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(57)【要約】
【課題】血球試薬を、試薬としての性質を損なうことなく簡便に識別標識する方法を提供
すること。
【解決手段】ｎ種類（ｎは２以上の整数）の血球試薬を識別標識する方法であって、血球
試薬に添加した際に互いの血球試薬を肉眼で識別可能にするｎ種類の色素または（ｎ－１
）種類の色素を、ｎ種類の血球試薬のそれぞれまたは（ｎ－１）種類の血球試薬のそれぞ
れに対応づけて添加する工程を含む、方法。
【選択図】　　　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ｎ種類（ｎは２以上の整数）の血球試薬を識別標識する方法であって、
　血球試薬に添加した際に互いの血球試薬を肉眼で識別可能にするｎ種類の色素または（
ｎ－１）種類の色素を、ｎ種類の血球試薬のそれぞれまたは（ｎ－１）種類の血球試薬の
それぞれに対応づけて添加する工程を含む、方法。
【請求項２】
　前記色素が、水溶性色素である、請求項１に記載の血球試薬の識別標識方法。
【請求項３】
　前記色素が、蛍光色素である、請求項１に記載の血球試薬の識別標識方法。
【請求項４】
　前記色素が、顔料である、請求項１に記載の血球試薬の識別標識方法。
【請求項５】
　前記色素が、青～緑系の色を有する、請求項２または４に記載の血球試薬の識別標識方
法。
【請求項６】
　前記色素が、ＯＤ405nm（405 nmにおける吸光度）＝0.5以下の濃度で血球試薬に添加さ
れたときに、目視で色素添加を確認することが可能な色素である、請求項５に記載の血球
試薬の識別標識方法。
【請求項７】
　前記血球が赤血球である、請求項１に記載の血球試薬の識別標識方法。
【請求項８】
　識別標識されたｎ種類（ｎは２以上の整数）の血球試薬の調製方法であって、
　血球試薬に添加した際に互いの血球試薬を肉眼で識別可能にするｎ種類の色素または（
ｎ－１）種類の色素を、ｎ種類の血球試薬のそれぞれまたは（ｎ－１）種類の血球試薬の
それぞれに対応づけて添加する工程を含む、方法。
【請求項９】
　請求項８に記載の方法を用いて調製された血球試薬を用いて血液検査を行う工程を含む
、血液検査方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、複数種類の血球試薬の識別標識方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　血液型検査、抗体スクリーニング検査等の血液検査において、血球試薬は検査試薬とし
て不可欠なものであり、複数種類の血球試薬が使用される。たとえば、ＡＢＯ血液型のウ
ラ試験では、Ａ型赤血球試薬とＢ型赤血球試薬が必ずペアで使用される。また、通常、抗
体スクリーニングでは、３種類のＯ型赤血球が使用される。
【０００３】
　試薬赤血球は、献血者等から集めて抗原性を調べた上で、適当な保存液に浮遊させて製
品化される。しかし、異なる種類の血球試薬は、外見上は何の違いもなく、肉眼で識別す
ることはできず、識別は試薬のボトルに書かれているラベルによってなされる。これら複
数種類の血球試薬を、それぞれ試験管等の容器に分取して試験を行うが、ここで検査者は
、一般に、試験管を油性インキ等でマーキングして複数種類の血球試薬を識別する。この
際に、血球試薬を試験管に入れ間違うと、逆の結果を導き出すことになり、誤判定につな
がる。また、近年は、自動分析機を使用することが多くなったが、血球試薬が所定のサン
プルに分注されたかどうかを確認する手段はない。
【０００４】
　赤血球試薬を標識した従来例として、赤血球自体に蛍光色素を取り込ませて、赤血球試
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薬を蛍光標識し、FCM法で使用することが知られている（非特許文献１）。しかし、血球
を直接蛍光標識することは、細胞にダメージを与え、血球試薬の保存性を損なったり、血
球上の抗原を失活させてしまったりする恐れがある。また、赤血球自体の標識は、標識/
