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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　血球サンプル中の有核赤血球を識別する方法であって、以下のステップ：
（ａ）当該血球サンプルを試薬系に晒して、成熟赤血球を溶解し及びサンプル混合物を作
るステップ；
（ｂ）軸方向の光損失シグナル及びＤＣインピーダンス・シグナルを計測することにより
、フローセル中の上記サンプル混合物を分析するステップ；
（ｃ）ステップ（ｂ）において得られた上記軸方向の光損失シグナル及びＤＣインピーダ
ンス・シグナルからなる信号を使用して、有核赤血球を他の細胞型から識別するステップ
であって、ただし、上記信号は、有核赤血球を他の細胞型から識別するための蛍光シグナ
ルを含まない、ステップ；そして
（ｄ）上記血球サンプル中の有核赤血球を報告するステップ、
を含む前記方法。
【請求項２】
　前記有核赤血球を他の細胞型から識別するステップが、前記軸方向の光損失シグナル、
及び前記ＤＣインピーダンス・シグナルの内の１以上の関数を使用する、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　白血球の亜集団を識別し、及び報告するステップをさらに含む、請求項１に記載の方法
。
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【請求項４】
　前記白血球亜集団が、リンパ球、単球、好中球、及び好酸球を含む、請求項３に記載の
方法。
【請求項５】
　前記有核赤血球の報告が、１００白血球当たりの有核赤血球の数、又は前記血球サンプ
ルの単位体積当たりの有核赤血球の絶対数を報告する形式である、請求項１に記載の方法
。
【請求項６】
　前記血球サンプルが、ヒトの末梢血、さい帯血、及び骨髄、並びに非ヒトの末梢血、さ
い帯血、及び骨髄を含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　以下のステップ：
　　ステップ（ｂ）における前記サンプル混合物の残留血球の総数を得るステップ；
　　前記残留血球の総数から有核赤血球及び細胞残屑を差し引いて、補正白血球数を得る
ステップ；そして
　　前記血液サンプル中の上記補正白血球数を報告するステップ、
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　血球サンプル中の有核赤血球を識別する方法であって、以下のステップ：
（ａ）当該血球サンプルを試薬系に晒して、成熟赤血球を溶解し及びサンプル混合物を作
るステップ；
（ｂ）低角度光散乱シグナル及び軸方向の光損失シグナルを計測することにより、フロー
セル中の上記サンプル混合物を分析するステップ；
（ｃ）ステップ（ｂ）において得られた前記低角度光散乱シグナル及び前記軸方向の光損
失シグナルからなる信号を使用して、有核赤血球を他の細胞型から識別するステップであ
って、ただし、上記信号は、有核赤血球を他の細胞型から識別するための蛍光シグナルを
含まない、ステップ；そして
（ｄ）上記血球サンプル中の有核赤血球を報告するステップ、
を含む前記方法。
【請求項９】
　前記低角度光散乱シグナルが１０°未満で計測される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記低角度光散乱シグナルが約１°～約７°の範囲で計測される、請求項９に記載の方
法。
【請求項１１】
　前記有核赤血球を他の細胞型から識別するステップが、前記低角度光散乱シグナル及び
前記軸方向の光損失シグナルの１以上の関数を使用する、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記有核赤血球の報告が、１００白血球当たりの有核赤血球の数、又は前記血球サンプ
ルの単位体積当たりの有核赤血球の絶対数を報告する形式である、請求項８に記載の方法
。
【請求項１３】
　前記血球サンプルが、ヒトの末梢血、さい帯血、及び骨髄、並びに非ヒトの末梢血、さ
い帯血、及び骨髄を含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　白血球の亜集団を識別し、及び報告するステップをさらに含む、請求項８に記載の方法
。
【請求項１５】
　前記白血球亜集団が、リンパ球、単球及び好中球の合計、及び好酸球を含む、請求項１
４に記載の方法。
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【請求項１６】
　以下のステップ：
　　ステップ（ｂ）における前記サンプル混合物の残留血球の総数を得るステップ；
　　前記残留血球の総数から有核赤血球及び細胞残屑を差し引いて、補正白血球数を得る
ステップ；及び
　　上記血液サンプル中の上記の補正白血球数を報告するステップ、
をさらに含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１７】
　血球サンプル中の有核赤血球を識別する方法であって、以下のステップ：
（ａ）；当該血球サンプルを試薬系に晒して、成熟赤血球を溶解し及びサンプル混合物を
作るステップ；
（ｂ）ＤＣインピーダンス・シグナル、低角度光散乱シグナル、及び軸方向の光損失シグ
ナルを計測することにより、フローセル中の上記サンプル混合物を分析するステップ；
（ｃ）ステップ（ｂ）において得られた上記ＤＣインピーダンス・シグナル、低角度光散
