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(57)【要約】
凝集検定を遂行および分析するための方法、組成物、シ
ステム、および機器が提供される。一態様では、凝集検
定の画像分析のための方法が提供される。別の態様では
、凝集検定を遂行するための方法が提供される。一態様
では、前記方法は、ウイルスまたはウイルスに対する抗
体を含む、様々な分子の検出のために用いられ得る。別
の態様では、前記方法は、被験者の有効な免疫化を決定
するために用いられ得る。本明細書で提供される開示中
の、被験者からの生物学的サンプルを含む、混合物中の
粒子凝集の検定方法を含む実施形態では、この方法は、
サンプル中のウイルスまたは抗体の量の決定を許容する
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
生物学的サンプル中の抗体の存在を決定するための方法であって前記抗体は選択的にウイ
ルス粒子に結合し、前記方法は：
　（ａ）赤血球、ウイルス粒子、および前記抗体を含むことが疑われる生物学的サンプル
の混合物を、前記ウイルス粒子との相互作用を介する赤血球の凝集を許容する条件下でイ
ンキュベートすること；および
　（ｂ）混合物中で凝集が起きるかを検出することを含み、この凝集の不在は前記抗体の
存在を示し、
　前記ステップ（ａ）～（ｂ）は１時間未満で生じる方法。
【請求項２】
前記赤血球があらかじめ固定された、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記赤血球が、グルタルアルデヒドによる処理によりあらかじめ固定された、請求項２に
記載の方法。
【請求項４】
前記赤血球が、シチメンチョウ赤血球細胞を含む、請求項１～３のいずれかに記載の方法
。
【請求項５】
前記ウイルス粒子がインフルエンザウイルスを含む、請求項１～４のいずれかに記載の方
法。
【請求項６】
前記生物学的サンプルが、血漿または血清を含む、請求項１～５のいずれかに記載の方法
。
【請求項７】
前記血漿または血清が、ウイルス粒子に対するワクチンを投与された被験者からのもので
ある、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
前記生物学的サンプルが、ノイラミニダーゼにより前処理された、請求項１～７のいずれ
かに記載の方法。
【請求項９】
前記処理が、生物学的サンプルをノイラミニダーゼと共にインキュベートすることにより
遂行され、および前記混合物中のノイラミニダーゼ最終的な濃度が０．１～１．５Ｕ／Ｌ
である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
前記が、前記サンプルを活性なノイラミニダーゼと３０分未満インキュベートすることに
より遂行される、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
前記生物学的サンプルがステップ（ａ）に先立って、連続的に希釈される、請求項１～１
０のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
前記ステップ（ａ）～（ｂ）が約３０～６０分で生じる、請求項１～１１のいずれかに記
載の方法。
【請求項１３】
前記前記凝集の存在が、赤血球－ウイルス粒子クラスターの形成により証明され、および
前記クラスターは、光学的機器の画像化領域において捕捉され、および前記検出ステップ
は：
　（ｉ）前記光学的機器により、前記クラスターの複数の画像を、前記画像化領域の異な
る位置において捕捉すること；および
　（ｉｉ）凝集の発生を前記画像の分析に基づいて検出することを含む、請求項１～１２
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のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
前記光学的機器がカメラを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
前記光学的機器が顕微鏡を含む、請求項１３または１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
前記画像化領域が、ミクロ流体性チャネルの中に存在する、請求項１３～１５のいずれか
に記載の方法。
【請求項１７】
前記分析が、前記画像のそれぞれにおいて捕捉された個々の赤血球の中心から中心への距
離に基づいて、前記クラスターのサイズを計算することを含む、請求項１３～１６のいず
れかに記載の方法。
【請求項１８】
前記ステップ（ａ）が、前記ウイルス粒子および前記生物学的サンプルの混合物を、赤血
球を添加する前にインキュベートすることを含む、請求項１３～１７のいずれかに記載の
方法。
【請求項１９】
生物学的サンプル中の抗体の存在を決定するための方法であって前記抗体は選択的にウイ
ルス粒子に結合し、前記方法は：
　（ａ）赤血球、ウイルス粒子、および前記抗体を含むことが疑われる生物学的サンプル
の混合物を、前記ウイルス粒子との相互作用を介する赤血球の凝集を許容する条件下でイ
ンキュベートすること；および
　（ｂ）光学的機器の支援により、混合物の画像を捕捉することを含み、画像中の赤血球
－ウイルスの粒子クラスターの存在が、凝集の発生および検出可能な量の抗体の欠如を示
し、およびクラスターの不在は、凝集の欠如および検出可能な量の抗体の存在を示す方法
。
【請求項２０】
前記赤血球－ウイルス粒子クラスターの形成が、前記画像に捕捉された、赤血球の中心か
ら中心への距離を評価することにより決定される、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
前記ステップ（ａ）が、前記ウイルス粒子および前記生物学的サンプルの混合物を、赤血
球を添加する前にインキュベートすることを含む、請求項１９または２０のいずれかに記
載の方法。
【請求項２２】
生物学的サンプル中の抗体の存在を決定するための方法であって、前記抗体は選択的にウ
イルス粒子に結合し、前記方法は：
　（ａ）赤血球、およびウイルス粒子を含むことが疑われる生物学的サンプルの混合物を
、前記ウイルス粒子との相互作用を介する赤血球の凝集を許容する条件下でインキュベー
トすること；および
　（ｂ）前記混合物中で、凝集が発生するかを検出することを含み、前記凝集の存在が、
前記ウイルス粒子の存在を示し、
　ステップ（ａ）～（ｂ）は１時間未満で生じる方法。
【請求項２３】
生物学的サンプル中のウイルス粒子の存在を決定するための方法であって：
　（ａ）赤血球およびウイルスの粒子を含むことが疑われる生物学的サンプルの混合物を
、ウイルスの粒子との相互作用による赤血球の凝集を許容する条件下でインキュベートす
ること；および
　（ｂ）光学的機器の支援により、混合物の画像を捕捉することを含み、画像中の赤血球
－ウイルスの粒子のクラスターの存在が、凝集の発生および検出可能な量のウイルスの粒
子の欠如を示し、およびクラスターの不在は、凝集の欠如および検出可能な量のウイルス
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の粒子の欠如を示す方法。
【請求項２４】
被験者の有効な免疫化を決定するための方法であって、前記方法は：
　（ａ）ウイルス粒子に対する第一のワクチンの第一の用量で免疫化された被験者からの
生物学的サンプルを得ること
　（ｂ）赤血球、ウイルスの粒子および抗体を含む生物学的サンプルの混合物を、ウイル
スの粒子との相互作用による赤血球の凝集を許容する条件下でインキュベートすること；
および
　（ｃ）サンプル中のウイルスに対する抗体の濃度を、赤血球の凝集により形成されたク
ラスターに基づき決定することを含み、
　および前記ステップ（ｂ）～（ｃ）は１時間未満で生じる方法。
【請求項２５】
被験者の有効な免疫化を決定するための方法であって、前記方法は：
　ａ）ウイルス粒子に対する第一のワクチンの第一の用量で免疫化された被験者からの生
物学的サンプルを得ること；
　（ｂ）赤血球、ウイルス粒子、および生物学的サンプルの混合物を、ウイルス粒子との
相互作用による赤血球の凝集を許容する条件下でインキュベートすること；
　（ｃ）光学的機器の支援により、混合物の画像を捕捉すること；および
　（ｄ）サンプル中のウイルスに対する抗体の濃度を、赤血球の凝集により形成されたク
ラスターに基づき決定することを含み、
　画像中の赤血球－ウイルス粒子クラスターの存在が、凝集の発生および検出可能な量の
抗体の欠如を示し、およびクラスターの不在が、凝集の欠如および検出可能な量の抗体の
存在を示す方法。
【請求項２６】
前記抗体の濃度が、所定のレベルよりも低い場合に、前記ウイルス粒子に対する第一のワ
クチンの第二の用量を前記被験者に投与することを更に含む、請求項２３または２４び記
載の方法。
【請求項２７】
前記抗体の濃度が、所定のレベルよりも低い場合に、前記ウイルス粒子に対する第一のワ
クチンの第二のワクチンを前記被験者に投与することを更に含む、請求項２３または２４
び記載の方法。
【請求項２８】
キットであって：あらかじめ固定された赤血球、ウイルス粒子、および前記キットを抗体
またはウイルスの検出に使用するための使用説明書を含むキット。
【請求項２９】
前記画像が顕微鏡的な画像である、請求項１９、２３または２５のいずれかに記載の方法
。
【請求項３０】
生物学的サンプル中の抗体の存在を決定するための方法であって、前記抗体は選択的にウ
イルス粒子に結合し、前記方法は：
　（ａ）赤血球、ウイルス粒子、および前記抗体を含むことが疑われる生物学的サンプル
の混合物を、前記ウイルス粒子との相互作用を介する赤血球の凝集を許容する条件下でイ
ンキュベートすること；および
　（ｂ）（ａ）と同時に、または後続して、前記混合物を、その頂部に開口部を有する容
器であって、内部は底部まで円錐形の容器の中に提供すること；
　（ｃ）少なくとも前記混合物の一部分が前記容器の頂部における開口部に、傾斜の前よ
りは近づくことができるように、および少なくともサンプルの一部分が前記容器の中に傾
斜の後よりは残存するように前記容器を傾斜すること；および
　（ｄ）光学的機器の支援により、前記混合物の画像を捕捉することを含み、前記傾斜さ
れた容器内の赤血球の位置は、サンプル中の前記抗体の存在または量を決定するために用
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いられ得る方法。
【請求項３１】
生物学的サンプル中のウイルス粒子の存在を決定するための方法であって、前記ウイルス
粒子は選択的に抗体に結合され、前記方法は：
　（ａ）赤血球、前記抗体、および前記ウイルス粒子を含むことが疑われる生物学的サン
プルの混合物を、前記ウイルス粒子との相互作用を介する赤血球の凝集を許容する条件下
でインキュベートすること；
　（ｂ）（ａ）と同時に、または後続して、前記混合物を、その頂部に開口部を有する容
器であって、内部は底部まで円錐形の容器の中に提供すること；
　（ｃ）少なくとも前記混合物の一部分が前記容器の頂部における開口部に、傾斜の前よ
りは近づくことができるように、および少なくともサンプルの一部分が前記容器の中に傾
斜の後よりは残存するように前記容器を傾斜すること；および
　（ｄ）光学的機器の支援により、前記混合物の画像を捕捉することを含み、前記傾斜さ
れた容器内の赤血球の位置は、サンプル中の前記ウイルス粒子の存在または量を決定する
ために用いられ得る方法。
【請求項３２】
前記容器内に、分析のための１つ以上のゾーンが存在するかまたは確立され、および光学
的信号が、それぞれのゾーンの上で測定される、請求項３０または３１に記載の方法。
【請求項３３】
前記１つ以上のゾーンの上で測定された光学的信号が、サンプル中の凝集したまたは凝集
していない赤血球の量の決定に用いられ得る、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
前記容器内に、分析のための軸が、存在するか、または確立され、および光学的信号が、
前記軸に沿って測定される、請求項３０または３１に記載の方法。
【請求項３５】
前記軸は、ボタン部分の中心を貫通し、および存在する場合には、充填された赤血球の涙
滴部分は、前記容器の底部に存在する、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
前記軸の沿って測定された光学的信号が、サンプル中の凝集した、または凝集していない
赤血球の量を測定するために用いられる得る、請求項３４または３５のいずれかに記載の
方法。
【請求項３７】
前記容器の底に充填された赤血球が特定され、および前記充填された赤血球の面積または
周囲の長さが測定される、請求項３０または３１のいずれかに記載の方法。
【請求項３８】
前記方法が、前記充填された赤血球のボタン、および随意的に、涙滴領域の特定のために
、パターン認識方法を用いることを更に含む、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
前記充填された赤血球の面積または周囲の長さが、前記サンプル中の凝集した、または凝
集していない赤血球の量を決定するために用いられ得る、請求項３７または３８のいずれ
かに記載の方法。
【請求項４０】
生物学的サンプル中の抗体の存在を決定するための方法であって、前記抗体は選択的に凝
集粒子に結合し、前記方法は：
　（ａ）可視化粒子、前記凝集粒子、および前記抗体を含むことが疑われる生物学的サン
プル混合物を、前記凝集粒子との相互作用を介する可視化粒子の凝集を許容する条件下で
インキュベートすること；および
　（ｂ）前記混合物中で凝集が生じるかを検出することを含み、前記凝集の不在は前記抗
体の存在を示し、
　前記ステップ（ａ）～（ｂ）は１時間未満で生じる方法。
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【請求項４１】
前記可視化粒子がミクロスフェアである、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
前記凝集粒子がウイルス、プリオン、またはバクテリアを含む、請求項４０または４１の
いずれかに記載の方法。
【請求項４３】
前記生物学的サンプルが血漿または血清を含む、請求項４０～４２のいずれかに記載の方
法。
【請求項４４】
前記血漿または血清が、前記凝集粒子に対するワクチンを投与された被験者からのもので
ある、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
前記生物学的サンプルがノイラミニダーゼにより前処理された、請求項４０～４４のいず
れかに記載の方法。
【請求項４６】
前記処理が、前記生物学的サンプルをノイラミニダーゼとインキュベートすることにより
遂行され、および前記ノイラミニダーゼの前記混合物中の最終的な濃度が０．１～１．５
Ｕ／Ｌである、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
前記処理が、前記サンプルを活性なノイラミニダーゼと３０分未満インキュベートするこ
とにより遂行される、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
前記生物学的サンプルがステップ（ａ）に先立って連続的に希釈される、請求項４０～４
７のいずれかに記載の方法。
【請求項４９】
前記ステップ（ａ）～（ｂ）が約３０～６０分で生じる、請求項４０～４８のいずれかに
記載の方法。
【請求項５０】
前記凝集の存在が、可視化粒子－凝集粒子クラスターの形成により証明され、および前記
クラスターが、光学的機器の画像化領域により捕捉され、および前記検出ステップは：
　（ｉ）前記クラスターの複数の画像を、前記画像化領域の異なる位置において、前記光
学的機器により捕捉すること；および
　（ｉｉ）前記凝集の発生を、前記画像の分析に基づいて検出することを含む、請求項４
０～４９のいずれかに記載の方法。
【請求項５１】
前記光学的機器がカメラを含む、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
前記光学的機器が、顕微鏡を含む、請求項５０に記載の方法。
【請求項５３】
前記画像化領域が、ミクロ流体性チャネルの中に存在する、請求項５０～５２のいずれか
に記載の方法。
【請求項５４】
前記分析が、前記クラスターのサイズを、前記画像のそれぞれに捕捉された、個々の赤血
球の中心から中心への距離に基づいて計算することを含む、請求項５０～５３のいずれか
に記載の方法。
【請求項５５】
前記ステップ（ａ）が、赤血球を加える前に、前記ウイルス粒子および前記生物学的サン
プルの混合物をインキュベートすることを含む、請求項４０～５４のいずれかに記載の方
法。
【請求項５６】
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生物学的サンプル中の抗体の存在を決定するための方法であって、前記抗体は選択的に凝
集粒子に結合し、前記方法は：
　（ａ）可視化粒子、前記凝集粒子、および前記抗体を含むことが疑われる生物学的サン
プルの混合物を、前記凝集粒子との相互作用を介する可視化粒子の凝集を許容する条件下
でインキュベートすること；および
　（ｂ）光学的機器の支援により、前記混合物の画像を捕捉することを含み、前記画像中
の可視化粒子－凝集粒子クラスターの存在が前記凝集の発生、および検出可能な量の前記
抗体の欠如を示し、および前記クラスターの不在が、前記凝集の欠如および前記検出可能
な量の前記抗体の存在を示す方法。
【請求項５７】
前記可視化粒子－凝集粒子クラスターの形成が、前記画像中に捕捉された、個々の可視化
粒子の中心から中心への距離を評価することにより決定される、請求項５６に記載の方法
。
【請求項５８】
前記ステップ（ａ）が、前記可視化粒子を加える前に、前記凝集粒子および前記生物学的
サンプルの混合物をインキュベートすることを含む、請求項５６または５７のいずれかに
記載の方法。
【請求項５９】
生物学的サンプルの凝集粒子の存在を決定するための方法であって：
　（ａ）可視化粒子、および前記凝集粒子を含むことが疑われる生物学的サンプルの混合
物を、前記凝集粒子との相互作用を介する可視化粒子の凝集を許容する条件下でインキュ
ベートすること；および
　（ｂ）前記混合物中で、凝集が生じるかを検出することを含み、前記凝集の存在は前記
凝集粒子の存在を示し、
　およびステップ（ａ）～（ｂ）は１時間未満で生じる方法。
【請求項６０】
生物学的サンプルの凝集粒子の存在を決定するための方法であって：
　（ａ）可視化粒子、および前記凝集粒子を含むことが疑われる生物学的サンプルの混合
物を、前記凝集粒子との相互作用を介する可視化粒子の凝集を許容する条件下でインキュ
ベートすること；および
　（ｂ）光学的機器の支援により、前記混合物の画像を捕捉することを含み、前記画像中
の可視化粒子－凝集粒子クラスターの存在が前記凝集の発生、および検出可能な量の前記
凝集粒子の存在を示し、および前記クラスターの不在が、前記凝集の欠如および前記検出
可能な量の前記凝集粒子の欠如を示す方法。
【請求項６１】
被験者の有効な免疫化を決定するための方法であって：
　（ａ）ウイルス粒子に対する第一のワクチンの第一の用量で免疫化された被験者からの
生物学的サンプルを取得すること；
　（ｂ）可視化粒子、前記凝集粒子、および前記生物学的サンプルの混合物を、前記凝集
粒子との相互作用による前記可視化粒子の凝集を許容する条件下でインキュベートするこ
と；および
　（ｃ）前記サンプル中の前記凝集粒子に対する抗体の濃度を、前記可視化粒子の凝集に
より形成されたクラスターに基づき決定することを含み、
　および前記ステップ（ｂ）～（ｃ）は１時間未満で生じる。
【請求項６２】
被験者の有効な免疫化を決定するための方法であって：
　（ａ）ウイルス粒子に対する第一のワクチンの第一の用量で免疫化された被験者からの
生物学的サンプルを取得すること；
　（ｂ）可視化粒子、前記凝集粒子、および前記生物学的サンプルの混合物を、前記凝集
粒子との相互作用による前記可視化粒子の凝集を許容する条件下でインキュベートするこ
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と；
　（ｃ）光学的機器の支援により前記混合物の画像を捕捉すること；および
　（ｄ）前記サンプル中の前記凝集粒子に対する抗体の濃度を、前記可視化粒子の凝集に
より形成されたクラスターに基づき決定することを含み、
　前記画像中の可視化粒子－凝集粒子クラスターの存在が、前記凝集の発生および検出可
能な量の前記抗体の欠如を示し、および前記クラスターの不在が、前記凝集の欠如および
検出可能な量の前記抗体の存在を示す方法。
【請求項６３】
前記抗体濃度が所定のレベルより低い場合に前記凝集粒子に対する前記第一のワクチンの
第二の用量を、前記被験者に投与することを更に含む、請求項６１または６２のいずれか
に記載の方法。
【請求項６４】
前記抗体濃度が所定のレベルより低い場合に前記凝集粒子に対する記第二のワクチンを、
前記被験者に投与することを更に含む、請求項６１または６２のいずれかに記載の方法。
【請求項６５】
キットであって：可視化粒子、凝集粒子、および抗体または凝集粒子検出のために前記キ
ットを使用するためのユーザーへの使用説明書を含むキット。
【請求項６６】
前記可視化粒子がミクロスフェアである、請求項６５に記載のキット。
【請求項６７】
前記画像が顕微鏡的な画像である、請求項１９、２３、２５、５６、６０、または６２の
いずれかに記載の方法。
【請求項６８】
生物学的サンプル中の抗体の存在を決定するための方法であって、前記抗体は選択的に凝
集粒子に結合し、前記方法は：
　（ａ）可視化粒子、前記凝集粒子、および前記抗体を含むことが疑われる生物学的サン
プルの混合物を、前記凝集粒子との相互作用を介する可視化粒子の凝集を許容する条件下
でインキュベートすること；
　（ｂ）（ａ）と同時に、または後続して、前記混合物を、その頂部に開口部を有する容
器であって、内部は底部まで円錐形の容器の中に提供すること；
　（ｃ）少なくとも前記混合物の一部分が前記容器の頂部における開口部に、傾斜の前よ
りは近づくことができるように、および少なくともサンプルの一部分が前記容器の中に傾
斜の後よりは残存するように前記容器を傾斜すること；および
　（ｄ）光学的機器の支援により、前記混合物の画像を捕捉することを含み、前記傾斜さ
れた容器内の赤血球の位置は、サンプル中の前記抗体の存在または量を決定するために用
いられ得る方法。
【請求項６９】
生物学的サンプルの凝集粒子の存在を決定するための方法であって，
前記凝集粒子は抗体に選択的にに結合し、前記方法は：
　（ａ）可視化粒子、前記抗体、および前記凝集粒子を含むことが疑われる生物学的サン
プルの混合物を、前記凝集粒子との相互作用を介する可視化粒子の凝集を許容する条件下
でインキュベートすること；
　（ｂ）（ａ）と同時に、または後続して、前記混合物を、その頂部に開口部を有する容
器であって、内部は底部まで円錐形の容器の中に提供すること；
　（ｃ）少なくとも前記混合物の一部分が前記容器の頂部における開口部に、傾斜の前よ
りは近づくことができるように、および少なくともサンプルの一部分が前記容器の中に傾
斜の後よりは残存するように前記容器を傾斜すること；および
　（ｄ）光学的機器の支援により、前記混合物の画像を捕捉することを含み、前記傾斜さ
れた容器内の赤血球の位置は、サンプル中の前記凝集粒子の存在または量を決定するため
に用いられ得る方法。
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【請求項７０】
前記容器内に、分析のための１つ以上のゾーンが存在するかまたは確立され、および光学
的信号が、それぞれのゾーンの上で測定される、請求項６８または６９に記載の方法。
【請求項７１】
前記１つ以上のゾーンの上で測定された光学的信号が、サンプル中の凝集したまたは凝集
していない可視化粒子の量を測定するために用いられる得る、請求項７０に記載の方法。
【請求項７２】
前記容器内に、分析のための軸が、存在するか、または確立され、および光学的信号が、
前記軸に沿って測定される、請求項６８または６９に記載の方法。
【請求項７３】
前記軸は、ボタン部分の中心を貫通し、および存在する場合には、充填された赤血球の涙
滴部分は、前記容器の底部に存在する、請求項７２に記載の方法。
【請求項７４】
前記軸の沿って測定された光学的信号が、サンプル中の凝集した、または凝集していない
可視化粒子の量を測定するために用いられる得る、請求項７２または７３のいずれかに記
載の方法。
【請求項７５】
前記容器の底に充填された可視化粒子が特定され、および前記充填された可視化粒子の面
積または周囲の長さが測定される、請求項６８または６９のいずれかに記載の方法。
【請求項７６】
前記方法が、前記充填された可視化粒子のボタン、および随意的に、涙滴領域の特定のた
めに、パターン認識方法を用いることを更に含む、請求項７５に記載の方法。
【請求項７７】
前記充填された可視化粒子の面積または周囲の長さが、前記サンプル中の凝集した、また
は凝集していない可視化粒子の量を決定するために用いられ得る、請求項７５または７６
のいずれかに記載の方法。
【請求項７８】
複数の画像が収集され、および前記複数の画像がビデオにより収集される、請求項１９、
２３、２５、３０、３１、５６、６０、６２、６８、または６９のいずれかに記載の方法
。
【請求項７９】
前記方法が、ポイント・オブ・サービスの位置で遂行される、請求項１～２７、２９～６
４、または６７～７８のいずれかに記載の方法。
【請求項８０】
混合物中の可視化粒子の凝集の検定方法であって：
　　Ａ）凝集粒子との相互作用を介して、前記可視化粒子の凝集を許容する条件下で、前
記可視化粒子および前記凝集粒子を含む混合物を生成すること；
　Ｂ）少なくとも１つの前記混合物の画像を取得すること；および
　Ｃ）前記混合物中の前記可視化粒子の凝集の測定を得るために、前記画像を分析するこ
と
を含む方法。
【請求項８１】
前記可視化粒子がＲＢＣまたはミクロスフェアである、請求項８０に記載の方法。
【請求項８２】
前記凝集粒子がウイルス粒子または抗体である、請求項８０または８１のいずれかに記載
の方法。
【請求項８３】
前記画像がＣＣＤまたはＣＭＯＳ画像センサーにより取得される、請求項８０～８２のい
ずれかに記載の方法。
【請求項８４】
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前記画像が光学的機器により取得される、請求項８０～８３のいずれかに記載の方法。
【請求項８５】
前記凝集粒子が被験者からの生物学的サンプル中に提供される、請求項８０～８４のいず
れかに記載の方法。
【請求項８６】
前記生物学的サンプルが血漿または血清を含む、請求項８５に記載の方法。
【請求項８７】
前記凝集粒子がウイルス粒子である、請求項８５に記載の方法。
【請求項８８】
前記凝集粒子が抗体である、請求項８５に記載の方法。
【請求項８９】
サンプル中のウイルス粒子または抗体の量を決定することを更に含む、請求項８５～８８
のいずれかに記載の方法。
【請求項９０】
前記凝集粒子の少なくとも１つの凝集粒子に特異的に結合する抗体を更に含み、および前
記可視化粒子の可視化粒子と前記凝集粒子の相互作用を阻害する、請求項８０～８９のい
ずれかに記載の方法。
【請求項９１】
前記被験者からの生物学的サンプル中の混合物に前記抗体が提供される、請求項９０に記
載の方法。
【請求項９２】
前記生物学的サンプルが、血漿または血清を含む、請求項９１に記載の方法。
【請求項９３】
前記サンプル中の前記抗体の量を決定することを更に含む、請求項９１または９２に記載
の方法。
【請求項９４】
前記混合物の画像が、前記混合物の生成から１時間以内で取得される、請求項８０～９３
のいずれかに記載の方法。
【請求項９５】
画像を分析することが、画像中の目的の領域（ＲＯＩ）を特定することを含む、請求項８
０～９４のいずれかに記載の方法。
【請求項９６】
前記ＲＯＩが、前記混合物の撮像された情報を含み、前記混合物が可視化粒子および凝集
粒子を含む、請求項９５に記載の方法。
【請求項９７】
前記混合物中の前記可視化粒子の凝集の測定が、前記可視化粒子の凝集または非凝集の定
性的測定である、請求項８０～９６のいずれかに記載の方法。
【請求項９８】
前記混合物中の前記可視化粒子の凝集の測定が、前記可視化粒子の凝集の程度の定量的測
定である、請求項８０～９６のいずれかに記載の方法。
【請求項９９】
前記混合物２つ以上の画像が取得される、請求項８０～９８のいずれかに記載の方法。
【請求項１００】
前記凝集が、可視化粒子および凝集粒子を含むクラスターの形成により証明され、および
前記画像を分析するステップが、画像中のクラスターを特定することを含む、請求項８０
～９９のいずれかに記載の方法。
【請求項１０１】
画像中のクラスターのサイズまたは数を決定することを更に含む、請求項１００に記載の
方法。
【請求項１０２】
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画像中のクラスターを特定する前記ステップが、画像中の可視化粒子の間の距離を決定す
ることを含む、請求項１００に記載の方法。
【請求項１０３】
前記画像中の可視化粒子の間の距離を決定するステップが、画像中の可視化粒子の中心か
ら中心への距離を決定することを含む、請求項１０２に記載の方法。
【請求項１０４】
前記画像を分析するステップが、画像中の第一の可視化粒子および第二の可視化粒子の中
心から中心への間の距離を決定することを含む、請求項８０～１０３に記載の方法。
【請求項１０５】
画像中の前記第一の可視化粒子および第二の可視化粒子の位置を決定することを更に含む
、請求項１０４に記載の方法。
【請求項１０６】
前記クラスターを特定するステップが、第一の可視化粒子および第二の可視化粒子を特定
することを含み、前記第一の可視化粒子および第二の可視化粒子の中心から中心の間の距
離が、第一または第二の可視化粒子のいずれかの直径の１．５倍を超えない、請求項１０
０～１０５に記載の方法。
【請求項１０７】
前記クラスターを特定するステップが、第一の可視化粒子および第二の可視化粒子を特定
することを含み、前記第一の可視化粒子および第二の可視化粒子の中心から中心の間の距
離が、１２μｍを超えない、請求項１００～１０６に記載の方法。
【請求項１０８】
前記クラスターを特定するステップが、少なくとも３つの可視化粒子を特定することを含
み、前記３つの可視化粒子のそれぞれが、前記可視化粒子の中心が、前記他の２つの可視
化粒子の中心から１５μｍを超えない位置にあるように位置づけられる、請求項１００～
１０５に記載の方法。
【請求項１０９】
前記クラスターを特定するステップが、カットオフ値の距離を選択することを含み、前記
カットオフ値の距離未満の距離に互いに存在する可視化粒子は、互いに会合していると見
なされる、請求項１００～１０８に記載の方法。
【請求項１１０】
前記カットオフ値の距離を選択するステップが２つ以上の画像中の可視化粒子についての
動径分布関数を計算することを含む、請求項１０９に記載の方法。
【請求項１１１】
前記画像を分析するステップが、前記混合物の画像の領域から特徴を抽出することを含む
、請求項８０～１１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１１２】
前記特徴を抽出するステップが、記前記混合物のテクスチャーを分析することを含む、請
求項１１１に記載の方法。
【請求項１１３】
前記混合物のテクスチャーを分析するステップが、ローカル・バイナリー・パターン演算
子により画像を分析することを含む、請求項１１２に記載の方法。
【請求項１１４】
前記特徴を抽出することが、前記画像の領域中の１つ以上の色チャネルにおける信号強度
を分析することを含む、請求項１１２または１１３に記載の方法。
【請求項１１５】
前記混合物のテクスチャーを分析するステップが、前記ローカル・バイナリー・パターン
演算子から得られた情報を、既知の凝集状態の混合物の１つ以上の画像からのローカル・
バイナリー・パターン情報により、前もって訓練されたアルゴリズムに入力することを含
む、請求項１１３に記載の方法。
【請求項１１６】
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前記画像を分析するステップが、前記混合物の画像からの特徴抽出情報を、既知の凝集状
態の対照混合物の画像からの特徴抽出情報と比較することを含み、前記対照混合物は、可
視化粒子および凝集粒子を含む、請求項８０～１１５のいずれかに記載の方法。
【請求項１１７】
ステップＡ）～Ｃ）が１時間以下で遂行される、請求項８０～１１６のいずれかに記載の
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
［発明の相互参照］
　本出願は、２０１２年７月１８日に出願された米国特許予備出願第６１／６７３，２１
５号による優先権を主張し、この出願はその全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　凝集または分子または細胞の凝集は、様々な有用な生物学的検定の基礎を形成する。赤
血球凝集反応（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎまたはｈａｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔ
ｉｏｎ）は、赤血球細胞（ＲＢＣ）を含む凝集の特異的な形態である。この現象は、臨床
検査室では、血液型、血液中のウイルスの存在および／もしくは量ならびに／または特定
の抗感染薬抗体を決定するために用いられる。赤血球凝集反応は、ＲＢＣが中程度の撹拌
に対して安定な、巨視的な格子構造を形成することを引き起こす。これらの構造は、凝集
していないＲＢＣから、目視による観察で区別され得る、このことは様々な従来の検定方
法の基礎を形成している。
【０００３】
　赤血球凝集反応は、ウイルス、バクテリア、抗体，および他の因子（例えば、レクチン
）により引き起こされ得る。例えば、Ａ型抗原に結合する抗体は、ＡまたはＡＢ型のＲＢ
Ｃを含むサンプル中で赤血球凝集反応を誘導する。同様に、ウイルスおよび細胞表面分子
に結合するウイルスの抗原は赤血球凝集反応を誘導し得る。ウイルスは、宿主細胞上の分
子に結合する、タンパク質“ヘマグルチニン”を含み得る。例えば、ヘマグルチニン・タ
ンパク質は、ＲＢＣなどの宿主細胞の膜上のシアル酸に結合し得る。ウイルスを含むサン
プルの様々な希釈において、赤血球凝集反応を観察することにより、ウイルスの力価が概
算される。これらの方法によりバクテリアが検出されおよび定量される。
【０００４】
　赤血球凝集反応検定の高度に有用な応用に関わらず、現行の方法は、比較的遅く、主観
的であり、およびいくつかの目的にとっては信頼性がない。従来の前処理プロトコルは、
１２～２４時間かかり、および目視による検査は定量的決定を行うためには着実な方法で
はない。赤血球凝集反応検定は、しばしば時間が必須的である設定で遂行される（例えば
、ウイルスの発生の拡散防止のため、または緊急輸血の間）。従って、当技術分野では、
凝集の検出および測定．のための改良された方法に対する大きな要求がある。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　改良された凝集検定のための、方法、組成物、システムおよび機器が提供される。一態
様では、凝集反応の分析のための改良された画像化技法が提供される。別の態様では、時
間を減少させおよび／または凝集反応の正確性を増加するための方法が提供される。別の
態様では、凝集反応のための改良された試薬が提供される。別の態様では、凝集反応を遂
行または分析するための改良された機器が提供される。追加的な改良も提供され、および
本開示は、追加的な態様を含む。本明細書において開示される複数の改良も共に用いられ
得る。
【０００６】
　一態様では、生物学的サンプル中の抗体の存在を決定するための方法が提供され、前記
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抗体は、選択的にウイルスの粒子に結合し、およびこの方法は以下のステップを含む：（
ａ）赤血球、ウイルスの粒子および抗体を含むことが疑われる生物学的サンプルの混合物
を、ウイルスの粒子との相互作用による赤血球の凝集を許容する条件下でインキュベート
すること；および（ｂ）混合物中で凝集が起きるかを検出することであって、凝集の不在
は抗体の存在を示し、および前記ステップ（ａ）～（ｂ）は１時間未満で生じる。別の関
連するが個別の態様では、この方法は（ａ）赤血球、ウイルスの粒子、および抗体を含む
ことが疑われる生物学的サンプルを、ウイルスの粒子との相互作用による赤血球の凝集を
許容する条件下でインキュベートすること；および（ｂ）光学的機器の支援により、混合
物の画像を捕捉することを含み、画像中の赤血球－ウイルスの粒子クラスターの存在が、
凝集の発生および検出可能な量の抗体の欠如を示し、およびクラスターの不在は、凝集の
欠如および検出可能な量の抗体の存在を示す。いくつかの実施形態では、顕微鏡的な混合
物の画像が得られる。
【０００７】
　別の態様では、生物学的サンプル中のウイルス粒子の存在を決定するための方法が提供
され、この方法は：（ａ）赤血球または修飾された赤血球細胞、ウイルスの粒子、および
抗体を含むことが疑われる生物学的サンプルを、ウイルスの粒子との相互作用による赤血
球の凝集を許容する条件下でインキュベートすること；および（ｂ）混合物中で凝集が起
きるかを検出することを含み、凝集の存在はウイルスの粒子の存在を示し、および前記ス
テップ（ａ）～（ｂ）は１時間未満で生じる。関係するが個別の態様では、生物学的サン
プル中のウイルス粒子の存在を決定する方法は：（ａ）赤血球およびウイルスの粒子を含
むことが疑われる生物学的サンプルの混合物を、ウイルスの粒子との相互作用による赤血
球の凝集を許容する条件下でインキュベートすること；および（ｂ）光学的機器の支援に
より、混合物の画像を捕捉することを含み、画像中の赤血球－ウイルスの粒子のクラスタ
ーの存在が、凝集の発生および検出可能な量のウイルスの粒子の存在を示し、およびクラ
スターの不在は、凝集の欠如および検出可能な量のウイルスの粒子の欠如を示す。いくつ
かの実施形態では、顕微鏡的な混合物の画像が得られる。
【０００８】
　別の態様では、被験者の有効な免疫化を決定するための：（ａ）ウイルス粒子に対する
第一のワクチンの第一の用量で免疫化された被験者からの生物学的サンプルを得ること（
ｂ）赤血球、ウイルスの粒子および抗体を含む生物学的サンプルの混合物を、ウイルスの
粒子との相互作用による赤血球の凝集を許容する条件下でインキュベートすること；およ
び（ｃ）サンプル中のウイルスに対する抗体の濃度を、赤血球の凝集により形成されたク
ラスターに基づき決定することを含む方法が提供され、および前記ステップ（ｂ）～（ｃ
）は１時間未満で生じる。関係するが個別の態様では、この方法は（ａ）ウイルス粒子に
対する第一のワクチンの第一の用量で免疫化された被験者からの生物学的サンプルを得る
こと；（ｂ）赤血球、ウイルス粒子、および生物学的サンプルの混合物を、ウイルス粒子
との相互作用による赤血球の凝集を許容する条件下でインキュベートすること；（ｃ）光
学的機器の支援により、混合物の画像を捕捉すること；および（ｄ）サンプル中のウイル
スに対する抗体の濃度を、赤血球の凝集により形成されたクラスターに基づき決定するこ
とを含み、画像中の赤血球－ウイルス粒子クラスターの存在が、凝集の発生および検出可
能な量の抗体の欠如を示し、およびクラスターの不在が、凝集の欠如および検出可能な量
の抗体の存在を示す。いくつかの実施形態では、顕微鏡的な混合物の画像が得られる。
【０００９】
　実施形態では、赤血球は、例えば、グルタルアルデヒドによる処理によりあらかじめ固
定化され得る。所望の場合には、赤血球はシチメンメンチョウ赤血球細胞または他のヒト
以外のＲＢＣを含み得る。
【００１０】
　主題の方法のいずれかにより検出されたウイルス粒子は、任意のタイプの凝集ウイルス
を含み得る。例えばおよび制限なしに、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）、Ｃ型肝炎ウイルス
（ＨＣＶ）、およびインフルエンザウイルスのいずれの株も本明細書において開示される
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方法により検出され得る。いくつかの態様では、本明細書において開示されるいずれかの
方法により検出された抗体は、凝集ウイルスなどの任意の凝集粒子に対するものであり得
る。例えばおよび制限なしに、ＨＢＶ、ＨＣＶおよびインフルエンザウイルスのいずれの
株に対する抗体も検出され得る。
【００１１】
　本明細書において開示される方法のいずれかにおいて利用される生物学的サンプルは、
限定はされないが、新鮮なまたは抗凝固処理された全血、血漿および血清を含む、処理さ
れたまたは未処理の適切な体液であることができる。いくつかの例では、血漿または血清
は、ウイルス粒子に対するワクチンを投与された被験者からのものである。所望の場合に
は、生物学的サンプルは、例えば、前記生物学的サンプルをノイラミニダーゼと、２時間
、１時間、３０分、２０分、１０分、５分未満または更に短い時間などの適切な時間の間
、インキュベートすることにより、ノイラミニダーゼにより、前処理され得る。
【００１２】
　いくつかの実施形態では、本明細書において開示される方法において使用される様々な
ステップは、約２時間、６０分、４５分、３０分以下以内、または約３０～約６０分の間
で完了し得る。
【００１３】
　一態様では、本明細書において提供されるものは、画像分析に基づく、凝集を分析する
方法である。一実施形態では、画像分析方法が、ＲＢＣの容積の運動の分析または円錐形
のウエルまたは管の中の凝集検定中の粒子の可視化のために用いられる。別の実施形態で
は、画像分析方法が、ＲＢＣの微細構造の監視または粒子懸濁物の可視化のために、顕微
鏡的なＲＢＣの画像の分析、または凝集検定中の懸濁物中の粒子の可視化のために用いら
れる。
【００１４】
　一態様では、本明細書において提供されるものは方法ＲＢＣの容積の運動および粒子の
可視化のための画像分析のための方法である。一実施形態では、反応容器（例えば、反応
管またはウエル）中の指定された場所を用いる凝集反応の画像分析のための方法が提供さ
れる。一実施形態では、凝集反応の充填された細胞の走査を用いる、凝集反応の画像分析
のための方法が提供される。一実施形態では、面積および／または凝集反応の充填された
細胞の周囲の長さの決定を用いる、凝集反応の画像分析のための、方法が提供される。い
くつかの態様では、充填された細胞は、ボタンおよび／または涙滴領域を含む。。
【００１５】
　いくつかの実施形態では、凝集の存在は、赤血球－ウイルス粒子クラスターの形成によ
り証明され、および前記クラスターは、光学的機器の画像化領域中に捕捉される。光学的
機器は、制限なしにカメラ、顕微鏡、光学的スキャナー、センサー、検出器、または任意
の他の適切な画像化機器を含み得る。所望の場合には、凝集反応の分析は、前記画像のそ
れぞれに捕捉された個々の赤血球の中心から中心への距離に基づく前記クラスターのサイ
ズを計算することにより遂行され得る。
【００１６】
　いくつかの実施形態では、被験者の有効な免疫化を決定するための方法は、生物学的サ
ンプル中の抗体濃度が、所定のレベルよりも低い場合に、第一のウイルス粒子に対する、
ワクチンの第二の用量を被験者に投与するステップを更に含むことができる。
【００１７】
　更に提供されるものは以下を含むキットである：あらかじめ固定された赤血球、ウイル
ス粒子、および抗体またはウイルスの検出のためのキットを使用するユーザーに対する使
用説明書。そのような使用説明書は無線的に送信されおよび自動化されたシステムにおい
て遂行され得る。
【００１８】
　実施形態では、本明細書において提供されるものは、混合物中の粒子の凝集の検定方法
であり、この方法は：凝集粒子との相互作用を介して、可視化粒子の凝集を許容する条件
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下で、可視化粒子および凝集粒子を含む混合物を生成すること；少なくとも１つの混合物
の画像を取得すること；および混合物中の粒子の凝集の測定を得るために、画像を分析す
ることを含む。
【００１９】
　本明細書で提供される開示中の可視化粒子を含む実施形態では、この可視化粒子はＲＢ
Ｃまたはミクロスフェアである。
【００２０】
　本明細書で提供される開示中の凝集粒子を含む実施形態では、この凝集粒子は、ウイル
ス、ウイルス粒子、または抗体である。
【００２１】
　本明細書で提供される開示中の画像を取得することを含む実施形態では、この画像はＣ
ＣＤまたはＣＭＯＳ画像センサーにより得られる。
【００２２】
　本明細書で提供される開示中の画像を取得することを含む実施形態では、この画像は光
学的機器により得られる。
【００２３】
　本明細書で提供される開示中の凝集粒子を含む実施形態では、この凝集粒子は被験者か
らの生物学的サンプル中に提供される。
【００２４】
　本明細書で提供される開示中の生物学的サンプルを含む実施形態では、この生物学的サ
ンプルは血漿または血清を含む。
【００２５】
　本明細書で提供される開示中の凝集粒子を含む実施形態では、この凝集粒子はウイルス
である。
【００２６】
　本明細書で提供される開示中の凝集粒子を含む実施形態では、この凝集粒子は抗体であ
る。
【００２７】
　本明細書で提供される開示中の、被験者からの生物学的サンプルを含む、混合物中の粒
子凝集の検定方法を含む実施形態では、この方法は、サンプル中のウイルスまたは抗体の
量の決定を許容する。
【００２８】
　本明細書で提供される開示中の、凝集粒子および可視化粒子を含む、混合物中の粒子凝
集の検定方法を含む実施形態では、、混合物は、凝集粒子に特異的に結合し、および凝集
粒子と可視化粒子との相互作用を阻害する抗体更に含む。実施形態では、抗体が被験者か
らの生物学的サンプル中の混合物に提供される。実施形態では、この生物学的サンプル血
漿または血清を含む。実施形態では、この方法は、サンプル中の抗体の量の決定を許容す
る。
【００２９】
　本明細書で提供される開示中の、凝集粒子および可視化粒子を含む混合物および混合物
の画像を取得することを含む実施形態では、この画像は、混合物を生成してから、それぞ
れ１０秒、３０秒、１分、２、分、５分、１０分、１５分２０分、３０分、４５分、１時
間、２時間、４時間、または８時間以内で得られる。
【００３０】
　本明細書で提供される開示中の、混合物中の粒子の凝集を得るために、凝集粒子および
可視化粒子を含む混合物の画像を分析することを含む実施形態では、この画像を分析する
ことは画像中の目的の領域（ＲＯＩ）を特定することを含む。
【００３１】
　本明細書で提供される開示中のＲＯＩを含む実施形態では、このＲＯＩは可視化粒子お
よび凝集粒子を含む混合物の撮像された情報を含む。
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【００３２】
　本明細書で提供される開示中の、凝集粒子および可視化粒子を含む混合物中の粒子の凝
集の測定を含む実施形態では、この混合物中の粒子の凝集の測定は、凝集または非凝集の
定性的測定である。
【００３３】
　本明細書で提供される開示中の、凝集粒子および可視化粒子を含む混合物中の粒子の凝
集の測定を含む実施形態では、この混合物中の粒子の凝集の測定は、凝集程度の定量的測
定である。
【００３４】
　本明細書で提供される開示中の、凝集粒子および可視化粒子を含む混合物の画像を取得
することを含む実施形態では、２つ以上の混合物の画像が得られる。
【００３５】
　本明細書で提供される開示中の、凝集粒子および可視化粒子を含む混合物の少なくとも
１つの画像を取得すること、および混合物中の粒子の凝集の測定のために画像を分析する
ことを含む実施形態では、この画像を分析することは、画像中のクラスターの同定を含む
。
【００３６】
　本明細書で提供される開示中の、画像中のクラスターの同定を含む方法を含む実施形態
では、この方法は、画像中のクラスターのサイズまたは数を決定することを更に含む。
【００３７】
　本明細書で提供される開示中の、画像中のクラスターの同定を含む実施形態では、この
画像中のクラスターの同定は、画像中の可視化粒子の間の距離を決定することを含む。
【００３８】
　本明細書で提供される開示中の～画像中の可視化粒子の間の距離を決定することを含む
実施形態では、この可視化粒子の間の距離を決定することは、画像中の可視化粒子の間の
中心から中心への距離を決定することを含む。
【００３９】
　本明細書で提供される開示中の、凝集粒子および可視化粒子を含む混合物の少なくとも
１つの画像を取得すること、および混合物中の粒子の凝集の測定を得るために画像を分析
することを含む実施形態では、この画像を分析することは、画像中の第一の可視化粒子お
よび第二の可視化粒子の間の中心から中心への距離を決定することを更に含む。実施形態
では、この画像を分析することは、画像中の第一の可視化粒子および第二の可視化粒子の
位置を決定することを更に含む。
【００４０】
　本明細書で提供される開示中の、画像中の可視化粒子および凝集粒子を含むクラスター
の同定を含む方法を含む実施形態では、この可視化粒子および凝集粒子を含むクラスター
の同定は、第一の可視化粒子および第二の可視化粒子を同定することを含み、可視化粒子
および第二の可視化粒子の間の中心から中心への距離は、第一または第二の可視化粒子の
いずれかの直径よりも、１、１．１、１．２、１．３、１．４、１．５、２、２．５、３
、または５倍より大きい。
【００４１】
　本明細書で提供される開示中の、画像中の可視化粒子および凝集粒子を含むクラスター
の同定を含む方法を含む実施形態では、この可視化粒子および凝集粒子を含むクラスター
の同定は、第一の可視化粒子および第二の可視化粒子を同定することを含み、可視化粒子
および第二の可視化粒子の間の中心から中心への距離は、１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、２０、２５、３０、３５、４０、または
５０ｕｍよりも大きい。
【００４２】
　本明細書で提供される開示中の、画像中の可視化粒子および凝集粒子を含むクラスター
の同定を含む方法を含む実施形態では、この可視化粒子および凝集粒子を含むクラスター
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の同定は、少なくとも３つの可視化粒子のクラスターを同定することを含み、可視化粒子
のそれぞれは、その粒子の中心が、クラスター中の他の２つの可視化粒子のそれぞれの中
心から１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、２
０、２５、３０、３５、４０、または５０ｕｍ以内にあるように位置づけられる。
【００４３】
　本明細書で提供される開示中の、画像中の可視化粒子および凝集粒子を含むクラスター
の同定を含む方法を含む実施形態では、この画像中のクラスターの同定は、カットオフ値
距離を選択することを含み、互いにカットオフ値の距離よりも小さい距離に存在する粒子
は、たがいに付随し合うと見なされる。
【００４４】
　本明細書で提供される開示中の～カットオフ値の距離を選択することを含む実施形態で
は、このカットオフ値の距離を選択することは、画像中の２つ以上の粒子についての動径
分布関数を計算することを含む。
【００４５】
　本明細書で提供される開示中の、混合物中の粒子の凝集の測定を取得するために、凝集
粒子および可視化粒子を含む混合物の少なくとも１つの画像を取得することならびに画像
を分析することを含む実施形態では、この画像を分析することは、可視化　粒子および凝
集粒子を含む混合物の、撮像された情報を含む画像の領域からの特徴抽出を含む。
【００４６】
　本明細書で提供される開示中の、画像からの特徴抽出を含む実施形態では、この特徴抽
出　は、可視化　粒子および凝集粒子を含む混合物のテクスチャーを分析することを含む
。
【００４７】
　本明細書で提供される開示中の、可視化粒子および凝集粒子を含む混合物の撮像された
情報を含む画像のテクスチャーを分析することを含む実施形態では、この混合物のテクス
チャーを分析することは、撮像された情報をローカル・バイナリー・パターン演算子（ロ
ーカル・バイナリー・パターン演算子）で分析することを含む。
【００４８】
　本明細書で提供される開示中の、画像からの特徴抽出を含み、特徴抽出が可視化粒子お
よび凝集粒子の混合物のテクスチャーを分析することを含む実施形態では、この特徴抽出
は、可視化粒子および凝集粒子を含む混合物の撮像された情報を含む、画像の領域の１つ
以上のカラー・チャネルでの信号の強度を解析することを更に含む。
【００４９】
　本明細書で提供される開示中の、可視化粒子および凝集粒子を含む混合物のテクスチャ
ーを分析することを含む実施形態では、混合物の構造を分析することは、ローカル・バイ
ナリー・パターン演算子から得られた情報を、可視化粒子および凝集粒子の混合物を含む
既知のの凝集状態の１つ以上の画像からのローカル・バイナリー・パターン情報であらか
じめ訓練されている、アルゴリズムに入力することを含む。
【００５０】
　本明細書で提供される開示中の、混合物中の粒子の凝集の測定を取得するために、凝集
粒子および可視化粒子を含む混合物の、少なくとも１つの画像を取得することならびに画
像を分析することを含む実施形態では、この画像を分析することは、混合物の画像からの
特徴抽出情報を、可視化粒子および凝集粒子を含む、既知の凝集状態の参照混合物の画像
からの特徴抽出情報と比較することを含む。
【００５１】
　本明細書の他の場所に記載されるように、凝集検定および凝集阻害検定は異なるが、し
かし関連する検定である。従って、実施形態では、本明細書のシステム、試薬、“凝集検
定”のための方法などの記述は、文脈が明確に他のことを支持しない限り、凝集検定およ
び凝集阻害検定の両方に適用され得る。同様に、実施形態では、本明細書のシステム、試
薬、“凝集検定”のための方法などの記述は、文脈が明確に他のことを支持しない限り、



