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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】生物学的試料から単離された腫瘍細胞または他の稀な細胞の分析および計数を容
易にする試薬、方法および試験キット、ならびにこれらの方法および試験キットに使用さ
れる磁性粒子を提供する。
【解決手段】ａ）試験対象から得られた生物学的標本から細胞フラクションを免疫磁気的
に調製すること、ここで標本はガン細胞を含有する可能性のある混合細胞集団を含み、か
つ妨害性物質を多く含むものであり、ガン細胞が生物学的標本中に存在する場合に、細胞
フラクションをガン細胞について豊富化させること。ｂ）豊富化されたフラクションをガ
ン細胞の存在について分析すること、ここで標本中のガン細胞の存在が試験対象中の初期
段階のガンの存在を示すものであることを含む、試験対象における初期段階のガンを検査
する方法及び循環新生物細胞が豊富化された末梢血のフラクション。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記工程：
　ａ）試験対象から得られた生物学的標本から細胞フラクションを免疫磁気的に調製する
こと、ここで標本はガン細胞を含有する可能性のある混合細胞集団を含み、かつ妨害性物
質を多く含むものであり、ガン細胞が生物学的標本中に存在する場合に、細胞フラクショ
ンをガン細胞について豊富化させること；ついで
　ｂ）豊富化されたフラクションをガン細胞の存在について分析すること、ここで標本中
のガン細胞の存在が試験対象中の初期段階のガンの存在を示すものである
を含み、
　免疫磁気的細胞フラクションの調製が、ガン細胞に特異的に結合する生物学的に特異的
なリガンドにカップリングされた被覆磁性ナノ粒子と生物学的標本とを混合して、生物学
的標本中の他の成分を実質的に排除し、標本－被覆磁性ナノ粒子混合物を磁場に供して、
被覆磁性ナノ粒子に結合したガン細胞が豊富化された細胞懸濁物を免疫磁気的試料として
得ることを含むものであり、前記被覆磁性ナノ粒子は、ナノ磁性コア材料、蛋白ベース被
覆材料および二官能基連結化合物を介してベース被覆材料にカップリングされたさらなる
被覆材料を含み、さらなる被覆材料が、ビオチン－ストレプトアビジン、抗原－抗体、受
容体－ホルモン、受容体－リガンド、アゴニスト－アンタゴニスト、レクチン－糖類、プ
ロテインＡ－抗体Ｆｃ、およびアビジン－ビオチンからなる群より選択される特異的結合
ペアーの１のメンバーである、試験対象における初期段階のガンを検査する方法を用いて
循環新生物細胞が豊富化された末梢血のフラクションであって、
　豊富化が、該フラクションを得た末梢血の試料に対して少なくとも２５００倍であるフ
ラクション。
【請求項２】
　該豊富化が、該フラクションを得た末梢血の試料に対して少なくとも５０００倍である
請求項１記載のフラクション。
【請求項３】
　該豊富化が、該フラクションを得た末梢血の試料に対して少なくとも１００００倍であ
る請求項１記載のフラクション。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、腫瘍学および診断試験の分野に関する。本発明は、ガンのスクリーニング、
段階の決定、化学療法に対する応答、ガンの再発等のモニタリングに有用である。より詳
細には、本発明は、生物学的試料から単離された腫瘍細胞または他の稀な細胞の分析およ
び計数を容易にする試薬、方法および試験キット、ならびにこれらの方法および試験キッ
トに使用される磁性粒子を提供する。
【背景技術】
【０００２】
　米国において毎年約６０００００件のガンの症例が新たに診断されている。米国におい
て５人に１人はガンまたはガン治療に関連した合併症で死亡している。この疾病の治療お
よび診断の改善に相当な努力が継続して向けられている。
【０００３】
　大部分のガン患者はその初期の腫瘍によっては死亡しない。患者は、転移したガン、す
なわち、元の細胞から分かれてしばしば離れた部位まで体内を移動する悪性細胞により確
立された広い範囲にわたる複数の腫瘍コロニーに負けるのである。初期の腫瘍が十分に早
期に検出されたならば、それらの多くは手術、放射線、または化学療法もしくはそれらの
治療のいくつかの組み合わせにより除去されうる。不幸なことに、転移性コロニーは検出
および除去がより困難であり、それらのすべてがうまく治療できるとは限らない。それゆ
え、臨床的観点からすれば、転移は、ガンの自然な進行における決定的な出来事であると
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考えられる。そのうえ、転移能は悪性腫瘍をユニークに特徴づける特性である。
【０００４】
　ガンの転移は一連の複雑な出来事を含む。これらは、１）最初の位置から周囲組織への
拡張；２）体腔および血管中への浸透；３）循環系による輸送により腫瘍細胞が離れた部
位に放出されること；４）滞留部位における組織への再侵入；および５）腫瘍細胞の生存
、血管形成および腫瘍増殖を促進するための新たな環境への適応である。
【０００５】
　ガンおよびガン転移の複雑さならびに長年にわたるガン患者の治療における欲求不満に
基づいて、治療指針を立て、転移または再発に対するかかる治療の効果をモニターするた
めの診断試験の開発のために多くの試みがなされてきた。おそらく、かかる試験は、ガン
のスクリーニング、乳癌に関する乳房撮影または前立腺ガンに関する直腸触診のごとき比
較的粗い試験の代替試験として用いることができた。その目的を達成するために、最近２
０年にわたり多くの試験が開発され、それらの利益が評価されてきた。最初の試みの１つ
は癌胎児性抗原（ＣＥＡ）に関するイムノアッセイの定式化であった。この抗原は胎児細
胞上に出現し、特定のガンにおける腫瘍細胞上に再出現する。ＣＥＡならびにＰＳＡ、Ｃ
Ａ１５．３、ＣＡ１２５、ＰＳＭＡ、ＣＡ２７．２９のごとき他の多くの「腫瘍」抗原を
試験することの有用性を評価するためにさらなる努力が行われてきた。通常にはかかる抗
原の血中への出現は予想されず、検出された時には患者の生存の望みがほとんどないので
、これらの努力はいくぶん実りのないものであることがわかった。しかしながら、最近２
～３年間において、１つの試験がガンの早期検出に有用であることがわかった。すなわち
、前立腺ガンに関する前立腺特異的抗原（ＰＳＡ）である。フォローアップ医学的試験お
よび生検とともに用いた場合、ＰＳＡ試験は、最も治療効果の高い早期において前立腺ガ
ンの検出に顕著な役割を果たす。
【０００６】
　ＰＳＡ試験の成功にもかかわらず、その試験は多くの問題点を残している。例えば、高
レベルのＰＳＡは常にガンと相関があるとは限らず、さらに、常にガンの転移能を示すも
のでもない。この理由の一部は、ＰＳＡが正常前立腺組織ならびに他の未知因子の１成分
であるという事実である。そのうえ、前立腺ガン患者の大部分は生命を脅かさない局所的
な疾患を持ち続けるということが明らかになりつつある。転移するであろうガンを有する
患者と転移しないであろうガンを有する患者との間のよりよい一致を図る必要があるので
、前立腺細胞が循環するかどうかを調べるための試行がなされている。高いＰＳＡレベル
および生検データに付け加えた場合、循環腫瘍細胞の存在は、いかに活発に患者を治療す
べきかを示すものとなりうる。
【０００７】
　循環前立腺腫瘍の存在を調べるためのアプローチは、血中におけるＰＳＡのメッセンジ
ャーＲＮＡの発現に関して試験することであった。これは、血液試料からすべてのｍＲＮ
Ａを単離し、逆転写ＰＣＲを行うという手間のかかる手順により行われている。現在のと
ころ、血中におけるかかる細胞の存在と、いずれの患者が活発な治療を要するのかを予想
する能力との間には良好な相関関係はない（非特許文献１参照）。多くの状況下で行うこ
とが不可能な場合、ＰＣＲを定量的に行うこと、すなわち、単位体積の生物学的試料あた
りの腫瘍細胞数を決定することが困難であることは注目すべきことである。
【０００８】
　さらに、この方法を用いると擬陽性がしばしば観察される。試験試料のサイズによる、
この方法の感度に対する有限かつ現実的な限界があるという欠点もある。典型的には、試
験を妨害する赤血球から精製された１０５ないし１０６個の細胞について試験が行われる
。これは、血液０．１ｍｌあたり腫瘍細胞１個という実施下限に対応する。それゆえ、シ
グナルが検出されるには、血液１ｍｌあたり約１０個の腫瘍細胞が必要である。さらに考
えてみると、腫瘍細胞はしばしば遺伝的に不安定である。したがって、遺伝学的転移およ
び配列変化を有するガン細胞は、ＰＣＲプライマーと標的配列との間の精妙な配列相補性
が失われる可能性があるので、ＰＣＲアッセイにおいて見逃されやすい。
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【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Gomella LG. J of Urology. 158: 326-337 (1997)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　要約すれば、有用な診断試験には非常に高感度かつ信頼できる定量性が必要とされる。
血液１ｍｌ中における１個の腫瘍細胞の存在が検出できる血液試験が開発できれば、それ
は平均して循環している全部で３０００～４０００個の細胞に匹敵するであろう。動物に
おいて腫瘍を確立するための接種実験において、実際に、そのような数の細胞が腫瘍の確
立を引き起こすことができる。さらに、３０００～４０００個の循環細胞が腫瘍中の全細
胞の０．０１％である場合、全部で約４ｘ１０７個の細胞が含まれるであろう。そのよう
な数の細胞を含む腫瘍は、現在のいずれの方法によっても見ることができないであろう。
それゆえ、腫瘍細胞がガンの初期段階において流出する場合、上記の感度を有する試験に
よりガンが検出されるであろう。腫瘍細胞が腫瘍サイズといくらか関連性をもって流出す
る場合、腫瘍負荷を評価するための定量的試験が有益であろう。従来は、非常に初期段階
の循環腫瘍細胞の存在に関する情報がなかった。さらに、かかる細胞の存在およびかかる
情報のポテンシャルに関する医学文献には非常に多くの疑義がある。一般的にいえば、初
めのうちは、腫瘍は十分に限定されたものであり、それゆえ、初期段階の疾病における循
環細胞が存在しても極めてわずかである。さらに、早期にガン細胞を検出できることが有
用な情報を与えるかどうかについても疑義がある。
【００１１】
　上記のことより、二次腫瘍の確立の前に転移能を有する循環中の細胞を同定するための
方法、特にガンの初期において同定する方法が渇望される。かかる試験が慣用的なイムノ
アッセイに優るものであるという利点を理解するために、高感度イムノアッセイは１０－

