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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　全血に、血清または血漿中に存在する免疫測定対象物質への抗体又は抗原が感作され且
つ蛍光色素を含有する蛍光担体粒子を含む試薬を添加して測定用試料を調製する試料調製
部と、
　測定用試料に光を照射し、測定用試料中の粒子から発せられた蛍光および散乱光を検出
する光検出部と、
　光検出部が検出した各粒子の蛍光の強度および散乱光の強度の差異に基づき、前記粒子
を血球と前記蛍光担体粒子に分類して血球を計数するとともに、分類された蛍光担体粒子
の散乱光強度に基づいて免疫測定対象物質の検出を行う解析部と、を有する血液分析装置
。
【請求項２】
　前記試薬は、血球を染色するための蛍光色素を含む、請求項１に記載の血液分析装置。
【請求項３】
　前記解析部は、血球を赤血球、白血球、血小板に分類して計数する、請求項１に記載の
血液分析装置。
【請求項４】
　前記解析部は、蛍光担体粒子の散乱光強度に基づき、蛍光担体粒子の凝集度を求め、免
疫測定対象物質の検出を行う請求項１に記載の血液分析装置。
【請求項５】
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　前記解析部は、血球計数測定の結果に基づき、免疫測定の結果を補正する、請求項１に
記載の血液分析装置。
【請求項６】
　前記解析部は、血球の大きさ情報に基づいてヘマトクリット値を求め、そのヘマトクリ
ット値を用いて免疫測定の結果を補正する、請求項５に記載の血液分析装置。
【請求項７】
　全血に、血清または血漿中に存在する免疫測定対象物質への抗体又は抗原が感作され且
つ蛍光色素を含有する蛍光担体粒子を含む試薬を添加して測定用試料を調製する工程と、
　光検出部において、測定用試料中の粒子から蛍光および散乱光を検出する工程と、
　前記光検出部により検出された各粒子の蛍光の強度および散乱光の強度の差異に基づき
、前記粒子を血球と前記蛍光担体粒子に分類して血球を計数する工程と、
　分類された蛍光担体粒子の散乱光強度に基づいて免疫測定対象物質の検出を行う工程と
、
を有する、血液分析方法。
【請求項８】
　少なくとも二つに分けた全血の一方に、血清または血漿中に存在する免疫測定対象物質
への抗体又は抗原が感作され且つ蛍光色素を含有する蛍光担体粒子を含む免疫測定用試薬
を添加して免疫測定用試料を調製し、前記少なくとも二つに分けた全血の他方に、血球計
数測定用試薬を添加して血球計数測定用試料を調製する試料調製部と、
　前記免疫測定用試料及び前記血球計数測定用試料の各試料に光を照射し、各試
料中の粒子から発せられた蛍光および散乱光を検出する光検出部と、
　前記免疫測定用試料中の粒子から検出された蛍光の強度および散乱光の強度の差異に基
づき前記粒子を血球と前記蛍光担体粒子に分類し、分類された蛍光担体粒子の散乱光強度
に基づいて免疫測定対象物質を検出し、前記血球計数測定用試料中の粒子から検出された
蛍光の強度および散乱光の強度の差異に基づき血球を分類して計数する解析部と、
を有する血液分析装置。
【請求項９】
　前記血球計数測定用試薬は、血球を染色するための蛍光色素を含む、請求項８に記載の
血液分析装置。
【請求項１０】
　前記解析部は、血球を赤血球、白血球、血小板に分類して計数する、請求項８に記載の
血液分析装置。
【請求項１１】
　前記解析部は、蛍光担体粒子の散乱光強度に基づき、蛍光担体粒子の凝集度を求め、免
疫測定対象物質の検出を行う、請求項８に記載の血液分析装置。
【請求項１２】
　前記解析部は、血球計数測定の結果に基づき、免疫測定の結果を補正する、請求項８に
記載の血液分析装置。
【請求項１３】
　前記解析部は、血球の大きさ情報に基づいてヘマトクリット値を求め、そのヘマトクリ
ット値を用いて免疫測定の結果を補正する、請求項１２に記載の血液分析装置。
【請求項１４】
　少なくとも二つに分けた全血の一方に、血清または血漿中に存在する免疫測定対象物質
への抗体又は抗原が感作され且つ蛍光色素を含有する蛍光担体粒子を含む免疫測定用試薬
を添加して免疫測定用試料を調製する工程と、
　前記少なくとも二つに分けた全血の他方に、血球計数測定用試薬を添加して血球計数測
定用試料を調製する工程と、
　光検出部において、前記免疫測定用試料および前記血球計数測定用試料中の粒子から蛍
光および散乱光を検出する工程と、
　前記光検出部により、前記免疫測定試料中の粒子から検出された蛍光の強度および散乱
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光の強度の差異に基づき前記粒子を血球と前記蛍光担体粒子に分類し、分類された蛍光担
体粒子の散乱光強度に基づいて免疫測定対象物質の検出を行う工程と、
　前記光検出部により、前記血球計数測定用試料中の粒子から検出された蛍光の強度およ
び散乱光の強度の差異に基づき血球を分類して計数する工程と、
を有する血液分析方法。
【請求項１５】
　全血に、血清または血漿中に存在する免疫測定対象物質への抗体又は抗原が感作され且
つ蛍光色素を含有する蛍光担体粒子と、血球を染色するための蛍光色素とを混和して、測
定用試料を調製する試料調製部と、
　測定用試料を流すためのフローセルと、フローセル中を流れる測定用試料に光を照射す
