
(57)【要約】
血液中で見出される稀な細胞および稀な転写体からのｍＲＮＡライブラリーの遺伝子特異
的起点増幅用の方法を利用する高度に感度の良好なアッセイが開示される。該アッセイは
、免疫磁気豊富化を介して単離された１ないし１０の細胞で見出される稀なｍＲＮＡ（１
０コピー／細胞）の検出を可能とする。該アッセイは、多重ＰＣＲに対する改良であり、
血液中の循環カルシノーマ細胞についての稀なコーディング配列の十分な検出を可能とす
る。該方法は、組織または体液から単離された細胞のプロファイリングで有用であり、循
環腫瘍細胞の初期段階検出および分類を含めた多様なカルシノーマの臨床診断に対する付
属物として働く。慣用的またはマイクロアレイ様式いずれかでの細胞の核酸および蛋白質
のプロフィールのモニタリングは、ステージング、療法に対する応答のモニタリング、緩
解の確認、および後退の検出を含めた治療的介入の確認を容易とする。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ａ ． 癌 を 有 す る と 疑 わ れ る テ ス ト 対 象 の 血 液 か ら 、 上 皮 を 起 源 と す る 癌 細 胞 を 包 含 す る と
疑 わ れ る 混 合 細 胞 集 団 を 含 む 試 料 を 得 ；
ｂ ． 該 試 料 を 、 他 の 試 料 成 分 を 実 質 的 に 除 外 す る ま で 、 該 癌 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 免 疫
磁 性 粒 子 と 混 ぜ 合 わ せ ；
ｃ ． 磁 性 粒 子 － 結 合 の 癌 細 胞 内 で 豊 富 化 さ れ た 、 分 離 さ れ た 細 胞 画 分 を 生 成 す る た め に 、
試 料 － 免 疫 磁 性 粒 子 混 合 物 を 高 勾 配 磁 場 に 付 し ； 次 い で
ｄ ． 該 癌 細 胞 の 存 在 、 癌 を 示 す 該 試 料 内 の 該 癌 細 胞 の 存 在 の 該 豊 富 化 さ れ た 画 分 を ア ッ セ
イ す る
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 テ ス ト 対 象 に お け る 病 気 の 重 症 度 を 診 断 す る 方 法
【 請 求 項 ２ 】
該 テ ス ト 対 象 に お け る 循 環 癌 細 胞 の 存 在 を 評 価 す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
該 テ ス ト 対 象 の 癌 根 絶 手 順 へ の 応 答 が 、 循 環 す る 癌 細 胞 の 該 存 在 に よ っ て 評 価 さ れ る 請 求
項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
該 テ ス ト 対 象 が 、 前 立 腺 癌 、 乳 癌 、 大 腸 癌 　 APUD系 細 胞 種 （ apudoma） 、 分 離 腫 、 鰓 腫 、
悪 性 カ ル チ ノ イ ド 症 候 群 、 カ ル チ ノ イ ド 心 疾 患 、 癌 、 例 え ば 、 ウ ォ ー カ ー 癌 、 基 底 細 胞 癌
、 基 底 有 棘 細 胞 癌 、 ブ ラ ウ ン － ピ ア ス （ Brown-Pearce） 癌 、 腺 管 癌 、 エ ー ル リ ヒ 腫 瘍 、 上
皮 内 癌 、 ク レ ブ ス ２ 、 メ ル ケ ル 細 胞 癌 、 粘 液 性 癌 腫 、 非 小 細 胞 肺 癌 、 燕 麦 細 胞 癌 、 乳 頭 状
癌 、 ス キ ル ス 癌 、 細 気 管 支 癌 、 気 管 支 原 性 肺 癌 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 お よ び 移 行 細 胞 細 網 内 皮
症 、 黒 色 腫 、 軟 骨 芽 細 胞 腫 、 軟 骨 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 繊 維 腫 、 繊 維 肉 腫 、 巨 細 胞 腫 、 組 織 球 腫
、 脂 肪 腫 、 脂 肪 肉 腫 、 中 皮 腫 、 粘 液 腫 、 粘 液 肉 腫 、 骨 腫 、 骨 肉 腫 、 ユ ー イ ン グ 肉 腫 、 滑 膜
腫 、 腺 線 維 腫 、 腺 リ ン パ 腫 、 癌 肉 腫 、 脊 索 腫 、 間 葉 腫 、 中 腎 種 、 筋 肉 腫 、 エ ナ メ ル 上 皮 腫
、 セ メ ン ト 質 腫 、 歯 牙 腫 、 奇 形 腫 、 絨 毛 腫 、 腺 癌 、 腺 腫 、 胆 管 腫 、 胆 脂 種 、 円 柱 腫 、 嚢 胞
腺 癌 、 嚢 胞 腺 腫 、 顆 粒 膜 細 胞 腫 、 卵 巣 男 性 胚 腫 、 肝 臓 癌 、 汗 腺 腫 、 島 細 胞 腫 、 ラ イ デ ィ ッ
ヒ 細 胞 腫 、 乳 頭 腫 、 セ ル ト リ 細 胞 腫 、 卵 胞 膜 細 胞 腫 、 平 滑 筋 腫 、 平 滑 筋 肉 腫 、 筋 原 細 胞 腫
、 筋 腫 、 筋 肉 腫 、 横 紋 筋 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 脳 室 上 衣 腫 、 節 神 経 腫 、 神 経 膠 腫 、 髄 芽 細 胞 腫
、 髄 膜 腫 、 神 経 鞘 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 神 経 症 上 皮 腫 、 神 経 繊 維 腫 、 神 経 腫 、 傍 神 経 節 腫 、
非 ク ロ ム 親 和 性 傍 神 経 節 腫 、 ア ン チ オ 角 化 腫 （ antiokeratoma） 、 硬 化 性 血 管 腫 、 血 管 腫
症 、 グ ロ ー ム ス 血 管 腫 、 血 管 内 皮 腫 、 血 管 腫 、 血 管 周 囲 細 胞 腫 、 血 管 肉 腫 、 リ ン パ 管 腫 、
リ ン パ 管 筋 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 松 果 体 腫 、 癌 肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 葉 状 嚢 肉 腫 、 繊 維 肉 腫 、 血
管 肉 腫 、 平 滑 筋 肉 腫 、 白 血 肉 腫 、 脂 肪 肉 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 筋 肉 腫 、 粘 液 肉 腫 、 卵 巣 癌 、
横 紋 筋 肉 腫 、 肉 腫 （ カ ポ ジ 肉 腫 お よ び 肥 満 細 胞 肉 腫 ） 、 新 生 物 （ 例 え ば 、 骨 、 消 化 器 系 、
肝 臓 、 膵 臓 、 脳 下 垂 体 、 睾 丸 、 眼 窩 、 頭 頸 部 、 中 枢 神 経 系 、 聴 覚 、 骨 盤 、 呼 吸 管 お よ び 泌
尿 生 殖 器 ） 、 神 経 繊 維 腫 症 お よ び 子 宮 頚 部 形 成 異 常 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 癌 で あ る と
診 断 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
該 癌 細 胞 の 存 在 に つ き 、
ａ ． 該 癌 細 胞 か ら 細 胞 質 生 体 分 子 を 放 出 し ；
ｂ ． 該 細 胞 質 生 体 分 子 を 単 離 し ； 次 い で
ｃ ． 該 細 胞 質 生 体 分 子 を 分 析 す る
こ と か ら な る 該 豊 富 化 画 分 を 該 分 析 す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
該 流 体 試 料 を 得 る こ と が 細 胞 分 画 に よ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
該 放 出 が 浸 透 化 剤 の 添 加 に よ り 達 成 さ れ る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
該 浸 透 化 剤 が 洗 剤 、 界 面 活 性 剤 、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ７ 記
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載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
該 浸 透 化 剤 が サ ポ ニ ン 、 Immunipermお よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ７
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
該 浸 透 化 剤 が Immunipermで あ る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
該 流 体 試 料 を 得 る こ と が 試 料 を 細 胞 安 定 化 剤 で 処 理 す る こ と を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
該 安 定 化 剤 が ア ル デ ヒ ド 、 尿 素 、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ １
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
該 ア ル デ ヒ ド が ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群
か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
該 安 定 化 剤 が ジ ア ル デ ヒ ド で あ る 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
該 ジ ア ル デ ヒ ド が グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 グ リ オ キ サ ー ル 、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
該 安 定 化 剤 が Cyto-chex T M 、 Stabilocyte T M 、 お よ び Transfix T M よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る
請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
該 細 胞 質 生 体 分 子 の 放 出 が 該 安 定 化 剤 へ の 曝 露 に よ っ て 形 成 さ れ る マ ク ロ 分 子 複 合 体 を 包
含 す る 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
該 細 胞 か ら の 該 細 胞 質 生 体 分 子 の 該 放 出 が 酵 素 消 化 と 共 に 起 こ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
該 酵 素 消 化 が プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 求 核 試 薬 、 お よ び そ の 組 合 せ か ら な る 群 を 介 し て 起 こ る 請
求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
該 プ ロ テ イ ナ ー ゼ が プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 消 化 、 Ｖ ８ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 消 化 、 プ ロ ナ ー ゼ 消 化 、
お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
該 求 核 試 薬 が 、 リ ン 酸 系 緩 衝 液 、 ト リ ス 系 緩 衝 液 、 酢 酸 ヒ ド ラ ジ ド 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン
、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
該 細 胞 質 生 体 分 子 が 蛋 白 質 で あ る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
該 蛋 白 質 の 該 単 離 が 化 学 的 抽 出 、 電 気 泳 動 法 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 免 疫 分 離 、 お よ び ア
フ ィ ニ テ ィ ー 技 術 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
該 細 胞 質 生 体 分 子 が 核 酸 で あ る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
該 核 酸 が 、 細 胞 質 Ｒ Ｎ Ａ 、 核 お よ び ミ ト コ ン ド リ ア の Ｒ Ｎ Ａ 、 核 お よ び ミ ト コ ン ド リ ア の
Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
該 核 酸 が 細 胞 質 ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
該 核 酸 の 該 単 離 が 、 Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 化 学 的 抽 出 、 電 気 泳 動 法 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
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免 疫 分 離 、 お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー 技 術 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
該 核 酸 の 該 単 離 が オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） に 加 え ら れ た 磁 性 ビ ー ズ で の 捕 獲 に よ る 請 求 項 ２ ４ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
該 標 的 細 胞 を 、 該 流 体 試 料 を 得 た 後 に 、 該 細 胞 質 生 体 分 子 に よ る 以 外 の 表 現 型 の 発 現 に つ
き 評 価 す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
該 表 現 型 発 現 が 、 形 態 学 的 な 検 査 、 細 胞 成 分 染 色 、 免 疫 分 析 、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
該 分 析 が 、 マ ル チ パ ラ メ ー タ ー フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 法 、 レ ー ザ ー 走 査
サ イ ト メ ト リ ー 、 明 視 野 ベ ー ス の 画 像 解 析 （ bright field base image anaysis） 、 毛 細
管 容 積 測 定 （ capillary volumetry） 、 ス ペ ク ト ル 画 像 解 析 、 マ ニ ュ ア ル 細 胞 分 析 お よ び
自 動 化 細 胞 分 析 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る プ ロ セ ス に よ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
該 細 胞 質 生 体 分 子 の 該 分 析 が 機 能 的 プ ロ テ オ ミ ッ ク ス に よ る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
該 機 能 的 プ ロ テ オ ミ ッ ク ス が 、 蛋 白 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ア ミ ノ 酸
配 列 分 析 、 電 気 泳 動 法 、 ２ － Ｄ 電 気 泳 動 法 、 質 量 分 析 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 液 体 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 核 磁 気 共 鳴 、 赤 外 、 原 子 吸 光 、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
該 細 胞 質 生 体 分 子 の 該 分 析 が 機 能 的 ゲ ノ ミ ッ ク ス に よ る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
該 機 能 的 ゲ ノ ミ ッ ク ス が ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ フ ィ ー ル 分 析 、 蛋 白 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 分 析 、 ポ リ
メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸
配 列 分 析 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 遺 伝 子 発 現 、 電 気 泳 動 法 、 ２ － Ｄ 電 気 泳 動 法 、 質 量 分 光 測
定 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 核 磁 気 共 鳴 、 赤 外 、 お よ び 原 子 吸
光 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
少 な く と も ２ つ の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 存 在 に つ い て の 該 細 胞 質 Ｒ Ｎ Ａ の 該 分 析 が 多 重 遺 伝 子
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
該 遺 伝 子 マ ー カ ー が 該 癌 細 胞 の 起 源 組 織 を 同 定 す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
該 遺 伝 子 マ ー カ ー が 既 知 の 癌 を 診 断 す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
該 遺 伝 子 マ ー カ ー が 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌 、 大 腸 癌 、 卵 巣 癌 、 腎 臓 癌 、 お よ び 膀 胱 癌 よ り
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 癌 を 規 定 す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
該 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 Ｍ Ｇ Ｂ １ 、 Ｍ Ｇ Ｂ ２ 、 Ｐ Ｉ Ｐ 、 Ｃ Ｅ Ａ 、 Ｐ Ｓ Ａ 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 、 ｈ Ｋ ２
、 Ａ Ｒ 、 Ｄ Ｄ ３ 、 Ｈ ｅ ｒ － ／ Ｎ ｅ ｕ 、 Ｂ Ｃ Ｌ ２ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 、 Ｔ Ｓ 、 Ｄ Ｐ Ｙ Ｄ 、 Ｉ Ｇ Ｆ ２ 、
Ｅ Ｒ 、 Ｐ Ｒ 、 ｃ ｙ ｐ １ ９ 、 Ｔ Ｅ Ｒ Ｔ 、 一 般 的 上 皮 組 織 特 異 的 遺 伝 子 、 Ｃ Ｋ １ ９ 、 Ｃ Ｋ ８ 、
Ｃ Ｋ ２ ０ 、 Ｅ ｐ Ｃ Ａ Ｍ 、 Ｍ Ｕ Ｃ １ 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ｕ Ｐ Ａ 、 ｕ Ｐ Ａ Ｒ 、 Ｍ Ｍ Ｐ 、 一 般
的 白 血 細 胞 特 異 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ア ル フ ァ － １ － グ ロ ビ ン 、 Ｃ Ｄ １ ６ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ 、 お よ び Ｃ Ｄ
３ １ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 癌 を 規 定 す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
該 遺 伝 子 マ ー カ ー に つ い て の 該 細 胞 質 Ｒ Ｎ Ａ の 該 分 析 が 、
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ａ ． そ の 全 て が ５ ’ 末 端 で 普 遍 的 プ ラ イ マ ー 伸 長 を 有 す る 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 少 な
く と も １ 組 で 該 遺 伝 子 マ ー カ ー を 逆 転 写 し 、
ｂ ． 該 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 除 去 し 、
ｃ ． 遺 伝 子 特 異 的 ア ン プ リ コ ン を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に お い て 該 普 遍 的 プ ラ イ マ ー 伸 長 で 増 幅 し 、
次 い で 、
ｄ ． 該 遺 伝 子 特 異 的 ア ン プ リ コ ン を 同 定 す る ；
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
該 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 該 除 去 が 、 分 子 サ イ ズ 排 除 、 固 体 支 持 体 選 択 性 付 着 、 一 本 鎖
特 異 的 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ よ り な る 群 を 用 い 、 ウ ラ シ ル -Ｎ -グ リ コ シ ラ ー ゼ を 、 デ オ キ シ ウ リ ジ ン
で 合 成 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー で 取 り 込 ん で 達 成 さ れ る 請 求 項 ４ １ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
該 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 該 除 去 が 、 デ オ キ シ ウ リ ジ ン で 合 成 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ウ ラ シ ル -Ｎ -グ リ コ シ ラ ー ゼ 処 理 で 達 成 さ れ る 請 求 項 ４ １ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
該 ウ ラ シ ル － Ｎ － グ リ コ シ ラ ー ゼ 処 理 後 に Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ － フ リ ー Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ の 取 込 み を 行 う
請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
該 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー が 、 高 プ ラ イ マ ー － 標 的 ア ニ ー リ ン グ 特 異 性 の 条 件 下 で 用 い ら
れ る 請 求 項 ４ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
該 高 プ ラ イ マ ー － 標 的 ア ニ ー リ ン グ 特 異 性 が 、 天 然 組 換 え 細 胞 修 復 メ カ ニ ズ ム か ら の 蛋 白
質 で 達 成 さ れ る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
該 高 プ ラ イ マ ー － 標 的 ア ニ ー リ ン グ 特 異 性 が ｒ ｅ ｃ Ａ で 達 成 さ れ る 請 求 項 ４ ６ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ８ 】
該 遺 伝 子 特 異 的 ア ン プ リ コ ン の 該 同 定 が 、 サ イ ズ ベ ー ス の 分 析 系 に お け る そ の ユ ニ ー ク な
Ｒ ｆ 値 に よ る 請 求 項 ４ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
該 サ イ ズ ベ ー ス の 分 析 系 が Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 、 キ ャ ピ ラ リ ー ゲ ル 電 気 泳
動 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 、 お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ４
９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
該 分 析 が 、
ａ ． 直 線 状 の 増 幅 に よ っ て 抽 出 さ れ た 該 核 酸 を プ レ 増 幅 し 、 こ こ に 、 該 プ レ 増 幅 の 結 果 、
ａ Ｒ Ｎ Ａ の 形 態 の 全 て の ラ イ ブ ラ リ ー 転 写 体 が 少 な く と も １ ０ ０ ０ 倍 増 加 し ；
ｂ ． １ ０ ０ ０ ま で の 独 立 し て 選 択 さ れ た 注 目 す る 遺 伝 子 に つ い て の み 該 ａ Ｒ Ｎ Ａ か ら 第 二
ス ト ラ ン ド を 合 成 し ； 次 い で
ｃ ． ア レ イ 分 析 、 電 気 泳 動 、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 を 用 い て 増 幅 さ れ た 生 成 物 を 認
識 す る ；
こ と 含 む 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
該 プ レ 増 幅 が 、 Ｓ Ｐ ６ 　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｔ ３ 　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ
ロ モ ー タ ー 、 お よ び Ｔ ７ 　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー よ り な る 群 に よ る 請 求 項 ５ ０
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
該 プ レ 増 幅 が ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 使 用 し て Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い る こ と に よ る 請 求
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項 ５ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
該 第 二 ス ト ラ ン ド の 該 合 成 が 高 プ ラ イ マ ー － 標 的 ア ニ ー リ ン グ 特 異 性 の 条 件 下 で 行 わ れ る
請 求 項 ５ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
該 高 プ ラ イ マ ー － 標 的 ア ニ ー リ ン グ 特 異 性 が 、 天 然 組 換 え 細 胞 修 復 メ カ ニ ズ ム か ら の 蛋 白
質 に よ っ て 達 成 さ れ る 請 求 項 ５ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
該 高 プ ラ イ マ ー － 標 的 ア ニ ー リ ン グ 特 異 性 が ｒ ｅ ｃ Ａ で 達 成 さ れ る 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ６ 】
該 認 識 が Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ － フ リ ー Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ で の 前 処 理 に よ る 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
該 前 処 理 が 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 、 シ リ カ 結 合 、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る
請 求 項 ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
該 認 識 が 全 て の 二 本 鎖 生 成 物 の 増 幅 に よ る 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
該 認 識 が 、 ア レ イ 分 析 、 電 気 泳 動 、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ５
０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
ａ ． 該 粒 子 が 癌 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 免 疫 磁 性 粒 子 ；
ｂ ． 細 胞 浸 透 化 剤 ；
ｃ ． 細 胞 安 定 化 剤 ；
ｄ ． 核 酸 放 出 剤 ；
ｅ ． 核 酸 増 幅 剤 ；
ｆ ． 二 本 鎖 生 成 物 に つ き 選 択 す る 精 製 剤 ；
ｇ ． 二 本 鎖 生 成 物 の 確 認 を 可 能 に す る ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 検 出 剤 ； お よ び
ｈ ． 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 を 用 い る た め の プ ロ ト コ ル
を 含 む 循 環 癌 細 胞 の 存 在 に つ き 患 者 試 料 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ １ 】
さ ら に 該 癌 細 胞 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 免 疫 磁 性 粒 子 を 含 む 請 求 項 ６ ０ 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ６ ２ 】
該 細 胞 浸 透 化 剤 が サ ポ ニ ン 、 洗 剤 、 界 面 活 性 剤 、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
該 浸 透 化 剤 が Immunipermで あ る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
該 安 定 化 剤 が ア ル デ ヒ ド 、 ジ ア ル デ ヒ ド 、 尿 素 、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
該 安 定 化 剤 が Cyto-chex T M 、 Stabilocyte T M 、 お よ び Transfix T M よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る
請 求 項 ６ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
該 放 出 剤 が プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 求 核 試 薬 、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求
項 ６ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
該 プ ロ テ イ ナ ー ゼ が プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 、 Ｖ ８ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 プ ロ ナ ー ゼ 、 お よ び そ の 組
合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ６ ６ 記 載 の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ６ ８ 】
該 求 核 試 薬 が 、 リ ン 酸 系 緩 衝 剤 、 ト リ ス 系 緩 衝 剤 、 酢 酸 ヒ ド ラ ジ ド 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン
、 お よ び そ の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ６ ６ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
該 精 製 剤 が 該 核 酸 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 免 疫 磁 性 粒 子 で あ る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
該 精 製 剤 が 、 Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 化 学 的 抽 出 剤 、 電 気 泳 動 剤 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 剤 、 免
疫 分 離 剤 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 親 和 性 剤 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ７ １ 】
該 増 幅 剤 が 、 Ｓ Ｐ ６ 　 Ｒ Ｎ Ａ 　 ポ リ メ ラ ー ゼ ／ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｔ ３ 　 Ｒ Ｎ Ａ 　 ポ リ メ ラ ー
ゼ ／ プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び Ｔ ７ 　 Ｒ Ｎ Ａ 　 ポ リ メ ラ ー ゼ ／ プ ロ モ ー タ ー よ り な る 群 か ら 選
択 さ れ 、 該 増 幅 剤 が 核 酸 含 量 を １ ０ ０ ０ 倍 増 加 さ せ る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
該 増 幅 剤 が Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ／ ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー で あ り 、 該 増 幅 剤 が 核 酸 含 量 を １ ０
０ ０ 倍 増 加 さ せ る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
該 増 幅 剤 が 、 高 プ ラ イ マ ー － 標 的 ア ニ ー リ ン グ 特 異 性 を 有 す る ポ リ メ ラ ー ゼ ／ プ ラ イ マ ー
で あ る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
該 精 製 剤 が Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ － フ リ ー 　 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ で あ る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
該 精 製 剤 が フ ェ ノ ー ル 抽 出 剤 お よ び シ リ カ 結 合 剤 よ り な る 群 か ら の も の で あ る 請 求 項 ６ ０
記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
該 ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 検 出 剤 が 、 二 本 － 鎖 ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 剤 、 ア レ イ 検 出 剤 、 お よ び 電
気 泳 動 剤 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 出 願 は 、 米 国 仮 出 願 番 号 ： ６ ０ ／ ３ ６ ９ ， ９ ４ ５ （ ２ ０ ０ ２ 年 ４ 月 ４ 日 出 願 ） お よ び ６
０ ／ ３ ３ ０ ， ６ ６ ９ （ ２ ０ ０ ２ 年 １ ０ 月 ２ ６ 日 出 願 ） お よ び Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ０ ２ ／ ２ ６ ８ ６
７ （ ２ ０ ０ ２ 年 ８ 月 ２ ３ 日 出 願 ） に 対 し て 合 衆 国 第 ３ ５ 法 典 第 １ １ ９ 条 （ ｅ ） の 下 に 優 先
権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
発 明 の 分 野
本 発 明 は 、 一 般 に 、 腫 瘍 学 お よ び 診 断 テ ス ト の 分 野 で 有 用 な サ イ ト ゾ ル 生 体 分 子 の 遺 伝 子
特 異 的 増 幅 、 分 析 お よ び プ ロ フ ァ イ リ ン グ に 関 す る 。 本 発 明 は 、 化 学 療 法 処 置 ま た は 癌 再
発 の た め の 癌 ス ク リ ー ニ ン グ 、 選 択 お よ び モ ニ タ リ ン グ の ご と き 分 野 で 特 に 有 用 で あ る 。
さ ら に 詳 し く は 、 本 発 明 は 、 計 数 お よ び 形 態 学 的 イ メ ー ジ 分 析 の た め に 細 胞 完 全 性 を 同 時
に 維 持 し つ つ 、 腫 瘍 細 胞 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 生 物 学 的 試 料 か ら の 他 の 稀
な 細 胞 の 包 括 的 分 析 を 容 易 に す る た め の 方 法 、 装 置 お よ び キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ れ を 達 成
す る た め に 、 本 発 明 は 、 引 き 続 い て の ま た は 平 行 し て の マ ル チ パ ラ メ ー タ ー フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー 、 イ メ ー ジ 、 お よ び 免 疫 細 胞 化 学 分 析 の た め に 細 胞 の 形 態 学 的 お よ び 抗 原 性 特 徴
を 依 然 と し て 維 持 し つ つ 、 放 出 さ れ た 核 酸 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 測 定 す る た め の 浸 透 化 試
薬 に よ っ て 、 腫 瘍 細 胞 の ご と き 細 胞 か ら 放 出 可 能 な 可 溶 性 サ イ ト ゾ ル 生 体 分 子 の 分 析 を 可
能 と す る 方 法 も 提 供 す る （ 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ６ ５ ， ３ ６ ２ 号 参 照 ） 。 ま た 、 本 発 明 は 、 ア
ル デ ヒ ド お よ び ア ル デ ヒ ド － 尿 素 誘 導 体 系 固 定 剤 か ら の 安 定 化 さ れ た 試 料 を 用 い る 同 包 括
的 分 析 を 可 能 と す る 方 法 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ０ ３ 】
関 連 技 術 の 記 載
い ず れ の 与 え ら れ た 細 胞 も 、 そ の ゲ ノ ム に 存 在 す る 遺 伝 子 の 合 計 数 の う ち 一 部 の み を 発 現
す る で あ ろ う 。 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 合 計 数 の 一 部 が 、 発 生 お よ び 分 化 、 ホ メ オ ス タ シ ス 、
細 胞 周 期 調 節 、 老 化 、 ア ポ ト ー シ ス な ど の ご と き 細 胞 の 機 能 の 態 様 を 決 定 す る 。 遺 伝 子 発
現 の 改 変 は 、 正 常 な 細 胞 の 発 生 お よ び 癌 の ご と き 病 気 状 態 の 出 現 を 決 定 す る 。 特 異 的 遺 伝
子 の 発 現 は 、 い ず れ か の 与 え ら れ た 細 胞 の 性 質 に 対 し て 顕 著 な 効 果 を 有 す る で あ ろ う 。 従
っ て 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る も の の ご と き 遺 伝 子 発 現 を 分 析 す る 方 法 は 、 基 本 的 な 分
子 生 物 学 の 研 究 お よ び 腫 瘍 生 物 学 に お い て 重 要 で あ る 。 特 異 的 な 遺 伝 子 、 特 に 稀 な 遺 伝 子
の 同 定 は 、 こ れ ら の 発 現 レ ベ ル を 反 映 す る 種 々 の 病 気 に つ い て の 診 断 、 予 後 お よ び 治 療 に
対 す る 鍵 を 提 供 す る こ と が で き る （ Ｌ ｅ ｖ ｓ ｋ ｙ ら 、 Ｓ ｉ ｎ ｇ ｌ ｅ － Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ
　 Ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 Ｐ ｒ ｏ ｆ ｉ ｌ ｉ ｎ ｇ ， 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ， 　 ２ ９ ７ ： ８ ３ ６ －
８ ４ ０ （ ２ ０ ０ ２ ） ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
種 々 の 遺 伝 子 発 現 は 、 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 を 評 価 す る 通 常 に 用 い ら れ る 方 法 で あ る 。
特 に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 は 、 健 康 な お よ び 病 気 の 個 体 か ら の 細 胞 ま た は 器 官 か
ら 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 標 的 配 列 の レ ベ ル を 比 較 す る 。 次 い で 、 こ れ ら の 標 的 を 、 膜 の 上 に 固
定 化 さ れ た プ ロ ー ブ 断 片 の 組 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 次 い で 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン パ タ ー ン の 差 を 検 出 し 、 二 つ の 源 の 遺 伝 子 発 現 の 差 に 関 連 付 け る （ 米 国 特 許 第 ６
,３ ８ ３ 、 749号 ） 。 こ の 手 法 は 、 数 十 万 の 遺 伝 子 － 特 異 的 プ ロ ー ブ の 遅 い か つ 時 間 の か か
る 分 析 を 必 要 と す る 。 加 え て 、 標 的 配 列 に お け る 標 的 お よ び プ ロ ー ブ と 第 二 の 構 造 と の 間
の 非 相 補 的 標 的 配 列 の 非 特 異 的 結 合 の 間 の 相 互 作 用 の ご と き 事 象 の 比 較 は 、 信 号 ノ イ ズ 比
の 減 衰 を も た ら す ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 干 渉 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー 組 が 、 種 々 の 発 現 の ア ッ セ イ に お い て 記 載 さ れ て い る （ 米 国 特 許
第 ５ ,994,076号 お よ び 米 国 特 許 第 特 許 第 ６ ， ３ ５ ２ ， ８ ２ ９ 号 ） 。 こ こ に 、 遺 伝 子 特 異 的
プ ラ イ マ ー 組 を 用 い て 、 複 雑 な ラ イ ブ ラ リ ー 中 の ｍ RNAラ イ ブ ラ リ ー サ ブ セ ッ ト を 特 異 的
に 増 幅 さ せ 、 全 ラ イ ブ ラ リ ー 標 識 増 幅 と 比 較 し た 場 合 に 、 ｃ DNAア レ イ シ グ ナ ル の 改 良 が
達 成 さ れ た 。 こ の タ イ プ の 分 析 の 焦 点 は 、 遺 伝 子 発 見 リ サ ー チ の 一 部 と し て の 試 料 ア レ イ
発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 比 較 す る も の で あ り 、 診 断 用 途 を 持 つ 実 践 的 な 細 胞 RNA分 析 の た め の
方 法 の 開 発 を 比 較 す る も の で は な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
よ っ て 、 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー 組 を 用 い て 、 ｍ RNAラ イ ブ ラ リ ー か ら の ｍ RNAの 特 異 的 サ
ブ セ ッ ト を 選 択 的 に 増 幅 さ せ た が 、 定 量 的 お よ び 定 性 的 分 析 双 方 を 含 む 診 断 療 法 の た め の
稀 な 細 胞 検 出 で 特 に 適 用 で き る 増 幅 プ ロ セ ス に お い て 信 号 ノ イ ズ 比 を 低 下 さ せ る 明 ら か な
必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
今 日 、 一 般 に 、 治 療 的 介 入 に 対 す る 必 要 性 の 評 価 に お い て 初 期 検 出 シ ス テ ム を 、 患 者 の 血
液 中 の 循 環 腫 瘍 細 胞 の 存 在 が 提 供 す る と 予 測 さ れ る 。 循 環 癌 腫 細 胞 の 正 確 な 計 数 を 可 能 と
す る か な り 感 度 の 良 い ア ッ セ イ は 、 末 梢 血 液 腫 瘍 細 胞 負 荷 が 病 気 状 態 と 関 連 す る こ と を 示
し て い る （ Terstappenら 　 Peripheral Blood Tumor Cell Load Reflects the Clinical A
ctivity of the Disease in Patients with Carcinoma of the Breast International J.
 of Oncology, 17:573-578, 2000)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
加 え て 、 細 胞 の タ イ プ お よ び 起 源 の 分 類 は 、 治 療 に 対 す る よ り 包 括 的 な 基 本 方 針 を 提 供 す
る で あ ろ う 。 散 在 性 の 大 き な B細 胞 リ ン パ 腫 （ DLBCL)の ご と き い く つ か の 癌 に 対 す る 緊 急
治 療 は 、 臨 床 的 予 後 と 関 連 す る 二 つ の 異 な る 病 気 の タ イ プ に 基 づ く （ Rosenwaldら , Use o
f Molecular Profiling to Predict Survival After Chemotherapy after Diffuse Large
-B Cell Lymphoma, New England Journal of Medicine, 346: 1937-1947, (2002)） 。 DLB
CLに お い て 、 胚 中 心 B－ 細 胞 に 由 来 す る 腫 瘍 は 化 学 療 法 に 対 し て 感 受 性 で あ り 、 よ り 高 い
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生 存 の チ ャ ン ス を 有 す る が 、 活 性 化 さ れ た B細 胞 か ら の も の は 治 療 す る の が よ り 困 難 な 傾
向 に あ る 。 か く し て 、 こ れ ら の 細 胞 の サ ブ タ イ プ は 腫 瘍 細 胞 の 起 源 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
こ れ ら の サ ブ タ イ プ の 層 化 は 、 腫 瘍 の 起 源 細 胞 に 依 存 す る 。 サ ブ タ イ プ の 差 は 単 一 遺 伝 子
の 分 析 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る の は 少 な い 場 合 で あ る が 、 遺 伝 子 の 組 合 せ の 全 ア レ
イ は よ り 決 定 的 で あ る 。 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 を 通 じ て の 遺 伝 子 発 現 パ
タ ー ン の チ ャ ー テ ィ ン グ は 、 リ ン パ 腫 、 急 性 白 血 病 、 乳 癌 、 肺 癌 お よ び 肝 臓 癌 の ご と き 他
の 病 気 に お け る 腫 瘍 特 性 の 望 ま し い イ ン ジ ケ ー タ ー で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 こ れ を 採 用
す る た め に は 、 診 断 用 途 の た め の 遺 伝 子 情 報 は 、 現 存 の 技 術 水 準 の 技 術 に お い て は 固 有 の
か な り の 信 号 ノ イ ズ 比 の 分 解 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
か く し て 、 特 に 、 そ の よ う な 方 法 が 速 い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 相 補 的 プ ロ ー ブ に 対 す
る 標 的 の 高 度 に 特 異 的 な 結 合 、 お よ び 実 質 的 に 改 良 さ れ た 信 号 ノ イ ズ 比 を 供 す る 場 合 、 遺
伝 子 発 現 を 分 析 す る た め の 新 し い 方 法 の 開 発 に 対 し て 大 き な 興 味 が 持 た れ る 。 加 え て 、 こ
れ ら の 方 法 は 、 遺 伝 子 発 現 を 評 価 す る 場 合 に さ ら な る 重 要 性 を 有 す る 。 と い う の は 、 そ れ
は 、 癌 お よ び 病 気 に 関 連 す る 状 態 に 関 係 す る か ら で あ る （ こ こ に 出 典 明 示 し て そ の 双 方 を
本 明 細 書 の 一 部 と み な す 米 国 出 願 １ ０ ／ ０ ７ ９ ,９ ３ ９ お よ び 米 国 出 願 ０ ９ ／ ９ ０ ４ ， ４
７ ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
発 明 の 概 要
本 発 明 は 、 前 記 し た 先 行 技 術 の 不 利 を 克 服 す る 、 循 環 す る 稀 な 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 増 幅 ｍ
RNAに お け る 遺 伝 子 発 現 を 評 価 す る た め の 方 法 、 装 置 お よ び キ ッ ト を 提 供 す る （ 図 １ 参 照
） 。 本 発 明 は 、 構 造 的 細 胞 完 全 性 ま た は 表 現 型 特 徴 を 維 持 し つ つ 、 単 一 標 的 細 胞 ま た は 細
胞 集 団 か ら の 可 溶 性 ま た は 放 出 可 能 な 細 胞 質 生 体 分 子 を 単 離 す る 方 法 を 提 供 す る 。 従 っ て
、 細 胞 は 新 鮮 で あ る か 、 ま た は 安 定 化 さ れ た も の で あ り 、 か つ 架 橋 剤 で 固 定 化 さ れ 、 ポ ア
－ 形 成 性 浸 透 組 成 物 と 接 触 さ せ 、 次 い で 、 核 酸 を 回 収 す る 。 安 定 化 さ れ た 細 胞 か ら の RNA
（ PCT/US02/26867)は 、 増 幅 お よ び 引 き 続 い て の 定 性 的 お よ び 定 量 的 PCR分 析 の た め の 、 ま
た は 普 遍 的 プ ラ イ マ ー PCR増 幅 と 融 合 さ せ た 、 お よ び そ れ が 続 く 逆 転 写 （ RT） プ ラ イ マ ー
の 遺 伝 子 特 異 的 サ ブ セ ッ ト を 介 す る 定 量 的 分 析 の た め に 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ お よ び 求 核 性 逆
行 薬 剤 の 組 合 せ を 介 し て 回 収 さ れ る 。 か く し て 、 本 発 明 の １ つ の 焦 点 は 、 浸 透 化 に 先 立 っ
て 細 胞 を 安 定 化 さ せ 、 固 定 し 、 次 い で 、 同 安 定 化 さ れ た 細 胞 か ら 核 酸 を 放 出 さ せ る こ と に
よ っ て 、 細 胞 質 生 体 分 子 分 析 お よ び 表 現 型 細 胞 分 析 双 方 の た め の 細 胞 を 調 製 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 を 浸 透 化 組 成 物 と 接 触 さ せ 、 核 お よ び ／ ま た は ミ ト
コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 可 溶 性 蛋 白 質 、 お よ び 他 の 標 的 物 質 の ご と き １
以 上 の 構 成 要 素 に つ き 放 出 さ れ た お よ び ／ ま た は 放 出 さ れ て い な い 画 分 を 別 々 に 分 析 す る
こ と に よ っ て 、 標 的 細 胞 内 の 核 お よ び ／ ま た は ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 蛋 白 質 お
よ び 他 の 可 溶 性 成 分 を 分 離 す る こ と に も 指 向 さ れ る （ 米 国 出 願 60/330,669） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 は 、 細 胞 （ 類 ） を 浸 透 化 組 成 物 と 接 触 さ せ 、 次 い で 、 正 常 な 細 胞 を 形 質 転 換 細 胞 か
ら 区 別 す る た め の 遺 伝 子 型 お よ び 表 現 型 細 胞 特 徴 に 由 来 す る 特 徴 を 含 む 機 能 的 細 胞 プ ロ フ
ィ ー ル を 生 じ さ せ る 細 胞 質 生 体 分 子 お よ び 表 面 生 体 分 子 を 別 々 に 分 析 す る こ と に よ っ て 、
同 一 細 胞 （ 類 ） ま た は 細 胞 集 団 か ら 細 胞 質 生 体 分 子 お よ び 膜 ま た は 表 面 生 体 分 子 双 方 を 分
析 す る こ と を 一 体 化 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の 単 離 お よ び 稀 な 細 胞 分 析 を 組 合 わ せ て 、 稀 な 細 胞 か ら 獲 得 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 包 括
的 に プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る こ と を 可 能 と す る 方 法 お よ び 試 薬 が 供 さ れ る 。 例 え ば 、 循 環 腫
瘍 細 胞 （ Ｃ Ｔ Ｃ ） を 規 定 す る 細 胞 の 集 団 は 、 癌 患 者 の 末 梢 血 液 お よ び 骨 髄 で 見 出 さ れ る 稀
な 細 胞 の タ イ プ で あ ろ う 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 本 発 明 で 記 載 し た 細 胞 調 製 物 を 介 し て 得 ら れ る が 、
当 該 分 野 で 通 常 用 い ら れ る い ず れ の プ ロ ト コ ル を 取 込 む こ と も で き る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
注 目 す る 細 胞 を 含 む 試 料 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 お よ び 精 製 の 後 、 低 い ｍ Ｒ Ｎ Ａ コ ピ ー 数 を
伴 う 極 端 に 稀 な 細 胞 事 象 の 検 出 は 、 Ｔ ７ 　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ Ｐ ） ベ ー ス の
プ レ － 増 幅 手 法 を 用 い ま た は 用 い る こ と な く 遺 伝 子 特 異 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ パ ネ ル を 介 し て 達
成 さ れ る （ 米 国 出 願 60/369,945） 。 プ レ － 増 幅 は 、 Eberwine aRNA方 法 （ Van Gelderら ,19
90） の 修 飾 法 を 用 い る 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 直 線 的 増 幅 に よ っ て 完 了 さ れ る 。 好 ま し
い 具 体 例 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （ ａ Ｒ Ｎ Ａ ） ラ イ ブ ラ リ ー プ レ 増
幅 の 創 製 の 結 果 、 フ ェ ロ 流 体 豊 富 化 循 環 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 元 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 存 在 す る 全 て
の メ ッ セ ー ジ が 少 な く と も １ ０ ０ ０ 倍 増 加 す る 。 次 い で 、 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い
て 、 注 目 す る 遺 伝 子 パ ネ ル の み を 増 幅 す る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 循 環 腫 瘍 細 胞 の よ う
な 既 知 の 稀 な 事 象 を 示 す 転 写 体 を 増 幅 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 標 的 配 列 の 数 は 、 稀 な 事 象
