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(57)【要約】
　特定の抗原性マーカーを表す粒子を識別し計数するた
めの分析方法が、提案される。１つの例（排他的でない
）は、血液内のＣＤ４＋Ｔリンパ球分析である。当該方
法は、懸濁液内に粒子を有するサンプルを得るステップ
と、インピーダンスラベルで特定のマーカーを表す粒子
をラベル付けするステップと、特定のマーカーを表すラ
ベル付けられた粒子を少なくとも判別するためにデュア
ル周波数システムを使用して、ラベル付けられたサンプ
ルを測定するステップとを有する。当該方法は、粒子の
正確なカウント、例えば血流内のＣＤ４＋Ｔリンパ球の
数のカウントを可能にする。対応する装置も提供される
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　特定のマーカーを表す粒子を識別し、計数するための分析方法であって、粒子を有する
サンプルを得るステップと、インピーダンスラベルで前記特定のマーカーを表す粒子にラ
ベル付けするステップと、前記特定のマーカーを表すラベル付けられた粒子を少なくとも
判別するために複数の周波数システムを用いて、ラベル付けられたサンプルを測定するス
テップとを有する、分析方法。
【請求項２】
　前記特定のマーカーを表す粒子をラベル付けするステップがマイクロ流体システム内で
実施される、請求項１に記載の分析方法。
【請求項３】
　前記特定のマーカーを表すラベル付けられた粒子を少なくとも判別するために、ラベル
付けられたサンプルを測定するステップは、ラベル付けられたサンプルを単一の粒子を有
する滴へ分割するステップと、少なくとも第２の周波数より低い第１の周波数と第２の周
波数とで、単一の粒子のインピーダンスを決定するステップと、第１の周波数でのインピ
ーダンスを、第２の周波数でのインピーダンスと第１の周波数でのインピーダンスとの比
である不透明度に相関させるステップと、この相関から前記特定のマーカーを表すラベル
付けられたサンプルを少なくとも判別するステップとを有する、請求項１に記載の分析方
法。
【請求項４】
　サンプルをラベル付けするステップが、前記特定のマーカーに対する抗体で被覆されて
いるビーズでのサンプルの培養を含む、請求項１に記載の分析方法。
【請求項５】
　ラベル付けられたサンプルを測定する前に、溶解ステップを実施するステップを更に有
する、請求項１に記載の分析方法。
【請求項６】
　前記サンプルが血液サンプルであり、前記溶解ステップを実施するステップが、血液サ
ンプルを有機酸のサポニンに曝すステップを有する赤血球溶解ステップを実施するステッ
プである、請求項５に記載の分析方法。
【請求項７】
　ラベル付けられたサンプルを測定するステップがサンプルフローにおいて実施される、
請求項１に記載の分析方法。
【請求項８】
　ＣＤ４＋Ｔリンパ球を識別し、計数するための請求項１に記載の方法の使用。
【請求項９】
　特定のマーカーを表す粒子を識別し、計数するための装置であって、前記特定のマーカ
ーを表すラベル付けられた粒子を有するサンプルフローを有するためのマイクロチャネル
と、少なくとも一つの一対の電極と、少なくとも第２の周波数より低い第１の周波数の第
１のＡＣ信号及び第２の周波数の第２のＡＣ信号を前記少なくとも一つの一対の電極に付
与するための電子回路と、前記一対の電極間に存在する粒子のインピーダンスを決定する
ための計算ユニットとを有し、前記計算ユニットは、少なくとも第１の周波数及び第２の
周波数で粒子のインピーダンスを決定し、第１の周波数でのインピーダンスを、第２の周
波数でのインピーダンスと第１の周波数でのインピーダンスとの比である不透明度に相関
させ、この相関から前記特定のマーカーを表すラベル付けられた粒子を少なくとも判別す
る、装置。
【請求項１０】
　更に、基準電極として機能するための第２の対の電極を有する、請求項９に記載の装置
。
【請求項１１】
　更に、これら電極対のうちの一つの電極対間に存在する粒子の差動測定をするための増
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幅回路を有する、請求項１０に記載の装置。
【請求項１２】
　前記マイクロチャネルは、懸濁液内の粒子の流れを受けて、懸濁液内の粒子の流れにお
いて特定のマーカーを表す粒子を識別し計数するため少なくとも一対の電極間で、懸濁液
内の粒子の流れを導く、請求項９に記載の装置。
【請求項１３】
　サンプルのインピーダンスラベル付けがマイクロ流体装置で実施される、請求項１に記
載の分析方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、医療装置、医学診断法及び粒子カウントの分野に関し、より詳しくは細菌、
ウイルス、非生物学的粒子及び細胞を含む種々異なる粒子を判別し、識別し、計数するた
めの方法及び装置に関する。１つの例は、例えばヒト血液中のＣＤ４＋Ｔリンパ球を判別
し、識別し、計数するための例えば特定のマーカーを表す血球である。他の例は、種々異
なる表面マーカーを表す細菌又はウイルスである。他の例は、抗体又はＤＮＡ若しくはペ
プチドの一部である表面マーカーを持つ固体粒子である。
【背景技術】
【０００２】
　マイクロ流体システムは、細胞機能、細胞及び組織工学、疾患診断、血液サンプル調製
及び創薬を研究するための固有の展望を示している。ごく最近、白血球又は白血球サブセ
ットの純粋な母集団を全体の血液から分離するマイクロ流体工学の使用が、ＰＯＣ診断（
ポイントオブケア診断）に対する多くの利点を引きつけている。
【０００３】
　例えば、免疫不全症（主にＨＩＶ）の診断は、血液分析を使用して実施される。血液中
のＴ―ヘルパーリンパ球の濃度の測定は、ＨＩＶ感染の経過を監視するために重要である
。従って、ＣＤ４＋及びＣＤ８＋Ｔリンパ球の存在を検出して計数することは重要である
。ＷＨＯガイドラインによると、血液の２００／μｌ未満の細胞のＣＤ４＋Ｔ細胞数は、
エイズの陽性診断を確定し、多くの設定において、抗レトロウィルス治療を適用するため
に必要な指標として用いられる。ＣＤ４＋カウント値が例えば３５０細胞／μｌの閾値か
ら２００／μｌ未満に下がる前に、抗レトロウィルス治療の開始が推奨され、５００細胞
／μｌのＣＤ４＋カウント閾値が、患者の臨床監視の頻度を増やすために広く使われてい
る。
【０００４】
　蛍光ベースの流量血球計算（ＦＡＣＳ）によるＣＤ４＋Ｔリンパ球のレベルの定量化は
、現在ゴールドスタンダードである。蛍光ベースの流量血球計算器は、複雑で高価な部品
の器材であって、このように、サハラ以南のアフリカのようなリソースに乏しい環境に浸
透していなかった。例えば発展途上国用にポイントオブケアＣＤ４＋Ｔ細胞計数システム
を使用するための単純さへのニーズがある。
【０００５】
　インピーダンス分光学（ＩＳ）は、細胞の誘電体特性を測定するために広く使われ、膜
静電容量、膜抵抗、細胞質伝導率及び誘電率の値を供給してきた。これは、分析の「ラベ
ル無」方法とみなされ得る。一般に、細胞は懸濁液内で測定され、データは母集団の平均
を表す。単一の細胞の電気的特性の第１の高速測定は、１９５０年代にＣｏｕｌｔｅｒに
より実施された。シングル低周波（又は直流）電気信号で実施される「電気的ボリューム
測定」を用いて、個々の血球が計数され判別できることが示された。１９７０年代におい
て、ホフマン及びブリットは、フローチャネルに置かれた電極を持つミニチュアフローセ
ルを使用して、単一の細胞の低周波及び高周波同時インピーダンス分析のためのマクロシ
ステムを開発した。
【０００６】
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　X.　Cheng等による"Cell　detection　and　counting　through　cell　lysate　imped
ance　spectroscopy　in　microfluidic　devices",　Lab　Chip,　2007,　7,　746-755
という文献は、マイクロ流体チャネル内の表面を固定された細胞から放出されるイオンに
よる周囲媒体の伝導率の変化の測定に基づいて、細胞を計数するための電気的方法を説明
している。固定された細胞は、低い伝導率の低張性媒体を使用して溶解され、結果として
のインピーダンス変化が、細胞の数を検出し定量化するために、表面パターン化電極を使
用して測定される。説明されている細胞溶解の方法は、２０細胞／μｌを検出するのに十
分感度が高く、リソースが限られた環境のＨＩＶ患者のＣＤ４細胞数の測定を含む多くの
アプリケーション用のマイクロ流体装置内で細胞を検出し、列挙するための単純で効率的
な方法を提供する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　インピーダンス分光学は、細胞、通常は混合タイプの大きな母集団で一般に実施される
。従って、他の細胞の懸濁液内のＣＤ４＋細胞の分析は、この方法を使用して可能ではな
い。ＣＤ４＋細胞は、基板に固定でき、顕微鏡により計数されるが、これはあまり信頼性
が高くない。
【０００８】
　単離細胞アプローチの背景にある原理が臨床アプリケーションの広い薬効範囲に容易に
適用できる一方、これらの単離細胞を検出することは、強調されるべき技術的なチャレン
ジのままである。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　特定のマーカーを表す細菌、ウイルス、非生物学的粒子又は細胞、例えば血球のような
粒子を識別し、計数するための良好な方法及び装置を提供することが、本発明の実施例の
目的である。本発明の実施例による良好な方法及び装置は、特定のマーカーを表す識別さ
れた粒子の数が正確に決定できるという点で、正確である。更にまた、本発明の実施例に
よる良好な方法及び装置が、限定されるものではないが、リソースに乏しい環境において
も使用できる。アプリケーションの他の領域は、異なるマーカーを表す異なる細胞の包括
的な分析及び識別のためのＰｏＣ（ポイントオブケア）装置を含む。
【００１０】
　上記の目的は、本発明による方法及び装置により達成される。
【００１１】
　本発明は、特定のマーカー、例えば特定の抗原性マーカーを表す粒子、具体例では血球
を判別し、識別し、計数するための総合的な方法及び装置を提供する。これは、オプショ
ンで疾患の診断のために、複数の周波数（２つ以上の周波数）インピーダンス血球計算と
組み合わせたインピーダンスラベリングを用いて得られる。
【００１２】
　第１の態様において、本発明は、特定のマーカー又は他の抗体を表す例えば細菌、ウイ
ルス、非生物学的粒子又は例えば血球のような細胞を識別し、計数するための分析方法を
提供する。単なる例として、当該方法は、血液中のＣＤ４＋Ｔリンパ球を識別し、計数す
るために適用される。当該方法は、粒子を有するサンプルを得るステップと、インピーダ
ンスラベルで前記特定のマーカーを表す粒子をラベル付けするステップと、前記特定のマ
ーカーを表すラベル付けられた粒子を少なくとも識別するために複数の周波数システムを
用いて、ラベル付けられたサンプルを測定するステップとを有する。
【００１３】
　速くて、安価且つ単純な分析を可能にし、例えば十分な血球分析（十分な血球算定）が
数分内で実施できることが、本発明の実施例による方法の利点である。本発明の実施例に
よる方法は、臨床現場において日常的に使用できる。分析は粒子の大きな母集団でよりも
むしろ個々の粒子（又は、個々の粒子／ラベル複合体）で実施されるので、限定量のサン
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プル、例えば限定量の血液だけが必要とされる。イベント計数の予め定められた数を達成
するために、サンプル、例えば血液の所与の量が使用されなければならない。本発明の実
施例による方法は、１滴のサンプル内の粒子の数、例えば１滴の血液中の細胞の数を変え
ない。しかしながら、血液は大きな中央研究所で使用され、４ｍｌチューブが研究所へ送
られるサンプルであるので、従来のシステムは、４ｍｌ管の静脈穿刺血液を使用する。本
発明の実施例によると、当該方法は、マイクロ流体装置で適用され、マイクロ流体フォー
マットは次にＰＯＣ使用を可能にし、よって、何の格納を必要とすることなくサンプルへ
の即時のアクセスを可能にする統合されたサンプル調製を可能にする。指穿刺の血液がカ
ウントを統計的に有意にするのに十分な細胞を含むという事実は、４ｍｌチューブよりも
むしろ指穿刺の血液だけの使用を可能にする。
【００１４】
　本発明の実施例による分析方法において、特定のマーカーを表す粒子をラベル付けする
ことは、マイクロ流体システム内で実施される。具体例では、当該方法は、マイクロ流体
システム内の例えば血球に適用される。細胞はマイクロ流体システムに加えられる必要が
あるだけであり、溶解及びラベリングが順次なされ得る。
【００１５】
　本発明の実施例による分析方法では、特定のマーカーを表す少なくともラベル付けられ
た粒子を判別するためにラベル付けられたサンプルを測定するステップは、ラベル付けら
れたサンプルを単一の粒子を有する滴に分割するステップと、少なくとも第１の周波数及
び第１の周波数より高い第２の周波数、オプションで２つより多い周波数で単一の粒子の
