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(57)【要約】
【課題】自動化組織分析のための方法を提供すること。
【解決手段】a) 1つ以上の組織試料から少なくとも2つの切片を得る工程；
　b) 少なくとも1つの切片を組織学的染色により標識して、組織学的に染色された切片を
作製する工程；
　c) 少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルにより標識して、蛍光標識された切片
を作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに特異的であり、蛍光
標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し、バイオマーカーの検出
が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである；
　d) 組織学的に染色された切片を少なくとも第1の光学様式により画像化する工程、ここ
で画像化により第1の組のデータが作製される；
　e) 蛍光標識された切片を少なくとも第2の光学様式により画像化する工程、ここで画像
化により第2の組のデータが作製される；
　f) 第1の組のデータおよび第2の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、
ここで第1の組のデータおよび第2の組のデータのそれぞれで少なくとも1つの特徴が同定
され、5つ以上の特徴の組み合わせにより1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィ
ールが生じる、
を含み、それにより1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを作製する方法
が提供される、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールの作製方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　a) 1つ以上の組織試料から少なくとも2つの切片を得る工程；
　b) 少なくとも1つの切片を組織学的染色により標識して、組織学的に染色された切片を
作製する工程；
　c) 少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルにより標識して、蛍光標識された切片
を作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに特異的であり、蛍光
標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し、バイオマーカーの検出
が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである；
　d) 組織学的に染色された切片を少なくとも第1の光学様式により画像化する工程、ここ
で画像化により第1の組のデータが作製される；
　e) 蛍光標識された切片を少なくとも第2の光学様式により画像化する工程、ここで画像
化により第2の組のデータが作製される；
　f) 第1の組のデータおよび第2の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、
ここで第1の組のデータおよび第2の組のデータのそれぞれで少なくとも1つの特徴が同定
され、5つ以上の特徴の組み合わせにより1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィ
ールが生じる、
を含み、それにより1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを作製する方法
が提供される、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールの作製方法。
【請求項２】
　少なくともe)およびf)の工程が自動化される、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　2つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを比較して、2つ以上の組織試料の
類似性、相違またはその組み合わせを同定する工程をさらに含む、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　2つ以上の組織試料が1つの組織被検物質由来の連続切片である、請求項3記載の方法。
【請求項５】
　1つ以上の組織試料が1種類以上の動物から単離される、請求項1記載の方法。
【請求項６】
　1種類以上の動物が1人以上のヒトである、請求項5記載の方法。
【請求項７】
　2つ以上の組織試料が1つ以上の時点でヒト患者から単離され、少なくとも1つの組織試
料がそれぞれの時点で該ヒト患者から単離される、請求項6記載の方法。
【請求項８】
　組織学的染色が、アルシアンブルー、フクシン、ヘマトキシリンおよびエオシン（H&E
）、マッソン三色、トルイジンブルー、ライト/ギムザ染色、ならびにそれらの組み合わ
せからなる群より選択される、請求項1記載の方法。
【請求項９】
　蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識抗体、蛍光標識ペプチド、蛍光標識タンパク質、蛍
光標識アプタマー、蛍光標識オリゴヌクレオチド、蛍光標識化学物質、蛍光化学物質およ
びそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項1記載の方法。
【請求項１０】
　蛍光標識核酸プローブが蛍光標識RNAである、請求項9記載の方法。
【請求項１１】
　蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識された切片中のバイオマーカーの存在、量、位置、
活性、分布またはそれらの組み合わせを示す、請求項1記載の方法。
【請求項１２】
　画像化が、広視野顕微鏡使用法または共焦点顕微鏡使用法を用いて行われる、請求項1
記載の方法。
【請求項１３】



(3) JP 2014-29346 A 2014.2.13

10

20

30

40

50

　第1の光学様式が透過光顕微鏡使用法である、請求項1記載の方法。
【請求項１４】
　第2の光学様式が蛍光顕微鏡使用法である、請求項1記載の方法。
【請求項１５】
　第1の組のデータ、第2の組のデータまたはそれらの組み合わせがデジタルデータである
請求項1記載の方法。
【請求項１６】
　参照について細胞システム生物プロフィールがデータベースに保管され、データベース
の参照細胞システム生物プロフィールが提供される、請求項1記載の方法。
【請求項１７】
　データベースの参照細胞システム生物プロフィールと1つ以上のさらなる試料の細胞シ
ステム生物プロフィールを比較して、1つ以上のさらなる試料の細胞システム生物プロフ
ィールおよび参照細胞システム生物プロフィールの類似性、相違またはそれらの組み合わ
せを同定する工程をさらに含む、請求項16記載の方法。
【請求項１８】
　相関のグラフ表示、クラスター解析または統計学的手段の1つ以上を使用して、1つ以上
のさらなる試料の細胞システム生物プロフィールおよびデータベースの細胞システム生物
プロフィールが比較される、請求項17記載の方法。
【請求項１９】
　i) 少なくとも1つの末梢血試料から少なくとも1つの血液試料スメアを得る工程；
　ii) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルにより標識して、蛍光標
識された血液試料スメアを作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカ
ーに特異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し
、バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しで
ある；
　iii) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式により画像化する工程
、ここで画像化により第3の組のデータが作製される；
　iv) 第3の組みデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、ここで5つ以上の特徴