乱シグナル及び軸方向の光損失シグナルからなる信号を使用して、有核赤血球を他の細胞
型から識別するステップであって、ただし、上記信号は、有核赤血球を他の細胞型から識
別するための蛍光シグナルを含まない、ステップ；そして
（ｄ）上記血球サンプル中の有核赤血球を報告するステップ、
を含む前記方法。
【請求項１８】
　前記低角度光散乱シグナルが約１０°未満で計測される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記低角度光散乱シグナルが約１°～約７°の範囲で計測される、請求項１８に記載の
方法。
【請求項２０】
　前記有核赤血球を他の細胞型から識別するステップが、前記軸方向の光損失シグナル、
並びに前記ＤＣインピーダンス・シグナル及び前記低角度光散乱シグナルの内の１以上の
関数を使用する、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記有核赤血球を他の細胞型から識別するステップが、前記ＤＣインピーダンス・シグ
ナル、前記低角度光散乱シグナル、及び前記軸方向の光損失シグナルの内の１以上の関数
を使用する、請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　前記有核赤血球の報告が、１００白血球細胞当たりの有核赤血球の数、又は前記血球サ
ンプルの単位体積当たりの有核赤血球の絶対数を報告する形式である、請求項１７に記載
の方法。
【請求項２３】
　前記血球サンプルが、ヒトの末梢血、さい帯血、及び骨髄、並びに非ヒトの末梢血、さ
い帯血、及び骨髄を含む、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　白血球の亜集団を識別し、及び報告するステップをさらに含む、請求項１７に記載の方
法。
【請求項２５】
　前記白血球亜集団が、リンパ球、単球、好中球、及び好酸球を含む、請求項２４に記載
の方法。
【請求項２６】
　以下のステップ：
　　ステップ（ｂ）における前記サンプル混合物の残留血球の総数を得るステップ；
　　前記残留血球の総数から有核赤血球及び細胞残屑を差し引いて、補正白血球数を得る
ステップ；及び
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　　上記血液サンプル中の上記補正白血球数を報告するステップ、
をさらに含む、請求項１７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２００４年２月１０日に出願された米国仮出願番号第６０／５４３，１６２
号の３５ＵＳＣ　１１９（ｅ）の利益を主張し、そしてその内容全体を本願明細書中に援
用する。
【０００２】
技術分野
　本出願は、光学的、及びインピーダンス計測による有核赤血球細胞の計測方法に関する
。
【背景技術】
【０００３】
技術背景
　通常の末梢血は、核のない成熟赤血球を含む。有核赤血球（ＮＲＢＣ）又は赤芽球は未
熟赤血球である。それらは、通常、骨髄中で生じるが末梢血内では生じない。しかしなが
ら、貧血及び白血病の如きある疾患においては、有核赤血球は、末梢血内にも生ずる。そ
れ故、ＮＲＢＣを計測することは、臨床上重要である。伝統的に、有核赤血球の識別及び
計数は、手作業で実施される。当該方法は、顕微鏡スライド上に血液サンプルを塗りつけ
ること、そして当該スライドを染色すること、その後当該個別のスライドの手作業の視覚
分析を含む。当該有核赤血球濃度は、１００白血球（ＷＢＣ）当たりのＮＲＢＣの数字と
して報告される。通常、血液塗抹標本上の２００の白血球及び同一領域中に存在するＮＲ
ＢＣの数がカウントされ、ＮＲＢＣ／１００ＷＢＣの数字として当該ＮＲＢＣ濃度を表す
ために、当該ＮＲＢＣの数字は２で割られる。この方法は、極端に時間がかかり、並びに
個人の当該スライド分析の解釈が主観的となる。
【０００４】
　昨今、いくつかの蛍光フローサイトメトリー法が、有核赤血球を識別するために開発さ
れている。これらの方法は、有核赤血球を他の細胞型と識別するために、核特異的染色技
術を利用する、なぜならば電子物性又は光学的特性のみに基づいて有核赤血球を識別する
のは困難だからである。
【０００５】
　米国特許第５，２９８，４２６号（Ｉｎａｍｉ　ｅｔ　ａｌ．）は、有核赤血球を識別
する蛍光性方法を記載する。当該方法は、第１流動体及び第２流動体を使用する２ステッ
プの染色を利用する。Ｉｎａｍｉ　ｅｔ　ａｌ．が教示するには、当該第１流動体は、有
核赤血球の核小体を特に染色するためにそれらの中に拡散する赤芽球－染色染料を含み、
次いで、２次元プロット上で有核赤血球と他の細胞群を分離し、それによりＮＲＢＣの識
別結果が計算される。
【０００６】
　米国特許第５，５５９０３７号（Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．）は、有核赤血球及び白血球の
フローサイトメトリー分析方法を記載する。当該方法は、全血液サンプル由来の赤血球及
びＮＲＢＣの細胞質の溶解し、当該有核赤血球の核小体を生体核染色にさらし、当該核小
体の中への当該生体核染色の浸透を最小化し、そして、蛍光、及び光散乱の２つの角度を
計測することにより当該サンプルを分析することを含む。この方法は、残屑からの信号（
蛍光、及び非蛍光）を遮断し、及びＮＲＢＣｓのように軸方向の光損失（ＡＬＬ）トリガ
ーを下回るが、蛍光トリガー（ＦＬ３）を上回る信号を同定する３つの制御方法を特色と
する。この方法は、当該ＮＲＢＣ及び白血球の識別を得るために４２℃まで当該試薬を加
