
(57)【要約】

　本発明は、臨床診断のための光バイオディスク、方法

、および光ディスクドライブを対象とする。本発明はさ

らに、オンディスクのサンプル調製および処理、捕捉領

域への前処理済みサンプルの供給、捕捉領域に結合して

いないサンプルの部分の除去、および結合した細胞の計

数を含む、生体サンプルにおける特定の型の血球の量を

測定する方法を対象とする。また、光バイオディスクに

おいてクラスタ指定マーカ検定に用いるための血液サン

プルを処理する流体回路も開示される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 細 胞 検 定 を 行 う た め の 光 バ イ オ デ ィ ス ク で あ っ て 、
　 回 転 可 能 な 基 板 と 、
　 該 基 板 に 関 連 し た キ ャ ッ プ 部 、 お よ び
　 前 記 基 板 と 前 記 キ ャ ッ プ 部 の 間 に 形 成 さ れ た 流 体 回 路 で あ っ て 、
　 　 注 入 ポ ー ト を 含 む 混 合 チ ャ ン バ 、
　 　 該 混 合 チ ャ ン バ と 流 体 連 通 し て い る 精 製 チ ャ ン バ 、
　 　 該 精 製 チ ャ ン バ に 関 連 し た フ ィ ル タ 手 段 、
　 　 前 記 精 製 チ ャ ン バ と 流 体 連 通 し て お り 、 捕 捉 領 域 を 含 む 分 析 チ ャ ン バ 、 お よ び
　 　 該 分 析 チ ャ ン バ に 関 連 し た 排 出 ポ ー ト
を 備 え る 流 体 回 路
を 備 え る 、 細 胞 検 定 を 行 う た め の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 フ ィ ル タ 手 段 は 、 微 小 球 お よ び 細 胞 ふ る い か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に
記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 微 小 球 は 精 製 剤 で 被 覆 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 精 製 剤 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ガ
ン ド 、 受 容 体 、 お よ び 結 合 剤 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス
ク 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 Ｃ Ｄ ５ ６ 、 抗 Ｃ Ｄ １ ４ 、 抗 Ｃ Ｄ １ ９ 、 抗 Ｃ Ｄ ９ 、 抗 Ｃ Ｄ
３ １ 、 抗 Ｃ Ｄ ４ １ 、 抗 Ｃ Ｄ １ ３ 、 抗 Ｃ Ｄ ３ １ 、 お よ び 抗 Ｃ Ｄ ４ ３ を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る
、 請 求 項 ４ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 捕 捉 領 域 は 捕 捉 剤 で 被 覆 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 捕 捉 剤 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ガ
ン ド 、 受 容 体 、 お よ び 結 合 剤 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス
ク 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 Ｃ Ｄ ４ 、 抗 Ｃ Ｄ ８ 、 お よ び 抗 Ｃ Ｄ ２ を 含 む 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ９ 】
　 溶 解 緩 衝 液 槽 と 、 該 溶 解 緩 衝 液 槽 を 前 記 混 合 チ ャ ン バ に 接 続 す る 溶 解 流 路 、 お よ び 、 該
溶 解 流 路 内 に あ る 溶 解 緩 衝 液 弁 を さ ら に 備 え 、 前 記 溶 解 緩 衝 液 槽 に は 溶 解 緩 衝 液 が 予 め 充
填 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 分 析 緩 衝 液 槽 と 、 該 分 析 緩 衝 液 槽 を 前 記 精 製 チ ャ ン バ に 接 続 す る 緩 衝 液 流 路 、 お よ び 、
該 緩 衝 液 流 路 内 に あ る 分 析 緩 衝 液 弁 と を さ ら に 備 え 、 前 記 分 析 緩 衝 液 槽 に は 分 析 緩 衝 液 が
予 め 充 填 さ れ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 分 析 チ ャ ン バ お よ び 前 記 排 出 ポ ー ト と 流 体 連 通 し て い る 廃 液 チ ャ ン バ を さ ら に 備 え
る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 混 合 チ ャ ン バ と 前 記 精 製 チ ャ ン バ と を 接 続 す る 前 記 流 体 回 路 内 に あ る サ ン プ ル 混 合
弁 を さ ら に 備 え る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 １ ３ 】
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　 前 記 混 合 チ ャ ン バ と 前 記 精 製 チ ャ ン バ と を 接 続 す る Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 で あ っ て 、 サ ン プ ル
が 前 記 混 合 チ ャ ン バ に ロ ー ド さ れ る と 、 前 記 サ ン プ ル は 前 記 精 製 チ ャ ン バ に 入 る 前 に 該 Ｒ
Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 を 通 っ て 流 れ る よ う に な っ て い る 、 Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 を さ ら に 備 え る 、 請 求 項
１ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ま た は ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 は 、 該 Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 全 体 に 分 布 す る 支 柱 を 含 む 、 請 求 項 １ ３ に 記
載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 は Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 剤 で 被 覆 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 光 バ イ オ デ
ィ ス ク 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 剤 は レ ク チ ン で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 細 胞 検 定 を 行 う た め に 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 用 い る 方 法 で あ っ て 、
　 全 血 サ ン プ ル を 前 記 注 入 ポ ー ト を 通 し て 前 記 混 合 チ ャ ン バ に ロ ー ド し 、
　 前 記 バ イ オ デ ィ ス ク を 光 読 み 取 り 装 置 に ロ ー ド し 、
　 前 記 溶 解 緩 衝 液 弁 を 開 い て 、 血 液 サ ン プ ル を 含 む 前 記 混 合 チ ャ ン バ に 前 記 溶 解 緩 衝 液 を
放 出 す る の に 十 分 な 第 １ の 速 度 で 前 記 バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ 、
　 前 記 サ ン プ ル 中 の 赤 血 球 が 溶 解 さ れ る の に 十 分 な 時 間 、 前 記 溶 解 緩 衝 液 中 で 前 記 サ ン プ
ル を 培 養 し 、
　 前 記 サ ン プ ル 混 合 弁 を 開 い て 、 前 記 サ ン プ ル を 、 不 要 な 細 胞 が 捕 捉 さ れ る 前 記 精 製 チ ャ
ン バ を 通 し て 、 特 定 の 細 胞 が 捕 捉 領 域 で 捕 捉 さ れ る 前 記 分 析 チ ャ ン バ に 移 動 さ せ る の に 十
分 な 第 ２ の 速 度 で バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ 、
　 電 磁 放 射 入 射 ビ ー ム を 前 記 捕 捉 領 域 に 照 射 し 、
　 前 記 捕 捉 領 域 に お い て 前 記 デ ィ ス ク と 相 互 作 用 し た 後 に 形 成 さ れ る 前 記 電 磁 放 射 ビ ー ム
を 検 出 し 、
　 前 記 検 出 し た ビ ー ム を 出 力 信 号 に 変 換 し 、 そ し て
　 前 記 出 力 信 号 を 分 析 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 前 記 捕 捉 領 域 に お い て 捕 捉 さ
れ た 細 胞 の 数 に 関 す る 情 報 を 前 記 出 力 信 号 か ら 抽 出 す る 、 ス テ ッ プ
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 細 胞 検 定 の た め に 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 用 い る 方 法 で あ っ て 、
　 全 血 サ ン プ ル を 前 記 注 入 ポ ー ト を 通 し て 前 記 混 合 チ ャ ン バ に ロ ー ド し 、
　 前 記 バ イ オ デ ィ ス ク を 光 読 み 取 り 装 置 に ロ ー ド し 、
　 前 記 サ ン プ ル を 、 該 サ ン プ ル 中 の 赤 血 球 が 捕 捉 さ れ る 前 記 Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 を 通 し て 、 前
記 サ ン プ ル 中 の 不 要 な 細 胞 が 捕 捉 さ れ る 前 記 精 製 領 域 を 通 し て 、 そ し て 特 定 の 細 胞 が 前 記
捕 捉 領 域 で 捕 捉 さ れ る 前 記 分 析 チ ャ ン バ を 通 し て 移 動 さ せ る の に 十 分 な 速 度 で 十 分 な 時 間
の 間 、 、 前 記 バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ 、
　 電 磁 放 射 入 射 ビ ー ム を 前 記 捕 捉 領 域 に 照 射 し 、
　 前 記 捕 捉 領 域 に お い て 前 記 デ ィ ス ク と 相 互 作 用 し た 後 に 形 成 さ れ る 電 磁 放 射 ビ ー ム を 検
出 し 、
　 前 記 検 出 さ れ た ビ ー ム を 出 力 信 号 に 変 換 し 、 そ し て
　 前 記 出 力 信 号 を 分 析 し 、 そ れ に よ り 、 前 記 捕 捉 領 域 に お い て 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 数 に 関 す
る 情 報 を 前 記 出 力 信 号 か ら 抽 出 す る 、 ス テ ッ プ
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 細 胞 検 定 を 行 う た め の 光 バ イ オ デ ィ ス ク で あ っ て 、
　 回 転 可 能 な 基 板 と 、
　 該 基 板 に 取 り 付 け ら れ た マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト 、 そ し て
　 該 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト 内 に 形 成 さ れ た 流 体 回 路
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を 備 え る 、 細 胞 検 定 を 行 う た め の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト は 、 組 み 立 て ら れ て 前 記 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト を 形 成 し た 時
に 、 注 入 ポ ー ト 、 混 合 チ ャ ン バ 、 フ ロ ー 流 路 、 お よ び 精 製 チ ャ ン バ を 含 む 前 記 流 体 回 路 の
種 々 の 構 成 要 素 を 形 成 す る 、 種 々 の 切 取 部 分 を 有 す る 板 か ら 形 成 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ に 記
載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 精 製 チ ャ ン バ に は フ ィ ル タ 手 段 が 充 填 さ れ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス
ク 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 基 板 に 関 連 し た キ ャ ッ プ 部 、 お よ び
　 前 記 キ ャ ッ プ 部 と 前 記 基 板 の 間 に 形 成 さ れ た 捕 捉 領 域 を 有 し 、 前 記 精 製 チ ャ ン バ と 流 体
連 通 し て い る 分 析 チ ャ ン バ
を さ ら に 備 え る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 サ ン プ ル を 収 容 す る 光 デ ィ ス ク お よ び ド ラ イ ブ シ ス テ ム で あ っ て 、
　 該 シ ス テ ム は 、
　 　 基 板 、
　 　 該 基 板 、 混 合 チ ャ ン バ 、 精 製 チ ャ ン バ 、 お よ び 前 記 混 合 チ ャ ン バ と 前 記 精 製 チ ャ ン バ
の 間 に 画 定 さ れ 、 捕 捉 領 域 を 有 す る 分 析 チ ャ ン バ に 平 行 な 、 キ ャ ッ プ 、 お よ び
　 　 前 記 捕 捉 領 域 に お い て 前 記 基 板 上 に 重 ね ら れ た 捕 捉 層 で あ っ て 、 第 １ の 捕 捉 領 域 が 第
１ の 細 胞 捕 捉 剤 を 有 し 、 第 ２ の 捕 捉 領 域 が 第 ２ の 細 胞 捕 捉 剤 を 有 す る 、 捕 捉 層 、
を 備 え る バ イ オ デ ィ ス ク と 、
　
　 　 前 記 デ ィ ス ク の 前 記 捕 捉 領 域 に 光 を 送 る 光 源 、
　 　 前 記 捕 捉 領 域 に お い て 前 記 デ ィ ス ク か ら 反 射 し た 光 ま た は 該 デ ィ ス ク を 透 過 し た 光 を
検 出 し て 、 信 号 を 供 給 す る 検 出 器 、 お よ び
　 　 前 記 信 号 を 用 い て 捕 捉 分 子 に 結 合 し た 前 記 サ ン プ ル 中 の ア イ テ ム を 計 数 す る プ ロ セ ッ
サ 、
を 備 え る 光 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ 、
を 備 え る 、 シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 細 胞 検 定 で 用 い る た め の 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 作 成 す る 方 法 で あ っ て 、
　 回 転 可 能 な 光 デ ィ ス ク 基 板 を 形 成 し 、
　 該 基 板 と 同 様 の 寸 法 を 有 す る カ バ ー デ ィ ス ク を 形 成 し 、
　 流 体 回 路 を 形 成 す る 切 取 部 分 を 有 す る 流 路 層 を 形 成 し 、 前 記 流 体 回 路 は 、 注 入 ポ ー ト 、
混 合 チ ャ ン バ 、 精 製 チ ャ ン バ 、 分 析 チ ャ ン バ 、 お よ び 排 出 ポ ー ト を 含 み 、 前 記 分 析 チ ャ ン
バ は 捕 捉 領 域 を 含 み 、
　 捕 捉 プ ロ ー ブ を 前 記 捕 捉 領 域 に 結 合 さ せ 、
　 前 記 基 板 に 前 記 流 路 層 を 取 り 付 け 、
　 フ ィ ル タ 手 段 を 前 記 精 製 チ ャ ン バ に ロ ー ド し 、
　 前 記 流 路 層 に 前 記 カ バ ー デ ィ ス ク を 取 り 付 け 、 そ れ に よ り 前 記 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 形 成
す る 、 ス テ ッ プ
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 取 り 付 け る ス テ ッ プ は 、 接 着 剤 お よ び プ ラ ス チ ッ ク 溶 接 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 技
法 に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 フ ィ ル タ 手 段 は 、 微 小 球 お よ び 細 胞 ふ る い か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ４
に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 フ ィ ル タ 手 段 は 精 製 剤 で 被 覆 さ れ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 　 ［ 発 明 の 背 景 ］
１ ． 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 包 括 的 に は 、 生 物 学 的 検 定 法 お よ び 診 断 検 定 法 （ diagnostic assay） に 関 し
、 特 に 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク 上 で 行 う こ の よ う な 検 定 に 関 す る 。 詳 細 に は 、 本 発 明 は さ ら に
、 細 胞 検 定 お よ び 関 連 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク シ ス テ ム で 用 い る サ ン プ ル 調 製 方 法 に 関 す る 。
た だ し 、 本 発 明 は 、 実 施 の 最 良 の 形 態 に 従 っ て 後 述 す る 特 定 の 実 施 の 形 態 に 限 定 さ れ る も
の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 　 ［ 関 連 出 願 の 相 互 参 照 ］
　 こ の 出 願 は 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ２ ０ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ９ ８ ８ ， ７ ２
８ 号 の 部 分 継 続 出 願 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ま た 、 こ の 出 願 は 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ 月 １ ７ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ４ ９ ， ３
９ ２ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ 月 １ ８ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ４ ９ ， ４ ４ ９ 号 、 ２ ０
０ ２ 年 ２ 月 ５ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５ ， ６ ４ ４ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ２ 月 １ ９
日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ８ ， ４ ７ ９ 号 、 お よ び ２ ０ ０ ２ 年 ５ 月 ２ ２ 日 に 出
願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ８ ２ ， ３ ２ ７ 号 か ら の 優 先 権 の 利 益 も 主 張 す る 。 こ れ ら の
出 願 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ 、 同 時 係 属 中 の 以 下 の 特 許 出 願 に 開 示 さ れ た デ ィ
ス ク 、 検 定 法 、 お よ び シ ス テ ム の い ず れ と も 組 み 合 わ せ て 有 利 に 使 用 す る こ と が で き る 。
そ の 以 下 の 特 許 出 願 と は 、 す な わ ち 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ３ 日 に 出 願 さ れ た 「 Clinical Diagn
ostic Optical Bio-Disc And Related Methods For Selection And Detection Of Lympho
cytes Including Helper-Inducer/Suppressor-Cytotoxic Cells」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第
６ ０ ／ ３ ０ ２ ， ７ ５ ７ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 １ ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Quantitative and Quali
tative Methods for Cell Isolation and Typing Including Immunophenotyping」 と 題 す
る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ０ ６ ， ０ ３ ５ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 １ ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Capture 
Layer Assemblies and Optical Bio-Discs for Immunophenotyping」 と 題 す る 米 国 仮 出 願
第 ６ ０ ／ ３ ０ ５ ， ９ ９ ３ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 １ ９ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Imaging 
Blood Cells, Blood-Borne Parasites and Pathogens, and Other Biological Matter In
cluding Related Optical Bio-Discs and Drive Assemblies」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０
／ ３ ０ ６ ， ５ ９ ２ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ２ ３ 日 に 出 願 さ れ た 「 Quantitative and Qualitati
ve Methods for Cell Isolation and Typing Including Immunophenotyping」 と 題 す る 米
国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ０ ７ ， ２ ６ ３ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ８ 月 ３ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Capture Laye
r Assemblies for Cellular Assays Including Related Optical Analysis Discs and Me
thods」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ２ ３ ３ ， ３ ２ ２ 号 、 お よ び ２ ０ ０ ２ 年 ９ 月 ６ 日 に
出 願 さ れ た 「 Nuclear Morphology Based Identification and Quantification of White 
Blood Cell Types Using Optical Bio-Disc Systems」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ２
３ ６ ， ８ ５ ７ 号 で あ る 。 こ れ ら の 出 願 の す べ て は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
２ ． 関 連 技 術 の 説 明
　 血 球 計 数 は 、 診 断 、 処 置 、 お よ び 患 者 の 健 康 を 判 断 す る た め の 追 跡 調 査 の 期 間 中 に 使 用
さ れ る 。 全 血 球 計 数 （ Ｃ Ｂ Ｃ （ complete blood count） ） は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 ヘ マ ト ク リ
ッ ト 、 平 均 赤 血 球 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 平 均 赤 血 球 ヘ モ グ ロ ビ ン 濃 度 、 平 均 赤 血 球 容 積 、 血 小 板
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計 数 、 お よ び 白 血 球 計 数 を 含 む 試 験 の 集 合 体 で あ る 。 血 球 計 数 は 、 １ 立 方 ｍ ｍ の 全 血 あ た
り の 赤 血 球 お よ び 白 血 球 を 数 え あ げ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 白 血 球 計 数 （ Ｗ Ｂ Ｃ （ white blood cell count） 、 白 血 球 ） は 、 血 液 の 標 準 サ ン プ ル の
白 血 球 の 総 数 で あ る 。 正 常 な 健 康 人 で は 、 通 常 、 Ｗ Ｂ Ｃ 計 数 は 、 １ マ イ ク ロ リ ッ ト ル （ μ
ｌ ） あ た り ４ ０ ０ ０ ～ １ ０ ８ ０ ０ 個 の 細 胞 で あ る 。 例 え ば 運 動 、 ス ト レ ス 、 お よ び 病 気 と
い っ た 要 因 に よ り 、 こ れ ら の 値 は 影 響 を 受 け る 可 能 性 が あ る 。 Ｗ Ｂ Ｃ が 高 い と い う こ と は
、 感 染 症 、 白 血 病 、 ま た は 組 織 の 損 傷 を 示 す こ と が あ る 。 Ｗ Ｂ Ｃ 計 数 が １ マ イ ク ロ リ ッ ト
ル あ た り １ ０ ０ ０ 個 の 細 胞 未 満 に な る と 、 感 染 症 の 危 険 が 増 加 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 分 画 白 血 球 計 数 試 験 （ leukocyte differential testing） は 、 白 血 球 計 数 自 体 か ら 得 る
こ と が で き る 情 報 を 越 え る 多 く の 情 報 を 収 集 す る の に 不 可 欠 で あ る 。 分 画 白 血 球 計 数 は 、
疑 わ し い 新 た な 感 染 症 ま た は 熱 （ Ｃ Ｂ Ｃ が 正 常 な 場 合 で あ っ て も ） 、 異 常 に 関 連 し た 疾 患
の 疑 い 、 異 常 な 白 血 球 計 数 、 疑 い の あ る 白 血 病 、 お よ び 例 え ば 好 酸 球 増 加 症 、 単 球 増 加 症
、 ま た は 好 塩 基 球 増 加 症 と い っ た 他 の 異 常 を 見 極 め る の に 使 用 さ れ る 。 重 度 の 白 血 球 減 少
症 が あ る 場 合 （ 例 え ば 薬 物 治 療 の 副 次 的 な も の と し て ） に は 、 白 血 球 ま た は 分 画 白 血 球 計
数 の 試 験 が 、 繰 り 返 し 実 行 さ れ る こ と が あ る 。 処 置 の 間 、 例 え ば 化 学 治 療 ま た は 放 射 線 治
療 の 間 、 そ の 処 置 が 、 癌 細 胞 に 加 え て 健 康 な 血 球 を 欠 乏 さ せ て い る か ど う か を 判 断 す る の
に 、 血 球 計 数 は 非 常 に 重 要 で あ る 。 化 学 治 療 は 、 血 球 の 産 生 に 影 響 を 与 え る の で 、 血 液 中
の さ ま ざ ま な 種 類 の 細 胞 の 量 を チ ェ ッ ク す る こ と は 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 分 画 白 血 球 計 数 は 、 コ ン ピ ュ ー タ 化 さ れ た 細 胞 計 数 計 測 装 置 に よ っ て 求 め る こ と が で き
る 。 こ の よ う な 装 置 は 、 ５ つ の 主 要 な 白 血 球 の 型 の 総 計 数 お よ び 割 合 を 求 め る 。 正 常 な 個
人 で は 、 大 多 数 の 好 中 球 （ ５ ０ ～ ６ ０ ％ ） 、 そ れ に 次 ぐ リ ン パ 球 （ ２ ０ ～ ４ ０ ％ ） 、 次 い
で 単 球 （ ２ ～ ９ ％ ） が 、 わ ず か な 好 酸 球 （ １ ～ ４ ％ ） お よ び 好 塩 基 球 （ ０ ． ５ ％ ～ ２ ％ ）
と 共 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 リ ン パ 球 の カ テ ゴ リ 内 で は 、 さ ら に 、 細 胞 の サ ブ タ イ プ が 存 在 す る 。 例 え ば 、 リ ン パ 球
は 、 大 き く は 、 Ｔ 細 胞 （ 胸 腺 由 来 リ ン パ 球 ） お よ び Ｂ 細 胞 （ 滑 液 等 価 リ ン パ 球 （ bursal-e
quivalent lymphocyte） ） に 分 け る こ と が で き る 。 Ｔ 細 胞 お よ び Ｂ 細 胞 は 、 主 と し て 、 そ
れ ぞ れ 細 胞 免 疫 お よ び 体 液 性 免 疫 を 担 っ て い る 。 白 血 球 内 の グ ル ー プ を 分 類 す る の に 、 形
態 学 的 特 徴 が 使 用 さ れ て き た が 、 形 態 だ け で は 、 リ ン パ 球 の サ ブ タ イ プ の 多 く の 機 能 を 区
別 す る の に 不 十 分 で あ る こ と が 分 か っ て き た 。 さ ま ざ ま な 機 能 を 有 す る リ ン パ 球 を 区 別 す
る た め に 、 ロ ゼ ッ ト （ rosetting） に よ る 分 析 、 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 に よ る 分 析 、 酵 素 組
織 化 学 に よ る 分 析 、 お よ び 特 異 的 な 細 胞 表 面 の マ ー カ に 対 す る 最 近 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
に よ る 分 析 を 含 む 技 法 が 開 発 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｔ 細 胞 は 、 例 え ば Ｃ Ｄ ４ お よ び Ｃ Ｄ ８ と い っ た 主 な ２ つ の 細 胞 表 面 抗 原 の 一 方 が 存 在 す
る こ と に よ り さ ら に 区 別 さ れ る こ と が 多 い 。 Ｃ Ｄ ４ ＋ 型 細 胞 は 、 ヘ ル パ Ｔ 細 胞 と 呼 ば れ 、
抗 体 免 疫 に 関 与 す る 。 こ れ ら の Ｔ 細 胞 は 、 Ｂ 細 胞 に よ っ て 提 示 さ れ た 抗 原 に 結 合 し て 、 プ
ラ ズ マ 細 胞 の ク ロ ー ン の 発 生 を 引 き 起 こ し 、 プ ラ ズ マ 細 胞 は 、 抗 原 物 質 に 対 す る 抗 体 を 分
泌 す る 。 ま た 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 は 、 細 胞 免 疫 に も 不 可 欠 で あ る 。 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 は 、 例 え
ば 食 作 用 を 有 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 樹 状 細 胞 と い っ た 抗 原 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ ） に よ っ
て 提 示 さ れ た 抗 原 に 結 合 し て 、 他 の 免 疫 細 胞 を そ の 区 域 に 引 き 付 け る リ ン フ ォ カ イ ン を 放
出 す る と 理 解 さ れ て い る 。 そ の 結 果 、 炎 症 が 生 じ 、 抗 原 物 質 を 囲 ん で 破 壊 し よ う と す る 細
胞 お よ び 分 子 の 蓄 積 が 生 じ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 型 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 は 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 ま た は キ ラ ー Ｔ 細 胞 と 呼 ば れ る 。 こ れ ら の Ｔ 細
胞 は 、 結 合 し た 細 胞 を 破 壊 す る 分 子 を 分 泌 す る 。 感 染 し た 細 胞 が 、 他 の 細 胞 に 感 染 で き る
新 た な ウ ィ ル ス の 集 団 を 放 出 す る 前 に 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 は 、 そ れ ら 感 染 し た 細 胞 を 破 壊 す
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る の で 、 こ の Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 の 分 子 の 分 泌 は 、 ウ ィ ル ス 感 染 と の 闘 い に お い て 重 要 で あ る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス は 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 に 対 す る 高 い 親 和 性 を 有 す る レ ト ロ ウ ィ ル ス
で あ り 、 し た が っ て 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 は 、 こ の ウ ィ ル ス の 有 力 な 標 的 で あ る 。 後 天 性 免 疫
不 全 症 候 群 （ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ ） は 、 免 疫 に お け る Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 の 重 要 性 の 鮮 明 で 悲 劇 的 な 実 例
を 提 供 す る 。 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ ） は 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 分 子 に 結 合 し 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細
胞 に 侵 入 お よ び 感 染 す る 。 こ の 病 気 が 進 行 す る と 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 の 数 は 、 そ の 正 常 な 範
囲 で あ る １ マ イ ク ロ リ ッ ト ル （ μ ｌ ） あ た り 約 １ ０ ０ ０ 個 よ り も 少 な く な る 。 １ つ の 説 明
は 、 患 者 の Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 が 、 感 染 し た Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 を 絶 え 間 な く 破 壊 し よ う と す る こ と
で あ り 得 る 。 あ る い は 、 感 染 し て い な い Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 は 、 自 滅 （ ア ポ ト ー シ ス ） を 誘 導 さ
れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 の 数 が １ マ イ ク ロ リ ッ ト ル あ た り ４ ０ ０ 個 よ り も 少 な く な る と 、 免 疫 応
答 を 高 め る 患 者 の 能 力 が 劇 的 に 低 下 す る 。 患 者 は 、 身 体 に 侵 入 す る 病 原 体 （ 通 常 は 我 々 に
危 害 を 加 え る こ と な く 我 々 の 組 織 に 存 在 す る 微 生 物 、 特 に ウ イ ル ス お よ び 菌 類 を 含 む ） か
ら の 感 染 に 過 敏 に な る だ け で は な い 。 最 終 的 に は 、 患 者 は 、 カ ン ジ ダ 症 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ
イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ニ ュ ー モ シ ス テ ィ ス ・ カ リ ニ 肺 炎 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ 症 、
結 核 そ の 他 の よ う な 日 和 見 感 染 症 で 死 亡 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Ｃ Ｄ ４ お よ び Ｃ Ｄ ８ に 加 え て 、 リ ン パ 球 の サ ブ タ イ プ の 識 別 に 使 用 で き る 他 の 多 く の 細
胞 表 面 抗 原 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ １ ６ 、 Ｃ Ｄ １ ９ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ 、 お よ び Ｃ Ｄ ５ ６ ） が 存 在
す る 。 抗 体 技 法 に よ っ て こ れ ら の 細 胞 表 面 抗 原 を 検 出 で き る こ と に よ り 、 診 断 病 理 学 に は
新 し い 局 面 が 加 え ら れ 、 さ ま ざ ま な 技 法 を 、 ヘ マ ト リ ン パ 球 （ hematolymphoid） 疾 患 （ 例
え ば 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 、 白 血 病 、 お よ び リ ン パ 腫 ） の 免 疫 表 現 型 （ immunophenotype） の 研 究 に
利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 放 射 性 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｉ Ａ ）
、 蛍 光 免 疫 測 定 法 （ Ｆ Ｉ Ａ ） と い っ た 従 来 の マ イ ク ロ 免 疫 検 定 法 （ microimmuno-assay）
は 、 同 位 体 、 酵 素 、 ま た は 蛍 光 物 質 と 特 異 的 に そ れ ぞ れ 反 応 す る 、 対 応 し た 抗 体 ま た は 抗
原 の 存 否 を 検 出 す る た め に 、 当 該 同 位 体 、 酵 素 、 ま た は 蛍 光 物 質 を そ れ ぞ れ 使 用 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 血 液 の 標 準 サ ン プ ル 中 の 血 小 板 の 数 は 、 通 常 、 １ マ イ ク ロ リ ッ ト ル （ μ ｌ ） あ た り １ ３
３ ， ０ ０ ０ か ら ３ ３ ３ ， ０ ０ ０ で あ る 。 血 小 板 の 数 が 過 剰 で あ る こ と は 、 血 小 板 血 症 と 呼
ば れ る 。 血 小 板 計 数 は 、 事 後 対 応 の （ reactive） 反 応 ま た は 骨 髄 障 害 に よ り 、 正 常 な 血 小
板 計 数 を 越 え る こ と が あ る 。 事 後 対 応 の 反 応 は 、 通 常 、 出 血 、 感 染 、 腫 瘍 、 お よ び 骨 髄 増
殖 性 疾 患 が 原 因 で 引 き 起 こ さ れ る 。 骨 髄 障 害 は 、 通 常 、 汎 血 球 減 少 症 と し て 知 ら れ て い る
血 球 の 損 失 を 伴 う 。 他 方 、 血 小 板 計 数 の 減 少 は 、 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 に よ る も の で あ る 。
血 小 板 減 少 症 は 、 血 小 板 計 数 が ３ ０ ， ０ ０ ０ 未 満 に な る と 発 生 す る 。 そ の 結 果 、 異 常 な 出
血 が 発 生 す る 。 計 数 が ５ ０ ０ ０ 未 満 に な る と 、 命 に か か わ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 、 イ ン テ グ ラ － ゼ 阻 害 剤 お よ び そ の 他 を 含 む 幾
つ か の 治 療 手 法 が 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ の 治 療 に 用 い ら れ る 。 Ｃ Ｄ ４ ＋ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ リ ン パ 球 の
数 お よ び そ れ ら の 比 （ Ｃ Ｄ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ リ ン パ 球 ） の 概 算 は 、 免 疫 不 全 症 を 有 す る 人
間 の 患 者 の 免 疫 の 健 康 状 態 を 評 価 す る た め お よ び 治 療 の 効 力 を 評 価 す る た め に 重 要 で あ る
。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 抗 体 技 法 に よ っ て 細 胞 関 連 抗 原 を 検 出 で き る こ と に よ り 、 診 断 病 理 学 に は 新 し い 局 面 が
加 え ら れ た 。 さ ま ざ ま な 技 法 を 、 ヘ マ ト リ ン パ 球 疾 患 の 免 疫 表 現 型 の 研 究 に 利 用 す る こ と
が で き る 。 放 射 性 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｉ Ａ ） 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 （
Ｆ Ｉ Ａ ） の よ う な 従 来 の マ イ ク ロ 免 疫 検 定 法 は 、 同 位 体 、 酵 素 、 ま た は 蛍 光 物 質 と 特 異 的
に そ れ ぞ れ 反 応 す る 、 対 応 し た 抗 体 ま た は 抗 原 の 存 否 を 検 出 す る た め に 、 当 該 同 位 体 、 酵
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素 、 ま た は 蛍 光 物 質 を そ れ ぞ れ 使 用 す る 。 し か し な が ら 、 上 記 の 方 法 に は 限 界 お よ び 欠 点
が あ る 。 Ｒ Ｉ Ａ は 、 特 別 な 設 備 、 予 備 対 策 、 半 減 期 の 制 限 、 お よ び 種 々 の 他 の 要 因 を 必 要
と す る 。 着 色 ま た は 発 光 に よ り 標 識 を 測 定 す る 際 に 酵 素 ま た は 蛍 光 物 質 を 用 い る 方 法 は 、
過 剰 な 未 結 合 か つ 未 反 応 の 試 薬 を 除 去 す る た め に 幾 つ か の 洗 浄 ス テ ッ プ を 必 要 と す る こ と
に 加 え て 、 比 色 ま た は 蛍 光 反 応 を 検 出 す る た め に 高 精 度 で 複 雑 な 機 器 を 必 要 と す る 。 さ ら
に 、 細 胞 （ 特 に リ ン パ 球 お よ び 癌 細 胞 ） お よ び 同 様 の 試 料 を 検 出 す る 上 記 の 方 法 の 適 用 に
は 、 高 性 能 な 調 製 、 検 出 、 お よ び 分 析 の 技 術 の 改 良 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 細 胞 表 面 抗 原 に 特 異 的 な 蛍 光 抗 体 の 使 用 に 関 し て 開 発 さ れ た 手 段 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ の 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 類 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） の 技 法 で あ る 。 こ れ は 、 非 常 に 信 頼 性 が 高 く 、 高 速
か つ 高 精 度 の 方 法 で あ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ 分 析 は 、 Ｒ Ｂ Ｃ 溶 解 を 受 け る 全 血 サ ン プ ル
に 対 し て 行 わ れ 、 白 血 球 は 無 傷 の ま ま に 保 た れ る 。 次 に 、 対 象 と な る 白 血 球 は 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ
ス キ ャ ナ で の 識 別 の た め に 蛍 光 マ ー カ で 標 識 さ れ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ 分 析 の た め の サ
ン プ ル の 主 要 な 要 件 は 、 サ ン プ ル が 単 分 散 性 の 懸 濁 液 中 に あ り 、 所 望 の 細 胞 が 蛍 光 マ ー カ
で 標 識 さ れ る こ と で あ る 。 こ れ は 非 常 に 高 価 な 試 験 で あ り 、 シ ス テ ム 全 体 が 、 臨 床 分 析 実
験 室 お よ び 高 価 な 機 器 に お い て 、 訓 練 さ れ た 技 術 者 に よ り 扱 わ れ る 必 要 が あ る 。 フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ の 別 の 欠 点 は 、 一 度 分 析 さ れ た 細 胞 を 繰 り 返 し 分 析 ま た は さ ら な る 調 査 （ 例 え
ば 希 少 細 胞 （ rare event cells） の 顕 微 鏡 検 査 ） に 利 用 で き な い こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 表 面 マ ー カ 分 析 は 非 常 に 有 用 な 実 験 手 段 で あ り 、 特 に 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 お よ び 免 疫
不 全 症 の 研 究 に お い て 非 常 に 有 用 で あ る 。 抗 体 ベ ー ス の マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 は 、 確 か に 、
特 に 臨 床 診 断 に お け る 、 サ ン プ ル 中 の 特 異 的 抗 原 の 識 別 に 関 す る 最 新 技 術 で あ る 。 ほ と ん
ど の 診 断 試 験 は 、 限 ら れ た 検 体 集 団 （ 癌 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 甲 状 腺 疾 患 な ど ） の み の 判
定 を 必 要 と す る 。 し た が っ て 、 １ 回 の 試 験 に お い て 臨 床 的 に 関 連 す る す べ て の パ ラ メ ー タ
を 同 時 に 測 定 す る に あ た り 、 技 術 の 小 型 化 に よ り ご く 少 量 の 血 液 サ ン プ ル し か 必 要 で な い
こ と 、 お よ び 実 験 室 職 員 の 時 間 お よ び 費 用 が 節 約 さ れ る こ と は 、 そ の 費 用 効 率 、 労 働 効 率
、 お よ び 簡 単 さ に よ り 、 病 院 の 実 験 室 お よ び ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 設 備 に と っ て 極 め て 魅 力 的
で あ る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 者 等 は 、 従 来 の 方 法 と 比 較 し て わ ず か な 時 間 お よ び 費 用 で 特 異 的 な 細 胞 表 面 を 分
析 し 、 か つ デ ー タ 分 析 を 行 う 、 簡 単 で 安 価 な シ ス テ ム を 開 発 し た 。 こ の シ ス テ ム は 、 特 別
に 作 成 し た 光 バ イ オ デ ィ ス ク と 、 関 連 の 検 出 ア セ ン ブ リ と 、 支 援 ソ フ ト ウ ェ ア お よ び 処 理
方 法 と を 用 い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 血 液 サ ン プ ル は 、 分 析 前 に Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ス キ ャ ナ に 用 い る プ ロ ト コ ル と 同 様 の 処 理 を 必 要 と
す る 。 赤 血 球 （ red cell） は 、 そ の 数 が 豊 富 で あ る こ と に よ り 、 白 血 球 （ white cell） の
特 異 的 結 合 の 邪 魔 を す る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ス キ ャ ナ で サ ン プ ル を 分 析
す る 前 に 、 白 血 球 を 排 除 す る 赤 血 球 を 破 壊 す る Ｒ Ｂ Ｃ 溶 解 緩 衝 液 を 用 い て 血 液 サ ン プ ル を
培 養 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ２ ７ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／
３ ０ ８ ， １ ９ ７ 号 で は 、 本 発 明 者 等 は 、 密 度 勾 配 プ ロ ト コ ル を 用 い て 単 核 球 を 全 血 か ら 単
離 す る こ と に よ り 光 バ イ オ デ ィ ス ク 上 で ヘ ル パ ／ イ ン デ ュ ー サ － サ プ レ ッ サ ／ 細 胞 障 害 性
検 定 を 行 う よ う に 開 発 お よ び 設 計 さ れ た 方 法 を 記 載 し て い る 。 本 発 明 で は 、 本 発 明 者 等 は
、 デ ィ ス ク 上 で 溶 解 処 置 を 行 う た め に 用 い る こ と が で き る マ イ ク ロ 流 体 チ ャ ン バ ま た は 回
路 を 記 載 し 、 白 血 球 物 質 の 残 り は 、 ヘ ル パ ／ イ ン デ ュ ー サ － サ プ レ ッ サ ／ 細 胞 傷 害 性 検 定
に 特 異 的 な 捕 捉 抗 体 が 積 層 さ れ た 検 定 ま た は 分 析 チ ャ ン バ 内 に 消 散 さ れ る （ dispelled）
。 こ の 特 定 の チ ャ ン バ の 構 造 は 、 相 互 接 続 さ れ た ２ つ の チ ャ ン バ を 含 ん で い て も よ い 。 チ
ャ ン バ １ は 、 溶 解 緩 衝 液 を 含 む 。 分 析 す る べ き 血 液 サ ン プ ル を 「 溶 解 」 チ ャ ン バ に 注 入 す
る 。 １ ５ 分 間 培 養 し て 溶 解 を 完 了 さ せ る 。 溶 解 が 完 了 す る と 、 特 異 的 な 捕 捉 抗 体 で 被 覆 さ
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れ た 分 析 チ ャ ン バ に 残 り の 白 血 球 が 入 る こ と を 可 能 に す る よ う に 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ
る 。 細 胞 サ ン プ ル と 共 に 化 学 物 質 （ chemistry） を ３ ０ 分 間 培 養 し た 後 に 、 レ ー ザ 光 学 装
置 （ laser optics） を 用 い て デ ィ ス ク の 読 み 取 り お よ び 画 像 化 を 行 い 、 適 当 な ソ フ ト ウ ェ
ア で 画 像 を 解 析 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 　 ［ 発 明 の 概 要 ］
　 本 発 明 は 、 包 括 的 に は 、 臨 床 診 断 検 定 お よ び 関 連 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク に 関 す る 。 よ り 詳
細 に は 、 本 発 明 は 、 Ｃ Ｄ （ ク ラ ス タ 指 定 （ cluster designation） ） マ ー カ 検 定 を 含 む 細
胞 型 決 定 （ cell typing） に 関 す る 。 た だ し 、 本 発 明 は 、 実 施 の 最 良 の 形 態 に 従 っ て 後 述
す る 特 定 の 実 施 の 形 態 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 本 発 明 の Ｃ Ｄ マ ー カ 検 定 は 、 サ ン プ ル
中 の Ｃ Ｄ ４ ＋ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ リ ン パ 球 の 数 を 決 定 す る た め の 細 胞 捕 捉 検 定 で あ る 。 本 発
明 は さ ら に 、 全 血 お よ び 関 連 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 用 い た 、 ヘ ル パ ／ イ ン デ ュ ー サ － サ プ
レ ッ サ ／ 細 胞 毒 性 Ｔ リ ン パ 球 の Ｒ Ｂ Ｃ 溶 解 、 細 胞 分 離 、 お よ び 評 価 を 対 象 と す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 サ ン プ ル （ 血 液 、 髄 液 、 痰 、 尿 、 大 腸 上 皮 細 胞 （ colonocytes） 、 ま た は 任 意 の 他 の 生
物 学 的 供 給 源 な ど ） の 分 析 を 、 適 時 に 費 用 効 率 的 に 、 か つ 技 術 的 に 適 切 な 方 法 で 実 行 す る
改 良 さ れ た 方 法 お よ び 装 置 が 提 供 さ れ る 。 特 に 、 種 々 の 型 の 白 血 球 、 ま た は 他 の 細 胞 型 、
寄 生 虫 、 病 原 体 、 お よ び 生 体 物 質 の 相 対 レ ベ ル を 定 量 す る た め の よ り 簡 単 で 効 率 的 な 方 法
が 必 要 で あ る 。 本 発 明 は こ の 必 要 性 に 応 じ る も の で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 血 球 を 画 像
化 す る こ と 、 分 画 白 血 球 計 数 を 行 う こ と 、 お よ び 関 連 の 処 理 方 法 お よ び ソ フ ト ウ ェ ア に 関
す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 試 験 は 、 デ ィ ス ク 上 の 特 異 的 な 位 置 の 局 在 細 胞 を 捕 捉 す る と い う 原 理 に 基 づ く 。 特 定 の
リ ン パ 球 （ 白 血 球 ） 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 基 づ く 捕 捉
化 学 物 質 を 局 在 塗 布 す る こ と に よ り 、 幾 つ か の 特 異 的 な 細 胞 捕 捉 領 域 を デ ィ ス ク 上 に 作 製
す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 検 定 は 、 特 異 的 抗 体 が 固 相 に 取 り 付 け ら れ た フ ロ ー チ ャ ン バ を 含 む バ イ オ デ ィ ス ク 内 で
行 わ れ る 。 Ｃ Ｄ マ ー カ 検 定 ま た は ヘ ル パ － イ ン デ ュ ー サ ／ サ プ レ ッ サ － 細 胞 障 害 性 試 験 に
よ り 、 捕 捉 ま た は 標 的 領 域 で 特 異 的 抗 体 に よ り 捕 捉 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 、 Ｃ Ｄ ３ ＋
、 お よ び Ｃ Ｄ ４ ５ ＋ リ ン パ 球 を 含 む 標 的 細 胞 の 絶 対 数 を 求 め る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 光 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ ア セ ン ブ リ は 、 デ ィ ス ク の 回 転 、 デ ィ ス ク 上 に 記 憶 さ れ た 任 意 の 符
号 化 情 報 の 読 み 出 し お よ び 処 理 、 な ら び に バ イ オ デ ィ ス ク の フ ロ ー チ ャ ン バ の 細 胞 捕 捉 領
域 の 分 析 に 使 用 さ れ る 。 光 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ に は 、 バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る モ ー タ と
、 デ ィ ス ク の 回 転 速 度 を 制 御 す る コ ン ト ロ ー ラ と 、 デ ィ ス ク か ら の 帰 還 信 号 を 処 理 す る プ
ロ セ ッ サ と 、 処 理 さ れ た 信 号 を 分 析 す る 分 析 装 置 と が 設 け ら れ る 。 回 転 速 度 は 、 可 変 で あ
り 、 回 転 の 速 さ お よ び 時 間 の 双 方 に 応 じ て 厳 密 に 回 転 速 度 を 制 御 す る こ と が で き る 。 ま た
、 光 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ は 、 フ ロ ー チ ャ ン バ お よ び 標 的 領 域 の 試 験 物 質 が 、 ド ラ イ ブ の 読 み
取 り ビ ー ム に よ っ て 呼 び か け を 受 け 、 分 析 装 置 に よ っ て 分 析 さ れ る 前 ま た は そ の 後 に 、 当
該 バ イ オ デ ィ ス ク に 情 報 を 書 き 込 む こ と に 利 用 す る こ と も で き る 。 バ イ オ デ ィ ス ク は 、 デ
ィ ス ク の 回 転 を 制 御 す る 符 号 化 情 報 と 、 行 わ れ る 免 疫 タ イ ピ ン グ （ immunotyping） 検 定 の
型 に 特 有 の 情 報 の 処 理 を 提 供 す る 符 号 化 情 報 と 、 そ の 結 果 を ド ラ イ ブ に 関 連 し た モ ニ タ に
表 示 す る 符 号 化 情 報 と を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の 一 態 様 は 、 光 分 析 デ ィ ス ク と 共 同 で 検 定 を 行 っ て 、 細 胞 の 検 出 お よ び 計 数 を 行 う
方 法 お よ び 装 置 を 提 供 す る こ と で あ る 。 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 光 分 析 デ ィ ス ク と 共 同
で 検 定 を 行 っ て 、 リ ン パ 球 を 検 出 す る 方 法 お よ び 装 置 を 提 供 す る こ と で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ る と 、 デ ィ ス ク 表 面 内 ま た は デ ィ ス ク 表 面 上 に サ ン プ ル を 供 給 す
る こ と を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の デ ィ ス ク は 、 光 学 式 読 み 取 り 装 置 に よ っ て 読 み 取 り
可 能 な 符 号 化 情 報 を 有 す る 。 こ の 情 報 は 、 読 み 取 り 装 置 の 走 査 を デ ィ ス ク に 対 し て 制 御 す
る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 デ ィ ス ク を 光 学 式 読 み 取 り 装 置 に ロ ー ド し 、 放 射 源 か ら の 電 磁 放 射 入 射 ビ ー ム を デ ィ ス
ク に 送 る 。 中 心 軸 の 回 り に デ ィ ス ク を 回 転 さ せ 、 か つ 、 入 射 ビ ー ム を 中 心 軸 に 対 し て 半 径
方 向 に 移 動 さ せ る こ と に よ り 、 こ の ビ ー ム を デ ィ ス ク 全 体 に わ た っ て 走 査 さ せ る 。 デ ィ ス
ク を 透 過 す る か 、 ま た は 、 デ ィ ス ク か ら 反 射 し た 電 磁 放 射 ビ ー ム を 検 出 し て 分 析 し 、 サ ン
プ ル に 特 徴 的 な 情 報 を 抽 出 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 実 施 の 形 態 は 、 チ ャ ン バ を 形 成 す る た め に 間 隔 を あ け て 配 置 さ れ た 基 板
お よ び キ ャ ッ プ を 有 す る デ ィ ス ク も 含 む 。 例 え ば 細 胞 を 有 す る 血 液 と い っ た 物 質 の サ ン プ
ル を こ の チ ャ ン バ に 供 給 す る 。 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る と 、 サ ン プ ル は 、 捕 捉 領 域 を 通 過 す
る 。 捕 捉 領 域 は 、 対 象 と な る 細 胞 の 型 の 細 胞 表 面 マ ー カ で あ る 例 え ば Ｃ Ｄ ４ お よ び Ｃ Ｄ ８
と い っ た 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 ま た は 他 の 特 異 的 結 合 相 手 を 有 す る 捕 捉 層 を 備 え る 。 １ 回 の
試 験 を 使 用 し て 、 血 液 サ ン プ ル 中 の Ｃ Ｄ ４ お よ び Ｃ Ｄ ８ な ら び に 他 の 抗 原 を 画 像 化 で き る
こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ る と 、 捕 捉 領 域 が 位 置 す る 視 界 窓 に 光 を 送 り 、 透
過 光 ま た は 反 射 光 を 検 出 し て 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 識 別 お よ び 計 数 を 行 う デ ィ ス ク 読 み 取 り 装
置 が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の Ｃ Ｄ ４ 計 数 お よ び Ｃ Ｄ ８ 計 数 、 な ら び に そ れ ら の 比 は 、 例 え ば
Ａ Ｉ Ｄ Ｓ と い っ た 症 状 を 監 視 す る の に 有 益 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 試 験 サ ン プ ル を デ ィ ス ク 内 の チ ャ ン バ に 供 給 す る こ と が 好 ま し い 。 単 一 の チ ャ ン バ は 、
複 数 の 捕 捉 区 域 を 有 す る こ と が 好 ま し く 、 複 数 の 捕 捉 区 域 の そ れ ぞ れ は 、 １ つ ま た は 複 数
の 抗 体 を 有 す る こ と が で き る 。 一 実 施 の 形 態 で は 、 単 一 の チ ャ ン バ が 、 各 捕 捉 領 域 が 異 な
る 型 の 抗 体 を 有 す る 複 数 の 捕 捉 領 域 を 有 し 、 制 御 領 域 と し て の 機 能 を 果 た す 捕 捉 領 域 を 有
す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 捕 捉 領 域 は 、 デ ィ ス ク の １ つ ま た は 複 数 の 半 径 方 向 に 沿 っ て
並 べ る こ と が で き る 。 検 出 方 法 は 、 そ の 特 徴 の 遷 移 を 検 出 す る こ と 、 ま た は 、 視 界 窓 を 画
像 化 し 、 画 像 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 捕 捉 さ れ た 細 胞 を 計 数 す る こ と を 含 む 。 計 数 は
、 直 接 的 な も の で あ っ て も よ い し 、 間 接 的 な も の で あ っ て も よ い 。 直 接 的 な も の は 、 例 え
ば 、 所 望 の 細 胞 を 計 数 す る こ と で あ る 。 間 接 的 な も の は 、 例 え ば 、 所 望 の 細 胞 お よ び 所 望
で な い 細 胞 の 集 ま り を 計 数 し 、 所 望 で な い 細 胞 を 計 数 し 、 そ し て 、 減 算 を 行 っ て 所 望 の 細
胞 の 計 数 を 得 る こ と で あ る 。 捕 捉 領 域 は 、 抗 体 の １ つ ま た は 複 数 の 層 を 有 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 細 胞 の サ ン プ ル を デ ィ ス ク に 供 給 す る と 、 デ ィ ス ク を １ 段 階 ま た は ２ 段 階 以 上 で 回 転 さ
せ て 、 細 胞 を 捕 捉 領 域 に 移 動 さ せ 、 次 い で 、 結 合 し て い な い 細 胞 を 捕 捉 領 域 か ら 除 去 す る
こ と が で き る 。 他 の 方 法 で サ ン プ ル を 処 理 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 検 出 用 に 使 用 さ れ
る 光 源 に よ っ て サ ン プ ル を 培 養 ま た は 加 熱 す る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ フ ル イ デ ィ ク ス を
使 用 し て 、 サ ン プ ル の デ ィ ス ク 上 で の 処 理 に 望 ま し い 場 合 が あ る 染 色 液 ま た は 他 の 任 意 の
液 体 を 加 え る こ と が で き る 。 こ の 処 理 は 、 デ ィ ス ク 上 の 情 報 記 憶 区 域 の 符 号 化 情 報 で 指 定
さ れ る こ と が 好 ま し い 。 他 の 中 間 的 な ス テ ッ プ 、 例 え ば 培 養 を 行 う と 共 に 、 ド ラ イ ブ お よ
び 読 み 取 り 装 置 を 所 望 の 速 度 で 所 望 の 時 間 の 間 、 回 転 さ せ る の に 、 記 憶 さ れ た 情 報 を 有 利
に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 マ イ ク ロ 技 術 は 、 細 胞 型 、 寄 生 虫 、 病 原 体 、 お よ び 他 の 生 体 物 質 の 識 別 を 行 う た め の 臨
床 診 断 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 は 、 マ イ ク ロ 技 術 を 利 用 し て 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク
上 の 全 血 中 の 分 画 白 血 球 計 数 を 行 う 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 血 球 を 画 像 化 す る こ と 、 分 画 白
血 球 計 数 を 行 う こ と 、 な ら び に 関 連 し た 処 理 方 法 お よ び ソ フ ト ウ ェ ア を 対 象 と す る 。
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【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 別 の 試 験 ま た は 検 定 は 、 少 な く と も ２ つ の 方 法 で 実 行 す る こ と が で き る 。
第 １ の 方 法 は 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク 上 に 配 置 さ れ た 特 別 な 流 路 内 の 血 球 を 光 学 的 に 画 像 化 す
る 原 理 に 基 づ く も の で あ る 。 約 ５ ～ ２ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 全 血 を 、 デ ィ ス ク 上 に 特 別 に
設 計 さ れ た 流 路 に 注 入 す る 。 画 像 は 、 さ ま ざ ま な 白 血 球 の サ ブ タ イ プ を 識 別 し て 分 画 白 血
球 計 数 を 生 成 す る 細 胞 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 分 析 さ れ る 。 第 ２ の 方 法 は 、 特 異 的 な 細
胞 に 対 す る 細 胞 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 し た 特 異 的 な 細 胞 捕 捉 に 基 づ く も の で あ る 。 こ の 特 定
の 実 施 の 形 態 で は 、 抗 体 は 、 例 え ば 、 リ ン パ 球 （ Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ １ ９ ） 、 単 球 （ Ｃ Ｄ １ ４ ）
、 お よ び 好 酸 球 （ Ｃ Ｄ １ ５ ） に 対 す る も の を 対 象 と す る 。 上 述 し た 関 連 す る 検 定 と 同 様 に
、 こ れ ら の 白 血 球 の サ ブ タ イ プ 特 異 的 抗 体 を 、 フ ロ ー チ ャ ン バ を 備 え る バ イ オ デ ィ ス ク 内
の 固 体 面 に 集 め ／ 付 着 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 バ イ オ デ ィ ス ク ド ラ イ ブ ア セ ン ブ リ は 、 デ ィ ス ク の 回 転 、 デ ィ ス ク 上 に 記 憶 さ れ た 任 意
の 符 号 化 情 報 の 読 み 出 し お よ び 処 理 、 な ら び に バ イ オ デ ィ ス ク の フ ロ ー チ ャ ン バ の 細 胞 捕
捉 領 域 の 分 析 に 使 用 さ れ る 。 バ イ オ デ ィ ス ク ド ラ イ ブ に は 、 バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る
モ ー タ と 、 デ ィ ス ク の 回 転 速 度 を 制 御 す る コ ン ト ロ ー ラ と 、 デ ィ ス ク か ら の 帰 還 信 号 を 処
理 す る プ ロ セ ッ サ と 、 処 理 さ れ た 信 号 を 分 析 す る 分 析 装 置 と が 設 け ら れ る 。 回 転 速 度 は 、
可 変 で あ り 、 回 転 の 速 さ 、 時 間 、 お よ び 回 転 方 向 の 双 方 に 応 じ て 厳 密 に 回 転 速 度 を 制 御 す
る こ と が で き る 。 ま た 、 バ イ オ デ ィ ス ク は 、 フ ロ ー チ ャ ン バ お よ び 標 的 領 域 の 試 験 物 質 が
、 ド ラ イ ブ の 読 み 取 り ビ ー ム に よ っ て 呼 び か け を 受 け 、 分 析 装 置 に よ っ て 分 析 さ れ る 前 、
そ の 最 中 、 ま た は そ の 後 の い ず れ か に お い て 、 当 該 バ イ オ デ ィ ス ク に 情 報 を 書 き 込 む こ と
に 利 用 す る こ と も で き る 。 バ イ オ デ ィ ス ク は 、 デ ィ ス ク の 回 転 を 制 御 す る 符 号 化 情 報 と 、
行 わ れ る 免 疫 タ イ ピ ン グ 検 定 の 型 に 特 有 の 情 報 の 処 理 を 提 供 す る 符 号 化 情 報 と 、 そ の 結 果
を バ イ オ ド ラ イ ブ に 関 連 し た モ ニ タ に 表 示 す る 符 号 化 情 報 と を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 全 体 と し て 分 画 細 胞 計 数 プ ロ ト コ ル は 、 ま た 特 に 分 画 白 血 球 計 数 プ ロ ト コ ル は 、 Ｃ Ｄ フ
ォ ー マ ッ ト 、 Ｃ Ｄ － Ｒ フ ォ ー マ ッ ト 、 ま た は Ｄ Ｖ Ｄ フ ォ ー マ ッ ト 、 こ れ ら の フ ォ ー マ ッ ト
の 変 更 版 、 お よ び そ れ ら の 代 替 物 に 対 し て 開 発 さ れ る 。 ド ラ イ ブ の 読 み 取 り ビ ー ム ま た は
呼 び か け ビ ー ム は 、 分 析 サ ン プ ル 内 の さ ま ざ ま な 細 胞 を 検 出 し 、 分 画 細 胞 計 数 ソ フ ト ウ ェ
ア に よ り 分 析 を 受 け る こ と が で き る 画 像 を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ れ ら の 単 調 で 根 気 の い る 細 胞 計 数 検 定 を 行 う に は 、 顕 微 鏡 的 方 法 ま た は 高 機 能 な 細 胞
計 数 器 が 不 可 欠 で あ る 。 本 方 法 は 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク お よ び 関 連 す る ア セ ン ブ リ を 使 用 す
る 。 分 析 チ ャ ン バ 内 で 結 合 さ れ て い な い （ free） さ ま ざ ま な 白 血 球 の サ ブ タ イ プ の 光 画 像
、 ま た は 、 特 異 的 抗 体 法 に よ っ て 捕 捉 さ れ た そ れ ら サ ブ タ イ プ の 光 画 像 が 、 細 胞 認 識 ソ フ
ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム に よ っ て 生 成 さ れ 分 析 さ れ る 。 こ の 細 胞 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム
は 、 血 液 ま た は 他 の 体 液 内 の さ ま ざ ま な 細 胞 要 素 を そ れ ら の 光 散 乱 特 性 に よ り 識 別 す る 。
こ の 帰 還 光 は 、 入 射 ビ ー ム と 対 象 サ ン プ ル と の 光 ／ 物 質 相 互 作 用 後 に 検 出 さ れ る 。 検 出 さ
れ た 帰 還 光 信 号 は 処 理 さ れ て 、 識 別 可 能 な 信 号 シ グ ネ チ ャ ま た は デ ジ タ ル Ｉ Ｄ を 提 供 す る
。 従 来 技 術 の 方 法 は 、 通 常 、 例 え ば 細 胞 染 色 、 Ｒ Ｂ Ｃ 削 除 、 ま た は 他 の 根 気 の い る プ ロ ト
コ ル と い っ た 準 備 を 要 す る が 、 本 方 法 の 実 施 の 形 態 は 、 サ ン プ ル の 前 処 理 を な ん ら 要 し な
い よ う に で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 上 部 検 出 器 、 底 部 検 出 器 、 イ ベ ン ト 計 数 器 、 も し く は
細 胞 計 数 器 を 使 用 す る Ｃ Ｄ 型 読 み 取 り 装 置 ま た は 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 に お け る 顕 微 鏡
的 分 析 ま た は 細 胞 検 出 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
以 下 の パ ラ グ ラ フ で は 、 バ イ オ デ ィ ス ク の 製 造 を 対 象 と す る 本 発 明 の あ る 特 定 の 好 ま し い
実 施 の 形 態 に よ る 主 要 な 方 法 の ス テ ッ プ の 概 要 を 提 示 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 デ ィ ス ク の 準 備 ： エ ア ガ ン を 使 用 し て 、 金 反 射 型 デ ィ ス ク ま た は 透 過 型 デ ィ ス ク を ク リ
ー ニ ン グ し 、 あ ら ゆ る 塵 粒 を 除 去 す る 。 ス ピ ン コ ー タ を 使 用 し て 、 デ ィ ス ク を イ ソ プ ロ パ
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ノ ー ル で ２ 回 す す ぎ 洗 い す る 。 デ ィ ス ク 上 に ２ ％ ポ リ ス チ レ ン を ス ピ ン コ ー ト し て 、 非 常
に 厚 い コ ー テ ィ ン グ を 全 体 に 与 え る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 化 学 物 質 の 堆 積 ： 一 実 施 の 形 態 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の ３ ０ 分 間 の 培 養 と 、 ビ オ チ ン
化 １ 次 抗 体 の ６ ０ 分 間 の 培 養 と 、 ２ 次 捕 捉 抗 体 の ３ ０ 分 間 の 培 養 と を 行 う ３ つ の ス テ ッ プ
の 堆 積 プ ロ ト コ ル を 含 む 。 こ れ ら の す べ て の ス テ ッ プ は 、 堆 積 の 間 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 洗 浄 ／ 乾 燥 ス テ ッ プ を 使 用 す る 恒 湿 チ ャ ン バ （ humidity chamber） 内 で 、 室 温 で 行 う 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 簡 潔 に は 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 中 の １ μ ｌ の １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 各
窓 上 に 層 化 し て 、 ３ ０ 分 間 培 養 す る 。 蒸 留 水 を 使 用 し て 過 剰 な ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を す す
ぎ 洗 い し 、 デ ィ ス ク を 乾 燥 さ せ る 。 等 し い 体 積 の ビ オ チ ン 化 Ｉ ｇ Ｇ （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 の １ ２ ５ μ
ｇ ／ ｍ ｌ ） と ア ル デ ヒ ド 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン （ ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） と を 結 合 す る こ と に よ
り 、 ビ オ チ ン 化 Ｉ ｇ Ｇ デ キ ス ト ラ ン 複 合 体 を 調 製 す る 。 デ キ ス ト ラ ン ア ル デ ヒ ド ビ オ チ ン
化 Ｉ ｇ Ｇ 複 合 体 を 各 捕 捉 窓 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 上 に 層 化 し て 、 冷 蔵 庫 で ６ ０ 分 間 ま た は
一 晩 培 養 す る 。 過 剰 な 試 薬 を す す ぎ 洗 い し 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン 乾 燥 さ せ る 。 バ イ オ デ ィ ス
ク ス ロ ッ ト 上 の 指 定 さ れ た ス ポ ッ ト に 捕 捉 抗 体 を 層 化 す る こ と に よ り 、 特 定 の バ ー コ ー ド
捕 捉 パ タ ー ン を 生 成 す る 。 分 画 計 数 用 に 、 抗 好 中 球 （ Ｃ Ｄ １ ２ ８ ま た は そ れ 以 外 の も の ）
、 抗 リ ン パ 球 （ Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ １ ９ 、 Ｃ Ｄ ５ ６ 、 お よ び そ れ 以 外 の も の ） 、 抗 好 酸 球 （ Ｃ Ｄ
１ ５ ） 、 抗 単 球 （ Ｃ Ｄ １ ４ ） 、 抗 塩 基 球 （ Ｃ Ｄ ６ ３ ） 、 お よ び 抗 血 小 板 （ Ｃ Ｄ ３ ２ お よ び
Ｃ Ｄ １ ５ １ ） を 、 例 え ば 、 各 ス ロ ッ ト の 指 定 さ れ た ス ポ ッ ト に 層 化 す る 。 以 下 の 表 １ は 、
捕 捉 層 ア セ ン ブ リ の 捕 捉 パ タ ー ン の 変 化 例 を 一 覧 に し て い る 。 冷 蔵 庫 で ３ ０ 分 間 ま た は 一
晩 培 養 す る 。 ２ ５ μ ｍ 、 ５ ０ μ ｍ 、 ま た は １ ０ ０ μ ｍ （ ５ ０ μ ｍ 流 路 は 、 ２ ５ μ ｍ チ ャ ン
バ に 必 要 な サ ン プ ル の ２ 倍 の 体 積 の サ ン プ ル を 必 要 と す る ） の 直 線 状 、 Ｕ 字 形 、 も し く は
他 の 流 路 形 式 と 、 透 明 カ バ ー デ ィ ス ク （ 上 部 検 出 器 と 共 に 使 用 さ れ る ） ま た は 反 射 カ バ ー
デ ィ ス ク （ 底 部 検 出 器 と 共 に 使 用 さ れ る ） と を 使 用 し て デ ィ ス ク を 組 み 立 て る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 デ ィ ス ク の 漏 れ チ ェ ッ ク お よ び 望 ま し く な い 細 胞 の 非 特 異 的 結 合 の 遮 断 ： 血 液 と い う バ
イ オ ハ ザ ー ド 物 質 を 分 析 し て い る の で 、 本 発 明 の 品 質 管 理 製 造 態 様 の 一 部 と し て 、 デ ィ ス
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ク の 漏 れ を チ ェ ッ ク し 、 サ ン プ ル が 本 来 の 場 所 に あ る 状 態 で 、 デ ィ ス ク の ス ピ ン 中 に チ ャ
ン バ の 漏 れ が な い こ と を 確 か め る 。 各 流 路 を 、 市 販 の 遮 断 剤 で あ る Ｓ ｔ ａ ｂ ｉ ｌ Ｇ ｕ ａ ｒ
ｄ で 満 た し 、 １ 時 間 の 間 、 遮 断 す る こ と が 好 ま し い 。 デ ィ ス ク を ５ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間
ス ピ ン さ せ 、 漏 れ お よ び デ ィ ス ク の 安 定 性 を 検 査 す る 。 漏 れ の チ ェ ッ ク 後 、 デ ィ ス ク を 真
空 チ ャ ン バ に ２ ４ 時 間 入 れ る 。 真 空 処 理 後 、 使 用 す る ま で 、 チ ャ ン バ を Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 水 で 満
た す か 、 ま た は 、 空 の 状 態 で 真 空 パ ウ チ に 入 れ て 、 冷 蔵 庫 で 保 管 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 全 血 か ら の 軟 膜 （ buffy-coat） 層 の 分 離 ： 脱 線 維 素 静 脈 血 を 遠 心 分 離 管 で ２ ５ 分 間 ２ ８
０ ０ ｒ ｐ ｍ で 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 軟 膜 を 調 製 す る 。 上 清 の 血 漿 を 細 い ピ ペ ッ ト を 用 い
て 注 意 深 く 除 去 す る 。 次 い で 、 白 血 球 お よ び 血 小 板 を 含 ん だ 下 に あ る 白 色 層 を ピ ペ ッ ト で
取 る 。 遠 心 分 離 を 行 わ な い で 血 液 か ら 軟 膜 を 得 る 別 の 方 法 と し て は 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 、 デ
キ ス ト ラ ン 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 Ｆ ｉ ｃ ｏ ｌ ｌ 、 ま た は メ チ ル セ ル ロ ー ス と い っ た 沈 殿 増 進 剤
を 用 い て 血 液 の 沈 殿 を 可 能 に す る も の が あ る 。 Ｂ ｏ ｙ ｕ ｍ 試 薬 （ メ チ ル セ ル ロ ー ス お よ び
ナ ト リ ウ ム メ ト リ ゾ エ ー ト ） が 、 赤 血 球 に よ る 混 入 の な い 白 血 球 の 調 製 物 を 得 る の に 特 に
適 し て い る 。 あ る い は 、 正 の 選 択 も し く は 負 の 選 択 、 ま た は 溶 血 方 法 に よ り 、 リ ン パ 球 を
全 血 か ら 分 離 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 デ ィ ス ク で の 検 定 － 基 礎 技 術 の 説 明 ： 分 画 白 血 球 計 数 デ ィ ス ク 試 験 の 好 ま し い 一 実 施 の
形 態 は 、 （ １ ） 化 学 的 性 質 を 有 す る 基 本 デ ィ ス ク 、 （ ２ ） 流 路 層 、 お よ び （ ３ ） カ バ ー デ
ィ ス ク の ３ つ の 個 別 の 構 成 要 素 を 備 え る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 軟 膜 を 、 好 ま し く は Ｐ Ｂ Ｓ で 希 釈 し て 、 デ ィ ス ク チ ャ ン バ 内 に 注 入 し 、 チ ャ ン バ の 注 入
ポ ー ト お よ び 排 出 ポ ー ト を テ ー プ で 密 閉 し て 、 デ ィ ス ク を 所 望 の 時 間 の 間 、 好 ま し く は 室
温 で 培 養 す る 。 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 他 の 関 連 の バ イ オ デ ィ ス ク を 用 い る 細 胞 検 定
で は 、 全 血 を バ イ オ デ ィ ス ク の 流 体 回 路 に 直 接 加 え 、 全 血 サ ン プ ル で 分 析 を 行 う 。 し か し
な が ら 、 本 発 明 で は 、 以 下 に 述 べ る 理 由 か ら 精 製 し た Ｔ リ ン パ 球 細 胞 サ ン プ ル を 用 い る こ
と が 好 ま し い 。 精 製 し た サ ン プ ル お よ び 全 血 の い ず れ の 方 法 に 関 し て も 、 デ ィ ス ク 上 の 所
与 の 区 域 （ 例 え ば １ ミ リ メ ー ト ル 四 方 の 区 域 ） が 、 上 部 検 出 器 お よ び 底 部 検 出 器 を 有 す る
光 ド ラ イ ブ の 標 準 的 な ７ ８ ０ ｎ ｍ レ ー ザ を 使 用 し て 走 査 さ れ る 。 関 連 し た 細 胞 認 識 ソ フ ト
ウ ェ ア は 、 例 え ば 、 好 ま し く は １ ミ リ メ ー ト ル 四 方 に 等 し い 捕 捉 画 像 か ら 分 画 計 数 を 与 え
る よ う に 自 動 化 さ れ て い る 。 こ の 細 胞 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 本 譲 受 人 に よ っ て 開 発 さ れ 、
２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 １ ２ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Differential Cell Counts Including
 Leukocytes and Use of Optical Bio-Disc for Performing Same」 と 題 す る 米 国 仮 出 願
第 ６ ０ ／ ３ ６ ３ ， ９ ４ ９ 号 お よ び ２ ０ ０ ２ 年 ８ 月 ２ １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods For Diff
erential Cell Counts Including Related Apparatus and Software For Performing Sam
e」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ４ ０ ４ ， ９ ２ １ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 第 ２ の 方 法 の 場 合
、 デ ィ ス ク は 、 標 準 的 な ７ ８ ０ ｎ ｍ レ ー ザ を 使 用 し て 走 査 さ れ 、 リ ン パ 球 、 好 中 球 、 好 塩
基 球 、 好 酸 球 、 単 球 、 お よ び 血 小 板 を 含 み 得 る 捕 捉 領 域 が 画 像 化 さ れ る 。 本 譲 受 人 に よ っ
て 開 発 さ れ た 細 胞 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 次 の ル ー チ ン 、 す な わ ち （ ａ ） デ ィ ス ク を 遠 心 分
離 し て 、 結 合 し て い な い 過 剰 な 細 胞 を ス ピ ン 除 去 す る こ と 、 （ ｂ ） 特 定 の 区 域 ま た は 特 定
の 捕 捉 領 域 を 画 像 化 す る こ と 、 お よ び （ ｃ ） 各 捕 捉 領 域 の 特 異 的 に 捕 捉 さ れ た 細 胞 を 計 数
す る こ と と 、 白 血 球 の 分 画 部 分 集 合 の 数 を 導 き 出 す こ と と を 含 む デ ー タ 処 理 、 を 実 行 す る
よ う に 自 動 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ の 処 理 ス テ ッ プ 中 、 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 各 捕 捉 領 域 に わ た っ て 読 み 取 り を 行 い 、 遭
遇 し た 細 胞 に 印 を 付 け る 。 各 捕 捉 領 域 か ら 得 ら れ た デ ー タ の 処 理 に 続 い て 、 ソ フ ト ウ ェ ア
は 、 １ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 体 積 の 血 液 あ た り の リ ン パ 球 、 好 中 球 、 好 塩 基 球 、 好 酸 球 、 単
球 、 お よ び 血 小 板 の 領 域 の 数 を 表 示 す る 。 光 ド ラ イ ブ へ の デ ィ ス ク の 挿 入 か ら 、 対 象 と な
る 結 果 の 表 示 ま で の プ ロ セ ス 全 体 に 要 す る 時 間 は 、 約 １ ０ ～ １ ５ 分 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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　 本 発 明 に 関 連 し た 開 示 は 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ２ ３ 日 に 出 願 さ れ た 「 Capture Layer Assemb
lies and Optical Bio-Discs for Immunophenotyping」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ０
７ ， ２ ６ ２ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ２ ３ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Imaging Blood Cells,
 Blood-Borne Parasites and Pathogens, and Other Biological Matter Including Rela
ted Optical Bio-Discs and Drive Assemblies」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ０ ７ ， ２
６ ４ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ２ ３ 日 に 出 願 さ れ た 「 Optical Analysis Discs Including Fluid
ic Circuits for Optical Imaging and Quantitative Evaluation of Blood Cells Inclu
ding Lymphocytes」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ０ ７ ， ５ ６ ２ 号 、 お よ び ２ ０ ０ １ 年 ７
月 ２ ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Differential Cell Counts Including Leukocytes 
and Use of Optical Bio-Disc for Performing Same」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ０
７ ， ４ ８ ７ 号 に も 提 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 願 の す べ て は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用
さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 以 下 の パ ラ グ ラ フ で は 、 本 発 明 の あ る 特 定 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 に よ る デ ィ ス ク の 仕 様
の 主 要 な 要 素 の 概 要 を 提 示 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ト ラ ッ ク 設 計 ： 本 発 明 の 好 ま し い 一 実 施 の 形 態 で は 、 デ ィ ス ク は 、 ３ ０ ０ ｎ ｍ の 金 で 被
覆 さ れ た フ ォ ワ ー ド Ｗ ｏ ｂ ｂ ｌ ｅ 　 Ｓ ｅ ｔ 　 Ｆ Ｄ Ｌ ２ １ ： １ ３ ７ ０ ７ ま た は Ｆ Ｄ Ｌ ２ １ ：
１ ２ ７ ０ で あ る 。 こ の 反 射 型 デ ィ ス ク 上 に 、 サ イ ズ ２ × １ ｍ ｍ の 楕 円 形 の デ ー タ 窓 を リ ソ
グ ラ フ ィ ー に よ っ て エ ッ チ ン グ す る 。 「 Ｕ 」 字 型 流 路 を 使 用 し て 、 高 さ ２ ５ μ ｍ の チ ャ ン
バ を 生 成 す る 。 注 入 ポ ー ト お よ び 排 出 ポ ー ト を 備 え た チ ャ ン バ 全 体 を 満 た す に は 、 約 ７ μ
ｌ の サ ン プ ル が 必 要 と な る 。 ４ つ の 窓 ／ ４ つ の 流 路 の 形 式 を 使 用 で き る こ と が 好 ま し い 。
一 方 、 反 射 型 デ ィ ス ク 上 に は 、 デ ー タ 窓 を エ ッ チ ン グ せ ず に 、 デ ィ ス ク 全 体 を 使 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 接 着 お よ び 接 合 ： 好 ま し い 一 実 施 の 形 態 で は 、 本 「 Ｕ 字 」 型 流 体 回 路 を 備 え る 接 着 層 ま
た は 流 路 層 を 、 Ｆ ｒ ａ ｙ ｌ ｏ ｃ ｋ 接 着 Ｄ Ｂ Ｌ 　 ２ ０ １ 　 Ｒ ｅ ｖ 　 Ｃ 　 ３ Ｍ ９ ４ ６ ６ １ か ら
作 成 す る 。 あ る い は 、 直 線 状 流 路 を 使 用 し て チ ャ ン バ を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 カ バ ー デ ィ ス ク ： 半 径 ２ ６ ｍ ｍ に お け る 等 距 離 の 場 所 に 直 径 ０ ． ０ ４ ０ イ ン チ の ４ ８ 個
の サ ン プ ル 注 入 口 を 有 す る 十 分 に 反 射 型 の 透 明 デ ィ ス ク が 、 本 デ ィ ス ク ア セ ン ブ リ の 特 定
の 一 実 施 の 形 態 で 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 デ ー タ の 取 り 込 み お よ び 処 理 ： デ ー タ デ ィ ス ク は 、 本 譲 受 人 の 細 胞 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア を
使 用 し て 、 好 ま し い ４ 倍 速 お よ び ２ ． ６ ７ Ｍ Ｈ ｚ の サ ン プ リ ン グ レ ー ト で ソ フ ト ウ ェ ア に
よ り 走 査 さ れ 読 み 取 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ソ フ ト ウ ェ ア ： 本 発 明 は 、 処 理 方 法 な ら び に 関 連 し た 細 胞 認 識 お よ び 画 像 化 の ソ フ ト ウ
ェ ア を さ ら に 含 む 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 細 胞 の 計 数 お よ び 分 画 細 胞 の 計 数 を 行 い 、 そ れ
