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血液細胞生物学・光学・関連技術
Philippe Nérin, Didier Lefèvre

本稿では光と細胞との相互作用についての基礎を紹介し，ますます複雑化する血液分析に，弾性散乱及び
蛍光発光がどのように用いられるかを説明する。光学構成の仕様，特にビーム整形を取上げる。最後に，細
胞の光学反応とそのマトリクス表示についての実験データを紹介する。これは，HORIBA ABXの新世代を
担う血液分析装置のために新しい展望を切り開くものである。

はじめに
人間の血液細胞は図1に示すように，次の3種類に大別
される。血小板，赤血球 及び白血球である。白血球は更
に顆粒細胞質（顆粒球）とそれ以外（単球及びリンパ球）
に分けられる。また顆粒球は，メチレンブルーエオシン
塩（methylene blue eosinate） などのような，一般的な生
体染色液への反応の仕方で更に分類される。顆粒球の
分類は好酸球（細胞顆粒を赤色に染色），好中球（細胞顆
粒を薄く染色），及び好塩基球 （細胞顆粒を紫色に染色）
である。この他にも一般に発生する異常白血球には多
くの種類がある。また稀に見る種類の白血球もあるが，
これについてはここでは言及しない。

図 1    末梢血液細胞の種類

光と物質の相互作用
光と物質との相互作用を説明するための概略図を図2

に示す。一般的に生体細胞に対して光子は，散乱または
吸収という2つの基本的な作用を起こす。散乱には弾性
散乱と非弾性散乱とがあるが，後者の場合，散乱光は新
たな光周波数を持つ。物質による光の吸収ではその他
の現象，例えば，音響信号や血球温度の変化なども発生
する［1］。光子が吸収されるため，細胞診断において光
ルミネッセンスは広く用いられてきた物理プロセス
である ［2］-［4］。細胞のフォトルミネッセンスは蛍光プ
ローブ［5］の組み込みによって内在的（自己蛍光［6］）と
なる場合と外来的となる場合がある。ルミネッセンス
現象は他のエネルギー源（電気励起，あるいは熱励起
など）を含む，より一般的な一連の物理プロセスであ
る。これらすべての物理プロセスは細胞特性を知るた
めに用いられてきたが，本稿では弾性散乱と蛍光に焦
点を当てる。これらは十分な成果を上げており，商業
技術を統合的に発展させてきている。
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図2   光と物質の相互作用を含むプロセス概略図

細胞生物学における分析ツールと
しての弾性散乱
微視レベルでは，血球はその膜や核の複雑な構造に
よって不規則な形状を有している。このような構造と
光との相互作用を数学的に表現するには，その複雑性
からいくつかの近似や仮定が必要となる。基本的な実
験観察（主に赤血球）を強調するため，レイリー・ガン
ズ（Rayleigh-Gans）近似［7］において膜厚を無視し，散乱
プロセスを均質な球体の散乱として扱うことを基本
仮定とする。この理論では位相物体に作用する平面波
がわずかに乱れると仮定しているため，界面の内外で
電界が乱れる可能性がある［8］。入射平面波で三面体
XYZの原点Oに置かれた細胞を捕えてみる（図3）。偏
光は垂直方向（Ev）と水平方向（Eh）の電界の振動成分
として表される。
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図3   光と赤血球の相互作用，光学パラメータの指定

我々の近似では，散乱パターンはX軸について対称と
なっている。結果として散乱現象は，観測方向を示す
XY面内の単一変数 θ によって記述される。

入射光が直線的に偏光する時，振動面をX軸を含む面と
定義し，電界をEとする。図3に示す通り，振動面とXOY

面との間の角度は α とする。

入射波の偏光が異なる状態には，以下のようなものが
ある。

直線偏光：入射波は2つの要素に分けられる。
Ey = E cos α 及び  Ez = E sinα

楕円偏光：EyとEz要素間に位相シフトϕ がある。
Ey = Ez 及び ϕ = +/- π/2 の時，偏光は円偏光
となる。

非偏光： Ey = Ez で，2つの要素間に位相関係が成り
立たず，散乱強度パターンは付加的なもの
となる。

上述の分析により，偏光のどのような状態も2種類の直
交する直線偏光波の解析に還元できることがわかる。
図3に示す視野方向に沿って散乱光の偏光率を予想す
るため，偏光プリズムを用いて水平・垂直軸に沿った強
度を計測する。それぞれの強度をI h 及び I v とする。偏
光率は下記のように表される。