を 示 す い く つ か の 特 徴 と の 相 関 を 可 能 と す る の に 必 要 な ２ の よ う に 少 な く 、 ま た は 多 く す
る こ と が で き る 。 こ れ は 、 別 々 の 個 体 反 応 と し て 、 ま た は 単 一 反 応 バ イ ア ル 内 で 起 こ り 得
る 。 引 き 続 い て の 分 析 に よ り 標 的 配 列 の 少 な く と も 定 性 的 評 価 が な さ れ 、 限 定 さ れ る も の
で は な い が 、 本 発 明 者 ら が こ こ に 遺 伝 子 特 異 的 起 点 （ Ｇ Ｓ Ｐ ） ア レ イ お よ び ／ ま た は Ｇ Ｓ
Ｐ 組 － Ｒ Ｔ （ 普 遍 的 Ｐ Ｃ Ｒ ） と し て 呈 す る ２ つ の タ イ プ の 多 重 遺 伝 子 分 析 方 法 の う ち の １
つ の ご と き 方 法 で 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
普 遍 的 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー プ レ 増 幅 の 有 り ま た は 無 し に て 単 一 反 応 試 験 管 中
で 試 料 回 収 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の 多 重 遺 伝 子 分 析 を 達 成 す る 。 遺 伝 子 の １ つ の パ ネ ル の み を 一 度
に 分 析 す る の を 可 能 と す る プ レ 増 幅 は な い 。 プ レ 増 幅 は １ ０ ０ ０ ま で の 異 な る 反 応 に お け
る 単 一 試 料 を 分 析 す る 利 点 を 付 け 加 え 、 か く し て 、 遺 伝 子 の 多 く の 異 な る パ ネ ル を 異 な る
時 点 で 問 う こ と が で き る 。 他 の 方 法 を 利 用 す る こ と も で き る が 、 普 遍 的 Ｐ Ｃ Ｒ カ ク テ ル パ
ネ ル の 分 析 は 、 ア レ イ ま た は キ ャ ピ ラ リ ー ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｃ Ｇ Ｅ ） に よ っ て 達 成 さ れ る 。
従 っ て 、 該 シ ス テ ム は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ フ ォ ー マ ッ ト で 測 定 し た 場 合 に 、 １ な い
し 数 千 の 別 々 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ タ イ プ の 同 時 定 性 お よ び 定 量 測 定 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
か く し て 、 本 発 明 は 、 プ レ 浸 透 化 組 成 物 、 架 橋 後 の Ｒ Ｎ Ａ 回 収 、 表 面 に 共 有 結 合 し た オ リ
ゴ （ ｄ Ｔ ） プ ロ ー ブ で の 磁 性 マ イ ク ロ ス フ ィ ア ー 、 お よ び 小 さ な ま た は 大 き な ミ ク ロ ア レ
イ 、 キ ャ ピ ラ リ ー ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｃ Ｇ Ｅ ） 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 電 気 泳 動 お よ び 他 の 分 析 プ ラ ッ ト
フ ォ ー ム を 用 い る 包 括 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 析 の 捕 獲 お よ び 分 析 用 の 他 の 遺 伝 子 特 異 的 磁 性 ミ ク ロ ス
フ ィ ア ー － 結 合 プ ロ ー ブ を 含 め た い く つ か ま た は 全 て の 必 要 な 試 薬 を 含 む プ ロ ト コ ル お よ
び キ ッ ト に 指 向 さ れ る 前 記 単 離 お よ び プ ロ フ ァ イ リ ン グ 分 析 の 組 合 せ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
好 ま し い 具 体 例 の 詳 細 な 記 載
こ れ ま で の 議 論 で 示 さ れ た ご と く 、 癌 診 断 の よ り 包 括 的 か つ 実 践 的 形 態 は 、 細 胞 内 お よ び
細 胞 外 膜 抗 原 の 分 析 な ら び に 今 日 ま で に 相 互 に 排 除 す る プ ロ セ ス で あ っ た 同 一 細 胞 ま た は
異 な る 細 胞 集 団 に お け る 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ 含 有 量 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 含 有 量 の 分 析 を 含 ま な け れ ば な ら
な い （ US 6,365,362） 。 こ の 排 除 性 は 、 細 胞 質 生 体 分 子 を 単 離 す る 方 法 と 共 に 、 細 胞 完 全
性 を 維 持 す る 主 要 目 的 を 有 す る 、 構 造 的 細 胞 内 抗 原 を 分 析 す る プ レ － 分 析 細 胞 調 製 方 法 の
基 本 的 不 適 合 性 に よ る も の で あ っ た 。 あ る い は 、 プ レ － 分 析 細 胞 調 製 も ま た 、 可 溶 性 細 胞
内 成 分 を 放 出 す る た め の 細 胞 を ホ モ ゲ ナ イ ズ す る 主 要 目 的 を 有 す る 、 可 溶 性 細 胞 質 Ｒ Ｎ Ａ
、 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ 、 全 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び ／ ま た は 蛋 白 質 に 制 限 さ れ た 。 特 に 、 伝 統 的 な 表
現 型 特 徴 付 け は 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 等 の ご
と き 架 橋 剤 へ の 細 胞 の 曝 露 を 介 し て 達 成 さ れ る 細 胞 構 造 の 固 定 を 必 要 と し た 。 こ れ ら の 厳
し い 細 胞 固 定 条 件 は 、 同 時 に 、 望 ま し く な い 共 有 結 合 架 橋 お よ び ／ ま た は 単 離 さ れ た Ｒ Ｎ
Ａ 腫 の 断 片 化 を 引 き 起 こ す 。 同 様 の 細 胞 内 Ｄ Ｎ Ａ － 蛋 白 質 架 橋 が 最 近 報 告 さ れ て い る （ Qu
ieveynお よ び Zhitkovick, Loss of DNA-Protein Crosslinks from Formaldehyde-Exposed
 Cells Occurs Through Spontaneous Hydrolysis and an Active Repair Process Linked
 to Proteosome Function, Carcinogenesis, 21:1573-1580(2000)。 い わ ゆ る 非 － ホ ル ム
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ア ル デ ヒ ド ま た は 非 － パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 固 定 剤 （ 例 え ば 、 Cyto-ChexTM Streck Labs,
 Omaha, NE） は 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド － 尿 素 誘 導 体 ド ナ ー 化 合 物 を 含 む 細 胞 － 安 定 化 添 加 剤
で あ る 。 そ れ は 、 同 時 係 属 出 願 （ こ こ に 引 用 し て 一 体 化 さ せ る PCT/US02/26867） に 開 示 さ
れ た 出 荷 ま た は 貯 蔵 の 間 に 血 液 中 の 循 環 腫 瘍 細 胞 用 の 保 存 剤 と し て 用 い ら れ る 。 し か し な
が ら 、 本 発 明 者 ら に よ っ て 行 わ れ た 研 究 は 、 痕 跡 レ ベ ル の 遊 離 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む に
す ぎ な い Cyto-Chex T M さ え 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を ゆ っ く り と 放 出 す る よ う で あ り 、 こ れ は
細 胞 内 Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 内 蛋 白 質 に 架 橋 さ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 架 橋 は 本 明 細 書 の 方
法 に よ っ て 十 分 に 逆 行 さ せ て 、 包 括 的 な Ｒ Ｎ Ａ 分 析 を 可 能 と し た 。 従 っ て 、 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ お
よ び Ｄ Ｎ Ａ 分 析 は 、 未 固 定 新 鮮 細 胞 、 慣 用 的 に は 、 架 橋 し な い 、 ま た は そ の 架 橋 が 細 胞 か
ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 放 出 の 間 に 逆 行 さ せ る こ と が で き る 試 薬 で 保 存 さ れ る 細 胞 で 調 製 さ れ る RNAl
aterTM（ Ambion） は 商 業 的 に 入 手 可 能 な Ｒ Ｎ Ａ 安 定 化 溶 液 で あ り 、 こ れ は Ｒ Ｎ Ａ を 安 定 化
さ せ る が 、 同 一 試 料 に つ い て 免 疫 原 性 、 免 疫 化 学 ま た は イ メ ー ジ 分 析 を 可 能 と せ ず 、 血 液
で は 効 果 的 で は な い 。 PreAnalytiXは 血 液 Ｒ Ｎ Ａ 安 定 化 剤 を 供 す る が 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 単 離 の み
に 基 づ く 伝 統 的 な ホ モ ゲ ナ イ ゼ ー シ ョ ン 以 外 を 可 能 と し な い Vacutainer T M 試 験 管 中 の カ オ
ト ロ ピ ッ ク 剤 で あ る グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 溶 液 （ Ｇ Ｉ Ｔ Ｃ ） 溶 液 以 外 で は な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
一 般 に 、 固 定 さ れ た 細 胞 か ら 回 収 さ れ た ｍ RNAは 定 量 的 で は な く 、 ひ ど く 劣 化 し て い る か
、 ま た は 断 片 化 さ れ て お り 、 ほ ぼ ２ ０ ０ 塩 基 の 高 度 に 可 変 な 平 均 サ イ ズ に 対 し て １ ０ 倍 も
多 い ほ ぼ １ ７ ５ ０ 塩 基 の 平 均 サ イ ズ を 持 つ 無 傷 RNAの サ イ ズ を 低 下 さ せ 、 よ く 理 解 さ れ て
い な い 多 く の 複 雑 な 化 学 的 修 飾 を 含 む 。 し か し な が ら 、 固 定 剤 由 来 RNAの 正 味 の 効 果 は ひ
ど く 信 頼 を 危 う く す る ｍ RNA分 析 で あ る （ Current Protocols in Molecular Biology, Wil
ey, (2002))。 定 量 的 で は な く 定 性 的 で は あ る が 、 長 さ が １ ０ ０ 塩 基 対 未 満 の ア ン プ リ コ
ン の た め に 設 計 さ れ た 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ RT-PCR)分 析 と 組 合 わ せ た 退 屈 な
非 定 量 的 ｍ RNAサ ル ベ ー ジ 技 術 は 限 定 さ れ た 値 を 示 す （ US 5,346,994)。 さ ら に 、 固 定 さ れ
た 細 胞 の こ の 限 定 さ れ た RNA分 析 は 表 現 型 分 析 に 従 わ な け れ ば な ら な い 。 か く し て 、 伝 統
的 な RNA単 離 技 術 は 、 細 胞 の 構 造 を 破 壊 し 、 か つ さ ら に 細 胞 DNAお よ び RNA集 団 を 混 ぜ 合 わ
せ る こ と に よ っ て 分 析 を 複 雑 と す る 完 全 な 細 胞 溶 解 ま た は ホ モ ゲ ナ イ ゼ ー シ ョ ン を 必 要 と
す る の で 、 二 つ の プ ロ セ ス は 同 一 細 胞 試 料 に 対 し て 順 次 に 行 う こ と が で き な い （ Maniatis
ら , Molecular Cloning-A Laboratory Manual, 第 二 版 , Cold Spring Harbor Press (198
9))。 従 前 の 報 告 は 、 組 織 に お け る RNA回 収 の 方 法 を 改 良 す る 必 要 性 を 示 し て い る （ Godfre
y ら , Quantitative mRNA Expression Analysis from Formalin-Fixed, Paraffin-Embedd
ed Tissues Using 5' Nuclease Quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain
 Reaction, J. of Molecular Diagnostics, 2:84-91(2000))。 血 液 か ら の 回 収 可 能 で 定 量
的 な 高 品 質 全 長 無 傷 の 全 お よ び ｍ RNAを 安 定 化 さ せ 、 か く し て 、 包 括 的 な 分 割 を 可 能 と す
る ホ ル ム ア ル デ ヒ ド お よ び 尿 素 系 固 定 剤 の 適 用 は 本 発 明 の １ つ の 態 様 の 基 礎 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
か な り 予 期 せ ぬ こ と に 、 浸 透 化 剤 と し て 用 い る サ ポ ニ ン は 、 高 度 に 選 択 的 か つ 効 果 的 で あ
っ て 、 細 胞 内 細 胞 質 RNAお よ び 他 の 生 体 分 子 の た め の 剤 を 放 出 さ せ 、 そ れ に よ り 、 細 胞 の
溶 解 ま た は ホ モ ゲ ナ イ ゼ ー シ ョ ン の 必 要 性 を 軽 減 す る こ と が 判 明 し た 。 選 択 さ れ た RNA放
出 剤 と し て の サ ポ ニ ン の こ の 新 規 な 使 用 は 、 本 発 明 の 特 に 有 利 な 構 成 要 素 で あ る 。 サ ポ ニ
ン の ご と き 界 面 活 性 剤 は 、 伝 統 的 に は 細 胞 膜 を 浸 透 化 さ せ 、 細 胞 の 完 全 性 を 維 持 し つ つ 染
色 試 薬 の 取 り 込 み を 可 能 と す る こ と に よ っ て 、 細 胞 内 抗 原 の 発 現 を 調 べ る た め に 用 い ら れ
て き た 。 例 え ば 、 蛍 光 イ ン ・ サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ FISH)に よ る 、 ま た は 核
染 料 DAPIで の 核 中 の DNAの ご と き 細 胞 内 構 成 要 素 の 染 色 に お け る 、 あ る い は 特 異 的 標 識 抗
体 で の サ イ ト ケ ラ チ ン の 免 疫 染 色 に お け る 染 色 体 ま た は 遺 伝 子 の 分 析 は 、 非 常 に 重 要 な 役
割 を 演 じ て い る 。 細 胞 質 細 胞 内 蛋 白 質 RNAま た は DNAの 放 出 は 、 一 般 に 、 ト リ ト ン X-100の
ご と き よ り 強 い 界 面 活 性 剤 で の 細 胞 の 可 溶 化 ま た は 完 全 な 溶 解 に よ っ て な さ れ る 。 し か し
な が ら 、 サ ポ ニ ン は 以 前 に は 、 同 一 検 体 に お け る 、 RNAを 含 む 可 溶 性 細 胞 内 抗 原 の 発 現 、
お よ び 個 々 の 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 の 表 現 型 分 け の 双 方 を 調 べ る の に 用 い ら れ て き た 。 従 っ
て 、 順 次 の 表 現 型 分 析 な ら び に 同 一 細 胞 検 体 の 細 胞 質 に お け る 無 傷 RNAお よ び 可 溶 性 蛋 白
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質 の 分 析 を 可 能 と す る 方 法 が か な り 望 ま し く 、 そ れ は 本 発 明 の 主 題 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 中 で 見 出 さ れ る 全 て の 細 胞 、 特 に 標 的 化 細 胞 の 迅 速 か つ
効 果 的 な RNAプ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め の 有 利 な 方 法 、 装 置 お よ び キ ッ ト を 提 供 す る 。 本 発
明 は 、 表 現 型 お よ び 遺 伝 子 型 双 方 の 別 々 の 分 析 を 可 能 と す る 方 法 を 提 供 す る 。 表 現 型 は 、
抗 体 抗 原 蛋 白 質 お よ び 質 量 分 析 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 方 法 お よ び 同 一 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 か ら
の 無 傷 細 胞 質 RNAの 包 括 的 な 分 析 を 介 し て 問 わ れ 、 か つ プ ロ フ ァ イ ル さ れ る 。 同 一 の ゲ ノ
ム お よ び ミ ト コ ン ド リ ア DNAの 遺 伝 子 型 分 け は 、 当 業 者 が 利 用 で き る い ず れ か の 手 段 に よ
っ て 別 々 に プ ロ フ ァ イ ル す る こ と が で き る 。 ｍ RNAラ イ ブ ラ リ ー の 増 幅 と 同 様 に 、 各 ゲ ノ
ム お よ び ミ ト コ ン ド リ ア ラ イ ブ ラ リ ー を あ ら か じ め 増 幅 す る こ と が で き 、 多 数 の ア ッ セ イ
を 多 重 置 換 増 幅 （ MDA） に よ る 臨 床 的 感 度 の 喪 失 な く し て 行 う こ と を 可 能 と し 、 該 技 術 は
第 一 の 効 果 的 な 全 ゲ ノ ム 増 幅 方 法 を 可 能 と す る 。 MDAは 数 個 の 細 胞 か ら 限 定 さ れ な い DNAを
生 じ さ せ る 迅 速 な 信 頼 性 の あ る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 明 細 書 中 に 記 載 す る 発 明 は 、 細 胞 表 面 抗 原 、 細 胞 質 内 抗 原 お よ び い ず れ か の タ イ プ の RN
Aの ご と き 細 胞 表 現 型 、 お よ び 遺 伝 子 型 を 単 離 し 、 そ れ を 特 徴 付 け る の に 効 果 的 に 用 い る
こ と が で き る 。 表 現 型 お よ び 遺 伝 子 型 分 析 は 共 に 正 確 に 同 一 の 試 料 に 対 し て 順 次 に 行 う こ
と が で き る 。 例 え ば 、 細 胞 表 面 分 析 お よ び RNA収 穫 の 後 に 、 残 存 す る 無 傷 の 核 お よ び ミ ト
コ ン ド リ ア を 、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 、 RT－ PCR、 SAGE、 DD－ RT－ PCR、
マ イ ク ロ ア レ イ ｃ DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ISH、 FISH、 SNP、 全 て の RNAお よ び 全 て の
ゲ ノ ム ベ ー ス の PCR技 術 お よ び い ず れ か の 蛋 白 質 分 析 系 の ご と き 全 て の 標 準 的 RNA（ ｍ ｔ 　
RNA、 ｈ RNA） 、 DNAお よ び 蛋 白 質 ベ ー ス の 分 析 に よ っ て 下 流 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
こ の タ イ プ の 細 胞 分 析 の 多 く の 適 用 の う ち の １ つ は 、 癌 の 診 断 に お け る も の で あ る 。 多 く
の 臨 床 家 は 、 癌 は 、 そ の 初 期 の 段 階 に 封 じ 込 め た 場 合 、 器 官 、 特 異 的 病 気 で あ る と 信 じ て
い る 。 該 病 気 は 、 そ れ が 現 在 利 用 で き る 方 法 を 用 い て 最 初 に 検 出 さ れ る 時 点 ま で に 全 身 的
と な る 。 従 っ て 、 循 環 系 に お け る 腫 瘍 細 胞 の 存 在 を 示 唆 す る 証 拠 は 、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 の
マ モ グ ラ フ ィ ー ま た は 測 定 の ご と き 他 の テ ス ト と 組 合 わ せ て 置 換 え 、 ま た は 機 能 す る 最 初
の ラ イ ン 検 出 メ カ ニ ズ ム で あ ろ う 。 こ れ ら の 細 胞 に 対 す る 特 異 的 マ ー カ ー を 介 し て の 細 胞
表 現 型 （ 蛋 白 質 お よ び RNA） お よ び 表 現 型 を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 そ の よ う な 細 胞 の 器
官 起 源 、 例 え ば 、 乳 房 、 前 立 腺 、 結 腸 、 肺 、 卵 巣 、 ま た は 非 造 血 器 官 の 癌 を 容 易 に 決 定 す
る こ と が で き る 。 蛋 白 質 、 RNAお よ び ゲ ノ ム を 分 析 す る こ と が で き 、 特 に 腫 瘍 の 臨 床 的 兆
候 が 得 ら れ な い 状 況 に お い て 、 特 異 的 腫 瘍 の 存 在 な ら び に 起 源 の 器 官 を 同 定 す る こ と が 可
能 で あ ろ う 。 こ れ ら の プ ロ フ ィ ー ル は 細 胞 の 機 能 を 規 定 す る の で 、 そ れ は 、 い ず れ の ほ と
ん ど の 適 当 な 療 法 タ イ プ お よ び コ ー ス が 癌 細 胞 検 出 で 用 い ら れ る べ き か を 示 す 。 さ ら に 、
手 術 後 外 科 処 置 ま た は 他 の 成 功 し た 療 法 に 関 す る 循 環 腫 瘍 細 胞 の 検 出 可 能 な 証 拠 が な い 場
合 の モ ニ タ リ ン グ に お い て 、 さ ら な る 治 療 が 必 要 か 否 か を さ ら な る 臨 床 的 実 験 か ら 決 定 す
る こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
よ り 包 括 的 か つ 初 期 の 診 断 を 提 供 す る た め に 、 本 発 明 の １ つ の 具 体 例 は 、 細 胞 ま た は 細 胞
の 集 団 か ら 細 胞 質 生 体 分 子 を 単 離 し 、 該 細 胞 ま た は 複 数 細 胞 を 浸 透 化 化 合 物 と 接 触 さ せ 、
引 き 続 い て の 表 現 型 お よ び 形 態 学 的 分 析 の た め に 細 胞 完 全 性 を 維 持 し つ つ 、 細 胞 か ら 注 目
す る 細 胞 質 生 体 分 子 を 単 離 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 に お け る 標 的 化 さ れ 稀 な 事 象 と は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 公 知 の 稀 な 事 象 を 示 す い
ず れ か の 生 体 物 質 の 発 現 を い う 。 従 っ て 、 ホ ル モ ン 、 蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 、 レ ク チ ン 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 薬 物 、 化 学 物 質 、 （ RNAお よ び ／ ま た は DNAの ご と き ） 核 酸 分 子 、 お よ び
細 胞 、 ア ポ ト ー シ ス 体 、 細 胞 デ ブ リ ス 、 核 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 ウ ィ ル ス 、 細 菌 な ど の ご と
き 生 物 の 部 分 は 本 発 明 の 具 体 例 に 含 ま れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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流 体 試 料 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 細 胞 － 含 有 体 液 、 末 梢 血 液 、 骨 髄 、 尿 、 唾 液 、
痰 、 組 織 ホ モ ゲ ネ ー ト 、 精 液 、 お よ び ヒ ト 対 象 か ら 得 る こ と が で き る 稀 な 細 胞 の い ず れ か
の 他 の 源 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
「 細 胞 質 生 体 分 子 」 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 細 胞 の 細 胞 質 区 画 に 位 置 す る 蛋 白 質
、 ポ リ ペ プ チ ド 、 糖 蛋 白 質 、 オ リ ゴ 糖 、 脂 質 、 電 解 質 、 RNA、 DNA等 の ご と き 注 目 す る 細 胞
標 的 分 子 を 含 む 。 細 胞 を 浸 透 化 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 引 き 続 い て 細 胞 分 離 を 行 う と 、 細 胞 質
生 体 分 子 は 下 流 分 析 の た め に 上 澄 み に 存 在 す る 。 全 て の 可 溶 性 細 胞 質 生 体 分 子 、 例 え ば 、
膜 ポ ア を 横 切 る こ と が で き る 全 細 胞 質 RNAラ イ ブ ラ リ ー ま た は 標 的 構 成 要 素 を 単 離 し 、 分
析 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 焦 点 は 、 例 え ば 、 CTCに お い て 、 癌 の 診
断 お よ び 治 療 の 管 理 に お い て 注 目 す る 腫 瘍 形 成 性 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン の イ ン ジ ケ ー
タ ー と し て の 転 写 さ れ た mRNAお よ び 翻 訳 さ れ た 蛋 白 質 の 分 析 に 対 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
「 膜 生 体 分 子 」 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 外 側 細 胞 膜 、 核 膜 、 ミ ト コ ン ド リ ア お よ
び 他 の 細 胞 オ ル ガ ネ ラ 膜 を 含 め た 、 細 胞 膜 と 会 合 し た 、 ま た は 細 胞 膜 に 埋 も れ た 注 目 す る
い ず れ の 細 胞 外 、 膜 内 ま た は 細 胞 内 ド メ イ ン 分 子 も 含 む 。 本 発 明 の 浸 透 化 化 合 物 で の 浸 透
化 に 際 し 、 標 的 膜 生 体 分 子 は 、 通 常 は 膜 か ら 可 溶 化 さ れ ず ま た は 除 去 さ れ ず 、 す な わ ち 膜
生 体 分 子 は 浸 透 化 細 胞 と 会 合 し た ま ま で あ る 。 膜 生 体 分 子 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が
、 外 側 膜 の 外 部 ま た は 細 胞 外 表 面 に 露 出 し た も の 、 な ら び に 外 側 膜 の 内 部 表 面 に 存 在 す る
も の 、 お よ び 核 ミ ト コ ン ド リ ア お よ び 全 て の 他 の 細 胞 内 オ ル ガ ネ ラ 膜 と 会 合 し た 蛋 白 質 を
含 め た 、 細 胞 膜 に 会 合 し た 蛋 白 質 、 糖 蛋 白 質 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 核 酸 お よ び そ の 組 合 せ を
含 む 。 ま た 、 膜 生 体 分 子 は 細 胞 骨 格 蛋 白 質 も 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
「 表 現 型 」 ま た は 「 表 現 型 分 け 」 と は 、 細 胞 の 生 命 お よ び 死 滅 の 全 て の 態 様 を 構 築 し 、 そ
れ を 制 御 す る た め の 内 部 に 暗 号 化 さ れ た 遺 伝 可 能 な 指 令 を 貯 蔵 す る DNAの ご と き 細 胞 内 遺
伝 子 物 質 を 同 定 す る プ ロ セ ス を い う 。 「 表 現 型 」 ま た は 「 表 現 型 分 け 」 は 、 観 察 可 能 な 外
向 き 構 造 エ レ メ ン ト お よ び そ の 生 産 に 基 づ い て 細 胞 を 分 類 す る こ と と 定 義 さ れ る （ す な わ
ち 、 中 間 的 RNAを 含 む ） 。 こ れ ら は 、 ト ポ ロ ジ ー 、 形 態 学 お よ び 他 の 表 面 特 性 を 含 み 、 そ
の 全 て は 、 本 発 明 の 方 法 に 取 込 ま れ る 内 部 に 暗 号 化 さ れ た 遺 伝 子 型 情 報 に 由 来 す る 。 対 照
的 に 、 細 胞 の 構 造 お よ び 完 全 性 は 、 少 な く と も 、 通 常 は 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 処 理 の 間 の 全
て の 細 胞 構 造 の 崩 壊 お よ び ／ ま た は 機 械 的 な 細 胞 ホ モ ゲ ナ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 NP-40
の 存 在 下 に お け る 核 お よ び ミ ト コ ン ド リ ア を 除 く 全 て の 細 胞 構 造 の 完 全 な 溶 解 を 含 む 慣 用
的 RNA単 離 技 術 の 間 に 維 持 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
細 胞 構 造 を 参 照 す る 形 態 学 的 ま た は 形 態 学 は 、 組 織 化 学 試 薬 で の 染 色 ま た は 抗 体 の ご と き
検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 可 能 と す る 細 胞 内 も し く は 表 面 の マ
ー カ ー ま た は エ ピ ト ー プ を 含 め た 、 細 胞 お よ び 核 の ト ポ ロ ジ ー お よ び 表 面 特 徴 に 関 し て 、
慣 用 的 に 規 定 し て 用 い ら れ る 。 加 え て 、 形 態 学 は ： 核 内 の ク ロ マ チ ン 分 布 の 定 量 的 測 定 と
定 義 さ れ る 「 モ ル フ ォ メ ト リ ー 」 の 全 分 野 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
用 語 ゲ ノ ミ ッ ク お よ び プ ロ テ オ ミ ッ ク は 、 慣 用 的 に 定 義 さ れ る ご と く 用 い ら れ る 。 「 機 能
的 」 は 、 よ り 広 く ゲ ノ ミ ッ ク お よ び プ ロ テ オ ミ ッ ク 双 方 を 含 む 「 機 能 的 セ ロ ミ ッ ク 」 、 な
ら び に 限 定 さ れ る も の で は な い が 炭 水 化 物 に つ い て の 「 グ ル コ ノ ミ ッ ク 」 お よ び 細 胞 脂 質
に つ い て の 「 リ ポ ド ミ ッ ク 」 を 含 め た 他 の 標 的 カ テ ゴ リ ー の ご と き 、 細 胞 の 経 験 的 に 検 出
可 能 な 生 物 学 的 特 徴 ま た は 特 性 に つ い て の 形 容 詞 と し て 本 明 細 書 中 で は 用 い ら れ る 。 得 ら
れ た 細 胞 特 徴 は 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 か ら の 正 常 細 胞 の 区 別 を 可 能 と す る プ ロ フ ィ ー ル を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
「 接 触 さ せ る 」 は 、 化 合 物 ま た は 試 薬 を 細 胞 に 直 接 的 に ま た は 間 接 的 に 物 理 的 に 近 接 さ せ
る こ と を い う 。 細 胞 お よ び ／ ま た は 化 合 物 は い ず れ か の 数 の 緩 衝 液 、 塩 、 溶 液 な ど に 存 在
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す る こ と が で き る 。 接 触 さ せ る は 、 例 え ば 、 試 薬 溶 液 を 、 細 胞 と 接 触 さ せ る た め に 、 試 験
管 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 マ イ ク ロ ア レ イ 、 細 胞 培 養 フ ラ ス コ 等 に 入 れ る こ と を 含
む 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト お よ び マ イ ク ロ ア レ イ 様 式 は 、 さ ら に 、 限 定 さ れ る も の で
は な い が 、 核 酸 お よ び 蛋 白 質 を 含 め た 多 数 の 細 胞 標 的 化 合 物 ま た は 構 成 要 素 を 同 時 に 分 析
す る た め の 多 重 ア ッ セ イ を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
「 浸 透 化 化 合 物 、 試 薬 ま た は 組 成 物 」 は 、 引 き 続 い て の 表 現 型 分 析 を 浸 透 化 細 胞 で 行 う こ
と が で き る よ う に 十 分 な 膜 、 細 胞 質 お よ び 核 構 造 を 維 持 し つ つ 、 脂 質 － コ レ ス テ ロ ー ル 二
層 を 含 む 、 細 胞 膜 中 に 小 さ な ポ ア を 形 成 す る い ず れ の 試 薬 も 意 味 す る 。 例 え ば 、 サ ポ ニ ン
は 、 細 胞 膜 構 成 要 素 と 複 合 体 化 し 、 そ れ に よ り 、 細 胞 壁 ま た は 膜 中 に 約 ８ ｎ ｍ サ イ ズ の 多
数 の 膜 貫 通 ポ ア を 形 成 し 、 か く し て 、 酵 素 、 蛋 白 質 、 糖 蛋 白 質 、 グ ロ ブ リ ン 、 電 解 質 等 の
ご と き 小 さ な 可 溶 性 サ イ ト ゾ ル 構 成 要 素 の 外 向 き 拡 散 、 お よ び 電 解 質 の ご と き 細 胞 外 試 薬
成 分 と も 内 部 平 衡 化 を 可 能 と す る 公 知 の 「 ポ ア － 形 成 性 」 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
「 免 疫 磁 性 ビ ー ズ 」 は 、 細 胞 上 の 表 面 マ ー カ ー ま た は エ ピ ト ー プ に 対 す る 実 質 的 に 選 択 的
な 親 和 性 を 持 つ 共 有 結 合 し た 結 合 試 薬 （ 例 え ば 、 抗 体 ） を 有 し 、 そ れ に よ り 、 高 勾 配 磁 気
分 離 シ ス テ ム （ AGMS） で 生 じ た ご と き 磁 場 に 曝 露 さ れ た 場 合 に 、 磁 気 的 に 標 識 さ れ た 細 胞
の 選 択 的 捕 獲 を 達 成 す る 磁 気 的 に 標 識 さ れ た ナ ノ 粒 子 ま た は ミ ク ロ 粒 子 で あ る 。 方 法 、 試
薬 お よ び 装 置 に 対 し て 本 明 細 書 中 で 用 い る 他 の 用 語 は 慣 用 的 に 定 義 さ れ た も の で あ り 、 当
業 者 に 公 知 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
起 源 の 組 織 、 診 断 、 予 後 、 治 療 標 的 特 徴 付 け お よ び モ ニ タ リ ン グ を 同 定 す る た め の 好 ま し
い 遺 伝 子 発 現 標 的 （ mRNAお よ び 蛋 白 質 ） は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 マ ノ グ ロ ビ ン １
（ MGB1)、 マ ノ グ ロ ビ ン ２ （ MGB2） 、 プ ロ ラ ク チ ン 誘 導 性 蛋 白 質 （ PIP） 、 カ ル シ ノ 胚 抗 原
（ CEA） 、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 （ PSA） 、 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 （ PSMA） 、 腺 カ リ ク レ イ ン ２ （
hK2） 、 ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 （ AR） 、 プ ロ ス タ シ ン 、 へ ス ピ ン （ HPN） 、 DD3、 Her-2/Neu、
BCL2、 表 皮 成 長 因 子 受 容 体 （ EGFR） 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ － タ イ プ 受 容 体 （ HER2） 、 チ ミ ジ
ル 酸 シ ン テ タ ー ゼ （ TS） 、 血 管 内 皮 成 長 因 子 （ VEGF） 、 膵 臓 ム チ ン （ Muc1） 、 グ ア ニ リ ル
シ ク ラ ー ゼ ｃ （ GC-C） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ キ ナ ー ゼ （ PIK3CG） 、 プ ロ テ イ ン
キ ナ ー ゼ Ｂ ガ ン マ （ AKT） 、 切 除 修 復 蛋 白 質 （ ERCC1） 、 ア ル フ ァ － １ グ ロ ビ ン （ F6） 、 マ
ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 性 サ イ ト カ イ ン － １ （ G6） 、 ジ ヒ ド ロ ピ リ ミ ジ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ DP
YD)、 イ ン ス リ ン 成 長 因 子 受 容 体 （ IGF2） 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 ア ル フ ァ お よ び ベ ー タ （ E
R） 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 （ PR)、 ア ロ マ タ ー ゼ （ cyp19） 、 テ コ メ ラ ー ゼ （ TERT） 、 一
般 的 上 皮 組 織 特 異 的 遺 伝 子 、 サ イ ト ケ ラ チ ン １ ９ （ CK19） 、 サ イ ト ケ ラ チ ン ５ （ CK5） 、
サ イ ト ケ ラ チ ン ８ （ CK8） 、 サ イ ト ケ ラ チ ン １ ０ （ CK10） 、 サ イ ト ケ ラ チ ン ２ ０ （ CK20）
、 上 皮 細 胞 接 着 因 子 （ EpCAM） 、 ム チ ン １ を 含 め た ム チ ン （ MUC1） 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、
ウ ロ キ ナ ー ゼ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー （ Upa） 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン
ア ク チ ベ ー タ ー 受 容 体 （ Upar） 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ （ MMP)、 一 般 的 白 血
球 細 胞 特 異 的 mRNA、 ア ル フ ァ － １ － グ ロ ビ ン 、 CD16、 CD45お よ び CD31の ご と き マ ー カ ー を
発 現 す る 感 受 性 ま た は 抵 抗 性 遺 伝 子 を 検 出 し モ ニ タ リ ン グ す る 目 的 で 、 乳 房 、 前 立 腺 、 肺
、 結 腸 、 卵 巣 、 腎 臓 、 膀 胱 の 癌 に 由 来 す る 細 胞 を 含 む 。 こ の リ ス ト は 、 種 々 の 起 源 、 タ イ
プ お よ び 病 気 か ら の 細 胞 を 区 別 す る た め に 組 立 て る こ と が で き る mRNA－ 特 異 的 遺 伝 子 の ア
レ イ の 一 般 的 多 様 性 を 説 明 す る こ と を 意 図 し 、 包 括 的 で あ る こ と を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
安 定 化 、 放 出 お よ び 回 収
（ そ の 双 方 を こ こ に 引 用 し て 一 体 化 さ せ る ） 共 通 に 譲 渡 さ れ た 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ６ ５ ， ３
６ ２ 号 お よ び 米 国 特 許 出 願 シ リ ア ル 番 号 １ ０ ／ ０ ７ ９ ， ９ ３ ９ の 以 前 に 開 示 さ れ た 発 明 の
方 法 を 用 い 、 少 な く と も ２ ， ５ ０ ０ な い し 約 １ ０ ， ０ ０ ０ 倍 の 程 度 ま で 、 白 血 球 に 対 し て
循 環 上 皮 細 胞 を 豊 富 化 さ せ る こ と が で き る 。 血 液 中 の 循 環 上 皮 細 胞 の 免 疫 磁 気 選 択 に 続 い
て 、 本 発 明 で 具 体 化 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 分 析 を 行 う 。 該 豊 富 化 は 、 本 発 明 の 具 体 例 で 用 い
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ら れ る 細 胞 の 特 異 的 集 団 を 選 択 す る た め の 当 該 分 野 で 知 ら れ た 多 く の 方 法 の う ち の １ つ の
例 に す ぎ な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
こ れ ら の 細 胞 か ら 無 傷 の 細 胞 質 全 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｎ Ｒ Ｎ Ａ を 放 出 し 、 そ れ に よ り 、 そ れ ら を
単 離 し 、 精 製 す る 方 法 は 、 予 期 せ ぬ こ と に 、 か つ 驚 く べ き こ と に 、 染 色 お よ び 免 疫 染 色 に
先 立 っ て 、 細 胞 の サ ポ ニ ン で の 慣 用 的 浸 透 化 の 間 に 見 出 さ れ 、 そ れ に よ り 、 正 確 に 同 一 の
細 胞 、 細 胞 の 集 団 ま た は 検 体 に つ い て の 細 胞 質 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 細 胞 内 抗 原 表 現 型 分 け お よ び
Ｄ Ｎ Ａ 遺 伝 子 型 分 け 双 方 の 順 序 ま た は 並 行 し た 分 析 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
浸 透 化 は 、 ３ つ の タ イ プ の 一 般 的 界 面 活 性 剤 ま た は 洗 剤 ： サ ポ ニ ン の よ う な ポ ア 形 成 試 薬
ま た は Ｑ Ｓ － ２ １ の ご と き サ ポ ニ ン 、 エ ス シ ン 、 ジ ギ チ オ ニ ン 、 カ ル デ ノ ラ イ ド な ど の う
ち の １ つ を 用 い て こ の 基 準 下 で 達 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 剤 の 全 て は 、 膜 の 多 孔 度
を 増 加 さ せ 、 小 さ な 可 溶 性 細 胞 内 構 成 要 素 を 放 出 す る 。 も う １ つ の 群 の 剤 は 界 面 活 性 剤 で
あ る 。 こ れ ら の 剤 は 、 溶 解 な く し て 膜 に 浸 透 す る た め の 比 較 的 高 い 親 水 性 － 親 油 性 バ ラ ン
ス を 有 す る 。 よ り 低 い 親 水 性 － 親 油 性 バ ラ ン ス を 持 つ た の よ り 溶 解 性 の 界 面 活 性 剤 は 、 Ｒ
Ｎ Ａ を 放 出 す る で あ ろ う が 、 膜 を 可 溶 化 さ せ る 傾 向 が あ る 。 こ れ ら は 、 限 定 さ れ る も の で
は な い が 、 （ 商 業 的 に は Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 、 ４ ０ ま た は ８ ０ と し て 知 ら れ た ） ポ リ オ キ シ エ
チ レ ン ソ ル ビ タ ン 、 ノ ニ ル フ ェ ノ キ シ ポ リ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル （ Ｎ Ｐ － ４ ０ ） な ど 、 ｔ －
オ ク チ ル フ ェ ノ キ シ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル ま た は Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
細 胞 質 Ｒ Ｎ Ａ （ お よ び ｍ ｔ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｈ ｎ Ｒ Ｎ Ａ の ご と き 他 の Ｒ Ｎ Ａ ） 、 細 胞 表 面 な ら
び に 可 溶 性 細 胞 内 抗 原 、 ミ ト コ ン ド リ ア の ご と き 細 胞 オ ル ガ ネ ア お よ び 残 り の 指 標 化 核 の
引 き 続 い て の 分 析 は す べ て 標 準 的 な Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び 蛋 白 質 ベ ー ス の 分 析 術 に よ っ て
下 流 分 析 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 全 て の タ イ プ の プ ロ フ ィ ー ル 分 析 用 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、
Ｒ Ｎ Ａ お よ び 蛋 白 質 マ イ ク ロ ア レ イ 、 質 量 分 析 、 蛍 光 イ ン ・ サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 形 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） 、 Ｐ Ｃ Ｒ の ご と き す べ て ゲ ノ ム ベ ー
ス の 増 幅 技 術 、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 分 析 、 制 限 断 片 長 多 形 （ Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ 、 Ａ Ｌ Ｆ Ｐ ） 、 Ｓ Ａ
Ｇ Ｅ 、 Ｄ Ｄ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
そ の よ う な 分 析 は 、 各 々 に つ い て の 少 な く と も １ な い し １ ０ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 お よ び い ず れ か
の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 タ イ プ に つ い て 行 う こ と が で き る が 、 好 ま し く は 、 臨 床 的 設 定 に お い て 病 気
状 態 の イ ン ジ ケ ー タ ー と し て の 細 胞 翻 訳 ま た は 転 写 プ ロ フ ィ ー ル に お い て 微 妙 な 改 変 の 検
出 を 可 能 と す る 数 千 な い し 数 百 万 ま で の コ ピ ー の 標 的 に つ い て 行 う こ と が で き る 。 蛋 白 質
、 糖 蛋 白 質 、 リ ポ 蛋 白 質 、 オ リ ゴ グ リ コ シ ド な ど の ご と き 放 出 可 能 な お よ び 放 出 可 能 で な
い 細 胞 構 成 要 素 の 他 の 機 能 的 細 胞 プ ロ フ ィ ー ル は 、 同 様 に 、 慣 用 的 な マ イ ク ロ ア レ イ 、 Ｈ
Ｐ Ｌ Ｃ 、 抗 分 解 の ２ Ｄ 電 気 泳 動 法 を 含 め た 電 気 泳 動 法 、 ま た は 抗 体 ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ ン
グ に よ り ２ つ の 画 分 を 分 析 す る こ と に よ っ て 生 じ さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 の 浸 透 化 化 合 物 は 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 容 易 に 水 に 分 散 し て 、 球 状 ミ セ ル を
形 成 す る 脂 肪 酸 お よ び １ 以 上 の 炭 水 化 物 に 連 結 し た コ レ ス テ ロ ー ル － 様 ア グ リ コ ン ま た は
ゲ ニ ン （ い ず れ の 炭 水 化 物 部 位 も 保 有 し な い ト リ テ ル ペ ン ま た は ス テ ロ イ ド ） か ら 構 築 さ
れ た ク ラ ス の 天 然 産 物 で あ る サ ポ ニ ン 、 ポ ア 形 成 に お け る 活 性 種 を 含 む 。 こ れ ら の お よ び
他 の 前 記 命 名 の 適 当 な ポ ア 形 成 剤 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン （ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 、 ４
０ ま た は ８ ０ と し て 商 業 的 に 公 知 ） 、 ノ ニ ル フ ェ ノ キ シ ポ リ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル （ Ｎ Ｐ －
４ ０ ） 、 お よ び ｔ － オ ク チ ル フ ェ ノ キ シ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル は 、 細 胞 構 成 要 素 の 望 ま し く
な い 可 溶 化 お よ び 膜 溶 解 を 最 小 化 さ せ る に は 、 十 分 に 低 い 濃 度 で 用 い な け れ ば な ら な い 高
Ｈ Ｌ Ｂ （ 親 水 性 － 親 油 性 バ ラ ン ス ） を 有 す る 。 浸 透 化 化 合 物 の 濃 度 範 囲 は 、 約 １ ０ ％ サ ポ
ニ ゲ ン を 含 む サ ポ ニ ン を 用 い る 場 合 、 約 ０ ． ０ １ な い し ０ ． ５ ％ （ ｗ ／ ｖ ） で あ る 。 好 ま
し い 浸 透 化 化 合 物 は サ ポ ニ ン で あ る （ Sigmaカ タ ロ グ 番 号 Ｓ － ７ ９ ０ ０ ） 。 例 え ば 、 サ ポ
ニ ゲ ン と し て 約 ２ ０ な い し ２ ５ ％ 純 度 の サ ポ ニ ン （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 　 Ｓ － ４ ５ ２ １ ） お よ び Ａ
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ｑ ｕ ｉ ｌ ａ 　 Ｂ ｉ ｏ ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｅ ｕ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ ｓ ， Ｆ ｒ ａ ｍ ｉ ｎ ｇ ｈ ａ ｍ ， Ｍ Ａ か ら
入 手 可 能 な 約 ９ ９ ％ 純 度 の 高 度 に 精 製 さ れ た サ ポ ニ ン Ｑ Ｓ － ２ １ の ご と き 、 他 の 源 か ら の
よ り 高 い 純 度 の サ ポ ニ ン を 用 い る こ と も で き る 。 他 の 使 用 可 能 な 化 合 物 は 、 と も に セ イ ヨ
ウ ト チ ノ キ に 由 来 す る ア ル フ ァ － エ ス シ ン お よ び ベ ー タ ー エ ス シ ン （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 　 Ｅ － １
３ ７ ８ ） 浸 透 化 化 合 物 は 、 例 え ば 、 ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ｌ ｉ ｎ ３ ０ ０ （ Ｒ ｏ ｈ ｍ
＆ Ｈ ａ ａ ｓ ， Ｐ ｈ ｉ ｌ ａ ｄ ｅ ｌ ｐ ｈ ｉ ａ ， Ｐ Ａ な ど ） の ご と き 抗 微 生 物 剤 も 含 む 、 リ ン 酸
緩 衝 化 溶 液 の ご と き 組 成 物 中 に 存 在 さ せ る こ と が で き る 。 も う １ つ の 好 ま し い 浸 透 化 剤 は
、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ Ｔ Ｍ で あ り 、 こ れ は 、 そ れ 自 体 が 細 胞 質 Ｒ Ｎ Ａ の 約 ５ ０ ％ （ 細 胞
中 の 全 Ｒ Ｎ Ａ の ８ ５ ％ ） を 放 出 し 、 核 ま た は ミ ト コ ン ド リ ア ヌ ク レ オ チ ド 当 量 に 対 し て 影
響 し な い 。 固 定 さ れ た 細 胞 に お け る 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 全 Ｄ Ｎ Ａ の 残 り の ５ ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、
プ ロ テ ア ー ゼ 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ス カ ベ ン ジ ン グ 剤 、 を 含 む 放 出 性 カ ク テ ル で 放 出 さ せ る
こ と が で き 、 そ の 組 成 物 は 、 本 発 明 の １ つ の 具 体 例 を 構 成 す る 。 個 々 の カ ク テ ル 構 成 要 素
の 正 確 な 作 用 態 様 は 知 ら れ て い な い が 、 Ｓ Ｄ Ｓ は 、 構 造 的 細 胞 内 蛋 白 質 に 架 橋 し た 細 胞 内
Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ を 可 溶 化 し 、 そ れ に よ り 、 よ り 効 果 的 な 蛋 白 質 分 解 お よ び ホ ル ム ア ル
で ヒ ド 架 橋 核 酸 の 放 出 を 可 能 と す る よ う に 働 く と 考 え ら れ る 。 限 定 さ れ る も の で は な い が
、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ン 、 ヒ ド ラ ジ ン 、 ア セ ド ヒ ド ラ シ ド お よ び
他 の ヒ ド ラ シ ド な ど ま た は ヒ ド ラ ジ ン 誘 導 体 、 ト リ ス の ご と き ア ミ ン に よ っ て 例 示 さ れ る
新 規 な ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ス カ ベ ン ジ ン グ 試 薬 は 、 放 出 さ れ る 核 酸 の 量 お よ び 「 質 」 を 増 加
さ せ る こ と が 判 明 し 、 こ こ に 、 質 は 増 大 し た 増 幅 速 度 お よ び 収 率 に よ っ て 測 定 さ れ る 。 Im
munipermお よ び 放 出 性 カ ク テ ル で 放 出 さ れ た ２ つ の 画 分 は 、 個 々 に 分 析 す る こ と が で き る
か 、 あ る い は 分 析 に 先 立 っ て プ ー ル す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
従 っ て 、 細 胞 ヌ ク レ オ チ ド を 放 出 す る こ と が で き る 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ス カ ベ ン ジ ャ ー が
添 加 さ れ た ま た は 添 加 さ れ て い な い い ず れ の 界 面 活 性 剤 ま た は プ ロ テ ア ー ゼ （ ま た は そ の
組 合 わ せ ） も 、 同 時 分 析 の た め の 必 要 な 形 態 を 保 存 し 、 維 持 し 、 こ れ は 本 発 明 の 範 囲 内 に
含 ま れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
か な り 細 胞 RNAを 断 片 化 す る 傾 向 が あ る 現 在 の 細 胞 固 定 お よ び RNAサ ル ベ ー ジ プ ロ ト コ ル と
は 異 な り 、 本 発 明 は 、 細 胞 の 完 全 性 を 維 持 し つ つ 、 細 胞 膜 に 浸 透 す る サ ポ ニ ン の ご と き 浸
透 化 剤 で 処 理 し た 細 胞 か ら の 無 傷 の 細 胞 質 全 RNAお よ び mRNAの ９ ０ ％ を 超 え て の 抽 出 お よ
び 単 離 を 可 能 と す る 。 mRNA単 離 は 、 免 疫 磁 気 細 胞 豊 富 化 お よ び 免 疫 蛍 光 細 胞 標 識 手 法 に も
適 合 す る 。 T7、 SP6ま た は T3プ ロ モ ー タ ー 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 マ イ ク ロ ア レ イ お よ
び Cell Spotter R （ 共 に Immunicon Corp, PAに よ っ て 製 造 さ れ た ） ま た は CellTracksシ ス
テ ム を 使 用 す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー ベ ー ス の 直 線 的 増 幅 方 法 の よ う な 細 胞 分 析
指 針 に よ っ て 同 定 さ れ 特 徴 付 け ら れ た 細 胞 の 包 括 的 RNA発 現 プ ロ フ ィ ー ル 分 析 を 用 い て 、
発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 直 接 的 に 有 効 化 し 、 そ れ を 補 い 、 そ れ を 拡 大 し 、 な ら び に そ れ か ら 得
ら れ た 情 報 を 増 強 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
特 定 の 固 定 剤 に 限 定 す る つ も り は な い が 、 浸 透 化 細 胞 を 架 橋 剤 で 処 理 し て 、 前 記 し た ご と
く 、 形 態 、 お よ び 抗 原 、 ヌ ク レ オ チ ド の 完 全 性 を 維 持 す る 。 Cyto-Chex T M 、 StabilCyte T M

