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(57)【要約】
  好中球走化性の検出方法は、血液サンプルを採集して 
抗凝固チューブに入れ、グルコースを加えて均一に混合 
した後に静置するステップと、上澄液を遠心分離管に入 
れ、遠心分離するステップと、遠心分離処理後の前記血 
液サンプルに１×カルシウム・マグネシウムイオンのな 
いＨａｎｋｓ平衡塩溶液を加えて底部細胞集塊を再懸濁 
するステップと、均一に吹き飛ばし、前記遠心分離管の 
底部からポリスクロース溶液をゆっくりと加え、密度勾 
配遠心分離処理を行うステップと、密度勾配遠心分離後 
の前記溶液を３層に分け、上層の澄液及び中間層のＰＢ 
ＭＣ層を吸引して、底層の細胞集塊を得るステップと、 
滅菌用水を用いて前記細胞集塊における赤血球を分解処 
理し、柔らかく吹いて吸引した後に順に２×カルシウム 
・マグネシウムイオンのないＨａｎｋｓ平衡塩溶液、１ 
×カルシウム・マグネシウムイオンのないＨａｎｋｓ平 
衡塩溶液を加えて均一に混合し、再び遠心分離処理を行 
い、好中球を得るステップと、前記好中球を計数し、前 
記好中球の懸濁液を走化性モデルに吸い取って走化を行 
うステップとを含む。当該方法は、好中球の抽出速度を 

審査請求　有　予備審査請求　未請求　（全17頁）



10

20

30

40

50

JP 2023-540407 A 2023.9.22(2)

【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 血 液 サ ン プ ル を 採 集 し て Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 抗 凝 固 チ ュ ー ブ に 入 れ 、 血 液 サ ン プ ル と 等 体 積 の グ ル  
コ ー ス を 加 え て 均 一 に 混 合 し た 後 に 静 置 す る ス テ ッ プ と 、
　 静 置 さ れ た 前 記 血 液 サ ン プ ル の 上 澄 液 を 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、 遠 心 分 離 処 理 を 行 う ス テ ッ  
プ と 、
　 遠 心 分 離 処 理 が 行 わ れ た 後 の 前 記 血 液 サ ン プ ル に １ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン  
の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 を 加 え て 底 部 細 胞 集 塊 を 再 懸 濁 す る ス テ ッ プ と 、
　 再 懸 濁 さ れ た 前 記 底 部 細 胞 集 塊 を 均 一 に 吹 き 飛 ば し 、 前 記 遠 心 分 離 管 の 底 部 か ら ポ リ ス  
ク ロ ー ス 溶 液 を ゆ っ く り と 加 え 、 密 度 勾 配 遠 心 分 離 処 理 を 行 う ス テ ッ プ と 、
　 密 度 勾 配 遠 心 分 離 が 行 わ れ た 後 の 前 記 溶 液 が ３ 層 に 分 割 さ れ 、 上 層 の 澄 液 及 び 中 間 層 の  
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 層 を 吸 引 し て 、 底 層 の 細 胞 集 塊 を 得 る ス テ ッ プ と 、
　 滅 菌 用 水 を 用 い て 前 記 細 胞 集 塊 に お け る 赤 血 球 を 分 解 処 理 し 、 柔 ら か く 吹 い て 吸 引 し た  
後 に 順 に ２ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 、 １ × カ ル シ  
ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 を 加 え て 均 一 に 混 合 し 、 再 び 遠 心  
分 離 処 理 を 行 い 、 好 中 球 を 得 る ス テ ッ プ と 、
　 前 記 好 中 球 を 計 数 し 、 前 記 好 中 球 の 濃 度 を 調 整 し 、 前 記 好 中 球 の 懸 濁 液 を 走 化 性 モ デ ル  
に 吸 い 取 っ て 走 化 を 行 う ス テ ッ プ と を 含 む 、
こ と を 特 徴 と す る 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 静 置 さ れ た 前 記 血 液 サ ン プ ル の 上 澄 液 を 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、 遠 心 分 離 処 理 を 行 う ス テ ッ  
プ で は 、
　 前 記 血 液 サ ン プ ル を 室 温 で ２ ０ 分 間 静 置 し た 後 に 前 記 上 澄 液 を 前 記 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、  
４ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 力 で 、 ２ ０ ℃ の 条 件 下 で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る 、
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 密 度 勾 配 遠 心 分 離 処 理 で は 、
　 ４ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 力 で 、 ２ ０ ℃ の 条 件 下 で ３ ５ 分 間 遠 心 分 離 す る 、
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 細 胞 集 塊 に お け る 赤 血 球 を ２ 回 分 解 す る 、