るための光源と、光を照射された測定用試料中の粒子から発せられた前方散乱光及び蛍光
を検出する検出器と、を有する光検出部と、
　光検出部が検出した前記散乱光の強度および蛍光の強度の差異に基づき、前記粒子を血
球と前記蛍光担体粒子に分類して血球を計数するとともに、分類された蛍光担体粒子の前
方散乱光強度に基づいて免疫測定対象物質の検出を行う解析部と、を有する血液分析装置
。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、血球計数測定と免疫測定を、一つの検体に対し効率的に行うための血液分析装
置及び方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】
臨床検査の分野においては、血球計数装置、免疫測定装置、血液凝固測定装置、生化学装
置、その他各種分析装置が測定項目に応じて用いられている。そのため複数の分析装置を
管理する必要がある。そして各分析装置に応じて患者から検体を採取する必要があり、患
者にとっては負担となる。そこで、一つの検体からより多くの項目を測定できる多項目自
動分析装置が提供されている。
【０００３】
血球計数測定
血球計数測定とは、血液（全血）中に含まれる血球を分類し、血球を種類毎にを計数する
ことである。血球は一般的に赤血球、白血球、血小板などに分類され、血球計数の項目と
しては赤血球数、白血球数、血小板数が代表的である。その他、赤血球として未成熟な状
態で末梢血中に出現した網状赤血球などが分類され計数されることもある。
【０００４】
血球計数測定を行う分析装置としては、自動血球分析装置XE-2100（シスメックス株式会
社製）がある。これは、血球を所定の蛍光色素で染色し、各血球から前方散乱光、側方散
乱光や蛍光といった光学的情報をフローサイトメトリ法により検出し、これらの光学的情
報を組み合わせて血球を分類して計数するものである。またこの装置は網状赤血球測定機
能を有する。この機能では、溶血させることなく染色液と反応させて蛍光染色を施した血
球から、前方散乱光強度と側方蛍光強度を検出し、それらをパラメータとした二次元スキ
ャッタグラムを作成して血球を血小板、赤血球、網状赤血球などに分類する。血球を蛍光
染色するための染色液は、各血球中に含まれる核酸を染色する色素を含んでおり、白血球
や網状赤血球が染色される。血球から検出される側方蛍光強度は、血球中の核酸量を反映
する情報となり、前方散乱光強度（大きさ情報）と側方蛍光強度（核酸量情報）を組み合
わせることにより血球を分類することができる。
【０００５】
血球計数測定の項目には、血球数だけではなく、平均赤血球容積（ＭＣＶ）やヘマトクリ
ット値といった項目も用いられる。ＭＣＶとは、全血中の赤血球の大きさの平均値である
。ヘマトクリット値とは、全血中に占める血球成分の容積比率である。血球成分容積の大
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部分は赤血球容積が占めるため、全血中の赤血球数とＭＣＶを求め、ＭＣＶに全血中の赤
血球数を乗じ、それを全血の体積で除することにより、ヘマトクリット値が算出される。
【０００６】
免疫測定
免疫測定とは、血液などの検体中に含まれる抗原又は抗体を測定対象物質とし、それらを
抗原抗体反応を利用して検出する測定方法である。代表的なものとして、酵素免疫測定（
EIA）法、ラジオイムノアッセイ（RIA）法、粒子凝集法などがある。粒子凝集法は、測定
対象物質に対応する抗体又は抗原を感作した担体粒子を試料と混和し、抗原抗体反応によ
る粒子凝集反応を生じさせ、その粒子凝集の度合い（凝集度）を吸光度変化や光散乱変化
などから測定し、免疫測定対象物質を検出する方法である。
【０００７】
粒子凝集法においては、凝集反応後の担体粒子を含む試料をフローサイトメトリ法にて測
定し、各粒子から得られた光学的情報に基づき凝集度を求める方法が知られている。光学
的情報として、担体粒子の大きさを反映する情報、例えば前方散乱光を用いれば、未凝集
の担体粒子や凝集した担体粒子の識別ができ、担体粒子の凝集度を求めることができる。
この凝集度としては例えば、特許文献１に開示された凝集率がある。これはフローサイト
メータで粒子それぞれの散乱光強度を求め、それぞれの散乱光強度によって、未凝集の単
独粒子と、複数の担体粒子が凝集して生じた凝集粒子とを分類して、単独粒子数(M)と凝
集粒子数（P）を計数し、MとPの合計である総粒子数（T）を得、P/Tを凝集率として算出
する方法である。この方法では２個の担体粒子が凝集した段階で反応を捉えることができ
るため、非常に高感度な免疫測定が可能となる。この凝集度測定は免疫測定対象物質の測
定濃度範囲に応じて、各種の方法、例えば一定数以上凝集した粒子の度合いを測定する方
法などを用いることができる。上記特許文献１の凝集度測定方法は、シスメックス株式会
社製の免疫凝集測定装置PAMIAシリーズに用いられている。
【０００８】
これら血球計数用の分析装置や免疫測定用の分析装置などでは、全血や血清、血漿などを
試料とするが、そのうち、血球計数装置では全血試料を用いる必要があり、免疫測定など
他の装置では試料として血清又は血漿が用いられることが多いため、分析装置の共通化が
なされていなかった。特許文献２には血球計数と免疫測定を行うことができる全血血球免
