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(57)【要約】
　所与の型の細胞の少なくとも閾値数の存在について細
胞試料をアッセイするための方法及びキットが開示され
る。キットは、アッセイ装置であって、細胞試料を受け
入れるための試料チャンバと、特定の密度及び／又は粘
度の媒体を含み、且つその長さに沿って複数の細胞捕集
領域を有する細長状の捕集チャンバとを有するアッセイ
装置と、特定の細胞型の細胞と特異的に結合可能な粒子
であって、細胞と結合すると、細胞の密度又は磁化率を
増加させる効果を有する粒子とを含む。動作時、細胞試
料中における粒子の結合した細胞及び粒子は、重力又は
特定の遠心力若しくは磁界の力の影響下に、粒子の結合
した細胞及び粒子が捕集チャンバの連続した細胞捕集領
域を完全に充填するまで、細長状の捕集チャンバを通じ
て引き込まれる。少なくとも１つの捕集領域に関連した
標線が、当該の捕集領域を少なくとも部分的に充填する
効果を有する特定の型の細胞の濃度を指示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　所与の型の細胞の少なくとも閾値濃度の存在について細胞試料をアッセイする方法であ
って、
　（ａ）前記所与の細胞型の細胞を含む細胞試料を、前記細胞と特異的に結合可能な粒子
であって、前記細胞と結合すると、前記細胞の密度又は磁化率を増加させる効果を有する
粒子と反応させる工程であって、それにより、重力又は加えられる遠心力若しくは磁界の
力の影響下に、特定の媒体を通じたその移動速度がより大きいことに基づき、前記試料中
の粒子の結合した細胞及び単体粒子を、粒子が結合していない細胞と分離させる工程と、
　（ｂ）特定の媒体を含み、且つその長さに沿って複数の細胞捕集領域を有する細長状の
捕集チャンバを通じて、前記粒子の結合した細胞及び前記粒子の実質的に全てが前記捕集
チャンバの連続する細胞捕集領域を完全に充填するのに十分な期間にわたり、前記試料を
重力又は特定の遠心力若しくは磁界の力に供することにより、前記細胞試料中の前記粒子
の結合した細胞及び前記粒子を移動させる工程であって、前記捕集チャンバが、（ｉ）１
０～５００μｍの幅を有する捕集カラムであって、前記カラム内の前記捕集領域が、前記
カラムの一部分に沿って所定長のセグメントを含み、及び前記捕集領域が、前記捕集チャ
ンバのカラム長さに沿って下流から上流方向に連続的に充填される、捕集カラムと、（ｉ
ｉ）細長状の捕集管であって、前記管内の前記捕集領域が、複数のキャビティであって、
前記管を通じて上流から下流方向に移動する細胞が、最上流のキャビティに、それが充填
されるまで捕捉され、その後前記キャビティが上流から下流方向に連続的に充填されるよ
うに前記管内に配置された複数のキャビティを含む、細長状の捕集管と、のうちの一方で
ある、工程と、
　（ｃ）前記細胞試料が、少なくとも閾値濃度の前記所与の細胞型の細胞を含むことの証
拠として、少なくとも１つの特定の捕集領域が部分的又は完全に充填されているかどうか
を判定するため、前記チャンバを検査する工程と、
を含む、方法。
【請求項２】
　前記捕集チャンバが１０～５００μｍの幅を有する捕集カラムを含み、前記カラム内の
前記捕集領域が、前記カラムの一部分に沿って所定長のセグメントを含み、及び前記捕集
領域が、工程（ｂ）において、前記捕集チャンバのカラム長さに沿って下流から上流方向
に連続的に充填される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記捕集チャンバが、細長状の捕集管と、前記捕集管内に前記捕集領域を形成する複数
のキャビティであって、工程（ｂ）において、前記管を通じて上流から下流方向に移動す
る細胞が、最上流のキャビティに、それが充填されるまで捕捉され、その後前記キャビテ
ィが上流から下流方向に連続的に充填されるように前記管内に配置された複数のキャビテ
ィとを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記粒子が、工程（ａ）において前記細胞と結合すると、前記細胞を検出可能なレポー
ターで標識する効果を有し、及び前記検査する工程が、前記検出可能なレポーターで標識
された細胞の存在について、前記捕集チャンバを目視検査することを含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項５】
　工程（ｂ）が、前記チャンバを実質的に直立した垂直配置状態に置くことによって前記
粒子の結合した細胞を重力に供することを含み、前記特定の密度の媒体が前記粒子の結合
した細胞より低い密度を有し、及び前記粒子が実質的に球形の金属粒子である、請求項１
に記載の方法。
【請求項６】
　工程（ｂ）が、前記粒子の結合した細胞を遠心力に供することを含み、前記特定の密度
の媒体が前記粒子の結合した細胞より低い密度を有し、及び前記粒子が実質的に球形の金
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属粒子である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　工程（ｂ）が、前記粒子の結合した細胞を磁界の力に供することを含み、及び前記粒子
が実質的に球形の磁性粒子又は常磁性粒子である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　工程（ｂ）が、粒子の結合した細胞を含む前記試料を前記捕集チャンバの上流の接続域
に添加し、前記接続域において前記試料を特定の密度の媒体と物理的に混合することをさ
らに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記試料が血液試料であり、及び前記粒子が、血液細胞特異抗原との免疫反応が可能な
表面結合性の結合タンパク質を有し、及び前記粒子が、血液試料中における粒子凝集を低
減するための表面処理を施される、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　ＨＩＶに感染している可能性のある個人の血液試料中におけるＣＤ４＋Ｔリンパ球細胞
の濃度を、前記個人のＴ細胞カテゴリーの指標として検出するための、請求項９に記載の
方法であって、前記個人の血液試料を、表面結合性の抗ＣＤ４＋結合剤を有する粒子に曝
露することによって反応工程（ａ）が実施され、及び工程（ｃ）が、２００～７５０／μ
ｌ血液の特定の閾値を有するＣＤ４＋Ｔリンパ球細胞の濃度を示す捕集領域における細胞
の存在を観察することに基づく、方法。
【請求項１１】
　工程（ａ）が、前記試料中の細胞を、単球細胞上のＣＤ１４抗原と特異的に結合可能な
粒子と反応させ、それと同時に、又はその後に、Ｔリンパ球細胞上のＣＤ４抗原と特異的
に結合可能な第２の粒子と反応させる工程であって、それによって前記Ｔリンパ球細胞に
対しては密度又は磁化率のいずれかの上昇を付与し、及び前記単球細胞に対しては密度と
磁化率との双方の上昇を付与する工程をさらに含むとともに、工程（ｂ）が、まず初めに
、前記細胞試料から粒子の結合した単球を除去する工程であって、粒子の結合したＴリン
パ球細胞から前記粒子の結合した単球を選択的に除去する効果を有する力を加えることに
よって除去する工程をさらに含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　感染症又は他の血中の白血球上昇につながる病態を有し得る個人の血液試料中における
白血球の濃度を検出するための、請求項９に記載の方法であって、前記個人の血液試料を
、表面結合性の抗白血球結合剤を有する粒子に曝露することによって反応工程（ａ）が実
施され、及び工程（ｃ）が、約１０,０００細胞／μｌ血液より高い白血球の濃度を示す
捕集領域における細胞の存在を観察することに基づく、方法。
【請求項１３】
　化学療法、放射線療法又は白血病に起因して血中の白血球数が低下している可能性のあ
る個人の血液試料中における白血球の濃度をモニタするための、請求項９に記載の方法で
あって、前記個人の血液試料を、表面結合性の抗白血球結合剤を有する粒子に曝露するこ
とによって反応工程（ａ）が実施され、及び工程（ｃ）が、約４,０００細胞／μｌ血液
未満の白血球の濃度を示す捕集領域における細胞の存在を観察することに基づく、方法。
【請求項１４】
　化学療法又はインターフェロン療法に起因して血中の好中球数が低下している可能性の
ある個人の血液試料中における好中球の濃度をモニタするための、請求項９に記載の方法
であって、前記個人の血液試料を、表面結合性の抗好中球結合剤を有する粒子に曝露する
ことによって反応工程（ａ）が実施され、及び工程（ｃ）が、５００～２,５００細胞／
μｌ血液の特定の範囲にある好中球の濃度を示す捕集領域における細胞の存在を観察する
ことに基づく、方法。
【請求項１５】
　感染症を有する個人の体液試料中における細菌細胞の濃度を、感染の程度及び感染型の
指標として検出するための、請求項９に記載の方法であって、前記個人からの体液試料を