同種の球体については，Ih 及び Ivの強度 （W/sr） は次式
で得ることができる［8］。

ここで，

Ev と Eh はそれぞれ垂直と水平の偏光に対応する入射
光の強度を表している。他のパラメータは次のように
定義される。
V = 4πR3/3 は細胞の容積を表し，n は周囲の媒質との
比屈折率を，λは入射光の波長を表している。
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図4はパラメータ θ に対する角度スペクトルのプロッ
トを表している。この曲線は，λ = 488 nm，n = 1.03の条
件で，3種類の直径を持つ球体に対して描いたものであ
る。局所的な最小値は，関数tan u = uのゼロ点に関連し
た逆位相干渉の影響を示している［8］。これらの曲線か
ら，光散乱計測は非常に感度が良いということがいえ
る。直径における2 µm の変化によって散乱光の強度パ
ターンに著しい変化が発生するからである。1 µm 程度
の直径の変化が散乱光信号では5倍の変化となる。
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図4 3種類の球体の角度スペクトル

上から12 µm，10 µm，8 µmの曲線を示す。

このような基本的な考察が，細胞の診断において広範
囲に用いられてきた。例えば赤血球では，容積分布とヘ
モグロビン量を決定するため，実験データに基本的な
数学モデルを適用している［9］,［10］。赤血球では，膨張の影
響を考慮に入れて補正を行わなくてはならない［11］。

偏光率は例えば顆粒球［12］や異常な母集団の検出［13］な
ど，細胞の母集団を差別化する目的で用いることも可
能である。偏光分離した散乱実験のその他のアプリ
ケーションには，変形体の検出［14］が挙げられる。

これまで前方散乱は側方散乱より良く理解されてき
た。そこで，側方散乱でより多くの知見［15］を得るため
に，側方散乱の最新モデルを開発した。先駆的な研究に
よって，側方散乱が核部分及び核の丸みに対して1次的
な関係を有していることが，実験を通じて明らかに
なっている。多くの粒子を内部に持つ細胞も，顆粒球と
同様に，側方散乱による信号を発生させる。

蛍光による識別
蛍光検出に基づく分析技術は，高感度で選択性があり，
更に空間的・時間的分解能にも優れていることから，非
常によく知られている。蛍光測定の原理は分子による
光の吸収と再放射に基づくものである。ある分子が光
子の吸収によって励起されると，入射光子のエネル
ギーよりも低いエネルギーを持つ新しい光子を放出す
ることで基底状態に戻ることができる。励起状態から
脱するには他の方法もある。内部変換 （すなわち，蛍光
発光なしに直接基底状態に戻る）や系間交差（燐光が発
生する場合が多い），及び分子内の電荷移動と構造変化
である。蛍光は物理化学，生化学，生物学系の調査研究
に用いることができる。本稿では挿入色素（intercalant
dye），特にチアゾールオレンジ（TO） （図5）について言
及することにする。
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図5   血球の光学識別に用いられるチアゾールオレンジ分子