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 再 び 遠 心 分 離 処 理 を 行 う ス テ ッ プ で は 、
　 ４ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 力 で 、 ２ ０ ℃ の 条 件 下 で ７ 分 間 遠 心 分 離 す る 、
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 走 化 性 モ デ ル は 、 培 養 皿 で あ り 、
　 前 記 培 養 皿 は 、 好 中 球 の 遷 移 運 動 を 直 接 観 察 可 能 な 透 明 培 養 皿 で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 に 関 し 、 医 療 検 出 応 用 の 技 術 分 野 に 属 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 好 中 球 は 、 人 体 が 病 原 体 の 侵 入 に 抵 抗 す る 重 要 な 先 天 性 免 疫 細 胞 で あ り 、 骨 髄 造 血 幹 細  
胞 か ら 生 成 さ れ 、 骨 髄 に お い て 分 化 し て 発 育 し 、 血 液 又 は 組 織 に 入 り 、 生 体 末 梢 血 に お け  
る 数 が 最 も 多 い 白 血 球 で あ り 、 正 常 な 生 理 学 的 状 態 で 白 血 球 の 総 数 の ４ ０ ％ ～ ７ ５ ％ を 占  
め る 。 好 中 球 は 、 ラ イ ト 染 色 血 液 塗 抹 標 本 に お い て 、 細 胞 質 が 無 色 又 は 極 め て 浅 い 淡 赤 色  
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を 呈 し 、 細 胞 核 が ロ ッ ド 状 又 は ２ ～ ５ 分 葉 状 を 呈 し 、 葉 と 葉 と の 間 に フ ィ ラ メ ン ト が 接 続  
さ れ る た め 、 常 に 多 形 核 白 血 球 （ ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｏ ｒ ｐ ｈ ｏ ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ａ ｒ   ｌ ｅ ｕ ｋ ｏ ｃ ｙ  
ｔ ｅ 、 Ｐ Ｍ Ｎ ） と も 呼 ば れ 、 走 化 性 、 貪 食 、 殺 菌 の 機 能 を 有 す る 。 人 体 が 病 原 体 の 侵 襲 を  
受 け る 場 合 、 好 中 球 は 、 感 染 部 位 に 走 化 し 、 細 菌 を 細 胞 内 に 飲 み 込 み 、 か つ 様 々 な 方 法 で  
細 菌 を 死 滅 さ せ る こ と が で き 、 人 体 が 細 菌 感 染 に 抵 抗 す る 防 御 の 第 一 線 で あ り 、 人 体 の 非  
特 異 的 免 疫 シ ス テ ム に お い て 非 常 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 近 年 、 中 国 国 内 外 の 大 量 の 研 究 に よ る と 、 感 染 、 重 症 、 腫 瘍 及 び 糖 尿 病 な ど の 様 々 な 疾  
患 は 、 い ず れ も 好 中 球 と 密 接 に 関 連 し て お り 、 患 者 の 好 中 球 の 走 化 性 が 異 常 に な る と 、 好  
中 球 が 感 染 部 位 に 到 達 し て 病 原 微 生 物 を 除 去 す る こ と が で き な い だ け で な く 、 多 く 過 ぎ る  
好 中 球 が 非 炎 症 部 位 に 集 ま っ て 器 官 の 損 傷 を 引 き 起 こ す 。 し た が っ て 、 好 中 球 の 走 化 性 機  
能 に 対 す る 検 出 及 び 分 析 は 、 患 者 の 免 疫 状 況 の 正 確 な 診 断 及 び 治 療 に 新 た な 方 向 を 提 供 し  
、 非 常 に 重 要 な 臨 床 的 意 義 を 有 す る 。
【 発 明 の 概 要 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 好 中 球 の 抽 出 の 時 間 を 節 約 し 、 抽 出 さ れ た 好 中 球 に 高 い 走 化 性 機 能 を 持 た せ  
る 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 上 記 目 的 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 は 、 以 下 の 技 術 手 段 を 提 供 す る 。 好 中 球 走 化 性 の 検  
出 方 法 は 、
　 血 液 サ ン プ ル を 採 集 し て Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 抗 凝 固 チ ュ ー ブ に 入 れ 、 血 液 サ ン プ ル と 等 体 積 の グ ル  
コ ー ス を 加 え て 均 一 に 混 合 し た 後 に 静 置 す る ス テ ッ プ と 、
　 静 置 さ れ た 前 記 血 液 サ ン プ ル の 上 澄 液 を 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、 遠 心 分 離 処 理 を 行 う ス テ ッ  
プ と 、
　 遠 心 分 離 処 理 が 行 わ れ た 後 の 前 記 血 液 サ ン プ ル に １ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン  
の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 を 加 え て 底 部 細 胞 集 塊 を 再 懸 濁 す る ス テ ッ プ と 、