が少なくとも1つの血液試料スメアの細胞システム生物プロフィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血
試料の細胞システム生物プロフィールが作製される、1つ以上の組織試料と同じ供給源か
ら得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製する工程
をさらに含む、請求項1記載の方法。
【請求項２０】
　1つ以上の組織試料が得られるのと同じまたは異なる時点で、少なくとも1つの末梢血試
料が得られる、請求項19記載の方法。
【請求項２１】
　1つより多くの末梢血試料が異なる時点で得られ、1つより多くの末梢血試料の細胞シス
テム生物プロフィールが比較される、請求項19記載の方法。
【請求項２２】
　i) 1つ以上の末梢血試料から少なくとも2つの血液試料スメアを得る工程；
　ii) 少なくとも1つの血液試料スメアを組織学的染色により標識して、組織学的に染色
された血液試料スメアを作製する工程；
　iii) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識さ
れた血液試料スメアを作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに
特異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し、バ
イオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである
；
　iv) 組織学的に染色された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式で画像化する工
程、ここで画像化により第3の組のデータが作製される；
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　v) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第4の光学様式で画像化する工程、ここ
で画像化により第4の組のデータが作製される；
　vi) 第3の組のデータおよび第4の組のデータを解析して、5つ以上の特徴を同定する工
程、ここで第3の組のデータおよび第4の組のデータのそれぞれで少なくとも1つ特徴が同
定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の血液試料スメアの細胞システム生物プロ
フィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた1つ以上の末梢血試料の
細胞システム生物プロフィールが作製される、1つ以上の組織試料と同じ供給源から得ら
れた1つ以上の末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製する工程をさらに含む
、請求項1記載の方法。
【請求項２３】
　1つ以上の組織試料が得られるのと同じまたは異なる時点で1つ以上の末梢血試料が得ら
れる、請求項22記載の方法。
【請求項２４】
　2つ以上の末梢血試料が異なる時点で得られ、2つ以上の末梢血試料の細胞システム生物
プロフィールが比較される、請求項22記載の方法。
【請求項２５】
　a) 1つ以上の組織試料から少なくとも1つの切片を得る工程；
　b) 少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識された切片を作
製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに特異的であり、蛍光標識
試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し、バイオマーカーの検出が細
胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである；
　c) 蛍光標識された切片を少なくとも第1の光学様式で画像化する工程、ここで画像化に
より第1の組のデータが作製される；
　d) 第1の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、第1の組のデータにおい
て少なくとも1つの特徴が同定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の組織試料の
細胞システム生物プロフィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールのための方法が
提供される、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールの作製方法。
【請求項２６】
　少なくともc)およびd)の工程が自動化される、請求項25記載の方法。
【請求項２７】
　2つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを比較して、2つ以上の組織試料の
類似性、相違、またはそれらの組み合わせを同定する工程をさらに含む、請求項25記載の
方法。
【請求項２８】
　2つ以上の組織試料が、1つの組織被検物質由来の連続切片である、請求項27記載の方法
。
【請求項２９】
　1つ以上の組織試料が1種類以上の動物から単離される、請求項25記載の方法。
【請求項３０】
　1種類以上の動物が1人以上のヒトである、請求項29記載の方法。
【請求項３１】
　2つ以上の組織試料が1つ以上の時点でヒト患者から単離され、少なくとも1つの組織試
料がそれぞれの時点でヒト患者から単離される、請求項30記載の方法。
【請求項３２】
　蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識抗体、蛍光標識ペプチド、蛍光標識ポリペプチド、
蛍光標識アプタマー、蛍光標識核酸プローブ、蛍光標識化学物質、蛍光化学物質およびそ
れらの組み合わせからなる群より選択される、請求項25記載の方法。
【請求項３３】
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　蛍光標識核酸プローブが蛍光標識RNAである、請求項32記載の方法。
【請求項３４】
　蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識された切片中のバイオマーカーの存在、量、位置、
活性、分布またはそれらの組み合わせを示す、請求項25記載の方法。
【請求項３５】
　広視野顕微鏡使用法または共焦点顕微鏡使用法を使用して画像化が行われる、請求項25
記載の方法。
【請求項３６】
　第1の光学様式が蛍光顕微鏡使用法である、請求項25記載の方法。
【請求項３７】
　第1の組のデータがデジタルデータである、請求項1記載の方法。
【請求項３８】
　細胞システム生物プロフィールが参照のためにデータベースに保管されて、データベー
スの参照細胞システム生物プロフィールが提供される、請求項25記載の方法。
【請求項３９】
　データベースの参照細胞システム生物プロフィールと1つ以上のさらなる試料の細胞シ
ステム生物プロフィールを比較して、1つ以上のさらなる試料の細胞システム生物プロフ
ィールおよび参照細胞システム生物プロフィールの類似性、相違またはそれらの組み合わ
せを同定する工程をさらに含む、請求項38記載の方法。
【請求項４０】
　相関のグラフ表示、クラスター解析または統計学的手段の1つ以上を使用して、1つ以上
のさらなる試料の細胞システム生物プロフィールおよびデータベースの細胞システム生物
プロフィールが比較される、請求項39記載の方法。
【請求項４１】
　i) 少なくとも1つの末梢血試料から少なくとも1つの血液試料スメアを得る工程；
　ii) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識さ
れた血液試料スメアを作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに
特異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し、バ
イオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである
；
　iii) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第2の光学様式で画像化する工程、こ
こで画像化により第2の組のデータが作製される；
　iv) 第2の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、ここで5つ以上の特徴