(18) JP 2015-522825 A 2015.8.6

10

20

30

40

50

凝集検定および凝集阻害検定の両方に適用され得る。例えば、凝集および凝集阻害検定の
両方が、検定における可視化粒子凝集の程度を分析することを含むことができ、および従
って、可視化粒子の凝集の程度を分析するために本明細書で提供されるシステム、試薬お
よび方法は、凝集検定および凝集阻害検定の両方に適用され得る。
【００５２】
　この要旨は、以下の発明の詳細な説明で更に記載される概念の単純化された形態におけ
る選択を紹介するために提供される。この要旨は、主張される主題の主要な特徴または本
質的な特性を特定することを意図しておらず、主張される主題の範囲を限定するために用
いられることを意図していない。
［参照による組み込み］
【００５３】
　本明細書において言及される、全ての刊行物、特許及び特許出願は、個々の刊行物、特
許及び特許出願のそれぞれが、参照により組み込まれるために、あたかも明確に、及び個
々に参照により示されるのと同程度に、参照により本明細書に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【００５４】
　図面において、
【００５５】
【図１】図１は、赤血球細胞の凝集を描いている。
【００５６】
【図２】図２は、それにより、凝集した、および凝集していないサンプルが区別され得る
従来のペレット検定を図示している。
【００５７】
【図３】図３は、それにより、凝集した、および凝集していないサンプルが、円錐型管中
で区別され得る従来のペレット検定を図示している。
【００５８】
【図４】図４は、Ａ）ウイルスに媒介された細胞の凝集およびＢ）抗体に媒介された細胞
の凝集を描いている。
【００５９】
【図５】図５は、ウイルスに媒介された細胞の凝集の抗体に媒介された阻害を描いている
。
【００６０】
【図６】図６は、容器中の指定された場所での、画像分析による可視化粒子の全体の動き
の分析に関連する概略図を描いている。パネルＡは、凝集していない、部分的に凝集した
、および凝集したサンプル中のゾーンの全域にわたる可視化粒子の動きを描いている。パ
ネルＢは、可視化粒子の面積よりも小さなゾーンを描いている。
【００６１】
【図７】図７は、信号強度対図６に描かれたサンプルのゾーン番号の、サンプルのグラフ
を示す。
【００６２】
【図８】図８は、スキャニングを用いる画像分析による可視化粒子の全体の動きの分析の
ために用いられ得る、容器の底の充填された細胞のボタンおよび涙滴領域を貫く軸を描い
ている。
【００６３】
【図９】図９は、信号強度対凝集していない、凝集した、および部分的に凝集したサンプ
ルについての図８に描かれた軸に沿った位置番号の、サンプルのグラフを示している。三
角形でマークされた線は、凝集したサンプル、正方形でマークされた線は、部分的に凝集
したサンプル、および菱形でマークされた線は凝集したサンプルである。
【００６４】
【図１０】図１０は、面積または周辺の長さの画像分析による、可視化粒子の全体の動き
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の分析に用いられ得る、充填された可視化粒子のボタン（面積Ａ／１００５）領域および
涙滴（面積Ｂ／１０１０）領域の周辺の長さの特定を示す概略図である。
【００６５】
【図１１】図１１は、図１０中の分析を示す、サンプルのグラフであり、面積Ａ（１００
５）および面積Ｂ（１０１０）の％面積の間の関係、凝集の程度、および面積Ｂの面積Ａ
に対する比を描いている。菱形でマークされた線が面積Ａ、正方形でマークされた線が面
積Ｂ、および三角形でマークされた線が面積Ｂ／面積Ａの比である。
【００６６】
【図１２】図１２は、非凝集サンプルＡ）および凝集サンプルＢ）についての代表的な顕
微鏡画像を示す。
【００６７】
【図１３】図１３　は、６つのサンプル、サンプル１～５および参照のクラスターのサイ
ズの分布（左側のグラフ）、および６つのサンプルのそれぞれについて計算された会合因
子（右側のグラフ）を示す。右側のグラフの差し込み図は、充填された赤血球の流動率（
ｆｌｏｗ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ）を、プレートチルト（ｐｌａｔｅ　ｔｉｌ
ｔｉｎｇ）法および目視による観察を用いて測定された、同じサンプルの巨視的な画像で
ある。差し込み図の左の列は、プレートチルト前のウエルの画像、および差し込み図の右
の列は、プレートチルト後のウエルの画像である。
【００６８】
【図１４－１】図１４は、Ａ）会合因子の顕微鏡的な分析、Ｂ）ペレット検定の巨視的な
目視画像、Ｃ）閾値デジタル化に付された、ペレット検定の巨視的な走査画像、およびＤ
）ペレット検定の巨視的な走査画像の分析の間の比較を示す。Ｂ）およびＣ）は、それぞ
れ、Ａ）およびＤ）において分析されたサンプルの画像を含む。Ｂ）およびＣ）は、充填
された赤血球の流動率を、プレートチルト法および目視による観察を用いて測定された、
ペレット検定の画像を示す。パネルＢ）およびＣ）において、ウエルは、底部から頂部に
向かい１～６と番号付けされ、および右の行および左の行のそれぞれのウエルは、同じ検
定条件での反復である。Ｄ）において、菱形でマークされた線はＣ）の右列の細胞の面積
であり、三角形でマークされた線は、Ｃ）の左列の細胞の面積であり正方形でマークされ
た線は、Ｃ）の右列の細胞の周辺長であり、およびＸ印でマークされた線は、Ｃ）の左列
の細胞の周辺長である。
【図１４－２】図１４は、Ａ）会合因子の顕微鏡的な分析、Ｂ）ペレット検定の巨視的な
目視画像、Ｃ）閾値デジタル化に付された、ペレット検定の巨視的な走査画像、およびＤ
）ペレット検定の巨視的な走査画像の分析の間の比較を示す。Ｂ）およびＣ）は、それぞ
れ、Ａ）およびＤ）において分析されたサンプルの画像を含む。Ｂ）およびＣ）は、充填
された赤血球の流動率を、プレートチルト法および目視による観察を用いて測定された、
ペレット検定の画像を示す。パネルＢ）およびＣ）において、ウエルは、底部から頂部に
向かい１～６と番号付けされ、および右の行および左の行のそれぞれのウエルは、同じ検
定条件での反復である。Ｄ）において、菱形でマークされた線はＣ）の右列の細胞の面積
であり、三角形でマークされた線は、Ｃ）の左列の細胞の面積であり正方形でマークされ
た線は、Ｃ）の右列の細胞の周辺長であり、およびＸ印でマークされた線は、Ｃ）の左列
の細胞の周辺長である。
【図１４－３】図１４は、Ａ）会合因子の顕微鏡的な分析、Ｂ）ペレット検定の巨視的な
目視画像、Ｃ）閾値デジタル化に付された、ペレット検定の巨視的な走査画像、およびＤ
）ペレット検定の巨視的な走査画像の分析の間の比較を示す。Ｂ）およびＣ）は、それぞ
れ、Ａ）およびＤ）において分析されたサンプルの画像を含む。Ｂ）およびＣ）は、充填
された赤血球の流動率を、プレートチルト法および目視による観察を用いて測定された、
ペレット検定の画像を示す。パネルＢ）およびＣ）において、ウエルは、底部から頂部に
向かい１～６と番号付けされ、および右の行および左の行のそれぞれのウエルは、同じ検
定条件での反復である。Ｄ）において、菱形でマークされた線はＣ）の右列の細胞の面積
であり、三角形でマークされた線は、Ｃ）の左列の細胞の面積であり正方形でマークされ
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た線は、Ｃ）の右列の細胞の周辺長であり、およびＸ印でマークされた線は、Ｃ）の左列
の細胞の周辺長である。
【００６９】
【図１５】図１５は、従来の受容体破壊酵素（ＲＤＥ）法で前処理されたもの（斜線で満
たされたもの）および本明細書で提供されるノイラミニダーゼを使用する方法で前処理さ
れたもの（黒で満たされたもの）の間の比較を示す。
【００７０】
【図１６】図１６は、示されるようにＲＤＥ法による、および本明細書で提供されるノイ
ラミニダーゼ法による血漿サンプルの前処理と参照との比較を示す。
【００７１】
【図１７】図１７は、従来のＨＡＩ（赤血球凝集反応阻害検定）方法に起因する抗体力力
価に対してプロットされた、本開示のＨＡＩ方法に起因する抗体力力価を示す。
【００７２】
【図１８】図１８は、３つの異なるウイルスの抗原である、Ｈ１Ｎ１、Ｈ３Ｎ２、および
インフルエンザＢの従来のＨＡＩ方法による抗体力価に対してプロットされた、本開示の
ＨＡＩ方法による結果を示す。
【００７３】
【図１９】図１９は、凝集検定中の粒子の例示的なＸ－軸上の距離ｒ（ピクセルでの）お
よびＹ－軸上のｇ（ｒ）を有する、動径分布関数のプロットを示す。
【００７４】
【図２０】図２０は、本明細書で提供される方法の実施形態によるサンプルの凝集を評価
するための例示的なステップを提供するフローチャートである。
【００７５】
【図２１－１】図２１は、凝集の検定を含む例示的なチップの画像を示し；図２１Ａ、２
１Ｂ、および２１Ｃは、異なる被験者からのサンプルによる検定を示す。
【図２１－２】図２１は、凝集の検定を含む例示的なチップの画像を示し；図２１Ａ、２
１Ｂ、および２１Ｃは、異なる被験者からのサンプルによる検定を示す。
【発明を実施するための形態】
【００７６】
　本明細書において提供されるものは、赤血球またはミクロスフェアなどの選択的に凝集
し得る他の粒子の凝集の発生を検出することによる、サンプル中のウイルス粒子、凝集粒
子、抗原または抗原に対する抗体についての検定に関係する、組成物、システム、機器、
および方法である。
Ｉ．総論
Ａ．定義
【００７７】
　冠詞“ａ”、“ａｎ”および“ｔｈｅ”は非制限的である。例えば、“ｔｈｅｍｅｔｈ
ｏｄ”は、フレーズの意味の最も広い定義を含み、１つよい多い方法であることができる
。
【００７８】
　「被験者」は、ヒトまたは動物であってよい。この被験者は生きていても、または死ん
でいてもよい。この被験者は、患者、臨床試験の被検者、または前臨床試験の被験者であ
ってよい。被験者は、診断、治療、および／または疾患予防を受けることができる。この
被験者は、医療専門家のケアの下にあっても、またはなくてもよい。
【００７９】
　「血液サンプル」は、血液または任意の血液の分画、血液誘導体などのサンプルである
。血漿は、血液分画の一例である。この血液サンプルは、任意の適切な容積を有すること
ができ、任意の適切な方法により得られることができ、任意の時間に被験者の任意の部位
から採取されることができ、および任意の適切な容器に採取されることなどができる。血
液　は、栄養素および酸素などの必要な物質を細胞に送達し、および代謝的な廃棄産物を
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同じ細胞から運び去る、特殊化した動物（ヒトを含む）内の体液　である。血液サンプル
は、任意の適切な添加物、随意的に１つ以上の抗凝固剤を有することができる。「血液サ
ンプル」は、希釈された血液サンプルも含む。
【００８０】
　「血漿」は、全血中の血液細胞がその中に通常は懸濁する血液の液体構成成分　である
。それは、細胞外流体　（細胞の外側の全ての体液）の血管内の流体部分である。それは
ほとんど水であり（容積により約９３％）および溶解したタンパク質、グルコース、凝固
因子、無機イオン、ホルモンおよび二酸化炭素（血漿は、排せつ産物の輸送の主な媒体で
ある）。血液血漿は抗凝固剤を含む血液の管を、血液細胞が管の底に沈降するまで遠心分
離機内で回転する（遠心分離する）ことにより調製されることができる。この血液血漿は
次いで吸引されるか、または抜き取られる。
【００８１】
　「血液血清」はフィブリン、フィブリノーゲンまたは他の凝固因子のない血液血漿であ
る（すなわち、全血マイナス両方の細胞および凝固因子）。
【００８２】
　血液サンプルは、「非静脈ルート」、すなわち、血液が静脈および動脈から針により採
血されない、により得られ得る。非静脈ルートは、血液サンプルが、静脈血（脱酸素され
た血液）または動脈血（酸素化された血液）のいずれかであるかは、限定しない。静脈血
および動脈血の両方が適切である。身体の毛細血管から血液を得ることは、非静脈ルート
の一例である。
【００８３】
　「指先の突き刺し」、「指先穿刺」、または同様のものは、血液サンプルを非静脈ルー
トにより得るために適切な方法の一例である。ここで、鋭い先端または刃が、指（または
身体の任意の他の部分）の皮膚を貫通するために用いられることができ、血液が身体から
発することを引き起こす。指先穿刺は、かかと、随意的に、例えば乳児のかかとに行うこ
とができる。血液は、毛細管、ピペット、拭い綿、滴下、または当技術分野で周知の任意
の他の機構を用いて採取し得る。
【００８４】
　本明細書で、「凝集」（“ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ”または“ａｇｇｒｅｇａｔｉ
ｏｎ”）、もしくはその文法的な等価物は、それにより分子または細胞などの粒子が、空
間中で経時的にクラスターを形成するプロセスを意味する。結果として生成する凝集物は
、凝集していない個別の粒子とは、少なくともいくつかの異なる性質を有し、およびこれ
らの凝集物の検出または測定の検定は有用な情報を提供する。
【００８５】
　用語「ウイルス粒子」は、ウイルスまたはウイルスの構成要素を含む、任意の分子また
は物質を含む。この用語は全ウイルス、と同時にウイルスの一部分を含む。ウイルス粒子
は、ウイルスの抗原を含む。ウイルス抗原は、制限なしに、ウイルスのポリペプチド、核
酸、および炭水化物を含む。
【００８６】
　用語「赤血球」は、いかなる生命体からの、いかなる形態の赤血球細胞をも含む。従っ
て、この用語は、新鮮な、変更されていない、赤血球細胞と同時に、化学的または他の処
理に付された赤血球細胞も含む。この用語は哺乳類、鳥類、爬虫類、両生類、魚類、無脊
椎動物、または任意の他のタイプの生命体からの赤血球細胞を含む。
【００８７】
　「画像」は、特定の物理的な対象と同様の見かけを有する、任意の人工物、例えば二次
元の写真、写真の一組、またはビデオである。画像は、カメラによる光の捕捉を含み得る
。
【００８８】
　画像は「画素化され」得る、つまり画像はピクセルを含むことを意味する。
【００８９】
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　本明細書において使用される、「ポイント・オブ・サービス」の位置は、被験者がサー
ビス（例えば検査、監視、治療、診断、ガイダンス、サンプル収集、ＩＤ確認、医療サー
ビス、非医療サービス等）を受けることのできる場所を含むことができ、および、制限な
く、被験者の自宅、被験者の勤務先、ヘルスケア提供者（例えば、医師）の場所、病院、
緊急治療室、手術室、診療所、ヘルスケア専門家の執務室、臨床検査室、小売店［例えば
薬局（例えば、小売り薬局、臨床薬局、病院薬局）、ドラッグストア、スーパーマーケッ
ト、食品雑貨店、等］、運搬用車両（例えば自家用車、ボート、トラック、バス、航空機
、バイク、救急自動車、移動ユニット、消防車／トラック、救命救急車、司法遂行車両、
警察車両、又は前記被験者を一点から他へ移動するよう設定されている車両等）、移動医
療ケアユニット、可動ユニット、学校、デイケアセンター、手荷物検査場、戦場、健康支
援生活住居、政府のオフィス、オフィスビルディング、テント、体液サンプル取得施設（
例えば血液収集センター）、被験者がアクセスを望み得る位置の入り口の場所またはその
近くの場所、被験者がアクセスを望み得る機器上またはその近くの場所、被験者がアクセ
スを望み得る場所またはその近くの場所（例えば、被験者がコンピュータにアクセスした
い場合には、そのコンピュータの位置）、サンプル処理機器がサンプルを受け取る位置、
または本明細書の別の場所に記載される任意の他のポイント・オブ・サービス位置を含み
得る。いくつかの実施形態では、ポイント・オブ・サービスはポイント・オブ・ケアであ
る。本明細書において使用される、「ポイント・オブ・ケア」は、被験者が医療関連サー
ビス（例えば、治療、試験、監視、診断、カウンセリング、サンプル採取など）を受ける
ことのできる、被験者または被験者の近傍の任意の位置（例えば、被験者の自宅または勤
務先、グローサリー・ストア、ドラッグ・ストア、医療クリニック、病院、学校など）を
指す。
【００９０】
　「ビデオ」画像は、経時的に順次収集された一連の画像である。ビデオ画像は、例えば
、少なくとも１フレーム／分、少なくとも１フレーム／１０秒、少なくとも１フレーム／
秒、少なくとも１０フレーム／秒、少なくとも２０フレーム／秒、少なくとも３０フレー
ム／秒、少なくとも４０フレーム／秒、少なくとも５０フレーム／秒、少なくとも１００
フレーム／秒、または少なくとも２００フレーム／秒を含む、任意の速度で収集され得る
。
Ｂ．一般的考察
【００９１】
　赤血球凝集反応検定は、複雑および遅いプロトコルにより多年にわたって用いられてい
る。凝集反応の特徴は、大きな構造が共に、比較的弱い力により保持されることである（
非共有結合タンパク質－タンパク質相互作用）。そのようなプロセスは、細胞懸濁物の撹
拌および混合のような機械的な力に反応する。凝集の特徴は、反応物のみではなく、その
反応が生じる容器の形状にも依存することである。温度、溶媒組成物、タンパク質、炭水
化物（例えば、デキストラン）および他の（例えば、ポリエチレングリコール）ポリマー
などのポリマーの存在は、すべて反応への効果を有する。一般的な凝集反応の概略図が図
１に示される。
【００９２】
　凝集反応を読むために、いくつかの光学的方法が現在用いられている。
【００９３】
　図２に示される最初の方法では、反応容器はまっすぐな側面を持つ円形の管である。凝
集した赤血球は、凝集していない細胞よりも早く沈降する。十分な時間の経過後に、凝集
した細胞反応生成物は、凝集した細胞のペレットと共に透明な上澄みを示す一方、凝集し
ていない細胞反応は、凝集していない細胞が懸濁物．中に残ったままで、混濁したままで
ある。
【００９４】
　第二の方法は、図３に図示される。円錐形の管を用いることは、いくらかの凝集した赤
血球細胞が、管の底部に分散された格子／マットの形成を引き起こす一方で、いくらかの
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凝集した赤血球細胞は、溶液中に懸濁されたままであることが見出されている。対照的に
、凝集していない細胞のほとんどが、管の側面を転がり落ちて管の狭い底部チップで「ボ
タン」を形成するが、このボタンは緩やかに充填される。凝集検定の後で、円錐形の管中
の細胞が、凝集しているか、または凝集していないかを特定することを助けるために、細
胞が検定において沈降するための十分な時間を与えられた後に、円錐形の管は傾けられる
ことができる。図３におけるように、そのような管がある角度で傾けられたとき、凝集し
ていない細胞のボタンは、流れて「涙滴」の形をした塊を形成する一方、凝集した細胞は
大幅に少ない流れを示す。
【００９５】
　本明細書で提供される、凝集検定のための、方法、組成物、システムおよび機器は、既
存の技術に対して複数の利点を有する。
【００９６】
　一態様では、結合検定を用いる、ウイルス粒子の存在を決定する方法が提供される。本
明細書でより詳細が提供されるように、一態様では、この検定では、ウイルス粒子が存在
する場合、赤血球に結合しおよび赤血球－ウイルス粒子クラスターを形成し、ならびに従
って凝集を引き起こす。これは赤血球凝集反応検定（ＨＡ）と称される。図４、パネルＡ
を参照されたい。
【００９７】
　更なる態様では、結合検定を用いる、抗体の存在を決定する方法が提供される。本明細
書でより詳細が提供されるように、一態様では、この検定では、抗体が存在する場合、赤
血球に結合しおよび赤血球－ウイルス粒子クラスターを形成し、ならびに従って凝集を引
き起こす。これは赤血球凝集反応検定（ＨＡ）と称される。図４、パネルＢを参照された
い。
【００９８】
　一態様では、競争検定を用いる、抗体の存在を決定する方法が提供される。本明細書で
より詳細が提供されるように、一態様では、この検定では、抗体が存在する場合、ウイル
ス粒子の表面に結合し、従ってウイルス粒子が赤血球に結合し、および赤血球－ウイルス
粒子クラスターを形成することを防止する。従って、ウイルス粒子に対する抗体が、凝集
の不在または阻害をもたらす。赤血球凝集反応検定阻害（ＨＡＩ）と称される。図５を参
照されたい。
【００９９】
　一態様では、本明細書で提供される方法は、凝集検定のためのサンプル前処理時間を３
０分以下の短さに減少させる。一態様では、このことは、サンプル前処理の間にノイラミ
ニダーゼを使用することにより達成され得る。
【０１００】
　別の態様では、本明細書で提供される方法は、赤血球凝集反応検定試薬セットを単純化
させ得る。例えば、いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法は、全ての赤血
球凝集反応検定に対して、単純で安定なタイプの赤血球細胞調製（またはミクロスフェア
などの、その等価物）を用いる。安定なタイプの赤血球調製の例は、グルタルアルデヒド
による固定化により安定化されたシチメンチョウ赤血球である。そのような固定化された
細胞は、本質的には無期限に安定である（対照的に新鮮な赤血球は、毎日調製されなけれ
ばならず日ごとに変動する）。固定化は、ウイルスのヘマグルチニンまたは他の凝集粒子
が結合する細胞表面受容体を不活性化しない。異なる動物種からの新鮮な赤血球および細
胞も開示された方法において用いられ得る。
【０１０１】
　いくつかの態様では、本開示の方法は、検定ステップの組み合わせを含む。従来のＨＡ
Ｉ方法は、少なくとも２つの別個のインキュベーション（処理された抗体を含むサンプル
とウイルスの抗原との反応が１つ、プラス赤血球との反応が１つ、合計で約６０分）を用
いる一方で、本明細書で提供される方法は単一のインキュベーションを用い得る。そのよ
うなインキュベーションは、約４５分以下、約３０分以下、約２５分以下、約２０分以下
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たは約１分以下かかるなど、従来の方法におけるよりも大幅に短くあることができる。特
定の実施形態では、２ステップも用いられ得る。
【０１０２】
　いくつかの態様では、本開示の方法は、凝集反応を加速する。凝集反応は、検定媒質の
組成物に対して感受性である。例えば、ポリマー（タンパク質、デキストランなどの炭水
化物ポリマー）との電荷－電荷相互作用および弱い相互作用などの全てが凝集速度および
終点に対して広範囲の効果を有する。グルタルアルデヒドで固定化されたシチメンチョウ
赤血球のいくつかの実施形態では、アルブミンが凝集反応を約４倍に加速できる。
【０１０３】
　本開示の方法は、凝集終点の客観分析を更に提供する。画像分析は、赤血球凝集反応検
定を客観的および定量的に、サンプルの滴定の必要性なしに読み取るために用いられるこ
とができる。画像分析のための特定の方法は、２０１１年１月２１日に出願された米国特
許仮出願第６１／４３５，２５０号において提供され、この出願は参照によりその全体が
本明細書に組み込まれる。
【０１０４】
　一実施形態では、円錐形の管の反応容器中の凝集検定のデジタル画像が採集される。こ
の画像は、「涙滴」形成（赤血球柱の長さ）の程度を測定するために、解釈され得る。別
の実施形態では、可視化粒子の「クラスター分析」は、以下に詳細が記されるように遂行
され得る。この方法は、非常に短い時間の後で、凝集反応が読み取られることを可能にす
る。
【０１０５】
　更に、本明細書で提供される方法は、合計の凝集検定時間を減少させ得る。表１は、従
来の方法および本明細書で例示的な提供される凝集阻害検定方法の実施形態との比較を提
供する。以下の表１に示されるように、本明細書で提供される方法は検定時間の２０分の
１より大きい減少、および凝集検定プロトコルの複雑性の大幅な減少をもたらし得る。
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【表１】

【０１０６】
　本明細書において開示される方法は、客観的で、動的な読み取りの使用により、更に試
薬の連続的な希釈の必要性を除去できる。
【０１０７】
　本方法の１つ以上のステップは、ポイント・オブ・サービスの位置またはポイント・オ
ブ・ケアの位置において遂行され得る。本明細書において開示される方法の実施において
は、ポイント・オブ・ケアの位置は、医療従事者が、特定の被験者に関する検定データに
基づいて、迅速に被験者のための治療を決定することを可能にする。
ＩＩ．検定
Ａ．赤血球凝集反応検定（ＨＡ検定）
【０１０８】
　一態様では、本明細書において提供されるものは赤血球凝集反応検定（ＨＡ）に関する
、方法、組成物、機器、およびシステムである。赤血球凝集反応検定は、赤血球凝集反応
による、ウイルス、バクテリア、抗体または他の赤血球凝集粒子検出の方法の方法として
使用され得る。
【０１０９】
　赤血球の凝集は、赤血球凝集反応と称されることができる。
【０１１０】
　本明細書において使用される、用語「可視化粒子」は、凝集し、および巨視的にまたは
顕微鏡的に検出される任意の細胞または粒子を指す。「可視化粒子」は、制限なしに、赤
血球、他の細胞、およびミクロスフェアを含む。
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【０１１１】
　本明細書において使用される、用語「凝集粒子」は、細胞に結合し、および凝集を引き
起こすか、または粒子の可視化を引き起こす、任意の分子または生命体を指す。「凝集粒
子」は、制限なしに、ウイルス、ウイルス粒子、および抗体を含む。
【０１１２】
　いくつかの態様では、「赤血球凝集反応検定」または「赤血球凝集反応阻害検定」とし
て本明細書に記載される検定は、ＨＡまたはＨＡＩ検定において、適切な対応する凝集粒
子とともに、ＲＢＣの役割で機能する赤血球細胞ではない可視化粒子（例えば、ミクロス
フェア、バクテリア）によっても遂行され得る。更に、ＨＡＩ検定は、可視化粒子の凝集
を凝集粒子により阻害するために、任意の凝集粒子と結合し得る、任意の抗体について検
定するために遂行されることができる。
【０１１３】
　一態様では、本明細書において提供されるものは赤血球凝集反応の改良された検出の方
法および測定と同様に、赤血球凝集反応の阻害の改良された検出および測定の方法である
。赤血球凝集反応の検出または測定のための検定はＨＡ検定と称される。赤血球凝集反応
の阻害の検出または測定のための検定は、ＨＡＩ検定と称される。図４は、Ａ）ウイルス
およびＢ）抗体により誘起される赤血球凝集反応のプロセスを図示している。ウイルスに
より誘導された赤血球凝集反応は、例えば、ウイルスまたはウイルス粒子の存在の検出ま
たはウイルスの力力価としても知られる、その量の定量のために用いられ得る。抗体によ
り誘導された凝集は、例えば、サンプル中の赤血球の血液型を決定するために用いられ得
る。
【０１１４】
　一実施形態では、本明細書で提供されるものは、以下のものを含む生物学的サンプル中
のウイルス粒子の存在を決定するための方法である：（ａ）赤血球およびウイルス粒子を
含むことが疑われる生物学的サンプルの混合物を、ウイルス粒子との相互作用による赤血
球の凝集を許容する条件下でインキュベートすること；および（ｂ）混合物中で凝集が起
きるかを検出することであって、凝集の存在はウイルス粒子の存在を示し、およびステッ
プ（ａ）～（ｂ）は１時間未満で生じる。凝集の検出および分析は、本明細書で提供され
るように遂行される。
【０１１５】
　別の態様では、本明細書で提供されるものは、以下のものを含む生物学的サンプル中の
凝集粒子の存在を決定するための方法である：（ａ）可視化粒子およびａ凝集粒子を含む
ことが疑われる生物学的サンプルの混合物を、凝集粒子との相互作用を介する、可視化粒
子の凝集を許容する条件下でインキュベートすること；および（ｂ）前記混合物中で前記
凝集が生じるかを検出することであって、前記凝集の存在が、前記凝集粒子の存在を示し
、およびステップ（ａ）～（ｂ）は１時間未満で生じる。凝集の検出および分析は、本明
細書で提供されるように遂行される。
【０１１６】
　凝集の検出は、一般的に顕微鏡と連結され得る、スキャナー、カメラ、検出器、または
センサーなどの画像化機器を用いて凝集の画像を撮影することを含む。
【０１１７】
　一般に、検定は、９６－穴マイクロタイタープレートまたはその等価物などの反応を保
持する能力を持つ機器を用いて遂行される。前処理された、検出されるべきウイルス粒子
または凝集粒子を含む生物学的サンプルは、希釈剤の緩衝液（例えば、ＢＳＡを含むＰＢ
Ｓ）により連続的に希釈される。次いで、懸濁物中のあらかじめ固定されたＲＢＣまたは
可視化粒子が加えられることができ、次いで穏やかに混合される。この反応は適切な時間
の期間、例えば、合計約１５分インキュベートされる。しかしながら、約１０または５分
またはよれより短い、または２０、２５、３０、３５、４０、５０、６０分、またはそれ
より長いなどの、１５分より短いか、または長い合計のインキュベーションが用いられる
ことができる。インキュベーションは室温（すなわち、２５℃）、または約４、８、１２