ら の 計 数 を 表 示 す る こ と を 対 象 と す る 。 本 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 光 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ 読 み 取 り
装 置 に お い て 光 バ イ オ デ ィ ス ク に 記 憶 す る こ と が で き る か 、 あ る い は 、 安 全 な サ ー バ か ら
光 学 式 読 み 取 り 装 置 に よ っ て の み ア ク セ ス 可 能 に す る こ と が で き る 。 こ の サ ー バ は 、 ロ ー
カ ル エ リ ア ネ ッ ト ワ ー ク （ Ｌ Ａ Ｎ ） 、 ワ イ ド エ リ ア ネ ッ ト ワ ー ク （ Ｗ Ａ Ｎ ） と い っ た コ ン
ピ ュ ー タ ネ ッ ト ワ ー ク で 実 施 す る こ と も で き る し 、 そ れ 以 外 に 、 所 定 の 契 約 条 件 の も と で
イ ン タ ー ネ ッ ト を 介 し て 利 用 可 能 に す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 分 散 方 法 は 、 本 発 明 の
譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 次 の 出 願 に 開 示 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 ２ ０ ０ ０ 年 １ １ 月 ８ 日 に 出 願
さ れ た 「 Interactive Method and System for Analyzing Biological Samples and Proce
ssing Related Medical Information Using Specially Prepared Bio-Optical Disc, Opt
ical Disc Drive, and Internet Connections」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ４ ６ ， ８
２ ４ 号 、 お よ び ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Interactive System for Analyzing
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 Biological Samples and Processing Related Information and the Use Thereof」 と 題
す る 関 連 す る 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ９ ８ ６ ， ０ ７ ８ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 願 の
双 方 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 用 具 ： 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る さ ま ざ ま な 好 ま し い 実 施 の 形 態 を 実 践 す る の に 使 用 さ れ る
用 具 は 、 フ ォ ワ ー ド ウ ォ ブ ル 金 メ タ ラ イ ズ ド フ ォ ト レ ジ ス ト デ ィ ス ク 、 透 過 型 金 メ タ ラ イ
ズ ド デ ィ ス ク 、 ピ ペ ッ ト お よ び チ ッ プ 、 ス ピ ン コ ー タ 、 遠 心 機 、 回 転 ロ ー タ 、 例 え ば ク エ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム ま た は エ チ レ ン ジ ア ミ ン テ ト ラ 酢 酸 （ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） と い っ た 抗 凝 血 剤 を 有 す
る Ｖ ａ ｃ ｕ ｔ ａ ｉ ｎ ｅ ｒ （ 商 標 ） Ｃ Ｐ Ｔ 管 、 恒 湿 チ ャ ン バ 、 デ ィ ス ク プ レ ス 、 接 着 剤 、 カ
バ ー デ ィ ス ク 、 透 明 カ バ ー デ ィ ス ク 、 テ ー プ ま た は 同 等 の も の 、 真 空 装 置 、 イ エ ロ ー チ ッ
プ 、 な ら び に 真 空 チ ャ ン バ を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 試 薬 ： 本 発 明 の 一 定 の 方 法 に 従 っ て 細 胞 の 計 数 を 行 う の に 使 用 さ れ る 試 薬 に は 、 リ ン 酸
緩 衝 生 理 食 塩 水 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル 、 蒸 留 水 、 お よ び Ｓ ｔ ａ ｂ ｉ ｌ Ｇ ｕ ａ ｒ ｄ が 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 既 知 の 技 術 の 限 界 を 克 服 す る こ と が 、 本 発 明 の 目 的 で あ る 。 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は
、 既 知 の 光 デ ィ ス ク シ ス テ ム を 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク 上 の 全 血 内 の 分 画 白 血 球 計 数 を 行 う よ
う に 適 合 さ せ る こ と で あ る 。 血 球 を 画 像 化 し て 、 分 画 白 血 球 計 数 を 行 う こ と が 本 発 明 の さ
ら な る 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の こ れ ら お よ び 他 の 目 的 お よ び 利 点 は 、 光 検 定 デ ィ ス ク と 、 光 源 と 、 光 デ ィ ス ク
ド ラ イ ブ の 光 検 出 器 回 路 、 お よ び 、 プ ロ セ ッ サ 、 を 含 む ク ラ ス タ 指 定 計 数 を 行 う 光 デ ィ ス
ク お よ び ド ラ イ ブ シ ス テ ム に お い て 達 成 さ れ る 。 光 検 定 デ ィ ス ク は 、 基 板 と 、 基 板 上 に 堆
積 さ れ た 活 性 層 、 お よ び 、 接 着 ま た は 流 路 部 材 に よ り 活 性 層 に 一 体 的 に 取 り 付 け ら れ た カ
バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 と を 含 む 。 接 着 部 材 か ら は 、 １ つ ま た は 複 数 の 部 分 が 除 去
さ れ 、 そ れ に よ っ て 、 １ つ ま た は 複 数 の 捕 捉 剤 が 固 定 さ れ る チ ャ ン バ が 形 成 さ れ る 。 捕 捉
剤 は 、 活 性 層 上 お よ び チ ャ ン バ 内 に 固 定 さ れ て お り 、 別 個 の 捕 捉 領 域 を 画 定 す る 。 光 源 は
デ ィ ス ク の 捕 捉 領 域 に 向 け て 光 を 送 る 。 光 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ の 光 検 出 器 回 路 は 、 デ ィ ス ク
か ら 反 射 し た 光 ま た は デ ィ ス ク を 透 過 し た 光 を 検 出 し て 、 光 デ ィ ス ク ア セ ン ブ リ か ら 情 報
を 保 持 し た 信 号 を 供 給 す る よ う に 構 成 さ れ る 。 プ ロ セ ッ サ は 、 光 検 出 器 回 路 に 結 合 さ れ て
、 光 デ ィ ス ク シ ス テ ム を 動 作 さ せ る た め お よ び 捕 捉 剤 に 結 合 し た サ ン プ ル 中 の ア イ テ ム を
計 数 す る た め に 用 い ら れ る 動 作 情 報 を 情 報 を 保 持 し た 信 号 か ら 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の シ ス テ ム の １ つ の 特 定 の 態 様 に よ る と 、 プ ロ セ ッ サ は 、 細 胞 を 検 出 お よ び 画 像 化 す
る 画 像 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア を 含 む 。 一 実 施 の 形 態 で は 、 光 検 出 器 は 、 デ ィ ス ク の 光 源 と 同 じ
側 に あ り 、 捕 捉 領 域 か ら 反 射 す る 光 を 検 出 す る 。 代 替 の 実 施 の 形 態 で は 、 光 検 出 器 は 、 デ
ィ ス ク の 光 源 と は 反 対 側 に あ り 、 捕 捉 領 域 を 透 過 す る 光 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は 、 光 デ ィ ス ク お よ び デ ィ ス ク ド ラ イ ブ で ク ラ ス タ 指 定 計 数 を 行 う 方 法 も 対 象 と
す る 。 本 方 法 は 、 分 離 勾 配 液 を 含 む 第 １ の 管 に 血 液 サ ン プ ル を 供 給 し 、 血 液 サ ン プ ル を 層
に 分 離 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 速 度 で 第 １ の 管 を 回 転 さ せ 、 Ｔ 細 胞 を 含 む Ｍ Ｎ Ｃ 層 を 再
懸 濁 し 、 そ れ に よ り Ｍ Ｎ Ｃ 懸 濁 液 を 形 成 し 、 Ｍ Ｎ Ｃ 懸 濁 液 の サ ン プ ル を 、 少 な く と も １ つ
の 捕 捉 剤 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 捕 捉 領 域 を 備 え た 光 デ ィ ス ク の 表 面 に 供 給 し 、 デ ィ ス
ク を 光 学 式 読 み 取 り 装 置 に ロ ー ド し 、 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ 、 電 磁 放 射 入 射 ビ ー ム を 捕 捉 領
域 に 送 り 、 捕 捉 領 域 に お い て デ ィ ス ク と 相 互 作 用 し た 後 に 形 成 さ れ る 電 磁 放 射 ビ ー ム を 検
出 し 、 検 出 し た ビ ー ム を 出 力 信 号 に 変 換 し 、 そ し て 出 力 信 号 を 分 析 し 、 そ れ に よ り 、 捕 捉
領 域 に お い て 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 数 に 関 す る 情 報 を 抽 出 す る 、 ス テ ッ プ を 含 む 。 こ の 方 法 の
一 実 施 の 形 態 で は 、 光 デ ィ ス ク は 、 捕 捉 領 域 に 送 ら れ て 細 胞 に 衝 突 し な か っ た 光 が 反 射 さ
れ る よ う な 反 射 層 に よ り 構 築 さ れ る 。 こ の 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 光 デ ィ ス ク は 、 捕
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捉 領 域 に 送 ら れ て 細 胞 に 衝 突 し な か っ た 光 が 光 デ ィ ス ク を 透 過 す る よ う に 構 築 さ れ る 。 サ
ン プ ル 中 の 細 胞 集 団 の 濃 度 を 求 め る こ と に 関 す る 他 の 関 連 態 様 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡
さ れ て 同 時 係 属 中 で あ る 、 ２ ０ ０ ２ 年 ５ 月 ３ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Optical Disc Systems F
or Determining The Concentration Of Cells or Particles In A Sample And Methods R
elating Thereto」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ８ ４ ， ２ ０ ５ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ
の 出 願 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 こ の 方 法 の 別 の 態 様 に よ る と 、 デ ィ ス ク 表 面 は 第 １ の 群 の 捕 捉 剤 で 被 覆 さ れ る 。 こ の 方
法 の 一 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム に よ り デ ィ ス ク 表 面 上 に 固 定 さ
れ る 。 代 替 の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は デ ィ ス ク 表 面 上 に 直 接 固 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ の 方 法 の さ ら に 別 の 態 様 に よ る と 、 捕 捉 剤 は 、 １ つ ま た は 複 数 の 別 個 の 捕 捉 領 域 を 画
定 す る 。 こ の 方 法 の １ つ の 特 定 の 実 施 の 形 態 で は 、 １ つ ま た は 複 数 の 捕 捉 領 域 は 、 光 デ ィ
ス ク 内 の １ つ ま た は 複 数 の チ ャ ン バ 内 に 位 置 す る 。 こ の 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉
剤 は 、 細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る 選 択 的 な 親 和 性 を 有 す る 。 代 替 の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は
、 細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る 選 択 的 な 親 和 性 を 有 す る 一 次 捕 捉 剤 と 結 合 す る た め の も の で あ る
。 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 細 胞 表 面 抗 原 は 、 Ｃ Ｄ フ ァ ミ リ ー の 抗 原 か ら 独 立 し て 選 択 さ
れ る 。 よ り 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 細 胞 表 面 抗 原 は 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ 、 お よ び
Ｃ Ｄ ４ ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ の 方 法 の さ ら に 別 の 態 様 に よ る と 、 回 転 は 、 細 胞 が 捕 捉 剤 と 結 合 す る 機 会 を 有 す る の
に 十 分 な 期 間 お よ び 十 分 な 速 度 で 回 転 さ せ る こ と を 含 む 。 こ の 方 法 の こ の 態 様 の 一 実 施 の
形 態 で は 、 回 転 は さ ら に 、 結 合 し て い な い 細 胞 が 捕 捉 領 域 か ら 除 去 さ れ る の に 十 分 な 期 間
お よ び 十 分 な 速 度 で 回 転 さ せ る こ と を 含 む 。 こ の 方 法 の こ の 態 様 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で
は 、 回 転 は 単 一 の 速 度 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の 態 様 に よ る 方 法 の 実 施 の 形 態 は さ ら に 、 Ｍ Ｎ Ｃ 細 胞 の サ ン プ ル を 捕 捉
剤 の 近 傍 に 送 り 、 捕 捉 剤 の 存 在 下 で 細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 が 捕 捉 剤 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と
を 可 能 に す る ス テ ッ プ 、 を 含 む こ と が 有 利 で あ る 。 こ の 方 法 の 一 実 施 の 形 態 は さ ら に 、 捕
捉 し た 細 胞 の 数 を 分 析 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 サ ン プ ル 中 の 細 胞 の 濃 度 を 求
め る 、 分 析 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 こ の 実 施 の 形 態 の 一 態 様 で は 、 分 析 は 、 デ ィ ス ク か ら 反
射 し た 光 ま た は デ ィ ス ク を 透 過 し た 光 の レ ベ ル の 十 分 に 大 き い 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む
。 こ の 実 施 の 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 分 析 は 、 捕 捉 し た 細 胞 を 計 数 す る た め に 画 像 認 識 を 用
い る こ と を 含 む 。 こ の 方 法 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 画 像 認 識 は 、 １ つ の 型 の 白 血 球 か
ら 別 の 型 の 白 血 球 を 区 別 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ の 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 は さ ら に 、 捕 捉 領 域 そ れ ぞ れ に お い て 捕 捉 し た 細 胞 を 計 数 す
る ス テ ッ プ と 、 細 胞 計 数 を 含 む 出 力 を 供 給 す る ス テ ッ プ と を 含 む 。 こ の 実 施 の 形 態 の 一 態
様 で は 、 出 力 は 、 Ｃ Ｄ ４ 細 胞 お よ び Ｃ Ｄ ８ 細 胞 の 計 数 、 な ら び に Ｃ Ｄ ８ 細 胞 に 対 す る Ｃ Ｄ
４ 細 胞 の 比 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ の 発 明 の さ ら に 別 の 主 な 態 様 に よ る と 、 ク ラ ス タ 指 定 計 数 を 行 う 代 替 の 方 法 が 提 供 さ
れ る 。 こ の 代 替 の 方 法 は 、 （ １ ） 分 離 勾 配 液 を 含 む 管 に 血 液 サ ン プ ル を 供 給 し 、 （ ２ ） こ
の 血 液 サ ン プ ル を 層 に 分 離 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 速 度 で 管 を 回 転 さ せ 、 （ ３ ） Ｔ 細 胞
を 含 む Ｍ Ｎ Ｃ 層 を 再 懸 濁 し 、 そ れ に よ り Ｍ Ｎ Ｃ 懸 濁 液 を 形 成 し 、 （ ４ ） 一 次 抗 体 を Ｍ Ｎ Ｃ
懸 濁 液 に 加 え 一 次 抗 体 Ｔ 細 胞 複 合 体 を 形 成 し 、 （ ５ ） 一 次 抗 体 Ｔ 細 胞 複 合 体 の サ ン プ ル を
、 少 な く と も １ つ の 捕 捉 剤 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 捕 捉 領 域 を 備 え た デ ィ ス ク 表 面 に 供
給 し 、 （ ６ ） デ ィ ス ク を 光 学 式 読 み 取 り 装 置 に ロ ー ド す る ス テ ッ プ と 、 （ ７ ） 電 磁 放 射 入
射 ビ ー ム を 捕 捉 領 域 に 送 り 、 （ ８ ） 捕 捉 領 域 に お い て デ ィ ス ク と 相 互 作 用 し た 後 に 形 成 さ
れ る 電 磁 放 射 ビ ー ム を 検 出 し 、 （ ９ ） 検 出 し た ビ ー ム を 出 力 信 号 に 変 換 し 、 （ １ ０ ） 出 力
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信 号 を 分 析 し 、 そ れ に よ り 、 捕 捉 領 域 に お い て 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 数 に 関 す る 情 報 を 抽 出 す
る 、 ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 同 様 に 、 こ の 代 替 の 方 法 の 一 実 施 の 形 態 で は 、 光 デ ィ ス ク は 、 捕 捉 領 域 に 送 ら れ て 細 胞
に 衝 突 し な か っ た 光 が 反 射 さ れ る よ う な 反 射 層 に よ り 構 築 さ れ る 。 こ の 方 法 の 別 の 実 施 の
形 態 で は 、 光 デ ィ ス ク は 、 捕 捉 領 域 に 送 ら れ て 細 胞 に 衝 突 し な か っ た 光 が 光 デ ィ ス ク を 透
過 す る よ う に 構 築 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ の 方 法 の 一 態 様 に よ る と 、 デ ィ ス ク 表 面 は 第 １ の 群 の 捕 捉 剤 で 被 覆 さ れ る 。 こ の 方 法
の 一 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム に よ り デ ィ ス ク 表 面 上 に 固 定 さ れ
る 。 代 替 の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は デ ィ ス ク 表 面 上 に 直 接 固 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ の 方 法 の さ ら に 別 の 態 様 に よ る と 、 捕 捉 剤 は 、 １ つ ま た は 複 数 の 別 個 の 捕 捉 領 域 を 画
定 す る 。 こ の 方 法 の １ つ の 特 定 の 実 施 の 形 態 で は 、 １ つ ま た は 複 数 の 捕 捉 領 域 は 、 光 デ ィ
ス ク 内 の １ つ ま た は 複 数 の チ ャ ン バ 内 に 位 置 す る 。 こ の 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉
剤 は 、 細 胞 表 面 抗 原 と 結 合 す る た め の も の で あ る 。 代 替 の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は 、 細
胞 表 面 抗 原 に 対 す る 選 択 的 な 親 和 性 を 有 す る 第 ２ の 群 の 捕 捉 剤 と 結 合 す る た め の も の で あ
る 。 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 細 胞 表 面 抗 原 は 、 Ｃ Ｄ フ ァ ミ リ ー の 抗 原 か ら 独 立 し て 選 択
さ れ る 。 よ り 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 細 胞 表 面 抗 原 は 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ 、 お よ
び Ｃ Ｄ ４ ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ の 方 法 の さ ら に 別 の 態 様 に よ る と 、 回 転 は 、 細 胞 が 捕 捉 剤 と 結 合 す る 機 会 を 有 す る の
に 十 分 な 期 間 お よ び 十 分 な 速 度 で 回 転 さ せ る こ と を 含 む 。 こ の 方 法 の こ の 態 様 の 一 実 施 の
形 態 で は 、 回 転 は さ ら に 、 結 合 し て い な い 細 胞 が 捕 捉 領 域 か ら 除 去 さ れ る の に 十 分 な 期 間
お よ び 十 分 な 速 度 で 回 転 さ せ る こ と を 含 む 。 こ の 方 法 の こ の 態 様 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で
は 、 回 転 は 単 一 の 速 度 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の 態 様 に よ る 方 法 の 実 施 の 形 態 は さ ら に 、 一 次 抗 体 Ｔ 細 胞 複 合 体 の サ ン
プ ル を 捕 捉 剤 の 近 傍 に 送 り 、 捕 捉 剤 の 存 在 下 で 複 合 体 を 培 養 し 、 複 合 体 が 捕 捉 剤 と 特 異 的
に 結 合 す る こ と を 可 能 に す る ス テ ッ プ 、 を 含 む こ と が 有 利 で あ る 。 こ の 方 法 の 一 実 施 の 形
態 は さ ら に 、 捕 捉 し た 複 合 体 の 数 を 分 析 し 、 サ ン プ ル 中 の 細 胞 の 濃 度 を 求 め る 、 ス テ ッ プ
を 含 む 。 こ の 実 施 の 形 態 の 一 態 様 で は 、 分 析 は 、 デ ィ ス ク か ら 反 射 し た 光 ま た は デ ィ ス ク
を 透 過 し た 光 の レ ベ ル の 十 分 に 大 き い 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 こ の 実 施 の 形 態 の 別 の
態 様 で は 、 分 析 は 、 捕 捉 し た 複 合 体 を 計 数 す る た め に 画 像 認 識 を 用 い る こ と を 含 む 。 こ の
方 法 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 画 像 認 識 は 、 １ つ の 型 の 白 血 球 を 別 の 型 の 白 血 球 か ら 区
別 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 は さ ら に 、 捕 捉 領 域 そ れ ぞ れ に お い て 捕 捉 し た 細 胞 を 計 数 し
、 細 胞 計 数 を 含 む 出 力 を 供 給 す る ス テ ッ プ と を 含 む 。 こ の 実 施 の 形 態 の 一 態 様 で は 、 出 力
は 、 Ｃ Ｄ ４ 細 胞 お よ び Ｃ Ｄ ８ 細 胞 の 計 数 、 な ら び に Ｃ Ｄ ８ 細 胞 に 対 す る Ｃ Ｄ ４ 細 胞 の 比 を
含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 上 記 の 方 法 の い ず れ に お い て も 、 管 は さ ら に 抗 凝 固 物 質 を 含 ん で い て も よ い 。 さ ら に 、
こ れ ら の 方 法 の 特 定 の 実 施 態 様 お よ び 実 施 の 形 態 の 多 く で は 、 捕 捉 剤 が 固 定 さ れ る 表 面 は
、 デ ィ ス ク の 内 部 に あ り 、 基 板 お よ び キ ャ ッ プ に 両 面 が 接 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ の 発 明 の 製 造 態 様 に よ る と 、 ク ラ ス タ 指 定 計 数 を 行 う 光 検 定 デ ィ ス ク を 作 成 す る 方 法
が 提 供 さ れ る 。 こ の 光 検 定 デ ィ ス ク を 作 成 す る 方 法 は 、 管 に ク ロ ス リ ン カ を 提 供 し 、 管 に
捕 捉 剤 を 加 え 、 ク ロ ス リ ン カ と 捕 捉 剤 と を 結 合 （ 複 合 体 の 形 成 ） さ せ 、 基 板 を 設 け 、 活 性
層 に よ り 基 板 を 被 覆 し 、 複 合 体 を 活 性 層 上 に 堆 積 さ せ 、 そ し て 接 着 部 材 を 使 用 し て 活 性 層
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に カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 を 取 り 付 け る 、 ス テ ッ プ を 含 む 。 こ の 実 施 の 形 態 で は
、 ク ロ ス リ ン カ は 、 ア ル デ ヒ ド 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン で あ る 。 捕 捉 剤 は 、 細 胞 表 面 抗 原 と 結
合 す る た め の も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の 方 法 の 一 態 様 に よ る と 、 堆 積 は 、 複 合 体 を 所 定 位 置 に 堆 積 す る こ と に よ り 、 捕 捉 領
域 を 形 成 す る こ と を 含 む 。 こ の 方 法 の 一 実 施 の 形 態 で は 、 取 り 付 け は 、 捕 捉 領 域 に 送 ら れ
て 細 胞 に 衝 突 し な か っ た 光 が 反 射 さ れ る よ う な 反 射 層 を 有 す る 、 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ
ャ ッ プ 部 を 取 り 付 け る こ と を 含 む 。 こ の 方 法 の 代 替 の 実 施 の 形 態 で は 、 取 り 付 け は 、 捕 捉
領 域 に 送 ら れ て 細 胞 に 衝 突 し な か っ た 光 が 光 デ ィ ス ク を 透 過 す る よ う な 半 反 射 層 を 有 す る
カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 を 取 り 付 け る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 代 替 の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は 、 一 次 捕 捉 抗 体 お よ び 二 次 捕 捉 抗 体 を 含 む 。 二 次 捕 捉
抗 体 は 、 デ ィ ス ク 表 面 に 結 合 し 、 一 次 捕 捉 抗 体 に 対 す る 特 異 的 親 和 性 を 有 す る 。 こ の 実 施
の 形 態 で は 、 一 次 捕 捉 抗 体 は 、 対 象 と な る 細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る 選 択 的 な 親 和 性 を 有 す る
。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 細 胞 表 面 抗 原 は 、 Ｃ Ｄ フ ァ ミ リ ー の 抗 原 か ら 選 択 さ
れ る 。 よ り 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 細 胞 表 面 抗 原 は 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ 、 お よ び
Ｃ Ｄ ４ ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ま た 、 こ の 発 明 の 製 造 態 様 に よ る と 、 ク ラ ス タ 指 定 計 数 を 行 う 光 検 定 デ ィ ス ク を 作 成 す
る 代 替 の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 光 検 定 デ ィ ス ク を 作 成 す る 代 替 の 方 法 は 、 基 板 を 設 け 、
活 性 層 に よ り 基 板 を 被 覆 し 、 捕 捉 剤 を 活 性 層 上 に 堆 積 さ せ （ 捕 捉 領 域 を 形 成 し ） 、 基 板 を
培 養 し 、 基 板 を 回 転 さ せ 、 そ し て 、 接 着 部 材 を 使 用 し て 活 性 層 に カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ
ャ ッ プ 部 を 取 り 付 け る ス テ ッ プ を 含 む 。 こ の 方 法 の １ つ の 特 定 の 実 施 の 形 態 で は 、 培 養 す
る ス テ ッ プ は 、 捕 捉 剤 を 活 性 層 上 に 固 定 す る こ と が で き る の に 十 分 な 期 間 お よ び 十 分 な 温
度 で 培 養 す る こ と を 含 む 。 こ の 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 回 転 さ せ る ス テ ッ プ は 、 固 定
さ れ て い な い 捕 捉 剤 が 捕 捉 領 域 か ら 除 去 さ れ る の に 十 分 な 期 間 お よ び 十 分 な 速 度 で 回 転 さ
せ る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ の 方 法 の 別 の 態 様 に よ る と 、 捕 捉 剤 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 ビ オ チ ン 化 Ｉ ｇ Ｇ 、 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 、
ビ オ チ ン 化 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ ４ 抗 体 、 ビ オ チ ン 化 抗 Ｃ Ｄ ４ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ ８ 抗 体 、 ビ オ
チ ン 化 抗 Ｃ Ｄ ８ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ５ 抗 体 、 お よ び ビ オ チ ン 化 抗 Ｃ Ｄ ４ ５ 抗 体 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 。 こ の 態 様 の 一 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は 一 次 捕 捉 剤 で あ る 。 代 替 の 実 施 の 態
様 で は 、 捕 捉 剤 は 二 次 捕 捉 剤 で あ る 。 こ の 代 替 の 実 施 の 形 態 の 一 態 様 に よ る と 、 本 方 法 は
さ ら に 、 回 転 さ せ る ス テ ッ プ の 後 に 、 一 次 捕 捉 剤 を 二 次 捕 捉 剤 上 に 堆 積 さ せ る ス テ ッ プ を
含 む 。 こ の 代 替 の 実 施 の 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 本 方 法 は さ ら に 、 一 次 捕 捉 剤 を 二 次 捕 捉 剤
上 に 堆 積 さ せ た 後 に 、 基 板 を 培 養 す る ス テ ッ プ と 、 基 板 を 回 転 さ せ る ス テ ッ プ と を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の 発 明 の さ ら に 別 の 主 な 態 様 に よ る と 、 ク ラ ス タ 指 定 計 数 を 行 う 光 検 定 デ ィ ス ク が 提
供 さ れ る 。 光 検 定 デ ィ ス ク は 、 基 板 と 、 基 板 上 に 堆 積 さ れ た 活 性 層 と 、 接 着 部 材 に よ り 活
性 層 に 一 体 的 に 付 着 し た カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 （ １ つ ま た は 複 数 の 部 分 が 除 去
さ れ て 、 そ の 間 に １ つ ま た は 複 数 の チ ャ ン バ が 画 定 さ れ る ） と 、 活 性 層 上 に 固 定 さ れ た １
つ ま た は 複 数 の 捕 捉 剤 と を 含 む 。 捕 捉 剤 は 、 １ つ ま た は 複 数 の チ ャ ン バ 内 に 別 個 の 捕 捉 領
域 を 画 定 す る 。 こ の 検 定 デ ィ ス ク の 一 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム に
よ り 固 定 さ れ る 。 こ の 検 定 デ ィ ス ク の 代 替 の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は 活 性 層 に よ り 固 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ の 光 検 定 デ ィ ス ク の １ つ の 特 定 の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は 、 細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る
選 択 的 な 親 和 性 を 有 す る 抗 体 で あ る 。 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ
４ 、 Ｃ Ｄ ８ 、 お よ び Ｃ Ｄ ４ ５ の 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 こ の 光 検 定 デ ィ ス ク の 別
の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は 、 細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る 選 択 的 な 親 和 性 を 有 す る 一 次 抗 体 に
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対 す る 選 択 的 な 親 和 性 を 有 す る 抗 体 で あ る 。 同 様 に 、 光 検 定 デ ィ ス ク の こ の 態 様 の 好 ま し
い 実 施 の 形 態 で は 、 一 次 抗 体 は 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ ， お よ び Ｃ Ｄ ４ ５ の 抗 体 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 光 検 定 デ ィ ス ク の こ の 実 施 の 形 態 で は 、 一 次 捕 捉 剤 は 、 マ ウ ス 内 で
産 生 さ れ た 抗 ヒ ト 抗 体 で あ り 、 二 次 抗 体 は 、 ヤ ギ 内 で 産 生 さ れ た 抗 マ ウ ス 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 に 関 す る 技 術 的 態 様 は 、 次 の 出 願 に も 記 載 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 ２ ０ ０ １ 年 ７
月 ２ ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Optical Analysis Discs Including Microfluidic Circuits for
 Performing Cell Counts」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ０ ７ ， ４ ８ ９ 号 、 ２ ０ ０ １ 年
７ 月 ２ ５ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Reducing Non-Specific Binding of Cells on Op
tical Bio-Discs Utilizing Charged Matter Including Heparin, Plasma, or Poly-Lysi
ne」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ０ ７ ， ８ ２ ５ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ２ ５ 日 に 出 願 さ れ た
「 Methods for Reducing Non-Specific Binding of Cells on Optical Bio-Discs Utiliz
ing Blocking Agents」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ０ ７ ， ７ ６ ２ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月
２ ５ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Reducing Bubbles in Fluidic Chambers Using Polyv
inyl Alcohol and Related Techniques for Achieving Same in Optical Bio-Discs」 と
題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ０ ７ ， ７ ６ ４ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ２ ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Seal
ing Methods for Containment of Hazardous Biological Materials within Optical Ana
lysis Disc Assemblies」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ０ ８ ， ２ １ ４ 号 、 お よ び ２ ０ ０
１ 年 ７ 月 ２ ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Calculating Qualitative and Quantitative
 Ratios of Helper/Inducer-Suppressor/Cytotoxic T-Lymphocytes Using Optical Bio-D
isc Platform」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ０ ８ ， １ ９ ７ 号 に も 記 載 さ れ て い る 。 こ れ
ら の 出 願 の す べ て は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。 こ こ で 、 よ
り 詳 細 に は 、 本 発 明 は さ ら に 、 細 胞 検 定 を 行 う た め の 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 対 象 と す る 。 本
発 明 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク は 、 以 下 の 構 成 要 素 ： 回 転 可 能 な 基 板 と 、 基 板 に 関 連 し た キ ャ ッ
プ 部 と 、 上 記 基 板 と 上 記 キ ャ ッ プ 部 の 間 に 形 成 さ れ た 流 体 回 路 と を 含 み 得 る 。 流 体 回 路 は
、 基 板 に 関 連 し た 、 注 入 ポ ー ト を 含 む 混 合 チ ャ ン バ と 、 混 合 チ ャ ン バ と 流 体 連 通 し て い る
精 製 チ ャ ン バ と 、 当 該 精 製 チ ャ ン バ に 関 連 し た フ ィ ル タ 手 段 と 、 精 製 チ ャ ン バ と 流 体 連 通
し て い る 捕 捉 領 域 を 有 す る 分 析 チ ャ ン バ と 、 分 析 チ ャ ン バ に 関 連 し た 排 出 ポ ー ト と を 含 む
こ と が で き る 。 フ ィ ル タ 手 段 は 、 微 小 球 ま た は 細 胞 ふ る い （ cellular sieve） か ら で き て
い て も よ い 。 微 小 球 は 、 精 製 剤 で 被 覆 さ れ て い て も よ い 。 精 製 剤 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ガ ン ド 、 受 容 体 、 お よ び 結 合 剤 を 含 む こ
と が で き 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 Ｃ Ｄ ５ ６ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ １ ４ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ １ ９ 抗 体 、
抗 Ｃ Ｄ ９ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ ３ １ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ ４ １ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ １ ３ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ ３ １ 抗 体 、 お
よ び 抗 Ｃ Ｄ ４ ３ 抗 体 で あ り 得 る 。 捕 捉 領 域 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ガ ン ド 、 受 容 体 、 ま た は 結 合 剤 で あ り 得 る 捕 捉 剤 で 被 覆 さ れ る
。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 Ｃ Ｄ ４ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ ８ 抗 体 、 お よ び 抗 Ｃ Ｄ ２ 抗 体 で あ っ て よ
い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 光 バ イ オ デ ィ ス ク は ま た 、 溶 解 緩 衝 液 槽 と 、 溶 解 緩 衝 液 槽 を 混 合 チ ャ ン バ に 接 続 す る 流
体 流 路 の 中 に （ between） 溶 解 緩 衝 液 弁 と を 有 す る こ と が で き る 。 溶 解 緩 衝 液 槽 に は 、 溶
解 緩 衝 液 が 予 め 充 填 さ れ て い て も よ い 。 光 バ イ オ デ ィ ス ク は ま た 、 分 析 緩 衝 液 槽 と 、 分 析
緩 衝 液 槽 を 精 製 チ ャ ン バ に 接 続 す る 流 体 流 路 の 中 に 分 析 緩 衝 液 弁 と を 含 む こ と が で き る 。
分 析 緩 衝 液 槽 に は 、 分 析 緩 衝 液 が 予 め 充 填 さ れ て い て も よ い 。 光 バ イ オ デ ィ ス ク は さ ら に
、 分 析 チ ャ ン バ お よ び 排 出 ポ ー ト と 流 体 連 通 し て い る 廃 液 (waste)チ ャ ン バ を 含 ん で い て
も よ い 。 光 バ イ オ デ ィ ス ク は 、 混 合 チ ャ ン バ と 精 製 チ ャ ン バ と を 接 続 す る 流 体 回 路 に 位 置
す る サ ン プ ル 混 合 弁 を 有 す る こ と も で き る 。 本 発 明 の 上 記 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク に 関 す る さ
ら な る 詳 細 は 、 図 ５ ９ お よ び 図 ６ ０ と 共 に 以 下 で 説 明 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 上 述 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク は 、 混 合 チ ャ ン バ と 精 製 チ ャ ン バ と を 接 続 す る Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域
を 含 ん で い て も よ く 、 そ れ に よ り 、 サ ン プ ル が 混 合 チ ャ ン バ に ロ ー ド さ れ る と サ ン プ ル が
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精 製 チ ャ ン バ に 入 る 前 に Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 を 通 っ て 流 れ る よ う に な る 。 Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 は 、
Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 全 体 に 分 布 す る 支 柱 (pier post)を 含 ん で い て も よ い 。 Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 は
直 線 状 の 流 路 で あ っ て も よ い 。 Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 は 、 蛇 行 状 、 波 状 、 ま た は 正 弦 曲 線 状 （ si
nusoidal） で あ っ て も よ い 。 Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 は 、 レ ク チ ン を 含 む Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 剤 で 被 覆 さ れ
得 る 。 こ の タ イ プ の 流 体 回 路 の 例 は 、 図 ６ １ Ａ 、 図 ６ １ Ｂ 、 お よ び 図 ６ １ Ｃ に 関 し て 以 下
で 説 明 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 の ： 全 血 サ ン プ ル を 注 入 ポ ー ト を 通 し て 混 合 チ ャ ン バ に ロ ー ド し 、
バ イ オ デ ィ ス ク を 光 読 み 取 り 装 置 に ロ ー ド し 、 溶 解 緩 衝 液 弁 を 開 い て 血 液 サ ン プ ル を 含 む
混 合 チ ャ ン バ に 溶 解 緩 衝 液 を 放 出 す る の に 十 分 な 第 １ の 速 度 で バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ
、 サ ン プ ル 中 の 赤 血 球 が 溶 解 さ れ る の に 十 分 な 時 間 、 上 記 溶 解 緩 衝 液 中 で サ ン プ ル を 培 養
し 、 サ ン プ ル 混 合 弁 を 開 い て 、 サ ン プ ル を 、 不 要 な 細 胞 が 捕 捉 さ れ る 精 製 チ ャ ン バ を 通 し
て 、 特 定 の 細 胞 が 捕 捉 領 域 で 捕 捉 さ れ る 分 析 チ ャ ン バ に 移 動 さ せ る の に 十 分 な 第 ２ の 速 度
で バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る ス テ ッ プ 、 を 含 む 上 述 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 使 用 す る 方 法
を 対 象 と す る 。 細 胞 が 分 析 チ ャ ン バ を 通 っ て 移 動 す る と 、 次 に 電 磁 放 射 入 射 ビ ー ム が 捕 捉
領 域 に 送 ら れ 得 る 。 捕 捉 領 域 に お い て デ ィ ス ク と 相 互 作 用 し た 後 に 形 成 さ れ る 電 磁 放 射 ビ
ー ム は 、 そ の 後 検 出 さ れ 、 次 に 、 収 集 さ れ た 信 号 が 出 力 信 号 に 変 換 さ れ て 分 析 さ れ 、 捕 捉
領 域 に お い て 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 数 に 関 す る 情 報 が 出 力 信 号 か ら 抽 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 の ： 全 血 サ ン プ ル を 上 述 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 注 入 ポ ー ト を 通 し て
混 合 チ ャ ン バ に ロ ー ド し 、 バ イ オ デ ィ ス ク を 光 読 み 取 り 装 置 に ロ ー ド し 、 サ ン プ ル を 、 サ
ン プ ル 中 の 赤 血 球 が 捕 捉 さ れ る Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 を 通 し て 、 サ ン プ ル 中 の 不 要 な 細 胞 が 捕 捉
さ れ る 精 製 領 域 を 通 し て 、 そ し て 特 定 の 細 胞 が 捕 捉 領 域 で 捕 捉 さ れ る 分 析 チ ャ ン バ に 移 動
さ せ る の に 十 分 な 速 度 で 十 分 な 時 間 の 間 、 バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ 、 電 磁 放 射 入 射 ビ ー
ム を 捕 捉 領 域 に 送 り 、 捕 捉 領 域 に お い て デ ィ ス ク と 相 互 作 用 し た 後 に 形 成 さ れ る 電 磁 放 射
ビ ー ム を 検 出 し 、 検 出 さ れ た ビ ー ム を 出 力 信 号 に 変 換 し 、 出 力 信 号 を 分 析 し 、 そ れ に よ り
、 捕 捉 領 域 に お い て 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 数 に 関 す る 情 報 を 出 力 信 号 か ら 抽 出 す る 、 ス テ ッ プ
、 を 含 む 細 胞 検 定 を 行 う 別 の 方 法 を 対 象 と す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 別 の 実 施 の 形 態 は 、 回 転 可 能 な 基 板 と 、 基 板 に 取 り 付 け ら
れ た マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト 、 お よ び マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト 内 に 形 成 さ れ た 流 体 回 路 と を 含
む 。 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト は 、 組 み 立 て ら れ て マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト を 形 成 し た 時 に 、 注
入 ポ ー ト 、 混 合 チ ャ ン バ 、 フ ロ ー 流 路 、 お よ び 精 製 チ ャ ン バ を 含 む 流 体 回 路 の 種 々 の 構 成
要 素 を 形 成 す る 、 種 々 の 切 取 部 分 を 有 す る 板 か ら 形 成 さ れ る 。 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト に 関
す る さ ら な る 詳 細 は 、 図 ６ ２ Ａ 、 図 ６ ２ Ｂ 、 図 ６ ２ Ｃ 、 お よ び 図 ６ ３ に 関 し て 以 下 で 説 明
す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 基 板 と 、 基 板 に 平 行 な キ ャ ッ プ と 、 混 合 チ ャ ン バ と 、 精 製 チ ャ ン バ 、
お よ び 捕 捉 領 域 を 有 す る 分 析 チ ャ ン バ の 間 に 画 定 さ れ た 分 析 チ ャ ン バ 、 お よ び 第 １ の 捕 捉
領 域 が 第 １ の 細 胞 捕 捉 剤 を 有 し 、 第 ２ の 捕 捉 領 域 が 第 ２ の 捕 捉 剤 を 有 す る よ う に 、 捕 捉 領
域 に お け る 基 板 上 に 配 置 さ れ た 捕 捉 層 、 を 有 す る バ イ オ デ ィ ス ク を 含 む 、 サ ン プ ル を 受 け
取 る た め の 光 デ ィ ス ク お よ び ド ラ イ ブ シ ス テ ム を 開 示 す る 。 本 シ ス テ ム は 、 デ ィ ス ク の 捕
捉 領 域 に 向 け て 光 を 送 る 光 源 と 、 デ ィ ス ク か ら 反 射 し た 光 ま た は デ ィ ス ク を 透 過 し た 光 を
検 出 し て 、 信 号 を 供 給 す る 検 出 器 と 、 信 号 を 用 い て 捕 捉 分 子 に 結 合 し た サ ン プ ル 中 の ア イ
テ ム を 計 数 す る プ ロ セ ッ サ を 有 す る 光 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 細 胞 検 定 に お い て 用 い る 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 作 成 す る 方 法
を 含 む 。 こ の バ イ オ デ ィ ス ク を 作 成 す る 方 法 は 、 以 下 の ： 回 転 可 能 な 光 デ ィ ス ク 基 板 を 形
成 し 、 基 板 と 同 様 の 寸 法 を 有 す る カ バ ー デ ィ ス ク を 形 成 し 、 流 体 回 路 を 形 成 す る 切 取 部 分
を 有 す る 流 路 層 を 形 成 し 、 こ こ で 、 流 体 回 路 は 、 注 入 口 と 、 混 合 チ ャ ン バ と 、 精 製 チ ャ ン
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バ と 、 分 析 チ ャ ン バ と 、 排 出 ポ ー ト と を 含 み 、 上 記 分 析 チ ャ ン バ は 捕 捉 領 域 を 含 む 。 本 方
法 は さ ら に 、 捕 捉 プ ロ ー ブ を 捕 捉 領 域 に 結 合 さ せ 、 基 板 に 流 路 層 を 取 り 付 け 、 フ ィ ル タ 手
段 を 精 製 チ ャ ン バ に ロ ー ド し 、 流 路 層 に カ バ ー デ ィ ス ク を 取 り 付 け 、 そ れ に よ り 光 バ イ オ
デ ィ ス ク を 形 成 す る ス テ ッ プ 、 を 含 む 。 カ バ ー デ ィ ス ク 、 流 路 層 、 お よ び 基 板 の 取 り 付 け
は 、 接 着 剤 お よ び プ ラ ス チ ッ ク 溶 接 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 フ ィ ル タ 手 段 は 、 精 製 剤
で 被 覆 さ れ た 微 小 球 お よ び 細 胞 ふ る い か ら な っ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 上 記 説 明 し た 方 法 お よ び 装 置 は 、 １ つ ま た は 複 数 の 利 点 を 有 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
の 利 点 に は 、 経 験 を 積 ん だ 技 術 者 が 試 験 を 行 う 必 要 の な い 簡 単 で 迅 速 な デ ィ ス ク 上 の 処 理
、 少 な い サ ン プ ル 容 積 、 安 価 な 用 具 の 使 用 、 な ら び に 既 知 の 光 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト お よ
び ド ラ イ ブ の 製 造 の 使 用 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ れ ら の 特 徴
お よ び 利 点 な ら び に 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 を 添 付 図 面 の 図 お よ び 技 術
例 と 共 に 参 照 す る こ と に よ り 、 よ り 良 く 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 目 的 は 、 当 該 目 的 に 寄 与 す る 別 の 特 徴 お よ び 当 該 目 的 か ら 生 じ る 利
点 と 共 に 、 以 下 の 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 の 説 明 か ら 明 ら か に な る 。 こ の 好 ま し い 実
施 の 形 態 は 、 添 付 図 面 に 示 さ れ る 。 添 付 図 面 で は 、 全 体 を 通 し て 、 同 じ 参 照 番 号 は 同 じ 構
成 要 素 を 示 す 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 　 ［ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ］
　 本 発 明 は 、 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ シ ス テ ム 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク 、 細 胞 検 定 お よ び 関 連 し た 細
胞 計 数 方 法 、 画 像 処 理 技 法 、 な ら び に 関 連 し た ソ フ ト ウ ェ ア を 対 象 と す る 。 以 下 で は 、 本
発 明 の こ れ ら の 態 様 の そ れ ぞ れ を さ ら に 詳 細 に 論 考 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る デ ィ ス ク ド ラ イ ブ シ ス テ ム 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク 、 細 胞 検 定 お よ び
関 連 し た 細 胞 計 数 方 法 、 画 像 処 理 技 法 、 な ら び に 関 連 し た ソ フ ト ウ ェ ア に 関 す る 本 発 明 の
態 様 は 、 以 下 の 出 願 に も 提 示 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 １ ３ 日 に 出 願 さ れ
た 「 Quantitative and Qualitative Methods for Cell Isolation and Typing Including
 Immunophenotyping」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ３ ８ ， ６ ７ ９ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月
１ ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Capture Layer Assemblies and Optical Bio-Discs for Immunophe
notyping」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ３ ２ ， ０ ０ １ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ３ ０ 日 に 出
願 さ れ た 「 Methods for Calculating Qualitative and Quantitative Ratios of Helper/
Inducer-Suppressor/Cytotoxic T-Lymphocytes Using Optical Bio-Disc Platform」 と 題
す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ３ ４ ， １ ３ １ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 1月 ３ １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods
 for Differential Cell Counts Including Leukocytes and Use of Optical Bio-Disc f
or Performing Same」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ３ ， ３ ０ ０ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 １
２ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Differential Cell Counts Including Leukocytes and 
Use of Optical Bio-Disc for Performing Same」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ６ ３ ，
９ ４ ９ 号 、 お よ び ２ ０ ０ ２ 年 ８ 月 ２ １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods For Differential Cell 
Counts Including Related Apparatus and Software For Performing Same」 と 題 す る 米
国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ４ ０ ４ ， ９ ２ １ 号 に も 提 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 願 の す べ て は 、 参 照
に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
ド ラ イ ブ シ ス テ ム お よ び 関 連 し た デ ィ ス ク
　 図 １ は 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 細 胞 計 数 お よ び 分 画 細 胞 計 数 を 行 う た め に 実 施 さ れ る 本
発 明 に よ る 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 斜 視 図 で あ る 。 本 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ は 、 光 デ
ィ ス ク ド ラ イ ブ １ １ ２ お よ び 表 示 モ ニ タ １ １ ４ と 共 に 示 さ れ る 。 こ の タ イ プ の デ ィ ス ク ド
ラ イ ブ お よ び デ ィ ス ク 分 析 シ ス テ ム に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ
て 同 時 係 属 中 で あ る 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ９ 日 に 出 願 さ れ た 「 Disc Drive System and Meth
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ods for Use with Bio-discs」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ０ ８ ， １ ５ ６ 号 、 ２ ０ ０
２ 年 １ 月 １ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Optical Disc Analysis System Including Related Metho
ds For Biological and Medical Imaging」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ４ ３ ， ６ ８
８ 号 、 お よ び ２ ０ ０ ２ 年 １ ０ 月 ２ ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Segmented Area Detector for Biod
rive and Methods Relating Thereto」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ２ ７ ９ ， ６ ７ ７ 号
に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 願 の す べ て は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に
援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 図 ２ は 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 一 実 施 の 形 態 の 主 要 な 構 造 上 の 要 素 の 分 解 斜 視 図 で
あ る 。 図 ２ は 、 本 発 明 で 使 用 す る こ と が で き る 反 射 領 域 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ （ 以 下
「 反 射 型 デ ィ ス ク 」 と い う ） の 例 で あ る 。 主 要 な 構 造 上 の 要 素 に は 、 カ バ ー デ ィ ス ク ま た
は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ と 、 接 着 部 材 ま た は 流 路 層 １ １ ８ と 、 基 板 １ ２ ０ と が 含 ま れ る 。 カ バ
ー デ ィ ス ク １ １ ６ は 、 １ つ ま た は 複 数 の 注 入 ポ ー ト １ ２ ２ お よ び １ つ ま た は 複 数 の 排 出 ポ
ー ト １ ２ ４ を 備 え る 。 カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト か ら 形 成 す る こ と が で
き 、 図 ２ の 斜 視 図 か ら 見 ら れ る よ う に 、 そ の 底 部 は 、 反 射 面 １ ４ ６ （ 図 ４ ） で 被 覆 さ れ る
こ と が 好 ま し い 。 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 ト リ ガ マ ー ク ま た は ト リ ガ マ ー キ ン グ １ ２ ６
が 、 反 射 層 １ ４ ２ （ 図 ４ ） の 表 面 上 に 備 え ら れ る 。 ト リ ガ マ ー キ ン グ １ ２ ６ に は 、 バ イ オ
デ ィ ス ク の ３ つ の 層 す べ て の 透 明 窓 、 不 透 明 区 域 、 ま た は 反 射 区 域 も し く は 半 反 射 区 域 が
含 ま れ 得 る 。 こ れ ら の 透 明 窓 、 不 透 明 区 域 、 ま た は 反 射 区 域 も し く は 半 反 射 区 域 は 、 情 報
に よ り 符 号 化 さ れ る 。 こ の 情 報 は 、 図 １ ０ に 示 す よ う に 、 プ ロ セ ッ サ １ ６ ６ に デ ー タ を 送
信 し 、 次 に 、 図 ６ お よ び 図 １ ０ に 示 す よ う に 、 呼 び か け ビ ー ム ま た は 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ の
操 作 機 能 と や り 取 り を 行 う 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 図 ２ に 示 す 第 ２ の 要 素 は 、 流 体 回 路 １ ２ ８ 、 す な わ ち Ｕ 字 型 流 路 が 形 成 さ れ た 接 着 部 材
ま た は 流 路 層 １ １ ８ で あ る 。 こ の 流 体 回 路 １ ２ ８ は 、 膜 に 刻 印 す る か 、 ま た は 、 膜 を 切 り
取 っ て プ ラ ス チ ッ ク 薄 膜 を 除 去 し 、 図 示 す る よ う な 形 状 を 形 成 す る こ と に よ り 形 成 さ れ る
。 流 体 回 路 １ ２ ８ の そ れ ぞ れ は 、 フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ お よ び 帰 還 流 路 １
３ ２ を 備 え る 。 図 ２ に 示 す 流 体 回 路 １ ２ ８ の 幾 つ か は 、 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ４ を 備 え る 。 ２
つ の 異 な る 型 の 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ４ が 示 さ れ て い る 。 第 １ の も の は 、 フ ロ ー 流 路 ま た は 分
析 チ ャ ン バ １ ３ ０ に 対 し て 対 称 的 に 形 成 さ れ る 対 称 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ６ で あ る 。 第 ２ の も
の は 、 オ フ セ ッ ト 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ８ で あ る 。 こ の オ フ セ ッ ト 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ８ は 、 図
示 す る よ う に 、 フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ の 一 方 の 側 に 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 図 ２ に 示 す 第 ３ の 要 素 は 、 標 的 領 域 ま た は 捕 捉 領 域 １ ４ ０ を 備 え た 基 板 １ ２ ０ で あ る 。
基 板 １ ２ ０ は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 製 で あ る こ と が 好 ま し く 、 図 ４ に 示 す よ う に 、 そ の 最 上
部 に は 反 射 層 １ ４ ２ が 堆 積 さ れ て い る 。 標 的 領 域 １ ４ ０ は 、 図 示 し た 形 状 、 あ る い は 、 任
意 の 所 望 の 形 状 に 反 射 層 １ ４ ２ を 除 去 す る こ と に よ り 形 成 さ れ る 。 あ る い は 、 標 的 領 域 １
４ ０ は 、 反 射 層 １ ４ ２ を 施 す 前 に 標 的 領 域 １ ４ ０ 区 域 を マ ス ク す る こ と を 含 む マ ス ク 技 法
に よ っ て 形 成 す る こ と も で き る 。 反 射 層 １ ４ ２ は 、 例 え ば ア ル ミ ニ ウ ム ま た は 金 と い っ た
金 属 か ら 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 図 ３ は 、 図 ２ に 示 す 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 平 面 図 で あ り 、 デ ィ ス ク 内 に 位 置 す る 流
体 回 路 １ ２ ８ 、 標 的 領 域 １ ４ ０ 、 お よ び ト リ ガ マ ー キ ン グ １ ２ ６ が 見 え る よ う に 、 反 射 層
１ ４ ２ が 、 透 明 で 示 さ れ た カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ 上 に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 図 ４ は 、 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に よ る 反 射 領 域 型 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 拡 大 斜 視
図 で あ る 。 こ の 図 は 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の さ ま ざ ま な 層 の 一 部 を 含 み 、 こ の 一 部 は
、 そ れ ぞ れ の 主 要 な 層 、 基 板 、 コ ー テ ィ ン グ 、 ま た は 膜 の 部 分 断 面 図 を 示 す た め に 切 り 取
ら れ て い る 。 図 ４ は 、 反 射 層 １ ４ ２ で 被 覆 さ れ た 基 板 １ ２ ０ を 示 す 。 反 射 層 １ ４ ２ 上 に は
、 活 性 層 １ ４ ４ が 施 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 活 性 層 １ ４ ４ は 、 ポ リ ス チ レ ン か
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ら 形 成 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 金 、 活 性 ガ ラ ス （ activated gl
ass） 、 変 性 ガ ラ ス （ modified glass） 、 ま た は 変 性 ポ リ ス チ レ ン 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン
無 水 マ レ イ ン 酸 （ polystyrene-co-maleic anhydride） を 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に
、 ヒ ド ロ ゲ ル を 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 こ の 実 施 の 形 態 に 示 す よ う に 、 活 性 層
１ ４ ４ 上 に は 、 プ ラ ス チ ッ ク 接 着 部 材 １ １ ８ を 施 す 。 プ ラ ス チ ッ ク 接 着 部 材 １ １ ８ の 露 出
部 分 は 、 切 り 取 ら れ た か 、 ま た は 、 刻 印 さ れ た Ｕ 字 型 を 示 し 、 こ の Ｕ 字 型 が 流 体 回 路 １ ２
８ を 生 成 す る 。 本 バ イ オ デ ィ ス ク の こ の 反 射 領 域 の 実 施 の 形 態 の 最 後 の 主 要 な 構 造 上 の 層
は 、 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ で あ る 。 キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ は 、 そ の 底 部 に 反
射 面 １ ４ ６ を 備 え る 。 反 射 面 １ ４ ６ は 、 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は 金 と い っ た 金 属 か ら 作 成 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 次 に 図 ５ を 参 照 し て 、 本 発 明 に よ る 透 過 型 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 主 要 な 構 造 上 の
要 素 の 分 解 斜 視 図 を 示 す 。 こ の 透 過 型 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 主 要 な 構 造 上 の 要 素 も
、 同 様 に 、 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ と 、 接 着 部 材 ま た は 流 路 部 材 １ １ ８ と
、 基 板 １ ２ ０ の 層 を 備 え る 。 カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ は 、 １ つ ま た は 複 数 の 注 入 ポ ー ト １ ２
２ お よ び １ つ ま た は 複 数 の 排 出 ポ ー ト １ ２ ４ を 備 え る 。 カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ は 、 ポ リ カ
ー ボ ネ ー ト 層 か ら 形 成 す る こ と が で き る 。 図 ６ お よ び 図 ９ に 最 も よ く 示 す よ う に 、 オ プ シ
ョ ン の ト リ ガ マ ー キ ン グ １ ２ ６ を 、 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ の 表 面 に 備 え る こ と が で き る 。 ト
リ ガ マ ー キ ン グ １ ２ ６ に は 、 バ イ オ デ ィ ス ク の ３ つ の 層 す べ て の 透 明 窓 、 不 透 明 区 域 、 ま
た は 反 射 区 域 も し く は 半 反 射 区 域 が 含 ま れ 得 る 。 こ れ ら の 透 明 窓 、 不 透 明 区 域 、 ま た は 反
射 区 域 も し く は 半 反 射 区 域 は 、 情 報 に よ り 符 号 化 さ れ る 。 こ の 情 報 は 、 図 １ ０ に 示 す よ う
に 、 プ ロ セ ッ サ １ ６ ６ に デ ー タ を 送 信 し 、 次 に 、 図 ６ お よ び 図 １ ０ に 示 す よ う に 、 呼 び か
け ビ ー ム １ ５ ２ の 操 作 機 能 と や り 取 り を 行 う 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 図 ５ に 示 す 第 ２ の 要 素 は 、 流 体 回 路 １ ２ ８ 、 す な わ ち Ｕ 字 型 流 路 が 形 成 さ れ た 接 着 部 材
ま た は 流 路 層 １ １ ８ で あ る 。 こ の 流 体 回 路 １ ２ ８ は 、 膜 に 刻 印 す る か 、 ま た は 、 膜 を 切 り
取 っ て プ ラ ス チ ッ ク 薄 膜 を 除 去 し 、 図 示 す る よ う な 形 状 を 形 成 す る こ と に よ り 形 成 さ れ る
。 流 体 回 路 １ ２ ８ の そ れ ぞ れ は 、 フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ お よ び 帰 還 流 路 １
３ ２ を 備 え る 。 図 ５ に 示 す 流 体 回 路 １ ２ ８ の 幾 つ か は 、 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ４ を 備 え る 。 ２
つ の 異 な る 型 の 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ４ が 示 さ れ て い る 。 第 １ の も の は 、 フ ロ ー 流 路 ま た は 分
析 チ ャ ン バ １ ３ ０ に 対 し て 対 称 的 に 形 成 さ れ る 対 称 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ６ で あ る 。 第 ２ の も
の は 、 オ フ セ ッ ト 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ８ で あ る 。 こ の オ フ セ ッ ト 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ８ は 、 図
示 す る よ う に 、 フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ の 一 方 の 側 に 形 成 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 図 ５ に 示 す 第 ３ の 要 素 は 、 標 的 領 域 ま た は 捕 捉 領 域 １ ４ ０ を 備 え る こ と が で き る 基 板 １
２ ０ で あ る 。 基 板 １ ２ ０ は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 製 で あ る こ と が 好 ま し く 、 図 ６ に 示 す よ う
に 、 そ の 最 上 部 に は 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ が 堆 積 さ れ て い る 。 図 ５ お よ び 図 ６ に 示 す デ ィ ス
ク １ １ ０ の 基 板 １ ２ ０ に 関 連 し た 半 反 射 層 １ ４ ３ は 、 図 ２ 、 図 ３ 、 お よ び 図 ４ に 示 す 反 射
型 デ ィ ス ク １ １ ０ の 基 板 １ ２ ０ 上 の 反 射 層 １ ４ ２ よ り も か な り 薄 く な っ て い る 。 こ の 薄 い
半 反 射 層 １ ４ ３ に よ り 、 呼 び か け ビ ー ム １ ５ ２ の 一 部 は 、 図 ６ お よ び 図 １ ２ に 示 す よ う に
、 透 過 型 デ ィ ス ク の 構 造 上 の 層 を 透 過 す る こ と が で き る 。 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ は 、 例 え ば
ア ル ミ ニ ウ ム ま た は 金 と い っ た 金 属 か ら 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 図 ６ は 、 図 ５ に 示 す 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 透 過 型 の 実 施 の 形 態 の 基 板 １ ２ ０ お よ び
半 反 射 層 １ ４ ３ の 拡 大 斜 視 図 で あ る 。 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ は 、 例 え ば ア ル ミ ニ ウ ム ま た は
金 と い っ た 金 属 か ら 作 成 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 図 ５ お よ び 図 ６ に
示 す 透 過 型 デ ィ ス ク の 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ は 、 約 １ ０ ０ ～ ３ ０ ０ Å の 厚 さ で あ り 、 ４ ０ ０
Å を 越 え な い 。 こ の 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ に よ り 、 入 射 ビ ー ム ま た は 呼 び か け ビ ー ム １ ５ ２
の 一 部 は 、 半 反 射 層 １ ４ ３ を 貫 通 し て 、 通 過 す る こ と が 可 能 に な り 、 そ れ に よ っ て 、 図 １
０ お よ び 図 １ ２ に 示 す 上 部 検 出 器 １ ５ ８ に よ っ て 検 出 さ れ る 。 一 方 、 そ の 光 の 一 部 が 反 射
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さ れ て 、 す な わ ち 入 射 経 路 に 沿 っ て 戻 さ れ る 。 以 下 に 示 す よ う に 、 表 ２ は 、 金 の 薄 膜 の 厚
さ に 対 す る 反 射 特 性 お よ び 透 過 特 性 を 示 し て い る 。 金 の 薄 膜 層 は 、 ８ ０ ０ Å よ り も 厚 く な
る と 、 完 全 反 射 と な る 。 一 方 、 光 が 金 の 薄 膜 を 透 過 す る 閾 値 不 透 明 度 は 、 約 ４ ０ ０ Å で あ
る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 表 ２ に 加 え て 、 図 ７ は 、 金 の 厚 さ に 基 づ く 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ の 反 射 特 性 お よ び 透 過 特
性 の 逆 の 関 係 の グ ラ フ 表 示 を 提 供 す る 。 図 ７ に 示 す グ ラ フ で 使 用 さ れ る 反 射 値 お よ び 透 過
値 は 、 絶 対 値 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ６ 】
　 次 に 図 ８ を 参 照 し て 、 図 ５ お よ び 図 ６ に 示 す 透 過 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 平 面 図 を
示 す 。 透 明 な カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ は 、 デ ィ ス ク 内 に 位 置 す る 流 体 流 路
、 ト リ ガ マ ー キ ン グ １ ２ ６ 、 お よ び 標 的 領 域 １ ４ ０ を 見 せ て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 図 ９ は 、 本 発 明 の 透 過 型 デ ィ ス ク の 実 施 の 形 態 に よ る 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 拡 大 斜
視 図 で あ る 。 こ の デ ィ ス ク １ １ ０ は 、 そ の さ ま ざ ま な 層 の 一 部 が 、 そ れ ぞ れ の 主 要 な 層 、
基 板 、 コ ー テ ィ ン グ 、 ま た は 膜 の 部 分 断 面 図 を 示 す た め に 切 り 取 ら れ て 示 さ れ て い る 。 図
９ は 、 透 明 な カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ と 、 基 板 １ ２ ０ 上 の 薄 い 半 反 射 層 １
４ ３ と 、 ト リ ガ マ ー キ ン グ １ ２ ６ と を 有 す る 透 過 型 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト を 示 し て い る 。
こ の 実 施 の 形 態 で は 、 ト リ ガ マ ー キ ン グ １ ２ ６ は 、 キ ャ ッ プ の 上 部 に 配 置 さ れ た 不 透 明 材
を 備 え る 。 あ る い は 、 ト リ ガ マ ー キ ン グ １ ２ ６ は 、 デ ィ ス ク の 薄 い 反 射 層 １ ４ ３ に エ ッ チ
ン グ さ れ た 透 明 な 非 反 射 窓 、 ま た は 、 図 １ ０ に 示 す ト リ ガ 検 出 器 １ ６ ０ か ら 到 来 す る 信 号
を 吸 収 す る 、 す な わ ち 反 射 し な い 任 意 の マ ー ク に よ っ て 形 成 す る こ と が で き る 。 ま た 、 図
９ は 、 図 示 し た 形 状 、 あ る い は 、 任 意 の 所 望 の 形 状 で 、 指 定 し た 区 域 を マ ー キ ン グ す る こ
と に よ り 形 成 さ れ る 標 的 領 域 １ ４ ０ も 示 し て い る 。 標 的 領 域 １ ４ ０ を 示 す マ ー キ ン グ は 、
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基 板 １ ２ ０ 上 の 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ ま た は （ デ ィ ス ク の 下 の ） 基 板 １ ２ ０ の 底 部 に 作 成 す
る こ と が で き る 。 あ る い は 、 標 的 領 域 １ ４ ０ は 、 標 的 領 域 １ ４ ０ を 除 く 薄 い 半 反 射 層 １ ４
３ 全 体 を マ ス ク す る こ と を 含 む マ ス ク 技 法 に よ っ て 形 成 す る こ と も で き る 。 こ の 実 施 の 形
態 で は 、 標 的 領 域 １ ４ ０ は 、 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ 上 の シ ル ク ス ク リ ー ン イ ン ク に よ っ て 作
成 す る こ と が で き る 。 図 ５ 、 図 ８ 、 お よ び 図 ９ に 示 す 透 過 型 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト で は 、
別 の 方 法 と し て 、 標 的 領 域 １ ４ ０ の 範 囲 を 、 デ ィ ス ク に 符 号 化 さ れ た ア ド レ ス 情 報 に よ っ
て 画 定 す る こ と が で き る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 標 的 領 域 １ ４ ０ は 、 物 理 的 に 見 分 け る こ
と が で き る 端 部 境 界 を 含 ま な い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 図 ９ を 続 け て 参 照 し て 、 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ 上 に 施 さ れ た 活 性 層 １ ４ ４ を 示 す 。 好 ま し
い 実 施 の 形 態 で は 、 活 性 層 １ ４ ４ は 、 ２ ％ の ポ リ ス チ レ ン か ら な る ４ ０ ～ ２ ０ ０ μ ｍ の 厚
さ の 層 で あ る 。 あ る い は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 金 、 活 性 ガ ラ ス 、 変 性 ガ ラ ス 、 ま た は 変 性
ポ リ ス チ レ ン 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン 無 水 マ レ イ ン 酸 を 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ヒ
ド ロ ゲ ル を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 実 施 の 形 態 に 示 す よ う に 、 活 性 層 １ ４ ４ 上 に は 、
プ ラ ス チ ッ ク 接 着 部 材 １ １ ８ が 施 さ れ る 。 プ ラ ス チ ッ ク 接 着 部 材 １ １ ８ の 露 出 部 分 は 、 切
り 取 ら れ た か 、 ま た は 、 刻 印 さ れ た Ｕ 字 型 を 示 し 、 こ の Ｕ 字 型 が 流 体 回 路 １ ２ ８ を 生 成 す
る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の こ の 透 過 型 の 実 施 の 形 態 の 最 後 の 主 要 な 構 造 上 の 層 は 、 透 明
な 非 反 射 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ で あ る 。 こ の キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ は 、 注 入
ポ ー ト １ ２ ２ お よ び 排 出 ポ ー ト １ ２ ４ を 備 え る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 次 に 図 １ ０ を 参 照 し て 、 光 コ ン ポ ー ネ ン ト １ ４ ８ と 、 入 射 ビ ー ム ま た は 呼 び か け ビ ー ム
１ ５ ２ を 生 成 す る 光 源 １ ５ ０ と 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ 、 そ し て 透 過 ビ ー ム １ ５ ６ と を 示 す ブ
ロ ッ ク 斜 視 図 を 表 示 す る 。 図 ４ に 示 す 反 射 バ イ オ デ ィ ス ク の 場 合 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ は 、
光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ の 反 射 面 １ ４ ６ か ら 反 射 さ れ る 。 本 光 バ
イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の こ の 反 射 型 の 実 施 の 形 態 で は 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ は 、 底 部 検 出 器 １
５ ７ に よ っ て 検 出 さ れ 、 信 号 要 素 が 存 在 す る 場 合 に は 分 析 さ れ る 。 他 方 、 透 過 バ イ オ デ ィ
ス ク フ ォ ー マ ッ ト で は 、 透 過 ビ ー ム １ ５ ６ が 、 上 部 検 出 器 １ ５ ８ に よ っ て 検 出 さ れ 、 信 号
要 素 が 存 在 す る 場 合 に は 分 析 も 行 わ れ る 。 透 過 型 の 実 施 の 形 態 で は 、 上 部 検 出 器 １ ５ ８ と
し て 、 光 検 出 器 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ま た 、 図 １ ０ は 、 デ ィ ス ク 上 の ト リ ガ マ ー キ ン グ １ ２ ６ と ト リ ガ 検 出 器 １ ６ ０ と を 含 む
ハ ー ド ウ ェ ア ト リ ガ メ カ ニ ズ ム も 示 し て い る 。 こ の ハ ー ド ウ ェ ア ト リ ガ メ カ ニ ズ ム は 、 反
射 バ イ オ デ ィ ス ク （ 図 ４ ） お よ び 透 過 バ イ オ デ ィ ス ク （ 図 ９ ） の 双 方 で 使 用 さ れ る 。 ト リ
ガ メ カ ニ ズ ム に よ り 、 プ ロ セ ッ サ １ ６ ６ は 、 呼 び か け ビ ー ム １ ５ ２ が そ れ ぞ れ の 標 的 領 域
１ ４ ０ に あ る 場 合 に の み デ ー タ を 収 集 す る こ と が 可 能 に な る 。 さ ら に 、 透 過 バ イ オ デ ィ ス
ク シ ス テ ム で は 、 ソ フ ト ウ ェ ア ト リ ガ も 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア ト リ ガ
は 、 呼 び か け ビ ー ム １ ５ ２ が 、 そ れ ぞ れ の 標 的 領 域 １ ４ ０ の 端 部 に 当 た る と す ぐ に 、 底 部
検 出 器 を 使 用 し て 、 プ ロ セ ッ サ １ ６ ６ に 信 号 を 送 り 、 デ ー タ を 収 集 す る 。 さ ら に 、 図 １ ０
は 、 駆 動 モ ー タ １ ６ ２ と 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 回 転 を 制 御 す る コ ン ト ロ ー ラ １ ６ ４
と を 示 し て い る 。 ま た 、 図 １ ０ は 、 別 の 場 合 に 実 施 さ れ る プ ロ セ ッ サ １ ６ ６ お よ び 分 析 装
置 １ ６ ８ を 示 し て お り 、 こ れ ら は 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ と 、 透 過 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク に 関 連
し た 透 過 ビ ー ム １ ５ ６ と を 処 理 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 図 １ １ に 示 す よ う に 、 本 発 明 に よ る 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 反 射 型 デ ィ ス ク の 実 施 の
形 態 の 部 分 断 面 図 が 表 さ れ て い る 。 図 １ １ は 、 基 板 １ ２ ０ お よ び 反 射 層 １ ４ ２ を 示 し て い
る 。 上 述 し た よ う に 、 反 射 層 １ ４ ２ は 、 例 え ば 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 金 、 ま た は 他 の 適 切 な 反
