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(57)【要約】
　抗凝固処理薄膜血液試料の標的検体の分析方法であって、標的検体が、特定の単数又は
複数の抗原がコーティングされた粒子に対する、抗凝固処理血液試料中に存在する白血球
による特定の貪食作用及び／又は結合作用の有無であり、粒子には、特定の単数又は複数
の抗原がコーティングされており、かつこれらの抗原が、対象とする所定の病原体により
発現する抗原に類似しているか、又は同一のものである方法。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗凝固処理全生血の単層薄膜試料を分析して、血液ドナーの所定の病原体による最近の
曝露又は現在の感染の有無を調べる方法であって、標的検体が、特定の単数又は複数の抗
原がコーティングされた粒子に対する、血液試料に含まれる白血球による特定の貪食作用
及び／又は結合作用の有無である方法において、
　前記血液試料を、前記標的検体に特異的な抗原がコーティングされた第１の検出可能粒
子、及び前記抗原がコーティングされていない第２の検出可能粒子と混合し、培養して、
前記血液試料と前記第１及び第２の粒子の培養された混合物を生成する工程と；
　膜厚方向の厚さが３～２５μｍであるサンプルチャンバを用意する工程と；
　前記チャンバに前記血液試料混合物を充填する工程と；
　前記チャンバを光学的にスキャン又は撮像して、個々の白血球により貪食された前記第
１及び第２の粒子の平均量を検出し記録する工程と；
　前記スキャン又は撮像工程が、前記血液試料のドナーが前記所定の病原体に感染してい
るとの兆候があることを示すか否かを決定する工程と
　を含む方法。
【請求項２】
　前記分析の有効性を決定する工程をさらに含む請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記所定の病原体が、ライム病の存在を示すボレリア（Ｂｏｒｒｅｌｉａ）菌である請
求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記チャンバの膜厚方向の厚さが約４～５μｍである請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　抗凝固処理全生血の単層薄膜試料を分析して、血液ドナーの所定の病原体による最近の
曝露又は現在の感染の有無を調べる方法であって、標的検体が、特定の単数又は複数の抗
原がコーティングされた粒子に対する、血液試料に含まれる白血球による特定の貪食作用
及び／又は結合作用の有無である方法において、
　前記血液試料を、前記標的検体に特異的な抗原がコーティングされた第１の検出可能粒
子と混合し、培養して、前記血液試料と前記第１の粒子の培養された混合物を生成する工
程と；
　膜厚方向の厚さが３～１２μｍであるサンプルチャンバを用意する工程と
　前記チャンバに前記血液試料混合物を充填する工程と；
　前記チャンバを光学的にスキャン又は撮像して、個々の白血球により貪食された前記第
１の粒子の平均量を検出し記録する工程と；
　前記スキャン又は撮像工程が、前記血液試料のドナーが前記所定の病原体に感染してい
るとの兆候があることを示すか否かを決定する工程と
　を含む方法。
【請求項６】
　前記培養された混合物に、前記抗原がコーティングされていない第２の独立して検出可
能な粒子を含有させて、前記血液試料と前記第１及び第２の粒子の培養された混合物を生
成する工程をさらに含む請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記分析の有効性を決定する工程をさらに含む請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記所定の病原体が、ライム病の存在を示すボレリア（Ｂｏｒｒｅｌｉａ）菌である請
求項５に記載の方法。
【請求項９】
　前記チャンバの膜厚方向の厚さが約６μｍである請求項５に記載の方法。
【請求項１０】
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　抗凝固処理全生血試料の単層薄膜試料を分析して、病原体による最近の曝露又は現在の
感染の有無を調べる方法であって、
　膜厚方向の厚さが約３～２５μｍであるサンプルチャンバ、並びに、標的検体に特異的