熱する必要がある。
【０００７】
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　米国特許第５，６４８，２２５号（Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．）は、有核赤血球の下位分類
のための多目的溶解試薬の使用方法を記載する。当該方法は、核染色法を含む多目的溶解
試薬で血液サンプルを溶解するステップ、当該サンプル混合物を高温でインキュベートす
るステップ、及び自動電気光学血液学機器でＮＲＢＣｓを含む当該有核血球を計測するス
テップを含む。
【０００８】
　米国特許第５，８７９，９００号（Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．）は、フローサイトメトリー
により、血液サンプル中のＮＲＢＣｓ、白血球（ＷＢＣ）、損傷白血球、及び白血球の亜
集団を識別する方法を記載する。当該方法は、血液細胞を溶解する；有核赤血球及び損傷
白血球を生体核染色法で染色する；蛍光、軸方向の光損失、及び３°～１０°の光散乱の
シグナルを計測することにより、当該サンプル混合物を分析する；当該蛍光及び光散乱の
シグナルから３次元プロットを構築する；及びＷＢＣ、ＮＲＢＣ、損傷ＷＢＣ、及びＷＢ
Ｃ部分集合の差異を識別し、そしてカウントすることを含む。
【０００９】
　ＥＰ　１　００４　８８０　Ａ２は、有核赤血球の識別及び計数のための試薬及び方法
を記載する。当該方法は、赤血球を溶解する、白血球及び有核赤血球を染色する、少なく
とも１つの分散光パラメーター、及び少なくとも１つの蛍光パラメーターを計測すること
により当該サンプルを評価するステップを含む。
【００１０】
　上記方法は、蛍光及び光散乱計測の混合により、有核赤血球及び白血球の識別及び計数
を可能とする。しかしながら、蛍光計測は、複雑で高価な検出方法である。
【００１１】
　米国特許第５，８７４３１０号（Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．）は、有核赤血球の識別方法を記
載する。当該方法は、成熟赤血球を溶解すること、及び有核赤血球を他の細胞型から識別
するための光散乱計測により、フローセル中の当該サンプルを分析することを含む。当該
光散乱計測は、１０°未満の２つの低角度光散乱シグナルを使用することにより実施され
る。当該方法は、電子的及び光学的分析を使用する白血球の同時識別をさらに含み、ここ
で当該電子分析は、ＤＣインピーダンス計測である。
【００１２】
　米国特許第５，９１７，５８４号（Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．）は、有核赤血球を他の細胞型
から識別するための光散乱計測の２つの角度を使用する方法をさらに開示し、ここで、第
１光散乱シグナルは低角度光散乱シグナルであり、第２光散乱シグナルは、中程度の角度
又は直角光散乱シグナルである。
【００１３】
　米国特許第６，４１０，３３０号（Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．）は、有核赤血球の識別方法も
また開示する。当該方法は、細胞溶解試薬で血液サンプルの赤血球を溶解する、非焦点式
フロー細孔におけるＤＣインピーダンス計測により有核赤血球を計測する、赤血球と他の
細胞型を識別する、及び当該血液サンプル中の有核赤血球を報告するステップを含む。
【００１４】
　米国特許第６，４７２，２１５号（Ｈｕｏ　ｅｔ　ａｌ．）は、有核赤血球の識別方法
を教示し、当該方法は、以下のステップ：第１溶解試薬系及び第２溶解試薬系それぞれで
、血液サンプルの第１分割量及び第２分割量を別々に溶解すること；ＤＣインピーダンス
、高周波、及び光散乱の計測によりフローセルにおける第１サンプル混合物を計測する；
非焦点式フロー細孔におけるＤＣインピーダンスの計測により、細胞分布を計測し、そし
て第２サンプル混合物中の残留血球をカウントする；当該第１サンプル混合物を計測する
こと及び第２サンプル混合物を計測することの各々から入手された血球分布パターンを分
析する；及びＮＲＢＣｓと他の細胞型を識別するための、及び当該血液サンプル中の多数
のＮＲＢＣｓを特定するための混合分析をさらに実施する、を含む。
【００１５】
　有核赤血球と他の細胞型、特に白血球との識別は、それらの大きさ及び光散乱及び蛍光
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特性により計測されるとき、他の細胞型からの信号と重複する可能性があることから技術
的にやりがいがあるが知られる。先行技術の検出システム、及び検出方法は、当該計測の
コスト、簡易性、及び効率に関してさらに改良され得る。
【００１６】
　上記に基づいて、単純、安価、さらに信頼し得る検出方法、及び有核赤血球を識別し計
数する装置の必要性がさらに存在する。
【発明の開示】
【００１７】
本発明の概要
　ある態様において、当該発明は、血球細胞中の有核赤血球と他の細胞型との識別方法に
関する。当該方法は、以下のステップ：血球サンプルを試薬系に晒して、成熟赤血球を溶
解し及びサンプル混合物を作る；軸方向の光損失シグナル及びＤＣインピーダンス・シグ
ナルを計測することにより、フローセルにおける当該サンプル混合物を分析する；当該軸
方向の光損失及びＤＣインピーダンス・シグナルからなる信号を使用して、有核赤血球を
他の細胞型から識別する；及び当該血球サンプル中の有核赤血球を報告する、を含む。さ