１７モルという低い機能的感度の限界を有すると考える。１個の腫瘍細胞が１ｍｌの血液
から捕捉され、分析されうる場合、表面受容体の分子数は、細胞１個あたり１０００００
個と考えられ、それは１０－１９モルである。細胞上の約３００個の分子が検出できるの
で、かかるアッセイは１０－２２モルのオーダーの機能的感度を有し、非常に注目すべき
ことである。かかる稀な細胞の単離における感度レベルを達成するために、そして、それ
らの細胞の特徴を変化または妨害しないやり方でそれらの細胞を単離するためには、膨大
な仕事が必要である。
【００１２】
　多くの研究室および臨床的方法は、稀な細胞を生物学的試料から単離するために生物学
的に特異的なアフィニティー反応を用いている。通常には、かかる反応は診断試験、また
は広範な標的物質の分離、特に、細胞、蛋白、細菌、ウイルス、核酸配列等のごとき生体
物質の分離に使用されている。
【００１３】
　標的物質と別の物質（標的物質が特異的に結合する）との間の複合体形成に基づいて、
上記標的物質を分析または分離するために種々の方法が利用できる。未結合物質からの複
合体の分離を、重力を用いて、例えば、標的物質とカップリングした微粒子またはビーズ
を静置することにより、あるいは別法として遠心分離することにより行うことができる。
所望ならば、かかる粒子またはビーズに磁性を帯びさせて結合／分離工程を容易にしても
よい。磁性粒子は当該分野においてよく知られており、免疫および他の生物学的な特異的
アフィニティー反応において使用されている。例えば、米国特許第４５５４０８８号およ
びImmunoassays for Clinical Chemistry, pp. 147-162, Hunter et al. eds., Churchil
l Livingston, Edinburgh (1983)参照。一般的には、磁力または重力による分離を容易に
する材料をこの目的に使用できる。しかしながら、磁力による分離手段が選択されるべき
手段であることが明らかとなっている。
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【００１４】
　サイズに基づいて磁性粒子を分類でき、すなわち、大（１．５ないし約５０ミクロン）
、小（０．７ないし１．５ミクロン）、あるいはナノ粒子（nanoparticle）とも呼ばれる
コロイド状（＜２００ｎｍ）に分類できる。フェロ流体（ferrofluid）またはフェロ流体
様物質（ferrofluid-like materials）としても知られ、古典的なフェロ流体の特性の多
くを有する後者を、本明細書において、コロイド状超常磁性粒子ということがある。
【００１５】
　上記タイプの小型磁性粒子は、生物学的に特異的なアフィニティー反応を用いる分析に
おいて非常に有用である。なぜなら、それらは二官能基ポリマー（例えば、蛋白）でうま
く被覆され、非常に大きな表面積を有し、合理的な反応キネティクスを有するからである
。０．７～１．５ミクロンの範囲の磁性粒子が、例えば、米国特許第３９７０５１８、４
０１８８８６、４２３０６８５、４２６７２３４、４４５２７７３、４５５４０８８およ
び４６５９６７８号を含む特許文献に記載されている。これらの粒子の特定のものは、免
疫学的反応用の有用な固体支持体であると開示されている。
【００１６】
　上記のような小型磁性粒子は、一般的には、２つの大きなカテゴリーに分類される。第
１のカテゴリーは、永久に帯磁可能な粒子または強磁性体粒子を包含する。第２のカテゴ
リーは、磁場に置かれた場合にのみバルク（bulk）磁性挙動を示す粒子である。後者は磁
気応答粒子と呼ばれる。磁気応答挙動を示す材料は超常磁性材料と呼ばれることがある。
しかしながら、通常には強磁性体と考えられる材料、例えば、磁性を帯びた酸化鉄は、直
径約３０ｎｍまたはそれ未満の結晶とした場合、超常磁性として特徴づけられる。対照的
に、強磁性材料の比較的大きな結晶は、磁場に曝露した後、永久磁石の性質を保持し、強
力な粒子間相互作用によりその後も凝集する傾向がある。
【００１７】
　上記の小型磁性粒子と同様に、大きな磁性粒子（＞１．５ミクロンないし約５０ミクロ
ン）も超常磁性挙動を示す可能性がある。かかる材料の典型例はUgelstadによって米国特
許第４６５４２６７号に記載されており、Dynal（Oslo, Norway）により製造されている
。Ugelstadの方法は、膨潤性ポリマー粒子の合成を含み、磁性結晶が膨潤粒子に包埋され
る。分散した磁性結晶の存在下でポリマー粒子を合成することにより、同じサイズ範囲の
他の材料を製造する。この方法は、ポリマーマトリックス中に磁性粒子をトラップし、か
くして、磁性材料が選られる。いずれの場合にも、選られる粒子は超常磁性挙動を示し、
磁場を除去すると容易に分散しうることにより明らかである。すでに言及し、後でさらに
詳述する磁性コロイドまたはナノ粒子とは異なり、これらの材料ならびに小型磁性粒子は
粒子１個あたりの磁性材料の質量が大きいので、簡単な研究室用磁石により容易に分離さ
れる。よって、２００～３００ガウス／ｃｍないし約１．５キロガウス／ｃｍ程度のゆる
やかな勾配で分離が行われる。一方、コロイド状磁性粒子（約２００ｎｍ未満）は、拡散
エネルギー、粒子１個あたりの磁性材料の質量が小さいこと、およびStokes抗力により、
実質的に急な磁力勾配を必要とする。
【００１８】
　Owenらに付与された米国特許第４７９５６９８号は、ポリマー存在下におけるＦｅ２＋
／Ｆｅ３＋塩からのマグネタイトの形成により製造されるポリマーで被覆された、コロイ
ド状超常磁性粒子に関するものである。Moldayに付与された米国特許第４４５２７７３号
には、Owenらの特許に記載されたものと特性が類似した材料が記載されており、その材料
は、非常に高濃度のデキストランの存在下において、塩基を添加することによりＦｅ２＋
／Ｆｅ３＋からマグネタイトおよび他の酸化鉄を生成させることにより製造される。両方
の方法により得られた粒子は数カ月程度の長い期間観察しても、水性懸濁液から沈降する
傾向を示さなかった。そのようにして製造された材料はコロイドの特性を有し、細胞分離
において非常に有用であることが証明された。Moldayの方法はMiltenyi Biotec, Bergisc
h Gladbach, GermanyおよびTerry Thomas, Vancouver, Canadaにより商業化されている。
【００１９】
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　超常磁性コロイド状粒子の別の製造方法が米国特許第５５９７５３１号に記載されてい
る。Owenら、またはMoldayの特許に記載された粒子とは対照的に、後者のこれらの粒子は
、２５ないし１２０ｎｍの範囲のほとんど結晶性のクラスターに分散されている、予め形
成された超常磁性結晶上に二官能基ポリマーを直接被覆することにより製造される。得ら
れた粒子（本明細書では直接被覆粒子という）は、MoldayまたはOwenらにより記載された
のと同じような正味のサイズのコロイド粒子よりも有意に大きな磁気モーメントを示す。
【００２０】
　流体媒体に磁場を適用して強磁性体を流体媒体から分離するという磁気による分離法は
知られている。対照的に、比較的弱い磁気応答性に関連して、コロイド状の超常磁性粒子
が懸濁状態を維持する傾向は、急勾配の磁気的分離（ＨＧＭＳ）法を用いてかかる粒子が
懸濁されている流体媒体からそれらを分離することを必要とする。ＨＧＭＳ系において、
磁場勾配、すなわち、空間的な導関数は、一定ポイントにおける磁場強度により及ぼされ
る影響よりも大きな影響を懸濁粒子の挙動に及ぼす。
【００２１】
　ＨＧＭＳ系は２つの大きなカテゴリーに分類される。かかる１のカテゴリーは、分離チ
ャンバーまたは容器にもっぱら外付けされる磁気回路を用いる磁気的分離系を含む。かか
る外部分離器の例はLibertiらに付与された米国特許第５１８６８２７号に記載されてい
る。この特許に記載されたいくつかの具体例において、磁石の同種の極が磁場に対向して
配置されるように非磁性容器の周囲付近に永久磁石を置くことにより、精妙な磁場勾配が
形成されている。かかる系において得ることのできる試験媒体中の磁場勾配の強さは、磁
石の強さおよび磁石間の距離により制限される。それゆえ、外部勾配系を用いて得ること
のできる勾配には一定の限界がある。
【００２２】
　もう１つのタイプのＨＧＭＳ分離器は、試験媒体中に配置された強磁性収集構造（ferr
omagnetic collection structure）を用いるものであり、該構造は、１）適用される磁場
を強かするため、および２）試験媒体中に磁場勾配を生じさせるために配置される。１の
知られたタイプの内部ＨＧＭＳ系において、微細スチールウールまたはガーゼが磁石に隣
接して配置されたカラム中に充填される。適用される磁場はスチールワイヤー付近で集約
され、その結果、懸濁磁性粒子がワイヤー表面に引き付けられ、これに付着する。かかる
ワイヤー上に形成された勾配はワイヤー直径に反比例するので、直径の増大に伴って磁気
が到達しにくくなる。それゆえ、非常に急な勾配系を形成することができる。
【００２３】
　内部勾配系の欠点の１つは、スチールウール、ガーゼ材料、またはスチールマイクロビ
ーズを使用すると、交差したワイヤー付近または交差したワイヤー間の格子中における毛
細管現象により試験媒体の非磁性成分がトラップされうることである。かかる内部勾配カ
ラムに対して種々の被覆法が適用されてきた（例えば、Miltenyiに付与された米国特許第
５６９３５３９号およびKronickに付与された米国特許第４３７５４０７号）。しかしな
がら、かかる系の大きな表面積は吸着による回収率の問題をさらに生じさせる。それゆえ
、特に、非常に低頻度で捕捉される物質の回収率が分離の目的である場合には、内部勾配
系は望ましくない。さらにそのうえ、内部勾配系は自動化が困難であり、コストが高い。
Owenら、およびMoldayにより記載された材料は両方ともかかる急勾配カラムの使用を必要
とする。
【００２４】
　対照的に、細胞分離のために外部勾配を用いるＨＧＭＳアプローチは多くの利便性を提
供する。まず、試験管、遠心管またはバキュテイナー（vacutainers）（採血に用いる）
のごとき単純な研究室用容器を使用することができる。上記米国特許第５１８６８２７号
の４極／６極デバイスあるいはLibertiらに付与された米国特許第５４６６５７４号に記
載の対向双極配置の場合と同様に、外部勾配が分離細胞の単層を生じさせる種類のもので
ある場合、細胞の洗浄またはその後の操作が容易になる。さらに、試験管または同様の容
器からの細胞の回収が簡単で、効率のよいプロセスである。急な勾配のカラムからの回収
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と比較した場合、このことは特に当てはまる。また、かかる分離容器はもう１つの重要な
特徴を提供し、その特徴とは試料体積を減少させうることである。例えば、特定のヒトの
血液細胞サブセット（例えば、磁気的に標識されたＣＤ３４＋細胞）を、粘度を低下させ
るためにバッファーで５０％に希釈された１０ｍｌの血液試料から単離する場合、適当な
４極磁気デバイスにおいて分離容器として１５ｍｌのコニカル試験管を使用することがで
きる。１５ｍｌの溶液から始めて、最初の分離を行い、回収した細胞を３ｍｌに再懸濁す
る。次いで、２回目の洗浄／分離を行い、単離細胞を最終体積２００μｌに再懸濁する。
洗浄および／または分離、ついで、再懸濁して非結合細胞を除去した後、ＣＤ３４＋細胞
を効率的に２００μｌの体積に再懸濁することができる。これらの分離器に対して最適化
された直接被覆されたフェロ流体を用いて適当に処理された容器中で注意深く行う場合、
細胞の回収は非常に効率的であり、抗原密度に依存して４０～９０％の回収率である。か
かる方法および試薬は、上記の種類のガン試験に必要な感度を達成するために必須である
。
【００２５】
　磁気的分離を行うことができる効率、ならびに磁気標識された細胞の回収率および純度
は多くの要因に依存するであろう。これらは、分離される細胞数、かかる細胞の受容体密
度、細胞１個あたりの磁気負荷、磁性材料の非特異的結合（ＮＳＢ）、使用する手法、容
器の性質、容器表面の性質、媒体の粘度ならびに磁使用する気的分離デバイスのごとき事
項を包含する。よくあることだが、系の非特異的結合のレベルが実質的に一定ならば、標
的集団が減少するにつれて純度が低下する。例えば、ＮＳＢが０．８％である系が元の混
合物中０．２５％の集団を８０％回収する場合、純度は２５％であろう。しかしながら、
最初の集団が０．０１％（１０６個の共存細胞中、標的細胞１個）であり、ＮＳＢが０．
００１％である場合、純度は８％であろう。純度が高くなればなるほど、分析が容易かつ
良好になる。それゆえ、意味のある稀な細胞の分析を行うためには極端に低い非特異的結
合が必要となることは明らかである。
【００２６】
　標的細胞の集団が小さくなればなるほど、磁気的に標識し、回収することが困難になる
という事実はあまり明らかでない。さらにそのうえ、標識および回収は、使用する磁性粒
子の性質に著しく依存する。例えば、Dynalビーズのごとき大型の磁性粒子とともに細胞
をインキュベーションする場合、ビーズが大きすぎて効果的に拡散が起こらないので、系
の混合により生じる衝突により細胞を標識する。よって、非常に初期のガンの腫瘍細胞の
場合のように、細胞が、血液１ｍｌあたり１個またはそれ未満の頻度で集団中に存在する
場合、標的細胞を標識する確率は、系に添加された磁性粒子数および混合時間の長さに関
係するであろう。かなりの時間、細胞をかかる粒子と混合することは有害なので、できる
かぎり粒子濃度を増加させることが必要である。しかしながら、分離の際に大量の磁性粒
子と混合された稀な細胞に代えて、他の血液細胞と混合された稀な細胞を用いることがあ
るので、添加できる磁性粒子の量には限界がある。後者の条件は、目的細胞を計数し、あ
るいはそれらを試験する能力を著しく改善することはない。
【００２７】
　稀な出現頻度（血液１ｍｌあたり１ないし５０個）の細胞を単離するための大量の粒子
の使用にはもう１つの欠点がある。大きな磁性粒子は非常に簡単な設計で、比較的低い磁
場勾配の外部勾配の使用を可能にするという事実にもかかわらず、大きな粒子はカゴ様の
クラスターを細胞周囲に形成する傾向があり、細胞を見たり分析したりすることを困難に
する。それゆえ、分析前に磁性粒子を標的細胞から遊離させなくてはならず、粒子の遊離
は他の問題を明らかに誘発する。
【００２８】
　上記のことに基づけば、特に、目的サブセットが集団全体のごく小さなフラクションを
占める場合において、非常に磁性があり、非特異的結合をあまりしないコロイド状磁性粒
子を用いる、外部磁場デバイスによる急な勾配での磁気的分離は、真核細胞の混合集団か
らの目的細胞のサブセットを分離するために選択される方法である。かかる材料は、その
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拡散する性質により、血中の腫瘍細胞のごとき稀な物質を容易に見出して磁気的に標識す
る。一般的には、かかる分離は、目的の特定細胞サブセットに対してユニークな細胞表面
抗原の同定に依存し、腫瘍細胞の場合には、抗原は適当なモノクローナル抗原が抱合した
フェロ流体を標的化できる腫瘍抗原であってもよい。別法として、血液試料を試験する場
合には、通常には血中に見出されない上皮細胞のごときクラスの細胞上の決定因子は、適
当な受容体を提供するものであってもよい。
【００２９】
　かかる分離を行って適当な磁気負荷を達成するためにコロイド状磁性材料を用いること
については他の理由がある。適当な負荷があると、十分な力が細胞に作用して、中程度に
希釈された全血のごとき粘性媒体においてさえも、単離を行うことができる。説明したよ
うに、約２００ナノメーター未満のコロイド状磁性材料はブラウン運動を示し、ブラウン
運動は稀な細胞と衝突して磁気的に標識する能力を著しく高める。このことは、米国特許
第５５４１０７２号に示されており、平均直径１００ｎｍのコロイド状磁性粒子またはフ
ェロ流体を用いた、非常に効果的な腫瘍細胞追放実験の結果が記載されている。重要なこ
とに、このサイズ範囲またはそれ未満のサイズ範囲のコロイド状材料は、一般的には、細
胞の試験を妨害する。そのようにして回収された細胞を、フローサイトメトリー、レーザ
ースキャンニング顕微鏡、または可視もしくは蛍光法を用いる顕微鏡により試験すること
ができる。
【課題を解決するための手段】
【００３０】
　本発明は、ガンの検査・診断および治療に重要な臨床的成果をもたらすいくつかの重要
な知見に基づく。これらは、１）臨床的に局在化した初期腫瘍を有すると考えられる患者
の血中に腫瘍細胞が存在すること；２）循環系に存在する腫瘍細胞の数は、その初端から
終末段階に至るまでのガンのすべての段階と相関関係があること；ならびに３）循環系に
存在する腫瘍細胞の数の変化は疾病の進行を示すものであること、である。循環腫瘍細胞
数の減少は、患者の状態に改善または治療効果を示すものであり、一方、その増加は疾病
の悪化を示すものである。
【００３１】
　本発明は、生物学的試料由来の腫瘍細胞のみならず、稀な細胞、あるいは他の生体物質
を特徴づけるための迅速かつ効果的なスクリーニング法を提供する。本発明方法は、目的
物質の効果的な豊富化を可能にする非常に高感度の分析法を提供する。標的の生体物質の
豊富化を確実にし、その一方で分析前に残渣および他の妨害性物質の大部分を除去する、
この二段階法は、実施されそうにない試料サイズの試験を可能にする。本明細書記載の方
法は、ユニークなやり方で、多パラメーターフローサイトメトリー的、顕微鏡的および免
疫細胞化学的分析を用いる免疫磁気的豊富化の要素を総合したものである。密度勾配遠心
分離またはパンニングまたは適当な標識による標的細胞密度の変化のごとき他の豊富化手
段を用いてもよい。好ましい具体例によれば、本発明方法は、ガンの進行段階識別、モニ
タリングおよびスクリーニングのための全血アッセイを可能にする。アッセイの高感度で
ある性質は残存疾病の検出を可能にし、かくして、ガンの再発のモニタリングを可能にす
る。
【００３２】
　本発明の１の具体例において、稀な目的細胞を含有している可能性のある混合細胞集団
を含む生物学的標本を患者から得る。ついで、（ｉ）稀な細胞の決定基あるいは血液細胞
上に見出されるものとは異なるクラスの決定基と特異的に反応する生物学的に特異的なリ
ガンドにカップリングされた磁性粒子、ならびに（ｉｉ）稀な細胞を標識する少なくとも
１種の生物学的に特異的な試薬と生物学的標本とを混合することにより免疫磁性試料を調
製し、試料中の他の成分を実質的に排除する。標本中に目的細胞が存在する場合には、未
標識フラクションおよび標識された稀な目的細胞を含む磁性フラクションに試料を分離す
る磁場に、得られた免疫磁性試料を供する。そのようにして単離された細胞集団を分析し
て、稀な細胞の存在および数を決定する。好ましい具体例において、この方法に使用する