洗浄等の作業が必要で、高価になるという問題を有する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Sigma-Aldrich, PKH26 Red fluorescent Cell Linker kit, Technical 
Bulletin
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　上記事情に鑑み、本発明は、血球試薬を、試薬としての性質を損なうことなく簡便に識
別標識する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】
【０００７】
　本発明者は、赤血球自体に色素を結合させた従来例（非特許文献１）では赤血球の試薬
としての性質を損なうのに対し、色素を赤血球懸濁液に添加して赤血球試薬を標識した場
合、赤血球の試薬としての性質を損なうことなく、赤血球試薬を、肉眼で識別可能なよう
に標識できることを見出し、本発明を完成させるに至った（後述の実施例参照）。
【０００８】
　すなわち、本発明は、以下の手段を提供する。
【０００９】
［１］　ｎ種類（ｎは２以上の整数）の血球試薬を識別標識する方法であって、
　血球試薬に添加した際に互いの血球試薬を肉眼で識別可能にするｎ種類の色素または（
ｎ－１）種類の色素を、ｎ種類の血球試薬のそれぞれまたは（ｎ－１）種類の血球試薬の
それぞれに対応づけて添加する工程を含む、方法。
【００１０】
［２］　前記色素が、水溶性色素である、上記［１］に記載の血球試薬の識別標識方法。
【００１１】
［３］　前記色素が、蛍光色素である、上記［１］に記載の血球試薬の識別標識方法。
【００１２】
［４］　前記色素が、顔料である、上記［１］に記載の血球試薬の識別標識方法。
【００１３】
［５］　前記色素が、青～緑系の色を有する、上記［２］または［４］に記載の血球試薬
の識別標識方法。
【００１４】
［６］　前記色素が、ＯＤ405nm（405 nmにおける吸光度）＝0.5以下の濃度で血球試薬に
添加されたときに、目視で色素添加を確認することが可能な色素である、上記［５］に記
載の血球試薬の識別標識方法。
【００１５】
［７］　前記血球が赤血球である、上記［１］に記載の血球試薬の識別標識方法。
【００１６】
［８］　識別標識されたｎ種類（ｎは２以上の整数）の血球試薬の調製方法であって、
　血球試薬に添加した際に互いの血球試薬を肉眼で識別可能にするｎ種類の色素または（
ｎ－１）種類の色素を、ｎ種類の血球試薬のそれぞれまたは（ｎ－１）種類の血球試薬の
それぞれに対応づけて添加する工程を含む、方法。
【００１７】
［９］　上記［８］に記載の方法を用いて調製された血球試薬を用いて血液検査を行う工
程を含む、血液検査方法。
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【発明の効果】
【００１８】
　本発明によれば、血球試薬を、試薬としての性質を損なうことなく簡便な手法により識
別標識することが可能である。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】水溶性色素を用いて赤血球試薬を識別標識した結果を示す写真（実施例１）。
【図２】エバンスブルーの吸収曲線を示す図。
【図３】ヘモグロビンの吸収曲線を示す図。
【図４】蛍光色素を用いて赤血球試薬を識別標識した結果を示す写真（実施例２）。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　以下、本発明について詳細に説明する。なお、以下の記載は、本発明を説明するための
ものであって、本発明を限定するためのものではない。
【００２１】
　本発明は、一つの側面によれば、
　ｎ種類（ｎは２以上の整数）の血球試薬を識別標識する方法であって、
　血球試薬に添加した際に互いの血球試薬を肉眼で識別可能にするｎ種類の色素または（
ｎ－１）種類の色素を、ｎ種類の血球試薬のそれぞれまたは（ｎ－１）種類の血球試薬の
それぞれに対応づけて添加する工程を含む、方法である。
【００２２】
　本発明の方法は、血液検査で使用される複数種類の血球試薬を肉眼で区別可能なように
