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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
尿試料中の酵母様真菌の細胞膜に損傷を与えるために用いられ、芳香族アルコール、酢酸
フェニル及びベンゾチアゾール化合物からなる群より選択される真菌細胞膜損傷物質；
　赤血球の蛍光強度よりも損傷を受けた酵母様真菌の蛍光強度が強くなるように酵母様真
菌を染色できる第１色素；及び
　前記損傷を受けた酵母様真菌の蛍光強度よりも精子の蛍光強度が強くなるように精子を
染色する第２色素；
を含有し、
　前記第１色素及び第２色素が、それぞれ下記（１）式、（２）式、及び（３）式で表わ
される蛍光色素からなる群より選択される尿試料分析用試薬：
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【化１】

（式中、Ａ１は酸素原子、硫黄原子、セレン原子、又は－Ｃ（ＣＨ３)２－であり；Ｒ１

は低級アルキル基；Ｘはハロゲン又は過塩素酸；Ｙは－ＣＨ＝又は－ＮＨ－；ｍは１又は
２；ｎは０又は１；
Ｂは下記（４）式
【化２】

（式中、Ａ２は酸素原子、硫黄原子、セレン原子、又は－Ｃ（ＣＨ３)２－であり、Ｒ２

は低級アルキル基）；２つの低級アルコキシ基若しくは１つのジ低級アルキルアミノ基（
この低級アルキルはシアノ基で置換されていてもよい）で置換されたフェニル基；又は下
記（５）式
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【化３】

である。）。
【請求項２】
前記芳香族アルコールが、フェノキシエタノールである請求項１に記載の試薬。
【請求項３】
前記第１色素の極大吸収波長が６３０～６４０ｎｍであり、前記第２色素の極大吸収波長
が６４０～６６０ｎｍである請求項１又は２に記載の試薬。
【請求項４】
前記真菌細胞膜損傷物質と、前記第１色素及び第２色素とが、別々の容器に収容されてい
る請求項１～３のいずれかに記載の試薬。
【請求項５】
芳香族アルコール、酢酸フェニル及びベンゾチアゾール化合物からなる群より選択される
真菌細胞膜損傷物質を用いて尿試料中に含まれる酵母様真菌の細胞膜に損傷を与え、赤血
球の蛍光強度よりも酵母様真菌の蛍光強度が強くなるように酵母様真菌を染色可能な第１
色素と、酵母様真菌の蛍光強度よりも精子の蛍光強度が強くなるように精子を染色可能な
第２色素とを用いて蛍光染色処理して測定用試料を調製する工程；
　前記測定用試料に、光を照射して散乱光情報及び蛍光情報を取得する工程；及び
　前記散乱光情報及び前記蛍光情報に基づいて、前記測定用試料に含まれる精子を計数す
る工程
を含み、
　前記第１色素及び第２色素が、それぞれ下記（１）式、（２）式、及び（３）式で表わ
される蛍光色素からなる群より選択される尿試料の分析方法：
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【化４】

（式中、Ａ１は酸素原子、硫黄原子、セレン原子、又は－Ｃ（ＣＨ３)２－であり；Ｒ１

は低級アルキル基；Ｘはハロゲン又は過塩素酸；Ｙは－ＣＨ＝又は－ＮＨ－；ｍは１又は
２；ｎは０又は１；
Ｂは下記（４）式
【化５】

（式中、Ａ２は酸素原子、硫黄原子、セレン原子、又は－Ｃ（ＣＨ３)２－であり、Ｒ２

は低級アルキル基）；２つの低級アルコキシ基若しくは１つのジ低級アルキルアミノ基（
この低級アルキルはシアノ基で置換されていてもよい）で置換されたフェニル基；又は下
記（５）式
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【化６】

である）。
【請求項６】
前記散乱光情報が前方散乱光強度であり、前記蛍光情報が蛍光強度である請求項５に記載
の方法。
【請求項７】
前記計数工程において、前記測定用試料に含まれる赤血球、酵母様真菌及び精子を弁別し
、それぞれを計数する請求項５又は６に記載の分析方法。
【請求項８】
前記計数工程において、前記散乱光情報及び前記蛍光情報を二軸とする散布図を作成し、
　前記散布図中に前記精子が出現する領域を特定することにより、前記精子を計数する請
求項５～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
前記散布図において、前記赤血球が出現する領域と、前記酵母様真菌が出現する領域とを
さらに特定することにより、前記赤血球及び前記酵母様真菌をそれぞれ計数する請求項８
に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、尿試料に含まれる有形成分を分析するための試薬及び分析方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　腎・尿路系の感染症、炎症性病変、変性病変、結石症、腫瘍などの疾患では、それぞれ
の疾患に応じて、尿中に種々の有形成分が出現する。有形成分としては、赤血球、酵母様
真菌、精子などが挙げられる。尿中のこれらの成分を分析することは腎・尿路系の疾患の
早期発見や異常部位の推定をする上で重要である。
【０００３】
　尿中の有形成分を分析するための試薬としては、例えば、特許文献１に開示の試薬が挙
げられる。特許文献１には、３，３’－ジメチル－２，２’－オキサカルボシアニンアイ
オダイド（ＤｉＯＣＩ（３））等の縮合ベンゼン誘導体の第１染料と、エチジウムブロマ
イド又はプロピジウムアイオダイド等の損傷を受けた白血球を染色できる第２染料とを含
む尿中有形成分分析用試薬が開示されている。第１染料は、細胞膜に結合することができ
、しかも赤血球と酵母様真菌に対する染色性が異なるので、赤血球と酵母様真菌の染色性
の差を蛍光強度の差違として捉えることが可能になる。しかしながら、特許文献１には、
精子を含む尿を検体として用いた場合に、精子を尿中の他の成分と弁別し、計数すること
について一切記載されていない。
【０００４】
【特許文献１】特開平８－１７０９６０号
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、以上のような事情に鑑みてなされたものであり、その目的は、尿試料に含ま
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れる有形成分のうち精子を正確に弁別し、計数することができる試薬及び方法を提供する
ことである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明の尿試料分析用試薬は、尿試料中の赤血球の細胞膜を実質的に損傷させず、酵母
様真菌の細胞膜に損傷を与える物質（以下、「真菌細胞膜損傷物質」という）；前記赤血
球の蛍光強度よりも損傷を受けた酵母様真菌の蛍光強度が強くなるように酵母様真菌を染
色できる第１色素；及び前記損傷を受けた酵母様真菌の蛍光強度よりも精子の蛍光強度が
強くなるように精子を染色する第２色素を含有する。
【０００７】
　前記真菌細胞膜損傷物質は、精子の細胞膜を実質的に損傷しないものであることが好ま
しい。
【０００８】
　前記真菌細胞膜損傷物質は、芳香族アルコール、酢酸フェニル及びベンゾチアゾール化
合物からなる群より選択されることが好ましく、前記芳香族アルコールが、フェノキシエ
タノールであることが好ましい。
【０００９】
　前記第１色素が、損傷を受けた酵母様真菌の核酸を染色し、精子の細胞膜を染色するも
のであることが好ましく、前記第２色素は、第１色素よりも細胞膜透過性が高い色素であ
ることが好ましい。
【００１０】
　前記第１色素及び第２色素が、それぞれ下記（１）式、（２）式、及び（３）式で表わ
される蛍光色素からなる群より選択されることが好ましい。
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【化４】