(27) JP 2015-522825 A 2015.8.6

10

20

30

40

50

、１４、１６、２０、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、または７０℃
なその、室温よりも低いか、または高い温度で行われ得る。インキュベーションの温度及
び持続時間は、検定の速度および正確性の両方を達成するために、最適化され得る。前記
プレートはスキャナー上で読み取られることができ、およびプレートの最終的な終点の画
像が、好適にはプレートが、約２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０
、６５、７０、または７５°などの、２０～７５°の角度で傾けられた時に撮影され得る
。
【０１１８】
　いくつかの実施形態では、凝集検定の画像が、顕微鏡を含む光学的機器により捕捉され
る。これらの実施形態では、検定は、あらかじめ固定されたＲＢＣまたは可視化粒子が反
応に加えられた後に、ウエル（または反応を保持する他の構造）からの少量のサンプル（
例えば、１～２μＬ）が、キュベットまたはチップ中に直接移送され、および顕微鏡を含
む光学的機器下に撮像される以外は一般に上述のように遂行される。本明細書においてよ
り詳細に記載されるように会合因子を計算するために、画像が、収集されおよび分析され
得る。
【０１１９】
　凝集検定を行う持続時間は、一般に検定の速度および正確性の両方を達成するために最
適化される。いくつかの実施形態では、検定および検出凝集の遂行は約１０分以下、１５
分以下、２０分以下、３０分以下、４０分分以下、５０以下、または６０分以下などの１
時間未満時間で生じる。いくつかの実施形態では、検定および検出凝集の遂行は１時間を
超えるが、しかし２、３、４、５、６、７、または８時間未満で生じる。
【０１２０】
　いくつかの実施形態では、凝集ウイルスを含まないことが知られるサンプルを用いて、
観察された凝集が、凝集ウイルスまたは凝集粒子に起因することを確実にするためにＨＡ
検定が遂行される（すなわち陰性対照）。いくつかの実施形態では、凝集ウイルスを含む
ことが知られるサンプルを用いて、検定に用いられた赤血球または可視化粒子が、凝集を
受ける能力があるかを確実にするためにＨＡ検定が遂行される（すなわち陽性対照）。
Ｂ．赤血球凝集反応阻害検定（ＨＡＩ検定）
【０１２１】
　一態様では、本明細書において提供されるものは、赤血球凝集反応阻害検定（ＨＡＩ）
に関する方法、組成物、機器、およびシステムである。赤血球凝集反応阻害検定は、赤血
球凝集反応を阻害するサンプルの能力を測定する。ＨＡＩ検定は、例えば、凝集ウイルス
または凝集粒子に結合し、および凝集させるための能力を阻害する能力を有する抗体の存
在の検出または測定のために有用である。そのような結合の存在は、ウイルスまたは凝集
粒子に対する抗体の存在の有用な指標である。
【０１２２】
　図５を参照して、赤血球凝集反応の阻害の概略的な略図が描かれている。いくつかの実
施形態では、ウイルスを含む試薬が、選択的にウイルスに結合する抗体を含み得るサンプ
ルとインキュベートされる。ウイルス粒子に結合し得る抗体は、ウイルス粒子の赤血球凝
集反応を誘導する能力に干渉し得る。赤血球凝集反応の阻害は、従って抗体の存在を指示
するために役立つ。このように、ＨＡＩ検定は、生物学的サンプル中の抗体を検出または
測定するために用いられ得る。
【０１２３】
　従来のアプローチにおいては、ＨＡＩ検定は少なくとも３つのステップで遂行される：
（１）抗体を含むことが疑われるサンプルの前処理；（２）最大２４時間までの、前処理
された、抗体を含むことが疑われるサンプルのウイルスとのインキュベーション（ウイル
スへの抗体は、ウイルス粒子上のヘマグルチニンに結合し、ヘマグルチニンの不活性化状
態にする）；および（３）ステップ（２）からの物質の不活性化、および次いで赤血球の
調製（新鮮に作成された）が加えられ、およびその混合物は合計約２時間インキュベート
される。
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【０１２４】
　いくつかの実施形態では、本開示の方法は、３つの別個のステップの必要性を除去する
ことにより従来の方法を改善する。いくつかの実施形態では、赤血球細胞およびウイルス
の抗原試薬は単一の試薬に組み合わせられる。いくつかの実施形態では、凝集粒子および
可視化粒子は、単一の試薬に組み合わせられる。
Ｂ１．抗体の検出
【０１２５】
　一態様では、生物学的サンプル中の抗体の存在を決定するための方法が提供され、この
抗体は、選択的にウイルス粒子に結合し、およびこの方法は以下を含む：（ａ）赤血球、
ウイルス粒子、および前記抗体を含むことが疑われる生物学的サンプルの混合物を、前記
ウイルス粒子との相互作用を介する赤血球の凝集を許容する条件下でインキュベートする
こと；および（ｂ）混合物中で凝集が起きるかを検出することであって、この凝集の不在
は前記抗体の存在を示し、および前記ステップ（ａ）～（ｂ）は１時間未満で生じる。こ
の凝集の検出および分析は、本明細書で提供されるように遂行される。
【０１２６】
　一態様では、生物学的サンプル中の抗体の存在を決定するための方法が提供され、この
抗体は、選択的に凝集粒子に結合し、およびこの方法は以下を含む：（ａ）可視化粒子、
凝集粒子、および抗体を含むことが疑われる生物学的サンプルの混合物を、凝集粒子との
相互作用を介する可視化粒子の凝集を許容する条件下においてインキュベートすること；
および（ｂ）混合物中で凝集が起きるかを検出することであって、凝集の不在が抗体の存
在を示し、およびステップ（ａ）～（ｂ）は１時間未満で生じる。この凝集の検出および
分析は、本明細書で提供されるように遂行される。
【０１２７】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子および生物学的サンプは、赤血球が加えられる
前に、共にインキュベートされる。いくつかの実施形態では、凝集粒子および生物学的サ
ンプルは、可視化粒子が加えられる前に共にインキュベートされる。
Ｂ２．ウイルス粒子または赤血球凝集粒子の検出
【０１２８】
　別の態様では、ＨＡＩ検定は、特定のウイルス粒子または凝集粒子を検出または測定す
るために用いられる。特定のウイルス粒子または凝集粒子を含むことが疑われるサンプル
が、凝集について、選択的に特定のウイルス粒子または凝集粒子に結合することが知られ
る、（試薬）抗体の固定された量の既知の量の存在または不在下で検定される。もしサン
プルが、抗体の存在下にそれでも凝集を誘導すると、このサンプルは、目的の特定のウイ
ルス粒子または凝集粒子を含まない（または単に低い量で含む）（しかし、異なるウイル
スまたは凝集粒子を含む可能性がある）。一方もし、特定の抗体の存在下で、凝集が阻害
されることが観察されると、次いでこのサンプル中のウイルス粒子または凝集粒子は、目
的の特定のウイルスまたはウイルス粒子に似つかわしい。
【０１２９】
　いくつかの実施形態では、ＨＡＩ検定は、未知の量のウイルスまたは抗体の滴定なしで
遂行される。本明細書での、この方法の客観的分析は、ＲＢＣの凝集の状態でのわずかな
変化に対してさえも、高度の感受性を提供する。この高い分解能は、凝集／非凝集の間の
厳密な転移点を決定することにおける曖昧さを低下させる。このことは滴定の必要性を除
去することができ、検定プロトコルを大幅に単純化させる。
【０１３０】
　いくつかの実施形態では、凝集ウイルスまたは凝集粒子を含まないことが知られるサン
プルを用いて、観察された凝集が、凝集ウイルスまたは凝集粒子に起因することを確実に
するためにＨＡ検定が遂行される（すなわち陰性対照）。いくつかの実施形態では、ＨＡ
Ｉ検定が、凝集ウイルスまたは凝集粒子を含むが、抗体を欠如することが知られるサンプ
ルを用いて、検定に用いられる赤血球または可視化粒子が凝集を受ける能力を有すること
を確実にするために遂行される（すなわち陽性対照）。この対照は、それから抗体により
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誘導される阻害が決定され得る、凝集に対するベースラインの測定を設定することを支援
し得る。
Ｃ．　生物学的サンプル
【０１３１】
　一態様では、本明細書において提供されるものは生物学的サンプル中の抗体の存在、ウ
イルス粒子、抗原、または凝集粒子の存在を決定するための方法である。
【０１３２】
　本明細書での「生物学的サンプル」は、生物学的ソースから導出されるサンプルを意味
する。生物学的サンプルの例は、限定はされないが、血液、血清、唾液、尿、胃液および
消化液、涙液、糞便、精液、膣液、腫瘍組織から導出された間質液、眼液、体組織、また
は脊髄液を含む。被験者の組織サンプルの例は、限定はされないが、結合組織、筋肉組織
、神経組織、上皮組織、軟骨、または骨を含む。これらのサンプルは、ヒトまたは動物か
ら提供され得る。これらのサンプルは、生きているまたは死んでいる被験者から採集され
得る。これらのサンプルは、被験者から新鮮に採取され得るか、または何らかの前処理、
貯蔵。または輸送を受けることができる。
【０１３３】
　いくつかの実施形態では、前記生物学的サンプルは、血液から導出された血漿または血
清を含む。
【０１３４】
　いくつかの実施形態では、血液、血漿または血清は、抗原に対するワクチンを投与され
た被験者（例えば、ヒト）から導出され得る。この抗原は、例えば、ウイルス粒子または
凝集粒子であり得る。
【０１３５】
　被験者は、サンプルを提供することができ、および／またはサンプルは、被験者から採
取されることができる。被験者はヒトまたは動物であってよい。この被験者は生きていて
も、または死んでいてもよい。この被験者は患者、臨床試験の被験者、または前臨床試験
の被験者であってよい。被験者は、診断、治療、監視および／または疾患予防を受けるこ
とができる。この被験者は、医療専門家のケアの下にあっても、またはなくてもよい。こ
の被験者は、任意の年齢の、幼児、小児、成人または老人であってよい。
【０１３６】
　任意のサンプルの容積が被験者から提供され得る。容積の例は、限定はされないが、約
１０ｍＬ以下、５ｍＬ以下、３ｍＬ以下、１ｍＬ以下、５００μＬ以下、４００μＬ以下
、３００μＬ以下、２５０μＬ以下、２００μＬ以下、１７０μＬ以下、１５０μＬ以下
、１２５μＬ以下、１００μＬ以下、７５μＬ以下、５０μＬ以下、２５μＬ以下、２０
μＬ以下、１５μＬ以下、１０μＬ以下、９μＬ以下、８μＬ以下、７μＬ以下、６μＬ
以下、５μＬ以下、４μＬ以下、３μＬ以下、２μＬ以下、１μＬ以下、７５０ｎＬ以下
、５００ｎＬ以下、２５０ｎＬ以下、１００ｎＬ以下、５０ｎＬ以下、２０ｎＬ以下、１
０ｎＬ以下、５ｎＬ以下、１ｎＬ以下、５００ｐＬ以下、１００ｐＬ以下、５０ｐＬ以下
、または１ｐＬ以下を含み得る。サンプルの量は、約一滴のサンプルであってよい。サン
プルの量は、非静脈的ルートから採取された量であってよい．。サンプルの量は、指先の
突き刺し。または指先穿刺から採取される量であってよい。本明細書において記載される
ものを含む、任意の容積、が、本明細書において開示される方法において用いられ得る。
Ｃ１．生物学的サンプルの前処理
【０１３７】
　いくつかの実施形態では、非特異的なバックグラウンドを低下させるために、生物学的
サンプルが前処理される。
【０１３８】
　前処理は、一般に、生物学的サンプルに付随するバックグラウンドまたは偽陽性の測定
を低減するための処理を含む。血液血清および血漿は、しばしばウイルスのヘマグルチニ
ンに結合しおよび凝集反応の阻害を引き起こす因子［特にウイルスに対する抗体ではない
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糖タンパク質］を含む。そのような糖タンパク質の主要なクラスは、タンパク質に共有結
合的に連結したポリシアル酸鎖を有する。そのようなタンパク質の存在は、ＨＡＩ検定に
おいて測定された抗体力価を偽って上昇させ、およびＨＡ検定において、測定されたウイ
ルス粒子力価を偽って低下させる。この問題を除外するために、ＨＡまたはＨＡＩ検定を
行う前に、干渉因子を除去するために、サンプルは前処理されることができる。
【０１３９】
　２つの酵素が、一般に凝集反応において、バックグラウンドを減少させるためのサンプ
ル前処理のために用いられる：（１）糖タンパク質または糖脂質に結合したシアル酸を開
裂させる受容体破壊酵素（“ＲＤＥ”）（例えば、コレラろ液；例えば、Ｓｉｇｍａ－Ａ
ｌｄｒｉｃｈ、製品番号Ｃ８７７２、および（２）エキソまたはエンドポリシアル酸を開
裂するノイラミニダーゼ（例えば、ＶｉｂｒｉｏｃｈｏｌｅｒａからのタイプＩＩＩ、１
－５ユニット／ｍｇタンパク質；例えば、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、製品番号Ｎ７８
８５）。従来の前処理方法は、ＲＤＥを約２０時間の使用する。
【０１４０】
　いくつかの実施形態では、生物学的サンプルは、ノイラミニダーゼにより前処理される
。ノイラミニダーゼは、ノイラミンさんのグリコシド結合を開裂するリコシド加水分解酵
素の酵素のクラスを称する。ノイラミニダーゼ酵素はウイルスを含む一連の生命体に見出
される酵素の大きなファミリーである。ノイラミニダーゼは、受容体などのタンパク質か
らその末端シアル酸残基の加水分解を触媒する能力により、シアリダーゼとも呼ばれる。
ノイラミニダーゼの主要なクラスは、ウイルスのノイラミニダーゼ、バクテリアのノイラ
ミニダーゼ、哺乳類のノイラミニダーゼ、リソソームのシアリダーゼ、細胞質のシアリダ
ーゼ、および膜シアリダーゼを含む。
【０１４１】
　いくつかの実施形態では、生物学的サンプルノイラミニダーゼによる前処理は、反応速
度における利点を提供する。いくつかの実施形態では、サンプル前処理は、サンプルをノ
イラミニダーゼと３０分未満インキュベートすることにより遂行される。
【０１４２】
　実施例ｏｆノイラミニダーゼ処理の例が、本明細書において提供される。一般に、適正
な量のノイラミニダーゼが、血清または血漿に加えられ、および反応に適切な温度（例え
ば、約４、８、１０、１５、２０、２５、３０、３５、３７、４０、４５、５０、５５、
６０、６５、または７０℃で）で、適切な時間の期間インキュベートされる。反応に加え
られるノイラミニダーゼの量は、酵素の活性および血清の性質に依存する。いくつかの反
応では、約０．０１、０．０５、０．１、０．２、０．４、０．６、０．８、１、１．２
、１．４、１．６、１．８、２、２．２、２．４、２．６、２、８、３、４、５、６、７
、８、９または１０ユニット（Ｕ）ノイラミニダーゼ／リットルが前処理ステップにおい
て用いられる。ノイラミニダーゼは、適切な緩衝溶液（例えば、１００ｍＭ酢酸ナトリウ
ム、ｐＨ５．５、０．１５ＭＮａＣｌ、４ｍＭＣａＣｌ２）において調製される。いくつ
かの実施形態では、処理は、生物学的サンプルを、ノイラミニダーゼと、約１０、１５、
２０、２５、３０、４０、５０、６０、９０、または１２０分未満インキュベートするこ
とにより遂行される。ノイラミニダーゼ反応は、ノイラミニダーゼ酵素を不活性するため
に用いられるが、サンプルに対しては全くか、または最小の損傷しか与えない溶液である
「停止溶液」により停止され得る。一実施例では、停止溶液はｐＨ８．２のリン酸ナトリ
ウム溶液中の１．５％クエン酸ナトリウムである。一実施例では、停止溶液を用いる停止
反応は、５倍容積のｐＨ８．２のリン酸ナトリウム溶液中の１．５％クエン酸ナトリウム
をノイラミニダーゼ反応に加えて、およびその混合物を５６℃で５分間インキュベートす
ることにより行われる。
【０１４３】
　いくつかの実施形態では前記前処理は、生物学的サンプルをノイラミニダーゼとインキ
ュベートすることにより遂行され、および混合物中のノイラミニダーゼの最終濃度は、約
０．２、０．４、０．６、０．８、１、１．２、１．４、１．６、１．８、または２Ｕ／
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リットル、またはそれより大きいか、または小さい。
【０１４４】
　不活性化の後、前記反応は、室温まで放冷される。いくつかの実施形態では、処理され
たサンプルは本明細書において提供される検定に使用されるに先立ち希釈（例えば、１：
２、１：３、１：４、１：５、または１：１０希釈）される。
【０１４５】
　検定は、生物学的サンプル、抗原、赤血球、ウイルス粒子、凝集粒子、可視化粒子、抗
体、またはそれらの任意の組み合わせの連続的希釈により遂行され得る。しかしながら、
いくつかの実施形態では、連続的希釈の必要性は、迅速な凝集の検定分析について、本明
細書において記載される方法の使用により、減少されるかまたは除去される。
Ｄ．標的の分析
【０１４６】
　本明細書において提供される方法は、生物学的サンプル中の標的の検体を検出するため
に用いられる。標的の検体は、制限なしに、抗体、抗原、ウイルス粒子、バクテリア粒子
、または凝集粒子であることができる。
Ｄ１．抗体標的検体
【０１４７】
　一態様では、生物学的サンプル中の抗体の検出および測定方法が提供される。いくつか
の実施形態では、検出可能な抗体は選択的にウイルス粒子に結合する。いくつかの実施形
態では、検出可能な抗体は選択的に凝集粒子に結合する。
【０１４８】
　いくつかの実施形態では、サンプルは赤血球を凝集させる能力を有するウイルス粒子上
の１つ以上のエピトープに結合する抗体を含む任意の抗血清であるか、または赤血球を凝
集させる能力を有することが疑われる任意の抗血清であってよい。代替的にまたは追加的
に、前記抗血清は、ヘマグルチニンタンパク質上の１つ以上のエピトープに結合する抗体
を含む任意の抗血清であるか、またはヘマグルチニンタンパク質の１つ以上のエピトープ
に結合する能力を有する抗体を含むことが疑われる任意の抗血清であってよい。代替的に
または追加的に、前記抗血清は、凝集粒子上に存在する１つ以上のエピトープに結合する
抗体を含む抗血清であってよい。前記抗血清は、ヒト、トリ、ウマ、ウサギ、マウス、ヤ
ギ、ブタ、モルモットまたはラットなどの任意の生存しているソースから得られる血清で
あってよい。抗血清の生存しているソースは、特定の抗原により免疫化されることができ
るが、この生存しているソースは、特に抗原に曝露される必要はない。前記抗血清は、ウ
イルス、ヘマグルチニンタンパク質、または凝集粒子に結合する抗体を含むように、生体
外で生成された血清であってもよい。前記抗体はモノクローナルまたはポリクローナルで
あってよい。更に、前記抗体は完全な長さであるか、またはＦａｂ、Ｆ（ａｂ）２、また
はＦｖフラグメントなどの抗原結合フラグメント、および単鎖抗体であってよい。前記抗
体は、天然に発生する抗体、ヒト化抗体またはキメラ抗体であってもよい。そのソースに
は関わらず、凝集ウイルス、ヘマグルチニンタンパク質、または凝集粒子に結合するいか
なる抗体も検定において用い得る。ヘマグルチニンまたは凝集粒子に特異的に結合し、お
よび凝集を妨げるかまたは阻害する他のタイプの試薬も用い得る。そのような結合剤の例
は、制限なしに、アプタマーおよびレクチンを含む。
【０１４９】
　いくつかの実施形態では、血漿、血清、または抗血清サンプルは、凝集ウイルスまたは
凝集粒子に対するワクチンを投与された被験者から得られる。従って、本明細書において
提供されるものは、被験者からのサンプル中の凝集ウイルスまたは凝集粒子に対する抗体
の存在を、本開示のＨＡＩ検定を用いて、検出および／または測定することにより評価さ
れる、被験者の有効な免疫化を決定するための方法でもある。
【０１５０】
　当業者は、特定の検定において用いられる抗血清または抗体の濃度が、抗血清のソース
、抗血清中の抗体のタイプ、抗血清中の抗体の親和性、抗血清の非抗体構成要素の濃度、
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サンプル容積、および検定で用いられる他の構成要素のソースおよび濃度などの一連の異
なる因子に依存することを理解するであろう。更に、検定で用いられる前記抗血清の濃度
は、いくつかの場合には、抗血清中の抗体が従来のＨＡＩ検定において赤血球凝集反応が
生じることを妨げ得る、抗血清の最も低い希釈の既知の値に基づき得る。より高いおよび
より低い抗血清の濃度が、この希釈に基づいて、本明細書で提供される検定の開始点とし
て用いられ得る。例えば、もし１：１２８希釈が従来のＨＡＩ検定において、赤血球凝集
反応が妨げられる、この抗血清の最も低い希釈である場合、実施形態では、１：６４、１
：１２８、１：５１２、１：１０２４、１：２０４８、１：４０９６および１：８１９２
の希釈が本明細書で提供される方法において用いられ得る。当業者は、２またはいくつか
の他の数の倍数に基づいて、抗血清の任意の希釈、または任意の一連の希釈が用いられ得
ることを理解するであろう。一態様では、検定の最終的混合物中の抗体の濃度は、約、例
えば、０．１、０．５、１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０、２０、３０、
４０、または５０ｎＭであり得る。別の態様では、検定の最終的混合物中の抗体の濃度は
、約、例えば、２ｎｇ／ｍＬ、５ｎｇ／ｍＬ、１０ｎｇ／ｍＬ、２０ｎｇ／ｍＬ、５０ｎ
ｇ／ｍＬ、１００ｎｇ／ｍＬ、２００ｎｇ／ｍＬ、５００ｎｇ／ｍＬ、２・ｇ／ｍＬ、４
・ｇ／ｍＬ、６・ｇ／ｍＬ、８・ｇ／ｍＬ、１０・ｇ／ｍＬ、または２０・ｇ／ｍＬであ
り得る。そのような態様においては、ウイルスのエピトープに対する抗血清中の抗体の解
離定数（ＫＤ）は、約０．０１、０．０５、０．１、０．５、１、５、１０、２０、３０
、４０または５０ｎＭであり得る。一態様では、最終検定混合物中のウイルスの濃度は、
約５、１０、１５、または２０赤血球凝集反応単位／ｍＬ。赤血球凝集反応単位（ＨＡ単
位）は、赤血球凝集反応が従来のＨＡ検定において生じるウイルスの最も低い希釈である
。
【０１５１】
　本開示の方法は、サンプル中の抗体の検出および／または測定のための改良を提供し、
およびいくつかの実施形態では、この方法を遂行する合計の時間の量は、５００、４００
、３００、２００、１８０、１６０、１４０、１２０、１００、９０、７５、６０、４５
、４０、３０、２５、５０、１５、１０、または５分未満である。いくつかの実施形態で
は、この方法を遂行する合計の時間の量は、約３０～６０分である。
【０１５２】
　実施形態では、目的のサンプルの抗体の量を決定するためのＨＡＩ検定において、既知
の量のウイルスまたは他の凝集粒子および／または既知の量の可視化粒子が未知の量の目
的の抗体を含むサンプルと共に用いられる。目的の抗体は、既知の量のウイルスまたは他
の凝集粒子に特異的に結合し得る。実施形態では、目的の抗体を含むサンプルの、既知の
量のウイルスまたは他の凝集粒子が可視化粒子を凝集させる能力に対する影響の測定は、
サンプル中の目的の抗体の量の決定を可能にし得る。目的の抗体のウイルスまたは他の凝
集粒子への結合は、前記粒子が可視化粒子を凝集させることを阻害し得る。これらの検定
では、サンプル中の、ウイルスまたは他の凝集粒子に対する抗体の存在は、粒子の凝集活
性を低下または除去し得る。
Ｄ２．ウイルス粒子検体
【０１５３】
　別の態様では、本明細書において提供されるものは、生物学的サンプル中のウイルス粒
子の存在を決定するための方法である。
【０１５４】
　多くのウイルスが、ＲＢＣの表面上に存在する分子に結合する。このことの帰結は、特
定の濃度において、ウイルスの懸濁物は表面受容体に結合するか、またはＮ－アセチルノ
イラミン酸を含む受容体の修飾により、ＲＢＣを凝集させることである。複数のＲＢＣの
単一のウイルス粒子またはバクテリアへの結合は、ＲＢＣの凝集（赤血球凝集反応）をも
たらす。このように凝集を促進するウイルスは、凝集ウイルスと称される。いくつかの実
施形態では、本開示の方法は凝集ウイルスを検出または測定するために用いられる。他の
実施形態では、本開示の方法は、凝集ウイルスへの抗体を検出または測定するために用い
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られる。
【０１５５】
　凝集ウイルスは、限定はされないが、ピコルナウイルス、コロナウイルス、トガウイル
ス、フラビウイルス、ラブドウイルス、パラミクソウイルス、オルトミクソウイルス、ブ
ニヤウイルス、アレナウイルス、レオウイルス、レトロウイルス、パピロマウイルス、パ
ルボウイルス、ヘルペスウイルス、ポックスウイルス、肝炎ウイルス、および海綿状ウイ
ルスを含む多くの異なるタイプのウイルスを含む。他の凝集ウイルスは、インフルエンザ
、単純ヘルペスウイルス１および２、はしか、デング、疱瘡、ポリオ、ＨＩＶ、Ｈ１Ｎ１
ソロモン諸島型、Ｈ３Ｎ２ウイスコンシン型ウイルス、トリＨ５Ｎ１ベトナム型ウイルス
、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）、およびインフルエンザウ
イルスの任意の株を含み得る。
【０１５６】
　更なる凝集ウイルスは、ヒト以外の霊長類のウイルスを含み、その限定しない例は、オ
ランウータンヘルペスウイルス１、オランウータンヘルペスウイルス３、オナガザルヘル
ペスウイルス１（Ｂウイルス、ＨＶ　ｓｉｍｉａｅ）、オナガザルヘルペスウイルス２（
ＳＡ８）、オナガザルヘルペスウイルス３（ＳＡ６）、オナガザルヘルペスウイルス４（
ＳＡ１５）、オナガザルヘルペスウイルス５（アフリカミドリザルサイトメガロウイルス
）、オナガザルヘルペスウイルス６（リバプールバーベットモンキー（Ｌｉｖｅｒｐｏｏ
ｌ　ｖｅｒｖｅｔ　ｍｏｎｋｅｙ）ウイルス）、オナガザルヘルペスウイルス７（パタス
モンキー（Ｐａｔａｓ　ｍｏｎｋｅｙ）ＨＶ；ＭＭＶまたはＰＨＶ　ｄｅｌｔａ　ＨＶ）
、オナガザルヘルペスウイルス８（アカゲザル（Ｒｈｅｓｕｓｍｏｎｋｅｙ）サイトメガ
ロウイルス）、オナガザルヘルペスウイルス９（メディカル・レーク（Ｍｅｄｉｃａｌ　