インピーダンスを決定するステップと、第１の低い周波数でのインピーダンスを不透明度
に相関させるステップであって、前記不透明度は、第２の高い周波数インピーダンスと第
１の低い周波数インピーダンスとの比で定められる当該ステップと、この相関から特定の
マーカーを表す少なくともラベル付けられた粒子を判別するステップとを有する。
【００１６】
　本発明の実施例による分析方法では、サンプルをラベル付けすることは、特定のマーカ
ーに対する抗体でコーティングされたビーズでのサンプルの培養を含む。
【００１７】
　本発明の実施例による方法は、更に、ラベル付けられたサンプルを測定する前に、溶解
ステップを実施するステップを有する。斯様な溶解ステップは、特定のマーカーを表す細
胞のより簡単な判別ができる。溶解ステップがマイクロ流体装置内で実施されることは、
特に有利である。サンプルが血液である場合、溶解ステップは赤血球溶解ステップを有す
る。斯様な赤血球溶解ステップは、血液サンプルを有機酸のサポニンに曝すステップを有
する。
【００１８】
　本発明の実施例では、ラベル付けられたサンプルを測定するステップは、サンプルフロ
ー内で、例えばマイクロ流体装置内で実施される。
【００１９】
　第２の観点では、本発明は、サンプル内の粒子を識別し計数するための本発明の実施例
による方法の使用を提供する。第２の観点の具体例では、本発明は、ＣＤ４＋Ｔリンパ球
のカウント及び検出のための本発明の実施例による方法の使用を提供する。斯様なカウン
トは、ＨＩＶを診断する際の助けになるので有利である。本発明の実施例では、個々のＣ
Ｄ４＋細胞の数は、単一の細胞のインピーダンス信号から推定される。
【００２０】
　第３の観点では、本発明は、特定のマーカーを表す粒子を識別し、計数するための装置
であって、少なくとも一対の電極で、前記特定のマーカーを表すラベル付けられた粒子を
有するサンプルフロー、例えば懸濁液内の粒子を有するためのマイクロチャネルと、少な
くとも第２の周波数より低い第１の周波数の第１のＡＣ信号及び第２の周波数の第２のＡ
Ｃ信号を前記少なくとも一対の電極に少なくとも付与するための例えばファンクションジ
ェネレータのような電子回路と、前記一対の電極間に存在する粒子のインピーダンスを決
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定するための計算ユニットとを有し、前記計算ユニットは、少なくとも第１の周波数及び
第２の周波数で粒子のインピーダンスを決定し、第１の周波数でのインピーダンスを、第
２の周波数でのインピーダンスと第１の周波数でのインピーダンスとの比である不透明度
に相関させ、この相関から前記特定のマーカーを表すラベル付けられた粒子を少なくとも
判別する、装置を提供する。
【００２１】
　本発明の実施例による斯様な装置は、特定のマーカーを表す粒子、例えば血球が固定基
板に固定され、従って、マイクロチャネルがサンプルのフローを有しない従来技術とは異
なる。
【００２２】
　本発明の実施例による装置は、更に、基準電極として機能するように調整されている第
２の対の電極を有する。
【００２３】
　本発明の実施例による装置は、更に、これら電極対の１つの電極対間に存在する粒子の
差動の測定をなすように調整されている増幅回路を有する。このように、差動のカウント
、例えばサンプルが血液サンプルである場合、白色の血球差数カウントを実施できるマイ
クロ流体単細胞インピーダンス血球計算器が提供される。
【００２４】
　本発明の実施例による装置では、マイクロチャネルは、懸濁液内の粒子の流れを受けて
、懸濁液内の粒子の流れにおいて特定のマーカーを表す粒子を識別し計数するため少なく
とも一対の電極間で、懸濁液内の粒子の流れを導くのに適している。
【００２５】
　本発明の実施例による装置では、低周波測定能力は、粒子をラベル付けするために使用
される官能化されたビーズのインピーダンス特性の修正を通じてサンプル内に存在する例
えばＤＮＡ、ウイルス、タンパク質等の生物学的粒子の検出を可能にするために拡張でき
る。
【００２６】
　本発明の実施例によると、マイクロ流体装置は、官能化されたナノスケールのビーズと
生物学的粒子、例えばＤＮＡ、ウイルス、タンパク質等との結合の検出を可能にするため
に縮小できる。
【００２７】
　ＣＤ４＋Ｔリンパ球計数のために使用されてもよいことが、本発明の実施例の利点であ
る。使用するのに単純で、速くて、正確で、安価であることは、本発明の実施例の利点で
ある。
【００２８】
　本発明の特定の及び好適な態様は、独立請求項及び従属請求項にセットされている。従
属請求項の特徴は、適当にまた請求項で単に明示されていない特徴と共に、独立請求項の
特徴と組み合わされてもよいし、他の従属請求項の特徴と組み合わされてもよい。
【００２９】
　本発明の上記及び他の態様が、以下に説明される実施例を参照して明らかに説明される
だろう。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】図１は、デュアル周波数インピーダンス測定を実行する本発明の実施例によるマ
イクロインピーダンス血球計算器システムの模式図である。
【図２】図２（ａ）は、差動の検出システムを示す本発明の実施例によるインピーダンス
検出システムの簡略概略図である。左側の電極対は電極間に細胞のない等価回路モデル（
ＥＣＭ）を例示し、右側の電極対は電極間に細胞を持つ。図２（ｂ）は、ポリマービーズ
のため、及び類似のサイズの細胞のための典型的な周波数依存のインピーダンス大きさ信
号の比較を例示する。
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【図３】図３は、インピーダンスの大きさに対して、（ａ）５．６２μｍ直径のラテック
スビーズ、及び（ｂ）Ｔリンパ球、単球、好中球のＭＡＣＳ精製された母集団のための周
波数を示している実験データを与える。各ポイントは、約１５００のイベントを有し、測
定データの平均及び標準偏差を示す。点線は、細胞（又は、ビーズ）及び差動増幅電子回
路を持つ検出領域に対する等価回路モデルを組み込んでいるＰＳｐｉｃｅ回路シミュレー
ションを示す。
【図４】図４（ａ）は、Ｔリンパ球、単球、好中球及び５．６２μｍ直径ラテックスビー
ズの母集団の混合物のための低周波（５０３ｋＨｚ）インピーダンス大きさに対してプロ
ットされる不透明度（｜Ｚ｜＠１７０７ｋＨｚ／｜Ｚ｜５０３ｋＨｚ＠）を示している散
乱プロットである。図４（ｂ）は、低周波インピーダンス大きさのヒストグラムを示す。
図４（ｃ）は、不透明度のヒストグラムを示す。図４（ｄ）は、細胞（ビーズなし）の前
方及び側部散乱特性を示している同じサンプルのＦＡＣＳ分析を例示する。
【図５】図５（ａ）乃至図５（ｃ）は、蛍光ラベル付けられた（抗ＣＤ１４―ＦＩＴＣ及
び抗ＣＤ１６―Ａｌｅｘａ７００）サポニン／ギ酸処理された全体血液の蛍光及び前方方
向光散乱特性のＦＡＣＳ散乱プロットである。全てのイベントは、ＦＳＣ信号でトリガー
され、細胞母集団がこれらの蛍光信号に従って識別された。図５（ｄ）乃至図５（ｆ）は
、マイクロインピーダンス血球計算器を使用して測定されるような、蛍光及び低周波（５
０３ｋＨｚ）インピーダンス大きさ特性を示している（同じサンプルからの）散乱プロッ
トである。データは、両システムが３つの細胞母集団、好中球、単球及びリンパ球を明ら
かに分離できることを示す。
【図６】図６（ａ）は、不透明度（｜Ｚ｜＠１７０７ｋＨｚ／｜｜Ｚ｜＠５０３ｋＨｚ）
に対して、サポニン／ギ酸処理された全体の血液及び７．１８μｍ直径ラテックスビーズ
の母集団に対する低周波（５０３ｋＨｚ）インピーダンス大きさを示している散乱プロッ
トである。図６（ｂ）は、低周波インピーダンス大きさのヒストグラムを示す。別々の母
集団のためのデータは、ガウス分布（グレイ曲線）にフィットする。図６（ｃ）は、不透
明度のヒストグラムを示す。別々の母集団のためのデータは、ガウス分布（グレイ曲線）
にフィットする。図６（ｄ）は、細胞（ビーズなしで）の前方及び側部散乱特性を示して
いる同じサンプルのＦＡＣＳ分析である。
【図７】図７は、サポニン／ギ酸溶解溶液での処置の後、白血球に対する典型的差動散乱
プロットを示す。図の楕円は、二次元のガウス確率プロフィールを例示し、相対的なリン
パ球、単球及び顆粒白血球母集団は、これらの確率分布から得られた。この差動の散乱プ
ロットのデータは、図８に関して分析された。
【図８】図８は、基準全血液アナライザから得られる測定の関数として、相対的なＷＢＣ
分布の相関を例示する。基準装置及び本発明の実施例によるインピーダンス血球計算器か
ら得られた結果間の共分散ファクタは、凡例で例示される。新規な溶解物及び完全にきれ
いにされたチップを毎回調製して、１つのサンプルに対して、同じ実験が５回繰り返され
た。
【図９】図９は、抗体被覆されたビーズでのラベリングにより、ＣＤ４＋母集団がどのよ
うに識別されるかを示す。リンパ球及び単球は、インピーダンスプロットで明らかに判別
される。
【図１０】図１０は、実験からのデータ例を示す。図１０は、ラベリング前のリンパ球及
び好中球のプロット線を示す。
【図１１】図１１は、実験からのデータ例を示す。図１１は、ＣＤ４抗体官能化されたビ
ーズでのラベリングの後の血球のプロット線を示す。
【図１２】図１２は、溶解した全体の血液及びＣＤ４ビーズで培養される溶解した全体の
血液に対するＦＡＣＳ散乱プロットである。楕円は、取付けられたラテックスビーズを持
つＣＤ４＋Ｔリンパ球母集団の位置を示す。
【図１３】図１３は、（ＣＤ４及びＣＤ１４に対する）蛍光抗体でラベルをつけられると
共にＣＤ４ビーズで培養された溶解される全体の血液のサンプルからのＦＡＣＳデータを
示す。
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【図１４】図１４は、不透明度（｜Ｚ｜＠１０００７ｋＨｚ／｜Ｚ｜＠５０３ｋＨｚ）に
対して、様々な母集団を示している低周波大きさ（５０３ｋＨｚ）のＩＳ散乱プロットで
ある。
【図１５】図１５は、本発明の実施例によるインピーダンスマイクロ血球計算器のための
較正データを示す。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
　図面は、単に模式的であって、非限定的である。図において、幾つかの要素のサイズは
誇張され、説明の便宜上、寸法通りには描かれていない。
【００３２】
　請求項の何れの参照符号も、範囲を制限するものとして解釈されない。
【００３３】
　異なる図面において、同じ参照符号は、同じ又は類似した要素を指す。
【００３４】
　一つの態様では、本発明は、例えばヒト血液中のＣＤ４＋Ｔリンパ球を識別し計数する
ために、特定のマーカーを表す細胞、例えば血球を識別し計数するために、インピーダン
スラベリングと組み合わせて低コストで単純なインピーダンスフローの血球計算分析方法
の使用を提供する。
【００３５】
　これ以降の詳細な説明は、血液中のＣＤ４＋Ｔリンパ球を識別し計数する具体例のため
に与えられているが、本発明は、これに限定されず取付けられたウイルスを持つナノビー
ズ、（限定的なリストの）細菌、ウイルス、非生物学的粒子、細胞、解離した組織を含む
、粒子の識別、判別及び計数を一般に含む。
【００３６】
　一般に血液、特にヒトの血液は、以下の３つのカテゴリの何れかに分類される血球を有
する：ボディ組織に酸素を送るための赤色の血球、すなわち赤血球と、感染症及び異物に
対してボディを防御するために抗体を作る白色の血球、すなわち白血球と、血液凝固のた
めの血小板とを有する。血球の３つのカテゴリは、血漿内に懸濁される。血漿は、９０％
水であり、血液量の約５５％を構成し、様々なタンパク質（例えばアルブミン、フィブリ
ノゲン、グロブリン及び他の凝固タンパク質）を含む。
【００３７】
　白血球の５つの異なる多様なタイプが、存在する：好中球（白血球の４０―７５％）、
好酸球（白血球の０―７％）、好塩基球（白血球の０―１％）（これら三つは、顆粒白血
球という名前でまとめられている）、リンパ球（白血球の２０―４５％）及び単球（白血
球の３―１１％）。血液内の白血球の数は、しばしば疾患の指標である。１リットルの血
液内に、通常４ｘ１０９と１．１ｘ１０１０との間の白血球がある。
【００３８】
　リンパ球は、ナチュラルキラー細胞（ＮＫ細胞）、Ｔ細胞及びＢ細胞を有する。Ｔ細胞
及びＢ細胞の機能は、抗原提示として知られるプロセス中の特定の「異物」抗原（細菌の
抗原）を認識することである。Ｔ細胞及びＢ細胞が侵入物を識別すると、これらの細胞は
、特定の病原体又は病原体に感染した細胞を最大限除去するように調整される特定の反応
を生成する。Ｂ細胞は、細菌及びウイルスのような異物を中和するとき、大量の抗体を作
ることにより病原体に反応する。病原体に反応して、ヘルパーＴ細胞と呼ばれる幾つかの
Ｔ細胞は免疫反応を導くサイトカインを作る一方、細胞障害性Ｔ細胞と呼ばれる他のＴ細
胞は病原体に感染した細胞の死を誘導する中毒性顆粒を作る。
【００３９】
　指定のクラスタと呼ばれ、しばしばＣＤと略記される分化のクラスタは、白血球に存在
する細胞表面の微粒子の識別及び調査のために使用されるプロトコルである。ほぼ２５０
の異なるＣＤタンパク質がある。ＣＤシステムは、細胞マーカーとして一般に用いられ、
細胞表面上に微粒子が存在することに基づいて細胞を規定できる。これらのマーカーは、