射 材 と い っ た 材 料 か ら 作 成 す る こ と が で き る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 基 板 １ ２ ０ の 上 面 は
滑 ら か に な っ て い る 。 ま た 、 図 １ １ は 、 反 射 層 １ ４ ２ 上 に 施 さ れ る 活 性 層 １ ４ ４ も 示 し て
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い る 。 ま た 、 図 １ １ に 示 す よ う に 、 標 的 領 域 １ ４ ０ は 、 所 望 の 場 所 の 反 射 層 １ ４ ２ の 区 域
ま た は 一 部 を 除 去 す る こ と に よ る か 、 あ る い は 、 反 射 層 １ ４ ２ を 施 す 前 に 所 望 の 区 域 を マ
ス ク す る こ と に よ り 形 成 さ れ る 。 図 １ １ に さ ら に 示 す よ う に 、 プ ラ ス チ ッ ク 接 着 部 材 １ １
８ が 活 性 層 １ ４ ４ 上 に 施 さ れ る 。 ま た 、 図 １ １ は 、 カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ 、 お よ び 、 当 該
カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ に 関 連 し た 反 射 面 １ ４ ６ も 示 し て い る 。 し た が っ て 、 カ バ ー デ ィ ス
ク １ １ ６ が 、 所 望 の 切 り 取 り 形 状 を 備 え た プ ラ ス チ ッ ク 接 着 部 材 １ １ ８ に 貼 付 さ れ る と 、
そ れ に よ っ て 、 フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ が 形 成 さ れ る 。 図 １ １ に 示 す 矢 印 に
よ り 図 示 す る よ う に 、 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ の 経 路 は 、 最 初 、 デ ィ ス ク １ １ ０ の 下 か ら 基 板 １
２ ０ の 方 向 に 向 け ら れ て い る 。 次 い で 、 こ の 入 射 ビ ー ム は 、 反 射 層 １ ４ ２ の 近 く の 一 点 に
フ ォ ー カ シ ン グ す る 。 こ の フ ォ ー カ シ ン グ は 、 反 射 層 １ ４ ２ が 存 在 し な い 場 所 で は 、 標 的
領 域 １ ４ ０ で 起 こ る の で 、 入 射 は 、 活 性 層 １ ４ ４ を 通 っ て フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ
１ ３ ０ 内 に 入 る 経 路 に 沿 っ て 進 み 続 け る 。 そ の 後 、 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ は 、 上 方 に 進 み 続 け
て フ ロ ー 流 路 を 横 切 り 、 最 終 的 に は 反 射 面 １ ４ ６ に 入 射 す る 。 こ の 時 点 で 、 入 射 ビ ー ム １
５ ２ は 、 入 射 経 路 に 沿 っ て 戻 さ れ 、 す な わ ち 反 射 さ れ て 帰 還 し 、 そ れ に よ っ て 帰 還 ビ ー ム
１ ５ ４ を 形 成 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 図 １ ２ は 、 本 発 明 に よ る バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 透 過 型 の 実 施 の 形 態 の 部 分 断 面 図 で あ
る 。 図 １ ２ は 、 透 明 カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ と 、 基 板 １ ２ ０ 上 の 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ と を 有
す る 透 過 型 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト を 示 し て い る 。 ま た 、 図 １ ２ は 、 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ 上
に 施 さ れ た 活 性 層 １ ４ ４ も 示 し て い る 。 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 こ の 透 過 型 デ ィ ス ク は
、 約 １ ０ ０ ～ ３ ０ ０ オ ン グ ス ト ロ ー ム の 厚 さ の 例 え ば ア ル ミ ニ ウ ム ま た は 金 と い っ た 金 属
か ら 作 成 さ れ た 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ を 有 し 、 ４ ０ ０ オ ン グ ス ト ロ ー ム を 越 え る こ と は な い
。 こ の 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ に よ り 、 図 １ ０ に 示 す 光 源 １ ５ ０ か ら の 入 射 ビ ー ム ま た は 呼 び
か け ビ ー ム １ ５ ２ の 一 部 は 、 デ ィ ス ク を 貫 通 し て 上 方 に 通 過 す る こ と が 可 能 に な り 、 上 部
検 出 器 １ ５ ８ に よ っ て 検 出 さ れ る 。 一 方 、 光 の 一 部 は 、 反 射 さ れ 、 入 射 ビ ー ム と 同 じ 経 路
に 沿 っ て 逆 方 向 に 戻 る 。 こ の 配 置 で は 、 帰 還 ビ ー ム ま た は 反 射 ビ ー ム １ ５ ４ は 、 半 反 射 層
１ ４ ３ か ら 反 射 さ れ る 。 し た が っ て 、 こ の よ う に し て 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ は フ ロ ー 流 路 ま
た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ に 入 る こ と は な い 。 反 射 光 ま た は 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ は 、 図 １ ３ お
よ び 図 １ ４ と 共 に 、 よ り 詳 細 に 説 明 す る よ う に 、 半 反 射 層 １ ４ ３ 内 ま た は 半 反 射 層 １ ４ ３
上 に 形 成 さ れ る 事 前 に 記 録 さ れ た 情 報 ト ラ ッ ク 上 の 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ を 追 跡 す る た め に 使
用 す る こ と が で き る 。 図 １ ２ に 示 す デ ィ ス ク の 実 施 の 形 態 で は 、 物 理 的 に 画 定 さ れ た 標 的
領 域 １ ４ ０ が 存 在 し て も よ い し 、 存 在 し な く て も よ い 。 標 的 領 域 １ ４ ０ は 、 基 板 １ ２ ０ 上
の 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ 上 に 作 成 さ れ る 直 接 マ ー キ ン グ に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 こ
れ ら の マ ー キ ン グ は 、 シ ル ク ス ク リ ー ニ ン グ ま た は 任 意 の 同 等 の 方 法 を 使 用 し て 形 成 す る
こ と が で き る 。 標 的 領 域 を 画 定 す る の に 物 理 的 な 印 が 使 用 さ れ な い （ 例 え ば 、 符 号 化 さ れ
た ソ フ ト ウ ェ ア ア ド レ ス 指 定 が 利 用 さ れ る 場 合 ） 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 フ ロ ー 流 路 ま た は
分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ は 、 実 際 に は 、 検 査 特 徴 （ investigational feature） の 検 査 が 行 わ
れ る 限 ら れ た 標 的 区 域 と し て 使 用 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 図 １ ３ は 、 本 発 明 に よ る バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 反 射 型 デ ィ ス ク の 実 施 の 形 態 の ト ラ ッ
ク を 横 切 っ た 断 面 図 で あ る 。 こ の 図 は 、 デ ィ ス ク の 半 径 お よ び フ ロ ー 流 路 に 沿 っ て 縦 方 向
に 描 か れ て い る 。 図 １ ３ は 、 基 板 １ ２ ０ お よ び 反 射 層 １ ４ ２ を 含 む 。 こ の 実 施 の 形 態 で は
、 基 板 １ ２ ０ は 一 連 の 溝 １ ７ ０ を 備 え る 。 こ れ ら の 溝 １ ７ ０ は 、 デ ィ ス ク の 中 心 近 く か ら
外 側 端 部 に 向 か っ て 伸 び る 螺 旋 形 状 で あ る 。 溝 １ ７ ０ は 、 呼 び か け ビ ー ム １ ５ ２ が デ ィ ス
ク の 螺 旋 溝 １ ７ ０ に 沿 っ て 追 従 で き る よ う に 実 施 さ れ る 。 こ の 型 の 溝 １ ７ ０ は 、 「 ウ ォ ブ
ル 溝 」 と し て 知 ら れ て い る 。 波 状 の 、 ま た は 、 波 打 つ 側 壁 を 有 す る 底 部 は 、 溝 １ ７ ０ を 形
成 す る 一 方 、 高 く な っ た 、 ま た は 、 立 ち 上 が っ た 部 分 は 、 隣 接 す る 溝 １ ７ ０ を 螺 旋 状 に 分
離 す る 。 こ の 実 施 の 形 態 で 溝 １ ７ ０ 上 に 施 さ れ た 反 射 層 １ ４ ２ は 、 図 示 す る よ う に 、 性 質
上 等 角 で あ る 。 ま た 、 図 １ ３ は 、 反 射 層 １ ４ ２ 上 に 施 さ れ た 活 性 層 １ ４ ４ も 示 し て い る 。
図 １ ３ に 示 す よ う に 、 標 的 領 域 １ ４ ０ は 、 所 望 の 場 所 の 反 射 層 １ ４ ２ の 区 域 ま た は 一 部 を
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除 去 す る こ と に よ る か 、 あ る い は 、 反 射 層 １ ４ ２ を 施 す 前 に 所 望 の 区 域 を マ ス ク す る こ と
に よ り 形 成 さ れ る 。 図 １ ３ に さ ら に 示 す よ う に 、 プ ラ ス チ ッ ク 接 着 部 材 １ １ ８ が 活 性 層 １
４ ４ 上 に 施 さ れ る 。 ま た 、 図 １ ３ は 、 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ 、 お よ び 、
当 該 カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ に 関 連 し た 反 射 面 １ ４ ６ も 示 し て い る 。 し た が っ て 、 カ バ ー デ
ィ ス ク １ １ ６ が 、 所 望 の 切 り 取 り 形 状 を 備 え た プ ラ ス チ ッ ク 接 着 部 材 １ １ ８ に 貼 付 さ れ る
と 、 そ れ に よ っ て 、 フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ が 形 成 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 図 １ ４ は 、 例 え ば 図 １ ２ に 示 す よ う な 本 発 明 に よ る バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 透 過 型 デ ィ
ス ク の 実 施 の 形 態 の ト ラ ッ ク を 横 切 っ た 断 面 図 で あ る 。 こ の 図 は 、 デ ィ ス ク の 半 径 お よ び
フ ロ ー 流 路 に 沿 っ て 縦 方 向 に 描 か れ て い る 。 図 １ ４ は 、 基 板 １ ２ ０ お よ び 薄 い 半 反 射 層 １
４ ３ を 示 し て い る 。 こ の 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ に よ り 、 光 源 １ ５ ０ か ら の 入 射 ビ ー ム ま た は
呼 び か け ビ ー ム １ ５ ２ は 、 デ ィ ス ク を 貫 通 し て 通 過 す る こ と が 可 能 に な り 、 上 部 検 出 器 １
５ ８ に よ っ て 検 出 さ れ る 。 一 方 、 光 の 一 部 が 反 射 さ れ 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ の 形 で 戻 る 。 薄
い 半 反 射 層 １ ４ ３ の 厚 さ は 、 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 が そ の 追 跡 能 力 を 維 持 す る の に 必 要 と
さ れ る 反 射 光 の 最 小 量 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 こ の 実 施 の 形 態 の 基 板 １ ２ ０ は 、 図 １ ３ で 論
考 し た 基 板 と 同 様 に 、 一 連 の 溝 １ ７ ０ を 備 え る 。 こ の 実 施 の 形 態 の 溝 １ ７ ０ も 、 デ ィ ス ク
の 中 心 近 く か ら 外 側 端 部 に 向 か っ て 伸 び る 螺 旋 形 状 で あ る こ と が 好 ま し い 。 溝 １ ７ ０ は 、
呼 び か け ビ ー ム １ ５ ２ が こ の 螺 旋 に 沿 っ て 追 従 で き る よ う に 実 施 さ れ る 。 ま た 、 図 １ ４ は
、 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ 上 に 施 さ れ た 活 性 層 １ ４ ４ も 示 し て い る 。 図 １ ４ に さ ら に 示 す よ う
に 、 プ ラ ス チ ッ ク 接 着 部 材 ま た は 流 路 層 １ １ ８ が 、 活 性 層 １ ４ ４ 上 に 施 さ れ る 。 ま た 、 図
１ ４ は 、 反 射 面 １ ４ ６ を 有 さ な い カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ も 示 し て い る 。
し た が っ て 、 キ ャ ッ プ 部 が 、 所 望 の 切 り 取 り 形 状 を 備 え た プ ラ ス チ ッ ク 接 着 部 材 １ １ ８ に
貼 付 さ れ る と 、 そ れ に よ っ て 、 フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ が 形 成 さ れ 、 入 射 ビ
ー ム １ ５ ２ の 一 部 は 、 ほ ぼ 反 射 さ れ る こ と な く 、 フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を 通 過 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 図 １ ５ は 、 反 射 型 デ ィ ス ク の 全 層 と 、 反 射 型 デ ィ ス ク の 最 初 の 反 射 特 性 と を 示 す 図 １ １
と 同 様 の 図 で あ る 。 図 １ ６ は 、 透 過 型 デ ィ ス ク の 全 層 と 、 透 過 型 デ ィ ス ク の 最 初 の 屈 折 特
性 と を 示 す 図 １ ２ と 同 様 の 図 で あ る 。 こ れ ら の 切 断 面 は 、 溝 １ ７ ０ に 沿 っ て 切 断 さ れ た も
の で あ る の で 、 図 １ ５ お よ び 図 １ ６ に は 、 溝 １ ７ ０ は 見 え な い 。 図 １ ５ お よ び 図 １ ６ は 、
こ れ ら の 実 施 の 形 態 の 溝 １ ７ ０ に 垂 直 に 位 置 す る 狭 い フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３
０ が 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。 図 １ ３ 、 図 １ ４ 、 図 １ ５ 、 お よ び 図 １ ６ は 、 そ れ ぞ れ の
反 射 型 デ ィ ス ク お よ び 透 過 型 デ ィ ス ク の 全 層 を 示 し て い る 。 こ れ ら の 図 で は 、 入 射 ビ ー ム
１ ５ ２ が 、 最 初 に 、 基 板 １ ２ ０ と 相 互 作 用 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 基 板 １ ２ ０ は 、 入 射
ビ ー ム の 経 路 を 図 示 す る よ う に 変 更 し て 、 反 射 層 １ ４ ２ ま た は 薄 い 半 反 射 層 １ ４ ３ 上 で ビ
ー ム １ ５ ２ の フ ォ ー カ シ ン グ を 提 供 す る 屈 折 特 性 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
細 胞 検 定
　 血 液 サ ン プ ル 中 の Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ リ ン パ 球 の 個 体 群 の 絶 対 数 な ら
び に Ｃ Ｄ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ８ ＋ の リ ン パ 球 比 を 高 速 に 求 め る 汎 用 的 な 均 質 固 相 細 胞 捕 捉 検 定 法 （
generic homogeneous solid phase cell capture assay） が 、 本 発 明 の 方 法 を 利 用 し て 実
行 可 能 で あ る 。 こ の 試 験 は 、 バ イ オ デ ィ ス ク に 組 み 込 ま れ た 小 さ な フ ロ ー 流 路 内 で 行 わ れ
、 全 血 か ら 分 離 さ れ た ７ ～ １ ５ μ ｌ の 単 核 球 （ Ｍ Ｎ Ｃ ） に お い て 、 捕 捉 領 域 上 の 特 異 的 な
抗 体 に よ り 捕 捉 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 、 Ｃ Ｄ ２ ＋ 細 胞 、 Ｃ Ｄ ３ ＋ 細 胞 、 Ｃ Ｄ
１ ９ ＋ 細 胞 、 お よ び Ｃ Ｄ ４ ５ ＋ 細 胞 の 数 を 求 め る 。 こ の 試 験 は 、 デ ィ ス ク 上 の 特 定 の 場 所
に お け る 局 所 的 な 細 胞 捕 捉 の 原 理 に 基 づ い て い る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 に 基 づ く 捕 捉 化 学 反 応 を 特 異 的 な 血 球 表 面 の 抗 原 に 局 所 的 に 適 用 す る こ と に よ り
、 幾 つ か の 特 異 的 な 細 胞 捕 捉 領 域 が 、 デ ィ ス ク 上 に 生 成 さ れ る 。 Ｍ Ｎ Ｃ 血 液 （ １ ０ ， ０ ０
０ ～ ３ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 ／ μ ｌ ） に よ り ２ ５ ～ １ ０ ０ μ ｌ の チ ャ ン バ を 溢 れ さ せ る と 、 Ｃ Ｄ
４ 抗 原 、 Ｃ Ｄ ８ 抗 原 、 Ｃ Ｄ ２ 抗 原 、 Ｃ Ｄ ３ 抗 原 、 Ｃ Ｄ １ ９ 抗 原 、 お よ び Ｃ Ｄ ４ ５ 抗 原 を 発
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現 す る 細 胞 が 、 デ ィ ス ク 内 の 捕 捉 領 域 に 捕 捉 さ れ る 。 ま た 、 捕 捉 領 域 に は 、 画 定 し た ネ ガ
テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 区 域 も 組 み 込 ま れ る 。 サ ン プ ル 中 の 細 胞 の 分 類 お よ び 分 析 を 対 象 と す
る 他 の 関 連 態 様 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 で あ る 、 ２ ０ ０ ２ 年 ７ 月 ２ ５
日 に 出 願 さ れ た 「 Optical Bio-disc Cell Sorter and Analyser」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第
６ ０ ／ ３ ９ ８ ， ４ ６ ４ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ の 出 願 は そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本
明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 図 １ ７ Ａ は 、 血 液 サ ン プ ル の 分 析 を 示 す 、 イ ラ ス ト で 表 し た フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。 ス
テ ッ プ １ で 、 ４ ｍ ｌ ま た は ８ ｍ ｌ の Ｂ ｅ ｃ ｔ ｏ ｎ 　 Ｄ ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ 　 Ｃ Ｐ Ｔ 　 Ｖ ａ ｃ
ｕ ｔ ａ ｉ ｎ ｅ ｒ （ 商 標 ） お よ び 抗 凝 血 剤 内 に 血 液 （ ４ ～ ８ ｍ ｌ ） を 直 接 収 集 し 、 抗 凝 血 剤
と し て は 、 例 え ば Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ク エ ン 酸 デ キ ス ト ロ ー ス （ Ａ Ｃ Ｄ ） 、 ま た は ヘ パ リ ン と い っ
た も の が あ る 。 本 発 明 の 別 の 実 施 の 形 態 の 等 価 な ス テ ッ プ で は 、 抗 凝 血 剤 内 の ３ ｍ ｌ の 血
液 を 、 例 え ば Ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｐ ａ ｑ ｕ ｅ （ 登 録 商 標 ） １ ０ ７ ７ と い っ た 分 離 勾 配 液 １ ７ ６ を 含
む 管 １ ７ ２ 内 に 、 当 該 液 の 上 に 覆 う よ う に 入 れ る 。 い ず れ の 場 合 も 、 収 集 か ら ２ 時 間 以 内
に 血 液 サ ン プ ル １ ７ ４ を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 血 液 サ ン プ ル １ ７ ４ が 上 を 覆 っ た 分 離
勾 配 液 １ ７ ６ を 含 む 管 １ ７ ２ を 、 水 平 ロ ー タ お よ び 回 転 動 翼 を 有 す る バ イ オ ハ ザ ー ド 遠 心
機 内 に お い て 、 室 温 で ３ ０ 分 間 、 ４ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 す る 。 遠 心 分 離 後 、 単 核 球 （ Ｍ Ｎ
Ｃ ） 部 １ ８ ０ の 上 に あ る 約 ２ ｍ ｍ の 血 漿 を 残 し て 、 血 漿 層 １ ７ ８ を 除 去 す る （ ス テ ッ プ ２
） 。 Ｍ Ｎ Ｃ 層 １ ８ ０ を 収 集 し 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） に よ っ て 洗 浄 す る 。 細 胞
を 、 室 温 で １ ０ 分 間 、 ２ ５ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 す る こ と に よ り ペ レ ッ ト に し て 、 残 っ て い る
あ ら ゆ る 血 小 板 を 除 去 す る 。 上 清 液 を 除 去 し 、 管 を そ っ と 軽 く 叩 く こ と に よ っ て 、 Ｍ Ｎ Ｃ
ペ レ ッ ト １ ８ ０ を 再 度 、 Ｐ Ｂ Ｓ 内 に 懸 濁 さ せ る 。 こ の 最 終 的 な ペ レ ッ ト １ ８ ０ を 、 バ イ オ
デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ の 高 さ に 応 じ て 、 １ ０ ， ０ ０ ０ ～
３ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 ／ μ ｌ の 細 胞 計 数 に 再 懸 濁 す る （ ス テ ッ プ ３ ） 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ を 、 ７ μ ｌ の Ｍ Ｎ Ｃ 懸 濁
液 で 溢 れ さ せ 、 混 合 チ ャ ン バ の 注 入 ポ ー ト １ ２ ２ お よ び 排 出 ポ ー ト １ ２ ４ （ 図 ３ お よ び 図
８ ） を 接 着 タ ブ ま た は 他 の 適 切 な 密 閉 部 材 で 密 閉 す る （ ス テ ッ プ ４ ） 。 バ イ オ デ ィ ス ク １
１ ０ を 室 温 で １ ５ 分 間 培 養 し 、 そ の 後 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ は 、 光 ド ラ イ ブ １ １ ２ の ７
８ ０ ｎ ｍ レ ー ザ を 使 用 し て 走 査 さ れ 、 捕 捉 フ ィ ー ル ド が 画 像 化 さ れ る （ ス テ ッ プ ５ ） 。 透
過 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ を 使 用 す る 場 合 、 光 ド ラ イ ブ １ １ ２ は 、 任 意 選 択 で 、 捕 捉 フ ィ ー
ル ド を 画 像 化 す る た め に 上 部 検 出 器 １ ５ ８ （ 図 １ ０ ） を 備 え る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ
る 。 ソ フ ト ウ ェ ア が 、 デ ィ ス ク に 符 号 化 さ れ て 、 以 下 の タ ス ク を 自 動 的 に 実 行 す る よ う に
ド ラ イ ブ に 指 令 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の タ ス ク は 、 す な わ ち 、 （ ａ ） １ つ ま た は 複 数 の
段 階 で デ ィ ス ク に 遠 心 力 を 作 用 さ せ て 、 結 合 し て い な い 過 剰 な 細 胞 を ス ピ ン 除 去 す る こ と
、 （ ｂ ） 特 定 の 捕 捉 窓 を 表 示 モ ニ タ １ １ ４ に 画 像 化 す る こ と 、 お よ び （ ｃ ） デ ー タ を 処 理
す る こ と で あ る 。 デ ー タ の 処 理 に は 、 各 捕 捉 領 域 に 特 異 的 に 捕 捉 さ れ た 細 胞 を 計 数 す る こ
と 、 お よ び 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ８ ＋ の 比 ま た は 求 め る よ う に プ ロ グ ラ ム さ れ た い ず れ か の 比
を 導 出 す る こ と が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 他 の 所 望 の 比 は 、 本 発
明 の 別 の 実 施 の 形 態 に よ っ て 容 易 に 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 図 １ ７ Ａ に さ ら に 示 す よ う に 、 本 発 明 は 、 光 デ ィ ス ク お よ び デ ィ ス ク ド ラ イ ブ シ ス テ ム
を 用 い て ク ラ ス タ 指 定 計 数 を 行 う 方 法 を 対 象 と す る 。 こ の 方 法 は 、 分 離 勾 配 液 を 含 む 第 １
の 管 に 血 液 サ ン プ ル を 供 給 し 、 こ の 血 液 サ ン プ ル を 層 に 分 離 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 速
度 で 第 １ の 管 を 回 転 さ せ 、 Ｔ 細 胞 を 含 む Ｍ Ｎ Ｃ 層 を 再 懸 濁 し て 、 Ｍ Ｎ Ｃ 懸 濁 液 を 形 成 し 、
少 な く と も １ つ の 捕 捉 剤 を 含 ん だ 少 な く と も １ つ の 捕 捉 領 域 を 備 え る デ ィ ス ク 表 面 に Ｍ Ｎ
Ｃ 懸 濁 液 の サ ン プ ル を 供 給 し 、 こ の デ ィ ス ク を 光 学 式 読 み 取 り 装 置 に ロ ー ド し 、 こ の デ ィ
ス ク を 回 転 さ せ 、 電 磁 放 射 入 射 ビ ー ム を 捕 捉 領 域 に 送 り 、 捕 捉 領 域 で デ ィ ス ク と 相 互 作 用
し た 後 に 形 成 さ れ る 電 磁 放 射 ビ ー ム を 検 出 し 、 こ の 検 出 し た ビ ー ム を 出 力 信 号 に 変 換 し 、
こ の 出 力 信 号 を 分 析 し 、 捕 捉 領 域 で 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 数 に 関 す る 情 報 を 抽 出 す る ス テ ッ プ
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と を 含 む 。 こ の 方 法 の 一 実 施 の 形 態 で は 、 光 デ ィ ス ク は 、 捕 捉 領 域 に 送 ら れ て 細 胞 に 衝 突
し な か っ た 光 が 反 射 さ れ る よ う な 反 射 層 に よ り 構 築 さ れ る 。 こ の 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 で
は 、 光 デ ィ ス ク は 、 捕 捉 領 域 に 送 ら れ て 細 胞 に 衝 突 し な か っ た 光 が 光 デ ィ ス ク を 透 過 す る
よ う に 構 築 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 分 析 ／ 処 理 ス テ ッ プ の 間 、 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 各 捕 捉 領 域 の 画 像 を 全 体 に わ た っ て 読 み 取
り 、 細 胞 の 画 像 に 遭 遇 し た 時 に そ の 細 胞 の 画 像 に 印 を 付 け る 。 例 え ば 、 ソ フ ト ウ ェ ア は 、
捕 捉 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 の 数 の 計 数 に 続 い て 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ８ ＋ の
細 胞 比 を 計 算 し 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 捕 捉 領 域 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 捕 捉 領 域 、 Ｃ Ｄ ３ ＋ 捕 捉 領 域 、 お よ び Ｃ Ｄ
４ ５ ＋ 捕 捉 領 域 の 全 血 の １ マ イ ク ロ リ ッ ト ル あ た り の 細 胞 の 絶 対 数 と 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ８
＋ の 細 胞 比 と の 双 方 を 表 示 す る 。 デ ィ ス ク を 光 ド ラ イ ブ に 挿 入 し て か ら 数 お よ び 比 を 得 る
ま で の プ ロ セ ス 全 体 に 要 す る 時 間 は 、 約 １ ２ 分 で あ る 。 サ ン プ ル 中 の 特 定 の 細 胞 集 団 の 定
量 に 関 す る 他 の 関 連 態 様 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 で あ る 、 ２ ０ ０ ２ 年
５ 月 ２ ２ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods For Calculating Specific Populations Of Cells Ca
ptured In An Optical Bio-Disc」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ８ ２ ， ３ １ ９ 号 、 お よ
び ２ ０ ０ ２ 年 ５ 月 ２ ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods and Apparatus for Use in Detection a
nd Qantitation of Cell Populations and Use of Optical Bio-Disc for Performing Sa
me」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ８ ２ ， ９ ４ ４ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 願 は そ
の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 一 実 施 の 形 態 で は 、 デ ィ ス ク は 、 符 号 化 情 報 層 と し て ３ ０ ０ ｎ ｍ の 金 で 被 覆 さ れ た フ ォ
ワ ー ド Ｗ ｏ ｂ ｂ ｌ ｅ 　 Ｓ ｅ ｔ 　 Ｆ Ｄ Ｌ ２ １ ： １ ３ ７ ０ ７ ま た は Ｆ Ｄ Ｌ ２ １ ： １ ２ ７ ０ の Ｃ
Ｄ － Ｒ デ ィ ス ク で あ る 。 反 射 型 デ ィ ス ク 上 に 、 サ イ ズ ２ × １ ｍ ｍ の 楕 円 形 の 視 界 窓 を 、 既
知 の リ ソ グ ラ フ ィ ー 技 法 に よ っ て 、 反 射 層 か ら エ ッ チ ン グ す る 。 透 過 型 デ ィ ス ク の 設 計 の
中 に は 、 個 別 の 視 界 窓 を エ ッ チ ン グ せ ず に 、 デ ィ ス ク 全 体 を 使 用 で き る も の が あ る 。 特 定
の 一 実 施 の 形 態 で は 、 接 着 層 は 、 Ｆ ｒ ａ ｙ ｌ ｏ ｃ ｋ 接 着 Ｄ Ｂ Ｌ 　 ２ ０ １ 　 Ｒ ｅ ｖ 　 Ｃ ３ Ｍ
９ ４ ６ ６ １ で あ る 。 そ の カ バ ー は 、 半 径 ２ ６ ｍ ｍ に お い て 等 距 離 に 配 置 さ れ た 直 径 ０ ． ０
４ ０ イ ン チ の ４ ８ 個 の サ ン プ ル 注 入 口 を 有 す る 透 明 デ ィ ス ク で あ る 。 こ の デ ー タ デ ィ ス ク
は 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ８ ＋ 計 数 ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 、 ４ 倍 速 お よ び ２ ． ６ ７ Ｍ Ｈ ｚ の サ
ン プ リ ン グ レ ー ト で ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 走 査 さ れ 読 み 取 ら れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 図 １ ７ Ｂ を 参 照 し て 、 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 で は 、 厚 い ポ リ ス チ レ ン 層 １ １ ８ を 基 板 １
２ ０ 上 に 形 成 し 、 （ 任 意 選 択 で ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １ ８ ２ の 層 を 形 成 す る 。 細 胞 捕 捉 抗
体 は 、 ビ オ チ ン を 通 じ て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １ ８ ２ に 結 び 付 く 。 こ れ ら の 抗 体 に は 、 捕 捉
抗 体 用 の 十 分 な 数 の 結 合 部 位 を 生 成 す る た め に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 上 に 被 覆 さ れ た デ キ
ス ト ラ ン 活 性 化 ア ル デ ヒ ド と 結 び 付 い た ビ オ チ ン 化 抗 体 が 含 ま れ 得 る 。 こ れ は 、 白 血 球 （
Ｗ Ｂ Ｃ ） と 強 固 な 接 合 を 特 異 的 に 形 成 で き る 強 力 な 捕 捉 化 学 反 応 を 生 み 出 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 図 １ ８ Ａ 、 図 １ ８ Ｂ 、 お よ び 図 １ ８ Ｃ は 、 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 で 使 用 さ れ る ク ロ ス リ
ン ク ま た は 結 合 シ ス テ ム の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム に は 、 １ つ ま た は
複 数 の 高 分 子 部 分 （ macromolecular moiety） を 別 の 高 分 子 部 分 に ク ロ ス リ ン ク す る １ つ
ま た は 複 数 の ク ロ ス リ ン ク 剤 、 受 容 体 リ ガ ン ド 剤 、 ま た は 共 役 剤 が 必 要 で あ る こ と が 理 解
さ れ る べ き で あ る 。 ク ロ ス リ ン ク は 、 ２ つ の 間 の 共 有 結 合 で あ っ て も よ い し 、 非 共 有 結 合
で あ っ て も よ く 、 通 常 、 ２ つ の 高 分 子 の フ リ ー ラ ジ カ ル が 結 合 す る 時 に 形 成 さ れ 得 る 。 ク
ロ ス リ ン ク を 実 現 す る 化 学 修 飾 ま た は 共 役 プ ロ セ ス は 、 あ る 官 能 基 と 別 の 官 能 基 と の 反 応
を 伴 い 、 そ の 結 果 、 化 学 結 合 が 形 成 さ れ る 。 反 応 型 官 能 基 ま た は 選 択 的 な 反 応 型 官 能 基 を
有 す る バ イ オ 共 役 （ bioconjugate） 試 薬 を 生 成 す る こ と に よ り 、 標 的 分 子 の 簡 単 で 再 現 可
能 な ク ロ ス リ ン ク ま た は タ グ 付 け の 基 礎 が 形 成 さ れ る （ 「 Bioconjugate Techniques」 , G
reg T. Hermanson, Academic Press, San Diego, CA, (1996)） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
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　 ク ロ ス リ ン ク 剤 に は 、 同 種 二 機 能 性 リ ン カ （ homobifunctional linker） 、 異 種 二 機 能
性 リ ン カ （ heterobifunctional linker） 、 お よ び ゼ ロ レ ン グ ス ク ロ ス リ ン カ （ zero-leng
th cross-linker） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 同 種 二 機 能 性 リ ン
カ は 、 同 じ 機 能 の ２ つ の 反 応 部 位 を 有 す る リ ン カ で あ り 、 例 え ば グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド な ど
が あ る 。 こ れ ら の 試 薬 は 、 双 方 の 分 子 上 の 同 じ 共 通 基 と 反 応 し て 共 有 結 合 す る こ と に よ り
、 あ る タ ン パ ク 質 を 別 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き る 。 異 種 二 機 能 性 共 役 試 薬 は 、
タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 高 分 子 上 の ２ つ の 異 な る 官 能 標 的 に 結 合 で き る ２ つ の 異 な る 反 応 基
を 含 む 。 例 え ば 、 ク ロ ス リ ン カ の あ る 部 分 は 、 ア ミ ン 活 性 基 を 含 む こ と が で き る 一 方 、 別
の 部 分 は 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 活 性 基 か ら 構 成 す る こ と が で き る 。 そ の 結 果 、 ク ロ ス リ ン ク 反
応 を 標 的 分 子 の 選 択 部 分 に 向 け る こ と が で き 、 し た が っ て 、 共 役 プ ロ セ ス 全 体 に わ た っ て
よ り 良 い 制 御 を 得 る こ と が で き る 。 ゼ ロ レ ン グ ス ク ロ ス リ ン カ は 、 原 子 を 追 加 し な い 化 学
結 合 を 形 成 す る こ と に よ り 、 ２ つ の 分 子 の 共 役 を 仲 介 す る 。 し た が っ て 、 分 子 の １ つ の 原
子 は 、 リ ン カ ま た は ス ペ ー サ が 介 在 す る こ と な く 、 第 ２ の 分 子 の 原 子 に 共 有 結 合 に よ っ て
結 び 付 く 。 当 業 者 は 、 ク ロ ス リ ン ク 剤 の 詳 細 な 説 明 を 得 る た め に 、 「 Bioconjugate Techn
iques」 , Greg T. Hermanson, Academic Press, San Diego, CA, (1996)を 参 照 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 で は 、 ク ロ ス リ ン ク 剤 を バ イ オ デ ィ ス ク の 表 面 に 結 合 さ せ て 、 標 的 領 域 内 に 捕 捉
剤 を 固 定 す る 。 好 ま し い ク ロ ス リ ン ク ま た は 結 合 シ ス テ ム は 、 ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン か
ら な る 異 種 二 機 能 性 、 す な わ ち 、 ア ビ ジ ン 結 合 基 板 に 結 合 し た ビ オ チ ン 化 捕 捉 剤 で あ る 。
図 １ ８ Ａ は 、 ア ビ ジ ン １ ８ ２ の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 制 限 な く 、 ア ビ ジ ン に は 、 ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン 、 ニ ュ ー ト ラ ビ ジ ン （ neutravidin） 、 お よ び そ れ ら を 修 飾 し た も の が 含 ま れ
る 。 図 示 す る よ う に 、 タ ン パ ク 質 は ４ つ の サ ブ ユ ニ ッ ト を 備 え る 。 こ れ ら の サ ブ ユ ニ ッ ト
の そ れ ぞ れ は 、 ビ オ チ ン 用 の １ つ の 結 合 部 位 を 含 む （ Hermanson） 。 ア ビ ジ ン １ ８ ２ は 、
さ ま ざ ま な 化 学 反 応 に よ っ て 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン と い っ た プ ラ ス チ ッ ク に 結 合 す る こ と
が で き る 。 ア ビ ジ ン １ ８ ２ は 、 理 想 的 に は 、 バ イ オ デ ィ ス ク の 活 性 層 １ ４ ４ （ 図 ４ お よ び
図 ９ ） に 結 び 付 き 、 ビ オ チ ン 化 検 知 分 子 （ 例 え ば 抗 体 ） に 本 質 的 に 非 可 逆 結 合 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 図 １ ８ Ｂ は 、 ビ オ チ ン １ ８ ４ の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 ビ オ チ ン （ す な わ ち 、 ビ タ ミ ン Ｈ
） は 、 あ ら ゆ る 細 胞 内 に 少 量 存 在 す る 、 自 然 に 発 生 す る 成 長 因 子 で あ る 。 ビ オ チ ン の タ ン
パ ク 質 ア ビ ジ ン 、 ニ ュ ー ト ラ ビ ジ ン 、 お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と の 相 互 作 用 は 、 知 ら れ
て い る 最 も 強 い 非 共 有 結 合 の １ つ で あ る 。 ビ オ チ ン 分 子 １ ８ ４ は 、 そ の バ レ リ ア ン 酸 側 鎖
を 介 し て タ ン パ ク 質 に 直 接 結 び 付 く こ と も で き る し 、 ス ペ ー サ ア ー ム お よ び さ ま ざ ま な 反
応 基 を 生 成 す る 他 の 有 機 成 分 に よ り 誘 導 （ derivitize） す る こ と も で き る 。 ア ミ ン 基 、 カ
ル ボ ン 酸 塩 基 、 メ ル カ プ ト 基 、 お よ び 糖 質 基 は 、 ビ オ チ ン 誘 導 体 の 適 切 な 選 択 を 通 じ て 特
異 的 に ビ オ チ ン 化 の 標 的 に す る こ と が で き る （ Hermanson） 。 図 １ ８ Ｃ は 、 ビ オ チ ン １ ８
４ が ア ビ ジ ン １ ８ ２ と 相 互 作 用 し た も の か ら な る ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム の イ ラ ス ト 表 現 で
あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 実 施 の 形 態 の 実 施 態 様 は 、 捕 捉 剤 を 利 用 し て 、 本 明 細 書 に 説 明 す る 検 定 を 実 行
す る 。 捕 捉 剤 は 、 検 体 を 検 出 す る あ ら ゆ る 高 分 子 を い う こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本
発 明 の 捕 捉 剤 に は 、 対 象 と な る 検 体 に 対 し て 優 先 選 択 性 を 有 す る 高 分 子 、 す な わ ち 、 対 象
と な る 検 体 に 対 し て 選 択 的 な 結 合 親 和 性 を 有 す る 高 分 子 が 含 ま れ る 。 捕 捉 剤 に は 、 合 成 核
酸 ま た は バ イ オ 生 成 さ れ た 核 酸 、 お よ び 、 合 成 タ ン パ ク 質 ま た は バ イ オ 生 成 さ れ た タ ン パ
ク 質 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 本 発 明 が 使 用 で き る 捕 捉 剤 の 例 に
は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ Ｄ Ｎ Ａ ） 、 リ ボ 核 酸 （ Ｒ Ｎ Ａ ） 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 生 成 物 、 ま た は こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 し た も の （ キ メ ラ ） 、 抗 体 （ モ
ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル ） 、 細 胞 膜 受 容 体 、 な ら び に 特 異 的 な （ 例 え ば ウ ィ ル
ス 、 細 胞 、 ま た は 他 の 物 質 の ） 抗 原 決 定 基 、 薬 物 、 ペ プ チ ド 、 コ フ ァ ク タ 、 レ ク チ ン 、 多
糖 類 、 細 胞 、 細 胞 膜 、 お よ び 細 胞 小 器 官 と 反 応 す る 抗 血 清 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ
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れ る も の で は な い 。 本 発 明 の 捕 捉 剤 は 、 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 抗 体 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 お よ び 組 み 換 え 生 成 さ れ た 抗 体 が 含 ま れ
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 生 体 内 で 産 生 す る こ と も で き
る し 、 生 体 外 で 産 生 す る こ と も で き る 。 抗 体 の 産 生 方 法 は 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 例 え ば
、 Antibody Production: Essential Techniques, Peter Delves (Ed.), John Wiley & So
n Ltd, ISBN: 0471970107 (1997)を 参 照 さ れ た い 。 こ の 出 版 物 は 、 参 照 に よ り そ の 全 内 容
が 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。 あ る い は 、 抗 体 は 、 民 間 の 供 給 源 か ら 得 る こ と が で き 、 例 え ば
、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 フ ラ ン ダ ー ス の プ レ サ ン ト ヒ ル 通 り ０ ７ ８ ３ ６ に あ る Research Dia
gnostics Inc.か ら 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 任 意 の １ つ の 特 定 の 種 の 抗 体 に
限 定 さ れ る こ と が 意 図 さ れ て い る わ け で は な く 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 お よ び
ヤ ギ の 抗 体 の す べ て が 、 本 発 明 に よ っ て 検 討 さ れ る 。 本 発 明 の 一 次 抗 体 は 、 マ ウ ス 内 で 産
生 さ れ た 抗 ヒ ト 抗 体 で あ り 、 二 次 抗 体 は 、 ヤ ギ 内 で 産 生 さ れ た 抗 マ ウ ス 抗 体 で あ る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ま た 、 任 意 の 、 ま た は 、 す べ て の 抗 体 の 型 は 、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る の に 使 用 す る こ
と が で き る の で 、 用 語 「 抗 体 」 は 、 抗 体 の 任 意 の ク ラ ス ま た は 任 意 の サ ブ ク ラ ス を も 含 む
。 医 療 診 断 の 技 術 に お け る 抗 体 の 使 用 は 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 例 え ば 、 Diagnostic and
 Therapeutic Antibodies (Methods in Molecular Medicine), Andrew J. T. George and
 Catherine E. Urch (Eds.), Humana Press; ISBN: 0896037983 (2000)、 お よ び 、 Antibo
dies in Diagnosis and Therapy: Technologies, Mechanisms and Clinical Data (Studi
es in Chemistry Series), Siegfried Matzku and Rolf A. Stahel (Eds.), Harwood Aca
demic Pub.; ISBN: 9057023105 (1999)を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら は 、 参 照 に よ り そ の 全 内
容 が 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の 少 な く と も 幾 つ か の 実 施 の 形 態 で は 、 複 数 の 捕 捉 剤 を 使 用 し て 、 対 象 と な る 検
体 が 検 出 さ れ る 。 図 １ ８ Ｄ は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 二 次 捕 捉 剤 １ ８ ６ と し て 使 用 さ れ る
Ｉ ｇ Ｇ ク ラ ス の 抗 体 の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 本 発 明 の 二 次 捕 捉 剤 に は 、 別 の 捕 捉 剤 に 対 す
る 親 和 性 を 有 し 、 対 象 と な る 検 体 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 薬 剤 が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定
さ れ る も の で な い こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 図 １ ８ Ｅ は 、 ビ オ チ ン 分 子 １ ８ ４ に 結 合
し た 二 次 捕 捉 剤 Ｉ ｇ Ｇ １ ８ ６ を 示 し 、 ビ オ チ ン 分 子 に 結 合 し た 二 次 捕 捉 剤 Ｉ ｇ Ｇ を 、 以 下
、 ビ オ チ ン 化 Ｉ ｇ Ｇ と 呼 ぶ 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 図 １ ８ Ｆ は 、 一 次 捕 捉 剤 １ ８ ８ の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 本 発 明 の 一 次 捕 捉 剤 １ ８ ８ は 、
対 象 と な る 検 体 に 対 す る 選 択 的 な 親 和 性 を 有 す る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 一 次 捕 捉
剤 は 、 白 血 球 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。 よ り 具 体 的 に は 、 こ れ
ら の 抗 体 は 、 リ ン パ 球 （ Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ １ ９ ） 、 単 球 （ Ｃ Ｄ １ ４ ） 、 好 酸 球 （ Ｃ Ｄ １ ５ ） 、
お よ び 対 象 と な る 他 の 細 胞 表 面 の マ ー カ を 対 象 と す る 。 図 １ ８ Ｇ は 、 ビ オ チ ン 分 子 １ ８ ４
に 結 合 し た 一 次 捕 捉 剤 １ ８ ８ を 示 す 。 Ｃ Ｄ ４ お よ び Ｃ Ｄ ８ に 加 え て 、 他 の 多 く の 細 胞 表 面
抗 原 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ １ ６ 、 Ｃ Ｄ １ ９ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ 、 Ｃ Ｄ ５ ６ ） に 対 す る 抗 体 が 存 在
し 、 そ れ ら を 使 用 し て 、 リ ン パ 球 の サ ブ タ イ プ を 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 図 １ ８ Ｈ は 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 は 、 例 え ば
、 食 作 用 を 有 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 樹 状 細 胞 と い っ た 抗 原 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ ） に よ っ
て 発 現 さ れ る 特 異 的 な 抗 原 に 結 合 し 、 他 の 免 疫 系 細 胞 を そ の 区 域 に 引 き 付 け る リ ン フ ォ カ
イ ン を 放 出 す る 。 そ の 結 果 、 炎 症 が 生 じ 、 抗 原 物 質 を 囲 ん で 破 壊 し よ う と す る 細 胞 お よ び
分 子 の 蓄 積 が 生 じ る 。 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 は 、 そ の 細 胞 表 面 全 体 に わ た っ て 多 数 の 抗 原 １ ９ ２
を 有 す る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 一 方 、 図 １ ８ Ｈ は 、 ４ つ の 抗 原 １ ９ ２ を 有 す る Ｃ
Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ を 示 し て い る が 、 こ れ は 例 示 に す ぎ な い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
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　 図 １ ８ Ｉ は 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 こ れ ら の Ｔ 細 胞 は 、 結 合 し
た 細 胞 を 破 壊 す る 分 子 を 分 泌 す る 。 感 染 し た 細 胞 が 、 他 の 細 胞 に 感 染 で き る 新 た な ウ ィ ル
ス の 集 団 を 放 出 す る 前 に 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 は 、 そ れ ら 感 染 し た 細 胞 を 破 壊 す る の で 、 こ の
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 の 分 子 の 分 泌 は 、 ウ ィ ル ス 感 染 と の 戦 い に お い て 重 要 で あ る 。 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ
細 胞 は 、 そ の 細 胞 表 面 全 体 に わ た っ て 多 数 の 抗 原 １ ９ ６ を 有 す る こ と が 理 解 さ れ る べ き で
あ る 。 一 方 、 図 １ ８ Ｉ は 、 ４ つ の 抗 原 １ ９ ６ を 有 す る Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ を 示 し て い る
が 、 こ れ は 、 例 示 に す ぎ な い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 図 １ ８ Ｊ は 、 ア ル デ ヒ ド 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン の ３ 次 元 マ ト リ ッ ク ス （ Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ ） １ ９ ８
に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 、 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 複 合 体 １ ９ ９ を 形 成 す る 二 次 抗 体 １ ８ ６ を 示 す イ
ラ ス ト 表 現 で あ る 。 デ キ ス ト ラ ン は 、 主 と し て 、 Ｄ グ ル コ ー ス の 繰 り 返 し 単 位 が グ リ コ シ
ド 結 合 に よ っ て 互 い に リ ン ク し た も の か ら な る 直 線 的 な 多 糖 類 で あ る 。 デ キ ス ト ラ ン は 、
ク ロ ス リ ン ク 剤 と し て 幅 広 く 使 用 さ れ 、 そ の 性 質 上 、 多 価 で あ る こ と か ら 、 分 子 は 、 ポ リ
マ 鎖 に 沿 っ て い く つ か の 部 位 で 結 び 付 く こ と が 可 能 に な る （ Hermanson） 。 例 示 に 過 ぎ な
い が 、 図 １ ８ Ｋ に 示 す よ う に 、 デ キ ス ト ラ ン １ ９ ８ に 結 合 し た 抗 体 １ ８ ６ を 図 示 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 細 胞 検 定 に 関 す る 態 様 は 、 以 下 の 米 国 仮 出 願 に も 開 示 さ れ て い る 。 す な わ ち 、
２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ２ ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Quantitative and Qualitative Methods for Chara
cterizing Cancerous Blood Cells Including Leukemic Blood Samples Using Optical B
io-Disc Platform」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ０ ８ ， １ ７ ６ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ８ 月 １ ５
日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Quantitative and Qualitative Characterization of Can
cerous Blood Cells Including Lymphoma Blood Samples Using Optical Bio-Disc Platf
orm」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ １ ２ ， ２ ４ ８ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ８ 月 ２ ０ 日 に 出 願 さ れ
た 「 Methods for Specific Cell Capture by Off-Site Incubation of Primary Antibodi
es with Sample and Subsequent Capture by Surface-Bound Secondary Antibodies and 
Optical Bio-Disc Including Same」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ １ ３ ， ５ １ ４ 号 、 ２
０ ０ １ 年 ８ 月 ２ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 RBC Lysis Protocol Evaluations of Helper/Inducer
-Suppressor/Cytotoxic T-Lymphocytes Using Whole Blood and Related Optical Bio-Di
sc」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ １ ３ ， ７ １ ５ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ８ 月 ２ ０ 日 に 出 願 さ れ た
「 RBC Sieving Protocol Evaluations of Helper/Inducer-Suppressor/Cytotoxic T-Lymp
hocytes Using Whole Blood and Related Optical Bio-Disc」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０
／ ３ １ ３ ， ５ ３ ６ 号 、 お よ び ２ ０ ０ １ 年 ８ 月 ３ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Quantitative and Qua
litative Methods for Cell Isolation and Typing Including Immunophenotyping」 と 題
す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ １ ５ ， ９ ３ ７ 号 に も 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 願 の す べ て は
、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 態 様 Ｉ
　 図 １ ９ Ａ ～ 図 １ ９ Ｄ は 、 本 発 明 の 第 １ の 実 施 態 様 の 検 体 捕 捉 の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 図
１ ９ Ａ お よ び 図 １ ９ Ｂ は 、 ビ オ チ ン 化 一 次 抗 体 （ 図 １ ８ Ｇ ） に よ る Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０
お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ の 捕 捉 を 示 し て い る 。 こ の 抗 体 １ ８ ８ は 、 ク ロ ス リ ン ク 剤 の
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １ ８ ２ に よ っ て 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 活 性 層 １ ４ ４ （ 図 ４ お よ び
図 ９ ） 上 に 固 定 さ れ る 。 図 １ ９ Ｃ お よ び 図 １ ９ Ｄ は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 有 さ な い 本
発 明 の 同 じ 実 施 態 様 の 別 の 実 施 の 形 態 を 示 し て い る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 一 次 抗 体 １ ８
８ は 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 活 性 層 １ ４ ４ 上 に 直 接 固 定 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 図 ２ ０ Ａ ～ 図 ２ ０ Ｉ は 、 本 発 明 の 第 １ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 の 構 成 を 示 す 断 面 図 で あ
る 。 第 １ の 実 施 の 形 態 は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 利 用 し て 、 バ イ オ デ ィ ス ク の フ ロ ー 流
路 内 に 捕 捉 剤 を 固 定 す る 反 射 型 デ ィ ス ク の 構 成 を 伴 う 。 図 ２ ０ Ａ を 参 照 し て 、 光 バ イ オ デ
ィ ス ク １ １ ０ の 光 透 過 性 基 板 １ ２ ０ 、 反 射 層 １ ４ ２ 、 お よ び 活 性 層 １ ４ ４ を 示 す 。 反 射 層
１ ４ ２ の 複 数 の 部 分 を 除 去 し て （ ま た は 堆 積 時 に 開 口 部 を 生 成 し て ） 、 視 界 窓 ２ ０ ０ を 生
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成 す る 。 こ の 視 界 窓 ２ ０ ０ を 通 っ て 、 光 は 、 抗 体 が 固 定 さ れ る 捕 捉 領 域 １ ４ ０ の 場 所 に 向
か う こ と が で き る 。 図 ２ ０ Ａ は 、 ５ つ の こ の よ う な 捕 捉 領 域 １ ４ ０ を 示 し て い る 。 そ の 最
初 の も の を 捕 捉 領 域 １ ４ １ と し て 示 す 。 活 性 層 １ ４ ４ は 、 ポ リ ス チ レ ン で あ る こ と が 好 ま
し く 、 反 射 層 １ ４ ２ の 上 に ス ピ ン コ ー ト し て 、 あ る い は 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ る 方
法 に よ っ て 堆 積 さ れ 、 約 ４ ０ ～ ３ ０ ０ マ イ ク ロ メ ー ト ル の 厚 さ を 有 す る 滑 ら か な 表 面 を 形
成 す る 。 次 い で 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １ ８ ２ を 各 捕 捉 領 域 １ ４ ０ お よ び １ ４ １ 上 に 堆 積 さ
せ 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 す る （ 図 ２ ０ Ｂ ） 。 デ ィ ス
ク １ １ ０ を 洗 浄 し て 、 結 合 し て い な い ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １ ８ ２ を 除 去 し 、 次 い で 、 デ ィ
ス ク １ １ ０ を ス ピ ン 乾 燥 し て 、 デ ィ ス ク １ １ ０ の 表 面 か ら 水 分 を 完 全 に 除 去 す る （ 図 ２ ０
Ｃ ） 。 基 準 マ ー ク ま た は 検 量 線 作 成 ド ッ ト ２ ０ ２ を 最 初 の 捕 捉 領 域 １ ４ １ 上 に 堆 積 さ せ て
、 ビ オ チ ン 化 一 次 抗 体 １ ８ ８ を 、 連 続 し た そ れ ぞ れ の 捕 捉 領 域 １ ４ ０ 上 に 堆 積 さ せ る （ 図
２ ０ Ｄ お よ び 図 ２ ０ Ｅ ） 。 次 い で 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で ３ ０ 分 間 、 室 温 で
培 養 す る 。 結 合 し て い な い 抗 体 １ ８ ８ を Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を ス ピ
ン 乾 燥 し て 、 表 面 の 水 分 を 除 去 す る （ 図 ２ ０ Ｆ ） 。 接 着 部 材 １ １ ８ を 活 性 層 １ ４ ４ に 付 着
さ せ る （ 図 ２ ０ Ｇ ） 。 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ （ 図 ２ ） は 、 ポ リ カ ー ボ ネ
ー ト か ら 形 成 す る こ と が で き 、 図 ４ に 最 も よ く 示 す よ う に 、 そ の 底 部 を 反 射 面 １ ４ ６ に よ
り 被 覆 す る こ と が 好 ま し い 。 カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ を 接 着 部 材 １ １ ８ に 一 体 的 に 付 着 さ せ
、 そ れ に よ っ て 、 デ ィ ス ク 内 に フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を 形 成 す る （ 図 ２ ０ Ｇ ） 。 例 え ば Ｓ ｔ ａ
ｂ ｉ ｌ Ｇ ｕ ａ ｒ ｄ （ 登 録 商 標 ） と い っ た 遮 断 剤 ２ ０ ４ を 各 フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ
１ ３ ０ 内 に 注 入 し 、 活 性 層 １ ４ ４ に 残 っ て い る あ ら ゆ る 非 特 異 的 結 合 部 位 を 迅 速 か つ 効 果
的 に 遮 断 す る （ 図 ２ ０ Ｈ ） 。 デ ィ ス ク １ １ ０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で 好 ま し く は ３ ０ 分 間 と い
う 所 定 の 時 間 、 室 温 で 培 養 し 、 残 っ て い る あ ら ゆ る 溶 液 を 真 空 を 介 し て 完 全 に 除 去 す る （
図 ２ ０ Ｉ ） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 第 １ の 実 施 態 様 の 第 ２ の 実 施 の 形 態 は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 せ ず に 、
バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ 内 に 捕 捉 剤 を 固 定 す る 反 射 型 デ ィ ス ク １ １ ０ の
構 成 を 伴 う 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 基 準 マ ー ク ま た は 検 量 線 作 成 ド ッ ト ２ ０ ２ を 最 初 の 窓
１ ４ １ の 上 に 堆 積 さ せ 、 非 ビ オ チ ン 化 一 次 抗 体 １ ８ ８ （ 図 １ ８ Ｆ ） を 、 連 続 し た そ れ ぞ れ
の 捕 捉 領 域 １ ４ ０ 上 の 活 性 層 １ ４ ４ （ 図 ２ ０ Ａ ） に 直 接 堆 積 さ せ る 。 次 い で 、 デ ィ ス ク １
１ ０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で 好 ま し く は ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 す る （ 図 ２ ０ Ｅ ） 。 結 合 し て い
な い 抗 体 １ ８ ８ を Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を ス ピ ン 乾 燥 し て 、 表 面 の 水
分 を 除 去 す る （ 図 ２ ０ Ｆ ） 。 接 着 部 材 １ １ ８ を 活 性 層 １ ４ ４ に 付 着 さ せ る 。 カ バ ー デ ィ ス
ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ （ 図 ２ ） は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト か ら 形 成 す る こ と が で き 、 図 ４
に 最 も よ く 示 す よ う に 、 そ の 底 部 を 反 射 面 １ ４ ６ に よ り 被 覆 す る こ と が 好 ま し い 。 カ バ ー
デ ィ ス ク １ １ ６ を 接 着 部 材 １ １ ８ に 一 体 的 に 付 着 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 デ ィ ス ク 内 に フ ロ
ー 流 路 １ ３ ０ を 形 成 す る （ 図 ２ ０ Ｇ ） 。 例 え ば Ｓ ｔ ａ ｂ ｉ ｌ Ｇ ｕ ａ ｒ ｄ （ 登 録 商 標 ） と い
っ た 遮 断 剤 ２ ０ ４ を 各 フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ 内 に 注 入 し て 、 活 性 層 １ ４ ４
に 残 っ て い る あ ら ゆ る 非 特 異 的 結 合 部 位 を 迅 速 か つ 効 果 的 に 遮 断 す る （ 図 ２ ０ Ｈ ） 。 デ ィ
ス ク を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 し 、 残 っ て い る あ ら ゆ る 溶 液 を 真 空 を 介 し
て 完 全 に 除 去 す る （ 図 ２ ０ Ｉ ） 。 図 ２ １ は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 し な い 、 完 成 し
た 反 射 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 断 面 図 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 第 １ の 実 施 態 様 の 第 ３ の 実 施 の 形 態 は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 利 用 し て バ イ
オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ 内 に 捕 捉 剤 を 固 定 す る 透 過 型 デ ィ ス ク １ １ ０ の 構 成
を 伴 う 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 基 板 １ ２ ０ と 、 視 界 窓 ２ ０ ０ （ 図 ２ ０ Ａ ） を 有 さ な い 半 反
射 層 １ ４ ３ と 、 活 性 層 １ ４ ４ と が 、 図 ５ に 示 す よ う に 設 け ら れ る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １
８ ２ 、 ビ オ チ ン 化 一 次 抗 体 １ ８ ８ 、 基 準 ド ッ ト ２ ０ ２ 、 お よ び 遮 断 剤 ２ ０ ４ の 堆 積 は 、 上
述 し た と お り で あ り 、 図 ２ ０ Ｂ ～ 図 ２ ０ Ｈ に 示 す と お り で あ る 。 接 着 部 材 １ １ ８ を そ れ ぞ
れ 活 性 層 １ ４ ４ に 付 着 さ せ る 。 光 透 過 性 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ （ 図 ５ ）
は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト か ら 形 成 す る こ と が で き る 。 こ の カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ を 接 着 部 材
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１ １ ８ に 一 体 的 に 付 着 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 デ ィ ス ク １ １ ０ 内 に フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を 形 成
す る （ 図 ２ ０ Ｇ ） 。 図 ２ ２ は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 利 用 す る 、 完 成 し た 透 過 バ イ オ デ
ィ ス ク １ １ ０ の 断 面 図 を 示 し て い る 。 こ の 第 １ の 実 施 態 様 の 第 ４ の 実 施 の 形 態 は 、 当 業 者
に よ っ て 構 築 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 こ の 第 ４ の 実 施 の 形 態 は 、 ク ロ ス
リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 せ ず に 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 内 に 捕 捉 剤 を 固 定 す る
透 過 型 デ ィ ス ク １ １ ０ の 構 成 （ 図 ２ １ お よ び 図 ２ ２ ） を 伴 う 。
【 ０ １ ４ １ 】
実 施 態 様 Ｉ Ｉ
　 図 ２ ３ Ａ ～ 図 ２ ３ Ｄ は 、 本 発 明 の 第 ２ の 実 施 態 様 の 検 体 捕 捉 の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 図
２ ３ Ａ お よ び 図 ２ ３ Ｂ は 、 一 次 抗 体 １ ８ ８ （ 図 １ ８ Ｆ ） に よ る Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ
び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ の 捕 捉 を 示 し て い る 。 こ の 一 次 抗 体 １ ８ ８ は 、 ク ロ ス リ ン ク 剤 の
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １ ８ ２ に よ っ て 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 活 性 層 １ ４ ４ （ 図 ４ お よ び
図 ９ ） 上 に 固 定 さ れ る ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 １ ８ ６ （ 図 １ ８ Ｅ ） に 結 合 さ れ る 。 図 ２ ３ Ｃ お
よ び 図 ２ ３ Ｄ は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 有 さ な い 本 発 明 の 同 じ 実 施 態 様 の 別 の 実 施 の 形
態 を 示 し て い る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 二 次 抗 体 １ ８ ６ は 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 活 性
層 １ ４ ４ 上 に 直 接 固 定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 図 ２ ４ Ａ ～ 図 ２ ４ Ｌ は 、 本 発 明 の 第 ２ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 の 構 成 を 示 す 断 面 図 で あ
る 。 第 １ の 実 施 の 形 態 は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 利 用 し て 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ
ロ ー 流 路 １ ３ ０ 内 に 捕 捉 剤 を 固 定 す る 反 射 型 デ ィ ス ク の 構 成 を 伴 う 。 図 ２ ４ Ａ を 参 照 し て
、 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 光 透 過 性 基 板 １ ２ ０ 、 反 射 層 １ ４ ２ 、 お よ び 活 性 層 １ ４ ４ を
示 す 。 反 射 層 １ ４ ２ の 複 数 の 部 分 を 除 去 し て （ ま た は 堆 積 時 に 開 口 部 を 生 成 し て ） 、 視 界
窓 ２ ０ ０ を 生 成 す る 。 こ の 視 界 窓 ２ ０ ０ を 通 っ て 、 光 は 、 抗 体 が 固 定 さ れ る 捕 捉 領 域 １ ４
０ の 場 所 に 向 か う こ と が で き る 。 図 ２ ４ Ａ は 、 ５ つ の こ の よ う な 捕 捉 領 域 １ ４ ０ を 示 し て
い る 。 そ の 最 初 の も の を 捕 捉 領 域 １ ４ １ と し て 示 す 。 活 性 層 １ ４ ４ は 、 ポ リ ス チ レ ン で あ
る こ と が 好 ま し く 、 反 射 層 １ ４ ２ の 上 に ス ピ ン コ ー ト し て 、 約 ４ ０ ～ ３ ０ ０ マ イ ク ロ メ ー
ト ル の 厚 さ を 有 す る 滑 ら か な 表 面 を 形 成 す る 。 次 い で 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １ ８ ２ を 各 捕
捉 領 域 １ ４ ０ お よ び １ ４ １ 上 に 堆 積 さ せ 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で 約 ３ ０ 分 間
、 室 温 で 培 養 す る （ 図 ２ ４ Ｂ ） 。 デ ィ ス ク １ １ ０ を 洗 浄 し て 、 結 合 し て い な い ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン １ ８ ２ を 除 去 し 、 次 い で 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を ス ピ ン 乾 燥 し て 、 デ ィ ス ク １ １ ０ の
表 面 か ら 水 分 を 完 全 に 除 去 す る （ 図 ２ ４ Ｃ ） 。 基 準 マ ー ク ま た は 検 量 線 作 成 ド ッ ト ２ ０ ２
を 最 初 の 捕 捉 領 域 １ ４ １ 上 に 堆 積 さ せ て 、 ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 １ ８ ６ を 、 連 続 し た そ れ ぞ
れ の 捕 捉 領 域 １ ４ ０ 上 に 堆 積 さ せ る （ 図 ２ ４ Ｄ お よ び 図 ２ ４ Ｅ ） 。 次 い で 、 デ ィ ス ク １ １
０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で 好 ま し く は ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 す る （ 図 ２ ４ Ｅ ） 。 結 合 し て い な
い 二 次 抗 体 １ ８ ６ を Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を ス ピ ン 乾 燥 し て 、 表 面 の
水 分 を 除 去 す る （ 図 ２ ４ Ｆ ） 。 次 い で 、 一 次 抗 体 １ ８ ８ （ 図 １ ８ Ｆ ） を 各 捕 捉 領 域 １ ４ ０
上 に 堆 積 さ せ る （ 図 ２ ４ Ｇ ） 。 次 い で 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で 約 ３ ０ 分 間 、
室 温 で 培 養 す る （ 図 ２ ４ Ｈ ） 。 結 合 し て い な い 一 次 抗 体 １ ８ ８ を Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 に よ り 除 去 し
、 デ ィ ス ク １ １ ０ を ス ピ ン 乾 燥 し て 、 表 面 の 水 分 を 除 去 す る （ 図 ２ ４ Ｉ ） 。 そ れ ぞ れ の 接
着 部 材 １ １ ８ を 活 性 層 １ ４ ４ に 付 着 さ せ る 。 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ （ 図
２ ） は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト か ら 同 様 に 形 成 す る こ と が で き 、 図 ４ に 最 も よ く 示 す よ う に 、
そ の 底 部 を 反 射 面 １ ４ ６ に よ り 被 覆 す る こ と が 好 ま し い 。 カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ を 接 着 部
材 １ １ ８ に 一 体 的 に 付 着 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 デ ィ ス ク 内 に フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を 形 成 す る
（ 図 ２ ４ Ｊ ） 。 例 え ば 、 Ｓ ｔ ａ ｂ ｉ ｌ Ｇ ｕ ａ ｒ ｄ （ 登 録 商 標 ） と い っ た 遮 断 剤 ２ ０ ４ を 各
フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ 内 に 注 入 し 、 活 性 層 １ ４ ４ に 残 っ て い る あ ら ゆ る 非
特 異 的 結 合 部 位 を 迅 速 か つ 効 果 的 に 遮 断 す る （ 図 ２ ４ Ｋ ） 。 デ ィ ス ク １ １ ０ を 恒 湿 チ ャ ン
バ 内 で ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 し 、 残 っ て い る あ ら ゆ る 溶 液 を 真 空 を 介 し て 完 全 に 除 去 す る
（ 図 ２ ４ Ｌ ） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 第 ２ の 実 施 態 様 の 第 ２ の 実 施 の 形 態 は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 せ ず に 、
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バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ 内 に 捕 捉 剤 を 固 定 す る 反 射 型 デ ィ ス ク １ １ ０ の
構 成 を 伴 う 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 基 準 マ ー ク ま た は 検 量 線 作 成 ド ッ ト ２ ０ ２ を 最 初 の 窓
１ ４ １ の 上 に 堆 積 さ せ 、 非 ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 １ ８ ６ （ 図 １ ８ Ｄ ） を 、 連 続 し た そ れ ぞ れ
の 捕 捉 領 域 １ ４ ０ 上 の 活 性 層 １ ４ ４ （ 図 ２ ４ Ａ ） に 直 接 堆 積 さ せ る 。 次 い で 、 デ ィ ス ク １
１ ０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 す る （ 図 ２ ４ Ｅ ） 。 結 合 し て い な い 二 次 抗
体 １ ８ ６ を Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を ス ピ ン 乾 燥 し て 、 表 面 の 水 分 を 除
去 す る （ 図 ２ ４ Ｆ ） 。 次 い で 、 一 次 抗 体 １ ８ ８ （ 図 １ ８ Ｆ ） を 各 捕 捉 領 域 １ ４ ０ 上 に 堆 積
さ せ る （ 図 ２ ４ Ｇ ） 。 次 い で 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養
す る （ 図 ２ ４ Ｈ ） 。 結 合 し て い な い 一 次 抗 体 １ ８ ８ を Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 デ ィ ス ク
１ １ ０ を ス ピ ン 乾 燥 し て 、 表 面 の 水 分 を 除 去 す る （ 図 ２ ４ Ｉ ） 。 接 着 部 材 １ １ ８ を 活 性 層
１ ４ ４ に 付 着 さ せ る 。 前 の 実 施 の 形 態 と 同 様 に 、 こ の 実 施 の 形 態 の カ バ ー デ ィ ス ク ま た は
キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ も 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト か ら 形 成 す る こ と が で き 、 図 ４ に 最 も よ く 示 す よ
う に 、 そ の 底 部 を 反 射 面 １ ４ ６ に よ り 被 覆 す る こ と が 好 ま し い 。 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ
ャ ッ プ 部 １ １ ６ を 接 着 部 材 １ １ ８ に 一 体 的 に 付 着 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 デ ィ ス ク 内 に フ ロ
ー 流 路 １ ３ ０ を 形 成 す る （ 図 ２ ４ Ｊ ） 。 例 え ば Ｓ ｔ ａ ｂ ｉ ｌ Ｇ ｕ ａ ｒ ｄ （ 登 録 商 標 ） と い
っ た 遮 断 剤 ２ ０ ４ を 各 フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ 内 に 注 入 し て 、 活 性 層 １ ４ ４
に 残 っ て い る あ ら ゆ る 非 特 異 的 結 合 部 位 を 迅 速 か つ 効 果 的 に 遮 断 す る （ 図 ２ ４ Ｋ ） 。 こ の
実 施 の 形 態 で は 、 デ ィ ス ク を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で 好 ま し く は ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 し 、 残 っ
て い る あ ら ゆ る 溶 液 を 真 空 を 介 し て 完 全 に 除 去 す る （ 図 ２ ４ Ｌ ） 。 図 ２ ５ は 、 ク ロ ス リ ン
ク シ ス テ ム を 使 用 し な い 、 完 成 し た 反 射 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 断 面 図 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 第 ２ の 実 施 態 様 の 第 ３ の 実 施 の 形 態 は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 利 用 し て バ イ
オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ 内 に 捕 捉 剤 を 固 定 す る 透 過 型 デ ィ ス ク １ １ ０ の 構 成
を 伴 う 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 基 板 １ ２ ０ と 、 視 界 窓 ２ ０ ０ （ 図 ２ ４ Ａ ） を 有 さ な い 半 反
射 層 １ ４ ３ と 、 活 性 層 １ ４ ４ と が 、 図 ５ に 示 す よ う に 設 け ら れ る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １
８ ２ 、 ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 １ ８ ６ 、 一 次 抗 体 １ ８ ８ 、 基 準 ド ッ ト ２ ０ ２ 、 お よ び 遮 断 剤 ２
０ ４ の 堆 積 は 、 上 述 し た と お り で あ り 、 図 ２ ４ Ｂ ～ 図 ２ ４ Ｋ に 示 す と お り で あ る 。 接 着 部
材 １ １ ８ を 活 性 層 １ ４ ４ に 同 様 に 付 着 さ せ る 。 光 透 過 性 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部
１ １ ６ （ 図 ５ ） は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト か ら 形 成 す る こ と が で き る 。 こ の カ バ ー デ ィ ス ク １
１ ６ を 接 着 部 材 １ １ ８ に 一 体 的 に 付 着 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 デ ィ ス ク １ １ ０ 内 に フ ロ ー 流
路 １ ３ ０ を 形 成 す る （ 図 ２ ４ Ｊ ） 。 図 ２ ６ は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 利 用 す る 、 完 成 し
た 透 過 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 断 面 図 を 示 し て い る 。 こ の 第 ２ の 実 施 態 様 の 第 ４ の 実 施 の
形 態 は 、 当 業 者 に よ っ て 構 築 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 こ の 第 ４ の 実 施 の
形 態 は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 せ ず に 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 内 に 捕
捉 剤 を 固 定 す る 透 過 型 デ ィ ス ク １ １ ０ の 構 成 （ 図 ２ １ お よ び 図 ２ ２ ） を 伴 う 。
【 ０ １ ４ ５ 】
実 施 態 様 Ｉ Ｉ Ｉ
　 図 ２ ７ Ａ ～ 図 ２ ７ Ｄ は 、 本 発 明 の 第 ３ の 実 施 態 様 に よ る 検 体 捕 捉 の イ ラ ス ト 表 現 で あ る
。 図 ２ ７ Ａ お よ び 図 ２ ７ Ｂ は 、 一 次 抗 体 １ ８ ８ （ 図 １ ８ Ｆ ） に よ る Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０
お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ の 捕 捉 を 示 し て い る 。 こ の 一 次 抗 体 １ ８ ８ は 、 二 次 抗 体 １ ８
６ （ 図 １ ８ Ｄ ） に 結 合 し 、 二 次 抗 体 １ ８ ６ は 、 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ １ ９ ８ の ス ト ラ ン ド に 結 合 し て 、
図 ２ ８ Ａ の 下 に 示 す よ う な Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 複 合 体 １ ９ ９ を 形 成 す る 。 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 複 合 体 １
９ ９ は 、 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ １ ９ ８ に よ っ て ク ロ ス リ ン ク さ れ た １ つ ま た は 複 数 の 抗 体 を 含 む こ と が
で き る 。 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ （ 図 ４ お よ び 図 ９ ） の 活 性 層 １ ４ ４ に 二 次 抗 体 １ ８ ６ の 幾
つ か を 結 合 さ せ る こ と を 通 じ て 、 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 複 合 体 １ ９ ９ を 活 性 層 １ ４ ４ に 固 定 す る 。
図 ２ ７ Ｃ お よ び 図 ２ ７ Ｄ は 、 本 発 明 の 同 じ 実 施 態 様 の 、 二 次 抗 体 １ ８ ６ を 有 さ な い 別 の 実
施 の 形 態 を 示 し て い る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 一 次 抗 体 １ ８ ８ を Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ に 直 接 結 合 し て
、 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 複 合 体 １ ９ ９ を 形 成 し 、 そ し て 、 こ の Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 複 合 体 １ ９ ９ を バ イ オ
デ ィ ス ク １ １ ０ の 活 性 層 １ ４ ４ に 固 定 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】

