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(57)【要約】
【課題】希有な事象の分析のための高感度マルチパラメ
ータ法を提供する。
【解決手段】ＣＴＣ、または関心の対象である他の細胞
を含む血液のサンプルを、画像分析のため蛍光マーカー
で染色し、スキャンして、カートリッジ内における標的
細胞または細胞より小さい要素の存在および場所を識別
する。所望の標的細胞もしくは細胞より小さい要素を含
むサンプルはその後、サンプルを光退色させることによ
り部分的に、さらに処理され、最初の分析に使用された
同じ画像化基準を用いて、同じもしくは異なる蛍光色素
に結合した追加のバイオマーカーで、これら同じ標的を
再分析することができる。本発明は、標的、例えば、循
環上皮細胞、循環腫瘍細胞、循環内皮細胞、白血球、リ
ンパ球サブセット、関心の対象である細胞小器官もしく
はレセプターを含有する細胞、細胞破片、破砕細胞とそ
の破片、または捕捉され画像化され得る任意の他の有形
成分についての適用を有する。
【選択図】図１Ａ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　希有な事象の分析において感度を増大させる方法において、
　ａ．蛍光標識化によってサンプルを準備することと、
　ｂ．標的事象を識別するために前記サンプルをスキャンすることと、
　ｃ．サンプルから流体を吸引して、前記標的事象を同一場所に残すことと、
　ｄ．前記標的事象を光退色させることと、
　ｅ．前記標的事象を、蛍光標識された第二のマーカーで再染色することと、
　ｆ．前記標的事象を再スキャンすることと、
　ｇ．蛍光標識された追加の各マーカーについて、ステップｃ～ｆを繰り返すことと、
　を含む、方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法において、
　前記第二の標識されたマーカーが、蛍光抗体複合物、色素、またはそれらの組合せであ
る、方法。
【請求項３】
　請求項１に記載の方法において、
　前記スキャンおよび前記再スキャンが、CellTracks（登録商標） Autoprep（登録商標
） SystemおよびCellTracks（登録商標） Analyzer II Systemで達成される、方法。
【請求項４】
　請求項１に記載の方法において、
　前記標的事象が、循環上皮細胞、循環腫瘍細胞、循環内皮細胞、白血球、リンパ球サブ
セット、関心の対象である細胞小器官もしくはレセプターを含有する細胞、細胞破片、破
砕細胞およびその破片、またはそれらの組合せからなる群からのものである、方法。
【請求項５】
　請求項１に記載の方法において、
　前記標的事象が、循環腫瘍細胞である、方法。
【請求項６】
　請求項１に記載の方法において、
　追加的なステップが、前記標的事象のマルチパラメトリック遺伝子型プロファイリング
である、方法。
【請求項７】
　請求項６に記載の方法において、
　前記遺伝子型プロファイリングが、ＦＩＳＨである、方法。
【請求項８】
　混合細胞集団中の標的細胞と疑われるものの検出および列挙を確認する方法において、
　ａ．標的細胞を含むものと疑われる混合細胞集団を含む生物学的試料を被験者から得る
ことと、
　ｂ．免疫磁気濃縮によって前記標的細胞と疑われるものの亜集団を分離することと、
　ｃ．マルチパラメトリック表現型プロファイルによって、標的細胞と疑われるものを識
別することと、
　ｄ．マルチパラメトリック遺伝子型プロファイルのために、標的細胞と疑われるものを
準備することと、
　ｅ．前記表現型プロファイルによって、標的細胞と疑われるものを確認することであっ
て、前記個々の標的細胞と疑われるものは、前記標的細胞の表現型プロファイルおよび遺
伝型プロファイルの両方を含む、確認することと、
　を含む、方法。
【請求項９】
　請求項８に記載の方法において、
　前記表現型プロファイルが、
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　ａ．疑わしい標的細胞を蛍光標識化することと、