Ｌａｋｅ）・マカクＬＶサル水痘帯状疱疹ＨＶ（Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｌａｋｅ　ｍａｃａｑ
ｕｅ　ＬＶ　ｓｉｍｉａｎ　ｖａｒｉｃｅｌｌａ　ＨＶ））、オナガザルヘルペスウイル
ス１０（アカゲザル白血球随伴ＬＶＩＴ株（Ｒｈｅｓｕｓ　ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ　ａｓｓ
ｏｃ．ＬＶ　ｓｔｒａｉｎ　ＩＴ））、オナガザルヘルペスウイルス１２（ＬＶヒヒ属（
ＬＶｐａｐｉｏ）、ヒヒＬＶ（ｂａｂｏｏｎ　ＬＶ））、オナガザルヘルペスウイルス１
３（ヘルペスウイルスシクロピス（ｃｙｃｌｏｐｉｓ））、オナガザルヘルペスウイルス
１４（アフリカミドリザルＥＢＶ様ウイルス）、オナガザルヘルペスウイルス１５（アカ
ゲザルＥＢＶ様ＨＶ（ＲｈｅｓｕｓＥＢＶ－ｌｉｋｅＨＶ））、クモザルヘルペスウイル
ス１（クモザルＨＶ）、クモザル亜科ヘルペスウイルス２（ＨＶ　ａｔｅｌｅｓ）、マー
モセット科ヘルペスウイルス（ＨＶサギナス（ｓａｇｕｉｎｕｓ））、マーモセットヘル
ペスウイルス（ＳＳＧ、マーモセットサイトメガロウイルス）、オマキザルヘルペスウイ
ルス１（カプチン（Ｃａｐｕｃｈｉｎ）　ＨＶ）、オマキザル科ヘルペスウイルス２（カ
プチン（Ｃａｐｕｃｈｉｎ）　ＨＶ）、オランウータンヘルペスウイルス１（チンパンジ
ーＨＶ；ｐａｎＨＶ）、オランウータンヘルペスウイルス２（オランウータンＨＶ）、オ
ランウータンヘルペスウイルス３（ゴリラＨＶ）、リスザルヘルペスウイルス１（マーモ
セットＨＶ、ヘルペスＴ、ＨＶ）、タマリナス（ｔａｍａｒｉｎｕｓ）、ＨＶ広鼻猿類（
ｐｌａｔｙｒｒｈｉｎａｅ）、（タイプリスザルヘルペスウイルス２）リスザルＨＶ、お
よびＨＶリスザル（ｓａｉｍｉｒｉ）。
【０１５７】
　凝集ウイルスは、限定はされないが、以下を含む哺乳類のウイルスを称することができ
る：ウシヘルペスウイルス１－５、ヒツジヘルペスウイルス１－２、アルセラフィンヘル
ペスウイルス１、パルボウイルス（マウス微小ウイルス、アリューシャンミンク秒、ウシ
パルボウイルス、イヌパルボウイルス、ニワトリパルボウイルス、ネコ汎白血球減少症、
ネコパルボウイルス、ガチョウパルボウイルス、ＨＢパルボウイルス、Ｈ－ｌパルボウイ
ルス、キルハム（Ｋｉｌｈａｍ）ラットラピーヌ（ｌａｐｉｎｅ）パルボウイルス、ミン
ク腸炎を含む）エリスロウイルス（アデノ随伴タイプ１－５、ウシアデノ随伴、イヌアデ
ノ随伴、ウマアデノ随伴、ヒツジアデノ随伴を含む）。
【０１５８】
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　凝集ウイルスの更なる非制限的な例は以下を含み得る：カリフラワー・モザイク、バド
ナウイルス、ジェミニウイルス、植物レトロウイルス、クリプトウイルス、ラブドウイル
ス科、トマト軟化えそ（Ｔｏｍａｔｏ　Ｓｐｏｔｔｅｄ　ｍｏｓａｉｃ）、テヌイウイル
ス、ジャガイモウイルス、ポチウイルス科、クロステロウイルス、ターニップイエローモ
ザイク（Ｔｕｒｎｉｐ　Ｙｅｌｌｏｗ　ｍｏｓａｉｃ）、トマトブッシイモザイク（Ｔｏ
ｍａｔｏ　Ｂｕｓｈｙ　ｍｏｓａｉｃ）、ルテオウイルス、セキウイルス科、タバコモザ
イク、ササゲモザイク、ダイコンひだ葉モザイク（Ｐｅａｎ　Ｅｎａｔｉｏｎ　ｍｏｓａ
ｉｃ）、アカクローバー葉脈モザイク（Ｒｅｄ　Ｃｌｏｖｅｒ　ｖｅｉｎ　ｍｏｓａｉｃ
）、ブロムモザイク（Ｂｒｏｍｅ　ｍｏｓａｉｃ）、キュウリモザイク、アルファルファ
モザイク、オオムギ縞萎縮（Ｂａｒｌｅｙ　ｙｅｌｌｏｗ　ｍｏｓａｉｃ）、テンサイそ
う根病（Ｂｅｅｔ　Ｎｅｃｒｏｔｉｃ　ｙｅｌｌｏｗ　ｖｅｉｎ）、およびｄｓＲＮＡウ
イルス。
【０１５９】
　以下の科からのウイルスも本開示の方法における使用に含まれる：バキュロウイルス科
およびヌディウイルス科、ポリドナウイルス科、アスコウイルス科、ノダウイルス科、テ
トラウイルス科、テトラウイルス科、トンバスウイルス科、コロナウイルス科、フラビウ
イルス科、トガウイルス科、ブロモウイルス科、バマウイルス科、トチウイルス科、パル
ティティウイルス科、ハイポウイルス科、パラミクソウイルス科、ラブドウイルス科、フ
ィロウイルス科、オルトミクソウイルス科、ブニヤウイルス科、アレナウイルス科、レビ
ウイルス科、ピコルナウイルス科、セキウイルス科、コモウイルス科、ポチウイルス科、
カリシウイルス科、アストロウイルス科、ノダウイルス科、イノウイルス科、ミクロウイ
ルス科、ジェミニウイルス科、サーコウイルス科、パルボウイルス科、ヘパドナウイルス
科、レトロウイルス科、シストウイルス科、レオウイルス科、ビルナウイルス科、ミオウ
イルス科、サイフォウイルス科、ポドウイルス科、テクティウイルス科、コルチコウイル
ス科、プラズマウイルス科、リポリクスウイルス科、フセロウイルス科、ポックスウイル
ス科、アフリカブタコレラ様ウイルス、イリドウイルス科、フィコドナウイルス科、バキ
ュロウイルス科、ヘルペスウイルス科、アデノウイルス科、パポヴァウイルス科、ポリド
ナウイルス科、ピコルナウイルス科、カリシウイルス科、アストロウイルス科、トガウイ
ルス科、フラビウイルス科、コロナウイルス科、アルテリウイルス科、パラミクソウイル
ス科、ラブドウイルス科、フィロウイルス科、オルトミクソウイルス科、ブニヤウイルス
科、アレナウイルス科、レオウイルス科、ビマウイルス科、レトロウイルス科、肝炎ウイ
ルス科、サーコウイルス科、パルボウイルス科、パポバウイルス科、アデノウイルス科、
ヘルペスウイルス科、ポックスウイルス科、およびイリドウイルス科。
【０１６０】
　当業者は、特定の検定において用いられるウイルスの濃度が、ウイルスの正体、サンプ
ル容積、および検定で用いられる他の構成要素のソースおよび濃度などの一連の異なる因
子に依存することを理解するであろう。更に、検定で用いられる前記ウイルスの濃度は一
般に、赤血球凝集反応が従来のＨＡ検定で生じる、ウイルスの最も低い希釈の既知の値に
基づく。この希釈は１赤血球凝集反応単位（“ＨＡ単位”または“ＨＡＵ”）とみなされ
る。１ＨＡＵに基づく、より高いおよびより低いウイルスの濃度が、検定の出発点として
用いられ得る。例えば、例えば、もし１：１２８希釈が従来のＨＡＩ検定において、赤血
球凝集反応が生じる、最も低いウイルスの希釈である場合、実施形態では、１：６４、１
：１２８、１：２５６、１：５１２、１：１０２４、１：２０４８、１：４０９６および
１：８１９２の希釈が本明細書で提供される方法と用いられ得る。当業者は、２またはい
くつかの他の数の倍数に基づいて、ウイルスの任意の希釈、または任意の一連の希釈が用
いられ得ることを理解するであろう。
Ｄ３．　バクテリアの検体
【０１６１】
　いくつかの実施形態では、本開示の方法は、ＲＢＣの細胞表面の分子または可視化粒子
に結合し得る能力を有し、および凝集を誘導し得るバクテリアの検出に用いられ得る。
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Ｄ４．　凝集粒子検体
【０１６２】
　いくつかの実施形態では、本開示の方法は、細胞またはミクロスフェアに結合し、およ
び細胞またはミクロスフェアの凝集を引き起こし得る任意の粒子を検出するために用いら
れ得る。そのような粒子は、本明細書において「凝集粒子」と称される。凝集粒子は、制
限なしに、ウイルス、バクテリア、ウイルス粒子、アレルゲン、および抗体を含み得る。
他の例では、凝集粒子は、タンパク質および炭水化物ＲＢＣの表面または他の細胞（例え
ば、レクチン）に対する結合特異性を有する。更に、ミクロスフェア（ミクロスフェアは
、以下に議論されるように、それらの表面に広範囲の様々な分子を持つように調製され得
る）の文脈において、ミクロスフェア表面の分子に結合し得る全ての分子が凝集粒子とし
て機能し得る。
Ｅ．　赤血球
【０１６３】
　一態様では、本開示は、「赤血球」　　と互換可能に用いられる、赤血球細胞（“ＲＢ
Ｃ”）の凝集の検出および測定のための方法を提供する。　
【０１６４】
　赤血球は、鉄を含む生体分子であり、酸素と結合し、および血液の赤い色の原因である
ヘモグロビンを含む、酸素を送達する細胞である。ウイルスなどの凝集粒子の存在下にお
いてその細胞が凝集する潜在的能力を備えている限り、様々な生命体からの赤血球が、本
明細書において開示される方法において用いられ得る。適切な赤血球としては、制限なし
に、ガチョウ、ニワトリ、カモ、およびシチメンチョウ赤血球細胞などの鳥類の赤血球、
およびヒト赤血球、モルモット赤血球、マウス赤血球、ラット赤血球、ウシ赤血球、ウマ
赤血球、ヤギ赤血球およびヒツジ赤血球などの哺乳類の赤血球を挙げることができる。ヒ
ト赤血球は、Ａ型赤血球、Ｂ型赤血球、ＡＢ型赤血球、およびＯ型赤血球などのいかなる
血液型のドナーからのものでもあり得る。
【０１６５】
　いくつかの実施形態では、赤血球は凝集について検定され、および赤血球の濃度が約０
．０１％ヘマトクリット未満、約０．０５％ヘマトクリット未満、約０．１％ヘマトクリ
ット未満、約０．１５％ヘマトクリット未満、約０．２％ヘマトクリット未満、約０．５
％ヘマトクリット未満、約１％ヘマトクリット未満、約５％ヘマトクリット未満、約１０
％ヘマトクリット未満、約１５％ヘマトクリット未満、約２０％ヘマトクリット未満、約
３０％ヘマトクリット未満、約４０％ヘマトクリット未満、または約５０％ヘマトクリッ
ト未満の濃度で存在するように選ばれることができる。
【０１６６】
　ヘマトクリット（ＨｔまたはＨＣＴ）または血中血球容積（ＰＣＶ）または赤血球容積
分率（ＥＶＦ）は、赤血球細胞により占有される血液容積のパーセンテージである。
Ｅ１．　　赤血球の固定化
【０１６７】
　いくつかの実施形態では、本明細書において提供される方法を用いて検定される赤血球
は前処理される。
【０１６８】
　従来の赤血球凝集反応法で用いられる赤血球細胞試薬は、複雑な洗浄手順を用いて新鮮
に調製されなければならない。従来の手順は労働集約的であり、不便であり、および時間
のかかるものである。対照的に、いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法は
単一の安定な固定された赤血球調製物を用いるので、試薬調製は検定を行うときに必要と
される。
【０１６９】
　前処理は、あらかじめ固定された赤血球を生成するための赤血球の事前固定化（ｐｒｅ
－ｆｉｘａｔｉｏｎ）を含む。赤血球の事前固定化は、血液サンプルから新鮮に赤血球を
調製する必要性の除去に起因する検定時間の削減、および均一な事前に固定された赤血球
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サンプルの使用による、凝集検定の再現性を含む膨大な利点を提供し得る。当技術分野で
は赤血球の固定化方法は既知であり、および米国特許第５，９９４，１３９号に記載され
るものを含む。
【０１７０】
　いくつかの実施形態では、赤血球は、ホルムアルデヒドなどのモノアルデヒド、グルタ
ルアルデヒドなどのアルデヒド、およびホルムアルデヒドと等価であるパラホルムアルデ
ヒドなどのポリマー性の形態含む有機アルデヒドとの処理によりあらかじめ固定される。
いくつかの実施形態では、赤血球はグルタルアルデヒドとの処理によりあらかじめ固定さ
れる。この固定された細胞は、本質的に無期限に安定である（対照的に、新鮮な赤血球は
毎日調製されなければならず、および日ごとに変動する）。固定化は、ウイルスのヘマグ
ルチニンまたは他の凝集粒子が結合する細胞表面受容体を不活性化しない。
【０１７１】
　いくつかの実施形態では、動物の赤血球細胞が、新鮮に洗浄された動物のＲＢＣをグル
タルアルデヒド緩衝溶液に短時間曝露し、および生理食塩水により完全に洗浄することに
より調製される。この処理は、赤血球の自然の抗原性を大部分保存する一方、細胞を一般
的に浸透圧性ショック、冷凍・解凍または免疫溶血反応による溶解に対して抵抗性にする
。これらの試薬は、赤血球凝集反応手順において直接用いられ得るか、または赤血球凝集
反応検査のための様々なタンパク質と連結され得る。グルタルアルデヒドにより安定化さ
れたＲＢＣは、一般的に０．１％アジ化ナトリウムを含む生理食塩水中の細胞懸濁物とし
て保存される。
【０１７２】
　グルタルアルデヒド固定化により安定化された赤血球細胞は、ウシ、ネコ、ニワトリ、
イヌ、ヤギ、モルモット、ハムスター、ウマ、サル、マウス、ブタ、ラット、ヒツジ、シ
チメンチョウおよびウサギからのグルタルアルデヒドにより安定化された動物の赤血球細
胞を提供する、Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ（マサチューセッツ州アク
トン（Ａｃｔｏｎ））などの商業的なソースから入手可能であり、これらの全てが本明細
書で提供される方法において使用され得る。
【０１７３】
　いくつかの実施形態では、前記赤血球は、グルタルアルデヒド固定化により安定化され
たシチメンチョウ赤血球である。いくつかの実施形態では、異なる動物種からの新鮮な赤
血球および細胞も用いられ得る。
Ｆ．　他のタイプの細胞
【０１７４】
　いくつかの実施形態では、赤血球細胞以外の細胞が、これらの細胞がウイルス粒子、抗
体、または他の凝集粒子の存在下で凝集する限り、本明細書で提供される方法のために使
用され得る。
Ｇ．　ミクロスフェア
【０１７５】
　いくつかの実施形態では、本開示の方法は、その凝集物が顕微鏡的に検出されるために
十分大きいという条件で、任意の非細胞分子または粒子の凝集を測定するために用いられ
る。そのような粒子は本明細書において「ミクロスフェア」と称される。従って、本明細
書において提供される検定において、ＲＢＣはミクロスフェアで置換されることができ、
その表面は、ウイルス粒子、抗体、または他の凝集粒子または検出されるべき物質と線テ
ク的に結合する、抗原または抗体と連結される。
【０１７６】
　適切なミクロスフェアの例は、ウイルス粒子、抗体、タンパク質、炭水化物、または抗
原に容易に結合し、および凝集することができるラテックスミクロスフェアおよび他のミ
クロスフェアを含む。一実施形態では、前記ミクロスフェアは、ビーズである。いくつか
の実施形態では、ミクロスフェアは、ラテックス、金、ガラス、またはシリカを含む。一
実施形態では、前記ミクロスフェアは、ウイルス粒子に結合する受容体により被覆された
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ラテックスミクロスフェアである。一実施形態では、ミクロスフェアは、ヘマグルチニン
タンパク質、または血液型抗原（例えば、抗原Ａ、Ｂ、Ｄ、など）により被覆される。
【０１７７】
　いくつかの実施形態では、本開示の方法は、凝集試験のために抗原により被覆されたミ
クロスフェアを用いる。その名前に関わらず、ミクロスフェアは、制限なしに、球状、直
方体、円筒状、および不規則を含む任意の形状であってよい。それらは、抗原に結合しお
よび凝集検定での使用に適切な任意の物質を含み得る。
【０１７８】
　抗原はミクロスフェアに連結され得る。抗原のミクロスフェアビーズへの結合のための
方法は、当技術分野で周知である。連結は、ミクロスフェアの表面、または外表面から接
近できる内表面に対するものであることができる。抗原は、ＬｕｍｉｎｅｘＣｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎ（テキサス州オースチン（Ａｕｓｔｉｎ））より提供されているようなビーズ
と、製造者の推奨に従った２ステップのカルボジイミド処理により連結され得る。いくつ
かの実施形態では、前記抗原は、前記ミクロスフェアに吸着されるか、または共有結合的
に結合される。
【０１７９】
　いくつかの実施形態では、複数の抗原が用いられることができ、それぞれが別個のまた
は同じミクロスフェアに結合される。ミクロスフェアとの連結に用いられる抗原は、本明
細書で提供される方法を用いる抗体または凝集粒子により認識され得る、ウイルスの抗原
性部分を含む。ウイルスの抗原性部分は、限定はされないが、ウイルスの膜タンパク質お
よび非構造タンパク質を含む。いくつかの実施形態では、それぞれが異なる抗原または抗
体に連結されるミクロスフェアの混合物が用いられ得る
Ｈ．　非特異的タンパク質および他の分子
【０１８０】
　いくつかの実施形態では、凝集反応を加速するために非特異的なタンパク質が凝集検定
に加えられる。非特異的なタンパク質の添加は、反応を約２倍、３倍、４倍、５倍、６倍
、７倍、８倍、１０倍、２０倍、または３０倍を超えて加速できる。適切な非特異的タン
パク質は、限定はされないが、ウシ、ウマ、ヒツジ、ヤギ、ニワトリおよびヒトなどの様
々な動物からのアルブミンを含む、アルブミンを含む。アルブミンの他の非制限的な例は
、ウシ血清アルブミン、ヒト血清アルブミン、ニワトリ卵白由来アルブミン、ウシラクト
アルブミンおよびヒトラクトアルブミン．
【０１８１】
　加えて、合成ポリマー（例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリエチレンオ
キシド（ＰＥＯ））、糖ポリマー（例えば、デキストラン）、デキストラン硫酸、ジエチ
ルアミノエチル－デキストラン（ＤＥＡＥ－デキストラン）およびポリビニルピロリドン
などの他の巨大分子種も、凝集を加速するために用いられ得る。
【０１８２】
　前記検定に加えられる非特異的な添加物の量は変化することができ、および一般的には
約０．１～５０ｍｇ／ｍｌの間の任意の量であり得る。特定の方法では、０．５、１、２
、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、ま
たは５０ｍｇ／ｍｌの非特異的な添加物が前記検定に加えられる。いくつかの実施形態で
は、たかだか０．５、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、
３０、３５、４０、４５、または５０ｍｇ／ｍｌの非特異的なが前記検定に加えられる。
【０１８３】
　非特異的な添加物は、前記検定で用いられる、希釈剤緩衝液または他の緩衝液／試薬に
加えられ得る。
Ｉ．　提供される凝集検定の特定の利点
【０１８４】
　本明細書において記載される組成物、方法、システム、および機器は、従来の凝集検定
を上回る複数の異なる利点を凝集検定に対して提供する。
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Ｉ１．増大された感度
【０１８５】
　実施形態では、本明細書で提供される方法は、従来の凝集検定を上回る凝集検出の増大
された感度を有し得る。
Ｉ１ａ．増大された感度－画像分析
【０１８６】
　一実施形態では、凝集検定感度は、凝集反応（以下で更に議論される）を分析するため
の画像分析の使用により増大される。画像分析の使用は、検定感度を従来の凝集検定の約
２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、４０、５０、７５、
または１００倍に増大させ得る。
Ｉ１ｂ．増大された感度－濃度／希釈ステップ
【０１８７】
　別の実施形態では、凝集検定感度は、凝集粒子（例えば、ウイルス粒子）および可視化
粒子（例えば、ＲＢＣまたはミクロスフェア）を含む反応混合物を濃縮することに次いで
、濃縮された物質の希釈、および凝集の後続する分析により増大され得る。この方法にお
いて、濃縮ステップにおいて、前記凝集粒子および可視化粒子は、密接な近接にもたらさ
れ、凝集粒子の可視化粒子への結合が促進される。次いで、濃縮された物質を希釈するス
テップでは、特異的に凝集した可視化粒子だけが、凝集したままで残る（すなわち濃度ス
テップの間に非特異的に凝集した可視化粒子は、希釈ステップの間には、凝集したままで
は残らない）。この方法を用い、検出可能な凝集を生成するために、より少ない凝集粒子
が検定で用いられることができる。それに応じて、ＨＡＩ検定では、より少ないサンプル
中の抗体が、凝集阻害を引き起こすために必要となる。従って、より少ない凝集粒子およ
び／より少ない抗体が、凝集または凝集阻害を引き起こすために必要なので、この方法は
、凝集検定の感度を増大させ得る。
【０１８８】
　一実施形態では、凝集検定の感度は、以下のステップを含む方法により凝集検定を遂行
することにより増大され得る。第一に、目的の生物学的抗体を含むことが疑われるサンプ
ルが、凝集粒子および可視化粒子と混合されおよびインキュベートされる。いくつかの態
様では、前記生物学的サンプルは、可視化粒子の添加の前に凝集粒子とインキュベートさ
れ得る。第二に、凝集粒子、可視化粒子、および目的の抗体を含むことが疑われるサンプ
ルを含む反応は、ペレットを生成するために遠心分離される。典型的には、この方法によ
る遠心分離は、再懸濁が困難な複合体を生成させないために、穏やか（数分間にわたり数
百から低い数千ｘｇ）である。第三に、上澄みが除去され、および前記ペレットが凝集し
た粒子または可視化粒子に干渉しない、緩衝液により１～２回洗浄される。第四に、この
洗浄されたペレットが緩衝液に再懸濁される。第五に、この再懸濁された反応混合物が凝
集について分析される。
【０１８９】
　別の実施形態では、抗体を凝集粒子として用いる凝集検定では、洗浄された凝集反応に
目的の抗体のタイプに対する抗体を加えることにより、更に検定の感度が増大され得る。
一実施形態では、上記に記載される濃度／希釈ステップを含む凝集反応において、目的の
抗体がヒトのものである場合、洗浄されたペレットが再懸濁されるときに、抗ヒトグロブ
リン（クームス（Ｃｏｏｍｂｓ）試薬）も、再懸濁されたペレットに加えられる。再懸濁
されたペレットを抗－ヒトグロブリンとインキュベートした後に、再懸濁された反応が凝
集について分析される。この方法では、抗ヒトグロブリンは可視化粒子に結合し得る目的
の抗体に結合する。抗－ヒトグロブリン目的の抗体の複数の抗体を寄せ集めることができ
、およびこれらの抗体のそれぞれが、１つ以上の可視化粒子に結合できるために、抗ヒト
グロブリンの添加は凝集検定の感度を増大させ得る。特定の抗体のタイプを同定するため
に、この方法の特異性は抗ヒトグロブリンよりはむしろ、抗ヒトＩｇＭ、ＩｇＧ、または
ＩｇＡを用いることにより更に増大されることができる。
Ｉ２．増大された速度
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【０１９０】
　一態様では、本明細書で提供される検定は、速度に関する利点を提供し得る。従来の凝
集検定は、少なくとも１２～１８時間のインキュベーションを伴う前処理ステップを必要
とする。本開示のいくつかの方法では、前処理ステップは、１５分未満、３０分未満、１
時間未満、２時間未満で遂行される。更に、本開示の方法は、従来の手順を用いて４時間
かかり得るプロセスである、赤血球の新鮮な調製の必要性を除去する。従来のＨＡＩ検定
方法では、目的の抗体を含み得るサンプルとウイルスの抗原および赤血球とのインキュベ
ーションは、２つの別個のステップとして行われるが、本明細書において開示される、い
くつかの実施形態では、ウイルスの抗原および赤血球が共に目的の抗体を含み得るサンプ
ルに、単一のステップで加えられる。実施形態では、本開示のＨＡ検定またはＨＡＩ検定
は、１時間未満、１．５時間未満、２時間未満、２．５時間未満、３時間未満で遂行され
る。
【０１９１】
　本開示の方法は、サンプル中のウイルスの検出および／または測定についての改良を提
供し、およびいくつかの実施形態では、方法を遂行するための合計の時間の量は、５００
、４００、３００、２００、１８０、１６０、１４０、１２０、１００、９０、７５、６
０、４５、３０、１５、１０、５分未満である。いくつかの実施形態では、方法を遂行す
るための合計の時間の量は、３０～６０分である。
Ｉ２ａ．増大された速度－画像分析
【０１９２】
　一実施形態では、凝集検定の速度は、凝集反応を分析するための画像分析の使用により
増大され得る（以下で更に議論される）。
Ｉ２ｂ．　増大される速度－　試薬および検定　ステップ
【０１９３】
　他の実施形態では、凝集　検定の速度は、凝集　反応の性能および／または分析を加速
するための改良された試薬および／または検定　ステップの使用により増大され得る。例
えば、本明細書の他の場所に記載されるように、サンプル前処理の任意の１つ以上の改良
（例えば、ノイラミニダーゼの使用による）、あらかじめ固定されたＲＢＣまたはミクロ
スフェアの使用、ｕｓｅ　ｏｆ　組み合わされた　検定　ステップの使用（例えば、可視
化　粒子の添加の前に第一に凝集　粒子および抗体を含むサンプルをインキュベートする
ことよりも、むしろ凝集　粒子、可視化　粒子、および抗体を含むサンプルの、単一のイ
ンキュベーション　ステップでの混合による）、および検定媒質組成物における改良は、
正確な凝集　検定結果を得るために必要な時間を減少させ得る。
Ｉ３．減少された容積
【０１９４】
　一態様では、本明細書で提供される方法は、反応容積に関して利点を提供し得る。いく
つかの実施形態では、本明細書で提供される凝集検定方法は、約５０、４０、３０、２０
、１０、９、８、７、６、５、４、３、２、１マイクロリットル以下の反応容積において
遂行され得る。いくつかの実施形態では、本明細書で提供される凝集検定は、約５０、４
０、３０、２０、１０、９、８、７、６、５、４、３、２、１、０．８、０．６、０．４
、０．２、０．１マイクロリットル以下の血液サンプルを用いて遂行され得る。
Ｊ．一般－凝集検定
【０１９５】
　凝集の検出は、一般的にスキャナー、カメラ、検出器、またはセンサーなどの画像化機
器を用いて凝集反応生成物の画像を撮影することを含む。いくつかの実施形態では、画像
化機器は顕微鏡に連結される。
【０１９６】
　一般に、検定は、マイクロタイタープレート（９６孔、または他の形式）、試験管、ミ
クロチューブ（ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ　ｔｕｂｅ）、毛細管、ピペットチップまたは他の容
器などの反応を保持する能力を持つ機器を用いて遂行される。前処理された検出されるべ