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、１つ又は複数の特定の細菌細胞壁抗原と特異的に結合可能な表面結合性の結合剤を有す
る粒子に曝露することによって反応工程（ａ）が実施され、及び工程（ｄ）が、前記血液
試料中における検出可能な細菌細胞濃度に対応する捕集領域における細胞の存在を観察す
ることに基づく、方法。
【請求項１６】
　所与の型の細胞の少なくとも閾値濃度の存在について細胞試料をアッセイする方法であ
って、
　（ａ）前記所与の細胞型の細胞を含む細胞試料を、前記細胞と特異的に結合可能な粒子
であって、前記細胞と結合すると、前記細胞の密度を増加させる効果を有する粒子と反応
させる工程であって、それにより、重力又は加えられる遠心力の影響下に、特定の媒体を
通じたその移動速度がより大きいことに基づき、前記試料中の粒子の結合した細胞及び単
体粒子を、粒子が結合していない細胞と分離させる工程と、
　（ｂ）特定の媒体を含み、且つその長さに沿って複数の細胞捕集領域を有する幅が１０
～５００μｍの細長状の捕集チャンバを通じて、前記粒子の結合した細胞及び前記粒子が
前記捕集チャンバの連続した細胞捕集領域を充填するのに十分な期間にわたり、前記試料
を重力又は加えられる遠心力に供することにより、前記細胞試料中の前記粒子の結合した
細胞及び前記粒子を移動させる工程であって、前記カラム内の前記捕集領域が、前記カラ
ムの一部分に沿って所定長のセグメントを含み、及び前記捕集領域が、前記捕集チャンバ
のカラム長さに沿って下流から上流方向に連続的に充填される、工程と、
　（ｃ）前記細胞試料が少なくとも閾値濃度の前記所与の細胞型の細胞を含むことの証拠
として、少なくとも１つの特定の捕集領域が部分的又は完全に充填されているかどうかを
判定するため、前記チャンバを検査する工程と、
を含む、方法。
【請求項１７】
　細胞試料中における特定の細胞型の細胞の少なくとも閾値濃度の存在について前記試料
をアッセイするためのキットであって、
　（ａ）前記細胞試料を受け入れるための試料チャンバと、それと流体連通した１０～５
００μｍ幅の細長状の捕集チャンバであって、特定の媒体を含み、且つその長さに沿って
複数の細胞捕集領域を有する捕集チャンバとを有するアッセイ装置と、
　（ｂ）前記細胞試料に添加されると、前記特定の細胞型の細胞と特異的に結合すること
が可能で、且つ前記細胞と結合すると、前記細胞の密度又は磁化率を増加させる効果を有
する粒子であって、それにより、前記細胞試料中における粒子の結合した細胞及び粒子を
、重力又は特定の遠心力若しくは磁界の力の影響下に、前記粒子の結合した細胞及び前記
粒子の実質的に全てが前記捕集チャンバの連続した細胞捕集領域を完全に充填するまで、
前記細長状の捕集チャンバを通じて選択的に移動させることが可能な粒子と、
　（ｃ）前記装置の捕集チャンバにある少なくとも１つの捕集領域に関連した標線であっ
て、粒子の結合した細胞及び単体粒子が前記捕集チャンバを通じて引き込まれるとき、当
該の捕集領域を少なくとも部分的に充填する効果を有する特定の型の細胞の濃度を指示す
る標線と、
を含む、キット。
【請求項１８】
　前記捕集チャンバが捕集カラムを含み、前記カラム内の前記捕集領域が前記カラムの一
部分に沿って所定長のセグメントを含み、及び前記捕集領域が、前記捕集チャンバのカラ
ム長さに沿って下流から上流方向に段階的に連続して充填されるように構成される、請求
項１７に記載のキット。
【請求項１９】
　前記捕集チャンバが、細長状の捕集管と、前記捕集管内に前記捕集領域を形成する複数
のキャビティであって、前記管内にその長さに沿って配置された複数のキャビティとを含
み、及び前記捕集領域が、前記カラム長さに沿って上流から下流方向に連続的に充填され
るように構成される、請求項１８に記載のキット。
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【請求項２０】
　前記捕集チャンバが、複数の逆方向に傾斜したフローセグメントを有する捕集管と、前
記捕集管内に前記捕集領域を形成する複数のリム状キャビティであって、あるフローセグ
メントから別のフローセグメントへと、上流から下流方向に移動する細胞が、２つのフロ
ーセグメント間にある前記キャビティに、当該のキャビティが充填されるまで捕捉される
ように、隣接するフローセグメントの間に配置されたキャビティとを含む、請求項１７に
記載のキット。
【請求項２１】
　前記捕集チャンバが、重力下に前記管内で粒子の結合した細胞が流れる方向に対して傾
斜した捕集管と、前記捕集管内に前記捕集領域を形成する複数のキャビティであって、前
記捕集管を通じて上流から下流方向に移動する細胞が、最上流のキャビティに、それが充
填されるまで捕捉されるように、前記管の外表面部分に沿って配置されたキャビティとを
含む、請求項１７に記載のキット。
【請求項２２】
　前記捕集チャンバが、重力下に粒子の結合した細胞が流れる方向に対して実質的に横断
方向に延在するフロー管と、前記捕集チャンバ内に前記捕集領域を形成する複数のキャビ
ティであって、前記フロー管を通じて上流から下流方向に流れる細胞が、最上流のキャビ
ティに、それが充填されるまで沈降し、その後前記キャビティが上流から下流方向に連続
的に充填されるように、前記フロー管の長さに沿って配置されたキャビティとを含む、請
求項１７に記載のキット。
【請求項２３】
　装置（ａ）が、前記試料チャンバと連通する捕捉チャンバをさらに含み、及び粒子（ｂ
）が、特定の型の細胞上と特定されない型の細胞上とに存在する抗原と特異的に結合可能
な第１のタイプの粒子と、前記特定されない型の細胞上のみに存在する抗原と特異的に結
合可能な第２のタイプの粒子とを含み、それにより、前記第２のタイプの粒子と結合した
粒子を前記捕捉チャンバに移動させることによって選択的に除去してから、前記第１のタ
イプの粒子とのみ結合する前記特定の型の細胞を移動させることにより、それらを前記捕
集チャンバに選択的に移動させることが可能となる、請求項１７に記載のキット。
【請求項２４】
　前記粒子の結合した細胞が、重力又は遠心力の影響下に前記捕集域を通じて移動するよ
うに構成され、前記粒子が実質的に球形の金属粒子である、請求項１７に記載のキット。
【請求項２５】
　血液試料中における所与の型の細胞を検出するための、請求項１７に記載のキットであ
って、前記粒子が、血液細胞特異抗原との免疫反応が可能な表面結合性の結合タンパク質
を有する、キット。
【請求項２６】
　前記粒子が、血液試料中における粒子凝集を低減するための表面処理を施される、請求
項２５に記載のキット。
【請求項２７】
　前記粒子が、親水性ポリマーコーティングで被覆される、請求項２６に記載のキット。
【請求項２８】
　前記粒子の結合した細胞が、磁界の力の影響下にある前記捕集域を通じて移動するよう
に構成され、前記粒子が実質的に球形の磁性粒子又は常磁性粒子である、請求項１７に記
載のキット。
【請求項２９】
　ＨＩＶに感染している可能性のある個人の血液試料中におけるＣＤ４＋Ｔリンパ球細胞
の濃度を、前記個人のＴ細胞カテゴリーの指標として検出するための、請求項１７に記載
のキットであって、前記粒子が表面結合性の抗ＣＤ４＋結合剤を有し、及び前記標線が、
２００～７５０／μｌ血液の特定の閾値を有するＣＤ４＋Ｔリンパ球細胞の濃度を指示す
るように設計される、キット。
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【請求項３０】
　感染症又は他の血中の白血球上昇につながる病態を有し得る個人の血液試料中における
白血球の濃度を検出するための、請求項１７に記載のキットであって、前記粒子が表面結
合性の抗白血球結合剤を有し、及び前記標線が、約１０,０００細胞／μｌ血液より高い
白血球の濃度を指示するように設計される、キット。
【請求項３１】
　化学療法、放射線療法又は白血病に起因して血中の白血球数が低下している可能性のあ
る個人の血液試料中における白血球の濃度をモニタするための、請求項１７に記載のキッ
トであって、前記粒子が表面結合性の抗白血球結合剤を有し、及び前記標線が、４，００
０細胞／μｌ血液未満の白血球の濃度を指示するように設計される、キット。
【請求項３２】
　化学療法又はインターフェロン療法に起因して血中の好中球数が低下している可能性の
ある個人の血液試料中における好中球の濃度をモニタするための、請求項１７に記載のキ
ットであって、前記粒子が表面結合性の抗好中球結合剤を有し、及び前記標線が、５００
～２，５００細胞／μｌ血液の特定の範囲にある好中球の濃度を指示するように設計され
る、キット。
【請求項３３】
　感染症を有する個人の血液又は尿試料中における細菌感染の存在を検出するための、請
求項１７に記載のキットであって、前記粒子が、細菌細胞壁抗原と特異的に結合可能な表
面結合性の結合剤を有し、及び前記捕集領域が、前記血液又は尿試料中における細胞の存
在を指示するように設計される、キット。
【請求項３４】
　前記装置を保持し、且つ前記保持された装置に遠心力又は磁界の力を加えるための装置
ホルダをさらに含む、請求項１７に記載のキット。