TOは，2種類の芳香族環系が結合して共役系を構成す
る，非対称のシアニンである。この色素の水溶液中での
蛍光強度は無視できる程度であるが，核酸と結合した
時には極めて強い蛍光を出す。芳香族間の化学結合周
りの回転が停止して，無輻射の基底への遷移が排除さ
れるために，蛍光強度の増加が起こると考えられる。直
線2色性やNMR（核磁気共鳴）測定［16］によって示される
ように，この結合は相互的に作用すると考えられる。
TOから核酸への混成が起こると量子収率が増大し，
DNA信号やRNA信号を高感度に検出することが可能
となる。細胞生物学では，TOの挿入特性を用いて幼若
赤血球の識別や赤血球内変形体の検出［17］,［18］など，多く
のアプリケーションがある。
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測定原理と光学配置
HORIBA ABX血液分析装置は，自動化されたフローサ
イトメータである。標準のサイトメータでは血液試料
の準備を手動で行う必要があるのに対し，希釈, 溶解試
薬の添加，試料温度管理などの作業がすべてHORIBA

ABXの分析計にて自動で行われる。HORIBA ABXにお
ける最近の開発による測定原理をいくつか紹介する。
図6に動作原理の概略を示す。血球は液流により光学部
分へと導かれ，そこでレーザビームと相互作用する。

図6   細胞の光学反応を決定する動作原理

検出部の主要部分は図6に示しているが，下記のもので
構成されている。

● 光源
● ビーム整形器
● 集光レンズ
● 散乱光を電気信号に変換する光学検出器
● 光学フィルタ
● 細胞が1つずつレーザビームを通過するための液流
集束器

細胞の水力学的な集束化の原理は，他のところでも見
出すことができる［19］。測定は，流れる血球が集光された
レーザビームで照射される点で行う。散乱角度の高低
や蛍光などのパラメータ検出により，次に記載するよ
うに，数多くの血球タイプに分類することができる。

光源
DPSS（Diode Pumped Solid State：ダイオード励起固体）
レーザは，生物医学計測の分野で注目を浴びている。ア
ルゴンやクリプトンイオンレーザなどのガスレーザ技
術に比べ，DPSSレーザには下記のような卓越した優位
性がある。

● 小型
● 小消費電力
● 高信頼性
● 少ない光ノイズ
● 動作の静寂性
● 波長の選択性

DPSSレーザの動作原理は，非線形光学プロセスの高調
波発生に基づいている。図7に示すように，DPPSレーザ
技術では一般的に2つの部分，ポンプ部と第2高調波発
生部に分かれる。ポンプ部で，特定波長のメインビーム
が発生する。ポンプ部の波長は，波長セレクタ（Bragg

Grating）と温度管理されたチャンバによって通常安定
化される。波長の安定はレーザ動作の際に満たさなく
てならない位相整合条件として重要なものである。増
幅素子は，光学増幅を起こすもので，半導体技術に基づ
いている。メインビームは第2高調波発生部を交差して
非線形の相互作用を起こし，これにより入射波の周波
数が2倍となる。この光学変換により，我々の目的に必
要な488 nm という波長を発生させる。これは細胞内核
酸の染色に用いる血液学特有の色素の波長に一致する
ものである。

図7    DPSSレーザ原理（照射: 488 nm）
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ビーム整形器
ビーム整形は，光学的放射ビームから光を再配分する
プロセスである。多くの標準的な光学設計は，球面レン
ズとシリンドリカルレンズの組み合わせで構成されて
いる。そのため測定点における光強度分布は，図8に示
す通り楕円形及びガウス形となる。結果として，ビーム
中央から血球の流れが外れていれば，入射光の強度に
大きな変化が生まれることになる。更に，たとえ流れが
完全に中央に集束されていたとしても，流れの中の細
胞位置について水力学的な変動をなくすことは困難で
ある。図8（a）に示すように，この変動は散乱光の振幅及
び検出信号に影響する。この光学的影響により測定誤
差が発生し，測定再現精度が悪くなる。従来，フローサ
イトメータを用いた時の光の変動を抑えるため，集束
ビームの幅が広げられ，また細胞がレーザビームの中
央近くを交差するような流れに設定されている。この
方法の難点は，光の大半が光学系内で消失してしまい，
全体的な効率が低いことである。