疫測定装置が開示されている。この装置は、血球計数測定部と免疫測定部を備え、全血試
料を血球計数測定部と免疫測定部にそれぞれ分注して測定する装置である。その免疫測定
部では全血試料を溶血剤により溶血させ、ラテックス試薬を用いて免疫測定を行う。
【０００９】
【特許文献１】
特公平６－１９３４９号公報
【特許文献２】
米国特許第６１０６７７８号明細書
【００１０】
【発明が解決しようとする課題】
しかし血球計数測定と免疫測定の両者を行う場合、患者から採取する検体量を少なくし、
一台の小型の分析装置で測定するためには、同一の測定部で血球計数測定と免疫測定を行
うことが望まれている。
【００１１】
【課題を解決するための手段】
上記の課題に鑑み本発明は、全血に、血清または血漿中に存在する免疫測定対象物質への
抗体又は抗原が感作され且つ蛍光色素を含有する蛍光担体粒子を含む試薬を添加して測定
用試料を調製する試料調製部と、測定用試料に光を照射し、測定用試料中の粒子から発せ
られた蛍光および散乱光を検出する光検出部と、光検出部が検出した各粒子の蛍光の強度
および散乱光の強度の差異に基づき、前記粒子を血球と前記蛍光担体粒子に分類して血球
を計数するとともに、分類された蛍光担体粒子の散乱光強度に基づいて免疫測定対象物質
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の検出を行う解析部と、を有する血液分析装置を提供する。
【００１２】
また本発明は、全血に、血清または血漿中に存在する免疫測定対象物質への抗体又は抗原
が感作され且つ蛍光色素を含有する蛍光担体粒子を含む試薬を添加して測定用試料を調製
する工程と、光検出部において、測定用試料中の粒子から蛍光および散乱光を検出する工
程と、前記光検出部により検出された各粒子の蛍光の強度および散乱光の強度の差異に基
づき、前記粒子を血球と前記蛍光担体粒子に分類して血球を計数する工程と、分類された
蛍光担体粒子の散乱光強度に基づいて免疫測定対象物質の検出を行う工程と、を有する、
血液分析方法を提供する。
【００１３】
また本発明は、少なくとも二つに分けた全血の一方に、血清または血漿中に存在する免疫
測定対象物質への抗体又は抗原が感作され且つ蛍光色素を含有する蛍光担体粒子を含む免
疫測定用試薬を添加して免疫測定用試料を調製し、前記少なくとも二つに分けた全血の他
方に、血球計数測定用試薬を添加して血球計数測定用試料を調製する試料調製部と、前記
免疫測定用試料及び前記血球計数測定用試料の各試料に光を照射し、各試料中の粒子から
発せられた蛍光および散乱光を検出する光検出部と、前記免疫測定用試料中の粒子から検
出された蛍光の強度および散乱光の強度の差異に基づき前記粒子を血球と前記蛍光担体粒
子に分類し、分類された蛍光担体粒子の散乱光強度に基づいて免疫測定対象物質を検出し
、前記血球計数測定用試料中の粒子から検出された蛍光の強度および散乱光の強度の差異
に基づき血球を分類して計数する解析部と、を有する血液分析装置。
【００１４】
また本発明は、少なくとも二つに分けた全血の一方に、血清または血漿中に存在する免疫
測定対象物質への抗体又は抗原が感作され且つ蛍光色素を含有する蛍光担体粒子を含む免
疫測定用試薬を添加して免疫測定用試料を調製する工程と、　前記少なくとも二つに分け
た全血の他方に、血球計数測定用試薬を添加して血球計数測定用試料を調製する工程と、
光検出部において、前記免疫測定用試料および前記血球計数測定用試料中の粒子から蛍光
および散乱光を検出する工程と、　前記光検出部により、前記免疫測定試料中の粒子から
検出された蛍光の強度および散乱光の強度の差異に基づき前記粒子を血球と前記蛍光担体
粒子に分類し、分類された蛍光担体粒子の散乱光強度に基づいて免疫測定対象物質の検出
を行う工程と、前記光検出部により、前記血球計数測定用試料中の粒子から検出された蛍
光の強度および散乱光の強度の差異に基づき血球を分類して計数する工程と、を有する血
液分析方法を提供する。
【００１５】
また本発明は、全血に、血清または血漿中に存在する免疫測定対象物質への抗体又は抗原
が感作され且つ蛍光色素を含有する蛍光担体粒子と、血球を染色するための蛍光色素とを
混和して、測定用試料を調製する試料調製部と、測定用試料を流すためのフローセルと、
フローセル中を流れる測定用試料に光を照射するための光源と、光を照射された測定用試
料中の粒子から発せられた前方散乱光及び蛍光を検出する検出器と、を有する光検出部と
、光検出部が検出した前記散乱光の強度および蛍光の強度の差異に基づき、前記粒子を血
球と前記蛍光担体粒子に分類して血球を計数するとともに、分類された蛍光担体粒子の前
方散乱光強度に基づいて免疫測定対象物質の検出を行う解析部と、を有する血液分析装置
を提供する。
【００１７】
【発明の実施の形態】
以下、本発明にかかる血液分析装置の概略及び測定原理につき説明する。この血液分析装
置では、血球計数測定と、粒子凝集法による免疫測定と、を同一試料に対して同時に行う
。血球及び担体粒子を含む試料から、フローサイトメトリ法を用い、各粒子の特徴を反映
する光学的情報として前方散乱光や側方蛍光を検出する。そしてそれらの光学的情報をパ
ラメータとした二次元スキャッタグラム（以下、単に「スキャッタグラム」という）を作
成する。スキャッタグラム上に出現した各粒子に対応するプロットを、出現位置に応じて