　ｂ．前記疑わしい標的細胞をスキャンすることと、
　ｃ．サンプルから流体を吸引することと、
　ｄ．前記サンプルを光退色させることと、
　ｅ．前記疑わしい標的細胞を再スキャンすることと、
　を含む、方法。
【請求項１０】
　請求項８に記載の方法において、
　前記標的細胞が、内皮細胞、上皮細胞、胎児細胞、細菌細胞、心筋細胞、ウイルス感染
細胞、およびそれらの組合せからなる群から選ばれる、方法。
【発明の詳細な説明】
【開示の内容】
【０００１】
　　〔関連出願に対するクロスリファレンス〕
　本出願は、２００５年９月２０日に出願された米国暫定出願第６０／７１８，６７６号
、２００５年１０月２４日に出願された米国暫定出願第６０／７２９，５３６号、および
、２００６年３月に出願された米国暫定出願第６０／７８６，１１７号に基づく優先権を
主張する、２００８年３月２０日に出願された米国出願第１２／０６７，５３２号の一部
継続出願である。前記の出願のそれぞれは、本明細書において参照によりその全体が組み
入れられる。
【０００２】
　　〔発明の背景〕
　　〔発明分野〕
　本発明は、腫瘍学および診断試験の分野に関するものである。本発明は、癌または心血
管障害等の疾病における、スクリーニング、病期分類、処置応答、再発等に有用である。
より具体的には、本発明は、生体サンプルから分離された循環希有細胞（circulating ra
re cells）の分析と列挙とを容易にする方法を提供するものである。
【０００３】
　　〔背景〕
　生体サンプルから得られる、腫瘍細胞のみならず希有細胞またはその他の生物学的存在
物を特徴付ける方法は、以前に示されている（ＵＳ６，３６５，３６２）。この二段階法
では、分析の前にかなりの量の破片およびその他の妨害物質を除外しつつ、標的細胞を確
実に獲得して、画像処理技術による細胞の検査を可能とするために、効率的な濃縮が必要
である。この方法は、マルチパラメータ・フローサイトメトリ、顕微鏡法および、免疫細
胞化学的分析と、免疫磁気濃縮の要素を、独特の自動化方法で組み合わせたものである。
この組合せ方法は、血液サンプル中の上皮細胞を濃縮して、列挙するのに用いられる。こ
のように、この組合せ方法は、癌を測定するツールを提供するものである。
【０００４】
　この二段階法は、転移性の癌を有する患者のための癌の予後と生存とにおける適用を有
する（ＷＯ０４０７６６４３）。血中の、形態学的に無傷の循環癌細胞の存在に基づいて
、この方法は、転移性乳癌患者の循環癌細胞の存在を、疾病の進行および生存の時間に関
連させ得る。より具体的には、７．５ｍＬにつき５つ以上の循環腫瘍細胞の存在は、最初
のフォローアップでの予測値をもたらし、ゆえに、患者の生存の早期予後指標を提供する
。
【０００５】
　上述の検定の特異性は、検出される細胞の数と共に増大し、ほんの少ししか（一般的に
は５つ未満の循環腫瘍細胞）検出されない場合には不十分である。この問題の１つの解決
方法は、疑わしい癌細胞について詳細な遺伝情報を提供することである。したがって、個
々の疑わしい癌細胞について、血液サンプルの濃縮をマルチパラメトリック画像血球計算
およびマルチパラメトリック遺伝分析に組み入れる方法では、完全なプロファイルおよび
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確認メカニズムを提供して、患者のスクリーニング、疾病の再発評価、または全体的な生
存についての現在の手順をかなり改善することになるであろう。個々に分離された標的細
胞の表現型のマルチパラメトリック分析と遺伝型のマルチパラメトリック分析とを組み合
わせることによる循環希有細胞の分析の確認検定がこれまでに開示されている（係属中の
米国特許出願第１２／０６７，５３２号参照）。確認は、臨床的にかなりのレベルの感度
を与え、したがって、臨床医に対し、得られた任意の定量的情報の確かさを保証するもの
となる。極めて少ない数（１、２、３または４）の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を用いて関連
