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(57)【要約】
　体液サンプルの自動細胞分析のための方法、デバイス
、及びシステムが開示される。方法、デバイス、及びシ
ステムは、体液サンプルをフローサイトメータに流すこ
とにより生成されたデータにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を
適用して、データの分析に用いられる閾値を決定する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
細胞を含有する体液を分析するための方法であって、当該方法は、
エネルギー源による照射で体液サンプルから放出されたシグナルを収集し、
前記体液サンプルは蛍光染料で染色され、前記蛍光染料は、細胞膜に浸透し、核酸と結合
して細胞内に染料複合体を形成すること、
収集したシグナルにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより、収集したシグナルに
おける複数のピーク及び谷を決定すること、
ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に
適用すること、
ドミナントな谷のシグナルに基づいてシグナル分析に関する閾値を設定すること、及び、
体液中の異なる細胞タイプを区別するべく閾値を上回るシグナルを分析すること、を含む
方法。
【請求項２】
前記方法が、ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変
換を反復的に適用することを含み、前記ドミナントな谷は、複数のピークにｗａｔｅｒｓ
ｈｅｄ変換を反復的に適用することにより得られる２つのドミナントなピーク間に位置す
る、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
ドミナントな谷が、有核細胞イベントの第１の組に対応する第１のドミナントなピークを
、有核イベントの第２の組に対応する第２のドミナントなピークから分離する、請求項１
に記載の方法。
【請求項４】
前記収集したシグナルが散乱光を含む、請求項１から請求項３のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項５】
前記散乱光が前方散乱光を含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
前記散乱光が側方散乱光を含む、請求項４に記載の方法。
【請求項７】
前記側方散乱光が偏光した側方散乱光を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
前記側方散乱光が偏光解消した側方散乱光を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
前記収集したシグナルが蛍光シグナルを含む、請求項１から請求項３のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１０】
前記方法が、散乱光を含む第１の複数のシグナル及び蛍光シグナルを含む第２の複数のシ
グナルを収集すること、
（ａ）収集した第１の複数のシグナルにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより複
数のピーク及び谷を決定し；ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔ
ｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用し；ドミナントな谷のシグナルに基づいて収集した散乱
光の分析に関する閾値を設定し；細胞イベントを非細胞イベントから区別するのに閾値を
用いること、及び、
（ｂ）収集した第２の複数のシグナルにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより複
数のピーク及び谷を決定し；ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔ
ｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用し；ドミナントな谷のシグナルに基づいて収集した蛍光
シグナルの分析に関する閾値を設定し；有核細胞イベントを非有核細胞イベントから区別
するのに閾値を用いること、を含む、請求項１から請求項９のいずれか一項に記載の方法
。
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【請求項１１】
有核細胞イベントを単核細胞イベント及び非白血球イベントに分類することをさらに含む
、請求項１から請求項１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
前記ステップ（ｂ）が、前記ステップ（ａ）で区別された細胞イベントに対応する蛍光シ
グナルに対して実行される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
有核細胞イベントを単核細胞イベント、多形核細胞イベント、及び非白血球イベントに分
類することをさらに含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
単核細胞イベントをリンパ球及び単球／マクロファージに分類することをさらに含む、請
求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
前記体液が、血液、脳脊髄液、胸膜液、腹水、心膜液、滑液、又は連続携行式腹膜透析流
体を含む、請求項１から請求項１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
前記体液サンプルを蛍光染料で染色することを含む、請求項１から請求項１４のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１７】
前記染色された体液サンプルを血液分析器のフローセルに流すことを含む、請求項１６に
記載の方法。
【請求項１８】
前記体液サンプルに前記エネルギー源を照射することを含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
体液中の細胞を分析するための自動システムであって、
体液中の細胞を分析することに関する命令を記憶するためのメモリを備えるコンピュータ
を備え、前記命令が、
エネルギー源による照射で体液サンプルから放出されたシグナルを収集し、前記体液サン
プルは蛍光染料で染色され、前記蛍光染料は、細胞膜に浸透し、核酸と結合して細胞内に
染料複合体を形成すること、
収集したシグナルにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより、収集したシグナルに
おける複数のピーク及び谷を決定すること、
ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に
適用すること、
ドミナントな谷のシグナルに基づいてシグナル分析に関する閾値を設定すること、及び、
体液中の異なる細胞タイプを区別するべく閾値を上回るシグナルを分析すること、に関し
てプロセッサにより実行される、自動システム。
【請求項２０】
フローセルと、
前記フローセルに導入された細胞に照射するためのエネルギー源と、
前記フローセル内の細胞により放出されたシグナルを検出するための複数の検出器と、
を備える血液分析器をさらに備え、前記メモリが、前記血液分析器に、
前記体液サンプルを蛍光染料で染色させ、
前記染色された体液サンプルを前記フローセルに流させ、
前記エネルギー源を用いて前記フローセルを通って流れる細胞に照射させる、ことに関す
る命令をさらに備える、請求項１９に記載の自動システム。
【請求項２１】
前記命令が、ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変
換を反復的に適用することに関する命令を含み、前記ドミナントな谷は、複数のピークに
ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用することにより得られる２つのドミナントなピー
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ク間に位置する、請求項１９又は請求項２０のいずれか一項に記載の自動システム。
【請求項２２】
前記ドミナントな谷が、有核細胞イベントに対応する第１のドミナントなピークを、非有
核イベントに対応する第２のドミナントなピークから分離する、請求項１９から請求項２
１のいずれか一項に記載の自動システム。
【請求項２３】
前記収集したシグナルが散乱光を含む、請求項１９から請求項２２のいずれか一項に記載
の自動システム。
【請求項２４】
前記散乱光が前方散乱光を含む、請求項２３に記載の自動システム。
【請求項２５】
前記散乱光が側方散乱光を含む、請求項２３に記載の自動システム。
【請求項２６】
前記側方散乱光が偏光した側方散乱光を含む、請求項２５に記載の自動システム。
【請求項２７】
前記側方散乱光が偏光解消した側方散乱光を含む、請求項２５に記載の自動システム。
【請求項２８】
前記収集したシグナルが蛍光シグナルを含む、請求項１９から請求項２２のいずれか一項
に記載の自動システム。
【請求項２９】
前記命令が、散乱光を含む第１の複数のシグナル及び蛍光シグナルを含む第２の複数のシ
グナルを収集すること、
（ａ）収集した第１の複数のシグナルにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより複
数のピーク及び谷を決定し；ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔ
ｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用し；ドミナントな谷のシグナルに基づいて収集した散乱