（式中、Ａ１は酸素原子、硫黄原子、セレン原子、又は－Ｃ（ＣＨ３)２－であり；Ｒ１

は低級アルキル基；Ｘはハロゲン又は過塩素酸；Ｙは－ＣＨ＝又は－ＮＨ－；ｍは１又は
２；ｎは０又は１；
Ｂは下記（４）式
【化５】

（式中、Ａ２は酸素原子、硫黄原子、セレン原子、又は－Ｃ（ＣＨ３)２－であり、Ｒ２

は低級アルキル基）；２つの低級アルコキシ基若しくは１つのジ低級アルキルアミノ基（
この低級アルキルはシアノ基で置換されていてもよい）で置換されたフェニル基；又は下
記（５）式
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【化６】

である。）。
【００１１】
　前記第１色素の極大吸収波長が６３０～６４０ｎｍであり、前記第２色素の極大吸収波
長が６４０～６６０ｎｍであることが好ましい。
【００１２】
　本発明の尿分析用試薬は、前記真菌細胞膜損傷物質と、前記第１色素及び第２色素とが
、別々の容器に収容されていてもよい。
【００１３】
　本発明の尿試料の分析方法は、尿試料中に含まれる赤血球の細胞膜を実質的に損傷させ
ることなく酵母様真菌の細胞膜に損傷を与え、赤血球の蛍光強度よりも酵母様真菌の蛍光
強度が強く、且つ酵母様真菌の蛍光強度よりも精子の蛍光強度が強くなるように、前記尿
試料を蛍光染色処理して測定用試料を調製する工程；前記測定用試料に、光を照射して散
乱光情報及び蛍光情報を取得する工程；及び前記散乱光情報及び前記蛍光情報に基づいて
、前記測定用試料に含まれる精子を計数する工程を含む。前記散乱光情報が前方散乱光強
度であり、前記蛍光情報が蛍光強度であることが好ましい。
【００１４】
　前記計数工程において、前記散乱光情報及び前記蛍光情報を二軸とする散布図を作成し
、前記散布図中に前記精子が出現する領域を特定することにより、前記精子を計数しても
よい。
【００１５】
　また、前記計数工程において、前記測定用試料に含まれる赤血球、酵母様真菌及び精子
を弁別し、それぞれを計数することが好ましく、この場合、さらに前記散布図において、
前記赤血球が出現する領域と、前記酵母様真菌が出現する領域とをさらに特定することに
より、前記赤血球及び前記酵母様真菌をそれぞれ計数してもよい。
【００１６】
　本明細書にいう「細胞膜の損傷」とは、細胞膜に特定の物質が通過できるような細孔が
あくことをいう。
【発明の効果】
【００１７】
　本発明の尿試料分析用試薬を用いれば、尿試料に含まれる有形成分のうち精子を正確に
弁別し、計数することができる。
　また、本発明の尿試料の分析方法によれば、尿試料に含まれる有形成分のうち精子を正
確に弁別し、計数することができ、さらに必要に応じて、赤血球、酵母様真菌をそれぞれ
正確に弁別し、計数することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
〔尿試料分析用試薬〕
　本発明の尿試料分析用試薬は、尿試料中の赤血球の細胞膜を実質的に損傷させず、酵母
様真菌の細胞膜に損傷を与える物質（以下、「真菌細胞膜損傷物質」という）；前記赤血
球の蛍光強度よりも損傷を受けた酵母様真菌の蛍光強度が強くなるように酵母様真菌を染
色できる第１色素；及び前記損傷を受けた酵母様真菌の蛍光強度よりも精子の蛍光強度が
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強くなるように精子を染色する第２色素を含有する。
　以下、順に説明する。
【００１９】
（１）真菌細胞膜損傷物質
　真菌細胞膜損傷物質は、酵母様真菌の細胞膜の一部に細孔をあける作用を有する。この
物質により細胞膜に細孔が生じると、色素がこの細孔を通過して細胞内に進入できるよう
になる。細胞膜が損傷した細胞では、色素が細胞膜表面のみならず、細胞内部にも入り込
むと、細胞内の物質（例えば、核酸など）が染色され、膜が損傷していない細胞よりも蛍
光強度が高くなる。従って、真菌細胞膜損傷物質と、損傷した細胞膜を有する有形成分を
染色できる色素とを用いることにより、損傷した細胞膜を有する有形成分と損傷しなかっ
た細胞膜を有する有形成分との弁別が可能になる。
【００２０】
　真菌細胞膜損傷物質は、赤血球を溶血しないものを用いることが好ましい。さらに、精
子の細胞膜を実質的には損傷しないものであることが好ましい。
【００２１】
　真菌細胞膜損傷物質としては、ベンゼン環を有する非イオン性有機化合物が挙げられる
。例えば、ベンジルアルコール、フェネチルアルコール、フェノール、１－フェノキシ－
２－プロパノール、２－フェノキシエタノール等の芳香族アルコールや、酢酸フェニル、
２－アミノベンゾチアゾールやベンゾチアゾール等のベンゾチアゾール化合物を用いるこ
とができる。これらのうち、２－フェノキシエタノールが好ましく用いられる。
【００２２】
　本発明の試薬における真菌細胞膜損傷物質の含有濃度は、検体と試薬を混合して調製さ
れる測定用試料における含有濃度（最終濃度）として、測定される尿試料中の赤血球の細
胞膜を実質的に損傷させず、酵母様真菌の細胞膜に損傷を与えることができるように、真
菌細胞膜損傷物質の損傷能力に応じて適宜選択すればよい。例えば、２－フェノキシエタ
ノールの場合、試薬中の最終濃度は、好ましくは０．３～１．５％、より好ましくは０．
５～１．０％、さらに好ましくは０．５～０．７％である。
【００２３】
（２）第１色素
　第１色素は、損傷により生じた細胞膜の細孔から細胞質内に進入することにより、損傷
をうけた細胞を染色できる色素で、通常、細胞質内への進入量は細胞膜の損傷度に関係す
る。
【００２４】
　真菌はその種類の多様性からサイズも種々にわたり、大型真菌では散乱光により赤血球
と区別することが困難なため、色素による染色性の差違（蛍光強度）により区別できるこ
とが望まれる。第１色素は、真菌細胞膜損傷物質により生じた細胞膜の細孔から細胞質内
に進入して酵母様真菌を染色できる色素で、これにより、膜が損傷した真菌と実質的に膜
損傷を受けていない赤血球との間で染色性に差違を出すことができる。すなわち、真菌細
胞膜損傷物質により損傷が与えられた酵母様真菌の細胞質内へは、実質的に損傷を受けな
かった赤血球や精子よりも、第１色素が多く進入することになるので、酵母様真菌の第１
色素による染色性（蛍光強度）が、赤血球、精子の第１色素による染色性（蛍光強度）よ
りも高くなる。
【００２５】
　第１色素としては、核をもたない赤血球と核を有する酵母様真菌との染色性の区別に有
効であることから、核酸を染色する色素が好ましく用いられる。
【００２６】
　第１色素は、細胞膜に損傷を受けていない赤血球や精子の細胞膜を染色することが好ま
しく、赤血球の細胞膜よりも精子の細胞膜を強く染色することが好ましい。真菌細胞膜損
傷物質の作用によっても赤血球や精子の細胞膜は実質的に損傷を受けないため、第１色素
が細胞膜を通過することは実質的にできない。しかしながら、上記のような第１色素を用
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いることにより、赤血球及び精子が染色され、さらに赤血球よりも精子の細胞膜を強く染
色することにより、これらの細胞の弁別が容易となる。
【００２７】
　このような第１色素は、下記（１）式、（２）式、及び（３）式で表わされる色素から
なる群より選択されることが好ましい。
　前記第１色素及び第２色素が、それぞれ下記（１）式、（２）式、及び（３）式で表わ
される蛍光色素からなる群より選択されることが好ましい。
【化７】