お よ び TRANSfix T M は 、 血 液 検 体 中 の 血 液 細 胞 を 長 時 間 安 定 化 さ せ る に お い て 有 用 性 を 示 し
て い る ３ つ の 商 業 的 に 入 手 可 能 な 安 定 化 剤 の 例 で あ る 。 こ れ ら の 安 定 化 剤 は 、 （ 主 に 、 収
縮 を 最 小 化 す る こ と に よ っ て ） 細 胞 の サ イ ズ を 維 持 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 主
と し て 測 定 さ れ る ご と く 細 胞 表 面 の 抗 原 を 保 持 す る よ う に 最 適 化 さ れ る 。 意 図 さ れ た 適 用
は 、 一 般 に 、 直 接 的 分 析 を 含 み 、 試 料 の 広 範 な 操 作 ま た は 特 定 の 細 胞 集 団 の 豊 富 化 を 必 要
と し な い 。 対 照 的 に 、 本 発 明 で 単 離 さ れ 検 出 さ れ た 循 環 腫 瘍 細 胞 、 ま た は 他 の 稀 な 標 的 細
胞 は 、 非 常 に 低 い 頻 度 で 存 在 す る 病 理 学 的 に 異 常 な ま た は 稀 な 細 胞 と 定 義 さ れ 、 か く し て
、 検 出 に 先 立 っ て 実 質 的 に 豊 富 化 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
Cyto-Chex T M 安 定 化 剤 は 細 胞 安 定 化 剤 と し て 、 お よ び 、 本 発 明 の 適 用 で 証 明 さ れ た ご と く
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、 細 胞 内 蛋 白 質 と で マ ク ロ 分 子 複 合 体 の 形 成 を も た ら す 細 胞 内 RNAの ア ル デ ヒ ド 放 出 性 固
定 剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 者 ら は 、 予 期 せ ぬ こ と に 、 好 ま し く は Cytochex T M