が少なくとも1つの血液試料スメアの細胞システム生物プロフィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血
試料の細胞システム生物プロフィールが作製される、1つ以上の組織試料と同じ供給源か
ら得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製する工程
をさらに含む、請求項25記載の方法。
【請求項４２】
　1つ以上の組織試料が得られるのと同じまたは異なる時点で、少なくとも1つの末梢血試
料が得られる、請求項41記載の方法。
【請求項４３】
　1つより多くの末梢血試料が異なる時点で得られ、1つより多い末梢血試料の細胞システ
ム生物プロフィールが比較される、請求項42記載の方法。
【請求項４４】
　i) 1つ以上の末梢血試料から少なくとも2つの血液試料スメアを得る工程；
　ii) 少なくとも1つの血液試料スメアを組織学的染色により標識して、組織学的に染色
された血液試料スメアを作製する工程；
　iii) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識さ
れた血液試料スメアを作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに
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特異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し、バ
イオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである
；
　iv) 組織学的に染色された血液試料スメアを少なくとも第2の光学様式により画像化す
る工程、ここで画像化により第2の組のデータが作製される；
　v) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式により画像化する工程、
ここで画像化により第3の組のデータが作製される；
　vi) 第2の組のデータおよび第3の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程
、ここで第2の組のデータおよび第3の組のデータのそれぞれで少なくとも1つの特徴が同
定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の血液試料スメアの細胞システム生物プロ
フィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた1つ以上の末梢血試料の
細胞システム生物プロフィールが作製される、1つ以上の組織試料と同じ供給源から得ら
れた1つ以上の末梢血試料の細胞システム細胞プロフィールを作製する工程をさらに含む
、請求項25記載の方法。
【請求項４５】
　1つ以上の組織試料が得られるのと同じまたは異なる時点で、1つ以上の末梢血試料が得
られる、請求項44記載の方法。
【請求項４６】
　2つ以上の末梢血試料が異なる時点で得られ、2つ以上の末梢血試料の細胞システム生物
プロフィールが比較される、請求項45記載の方法。
【請求項４７】
　a) 1つ以上の組織試料から少なくとも2つの切片を得る工程；
　b) 少なくとも1つの切片を組織学的染色により標識して、組織学的に染色された切片を
作製する工程；
　c) 少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識された切片を作
製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬はバイオマーカーに特異的であり、蛍光標識
試薬のパネルが
　　i) 少なくとも4種類の癌細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬；
　　ii) 少なくとも4種類の移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試
薬；
　　iii)
　　　A) 少なくとも3種類の癌細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬；およ
び
　　　B) 少なくとも3種類の移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試
薬
の組み合わせ；ならびに
　　iv) それらの組み合わせ
からなる群より選択される蛍光標識試薬を含み、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種
類のバイオマーカーを検出し、バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの
1つ以上の特徴の読み出しである；
　d) 組織学的に染色された切片を少なくとも第1の光学様式により画像化する工程、ここ
で画像化により第1の組のデータが作製される；
　e) 蛍光標識された切片を少なくとも第2の光学様式により画像化する工程、ここで画像
化により第2の組のデータが作製される；
　f) 第1の組のデータおよび第2の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、
ここで第1の組のデータおよび第2の組のデータのそれぞれで少なくとも1つの特徴が同定
され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィール
である、
を含み、
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それにより癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後またはそれらの組合せのためにプロ
ファイルされる1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを作製する方法が提
供される、癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後またはそれらの組み合わせのために
プロファイルされる1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールの作製方法。
【請求項４８】
　癌が乳癌である、請求項47記載の方法。
【請求項４９】
　癌細胞バイオマーカーに特異的な蛍光標識試薬が、HER2/neu、エストロゲンレセプター
（ER）、Ki-67、Cox-2およびp16からなる群より選択される癌細胞バイオマーカーを検出
する、請求項47記載の方法。
【請求項５０】
　移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な蛍光標識試薬が、NK細胞バイオマーカー、LA
K細胞バイオマーカー、TRAIL、PD1および免疫細胞アポトーシスのバイオマーカーからな
る群より選択される移動性免疫細胞バイオマーカーを検出する、請求項47記載の方法。
【請求項５１】
　1つの特徴が、移動性免疫細胞バイオマーカーにより検出される種々の移動性免疫細胞
サブタイプの比であり、それにより比が癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後、また
はそれらの組み合わせを示す、請求項47記載の方法。
【請求項５２】
　1つ以上の組織試料が、癌であることが疑われる組織、リンパ節およびそれらの組み合
わせからなる群より選択される、請求項47記載の方法。
【請求項５３】
　i) 少なくとも1つの末梢血試料から少なくとも1つの血液試料スメアを得る工程；
　ii) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルにより標識して、蛍光標
識された血液試料スメアを作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカ
ーに特異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し
、バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しで
ある；
　iii) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式により画像化する工程
、ここで画像化により第3の組のデータが作製される；
　iv) 第3の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、ここで5つ以上の特徴