【請求項３５】
　細胞試料中における特定の細胞型の細胞の少なくとも閾値濃度の存在について前記試料
をアッセイするためのキットであって、
　（ａ）前記細胞試料を受け入れるための試料チャンバと、それと流体連通した１０～５
００μｍ幅の細長状の捕集チャンバであって、特定の媒体を含み、且つその長さに沿って
複数の細胞捕集領域を有する捕集チャンバとを有するアッセイ装置と、
　（ｂ）前記細胞試料に添加されると、前記特定の細胞型の細胞と特異的に結合すること
が可能で、且つ前記細胞と結合すると、前記細胞の密度を増加させる効果を有する粒子で
あって、それにより、前記細胞試料中における粒子の結合した細胞及び粒子を、重力又は
特定の磁界の力の影響下に、前記粒子の結合した細胞及び前記粒子の実質的に全てが前記
捕集チャンバの連続した細胞捕集領域を完全に充填するまで、前記細長状の捕集チャンバ
を通じて選択的に移動させることが可能な粒子において、前記カラム内の前記捕集領域が
、前記カラムの一部分に沿って所定長のセグメントを含み、及び前記捕集領域が、前記捕
集チャンバのカラム長さに沿って下流から上流方向に連続して充填される、粒子と、
　（ｃ）前記装置の捕集チャンバにある少なくとも１つの捕集領域に関連した標線であっ
て、粒子の結合した細胞及び単体粒子が前記捕集チャンバを通じて引き込まれるとき、当
該の捕集領域を少なくとも部分的に充填する効果を有する前記特定の型の細胞の濃度を指
示する標線と、
を含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、参照により本明細書に全体として援用される２００７年１２月５日出願の米国
仮特許出願第６０／９９２,６２４号に対する優先権を主張する。
【０００２】
本発明の分野
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　本発明は、細胞試料中における所与の型の細胞の存在及び／又は濃度、特に、試料中に
おける少なくとも特定の閾値レベルの細胞の存在を判定するための細胞アッセイキット及
び方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
本発明の背景
　病態の治療に対する応答を含む様々な疾患状態は、血液学的マーカーにより、血液試料
中における特定の白血球細胞の近似濃度を、疾患に対する身体の応答の指標として用いて
モニタすることができる。例えば、血液試料中におけるＣＤ４＋Ｔリンパ球細胞の濃度は
、ＨＩＶ感染後のＡＩＤＳの突発についてのマーカーを提供し得る。約２００細胞／μｌ
血液未満の細胞計数値は、免疫系が著しく弱まっており、従って、例えば抗レトロウイル
ス治療（ＡＲＴ）を直ちに開始する必要があることを示す。ウイルス感染症又は細菌感染
症などの一部の疾患状態は、例えば約１０,０００細胞／μｌ血液を上回るような血液白
血球濃度の上昇を特徴とし、従ってこれは、感染性病態の指標として機能し得る。逆に、
白血病を有する人か、又は化学療法若しくは放射線療法を受けている人では、血液試料中
における白血球濃度は、例えば約４,０００細胞／μｌ血液を下回るまでに低下し得る。
白血球細胞型のレベルの低下又は上昇を特徴とする以上の、及び他の疾患状態においては
、マーカー細胞のレベルを用いることで、疾患状態を検出若しくは確認したり、又は病態
の治療に対する身体の応答をモニタしたりすることができる。
【０００４】
　現在、細胞試料中における所与の細胞の濃度を判定するためには、２つの一般的な血液
学的方法がよく用いられている。第一の手法では、対象とする細胞型が、当該の細胞型と
特異的に結合するマーカー、典型的には抗原特異的抗体で標識される。次に、細胞計数器
、例えば、フローサイトメーター又は蛍光標線式細胞分取器（ＦＡＣＳ）によって細胞試
料が分析され、表面結合マーカーを有する細胞の割合が確定される。
【０００５】
　第二の一般的な手法は、対象とする細胞を標識し、顕微鏡検査によって代表的な一容積
の細胞を調べ、標識された細胞及び未標識の細胞の数を計数して、対象とする細胞型の割
合を確定することである。
【０００６】
　いずれの手法においても、特に所与の白血球型の濃度を判定しようとする場合、細胞試
料はまず初めに、赤血球又は他の不要な細胞を除去する処理がなされ得る。
【０００７】
　上記に概要を述べた方法は、十分な訓練を受けた研究所の職員がいて、細胞選別又は組
織学的検査のための機器が利用可能な研究所又は診療所環境に好適である。しかしながら
、店舗型の診療所又は第三世界諸国における現地の診療所などの、訓練を受けた研究所職
員も、又は高性能の細胞選別若しくは顕微鏡機器もない実地環境においては、こうした方
法は容易には適さない。例えば、アフリカの貧困地域において、ＨＩＶ感染後のＡＩＤＳ
の発病の指標としてＣＤ４＋Ｔ細胞計数値について大勢の人を試験したり、又は、例えば
抗レトロウイルス薬に対するある人の応答をモニタしたりするには、こうした方法は不向
きであり得る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　従って、血液試料中における疾患関連細胞、例えば特定の白血球に関する細胞計数値を
確定するための、単純、迅速で安価なキット及び方法を提供するならば、望ましいであろ
う。特に、かかる方法及びキットは、最小限の訓練しか受けていなくとも容易に実行する
ことができ、且つ、特別な検査用機器、例えば、単純な機器、例えば手動駆動式の卓上型
遠心機以上のものをほとんど又は全く必要としないものでなければならない。
【課題を解決するための手段】
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【０００９】
　本発明は、一態様において、所与の型の細胞の少なくとも閾値濃度の存在について細胞
試料をアッセイする方法を含む。この方法は、
　（ａ）所与の細胞型の細胞を含む細胞試料を、細胞と特異的に結合可能な粒子であって
、細胞と結合すると、細胞の密度又は磁化率を増加させる効果を有する粒子と反応させる
工程であって、それにより、重力又は加えられる遠心力若しくは磁界の力の影響下に、特
定の密度及び／又は特定の粘度の媒体を通じたその移動速度がより大きいことに基づき、
試料中の粒子の結合した細胞及び単体粒子を、粒子が結合していない細胞と分離させる工
程と、
　（ｂ）特定の密度の媒体を含み、且つその長さに沿って複数の細胞捕集領域を有する細
長状の捕集チャンバを通じて、粒子の結合した細胞及び粒子が捕集チャンバの連続する細
胞捕集領域を完全に充填するのに十分な期間にわたり、試料を重力又は特定の遠心力若し
くは磁界の力に供することにより、細胞試料中の粒子の結合した細胞及び粒子を移動させ
る工程と、
　（ｃ）細胞試料が少なくとも閾値濃度の所与の細胞型の細胞を含むことの証拠として、
少なくとも１つの特定の捕集領域が部分的又は完全に充填されているかどうかを判定する
ため、チャンバを検査する工程と、
を含む。
【００１０】
　一般的な一実施形態において、捕集チャンバは捕集カラムを含み、カラム内の捕集領域
はカラムの一部分に沿って所定長のセグメントを含み、及び捕集領域は、工程（ｂ）にお
いて、捕集チャンバのカラム長さに沿って下流から上流方向に連続的に充填される。
【００１１】
　別の一般的な実施形態において、捕集チャンバは、細長状の捕集管と、捕集管内に捕集
領域を形成する複数のキャビティであって、工程（ｂ）において管を通じて上流から下流
方向に移動する細胞が、最上流のキャビティに、それが充填されるまで捕捉され、その後
キャビティが上流から下流方向に連続的に充填されるように管内に配置された複数のキャ
ビティとを含む。
【００１２】
　粒子は、工程（ａ）において細胞と結合すると、細胞を検出可能なレポーターで標識す
る効果を有してもよく、及び前記検査する工程は、検出可能なレポーターで標識された細
胞の存在について、捕集チャンバを目視検査することを含む。
【００１３】
　本方法における工程（ｂ）は、チャンバを実質的に直立した垂直配置状態に置くことに
よって粒子の結合した細胞を重力に供することか、又は粒子の結合した細胞を遠心力に供
することを含み得る。これらの実施形態において、特定の密度の媒体は、試料より高く、
且つ粒子より低い密度を有し、及び粒子は実質的に球形の金属粒子であり、約０．０５～
５μｍの特定のサイズ範囲、好ましくは０．２～５μｍの範囲の好ましい直径を有し得る
。
【００１４】
　或いは、本方法における工程（ｂ）は、粒子の結合した細胞を磁界の力に供することを
含み得る。この実施形態において、特定の密度の媒体は試料より大きい密度を有し、及び
粒子は実質的に球形の磁性（強磁性又は常磁性）粒子であり、約５～１０’０００ｎｍ、
好ましくは５～５０ｎｍの範囲の直径を好ましくは有し得る。
【００１５】
　本方法における工程（ｂ）は、粒子の結合した細胞を含む試料を捕集チャンバの上流の
接続域に添加し、接続域において試料中の細胞を特定の密度の媒体と物理的に混合するこ
とをさらに含み得る。
【００１６】
　細胞試料が血液試料である場合、粒子は、血液細胞特異抗原、すなわち、１つ又は複数