10

20

30

40

50

(36) JP 2005-509882 A 2005.4.14



　 図 ２ ８ Ａ は 、 抗 体 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 複 合 体 の 調 製 を 示 す イ ラ ス ト の 流 れ 図 で あ る 一 方 、 図 ２ ８ Ｂ
～ 図 ２ ８ Ｊ は 、 本 発 明 の 第 ３ の 実 施 態 様 の 一 実 施 の 形 態 の 構 成 を 示 す 複 数 の 図 で あ る 。 こ
の 第 ３ の 実 施 態 様 の 第 １ の 実 施 の 形 態 は 、 ク ロ ス リ ン ク 剤 の Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ を 利 用 し て 、 ２ つ ま
た は ３ つ 以 上 の 捕 捉 剤 を ク ロ ス リ ン ク す る 反 射 型 デ ィ ス ク の 構 成 を 伴 う 。 図 ２ ８ Ａ は 、 Ｄ
Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 複 合 体 １ ９ ９ の 調 製 を 示 し て い る 。 等 し い 濃 度 の Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ １ ９ ８ お よ び 二 次 抗
体 １ ８ ６ を 混 合 し て 結 合 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 （ 二 次 ） 複 合 体 １ ９ ９ を 形 成
す る 。 図 ２ ８ Ｂ を 参 照 し て 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 光 透 過 性 基 板 １ ２ ０ 、 反 射 層 １ ４
２ 、 お よ び 活 性 層 １ ４ ４ を 示 す 。 反 射 層 １ ４ ２ の 複 数 の 部 分 を 除 去 し て （ ま た は 堆 積 時 に
開 口 部 を 生 成 し て ） 、 視 界 窓 ２ ０ ０ を 生 成 す る 。 こ の 視 界 窓 ２ ０ ０ を 通 っ て 、 光 は 、 抗 体
が 固 定 さ れ る 捕 捉 領 域 １ ４ ０ の 場 所 に 向 か う こ と が で き る 。 図 ２ ８ Ｂ は 、 ５ つ の こ の よ う
な 捕 捉 領 域 １ ４ ０ を 示 し て い る 。 そ の 最 初 の も の を 捕 捉 領 域 １ ４ １ と し て 示 す 。 活 性 層 １
４ ４ は 、 ポ リ ス チ レ ン で あ る こ と が 好 ま し く 、 こ の 活 性 層 １ ４ ４ を 反 射 層 １ ４ ２ の 上 に ス
ピ ン コ ー ト し て 、 約 ４ ０ ～ ３ ０ ０ マ イ ク ロ メ ー ト ル の 厚 さ を 有 す る 滑 ら か な 表 面 を 形 成 す
る 。 こ の 特 定 の 実 施 の 形 態 で は 、 次 い で 、 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 複 合 体 （ 二 次 ） １ ９ ９ を 各 捕 捉 領
域 １ ４ ０ 上 に 堆 積 さ せ 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 す る （
図 ２ ８ Ｃ ） 。 デ ィ ス ク １ １ ０ を 洗 浄 し て 、 結 合 し て い な い Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 複 合 体 （ 二 次 ） １
９ ９ を 除 去 し 、 次 い で 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を ス ピ ン 乾 燥 し て 、 デ ィ ス ク １ １ ０ の 表 面 か ら 水
分 を 完 全 に 除 去 す る （ 図 ２ ８ Ｄ ） 。 基 準 ド ッ ト ２ ０ ２ を 最 初 の 捕 捉 領 域 １ ４ １ 上 に 堆 積 さ
せ て 、 一 次 抗 体 １ ８ ８ を 、 連 続 し た そ れ ぞ れ の 捕 捉 領 域 １ ４ ０ 上 に 堆 積 さ せ る （ 図 ２ ８ Ｅ
） 。 次 い で 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 す る （ 図 ２ ８ Ｆ ）
。 結 合 し て い な い 一 次 抗 体 １ ８ ８ を Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を ス ピ ン 乾
燥 し て 、 表 面 の 水 分 を 除 去 す る （ 図 ２ ８ Ｇ ） 。 接 着 部 材 ま た は 流 路 層 １ １ ８ を 活 性 層 １ ４
４ に 付 着 さ せ る 。 上 記 実 施 の 形 態 と 同 様 に 、 図 ２ に 概 略 を 示 す カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ
ッ プ 部 １ １ ６ は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト か ら 形 成 す る こ と が で き 、 図 ４ に 最 も よ く 示 す よ う に
、 そ の 底 部 を 反 射 面 １ ４ ６ に よ り 被 覆 す る こ と が 好 ま し い 。 本 実 施 の 形 態 で は 、 図 ２ ８ Ｈ
に 示 す よ う に 、 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ を 接 着 部 材 １ １ ８ に 一 体 的 に 付 着
さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 デ ィ ス ク 内 に フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を 形 成 す る 。 例 え ば Ｓ ｔ ａ ｂ ｉ ｌ Ｇ
ｕ ａ ｒ ｄ （ 登 録 商 標 ） と い っ た 遮 断 剤 ２ ０ ４ を 各 フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ 内
に 注 入 し 、 活 性 層 １ ４ ４ に 残 っ て い る あ ら ゆ る 非 特 異 的 結 合 部 位 を 迅 速 か つ 効 果 的 に 遮 断
す る 。 こ の ス テ ッ プ を 図 ２ ８ Ｉ に 示 す 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を 恒 湿 チ ャ
ン バ 内 で 約 ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 し 、 図 ２ ８ Ｊ に 表 す よ う に 、 残 っ て い る あ ら ゆ る 溶 液 を
真 空 を 介 し て 完 全 に 除 去 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 製 造 態 様 に よ る と 、 図 ２ ８ Ａ ～ 図 ２ ８ Ｊ は 、 ク ラ ス タ 指 定 の 計 数 を 行 う 光 検 定
デ ィ ス ク を 作 成 す る 方 法 も 示 し て い る 。 こ の 光 検 定 デ ィ ス ク を 作 成 す る 方 法 は 、 管 に ク ロ
ス リ ン カ を 提 供 し 、 管 に 捕 捉 剤 を 加 え 、 ク ロ ス リ ン カ と 捕 捉 剤 と を 結 合 （ 複 合 体 の 形 成 ）
さ せ 、 基 板 を 設 け 、 活 性 層 に よ り 基 板 を 被 覆 し 、 複 合 体 を 活 性 層 上 に 堆 積 さ せ 、 接 着 部 材
を 使 用 し て 活 性 層 に カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 を 取 り 付 け る ス テ ッ プ と を 含 む 。 こ
の 実 施 の 形 態 で は 、 ク ロ ス リ ン カ は 、 ア ル デ ヒ ド 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン で あ る 。 捕 捉 剤 は 、
細 胞 表 面 抗 原 と 結 合 す る た め の も の で あ る 。 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 こ の 捕 捉 剤 は 、 細 胞 表
面 抗 原 に 対 す る 選 択 的 な 親 和 性 を 有 す る 一 次 捕 捉 剤 と 結 合 す る た め の も の で あ る 。 好 ま し
い 実 施 の 形 態 で は 、 細 胞 表 面 抗 原 は 、 Ｃ Ｄ フ ァ ミ リ ー の 抗 原 か ら 独 立 し て 選 択 さ れ る 。 よ
り 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 細 胞 表 面 抗 原 は 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ 、 お よ び Ｃ Ｄ ４ ５
か ら な る 群 か ら 独 立 し て 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 第 ３ の 実 施 態 様 の 第 ２ の 実 施 の 形 態 は 、 二 次 抗 体 を 使 用 せ ず に 、 バ イ オ デ ィ ス
ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ 内 に 一 次 捕 捉 剤 を 固 定 す る 反 射 型 デ ィ ス ク １ １ ０ の 構 成 を 伴
う 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 等 し い 濃 度 の Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ １ ９ ８ お よ び 一 次 抗 体 １ ８ ８ を 混 合 し て
結 合 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 図 ２ ８ Ａ に 表 す Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 （ 一 次 ） 複 合 体 １ ９ ９ を 形 成 す る
。 基 準 マ ー ク ま た は 検 量 線 作 成 マ ー ク ２ ０ ２ を 最 初 の 窓 １ ４ １ 上 に 堆 積 さ せ て 、 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ
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抗 体 （ 一 次 ） 複 合 体 １ ９ ９ を 、 連 続 し た そ れ ぞ れ の 捕 捉 領 域 １ ４ ０ に わ た っ て 活 性 層 １ ４
４ （ 図 ２ ８ Ｃ ） 上 に 堆 積 さ せ る 。 次 い で 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で 好 ま し く は
３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 し 、 結 合 し て い な い Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 （ 一 次 ） 複 合 体 １ ９ ９ を Ｐ Ｂ Ｓ 洗
浄 に よ り 除 去 す る 。 図 ２ ８ Ｄ に 示 す よ う に 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を ス ピ ン 乾 燥 し て 、 表 面 の 水
分 を 除 去 す る 。 接 着 部 材 ま た は 流 路 層 １ １ ８ を 、 同 様 に し て 、 活 性 層 １ ４ ４ に 付 着 さ せ る
。 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト か ら 形 成 す る こ と が で き
、 図 ４ に 最 も よ く 示 す よ う に 、 そ の 底 部 を 反 射 面 １ ４ ６ に よ り 被 覆 す る こ と が 好 ま し い 。
図 ２ ８ Ｈ に 示 す よ う に 、 カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ を 接 着 部 材 １ １ ８ に 一 体 的 に 付 着 さ せ 、 そ
れ に よ っ て 、 デ ィ ス ク 内 に フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を 形 成 す る 。 例 え ば Ｓ ｔ ａ ｂ ｉ ｌ Ｇ ｕ ａ ｒ ｄ
（ 登 録 商 標 ） と い っ た 遮 断 剤 ２ ０ ４ を 各 フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ 内 に 注 入 し
、 活 性 層 １ ４ ４ に 残 っ て い る あ ら ゆ る 非 特 異 的 結 合 部 位 を 迅 速 か つ 効 果 的 に 遮 断 す る （ 図
２ ８ Ｉ ） 。 デ ィ ス ク を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で 約 ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 し 、 図 ２ ８ Ｊ に 示 す よ う
に 、 残 っ て い る あ ら ゆ る 溶 液 を 真 空 を 介 し て 完 全 に 除 去 す る 。 図 ２ ９ は 、 二 次 抗 体 を 使 用
し な い 、 完 成 し た 反 射 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 断 面 図 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 第 ３ の 実 施 態 様 の 第 ３ の 実 施 の 形 態 は 、 ク ロ ス リ ン カ Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ を 利 用 し て バ イ
オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ 内 の 捕 捉 剤 を 固 定 す る 透 過 型 デ ィ ス ク １ １ ０ の 構 成
を 伴 う 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 基 板 １ ２ ０ と 、 視 界 窓 ２ ０ ０ （ 図 ２ ８ Ｂ ） を 有 さ な い 半 反
射 層 １ ４ ３ と 、 活 性 層 １ ４ ４ と が 、 図 ５ に 示 す よ う に 設 け ら れ る 。 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 （ 二 次 ）
複 合 体 １ ９ ９ 、 一 次 抗 体 １ ８ ８ 、 基 準 マ ー ク ま た は 基 準 ド ッ ト ２ ０ ２ 、 お よ び 遮 断 剤 ２ ０
４ の 堆 積 は 、 上 述 し た と お り で あ り 、 図 ２ ８ Ｃ ～ 図 ２ ８ Ｉ に 示 す と お り で あ る 。 接 着 部 材
ま た は 流 路 層 １ １ ８ を 活 性 層 １ ４ ４ に 付 着 さ せ る 。 光 透 過 性 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ
プ 部 １ １ ６ （ 図 ５ ） は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト か ら 形 成 す る こ と が で き る 。 こ の カ バ ー デ ィ ス
ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ を 接 着 部 材 １ １ ８ に 一 体 的 に 付 着 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 デ ィ ス
ク １ １ ０ 内 に フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を 形 成 す る 。 図 ３ ０ は 、 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 抗 体 （ 二 次 ） 複 合 体 １ ９
９ お よ び 一 次 抗 体 １ ８ ８ を 利 用 す る 、 完 成 し た 透 過 型 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 断 面 図 を 示
し て い る 。 こ の 第 ３ の 実 施 態 様 の 第 ４ の 実 施 の 形 態 は 、 当 業 者 に よ っ て 構 築 可 能 で あ る こ
と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 こ の 第 ４ の 実 施 の 形 態 は 、 二 次 抗 体 を 使 用 せ ず に 、 バ イ オ デ
ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 内 に 一 次 捕 捉 剤 を 固 定 す る 透 過 型 デ ィ ス ク １ １ ０ の 構 成 （ 図 ２
９ お よ び 図 ３ ０ ） を 伴 う 。 他 の 実 施 の 形 態 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １ ８ ２ （ 図 １ ８ Ａ ） お
よ び ビ オ チ ン １ ８ ４ （ 図 １ ８ Ｂ ） を 使 用 し て 、 一 次 抗 体 ま た は 二 次 抗 体 を バ イ オ デ ィ ス ク
１ １ ０ の 活 性 層 １ ４ ４ に 固 定 す る こ と を 伴 う こ と が で き る 。 固 定 さ れ た 抗 体 （ 一 次 お よ び
二 次 の 双 方 ） は 、 そ の 後 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ 内 の 捕 捉 剤 の 濃 度 を
増 加 さ せ る た め に 、 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ １ ９ ８ に よ り 複 合 体 に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
実 施 態 様 Ｉ Ｖ
　 図 ３ １ Ａ は 、 ４ つ の 流 体 回 路 １ ２ ８ を 示 す 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 平 面 図 で あ る 。 各
流 体 回 路 は 、 特 異 的 な 細 胞 表 面 マ ー カ 用 お よ び ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 領 域 用 の 数 個 の 捕
捉 領 域 １ ４ ０ を 有 す る 。 図 示 す る よ う に 、 各 流 体 回 路 は 、 専 用 化 さ れ て 、 具 体 的 に は Ｃ Ｄ
３ 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ 、 お よ び Ｃ Ｄ ４ ５ を 対 象 と す る 捕 捉 領 域 １ ４ ０ を 有 す る 。 他 の あ ら ゆ
る 所 望 の 細 胞 表 面 の 抗 原 の パ タ ー ン ま た は 組 み 合 わ せ 、 例 え ば 他 の Ｃ Ｄ マ ー カ ま た は 細 胞
表 面 マ ー カ 、 を 使 用 す る こ と も で き る 。 こ の 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 そ れ ぞ れ の 個 別 の 流 体
回 路 に つ い て 、 そ の 捕 捉 領 域 １ ４ ０ の そ れ ぞ れ は 、 単 一 の 共 通 の 捕 捉 剤 の み を 有 す る こ と
が 必 要 と さ れ る 。 図 ３ １ Ａ に 示 す デ ィ ス ク は 、 図 ３ １ Ｂ ～ 図 ３ １ Ｅ 、 図 ４ ４ Ａ ～ 図 ４ ４ Ｄ
、 図 ４ ５ 、 お よ び 図 ４ ６ に お い て 後 述 す る 細 胞 捕 捉 化 学 反 応 お よ び 細 胞 捕 捉 方 法 と 共 に 使
用 す る の に 特 に 適 し て い る 。 図 ３ １ Ａ に 表 す バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ は 、 反 射 型 デ ィ ス ク で
あ っ て も よ い し 、 透 過 型 デ ィ ス ク で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 次 に 図 ３ １ Ｂ ～ 図 ３ １ Ｅ に 移 っ て 、 本 発 明 の 第 ４ の 実 施 態 様 の 検 体 捕 捉 の イ ラ ス ト 表 現
を 示 す 。 図 ３ １ Ｂ お よ び 図 ３ １ Ｃ は 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 １ ９ ０ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 １ ９ ４ の 二
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次 抗 体 １ ８ ６ に よ る 捕 捉 を 示 し 、 こ れ ら は 、 一 次 抗 体 １ ８ ８ （ 図 １ ８ Ｆ ） と 事 前 に 結 合 し
て 、 一 次 抗 体 細 胞 複 合 体 を 形 成 し て い る 。 一 次 抗 体 １ ８ ８ は 、 ク ロ ス リ ン ク 剤 の ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン １ ８ ２ に よ っ て バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ （ 図 ４ お よ び 図 ９ ） の 活 性 層 １ ４ ４ 上 に
固 定 さ れ た ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 １ ８ ６ （ 図 １ ８ Ｅ ） に 結 合 す る 。 図 ３ １ Ｄ お よ び 図 ３ １ Ｅ
は 、 本 発 明 の 同 じ 実 態 態 様 の 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 有 さ な い 別 の 実 施 の 形 態 を 示 し て
い る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 二 次 抗 体 １ ８ ６ は 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 活 性 層 １ ４ ４ 上
に 直 接 固 定 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 図 ３ ２ Ａ ～ 図 ３ ２ Ｉ は 、 本 発 明 の 第 ４ の 実 施 態 様 の 一 実 施 の 形 態 の 構 成 を 示 す 断 面 図 で
あ る 。 第 １ の 実 施 の 形 態 は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 利 用 し て 、 バ イ オ デ ィ ス ク の フ ロ ー
流 路 内 に 捕 捉 剤 を 固 定 す る 反 射 型 デ ィ ス ク の 構 成 を 伴 う 。 図 ３ ２ Ａ を 参 照 し て 、 光 バ イ オ
デ ィ ス ク １ １ ０ の 光 透 過 性 基 板 １ ２ ０ 、 反 射 層 １ ４ ２ 、 お よ び 活 性 層 １ ４ ４ を 示 す 。 反 射
層 １ ４ ２ の 複 数 の 部 分 を 除 去 し て （ ま た は 堆 積 時 に 開 口 部 を 生 成 し て ） 、 視 界 窓 ２ ０ ０ を
生 成 す る 。 こ の 視 界 窓 ２ ０ ０ を 通 っ て 、 光 は 、 抗 体 が 固 定 さ れ る 捕 捉 領 域 １ ４ ０ の 場 所 に
向 か う こ と が で き る 。 図 ３ ２ Ａ は 、 ５ つ の こ の よ う な 捕 捉 領 域 １ ４ ０ を 示 し て い る 。 そ の
最 初 の も の を 捕 捉 領 域 １ ４ １ と し て 示 す 。 活 性 層 １ ４ ４ は 、 ポ リ ス チ レ ン で あ る こ と が 好
ま し く 、 こ の 活 性 層 １ ４ ４ を 反 射 層 １ ４ ２ の 上 に ス ピ ン コ ー ト し て 、 約 ４ ０ ～ ３ ０ ０ マ イ
ク ロ メ ー ト ル の 厚 さ を 有 す る 滑 ら か な 表 面 を 形 成 す る 。 次 い で 、 図 ３ ２ Ｂ に 表 す よ う に 、
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １ ８ ２ を 各 捕 捉 領 域 １ ４ ０ お よ び １ ４ １ 上 に 堆 積 さ せ て 、 デ ィ ス ク １
１ ０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で 約 ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 す る 。 図 ３ ２ Ｃ に 示 す よ う に 、 デ ィ ス ク
１ １ ０ を 洗 浄 し て 、 結 合 し て い な い ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １ ８ ２ を 除 去 し 、 次 い で 、 デ ィ ス
ク １ １ ０ を ス ピ ン 乾 燥 し て 、 デ ィ ス ク １ １ ０ の 表 面 か ら 水 分 を 完 全 に 除 去 す る 。 基 準 マ ー
ク ま た は 検 量 線 作 成 ド ッ ト ２ ０ ２ を 最 初 の 捕 捉 領 域 １ ４ １ 上 に 堆 積 さ せ て 、 図 ３ ２ Ｄ お よ
び 図 ３ ２ Ｅ に 示 す よ う に 、 ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 １ ８ ６ を 、 連 続 し た そ れ ぞ れ の 捕 捉 領 域 １
４ ０ 上 に 堆 積 さ せ る 。 次 い で 、 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で
約 ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 す る 。 こ の ス テ ッ プ を 図 ３ ２ Ｅ に 示 す 。 結 合 し て い な い 二 次 抗 体
１ ８ ６ を Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を ス ピ ン 乾 燥 し て 、 表 面 の 水 分 を 除 去
す る 。 本 方 法 の こ の ス テ ッ プ を 図 ３ ２ Ｆ に 表 す 。 接 着 部 材 ま た は 流 路 層 １ １ ８ を 活 性 層 １
４ ４ に 同 様 に 取 り 付 け る 。 そ れ ぞ れ の カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ は 、 ポ リ カ
ー ボ ネ ー ト か ら 形 成 さ れ る こ と が 好 ま し く 、 図 ４ に 最 も よ く 示 す よ う に 、 そ の 底 部 を 反 射
面 １ ４ ６ に よ り 被 覆 す る こ と が 好 ま し い 。 図 ３ ２ Ｇ に 示 す よ う に 、 カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６
を 接 着 部 材 １ １ ８ に 一 体 的 に 付 着 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 デ ィ ス ク 内 に フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を
形 成 す る 。 例 え ば Ｓ ｔ ａ ｂ ｉ ｌ Ｇ ｕ ａ ｒ ｄ （ 登 録 商 標 ） と い っ た 遮 断 剤 ２ ０ ４ を 各 フ ロ ー
流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ 内 に 注 入 し て 、 活 性 層 １ ４ ４ に 残 っ て い る あ ら ゆ る 非 特 異
的 結 合 部 位 を 迅 速 か つ 効 果 的 に 遮 断 す る 。 こ の ス テ ッ プ を 図 ３ ２ Ｈ に 示 す 。 デ ィ ス ク １ １
０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で 好 ま し く は ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 し 、 図 ３ ２ Ｉ に 表 す よ う に 、 残 っ
て い る あ ら ゆ る 溶 液 を 真 空 を 介 し て 完 全 に 除 去 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 第 ４ の 実 施 態 様 の 第 ２ の 実 施 の 形 態 は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 せ ず に 、
バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ 内 に 捕 捉 剤 を 固 定 す る 反 射 型 デ ィ ス ク １ １ ０ の
構 成 を 伴 う 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 基 準 マ ー ク ま た は 検 量 線 作 成 ド ッ ト ２ ０ ２ を 最 初 の 窓
１ ４ １ の 上 に 堆 積 さ せ 、 非 ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 １ ８ ６ （ 通 常 図 １ ８ Ｄ に 示 す ） を 、 連 続 し
た そ れ ぞ れ の 捕 捉 領 域 １ ４ ０ 上 の 活 性 層 １ ４ ４ に 直 接 堆 積 さ せ る 。 次 い で 、 デ ィ ス ク １ １
０ を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 す る 。 結 合 し て い な い 二 次 抗 体 １ ８ ６ を Ｐ Ｂ
Ｓ 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 デ ィ ス ク １ １ ０ を ス ピ ン 乾 燥 し て 、 表 面 の 水 分 を 除 去 す る 。 接 着 部
材 １ １ ８ を 活 性 層 １ ４ ４ に 付 着 さ せ る 。 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ は 、 ポ リ
カ ー ボ ネ ー ト か ら 形 成 す る こ と が で き 、 図 ４ に 最 も よ く 示 す よ う に 、 そ の 底 部 を 反 射 面 １
４ ６ に よ り 被 覆 す る こ と が 好 ま し い 。 カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ を 接 着 部 材 １ １ ８ に 一 体 的 に
付 着 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 デ ィ ス ク 内 に フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を 形 成 す る 。 例 え ば Ｓ ｔ ａ ｂ ｉ
ｌ Ｇ ｕ ａ ｒ ｄ （ 登 録 商 標 ） と い っ た 遮 断 剤 ２ ０ ４ を 各 フ ロ ー 流 路 ま た は 分 析 流 路 １ ３ ０ 内
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に 注 入 し て 、 活 性 層 １ ４ ４ に 残 っ て い る あ ら ゆ る 非 特 異 的 結 合 部 位 を 迅 速 か つ 効 果 的 に 遮
断 す る 。 デ ィ ス ク を 恒 湿 チ ャ ン バ 内 で お よ そ ３ ０ 分 間 、 室 温 で 培 養 し 、 残 っ て い る あ ら ゆ
る 溶 液 を 真 空 を 介 し て 完 全 に 除 去 す る 。 図 ３ ３ は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 し な い 、
完 成 し た 反 射 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 断 面 図 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 第 ４ の 実 施 態 様 の 第 ３ の 実 施 の 形 態 は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 利 用 し て バ イ
オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ 内 に 捕 捉 剤 を 固 定 す る 透 過 型 デ ィ ス ク １ １ ０ の 構 成
を 伴 う 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 基 板 １ ２ ０ と 、 視 界 窓 ２ ０ ０ （ 図 ３ ２ Ａ ） を 有 さ な い 半 反
射 層 １ ４ ３ と 、 活 性 層 １ ４ ４ と が 、 図 ５ に 示 す よ う に 設 け ら れ る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １
８ ２ 、 ビ オ チ ン 化 一 次 抗 体 １ ８ ８ 、 基 準 マ ー ク ２ ０ ２ 、 お よ び 遮 断 剤 ２ ０ ４ の 堆 積 は 、 上
述 し た と お り で あ り 、 図 ３ ２ Ｂ ～ 図 ３ ２ Ｈ に 示 す と お り で あ る 。 接 着 部 材 １ １ ８ を 活 性 層
１ ４ ４ に 付 着 さ せ る 。 光 透 過 性 カ バ ー デ ィ ス ク ま た は キ ャ ッ プ 部 １ １ ６ （ 図 ５ ） は 、 ポ リ
カ ー ボ ネ ー ト か ら 形 成 す る こ と が で き る 。 こ の カ バ ー デ ィ ス ク １ １ ６ を 接 着 部 材 １ １ ８ に
一 体 的 に 付 着 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 デ ィ ス ク １ １ ０ 内 に フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を 形 成 す る （ 図
３ ２ Ｇ ） 。 図 ３ ４ は 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 利 用 す る 、 完 成 し た 透 過 バ イ オ デ ィ ス ク １
１ ０ の 断 面 図 を 示 し て い る 。 こ の 第 ４ の 実 施 態 様 の 第 ４ の 実 施 の 形 態 は 、 当 業 者 に よ っ て
構 築 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 こ の 第 ４ の 実 施 の 形 態 は 、 ク ロ ス リ ン ク シ
ス テ ム を 使 用 せ ず に 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 内 に 二 次 捕 捉 剤 を 固 定 す る 透 過
型 デ ィ ス ク １ １ ０ の 構 成 （ 図 ３ ３ お よ び 図 ３ ４ ） を 伴 う 。
【 ０ １ ５ ５ 】
ク ラ ス タ 指 定 の 計 数 － 実 施 態 様 Ｉ
　 図 ３ ５ Ａ は 、 ４ つ の 流 体 回 路 １ ２ ８ を 示 す 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 平 面 図 で あ る 。 各
流 体 回 路 は 、 ４ つ の 異 な る 特 異 的 な 細 胞 表 面 マ ー カ 用 お よ び １ つ の ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー
ル 領 域 用 の 数 個 の 捕 捉 領 域 １ ４ ０ を 有 す る 。 図 示 す る よ う に 、 各 流 体 回 路 は 、 専 用 化 さ れ
て 、 そ れ ぞ れ の 捕 捉 領 域 が 具 体 的 に は Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ 、 Ｃ Ｄ ３ 、 お よ び Ｃ Ｄ ４ ５ を 対 象 と
す る ４ つ の 捕 捉 領 域 １ ４ ０ を 有 す る 。 他 の あ ら ゆ る 所 望 の 細 胞 表 面 の 抗 原 の パ タ ー ン ま た
は 組 み 合 わ せ 、 例 え ば 他 の Ｃ Ｄ マ ー カ ま た は 細 胞 表 面 マ ー カ 、 を 使 用 す る こ と も で き る 。
こ の 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 そ れ ぞ れ の 個 別 の 流 体 回 路 に つ い て 、 そ の 捕 捉 領 域 １ ４ ０ の そ
れ ぞ れ が 、 単 一 の 共 通 の 捕 捉 剤 の み を 有 す る 必 要 が あ る と い う 制 限 は な い 。 こ れ と は 逆 に
、 こ の 実 施 態 様 で は 、 捕 捉 領 域 は 、 異 な る 捕 捉 剤 を 有 す る こ と が 望 ま し い 。 こ れ ら の 捕 捉
領 域 は 、 例 え ば 、 少 な く と も ２ × ２ マ ト リ ッ ク ス を 有 す る 配 列 フ ォ ー マ ッ ト で 配 置 す る こ
と が で き る 。 図 ３ ５ Ａ に 示 す デ ィ ス ク は 、 図 ３ ５ Ｂ ～ 図 ３ ５ Ｄ 、 図 ３ ６ 、 図 ３ ７ 、 図 ３ ８
Ａ ～ 図 ３ ８ Ｃ 、 図 ３ ９ 、 図 ４ ０ 、 図 ４ １ Ａ ～ 図 ４ １ Ｃ 、 図 ４ ２ 、 お よ び 図 ４ ３ に お い て 後
述 す る 細 胞 捕 捉 化 学 反 応 お よ び 細 胞 捕 捉 方 法 と 共 に 使 用 す る の に 特 に 適 し て い る 。 図 ３ ５
Ａ に 表 す バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ は 、 反 射 型 デ ィ ス ク で あ っ て も よ い し 、 透 過 型 デ ィ ス ク で
あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 次 に 図 ３ ５ Ｂ ～ 図 ３ ５ Ｄ を 参 照 し て 、 本 発 明 の 第 １ の 実 施 態 様 の バ イ オ デ ィ ス ク を 使 用
し た 、 精 製 お よ び 洗 浄 を 受 け た Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル （ 図 １ ７ Ａ ） の 分 析 を 示 す 。 図 ３ ５ Ｂ に 表
す よ う に 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル で 溢 れ さ せ る 。 毛
管 作 用 、 外 部 ア プ リ ケ ー タ に よ り 加 え ら れ る 圧 力 、 お よ び ／ ま た は 遠 心 力 （ す な わ ち 、 曲
線 運 動 す る 物 体 に 働 く 力 で あ っ て 、 回 転 の 中 心 も し く は 曲 率 ま た は 回 転 軸 か ら 離 れ る 方 向
に 向 い た 力 ） が 、 試 験 サ ン プ ル に 作 用 し て 、 一 次 抗 体 １ ８ ８ と の 接 触 を 実 現 す る 。 図 ３ ５
Ｃ に 示 す よ う に 、 一 次 抗 体 は 、 試 験 サ ン プ ル 内 に 存 在 す る 任 意 の Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 １ ９ ０ お よ
び Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 １ ９ ４ と 接 触 し て 、 こ れ ら の 細 胞 を 捕 捉 す る 。 光 ド ラ イ ブ モ ー タ １ ６ ２ （
図 １ ０ ） が 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ 、 こ れ に よ り 、 結 合 し て い な い Ｔ 細 胞 が 、 捕 捉 領 域 １
４ ０ （ 図 ２ ０ Ｉ ） か ら 取 り 除 か れ る 。 光 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ １ １ ２ （ 図 １ ） の 入 射 ビ ー ム １
５ ２ は 、 図 ３ ５ Ｄ の 捕 捉 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 １ ９ ０ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 １ ９ ４ と 相 互 作 用
し 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ は 、 処 理 お よ び 分 析 の た め に 、 検 出 器 １ ５ ７ （ 図 １ ０ ） に 向 け て 反
射 さ れ る 。

10

20

30

40

50

(40) JP 2005-509882 A 2005.4.14



【 ０ １ ５ ７ 】
　 図 ３ ６ は 、 本 発 明 の 第 １ の 実 施 態 様 の 第 ２ の 実 施 の 形 態 を 使 用 し た 、 図 ３ ５ Ｂ ～ 図 ３ ５
Ｄ と 同 じ 試 験 サ ン プ ル の 分 析 を 示 し て い る 。 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を
Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル で 溢 れ さ せ る （ 図 ３ ５ Ｂ ） 。 毛 管 作 用 、 外 部 ア プ リ ケ ー タ に よ り 加 え ら れ
る 圧 力 、 お よ び ／ ま た は 遠 心 力 （ す な わ ち 、 曲 線 運 動 す る 物 体 に 働 く 力 で あ っ て 、 回 転 の
中 心 も し く は 曲 率 ま た は 回 転 軸 か ら 離 れ る 方 向 に 向 い た 力 ） が 、 試 験 サ ン プ ル に 作 用 し て
、 一 次 抗 体 １ ８ ８ と の 接 触 を 実 現 す る 。 一 次 抗 体 は 、 試 験 サ ン プ ル 内 に 存 在 す る 任 意 の Ｃ
Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ と 接 触 し て 、 こ れ ら の 細 胞 を 捕 捉 す る （
図 ３ ５ Ｃ ） 。 光 ド ラ イ ブ モ ー タ １ ６ ２ （ 図 １ ０ ） が 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ 、 こ れ に よ り
、 結 合 し て い な い Ｔ 細 胞 が 、 捕 捉 領 域 １ ４ ０ （ 図 ２ ０ Ｉ ） か ら 取 り 除 か れ る 。 光 デ ィ ス ク
ド ラ イ ブ １ １ ２ （ 図 １ ） の 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ は 、 捕 捉 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ （ 図 ３ ５ Ｄ ） と 相 互 作 用 し 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ は 、 処 理 お よ び 分 析
の た め に 、 検 出 器 １ ５ ７ （ 図 １ ０ ） に 向 け て 反 射 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 図 ３ ７ は 、 本 発 明 の 第 １ の 実 施 態 様 の 第 ３ の 実 施 の 形 態 を 使 用 し た 、 図 ３ ５ Ｂ ～ 図 ３ ５
Ｄ と 同 じ 試 験 サ ン プ ル の 分 析 を 示 し て い る 。 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を
Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル で 溢 れ さ せ る （ 図 ３ ５ Ｂ ） 。 毛 管 作 用 、 外 部 ア プ リ ケ ー タ に よ り 加 え ら れ
る 圧 力 、 お よ び ／ ま た は 遠 心 力 （ す な わ ち 、 曲 線 運 動 す る 物 体 に 働 く 力 で あ っ て 、 回 転 の
中 心 も し く は 曲 率 ま た は 回 転 軸 か ら 離 れ る 方 向 に 向 い た 力 ） が 、 試 験 サ ン プ ル に 作 用 し て
、 一 次 抗 体 １ ８ ８ と の 接 触 を 実 現 す る 。 一 次 抗 体 は 、 試 験 サ ン プ ル 内 に 存 在 す る 任 意 の Ｃ
Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ と 接 触 し て 、 こ れ ら の 細 胞 を 捕 捉 す る （
図 ３ ５ Ｃ ） 。 光 ド ラ イ ブ モ ー タ １ ６ ２ （ 図 １ ０ ） が 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ 、 こ れ に よ り
、 結 合 し て い な い Ｔ 細 胞 が 、 捕 捉 領 域 １ ４ ０ （ 図 ２ ０ Ｉ ） か ら 取 り 除 か れ る 。 光 デ ィ ス ク
ド ラ イ ブ １ １ ２ （ 図 １ ） の 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ は 、 捕 捉 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ （ 図 ３ ５ Ｄ ） と 相 互 作 用 し 、 透 過 ビ ー ム １ ５ ６ は 、 処 理 お よ び 分 析
の た め に 、 検 出 器 １ ５ ７ （ 図 １ ０ ） に 向 け て 送 ら れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
ク ラ ス タ 指 定 の 計 数 － 実 施 態 様 Ｉ Ｉ
　 次 に 図 ３ ８ Ａ ～ 図 ３ ８ Ｃ を 参 照 し て 、 本 発 明 の 第 ２ の 実 施 態 様 の バ イ オ デ ィ ス ク を 使 用
し た 、 精 製 お よ び 洗 浄 を 受 け た Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル （ 図 １ ７ Ａ ） の 分 析 を 示 す 。 図 ３ ８ Ａ に 示
す よ う に 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル で 溢 れ さ せ る 。 毛
管 作 用 、 外 部 ア プ リ ケ ー タ に よ り 加 え ら れ る 圧 力 、 お よ び ／ ま た は 遠 心 力 （ す な わ ち 、 曲
線 運 動 す る 物 体 に 働 く 力 で あ っ て 、 回 転 の 中 心 も し く は 曲 率 ま た は 回 転 軸 か ら 離 れ る 方 向
に 向 い た 力 ） が 、 試 験 サ ン プ ル に 作 用 し て 、 一 次 抗 体 １ ８ ８ と の 接 触 を 実 現 す る 。 一 次 抗
体 は 、 試 験 サ ン プ ル 内 に 存 在 す る 任 意 の Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９
４ と 接 触 し て 、 こ れ ら の 細 胞 を 捕 捉 す る 。 こ の ス テ ッ プ を 図 ３ ８ Ｂ に 示 す 。 光 ド ラ イ ブ モ
ー タ １ ６ ２ （ 図 １ ０ ） が 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ 、 こ れ に よ り 、 結 合 し て い な い Ｔ 細 胞 が
、 捕 捉 領 域 １ ４ ０ （ 図 ２ ４ Ｌ ） か ら 取 り 除 か れ る 。 光 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ １ １ ２ （ 図 １ ） の
入 射 ビ ー ム １ ５ ２ は 、 図 ３ ８ Ｃ の 捕 捉 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞
１ ９ ４ と 相 互 作 用 し 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ は 、 処 理 お よ び 分 析 の た め に 、 検 出 器 １ ５ ７ （ 図
１ ０ ） に 向 け て 反 射 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 図 ３ ９ は 、 本 発 明 の 第 ２ の 実 施 態 様 の 第 ２ の 実 施 の 形 態 を 使 用 し た 、 図 ３ ８ Ａ ～ 図 ３ ８
Ｃ と 同 じ 試 験 サ ン プ ル の 分 析 を 示 し て い る 。 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を
Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル で 溢 れ さ せ る （ 図 ３ ８ Ａ ） 。 毛 管 作 用 、 外 部 ア プ リ ケ ー タ に よ り 加 え ら れ
る 圧 力 、 お よ び ／ ま た は 遠 心 力 （ す な わ ち 、 曲 線 運 動 す る 物 体 に 働 く 力 で あ っ て 、 回 転 の
中 心 も し く は 曲 率 ま た は 回 転 軸 か ら 離 れ る 方 向 に 向 い た 力 ） が 、 試 験 サ ン プ ル に 作 用 し て
、 一 次 抗 体 １ ８ ８ と の 接 触 を 実 現 す る 。 一 次 抗 体 は 、 試 験 サ ン プ ル 内 に 存 在 す る 任 意 の Ｃ
Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ と 接 触 し て 、 こ れ ら の 細 胞 を 捕 捉 す る （
図 ３ ８ Ｂ ） 。 光 ド ラ イ ブ モ ー タ １ ６ ２ （ 図 １ ０ ） が 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ 、 こ れ に よ り
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、 結 合 し て い な い Ｔ 細 胞 が 、 捕 捉 領 域 １ ４ ０ （ 図 ２ ４ Ｌ ） か ら 取 り 除 か れ る 。 光 デ ィ ス ク
ド ラ イ ブ １ １ ２ （ 図 １ ） の 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ は 、 捕 捉 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ （ 図 ３ ８ Ｃ ） と 相 互 作 用 し 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ は 、 処 理 お よ び 分 析
の た め に 、 検 出 器 １ ５ ７ （ 図 １ ０ ） に 向 け て 反 射 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 図 ４ ０ は 、 本 発 明 の 第 ２ の 実 施 態 様 の 第 ３ の 実 施 の 形 態 を 使 用 し た 、 図 ３ ８ Ａ ～ 図 ３ ８
Ｃ と 同 じ 試 験 サ ン プ ル の 分 析 を 示 し て い る 。 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を
Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル で 溢 れ さ せ る （ 図 ３ ８ Ａ ） 。 毛 管 作 用 、 外 部 ア プ リ ケ ー タ に よ り 加 え ら れ
る 圧 力 、 お よ び ／ ま た は 遠 心 力 （ す な わ ち 、 曲 線 運 動 す る 物 体 に 働 く 力 で あ っ て 、 回 転 の
中 心 も し く は 曲 率 ま た は 回 転 軸 か ら 離 れ る 方 向 に 向 い た 力 ） が 、 試 験 サ ン プ ル に 作 用 し て
、 一 次 抗 体 １ ８ ８ と の 接 触 を 実 現 す る 。 一 次 抗 体 は 、 試 験 サ ン プ ル 内 に 存 在 す る 任 意 の Ｃ
Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ と 接 触 し て 、 こ れ ら の 細 胞 を 捕 捉 す る （
図 ３ ８ Ｂ ） 。 光 ド ラ イ ブ モ ー タ １ ６ ２ （ 図 １ ０ ） が 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ 、 こ れ に よ り
、 結 合 し て い な い Ｔ 細 胞 が 、 捕 捉 領 域 １ ４ ０ （ 図 ２ ４ Ｌ ） か ら 取 り 除 か れ る 。 光 デ ィ ス ク
ド ラ イ ブ １ １ ２ （ 図 １ ） の 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ は 、 捕 捉 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ （ 図 ３ ８ Ｃ ） と 相 互 作 用 し 、 透 過 ビ ー ム １ ５ ６ は 、 処 理 お よ び 分 析
の た め に 、 検 出 器 １ ５ ７ （ 図 １ ０ ） に 向 け て 送 ら れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
ク ラ ス タ 指 定 の 計 数 － 実 施 態 様 Ｉ Ｉ Ｉ
　 次 に 図 ４ １ Ａ ～ 図 ４ １ Ｃ を 参 照 し て 、 本 発 明 の 第 ３ の 実 施 態 様 の バ イ オ デ ィ ス ク を 使 用
し た 、 精 製 お よ び 洗 浄 を 受 け た Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル （ 図 １ ７ Ａ ） の 分 析 を 示 す 。 図 ４ １ Ａ に 示
す よ う に 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル で 溢 れ さ せ る 。 毛
管 作 用 、 外 部 ア プ リ ケ ー タ に よ り 加 え ら れ る 圧 力 、 お よ び ／ ま た は 遠 心 力 （ す な わ ち 、 曲
線 運 動 す る 物 体 に 働 く 力 で あ っ て 、 回 転 の 中 心 も し く は 曲 率 ま た は 回 転 軸 か ら 離 れ る 方 向
に 向 い た 力 ） が 、 試 験 サ ン プ ル に 作 用 し て 、 一 次 抗 体 １ ８ ８ と の 接 触 を 実 現 す る 。 一 次 抗
体 は 、 試 験 サ ン プ ル 内 に 存 在 す る 任 意 の Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９
４ と 接 触 し て 、 こ れ ら の 細 胞 を 捕 捉 す る 。 本 方 法 の こ の ス テ ッ プ を 図 ４ １ Ｂ に 示 す 。 光 ド
ラ イ ブ モ ー タ １ ６ ２ （ 図 １ ０ ） が 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ 、 こ れ に よ り 、 結 合 し て い な い
Ｔ 細 胞 が 、 捕 捉 領 域 １ ４ ０ （ 図 ２ ８ Ｊ ） か ら 取 り 除 か れ る 。 光 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ １ １ ２ （
図 １ ） の 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ は 、 図 ４ １ Ｃ の 捕 捉 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び Ｃ Ｄ ８
＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ と 相 互 作 用 し 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ は 、 処 理 お よ び 分 析 の た め に 、 検 出 器 １
５ ７ （ 図 １ ０ ） に 向 け て 反 射 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 図 ４ ２ は 、 本 発 明 の 第 ３ の 実 施 態 様 の 第 ２ の 実 施 の 形 態 を 使 用 し た 、 図 ４ １ Ａ ～ 図 ４ １
Ｃ と 同 じ 試 験 サ ン プ ル の 分 析 を 示 し て い る 。 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を
Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル で 溢 れ さ せ る （ 図 ４ １ Ａ ） 。 毛 管 作 用 、 外 部 ア プ リ ケ ー タ に よ り 加 え ら れ
る 圧 力 、 お よ び ／ ま た は 遠 心 力 （ す な わ ち 、 曲 線 運 動 す る 物 体 に 働 く 力 で あ っ て 、 回 転 の
中 心 も し く は 曲 率 ま た は 回 転 軸 か ら 離 れ る 方 向 に 向 い た 力 ） が 、 試 験 サ ン プ ル に 作 用 し て
、 一 次 抗 体 １ ８ ８ と の 接 触 を 実 現 す る 。 一 次 抗 体 は 、 試 験 サ ン プ ル 内 に 存 在 す る 任 意 の Ｃ
Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ と 接 触 し て 、 こ れ ら の 細 胞 を 捕 捉 す る （
図 ４ １ Ｂ ） 。 光 ド ラ イ ブ モ ー タ １ ６ ２ （ 図 １ ０ ） が 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ 、 こ れ に よ り
、 結 合 し て い な い Ｔ 細 胞 が 、 捕 捉 領 域 １ ４ ０ （ 図 ２ ８ Ｊ ） か ら 取 り 除 か れ る 。 光 デ ィ ス ク
ド ラ イ ブ １ １ ２ （ 図 １ ） の 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ は 、 捕 捉 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ （ 図 ４ １ Ｃ ） と 相 互 作 用 し 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ は 、 処 理 お よ び 分 析
の た め に 、 検 出 器 １ ５ ７ （ 図 １ ０ ） に 向 け て 反 射 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 図 ４ ３ は 、 本 発 明 の 第 ３ の 実 施 態 様 の 第 ３ の 実 施 の 形 態 を 使 用 し た 、 図 ４ １ Ａ ～ 図 ４ １
Ｃ と 同 じ 試 験 サ ン プ ル の 分 析 を 示 し て い る 。 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を
Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル で 溢 れ さ せ る （ 図 ４ １ Ａ ） 。 毛 管 作 用 、 外 部 ア プ リ ケ ー タ に よ り 加 え ら れ
る 圧 力 、 お よ び ／ ま た は 遠 心 力 （ す な わ ち 、 曲 線 運 動 す る 物 体 に 働 く 力 で あ っ て 、 回 転 の
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中 心 も し く は 曲 率 ま た は 回 転 軸 か ら 離 れ る 方 向 に 向 い た 力 ） が 、 試 験 サ ン プ ル に 作 用 し て
、 一 次 抗 体 １ ８ ８ と の 接 触 を 実 現 す る 。 一 次 抗 体 は 、 試 験 サ ン プ ル 内 に 存 在 す る 任 意 の Ｃ
Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ と 接 触 し て 、 こ れ ら の 細 胞 を 捕 捉 す る （
図 ４ １ Ｂ ） 。 光 ド ラ イ ブ モ ー タ １ ６ ２ （ 図 １ ０ ） が 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ 、 こ れ に よ り
、 結 合 し て い な い Ｔ 細 胞 が 、 捕 捉 領 域 １ ４ ０ （ 図 ２ ８ Ｊ ） か ら 取 り 除 か れ る 。 光 デ ィ ス ク
ド ラ イ ブ １ １ ２ （ 図 １ ） の 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ は 、 捕 捉 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ び
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ （ 図 ４ １ Ｃ ） と 相 互 作 用 し 、 透 過 ビ ー ム １ ５ ６ は 、 処 理 お よ び 分 析
の た め に 、 検 出 器 １ ５ ７ （ 図 １ ０ ） に 向 け て 送 ら れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
ク ラ ス タ 指 定 の 計 数 － 実 施 態 様 Ｉ Ｖ
　 次 に 図 ４ ４ Ａ ～ 図 ４ ４ Ｄ を 参 照 し て 、 本 発 明 の 第 ４ の 実 施 態 様 の バ イ オ デ ィ ス ク を 使 用
し た 、 精 製 お よ び 洗 浄 を 受 け た Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル （ 図 １ ７ Ａ ） の 分 析 を 示 す 。 図 ４ ４ Ａ は 、
一 次 抗 体 Ｔ 細 胞 複 合 体 の 調 製 を 示 す イ ラ ス ト の 流 れ 図 で あ る 。 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ０ お よ
び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 １ ９ ４ の 双 方 を 含 む Ｍ Ｎ Ｃ 懸 濁 液 を 一 次 抗 体 １ ８ ８ と 混 合 し て 、 結 合 さ
せ 、 そ れ に よ っ て 、 一 次 抗 体 Ｔ 細 胞 複 合 体 を 形 成 す る 。 当 業 者 に は 明 ら か な よ う に 、 異 な
る 表 面 マ ー カ を 有 す る 他 の 細 胞 に も 、 現 在 の 実 施 態 様 を 使 用 し て タ グ 付 け を 行 う こ と が で
き る 。 図 ４ ４ Ｂ に 示 す よ う に 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を 一 次 抗 体 Ｔ 細
胞 複 合 体 で 溢 れ さ せ る 。 毛 管 作 用 、 外 部 ア プ リ ケ ー タ に よ り 加 え ら れ る 圧 力 、 お よ び ／ ま
た は 遠 心 力 （ す な わ ち 、 曲 線 運 動 す る 物 体 に 働 く 力 で あ っ て 、 回 転 の 中 心 も し く は 曲 率 ま
た は 回 転 軸 か ら 離 れ る 方 向 に 向 い た 力 ） が 、 試 験 サ ン プ ル に 作 用 し て 、 バ イ オ デ ィ ス ク １
１ ０ の 活 性 層 １ ４ ４ に 固 定 さ れ た 二 次 抗 体 １ ８ ８ と の 接 触 を 実 現 す る 。 図 ４ ４ Ｃ に 示 す よ
う に 、 二 次 抗 体 １ ８ ６ は 、 一 次 抗 体 Ｔ 細 胞 複 合 体 に 対 す る 親 和 性 を 有 し 、 こ れ ら の 複 合 体
を 捕 捉 す る 。 光 ド ラ イ ブ モ ー タ １ ６ ２ （ 図 １ ０ ） が 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ 、 こ れ に よ り
、 結 合 し て い な い 複 合 体 が 、 捕 捉 領 域 １ ４ ０ （ 図 ３ ２ Ｉ ） か ら 取 り 除 か れ る 。 光 デ ィ ス ク
ド ラ イ ブ １ １ ２ （ 図 １ ） の 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ は 、 図 ４ ４ Ｄ の 捕 捉 さ れ た 複 合 体 と 相 互 作 用
し 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ は 、 処 理 お よ び 分 析 の た め に 、 検 出 器 １ ５ ７ （ 図 １ ０ ） に 向 け て 反
射 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 図 ４ ４ Ａ ～ 図 ４ ４ Ｄ は 、 本 発 明 の 方 法 の 別 の 主 要 な 態 様 も 示 し て い る 。 図 １ ７ Ａ に 関 連
し て 、 ク ラ ス タ 指 定 の 計 数 を 行 う 別 の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 （ １ ） 分 離 勾 配 液 を
含 む 管 に 血 液 サ ン プ ル を 供 給 し 、 （ ２ ） こ の 血 液 サ ン プ ル を 層 に 分 離 す る の に 十 分 な 時 間
お よ び 速 度 で こ の 管 を 回 転 さ せ 、 （ ３ ） Ｔ 細 胞 を 含 む Ｍ Ｎ Ｃ 層 を 再 懸 濁 し 、 そ れ に よ り Ｍ
Ｎ Ｃ 懸 濁 液 を 形 成 し 、 （ ４ ） こ の Ｍ Ｎ Ｃ 懸 濁 液 に 一 次 抗 体 を 加 え る ス テ ッ プ で あ っ て 、 そ
れ に よ り 一 次 抗 体 Ｔ 細 胞 複 合 体 を 形 成 し 、 （ ５ ） 少 な く と も １ つ の 捕 捉 剤 を 含 ん だ 少 な く
と も １ つ の 捕 捉 領 域 を 備 え る デ ィ ス ク 表 面 に 一 次 抗 体 Ｔ 細 胞 複 合 体 の サ ン プ ル を 供 給 し 、
（ ６ ） こ の デ ィ ス ク を 光 学 式 読 み 取 り 装 置 に ロ ー ド し 、 （ ７ ） 電 磁 放 射 入 射 ビ ー ム を 捕 捉
領 域 に 送 り 、 （ ８ ） 捕 捉 領 域 で デ ィ ス ク と 相 互 作 用 し た 後 に 形 成 さ れ る 電 磁 放 射 ビ ー ム を
検 出 し 、 （ ９ ） こ の 検 出 し た ビ ー ム を 出 力 信 号 に 変 換 し 、 （ １ ０ ） こ の 出 力 信 号 を 分 析 し
、 そ れ に よ り 捕 捉 領 域 で 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 数 に 関 す る 情 報 を 抽 出 す る 、 ス テ ッ プ を 含 む 。
こ の 方 法 の 一 実 施 の 形 態 で は 、 光 デ ィ ス ク は 、 捕 捉 領 域 に 送 ら れ て 細 胞 に 衝 突 し な か っ た
光 が 反 射 さ れ る よ う な 反 射 層 に よ り 構 築 さ れ る 。 こ の 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 光 デ ィ
ス ク は 、 捕 捉 領 域 に 送 ら れ て 細 胞 に 衝 突 し な か っ た 光 が 光 デ ィ ス ク を 透 過 す る よ う に 構 築
さ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 図 ４ ５ は 、 本 発 明 の 第 ４ の 実 施 態 様 の 第 ２ の 実 施 の 形 態 を 使 用 し た 、 図 ４ ４ Ａ ～ 図 ４ ４
Ｄ と 同 じ 試 験 サ ン プ ル の 分 析 を 示 し て い る 。 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を
一 次 抗 体 Ｔ 細 胞 複 合 体 で 溢 れ さ せ る （ 図 ４ ４ Ｂ ） 。 毛 管 作 用 、 外 部 ア プ リ ケ ー タ に よ り 加
え ら れ る 圧 力 、 お よ び ／ ま た は 遠 心 力 （ す な わ ち 、 曲 線 運 動 す る 物 体 に 働 く 力 で あ っ て 、
回 転 の 中 心 も し く は 曲 率 ま た は 回 転 軸 か ら 離 れ る 方 向 に 向 い た 力 ） が 、 試 験 サ ン プ ル に 作
用 し て 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 活 性 層 １ ４ ４ に 固 定 さ れ た 二 次 抗 体 １ ８ ８ と の 接 触 を 実
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現 す る 。 一 次 抗 体 Ｔ 細 胞 複 合 体 に 対 し 親 和 性 を 有 す る 二 次 抗 体 １ ８ ６ は 、 複 合 体 を 捕 捉 す
る （ 図 ４ ４ Ｃ ） 。 光 ド ラ イ ブ モ ー タ １ ６ ２ （ 図 １ ０ ） が 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ 、 こ れ に
よ り 、 結 合 し て い な い 複 合 体 が 、 捕 捉 領 域 １ ４ ０ （ 図 ３ ２ Ｉ ） か ら 取 り 除 か れ る 。 光 デ ィ
ス ク ド ラ イ ブ １ １ ２ （ 図 １ ） の 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ は 、 捕 捉 さ れ た 複 合 体 （ 図 ４ ４ Ｄ ） と 相
互 作 用 し 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ は 、 処 理 お よ び 分 析 の た め に 、 検 出 器 １ ５ ７ （ 図 １ ０ ） に 向
け て 反 射 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 図 ４ ６ は 、 本 発 明 の 第 ４ の 実 施 態 様 の 第 ３ の 実 施 の 形 態 を 使 用 し た 、 図 ４ ４ Ａ ～ 図 ４ ４
Ｄ と 同 じ 試 験 サ ン プ ル の 分 析 を 示 し て い る 。 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の フ ロ ー 流 路 １ ３ ０ を
一 次 抗 体 Ｔ 細 胞 複 合 体 で 溢 れ さ せ る （ 図 ４ ４ Ｂ ） 。 毛 管 作 用 、 外 部 ア プ リ ケ ー タ に よ り 加
え ら れ る 圧 力 、 お よ び ／ ま た は 遠 心 力 （ す な わ ち 、 曲 線 運 動 す る 物 体 に 働 く 力 で あ っ て 、
回 転 の 中 心 も し く は 曲 率 ま た は 回 転 軸 か ら 離 れ る 方 向 に 向 い た 力 ） が 、 試 験 サ ン プ ル に 作
用 し て 、 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 活 性 層 １ ４ ４ に 固 定 さ れ た 二 次 抗 体 １ ８ ８ と の 接 触 を 実
現 す る 。 一 次 抗 体 Ｔ 細 胞 複 合 体 に 対 し 親 和 性 を 有 す る 二 次 抗 体 １ ８ ６ は 、 複 合 体 を 捕 捉 す
る （ 図 ４ ４ Ｃ ） 。 光 ド ラ イ ブ モ ー タ １ ６ ２ （ 図 １ ０ ） が 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ 、 こ れ に
よ り 、 結 合 し て い な い 複 合 体 が 、 捕 捉 領 域 １ ４ ０ （ 図 ３ ２ Ｉ ） か ら 取 り 除 か れ る 。 光 デ ィ
ス ク ド ラ イ ブ １ １ ２ （ 図 １ ） の 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ は 、 捕 捉 さ れ た 複 合 体 （ 図 ４ ４ Ｄ ） と 相
互 作 用 し 、 透 過 ビ ー ム １ ５ ６ は 、 処 理 お よ び 分 析 の た め に 、 検 出 器 １ ５ ７ （ 図 １ ０ ） に 向
け て 送 ら れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 当 業 者 は 、 こ れ ら の 教 示 に 鑑 み て 、 本 発 明 の 範 囲 お よ び 精 神 か ら 逸 脱 せ ず に 、 本 発 明 の
方 法 の １ つ ま た は 複 数 の 実 施 態 様 の １ つ ま た は 複 数 の 実 施 の 形 態 を 組 み 合 わ せ る こ と が 可
能 で あ る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ０ 】
細 胞 検 出 お よ び 関 連 す る ソ フ ト ウ ェ ア
　 図 ４ ７ を 参 照 し て 、 サ ン プ ル を 保 持 す る た め の 流 体 回 路 １ ２ ８ を 備 え た 光 バ イ オ デ ィ ス
ク １ １ ０ を 示 す 。 ま た 、 図 ４ ７ は 、 異 な る 捕 捉 領 域 ま た は 標 的 領 域 １ ４ ０ お よ び 標 的 領 域
１ ４ １ を 示 す た め に 拡 大 し た 流 体 回 路 ４ ７ も 示 し て い る 。 標 的 領 域 １ ４ １ は 、 基 準 マ ー ク
ま た は 検 量 線 作 成 ド ッ ト ２ ０ ２ を 備 え る 。 こ の 特 定 の 実 施 の 形 態 で は 、 ５ つ の 捕 捉 領 域 １
４ ０ が 使 用 さ れ る 。 各 捕 捉 領 域 は 、 そ れ ぞ れ 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 、 Ｃ Ｄ ３ ＋ 細
胞 、 Ｃ Ｄ ４ ５ ＋ 細 胞 、 お よ び ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て の ミ オ グ ロ ビ ン を 捕 捉 す る よ
う に 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 図 ４ ８ Ａ は 、 ６ つ の 捕 捉 領 域 １ ４ ０ を 備 え た 異 な る 実 施 の 形 態 か ら 得 ら れ る 画 像 で あ る
。 各 捕 捉 領 域 は 、 そ れ ぞ れ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ ＋ 細 胞 、 Ｃ Ｄ １ ５ ＋ 細 胞 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 、 お よ び Ｃ
Ｄ ８ ＋ 細 胞 を そ れ ぞ れ 捕 捉 す る よ う に 実 施 さ れ る も の と 、 Ｃ Ｄ ＋ １ ５ 細 胞 用 の 第 ２ の 捕 捉
領 域 と 、 Ｃ Ｄ ４ ５ ＋ 細 胞 用 の 第 ２ の 捕 捉 領 域 で あ る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 ２ つ の Ｃ Ｄ ４
５ 捕 捉 領 域 お よ び Ｃ Ｄ １ ５ 捕 捉 領 域 を 確 認 制 御 ま た は チ ェ ッ ク と し て 使 用 し 、 捕 捉 効 率 の
結 果 お よ び 予 想 計 数 の 結 果 が 一 致 し て い る こ と を 検 証 す る こ と が で き る 。 ま た 、 図 ４ ８ Ａ
は 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ 、 お よ び 制 御 の 拡 大 図 に よ っ て 一 連 の 細 胞 表 面 の 抗 原 を 示 し て い る 。
こ こ に 示 す よ う に 、 画 像 は 、 背 景 フ ィ ー ル ド に 対 し て 示 さ れ た 複 数 の 細 胞 か ら な る 。 図 ４
８ Ｂ は 、 本 発 明 に よ る バ イ オ デ ィ ス ク か ら 得 ら れ た 画 像 と 比 較 し た 実 際 の 顕 微 鏡 画 像 の 制
御 領 域 、 Ｃ Ｄ ４ 捕 捉 領 域 、 お よ び Ｃ Ｄ ８ 捕 捉 領 域 の 拡 大 図 で あ る 。 図 ４ ９ は 、 実 際 の 顕 微
鏡 画 像 と 、 本 発 明 に よ る 対 応 す る バ イ オ デ ィ ス ク 画 像 と の 別 の 比 較 を 、 よ り 詳 細 に 示 し て
い る 。 図 ４ ８ Ｂ お よ び 図 ４ ９ に 表 す よ う に 、 本 発 明 者 等 は 、 顕 微 鏡 か ら 得 る こ と が で き る
品 質 お よ び 解 像 度 と 比 較 し て 、 バ イ オ デ ィ ス ク 画 像 が 、 そ れ に 等 し い 品 質 お よ び 解 像 度 を
有 す る こ と に 確 認 し た 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 画 像 は 、 本 発 明 の 装 置 お よ び 方 法 を 使 用 し
て 、 背 景 に 対 し て 個 々 の 細 胞 を 可 視 化 で き る こ と を 実 証 し て い る 。 検 査 特 徴 を 検 出 す る 方
法 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 、 共 に 「 Signal Processing Apparatus and Methods 
for Obtaining Signal Signatures of Investigational Features Detected on a Surfac
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e of an Optical Disc Assembly」 と 題 し 、 そ れ ぞ れ 、 ２ ０ ０ １ 年 ２ 月 ２ 日 お よ び ２ ０ ０
１ 年 ５ 月 １ ８ 日 に 出 願 さ れ て い る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ０ ， ０ ９ ５ 号 お よ び 第 ６ ０ ／ ２
９ ２ ， １ ０ ８ 号 、 な ら び に 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 「 Optical Disc Analysis System
 Including Related Methods For Biological and Medical Imaging」 と 題 し 、 ２ ０ ０ ２
年 １ 月 １ ０ 日 に 出 願 さ れ て い る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ４ ３ ， ６ ８ ８ 号 に 、 よ り 詳 細 に 記
載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 願 の す べ て は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 こ れ ら の 細 胞 は 、 さ ま ざ ま な 異 な る 方 法 の １ つ を 通 じ て 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 方
法 は 、 例 え ば 、 エ ッ ジ 検 出 ハ ー ド ウ ェ ア ま た は エ ッ ジ 検 出 ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 、 透 過
光 ま た は 反 射 光 の 十 分 大 き な レ ベ ル の 変 化 を 検 出 し て 計 数 し 、 し た が っ て 、 遷 移 、 ゆ え に
細 胞 を 計 数 す る こ と を 含 む 。 以 下 に 、 よ り 詳 細 に 説 明 す る 別 の 方 法 は 、 画 像 認 識 ソ フ ト ウ
ェ ア ま た は パ タ ー ン 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 、 背 景 に 対 し て 細 胞 を 識 別 す る も の で あ
る 。 画 像 認 識 は 、 Ｗ Ｂ Ｃ を Ｒ Ｂ Ｃ と 区 別 す る こ と が で き 、 ま た 、 好 中 球 、 単 球 、 好 塩 基 球
、 好 酸 球 、 顆 粒 球 、 お よ び リ ン パ 球 を も 区 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 １ ． ６ マ イ ク ロ メ ー ト ル 程 度 離 れ た ト ラ ッ ク を 有 す る 光 デ ィ ス ク を 使 用 し て 、 デ ィ ス ク
上 の 細 胞 ま た は 集 合 体 を 画 像 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 白 血 球 は 、 通 常 、 少 な く と も
５ ト ラ ッ ク 分 か ら １ ２ ト ラ ッ ク 分 ほ ど の 直 径 を 有 す る の で 、 そ の 白 血 球 の 画 像 を 得 る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 こ の よ う な 画 像 を 得 る た め に 、 図 ２ 、 図 ３ 、 お よ び 図 ４ に 示 す タ イ プ の 透 過 型 デ ィ ス ク
を 使 用 す る こ と が で き （ た だ し 、 反 射 型 デ ィ ス ク も 使 用 で き る ） 、 ト リ ガ セ ン サ １ ６ ０ お
よ び 上 部 検 出 器 １ ５ ８ を 備 え た 図 １ ０ に 示 す タ イ プ の デ ィ ス ク ド ラ イ ブ シ ス テ ム を 使 用 す
る こ と が で き る 。 ト リ ガ 検 出 器 １ ５ ８ は 、 透 過 型 デ ィ ス ク の ト リ ガ マ ー ク １ ２ ６ を 検 出 し
、 そ の マ ー ク が 検 出 さ れ る と 、 デ ー タ の 収 集 お よ び ／ ま た は 処 理 を 行 う コ ン ピ ュ ー タ に 信
号 を 供 給 す る 。 光 源 が 、 視 界 窓 の ト ラ ッ ク を 通 過 す る と 、 画 像 が 、 受 信 さ れ た 透 過 光 と し
て 得 ら れ る 。 こ の 場 合 の 上 部 検 出 器 は 、 単 一 の 検 出 器 で あ っ て も よ い し 、 半 径 方 向 お よ び
／ ま た は 円 周 方 向 に 向 い た 複 数 の 検 出 器 エ レ メ ン ト か ら な る 配 列 で あ っ て も よ い 。 こ の よ
う な 検 出 器 お よ び 検 出 方 法 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 以 下 の 出 願 に 記 載 さ
れ て い る 。 す な わ ち 、 ２ ０ ０ ０ 年 １ １ 月 ９ 日 に 出 願 さ れ た 「 Optical Disc Drive For Bio
-Optical Disc」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ４ ７ ， ４ ６ ５ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ５ 月 ２ ２ 日
に 出 願 さ れ た 「 Disc Drive Assembly For Optical Bio-Discs」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６
０ ／ ２ ９ ３ ， ０ ９ ３ 号 、 お よ び ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ９ 日 に 出 願 さ れ た 「 Disc Drive System 
and Methods for Use with Bio-discs」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ０ ８ ， １ ５ ６ 号
に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 願 の そ れ ぞ れ は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書
に 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 図 ４ ８ Ａ 、 図 ４ ８ Ｂ 、 お よ び 図 ４ ９ の よ う な 画 像 が 得 ら れ た 後 、 そ の 画 像 デ ー タ を 、 所
望 の 特 徴 を 識 別 す る よ う に 設 計 さ れ た 画 像 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て さ ら に 処 理 す る こ と
が で き る 。 こ の 画 像 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 細 胞 を 背 景 と 区 別 す る 能 力 だ け で な く 、 あ る 型
の 細 胞 を 別 の 型 の 細 胞 と 区 別 す る 能 力 を 有 す る こ と が さ ら に 望 ま し い 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 次 に 図 ５ ０ を 参 照 し て 、 赤 血 球 お よ び 白 血 球 の 双 方 を 含 む 検 査 デ ー タ か ら 得 ら れ た 画 像
を 示 す 。 拡 大 図 に 示 す よ う に 、 こ れ ら の 白 血 球 お よ び 赤 血 球 は 、 明 ら か に 区 別 可 能 な 特 徴
を 有 し 、 し た が っ て 、 背 景 に 対 し て 検 出 す る こ と が で き 、 画 像 認 識 に よ っ て 互 い を 区 別 す
る こ と も で き る 。 さ ら に 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 顆 粒 球 、 お よ び 好 塩 基 球 を
含 む 白 血 球 の 型 を 、 互 い に 区 別 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 図 ５ １ は 、 多 数 の 細 胞 を 有 す る サ ン プ ル フ ィ ー ル ド を 示 し 、 プ ラ ス 記 号 は 、 細 胞 と し て
識 別 さ れ た そ れ ぞ れ の 対 象 物 を 示 し て い る 。 あ ら ゆ る 領 域 ま た は 任 意 の 数 の 所 望 の 領 域 に
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つ い て 、 細 胞 の 数 が 検 出 さ れ た 後 、 そ の 結 果 の 細 胞 計 数 デ ー タ は 、 単 一 の ス ク リ ー ン に 表
示 す る こ と が で き る 。 こ の ス ク リ ー ン は 、 例 え ば 図 ５ ２ に 示 す 表 現 と い っ た 見 易 い 表 現 を
提 供 す る 。 図 ５ ２ に 示 す よ う に 、 具 体 的 な 細 胞 計 数 は 、 棒 グ ラ フ と 共 に 提 供 さ れ 、 相 対 的
な 細 胞 数 が 明 示 さ れ る 。 Ｃ Ｄ ４ ／ Ｃ Ｄ ８ 分 析 の 場 合 、 シ ス テ ム は 、 Ｃ Ｄ ４ ／ Ｃ Ｄ ８ 比 と 共
に 、 他 の 任 意 の 所 望 の 数 学 計 算 ま た は 比 較 も 生 成 す る こ と が で き る 。 図 ５ ３ は 、 画 像 フ ィ
ー ル ド 内 の 細 胞 が 、 Ｃ Ｄ ４ 計 数 、 Ｃ Ｄ ８ 計 数 、 お よ び 比 に 変 換 さ れ て い る と こ ろ を 示 す プ
ロ セ ス の 別 の ビ ュ ー を 提 供 し 、 そ の 出 力 は 、 比 が 正 常 な 範 囲 内 に あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 細 胞 検 出 お よ び 関 連 し た 処 理 方 法 に 関 す る 本 発 明 の 態 様 は 、 以 下 の 米 国 仮 出 願 に も 開 示
さ れ て い る 。 す な わ ち 、 ２ ０ ０ １ 年 ８ 月 ３ １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Capture Layer Assemblies
 and Optical Bio-Discs for Immunophenotyping」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ １ ６ ，
２ ７ ３ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ９ 月 ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Imaging Blood cells, Blood
-Borne Parasites and Pathogens, and Other Biological Matter Including Related Op
tical Bio-Discs and Drive Assemblies」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ １ ８ ， ０ ２ ６ 号
、 ２ ０ ０ １ 年 ９ 月 １ ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Optical Analysis Discs Including Microfluidi
c Circuits for Performing Cell Counts」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ２ ２ ， ５ ２ ７
号 、 ２ ０ ０ １ 年 ９ 月 １ １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Optical Analysis Discs Including Fluidic C
ircuits for Optical Imaging and Quantitative Evaluation of Blood Cells Including
 Lymphocytes」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ２ ２ ， ０ ４ ０ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ９ 月 １ ２ 日 に
出 願 さ れ た 「 Methods for Differential Cell Counts Including Leukocytes and Use of
 Optical Bio-Disc for Performing Same」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ２ ２ ， ８ ６ ３
号 、 お よ び ２ ０ ０ １ 年 ９ 月 １ ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Reducing Non-Specific Bi
nding of Cells on Optical Bio-Discs Utilizing Charged Matter Including Heparin, 
Plasma, or Poly-Lysine」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ２ ２ ， ７ ９ ３ 号 に 開 示 さ れ て い
る 。 こ れ ら の 出 願 の す べ て は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
分 画 細 胞 計 数 方 法 お よ び 関 連 す る ソ フ ト ウ ェ ア
　 光 デ ィ ス ク デ ー タ を 使 用 し た 白 血 球 計 数 用 の 複 数 の 方 法 お よ び 関 連 す る ア ル ゴ リ ズ ム を
本 明 細 書 で さ ら に 詳 細 に 論 考 す る 。 こ れ ら の 方 法 お よ び 関 連 す る ア ル ゴ リ ズ ム は 、 白 血 球
の 計 数 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 任 意 の 型 の 細 胞 物 質 の 計 数 を 行 う こ と に 容 易 に 適 用 す
る こ と が で き る 。 こ の 細 胞 物 質 に は 、 赤 血 球 、 白 血 球 、 ビ ー ズ （ beads） 、 お よ び 光 学 式
読 み 取 り 装 置 に よ っ て 検 出 で き る 同 様 の 光 シ グ ネ チ ャ （ optical signature） を 生 成 す る
生 物 お よ び 非 生 物 の 双 方 の 他 の 任 意 の 対 象 物 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は
な い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 図 ５ ４ ～ 図 ５ ８ を 参 照 し て 説 明 す る 本 発 明 に 関 す る 方 法 お よ び ア ル ゴ リ ズ ム の 以 下 の 説
明 は 、 例 示 の 目 的 で 、 白 血 球 の 計 数 を 対 象 と す る 。 幾 つ か を 変 更 す る こ と に よ り 、 こ れ ら
の 方 法 お よ び ア ル ゴ リ ズ ム を 、 他 の 型 の 細 胞 、 す な わ ち 白 血 球 と 同 様 の サ イ ズ の 対 象 物 の
計 数 に 適 用 す る こ と が で き る 。 こ の 細 胞 計 数 方 法 お よ び ア ル ゴ リ ズ ム の デ ー タ 評 価 の 態 様
を 本 明 細 書 で 一 般 的 に 説 明 し 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 装 置 の 関 連 す る 背 景 を 提 供 す る 。 光 バ
イ オ デ ィ ス ク か ら 検 査 デ ー タ を 取 り 込 ん で 処 理 す る 方 法 お よ び ア ル ゴ リ ズ ム は 、 一 般 の 広
い 適 用 性 を 有 し 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 次 の 米 国 仮 出 願 に さ ら に 詳 細 に 開 示 さ れ て
い る 。 す な わ ち 、 ２ ０ ０ １ 年 ５ 月 １ ６ 日 に 出 願 さ れ た 「 Variable Sampling Control For 
Rendering Pixelation of Analysis Results In Optical Bio-Disc Assembly And Appara
tus Relating Thereto」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ９ １ ， ２ ３ ３ 号 お よ び 「 Methods 
For Differential Cell Counts Including Related Apparatus and Software For Perfor
ming Same」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ４ ０ ４ ， ９ ２ １ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 前 者 の 出
願 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ 、 後 者 の 出 願 は 、 上 記 で 援 用 し た も の で あ る 。 以 下
の 論 考 で は 、 簡 単 な 説 明 に よ り 、 こ れ ら の 方 法 お よ び ア ル ゴ リ ズ ム の 基 本 的 な 方 式 を 提 示
す る 。 図 １ ０ に 示 す よ う に 、 生 物 試 験 サ ン プ ル の 属 性 に 関 す る 情 報 は 、 試 験 サ ン プ ル と の
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相 互 作 用 に よ り 変 更 ま た は 変 調 を 受 け た 電 磁 放 射 ビ ー ム の 形 で 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０
か ら 取 り 出 さ れ る 。 図 ２ 、 図 ３ 、 図 ４ 、 図 １ １ 、 図 １ ３ 、 お よ び 図 １ ５ と 共 に 論 考 し た 反
射 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 場 合 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ が 、 生 物 サ ン プ ル に 関 す る 情 報 を 運 ぶ 。
上 述 し た よ う に 、 こ の よ う な 生 物 サ ン プ ル に 関 す る 情 報 は 、 基 本 的 に 、 入 射 ビ ー ム が 、 フ
ロ ー 流 路 ま た は 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ ま た は 標 的 領 域 １ ４ ０ 内 に あ り 、 し た が っ て 、 サ ン プ
ル と 接 触 し た 時 に の み 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ に 含 ま れ る 。 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 反 射 型 の
実 施 の 形 態 で は 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ は 、 反 射 層 １ ４ ２ 内 も し く は 反 射 層 １ ４ ２ 上 に 符 号 化
さ れ た 情 報 、 ま た は 、 そ れ 以 外 に 図 １ ３ お よ び 図 １ ４ に 示 す ウ ォ ブ ル 溝 １ ７ ０ に 符 号 化 さ
れ た 情 報 も 運 ぶ こ と が で き る 。 当 業 者 に は 明 ら か な よ う に 、 対 応 す る 入 射 ビ ー ム が 、 反 射
層 １ ４ ２ と 接 触 し た 時 に の み 、 事 前 に 記 録 さ れ た 情 報 が 、 標 的 領 域 を 有 す る 反 射 型 デ ィ ス
ク の 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ に 含 ま れ る 。 情 報 を 有 す る 反 射 層 １ ４ ２ が 除 去 さ れ て い る 区 域 、 ま
た は 、 そ れ 例 外 に 存 在 し な い 区 域 に 、 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ が 存 在 す る 場 合 、 こ の よ う な 情 報
は 、 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ に 含 ま れ な い 。 図 ５ 、 図 ６ 、 図 ８ 、 図 ９ 、 図 １ ２ 、 図 １ ４ 、 お よ び
図 １ ６ と 共 に 論 考 し た 透 過 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 場 合 、 透 過 ビ ー ム １ ５ ６ が 、 生 物 サ ン プ
ル に 関 す る 情 報 を 運 ぶ 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 図 １ ０ の 参 照 を 続 け て 、 生 物 試 験 サ ン プ ル に 関 す る 情 報 は 、 そ の 情 報 が 、 反 射 型 デ ィ ス
ク の 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ か ら 得 ら れ よ う と 、 透 過 型 デ ィ ス ク の 透 過 ビ ー ム １ ５ ６ か ら 得 ら れ
よ う と 、 信 号 処 理 用 の プ ロ セ ッ サ １ ６ ６ に 送 ら れ る 。 こ の 処 理 は 、 底 部 検 出 器 １ ５ ７ （ 反
射 型 デ ィ ス ク ） ま た は 上 部 検 出 器 １ ５ ８ （ 透 過 型 デ ィ ス ク ） に よ っ て 検 出 さ れ た ア ナ ロ グ
信 号 の 離 散 的 な デ ジ タ ル 形 式 へ の 変 換 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 次 に 図 ５ ４ を 参 照 し て 、 こ の 信 号 変 換 は 、 一 定 の 時 間 間 隔 ２ １ ２ で ア ナ ロ グ 信 号 ２ １ ０
を サ ン プ リ ン グ す る こ と 、 お よ び 、 そ の 信 号 の 対 応 す る 瞬 時 ア ナ ロ グ 振 幅 ２ １ ４ を 離 散 的
な バ イ ナ リ 整 数 ２ １ ６ と し て 符 号 化 す る こ と を 含 む 。 サ ン プ リ ン グ は 、 あ る 開 始 時 刻 ２ １
８ で 開 始 さ れ 、 あ る 終 了 時 刻 ２ ２ ０ で 停 止 さ れ る 。 任 意 の ア ナ ロ グ － デ ジ タ ル 変 換 プ ロ セ
ス と 関 連 し た ２ つ の 共 通 の 値 は 、 サ ン プ リ ン グ 周 波 数 お よ び ビ ッ ト 深 度 で あ る 。 サ ン プ リ
ン グ 周 波 数 は 、 サ ン プ リ ン グ レ ー ト と も 呼 ば れ 、 単 位 時 間 当 た り に 取 り 込 ま れ る サ ン プ ル
数 で あ る 。 サ ン プ リ ン グ 周 波 数 が 高 い ほ ど 、 連 続 し た サ ン プ ル 間 の 時 間 間 隔 ２ １ ２ は 小 さ
く な り 、 そ の 結 果 、 元 の ア ナ ロ グ 信 号 ２ １ ０ と 比 べ た デ ジ タ ル 信 号 ２ ２ ２ の 忠 実 度 は 高 く
な る 。 ビ ッ ト 深 度 は 、 ア ナ ロ グ 信 号 ２ １ ０ の サ ン プ リ ン グ さ れ た 振 幅 ２ １ ４ を 符 号 化 す る
た め に 各 サ ン プ ル 点 で 使 用 さ れ る ビ ッ ト 数 で あ る 。 ビ ッ ト 深 度 が 大 き い ほ ど 、 バ イ ナ リ 整
数 ２ １ ６ は 、 元 の ア ナ ロ グ 振 幅 ２ １ ４ を よ り 良 く 近 似 す る こ と に な る 。 本 実 施 の 形 態 で は
、 サ ン プ リ ン グ レ ー ト は 、 ８ Ｍ Ｈ ｚ で あ り 、 ビ ッ ト 深 度 は 、 １ つ の サ ン プ ル 当 た り １ ２ ビ
ッ ト で あ る 。 こ れ に よ り 、 ０ か ら ４ ０ ９ ５ （ ０ か ら （ ２ ｎ － １ ） ） の 範 囲 の 整 数 サ ン プ ル
が 可 能 に な る 。 こ こ で 、 ｎ は 、 ビ ッ ト 深 度 で あ る 。 こ の 組 み 合 わ せ は 、 他 の 実 施 の 形 態 で
必 要 な 特 定 の 精 度 に 適 合 す る よ う に 変 更 す る こ と が で き る 。 一 例 で あ っ て 、 こ れ に 限 定 さ
れ る も の で は な い が 、 一 般 に 細 胞 よ り も 小 さ な ビ ー ズ を 計 数 す る 方 法 を 含 む 実 施 の 形 態 で
は 、 サ ン プ リ ン グ 周 波 数 を 増 加 さ せ る こ と が 望 ま し い こ と が あ る 。 次 い で 、 サ ン プ リ ン グ
さ れ た デ ー タ は 、 ア ナ ロ グ ／ デ ジ タ ル 変 換 の た め に プ ロ セ ッ サ １ ６ ６ に 送 信 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 ア ナ ロ グ ／ デ ジ タ ル 変 換 の 間 、 レ ー ザ の 経 路 に 沿 っ て 連 続 し た そ れ ぞ れ の サ ン プ ル 点 ２
２ ４ は 、 一 次 元 配 列 ２ ２ ６ と し て デ ィ ス ク ま た は メ モ リ に 連 続 的 に 記 憶 さ れ る 。 連 続 し た
そ れ ぞ れ の ト ラ ッ ク は 、 独 立 し た 一 次 元 配 列 を 与 え 、 こ の 一 次 元 配 列 は 、 画 像 に 類 似 し た
二 次 元 配 列 ２ ２ ８ （ 図 ５ ７ Ａ ） を 生 成 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 図 ５ ５ は 、 本 発 明 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 斜 視 図 で あ り 、 指 定 部 分 の 拡 大 詳 細 斜 視
図 は 、 捕 捉 さ れ た 白 血 球 ２ ３ ０ が 、 こ の 光 バ イ オ デ ィ ス ク の ト ラ ッ ク ２ ３ ２ を 基 準 と し て
位 置 す る こ と を 示 し て い る 。 図 示 す る よ う に 、 入 射 ビ ー ム １ ５ ２ の 白 血 球 ２ ３ ０ と の 相 互
作 用 に よ り 、 信 号 を 含 む ビ ー ム が 、 反 射 型 デ ィ ス ク の 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４ ま た は 透 過 型 デ ィ