が少なくとも1つの血液試料スメアの細胞システム生物プロフィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血
試料の細胞システム生物プロフィールが作製される、1つ以上の組織試料と同じ供給源か
ら得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製する工程
をさらに含む、請求項52記載の方法。
【請求項５４】
　1つ以上の組織試料が得られるのと同じまたは異なる時点で、少なくとも1つの末梢血試
料が得られる、請求項53記載の方法。
【請求項５５】
　2つ以上の末梢血試料が異なる時点で得られ、2つ以上の末梢血試料の細胞システム生物
プロフィールが比較される、請求項53記載の方法。
【請求項５６】
　a) 1つ以上の末梢血試料から少なくとも2つの血液試料スメアを得る工程；
　b) 少なくとも1つの血液試料スメアを組織学的染色により標識して、組織学的に染色さ
れた血液試料スメアを作製する工程；
　c) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識され
た血液試料スメアを作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに特
異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し、バイ
オマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである；
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　d) 組織学的に染色された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式により画像化する
工程、ここで画像化により第3の組のデータが作製される；
　e) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第4の光学様式で画像化する工程、ここ
で画像化により第4の組のデータが作製される；
　f) 第3の組のデータおよび第4の組のデータを解析して、5つ以上の特徴を同定する工程
、ここで第3の組のデータおよび第4の組のデータのそれぞれで少なくとも1つの特徴が同
定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の血液試料スメアの細胞システム生物プロ
フィールである、
を含み、それにより癌の有無、癌の病期、癌の診断、癌の予後またはそれらの組み合わせ
のためにプロファイルされる、1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた1つ以上の末
梢血試料の細胞システム生物プロフィールが作製される、癌の存在、癌の病期、癌の診断
、癌の予後またはそれらの組み合わせのためにプロファイルされる、1つ以上の組織試料
と同じ供給源から得られた1つ以上の末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製
する工程をさらに含む、請求項52記載の方法。
【請求項５７】
　1つ以上の組織試料が得られるのと同じまたは異なる時点で、1つ以上の末梢血試料が得
られる、請求項56記載の方法。
【請求項５８】
　2つ以上の末梢血試料が異なる時点で得られ、2つ以上の末梢血試料の細胞システム生物
プロフィールが比較される、請求項56記載の方法。
【請求項５９】
　少なくともd)、e)およびf)の工程が自動化される、請求項47記載の方法。
【請求項６０】
　1つ以上の組織試料が1つより多い時点でヒト患者から単離され、少なくとも1つの組織
試料がそれぞれの時点で同じ患者から単離される、請求項47記載の方法。
【請求項６１】
　組織学的染色が、アルシアンブルー、フクシン、ヘマトキシリンおよびエオシン（H&E
）、マッソン三色、トルイジンブルー、ライト/ギムザ染色、ならびにそれらの組み合わ
せからなる群より選択される、請求項47記載の方法。
【請求項６２】
　蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識抗体、蛍光標識ペプチド、蛍光標識タンパク質、蛍
光標識アプタマー、蛍光標識オリゴヌクレオチド、蛍光標識化学物質、蛍光化学物質、お
よびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項47記載の方法。
【請求項６３】
　蛍光標識試薬のパネルが蛍光標識された切片中のバイオマーカーの存在、量、位置、活
性、分布またはそれらの組み合わせを示す、請求項47記載の方法。
【請求項６４】
　第1の組のデータ、第2の組のデータまたはそれらの組み合わせがデジタルデータである
、請求項47記載の方法。
【請求項６５】
　参照について細胞システム生物プロフィールがデータベースに保管され、それによりデ
ータベースの参照細胞システム生物プロフィールが提供される、請求項47記載の方法。
【請求項６６】
　データベースの参照細胞システム生物プロフィールと1つ以上のさらなる試料の細胞シ
ステム生物プロフィールを比較して、1つ以上のさらなる試料および参照の細胞システム
生物プロフィールの類似性、相違またはそれらの組み合わせを同定する工程をさらに含む
、請求項65記載の方法。
【請求項６７】
　相関のグラフ表示、クラスター解析、または統計学的手段の1つ以上を使用して、1つ以
上のさらなる試料の細胞システム生物プロフィールおよびデータベースの細胞システム生
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物プロフィールを比較する、請求項66記載の方法。
【請求項６８】
　a) 1つ以上の組織試料から少なくとも2つの切片を得る工程；
　b) 少なくとも1つの切片を組織染色により標識して、組織学的に染色された切片を作製
する工程；
　c) 少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識された切片を作
製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに特異的であり、蛍光標識
試薬のパネルが、
　　i) 細胞代謝バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　ii) DNA損傷バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　iii) 細胞形態バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　iv) DNA損傷バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　v) 細胞分化バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　vi) ストレス誘導型の転写活性または抑制バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光
標識試薬；
　　vii) ストレスキナーゼバイオマーカーのリン酸化状態に特異的な1つ以上の蛍光標識
試薬；
　　viii) アポトーシスまたはネクローシスのバイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光
標識試薬；
　　ix) 細胞骨格バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　x) オルガネラバイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　xi) 免疫細胞バイオマーカーの存在または活性化に特異的な1つ以上の蛍光標識試薬
；および
　　xii) それらの組み合わせ
からなる群より選択された蛍光標識試薬の組を含み、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも
4種類のバイオマーカーを検出し、バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィー
ルの1つ以上の特徴の読み出しである；
　d) 組織学的に染色された切片を少なくとも第1の光学様式により画像化する工程、ここ
で画像化により第1の組のデータが作製される；
　e) 蛍光標識された切片を少なくとも第2の光学様式により画像化する工程、ここで画像
化により第2の組のデータが作製される；