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の特定の細胞型に特有の抗原との免疫反応が可能な表面結合性の結合タンパク質を有し得
る。これらの粒子は、血液試料中における粒子凝集を低減するための表面処理が施され得
る。
【００１７】
　ＨＩＶに感染している可能性のある個人の血液試料中におけるＣＤ４＋Ｔリンパ球細胞
の濃度を、その個人のＴ細胞カテゴリーの指標として検出するため、個人の血液試料を、
表面結合性の抗ＣＤ４＋結合剤を有する粒子に曝露することによって反応工程（ａ）を実
施してもよく、及び工程（ｃ）は、２００～７５０細胞／μｌ血液の特定の閾値範囲、例
えば、２５０、３５０、４５０、又は７５０細胞／μｌ血液の閾値のＣＤ４＋Ｔリンパ球
細胞の濃度を示す捕集領域における細胞の存在を観察することに基づき得る。
【００１８】
　一実施形態において、工程（ａ）は、試料中の細胞を、単球細胞上のＣＤ１４抗原と特
異的に結合可能な第１の粒子、並びにＴリンパ球細胞及び単球細胞上のＣＤ４抗原と特異
的に結合可能な第２の粒子と反応させる工程であって、それによってＴリンパ球細胞に対
しては密度の上昇を付与し、及び単球細胞に対しては密度と磁化率との双方の上昇を付与
する工程をさらに含み得るとともに、工程（ｂ）は、まず初めに、細胞試料から粒子の結
合した単球を除去する工程であって、粒子の結合したＴリンパ球細胞から粒子の結合した
単球を選択的に除去する効果を有する磁力を加えることによって除去する工程をさらに含
み得る。双方の粒子とも所定の比率で同時に加えてもよく、単球細胞は統計学的に少なく
とも１個の磁化性粒子と確実に結合する。標的細胞と同じ表面マーカーを有する不要な細
胞を除去するために可能な他の手法としては、以下が挙げられる：ｉ）妨害細胞型上の標
的外の他の表面マーカーに対して親和性を有する立体的に大型のビーズにより、標的表面
マーカーをマスキングし（例えば、非稠密及び非磁化性の抗ＣＤ１４ビーズを用いてまず
初めに単球をコーティングしてから、試料を抗ＣＤ４ビーズに曝露する）、従って、単球
を被覆する抗ＣＤ１４ビーズのマスキング効果によって、単球上のＣＤ４マーカーに対す
る抗ＣＤ４ビーズの結合を阻止する。ｉｉ）例えば、ＣＤ１４抗原と赤血球表面マーカー
との双方に対して特異性を有する抗体媒介性の四量体抗体複合体を用い、従って、赤血球
細胞の稠密層で被覆することにより単球をマスキングするなど、他の手段によって不要な
細胞上の標的表面マーカーをマスキングする。ｉｉｉ）妨害性の非標的細胞は、例えば、
妨害細胞上にしか存在しない表面マーカーに対する抗体を含む固体マトリクスによって、
そうした細胞を特異的に捕捉することにより除去することができる。例えば、抗ＣＤ１４
抗体は、フィルタマトリクスに固定化することができる。血液試料を当該のフィルタマト
リクスに曝露した後、単球を当該のマトリクスと結合させることにより血液試料から枯渇
させ、その後、血液試料を抗ＣＤ４粒子に曝露する。
【００１９】
　感染症又は他の血中の白血球上昇につながる病態を有し得る個人の血液試料中における
白血球の濃度を検出するため、個人の血液試料を、表面結合性の抗白血球結合剤を有する
粒子に曝露することによって反応工程（ａ）を実施してもよく、及び工程（ｃ）は、約１
０,０００細胞／μｌ血液より高い白血球の濃度を示す捕集領域における細胞の存在を観
察することに基づき得る。
【００２０】
　化学療法、放射線療法又は白血病に起因した血中の白血球数の低下を有し得る個人の血
液試料中における白血球の濃度をモニタするため、個人の血液試料を、表面結合性の抗白
血球結合剤を有する粒子に曝露することによって反応工程（ａ）を実施してもよく、及び
工程（ｃ）は、約４,０００細胞／μｌ血液未満の白血球の濃度を示す捕集領域における
細胞の存在を観察することに基づき得る。
【００２１】
　化学療法又はインターフェロン療法に起因して血中の好中球数が低下している可能性の
ある個人の血液試料中における好中球の濃度をモニタするため、個人の血液試料を、表面
結合性の抗好中球結合剤を有する粒子に曝露することによって反応工程（ａ）を実施して
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もよく、及び工程（ｃ）は、５００～２,５００細胞／μｌ血液の特定の範囲、例えば、
５００、２,０００又は２,５００細胞／μｌ血液の好中球の濃度を示す捕集領域における
細胞の存在を観察することに基づき得る。
【００２２】
　感染症を有する個人の血液試料中における細菌細胞の濃度を、感染の程度及び感染型の
指標として検出するため、個人からの血液又は尿試料を、１つ又は複数の特定の細菌細胞
壁抗原と特異的に結合可能な表面結合性の結合剤を有する粒子に曝露することによって反
応工程（ａ）を実施してもよく、及び工程（ｄ）は、血液試料中における検出可能な細菌
細胞濃度に対応する捕集領域における細胞の存在を観察することに基づき得る。
【００２３】
　別の態様において、本発明は、試料中における特定の細胞型の細胞の少なくとも閾値濃
度の存在について細胞試料をアッセイするためのキットを含む。このキットは、
　（ａ）細胞試料を受け入れるための試料チャンバと、それと流体連通した細長状の捕集
チャンバであって、特定の媒体を含み、且つその長さに沿って複数の細胞捕集領域を有す
る捕集チャンバとを有するアッセイ装置と、
　（ｂ）細胞試料に添加されると、特定の細胞型の細胞と特異的に結合することが可能で
、且つ細胞と結合すると、細胞の密度又は磁化率を増加させる効果を有する粒子であって
、それにより、細胞試料中における粒子の結合した細胞及び粒子を、重力又は特定の遠心
力若しくは磁界の力の影響下に、粒子の結合した細胞及び粒子が捕集チャンバの連続した
細胞捕集領域を完全に充填するまで、細長状の捕集チャンバを通じて選択的に移動させる
ことが可能な粒子と、
　（ｃ）装置の捕集チャンバにある少なくとも１つの捕集領域に関連した１つ又は複数の
標線であって、粒子の結合した細胞及び単体粒子が捕集チャンバを通じて引き込まれると
き、当該の捕集領域を少なくとも部分的に充填する効果を有する特定の型の細胞の濃度を
指示する標線と、
を含む。
【００２４】
　様々な実施形態において、（１）捕集チャンバは捕集カラムを含み、カラム内の捕集領
域はカラムの一部分に沿って所定長のセグメントを含み、及び捕集領域は、捕集チャンバ
のカラム長さに沿って下流から上流方向に段階的に連続して充填されるように構成され；
（２）捕集チャンバは、細長状の捕集管と、捕集管内に捕集領域を形成する複数のキャビ
ティであって、管内にその長さに沿って配置された複数のキャビティとを含み、及び捕集
領域は、カラム長さに沿って上流から下流方向に連続的に充填されるように構成され；（
３）捕集チャンバは、複数の逆方向に傾斜したフローセグメントを有する捕集管と、捕集
管内に捕集領域を形成する複数のリム状キャビティであって、あるフローセグメントから
別のフローセグメントへと、上流から下流方向に移動する細胞が、２つのフローセグメン
ト間にあるキャビティに、当該のキャビティが充填されるまで捕捉されるように、隣接す
るフローセグメントの間に配置されたキャビティとを含み；（４）捕集チャンバは、重力
下に管内で粒子の結合した細胞が流れる方向に対して傾斜した捕集管と、捕集管内に捕集
領域を形成する複数のキャビティであって、捕集管を通じて上流から下流方向に移動する
細胞が、最上流のキャビティに、それが充填されるまで捕捉されるように、管の外表面部
分に沿って配置されたキャビティとを含み；及び（５）捕集チャンバは、重力下に粒子の
結合した細胞が流れる方向に対して実質的に横断方向に延在するフロー管と、捕集チャン
バ内に捕集領域を形成する複数のキャビティであって、フロー管を通じて上流から下流方
向に流れる細胞が、最上流のキャビティに、それが充填されるまで沈降し、その後キャビ
ティが上流から下流方向に連続的に充填されるように、フロー管の長さに沿って配置され
たキャビティとを含む。
【００２５】
　本装置は、試料チャンバと連通する捕捉チャンバをさらに含んでもよく、及び粒子（ｂ
）は、特定の型の細胞上と特定されない型の細胞上とに存在する抗原と特異的に結合可能
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な第１のタイプの粒子と、特定されない型の細胞上のみに存在する抗原と特異的に結合可
能な第２のタイプの粒子とを含んでもよく、それにより、第２のタイプの粒子と結合した
粒子を捕捉チャンバに移動させることによって選択的に除去してから、第１のタイプの粒
子とのみ結合する特定の型の細胞を移動させることにより、それらを捕集チャンバを通じ
て選択的に移動させることが可能となる。
【００２６】
　粒子の結合した細胞が、重力又は加えられる遠心力の影響下にある捕集域を通じて移動
するように構成される場合、粒子は、約０．２～２μｍの好ましい特定のサイズ範囲の直
径を有する実質的に球形の金属粒子であり得る。血液試料中における所与の型の細胞を検
出するため、粒子は、血液細胞特異抗原との免疫反応が可能な表面結合性の結合タンパク