する疾病状態が評価され、早期疾病検出の確認が与えられる。
【０００６】
　同一サンプルについて、同一のマーカーを用いて複数の高感度検定を実行し、しかも希
有な事象でそれを行い得る技術で他に利用できるものはない。マルチパラメータ・フロー
サイトメトリは一般的に行われるが、的確な情報を得るには、何百または何千もの標的細
胞または事象が要求される。しかしながら、患者の７．５ｍＬの血液中に６つのＣＴＣし
かない場合は、あまりにも事象が少ないので、マルチパラメータ分析の実行は言うまでも
なく、確実に検出することができない。
【０００７】
　本発明は、複数の蛍光バイオマーカーを使用して循環希有細胞の検討（interrogation
）を可能とする手段を提供することにより、ＵＳ６，３６５，３６２で記述され、CellTr
acks（登録商標） Autoprep（登録商標） SystemおよびCellTracks（登録商標） Analyze
r II System (Immunicon Corporation、ペンシルベニア州ハンティンドン・バレー（Hunt
ingdon Valley））で用いられた濃縮および分析プロトコルを拡張するものである。
【０００８】
　　〔発明の概要〕
　本明細書に記述される本発明は、最終結果を成し遂げるために協働する５つの部分から
なる方法から成る。本発明は、基本的に、（１）カートリッジをスキャンして、関心の対
象である標的細胞として識別し、カートリッジ内でのそれらの場所を識別すること；（２
）カートリッジから流体を吸引し、細胞をカバースリップ上のそれらの位置で乾燥させる
か、またはそれらの位置に積極的に固定すること；（３）蛍光信号を光退色させ、標的細
胞を識別するために最初に用いられていた蛍光を取り除くこと；（４）カートリッジ内の
細胞を、一以上の蛍光抗体複合物または色素で再染色し、関心の対象である標的上または
標的内で、関心の対象であるマーカー、レセプター、タンパク質等を標識化すること；（
５）カートリッジを再スキャンし、以前識別した関心の対象である標的に戻り、それらの
細胞が、所望のマーカーまたはタンパク質について陽性か陰性かを決定すること；からな
る。
【０００９】
　関心の対象であるＣＴＣやその他の細胞を含有する血液サンプルは、画像分析のために
、蛍光マーカーで染色され、カートリッジ内における標的細胞または細胞より小さい要素
（subcellular elements）の存在と場所とを識別するためにスキャンされる。所望の標的
細胞または細胞より小さい要素を含有するサンプルは、次いで、サンプルを光退色させる
ことにより部分的に、さらに処理され、最初の分析で使用された同じ画像化基準を用いて
、同一または異なる蛍光色素に結合した追加のバイオマーカーで同じ標的を再分析できる
ようにする。本発明には、標的（たとえば、循環上皮細胞、循環腫瘍細胞、循環内皮細胞
、白血球、リンパ球サブセット、関心の対象である細胞小器官もしくはレセプターを含有
する細胞、細胞破片、破砕細胞とその破片、または、捕捉され画像化され得る任意のその
他の有形成分（any other formed element））についての適用がある。
【００１０】
　　〔発明の詳細な説明〕
　血液から捕捉された循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）は、これまで、CellTracks（登録商標） A
utoprep（登録商標） SystemおよびCellTracks（登録商標） Analyzer II System（Immun
icon Corporation、ペンシルベニア州ハンティンドン・バレー）を用いて、検出および分
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析がなされてきた。この手順では、上皮性起源の細胞を識別し、これらを汚染白血球から
区別するのに蛍光バイオマーカーと色素との組合せが用いられる。CellTracks（登録商標