、検査前に識別標識しておく際に使用することができる。たとえばＡＢＯ血液型のウラ試
験で使用されるＡ型赤血球試薬とＢ型赤血球試薬を識別標識するため、および抗体スクリ
ーニング検査で使用される複数種類のＯ型赤血球試薬を識別標識するために使用すること
ができる。
【００２３】
　本発明において、血球試薬は、血液検査で使用される任意の血球試薬を意味し、具体的
には赤血球試薬等を意味する。
【００２４】
　本発明において、色素は、それを血球試薬（血球懸濁液）に添加することにより、血球
試薬を色の違いまたは蛍光の有無により肉眼で識別可能なものであれば、任意の色素を使
用することができる。たとえば、水溶性色素、蛍光色素、顔料等を使用することができる
。ここで、識別は、色素の種類に応じて、自然光の下で行われてもよいし、蛍光を放射さ
せるための特定の波長の光（たとえばブラックライト、特定波長の光源）の照射下で行わ
れてもよい。
【００２５】
　本発明において、ｎ種類（ｎは２以上の整数）の血球試薬を互いに識別標識するために
は、ｎ種類の色素または（ｎ－１）種類の色素が使用される。すなわち、本発明では、ｎ
種類の色素を用いて、ｎ種類の血球試薬をそれぞれ標識して血球試薬を識別標識してもよ
いし、（ｎ－１）種類の色素を用いて、（ｎ－１）種類の血球試薬をそれぞれ標識して、
残りの１種類の血球試薬を標識しないで血球試薬を識別標識してもよい。本発明において
ｎは、血液検査で使用される血球の種類の数に相当し、一般的には２～５であり、たとえ
ば２または３である。
【００２６】
　たとえば、２種類の血球試薬を識別標識する場合、２種類の血球試薬のそれぞれに異な
る色素を添加して識別標識してもよいし、何れか一方の血球試薬の懸濁液のみに色素を添
加して、他方の血球試薬に色素を添加しないで識別標識してもよい。
【００２７】
　ｎ種類または（ｎ－１）種類の色素は、異なるタイプの色素を組合せて使用してもよく
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、たとえば水溶性色素と蛍光色素を組み合わせて使用してもよく、たとえば２種類の血球
試薬のうち、一方を水溶性色素で標識し、他方を蛍光色素で標識してもよい。
【００２８】
　水溶性色素としては、たとえばブリリアントブルーFCF、エバンスブルー、ブリリアン
トグリーン等が挙げられる。赤色の赤血球懸濁液を識別標識する場合には、水溶性色素と
して青～緑系の色を有するものが好ましく使用され、たとえばブリリアントブルーFCF、
エバンスブルーを使用することができる。
【００２９】
　蛍光色素としては、たとえばウラニン、リボフラビン、ウンベリフェロン、FITC、ロー
ダミン等が挙げられる。
【００３０】
　顔料としては、たとえば青色顔料、墨汁等が挙げられる。赤色の赤血球懸濁液を識別標
識する場合には、顔料として青～緑系の色を有する任意の顔料を使用することができる。
【００３１】
　赤血球試薬の劣化度は溶血の程度で確認することが多いため、水溶性色素および顔料の
選択の際には、色素添加により溶血を確認しにくくなることがないように考慮することが
望ましい。すなわち、水溶性色素および顔料としては、405nmにおける吸光度（OD）が約0
.5以下になるような濃度で血球試薬に添加したときに、上述の方法で色素添加の有無が確
認できる色素を使用することが好ましい。従って、405nm近辺に極大吸収をもつオレンジ
や赤系統の色素を使用することは、溶血の確認を妨害するため好ましくない。
【００３２】
　本発明において、「血球試薬に添加した際に互いの血球試薬を肉眼で識別可能にする２
種類の色素の組み合わせ」は、たとえば、エバンスブルーとブリリアントグリーンの組み
合わせ、または青～緑系の水溶性色素と蛍光色素の組み合わせが挙げられ、３種類の色素
の組合せは、たとえば、エバンスブルーとブリリアントグリーンとブリリアントブルーFC
Fの組み合わせ、または青～緑系の水溶性色素と蛍光色素と黒色顔料（墨汁）の組み合わ
せが挙げられる。ただし、上述の２～３種類の水溶性色素の組み合わせを使用した場合、
これらを、赤血球が浮遊している状態の赤血球懸濁液に添加すると、いずれも紫のような