質を有し得る。粒子は、血液試料中における粒子凝集を低減するための表面処理が施され
てもよく、例えば、ポリエチレングリコール高分子鎖などの親水性ポリマーコーティング
で被覆されてもよい。
【００２７】
　粒子の結合した細胞が、磁界の力の影響下にある捕集域を通じて移動するように構成さ
れる場合、粒子は、約５～５０ｎｍの好ましい特定のサイズ範囲の直径を有する実質的に
球形の磁性粒子であり得る。
【００２８】
　ＨＩＶに感染している可能性のある個人の血液試料中におけるＣＤ４＋Ｔリンパ球細胞
の濃度を、その個人のＴ細胞カテゴリーの指標として検出するため、粒子は表面結合性の
抗ＣＤ４結合剤を有してもよく、及び標線は、約２００細胞／μｌ血液のＣＤ４＋Ｔリン
パ球細胞の濃度及び／又は約５００細胞／μｌ血液の細胞の濃度を指示するように設計さ
れ得る。
【００２９】
　感染症又は他の血中の白血球上昇につながる病態を有し得る個人の血液試料中における
白血球の濃度を検出するため、粒子は、表面結合性の抗白血球結合剤を有してもよく、及
び標線は、約１０,０００細胞／μｌ血液より高い白血球の濃度を指示するように設計さ
れ得る。
【００３０】
　化学療法、放射線療法又は白血病に起因して血中の白血球数が低下している可能性のあ
る個人の血液試料中における白血球の濃度をモニタするため、粒子は、表面結合性の抗白
血球結合剤を有してもよく、及び標線は、約４,０００細胞／μｌ血液未満の白血球の濃
度を指示するように設計され得る。
【００３１】
　化学療法又はインターフェロン療法に起因した血中の好中球数の低下を有し得る個人の
血液試料中における好中球の濃度を検出するため、粒子は、ＣＤ１６などの表面結合性の
抗好中球結合剤を有してもよく、及び標線は、５００～２,５００細胞／μｌ血液の特定
の範囲にある好中球の濃度を指示するように設計され得る。
【００３２】
　感染症を有する個人の血液又は尿試料中における細菌感染の存在を検出するため、粒子
は、細菌細胞壁抗原と特異的に結合可能な表面結合性の結合剤を有してもよく、及び標線
は、血液又は尿試料中における細胞の存在を指示するように設計され得る。
【００３３】
　本キットは、装置を保持し、且つ保持された装置に遠心力又は磁界の力を加えるための
装置ホルダをさらに含み得る。
【００３４】
　本発明の以上の、及び他の特徴は、添付の図面と併せて以下の本発明の詳細な説明を読
むことで、さらに完全に明らかとなるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
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【図１】一般的な一実施形態における、本発明のキットの一部をなすアッセイ装置の平面
図である。
【図２】一般的な一実施形態における、本発明のアッセイキットの動作の基礎をなす結合
及び細胞移動事象を示す。
【図３Ａ】本発明の装置の第２の一般的な実施形態における捕集チャンバの側面断面図を
示す。この捕集チャンバは、複数の傾斜したフローセグメントと、隣接するフローセグメ
ントの間に配置されたリム状キャビティとを含む。
【図３Ｂ】本発明の装置の第２の一般的な実施形態における捕集チャンバの側面断面図を
示す。この捕集チャンバは、複数の傾斜したフローセグメントと、隣接するフローセグメ
ントの間に配置されたリム状キャビティとを含む。
【図３Ｃ】本発明の装置の第２の一般的な実施形態における捕集チャンバの側面断面図を
示す。この捕集チャンバは、加えられる力のもとに管内で粒子の結合した細胞が流れる方
向に対して傾斜しており、管の外表面部分に沿って配置された複数のキャビティを有する
。
【図４】図３Ｂに示される装置のキャビティ内において、粒子の結合した細胞が上流から
下流方向に連続的に蓄積しているところを示す。
【図５】本発明の第３の一般的な実施形態における捕集チャンバの側面断面図である。
【図６】個人におけるＣＤ４＋細胞の閾値レベルを検出するための本発明に係るアッセイ
装置の使用を示す。
【図７】図７Ａは、本発明の方法に従い実施されるアッセイ操作のエンドポイントを、概
略図で示す。図７Ｂは、本発明の方法に従い実施されるアッセイ操作のエンドポイントを
、写真画像で示す。図７Ｃは、本発明の方法に従い実施されるアッセイ操作のエンドポイ
ントを、蛍光の読み取りで示す。
【図８】本発明のアッセイ方法におけるエンドポイント結果を、ビーズ単独（左側のレー
ン）、及び１×１０５細胞、中央のレーン、及び５×１０５細胞（右側のレーン）につい
て示す。
【図９】図９Ａは、対象とする細胞型と重要な表面抗原を共有する不要な細胞型を初めに
除去することが可能な２チャンバ型の装置を使用したアッセイを示す。図９Ｂは、対象と
する細胞型と重要な表面抗原を共有する不要な細胞型を初めに除去することが可能な２チ
ャンバ型の装置を使用したアッセイを示す。
【図１０Ａ】沈降による細胞移動に好適なホルダ内の試料装置を示す。
【図１０Ｂ】加えられる遠心力下での細胞移動に好適なホルダ内の試料装置を示す。
【図１０Ｃ】加えられる磁界の力のもとでの細胞移動に好適なホルダ内の試料装置を示す
。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
本発明の詳細な説明
Ｉ．定義
　特に断らない限り、下記の用語は本明細書において以下の意味を有する。
【００３７】
　「細胞試料」は、懸濁液中に１つ又は複数の型の細胞を含むか、若しくは含むことが疑
われる任意の液体試料を指す。細胞試料は「体液試料」を含み、これは、例えば、ヒト又
は他の動物の身体から採取された血液、尿、又は唾液試料を指す。血液試料は、全血であ
っても、又は全て若しくは大部分の赤血球が除去された処理済みの血液若しくは全血であ
ってもよい。他の可能な細胞試料としては、例えば、細胞培養物、組織試料から得られる
細胞抽出物、廃水が挙げられる。細胞を含むことが疑われる細胞試料としては、例えば、
望ましくない型の例えば細胞又は細菌で汚染されている乳及び他の食品が挙げられる。
【００３８】
　細胞試料中における細胞の「濃度」は、所与の細胞試料容積における細胞の数を指す。
この用語は典型的には、細胞数／試料容積当たりとして表される。



(13) JP 2011-506935 A 2011.3.3

10

20

30

40

50

【００３９】
　「所与の型の細胞の閾値レベル又は濃度」は、所与の試料容積に含まれる細胞の閾値数
を指し、５００細胞／μｌ血液試料より多いＣＤ４＋細胞数、又は２００細胞／μｌ血液
試料より少ないＣＤ４＋細胞数など、これもまた細胞濃度で表される。
【００４０】
　細胞の「沈降」は、液状の懸濁体中の粒子が、重力の影響下に、その懸濁液から離れて
、又は懸濁液の底部に向かって、又は異なる密度若しくは粘度の別の液状媒体の中に沈殿
することを指す。
【００４１】
　「所与の型の」細胞又は「被分析」細胞は、試料中におけるその濃度がアッセイされる
べき細胞を指す。細胞は、例えば体液試料からの細菌粒子又はウイルス粒子、以下の表に
列挙される白血球型又は血小板などの細胞断片などの、血液試料からの哺乳動物細胞、固
形腫瘍又は他の組織塊に由来する癌細胞などの、組織由来又は器官由来哺乳動物細胞、培
養されるか、又は他の方法で分離された植物又は動物細胞、酵母細胞などの単細胞真核生
物からの細胞、及び、例えば土壌試料又は廃水試料に含まれる細菌などの、工業試料、環
境試料又は都市試料に含まれる細胞であり得る。所与のタイプの白血球は、典型的には、
ＣＤなどの細胞表面特異的抗原マーカーによって特徴付けることができ、ＣＤ抗原マーカ
ーは、以下の表に示される白血球型に特有のものである。
【００４２】
【表１】

【００４３】
　細胞の「移動」は、重力か、又は加えられた遠心力若しくは磁界の力の影響下における
、典型的には特定の密度を有する媒体を通じた細胞の移動を指す。
【００４４】
　金属粒子などの粒子は、その粒子が結合する細胞の密度を増加させる効果を有する。細
胞及び結合した粒子は、細胞単独より高い合成密度を有し、これは、例えば、重力又は加
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えられる遠心力の影響下で、所与の密度媒体を通じた細胞及び結合した粒子の移動速度が
より高いことから明らかなとおりである。
【００４５】
　磁性粒子は、強磁性及び常磁性のいずれの粒子も含め、細胞及び結合した粒子が細胞単
独より高い合成磁化率を有するならば、その粒子が結合する細胞の磁化率を高める効果を
有し、これは、例えば、加えられた磁界の影響下で、所与の密度及び／又は粘度媒体を通
じた細胞及び結合した粒子の移動速度がより高いことから明らかなとおりである。
【００４６】
　「磁化率」は、一様な磁界に置かれた物体の磁化の強さの尺度である。
【００４７】
　「マイクロチャネル」又は「マイクロスケールチャネル又はカラム」は、マイクロスケ
ールの範囲の寸法、典型的には１０～５００、例えば、５０～１００μｍの幅及び深さを
有するチャネル又はカラムを指す。
【００４８】
ＩＩ．アッセイ装置及びキット
　図１は、本発明の一実施形態に従い作製された細胞アッセイキット２０を示す。この装