10

20

30

40

50

(47) JP 2005-509882 A 2005.4.14



ス ク の 透 過 ビ ー ム １ ５ ６ の い ず れ か の 形 で 生 成 さ れ 、 こ れ が 、 検 出 器 １ ５ ７ ま た は １ ５ ８
の い ず れ か で 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 図 ５ ６ Ａ は 、 図 ５ ５ に 示 す 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の ト ラ ッ ク ２ ３ ２ を 基 準 に し て 位 置
す る 白 血 球 ２ ３ ０ の 別 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。 図 ５ ５ お よ び 図 ５ ６ Ａ に 示 す よ う に 、 白 血 球
２ ３ ０ は 、 約 ４ つ の ト ラ ッ ク Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 お よ び Ｄ に 及 ん で い る 。 図 ５ ６ Ｂ は 、 図 ５ ５ お
よ び 図 ５ ６ Ａ の 白 血 球 ２ １ ０ か ら 得 ら れ た 一 連 の シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス （ signature trace
） を 示 し て い る 。 図 ５ ６ Ｂ に 示 す よ う に 、 検 出 シ ス テ ム は 、 ト ラ ッ ク Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 お よ び
Ｄ に 対 応 し た ４ つ の ア ナ ロ グ 信 号 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 お よ び Ｄ を 供 給 す る 。 図 ５ ６ Ｂ に さ ら に 示
す よ う に 、 ア ナ ロ グ 信 号 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 お よ び Ｄ の そ れ ぞ れ は 、 白 血 球 ２ ３ ０ に 関 す る 特 定
の 情 報 を 運 ぶ 。 し た が っ て 、 図 示 す る よ う に 、 白 血 球 ２ ３ ０ を 走 査 す る こ と に よ り 、 区 別
可 能 で （ distinct） 、 か つ 、 検 出 お よ び 処 理 が 可 能 な 乱 れ が 入 射 ビ ー ム に 生 じ る 。 次 い で
、 ア ナ ロ グ シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス （ 信 号 ） ２ １ ０ は 、 図 ５ ７ Ａ お よ び 図 ５ ７ Ｃ に 示 す よ う な
類 似 し た デ ジ タ ル 信 号 ２ ２ ２ に 変 換 す る た め に プ ロ セ ッ サ １ ６ ６ に 送 ら れ る 。 図 ５ ７ Ａ お
よ び 図 ５ ７ Ｃ に つ い て は 、 以 下 に さ ら に 詳 細 に 論 考 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 図 ５ ７ は 、 図 ５ ７ Ａ 、 図 ５ ７ Ｂ 、 図 ５ ７ Ｃ 、 お よ び 図 ５ ７ Ｄ の 間 の 関 係 を 示 す グ ラ フ 表
示 で あ る 。 図 ５ ７ Ａ 、 図 ５ ７ Ｂ 、 図 ５ ７ Ｃ 、 お よ び 図 ５ ７ Ｄ は 、 図 ５ ６ Ｂ か ら の シ グ ネ チ
ャ ト レ ー ス の デ ジ タ ル 信 号 ２ ２ ２ へ の 変 換 の イ ラ ス ト に よ る グ ラ フ 表 示 で あ る 。 こ の デ ジ
タ ル 信 号 ２ ２ ２ は 、 一 次 元 配 列 ２ ２ ６ と し て 記 憶 さ れ て お り 、 デ ー タ 入 力 ２ ４ ４ 用 に 二 次
元 配 列 ２ ２ ８ に 結 合 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 次 に 図 ５ ７ Ａ を 特 に 参 照 し て 、 図 ５ ５ お よ び 図 ５ ６ Ａ に 示 す 光 バ イ オ デ ィ ス ク の ト ラ ッ
ク Ａ お よ び Ｂ か ら の サ ン プ リ ン グ さ れ た ア ナ ロ グ 信 号 ２ １ ０ を 示 す 。 プ ロ セ ッ サ １ ６ ６ は
、 次 に 、 ア ナ ロ グ 信 号 ２ １ ０ の 対 応 す る 瞬 時 ア ナ ロ グ 振 幅 ２ １ ４ を 、 離 散 的 な バ イ ナ リ 整
数 ２ １ ６ と し て 符 号 化 す る （ 図 ５ ４ 参 照 ） 。 そ の 結 果 の 一 連 の デ ー タ 点 が 、 サ ン プ リ ン グ
さ れ た ア ナ ロ グ 信 号 ２ １ ０ に 類 似 し た デ ジ タ ル 信 号 ２ ２ ２ で あ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 次 に 図 ５ ７ Ｂ を 参 照 し て 、 ト ラ ッ ク Ａ お よ び Ｂ （ 図 ５ ７ Ａ ） か ら 得 ら れ た デ ジ タ ル 信 号
２ ２ ２ は 、 独 立 し た 一 次 元 メ モ リ 配 列 ２ ２ ６ と し て 記 憶 さ れ る 。 連 続 し た そ れ ぞ れ の ト ラ
ッ ク は 、 対 応 す る 一 次 元 配 列 を 与 え る 。 こ の 一 次 元 配 列 が 、 先 行 す る 一 次 元 配 列 と 結 合 さ
れ る と 、 画 像 に 類 似 し た 二 次 元 配 列 ２ ２ ８ が 生 成 さ れ る 。 次 い で 、 こ の デ ジ タ ル デ ー タ は
、 サ ン プ ル 点 ２ ２ ４ （ 図 ５ ４ ） か ら な る 二 次 元 配 列 ２ ２ ８ と し て メ モ リ ま た は デ ィ ス ク に
記 憶 さ れ る 。 サ ン プ ル 点 ２ ２ ４ は 、 サ ン プ ル 区 域 内 の 特 定 の 点 に お け る 帰 還 ビ ー ム １ ５ ４
ま た は 透 過 ビ ー ム １ ５ ６ （ 図 ５ ５ ） の 相 対 的 な 強 度 を 表 す も の で あ る 。 次 い で 、 二 次 元 配
列 は 、 図 ５ ７ Ｂ に 表 す よ う な 生 の フ ァ イ ル ま た は 画 像 フ ァ イ ル ２ ４ ０ の 形 で メ モ リ ま た は
デ ィ ス ク に 記 憶 さ れ る 。 次 い で 、 画 像 フ ァ イ ル ２ ４ ０ に 記 憶 さ れ た デ ー タ は 、 取 り 出 さ れ
て メ モ リ に 与 え ら れ （ ２ ４ ２ ） 、 図 １ ０ に 示 す 分 析 装 置 １ ６ ８ へ の デ ー タ 入 力 ２ ４ ４ と し
て 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 図 ５ ７ Ｃ は 、 図 ５ ５ お よ び 図 ５ ６ Ａ に 示 す 光 バ イ オ デ ィ ス ク の ト ラ ッ ク Ｃ お よ び Ｄ か ら
の サ ン プ リ ン グ さ れ た ア ナ ロ グ 信 号 ２ １ ０ を 示 し て い る 。 プ ロ セ ッ サ １ ６ ６ は 、 次 に 、 ア
ナ ロ グ 信 号 ２ １ ０ の 対 応 す る 瞬 時 ア ナ ロ グ 振 幅 ２ １ ４ を 、 離 散 的 な バ イ ナ リ 整 数 ２ １ ６ と
し て 符 号 化 す る （ 図 ５ ４ ） 。 そ の 結 果 の 一 連 の デ ー タ 点 が 、 サ ン プ リ ン グ さ れ た ア ナ ロ グ
信 号 ２ １ ０ に 類 似 し た デ ジ タ ル 信 号 ２ ２ ２ で あ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 次 に 図 ５ ７ Ｄ を 参 照 し て 、 ト ラ ッ ク Ｃ お よ び Ｄ か ら 得 ら れ た デ ジ タ ル 信 号 ２ ２ ２ は 、 独
立 し た 一 次 元 メ モ リ 配 列 ２ ２ ６ と し て 記 憶 さ れ る 。 連 続 し た そ れ ぞ れ の ト ラ ッ ク は 、 対 応
す る 一 次 元 配 列 を 与 え る 。 こ の 一 次 元 配 列 が 、 先 行 す る 一 次 元 配 列 と 結 合 さ れ る と 、 画 像
に 類 似 し た 二 次 元 配 列 ２ ２ ８ が 生 成 さ れ る 。 上 述 し た よ う に 、 こ の デ ジ タ ル デ ー タ は 、 次
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に 、 サ ン プ ル 点 ２ ２ ４ （ 図 ５ ４ ） か ら な る 二 次 元 配 列 ２ ２ ８ と し て メ モ リ ま た は デ ィ ス ク
に 記 憶 さ れ る 。 サ ン プ ル 点 ２ ２ ４ は 、 サ ン プ ル 区 域 内 の 特 定 の 点 に お け る 帰 還 ビ ー ム １ ５
４ ま た は 透 過 ビ ー ム １ ５ ６ （ 図 ５ ５ ） の 相 対 的 な 強 度 を 表 す も の で あ る 。 次 い で 、 二 次 元
配 列 は 、 図 ５ ７ Ｂ に 表 す よ う な 生 の フ ァ イ ル ま た は 画 像 フ ァ イ ル ２ ４ ０ の 形 で メ モ リ ま た
は デ ィ ス ク に 記 憶 さ れ る 。 上 記 に 示 し た よ う に 、 画 像 フ ァ イ ル ２ ４ ０ に 記 憶 さ れ た デ ー タ
は 、 次 に 、 取 り 出 さ れ て メ モ リ に 与 え ら れ （ ２ ４ ２ ） 、 図 １ ０ の 分 析 装 置 １ ６ ８ へ の デ ー
タ 入 力 ２ ４ ４ と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 本 発 明 の 計 算 ア ル ゴ リ ズ ム お よ び 処 理 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 分 析 装 置 １ ６ ８ （ 図 １ ０ ） に 記
憶 さ れ 、 入 力 デ ー タ ２ ４ ４ に 適 用 さ れ て 、 有 用 な 出 力 結 果 ２ ６ ２ （ 図 ５ ８ ） を 生 成 す る 。
こ の 出 力 結 果 は 、 表 示 モ ニ タ １ １ ４ （ 図 １ ０ ） に 表 示 す る こ と が で き る 。 次 に 図 ５ ８ を 参
照 し て 、 本 発 明 の 処 理 方 法 お よ び 計 算 ア ル ゴ リ ズ ム に よ る デ ー タ 評 価 の 主 要 な ス テ ッ プ の
論 理 フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 。 本 処 理 方 法 の 最 初 の 主 要 な ス テ ッ プ は 、 入 力 デ ー タ ２ ４ ４ を
受 信 す る こ と を 含 む 。 上 述 し た よ う に 、 デ ー タ 評 価 は 、 ０ か ら ４ ０ ９ ６ の 範 囲 の 整 数 の 配
列 か ら 開 始 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 次 の 主 要 な ス テ ッ プ ２ ４ ６ は 、 計 数 を 行 う デ ィ ス ク の 区 域 を 選 択 す る こ と で あ る 。 こ の
区 域 が 画 定 さ れ る と 、 次 の 目 的 は 、 画 定 し た 区 域 に 含 ま れ る 全 白 血 球 を 実 際 に 計 数 す る こ
と に な る 。 ス テ ッ プ ２ ４ ６ の 実 施 態 様 は 、 デ ィ ス ク の 構 成 ま た は ユ ー ザ の 選 択 に 依 存 す る
。 一 例 で あ っ て 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 図 ２ お よ び 図 ５ に 示 す 例 え ば 標 的 領
域 １ ４ ０ と い っ た 窓 を 有 す る デ ィ ス ク を 使 用 す る 本 発 明 の 実 施 の 形 態 で は 、 ソ フ ト ウ ェ ア
は 、 そ の 窓 を 認 識 し 、 分 析 お よ び 計 数 を 行 う た め に そ の 窓 の 部 分 を ク ロ ッ ピ ン グ す る 。 好
ま し い 一 実 施 の 形 態 、 例 え ば 図 ２ に 示 す 実 施 の 形 態 で は 、 標 的 領 域 ま た は 窓 は 、 半 円 形 の
部 分 が そ の 各 端 部 に あ る １ × ２ ｍ ｍ の 長 方 形 の 形 状 を 有 す る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 ソ フ
ト ウ ェ ア は 、 そ れ ぞ れ の 窓 の 内 部 に １ × ２ ｍ ｍ の 標 準 長 方 形 の 区 域 を ク ロ ッ ピ ン グ す る 。
こ の 実 施 の 形 態 の 一 態 様 で は 、 読 み 取 り 装 置 は 、 連 続 し た 数 個 の サ ン プ ル 値 を 取 り 込 ん で
、 数 個 の 異 な る 窓 で の 細 胞 数 を 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 図 ５ 、 図 ６ 、 図 ８ 、 お よ び 図 ９ に 示 す よ う に 、 窓 を 有 さ な い 透 過 型 デ ィ ス ク を 使 用 す る
本 発 明 の 実 施 の 形 態 で は 、 ２ つ の 異 な る 方 法 の 一 方 で ス テ ッ プ ２ ４ ６ を 実 行 す る こ と が で
き る 。 固 定 座 標 を 有 す る 点 を 基 準 に し て そ の 中 心 の 位 置 を 特 定 す る こ と に よ る か 、 ま た は
、 基 準 マ ー ク ２ ０ ２ （ 例 え ば 、 図 ２ ４ Ｌ 、 図 ２ ５ 、 お よ び 図 ２ ６ を 参 照 ） を 検 出 す る こ と
に よ る か の い ず れ か で 、 標 準 長 方 形 の 位 置 が 選 択 さ れ る 。 こ の 基 準 マ ー ク は 、 暗 い 色 素 の
点 で あ る 。 基 準 マ ー ク ２ ０ ２ が 使 用 さ れ る 場 合 に は 、 所 望 の コ ン ト ラ ス ト を 有 す る 色 素 を
、 細 胞 の ２ つ の ク ラ ス タ に 関 す る デ ィ ス ク の 特 定 の 位 置 １ ４ １ （ 例 え ば 図 ２ ０ Ｅ ） に 堆 積
さ せ る 。 次 い で 、 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 を 、 そ れ ら 細 胞 の ク ラ ス タ の 一 方 の 中 心 に ス キ
ッ プ す る よ う に 指 示 し 、 次 い で 、 標 準 長 方 形 を 、 選 択 し た ク ラ ス タ の 中 心 に す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ス テ ッ プ ２ ４ ６ に 関 し て 上 述 し た ユ ー ザ の 選 択 に つ い て 、 ユ ー ザ は 、 マ ウ ス 選 択 ま た は
他 の 方 法 で 直 接 対 話 す る こ と に よ り 、 細 胞 計 数 を 行 う 所 望 の サ ン プ ル 区 域 の 形 状 、 例 え ば
長 方 形 区 域 を 指 定 す る こ と が で き る 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア の 本 実 施 の 形 態 で は 、 こ れ は 、 マ
ウ ス を 使 用 し て 、 モ ニ タ １ １ ４ に 表 示 さ れ る 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク 導 出 画 像 の 所 望 の 部 分 の
上 に 長 方 形 を ク リ ッ ク し て ド ラ ッ グ す る こ と を 含 む 。 評 価 区 域 の 選 択 方 法 に か か わ ら ず 、
そ れ ぞ れ の 長 方 形 区 域 は 、 次 の ス テ ッ プ ２ ４ ８ で 計 数 を 行 う た め に 評 価 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 図 ５ ８ の ３ 番 目 の 主 要 な ス テ ッ プ は 、 ス テ ッ プ ２ ４ ８ で あ り 、 こ の ス テ ッ プ は 、 背 景 の
照 度 を 一 様 化 す る こ と を 対 象 に す る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 幾 つ か の ハ ー ド ウ ェ ア 構 成 で 引 き
起 こ さ れ て 起 こ り 得 る 背 景 の 一 様 性 の ば ら つ き を 補 正 す る 。 背 景 照 度 の 一 様 化 に よ り 、 背
景 全 体 、 す な わ ち 細 胞 で な い 画 像 の 部 分 が 、 あ る 任 意 の 背 景 値 Ｖ ｂ ａ ｃ ｋ ｇ ｒ ｏ ｕ ｎ ｄ を
有 す る 平 面 に 近 づ く よ う に 、 各 サ ン プ ル 点 の 強 度 レ ベ ル が 補 わ れ る 。 Ｖ ｂ ａ ｃ ｋ ｇ ｒ ｏ ｕ
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ｎ ｄ は 、 多 く の 方 法 で 決 定 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 標 準 長 方 形 サ ン プ ル 区 域 全 体 に わ た
っ て 平 均 値 を と る こ と で 決 定 す る こ と が で き る が 、 本 実 施 の 形 態 で は 、 そ の 値 は ２ ０ ０ ０
に 設 定 さ れ る 。 選 択 し た 長 方 形 サ ン プ ル 区 域 の 各 点 Ｐ の 値 Ｖ は 、 数 （ Ｖ ｂ ａ ｃ ｋ ｇ ｒ ｏ ｕ

ｎ ｄ ＋ （ Ｖ － Ｐ の 近 傍 の 平 均 値 ） ） に 置 き 換 え ら れ 、 必 要 に 応 じ て 切 り 捨 て ら れ て 、 実 際
の 可 能 な 範 囲 の 値 に 適 合 さ れ る 。 こ の 可 能 な 範 囲 の 値 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で
は ０ か ら ４ ０ ９ ５ で あ る 。 近 傍 の 寸 法 は 、 細 胞 の サ イ ズ よ り も 十 分 大 き く 、 か つ 、 標 準 長
方 形 の サ イ ズ よ り も 十 分 小 さ く な る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 図 ５ ８ の フ ロ ー チ ャ ー ト の 次 の ス テ ッ プ は 、 正 規 化 ス テ ッ プ ２ ５ ０ で あ る 。 正 規 化 ス テ
ッ プ ２ ５ ０ を 行 う 際 に 、 平 均 が ２ ０ ０ ０ で 、 標 準 偏 差 が ６ ０ ０ と な る よ う に 、 一 次 変 換 が
、 標 準 長 方 形 サ ン プ ル 区 域 の デ ー タ を 用 い て 実 行 さ れ る 。 必 要 に 応 じ て 、 そ の 値 は 、 ０ か
ら ４ ０ ９ ６ に 適 合 す る よ う に 切 り 捨 て ら れ る 。 背 景 照 度 一 様 化 ス テ ッ プ ２ ４ ８ に 加 え て こ
の ス テ ッ プ ２ ５ ０ に よ り 、 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 ハ ー ド ウ ェ ア の 変 更 お よ び 調 整 の 影 響 を 受 け
に く く な る 。 一 例 で あ っ て 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば 上 部 検 出 器 １ ５ ８
（ 図 ５ ５ ） と い っ た 検 出 回 路 の 信 号 利 得 を 、 結 果 の 細 胞 計 数 に 大 幅 な 影 響 を 与 え る こ と な
く 変 更 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 図 ５ ８ に 示 す よ う に 、 フ ィ ル タ リ ン グ ス テ ッ プ ２ ５ ２ が 次 に 実 行 さ れ る 。 標 準 長 方 形 内
の そ れ ぞ れ の 点 Ｐ に 対 し て 、 ス テ ッ プ ２ ４ ８ で 示 し た 寸 法 よ り も 小 さ な 寸 法 を 有 す る Ｐ の
近 傍 に お い て 、 Ｖ ｂ ａ ｃ ｋ ｇ ｒ ｏ ｕ ｎ ｄ と 十 分 区 別 可 能 な 値 を 有 す る 点 の 数 が 算 出 さ れ る
。 こ れ ら 算 出 さ れ た 点 は 、 画 像 内 の 細 胞 の サ イ ズ に 近 い は ず で あ る 。 こ の 数 が 十 分 大 き い
場 合 に は 、 Ｐ の 値 は そ の ま ま と さ れ 、 そ う で な い 場 合 に は 、 Ｐ の 値 に は 、 Ｖ ｂ ａ ｃ ｋ ｇ ｒ

ｏ ｕ ｎ ｄ が 割 り 当 て ら れ る 。 こ の フ ィ ル タ リ ン グ 操 作 は 、 雑 音 を 除 去 す る た め に 実 行 さ れ
、 最 適 な 場 合 に は 、 細 胞 の み が 画 像 内 に 残 る 一 方 、 背 景 は 一 様 に Ｖ ｂ ａ ｃ ｋ ｇ ｒ ｏ ｕ ｎ ｄ