（式中、Ａ１は酸素原子、硫黄原子、セレン原子、又は－Ｃ（ＣＨ３)２－であり；Ｒ１

は低級アルキル基；Ｘはハロゲン又は過塩素酸；Ｙは－ＣＨ＝又は－ＮＨ－；ｍは１又は
２；ｎは０又は１；
Ｂは下記（４）式
【００２８】
【化８】
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（式中、Ａ２は酸素原子、硫黄原子、セレン原子、又は－Ｃ（ＣＨ３）２－であり、Ｒ２

は低級アルキル基）；２つの低級アルコキシ基若しくは１つのジ低級アルキルアミノ基（
この低級アルキルはシアノ基で置換されていてもよい）で置換されたフェニル基；又は
　下記（５）式
【化９】

である。）
【００２９】
　（１）～（３）式において、Ａ１とＡ２は同一であってもよいし、異なっていても良い
。また、Ｒ１とＲ２は同一であってもよいし、異なっていてもよい。
　上記化学構造を有する色素は細胞膜に結合可能で、細胞膜が損傷していない精子、赤血
球等の細胞膜に結合、吸着してこれらを染色するとともに、細胞膜が損傷した酵母様真菌
に対しては、損傷により生じた細胞膜の細孔から、細胞質内に入り込んで、核酸を染色す
る。
【００３０】
　上記低級アルキル基としては、炭素数１～６のアルキル基を意味し、例えば、メチル、
エチル、プロピル、ブチル、イソブチル、ペンチル、ヘキシル等が挙げられる。Ｘのハロ
ゲン原子としては、フッ素、塩素、臭素、ヨウ素が挙げられる。Ｂにおける２つの低級ア
ルコキシ基で置換されたフェニル基とは、２つのＣ１－３アルコキシ基を、好ましくはＣ

１－２アルコキシ基、例えばメトキシ基、エトキシ基で置換されたフェニル基をいう。具
体的には、２，６－ジメトキシフェニル基、２，６－ジエトキシフェニル基が挙げられる
。また、Ｂにおけるジ低級アルキルアミノ基（該低級アルキル基はシアノ基で置換されて
いてもよい）で置換されたフェニル基とは、Ｃ１－３アルキルアミノ基、好ましくはＣ１

