
Ⅰ. はじめに

1953年にW.H. CoulterとJ.R. Coulterが、粒子
（細胞）の数と体積を計測する理論であるコー
ルター原理を考案し、1956年に世界初の血球計
数装置Coulter Counter model Aが開発された。そ
れまで用手法で細胞算定を行っていた血球計数

は、半自動単項目の血球計数器の実用化によっ
て正確性と効率性が飛躍的に向上した。その後、
科学技術の発展とメーカーの技術革新によって
血球計数装置はより進歩し、当初の単項目半自
動型から多項目全自動型に移行し、現在は血球
算定、白血球５分類、網赤血球算定、さらには
有核赤血球まで自動計数が可能なヘマトロジー
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〈特集: 血液検査の精確さ検証の実際〉



システムとなり、多機能・多項目血液分析装置
として機能・精度(精密性)は申し分のないレベ
ルまで到達している。
しかし、一方で血液分析データの品質を決定
づけるのは血液分析装置が測定した測定結果の
正確度であり、これはテクノロジーの進歩で解
決できるものではない。つまり、臨床検査室の
血液分析装置が定期的に校正され、それが参照
値と目盛り合わせができていなければならない。
血球計数装置の校正はICSH（International

Council for Standardization in Hematology）が定
める基準分析法（参照法）1), 2)で新設血を計測し、
得られた参照値によって分析装置の校正を行う
（表１参照）。しかし、基準参照法は煩雑な用手
法であり、赤血球数・白血球数は基準分析装置
で新鮮血を測定して得られた参照値により装置
の校正が実施される2), 3), 4), 5)。ここで述べる基準
分析装置とはICSHが推奨するいくつかの規定が
あり、構造的には半自動シングルチャンネルの
装置である2), 3), 4), 5)。その仕様に適合した装置と
してコールターカウンター モデルZBIがある
（図１参照）。コールターカウンターモデルZBI
は、主に生物学的細胞の測定を目的とした粒子
アナライザーで、測定原理はコールター原理
（電気抵抗方式）を用いて細胞数およびその体
積を計測し、個数分布や体積分布（ヒストグラ
ム）を表示する。その詳細は、Ⅲ. コールター
カウンターモデルZBIの概要で述べる。

Ⅱ. 血球計数装置の校正とその現状

近年、臨床検査を含めて医療を取り巻く環境
は大きく変化した。医療費抑制政策の中で、検
査室における限られたリソースの中で、検査業
務の効率性と正確性がより強く求められている。
この様な状況の中、2003年2月、ISO（国際標準
化機構）から臨床検査室の品質マネジメントに
関する国際規格として、ISO15189:2003｢臨床検
査室と適応能力に対する特定事項｣が発行され
た。ISO15189は臨床検査の品質管理と信頼性の
向上を目指したもので検査室マネジメントにつ
いての要求事項を定めている。技術的要求には
｢機器は必要な性能を達成することが可能である
ことが示され、目的の検査に関する仕様を満た
さなければならない。検査室管理チームは機器
の性能、試薬、分析システムが適正に校正され
運用されていることを定期的にモニターし、立
証するプログラムを作成しなければならない。｣
と記載されている6), 7)。今後、臨床検査室におい
てISO15189認定を目指すにはトレーサビリティ
ーの確保された分析装置を使用し、検査室を運
営していく必要がある。自動血球計数装置の校
正は弊社では疑似血球を性状とした校正用血球
S-CALキャリブレータを使用して自動キャリブ
レーションプログラムにより実施している。し
かし、毎年開催しているヘマトロジーシンポジ
ウムでのアンケートの質問事項｢校正物質には何
を使用されていますか？｣における集計結果から
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 項目   方法
　Glass chamber法
　シングルチャンネル電気抵抗法
　Glass chamber法
　シングルチャンネル電気抵抗法

　 
　HiCN法 
　（シアンメトヘモグロビン法）

　MicroHematocrit法
 　（遠心ヘマトクリット法）

　Phase contrast法

　RBC/Platelet Ratio法
　（RBC/Plt比法）

    基準参照法
ICSH. Reference method for the enumerration of erythrocytes and luekocytoes. 

Clin Lab Hema. 16. 131-138. 1994.

ICSH. Reference method for the enumerration of erythrocytes and luekocytoes. 

Clin Lab Hema. 16. 131-138. 1994.

ICSH. Recommendations for reference method for hemoglobinometry in human 

blood (ICSH Standard 1995), J Chin Pathol, 42. 271-274. 1996.

NCCLS. Reference and selecyted procedures for the quantitative determination of 

hemoglobin on blood. H15-A3. 2000.  