）分析プラットホームは、これらの蛍光マーカーを検出するのに、４つのチャンネルまた
は４色に限定される。紫外線チャンネルは、核ステインである４’－６’ジアミジノ－２
－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）を検出することによって、有核の事象または細胞事象
を識別する。アロフィコシアニン（ＡＰＣ）チャンネルは、白血球を識別するのに用いら
れるＣＤ４５－ＡＰＣを検出するのに用いられる。そして、２つのマーカーチャンネル｛
フィコエリトリン（ＰＥ）およびフルオレセイン・イソチオシアネート（ＦＩＴＣ）｝は
、ＰＥまたはＦＩＴＣのいずれかに結合したバイオマーカーを検出することに用いられる
。標準のCellSearch（登録商標）キット(Veridex LLC、ニュージャージー州ラリタン（Ra
ritan）)を用いて、ＰＥは、上皮細胞を識別するのに用いられるサイトケラチンに結合し
、ＦＩＴＣチャンネルは、関心の対象である追加的なマーカーに利用可能である。Epithe
lial Cell Kit（Immunicon Corporation、ペンシルベニア州ハンティンドン・バレー）は
、同一の色の組合せを用い、サイトケラチンだけがＦＩＴＣに結合し、ＰＥチャンネルを
解放している。より強い信号伝達するＰＥチャンネルにより、ＰＥに結合したより薄暗い
バイオマーカーの検出が可能になる。
【００１１】
　CellTracks（登録商標） Analyzer II Systemには、現在４つのチャンネルまたは色だ
けが存在し、それらの色のうちの３つが上皮細胞および白血球の検出専用であり、１つの
チャンネルだけが、追加的なバイオマーカー分析に利用可能なままである。しかしながら
、特に薬品工業では、捕捉された標的上の複数のバイオマーカーを検出することへのニー
ズが存在する。同一の標的上で検出されることが好ましいであろう。本発明は、捕捉され
た標的に付着したバイオマーカーおよび色素からの蛍光信号の除去と、関心の対象である
追加のマーカーによる同じ標的の再染色とを可能にする。カートリッジの最初のスキャン
後の乾燥段階で、関心の対象である標的をカートリッジ内の初期の場所に固定して、カー
トリッジが再染色されたときに、これら同じ標的が容易に見つけられ、関心の対象である
追加のバイオマーカーの存在の分析に供されるようにする。
【００１２】
　手順の第一段階で、CellTracks（登録商標）カートリッジは、CellTracks（登録商標）
 Autoprep（登録商標） SystemおよびCellTracks（登録商標） Analyzer II Systemで処
理される。この処理では、捕捉された標的がスキャンされ、カートリッジ内で場所が識別
された所望の標的の存在が確認される。カートリッジ中の液体が吸引によって除去され、
カートリッジは、一晩空気乾燥される。吸引と空気乾燥とは、カートリッジが最初のMagN
est（登録商標）中に残存したまま行われる。この段階で、標的（通常、ＣＴＣ等の細胞
）が、カートリッジ上の適所で「固定され」、そのため、標的は基本的に不動化され、最
初検出された場所の撮像表面に固着される。細胞を固定する好ましい方法は、カートリッ
ジを空気乾燥することである。しかしながら、その他の固定方法も使用され得、実際、あ
る種の抗原を露出させるか、あるいは、それらの抗原と特定の抗体との最適反応性を達成
することが要求される場合もある。この乾燥ステップまたは積極的な固定により、カート
リッジをMagNest（登録商標）から取り出すことが可能になり、細胞の移動または損失が
ほとんど、またはまったくない状態で、カートリッジを処理することが可能になる。この
ようにして、CellTracks（登録商標） Analyzer II System等（しかしこれに限定される
わけではない）の撮像デバイスにより、後続の分析で標的を再取得することができる。こ
の手順における第２のステップでは、最初の処理中に標的に付着した色素およびマーカー
の蛍光を退色させるために、カートリッジを、ＬＥＤ（しかしＬＥＤに限定されるわけで