(9) JP 2012-529033 A 2012.11.15

10

20

30

40

50

しばしば、特定の免疫機能を細胞と関連付けるために用いられる。
【００４０】
　ＣＤ微粒子は、フローサイトメトリを含む様々な方法を使用して、細胞分類に利用され
る。細胞母集団は、通常、特定の細胞分画がＣＤ微粒子を表すか又は欠いているかどうか
を示すために、「＋」（正）又は「―」（負）シンボルを用いて定められる。２つの一般
に使用されるＣＤ微粒子は、一般に、ヘルパー及び細胞障害性Ｔ細胞のためのマーカーと
して、それぞれ使われるＣＤ４及びＣＤ８である。ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）は、
入り込むためにヘルパーＴ細胞の表面上のケモカイン受容体及びＣＤ４を結合させる。血
液内のＣＤ４及びＣＤ８Ｔ細胞の数は、しばしば、ＨＩＶ感染の経過を監視するために用
いられる。
【００４１】
　ＨＩＶ感染は、ＣＤ４受容体を所有するＴ細胞の数の漸進的低減を導く。従って、医学
専門家は、いつＨＩＶ感染患者の治療を開始するべきかを決めるために、ＣＤ４陽性細胞
数を参照する。ＣＤ４試験は、細胞の表面上のＣＤ４受容体を表すＴ細胞の数を測定する
。通常の血液値は、１ｘ１０９／Ｌを超える。結果は、通常、血液のマイクロリットル当
たりの細胞の数で表される。ＣＤ４陽性細胞数が最低点、1マイクロリットルにつき約２
００―３５０個の細胞数に到達するとき、患者は、しばしば治療を受ける。
【００４２】
　フローサイトメトリは、微細な粒子、例えば液体ストリーム内に懸濁される細胞の化学
及び／又は物理的特性を学習するための技術、例えば計数し、分類し、調べるための技術
である。
【００４３】
　本発明の実施例は、インピーダンス分光学を実施するためのフローサイトメトリを利用
する。
【００４４】
　図１は、本発明の実施例による単一の細胞分析システム１０のブロック図を示す。マイ
クロチャネル１２を含むマイクロ流体装置１１が提供され、懸濁している液体内に懸濁さ
れる細胞１３がマイクロチャネル１２を流れる。これは、細胞が計数されるため固定基板
に固定される従来の分析システムと異なる。最初の１対のマイクロ電極１４は、チャネル
１２内に組み立てられ、これらは小さな信号のＡＣ電圧が生成されるファンクションジェ
ネレータ１５に接続されている。この印加電圧とマイクロ電極１４間のマイクロチャネル
１２を流れる測定された電流との比は、マイクロ電極１４の間を通過する単一細胞１３の
電気的インピーダンスを決定するために用いられる。
【００４５】
　図１及び図２に示されるように、マイクロ電極１４、１６の２つの対は、２つの密接に
配置された検出ボリュームを定めるために用いられ、両方とも同じファンクションジェネ
レータ１５に接続され、従って、同じＡＣ電圧を受信するので、差動の測定が個別セル１
３でなされる。最初の対の電極１４は細胞１３から電気的信号を測定する一方、第２の対
の電極１６は、基準として働き、懸濁している液体を持つが、細胞１３が存在しないマイ
クロチャネル１２からの信号を測定する。電気的信号は、カスタムメイドの電子回路を使
用して測定される。このダブル測定方法は、温度の変動又は懸濁している液体の構成から
生じる測定ノイズ及びドリフトを著しく減らす。
【００４６】
　使用において、懸濁液内の細胞１３は、所定のレート、例えば秒当たりほぼ１００個の
細胞１３のレートでシリンジポンプ（図示されていない）を使用して、マイクロ流体装置
１１のマイクロ流体チャネル１２を通ってポンピングされる。細胞１３がチャネル１２を
通過するので、細胞１３は検出ボリューム内の電界をかき乱し、よってその後、正の信号
（細胞１３が最初の対の電極１４を通過するとき）及び負の信号（細胞１３が第２の対の
電極１６を通過するとき）を発生させ、これらの信号は、インピーダンスを供給するよう
に処理される。測定された信号の２つのピーク（正及び負の）間の時間は、電極１４、１
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析は、２つの同時の周波数で実施され、システム１０からのデータは、分析装置１８上を
動いている分析ソフトウェアを使用して分析される。分析装置１８は、一対の電極の間に
ある血球のインピーダンスを決定するための計算ユニットを有し、当該計算ユニットは、
第１の周波数及び第２の周波数で血球のインピーダンスを決定し、第１の周波数でのイン
ピーダンスを、高周波インピーダンスと低周波インピーダンスとの比である不透明度に相
関させ、この相関から特定のマーカーを表すラベル付けられた血球を判別する。
【００４７】
　懸濁液内の細胞１３の誘電体特性は、異質なシステムの等価複素誘電率と個々の粒子及
び懸濁媒体の特性との関係を特徴づけるマクスウェルの混合物論を使用して説明される。
【００４８】
　媒体内の球状粒子（例えば細胞１３）の懸濁液に対して、混合物の等価複素誘電率εｍ