置は基材又は支持材２２を含み、その上に装置の他の構成要素が装着されるか、又は組み
込まれる。例えば、以下に記載される特定のリザーバ及びチャネル要素が、２枚の基材プ
レートの間において周知の方法に従い形成されたマイクロ流体要素として基材に組み込ま
れてもよく、この場合、例えば、リザーバ及びチャネル要素は下部プレート２４の凹部と
して形成され、下部プレート２４は上部カバープレート２６によって被覆される。好まし
い実施形態において、装置のチャンバ及び連結するマイクロチャネルは、ガラス又は硬質
ポリマー材料のような平滑面材料で作製され、及びチャンバ及びチャネルの表面は、細胞
がチャネル壁に非特異的に付着することを最小限に抑えるためコーティングで被覆される
。例えば、チャネル壁は、米国特許第５５６７４４０号、同第６８８４６２８号及び同第
５４６２９９０号に記載されるとおりの、ペグ化されたポリイオン共重合体によって被覆
することができる。特定のシラン、アルカンチオール自己組織化単分子膜、ＰＥＧ共重合
体、界面活性剤及び無機層、又は例えばＢＳＡ若しくは血清のような受動的に吸収される
タンパク質に基づくコーティングなどの、チャネル壁に対する非特異的な、又は望ましく
ない細胞の付着を低減又は防止する当該技術分野において公知の他のコーティングが用い
られてもよい。
【００４９】
　図に見られるとおり、この装置は、ヘッドを試料中に浸すことにより、例えば毛管作用
によって細胞試料を取り込むように設計された試料採取ヘッド２８を含む。試料ヘッドは
、フィンガープリックニードルか、又はその他の、一定量の試料を吸い込むための毛管構
造であってよい。ヘッドは、マイクロチャネル管３２を通じて試料チャンバ３０に連結さ
れる。試料チャンバは、（ｉ）分析される所与の型の細胞と特異的に結合可能な粒子であ
って、（ｉｉ）細胞と結合すると、細胞の密度又は磁化率を実質的に増加させ、すなわち
、粒子が結合する細胞に対し、実質的により高い密度又は磁化率を付与する粒子の、所与
の容積の懸濁液が予め充填されていてもよい。本発明での使用に好適な粒子は、以下に図
２を参照して説明される。図１に示される装置、及び試料と共に試料チャンバに含まれる
か、又はそこに添加される粒子は、本明細書では、まとめてアッセイキットとも称される
。
【００５０】
　装置には、オーバーフローリザーバ３４がマイクロチャネル管３６を通じて試料チャン
バ３０と連結され、これは、所与の試料容積が装置に添加されたときのオーバーフロー液
を受け入れる働きをする。試料チャンバは、その下端に沿って接続チャンバ３８と連通す
る。見て分かるとおり、図１のチャンバ３８は、片側のみから下方に向かってテーパ状に
なっている；図２の同等機能の接続チャンバ３８’は、試料チャンバの両側から対称的に
テーパ状になっている；及び図６では、接続域が、それぞれ別個のチャンバ３８”、３９
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”として形成されている。
【００５１】
　図１のチャンバ３８（又は図２のチャンバ３８’若しくは図６のチャンバ３９”）の下
端は、細長状の捕集チャンバ４０と流体連通する。図１、図２、及び図６に示される一般
的な実施形態において、捕集チャンバは、カラムの長さに沿って表示されるマーカー４４
などの、一対のマーカー又は標線によって画定されるセグメント４２など、カラムの長さ
に沿って所定長のセグメントを有する細長状のマイクロチャネルである。図２に見られる
とおり、表示されている標線によって指示されるこれらのカラムセグメント又は領域は、
カラムに移動してきた細胞の塞栓部の上面の高さによって測定するときの、試料の細胞の
数、すなわち細胞計数値を判定するために用いられる。従って、カラムの長さに沿って表
示される標線は、アッセイ結果の読み取りを提供する。ここには図示されないが、装置に
は、捕集チャンバの前方に置かれたレンズ素子が提供されてもよく、細胞領域内の細胞の
検出を促進し得る。公知の方法に従い、分光器的又は電子的にモニタすることによって捕
集チャンバ内にある細胞レベルを検出することもまた企図されるが、捕集チャンバ内の細
胞の分布を単純に目視検査するだけでアッセイの読み取りを確定し得ることは、例示され
るこの実施形態の１つの利点である。
【００５２】
　以下に記載されるアッセイ手順から理解されるであろうとおり、捕集チャンバに捕集さ
れる細胞の総容積は、粒子が結合した細胞と単体粒子との双方を合わせた容積を反映する
。例えば０．５～５μｍサイズの範囲の大型の粒子の場合、これらの粒子は、捕集チャン
バ内の細胞の総容積に対して計測可能な寄与をなし得る。この場合、粒子の容積寄与は、
粒子を単独で添加した容積に相当する「ヌル」セグメントをリザーバセグメントに提供す
ることによって補償され得る。この構成では、粒子が結合した細胞にあらゆる単体粒子を
加えた総容積が、単体粒子の総容積に粒子が結合していない元の細胞の総容積を加えたも
のに等しいと仮定される。粒子が非常に小さい場合、例えば、小型の磁性粒子については
、粒子の容積寄与は無視することができ、この場合、粒子の容積効果についてリザーバ容
積を調節する必要はないこともある。しかしながら、比較的小さい粒子の場合においてさ
え、例えば、高濃度の被分析細胞を含む試料において反応を確実に完了させるため、大量
の過剰な粒子が細胞に添加される場合、粒子は計測される付着容積又は枯渇容積に対して
認め得るほどの寄与をなし得るため、リザーバ容積を調節して粒子容積を補償する必要が
ある。粒子の容積効果は、例えば、捕集チャンバを通じて試料に加わった量の粒子を遠心
して粒子単独での容積寄与を計測することにより、容易に確定することができる。
【００５３】
　図１に示されるものの説明を完了すれば、マイクロチャネル４８を通じてカラム４０の
下端と連通する充填ポート４６があり、これは、製造時又はアッセイの直前にカラム及び
接続域を好適な密度媒体で充填することを可能にするものである。重力下又は加えられる
遠心力下に細胞が媒体を通じて移動する一般的な実施形態において、媒体は、試料チャン
バ内に形成される当該の粒子の結合した細胞より低く、且つ好ましくは粒子と結合しない
試料細胞以上の特定の密度を有する。
【００５４】
　図２及び図３は、装置の動作の基礎をなす細胞の反応及び移動事象を示す。図２におい
て、試料チャンバ３０は、所与の既存の反応粒子若しくはビーズ懸濁液で充填され、さら
にチャンバを充填するよう所定容積の試料を受け入れるか、又は所与の容積の粒子懸濁液
と予め混合して予め反応させた所定の混合容積の試料を受け入れる。重力下又は加えられ
る遠心力下に細胞を捕集チャンバの中に、及びそこを通じて移動させる場合、試料細胞に
添加される粒子は比較的密度が高く、典型的には約５ｇｍ／ｃｃを上回り、金属、セラミ
ック材料、高密度ガラスなどによって形成される。粒子は、例えば共有結合により、アッ
セイにおいて対象とする細胞に特有の細胞表面抗原と特異的に高親和性で結合することが
可能な結合剤で被覆される。従って、例えば、ＣＤ４＋細胞のアッセイでは、粒子はＣＤ
４＋抗原に特異的な抗体、例えばモノクローナル抗体で被覆され得る。
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【００５５】
　様々な細胞抗原特異的抗体が市販されており、又は公知のモノクローナル抗体法によっ
て容易に入手することが可能である。例示的粒子の一つは１μｍの金マイクロ粒子であり
、これは、アミン又はカルボキシル化学基を介して粒子表面上に結合したモノクローナル
抗体を有し、且つ金の密度に近い約１９．３グラム／ｃｃの密度を有する。他の粒子とし
ては、他の金属、酸化物又は高分子（例えば、鉄、銀、ガラス、ケイ素又はＰＴＦＥマイ
クロ粒子若しくはナノ粒子）のミクロンサイズの粒子又はコロイド粒子、並びに銀又は金
ＳＥＲＳ（表面増感ラマン分光法）粒子、高分子によって被覆された金属粒子、及び量子
ドットが挙げられる。粒子はまた、好ましくは、細胞を検出可能なレポーターで標識する
効果も有する。レポーターは、金粒子などの、濃縮形態で容易に可視化され得る粒子それ
自体であってもよく、又は、粒子と直接結合するか、若しくは粒子を被覆する結合剤と結
合する蛍光標識などの、付加された標識であってもよい。生物学的適用における使用に好
適で、且つ細胞特異的な結合剤の付加に好適な表面化学基を有する磁性粒子又は常磁性粒
子は周知されており、例えばinvitrogen（Carlsbad, CA）から容易に入手することができ
る。
【００５６】
　加えて、粒子を表面処理するか、又は被覆することにより、粒子が懸濁液中で自己凝集
する傾向を低下させてもよい。一例示的方法では、粒子は、親水性ポリマー、好ましくは
、ポリエチレングリコール高分子鎖などの、水性媒体中で高度に溶媒和される親水性ポリ
マーで被覆される。粒子を表面反応基、例えば、アルコール基、酸性基、又はアミン基な
どで調製し、高分子鎖をかかる基と結合させる方法が公知である。
【００５７】
　図２では、細胞５０などの分析対象外の細胞が白い四角で示され、細胞５２などの被分
析細胞が白い丸で示され、粒子５４などの細胞結合性の粒子が黒い丸で示され、及び細胞