　 再 懸 濁 さ れ た 前 記 底 部 細 胞 集 塊 を 均 一 に 吹 き 飛 ば し 、 前 記 遠 心 分 離 管 の 底 部 か ら ポ リ ス  
ク ロ ー ス 溶 液 を ゆ っ く り と 加 え 、 密 度 勾 配 遠 心 分 離 処 理 を 行 う ス テ ッ プ と 、
　 密 度 勾 配 遠 心 分 離 が 行 わ れ た 後 の 前 記 溶 液 が ３ 層 に 分 割 さ れ 、 上 層 の 澄 液 及 び 中 間 層 の  
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 層 を 吸 引 し て 、 底 層 の 細 胞 集 塊 を 得 る ス テ ッ プ と 、
　 滅 菌 用 水 を 用 い て 前 記 細 胞 集 塊 に お け る 赤 血 球 を 分 解 処 理 し 、 柔 ら か く 吹 い て 吸 引 し た  
後 に 順 に ２ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 、 １ × カ ル シ  
ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 を 加 え て 均 一 に 混 合 し 、 再 び 遠 心  
分 離 処 理 を 行 い 、 好 中 球 を 得 る ス テ ッ プ と 、
　 前 記 好 中 球 を 計 数 し 、 前 記 好 中 球 の 濃 度 を 調 整 し 、 前 記 好 中 球 の 懸 濁 液 を 走 化 性 モ デ ル  
に 吸 い 取 っ て 走 化 を 行 う ス テ ッ プ と を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 更 に 、 静 置 さ れ た 前 記 血 液 サ ン プ ル の 上 澄 液 を 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、 遠 心 分 離 処 理 を 行 う  
ス テ ッ プ で は 、
　 前 記 血 液 サ ン プ ル を 室 温 で ２ ０ 分 間 静 置 し た 後 に 前 記 上 澄 液 を 前 記 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、  
４ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 力 で 、 ２ ０ ℃ の 条 件 下 で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 更 に 、 密 度 勾 配 遠 心 分 離 処 理 で は 、
　 ４ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 力 で 、 ２ ０ ℃ の 条 件 下 で ３ ５ 分 間 遠 心 分 離 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 更 に 、 前 記 細 胞 集 塊 に お け る 赤 血 球 を ２ 回 分 解 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 更 に 、 再 び 遠 心 分 離 処 理 を 行 う ス テ ッ プ で は 、
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　 ４ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 力 で 、 ２ ０ ℃ の 条 件 下 で ７ 分 間 遠 心 分 離 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 更 に 、 前 記 走 化 性 モ デ ル は 、 培 養 皿 で あ り 、 前 記 培 養 皿 は 、 好 中 球 の 遷 移 運 動 を 直 接 観  
察 可 能 な 透 明 培 養 皿 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 有 益 な 効 果 は 、 以 下 の と お り で あ る 。 血 液 サ ン プ ル を 遠 心 分 離 し 、 分 解 す る な  
ど の 処 理 に よ り 、 好 中 球 を 迅 速 に 取 得 し 、 抽 出 速 度 を 向 上 さ せ 、 検 出 時 間 を 短 縮 し 、 そ し  
て 当 該 方 法 は 、 使 用 し や す く 、 高 効 率 で 迅 速 で あ り 、 好 中 球 の 性 能 を 向 上 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 記 説 明 は 、 本 発 明 の 技 術 手 段 に 対 す る 概 要 に 過 ぎ ず 、 本 発 明 の 技 術 手 段 を よ り 明 確 に  
理 解 し 、 明 細 書 の 内 容 に 基 づ い て そ れ を 実 施 す る た め に 、 以 下 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 例  
を 用 い て 図 面 を 参 照 し て 以 下 の よ う に 詳 細 に 説 明 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ３ 】
【 図 １ 】 本 願 の 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 の フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 ２ 】 本 願 で 抽 出 さ れ た 好 中 球 の 走 化 概 略 図 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 以 下 、 図 面 を 参 照 し な が ら 、 本 発 明 の 技 術 手 段 を 明 確 か つ 完 全 的 に 説 明 し 、 明 ら か に 、  