ｉｘは、

により与えられる。
　ここで、

であり、

及び

は、それぞれ懸濁媒体及び細胞１３の複素誘電率である。Φは体積分率、すなわち細胞１
３の体積と検出体積との比である。このモデルは、細胞１３が固体均一な対象物であると
いう仮定に基づく。この仮定は、薄膜により囲まれた均一な対象物として粒子を扱うシェ
ルモデルを使用して、生体細胞の場合にまで拡張できる。ここで、

は、以下により与えられる：
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　ここで、

及び

は、それぞれ細胞膜及び細胞内部（細胞質）の複素誘電率である。Ｒは細胞の半径であり
、ｄ（ｄ＜＜Ｒ）は膜の厚みである。
【００４９】
　混合物論は、低い体積分率Φ＜０．２、例えばΦ＜０．１での細胞の混合物の性質を記
述し、最初の１対の測定電極である２つの測定電極１４の間に位置される単一の細胞１３
の誘電体特性をモデル化するために用いられる。システムの幾何学的なパラメータ（電極
サイズ、チャネル寸法等）が知られている場合、システムの誘電率及び伝導率の値は、等
価な電気的部品により置き換えられる。
【００５０】
　懸濁液内の細胞１３のための簡略化された等価回路モデル（ＥＣＭ）が、図２（ａ）に
示される。細胞がない媒体のインピーダンスは、図２（ａ）の左側に示されるように抵抗
（Ｒｍ）とキャパシタ（Ｃｍ）との並列結合により表わされる。電極１４間の細胞１３で
、図２（ａ）の右側に示されるように、回路は変更されている。細胞１３は、薄い絶縁膜
を持ち、キャパシタ（Ｃｍｅｍ）としてふるまう。Ｒｃｙｔｏは、細胞質の等価抵抗であ
る。Ｃｄｌは、液電極インターフェースでの電気的ダブル層の静電容量を表す。
【００５１】
　ＥＣＭ内の部品の値は、細胞１３の誘電体特性（膜静電容量及び細胞質抵抗）、懸濁媒
体伝導率及び誘電率、並びに体積分率により決定される。システムの反応を支配する式は
、以下に詳述される。
【００５２】
　２つの平面電極１４の間に保持された細胞１３と、低い体積分率Φ（例えば＜１０％）
とに対して、個々の電気的部品は以下の通りに表される：
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　この式において、κは不均一性の電界を考慮するシュヴァルツ―クリストッフェルマッ
ピング方法を使用して解析されるインピーダンス検出領域に対する幾何的細胞定数であり
、ｈはマイクロ流体チャネル１２の高さであり、ｗは幅であり、ｌは電極１４の長さであ
る。Ｋ（ｋ）は、第１種の完全楕円積分であり、Ｋ’（ｋ）は相補的積分であり、ｋは楕
円関数のモジュラスである。
【００５４】
　これらの式において、体積分率Φは、以下により与えられる：
Φ＝４／３＊πＲ３＊１／ｗｌｈ
また、

　ここで、Ｃｍｅｍは比膜容量（単位領域当たりの静電容量）であり、ｄは膜の厚さであ
り、

は無限周波数での誘電率であり、

及び

はそれぞれ細胞１３及び懸濁媒体の複素誘電率である。
【００５５】
　システムの複素インピーダンス

は、
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となる。
【００５６】
　懸濁媒体内の電界も、電極と電解質とのインターフェースで電気的ダブル層のため、周
波数で変化する。この作業において、ダブル層は、理想的なキャパシタ（Ｃｄｌ）として
単純にモデル化される。
【００５７】
　回路（ダブル層を含む）の総インピーダンスは、以下の通りである：

【００５８】
　細胞１３の誘電パラメータに対する典型的値は、以下の通りである：ε０＝８．８５４
ｘ１０－１２Ｆｍ－１、ｄ＝５ｎｍ、εｍ＝８０ε０、σｍ＝１．６Ｓｍ－１、εｍｅｍ

＝１１．０ε０、σｍｅｍ＝１０－８Ｓｍ－１、εｉ＝６０ε０、σｉ＝０．６Ｓｍ－１

。シミュレーションでは、細胞パラメータに対する実際値は、表１からの値が採用された
。マイクロ流体装置１１のための典型的幾何学的な寸法は、ｗ＝ｈ＝１＝２０μｍである
。実際値は、個々のマイクロ液体装置の測定から得られる。
【００５９】
　以上の説明から、低周波でのインピーダンスが細胞膜（Ｃｍｅｍ）により支配されるこ
とが分かる。印加される電界の周波数が増大するにつれて、このキャパシタは短絡され始
め、細胞は、細胞質の伝導率に比例した値を持つ抵抗（Ｒｃｙｔｏ）としてふるまう。細
胞質の容量性リアクタンスは、高周波での反応にほとんど効果を持たず、無視される。
【００６０】
　上記式は、懸濁液内の単一の細胞１３の電気的インピーダンスを計算するために用いら
れた。十分な電気回路分析は、ＰＳＰＩＣＥを使用して実施された。モデルは、マイクロ
液体装置１１、電気的ダブル層、懸濁媒体内の細胞１３及び増幅回路１７の部品の電気的
特性を含む。図２（ｂ）は、任意の細胞１３及び（同様のサイズの）ラテックスビーズの
インピーダンスの大きさが周波数でどのように変化するかを示す。低周波では、システム
は、電気的ダブル層により支配される。１ＭＨｚ～１０ＭＨｚの周波数範囲では、細胞１
３のインピーダンスは、細胞膜の（マクスウェル―ワグナー）界面緩和（誘電分光学では
、これは、β分散と称される）のため、急速に減少する。斯様な緩和はビーズに対しても
測定され、インピーダンスは実質的に一定のままである。細胞１３に対して、より高い周
波数では、回路の特性は、電気的回路内の寄生容量及び細胞質抵抗により支配される。図
２（ｂ）は、膜静電容量が１～３ＭＨｚの領域での反応に対して最大の影響を持つことを
示す。
【００６１】
　異なる白血球副母集団を特徴づけ、判別のための最適周波数を決定するために、精製さ
れたＴリンパ球、単球及び好中球の周波数に依存するインピーダンスが測定された。
【００６２】
　好酸球、好塩基球、好中球は、これらが１つのグループとして検出されるので、顆粒白
血球としてグループ化される。好酸球及び好塩基球は小さなパーセンテージを形成し、特
別な技術が分離した識別及び算出のために必要とされる。いずれの場合においても、５．
６２μｍ直径ラテックスビーズのサンプルの特性が、基準として測定された。
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【００６３】
　（生理的食塩水、ＰＢＳ（リン酸緩衝食塩水）内に懸濁される）細胞１３及び／又はラ
テックスビーズの精製された母集団は、細胞分析システム１０のマイクロ流体装置１１を
通って流れ、インピーダンスの大きさが幾つかの離散的周波数で記録された。図３（ａ）
は、周波数の関数として、５．６２μｍ直径ラテックス球体に対するインピーダンスの大
きさを示す。データは、２つの周波数を電極１４、１６に同時に付与することにより得ら
れた。第１の周波数（基準周波数）は、５０３ｋＨｚに保たれた。低周波は基本的に直流
（ＤＣ）として作用する。５０３ｋＨｚは好ましい値であり、１００ｋＨｚ～８００ｋＨ
ｚは良好な値であって、直流から１ＭＨｚまでも直流として作用する一方、第２の周波数
は、５００ｋＨｚと５０ＭＨｚとの間で離散的ステップで変えられた。図３（ａ）の各デ
ータポイントは、第２の周波数のためにその特定の周波数値で測定されたほぼ１５００の
個々の事象に対するインピーダンス信号の平均値及び標準偏差値である。図３（ａ）に示
される完全なデータセットは、５．６２μｍビーズの平均周波数依存的なインピーダンス
である。各セットの測定（１５００個のビーズ）には、ほぼ２分かかる。図には１４のデ
ータセットがあり、完全なスペクトルは記録するのに３０分かかる。ビーズに対する移動
時間は、ほぼ１ｍｓ（６０ｍｍ／秒の粒子速度）であった。各ビーズが電極１４、１６を
通過したとき、両極性の電圧信号が記録された。この信号は、平均ピーク値を供給するた
めに処理された。他の信号処理は、データに適用されなかった。
【００６４】
　図２（ｂ）は、６０ｐＦのダブル層静電容量Ｃｄｌを持ち、（製造業者から得られる）
様々な増幅器の伝達関数を含む等価回路を使用した、ＰＳＰＩＣＥモデルからのデータを
示す。適合（点線）は、２．５ε０のビーズ誘電率、ＰＢＳ（リン酸緩衝食塩水）懸濁媒
体との０．３６ｍＳ／ｍ（表面伝導率＝１．２ｎＳ）の伝導率で計算された。データは、
等価回路モデルにより良く説明される。
【００６５】
　３つの白血球副母集団の周波数依存的な特性は、図３（ｂ）に図示されるように、同じ
やり方で測定された。表１にまとめられるように、Yang J.,　Huang Y.,　Wang
X-B.,　Becker FF.及びGascoyne, PRC
(2000),　"Differential　analysis　of　human　leukocytes　by　dielectrophoretic　
field-flow-fractionation",　Biophys J.　78:2680-2689から採用された誘電パラメータ
のための値を持つ等価回路を使用して、実施されるＰＳＰＩＣＥシミュレーションも示さ
れる。
　表１