光の分析に関する閾値を設定し；細胞イベントを非細胞イベントから区別するのに閾値を
用いること、
（ｂ）収集した第２の複数のシグナルにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより複
数のピーク及び谷を決定し；ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔ
ｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用し；ドミナントな谷のシグナルに基づいて収集した蛍光
シグナルの分析に関する閾値を設定し；有核細胞イベントを非有核細胞イベントから区別
するのに閾値を用いること、に関する命令を含む、請求項１９から請求項２２のいずれか
一項に記載の自動システム。
【請求項３０】
前記命令が、有核細胞イベントを単核細胞イベント及び非白血球イベントに分類すること
に関する命令を含む、請求項２９に記載の自動システム。
【請求項３１】
前記ステップ（ｂ）が、前記ステップ（ａ）で識別された細胞イベントに対応する蛍光シ
グナルに対して実行される、請求項２９に記載の自動システム。
【請求項３２】
前記命令が、有核細胞イベントを単核細胞イベント、多形核細胞イベント、及び非白血球
イベントに分類することに関する命令を含む、請求項３１に記載の自動システム。
【請求項３３】
単核細胞イベントをリンパ球及び単球／マクロファージに分類することをさらに含む、請
求項３２に記載の自動システム。
【請求項３４】
前記体液が、血液、脳脊髄液、胸膜液、腹水、心膜液、滑液、又は連続携行式腹膜透析流
体を含む、請求項１９から請求項３３のいずれか一項に記載の自動システム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる２０１６年９月８日に出願さ
れた米国仮特許出願第６２／３８５，０５５号の利益を主張するものである。
【背景技術】
【０００２】
　体液の分析は、細胞のタイプ、異なる細胞タイプの計数、異常な細胞の存在、感染粒子
（例えば、プリオン、ウィルス、細菌など）の存在を含み、体液の組成に関する重要な情
報を提供する。このような情報は、臨床診断及び予後診断を提供するのに重要である。
【０００３】
　種々の生物流体サンプル中の細胞の分析のために様々な方法が用いられる。細胞分析の
ための方法は、光学顕微鏡法又は蛍光顕微鏡法による目視検査及び／又は自動検査を含む
。これらのタイプの細胞検査及び分析は、サンプルの細胞系統、成熟のステージ、及び／
又は細胞カウントに関する情報を得るために一般に実施される。
【０００４】
　顕微鏡法による生体サンプル中の細胞の分析は費用及び時間がかかることがある。フロ
ーサイトメトリは、生物流体サンプル中の異なる細胞タイプを識別及び区別し、異なる細
胞タイプを計数するための代替的な方法を提供する。フローサイトメータでは、細胞が１
つずつ又はほぼ１つずつ検知領域を通過し、その際に各細胞はエネルギー源により照射さ
れる。典型的には、単一波長光源（例えば、レーザなど）がエネルギー源として用いられ
、様々な検出器のうちの１つ又は複数が、細胞と印加されたエネルギーとの相互作用に基
づくデータを記録する。フローサイトメトリは、血液学でよく用いられ、血液の癌を含む
血液の病気の診断において奏功している。
【０００５】
　フローサイトメトリにおける課題は、小さい細胞イベントに類似する望ましくないシグ
ナル（例えば、ノイズ）を除去しながら粒子イベント（例えば、細胞イベント）を捕捉す
ることを含む。フローサイトメトリデータの品質に悪影響を及ぼす他の因子は、例えば、
サンプル間の有核細胞カウントの変動を含み、これは結果的に蛍光シグナルの変動を生じ
る。ゆえに細胞イベントに関連するシグナルが異なるサンプルタイプにわたって広く変動
することになる。
【発明の概要】
【０００６】
　体液サンプルの自動細胞分析のための方法、デバイス、及びシステムが開示される。こ
れらの方法、デバイス、及びシステムは、体液サンプルをフローサイトメータに流すこと
により生成されたデータにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用して、データの分析に用いる閾
値を決定する。
【０００７】
　或る実施形態では、細胞を含有する体液を分析するための方法が開示される。その方法
は、エネルギー源により照射により体液サンプルから放出されたシグナルを収集すること
、この場合、体液サンプルは蛍光染料で染色され、蛍光染料は、細胞膜に浸透し、核酸と
結合して細胞内に染料複合体を形成する；収集したシグナルにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を
適用することにより、収集したシグナルにおける複数のピーク(peak)及び谷(valley)を決
定すること；ドミナントな谷(dominant valley)が得られるまで複数のピーク及び谷にｗ
ａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用すること；ドミナントな谷のシグナルに基づいてシ
グナル分析に関する閾値を設定すること；及び、体液中の異なる細胞タイプを区別するべ
く閾値を上回るシグナルを分析することを含み得る。或る実施形態では、体液サンプルは
溶解されない、すなわち、体液中に含まれる細胞は溶解されない。
【０００８】
　或る実施形態では、当該方法は、ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷に
ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用することを含んでよく、ドミナントな谷は、複数
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のピークにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用することにより得られる２つのドミナ
ントなピーク間に位置する。
【０００９】
　或る実施形態では、ドミナントな谷は、有核イベントの第２の組に対応する第２のドミ
ナントなピークから、有核細胞イベントの第１の組に対応する第１のドミナントなピーク
を分離し得る。
【００１０】
　或る実施形態では、収集したシグナルは、散乱光を含んでよい。散乱光は、前方散乱光
又は側方散乱光を含んでよい。側方散乱光は、偏光した側方散乱光又は偏光解消した側方
散乱光を含んでよい。或る実施形態では、収集したシグナルは、蛍光シグナルを含んでよ
い。
【００１１】
　或る実施形態では、当該方法は、散乱光を含む第１の複数のシグナル及び蛍光シグナル
を含む第２の複数のシグナルを収集することと、及び、（ａ）収集した第１の複数のシグ
ナルにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより複数のピーク及び谷を決定し；ドミ
ナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用
し；ドミナントな谷のシグナルに基づいて収集した散乱光の分析に関する閾値を設定し；
細胞イベントを非細胞イベントから区別するのに閾値を用いること、及び（ｂ）収集した
第２の複数のシグナルにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより複数のピーク及び
谷を決定し；ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変
換を反復的に適用し；ドミナントな谷のシグナルに基づいて収集した蛍光シグナルの分析
に関する閾値を設定し；有核細胞イベントを非有核細胞イベントから区別するのに閾値を
用いることを含んでよい。
【００１２】
　或る実施形態では、当該方法は、有核細胞イベントを単核細胞イベント及び非白血球イ
ベントに分類することを含んでよい。
【００１３】
　或る実施形態では、ステップ（ｂ）は、ステップ（ａ）で区別された細胞イベントに対
応する蛍光シグナルに対して実行されてよい。
【００１４】
　或る実施形態では、当該方法は、有核細胞イベントを単核細胞イベント、多形核細胞イ
ベント、及び非白血球イベントに分類することを含んでよい。或る実施形態では、当該方
法は、単核細胞イベントをリンパ球及び単球／マクロファージに分類することを含んでよ
い。
【００１５】
　或る実施形態では、体液は、血液、脳脊髄液、胸膜液、腹水、心膜液、滑液、又は連続
携行式腹膜透析流体を含んでよい。或る実施形態では、当該方法は、体液サンプルを蛍光
染料で染色することを含んでよい。或る実施形態では、当該方法は、染色された体液サン
プルを血液分析器のフローセルに流すことを含んでよい。或る実施形態では、当該方法は
、体液サンプルにエネルギー源を照射することを含んでよい。
【００１６】
　同じく本明細書で開示されるのは、体液中の細胞を分析するための自動システムである
。当該システムは、体液中の細胞を分析するための命令を記憶するメモリを備えるコンピ
ュータを含んでよい。前記の命令は、エネルギー源による照射により体液サンプルから放
出されたシグナルを収集すること、この場合、体液サンプルは蛍光染料で染色され、蛍光
染料は、細胞膜に浸透し、核酸と結合して細胞内に染料複合体を形成する；収集したシグ
ナルにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより、収集したシグナルにおける複数の
ピーク及び谷を決定すること；ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａ
ｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用すること；ドミナントな谷のシグナルに基づいてシグ
ナル分析に関する閾値を設定すること；及び、体液中の異なる細胞タイプを区別するべく
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閾値を上回るシグナルを分析するためにプロセッサによって実行される。
【００１７】
　自動システムは、フローセルと、フローセルに導入された細胞に照射するためのエネル