(9) JP 2013-47688 A 2013.3.7

10

20

30

40

50

粒子はコロイド状ナノ粒子である。
【００３３】
　本発明のもう１つの具体例において、生物学的標本を患者から得る。ついで、免疫磁性
試料を調製し、稀な細胞の決定基あるいは血液細胞上に見出されるものとは異なるクラス
の決定基と特異的に反応するモノクローナル抗体にカップリングされたコロイド状磁性粒
子と生物学的標本とを混合する。モノクローナル抗体のかわりに、１本鎖抗体または抗体
を人為的に加工したフラグメントを用いてもよい。調合物を磁場に入れて、標本中の稀な
細胞生物を豊富化させる。リポーター分子で標識されたモノクローナル抗体の第２のセッ
トを試料に添加し、細胞を再度磁気的に分離して未結合試薬を除去し、バックグラウンド
を低下させる。細胞のごとき対象物を同定できる核酸染料（dye）または他のリポーター
分子も、本明細書において細胞特異的染料と称され、それらは試料に添加されて、フロー
サイトメトリー、顕微鏡観察、または他の分析手段による分析の前に、残存する非有核細
胞または試料中の他の成分の排除を可能にする。細胞特異的染料はＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白
、または脂質と反応可能であり、生じるシグナル量が細胞に典型的な量であり、あるいは
生じるイメージが細胞の典型的特徴、例えば、細胞および核膜、およびミトコンドリアを
示すものである。
【００３４】
　本発明のさらなる具体例において、単離された細胞を、フローサイトメトリーまたは他
の分析手段による免疫細胞化学的分析に供する。かかる分析は検査・診断を容易にし、重
要な情報を医師に提供する。
【００３５】
　ガンを根絶するための医学的、放射線的または外科的処置の後に、本発明方法を用いて
循環系に滞留するガン細胞を評価してもよい。本発明方法を、数年にわたる期間中、定期
的に行って、循環系における腫瘍細胞の存在および数を疾病の発症、再発および／または
進行のインジケーターとして患者を評価してもよい。
【００３６】
　本発明のさらなる態様において、磁性材料のナノ粒子コアならびに磁性コアへの生体高
分子の非特異的結合を妨害するに十分な量の磁性コア上のベース（base）被覆材料を含む
被覆された磁性粒子を含む磁性粒子が提供される。これらの磁性粒子は、非常に稀な細胞
を効率的に単離するのに必要な豊富化のレベルを達成するために必須とされる極端に低い
非特異的結合ならびに非常に効率的な標的捕捉により特徴づけられる。別の具体例におい
て、下記のものを含む被覆された磁性粒子が提供される：ｉ．磁性材料のナノ粒子コア；
ｉｉ．磁性粒子上の不連続な被覆を形成し、近接可能な場合に、生体高分子へのベース被
覆粒子の非特異的結合に貢献する少なくとも１つの不連続領域を提供するベース被覆材料
；およびｉｉｉ．生体高分子による不連続領域への近接を妨害するさらなる被覆材料。す
ぐ上で説明した粒子の磁性コア材料は、少なくとも１種の遷移金属酸化物を含んでいても
よく、適当なベース被覆材料は蛋白を含む磁性粒子を被覆するのに適した蛋白は、ウシ血
清アルブミンおよびカゼインを包含するが、これらに限らない。さらなる被覆材料は、元
の被覆蛋白あるいは磁性コア上のベース材料にカップリングする特異的結合ペアーの１の
メンバーであってもよい。典型的な特異的結合ペアーは、ビオチン－ストレプトアビジン
、抗原－抗体、受容体－ホルモン、受容体－ロガンド、アゴニスト－アンタゴニスト、レ
クチン－糖類、プロテインＡ－抗体Ｆｃ、ならびにアビジン－ビオチンを包含する。１の
具体例において、特異的結合ペアーのメンバーは、二官能基連結化合物を介してベース被
覆材料にカップリングする。典型的な二官能基連結化合物は、サクシンイミジル－プロピ
オノ－ジチオピリジン（ＳＰＤＰ）、およびスルホサクシンイミジル－４－（マレイミド
メチルシクロヘキサン－１－カルボキシレート（ＳＭＣＣ）を包含するが、ヘテロ官能基
リンカー化合物のごとき他の種々のものもPierce, Rockford, Ill.から入手可能である。
　好ましくは、本発明の被覆磁性粒子は７０～９０％の磁石量を有する。好ましい具体例
において、磁性粒子の主要部は９０～１５０ｎｍの粒子サイズを有する。より単一分散（
monodisperse）であるように、例えば、９０～１２０ｎｍまたは１２０～１５０ｎｍの範
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囲であるように粒子を合成してもよい。典型的には、本発明の粒子は生物学的に適合しう
る媒体中に懸濁される。
【００３７】
　本発明のさらなる態様において、循環している稀な細胞の存在に関して患者の試料をス
クリーニングするための試験キットが提供される。該スクリーニングキットは：
　ｉ．稀な細胞上の第１の特徴決定基に対してアフィニティーを有する生物学的に特異的
なリガンドに直接的または間接的ににカップリングした被覆磁性ナノ粒子；
　ｉｉ．稀な細胞上に存在する第２の特徴決定基に対して結合特異性を有する少なくとも
１種の生物学的に特異的な試薬；ならびに
　ｉｉｉ．他の非標的物質または他の試料中の物質を分析から排除するための細胞特異的
染料
を含む。
【００３８】
　特に好ましい具体例において、キットは、循環が細胞に関する生物学的試料のスクリー
ニングのために提供される。スクリーニングキットは：ｉ．ガン細胞上の第１の特徴決定
基に対するアフィニティーを有する生物学的に特異的なリガンドに直接的または間接的に
カップリングした被覆磁性ナノ粒子；ｉｉ．ガン細胞上に存在する第２の特徴決定基に対
して結合特異性を有する少なくとも１種の生物学的に特異的な試薬；ならびにｉｉｉ．他
の非標的物質を分析から排除するための細胞特異的染料を含む。本発明において提供され
るキットは、稀でない細胞、または非腫瘍細胞に対してアフィニティーを有する抗体、生
物学的バッファー、浸透バッファー、説明書、さらに所望ならば情報シートをさらに含ん
でいてもよい。好ましい具体例において、コロイド状磁性粒子は抗ＥｐＣＡＭ（上皮細胞
接着分子に対する結合特異性を有する抗体）と抱合され、生物学的に特異的な試薬は一群
のモノクローナル抗体を含み、細胞特異的染料は核酸を染色する。
【００３９】
　本発明のキットは、循環系中の転移性ガン細胞のタイプならびにかかる細胞の転移能お
よび攻撃性を診断するための試薬を含んでいてもよい。この具体例において、キットは、
上記試薬のほかに、ガンの診断を容易にするためのさらなる抗体マーカーを含んでいても
よい。乳ガンを例として用いた場合、かかる抗体は抗ＭＵＣ－１、抗エストロゲン受容体
、抗プロゲステロン受容体、抗ＣＡ２７．２９、抗ＣＡ１５．５、抗カテプシンＤ、抗ｐ
５３、抗ウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベーター、抗上皮成長因子、抗上皮成長
因子受容体、抗ＢＲＣＡ１、抗ＢＲＣＡ２、抗前立腺特異的抗原、抗プラスミノーゲンア
クチベーター阻害剤および／または抗Ｈｅｒ２－ｎｅｕ抗体を包含しうる。攻撃性および
侵襲性のさらなるマーカーはルイスａ（Ｌｅａ）、シアリルルイスａ（ｓＬｅａ）、イン
テグリン類（ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ２９）、ゼラチナーゼＡおよびＢ（ＭＭＰ－
２、ＭＭＰ－９）、組織コラゲナーゼ（ＭＭＰ－１）、線維芽細胞活性化蛋白（ＦＡＰ）
、グアニジノベンゾアターゼ、ＣＥＡ、Ｓ１００ファミリー（Ｓ１００Ａ４、ｍｔｓｌ、
１８Ａ２／ｍｔｓｌ、ｐＥＬ－９８、ｐ９Ｋａ、メタスタシン）、サイクリンＡおよびＥ
、ｐ２７、ｐ５３、血管内皮成長因子（ＶＧＥＦ）ならびにＥ－カドヘリンである。
【００４０】
　本発明のさらにもう１つの具体例において、ガンの再発、および／または治療への応答
について患者をモニターするための試験キットが提供される。この特別なキットを用いて
、血中における特定腫瘍の存在の危険性の高い患者を評価してもよい。患者のモニタリン
グに適したキットは、容器、抗ＥｐＣＡＭに抱合したコロイド状磁性粒子、特定のガン細
胞（それについて患者をモニターする）に特異的な少なくとも１種ノモノクローナル抗体
ならびに細胞のような対象を同定できる蛍光リポーター分子、例えば、核酸染料または膜
染料を含むであろう。乳ガン患者のモニタリングに適したキットは、特定の乳ガンマーカ
ー、例えば、Ｈｅｒ－２－ｎｅｕに対して結合アフィニティーを有する抗体を含む。上記
キットは、乳ガンに関して患者をスクリーニング、診断およびモニタリングするのに適し
ている。試験キット中に提供される抗体を変更することのみにより、多くの異なるガンを
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スクリーニング、診断およびモニターできることが、当業者により理解されるであろう。
例えば、試験対象が前立腺ガンの存在に関して評価される場合、前立腺ガン特異的抗原に
対して特異的な抗体を用いることができる。前立腺ガンの他のマーカーは、前立腺酸性ホ
スファターゼ、クレアチンキナーゼ、チモシンｂ－１５、ｐ５３、ＨＰＣ１ベーシック前
立腺遺伝子、ならびに前立腺特異的膜抗原を包含する。
【００４１】
　ガン治療成功のカギは早期診断である。本明細書に示すデータに基づけば、本発明の血
液試験を用いて、ガンの診断を受けていない患者の血液をスクリーニングし、他の方法を
用いて検出できるよりも早期にガンを検出することができると思われる。かかる患者は、
ある種のガンの病歴を有する家族、ガンに関連していることが知られているある種の突然
変異を有する者等を包含する。
【００４２】
　ガン細胞は周囲組織に侵入し、組織バリアを破壊するので、腫瘍細胞は、固形腫瘍の発
達の非常に初期の段階（すなわち、腫瘍が１０４～１０６個の腫瘍細胞を含む時点）にお
いて組織空間および毛細血管に侵入し、結局は血流中に至るものと仮定される。図８参照
。その時点において、腫瘍細胞アポトーシスにより細胞死するか、あるいは休眠状態とな
る。なぜなら、それらは異所性環境においてまだ生き残ることができず、あるいは成長で
きないからである。現在のところ、かかる小さな初期腫瘍を検出する方法はない。腫瘍が
大きくなった場合に、特定タイプのガンに使用可能な高感度方法はある。例えば、乳房撮
影は乳房中の２ｘ１０８個の乳ガン細胞を検出することができる。腫瘍細胞が５ｘ１０８

ないし１０９個である場合には、さらに頻繁に乳房の腫瘍が検出される。この初期段階に
おいて、大部分の流出腫瘍細胞が死ぬと仮定される。しかしながら、腫瘍が１０６ないし
１０８～９個までに増殖する何世代かにわたり、遺伝学的に不安定な腫瘍細胞のクローン
はさらに遺伝学的変化を遂げ、より迅速に増殖する攻撃的な変異細胞を生じる。これらの
細胞が二次腫瘍を確立していく可能性は非常に高い。しかしながら、腫瘍の大部分におい
て、診断は非常に後期において行われ、例えば、膵臓、胃、卵巣、腎臓、肺、結腸等は、
通常には、１０１０～１０１２個の腫瘍細胞が存在する場合に診断される。この時点まで
には、腫瘍はしばしば周囲組織に侵入し、そして／あるいは転移している。上記のことに
鑑みると、二次腫瘍の確立前に循環性のガン細胞を効果的に検出する試験が、ガンの診断
および治療において極めて有益であるということは明らかである。本明細書記載の血液試
験はかかる検出を可能にするものである。
【発明の効果】
【００４３】
　本発明によれば、ガンのスクリーニング、段階の決定、化学療法に対する応答、ガンの
再発等のモニタリングに有用な方法・方法が提供される。より詳細には、本発明によれば
、生物学的試料から単離された腫瘍細胞または他の稀な細胞の分析および計数を容易にす
る試薬、方法および試験キット、ならびにこれらの方法および試験キットに使用される磁
性粒子が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００４４】
【図１】図１は、既知数の腫瘍細胞を末梢血中に導入し、免疫磁気的選択後に回収し、顕
微鏡（パネルＡ）またはフローサイトメトリー（パネルＢ）により分析するモデル実験の
結果を示す。
【図２】図２は、乳ガンの離れた部位への転移を有する患者から、研究開始後４８、１７
５および３００日目に得た血液１０ｍｌからの免疫磁気的細胞選択後に得られた細胞懸濁
液のフローサイトメトリー分析を示す。免疫磁気的選択後、上皮細胞特異的フィコエリス
リン（ＰＥ）抱合モノクローナル抗体、白血球特異的ＣＤ４５ ＰｅｒＣＰ抱合モノクロ
ーナル抗体および核酸染料を用いて細胞を染色した。核酸染料についての閾値を超える物
質をリストモード中に獲得し、試料の８５％を分析した。腫瘍細胞に着目して黒色で示し
、その数を右上に示す。残存白血球および残渣からなるバックグラウンド物質は灰色で示



(12) JP 2013-47688 A 2013.3.7

10

20

30

40

50

す。
【図３】図３は、急性乳ガンの８人の患者の異なる時点における１０ｍｌの血液中の上皮
細胞数および疾病の臨床的活性を示す。表１に示すように、疾病の臨床的活性をカテゴリ
ー１から４までに分類した。上部の棒は化学療法の期間の長さを示す。パネルＡ，それぞ
れアドリアマイシン（ＡＤＲ）９０および１１０ｍｇ／ｍ２。パネルＢ，ＡＤＲ ３０ｍ
ｇ／ｍ２／週、ビノレルビン（Ｖｉｎ） ２０ｍｇ／ｍ２／週、ＡＤＲ １６０ｍｇ／ｍ２