日本臨床病理学会標準委員会血液小委員会, 血液ヘモグロビン濃度基準分析法, 

臨床病理. 48. 261-267. 2000

ICSH. Recommendations for reference method for the packed cell volume (ICSH 

Standard 2001), Lab Hematol, 7. 148-170. 2001.

NCCLS. Rrocedure for determining packed cell volume by the microhematocrit method.

 Approved standrd-3rd edition. H7-A3. 2000.

ICSH. Recommended methods for the visual determination of white cell and platlet 

counts. WHO Lab. 1988: 88: 1.

ICSH. Paletlet couting by the RBC/Platlet Ratio method. a reference method.

 Am J Clin Pathol. 115, 460-464. 2001.

RBC

WBC

Hb

Hct

Plt

表１ 血液計数の基準参照法（Study Book No. 3 自動血液検査品質保証論より抜粋）



は、①専用校正用血球（キャリブレータ）を使
用：43.4％、②コントロール血球を使用：16.5％、
③分からない：17.8％、④その他・無解答：
22.3％となっており、校正用血球とコントロー
ル血球の違いを含め、血球分析装置の校正につ
いての概念が十分に浸透していない状況である。
血球計数の校正は、基準分析装置で新鮮血を
測定して参照値を求めて校正を行う必要がある
が、基準分析装置の概要や参照値を得るまでの
操作手順についてはあまり認識されていない。
このような現状から上記のような状況が起こっ
ている可能性が考えられる。

Ⅲ. コールターカウンターモデルZBIの概要

コールターカウンター モデルZBIは、主に生
物学的細胞の計測を目的とした粒子アナライザ
ーである。測定原理はコールター理論（電気抵
抗方式）により直径0.5～75μmの範囲の細胞の
個数と体積を計測でき、個数分布＊や体積分布
（ヒストグラム：Coulter Channelyzer model C-1000
接続時／図２参照）＊も求めることが可能であ
る8), 9)。また、上下限スレッショルドダイアルに
より粒子径測定範囲を精密に設定でき、粒子径
測定範囲に合わせて各種口径のアパチャーチュ
ーブを選択できる。装置は図３10)のダイアグラム
の通り、アパチャースタンド部（アパチャーチ
ューブ、マノメーターや真空ポンプなど）とエ
レクトリックカウンター部（デジタル表示部、
オシロスコープ、上下限スレッッショルドダイ
アル、アパチャー電流スイッチなど）が内蔵さ
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図１ Coulter Counter model ZBI 外観 図２ Coulter Chanannelyzer C-1000外観

図３ Coulter Counter model ZBIブロックダイアグラム



れている。
また、コールターカウンターモデル ZBIの主
な仕様は下記の通りである10)。
・粒子径測定範囲　　：0.6～400μm
・使用アパチャー経　：30～560μm
・サンプル吸引量　　：50, 500, 2000μL
・マノメーター精度　：±１％
・アパチャー電圧　　：0.0623～8 mA 11段階
・アッテネーション　：10段階
・スレッショルド　　：上下２段のレベル設定
・表示 ：５桁デジタル表示部
・システムモニター　：オシロスコープ、サウ
ンドアラーム、アパチャー拡大スクリーン

コールター理論は一般的に電気抵抗方式と呼
ばれ、粒子の体積と数を測定する基本理論であ
る。その物理的背景を以下に示す。
電導性溶液が入ったビーカーに２枚の電極を
入れて電流を流すと、電圧：V、電流：I、抵
抗：Rとの間にV=IRという関係が成り立つ（オ
ームの法則）。この条件下で両電極の間に細孔
（アパチャー：細孔）の開いた仕切りを入れ同

様に電流を流す（図４）。また、アパチャーを
通る電流を定電流にした場合には電圧と抵抗の
間には次の関係が成り立つ。

また、アパチャー内に粒子が存在すると粒子
が抵抗（ΔR）となり、電流を一定（定電流）
にすることにより抵抗の増加と電圧（ΔV）と
の間に比例関係が成立する。

パルス電圧は粒子が感応領域に入ったとき
（図５：１）から電圧が発生し、中央部（図
５：２）でピークとなり、感応領域を抜けると
き（図５：３）に電圧はゼロになる。このピー
ク（最大）電圧が粒子の体積と比例し、パルス
電圧の高さからは通過粒子の体積を、パルス電
圧の発生頻度からは粒子数を得ることができる。

粒子体積ΔV×factor （式３）
図６の通り、血球が均一に懸濁している場合
はアパチャ－を通過する血球数は同時通過を除
き、ほぼ懸濁液中の血球密度に比例する。この