【００６６】
　図３（ｂ）のデータは、特に低周波（例えば５０３ｋＨｚの基準周波数）で、インピー
ダンスの大きさが細胞サイズで変化することを示す。また、膜静電容量の違いによる変動
が、明白である。Ｔリンパ球は、単球又は好中球より非常に小さく、サイズだけを基にし
て識別できる。表１は、単球及び顆粒白血球（好中球、好酸球及び好塩基球を含む）が同
様のサイズであって、低周波インピーダンスの大きさに基づいて判別するのが困難である
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２（ｂ）参照）で可能であるべきことを意味する。ＰＳＰＩＣＥ適合（点線）は、これを
確認し、ここで、単球と好中球との間のインピーダンスの最大差は１～３ＭＨｚの窓内に
ある。実験的に決定されたインピーダンスの平均値も、単球と好中球との間の判別が、こ
の周波数窓で可能であるべきことを示す。しかしながら、これらの細胞に対するサイズ及
び膜静電容量両方の大きな分布があるので、判別は単純ではない。
【００６７】
　図３から、サイズに基づく判別のための最適周波数が約５００ｋＨｚであることは明白
である。範囲において、膜静電容量の１―１０ＭＨｚの違いが、支配的である。判別のた
めの可能性を決定するために、細胞のインピーダンス分析は、精製された細胞を等しい比
率で（０．５％のＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）及び２ｍＭのＥＤＴＡ（エチレンジアミ
ン四酢酸）を含むＰＢＳのような緩衝液内で）混合することにより実施された。測定は、
２つのプローブ周波数、低い周波数及び高い周波数、例えば５０３ｋＨｚ及び１．７０７
ＭＨｚを同時に使用してなされた。
【００６８】
　独立した確認のために、単球及び好中球は、蛍光ラベル、例えば単球のためのＦＩＴＣ
接合反ＣＤ１４抗体及び好中球のためのＡｌｅｘａ７００接合反ＣＤ１６抗体でラベル付
けられた。蛍光発光は、各セルを識別し、細胞表現型と測定インピーダンス信号との相関
を可能にした。
【００６９】
　図４は、３つの異なる細胞タイプ（Ｔリンパ球、単球及び好中球）と５．６２μｍ直径
ビーズとの混合からのデータを示す。このプロット線では、インピーダンスは、不透明度
（｜Ｚ｜＠１７０７ｋＨｚ／｜Ｚ｜＠５０３ｋＨｚ）対低周波インピーダンス（｜Ｚ｜＠
５０３ｋＨｚ）の散乱プロット線として示される。不透明度は、高周波インピーダンスと
低周波インピーダンスとの比で、細胞サイズから独立しているパラメータを供給し、この
ように細胞膜の変化を反映する。単球及び好中球母集団は、蛍光に従って色分けされる。
グラフでは、異なる細胞母集団は、「最良適合楕円」により囲まれる。散乱プロット線（
図４（ａ））は、Ｔリンパ球がサイズ（低周波インピーダンス）を基にして単球及び好中
球を有するグループと判別できることを示す。また、細胞サイズに大まかに比例している
前方方向散乱（ＦＳＣ）に対して粒状の尺度である側方散乱（ＳＳＣ）としてプロット（
図４（ｄ））される商業的な流動血球計算器（ＦＡＣＳＡｒｉａ、Becton　Dickinson）
で測定すされるのと同じサンプルからのデータと共に、低周波インピーダンス大きさ（図
４（ｂ））及び不透明度ヒストグラム（図４（ｃ））が示される。良好な相関は、低周波
インピーダンスデータ（サイズ）とＦＳＣとの間に見つかる（表２）。