に 等 し く な る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 図 ５ ８ に 示 す よ う に 、 不 良 な 構 成 要 素 を 除 去 す る こ と を 対 象 に す る オ プ シ ョ ン の ス テ ッ
プ ２ ５ ４ を 実 行 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 散 乱 、 気 泡 、 埃 、 お よ び 他 の 同 様 の ム ラ と い
っ た 欠 陥 が 、 フ ィ ル タ リ ン グ ス テ ッ プ ２ ５ ２ を 通 過 す る こ と が あ る 。 こ れ ら の 欠 陥 は 、 直
接 的 に 、 ま た は 、 画 像 の ヒ ス ト グ ラ ム の 分 布 全 体 に 影 響 を 与 え る こ と に よ り 、 細 胞 計 数 の
エ ラ ー の 原 因 に な る こ と が あ る 。 通 常 、 こ れ ら の 欠 陥 の サ イ ズ は 、 細 胞 よ り も 十 分 に 大 き
く 、 次 の よ う に し て ス テ ッ プ ２ ５ ４ で 除 去 す る こ と が で き る 。 ま ず 、 選 択 し た 領 域 と 同 じ
寸 法 を 有 す る ２ 値 画 像 が 形 成 さ れ る 。 こ の ２ 値 画 像 内 の 点 に つ い て 、 元 の 画 像 の 対 応 す る
点 の 値 が Ｖ ｂ ａ ｃ ｋ ｇ ｒ ｏ ｕ ｎ ｄ と 等 し い 場 合 に は 、 そ の 点 は 白 と 定 め ら れ 、 そ う で な い
場 合 に は 、 黒 と 定 め ら れ る 。 次 に 、 黒 の 点 か ら な る 接 続 さ れ た 構 成 要 素 が 抽 出 さ れ る 。 次
い で 、 後 続 す る 浸 食 お よ び 膨 張 を 適 用 し て 、 構 成 要 素 の 図 が 調 整 さ れ る 。 最 後 に 、 定 め ら
れ た 閾 値 よ り も 大 き な 構 成 要 素 が 除 去 さ れ る 。 こ の オ プ シ ョ ン の ス テ ッ プ の 一 実 施 の 形 態
で は 、 値 Ｖ ｂ ａ ｃ ｋ ｇ ｒ ｏ ｕ ｎ ｄ を 有 す る 元 の 画 像 の 対 応 す る サ ン プ ル 点 を こ の 構 成 要 素
に 割 り 当 て る こ と に よ り 、 そ の 構 成 要 素 が 元 の 画 像 か ら 除 去 さ れ る 。 ど の 構 成 要 素 が 計 数
可 能 な 対 象 を 構 成 し 、 ど の 構 成 要 素 を 除 去 す る か を 決 定 す る 閾 値 は 、 ユ ー ザ が 定 義 し た 値
で あ る 。 ま た 、 こ の 閾 値 は 、 計 数 を 行 う 検 査 特 徴 、 す な わ ち 白 血 球 、 赤 血 球 、 ま た は 他 の
生 体 物 質 に 応 じ て 変 化 し て も よ い 。 オ プ シ ョ ン の ス テ ッ プ ２ ５ ４ の 後 、 ス テ ッ プ ２ ４ ８ 、
２ ５ ０ 、 お よ び ２ ５ ２ が 繰 り 返 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 図 ５ ８ に 示 す 次 の 主 要 な 処 理 ス テ ッ プ は 、 ス テ ッ プ ２ ５ ６ で あ る 。 こ の ス テ ッ プ ２ ５ ６
は 、 明 る い 中 心 に よ っ て 細 胞 の 計 数 を 行 う こ と を 対 象 と す る 。 計 数 ス テ ッ プ ２ ５ ６ は 、 幾
つ か の サ ブ ス テ ッ プ か ら な る 。 こ れ ら の サ ブ ス テ ッ プ の 最 初 の も の は 、 畳 み 込 み 演 算 を 実
行 す る こ と を 含 む 。 こ の 畳 み 込 み 演 算 サ ブ ス テ ッ プ で は 、 畳 み 込 み 映 像 （ convoluted pic
ture） と 呼 ば れ る 補 助 配 列 が 形 成 さ れ る 。 点 Ｐ に お け る 畳 み 込 み 映 像 の 値 は 、 Ｐ の 円 形 の
近 傍 で フ ィ ル タ リ ン グ を 行 っ た 後 の 映 像 の 積 分 結 果 の 値 で あ る 。 よ り 正 確 に は 、 特 定 の 一
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実 施 の 形 態 の 場 合 、 積 分 さ れ る 関 数 は 、 ｖ が ２ ０ ０ ０ よ り も 大 き い 場 合 に は 、 ｖ － ２ ０ ０
０ に 等 し い 関 数 で あ り 、 ｖ が ２ ０ ０ ０ 以 下 の 場 合 に は 、 ０ で あ る 。 計 数 ス テ ッ プ ２ ５ ６ で
実 行 さ れ る 次 の サ ブ ス テ ッ プ は 、 ほ ぼ 細 胞 の サ イ ズ と 同 じ 半 径 の 近 傍 に お い て 、 畳 み 込 み
映 像 の 極 大 値 を 検 出 す る こ と で あ る 。 次 に 、 互 い の 閉 じ た 近 傍 内 で 同 じ 値 を 有 す る ２ 重 の
極 大 値 が 回 避 さ れ る 。 計 数 ス テ ッ プ ２ ５ ６ の 最 後 の サ ブ ス テ ッ プ で は 、 残 り の 極 大 値 が 、
細 胞 を 示 す も の で あ る と 宣 言 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 幾 つ か の ハ ー ド ウ ェ ア 構 成 で は 、 幾 つ か の 細 胞 は 、 明 る い 中 心 を 持 た な い よ う に 見 え る
こ と が あ る 。 こ れ ら の 場 合 、 暗 い 縁 の み が 見 え 、 次 の ２ つ の オ プ シ ョ ン の ス テ ッ プ ２ ５ ８
お よ び ２ ６ ０ が 役 立 つ 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 ス テ ッ プ ２ ５ ８ は 、 検 出 さ れ た 細 胞 を 映 像 か ら 除 去 す る こ と を 対 象 と す る 。 ス テ ッ プ ２
５ ８ で は 、 検 出 さ れ た 各 細 胞 の 中 心 の 周 り の 円 形 の 領 域 が 、 値 ２ ０ ０ ０ で 埋 め ら れ 、 そ の
結 果 、 明 る い 中 心 お よ び 暗 い 縁 の 双 方 を 有 す る 細 胞 が 、 ２ 回 検 出 さ れ る こ と が な く な る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 ス テ ッ プ ２ ６ ０ は 、 暗 い 縁 に よ っ て 細 胞 を 追 加 計 数 す る こ と を 対 象 と す る 。 ス テ ッ プ ２
５ ８ 後 の 画 像 を 用 い て 、 ２ つ の 変 換 が 行 わ れ る 。 こ の ル ー チ ン の 最 初 の サ ブ ス テ ッ プ で あ
る サ ブ ス テ ッ プ （ ａ ） で は 、 各 点 の 値 ｖ が 、 （ ２ ０ ０ ０ － ｖ ） に 置 き 換 え ら れ 、 そ の 結 果
が 負 で あ る 場 合 に は 、 そ の 値 は 、 ゼ ロ に 置 き 換 え ら れ る 。 サ ブ ス テ ッ プ （ ｂ ） で は 、 次 に
、 そ の 結 果 の 映 像 に 対 し て 、 内 部 半 径 Ｒ １ お よ び 外 部 半 径 Ｒ ２ の リ ン グ を 用 い て 畳 み 込 み
演 算 が 行 わ れ る 。 Ｒ １ お よ び Ｒ ２ は 、 そ れ ぞ れ 、 細 胞 の 予 想 さ れ る 最 小 半 径 お よ び 予 想 さ
れ る 最 大 半 径 で あ る 。 こ の リ ン グ は 、 サ ブ ス テ ッ プ （ ｄ ） で 、 そ の 後 、 上 下 左 右 に シ フ ト
さ れ る 。 サ ブ ス テ ッ プ （ ｃ ） で は 、 ４ 回 の シ フ ト の 結 果 が 合 計 さ れ る 。 こ の 変 換 後 、 暗 い
縁 の 細 胞 の 画 像 は 、 ４ つ の 花 び ら の 花 の よ う に 見 え る 。 最 後 に 、 サ ブ ス テ ッ プ （ ｄ ） で は
、 サ ブ ス テ ッ プ （ ｃ ） で 得 ら れ た 関 数 の 極 大 値 が 、 計 数 ス テ ッ プ ２ ５ ６ で 使 用 さ れ た 方 法
と 同 様 に 検 出 さ れ る 。 そ れ ら の 極 大 値 は 、 ス テ ッ プ ２ ５ ６ で 除 外 さ れ た 細 胞 を 示 す も の で
あ る と 宣 言 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 計 数 ス テ ッ プ ２ ５ ６ の 後 、 ま た は 、 計 数 ス テ ッ プ ２ ６ ０ が 任 意 選 択 で 使 用 さ れ た 場 合 に
は 計 数 ス テ ッ プ ２ ６ ０ の 後 の 、 図 ５ ８ に 示 す 最 後 の 主 要 な ス テ ッ プ が 、 結 果 出 力 ス テ ッ プ
２ ６ ２ で あ る 。 標 準 長 方 形 内 で 検 出 さ れ た 細 胞 の 数 が 、 図 １ お よ び 図 ５ に 示 す モ ニ タ １ １
４ に 表 示 さ れ 、 識 別 さ れ た 各 細 胞 は 、 表 示 さ れ た 光 バ イ オ デ ィ ス ク 導 出 画 像 上 で 赤 の 十 字
形 に よ り 印 が 付 け ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 光 バ イ オ デ ィ ス ク 検 定 か ら 収 集 さ れ た デ ー タ の 処 理 に 関 す る 他 の 関 連 す る 態 様 は 、 本 発
明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 で あ る 、 ２ ０ ０ ２ 年 ９ 月 １ １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Method
s for Differential Cell Counts Including Related Apparatus and Software Performi
ng Same」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ２ ４ １ ， ５ １ ２ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ の 出 願
は 、 本 明 細 書 で そ の 全 体 が 繰 り 返 さ れ る の と 同 様 に そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 援 用 さ
れ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
全 血 か ら Ｔ リ ン パ 球 を 単 離 す る 方 法
　 図 １ ７ に 関 連 し て 上 述 し た 勾 配 法 を 用 い て 調 製 し た 全 血 ま た は 単 核 球 サ ン プ ル を 含 む 細
胞 サ ン プ ル か ら 、 Ｔ 細 胞 ま た は Ｔ リ ン パ 球 を 単 離 す る 方 法 が 必 要 で あ る 。 例 え ば 、 Ｔ リ ン
パ 球 を 単 離 す る １ つ の 方 法 は 、 不 要 な 細 胞 を 凝 集 お よ び 沈 降 さ せ る 生 体 活 性 試 薬 の 使 用 で
あ る 。 こ の よ う な 方 法 の 非 限 定 的 な 例 は 、 Ｔ 細 胞 を 単 離 す る 「 生 物 学 的 濃 縮 分 離 技 術 （ Bi
ological Enrichment and Separation Technology） 」 （ Ｂ Ｅ Ｓ Ｔ ） 法 で あ る 。 Ｂ Ｅ Ｓ Ｔ
法 で 用 い ら れ る 生 体 活 性 試 薬 は 、 プ レ パ サ イ ト （ Prepacyte） （ BioE, Ct. Paul, MN） と
呼 ば れ る 。 プ レ パ サ イ ト は 、 顆 粒 球 、 血 小 板 、 単 球 、 Ｂ 細 胞 、 お よ び Ｎ Ｋ 細 胞 を 含 む 不 要
な 細 胞 を 選 択 的 に 除 去 す る こ と に よ る 、 全 血 お よ び 単 核 球 を 含 む 細 胞 サ ン プ ル か ら の Ｔ 細
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胞 の 単 離 を 可 能 に す る 。 プ レ パ サ イ ト 法 を 用 い て 単 離 さ れ た Ｔ 細 胞 の 回 収 率 お よ び 純 度 の
割 合 は 、 勾 配 法 の も の よ り も 著 し く 高 い 。 不 要 な 細 胞 の 選 択 的 な 除 去 は 、 不 要 な 細 胞 に 対
す る 特 異 的 親 和 性 を 有 す る 抗 体 の 使 用 に よ り 媒 介 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 プ レ パ サ イ ト を 用 い る 細 胞 調 製 は 約 ３ ０ 分 を 要 す る 。 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 を 、 以 下 の 手 順 に
よ り 全 血 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 ま ず 、 抗 凝 固 血 を 等 容 量 の プ レ パ サ イ ト と 混 合 す る
。 本 発 明 の Ｃ Ｄ マ ー カ の 場 合 の 細 胞 調 製 に は 、 例 え ば 、 １ ｍ ｌ の 全 血 を １ ｍ ｌ の プ レ パ サ
イ ト と 混 合 し て 検 定 溶 液 を 作 成 す る 。 次 に 、 検 定 溶 液 を 約 １ ５ 分 間 穏 や か に 混 合 し 、 不 要
な 細 胞 を 凝 集 さ せ る 。 次 に 、 検 定 溶 液 を 試 験 管 ラ ッ ク に 直 立 で 約 １ ５ 分 間 置 き 、 凝 集 し た
不 要 な 細 胞 を 沈 降 さ せ る 。 不 要 な 細 胞 の 沈 降 後 、 次 に 、 Ｔ 細 胞 を 含 む 上 清 を 除 去 し 、 新 た
な 容 器 に 入 れ る 。 次 に 、 Ｔ 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 洗 浄 す る 。 次 に 、 洗 浄 し た Ｔ 細 胞 を 計 数 し 、
Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 再 懸 濁 し て 所 定 の 細 胞 濃 度 に す る 。 次 に 、 Ｔ リ ン パ 球 懸 濁 液 を 分 析 の た め に 光
バ イ オ デ ィ ス ク に ロ ー ド す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 別 法 と し て 、 Ｔ 細 胞 を 含 む 特 定 の 細 胞 集 団 を 全 血 を 含 む 細 胞 サ ン プ ル か ら 単 離 す る こ と
は 、 例 え ば 、 細 胞 捕 捉 法 を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る 。 細 胞 捕 捉 法 で は 、 不 要 な 細 胞 を
対 象 と す る 抗 体 を 、 ビ ー ズ 、 バ イ オ マ ト リ ッ ク ス 、 ま た は 膜 を 含 む 固 相 に 結 合 さ せ る 。 次
に 、 細 胞 サ ン プ ル を 固 相 に 通 過 さ せ て 固 相 と 相 互 作 用 さ せ 、 固 相 で は 不 要 な 細 胞 が 結 合 し
、 所 望 の 細 胞 の み が 通 過 す る 。 細 胞 の 分 離 お よ び 精 製 の た め の バ イ オ マ ト リ ッ ク ス の 使 用
に 関 連 す る 他 の 態 様 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時
係 属 中 で あ る 、 ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 １ ８ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods and Apparatus for Separa
ting Whole Blood Components in an Optical Bio-disc Analysis Chamber for use in B
iomedical Assays」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ６ ５ ， ４ ６ ２ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ
の 出 願 は そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 全 血 お よ び 単 核 球 を 含 む サ ン プ ル か ら 対 象 と な る 細 胞 を 分 離 す る さ ら に 別 の 別 法 は 、 磁
気 ビ ー ズ 分 離 の 使 用 で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 対 象 と な る 細 胞 は 、 サ ン プ ル か ら 正 ま た は 負
の 選 択 を 受 け 得 る 。 負 の 選 択 法 で は 、 磁 気 ビ ー ズ が 不 要 な 細 胞 に 特 異 的 な 抗 体 で 被 覆 さ れ
る 。 ビ ー ズ を サ ン プ ル と 混 合 し て 培 養 し 、 ビ ー ズ が 不 要 な 細 胞 と 結 合 す る よ う に す る 。 次
に 、 サ ン プ ル に 磁 界 を 印 加 す る こ と に よ り 、 不 要 な 細 胞 を 除 去 す る 。 不 要 な 細 胞 の 除 去 は
、 バ イ オ デ ィ ス ク の 流 体 回 路 内 で 、 お よ び ／ ま た は 磁 気 光 学 式 バ イ オ デ ィ ス ク を 用 い て 実
行 す る こ と が で き る 。 こ れ と は 反 対 に 、 正 の 選 択 は 、 対 象 と な る 細 胞 型 ／ 細 胞 に 特 異 的 な
抗 体 を 有 す る 磁 気 ビ ー ズ を 用 い る 。 ビ ー ズ を サ ン プ ル と 混 合 し て 培 養 し 、 ビ ー ズ が 対 象 と
な る 細 胞 と 結 合 す る よ う に す る 。 次 に 、 サ ン プ ル に 磁 界 を 印 加 す る こ と に よ り 、 磁 気 的 に
タ グ 付 け さ れ た 所 望 の 細 胞 型 を サ ン プ ル の 残 り か ら 単 離 す る 。 対 象 と な る 細 胞 の 単 離 は 、
バ イ オ デ ィ ス ク の 流 体 回 路 内 で 、 お よ び ／ ま た は 磁 気 光 学 式 バ イ オ デ ィ ス ク を 用 い て 実 行
す る こ と が で き る 。 磁 気 光 学 式 バ イ オ デ ィ ス ク に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 本 発 明
の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 で あ る 、 ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 １ ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Dual Bea
d Assays using Cleavable Spacers and/or Ligation to Improve Specificity includin
g Related Methods and Apparatus」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ９ ９ ， ２ ５ ６ 号 、
お よ び ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 １ ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Use of Restriction Enzymes and other Che
mical Methods to Decrease Non-Specific Binding in Dual Bead Assays and Related B
io-Discs, Methods, and System Apparatus for Detecting Medical Targets」 と 題 す る
米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ９ ９ ， ２ ６ ６ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら は い ず れ も 参 照 に よ り
そ の 内 容 の す べ て が 援 用 さ れ る 。 磁 気 粒 子 で タ グ 付 け さ れ た 細 胞 の 分 離 に 関 す る 詳 細 は 、
本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 で あ る 、 ２ ０ ０ ２ 年 ７ 月 ２ ５ 日 に 出 願 さ れ た 「 Op
tical Bio-disc Cell Sorter and Analyser」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ９ ８ ， ４ ６
４ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ の 出 願 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ
る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
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　 細 胞 を 分 離 す る さ ら に 別 の 別 法 は 、 マ イ ク ロ 流 体 チ ャ ン バ に 一 体 化 さ れ る ふ る い 装 置 （
sieving device） を 通 し て 赤 血 球 を 分 離 ま た は 除 去 す る た め に 用 い ら れ 得 る マ イ ク ロ 流 体
チ ャ ン バ を 用 い る も の で あ る 。 約 ５ マ イ ク ロ メ ー ト ル （ μ ｍ ） の 開 口 を 有 す る ふ る い は 、
赤 血 球 を 通 過 さ せ 、 赤 血 球 は 廃 液 チ ャ ン バ に 回 収 さ れ る 。 よ り 大 き い （ ５ μ ｍ を 超 え る ）
白 血 球 は 、 ヘ ル パ ／ イ ン デ ュ ー サ － サ プ レ ッ サ ／ 細 胞 障 害 性 検 定 に 特 異 的 な 捕 捉 抗 体 が 積
層 さ れ た 検 定 チ ャ ン バ 内 に 吐 出 さ れ る 。 こ の 特 定 の チ ャ ン バ の 構 造 は 、 相 互 接 続 さ れ た ２
つ の ス ロ ッ ト ま た は チ ャ ン バ を 有 す る 。 チ ャ ン バ １ は ふ る い を 含 む 。 分 析 す る べ き 血 液 サ
ン プ ル は 、 「 ふ る い 」 チ ャ ン バ に 注 入 さ れ る 。 血 球 が ふ る い と 接 触 す る と 、 赤 血 球 は 、 ５
μ ｍ 以 下 の 物 体 を 通 過 さ せ る ふ る い を 通 過 す る 。 赤 血 球 は 、 最 適 な 遠 心 力 を 用 い て 排 除 さ
れ 、 ふ る い 上 に 残 っ た 白 血 球 は 、 特 異 的 な 捕 捉 抗 体 で 被 覆 さ れ た 「 検 定 」 チ ャ ン バ に 押 し
進 め ら れ る 。 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 の た め に ３ ０ 分 間 培 養 し た 後 、 レ ー ザ 光 学 素 子 を 用 い て
デ ィ ス ク の 読 み 取 り お よ び 画 像 化 を 行 い 、 Ｃ Ｄ ４ Ｃ Ｄ ８ ソ フ ト ウ ェ ア で 画 像 を 解 析 す る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 白 血 球 の よ う な 対 象 と な る 細 胞 を 全 血 か ら 単 離 す る さ ら な る 別 法 は 、 バ イ オ デ ィ ス ク １
１ ０ に お い て Ｒ Ｂ Ｃ 溶 解 を 行 う こ と で あ る 。 溶 解 後 の 白 血 球 物 質 の 残 り は 、 ヘ ル パ ／ イ ン
デ ュ ー サ － サ プ レ ッ サ ／ 細 胞 障 害 性 検 定 に 特 異 的 な 捕 捉 抗 体 が 積 層 さ れ た 分 析 チ ャ ン バ に
消 散 さ れ る 。 こ の 特 定 の 流 体 回 路 は 、 相 互 接 続 さ れ た ２ つ の ス ロ ッ ト ま た は チ ャ ン バ を 含
ん で い て も よ い 。 チ ャ ン バ １ は 、 溶 解 緩 衝 液 を 含 み 得 る （ 溶 解 チ ャ ン バ ） 。 分 析 す る べ き
血 液 サ ン プ ル を 「 溶 解 」 チ ャ ン バ に 注 入 す る 。 １ ５ 分 間 培 養 し て 溶 解 を 完 了 さ せ る 。 溶 解
が 完 了 す る と 、 特 異 的 な 捕 捉 抗 体 で 被 覆 さ れ た 分 析 チ ャ ン バ に 残 り の 白 血 球 が 入 る こ と を
可 能 に す る よ う に 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ る 。 所 定 の 培 養 期 間 後 に 、 レ ー ザ 光 学 素 子 を 用
い て デ ィ ス ク の 読 み 取 り お よ び 画 像 化 を 行 い 、 細 胞 分 析 シ ス テ ム で 画 像 を 解 析 す る 。 関 連
す る 細 胞 分 析 シ ス テ ム に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 、
共 に 「 Bio-disc and Bio-drive Analyser System including Methods Relating Thereto
」 と 題 し 、 そ れ ぞ れ 、 ２ ０ ０ ２ 年 ２ 月 １ ３ 日 、 ２ ０ ０ ２ 年 ４ 月 １ １ 日 、 お よ び ２ ０ ０ ２ 年
９ 月 ９ 日 に 出 願 さ れ て い る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ６ ， ９ ８ ２ 号 、 第 ６ ０ ／ ３ ７ ２ ， ０ ０
７ 号 、 お よ び 第 ６ ０ ／ ４ ０ ８ ， ２ ２ ７ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ ０ 月 ２ ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Segmen
ted Area Detector for Biodrive and Methods Relating Thereto」 と 題 す る 米 国 特 許 出
願 第 １ ０ ／ ２ ７ ９ ， ６ ７ ７ 号 、 お よ び ２ ０ ０ ２ 年 ９ 月 １ １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for 
Differential Cell Counts Including Related Apparatus and Software Performing Sam
e」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ２ ４ １ ， ５ １ ２ 号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 上 述 の よ う に 、 Ｔ 細 胞 の 単 離 は 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 流 体 回 路 に お い て 実 行 す る こ と が
で き る 。 図 ５ ９ 、 図 ６ ０ 、 図 ６ １ Ａ 、 図 ６ １ Ｂ 、 図 ６ １ Ｃ 、 図 ６ ２ Ａ 、 図 ６ ２ Ｂ 、 お よ び
図 ６ ２ Ｃ は 、 サ ン プ ル か ら 対 象 と な る 細 胞 を 精 製 す る た め に 用 い ら れ 得 る 種 々 の 流 体 回 路
の 例 を 示 す 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 図 ５ ９ を 参 照 し て 、 全 血 ま た は Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル か ら Ｔ 細 胞 を 単 離 す る た め の 流 体 回 路 が
示 さ れ る 。 流 体 回 路 の こ の 実 施 の 形 態 で は 、 全 血 ま た は Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル を 、 注 入 ポ ー ト １
２ ２ を 通 し て 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ４ に 加 え る 。 次 に 、 注 入 ポ ー ト を 密 閉 し て 、 不 要 な 細 胞 が
精 製 チ ャ ン バ ３ ０ ０ 内 の 捕 捉 ビ ー ズ ３ ２ ４ に 結 合 す る の に 十 分 な 時 間 を 与 え る 速 度 で 、 サ
ン プ ル 中 の 細 胞 が 精 製 チ ャ ン バ ３ ０ ０ 内 を 移 動 す る よ う に 、 デ ィ ス ク を 所 定 の 速 度 で ス ピ
ン さ せ る 。 捕 捉 ビ ー ズ ３ ２ ４ に は 、 不 要 な 細 胞 の 表 面 マ ー カ を 対 象 と す る 抗 体 が 付 着 し て
い る 。 例 え ば 、 捕 捉 ビ ー ズ ３ ２ ４ に は 、 Ｎ Ｋ 細 胞 に 対 す る 抗 Ｃ Ｄ ５ ６ 、 単 球 に 対 す る Ｃ Ｄ
１ ４ 、 Ｂ 細 胞 に 対 す る Ｃ Ｄ １ ９ 、 血 小 板 に 対 す る Ｃ Ｄ ９ 、 Ｃ Ｄ ３ １ 、 ま た は Ｃ Ｄ ４ １ 、 お
よ び 顆 粒 球 に 対 す る Ｃ Ｄ １ ３ 、 Ｃ Ｄ ３ １ 、 ま た は Ｃ Ｄ ４ ３ が 付 着 し て い て も よ い 。 し た が
っ て 、 不 要 な 細 胞 の 大 部 分 は 精 製 チ ャ ン バ ３ ０ ０ に お い て 除 去 さ れ 、 Ｔ 細 胞 お よ び 赤 血 球
は 精 製 チ ャ ン バ ３ ０ ０ を 通 過 し て 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ へ 進 み 、 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ に お い
て 、 上 述 の 方 法 を 用 い て 種 々 の 型 の Ｔ 細 胞 が 分 析 さ れ る 。 赤 血 球 お よ び 過 剰 な 緩 衝 液 は 、
流 路 の 底 部 に 向 か っ て ス ピ ン す る た め 、 通 常 は 検 定 を 妨 害 し な い 。
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【 ０ ２ １ ３ 】
　 次 に 図 ６ ０ を 参 照 し て 、 Ｒ Ｂ Ｓ 溶 解 お よ び 白 血 球 精 製 ス テ ッ プ を 含 む Ｔ 細 胞 を 精 製 お よ
び 分 析 す る た め の 流 体 回 路 が 示 さ れ る 。 流 体 回 路 の こ の 特 定 の 実 施 の 形 態 で は 、 全 血 を 、
注 入 ポ ー ト １ ２ ２ を 通 し て 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ４ に 加 え る 。 注 入 ポ ー ト を 密 閉 し て 、 溶 解 弁
３ ０ ４ が 開 き 、 槽 ３ ０ ３ 内 の 溶 解 緩 衝 液 ３ ０ ２ 中 の 溶 解 緩 衝 液 が 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ４ 内 に
移 動 し 、 血 液 サ ン プ ル と 混 合 さ れ る よ う な 第 １ の 速 度 で 、 デ ィ ス ク を デ ィ ス ク ド ラ イ ブ に
お い て 回 転 さ せ る 。 第 １ の 速 度 に よ り 弁 ３ ０ ６ が 開 い て は な ら な い 。 次 に 、 デ ィ ス ク ド ラ
イ ブ を 用 い て デ ィ ス ク を 激 し く 振 盪 し （ agitated） 、 溶 解 の 効 率 を 高 め る こ と が で き る 。
次 に 、 溶 解 ス テ ッ プ の 後 に 、 弁 ３ ０ ６ お よ び ３ １ ０ を 開 い て サ ン プ ル を 移 動 さ せ 、 緩 衝 液
槽 ３ ０ ９ 内 の 分 析 緩 衝 液 ３ ０ ８ を サ ン プ ル と 混 合 さ せ る の に 十 分 な 第 ２ の 速 度 で 、 デ ィ ス
ク を ス ピ ン さ せ る 。 不 要 な 細 胞 が 精 製 チ ャ ン バ ３ ０ ０ 内 の 捕 捉 ビ ー ズ ３ ２ ４ と 結 合 す る の
に 十 分 な 時 間 を 与 え る 速 度 で 、 サ ン プ ル 中 の 細 胞 が 精 製 チ ャ ン バ ３ ０ ０ 内 を 移 動 す る よ う
に 、 デ ィ ス ク を 第 ３ の 速 度 で ス ピ ン さ せ る 。 捕 捉 ビ ー ズ ３ ２ ４ に は 、 不 要 な 細 胞 の 表 面 マ
ー カ を 対 象 と す る 精 製 剤 が 付 着 し て い る 。 例 え ば 、 捕 捉 ビ ー ズ ３ ２ ４ に は 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ
Ａ 、 リ ガ ン ド 、 受 容 体 、 お よ び 抗 体 （ Ｎ Ｋ 細 胞 に 対 す る 抗 Ｃ Ｄ ５ ６ 、 単 球 に 対 す る Ｃ Ｄ １
４ 、 Ｂ 細 胞 に 対 す る Ｃ Ｄ １ ９ 、 血 小 板 に 対 す る Ｃ Ｄ ９ 、 Ｃ Ｄ ３ １ 、 ま た は Ｃ Ｄ ４ １ 、 お よ
び 顆 粒 球 に 対 す る Ｃ Ｄ １ ３ 、 Ｃ Ｄ ３ １ 、 ま た は Ｃ Ｄ ４ ３ な ど ） を 含 む 精 製 剤 が 付 着 し て い
て も よ い 。 し た が っ て 、 不 要 な 細 胞 の 大 部 分 は 精 製 チ ャ ン バ ３ ０ ０ に お い て 除 去 さ れ 、 Ｔ
細 胞 は 精 製 チ ャ ン バ ３ ０ ０ を 通 過 し て 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ へ 進 み 、 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ に
お い て 、 上 述 の 方 法 を 用 い て 種 々 の 型 の Ｔ 細 胞 が 分 析 さ れ る 。 過 剰 な 緩 衝 液 お よ び サ ン プ
ル は 、 廃 液 チ ャ ン バ ３ １ ２ に 移 動 す る 。 ビ ー ズ な ど の 固 体 支 持 体 に プ ロ ー ブ を 結 合 さ せ る
た め に 用 い ら れ る 表 面 化 学 物 質 お よ び デ ィ ス ク の 表 面 （ 金 表 面 お よ び ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 表
面 を 含 む ） に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 、 ２ ０ ０ ２ 年
１ 月 ３ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Capture Layer Assemblies Including Metal Layer for Immob
ilization of Receptor Molecules and Related Optical Assay Discs」 と 題 す る 米 国 仮
出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ３ ， ７ ７ ０ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ 月 ３ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Capture Layer As
semblies Including Polymer Substrates for Immobilization of Receptor Molecules a
nd Related Optical Assay Discs」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ， ３ ５ ３ ， ７ ４ ５ 号 、 お よ
び ２ ０ ０ ２ 年 ７ 月 １ ２ 日 に 出 願 さ れ た 「 Multi-Purpose Optical Analysis Disc For Cond
ucting Assays And Various Reporting Agents For Use Therewith」 と 題 す る 米 国 特 許 出
願 第 １ ０ ／ １ ９ ４ ， ３ ９ ６ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 願 の す べ て は 、 本 明 細 書 で そ
の 全 体 が 繰 り 返 さ れ る の と 同 様 に そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 援 用 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 ビ ー ズ ３ ２ ４ は 、 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ ル 官 能 基 、 ア ミ ノ 官 能 基 、 ア ル デ ヒ ド 官 能 基 、 お
よ び ヒ ド ラ ジ ン 官 能 基 を 含 む 、 精 製 剤 の 結 合 を 促 進 さ せ る 種 々 の 化 学 的 官 能 性 を 保 持 す る
こ と が で き る 。 精 製 剤 は 、 以 下 で 詳 細 に 説 明 す る 種 々 の 化 学 プ ロ セ ス に よ っ て 固 相 に 結 合
さ せ る こ と が で き る 。 チ オ ー ル 活 性 基 ま た は ア ミ ン 活 性 基 は 、 精 製 剤 と 共 有 結 合 す る こ と
が で き 、 そ れ に よ り 修 飾 精 製 剤 が 作 成 さ れ る 。 次 に 、 こ の 修 飾 精 製 剤 は 、 例 え ば 金 な ど の
金 属 表 面 へ の 直 接 的 な 共 有 配 位 結 合 （ covalent dative binding） に よ り 、 そ れ に 結 び 付
い た 活 性 基 を 介 し て 直 接 結 合 し 得 る 。 精 製 剤 が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 、 金 表 面 へ の 精 製 剤
の 直 接 結 合 は 、 チ オ ー ル ま た は ア ミ ン の 修 飾 を 必 要 と せ ず に 、 タ ン パ ク 質 上 に 露 出 し た シ
ス テ イ ン お よ び メ チ オ ニ ン 残 基 の 配 位 結 合 に よ り 行 わ れ る 。 例 え ば 、 精 製 剤 と ビ ー ズ 表 面
と の 接 合 は 、 デ ィ ス ク １ １ ０ が 回 転 す る 際 に 精 製 剤 が ビ ー ズ に 付 着 し た ま ま で あ る ほ ど 十
分 な も の で あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 幾 つ か の 方 法 を 用 い て 、 ビ ー ズ 表 面 ま た は デ ィ ス ク 基 板 １ ２ ０ の ポ リ カ ー ボ ネ ー ト （ Ｐ
Ｃ ） ま た は 金 表 面 上 に 機 能 活 性 生 化 学 層 を 形 成 す る こ と が で き る 。 受 動 的 な 吸 着 （ passiv
e adsorption） は 、 生 化 学 的 か つ 化 学 的 な 結 合 試 薬 ま た は 精 製 剤 を デ ィ ス ク 基 板 １ ２ ０ の
ポ リ マ ー ま た は 金 属 表 面 と 、 お よ び 微 小 球 ま た は ビ ー ズ の ポ リ マ ー 表 面 と へ の 結 合 を 達 成
す る の に 好 ま し い １ つ の 方 法 で あ る 。 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 、 炭 水 化 物 、 お よ び 同 様 の 成 分 の ポ
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ケ ッ ト を 含 む 大 型 の 生 体 分 子 は 、 受 動 的 な 吸 着 に よ り 非 極 性 ポ リ マ ー 表 面 に 容 易 に 結 合 す
る 。 ポ リ マ ー お よ び 生 体 分 子 ま た は 精 製 剤 が 示 す 疎 水 力 、 な ら び に 基 板 と 精 製 剤 と の 間 の
静 電 的 相 互 作 用 に よ り 、 安 定 し た 結 合 が 形 成 さ れ る 。 ｐ Ｈ 、 塩 濃 度 、 お よ び 競 合 物 質 の 存
在 は 、 特 に 、 種 々 の 精 製 剤 が ポ リ マ ー の 平 面 ま た は 金 属 被 覆 ポ リ マ ー 表 面 に 非 共 有 結 合 す
る 程 度 を 決 定 す る 因 子 で あ る 。 精 製 剤 が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 、 精 製 剤 を 含 む 被 覆 緩 衝 液
の ｐ Ｈ は 、 ポ リ マ ー 基 板 ま た は 金 属 層 へ の 捕 捉 剤 の 結 合 に 影 響 を 及 ぼ す 。 被 覆 緩 衝 溶 液 の
ｐ Ｈ が 精 製 剤 の 等 電 点 に 近 い と 、 タ ン パ ク 質 の 疎 水 性 が 高 ま り 、 そ れ に よ り タ ン パ ク 質 の
基 板 と の 相 互 作 用 が 強 く な る た め 、 結 合 が 強 く な る と と も に 固 定 さ れ た 捕 捉 剤 の 密 度 も 高
く な る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 別 法 と し て 、 チ オ ー ル 化 精 製 剤 は 、 精 製 剤 へ の チ オ ー ル 活 性 基 の 配 位 結 合 に よ っ て 金 ま
た は 金 属 表 面 に 固 定 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 好 ま し い 一 実 施 の 形 態 で は 、 精 製 剤 は タ ン パ ク 質
で あ り 、 こ れ ら の 精 製 剤 は 、 配 位 結 合 に よ り 精 製 剤 ま た は 結 合 タ ン パ ク 質 の シ ス テ イ ン ま
た は メ チ オ ニ ン 残 基 を 介 し て 金 属 有 機 結 合 （ metalorganic bonds） を 形 成 す る こ と に よ り
、 コ ロ イ ド 金 粒 子 の 金 表 面 に 直 接 的 に 共 有 結 合 す る こ と が で き る 。 チ オ ー ル 活 性 基 ま た は
メ チ オ ニ ン 活 性 基 の 配 位 結 合 は 、 水 素 化 シ ア ノ ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム （ Ｎ ａ Ｃ Ｈ Ｂ Ｈ ３ ） な ど
の 穏 や か な 還 元 剤 に よ り 促 進 さ れ 得 る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 の 態 様 で は 、 ビ オ チ ン 、
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ア ビ ジ ン 、 ニ ュ ー ト ラ ビ ジ ン 、 お よ び Ｂ Ｓ Ａ ビ オ チ ン な ど の チ オ ー
ル 化 形 態 の 親 和 剤 が 最 初 に 、 配 位 結 合 に よ っ て 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 の 表 面 の シ ス テ イ ン お
よ び メ チ オ ニ ン 残 基 を 介 し て 直 接 的 に 、 ま た は チ オ ー ル 化 タ ン パ ク 質 に 結 び 付 い た チ オ ー
ル 活 性 基 を 介 し て 、 金 表 面 に 結 合 す る こ と が で き る 。 ビ オ チ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ニ
ュ ー ト ラ ビ ジ ン 、 お よ び ア ビ ジ ン を 含 む 適 切 な 結 合 対 と 結 合 す る 精 製 剤 は 、 次 に 、 ビ ー ズ
ま た は ナ ノ 粒 子 と 混 合 さ れ 、 そ れ ぞ れ の 親 和 剤 を 有 す る ビ ー ズ に 結 合 さ れ る 。 さ ら に 別 の
実 施 の 形 態 で は 、 ビ オ チ ン 化 ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 化 さ れ た ビ ー ズ 表 面 そ れ ぞ れ を そ
れ ぞ れ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 化 ま た は ビ オ チ ン 化 さ れ た 精 製 剤 と 結 合 す る 架 橋 剤 と し て 用
い て も よ い 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 精 製 剤 の 受 動 的 な 吸 着 は 、 ポ リ マ ー 基 板 ま た は 金 属 被 覆 さ れ た ポ リ マ ー 基 板 の 化 学 的 に
不 活 性 な 表 面 と 受 動 的 に 相 互 作 用 し な い 幾 つ か の バ イ オ ポ リ マ ー で は う ま く い か な い 。 こ
れ は 、 非 共 有 結 合 的 相 互 作 用 の た め の 部 位 が 欠 如 し て い る 可 能 性 が あ る た め で あ る 。 低 分
子 量 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 主 に イ オ ン 特 性 を 有 す る 分 子 は 、 例 え ば 、 疎 水
性 ま た は 電 気 的 相 互 作 用 が 存 在 し な い か 、 ま た は 非 常 に わ ず か で あ る た め 、 ポ リ マ ー 表 面
に 結 合 し な い 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 結 合 タ ン パ ク 質 ま た は 精 製 剤 を 固 体 支 持 体 に 固 定 す る 別 の 受 容 な 態 様 は 、 結 合 し た タ ン
パ ク 質 す な わ ち 精 製 剤 の 機 能 的 活 性 の 維 持 で あ る 。 多 く の 場 合 、 精 製 剤 は 、 構 造 的 な 再 編
成 お よ び そ れ に 続 く 立 体 配 座 の 変 化 と そ れ に 伴 な う 機 能 的 活 性 部 位 の 変 化 を 含 む 、 固 定 プ
ロ セ ス に お け る 変 性 に よ り 、 そ の 生 化 学 的 特 性 を 失 う 。 酵 素 、 受 容 体 、 レ ク チ ン 、 お よ び
抗 体 は 、 そ の よ う な バ イ オ ポ リ マ ー 、 結 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 精 製 剤 の 例 で あ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 支 持 体 ポ リ マ ー 基 板 と の 受 動 的 な 相 互 作 用 の 欠 如 ま た は 固 定 プ ロ セ ス に よ る 機 能 的 活 性
の 損 失 が あ る 状 況 で は 、 別 の 手 法 が 必 要 で あ る 。 こ れ ら の 場 合 に 取 ら れ る 手 法 は 、 生 化 学
試 薬 の 固 定 が 意 図 さ れ る ビ ー ズ ま た は デ ィ ス ク 基 板 の 化 学 的 に 不 活 性 な 表 面 の 機 能 化 に つ
な が る 。 機 能 化 は 、 官 能 基 を 有 す る 特 定 の 分 子 ま た は ポ リ マ ー を 表 面 に 付 着 さ せ る こ と に
よ り 、 ビ ー ズ 表 面 、 デ ィ ス ク 基 板 、 ま た は 金 属 表 面 を 修 飾 す る プ ロ セ ス で あ る 。 こ の 場 合
、 官 能 基 は 、 結 合 タ ン パ ク 質 、 捕 捉 抗 体 、 受 容 体 、 お よ び 他 の 同 様 の 検 定 成 分 な ど の 認 識
分 子 を 結 合 す る た め に 用 い ら れ る 。 結 合 タ ン パ ク 質 の 、 重 要 な 生 化 学 的 機 能 を 有 さ な い と
知 ら れ て い る 分 子 の 領 域 が 構 造 的 に 変 化 す る こ と に よ り 、 修 飾 さ れ た 基 板 ま た は 金 属 表 面
か ら 得 ら れ る 寄 与 が 増 す 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
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　 ポ リ マ ー 材 料 の 表 面 の 修 飾 は 以 前 に 行 わ れ て い る 。 例 え ば 、 Braybrook et al., Prog. 
Polym. Sci. 15:715-734, 1990を 参 照 さ れ た い 。 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 修 飾 手 順 の ほ と ん
ど は 、 化 学 試 薬 で の 表 面 の 順 次 処 理 を 伴 な う 。 例 と し て は 、 ポ リ ス チ レ ン の ス ル ホ ン 化 （
Gibson et al., Macromolecules 13:34, 1980） 、 ポ リ イ ミ ド の 塩 基 加 水 分 解 （ Lee et al
., Macromolecules 23:2097, 1980） 、 お よ び ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン の 塩 基 処 理 （ Dias et
 al., Macromolecules 17: 2529, 1984） が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ マ ー 表 面 を 修 飾 す る 別 の 従
来 の 方 法 は 、 気 相 で 生 成 さ れ た ナ イ ト レ ン お よ び カ ル ベ ン 中 間 体 を 有 す る ポ リ エ チ レ ン な
ど の 炭 化 水 素 の 表 面 を 露 出 さ せ る こ と を 含 む （ Breslow in "Azides and Nitrenes", Chap
ter 10, Academic Press, New York, 1984） 。 ペ ル フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ア ジ ド （ Ｐ Ｆ Ｐ Ａ ）
は 、 そ の 非 フ ッ 素 化 類 似 体 に わ た る Ｃ Ｈ 結 合 へ の 挿 入 に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （
Keana et al., Fluorine Chem. 43:151, 1989） 。 最 近 で は 、 ビ ス － （ Ｐ Ｆ Ｐ Ａ ） は 、 ポ
リ ス チ レ ン の 有 効 な ク ロ ス リ ン ク 剤 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Cai et al., Chem. Mate
r. 2: 631, 1990
） 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 不 活 性 ポ リ マ ー 表 面 の 化 学 修 飾 は 、 例 え ば 、 ビ ー ズ の 表 面 上 に 薄 い 補 間 層 （ interphase
 layer） 、 活 性 層 、 ま た は 中 間 層 を 堆 積 す る こ と を 可 能 に す る グ ラ フ ト 手 法 に よ っ て 、 効
率 的 に 行 わ れ る 。 理 想 的 に は 、 補 間 層 は 、 ビ ー ズ 表 面 に グ ラ フ ト さ れ た 物 質 の 適 切 な 結 合
を 行 い 、 １ つ の 官 能 基 ま た は 化 学 的 に 異 な る 種 々 の 官 能 基 に つ な が る ス ペ ー サ 分 子 を 含 む
べ き で あ る 。 こ れ に よ り 、 結 合 タ ン パ ク 質 の 構 造 内 の 側 方 向 き の 付 着 （ side directed at
tachment） を 含 む 空 間 的 向 き の 異 な る 要 求 に 応 じ て 種 々 の 精 製 剤 の 共 有 結 合 に よ る 固 定 を
効 率 的 に 行 う た め の 、 特 定 の 表 面 化 学 物 質 の 選 択 が 可 能 と な る 。 ス ペ ー サ 分 子 、 特 に 疎 水
性 ス ペ ー サ の グ ラ フ ト の 一 部 と し て の 導 入 は 、 固 定 さ れ た 精 製 剤 の 柔 軟 性 お よ び 利 用 可 能
性 （ accessibility） に 大 き く 寄 与 す る 。 種 々 の 官 能 基 を 用 い て 修 飾 ま た は グ ラ フ ト さ れ
た 基 板 の 固 相 と 結 合 タ ン パ ク 質 と の 間 に ス ペ ー サ 層 を 配 置 す る こ と に よ り 、 官 能 基 と の タ
ン パ ク 質 の 直 接 的 な 接 触 の 潜 在 的 な 変 性 効 果 が な く な る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 図 ６ １ Ａ を 参 照 し て 、 全 血 サ ン プ ル か ら Ｔ 細 胞 を 精 製 す る た め に 実 施 さ れ る 流 体 回 路 の
さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 を 有 す る 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ が 示 さ れ る 。 「 ハ ン マ ー ヘ ッ ド
」 型 流 体 回 路 ３ １ ４ お よ び 「 ホ ッ ケ ー ス テ ィ ッ ク 」 型 流 体 回 路 ３ １ ６ を 含 む 、 こ の 実 施 の
形 態 の ２ つ の 例 が 図 ６ １ Ａ に 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 流 体 回 路 に 関 す る 詳 細 は 、 図 ６ １ Ｂ
お よ び 図 ６ １ Ｃ に 関 連 し て 以 下 で 説 明 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 次 に 図 ６ １ Ｂ を 参 照 す る と 、 Ｔ 細 胞 分 析 用 の 「 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 」 流 体 回 路 ３ １ ４ が 示 さ
れ る 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 流 体 回 路 は 、 注 入 ポ ー ト １ ２ ２ を 有 す る 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ４ を 含 む
。 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ４ は 、 Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 ３ １ ８ に 接 続 さ れ る 。 図 示 の Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 ３
１ ８ は 、 Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 ３ ０ ８ の 全 長 を 増 大 さ せ る よ う に 蛇 行 状 、 波 状 、 正 弦 曲 線 状 で あ
り 、 そ れ に よ り 表 面 積 が 増 加 す る 。 Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 ３ １ ８ は 「 支 柱 」 ３ ２ ０ を 含 ん で い て
も よ く 、 支 柱 ３ ２ ０ は 、 垂 直 に 配 置 さ れ 、 か つ Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 ３ １ ８ 全 体 に 分 散 し て 捕 捉
領 域 ３ １ ８ の 表 面 積 を さ ら に 増 加 さ せ 、 そ れ に よ り Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 効 率 が 最 大 に な る 。 「 支 柱
」 ３ ２ ０ の 表 面 を 含 む Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 流 路 ３ １ ８ の 表 面 は 、 レ ク チ ン な ど の Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 剤
で 覆 わ れ て お り （ lined with） 、 Ｒ Ｂ Ｃ が Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 ３ １ ８ お よ び 「 支 柱 」 ３ ２ ０ の
表 面 と 接 触 す る と Ｒ Ｂ Ｃ が Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 ３ １ ８ 内 に 結 合 さ れ て そ の ま ま と な る 。 Ｒ Ｂ Ｃ
捕 捉 領 域 流 路 ３ １ ８ の 表 面 に 結 合 す る 捕 捉 剤 の 濃 度 ま た は 密 度 は 、 日 常 的 な 実 験 の み に よ
っ て 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。 「 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 」 流 体 回 路 ３ １ ４ は さ ら に 、 図 ５ ９ お
よ び 図 ６ ０ に 関 連 し て 図 示 お よ び 説 明 さ れ る も の と 同 様 の Ｔ 細 胞 精 製 チ ャ ン バ ま た は 領 域
３ ０ ０ を 含 む 。 Ｔ 細 胞 精 製 チ ャ ン バ ま た は 領 域 ３ ０ ０ は 、 障 壁 ３ ２ ２ に よ り 所 定 位 置 に 保
持 さ れ る ビ ー ズ ３ ２ ４ を 含 む 。 ビ ー ズ に は 、 不 要 な 細 胞 の 表 面 マ ー カ を 対 象 と す る 精 製 剤
が 付 着 し て い る 。 例 え ば 、 捕 捉 ビ ー ズ ３ ２ ４ は 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 リ ガ ン ド 、 受 容 体 、 お
よ び 抗 体 （ Ｎ Ｋ 細 胞 に 対 す る 抗 Ｃ Ｄ ５ ６ 、 単 球 に 対 す る Ｃ Ｄ １ ４ 、 Ｂ 細 胞 に 対 す る Ｃ Ｄ １
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９ 、 血 小 板 に 対 す る Ｃ Ｄ ９ 、 Ｃ Ｄ ３ １ 、 ま た は Ｃ Ｄ ４ １ 、 お よ び 顆 粒 球 に 対 す る Ｃ Ｄ １ ３
、 Ｃ Ｄ ３ １ 、 ま た は Ｃ Ｄ ４ ３ な ど ） を 含 む 精 製 剤 が 付 着 し て い て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 使 用 の 際 に は 、 全 血 を 、 「 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 」 流 体 回 路 ３ １ ４ の 注 入 ポ ー ト １ ２ ２ を 通 し
て 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ４ に 加 え る 。 次 に 、 サ ン プ ル を Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 ３ １ ８ に 移 動 さ せ て 、
Ｒ Ｂ Ｃ を 領 域 ３ １ ８ お よ び 「 支 柱 」 ３ ２ ０ を 覆 う Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 剤 と 結 合 さ せ る の に 十 分 な 所
定 の 速 度 お よ び 時 間 で 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ る 。 サ ン プ ル が Ｒ Ｂ Ｃ 捕 捉 領 域 ３ １ ８ を 通
過 す る と 、 Ｒ Ｂ Ｃ の 全 部 で は な い と し て も 大 部 分 が 捕 捉 さ れ 、 白 血 球 は 通 過 し て Ｔ 細 胞 精
製 領 域 ３ ０ ０ に 入 る 。 白 血 球 が Ｔ 細 胞 精 製 領 域 ３ ０ ０ を 通 過 す る と 、 Ｔ 細 胞 精 製 領 域 ３ ０
０ 内 の ビ ー ズ ３ ２ ４ に よ り 不 要 な 細 胞 が 捕 獲 す な わ ち 捕 捉 さ れ る 。 Ｔ 細 胞 精 製 領 域 ３ ０ ０
を 通 っ て 移 動 す る 細 胞 は 、 精 製 さ れ た Ｔ 細 胞 と な り 、 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ に お い て 分 析 さ
れ 、 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ で は 、 例 え ば Ｃ Ｄ ４ ＋ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 を 含 む 特 定 の 型 の Ｔ 細
胞 が 捕 捉 お よ び 定 量 さ れ る 。 過 剰 な 緩 衝 液 お よ び サ ン プ ル は 廃 液 チ ャ ン バ ３ １ ２ に 移 動 す
る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 次 に 図 ６ １ Ｂ を 参 照 し て 、 「 ホ ッ ケ ー ス テ ィ ッ ク 」 と 呼 ば れ る Ｔ 細 胞 分 析 用 の 別 の 流 体
回 路 を 示 す 。 「 ホ ッ ケ ー ス テ ィ ッ ク 」 は 、 「 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 」 の 半 径 方 向 の 分 析 チ ャ ン バ
１ ３ ０ の 代 わ り に 半 円 形 の 分 析 チ ャ ン バ ３ ３ ２ が あ る こ と を 除 い て 、 「 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 」
と 同 様 で あ る 。 「 ホ ッ ケ ー ス テ ィ ッ ク 」 の 別 の 相 違 点 は 、 半 径 方 向 に 直 線 状 に 整 列 し た 捕
捉 領 域 ３ ３ ４ の 使 用 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 次 に 図 ６ ２ Ａ を 参 照 す る と 、 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト ３ ２ ６ を 有 す る 光 バ イ オ デ ィ ス ク １
１ ０ の 別 の 実 施 の 形 態 が 示 さ れ る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 上 述 の 流 体 回 路 、 流 路 、 お よ び
流 体 槽 が 、 デ ィ ス ク 基 板 の 表 面 に 設 け ら れ た マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト ３ ２ ６ 内 に 形 成 さ れ る
。 サ ン プ ル 処 理 は 、 カ セ ッ ト ３ ２ ６ 内 部 に お い て 実 行 す る こ と が で き 、 基 板 １ ２ ０ 上 の 分
析 は バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ に お い て 実 行 す る こ と が で き る 。 カ セ ッ
ト ３ ２ ６ は 、 半 円 形 ３ ２ ８ （ 図 ６ ２ Ｂ ） ま た は 環 状 ３ ３ ０ （ 図 ６ ２ Ｃ ） で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 次 に 図 ６ ３ を 参 照 し て 、 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト ３ ２ ６ の 一 実 施 の 形 態 の 分 解 斜 視 図 が 示
さ れ る 。 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト ３ ２ ６ は 、 図 示 の よ う に ポ ー ト お よ び 流 体 回 路 を 形 成 す る
よ う に 切 り 取 ら れ た 部 分 を 有 す る ４ つ の 層 を 有 し 得 る 。 各 層 は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト お よ び
ポ リ メ チ ル メ チ ル ア ク リ ル （ Ｐ Ｍ Ｍ Ａ ） な ど の プ ラ ス チ ッ ク ま た は 任 意 の 生 体 適 合 性 材 料
か ら 形 成 す る こ と が で き る 。 層 は 、 Ｕ Ｖ 接 着 剤 を 含 む 接 着 剤 に よ り 、 ま た は レ ー ザ お よ び
超 音 波 溶 接 な ど の プ ラ ス チ ッ ク 溶 接 に よ り 繋 ぎ 合 わ せ る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ 流 体 カ セ
ッ ト ３ ２ ６ は 、 近 位 端 が デ ィ ス ク の 中 心 に 最 も 近 く 、 遠 位 端 が デ ィ ス ク の 中 心 か ら 最 も 遠
い よ う に 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク 上 に 設 置 さ れ る 。 図 ６ ３ に 示 す よ う に 、 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ
ト ３ ２ ６ は 、 緩 衝 液 お よ び サ ン プ ル が ロ ー ド さ れ る 注 入 ポ ー ト １ ２ ２ を 含 ん で い て も よ い
。 矢 印 で 示 す よ う に 、 サ ン プ ル は 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ４ に 流 れ 、 混 合 チ ャ ン バ １ ３ ４ で サ ン
プ ル お よ び 緩 衝 液 が 混 合 さ れ 、 次 に 流 体 回 路 １ ２ ８ に 流 れ て さ ら に 混 合 さ れ る 。 次 に 、 サ
ン プ ル は サ ン プ ル 精 製 領 域 ３ ０ ０ に 入 り 、 サ ン プ ル 精 製 領 域 ３ ０ ０ に お い て 、 不 要 な 細 胞
な ど の 不 要 な 夾 雑 物 が 、 図 ５ ９ 、 図 ６ ０ 、 図 ６ １ Ｂ 、 お よ び 図 ６ １ Ｃ に 関 連 し て 上 述 し た
よ う に 除 去 さ れ る 。 次 に 、 精 製 さ れ た 検 体 す な わ ち サ ン プ ル は 、 分 析 チ ャ ン バ １ ３ ０ に 送
ら れ る 。 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト ３ ２ ６ 内 の 種 々 の フ ロ ー 流 路 お よ び チ ャ ン バ を 通 る サ ン プ
ル の 移 動 は 、 所 定 の 速 度 お よ び 持 続 時 間 で デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ る こ と に よ り 、 遠 心 力 に
よ り 制 御 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 次 に 図 ６ ４ を 参 照 し て 、 本 発 明 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ を 用 い た Ｃ Ｄ マ ー カ 検 定 か ら
収 集 さ れ た デ ー タ の 棒 グ ラ フ 図 が 示 さ れ る 。 こ の 実 験 で は 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞
を 、 磁 気 ビ ー ズ を 用 い て 精 製 し 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ を 用 い て 試 験 し た 。 こ の 特 定 の
実 験 で 用 い ら れ る 捕 捉 剤 は 、 抗 Ｃ Ｄ １ ９ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ ２ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ ４ 抗 体 、 お よ び 抗 Ｃ
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Ｄ ８ 抗 体 で あ っ た 。 図 ６ ４ の 棒 グ ラ フ は 、 各 捕 捉 領 域 に お い て 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 数 を 示 す
。 こ の 実 験 に 関 す る 詳 細 は 、 実 施 例 １ ０ に 関 連 し て 以 下 で 説 明 す る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
実 験 の 詳 細
　 本 発 明 を 図 面 を 参 照 し て 詳 細 に 説 明 し て き た が 、 本 発 明 の 一 定 の 例 お よ び さ ら な る 例 示
を 以 下 に 提 供 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 図 １ ７ Ａ は 、 サ ン プ ル の 調 製 、 バ イ オ デ ィ ス ク の 使 用 、 お よ び 結 果 （ 図 ５ ２ お よ び 図 ５
３ で 、 よ り 詳 細 に 示 さ れ る ） の 提 供 を 示 す 画 像 的 フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 。 そ れ ぞ れ の 処 理
ス テ ッ プ の 時 間 分 、 回 転 速 度 や 他 の 詳 細 等 の 、 以 下 の 実 施 例 の 詳 細 は 、 図 １ ７ Ａ 、 図 ５ ２
お よ び 図 ５ ３ を 参 照 し た 上 記 の も の よ り 詳 細 で あ る 。 そ れ に も 関 わ ら ず 、 本 実 施 例 の 基 本
的 な ス テ ッ プ は 上 記 の も の と 類 似 で あ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
Ａ ． 基 板 調 製 お よ び 化 学 堆 積 を 含 む デ ィ ス ク 製 造
　 こ の 実 施 例 に お い て 、 反 射 型 デ ィ ス ク ま た は 透 過 型 デ ィ ス ク 基 板 １ ２ ０ （ そ れ ぞ れ 、 図
２ お よ び 図 ５ ） を 、 エ ア ガ ン を 用 い て 清 浄 に し て す べ て の 塵 粒 を 除 去 す る 。 こ の デ ィ ス ク
を 、 ス ピ ン コ ー タ を 用 い て イ ソ プ ロ パ ノ ー ル で ２ 回 洗 い 流 す 。 ２ ％ ポ リ ス チ レ ン を デ ィ ス
ク 上 に ス ピ ン コ ー ト し 、 全 体 を 極 め て 厚 く コ ー テ ィ ン グ す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 そ の 後 、 化 学 堆 積 を 行 う 。 一 実 施 の 形 態 は 、 以 下 の ３ ス テ ッ プ の 堆 積 プ ロ ト コ ル を 含 む
： ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト ； ビ オ チ ン 化 し た 第 １ の 抗 体 を ６ ０ 分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト ； お よ び 第 ２ の 捕 捉 抗 体 を ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 。 第 １ の 抗 体 は 、 第 ２
の 種 （ 例 え ば 、 マ ウ ス ） の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の タ イ プ （ 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｍ
） に 対 し て 、 第 １ の 種 （ 例 え ば 、 羊 ） に お い て 作 成 す る こ と が で き る 。 第 ２ の 捕 捉 抗 体 は
、 特 異 的 な 細 胞 表 面 抗 原 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ ） に 対 し て 、 第 ２ の 種 に お い て 作 成 さ
れ る 。 こ れ ら の ス テ ッ プ は 、 恒 湿 チ ャ ン バ 中 に お い て 室 温 で 、 堆 積 の 間 の 洗 浄 お よ び 乾 燥
ス テ ッ プ を 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 中 の １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １ μ ｌ ず つ を 各 窓 上 に 積
層 し 、 ３ ０ 分 間 培 養 す る 。 過 剰 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 蒸 留 水 を 用 い て 洗 い 流 し 、 デ ィ ス
ク を 乾 燥 さ せ る 。 等 容 量 の ビ オ チ ン 化 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 に １ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） お
よ び 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン ア ル デ ヒ ド （ ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 混 合 す る 。 デ キ ス ト ラ ン ア ル
デ ヒ ド （ Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ ） － ビ オ チ ン 化 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 、 各 捕 捉 窓 中 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 上
に 積 層 し 、 冷 蔵 庫 中 で ６ ０ 分 間 ま た は 一 晩 培 養 す る 。 過 剰 の 試 薬 を 洗 い 流 し 、 デ ィ ス ク を
ス ピ ン 乾 燥 す る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 図 ４ ７ に 示 す よ う に 、 ヒ ト の 細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 用 い て 、 Ｃ Ｄ ４
（ 窓 ２ ） 、 Ｃ Ｄ ８ （ 窓 ３ ） 、 Ｃ Ｄ ３ （ 窓 ４ ） 、 Ｃ Ｄ ４ ５ （ 窓 ５ ） 、 お よ び ネ ガ テ ィ ブ コ ン
ト ロ ー ル （ 窓 ６ ） 等 の 、 様 々 な 試 験 の た め の 放 射 状 に 配 向 し た い く つ か の 観 察 窓 が あ り 得
る 。 調 製 し た 基 板 を 、 冷 蔵 庫 中 で ３ ０ 分 間 ま た は 一 晩 培 養 す る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 化 学 堆 積 の パ タ ー ン を 以 下 の 表 ３ に 示 す 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ７ 】
Ｂ ． デ ィ ス ク ア セ ン ブ リ
　 流 体 流 路 を 作 製 す る Ｕ 型 ま た は 「 ｅ － ｒ ａ ｄ 」 流 路 等 の ス タ ン プ ア ウ ト （ stamped out
） 部 分 、 お よ び 透 明 な キ ャ ッ プ １ １ ６ （ 図 ５ 、 上 部 検 出 器 を 用 い た 透 過 型 デ ィ ス ク と の 使
用 の た め ） ま た は 捕 捉 領 域 全 体 に あ る 反 射 層 １ ４ ２ （ 図 ２ 、 底 部 検 出 器 を 用 い た 反 射 型 デ
ィ ス ク と の 使 用 の た め ） を 有 す る キ ャ ッ プ １ １ ６ を 有 す る 、 例 え ば 、 ２ ５ 、 ５ ０ ま た は １
０ ０ ミ ク ロ ン 厚 で あ り 得 る 接 着 層 （ 図 ２ お よ び 図 ５ の 流 路 層 １ １ ８ ） を 用 い て 、 デ ィ ス ク
を 組 み 立 て る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 一 実 施 の 形 態 に お い て 、 こ の デ ィ ス ク は 、 符 号 化 情 報 層 と し て ３ ０ ０ ｎ ｍ の 金 で 被 覆 さ
れ た 、 フ ォ ワ ー ド Ｗ ｏ ｂ ｂ ｌ ｅ 　 Ｓ ｅ ｔ 　 Ｆ Ｄ Ｌ ２ １ ： １ ３ ７ ０ ７ ま た は Ｆ Ｄ Ｌ ２ １ ： １
２ ７ ０ 　 Ｃ Ｄ － Ｒ デ ィ ス ク で あ る 。 反 射 型 デ ィ ス ク 上 に は 、 既 知 の リ ソ グ ラ フ ィ ー 技 術 に
よ っ て 、 ２ × １ ｍ ｍ の 大 き さ の 楕 円 の 観 察 窓 が 反 射 層 か ら エ ッ チ ン グ さ れ て い る 。 透 過 型
デ ィ ス ク の 幾 つ か の デ ザ イ ン に お い て は 、 分 か れ た 観 察 窓 は エ ッ チ ン グ さ れ て お ら ず 、 デ
ィ ス ク 全 体 を 使 用 可 能 で あ る 。 こ の 特 殊 な 例 に お い て は 、 流 路 層 は 、 Ｆ ｒ ａ ｙ ｌ ｏ ｃ ｋ 　
ａ ｄ ｈ ｅ ｓ ｉ ｖ ｅ 　 Ｄ Ｂ Ｌ ２ ０ １ 　 Ｒ ｅ ｖ 　 Ｃ 　 ３ Ｍ ９ ４ ６ ６ １ か ら 形 成 さ れ る 。 カ バ ー
は 、 半 径 ２ ６ ｍ ｍ で 等 距 離 に あ る 、 直 径 ０ ． ０ ４ ０ イ ン チ の ４ ８ 個 の サ ン プ ル 注 入 口 を 有
す る ク リ ア デ ィ ス ク で あ る 。 Ｃ Ｄ ４ ／ Ｃ Ｄ ８ 計 数 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 ソ フ ト ウ ェ ア を
４ 倍 速 か つ サ ン プ ル 率 ２ ． ６ ７ Ｍ Ｈ ｚ で 、 デ ー タ デ ィ ス ク を 走 査 し て 読 み 取 る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
Ｃ ． デ ィ ス ク 漏 れ チ ェ ッ ク
　 血 液 を 分 析 し て い る た め 、 デ ィ ス ク の 漏 れ を チ ェ ッ ク し 、 ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ で サ ン プ ル を
有 す る デ ィ ス ク を ス ピ ン す る 間 に チ ャ ン バ 漏 れ が な い こ と を 初 め に 確 認 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 Ｓ ｔ ａ ｂ ｉ ｌ Ｇ ｕ ａ ｒ ｄ お よ び Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 等 の 遮 断 剤 を 、 各 流 路 に 充 填 す
る 。 ブ ロ ッ ク は 少 な く と も １ 時 間 で あ る 。 デ ィ ス ク を ５ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 ス ピ ン さ せ
て 漏 れ 試 験 を 行 い 、 デ ィ ス ク の 安 定 性 を チ ェ ッ ク す る 。 漏 れ を チ ェ ッ ク し た 後 、 デ ィ ス ク
を 真 空 チ ャ ン バ に ２ ４ 時 間 入 れ る 。 ２ ４ 時 間 真 空 化 後 、 デ ィ ス ク を 真 空 パ ウ チ に 入 れ 、 使
用 ま で 冷 蔵 庫 中 に 保 管 す る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
Ｄ ． サ ン プ ル の 回 収 、 調 製 お よ び デ ィ ス ク へ の 塗 布
　 以 下 の 項 は 、 概 し て 図 １ ７ Ａ に 示 さ れ る サ ン プ ル 処 理 ス テ ッ プ に 関 す る 。 単 核 細 胞 （ Ｍ
Ｎ Ｃ ） を 、 例 え ば Ｂ ｅ ｃ ｔ ｏ ｎ 　 Ｄ ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ 　 Ｃ Ｐ Ｔ 　 Ｖ ａ ｃ ｕ ｔ ａ ｉ ｎ ｅ ｒ を
用 い て 、 密 度 勾 配 遠 心 法 に よ り 精 製 す る 。 血 液 （ ４ ～ ８ ｍ ｌ ） を 、 ４ ま た は ８ ｍ ｌ の Ｅ Ｄ
Ｔ Ａ 含 有 Ｃ Ｐ Ｔ 　 Ｖ ａ ｃ ｕ ｔ ａ ｉ ｎ ｅ ｒ 中 に 直 接 回 収 す る 。 水 平 ロ ー タ ー お よ び 回 転 バ ケ
ツ を 有 す る バ イ オ ハ ザ ー ド 遠 心 機 中 で 、 １ ５ ０ ０ ～ １ ８ ０ ０ × ｇ で ２ ５ 分 間 、 室 温 で 管 を
遠 心 分 離 す る 。 血 液 は 、 回 収 の ２ 時 間 以 内 に 使 用 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 遠 心 分 離 後 、 Ｍ
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Ｎ Ｃ 層 上 の 約 ２ ｍ ｍ の 血 漿 は 残 し 、 単 核 細 胞 画 分 上 の 血 漿 を 除 去 す る 。 Ｍ Ｎ Ｃ を 回 収 し 、
Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 す る 。 ３ ０ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 、 細 胞 を ペ レ
ッ ト 化 す る 。 上 清 を 除 去 し 、 管 を そ っ と 軽 く 叩 く こ と に よ り Ｍ Ｎ Ｃ を 含 有 す る ペ レ ッ ト を
Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 す る 。 ３ ０ ０ × ｇ で 各 １ ０ 分 間 、 室 温 で も う 一 度 洗 浄 を 行 い 、 血 小 板 を 除
去 す る 。 最 終 的 な ペ レ ッ ト を 、 １ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 ／ μ ｌ の 細 胞 数 に 再 懸 濁 す る 。 １ ８ μ ｌ
容 量 の Ｍ Ｎ Ｃ を 、 １ 以 上 の 分 析 チ ャ ン バ ま た は 流 路 へ 導 入 し 、 デ ィ ス ク を 固 定 し て １ ５ 分
間 室 温 で 培 養 す る 。 流 路 を 密 閉 す る 。 そ の 後 、 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ を 用 い て ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ
で ３ ～ ４ 分 間 デ ィ ス ク を ス ピ ン さ せ る 。 ４ 倍 速 か つ サ ン プ ル 率 ２ ． ６ ７ Ｍ Ｈ ｚ で ソ フ ト ウ
ェ ア を 用 い 、 デ ィ ス ク を 走 査 し て 読 み 取 る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 血 液 サ ン プ ル を 直 ち に 処 理 で き な い 場 合 、 Ｃ Ｐ Ｔ 管 を 数 回 穏 や か に 反 転 さ せ る こ と に よ
っ て 最 初 の 遠 心 分 離 後 の 単 核 細 胞 を 血 漿 に 再 懸 濁 し 、 室 温 で ２ ４ 時 間 ま で 保 管 す る こ と が
で き る 。 ２ ４ 時 間 以 内 に 、 上 記 の よ う に 血 漿 中 の 細 胞 を 回 収 し 、 洗 浄 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
Ｅ ． Ｃ Ｄ ４ ／ Ｃ Ｄ ８ 検 定 フ ォ ー マ ッ ト
　 こ の 実 施 例 に お け る 検 定 は 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ リ ン パ 球 集 団 の 絶 対 数 お よ び 血
液 サ ン プ ル 中 の Ｃ Ｄ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ８ ＋ リ ン パ 球 の 比 を 迅 速 に 測 定 す る た め の 一 般 的 な 均 質 固
相 細 胞 捕 捉 検 定 法 で あ る 。 こ の 試 験 は Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ に 組 み 込 ま れ た 小 さ な チ ャ ン バ 内 で 実
施 さ れ る が 、 全 血 液 か ら 単 離 さ れ た 単 核 細 胞 （ Ｍ Ｎ Ｃ ） ７ μ ｌ 中 の 、 捕 捉 領 域 上 の 特 異 的
な 抗 体 に よ っ て 捕 捉 さ れ る 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 、 Ｃ Ｄ ２ ＋ 、 Ｃ Ｄ ３ ＋ お よ び Ｃ Ｄ ４ ５ ＋
細 胞 の 数 を 測 定 す る 。 こ の 試 験 は 、 デ ィ ス ク 上 の 特 異 的 な 位 置 の 局 在 細 胞 を 捕 捉 す る と い
う 原 理 に 基 づ く 。 特 定 の 血 液 細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 に 基 づ く 捕 捉 化 学 物 質 を 局 在 塗 布 す る こ と に よ り 、 幾 つ か の 特 異 的 な 細 胞 捕 捉 領 域 を
デ ィ ス ク 上 に 作 製 す る 。 チ ャ ン バ を Ｍ Ｎ Ｃ 血 液 （ ３ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 ／ μ ｌ ） で 溢 れ さ せ る
と 、 抗 原 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ 、 Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ ３ お よ び Ｃ Ｄ ４ ５ を 発 現 す る 細 胞 は 、 デ ィ ス ク 上
の 捕 捉 領 域 で 捕 捉 さ れ る 。 ま た 、 画 定 さ れ た ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 領 域 も バ ー コ ー ド に
組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
Ｆ ． オ ン デ ィ ス ク 分 析
　 上 記 ス テ ッ プ Ｄ で 調 製 さ れ た Ｍ Ｎ Ｃ 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 、 １ ８ μ ｌ ） を デ ィ ス ク チ ャ ン バ に
注 入 し 、 チ ャ ン バ の 注 入 ポ ー ト お よ び 排 出 ポ ー ト を 密 閉 す る 。 デ ィ ス ク を １ ５ 分 間 室 温 で
培 養 し た 後 、 上 部 検 出 器 を 有 す る 光 学 ド ラ イ ブ 中 で ７ ８ ０ ｎ ｍ の レ ー ザ を 用 い て 走 査 し 、
上 記 の よ う に 捕 捉 領 域 を 画 像 化 す る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 ソ フ ト ウ ェ ア を デ ィ ス ク 上 に 符 号 化 し て 、 ド ラ イ ブ に 以 下 の 動 作 を 自 動 的 に 行 う よ う に
指 示 を 与 え る ： （ ａ ） １ 以 上 の 段 階 で デ ィ ス ク を 遠 心 分 離 し 、 過 剰 の 非 結 合 細 胞 を ス ピ ン
除 去 す る 、 （ ｂ ） 特 異 的 な 捕 捉 窓 を 画 像 化 す る 、 お よ び （ ｃ ） そ れ ぞ れ の 捕 捉 領 域 中 の 特
異 的 に 捕 捉 さ れ た 細 胞 を 計 数 す る こ と 、 お よ び Ｃ Ｄ ４ ／ Ｃ Ｄ ８ の 比 （ ま た は 比 が プ ロ グ ラ
ム さ れ 、 測 定 さ れ る ） を 得 る こ と を 含 み 、 デ ー タ を 処 理 す る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 処 理 ス テ ッ プ の 間 、 ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て そ れ ぞ れ の 捕 捉 領 域 画 像 全 体 を 読 み 込 み 、 細
胞 に 接 近 す る と 細 胞 に 印 を 付 け る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 の 数 の 評 価 に 続
い て 、 ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て Ｃ Ｄ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 の 比 を 算 出 し 、 全 血 液 １ μ ｌ 当 た り
の 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 、 Ｃ Ｄ ３ ＋ お よ び Ｃ Ｄ ４ ５ ＋ 捕 捉 領 域 中 の 細 胞 の 絶 対 数 、 お よ び
Ｃ Ｄ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ８ ＋ 比 の 双 方 を 示 す 。 光 学 ド ラ イ ブ へ デ ィ ス ク を 挿 入 し て か ら 数 お よ び 比
を 得 る ま で の 全 処 理 は 、 約 １ ２ 分 か か る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
Ｇ ． 使 用 試 薬
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Sigma, cat.＃  S-4762） ： 脱 イ オ ン 水 を 添 加 し て ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 溶
液 と し 、 等 分 し て － ３ ０ ℃ で 保 管 す る 。 使 用 の 際 は 、 最 終 濃 度 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に
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Ｔ ｒ ｉ ｓ 緩 衝 液 を 添 加 す る 。
　 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ： Ｃ Ｄ ４ ５ （ Sigma, Lot ＃  038H4892, cat ＃  C7556） 。 ２ ～
８ ℃ で 保 管 す る 。
　 二 次 捕 捉 抗 体 ： ビ オ チ ン 化 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ ヒ ツ ジ 由 来 、 Vector laboratories, lot 
＃  L0602, Catalog ＃  BA-9200） 。 保 存 溶 液 （ １ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） は 蒸 留 水 で 作 製 さ れ る
。 使 用 ｂ － Ｉ ｇ Ｇ 溶 液 ： ０ ． １ Ｍ の Ｐ Ｂ Ｓ 中 に １ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 。 ２ ～ ８ ℃ で 保 管 す る 。
長 期 保 管 の 場 合 は － ３ ０ ℃ で 保 持 し て も よ い 。
　 ア ル デ ヒ ド 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン （ Pierce, lot ＃  97111761, cat ＃  1856167） 。 保 存
溶 液 ： Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ２ ～ ８ ℃ で 保 管 す る 。
　 一 次 捕 捉 抗 体 ： Ｃ Ｄ ４ （ DAKO, cat ＃  M0716） 、 Ｃ Ｄ ８ （ DAKO, cat ＃  M0707） 、 Ｃ Ｄ
２ （ DAKO, cat ＃  M720） 、 Ｃ Ｄ ４ ５ （ DAKO, cat ＃  M0701） 、 Ｃ Ｄ １ ４ （ DAKO, cat ＃  
M825） 、 お よ び Ｃ Ｄ ３ （ DAKO, cat ＃  M7193） 。 ２ ～ ８ ℃ で 保 管 す る 。
　 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ： マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ （ DAKO, cat ＃  X0931） 。 ２ ～ ８ ℃ で 保 管 す
る 。
　 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ （ Life Technologies/GIBCO BRL, cat. 
＃  10010-023） ま た は 等 価 物 。 室 温 で 保 管 す る 。
　 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル 、 ９ ０ ～ １ ０ ０ ％ 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