－２アルキルアミノ基で置換されたフェニル基をいう。ここでいうアルキル基は、シアノ
基で置換されていてもよく、例えば、メチル、エチル、シアノメチル、シアノエチル等を
含む。好ましいジ低級アルキルアミノ基（該低級アルキルはシアノ基で置換されていても
よい）で置換されたフェニル基としては、４－ジメチルアミノフェニル基、４－ジエチル
アミノフェニル基、４－（シアノエチルメチルアミノ）フェニル基などが挙げられる。
　このような縮合ベンゼン誘導体の具体例を以下に挙げる。
【００３１】
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【００３２】
　上記縮合ベンゼン誘導体の色素のうち、ＮＫ－シリーズは、林原生物化学研究所（株）
より入手することができる。
　試薬における第１色素の好ましい含有濃度は、色素の種類、分析装置にもよるが、測定
用試料（試薬と検体の混合物）における最終濃度として３～９ｐｐｍとなるように含まれ
ていることが好ましい。
【００３３】
（３）第２色素
　第２色素は、損傷を受けた酵母様真菌よりも精子を強く染色できる色素である。また、
第２色素は、第１色素よりも細胞膜透過性が高い色素で、細胞膜が損傷していない精子、
赤血球等を染色することができる。第２色素は、細胞膜に結合、吸着して細胞膜自体を染
色するものであってもよいし、細胞膜中に浸透して、さらに細胞質内にまで入り込んで核
酸を染色する色素であってもよい。
【００３４】
　第２色素は、精子の細胞膜に特異的に透過性が高いものであることが好ましい。酵母様
真菌には種々のサイズ、細胞膜を有するものがあるため、真菌細胞膜損傷物質によっても
それほど損傷が与えられず、第１色素によりそれほど染色されないもの（蛍光強度低い）
も存在する。このような酵母様真菌で、サイズが小さいものの場合、精子との区別が困難
である。第１色素よりも膜透過性が高く、さらには精子に対する膜透過性が高い第２色素
で精子を染色することにより、第１色素で染色されにくかったが第２色素で染色された精
子と第１色素で染色されやすい酵母様真菌とを区別することが容易となる。
【００３５】
　このような第２色素は、下記（１）式、（２）式、及び（３）式で表わされる色素から
なる群より選択されることが好ましい。
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（式中、Ａ１は酸素原子、硫黄原子、セレン原子、又は－Ｃ（ＣＨ３)２－であり；Ｒ１

は低級アルキル基；Ｘはハロゲン又は過塩素酸；Ｙは－ＣＨ＝又は－ＮＨ－；ｍは１又は
２；ｎは０又は１；
Ｂは下記（４）式
【００３６】
【化１３】

（式中、Ａ２は酸素原子、硫黄原子、セレン原子、又は－Ｃ（ＣＨ３）２－であり、Ｒ２

は低級アルキル基）；２つの低級アルコキシ基若しくは１つのジ低級アルキルアミノ基（
この低級アルキルはシアノ基で置換されていてもよい）で置換されたフェニル基；又は
　下記（５）式
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である。）
【００３７】
　（１）～（３）式において、Ａ１とＡ２は同一であってもよいし、異なっていても良い
。また、Ｒ１とＲ２は同一であってもよいし、異なっていてもよい。
【００３８】
　上記低級アルキル基としては、炭素数１～６のアルキル基を意味し、例えば、メチル、
エチル、プロピル、ブチル、イソブチル、ペンチル、ヘキシル等が挙げられる。Ｘのハロ
ゲン原子としては、フッ素、塩素、臭素、ヨウ素が挙げられる。Ｂにおける２つの低級ア
ルコキシ基で置換されたフェニル基とは、２つのＣ１－３アルコキシ基を、好ましくはＣ

１－２アルコキシ基、例えばメトキシ基、エトキシ基で置換されたフェニル基をいう。具
体的には、２，６－ジメトキシフェニル基、２，６－ジエトキシフェニル基が挙げられる
。また、Ｂにおけるジ低級アルキルアミノ基（該低級アルキル基はシアノ基で置換されて
いてもよい）で置換されたフェニル基とは、Ｃ１－３アルキルアミノ基、好ましくはＣ１

－２アルキルアミノ基で置換されたフェニル基をいう。ここでいうアルキル基は、シアノ
基で置換されていてもよく、例えばメチル、エチル、シアノメチル、シアノエチル等を含
む。好ましいジ低級アルキルアミノ基（該低級アルキルはシアノ基で置換されていてもよ
い）で置換されたフェニル基としては、４－ジメチルアミノフェニル基、４－ジエチルア
ミノフェニル基、４－（シアノエチルメチルアミノ）フェニル基などが挙げられる。
　このような縮合ベンゼン誘導体系色素の具体例を以下に挙げる。
【００３９】
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【化１６】