はない）によって造り出された強い光に曝露する。蛍光色素が高い割合で励起している場
合に光退色が効果的である。色素が高効率で励起される波長帯は、通常狭い（１０～５０
ｎｍ）。ＬＥＤは、高効率で狭い波長帯の光を能率的に生み出し、近紫外線からＩＲまで
の放射に利用できる。ＬＥＤの効率は、ヒートシンクによってさらに高められる。サンプ
ルにおける光の分布の均一性を改良するために、反射表面または屈折表面からなるオプシ
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ョンのホモジェナイザーを使用できる。明るい色素を退色させる、現在のプロトタイプの
ＬＥＤ漂白器では、２０分までの時間が掛かり得る。しかしながら、より薄暗い信号の場
合には、１０～１５分で十分である。最終段階では、蛍光色素に結合した、関心の対象で
ある追加のバイオマーカーで、カートリッジのサンプルが再染色される。染色溶液が取り
除かれ、核酸色素溶液（例えばＤＡＰＩ含有CellFix）で置換され、カートリッジが、撮
像デバイス上で再分析される。
【００１３】
　図１Ａは、乾燥後のサンプルの完全性を確認するものである。強磁性流体の分布と標的
の位置とは、サンプルを乾燥した後、CellTracks（登録商標） Analyzer II Systemで最
初スキャンしたときと同じままに保たれる。図１Ｂは、乾燥の前後で、細胞が無傷のまま
、同一の場所に保持されていることを示している。
【００１４】
　図２は、乾燥後、カートリッジ中で再染色する能力を示すものである。ここでは、標的
細胞が血液に加えられ、CellSave防腐剤（Immunicon Corporation）を用いて準備され、
一晩保存された。ついで、サンプルは、CellTracks（登録商標） Autoprep（登録商標） 
SystemおよびCellTracks（登録商標） Analyzer II Systemで、細胞をＣ１１－ＰＥで標
識化するＣＴＣキットを使用して処理された。最初のスキャンでは、ＦＩＴＣに結合する
マーカーがないため、ＦＩＴＣチャンネルは空のままに保たれる。カートリッジを乾燥し
、蛍光信号を退色させた後、サンプルは、カートリッジ中Ｃ１１－ＦＩＴＣで再染色され
、ついで、CellTracks（登録商標） Analyzer II Systemで再スキャンされた。このとき
、サンプルは、ＰＥチャンネルとＦＩＴＣチャンネルとの双方で陽性である。サンプルは
、最初Ｃ１１－ＰＥで染色されたが、以降のＣ１１－ＦＩＴＣ結合のための十分な結合部
位が残っている。
【００１５】
　図３Ａと図３Ｂとは、発光ダイオード（ＬＥＤ）を使用して蛍光信号を退色させる能力
を示している。細胞が血液中に加えられ、CellSave防腐剤を用いて保存処理され、一晩保
存された。ついで、サンプルは、CellTracks（登録商標） Autoprep（登録商標） System
で、細胞をＣ１１－ＰＥで標識化するＣＴＣキットを使用して処理された。カートリッジ
は、ついで、CellTracks（登録商標） Analyzer II Systemでスキャンされた。液体の吸
引およびカートリッジの乾燥後、カートリッジにCellFixを戻し加えた。カートリッジを
、MagNest（登録商標）から取り出し、ついで、２０分までの時間、ＬＥＤからの光に曝
露した。カートリッジをMagNest（登録商標）に戻し入れ、CellFixを吸引し、細胞を、Ｃ
１１－ＦＩＴＣで、ついでＤＡＰＩで再染色した。この再染色は、加えられた細胞が再取
得され、CellTracks（登録商標） Analyzer II Systemで分析され得るために必要である
。退色は、最初のＣ１１－ＰＥ染色についてのみ観察された。サンプルは、CellTracks（
登録商標） Analyzer II Systemでスキャンした後、平均蛍光強度(ＭＦＩ)を決めるソフ
トウェアを使用して染色強度輝度について評価された。
【００１６】
　図３Ａは、Ｃ１１－ＰＥで明るく染色されるＳＫＢＲ細胞の退色を示している。２０分