／週、ＡＤＲ ２０ｍｇ／ｍ２／週。パネルＣ，ビンクリスチン（Ｖｉｎｃ） ０．７ｍｇ
／ｍ２／週、メトトレキセート（ＭＴＸ） ３０ｍｇ／ｍ２／週。パネルＤ，ビンブラス
チン（Ｖｉｎｂ） ７ｍｇ／ｍ２／週、ＡＤＲ ２０ｍｇ／ｍ２／週、Ｖｉｎｂ ６ｍｇ／
ｍ２／週、５－フルオロウラシル（５ＦＵ） ７００ｍｇ／ｍ２／週。パネルＥ，Ｖｉｎ 
２０ｍｇ／ｍ２／週、５ＦＵ ８００ｍｇ／ｍ２／週＋ロイコボリン ５０ｍｇ／ｍ２／週
。パネルＦ，イフォスファミド（ＩＦ） １８ｍｇ／ｍ２／週、５ＦＵ ８５０ｍｇ／ｍ２

／週＋ロイコボリン ３５ｍｇ／ｍ２／週、５ＦＵ ６０５ｍｇ／ｍ２／週、Ｖｉｎ ２０
ｍｇ／ｍ２／週＋ロイコボリン３０ｍｇ／ｍ２／週。パネルＧ，Ｖｉｎ ２０ｍｇ／ｍ２