(40) JP 2015-522825 A 2015.8.6

10

20

30

40

50

き抗体を含む生物学的サンプルは、希釈剤緩衝液（例えば、ＢＳＡを含むＰＢＳ）により
、随意的に連続的に希釈される。次に、ウイルス粒子が、容器に加えられることができ、
および各容器の内容物が穏やかに混合される。次いで、あらかじめ固定されたＲＢＣ懸濁
物が加えられることができ、続いて穏やかに撹拌される。この反応は、適切な時間の間、
例えば合計約１５分、インキュベートされる。しかしながら、約５、１０、２０、２５、
３０、３５、４０、５０、６０分、またはそれより短いか、もしくは長いなどの、１５分
より短いか、または長い合計のインキュベーションも用いられることができる。このイン
キュベーションは、室温（すなわち、２５℃）、または約４、８、１２、１４、１６、２
０、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、または７０℃なその、室温より
も低いか、または高い温度で行われ得る。インキュベーションの温度及び持続時間は、検
定の速度および正確性の両方を達成するために、最適化され得る。前記プレートはスキャ
ナー上で読み取られることができ、およびプレートの最終的な終点の画像が、好適にはプ
レートが、水平に対して約２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６
５、７０、または７５°などの、２０～７５°の角度で傾けられた時に撮影され得る。
【０１９７】
　いくつかの実施形態では、凝集検定の画像が、顕微鏡を含む光学的機器により捕捉され
る。これらの実施形態では、前記検定は、あらかじめ固定されたＲＢＣまたは可視化粒子
が反応に加えられた後に、ウエル（または反応を保持する他の構造）からの少量のサンプ
ル（例えば、１～２μＬ）が、キュベットまたはチップ中に直接移送され、および顕微鏡
を含む光学的機器下に撮像される以外は一般に上述のように遂行される。本明細書におい
てより詳細に記載されるように会合因子を計算するために、画像が、収集されおよび分析
され得る。
【０１９８】
　凝集検定を行う持続時間は、一般に検定の速度および正確性の両方を達成するために最
適化される。いくつかの実施形態では、検定および検出凝集の遂行は約１０分以下、１５
分以下、２０分以下、３０分以下、４０分分以下、５０以下、または６０分以下などの１
時間未満時間で生じる。いくつかの実施形態では、検定および検出凝集の遂行は１時間を
超えるが、しかし２、３、４、５、６、７、または８時間未満で生じる。
【０１９９】
　いくつかの実施形態では、凝集検定は、クラウド・コンピューティング・インフラスト
ラクチャーを介して、凝集検定の１つ以上のステップが自動化されおよび／または制御さ
れる、システムまたは機器上で遂行され得る。例えば、本明細書において記載される凝集
検定は、米国特許出願第１３／２４４，９４７号または米国特許出願第Ｎｏ．１３／３５
５，４５８号に記載されたシステムまたは機器上で遂行されることができ、これらは、そ
の全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０２００】
　一実施形態では、機器は、凝集に適切な（およびそれにより凝集検定を開始する）条件
下で、凝集粒子をサンプルに加える能力を有する構成要素を含み；構成要素は、凝集検定
の一組の画像を取得する能力を有し；および構成要素はサンプルの凝集を測定するために
、一組の画像を分析する能力を有する。サンプルの凝集を測定するために、一組の画像を
分析する能力を有する前記構成要素は、機器内の、凝集検定の２つ以上の画像を得るため
に構成された構成要素と、同じ装置の一部であることができる。サンプルの凝集を測定す
るために、一組の画像を分析する能力を有する前記構成要素は、前記機器に埋め込まれ得
る。サンプルの凝集を測定するために、一組の画像を分析する能力を有する前記構成要素
は、複数のタイプの分析を遂行するために構成されることができ、および／またはそれは
、機器内で複数の応用のために用いられ得る。サンプルの凝集を測定するために、一組の
画像を分析する能力を有する前記構成要素は、機器から遠隔に配置され得る。サンプルの
凝集を測定するために、一組の画像を分析する能力を有する前記構成要素は、クラウド・
コンピューティング・インフラストラクチャー（例えば、クラウド・コンピューティング
）中に配置され得る。サンプルの凝集を測定するために、一組の画像を分析する能力を有
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する前記構成要素は、クラウド中に配置されることができ、および前記機器は、このクラ
ウドから動的に制御されるために構成され得る。いくつかの実施形態では、前記機器は、
凝集検定分析の結果に基づき二次的手順に影響を及ぼすために構成される。いくつかの実
施形態では、本明細書において記載される凝集検定を遂行する能力のある機器は、例えば
、米国特許出願第１３／２４４，９４７号に記載される機器として構成されることができ
、この出願は参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０２０１】
　一実施形態では、本明細書において開示されるシステムは、凝集に適切な条件下で、お
よびそれにより凝集検定を開始する、凝集粒子をサンプルに加える能力を有する構成要素
；一組の凝集検定の画像を取得する能力のあるカメラ；および前記一組の画像サンプルの
凝集を測定するために分析する能力のあるコンピュータを含み得る。サンプルの凝集を測
定するために一組の画像の画像を分析するために構成された前記コンピュータは、一組の
２つ以上の凝集検定の画像を取得するために構成されたカメラとシステム内の同じの装置
の一部分であってよい。サンプルの凝集を測定するために一組の画像の画像を分析するた
めに構成された前記コンピュータは、前記システム内に埋め込まれ得る。サンプルの凝集
を測定するために一組の画像の画像を分析するために構成された前記コンピュータは、複
数のタイプの分析を遂行するために構成されることが出液、および／またはそれは前記シ
ステム内の複数の応用のために用いられる。サンプルの凝集を測定するために一組の画像
の画像を分析するために構成された前記コンピュータは、一組の２つ以上の凝集検定の画
像を取得するために構成されたカメラから遠隔に配置され得る。サンプルの凝集を測定す
るために一組の画像の画像を分析するために構成された前記コンピュータは、クラウド中
に配置され得る。サンプルの凝集を測定するために一組の画像の画像を分析するために構
成された前記コンピュータは、クラウド中に配置されることができ、および前記システム
は、前記クラウドから動的に制御されるために構成され得る。前記システムは、凝集検定
分析の結果に基づき二次的手順に影響を及ぼすために構成され得る。いくつかの実施形態
では、本明細書において記載される凝集検定を遂行する能力のあるシステムは、例えば、
米国特許出願第１３／２４４，９４７号に記載されるシステムとして構成されることがで
き、この出願は参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
ＩＩＩ．　検出および画像分析
【０２０２】
　一態様では、本開示は、画像分析に基づく凝集、または赤血球凝集反応を分析する有利
な客観的な方法を提供する。
【０２０３】
　円錐形の管またはウエル（タイタープレート中の）における従来の凝集検定では、凝集
は、ウエル底部のＲＢＣの低下された移動性（凝集の場合）、またはタイタープレートが
傾けられた時の重力下で充填されたＲＢＣの制限された流れ（凝集の欠如の場合）のいず
れかの目視による観察によって決定される。凝集の場合のＲＢＣの低下された移動性は、
ＲＢＣおよび凝集粒子の間の引力に起因する。
【０２０４】
　凝集反応を読み取るために、いくつかの光学的（可視的な）方法が用いられている。し
かしながら、これらの既存の方法は、ＲＢＣの互いの結合を、懸濁物のバルクの物質特性
を単純な目視による検査により観察することにより検出する。
【０２０５】
　一態様では、本明細書において提供されるものは画像分析に基づく凝集を分析する方法
である。一実施形態では、画像分析方法は、円錐形のウエルまたは管中の凝集検定中の、
ＲＢＣまたは可視化粒子の全体の動きを分析するために用いられる。別の実施形態では、
画像分析方法は、ＲＢＣまたは可視化粒子懸濁物の微細構造を調べるために、ＲＢＣまた
は可視化粒子凝集検定中の懸濁物中の、顕微鏡的な画像を分析するために用いられる。
Ａ．ＲＢＣ／可視化粒子の全体の動きの画像分析
【０２０６】
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　一態様では、本明細書において提供されるものはＲＢＣおよび可視化粒子の全体の動き
の画像分析のための方法である。上記および図３中に記載されるように、円錐形の（Ｖ字
型の）反応容器（例えば、管または反応ウエル）中では、凝集していない細胞は、一般的
に容器の底のゆるやかに充填された「ボタン」内に沈降する一方、凝集した細胞は、一般
的に他の細胞により緊密に接着する。従って、もし凝集した細胞を含む円錐形の反応容器
が傾けられると、この細胞は、細胞が互いに比較的緊密に接着しているために、一般に容
器の底を離れない。対照的に、もし凝集していない細胞を含む反応容器が傾けられると、
いくつかの細胞は、一般に重力下にウエルの底部から離れ、「涙滴」型を含む細胞ペレッ
トの形成を導く。上記の事象に関連する、凝集検定の画像分析のための複数の方法が、本
明細書において提供される。
Ａ１．全体の動き－反応容器中の指定された場所での画像分析
【０２０７】
　一実施形態では、反応容器（例えば、反応管またはウエル）中の、指定された場所での
凝集反応の画像分析のための方法が提供される。図６はこの方法に関する概略図を示す。
この方法では、ゾーン６１０が反応容器６００の底部の中に含まれ、および／またはその
隣にある。反応容器６００の底部は、細胞６０５のペレットを含み得る。反応容器の画像
が、反応容器を傾ける前、その間、および／またはその後に撮影され得る。細胞の位置は
、サンプルの凝集のレベルを決定するため、および／または関連する計算を遂行するため
に用いられ得る反応容器中の指定されたゾーンへの参照により決定され得る。場合によっ
ては、反応容器を傾けた際に、細胞６１５の「涙滴」を生じ得る。凝集していない細胞は
、涙滴形状を生じる一方、凝集した細胞は涙滴形状を生じない。凝集した細胞は、ペレッ
ト化されたままであるか、または「ボタン」形状のままである。場合によっては、検定は
細胞の部分的な凝集をもたらし得る。前記ゾーン６１０は、ボタン細胞および／または涙
滴細胞およびバックグラウンドのいくらかの部分を含む領域を包含するアウトラインを有
し得るか（図６Ａ）、またはこのゾーンは、ボタンまたは涙滴細胞を含み得る領域のみを
占有するより小さなアウトラインを有し得る（図６Ｂ）。
【０２０８】
　一実施形態では、反応容器中の指定されたゾーンを用いる凝集反応の画像分析は以下の
ステップの１つ以上を含み得る：
【０２０９】
　第一に、反応混合物を含むウエルのデジタル画像が撮影される。
【０２１０】
　第二に、この画像が、検定ウエル上の基準マークの参照、またはボタンまたは涙滴の認
識のいずれかによる、パターン認識技法を用いて配向される。
【０２１１】
　第三に、この画像が、反応容器中のゾーンに対して配向される。光学的信号が、それぞ
れのゾーンの一面でピクセルｘピクセルで測定され得る。例えば、白色光照明を用いて測
定された信号は：ａ）％透過光（Ｔ）（画像が背面照明で得られた場合にはグレー・スケ
ール）、またはｂ）％反射光（Ｒ）（画像が正面照射で得られた場合にはグレー・スケー
ル）であり得る。パーセント光透過は、光路中に細胞が存在する場合対細胞が存在しない
場合の透過光の比を取ることにより決定され得る；パーセント反射率（ｒｅｆｌｅｃｔａ
ｎｃｅ）も類似の様式で決定され得る。％Ｔおよび％Ｒのそれぞれの測定は、照明源およ
び検出器を含む。透過の場合、サンプルは、照準線内の、および照明源と検出器の間の、
光学的に透明な容器中に配置され得る。照明源から来る光が強度Ｉｏを有し、および検出
器に到達する光（サンプルを通過した後に）が強度Ｉを有する場合、透過率はＴ＝Ｉ／Ｉ
ｏを用いて計算される。
【０２１２】
　第四に、等価率（％Ｔ）または反射率（％Ｒ）は：（Ａ＝－ＬＯＧ［％Ｔ］）（ビアー
（Ｂｅｅｒ）の法則）またはＫ／Ｓ（式中Ｋ＝吸光度およびＳは散乱）（クベルカ－ムン
ク関数（Ｋｕｂｅｌｋａ－Ｍｕｎｋ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ））の式により、吸光度（Ａ）に
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それぞれ変換され得る。ビアーの法則は、測定された吸光度および検体濃度の間の関係で
ある。
【０２１３】
　ＡおよびＫ／Ｓは、直接光吸収種の濃度にそれぞれ以下のように関係する：Ａ＝濃度＊
・Ｍ＊ｌ＊Ｃ（式中、・Ｍモル吸光計数であり、ｌはサンプルの経路長であり、およびＣ
は光吸収種である目的の検体の濃度である）；Ｋ／Ｓ＝（１－（０．０１Ｒ）２）／（２
＊０．０１Ｒ））。散乱については、前記照明源は、検出器に対しておおむね９０度の角
度である。この散乱強度は、サンプルにより散乱された光（前記照明源からの）の強度（
前記検出器により収集された）である。
【０２１４】
　図７に示されるように、信号強度（％Ｔまたは％Ｒ）が、ゾーンナンバー（図６Ａの概
略図の）に対してプロットされる場合、応答対凝集の程度（任意の尺度）を示す関係が得
られる。
【０２１５】
　上記の等式は単一の波長には適用されるが、白色光が用いられる場合、前記ＡまたはＫ
／Ｓの値は、波長の範囲にわたる平均を表す。これらは、それでも凝集分析についての許
容できる結果を提供する。
【０２１６】
　いくつかの実施形態では、吸光度またはＫ／Ｓを測定された信号として用いて、バック
グラウンドより大きな信号が各ゾーン内で平均される。更に、吸光度またはＫ／が、任意
の閾値より大きい場合には、この信号は１に、または分析についてのカットオフより少な
い場合には、この信号はゼロに設定され得る。
Ａ２．全体の動き－スキャニングを用いる画像分析
【０２１７】
　一実施形態では、凝集反応の充填された細胞のスキャニングを用いる画像分析のための
方法が提供される。この充填された細胞は、ボタンおよび／または涙滴領域を含み得る。
図８は、この方法に関する概略図を示す。この方法では、凝集反応は円錐形の容器中で遂
行され、およびこの反応容器が次いで傾斜される。次に、ボタンおよび／または涙滴の長
軸に沿ってスキャン・ゾーンが確立され得る。分析のためのこの軸は、ボタン、涙滴、ま
たはそれらの組み合わせより短くてもまたは長くてもよい。ボタンの外側の、軸の開始が
位置０、および涙滴の外側の位置２０が軸の終点であるなど、軸に沿った位置が指定され
ることができる。速度および正確性の最良の組み合わせに基づいて、位置の数は任意的に
選択されることができる。％Ｔまたは％Ｒなどの光学的信号のために、軸の長さがが調べ
られる。前記信号が軸に沿った位置に対してプロットされる。図９は、光学的信号強度対
複数のタイプのサンプル（凝集した（三角形）、部分的に凝集した（正方形）、および凝
集していない（菱形））についての図８に示される軸に沿った位置の代表的なグラフであ
る。ボタンおよび／または涙滴の長さに沿った前記光学的信号は、サンプル中の凝集のレ
ベルを決定するために、および／または関連する計算を遂行するために用いられ得る。
【０２１８】
　一実施形態では、ボタンおよび／または涙滴の凝集反応のスキャニングを用いる画像分
析は、以下のステップの１つ以上を含む：
【０２１９】
　第一に、反応混合物を含むウエルのデジタル画像が撮影される。
【０２２０】
　第二に、この画像が、検定ウエル上の基準マークの参照、またはボタンまたは涙滴の認
識のいずれかによる、パターン認識技法を用いて配向される。
【０２２１】
　第三に、涙滴および／またはボタンの長軸に沿ったスキャン。ゾーンが、ｉｓ％Ｔまた
は％Ｒについて調べられる。
【０２２２】
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　第四に、光学的信号（上記の「全体の動き－反応容器中の指定された場所での画像分析
」において定義されるもの）　が、軸にそって、ピクセルｘピクセルで測定される。
【０２２３】
　第五に、バックグラウンドより大きな信号が、下方および軸に直角ないくつかのピクセ
ルにわたって平均される。
【０２２４】
　第六に、信号が軸に沿った位置に対してプロットされる。
Ａ３．全体の動き－面積または周囲の長さの画像分析
【０２２５】
　一実施形態では、凝集反応の充填された細胞の面積および／または周囲の長さの決定を
用いる凝集反応の画像分析のための方法が提供される。充填された細胞は、ボタンおよび
／または涙滴領域を含み得る。いくつかの実施形態では、前記充填された細胞のボタンお
よび／または涙滴領域の面積および／または周囲の長さが決定され得る。図１０はこの方
法に関する概略図を示す。この方法では、凝集反応が円錐形の容器中で遂行され、および
反応容器が次いで傾斜される。次に、傾斜されたサンプル１０００全体の画像が取得され
得る。光学的信号が、次いで画像上で得られることができる。次いで、パターン認識方法
が、サンプルのボタンおよび／または涙滴領域（ある場合には）を特定するために用いら
れ得る。図１０では、サンプルは、ボタン領域１００５（領域Ａ）および涙滴領域１０１
０（領域Ｂ）を有する。このボタンおよび／または涙滴の面積および／または周囲の長さ
が、次いで測定され得る。この情報は、サンプル中の凝集のレベルを決定するために、お
よび／または関連する計算を遂行するために用いられ得る。
【０２２６】
　一実施形態では、および／または涙滴の面積および／または周囲の長さの分析を用いる
凝集反応の画像分析は、以下のステップの１つ以上を含み得る：
【０２２７】
　第一に、反応混合物を含むウエルのデジタル画像が撮影される。
【０２２８】
　第二に、この画像が、検定ウエル上の基準マークの参照、またはボタンまたは涙滴の認
識のいずれかによる、パターン認識技法を用いて配向される。
【０２２９】
　第三に、上記の「全体の動き－反応容器中の指定された場所での画像分析」において定
義されたゾーンに対して画像が配向される。
【０２３０】
　第四に、光学的信号（上記の「全体の動き－反応容器中の指定された場所での画像分析
」において定義されるもの）　が、画像全体の上で、ピクセルｘピクセルで測定される。
【０２３１】
　第五に、パターン認識方法が、ボタン、および存在する場合には涙滴に対応する面積を
特定するために用いられる。これらの面積は、バックグラウンドよりも大幅に大きな吸光
度を有する。前記ボタンおよび／または涙滴の面積および／または周囲の長さが測定され
る。いくつかの実施形態では、それぞれの既知の管の位置について、画像のセグメント化
が管の中央で開始され得る。赤血球または可視化粒子により形成された暗い領域は、領域
拡張法（ｒｅｇｉｏｎ　ｇｒｏｗｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ）または適応閾値化によりセグメ
ント化されることができ、細胞の存在に対応する領域を含む二値画像を生成する。セグメ
ント化された領域の形状は、分布の固有値、または代替的に楕円などのパレメトリック形
状を適合させるか、もしくは領域の慣性の離心率またはモーメントなどの他の形状パラメ
ーターを計算することにより、分析され得る。更に、このセグメント化された領域は、オ
リジナルの画像パッチに重ねあわされることができ、およびその領域の強度分布および他
の強度統計が計算され得る。
【０２３２】
　第六に、ボタンおよび涙滴領域のそれぞれの面積の合計の％（面積Ａ／（面積Ａ＋面積
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Ｂ）および面積Ｂ／（面積Ａ＋面積Ｂ）；図１１、それぞれ、菱形でマークされた線およ
び正方形でマークされた線）が凝集の程度に対してプロットされる場合、明確な校正可能
な応答が得られる。面積の比（Ｂ／Ａ）（図１１、三角形でマークされた線）は、凝集に
対してより感度の高い応答を与え得る。代替的に、閾値を超える合計の面積が凝集の測定
に用いられ得る。凝集の測定は、形状および強度情報を組み合わせることによっても得ら
れ得る。
Ａ４．一般的考察－ＲＢＣ／可視化粒子の全体の動きの画像分析
【０２３３】
　ＲＢＣまたは可視化粒子の全体の動きを分析するための、本明細書で提供される方法を
使用することにより、人間の観察者による同じ反応の目視分析に比べて、より早期のおよ
び／またはより正確な凝集の検出が達成され得る。
【０２３４】
　いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法の任意のものについて、光源が全
体の動きの画像を収集するために用いられ得る。正面または背面照射が用いられ得る。光
源は、例えば、白色光またはＬＥＤ（単一色）であり得る。検出器は任意の画像化タイプ
、例えばＣＣＤまたはＣＭＯＳであってよい。画像は単一の時間に撮影され得るか、また
はビデオ画像シリーズが様々な間隔で画像を撮影することで作成され得る。ビデオでは、
１５／秒、１０／秒、５／秒、１／秒、０．５／秒、または０．１／秒を含む任意の間隔
で画像が撮影され得る。上記に記載される分析の方法は、一度に単一の画像が分析される
場合についてである。いくつかの態様では、凝集検定のビデオ記録が作成される場合、様
々な信号パラメーター経時的な変化の速度（ｄＳ／ｄＴ）に変換され得る。
【０２３５】
　本明細書で提供される方法のいずれにおいても、多くのピクセルにわたる平均が、不規
則雑音を低下させるために用いられる。ピクセルはｘおよびｙの両方向において平均され
、ここでｘは重力の方向である。いくつかの態様では、少なくとも５つの隣接したピクセ
ルの行または列、または少なくとも５ピクセルの片を持つ正方形または四角形のゾー（正
方形ゾーンに対しては２５ピクセル）が平均される。本明細書において提供されるいくつ
かの例の画像では、各次元に数百のピクセルがあるので、平均はそれでも良好な空間的解
像度を提供する。
Ｂ．ＲＢＣ／可視化粒子の顕微鏡的な画像の画像分析
【０２３６】
　一態様では、本明細書において提供されるものは、懸濁物中の細胞または粒子の微細構
造、または懸濁物のテクスチャーを調べるための、凝集検定中の懸濁物中のＲＢＣまたは
可視化粒子の顕微鏡的な画像を分析するための画像分析方法である。これらの画像の分析
は、懸濁物中の細胞の凝集または粒子に関する情報を提供し得る。いくつかの態様では、
これらの方法は、細胞または粒子の全体の動きの分析により検出され得るよりも早期に、
反応における凝集の検出を可能にする。これらの方法は、目視による検査に依存する従来
の方法よりも、より信頼性があり、および自動化に対してより適応可能であり得る。
【０２３７】
　いくつかの実施形態では、画像分析は、画像のそれぞれに捕捉された、個々の赤血球の
中心から中心への距離に基づいて、赤血球－凝集粒子クラスターのサイズを計算すること
を含む。この個々の赤血球の中心から中心への距離は、例えば、赤血球細胞または可視化
粒子のサイズを参照する画像の内部校正に基づいて得られ得る。別の例では、それは光学
的システムの絶対的な校正に基づいて得られ得る。顕微鏡下で、赤血球は、明るい固形の
円形のスポットまたは明るい環のように見られ得る（照明の配置に依存して）。どちらの
場合においても、それぞれの赤血球の中心は、その円の質量中心を計算することにより決
定され得る。いったんそれぞれの円の、質量中心が決定されると、中心から中心への距離
が計算されることができる。
【０２３８】
　ＲＢＣの中心の情報は、互いに引きつけ合う細胞を特定するために「カットオフ」距離
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と連結して用いられることができる。「カットオフ」距離は、２つの細胞の中心から中心
の間の距離に基づいて、適用され得る。代替的に、「カットオフ」距離は、２つの細胞の
間の距離（例えば、２つの細胞の最も近い距離の外部境界の間の距離）に関する別の測定
可能なパラメーターに基づいて適用され得る。「カットオフ距離」は、典型的には細胞直
径の１つから２つ分の距離であるが、それは変化し得る。いくつかの実施形態では、「カ
ットオフ距離」は、細胞直径の距離である（例えば、「カットオフ」距離は、凝集の際に
可視化粒子が互いに緊密に充填される、検定における可視化粒子の直径であり得る；緊密
に充填された可視化粒子は、第一に充填された粒子が、第二に充填された粒子と直接接触
するように直ちに互いに隣接することができ、および第一の粒子および第二の粒子の中心
間の距離は、可視化粒子の直径に等しい）。いくつかの実施形態では、「カットオフ」距
離は、ＲＢＣの直径の０．５倍以下、ＲＢＣの直径の１倍以下、ＲＢＣの直径の２倍以下
、またはＲＢＣの直径の２．５倍以下である。このカットオフ距離は、校正からまたは検
定においてＲＢＣが引力を受ける距離を越える距離の推算から決定され得る。
【０２３９】
　実施形態では、カットオフ距離は、画像中の可視化粒子の群について、動径分布関数（
対相関関数）を計算することにより決定され得る。実施形態では、動径分布関数ｇ（ｒ）
は、参照粒子から距離ｒで可視化粒子を発見する確立を定量化する。動径分布関数は、例
えば、Ｋ．Ｙｏｕｎｇｅら、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈｙｓｉｃｓ
，７２巻（９）ページ１２４７（２００４）に記載されており、これは参照によりその全
体が本明細書に組み込まれる。実施形態では、ｇ（ｒ）画像中の全ての粒子にわたる、お
よび検定サンプルの複数の画像にわたる平均として計算される。ｇ（ｒ）対距離ｒが、例
えば、図１９のようにプロットされることができる。実施形態では、カットオフ距離は、
最も高いｇ（ｒ）ピークのｒ値として選ばれる。実施形態では、最も高いｇ（ｒ）ピーク
はｇｍａｘピークと称される。凝集検定では、典型的には、最も高いｇ（ｒ）ピークのｒ
値は、互いに引力を及ぼし合う２つの可視化粒子の間の距離に対応する。従って、距離ｒ
（または距離ｒに近い値）は、会合している可視化粒子の特定のために効果的なカットオ
フ距離として機能する。実施形態では、このカットオフ距離は０．５・ｍ以下、１・・ｍ
以下、２・ｍ以下、３・ｍ以下、４・ｍ以下、５・ｍ以下、６・ｍ以下、７・ｍ以下、８
・ｍ以下、９・ｍ以下、１０・ｍ以下、１１・ｍ以下、１２・ｍ以下、１３・ｍ以下、１
４・ｍ以下、１５・ｍ以下、２０・ｍ以下、２５・ｍ以下、３０・ｍ以下、３５・ｍ以下
、４０・ｍ以下、または５０・ｍ以下であり得る。
【０２４０】
　カットオフ距離および細胞の位置についての情報を用いて、ＲＢＣクラスターが特定さ
れ得る。本明細書において「クラスター」は、決定されたカットオフ距離に基づき、互い
に関係しあう、接触している２つ以上の細胞の分布を意味する。本明細書において開示さ
れる検定を用いて検出され得るクラスターのサイズは、検定に用いられる、赤血球のソー
ス、および抗血清およびウイルスの正体（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）を含む構成要素に基づいて
変動し得るが、わずか２つの赤血球のクラスターでもこの検定を用いて検出され得る。特
定の態様では、約３、４、５、６、７、８、９、１０、２０、２５、３０、５０、７５、
または１００未満の赤血球のクラスターが、本明細書において提供される検定を用いて検
出され得る。実施形態では、可視化粒子のクラスターは、一対（ｐａｉｒ－ｗｉｓｅ）分
析を含む方法により同定され得る。一対分析方法は、例えば粒子間の中心から中心への距
離が、選択されたカットオフ距離であるか、またはそれより小さいことができるように、
任意の２つの可視化粒子が位置づけられているかどうかを観察することができる。もしそ
うであれば、その２つの可視化粒子は、同一のクラスターの一部分として分類される。こ
のプロセスは、画像中または画像の一領域中の全ての可視化粒子にわたって行われること
ができ、およびそれにより、クラスターが同定される。例えば、もし２つの可視化粒子の
クラスターが特定されると、同定されたクラスター中の可視化粒子のそれぞれは、その可
視化粒子が、選択されたカットオフ距離内で、いずれかの他の可視化粒子の近傍にあるか
どうかを特定するために調べられ得る。もしそうであれば、他の可視化粒子は、最初の２
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つの粒子と同じクラスターの一部分であると特定され得る。クラスターの１つ以上の完全
な寸法（例えば、クラスター中の可視化粒子の数、クラスターの面積など）が決定される
までこのプロセスが繰り返されることができる。実施形態では、可視化粒子のクラスター
は、３つ以上の可視化粒子の間の関係の決定を含む方法により特定され得る。例えば、い
くつかの実施形態では、所定の可視化粒子が、所定のクラスター中の、少なくとも２つの
他の可視化粒子の選択されたカットオフ距離内にある場合に、その所定の粒子は所定の同
じクラスター内に存在するとして分類され得る。実施形態では、クラスターは、クラスタ
ーが単一のステップにより特定されることができるように、画像中の複数の可視化粒子の
間の距離の同時的評価により特定され得る。他の実施形態では、クラスターは、クラスタ
ーが複数のステップのプロセスにより特定されることができるように、画像中の異なる可
視化粒子の間の距離の順次的な評価により特定され得る。
【０２４１】
　いくつかの実施形態では、クラスター中の粒子は、そのクラスターが一定の長さまたは
幅を持たないように、無秩序または半分無秩序な配向に配置され得る。他の実施形態では
、クラスター中の粒子は、秩序ある配向に配列されることができ、そのクラスターが一定
の長さおよび／または幅（例えば、クラスターは、鎖状に連結された粒子を含むことがで
き、例えば、この鎖は単一粒子の幅、および２～５、１０、２０、５０、１００、または
より多くの粒子のいずれかからの長さを有する）を有する。
【０２４２】
　いくつかの実施形態では、規定のサンプルについて、２つ以上の粒子のクラスターの数
が計数されることができ、およびクラスターのサイズのヒストグラムが計算される。クラ
スターのサイズのヒストグラムを計算するために、同じサンプルの複数の画像がクラスタ
ーについて分析されることができ、およびこのヒストグラムは、複数の画像から得られた
か、または平均されたクラスター値（例えば、同じサンプルの、２、３、４、５、６、７
、８、９、１０またはより多い画像からのクラスターサイズ値）を含み得る。クラスター
のサイズのヒストグラムから、平均のクラスターのサイズ（Ｓｍｅａｎ）が、
【数１】

を用いて計算され、式中、Ｎｉはサイズｉのクラスターの数であり、ｉはクラスター中の
粒子の数である。
【０２４３】
　クラスターのサイズを表すための、より便利な方法は、
【数２】