説 明 さ れ る 実 施 例 は 、 本 発 明 の 実 施 例 の 一 部 で あ り 、 全 て で は な い 。 本 発 明 の 実 施 例 に 基  
づ い て 、 当 業 者 が 創 造 的 な 労 力 を 行 わ な い 前 提 で 得 ら れ る 他 の 全 て の 実 施 例 は 、 い ず れ も  
本 発 明 の 保 護 範 囲 に 属 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 な お 、 本 発 明 の 説 明 に お い て 、 用 語 「 中 心 」 、 「 上 」 、 「 下 」 、 「 左 」 、 「 右 」 、 「 垂  
直 」 、 「 水 平 」 、 「 内 」 、 「 外 」 な ど で 示 す 方 位 又 は 位 置 関 係 は 、 図 面 に 示 す 方 位 又 は 位  
置 関 係 に 基 づ く も の で あ り 、 本 発 明 を 容 易 に 説 明 し 説 明 を 簡 略 化 す る た め の も の に 過 ぎ ず  
、 示 さ れ た 装 置 又 は 部 品 が 特 定 の 方 位 を 有 す る と と も に 、 特 定 の 方 位 で 構 成 さ れ て 動 作 し  
な け れ ば な ら な い こ と を 示 す か 又 は 示 唆 す る も の で は な い た め 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で  
あ る と 理 解 す べ き で は な い 。 ま た 、 用 語 「 第 １ 」 、 「 第 ２ 」 、 「 第 ３ 」 は 、 説 明 の 目 的 の  
た め の み に 用 い ら れ 、 相 対 的 な 重 要 性 を 示 す か 又 は 示 唆 す る も の と 理 解 す べ き で は な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 な お 、 本 発 明 の 説 明 に お い て 、 別 に 明 確 な 規 定 及 び 限 定 が な い 限 り 、 用 語 「 取 り 付 け 」  
、 「 連 結 」 、 「 接 続 」 は 、 広 義 に 理 解 さ れ る べ き で あ り 、 例 え ば 、 固 定 接 続 、 着 脱 可 能 な  
接 続 又 は 一 体 的 な 接 続 で あ っ て も よ く 、 機 械 的 な 接 続 、 電 気 的 な 接 続 で あ っ て も よ く 、 直  
接 的 な 接 続 、 中 間 媒 体 を 介 し た 接 続 で あ っ て も よ く 、 ２ つ の 部 品 の 間 の 連 通 で あ っ て も よ  
い 。 当 業 者 で あ れ ば 、 具 体 的 な 状 況 に 応 じ て 本 発 明 に お け る 上 記 用 語 の 具 体 的 な 意 味 を 理  
解 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 以 下 に 説 明 す る 本 発 明 の 異 な る 実 施 形 態 に 係 る 技 術 的 特 徴 は 、 互 い の 間 に 衝 突 が  
な い 限 り 互 い に 結 合 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 説 明 に お い て 、 軸 線 方 向 は 、 高 さ 方 向 と  
一 致 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 図 １ に 示 す よ う に 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 例 に お け る 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 は 、 以 下  
を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 血 液 サ ン プ ル を 採 集 し て Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 抗 凝 固 チ ュ ー ブ に 入 れ 、 血 液 サ ン プ ル と 等 体 積 の グ ル  
コ ー ス を 加 え て 均 一 に 混 合 し た 後 に 静 置 す る 。 本 実 施 例 で は 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 抗 凝 固 チ ュ ー ブ の  
色 は 、 紫 色 で あ り 、 そ し て 血 液 サ ン プ ル と グ ル コ ー ス の 体 積 は 、 ２ ｍ ｌ で あ り 、 グ ル コ ー  
ス の 濃 度 は 、 ３ ％ で あ る 。 当 然 の こ と な が ら 、 他 の 実 施 例 で は 、 血 液 サ ン プ ル と グ ル コ ー  
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ス の 体 積 が 他 で あ っ て も よ く 、 グ ル コ ー ス の 濃 度 が 他 で あ っ て も よ く 、 こ こ で 具 体 的 に 限  
定 せ ず 、 実 際 の 状 況 に 応 じ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 静 置 さ れ た 血 液 サ ン プ ル の 上 澄 液 を 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、 遠 心 分 離 処 理 を 行 う 。 具 体 的 に  
は 、 血 液 サ ン プ ル を 室 温 で ２ ０ 分 間 静 置 し 沈 殿 さ せ る 必 要 が あ り 、 そ の 後 に 上 澄 液 を 遠 心  
分 離 管 に 入 れ 、 ４ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 力 で 、 ２ ０ ℃ の 条 件 下 で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る 。 当 然  