色になり、互いを明確に識別することは難しい。この場合、検査前もしくは検査後の赤血
球と上清が分離している状態のときに赤血球試薬の識別を行うことにより、明確に識別す
ることが可能である。なお、このような識別の困難性は、上述のとおり水溶性色素と蛍光
色素を組合せて使用したり、あるいは水溶性色素と蛍光色素と顔料を組合せて使用したり
することにより、回避することができる。
【００３３】
　血球試薬への色素の添加濃度は、添加により色または蛍光が血球試薬の懸濁液に付与さ
れる濃度であればよく、たとえばエバンスブルーを使用する場合、最終濃度で、3％血球
試薬に対し、最大0.002％（v/v）添加できる。目視での視認性を確認するのに好ましいエ
バンスブルーの濃度は0.0005％（v/v）以上0.002％（v/v）以下である（後述の実施例１
参照）。
【００３４】
　色素の添加濃度の上限についても、色素添加で溶血を確認しにくくなることがないよう
に考慮することが望ましい。溶血は、OD405nmが0.5を超えると、着色を目視で確認するこ
とが可能であり、溶血の確認のためには、405nmにおける色素由来の吸光度が高くなると
好ましくないことから、色素の添加濃度（最終濃度）の上限は、405nmにおける吸光度（O
D）＝0.5とすることが好ましい。
【００３５】
　本発明の方法に従って血球試薬を標識した場合、血球の試薬としての性質を損なうこと
なく、特定種類の血球試薬を、他の血球試薬と肉眼で識別可能なように標識することが可
能である（後述の実施例３参照）。
【００３６】
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　上記方法により識別標識された複数種類の血球試薬を用いて、複数種類の血球試薬を使
用する血液検査を行うことが可能である。たとえば、ＡＢＯ血液型のウラ試験、抗体スク
リーニング検査、抗体同定検査等を行うことが可能である。
【００３７】
　本発明の方法により識別標識された血球試薬を血液検査に使用した場合、その標識によ
り、複数の血球試薬を容易に区別することが可能である。たとえば、血液検査の際に誤っ
た血球試薬を試験管に入れてしまっても容易にみつけることが可能であり、自動分析機で
血球試薬が所定のサンプルに分注されたかどうかを確認することも可能である。
【実施例】
【００３８】
　実施例１：水溶性色素を用いた例
　本実施例では、青～緑系の水溶性色素を用いて赤血球試薬を識別標識した。
【００３９】
　血球試薬としては、アファーマジェン（Ortho Clinical Diagnostics）を使用した。
【００４０】
　エバンスブルー（和光純薬）、ブリリアントブルーFCF（和光純薬）、ブリリアントグ
リーン(和光純薬)を1％（v/v）濃度水溶液とした。これらを更に希釈して分光光度計で40
5nmにおけるODを測定し、ODが0.5になる濃度を算出した。ODが0.5になる色素の濃度は以
下のとおりであった。
【００４１】
エバンスブルー　　　　　　0.002％（v/v）
ブリリアントブルーFCF　　 0.00125％（v/v）
ブリリアントグリーン　　　0.001％（v/v）。
【００４２】
　各色素の最終濃度が上記濃度になるように3%赤血球浮遊液に各色素を添加した。
【００４３】
　その結果を図１に示す。図１は、左から順に、「色素非添加」、「エバンスブルー0.00
2%添加」、「ブリリアントブルーFCF 0.00125%添加」、「ブリリアントグリーン0.001%添
加」を示す。
【００４４】
　いずれの色素を添加した赤血球試薬も「色素非添加」の赤血球試薬との識別が可能であ
った。すなわち、いずれの色素も、ＯＤ405nm（405 nmにおける吸光度）＝0.5以下の濃度
で赤血球試薬に添加されたときに、目視で色素添加を確認することが可能な色素であった
。特にエバンスブルーを添加した赤血球試薬とブリリアントブルーFCFを添加した赤血球
試薬は、「色素非添加」の赤血球試薬と明瞭に識別することが可能であった。
【００４５】
　更にエバンスブルー濃度を変えて3%血球試薬に添加し、これら赤血球試薬が「色素非添
加」の赤血球試薬と肉眼で明確に識別可能であるか確認した。その結果を以下の表に示す