で定義される、いわゆる「会合因子」（ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎＦａｃｔｏｒ）を用いる
ことであり、例えば、対照サンプルに対応する、最小値に対して正規化が行われる。既定
のサンプルの様々な希釈を含む検定において、力価を得るために、平均のクラスターのサ
イズが、全てのサンプルの希釈因子に対してプロットされ得る。
【０２４４】
　代表的なクラスターのサイズのヒストグラムのプロット、および凝集ウイルスを含むサ
ンプルについてのＨＡ検定についての会合因子が、図１３に示される。パネルＡ中のプロ
ットは、サンプルの５つの希釈および対照についてのクラスターのサイズの分布を示す。
サンプル希釈１は、最も高いサンプル濃度を有し；後続する希釈番号は、それぞれ、その
前の希釈の半分のサンプルを有する。対照反応はサンプルをまったく含まない。全てのサ
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ンプル希釈についての、会合因子が図１３Ｂに示される。高いウイルス濃度を持つサンプ
ル希釈（低いサンプル希釈、サンプル１～２に対応する）が、会合因子の高い値を示す一
方、サンプル４、５、および対照（高いサンプル希釈／サンプルがまったく無いものに対
応する）が、会合因子について減少した値を示すことが明確にみられる。サンプル２およ
びサンプル４の間の遷移も非常に明白である。図１３Ｂの差し込み図は、典型的なマイク
ロタイターに基づく同じサンプル希釈でのＨＡ検定の結果を示し、第一の列（左）は、影
響を受けないタイタープレートからの画像、および第二の列（右）は、傾けられたタイタ
ープレートからの画像である。サンプル１～３がいくらかの凝集を示す一方、他の３つの
サンプルはＲＢＣの流れを表し、それにより非凝集を示唆する。れらの画像から、凝集か
ら非凝集への遷移はサンプル＃３であり、これは会合因子のプロットにおける変曲点に非
常に近いことが結論される。これは、本明細書で提供される方法と既存の凝集方法との結
果の一致を実証する。
【０２４５】
　従って、本開示の方法を用いる画像分析は、画像中の赤血球中心から中心への距離に基
づいて、クラスターのサイズを計算することを含み、およびウイルス粒子またはサンプル
中の抗体の存在は、前記クラスターのサイズから導出された会合因子に基づいて決定され
得る。
【０２４６】
　ウイルス粒子または抗体濃度の定量化は、試験される生物学的サンプルおよび既知の濃
度または力価（校正標準）を持つウイルス粒子または抗体を用いる平行検定を行うことに
より遂行され得る。その結果は、校正標準としてプロットされ、および校正曲線を提供し
得る。
【０２４７】
　実施形態では、画像または光に基づく凝集反応の分析は、以下のステップの１つ以上を
含み得る。可視化粒子および凝集粒子を含む凝集検定サンプルが、検定サンプルの画像が
、そこを通過して得られる光学的に透明なピペットチップ、毛細管、顕微鏡スライド、ま
たは他の容器もしくは表面などの構造中に提供されることができる。いくつかの実施形態
では、２つ以上の異なる検定サンプルが分析のために同じ容器に導入されることができる
ように、容器は、２つ以上の流体的に別個の空洞を含むことができる。例えば、容器は、
透明なプラスチックおよび２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、
５０、１００、またはより多い別個の凝集検定を指示するために十分な、垂直なウエルを
含む、キュベットであってよい。実施形態では、検定サンプルが、小量の検定サンプルか
ら画像が得られることができるような容器または表面のミクロチャネルまたは他の狭い構
造の中に導入される。例えば、この検定サンプルは、５０・ｌ以下、４０・ｌ以下、３０
・ｌ以下、２５・ｌ以下、２０・ｌ以下、１５・ｌ以下、１０・ｌ以下、９・ｌ以下、８
・ｌ以下、７・ｌ以下、６・ｌ以下、５・ｌ以下、４・ｌ以下、３・ｌ以下、２・ｌ以下
、１・ｌ以下、０．５・ｌ以下、または０．１・ｌ以下の検定サンプルから画像が得られ
るような構造の中に導入される。凝集検定サンプルを指示する構造は、可視化粒子が、顕
微鏡の焦点に組み込まれるために、顕微鏡対物レンズの近くに配置され得る。前記構造を
顕微鏡対物レンズの近くに位置付けるために、前記構造が移動され得るか、顕微鏡対物レ
ンズが移動され得るか、または前記構造および顕微鏡対物レンズの両方が移動され得る。
同様に、対物レンズの焦点を合わせために、または対物レンズ内の視野を変化させるため
に、前記構造が移動され得るか、顕微鏡対物レンズが移動され得るか、または前記構造お
よび顕微鏡対物レンズの両方が移動され得る。検定サンプルの１つ以上の画像が、得られ
得る。実施形態では、検定サンプルの画像は、顕微鏡中の、または顕微鏡と光学的に連通
しているＣＣＤ、ＣＭＯＳまたは他の画像センサーにより取得され得る。実施形態では、
単一のサンプルの、複数の異なる視野の画像が取得され得る。例えば、単一の検定サンプ
ルの、２以上、３以上、４以上、５以上、６以上、７以上、８以上、９以上、１０以上、
１５以上、２０以上、２５以上、５０以上、１００以上、５００以上、または１０００以
上の視野の画像が取得され得る。画像は、画像中の可視化粒子（例えば、ＲＢＣ）の位置
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を決定するために分析され得る。実施形態では、前記画像は、画像中、または画像の目的
の領域中の可視化粒子の全ての位置を決定するために分析される。それぞれの特定された
可視化粒子について、可視化粒子の中心が決定される。前記画像は、可視化粒子のクラス
ターを特定するために分析され得る。実施形態では、クラスターは、「カットオフ距離」
値を計算の一部に含む計算方法を用いて特定されることができ、「カットオフ距離」は、
閾値（ｄｅｌｉｎｅａｔｉｎｇｐｏｉｎｔ）として機能する値であり、例えば、「カット
オフ距離」未満の距離により分離されている２つの可視化粒子が、互いに会合して、同じ
クラスターの一部であると見なされることができ、および、例えば「カットオフ距離」を
越える距離により分離されている２つの可視化粒子が、互いに会合していないと見なされ
、および必ずしも同じクラスターの一部ではないと見なされる。カットオフ距離は、本明
細書の別の部分に記載される任意の方法に基づいて、決定または選択され得る。カットオ
フ距離の選択の後で、１つ以上のサンプルの画像中のクラスターが、本明細書の別の部分
に記載されるクラスター特定のための方法に従って、特定され得る。実施形態では、様々
な数の可視化粒子を含むクラスターの数が決定され得る（例えば、画像中の、それぞれ１
０個の可視化粒子を含む７つのクラスターがあり、それぞれ１５個の可視化粒子を含む３
つのクラスターがあるなど）。実施形態では、サンプル中のクラスターのサイズのヒスト
グラムが決定され得る。実施形態では、サンプル中のクラスターの平均のクラスターサイ
ズが決定され得る。更なる実施形態では、本明細書の他の場所に記載されるように、サン
プル中のクラスターの平均のクラスターのサイズが、会合因子に変換される。実施形態で
は、異なるサンプルのクラスターのサイズのヒストグラム、異なるサンプルのクラスター
の平均のクラスターのサイズ、または異なるサンプルの会合因子が、異なるサンプルの凝
集レベルの決定に用いられ得る。実施形態では、サンプルの異なる希釈の凝集レベル、ま
たは凝集検定の既定の時間の後の、サンプルの凝集レベルに基づいて、サンプル中の目的
の抗体、ウイルス粒子、または他の粒子が決定され得る。
【０２４８】
　本明細書で提供される方法は、サンプル中の凝集粒子または凝集粒子を阻害する粒子（
例えば、凝集粒子に対する抗体）の力価を決定するために用いられ得る。例えば、目的の
サンプルの複数の異なる希釈が調製されることができ、および異なるサンプルの希釈が、
可視化粒子の凝集を阻害または引き起こす能力について検定され得る。検定情報とサンプ
ルの希釈に関する情報に基づいて、サンプル中の凝集粒子または凝集粒子を阻害する粒子
の力価が決定され得る。
【０２４９】
　本明細書で提供される動径分布関数ｇ（ｒ）が目的のサンプルについて決定される方法
の、いくつかの実施形態では、ｇ（ｒ）値の強度／レベルは、サンプルの凝集レベルを決
定するために用いられ得る。例えば、ｇ（ｒ）対距離ｒのプロットにおいて、その最も高
いピーク（第一のサンプルｇｍａｘ）において、特定の比較的高いｇ（ｒ）値を有する第
一のサンプルは、凝集していると見なされ得る一方で、そのｇ（ｒ）対距離ｒのプロット
において、その最も高いピーク（第二のサンプルｇｍａｘ）において、比較的低いｇ（ｒ
）値を有する第二のサンプルは、凝集していないと見なされ得る。この決定は、例えば、
第一のサンプルにおいて、第二のサンプルよりも、より多数の粒子が互いに特定の距離ｒ
内にあると（および従って第一のサンプルについての、ｇ（ｒ）対距離ｒのプロットにお
けるｇｍａｘにおけるｇ（ｒ）値が、第二のサンプルについてのｇ（ｒ）対距離ｒにおけ
るものよりも高いことをもたらす）、第一のサンプルは、第二のサンプル中の粒子よりも
、より凝集した粒子を含み得るという概念に基づいている。
【０２５０】
　いくつかの実施形態では、画像分析は、凝集検定の画像中の懸濁物中のＲＢＣまたは可
視化粒子のテクスチャーを分析することを含み得る。懸濁物中の粒子のテクスチャーは、
懸濁物中の粒子の凝集に関する情報を提供し得る。一般的に、懸濁物中の可視化粒子の凝
集は、凝集していない粒子を含む対応する懸濁物よりも、より塊状のより粗いテクスチャ
ーの見かけを有する懸濁物をもたらす。懸濁物のテクスチャーは、懸濁物中の粒子の凝集
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に関する情報を得るために、様々なやり方で分析され得る。
【０２５１】
　懸濁物　中の粒子を含む凝集　検定の開始中または開始後に、この懸濁物　は、そこを
通過して、懸濁物の画像または懸濁物からの光が取得され得る、容器中または表面　に移
転される。例えば、凝集　検定は、ピペット　チップ、毛細管、または顕微鏡スライド中
に移転され得る。本明細書の他の場所に記載される任意の光学的　設定を介して、この検
定の１つ以上の画像　が取得され得る。実施形態では、凝集検定の画像は顕微鏡の支援に
より取得され得る。実施例では、画像　はＣＣＤまたはＣＭＯＳ　画像　センサーにより
取得され得る。画像　認識アルゴリズム（例えば、テンプレート・マッチング・プロトコ
ル）　が凝集　検定　物質を含む視野内または画像内の領域（例えば、容器の内部）、お
よび凝集　検定　物質を含まない視野内または画像内の領域（例えば、検定を指示する容
器　の壁）を特定することができる。
【０２５２】
　懸濁物中の粒子を含む１つ以上の凝集検定の画像を捕捉するとすぐに、その画像は、画
像またはその領域のテクスチャー分析に付される。画像のテクスチャーを分析するための
適切な方法が本明細書で提供される方法と共に用いられ得る。例えば、画像が、ローカル
・バイナリー・パターン（ｌｏｃａｌ　ｂｉｎａｒｙ　ｐａｔｔｅｒｎ：ＬＢＰ）演算子
、グレーレベルの同時生起行列（ｇｒａｙ－ｌｅｖｅｌ　ｃｏ－ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ　
ｍａｔｒｉｘ：ＧＬＣＭ）演算子、ガボールの外観特定（Ｇａｂｏｒｆｅａｔｕｒｅｓ　
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ）、またはタムラのテクスチャー特徴特定に付される。画
像のテクスチャー分析のための方法は、例えば、Ｔ．Ｏｊａｌａら、Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｒ
ｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ，第２９巻，ｐｐ．５１～５９，Ｍ．Ｈｅｉｋｋｉｌａら、Ｐａｔ
ｔｅｒｎ　認識第４２巻（３）：４２５～４３６，Ｐ．ＨｏｗａｒｔｈおよびＳ．Ｒｕｇ
ｅｒ，Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｅｘｔｕｒｅ　Ｆｅａｔｕｒｅｓ　ｆｏｒ　Ｃｏ
ｎｔｅｎｔ－Ｂａｓｅｄ　Ｉｍａｇｅ　Ｒｅｔｒｉｅｖａｌ．　Ｉｎ：Ｔｈｉｒｄ　Ｉｎ
ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ，　ＣＩＶＲ　２００４，ｐｐ．３２６
～３３４（２００４），および．ＨｏｗａｒｔｈおよびＳ．Ｒｕｇｅｒ，　Ｒｏｂｕｓｔ
　Ｔｅｘｔｕｒｅ　Ｆｅａｔｕｒｅｓ　ｆｏｒ　Ｓｔｉｌｌ－Ｉｍａｇｅ　Ｒｅｔｒｉｅ
ｖａｌ．Ｖｉｓｉｏｎ，Ｉｍａｇｅ，ａｎｄ　Ｓｉｇｎａｌ　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，Ｉ
ＥＥ　Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ，第１５２巻，６号に記載されており、これらは、参照に
よりその全体が本明細書に組み込まれる。実施形態では、画像分析方法は、ＭＰＥＧ－７
記述子、記述スキーム、記述子定義言語、またはシステムツールなどのＭＰＥＧ－７要素
を含む。
【０２５３】
　実施形態では、ローカル・バイナリー・パターン演算子は、画像のテクスチャーの分析
に用いられる。典型的には、ローカル・バイナリー・パターン演算子は、画像の目的の領
域の選択を含む。前記目的の領域は画像またはその１つ以上の部分であり得る。随意的に
、目的の領域は、選択されたピクセル数の２つ以上のセルに分割されることができる（例
えば、１０ｘ１０、１２ｘ１２、１６ｘ１６、１８ｘ１８、２５ｘ２５、３０ｘ５０ピク
セルなど）。目的の領域またはセル内で、ピクセルのいくつか、または全ては、そのそれ
ぞれが、その調べられるピクセルを囲むピクセルとの関係において、強度について調べら
れる。例えば、既定のピクセルについて、そのピクセルの強度は、その一番近い隣にある
８つのそれぞれの強度と比較される（例えば、既定のピクセルが３ｘ３のピクセル格子の
中心にあると、およびその既定のピクセルは、同じ３ｘ３の格子の残りのピクセルのそれ
ぞれと比較される）。既定のピクセル強度を強度を既定のピクセルの隣と比較するとき、
既定のピクセルの隣は、既定のピクセルの周りを時計回りに、または反時計回りなど、順
序づけられた方向において評価され得る。既定のピクセルおよびその隣のピクセルの比較
は、二値コードに変換され得る。例えば、既定のピクセルが隣のピクセルと比較される場
合、もし既定のピクセルが隣のピクセルより大きい強度を持っていると、それには数“１
”が指定され得る。対照的に、既定のピクセルが、隣のピクセルよりも弱い強度を持って
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いると、それには数“０”が指定され得る。従って、既定のピクセルが複数の隣のものと
比較される場合、既定のピクセルには複数の桁の二値数が指定されることができ、その二
値数のそれぞれの桁が既定のピクセルおよび隣のピクセルの１つとの比較を表している。
例えば、３ｘ３ピクセル格子の中心にある既定のピクセルの場合、この既定のピクセルに
は、中心の既定のピクセルと同じ３ｘ３格子中の隣接した隣のもののそれぞれとの順次の
比較に基づく、８桁の二値数が指定され得る。随意的に、既定のピクセルに割り当てられ
たこの二値数が、１０進法に変換され得る。胸痛領域の複数のピクセル（例えば、目的の
領域、セル）について、強度値が決定されると（例えば、二値数または１０進）、共通の
領域についてのヒストグラムが決定され得る。このヒストグラムは、様々なピクセルの相
対的強度に関する情報を含み得る。実施形態では、このヒストグラムは正規化され得る。
実施形態では、複数のセルからの、ヒストグラムが連結させられ得る。目的の領域の複数
のセルからのヒストグラムの連結は、目的の領域についての特徴ベクトルを提供し得る。
この特徴ベクトルは、画像をその決定されたテクスチャーに基づいて分類するために、サ
ポートベクター機械などの、機械学習アルゴリズムにより処理され得る。
【０２５４】
　典型的には、本明細書で提供される、凝集検定のテクスチャーの画像分析に基づく凝集
の検定を含む方法は、目的の検定のテクスチャー情報を、既知の凝集状態（例えば、凝集
または非凝集）のサンプルから生成されたテクスチャー情報と比較することを含む。従っ
て、本明細書で提供される方法は、懸濁物中の粒子を含む既知の凝集状態のサンプルの画
像を取得すること、およびこれらのサンプルテクスチャーを分析することを含む。目的の
サンプルの凝集状態の分類を手伝うために、この情報は、機械学習アルゴリズムに含まれ
得るか、またはそれとともに用いられ得る。実施形態では、既知の凝集状態のサンプルの
画像は、未知の凝集状態のサンプルの画像の分類を助けるために用いられる「トレーニン
グ・セット」として、本明細書で提供される方法およびアルゴリズムと共に用いられ得る
。
【０２５５】
　本明細書で提供される方法は、サンプルの凝集状態の定性的および定量的評価の両方の
ために用いられ得る。例えば、実施形態では、本明細書で提供される方法は、目的のサン
プルを凝集したか、または凝集していないかのどちらかとして、定性的に分類するために
用いられ得る。他の実施形態では、本明細書で提供される方法は、サンプルの凝集の程度
を評価することなどにより、目的のサンプルを定量的に分類ために用いられ得る。サンプ
ルの凝集レベルの定量的評価を支援するために、凝集の異なる程度を含むサンプルを含む
、トレーニング・セット（例えば、弱く凝集した、中程度に凝集した、強く凝集した、１
０％凝集した、２０％凝集したなど）が提供され得る。実施形態では、サンプルの凝集検
定の凝集レベルの定量的評価は、サンプルの、目的のウイルス、抗体または他の粒子の力
価が、凝集検定が定性的に凝集または非凝集についてのみ評価される場合に、サンプルの
力価が決定されるために必要なものより、より少ないサンプルの希釈、またはより短い時
間の間で決定されることを可能にする。
【０２５６】
　いくつかの実施形態では、画像のテクスチャー分析は、画像の１つ以上の他の特徴の分
析と連結して用いられ得る。例えば、テクスチャーについての分析に用いられる画像は、
画像目的の領域全域にわたる１つ以上の波長または色チャネルにおける強度についても分
析され得る。加えて、波長または色チャネルにおける平均強度または強度の標準偏差が、
画像またはその一部分の全域にわたって決定され得る。目的の領域の全域にわたる色チャ
ネルにおける信号の強度の測定は、例えば、撮像された検定中の懸濁物中の粒子における
相対的量などの情報を提供し得る。例えば、もし多くの赤血球細胞が検定サンプル中の懸
濁物中にある場合（例えば、凝集していない赤血球細胞の場合）、検定の画像は、画像の
全域にわたる赤チャネル中で比較的高い信号を有し得る。対照的に、もし比較的少ない赤
血球細胞が検定サンプル中の懸濁物中にある場合（例えば、共に塊を形成しおよび懸濁物
から落下する傾向にある凝集した赤血球細胞の場合）、検定の画像は、画像の全域にわた
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る赤チャネル中で比較的低い信号を有し得る。画像全域にわたる、色チャネルの強度の標
準偏差の測定も、検定物質の凝集状態に関係する情報を提供し得る。例えば、検定物質が
凝集している場合、凝集していない物質よりも、凝集した物質は、より塊状であり、均一
な稠度が少ないために、ＲＯＩ全域にわたり、凝集していない検定物質よりも色チャネル
において、より高い標準偏差を有することができる。別の例では、凝集検定のテキスチャ
ーについて分析される画像は、検定の懸濁物から沈降して出た粒子の量を決定するために
も分析され得る。、例えば、検定物質を支持する容器（例えば、チップ）の底部にこれら
の粒子は蓄積できる。例えば、沈降した粒子を含む目的の領域を特定すること、およびこ
れらの領域のサイズおよび／または強度を決定することにより、容器の底部内の粒子の量
が、決定され得る。
【０２５７】
　図２０は、本明細書で提供される方法の実施形態による、サンプルの凝集を評価するた
めの例示的なステップを提供するフローチャートである。図２０を参照し、支持容器また
は表面中の懸濁物中の粒子を含む１つ以上の凝集検定の画像を取得し得る２００５。この
画像は、凝集検定物質の画像を含むか、または含まない画像の部分を特定するために、テ
ンプレート・マッチングのプロトコル２０１５または他の画像認識アルゴリズムに付され
る。例えば画像は、画像のどの部分が、支持容器に相当するか、およびどの部分が検定物
質に対応するかを特定するために処理され得る。この画像は、分析画像中の目的の領域（
ＲＯＩ）２０２５を特定するために、更に処理され得る。典型的にはこの目的の領域は、
凝集検定物質の画像を含む画像の部分の中にある。画像中のＲＯＩを特定した後に、この
ＲＯＩは、検定物質の画像の特徴を決定するために分析され得る。このプロセスは、「特
徴抽出」２０３５と称され得る。実施形態では、特徴抽出の間、検定物質の画像のテクス
チャーまたは検定物質の他の特徴が分析され得る。本明細書において開示されるテクスチ
ャー分析のための任意の方法が、画像のテクスチャーを分析するために、用いられ得る。
いくつかの実施形態では、ローカル・バイナリー・パターン（ＬＢＰ）演算子が、画像の
テクスチャーを分析するために用いられる。加えて、目的の領域全域にわたる選択された
色チャネルにおける信号の強度などの、テクスチャー以外の特徴が画像から抽出され得る
。次に、画像のテクスチャーまたは他の特徴に関して得られた情報が、２つ以上の異なる
方法の内の少なくとも１つにおいて用いられ得る。第一に、もし凝集検定が既知の凝集状
態の検定として提供されたのであれば、サポートベクターマシン（ＳＶＭ）分類子モデル
２０４５を開発するために、検定の画像から分析されたテクスチャー情報が、トレーニン
グ・セットの一部として用いられ得る。第二に、もし凝集検定が未知の凝集状態を持って
いて、および凝集状態の決定のために提供された場合は、検定の画像から分析されたテク
スチャー情報は、ＳＶＭ分類子予測２０５５を産生するために、ＳＶＭ分類子モデルに提
供されるテスト・セットの一部分として用いられ得る。このＳＶＭ予測は、サンプルの凝
集状態についての情報を、検定の画像のテクスチャーに基づいて提供し得る。実施形態で
は、このＳＶＭ予測は、画像分析の結果から導出され得る、更なる出力情報２０６５を産
生するために、更に処理され得る。例えば、凝集に基づく血液型を決定するための検定に
おいて、この凝集結果は、凝集検定において用いられた血液の血液型の出力を産生するた
めに処理され得る。
【０２５８】
　実施形態では、本明細書において、検定画像の「テクスチャー」などの分析についての
言及は、文脈が明確に他のものを指示しない限り、検定の「テクスチャー」などの分析へ
の言及と、互換可能に用いられ得る。更に、実施形態では、本明細書において記載される
画像は、１つ以上の特徴について「撮像された情報」を含むものとして記載され得る。こ
のフレーズが、より大きい画像の要素／構成要素を指すことが理解されるであろう。従っ
て、実施形態では、例えば、可視化粒子に関する「撮像された情報」を含む画像は、その
視野の中に可視化粒子を含む、視野について撮影された画像であることが理解されるであ
ろう。
Ｃ．一般的考察－画像捕捉および分析
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【０２５９】
　顕微鏡法は、当分野ではよく周知されており、および米国特許出願公開第２００９／０
２１４１１４Ａ１号、２０１１／００１３８２１Ａ１号、２００８／０２１２８６５Ａ１
号、および２０１０／０１８３２１６Ａ１号に記載されており、これらの全ては参照によ
り本明細書に組み込まれる。
【０２６０】
　本開示の方法と共に使用するために適切な顕微鏡法も、２０１１年１月２１日に出願さ
れた米国特許予備出願第６１／４３５，２５０号に記載されており、参照により本明細書
に組み込まれる。
【０２６１】
　本明細書で提供される方法の１つの利点は小量のサンプルの容積を使うことが可能であ
ることである。いくつかの実施形態では約１～１．５μＬのサンプルが分析のために用い
られる。いくつかの実施形態では、約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５
、２０、２５、３０、３５、４０、４５または５０μＬ未満のサンプルが分析のために用
いられる。
【０２６２】
　いくつかの実施形態では、前記光学的機器は、カメラ、センサー、または検出器を含む
。いくつかの実施形態では、前記光学的機器は、顕微鏡または顕微鏡に光学的に連結され
たセンサー、検出器、またはカメラを含む前記光学的機器と光学的に連結される。
【０２６３】
　いくつかの実施形態では、前記画像は、ＣＣＤカメラを用いて捕捉される。前記ＣＣＤ
カメラは、ＵＳＢＣＣＤカメラであり得る。いくつかの実施形態では、前記画像はＣＭＯ
Ｓカメラを用いて捕捉される。前記顕微鏡のステージは、反応容器またはその中のチャネ
ルに沿った異なる視野を撮像するために移動され。および撮像され得る。
【０２６４】
　いくつかの実施形態では、サンプルの分析およびその検定反応生成物はデジタル画像化
を用いて遂行される。前記検定反応容器は、単一の操作において、測定のために整列され
ることができ、および走査または撮像される。いくつかの実施形態では、このことは機械
的構成要素により自動的に達成される。検定反応容器は、カートリッジ、機器、またはシ
ステム中の定義された場所に配置されることができ、および画像化および／または分析の
ために、スキャナー／カメラに対して移動される。いくつかの実施形態では、前記反応容
器がスキャナー／カメラに移動する間も、前記反応容器の配向は保たれる。いくつかの実
施形態では、スキャナー／カメラが反応容器へ移動する。
【０２６５】
　いくつかの実施形態では、前記画像化領域は、チャネル中のミクロ流体中に存在する。
いくつかの実施形態では、サンプルが搬送され、およびミクロ・チャネル（本明細書では
、ミクロ流体性チャネルとも称される）を含む顕微鏡キュベット中に導入される。いくつ
かの実施形態では、前記ミクロ・チャネルは、約１２５μｍｘ１０００μｍおよび約７ｍ
ｍの長さの断面を有し得る。しかしながら、他の寸法のミクロ・チャネルも本明細書で提
供される方法において用いられ得る。前記チャネルは、広帯域光源および対物レンズ（例
えば、１０ｘ対物レンズ）を備えた標準的明視野顕微鏡の上に装填され得る。前記顕微鏡
は、前記視野が前記チャネルの側壁から離れて、および前記画像が、個々のＲＢＣまたは
可視化粒子を明確に観察するために焦点中にあるように調整され得る。
【０２６６】
　サンプルの分析に続き、追加的なサンプル（例えば、異なるウイルス／抗体濃度を持っ
た）が搬送されおよび新しいキュベットに装填され、および画像取得が繰り返される。い
くつかの実施形態では、約１０画像が収集される。いくつかの実施形態では、サンプルご
とに、サンプル当たり少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、
１３、１４、１５、２０、２５、３０、５０、または１００画像など、１０未満、または
１０より多い画像が取得される。前記収集された画像は、次いで、例えば、全ての画像か
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らＲＢＣの中心が検出されることを伴って、正確にＲＢＣの位置を決定するために、処理
され得る。
【０２６７】
　スキャニングまたは画像化から得られた画像は、各ピクセルが区別できる検出スペクト
ル領域に対応する複数の強度値を含む、ピクセルの二次元的なアレイであることができる
。
【０２６８】
　前記照明されたバックグラウンドは、その全表面にわたって等しい強度の白色光を放出
し得る。前記光の放出は、いくらか変動し、前記撮像装置／センサーにより検出される、
ピクセル強度の正規分布を生成する。露出時間は、値が読みだされる前に、前記センサー
のピクセルが、光子を収集することが可能である時間の量であることができる。前記露出
時間が延長されたときには、既定の光量に対して、前記読み出し値はより大きくあってよ
い。この制御は、前記応用に対する「粗い」制御であることができる。増幅率（ｇａｉｎ
）は、前記センサー信号に加えられる前記増幅の量を調整する制御であり得る。増幅率を
増加することは、センサーからの信号の値を増加させる。増幅率は「精密な」制御であり
得る。
【０２６９】
　分析は、光学的設定を用いて遂行され得る。前記光学的設定は、光源、開口部、および
センサーまたは検出器を含み得る。いくつかの実施形態では前記設定はカメラを含むこと
ができこのカメラは、ウエブカメラであることができ、このカメラセンサーはＣＣＤチッ
プであることができ、このレンズは、５～１００ｍｍの間の任意の距離であるレンズから
対象までの距離を持つガラスであることができ、および前記光源は、白色光源であり得る
。
【０２７０】
　一実施形態では、本明細書において開示されるものは、凝集検定および随意的に、他の
検定のタイプの検出のための、センサーまたは検出器を含む検出組立品を収容する読み取
り機の組立品である。前記検出組立品は、例えば、遂行される検定のタイプおよび使用さ
れる検出機構に基づいて、反応容器の上または前記反応容器に関して異なる配向にあり得
る。前記検出組立品は、前記反応容器と連通するために移動されることができるか、また
は前記反応容器が前記検出組立品と連通するために移動され得る。
【０２７１】
　前記光学的検出器／センサーは、ＣＣＤなど任意のタイプの画像化センサーであってよ
い。いくつかの実施形態では、検出組立品は、ＣＣＤ検出器にバンドルとして結合される
複数の光ファイバーケーブルを含み得る。前記光ファイバーのバンドルは、個別のファイ
バーから、または固いバンドルを形成するために共に融合された多くの小さなファイバー
から構築され得る。そのような堅いバンドルは、商品として入手可能であり、およびＣＣ
Ｄ検出器と容易に連結され得る。
【０２７２】
　検出器／センサーは、電球または光放出ダイオード（ＬＥＤ）などの光源も含み得る。
前記光源は、結果を検出するために、検定を照明し得る。前記照明源は、レーザー、単色
ＬＥＤ、蛍光ランプまたはＬＥＤからの広周波数の光、ＬＥＤアレイ、赤、緑、および青
色光源の混合物、ＬＥＤにより活性化されたリン、蛍光管、白熱ランプ、およびフラッシ
ュ管などのアーク源であり得る。前記検出器は、前記光源を前記検定に送達するための、
レンズまたは光ファイバーなどの光学系も含み得る。
【０２７３】
　前記キュベットまたは反応容器の画像化領域は、目的の応用のために十分な数の細胞を
提供するように設計され得る。例えば、大量のＲＢＣの計数は、１０００～２０００の細
胞のみの計数を必要とし、およびそれゆえに希釈されたサンプル、および前記キュベット
中の小さな画像化領域のみを必要とする。
【０２７４】