ギー源と、フローセル内の細胞により放出されたシグナルを検出するための複数の検出器
とを含む血液分析機を含んでよい。メモリは、血液分析機に、体液サンプルを蛍光染料で
染色させ、染色された体液サンプルをフローセルに流させ、エネルギー源を用いてフロー
セルを通って流れる細胞に照射させるための命令をさらに備える。
【００１８】
　或る実施形態では、命令は、ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａ
ｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用することに関する命令を含んでよい。ドミナントな谷
は、複数のピークにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用することにより、得られる２
つのドミナントなピーク間に位置する。或る実施形態では、ドミナントな谷は、非有核イ
ベントに対応する第２のドミナントなピークから有核細胞イベントに対応する第１のドミ
ナントなピークを分離し得る。
【００１９】
　収集したシグナルは、前方散乱光及び／又は側方散乱光などの散乱光を含んでよい。側
方散乱光は、偏光した側方散乱光及び／又は偏光解消した側方散乱光を含んでよい。収集
したシグナルは、蛍光シグナルを含んでよい。
【００２０】
　或る実施形態では、命令は、散乱光を含む第１の複数のシグナル及び蛍光シグナルを含
む第２の複数のシグナルを収集すること、及び、（ａ）収集した第１の複数のシグナルに
ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより複数のピーク及び谷を決定し；ドミナント
な谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用し；ド
ミナントな谷のシグナルに基づいて収集した散乱光の分析に関する閾値を設定し；細胞イ
ベントを非細胞イベントから区別するのに閾値を用いること、及び、（ｂ）収集した第２
の複数のシグナルにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより、複数のピーク及び谷
を決定し；ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換
を反復的に適用し；ドミナントな谷のシグナルに基づいて収集した蛍光シグナルの分析に
関する閾値を設定し；有核細胞イベントを非有核細胞イベントから区別するのに閾値を用
いるための命令を含んでよい。命令は、有核細胞イベントを単核細胞イベント及び非白血
球イベントに分類するための命令を含んでよい。ステップ（ｂ）は、ステップ（ａ）で識
別された細胞イベントに対応する蛍光シグナルに対して実行されてもよい。
【００２１】
　或る実施形態では、命令は、有核細胞イベントを単核細胞イベント、多形核細胞イベン
ト、及び非白血球イベントに分類するための命令を含んでよい。或る実施形態では、命令
は、単核細胞イベントをリンパ球及び単球／マクロファージに分類するための命令を含ん
でよい。体液は、血液、脳脊髄液、胸膜液、腹水、心膜液、滑液、又は連続携行式腹膜透
析流体であり得る。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】図１Ａ～図１Ｄは、一次元シグナルにおけるドミナントなピーク及び谷を識別す
るためのｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換の例示的な適用を提供する。
【図２】体液分析のための例示的な方法を示すフローチャートである。
【図３】未知のイベントが可能性のある有核イベントから精製（リファイン：refine）さ
れた（図２のステップ３）、脳脊髄（ＣＳＦ）体液の、軸方向の光損失（ＡＬＬ）に対す
る蛍光１（ＦＬ１）（対数スケール）の散布図である。
【図４】図４Ａ及び図４Ｂは、有核細胞イベントの、リンパ球、単球／マクロファージ、
多形核（ＰＭＮ）細胞イベント、及び非白血球（ＮＷＢＣ）への分類を例示する。図４Ａ
は、胸膜液中の有核細胞のデータを示す。図４Ｂは、ＮＷＢＣを含有する腹水中の有核細
胞のデータを示す。
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【図５】図５Ａ～図５Ｄは、プリセット閾値を用いる従来の方法と比較した、本明細書に
記載のｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換から特定された閾値を用いて得られた細胞カウント間の相
関を例示する。図５Ａは、ＲＢＣ（細胞／μｌ）であり、図５Ｂは、ＷＢＣ（細胞／μｌ
）であり、図５Ｃは、単核細胞のパーセンテージ（ＭＮ％）であり、図５Ｄは、多形核細
胞のパーセンテージ（ＰＭＮ％）である。
【図６】本開示の方法を用いる分析のためのデータの生成において使用される、一実施形
態に係るフローサイトメータの第１の例の概略図である。
【図７】本開示の方法を用いる分析のためのデータの生成において使用れる、一実施形態
に係るフローサイトメータの第２の例の概略図である。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
定義
　「ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換」又は「ｗａｔｅｒｓｈｅｄアルゴリズム」という文言は交
換可能に用いられ、Ｌｕｃ　Ｖｉｎｃｅｎｔ　ａｎｄ　Ｐｉｅｒｒｅ　Ｓｏｉｌｌｉｅ，
　Ｗａｔｅｒｓｈｅｄｓ　ｉｎ　ｄｉｇｉｔａｌ　ｓｐａｃｅｓ：　ａｎ　ｅｆｆｉｃｉ
ｅｎｔ　ａｌｇｏｒｉｔｈｍ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｉｍｍｅｒｓｉｏｎ　ｓｉｍｕｌａｔ
ｉｏｎｓ．ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ　ｏｎ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ａｎａｌｙｓ
ｉｓ　ａｎｄ　Ｍａｃｈｉｎｅ　Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｃｅ，１３　（６），１９９１，
ｐｐ．５８３－５９８に記載されたアルゴリズムを意味する。
【００２４】
　本明細書で用いられる場合の「体液」という用語は、一般に、個体又は個体群から得ら
れる様々なサンプルタイプを包含する「生体サンプル」から導出され、診断、モニタリン
グ、又はスクリーニングアッセイの際に用いることができる流体を意味する。この定義は
、血液サンプル及び生物由来の他の液体サンプルを包含する。この定義は、個々のサンプ
ルの混合又はプール、試薬での処理、可溶化、又は有核細胞、非有核細胞、病原体などの
特定の成分の豊富化(enlichment)などにより、それらの調達後に何らかの操作がなされて
いるサンプルも含む。
【００２５】
　「生体サンプル」という用語は、臨床サンプルを包含し、また、培養細胞、細胞上清、
細胞溶解産物、血清サンプル、血漿サンプル、生物流体サンプル、及び組織サンプルを含
む。「生体サンプル」という用語は、尿、唾液、脳脊髄液（ＣＳＦ）、間質液、眼液、滑
液、血漿及び血清などの血液分画物などを含む。
【００２６】
　本明細書で用いられる場合の「データ処理ユニット」とは、それに要求される機能を行
うことになる任意のハードウェア及び／又はソフトウェアの組み合わせを意味する。例え
ば、ここでの任意のデータ処理ユニットは、例えば、電子コントローラの形態で利用可能
なプログラマ可能なデジタルプロセッサ（例えば、マイクロプロセッサ）、メインフレー
ム、サーバ、クラウド、又はパーソナルコンピュータ（デスクトップ又はポータブル）で
あり得る。データ処理ユニットがプログラム可能ならば、適切なプログラミングを遠隔地
からデータ処理ユニットに通信することができ、又はコンピュータプログラム製品（磁気
、光学、又はソリッドステートデバイスに基づく、ポータブル又は固定のコンピュータ可
読記憶媒体など）に前もって保存することができる。
【００２７】
詳細な説明
　体液サンプルの自動細胞分析のための方法、デバイス、及びシステムが開示される。方
法、デバイス、及びシステムは、体液サンプルをフローサイトメータに流すことにより生
成されたデータにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用して、データの分析に用いられる閾値を
決定する。
【００２８】
　本発明がさらに詳細に説明される前に、この発明は、当然に変化する可能性があるもの
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として、記載された特定の実施形態に限定されない。本明細書で用いられる用語は、特定
の実施形態を説明する目的のためだけのものであって、本発明の範囲が添付の請求項によ
ってのみ特定され、限定するものとなることを意図しない。
【００２９】
　数値の範囲が与えられる場合、文脈上他の意味に明白に限定される場合を除き、下限の
単位の１０分の１までの中間にある各値、該範囲の上限と下限との間、及び表記された範
囲内のあらゆる他の表記された値又は中間にある値は、本発明内に包含されることが理解
される。これらの、より小さい範囲の上限及び下限は、より小さい範囲に独立して含まれ
てもよく、且つまた本発明内に包含され、表記された範囲内のあらゆる具体的に除外され
る限定の対象になる。表記された範囲が限界の一方又は両方を含む場合、これらの含まれ
た限界のいずれか又は両方を除外する範囲もまた本発明に含まれる。
【００３０】
　特定の範囲が、「約」という用語に先行される数値により本明細書で提示されている。
「約」という用語は、それが先行する正確な数値、ならびに、この用語が先行する数値に
近い又は近似的な数値を文言上の裏付けを提供するために本明細書で使用される。数値が
具体的に記載された数値に近い又は近似的であるかどうかを判断する際に、近い又は近似
的な記載されていない数値は、それが提示されている文脈において、具体的に記載された