。識別の対照として、色素を添加しない血球試薬を使用した。
【表１】

【００４６】
　また、エバンスブルー（濃度0.0015%）の吸収曲線を図２に示し、血液の溶血物(ヘモグ
ロビン)の吸収曲線を図３に示す。
【００４７】
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　これら結果は、赤血球試薬の溶血を確認することを保証するために、エバンスブルーの
添加濃度（最終濃度）は0.002％（v/v）以下であることが好ましいこと、並びに色素非添
加の赤血球試薬との識別を可能にするために、エバンスブルーの添加濃度（最終濃度）は
、0.0005％（v/v）以上であることが好ましいことを示す。また、図２および３は、少な
くとも0.0015％（v/v）濃度のエバンスブルーは、赤血球試薬の溶血の確認を妨害しない
ことを示す。
【００４８】
　実施例２：蛍光色素を用いた例
　本実施例では、蛍光色素を用いて赤血球試薬を識別標識した。
【００４９】
　血球試薬としては、アファーマジェン（Ortho Clinical Diagnostics）を使用した。
【００５０】
　蛍光色素としてウラニン（和光純薬）を、0.002 g/ml以下の種々の濃度（表２および３
に記載の濃度）になるように3％血球浮遊液に添加した。識別の対照として、色素を添加
しない血球試薬を使用した。
【００５１】
　ウラニンを添加した血球試薬と添加しなかった血球試薬とを一般照明下で識別した結果
を表２に示す。これらサンプルの写真を図４に示す。図４は左から順に、0.002 g/ml、0.
001 g/ml、0.0005 g/ml、0.0025 g/ml、0.00125 g/mlの濃度のウラニンを添加したサンプ
ル、およびウラニンを添加しなかったサンプルを示す。また、同じサンプルをブラックラ
イトで暗室内で識別した結果を表３に示す。

【表２】

【００５２】

【表３】

【００５３】
　表２および図４の結果は、所定の濃度以上のウラニンを添加した血球試薬と非添加の血
球試薬とが肉眼で識別され得ることを示し、表３の結果は、ブラックライトの下で識別し
た場合、低濃度のウラニンも識別のために使用可能であることを示す。
【００５４】
　実施例３：赤血球懸濁液に色素を添加した例（本発明の例）と赤血球自体を色素標識し
た例（従来例）の間の試薬の劣化度の対比
　非特許文献１に示す方法で血球試薬（アファーマジェン）に蛍光色素を導入したものと
導入しなかったものを赤血球保存液(アルセバー液.自家調整)に1%になるように浮遊した
ものを冷蔵保存して、時々撹拌して溶血の程度を確認した。蛍光色素の赤血球への導入は
、非特許文献１に記載されるとおり、PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kitを用いて
行った。その結果を表４に示す。
【００５５】
　蛍光色素を導入したものでは、導入しなかったものに比べて上清への溶血が早く観察さ
れた。このことから、蛍光色素導入したものは導入しないものに比べて保存性が劣ると考
えられた。これは、蛍光色素導入操作でアルコール等を添加するため、脂質膜の安定性が
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【００５６】
　一方、本発明の方法により、血球試薬（アファーマジェン）にブリリアントブルーFCF
を0.0004%濃度になるように添加したものと非添加のものを調製し、同様に溶血の程度を
確認した。色素添加すると目視による正確な溶血の確認が困難なため、OD405nmで確認し
た。その結果を表５に示す。色素非添加の場合に対する、色素添加による溶血の上昇は見
られなかった。
【表４】

【００５７】
【表５】

【００５８】
　上記結果は、赤血球自体に色素を結合させた従来例では、色素導入により赤血球の試薬
としての性質が劣化するのに対し、本発明に従って赤血球懸濁液に色素を添加した例では
、赤血球の試薬としての性質を標識操作により劣化させることなく、赤血球試薬を識別標
識できることを示す。
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