【００４０】
　上記縮合ベンゼン誘導体の色素のうち、ＮＫ－シリーズは、林原生物化学研究所（株）
より入手することができる。
【００４１】
　上記（１）式、（２）式、（３）式で表される色素は、第１色素で用いることができる
色素と同じである。従って、第１色素を、（１）式、（２）式、及び（３）式で表される
上記色素群から選択する場合、第２色素は選択した第１色素よりも膜透過性が高いもの、
特に精子の細胞膜に対して透過性が第１色素よりも高いものが好ましい。
【００４２】
　このような組合わせは、例えば、上記（１）式で示される蛍光色素において、Ｒ１また
はＡ１が異なる組合わせである。Ｒ１のアルキル基の炭素数を変えることにより、膜透過
性を変えることができる。例えば、（１）式中のｍ、ｎ、Ｙ及びＢが共通である色素の組
合わせにおいて、Ｒ１がエチル基、プロピル基のもの（例えばＮＫ－１３６，ＮＫ－２２
５１）は、Ｒ１がメチル基のもの（例えばＮＫ５２９）よりも膜透過性が高い。一般に（
１）式、（２）式、又は（３）式で表される色素においては、Ｒ１の炭素数が多い程、膜
透過性が高くなる。
【００４３】
　第１色素と第２色素とは、極大吸収波長が異なっていてもよいし、同じであってもよい
。これらの色素の極大吸収波長が異なる場合、尿の分析に際しては、第１色素の励起用光
源だけでなく、第２色素の励起用光源も備えた分析装置を使用することができる。一方、
１種類の波長の光しか照射しない光源を用いる場合、例えば、この波長は第１色素の吸収
波長であり、第２色素の吸収波長でもあることが好ましく、第１色素の極大吸収波長であ
ることが好ましい。また、第１色素の極大吸収波長の光源を用いる場合、第１色素から発
光される光によって第２色素が励起されてもよい。少なくとも一方の色素から発せられる
光が、他方の蛍光を消光しないことが好ましい。
【００４４】
　第１色素と第２色素の励起光が異なる場合には、前記第１色素の極大吸収波長が６３０
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～６４０ｎｍであり、前記第２色素の極大吸収波長が６４０～６６０ｎｍであることが好
ましい。
【００４５】
　例えば、６３３ｎｍの赤色レーザーを使用する場合、第１色素としてＮＫ－５２９を用
い、第２色素としてＮＫ－１３６及び ／又はＮＫ２２５１を用いることが好ましい。
【００４６】
　第２色素の好ましい濃度は、色素の種類、使用する分析装置、さらには、第１色素の種
類との組合わせに応じて適宜決める必要がある。
【００４７】
　例えば、第１色素としてＮＫ－５２９を使用し、第２色素としてＮＫ－１３６を使用し
た場合、最終濃度が０．１～１．２ｐｐｍであることが好ましく、０．３～０．６ｐｐｍ
であることがより好ましい。
【００４８】
（４）その他の成分
　本発明の試薬には、真菌細胞膜損傷物質、第１色素、第２色素の他に、下記のような成
分を含有することが好ましい。
【００４９】
（４－１）緩衝剤
　赤血球及び精子の細胞膜が損傷しないｐＨの範囲に緩衝能を保つために緩衝剤を含むこ
とが好ましい。
　緩衝剤としては、試薬のｐＨが５．０～９．０、好ましくは６．５～８．６、より好ま
しくは７．０～７．８、更に好ましくは７．１～７．８の範囲となるものを用いることが
好ましい。試薬のｐＨが９．０を越えて強アルカリ性になると赤血球が溶血するおそれが
あり、またｐＨが５．０未満では尿検体におけるｐＨ変化が大きく赤血球がダメージを受
けたり、尿中の粒子の染色性が全体的に低下するおそれがある。
【００５０】
　緩衝剤としては、試薬のｐＨを所望の範囲に保持することができるものであればよく、
例えば、トリス及びＭＥＳ、Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ、ＡＤＡ、ＰＩＰＥＳ、ＡＣＥＳ、ＭＯＰ
ＳＯ、ＢＥＳ、ＭＯＰＳ、ＴＥＳ、ＨＥＰＥＳ、ＤＩＰＳＯ、ＴＡＰＳＯ、ＰＯＰＳＯ、
ＨＥＰＰＳＯ、ＥＰＰＳ、Ｔｒｉｃｉｎｅ、Ｂｉｃｉｎｅ、ＴＡＰＳなどのようなグッド
緩衝剤等を用いることができる。これらのうち、ＨＥＰＥＳが好ましく用いられる。濃度
は用いる緩衝剤の緩衝能に応じて、尿検体と混合したときにｐＨがある一定の範囲内にな
る濃度で用いられる。具体的には、２０～５００ｍＭ、好ましくは５０～２００ｍＭで用
いられる。
【００５１】
　（４－２）浸透圧補償剤
　さらに、赤血球及び精子の細胞膜が損傷しない浸透圧を保つために浸透圧補償剤を含む
ことが好ましい。尿の浸透圧は、５０～１３００ｍＯｓｍ／ｋｇと広範囲にわたって分布
していることから、分析用試薬の浸透圧が低すぎると赤血球の溶血が早期に進行してしま
い、逆に高すぎると尿中有形成分の損傷が大きくなるので、浸透圧は１００～６０００ｍ
Ｏｓｍ／ｋｇが好ましく、１５０～５００ｍＯｓｍ／ｋｇが好ましい。
【００５２】
　このような浸透圧に保つために用いられる浸透圧補償剤としては、無機塩類やプロピオ
ン酸塩等の有機塩類、糖類などが挙げられる。無機塩類としては、塩化ナトリウム、塩化
カリウム、臭化ナトリウム等が用いられる。有機塩類のうち、プロピオン酸塩としては、
プロピオン酸ナトリウム、プロピオン酸カリウム、プロピオン酸アンモニウム等が用いら
れる。他の有機塩類としては、シュウ酸塩、酢酸塩等が用いられる。糖類としては、ソル
ビトール、グルコース、マンニトール等が用いられる。
【００５３】
　（４－３）キレート剤
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　尿中に出現する無晶性塩類（例えば、リン酸アンモニウム、リン酸マグネシウム、炭酸
カルシウム）の影響を低減するために、それらを溶解するためのキレート剤を含有させて
もよい。キレート剤は、脱カルシウム剤、脱マグネシウム剤であればよく、特に種類の限
定はない。例えば、ＥＤＴＡ塩、ＣｙＤＴＡ、ＤＨＥＧ、ＤＰＴＡ－ＯＨ、ＥＤＤＡ、Ｅ
ＤＤＰ、ＧＥＤＴＡ、ＨＤＴＡ、ＨＩＤＡ、Ｍｅｔｙｌ－ＥＤＴＡ、ＮＴＡ、ＮＴＰ、Ｎ
ＴＰＯ、ＥＤＤＰＯ等が挙げられる。好適には、ＥＤＴＡ塩、ＣｙＤＴＡ、又はＧＥＤＴ
Ａが用いられる。
　試薬中の含有濃度は、尿検体と混合して調製される測定用試料の最終濃度として、０．