数値の実質的均等物を提供する数値であり得る。
【００３１】
　他に定めのない限り、本明細書で用いられるすべての技術用語及び科学用語は、この発
明が属する技術分野の当業者によって通常理解されるものと同じ意味をもつ。本明細書に
記載のものと類似した又は等価なあらゆる方法及び材料もまた本発明の実施又は試験に用
いることができるが、代表的な例証となる方法及び材料がここで説明される。
【００３２】
　本明細書で挙げられたすべての刊行物及び特許は、個々の各刊行物又は特許が参照によ
り組み入れられるように特異的に及び個々に示されたかのように参照により本明細書に組
み入れられ、且つ挙げられた刊行物との関連において方法及び／又は材料を開示し及び説
明するために参照により本明細書に組み入れられる。あらゆる刊行物の引用は、出願日よ
りも前のその開示のためであって、本発明が先願発明の理由に基づきこうした公開の日付
を実際より早める権利をもたないことを認めるものと解釈されるべきではない。さらに、
提供された公開日は、実際の公開日とは異なる場合があり、独立して確認される必要があ
る場合がある。
【００３３】
　本明細書及び付属の請求項で用いられる、単数形の「ひとつの（ａ、ａｎ）」、及び「
当該、前記（ｔｈｅ）」は、文脈上他の意味に明白に限定される場合を除き、複数形の指
示対象を含むことに留意されたい。請求項は、あらゆる任意の要素を除外するように起草
されてもよいことにさらに留意されたい。従って、この記述は、請求項の要素の列挙又は
「消極的な」限定の使用との関連において「単独で」、「のみ」などのような排他的用語
の使用のための先行詞基準として作用することを意図される。
【００３４】
　本開示を読めば当業者には明らかとなるように、本明細書で説明され例証される個々の
実施形態の各々は、本発明の範囲又は精神から逸脱することなく、他の幾つかの実施形態
のいずれかの特徴から容易に分離または結合されてもよい個別の構成要素及び特徴を有す
る。あらゆる列挙される方法は、列挙される事象の順番で、又は論理的に可能なあらゆる
他の順番で実行することができる。
【００３５】
方法
　体液サンプルの分析のための方法が開示される。これらの方法は、体液サンプル中に存
在する細胞のタイプの自動分析を提供する。これらの方法は、血液分析機などの自動フロ
ーサイトメータと併せて用いてよい。
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【００３６】
　或る実施形態では、本明細書で開示される方法は、体液サンプルを分析するのに用いら
れる閾値を特定するのに用いられる。或る実施形態では、本方法は、エネルギー源による
照射で体液サンプルから放出されたシグナルを収集すること、この場合、体液サンプルは
蛍光染料で染色され、蛍光染料は、細胞膜に浸透し、核酸と結合して細胞内に染料複合体
を形成する；収集したシグナルにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより収集した
シグナルにおける複数のピーク及び谷を決定すること；ドミナントな谷が得られるまで複
数のピーク及び谷にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用すること；ドミナントな谷の
シグナルに基づいてシグナル分析に関する閾値を設定すること；及び、体液中の異なる細
胞タイプを識別するべく閾値を上回るシグナルを分析することを含んでよい。或る実施形
態では、体液サンプルは溶解されない、すなわち、体液中に含まれる細胞は溶解されない
。
【００３７】
　或る実施形態では、方法は、体液サンプルを蛍光染料で染色することを含んでよく、蛍
光染料は、細胞膜に浸透し、核酸と結合して細胞内に染料複合体を形成する。或る実施形
態では、方法はまた、染色された体液サンプルを、血液分析器、蛍光フローサイトメータ
などのフローサイトメータのフローセルに流すことを含んでよい。流れている体液サンプ
ルを照射するためのエネルギー源は、光源などの任意の適切なエネルギー源であり得る。
或る実施形態では、蛍光フローサイトメータは、米国特許第５，６３１，１６５号で説明
されるように構成される。フローセルを通って流れる体液サンプルを照射するための光源
は、レーザビームを放出してよい。或る実施形態では、標準のアルゴンイオンレーザが、
流れている体液サンプルを照射するのに用いられる。
【００３８】
　エネルギー源による照射で体液サンプルにより放出されたシグナルを収集するステップ
は、シグナル検出ユニットにより実行されてよい。シグナル検出ユニットは、データ処理
ユニットに作動的に結合されてよい。一部の実施形態では、シグナル検出ユニットにより
収集されたデータの分析は、本明細書で提供されるデータ分析のための方法を用いてデー
タ処理ユニットにより行われる。
【００３９】
　シグナル検出ユニットは、フローサイトメータ（例えば、血液分析機）のフローセル内
の光ビームを通って流れる体液サンプルの光インテロゲーションにより生成された光シグ
ナルを検出するための１つのシグナル検出器又は複数のシグナル検出器を含んでよい。例
示的なシグナル検出器は、蛍光シグナル、軸方向の光損失（ＡＬＬ、前方消光としても知
られている）、中角散乱（ＩＡＳ、該角度での散乱光）、小角前方散乱（ＳＡＳ）、偏光
解消した側方散乱光（ＤＳＳ）、及び／又は偏光した側方散乱光（ＰＳＳ）などの光シグ
ナルを測定するための検出器を含む。収集したシグナルは、蛍光シグナル、ＡＬＬ、ＩＡ
Ｓ、ＳＡＳ、ＤＳＳ、及びＰＳＳのうちの１つ又は複数を含んでよい。
【００４０】
　ＡＬＬは、一般に、レーザビームの前を通過する細胞による光エネルギーの減少であり
、検出器（例えば、光ダイオード）により検出される。光損失は、一般には散乱に起因し
、光ビーム（例えば、レーザビーム）の経路内で細胞がビームを通過することによる検出
器に到達する光エネルギーの減少として定義される（一般に、ＡＬＬは、約０°～約１°
の角度で検出される）。これに対して、小角前方散乱光（ＳＡＳ）は、ビームを通過する
細胞からの散乱に起因して入射レーザビームの外部で（しかし約１°～３°の狭角内で）
検出器に到達する光エネルギーである。レーザビームが検出器に入射しないようにするた
めに、一般に、ビームストップが設けられる。ＡＬＬ測定系は、レーザ照射の入射コーン
内の光を収集する一方、小角散乱系は、当該コーン外の光を収集する。ＡＬＬ測定系では
、関心あるシグナルは、定常状態のレーザシグナルから差し引かれる負のシグナルである
一方、小角前方散乱光の測定では、シグナルは、非常に低いバックグラウンド光レベルで
課される小さい正のシグナルである。中角前方散乱（ＩＡＳ）は、光が入射レーザビーム
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からより大きい角度で散乱されること以外は、小角前方散乱と類似している。より詳細に
は、ＩＡＳは、レーザビームの入射又は中心線から約３°から１５°の間だけ離れたリン
グ内で散乱された光に関係する。一部の実施形態では、ＡＬＬは、水平方向に約０．３°
未満且つレーザ軸から垂直方向に約１．２°未満の角度で収集され、ＩＡＳは、レーザ軸
から約３°から１０°の間の角度で収集される。或るケースでは、ＤＳＳシグナル及びＰ
ＳＳシグナルは、フローセルに入射する光ビームに対して約９０°で測定される。
【００４１】
　収集したシグナルにおける複数のピーク及び谷を決定するべく収集したシグナルにｗａ
ｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用するステップは、収集したシグナルをｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換
アルゴリズムの適用に適した任意のフォーマットに編成することを含んでよい。或る実施
形態では、収集したシグナルは、ヒストグラムフォーマット、散布図、又は他の多次元プ
ロットに編成されてよい。開示された方法の或る態様では、収集したシグナルは、側方散
乱光、例えば、ＤＳＳ及び／又はＰＳＳなどの散乱光を含んでよく、散乱光の強度は、ヒ
ストグラムとしてプロットされてよい。例えば、散乱光の強度は、体液サンプルがフロー
セルを通って流れている間の時間にわたってプロットされてよい。或る実施形態では、散
乱光の強度は、Ｙ軸上にプロットされてよく、散乱光の強さに対応するイベントの数（細
胞イベント及び非細胞イベントであり得る）は、Ｘ軸上にプロットされてよく、又はその
逆であってもよい。或る実施形態では、Ｘ軸は、異なる範囲の散乱光の強さ（例えば、ｂ
ｉｎへ分割される）であってよく、Ｙ軸は、散乱光の強さの対応する範囲内に入るイベン
トの数であってよい。細胞イベント（例えば、血球）に関して測定される散乱光の強度は
、非細胞イベント（例えば、溶解した網赤血球からのＲＮＡ、ハウエルジョリー小体、網
血小板、巨大血小板、白血球（ＷＢＣ）からのＤＮＡ、及び巨核球分画、寄生虫、赤血球
（ＲＢＣ）分画、赤血球ゴースト、凝集タンパク質などの細胞残屑）に関して測定される
散乱光の強度よりも高い。したがって、シグナルの二次元又は三次元プロットにｗａｔｅ
ｒｓｈｅｄ変換を適用することは、シグナルにおける複数のピーク及び複数の谷を決定す
ることになる。ピークのうちのいくつか、普通はあまり強くないピークは、非細胞イベン
トからのシグナルに対応し得る。しかしながら、ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を使用せずに、
データ分析システムは、細胞イベントを非細胞イベントから区別するためにプリセット閾
値を適用してよい。しかしながら、このプリセット閾値は、体液のタイプ、希釈の量、分
析のために体液サンプルを調製するのに用いられる試薬などに応じて変わることがある。
ｗａｔｅｒｓｈｅｄアルゴリズムの適用は、特定のサンプルの特徴を考慮に入れた、分析
されているサンプルのカスタム閾値の特定を支援する。単一のドミナントな谷が残るまで
、最初に識別されたピーク及び谷にｗａｔｅｒｓｈｅｄアルゴリズムが反復的に適用され
る。閾値は、ドミナントな谷のシグナルに基づいて選定される。次いで、カットオフとし