の ご と き ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ド ナ ー で の 固 定 化 は 、 引 き 続 い て の 試 料 プ ロ セ ッ シ ン グ の 間 に
RNAを 保 持 し 、 そ れ を 保 護 す る の に 必 須 で あ る こ と 、 お よ び 十 分 に 機 能 的 な RNAの 全 部 の ま
た は 最 適 な 放 出 は 前 記 し た 放 出 カ ク テ ル と 組 合 わ せ て サ ポ ニ ン を 必 要 と す る こ と を 見 出 し
た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
理 想 的 な 「 安 定 化 剤 」 ま た は 「 保 存 剤 」 （ 本 明 細 書 に お い て は 、 相 互 交 換 的 に 用 い る ） は
、 い ず れ に せ よ 、 標 的 細 胞 の 単 離 、 検 出 お よ び 計 数 、 お よ び 非 標 的 細 胞 か ら の そ の 区 別 を
妨 げ る 、 生 物 学 的 検 体 中 に お け る 干 渉 性 凝 集 体 お よ び ／ ま た は 細 胞 デ ブ リ ス の 形 成 を 最 小
化 し つ つ 、 生 物 学 的 検 体 に 存 在 す る 注 目 す る 標 的 細 胞 を 迅 速 に 保 存 す る こ と が で き る 組 成
物 と 定 義 さ れ る 。 換 言 す れ ば 、 抗 凝 固 剤 と 組 合 わ せ た 場 合 、 安 定 化 剤 は 抗 凝 固 剤 の 性 能 に
悪 影 響 す べ き で な い 。 逆 に 、 抗 凝 固 剤 は 安 定 化 剤 の 性 能 に 干 渉 す べ き で な い 。 加 え て 、 開
示 さ れ た 安 定 化 剤 は 固 定 と い う 第 ３ の 機 能 も 果 た し 、 そ れ に よ り 、 浸 透 化 細 胞 を 安 定 化 さ
せ 、 こ こ に 、 表 現 「 浸 透 化 さ れ た 」 ま た は 「 浸 透 化 」 お よ び 「 固 定 す る 」 、 「 固 定 さ れ た
」 ま た は 「 固 定 」 は 細 胞 生 物 学 に お い て 慣 用 的 に 定 義 さ れ て い る 通 り に 用 い ら れ る 。 本 明
細 書 中 に お け る 安 定 化 剤 の 記 載 は 、 細 胞 生 物 学 に お け る 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か な 適 当 な 濃
度 ま た は 量 に て こ ら れ の 剤 を 用 い る こ と を 意 味 し 、 こ こ に 、 該 濃 度 ま た は 量 は 損 傷 を 引 き
起 こ す こ と な く 標 的 細 胞 を 安 定 化 す る の に 効 果 的 な も の で あ る 。 稀 な 細 胞 を 保 存 す る 目 的
で の 本 発 明 の 組 成 物 、 方 法 お よ び 装 置 を 用 い る 者 は 、 そ れ ら を こ れ ら の 同 一 稀 な 細 胞 を 損
傷 さ せ ま た は 破 壊 す る よ う に は 用 い ず 、 従 っ て 、 適 当 な 濃 度 ま た は 量 を 固 有 に 選 択 す る で
あ ろ う 。 例 え ば 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ド ナ ー で あ る イ ミ ダ ゾ リ ジ ニ ル 尿 素 は 、 当 該 検 体 の 容
量 の ０ ． １ な い し １ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は ０ ． ５ な い し ５ ％ 、 最 も 好 ま し く は 約 １ な い し
３ ％ の 好 ま し い 濃 度 に て 効 果 的 で あ る こ と が 判 明 し て い る 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の ご
と き さ ら な る 剤 も ま た 、 約 ０ ． １ ％ な い し ５ ％ の 好 ま し い 濃 度 で 添 加 し た 場 合 に 、 細 胞 を
安 定 化 さ せ る に お い て 効 果 的 で あ る と 判 明 し て い る 。 PCT/US02/26867に そ の よ う な 剤 の 使
用 が 記 載 さ れ て お り 、 こ こ に 引 用 し て 一 体 化 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の 驚 く べ き 態 様 は 、 マ ク ロ 分 子 複 合 体 の 一 部 と し て の 細 胞 内 RNAは 増 幅 可 能 に 、 か
つ ほ と ん ど 定 量 的 な 収 率 に て 、 細 胞 安 定 化 剤 お よ び 固 定 剤 で 既 に 処 理 し た 細 胞 か ら 回 収 す
る こ と が で き る 。 架 橋 さ れ た RNAの 十 分 な 放 出 は 、 溶 解 性 洗 剤 お よ び ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ス
カ ベ ン ジ ャ ー の 存 在 下 で 酵 素 消 化 と 組 合 わ せ た サ ポ ニ ン を 必 要 と す る 。 例 え ば 、 Cyto-Che
x T M 処 理 細 胞 の プ ロ テ イ ナ ー ゼ K、 V8プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 消 化 の 結 果 、 完 全 な
回 収 、 ま た は 全 長 の 包 括 的 に 分 析 可 能 な RNAが 得 ら れ る 。 本 発 明 で 開 示 し た ホ ル ム ア ル デ
ヒ ド ス カ ベ ン ジ ャ ー の 存 在 は 、 さ ら に RNA回 収 を 改 良 す る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 の 具 体 例 に お い て 、 循 環 癌 細 胞 ま た は 胎 児 細 胞 の ご と き 標 的 細 胞 は 、 他 の 非 標 的 細
胞 か ら そ れ を 効 果 的 に 単 離 し 、 そ れ ら の 核 酸 を 精 製 し 、 次 い で 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 の た
め に 注 目 す る 標 的 （ 類 ） を 増 幅 す る こ と に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
か く し て 、 細 胞 質 生 体 分 子 の 単 離 は 、 ま ず 、 遠 心 ま た は 免 疫 磁 気 ビ ー ズ 豊 富 化 を 介 し て 浸
透 化 化 合 物 か ら 浸 透 化 さ れ た 細 胞 を 分 離 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 次 い で 、 細 胞 質 生
体 分 子 は 上 澄 み に 存 在 す る 。 細 胞 質 生 体 分 子 の 単 離 は 、 磁 性 ビ ー ズ で 捕 獲 す る こ と に よ っ
て 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 も し 細 胞 質 生 体 分 子 が ｍ RNAで あ れ ば 、 磁 性 ビ ー ズ ま
た は 非 磁 性 支 持 体 に 付 着 さ せ た オ リ ゴ （ ｄ T） を 用 い て 、 遠 心 と 共 に 、 ま た は そ れ な く し
て 、 細 胞 か ら ｍ RNAを 捕 獲 し 、 そ れ に よ り 、 分 離 す る こ と が で き る 。 も し 細 胞 質 生 体 分 子
が 蛋 白 質 で あ れ ば 、 特 定 の 蛋 白 質 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 を 用 い る こ と が で き 、 こ こ
に 、 該 抗 体 は 磁 性 ビ ー ズ ま た は 非 磁 性 支 持 体 に 付 着 さ せ る こ と が で き る 。 標 準 蛋 白 質 お よ
び RNA化 学 抽 出 、 電 気 泳 動 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 免 疫 分 離 お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー 技 術 の
ご と き 他 の 分 離 技 術 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 細 胞 お よ び 生 体 分 子 を 分 離 す る た め の
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免 疫 磁 気 豊 富 化 試 薬 お よ び デ バ イ ス は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Immunicon　 Corp.（
Huntingdion Valley, Pa)、 Dynal (New Hyde Park, NY お よ び Miltenyi Biotech Inc.(Au
purn, CA)を 含 め た い く つ か の 製 造 業 者 か ら 入 手 で き る 。 該 細 胞 は 細 菌 細 胞 の ご と き 原 核
生 物 、 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 の ご と き 真 核 生 物 と す る こ と が で き 、 そ れ ら は ヒ ト 起 源 が 最 も
好 ま し い 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 細 胞 は カ ル シ ノ ー マ ま た は 腫 瘍 細 胞 で あ る 。 好 ま し
い 注 目 す る カ ル シ ノ ー マ は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 乳 房 、 前 立 腺 、 肺 、 結 腸 、 お よ
び 卵 巣 組 織 に 由 来 し 、 例 え ば 、 血 液 お よ び 骨 髄 中 の 循 環 腫 瘍 細 胞 と し て 、 組 織 片 ま た は 体
液 中 に 見 出 さ れ る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
各 々 、 核 酸 ま た は 蛋 白 質 の 分 析 の た め の 機 能 的 ゲ ノ ミ ッ ク ス ま た は 機 能 的 プ ロ テ オ ミ ッ ク
す い ず れ か と 集 合 的 に 定 義 さ れ 、 正 確 に 同 一 試 料 に 対 す る 順 次 の 細 胞 質 お よ び ／ ま た は 全
細 胞 生 体 分 子 分 析 お よ び 膜 生 体 分 子 分 析 の た め に 細 胞 を 調 製 す る 方 法 が 開 示 さ れ る 。 前 記
し た ご と く 、 そ の よ う な 分 析 は 、 以 前 に は 、 本 発 明 の 方 法 に 先 立 っ て は 同 一 細 胞 （ 部 位 ）
で は 可 能 で は な か っ た 。 細 胞 を 浸 透 化 化 合 物 と 接 触 さ せ て 、 構 造 的 生 体 分 子 お よ び 膜 生 体
分 子 を 改 変 す る こ と な く 、 前 記 し た ご と く 、 細 胞 質 生 体 分 子 を 放 出 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
か く し て 、 本 発 明 に お い て こ こ に 開 示 す る ご と く 、 細 胞 を 浸 透 化 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 安 定
化 さ せ 、 細 胞 質 生 体 分 子 を 前 記 し た ご と く 回 収 し た 後 に 、 細 胞 試 料 か ら の 細 胞 質 生 体 分 子
を 分 析 し 、 同 一 細 胞 試 料 か ら の 膜 生 体 分 子 を 分 析 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 細 胞 質 生 体 分 子
は 関 連 す る 生 体 分 子 と 共 に 、 ま た は 順 次 に 単 離 し 、 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 サ イ ト ゾ ル ま た は 全 細 胞 RNA、 特 に ｍ RNAを 単 離 す る た め の 試 薬 お よ び キ
ッ ト を 提 供 す る 。 該 キ ッ ト は 、 浸 透 化 化 合 物 、 お よ び 、 例 え ば 、 種 々 の 長 さ の オ リ ゴ （ ｄ
T） ま た は 遺 伝 子 － 特 異 的 配 列 ま た は ラ ン ダ ム （ 縮 重 ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ご と き 、 RNA
の 単 離 お よ び 検 出 用 の RNA抽 出 試 薬 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 含 む こ と が
で き る 。 該 キ ッ ト は 、 膜 生 体 分 子 に 結 合 す る 抗 体 の ご と き 、 細 胞 に 会 合 し た 蛋 白 質 に 結 合
す る 抗 体 を 含 む こ と も で き る 。 抗 体 お よ び プ ロ ー ブ は 酵 素 に よ り 標 識 し 、 蛍 光 標 識 し 、 ま
た は 放 射 性 標 識 し て 、 検 出 を 行 う こ と が で き る 。 抗 体 お よ び プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 、 磁 性 ビ
ー ズ な ど に 付 着 さ せ て 、 分 離 を 容 易 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
分 析
細 胞 質 生 体 分 子 分 析 は 、 細 胞 の 細 胞 質 か ら 単 離 さ れ 、 生 体 分 子 を 含 む い ず れ の タ イ プ の 分
析 ま た は ア ッ セ イ も 含 む 。 細 胞 質 生 体 分 子 分 析 は 、 さ ら に 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、
ｍ RNAプ ロ フ ァ イ リ ン グ 、 蛋 白 質 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 、 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応
、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配
列 分 析 、 遺 伝 子 発 現 SAGEの 系 列 的 分 析 、 競 合 的 ゲ ノ ム ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ CGH)、 電
気 泳 動 、 ２ － D電 気 泳 動 、 MALDIま た は SELDIに よ る 質 量 分 析 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 核 磁 気 共 鳴 、 赤 外 、 原 子 吸 光 な ど を 含 め る が そ れ ら に 限 定 さ れ
な い 機 能 的 ゲ ノ ミ ッ ク 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 含 む 。 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 レ ベ ル
に お け る 配 列 分 析 は 、 蛋 白 質 、 DNA／ ｃ DNA、 ま た は ｍ RNA配 列 中 の 突 然 変 異 の 存 在 を 示 し
、 そ れ を 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 元 の 遺 伝 子 ま た は 蛋 白 質 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ 分
析 は 、 形 質 転 換 し た ま た は 腫 瘍 細 胞 に お け る オ ン コ ジ ー ン の 存 在 を 示 す こ と が で き る 。 適
当 な 癌 療 法 の 後 の 引 き 続 い て の 分 析 は 、 緩 解 の 間 に よ り 低 い 腫 瘍 負 荷 を 示 す こ と が で き 、
ま た は オ ン コ ジ ー ン の さ ら な る 突 然 変 異 お よ び 薬 物 － 耐 性 ま た は よ り 攻 撃 的 な 腫 瘍 細 胞 の
出 現 の 結 果 と し て の 後 退 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
膜 生 体 分 子 分 析 は 、 細 胞 内 の 細 胞 膜 に 結 合 し た 、 ま た は そ れ に 会 合 し た 生 体 分 子 、 す な わ
ち 、 細 胞 外 お よ び 細 胞 内 生 体 分 子 ま た は マ ー カ ー を 含 む い ず れ の タ イ プ の 分 析 ま た は ア ッ
セ イ も 含 む 。 適 当 な 分 析 方 法 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 酵
素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 、 形 態 学 的 染 色 、 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ な ど を 含 む 。 浸 透 化 細 胞 は 、 例
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え ば 、 特 定 の 検 出 可 能 な 蛋 白 質 の 発 現 に 基 づ い て 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ （ FACS)
技 術 に よ っ て ソ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ 技 術 は 当 業 者 に よ く 知 ら
れ て お り 、 例 え ば 、 癌 の 診 断 に お い て 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 細 胞 を 簡 単 に カ ウ ン ト す る の
に 用 い ら れ て き た 。 ま た 、 浸 透 化 細 胞 は 、 特 定 の 蛋 白 質 、 例 え ば 、 CD４ ま た は CD8細 胞 の
発 現 に 基 づ い て 分 類 す る こ と が で き る 。 ま た 、 膜 生 体 分 子 分 析 は 、 下 流 膜 画 分 に つ い て 行
い 、 続 い て 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 蛋 白 質 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 含 め た 分 析 を 行 う
こ と も で き る 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 、 質 量 分 析 、 ガ ス ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 核 磁 気 共 鳴 、 赤 外 、 原 子 吸 光 、 表 面 プ ラ ズ マ 共 鳴
（ SPR)お よ び 膜 構 成 要 素 の 分 析 に 適 し た い ず れ か の 他 の 技 術 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
機 能 的 ゲ ノ ム 分 析 ま た は ア ッ セ イ は 、 浸 透 化 細 胞 内 に 保 持 さ れ た 遺 伝 物 質 に つ い て 行 う こ
と が で き る 。 例 え ば 、 ゲ ノ ム DNA、 核 （ ｈ ｎ RNA） 、 ミ ト コ ン ド リ ア （ ｍ ｔ RNA） お よ び 細
胞 の 浸 透 化 に 際 し て 細 胞 内 に 結 合 し た ま ま で あ る 、 ま た は 固 定 し た ま ま で あ る オ ル ガ ネ ラ
に よ っ て 保 有 さ れ る い ず れ か の 他 の RNAま た は DNAも 評 価 す る こ と が で き る 。 か く し て 、 細
胞 質 生 体 分 子 に つ い て の 前 記 し た タ イ プ の 分 析 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 イ ン ・ サ
イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 、 差 デ ィ ス プ レ イ PCR、 任 意 起 点 PCR
、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 分 析 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 形 （ SNT)、 競 合 的 ゲ ノ ミ ッ ク ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン （ CGH)、 制 限 断 片 長 多 形 分 析 、 核 お よ び ミ ト コ ン ド リ ア 転 写 体 ラ ン － オ ン ア
ッ セ イ 、 イ ン ・ ビ ト ロ 蛋 白 質 、 翻 訳 ア ッ セ イ を 含 め た 方 法 ま た は ア ッ セ イ を 用 い て ゲ ノ ム
DNA、 ｈ ｎ RNAお よ び ｍ ｔ RNAに つ い て 行 う こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 ゲ ノ ム DNA、 核 ｈ
ｎ RNAお よ び ｍ ｔ RNAを 得 る た め に は 、 浸 透 化 細 胞 を 本 発 明 の 放 出 カ ク テ ル に 曝 露 し 、 完 全
に 溶 解 さ せ 、 ま た は 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 慣 用 的 手 段 に よ っ て さ ら に 分 画 し な け れ ば な ら
な い 。 安 定 化 さ れ た 細 胞 で は 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ お よ び 求 核 試 薬 の 組 合 せ を 用 い て 、 注 目 す
る 核 酸 を 含 む マ ク ロ 分 子 複 合 体 を 逆 行 さ せ 、 除 去 し 、 RNAお よ び DNA核 酸 成 分 を 遊 離 さ せ る
こ と が で き る 。 さ ら に 、 浸 透 化 に 際 し て 保 持 さ れ た 細 胞 オ ル ガ ネ ラ を 、 引 き 続 い て 、 さ ら
に 分 画 し 、 例 え ば 、 ミ ト コ ン ド リ ア な ど の 代 謝 機 能 的 ア ッ セ イ の た め に 単 離 す る こ と が で
き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の も う １ つ の 具 体 例 は 、 サ イ ト ゾ ル RNAか ら 核 ま た は ミ ト コ ン ド リ
ア 遺 伝 物 質 を 分 離 す る 方 法 を 提 供 す る 。 核 ま た は ミ ト コ ン ド リ ア 遺 伝 物 質 お よ び サ イ ト ゾ
ル RNAを 含 有 す る 細 胞 を 、 前 記 し た ご と く 、 浸 透 化 化 合 物 と 接 触 さ せ る 。 核 ま た は ミ ト コ
ン ド リ ア 遺 伝 物 質 は 、 例 え ば 、 引 き 続 い て の 適 当 な 細 胞 下 分 画 お よ び 分 画 さ れ た 細 胞 物 質
の 完 全 な 細 胞 ／ オ ル ガ ネ ラ 溶 解 に よ っ て 単 離 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た オ ル ガ ネ ラ 特 異
的 構 成 要 素 （ DNA、 RNA、 蛋 白 質 、 脂 質 、 炭 水 化 物 な ど ） を 、 ホ モ ゲ ネ ー ト か ら 抽 出 す る か
、 ま た は 単 離 し 、 分 析 す る こ と が で き る 。 ま た 、 単 離 は 、 前 記 し た ご と く 、 オ ル ガ ネ ラ －
特 異 的 免 疫 磁 性 ビ ー ズ を 用 い て 達 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
い く つ か の 重 要 な 実 践 的 自 動 化 の 利 点 は 、 本 発 明 か ら 生 じ る 。 例 え ば 、 浸 透 化 溶 液 を 細 胞
か ら 除 去 し た 後 、 ｍ RNAを 、 自 動 化 下 流 操 作 お よ び マ イ ク ロ ア レ イ に 似 た 包 括 的 分 析 に 理
想 的 に は 適 す る オ リ ゴ （ ｄ T） － 磁 気 ビ ー ズ で 捕 獲 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 蛋 白 質 お
よ び ｍ RNAプ ロ フ ィ ー ル 双 方 を 生 じ さ せ 、 か く し て 、 時 間 お よ び 試 薬 の 要 件 を 減 少 さ せ る
た め に は 、 現 在 の ｍ RNA分 析 で は ほ ん の 少 し の 変 化 が 必 要 な の に 過 ぎ な い 。 さ ら に 、 核 お
よ び ミ ト コ ン ド リ ア に お け る 対 応 す る 無 傷 細 胞 ゲ ノ ム DNAは 依 然 と し て 浸 透 化 細 胞 に 含 ま
れ て お り 、 そ れ に 接 近 可 能 で あ っ て 、 FISH、 SNP、 SAGE、 DD-PCR、 PCR、 RFLP、 RT-PCR、 CG
H、 ｃ DNAマ イ ク ロ ア レ イ 、 質 量 分 析 お よ び 蛋 白 質 ア レ イ の ご と き DNA、 RNAお よ び 蛋 白 質 に
つ い て の 慣 用 的 方 法 に よ っ て 下 流 分 析 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 大 き な マ イ ク ロ ア レ イ
で の 、 DNA、 RNA、 蛋 白 質 、 脂 質 、 炭 水 化 物 お よ び （ 前 躯 体 、 代 謝 産 物 お よ び そ の 補 因 子 ）
の 同 時 複 数 成 分 分 析 戦 略 は 、 か く し て 、 い ず れ の 真 核 生 物 細 胞 、 組 織 試 料 ま た は 体 液 に も
広 く 適 用 す る こ と が で き る 。 複 数 細 胞 構 成 要 素 に よ る 、 ま た は 多 重 化 （ 例 え ば マ イ ク ロ ア
レ イ ） 分 析 と 組 合 わ せ た こ の タ イ プ の 細 胞 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 薬 物 候 補 の 高 － ス ル
ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ な い し 病 気 の 診 断 お よ び 管 理 の 範 囲 の 技 術 に お い て エ ッ ジ 切 断 目
的 で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ７ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 サ イ ト ゾ ル ま た は 全 細 胞 RNA、 特 に ｍ RNAを 単 離 す る た め の 試 薬 お よ び キ
ッ ト も 提 供 す る 。 該 キ ッ ト は 、 浸 透 化 化 合 物 、 お よ び 、 例 え ば 、 種 々 の 長 さ の オ リ ゴ ｄ T
ま た は 遺 伝 子 － 特 異 的 配 列 ま た は ラ ン ダ ム （ 縮 重 ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ご と き 、 RNAの
単 離 お よ び 検 出 用 の RNA抽 出 試 薬 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 含 む こ と が で
き る 。 ま た は 、 該 キ ッ ト は 、 膜 生 体 分 子 に 結 合 す る 抗 体 の ご と き 、 細 胞 に 会 合 し た 蛋 白 質
に 結 合 す る 抗 体 を 含 む こ と も で き る 。 抗 体 お よ び プ ロ ー ブ は 酵 素 を 標 識 し 、 蛍 光 標 識 し 、
ま た は 放 射 性 標 識 し て 検 出 を 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 抗 体 お よ び プ ロ ー ブ を 、 例 え ば 、
磁 気 ビ ー ズ な ど に 付 着 さ せ て 、 分 離 を 促 進 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
従 っ て 、 無 傷 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 上 皮 細 胞 の 存 在 を 同 定 し 、 お よ び ／ ま た は そ れ ら の 上 皮 細
胞 の 起 源 の 組 織 の 存 在 を 確 認 す る こ と に 関 与 す る い ず れ か の メ ッ セ ー ジ の 存 在 に つ き 問 い
か け る 。 こ の 目 的 で は 、 試 料 に 存 在 す る mRNAの 全 て は 、 注 目 す る 各 特 定 の 遺 伝 子 に つ き 分
析 し な け れ ば な ら ず 、 各 々 は 、 他 の も の と 同 一 の 感 度 ／ 選 択 性 を 持 ち 、 か つ 一 度 に 注 目 す
る mRNAを 見 る 能 力 を 持 つ 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
こ れ ま で の 基 準 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ に よ る 全 体 的 に 遺 伝 子 発 現 分 析 は 稀 な 事 象 に 対 し て
は 感 度 不 良 で あ っ た ろ う 。 特 に 、 試 料 に お け る 信 号 対 ノ イ ズ 比 は 、 現 実 的 で は な く 、 い ず
れ か の 与 え ら れ た 豊 富 化 試 料 に お い て 白 血 球 細 胞 免 疫 磁 気 キ ャ リ ー オ ー バ ー 汚 染 の ご と き
問 題 の た め 低 か っ た 。 例 え ば 、 免 疫 磁 気 選 択 に よ る 細 胞 の 特 定 の 標 的 集 団 で 豊 富 化 さ れ た
流 体 試 料 に お い て 、 潜 在 的 に 、 １ な い し １ ０ 細 胞 の 標 的 集 団 に 関 し て 運 び 去 ら れ た ほ ぼ １
０ ， ０ ０ ０ 白 血 球 細 胞 で あ ろ う 。 標 的 細 胞 （ 類 ） は 、 注 目 す る 稀 な 事 象 を 発 現 し つ つ あ り
、 白 血 球 細 胞 で 見 出 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て マ ス ク さ れ る で あ ろ う 。 極 端 に 稀 な コ ピ
ー レ ベ ル の 標 的 mRNAと カ ッ プ リ ン グ さ せ た 過 剰 な 白 血 球 細 胞 由 来 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド RNAノ
イ ズ の 結 果 、 検 出 す る こ と が で き な い 潜 在 的 シ グ ナ ル が も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
該 問 題 を 回 避 す る た め に 、 全 RNA（ ま た は 精 製 さ れ た mRNA） は 、 SP6、 T3ま た は T7 RNAポ リ
メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー － ベ ー ス の イ ン ・ ビ ト ロ 直 線 的 プ レ － 増 幅 方 法 い ず れ か を 使 用 す る
こ と に よ っ て プ レ － 増 幅 さ れ る 。 典 型 的 な 例 は T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ （ T7RNAP） 、 プ ロ モ ー
タ ー （ T7RNAPP） お よ び 酵 素 増 幅 シ ス テ ム で あ る が 、 当 業 者 に 明 白 な シ ス テ ム に よ っ て い
ず れ の 同 等 シ ス テ ム を 置 換 え る こ と も で き る 。 全 て の メ ッ セ ー ジ の 直 線 的 プ レ － 増 幅 は 、
少 な く と も １ ０ ０ ０ 倍 だ け 元 の mRNAラ イ ブ ラ リ ー 表 示 を 増 加 さ せ 、 RNA集 団 内 の 個 々 に mRN
A配 列 の 相 対 的 豊 富 さ は 最 小 限 し か 見 ら れ な い 。 ま た 、 同 一 の プ レ － 増 幅 プ ロ セ ス は 、 転
写 体 増 幅 、 直 線 的 増 幅 、 ま た は イ ン ・ ビ ト ロ 増 幅 と し て も 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 そ れ は
、 本 発 明 の 具 体 例 の １ つ の 具 体 的 特 徴 で あ る 全 mRNAラ イ ブ ラ リ ー の １ ０ ０ ０ 倍 直 線 的 プ レ
－ 増 幅 で あ る 。 一 本 鎖 mRNAを 、 T7プ ロ モ ー タ ー 含 有 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の オ リ ゴ （ dT） 部
分 に お い て ポ リ Aテ イ ル 領 域 に お い て ア ニ ー ル す る 。 RNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 全 mRNAラ イ ブ ラ
リ ー の ア ン チ セ ン ス コ ピ ー （ aRNA） を 生 じ さ せ る 。 か く し て 、 一 般 に 、 全 ラ イ ブ ラ リ ー に
お い て ポ リ Aテ イ ル を 有 す る mRNAの コ ピ ー の 数 が 少 な く と も １ ０ ０ ０ 倍 増 加 し 、 い ず れ か
の 特 定 の mRNA配 列 タ イ プ の 感 度 が そ れ に 伴 っ て １ ０ ０ ０ 倍 増 加 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
例 え ば 、 第 一 の ス ト ラ ン ド RTプ ラ イ マ ー お よ び 引 き 続 い て の T7RNAP増 幅 プ ラ イ マ ー と し て
利 用 さ れ る T7プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 以 下 の 塩 基 配 列 の 順 序 ：
【 ０ ０ ６ ２ 】
【 化 １ 】
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【 ０ ０ ６ ３ 】
を 有 す る ５ ´ T7　 RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む ３ ´ オ リ ゴ （ dT部 分 ） を 有 す
る ６ ７ の 塩 基 よ り な る 。 プ レ － 増 幅 反 応 は 逆 転 写 反 応 、 続 い て 、 ラ ン ダ ム 起 点 DNAポ リ メ
ラ ー ゼ 依 存 性 第 二 ス ト ラ ン ド 合 成 お よ び 最 後 の T7RNAPと の 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ
っ て 完 了 す る 。 引 き 続 い て 、 全 反 応 ミ ッ ク ス の 一 部 を PCR反 応 分 析 で 用 い 、 そ れ は 、 注 目
す る 適 切 に 設 計 さ れ た 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ GSP） と 共 に 特 異 的 単 一 バ ン ド ア ン プ リ
コ ン ま た は 選 択 さ れ た い ず れ か の 他 の 適 切 な RNA分 析 を 生 じ さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 設 計 お よ び 合 成 は 、 増 幅 す べ き 特 定 の 標 的 配 列 に 依 存 し 、 い ず
れ か の 公 知 の 当 該 分 野 で 受 け 入 れ ら れ た 手 段 に よ っ て 設 計 す る こ と が で き る こ と は 当 業 者
に 認 識 さ れ よ う 。 例 え ば 、 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー は 、 NCBI（ National Center for Biot
echnology Information） BLAST R （ 基 本 的 局 所 的 整 列 サ ー チ ツ ー ル ） ソ フ ト ウ エ ア ー お よ
び GenBankヒ ト cDNA配 列 デ ー タ ベ ー ス を 用 い て 設 計 さ れ る 。 プ ラ イ マ ー は 約 ５ ５ ℃ な い し
６ ５ ℃ の ア ニ ー リ ン グ 温 度 に 対 し て 最 適 化 さ れ 、 複 雑 な mRNAラ イ ブ ラ リ ー か ら DNA－ フ リ
ー 、 RT－ PCR依 存 性 単 一 バ ン ド の み を 生 じ る こ と が 示 さ れ て お り 、 こ れ は 、 特 定 の mRNAに
対 し て 陽 性 で あ る こ と が 公 知 で あ る 。 複 雑 な mRNAラ イ ブ ラ リ ー は 、 し ば し ば 、 正 常 お よ び
癌 性 ヒ ト 組 織 な ら び に イ ン ・ ビ ト ロ 細 胞 系 か ら 抽 出 さ れ る 。 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー は 、 所
望 の 標 的 配 列 特 異 的 PCRバ ン ド を 生 じ 、 こ れ は 全 て ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 に 付 し て 、
既 知 の 標 準 と 設 計 － 予 測 分 子 量 と 比 較 す る 。 ゲ ル 分 析 ソ フ ト ウ エ ア ー で 決 定 さ れ た Rf値 を
用 い て 計 算 を 完 了 す る 。 ア ン プ リ コ ン 配 列 は 直 接 的 配 列 決 定 、 ブ ロ ッ ト プ ロ ー ビ ン グ 、 制
限 構 想 マ ッ ピ ン グ 等 に よ っ て さ ら に 配 列 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
前 記 し た ご と く cDNAア レ イ 分 析 で 固 有 の 信 号 対 ノ イ ズ （ S/N） 制 限 を 回 避 す る た め に 、 RNA
ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー － 駆 動 直 線 的 増 幅 戦 略 の 新 規 な 修 飾 を 開 発 し た 。 あ る い は 、 単
一 反 応 試 験 管 中 で の cDNAの 多 重 遺 伝 子 － 特 異 的 逆 転 写 の 普 遍 的 PCR増 幅 に 基 づ く 単 一 試 験
管 の 多 重 遺 伝 子 RT-PCR分 析 シ ス テ ム は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ を 実 質 的 に 低 下 さ せ る 。
こ れ ら の ２ つ の 信 号 対 ノ イ ズ 比 の 改 良 は 、 本 発 明 で 具 体 化 さ れ た 特 異 的 構 成 要 素 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
プ レ － 増 幅 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー の 第 二 ス ト ラ ン ド 合 成 は 、 選 択 さ れ た 領 域 内 の み で あ る 、
単 一 試 料 に つ い て の 注 目 す る １ な い し １ ０ ０ ０ の 独 立 し た 領 域 を 含 み 、 依 然 と し て 、 元 の
ラ イ ブ ラ リ ー か ら の １ ０ ０ ％ 感 度 を 維 持 す る 。 第 二 ス ト ラ ン ド 合 成 は 、 注 目 す る 遺 伝 子 の
み の 選 択 的 増 幅 に よ っ て 完 了 す る 。 従 っ て 、 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ GSP） は 、 注 目 す
る 領 域 の み を 含 む よ う に 第 二 ス ト ラ ン ド 合 成 に つ い て 設 計 さ れ る 。 該 領 域 は 、 限 定 さ れ る
も の で は な い が 、 前 立 腺 抗 原 （ PSA） 、 PSM、 CK19、 EpCAM、 AR、 HPN、 F6、 マ ノ グ ロ ビ ン お
よ び ／ ま た は 全 て の サ イ ト ケ ラ チ ン を 含 む で あ ろ う 。 GSPは 、 そ の テ イ ル 端 部 に 普 遍 的 プ
ラ イ マ ー を 組 み 込 む よ う に 設 計 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
第 一 ス ト ラ ン ド 合 成 を 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 組 で 行 う 先 行 技 術 と は 対 照 的 に 、 本 発 明
の 新 規 な 態 様 の 一 部 は 、 CAPス イ ッ チ .TM.オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 な く し て 、 第 二 ス ト
ラ ン ド 合 成 の み の た め の 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 使 用 で あ る （ 米 国 特 許 第 6,352,829号
） 。 先 行 技 術 は 、 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー は 、 CAPス イ ッ チ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む そ
の ５ ´ 末 端 に 任 意 の ア ン カ ー 配 列 を 組 み 込 む よ う に 設 計 す る こ と を 教 示 す る 。 従 っ て 、 こ
こ に 開 示 す る 本 発 明 で は 驚 く べ き こ と に 、 プ ラ イ マ ー の 普 遍 的 部 分 は CAPス イ ッ チ 部 位 を
含 ま な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 長 さ は 、 典 型 的 に は 、 約 １ ５ な い し ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で
あ り 、 他 方 、 普 遍 的 プ ラ イ マ ー 部 分 は 、 典 型 的 に は 、 長 さ は 約 １ ５ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
T7増 幅 ア ン チ セ ン ス RNA（ aRNA） ラ イ ブ ラ リ ー の 小 さ な 部 分 の 逆 転 写 は 、 当 該 分 野 で 知 ら
れ た サ イ ク リ ン グ 条 件 を 用 い て 行 わ れ る 。 全 て の RT-PCR結 果 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た 手 法
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に 従 い 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム を 含 有 す る ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で ま ず 分 析 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
増 幅 さ れ た aRNAラ イ ブ ラ リ ー の 選 択 さ れ た 部 分 の 増 幅 の 後 、 次 い で 、 ア レ イ フ ォ ー マ ッ ト
、 ま た は 当 該 分 野 で 知 ら れ た い ず れ か の 電 気 泳 動 フ ォ ー マ ッ ト で 分 析 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
前 記 し た プ レ 増 幅 後 の 第 二 ス ト ラ ン ド の 増 幅 に 加 え て 、 普 遍 的 PCR多 重 遺 伝 子 増 幅 を 単 一
試 験 管 で 行 い 、 同 時 第 二 ス ト ラ ン ド 合 成 の た め に 、 対 向 （ P2） の 適 当 な 組 を 組 合 わ せ て 同
時 逆 転 写 構 造 の た め の 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ P1） の 組 を 取 込 む こ と が で き る 。 一 緒 に
な っ て 、 そ れ ら は 双 方 （ ア ル フ ァ お よ び ベ ー タ ） 末 端 を 規 定 し 、 注 目 す る GSP多 重 遺 伝 子
パ ネ ル と 等 し い 遺 伝 子 特 異 的 ア ン プ リ コ ン の 完 全 な 組 を 形 成 す る 。 遺 伝 子 特 異 的 第 一 お よ
び 第 二 ス ト ラ ン ド 双 方 の 合 成 の た め の GSP1お よ び GSP2プ ラ イ ミ ン グ を 、 当 業 者 に 知 ら れ て
い る 、 適 当 な 酵 素 に て 、 か つ 高 プ ラ イ マ ー － 標 的 ア ニ ー リ ン グ 特 異 性 の 条 件 下 で 行 う 。 適
当 な プ ラ イ マ ー 特 異 性 を 達 成 す る こ と に 対 す る さ ら な る レ ベ ル お よ び ア プ ロ ー チ は recAの
ご と き 天 然 組 換 え 細 胞 修 復 メ カ ニ ズ ム か ら の 蛋 白 質 を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る 。 イ ン
・ ビ ト ロ で の こ れ ら の 修 復 系 の 適 当 な 適 用 は 、 優 れ た 、 絶 対 的 で さ え あ る 、 プ ラ イ マ ー 鋳
型 の 形 成 の 特 異 性 を 可 能 と す る で あ ろ う 。 鋳 型 の 基 準 は mRNA、 ま た は mRNA： cDNAヘ テ ロ デ
ュ プ レ ッ ク ス 、 ま た は 二 本 鎖 デ ュ プ レ ッ ク ス cDNAい ず れ か で あ る 。 さ ら に 、 本 出 願 に 記 載
す る ご と き 、 細 胞 の 天 然 修 復 メ カ ニ ズ ム を 利 用 す る 革 新 的 ア イ デ ア は 、 稀 な 細 胞 事 象 に つ
い て の cDNAア レ イ 分 析 を 可 能 と す る シ グ ナ ル か ら ノ イ ズ へ の シ フ テ ィ ン グ の た め の GSP-RT
サ ブ セ ッ ト に つ き 後 記 す る も の の ご と き 他 の 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー 方 法 に 向 け て 適 用 す
る こ と が で き る 。 PCRプ ラ イ マ ー の い ず れ か １ つ の GSP多 重 遺 伝 子 パ ネ ル に お け る 各 P1お よ
び P2プ ラ イ マ ー は 、 す べ て の 遺 伝 子 特 異 的 P1お よ び P2に 共 通 す る ５ ’ 末 端 の 普 遍 的 プ ラ イ
マ ー 配 列 （ ま た は 丁 度 P1お よ び 全 て の P2に 共 通 す る 別 々 の 普 遍 的 配 列 ） を 含 む 。 第 二 ス ト
ラ ン ド 合 成 の 全 て の GSP1お よ び 2を 所 望 の 二 本 鎖 ア ン プ リ コ ン パ ネ ル の 組 か ら 除 去 し て 、
下 流 プ ロ セ ス に 対 す る そ の 非 特 異 的 イ ン パ ク ト を 排 除 し た 後 、 不 都 合 な 副 反 応 お よ び 競 合
的 反 応 を 制 御 す る た め に は 、 Sephadexお よ び Centricon等 に よ っ て 供 給 さ れ る 分 子 サ イ ズ
ベ ー ス の 排 除 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 固 体 支 持 体 選 択 的 付 着 、 チ ミ ジ ン （ Ｔ ） の 代 わ り に
デ オ キ シ ウ リ ジ ン （ Ｕ ） で 合 成 さ れ る DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と 組 み 合 わ せ て
ウ ラ シ ル － Ｎ － グ リ コ シ ラ ー ゼ （ UNG） の ご と き 一 本 鎖 特 異 的 DNase（ Mung Bean, S1等 ）
プ ラ イ マ ー 配 列 特 異 的 戦 略 の よ う な 多 く の 戦 略 が 当 業 者 に 可 能 で あ る 。 別 法 と し て 、 cDNA
オ リ ゴ プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ッ ド を DNA－ ウ ラ シ ル の 代 わ り に 用 い る こ と が で き 、 同 様 に 、 D
Nase－ フ リ ー RNase処 理 を 介 し て 第 一 お よ び ／ ま た は 第 二 ス ト ラ ン ド 合 成 の 後 に 排 除 す る
こ と が で き よ う 。 UNG分 解 の PCR一 体 化 の 容 易 性 と 組 み 合 わ せ た 、 DNA－ プ ラ イ マ ー を 含 む
ウ ラ シ ル の 容 易 な 入 手 可 能 性 は 、 望 ま し く な い 複 雑 な プ ラ イ マ ー 相 互 作 用 を 排 除 す る 効 果
的 な 方 法 を 供 す る 。 こ の UNG分 解 戦 略 は 、 選 択 さ れ た PCRア ニ ー リ ン グ 温 度 下 で ア ニ ー リ ン
グ す る こ と が で き る か な り 小 さ な オ リ ゴ を 生 じ る で あ ろ う 。 UNG処 理 に 続 き 、 cDNA鋳 型 混
合 物 は 、 お そ ら く は 高 複 雑 性 RNAに よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 全 て の 望 ま し く な い 副 反 応 を 排
除 す る た め の DNase－ フ リ ー RNaseで の 処 理 か ら 利 益 を 受 け る で あ ろ う 。 （ 全 て の RNAを 排
除 す る た め の 任 意 の RNase処 理 で の ） UNG処 理 に 続 き 、 残 存 す る 唯 一 の 核 酸 を 第 一 お よ び 相
補 的 な 第 二 ス ト ラ ン ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 デ ュ プ レ ッ ク ス を 形 成 さ せ 、 こ れ は 、 試 料
の 試 料 可 能 な PCR鋳 型 を 構 成 す る 。 次 に 、 後 の PCRの た め に 普 遍 的 プ ラ イ マ ー （ １ ま た は ２
MAX） を 含 む 非 － UMPを 添 加 す る 。 正 味 の 効 果 は 、 単 一 試 験 管 中 で の 定 量 的 RT-PCR多 重 遺 伝
子 同 時 増 幅 お よ び 引 き 続 い て の 分 析 を 可 能 と す る 、 １ ま た は ２ の PCR適 合 高 効 率 プ ラ イ マ
ー と と も に mRNA（ ま た は DNAマ イ ナ ス RT） の 捕 獲 で あ る 。 プ ラ イ マ ー は 普 遍 的 で あ る の で
、 そ れ ら は 正 確 に 同 一 の 効 率 に て 各 GSPア ン プ リ コ ン を 起 点 と し 、 混 乱 す る 多 重 GSPプ ラ イ
マ ー 性 能 の 問 題 を 排 除 す る 。 ア ン プ リ コ ン の パ ネ ル ま た は 組 と 共 に 各 GSP規 定 ア ン プ リ コ
ン は 異 な る 所 定 の 断 片 サ イ ズ を 有 す る こ と が で き 、 各 GSP配 列 が 、 垂 直 お よ び 水 平 PAGEお
よ び ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 、 キ ャ ピ ラ リ ー ゲ ル 電 気 泳 動 、 SELDI、 MALDI、 cDNAア レ イ 等
の ご と き サ イ ズ ベ ー ス の 分 析 系 に お い て そ の ユ ニ ー ク な Rf値 に よ っ て 分 解 し 、 同 定 す る こ
と を 可 能 と す る 。 か く し て 、 迅 速 な 多 重 遺 伝 子 RNA/DNAパ ネ ル を 迅 速 に 適 用 し て 、 診 断 的
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療 法 お よ び モ ニ タ リ ン グ 適 用 の 多 様 な 組 に つ き 非 常 に 多 数 の 試 料 に 問 う こ と が で き る 。 こ
の 方 法 は 、 mRNAラ イ ブ ラ リ ー プ レ 増 幅 と 共 に 、 ま た は そ れ な く し て 、 単 一 反 応 試 験 管 中 で
の mRNAの 個 々 の 試 料 か ら の 多 重 遺 伝 子 分 析 を 達 成 す る 。 １ つ の 試 料 に お い て １ つ の ア ッ セ
イ で た だ １ つ の 遺 伝 子 の パ ネ ル を 分 析 す る の を 可 能 と す る プ レ 増 幅 は な い 。 プ レ 増 幅 は 、
１ ０ ０ ０ ま で の 異 な る ア ッ セ イ に お い て 単 一 試 料 を 分 析 す る 利 点 を 付 け 加 え 、 か く し て 、
遺 伝 子 の 多 く の 異 な る パ ネ ル を 、 １ つ の 試 料 に つ き 異 な る 時 点 で 問 い か け る こ と が で き る
。 い ず れ か の 特 定 の 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 cDNAア レ イ ま た は キ ャ ピ ラ リ ー ゲ
ル 電 気 泳 動 （ CGE） に よ る 普 遍 的 PCRパ ネ ル の 分 析 は 好 ま し い 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
か く し て 、 先 行 技 術 の 慣 用 的 技 術 か ら 本 発 明 を 区 別 す る 臨 界 的 特 徴 は 、 稀 な 標 的 mRNA種 の
選 択 的 増 幅 に よ る 信 号 対 ノ イ ズ の 改 良 で あ り 、 こ の 方 法 を 、 現 存 の 多 種 多 様 な mRNA分 析 か
ら 新 規 な 開 発 と す る 。 公 知 の 多 種 多 様 な 分 析 系 、 例 え ば 、 多 重 RT-PCRは 、 信 号 対 ノ イ ズ を
実 質 的 に 変 化 さ せ る が 、 重 要 な 多 重 系 を 設 計 し 、 最 適 化 す る 挑 戦 は 、 そ れ ら を 、 反 応 容 器
中 で ２ を 超 え る 標 的 サ ブ セ ッ ト に つ き 一 般 的 に 非 現 実 的 と し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 代 表 的 な 転 写 体 を 選 択 し 、 検 出 す べ き 標 的 配 列 （ 類 ） の 全 組 を １ つ の 反
応 バ イ ア ル 中 で 増 幅 す る た め に 高 信 号 対 ノ イ ズ 改 良 を 利 用 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
か く し て 、 本 発 明 は 、 以 下 の 具 体 的 な 使 用 に 限 定 さ れ ず 、 代 表 的 な 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ
ー の 組 （ 類 ） を 用 い て 、 公 知 の 病 気 状 態 で 見 出 さ れ る 標 的 遺 伝 子 サ ブ セ ッ ト （ 類 ） を 生 じ
さ せ る こ と が で き る 。 代 表 的 な 組 は 、 注 目 す る 病 気 状 態 を 示 す 少 な く と も ２ つ の 異 な る 標
的 遺 伝 子 を 含 む 。 各 反 応 バ イ ア ル で は 、 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 組 の 数 は 病 気 状 態 お よ
び 該 病 気 状 態 を 規 定 す る 既 知 の 特 徴 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
開 示 さ れ た 発 明 の 実 施 を 例 示 し 、 診 断 技 術 に 対 す る 本 発 明 の イ ン パ ク ト を 証 明 す る た め に
、 以 下 の 実 施 例 を 掲 げ る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る 意 図 の も の で は な い
。 加 え て 、 本 書 類 に お い て 引 用 し 、 ま た は 記 載 し た 各 特 許 、 特 許 出 願 お よ び 刊 行 物 の 開 示
は 、 引 用 し て そ の 全 体 を 一 体 化 さ せ る 。 こ れ ら の 実 施 例 を 通 じ て 、 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 反 応
、 お よ び 他 の 標 準 的 組 換 え 分 子 生 物 学 技 術 は Maniatisら , Molecular Cloning-A Laborato
ry Manual, 第 二 版 ， Cold Spring Harbor Press(1989)（ 以 下 、 「 Maniatisら 」 ） 、 お よ
び Current Protocols in Molecular Biology, Wiley, 2002に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 い
、 特 記 す る 以 外 は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な 試 薬 を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
実 施 例 １
細 胞 質 RNAの 単 離
０ ． ０ ５ ％ サ ポ ニ ン お よ び ０ ． １ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 有 す る リ ン 酸 緩 衝 化 溶 液 で あ る
Immunipermで 浸 透 化 さ せ た フ ェ ロ 流 体 で 選 択 し た 未 固 定 細 胞 か ら 得 ら れ た 上 澄 み は 、 細 胞
の 細 胞 質 に 存 在 す る 細 胞 の 全 RNAの ８ ０ ％ を 超 え て 含 有 す る こ と が 判 明 し た 。 こ の 上 澄 み
か ら 単 離 さ れ た RNAは 、 天 然 お よ び 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染
色 で 判 断 し て 、 分 解 の 証 拠 を 示 さ な か っ た 。 フ ェ ロ 流 体 で 選 択 し た 細 胞 の 細 胞 内 染 色 の 後
に 通 常 は 捨 て る こ の 上 澄 み は 、 予 期 せ ぬ こ と に 、 完 全 な ま た は 分 解 し て い な い 全 長 形 態 で
RNAを 含 み 、 か く し て 、 形 態 学 的 分 析 で も 用 い た 同 一 細 胞 の mRNAプ ロ フ ィ ー ル を 供 す る こ
と が 判 明 し た 。 図 ２ は 、 １ 分 未 満 で 全 RNA放 出 が 起 こ り 、 細 胞 質 全 RNAの 約 ９ ５ ％ が 容 易 か
つ 再 現 性 良 く 単 離 さ れ る こ と を 示 す こ れ ら の 知 見 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
劇 的 に 対 照 的 に 、 慣 用 的 プ ロ セ ス 、 す な わ ち 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な フ ェ ノ ー ル ベ ー ス の RN
A溶 解 緩 衝 液 Trizol R  Reagent（ Gibco BRL, Gaithersburg, MD, カ タ ロ グ 番 号 10296） に よ
る 単 離 を 用 い て 乳 癌 細 胞 系 SKBR3の 細 胞 か ら 単 離 さ れ た RNAは 完 全 に 溶 解 し 、 全 細 胞 構 造 が
ホ モ ゲ ナ イ ズ さ れ 、 そ れ に よ り 、 ゲ ノ ム お よ び ミ ト コ ン ド リ ア DNA、 お よ び 細 胞 質 、 ミ ト
コ ン ド リ ア お よ び 核 RNAが 遊 離 さ れ た 。 EpCAMフ ェ ロ 流 体 で 選 択 さ れ た Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ
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ｍ （ サ ポ ニ ン ） 処 理 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ ３ 細 胞 か ら の 細 胞 ペ レ ッ ト の 調 査 （ 詳 細 な 手 法 に つ い て は 実
施 例 に 参 照 ） は 、 同 一 数 の 非 浸 透 化 全 細 胞 か ら 予 測 さ れ る す べ て の 細 胞 全 Ｒ Ｎ Ａ の ほ ぼ １
