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(57)【要約】
　本発明は、生体試料、特に血液検体のラベル付き特徴
を検出し、測定し及び／又は数えるための、低コストの
、画像化に基づくシステムを提供する。一態様では、本
発明は、各々が明確な波長帯域を有する照明ビームを連
続的に生成することができる１つ又は複数の光源と、そ
れぞれの異なる特徴が異なる分別励起可能なラベルを付
けられるような多重特徴を含む検体にラベルを付けるこ
とができる複数の分別励起可能なラベルとを含む、検体
の多重特徴を撮像するためのシステムを含む。本発明の
システムはさらに、異なる分別励起可能なラベルの各々
が同じ波長帯域内の光信号を連続的に放射させられるよ
うに照明ビームを検体上に連続的に導くための、１つ又
は複数の光源と操作上関連するコントローラと、そのよ
うな放射された光信号を収集し、検体のラベル付き特徴
に対応する連続的な画像を、それらの画像データの連続
的な組を形成するための光応答性表面に形成することが
できる光学システムと、非赤血球の収集及び光学的分析
のための使い捨てキュベットとを含むことができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検体の多重特徴を撮像するためのシステムであって、前記システムは、
　各々が明確な波長帯域を有する照明ビームを連続的に生成することができる１つ又は複
数の光源と、
　それぞれの異なる特徴が、異なる分別励起可能なラベルを付けられるような、多重特徴
を含む検体にラベルを付けることができる複数の分別励起可能なラベルと、
　前記異なる分別励起可能なラベルの各々が、同じ波長帯域内の光信号を連続的に放射さ
せられるように、照明ビームを前記検体上に連続的に導くための、前記１つ又は複数の光
源と操作上関連するコントローラと、
　そのような放射された光信号を収集し、前記検体の前記ラベル付き特徴に対応する連続
的な画像を、画像データの連続的な組を形成するための光応答性表面に形成することがで
きる光学システムとを含むことを特徴とするシステム。
【請求項２】
　血液検体内で複数の分別励起可能なラベルを付けられた非赤血球を分析するための装置
であって、前記装置は、
　血液検体を含み、赤血球の光妨害層の形成を妨げる光収集軸に沿った寸法を有すること
ができる試料チャンバーと、
　各々が、明確な波長帯域を有する照明ビームで前記血液検体を照らすことができる多重
光源と、
　前記複数の分別励起可能なラベルの各々が、同じ波長帯域内の光信号を連続的に放射さ
せられるように、それぞれの光源の前記照明ビームを前記検体上に連続的に導くための前
記多重光源に結合されたコントローラと、
　そのような放射された光信号を収集し、それらに対応する連続的な画像を、画像データ
の連続的な組を形成するための光応答性表面に形成することができる光学システムとを含
み、
　画像データの前記連続的な組を分析することによって、前記血液検体内の非赤血球を数
えることを特徴とする装置。
【請求項３】
　試料内の複数の異なる細胞被分析物の１つ又は複数のラベル付けで使用するためのプロ
ーブ組成であって、
　各々が、異なる被分析物と特異的に結合することができる、被分析物－特異的プローブ
の混合物を含み、それぞれのプローブは、（ａ）結合条件のもとで細胞被分析物に特異的
な結合化合物によって、及び（ｂ）前記結合化合物に光ラベルを付けられることによって
特徴づけられ、それぞれの異なるプローブの前記光ラベルは、異なる励起帯域を有し、す
べてのプローブの前記光ラベルは、［前記プローブ組成の前記光ラベルの前記励起帯域か
ら離れた］同じ波長範囲内の光信号を放射することを特徴とするプローブ組成。
【請求項４】
　非赤血球の光学的分析のための使い捨て血液収集キュベットであって、前記キュベット
は、
　全血の試料を受け入れるための入口を有する混合チャンバーであって、前記混合チャン
バーはさらに、前記全血試料と接触して溶解することができる乾燥試薬を含み、各々が非
赤血球の異なる細胞被分析物と特異的に結合することができる、複数の被分析物－特異的
プローブを含むプローブ組成を含み、それぞれのプローブは、（ａ）結合条件のもとで細
胞被分析物に特異的な結合化合物によって、及び（ｂ）前記結合化合物に光ラベルを付け
られることによって特徴づけられ、それぞれの異なるプローブの前記光ラベルは、異なる
励起帯域を有し、すべてのプローブの前記光ラベルは、同じ波長範囲内の光信号を放射す
る、混合チャンバーと、
　前記混合チャンバー内の試料が、毛管作用によって試料チャンバーに移されるように、
前記混合チャンバーに流体的に接続される前記試料チャンバーであって、前記試料チャン
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バーは、細胞被分析物に付けられたプローブによって生成される光信号が、前記試料の赤
血球によって妨害されないように、光学的に透過する壁及び垂直な非赤血球の直径と実質
的に同等な寸法を有する試料チャンバーとを含むことを特徴とするキュベット。
【請求項５】
　前記寸法は、関心のある細胞と前記光学的に透過する壁との間での除核赤血球の光妨害
層の形成を実質的に妨げることを特徴とする請求項４に記載のキュベット。
【請求項６】
　非赤血球の光学的分析のための使い捨て血液収集キュベットであって、前記キュベット
は、
　全血の試料を受け入れることができる試料チャンバーであって、前記試料チャンバーは
、本体内に配置され、それらの細胞被分析物に付けられたプローブによって生成される光
信号が、前記試料の赤血球によって妨害されないように、少なくとも１つの光学的に透過
する壁及び垂直な、非赤血球の直径と実質的に同等な寸法を有する、試料チャンバーと、
　各々が非赤血球の異なる細胞被分析物と特異的に結合することができる、複数の被分析
物－特異的プローブを含むプローブ組成を形成するために、前記試料との組合せで溶解す
る、前記試料チャンバー内の乾燥試薬であって、それぞれのプローブは、（ａ）結合条件
のもとで細胞被分析物に特異的な結合化合物によって、及び（ｂ）前記結合化合物に光ラ
ベルを付けられることによって特徴づけられ、それぞれの異なるプローブの前記光ラベル
は、異なる励起帯域を有し、すべてのプローブの前記光ラベルは、同じ波長範囲内の光信
号を放射する、乾燥試薬とを含むことを特徴とするキュベット。
【請求項７】
　複数の蛍光ラベルを付けられた検体を撮像するための装置であって、前記装置は、
　それぞれの発光ダイオードが明確な波長帯域を有する照明ビームを生成し、前記検体を
照らすことができる１つ又は複数の発光ダイオードと、
　前記複数の蛍光ラベルの各々が光信号を連続的に放射させられるように照明ビームを前
記検体上に導くための、前記発光ダイオードに結合されたコントローラと、
　前記放射された光信号を収集し、対応する画像を、画像データを生成するための光応答
性表面に形成することができる光学システムとを含み、前記光学システムは、異なる波長
を有する多重光信号を獲得することができるカラーカメラを含むことを特徴とする装置。
【請求項８】
　前記１つ又は複数の発光ダイオードは、複数の発光ダイオードであり、前記光学システ
ムは、複数の組の画像データを生成し、それぞれのそのような組は、前記発光ダイオード
のうちの異なる１つによる照明に応答して生成される光信号に対応することを特徴とする
請求項７に記載の装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞係数及び分析のための方法、システム及び組成に関する。
【背景技術】
【０００２】
　効果的なバイオマーカーの臨床検査（ｐｏｉｎｔ－ｏｆ－ｃａｒｅ　ｔｅｓｔｉｎｇ）
及び探索は、生物医学研究における重要なテーマである（例えば、非特許文献１～４参照
）。両方の努力は、そのコストを低減しながら、健康管理のアクセス及び有効性を改善す
ることが意図されている。臨床検査は、患者の近傍に容易に運ぶことができ、高度な専門
要員なしで現場条件のもとで操作できるデバイスを使用して、中央検査室の外部で実施さ
れる分析検査である。多くの救急医療及び生体防御監視応用では、迅速な試料処理及び検
査読み出し情報もまた必要とされる（例えば、非特許文献５参照）。
【０００３】
　バイオマーカーは、正常な生物過程、発病過程、又は治療的介入に対する薬理反応の指
標として、客観的に測定され、評価される特性である（例えば、非特許文献６参照）。バ
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イオマーカーは、性質、測定の容易さ、及び関心のある生理状態との相関において大きく
異なる（例えば、（前掲の）非特許文献３参照）。大部分の臨床デバイスは、試料もしく
は検体から抽出された又は血液などの生体液内で直接見いだされる分子バイオマーカーを
測定するように設計される（例えば、（前掲の）非特許文献１参照）。臨床デバイス内の
細胞マーカーを測定することには大きな関心があるが、しかし細胞マーカーは典型的には
、細胞特異的測定を行うためには、ある形態の画像化又は流体工学システムを必要とし、
それによって分子マーカーの測定によってもたらされるものを越える大きな技術的挑戦を
追加する（例えば、非特許文献７～１１及び同様のものを参照）。
【０００４】
　臨床検査は、医学的、獣医的、又は植物試料などの個々の生物からの試料だけでなく、
土壌、水系、空調システムなどの様々な環境、輸送システムなどの公共の場での表面、及
び同様のものからの試料もまた含む広範囲の種類の試料について実行される可能性がある
。医学的試料のうちで、血液、唾液、涙管液、尿、及び同様のものなどの生体液は、普通
は固形組織よりもはるかにアクセスしやすいので、臨床分析とともに使用するために特に
受け入れやすい。細胞又は分子マーカーをそれから得ることができる、そのような生体液