生　物　試　料　分　析

－ 334 －

図４ コールター原理回路図

図５ 感応領域進入時のパルス高変化

I  = 
V

R
（式１）

I（定電流）=  
V   +  ΔV

 R   + ΔR
（式２）



ような血球計数の測定系では血球の同時通過を
除くことができないため、アパチャー通過数を
ベースに同時通過した数（統計学処理ポアソン
分布）を補正して目的となる細胞計測を行う。

Ⅳ. コールターカウンターモデル ZBIの機能

コールターカウンター モデルZBIは多様な機
能により、さまざまなアプケーションに対応で
きる。コールター原理により粒子（細胞）の体
積変化量（３次元）に基づくサイズ測定を行な
っているため、２次元変化量に基づく光学的測
定法より、はるかに高い測定精密性が得られる。
また、光学的測定法に見られる粒子の表面形態、
内部構造、屈折率、色、検出部通過方向などの
差異による誤差がない測定が可能である。
コールターカウンター モデルZBIで測定可能
な範囲（粒子径）はアパチャー（細孔）：以下
アパチャー径により決定される。アパチャー径
に対して2～40％の範囲の粒子が測定可能であり
（図７、８参照）、大きな粒子（細胞）を測定す
る場合は大きなアパチャーチューブを、小さな
粒子（細胞）には小さなアパチャーチューブを
使用する。アパチャーチューブは対象となる粒
子（細胞）のサイズにより選択する。また、そ
の交換は１分以内で行えるため、異なるサイズ
の粒子（細胞）を短時間で計測が可能である。
また、アパチャー部には人工ルビーを使用し、
その周りには硬質ガラスを使用しているために
アパチャーが磨耗せずに正確な粒子測定が行え
る。以下に選択可能なアパチャー径を示す10)。

10、20、30、50、70、100、140、200、280、
400、560、1000、2000μm

これらのアパチャーチューブにより、さまざ
まな粒子（細胞）が計測でき、ライフサイエン
ス分野から産業分野、医療分野などのサンプル
測定において幅広い対応が可能である10)（図８
参照）。
また、コールターカウンター モデルZBIの対
象サンプルとしては主に以下のものがある10)。

赤血球、白血球、血小板、組織培養細胞、原
生動物類、バクテリア、プランクトン、精子、
藻類、ビールス、サスペンジョン、エマルジョ
ン、スラリー、花粉、カーボン、顔料、染料、
インク、香料、化粧品、プラスチック、トナ
ー、ラテックス、海水中の粒子、粉石けん、歯
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図６ コールターカウンター測定原理

図７ アパチャー径に対する測定範囲



磨き粉など粉体や粒子状物質。

また、使用されるマノメーターの容量は計測
される粒子（細胞）の測定時間、サンプルの安
定性、同時通過、粒子サイズによって決定され
る。代表的なアプリケーションによるアパチャ
ー径とマノメーター容量を以下に示す8)（表２参
照）。
アプリケーションを実施するためには装置の
キャリブレーションが必要となる。キャリブレ
ーションは、対象サンプルと同様なサイズを持
つ標準粒子を使用して上下限のスレッショルド
レベルを決定する。また、対象サンプルの種類
やそのサイズによりアパチャー電流などを調整
し、適正な計測セッティングを行う。
コールターカウンター モデルZBIの最も代表

的なアプリケーションはマニュアルにも記載さ
れている通り、赤血球と白血球の計測である。
赤血球計数は50,000倍に調整されたサンプルを
用いて測定し、白血球計数は251倍に調整し、溶
血剤により赤血球を溶血したサンプルを用いて
測定を行う。以下で、弊社で行われている基準
分析法3)による赤血球、白血球計数について述べ
る。

赤血球数の計測
－器具/試薬/サンプル－
・Coulter Counter model ZBI
・メスフラスコ 1000 ml Class A
・ピペットDRUMMOND Series 300 Fixed Volume 
Micro-Dispenser
・ISOTONⅡ（電解液）
・ガラスビーカー30 ml
・EDTA加血検体

－装置の調整－
①COULTER COUNTER model ZBIの各種セ
ッティングを行う

②アパチャーチューブ（100×70μm）、マノ　
メーター 500μL（ClassA）を使用する
③バックグランドレベルの確認を行う（50
個/500μL以下）

－検体の前処理と測定方法－
① 1000mlメスフラスコにISOTONⅡ900 mlと
検体 20μLを加える
②さらにISOTONⅡを加えメスアップする
③６-８回転倒混和する（測定は５分以内で
行う）
④測定用ビーカーに希釈検体を20 ml採取す
る