５ な い し ２ ０ ％ を 占 め る ゲ ノ ム お よ び ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ お よ び 核 お よ び ミ ト コ ン ド リ
ア ほ ぼ １ ０ ０ ％ の 存 在 を 示 し た 。 予 測 さ れ る 細 胞 質 Ｒ Ｎ Ａ の 約 ９ ５ ％ が 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ
ｅ ｒ ｍ 上 澄 み 層 か ら 無 傷 で 回 収 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
図 ３ に 示 す ご と く 乳 癌 細 胞 系 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ ３ の 約 ２ ５ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 を 含 む 二 連 試 験 管 を ま ず
免 疫 磁 気 的 に 豊 富 化 さ せ 、 つ い で 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ （ ＋ Ｉ Ｐ ） の 不 存 在 下 （ Ｐ Ｂ Ｓ
の み ） お よ び 存 在 下 に て 、 室 温 で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー と し た 。 つ い で 、 目 に 見 え る 浸 透
化 細 胞 ペ レ ッ ト と し て ８ ０ ０ × ｇ Ｒ Ｃ Ｆ に て ５ 分 間 遠 心 す る こ と に よ っ て 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ
ｐ ｅ ｒ ｍ 処 理 浸 透 化 細 胞 を 分 離 し た 。 全 て の 細 胞 質 可 溶 性 成 分 を 含 む Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ
ｍ 上 澄 み 画 分 を 第 ２ の 試 験 管 に 移 し た 。 全 未 処 理 細 胞 か ら 単 離 し た 全 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ
ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ 処 理 浸 透 化 細 胞 ペ レ ッ ト 、 お よ び Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ 処 理 細 胞 上 澄 み 画 分 を
、 Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ Ｒ （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 　 Ｉ ｎ ｃ ． ， 　 Ｖ ａ ｌ ｅ ｎ ｃ ｉ ａ ， 　 Ｃ Ａ ） シ リ カ 結 合
方 法 を 用 い て 単 離 し た 。 つ い で 、 こ れ ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 を Ｂ Ｎ Ａ Ｓ Ｅ 処 理 し て 痕 跡 量 の Ｄ
Ｎ Ａ を 除 去 し た 。 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ ｄ 処 理 し た Ｒ Ｎ Ａ の 分 光 測 定 定 量 に よ り 、 全 細 胞 （ ＝ １ ０ ０
％ ） に つ い て 平 均 ２ ０ ピ コ グ ラ ム の 全 Ｒ Ｎ Ａ ／ 細 胞 、 ペ レ ッ ト 画 分 か ら の ４ ピ コ グ ラ ム の
全 Ｒ Ｎ Ａ ／ 浸 透 化 細 胞 （ ２ ０ ％ ） 、 上 澄 み 画 分 か ら の １ ６ ピ コ グ ラ ム の 全 Ｒ Ｎ Ａ ／ 細 胞 （
８ ０ ％ ） が 得 ら れ た 。 こ れ ら の ３ つ の Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 処 理 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 か ら ２ ． ５ × １ ０ ４ 細
胞 当 量 の マ ス を 、 図 ３ に 示 す ご と く 、 ホ ル ム ア ミ ド 変 性 し 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 通 し て
電 気 泳 動 に 付 し 、 続 い て 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染 色 し た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル デ ン シ ト メ ト リ ー
に よ る 定 量 は 分 光 学 的 回 収 値 と 合 致 し た 。 ま た 、 図 ３ に お け る ゲ ル の イ メ ー ジ は 、 ｒ Ｒ Ｎ
Ａ が 全 長 で あ り 、 １ ８ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ バ ン ド と 共 に 移 動 す る ２ Ｋ Ｂ Ｓ Ｓ Ｒ Ｎ Ａ マ ー カ ー と 比
較 し て 、 ４ ． ４ ｑ ｂ 　 ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 共 移 動 ２ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ バ ン ド の 相 対 的 比 率 に よ っ て 証 明
さ れ る ご と く 高 い 完 全 性 を 有 す る こ と を 示 す 。 一 般 に 、 ほ ぼ ２ の １ ８ ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る
２ ８ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 観 察 さ れ た 相 対 比 は 、 図 ４ に 示 す ご と く こ の ゲ ル を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ
イ ン グ し 、 そ れ を オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） で プ ロ ー ブ す る こ と に よ っ て さ ら に 示 さ れ る ご と く ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 一 体 性 の 良 好 な 表 示 で あ る 。 核 か ら 寄 与 さ れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ の パ ー セ ン ト に つ い て の 文 献
値 は １ ５ な い し ２ ５ ％ の 範 囲 内 で あ る 。 か く し て 、 ２ ０ ％ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ
ｒ ｍ Ｒ 処 理 細 胞 画 分 は 公 表 さ れ た 核 寄 与 と 合 致 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
結 論 と し て 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ ベ ー ス の 浸 透 化 は 、 予 期 せ ぬ こ と に 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ
ｅ ｒ ｍ 処 理 未 固 定 細 胞 の 上 澄 み で 容 易 に 回 収 で き る サ イ ト ゾ ル 全 Ｒ Ｎ Ａ の ほ ぼ １ ０ ０ ％ に
て 核 お よ び 細 胞 質 全 Ｒ Ｎ Ａ の 完 全 な 分 離 を 供 し た 。 さ ら に 、 全 Ｒ Ｎ Ａ の 核 画 分 は 、 驚 く べ
き こ と に 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ 処 理 の 後 に 得 ら れ た 浸 透 化 細 胞 構 造 に お い て 依 然 と し て
無 傷 で あ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
ポ リ － Ａ テ イ ル ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い 、 ２ つ の Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ Ｒ 細 胞 画 分
に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 部 分 を 、 図 ３ に 示 す ゲ ル か ら の 変 性 Ｒ Ｎ Ａ の 正 に 荷 電 し た ナ
イ ロ ン フ ィ ル タ ー へ の ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト 移 動 に よ っ て 全 細 胞 に 対 し て 評 価 し た 。 オ リ ゴ （
ｂ Ｔ ） ２ ５ － 量 体 プ ロ ー ブ を ３ ２ Ｐ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ で 標 識 し 、 つ い で 、 ノ ー ザ
ン プ ロ ッ ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ポ リ － Ａ テ イ ル を 含 む 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ サ イ ズ ラ ダ ー を
、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 集 団 の 相 同 的 定 量 的 サ イ ジ ン グ の た め に 分 子 量 バ ン デ ィ ン グ ラ ダ ー の 形 成 を 可
能 と す る マ ー カ ー と し て 用 い た 。 図 ４ に お け る オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
結 果 は 、 ３ つ の 試 料 の 間 で ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に つ き サ イ ズ 範 囲 の 有 意 な 差 が 観 察 さ れ
な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
全 細 胞 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ － ブ ロ ッ テ ッ ド 領 域 （ す な わ ち 、 全 ｄ Ｔ ハ イ ブ リ ッ ド シ
グ ナ ル ） の 比 較 定 量 的 ホ ス ホ ル イ メ ー ジ 分 析 は 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ 処 理 浸 透 化 細 胞 ペ
レ ッ ト 核 画 分 ） ＋ Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ － 由 来 サ イ ト ゾ ル 画 分 か ら の 全 合 計 と ほ と ん ど 同
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一 で あ っ た 。 さ ら に 、 ホ ス ホ ル イ メ ー ジ ン グ に よ っ て 浸 透 し て 、 ｄ Ｔ － プ ロ ー ブ シ グ ナ ル
か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 細 胞 画 分 パ ー セ ン テ ー ジ は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル イ メ ー ジ の デ ン シ ト メ ト リ
ー 分 析 か ら 測 定 し た ２ ８ Ｓ ／ １ ８ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ パ ー ゼ テ ー ジ と 同 一 で あ る 。 こ れ ら の デ ー
タ は 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ － 由 来 サ イ ト ゾ ル 全 Ｒ Ｎ Ａ お よ び そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 成 分 は と も に
定 量 的 に 単 離 さ れ 、 高 い 完 全 性 を 呈 し 、 か つ 全 長 で あ る こ と を 証 明 す る 。 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ
ｅ ｒ ｍ － 由 来 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 放 出 は 、 転 写 体 の サ イ ズ に よ っ て 制 限 さ れ る 。 と い う の は 、 サ イ
ト ゾ ル ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ほ ぼ １ ０ ０ ％ が Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ 上 澄 み か ら 検 索 可 能 で あ っ て 、 ｒ
Ｒ Ｎ Ａ ２ ８ 　 Ｓ ／ １ ８ Ｓ の 一 体 性 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 一 体 性 の 十 分 な 保 持 を 示 す か ら で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
図 ４ に 示 し た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を ス ト リ ッ プ し 、 核 特 異 的 前 駆 体 ｒ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ で 再 度
プ ロ ー ブ し た 。 図 ５ は 、 細 胞 の Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ 処 理 が 核 お よ び サ イ ト ゾ ル の 全 Ｒ Ｎ
Ａ 集 団 の 完 全 な 分 離 を 達 成 す る こ と 示 す 。 か く し て 、 核 膜 構 造 は 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ
処 理 の 間 に 依 然 と し て 無 傷 で あ り 、 核 は す べ て の そ の 可 溶 性 成 分 を 保 持 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
図 ３ に お け る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を ス ト リ ッ プ し 、 ミ ト コ ン ド リ ア － 特 異 的 １ ２ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ
Ａ で 再 度 プ ロ ー ブ し た 。 図 ６ に 示 す 結 果 は 、 細 胞 の Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ 処 理 が ミ ト コ ン
ド リ ア お よ び サ イ ト ゾ ル Ｒ Ｎ Ａ 集 団 の 完 全 な 分 離 を 達 成 す る こ と を 証 明 す る 。 か く し て 、
ミ ト コ ン ド リ ア 膜 構 造 は 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ 処 理 の 間 は 依 然 と し て 無 傷 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
図 ３ な い し ６ に お い て イ メ ー ジ を 生 じ さ せ る た め に 用 い た 同 一 の 全 Ｒ Ｎ Ａ ス ト ッ ク 溶 液 を
さ ら に 用 い て 、 同 等 質 量 お よ び 特 異 的 活 性 の ３ ２ Ｐ － 標 識 第 一 ス ト ラ ン ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ ー を 生 じ さ せ た 。 こ れ ら の ３ つ の 標 識 し た 第 １ ス ト ラ ン ド ラ イ ブ ラ リ ー プ ロ ー ブ を ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 図 ７ に 示 す ご と く 、 別 々 で あ る が 同 一 に 調 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ ド
ッ ト プ ロ ッ ト を 得 た 。 こ こ で は 、 目 的 は 、 各 イ メ ー ジ ン グ フ ィ ル タ に つ い て 、 各 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ハ イ ブ リ ッ ド シ グ ナ ル パ タ ー ン の 相 対 的 割 合 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 各 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ
ｅ ｒ ｍ 由 来 細 胞 画 分 に お い て 表 さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 相 対 的 豊 富 さ を 評 価 す る こ と で あ っ た 。
鋳 型 に つ い て の ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 遺 伝 子 ア レ イ の 同 一 性 を 図 ７ に 示 す 。 ド ッ
ト の 最 も 上 の 列 は 、 略 語 ２ ３ ｋ ｄ ＝ ２ ３ キ ロ ダ ル ソ ン タ ン パ ク 質 、 ａ － ｔ ｕ ｂ ＝ ア ル フ ァ
チ ュ ー ブ リ ン 、 ｂ － ａ ｃ ｔ ＝ ベ ー タ ア ク チ ン 、 ｂ ２ ｍ ｉ ｃ ＝ ベ ー タ － ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ
ン 、 ｐ ｈ ｏ ｓ ＝ ホ ス ホ リ パ ー ゼ セ Ａ ２ に よ っ て 命 名 さ れ る ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 組 で
あ る 。 第 ２ の 列 は ｆ ６ ＝ ア ル フ ァ ＝ １ － ， グ ロ ビ ン 、 Ｃ Ｄ １ ６ ＝ ク ラ ス タ ー 決 定 基 １ ６ ，
Ｃ Ｄ １ ２ 、 Ｃ Ｄ ３ ８ ， Ｃ Ｄ ４ ５ お よ び Ｃ Ｄ ３ １ と し て 命 名 さ れ る 。 底 側 部 の 列 は 、 ｄ ６ ＝
マ ク ロ フ ァ ー ジ 阻 害 サ イ ト カ イ ン １ ， Ｃ Ｋ ８ ＝ サ イ ト ケ ラ チ ン ８ ， Ｃ Ｋ １ ８ ＝ サ イ ト ケ ラ
チ ン １ ８ ， Ｃ Ｋ １ ９ ＝ サ イ ト ケ ラ チ ン １ ９ ， Ｅ ｐ Ｃ ａ ｍ ＝ 上 皮 細 胞 接 着 分 子 、 ｕ Ｐ Ａ ＝ ウ
ロ キ ナ ー ゼ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー に よ っ て 命 名 さ れ る 一 般 的 な 上 皮 特 異 的 遺 伝
よ り な る 。 各 画 分 の 定 性 的 お よ び 定 量 的 ホ ス ホ ル イ メ ー ジ ン グ の 比 較 は 、 ア レ イ で の 遺 伝
子 の 相 対 的 豊 富 さ の 有 意 な 差 は 示 さ な か っ た 。 興 味 深 い こ と に は 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 全
細 胞 か ら の 相 対 的 豊 富 さ が 、 そ の サ イ ト ゾ ル 画 分 と お お ま か に 等 し く 、 該 画 分 は 今 度 は そ
の 核 画 分 と 等 し く 、 こ こ に 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 質 量 は 、 核 に お け る 約 ２ ０ ％ か ら サ イ ト ゾ ル に お け
る 約 ８ ０ ％ ま で 変 化 す る こ と が で き る こ と を 示 す 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ に お け る 転 写 体 の
各 長 さ は 、 １ な い し ５ ｋ ｂ ま で 変 化 し 、 再 度 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ 処 理 細 胞 か ら の 放 出
ｍ Ｒ Ｎ Ａ に お い て サ イ ズ の 偏 り が み ら れ な い と い う ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト の 知 見 を 補 強 す る 。
図 ７ に お け る 同 一 の 相 対 的 表 示 パ タ ー ン は 、 予 期 せ ぬ こ と に 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ － 由
来 Ｒ Ｎ Ａ が 、 伝 統 的 な 方 法 に 由 来 す る 全 細 胞 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 、 第 １ ス ト ラ ン ド 合 成 に つ き 、 同
程 度 に 効 果 的 な 逆 転 写 酵 素 鋳 型 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
総 じ て の こ れ ら の デ ー タ は 、 Immuniperm-由 来 サ イ ト ゾ ル RNAが 、 実 質 的 に は 全 て の サ イ ト
ゾ ル 全 RNAの 実 質 的 に ＞ ９ ５ ％ で あ り 、 す な わ ち 、 全 長 で あ る 全 ホ モ ゲ ナ イ ズ 細 胞 に お け
る 全 て の 細 胞 の 全 RNAの 質 量 の ほ ぼ ８ ０ ％ を 生 じ 、 お よ び そ れ は 伝 統 的 な フ ェ ノ ー ル お よ
び シ リ カ 抽 出 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 全 RNAと 逆 転 写 の 同 一 効 率 を 有 す る と い う 予 期 せ ぬ
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知 見 を 示 す 。 か く し て 、 Immuniperm－ 由 来 サ イ ト ゾ ル 全 RNAお よ び そ れ に 伴 う 異 種 核 RNA成
分 が 、 伝 統 的 な 全 細 胞 高 品 質 RNA単 離 方 法 と 比 較 し た 場 合 に 、 全 て の 慣 用 的 な 下 流 RNA分 析
方 法 に お い て 同 等 に 効 果 的 な 鋳 型 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
図 ８ は 、 約 ７ ７ ０ の PC－ ３ 細 胞 を Immunipermで 処 理 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た サ イ ト ゾ ル
RNAの ゲ ル イ メ ー ジ を 示 す 。 該 デ ー タ は 、 よ り 少 な い 細 胞 数 か ら の Immuniperm－ 由 来 サ イ
ト ゾ ル ｍ RNAが 、 図 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ お よ び ７ に 示 さ れ る ご と く 、 RNAの 同 一 割 合 を 与 え る こ
と を 示 す 。 従 っ て 、 サ イ ト ゾ ル RNAの Immuniperm－ 媒 介 細 胞 放 出 は 細 胞 数 依 存 性 で は な い
。
【 ０ ０ ８ ７ 】
実 施 例 ２
末 梢 血 液 か ら の 循 環 腫 瘍 細 胞 の 単 離
末 梢 血 液 か ら の 循 環 腫 瘍 細 胞 の 単 離 、 続 い て の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 細 胞 分 析 お よ
び RT-PCRに よ る 遺 伝 子 発 現 分 析 は 以 下 の ご と く 行 う こ と が で き る ： EDTA-抗 凝 固 処 理 し た
血 液 （ ７ ． ５ ｍ ｌ ） を １ ５ ｍ ｌ コ ニ カ ル 試 験 管 に 移 し 、 ６ ． ５ ｍ ｌ の System緩 衝 液 （ ０ ．
０ ５ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 有 す る PBS、 カ タ ロ グ 番 号 ７ ０ ０ １ 、 Immunicom Corp, Hunti
ngdon Valley, PA)を 添 加 す る 。 該 試 験 管 を 確 実 に 蓋 を し 、 数 回 逆 転 さ せ る こ と に よ っ て
混 合 す る 。 血 液 － 緩 衝 液 混 合 物 を 室 温 に て ８ ０ ０ ｘ ｇ で 十 分 間 遠 心 す る 。 バ フ ィ ー コ ー テ
ィ ン グ し た 層 を 乱 さ な い よ う に 注 意 し て 吸 引 す る こ と に よ っ て 、 上 澄 み を 注 意 深 く 取 り 出
す 。 い く ら か の 上 澄 み は 試 験 管 に 残 す こ と が で き る 。 吸 引 し た 上 澄 み は 捨 て る こ と が で き
る 。 AB緩 衝 液 （ 可 逆 的 凝 集 試 薬 と し て の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 有 す る System緩 衝 液 、 Im
municon Corp, Huntingdon Valley, PA)を １ ０ ｍ ｌ の 最 終 容 量 ま で 試 験 管 に 添 加 す る 。 試
験 管 に 蓋 を し 、 数 回 逆 転 す る こ と に よ っ て 混 合 す る 。 VU/デ ス チ オ ビ オ チ ン EpCAMフ ェ ロ 流
体 粒 子 （ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と の ビ オ チ ン － 可 逆 的 凝 集 用 の デ ス チ オ ビ オ チ ン に コ ン ジ ュ
ゲ ー ト し た 抗 － EpCAMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に カ ッ プ リ ン グ し た 免 疫 磁 気 ナ ノ 粒 子 （ Immunic
on Corp, Huntingdon Valley, PA)を 、 バ イ ア ル を 数 回 温 和 に 逆 転 さ せ る こ と に よ っ て 再
懸 濁 さ せ る 。 AB緩 衝 液 中 の 試 料 に １ ０ ０ μ ｌ の VU/デ ス チ オ ビ オ チ ン EpCAMフ ェ ロ 流 体 を 添
加 し 、 数 回 逆 転 さ せ る こ と に よ っ て 試 験 管 を 混 合 し た 。 発 泡 を 避 け る た め に 震 盪 は 避 け る
べ き で あ る 。 試 験 管 を た だ ち に QMS17（ カ タ ロ グ 番 号 AS０ １ ７ ,　 Immunicon Corp, Huntin
gdon Valley, PA)磁 気 セ パ レ ー タ ー に 挿 入 し 、 十 分 間 放 置 す る 。 試 験 管 を セ パ レ ー タ ー か
ら 取 り 出 し 、 試 験 管 を 数 回 逆 転 さ せ る こ と に よ っ て そ の 内 容 物 を 再 懸 濁 さ せ る 。 試 験 管 を
QMS17磁 気 セ パ レ ー タ ー に 再 度 挿 入 し 、 十 分 間 放 置 す る 。 試 験 管 を セ パ レ ー タ ー か ら 取 り
出 し 、 試 験 管 を 数 回 逆 転 さ せ る こ と に よ っ て そ の 内 容 物 を 再 懸 濁 さ せ る 。 蓋 を 取 り 除 き 、
試 験 管 を QMS17セ パ レ ー タ ー に さ ら に ２ ０ 分 間 入 れ る 。 試 験 管 の 内 部 に QMS17を 入 れ 、 パ ス
ツ ー ル ピ ペ ッ ト を 用 い て 細 胞 － 緩 衝 液 混 合 物 を 注 意 深 く 吸 引 し 、 吸 引 し た 上 澄 み を 捨 て る
。 そ の 後 直 ち に 、 試 験 管 を セ パ レ ー タ ー か ら 取 り 出 し 、 ３ ｍ ｌ の System緩 衝 液 を 加 え る 。
磁 気 に よ り 収 集 し た 細 胞 を 軽 く 撹 拌 す る こ と に よ っ て 再 懸 濁 さ せ る 。 頂 部 近 く の 細 胞 が 洗
浄 さ れ る よ う に 撹 拌 す る 間 に 、 液 体 は 試 験 管 中 を 上 昇 す る 。 蓋 を 外 し た 試 験 管 を 再 度 QMS1
7セ パ レ ー タ ー に １ ０ 分 間 入 れ 、 上 澄 み を パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト で 吸 引 す る 。 吸 引 し た 上 澄
み を 捨 て る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
や は り RNase阻 害 剤 （ RNase OUT, カ タ ロ グ 番 号 10777019, Invitrogen Rockville, MD)を
含 有 す る ２ ０ ０ μ ｌ の Immuniperm/RNase阻 害 剤 （ 浸 透 化 試 薬 、 Immunicon Corp., Hunting
don Valley, PA） 中 で 撹 拌 す る こ と に よ っ て 、 磁 気 に よ り 収 集 し た 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ る 。
全 て の 細 胞 が 洗 浄 さ れ る よ う に 撹 拌 す る 間 に 、 液 体 が 試 験 管 中 を 上 昇 す る 。 ２ ５ μ ｌ 容 量
中 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 － サ イ ト ケ ラ チ ン 抗 体 （ C11-PE, 0.25μ ｇ ） （ R-フ ィ コ エ リ ス リ ン
に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た サ イ ト ケ ラ チ ン ４ ． ５ ． ６ ． ８ ． １ ０ ． １ ３ ． １ ８ を 認 識 す る 抗 体
の カ ク テ ル ） の ご と き 抗 体 、 お よ び １ ０ μ ｌ の CD４ ５ 　 PERCP（ 汎 抗 － 白 血 球 マ ー カ ー 「
カ タ ロ グ 番 号 ３ ４ ７ ４ ６ ４ 、 Becton Tickinson Sau Jose, CA)ま た は い ず れ か の 他 の 適 当
な 抗 体 を 添 加 し 、 撹 拌 に よ っ て 混 合 す る 。 １ ５ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 試 験 管 の
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底 を 軽 く た た く こ と に よ っ て 、 試 料 を 温 和 に 撹 拌 す る 。 試 験 管 を ５ 分 間 で QMS17に 戻 す 。
上 澄 み を 軽 く 吸 引 し 、 Immuniperm-RNA画 分 を 適 当 に 標 識 さ れ た 試 験 管 に 移 す 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
実 施 例 ３
末 梢 血 液 か ら の 循 環 腫 瘍 細 胞 の 細 胞 分 析
実 施 例 ２ か ら の 細 胞 を ２ ０ μ ｌ の CellFix(脱 － 凝 集 試 薬 と し て の ビ オ チ ン お よ び 細 胞 保 存
成 分 を 含 有 す る PBSベ ー ス の 緩 衝 液 , Immunicon Corp., Huntingdon Valley, PA)に 再 懸 濁
さ せ 、 ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 試 料 を １ ２ ｘ ７ ５ ｍ ｍ フ ロ ー 試 験 管 に 移 し 、 ３ ０ ０ μ
ｌ の PDSと 合 わ せ 、 続 い て 、 核 酸 色 素 チ オ フ ラ ビ ン T(Sigma番 号 T3516, 10μ ｌ ） お よ び 約
１ ０ μ ｌ の 蛍 光 ビ ー ズ （ １ ０ ,000ビ ー ズ ； 　 Flow-Set Fluorospheres, カ タ ロ グ 番 号 ６ ６
０ ７ ０ ０ ７ 　 Coulter　 Miami, FL)を 添 加 す る 。 撹 拌 す る こ と に よ っ て 試 料 を 混 合 す る 。
好 ま し く は 、 蛍 光 ビ ー ズ 試 験 管 を 、 ビ ー ズ を ピ ペ ッ ト に よ り 添 加 す る 前 に 撹 拌 す る こ と に
よ っ て 混 合 す る 。 次 い で 、 試 料 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 分 析 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
実 施 例 ４
末 梢 血 液 か ら の 循 環 腫 瘍 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 分 析
磁 気 オ リ ゴ （ ｄ T)標 識 ビ ー ズ （ Dynabeads R mRNA DirectR Micro Kit, Dynal, Prod.番 号
６ １ ０ ． ２ １ ０ , New Hyde Park, NY)を 用 い て 、 ポ リ （ A)+ｍ RNAを 単 離 す る 。 別 法 と し て
、 シ リ カ 結 合 、 ポ リ マ ー 結 合 、 Trizol R試 薬 （ Gibco Drl カ タ ロ グ 番 号 １ ０ ２ ９ ６ ） の よ
う な よ り 伝 統 的 な フ ェ ノ ー ル 抽 出 の ご と き 当 業 者 に 知 ら れ た 適 当 な い ず れ か の 他 の 手 段 を
用 い る こ と に よ っ て 全 RNAを 単 離 す る こ と も で き る 。 DNase1(Zibco DRL)の ご と き DNase酵
素 で の 処 理 に よ っ て ゲ ノ ミ ッ ク DNAを 排 除 す る 。 ２ ： １ の １ ０ ｘ DNase1(1U/:1)、 １ ： １ の
RNase阻 害 剤 （ ク ロ ー ン 化 ） 、 ５ ： １ の ｄ H 2 O、 お よ び １ ０ ： １ の RNAま た は 対 照 （ ２ ５ ０ 1
ngの ゲ ノ ミ ッ ク DNA） よ り な る 酵 素 ミ ッ ク ス を 調 製 す る 。 該 酵 素 ミ ッ ク ス を ３ ７ ℃ で ２ ０
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 磁 気 オ リ ゴ （ ｄ T)標 識 ビ ー ズ ま た は TrizolR単 離 に よ っ て DNase
処 理 し た RNAを 再 度 精 製 し 、 １ ０ ： １ RNase-フ リ ー 水 に 再 懸 濁 さ せ る 。 ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ
ル で 対 照 ゲ ノ ミ ッ ク DNA（ ＋ ／ － DNase処 理 ） を 泳 動 し 、 臭 化 エ チ ジ ュ ー ル 染 色 す る こ と に
よ っ て 、 DNase酵 素 の 活 性 を 確 認 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
rTth（ Thermos thermophilis） RT-PCRを 用 い 、 特 異 的 mRNA配 列 を 増 幅 す る こ と が で き る 。
１ ０ ： １ の ５ × EZ緩 衝 液 １ ． ５ ： １ の mATP、 １ ． ５ ： １ の dCTP、 １ ． ５ ： １ の ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、
１ ． ５ ： １ の ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 １ ． ２ ５ ： １ の dUTP、 ５ ： １ の Mn＋ ＋ （ ２ ５ ｍ M)、 ２ ： １ の rTth
（ ２ ． ５ Ｕ ／ ： １ ） 、 ０ ． ５ ： １ の UNG（ １ Ｕ ／ ： １ ） 、 １ ２ ． ２ ５ ： １ の dH 2 O、 ２ ． ２
５ ： １ の セ ン ス プ ラ イ マ ー 、 お よ び ２ ． ２ ５ ： １ の ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー よ り な る マ ス
タ ー ミ ッ ク ス を 、 特 異 的 mRNA種 の 逆 転 写 の た め に 調 製 す る こ と が で き る 。 １ ０ ： １ の DNas
e処 理 RNAを 含 有 し 、 １ ０ ： １ の H 2 Oを 含 有 す る 対 応 す る 陰 性 対 照 試 験 管 に 対 応 す る 同 一 試
験 管 に 、 ４ ０ ： １ 容 量 の マ ス タ ー ミ ッ ク ス を 添 加 す る 。 PCRサ ー モ サ イ ク リ ン グ は 以 下 の
ご と く ４ ０ サ イ ク ル に つ き 行 う ： ２ 分 間 の ５ ０ ℃ （ プ レ PCR） 、 ３ ０ 分 間 の ６ ２ ℃ ／ ６ ５
℃ （ プ レ － PCR） 、 １ 分 間 の ９ ５ ℃ （ プ レ － PCR） 、 １ ５ 秒 間 の ９ ４ ℃ （ PCR） 、 ３ ０ 秒 間
の ６ ２ ℃ ／ ６ ５ ℃ （ PCR)、 お よ び ７ 分 間 の ６ ２ ℃ ／ ６ ５ ℃ （ ポ ス ト － PCR） 。 サ ー モ サ イ
ク リ ン グ が 完 了 し た 後 、 試 料 試 験 管 を 直 ち に ２ 分 間 － ２ ０ ℃ ブ ロ ッ ク に 入 れ る 。 完 了 の 後
、 試 料 試 験 管 を 、 ゲ ル 分 析 を 行 う ま で ４ ℃ ブ ロ ッ ク に 入 れ る 。 ２ ０ ： １ の 容 量 を ２ ％ ア ガ
ロ ー ス ゲ ル で 泳 動 さ せ 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 す る 。 特 異 的 mRNA転 写 体 の 定 性 的 お よ び 定 量
的 遺 伝 子 発 現 測 定 は 予 測 さ れ る 分 子 量 に お け る ア ン プ リ コ ン の 存 在 に つ き 、 UVト ラ ン ス イ
リ ュ ミ ネ ー タ ー お よ び ア ル フ ァ イ メ ー ジ ャ ー を 用 い て ゲ ル イ メ ー ジ の 調 査 に よ っ て 行 う 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
本 明 細 書 中 に 記 載 し た の に 加 え 、 本 発 明 の 種 々 の 変 形 は こ れ ま で の 記 載 か ら 当 業 者 に 明 ら
か で あ ろ う 。 そ の よ う な 修 飾 も ま た 添 付 の 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 は 入 る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
実 施 例 ５
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末 梢 血 液 中 の 循 環 腫 瘍 細 胞 か ら の 蛋 白 質 の 単 離 お よ び 分 析
０ ． ０ ５ ％ サ ポ ニ ン お よ び ０ ． １ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 有 す る リ ン 酸 緩 衝 化 溶 液 で あ る
Immunipermで 浸 透 化 さ せ た 約 １ ０ ０ 万 の フ ェ ロ 流 体 － 選 択 SKBR3細 胞 か ら 得 ら れ た 上 澄 み
は 、 実 施 例 １ で 分 析 さ れ た 核 酸 成 分 に 加 え 、 細 胞 の 細 胞 質 に 存 在 す る 放 出 さ れ た 可 溶 性 サ
イ ト ゾ ル 蛋 白 質 も 含 有 す る 。 か く し て 、 細 胞 の 表 面 中 ま た は 表 面 上 に 残 存 す る こ の 上 澄 み
溶 液 お よ び 不 溶 性 蛋 白 質 中 の 可 溶 性 蛋 白 質 は 、 全 蛋 白 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル ま た は 細 胞 の プ
ロ テ オ ミ ッ ク ス プ ロ フ ィ ー ル な ら び に 細 胞 形 態 を 決 定 す る 手 段 を 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
ま ず 、 Immuniperm処 理 に よ り 細 胞 質 か ら 遊 離 さ れ た 全 サ イ ト ゾ ル 可 溶 性 蛋 白 質 の 画 分 を 、
細 胞 か ら の 全 サ イ ト ゾ ル 蛋 白 質 放 出 の た め の 好 ま し い 試 薬 で あ る 界 面 活 性 剤 で あ る NP-40
で 処 理 さ れ た 二 連 細 胞 調 製 物 か ら 遊 離 さ れ た 蛋 白 質 の 全 量 に 対 し て 決 定 す る 。 双 方 の 処 理
さ れ た 細 胞 集 団 は 、 分 光 測 定 Lowryお よ び Bradford方 法 の ご と き 慣 用 的 方 法 に よ る 全 可 溶
性 蛋 白 質 の 測 定 に 先 立 ち 、 遠 心 ま た は 磁 気 分 離 を 介 し て 膜 デ ブ リ ス か ら 遊 離 さ せ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
第 ２ に 、 ２ つ の 試 料 調 製 物 の ア リ コ ッ ト を ４ な い し ２ ０ ％ グ ラ ジ エ ン ト SDSポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル で の 電 気 泳 動 に 付 し て 、 （ ａ ） Immuniperm-由 来 サ イ ト ゾ ル 蛋 白 質 に つ い て の
分 子 量 カ ッ ト オ フ を 決 定 し 、 （ ｂ ） ２ つ の 調 製 物 に お い て バ ン ド 当 た り の 蛋 白 質 の 蛋 白 質
バ ン デ ィ ン グ パ タ ー ン お よ び 相 対 量 を 比 較 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
第 ３ に 、 ２ Ｄ 電 気 泳 動 に よ っ て ア リ コ ッ ト を さ ら に 分 析 し 、 慣 用 的 に 染 色 す る か 、 ま た は
検 出 可 能 に 標 識 し て 、 同 定 可 能 で 同 定 さ れ て い な い 成 分 の 定 性 的 お よ び 定 量 的 ス ポ ッ ト パ
タ ー ン に 基 づ い て 、 ２ つ の 画 分 に お け る 蛋 白 質 の サ イ ズ お よ び 等 電 点 に つ い て の 「 フ ィ ン
ガ ー プ リ ン ト 」 情 報 を 得 る 。 得 ら れ た 情 報 は 、 正 常 お よ び 形 質 転 換 細 胞 の 集 団 の サ イ ト ゾ
ル お よ び 全 蛋 白 質 区 画 に お け る 相 対 的 お よ び 絶 対 的 蛋 白 質 発 現 パ タ ー ン の プ ロ テ オ ミ ッ ク
発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 生 じ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 ６
稀 な 細 胞 事 象 お よ び 稀 な 転 写 体 の cDNAア レ イ 分 析 の ご と き 固 有 の 信 号 対 ノ イ ズ （ S/N） 制
限 を 伴 う 診 断 フ ォ ー マ ッ ト を 可 能 と す る mRNAラ イ ブ ラ リ ー サ ブ セ ッ ト の 遺 伝 子 特 異 的 起 点
（ Ｇ Ｓ Ｐ ） Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ベ ー ス の 増 幅
【 ０ ０ ９ ８ 】
RNA単 離 の 後 、 い く つ か の RNA分 析 方 法 を 適 用 す る こ と が で き る 。 伝 統 的 な RT-PCRま た は よ
り 望 ま し い 定 量 的 バ ー ジ ョ ン を 適 用 す る こ と が で き る が 、 そ れ ら は 、 一 般 に 、 個 々 の 試 料
の 貧 弱 な 使 用 と 考 え ら れ る 。 と い う の は 、 こ れ ら の 試 料 は 非 常 に 少 量 の 出 発 物 質 し か 生 じ
な い か ら で あ る 。 そ の 結 果 、 臨 床 的 感 度 は 多 重 遺 伝 子 分 析 と 妥 協 す る 。 か く し て 、 増 幅 さ
れ て い な い mRNA／ cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 、 臨 床 （ お よ び 最 大 技 術 ） 感 度 と 妥 協 す る こ と な く
１ つ の 遺 伝 子 の み に つ き 一 回 分 析 で き る に 過 ぎ な い 。 個 々 の 試 料 は ほ と ん ど で き な い が 、
い く つ か の よ り 高 い ス ル ー プ ッ ト 方 法 を 開 発 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
こ こ に 、 我 々 は 、 全 て た だ １ つ の 反 応 試 験 管 に お け る マ イ ク ロ ア レ イ フ ォ ー マ ッ ト に お け
る ご と き 高 ス ル ー プ ッ ト フ ォ ー マ ッ ト を 介 し て 同 時 に （ ２ な い し １ ０ ０ ０ の ） 複 数 遺 伝 子
の 発 現 レ ベ ル を 測 定 で き る の が 大 い に 望 ま し い こ と を 示 す 。 こ れ は 、 作 業 量 を 有 意 に 低 下
さ せ る こ と な く 、 か つ 感 度 の 喪 失 な く し て 達 成 さ れ る 。 稀 な 細 胞 事 象 お よ び そ れ ら の 稀 な
mRNA試 料 に つ い て の 単 一 試 験 管 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に 対 す る 重 要 な 障 害 は 、 出 発 mRNA
試 料 に お け る そ の 固 有 の 不 都 合 な S/N比 率 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
放 射 性 標 識 cDNAア レ イ で は 、 こ れ ら の 制 限 は 、 （ a） １ つ の 特 異 的 公 知 の 標 的 を 、 （ ｂ ） S
/N比 率 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド フ ィ ル タ ー （ 固 体 支 持 体 ） ノ イ ズ 成 分 を 増 加 さ せ る こ と な く 、
一 度 に ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー ア レ イ シ ス テ ム に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と が で き る 最 大 量 の
標 識 さ れ た 非 特 異 的 （ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ ） 標 的 （ ２ ０ ｎ ｇ ＝ ２ × １ ０ １ １ ラ イ ブ ラ
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リ ー の ラ ン ダ ム に 標 識 さ れ た 標 的 分 子 ） に ス パ イ ク し た 場 合 の 、 溶 液 相 で 検 出 可 能 な 標 的
コ ピ ー 数 （ ほ ぼ ５ × １ ０ ５ ） の よ り 低 い 制 限 に 由 来 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
免 疫 磁 気 的 に 豊 富 化 さ れ た 試 料 で は 、 有 意 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ mRNAは 、 豊 富 化 プ ロ
セ ス の 間 に 不 可 避 的 行 わ れ る WBCの 存 在 の た め で あ る 。 １ つ の 解 決 は 、 所 定 の 遺 伝 子 の サ
ブ セ ッ ト の み を 選 択 す る 第 二 ラ ウ ン ド の RNAポ リ メ ラ ー ゼ 増 幅 （ RNAPA） を 行 う こ と に よ っ
て 、 稀 な 細 胞 か ら の 所 望 の 稀 な mRNAに 好 都 合 な よ う に S/N比 率 を １ ０ ０ ０ 倍 ま で シ フ ト す
る こ と で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
こ の GSPサ ブ セ ッ ト RNAPA選 択 プ ロ セ ス を 低 下 さ せ て 、 臨 床 試 料 （ ほ ぼ ５ ０ ０ ０ WBC中 １ ０
ｎ ｇ 全 RNA） ／ CTC（ ほ ぼ ５ ０ CTC中 ０ ． ５ ｎ ｇ 全 RNA） で 見 出 さ れ る 典 型 的 な WBC mRNAコ ピ
ー 数 の 比 率 を 反 映 す る モ デ ル 形 を 用 い て こ の 実 施 例 で 行 う 。 ５ ０ CTCよ り な る こ の 出 発 試
料 ス ト ッ ク の 当 量 ア リ コ ッ ト に お い て 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 RT-PCRに よ る 数 を 、 表 １ に 示 す
ご と く 、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 （ PSA=2650） 、 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 （ PSM=1750） 、 ア ン ド ロ ゲ
ン 受 容 体 （ AR=100） お よ び 上 皮 細 胞 接 着 分 子 （ EpCAM=1163） に お け る 全 て の 検 出 可 能 な mR
NAに つ い て 決 定 し た 。 非 特 異 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ に 比 例 す る 出 発 WBC mRNA全 コ ピ ー
数 は ほ ぼ １ ０ ８ な い し １ ０ ９ で あ っ た 。 こ の 特 定 の 例 で は 、 出 発 全 RNA/mRNAを 、 ま ず 、 リ
ア ル タ イ ム 定 量 RT-PCRに よ っ て 測 定 し て 、 全 て の mRNA種 を ほ ぼ 同 等 に 比 例 的 に 増 加 さ せ た
１ ラ ウ ン ド の 増 幅 に 付 し た （ 表 １ ） 。 引 き 続 い て 、 第 一 ラ ウ ン ド の 増 幅 さ れ た aRNAの ２ ５
ngア リ コ ッ ト を 第 二 ラ ウ ン ド の GSPサ ブ セ ッ ト RNAPAに 付 し 、 後 記 す る ご と く 、 ４ GSP標 的
の 信 号 対 ノ イ ズ を シ フ ト さ せ た （ 表 １ ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
第 二 ラ ウ ン ド の GSP RNAPAに お い て 、 鍵 と な る 選 択 工 程 は 、 単 一 RT反 応 中 に 起 こ り 、 そ の
う ち 遺 伝 子 特 異 的 RTプ ラ イ マ ー は 含 ま れ る 所 定 の mRNAラ イ ブ ラ リ ー サ ブ セ ッ ト に つ い て の
み の 第 一 ス ト ラ ン ド を 同 時 に 形 成 す る 。 本 実 施 例 に お い て は 、 GSP RPプ ラ イ マ ー の サ ブ セ
ッ ト は 、 前 記 し た ４ つ の mRNA（ PSA、 PSM、 AR、 EpCAM） に つ い て の も の で あ っ た 。 GSP-RT
選 択 的 第 一 ス ト ラ ン ド 合 成 に 続 い て 、 適 当 な DNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ び オ リ ゴ （ dT） プ ラ イ
マ ー 担 持 ７ RNAPプ ロ モ ー タ ー を 用 い て 、 相 補 的 第 二 ス ト ラ ン ド を 合 成 し 、 か く し て 、 二 本
鎖 DNA鋳 型 T7RNAPの 選 択 的 サ ブ セ ッ ト を 得 た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
か く し て 、 RNAPA可 能 化 鋳 型 の 所 望 の サ ブ セ ッ ト は 、 GSPの 第 一 お よ び 第 二 の ス ト ラ ン ド 合
成 を 介 し て 選 択 さ れ た も の で あ る 。 こ の 時 点 に お い て 、 第 二 ス ト ラ ン ド 反 応 ミ ッ ク ス を DN
ase-フ リ ー RNaseの カ ク テ ル に 曝 露 す る こ と に よ っ て 、 全 て の 残 り の RNAを 分 解 さ せ る 。 別
法 と し て 、 い ず れ の 残 存 す る 一 本 鎖 RNA、 お よ び dT依 存 的 第 二 ス ト ラ ン ド 合 成 の 間 に 形 成
さ れ た い ず れ の 外 来 性 （ 非 － ポ リ Ｕ /ポ リ Ａ 依 存 性 ） 一 本 鎖 dDNAも 、 マ ン グ ビ ー ン ヌ ク レ
ア ー ゼ の ご と き 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 排 除 す る こ と も で き る 。 次 い で 、 フ ェ
ノ ー ル 抽 出 お よ び ／ ま た は シ リ カ 結 合 に よ っ て 、 二 本 鎖 cDNA鋳 型 サ ブ セ ッ ト を 精 製 す る 。
RNAPAレ デ ィ ー 鋳 型 の 選 択 さ れ た 組 を 一 晩 RNAP増 幅 さ せ て 、 WBC mRNA由 来 ノ イ ズ を 表 す F6
（ ア ル フ ァ １ グ ロ ビ ン 配 列 ） の ご と き 他 の 可 能 な 鋳 型 よ り も S/Nシ フ テ ィ ン グ に お い て 注
目 す る ４ つ の み の 遺 伝 子 の ほ ぼ １ ０ ０ ０ 倍 増 加 が 得 ら れ る 。 表 １ は 、 Ｆ ６ が Ｗ Ｂ Ｃ で か な
り 豊 富 で あ っ て 、 上 皮 細 胞 で 検 出 で き な い こ の 系 で 見 出 さ れ た ア ル フ ァ １ グ ロ ビ ン 配 列 と
定 義 さ れ る 、 引 き 続 い て の GSP-第 二 ラ ウ ン ド S/Nシ フ テ ィ ン グ を 含 め た プ ロ セ ス を 通 じ て
注 目 す る こ れ ら の ４ つ の 遺 伝 子 に つ い て の リ ア ル タ イ ム 定 量 的 RT-PCRの 結 果 を 示 す 。 こ れ
ら の 結 果 は 、 選 択 さ れ た GSP標 的 の ４ つ が 平 均 を ８ ４ ４ 倍 増 加 さ せ 、 他 方 、 非 標 的 F6WBCノ
イ ズ が ５ ． ９ 倍 増 加 さ せ た に 過 ぎ な い こ と を 明 瞭 に 示 す 。 か く し て 、 増 加 GSP標 的 シ グ ナ
ル を F6WBCノ イ ズ で 割 る と 、 各 GSP標 的 に つ い て の 最 終 的 な 信 号 対 ノ イ ズ 改 良 が 得 ら れ た 。
前 記 し た マ ン グ ビ ー ン ヌ ク レ ア ー ゼ お よ び GSP-RTプ ラ イ マ ー 配 列 の 選 択 ／ 最 適 化 の よ う な
修 飾 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 さ ら な る 改 良 が 期 待 さ れ る で あ ろ う こ と を 認 識 す る の が 重
要 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ６ 】
実 施 例 ７
固 定 さ れ た 試 料 か ら の 細 胞 RNAの プ ロ テ イ ナ ー ゼ お よ び 求 核 試 薬 ベ ー ス の 回 収 に よ り 、 下
流 RT依 存 性 分 析 で 高 品 質 の RNA鋳 型 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
驚 く べ き こ と に 、 ア ル デ ヒ ド お よ び 尿 素 ベ ー ス の 安 定 化 剤 ま た は 固 定 剤 に 曝 露 さ れ た 試 料
で は 、 Cyto-Chex T M お よ び 他 の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド お よ び ホ ル ム ア ル デ ヒ ド － 尿 素 誘 導 体 系
固 定 剤 は 、 マ ッ チ し た 非 固 定 対 照 と 比 較 し た 場 合 、 全 血 で 見 出 さ れ る 全 て の 細 胞 に お い て
全 長 全 RNA、 mRNAお よ び 他 の 核 酸 の ほ ぼ １ ０ ０ ％ を 安 定 化 さ せ る 。 マ ク ロ 分 子 複 合 剤 と し
て 安 定 化 さ れ た 無 傷 RNAは そ の RNA化 学 的 特 徴 を 変 化 さ せ 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 、 シ リ カ 結 合 お
よ び オ リ ゴ （ dT） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ご と き 、 現 在 の 伝 統 的 な 細 胞 溶 解 お よ び カ オ
ト ロ ピ ッ ク 塩 ベ ー ス の RNA単 離 方 法 に よ っ て 影 響 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
こ れ ら の マ ク ロ 分 子 複 合 体 （ 共 有 結 合 お よ び 非 共 有 結 合 双 方 ） を 解 離 さ せ 、 酵 素 消 化 お よ
び ／ ま た は 化 学 的 求 核 試 薬 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 組 合 せ を 介 し て 逆 行 さ せ る 。 そ の 結 果 、
核 酸 が 遊 離 さ れ 、 十 分 に 無 傷 の 元 の DNAお よ び RNAラ イ ブ ラ リ ー の ほ ぼ １ ０ ０ ％ の 単 離 が 可
能 と な る 。 こ れ ら の 固 定 剤 － 由 来 RNAラ イ ブ ラ リ ー は 、 第 一 ス ト ラ ン ド cDNAの 逆 転 写 酵 素
（ RT） 依 存 性 形 成 の た め の 高 品 質 鋳 型 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
包 括 的 下 流 分 析 の た め に 、 ま た は 全 お よ び mRNAラ イ ブ ラ リ ー の 一 般 的 な 機 能 的 可 能 化 の た
め に 、 こ れ ら の 固 定 剤 回 収 RNAを 、 本 出 願 で 記 載 し た aRNAプ レ 増 幅 ま た は 普 遍 的 RNA方 法 と
組 合 わ せ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
図 ９ は 、 他 の ア ル デ ヒ ド ベ ー ス の 固 定 剤 の よ う に Cyto-Chex T M が 振 舞 う こ と を 示 す 。 ２ ４
時 間 の 固 定 剤 曝 露 に 際 し て 、 １ ％ 未 満 の mRNAお よ び 比 例 し な い 量 の 18S-rRNAは 回 収 可 能 で
あ る （ ほ ぼ １ ０ ％ ） 。 極 端 な カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 変 性 化 学 を 適 用 し た 場 合 で さ え （ す な わ ち
、 GITCお よ び フ ェ ノ ー ル 、 シ リ カ ま た は （ dT） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 BRLの Trizol Re
agent, Qiagenの RNAミ ニ シ リ カ 結 合 お よ び Dynalの Dynabeads mRNA直 接 的 オ リ ゴ （ dT） ポ
リ （ Ａ ） ＋ キ ッ ト ） 、 回 収 は 極 端 に 低 い 。
【 ０ １ １ １ 】
驚 く べ き こ と に 、 核 酸 を 含 む 他 の マ ク ロ 分 子 に 共 有 結 合 し た 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の
大 部 分 を 除 去 す る プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ の ご と き プ ロ テ イ ナ ー ゼ お よ び ト リ ス 塩 基 の よ う な 求
核 試 薬 で の 処 理 に よ り 、 十 分 に 無 傷 な 状 態 で 元 の 全 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｎ Ｒ Ｎ Ａ の ９ ０ ％ を 超 え
る 回 収 を 可 能 と す る 十 分 な 核 酸 の 化 学 的 特 性 を 回 復 し た 。 図 ９ に 見 出 さ れ る 全 Ｒ Ｎ Ａ の 質
量 正 規 化 ア リ コ ッ ト に 由 来 す る ａ Ｒ Ｎ Ａ の ２ ５ ｇ ア リ コ ッ ト （ 図 １ ２ Ａ ） を 、 Ｃ Ｋ １ ９ お
よ び Ｅ ｐ Ｃ Ａ Ｍ 双 方 に つ い て の 定 量 的 な Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 比 較 実 験 に 付 し た 。 こ の 比 較 は 、 非