(16) JP 2012-529033 A 2012.11.15

10

20

30

40

50

【００７０】
　インピーダンス散乱プロット（図４（ａ））及びヒストグラム（図４（ｂ）及び図４（
ｃ））の分析は、精製され再混合された細胞母集団内の好中球と単球との間の重要な重複
部分を示し、明白な判別が細胞の他の修飾なしでは可能でないことを示唆する。
【００７１】
　全体の血液では、上記に示される精製された母集団に反して、白色の血球の化学修飾は
、電気的信号を強調し、白血球副母集団の判別を補助するために使用できる。例えば、全
体の血液を溶解剤に曝すことは、対象の細胞構成要素の引き続く単離、識別及び／又は分
析を可能にするのに必要な程度に、複雑な血液サンプルの一つ以上の細胞構成要素を、選
択ベースで効果的に変える。斯様な溶解剤の例は、例えば全体の血液が短い期間の時間（
１０秒未満）露出され、細胞ボリューム及び細胞膜特性を変えて、白血球の特性を修飾す
る有機酸（ギ酸）のサポニンである。他の溶解剤が、赤色細胞の滅失のために使われても
よい。他の溶解剤は、例えば米国特許ＵＳ５１５５０４４及びＵＳ４４８５１７５に説明
されている。全体の血液中の白血球の分析のための従来の技術は、しばしば（常にではな
いが）、赤血球を溶解するためのある形式の前処理を必要とする。サポニンへの全体の血
液の露出は、以前に報告されたような赤血球の溶解と、それらの識別を改善する白血球母
集団の修飾との両方を可能にすることが、本発明の実施例としてわかった。
【００７２】
　好中球（例えば反ＣＤ１６―Ａｌｅｘａ７００で）及び単球（例えば反ＣＤ１４―ＦＩ
ＴＣで）を蛍光性でラベル付けした後に、全体の血液（５０μｌ）は、６秒間ギ酸のサポ
ニンの溶液（０．１２％のｖ／ｖギ酸、０．０５％のｗ／ｖサポニン）に曝され、その後
、クエンチング（０．６％のｗ／ｖ炭酸ナトリウム、３％のｗ／ｖ塩化ナトリウム）され
、本発明の実施例によるインピーダンス血球計算器及び既知の流動血球計算器（ＦＡＣＳ
）で分析された。図５（ａ―ｃ）に示されるように、サポニン／ギ酸治療両方によって、
赤血球を取り出し、単球、好中球及びリンパ球を識別可能にする。図５（ｄ―ｅ）は、本
発明の実施例によるインピーダンス血球計算器からの同様のデータを示し、各事象が低周
波信号（５０３ｋＨｚ）の振幅でトリガーされ、蛍光信号に従って偽の色をつけられてい
る。このデータセットのためのイベントの数は、表２にまとめられ、ＦＡＣＳデータと相
関する。
【００７３】
　図６は、図６（ｄ）の従来技術のＦＡＣＳからのＳＳＣ及びＦＳＣデータを持つ、サポ
ニン投与された全体の血液に対する本発明の実施例による散乱データ（説明の容易さのた
め「最良適合楕円」によりタイプ毎に囲まれた母集団）を示す。図６（ａ）のインピーダ
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ンスプロットは、３つの異なる細胞タイプ（リンパ球、単球、好中球）がデュアル周波数
測定に基づいてだけ明白に識別できることを示す。ＦＡＣＳ及びインピーダンス血球計算
器両方に対する細胞カウントは、類似していて、全体の血液において見られる比率を表わ
す（表２）。これらのデータは、３つの異なる患者サンプルを使用して３回複製された。
【００７４】
　細胞上のサポニン処置の正確な効果はわからないが、図４（ａ）と図６（ａ）との比較
は、サポニン処置が細胞サイズ（５０３ｋＨｚのインピーダンス）の分布の低減を導くこ
とを示す。細胞サイズの変化の推定は、低周波インピーダンスから得られる。システムは
、血球の明白なサイズ分析を可能にするために最初に調整された。システムは、ラテック
ス粒子の３つの異なるサイズ（５．８μｍ、７．１８μｍ及び９．５２μｍ）を使用して
調整された。ラテックスビーズの３つのサイズ（５．８２μｍ、７．１８μｍ及び９．５
２μｍ―図１５に黒い四角としてプロットされる）が、混合され、サポニン／ギ酸処理さ
れた全体の血液に懸濁された。サンプルは、全体の血液実験（図５及び図６に示されるデ
ータ）と同じ状況下で、本発明の実施例によるインピーダンスマイクロ血球計算器システ
ム上を流れた。データは図１５に示され、ここで、ビーズ母集団の平均値及び標準偏差値
が、ビーズサイズ対低周波（５０３ｋＨｚ）信号の大きさとしてプロットされる。２次の
多項式が、校正曲線としてビーズデータに適合される。このとき、図５及び図６の全体の
血液データから得られる平均信号振幅が、リンパ球、単球及び好中球に対する細胞サイズ
を推定するために校正曲線で用いられる。これらの較正データは、白血球の大きさをみる
ために使用され、結果が表１にまとめられる。細胞の平均サイズのごくわずかな変化しか
ないが、単球及び好中球母集団分布の変動が低減されていることがわかる。
【００７５】
　図４（ａ）と図６（ａ）との比較は、また、単球及び好中性母集団が、サポニン処置の
結果として互いに対して移動することを示し、よって、これらの２つの母集団の明確な判
別及び識別を可能にする。サポニン処置の後、単球母集団の不透明度は、ほぼ５％他の細
胞に対して低減する。単球の膜静電容量の等価な変化が、（ＰＳＰＩＣＥを使用して）計
算され、ほぼ１５ｍＦ／ｍ２から１９ｍＦ／ｍ２までの増加に対応した。補助実験におい
て、単球（磁気的に精製された、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ―ＢｉｏｔｅｃＭＡＣＳ）の膜静電容
量が電気回転分析を使用して測定され、１６±２ｍＦ／ｍ２（１２の未処置の細胞）から
１９±３ｍＦ／ｍ２（サポニン／ギ酸処置された細胞）への増大を見た。この違いは、全
体の血液のサポニン処置の後、単球に対する本発明の実施例によるインピーダンス血球計
算器を使用して測定される変化を反映する。細胞の平均半径は、いずれの場合にせよ、サ
ポニン／ギ酸露出の後は著しく変化しなかった。主な変化は、細胞膜構造体の変化による
不透明度である。
【００７６】
　差動の血液計数のための本発明の実施例によるマイクロ流体装置を更に評価するために
、サンプルが、ボランティアからとられて、商業的な血液分析器具及び本発明の実施例に
よるマイクロインピーダンスアナライザで測定された。１０日にわたって、７つの別々の
静脈血液サンプルが、異なるボランティア被験者（ｎ＝７）から得られた。２つのバイア
ル（瓶）分の血液がとられ、１本は実験の用に供し、第２のバイアルは堀場―ＡＢＸＰｅ
ｎｔｒａＤＸ１２０マシンでの独立十分な血球算定分析のため病院（Mount　Alvernia,　
Guildford　UK）に送られた。図７は、サンプルの１つに対する散乱プロットを示す。３
つの分布は、識別され、最大尤推定法アプローチを使用して、二次元のガウス確率プロフ
ィールに適合させた。図の楕円は、これらの分布を例示する。相対的なリンパ球、単球及
び顆粒白血球母集団が、これらの確率分布から得られた。
【００７７】
　図８は、相対的なＷＢＣ分布と堀場―ＡＢＸＰｅｎｔｒａからのデータとの相関を示す
。単球は、５％―２０％の間の割合を持つ最小多量の細胞種である。顆粒白血球（主に好
中球）は、４０％―８０％の間の割合を持つ。相対的な割合の範囲は、臨床範囲の全てで
なく、重要な一部をカバーする。例えば、顆粒白血球の通常の臨床範囲は、２０％―９０
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％の間にある。インピーダンス血球計算器から得られた結果と基準装置から得られた結果
との間の共分散（ＣＶ）ファクタが、凡例に例示される。実験変動の尺度を提供するため
に、毎回新規な溶解物を調製し、洗浄されたチップを使用して、サンプルのうちから一つ
のサンプルでの実験が５回繰り返された。この結果は、図８の中抜きにより示される。図
から、本発明の実施例によるインピーダンス血球計算器と市販のフル血液アナライザとの
間の相関は、約９５％である。
【００７８】
　例えばヒト血液のＣＤ４＋Ｔリンパ球を識別し計数するための特定のマーカーを表す血
球を、識別し計数するための本発明の実施例による分析方法は、血液のサンプルを得るス
テップと、特定のマーカーを表す血液のサンプル内のこれらの血球をラベル付けするステ
ップであって、例えば、インピーダンスラベル例えば誘電ラベル付けで、例えば血液のサ
ンプル内のＣＤ４＋Ｔリンパ球をラベル付けする当該ステップと、例えばラベル付けられ
たＣＤ４＋Ｔリンパ球を識別するために特定のマーカーを表す少なくともラベル付けられ
た血球を識別するために、複数、例えばデュアルの周波数システムを使用して血液のラベ
ル付けられたサンプルを測定するステップとを有する。
【００７９】
　本発明の実施例による、特定のマーカーを表す少なくともラベル付けられた血球、例え
ばラベル付けられたＣＤ４＋Ｔリンパ球を識別するためにラベル付けられたサンプルを測
定するステップは、ラベル付けられたサンプルを単一の細胞を有する滴に分割するステッ
プと、第２の周波数より低い第１の周波数で単一の細胞のインピーダンスを決定するステ
ップと、第１の低い周波数でのインピーダンスを、第２の高い周波数インピーダンスと第
１の低い周波数インピーダンスとの比率である不透明度に相関させるステップと、この相
関から特定のマーカーを表す少なくともラベル付けられた細胞を識別するステップであっ
て、例えば少なくともＣＤ４＋Ｔリンパ球を識別するステップとを有する。
【００８０】
　特定のマーカーを表す細胞をラベル付けするステップ、例えばＣＤ４＋Ｔリンパ球をラ
ベル付けするステップは、これらを、抗体で被覆されたビーズ、例えばＣＤ４＋抗体で被
覆されたビーズ、例えばＢｅｃｋｍａｎ　ＣｏｕｌｔｅｒのＣｏｕｌｔｅｒＣＤ４Ｃｙｔ
ｏ―ｓｐｈｅｒｅ　Ｒｅａｇｅｎｔから入手可能な市販のキットマニュアルＣＤ４Ｃｏｕ
ｎｔビーズでラベル付けするステップを有する。粒子、例えば細胞をラベル付けするステ
ップは、粒子のサイズの変化による判別を補助する。システムへのビーズの包含は、ノイ
ズの小さな増大を導く。ノイズの振幅は、血小板が存在するときに見られたのと同様であ
