 後 の SSの 関 係 を 表 す 実 施 例 7で 述 べ た 実 験 か
ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 6種 類 の 細 胞 集 団 、 す な わ
ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 中 球 と 、 好 塩 基 球 と 、 芽 球 と 、 未 熟 顆 粒 球 と を こ の 表 示 中 で 識
別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ８ Ａ 】 図 ８ Ａ は 、 波 長 約 525 nmに お け る AOの 蛍 光 と SSの 関 係 を 表 す 実 施 例 8で 述 べ た
実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、
す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 中 球 と 、 好 酸 球 と を こ の 表 示 中 で 識 別 し 計 数 す る こ と が
で き る 。
【 図 ８ Ｂ 】 図 ８ Ｂ は 、 波 長 約 575 nmに お け る AOお よ び CD16-PEの 蛍 光 と SSの 関 係 を 表 す 実
施 例 8で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 6種
類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 酸 球 と 、 好 中 球 と 、 未 熟 顆 粒 球 と 、 ナ チ
ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 と を 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。
【 図 ８ Ｃ 】 図 ８ Ｃ は 、 波 長 約 775 nmに お け る AOお よ び CD45-PC7の 蛍 光 と 、 波 長 約 525 nmに
お け る AOの 蛍 光 の 関 係 を 表 す 実 施 例 8で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト
グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 5種 類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 お よ び 単 球 を 含 有 す る ク
ラ ス タ ー と 、 好 塩 基 球 と 、 好 中 球 と 、 未 熟 顆 粒 球 と 、 有 核 RBCと を 識 別 し 計 数 す る こ と が
で き る 。
【 図 ９ Ａ 】 図 ９ Ａ は 、 波 長 約 525 nmに お け る AOの 蛍 光 と SSの 関 係 を 表 す 実 施 例 9で 述 べ た
実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 4種 類 の 細 胞 集 団 、
す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 中 球 と 、 好 酸 球 と を こ の 表 示 中 で 識 別 し 計 数 す る こ と が
で き る 。
【 図 ９ Ｂ 】 図 ９ Ｂ は 、 波 長 約 755 nmに お け る AOお よ び CD16-PC7の 蛍 光 と 、 図 9Aか ら 閉 め 出
す こ と に よ り 好 酸 球 を 除 去 し た 後 の SSの 関 係 を 表 す 実 施 例 9で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ
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の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く と も 5種 類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と
、 単 球 と 、 好 中 球 と 、 未 熟 顆 粒 球 と 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 と を 識 別 し 計 数 す る こ と が で
き る 。
【 図 ９ Ｃ 】 図 ９ Ｃ は 、 波 長 約 755 nmに お け る AOお よ び CD16-PC7の 蛍 光 と 、 図 9Aか ら 閉 め 出
す こ と に よ り 好 酸 球 を 除 去 し た 後 の 波 長 約 575 nmに お け る AOお よ び CD45-PEの 蛍 光 の 関 係
を 表 す 実 施 例 9で 述 べ た 実 験 か ら 得 ら れ る 2つ の パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で あ り 、 少 な く
と も 6種 類 の 細 胞 集 団 、 す な わ ち リ ン パ 球 と 、 単 球 と 、 好 中 球 と 、 未 熟 顆 粒 球 と 、 有 核 赤
色 血 液 細 胞 と 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 と を 識 別 し 計 数 す る こ と が で き る 。

【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】

【 図 ２ Ａ 】
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【 図 ２ Ｂ 】
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【 図 ４ Ｄ 】
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【 図 ５ Ｂ 】

【 図 ５ Ｃ 】
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【 図 ７ Ｃ 】

【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】
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摘要(译)

用于计数该生物样品中的细胞群的有用方法包括使样品，用荧光染料标记的第一抗体与第一发射光谱和在单一反应混合物中的另外
的抗体反应。包括。该第一抗体结合在白细胞和非白细胞上差异表达的抗原决定簇。该另外的抗体与在成熟和未成熟的粒细胞或骨
髓细胞上差异表达的抗原决定簇结合，并且具有可以与上述第一荧光染料或上述第一发射光谱区分开的发射光谱。它用任何其他荧
光染料标记。反应混合物可以与核酸染料组合，所述核酸染料的发射光谱与第一或另外的发射光谱之一部分重叠。该反应混合物可
用溶血系统处理，该溶血系统不同地溶血无核红细胞并保留白细胞。使用每个群体的至少两个参数（荧光，光学和电学）检测和计
数血液细胞群。
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