／週。パネルＨ，Ｖｉｎ ２０ｍｇ／ｍ２／週。
【図４】図４は、乳ガンの病歴のある患者の末梢血から免疫磁気的選択された細胞の分析
後に得られた結果を示す一連の顕微鏡図である。パネルＡ，サイトケラチンに関して陽性
染色である、外科手術から３年後の患者由来の細胞。パネルＢ，外科手術から８年後の完
全に寛解した患者由来の細胞（Ｔ２Ｎ１Ｍ１）をWright Gimsa染色したもの。パネルＣお
よびＤ，外科手術から２年後の患者由来の細胞（Ｔ２Ｎ０Ｍ０）をWright Gimsa染色した
もの。１００倍の対物レンズを装備したPixeraデジタルカメラを用いて映像を得た。
【図５】図５は、３人の前立腺ガン患者の疾病の重さと循環上皮細胞数との相関関係を示
す一連のグラフである。
【図６】図６は、腫瘍の外科的除去後、結腸ガン患者の循環上皮細胞数が有意に減少する
ことを示すグラフである。
【図７】図７は、結腸の転移性疾病を有する患者の循環上皮細胞数が、転移性疾病の重さ
および範囲に伴って増加することを示すグラフである。
【図８】図８は、初期腫瘍から転移するまでに増殖するガンの進行を図式的に示したもの
である。
【発明を実施するための形態】
【００４５】
　好ましい具体例によれば、本発明は、生物学的試料からの稀な標的生体物質の迅速かつ
効果的な単離を行うための組成物、方法およびキットに関する。血液試料中に存在する腫
瘍細胞を単離し特徴づけるために記載された方法を効果的に用いることができ、同時に、
非特異的結合細胞の選択を最小化することができる。
【００４６】
　多くの医師は、ガンは初期段階においては器官に限定された疾病であると考えている。
本明細書に示したデータに基づけば、この考えは正しくない。実際、本明細書のデータは
、現在使用できる方法を用いて最初に検出されて時までにガンがしばしば全身性の疾病と
なっていることを明らかにする。それゆえ、循環系中の腫瘍細胞の存在を用いて、乳房撮
影またはＰＳＡ測定のごとき他の試験の代わりに、あるいは他の試験と併用してガンのス
クリーニングを行うことができる。細胞上または細胞中の特異的マーカーに試行された適
当なモノクローナル抗体を用いることにより、あるいは細胞の蛋白発現の関する他のアッ
セイを用いることにより、あるいは細胞ｍＲＮＡの分析により、かかる細胞の起源器官、
例えば、乳房、前立腺、結腸、肺、卵巣または他の非造血系を容易に決定することができ
る。かくして、腫瘍の徴候が本質的に存在しないが、ガン細胞を検出することができる場
合に、ガン細胞の存在ならびに起源器官を同定することが可能となるであろう。本発明の
非常に高感度で機能する比較的簡単な血液試験を用いてスクリーニングできるので、試験
は「全血生検」と考えられる。さらにそのうえ、本明細書に示すデータに基づけば、ガン
は、潜在的に非常に有害な転移性細胞の存在により特徴づけられる血液由来の疾病と考え
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るべきであり、それゆえ、適宜治療されるものである。例えば、外科手術後に、循環性腫
瘍細胞の検出可能な証拠が絶対的にない場合、放射線照射または化学療法のごときフォロ
ーアップ治療が必要かどうかを、さらに臨床的研究を行うことにより決定してもよい。治
療の必要がないとの決定は、かかる治療のコストを考慮すれば、意義のある有益な臨床的
情報である。
【００４７】
　疾病の開始から末期段階に至るまで、循環系における腫瘍細胞数は疾病の進行段階と関
連があることも、本発明のデータにより明らかである。
【００４８】
　本明細書の用語「標的生体物質」は、生物学的または医学的に興味が持たれる広範な物
質をいう。例は、ホルモン、蛋白、ペプチド、レクチン、オリゴヌクレオチド、薬剤、化
学物質、核酸分子（例えば、ＲＮＡおよび／またはＤＮＡ）ならびに細胞、ウイルス、細
菌等のごとき生体粒子を包含する生物学的起源の粒子状分析物を包含する。本発明の好ま
しい具体例において、本発明の組成物、方法およびキットを用いて、母体循環系中の胎児
細胞、または循環性ガン細胞のごとき稀な細胞を、非標的細胞および／または他の生体物
質から効果的に単離することができる。用語「生物学的標本」は、細胞含有体液、末梢血
、組織ホモジネート、乳首からの吸引物、およびヒト対象から得ることのできる稀な細胞
の他のソースを包含するが、これらに限らない。典型的な組織ホモジネートは乳ガン患者
の前哨節から得ることができる。用語「決定基」は、上記標的生体物質についていう場合
には、生体特異的リガンドまたは生体特異的試薬により特異的に結合されうるものであり
、特異的結合物質への選択的結合に関与し、あるいはその原因となる標的生体物質の一部
分であって、その存在が選択的結合の生起に必要であるものをいう。基本的な言い方にお
いて、決定基は、生体物質上の分子接触領域であり、特異的結合ペアーの反応において受
容体により認識される。本明細書の用語「特異的結合ペアー」は、抗原－抗体、受容体－
ホルモン、受容体－リガンド、アゴニスト－アンタゴニスト、レクチン－糖類、核酸（Ｒ
ＮＡまたはＤＮＡ）ハイブリダイゼーション配列、Ｆｃ受容体またはマウスＩｇＧ－プロ
テインＡ、アビジン－ビオチン、ストレプトアビジン－ビオチンならびにウイルス－受容
体相互作用を包含する。当業者に明らかな他の種々の決定基特異的結合物質の組み合わせ
が本発明方法の実施において使用されると考えられる。本明細書の用語「抗体」は、免疫
グロブリン、モノクローナルもしくはポリクローナル抗体、免疫反応性免疫グロブリンフ
ラグメント、ならびに１本鎖抗体を包含する。また、本発明において、従来法により得ら
れた抗体と同様の特異性をもって決定基を特異的に認識するペプチド、オリゴヌクレオチ
ドまたはそれらの組み合わせの使用も企図される。本明細書の用語「検出可能に標識」は
、物理的または化学的手段による直接的または間接的な検出または測定が試験試料中の標
的生体物質の存在を示すものである物質をいう。有用な検出可能な標識の典型例は下記の
ものを包含するが、これらに限らない：光の吸収、蛍光、屈折、光の散乱、リン光、また
はルミネセンスの特性に基づいて直接的または間接的に検出できる分子またはイオン；放
射活性により検出できる分子またはイオン；核磁気共鳴または常磁性により検出できる分
子またはイオン。光の吸収または蛍光に基づいて間接的に検出可能な分子のグループには
、例えば、適当な物質を光を吸収しないものから光を吸収するものへと、あるいは蛍光を
発しないものから蛍光を発するものへと変換する種々の酵素が含まれる。「実質的に排除
」なる語句は、生物学的に特異的なリガンドまたは生物学的に特異的な試薬とその対応標
的決定基との間の結合反応の特異性をいう。生物学的に特異的なリガンドおよび試薬はそ
れらの標的決定基に対して特異的な結合活性を有するが、他の試料に対する低レベルの非
特異的結合を示すこともある。本明細書の用語「初期段階のガン」は、器官限定的である
と臨床的に決定されたガンをいう。乳ガン患者については乳房撮影、あるいは肺ガン患者
についてはＸ線のごとき慣用的方法によっては小さすぎて検出できない腫瘍も包含される
。乳房撮影は約２ｘ１０８個の細胞を有する腫瘍を検出できるが、本発明方法は、大体こ
のサイズまたはそれより小さい腫瘍に由来する受難性ガン細胞の検出を可能にするはずで
ある。本明細書の用語「豊富化」は、生物学的試料からの単核細胞の豊富化をいう。末梢
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血を出発物質として使用する場合、豊富化の程度を評価する場合には赤血球を計数しない
。本発明方法を用いて、循環性上皮細胞を白血球に対して少なくとも２５００倍、より好
ましくは５０００倍、最も好ましくは１００００倍に豊富化してもよい。本発明の実施に
おいて使用する好ましい磁性粒子は、コロイドとして挙動するものである。かかる粒子は
ミクロン以下の粒子サイズにより特徴づけられ、一般的には、約２００ナノメーター（ｎ
ｍ）（０．２０ミクロン）未満であり、長時間にわたる重力による溶液からの分離に対し
て安定である。他の多くの利点に加えて、このサイズ範囲は必然的に、細胞分析に通常適
用される分析方法において粒子を見えなくする。９０～１５０ｎｍの範囲であり、７０～
９０％の磁石量を有する粒子は本発明における使用を企図される。適当な磁性粒子は、磁
性コアに結合された分子、例えば、物理的に吸着または共有結合されていて、コロイド特
性を安定化させる分子により取り囲まれた超常磁性材料の結晶性コアから構成されている
。好ましくは、被覆材料は、試料中に見出される生物学的高分子と標的コアとの間の非特
異的相互作用を防止するのに有効な量で適用される。かかる生物学的高分子は、非標的細
胞表面上のシアル酸残基、レクチン、糖蛋白および他の膜成分を包含しうる。さらに、該
材料は可能なかぎり多くの磁石量／ナノ粒子を含むべきである。コアを含む磁性結晶のサ
イズは十分に小さく、磁気ドメイン全体を含まない程度である。ナノ粒子のサイズは十分
に小さく、それらのブラウン運動エネルギーがそれらの磁気モーメントを超えない程度で
ある。結果として、Ｎ極、Ｓ極の配列ならびにその結果としてのこれらのコロイド磁性粒
子の相互吸引／反発は、中程度の強さの磁場においてさえも生じないと思われる。結局、
磁性粒子は磁気勾配の外部磁場による分離器において分離可能なはずである。そのような
特性は試料の取り扱いを簡単にし、強磁性ビーズまたはスチールウールを充填した、より
複雑な内部勾配カラムに優る経済的利点を提供する。米国特許第４７９５６９８号、第５
５９７５３１号および第５６９８２７１号に記載されたベース材料を修飾することにより
上記特性を有する磁性粒子を調製することができる。ベース材料からのそれらの調製を以
下に説明する。
【００４９】
　悪性腫瘍はその隣接組織に侵入する能力により特徴づけられる。一般的には、直径１ｍ
ｍの腫瘍が血管に分布し、動物試験によれば、腫瘍中に存在する細胞の４％までが２４時
間のうちに循環系に流出し得ることが示されている（Butler, TP & Gullino PM, 1975 Ca
ncer Research 35: 512-516）。腫瘍の流出能は腫瘍の攻撃性に依存している可能性が最
も高い。腫瘍細胞が連続的に循環系に流出しても、ごく小さいフラクションが離れた部位
に転移するか、あるいは転移しないと考えられる（上記Butler & Gullino）。以下の仮定
を用いて、次のように循環系における腫瘍細胞の出現頻度を概算することができる：１．
直径１ｍｍの腫瘍は１０７個の細胞を含み、４％または４ｘ１０５個の細胞が２４時間の
うちに循環系に流出する；腫瘍細胞は１回の循環サイクルにおいてのみ生存する；３．血
液体積は約５リットルである；４．拍出量は５０００ｍｌ／分である。このような場合、
直径１ｍｍの腫瘍を有する患者の末梢血中の腫瘍細胞の出現頻度は約６個／血液１００ｍ
ｌである。腫瘍質量の増加は循環腫瘍細胞の出現頻度の増加と比例していると考えられる
。このことが見出される場合、このレベルの感度を用いる方法は、患者において遠くに転
移した腫瘍負荷の評価ならびに局所的な疾病を有する患者における腫瘍負荷の評価の両方
を容易にするであろう。局所的な疾病を有する患者の末梢血中の腫瘍細胞の検出は、初期
段階で腫瘍を検出することのみならず、腫瘍の潜在的な侵襲性に関するインジケーターを
提供することにおいて潜在能力を有する。
【００５０】
　いくつかの研究は、自己由来の末梢血幹細胞移植のために乳ガン患者から得たロイコフ
ェレシス（leucopheresis）産物中のガン細胞の存在を報告している（Brugger W, et al.
 (1994) Blood 83: 636-640; Brockstein BE, et al. (1996) J of Hematotherapy 5: 61
7; Ross AA, et al. (1993) Blood 82: 2605; Ross AA. (1998) J of Hematotherapy 7: 
9-18; Moss TJ, et al. (1994) J. Hematotherapy 3: 193-163）。これらの知見は、自己
由来の移植のためのこの方法の使用に対する批判を増大させた。なぜなら、移植産物中の
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腫瘍細胞は転移を確立する潜在能力を有するからである（Racila E, et al. (1998)PNAS 
USA. 95: 4589-4594）。さらに、ロイコフェレシス産物は、散在性の疾病を有する個体か
ら得た場合、腫瘍細胞を含む可能性がさらに高いことがわかった（上記のBrugger et al.
, 1994）。しかしながら、これらの研究は定量的データを報告しておらず、さらに、局所
的な疾病を有する患者の末梢血中に腫瘍細胞が見出されることも報告していない。これら
の観察結果から、末梢血中の腫瘍細胞を計数する非常に高感度かつ定量的な試験を用いて
実際の腫瘍負荷を決定することができると仮定できる。かかる試験の実行可能性を評価す
るために、試験される血液の体積によってのみ制限される、循環ガン細胞の正確な計数を
可能にする高感度の細胞アッセイが開発された。
【００５１】
　多くの異なる細胞分析形式を用いて豊富化された試料を同定し計数することができる。
かかる分析形式の例は、ImmuniconのCellSpotterシステム、手動で細胞を観察するための
磁気的細胞固定化手段、ならびに米国特許出願０８／９３１０６７号および０８／８６７
００９号にそれぞれ記載された自動光学的スキャンニング磁気的細胞固定化手段であるCe
llTracksシステムである。参照により上記米国特許出願の両方を、手動または自動の定性
的および定量的細胞分析のための個々の装置および方法を開示するものとして本明細書に
取り入れる。
【００５２】
　他の分析形式は、レーザースキャンニングサイトメトリー（コンピュサイト（compucyt
e））、明視野ベースイメージ分析（クロマビジョン（Chriomavision））、および毛細管
体積測定(バイオメトリックイメージング（Biometric imaging））を包含する。
【００５３】
　本発明の好ましい具体例の方法および組成物を用いる血中の循環上皮細胞の計数は、血
液からの上皮細胞の免疫磁気的選択（豊富化）、ついで、多パラメーターフローサイトメ
トリーによる試料の分析により行われる。免疫磁気的な試料の調製は試料体積の減少およ
び標的（上皮）細胞の１０４倍の豊富化にとり重要である。多パラメーターフローサイト
メトリー分析に使用する試薬は、２つの光スキャッター（lightscatter）および３つの蛍
光パラメーターのリストモード（listmode）獲得により創製される多次元空間中のユニー
クな位置に上皮細胞が存在するように最適化される。これらは、１）白血球（非腫瘍細胞
）を同定するための汎白血球抗原ＣＤ４５に対する抗体；２）残存赤血球、血小板および
他の非有核細胞の排除を可能にする、細胞タイプ特異的または核酸染料；ならびに３）サ
イトケラチンまたはＥｐＣＡＭエピトープに対して特異性を有する抗体に対して指向され
た生物学的に特異的な試薬であって、細胞の免疫磁気的選択に使用されるものとは異なる
試薬。
【００５４】
　豊富化された腫瘍細胞集団の分析方法は本発明の意図された用途に依存することが、当
業者により認識されよう。例えば、後で説明するようなガンのスクリーニングまたは疾病
の再発のモニタリングにおいては循環上皮細胞数は非常に少ない可能性がある。一定の「
正常」レベルの上皮細胞が存在するので（静脈穿刺の間に導入される可能性が非常に高い
）、上皮細胞を正常なものまたは腫瘍細胞として同定する分析方法は望ましい。そのよう
な場合、顕微鏡による分析が最も正確であることがわかる。かかる試験は、形態の試験、
既知腫瘍マーカーおよび／または腫瘍遺伝子の同定を含むものであってもよい。別法とし
て、循環上皮細胞数が正常集団において観察される数をはるかに上回る疾病状況において
は、かかる細胞を計数する分析方法が十分なはずである。本明細書記載の方法による患者
の状態の決定は、正常集団中に存在する稀な循環細胞数の統計学的平均に基づく。初期段
階のガンの患者および攻撃的な転移性のガンの患者の循環上皮細胞のレベルもまた、本明
細書において説明するように統計学的に決定されうる。
【００５５】
　下記方法は本発明の実施を容易にするために提供される。
【００５６】
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患者．　インフォームドコンセントを行って、対照患者ならびに乳ガン患者、前立腺ガン
患者および結腸ガン患者から８～２０ｍｌの血液試料を得た。１年間に数回、これらの患
者の幾人かから採血した。血液試料を、抗凝血剤としてＥＤＴＡを入れたVacutainerチュ
ーブ（Becton-Dickinson）中に吸引した。試料を室温に保ち、採血後２４時間以内に処理
を行った。乳ガン患者、前立腺ガン患者および結腸ガン患者ならびに悪性疾病の証拠がな
い正常対照からの末梢血中の循環上皮細胞を計数した。診断、治療的介入および臨床的状
態のデータを患者のチャートから回収した。共同研究を行っている団体の検閲部門は当該
プロトコールを是認した。
【００５７】
試料の調製．　上皮細胞接着分子（ＥｐＣＡＭ）に対して特異的なモノクローナル抗体は
上皮細胞起源の組織と広範に反応する（Stahel RA, et al. Int HJ Cancer Suppl. 8: 6-
26 (1994); Momburg F, et al. Cancer reasearch. 47: 2883-2891 (1987); Gaffey MJ, 
et al. Am J Surg Path. 16: 593-599 (1992)）。ＥｐＣＡＭ上の２種の異なるエピトー
プを認識するＧＡ７３．３またはＭＪ３７ ＥｐＣＡＭ抗体（親切にも、Wistar Institut
e, Philadelphia, PAのD Herlyn（Herlyn D, et al. J Immunol Methods. 73: 157-167）
およびCenter for Molecular Medicine and Immunology, NJのMJ Mattes（De Leij L, et
 al. Int J Cancer Suppl. 8: 60-63 (1993)）により提供された）を、磁性ナノ粒子（フ
ェロ流体）（Liberti PA & Piccoli SP, 米国特許第５５１２３３２号（１９９６年）, I
municon, Huntingdon Valley, PA）とカップリングさせた。内径１３ｍｍの使い捨て試験
管中で抗ＥｐＣＡＭ抱合フェロ流体とともに血液を１５分インキュベーションした。４個
の向かい合った磁石から構成される分離器（QMS13, Immunicon, Huntingdon Valley, PA
）中に試験管を１０分間置いた。分離後、血液を吸引し、捨てた。磁気分離器から試験管
を取り出し、収集したフラクションを容器壁を伝わらせて２ｍｌのＦＡＣＳ透過溶液（BD
IS, San Jose, CA）中に再懸濁し、磁気分離器中に５分間置いた。溶液を吸引し、捨て、
細胞を１５０μｌの細胞バッファー（ＰＢＳ，１％ ＢＳＡ，５０ｍＭ ＥＤＴＡ，０．１
％アジ化ナトリウム）に再懸濁し、これにフィコエリスリン（ＰＥ）抱合抗サイトケラチ
ン（CAM5.2モノクローナル抗体）およびPeridinin Chlorophyll Protein（ＰｅｒＣＰ）
－標識ＣＤ４５を飽和条件において添加した。１５分インキュベーション後、２ｍｌの細
胞バッファーを添加し、細胞懸濁液を５分間磁気的に分離した。分離されない懸濁液を捨
てた後、集めた細胞を０．５ｍｌのバッファーに再懸濁し、BDIS, San Jose, CAから販売
されているProcount systemで使用する核酸染料を製造者の説明書に従って添加した。Ｅ
ｐＣＡＭ抗体ＭＪ３７をフェロ流体上に使用するいくつかの場合において、ＧＡ７３．３
 ＰＥを用いて選択上皮細胞を同定した。これらの場合において、細胞の透過処理は必要
ない。フローサイトメトリー用試薬は、親切にも、BDIS, San Jose, CAから提供された。
【００５８】
　循環上皮細胞の組織ソースを決定するための典型的方法は、細胞化学および免疫学的同
定法を用いる。５％ ＢＳＡで３０分間非特異的結合部位をブロックした後、以下のもの
を認識する一次モノクローナル抗体（かっこ内はモノクローナル抗体）：サイトケラチン
５、６、８、１８（ＣＫ、５Ｄ３、ＬＰ３４、Novocastra）、ＭＵＣ－１糖蛋白（ＭＵＣ
－１、Ｍａ６９５ Novocastra）または前立腺特異的抗原（ＰＳＭＡ）、およびNeil Band
er博士（University of Texas Medical Center, Dallas, Texas）から得たクローンＪ５
９１を、スライドグラスに乗せた。試料を室温で２０分インキュベーションし、ＰＢＳで
５分間洗浄し、ついで、二次ウサギ抗マウスＩｇ（Z0259, Dako Corp., Carpentria, CA
）にさらに２０分間曝露した。さらに２回洗浄した後、試料をアルカリ性ホスファターゼ
－抗アルカリ性ホスファターゼ（ＡＰＡＡＰ）ウサギＩｇ複合体とともに１５分インキュ
ベーションした。最後に、酵素基質（New Fuchsin, Dako Corp. CA）を添加し、赤色沈殿
を生成させた。核をヘマトキシリンで対比染色した。光学顕微鏡に装備したKodakデジタ
ルカメラを用いてデータを記録した。後で参照するために、データをＣＤに記録すること
ができた。
【００５９】
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試料の分析．　試料の８５％をFACSCaliburフローサイトメーター（BDIS, San Jose, CA
）で分析した。核酸染料の蛍光上の閾値を用いてリストモードにおいてデータを得た。Pa
int-A-GatePro（BDIS, San Jose, CA）を用いて多パラメーターのデータ分析を行った。
分析の判断基準は、前方光スキャッターにより明確にされるサイズ、直交光スキャッター
により明確にされる粒度、ＰＥ標識サイトケラチンモノクローナル抗体での陽性の染色な
らびにＰｅｒＣＰ標識ＣＤ４５モノクローナル抗体で染色されないことを包含していた。
各試料につき、上皮細胞に典型的な領域に存在する物質数を１０ｍｌの血液に対して正規
化した。
【００６０】
　以下の実施例は本発明の実施を容易にするために提供される。これらの実施例は本発明
の範囲を何ら限定するものではない。
【実施例１】
【００６１】
　全血から稀な細胞を効率的に単離するための改良磁性ナノ粒子の処方
　稀な細胞（例えば、上皮由来の腫瘍の患者における腫瘍細胞、母親の血液中の胎児細胞
等）は血液１ｍｌあたり１個未満の頻度で存在しうる。かかる細胞の検出に必要な血液ス
メア数は極めて大きい。１０ｍｌの血液中に１０個の稀な細胞があると仮定すると、５～
１０ｘ１０７個の白血球につき１０個の腫瘍細胞があることになり、細胞遠心分離または
沈降により細胞を顕微鏡スライドグラスに乗せ、目的とする稀な細胞に特異的な抗体で染
色し、手動または自動で読み取ることができる。１枚のスライドグラスに乗せることので
きる細胞の最大数は約５０００００個であり、そのことは、１０ｍｌの血液を処理するに
は１００～２００枚のスライドグラスが必要であることを意味する。この方法による分析
に必要な時間は、この方法を実用的でないものとし、経済的に実行不可能なものとする。
結果的に、試料体積減少ならびに密度勾配分離または赤血球溶解による赤血球および血小
板の除去のごとき豊富化法を稀な細胞の単離に使用して、分析すべきスライドグラスに乗
せる細胞数を有意に減少させることとなる。
【００６２】
　上記のように、磁気による豊富化は細胞分離にとり好ましい方法であり、理想的には、
この目的に使用されるナノ粒子は分析前に除去される必要はない。したがって、ナノ粒子
は、分析の測定値に影響しないほど十分に小さいもの、すなわち、約２５０ｎｍ未満でな
くてはならない。最も好ましくは、ナノ粒子は、フィルター滅菌できるように２２０ｎｍ
未満である。さらにそのうえ、ナノ粒子は、単純な研究室用チューブ、すなわち、外部勾
配時期分離器において試験管、遠心管、バキュテナー（vacutainers）等からの細胞の分
離を可能にするように十分に大きく、十分に磁気に応答するものでなくてはならない。さ
らに、すでに説明したように、内部勾配デバイスは煩わしく、費用がかかり、稀な細胞の
回収が不十分である。また、ナノ粒子および磁気デバイスは回収率が高く、再現性があり
、非特異的結合が少ないはずである。米国特許第５５９７５３１号には、これらの特性の
多くを有する、直接被覆（ＤＣ）粒子と呼ばれる非常に磁性を帯びた粒子が記載されてい
る。これらのナノ粒子は結晶マグネタイトまたは他の磁性酸化物の半球状の塊から構成さ
れていて、ポリマーまたは蛋白で被覆されている（ベース被覆磁性粒子）。それらの構造
（磁性コアおよびポリマーコート、コア直径はコートの厚さよりも大きい）のために、そ
れらは約８０～８５％の磁石量である。これらのナノ粒子の非特異的結合は５～８％の範
囲であり、それゆえ、それらは稀な細胞の分離にとり非常に実用的というわけではない。
よって、１ｍｌあたり１個の細胞を豊富化する場合、約８０％の捕捉効率であり、１０ｍ
ｌの全血を用いて期待される最良の結果（白血球のみと考えて）は４００万個につき８個
、すなわち、１６～１７倍の豊富化となる。しかしながら、米国特許第５５９７５３１号
に記載された磁性粒子は、オープンフィールド分離器での分離および単純な研究室用チュ
ーブからの分離を行うための適当な磁気特性を有する。さらに、それらの平均サイズは上
で示唆した限界値よりも十分に小さく、それゆえ、それらは種々の分析手順を妨害しない
。それらの粒子を用いたさらなる研究によれば、細胞に対する非特異的結合に貢献する主
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要因子は、不完全な被覆によるナノ粒子上の裸の結晶酸化鉄の存在であることが見出され
た。かかる不完全に被覆された結晶は、それらが細胞表面上の負に帯電したシアル酸のご
とき生物学的高分子に強く結合する可能性が非常に高い生理学的ｐＨにおいて十分に強い
正電荷を有する。粒子製造のための改良法は米国特許第５４６９８２７１号に記載されて
いる。該方法は被覆レベルを著しく高める高温被覆工程を含むという点で、これらの材料
は’５３１号特許に開示された材料を改良したものである。この方法を用いて製造される
ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）被覆を有するナノ粒子は、例えば、米国特許第５５７９５
３１号のＤＣ－ＢＳＡ材料と比較した場合、細胞に特徴的な非特異的結合が３～５倍低下
している。この非特異的結合の低下は、ＢＳＡ被覆材料のレベル増加が直接的原因である
ことが示された。かかるナノ粒子を処理してＢＳＡ被覆を除去する場合、非特異的結合は
高レベルに戻る。よって、酸化鉄結晶上に被覆されるＢＳＡ量と細胞の非特異的結合との
間に直接的関係が存在することがわかった。典型的には、全血由来の細胞とこれらの粒子
との非特異的結合は０．３％であり、米国特許第５５７９５３１号により製造される粒子
よりも有意に良好である。よって、１０ｍｌの全血から、約２０００００個の非標的細胞
が、豊富化の標的とされた細胞とともに単離されるであろう。
【００６３】
　非特異的結合の問題に加えて、言及すべき問題を以下に示す。米国特許第５５７９５３
１号および第５６９８２７１号に記載されたようにして製造された異なるロットの磁性粒
子を稀な細胞の枯渇または豊富化に使用する場合、回収率が一定でない。時々、回収率は
８５～９５％であるが、同じモデル系を用いた別の場合には４０～４５％となることがあ
る。これらの粒子の製造方法がかなりの範囲のサイズのばらつき（３０ｎｍから２２０ｎ
ｍまで）を生じるので、サイズのばらつきおよび詳細には小さいナノ粒子の存在は標的の
回収率に影響することが疑われ、それが確認された。小さいナノ粒子（３０ないし７０ｎ
ｍ）は容易に拡散するので、大きいナノ粒子と比較して、それらは優先的に細胞を標識す
るであろう。内部勾配カラムのように、非常に急な勾配を用いる場合には、サイズにかか
わらず、これらの材料の品質はほとんど差異を生じさせない。他方、外部勾配、またはマ
イクロビーズまたはスチールウールカラム上に生じうる磁力よりも弱い磁力を用いる場合
には、細胞上の小さいナノ粒子の占領は有意な影響を有する。このことは、ＤＣナノ粒子
の分画および回収率に対する影響の研究による場合にあてはまることが結論的に示された
。これらの研究および他の最適化実験によれば、磁力あるいはカラムによりナノ粒子を分
画するための手段が確立され、極度に小さいまたは大きい粒子のないベース被覆磁性粒子
が製造可能であった。例えば、最良には、８０ｎｍ未満または１３０ｎｍを超える材料が
痕跡量である、平均直径１００ｎｍのベース被覆粒子を製造することができる。同様に、
検知可能な９０～９５ｎｍ未満の材料および１６０ｎｍを超える材料を含まない、約１２
０ｎｍの材料を製造することができる。かかる材料は回収率が最適であり、６０～７０ｎ
ｍのナノ粒子を含むことにより最適以下となりうる。本発明の実施に使用する好ましい粒
子サイズ範囲は、ベース被覆粒子、例えば、ＢＳＡ被覆マグネタイトについては９０～１
５０ｎｍである。Liberti et al. Fine Particles and Technology, 777-790（E. Pelizz
etti編）（１９９６年）により記載された方法を用いてこの好ましい範囲に属する粒子を
得てもよい。
【００６４】
　非特異的結合の問題にさらに言及するために、抗体が直接抱合したナノ粒子を製造する
ためのいくつかの経路を試みた。稀な細胞に特異的なモノクローナル抗体を、例えば、標
準的なヘテロ二官能基の化学試薬を用いて、ＤＣ磁性粒子上のＢＳＡベース被覆に直接カ
ップリングさせた（本明細書では直接カップリング法という）。これらの目的に使用する
ヘテロ二官能基リンカーは、スルホ－ＭＣＣＣおよびスルホサクシンイミジル－４－［マ
レイミドメチル］シクロヘキサン－１－カルボキシレートを包含する。もう１つのアプロ
ーチにおいて、ビオチン化モノクローナル抗体を、ベース被覆粒子にカップリングしたス
トレプトアビジンにカップリングさせることができる。この抱合方法を、本明細書におい
てピギーバック（piggyback）法という。この方法において、直接カップリング法と同じ
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化学試薬により、ストレプトアビジンをベース被覆磁性粒子にカップリングさせる。１の
ピギーバックカップリング法において、モノビオチン化抗体をストレプトアビジン磁性粒
子と１時間反応させ、ついで、残りのストレプトアビジン結合部位を遊離ニオチンで不活
性化させる。抗体カップリング後に残りのストレプトアビジン部位を不活性化させて、稀
な細胞の単離または細胞分析工程の間におけるビオチン化抗体の磁性粒子への結合を防止
することが重要である。さらにそのうえ、ストレプトアビジンを不活性化させるこの手段
は非特異的結合を阻止するものとして有効であることがわかった。種々の条件下でのかか
る材料とビオチン化蛍光高分子とのインキュベーションは、結合蛍光物質を生じさせない
。比較のために、両方の方法により、抗ＥｐＣＡＭ抗体（ＧＡ７３．３、Wistar Institu
te, Philadelphia, PAから得た）を磁性粒子にカップリングさせた。ついで、全血中に添
加された結腸腫瘍細胞系（Ｃｏｌｏ－２０５）由来の細胞の選択ならびに白血球の非特異
的結合（ＮＳＢ）または持ち越し（carry-over）に関して両方の磁性粒子を比較した。最
終試料中に存在する白血球は、磁性粒子に非特異的に結合した白血球および洗浄工程から
の細胞の持ち越しの混合物であった。磁力による分離後に、分離開始時にチューブに付着
した細胞または分離プロセスの間に磁力によらずに運ばれた細胞を洗い去ることが必要で
あることに注意。下表は当該２種の磁性粒子の比較を示す。
【表１】