らに、当該軸方向の光損失、及びＤＣインピーダンス・シグナルの内の１以上の関数が、
前記有核赤血球を他の細胞型から識別するために使用され得る。さらに、当該方法は、少
なくとも４つの亜集団に白血球を識別することをさらに含む。
【００１８】
　他の態様において、当該サンプル混合物は、低角度光散乱及び軸方向の光損失のシグナ
ルを計測することにより、フローセルにおいて分析され、そして当該得られた低角度光散
乱及び軸方向の光損失のシグナルを使用することにより、当該有核赤血球は他の細胞型と
識別される。当該低角度光散乱シグナルは、１０°未満、及び好ましくは約１°～約７°
の範囲である。さらに、当該低角度光散乱及び軸方向の光損失のシグナルの内の１以上の
関数は、血球サンプル中の当該有核赤血球を他の細胞型から識別するために使用され得る
。さらに、当該方法は、少なくとも３つの亜集団に白血球を識別することをさらに含む。
【００１９】
　他の態様において、当該サンプル混合物は、ＤＣインピーダンス・シグナル、低角度光
散乱、及び軸方向の光損失のシグナルを計測することにより、フローセル中の当該サンプ
ル混合物を分析し、そして当該有核赤血球は、得られるＤＣインピーダンス、低角度光散
乱、及び軸方向の光損失のシグナルを使用して、他の細胞型から識別される。さらに、当
該ＤＣインピーダンス、低角度光散乱、及び軸方向の光損失のシグナルの内の１以上の関
数は、当該有核赤血球を他の細胞型から識別するために使用され得る。さらに、当該方法
は、少なくとも４つの亜集団に白血球を識別することをさらに含む。
【００２０】
　さらに、上記当該方法は、総有核細胞数から当該有核赤血球数を差し引くことにより、
有核赤血球の干渉からの白血球数の補正をさらに含む。
【００２１】
　下記の好ましい態様の詳細な説明の内容からよりわかるように、本発明は、核染色する
こと及び高価な蛍光検出方法の使用なしで、ＤＣインピーダンス、光散乱、及び軸方向の
光損失の計測を利用する有核赤血球の識別を提供する先行技術と比較して、特に利点を有
する。本発明の方法のさらなる特徴は、サンプル調製品の加熱を必要とせず、及び室温で
最適に機能することである。本発明は、以下の好ましい態様の記載から、より理解される
だろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２２】
本発明の詳細な記載
　ある態様において、本発明は、軸方向の光損失、及びＤＣインピーダンスの計測の組み
合わせを使用して、有核赤血球を他の細胞から識別する方法を提供する。当該方法は、以
下のステップ：血球サンプルを試薬系に晒し、成熟赤血球を溶解する；軸方向の光損失シ
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グナル及びＤＣインピーダンス・シグナルを計測することにより、フローセルにおける当
該サンプル混合物を分析する；当該軸方向の光損失及びＤＣインピーダンスのシグナルを
使用して、有核赤血球を他の細胞型から識別する；及び当該血球サンプル中の有核赤血球
を報告する、を含む。
【００２３】
　有核赤血球の計測は、光学的計測及びインピーダンス計測を使用して、焦点式フローの
フローセル中で実施される。血球の如き粒子がフローセルの細孔を通過するとき、照明源
からの入射光を散乱させ、光散乱の全方向への放射を引き起こす。当該光散乱シグナルは
、０°～１８０°の範囲の入射光線に対して様々な角度で光検出器により検出され得る。
各細胞集団は重要か重要でないかのいずれかの異なる光散乱特性を有し、そして当該特性
は異なる細胞集団の識別のために利用され得ることが見出される。入射光から１０°未満
で検出された当該光散乱シグナルは、一般的に低角度光散乱といわれる。当該低角度光散
乱の特徴は、細胞の大きさ、並びに細胞の内容により影響を受ける。
【００２４】
　軸方向の光損失（ＡＬＬ、急な吸光としても知られる）は、一般的に、入射光線を通過
し、そして光検出器により検出される粒子に起因する光エネルギーにおける低減である。
入射光線が粒子にぶつかるとき、光は、散乱させられるか、吸収されるかのいずれかであ
り、当該入射光及び入射ビームからのエネルギーの除去の双方が軽減される。この軽減が
吸光として言及される。入射光線の軸に沿って見るとき、軸方向の光損失として言及され
る。一般的に、ＡＬＬシグナルは、入射光から約０°～約１°の範囲内で検出される。本
発明の好ましい態様において、ＡＬＬシグナルは、当該入射光の軸から約０．５°未満の
円形部内で回収される。ＡＬＬシグナルは、細胞の大きさに強く影響される。
【００２５】
　軸方向の光損失計測法は入射光からエネルギーの損失を計測し、一方、低角度光散乱計
測法は光の増大を計測するので、これらの２つの異なる光学的特性を計測するために異な
る電気回路が要求される。図１０に示す通り、ＡＬＬシグナルを計測するために使用され
る電気回路は反転増幅器を使用し、一方、低角度光散乱シグナルを計測するために使用さ
れる電気回路は非反転増幅器を使用する。
【００２６】
　光学検波装置は、ＡＬＬ及び低角度光散乱シグナルを計測するために使用される。当該
光学検波ハードウェアの多くのデザインは、本発明の目的のために使用される。ある態様
において、当該光学検波装置は、プリント基板上に置かれた、適した大きさ及び形状の２
つの別個の光検出器を含む。一方の光検出器はＡＬＬシグナルを計測するために使用され
、そして他方の光検出器は光散乱シグナルを計測するために使用される。当該光検出器か
らの信号は、以下に記載される実験用血液学分析器の中の調整回路に送られる。他の態様