　f) 第1の組データおよび第2の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、こ
こで第1の組のデータおよび第2の組のデータのそれぞれにおいて少なくとも1つの特徴が
同定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィ
ールである、
を含み、それにより組織毒性の存在、重症度または非存在のためにプロファイルされる1
つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを作製する方法が提供される、組織毒
性の存在、重症度または非存在のためにプロファイルされる1つ以上の組織試料の細胞シ
ステム生物プロフィールの作製方法。
【請求項６９】
　1つ以上の組織試料が1つ以上の肝臓組織試料である、請求項68記載の方法。
【請求項７０】
　少なくともd)、e)およびf)の工程が自動化される、請求項68記載の方法。
【請求項７１】
　1つ以上の組織試料が1つより多くの時点でヒト患者から単離され、少なくとも1つの組
織試料がそれぞれの時点で同じ患者から単離される、請求項68記載の方法。
【請求項７２】
　組織学的染色が、アルシアンブルー、フクシン、ヘマトキシリンおよびエオシン（H&E
）、マッソン三色、トルイジンブルー、ライト/ギムザ染色ならびにそれらの組み合わせ
からなる群より選択される、請求項68記載の方法。
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【請求項７３】
　蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識抗体、蛍光標識ペプチド、蛍光標識ポリペプチド、
蛍光標識アプタマー、蛍光標識核酸プローブ、蛍光標識化学物質、蛍光化学物質およびそ
れらの組み合わせからなる群より選択される、請求項68記載の方法。
【請求項７４】
　蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識された切片中のバイオマーカーの存在、量、位置、
活性、分布またはそれらの組み合わせを示す、請求項68記載の方法。
【請求項７５】
　第1の組のデータ、第2の組のデータまたはそれらの組み合わせがデジタルデータである
、請求項68記載の方法。
【請求項７６】
　参照について細胞システム生物プロフィールがデータベースに保管され、それによりデ
ータベースの参照細胞システム生物プロフィールが提供される、請求項68記載の方法。
【請求項７７】
　データベースの参照細胞システム生物プロフィールと1つ以上のさらなる試料の細胞シ
ステム生物プロフィールを比較して、1つ以上のさらなる試料および参照細胞システム生
物プロフィールの類似性、相違またはそれらの組み合わせを同定する工程をさらに含む、
請求項76記載の方法。
【請求項７８】
　相関のグラフ表示、クラスター解析、または統計学的手段の1つ以上を使用して、1つ以
上のさらなる試料の細胞システム生物プロフィールおよびデータベースの細胞システム生
物プロフィールを比較する、請求項76記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、自動化組織分析のための方法に関する。
【０００２】
（関連出願）
　本出願は、2006年5月17日に出願された米国特許仮出願第60/801,035号の恩典を主張す
る。
【０００３】
　上述の出願の全教示は参照により本明細書に援用される。
【背景技術】
【０００４】
（発明の背景）
　病理における適用のための多色蛍光での能力(capability)の開発は、10年以上前に導入
された[3(非特許文献１)、6(非特許文献２)、7(非特許文献３)、8(非特許文献４)]が、市
場ではまだ広く容認されていない。特に、Dow et al. [7(非特許文献３)]には、多色蛍光
を用いて、ヒューマンインタラクティブ画像解析プロセスにより黒色腫組織切片における
リンパ球表現型および活性化状態を測定した研究が記載されている。つい最近では、多色
蛍光が病理において適用され[9(非特許文献５)]、HistoRx，Inc.(New Haven、CT)により
、これらのアプローチのいくつかが商品化された。これらの刊行物および適用には、組織
細胞分析において蛍光に基づく画像化技術を使用することが示されているが、その適用に
限定されており、組織の系統的または細胞システム生物学の理解の必要性は示されていな
い。
【０００５】
　薬物発見のための細胞分析を自動化するため、高成分スクリーニング(High content sc
reening)(HCS)および多パラメータHCS技術が開発されたが、HCS技術は、特に、試験化合
物で処理された培養細胞のアレイ内の個々の標的または経路の測定に集中している。しか
しながら、HCSツール単独では、組織系細胞システム生物学の完全なワークフローは示さ
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れない。
【０００６】
　したがって、細胞生物学系の系統的で複雑な相互作用をより充分に理解するために、細
胞システム生物プロフィールを作製および分析するための方法を提供する必要性が存在す
る。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Toxicol Pathol, 1994. 22(2) p.145-59
【非特許文献２】Algorithms and Techniques. 1993: SPIE
【非特許文献３】Cytometry, 1996. 25(1): p.71-81
【非特許文献４】Cytometry, 1991. 12(7): p.579-96
【非特許文献５】Nat Med, 2002. 8(11): p.1323
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明の課題は、自動化組織分析のための方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　即ち、本発明の要旨は、
〔１〕a) 1つ以上の組織試料から少なくとも2つの切片を得る工程；
　b) 少なくとも1つの切片を組織学的染色により標識して、組織学的に染色された切片を
作製する工程；
　c) 少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルにより標識して、蛍光標識された切片
を作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに特異的であり、蛍光
標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し、バイオマーカーの検出
が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである；
　d) 組織学的に染色された切片を少なくとも第1の光学様式により画像化する工程、ここ
で画像化により第1の組のデータが作製される；
　e) 蛍光標識された切片を少なくとも第2の光学様式により画像化する工程、ここで画像
化により第2の組のデータが作製される；
　f) 第1の組のデータおよび第2の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、
ここで第1の組のデータおよび第2の組のデータのそれぞれで少なくとも1つの特徴が同定
され、5つ以上の特徴の組み合わせにより1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィ
ールが生じる、
を含み、それにより1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを作製する方法
が提供される、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールの作製方法、
〔２〕少なくともe)およびf)の工程が自動化される、〔1〕記載の方法、
〔３〕2つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを比較して、2つ以上の組織試
料の類似性、相違またはその組み合わせを同定する工程をさらに含む、〔1〕記載の方法
、
〔４〕2つ以上の組織試料が1つの組織被検物質由来の連続切片である、〔3〕記載の方法
、
〔５〕1つ以上の組織試料が1種類以上の動物から単離される、〔1〕記載の方法、
〔６〕1種類以上の動物が1人以上のヒトである、〔5〕記載の方法、
〔７〕2つ以上の組織試料が1つ以上の時点でヒト患者から単離され、少なくとも1つの組