の こ と な が ら 、 他 の 実 施 例 で は 、 遠 心 分 離 処 理 の 条 件 は 、 他 で あ っ て も よ く 、 こ こ で 具 体  
的 に 限 定 せ ず 、 実 際 の 状 況 に 応 じ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 遠 心 分 離 処 理 後 の 血 液 サ ン プ ル に １ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ  
ｓ 平 衡 塩 溶 液 を 加 え て 底 部 細 胞 集 塊 を 再 懸 濁 す る 。 １ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン  
の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 は 、 予 め 調 製 さ れ た 原 液 で あ り 、 こ の 場 合 、 当 該 原 液 に 対 し  
て 任 意 の 希 釈 を 行 う 必 要 が な く 、 遠 心 分 離 処 理 後 の 血 液 サ ン プ ル に 当 該 原 液 を 直 接 的 に 加  
え れ ば よ い 。 上 記 の よ う に 、 １ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡  
塩 溶 液 の 体 積 は 、 ３ ｍ ｌ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 再 懸 濁 さ れ た 底 部 細 胞 集 塊 を 均 一 に 吹 き 飛 ば し 、 遠 心 分 離 管 の 底 部 か ら ポ リ ス ク ロ ー ス  
溶 液 を ゆ っ く り と 加 え 、 密 度 勾 配 遠 心 分 離 処 理 を 行 う 。 前 記 「 密 度 勾 配 遠 心 分 離 処 理 」 で  
は 、 具 体 的 に は 、 ４ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 力 で 、 ２ ０ ℃ の 条 件 下 で ３ ５ 分 間 遠 心 分 離 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 密 度 勾 配 遠 心 分 離 が 行 わ れ た 後 の 溶 液 が ３ 層 に 分 割 さ れ 、 上 層 の 澄 液 及 び 中 間 層 の Ｐ Ｂ  
Ｍ Ｃ 層 を 吸 引 し て 、 底 層 の 細 胞 集 塊 を 得 る 。 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 層 は 、 （ Ｐ ｅ ｒ ｉ ｐ ｈ ｅ ｒ ａ ｌ   Ｂ  
ｌ ｏ ｏ ｄ   Ｍ ｏ ｎ ｏ ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ａ ｒ   Ｃ ｅ ｌ ｌ 、 末 梢 血 単 球 ） 層 で あ り 、 大 量 の 単 球 及 び  
リ ン パ 球 な ど を 含 み 、 底 部 に 赤 血 球 及 び 成 熟 し た 好 中 球 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 滅 菌 用 水 を 用 い て 細 胞 集 塊 に お け る 赤 血 球 を 分 解 処 理 し 、 本 実 施 例 で は 、 前 記 細 胞 集 塊  
に お け る 赤 血 球 を ２ 回 分 解 す る 必 要 が あ り 、 そ し て 滅 菌 用 水 の 体 積 は 、 ３ ｍ ｌ で あ る 。 柔  
ら か く 吹 い て 吸 引 し た 後 に 順 に ２ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平  
衡 塩 溶 液 、 １ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 を 加 え て 均  
一 に 混 合 し 、 再 び 遠 心 分 離 処 理 を 行 い 、 好 中 球 を 得 て 、 前 記 「 再 び 遠 心 分 離 処 理 を 行 う 」  
ス テ ッ プ で は 、 具 体 的 に は 、 ４ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 力 で 、 ２ ０ ℃ の 条 件 下 で ７ 分 間 遠 心 分 離  
す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 図 ２ に 示 す よ う に 、 好 中 球 を 計 数 し 、 好 中 球 の 濃 度 を 調 整 し 、 好 中 球 の 懸 濁 液 を 走 化 性  
モ デ ル に 吸 い 取 っ て 走 化 を 行 う 。 前 記 走 化 性 モ デ ル は 、 培 養 皿 で あ り 、 前 記 培 養 皿 は 、 好  
中 球 の 遷 移 運 動 を 直 接 観 察 可 能 な 透 明 培 養 皿 で あ る 。 具 体 的 に は 、 当 該 培 養 皿 は 、 中 国 特  
許 Ｃ Ｎ １ ０ ５ ０ ６ ２ ８ ６ ５ Ｂ に 開 示 さ れ た 細 胞 透 過 膜 移 動 試 験 用 装 置 及 び 製 造 用 ダ イ で あ  
り 、 こ こ で 説 明 を 省 略 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 中 球 を 抽 出 す る の に 必 要 な 時 間 は 、 一 般 的 に 約 ２ ｈ で あ り 、 上 記 方 法 に 従 っ て 好 中 球  
を 抽 出 す る の に 必 要 な 時 間 を 半 分 短 縮 し 、 ス テ ッ プ を 簡 略 化 し 、 抽 出 速 度 を 向 上 さ せ 、 検  