10

20

30

40

50

(30) JP 2005-507997 A 2005.3.24



固 定 Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 固 定 剤 由 来 Ｒ Ｎ Ａ か ら の ３ ． ８ お よ び ３ ． ９ 倍 低 い コ ピ ー 数 を 示 し た
。 こ れ は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に つ い て 最 大 Ｒ Ｔ 鋳 型 活 性 の 少 な く と も 約 ２ ５ ％ を 回 復 す る
た め の 現 在 の プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 処 理 と し て 理 解 さ れ る 。 こ の 固 定 － 回 収 系 を 介 す る 最 大 Ｒ
Ｔ － 鋳 型 活 性 の ２ ５ ％ の 回 復 は 、 異 な る オ ペ レ ー タ ー が 、 非 固 定 適 合 サ ン プ ル に 対 し て 定
量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 介 し て 特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ （ ア ル フ ァ グ ロ ビ ン ） に つ き 、 同 一 手 法 を 行 い 、
パ ー コ ー ル 由 来 白 血 球 細 胞 を 分 析 す る 場 合 に 再 現 性 が あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
さ ら に 、 こ こ で 用 い る Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｉ ｘ Ｔ Ｍ 処 方 は 、 単 位 容 量 血 液 当 た り パ ラ ホ ル ム ア ル
デ ヒ ド 固 定 剤 の ０ ． １ ％ 最 終 濃 度 を 達 成 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
Ｃ ｙ ｔ ｏ － Ｃ ｈ ｅ ｘ Ｔ Ｍ 曝 露 Ｒ Ｎ Ａ の 喪 失 お よ び 回 収 挙 動 は Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｉ ｘ Ｔ Ｍ お よ び
後 に 示 す 他 の ア ル デ ヒ ド と 同 一 で あ る の で 、 Ｃ ｙ ｔ ｏ － Ｃ ｈ ｅ ｘ Ｔ Ｍ お よ び Ｓ ｔ ａ ｄ ｉ ｌ
ｃ ｙ ｔ ｅ Ｔ Ｍ の 処 方 で 見 出 さ れ る ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 尿 素 誘 導 体 成 分 の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ド
ナ ー 成 分 が 、 核 酸 の 蛋 白 質 へ の 共 有 結 合 を 担 う ら し い 。
【 ０ １ １ ４ 】
生 物 学 的 系 （ す な わ ち 、 蛋 白 質 お よ び 核 酸 ） で 見 出 さ れ る 多 数 の マ ク ロ 分 子 求 核 試 薬 の 存
在 下 で の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド － 尿 素 誘 導 体 は 、 こ れ ら の 誘 導 体 の 解 離 速 度 の 増 加 に 導 く 。 解
離 は 、 生 物 学 的 求 核 試 薬 複 合 体 、 お そ ら く は 、 共 有 結 合 に 導 く Ｒ Ｎ Ａ に 特 異 的 に 会 合 し た
調 節 蛋 白 質 に 近 接 し て 起 こ る 。 次 い で 、 こ れ ら の 結 合 お よ び 解 離 を 除 去 し 、 引 き 続 い て の
プ ロ テ イ ナ ー ゼ お よ び よ り 強 い 求 核 試 薬 処 理 に よ っ て 逆 行 さ せ る 。 公 知 の 架 橋 剤 で あ る Ｔ
ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｉ ｘ Ｔ Ｍ は 、 ２ ４ 時 間 安 定 化 さ れ た 連 結 細 胞 か ら の 全 長 高 完 全 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ
ブ ラ リ ー を 生 じ る と い う 事 実 は 全 て の ア ル デ ヒ ド 系 安 定 化 剤 が 同 様 な 高 品 質 の 核 酸 を 生 じ
る で あ ろ う 。 か く し て 、 保 存 お よ び 回 収 後 に 核 酸 の 再 現 可 能 な 収 率 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
全 Ｒ Ｎ Ａ お よ び そ れ ら の 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ９ ０ な い し １ ０ ０ ％ の 分 析 は 、
以 下 の 図 １ ０ Ａ 、 図 １ ０ Ｂ お よ び 図 １ ０ Ｃ に 示 す ご と く 、 こ れ ら お よ び ほ と ん ど の 他 の ア
ル デ ヒ ド お よ び ／ ま た は 尿 素 誘 導 体 固 定 剤 で 可 能 で あ る 。 加 え て 、 こ れ ら の タ イ プ の 固 定
さ れ た 核 酸 の ほ と ん ど は 、 図 １ １ に 示 す ご と く ６ ０ ℃ の ご と き 高 温 で 加 熱 さ れ た プ ロ テ イ
ナ ー ゼ お よ び 求 核 試 薬 カ ク テ ル の 組 合 せ を 介 し て 回 収 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
こ れ ら の 結 果 は 、 高 温 で の １ 時 間 の 緩 衝 液 単 独 中 の 固 定 Ｒ Ｎ Ａ の 加 熱 が 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ ー の 一 部 を 生 じ る こ と を 示 す 。 こ の 高 温 回 収 効 果 は 、 ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋
組 織 Ｒ Ｎ Ａ 検 索 で す で に 示 さ れ て い る が 、 全 血 に お い て は こ の 結 果 が ど こ に も 報 告 さ れ て
い な い 。 さ ら に 、 本 出 願 で 回 収 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 質 お よ び 量 は 、 ホ ル マ リ ン
固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 Ｒ Ｎ Ａ 検 索 を 用 い る こ れ ら の 報 告 で は 得 ら れ て い な い 。
【 ０ １ １ ７ 】
他 の 求 核 試 薬 （ ト リ ス 、 酢 酸 ヒ ド ラ ジ ド お よ び ヒ ド ロ キ シ ア ミ ン ） を 用 い て 回 収 さ れ た も
の と ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 比 較 す る と 、 各 求 核 試 薬 に つ い て の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 サ イ ズ 分
布 の 割 合 は 、 試 料 の い ず れ も Ｒ Ｎ Ａ 分 解 を 示 す に も か か わ ら ず 異 な っ て い る 。 こ れ は 、 異
な る タ イ プ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 が 特 異 的 求 核 試 薬 お よ び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 に よ っ て 検 索
可 能 で あ る こ と を 示 唆 す る （ す な わ ち 、 異 な る タ イ プ の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 修 飾 は 逆 行 さ れ
る ） 。 ま た 、 用 い た 種 々 の 酵 素 は 、 異 な る 回 収 割 合 を 示 す （ 図 １ １ 、 ゲ ル 底 部 ） 。
【 ０ １ １ ８ 】
異 な る 固 定 剤 逆 行 剤 は 、 異 な る 割 合 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 生 じ る と い う 観 察 と 組 合 わ
せ て 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 消 化 単 独 が 最 大 Ｒ Ｔ － 鋳 型 活 性 の ２ ５ ％ を 回 復 す る と い う 事 実 は
、 求 核 試 薬 お よ び 酵 素 の 組 合 せ を 使 用 す る こ と に よ る 有 意 に 改 良 さ れ た 回 収 が 可 能 で あ る
こ と を 強 く 支 持 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
特 に 、 比 較 的 非 侵 入 的 末 梢 血 液 モ デ ル を 用 い て 癌 に つ い て の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 診 断 適 用 の 可 能 性 を
証 明 す る た め 、 図 １ ２ Ａ は 、 室 温 で の ２ ４ 時 間 Ｃ ｙ ｔ ｏ － Ｃ ｈ ｅ ｘ Ｔ Ｍ で の 安 定 化 後 に ７
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． ５ ｍ ｌ 末 梢 血 液 へ の 三 連 の １ ０ お よ び ２ ０ Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ ３ 細 胞 ス パ イ ク で 単 離 さ れ た 全 Ｒ Ｎ
Ａ ／ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 単 一 Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ Ｔ プ レ 増 幅 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の 得 ら れ た 相 対 的 質 お よ び
量 を 示 す 。 次 い で 、 こ れ ら の 連 の 各 々 を 、 免 疫 磁 気 的 に 豊 富 化 さ せ 、 そ れ か ら 、 細 胞 溶 解
物 を プ ロ テ イ ナ ー ゼ 逆 行 条 件 で 処 理 し 、 続 い て シ リ カ 結 合 全 Ｒ Ｎ Ａ 単 離 で 処 理 し た 。 ａ Ｒ
Ｎ Ａ の 正 規 化 さ れ た 当 量 を 、 特 異 的 遺 伝 子 Ｃ Ｋ １ ９ お よ び EpCAMに つ い て の 定 量 的 Ｒ Ｔ －
Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で 用 い た 。 結 果 は 図 １ ２ Ｂ お よ び 図 １ ２ Ｃ に 示 す 。 図 １ ２ Ｂ お よ び １ ２ Ｃ か ら
分 か る よ う に 、 Ｃ Ｋ １ ９ に よ っ て 測 定 さ れ た 全 て の ス パ イ ク は ド ナ ー － 適 合 三 連 （ ス パ イ
ク な し 対 照 ） に 対 し て 強 く 陽 性 で あ っ た 。 同 様 に 、 EpCAMは 、 こ の ド ナ ー の 三 連 の ス パ イ
ク な し 対 照 で 観 察 さ れ た 異 所 性 の （ 内 因 性 ） お よ び 極 端 に 低 い レ ベ ル の 発 現 に も か か わ ら
ず 、 全 て の ス パ イ ク に つ い て 同 一 の １ ０ ０ ％ の 陽 性 ス コ ア を 有 す る 。 事 実 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ
に よ る こ の 低 い レ ベ ル の EpCAM　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 検 出 は 、 こ の 配 列 で 通 常 観 察 さ れ 、 偽 陽 性 Ｐ Ｃ
Ｒ 汚 染 に よ る も の で は な い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
図 １ ２ Ｄ お よ び １ ２ Ｅ は 、 三 つ の 異 な る ア ル デ ヒ ド 系 固 定 剤 で あ る Ｃ ｙ yo-Chex T M 、 Stabi
lcyte T M お よ び Transfix T M か ら 得 ら れ た 変 化 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｒ Ｔ － 鋳 型 の 品 質 を 示 す 。 示
し た ご と く 、 Ｔ ｒ ｎ ｓ ｆ ｉ ｘ Ｔ Ｍ は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 鋳 型 を 生 じ 、 こ れ は 、 Ｃ ｙ ｔ ｏ － Ｃ ｈ ｅ ｘ Ｔ
Ｍ ま た は Ｓ ｔ ａ ｂ ｉ ｌ ｃ ｙ ｔ ｅ Ｔ Ｍ い ず れ か よ り も か な り 低 い Ｒ Ｔ 品 質 の も の で あ ろ う 。
さ ら に 、 こ れ ら の デ ー タ を ス パ イ ク さ れ た 細 胞 の 数 に 対 し て 正 規 化 し 、 正 確 に 同 一 フ ラ ス
コ の Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ ３ 細 胞 に お け る 時 刻 ＝ ０ で の 修 飾 さ れ て い な い 細 胞 と 比 較 す る と 、 固 定 さ れ
た － 対 － 非 固 定 Ｃ Ｋ １ ９ お よ び EpCAM　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 差 は ４ 倍 に 過 ぎ な い （ １ ９ は 示 し
て い な い Ｒ Ｎ Ａ デ ー タ を 導 い た ） 。 こ れ は 、 こ こ に プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 回 収 単 独 お よ び ａ Ｒ
Ｎ Ａ 増 幅 と 組 合 わ せ た ２ ４ 時 間 の 安 定 化 プ ロ セ ス に よ り 、 Ｒ Ｔ に つ い て 可 能 な 鋳 型 の 質 の
２ ５ ％ を 生 じ た こ と を 意 味 す る と 解 釈 さ れ る 。 さ ら に 、 １ ０ ０ ％ 未 満 の Ｒ Ｔ 質 に つ い て の
理 由 は 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 単 独 は 除 去 で き な い ア ル デ ヒ ド 修 飾 に よ る も の ら し い 。 か く し
て 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ お よ び 求 核 試 薬 カ ク テ ル の 組 合 せ は 、 こ れ ら の 実 験 で 証 明 さ れ る ご と
く 、 こ れ ら の 鋳 型 の Ｒ Ｔ － 質 を ２ ５ ％ を 超 え て 有 意 に 改 良 す る で あ ろ う 。 同 様 な 条 件 下 で
の 関 連 文 献 と 比 較 す る と 、 ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 包 埋 組 織 に 由 来 す る Ｒ Ｔ
　 Ｒ Ｎ Ａ 鋳 型 質 の 同 一 パ ラ メ ー タ ー を 評 価 す る 研 究 は 、 非 固 定 化 組 織 に 対 し て Ｒ Ｔ － 鋳 型
質 の １ ３ な い し ６ ０ 倍 低 下 を 示 す （ Ｇ Ｏ Ｄ Ｆ Ｒ Ｅ Ｙ ら , Quantitative mRNA Expression A
nalysis from Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded Tissues Using 5' Nuclease Quantit
ative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction, J. of Molecular Diagnosti
cs, 2:84-91(2000))。 結 果 と し て 、 ４ 倍 の 低 下 は 先 行 技 術 よ り も 優 れ た 有 意 な 改 良 を 提 供
す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
図 １ ２ Ａ 、 １ ２ Ｂ 、 １ ２ Ｃ ， １ ２ Ｄ ， お よ び １ ２ Ｅ は 、 最 も あ り そ う に は 癌 細 胞 で あ る 循
環 上 皮 細 胞 の 血 液 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 の 保 存 お よ び 包 括 的 分 析 に つ い て の 再 現 性 の あ る 生 成 物 の 有
力 な 手 法 を 確 認 す る 。 高 レ ベ ル の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 保 存 は 、 少 な く と も ５ ０ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 ／ 細 胞
内 の そ の 細 胞 に 存 在 す る （ す な わ ち 、 ５ ０ コ ピ ー ／ 試 料 の み ） い ず れ か の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に つ い
て の ７ ． ５ ｍ ｌ の 血 液 に ス パ イ ク さ れ た 単 一 細 胞 の 存 在 を 検 出 で き る 定 量 的 分 析 に 適 用 で
き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
ま と め る と 、 全 血 中 の 共 有 結 合 固 定 の 速 度 お よ び タ イ プ は 固 定 剤 の タ イ プ に 従 っ て 変 化 す
る 。 同 様 に 、 共 有 結 合 固 定 剤 の 逆 行 ま た は 回 収 の 速 度 お よ び タ イ プ は 、 用 い る プ ロ テ イ ナ
ー ゼ お よ び 求 核 試 薬 の タ イ プ ま た は 組 合 せ に 従 っ て 変 化 す る で あ ろ う 。 固 定 の 速 度 は 、 注
目 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 半 減 期 が 固 定 の 速 度 よ り も 速 い 適 用 の た め の 臨 界 的 論 点 で あ ろ う 。 順 方
向 固 定 お よ び 逆 方 向 回 収 反 応 （ プ ロ セ ス ） の 双 方 は 、 Ｒ Ｎ Ａ の さ ら に 高 い 質 お よ び 量 を 生
じ る よ う に 最 適 化 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 安 定 化 さ れ 、 回 収 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ の 現
在 の 質 お よ び 量 は 血 液 中 で は い ず れ の 以 前 に 調 べ て い た も の よ り も 優 れ て い る こ と が こ こ
に 証 明 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
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実 施 例 ８
新 鮮 な 非 固 定 血 液 に お け る Ｃ Ｔ Ｃ か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 豊 富 化 お よ び 分 析
ヒ ト 血 液 を 、 進 行 し た ホ ル モ ン 難 治 性 前 立 腺 癌 （ Ｈ Ｒ Ｐ Ｃ ） を 持 つ ９ 人 の 患 者 お よ び １ ３
人 の 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア か ら 単 離 し 、 循 環 上 皮 細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 遺 伝 子 発 現 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
に つ い て 評 価 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
患 者
進 行 し た ホ ル モ ン 難 治 性 前 立 腺 癌 （ Ｈ Ｒ Ｐ Ｃ ） を 持 つ ９ 人 の 患 者 、 お よ び １ ３ 人 の 健 康 な
ボ ラ ン テ ィ ア 、 ７ 名 の 男 性 （ 年 齢 は ２ ４ な い し ７ ３ 歳 の 範 囲 、 平 均 ４ ５ 歳 ） 、 お よ び ６ 名
の 女 性 （ 年 齢 は ２ ７ 歳 な い し ６ １ 歳 の 範 囲 、 平 均 ３ ９ 歳 ） の 血 液 を １ ０ ｍ ｌ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 　
Ｖ Ａ Ｃ Ｕ Ｔ Ａ Ｉ Ｎ Ｅ Ｒ Ｔ Ｍ 試 験 管 （ Ｂ ｅ ｃ ｔ ｏ ｎ － Ｄ ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ , NJ)に 吸 い 取 っ
た 。 ９ 人 の Ｈ Ｒ Ｐ Ｃ 患 者 の う ち 、 ２ 人 の 患 者 は ５ つ の あ る 期 間 に わ た る 血 液 試 料 を 有 し 、
一 人 の 患 者 は ４ つ の 試 料 を 有 し 、 ３ 人 の 患 者 は ２ つ の 試 料 を 有 し 、 ３ 人 の 患 者 が １ つ の 試
料 を 有 し て 、 複 数 時 点 で あ っ た 。 患 者 の 年 齢 の 範 囲 は ６ ０ な い し ８ １ 歳 （ 平 均 ７ ４ 歳 ） で
あ り 、 彼 ら の 初 期 の 診 断 は 実 験 に 先 立 っ て ２ な い し １ ０ 年 で あ っ た 。 タ キ ソ ー ル ／ エ ス ト
ラ ム ス チ ン お よ び ／ ま た は ル プ ロ ン で の 治 療 を 受 け つ つ あ っ た ３ 人 の 患 者 か ら の 系 列 的 試
料 を 調 製 し 、 あ る 期 間 に わ た る 系 列 と し て 分 析 し た 。 患 者 お よ び 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア は 、
認 可 さ れ た 研 究 実 験 下 で の 同 意 を 署 名 し て 通 知 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
標 的 細 胞 の 単 離
血 液 試 料 を 室 温 に 維 持 し 、 特 に 示 さ な い 限 り 収 集 か ら ２ な い し ３ 時 間 以 内 に 処 理 し た 。 １
５ ｍ ｌ の 血 液 を ７ ． ５ ｍ ｌ の ア リ コ ッ ト に 分 け 、 内 径 １ ７ ｍ ｍ の デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル 試 験 管
（ Ｆ ｉ ｓ ｈ ｅ ｒ 　 Scientific)に 移 し 、 ８ ０ ０ ｇ に て １ ０ 分 間 遠 心 し た 。 ウ シ 血 清 ア ル ブ
ミ ン （ BSA)を 含 む リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｄ Ｓ ） を 加 え て 、 １ ０ ｍ ｌ の 容 量 と し 、 試
料 を 逆 転 す る こ と に よ っ て 混 合 し た 。 上 皮 細 胞 接 着 分 子 （ Ｅ ｐ Ｃ Ａ Ｎ ） を 認 識 す る Ｍ ａ ｂ
　 Ｖ Ｕ － １ Ｄ ９ は 、 上 皮 細 胞 起 源 の 組 織 と 広 く 反 応 性 で あ り 、 磁 性 ナ ノ 粒 子 （ フ ェ ロ 流 体
、 Immunicon, Huntingdon Valley, PA)に カ ッ プ リ ン グ す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
EpCAM-陽 性 細 胞 の 磁 気 的 負 荷 を 増 加 さ せ 、 か つ 細 胞 表 面 で の EpCAM密 度 の 差 に よ る 捕 獲 効
率 の 変 動 性 を 減 少 さ せ る た め に 、 共 に こ こ に 引 用 し て 一 体 化 さ せ る 出 願 番 号 ０ ９ ／ ３ ５ １
， ５ １ ５ お よ び ０ ９ ／ ７ ０ ２ ， １ ８ ８ デ ス チ オ ビ オ チ ン を EpCAM-標 識 磁 気 ナ ノ 粒 子 に カ ッ
プ リ ン グ さ せ 、 Ｃ Ａ － EpCAMを 形 成 さ せ る 。 つ い で 、 Ｃ Ａ － EpCAMフ ェ ロ 流 体 お よ び ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン を 含 有 す る 緩 衝 液 を 試 料 に 添 加 し て 細 胞 の 磁 気 標 識 の 増 加 を 達 成 す る 。 引 き
続 い て 、 Ｃ Ａ － EpCAMフ ェ ロ 流 体 上 の デ ス チ オ ビ オ チ ン を ビ オ チ ン で 置 き 換 え 、 こ れ を 、
後 記 す る 浸 透 化 緩 衝 液 に 含 ま せ る 。 そ れ に よ り 、 Ｃ Ａ － EpCAMフ ェ ロ 流 体 粒 子 の 間 の 架 橋
を 逆 行 さ せ る 。 試 料 を 直 ち に 、 １ ０ 分 間 、 四 極 磁 気 セ パ レ ー タ ー （ Ｑ Ｍ Ｓ １ ７ ， Ｉ ｍ ｍ ｕ
ｎ ｉ ｃ ｏ ｎ ） に 入 れ た 。 １ ０ 分 後 、 試 験 管 を セ パ レ ー タ ー か ら 取 り 出 し 、 ５ 回 反 転 し 、 さ
ら に １ ０ 分 間 磁 気 セ パ レ ー タ ー に 戻 し た 。 こ の 工 程 を さ ら に １ 回 反 復 し 、 試 験 管 を ２ ０ 分
間 セ パ レ ー タ ー に 戻 し た 。 分 離 の 後 、 上 澄 み を 吸 引 し 、 捨 て た 。 試 験 管 を 磁 気 セ パ レ ー タ
ー か ら 取 り 出 し 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） を 含 有 す る ３ ｍ ｌ の リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食
塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で 再 懸 濁 さ せ 、 容 器 の 壁 か ら 画 分 を 収 集 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
各 試 料 か ら の ２ つ の ７ ． ５ ｍ ｌ ア リ コ ッ ト を 別 々 に 処 理 し た 。 １ つ の ア リ コ ッ ト を 調 製 し
、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し （ 実 施 例 １ ２ ） 、 他 の ア リ コ ッ ト か ら の Ｒ Ｎ Ａ を
記 載 し た ご と く 分 析 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
ヌ ク レ オ チ ド の 精 製 お よ び 増 幅
好 ま し い 具 体 例 に お い て 本 発 明 を 利 用 す る １ つ の 方 法 は 、 ま ず ヌ ク レ オ チ ド 試 料 を 精 製 す
る こ と で あ る 。 こ こ に 、 全 Ｒ Ｎ Ａ ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 豊 富 化 さ れ た 細 胞 集 団 か ら 単 離 す る 。
単 離 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 無 傷 に 維 持 し 、 か つ 分 解 を 妨 げ る こ と が で き る 当 該 分 野 で 公 知 の い ず
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れ の 手 段 に よ っ て 達 成 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 二 連 血 液 試 料 か ら の 豊 富 化 さ れ た 循 環
腫 瘍 細 胞 を １ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｒ Ｉ Ｚ Ｏ Ｌ 試 薬 （ Ｂ Ｒ Ｌ ） ま た は １ ０ ０ μ ｌ の Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 緩 衝
液 （ Ｚ Ｙ Ｍ Ｏ 　 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ ） に 溶 解 さ せ 、 撹 拌 － ホ モ ゲ ナ イ ズ し た 試 料 を Ｒ Ｎ Ａ を
用 い る ま で － ８ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。 ホ モ ゲ ネ ー ト を 用 い て 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 全 Ｒ Ｎ Ａ
を 単 離 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｉ で 処 理 し た 。 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 活 性 は
、 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 処 理 の 後 に 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム ゲ ル で 検 出 可 能 な ゲ ノ ミ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ を 生 じ な い
こ と が 確 認 さ れ た 。 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 処 理 し た Ｒ Ｎ Ａ を 、 反 復 し た Ｔ Ｒ Ｉ Ｚ Ｏ Ｌ 単 離 手 法 で 洗 浄
し た 。 得 ら れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ の １ ／ １ ０ を 、 全 Ｒ Ｎ Ａ の 質 量 お よ び サ イ ズ 標 準 に 添 っ て １ ％ ア
ガ ロ ー ス ゲ ル で の 電 気 泳 動 に 付 し 、 つ い で 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト し 、 等 モ ル の リ ボ ソ ー ム １
８ Ｓ お よ び ２ ８ Ｓ オ リ ゴ の 混 合 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ッ ド ブ ロ ッ
ト を ３ ２ Ｐ で 標 識 し 、 ホ ス ホ ル イ メ ー ジ し （ Packard Cyclone） 、 分 析 し て 、 Ｒ Ｎ Ａ の 完
全 性 お よ び 質 量 を 決 定 し た 。 つ い で 、 各 試 料 か ら の 残 存 す る 全 Ｒ Ｎ Ａ 質 量 値 （ ９ ０ ％ ） を
、 そ の 試 料 の ７ ． ５ ｍ ｌ 血 液 ド ナ ー 当 量 の 全 Ｒ Ｎ Ａ と 命 名 し 、 そ の １ ． ５ ％ が ｍ Ｒ Ｎ Ａ で
あ る と 計 算 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
実 施 例 ９
免 疫 磁 気 選 択 後 に お け る 患 者 で の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析
ヒ ト 血 液 か ら 採 取 し た 白 血 球 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 は 、 循 環 上 皮 細 胞 に お け る 遺 伝
子 発 現 に つ い て 評 価 し た 。 つ い で 、 単 離 さ れ た 細 胞 を 記 載 さ れ た ご と く 調 製 し 、 そ れ に モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ ａ ｂ ） － フ ル オ ロ ク ロ ー ム コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 飽 和 条 件 で 添 加 し た 。
ビ オ チ ン （ Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｃ ｏ ｎ 　 Ｃ ｏ ｒ ｐ ｏ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） を 含 有 す る ２ ０ ０ μ ｌ の 浸 透
化 緩 衝 液 に 再 懸 濁 さ せ た 。 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 サ イ ト ケ ラ チ ン ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、
１ ３ お よ び １ ８ （ Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｃ ｏ ｎ ） を 認 識 す る フ ィ コ エ リ ス リ ン （ Ｐ Ｅ ） コ ン ジ ュ ゲ
ー テ ッ ド 抗 － サ イ ト ケ ラ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ ａ ｂ 　 Ｃ １ １ ） で 、 ペ リ ジ ニ ン ク ロ
ロ フ ィ ル タ ン パ ク 質 （ Ｐ ｅ ｒ Ｃ Ｐ ） － 標 識 抗 － Ｃ Ｄ ４ ５ （ Ｈ ｌ ｅ － １ ， Ｂ Ｄ Ｉ Ｓ ， Ｓ ａ ｎ
　 Ｊ ｏ ｓ ｅ ， Ｃ Ａ ） よ り な る も の で あ っ た 。 Ｍ ａ ｂ と 共 に 細 胞 を １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 後 、 ２ ｍ ｌ の 細 胞 緩 衝 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ ， １ ％ Ｂ Ｓ Ａ ， ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し 、 細
胞 懸 濁 液 を １ ０ 分 間 で 磁 気 的 に 分 離 し た 。 分 離 さ れ な か っ た 懸 濁 液 を 捨 て た 後 、 そ れ に Ｐ
ｒ ｏ ｃ ｏ ｕ ｎ ｔ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ 　 Ｔ Ｍ で 用 い る 核 酸 色 素 を 添 加 し た ０ ． ５ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に
収 集 さ れ た 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ た （ Ｐ ｒ ｏ ｃ ｏ ｕ ｎ ｔ ， Ｂ Ｄ Ｉ Ｓ ） 。 加 え て 、 １ ０ ， ０ ０ ０
蛍 光 カ ウ ン テ ィ ン グ ビ ー ズ を 懸 濁 液 に 添 加 し て 、 分 析 さ れ た 試 料 の 容 量 を 確 認 し た 。 （ Ｆ
ｌ ｏ ｗ － Ｓ ｅ ｔ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｏ ｓ ｐ ｈ ｅ ｒ ｅ ｓ ， 　 Ｃ ｏ ｕ ｌ ｔ ｅ ｒ ， 　 Ｍ ｉ ａ ｍ ｉ 　 Ｆ Ｌ
） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
４ ８ ８ ｎ ｍ の ア ル ゴ ン イ オ ン レ ー ザ ー （ Ｄ Ｄ Ｉ Ｓ ） を 備 え た 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｃ ａ ｌ ｉ ｄ ｕ ｒ フ
ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 試 料 を 分 析 し た 。 核 酸 色 素 の 蛍 光 で の 閾 値 を 用 い 、 デ ー タ 獲 得 は Ｃ
ｅ ｌ ｌ Ｑ ｕ ｅ ｓ ｔ Ｔ Ｍ （ Ｂ Ｄ Ｉ Ｓ ） で 行 っ た 。 ８ ０ ０ ０ の ビ ー ズ ま た は 試 料 の ８ ０ ％ を 分
析 し た 後 、 該 獲 得 を 停 止 し た 。 マ ル チ パ ラ メ ー タ ー デ ー タ 分 析 は 、 リ ス ト モ ー ド デ ー タ で
行 っ た （ Ｐ ａ ｉ ｎ ｔ － Ａ － Ｇ ａ ｔ ｅ Ｔ Ｍ ， Ｂ Ｄ Ｉ Ｓ ） 。 分 析 の 基 準 は 、 順 方 向 光 散 乱 に よ
っ て 規 定 さ れ る サ イ ズ 、 直 角 方 向 光 散 乱 に よ っ て 規 定 さ れ る 粒 度 を 含 ん だ 。 Ｐ ｅ ｒ Ｃ Ｐ －
標 識 抗 － Ｃ Ｄ ４ ５ 　 Ｍ ａ ｂ で の 染 色 と 組 み 合 わ せ た 、 核 酸 染 色 お よ び Ｐ Ｅ － 標 識 汎 抗 サ イ
ト ケ ラ チ ン Ｍ ａ ｂ 　 Ｃ １ １ （ Ｃ Ａ ４ ， ５ ， ６ ， ８ ， １ ０ ， １ ３ お よ び １ ８ ） で の 陽 性 染 色
を 、 差 分 Ｃ Ｔ Ｃ ／ Ｗ Ｂ Ｃ 蛍 光 染 色 お よ び 分 析 で 用 い た 。 Ｃ Ｔ Ｃ は 、 Ｃ Ｄ ４ ５ 染 色 の 不 存 在
と カ ッ プ リ ン グ さ せ た 、 核 酸 色 素 お よ び サ イ ト ケ ラ チ ン 抗 体 の 存 在 に よ っ て 同 定 し た 。 各
試 料 に つ い て 、 上 皮 細 胞 に 典 型 的 な 領 域 に 存 在 す る 事 象 の 数 に １ ． ２ ５ を 掛 け て 、 フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 さ れ な い 試 料 容 量 を 説 明 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
健 康 な 非 癌 ド ナ ー の 試 料 に お い て は 、 免 疫 磁 気 選 択 か ら 運 び 去 ら れ た 白 血 球 は ６ ５ ５ な い
し ５ ， ５ ６ ５ の 範 囲 で あ っ た （ メ ジ ア ン ４ ， ３ ５ ０ ， 平 均 １ ， ７ ５ ９ ） 。 Ｈ Ｒ Ｐ Ｃ 患 者 の
試 料 に お い て は 、 運 び 去 ら れ た 白 血 球 は ８ １ ３ な い し ９ ２ ， ０ ０ ０ の 範 囲 で あ っ た （ メ ジ
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ア ン ４ ， ３ ５ ０ ， 平 均 １ ， ３ ５ ０ ） 。 健 康 な 非 癌 対 照 群 （ ７ 名 の 男 性 お よ び ６ 名 の 女 性 ）
か ら の 血 液 試 料 は Ｃ Ｔ Ｃ を 示 さ ず 、 他 方 、 Ｈ Ｒ Ｐ Ｃ か ら の 血 液 試 料 は ７ ． ５ ｍ ｌ の 血 液 中
で ４ な い し ２ ８ ３ の Ｃ Ｔ Ｃ 範 囲 を 示 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
実 施 例 １ ０
増 幅 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 の 定 量
ま ず 、 各 々 が 免 疫 磁 気 的 に 豊 富 化 さ れ た ７ ． ５ ｍ ｌ の 血 液 試 料 容 量 か ら 単 離 さ れ た 全 Ｒ Ｎ
Ａ 質 量 を 定 量 す る こ と に よ っ て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ／ ａ Ｒ Ｎ Ａ 質 量 の 正 規 化 を 決 定 し た 。 こ れ は 、
各 試 料 の 全 Ｒ Ｎ Ａ の １ ０ ％ を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 続 い て ２ ８ Ｓ プ ラ ス １ ８ Ｓ 放 射
性 標 識 オ リ ゴ プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 お よ び 平 行 し て 既 知 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 質 量
細 胞 系 標 準 に て 行 う こ と に よ っ て 達 成 さ れ た 。 こ れ に 続 き 、 ホ ス ホ イ メ ー ジ 定 量 を 行 っ た
。 （ Ｃ ｙ ｃ ｌ ｏ ｎ ｅ ， Ｐ ａ ｃ ｋ ａ ｒ ｄ 　 Ｉ ｎ ｓ ｔ ｒ ｕ ｍ ｅ ｎ ｔ ｓ ） 。 得 ら れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ 質
量 は 、 １ ド ナ ー 試 料 当 量 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ ＝ １ ド ナ ー 試 料 当 量 の ａ Ｒ Ｎ Ａ ；
[(全 Ｒ Ｎ Ａ 質 量 )× (1.5％ ｍ Ｒ Ｎ Ａ )]／ ３ ＊ ＝ １ ド ナ ー 試 料 当 量 の ａ Ｒ Ｎ Ａ で 、 ＊ Ｒ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー の 平 均 分 子 量 は 未 増 幅 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 分 子 量 よ り も ３ 倍 低 い こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
０ ， １ ， ２ ， ３ お よ び ４ の 相 対 的 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 既 知 の コ ピ ー 数 の Ｃ Ｎ １ ９ イ ン ・
ビ ボ 転 写 Ｒ Ｎ Ａ 構 築 体 （ Ｃ Ｋ １ ９ － ｃ Ｒ Ｎ Ａ ） 標 準 を 含 む 未 知 ベ ー ス の 増 幅 さ れ た 産 物 の
ア ガ ロ ー ス ゲ ル 速 度 曲 線 バ ン ド の 強 度 に 帰 属 さ れ た 。 こ の Ｃ Ｋ １ ９ － Ｃ Ｒ Ｎ Ａ 標 準 は 、 Ｃ
Ｋ １ ９ 野 生 型 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 最 も ３ ’ 側 の ８ ０ ０ の 塩 基 を 含 ん だ 。 １ ０ ０ ０ 倍 動 的 範 囲 を
カ バ ー し た 標 準 Ｃ Ｋ １ ９ － ｃ Ｒ Ｎ Ａ 曲 線 は 、 各 々 が 、 パ ー コ ー ル － 由 来 Ｗ Ｄ Ｃ か ら 単 離 し
た ２ ｎ ｇ 全 Ｒ Ｎ Ａ に ス パ イ ク さ れ た ２ ０ ， ０ ０ ０ ； ２ ， ０ ０ ０ ； ２ ０ ０ ； １ ０ ０ ； ５ ０ ；
２ ５ ； お よ び １ ２ ． ５ コ ピ ー に お い て 三 連 で 行 っ た 。 ４ ０ サ イ ク ル 行 っ た 標 準 速 度 直 線 は
、 １ ３ な い し ２ ０ ０ ０ コ ピ ー の Ｃ Ｋ １ ９ － Ｃ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 の 間 の Ｒ Ｎ Ａ コ ピ ー 数 に 対 す る
直 線 上 シ グ ナ ル 応 答 ブ ロ ッ テ ィ ン グ バ ン ド の 強 度 を 示 し た ［ 図 １ ３ Ａ お よ び 図 １ ３ Ｂ 参 照
］ 。 外 部 標 準 曲 線 は 、 三 連 で 分 析 し た い ず れ の 標 準 に つ い て も ２ ７ ％ 最 大 Ｃ Ｖ を 有 し た 。
多 変 数 遺 伝 子 分 析 で は Ｃ Ｋ １ ９ 外 部 標 準 曲 線 に 対 し て 比 較 を 行 い 、 相 対 的 遺 伝 子 発 現 レ ベ
ル ０ な い し ４ を 割 り 当 て た ：
０ － 非 － 検 出 可 能
１ － ほ ぼ ２ ５ な い し ５ ０ コ ピ ー の CK19
２ － ほ ぼ ２ ５ ０ な い し ５ ０ ０ コ ピ ー の CK１ ９
３ － ほ ぼ ２ ， ５ ０ ０ な い し ５ ， ０ ０ ０ コ ピ ー の CK１ ９ 、 お よ び
４ － ２ ５ ， ０ ０ ０ を 超 え る コ ピ ー の CK１ ９ 。
【 ０ １ ３ ４ 】
図 １ ３ Bは 、 標 準 曲 線 上 の CK１ ９ 　 ｃ RNAの 近 似 コ ピ ー 数 に 対 応 す る 典 型 的 な バ ン デ ィ ン グ
強 度 を 示 し 、 こ れ を 用 い て 相 対 的 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル １ な い し ４ を 割 り 当 て た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
CTC計 数 お よ び 遺 伝 子 転 写 体 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 １ ３ 人 の 健 康 な ド ナ ー お よ び ９ 人 の HRP
C患 者 の Ep-CAMの 免 疫 磁 気 的 に 豊 富 化 し た 血 液 試 料 か ら の ２ ３ の 異 な る PCR増 幅 産 物 を 用 い
て 決 定 し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 免 疫 磁 気 豊 富 化 プ ロ セ ス の 間 に 非 特 異 的 に 運 び 去 ら れ た
WBCに 由 来 す る 信 号 対 ノ イ ズ 不 適 合 性 の た め 、 こ れ ら の タ イ プ の 試 料 を 分 析 す る の に 効 果
的 で は な か っ た 。 こ れ ら の 試 料 に お け る WBCキ ャ リ ー オ ー バ ー ノ イ ズ に 対 す る CTC特 異 的 信
号 の 比 率 は 、 １ ０ ３ な い し １ ０ ４ WBC当 た り １ な い し １ ０ ０ ０ CTCの 範 囲 で あ る 。 こ れ ら の
マ イ ク ロ ア レ イ の 制 限 は 、 各 免 疫 磁 気 的 に 豊 富 化 さ れ た 血 液 試 料 か ら の 全 ｍ RNAラ イ ブ ラ
リ ー の ９ ０ ％ を 用 い て １ ０ ， ０ ０ ０ 倍 浸 透 化 工 程 を 取 込 み 、 続 い て 、 ア レ イ の 代 わ り に 多
重 遺 伝 子 RT－ PCR分 析 を 行 う こ と に よ っ て 克 服 し た 。 こ の 革 新 は 、 各 ７ ． ５ ｍ ｌ 血 液 試 料
で 行 う べ き 数 １ ０ ０ の 個 々 の PCR反 応 の た め の 十 分 な 出 発 物 質 を 提 供 す る 。 か く し て 、 各 C
TC　 ｍ RNAラ イ ブ ラ リ ー の 各 ｍ RNAメ ン バ ー に つ い て ア ッ セ イ 感 度 ま た は 臨 床 感 度 に 妥 協 す
る こ と な く 、 個 々 の 患 者 の CTC多 変 数 RT-PCRプ ロ フ ィ ー ル 分 析 を 行 う こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
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前 記 し た 容 量 正 規 化 手 法 の 後 、 各 試 料 か ら の 残 存 す る ９ ０ ％ 全 RNAは 、 前 記 し た ６ ７ 塩 基
オ リ ゴ （ ｄ T)プ ラ イ マ ー を 用 い る の で は な く 、 SMART　 PCR　 ｃ DNA合 成 キ ッ ト を 用 い て 逆
転 写 （ RT)し た 。 反 応 を ４ ２ ℃ に て ９ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Advantage　 ｃ DNA　 PCR
　 キ ッ ト （ Clontech)を 用 い 、 全 １ ０ μ ｌ 　 RTを ５ ０ μ ｌ の PCR反 応 に 移 し 、 PE－ ９ ６ ０ ０
お よ び 熱 サ イ ク リ ン グ プ ロ グ ラ ム ； １ 分 間 の ９ ５ ℃ 、 １ ０ サ イ ク ル の １ ５ 秒 間 の ９ ５ ℃ 、
１ 秒 間 の ６ ５ ℃ 、 ６ 分 間 の ６ ８ ℃ 、 続 い て の ７ ２ ℃ の ２ ０ 分 間 を 用 い 、 P1－ SMARTプ ラ イ
マ ー お よ び P2－ T7　 １ ８ 塩 基 プ ラ イ マ ー で の PCRに 付 し た :
(5'-TCTAGTCGACGGCCAGTGAATT-3')。