織試料がそれぞれの時点で該ヒト患者から単離される、〔6〕記載の方法、
〔８〕組織学的染色が、アルシアンブルー、フクシン、ヘマトキシリンおよびエオシン（
H&E）、マッソン三色、トルイジンブルー、ライト/ギムザ染色、ならびにそれらの組み合
わせからなる群より選択される、〔1〕記載の方法、
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〔９〕蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識抗体、蛍光標識ペプチド、蛍光標識タンパク質
、蛍光標識アプタマー、蛍光標識オリゴヌクレオチド、蛍光標識化学物質、蛍光化学物質
およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、〔1〕記載の方法、
〔１０〕蛍光標識核酸プローブが蛍光標識RNAである、〔9〕記載の方法、
〔１１〕蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識された切片中のバイオマーカーの存在、量、
位置、活性、分布またはそれらの組み合わせを示す、〔1〕記載の方法、
〔１２〕画像化が、広視野顕微鏡使用法または共焦点顕微鏡使用法を用いて行われる、〔
1〕記載の方法、
〔１３〕第1の光学様式が透過光顕微鏡使用法である、〔1〕記載の方法、
〔１４〕第2の光学様式が蛍光顕微鏡使用法である、〔1〕記載の方法、
〔１５〕第1の組のデータ、第2の組のデータまたはそれらの組み合わせがデジタルデータ
である〔1〕記載の方法、
〔１６〕参照について細胞システム生物プロフィールがデータベースに保管され、データ
ベースの参照細胞システム生物プロフィールが提供される、〔1〕記載の方法、
〔１７〕データベースの参照細胞システム生物プロフィールと1つ以上のさらなる試料の
細胞システム生物プロフィールを比較して、1つ以上のさらなる試料の細胞システム生物
プロフィールおよび参照細胞システム生物プロフィールの類似性、相違またはそれらの組
み合わせを同定する工程をさらに含む、〔16〕記載の方法、
〔１８〕相関のグラフ表示、クラスター解析または統計学的手段の1つ以上を使用して、1
つ以上のさらなる試料の細胞システム生物プロフィールおよびデータベースの細胞システ
ム生物プロフィールが比較される、〔17〕記載の方法、
〔１９〕i) 少なくとも1つの末梢血試料から少なくとも1つの血液試料スメアを得る工程
；
　ii) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルにより標識して、蛍光標
識された血液試料スメアを作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカ
ーに特異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し
、バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しで
ある；
　iii) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式により画像化する工程
、ここで画像化により第3の組のデータが作製される；
　iv) 第3の組みデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、ここで5つ以上の特徴
が少なくとも1つの血液試料スメアの細胞システム生物プロフィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血
試料の細胞システム生物プロフィールが作製される、1つ以上の組織試料と同じ供給源か
ら得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製する工程
をさらに含む、〔1〕記載の方法、
〔２０〕1つ以上の組織試料が得られるのと同じまたは異なる時点で、少なくとも1つの末
梢血試料が得られる、〔19〕記載の方法、
〔２１〕1つより多くの末梢血試料が異なる時点で得られ、1つより多くの末梢血試料の細
胞システム生物プロフィールが比較される、〔19〕記載の方法、
〔２２〕i) 1つ以上の末梢血試料から少なくとも2つの血液試料スメアを得る工程；
　ii) 少なくとも1つの血液試料スメアを組織学的染色により標識して、組織学的に染色
された血液試料スメアを作製する工程；
　iii) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識さ
れた血液試料スメアを作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに
特異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し、バ
イオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである
；
　iv) 組織学的に染色された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式で画像化する工
程、ここで画像化により第3の組のデータが作製される；
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　v) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第4の光学様式で画像化する工程、ここ
で画像化により第4の組のデータが作製される；
　vi) 第3の組のデータおよび第4の組のデータを解析して、5つ以上の特徴を同定する工
程、ここで第3の組のデータおよび第4の組のデータのそれぞれで少なくとも1つ特徴が同
定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の血液試料スメアの細胞システム生物プロ
フィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた1つ以上の末梢血試料の
細胞システム生物プロフィールが作製される、1つ以上の組織試料と同じ供給源から得ら
れた1つ以上の末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製する工程をさらに含む
、〔1〕記載の方法、
〔２３〕1つ以上の組織試料が得られるのと同じまたは異なる時点で1つ以上の末梢血試料
が得られる、〔22〕記載の方法、
〔２４〕2つ以上の末梢血試料が異なる時点で得られ、2つ以上の末梢血試料の細胞システ
ム生物プロフィールが比較される、〔22〕記載の方法、
〔２５〕a) 1つ以上の組織試料から少なくとも1つの切片を得る工程；
　b) 少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識された切片を作
製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに特異的であり、蛍光標識
試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し、バイオマーカーの検出が細
胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである；
　c) 蛍光標識された切片を少なくとも第1の光学様式で画像化する工程、ここで画像化に
より第1の組のデータが作製される；
　d) 第1の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、第1の組のデータにおい
て少なくとも1つの特徴が同定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の組織試料の
細胞システム生物プロフィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールのための方法が
提供される、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールの作製方法、
〔２６〕少なくともc)およびd)の工程が自動化される、〔25〕記載の方法、
〔２７〕2つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを比較して、2つ以上の組織
試料の類似性、相違、またはそれらの組み合わせを同定する工程をさらに含む、〔25〕記
載の方法、
〔２８〕2つ以上の組織試料が、1つの組織被検物質由来の連続切片である、〔27〕記載の
方法、