間の退色後、ＰＥ　ＭＦＩは、～４０００からほとんど０まで低下する。図３Ｂは、ＣＴ
Ｃに典型的な、Ｃ１１－ＰＥでより薄暗く染色したＰＣ３－９細胞の退色を示している。
ＰＥ　ＭＦＩは、１０～１５分間の退色後、５００～２０００の範囲から０にまで低下す
る。
【００１７】
　最終目的は、サンプルの最初の処理中、CellTracks（登録商標） Autoprep（登録商標
） Systemで前に使用されなかったマーカーで再染色することである。図４の画像は、Ｄ
ＡＰＩ、ＣＤ４５　ＡＰＣおよびＣ１１－ＰＥの色素の組合せを使用してCellTracks（登
録商標） Autoprep（登録商標） Systemで処理したＣＴＣを撮り（take）、これらの信号
を退色させ、次いで、ＤＡＰＩ、Ｃ１１－ＦＩＴＣおよびp－ＡＫＴ　ＰＥにより細胞を
再染色する能力を示すものである。ＡＫＴは、ＰＩ３Ｋ経路を経る細胞信号伝達に重要な
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キナーゼである。この酵素は、リン酸エステル化によって活性化され、腫瘍によっては構
造的に活性化されることが知られている。
【００１８】
　図４Ａは、血液から捕捉され、CellTracks（登録商標） Autoprep（登録商標） System
上、Ｃ１１－ＰＥで染色されたＳＫＢＲ細胞の最初のスキャンを示している。ＦＩＴＣチ
ャンネルが陰性であることに注意されたい。図４Ｂは、退色およびＣ１１－ＦＩＴＣによ
る再染色後のサンプルを示している。ＰＥチャンネル信号が陰性であることに注意された
い。図４Ｃは、退色、および、Ｃ１１－ＦＩＴＣとｐＡＫＴ－ＰＥとによる再染色の後の
サンプルを示している。
【００１９】
　本発明により、CellTracks（登録商標） Autoprep（登録商標） SystemおよびCellTrac
ks（登録商標） Analyzer II System中、単一の処理プロトコルを使用する場合には通常
可能ではないと思われる、関心の対象である複数の蛍光バイオマーカーを持つＣＴＣの検
討が可能になる。これは、最初の実行中に用いられた色素の蛍光信号を退色させ、そのカ
ートリッジ中追加の蛍光バイオマーカーで再染色することで達成される。これにより、同
一の蛍光チャンネルを用いて再スキャンすることができる。
【００２０】
　本発明では、同一のサンプルの複数回の再退色とその後の再染色が考えられる。本発明
では、さらに、退色プロセスと、同一細胞上の複数の特定の結合パートナー検定における
その使用とが考えられる。したがって、蛍光チャンネル、より多くのフィルタ、より多く
の光源の追加、ならびに、データを収集し分析する器具およびソフトウェアの複雑さの増
大の必要なく、細胞のマルチパラメータ分析を実行し得る。その結果、複雑で高価なシス
テム改造をせずに、既存の４色蛍光アナライザの能力が、「Ｎ」パラメータ分析を実行す
るように拡大される。ユーザーが、関心の対象であるカートリッジを識別し、それらを乾
燥させるかまたは固定し、ついで、あとで高価値の分析を行うためにそれらを保存するこ
ともできる。
【００２１】
　本発明は、同一の細胞上の二つ以上の分析物について、同一の高感度フルオロフォアの
使用を提供するものである。このことは、当技術分野における他の技術では不可能である
。たとえば、ＰＥは、高い吸収性および蛍光量子収量を持ち、ＩＧＦ－１Ｒおよびｐ－Ａ
ＫＴ等の高感度マーカーの検出にうまく適合している。これらのマーカーは、標的細胞中
低い濃度であるので、抗体複合物がＰＥではなくＦＩＴＣに結合した場合には、検出は可
能でないであろう。その低い感度および量子収量のために、陽性な細胞上には、ＦＩＴＣ
を使用して検出可能な信号を与えるほど十分なＩＧＦ－１Ｒがないのである。ｐ－ＡＫＴ
についても同じことが言える。しかしながら、本発明では、ＣＴＣはＣＫ－ＰＥを使用し
て識別され得る。ＣＫ－ＰＥ信号は０に退色され、抗ＩＧＦ－１Ｒ－ＰＥで再染色され、
同一細胞のＩＧＦ－１Ｒ状態が決定される。ＩＧＦ－１Ｒ信号は、さらに、０に退色され