な少なくとも１つの特定の抗原がコーティングされた１つ以上の第１の粒子、及び前記抗
原がコーティングされていない１つ以上の第２の粒子とを用意する工程と；
　前記チャンバ内に血液試料混合物を配置し、前記血液試料混合物を培養して、血液試料
と前記第１及び第２の粒子の培養された混合物を生成する工程と；
　前記チャンバを光学的にスキャン又は撮像して、個々の白血球により貪食された前記第
１及び第２の粒子の平均量を検出し記録し、前記チャンバ内の試料及び粒子の画像を作成
する工程と；
　前記チャンバ内の前記試料及び粒子の画像を使用して、前記血液試料が前記所定の病原
体に最近感染していた又は現在感染しているとの兆候があるか否かを決定する工程と
　を含む方法。
【請求項１１】
　前記分析の有効性を決定する工程をさらに含む請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記チャンバの膜厚方向の厚さが約６～１２μｍである請求項１１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は２００９年４月２日に出願の米国特許出願第１２／４１７，２９６号明細書に開
示された本質的主題の利益を受ける権利を有するものであり、参照によりそれを組み込む
ものとする。
【０００２】
　本発明は抗凝固処理血液薄膜試料の標的検体の分析方法であって、標的検体が、特定の
単数又は複数の抗原がコーティングされた粒子に対する白血球の特定の貪食作用及び／又
は結合作用の有無であり、血液試料が、抗凝固処理血液試料中に存在する白血球と、表面
に存在する特定の単数又は複数の抗原がコーティングされた第１のタイプの検出可能な粒
子とを含有し、抗原が、所定の病原体により発現する抗原に類似しているか、又は同一の
ものである方法に関する。より詳しくは、本発明は、全血などのヒト及び動物の体液中、
又は白血球を含む他の流体中に存在する検出可能物質に対する貪食及び／又は結合作用の
電子的検出、量子化及び特性評価に関する。この特性評価は、少なくとも２枚の平行な平
面壁を有し、そのうちの少なくとも１枚は透明である薄いチャンバ内で、白血球を含有す
る静止状態の薄膜流体試料に対して行われる。ライム病が、この方法で検出できる１つの
感染症の例としてのみ使用されている。本発明は、貪食という生物学的プロセスが有効で
ある全ての感染因子に適用される。例としては、淋病又は肺炎球菌感染症、その他が挙げ
られる。
【背景技術】
【０００３】
　Ｋｒｉｄｅｒらの米国特許第５，９８５，５９５号明細書は、ヒト又は動物の血液中に
存在する病原体を迅速に検出する診断試験に関するものである。検査される血液試料は、
スライド上に展開され、空気乾燥され、固定され、染色された後、顕微鏡により調べられ
る。この特許は、参照によりその全体が本明細書中に組み込まれる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　Ｋｒｉｄｅｒらの特許に記載されている病原体の存在を診断する試験を、技師による試
料のスライド上への展開、空気乾燥、固定、染色、及び顕微鏡検査を必要とせず、治療の
場で行い得る、より迅速かつ簡単な方法で実施できることが望ましい。
【課題を解決するための手段】



(4) JP 2012-522992 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

【０００５】
　本発明は、添加した検出可能な粒子に対する白血球の特定の貪食作用の有無を調べる、
抗凝固処理全生血試料の分析方法であって、第１のタイプの粒子が、ボレリア・ブルグド
ルフェリ（Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ）菌に見出されるような特定の抗
原で覆われており、第２のタイプの粒子が、第１の粒子と組成及びサイズは類似している
が、特定の抗原は有しておらず、かつ色又は蛍光により第１の粒子と区別することができ
るものである方法に関する。一般的に、そのような分析には抗凝固剤としてクエン酸ナト
リウム又はヘパリンが使用されるが、貪食作用を低下させないものであれば任意の抗凝固
剤を使用し得る。ライム病検出用の抗原は、引用したＫｒｉｄｅｒらの特許第５，９８５
，５９５号に記載されている。これらの粒子に対する特定の貪食作用の有無によって、試