のうちで、血液は、全身性であり、容易にアクセスでき、その組成が健康及び病気の状態
を反映する細胞及び分子の豊富で動的な懸濁液を含むので、生物学的に関連するときはい
つも、選り抜きの試料である。特に、罹病性、病気の進行、薬物反応性、及び同様のもの
と関連がある非赤血球のあるサブセットを数えることができることに大きな関心がある（
例えば、非特許文献１２～１４、（前掲の）非特許文献９、１０参照）。あいにく、その
ようなマーカーに対して現在利用できる分析器は、分離及び／又は細胞溶解を含む複雑な
準備ステップ、専門要員の関与、携帯性の欠如、高コスト、感度の欠如、及び同様のもの
を含む、それらの広範囲の使用を制限する１つ又は複数の欠点に悩まされる。
【０００５】
　上述のことを考慮すると、いくつかの医学及び生命工学の分野は、血液などの特に生体
液内の細胞マーカーの容易で柔軟な測定を可能にする、臨床操作の可能な技術が利用でき
るようになることで、著しく進歩するであろう。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許第６，１８０，４１５号明細書
【特許文献２】米国特許第７，１２２，３８４号明細書
【特許文献３】米国特許第６，７２３，２９０号明細書
【特許文献４】米国特許第６，８６９，５７０号明細書
【特許文献５】米国特許第５，６７４，４５７号明細書
【特許文献６】米国特許第５，２００，１５２号明細書
【特許文献７】米国特許第６，６３８，７６９号明細書
【特許文献８】米国特許第４，０８８，４４８号明細書
【特許文献９】米国特許第５，０９８，８９３号明細書
【特許文献１０】米国特許第５，１０２，７８８号明細書
【特許文献１１】米国特許第５，５５６，７７１号明細書
【特許文献１２】米国特許第５，７６３，１５７号明細書
【特許文献１３】米国特許第６，２９４，３６５号明細書
【特許文献１４】米国特許第５，４１３，７３２号明細書
【特許文献１５】米国特許出願公開第２００６／００６８３９８号明細書
【特許文献１６】米国特許出願公開第２００６／００６８３９９号明細書
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Holland et al, Curr. Opin. Microbiol., 8: 504-509 (2005)
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【非特許文献５】Raja et al, Clinical Chemistry, 48: 1329-1337 (2002)
【非特許文献６】Atkinson et al, Clin. Pharmacol. Ther., 69: 89-95 (2001)
【非特許文献７】Shapiro, Cytometry A, 60A: 115-124 (2004)
【非特許文献８】Shapiro et al, Cytometry A, 69A: 620-630 (2006)
【非特許文献９】Rodriquez et al, PLOS Medicine, 2(7): e182 (2005)
【非特許文献１０】Janossy et al, Clinical Cytometry, 50: 78-85 (2002)
【非特許文献１１】Toner et al, Annu. Rev. Biomed. Eng., 7: 77-103 (2005)
【非特許文献１２】Guisset et al, Intensive Care Med., Epub (November 8, 2006)
【非特許文献１３】Shaked et al, Curr. Cancer Drug Targets, 5: 551-559 (2005)
【非特許文献１４】Madjid et al, J. Am. Coll. Cardiol., 44: 1945-1956 (2004)
【非特許文献１５】Genome Analysis (Cold Spring Harbor Laboratory Press)
【非特許文献１６】A Laboratory Manual Series (Vols. I-IV), Using Antibodies (Col
d Spring Harbor Laboratory Press)
【非特許文献１７】A Laboratory Manual, Cells (Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s)
【非特許文献１８】A Laboratory Manual, PCR Primer (Cold Spring Harbor Laboratory
 Press)
【非特許文献１９】A Laboratory Manual, and Molecular Cloning (Cold Spring Harbor
 Laboratory Press)
【非特許文献２０】A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press)
【非特許文献２１】Murphy, Fundamentals of Light Microscopy and Electronic Imagin
g (Wiley-Liss, 2001)
【非特許文献２２】Shapiro, Practical Flow Cytometry, Fourth Edition (Wiley-Liss,
 2003)
【非特許文献２３】Herman et al, Fluorescence Microscopy, 2nd Edition (Springer, 
1998)
【非特許文献２４】Luxeon Star Technical Data Sheet DS23 (Philips Lumileds Lighti
ng Company, San Jose, 2006)
【非特許文献２５】Luxeon Star V Technical Data Sheet DS30 (Lumileds Lighting , U
.S., LLC, San Jose, CA, September 20, 2004)
【非特許文献２６】Hemanson, Bioconjugate Techniques (Academic Press, New York, 1
996)
【非特許文献２７】Schultz et al, Proc. Natl. Acad. Sci., 97: 996-1001 (2000)
【非特許文献２８】Morgan et al, Clinical Immunol., 110: 252-266 (2004)
【非特許文献２９】Alberts et al, Molecular Biology of the Cell, Fourth Edition (
Garland, 2002)
【非特許文献３０】Nelson and Cox, Lehninger Principles of Biochemistry, Fourth E
dition (W. H. Freeman, 2004)
【非特許文献３１】Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, New York, 1988)
【非特許文献３２】Howard and Bethell, Basic Methods in Antibody Production and C
haracterization (CRC Press, 2001)
【非特許文献３３】Wild, editor, The Immunoassay Handbook (Stockton Press, New Yo
rk, 1994)
【非特許文献３４】Sharon and Lis, Lectins, 2nd Edition (Springer, 2006)
【非特許文献３５】Klussmann, The Aptamer Handbook: Functional Oligonucleotides a
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、生体試料、特に血液検体のラベル付き特徴を検出し、測定し及び／又は数え
るための、低コストの画像化に基づくシステムを提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　一態様では、本発明は、次の要素、即ち（ａ）各々が明確な波長帯域を有する照明ビー
ムを連続的に生成することができる１つ又は複数の光源と、（ｂ）それぞれの異なる特徴
が、異なる分別励起可能なラベルを付けられるような多重特徴を含む検体にラベルを付け
ることができる複数の分別励起可能なラベルと、（ｃ）異なる分別励起可能なラベルの各
々が、同じ波長帯域内の光信号を連続的に放射させられるように照明ビームを検体上に連
続的に導くための、１つ又は複数の光源と操作上関連するコントローラと、（ｄ）そのよ
うな放射された光信号を収集し、検体のラベル付き特徴に対応する連続的な画像を、それ
らの画像データの連続的な組を形成するための光応答性表面に形成することができる光学
システムとを含む、検体の多重特徴を撮像するためのシステムを含む。
【００１０】
　別の態様では、本発明は、複数の分別励起可能なラベルを付けられた血液検体内の非赤
血球を分析するための装置を含み、そのような装置は、（ａ）血液検体を含み、赤血球の
光妨害層の形成を妨げる、光収集軸に沿った寸法を有することができる試料チャンバーと
、（ｂ）各々が明確な波長帯域を有する照明ビームで血液検体を照らすことができる多重
光源と、（ｃ）複数の分別励起可能なラベルの各々が同じ波長帯域内の光信号を連続的に
放射させられるようにそれぞれの光源の照明ビームを検体上に連続的に導くための、多重
光源に結合されるコントローラと、（ｄ）そのような放射された光信号を収集し、対応す
る連続的な画像を、画像データの連続的な組を形成するための光応答性表面に形成するこ