Ｈ ． Ｒ Ｂ Ｃ 溶 解 プ ロ ト コ ル
　 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 解 緩 衝 液
　 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 解 緩 衝 液 の １ ｘ ス ト ッ ク は 、 ２ ～ ８ ℃ で 保 管 さ れ る べ き で あ る 。 ０
． １ ５ ５ Ｍ の Ｎ Ｈ ４ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｈ Ｃ Ｏ ３ 、 お よ び ０ ． １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 二 ナ ト リ
ウ ム を 含 有 す る ； ｐ Ｈ ７ ． ３ ～ ７ ． ４ 、 ２ ～ ８ ℃ で 保 管 す る 。 使 用 前 に 室 温 に 戻 す 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 手 順
　 １ ． 各 １ ０ ０ μ ｌ の 血 液 に 対 し て ２ ｍ ｌ の 溶 解 緩 衝 液 を 添 加 す る （ こ の 手 順 は バ イ オ ハ
ザ ー ド フ ー ド 中 で 行 う の が 好 ま し い ） 。
　 ２ ． ボ ル テ ッ ク ス し て 室 温 で １ ５ 分 間 培 養 す る 。
　 ３ ． バ イ オ ハ ザ ー ド フ ー ド 中 の 遠 心 機 を 用 い て 、 ５ ０ ０ × ｇ で ５ 分 間 、 室 温 で 血 液 を 遠
心 分 離 す る 。
　 ４ ． 上 清 を 除 去 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ２ ％ Ｆ Ｃ Ｓ ま た は Ｆ Ｂ Ｓ で 細 胞 を 洗 浄 す る 。 細 胞 を 遠 心
分 離 す る 。
　 ５ ． Ｗ Ｂ Ｃ の 全 量 を 算 出 し 、 サ ン プ ル 注 入 の た め に Ｗ Ｂ Ｃ の 最 終 濃 度 を １ ０ ， ０ ０ ０ 細
胞 ／ μ ｌ と す る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ ４ ９ 】
単 核 細 胞 分 離 手 順
　 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 有 す る Ｂ ｅ ｃ ｔ ｏ ｎ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｄ ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ 　 Ｖ ａ ｃ ｕ ｔ
ａ ｉ ｎ ｅ ｒ 　 Ｃ Ｐ Ｔ （ BD catalog ＃  362760（ ４ ｍ ｌ の 場 合 ） 、 ＃  362761（ ８ ｍ ｌ の 場
合 ） ） 細 胞 調 製 管 を 使 用 す る 。 手 順 は 、 す べ て の バ イ オ ハ ザ ー ド 注 意 に 従 い 、 バ イ オ ハ ザ
ー ド フ ー ド 中 で 行 う 。 ス テ ッ プ ：
　 １ ． 血 液 を 、 ４ ま た は ８ ｍ ｌ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 含 有 Ｃ Ｐ Ｔ 　 Ｖ ａ ｃ ｕ ｔ ａ ｉ ｎ ｅ ｒ 中 に 直 接 回
収 す る 。 血 液 が 既 に 抗 凝 固 物 質 中 に あ る 場 合 、 初 め に Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を Ｖ ａ ｃ ｕ ｔ ａ ｉ ｎ ｅ ｒ へ
添 加 し た 後 、 血 液 サ ン プ ル ６ ～ ８ ｍ ｌ を Ｃ Ｐ Ｔ 管 へ 添 加 す る 。
　 ２ ． 水 平 ロ ー タ ー お よ び 回 転 バ ケ ツ を 有 す る バ イ オ ハ ザ ー ド 遠 心 機 中 で 、 １ ５ ０ ０ ～ １
８ ０ ０ × ｇ 、 ２ ５ 分 間 室 温 で 管 を 遠 心 分 離 す る 。 最 も 良 い 結 果 の た め に 、 回 収 の ２ 時 間 以
内 に 血 液 を 遠 心 分 離 す べ き で あ る 。 し か し な が ら 、 ２ 時 間 よ り 古 い 血 液 を 遠 心 分 離 す る と
、 Ｍ Ｎ Ｃ 数 が 減 少 し 、 か つ Ｒ Ｂ Ｃ 汚 染 が 増 加 し 得 る 。
　 ３ ． 遠 心 分 離 後 、 Ｍ Ｎ Ｃ 層 上 の 約 ２ ｍ ｍ の 血 漿 を 残 し 、 血 漿 を 除 去 す る 。 白 色 の 単 核 層
を １ ５ ｍ ｌ の 円 錐 形 遠 心 分 離 管 へ 回 収 し 、 移 す 。
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　 ４ ． Ｍ Ｎ Ｃ 層 へ １ ０ ～ １ ５ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ を 添 加 し 、 遠 心 分 離 管 を 数 回 反 転 さ せ る こ と に
よ っ て 細 胞 を 穏 や か に 混 合 す る 。
　 ５ ． バ イ オ ハ ザ ー ド 遠 心 機 中 で ２ ０ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ
て 細 胞 を 洗 浄 す る 。
　 ６ ． 上 清 を 除 去 す る 。 管 を そ っ と 軽 く 叩 く こ と に よ っ て 細 胞 を 再 懸 濁 す る 。
　 ７ ． １ ０ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 中 で も う 一 度 洗 浄 す る 。 ２ ０ ０ ～ ３ ０ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 、 室 温 で
遠 心 分 離 し て 血 小 板 を 除 去 す る 。
　 ８ ． 上 清 を 除 去 し て ５ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 す る 。
　 ９ ． サ ン プ ル 中 の 細 胞 数 を 評 価 す る 。 Ｃ Ｂ Ｃ を 実 施 す る 、 ま た は ２ μ ｌ の 細 胞 を １ ８ μ
ｌ の ト リ パ ン ブ ル ー に 希 釈 し 、 穏 や か に 混 合 し て 細 胞 を 血 球 計 算 器 で 計 数 す る 。 分 析 の た
め に 、 サ ン プ ル を 最 終 細 胞 数 １ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 ／ μ ｌ と す る 。
　 １ ０ ． 細 胞 を 直 ち に 処 理 す る こ と が で き な い 場 合 、 最 初 の 遠 心 分 離 (上 記 ス テ ッ プ ２ )の
後 に Ｃ Ｐ Ｔ 管 を 数 回 穏 や か に 反 転 さ せ る こ と に よ っ て 、 分 離 さ れ た 血 漿 中 へ 単 核 細 胞 を 再
懸 濁 し 、 室 温 で ２ ４ 時 間 ま で の 間 保 管 す る 。 ２ ４ 時 間 以 内 に 血 漿 中 の 細 胞 を 回 収 し 、 上 記
の よ う な 洗 浄 を 続 け る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 １ μ ｌ 当 た り の 全 細 胞 数 ＝ ２ ５ 個 の 小 さ な 四 角 の 中 の 細 胞 数 × （ 倍 ） １ ０ ０ 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ２ ５ １ 】
Ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｐ ａ ｑ ｕ ｅ － １ ０ ７ ７ を 用 い た 全 血 液 か ら の Ｍ Ｎ Ｃ の 単 離
　 １ ｍ ｌ の Ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｐ ａ ｑ ｕ ｅ － １ ０ ７ ７ を １ ５ ｍ ｌ の 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、 １ ｍ ｌ の 全
血 液 を そ の 上 に 穏 や か に 積 層 し た 。 そ の 後 、 ４ ０ ０ × ｇ で ３ ０ 分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 し た
。 混 合 物 を パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト で 慎 重 に 吸 引 し 、 不 透 明 な 界 面 を 遠 心 分 離 し た 管 へ 移 し た
。 そ の 後 、 １ ０ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ を 遠 心 分 離 管 へ 添 加 し た 。 そ の 後 、 溶 液 を ２ ５ ０ × ｇ で １ ０
分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 静 か に 移 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を １ ０ ． ０ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 し
、 ２ ５ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 ス ピ ン さ せ た 。 そ の 後 、 ペ レ ッ ト を １ ０ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 し
、 ２ ５ ０ × ｇ で ス ピ ン さ せ る こ と に よ っ て 、 細 胞 を も う 一 度 洗 浄 し た 。 最 終 的 な 細 胞 ペ レ
ッ ト を ０ ． ５ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ２ ５ ２ 】
Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ ビ ー ズ を 用 い た Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 の 単 離
Ａ ． 材 料
　 １ ． 冷 Ｐ Ｂ Ｓ ／ ２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４
　 ２ ． Ｐ Ｂ Ｓ ／ ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４
　 ３ ． Ｃ Ｄ ４ 陽 性 Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ 単 離 キ ッ ト
　 ４ ． Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ Ｍ Ｐ Ｃ 、 Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ 混 合 機 、 遠 心 機 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 管
【 ０ ２ ５ ３ 】
Ｂ ． 手 順
　 Ｃ Ｂ Ｃ を 実 施 し 、 必 要 な 細 胞 ご と の ビ ー ズ の 数 を 決 定 す る （ ４ ～ １ ０ ビ ー ズ ／ 細 胞 ） 。
１ ｍ ｌ の 冷 Ｐ Ｂ Ｓ ／ ２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 、 所 望 量 の ビ ー ズ （ １ × １ ０ ７ ビ ー ズ ／ ７ ２ μ ｌ ） に 添
加 し 、 再 懸 濁 す る 。 管 を Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ Ｍ Ｐ Ｃ 中 に ３ ０ 秒 間 置 き 、 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る
。 洗 浄 し た ビ ー ズ を 最 初 の 容 量 に 再 懸 濁 す る 。 所 望 量 の ビ ー ズ を 細 胞 に 添 加 す る 。 １ １ に
設 定 し た Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ 混 合 機 に て ２ ～ ８ ℃ で ２ ０ 分 間 培 養 す る 。 ロ ゼ ッ ト 形 成 細 胞 を Ｄ ｙ ｎ
ａ ｌ 　 Ｍ Ｐ Ｃ 中 で ２ 分 間 単 離 す る 。 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る 。 ロ ゼ ッ ト 形 成 細 胞 を ４ ×
Ｐ Ｂ Ｓ ／ ２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ で 洗 浄 す る 。 ロ ゼ ッ ト を ２ ０ ０ ～ ４ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ ／ ２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ に
再 懸 濁 す る 。 １ ０ ０ μ ｌ 細 胞 懸 濁 液 あ た り １ ０ μ ｌ の Ｄ ｅ ｔ ａ ｃ ｈ － ａ － Ｂ ｅ ａ ｄ を 添 加
す る 。 １ １ に 設 定 し た Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ 混 合 機 に て 室 温 で ６ ０ 分 間 培 養 す る 。 ビ ー ズ を Ｄ ｙ ａ ｎ
ａ ｌ 　 Ｍ Ｐ Ｃ 中 で ２ 分 間 単 離 す る 。 上 清 を 移 し て 保 存 す る 。 ビ ー ズ を ５ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ
／ ２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 中 で ２ ～ ３ 回 洗 浄 し 、 細 胞 残 渣 を 得 る 。 回 収 し た 細 胞 を ４ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ
／ ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ で 洗 浄 す る 。
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【 ０ ２ ５ ４ 】
　 Ｃ Ｂ Ｃ を 実 施 し 、 単 離 し た 細 胞 濃 度 を 求 め る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ２ ５ ５ 】
デ ィ ス ク 調 製 お よ び 化 学 堆 積 （ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に よ る ）
Ａ ． 基 板 調 製 お よ び 化 学 堆 積 を 含 む デ ィ ス ク 製 造
　 こ の 実 施 例 で は 、 透 過 デ ィ ス ク 基 板 を エ ア ガ ン で 清 浄 に し て 塵 粒 を 除 去 し た 。 そ の 後 、
こ の デ ィ ス ク を ス ピ ン コ ー タ に 載 せ 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル の 一 定 流 で ２ 回 洗 い 流 し た 。 次 い
で 、 ３ １ ０ ｍ ｌ の ト ル エ ン お よ び ６ ５ ｍ ｌ の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル に 溶 解 さ せ た ２ ％ ポ リ ス チ
レ ン を 有 す る ポ リ ス チ レ ン 溶 液 を 、 デ ィ ス ク 上 に 均 一 に コ ー テ ィ ン グ し た 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 堆 積 の た め に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 保 存 溶 液 を Ｐ Ｂ Ｓ 中 に １ ｍ ｇ ／
ｍ ｌ と な る よ う に 希 釈 し た 。 手 動 の ピ ン 堆 積 を 用 い て 、 約 １ μ ｌ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を
デ ィ ス ク 上 の そ れ ぞ れ の 捕 捉 領 域 に 堆 積 さ せ た 。 デ ィ ス ク を 恒 湿 チ ャ ン バ 中 で ３ ０ 分 間 培
養 し た 。 そ の 後 、 過 剰 の 非 結 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 脱 イ オ ン 水 で 洗 い 流 し て 捕 捉 領 域 か
ら 除 去 し 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン 乾 燥 し た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 二 次 抗 体 堆 積 の た め に 、 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン ア ル デ ヒ ド の 新 た な 溶 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ２ ０
０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 、 等 容 量 の Ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ 　 Ｉ ｇ Ｇ （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 に １ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） と 混
合 し た 。 手 動 の ピ ン 堆 積 を 用 い て 、 デ ィ ス ク 上 の そ れ ぞ れ の 捕 捉 領 域 に 、 約 １ μ ｌ の Ｉ ｇ
Ｇ ＋ Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 複 合 体 を 堆 積 （ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 層 の 上 に 積 層 ） し た 。 デ ィ ス ク を 恒 湿 チ
ャ ン バ 中 で ６ ０ 分 間 培 養 し た 。 過 剰 の 抗 体 は 脱 イ オ ン 水 で 洗 い 流 し て 除 去 し 、 デ ィ ス ク を
ス ピ ン 乾 燥 し た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 一 次 抗 体 の た め に 、 Ｄ Ａ Ｋ Ｏ 　 Ｃ Ｄ ４ を 希 釈 し て Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ と し 、 Ｄ Ａ
Ｋ Ｏ 　 Ｃ Ｄ ８ を 希 釈 し て Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ と し 、 Ｄ Ａ Ｋ Ｏ 　 Ｃ Ｄ ４ ５ を 希 釈 し て
Ｐ Ｂ Ｓ 中 に １ ４ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ と し た 。 手 動 の ピ ン ア プ リ ケ ー タ ー を 用 い て 、 約 １ μ ｌ の 各
一 次 抗 体 を 、 結 合 さ せ た 二 次 抗 体 の 上 に 堆 積 さ せ た 。 そ の 後 、 デ ィ ス ク を 恒 湿 チ ャ ン バ 中
で ３ ０ 分 間 培 養 し た 。 捕 捉 領 域 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 す る こ と に よ り 過 剰 の 非 結 合 抗 体 を 除 去 し
、 デ ィ ス ク を ス ピ ン 乾 燥 し た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
Ｂ ． デ ィ ス ク ア セ ン ブ リ
　 使 用 し た カ バ ー デ ィ ス ク は 、 Ｆ ｒ ａ ｙ ｌ ｏ ｃ ｋ 接 着 流 路 層 が 取 り 付 け ら れ た 透 明 の デ ィ
ス ク で あ っ た 。 流 体 回 路 を 作 製 す る ４ つ の Ｕ 型 流 路 を 接 着 剤 へ 刻 印 し た 。 カ バ ー を 透 過 デ
ィ ス ク 基 板 上 に 置 い て 、 流 体 流 路 が 捕 捉 領 域 全 体 に わ た る よ う に し た 。 次 い で 、 デ ィ ス ク
を 共 に 固 定 す る た め に 、 デ ィ ス ク プ レ ス を ８ 回 通 過 さ せ た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
Ｃ ． デ ィ ス ク 漏 れ チ ェ ッ ク 、 ブ ロ ッ キ ン グ
　 各 流 体 流 路 に Ｓ ｔ ａ ｂ ｌ ｅ Ｇ ｕ ａ ｒ ｄ を 充 填 し 、 １ 時 間 培 養 し た 。 培 養 の 間 、 デ ィ ス ク
を ス ピ ン コ ー タ 中 で ５ 分 間 ５ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ス ピ ン さ せ た 。 ス ピ ン 後 、 デ ィ ス ク 流 路 の 漏
れ を チ ェ ッ ク し た 。 次 い で 、 Ｓ ｔ ａ ｂ ｌ ｅ Ｇ ｕ ａ ｒ ｄ を 流 路 か ら 吸 引 し 、 デ ィ ス ク を 真 空
チ ャ ン バ 中 、 真 空 下 で 一 晩 置 い た 。 翌 朝 、 デ ィ ス ク を 真 空 パ ウ チ に 入 れ 、 ４ ℃ で 保 管 し た
。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ２ ６ １ 】
光 バ イ オ デ ィ ス ク に よ る Ｃ Ｄ ４ ／ Ｃ Ｄ ８ の 比 と Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ る Ｃ Ｄ ４ ／ Ｃ Ｄ ８ の 比 と の 比
較
Ａ ． Ｃ Ｐ Ｔ 管 を 用 い た 臨 床 血 液 サ ン プ ル の 調 製
　 ３ ｍ ｌ の 臨 床 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 血 液 サ ン プ ル （ 番 号 ２ ９ 、 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ 、 ３ ３ 、 ３ ４ 、 お よ
び ３ ５ ） を 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 除 去 し た 個 別 の Ｃ Ｐ Ｔ 管 に 添 加 し た 。 管 を １ ５ ０ ０ ×
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ｇ で 室 温 に て 、 ２ ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 遠 心 分 離 後 、 ０ ． ５ ｃ ｍ の 不 透 明 Ｍ Ｎ Ｃ 層 内 の 上
部 血 漿 を 吸 引 に よ り 除 去 し た 。 残 り の 不 透 明 Ｍ Ｎ Ｃ 層 を 清 浄 な １ ５ ｍ ｌ 管 に 移 し 、 １ ２ ｍ
ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ を そ れ ぞ れ の 管 に 添 加 し た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
洗 浄
　 続 い て 、 細 胞 懸 濁 液 を ２ ５ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 続 い て 、 上 清 を 吸 引 に よ り
除 去 し 、 細 胞 を １ ４ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を 、 ２ ５ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 、 再 び
遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 吸 引 に よ り 除 去 し 、 各 細 胞 ペ レ ッ ト を ２ ０ ０ ～ １ ７ ５ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ
を 用 い て 再 懸 濁 し た 。 各 サ ン プ ル の 細 胞 濃 度 を 、 血 球 計 算 機 で 細 胞 を 計 数 す る こ と に よ り
求 め た 。 最 終 細 胞 濃 度 を 各 サ ン プ ル に つ き ３ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 ／ μ ｌ に 調 整 し た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
Ｂ ． 光 バ イ オ デ ィ ス ク Ｃ Ｄ ４ ／ Ｃ Ｄ ８ の 比 と Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ る Ｃ Ｄ ４ ／ Ｃ Ｄ ８ の 比 と の 比 較
　 デ ィ ス ク （ 番 号 ２ ７ ａ 、 ２ ７ ｂ 、 ２ ７ ｃ 、 ２ ７ ｄ 、 ２ ７ ｅ 、 ２ ７ ｆ 、 お よ び ２ ８ ） を 、
２ ５ μ ｍ の 接 着 流 路 を 用 い て 、 実 施 例 ５ と 同 様 に 調 製 し た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 各 サ ン プ ル を 、 以 下 の 表 ４ に 示 す よ う に 対 応 す る 各 デ ィ ス ク に 注 入 し た 。 ３ ０ 分 後 、 デ
ィ ス ク を ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 続 い て 、 化 学 領 域 で 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 光
顕 微 鏡 写 真 を 撮 影 し 、 細 胞 を 計 数 し た 。 各 臨 床 サ ン プ ル に 対 し て 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 も 行 っ た
。 こ の 実 験 の 結 果 を 以 下 の 表 ４ に 示 す 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ２ ６ ６ 】
デ ィ ス ク 調 製 お よ び 化 学 堆 積
Ａ ． 基 板 調 製 お よ び 化 学 堆 積 を 含 む デ ィ ス ク 製 造
　 こ の 実 施 例 で は 、 透 過 デ ィ ス ク 基 板 を エ ア ガ ン で 清 浄 に し て 塵 粒 を 除 去 し た 。 そ の 後 、
こ の デ ィ ス ク を ス ピ ン コ ー タ に 載 せ 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル の 一 定 流 で ２ 回 洗 い 流 し た 。 次 い
で 、 ３ １ ０ ｍ ｌ の ト ル エ ン お よ び ６ ５ ｍ ｌ の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル に 溶 解 さ せ た ２ ％ ポ リ ス チ
レ ン を 有 す る ポ リ ス チ レ ン 溶 液 を 、 デ ィ ス ク 上 に 均 一 に コ ー テ ィ ン グ し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 二 次 抗 体 堆 積 の た め に 、 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン ア ル デ ヒ ド の 新 た な 溶 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ２ ０
０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 、 等 容 量 の Ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ 　 Ｉ ｇ Ｇ （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 に １ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） と 混
合 し た 。 手 動 の ピ ン 堆 積 を 用 い て 、 デ ィ ス ク 上 の そ れ ぞ れ の 捕 捉 領 域 に 、 約 １ μ ｌ の Ｉ ｇ
Ｇ ＋ Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 複 合 体 を 堆 積 し た 。 デ ィ ス ク を 恒 湿 チ ャ ン バ 中 で ６ ０ 分 間 培 養 し た 。 過 剰 の
抗 体 は 脱 イ オ ン 水 で 洗 い 流 し て 除 去 し 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン 乾 燥 し た 。
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【 ０ ２ ６ ８ 】
　 一 次 抗 体 の た め に 、 Ｄ Ａ Ｋ Ｏ 　 Ｃ Ｄ ４ を 希 釈 し て Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ と し 、 Ｄ Ａ
Ｋ Ｏ 　 Ｃ Ｄ ８ を 希 釈 し て Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ と し 、 Ｄ Ａ Ｋ Ｏ 　 Ｃ Ｄ ４ ５ を 希 釈 し て
Ｐ Ｂ Ｓ 中 に １ ４ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ と し た 。 手 動 の ピ ン ア プ リ ケ ー タ ー を 用 い て 、 約 １ μ ｌ の 各
一 次 抗 体 を 、 結 合 さ せ た 二 次 抗 体 の 上 に 堆 積 さ せ た 。 恒 湿 チ ャ ン バ 中 で ３ ０ 分 間 培 養 し た
。 過 剰 の 非 結 合 抗 体 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 い 流 し て 除 去 し 、 デ ィ ス ク を ス ピ ン 乾 燥 し た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
Ｂ ． デ ィ ス ク ア セ ン ブ リ
　 使 用 し た カ バ ー デ ィ ス ク は 、 透 明 で 、 Ｆ ｒ ａ ｙ ｌ ｏ ｃ ｋ 接 着 流 路 層 が 取 り 付 け ら れ て い
た 。 流 体 回 路 を 作 製 す る ４ つ の Ｕ 型 流 路 を 接 着 剤 へ 刻 印 し た 。 カ バ ー を 透 過 デ ィ ス ク 基 板
上 に 置 い て 、 流 体 流 路 が 抗 体 領 域 全 体 に わ た る よ う に し た 。 次 い で 、 デ ィ ス ク を 共 に 固 定
す る た め に 、 デ ィ ス ク プ レ ス を ８ 回 通 過 さ せ た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
Ｃ ． デ ィ ス ク 漏 れ チ ェ ッ ク 、 ブ ロ ッ キ ン グ
　 各 流 体 流 路 に Ｓ ｔ ａ ｂ ｌ ｅ Ｇ ｕ ａ ｒ ｄ を 充 填 し 、 １ 時 間 培 養 し た 。 培 養 の 間 、 デ ィ ス ク
を ス ピ ン コ ー タ 中 で ５ 分 間 ５ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ス ピ ン さ せ た 。 ス ピ ン 後 、 デ ィ ス ク 流 路 の 漏
れ を チ ェ ッ ク し た 。 次 い で 、 Ｓ ｔ ａ ｂ ｌ ｅ Ｇ ｕ ａ ｒ ｄ を 流 路 か ら 吸 引 し 、 デ ィ ス ク を 真 空
チ ャ ン バ 中 、 真 空 下 で 一 晩 置 い た 。 翌 朝 、 デ ィ ス ク を 真 空 パ ウ チ に 入 れ 、 ４ ℃ で 保 管 し た
。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ２ ７ １ 】
血 液 サ ン プ ル の Ｃ Ｄ マ ー カ 試 験
Ａ ． Ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｐ ａ ｑ ｕ ｅ １ ０ ７ ７ を 用 い た 臨 床 血 液 サ ン プ ル の 調 製
　 １ ２ ｍ ｌ の 血 液 （ サ ン プ ル 番 号 １ ７ ６ ） を 、 午 前 １ ０ 時 に Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 管 に 引 き 入 れ た 。 午
後 １ ２ 時 に 、 ３ ｍ ｌ の 血 液 を ４ × １ ５ ｍ ｌ 管 中 の ３ ｍ ｌ の Ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｐ ａ ｑ ｕ ｅ １ ０ ７ ７
上 に 重 ね た 。 管 を 、 ４ ０ ０ × ｇ で 室 温 に て 、 ３ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 遠 心 分 離 後 、 ０ ． ５
ｃ ｍ の 不 透 明 Ｍ Ｎ Ｃ 層 内 の 上 部 血 漿 を 吸 引 に よ り 除 去 し た 。 残 り の 不 透 明 Ｍ Ｎ Ｃ 層 を 清 浄
な １ ５ ｍ ｌ 管 に 移 し 、 １ ２ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ を 添 加 し た 。 こ れ を 残 り の ３ つ の 管 に つ い て も 繰
り 返 し た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
洗 浄
　 続 い て 、 細 胞 懸 濁 液 を ２ ５ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 続 い て 、 上 清 を 吸 引 に よ り
除 去 し 、 細 胞 を １ ４ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を 、 ２ ５ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 、 再 び
遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 吸 引 に よ り 除 去 し 、 各 細 胞 ペ レ ッ ト を １ ７ ５ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い て
再 懸 濁 し た 。 続 い て 、 ４ つ の 懸 濁 液 す べ て を 混 合 し 、 Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 Ｄ ｙ ｎ ｅ １ ６ ０ ０ 細 胞 計
数 器 を 用 い て Ｃ Ｂ Ｃ を 実 施 す る こ と に よ り 細 胞 濃 度 を 求 め た 。 最 終 容 量 は 、 ６ ５ ０ μ ｌ で
、 濃 度 が ２ ３ ． ５ Ｋ 細 胞 ／ μ ｌ で あ っ た 。 続 い て 、 ６ 回 の 連 続 希 釈 を 行 い 、 最 終 的 に 、 以
下 の 表 ５ に 示 す 、 １ ０ ０ ０ 細 胞 ／ μ ｌ ～ １ ０ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 ／ μ ｌ の 範 囲 の 濃 度 に し た 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
Ｂ ． Ｄ Ａ Ｋ Ｏ お よ び Ｓ ｅ ｒ ｏ ｔ ｅ ｃ 　 Ｃ Ｄ ４ 抗 体 の 比 較
　 そ れ ぞ れ ６ つ の 流 路 を 有 す る ２ つ の デ ィ ス ク （ ＃ ３ ３ ８ お よ び ３ ３ ９ ） を 、 １ ０ ０ μ ｍ
接 着 層 を 用 い て 、 実 施 例 ７ に 従 っ て 作 成 し た 。 Serotecの 別 の 一 次 Ｃ Ｄ ４ 抗 体 （ ５ ０ μ ｇ
／ ｍ ｌ 、 ｃ ａ ｔ ＃ 　 Ｌ Ｎ １ ２ ９ ８ ） も こ の 試 験 で 用 い た 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 デ ィ ス ク ３ ３ ８ の 各 流 路 に 、 サ ン プ ル １ ７ ６ の １ つ の 連 続 希 釈 液 を 注 入 し た 。 １ ５ 分 後
、 デ ィ ス ク を ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 化 学 領 域 で 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 光 顕 微
鏡 写 真 を 撮 影 し 、 細 胞 計 数 ソ フ ト ウ ェ ア （ Metamorph） を 用 い て 細 胞 を 計 数 し た 。 別 法 と
し て 、 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 数 は 、 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 お よ び 付 属 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い
て 評 価 し て も よ い 。 こ の 方 法 は デ ィ ス ク ３ ３ ９ に 用 い た 。 Ｄ Ａ Ｋ Ｏ 　 Ｃ Ｄ ４ 化 学 領 域 で 捕
捉 さ れ た 細 胞 の 数 を 、 Ｓ ｅ ｒ ｏ ｔ ｅ ｃ 　 Ｃ Ｄ ４ 化 学 領 域 で 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 数 と 比 較 し た
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。 こ の 実 験 か ら 収 集 さ れ た デ ー タ を 表 ５ に 示 す 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ２ ７ ６ 】
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Ａ Ｃ Ｄ 管 に 引 き 入 れ た 溶 解 血 液 を 用 い た デ ィ ス ク の 試 験
Ａ ． ア ン モ ニ ウ ム 溶 解 緩 衝 液 を 用 い た 臨 床 サ ン プ ル の 調 製
　 ４ ｍ ｌ の １ × 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム を 、 ２ ０ ０ μ ｌ の 各 Ａ Ｃ Ｄ 血 液 サ ン プ ル （ 番 号 ２ ５ １ 、
２ ５ ２ 、 ２ ５ ３ 、 ２ ５ ４ 、 ２ ５ ５ 、 お よ び ２ ５ ６ ） に 添 加 し た 。 サ ン プ ル を ボ ル テ ッ ク ス
し 、 室 温 で １ ５ 分 間 培 養 し た 。 次 に 、 サ ン プ ル を ５ ０ ０ × ｇ で 室 温 に て ５ 分 間 遠 心 分 離 し
た 。 上 清 を 除 去 し 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ 中 ２ ％ の Ｆ Ｂ Ｓ ３ ｍ ｌ で 洗 浄 し た 。 再 び 遠 心 分 離 し た 。
上 清 を 除 去 し 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ 中 ２ ％ の Ｆ Ｂ Ｓ １ ０ ０ μ ｌ に 再 懸 濁 し た 。 最 終 濃 度 は １ ０ ，
０ ０ ０ ～ ５ ， ５ ０ ０ 細 胞 ／ μ ｌ で あ っ た 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
Ｂ ． Ａ Ｃ Ｄ 管 に 引 き 入 れ た 溶 解 血 液 を 用 い た デ ィ ス ク の 試 験
　 そ れ ぞ れ ６ つ の Ｂ － Ｒ ａ ｄ 流 路 を 有 す る ６ つ の デ ィ ス ク （ ＃ ４ ９ ９ 、 ５ ０ ０ 、 ５ ０ １ 、
５ ０ ２ 、 ５ ０ ３ 、 お よ び ５ ０ ４ ） を 、 １ ０ ０ μ ｍ 接 着 層 を 用 い て 実 施 例 ７ に 従 っ て 作 成 し
た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 デ ィ ス ク ４ ９ ９ の ３ つ の 流 路 に サ ン プ ル ２ ５ １ を 注 入 し た 。 １ ５ 分 後 、 デ ィ ス ク を ３ ０
０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 化 学 領 域 で 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 光 顕 微 鏡 写 真 を 撮 影 し 、
細 胞 計 数 ソ フ ト ウ ェ ア （ Metamorph） を 用 い て 細 胞 を 計 数 し た 。 結 果 を 以 下 の 表 ６ に 示 す
。 別 法 と し て 、 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 数 は 、 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 お よ び 付 随 の ソ フ ト ウ ェ
ア を 用 い て 評 価 し て も よ い 。 残 り の ５ つ の デ ィ ス ク お よ び ５ つ の サ ン プ ル の そ れ ぞ れ に つ
い て 、 こ の 手 順 を 繰 り 返 し た 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ２ ８ ０ 】
Ｃ Ｄ ４ お よ び Ｃ Ｄ ８ 単 離 細 胞 集 団 を 用 い た デ ィ ス ク の 試 験
Ａ ． Ｃ Ｄ ４ お よ び Ｃ Ｄ ８ 単 離 細 胞 集 団 の 調 製
　 実 施 例 ８ に お け る よ う に 、 ４ × １ ５ ｍ ｌ 管 中 、 ３ ｍ ｌ の Ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｐ ａ ｑ ｕ ｅ １ ０ ７ ７
上 に ３ ｍ ｌ の 血 液 を 重 ね る こ と に よ り 、 １ ２ ｍ ｌ の 血 液 （ サ ン プ ル ＃ ２ ６ ９ ） を 調 製 し た
。 Ｃ Ｂ Ｃ を 実 施 し 、 単 離 Ｍ Ｎ Ｃ 濃 度 は ２ ５ ， ０ ０ ０ 細 胞 ／ μ ｌ で あ っ た と 判 断 す る 。 １ ０
０ μ ｌ の Ｍ Ｎ Ｃ を デ ィ ス ク 用 に 取 っ て お い た 。 残 り の ５ ０ ０ μ ｌ の Ｍ Ｎ Ｃ を 等 容 量 に 分 割
し た 。 １ ｍ ｌ の 冷 Ｐ Ｂ Ｓ ／ ２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 、 ２ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｄ ４ ビ ー ズ お よ び ２ ０ ０ μ ｌ の
Ｃ Ｄ ８ ビ ー ズ に 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 管 を Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ 　 Ｍ Ｐ Ｃ に ３ ０ 秒 間 置 き 、
上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 し た 。 洗 浄 し た ビ ー ズ を 最 初 の 容 量 に 再 懸 濁 し た 。 ２ ０ ０ μ ｌ の Ｃ
Ｄ ４ ビ ー ズ お よ び Ｃ Ｄ ８ ビ ー ズ を 対 応 す る そ れ ぞ れ の 細 胞 の 管 に 添 加 し た 。 １ １ に 設 定 し
た Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ 混 合 機 に て ２ ～ ８ ℃ で ２ ０ 分 間 培 養 し た 。 ロ ゼ ッ ト 形 成 細 胞 を Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ 　
Ｍ Ｐ Ｃ 中 で ２ 分 間 単 離 し た 。 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 し た 。 ロ ゼ ッ ト 形 成 Ｃ Ｄ ４ お よ び Ｃ Ｄ
８ 細 胞 を ４ × Ｐ Ｂ Ｓ ／ ２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 各 セ ッ ト の 細 胞 ロ ゼ ッ ト を ２ ０ ０ ～ ４ ０ ０
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μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ ／ ２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 し た 。 細 胞 懸 濁 液 あ た り １ ５ μ ｌ の Ｄ ｅ ｔ ａ ｃ ｈ － ａ
－ Ｂ ｅ ａ ｄ を 添 加 し た 。 １ １ に 設 定 し た Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ 混 合 機 に て 室 温 で ６ ０ 分 間 培 養 し た 。
Ｃ Ｄ ４ ビ ー ズ お よ び Ｃ Ｄ ８ ビ ー ズ を Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ 　 Ｍ Ｐ Ｃ で ２ 分 間 培 養 し た 。 上 清 を 移 し て
保 存 し た 。 Ｃ Ｄ ４ ビ ー ズ お よ び Ｃ Ｄ ８ ビ ー ズ を ５ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ ／ ２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 中 で ２ ～
３ 回 洗 浄 し 、 細 胞 残 渣 を 得 た 。 回 収 し た 細 胞 を ４ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ ／ ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ で 洗
浄 し た 。 Ｃ Ｂ Ｃ を 実 施 し 、 単 離 細 胞 濃 度 を 求 め た 。 ３ ６ ０ μ ｌ の Ｃ Ｄ ４ 細 胞 を ５ ０ ０ ０ 細
胞 ／ μ ｌ で 、 ２ １ ５ μ ｌ の Ｃ Ｄ ８ 細 胞 を ５ ０ ０ ０ 細 胞 ／ μ ｌ で 回 収 し た 。
【 ０ ２ ８ １ 】
Ｂ ． Ｃ Ｄ ４ お よ び Ｃ Ｄ ８ 単 離 細 胞 集 団 を 用 い た デ ィ ス ク の 試 験
　 ６ つ の Ｂ － Ｒ ａ ｄ 流 路 を 有 す る １ つ の デ ィ ス ク （ ＃ ５ ３ ８ ） を 、 １ ０ ０ μ ｍ 接 着 層 を 用
い て 実 施 例 ７ に 従 っ て 作 成 し た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 デ ィ ス ク ５ ３ ８ の １ つ の 流 路 そ れ ぞ れ に 、 サ ン プ ル ２ ６ ９ か ら の 単 離 し た Ｍ Ｎ Ｃ 、 Ｃ Ｄ
４ 細 胞 、 お よ び Ｃ Ｄ ８ 細 胞 を 注 入 し た 。 １ ５ 分 後 、 デ ィ ス ク を ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠
心 分 離 し た 。 化 学 領 域 で 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 光 顕 微 鏡 写 真 を 撮 影 し 、 細 胞 計 数 ソ フ ト ウ ェ ア
（ Metamorph） を 用 い て 細 胞 を 計 数 し た 。 こ の 実 施 の 結 果 を 、 表 ７ お よ び 図 ６ ４ に 示 す 。
別 法 と し て 、 捕 捉 さ れ た 細 胞 の 数 は 、 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 お よ び 付 属 の ソ フ ト ウ ェ ア
を 用 い て 評 価 し て も よ い 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ４ 】
結 言
　 本 明 細 書 に 開 示 し た 装 置 、 方 法 、 お よ び プ ロ セ ス に 関 す る 本 発 明 の 態 様 は 、 以 下 の 出 願
に も 提 供 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 ２ ０ ０ １ 年 ９ 月 ２ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Redu
cing Non-Specific Binding of Cells on Optical Bio-Discs Utilizing Blocking Agent
s」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ２ ３ ， ６ ８ ２ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ９ 月 ２ ４ 日 に 出 願 さ れ た
「 Methods for Reducing Bubbles in Fluidic Chambers Using Polyvinyl Alcohol and R
elated Techniques for Achieving Same in Optical Bio-Discs」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第
６ ０ ／ ３ ２ ４ ， ３ ３ ６ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ０ 月 ３ 日 に 出 願 さ れ た 「 Sealing Methods for Co
ntainment of Hazardous Biological Materials within Optical Analysis Disc Assembl
ies」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ２ ６ ， ８ ０ ０ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ０ 月 １ ０ 日 に 出 願 さ
れ た 「 Methods for Calculating Qualitative and Quantitative Ratios of Helper/Indu
cer-Suppressor/Cytotoxic T-Lymphocytes Using Optical Bio-Disc Platform」 と 題 す る
米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ２ ８ ， ２ ４ ６ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ０ 月 １ ９ 日 に 出 願 さ れ た 「 Quantita
tive and Qualitative Methods for Characterizing Cancerous Blood Cells Including 
Leukemic Blood Samples Using Optical Bio-Disc Platform」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０
／ ３ ８ ６ ， ０ ７ ２ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ０ 月 １ ９ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Quantitative
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 and Qualitative Characterization of Cancerous Blood Cells Including Lymphoma Bl
ood Samples Using Optical Bio-Disc Platform」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ８ ６ ，
０ ７ ３ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ０ 月 ２ ６ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Specific Cell Capture 
by Off-Site Incubation of Primary Antibodies with Sample and Subsequent Capture 
by Surface-Bound Secondary Antibodies and Optical Bio-Disc Including Same」 と 題
す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ８ ６ ， ０ ７ １ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Quanti
tative and Qualitative Methods for Cell Isolation and Typing Including Immunophe
notyping」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ４ ４ ， ９ ７ ７ 号 、 お よ び ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ９ 日
に 出 願 さ れ た 「 Methods for Reducing Non-Specific Binding of Cells on Optical Bio-
Discs Utilizing Charged Matter Including Heparin, Plasma, or Poly-Lysine」 と 題 す
る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ４ ９ ， ９ ７ ５ 号 に 提 供 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 願 の す べ て は 、 参
照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 こ の 明 細 書 で 言 及 し た す べ て の 特 許 、 仮 出 願 、 特 許 出 願 、 お よ び そ れ 以 外 の 出 版 物 は 、
そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 一 定 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 を 参 照 し て 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 し て き た が 、 本 発 明 は 、 そ
れ ら の 正 確 な 実 施 の 形 態 に 限 定 さ れ る も の で な い こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 逆 に 、 本
発 明 を 実 践 す る 現 在 の ベ ス ト モ ー ド を 説 明 す る 本 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 考 慮 す る と 、 当 業 者
に は 、 本 発 明 の 範 囲 お よ び 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 多 く の 変 更 お よ び 変 形 が 思 い 浮 か
ぶ で あ ろ う 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 範 囲 は 、 上 記 説 明 で は な く 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に
よ っ て 示 さ れ る 。 特 許 請 求 の 範 囲 の 意 味 す る も の お よ び 均 等 物 の 範 囲 内 に 入 る す べ て の 改
変 、 変 更 、 お よ び 変 形 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 に あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 さ ら に 、 当 業 者 は 、 定 型 的 に 実 験 に す ぎ な い も の を 使 用 す る だ け で 、 本 明 細 書 で 説 明 し
た 本 発 明 の 特 定 の 実 施 の 形 態 に 対 す る 多 く の 均 等 物 を 認 識 す る か 、 ま た は 、 把 握 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 均 等 物 も 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 包 含 さ れ る こ と が 意 図 さ
れ て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ８ ８ 】
【 図 １ 】 本 発 明 に よ る バ イ オ デ ィ ス ク シ ス テ ム の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 と 共 に 利 用 さ れ る 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク の 分 解 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ２ に 示 す デ ィ ス ク の 平 面 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 切 り 取 り 部 分 が デ ィ ス ク の さ ま ざ ま な 層 を 示 す 、 図 ２ に 示 す デ ィ ス ク の 斜 視 図 で
あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 と 共 に 使 用 さ れ る 透 過 型 バ イ オ デ ィ ス ク の 分 解 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 切 り 取 り 部 分 が デ ィ ス ク の 半 反 射 層 の 機 能 的 態 様 を 示 す 、 図 ５ に 示 す デ ィ ス ク を
表 す 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 薄 い 金 薄 膜 の 厚 さ と 透 過 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ５ に 示 す デ ィ ス ク の 平 面 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 切 り 取 り 部 分 が 、 図 ６ に 示 す 半 反 射 層 の タ イ プ を 含 む デ ィ ス ク の さ ま ざ ま な 層 を
示 す 、 図 ５ に 示 す デ ィ ス ク の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ の シ ス テ ム を よ り 詳 細 に 示 す ブ ロ ッ ク 斜 視 図 表 現 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 ２ 、 図 ３ 、 お よ び 図 ４ に 示 す 反 射 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク に 形 成 さ れ た フ ロ ー 流
路 を 示 す 、 当 該 反 射 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 半 径 に 対 し て 垂 直 な 部 分 断 面 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 ５ 、 図 ８ 、 お よ び 図 ９ に 示 す 透 過 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク に 形 成 さ れ た フ ロ ー 流
路 お よ び 上 部 検 出 器 を 示 す 、 当 該 透 過 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 半 径 に 対 し て 垂 直 な 部 分 断 面
図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 ２ 、 図 ３ 、 お よ び 図 ４ に 示 す 反 射 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク に 形 成 さ れ た ウ ォ ブ ル
溝 を 示 す 当 該 反 射 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 縦 方 向 の 部 分 断 面 図 で あ る 。
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【 図 １ ４ 】 図 ５ 、 図 ８ 、 お よ び 図 ９ に 示 す 透 過 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク に 形 成 さ れ た ウ ォ ブ ル
溝 お よ び 上 部 検 出 器 を 示 す 当 該 透 過 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 縦 方 向 の 部 分 断 面 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 反 射 型 デ ィ ス ク の 全 層 と 、 反 射 型 デ ィ ス ク の 最 初 の 屈 折 特 性 と を 示 す 図 １ １ と
同 様 の 図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 透 過 型 デ ィ ス ク の 全 層 と 、 透 過 型 デ ィ ス ク の 最 初 の 屈 折 特 性 と を 示 す 図 １ ２ と
同 様 の 図 で あ る 。
【 図 １ ７ Ａ 】 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す る 血 液 サ ン プ ル の 分 析 を 示 す 、 イ ラ ス ト で 表 し た フ ロ
ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 １ ７ Ｂ 】 図 １ ７ Ａ に 示 す デ ィ ス ク と 共 に 使 用 す る 白 血 球 へ の 抗 体 の 付 着 を 示 す イ ラ ス
ト 詳 細 図 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 Ａ は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 　 　 　 Ｂ は ビ オ チ ン の イ ラ ス
ト 表 現 で あ る 。 　 　 　 Ｃ は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び ビ オ チ ン か ら な る ク ロ ス リ ン ク シ ス
テ ム の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 　 　 　 Ｄ は 二 次 抗 体 の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 　 　 　 Ｅ は ビ オ
チ ン 化 二 次 抗 体 の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 　 　 　 Ｆ は 一 次 抗 体 の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 　 　
　 Ｇ は ビ オ チ ン 化 一 次 抗 体 の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 　 　 　 Ｈ は ４ つ の Ｃ Ｄ ４ 表 面 抗 原 を 示
す Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 　 　 Ｉ は ４ つ の Ｃ Ｄ ８ 表 面 抗 原 を 示 す Ｃ Ｄ ８ ＋ 細
胞 の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 　 　 　 Ｊ は ア ル デ ヒ ド 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン に 結 合 し た 二 次 抗 体
を 示 す イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 　 　 　 Ｋ は 図 １ ８ Ｊ の 断 面 の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 Ａ お よ び Ｂ は 、 本 発 明 の 第 １ の 実 施 態 様 に お け る ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム に よ り
基 板 に 結 合 す る 一 次 抗 体 に よ る 細 胞 捕 捉 を 示 す イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 　 Ｃ お よ び Ｄ は 、 本
発 明 の 第 １ の 実 施 態 様 に お け る 基 板 に 直 接 結 合 す る 一 次 抗 体 に よ る 細 胞 捕 捉 を 示 す イ ラ ス
ト 表 現 で あ る 。
【 図 ２ ０ － １ 】 本 発 明 に よ る ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 し て 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク の 捕
捉 領 域 上 に 捕 捉 剤 を 堆 積 さ せ る 方 法 の 第 １ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 を 示 す 側 断 面 図 で あ る
。
【 図 ２ ０ － ２ 】 本 発 明 に よ る ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 し て 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク の 捕
捉 領 域 上 に 捕 捉 剤 を 堆 積 さ せ る 方 法 の 第 １ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 を 示 す 側 断 面 図 で あ る
。
【 図 ２ ０ － ３ 】 本 発 明 に よ る ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 し て 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク の 捕
捉 領 域 上 に 捕 捉 剤 を 堆 積 さ せ る 方 法 の 第 １ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 を 示 す 側 断 面 図 で あ る
。
【 図 ２ １ 】 図 ２ ０ Ａ ～ 図 ２ ０ Ｉ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク の 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 し
な い 別 の 実 施 の 形 態 の 図 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 透 過 型 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト で 実 施 さ れ る 場 合 の 図 ２ ０ Ａ ～ 図 ２ ０ Ｉ に 利 用 さ
れ る 捕 捉 化 学 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 Ａ お よ び Ｂ は 、 本 発 明 の 第 ２ の 実 施 態 様 に お け る ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム に よ っ
て 基 板 に 結 合 す る 、 二 次 抗 体 に 結 合 し た 一 次 抗 体 に よ る 細 胞 捕 捉 を 示 す イ ラ ス ト 表 現 で あ
る 。 　 　 Ｃ お よ び Ｄ は 、 本 発 明 の 第 ２ の 実 施 態 様 に お け る 基 板 に 直 接 結 合 す る 、 二 次 抗 体
に 結 合 し た 一 次 抗 体 に よ る 細 胞 捕 捉 を 示 す イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。
【 図 ２ ４ － １ 】 本 発 明 に よ る 一 次 捕 捉 抗 体 お よ び 二 次 捕 捉 抗 体 な ら び に ク ロ ス リ ン ク シ ス
テ ム を 使 用 し て 、 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク の 捕 捉 領 域 上 に 捕 捉 剤 を 堆 積 さ せ る 方 法 の 第 ２ の
実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 を 示 す 側 断 面 図 で あ る 。
【 図 ２ ４ － ２ 】 本 発 明 に よ る 一 次 捕 捉 抗 体 お よ び 二 次 捕 捉 抗 体 な ら び に ク ロ ス リ ン ク シ ス
テ ム を 使 用 し て 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク の 捕 捉 領 域 上 に 捕 捉 剤 を 堆 積 さ せ る 方 法 の 第 ２ の 実
施 態 様 の 実 施 の 形 態 を 示 す 側 断 面 図 で あ る 。
【 図 ２ ４ － ３ 】 本 発 明 に よ る 一 次 捕 捉 抗 体 お よ び 二 次 捕 捉 抗 体 な ら び に ク ロ ス リ ン ク シ ス
テ ム を 使 用 し て 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク の 捕 捉 領 域 上 に 捕 捉 剤 を 堆 積 さ せ る 方 法 の 第 ２ の 実
施 態 様 の 実 施 の 形 態 を 示 す 側 断 面 図 で あ る 。
【 図 ２ ４ － ４ 】 本 発 明 に よ る 一 次 捕 捉 抗 体 お よ び 二 次 捕 捉 抗 体 な ら び に ク ロ ス リ ン ク シ ス
テ ム を 使 用 し て 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク の 捕 捉 領 域 上 に 捕 捉 剤 を 堆 積 さ せ る 方 法 の 第 ２ の 実
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施 態 様 の 実 施 の 形 態 を 示 す 側 断 面 図 で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ４ Ａ ～ 図 ２ ４ Ｌ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク の 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 し
な い 別 の 実 施 の 形 態 の 図 で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 透 過 型 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト で 実 施 さ れ る 場 合 の 図 ２ ４ Ａ ～ 図 ２ ４ Ｌ に 利 用 さ
れ る 捕 捉 化 学 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 Ａ お よ び Ｂ は 、 本 発 明 の 第 ２ の 実 施 態 様 に お け る Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ の ス ト ラ ン ド に よ っ
て 基 板 に 結 合 す る 、 二 次 抗 体 に 結 合 し た 一 次 抗 体 に よ る 細 胞 捕 捉 を 示 す イ ラ ス ト 表 現 で あ
る 。 　 Ｃ お よ び Ｄ は 、 本 発 明 の 第 ２ の 実 施 態 様 に お け る Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ の ス ト ラ ン ド に よ っ て 基
板 に 直 接 結 合 す る 一 次 抗 体 に よ る 細 胞 捕 捉 を 示 す イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。
【 図 ２ ８ － １ 】 抗 体 Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ 複 合 体 の 調 製 を 示 す イ ラ ス ト に よ る 流 れ 図 で あ る 。
【 図 ２ ８ － ２ 】 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 な ら び に Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ の ス ト ラ ン ド を 使 用 し て 反 射 型
バ イ オ デ ィ ス ク の 捕 捉 領 域 上 に 捕 捉 剤 を 堆 積 さ せ る 方 法 の 第 ２ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 を
示 す 側 断 面 図 で あ る 。
【 図 ２ ８ － ３ 】 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 な ら び に Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ の ス ト ラ ン ド を 使 用 し て 反 射 型
バ イ オ デ ィ ス ク の 捕 捉 領 域 上 に 捕 捉 剤 を 堆 積 さ せ る 方 法 の 第 ２ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 を
示 す 側 断 面 図 で あ る 。
【 図 ２ ８ － ４ 】 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 な ら び に Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ の ス ト ラ ン ド を 使 用 し て 反 射 型
バ イ オ デ ィ ス ク の 捕 捉 領 域 上 に 捕 捉 剤 を 堆 積 さ せ る 方 法 の 第 ２ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 を
示 す 側 断 面 図 で あ る 。
【 図 ２ ９ 】 図 ２ ８ Ｂ ～ 図 ２ ８ Ｊ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク の 、 二 次 抗 体 を 使 用 し な い 別 の 実 施
の 形 態 で あ る 。
【 図 ３ ０ 】 透 過 型 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト で 実 施 さ れ る 場 合 の 図 ２ ８ Ｂ ～ 図 ２ ８ Ｊ に 利 用 さ
れ る 捕 捉 化 学 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ １ － １ 】 各 流 体 回 路 が 、 特 異 的 細 胞 表 面 マ ー カ 用 の 幾 つ か の 捕 捉 領 域 と ネ ガ テ ィ ブ
コ ン ト ロ ー ル 領 域 と を 有 す る ４ つ の 流 体 回 路 を 示 す 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 平 面 図 で あ る 。
【 図 ３ １ － ２ 】 Ｂ お よ び Ｃ は 、 本 発 明 の 第 ３ の 実 施 態 様 に お け る ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム に
よ っ て 基 板 に 結 合 す る 二 次 抗 体 に よ る 一 次 抗 体 細 胞 複 合 体 の 捕 捉 を 示 す イ ラ ス ト 表 現 で あ
る 。 　 Ｄ お よ び Ｅ は 、 本 発 明 の 第 ３ の 実 施 態 様 に お け る 基 板 に 直 接 結 合 す る 二 次 抗 体 に よ
る 一 次 抗 体 細 胞 複 合 体 の 捕 捉 を 示 す イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。
【 図 ３ ２ － １ 】 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 し て 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク の 捕 捉 領 域 上 に 捕
捉 剤 を 堆 積 さ せ る 方 法 の 第 ３ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 を 示 す 側 断 面 図 で あ る 。
【 図 ３ ２ － ２ 】 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 し て 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク の 捕 捉 領 域 上 に 捕
捉 剤 を 堆 積 さ せ る 方 法 の 第 ３ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 を 示 す 側 断 面 図 で あ る 。
【 図 ３ ２ － ３ 】 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 し て 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク の 捕 捉 領 域 上 に 捕
捉 剤 を 堆 積 さ せ る 方 法 の 第 ３ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 を 示 す 側 断 面 図 で あ る 。
【 図 ３ ３ 】 図 ３ ２ Ａ ～ 図 ３ ２ Ｉ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク の 、 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 し
な い 別 の 実 施 の 形 態 の 図 で あ る 。
【 図 ３ ４ 】 透 過 型 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト で 実 施 さ れ る 場 合 の 図 ３ ２ Ａ ～ 図 ３ ２ Ｉ に 利 用 さ
れ る 捕 捉 化 学 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ ５ － １ 】 各 流 体 回 路 が 、 異 な る 細 胞 表 面 マ ー カ 用 の 幾 つ か の 捕 捉 領 域 と ネ ガ テ ィ ブ
コ ン ト ロ ー ル 領 域 と を 有 す る ４ つ の 流 体 回 路 を 示 す 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 平 面 図 で あ る 。
【 図 ３ ５ － ２ 】 ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 す る 血 液 サ ン プ ル 分 析 方 法 の 第 １ の 実 施 態 様
の 実 施 の 形 態 を 示 す 反 射 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 側 断 面 図 で あ る 。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ５ Ｂ 、 図 ３ ５ Ｃ 、 お よ び 図 ３ ５ Ｄ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク の 、 ク ロ ス リ ン ク
シ ス テ ム を 使 用 し な い 別 の 実 施 の 形 態 の 図 で あ る 。
【 図 ３ ７ 】 透 過 型 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト で 実 施 さ れ る 場 合 の 図 ３ ５ Ｂ 、 図 ３ ５ Ｃ 、 お よ び
図 ３ ５ Ｄ に 利 用 さ れ る 捕 捉 化 学 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ ８ 】 一 次 捕 捉 抗 体 お よ び 二 次 捕 捉 抗 体 な ら び に ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 す る 血
液 サ ン プ ル 分 析 方 法 の 第 ２ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 を 示 す 反 射 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 側 断
面 図 で あ る 。
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【 図 ３ ９ 】 図 ３ ８ Ａ 、 図 ３ ８ Ｂ 、 お よ び 図 ３ ８ Ｃ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク の 、 ク ロ ス リ ン ク
シ ス テ ム を 使 用 し な い 別 の 実 施 の 形 態 の 図 で あ る 。
【 図 ４ ０ 】 透 過 型 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト で 実 施 さ れ る 場 合 の 図 ３ ８ Ａ 、 図 ３ ８ Ｂ 、 お よ び
図 ３ ８ Ｃ に 利 用 さ れ る 捕 捉 化 学 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ １ 】 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 な ら び に Ｄ Ｃ Ｈ Ｏ の ス ト ラ ン ド を 使 用 す る 血 液 サ ン プ
ル 分 析 方 法 の 第 ３ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 を 示 す 反 射 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 側 断 面 図 で あ
る 。
【 図 ４ ２ 】 図 ４ １ Ａ 、 図 ４ １ Ｂ 、 お よ び 図 ４ １ Ｃ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク の 、 二 次 抗 体 を 使
用 し な い 別 の 実 施 の 形 態 の 図 で あ る 。
【 図 ４ ３ 】 透 過 型 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト で 実 施 さ れ る 場 合 の 図 ４ １ Ａ 、 図 ４ １ Ｂ 、 お よ び
図 ４ １ Ｃ に 利 用 さ れ る 捕 捉 化 学 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ ４ － １ 】 一 次 抗 体 細 胞 複 合 体 の 調 製 を 示 す イ ラ ス ト に よ る 流 れ 図 で あ る 。
【 図 ４ ４ － ２ 】 一 次 捕 捉 抗 体 お よ び 二 次 捕 捉 抗 体 な ら び に ク ロ ス リ ン ク シ ス テ ム を 使 用 す
る 血 液 サ ン プ ル 分 析 方 法 の 第 ４ の 実 施 態 様 の 実 施 の 形 態 を 示 す 反 射 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク の
側 断 面 図 で あ る 。
【 図 ４ ５ 】 図 ４ ４ Ｂ 、 図 ４ ４ Ｃ 、 お よ び 図 ４ ４ Ｄ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク の 、 ク ロ ス リ ン ク
シ ス テ ム を 使 用 し な い 別 の 実 施 の 形 態 の 図 で あ る 。
【 図 ４ ６ 】 透 過 型 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト で 実 施 さ れ る 場 合 の 図 ４ ４ Ｂ 、 図 ４ ４ Ｃ 、 お よ び
図 ４ ４ Ｄ に 利 用 さ れ る 捕 捉 化 学 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ ７ 】 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に よ る バ ー コ ー ド 技 法 を 示 す チ ャ ン バ を 有 す る 光 デ ィ ス
ク の イ ラ ス ト 図 で あ る 。
【 図 ４ ８ Ａ 】 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に よ る バ ー コ ー ド フ ォ ー マ ッ ト を 使 用 す る 検 定 か ら 得
ら れ た 結 果 図 で あ る 。
【 図 ４ ８ Ｂ 】 Ｃ Ｄ ４ 領 域 、 Ｃ Ｄ ８ 領 域 、 お よ び 制 御 領 域 の 対 応 す る 顕 微 鏡 画 像 お よ び デ ィ
ス ク 画 像 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ ９ 】 本 発 明 の 方 法 お よ び 装 置 か ら 得 る こ と が で き る 結 果 を 示 す 、 対 応 す る 顕 微 鏡 画
像 お よ び デ ィ ス ク 画 像 の 拡 大 図 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ ０ 】 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に よ る 画 像 認 識 の 使 用 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ １ 】 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に よ る 画 像 認 識 の 使 用 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ ２ 】 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に よ る バ ー コ ー ド か ら の 予 想 出 力 の ス ク リ ー ン シ ョ ッ ト
を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ ３ 】 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に よ る 捕 捉 さ れ た 細 胞 か ら 使 用 可 能 な 出 力 へ の 変 換 方 法
を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ ４ 】 サ ン プ リ ン グ さ れ た ア ナ ロ グ 信 号 の 、 一 次 元 配 列 と し て 記 憶 さ れ る 対 応 す る デ
ジ タ ル 信 号 へ の 変 換 の イ ラ ス ト に よ る グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ５ ５ 】 指 定 部 分 の 拡 大 詳 細 図 が 、 入 射 ビ ー ム と 相 互 作 用 し た 後 の 信 号 を 含 む ビ ー ム を
発 生 す る バ イ オ デ ィ ス ク の ト ラ ッ ク を 基 準 に し て 位 置 す る 捕 捉 さ れ た 白 血 球 を 示 す 、 光 デ
ィ ス ク の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ５ ６ 】 Ａ は 、 本 発 明 に よ る 光 バ イ オ デ ィ ス ク の ト ラ ッ ク を 基 準 に し て 位 置 す る 白 血 球
の グ ラ フ 表 示 で あ る 。 　 　 Ｂ は 、 本 発 明 に よ る 図 ５ ６ Ａ の 白 血 球 か ら 得 ら れ た 一 連 の シ グ
ネ チ ャ ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ５ ７ Ａ 】 共 に 取 り 込 ま れ る と 、 一 次 元 配 列 と し て 記 憶 さ れ て 、 デ ー タ 入 力 用 の 二 次 元
配 列 に 結 合 さ れ る デ ジ タ ル 信 号 へ の 、 図 ５ ６ Ｂ の シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス の 変 換 の イ ラ ス ト に
よ る グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ５ ７ Ｂ 】 共 に 取 り 込 ま れ る と 、 一 次 元 配 列 と し て 記 憶 さ れ て 、 デ ー タ 入 力 用 の 二 次 元
配 列 に 結 合 さ れ る デ ジ タ ル 信 号 へ の 、 図 ５ ６ Ｂ の シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス の 変 換 の イ ラ ス ト に
よ る グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ５ ７ Ｃ 】 共 に 取 り 込 ま れ る と 、 一 次 元 配 列 と し て 記 憶 さ れ て 、 デ ー タ 入 力 用 の 二 次 元
配 列 に 結 合 さ れ る デ ジ タ ル 信 号 へ の 、 図 ５ ６ Ｂ の シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス の 変 換 の イ ラ ス ト に
よ る グ ラ フ 表 示 で あ る 。
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【 図 ５ ７ Ｄ 】 共 に 取 り 込 ま れ る と 、 一 次 元 配 列 と し て 記 憶 さ れ て 、 デ ー タ 入 力 用 の 二 次 元
配 列 に 結 合 さ れ る デ ジ タ ル 信 号 へ の 、 図 ５ ６ Ｂ の シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス の 変 換 の イ ラ ス ト に
よ る グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ５ ７ Ｅ 】 図 ５ ７ Ａ 、 図 ５ ７ Ｂ ， 図 ５ ７ Ｃ 、 お よ び 図 ５ ７ Ｄ の 間 の 関 係 を 示 す グ ラ フ 表
示 で あ る 。
【 図 ５ ８ 】 本 発 明 に 関 す る 処 理 方 法 お よ び 計 算 ア ル ゴ リ ズ ム に よ る デ ー タ 評 価 の 主 要 な ス
テ ッ プ を 示 す 論 理 フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 ５ ９ 】 全 血 ま た は Ｍ Ｎ Ｃ サ ン プ ル か ら の Ｔ 細 胞 の 単 離 に 用 い る 流 体 回 路 の 平 面 図 を 示
す 。
【 図 ６ ０ 】 Ｒ Ｂ Ｃ 溶 解 お よ び 白 血 球 精 製 ス テ ッ プ を 含 む Ｔ 細 胞 の 精 製 お よ び 分 析 の た め の
流 体 回 路 の 別 の 実 施 の 形 態 を 示 す 。
【 図 ６ １ Ａ 】 全 血 サ ン プ ル か ら の Ｔ 細 胞 を 精 製 す る た め に 実 施 さ れ る 流 体 回 路 の さ ら に 別
の 実 施 の 形 態 を 有 す る 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 図 で あ る 。
【 図 ６ １ Ｂ 】 図 ６ １ Ａ に 示 す 流 体 回 路 の 実 施 の 形 態 の 図 で あ る 。
【 図 ６ １ Ｃ 】 図 ６ １ Ａ に 示 す 流 体 回 路 の 実 施 の 形 態 の 図 で あ る 。
【 図 ６ ２ 】 Ａ は 、 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト を 示 す 、 中 心 を 通 る よ う に 切 断 し た 光 バ イ オ デ ィ
ス ク の 断 面 図 で あ る 。 　 　 Ｂ は 、 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト が 取 り 付 け ら れ た 光 バ イ オ デ ィ ス
ク の 外 面 図 （ top, side view） で あ る 。 　 　 Ｃ は 、 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト が 取 り 付 け ら れ
た 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 外 面 図 で あ る 。
【 図 ６ ３ 】 マ イ ク ロ 流 体 カ セ ッ ト の 拡 大 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ６ ４ 】 本 発 明 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 用 い る Ｃ Ｄ マ ー カ 検 定 か ら の 結 果 の 棒 グ ラ フ 図 で
あ る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ Ａ 】