全 PCR反 応 容 量 を Sephadex G-50 Quick Spin (TE)カ ラ ム (Roche Diagnostics)に 付 加 し 、
製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 溶 出 物 を 得 た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
溶 出 物 を 、 ６ ０ ℃ に て 、 Vacufuge (Eppendorf)で ほ ぼ ３ ０ 分 間 真 空 濃 縮 し て ３ μ lと し た
。 aRNAの 代 表 的 な ラ イ ブ ラ リ ー を 生 じ た RNAポ リ メ ラ ー ゼ 転 写 体 増 幅 反 応 は 、 ２ ０ μ l容 量
に て 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 、 AmpliScribeキ ッ ト (Epicenter Technologies)を 用 い て 組
み 立 て 、 ３ ７ ℃ に て ６ な い し １ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Trizol単 離 手 法 を 反 復 し 、 さ
ら に RNA転 写 反 応 物 を 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
RNAサ イ ズ 標 準 、 RNA質 量 標 準 、 各 試 料 か ら の 転 写 反 応 産 物 の １ ／ １ ０ を ６ ５ ℃ に て １ ５ 分
間 ホ ル ム ア ミ ド 変 性 し 、 ２ %ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 負 荷 し 、 ５ ボ ル ト ／ CNに て １ ５ 分 間 泳 動 さ
せ 、 Alphalmager T M (Alpha Innotech Corp.)を 用 い る ゲ ル イ メ ー ジ デ ン シ ト メ ト リ ー に 従
っ て 、 SYBR Gold T M (Moecular Probes)で １ 時 間 ポ ス ト 染 色 し た 。 各 転 写 体 ラ イ ブ ラ リ ー の
質 量 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー は 記 載 し た ご と く 設 計 し た 。 全 て の プ ラ イ マ ー 組 は 各 特 異 的 遺 伝
子 標 的 の 最 も ３ '側 の ５ ０ ０ 塩 基 対 内 (平 均 ３ ４ ４ bp、 長 さ が ２ ２ ６ な い し ５ １ ３ bpの 範 囲
)の 特 異 的 遺 伝 子 標 的 cDNAを 増 幅 す る よ う に 設 計 し た 。 ゲ ノ ミ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 を 回 避 す
る た め に 、 す べ て の RNA試 料 を 記 載 さ れ て い る ご と く に Dnaseで 処 理 し た 。 表 １ は 、 相 対 的
RT-PCRに よ っ て 分 析 さ れ た 各 ア ン プ リ コ ン に つ い て の プ ラ イ マ ー 対 を 示 す 。 順 方 向 プ ラ イ
マ ー P1は 、 各 々 の プ ラ イ マ ー 対 に お い て 上 側 配 列 と し て 示 す 。 逆 方 向 プ ラ イ マ ー は 下 側 配
列 で あ る 。 全 て の 配 列 は ５ '側 か ら ３ '側 に 向 け て 表 す 。
【 ０ １ ４ ０ 】
【 表 ２ 】
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【 ０ １ ４ １ 】
逆 転 写 (RT)は 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 、 ラ ン ダ ム ９ 量 体 ５ ０ mg、 １ μ lの Superscipt T M (BR
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L)を 用 い て 、 ２ ５ ナ ノ グ ラ ム の Ｔ ７ プ レ 増 幅 ａ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー で 行 っ た 。 Ｒ Ｔ は ２ ５
℃ に て １ ０ 分 間 、 ３ ７ ℃ に て １ ０ 分 間 、 ４ ２ ℃ に て ２ ０ 分 間 、 ５ ０ ℃ に て ６ ０ 分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 ａ Ｒ Ｎ Ａ の 試 料 当 た り １ ０ ド ナ ー 当 量 （ ５ ０ な い し １ ３ ０ ０ ｐ ｇ ） を 、 １
単 位 の 白 金 ｔ ａ ｑ （ Ｂ Ｒ Ｌ ） を 含 有 す る 各 引 き 続 い て の ５ ０ μ ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で 用 い た 。
Ｐ Ｅ － ９ ６ ０ ０ サ ー モ サ イ ク ラ ー を 用 い る 熱 サ イ ク リ ン グ プ ロ グ ラ ム ： １ 分 間 の ９ ５ ℃ お
よ び ３ １ 、 ３ ５ お よ び ４ ０ サ イ ク ル の １ 秒 間 の ９ ５ ℃ 、 １ 秒 間 の ６ ５ ℃ 、 １ 分 間 の ７ ２ ℃
； 続 い て の ７ ２ ℃ で の ２ ０ 分 間 ； の 間 の ３ １ ， ３ ５ お よ び ４ ０ サ イ ク ル に お い て １ ５ μ ｌ
を ア リ コ ッ ト す る こ と に よ っ て 、 個 々 の Ｐ Ｃ Ｒ 曲 線 を 各 単 一 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 試 験 管 か ら 作 成 し
た 。 各 Ｐ Ｃ Ｒ バ ッ チ 内 の 各 ア ン プ リ コ ン は 細 胞 系 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 陽 性 対 照 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を
除 い て 全 て の 成 分 を 含 有 し た マ ス タ ー 混 合 Ｐ Ｃ Ｒ 試 薬 陰 性 対 照 を 含 ん だ 。 Ｂ Ｒ Ｌ 低 質 量 分
子 量 お よ び Ａ ｌ ｐ ｈ ａ Ｅ ａ ｓ ｅ 　 Ｔ Ｍ ソ フ ト ウ ェ ア バ ー ジ ョ ン ５ ． ０ ４ で の ス ポ ッ ト デ ン
シ ト メ ト リ ー 分 析 と 平 行 し て 、 全 て の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 結 果 は 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム を 含 む ２ ％
ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 析 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
遺 伝 子 概 観 目 標 は 、 最 高 の 臨 床 感 度 お よ び 上 皮 細 胞 を 検 出 す る た め の 感 度 に て 、 Ｃ Ｔ Ｃ に
お い て ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 同 定 す る こ と で あ っ た 。 ま た 、 Ｗ Ｂ Ｃ で 見 出 さ れ た 遺
伝 子 発 現 レ ベ ル を 健 康 な ド ナ ー の 豊 富 化 か ら 評 価 し た 。 遺 伝 子 候 補 の 選 択 は 広 い 上 皮 特 異
的 発 現 レ ベ ル を 示 し た 公 知 の 文 献 デ ー タ に 基 づ く も の で あ っ た 。 Ｗ Ｂ Ｃ に お い て 陰 性 で あ
っ た 候 補 の 同 定 は 、 ３ つ の 基 本 的 な 組 織 学 的 レ ベ ル 、 上 皮 起 源 （ 図 １ ４ ａ ） 、 腫 瘍 ／ 器 官
の 起 源 （ 図 １ ４ ｂ ） お よ び 腫 瘍 治 療 標 的 特 徴 付 け （ 図 １ ４ ｃ ） に 対 す る カ テ ゴ リ ー 化 ／ 特
徴 付 け Ｃ Ｔ Ｃ プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 可 能 と す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ３ 】
Ｒ Ｔ ー Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 図 １ ４ Ａ 、 １ ４ Ｂ お よ び １ ４ Ｃ に お け る ア ン プ リ コ ン 組
に 従 っ て 、 全 て の 試 料 で 行 っ た 。 図 １ ４ Ａ は 、 上 皮 マ ー カ ー Ｃ Ｋ １ ９ が Ｈ Ｒ Ｐ Ｃ 試 料 に つ
い て の 本 発 明 の シ ス テ ム で １ ０ ０ ％ 特 異 的 で あ る こ と を 示 し 、 こ こ に 、 １ ８ ／ ２ ３ （ ７ ８
％ ） に 比 較 し て 、 ０ ／ １ ３ 健 康 ド ナ ー は Ｃ Ｋ １ ９ 陽 性 で あ っ た 。 Ｈ Ｒ Ｐ Ｃ 患 者 試 料 は 、 Ｃ
Ｋ １ ９ 陰 性 の ス コ ア で あ っ た 、 ま た お よ び Ｔ Ｒ Ｏ Ｐ ２ は １ ０ ０ ％ 特 異 的 で あ る 。 し か し な
が ら １ ／ １ ３ （ ４ ％ ） 　 　 　 ２ ／ ２ ３ （ ９ ％ ） の そ れ ら の 貧 弱 な 感 度 は 、 各 々 、 そ れ ら の
使 用 を 正 当 化 す る の に 十 分 な プ ロ フ ィ ー ル 値 を 与 え る こ と が で き な い 。 １ ０ ０ ％ 特 異 的 で
は な い 遺 伝 子 の う ち （ Ｅ ｐ Ｃ Ａ Ｍ ） 、 Ｍ ｕ ｃ － １ お よ び Ｍ Ｉ Ｃ － １ ） 、 Ｗ Ｃ バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド 閾 値 を レ ベ ル １ お よ び ２ の 間 で 適 用 す る こ と が で き 、 そ れ を 超 え て は 、 １ を 超 え る 患
者 由 来 の シ グ ナ ル は 真 の 陽 性 で あ る と 考 え る こ と が で き る 。 遺 伝 子 の こ の 組 で の 細 胞 上 皮
感 度 、 Ｃ Ｋ １ ９ ， Ｅ ｐ Ｃ Ａ Ｍ 、 お よ び Ｍ ｕ ｃ － １ 感 度 の 組 合 せ に つ い て プ ロ フ ァ イ リ ン グ
を 行 う 場 合 、 ２ ３ ／ ２ ３ （ １ ０ ０ ％ ） 患 者 試 料 は 上 皮 － 陽 性 の ス コ ア で あ っ た 、 す べ て の
血 液 試 料 は フ ェ ロ 流 体 豊 富 化 プ ロ セ ス か ら の 低 い 非 特 異 的 結 合 の た め 、 Ｗ Ｂ Ｃ の キ ャ リ オ
ー バ ー を 生 じ る の で 、 Ｗ Ｂ Ｃ 特 異 的 遺 伝 子 （ Ｆ １ ６ ＝ ア ル フ ァ グ ロ ビ ン 遺 伝 子 ） を 、 Ｒ Ｎ
Ａ プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び 増 幅 用 の 総 じ て の シ ス テ ム 陽 性 対 照 と し て 使 用 し た 。 す べ て の ３
６ の 試 料 は レ ベ ル ４ を 超 え る 得 点 で あ っ た （ 図 １ ４ Ａ 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
実 施 例 １ １
プ レ 増 幅 の よ り 低 い 制 限 感 度 に お け る 再 現 性 の 評 価
修 飾 さ れ た Ｔ １ ７ 転 写 体 プ レ プ ロ セ ッ シ ン グ 増 幅 手 法 の 再 現 可 能 な よ り 低 い 制 限 感 度 性 能
を 評 価 す る た め に 、 臨 床 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 で 行 う す べ て の 操 作 を 組 み 込 ん で モ デ ル シ ス テ ム を 構
築 し た 。 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 細 胞 系 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ ３ お よ び Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ か ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ （ Ａ ｍ ｅ
ｒ ｉ ｃ ａ ｎ 　 Ｔ ｙ ｐ ｅ 　 Ｃ ｕ ｌ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 Ｃ ｏ ｌ ｌ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ， 　 Ｍ ａ ｎ ａ ｓ ｓ ｅ ｓ ，
　 Ｖ Ａ ） を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て Ｔ ｒ ｉ ｚ ｏ ｌ 試 薬 （ Ｌ ｉ ｆ ｅ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ
ｅ ｓ 　 Ｉ ｎ ｃ ． ） を 用 い て 単 離 し た 。 第 一 ス ト ラ ン ド 合 成 の 系 列 希 釈 を ２ 、 ０ ． ２ 、 ０ ．
０ ２ 　 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 細 胞 当 量 に 対 応 さ せ て 作 成 す る 前 に 、 各 希 釈 を パ ー コ ー ル － 由 来 Ｗ Ｂ
Ｃ か ら の ２ ｍ ｇ か ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ に ス パ イ ク し た 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 外 部 Ｃ Ｋ １ ９ 標 準 曲 線 の 決
定 は 、 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 希 釈 曲 線 と 平 行 し て 行 い 、 そ の 結 果 、 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 細 胞 当 量 当 た り 存
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在 す る 約 １ ， ０ ０ ０ 野 生 型 Ｃ Ｋ １ ９ ｍ Ｒ Ｎ Ａ コ ピ ー が も た ら さ れ た 。 Ｃ Ｋ １ ９ 特 徴 付 け Ｓ
Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 希 釈 曲 線 を ２ つ の タ イ プ の 特 異 的 転 写 体 の １ つ と し て 用 い て 、 こ の Ｔ ７ － ベ ー
ス の ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 増 幅 シ ス テ ム の 全 プ ロ セ ス の よ り 低 い 制 限 感 度 お よ び 再 現 性 を
モ デ ル 化 し た 。 第 ２ の 転 写 体 が 、 外 因 性 ラ ム ダ Ｄ Ｎ Ａ ベ ー ス の 構 築 体 （ Walker Biotech P
ublication） で あ り 、 １ ． ２ ｋ ｂ 　 ポ リ Ａ （ ３ ０ ） 転 写 体 を 生 じ る 。 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 細 胞 で
ス パ イ ク さ れ た Ｗ Ｂ Ｃ に つ い て の 曲 線 を 、 ２ ０ ０ ０ 、 ２ ０ ０ お よ び ２ ０ の Ｃ Ｋ １ ９ 　 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ コ ピ ー レ ベ ル の 各 々 に て 三 連 で ア ッ セ イ し た 。 ラ ム ダ 曲 線 は 、 ５ ０ ０ 、 ５ ０ お よ び ５
の コ ピ ー レ ベ ル に て パ ー コ ー ル 由 来 Ｗ Ｂ Ｃ か ら の ２ ｎ ｇ 全 Ｒ Ｎ Ａ に 三 連 で ス パ イ ク し た 。
最 後 の 分 析 に お い て 、 再 現 可 能 な Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は ５ ０ コ ピ ー よ り よ り 大 き な レ ベ ル （
Ｎ ＝ １ ２ ） か ら 達 成 さ れ 、 こ こ に 、 個 々 の 試 料 は 全 Ｔ ７ － 転 写 体 プ レ 増 幅 を 通 じ て 行 い 、
そ の 各 々 の 結 果 、 測 定 可 能 な 信 号 が 得 ら れ た 。 さ ら に 、 い ず れ か １ つ の 配 列 の ５ ０ ｍ Ｒ Ｎ
Ａ 転 写 体 の み で 出 発 し 、 検 出 の こ の 下 限 は 、 す べ て の ６ つ の 配 列 タ イ プ （ Ｐ Ｓ Ａ 、 Ｐ Ｓ Ｍ
、 Ａ Ｒ 、 Ｈ Ｐ Ｎ 、 Ｃ Ｋ １ ９ お よ び Ｅ ｐ Ｃ Ａ Ｍ ） を ａ Ｒ Ｎ Ａ お よ び 定 量 的 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分
析 に 先 立 っ て 既 知 の コ ピ ー レ ベ ル ま で 系 列 的 に 希 釈 す る 引 き 続 い て の 細 胞 系 ス パ イ ク モ デ
ル で 再 現 さ れ た （ 実 施 例 ６ ） 。
【 ０ １ ４ ５ 】
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 後 、 分 子 量 お よ び ス ポ ッ ト デ ン シ ト メ ト リ ー ゲ ル 分 析 を 、 ３ １ 、 ３ ５ お よ
び ４ ０ サ イ ク ル の 動 的 曲 線 か ら の ア リ コ ッ ト に つ い て Ａ ｌ ｐ ｈ ａ ｌ ｍ ａ ｇ ｅ ｒ で 行 っ た 。
１ ９ ． ２ ５ ％ の Ｃ Ｖ は 、 １ ２ の ス パ イ ク レ ベ ル の １ １ か ら 計 算 し た （ ９ ２ ％ ） 。 ２ ０ ０ コ
ピ ー 試 料 の う ち の た だ 一 つ （ ８ ％ ） が 予 測 さ れ る よ り も １ ４ 倍 低 い 同 一 性 を 有 し た が 、 こ
の 試 料 は 依 然 と し て 定 量 的 に 検 出 可 能 で あ っ て 、 レ ベ ル １ と し て 割 り 当 て ら れ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
別 々 の 実 験 に お い て 、 相 対 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 豊 富 さ に 対 す る 本 発 明 の Ｔ ７ プ レ 増 幅 方 法 の 効 果 は
、 同 定 可 能 に 調 製 さ れ た 非 － 増 幅 ラ イ ブ ラ リ ー と の 比 較 に よ っ て モ デ ル 化 し た 。 １ ０ ０ ０
細 胞 当 量 の Ｗ Ｂ Ｃ 全 Ｒ Ｎ Ａ （ ２ ｎ ｇ ） に ス パ イ ク さ れ た １ ５ 細 胞 当 量 の 前 立 腺 癌 細 胞 系 Ｌ
Ｎ Ｃ ａ ｐ ＋ １ ５ 細 胞 当 量 の 乳 癌 細 胞 系 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ で 出 発 し た 場 合 、 Ｎ ＝ ８ 遺 伝 子 （ Ｐ Ｃ
Ａ 、 Ｐ Ｓ Ｍ 、 Ｍ Ｇ Ｂ １ 、 Ｍ Ｇ Ｂ ２ 、 Ｐ Ｉ Ｐ 、 Ｃ Ｋ ８ 、 Ｃ Ｋ １ ９ 、 お よ び Ｅ ｐ Ｃ Ａ Ｍ ） に つ
い て の バ ン ド 強 度 比 率 の 有 意 な 差 は 検 出 さ れ ず 、 続 い て 、 図 １ ３ Ｃ に 示 す ご と く 、 Ｔ ７ プ
レ 増 幅 方 法 お よ び 引 き 続 い て の 多 重 遺 伝 子 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 動 的 曲 線 分 析 を 行 っ た 。 各 バ ッ チ
で 平 行 し て 行 っ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 陰 性 増 幅 制 御 は 、 こ れ ら の 実 験 の 間 に 検 出 可 能 な 信 号 を 示
さ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
本 発 明 の 修 飾 さ れ た Ｔ ７ 方 法 の １ ラ ウ ン ド を 用 い て 全 Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 比 例 し て 増 幅
し 、 元 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 質 量 の １ ０ ， ０ ０ ０ 倍 を 超 え る 平 均 増 加 で も っ て ａ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー
が 得 ら れ た 。 こ れ は 、 測 定 さ れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ 質 量 の １ ， ５ ％ の 元 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル 評 価 に 基
づ く 。 転 写 体 増 幅 プ ロ セ ス の 結 果 、 ６ ０ ０ 塩 基 の メ ジ ウ ム 転 写 体 長 さ の ラ イ ブ ラ リ ー が 得
ら れ 、 こ れ は 、 ５ ５ ０ な い し ８ ０ ０ 塩 基 の 間 の 範 囲 で あ り 、 各 ラ イ ブ ラ リ ー 内 の 個 々 の 転
写 体 の サ イ ズ は ３ ０ ０ な い し ３ ０ ０ ０ 塩 基 の 範 囲 で あ っ た 。 個 々 の ａ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー
は Ｒ Ｔ に つ き ラ ン ダ ム 起 点 と さ れ 、 そ れ か ら 、 １ ０ ド ナ ー 当 量 の ａ Ｒ Ｎ Ａ ／ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用
い て 個 々 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 多 重 遺 伝 子 パ ネ ル を 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
健 康 な 非 － 癌 試 料 に お け る 運 び 去 ら れ た Ｗ Ｂ Ｃ か ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ の 量 は ０ ． ８ な い し １ １ ．
１ ２ ｎ ｇ の 範 囲 で あ っ た （ 平 均 ３ ． ５ ｎ ｇ ） 。 Ｈ Ｒ Ｐ Ｃ 患 者 試 料 か ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ の 量 は ０
． ８ な い し ３ ５ ． １ ２ ｎ ｇ の 範 囲 で あ っ た （ 平 均 ７ ． ２ ｎ ｇ ） 。 全 て の 全 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 は 、
引 き 続 い て 、 出 発 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 値 に 直 接 比 例 し た 質 量 の ａ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 生 じ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
各 試 料 の 全 Ｒ Ｎ Ａ の １ ０ ％ の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 、 既 知 質 量 の 細 胞 系 標 準 か ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ
と 平 行 し て ２ ８ Ｓ ＋ １ ８ Ｓ 放 射 性 標 識 オ リ ゴ プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 続 い て 、 量
お よ び 質 の 測 定 の た め に ホ ス ホ イ メ ー ジ を 行 っ た 。 質 は 、 １ ８ Ｓ を 超 え る ２ ８ Ｓ の 量 の 比
率 に よ っ て 評 価 し 、 こ こ に 、 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 細 胞 系 標 準 は 豊 富 化 さ れ た 試 料 に つ い て は 平 均
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し て １ ． ５ ５ で あ り （ １ ． ５ ０ な い し １ ． ６ ４ の 範 囲 ） 、 １ ３ 人 の 健 康 な ド ナ ー は 平 均 し
て １ ． ３ ６ で あ り （ １ ． ６ ６ な い し １ ． ６ ０ の 範 囲 ） 、 Ｈ Ｒ Ｐ Ｃ は 平 均 し て １ ． １ ０ で あ
っ た （ ０ ． ５ ７ な い し １ ． ８ ０ の 範 囲 ） 。
【 ０ １ ５ ０ 】
加 え て 、 本 発 明 者 ら は 、 Ｈ Ｒ Ｐ Ｃ 患 者 か ら の フ ェ ロ 流 体 豊 富 化 Ｃ Ｔ Ｃ ／ Ｗ Ｂ Ｃ 試 料 の ８ ０
％ は 、 予 測 さ れ る よ り も ６ 倍 低 い 全 Ｒ Ｎ Ａ 質 量 を 有 す る こ と を 観 察 し た （ １ ． ５ な い し １
５ 倍 の 範 囲 ） 。 こ れ ら の 予 測 は Ｗ Ｂ Ｃ 平 均 全 Ｒ Ｎ Ａ 質 量 ＝ 細 胞 当 た り ２ ｐ ｇ お よ び 平 均 上
皮 細 胞 全 Ｒ Ｎ Ａ 質 量 ＝ 細 胞 当 た り ２ ０ ｐ ｇ に 基 づ く も の で あ っ た 。 こ れ は 、 特 に 、 治 療 の
間 に お い て 、 個 体 の 診 断 お よ び 治 療 状 態 を 評 価 す る の に 有 意 義 で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ １ 】
実 施 例 １ ２
組 織 特 異 的 遺 伝 子 を 用 い る Ｃ Ｔ Ｃ 腫 瘍 起 源 組 織 の 確 認 お よ び 患 者 特 異 的 治 療 プ ロ フ ィ ー ル
の 特 徴 付 け
３ ６ 試 料 を Ｎ ＝ ８ ア ン プ リ コ ン で さ ら に プ ロ フ ィ ー ル し て 、 循 環 上 皮 腫 瘍 細 胞 の 起 源 器 官
の 同 定 の た め に 最 適 な 特 異 性 お よ び 感 度 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 決 定 し た 。 前 立 腺 特 異 的 同 定
で は 、 我 々 は 、 Ｐ Ｓ Ａ 、 Ｐ Ｓ Ｍ 、 Ｈ Ｋ ２ 、 Ｈ Ｐ Ｎ 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｒ 、 Ｄ Ｄ ３ 、 Ｍ Ｇ Ｂ １ お よ び Ｍ
Ｇ Ｂ ２ を 評 価 し た （ 図 １ ４ Ｂ 参 照 ） 。 こ れ ら の ア ン プ リ コ ン の い ず れ も 、 一 つ の Ｈ ｅ ｐ ｓ
ｉ ｎ （ Ｈ ｐ ｎ ） を 持 つ か け 離 れ た 女 性 ３ 名 を 除 い て Ｗ Ｂ Ｃ 群 か ら の い ず れ の 信 号 も 示 さ な
か っ た 。 図 １ ４ Ｂ に 示 す ご と く 、 Ｐ Ｓ Ａ は ２ ０ ／ ２ ３ （ ８ ９ ％ ） 試 料 の 陽 性 得 点 に て こ の
前 立 腺 群 で も っ と も 感 度 が よ く 、 続 い て 、 Ｐ Ｓ Ｍ 　 １ ７ ／ ２ ３ （ ７ ４ ％ ） 、 Ｈ Ｐ Ｍ 　 １ ３
／ ２ ３ （ ５ ７ ％ ） 、 Ｈ Ｋ ２ 　 ７ ／ ２ ３ （ ３ ０ ％ ） 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｒ 　 ２ ／ ２ ３ （ ９ ％ ） 、 お よ び
Ｄ Ｄ ３ 　 １ ／ ２ ３ （ ４ ％ ） で あ っ た 。 予 期 せ ぬ こ と に 、 「 乳 房 特 異 的 」 遺 伝 子 、 マ マ グ ロ
ビ ン １ お よ び ２ は 、 共 に 健 康 な ド ナ ー 集 団 で は な く 前 立 腺 に お い て 強 い 信 号 レ ベ ル 陽 性 Ｍ
Ｂ Ｇ １ 　 １ ／ ２ ３ （ ４ ％ ） お よ び Ｍ Ｂ Ｇ ２ 　 ２ ／ ２ ３ （ ９ ％ ） の 得 点 で あ っ た 。 二 つ の 最
大 感 度 の マ ー カ ー Ｐ Ｓ Ａ お よ び Ｐ Ｓ Ｍ を 合 わ せ る と 、 ２ ０ ／ ２ ３ （ ８ ７ ％ ） の 感 度 を 生 じ
る 。 Ｈ Ｐ Ｎ を 加 え る と 、 感 度 は ２ １ ／ ２ ３ （ ９ １ ％ ） ま で 増 加 す る 。 Ｈ ｅ ｐ ｓ ｉ ｎ お よ び
Ｐ Ｓ Ｍ は 二 つ の マ ー カ ー で あ り 、 こ れ は 、 治 療 戦 略 に お い て 中 枢 的 で あ る 。 と い う の は 、
そ れ ら 共 に 組 織 特 異 的 で あ っ て 、 膜 貫 通 特 異 的 細 胞 標 的 送 達 戦 略 だ か ら で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
Ｃ Ｔ Ｃ 　 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ フ ァ イ リ ン グ に 基 づ く 潜 在 的 治 療 プ ロ フ ィ ー ル の 個 々 の 患 者 の 特 徴 付
け を 行 い 、 結 果 を 図 １ ４ Ｃ に 示 す 。 こ こ に 、 こ の 試 料 の 組 に お け る 個 々 の 特 異 性 得 点 は Ａ
Ｒ 、 Ｎ Ｋ Ｘ ３ Ａ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ お よ び Ｅ Ｒ が 全 て １ ０ ０ ％ で あ っ た こ と を 示 し た 。 Ｍ Ｄ Ｒ １ 、
Ｍ Ｒ Ｐ 、 お よ び Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ ａ は 、 全 て 、 Ｗ Ｂ Ｃ 群 か ら の 有 意 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 信 号 を 被
っ た 。 Ｈ Ｒ Ｐ Ｃ 　 Ｃ Ｔ Ｃ を 検 出 す る た め の Ａ Ｒ の 感 度 は １ ６ ／ ２ ３ （ ７ ０ ％ ） で あ り 、 続
い て 、 Ｎ Ｋ Ｘ ３ Ａ 　 ４ ／ ２ ３ （ １ ７ ％ ） 、 Ｔ ｏ ｐ ｏ ２ ａ 　 ５ ／ ２ ３ （ ２ ２ ％ ） 、 Ｍ Ｄ Ｒ １
　 ５ ／ ２ ３ （ ２ ２ ％ ） 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 　 ４ ／ ２ ３ （ １ ７ ％ ） 、 お よ び Ｅ Ｒ 　 １ ／ ２ ３ （ ４ ％ ）
で あ っ た 。 予 期 せ ぬ こ と に 、 Ｍ Ｄ Ｒ お よ び Ｍ Ｒ Ｐ は こ れ ら の 二 つ の 群 を 層 化 の に 有 用 な よ
う に は 見 え な か っ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
一 定 期 間 に わ た る 試 料 は 三 人 の 患 者 か ら の １ ８ な い し ２ ６ 週 の コ ー ス の 上 に 描 か れ た 。 一
人 の 患 者 は ル プ ロ ン 単 独 で 処 置 し 、 二 人 の 患 者 は タ キ サ ン ／ エ ス ト ラ ム ス チ ン と 組 み 合 わ
せ た ル プ ロ ン で 処 置 し た 。 系 列 的 試 料 は 、 治 療 感 度 ／ 抵 抗 性 関 連 遺 伝 子 の 発 現 の 変 化 を 示
し 、 他 方 、 そ の 他 の 試 料 は 未 変 化 で あ っ た 。 図 １ ５ Ａ 、 １ ５ Ｂ 、 お よ び １ ５ Ｃ に 示 す ご と
く 、 こ れ ら の 変 化 は Ｃ Ｔ Ｃ お よ び 白 血 球 カ ウ ン ト か ら は 独 立 し て い た 。 ０ 、 ５ 、 １ ０ お よ
び １ ８ 週 に お い て 吸 い 取 っ た ４ つ の 一 定 期 間 に わ た る 試 料 を 有 し た 、 ル プ ロ ン 単 独 で 処 置
し た 患 者 で は 、 Ｍ Ｄ Ｒ １ は 検 出 可 能 で は な く （ 図 １ ５ Ａ ） お よ び Ａ Ｒ は 比 較 的 一 定 の ま ま
で あ っ た が 、 Ｈ ｅ ｓ ｐ ｉ ｎ は 変 動 し た 。 図 １ ５ Ｂ お よ び １ ５ Ｃ は 、 さ ら に 、 Ｔ Ｘ ／ Ｅ Ｓ 処
置 の 間 に お け る 健 康 ド ナ ー に 対 す る Ｍ Ｄ Ｒ １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 終 始 一 貫 し た 低 下 を 示 し
た 。 Ｈ Ｒ Ｐ Ｃ の 発 生 に お い て 中 枢 的 な 役 割 を 果 た す Ａ Ｒ 発 現 レ ベ ル は 、 図 １ ５ Ｂ に 示 す ご
と く 、 Ｔ Ｘ ／ Ｅ Ｓ 処 置 の 間 に 完 全 に 排 除 さ れ た 。 対 照 的 に 、 図 １ ５ Ｃ は 治 療 の 同 様 な 間 に
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比 較 的 影 響 さ れ な い Ａ Ｒ を 示 し た 。 図 １ ５ Ｂ お よ び １ ５ Ｃ に お け る 双 方 の 患 者 の Ｔ Ｘ ／ Ｅ
Ｓ 処 置 の 間 に 、 完 全 な 排 除 に 対 す る 未 処 置 に つ い て の 高 発 現 レ ベ ル か ら の Ｈ ｅ ｐ ｓ ｉ ｎ 　
ｍ Ｒ Ｎ Ａ で 劇 的 な 変 化 が 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
実 施 例 １ ３
Ｃ Ｔ Ｃ － 補 充 デ ー タ を 供 す る 同 一 試 料 か ら の 血 漿 － 由 来 （ 非 － Ｃ Ｔ Ｃ ） Ｒ Ｎ Ａ で の 病 気 状
態 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ
こ れ ま で 、 血 液 試 料 か ら 豊 富 化 さ れ た Ｃ Ｔ Ｃ に 由 来 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 分 析 す る た め の 方 法 が
記 載 さ れ て い る 。 こ の 方 法 の 重 要 な 工 程 は 、 Ｔ ７ プ レ － 増 幅 工 程 で あ り 、 こ れ は 、 １ ０ ０
０ ま で の 異 な る 個 々 の 遺 伝 子 特 異 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で の 転 写 体 の 数 コ ピ ー の 分 析 を 可 能
と す る 。 代 表 的 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の Ｔ ７ プ レ － 増 幅 は 、 制 限 さ れ た 試 料 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 質
量 の 主 な 制 限 を 効 果 的 に 除 去 す る 。 こ の 同 一 プ レ － 増 幅 は 非 － Ｃ Ｔ Ｃ 　 Ｒ Ｎ Ａ に 適 用 す る
こ と が で き る 。 事 実 、 与 え ら れ た 血 液 試 料 に は Ｒ Ｎ Ａ の 多 数 の 源 が あ り 、 こ れ ら の 非 － Ｃ
Ｔ Ｃ 　 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 の い く つ か は 価 値 あ る 情 報 を 提 供 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ５ 】
Ｃ Ｔ Ｃ 存 在 の 確 認 お よ び 腫 瘍 起 源 組 織 の 決 定 、 な ら び に 病 気 メ カ ニ ズ ム の 包 括 的 特 徴 付 け
は 、 フ ェ ロ 流 体 豊 富 化 プ ロ セ ス の 間 に 得 ら れ た 血 漿 血 液 画 分 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 達
成 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ れ に は 、 豊 富 化 さ れ た Ｃ Ｔ Ｃ に つ い て の 前 記 実 験 で
記 載 し た Ｔ ７ プ レ － 増 幅 プ ロ セ ス を カ ッ プ リ ン グ さ せ る 。 フ ェ ロ 流 体 豊 富 化 プ ロ セ ス は 最
初 に 、 各 試 料 の 血 漿 画 分 を 分 離 す る 。 典 型 的 に は 、 こ の 画 分 は Ｃ Ｔ Ｃ が 豊 富 化 さ れ れ ば 捨
て ら れ て い た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
し か し な が ら 、 血 漿 － お よ び 血 清 － 由 来 ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ は 最 近 、 文 献 に お い て 、 価
値 あ る 癌 発 現 （ 表 現 型 ） お よ び 遺 伝 子 型 （ Ｄ Ｎ Ａ 分 析 ） の デ ー タ を 供 す る こ と が 示 さ れ て
い る 。 血 漿 － 由 来 ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ は 、 下 流 分 析 の た め の 伝 統 的 な 分 子 生 物 学 的 方 法
に よ っ て 単 離 さ れ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 血 漿 か ら 容 易 に 入 手 で き 、 か つ 価 値 あ る Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ デ
ー タ を 供 す る こ と が 証 明 さ れ て い る の で 、 こ れ ら の 同 一 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 は 、 本 明 細 書 中 に 記
載 さ れ た 修 飾 さ れ た Ｔ ７ 増 幅 手 法 を 用 い て よ り 包 括 的 に プ ロ フ ァ イ ル す る こ と が で き る 。
か く し て 、 Ｃ Ｔ Ｃ － 独 立 お よ び ／ ま た は Ｃ Ｔ Ｃ － 相 補 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 各
試 料 の 血 漿 － 由 来 画 分 か ら の Ｒ Ｎ Ａ を 用 い る こ と に よ っ て Ｃ Ｔ Ｃ に つ い て の 同 一 プ ロ フ ァ
イ リ ン グ 手 法 で 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
さ ら に 、 Ｔ ７ ベ ー ス の 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ ア プ ロ ー チ は 前 記 し た 豊 富 化 プ ロ セ ス に 適 用
す る こ と が で き 、 Ｃ Ｔ Ｃ － 枯 渇 画 分 の 分 析 を 可 能 と す る こ と は 、 Ｗ Ｂ Ｃ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
の 寄 与 を 区 別 す る の に 有 用 で あ り 、 こ れ は 、 豊 富 化 の 間 に 非 特 異 的 に 行 わ れ 、 寄 与 は Ｃ Ｔ
Ｃ － 特 異 的 プ ロ フ ィ ー ル を 形 成 す る 。 こ れ は 、 異 な る パ タ ー ン の 比 較 お よ び 引 き 続 い て の
引 き 算 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き 、 分 析 の 間 に Ｃ Ｔ Ｃ を 正 し く 同 定 す る た め の さ ら な る
メ カ ニ ズ ム を 提 供 す る 。 加 え て 、 Ｃ Ｔ Ｃ － 枯 渇 プ ロ フ ィ ー ル は 、 そ れ 自 体 、 特 定 の 療 法 に
対 す る 応 答 お よ び 感 度 に つ い て 価 値 あ る 患 者 － 特 異 的 情 報 を 提 供 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ８ 】
本 発 明 が 関 連 す る 技 術 分 野 の 当 業 者 に は 、 本 発 明 が 明 細 書 中 に 開 示 し た 好 ま し い 具 体 例 の
記 載 お よ び 議 論 に 制 限 さ れ ず 、 以 下 の 請 求 の 範 囲 に よ っ て の み 定 義 さ れ る 本 発 明 の 精 神 お
よ び 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 手 法 の 多 く の 修 飾 お よ び 変 形 を 達 成 す る こ と が で き る の を
認 識 す る で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ９ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 単 一 試 料 に つ い て の マ ル チ パ ラ メ ー タ ー 分 析 で の 本 出 願 で 記 載 し た 発 明
に よ っ て 可 能 と な る 種 々 の 可 能 性 お よ び オ プ シ ョ ン を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 。 表 現 型
お よ び 遺 伝 子 型 分 析 は 固 定 さ れ た ま た は 固 定 さ れ て い な い 細 胞 で 得 ら れ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を Ｔ ｒ ｉ ｚ ｏ １ ＋ ペ レ ッ ト 塗 料 共 沈 殿 を 介 し て 得 ら れ た 上 澄 み
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か ら 単 離 す る 前 に 、 種 々 の 回 数 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ － 処 理 し た 約 １ ６ ０ ０ の Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ ３
乳 癌 細 胞 の Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ 　 Ｇ ｏ ｌ ｄ 染 色 後 の ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 析 さ れ た
変 性 全 Ｒ Ｎ Ａ の 逆 イ メ ー ジ （ ネ ガ テ ィ ブ ） を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 全 細 胞 、 細 胞 ペ レ ッ ト 画 分 か ら の Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ （ サ ポ ニ ン ） 浸
透 化 細 胞 、 お よ び Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ Ｒ － 浸 透 化 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ ３ 乳 癌 細 胞 の 上 澄 み 画 分 か ら
の 細 胞 を 含 む 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染 色 し た １ ％ 変 性 全 Ｒ Ｎ Ａ ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ 処 理 ３ ２ Ｐ － 標 識 オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） （ ２ ５ 量 体
） プ ロ ー ブ に よ っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 図 ３ に 示 し た ゲ ル の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト の ホ ス ホ
ル イ メ ー ジ を 示 す 。 放 射 性 信 号 は 、 全 細 胞 、 お よ び 図 ３ に 示 し た ゲ ル か ら の 二 つ の Ｉ ｍ ｍ
ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ Ｒ － 処 理 細 胞 画 分 に 由 来 す る 全 Ｒ Ｎ Ａ の 全 て の ポ リ （ Ａ ） ＋ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写
体 に 対 応 す る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 標 識 さ れ た オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） プ ロ ー ブ の 慣 用 的 解 離 お よ び 除 去 を 介 し て ス
ト リ ッ プ さ れ 、 核 － 特 異 的 前 駆 対 ｒ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ で 再 度 プ ロ ー ブ し た 図 ４ か ら の ノ ー ザ
ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 ス ト リ ッ プ さ れ 、 か つ ミ ト コ ン ド リ ア － 特 異 的 １ ２ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー
ブ で 再 度 プ ロ ー ブ さ れ た 図 ５ か ら の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 図 ３ に お い て ゲ ル イ メ ー ジ を 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 第 一 ス ト ラ ン ド オ リ ゴ
（ ｄ Ｔ ） （ 起 点 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 の 間 に ア ル フ ァ － ３ ２ Ｐ － ヌ ク レ オ チ ド 標 識 し た 場 合 の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ア レ イ ド ッ ト ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ タ ー ン の 比 較 を 示 す 。 つ い で 、 標 識
さ れ た 第 一 ス ト ラ ン ド Ｄ Ｎ Ａ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と し て 用 い た 。 パ タ ー ン 比 較 は 、
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 同 一 相 対 的 豊 富 さ が す べ て の Ｒ Ｎ Ａ 細 胞 画 分 で 存 在 す る こ と を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 各 々 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｐ ｅ ｒ ｍ で 約 ７ ７ ０ の Ｐ Ｃ － ３ 細 胞 を 含 有 す る 多 重 ア リ
コ ッ ト を 別 々 に 処 理 し た 後 に 得 ら れ た 、 定 量 的 お よ び 定 性 的 な 相 対 的 サ イ ト ゾ ル 全 Ｒ Ｎ Ａ
の ゲ ル イ メ ー ジ を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 Ｃ ｙ ｔ ｏ Ｃ ｈ ｅ ｘ Ｔ Ｍ お よ び 他 の ア ル デ ヒ ド ベ ー ス の 固 定 剤 、 続 い て の
酵 素 消 化 を 用 い る 、 全 Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ９ ０ な い し １ ０ ０ ％ の 保 存 、 回 収 お よ び Ｒ Ｎ
Ａ 完 全 性 分 析 を 示 す 。 こ の 実 験 で は 、 Ｃ ｙ ｔ ｏ － Ｃ ｈ ｅ ｘ Ｔ Ｍ 、 Ｓ ｔ ｅ ｂ ｉ ｌ ｃ ｙ ｔ ｅ Ｔ