(6) JP 4299597 B2 2009.7.22

10

20

30

40

50

血球や担体粒子の種類毎に分類し、計数する。担体粒子については前記検出した光学的情
報に基づき凝集度を求める。
【００１８】
図１は、この血液分析装置の構成を示す図である。血液分析装置１は、試料調製部１１、
光検出部１２、解析部１３、出力部１４からなる。
【００１９】
試料調製部１１は、検体に担体粒子や希釈液、染色液など所定の試薬を添加して反応させ
、測定用試料を調製するためのものである。試料調製部１１では検体中の血球に蛍光染色
が施されるとともに、免疫測定対象物質に対応する抗体又は抗原を感作した担体粒子が添
加され、粒子凝集反応を行わせる。担体粒子には、粒子凝集法で一般的に用いられている
もの、例えばポリスチレン等のラテックス粒子、磁性粒子、ガラス粒子、デンドリマーな
どを用いることができる。担体粒子に感作する抗原又は抗体には、免疫測定対象物質が抗
体であれば該抗体と特異的に抗原抗体反応する抗原が用いられ、免疫測定対象物質が抗原
であれば該抗原と特異的に抗原抗体反応する抗体が用いられる。例えば測定項目がCEA抗
原（癌胎児性抗原）であれば抗CEA抗体が感作され、測定項目が抗HBs抗体であればHBs抗
原が感作される。
【００２０】
試料調製部１１で調製された測定用試料は、光検出部１２へ送液される。光検出部１２は
フローサイトメトリ法によって試料中の粒子から側方蛍光や前方散乱光を検出するもので
ある。試料調製部１１にて調製された測定用試料は、光検出部１２のフローセル１２ａに
流されて試料流を形成する。レーザ光源１２ｂからはレーザ光が発せられ、フローセル１
２ａの試料流を照射する。そして試料流中の粒子がレーザ光の照射領域を横切る際に生じ
る側方蛍光がフォトマルチプライヤチューブ１２ｃに、前方散乱光はフォトダイオード１
２ｄによってそれぞれ受光・光電変換されて電気信号となる。
【００２１】
光検出部１２により検出された側方蛍光・前方散乱光の電気信号は解析部１３へ送られる
。解析部１３はハードディスク、CPU、ROM、RAMなどからなるコンピュータにより構成さ
れる。解析部１３では、光検出部１２によって検出された電気信号を処理し、各粒子の信
号毎に側方蛍光強度・前方散乱光強度を得る。そして側方蛍光強度・前方散乱光強度をパ
ラメータとしたスキャッタグラムを作成し、スキャッタグラム上に出現した粒子をその出
現位置に応じて各種血球・担体粒子に分類し、計数する。
【００２２】
前方散乱光強度は粒子の大きさを反映するものであるので、粒子の種類毎に大きさが異な
る場合には前方散乱光強度のみを用いて粒子を分類することができる。血球（血小板・赤
血球・白血球）のうち、血小板が最も小さく、白血球が最も大きい。しかしこれらの血球
の大きさは明確に分かれるものではなく、異なった種類同士で互いに大きさの重なるもの
があるので、前方散乱光強度による大きさ情報だけでは正確に分類することが難しい。そ
こで、各粒子の大きさ以外の特徴を反映する光学的情報として側方蛍光強度をさらに検出
する。血球中に含まれる核酸を染色する色素により予め蛍光染色を施しておけば、血球か
ら検出される側方蛍光強度は、血球中の核酸量を反映する情報となり、前方散乱光強度（
大きさ情報）と側方蛍光強度（核酸量情報）を組み合わせることにより血球をより正確に
分類することができる。
【００２３】
血球計数測定と免疫測定を同時に行うため、免疫測定に用いる担体粒子は、スキャッタグ
ラム上で血球の出現位置と重なることのないような性質のものを用いる。例えば担体粒子
の大きさを変えることによって前方散乱光強度が調整される。また担体粒子に蛍光色素を
含有させたり、含有させる蛍光色素の濃度を変えることにより、側方蛍光強度が調整され
る。このようにして、担体粒子が二次元スキャッタグラム上で血球と明確に異なる位置に
出現するようにすれば、血球と担体粒子の分類が可能となる。担体粒子として、血球より
も充分小さなもの、あるいは血球よりも充分大きいものを用いれば、前方散乱光強度の違
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いによって試料中の粒子を担体粒子と血球とに分類することが可能である。血球と同程度
の大きさの担体粒子を用いる場合は、前方散乱光強度と蛍光強度を組み合わせることによ
り、担体粒子と血球とを分類することができる。
【００２４】
スキャッタグラム上で血球と分類された担体粒子については、凝集度を求め免疫測定対象
物質を検出する。凝集度としては、担体粒子の前方散乱光強度に基づき前記特公平６－１
９３４９に開示された凝集率を用いる。この凝集率は、以下のようにして求める。まずフ
ローサイトメータで粒子それぞれの散乱光強度を求め、それぞれの散乱光強度によって、
未凝集の単独粒子と、複数の担体粒子が凝集して生じた凝集粒子とを分類して、単独粒子
数(M)と凝集粒子数（P）を計数し、MとPの合計である総粒子数（T）を得、P/Tを凝集率と
して算出する。
【００２５】
担体粒子の凝集率は、既知濃度の免疫測定対象物質を含む検体を測定して予め作成した検
量線に基づき、濃度換算される。このようにして、未知検体中に含まれる免疫測定対象物
質の濃度が得られる。
【００２６】
図２に、本血液分析装置による測定例であるスキャッタグラムを示す。全血検体に、担体
粒子として蛍光色素を含有させた蛍光ラテックス粒子と、血球を染色するための所定の蛍
光色素とを混合することにより調製された試料から検出した前方散乱光及び側方蛍光に基
づき作成されたスキャッタグラムであり、前方散乱光強度を縦軸に、側方蛍光強度を縦軸
にとっている。担体粒子は、未凝集の単独粒子２１、二個の担体粒子が凝集して生じた二
個凝集粒子２２、三個の担体粒子が凝集して生じた三個凝集粒子２３というように、凝集
の仕方によって前方散乱光強度が異なり、それぞれの集団に分離して出現する。血球とし
て、血小板２４、赤血球２５が出現するが、いずれも前方散乱光強度と側方蛍光強度の違
いから、担体粒子と分類することができる。
【００２７】
図２においてＧ１は、担体粒子が出現する領域として予め設定されているものである。領
域Ｇ１内に出現している担体粒子の粒度分布の例を、図３のヒストグラムに示す。縦軸に
粒子の個数（度数）を、横軸に前方散乱光強度をとっている。前方散乱光強度について閾
値を設定することにより、凝集粒子と単独粒子を分類する。
【００２８】
分類された単独粒子の粒子数Mと凝集粒子の粒子数P（Pは二個以上凝集している粒子数の
合計）から、総粒子数Tを得て、凝集率P/Tを算出し、予め作成した検量線に基づき濃度換