０５～５Ｗ／Ｗ％となるような範囲、好ましくは０．１～１Ｗ／Ｗ％となるような濃度で
ある。
【００５４】
　（４－４）界面活性剤
　真菌細胞膜損傷物質の溶解性を向上させるために、試薬中に、ミリスチルトリメチルア
ンモニウミウムブロミド（ＭＴＡＢ）、デシルトリメチルアンモニウムブロミド（ＤＴＡ
Ｂ）、オクチルトリメチルアンモニウムブロミド（ＯＴＡＢ）等の界面活性剤を含有させ
てもよい。これらの界面活性剤の濃度が高いと赤血球や精子の細胞膜を溶解してしまうお
それがあるので、赤血球を溶血させない程度、さらには精子の細胞膜を損傷させない程度
の濃度で含有させることが好ましい。
【００５５】
　（５）試薬キット
　本発明の分析用試薬は、上記真菌細胞膜損傷物質、第１色素、第２色素及び緩衝剤等の
その他の成分が全て同じ容器に収容された１液型の試薬であってもよいが、これに限らな
い。
　第１色素及び第２色素の安定性の面から、真菌細胞膜損傷物質を含有する第１試薬と、
第１色素及び第２色素を含有する第２試薬とを別々の容器に収容し、これらを備えた試薬
キットとすることが好ましい。
【００５６】
　試薬キットの場合、真菌細胞膜損傷物質を含有する第１試薬に、緩衝剤、浸透圧補償剤
、界面活性剤、キレート剤を含有させることが好ましい。
【００５７】
　一方、蛍光色素は水溶液中では分解されやすいものが多いので、第２試薬は、蛍光色素
を水溶性有機溶媒に溶解させたものとすることが好ましい。
　水溶性有機溶媒としては、低級アルカノール、低級アルキレングリコール、又は低級ア
ルキレングリコールモノ低級アルキルエーテルが好ましく用いられる。例えば、メタノー
ル、エタノール、ｎ－プロパノール、エチレングリコール、ジエチレングリコール、トリ
エチレングリコール、エチレングリコールモノメチルエーテル、エチレングリコールモノ
エチルエーテルなどを使用することができる。これらのうち、エチレングリコール、ジエ
チレングリコール、トリエチレングリコール等のグリコール類が好ましく、尿中の試料へ
の影響や粘性などを考慮すると、エチレングリコールがより好ましく用いられる。
【００５８】
〔分析方法〕
　本発明の尿試料の分析方法は、測定用試料を調製する工程と、この測定用試料に光を照
射し、散乱光情報及び蛍光情報を取得する工程と、これらの情報に基づいて精子を計数す
る工程を含む。
【００５９】
　上記測定用試料調製工程においては、尿試料を処理して測定用試料を調製する。この処
理により、尿試料中の酵母様真菌は、その細胞膜に損傷を受け、赤血球は実質的に損傷を
受けない。また、この処理により、赤血球の蛍光強度よりも酵母様真菌の蛍光強度が強く
なり、且つ酵母様真菌の蛍光強度よりも精子の蛍光強度が強くなるように、赤血球、酵母
様真菌及び精子が蛍光染色される。この処理は、具体的には、上記本発明の分析用試薬を
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、尿検体と混合することにより行なうことができる。
【００６０】
　尿試料を上記本発明の分析用試薬と混合すると、真菌細胞膜損傷物質が酵母様真菌の細
胞膜を損傷し、この損傷した細胞膜を第１色素が通過することにより、酵母様真菌が染色
される。一方、真菌細胞膜損傷物質で溶血しなかった赤血球は、第１色素により、酵母様
真菌ほど染色されないので、結果として、赤血球の蛍光強度よりも酵母様真菌の蛍光強度
が強くなるように染色される。また、真菌細胞膜損傷物質は精子には実質的に作用しない
ため、精子の細胞膜は実質的に損傷を受けていないが、第１色素が精子の細胞膜に結合す
ることによって精子が染色される。
【００６１】
　第２色素は第１色素よりも膜透過性が大きいので、さらには精子の細胞膜に対する特異
性が高いので、第２色素は、膜が損傷していなくても精子の細胞膜に結合し、さらには精
子の細胞膜全体、ときには細胞質内まで染色することが可能となる。結果として、第２色
素により、酵母様真菌の蛍光強度よりも精子の蛍光強度が強くなるように蛍光染色処理さ
れたことになる。
【００６２】
　散乱光情報及び蛍光情報取得工程で用いられる励起光は、第１色素又は第２色素の少な
くともいずれかを励起できればよいが、好ましくは両方を励起する。一方の色素しか励起
しない光を照射する場合、他方の色素が、例えば励起された色素から放射される蛍光で励
起される必要がある。すなわち、このような場合には、使用する分析用試薬に含有される
色素の組合わせとして、双方の色素が励起される組合わせの色素が含まれていることが好
ましい。
【００６３】
　このような分析用試薬を用いて調製された測定用試料の第１色素及び第２色素が励起さ
れ、試料中の有形成分の形態の情報を示す散乱光情報と、有形成分の染色強度の情報を示
す蛍光情報とを取得する。
【００６４】
　測定用試料からの散乱光情報及び蛍光情報の取得は、測定用試料をフローサイトメータ
のフローセルに導入し、前記フローセル内を流れる前記測定用試料に前記蛍光色素を励起
する励起光を照射することにより行なうことが好ましい。
【００６５】
　散乱光情報としては、散乱光強度、好ましくは前方散乱光強度である。前方散乱光強度
は、一般に細胞の大きさに対応した情報を取得できる。
【００６６】
　蛍光情報としては、好ましくは蛍光強度であり、散乱光情報としては、好ましくは散乱
光強度、より好ましくは前方散乱光強度である。前方散乱光強度は、一般に細胞の大きさ
に対応した情報である。
【００６７】
　計数工程においては、取得した散乱光情報及び蛍光情報に基づいて、精子と、尿試料中
の他の有形成分とを分別し、精子が計数される。これにより、正確に尿試料中の精子を計
数することができる。この工程においては、散乱光強度と蛍光強度とを二軸とする散布図
を作成し、精子が出現する領域を特定し、この領域内の細胞数を計数することにより行な
うことが好ましい。また、散乱光情報及び蛍光情報に基づいて、赤血球及び酵母様真菌を
も正確に弁別し、それぞれを計数することができる。赤血球及び酵母様真菌の弁別及び計
数も、散乱光強度と蛍光強度とを二軸とする散布図を作成し、それぞれが出現する領域を
特定することによって行なわれることが好ましい。
【００６８】
　例えば、散乱光強度（縦軸）と蛍光強度（横軸）を２軸として作成される散布図の概念