料提供者の血液のライム病などへの最近又は現在の感染の有無が明らかになる。
【０００６】
　本発明の方法は、電子画像法や電子走査法など、血液試料の電子的光学的顕微鏡による
分析法を利用する。この方法は、後述するように、培養した血液試料を予め決められた一
定の厚さの試験チャンバに入れて、チャンバ内で薄膜血液試料を作成することを含む。チ
ャンバ内の試料を観察できるように、チャンバの少なくとも１つの壁は透明である。場合
によっては、チャンバの上下の壁が共に透明である。チャンバの厚さは３μｍ～２５μｍ
の範囲とすることができる。抗凝固処理全血を分析するときは、血液試料の単層薄膜を得
るために、チャンバの厚さは４μｍ～６μｍとすることが好ましい。この単層には白血球
及び赤血球が共に含まれる。チャンバ内の単層血液試料は、標的であるライム病検体、即
ちボレリア（Ｂｏｒｒｅｌｉａ）菌に特異的な抗原がコーティングされた第１の検出可能
粒子に結合するか、又はそれらを摂取した白血球が存在するか否かを調べるために、画像
化される。血液試料には、また、類似した数の、識別可能な色又は蛍光を有する以外は第
１の粒子とサイズ及び組成が同一で、ライム病検体に特異的な抗体がコーティングされて
いない第２の検出可能粒子が含まれる。ライム病はこの方法を使用して検出し得る病気の
単に１例として使用されているに過ぎず、「ライム」という用語が使用されているとき、
貪食作用の変化により特徴付けられる任意の感染症プロセスで置き換えることができる。
第１及び第２の粒子は、色及び／又は蛍光などの検出可能な信号が異なるという特徴を有
しており、これにより互いに識別することができる。それ以外の点では、サイズと組成は
貪食作用に影響を及ぼすおそれがあることから、粒子は、サイズと組成は同一とし、標的
の単数又は複数の抗原の有無のみ異ならせるべきである。タイプ１及びタイプ２の粒子と
して使用する粒子は共に、検出が容易で、かつ白血球の貪食作用に最適なサイズである、
直径約１～３ミクロンの範囲で同一のサイズであることが理想的である。
【０００７】
　血液と粒子の混合物は、最適抗凝固剤としてヘパリン又はクエン酸ナトリウムを使用し
、所定時間、即ち数分～１時間、最適には体温で培養され、その後、血液試料は、分析チ
ャンバに入れられる。貪食作用は既に完了しているため、白血球を僅かに押圧するような
より薄いチャンバを使用すると、貪食された粒子をより明確に識別することができる。ヒ
トでは、４～６ミクロンの高さのチャンバが良好に機能する。あるいは、抗凝固剤及び粒
子が既に入れられているチャンバに血液を直接加えてもよい。その場でインキュベーショ
ン工程が行われ、その後、試料が読み取られる。この場合、チャンバは、白血球が重大な
機械的妨害を受けずに貪食を行うことができるように、十分なサイズのものにしなければ
ならない。選択するチャンバの高さは、試験する種とそれらの活性な食細胞のサイズによ
って変わる。その後、チャンバが画像化され、試料中で第１の検出可能粒子が白血球に摂
取されたか否か、あるいは白血球の表面に付着しているか否かが調べられる。画像化によ
り、試料中で第２の検出可能粒子のいずれかが白血球に貪食、又は結合されたか否かもま
た調べられるであろう。結合及び／又は摂取された各タイプの粒子の量を比較することに
より、最近又は現在の標的病原体の感染の有無、あるいは標的病原体を有する血液源が示
される。
【０００８】
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　分析を確実に機能させるために、健康なライム病に罹患していない被験種集団における
、白血球１個当たりの各タイプの粒子の摂取数の正常範囲を決める実験を行うことは必須
である。貪食された粒子が、タイプ１粒子及びタイプ２粒子の両者で皆無であるか、又は
あまりにも少ない（ユーザーが定義する正常範囲より少ない数と定義される）ならば、そ
の試験は無効であり、そうした無効性は、白血球が死んでいるか機能不全にあるため、あ
るいは培養する条件が適当でなかったためであり得る。正常な量の第１及び第２の検出可
能粒子が白血球に貪食されるならば、それはライム病又は他の標的病原体が存在しないこ
とを示している。第２のタイプの粒子に対して、第１のタイプの粒子が正常量より多く白
血球に結合又は摂取されている場合、それはライム病の現在又は最近の感染の有無に関す