る。３つの部分の差動測定に関して、このノイズ信号は、容易にゲート制御される。
【００８１】
　本発明の実施例による方法及び装置は、針で刺して最小のサンプル調製からの血液の小
さいサンプルだけを必要とし、オプションで自動化できる。これは、例えば抗体で被覆し
たビーズ、例えばＢｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒのような製造業者から得られるＣＤ４
＋抗体で被覆したビーズで、例えば２分間の全血液の培養を含む。挙げられる特定の例で
は、ＣＤ４＋抗体は、Ｔリンパ球のサブセット、更に単球のサブセット両方にラベル付け
する。赤血球溶解ステップ、例えば自動化された赤血球溶解ステップは、洗浄剤を使用し
て、例えば蒸留水の２％の酢酸又はサポニン／ギ酸を使用して、実施される。サポニン／
ギ酸溶解剤は、ＲＢＣ残骸の存在を引き起こさないので、重要なノイズに結果としてなら
ないという効果がある。
【００８２】
　このように処置されたサンプルは、他のいかなる予備ステップなしで、細胞分析システ
ム１０のマイクロ流体装置１１に直接導入される。
【００８３】
　上述のように、ＣＤ４＋抗体は、Ｔリンパ球のサブセット、更に単球両方をラベル付け
する。しかしながら、ＨＩＶの診断は、ＣＤ４＋Ｔリンパ球サブセットだけの正確なカウ
ントを必要とする。これは、ＣＤ４＋ラベル付けられたＴリンパ球及びＣＤ４＋ラベル付
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けられた単球が他の全ての細胞から非常によく離隔され、不透明度対低周波インピーダン
ス散乱プロットで互いに非常によく離隔されるので、現在の本発明の実施例に従って達成
するのが容易である。この方法の原理は、図９に示される。図９は、抗体被覆されたビー
ズでのラベリングのためＣＤ４＋母集団がどのように識別されるかを示す。リンパ球及び
単球は、インピーダンスプロット線で明らかに識別される。
【００８４】
　デュアル周波数インピーダンス分光学方法を適用することにより、特定の抗原性マーカ
ーを表す血球が誘電ラベルでラベル付けされる血液サンプルで、ＣＤ４＋Ｔリンパ球及び
ＣＤ４＋単球が同時に識別でき、計数できることは、本発明の実施例の利点である。
【００８５】
　本発明の実施例によると、サンプルの測定は、単球、リンパ球及び好中球を計数するた
めにデュアル周波数システムを使用して実施される。正確な診断は、ＣＤ４＋細胞が誘電
的にラベル付けられるので、異なった母集団として容易に識別できるＣＤ４＋細胞を計数
することにより実施される。本発明の実施例では、ＣＤ４＋カウントの絶対値は、総リン
パ球数に対して参照される。代わりの少し正確でない実施例では、ＣＤ４＋カウントの絶
対値は、リンパ球及び好中球のほとんど合計である総白血球数に対して参照される。
【００８６】
　本発明の実施例による装置は、単一の細胞の誘電体特性を測定するマイクロ流体インピ
ーダンス血球計算器である。
【００８７】
　本発明の実施例によるデュアル周波数測定は、膜静電容量及びサイズによる細胞の判別
を可能にする。サポニン／ギ酸を使用する全血液の化学的前処理は、細胞残骸（赤血球ゴ
ーストを含む）での汚染がない、きれいな白血球サンプルを供給するサンプルから赤血球
母集団を除去するために用いられる。前処理は、また、単球及び好中球の電気的特性を変
えて、判別を良好にする。リンパ球、単球及び好中性母集団は、デュアル周波数インピー
ダンスデータを使用して、全て明白に識別される。ボランティア血液は、マイクロ血球計
算器及び病院の血液アナライザで測定され、優れた相関を示した。
【００８８】
　本発明の実施例によるマイクロ流体インピーダンス血球計算の頑健な性質及び簡明さは
、蛍光ラベルのない技術を使用している手頃なポイントオブケア（ＰｏＣ）診断システム
を含む、細胞分析の可能な用途範囲を提供する。システムの簡明さで提供される節約及び
試薬経費（例えば蛍光プローブが要求されない等）の低減は、発展途上の世界のような低
いリソースの設定での使用を適用可能にする。更にまた、細胞の誘電体特性が、薬微粒子
の投与並びに細菌及びウィルス生成物に由来する様々なマイトジェンから生じる刺激に影
響されるので、この技術は、細胞サイクル分析及び毒性／生死判別試験でのアプリケーシ
ョンを見出す。
【００８９】
　システムは、類似のインピーダンス特性（例えばＨＩＶ診断法のためのＣＤ４＋カウン
ト数）を持つ細胞を判別可能にするために、誘電タグの開発を通じて更に精練される。等
価の複数の蛍光をすることは、可能である。すなわち、複数のＣＤメーカーでの多重分析
であって、各々が異なる誘電署名（これらが異なる物質の異なるサイズであるので）を持
つビーズの母集団を用いて検出されることは可能である。
【００９０】
　図１０及び図１１は、実験からのデータ例を示す。上述のように概説されるように、健
常なドナーからヒト血液が、処置され、本発明の実施例によるインピーダンス血球計算を
使用して測定された。図１０は、血液サンプルのラベリングの前のリンパ球及び顆粒白血
球のデュアル周波数インピーダンス測定の結果を示す。図１１は、本発明の実施例による
ＣＤ４＋抗体被覆されたビーズでのラベル付けした後の血液のデュアル周波数インピーダ
ンス測定の結果を示す。ラベル付けられた単球及びＴリンパ球両方は、判別され、簡単な
カウントを可能にし、よって診断可能にする。
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【００９１】
　当該方法は、診断及び治療の管理のために使用できる。抗体の絶対値又は比率（例えば
ＣＤ４＋／ＣＤ８＋）が、決定される。ＣＤ４＋母集団とＣＤ８＋母集団との比は、両方
の母集団に対する異なるタグを使用して決定され、例えば一方が絶縁で他方が伝導、又は
異なるサイズを持つタグを用いて決定され、細胞の異なる部分母集団の識別を可能にする
。
　エイズ持つ患者に対して、ＣＤ４＋Ｔ細胞数は、以下の付加的情報を供給する。
　２００／μｌより少ない：ニューモシスティス肺炎（ＰＣＰ）。
　１００／μｌより少ない：トキソ血漿症及びクリプトコックス髄膜炎。
　７５／μｌより少ない：トリ型結核菌複合体（ＭＡＣ）。
【００９２】
実験の結果１：
　５０μｌの新しいヒト血液が、ＣＤ４及びＣＤ１４に対する蛍光抗体でラベル付けられ
た。これは、細胞副母集団の表面抗原を表すこれらの識別を可能にする。ＣＤ１４は単球
上に存在し、ＣＤ４はＴ細胞（誘因Ｔ細胞）の部分母集団の表面上で、また単球上の低レ
ベルに存在する。
【００９３】
　細胞は、また、ＣＤ４被覆されたビーズでラベル付けられた。蛍光抗体ラベリング及び
ビーズ接合両方が、赤血球溶解（サポニン／ギ酸内に６秒、その後クエンチング）の前に
実施された。その後、同じサンプルが、本発明の実施例によるＩＳ（インピーダンス分光
学）及び従来から知られているＦＡＣＳ（蛍光活性化細胞選別装置）両方により分析され
た。
【００９４】
　図１２は、溶解された全血液のサンプルからのＦＡＣＳデータを示す。図１２（ａ）は
、ＣＤ４ビーズでラベル付けられなかった血液の散乱プロットであり、図１２（ｂ）は、
ＣＤ４ビーズで培養された同じ血液のサンプルを示す。（ＳＳＣは、全ての母集団の簡単
な視覚化を可能にするために、対数スケールでプロットされる）。
【００９５】
　これらの図に示されるように、ＣＤ４ビーズ（～２．２μｍ直径）と錯体を形成すると
き、ＣＤ４＋Ｔ細胞は異なった母集団（図１２（ｂ）で概説される）を形成し、ＳＳＣ信
号は顆粒白血球からの信号を超えて増大される。
【００９６】
　図１３は、蛍光抗体でラベル付けされ、ＣＤ４ビーズで培養された、溶解される全血液
のサンプルからのＦＡＣＳデータを示す。ＣＤ４＋細胞及びＣＤ１４＋細胞は、これらの
蛍光発光信号（それぞれ図１３（ｂ）の領域Ｐ１及びＰ２）から、明らかに識別できる。
これらの蛍光母集団上のゲート制御及びＦＳＣ対ＳＳＣのプロットは、取り付けられたＣ
Ｄ４ビーズを持つ細胞の識別を可能にする（図１３（ａ）参照）。
【００９７】
　ビーズと錯体を形成する細胞の数は、母集団の散乱特性及び蛍光に基づいてＦＡＣＳデ
ータから数えられる。取り付けられたビーズを持つＣＤ４＋Ｔ細胞母集団は、ビーズのな
いリンパ球集団（ＣＤ４／Ｔ細胞、Ｂ細胞、ＮＫ等）と判別できる。単球上のＣＤ４表現
の低レベルは、小さなパーセンテージの単球だけがＣＤ４ビーズ（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏ
ｕｌｔｅｒマニュアルＣＤ４カウントキットデータシートを参照）と結合することを意味
する。単球は、２つの母集団を形成する；（ｉ）「単球（ビーズなし）」として示される
非常に低いレベルのＣＤ４＋を表わすビーズを持たない細胞、（ｉｉ）高いＳＳＣを導く
が明らかにＴ細胞と同じレベルではないビーズとの錯体を形成する細胞。これは多分、よ
り少しのビーズがＴ細胞と比較して（抗原表現のレベルを表わす）単球に取付けられるか
らであろう（図１３（ａ）を参照）。
【００９８】
　図１４は、本発明の実施例による不透明度（１０ＭＨｚ／０．５ＭＨｚ）対大きさ（０
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．５ＭＨｚ）としてプロットされるＩＳデータを示す。種々異なる母集団が、散乱プロッ
ト上に見える。ＣＤ４ビーズとの錯体を形成する細胞は、不透明度及びサイズ両方が増加
し、種々異なった母集団（丸く囲んである）を形成する。
【００９９】
　ＦＡＣＳは、細胞がビーズと錯体を形成するときのＦＳＣの小さな変化を示す（図１３
（ａ））。
【０１００】
　表３は、ＦＡＣＳ及びＩＳを比較して、種々異なる副母集団に対するこのデータを示す
。ＦＡＣＳ及びＩＳ両方の総カウントが異なるにもかかわらず、細胞の比率を比較するこ
とは可能である。トータルに対する細胞カウント数が、括弧に示される。これは、血液の
１つのサンプルに対する代表的なデータセットである。同様のデータが、３つの他の機会
（異なる血液サンプル）でＦＡＣＳで得られた。
　表３