図8 フローサイトメータにおける散乱反応の比較

このような難点は次のようなビーム整形，“円形断面”
⇒“長方形断面”及び“ガウス形強度プロファイル”⇒
“頂上平坦形強度プロファイル”の2つの変換を行うこ
とで回避できる。このような変換を行う光学表面を合
成することは，フーリエ光学理論を用いることで解決
できる逆問題である［20］。解析的に計算でき，計算された
非球面の表面で所要の変換が行われることを示すこと
ができる［21］。

次のように記号を定義している。

この式では，w は放射レーザのビームウエストを表す。
一般にk = 2p/λ で，n は屈折率，  f は結像レンズの焦点
距離とする。パラメータを図9に示す。
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Z (x)
Z 

fX

x

図9 X-Z面の位相光学素子（POE：Phase Optical Element）の定義

         （Y-Z面では光学ウィンドウのサイズはαy で表す）

我々の仮定が十分に正しいものであるかどうかを評価
するため，Zemaxソフトウェアを用いて光学的シミュ
レーションを行った。このシミュレーションを実施す
るにあたり，データをこのソフトウェアと互換性のあ
るフォーマットに変換する必要があった。例えば光学
面は多項式を用いてモデル化される。

光学面は下記のように展開される。

   z（x,y） =zx（x）+zy（y）

これを多項式で示すと下記の形式となる。

zx（x） = a0 + a1x +  a2x2 +  … + a10x 10

zy（y） = b0 + b1y +  b2y2 +  … + b10y 10

Matlabを用いて最小二乗近似した非球面データを表1

に報告する。

表1 非球面データ
パラメータ：αx = 30 µm, αy = 100 µm, w = 700 µm,

λ = 488 nm, f = 30 mm

ここに示す係数は，瞳孔径を3 mmとして規格化されている。

a0 a1 a2 a3 a4 a5 a6 a7 a8 a9 a10

0.0000 0.0000 0.0115 -0.0000 -0.0222 0.0000 0.0347 -0.0000 -0.0288 0.0000 0.0095

b0 b1 b2 b3 b4 b5 b6 b7 b8 b9 b10

0.0000 0.0000 0.0043 -0.0000 -0.0083 0.0000 0.0130 -0.0000 -0.0108 0.0000 0.0036

図10に，解析的な式と多項式近似を用いて計算したz
（x） とz（y）のプロファイルを示す。図10により異なる
プロット間で有意な差異がみられなかったため，補間
は正しいと言える。
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図10  光学面z（x）とz（y）の解析的及び多項式プロットの比較

補間が検証されたため，合成光学素子を通したガウス
ビームの伝播をシミュレートした。このシミュレー
ションは，Zemaxソフトウェアで利用可能な“Physical

Optics Propagatioin” パッケージを用いて実施した。

図11に示した結果は，POEが測定ウィンドウ内の光の
均一性を増加させることを表している。生物細胞への
結合光はPOEを用いることでより良いものとなるが，
これは流れの断面に対する損失率（破線で示す部分）が
改善されるためである。
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図11 シリンドリカルレンズ（緑色線）と計算された位相光学素子
（青色線）を用いたビーム整形の比較

この他に，POEプロファイルは数ナノメータ内の誤差で
正確であることを示すシミュレーションがいくつかあ
る。プロファイルの精度がこの許容範囲外である場合，
光学測定ウィンドウ内に大きな強度変動がみられる。こ
のレベルの精度を得るには，ナノ計測の分解能を得る加
工技術が要求される。我々は電子ビームマイクロリソグ
ラフィを用いてビーム整形素子を製造してきたが，これ
は加工技術の中でも精度が高いものである。実際は，こ
の加工プロファイルは最初 2πの範囲に折りたたまれて
いるので，次にいくつかの離散レベルにデジタル化され
る［22］。回折素子はDOE（Diffractive Optical Element） とし
て知られるが，これはアナログプロファイルがうまく
離散化されることを示している。設計値からのずれに
よる不正確さは，回折グレーティングの場合と同様に
ゴーストイメージを発生することに注意を要する。