算することで、各免疫測定項目の抗原（抗体）濃度を得ることができる。
【００２９】
血球は、前方散乱光強度と側方蛍光強度の違いから、その種類毎の集団となってスキャッ
タグラム上に出現する。そこで各種類の血球につき、出現すると目される領域を予めスキ
ャッタグラム上に設定し、各領域内の粒子数を計数することで、血球の計数を行う。図２
中、領域Ｇ２は血小板、領域Ｇ３は赤血球をそれぞれ分類するためのものである。
【００３０】
担体粒子の粒子径や含有する蛍光色素の濃度、あるいは血球を染色する蛍光色素の濃度な
どを適宜調整し、スキャッタグラム上で担体粒子と血球の出現位置が異なるようにすれば
、血球と担体粒子を明確に分類できる。また、免疫測定を複数項目にわたって行う場合に
は、第一の測定項目に対応する抗体又は抗原を感作した第一の担体粒子と、第二の測定項
目に対応する抗体又は抗原を感作した第二の担体粒子を用意すればよい。このとき第一・
第二それぞれの担体粒子が含有する蛍光色素の濃度を変えるなどすることで、第一の担体
粒子と第二の担体粒子をスキャッタグラム上で分類することができる。
【００３１】
図４は、免疫測定を同時に２項目行なう場合のスキャッタグラムの例であり、領域Ｇ１に
出現する担体粒子（第一の担体粒子）より高濃度の蛍光色素を含有する第二の担体粒子が
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出現している。第二の担体粒子は、第一の担体粒子と同様に未凝集の単独粒子３１、二個
の担体粒子が凝集して生じた二個凝集粒子３２、三個の担体粒子が凝集して生じた三個凝
集粒子３３というように、凝集の仕方によってそれぞれの集団に分離して出現している。
そして第一の担体粒子を含む領域Ｇ１、第二の担体粒子を含む領域Ｇ４各々で、領域内の
粒度分布から凝集率を求め、第一・第二それぞれの項目の免疫測定を行うことができる。
【００３２】
出力部１４には、CRTやLCDといった表示装置やプリンタが用いられる。解析部１３にて算
出された免疫測定の結果や各種血球数、解析の際に作成されたスキャッタグラムやヒスト
グラムなどが出力部１４に出力される。
【００３３】
以下、血液と担体粒子を含む試料から前方散乱光強度と側方蛍光強度を検出し、それら光
学的情報を解析することにより、血球計数測定と免疫測定（全血中のHBs抗原の検出）を
行う実験につき説明する。
【００３４】
実験に用いる検体は、ヒト正常全血にHBs抗原を７段階の濃度別に添加したものを調製し
て検体▲１▼～▲７▼とした。検体▲１▼～▲７▼の各HBs抗原濃度は、▲１▼０U/mL、
▲２▼１U/mL、▲３▼３U/mL、▲４▼９U/mL、▲５▼２７U/mL、▲６▼８１U/mL、▲７▼
２４３U/mL、である。
【００３５】
測定には図１に示す本発明の血液分析装置を用いた。血液分析装置１は前述の通り試料調
製部１１、光検出部１２、解析部１３、出力部１４からなる。試料調製部１１は検体供給
部１１ａ、ラテックス試薬供給部１１ｂ、緩衝液供給部１１ｃ、希釈液供給部１１ｄ、染
色液供給部１１ｅ、第一反応槽１１ｆ、第二反応槽１１ｇからなる。
【００３６】
血液分析装置１の操作者は、装置を動作させるに先立ち、ラテックス試薬供給部１１ｂに
以下の通り調製されたラテックス試薬をセットする。ラテックス試薬とは、免疫測定対象
物質と特異的に抗原抗体反応する抗体又は抗原（ここでは抗HBs抗体）を表面に感作した
ラテックス粒子を含む試薬であり、このラテックス粒子が担体粒子として作用する。
調製方法：担体粒子には粒子径0.78μmで粒子表面がスルフェートのラテックス粒子に赤
色蛍光色素（波長633nmのレーザ光で励起可能）を1％(w/v)含有させた蛍光ラテックス粒
子を用いた。抗HBs抗体の感作は、まず抗HBs抗体（マウスモノクローナル抗体、市販品）
60μgを含むGTA緩衝液（0.53mg/mL 3,3-ジメチルグルタル酸、0.4mg/mL トリス、0.35mg/
mL 2-アミノ-2-メチル-1,3-プロパンジオール、pH4.6）950μlに、蛍光ラテックス粒子10
%(w/v)懸濁液50μlを加え、20℃で2時間静置した。これを10000×g, 10分間遠心し、上清
を捨て、沈殿に1%(w/v) 牛血清アルブミン（市販品）を含むGTA緩衝液を1mL加えて、超音
波処理し、分散させた。この遠心から分散までの工程を数回繰り返し、最後に遠心して上
清を捨て、沈殿に220mg/mL グリセリン、0.3%(w/v) 牛血清アルブミンを含むGTA緩衝液（
pH6.2）1mLを加えて、超音波処理し、分散させた。これをラテックス試薬とした。
【００３７】
また血液分析装置１の操作者は、装置を動作させるに先立ち、緩衝液供給部１１ｃに以下
の通り調製された反応緩衝液をセットする。
調製方法：1.6mg/mL 3,3-ジメチルグルタル酸、1.1mg/mL 2-アミノ-2-メチル-1,3-プロパ
ンジオール、18.18mg/mL トリス、5%(w/v) 牛血清アルブミン、0.8%(w/v) デキストラン
（市販品）、pH6.70を調製し、検体へ添加して測定用試料とするための反応緩衝液とした
。
【００３８】
また血液分析装置１の操作者は、装置を動作させるに先立ち、希釈液供給部１１ｄにレッ
トサーチ（II）希釈液（シスメックス株式会社製）をセットする。これは後述する染色液
による血球の染色処理に際して、試料を希釈するためのものである。
【００３９】
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また血液分析装置１の操作者は、装置を動作させるに先立ち、染色液供給部１１ｅにレッ
トサーチ（II）染色液（シスメックス株式会社製）をセットする。レットサーチ（II）染
色液には、血球中の核酸を染色し波長633nmのレーザ光で励起可能なポリメチン系蛍光色
素が含まれている。この色素により、血球中の核酸が蛍光染色される。
【００４０】
血液分析装置１の操作者は、検体を検体供給部１１ａにセットし、血液分析装置１を動作
させると、まず検体供給部１１ａが検体20μLを定量し第一反応槽１１ｆへ送液する。次
に緩衝液供給部１１ｃが反応緩衝液160μLを第一反応槽１１ｆへ送液し、第一反応槽１１
ｆで検体と反応緩衝液が15秒間混和される。その後、ラテックス試薬供給部１１ｂがラテ
ックス試薬20μLを第一反応槽１１ｆへ送液し、第一反応槽１１ｆ内で検体・反応緩衝液
・ラテックス試薬が混和され、45℃で15分間インキュベーションされて、ラテックス試薬
混合試料となる。この後、ラテックス試薬混合試料4.5μLが、第一反応槽１１ｆから第二