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　キュベットの前記画像化プラットフォームへの移動を可能にするために、キュベットは
、自動化された様式での標準的ピペッティング機構により、拾い上げられるために設計さ
れ得る。前記ピペッティング機構の、チップ排出装置は、前記ピペッティング機構から、
前記キュベットを前記画像化プラットフォーム上に排出できる。キュベットの画像化プラ
ットフォームへの位置合わせ（ｒｅｇｉｓｔｒａｔｉｏｎ）は、２つのステップで生じ得
る。前記キュベットが前記画像化プラットフォームへ移転されると、前記キュベットを前
記画像化プラットフォームの光学的軸（Ｘ、Ｙ位置合わせ）に平行に整列させるために、
前記キュベット上の固定された位置合わせ特徴が、前記画像化プラットフォーム上の嵌合
特徴と連結する。位置合わせは、次いで前記画像化プラットフォームの上に配置された機
構により完了される。この機構は、前記キュベットを、前記画像化プラットフォームの光
学的軸に垂直な平面状表面に対して付勢し（Ｚ位置合わせ）、それにより、サンプルを画
像化プラットフォームの焦点範囲に拘束する。
【０２７５】
　本開示の方法は、様々な照明配列を提供する：暗視野および明視野である。前記設定の
モジュール的な性質は、位相差および微分干渉コントラスト（ＤＩＣ）の統合も可能にす
る。
【０２７６】
　明視野照明は、ケーラー（Ｋｏｅｈｌｅｒ）照明を生成させるための、白色光源とステ
ージ集光装置の使用により達成され得る。顕微鏡のステージは、前記ＸおよびＹ方向（例
えば、水平方向）における移動を可能にするために、コンピュータ制御されたステッピン
グ・モーターに接続され得る。全ての位置で、画像の所望の数が捕捉されることができ、
および前記ステージは次のＸＹ位置に移動され得る。
【０２７７】
　いくつかの実施形態では、本明細書において提供されるものは抗体、ウイルス粒子、ま
たは凝集粒子の存在を決定するための、凝集の画像の捕捉を含む方法である。
【０２７８】
　一実施形態では、生物学的サンプル中の抗体の存在を決定するための方法が提供され、
その中では前記抗体は選択的にウイルス粒子に結合し、前記方法は以下のことを含む：（
ａ）赤血球、ウイルス粒子、および抗体を含むことが疑われる生物学的サンプルの混合物
を、ウイルス粒子との相互作用による赤血球の凝集を許容する条件下でインキュベートす
ること；および（ｂ）混合物中で凝集が起きるかを検出することであって、凝集の不在が
前記抗体の存在を示し、およびステップ（ａ）～（ｂ）は１時間未満で生じる。前記凝集
の存在は、赤血球－ウイルス粒子クラスターの形成により証明され、前記クラスターは画
像化領域（非常に小さな容積に相当する）中に存在し、および前記検出ステップは：（ｉ
）前記画像化領域の異なる位置でのクラスターの複数の画像を光学的機器で補足すること
；および（ｉｉ）前記画像の分析に基づいて凝集の発生を検出することを含む。いくつか
の実施形態では、ステップ（ａ）は、前記ウイルス粒子および前記生物学的サンプルの混
合物を前記赤血球を添加する前にインキュベートすることを含む。
【０２７９】
　別の態様では、本明細書で提供されるものは、生物学的サンプル中の抗体の存在を決定
するための方法であって、前記抗体は選択的にウイルス粒子に結合し、および前記方法は
以下のことを含む：（ａ）赤血球、ウイルス粒子、および抗体を含むことが疑われる生物
学的サンプルの混合物を、ウイルス粒子との相互作用による赤血球の凝集を許容する条件
下でインキュベートすること；および（ｂ）光学的機器の支援により前記混合物の画像（
または経時的に撮影される一連の画像）を捕捉することであって、前記画像中の赤血球－
ウイルス粒子クラスターの存在は、凝集の発生および検出可能な量の抗体の欠如を示し、
およびクラスターの不在は、凝集の欠如および検出可能な量の抗体の存在を示す。いくつ
かの実施形態では、ステップ（ａ）は、前記ウイルス粒子および前記生物学的サンプルの
混合物を前記赤血球を添加する前にインキュベートすることを含む。
【０２８０】
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　別の実施形態では、本明細書で提供されるものは、以下のことを含む、生物学的サンプ
ル中の、前記ウイルス粒子の存在を決定するための方法である：（ａ）赤血球、およびウ
イルス粒子を含むことが疑われる生物学的サンプルの混合物を、ウイルス粒子との相互作
用による赤血球の凝集を許容する条件下でインキュベートすること；および（ｂ）光学的
機器の支援により混合物の画像を捕捉することであって、前記画像中の赤血球－ウイルス
粒子クラスターの存在は、凝集の発生および検出可能な量の前記ウイルス粒子の存在を示
し、およびクラスターの不在は、凝集の欠如および検出可能な量の前記ウイルス粒子の不
在を示す。
【０２８１】
　いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法は、サンプルにより、透過された
、反射された、または散乱された光の検出を含むことができる。サンプルからの光は例え
ば、ＣＣＤもしくはＣＭＯＳセンサーなどの画像センサー、または光電子増倍管（ＰＭＴ
）もしくは光ダイオードなどの光検出器を含む光学的機器により、検出されることができ
る。
【０２８２】
　上記で提供されるいかなる方法においても、前記方法は、可視化粒子が赤血球の代わり
に、および／または凝集粒子がウイルス粒子の代わりに用いられる場合にも、実施され得
る。
Ｄ．検定からの光の検出による凝集検定の分析
【０２８３】
　いくつかの実施形態では、凝集検定および凝集阻害検定は、検定を通過したまたは検定
からの光の動きを測定することにより評価され得る。例えば、光源からの光は凝集検定に
到達することができ、および検定により反射された、透過された、または散乱された光が
測定され得る。実施形態では、懸濁物中の粒子が凝集するとき、それらは、凝集していな
い粒子よりも、より迅速に懸濁物から沈降する。従って、粒子の凝集が起きている検定か
らの光、またはそれを通過する光は、粒子の凝集が生じていない検定とは、異なった移動
をし得る。例えば、凝集した粒子は、凝集していない粒子よりも、より迅速に懸濁物から
沈降し得る。従って、経時的には、その中で粒子が凝集している検定物質の上部領域は、
その中で粒子が凝集していない検定物質の上部領域よりも、より迅速に透明になり得る。
前記より透明な検定物質は、その中で粒子が凝集せずに、および沈降していない、対応す
る検定物質よりも、より多くの光を透過させ得るか、またはより少ない光を散乱し得る。
同様に、その中で粒子が凝集している検定物質の下部領域は、その中で粒子が凝集してい
ない検定物質の下部領域よりも、より迅速に光学的に密度が高くなる。前記より密度の高
い検定物質は、その中で粒子が凝集せず、及び沈降していない対応する検定物質よりも、
より少ない光を透過し得るか、またはより多い光を散乱し得る。検定からの光は、例えば
ＰＭＴまたは光ダイオードなどの光検出器により検出されることができる。本明細書の他
の場所に記載される任意の光源、光検出器、または光学的機器が、検定からの光、または
検定を通過する光の移動の測定に用いられ得る。実施形態では、検定からの光、または検
定を通過する光の移動は、前記検定がピペットチップまたは多孔キュベットなどの容器中
に支持されている場合に、測定され得る。
ＩＶ．応用
【０２８４】
　いくつかの実施形態では、本明細書で提供される赤血球凝集反応および赤血球凝集反応
阻害検定は、ウイルスの抗原および抗ウイルス抗体の測定に用いられ得る。標準的ＷＨＯ
赤血球凝集反応阻害方法は、過度に遅くおよび可視的に妨害される。一態様では、本明細
書において提供されるものは、危険に晒されている患者集団および彼らの治療法を管理す
るために、緊急の行動をとることができるために、迅速な、客観的に読み取れる、および
良好に標準化された、迅速な凝集検定結果を得るために用いられ得る検定である。
感染が疑われる個人の特定
【０２８５】
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　一態様では、感染が拡大しないように被験者および／または彼らの接触者を隔離するこ
とができるように、病原体に感染した被験者および／または彼らの接触者を特定するため
の方法が提供される。
【０２８６】
　いくつかの実施形態では、ウイルス粒子などの病原体と接触したことが疑われる被験者
　が、前記ウイルス粒子の存在、または彼らが選択的に前記ウイルス粒子に結合する抗体
を持っているかを決定するために、前記本明細書で提供される方法を用いて試験される。
血清または血漿などの生物学的サンプル、が前記被験者から取得されることができ、およ
び検査のために用いられ得る。
被験者および免疫化プログラムの評価
【０２８７】
　本開示の方法を用いる抗体の検出および／または測定は、被験者の有効な免疫化を決定
するために有用である。本明細書において使用される用語「有効な免疫化」は、被験者に
保護的な免疫応答を誘導するために十分な状態を意味する。被験者は、前記被験者から導
出された生物学的サンプル中の、既定のウイルスまたはウイルス抗原に対する抗体の検出
により、効果的に免疫化されていると判断される。有効な免疫化の評価は、前記被験者か
ら導出された生物学的サンプル中の、既定のウイルスまたはウイルス抗原に対する抗体の
特定のレベルの測定により行われ得る。
【０２８８】
　本明細書で提供される方法は、被験者の集団または群の免疫化における有効性について
、免疫化プログラムを評価するために用いられ得る。いくつかの態様では、本明細書で提
供される方法は、学校、職場、または被験者の自宅などのポイント・オブ・サービスの試
験の設定における被験者の集団または群の免疫化を評価するために用いられ得る。
【０２８９】
　一態様では、本明細書で提供されるものは、以下のことを含む、被験者の有効な免疫化
を決定するための方法である：（ａ）ウイルス粒子に対する第一のワクチンの第一の用量
で免疫化された被験者からの生物学的サンプルを取得すること（ｂ）ウイルス粒子との相
互作用による赤血球の凝集を許容する条件下で、赤血球、前記ウイルス粒子、および前記
生物学的サンプルの混合物をインキュベートすること；および（ｃ）サンプル中のウイル
スに対する抗体の濃度を、前記赤血球の凝集により形成されるクラスターに基づいて決定
すること、およびステップ（ｂ）～（ｃ）は約１時間未満で生じること。
【０２９０】
　一態様では、本明細書で提供されるものは、以下のことを含む、被験者の有効な免疫化
を決定するための方法である：（ａ）ウイルス粒子に対する第一のワクチンの第一の用量
で免疫化された被験者からの生物学的サンプルを取得すること；（ｂ）ウイルス粒子との
相互作用による赤血球の凝集を許容する条件下で、赤血球、前記ウイルス粒子、および前
記生物学的サンプルの混合物をインキュベートすること；（ｃ）光学的機器の支援により
混合物の画像を捕捉すること；および（ｄ）前記生物学的サンプル中の前記ウイルス粒子
に対する抗体濃度を、前記赤血球の凝集により形成されるクラスターに基づいて決定する
ことであって、前記画像中の赤血球－ウイルス粒子クラスターの存在が、凝集の発生およ
び検出可能な量の抗体の欠如を示し、および前記クラスターの不在が凝集の欠如および検
出可能な量の抗体の存在を示す。
【０２９１】
　上記または本明細書の他の場所で提供されるいかなる方法においても、前記方法は、可
視化粒子が赤血球の代わりに、および／または凝集粒子がウイルス粒子の代わりに用いら
れる場合にも、実施され得る。同様に、本明細書における「細胞」または「赤血球」への
言及は、文脈が明確に指示しない限りは、可視化粒子をも含み得る。同様に、本明細書に
おける「ウイルス粒子」への言及は、文脈が明確に指示しない限りは、凝集粒子をも含み
得る。
【０２９２】
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　従って、本明細書で提供される方法は、ワクチン接種の有効性をリアルタイムで、およ
び／または現場で測定するために用いられることができ、および前記ワクチン接種の用量
はそれに従って調節される。更に、もし利用可能であれば、代替的なワクチンが、試験に
おいてワクチンに応答しない被験者のために用いられ得る。従って、ワクチン供給者は免
疫化のスケジュールおよび用量を最適化できる。
血液型の決定のための方法
【０２９３】
　本開示の方法は、赤血球を含むサンプルの血液型を決定することについても有用であり
得る。いくつかの実施形態では、様々な血液型の抗原に対する抗体が、赤血球を含むサン
プル中の赤血球凝集反応を誘導する能力について試験されることができ、それにより前記
赤血球の血液型を決定する。
【０２９４】
　いくつかの実施形態では、血液を含むサンプルの血液型の決定のための方法が提供され
る。血液型は、Ａ、ＢおよびＲｈ抗原に対する標準的抗体および全血サンプルの添加を用
いて決定されることができる。前記Ａ、ＢおよびＲｈ抗原に対する特定の抗体は、よく知
られており、および血液検査において日常的に用いられている。例えば、もしＡの血液型
に結合する抗体が加えられておよび凝集が生じると、前記血液はＡ型またはＡＢ型のいず
れかである。Ａ型またはＡＢ型のいずれかを決定するために、前記Ｂ型に結合する抗体が
別個の検定において加えられ、およびもし凝集が起きなければ、前記血液はＡ型である。
本開示の方法は、ドナー－受容者の間の輸血の適合性の評価のための交差適合試験にも用
いられることができる。交差適合では、凝集ドナーの赤血球細胞および受容者の血清また
は血漿が、共にインキュベートされるときに、凝集が生じることは、前記ドナーの血液が
、その特定の受容者には不適合であることを示す。
【０２９５】
　本開示の方法は、サンプル中の血液型の決定のための改良を提供し、およびいくつかの
実施形態では、前記方法を遂行するための合計の時間の量は、５００、４００、３００、
２００、１８０、１６０、１４０、１２０、１００、９０、７５、６０、４５、３０、１
５、１０、５、２、または１分、または３０、２０、１０、５、３、または１秒未満であ
る。いくつかの実施形態では、前記方法を遂行するための合計の時間の量は、０．５～５
分である。
【０２９６】
　実施形態では、本明細書で提供される方法および試薬は、ストレプトザイム（ｓｔｒｅ
ｐｔｏｚｙｍｅ）（抗ストレプトコッカス抗体－特にストレプトコッカスＮＡＤアーゼ、
ＤＮアーゼ、ストレプトキナーゼ、ストレプトリシンＯ、およびヒアルロニダーゼに対す
る抗体）または抗赤血球細胞抗体に対する凝集検定において用いられ得る。
Ｖ．キット
【０２９７】
　いくつかの実施形態では、本開示はあらかじめ固定された赤血球およびウイルス粒子を
含むキットも提供する。ＨＡおよびＨＡＩ検定に用いられる赤血球は不安定であり得て、
および検定の再現性における誤差にも寄与する、時間および労力のかかる新鮮な調製を要
求する。一実施形態では、本開示のキットは、赤血球の新鮮な調製の必要のない、ウイル
スに対する抗体の検出または測定に対して適切なあらかじめ固定された赤血球およびウイ
ルス粒子を提供する。別の実施形態では、本開示のキットは、ウイルスに対する抗体の検
出または測定に対して適切な、ミクロスフェアおよびウイルス粒子を提供する。別の実施
形態では、本開示のキットは、前記凝集粒子に対する抗体の検出または測定に適切な、可
視化粒子および凝集粒子を提供する。本明細書において開示されるキットは、は、検定の
再現性、および標準化された試薬の使用による利点も提供し得る。
【０２９８】
　前記キットと共に、様々な緩衝液および酵素、ＢＳＡ、および例えば、既知の力価を有
するウイルス粒子および／または抗体であり得る参照（陰性および陽性）などの、他の試
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薬も提供され得る。更に、前記検定を遂行するための使用説明書も前記キットと共に提供
され得る。
【実施例】
【０２９９】
実施例１
前処理方法
材料：ノイラミニダーゼ１Ｕ（ＳｉｇｍａＮ７８８５－１ＵＮ、３．７８Ｕ／ｍｇタンパ
ク質）；緩衝液Ａ：１００ｍＭ　酢酸ナトリウム　ｐＨ５．５、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、
および４ｍＭ　ＣａＣｌ２；緩衝液Ｂ：１００ｍＭ　リン酸ナトリウム　ｐＨ８．２、１
．５％クエン酸ナトリウム；ノイラミニダーゼ酵素溶液［０．８ｍＵ／ｍＬの最終濃度に
対して５ｍＬの緩衝液Ａ中に４ミリ単位（ｍＵ）のノイラミニダーゼ酵素］。
【０３００】
方法：　
　１．４容積のノイラミニダーゼ酵素溶液が１容積の血清に加えられる（０．２ｍＬノイ
ラミニダーゼ＋０．０５ｍＬ血清）
　２．前記混合物が、３７±２℃で２５分間インキュベートされた
　３．５容積の緩衝液Ｂが前記混合物に加えられた
　４．前記混合物が、ノイラミニダーゼを不活性化するために、５６±２℃で５分間イン
キュベートされた
　５．前記血清が室温まで放冷された。前記血清の最終希釈は１：１０であった（抗体力
価決定のための連続的希釈シリーズにおける開始の希釈）。
実施例２
赤血球凝集反応阻害検定－画像分析方法の比較
【０３０１】
材料：インフルエンザＡＨ３Ｎ２／ブリスベーン（Ｂｒｉｓｂａｎｅ）／１０／０７（４
ＨＡＵ／５０μＬ）希釈剤緩衝液中のウイルス粒子；希釈剤緩衝液［０．０５％アジ化ナ
トリウムおよび０．０５％ウシ血清アルブミンを含む、リン酸により緩衝化された生理食
塩水ｐＨ７．２；（ＰＢＳ／Ａ／ＢＳＡ）］；インフルエンザＢに対する抗体を含むヒト
血漿；および希釈剤緩衝液中のグルタルアルデヒドで固定化されたシチメンチョウ－ＲＢ
Ｃ（０．６％ｖ／ｖ）。
【０３０２】
方法：
　１）マイクロタイタープレートのＲＢＣ対照ウエルおよび処理された抗体を含むサンプ
ルの連続的希釈ための第一のウエルを除く全てのウエルに、２５μＬのＰＢＳ／Ａ／ＢＳ
Ａが加えられた。
　２）前記第一のウエルに、５０μＬの処理された抗体（処理緩衝液中に１／１０に希釈
された）を含むサンプル（血清または血漿）が加えられた。
　３）サンプルは、２５μＬのサンプルを前記第一のウエルから２５μＬＰＢＳ／Ａ／Ｂ
ＳＡを含む隣のウエルに移動させることにより連続的に希釈された。前記ステップは、シ
リーズの最後のウエルまで繰り返された。このステップは随意的であり、および単一の希
釈レベルにより置換され得る。
　４）処理されたサンプルを含む全てのウエルに、２５μＬのＰＢＳ／Ａ／ＢＳＡに希釈
されたインフルエンザＢ／フロリダ（Ｆｌｏｒｉｄａ）／０４／０６ウイルス（４ＨＡＵ
／５０μＬ）が加えられた。　　　　
　５）５０μＬＰＢＳ／Ａ／ＢＳＡが前記参照ＲＢＣウエルに加えられた。　
　６）前記ウエルの内容物が、マイクロタイタープレートの側壁を穏やかに軽くたたくこ
とにより混合された。
　７）ＰＢＳ／Ａ／ＢＳＡ中で調製された、５０μＬのグルタルアルデヒドで固定化され
たシチメンチョウ－ＲＢＣ懸濁物（０．６％）が、全てのウエルに加えられた。
【０３０３】
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　前記反応の全体の動きの分析において、以下のステップ（８～１１）も遂行された：
　８）前記ウエルの内容物が、マイクロタイタープレートの側壁を穏やかに軽くたたくこ
とにより混合された。
　９）前記プレートは覆われ、および室温で合計約１５分インキュベートされた。
　１０）１５分目に、前記プレートは、前記スキャナー上で読み取られ、および最終的な
終点の画像（図１４Ｂ）が、４５～６０°に傾けられた前記プレートで撮影された。
　１１）前記画像がスキャンされ（図１４Ｃ）、ならびに充填された赤血球に対応する暗
い領域の面積および周辺の長さが計算された。
【０３０４】
　顕微鏡的な画像の画像分析において、以下のステップがステップ７）の後に遂行された
：
　１２）前記ウエルからの小量のサンプル（～１または２μＬ）がキュベット中に直接ピ
ペットで移動され、および顕微鏡下で撮像された。
　１３）画像が収集され、および本明細書の他の場所に記載されるように、ＲＢＣの会合
因子を計算するために分析された。
【０３０５】
　顕微鏡的な画像の画像分析を用いた、異なるサンプルについての会合因子のプロットが
図１４Ａに示される。全体の動きの画像分析を用いて、ｆｏｒ異なるサンプルの充填され
た細胞についての面積または周辺の長さが図１４Ｄに示される。サンプルには１～６の番
号が付けられ、および重複している。図１４Ｂは、傾けた後の、前記ペレット検定のウエ
ルの巨視的な可視的画像を示す。図１４Ｃは、閾値デジタル化に付された図１４Ｂのスキ
ャンされた画像を示す。前記ウエルは、図の底部から始まって、１～６と番号を付けられ
、および右および左の列はサンプルの希釈の同じレベルを持つ検定の重複である。図１４
Ａに示されるように、高い抗体濃度（低い希釈、サンプル１～３）を持つサンプルは、会
合因子について低い値を示す一方で、サンプル４、５、および６（低い抗体濃度は高い値
の会合因子を示す。サンプル３およびサンプル４の間の遷移は極めて明白である。図１４
Ｄに示されるように、高い抗体濃度を持つサンプル（低い希釈、サンプル１～３）は、充
填された細胞の周囲の長さおよび面積について高い値を示す（すなわち前記涙滴中の多く
の細胞）一方、サンプル４～６（低い抗体濃度）は、充填された細胞の周囲の長さおよび
面積についてより低い値を示す（すなわち前記涙滴中の少ない細胞）。サンプル３および
サンプル４の間の遷移も明白である。ペレット検定の巨視的な可視的画像（図１４Ｂ）で
は、サンプル４～６が凝集を示す一方、サンプル１～３はＲＢＣの流動を示し、それによ
り非凝集を示唆することが見られ得る。上記の方法のそれぞれから、凝集から非凝集への
遷移はサンプル＃３および＃４の間にあることが結論され得る。従って、このデータは、
本明細書において提供される画像分析についての方法（顕微鏡的な画像の画像分析（図１
４Ａ）および従来の分析による、凝集検定ウエルの目視による検査（図１４Ｂ）に基づく
全体の動きの画像分析（図１４Ｄ）との一致を実証する。
実施例３
ＲＢＣ凝集検出のための顕微鏡に基づく方法
【０３０６】
　目的のウイルスに対する抗体を含む生物学的サンプルが、５分以下の特定の時間の間、
前記ウイルスと、インキュベートされる。インキュベーションの後で、赤血球細胞がサン
プルに加えられおよび混合される。サンプルの一部分（約１～１．５μＬ）が、取り出さ
れおよびミクロチャネルを含む顕微鏡キュベットに導入される。前記ミクロチャネルは、
１２５μｍｘ１０００μｍおよび約７ｍｍの長さの断面積を有する。前記チャネルは、広
帯域光源および１０ｘ対物レンズを備えた標準的明視野顕微鏡に装填される。それぞれの
視野は～７００μｍｘ５００μｍの面積に相当する。前記顕微鏡は、その視野が、前記チ
ャネルの側壁から離れ、および個々のＲＢＣを明確に観察できるように、前記画像が焦点
内にあることができるように調節される。前記画像はＵＳＢＣＣＤカメラを用いて捕捉さ
れる。前記顕微鏡のステージは、前記チャネルに沿って異なる視野を撮像するために、前
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記チャネルの軸に沿って移動され、および撮像される。約１０の視野が捕捉される。サン
プル画像は図１２に示される。
【０３０７】
　収集された画像は、ＲＢＣの位置を正確に決めるために処理された。全ての画像から、
ＲＢＣの中心が検出された。図１２は、２つのサンプルについての代表的な画像；対照サ
ンプル（左、パネルＡ）、（凝集していないサンプルを表す）、および凝集したサンプル
（右、パネルＢ）を示す。前記画像の裸眼での検査でに基づいては、前記２つのサンプル
を区別することは困難であるが、ＲＢＣの中心の情報が「カットオフ」距離と連動して用
いられる場合、互いに結合した細胞を特定することが可能である。
実施例４
従来の前処理および本開示の前処理方法の比較
Ａ．前処理従来の方法
【０３０８】
　受容体破壊酵素（ＲＤＥ）のソースは、ＳｉｇｍａＣ８７７２コレラ菌（Ｖｉｂｒｉｏ
　Ｃｈｏｌｅｒａｅ）からのコレラろ過物の粗抽出物であった。
【０３０９】
　０．１単位ＲＤＥが、５ｍＬの無菌蒸留水で再構築された。１ｍｌの再構築されたＲＤ
Ｅが、２０ｍＬのカルシウム生理食塩溶液、ｐＨ７．２で希釈された。４容積の希釈され
たＲＤＥが、１容積のＥＤＴＡで抗凝血化されたヒト血漿（０．４ｍＬＲＤＥ＋０．１ｍ
Ｌ血漿）に加えられた。サンプルは４つの別個のサンプルについて重複して調製された。
対照の（処理されていない）検定については、４容積の生理食塩水溶液が１容積の血漿（
０．４ｍＬカルシウム生理食塩水溶液＋０．１ｍＬ血漿）。
【０３１０】
　前記混合物は、３０、６０、３６０分および一晩（＞１６時間）３７゜Ｃでインキュベ
ートされた。前記対照は一晩（＞１６時間）３７゜Ｃでインキュベートされた。
【０３１１】
　５容積の１．５％クエン酸ナトリウム（０．５ｍＬ）が各サンプルに加えられた。これ
らのサンプルは、５６゜Ｃで、３０分間、前記ＲＤＥを不活性化するためにインキュベー
トされた。前記血清は室温まで放冷された。前記処理された血清の最終的な希釈は１：１
０であった（抗体力価決定のための前記連続的希釈シリーズにおける開始希釈として用い
られた）。
Ｂ．本開示の前処理方法
【０３１２】
　ノイラミニダーゼのソースはＳｉｇｍａからの３．７８Ｕ／ｍｇタンパク質であった。
ノイラミニダーゼ酵素溶液は、４ｍＵノイラミニダーゼ酵素の５ｍｌの緩衝液Ａ溶液であ
った：１００ｍＭ酢酸ナトリウムｐＨ５．５、０．１５ＭＮａＣｌ、および４ｍＭＣａＣ
ｌ２（０．８ｍＵ／ｍＬ最終的な濃度）。
【０３１３】
　４容積のノイラミニダーゼ酵素溶液が、１容積の血漿（０．２ｍＬノイラミニダーゼ＋
０．０５ｍＬ血漿）に加えられ、および前記混合物が３７゜Ｃで２５分間インキュベート
された。５容積の緩衝液Ｂ（リン酸ナトリウム中の１．５％クエン酸ナトリウムｐＨ８．
２）（０．２５ｍＬ）が次いで加えられ、および前記ノイラミニダーゼを不活性化するた
めに、前記混合物が５６゜Ｃで５分間インキュベートされた。前記血漿が室温まで放冷さ
れた。前記処理された血漿の最終的な希釈は１：１０であった（抗体力価決定のための前
記連続的希釈シリーズにおける開始希釈）。
Ｃ．比較
【０３１４】
　比較分析の結果が図１５に示されている。見られるように、前記非特異的な反応は両方
の方法により除外されたが、本開示のノイラミニダーゼの方法（中身の詰まったバー）は
、従来の方法（斜線で満たされたバー）よりもはるかに速かった。図１６は、上記に記載
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され、および示された様々な前処理方法に続くＨＡＩ検定の結果を示す。サンプルは、対
照（中身の詰まった黒いバー）、ＲＤＥにより一晩処理（逆の斜線のバー）、またはノイ
ラミニダーゼにより２５分間処理されたもの（順方向の斜線のバー）である。３つの血漿
および血清サンプル（それぞれが単一の血液サンプルから）が試験された。サンプル１お
よび３はウイルスの抗体について陰性であったが、サンプル２は陽性であった。両方のサ
ンプルの前処理方法は、偽陽性反応を除外した一方、真の陽性反応を保持した。見られる
ように、本開示の方法は、偽陽性反応の除去および真の陽性反応の保持に対して同等に有
効であり、および本開示の方法ははるかに速い。
実施例５
本開示の方法と従来のＨＡＩ方法の比較
【０３１５】
　この実験では、ＨＡＩ検定を遂行するための特定の本開示の方法が、ＨＡＩ検定を遂行
するための従来の方法と比較された。
単一ウイルス株抗原によるＨＡＩ検定
【０３１６】
　１つの実験では、ＨＡＩ検定は、インフルエンザＡＨ１Ｎ１／カリフォルニア（Ｃａｌ
ｉｆｏｒｎｉａ）／０４／２００９をウイルス粒子として用い、およびＨ１Ｎ１ウイルス
に対して免疫化された被験者からの生物学的サンプルを用いて遂行された。
【０３１７】
　前記検定は以下のように遂行された：
前処理ステップ
【０３１８】
　従来の方法のサンプルについては、Ｈ１Ｎ１に対して免疫化された被験者からの血漿サ
ンプルの前処理は、実施例４、パートＡに提供されるように遂行された。
【０３１９】
　本開示の方法のサンプルについては、Ｈ１Ｎ１に対して免疫化された被験者からの血漿
サンプルの前処理は、実施例４、パートＢに提供されるように遂行された。
ＨＡＩ検定ステップ
【０３２０】
　従来の方法のサンプルについては、、前記ＨＡＩ検定は、実施例２のステップ１～１０
に提供されているように遂行された。前記検定の結果は、傾けられたウエルの裸眼（可視
）による検査により決定された。
【０３２１】
　本開示の方法のサンプルについては、前記ＨＡＩ検定は、実施例２のステップ１～７プ
ラス１２～１３に提供されるように遂行された。前記検定の結果は、前記凝集反応の顕微
鏡的な画像の画像分析に基づくサンプルの会合因子の計算により決定された。
【０３２２】
　これらの　方法からの情報に基づき、各サンプルの力価が決定された。
分析
【０３２３】
　本開示の方法のサンプルについての抗体力価のＬＯＧが、従来の方法のサンプルの力価
のＬＯＧに対してプロットされた。図１７に見られるように、優良な相関が得られ、およ
び回帰直線の勾配及び切片は、２つの方法の結果の一致を示した。前記相関線のＲ２値は
０．８９、およびＨ１Ｎ１に対して免疫化された被験者からの血漿サンプルのＮ＝１０で
あった。
複数のウイルス株抗原によるＨＡＩ検定
【０３２４】
　別の実験では、検定は、前記ウイルス粒子として、インフルエンザＡＨ１Ｎ１／カリフ
ォルニア（Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）／０４／２００９による検定に加えて、インフルエン
ザＢ（インフルエンザＢ／フロリダ（Ｆｌｏｒｉｄａ）／０４／０６）およびインフルエ
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ンザＡ（インフルエンザＡ／Ｈ３Ｎ２／ブリスベーン（Ｂｒｉｓｂａｎｅ）／１０／０７
）に対する検定を行った以外は、上記の単一ウイルス株抗原でのＨＡＩ検定と同様に遂行
された。前記血漿サンプルは、前記季節性ウイルスインフルエンザＢおよびＨ３Ｎ２ウイ
ルスに、以前に曝露された可能性のある個人であって、Ｈ１Ｎ１（２００９）流行型ウイ
ルスに対して免疫化された個人からのものである。上記のように、従来の方法および本開
示の方法の両方が、前処理およびＨＡＩ検定ステップの両方に用いられた。
【０３２５】
　図１８を参照し、３つのウイルス株抗原についての検定が、前記対応する抗体について
の検定に用いられた。３つの全ての株について、結果は個々に、および次いで凝集したデ
ータのセットとしてプロットされた。全ての場合に、前記回帰統計は前記２つの方法の等
価性を示した。前記従来の方法からの２ｘを超える希釈（前記参照方法の分解能の限界）
の結果を与えたサンプル（３１の内）はなかった。この実験は、両方の方法が正確であり
、平均の不正確性が２ｘを超える希釈よりもはるかに小さいことを示した。比較の統計は
以下の表２中に与えれている。