今回ビーム整形に用いたトポグラフィ（3Dイメージ）
は，位相シフト顕微干渉計を用いて計測された（図12）。
図はDOEの不連続な構造を示すため，素子の半分を表
している。

Z

Y

X

100 nm

200 µm

図12  位相光学素子
30 × 100 µm2の長方形測定ウィンドウ内に，レーザビームをビーム
整形する。

試料準備とデータ取り

細胞をサイトメータで観察する前に，“分析可能な”成
分溶液を得るために最低限の準備が必要である。
HORIBA ABX特許のFR0102489では核細胞を計数し分
離する方法が記載されている。これは，インピーダンス
により細胞の容積を計測し，前方散乱光によりサイズ
計測を行い，直交散乱光により構造を計測し，蛍光発光
法により核酸量を計測する方法である。

この手法は全血あるいは他の生物学的液体を分取し，
一定量の特別な単一試薬と混合するもので，次に示す
内容をおよそ同時に行うことができる。
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● すべての赤血球を，核細胞のみ残して溶解
● 残った核細胞（主に白血球を含む）の固定
● 細胞内の核酸を，細胞浸透を促進する抗生物質と色
素自身の両方を用いて染色。色素はDNAやRNAなど
すべての核酸と結合する非対称シアニンを用いる

保温が完了すると（数秒で完了），細胞溶液は輸送されフ
ロー・トランスデューサに注入されて，細胞1つずつを基
本として次のような測定が行われる。インピーダンスに
よる容積測定（RES），前方散乱光及び直交散乱光（FSC＆
SSC），特定色素の波長による蛍光（FL1）などである。

各パラメータ検出器で得られた信号は次に増幅され，
フィルタリングされてピーク検出器回路へ送られ，12

ビットあるいは16ビットのADコンバータによって数
値信号へ変換される。結果の情報を統合し関連付ける
ことで，細胞固有の特性に基づいて固体群に分けるこ
とができる。

ソフトウェアアルゴリズムにより，各細胞に対して同
時に得られる4次元データの処理ができ，全く同じパラ
メータの組み合わせについても，手動で行うよりも正
確で精度の高い成分分離が可能である。人間の脳では4

次元像を形成することは不可能だが，ソフトウェアに
は可能である。細胞の分離についてより良く理解する
ため，一般的なヒト血液試料にさまざまなパラメータ
を用いて得られた2Dの描画プロットを以下に簡単に紹
介する。

赤血球及び網赤血球の光学
赤血球 は適切な低張性溶剤にさらされ，ヘモグロビン
が流出して血球の形状が両凹形から球形へと変化する
（図13）。この赤血球は本質的に，非常に薄い膜で覆われ
た，内部が空洞の球形である。

図13    赤血球が異なる細胞外液イオン濃度に対して示す反応

網赤血球の赤血球との主な違いは，核の痕跡がまだ細
胞内で浮遊していることである。これらのRNA粒子は，
血液への出現から2～3日でリボヌクレアーゼによって
完全に消化される。このように，網赤血球の相対的な細
胞齢はそのRNA含有量を測定することで見積もること
ができる。赤血球が120日間生存することを考えると，
毎日，骨髄は赤血球の約1％（1日あたり約200×109 個）

の新しい赤血球を生産しなくてはならないことにな
る。分析前にチアゾールオレンジ蛍光プローブを用い
て，これらの痕跡は細胞内で染色される［23］。

図14は蛍光に対する前方散乱光を示している。左側に
は赤血球に対応する大きな固体群がある。R2の長方形
内には明白な蛍光，すなわち網赤血球の成分が含まれて
いる。白血球は赤血球と比較して非常に高い蛍光反応を
持つため，右側の飽和チャネルに限定して現れている。