【００６５】
　注目すべき第１のことは、抗体またはストレプトアビジンをＢＳＡベース粒子にカップ
リングさせるだけで非特異的結合を有意に減少させるということである（データ示さず）
。このことは、「裸の」結晶表面が細胞に結合するために細胞に近接する可能性が減少し
たためと考えられる。上表は、添加した細胞の回収率は両方のタイプの磁性粒子に関して
同等であることを示す。しかしながら、白血球の非特異的結合は、直接抗体カップリング
による磁性粒子を用いた場合には３倍多かった。この相違は比較的小さいが、大量の血液
を処理し分析する場合には有意なものとなる。２つのタイプの磁性粒子間の相違を支持す
る多くの観察結果に基づく合理的な説明は、ピッグバックカップリング法を用いて合成さ
れた磁性粒子上には、より多くの蛋白層が存在するというものである。かくして、磁性結
晶表面はより多くの蛋白層で被覆され、立体的に「保護」されると思われる。このことは
、非標的細胞の磁性粒子への結合を防止する。
【００６６】
　ピッグバックカップリング法において、磁性粒子上の制限された数のストレプトアビジ
ン結合部位がビオチン－抗体とカップリングされ、残りの結合部位は上記不活性化プロセ
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スにより遊離ビオチンで占領される。さらにもう１つのカップリング法において、遊離ビ
オチンのかわりにモノビオチン－ＢＳＡを用いて過剰のストレプトアビジン結合部位が不
活性化され飽和される。このアプローチの原理は、モノビオチンＢＳＡを用いる不活性化
は、さらに細胞が未被覆領域と接触することを立体的に阻害する、すなわち、ナノ粒子を
より良く被覆するということである。このプロセスが粒子にカップリングする蛋白量を増
加させるということが、炭素の分析により示された。添加されたＣｏｌｏ ２０５の全血
からの回収率ならびに白血球の非特異的結合を評価する実験において、２種の磁性粒子調
合物を比較した。結果を下表に示す。
【表２】

【００６７】
　制限された量のビオチンをＢＳＡに抱合させて、得られる生成物の３０～４０％が結合
ビオチンを持たないようにすることによりモノビオチン－ＢＳＡを調製してもよい。
【００６８】
　要約すると、均一なサイズ分布およびビオチン－ＢＳＡにより不活性化されたストレプ
トアビジン結合部位を有する磁性粒子は、本発明のアッセイ方法において非常にうまく作
動した。ビオチンによりブロックされたナノ粒子と比較すると、添加上皮腫瘍細胞の良好
な回収率ならびに非特異的結合のほぼ１オーダーの減少はこれらの粒子を用いて達成され
た。よって、これらの材料およびそれらを用いて得られた結果は、さらに最適化されうる
非常に有用な製品を明確化する。改良されたフェロ流体製品を可能なかぎり磁性を帯びさ
せて製造し、磁性コアと細胞を含有する血液中の物質との可能な相互作用をすべて排除す
るように被覆し（おそらく、無孔性単層で被覆）、サイズ範囲および分布を十分に明確化
する。好ましい状況において、生物学的材料と相互作用しない被覆材料を使用する。かか
る相互作用が不可避である場合、それらをブロックする手段が必要である。可能なかぎり
磁性を帯びた材料については、米国特許第５５７９５３１号および第５６９８２７１号に
記載されたようにして製造されたものが好ましい出発材料である。それらはベース被覆材
料の明らかではあるが完全ではない単層を有する大きな磁性コアから構成されているので
好ましい。ＢＳＡで被覆された１００ｎｍのナノ粒子に関しては、コアは約９０ｎｍの適
当な磁性酸化物、例えばマグネタイトであろう。かかる磁性粒子は、コアおよび被覆材料
の相対的サイズにより、明らかに可能なかぎり磁性を帯びている。被覆の機能が、ナノ粒
子に巨視的な凝集を引き起こす望ましくない相互作用をさせないことであると考えると、
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このことは明らかである。また被覆は、溶媒分子との十分な相互作用を促進して、コロイ
ドの挙動を維持させ、カップリングのための便利な化学的手段を提供する。米国特許第５
５７９５３１号および第５６９８２７１号のナノ粒子もまた、それらが十分な単層被覆を
有していて、単層中の「孔」をいくつかの方法で、すなわち、立体的および物理的に充填
できるので出発材料として好ましい。明らかに、他のいずれかの系において、磁性コアの
有効かつ完全な被覆を促進して、コア材料と血液成分との相互作用または他の非特異的効
果を阻害する被覆は適当なものであろう。質量が小さいほど、被覆は良好にナノ粒子に付
加することができ、その結果、ナノ粒子質量に対する磁石の質量の割合が最大となる。
【実施例２】
【００６９】
　転移性乳ガンを治療した患者中の循環上皮細胞の計数
　図１は、本発明のアッセイ方法を用いて、全血中に添加された腫瘍細胞を単離する場合
に結果を示す。パネルＡは顕微鏡による分析を示し、パネルＢはフローサイトメトリーを
用いて得られた分析結果を示す。図２は、１人の転移性乳ガン患者から３つの時点におい
て得た１０ｍｌの血液試料のフローサイトメトリー分析の３つの例を示し、フローサイト
メトリーによる抗上皮細胞抗体に対する抗白血球抗体の相関を示す。図２中、パネルＡは
、上皮細胞に典型的な位置において検出され、存在する細胞を示す。パネルＢには、１０
８個の上皮細胞が検出されており、パネルＣには、１０３６個の上皮細胞が検出されてい
る。
【００７０】
　１０ｍｌの血液試料の分析において核酸染料上の閾値セットを越える物質数は５０００
ないし５００００個の間を変動した。これらの物質は、細胞残渣および白血球からなって
いる。３２人の対照の血液の分析において、上皮細胞に典型的な領域に存在する物質は０
～４個／血液１０ｍｌの範囲であった（平均値＝１．０、標準偏差＝１．２）。
【００７１】
　研究期間中８人の乳ガン患者は活性のある転移性疾病有していた。これらの患者におい
て、１０ｍｌの血液中の上皮細胞数は０ないし１０３６の間を変動した。主観的判断基準
、すなわち、骨の痛み、呼吸困難等ならびに客観的判断基準、Ｘ線、骨スキャン、ＣＴス
キャン、ＭＲＩおよびリンパ節サイズにより疾病の活性を評価した。表Ｉに示すように、
患者をカテゴリー０から４までに分類した。
【表３】

【００７２】
　転移性疾病を有する８人の患者の血中の上皮細胞カウントの変動を図３に示す。プロッ
ト中の影を付けた部分は、陽性物質が対照において検出された範囲を示す。プロットは、
化学治療剤を投与した場合も示す。図３のパネルＡは、生命を脅かす疾病を有し、研究開
始時に１０ｍｌの血液中に２００個の上皮細胞を有していた患者を示す。高用量のアドリ
アマイシンは数値を正常範囲に低下させたが、アドリアマイシン中断後、数値が再び上昇
した。アドリアマイシンの第２のコースを行った後、上皮細胞数は有意に減少したが、や
はり正常範囲を超えていた。図３のパネルＢは、４３週間にわたる１人の患者の経過を示
す。患者は研究開始時には無徴候であったが、過去において骨の転移性疾病を有していた
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ことがわかった。正常レベル以上の上皮細胞が検出され、研究期間中着実に増加した。高
用量のアドリアマイシンのコース後、短期間の上皮細胞数減少が見られた。この患者にお
ける疾病の活性はこの期間中に明らかに上昇した。図３のパネルＣおよびＤにおいて、あ
まり高くない疾病活性を有する２人の患者を示す。これらの患者において、研究機関中の
上皮細胞数の変化は疾病の活性の変化も反映していた。パネルＥおよびＦに示す患者にお
いて、末梢血上皮細胞数は、研究の最終時点で増加したが、患者は依然として無徴候であ
った。
【００７３】
　パネルＧに示す場合において、乳ガンの手術から３年後である研究の最初の時点では上
皮細胞は検出されなかった（Ｔ２Ｎ１Ｍ０）。４週間後、フローサイトメトリーにより１
０ｍｌの血液中に５０個の上皮細胞が検出された。この時点で患者は疾病再発の臨床的徴
候は有していなかった。フローサイトメトリーにより検出される細胞が悪性細胞の特徴と
矛盾しない特徴を有するという形態学的確認を得るために、さらに血液試料を分析した。
【００７４】
　図４Ａは、細胞質に対する核の割合が大きく、サイトケラチン染色陽性である２個の細
胞を示すが、両方の特徴は上皮細胞起源の腫瘍細胞と矛盾しない。この知見から４週間後
、患者は腋窩リンパ節の生検を受けた。生検で得た細胞は悪性起源であることが証明され
た。この時点のＸ線は肺への転移を示さなかったが、２週間後に行ったＣＴスキャンは肺
への転移を示した。患者は肺への転移については無徴候であった。腋窩リンパ節の不都合
の消失により測定されるように、患者はビノレルビンによく応答した。末梢血上皮細胞数
は正常範囲のすぐ上のレベルにまで低下した。治療開始から２８週間後に、末梢血上皮細
胞数が増加し、医師の検診まで、腋窩節のサイズが増大した。転移性乳ガンを有するこれ
ら８人の患者の末梢血上皮細胞数は、明らかに疾病の活性を反映し、研究期間中の治療お
よび治療欠如に応答した。
【００７５】
　コロイド状磁性ナノ粒子を用いて上記実験を行った。上記のようにナノメーターサイズ
の磁性粒子がこの適用法に好ましいのであるが、この実験において、血中に低頻度で存在
する腫瘍細胞の選択に関する大きなサイズの磁性ビーズの有効性も評価して、ミクロンサ
イズのビーズを用いて腫瘍細胞を選択できるかどうかも調べた。
【００７６】
　すでに述べたように、大きなサイズのビーズの使用に伴う欠点がある。これらは：（ｉ
）ビーズが大きすぎて拡散できず、かくして、ビーズと低頻度で存在する標的細胞との衝
突には混合が必要であること、（ｉｉ）ビーズが非常に速く沈降し、連続撹拌がさらに必
要であること、ならびに（ｉｉｉ）大きなサイズのビーズが細胞周囲に凝集し、分析を妨
害することである。したがって、大きなサイズのビーズは、可視化または分析の前に、細
胞表面から除去する必要がある。本発明によれば、ビーズ濃度を増加させ、連続混合を行
うインキュベーション時間を延長して稀な細胞への結合を容易化することにより、大きな
ビーズを用いる細胞選択の効率を改善できることがわかった。この実験において、２．８
μｍのDynal抗上皮細胞ビーズ（Dynal, NY）を用いて、大きなビーズに関する最適条件下
でのモデル研究における血液からの腫瘍細胞の選択の効率を試験した。これらのビーズは
上皮腫瘍細胞に特異的なモノクローナル抗体と抱合される。既知数の腫瘍細胞（ガン細胞
系）を正常血液中に添加して、ビーズでの選択後の回収率を調べた。腫瘍細胞は蛍光色素
にて予め標識され、検出中に血液細胞と分別するようにした。プロトコールは製造者の推
奨するものに従った。
【００７７】
　全血（５ｍｌ）を１５ｍｌのポリスチレン遠心管に入れ、ついで、２０±３個の蛍光標
識ＳＫＢＲ－３（乳ガン細胞系）細胞を添加した。ＳＫＢＲ－３細胞を予め核酸染色染料
（Hoechst）にて染色して、ビーズによる選択後の検出を可能にした。５ｍＭ ＥＤＴＡ含
む５ｍｌのDulbeccoのＰＢＳで血液を希釈し、希釈血液をロッカー（rocker）上４℃で１
５分混合した。５０ｘ１０６個のビーズを含む１００μｌのDynal抗上皮細胞ビーズを血
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液試料に添加し、ロッカー（rocker）上４℃で３０分インキュベーションした。使用ビー
ズ数は全白血球数と同様、すなわち、白血球１個につきビーズ１個であったことに注意。
磁力により標識した細胞を、試料チューブをDynal ＭＰＣ磁力分離器中に６分間置くこと
により分離した。上清を吸引後、集めた細胞を、０．１％ ＢＳＡを含む３ｍｌのDulbecc
oのＰＢＳ中に再懸濁した。試料チューブをDynalのＭＰＣ中に戻して６分間置いて、持ち
越し血液細胞を除去した。上清を吸引後、磁力により結合した細胞を、０．１％ ＢＳＡ
を含む２００μｌのDulbeccoのＰＢＳ中に再懸濁した。
【００７８】
　選択した腫瘍細胞、非特異的結合血液細胞および過剰の遊離磁性ビーズを含む最終試料
を免疫蛍光スライドグラス上にスポットし、腫瘍細胞を検出した。２００μｌの試料を１
０個の異なるウェル中にスポットし、遊離磁性ビーズを分散させた。各ウェルに存在する
蛍光染色された腫瘍細胞を、蛍光顕微鏡を用いてカウントした。結果を表ＩＩに示す。
【表４】