て閾値を用いて細胞イベントを非細胞イベントから区別するべく光散乱シグナルが分析さ
れ、例えば、閾値よりも高い強度の散乱光は、細胞イベントに対応するものとしてカウン
トされ、閾値よりも低い強度の散乱光は、非細胞イベントに対応するものとしてカウント
される。
【００４２】
　或る実施形態では、ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換の反復適用は、ドミナント性の低い(less 
dominant)ピークを当該ドミナント性の低いピークに隣接するドミナント性の高い(more d
ominant)なピークと統合することを含む。或る実施形態では、ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換の
反復適用は、ドミナント性の低い谷を当該ドミナント性の低い谷に隣接するドミナント性
の高い谷と統合することを含む。或る実施形態では、統合される隣接する谷又は隣接する
ピークは、それらが事前定義された距離未満で離間しているときに統合してもよい。例え
ば、Ｘ軸は、１～１０、＞１０～２０、＞２０～３０、＞３０～４０などの或るインター
バルだけ離間するシグナル範囲を有してよい。ドミナントな谷が１～１０の範囲に対応し
、ドミナント性の低い谷が＞１０～２０の範囲に対応するとき、これらの２つの谷は統合
してよい。統合された谷の値は、ドミナント性の高い谷の値に対応し得る又は２つの谷の
平均であり得る。或る実施形態では、ドミナント性の低いピークをドミナント性の高いピ
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ークと統合することは、谷を統合することと同様の様態で実行されてよい。或る実施形態
では、ドミナント性の低い谷をドミナント性の高い谷と統合することは、ドミナント性の
低い谷を除去することを含んでよい。同様に、或る実施形態では、ドミナント性の低いピ
ークをドミナント性の高いピークと統合することは、ドミナント性の低いピークを除去す
ることを含んでよい。したがって、或るケースでは、ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換の反復適用
は、単一のドミナントな谷が残るまでドミナント性の低い谷を除去することを含んでよい
。或る実施形態では、ドミナント性の低い谷は、或るシグナルを上回る谷であってよく、
該シグナルは、所定のシグナル、例えば、細胞イベントに関連することが分かっているシ
グナルであってよい。或る実施形態では、ドミナント性の高い谷は、或るシグナルを下回
る谷であってよく、該シグナルは、所定のシグナル、例えば、非細胞イベントに関連する
ことが分かっているシグナルであってよい。或る実施形態では、ドミナント性の低いピー
クは、或るシグナルを下回るピークであってよく、該シグナルは、所定のシグナル、例え
ば、非細胞イベントに関連することが分かっているシグナルであってよい。或る実施形態
では、ドミナント性の高いピークは、或るシグナルを上回るピークであってよく、該シグ
ナルは、所定のシグナル、例えば、細胞イベントに関連することが分かっているシグナル
であってよい。他の実施形態では、所定のシグナルは、ドミナントなピーク及び／又は谷
の判定に用いられず、むしろ、ドミナントなピーク及び／又は谷の判定は、デノボで、例
えば、サンプル毎になされる。
【００４３】
　別の例では、収集したシグナルは、蛍光シグナルを含んでよい。或る実施形態では、蛍
光シグナルの強度は、ヒストグラムとしてプロットされてよい。例えば、蛍光の強度は、
体液サンプルがフローセルを通って流れている間の時間にわたってプロットされてよい。
或る実施形態では、蛍光の強度は、Ｙ軸上にプロットされてよく、蛍光の強さに対応する
イベント（有核細胞及び非有核細胞であり得る）の数は、Ｘ軸上にプロットされてよく、
又はその逆であってもよい。或る実施形態では、Ｘ軸は、蛍光の強度（例えば、ｂｉｎへ
分割される）の範囲であってよく、Ｙ軸は、Ｘ軸上にプロットされた範囲内に入るイベン
トの数であってよい。
【００４４】
　別の例では、特定のシグナル強度（例えば、蛍光強度又は散乱光の強さ）に関連するイ
ベントの数の頻度を表すグラフが生成されてよい。理論ヒストグラムが図１Ａに表され、
異なる光の強さ（異なる範囲又はｂｉｎへ分割される）に関連するイベントがＸ軸上にプ
ロットされ、これらのイベントの発生の頻度がＹ軸上にプロットされる。図１Ａは、特定
の光の強さに関連するイベントが最も高い頻度であり、一方、異なる光の強さに関連する
他のイベントがより低い頻度であることを示す。しかしながら、異なる光の強さに関連す
るイベントのうちのどれが真のイベント（例えば、光シグナルが散乱光であるときには細
胞、又は光シグナルが蛍光であるときには有核細胞）に対応し、どれが非イベント（例え
ば、光シグナルが散乱光であるときには細胞残屑又は光シグナルが蛍光であるときには非
有核細胞）に対応するかを識別するために、閾値が用いられる必要がある。上で述べたよ
うに、所定の閾値が使用される従来の閾値又はゲーティング手法は、誤差を導入すること
がある。ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換の適用は、ここでは、分析されているデータセットのカ
スタム閾値を特定するのに用いられる。図１Ｂは、図１Ａにプロットされた生データへの
ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換の適用からの結果を示す。図１Ｂは、ｗａｔｅｒｓｈｅｄアルゴ
リズムの適用は、複数のピーク及び谷を識別することを示す。図１Ｃは、図１Ｂで識別さ
れたピーク及び谷へのｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換の反復適用の最終結果を示す。図１Ｃに示
すように、単一のドミナントな谷が残るまでｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用する
ことは、イベントを非イベントから区別し、体液サンプルの分析を提供するべくデータを
分析するのに用いることができる閾値に対応するものとしてドミナントな谷を識別する。
【００４５】
　図１Ｄは、別のデータセットへのｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換の適用の最後の反復からの結
果を提供する。図１Ａ～図１Ｃでのデータセットの閾値を得ることに関する説明と同様に
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、ピーク及び谷の識別と、ドミナントな谷を識別するためのｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換の反
復適用は、このデータセットに固有の閾値の判定を容易にする。この閾値は、次いで、こ
のデータセットが生成された体液サンプル中に存在する細胞の分析に用いられる。
【００４６】
　或る実施形態では、エネルギー源により照射された体液サンプルからのシグナルへのｗ
ａｔｅｒｓｈｅｄ変換の反復適用は、所望の結果が達成されるまで、例えば、単一のドミ
ナントな谷及び／又は単一のドミナントなピークが残るまで実行されてよい。他の実施形
態では、ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換の反復適用は、単一のドミナントな谷と複数のドミナン
トなピーク（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、又は１０個などの２～１０、２
～５、又は２～３個）が残るときに停止されてよい。別の実施形態では、ｗａｔｅｒｓｈ
ｅｄ変換の反復適用は、単一のドミナントなピークと複数のドミナントな谷（例えば、２
、３、４、５、６、７、８、９、又は１０個などの２～１０個、２～５個、又は２～３個
）が残るときに停止されてよい。或る実施形態では、ドミナントな谷は閾値に対応し得る
。他の実施形態では、ドミナントなピークは閾値に対応し得る。
【００４７】
　或る実施形態では、ｗａｔｅｒｓｈｅｄアルゴリズムの各反復は、ｗａｔｅｒｓｈｅｄ
アルゴリズムの以前の適用から得られたピーク及び／又は谷の数に比べてその数を減少さ
せ得る。一部の実施形態では、ピーク及び／又は谷の数は、それぞれ類似のピークを統合
すること及び／又は類似の谷を統合することにより、ドミナントなピーク及び／又は谷を
識別するのに減少され得る。それぞれ類似のピークを統合すること及び／又は類似の谷を
統合することによりドミナントなピーク及び／又は谷を識別するのにピーク及び／又は谷
の数を減少させることに加えて、又は代替的に、ドミナント性の低いピークがドミナント
性の高いピークと統合されてよく、ドミナント性の低い谷がドミナント性の高い谷と統合
されてよい。上で述べたように、所定の距離未満だけ離間したピークは統合されてよい（
例えば、よりドミナントなピークから所定の距離未満だけ離間したドミナント性の低いピ
ークは除去されてよく、ドミナント性の高いピークは保持される）。一部の実施形態では
、ピーク及び／又は谷の数は、アーチファクト又はノイズと判断されるシグナルに対応す
るピーク及び／又は谷を除去することにより減少され得る。一部の実施形態では、隣接す
る谷から良好に分離されない谷は、隣接する谷と統合されてよい又は除去されてよい。同
様の繰返しが、隣接するピークで行われてよい。
【００４８】
　或る実施形態では、本方法は、ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗ
ａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用することを含み、ドミナントな谷は、複数のピーク
にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用することにより得られる２つのドミナントなピ
ーク間に位置する。
【００４９】
　或る実施形態では、照射された体液サンプルから得られた蛍光シグナルへのｗａｔｅｒ