反応槽１１ｇに送液される。また希釈液供給部１１ｄがレットサーチ（II）希釈液0.8955
mLを第二反応槽１１ｇに送液し、第二反応槽１１ｇ内でラテックス試薬混合試料が希釈さ
れる。そして染色液供給部１１ｅがレットサーチ（II）染色液18μLを第二反応槽１１ｇ
に送液し、第二反応槽１１ｇ内で約31秒間染色反応が行われ、測定用試料が調製される。
【００４１】
このようにして調製された測定用試料2.8μLは光検出部１２に送液され、試料中に含まれ
る各粒子から光学的情報として前方散乱光及び側方蛍光が得られる。図５に光検出部１２
の詳細な構成を示す。蛍光染色等の前処理が施された測定用試料をフローセル４１（図１
の１２ａに対応）に流して試料流を形成する。そしてフローセル４１中の試料流に対して
半導体レーザ光源４２（図１の１２ｂに対応）から照射されたレーザ光はコリメートレン
ズ４３を介してフローセル４１へ到達し、試料流を照射する。試料流中の粒子がレーザ光
を横切る際に生じる前方散乱光は、集光レンズ４４ａとピンホール４５ａを介してフォト
ダイオード４６（図１の１２ｄに対応）に入射する。側方蛍光は集光レンズ４４ｂとフィ
ルタ４９とピンホール４５ｂを介してフォトマルチプライヤチューブ４８（図１の１２ｃ
に対応）に入射する。フォトダイオード４６で光電変換されて出力される前方散乱光信号
、フォトマルチプライヤチューブ４８で光電変換されて出力される側方蛍光信号は、解析
部１３へ送られる。
【００４２】
解析部１３では、光検出部１２により検出した前方散乱光信号及び側方蛍光信号から粒子
毎の前方散乱光強度及び側方蛍光強度を得て、それらをパラメータとしたスキャッタグラ
ムを作成する。図６は検体▲６▼を測定して得られたスキャッタグラムであり、縦軸に前
方散乱光強度、横軸に側方蛍光強度をとったものである。血小板・赤血球及び担体粒子は
、前方散乱光強度及び側方蛍光強度の違いによりそれぞれの集団を形成している。図６の
スキャッタグラムには予め、担体粒子が出現すると目される領域Ｇ５が設定されている。
同様に、血小板が出現すると目される領域Ｇ６、赤血球が出現すると目される領域Ｇ７が
、それぞれ設定されている。この領域の設定は、通常の赤血球よりも蛍光強度の大きな網
状赤血球の出現を考慮したものであり、赤血球の出現領域Ｇ７は成熟した赤血球の出現位
置よりも蛍光強度の大きな位置、つまり網状赤血球の出現領域を含むようにしてある。
【００４３】
図６において、領域Ｇ５内に担体粒子が単独粒子、二個凝集粒子、三個凝集粒子に分かれ
て出現していることがわかる。解析部１３は、領域Ｇ５内に出現した粒子の粒度分布を示
すヒストグラムを作成する。図７は、領域Ｇ５内に出現した粒子の粒度分布を示すヒスト
グラムであり、縦軸に度数（粒子数）を、横軸に前方散乱光強度をとったものである。解
析部１３は、領域Ｇ５内の粒度分布に基づき、単独粒子数Mと凝集粒子数P（二個以上凝集
している粒子数の合計）から総粒子数Tを得て、凝集率（P/T％）を求める。前記▲１▼～
▲７▼の各検体を測定して得られた担体粒子の凝集率を表１に示す。
【００４４】
【表１】
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【００４５】
上記表１より、検体中に含まれる抗HBs抗体の濃度に依存して凝集率が変化していること
がわかる。よって、既知濃度の免疫測定対象物質を含む検体を測定して予め作成した検量
線に基づき、凝集率を濃度換算することで、検体中に含まれる免疫測定対象物質の濃度を
得ることができる。
【００４６】
図８は本血液分析装置において、検体として前記検体▲１▼と同じヒト正常全血を用い、
前記試料調製部１１での試料調製工程においてラテックス試薬を添加せずに測定用試料を
調製したものを測定して得たスキャッタグラムである。縦軸に前方散乱光強度、横軸に側
方蛍光強度をとっている。測定用試料中にラテックス試薬が含まれていないので、図６と
比べると図８のスキャッタグラム上には担体粒子が現れないが、血小板・赤血球とも出現
位置に変わりは無い。すなわち、ラテックス試薬の有無は血球計数測定の結果に影響を与
えないことがわかる。
【００４７】
前述の通り図６のスキャッタグラム上には、血小板・赤血球の各血球が出現すると目され
る領域Ｇ６・Ｇ７をそれぞれ設定しておき、各領域内に出現した粒子数が計数される。な
お各種血球のうち白血球は、血小板や赤血球よりも前方散乱光強度や蛍光強度が大きく、
図６や図８に示したスキャッタグラムでは表示されない位置に出現してしまう。そこで、
解析部１３は、より大きな前方散乱光強度や側方蛍光強度を反映し、白血球と他の粒子と
の分類が可能となるスキャッタグラムを作成する。そして白血球が出現すると目される領
域を設定してエリア内の粒子数を計数する。図９に白血球を分類計数するためのスキャッ
タグラムを示す。図６や図８と同様、縦軸に前方散乱光強度、横軸に側方蛍光強度をとっ
たものであるが、各パラメータの表示範囲をより大きくとっていることにより白血球の出
現が明確となる。一方、図６や図８のスキャッタグラムでは明確に分かれて出現していた
血小板、赤血球、担体粒子の各集団は、図９のスキャッタグラム上では左下方部に固まっ
て出現し、明確に分かれて表示されない。領域Ｇ８は、白血球が出現すると目される領域
であり、この領域内に出現した粒子が白血球として計数の対象となる。
【００４８】
解析部１３は、スキャッタグラム上の領域Ｇ６・Ｇ７・Ｇ８内に出現した粒子をそれぞれ
計数し、血小板数・赤血球数・白血球数とする。また赤血球として計数された各粒子の容
積を前方散乱光強度に基づいて算出してそれらを合計する。そして合計した値を粒子数で
除算することによりＭＣＶ（平均赤血球容積）を算出する。
【００４９】
本発明の血液分析装置により検体▲６▼を測定し、図６及び図９に示すスキャッタグラム
に基づき各種血球の分類計数を行った結果と、検体▲６▼と同じ全血検体を従来法によっ
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て測定した結果を比較した。従来法は、全血検体のセットから解析に至る測定の全工程を
自動血球分析装置XE-2100（シスメックス株式会社製）の通常の測定方法に従って行った
ものである。XE-2100は、光学式の検出系以外にいわゆる電気抵抗式の検出器を有してお
り、血小板数、赤血球数、ＭＣＶ（平均赤血球容積）は、電気抵抗式の検出器により検出
された結果に基づき算出される。白血球数は、光学式の検出系により検出された結果に基
づき算出される。
【００５０】
下記表２に、本発明の血液分析装置による測定結果と、従来法による測定結果とを示す。
【００５１】
【表２】