【００７９】
　結果は、平均して添加腫瘍細胞の６７％がDynal磁性ビーズにより血液から回収された
ことを示す。このことは、最適条件下において大きなサイズの磁性ビーズを用いて血中に
存在する腫瘍細胞を効率的に選択できることを示唆するものである。しかしながら、この
実施例において、血液からの腫瘍細胞の選択のみを評価し、分析を行わなかった。さらに
、回収効率を決定することができた。なぜなら、細胞は強力な蛍光染料で前以て標識され
ていたからである。最終試料（２００μｌ）は選択された腫瘍細胞（１０～１７個）およ
び非特異的結合白血球のほかに５０ｘ１０６個のビーズを含んでいた。ビーズのサイズ（
２．８μｍ）はある種の血液細胞と同様であり、スライドグラス上の表面積の大部分を占
める。それゆえ、回収率のデータを得るには、試料を数個のウェル上にスポットして遊離
磁性ビーズを十分に分散させ、回収された腫瘍細胞の検出を可能にしなければならなかっ
た。
【００８０】
　さらなる分析のための観察および染色を実行不能にする、細胞表面上のビーズが多数存
在していた。この実施例において、腫瘍細胞を蛍光核酸染料にて前以て染色しておいたの
で、検出のためにさらに染色することは不要であった。しかしながら、磁性粒子に結合し
た細胞の起源組織を同定することが、しばしば好ましい。標識抗体を用いて臨床試料中に
存在する腫瘍細胞を検出し特徴づけて、かかる同定を行う。したがって、標的細胞選択後
、すなわち、分析前に、ビーズを細胞表面から除去し、試料から分離しなくてはならない
。このことは、ナノサイズの磁性粒子にはあてはまらない。なぜなら、それらのサイズは
細胞の分析を妨害しないからである。
【００８１】
　まとめると、この実施例は、大きな磁性ビーズを本明細書開示の方法に用いて循環腫瘍
細胞を効率的に単離することができることを示す。
【００８２】
　ビーズを細胞表面から取るために用いる方法であって、単離細胞に有意なダメージを与
えない方法がいくつかある。１の方法は、必要とされる抗原または抗体に対してより高い
アフィニティーを有する過剰の特異的競合試薬を添加することにより細胞表面から抗体を
駆逐することである。このタイプの機構を用い、ペプチド（Baxter Isolex 300）を用い
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ドは、ビーズ上の抗体への結合に関してＣＤ３４抗原と競合し、細胞から抗体－ビーズ複
合体を駆逐する。もう１つの方法はビーズと抗体との間の可逆的化学的リンカーを用いる
ものである。
【００８３】
　磁性ビーズへの抗体の抱合を行っている間に化学リンカーを挿入することができる。化
学的連結は適当な条件下で開裂されて抗体からビーズ遊離させるものであってもよい。現
在使用される１の方法は、磁性ビーズに抗体を連結するための核酸リンカーを用いる。核
酸リンカーはポリヌクレオチドであり、ＤＮＡａｓｅ酵素を用いて特異的に加水分解され
うる。核酸リンカー中に存在するヌクレオチド結合の加水分解後、ビーズは抗体から遊離
され、抗体は細胞に結合したままである。遊離されたビーズを磁気的分離により細胞懸濁
物から除去することができる。ビーズから遊離された細胞を、顕微鏡またはフローサイト
メトリーによるさらなる分析に使用することができる。
【００８４】
　この実施例は、大きなサイズの磁性ビーズを用いて血液から腫瘍細胞を単離することも
できるが、細胞を標識するに十分な高濃度のビーズを使用し、ついで、分析前にビーズを
細胞から遊離させることが条件である。
【実施例３】
【００８５】
　治療を意図して乳ガンを手術した後、疾病の証拠がない患者における循環上皮細胞の計
数
　手術後１～２０年たった３７人の患者の末梢血を、上皮細胞の存在に関して、フローサ
イトメトリーにより試験した。１年間に７個までの末梢血試料をこれらの患者から取った
。表ＩＩＩにおいて、各患者をリストし、手術時ないし手術後年月がたってからのＴＮＭ
（腫瘍、節、および転移）段階により分類してある。また表ＩＩＩは、研究期間中に患者
が治療（化学療法またはホルモン療法のいずれか）を受けたかどうかを示す。過去におい
て離れた部位への転移の証拠を有していたが研究の時点で完全に寛解している６人の患者
のうち３人において、上皮細胞が血中において対照群よりも高い頻度で存在することがわ
かった。また、離れた部位への転移の証拠のない３１人の患者のうち９人において循環上
皮細胞が見出された。
【００８６】
　これら９人の患者におけるサイトフローメトリーによる上皮細胞についての典型的な領
域に存在する物質数は少なく、これらの物質を腫瘍細胞であると同定することを保証する
ものではない。スライドグラス上に免疫磁気的に選択された細胞を乗せることにより得ら
れた細胞学的知見は、図４に示すようなそれらの細胞のアイデンティティの評価において
多いに役立つ。図４のパネルＡは、サイトケラチン染色陽性で、採血時に転移性疾病の証
拠が無かった患者から得た２個の細胞を示す。パネルＢは、過去において転移性疾病を有
していたが、完全に寛解している患者から得た細胞を示す。パネルＣおよびＤにおいて、
時点６において患者２５の血液から単離された２個の細胞を示す。パネルＣに示す細胞は
悪性と矛盾しない特徴を有するが、パネルＤの細胞は正常偏平上皮細胞の外観を呈してい
る。
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【表５】
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TNM = 腫瘍, 節, 転移
Ys = 最初の手術からの年数
Tx = 治療, CT = 化学療法, H = ホルモン療法, - = 治療せず
1,2,3,4,5,6,7 = 上皮細胞数を調べた時点の番号　　　　　　
【実施例４】
【００８７】
　手術前に乳ガンと診断された患者における循環上皮細胞の計数
　表ＩＶは、本発明のアッセイを用いて１３人の対照および３０人の乳ガン患者を評価す
る、同様の臨床試験を行って得られた結果をまとめたものである。対照個体において、２
０ｍｌの血液中の上皮細胞数は０～５個の範囲であった（平均値１．５±１．８）。対照
的に、器官限定的乳ガンを有する１４人の患者（ＴＸＮＯＭＯに分類される患者）の２０
ｍｌの血液試料中には平均１５．９±１７．４個の上皮細胞が存在し、リンパ節の障害を
有する患者においては４７．４±５２．３個存在し、また、離れた部位への転移を有する
患者においては１２２±１４０個存在していた。対照群と乳ガン患者（転移ありまたはな
し）との間の相違は非常に有意であった［多パラメーター分析（Kruskal-Wallis）によれ
ばＰ，０．００１］。器官限定群と離れた部位への転移を有する群との間の相違は０．０
０９（ｔ試験）であった。器官限定的乳ガンを有する患者における上皮細胞数は、１４の
症例のうち１２の症例においてカットオフ点（対照群における平均値プラス３標準偏差＝
６．９）より大であった。そのうえ、上皮細胞として分類される５個より多い物質を有す
る個体は対照群には存在せず、器官限定的乳ガンを有する１４人の患者のうちわずか２人
が７個未満の物質を有していた。

【表６】

【００８８】
　フローサイトメトリーを用いて、対照個体および乳ガン女性からの２０ｍｌの血液から
得た陽性物質を分析した。対照血液中の上皮細胞数は、ｔ試験（Ｐ≦０．０１）およびKr
uskall-Wallis非パラメーター分析（Ｐ＜０．００１）によれば、乳ガン患者の３つの群
のそれぞれとは統計学的に異なっていた。この表中のデータを用いて陽性試料について予
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備的なカットオフ値を確立した。正常対照（ｎ＝１３）中の循環上皮細胞数の平均値を求
め、ついで、標準偏差の３倍の値を加算することによりこの値を決定した。平均値は１．
５であり、標準偏差は１．８である。カットオフ：１．５＋５．４＝６．９。男女対照間
の統計学的差異はない。
【実施例５】
【００８９】
　前立腺ガン患者において疾病の活性は循環上皮細胞数と相関関係がありうる
　前立腺の転移性疾病を有する３人の患者を、化学療法を行った後の血中循環上皮細胞の
存在に関して評価した。結果を図５に示す。データは、血中循環上皮細胞の増加が疾病の
活性と相関関係があることを明らかにしている。また、ガンの拡張を検知できない３人の
患者において、上皮細胞が２０ｍｌの末梢血中に見出された（１６個±４個）。表Ｖに示
すように、前立腺ガン患者の血中上皮細胞数は正常対照とは統計学的に異なっていた（Ｐ
は０．００１未満）。
【００９０】

【表７】

　正常個体、良性腫瘍を有することが知られている個体ならびに炎症性疾病を有する患者
から対照血液試料を得た。統計学的データに基づけば、結果は、２０ｍｌの血液中約６．
８個のカットオフ点が前立腺ガンの診断マーカーとして有用であったことが明らかとなる
。
【実施例６】
【００９１】
　結腸ガン患者において、疾病の活性は循環上皮細胞数と相関関係がありうる
　本発明のアッセイ方法を用いて種々の異なるタイプのガンを有する患者の評価を有利に
行うことができる。説明すると、当業者方法は、結腸ガンを有する患者における循環上皮
細胞レベルを評価するためにも用いられる。転移の証拠のない結腸ガン患者を、術前、術
後において、循環上皮細胞の存在に関して評価した。結果を図６に示し、表ＶＩにまとめ
る。データは、結腸ガン患者中の循環上皮細胞数は手術前において多いことを明らかにす
る。
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【表８】

【００９２】
　表ＶＩＩおよび図７は、転移の証拠を有する結腸ガン患者を循環上皮細胞の存在および
数に関して評価して得たデータを示す。結果は、末梢血中の上皮細胞数は、手術後におい
て、局所的な疾病と比較すると、転移性疾病の患者において多いことを明らかにする。結
果はさらに、転移性疾病の程度が循環上皮細胞数と相関関係がある可能性を示す。

【表９】

【００９３】
　上記実施例は、健康個体と乳ガン、前立腺ガンおよび結腸ガンの患者との間の循環上皮
細胞数の有意な相違を示す。さらに、検出不可能な拡張性のガン、局所的なリンパ節に拡
張するガン、および離れた部位に転移するガンを有する患者の間にも循環上皮細胞数の有
意な相違が見られた（上記Racila et al., (1998)）。さらに、初期の乳ガンを手術によ
り除去した後の患者の血中上皮細胞数を１年間にわたりモニターした。これらの患者の幾
人かにおいて、残存疾病が検出された。図７参照。転移性疾病を有する患者において、末
梢血腫瘍細胞カウントの変化は腫瘍負荷と相関関係があり、治療に応答するものであった
。これらの研究の結果は、悪性疾病の存在を検出し、疾病の活性を測定するための客観的
な非侵襲的ツールとしての、本発明の細胞に基づくアッセイの潜在能力を明らかにするも
のである。細胞の形態および免疫表現型は単離細胞の悪性の性質を明らかにする。
【実施例７】
【００９４】
　単離上皮細胞の組織ソースの同定
　患者における上記のすべての研究は、良性腫瘍を包含するガン性疾病のない正常個体ま
たは患者と比較すると、ガンを有する患者において過剰な上皮細胞が存在することを明ら
かにする。しかしながら、これらの過剰な上皮細胞が実際にガン細胞であることを証明す
ることが必須である。ガンを有するまたは有しない患者から免疫磁気的に精製された上皮
細胞をスライドグラス上にサイトスパン（cytospun）し、抗ムチンで処理する実験を行う
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ことによって、これを証明する。さらに、正常個体の包皮および血液から得た正常上皮細
胞をいずれも対照として使用してサイトスパンした。スライドグラスにコード番号を付け
、「盲検」を試験し、観察者が病気を熟知し、正常上皮細胞を試験に含めることが重要で
ある。図４からわかるように、ガン細胞と正常上皮細胞との間に著しい相違がある。正常
上皮細胞は、細胞質に対する核の割合が低く、すなわち、豊富な細胞質および比較的小さ
い核がある。核はクロマチンの平滑な分布を示す。細胞は抗ムチンでは染色されない。対
照的に、乳ガンを有する２人の患者からの細胞は非常に大きな核およびその周囲の小さい
細胞質を有する。さらに、核における暗色パッチにより示されるようにクロマチンは組織
化されておらず、細胞は抗ムチンで強く染色される。前立腺ガンの２人の患者からの細胞
においても、同じ結果が得られた。病気を熟知した医師は、ガンまたはガンでない患者か
らコード番号を付したスライドグラスを示された（合計２１枚）。病気を熟知した医師は
、すべての対照から血液を正しく同定してガン細胞を有しないものとし、スライドを２回
示された場合、イントラ観察エラー（intraobserved error）を示さない。前立腺ガンを
有する２人の患者の場合、研究において腫瘍細胞は見られなかった。１のスライドを再検
査したところ、腫瘍細胞が観察された。この食い違いの原因は、細胞スネアのスキャンに
要した時間であると思われる。要するに、細胞の形態および免疫表現型は、ガン患者の血
中に存在する過剰の上皮細胞が実際にガン細胞であることを示す。
【００９５】
　上記の実施例は、本明細書開示の方法が初期腫瘍を有する患者の血中ガン細胞の検出を
可能にすることを示す。実際、器官に限定された疾病（初期段階のガン）を有すると臨床
的に決定された２７人の患者のうち２５人において、我々は、血中におけるガン細胞の存
在を検出した。このことは、当該アッセイが、通常には遅くに検出（腫瘍細胞１０９～１
０１０個）される固体腫瘍においてずっと早くガン細胞を検出するものであることを意味
する。前立腺に関する血中腫瘍細胞の器官起源を、抗前立腺特異的膜抗原（ＰＭＳＡ）、
抗ＰＳＡ（前立腺特異的抗原）、または男性対照の前立腺に特異的な他の抗体での染色に
よって確認することができる。女性対照の乳ガンに関しては、抗マモグロビン、抗プロゲ
ステロン受容体、抗エストロゲン受容体ならびに抗乳脂肪グロブリン抗原ＩおよびＩＩで
の染色は、腫瘍が胸部由来であることを示すであろう。
【００９６】
　我々の試験は、他の器官、例えば、膵臓、食道、結腸、胃、肺、卵巣、腎臓等に由来す
るガン細胞を検出するものである。下表は、乳ガンおよび前立腺ガン以外のガンを有する
幾人かの患者において過剰の上皮細胞が観察された例を示す。
【表１０】