図は、図１のようになる。参考のために、真菌細胞膜損傷物質と第１色素を含む試薬（第
２色素含まず）を用いて調製した測定用試料を同様に分析した場合に得られる散布図の概
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念図を図２に示す。酵母用真菌、精子は、分析用試薬の第１色素に染色され、さらに精子
は、第２色素に染色される結果、種々のサイズと細胞膜損傷程度が異なることにより散布
図において右上がりに現れる酵母様真菌集団に対して、赤血球は左端集団となって出現す
る。図２では、精子集団は、サイズが小さく、膜損傷が少ない酵母様真菌集団の一部と重
なっているのに対し、図１では、第２色素に染色されて蛍光強度が高くなった結果、精子
集団が右側へシフトするため、酵母様真菌集団との重なりを回避することが可能となる。
これにより、酵母様真菌集団と精子集団とを明確に区別できるようになり、精子数を正確
にカウントすることが可能となる。
【００６９】
　また、例えば、図１のような散布図が得られた場合、赤血球領域、酵母様真菌集団、及
び精子集団に分離できているので、各集団を計数することにより、それぞれの有形成分の
試料中の含有率を知ることができる。
【００７０】
〔フローサイトメータ〕
　本発明の試薬が適用される尿試料分析装置は、上記の蛍光色素の励起波長を有する光を
照射する励起光用光源；試料中の有形成分から発せられる散乱光及び蛍光を取得する受光
器；受光した散乱光に関する情報及び受光した蛍光に関する情報を処理して、前記有形成
分が赤血球、酵母様真菌、又は精子のいずれであるかを判定する情報処理手段を備えてい
る。
【００７１】
　前記散乱光に関する情報は散乱光強度であり、前記蛍光に関する情報は蛍光強度である
ことが好ましい。
【００７２】
　前記情報処理手段は、取得された散乱光強度及び蛍光強度が、赤血球、酵母様真菌、及
び精子のいずれに該当するかを判定することにより、前記尿試料中に含まれる赤血球、酵
母様真菌、及び精子を弁別して、計数する計数手段を備えていることが好ましい。
【００７３】
　計数手段は、前方散乱光強度及び蛍光強度を二軸とする散布図を作成し、赤血球集団、
酵母様真菌集団、及び精子集団を特定して、当該集団に含まれるドット数を計数するもの
であることが好ましい。また、特定した集団における平均蛍光強度や平均散乱光強度など
を算出する演算手段を備えていても良い。
【００７４】
　また、精子集団の特定について、例えば、第２色素を含有しない試薬を尿検体と混合し
た比較用試料の散乱光情報と蛍光情報から得られる散布図と、本発明の試薬を尿検体と混
合した測定用試料の散乱光情報と蛍光情報から得られる散布図との比較に基づいて行なう
場合、上記演算手段が、これらの２つの散布図の比較、及び精子集団の特定を行なうよう
にしてもよい。
【００７５】
　分析装置には、さらに作成した散布図や演算結果を表示する表示部を備えていても良い
。
【実施例】
【００７６】
〔測定用試料の調製方法〕
（１）真菌細胞膜損傷物質含有液（第１試薬）
　真菌細胞膜損傷物質として２－フェノキシエタノールを使用し、その他、緩衝剤、浸透
圧補償剤、キレート剤、及びｐＨ調節剤を下記濃度で含有させて第１試薬とした。
　ＨＥＰＥＳ　　　　　　　　１１．９ｇ／ｌ
　プロピオン酸ナトリウム　　５．９８ｇ／ｌ
　ＥＤＴＡ－３Ｋ　　　　　　４．０ｇ／ｌ
　2－フェノキシエタノール　７．５ｇ／ｌ
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　水酸化ナトリウム　　　　　ｐＨが７．２となる量
【００７７】
（２）色素含有液（第２試薬）
　（２－１）色素含有液Ａ：
　第１色素としてＮＫ５２９を、ジエチレングリコールに溶解することにより色素含有液
Ａを調製した。
【００７８】
　ＮＫ５２９は、本実施例で使用するフローサイトメータ（尿中有形成分分析装置ＵＦ１
１０ｉ（シスメックス社製）のアルゴンレーザ光源（４８８ｎｍ）を、半導体レーザ光源
（６３５ｎｍ）に置き換えたもの：以下、単にフローサイトメーターという）に備え付け
られている励起用光源から発せられる赤色レーザー光（波長６３５ｎｍ）で励起される。
【００７９】
　（２－２）色素含有液Ｂ
　第１色素としてＮＫ５２９と、第２色素としてＮＫ１３６とを、ジエチレングリコール
に溶解することにより色素含有液Ｂを調製した。
【００８０】
　（２－３）色素含有液Ｃ
　第１色素としてＮＫ５２９と、第２色素としてＮＫ２２５１とを、ジエチレングリコー
ルに溶解することにより色素含有液Ｃを調製した。
【００８１】
（３）尿検体との混合
　尿検体と上記第１試薬とを１：３の割合で混合し、さらに第２試薬としての色素含有液
を、第１色素の最終濃度が６ｐｐｍとなるように混合して測定用試料とした。
【００８２】
〔第２色素の濃度と精子染色性の関係〕
　色素含有液Ｂにおいて、ＮＫ５２９を、測定用試料における最終濃度として６ｐｐｍと
なる量だけ含有し、ＮＫ１３６の含有量を、最終濃度として０．３ｐｐｍ、０．６ｐｐｍ
、１．２ｐｐｍ、１．５ｐｐｍ、３ｐｐｍ、６ｐｐｍとなるように含有させたものを用い
た。
　第２色素の濃度が異なる色素含有液Ｂそれぞれを用いて、精子が出現している検体及び
上記第１試薬と混合して、測定用試料を調製した。調製した測定用試料をフローサイトメ
ータに導入して、蛍光強度を測定した。
【００８３】
　また、同様に精子が出現している検体を使用し、色素含有液Ｂに代えて色素含有液Ａを
用いて測定用試料を調製し、これをフローサイトメータに導入して、ＮＫ１３６の含有量
が０ｐｐｍのときの蛍光強度を測定した。
　これらの結果を図３に示す。
【００８４】
　図３から、ＮＫ１３６の濃度が０．３～１．２ｐｐｍの範囲で、蛍光強度が高く、それ
以上、高濃度にしても、蛍光強度は増大しなかった。
【００８５】
〔尿検体１の分析〕
　尿検体１として、精子が出現しているヒトの尿を用いた。
　実施例１：
　色素含有液として、ＮＫ５２９の最終濃度が６ｐｐｍ、ＮＫ１３６の最終濃度が０．６
ｐｐｍとなるように調製した色素含有液Ｂを用いた。
　尿検体１を、それぞれ第１試薬と混合し、さらに上記色素含有液Ｂと混合して、尿検体