出 時 間 を 短 縮 す る と い う 効 果 を 達 成 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 ２ に 示 す よ う に 、 そ し て 、 最 後 に 走 化 試 験 結 果 に 示 す よ う に 、 本 方 法 で 採 取 さ れ た 好  
中 球 の 走 化 性 モ デ ル に お け る 走 化 結 果 を 利 用 し て 国 際 的 に 初 め て 正 確 な 分 析 の 指 標 を 確 立  
し 、 各 指 標 は 、 以 下 の と お り で あ る 。
　 １ 、 走 化 距 離 （ Ｃ ｈ ｅ ｍ ｏ ｔ ａ ｘ ｉ ｓ   Ｄ ｉ ｓ ｔ ａ ｎ ｃ ｅ 、 Ｃ Ｄ ） は 、 好 中 球 が ア ガ ロ  
ー ス の 走 化 性 モ デ ル に お い て ２ 時 間 走 化 し て 到 達 で き る 最 遠 距 離 で あ り 、 当 該 最 遠 距 離 は  
、 １ ７ ５ ５ ． ８ ５ μ ｍ 以 上 で あ る 。
　 ２ 、 走 化 細 胞 の 百 分 率 （ Ｃ ｈ ｅ ｍ ｏ   Ｃ ｅ ｌ ｌ   Ｒ ａ ｔ ｉ ｏ 、 Ｃ Ｃ Ｒ ） は 、 全 て の 走 化  
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細 胞 数 が 走 化 細 胞 総 数 （ １ ０ ５ 個 ） に 占 め る 百 分 率 で あ り 、 当 該 百 分 率 は 、 ３ ． ３ ４ ％ 以  
上 で あ る 。 該 百 分 率 の 計 算 式 は 、 以 下 の と お り で あ る 。
　 Ｃ Ｃ Ｒ ＝ （ 全 て の 走 化 細 胞 数 ／ 走 化 細 胞 総 数 ） × １ ０ ０ ％
　 ３ 、 走 化 指 数 （ Ｃ ｈ ｅ ｍ ｏ   Ｉ ｎ ｄ ｅ ｘ 、 Ｃ Ｉ ） は 、 Ｉ 領 域 と Ｉ Ｉ 領 域 の 走 化 細 胞 数 が  
全 て の 走 化 細 胞 数 に 占 め る 比 の 値 で あ り 、 当 該 比 の 値 は 、 ３ ９ ． ６ ３ 以 上 で あ り 、 か つ 当  
該 比 の 値 の 公 式 は 、 以 下 の と お り で あ る 。
　 Ｃ Ｉ ＝ ［ （ Ｉ 領 域 の 細 胞 数 ＋ Ｉ Ｉ 領 域 の 細 胞 数 ） ／ 全 て の 走 化 細 胞 数 ］ × １ ０ ０
　 ４ 、 最 大 走 化 速 度 （ Ｍ ａ ｘ ｉ ｍ ｕ ｍ   Ｓ ｐ ｅ ｅ ｄ   ｏ ｆ   Ｃ ｈ ｅ ｍ ｏ ｔ ａ ｘ ｉ ｓ 、 Ｖ ｍ  
ａ ｘ ） は 、 好 中 球 が ２ 時 間 走 化 し て 到 達 で き る 最 遠 距 離 と 走 化 時 間 （ １ ２ ０ ｍ ｉ ｎ ） と の  
比 の 値 で あ り 、 当 該 比 の 値 は 、 １ ４ ． ６ ３ μ ｍ ／ ｍ ｉ ｎ 以 上 で あ り 、 計 算 式 は 、 以 下 の と  
お り で あ る 。
　 Ｖ ｍ ａ ｘ ＝ 走 化 距 離 ／ 走 化 時 間 ＝ Ｃ Ｄ ／ １ ２ ０
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 以 上 よ り 、 血 液 サ ン プ ル を 遠 心 分 離 し 、 分 解 す る な ど の 処 理 に よ り 、 好 中 球 を 迅 速 に 取  
得 し 、 抽 出 速 度 を 向 上 さ せ 、 検 出 時 間 を 短 縮 し 、 そ し て 当 該 方 法 は 、 使 用 し や す く 、 高 効  
率 で 迅 速 で あ り 、 好 中 球 の 性 能 を 向 上 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 上 述 し た 実 施 例 の 各 技 術 的 特 徴 を 任 意 に 組 み 合 わ せ る こ と が で き 、 説 明 を 簡 潔 に す る た  
め に 、 上 記 実 施 例 に お け る 各 技 術 的 特 徴 の 全 て の 可 能 な 組 み 合 わ せ に つ い て 記 載 し な い が  
、 こ れ ら の 技 術 的 特 徴 の 組 み 合 わ せ に 矛 盾 が な い 限 り 、 い ず れ も 本 明 細 書 に 記 載 の 範 囲 で  
あ る と 考 え ら れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 上 述 し た 実 施 例 は 、 本 発 明 の い く つ か の 実 施 形 態 を 示 し 、 そ の 説 明 が 具 体 的 で 詳 細 で あ  
る が 、 本 発 明 の 特 許 範 囲 を 限 定 す る も の と 理 解 す べ き で は な い 。 な お 、 当 業 者 に と っ て は  
、 本 発 明 の 構 想 か ら 逸 脱 し な い 前 提 で 、 さ ら に い く つ か の 変 形 及 び 改 善 を 行 う こ と が で き  
、 こ れ ら は 、 い ず れ も 本 発 明 の 保 護 範 囲 に 属 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 特 許 の 保 護 範 囲  
は 、 添 付 さ れ た 特 許 請 求 の 範 囲 を 基 準 と す べ き で あ る 。
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【 図 面 】
【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 令 和 5 年 3 月 2 2 日 ( 2 0 2 3 . 3 . 2 2 )
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 血 液 サ ン プ ル を 添 加 し て Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 抗 凝 固 チ ュ ー ブ に 入 れ 、 血 液 サ ン プ ル と 等 体 積 の グ ル  