とができる光学システムとを含み、血液検体内の非赤血球は、そのような画像データの連
続的な組を分析することによって数えられる。
【００１１】
　別の態様では、本発明は、各々が異なる被分析物と特異的に結合することができる、被
分析物－特異的プローブの混合物を含む、試料中の複数の異なる細胞被分析物の１つ又は
複数のラベル付けで使用するためのプローブ組成を含み、それぞれのプローブは、（ａ）
結合条件のもとで細胞被分析物に特異的な結合化合物によって、及び（ｂ）結合化合物に
光ラベルを付けられることによって特徴づけられ、それぞれの異なるプローブの光ラベル
は異なる励起帯域を有し、すべてのプローブの光ラベルは同じ波長範囲内の光信号を放射
する。好ましくは、そのような同じ波長範囲は、プローブ組成の光ラベルの励起帯域から
分離する。
【００１２】
　別の態様では、本発明は、非赤血球の光学的分析のための使い捨て血液収集キュベット
を含み、そのキュベットは、（ａ）全血の試料を受け入れるための入口を有する混合チャ
ンバーであって、その混合チャンバーは、全血試料に接触することで溶解し、各々が非赤
血球の異なる細胞被分析物と特異的に結合することができる、複数の被分析物－特異的プ
ローブを含むプローブ組成を含むことができる乾燥試薬をさらに含み、それぞれのプロー
ブは、（ｉ）結合条件のもとで細胞被分析物に特異的な結合化合物によって、及び（ｉｉ
）結合化合物に光ラベルを付けられることで特徴づけられ、それぞれの異なるプローブの
光ラベルは、異なる励起帯域を有し、すべてのプローブの光ラベルは、同じ波長範囲内の
光信号を放射する、混合チャンバーと、（ｂ）混合チャンバー内の試料が毛管作用によっ
て試料チャンバーに移されるように、混合チャンバーに流体的に接続される試料チャンバ
ーであって、その試料チャンバーは、細胞被分析物に付けられたプローブによって生成さ
れる光信号が、試料の赤血球によって妨害されないように、光学的に透過する壁及び非赤
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血球の直径と実質的に同等な垂直な寸法を有する、試料チャンバーとを含む。好ましくは
、前記寸法は、それが関心のある細胞と前記光学的に透過する壁との間での除核赤血球の
光妨害層の形成を実質的に妨げるように選択される。
【００１３】
　さらに別の態様では、本発明は、非赤血球の光学的分析のための使い捨て血液収集キュ
ベットを含み、キュベットは、（ａ）全血の試料を受け取ることができる試料チャンバー
であって、その試料チャンバーは、本体内に配置され、細胞被分析物に付けられたプロー
ブによって生成される光信号が、試料の赤血球によって妨害されないように、少なくとも
１つの光学的に透過する壁及び非赤血球の直径と実質的に同等な垂直な寸法を有する、試
料チャンバーと、（ｂ）各々が非赤血球の異なる細胞被分析物と特異的に結合することが
できる、複数の被分析物－特異的プローブを含むプローブ組成を形成するために、試料と
組み合わされて溶解する、試料チャンバー内の乾燥試薬とを含み、それぞれのプローブは
、（ｉ）結合条件のもとで細胞被分析物に特異的な結合化合物によって、及び（ｉｉ）結
合化合物に光ラベルを付けられることで特徴づけられ、それぞれの異なるプローブの光ラ
ベルは、異なる励起帯域を有し、すべてのプローブの光ラベルは、同じ波長範囲内の光信
号を放射する。
【００１４】
　別の態様では、本発明は、複数の蛍光ラベルを付けられた検体を撮像するための装置を
含み、その装置は、次の要素、即ち（ａ）それぞれの発光ダイオードが明確な波長帯域を
有する照明ビームを生成し、検体を照らすことができる１つ又は複数の発光ダイオードと
、（ｂ）複数の蛍光ラベルの各々が光信号を連続的に放射させるように照明ビームを検体
上に導くための、発光ダイオードに結合されたコントローラと、（ｃ）放射された光信号
を収集し、対応する画像を、画像データを生成するための光応答性表面に形成することが
できる光学システムとを含み、光学システムは、異なる波長を有する多重光信号を獲得す
ることができるカラーカメラを含む。好ましくは、前記１つ又は複数の発光ダイオードは
、複数の発光ダイオードであり、前記光学システムは、複数組の画像データを生成し、そ
れぞれのそのような組は、前記発光ダイオードの異なる１つによる照明に応答して生成さ
れる光信号に対応する。
【００１５】
　本発明は、血液、唾液、尿、及び同様のものを含む、医学的及び環境的試料の迅速な分
析のための臨床システムへの従来技術の接近方法の多くのコスト及び効率の欠点を克服す
る。本発明の特定の実施形態は、非赤血球、ＣＤ３＋細胞、ＣＤ４＋細胞、ＣＤ８＋細胞
などのリンパ球、マラリアなどの血液寄生虫、及び同様のものを含むが、それらには限定
されない、全血内に存在する可能性がある各種の細胞成分及び／又は病原体の低コストで
効率的な検出及び計数によく適している。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】本発明とともに使用するための光学システムを図式的に例示する図である。
【図２】励起ビームを調整するためにＬＥＤとともに使用するための光学部品のシステム
を図式的に例示する図である。
【図３】本発明のプローブ組成のための光ラベルを選択するための原理を例示する図であ
る。
【図４Ａ】明確な励起帯域を有するが、同じ波長範囲内で多くの蛍光を放射することがで
きる実施例で使用される２つの蛍光ラベルに対する吸収曲線を示す図である。
【図４Ｂ】３つの異なる励起ビームによって連続的に励起することができる６５０ｎｍよ
り上の波長範囲内で蛍光信号を放射する３つの蛍光ラベルの吸収及び放射曲線を示す図で
ある。
【図５Ａ】全血内の非赤血球及び／又は他の細胞もしくは微生物を検出し、分析するため
の、本発明とともに使用するための試料キュレットの実施形態を図式的に例示する図であ
る。
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【図５Ｂ】全血内の非赤血球及び／又は他の細胞もしくは微生物を検出し、分析するため
の、本発明とともに使用するための試料キュレットの実施形態を図式的に例示する図であ
る。
【図５Ｃ】全血内の非赤血球及び／又は他の細胞もしくは微生物を検出し、分析するため
の、本発明とともに使用するための試料キュレットの実施形態を図式的に例示する図であ
る。
【図６Ａ】スライド上に配置された、市販のフィコエリトリンのラベル付きビーズの画像
である。
【図６Ｂ】ラベル付きビーズ濃度とビーズ計数との間の線形関係を実証するデータを示す
図である。
【図７Ａ】ＡＰＣのラベル付き抗ＣＤ３抗体及びＰＥＣｙ５のラベル付き抗ＣＤ４抗体で
二重にラベルを付けられた全血からの細胞の画像である。
【図７Ｂ】３種の細胞、単球、ＣＤ４+Ｔ細胞、ＣＤ４-Ｔ細胞の明確な集団を示す、図５
ＡからのデータをＡＰＣ信号強度対ＰＥ信号強度の二次元プロットで示す図である。
【図８Ａ】異なる試料キュレット深さに対して、実施例１の装置からの全血細胞計数を、
フローサイトメータを使用して得られる計数と比較するデータを示す図である。
【図８Ｂ】５０μｍ（深さ）試料キュレットでの異なるラベルに対して、実施例１の装置
からの全血細胞計数を、フローサイトメータを使用して得られる計数と比較するデータを
示す図である。
【図９】インターロイキン２濃度に対してビーズに基づく分析からのデータを示す図であ
る。
【図１０】本発明とともに使用するための光学システムを図式的に例示する図である。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本発明の実施は、別に示されない限り、当該分野の技術範囲内である分子生物学（組み
換え技術を含む）、細胞生物学、免疫分析技術、顕微鏡法、画像分析、及び分析化学から
の従来技術を用いることができる。そのような従来技術は、蛍光信号の検出、画像分析、
照明光源及び光信号検出部品の選択、生体細胞のラベル付け、ならびに同様のものを含む
が、それらだけには限られない。そのような従来の技術及び記述は、非特許文献１５～２
３などの標準検査室手引書内で見ることができ、それらのすべては、すべての目的のため
に参照により全体として本明細書に組み込まれる。
【００１８】
　本発明は、試料内の被分析物、細胞、又は粒子に直接的に又は間接的に結合される又は
付けられるラベルの励起帯域に対応する、異なる波長範囲を有する照明ビームで試料を連
続的に照らすことによって、試料内の細胞、ミセル、粒子、及び／又は被分析物を測定し
、数えるためのシステム、方法、及び組成を提供する。そのような連続でのそれぞれの照
明の後、光信号は画像を形成するために収集されて、各々が細胞、粒子、及び／又は被分
析物の個体群の計数及び／又は測定を提供するために分析される画像データを含む、一組
の画像が形成されるようになる。一態様では、実質的に重複しない波長範囲を有する複数
の照明ビームが用いられる。そのような複数の照明ビームは、２から６の範囲内、又は２
から４の範囲内、又は２から３の範囲内とすることができる。複数の照明ビームは、レー
ザー、白熱電球及びアークランプ、ならびに同様のものによるものを含む、当業者に利用
可能な各種の方法及び装置によって生成することができる。一実施形態では、照明ビーム
は、発光ダイオード（ＬＥＤ）又は同様の固体デバイスを使用して生成される。例となる
ＬＥＤ光源は、Ｌｕｍｉｌｅｄｓ　Ｌｉｇｈｔｉｎｇ　ＬＬＣ（Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ
）から市販されている、緑（５３０ｎｍ）、シアン（５０５ｎｍ）、青（４７０ｎｍ）、
及び紺青（４５５ｎｍ）に波長ピークを有する、Ｌｕｘｅｏｎ（登録商標）ＬＥＤを含む
。本発明とともに使用するための特定のＬＥＤを選択する際の指針は、非特許文献２４、
２５及び同様のものなどの技術文献で広く利用できる。普通、光源は、所望の波長範囲及