【０１０１】
　ＣＤ４＋Ｔ細胞数は、ＨＩＶを診断するための重要なパラメータである。ＦＡＣＳとＩ
Ｓとの比較は、パーセンテージ数が類似していることを示す。２つ間の小さな誤差は、パ
ラメータのゲーティング、より小さなサンプルサイズ、又は沈殿によるＩＳシステム内の
ビーズ錯体細胞の損失を含む、多くの理由に起因する。この実験は、両方の技術が、この
方法論を使用して、比較可能な結果をもたらすことを示す。
【０１０２】
　上記実験の目的は、本発明の実施例によるインピーダンス分光学を使用して測定される
ＣＤ４＋Ｔリンパ球及びＣＤ４＋単球の数が商業的なＦＡＣＳにより測定されるＣＤ４＋
細胞の数に類似していることを示すことにある。
【０１０３】
実験の結果２：
細胞調製
　血液サンプルは、インフォームドコンセントされた健常なドナーから得られた。血液（
５ｍｌ）は、バキュテイナ（商標）チューブ（ＥＤＴＡＫ３Ｅ１５％、０．１２ｍｌ、ベ
クトンディキンソン）に収集された。収集の後、血液チューブは、ローラーに配置され、
室温で継続して混合された。全ての後続の処理及び実験作業が、１２時間以内に実施され
た。
【０１０４】
精製された白血球副母集団
　血液は、密度勾配分離及び磁気的に起動される細胞選別装置（ＭＡＣＳ、Ｍｉｌｔｅｎ
ｙｉＢｉｏｔｅｃｈ、Ｂｉｓｌｅｙ、ＵＫ）を使用して処理された。抗凝固処理全血液（
５ｍｌ）は、５ｍｌのＰｏｌｙｍｏｒｐｈｏｐｒｅｐ（商標）（Nycomed,　Zurich,　Swi
tzerland）上に慎重に階層化され、室温で、４５０ｘｇで３０分間遠心分離された。遠心
分離の後、単核細胞分画（主に単球及びリンパ球）及び多形核分画（顆粒白血球）は、勾
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配上の別々のバンドとして現れ、別々のチューブに収集された。両方の細胞分画は、交互
に、未使用のＰＢＳ（０．５％ＢＳＡ及び２ｍＭＥＤＴＡを含む）内で再懸濁して、残り
のＰｏｌｙｍｏｒｐｈｏｐｒｅｐ及び汚染する血漿及び血小板を除去するため遠心分離（
室温で４００ｘｇで１０分）によりペレット化することにより、３回洗浄された。
【０１０５】
　Ｔリンパ球（ＣＤ３＋細胞）、単球（ＣＤ１４＋細胞）及び好中球（ＣＤ１６＋細胞）
の精製された母集団は、磁気活性された細胞選別（ＭＡＣＳ）を使用して調製された。単
核細胞サンプルは、２つの部分、抗ＣＤ３ＭＡＣＳビーズで培養される１つのサンプルと
、抗ＣＤ１４ＭＡＣＳビーズで培養される別のサンプルとに分割された。多形核細胞は、
抗ＣＤ１６ＭＡＣＳビーズで培養された。全ての培養及び洗浄ステップは、製造業者のガ
イドラインに従って実施された。個々の磁気的にタグを付けられた細胞サンプルは、Ａｕ
ｔｏＭＡＣＳ（商標）分離システム（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ）を使用して分別
され、陽性細胞分画が収集された。
【０１０６】
　母集団の純度を評価するために、サンプルは、蛍光性の接合型抗体：抗ＣＤ３ＦＩＴＣ
、抗ＣＤ１４ＡＰＣ（両方ともＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ、Ｂｉｓｌｅｙ、ＵＫ）及
び抗ＣＤ１６Ａｌｅｘａ７００（BioLegend,　San　Diego,　California）でラベル付け
られた。細胞は３０分間培養され、その後上記のように洗浄された。全ての場合において
、制御として整合されたアイソタイプ制御が含まれた。細胞サンプルは、ＦＡＣＳＡｒｉ
ａ（Becton　Dickinson）で分析された。
【０１０７】
　本発明の実施例によるマイクロ血球計算器での分析の前に、細胞は、ＰＢＳ（２ｍＭの
ＥＤＴＡ及び０．５％のＢＳＡを含む）中に懸濁され、ｍｌ当たり～１×１０６個の細胞
の最終密度であった。３つの細胞タイプの混合物として精製された細胞母集団は、別々に
分析された。懸濁媒体は、１．６Ｓｍ－１の伝導率、ｐＨ＝７．４及びオスモル濃度＝２
９０ｍＯｓで等張性だった。
【０１０８】
全体の血液分析（サポニン／ギ酸を使用する赤血球溶解）：
　全体の血液は、上述のように抗凝固剤に収集された。５０μｌの新しい全体の血液が、
ＣＤ１４（ＦＩＴＣ）及びＣＤ１６（Ａｌｅｘａ７００）に対して向けられる蛍光性の接
合型単クローン抗体で４℃の暗室で１５分培養された。赤血球溶解が、６００μｌの溶解
溶液（０．１２％ｖ／ｖギ酸、０．０５％ｗ／ｖサポニン）を、ラベル付けられた全体の
血液へ付加することにより実施された。サンプルは、血液及び溶解試薬の調合を強化する
ために、継続的な撹拌で室温で６秒間培養された。この溶解反応が、２６５μｌの急冷溶
液（０．６％ｗ／ｖ炭酸ナトリウム、３％ｗ／ｖ塩化ナトリウム）の付加により止められ
た。その後、サンプルは、ＦＡＣＳＡｒｉａ及びマイクロ流体インピーダンス血球計算器
を使用して、他の処理なしに分析された。
【０１０９】
一致
　サンプルは、急冷剤への希釈（１：１．４）の前に、６秒間、（上記のような）溶解溶
液に１：１３で希釈された。（全体の血液に関して）最終的な希釈率は、１：１８であっ
た。ほぼ２５μＬの溶液が、本発明の実施例によるインピーダンス血球計算器チップを通
じてポンプ圧送され、データが５００ｋＨｚ及び１．７ＭＨｚで同時に測定された。
【０１１０】
マイクロチップ
　チップが、フォトリソグラフィ及び十分なウエハー熱結合を使用して製造された。チッ
プに対する電気的及び流体工学的相互接続は、ＰＥＥＫポリマーから機械加工された接続
ブロックを使用してなされた。流体工学的及び電気的接続は、ブロック内にチップを固定
することによりなされた。バネ負荷の電気的コネクタが、チップ電極との接触を形成する
ために使用され、ミニチュアＯリングがブロックとチップとの間の流体工学的接続を封止
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するために用いられた。コネクタブロックが、フロント端インピーダンス検出回路を持つ
ＰＣＢに取り付けられた。全体のアセンブリが、特注の顕微鏡上の光ベンチ上のｘ―ｙ―
ｚステージに取り付けられて、チップの配置及びマイクロ流体チャネル内の光検出領域及
びレーザスポットの正確な位置決めを可能にした。
【０１１１】
　チップは、３０分間、装置を通じて２ｍＭのＥＤＴＡ及び２％ＢＳＡを含むＰＢＳを流
すことにより満たされた。これは、細胞粘着力を減らすために、タンパク質でチャネル及
び管壁をコーティングした。細胞懸濁液のサンプルは、チップの吸気口で貯蔵部へピペッ
トで移されて、シリンジポンプを使用して一定速度で装置を通じて吸引された。1分につ
き５μｌのボリュームフローレートが、全ての実験作業のために使われた。実験の間、全
ての器材は、１０％次亜塩素酸ナトリウム及び４Ｍ水酸化ナトリウムで洗浄された。
【０１１２】
インピーダンス検出
　固定周波数（一方が５０３ｋＨｚ、他方が０．５－３０ＭＨｚ＠２．５Ｖｐｐで変動す
る）の２つの正弦波電圧が、対の検出電極（図１も参照）両方に付与された。差動電流が
、カスタムメイドの電子回路及び２台のロックイン増幅器（SR844,　Stanford　Research
　Instruments,　USA）（周波数ごとに１台）を使用して測定された。ロックイン増幅器
からの出力は、各特定の周波数で電気的インピーダンスの実成分（同調している）及び複
素成分（位相を９０°異にする）から成る。光電子増倍管信号と共に出力は、１６ビット
ＡＤカード（NI6034E,　National　Instruments）での１２０ｋＨｚでサンプリングされ
、データが捕捉され、ＬａｂＶＩＥＷＴＭ（National　Instruments,　USA）で書かれた
ソフトウェアで分析された。低周波同相インピーダンス信号は、データの捕捉をトリガー
するために用いられた。データは、処理されて、ＭＡＴＬＡＢ（Mathworks　Inc.,　Nati
ck,　USA）での後続の分析のため散乱プロットとしてプロットされた。
【０１１３】
オプティカルシステム
　比較理由のため、光測定が電気的測定を実施するのと同時に実施された。４８８nm（５
０ｍＷ半導体）及び６３３nm（２０ｍＷＨｅＮｅ）レーザーからの光が、ダイクロイック
ミラー（Chroma　Technologies,　Rockingham,　VT,　USA）を使用して結合された。ビー
ムは、一対のレンズを使用して拡大され、無限遠補正対物レンズ（ｘ２０、ＮＡ＝０．７
、ニコン）の後方へ通過した。対象物の焦点面で形成されるスポットは、チャネルの中心
間に位置付けられた。蛍光が、同じ対物レンズを介して収集された。ダイクロイックミラ
ー及びバンドパスフィルタ（Chroma　Technologies,　Rockingham,　VT,　USA）は、光電
子倍増管（Ｈ７７１０―１３、Ｈａｍａｍａｔｓｕ）の前に配置されたピンホール（１０
０μｍ、Ｔｈｏｒｌａｂｓ）及びレンズで空間的にフィルタリングする前に、スペクトル
的に光をフィルタリングした。電源（Ｃ７１６９、Ｈａｍａｍａｔｓｕ）はＰＭＴ上の利
得を調整するために用いられ、信号が調節されて、Ｈａｍａｍａｔｓｕ増幅器（Ｃ７３１
９、Ｈａｍａｍａｔｓｕ）で増幅された。３つの放射波長５１５nm、６７５nm及び＞７１
５nmは、同時に測定された。
【０１１４】
フロー血球計算
　細胞の従来のフロー血球計算分析が、２つのレーザー、４８８nm半導体（２０ｍＷ、Ｃ
ｏｈｅｒｅｎｔ（登録商標）ＳａｐｐｈｉｒｅＴＭ）及び６３３nmＨｅＮｅ（２０ｍＷ、
ＪＤＳＵｎｉｐｈａｓｅＴＭ）を具備したＦＡＣＳＡｒｉａ（Becton　Dickinson）で実
施された。ＦＡＣＳＦｌｏｗ　sheath　fluid（Becton　Dickinson）が用いられ、サンプ
ルフローは７０μｍノズルを通って７０ｐｓｉの圧力であった。器具は、ＰＣ動作するＦ
ＡＣＳＤｉＶａ(商標)ソフトウェア（Becton　Dickinson）により制御された。
【０１１５】
　本発明が図面及び前述の説明で例示され詳述されている一方、斯様な図例及び説明は、
図示的又は例示的であると考慮されるべきであり、限定的ではない。本発明は、開示され
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【０１１６】
　例えば、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１４、ＣＤ１６、ＣＤ１９、ＣＤ２１、ＣＤ４
５又は他の細胞表面受容体、活性化マーカーのような細胞母集団が検出できる実施例で、
本発明を扱うことは可能である。細胞は、ヒト及び／又は哺乳類であり得る。本発明の実
施例は、非哺乳類細胞、例えば細菌及び酵母細胞にも適用できる。
【０１１７】
　他の例は、敗血症検出に対する好中球上のＣＤ６４、血液の循環腫瘍細胞の検出のため
のＥｐＣａｍ（上皮細胞接着分子）、又は幹細胞のためのＣＤ３４である。
【０１１８】
　開示された実施例に対する他の変形は、図面、明細書及び添付の請求の範囲の検討から
、請求項に係る本発明を実施する際の当業者により理解され、遂行できる。請求項におい
て、用語「を有する」は、他の要素又はステップを除外しないし、不定冠詞「ａ」又は「
ａｎ」は複数を除外しない。単一のプロセッサ又は他のユニットが、請求項で説明される
複数のアイテムの機能を成し遂げてもよい。特定の手段が相互に異なる従属請求項におい
て再引用されているという単なる事実は、これらの手段の組合せが効果的に使用できない
ことを示さない。コンピュータプログラムは、他のハードウェアと共に、又はその一部と
共に、光記憶媒体又は半導体媒体のような適切な媒体に格納／配布されてもよいが、イン
ターネット又は他の有線若しくは無線通信システムを介してのような他の形式で配布され
てもよい。請求項内の何れの参照符号も、範囲を制限するものとして解釈されてはならな
い。
【０１１９】
　前述の説明は、本発明の特定の実施例を詳述する。しかしながら、どのように詳述して
前述の説明が文章に表されるかにかかわらず、本発明は、様々なやり方で実践されてもよ
く、従って、開示される実施例に限定されないことは、理解されるだろう。本発明の態様
又は特定の特徴を説明するときの特定の用語の使用は、その用語が関連する本発明の態様
又は特徴の任意の特定の特性を含むように制限されるために本願明細書において当該用語
が再定義されていることを意味するように採られるべきでない点に留意されたい。
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