ｓｈｅｄ変換の反復適用は、第１の複数の有核細胞イベントに対応する第１のドミナント
なピークを第２の複数の有核イベントに対応する第２のドミナントなピークから分離する
ドミナントな谷を識別してよく、ドミナントな谷は非有核イベントからのシグナルに対応
する。第１のドミナントなピークは、第２のドミナントなピークよりも高いシグナル強度
を有してよく、ＷＢＣから発生したシグナルに対応してよく、一方、第２のドミナントな
ピークは、幼若ＲＢＣ（網赤血球）から発生したシグナルに対応してよい。或る実施形態
では、照射された体液サンプルから記録された散乱光へのｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換の反復
適用は、第１の複数のより大きい細胞（例えば、ＷＢＣ）に対応する第１のドミナントな
ピークを第２の複数のより小さい細胞（例えば、血小板）に対応する第２のドミナントな
ピークから分離するドミナントな谷を識別してよく、ドミナントな谷は非細胞イベントか
らのシグナルに対応する。
【００５０】
　或る実施形態では、本方法は、散乱光を含む第１の複数のシグナル及び蛍光を含む第２
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の複数のシグナルを収集すること、及び、（ａ）収集した第１の複数のシグナルにｗａｔ
ｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより複数のピーク及び谷を決定し；ドミナントな谷が
得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用し；ドミナン
トな谷のシグナルに基づいて収集した散乱光の分析に関する閾値を設定し；細胞イベント
を非細胞イベントから区別するのに閾値を用いること、及び、（ｂ）収集した第２の複数
のシグナルにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより複数のピーク及び谷を決定し
；ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的
に適用し；ドミナントな谷のシグナルに基づいて収集した蛍光シグナルの分析に関する閾
値を設定し；有核細胞イベントを非有核細胞イベントから区別するのに閾値を用いること
を含んでよい。或る実施形態では、ステップ（ａ）とステップ（ｂ）は、同時に実行され
てよい。或る実施形態では、ステップ（ａ）とステップ（ｂ）は、任意の順序で順次に実
行されてよい。或る実施形態では、ステップ（ｂ）は、ステップ（ａ）で識別された細胞
イベントに対応する蛍光シグナルに対してのみ実行されてよい。
【００５１】
　本開示の方法は、単核細胞イベント、多形核細胞イベント、及び非白血球イベントの数
を特定するべく有核細胞イベントに対応するデータを分析することをさらに含んでよい。
本方法は、リンパ球及び単球／マクロファージの数を特定することをさらに含んでよい。
【００５２】
　本明細書で開示される方法を用いて分析され得る体液サンプルは、血液（例えば、全血
サンプル又はその分画物）、脳脊髄液（ＣＳＦ）、胸膜液、腹水、心膜液、滑液、尿、唾
液、涙液、精液、羊水、痰、連続携行式腹膜透析流体（ＣＡＰＤ）などを含んでよい。
【００５３】
　体液サンプルは、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる米国特許第５，６
３１，１６５号及び米国特許第８，９１１，６６９号で説明されるプロトコルなどの任意
の適切なプロトコルを用いて、血液分析機のフローセルを通って流れる前に処理されてよ
い。例えば、体液サンプルは、細胞膜に浸透し、核酸と結合して細胞内に染料複合体を形
成する、蛍光染料で染色されてよい。ＤＮＡ又はＲＮＡと結合する任意の適切な染料が用
いられてよい。用いることができる市販の染料のうちのいくつかは、ＹＯＹＯ－１、ＹＯ
ＹＯ－３、ＴＯＴＯ－１、ＴＯＴＯ－３、ＢＯ－ＰＲＯ－１、ＹＯ－ＰＲＯ－１、ＴＯ－
ＰＲＯ－１などを含む。異なる消光（ＥＸ）極大を有する染料を、Ｈｅ－Ｎｅ、キセノン
、又は水銀ランプなどの適切な光源で励起することができることが当業者には公知である
。加えて、体液サンプルは、随意的に、ＲＢＣを溶解するための等張液に及び／又は他の
試薬に曝されてよい。さらに、体液サンプルは、随意的に、分析されている体液中に存在
し得る任意の有核（ＮＲＢＣ）を効果的に標識する生体核染色試薬に曝されてよい。処理
された体液サンプルは、随意的に、血液分析器を通って流れる前に希釈されてよい。
【００５４】
　本開示の方法は、体液サンプルのイベントの数／マイクロリットルである患者カウント
の正確な判定のための他の方法と共に用いられてよい。イベントは、赤血球（ＲＢＣ）、
血小板（ＰＬＴ）、白血球（ＷＢＣ）、及びこれらのクラス又はサブクラスを含んでよい
。「イベント」とは、光インテロゲーション系により検出される場合の、粒子（例えば、
細胞）がフローセルのインテロゲーションゾーンを通過することを意味する。「非イベン
ト」又は「非細胞イベント」とは、イベントにより生じない、イベントに似た光シグナル
特徴を意味する。本開示の方法は、シグナルがイベント又は非イベントのいずれからであ
るかを判定するのに用いることができる閾値を決定する。
【００５５】
　データ収集ユニットにより収集された生シグナルデータは、本明細書で開示される方法
を用いて分析されてよい。他の実施形態では、生データは、ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適
用する前に処理されてよい。例えば、生シグナルデータは、フィルタされてよい。生シグ
ナルデータは、逆ガウシアンフィルタ係数を用いてフィルタされてよい。生シグナルデー
タは、ノイズであることが分かっているシグナルを除去するべく処理されてよい（例えば
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、特定のフローサイトメータは、ベースラインノイズの高いバックグラウンドを有し得る
）。生シグナルデータはデジタル化されてよい（例えば、アナログシグナルがデジタルシ
グナルへ変換されてよい）。生シグナルデータ又は処理されたデータはさらに、修正、例
えば、対数スケールに変換、増幅などがなされてよい。生シグナルデータ又は処理された
データはさらに、谷及びピークの識別のためにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用するのに適
した任意の形式にフォーマットされてよい。
【００５６】
　本明細書で開示される方法の或る実施形態が図２に示される。図２は、血液分析機を用
いて体液サンプルから収集されたデータを分析することに関するステップを示すフローチ
ャートを示す。ステップ１は、細胞イベントをそれらのサイズ散乱特性に基づいてノイズ
から分離することを含む。細胞イベントからノイズを除去した後で、次のステップである
ステップ２は、有核細胞は蛍光染料で染色するとより強い蛍光シグナルを発するので、有
核細胞イベントを非有核血球から分離することを含む。従来の閾値又はゲーティング手法
の代わりに、データのヒストグラムに沿ってピーク及び谷を自動的に突き止めるために反
復的にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換が使用される。ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換は、最初に、ピー
ク及び谷の最初の位置を突き止めるためにシグナルに適用される。次いで、ドミナント性
の低いピーク及び谷を統合するために反復手順が適用される。手順が収束すると、ドミナ
ントなピーク及び谷だけが残る。ステップ１でドミナントな谷だけが残るまでデータにｗ
ａｔｅｒｓｈｅｄ変換が適用される。ドミナントな谷は、ステップ１で異なるイベントタ
イプを分離するためのカットオフ閾値である。ステップ２でドミナントな谷だけが残るま
でデータにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換が適用される。ドミナントな谷は、ステップ２で異な
るイベントタイプを分離するためのカットオフ閾値である。
【００５７】
　図２のステップ３は、任意のステップである。或る体液サンプルでは、さらなるクラス
タを形成するさらなる未知のイベントが有核細胞イベントに含まれることもある。図３に
例示される精製手法は、正確な全有核細胞カウント（ＴＮＣＣ）を達成するべく未知のイ
ベントをフィルタで除去するために採用することができる。或るケースでは、未知の細胞
イベントを除去することにより有核細胞イベントを洗練する（フローチャートにおけるス
テップ３）ための方法は、非パラメトリック特徴クラスタリング技術（Ｍｅａｎ　Ｓｈｉ
ｆｔ，　Ｍｏｄｅ　Ｓｅｅｋｉｎｇ，　ａｎｄ　Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ，　ＩＥＥＥ　Ｔ
ｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ　ｏｎ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　Ｍａｃｈ
ｉｎｅ　Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｃｅ，　１７（８），　７９０－７９９，　１９９５）と
共に蛍光シグナル及び細胞イベントのさらなるタイムスタンプを使用し得る。
【００５８】
　図２のステップ４は、全有核細胞をサブカテゴリ：リンパ球、単球／マクロファージ、
多形核（ＰＭＮ）細胞、及びＮＷＢＣ（ＮＷＢＣは、ＷＢＣではない有核細胞を含み、Ｎ
ＷＢＣは、上皮細胞及び／又は腫瘍細胞を含む）に分類することを含む。リンパ球及び単
球／マクロファージは、単核細胞（ＭＮＣ）カウントとして計数することができ、ＷＢＣ
はＭＮＣ細胞及びＰＭＮ細胞を含む。図４Ａ及び図４Ｂは、ＴＮＣＣがリンパ球、単球／
マクロファージ、ＰＭＮ細胞、及びＮＷＢＣへクラスタリングされる、２つの体液サンプ