び強度分布の照明ビームを生成するために、従来のフィルタ及び他の光学部品とともに使
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用される。
【００１９】
Ｉ．光学システム
　多種多様の光学システムを、本発明で用いることができる。一般に、そのようなシステ
ムは、明確な波長範囲で試料を連続的に照らすための１つ又は複数の照明ビームと、照明
された試料からの画像データを記録するための画像収集デバイスと、画像データの組が連
続的に収集されるように照明ビーム及び画像収集デバイスの操作を制御するコントローラ
とを提供する。
【００２０】
　一態様では、本発明は、試料内の関心のある細胞、粒子、又は被分析物に特異的なプロ
ーブに付けられた分別励起可能な染料の組と協力して使用される画像収集デバイスを含む
システムを含む。言い換えれば、そのようなシステムは、複数の分別励起可能なラベルを
付けられた試料又は検体を撮像するための次の部品、即ち（ａ）各々が、明確な波長帯域
を有する照明ビームで検体を照らすことができる多重光源と、（ｂ）複数の分別励起可能
なラベルの各々が、同じ波長帯域内の光信号を連続的に放射させられるように、それぞれ
の光源の照明ビームを検体上に連続的に導くための、多重光源に結合されたコントローラ
と、（ｃ）そのような放射された光信号を収集し、対応する連続的な画像を、画像データ
の連続的な組を形成するための光応答性表面に形成することができる光学システムとの装
置を含む。上述の装置の一実施形態は図１で例示される。システム（１００）は、試料台
（１１６）の上又は中に配置された試料（１１４）の観察領域（１０７）を連続的に照ら
すための、ＬＥＤ１（１０２）及びＬＥＤ２（１０４）として示される複数の光源と、照
明ビーム（１０３）及び（１０５）に応答して試料内及び／又は試料上のプローブから生
成される光信号（１０９）を収集し、収集された信号を検出器（１０８）に導く（１１１
）ための撮像光学系（１０６）であって、撮像光学系（１０６）は、ＣＣＤ又はＣＭＯＳ
素子などの光応答性表面を含み、光信号（１０９）が画像を形成し、画像データの連続的
な組を記録する、撮像光学系（１０６）とを含む、いくつかの部品を含む。好ましくは、
システム（１００）の操作は、（ａ）照明ビーム（１０３）及び（１０５）のタイミング
及び継続時間を制御し、（ｂ）画像データを収集し、１つ又は複数のデータベースに移す
ための検出器（１０８）を制御し、（ｃ）読み出し部（１１２）のための読み出し情報を
生成するために画像データを分析する及び同様の操作をする、コンピュータ（１１０）の
制御下にある。試料台（１１６）は、設計及び機能が大きく異なってもよいが、一般的に
、試料が複数の光信号を並列で収集し、検出器に画像を形成することと矛盾しない、実質
的に平面的な幾何学形状で配置されることを必要とする。好ましくは、試料台（１１６）
に配置された試料は、静止しており、流れているもしくは動いていることはない、又は動
く場合、画像分析中に位置合わせができる連続的な画像を収集することができるほどに十
分に遅い。試料台（１１６）は、従来の顕微鏡スライド、顕微鏡法で使用される試料チャ
ンバーもしくはキュベット、培養皿、微小流体デバイス、又は同様のものを含むことがで
きる。以下でより完全に述べられる一態様では、試料台（１１６）は、全血内の非赤血球
成分の検出のために設計される使い捨てキュベットを含む。別の態様では、試料台（１１
６）は、そのようなキュベットがシステム（１００）で使用されるときはいつも調査され
るべき既知の容積を可能にする幾何学形状を有する試料チャンバーを有するキュベットを
含む。一実施形態では、そのような試料チャンバーは、（ａ）床（又は底部壁）及び天井
（又は上部壁）がお互いに平行であり、撮像光学系（１０６）への最小光路に対して（好
ましくは）垂直であり、ならびに（ｂ）上部壁と底部壁との間の垂直距離が、検出されて
いる細胞又は粒子の直径と実質的に同等である、実質的に平面的な幾何学形状を有する。
そのような試料チャンバーが、既知の又は決定できる観測領域（１０７）内に配置される
ときはいつも、細胞又は粒子は既知の（又は決定できる）容積内にあることになり、それ
によって粒子又は細胞の濃度を測定することを可能にする。試料チャンバーの上部壁と底
部壁との間の垂直距離、又は寸法に関連して「実質的に同等である」とは、全血試料内で
、観測領域（１０７）内の非赤血球又は粒子からの光信号が検出可能であることを意味す
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る。言い換えれば、ラベル付き細胞又は粒子とチャンバーの上部壁との間にあることがで
きる赤血球（又は他の破片）の層は、光信号の透過を完全には妨害しない。一態様では、
ＣＤ４＋細胞などの白血球がラベルを付けられ、上部壁と底部壁との間の垂直距離は、４
０から１２０μｍの範囲内、又は５０から１００μｍの範囲内である。読み出し部（１１
２）の性質は、簡単な数値表示から情報の豊富なグラフィカルユーザーインターフェース
まで大きく異なってもよい。一実施形態では、簡単な数値読み出し情報は、１つ又は複数
の所定の細胞もしくは粒子の種類の計数を与える読み出し部（１１２）によって提供され
る。別の実施形態では、読み出し情報は、１つ又は複数の所定の細胞もしくは粒子の種類
の濃度を含む。さらに別の実施形態では、読み出し情報は、細胞、粒子、又は他の被分析
物の閾値レベル（例えば、計数又は濃度）を超えたかどうかに関して簡単な「肯定又は否
定」指標を含む。
【００２１】
　照明ビームを生成するためにＬＥＤを用いる実施形態では、選択されたＬＥＤからの放
射は、２－ＬＥＤシステムに対する図２で例示されるように、光学部品を使用して調整す
ることができる。第１のＬＥＤ（２０２）及び第２のＬＥＤ（２０６）は、各々がディフ
ューザ（２０８）、レンズ（２１０）、帯域通過フィルタ（２１２）、及びレンズ（２１
６）を含む調整光学系（２００）及び（２０４）をそれぞれ有する。調整光学系（２００
）及び（２０４）の目的は、試料（２２０）の空間的に一様な照明を提供することである
。
【００２２】
　図１０は、本発明とともに使用するための落射照明光学システムを例示する。ＬＥＤ（
１０００）は、レンズ（１００４）によって平行にされ、二色性ミラー（１００６）に、
次いで対物レンズ（１００８）に導かれる照明ビーム（１００２）を生成する。照明ビー
ム（１００２）からの光は、試料（１０１０）上に焦点を合わされ、そこで蛍光ラベルが
励起されて蛍光信号を放射する。対物レンズ（１００８）によって収集された蛍光信号は
、二色性ミラー（１００６）を通り、オプションとして放射フィルタ（１０１２）を通っ
て、次いで光応答性表面（１０１４）に、この例示では市販の携帯情報端末Ｚｉｒｅ　７
２　Ｐａｌｍ　Ｐｉｌｏｔのカメラに導かれ、試料を観察するための表示部も含む。対物
レンズ（１００８）と放射フィルタ（１０１２）との間の光路に沿って付加的な二色性ミ
ラーを追加することによって、付加的な照明ビームを追加することができる。
【００２３】
ＩＩ．分別励起可能なプローブ
　別の態様では、本発明は、試料内の複数の異なる被分析物の１つ又は複数のラベル付け
で使用するための分別励起可能なプローブの組成を提供する。一般に、本発明のプローブ
組成は、各々が異なる被分析物と特異的に結合することができる、被分析物－特異的プロ
ーブの混合物を含み、それぞれのプローブは、（ａ）結合条件のもとで細胞被分析物など
の被分析物に特異的な結合化合物によって、及び（ｂ）結合化合物に光ラベルを付けられ
ることで特徴づけられ、それぞれの異なるプローブの光ラベルは、異なる励起帯域を有し
、すべてのプローブの光ラベルは、同じ波長範囲内の光信号を放射する。普通、後者の波
長範囲は、励起帯域のいずれとも重複しない。好ましくは、光ラベルは、蛍光信号を生成
することができる蛍光染料などの蛍光ラベルである。しかしながら、暗視野照明条件のも
とで使用されるときには、プラズモン共鳴粒子などの他の光ラベルが、本発明とともに使
用されてもよい。一態様では、本発明のプローブ組成は、複数の異なる被分析物の各々に
対して特異的な少なくとも１つのプローブを含む。別の態様では、そのような複数は、２
から８の範囲内であり、又は別の態様では、２から４の範囲内であり、又は別の態様では
、２から３の範囲内であり、別の態様では、そのような複数は、少なくとも３であり、又
は３から４の範囲内である。本発明のプローブ組成の重要な特徴は、その組成の異なるプ
ローブでラベルを付けられた試料内の被分析物が、そのような光ラベルに特異的な照明ビ
ームを使用するそれぞれのプローブの光ラベルの連続的な励起によって、連続的に検出す
ることができることである。通常、そのような連続的な励起は、それぞれの照明ビームが
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別々の時間間隔で試料に導かれるときという点において、時間的に重複しない。言い換え
れば、照明ビームは、一度に１つずつ試料に連続的に導かれる。好ましくは、操作時には
、それぞれの励起からの光信号は検出器の光応答性表面に撮像され、画像データが生成さ
れ、分析のために保存される。プローブの光信号が狭い波長範囲に制限されるときは、光
路内のレンズの色収差に起因する画像劣化が減される又は除去される。
【００２４】
　本発明のプローブ組成の一実施形態の操作の原理は図３で例示され、２つのプローブか
ら成る本発明の組成の光ラベルの励起及び放射スペクトルを示す。第１のプローブは蛍光
共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）を用いる光ラベルを有し、ドナー分子は吸収又は励起ス
ペクトル（３００）（破線曲線）及び放射スペクトル（３０２）（実線曲線）を有し、ア
クセプタ分子は重複する（３０２）吸収スペクトル（３０４）（破線曲線）及び放射スペ