において、当該光学検波装置は、当該ＡＬＬ及び光散乱シグナルを計測するための適当な
大きさ及び形状の検出領域を有する平面フォトダイオード・アレイを含む。当該フォトダ
イオード・アレイからの信号は、当該実験用血液学分析器の中の調整回路に送られる。さ
らに他の態様において、当該光学検波装置は、当該ＡＬＬ及び光散乱シグナルを計測する
ための光ファイバー・アレイを含む。当該好適な光ファイバー・アレイは、米国特許第６
，７９８，５０８号に詳細に記載され、その内容全体を本願明細書中に援用する。
【００２７】
　一方で、導電性溶液中に懸濁された粒子又は血球が当該フローセルを通過するとき、電
気信号は、インピーダンス変化に起因して計測され得る。パルス波形、パルス波高、及び
パルス幅は、粒子の大きさに直接関連し、及び計測された当該粒子の大きさに転換され得
る。異なる大きさの複数の粒子が計測されたとき、当該計測から得られたヒストグラムは
、当該粒子のサイズ分布を表し得る。ＤＣインピーダンス計測装置を装備する血液分析器
による血球の計数及び定寸に使用される当該検出方法は、米国特許第２，６５６，５０８
号、同第３，８１０，０１１号、及び同第５，１２５，７３７号に一般的に記載され、そ
の内容全体を本願明細書中に援用する。
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【００２８】
　本発明のための血液サンプルを溶解するために好適な試薬系は、米国特許第４，５２１
，５１８号、同第４，５２８，２７４号、同第５，９３５，８５７号に記載される希釈剤
の如き、等張血液希釈剤、及び米国特許第５，７６３，２８０号、同第５，８３４，３１
５号、及び６，５７３，１０２号に記載される溶解試薬の如き溶解試薬を含み、これらの
文献はその内容全てを本願明細書中に援用される。あるいは、当該試薬系は、米国特許第
５，８８２，９３４号に記載されるような等張溶解試薬でもあり、当該文献の内容全体を
本願明細書中に援用する。この試薬は、当該血液サンプルを希釈し、そして続く分析のた
めに同時に当該赤血球を溶解する。
【００２９】
　実施例１は、軸方向の光損失及びＤＣインピーダンスの計測を使用して、有核赤血球を
識別する方法を示す。図１Ａは、実施例１に記載された試薬及び方法を使用して処理及び
分析された、有核赤血球を含む臨床的全血サンプルのＤＣ対ＡＬＬの散布図を示す。示さ
れるように、当該有核赤血球は、白血球から及び細胞残屑から離れた集団を形成する。
【００３０】
　図１Ｂは、実施例１に記載された試薬及び方法を使用して得られた、通常の全血サンプ
ルのＤＣ対ＡＬＬの散布図を示す。容易にわかるように、当該有核赤血球が属する領域内
に細胞集団は存在しない。
【００３１】
　当該サンプルのＮＲＢＣ濃度は、同定されたＮＲＢＣ集団（図１Ａ）中の細胞数を白血
球（ＷＢＣ）数により割り、当該商に１００を掛けることにより計算され得る。当該ＮＲ
ＢＣ濃度は、ＮＲＢＣ／１００ＷＢＣの数字として報告され得、そしてそれは手動の標準
方法の単位と同様であり、又は全血液の１マイクロリットル（μＬ）当たりのＮＲＢＣの
絶対数として報告され得る。
【００３２】
　さらに、図１Ａ及び１Ｂに示されるように、当該白血球は、当該軸方向の光損失及びＤ
Ｃインピーダンスの計測を使用して、さらに４つの亜集団に識別される。当該４つの亜集
団は、リンパ球、単球、好中球、及び好酸球を含む。
【００３３】
　他の態様において、本発明は、軸方向の光損失及び低角度光散乱の計測の組み合わせを
使用して、有核赤血球を他の細胞型から識別する方法を提供する。この態様において、溶
解された血液サンプルは、軸方向の光損失及び低角度光散乱のシグナルを計測することに
よりフローセル中で分析される。当該有核赤血球は、得られた軸方向の光損失及び低角度
光散乱のシグナルを使用して、他の細胞型と識別される。好ましくは、当該低角度光散乱
シグナルは、１０°未満で計測され、より好ましくは約１°～約７°の範囲内で、そして
最も好ましくは約４°～約６°で計測される。
【００３４】
　図２Ａは、実施例１に記載された試薬及び方法を使用して得られた、図１Ａに示された
同様の臨床的全血サンプルのＬＳ１（５．１°での光散乱）対ＡＬＬの散布図を示す。示
されるように、当該有核赤血球は、白血球から、及び細胞残屑から明らかに分離される集
団を形成する。
【００３５】
　図２Ｂは、図１Ｂに示された同様の通常全血サンプルのＬＳ１対ＡＬＬの散布図である
。この場合もやはり、当該有核赤血球が属する領域内に細胞集団は存在しない。
【００３６】
　さらに、図２Ａ及び２Ｂに示されるように、当該白血球は、当該軸方向の光損失及びＤ
Ｃインピーダンスの計測を使用して、さらに３つの亜集団に識別される。当該３つの亜集
団は、リンパ球、単球及び好中球の合計、及び好酸球を含む。
【００３７】
　他の態様において、本発明は、軸方向の光損失、低角度光散乱、及びＤＣインピーダン
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スの計測の組み合わせを使用して、有核赤血球を他の細胞型から識別する方法を提供する
。この態様において、溶解された血液サンプルは、軸方向の光損失、低角度光散乱、及び
ＤＣインピーダンスのシグナルを計測することによりフローセル中で分析される。当該有
核赤血球は、得られた軸方向の光損失、低角度光散乱、及びＤＣインピーダンスのシグナ
ルを使用して、他の細胞型から識別される。当該低角度光散乱シグナルは上記と同様の範
囲において計測され、すなわち、約１°～約７°の範囲内、より好ましくは約４°～約６