ルを示す。或る実施形態では、有核細胞イベントを単核細胞イベント、多形核細胞イベン
ト、及び非白血球（ＮＷＢＣ）イベントに分類する（フローチャートにおけるステップ４
）ための方法は、効率的なｋ平均クラスタリングアルゴリズム（Ａｎ　ｅｆｆｉｃｉｅｎ
ｔ　ｋ－ｍｅａｎｓ　ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　ａｌｇｏｒｉｔｈｍ：　ａｎａｌｙｓｉｓ
　ａｎｄ　ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ，　ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓ　ｏｎ　Ｐａｔｔｅ
ｒｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　Ｍａｃｈｉｎｅ　Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｃｅ　Ｖｏｌ
．　２４，　２００２，　８８１－８９２）と共に多次元光散乱シグナル（前方散乱光、
側方散乱光、偏光した側方散乱光、偏光解消した側方散乱光、又はこれらの組合せ）及び
蛍光シグナルを使用し得る。
【００５９】
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　図２のステップ５において、方法は、細胞タイプ毎の濃度、パーセンテージ、及びフラ
グを含む報告可能なパラメータを計算することをさらに含む。或る実施形態では、体液サ
ンプルの分析のための方法は、希釈比、流量、カウント時間、及び適切な校正係数に基づ
いて細胞濃度を提供することをさらに含んでよい。体液サンプルは、例えば、データ品質
及び／又は悪性である可能性を示す細胞カウントに起因してさらなる分析を示すべくフラ
グを立てられてよい。フラグを立てられたサンプルは、顕微鏡法を用いてさらに分析され
てよい。顕微鏡法は、フラグを立てられたサンプルのスライドを用意し、顕微鏡を用いて
スライドからデータを得るためのモジュールを有する血液分析器により行うことができる
。
【００６０】
　図５Ａ～図５Ｄは、データ分析に関する閾値を判定するべくｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を
用いる体液サンプルの分析は、所定の閾値を使用する従来の方法を用いて導出されたもの
に密接に相関する細胞カウントを提供することを実証する。
【００６１】
　全有核細胞をサブカテゴリ：リンパ球、単球／マクロファージ、多形核（ＰＭＮ）細胞
、及びＮＷＢＣへ分類し、計数することは、参照により本明細書に組み込まれる米国特許
第５，６３１，１６５号で説明される方法などの任意の信頼できる方法を用いて実行され
てよい。本明細書で開示される方法の１つ又は複数のステップは、本明細書に記載のデバ
イス及びシステムで実行することができる。本明細書で提供される方法の態様を行う特定
のデバイス及びシステムを以下でより詳細に説明する。
【００６２】
　デバイス及びシステム
　上記で要約したように、同じく本開示により提供されるのは、例えば、本開示の方法を
実施する際の使用が見出されるデバイス及びシステムである。
【００６３】
　本明細書で開示される方法を実施するのに用いられるデバイスは、本明細書で開示され
る方法の１つ又は複数のステップを実行するようにプログラムされたコンピュータであっ
てよい。コンピュータは、体液中の細胞を分析することに関する命令を記憶するためのメ
モリを含んでよい。コンピュータはまた、メモリに記憶された命令を実行するためのプロ
セッサを含んでよい。命令は、エネルギー源により照射された体液サンプルから放出され
たシグナルを収集すること、この場合、体液サンプルは蛍光染料で染色され、蛍光染料は
、細胞膜に浸透し、核酸と結合して細胞内に染料複合体を形成する；収集したシグナルに
ｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を適用することにより収集したシグナルにおける複数のピーク及
び谷を決定すること；ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔｅｒｓ
ｈｅｄ変換を反復的に適用すること；ドミナントな谷のシグナルに基づいてシグナル分析
に関する閾値を設定すること；及び、体液中の異なる細胞タイプを区別するべく閾値を上
回るシグナルを分析することに関する命令を含んでよい。本明細書で述べたように、本明
細書に記載のデバイス及びシステムは、自動であってよく、したがって、人間の介入なし
に本開示の方法を実行してよい。フローサイトメータを通って流れる体液から生成された
データの分析に関するカスタム閾値を特定することにより体液分析を実行するこのような
デバイス及びシステムは、プリセット閾値を用いるデバイス及びシステムよりも改善され
る。
【００６４】
　或る実施形態では、前述のコンピュータは、血液分析機、蛍光フローサイトメータなど
のフローサイトメータの一部であってよい。フローサイトメータは、フローセルと、フロ
ーセルに導入された細胞に照射するためのエネルギー源を含んでよく、フローサイトメー
タのメモリは、フロー分析器に、体液サンプルを本明細書に記載の蛍光染料で染色させ、
染色された体液サンプルをフローセルに流させ、フローセルを通って流れる細胞に照射さ
せることに関する命令をさらに含んでよい。
【００６５】
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　或る実施形態では、命令は、ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａ
ｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用することに関する命令を含んでよい。ドミナントな谷
は、複数のピークにｗａｔｅｒｓｈｅｄ変換を反復的に適用することにより得られる２つ
のドミナントなピーク間に位置する。
【００６６】
　同じく本開示によって提供されるのは、本開示の方法のいずれかを行うように適合され
たシステム（例えば、自動血液学的システムのサブシステムであり得る、フローサイトメ
トリシステム）である。このようなシステムは、本明細書に記載の一時的でないコンピュ
ータ可読媒体のいずれかを含んでよい。
【００６７】
　或る態様では、本開示のシステムは、フローサイトメータである。このようなシステム
は、フローセルと、フローセルを通って流れる体液サンプルを励起するように配置された
励起源と、励起したサンプルから放出された光シグナルを検出するための１つ又は複数の
検出器を含む。本明細書に記載の一時的でないコンピュータ可読媒体のいずれかを含み得
る本開示の方法を実施するのに適するフローサイトメータの例が、図６に概略的に例示さ
れる。フローサイトメータ１０は、光源１２、ビームを曲げるためのフロントミラー１４
及びリヤミラー１６、第１の円筒レンズ２０及び第２の円筒レンズ２２を収容しているビ
ーム拡大器モジュール１８、集束レンズ２４、ビーム微調節器２６、フローセル２８、前
方散乱光レンズ３０、ブルズアイ検出器３２、第１の光電子増倍管３４、第２の光電子増
倍管３６、及び第３の光電子増倍管３８を含む。ブルズアイ検出器３２は、０°の光散乱
のための内側検出器３２ａと、７°の光散乱のための外側検出器３２ｂを有する。
【００６８】
　或る態様では、光源はレーザである。しかしながら、例えばランプ（例えば、水銀、キ
セノン）などの他の光源を用いることができる。光源１２は、カリフォルニア州サンタク
ララのＣｏｈｅｒｅｎｔ社から市販されている垂直偏光空冷Ｃｏｈｅｒｅｎｔ　Ｃｕｂｅ
レーザとすることができる。３５０ｎｍ～７００ｎｍの範囲の波長を有するレーザを用い
ることができる。レーザの動作条件は、「ＣＥＬＬ－ＤＹＮ」自動血液分析器と共に現在
用いられているレーザの動作条件と実質的に同様である。
【００６９】
　フローセル、レンズ、集束レンズ、ビーム微調節機構、及びレーザ集束レンズに関係す
るさらなる詳細は、参照により本明細書に組み込まれる米国特許第５，６３１，１６５号
の、特に第４１欄３２行～第４３欄１１行で見ることができる。米国特許第５，６３１，
１６５号の図２に示された前方光路系は、球面平凸レンズ３０と、レンズの後焦点面内に
存在する二要素フォトダイオード検出器３２を含む。この構成では、二要素フォトダイオ
ード検出器３２内の各点は、フローセル２８を通って移動する細胞からの光の特異的な集
光角度にマップする。検出器３２は、軸方向の光損失（ＡＬＬ）及び中角前方散乱光（Ｉ
ＡＳ）を検出することができる、ブルズアイ検出器とすることができる。米国特許第５，
６３１，１６５号の第４３欄１２～５２行でこの検出器の種々の代替を説明する。
【００７０】
　第１の光電子増倍管３４（ＰＭＴ１）は、偏光解消した側方散乱光（ＤＳＳ）を測定す
る。第２の光電子増倍管３６（ＰＭＴ２）は、偏光した側方散乱光（ＰＳＳ）を測定し、
第３の光電子増倍管３８（ＰＭＴ３）は、選択された蛍光染料及び採用された光源に応じ
て、４４０ｎｍ～６８０ｎｍの蛍光発光を測定する。光電子増倍管は、シグナル強度を増
加させるために広範囲の波長の蛍光シグナルを収集する。側方散乱光及び蛍光発光は、効
率的な検出を可能にするために必要とされる波長で効率よく伝送及び反射するダイクロイ
ックビームスプリッタ４０及び４２により、これらの光電子増倍管へ誘導される。米国特
許第５，６３１，１６５号の第４３欄５３行～第４４欄４行で光電子増倍管に関係する種
々のさらなる詳細を説明する。
【００７１】
　感度は、液浸集光系を用いることにより、蛍光を測定するときに光電子増倍管３４、３
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６、及び３８で増強される。液浸集光系は、屈折率整合層によって第１のレンズ３０をフ
ローセル２８に光学的に結合するものであり、広い角度にわたる集光を可能にする。米国
特許第５，６３１，１６５号の第４４欄５～３１行でこの光学系の種々のさらなる詳細を
説明する。
【００７２】
　コンデンサ４４は、高分解能顕微鏡法で用いられる回折限界イメージングのための十分