る試験が陽性であることを示している。タイプ２粒子よりタイプ１粒子がより多く摂取さ
れているが、その量が共に正常の範囲内であれば、この試験から結論は出せない。第１及
び第２の検出可能粒子が白血球によって貪食されている量が共に正常な量より少ないなら
ば、それは試験が無効であることを示している。第１及び第２の検出可能粒子が白血球に
よって貪食されている量が共に正常より多いならば、これは明確に決められない結果であ
り、原因不明の貪食作用の亢進を示している。そのような結果は重要な臨床的有用性を有
している可能性があるが、試験の対象としている特定の疾患過程の有無を示すためには使
用することはできない。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】図１は、本発明により作製された試験用サンプリングチャンバの一部を示す平面
図であり、チャンバは培養された抗凝固処理全血試料を含有しており、その試料は本発明
の試験方法の実施に使用する第１及び第２の検出可能な粒子を含有している。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　ここで図１を参照すると、平面図に、検出粒子と共に培養された抗凝固処理全血の単層
薄膜試料を含むサンプリングチャンバ４０の一部が示されている。この例では、チャンバ
４０は、血液試料を電子的又は光学的に画像化できるように、透明な上面を有している。
薄膜血液試料は、チャンバ４０に所望の厚さ（この例では、約６μｍ）を与えるビーズ４
２を具備するサンプリングチャンバに収容されている。血液の薄膜は、赤血球４４、赤血
球の塊又は連銭４６、形質細胞のない空隙４８、及び白血球１３を含む。血液試料はまた
、２種類の検出可能粒子８及び９を含む。粒子８には、標的ライム病検体に特異的な単数
又は複数の抗原がコーティングされており、粒子９には、標的検体に特異的な抗原がコー
ティングされていない。粒子８及び９は、試料が画像化されると、試料中で異なるものと
して検出することができる。
【００１１】
　図１に、試験用血液試料中のライム病の存在を調べる試験での陽性の結果を示す。血液
試料中の多くの白血球１３がライム病に特異的な粒子８を貪食しており、非特異的粒子９
は白血球１３に全く貪食されていないことがわかるであろう。試験が陰性であったならば
、血液試料中にライム病細菌検体が存在しないので、粒子８を貪食した白血球は皆無か又
は比較的少数であったであろうし、試験が結論を出せないものであったならば、粒子８及
び９は共に白血球１３によって同程度に貪食されたであろう。
【００１２】
　陽性及び陰性、並びに分析の有効性を定義するために、貪食された両タイプの粒子を含
有する細胞のパーセンテージ又は絶対数の比が使用される。両タイプの粒子を含む細胞の
比及び／又はパーセンテージは、さらに、好中球又は単球など（共に貪食作用を有する）
の細胞のタイプによって、下位の特性評価がされ得る。摂取された各タイプの粒子のパー
センテージ又は数の比はまた、陽性及び陰性、並びに分析の有効性を明らかにする結果を
算出するために使用することができる。
【００１３】
　本発明の方法の特定の使用例は、ヒトの血液におけるライム病の検出に関するものであ
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るが、それはまた、例えば肺炎を引き起こすエス・ニューモニエ（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉ
ａｅ）や淋病を引き起こすナイセリア・ゴノレエ（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈ
ｏｅａ）などの他の感染性病原体の存在の検出にも当然使用できることが認められる。こ
れらの病原体及び他の病原菌もまた白血球による貪食作用を受けやすい。
【００１４】
　開示した本発明の実施形態には、本発明の概念から逸脱することなく、多くの変更と変
形を加えることができるため、添付の請求項で要求される以外に本発明を限定することを
意図するものではない。
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【図１】
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