クトル（３０６）（実線曲線）を有する。第２のプローブは、光ラベルとして吸収スペク
トル（３１０）（破線曲線）及び放射スペクトル（３１２）（実線曲線）を有する蛍光分
子を有する。破線（３２０）は、光信号が収集される範囲の最高波長境界を示す。従って
、第１及び第２のプローブでラベルを付けられた試料が、示されるような波長範囲を有す
る第１の照明ビーム（３３０）で照らされるときはいつでも、アクセプタ分子放射（３０
６）から成る第１の光信号が収集され、そのような試料が、示されるような波長範囲を有
する第２の照明ビーム（３４０）で照らされるときはいつでも、同じ波長範囲内だが、放
射（３１２）から成る第２の光信号が収集される。第１のプローブに対する例となるドナ
ー－アクセプタ対は、シアニン３－アロフィコシアニン（Ｃｙ３－ＡＰＣ）であり、第２
のプローブの例となる光ラベルは、シアニン５（Ｃｙ５）である。３プローブ組成に対す
る例となる光ラベルは、シアニン７（Ｃｙ７）（第１のプローブに対するドナー及びアク
セプタとして）、ＡＰＣ－Ｃｙ７（第２のプローブに対するドナーとしてのＡＰＣ及びア
クセプタとしてのＣｙ７）、及びＰＥ－Ｃｙ７（第３のプローブに対するドナーとしての
ＰＥ及びアクセプタとしてのＣｙ７）を含む。
【００２５】
　２ラベル及び３ラベルプローブに対するさらなる例となる組成は、それぞれ図４Ａ（以
下で述べられる）及び４Ｂで例示される。図４Ｂは、３蛍光染料に対する励起及び放射波
長プロフィール及び本発明のプローブ組成の関連する照明ビームの波長帯域を例示する。
染料は、励起プロフィール（４２２）及び放射プロフィール（４２８）を有するペリディ
ニンクロロフィルタンパク質（ＰｅｒＣＰ）、励起プロフィール（４２４）及び放射プロ
フィール（４３０）を有するフィコエリトリン－Ｃｙ５（ＰＥＣｙ５）複合体、及び励起
プロフィール（４２６）及び放射プロフィール（４３２）を有するアロフィコシアニン（
ＡＰＣ）である。そのような染料は、ＰｅｒＣＰに対しては約４２０～４７０ｎｍ（４３
４）、ＰＥＣｙ５に対しては約５１５～５５０ｎｍ（４３６）、及びＡＰＣに対しては約
５９０～６４０ｎｍ（４３８）の範囲内の波長を有する照明ビームを印加することによっ
て連続的に励起することができる。そのような照明ビームは、ＬＥＤ、例えばＬｕｘｅｏ
ｎ　Ｓｔａｒ　Ｒｏｙａｌ　Ｂｌｕｅ、Ｇｒｅｅｎ、及びＲｅｄ－Ｏｒａｎｇｅ　ＬＥＤ
のそれぞれによって生成することができる。プローブによって生成される蛍光信号は、約
６５０ｎｍより上だけの光を透過する帯域通過フィルタ（４４０）を使用して散乱光から
都合よく分離される。上述の染料は、従来技術（例えば、非特許文献２６を参照）を使用
して、抗体などの結合化合物に容易に接合される。
【００２６】
　別の態様では、プローブ組成は、プラズモン共鳴粒子（ＰＲＰ）でラベルを付けられた
結合化合物を含む。そのようなプローブ組成は、ＰＲＰからの散乱光だけが収集されるよ
うに、暗視野照明システムとともに使用されるとき特に有用である。本発明のプローブ組
成とともに使用するのに適するＰＲＰは、参照により組み込まれる次の参考文献、即ち非
特許文献２７、Ｓｃｈｌｔｚらの特許文献１、Ｐｒｏｂｅｒらの特許文献２及び同様のも
ので開示される。この実施形態では、ＰＲＰは、各々が明確な照明ビームからの光を最大
限に散乱させるように選択される。
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【００２７】
ＩＩＩ．全血測定のためのキュベット
　本発明の態様では、使い捨てキュベットは、全血について測定を行うための本発明のシ
ステムとともに使用するために提供される。一実施形態では、そのようなキュベットは、
決定できる容積内の所定の血球の種類、例えば非赤血球を数えるために使用され、従って
、そのような所定の細胞種類の細胞計数又は濃度のどちらかを読み出し情報として与える
ことができる。一般に、本発明の使い捨てキュベットは、（ａ）全血の試料を受け取るこ
とができる試料チャンバーであって、その試料チャンバーは、本体内に配置され、細胞被
分析物に付けられたプローブによって生成される光信号が試料の赤血球によって妨害され
ないように、少なくとも１つの光学的に透過する壁及び分析されるべき非赤血球の直径と
実質的に同等な垂直な寸法を有する、試料チャンバーと、（ｂ）各々が非赤血球の異なる
細胞被分析物と特異的に結合することができる複数の被分析物－特異的プローブを含むプ
ローブ組成を形成するために試料と組み合わせることで溶解する、試料チャンバー内の乾
燥試薬とを含み、それぞれのプローブは、（ｉ）結合条件のもとで細胞被分析物に特異的
な結合化合物によって、及び（ｉｉ）結合化合物に光ラベルを付けられることで特徴づけ
られ、それぞれの異なるプローブの光ラベルは異なる励起帯域を有し、すべてのプローブ
の光ラベルは同じ波長範囲内の光信号を放射する。好ましくは、そのような使い捨てキュ
ベットは、上述のような光学システムとともに使用され、照明ビーム及び撮像光学系に関
して固定位置を有するようにキュベットを受け取るための台を含む。そのような固定位置
は、キュベットの試料チャンバーから光信号を収集することができるように、撮像光学系
を整列させることになる。血液パラメータなどの生体液の特性を観察する又は測定するた
めの使い捨て試料容器の設計及び加工は、参照により組み込まれる次の参考文献、即ち特
許文献３～８、及び同様のもので開示される。
【００２８】
　本発明のキュベットの一実施形態は、図５Ａ～５Ｃで図式的に例示される。一形態では
、キュベット（５００）は、ガラス、プラスチック、もしくは同様の材料、又はそれらの
組合せとすることもできる本体（５０１）、及び通路（５０６）によって入口（５０４）
に接続される少なくとも１つの試料チャンバー（５０２）を含む。全血測定で使用するた
めの一態様では、試料チャンバー（５０２）は、５から１００μＬ、又は５から５０μＬ
の範囲内の試料流体の容積を保持することができる。キュベット（５００）は、試料が背
圧の形成なしにチャンバー内に入ることを可能にするために、試料チャンバー（５０２）
に接続される排出口（図示されず）を含むこともできる。毛管作用、吸引、遠心力、及び
同様のものなどの、試料を試料チャンバー（５０２）内に入れるための代替接近方法も用
いることができる。キュベット（５００）の重要な特徴は、例えば、選択された細胞種類
の画像データから濃度決定を行うことができるように、既定の又は決定できる容積（５１
２）からの光信号の収集である。容積（５１２）は、キュベット（５００）の上部壁（５
１４）と底部壁（５１６）との間の距離（例えば、図５Ｃでの５２８）ならびに光信号が
収集される円錐（５０８）及び方向（５１０）によって示される、撮像光学系の面積、即
ち視野（５０７）によって定義される。この実施形態での本発明の光学システムの重要な
特徴は、容積（５１２）内のすべての物体からの光信号が収集されるように、対物レンズ
の被写界深度が、上部壁（５１４）と底部壁（５１６）との間の距離（５２８又は５１８
）以上であることである。好ましくは、上部壁（５１４）は、収集のために光信号を通す
のに適しており、底部壁（５１６）と実質的に平行である。他の実施形態では、本発明の
キュベットは、例えば、試薬を保持するための及び／又は見る前に試料をそのような試薬
と混合するための付加的なチャンバーを含むことができる。一態様では、本発明のキュベ
ットは、試料チャンバー（５０２）内に直接配置されるか、又は他の実施形態では、試料
チャンバー（５０２）へ移す前に活性化し、試料と混合するための別個の混合チャンバー
内に含まれる、例えば、プローブ組成、塩類、緩衝剤、必要ならば溶解剤、及び同様のも
のを含む乾燥試薬をさらに含む。
【００２９】
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　上述のように、試料チャンバー（５０２）の上部壁（５１４）と底部壁（５１６）との
間の距離は、全血試料の分析にとって重要である。その距離、例えば図５Ｂの（５１８）
が大きすぎる場合、除核赤血球（５２０）は関心のある細胞種類（５２２）から生成され
る通過光信号を妨害する（５２６）可能性があり、その場合には、そのような細胞は数え
られない可能性があり、細胞数又は濃度の過小評価をもたらす。本発明によると、及び図
５Ｃで例示されるように、試料チャンバー（５０２）の上部壁（５１４）と底部壁（５１
６）との間の距離（５１８）は、除核赤血球の妨害層が、関心のある細胞（５２２）と上
部壁（５１４）との間で形を成すことができず、光信号（５２４）がすべて試料チャンバ
ー（５０２）から撮像光学系へとなるように、関心のある細胞種類（５２２）の直径又は
有効直径と実質的に同等である。一態様では、試料チャンバー（５０２）は、撮像光学系
の被写界深度と実質的に同等な距離（５１８）を有する。別の態様では、試料チャンバー
（５０２）は、１０から１００μｍ、又は１０から５０μｍ、又は２０から５０μｍの範
囲内の距離（５１８）を有する。
【実施例】
【００３０】
　この実施例では、本発明とともに使用するための撮像システムは、様々な試料内の細胞
又は粒子を数えることによって、構成され、検査された。システムは、図１で示されるも
のに従った設計を有した。２つの異なるグレースケールカメラが、検出器として用いられ
た。第１のものは、正方形の６．４５μｍ画素で１３９２×１０２４画素を有する、Ｓｅ
ｎｓｏｖａｔｉｏｎ　Ｓａｍｂａ　ＥＺ１４０　ＴＣ冷却（周囲よりも２０℃低い）カメ
ラであった。第２のカメラは、１０２４×７６８の正方形（４．６５μｍ）画素を有する
、Ｐｏｉｎｔ　Ｇｒｅｙ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｄｒａｇｏｎｆｌｙ２産業用ビジョンカメ
ラであった。２つの撮像レンズ設計のどちらかが使用された。１つの設計は、それらの間