５６などの粒子の結合した細胞が濃く縁取りされた白い丸で示される。初めに、別個の管
内で試料と粒子とを予め混合して反応させ、次に合わせて試料チャンバに添加し、反応し
た細胞を試料チャンバから沈降域を通じて捕集チャンバに沈降させる。或いは、試料は試
料チャンバに直接添加し、チャンバ内で粒子と反応させてもよく、その場合、粒子及び細
胞が、細胞の結合反応が完了する前に捕集カラムに向かって沈降することを防ぐため、装
置は水平位置に置かれ得る。
【００５８】
　好適な反応時間、例えば１０分間の後、図１０Ａ～図１０Ｃに示されるとおり、装置を
好適なホルダに置き、粒子が結合した細胞の移動を促進して捕集チャンバに移動させる。
捕集域を通じた粒子の移動が重力下の沈降による場合、ホルダは単に、捕集チャンバを直
立した位置、好ましくは図１０Ａに示されるとおり、垂直方向に直立した位置に置く役割
をするのみであり、この場合、捕集チャンバ１４０を有するアッセイ装置１４０が、装置
を実質的に垂直方向の直立位置に支持するよう構成された卓上ホルダ１４４に配置される
。粒子の移動が遠心による場合、ホルダは単に管ホルダであってよく、これは、図１０Ｂ
に示されるとおり、遠心機のヘッド、例えば典型的な卓上遠心機の管ホルダに置くように
構成される。ここでは捕集チャンバ１４８を有するアッセイ装置１４６が、装置の反対側
にある受入ソケットにより、例えば、シャフト軸の周りに回転するよう、遠心機のシャフ
ト１５０に回転用に担持されたＵ字型フォーク１５２の拡張可能なアーム１５１によって
係合される。遠心機は、例えば安価な手動駆動式の卓上遠心機であり得る。従って、この
実施形態では、遠心機及び取り付けられたフォークが装置ホルダとして機能する。粒子の
移動が磁界を加えることによる場合、ホルダは、単に、その基部に永久磁石又は電磁石を
有するスタンドであってよく、スタンド１５８に直立して装着された捕集チャンバ１５６
を有するアッセイ装置１５４を示す図１０Ｃに示されるとおりである。スタンドの下端に
ある永久磁石１６０を用いて、磁性ビーズの結合した細胞を捕集チャンバの中に、及びそ
こを通じて引き込む。各態様において、アッセイは粒子の結合した細胞（及び単体粒子）
を接続域（チャンバ３８’）の中に、及びそこを通じてカラム４０の中に移動させるよう
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促進し、ここで細胞は、添加された試料中における粒子の結合した細胞の数に比例する最
終深さまで堆積する。カラムに沿って表示されるマーキングは、好ましくは細胞濃度とし
て示される、所与の試料容積に対応した細胞数を指示するように基準が定められる。各実
施形態に示されるホルダは、本発明に係るアッセイキットの一部をなし得るもので、この
アッセイキットはまた、アッセイ装置及び細胞試料と反応する細胞特異的粒子も含む。
【００５９】
　図９Ａ及び図９Ｂに示される本発明の別の実施形態において、細胞試料は、所与の細胞
表面マーカーを有する被分析細胞と、被分析細胞マーカー及び第２の細胞特異的マーカー
の双方を有する不要な細胞とを含む。説明のため、血液試料中におけるＣＤ４＋Ｔ細胞に
ついての細胞アッセイを記載する。試料中の細胞は、表面ＣＤ４抗原を有するＣＤ４＋Ｔ
細胞と不要な単球との双方を含み、一方、単球はさらにＣＤ１４表面抗原を含む。細胞試
料は、２つの抗原のうちの一方に対する抗体で被覆された重粒子と、２つの細胞表面抗原
のうちの他方に対する抗体で被覆された磁気ビーズと反応させる。１３０で示されるアッ
セイ装置は、試料受入れ及び接続域１３６と、捕集チャンバ１３６と、不要な単球を捕集
するための捕捉チャンバ１３４とを含む。
【００６０】
　図９Ａに示されるアッセイでは、ＣＤ４抗原との免疫反応性を有し、従ってＣＤ４＋Ｔ
細胞及びＣＤ４＋単球の双方と結合する重粒子、例えば金粒子と、ＣＤ１４との免疫反応
性を有し、従ってＣＤ４／ＣＤ１４単球と反応する磁気ビーズとの混合物と、細胞試料を
反応させる。好適な反応時間の後、装置において重力下に粒子の結合した細胞を沈降させ
る。細胞が沈降するとき、捕捉チャンバの近傍に当てられた磁石１３８が不要な単球を捕
捉チャンバに引き込み、ＣＤ４＋Ｔ細胞は拘束されないため、不要な単球の捕集チャンバ
には沈降しない。
【００６１】
　図９Ｂに示されるアッセイでは、２つの粒子の役割が逆転し、重粒子がＣＤ１４に対す
る免疫反応性を有し、磁気ビーズがＣＤ１４抗原に対する免疫反応性を有する。細胞が２
つの粒子タイプと反応した後、アッセイ装置を図示のとおり傾けることにより、重粒子で
標識された単球を捕捉チャンバ１３４に沈降させ、こうした細胞をＣＤ４＋Ｔ細胞から取
り除き、ＣＤ４＋Ｔ細胞はチャンバの下端にある磁石１３８によって捕集チャンバの中に
引き込まれる。
【００６２】
　図３Ａ～図３Ｃは、上記と同様の細胞沈降アッセイ装置における捕集チャンバの構成を
示し、但しこれは、本発明の第２の一般的な実施形態に従い作製される。これらの装置の
全てにおいて、捕集チャンバは、細長状の捕集管と、その捕集管内に捕集領域を形成する
複数のキャビティであって、管に沿って配置されたキャビティとを含む。キャビティは、
管を通じて上流から下流方向に移動する細胞が、最上流のキャビティに、それが充填され
るまで捕捉され、その後キャビティが上流から下流方向に連続的に充填されるように管内
に配置される。
【００６３】
　図３Ａは、捕集管又はチャンバ６４と連通する接続域６２を有するアッセイ装置６０を
示す。捕集管は、セグメント６６、６８などの複数の逆方向に傾斜したフローセグメント
を有する。管内の捕集領域は、隣接するフローセグメント６６、６８の間のキャビティ７
０などの、隣接するフローセグメントの間に配置された複数のリム状キャビティである。
【００６４】
　図３Ｂに示される捕集チャンバは、図３Ａのものと同様である。ここでアッセイ装置７
４の捕集管７２は、セグメント７６、７８などの逆方向に傾斜したフローセグメントと、
フローセグメント７６、７８の間のキャビティ８０などの、隣接するフロー要素間にある
一連のキャビティとで形成される。この構成の一部分が図４に示され、これは、捕集管を
通じて移動する細胞が、どのようにして上流から下流方向に連続的にキャビティに捕捉さ
れるかを示し、粒子の結合した細胞を含む最下流のキャビティを特定することにより、細
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胞計数値を容易に確定することが可能である。図４に見られるとおり、上流から下流方向
に（図では上から下に向かって）、矢印７５によって示される力の線に沿ってあるフロー
セグメントから別のフローセグメントに移動する細胞７９などの粒子の結合した細胞は、
最上流キャビティ８０に、そのキャビティが充填されるまで捕捉され、充填された時点で
、細胞は次に下流側にあるキャビティを充填し始めるというようにして、最終的には全て
の細胞が捕捉される。捕集管に捕捉された細胞の数は、細胞を含む最下流のキャビティを
判定することにより、半定量的に確定することができる。実際のアッセイ装置では、捕集
領域は、連続する各捕集域が、例えば約２００細胞／キャビティ当たりなどの、対象とす
る試料細胞の特定の総数を表すように基準が定められ、従って上からｎ番目のキャビティ
に細胞が存在すると、それは、例えば、約（ｎ－１）×２００～ｎ×２００細胞の細胞計
数値を示す。上記のとおり、キャビティのサイズと細胞の数との間の関係を調節すること
により、リザーバを充填する粒子（結合粒子及び単体粒子の双方）の容積を補正すること
ができる。
【００６５】
　図３Ｃでは、装置８４の捕集管８２が、重力下又は加えられる遠心力若しくは磁界のも
とにある管内で、矢印８６によって示される粒子の結合した細胞の流れる方向に対して傾
斜している。捕集管内の捕集領域は、キャビティ８８などの、管の外表面部分９０に沿っ
て配置された複数のキャビティを含み、従って、捕集管に沿って上流から下流方向へと、
矢印８６によって示される力の方向に移動する細胞は、まず初めに最上流のキャビティに
捕捉され、その後さらに下流のキャビティに連続的に、各キャビティを充填しながら捕捉
される。図３Ａ及び図３Ｂに示される実施形態と同様に、この装置は、粒子の結合した細
胞を含む最下流のキャビティを特定することによって細胞計数値を容易に確定することが
可能である。
【００６６】
　３つの装置の全てに、捕集管の下端と連通する予備充填チャネル９２も示され、これは
捕集管及び接続域を充填することのできるポートを提供する。
【００６７】
　図５は、上記と同様の細胞沈降アッセイ装置９４における捕集チャンバの構成を示し、
但しこれは、本発明の第３の一般的な実施形態に従い作製される。この装置において、９
６で示される捕集チャンバはフロー管９８を含み、これは、その上流端で沈降域９７と連
通し、且つ重力下に粒子の結合した細胞が流れる方向に対して実質的に横断方向に延在す
る。すなわち、矢印１００によって示される管を通じた流れ方向は、例えば重力下におい
て、矢印１０２によって示される細胞に加えられる力の方向と実質的に垂直である。チャ