な収差補正を有する光学レンズ系である。米国特許第５，６３１，１６５号は、この光学
系の種々のさらなる詳細を第４４欄３２～６０行で説明する。
【００７３】
　図６に示された他の構成要素、すなわち、スリット４６、視野レンズ４８、及び第２の
スリット５０の機能は、米国特許第５，６３１，１６５号の第４４欄６３行～第４５欄２
６行で説明される。検出される光の波長又は偏光或いは波長と偏光との両方を変化させる
べく光電子増倍管の光路内に挿入される光学フィルタ５２又は５６と偏光子５２又は５６
も米国特許第５，６３１，１６５号の第４４欄６３行～第４５欄２６行で説明される。本
明細書で用いるのに適する光学フィルタは、バンドパスフィルタ及びロングパスフィルタ
を含む。
【００７４】
　光電子増倍管３４、３６、及び３８は、側方散乱光（その軸が入射レーザビームにほぼ
垂直なコーン内に散乱した光）か又は蛍光（入射レーザビームの波長とは異なる波長で細
胞から放出された光）のいずれかを検出する。図７は、本開示の方法を用いる分析のため
のデータを生成する際の使用が見出される、一実施形態に係るフローサイトメータの第２
の例の概略図である。
【００７５】
　米国特許第５，６３１，１６５号の選択部分が上記で参照されるが、米国特許第５，６
３１，１６５号は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。或る実施形態によれ
ば、本開示のフローサイトメータは、光センサとしてアバランシェフォトダイオード（Ａ
ＰＤ）を採用する。
【００７６】
　或る場合には、本明細書に記載のシステムのコンポーネントは、有線データ接続により
接続されてよい。任意の適切及び適当な有線データ接続は、例えば、限定はされないが、
例えば、ＵＳＢケーブル、同軸ケーブル、シリアルケーブル、Ｃ２Ｇ又はＣａｔ２ケーブ
ル、Ｃａｔ５／Ｃａｔ５ｅ／Ｃａｔ６／Ｃａｔ６ａケーブル、トークンリングケーブル（
Ｃａｔ４）、ＶＧＡケーブル、ＨＤＭＩケーブル、ＲＣＡケーブル、光ファイバケーブル
などの市販のケーブルを含む、本明細書に記載の説明したシステムのコンポーネントの接
続の際の使用が見出され得る。或る場合には、例えば、データセキュリティの心配があま
りないならば、限定はされないが、例えば、無線周波数接続（例えば、ＰＡＮ／ＬＡＮ／
ＭＡＮ／ＷＡＮ無線ネットワーキング、ＵＨＦ無線接続など）、赤外線データ伝送接続、
無線光データ接続などを含む、無線データ接続が採用され得る。
【００７７】
　本開示のデバイス及びシステムは、コンピュータにより後日にアクセス可能及び取得可
能であるように情報を記憶することができる「メモリ」をさらに含んでよい。記憶された
情報にアクセスするのに用いられる手段に基づいて任意の便利なデータストレージ構造が
選択されてよい。或る態様では、情報は、永続メモリ（すなわち、コンピュータ又はプロ
セッサへの電気の供給が途絶えても消去されないメモリ）又は非永続メモリに記憶されて
よい。コンピュータハードドライブ、ＣＤ－ＲＯＭ、フロッピーディスク、ポータブルフ
ラッシュドライブ、及びＤＶＤはすべて、永続メモリの例である。ランダムアクセスメモ
リ（ＲＡＭ）は、非永続メモリの例である。永続メモリ内のファイルは、編集可能及び再
書き込み可能であり得る。
【００７８】
　実質的に任意の回路を、本明細書で開示される方法を実行するためのデバイス及びシス
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テム内の機能的アレンジメントに構成することができる。例えば、専用に構成されたコン
ピュータを含むこのような回路のハードウェアアーキテクチャは、当業者によく知られて
おり、１つ又は複数のプロセッサ（ＣＰＵ）、ランダムアクセスメモリ（ＲＡＭ）、読出
し専用メモリ（ＲＯＭ）、内部又は外部データ記憶媒体（例えば、ハードディスクドライ
ブ）を含むハードウェアコンポーネントを備えることができる。このような回路はまた、
グラフィカル情報を処理しディスプレイ手段に出力するための１つ又は複数のグラフィッ
クボードを備えることができる。上記のコンポーネントは、例えば、特定用途のコンピュ
ータの内部の回路内のバスを介して適切に相互接続することができる。回路は、モニタ、
キーボード、マウス、ネットワークなどの汎用外部コンポーネントと通信するための適切
なインターフェースをさらに備えることができる。一部の実施形態では、回路は、並列処
理可能とすることができ、又は本方法及びプログラムのための処理能力を増加させるべく
並列又は分散計算用に構成されるネットワークの一部とすることができる。一部の実施形
態では、記憶媒体から読み出されるプログラムコードを、回路に挿入される拡張ボード又
は回路に接続される拡張ユニットに設けられるメモリに書き込むことができ、拡張ボード
又は拡張ユニットに設けられるＣＰＵなどが、説明した機能を達成するためにプログラミ
ングの命令に従って動作の一部又はすべてを実際に行うことができる。
【００７９】
　例えば、前述の本開示のデバイス及びシステムのコンポーネントに加えて、本開示のシ
ステムは、データ出力デバイス、例えば、モニタ及び／又はスピーカ、データ入力デバイ
ス、例えば、インターフェースポート、キーボードなど、作動できるコンポーネント、電
源などのいくつかのさらなるコンポーネントを含んでよい。
【００８０】
　コンピュータ可読媒体
　上記で要約したように、同じく本開示により提供されるのは、例えば、本開示の方法を
実施する際の使用が見出される、コンピュータ可読媒体である。
【００８１】
　本開示は、本明細書に記載の方法に関する命令を記憶する、一時的でないコンピュータ
可読媒体を含む、コンピュータ可読媒体を含む。本開示の態様は、コンピューティングデ
バイス（例えば、コンピューティングデバイスのプロセッサ）によって実行されるときに
、コンピューティングデバイスに、本明細書に記載の方法の１つ又は複数のステップを行
わせる命令を記憶するコンピュータ可読媒体を含む。或る実施形態によれば、コンピュー
タ可読媒体は、エネルギー源により照射された体液サンプルにより放出されたシグナルを
収集することと、この場合、体液サンプルは蛍光染料で染色され、蛍光染料は、細胞膜に
浸透し、核酸と結合して細胞内に染料複合体を形成し；収集したシグナルにｗａｔｅｒｓ
ｈｅｄ変換を適用し、これにより、収集したシグナルにおける複数のピーク及び谷を決定
することと；ドミナントな谷が得られるまで複数のピーク及び谷にｗａｔｅｒｓｈｅｄ変
換を反復的に適用することと；ドミナントな谷のシグナルに基づいてシグナル分析に関す
る閾値を設定することと；体液中の異なる細胞タイプを区別するべく閾値を上回るシグナ
ルを分析することに関する命令を含んでよい。本明細書で述べたように、本明細書に記載
のデバイス及びシステムは、自動であってよく、したがって、人間を介することなく、本
開示の方法を実行できる。
【００８２】
　或る実施形態では、本明細書に記載の方法に係る命令は、「プログラミング」の形態で
、コンピュータ可読媒体上でコード化することができ、本明細書で用いられる場合の「コ
ンピュータ可読媒体」という用語は、実行及び／又は処理のためにコンピュータに命令及
び／又はデータを提供することに関係する任意のストレージ又は伝送媒体を指す。記憶媒
体の例は、このようなデバイスがコンピュータの内部又は外部のいずれにあるかにかかわ
らずに、フロッピーディスク、ハードディスク、光ディスク、光磁気ディスク、ＣＤ－Ｒ
ＯＭ、ＣＤ－Ｒ、磁気テープ、不揮発性メモリカード、ＲＯＭ、ＤＶＤ－ＲＯＭ、ブルー
レイディスク、ソリッドステートディスク、及びネットワークアタッチトストレージ（Ｎ
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き、この場合、「記憶すること」は、コンピュータにより後日にアクセス可能及び取得可
能であるように情報を記録することを意味する。
【００８３】
　本明細書に記載のコンピュータで実施される方法は、あらゆる数のコンピュータプログ
ラミング言語のうちの１つ又は複数で書き込むことができるプログラミングを用いて実行
することができる。このような言語は、例えば、Ｊａｖａ（カリフォルニア州サンタクラ
ラのＳｕｎ　Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．）、Ｖｉｓｕａｌ　Ｂａｓｉｃ（ワ
シントン州レッドモンドのＭｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｃｏｒｐ．）、及びＣ＋＋（ニュージャ
ージー州ベッドミンスターのＡＴ＆Ｔ　Ｃｏｒｐ．）、並びに任意の多くの他の言語を含
む。
【００８４】
　上記の発明は理解を明確にする目的での例示及び例によってある程度詳細に説明されて
いるが、付属の請求項の精神又は範囲から逸脱することなく特定の変化及び修正が本発明
に加えられてよいことは、この発明の教示に照らせば当業者には明らかである。
【００８５】
　したがって、上記は本発明の原理を単に例示するだけである。本明細書で明示的に説明
又は図示されないが、本発明の原理を具体化する、本発明の精神及び範囲内に含まれる種
々の構成を当業者は考案できることが理解されるであろう。さらに、本明細書に列挙され
るすべての例及び条件付きの文言は、当該技術分野を進展させるために本発明者らによっ
て提供される本発明の原理及び概念を読者が理解するのを助けることを主として意図され
、このような具体的に列挙される例及び条件に限定されないと解釈されるべきである。さ
らに、本発明の原理、態様、及び実施形態、並びにその具体例を列挙する本明細書でのす
べての文は、その構造の均等物と機能の均等物との両方を包含することを意図される。加
えて、このような均等物は、現在公知の均等物と将来開発される均等物、すなわち、構造
に関係なく同じ機能を果たす開発される任意の要素との両方を含むことが意図される。し
たがって、本発明の範囲は、本明細書で図示及び説明される例示的な実施形態に限定され
ることを意図されない。本発明の範囲及び精神は、添付の請求項によって具体化される。
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