°で計測される。
【００３８】
　さらに具体的にはある態様において、細胞分布散布図を、軸方向の光損失シグナル、並
びに低角度光散乱及びＤＣインピーダンスのシグナルの関数を使用することにより構築し
た。１つの態様として、図３Ａは、実施例１に記載された試薬及び方法を使用して得られ
た、図１Ａに示された同様の臨床的全血サンプルのＦ１対ＡＬＬの散布図を示す。この場
合、関数Ｆ１は、（（ＤＣ＋ＬＳ１）／ＤＣ×１０００））と等価である。示されるよう
に、当該有核赤血球は、白血球から、及び細胞残屑から、明らかに分離される。図３Ｂは
、図１Ｂに示された同様の通常全血サンプルのＦ１対ＡＬＬの散布図を示す。
【００３９】
　他の態様において、図４Ａは、実施例１に記載された試薬及び方法を使用して得られた
、図１Ａに示された同様の臨床的全血サンプルのＦ２対ＡＬＬの散布図を示す。この場合
、関数Ｆ２は、（ＤＣ／（ＤＣ＋ＬＳ１）×１０００））と等価である。示されるように
、当該有核赤血球は、白血球から、及び細胞残屑から、明らかに分離される。図４Ｂは、
図１Ｂに示された同様の通常全血サンプルのＦ２対ＡＬＬの散布図を示す。
【００４０】
　他の細胞型からの当該有核赤血球の分離が、ＤＣ及びＬＳ１の関数によりさらに促進さ
れることは、図３Ａ及び４Ａにより提供される例証から明らかである。
【００４１】
　あるいは、他の細胞型から当該有核赤血球の分離は、ＤＣ、ＬＳ１、及びＡＬＬの１以
上の関数を使用しても促進されることが見出される。さらに、有核赤血球の識別のための
ＤＣ及びＡＬＬの計測を使用する、並びにＡＬＬ及び低角度光散乱の計測を使用する前記
議論された態様において、ＤＣ及びＡＬＬの１以上の関数、あるいはＡＬＬ及びＬＳ１の
１以上の関数は、他の細胞型から有核赤血球の分離をさらに促進するために利用され得る
。
【００４２】
　実施例３は、他の細胞型と当該有核赤血球を識別するための上記のような本発明の異な
る試薬系及び方法を使用する、他の実施例を例証する。図５Ａ、６Ａ、７Ａ、及び８Ａに
示されるように、当該有核赤血球は、ＤＣ対ＡＬＬ、ＬＳ１対ＡＬＬ、Ｆ１対ＡＬＬ、及
びＦ２対ＡＬＬの各散布図において、白血球から、及び細胞残屑から、明らかに分離され
る。
【００４３】
　上記のように、蛍光計測法により計測されるときでさえ、当該有核赤血球は、他の細胞
型、特に白血球と重複し得る。本発明の方法は、この特定の成熟赤血球集団の計数のため
の赤血球の識別を促進するために、多重パラメーター及びそれらの関数を利用する。
【００４４】
　図９及び実施例４に示されるように、臨床的サンプルの１３２を含む３３６の全血サン
プルの総計を、実施例１に記載の方法及び試薬を使用して分析した。当該ＮＲＢＣの結果
を、当該Ｆ１対ＡＬＬ散布図を使用する差分解析法より得た。図９は、以下に記載のフロ
ーサイトメトリー標準方法の結果と本発明の方法を使用して得られた結果との間の線形相
関を例証する。
【００４５】
　他の態様において、当該方法は、白血球の補正をさらに含む。従来、直流インピーダン
ス法を使用して白血球をカウントするとき、当該有核赤血球が白血球と識別されないため
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、有核赤血球をカウントし又は部分的に白血球と共にカウントしていた。当該有核赤血球
により引き起こされる干渉は、上昇した及び誤った白血球数という結果をもたらし得る。
伝統的に、当該ＷＢＣ数は、器具より報告されたＷＢＣ数から手動差動法により得られた
有核赤血球の数を差し引くことにより、手動で補正される。本発明の方法においては、当
該白血球数に対するこの集団の寄与が自動補正され得る。さらに具体的には、当該サンプ
ル混合物中の残留血球の総数が、以下に記載する装置で、上記計測法を使用する当該サン
プル混合物の分析の間にさらに入手され得る。検出限界を超える当該サンプル混合物中の
残留血球は、主に、白血球ともし存在するならば有核赤血球とを含む有核血球、及び場合
により、少量の細胞残屑であることに留意する。上記のように白血球と有核赤血球及び細
胞残屑を識別する上で、補正された白血球数は、当該残留血球の総数から当該有核赤血球
及び細胞残屑を差し引くことにより入手され得る。当該補正ＷＢＣは血液学分析器により
自動的に報告され得、そしてさらなる手動補正は検査技師から要求されない。
【００４６】
　有核血球の識別のための上記方法を可能とする装置は、（ａ）サンプル混合物の入口及
び出口としての流入及び放水手段を含む、集束性フローのフローセル；（ｂ）当該有核血
球に当該フローセルを通過させるために、当該フローセルの入口の中に有核血球を含む血
球サンプルを導入するための導入手段；（ｃ）入射光線の軸が当該有核血球のフローに対
して直角に当該フローセルを通るように配置された入射光線；（ｄ）当該入射光の軸に対
して１０°未満の様々な角度での、軸方向の光損失及び低角度光散乱のシグナルの検出を
可能とする光学検波装置；及び（ｅ）細胞が当該フローセルの細孔を通過する際のインピ
ーダンス・シグナルを計測するためのＤＣインピーダンス検出器、を含む。
【００４７】
　前記のように、軸方向の光損失及び低角度光散乱のシグナルの検出を可能とする当該光
学検波装置は、いくつかのハードウェアのデザインを有し得る。以下に記載の実施例にお
いて使用される実験用血液学分析器において、当該光学検波装置は、２つの別個の光学検
波器を有し、１つは軸方向の光損失シグナルの計測用であり、他方は低角度光散乱シグナ
ルの計測用である。
【００４８】