0 200 400 600 800 1000

R2
0

20
0

40
0

60
0

80
0

10
00

図14   赤血球と網赤血球の分類（前方散乱光／蛍光）

網赤血球の平均細胞齢を決定するため，IRF（Immature

Reticulocyte Fraction：幼若網赤血球片）指数が設けられ
た［24］。網赤血球の蛍光軸はまず3つに等分され，2つのよ
り高い部分の合計を総数で割った。こうして得られた
相対指数は，多くの種類の装置間で比較可能であると
考えられる。図15はPentra120 RETにて得られた代表的
なマトリクスを，X軸にインピーダンス（容積）を，Y軸
に蛍光量をプロットして示している。

図15  容積インピーダンス測定と蛍光測定を用いた赤血球と
網赤血球の分類



57

   Technical Reports

白血球の光学
図16を参照し，マトリクスを構成する2つの要素とし
て，前方散乱（FSC）と側方散乱（SSC）の情報を使うこと
で，成分をその光学サイズと外観構造に従って分類す
ることが可能である。このように，リンパ球はその微小
さ（5 µm 径まで）や中身の均質さ（顆粒がなく，核と細
胞質の比率が1に近い）から，各軸の下方部分に位置す
る（図16，ボックスL）。単球などの大きな細胞は，マトリ
クスの右側に見られるが（図16，ボックスM），その透明
性及び細胞質のない性質から，低い構造反応となって
いる。好中球や好酸球など，内部に複雑な構成や核小葉
を持つ多形核細胞は，構造軸（縦軸）に対してより強い
反応を示す（図16のボックスN及びE）。血小板や赤血球
膜ゴーストのように，小さく，分離できない成分は，マ
トリクス上で左下隅にバックグラウンドノイズとして
現れる（図16のボックスBN）。

2048

20
48

2048

20
48

図16  白血球の光学反応（側方散乱光／前方散乱光）

BN:バックグラウンドノイズ，L:リンパ球，M:単球，
N:好中球，E:好酸球

前方散乱対インピーダンスマトリクス
細胞特定におけるもう一つの重要な鍵は容積である。各
細胞容積の正確な計測はインピーダンス検出を用いて
行うことができる［25］。また細胞が球形で滑らかであれ
ばすぐに，前方散乱光によって特に容積について信頼の
おける数値を出すことが可能である。この2つの軸でマ
トリクスを作成して，2種類のサイズ計測で反応の不一
致となる形状や表面変形などの異形から，細胞の分離を
明確に行うことができる（図17）。この手法を用いて，少
なくとも好酸球（図17，ボックスE）などの細胞を，その
顆粒の数の多さによって容易に識別することができる。
顆粒は，自然な容積よりも高い角度で光を散乱させる，
不均一な表面性状を生成するといわれている。同様に，
芽球は光のサイズにおいて，インピーダンス計測より微
弱な反応（図17，ボックスBL）を示す。

図17  光学及びインピーダンスによる白血球分類
（前方散乱光／インピーダンス）
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おわりに

本稿では細胞と光波との間の主な相互作用について
紹介した。弾性散乱と蛍光に着目し，主な血液細胞群
を識別し計数を行うためにどのようにこの物理プロ
セスが用いられるかを指摘した。ビーム整形がフロー
サイトメトリアプリケーションにおいていかに重要
な働きをしているかを示し，回折光学に基づいた実際
的な成果を紹介した。赤血球と白血球の光学反応を実
験的な見地から紹介し，考察を試みた。網赤血球をそ
の他の赤血球から分類し，計数する方法を示した。最
後に，白血球を複数のパラメータを用いたアプローチ
で分離する方法について言及し，HORIBA ABX血液分
析装置の次世代に用いられるコンセプトとマトリク
ス表示を紹介した。

注記 :本文中，各社保有の登録商標名をそのまま使わせていた
だいた場合があります。
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