【００５２】
上記表２にから明らかな通り、各項目につき、本発明による血球計数結果は従来法との間
で良い相関が得られている。
【００５３】
解析部１３は、全血試料を対象とした免疫測定の結果に、ヘマトクリット補正を行う機能
を有する。以下、ヘマトクリット補正について説明する。免疫測定において、免疫測定対
象物質の抗原や抗体が血清・血漿中にのみ存在する場合は、全血中に占める血球成分の容
積比率（ヘマトクリット値）の違いにより、全血で免疫測定を行った場合と血清（又は血
漿）に対する測定を行った場合とで、含まれる免疫測定対象物質の濃度に違いが生じる。
ヘマトクリット値には個体差があるので、全血免疫測定の結果に一定の係数をかける方法
では、血清や血漿を用いて測定した場合の測定値に正確に補正することは困難である。そ
こで、全血免疫測定の結果を、血球計数測定から得られたヘマトクリット値を用いて血清
や血漿を用いて測定した場合の測定値に補正する、いわゆるヘマトクリット補正を用いれ
ば、血清（又は血漿）に対して行った測定と同様の測定値が得られる。
【００５４】
ヘマトクリット値は全血中に占める血球成分の容積比率であるが、血球成分の大部分を占
める赤血球容積比率をヘマトクリット値として用いる例を以下に述べる。本分析装置では
前記の通り、赤血球として計数された各粒子の容積を前方散乱光信号に基づき算出する。
そして各粒子の容積を合計し、粒子数で除算することによりＭＣＶを算出している。解析
部１３ではさらにこのＭＣＶに粒子数を乗ずることによりヘマトクリット値を算出する。
ここで全血中の免疫測定対象物質の濃度をＡ、血清（又は血漿）中の免疫測定対象物質の
濃度をＢ、ヘマトクリット値（％）をＣとすると、血清（又は血漿）中の免疫測定対象物
質の濃度Ｂは以下の式
Ｂ＝Ａ×１００／（１００－Ｃ）
によって求められる。解析部１３ではこの式を用い、全血に対する免疫測定の結果に対し
て血球計数測定で求めたヘマトクリット値を用いた補正を行うことにより、全血中におけ
る免疫測定対象物質の濃度が血清（又は血漿）中における免疫測定対象物質の濃度に換算
される。
【００５５】
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解析部１３にて算出された免疫測定の結果やヘマトクリット補正の結果、各種血球数、解
析の際に作成されたスキャッタグラム、ヒストグラムは出力部１４に出力される。
【００５６】
別実施形態例
図１０は、本発明の別の一実施形態例にかかる血液分析装置を示すものである。この例は
、図１に示した血液分析装置１の試料調製部１１を、免疫測定用の試料と、血球計数測定
用の試料を別々に調製するような構成としたものである。なお、図１と共通する構成につ
いては同じ符号を用いている。
【００５７】
以下、図１０に示した血液分析装置１の構成及び動作につき説明する。試料調製部１１は
検体供給部１１ａ、ラテックス試薬供給部１１ｂ、緩衝液供給部１１ｃ、希釈液供給部１
１ｄ、染色液供給部１１ｅ、第一反応槽１１ｆ、第二反応槽１１ｇからなる。血液分析装
置１を動作させるに先立ち、操作者は検体を検体供給部１１ａに、反応緩衝液を緩衝液供
給部１１ｃに、希釈液を希釈液供給部１１ｄに、染色液を染色液供給部１１ｅにセットす
る。検体、ラテックス試薬、反応緩衝液、希釈液、染色液には、上記に説明してきた血液
分析装置と同様のものを用いる。
【００５８】
血液分析装置１の動作が開始されると、まず検体供給部１１ａは検体20μLを定量して第
一反応槽１１ｆへ送液する。次に緩衝液供給部１１ｃが反応緩衝液160μLを第一反応槽１
１ｆへ送液し、第一反応槽１１ｆ内で検体と反応緩衝液が15秒間混和される。その後、ラ
テックス試薬供給部１１ｂがラテックス試薬20μLを第一反応槽１１ｆへ送液し、第一反
応槽１１ｆ内で検体・反応緩衝液・ラテックス試薬が混和され、45℃で15分間インキュベ
ーションされて、免疫測定用試料となる。
【００５９】
この後、検体供給部１１ａは検体20μLを定量して第二反応槽１１ｇへ送液する。希釈液
供給部１１ｄはレットサーチ（II）希釈液0.8955mLを第二反応槽１１ｇに送液し、検体を
希釈する。次に染色液供給部１１ｅが、レットサーチ（II）染色液18μLを第二反応槽１
１ｇに送液し、約31秒間染色反応を行い、血球計数測定用試料を調製する。
【００６０】
その後、第一反応槽１１ｆ内の免疫測定用試料が光検出部１２のフローセル１２ａへ送液
され、試料中の各粒子から側方蛍光信号及び前方散乱光信号が検出される。次に、第二反
応槽１１ｇ内の血球計数測定用試料が光検出部１２のフローセル１２ａへ送液され、試料
中の各粒子から側方蛍光信号及び前方散乱光信号が検出される。検出された各信号は、解
析部１３へ送られる。すなわち、免疫測定用試料・血球計数測定用試料は、それぞれ同じ
フローセルに流され、光学的情報の検出が行われる。光検出部１２の詳細な構成及び動作
は、前記図５を用いて説明した血液分析装置１の場合と同様である。
【００６１】
解析部１３は、免疫測定用試料から検出された側方蛍光信号及び前方散乱光信号に基づき