　好ましい態様において、当該フローセルは３０～２５０μｍの範囲内の寸法を有する正
方形のフローセルとなり得、そしてそれは、軸方向の光損失、低角度光散乱のシグナルの
計測、及びＤＣインピーダンス・シグナルの検出を可能とする。さらに好ましくは、当該
フローセルは５０μｍの正方形フローセルである。好ましくは、約１°～約７°の範囲内
の当該光散乱シグナルが検出される。さらに好ましくは、約４°～約６°の範囲内の当該
光散乱シグナルが検出される。当該ＤＣインピーダンス検出器は、米国特許第５，１２５
，７３７号に詳細に記載され、その内容全体を本願明細書中に援用する。
【００４９】
　さらに、当該装置は、定量的に当該フローセルを通して当該サンプル混合物をデリバリ
ーする容積移送式ポンプをさらに含む。それ故、当該サンプル混合物の定量的細胞数が得
られる。
【００５０】
　以下の実施例は、本発明の例証であり、請求項に記載のように、本発明の範囲を限定す
ることとして解釈されるものではない。当該開示内容に従って、様々な他の成分及び割合
が使用され得ることが理解されるだろう。
【実施例】
【００５１】
実施例１
　末梢血とも言及される抗凝固処理全血サンプルの１４μＬを、等張性血液希釈剤である
、Ｉｓｏｔｏｎ（登録商標）３Ｅ（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ｉｎｃ．Ｍｉａｍ
ｉ，Ｆｌｏｒｉｄａの製品）の６１４μＬにより希釈し、そして実験用血液学分析器上の
混合チャンバー内で、溶解試薬の１２５μＬと混合した。当該溶解試薬の追加の約９秒後
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、有核赤血球の差分解析のために、当該サンプル混合物をシース液、Ｉｓｏｔｏｎ（登録
商標）３Ｅと共にフローセルにデリバリーした。当該溶解試薬は、赤血球の溶解、及び有
核赤血球の分析のための活性成分：３６ｇ／Ｌのドデシルトリメチルアンモニウム　クロ
ライド（５０％溶液）、３．６ｇ／Ｌのテトラデシル－トリメチルアンモニウム　ブロミ
ド、及び約ｐＨ４を含む水溶液だった。
【００５２】
　実験用血液学分析器は、当該サンプル混合物内の細胞が当該フローセルを通過するとき
に産生されるＤＣインピーダンス、低角度光散乱、及び軸方向の光損失シグナルを検出す
るための検出システムを備えていた。当該検出システムは、上記のようなＤＣインピーダ
ンス検出器、及び光学検波装置を含んだ。当該光学検波装置は、当該入射光から１０°未
満の様々な低角度、１．９°±０．５°、３．０°±０．５°、３．７°±０．５°、５
．１°±０．５°、６．０°±０．５°、及び７．０°±０．５°±０．５°を含む、で
光散乱シグナルの検出、及び軸方向の光損失（０°～０．５°）の検出を可能とした。さ
らに具体的には、５．１°±０．５°での当該低角度光散乱シグナル、及び当該軸方向の
光損失（０°～０．５°）を、本発明においてＮＲＢＣを他の細胞と識別するために使用
し、それらは当該散布図において各々ＬＳ１及びＡＬＬとして言及された。当該検出シス
テムを使用して、ＤＣインピーダンス、低角度光散乱、及び軸方向の光損失のシグナルを
ともに検出でき、あるいは、それらの１つ又は２つを選択的に検出できた。各血球を、５
０μｍのフローセルを通過させながら、当該検出システムにより計測した。当該データを
、１２ビットのアナログ・デジタル変換器（ＡＤＣ）の変換で取得した。
【００５３】
　図１Ａは、臨床的全血サンプルから得られたＤＣ対ＡＬＬの散布図を示し、白血球及び
細胞残屑と識別されたＮＲＢＣ集団の一団を示す。当該分析されたサンプルのＮＲＢＣ濃
度は、同定された有核赤血球の数を白血球（ＷＢＣ）の数により割り、そして当該商に１
００を掛けることにより計算される。当該ＮＲＢＣ濃度は、ＮＲＢＣ／１００ＷＢＣの数
字として報告され得、そしてそれは手動の標準方法の単位と同様である。このサンプルに
ついて、上記方法を使用して得られた結果は、７．８％であり、標準方法と一致した。
【００５４】
　図２Ａは、図１Ａに示された同様の臨床的全血サンプルから得られたＬＳ１対ＡＬＬの
散布図である。当該散布図に示されるように、有核赤血球は、白血球から、及び細胞残屑
から明らかに分離された集団をも形成した。
【００５５】
実施例２
　実施例１に記載と同様の試薬及び方法を使用して、新鮮な通常の全血サンプルを分析し
た。図１Ｂは、得られた通常の全血サンプルのＤＣ対ＡＬＬの散布図を示す。示されるよ
うに、当該有核赤血球が属する領域内に細胞集団は存在しない。
【００５６】
　さらに、図１Ａ及び１Ｂに示されるように、当該白血球を、さらに４つの亜集団、すな
わち、リンパ球、単球、好中球、及び好酸球に識別した。
【００５７】
　図２Ｂは、得られた図１Ｂに示された同様の通常全血サンプルのＬＳ１対ＡＬＬの散布
図である。この場合もやはり、当該有核赤血球が属する領域内に細胞集団は存在しなかっ
た。
【００５８】
　さらに、図２Ａ及び２Ｂに示されるように、当該白血球は、さらに３つの亜集団、すな
わちリンパ球、単球及び好中球の合計、及び好酸球に識別される。
【００５９】
実施例３
　実施例１に記載のものと等価な検出システムを備えるが、データを１４ビットのＡＤＣ
変換で得られる他の実験用血液学分析器に関して、実施例１に記載の方法を使用して、有
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核赤血球を含む臨床的全血サンプル及び新鮮な通常全血サンプルを分析した。使用された