【００９７】
　上表に記載の各ガンは組織特異的抗原を発現し、その対応抗体を用いて循環腫瘍細胞の
器官起源を決定することができる。
【００９８】
　ずでにガン治療が成功し、現在長期のわたり完全に寛解している患者におけるガン細胞
の検出に本発明の血液試験を用いることができる。実際に、５年またはそれ以前に治療さ
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れ、臨床的に腫瘍を有していないと思われる患者において循環上皮細胞、すなわち、休眠
腫瘍細胞が検出された。このことは、なぜ見かけ上治療が成功してから多くの年月がたっ
てから、１０年たってからでさえも患者における再発がおこりうるのかということの説明
になる。実際に、蓄積されつつある証拠は、乳ガン患者の再発速度はゆっくりとして着実
であり、乳房切除から１０～１２年後に再発することを示唆する。
【実施例８】
【００９９】
　高ＰＳＡレベルを有し、生検で陰性である患者の血中腫瘍細胞の検出
　上記実施例により示されたように、本発明を用いて、現在無徴候の患者におけるガンの
検査診断を有利に行うことができる。この点につき説明するために、２年間にわたり高Ｐ
ＳＡレベル（＞１２μｇ／ｍｌ）を有する患者に、下記の分析を行う２週間前に前立腺の
穿刺生検を行った。生検によっては悪性の存在は明らかにならなかった。１８カ月前に行
った以前の生検も陰性であったことも重要である。
【０１００】
　２０ｍｌの血液試料を得る前に、患者の直腸を触診し、血中に腫瘍細胞を存在させるた
めに肥大した前立腺をおだやかにマッサージした。本発明方法を用いて血液試料を豊富化
させた。Wrights-Giemsa染色を用いて顕微鏡により豊富化フラクションを調べた。単離細
胞の形態学的試験により悪性の特徴が明らかとなった。明らかに、この患者はガンを有し
ていた高いＰＳＡレベルが観察された場合には、前立腺ガンと診断できる可能性がある。
本明細書に記載したような適当な試薬を用いて細胞の起源を調べてもよい。この実施例で
示された結果は、本発明方法を用いて、検出されなかったかもしれないガンを検出するこ
とができる。
【０１０１】
　血液試験の感度を上昇させる手段として局所的なマッサージを用いて血中に腫瘍細胞を
流出させるという考えは、かなり長所のある考えである。このアプローチにより循環系に
放出され、単離された細胞を、種々の異なる目的に使用することができる。フェロ流体を
用いて単離された細胞の場合、単離細胞を容易に培養および／またはクローン化すること
ができる。得られた細胞系を用いて、化学治療剤感受性および成長因子依存性のごとき種
々の悪性細胞の特徴を評価することができる。
【実施例９】
【０１０２】
　種々の態様のガンを診断するための試験キット
　本発明のアッセイを行うために使用される試薬を含む試験キットも、本発明における使
用が企図される。かかるキットは個々の用途のために設計される。循環している稀な細胞
（腫瘍細胞を包含するが、これに限らない）に関して患者を容易にスクリーニングできる
ように試薬をアッセンブルすることができる。この具体例において、キットは、磁性コア
材料を含むコロイド状磁性粒子、蛋白ベース被覆材料、ならびに単離すべきガン細胞上に
存在する特徴敵な決定基に特異的に結合する生物学的に特異的なリガンドを含む。またキ
ットは、単離すべきガン細胞上の第２の特徴決定基（該生物学に特異的なリガンドにより
認識される決定基とは異なる）に対してアフィニティーを有する少なくとも１種の生物学
的に特異的な試薬を含む。キットは、非有核細胞および他の非標的試料成分を分析から排
除するための細胞特異的染料も含む。
【０１０３】
　本発明による典型的なキットは、磁性ナノ粒子に直接または間接的にカップリングされ
た抗ＥｐＣＡＭ、ならびに一対のモノクローナル抗体（第１の抗体はガン特異的決定基を
認識するものであり、第２の抗体は非腫瘍細胞決定基、例えば、汎白血球抗原に対してア
フィニティーを有する）を含んでいてもよい。またキットは、非有核細胞を分析から排除
するための核酸染料を含む。所望により、本発明のキットは生物学的バッファー、透過バ
ッファー、プロトコール、分離容器、分析チャンバー、陽性細胞または適当なビーズおよ
び情報シートを含んでいてもよい。
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　循環系中において検出される特定のガン細胞の診断および特徴づけを容易ならしめるよ
うに上記キットを製造してもよい。この具体例において、キットは上記のすべての品目を
含むが、好ましくは、一群のガン特異的モノクローナル抗体も含む。乳ガンを例として用
いると、診断キットは、抗ＭＵＣ－１、抗エストロゲン、抗プロゲステロン受容体抗体、
抗ＣＡ２７．２９、抗ＣＡ１５．３、抗カテプシンＤ、抗ｐ５３、抗ウロキナーゼタイプ
プラスミノーゲンアクチベーター、抗上皮成長因子、抗上皮成長因子受容体、抗ＢＲＣＡ
１、抗ＢＲＣＡ２、抗前立腺特異的抗原、抗プラスミノーゲンアクチベーター阻害剤、抗
Ｈｅｒ２－ｎｅｕ抗体または上記のもののサブセットを含んでいてもよい。
【０１０５】
　ガン撲滅後の再発しつつある疾病および／または残存細胞に関して患者をモニターする
ためのキットも提供される。この具体例において、ガンのタイプはすでに診断されている
ものであろう。したがって、キットは、ガンについて生物学的試料をスクリーニングする
ために用いられるすべての試薬を含むほか、患者においてすでに診断されているガンのタ
イプに特異的なさらなる抗体も含むであろう。さらに乳癌を例に用いると、かかるキット
は抗ＭＵＣ－１を含む。あるいはまた、キットは抗Ｈｅｒ２－ｎｅｕを含む。
【０１０６】
　本発明のキットは種々の異なるガンのタイプをスクリーニング、診断またはモニターす
るためにカスタマイズしてもよい。例えば、キットを用いて前立腺ガンを検出する場合、
キットに含まれる抗体は前立腺組織に特異的なものであろう。この目的に適した抗体また
はマーカーは、抗前立腺特異的抗原、遊離ＰＳＡ、前立腺酸性ホスファターゼ、クレアチ
ンキナーゼ、チモシンｂ－１５、ｐ５３、ＨＰＣ１ベーシック前立腺遺伝子ならびに前立
腺特異的膜抗体を包含する。結腸ガンの存在につき患者をスクリーニングする場合、ガン
胎児性抗原（ＣＥＡ）をキットに含ませてもよい。膀胱ガン患者のスクリーニングに用い
るキットは、核マトリックス蛋白（ＮＭＰ２２）、Bard膀胱腫瘍抗原（ＢＴＡ）またはフ
ィブリン分解産物（ＦＤＰ）に対する抗体を含んでいてもよい。多くの異なるガンタイプ
に関するマーカーが知られている。
【０１０７】
　本発明のキットを用いて単離された細胞を、形態、起源器官に関連したＲＮＡ、表面お
よび細胞内蛋白、特に悪性に関連した蛋白に関してさらに研究してもよい。循環細胞の分
析を行うことにより、かかる分子に関して存在する情報に基づいて、単離細胞上の分子の
発現から腫瘍の転移能を決定することができるはずである。
【０１０８】
　特異的マーカーが知られているガンに関するキットを提供することが、本発明の目的で
ある。現時点で知られているマーカーならびに有用性／徴候をまとめた表を以下に示す。
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【表１１】

【０１０９】
　下表は、本発明方法を用いて単離された細胞の組織起源を調べるために使用できる異な
るサイトケラチンマーカーを示す。
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【表１３】

【０１１０】
　循環乳ガン細胞の検出に使用するキットを用いることにより、いかにして本発明方法の
実施を容易にするかを以下に示す。
【０１１１】
　上記のように、キットは、全血から腫瘍細胞を豊富化するための試薬、デバイスおよび
方法論から始まる。キットは血液試料中の乳ガン細胞を試験する試薬を含み、それらは６
種の因子またはインジケーターを評価するものであろう。受容体分子ＤＡＰＩ、ＣＹ２、
ＣＹ３、ＣＹ３．５、およびＣＹ５．５が適当な励起およびエミッションフィルターによ
り識別されるように分析形式を設定する。この実施例における分析形式は、水銀アークラ
ンプを装備した蛍光顕微鏡、および使用検出標識の波長を調べるための適当なフィルター
のセットを使用する。この方法ではすべてのマーカーは一度に導入される。ＵＶ光で励起
され、核酸を染色するＤＡＰＩは細胞の核の形態を調べるために使用されるであろう。Ｃ
Ｙ２で標識されたＣＡＭ５．２は対照細胞を染色するために使用されるであろう。ＣＹ３
で標識されたＣ１１はサイトケラチン７、８、１８および１９を標識するために使用され
るであろう。ＣＹ３．５と抱合された抗体はＨＥＲ－２／ｎｅｕを標識するために使用さ
れるであろう。ＣＹ５と抱合された抗体はＭｕｃ－１を標識するために使用されるであろ
う。ＣＹ５．５と抱合された抗体はエストロゲン受容体を標識するために使用されるであ
ろう。適当な励起およびエミッションフィルターを用いることにより、ガン細胞が同定さ
れるであろう。
【０１１２】
　本発明の組成物、方法およびキットを用いて検出されうる異なるタイプのガンの例は、
アプドーマ（apudoma）、分離腫、鰓腫、悪性カルシノイド症候群、カルシノイド心疾患
、癌腫、例えば、ウォーカー、基底細胞、基底有きょく細胞、ブラウン－ピアース、腺管
、エーリヒ腫瘍、インシトゥ、クレブス２、メルケル細胞、粘液性、非小細胞肺、えん麦
細胞、乳頭、硬性、細気管支、気管支原性、偏平上皮細胞および移行性細胞のもの、細網
組織症、黒色腫、軟骨芽細胞腫、軟骨腫、軟骨肉腫、線維腫、線維肉腫、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、エウィング肉腫、
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滑膜腫、腺線維腫、腺リンパ腫、癌肉腫、脊索腫、間葉腫、中腎腫、筋肉腫、エナメル上
皮腫、セメント質腫、葉牙腫、奇形腫、トロホブラスト腫（throphoblastic tumor）、腺
癌、腺腫、胆管腫、コレステリン腫、円柱腫、のう胞腺癌、のう胞腺腫、顆粒状細胞腫、
男性胚細胞腫、肝癌、汗腺腫、膵島細胞腫、ライディヒ細胞腫、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、筋芽細胞腫、筋腫、筋肉腫、横紋筋腫、横紋筋
肉腫、上衣細胞腫、神経節細胞腫、グリオーム、髄芽細胞腫、髄膜腫、神経鞘腫、神経芽
細胞腫、神経上皮腫、神経線維腫、神経腫、パラガングリオーマ、非クロム親和性パラガ
ングリオーマ、角化血管腫、硬化性血管腫、血管腫症、グロムス血管腫、血管内皮腫、血
管腫、血管外皮細胞腫、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、葉状のう肉腫、線維肉腫、血管肉腫、平滑筋肉腫、白血肉、脂肪肉
腫、リンパ管肉腫、筋肉腫、粘液肉腫、卵巣癌腫、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、消化系、結腸直腸、肝臓、膵臓、脳下垂体、精巣
、眼窩、頭部および頸部、中枢神経系、聴覚系、骨盤、呼吸管、ならびに尿性器のもの）
、神経線維腫症、ならびに子宮頸部形成異常を包含する。
【０１１３】
　本発明は循環上皮細胞の検出だけには限定されない。心筋梗塞の患者の血中に内皮細胞
が検出されている。内皮細胞、心筋細胞、および上皮細胞のごときウイルス感染細胞は、
利用可能なモノクローナル抗体により認識される細胞タイプ特異的決定基を有する。した
がって、本発明の方法およびキットをかかる循環細胞の検出に応用してもよい。さらに、
本発明は、感染症患者の末梢血中の細菌細胞負荷の検出を可能にし、それらの患者を本発
明の組成物、方法およびキットを用いて評価してもよい。
【０１１４】
　雑誌、米国特許および米国特許出願に対するいくつかの引用が上記においてなされてい
る。上記引用の各主題を、参照により、完全に本明細書に取り入れる。
【０１１５】
　上で、本発明の特定の好ましい具体例を記載し、詳細に例示説明したが、本発明をかか
る具体例に限定するものではない。本発明の精神から逸脱せずに種々の修飾を本発明につ
いて行うことができ、本発明の全範囲は下記の特許請求の範囲に記載されている。
【産業上の利用可能性】
【０１１６】
　本発明は、腫瘍学および診断試験の分野等において利用可能である。
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