【表２】

実施例６
画像特徴抽出による血液型分類
【０３２６】
　この実験では、本明細書で提供されるテクスチャー分析を含む画像特徴抽出分析方法に
従い、血液が、Ａ、Ｂ、ＡＢ、またはＯ型およびＲｈ＋または－に分類された。
【０３２７】
　ＥＤＴＡにより処理された血液の３つのサンプルが、３人の異なる被験者から得られた
。それぞれの血液サンプルは混合され、および赤血球細胞（ＲＢＣ）をペレット化するた
めに、１０，０００ｒｐｍで遠心分離された。２０マイクロリットルの各被験者からの充
填されたＲＢＣのそれぞれは、１０容積％のＲＢＣ懸濁物を生成するために、１８０マイ
クロリットルの生理食塩水溶液により希釈された。それぞれのＲＢＣ懸濁物について、４
つの管／検定が準備された：１）抗血液型Ａ抗体；２）抗血液型Ｂ抗体；３）抗血液型Ｄ
（Ｒｈ因子）；および４）参照。２４マイクロリットルの希釈剤（ＰＢＳ＋０．１％ＢＳ
Ａ＋０．１％ポリソルベート２０）が、管＃１～３のそれぞれに加えられ、および３０マ
イクロリットルの希釈剤が管＃４に加えられた。６マイクロリットルのそれぞれの前記抗
体が、管＃１～３のそれぞれに加えられた。ピペットにより、２０マイクロリットルの１
０％ＲＢＣ懸濁物が管＃１～４のそれぞれに加えられ、および前記試薬が、それぞれの管
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の中で凝集検定を生成するために加えられた。それぞれのＲＢＣ懸濁物のそれぞれ１０マ
イクロリットルの検体が、ピペットチップ中に吸引された。前記ピペットチップは白色光
源およびＣＣＤカメラを含む分析器中に位置付けられ、、および前記チップの画像が、そ
れぞれの凝集検定の開始後の５分および１０分で取得された。５分間のインキュベーショ
ン後のチップの画像は、前記３つのそれぞれ異なるサンプル（サンプル“Ｉ”、“ＩＩ”
および“ＩＩＩ”）についての、それぞれの凝集検定（検定“１”、“２”、“３”、お
よび“４”）が図２１に示される（図２１Ａは、サンプルＩ、図２１ＢはサンプルＩＩ、
および図２１ＣがサンプルＩＩＩを示す）。各チップの画像は、本明細書の他の場所に記
載される画像テクスチャー分析方法により分析された。簡潔に、テンプレート・マッチン
グ・アルゴリズムを用いて、前記ピペットチップ端末２１０５および検定物質のメニスカ
ス２１１０が特定された。前記ピペットチップ端末の位置および検定物質のメニスカスに
基づき、前記画像の検定物質を含む目的の領域（ＲＯＩ）２１１５が決定された。目的の
領域２１１５は、前記メニスカスの下の、前記ピペットチップ端末の上の、前記ピペット
チップの側壁の間の四角形の形として定義された。前記チップ内の例示的なＲＯＩ２１１
５が、サンプルＩの検定１について、図２１Ａ中に示される。次に、特徴抽出が、前記Ｒ
ＯＩで遂行される。特徴抽出はｉ）前記ＲＯＩ中の赤チャネルの強度の平均および標準偏
差の決定、およびｉｉ）ローカル・バイナリー・パターン（ＬＢＰ）の決定を含んだ。前
記ＬＢＰオペレーターは、局所の分布パターン（ｌｏｃａｌｓｐａｔｉａｌｐａｔｔｅｒ
ｎ）およびグレー・スケールのコントラストを捕捉する。前記画像から抽出された特徴は
サポートベクターマシン分類子に提供された。前記サポートベクターマシン分類子は、既
知の凝集状態（凝集したまたは非凝集）の検定の画像情報により前もって訓練されていた
。前記画像から抽出された特徴を用い、前記サポートベクターマシンは、凝集した、また
は凝集していない、検定物質を含むものとして各ＲＯＩを分類した（二値分類として）。
最終的に、前記サンプルの各ＲＯＩの分類情報は、サンプルの血液型を特定するために用
いられた。一般に、サンプルが既定の抗原（Ａ、Ｂ、またはＤ）に対する抗体により凝集
すると、この検定は、サンプルが対応する抗原について陽性であることを示す。従って、
サンプルＩは、ＢＲｈ－陽性（“Ｂ陽性”）血液であると特定される（図２１Ａのチップ
２および３は、凝集した物質を含み、および従ってこの血液は、抗血液型Ｂ抗体および抗
血液型Ｄ（Ｒｈ）抗体により認識される抗原を含む）、サンプルＩＩは、ＡＲｈ－陽性血
液（図２１Ｂのチップ１および３は凝集した物質を含む）、およびサンプルＩＩＩはＯ陽
性血液（図２１Ｃのチップ３は凝集した物質を含む）。前記サンプルＩ、ＩＩ、およびＩ
ＩＩの血液型は、従来の血液分類方法（Ｅｌｄｏｎｃａｒｄ）を用いても分析され得る。
本明細書で提供される実験の結果は、従来の血液分類方法からの結果と一致し、従って本
明細書で提供される方法の正確性を確定する。
【０３２８】
　上述のことは、本発明の好適な実施例の完全な記載であるが、様々な代替物、修正およ
び等価物を使用することが可能である。従って、現在の発明の範囲は、上記の記載を参照
して決定されるべきではなく、添付の特許請求の範囲、およびそれらのなど価物の完全な
範囲を参照して決定されるべきである。好適であるか、またはないかに関わらず、任意の
特徴が、好適であるか、またはないかに関わらず、他の特徴と組み合わされ得る。「ｍｅ
ａｎｓ　ｆｏｒ（ための手段）」の語句を使用して、所定の請求項が明確に言明されてい
ない限り、添付された請求項は、手段プラス機能の限定を含むものとは解釈されない。本
明細書の記載、以下の特許請求範囲の全体を通して用いられるように、「ａ（１つ）」「
ａｎ（１つ）」「ｔｈｅ（前記の）」は、文脈において明白に示さない限り、複数の意味
を含むことを理解されたい。更に、本明細書の記載、および以下の特許請求の範囲の全体
を通して用いられる、「ｉｎ（～の中に）」の意味は、文脈で明白に示されない限り、「
ｉｎ（～の中に）」、および「ｏｎ（～の上に）」を含む。最後に、更に、本明細書の記
載、および以下の特許請求の範囲の全体を通して用いられる、「および（および）」、「
ｏｒ（または）」の意味は、文脈で明白に示されない限り、接続詞および離接的接続詞を
含み、交換可能に使用され得る。従って、文脈で明白に指示しない限り、文脈の中で「お
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よび（および）」、または「ｏｒ（または）」という用語が使用される場合、そのような
接続の使用法は「および／ｏｒ（および／または）」を除外しない。
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