、スキャッタグラムを作成する。図１１にスキャッタグラムの例を示す。担体粒子は領域
Ｇ５内に出現している。この免疫測定用試料には、血球を蛍光染色するための染色液が添
加されていないため、試料中に含まれる粒子のうち担体粒子のみが強い蛍光強度を有する
。そのため、試料中に含まれる粒子から担体粒子を分類する際のＳ／Ｎ比が向上する。担
体粒子の分類及び凝集率の算出は、前記図１に記載の血液分析装置と同様に行われる。そ
して検量線に基づき濃度換算することで免疫測定対象物質の濃度を得る。
【００６２】
また解析部１３は、血球計数測定用試料から検出された側方蛍光信号及び前方散乱光信号
に基づき、スキャッタグラムを作成する。図１２・図１３に、血球計数測定用試料から得
られたスキャッタグラムの例を示す。図１２は前記図６に、図１３は図９に対応する。こ
の血球計数測定用試料には、免疫測定用の担体粒子が添加されていないため、スキャッタ
グラム上には血球のみが出現する。そして前記図１に記載の血液分析装置と同様に、スキ
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ャッタグラム上に予め設定された領域（Ｇ６、Ｇ７、Ｇ８）に基づき、血球を血小板、赤
血球、白血球に分類し、それぞれを計数する。
【００６３】
解析部１３による免疫測定結果、血球計数測定結果は、出力部１４に出力される。なお、
以上に説明した別実施形態例においても、図１に示した血液分析装置と同じく血球計数測
定の結果に基づきヘマトクリット値を算出し、そのヘマトクリット値に基づき免疫測定結
果を補正してもよい。
【００６４】
上記別実施形態例のように、免疫測定用の試料と、血球計数測定用の試料を別々に調製し
、光検出部１２における光学的情報の検出を別々に行うようにしても、光検出部１２を、
免疫測定・血球計数測定に共通して利用することができる。
【００６５】
なお、上記に示してきた本発明の各実施形態において、血球計数測定及び免疫測定を行う
ために試料から検出する光学的情報としては、前方散乱光と側方蛍光を用いた。しかし光
学的情報はそれらに必ずしも限られることはなく、側方散乱光、吸光度、燐光、化学発光
、生物発光など各種光学的情報のうち、血球及び担体粒子から共通して得られるものを適
宜選択すればよい。また用いる光学的情報に応じ、担体粒子には各種色素、発光基質等が
適宜含有されるようにしておくことができる。
【００６７】
【発明の効果】
本発明により、血球計数測定と免疫測定を同一の測定部（上記に説明した実施形態におい
ては光検出部）を用いて行うことが可能となる。また、複数の測定項目にわたり検体・試
薬の共通化を図ることができる。また免疫測定において検体の遠心分離を要さない全血測
定を可能とし、検体採取から検査結果を得るまでの時間を短縮できる。免疫測定の結果に
対して行うヘマトクリット補正を、同一の血液試料から得られた血球計数測定に基づき行
うことができるので、より正確なヘマトクリット補正ができる。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明の一実施形態である血液分析装置の構成を説明する模式図である。
【図２】スキャッタグラム上で担体粒子と血球とが異なる位置に出現した様子を説明する
図である。
【図３】スキャッタグラムにおける担体粒子の領域内に出現した粒子のヒストグラムを説
明する図である。
【図４】スキャッタグラム上で第一の担体粒子、第二の担体粒子、及び血球が異なる位置
に出現した様子を説明する図である。
【図５】血液分析装置の光検出部を説明する図である。
【図６】スキャッタグラムの一例を示す図である。
【図７】　スキャッタグラム上の、担体粒子の領域内に出現した粒子の粒度分布を表わす
ヒストグラムを示す図である。
【図８】スキャッタグラムの一例を示す図である。
【図９】スキャッタグラムの一例を示す図である。
【図１０】本発明の別の一実施形態にかかる血液分析装置を示す図である。
【図１１】スキャッタグラムの一例を示す図である。
【図１２】スキャッタグラムの一例を示す図である。
【図１３】スキャッタグラムの一例を示す図である。
【符号の説明】
１　　血液分析装置
１１　試料調製部
１２　光検出部
１３　解析部
１４　出力部
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２１　担体粒子の単独粒子
２２　担体粒子の二個凝集粒子
２３　担体粒子の三個凝集粒子
２４　血小板
２５　赤血球
Ｇ１　担体粒子が出現する領域
Ｇ２　血小板が出現する領域
Ｇ３　赤血球が出現する領域

【図１】 【図２】

【図３】
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【図４】 【図５】

【図６】

【図７】

【図８】

【図９】
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【図１０】 【図１１】

【図１２】

【図１３】
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