〔２９〕1つ以上の組織試料が1種類以上の動物から単離される、〔25〕記載の方法、
〔３０〕1種類以上の動物が1人以上のヒトである、〔29〕記載の方法、
〔３１〕2つ以上の組織試料が1つ以上の時点でヒト患者から単離され、少なくとも1つの
組織試料がそれぞれの時点でヒト患者から単離される、〔30〕記載の方法、
〔３２〕蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識抗体、蛍光標識ペプチド、蛍光標識ポリペプ
チド、蛍光標識アプタマー、蛍光標識核酸プローブ、蛍光標識化学物質、蛍光化学物質お
よびそれらの組み合わせからなる群より選択される、〔25〕記載の方法、
〔３３〕蛍光標識核酸プローブが蛍光標識RNAである、〔32〕記載の方法、
〔３４〕蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識された切片中のバイオマーカーの存在、量、
位置、活性、分布またはそれらの組み合わせを示す、〔25〕記載の方法、
〔３５〕広視野顕微鏡使用法または共焦点顕微鏡使用法を使用して画像化が行われる、〔
25〕記載の方法、
〔３６〕第1の光学様式が蛍光顕微鏡使用法である、〔25〕記載の方法、
〔３７〕第1の組のデータがデジタルデータである、〔1〕記載の方法、
〔３８〕細胞システム生物プロフィールが参照のためにデータベースに保管されて、デー
タベースの参照細胞システム生物プロフィールが提供される、〔25〕記載の方法、
〔３９〕データベースの参照細胞システム生物プロフィールと1つ以上のさらなる試料の
細胞システム生物プロフィールを比較して、1つ以上のさらなる試料の細胞システム生物
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プロフィールおよび参照細胞システム生物プロフィールの類似性、相違またはそれらの組
み合わせを同定する工程をさらに含む、〔38〕記載の方法、
〔４０〕相関のグラフ表示、クラスター解析または統計学的手段の1つ以上を使用して、1
つ以上のさらなる試料の細胞システム生物プロフィールおよびデータベースの細胞システ
ム生物プロフィールが比較される、〔39〕記載の方法、
〔４１〕i) 少なくとも1つの末梢血試料から少なくとも1つの血液試料スメアを得る工程
；
　ii) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識さ
れた血液試料スメアを作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに
特異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し、バ
イオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである
；
　iii) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第2の光学様式で画像化する工程、こ
こで画像化により第2の組のデータが作製される；
　iv) 第2の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、ここで5つ以上の特徴
が少なくとも1つの血液試料スメアの細胞システム生物プロフィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血
試料の細胞システム生物プロフィールが作製される、1つ以上の組織試料と同じ供給源か
ら得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製する工程
をさらに含む、〔25〕記載の方法、
〔４２〕1つ以上の組織試料が得られるのと同じまたは異なる時点で、少なくとも1つの末
梢血試料が得られる、〔41〕記載の方法、
〔４３〕1つより多くの末梢血試料が異なる時点で得られ、1つより多い末梢血試料の細胞
システム生物プロフィールが比較される、〔42〕記載の方法、
〔４４〕i) 1つ以上の末梢血試料から少なくとも2つの血液試料スメアを得る工程；
　ii) 少なくとも1つの血液試料スメアを組織学的染色により標識して、組織学的に染色
された血液試料スメアを作製する工程；
　iii) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識さ
れた血液試料スメアを作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに
特異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し、バ
イオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである
；
　iv) 組織学的に染色された血液試料スメアを少なくとも第2の光学様式により画像化す
る工程、ここで画像化により第2の組のデータが作製される；
　v) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式により画像化する工程、
ここで画像化により第3の組のデータが作製される；
　vi) 第2の組のデータおよび第3の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程
、ここで第2の組のデータおよび第3の組のデータのそれぞれで少なくとも1つの特徴が同
定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の血液試料スメアの細胞システム生物プロ
フィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた1つ以上の末梢血試料の
細胞システム生物プロフィールが作製される、1つ以上の組織試料と同じ供給源から得ら
れた1つ以上の末梢血試料の細胞システム細胞プロフィールを作製する工程をさらに含む
、〔25〕記載の方法、
〔４５〕1つ以上の組織試料が得られるのと同じまたは異なる時点で、1つ以上の末梢血試
料が得られる、〔44〕記載の方法、
〔４６〕2つ以上の末梢血試料が異なる時点で得られ、2つ以上の末梢血試料の細胞システ
ム生物プロフィールが比較される、〔45〕記載の方法、
〔４７〕a) 1つ以上の組織試料から少なくとも2つの切片を得る工程；
　b) 少なくとも1つの切片を組織学的染色により標識して、組織学的に染色された切片を
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作製する工程；
　c) 少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識された切片を作
製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬はバイオマーカーに特異的であり、蛍光標識
試薬のパネルが
　　i) 少なくとも4種類の癌細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬；
　　ii) 少なくとも4種類の移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試
薬；
　　iii)
　　　A) 少なくとも3種類の癌細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬；およ
び
　　　B) 少なくとも3種類の移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試
薬
の組み合わせ；ならびに
　　iv) それらの組み合わせ
からなる群より選択される蛍光標識試薬を含み、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種
類のバイオマーカーを検出し、バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの
1つ以上の特徴の読み出しである；
　d) 組織学的に染色された切片を少なくとも第1の光学様式により画像化する工程、ここ
で画像化により第1の組のデータが作製される；
　e) 蛍光標識された切片を少なくとも第2の光学様式により画像化する工程、ここで画像
化により第2の組のデータが作製される；
　f) 第1の組のデータおよび第2の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、
ここで第1の組のデータおよび第2の組のデータのそれぞれで少なくとも1つの特徴が同定