１の測定用試料を調製した。
【００８６】
　調製した測定用試料を、フローセルに導入して、フローサイトメーターで測定し、蛍光
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強度（横軸）及び前方散乱光強度（縦軸）を二軸とする二次元散布図を作成した。得られ
た散布図を図４に示す。また、この散布図中、精子が出現すると考えられる領域（散布図
中の実線で囲まれた領域）を特定した。この領域内に出現する精子から検出された蛍光強
度の平均値は、１６５であった。
【００８７】
　比較例１：
　色素含有液Ａ（ＮＫ５２９の色素最終濃度６ｐｐｍ）を用いて、実施例１と同様にして
、尿検体１を含む測定用試料を調製した。
　調製した測定用試料を、フローセルに導入して、フローサイトメーターで測定し、蛍光
強度（横軸）、及び前方散乱光強度（縦軸）を二軸とする二次元散布図を作成した。得ら
れた散布図を図５に示す。この散布図中、精子が出現すると考えられる領域（散布図中の
実線で囲まれた領域）を特定した。この領域内に出現する精子から検出された蛍光強度の
平均値は、１１０であった。
【００８８】
　図４と図５との比較、及びこれらの平均蛍光強度から、第２色素としてＮＫ１３６を含
む試薬（実施例１）を用いた方が、精子が蛍光強度の高い方の領域に出現することがわか
る。
【００８９】
〔尿検体２の分析〕
　尿検体２として、酵母様真菌が出現しているヒトの尿を用いた。
　実施例２：
　色素含有液として、ＮＫ５２９の最終濃度が６ｐｐｍ、ＮＫ１３６の最終濃度が０．６
ｐｐｍとなるように調製した色素含有液Ｂを用いた。
　尿検体２を、それぞれ第１試薬と混合し、さらに上記色素含有液Ｂと混合して、尿検体
２の測定用試料を調製した。
【００９０】
　調製した測定用試料を、フローセルに導入して、フローサイトメーターで測定し、蛍光
強度（横軸）及び前方散乱光強度（縦軸）を二軸とする二次元散布図を作成した。得られ
た散布図を図６に示す。また、この散布図において、精子が出現すると考えられる領域（
図中、実線で囲まれた部分）の平均蛍光強度を算出したところ、８７であった。
【００９１】
　比較例２：
　色素含有液Ａ（ＮＫ５２９の色素最終濃度６ｐｐｍ）を用いて、実施例２と同様にして
、尿検体２を含む測定用試料を調製した。
　調製した測定用試料を、フローセルに導入して、フローサイトメーターで測定し、蛍光
強度（横軸）及び前方散乱光強度（縦軸）を二軸とする二次元散布図を作成した。得られ
た散布図を図７に示す。また、この散布図中、精子が出現すると考えられる領域（散布図
中の実線で囲まれた領域）を特定した。この領域内に出現する精子から検出された蛍光強
度の平均値は、８７であった。
【００９２】
　図６と図７との比較、及びこれらの平均蛍光強度から、試薬における第２色素は、酵母
様真菌の出現位置に実質的に影響を与えていないことがわかる。
【００９３】
〔尿検体３の分析〕
　尿検体３として、精子が出現しているヒトの尿を用いた。
　実施例３：
　色素含有液として、ＮＫ５２９の最終濃度が６ｐｐｍ、ＮＫ２２５１の最終濃度が０．
６ｐｐｍとなるように調製した色素含有液Ｃを用いた。
　尿検体３を、それぞれ第１試薬と混合し、さらに上記色素含有液Ｃと混合して、尿検体
３の測定用試料を調製した。
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　調製した測定用試料を、フローセルに導入して、フローサイトメーターで測定し、蛍光
強度（横軸）及び前方散乱光（縦軸）を二軸とする二次元散布図を作成した。得られた散
布図を図８に示す。また、この散布図中、精子が出現すると考えられる領域（散布図中の
実線で囲まれた領域）を特定した。この領域内に出現する精子から検出された蛍光強度の
平均値は、１６５であった。
【００９５】
　比較例３：
　色素含有液Ａ（ＮＫ５２９の色素最終濃度６ｐｐｍ）を用いて、実施例３と同様にして
、尿検体３を含む測定用試料を調製し、フローサイトメーターで測定して、蛍光強度（横
軸）及び前方散乱光（縦軸）を二軸とする二次元散布図を作成した。得られた散布図を図
９に示す。また、この散布図中、精子が出現すると考えられる領域（散布図中の実線で囲
まれた領域）を特定した。この領域内に出現する精子から検出された蛍光強度の平均値は
、１２６であった。
【００９６】
　図８と図９との比較、及びこれらの平均蛍光強度から、第２色素としてＮＫ２２５１を
含有する試薬を用いることにより、精子の染色性が高くなり、精子出現集団が右側（高蛍
光強度）の方へシフトすることがわかる。
　以上から、第１色素よりも膜透過性が高い第２色素を含有する試薬を用いることにより
、精子が出現すると考えられる領域を従来よりも高蛍光強度側に設定して、酵母様真菌が
出現すると考えられる領域とを区別することが可能になる。あるいは第２色素を含有しな
い試薬と第２色素を含有する試薬のそれぞれから得られる散布図を重ね合わせ、高蛍光強
度領域に差違となって現れた集団を精子集団と特定することもできる。従って、本発明の
分析用試薬を用いることにより、酵母様真菌、赤血球、及び精子を区別した高精度の分析
が可能となる。
【産業上の利用可能性】
【００９７】
　本発明の尿試料分析用試薬は、赤血球、酵母様真菌、精子を弁別できるように染色処理
できるので、尿検体について、赤血球、酵母様真菌、精子の含有率などを高精度で測定、
分析したい場合に、好適に用いることができる。
【図面の簡単な説明】
【００９８】
【図１】本発明の尿試料分析用試薬を用いて精子及び酵母用真菌を含む尿試料を測定した
場合に得られる散布図概念図である。
【図２】従来の分析用試薬を用いて精子及び酵母用真菌を含む尿試料を測定した場合に得
られる散布図概念図である。
【図３】ＮＫ１３６の濃度と蛍光強度の関係を示すグラフである。
【図４】実施例１で得られた散布図。
【図５】比較例１で得られた散布図。
【図６】実施例２で得られた散布図。
【図７】比較例２で得られた散布図。
【図８】実施例３で得られた散布図。
【図９】比較例３で得られた散布図。
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