⑤希釈検体をCOULTER COUNTER model ZBI
にセットする
⑥測定を開始する。その後３回測定を行う。
初回測定値をプライムとして記録から削除
する
⑦３回の測定値を同時通過補正表8)（表３）
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　赤血球 
　白血球 
　血小板 
　原生動物類 
　バクテリア 
　プランクトン 
　精子 
　藻類 
　ビールス 
　組織培養細胞 

アパチャー径 
　（μm） 
　　  100 
　　  100 
　　　70 
  100または200 
　　　30 
  100または140 
    50または70 
　　  100 
　　　10 
  100または200

マノメーター容量 
　　（λ） 
　　　500 
　　　500 
　　　100 
  500または2000 
　　　  50 
  500または2000 
　50または100 
　　　500 
　　　  50 
　　　500

アプリケーション 

図８ 各種アパチャー径の測定範囲

表２ アプリケーションによるアパチャー径とマ
ノメーター容量



より補正を行い、記録する
⑧測定値の最大値と最小値の差が0.06×1000
以上ある場合は攪拌が不十分のため再測定
する

⑨①～⑧をもう一回繰り返し行い、測定値の
平均から参照値を求める

WBC数定量
－器具/試薬/サンプル－
・Coulter Counter model ZBI
・メスフラスコ 50 ml Class A

・ピペットDRUMMOND ガラスキャピラリー
ピペット 100μL±0.5％
・ピペットDRUMMOND Series 300 Fixed Volume
Micro-Dispenser
・ISOTONⅡ（電解液）
・Zap-0-GlobinⅡ（溶血剤）
・ガラスビーカー30 ml
・EDTA加血検体

－装置の調整とバックグランド測定－
①Coulter Counter model ZBIの各種セッティ
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表３ 同時通過補正表



ングを行う
②アパチャーチューブ（100×70μm）、マノ
メーター 500μL（ClassA）を使用する

③ ISOTONⅡを50 mlメスフラスコに入れてメ
スアップし、100μLのISOTONⅡを加える
④ Zap-0-GlobinⅡ0.5 ml加え、５回転倒混和
し、測定用ビーカーに20 ml採取する

⑤希釈検体をCOULTER COUNTER model ZBI
にセットする

⑥測定を開始し、合計３回の測定を行う（測
定は5-10分以内）

⑦合計９個の計測を行い、バックグランドの
平均値を求める（50個/500μLであることを
確認）

－検体の前処理と測定方法－
① 50 mlメスフラスコにISOTONⅡ40 mlと検
体100μLを加える
② Zap-0-GlobinⅡ0.5 ml加え、ISOTONⅡを加
えメスアップする。５-６回転倒混和し、５
分間静置する（測定は5-10分以内で行う）
③測定用ビーカーに希釈検体を20 ml採取す
る

④希釈検体をCOULTER COUNTER model ZBI
にセットする
⑤測定を開始する。その後３回測定を行う。
初回測定値をプライムとして記録から削除
する
⑥３回の測定値を同時通過補正表8)（表３）
より補正を行い、記録する

⑦測定値の最大値と最小値の差が２％以上あ
る場合は攪拌が不十分のため再測定を行う

⑧①～⑦をもう一回繰り返し、測定値の平均
からバックグランド値を引き、参照値を求
める

Ⅴ. 終わりに

コールターカウンターモデル ZBIは多機能な
粒子アラナイザーであり、さまざまな分野での
粒子（細胞）サンプルの計測が可能である。そ
の中で、本装置は赤血球・白血球計数において
の基準分析法（参照法）に推奨されている規格
に合致した仕様で基準分析器としての役割も果
たしている。約25年前、臨床検査室にはコール

ターカウンターモデル ZBIのような半自動タイ
プの血球計数器が設置されていた。そのころ筆
者も血液検査室の担当者と一緒にCoulter Counter
model ZBIを使用して赤血球・白血球・血小板計
数を行なったことがある。また、アパチャーの
交換や水銀マノメーターの洗浄など装置の構造
やメンテナンスについても熟知していた。
今日の臨床検査室に設置されている血球計数
装置は全自動タイプであり、検体測定は全自動
で行なわれてしまっている。現在、この半自動
タイプ（半自動型）の血球計数器は一部の検査
室（クリニックや動物実験室など）を除き、ミ
クロヘマトクリット遠心器や光電比色計などと
同様に臨床検査室から姿を消してしまった。半
自動タイプの血球計数器とその測定手順は、臨
床検査室においては、すでに実態の無いものに
なりつつある。今回、血球計数基準器であるコ
ールターカウンターモデル ZBIの機能やアプリ
ケーション（参照法による赤血球、白血球の計
測）について述べたが、このような現状の中で
血球計数の基準分析法（参照法）や血球計数の
校正の概念を理解していただく上での一助にな
れば幸いである。
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