【 図 １ ７ Ｂ 】 【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ － １ 】

【 図 ２ ０ － ２ 】 【 図 ２ ０ － ３ 】
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【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ － １ 】
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【 図 ２ ４ － ２ 】 【 図 ２ ４ － ３ 】

【 図 ２ ４ － ４ 】 【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ － １ 】 【 図 ２ ８ － ２ 】

(81) JP 2005-509882 A 2005.4.14



【 図 ２ ８ － ３ 】 【 図 ２ ８ － ４ 】

【 図 ２ ９ 】 【 図 ３ ０ 】
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【 図 ３ １ － １ 】 【 図 ３ １ － ２ 】

【 図 ３ ２ － １ 】 【 図 ３ ２ － ２ 】
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【 図 ３ ２ － ３ 】 【 図 ３ ３ 】

【 図 ３ ４ 】 【 図 ３ ５ － １ 】
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【 図 ３ ５ － ２ 】 【 図 ３ ６ 】

【 図 ３ ７ 】 【 図 ３ ８ 】
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【 図 ３ ９ 】 【 図 ４ ０ 】

【 図 ４ １ 】 【 図 ４ ２ 】
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【 図 ４ ３ 】 【 図 ４ ４ － １ 】

【 図 ４ ４ － ２ 】 【 図 ４ ５ 】
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【 図 ４ ６ 】 【 図 ４ ７ 】

【 図 ４ ８ Ａ 】 【 図 ４ ８ Ｂ 】
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【 図 ４ ９ 】 【 図 ５ ０ 】

【 図 ５ １ 】 【 図 ５ ２ 】
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【 図 ５ ３ 】 【 図 ５ ４ 】

【 図 ５ ５ 】 【 図 ５ ６ 】
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【 図 ５ ７ Ａ 】 【 図 ５ ７ Ｂ 】

【 図 ５ ７ Ｃ 】 【 図 ５ ７ Ｄ 】
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【 図 ５ ７ Ｅ 】 【 図 ５ ８ 】

【 図 ５ ９ 】 【 図 ６ ０ 】
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【 図 ６ １ Ａ 】 【 図 ６ １ Ｂ 】

【 図 ６ １ Ｃ 】 【 図 ６ ２ 】
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【 図 ６ ３ 】 【 図 ６ ４ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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