溶解試薬、及び希釈剤は、Ｌｙｓｅ　Ｓ（登録商標）４、及びＩｓｏｔｏｎ（登録商標）
４（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ｉｎｃ．Ｍｉａｍｉ，Ｆｌｏｒｉｄａの製品）だ
った。
【００６０】
　図５Ａ～８Ｂは、得られた散布図を示す。図５Ａ、６Ａ、７Ａ、及び８Ａに示されるよ
うに、当該臨床的サンプル中の有核赤血球は、ＤＣ対ＡＬＬ、ＬＳ１対ＡＬＬ、Ｆ１対Ａ
ＬＬ、及びＦ２対ＡＬＬの各散布図において、白血球から、及び細胞残屑から、明らかに
分離される。通常の血液サンプルから得られた図５Ｂ、６Ｂ、７Ｂ、及び８Ｂに示される
ように、当該有核赤血球が属する領域内に細胞集団は存在しなかった。変換の相違のため
に、図５Ａ～８Ｂの散布図の軸目盛りは、図１Ａ～４Ｂに示されるものとは異なることに
留意する。しかしながら、異なる集団間の相対的位置は同一に維持される。
【００６１】
実施例４
　１３２の臨床的サンプルを含む３３６の全血サンプルの総計を、実施例１に記載の方法
及び試薬を使用して分析した。当該ＮＲＢＣの結果を、当該Ｆ１対ＡＬＬの散布図を使用
して差分解析から入手した。前記のように、Ｆ１は、ＤＣ及びＬＳ１の関数であって、（
（ＤＣ＋ＬＳ１）／ＤＣ×１０００））と等価である。
【００６２】
　標準ＮＲＢＣ値を、手動標準法及びフローサイトメトリー法を使用して入手した。手動
ＮＲＢＣ標準方法を使用して、ライト染色で染色された各サンプルの血液塗抹標本上で２
００のＷＢＣをカウントし、そして同一領域に存在するＮＲＢＣの数をカウントし、２で
割った。当該値は、ＮＲＢＣ／１００ＷＢＣとして報告される。当該フローサイトメトリ
ー法は、Ｎｅｗ　Ｒａｐｉｄ　Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ
　ｔｈｅ　Ｅｎｕｍｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｕｃｌｅａｔｅｄ　Ｒｅｄ　Ｂｌｏｏｄ　
Ｃｅｌｌｓ，Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　３７：２９１－３０１，１９９９に記載され、その内
容全体を本願明細書中に援用する。図９は、本発明の方法を使用して得られたＮＲＢＣの
結果及び当該フローサイトメトリー標準法を使用して得られたものとの間の良い相関関係
を示す。
【００６３】
　本発明は、特に好ましい態様に関連して記載される。しかしながら、様々な変化を本発
明の本質から逸脱せずに作り出すことができること、及びそのような変化は添付の請求項
の範囲内に含むものと意図されることは、当然のことである。本発明は詳細に及び添付の
図に示される図を用いて記載される一方、これらは、本発明の範囲における限定として解
釈されるべきではなく、むしろそれらの好ましい態様の例示として解釈されるべきである
。しかしながら、上記明細書に記載の、及び添付の請求項における定義のような本発明の
本質及び範囲の中で、及びそれらの適法な同等物の範囲内で、様々な改良及び変化が実施
され得ることは明らかだろう。当該明細書中に引用される特許及び他の刊行物の全てを、
参照することにより本願明細書中に援用する。
【図面の簡単な説明】
【００６４】
【図１Ａ】図１Ａは、実施例１に記載された試薬及び方法を使用して分析された、臨床的
全血サンプルのＤＣ対ＡＬＬの散布図である。
【図１Ｂ】図１Ｂは、実施例１に記載された試薬及び方法を使用して分析された、通常の
全血サンプルのＤＣ対ＡＬＬの散布図である。
【図２Ａ】図２Ａは、図１Ａに示された臨床的全血サンプルのＬＳ１対ＡＬＬの散布図で
ある。
【図２Ｂ】図２Ｂは、図１Ｂに示された通常の全血サンプルのＬＳ１対ＡＬＬの散布図で
ある。
【図３Ａ】図３Ａは、図１Ａに示された臨床的全血サンプルのＦ１対ＡＬＬの散布図であ
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る。
【図３Ｂ】図３Ｂは、図１Ｂに示された通常の全血サンプルのＦ１対ＡＬＬの散布図であ
る。
【図４Ａ】図４Ａは、図１Ａに示された臨床的全血サンプルのＦ２対ＡＬＬの散布図であ
る。
【図４Ｂ】図４Ｂは、図１Ｂに示された通常の全血サンプルのＦ２対ＡＬＬの散布図であ
る。
【図５Ａ】図５Ａは、実施例３に記載された試薬及び方法を使用して分析された、臨床的
全血サンプルのＤＣ対ＡＬＬの散布図である。
【図５Ｂ】図５Ｂは、実施例３に記載された試薬及び方法を使用して分析された、通常の
全血サンプルのＤＣ対ＡＬＬの散布図である。
【図６Ａ】図６Ａは、図５Ａに示された臨床的全血サンプルのＬＳ１対ＡＬＬの散布図で
ある。
【図６Ｂ】図６Ｂは、図５Ｂに示された通常の全血サンプルのＬＳ１対ＡＬＬの散布図で
ある。
【図７Ａ】図７Ａは、図５Ａに示された臨床的全血サンプルのＦ１対ＡＬＬの散布図であ
る。
【図７Ｂ】図７Ｂは、図５Ｂに示された通常の全血サンプルのＦ１対ＡＬＬの散布図であ
る。
【図８Ａ】図８Ａは、図５Ａに示された臨床的全血サンプルのＦ２対ＡＬＬの散布図であ
る。
【図８Ｂ】図８Ｂは、図５Ｂに示された通常の全血サンプルのＦ２対ＡＬＬの散布図であ
る。
【図９】図９は、フローサイトメトリー標準法、及び実施例４に記載されるような本発明
の方法により得られた結果間の相関曲線である。
【図１０】図１０は、低角度光散乱、及び軸方向の光損失のシグナルを処理するために、
光学検波装置において使用される電気回路の略図である。
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