に励起フィルタが置かれた一対の二重球面レンズであった。このシステムは、比較的高い
Ｎ．Ａ．（約０．３３）を保有し、約２ｍｍまでの視野に対してよく働いた。この距離を
越えると、非点収差のひずみが顕著であり、画像フィールドが増加するとともに急速に増
加する。この条件に対処するために、第２のレンズ設定が用いられた。これは、１つの混
成非球面素子及び１つの超低分散素子を有する、市販のカメラレンズ（ニコン　１８～５
５ｍｍ　ｆ／３．５～５．６Ｇ　ＥＤ　ＡＦ－Ｓ　ＤＸ　Ｚｏｏｍ（登録商標））であっ
た。このレンズは、約０．１のより低いＮ．Ａ．を有するが、優れた低分散及びより良好
な被写界深度を有し、検出可能な非点収差なしで４ｍｍの視野を越える撮像を可能にした
。この光収集効率の減少は、細胞計数に対する精度のどんな検出可能な低下も引き起こす
には十分ではなかった。Ｄｒａｇｏｎｆｌｙ２カメラ及びニコンＤＸズームレンズを用い
た設計は、コスト及び画像品質に対して好ましい構成である。
【００３１】
　ＬＥＤ光源又は照明器は、ランプ筐体内に自身の励起フィルタをそれぞれ取り付けられ
た。プロピジウムヨウ化物（ＰＩ）又はフィコエリトリン／フィコエリトリン（ＰＥ／Ｐ
Ｅ）縦列照明の場合には、ランプは、ランバーシアン（Ｌａｍｂｅｒｔｉａｎ）放射パタ
ーン、５０５ｎｍの公称ピーク波長（±３０ｎｍのスペクトル半値幅）、及び７００ｍＡ
電流で５７０ｍＷの公称光束を有する、Ｌｕｘｅｏｎ　Ｖ　Ｓｔａｒ　Ｃｙａｎ　ＬＥＤ
である。励起フィルタは、ＣｈｒｏｍａからのＨＱ５１０／５０フィルタである。ＳＹＴ
Ｏ　１７又はＡＰＣ励起に対しては、ランプは、６１７ｎｍの公称ピーク波長（±１８ｎ
ｍのスペクトル半値幅）及び１４００ｍＡ電流で６００ｍＷの公称光束を持つ、Ｌｕｘｅ
ｏｎ　ＩＩＩ　Ｓｔａｒ　Ｒｅｄ－Ｏｒａｎｇｅ　ＬＥＤ（ランバーシアン放射パターン
）である。Ｃｈｒｏｍａ　ＨＱ６１０／３０放射フィルタは、Ｒｅｄ－Ｏｒａｎｇｅ光に
対して使用された。ＬＥＤは、最大定格電流よりも低いところで使用された。特に、別に
明記しない限り、Ｃｙａｎは５００ｍＡで（最大光束の約７５％で）及びＲｅｄ－Ｏｒａ
ｎｇｅは７００ｍＡで（最大光束の約５５％で）使用された。図２で例示されるように、
励起光からのＬＥＤ素子パターンを滑らかにするために、ホログラフィックディフューザ
（角度１５°、Ｅｄｍｕｎｄｓ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃから）が、ＬＥＤの前に置かれた
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。光は、焦点距離２５ｍｍのレンズの対によって、試料撮像領域上に焦点を合わされた。
【００３２】
　この研究全体にわたって、ビーズ、細胞又は他の粒子を識別するため、及び蛍光強度及
び粒径に関してそれらをパラメータ化するため、画像を処理し、分析するためにソフトウ
ェアアルゴリズムを使用することが必要であった。画像処理は、最初の未加工データの完
全性を維持するために極小に保たれ、画像上の照明強度の変化を補償するために画像を縮
尺比に従って拡大することから成るだけであった。特に、これは平均の全画像背景と比較
される局所的背景を使用して、それぞれの画素を縮尺比に従って拡大するアルゴリズムか
ら成った。局所的背景の寸法は、関心のある粒子の期待される寸法範囲及び画素当たりで
表わされる距離（画像の拡大後）を考慮に入れるのに適するように変更された。例えば、
それぞれの画素が試料の４μｍを表し、３から８μｍの直径のビーズの及び７から１５μ
ｍの直径の細胞に対するこの研究での最も一般的な場合には、６０μｍ（１５画素にわた
る）の窓がこの例となるシステムで非常によく働くことが見いだされたが、一方処理のた
めに過度のＣＰＵ時間を消費することはなかった。画像が、照明の変化を補償された後、
別のアルゴリズムは、不規則雑音、外来粒子（ほこり、その他）及び試料チャンバーの構
造的パターン（例えば、ヘマサイトメータの罫書き線）からの偽陽性を回避するように設
計された統計的規則を満足する局所的強度最大を識別することによって、関心のある粒子
を探索した。最初に、そのアルゴリズムは、背景雑音よりもすべて少なくとも１．５標準
偏差が高い画素の輪によって囲まれる、背景雑音よりも少なくとも３標準偏差が高く、そ
れに続く減少する強度（統計的雑音変化を許容する）の輪を有する局所的最大（明るい画
素）を探す。複製粒子識別を抜粋し、妥当な標準偏差値を調べるための追加の検査が含ま
れる。粒子が識別されるとき、別のアルゴリズムは、この適合アルゴリズムに対して最適
化されたガウス表現の形に最急降下適合アルゴリズムを使用して、粒子の強度プロフィー
ルに対する最良適合の簡単な（円形、非楕円の）ガウス曲線を見いだす。それぞれの識別
された粒子に対して、高さ、半径、オフセット及びＸ－Ｙ位置の標準パラメータが、報告
され、適合統計量（二乗残差及びカイ二乗の合計）と一緒に記録される。粒子は次いで、
それらを異なるサイトメトリ個体群に分けるために、それらの半径、高さ及び積分強度（
ガウス曲線の下の容積）に基づいて分類される（又は「ゲートでコントロールされる」）
。
【００３３】
　感度は、ビーズ当たり低量の結合フィコエリトリン（ＰＥ）分子を有する各種の特別に
準備されたビーズを使用して実証された。これらの粒子は、ビーズ当たり非常に低レベル
のＰＥ分子が結合された安定なビーズを生成する比での、ＰＥでラベルを付けられたＣＤ
３抗原（ＣＤ３－ＰＥ）に特異的な抗体とビオチンでラベルを付けられたＣＤ３抗原（Ｃ
Ｄ３－ビオチン）に特異的な抗体との混合物で培養された、ＢＤ　α－Ｍｏｕｓｅ－Ｉｇ
κ　Ｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ　Ｂｅａｄｓ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ｐ／
ｎ　５５２８４３）を培養することによって準備された。ビーズは、Ｄｒａｇｏｎｆｌｙ
２　ＣＣＤカメラ（Ｐｏｉｎｔ　Ｇｒｅｙ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、Ｖａｎｃｏｕｖｅｒ、Ｂ
Ｃ）を用いて、様々な露光期間及び内部利得設定で撮像された。結果として得られるビー
ズに対する粒子当たりのＰＥ分子の数は、ＰＥ　Ｑｕａｎｔｉｂｒｉｔｅビーズ（Ｂｅｃ
ｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ｐ／ｎ　３０４９５）に対して縮尺比に従って拡大するこ
とによって決定された。この研究では、最も薄暗いビーズの準備（図６Ａで示される）は
、粒子当たり８２５ＰＥ分子をもたらし、高利得（２４ｄＢ）及び中間露光期間（１ｓ）
で背景雑音から検出可能であった。８２５ＰＥ分子ビーズは、検査された最も薄暗い粒子
であって、任意のＤＮＡに基づく細胞計数分析（細胞当たり数十万の蛍光プローブ）、Ｔ
細胞上のＣＤ３及びＣＤ４抗原などの最も関連する細胞表面マーカー（それぞれ、細胞当
たり約１５０、０００及び約５０、０００ＰＥ分子で染色）、ならびに寄生虫検出及びビ
ーズに基づく臨床分析、例えば、参照により本明細書に組み込まれる、非特許文献２８で
開示されるサイトメトリビーズ配列を含む多くの他の応用を満足するための適正なレベル
を超える感度を表す。
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【００３４】
　電子検出器（この１つを含む）に対するダイナミックレンジは、最初にＡ－Ｄ変換器の
ダイナミックレンジによって設定され、次いで信号雑音によって低減される。Ｄｒａｇｏ
ｎｆｌｙ２カメラの１２ビットＡ－Ｄ変換器は、理論的最大ダイナミックレンジを単一画
像内で１～４０９６に設定する。Ｄｒａｇｏｎｆｌｙ２カメラに対して雑音特性が調べら
れ、２つの主な寄与は、読み出し雑音及び暗電流であった。これらは、０から２４ｄＢの
利得及び０から１０秒に及ぶ露光時間で取得された画像を分析することによって測定され
た。画像内の雑音の計算強度を適合させることで、それぞれの利得設定に対する読み出し
雑音及び暗電流の値をもたらした。雑音は、利得とともに線形に増加し、測定条件の実際
の範囲に対しては、０ｄＢ利得での０．１ｓ露光に対する１．６２ビットから２４ｄＢ利
得での１０ｓ露光で６．２４ビットまで費やした。これは、単一画像のダイナミックレン
ジを最良の場合に対しては１～１３３４まで又は最悪の場合に対しては１～５４まで低減
する。試料がカメラの前で静止したままである、このシステムに対しては、機器の有効ダ
イナミックレンジは、ＣＣＤ利得設定及び露光期間をオンザフライで変えながら多重画像
を取得することによって、かなり高めることができることに留意されたい。強度は、露光
期間及びＣＣＤ倍率に直接比例するから、実際の条件のもとでは、利用可能なダイナミッ
クレンジを２から３桁の大きさだけ増加させる。
【００３５】
　約１００倍の強度変化に及ぶ、ＰＥ　Ｑｕａｎｔｉｂｒｉｔｅビーズは、これを検査す
るために使用された。ＰＥ　Ｑｕａｎｔｉｂｒｉｔｅビーズは、各々がビーズ当たり特定
の平均ＰＥ分子数を有する４個体群のビーズの混合物から成る。このようにして、検出器
はＰＥ分子に関して絶対強度値に較正することができる。従って、最も明るい個体群は（
平均で）ビーズ当たり６６４０８ＰＥ分子を含み、次の個体群はビーズ当たり３１７７９
ＰＥ分子を含み、その後にビーズ当たり８６１２及び８６３ＰＥ分子が続く。ＰＥ　Ｑｕ
ａｎｔｉｂｒｉｔｅビーズは、０．１から２０秒の一連の増加する露光期間及び利得設定
の範囲（１～１５×倍率）で撮像された。期間及び利得が増加するにつれて、ダイナミッ
クレンジの窓は、すべてのビーズが測定されるまで、増加する強度レベルで、それぞれの
ビーズを順に検出するように動いた（図９）。この方法では、最良適合線の傾きは、ビー