、カートリッジ中、再び抗－ｐ-ＡＫＴ-ＰＥを使用して再染色される。この処理により、
利用可能な最も敏感な蛍光色素を使用して、同一の細胞上で、３つすべての分析物を検定
することができる。
【００２２】
　本発明では、患者を呼び戻して追加のサンプルを採取することなく、サンプルについて
のさらなる高価値研究または臨床情報の収集も可能になる。ＣＴＣまたは関心の対象であ
るその他の標的が見出される場合、本発明を用いてサンプルを準備し、これらのＣＴＣの
特性を、さらなる侵襲的手順に患者を従わせる必要なく、検討し探求することができる。
また、関心の対象である標的をサンプルが含有していないことが判明した場合、さらなる
高価値試験、手順および試薬を消費する必要はなくなる。これは、関心の対象である標的
をサンプルが実際に含むかどうかが判明する前に試験試薬を加えなければならないその他
の方法とは異なるものである。
【００２３】
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　本発明では、さらに、観察された発現に関連し得るかまたは観察された発現を説明し得
る遺伝子増幅、トランスロケーションまたはブレークを探すために、同一の細胞上で後続
のＦＩＳＨ分析を行うことが考えられる。後続のＦＩＳＨ分析のための好ましい手段は、
繰り返し体を含まないプローブ（repeat-free probes）（Ｕ．Ｓ．１２／０６７，５３２
）の使用を組み入れる。
【００２４】
　本発明により、一旦見出されたＣＴＣまたは関心の対象である他の標的の詳細分析が可
能になる。これは、薬剤開発中に、個々のＣＴＣが標的とされた薬物療法に感受性を有し
そうかどうか識別するために使用され得る。ついで、本発明は、細胞内マーカーまたはそ
の他のマーカーが、生体外研究で予測されたように、療法に対応して、アップレギュレー
トされるか、ダウンレギュレートされるか、または、リン酸化されるかを決定し、このよ
うにして同伴的診断（companion diagnostics）を行うことにより、薬剤メカニズム研究
をさらに探求または確認するために使用され得る。本発明は、目標とする個人用医療に対
する患者の適合性を決定するためのサンプルを得る、最小の侵襲的方法を提供する際に有
用である。本技術分野で既知のその他の適用には、たとえば、炎症性損傷または敗血症性
ショック等のインターロイキン発症で重要な白血球サブセットの活性化状態の検出がある
が、これらに限定されるわけではない。本方法は、研究使用専用（ＲＵＯ）サービスとし
ても有用であり、また、究極的には、病院や基準研究所（reference laboratories）で使
用し得る製品として有用であり得る。
【００２５】
　本発明の好ましい実施形態のあるものについてこれまで記述し、上記で具体的に説明し
てきたが、本発明は、そのような実施形態に限られることを意図したものではない。これ
には、本発明の精神から逸脱することなく、種々の変更がなされ得る。本改良の完全な範
囲は請求項に示されている。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１Ａ】乾燥後のサンプルの完全性と標的の場所とが確認されている。
【図１Ｂ】細胞が、乾燥前後で同一の場所で示されている。
【図２】乾燥後の再染色されたカートリッジを示している。
【図３Ａ】ＬＥＤを使用した蛍光信号の退色を示しており、Ｃ１１－ＰＥで染色したＳＫ
ＢＲ細胞の退色と、その後のＣ１１－ＦＩＴＣによる再染色とを示している。
【図３Ｂ】ＬＥＤを使用した蛍光信号の退色を示しており、Ｃ１１－ＰＥで染色したＰＣ
３-９細胞の退色と、その後のＣ１１－ＦＩＴＣによる再染色とを示している。
【図４Ａ】Ｃ１１－ＰＥで染色したＳＫＢＲ細胞の初期スキャンを示している。
【図４Ｂ】退色させ、Ｃ１１－ＦＩＴＣのみで再染色した後のサンプルを示している。
【図４Ｃ】Ｃ１１－ＦＩＴＣとｐＡＲＴ－ＰＥとで再染色したサンプルを示している。
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