ンバは、管９８の下面に沿って離間された複数のキャビティ１０４を含む。動作時、１０
６で示されるような粒子の結合した細胞は、チャンバを通じてある流動速度で流れ、従っ
て粒子はまず初めに、１０８で示される最上流のキャビティのみに実質的に移動し、この
キャビティが充填されると、キャビティ１０８に捕集され続ける粒子が、流体の流れによ
って運ばれて次に下流のキャビティに沈降し、及び同様にして隣接する各キャビティに沈
降し、最終的に全ての細胞がキャビティに捕捉される。この一般的な実施形態における他
の装置と同様に、粒子の結合した細胞の細胞計数値は、細胞を含む最下流キャビティから
確定することができる。
【００６８】
ＩＩＩ．アッセイ方法
　本発明の方法は、所与の型の細胞の少なくとも閾値濃度の存在について細胞試料をアッ
セイするための上記の細胞アッセイ装置を使用する。説明のため、本方法は、感染症の状
態をモニタされているＨＩＶ感染症を有する個人に存在するＣＤ４＋Ｔ細胞の閾値濃度（
細胞計数値）を確定する方法に関して説明される。一般に、重力下で所定密度の媒体を通
じた沈降によって細胞移動を生じさせる場合に、ＣＤ４＋細胞計数値が５００～１５００
個のＣＤ４＋Ｔ細胞／μｌ血液であれば、個人におけるＴ細胞免疫は正常に機能している
ことが示される。ＨＩＶによってＣＤ４＋Ｔ細胞が２００個のＣＤ４＋Ｔ細胞／μｌ血液
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より少なくなるまで死滅すると、細胞性免疫が失われ、ＡＩＤＳとの診断可能性に至る。
ここで説明されるアッセイは、２５０／μｌ血液未満のＣＤ４＋Ｔ細胞の閾値レベルを検
出するように設計され、この閾値で治療が勧告されることを意味する。この閾値は、例え
ば個人の年齢に応じて、例えば、３５０、４５０、５５０、又は７５０／μｌ血液に調節
され得る。
【００６９】
　アッセイに用いられるアッセイ装置は図６に示される。１１０で示されるこの装置は、
図１及び図２に関連して記載された装置と同様に、上流から下流方向に流体連通する試料
チャンバ３０、沈降チャンバ３８”、及び集中チャンバ３９”（まとめて接続チャンバ）
と、捕集管４０とを含み、ここで捕集管の捕集領域は、管の長さに沿ったマーキング４４
によって示される。この装置は、特定の密度の媒体で予め充填されていることが仮定され
、接続チャンバ及び捕集チャンバは充填されている。試料チャンバは、ＣＤ４＋Ｔ細胞の
ＣＤ４＋抗原と特異的に反応することが可能な検出可能粒子の懸濁液を特定の容積だけ含
んでもよく、或いは、粒子は別個に供給し、試料チャンバに添加する前に試料と混合して
もよい。
【００７０】
　アッセイの第１の工程として、患者から血液試料が採取される。試料を装置に入れる前
に、例えば、検査血液学において周知の方法に従い、ＲＢＣを特異的に除去する溶解、抗
体沈殿、遠心によるか、又は遠心によって全ての血球細胞をペレット状にし、続いて白血
球画分を再懸濁することにより、試料中のＲＢＣを部分的又は完全に除去し得る。いずれ
の場合にも、最終的な白血球試料は、既知の容積の元の血液試料に対応した容積に調整さ
れる。
【００７１】
　白血球を含む試料を、装置における所与の容積の試料チャンバに加え、細胞を細胞結合
性の粒子と、反応を完了させるのに十分な時間、例えば１０分間にわたり反応させる。或
いは、この反応は別個の管で実施し、次に合わせて試料チャンバに添加する。図６に示さ
れる装置において、ＣＤ４＋結合性粒子は小さい黒い丸として１１２で示され、ＣＤ４＋
陽性細胞は陰影付きの丸により１１４で示され、ＣＤ４＋陰性細胞は白い丸として１１６
で示され、及び粒子の結合したＣＤ４＋細胞は、結合した粒子を表す濃い縁取りの粒子コ
ーティングを有する陰影付きの丸として示される。上記に指摘されるとおり、粒子の結合
した細胞は密度が実質的に増加し、好ましくは肉眼で容易に検出可能である。
【００７２】
　ここで、例えば装置を直立位置に置くか、又は低速遠心機に置くことにより、実質的に
粒子の結合した細胞が全て捕集管に沈むまで、試料中の細胞を、重力下に、粒子の結合し
た細胞の密度未満の密度を有する沈降媒体を通じて、複数の捕集領域を有する捕集チャン
バの中に沈降させる。図６は、粒子の結合した細胞の一部がまだ捕集管に沈んでいない、
完了前の沈降過程を示す。
【００７３】
　沈降が完了すると、装置は、好ましくは目視検査により、少なくとも１つの特定の捕集
領域における粒子の結合した細胞の存在について検査される。例示される装置において、
捕集領域は、管の側面に沿ったマーキング４４に対応する管の増分セグメントに相当し、
各マーキングにつきおよそ１００細胞／μｌずつの増分に対応する。
【００７４】
　本方法の最終工程として、充填された、又は部分的に充填された捕集領域の数に基づき
、添加された試料容積が、分析される細胞型の細胞を特定の閾値数だけ含むかどうかの判
定が行われる。この例示では、アッセイにおける細胞計数値が、完了時において５００細
胞／μｌを上回ることが見て分かり、これは、被験者が正常に機能する免疫系を有するこ
とを示している。
【００７５】
　図７Ｃ～図７Ｃは、概略的に（７Ａ）、写真によって（７Ｂ）、及び蛍光読み取りによ
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って（７Ｃ）見たときの例示的アッセイ方法の結果を示す。蛍光読み取りは、７．６×１
０５細胞が添加されたもの（図７Ｃの左側のレーン）及び７．６×１０４細胞が加えられ
たもの（図７Ｃの右側のレーン）を含む２つの異なる試料に対し、ＰＢＭＣ（末梢血単核
球）の蛍光標識を使用して得た。図に見られるとおり、細胞容積がより大きい試料は、ア
ッセイ捕集管に２倍より高い高さの塞栓を生じた。
【００７６】
　図８は細胞アッセイの結果を示し、ビーズ単独（左側のレーン）、ビーズ＋１×１０５

個のＣＤ４＋細胞（中央のレーン）、及びビーズ＋５×１０５個のＣＤ４＋細胞を含む試
料についてのカラム高さである。沈降するビーズは、単独では、図において１２０で示さ
れるカラム高さを生じた。１×１０５細胞が加わると、高さはわずかな増分だけ増加し、
これは１２２で示される；及び５×１０５細胞が加わると、予想通り、１２４で示される
ように、それより低い細胞計数値の試料のおよそ５倍の増分だけ高さが増加する。
【００７７】
　健常な状態又は治療状態の指標として白血球細胞をモニタするための他の適用としては
、限定はされないが、以下が挙げられる：
【００７８】
　感染症又は他の血中の白血球上昇につながる病態を有し得る個人の血液試料中における
白血球の濃度の検出又はモニタ。この適用において、細胞は、ＣＤ４５などの、表面結合
性の抗白血球結合剤を有する粒子と反応させ、及び対象とする１つ又は複数の閾値捕集領
域に対応する１つ又は複数の標線は、約１０,０００細胞／μｌ血液より高い白血球の濃
度を指示する。
【００７９】
　化学療法、放射線療法又は白血病に起因して血中の白血球数が低下している可能性のあ
る個人の血液試料中における白血球の濃度の検出又はモニタ。この適用において、細胞は
、ＣＤ４５などの、表面結合性の抗白血球結合剤を有する粒子と反応させ、及び対象とす
る１つ又は複数の閾値捕集領域に対応する１つ又は複数の標線は、約４,０００細胞／μ
ｌ血液未満の白血球の濃度を指示する。
【００８０】
　化学療法又はインターフェロン療法に起因して血中の好中球数が低下している可能性の
ある個人の血液試料中における好中球の濃度の検出又はモニタ。この適用において、細胞
は、ＣＤ１６などの、表面結合性の抗好中球結合剤を有する粒子と反応させ、及び対象と
する１つ又は複数の閾値捕集領域に対応する１つ又は複数の標線は、５００～２,５００
細胞／μｌ血液の特定の範囲にある好中球の濃度を指示する。
【００８１】
　感染の程度及び感染型の指標としての、感染症を有する個人の体液試料中における細菌
細胞の濃度の検出又はモニタ。この適用において、細胞は、１つ又は複数の特定の細菌細
胞壁抗原と特異的に結合可能な表面結合性の結合剤を有する粒子と反応させ、及び対象と
する１つ又は複数の閾値捕集領域に対応する１つ又は複数の標線は、血液試料中の検出可
能な細菌細胞濃度を指示する。
【００８２】
　前述から、本発明の様々な目的及び特徴がどのように達成されるかが分かる。アッセイ
及び装置の原理は、特定のマイクロ毛細管又ははしご型細胞捕集装置において、粒子の結
合した細胞を選択的に移動させることに基づく。この装置は、特に粒子容積に応じて調整
されたとき、細胞の堆積高さ又は充填された捕集領域の数が細胞計数値に対応するように
基準が定められる。この方法は装置表面を抗体で被覆する必要がなく、追加的な染色工程
又は読取り機器は一切なしに、肉眼によって読み取りを実現することができる。従って、
この方法は、血球計における細胞計数の正確性と、明確で単純な読取り機なしの読み取り
の簡便性とを併せもつ。その単純性から、この方法は理想的には、一部の発展途上国にお
ける苛酷な環境条件に適し得る。
【００８３】
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