コ ー ス を 加 え て 均 一 に 混 合 し た 後 に 静 置 す る ス テ ッ プ と 、
　 静 置 さ れ た 前 記 血 液 サ ン プ ル の 上 澄 液 を 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、 遠 心 分 離 処 理 を 行 う ス テ ッ  
プ と 、
　 遠 心 分 離 処 理 が 行 わ れ た 後 の 前 記 血 液 サ ン プ ル に １ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン  
の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 を 加 え て 底 部 細 胞 集 塊 を 再 懸 濁 す る ス テ ッ プ と 、
　 再 懸 濁 さ れ た 前 記 底 部 細 胞 集 塊 を 均 一 に 吹 き 飛 ば し 、 前 記 遠 心 分 離 管 の 底 部 か ら ポ リ ス  
ク ロ ー ス 溶 液 を ゆ っ く り と 加 え 、 密 度 勾 配 遠 心 分 離 処 理 を 行 う ス テ ッ プ と 、
　 密 度 勾 配 遠 心 分 離 が 行 わ れ た 後 の 前 記 溶 液 が ３ 層 に 分 割 さ れ 、 上 層 の 澄 液 及 び 中 間 層 の  
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 層 を 吸 引 し て 、 底 層 の 細 胞 集 塊 を 得 る ス テ ッ プ と 、
　 滅 菌 用 水 を 用 い て 前 記 細 胞 集 塊 に お け る 赤 血 球 を 分 解 処 理 し 、 柔 ら か く 吹 い て 吸 引 し た  
後 に 順 に ２ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 、 １ × カ ル シ  
ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 を 加 え て 均 一 に 混 合 し 、 再 び 遠 心  
分 離 処 理 を 行 い 、 好 中 球 を 得 る ス テ ッ プ と 、
　 前 記 好 中 球 を 計 数 し 、 前 記 好 中 球 の 濃 度 を 調 整 し 、 前 記 好 中 球 の 懸 濁 液 を 走 化 性 モ デ ル  
に 吸 い 取 っ て 走 化 を 行 う ス テ ッ プ と を 含 む 、
こ と を 特 徴 と す る 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 静 置 さ れ た 前 記 血 液 サ ン プ ル の 上 澄 液 を 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、 遠 心 分 離 処 理 を 行 う ス テ ッ  
プ で は 、
　 前 記 血 液 サ ン プ ル を 室 温 で ２ ０ 分 間 静 置 し た 後 に 前 記 上 澄 液 を 前 記 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、  
４ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 力 で 、 ２ ０ ℃ の 条 件 下 で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る 、
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 密 度 勾 配 遠 心 分 離 処 理 で は 、
　 ４ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 力 で 、 ２ ０ ℃ の 条 件 下 で ３ ５ 分 間 遠 心 分 離 す る 、
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 細 胞 集 塊 に お け る 赤 血 球 を ２ 回 分 解 す る 、
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 再 び 遠 心 分 離 処 理 を 行 う ス テ ッ プ で は 、
　 ４ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 力 で 、 ２ ０ ℃ の 条 件 下 で ７ 分 間 遠 心 分 離 す る 、
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 走 化 性 モ デ ル は 、 培 養 皿 で あ り 、
　 前 記 培 養 皿 は 、 好 中 球 の 遷 移 運 動 を 直 接 観 察 可 能 な 透 明 培 養 皿 で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ １
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【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 に 関 す る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 上 記 目 的 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 は 、 以 下 の 技 術 手 段 を 提 供 す る 。 診 断 及 び 治 療 を 目  
的 と し な い 好 中 球 走 化 性 の 検 出 方 法 は 、
　 血 液 サ ン プ ル を 添 加 し て Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 抗 凝 固 チ ュ ー ブ に 入 れ 、 血 液 サ ン プ ル と 等 体 積 の グ ル  
コ ー ス を 加 え て 均 一 に 混 合 し た 後 に 静 置 す る ス テ ッ プ と 、