ズ当たりのＰＥ分子数に比例し、単一画像のみを使用するよりもより正確な値を与える。
【００３６】
　デバイスについて調べられた最初の応用は、容積測定室内の培養細胞の絶対計数であっ
た。生存／死亡分析は、非透過性のプロピジウムヨウ化物（ＰＩ）染料が死亡細胞を染色
し、透過性ＳＹＴＯ－１７染料がすべての細胞を染色する、機器の２色励起及び共通放射
範囲の態様に従って設計された。ＰＩは、５１０／５０帯域通過フィルタの後ろの５０５
ｎｍ（Ｃｙａｎ）ＬＥＤで励起され、ＳＹＴＯ－１７は、６１０／３０帯域通過フィルタ
の後ろの６１７ｎｍ（Ｒｅｄ－Ｏｒａｎｇｅ）ＬＥＤで励起された。使用された放射フィ
ルタは、ＰＩ放射スペクトルの約３分の１及びＳＹＴＯ－１７放射スペクトルの２分の１
を包含する、７２０／１５０帯域通過フィルタであった（次のもの、即ちＰＩ吸着スペク
トル（４００）、ＰＩ放射スペクトル（４０２）、ＳＹＴＯ－１７吸収スペクトル（４０
４）、ＳＹＴＯ－１７放射スペクトル（４０６）、第１の励起波長範囲（４０８）、第２
の励起波長範囲（４１０）、及び光信号が収集される波長範囲（４１２）が例示される図
４Ａを参照）。
【００３７】
　３細胞線（Ａ５４９、ＨｅＬａ及びＵ２０Ｓ）ならびにＤＮＡ　ＱＣ粒子（ひよこ赤血
球核及び子牛胸線核を含む、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ｐ／ｎ　３４９５２３
）が、研究で使用された。ＤＮＡ染色は、細胞表面マーカー又はＰＥ　Ｑｕａｎｔｉｂｒ
ｉｔｅビーズと比べて著しく明るいから、機器感度は、露光時間、利得又は励起ＬＥＤ電
流のいずれかを減少させることによって低減された（それらのすべては、満足のいく結果
をもたらした）。画像品質及び忠実度は、ＰＩ及びＳＹＴＯ－１７染色の両方に対して優
れていた（図６Ａ）。ＳＹＴＯ－１７は、生存細胞膜を通り抜けることができ、一方ＰＩ
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は、いくらかの構造的完全性を失った膜を通り抜けることができるだけである。死にかけ
ている細胞の膜透過性が増加するにつれて、核のＰＩ染色は増加する。従って、これらの
細胞でのＰＩ染色対ＳＹＴＯ－１７染色の平衡は、ＰＩがＳＹＴＯ－１７をＤＮＡから置
き換えるにつれて、約１：１から数倍高いＰＩ強度にまで及ぶ。
【００３８】
　生存及び死亡細胞は、全細胞計数と同様、生存及び死亡細胞計数を別々に決定するため
に、結果として得られる画像で区別された。一研究では、最近トリプシン処理され、培養
フラスコから分離された、Ａ５４９細胞は、５０から５００細胞／μＬまで及び濃度でＤ
ＭＥＭ細胞媒質内にくぎ付けにされた。それぞれの試料は、１０μＭ　ＳＹＴＯ－１７＋
１０μＭ　ＰＩで１０分間培養され、次いでそれぞれの試料からのアリコートが、ヘマサ
イトメータ室内に移された。試料は、上述のようにヘマサイトメータ室内で撮像され、画
像は、生存、死亡及び全細胞計数のために分析された。線形性結果は、優れており（図６
Ｂを参照）、３つの計数はすべて、０．９９以上のＲ2値を有した。これは、分析及びゲ
ートでコントロールするアルゴリズムの改善によって解決することができるが、画像分析
アルゴリズム又はゲートでコントロールする処理の最適化は行われず、偽陽性からの約２
５細胞／μＬの背景計数は明らかであった。
【００３９】
　上述のシステムは、血液試料内のＣＤ４＋細胞を検出し、数えるために使用された。溶
解血液細胞に対して、結果はＣＤ３、ＣＤ４及びＣＤ４５陽性細胞を数えるためのフロー
サイトメトリと比べて全く引けを取らない。図７Ａ～７Ｂ及び８Ａ～８Ｂで示されるデー
タによって例示されるように、優れた画像品質を有する蛍光ラベル付き抗ＣＤ３及び抗Ｃ
Ｄ４抗体をそれぞれ追加することによって、ＣＤ３及びＣＤ４細胞表面マーカーの両方が
全血内の細胞を識別するために使用された。
【００４０】
　上述のシステムの性能は、従来のビーズに基づく免疫分析からの光信号を数え、定量化
することによって、さらに検査された。インターロイキン２（ＩＬ－２）を測定するため
の、ＢＤ　Ｂｉｏｓｉｅｎｃｅ（Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）サイトメータビーズ分析（Ｃ
ＢＡ）からのビーズは、例えば非特許文献２８の製造者手順を使用して、いくつかの濃度
のＩＬ－２と組み合わされ、ラベル付き抗ＩＬ－２抗体で染色された。ビーズからの信号
をフローサイトメータで分析する代わりに、ラベル付きビーズは、上述のシステムで撮像
され、その後それらが数えられ、信号強度に従って分類された。結果は、図９で例示され
る。
【００４１】
定義
　一般に、別に特に定義されずに、本明細書で使用される術語は、次の専門書、即ち非特
許文献２１、２２、２９、３０及び同様のもので表わされるなどの、分析化学、生化学、
分子生物学、細胞生物学、顕微鏡法、画像分析、及び同様のものを含む、本発明に関連す
る分野でのそれらの慣例的用法に対応する意味を有する。
【００４２】
　「被分析物」は、その存在もしくは不在が検出されるべき、又はその量が測定されるべ
き、試料中の物質、化合物、又は組成を意味する。被分析物は、ペプチド、タンパク質、
ポリヌクレオチド、ポリペプチド、オリゴヌクレオチド、有機分子、ハプテン、エピトー
プ、生体細胞の一部分、タンパク質の翻訳後修飾、受容体、複合糖類、ビタミン、ホルモ
ン、及び同様のものを含むが、それらには限定されない。単一の分子的実体と関連する１
つより多くの被分析物、例えば同じタンパク質上に異なるリン酸化部位があってもよい。
【００４３】
　「抗体」又は「免疫グロブリン」は、特定の抗原又は抗原決定基と特異的に結合するこ
とができる、自然な又は組み換えもしくは化学的手段によって合成的に生成される、タン
パク質を意味する。抗体は普通、２つの同一の軽（Ｌ）鎖及び２つの同一の重（Ｈ）鎖か
ら成る、約１５０、０００ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である。それぞれの軽鎖
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は、１つの共有ジスルフィド結合によって重鎖に連結され、一方ジスルフィド結合の数は
、異なる免疫グロブリンイソタイプの重鎖間で変化する。それぞれの重鎖及び軽鎖はまた
、規則的間隔の鎖内ジスルフィド架橋も有する。それぞれの重鎖は、一端部に可変領域（
ＶH）を有し、その後に多数の定常領域が続く。それぞれの軽鎖は、一端部に可変領域（
ＶL）及びもう一方の端部に定常領域を有する、即ち軽鎖の定常領域は、重鎖の第１の定
常領域と整列させられ、軽鎖可変領域は、重鎖の可変領域と整列させられる。定常領域は
、抗体を抗原に結合する際には直接には含まれない。それらの重鎖の定常領域のアミノ酸
配列に応じて、免疫グロブリンは、異なる部類に割り当てることができる。免疫グロブリ
ンの５つの主要な部類、即ち、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇＭがあり、そ
れらのいくつかは、下位分類（イソタイプ）、例えば、ＩｇＧ、ＩｇＧ2、ＩｇＧ3、Ｉｇ
Ｇ4、ＩｇＡ1、及びＩｇＡ2にさらに分割することができる。本明細書で使用されるよう
な、「抗体フラグメント」及びそれのすべての文法的変形は、抗原結合部位又は無傷の抗
体の可変領域を含む無傷の抗体の一部分として定義され、その一部分は、無傷の抗体のＦ
ｃ領域の定常重鎖領域（即ち、抗体イソタイプに応じて、ＣＨ２、ＣＨ３、及びＣＨ４）
がない。抗体フラグメントの例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆａｂ’－ＳＨ、Ｆ（ａｂ’）2

、及びＦｖフラグメント；ダイアボディ（ｄｉａｂｏｄｙ）；（１）一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦ
ｖ）分子（２）１つの軽鎖可変領域だけ、又は関連する重鎖部分なしで軽鎖可変領域の３
ＣＤＲを含むフラグメントを含む一本鎖ポリペプチド及び（３）１つの重鎖可変領域だけ
、又は関連する軽鎖部分なしで重鎖可変領域の３ＣＤＲを含むフラグメントを含む一本鎖
ポリペプチドを制限なく含む、途切れない一連の隣接するアミノ酸残基（本明細書では「
一本鎖抗体フラグメント」又は「一本鎖ポリペプチド」と呼ばれる）から成る一次構造を
有するポリペプチドである任意の抗体フラグメント；ならびに抗体フラグメントから形成
される多特異的又は多価構造を含む。本明細書で使用されるような術語「単クローン抗体
」（ｍＡｂ）は、実質的に同質の抗体の個体群から得られる抗体を参照する、即ちその個
体群を構成する個々の抗体は、少量存在することがある自然に生じる可能な突然変異を除
いて同等である。単クローン抗体は、非常に特異的であり、単一抗原部位に向けられる。
さらに、異なる決定基（エピトープ）に向けられる異なる抗体を典型的に含む、従来の（
多クローン性の）抗体準備と対照的に、それぞれのｍＡｂは、抗原上の単一決定基に向け
られる。それらの特異性に加えて、単クローン抗体は、それらが、他の免疫グロブリンに
よって汚染されずに、ハイブリドーマ培養によって合成することができるという点で有利
である。免疫分析で使用するための抗体の生成及び選択における指針は、容易に利用でき
る教科書及びマニュアル、例えば、非特許文献３１～３３、及び同様のもので見いだすこ
とができる。
【００４４】
　「抗原決定基」又は「エピトープ」は、単一の抗体分子が結合する分子、普通はタンパ
ク質の表面上の部位を意味する、即ち、一般にタンパク質は、いくつかの又は多くの異な
る抗原決定基を有し、多くの異なる特異性の抗体と反応する。好ましい抗原決定基は、タ
ンパク質のリン酸化部位である。
【００４５】