Ｍ お よ び Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｉ ｘ Ｔ Ｍ で あ る ３ つ の 異 な る 固 定 剤 な く し て の （ リ ン 酸 緩 衝 化 生 理
食 塩 水 、 Ｐ Ｂ Ｓ ） お よ び そ れ を 用 い た 、 双 方 の 対 照 レ ー ン に お け る 、 新 た に 吸 い 取 っ た ７
． ５ ｍ ｌ の 末 梢 血 液 （ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 　 Ｖ ａ ｃ ｕ ｔ ａ ｉ ｎ ｅ ｒ 試 験 管 ） に 最 初 に ス パ イ ク さ れ た
３ ０ ０ ， ０ ０ ０ Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ ３ 細 胞 系 の 細 胞 の 一 部 を 質 量 が 正 規 化 し た 。 混 合 の 後 、 こ れ ら を
室 温 に て （ ２ ０ な い し ２ ５ ℃ で ） イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 し か る 後 、 Ｖ Ｕ － １ Ｄ ９ （ Ｅ ｐ Ｃ
Ａ Ｍ ） － フ ェ ロ 流 体 免 疫 磁 気 選 択 を 用 い 、 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ ３ 細 胞 を 血 液 か ら 豊 富 化 さ せ た 。 各 処
理 か ら の 豊 富 化 さ れ た 細 胞 を ３ つ の 等 し い ア リ コ ッ ト に 分 け 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ 「 ポ ス
ト 」 で 示 し た レ ー ン ） で 処 理 し 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 消 化 な く し て 処 理 し た （ 即 時 の Ｒ Ｎ Ａ
単 離 で は 「 ｐ ｒ ｅ 」 で 示 し た レ ー ン 、 お よ び 、 ポ ス ト に 対 す る 細 胞 の み を 意 味 す る 「 Ｎ ｏ
」 で 示 さ れ る レ ー ン に は 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 成 分 が 添 加 さ れ ず 、 全 て の 他 の 操 作 は ポ ス ト
に 等 し い ） 。 得 ら れ た 正 規 化 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 単 離 は 、 １ ％ 変 性 ア ガ ロ ー ス で 分 離 し 、 Ｓ Ｙ Ｂ
Ｒ 　 Ｇ ｏ ｌ ｄ で 検 出 し 、 ア ル フ ァ イ メ ー ジ ャ ー デ ン シ ト メ ト リ ー で イ メ ー ジ し 、 つ い で 、
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト し 、 最 後 に 、 オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） プ ロ ー ブ し て 、 各 回 収 さ れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ お よ
び ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 相 対 的 質 お よ び 量 を 示 す 。
【 図 １ ０ Ａ － Ｂ 】 図 １ ０ Ａ お よ び 図 １ ０ Ｂ は 、 １ 、 ２ お よ び ４ 時 間 に わ た る Ｃ ｙ ｔ ｏ － Ｃ
ｈ ｅ ｘ Ｔ Ｍ 、 Ｓ ｔ ａ ｂ ｉ ｌ ｃ ｙ ｔ ｅ Ｔ Ｍ 、 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ Ｆ Ｉ Ｘ Ｔ Ｍ 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド お よ び グ リ オ キ サ ー ル 固 定 の 相 対 的 速 度 を 示 す
。 こ の 実 験 で は 、 Ｃ ｙ ｔ ｏ － Ｃ ｈ ｅ ｘ T M 、 Ｓ ｔ ａ ｂ ｉ ｌ ｃ ｙ ｔ ｅ T M 、 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｉ ｘ T M

、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 グ リ オ キ サ ー ル 経 時
的 相 対 速 度 を １ 、 ２ お よ び ４ 時 間 に お い て 評 価 し た 。 図 ９ に 記 載 し た の と 同 一 の 方 法 に よ
っ て 、 ７ ． ５ ｍ ｌ の 血 液 の 試 料 を 単 一 ド ナ ー か ら 調 製 し た 。 唯 一 の 差 は 、 そ れ ら を 選 択 し
、 １ ， ２ お よ び ４ 時 間 の 最 終 点 で Ｒ Ｎ Ａ 単 離 の た め に 処 理 し た こ と で あ る 。 得 ら れ た 正 規
化 Ｒ Ｎ Ａ 単 離 を １ ％ 変 性 ア ガ ロ ー ス で 分 離 し 、 Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ 　 Ｇ ｏ ｌ ｄ で 染 色 し 、 ア ル フ ァ イ
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メ ー ジ ャ ー デ ン シ ト メ ト リ ー で イ メ ー ジ し 、 つ い で ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト し 、 最 後 な オ リ ゴ （
ｄ Ｔ ） プ ロ ー ブ し て 回 収 さ れ た 各 全 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 相 対 的 質 お よ び
量 を 示 す 。
【 図 １ ０ Ｃ 】 図 １ ０ Ｃ は 、 １ ５ 、 ３ ０ お よ び ４ ５ 分 に わ た る Ｃ ｙ ｔ ｏ － Ｃ ｈ ｅ ｘ Ｔ Ｍ 対 パ
ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 相 対 的 固 定 速 度 を 示 す 。 こ の 実 験 に お い て は 、 固 定 Ｃ ｙ ｔ ｏ － Ｃ ｈ
ｅ ｘ 対 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 経 時 的 相 対 速 度 は １ ５ 、 ３ ０ 、 お よ び ４ ５ 分 に 評 価 し た 。
図 ９ に 記 載 し た の と 同 一 の 方 法 に よ っ て 、 ７ ． ５ ｍ ｌ の 血 液 の 試 料 を 単 一 ド ナ ー か ら 調 製
し た 。 唯 一 の 差 は 、 そ れ ら を １ ５ ， ３ ０ ， ４ ５ 分 の 最 終 点 で 選 択 し た こ と で あ る 。 相 対 的
ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 質 お よ び 量 を 示 す オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） プ ロ ー ブ ド ブ ロ ッ ト の ホ ス ホ イ
メ ー ジ ン グ 定 量 は ： ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ＝ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ ～ ４ 倍 ） ＞ Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ
ｉ ｘ Ｔ Ｍ （ ～ ２ 倍 ） ＞ Ｓ ｔ ａ ｄ ｉ ｌ ｃ ｙ ｔ ｅ Ｔ Ｍ （ ～ １ ． ５ 倍 ） ＞ Ｃ ｙ ｔ ｏ － Ｃ ｈ ｅ ｘ Ｔ

Ｍ （ ～ １ 倍 ） ＝ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の 相 対 速 度 を 示 し 、 グ リ オ キ サ ー ル は ラ ン ク 付 け す る
の に は あ ま り に も 遅 い 。 得 ら れ た 正 規 化 Ｒ Ｎ Ａ 単 離 を １ ％ 変 性 ア ガ ロ ー ス で 分 離 し 、 Ｓ Ｙ
Ｂ Ｒ 　 Ｇ ｏ ｌ ｄ で 染 色 し 、 ア ル フ ァ イ メ ー ジ ャ ー デ ン シ ト メ ト リ ー で イ メ ー ジ し 、 つ い で
、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト し 、 最 後 に オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） プ ロ ー ブ し て 、 回 収 さ れ た 各 全 Ｒ Ｎ Ａ お よ
び ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 相 対 的 質 お よ び 量 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 Ｃ ｙ ｔ ｏ － Ｃ ｈ ｅ ｘ Ｔ Ｍ 保 存 か ら の Ｒ Ｎ Ａ 回 収 の 質 お よ び 量 に 対 す
る 求 核 試 薬 お よ び 酵 素 の 変 動 に 対 す る 効 果 を 示 す 。 こ れ は 、 改 良 さ れ た 配 列 分 析 で 組 み 合
わ さ れ た 処 置 で 用 い る 場 合 、 質 が 同 様 で あ る こ と を 指 示 す る 。 得 ら れ た 正 規 化 Ｒ Ｎ Ａ 単 離
を １ ％ 変 性 ア ガ ロ ー ス で 分 離 し 、 Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ 　 Ｇ ｏ ｌ ｄ で 染 色 し 、 ア ル フ ァ イ メ ー ジ ャ ー デ
ン シ ト メ ト リ ー で イ メ ー ジ し 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト し 、 最 後 に ｄ Ｔ プ ロ ー ブ し て 、 回 収 さ れ
た 各 全 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 相 対 的 質 お よ び 量 を 示 す 。
【 図 １ ２ Ａ 】 図 １ ２ Ａ は 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 回 収 お よ び ａ Ｒ Ｎ Ａ プ レ 増 幅 と 共 に Ｃ ｙ ｔ ｏ －
Ｃ ｈ ｅ ｘ Ｔ Ｍ 安 定 化 血 液 に お け る １ ０ Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ ３ 細 胞 ／ ７ ． ５ ｍ ｌ 血 液 か ら の 特 異 的 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ の 検 出 に よ っ て 示 さ れ た 診 断 適 用 の 可 能 性 を 示 す 。 診 断 適 用 の 可 能 性 は 、 こ こ で は 、
７ ． ５ ｍ ｌ 末 梢 血 液 に ス パ イ ク さ れ た 三 連 １ ０ ま た は ２ ０ Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ ３ 細 胞 か ら の 特 異 的 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の 感 度 の よ い か つ 再 現 性 の あ る 検 出 に よ っ て 証 明 さ れ る 。 ス パ イ ク さ れ た 血 液 を 直
ち に Ｃ ｙ ｔ ｏ － Ｃ ｈ ｅ ｘ で 安 定 化 し て 、 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ を 安 定 化 さ せ た 。 室 温 （ ２ ０ な い し ２
５ ℃ ） に て １ 日 イ ン キ ュ ベ ー タ ー で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 Ｖ Ｕ － １ Ｄ ９ （ Ｅ ｐ Ｃ Ａ Ｍ ）
－ フ ェ ロ 球 体 免 疫 磁 気 選 択 を 用 い て 安 定 化 さ れ た 細 胞 を 選 択 的 に 豊 富 化 し た 。 豊 富 化 に つ
づ き 、 シ リ カ 結 合 Ｒ Ｎ Ａ 単 離 、 続 い て の ａ Ｒ Ｎ Ａ プ レ 増 幅 お よ び 遺 伝 子 特 異 的 定 量 的 Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ が Ｃ Ｋ １ ９ お よ び Ｅ ｐ Ｃ Ａ Ｍ に つ い て 実 行 で き る よ う に 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 消 化
を 行 っ て Ｒ Ｎ Ａ を 遊 離 さ せ た 。
【 図 １ ２ Ｂ － Ｃ 】 図 １ ２ Ｂ お よ び 図 １ ２ Ｃ は 、 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ 細 胞 ス パ イ ク フ ェ ロ 流 体 選 択 お よ
び Ｃ ｙ ｔ ｏ Ｃ ｈ ｅ ｘ Ｔ Ｍ 処 理 、 続 い て の プ ロ テ イ ナ ー ゼ 逆 行 か ら の Ｃ Ｋ １ ９ お よ び Ｅ ｐ Ｃ
Ａ Ｍ の 各 Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ を 示 す 。 こ の 実 験 は 、 定 量 的 な Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 の 結 果 を 示 し 、 こ れ
は 、 グ ラ フ 化 す る 前 に 元 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 質 量 に 対 し て 正 規 化 し た 。 か く し て 、 示 さ れ た 値 は 、
ａ Ｒ Ｎ Ａ 増 幅 に 先 立 っ て 元 の Ｒ Ｎ Ａ 単 離 に 含 ま れ た 元 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 集 団 と 同 等 で あ る 。
【 図 １ ２ Ｄ － Ｅ 】 図 １ ２ Ｄ お よ び 図 １ ２ Ｅ は 、 細 胞 安 定 性 試 薬 で 処 理 し た Ｓ Ｋ Ｄ Ｒ に 由 来
す る Ｒ Ｎ Ａ に つ い て の Ｃ Ｄ １ ９ お よ び Ｅ ｐ Ｃ Ａ Ｍ で の 各 Ｑ － Ｔ Ｃ Ｒ を 示 す 。 こ れ ら の 実 験
は 、 図 ９ の Cyto-Chex T M , Stabilcyte T M お よ び Transfix T M に 示 さ れ た ３ つ の 異 な る 固 定 剤
に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 示 す 。 こ れ ら の プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 回 収 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 を 、 各 々 、 図 １ ２ Ｂ
お よ び １ ２ Ｃ に 示 さ れ た ａ Ｒ Ｎ Ａ プ レ 増 幅 お よ び 遺 伝 子 特 異 的 定 量 的 Ｃ Ｋ １ ９ お よ び Ｅ ｐ
Ｃ Ａ Ｍ に つ い て の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 同 一 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 鋳 型 分 析 に 付 し た 。 こ れ ら の こ こ に 示 さ れ
た デ ー タ を 双 方 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 質 量 に 対 し て 正 規 化 し 、 こ れ は 本 実 験 に お い て ａ Ｒ Ｎ Ａ 質 量 収
率 に 等 し い 。 か く し て 、 こ の 固 定 剤 由 来 の 相 対 的 Ｒ Ｎ Ａ の 量 お よ び 質 の 比 較 は 双 方 の ａ Ｒ
Ｎ Ａ （ 図 １ ２ Ａ ） お よ び 、 続 い て の こ こ に 示 さ れ る 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 双 方 の 尺 度 で あ る
。 こ れ ら の 比 較 は 、 共 に 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 方 法 の み を 用 い て Ｒ Ｎ Ａ を 回 収 し た 後 に お け
る 、 各 固 定 剤 独 立 性 Ｒ Ｎ Ａ 鋳 型 の 質 の 尺 度 で あ る 。
【 図 １ ３ Ａ 】 図 １ ３ Ａ は 、 Ｃ Ｋ １ ９ － ｃ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 の 最 も ３ ’ 側 の ８ ０ ０ 塩 基 配 列 を 含
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む Ｃ Ｋ １ ９ － Ｃ Ｒ Ｎ Ａ 標 準 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 効 率 を 示 す 。 ２ ０ ０ 、 １ ０ ０ 、 ５ ０ 、 ２ ５ 、
１ ２ 、 ５ コ ピ ー を 含 む Ｃ Ｋ １ ９ － ｃ Ｒ Ｎ Ａ 標 準 の 系 列 ２ 倍 希 釈 、 そ れ か ら ３ 連 の 血 液 細 胞
が ２ ７ ％ の 変 動 の 最 大 係 数 で 得 ら れ る ２ ｎ ｇ の Ｃ Ｋ １ ９ 陰 性 全 Ｒ Ｎ Ａ に ス パ イ ク し た 。 標
準 偏 差 の バ ー を 示 す 。 １ 未 満 の コ ピ ー に 対 す る ｃ Ｒ Ｎ Ａ の 希 釈 お よ び 鋳 型 な し 対 照 は 検 出
可 能 な 信 号 を 生 じ な か っ た 。
【 図 １ ３ Ｂ 】 図 １ ３ Ｂ は ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 後 に お け る 相 対 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 発
現 レ ベ ル を 示 す 。 各 々 、 パ ネ ル １ ， パ ネ ル ２ ， パ ネ ル ３ お よ び パ ネ ル ４ に お い て ２ ５ コ ピ
ー 、 ２ ５ ０ コ ピ ー 、 ２ ， ５ ０ ０ コ ピ ー お よ び ２ ５ ０ ０ ０ コ ピ ー の レ ベ ル に て 、 白 血 球 細 胞
か ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ に Ｃ Ｋ １ ９ Ｒ Ｎ Ａ を ス パ イ ク し た 。
【 図 １ ３ Ｃ 】 図 １ ３ Ｃ は 、 増 幅 さ れ て い な い お よ び Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー － ベ ー ス の 増 幅 さ れ
た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 の 同 一 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に お い て 相 対 的 表 示 を 比 較 す る 。 相 対 的 豊
富 さ は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 動 的 曲 線 方 法 を 用 い 、 ８ つ の 異 な る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 (Ｐ Ｓ Ａ 、 Ｐ Ｓ
Ｍ 、 Ｍ Ｇ Ｂ １ 、 Ｍ Ｇ Ｂ ２ 、 Ｃ Ｋ ８ 、 Ｃ Ｋ １ ９ 、 Ｐ Ｉ Ｐ 、 Ｅ ｐ Ｃ Ａ Ｍ )を 調 べ る こ と に よ っ
て 評 価 し た 。
【 図 １ ４ Ａ 】 図 １ ４ Ａ は 、 循 環 上 皮 細 胞 遺 伝 子 の 概 観 の バ ラ ツ キ プ ロ ッ ト 棒 グ ラ フ を 示 す
。 そ れ ら の 細 胞 表 面 で Ｅ ｐ Ｃ Ａ Ｍ 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 に つ き 、 ヒ ト 血 液 を 免 疫 磁 気 的 に 豊
富 化 し 、 試 料 を ま ず ａ Ｒ Ｎ Ａ プ レ 増 幅 し 、 つ い で ２ ５ ｎ ｇ を 逆 転 写 し た 。 つ い で 、 遺 伝 子
の 選 択 さ れ た 群 に つ い て の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 後 ア リ コ ッ ト を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ
て 分 析 し た 。 １ ３ 人 の 健 康 な ド ナ ー （ ７ 名 の 男 性 、 ６ 名 の 女 性 ） を 測 定 し た 各 遺 伝 子 に つ
き Ｎ 欄 と し て 命 名 し 、 循 環 腫 瘍 細 胞 （ Ｃ Ｔ Ｃ ） を 含 有 す る ９ つ の 系 列 的 に サ ン プ リ ン グ し
た Ｈ Ｐ Ｒ Ｃ 患 者 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 測 定 し 、 測 定 さ れ た 各 遺 伝 子 に つ き Ｐ 欄
と し て 命 名 す る 。 各 欄 に お け る 水 平 線 は 、 そ れ を 越 え て 真 の 陽 性 が カ ウ ン ト さ れ る 閾 値 を
示 す 。
【 図 １ ４ Ｂ 】 図 １ ４ Ｂ は 、 図 １ ４ Ａ に 記 載 し た の と 同 一 の 方 法 を 介 す る 前 立 腺 腫 瘍 の 起 源
器 官 状 態 を 示 す 遺 伝 子 の 概 観 を 示 す 。
【 図 １ ４ Ｃ 】 図 １ ４ ｃ は 図 １ ４ Ａ に 記 載 し た の と 同 一 の 方 法 を 介 す る 治 療 標 的 状 態 の 存 在
を 示 す 概 観 を 示 す 。
【 図 １ ５ Ａ － Ｃ 】 図 １ ５ Ａ 、 １ ５ Ｂ お よ び １ ５ Ｃ は 、 新 し い 系 の 化 学 療 法 前 、 中 お よ び 後
に お け る Ｃ Ｔ Ｃ お よ び Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 多 重 遺 伝 子 分 析 の 個 々 の Ｈ Ｒ Ｐ Ｃ 患 者 の 一 定 期 間 に わ
た る モ ニ タ リ ン グ を 示 す 。 Ｘ － 軸 は 週 で 表 し た サ ン プ リ ン グ 時 間 を 示 す 。 左 の 軸 は 塗 り つ
ぶ し た 丸 の 記 号 で Ｃ Ｔ Ｃ を 示 す 。 右 の Ｙ － 軸 は 、 ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 に つ い て の 塗 り つ ぶ
し て い な い 四 角 、 Ｈ ｅ ｐ ｓ ｉ ｎ （ Ｈ Ｐ Ｎ ） に つ い て の 塗 り つ ぶ し て い な い 丸 お よ び 多 薬 物
抵 抗 性 （ Ｍ Ｄ Ｒ １ ） に つ い て の 塗 り つ ぶ し て い な い 三 角 形 の 対 応 す る 記 号 で 相 対 的 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ 発 現 を 示 す 。 図 １ ５ Ｂ に 示 す ご と く 、 相 対 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル は 、 ル プ ロ ン 単 独 の 治 療 コ
ー ス の 間 を 示 し 、 二 人 の 患 者 は 、 図 １ ５ Ｂ お よ び 図 １ ５ Ｃ に お い て Ｘ － 軸 上 の 垂 直 矢 印 の
記 号 の タ キ ソ テ ー ル お よ び エ ス ト ラ ム ス チ ン 化 学 療 法 （ Ｔ ｘ － Ｅ ｘ ） の 用 量 の 投 与 と 組 み
合 わ せ た ル プ ロ ン で 治 療 さ れ る 。 頂 部 の 棒 線 は 、 長 期 間 ホ ル モ ン 切 除 治 療 が 行 わ れ つ つ あ
っ た こ と を 示 す 。
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【 図 １ ２ Ｃ 】 【 図 １ ２ Ｄ 】
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【 図 １ ３ Ｂ 】 【 図 １ ３ Ｃ 】

【 図 １ ４ Ａ 】

【 図 １ ４ Ｂ 】

【 図 １ ４ Ｃ 】

【 図 １ ５ Ａ 】

【 図 １ ５ Ｂ 】
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【 図 １ ５ Ｃ 】
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