　 静 置 さ れ た 前 記 血 液 サ ン プ ル の 上 澄 液 を 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、 遠 心 分 離 処 理 を 行 う ス テ ッ  
プ と 、
　 遠 心 分 離 処 理 が 行 わ れ た 後 の 前 記 血 液 サ ン プ ル に １ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン  
の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 を 加 え て 底 部 細 胞 集 塊 を 再 懸 濁 す る ス テ ッ プ と 、
　 再 懸 濁 さ れ た 前 記 底 部 細 胞 集 塊 を 均 一 に 吹 き 飛 ば し 、 前 記 遠 心 分 離 管 の 底 部 か ら ポ リ ス  
ク ロ ー ス 溶 液 を ゆ っ く り と 加 え 、 密 度 勾 配 遠 心 分 離 処 理 を 行 う ス テ ッ プ と 、
　 密 度 勾 配 遠 心 分 離 が 行 わ れ た 後 の 前 記 溶 液 が ３ 層 に 分 割 さ れ 、 上 層 の 澄 液 及 び 中 間 層 の  
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 層 を 吸 引 し て 、 底 層 の 細 胞 集 塊 を 得 る ス テ ッ プ と 、
　 滅 菌 用 水 を 用 い て 前 記 細 胞 集 塊 に お け る 赤 血 球 を 分 解 処 理 し 、 柔 ら か く 吹 い て 吸 引 し た  
後 に 順 に ２ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 、 １ × カ ル シ  
ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 を 加 え て 均 一 に 混 合 し 、 再 び 遠 心  
分 離 処 理 を 行 い 、 好 中 球 を 得 る ス テ ッ プ と 、
　 前 記 好 中 球 を 計 数 し 、 前 記 好 中 球 の 濃 度 を 調 整 し 、 前 記 好 中 球 の 懸 濁 液 を 走 化 性 モ デ ル  
に 吸 い 取 っ て 走 化 を 行 う ス テ ッ プ と を 含 む 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 血 液 サ ン プ ル を 添 加 し て Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 抗 凝 固 チ ュ ー ブ に 入 れ 、 血 液 サ ン プ ル と 等 体 積 の グ ル  
コ ー ス を 加 え て 均 一 に 混 合 し た 後 に 静 置 す る 。 本 実 施 例 で は 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 抗 凝 固 チ ュ ー ブ の  
色 は 、 紫 色 で あ り 、 そ し て 血 液 サ ン プ ル と グ ル コ ー ス の 体 積 は 、 ２ ｍ ｌ で あ り 、 グ ル コ ー  
ス の 濃 度 は 、 ３ ％ で あ る 。 当 然 の こ と な が ら 、 他 の 実 施 例 で は 、 血 液 サ ン プ ル と グ ル コ ー  
ス の 体 積 が 他 で あ っ て も よ く 、 グ ル コ ー ス の 濃 度 が 他 で あ っ て も よ く 、 こ こ で 具 体 的 に 限  
定 せ ず 、 実 際 の 状 況 に 応 じ て 決 定 さ れ る 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 滅 菌 用 水 を 用 い て 細 胞 集 塊 に お け る 赤 血 球 を 分 解 処 理 し 、 本 実 施 例 で は 、 前 記 細 胞 集 塊  
に お け る 赤 血 球 を ２ 回 分 解 す る 必 要 が あ り 、 そ し て 滅 菌 用 水 の 体 積 は 、 ３ ｍ ｌ で あ る 。 柔  
ら か く 吹 い て 吸 引 し た 後 に 順 に ２ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平  
衡 塩 溶 液 、 １ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 を 加 え て 均  
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一 に 混 合 し 、 再 び 遠 心 分 離 処 理 を 行 い 、 好 中 球 を 得 て 、 前 記 「 再 び 遠 心 分 離 処 理 を 行 う 」  
ス テ ッ プ で は 、 具 体 的 に は 、 ４ ０ ０ ｇ の 遠 心 分 離 力 で 、 ２ ０ ℃ の 条 件 下 で ７ 分 間 遠 心 分 離  
す る 。 こ こ で は 、 ２ × カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 と は  
、 ２ 倍 浸 透 圧 の カ ル シ ウ ム ・ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の な い Ｈ ａ ｎ ｋ ｓ 平 衡 塩 溶 液 で あ る 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 図 ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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【要約の続き】
向上させ、検出時間を短縮することができる。
【選択図】図１
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