　「結合化合物」は、特定の標的分子と特異的に結合することができる化合物を意味する
。結合化合物の例は、抗体、レクチン、核酸、アプタマー、及び同様のものを含む（例え
ば、非特許文献３４、３５を参照）。
【００４６】
　本明細書で使用されるような「複合体」は、お互いに直接的又は間接的に接触する分子
の集団又は集合を意味する。一態様では、分子の複合体に関連する、又は特異性もしくは
特異的結合に関連する「接触」又はさらに明確には「直接接触」は、ファンデルワールス
力、水素結合、イオン性及び疎水性相互作用、ならびに同様のものなどの引力非共有相互
作用が、分子の相互作用を支配するように、２つ以上の分子が十分に接近することを意味
する。そのような態様では、分子の複合体は、分析条件のもとでは複合体が、その構成分
子の非集合又は非複合状態よりも熱力学的により好都合であるという点で安定である。本
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明細書で使用されるように、「複合体」は普通、２つ以上のタンパク質の安定な集合を参
照する。一態様では、「複合体」は、標的タンパク質の抗原決定基と特異的に結合された
抗体などの２つのタンパク質の安定な集合を参照する。
【００４７】
　「乾燥試薬」は、改善された保管寿命、運搬及び取扱の容易さ、改善された貯蔵、なら
びに同様のもののために、脱水処方で提供される、緩衝剤、塩類などの分析試薬、酵素、
共同因子、及び同様のものなどの活性化合物、又は抗体、アプタマー、もしくは同様のも
のなどの結合化合物を意味する。乾燥試薬の性質、組成、及び生成方法は、大きく異なり
、そのような材料の処方及び生成は、参照により組み込まれる次の参考文献、即ちＦｒａ
ｎｋらの特許文献９、Ｃｏｌｅの特許文献１０、Ｓｈｅｎらの特許文献１１、Ｔｒｅｍｌ
らの特許文献１２、Ｄｅ　Ｒｏｉｓｅｒらの特許文献１３、Ｂｕｈｌらの特許文献１４、
ＭｃＭｉｌｌａｎの特許文献１５、ＭｃＭｉｌｌａｎらの特許文献１６、非特許文献３６
、３７、及び同様のものによって証明されるように、当業者には既知である。乾燥試薬は
、様々な方法で製造される、固体及び／又は半固体微粒子、粉末、錠剤、結晶、カプセル
及び同様のものを含むが、それらには限定されない。一態様では、乾燥試薬は、凍結乾燥
微粒子である。凍結乾燥微粒子は、一様な組成を有することができ、それぞれの微粒子は
、同じ組成を有する、又はそれらは異なる組成を有する２つ以上の異なる種類の凍結乾燥
微粒子が一緒に混合されるような異なる組成を有することができる。凍結乾燥微粒子は、
免疫分析、酵素に基づく分析、酵素基質分析、ＤＮＡシークエンシング反応、及び同様の
ものを含む、多種多様の分析及び生化学反応のすべて又は一部分のための試薬を含むこと
ができる。一態様では、本発明の凍結乾燥微粒子は、賦形剤及び少なくとも１つの分析の
試薬を含む。凍結乾燥微粒子は、実施される分析の種類、所望の反応容積、所望の溶解速
度、及び同様のものによって決定することができ、所定の寸法及び形状で製造することが
できる。乾燥試薬は賦形剤を含むことができ、それは通常、その材料に適切な整合性又は
形を与えるために、材料に加えられる不活性物質である。大多数の賦形剤は、当業者には
既知であり、多数の異なる化学構造を含むことができる。本発明で使用することができる
賦形剤の例は、蔗糖、ブドウ糖、トレハロース、メレジトース、デキストラン、及びマン
ニトールなどの炭水化物；ＢＳＡ、ゼラチン、及びコラーゲンなどのタンパク質；ならび
にＰＥＧ及びポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）などのポリマーを含む。凍結乾燥微粒子内
の賦形剤の全量は、単一又は多重化合物を含むことができる。いくつかの実施形態では、
賦形剤の種類は、乾燥試薬の吸湿量を制御する因子である。吸湿を低くすることで、乾燥
試薬の完全性及び抗凍結剤能力を高めることができる。しかしながら、そのような組成か
らすべての水を除去することは、適切な配座を維持するためにある程度の量の結合水を必
要とするそれらの反応成分、例えばタンパク質に悪影響を及ぼすであろう。
【００４８】
　「読み出し情報」は、数もしくは値に変換することができる、測定される及び／又は検
出される１つのパラメータ又は複数のパラメータを意味する。いくつかの文脈では、読み
出し情報は、そのような収集された又は記録されたデータの実際の数値表現を参照しても
よい。例えば、マイクロアレイからの蛍光強度信号の読み出し情報は、マイクロアレイの
それぞれの混成部位で生成される信号の位置及び蛍光強度であり、従って、そのような読
み出し情報は、例えば、マイクロアレイの画像として、数値表として、又は同様のものと
して、様々な方法で記録され又は保存することができる。
【００４９】
　「試料」は、標的細胞、粒子、ビーズ、及び／又は被分析物の検出又は測定が求められ
る、生物学的、環境的、医学的、又は患者の源からの材料量を意味する。術語「試料」は
、生物学的試料、例えば血液量、微生物培養物、もしくは同様のもの；環境的試料、例え
ば土壌もしくは水試料；医学的試料もしくは検体、例えば血液量もしくは組織；又は同様
のものを包含する。試料は、合成起源の検体を含むことができる。生物学的試料は、乳製
品、野菜、肉類及び肉類副産物、ならびに廃棄物などの、液体及び固体の食料及び飼料の
製品及び原料と同様に、人間を含む動物の流体、固体（例えば、排せつ物）又は組織とす
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パ液、痰、精液、針吸引物、及び同様のものを含むが、それらには限定されない、患者か
ら取得される材料を含むことができる。生物学的試料は、有蹄動物、クマ、魚、げっ歯類
、その他のような動物を含むが、それらには限定されない、野生の又は自然なままの動物
と同様、家畜の様々な群のすべてから得ることができる。環境的試料は、食料及び牛乳の
処理機器、装置、器材、用具、使い捨て及び非使い捨て種目から得られる試料と同様に、
表面物質、土壌、水及び産業用試料などの環境物質を含む。これらの例は、本発明に適用
できる試料の種類を限定するものとして解釈されるべきではない。術語「試料」及び「検
体」は、交換可能に使用される。
【００５０】
　１つの分子の別の分子との結合に関連して「特異的な」又は「特異性」は、その分子の
他の分子との実質的により少ない認識、接触、又は複合体形成とともに、２つの分子間の
安定な複合体の認識、接触、及び形成を意味する。一態様では、第１の分子の第２の分子
との結合に関連して「特異的な」は、第１の分子が反応物又は試料内の別の分子との複合
体を認識し、形成する範囲では、それが、第２の分子と最大数の複合体を形成することを
意味する。好ましくは、この最大数は、少なくとも３０パーセントである。一般に、特異
的な結合事象に含まれる分子は、それらの表面上に、及び／又は空洞内のタンパク質の場
合には、お互いに結合する分子間の特異的な認識を生じさせる領域を有する。特異的な結
合の例は、抗体－抗原相互作用、酵素－基質相互作用、ポリヌクレオチド及び／又はオリ
ゴヌクレオチドの間での二本鎖又は三本鎖の形成、受容体－配位子相互作用、ならびに同
様のものを含む。本明細書で使用されるように、特異性又は特異的結合に関連して「接触
」は、ファンデルワールス力、水素結合、塩基の積み重ね相互作用、イオン性及び疎水性
相互作用、ならびに同様のものなどの弱い非共有化学的相互作用が、分子の相互作用を支
配するのに十分に、２つの分子が接近することを意味する。
【００５１】
　上述の教示は、本発明を例示することを意図されており、それらの詳細によって、本発
明の特許請求の範囲を限定するものではない。本発明の好ましい例示の実施形態が述べら
れるが、本発明から逸脱することなく、それらの中で様々な変形及び変更がなされてもよ
いことは、当業者には明らかであろうし、添付の特許請求の範囲では、本発明の真の精神
及び範囲内に入る、すべてのそのような変形及び変更をカバーすることが意図される。
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F-TERM分类号 2G043/AA01 2G043/BA16 2G043/CA04 2G043/DA05 2G043/DA06 2G043/EA01 2G043/FA01 2G043
/FA06 2G043/HA01 2G043/JA03 2G043/KA02 2G043/LA03 2G045/AA02 2G045/AA04 2G045/CA11 
2G045/CA24 2G045/FA16 2G045/FA19 2G045/GA03 2G045/GA04 2G052/AA31 2G052/DA08 2G052
/DA09 2G052/GA11

代理人(译) 谷义
安倍晋三和夫

优先权 60/897618 2007-01-26 US
60/995811 2007-09-28 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

一种用于标记样品中多种不同细胞分析物中的一种或多种的探针组合
物，包含：分析物特异性探针的混合物，每种探针能够特异性结合不同
的分析物，其中每种探针的特征在于（a）在结合条件下对细胞分析物特
异的结合化合物，和（b）在结合化合物上附着光学标记，具有不同激发
带的每种不同探针的光学标记和在其内发射光学信号的所有探针的光学
标记波长范围[与探针组合物的光学标记的激发带分开]。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/01ac45d0-8fb5-4611-ad68-023fc5b20bc0
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/039386480/publication/JP2010517046A?q=JP2010517046A