され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィール
である、
を含み、
それにより癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後またはそれらの組合せのためにプロ
ファイルされる1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを作製する方法が提
供される、癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後またはそれらの組み合わせのために
プロファイルされる1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールの作製方法、
〔４８〕癌が乳癌である、〔47〕記載の方法、
〔４９〕癌細胞バイオマーカーに特異的な蛍光標識試薬が、HER2/neu、エストロゲンレセ
プター（ER）、Ki-67、Cox-2およびp16からなる群より選択される癌細胞バイオマーカー
を検出する、〔47〕記載の方法、
〔５０〕移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な蛍光標識試薬が、NK細胞バイオマーカ
ー、LAK細胞バイオマーカー、TRAIL、PD1および免疫細胞アポトーシスのバイオマーカー
からなる群より選択される移動性免疫細胞バイオマーカーを検出する、〔47〕記載の方法
、
〔５１〕1つの特徴が、移動性免疫細胞バイオマーカーにより検出される種々の移動性免
疫細胞サブタイプの比であり、それにより比が癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後
、またはそれらの組み合わせを示す、〔47〕記載の方法、
〔５２〕1つ以上の組織試料が、癌であることが疑われる組織、リンパ節およびそれらの
組み合わせからなる群より選択される、〔47〕記載の方法、
〔５３〕i) 少なくとも1つの末梢血試料から少なくとも1つの血液試料スメアを得る工程
；
　ii) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルにより標識して、蛍光標
識された血液試料スメアを作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカ
ーに特異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し
、バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しで
ある；
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　iii) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式により画像化する工程
、ここで画像化により第3の組のデータが作製される；
　iv) 第3の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、ここで5つ以上の特徴
が少なくとも1つの血液試料スメアの細胞システム生物プロフィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血
試料の細胞システム生物プロフィールが作製される、1つ以上の組織試料と同じ供給源か
ら得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製する工程
をさらに含む、〔52〕記載の方法、
〔５４〕1つ以上の組織試料が得られるのと同じまたは異なる時点で、少なくとも1つの末
梢血試料が得られる、〔53〕記載の方法、
〔５５〕2つ以上の末梢血試料が異なる時点で得られ、2つ以上の末梢血試料の細胞システ
ム生物プロフィールが比較される、〔53〕記載の方法、
〔５６〕a) 1つ以上の末梢血試料から少なくとも2つの血液試料スメアを得る工程；
　b) 少なくとも1つの血液試料スメアを組織学的染色により標識して、組織学的に染色さ
れた血液試料スメアを作製する工程；
　c) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識され
た血液試料スメアを作製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに特
異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4種類のバイオマーカーを検出し、バイ
オマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである；
　d) 組織学的に染色された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式により画像化する
工程、ここで画像化により第3の組のデータが作製される；
　e) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第4の光学様式で画像化する工程、ここ
で画像化により第4の組のデータが作製される；
　f) 第3の組のデータおよび第4の組のデータを解析して、5つ以上の特徴を同定する工程
、ここで第3の組のデータおよび第4の組のデータのそれぞれで少なくとも1つの特徴が同
定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の血液試料スメアの細胞システム生物プロ
フィールである、
を含み、それにより癌の有無、癌の病期、癌の診断、癌の予後またはそれらの組み合わせ
のためにプロファイルされる、1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた1つ以上の末
梢血試料の細胞システム生物プロフィールが作製される、癌の存在、癌の病期、癌の診断
、癌の予後またはそれらの組み合わせのためにプロファイルされる、1つ以上の組織試料
と同じ供給源から得られた1つ以上の末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製
する工程をさらに含む、〔52〕記載の方法、
〔５７〕1つ以上の組織試料が得られるのと同じまたは異なる時点で、1つ以上の末梢血試
料が得られる、〔56〕記載の方法、
〔５８〕2つ以上の末梢血試料が異なる時点で得られ、2つ以上の末梢血試料の細胞システ
ム生物プロフィールが比較される、〔56〕記載の方法、
〔５９〕少なくともd)、e)およびf)の工程が自動化される、〔47〕記載の方法、
〔６０〕1つ以上の組織試料が1つより多い時点でヒト患者から単離され、少なくとも1つ
の組織試料がそれぞれの時点で同じ患者から単離される、〔47〕記載の方法、
〔６１〕組織学的染色が、アルシアンブルー、フクシン、ヘマトキシリンおよびエオシン
（H&E）、マッソン三色、トルイジンブルー、ライト/ギムザ染色、ならびにそれらの組み
合わせからなる群より選択される、〔47〕記載の方法、
〔６２〕蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識抗体、蛍光標識ペプチド、蛍光標識タンパク
質、蛍光標識アプタマー、蛍光標識オリゴヌクレオチド、蛍光標識化学物質、蛍光化学物
質、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、〔47〕記載の方法、
〔６３〕蛍光標識試薬のパネルが蛍光標識された切片中のバイオマーカーの存在、量、位
置、活性、分布またはそれらの組み合わせを示す、〔47〕記載の方法、
〔６４〕第1の組のデータ、第2の組のデータまたはそれらの組み合わせがデジタルデータ
である、〔47〕記載の方法、
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〔６５〕参照について細胞システム生物プロフィールがデータベースに保管され、それに
よりデータベースの参照細胞システム生物プロフィールが提供される、〔47〕記載の方法
、
〔６６〕データベースの参照細胞システム生物プロフィールと1つ以上のさらなる試料の
細胞システム生物プロフィールを比較して、1つ以上のさらなる試料および参照の細胞シ
ステム生物プロフィールの類似性、相違またはそれらの組み合わせを同定する工程をさら
に含む、〔65〕記載の方法、
〔６７〕相関のグラフ表示、クラスター解析、または統計学的手段の1つ以上を使用して
、1つ以上のさらなる試料の細胞システム生物プロフィールおよびデータベースの細胞シ
ステム生物プロフィールを比較する、〔66〕記載の方法、
〔６８〕a) 1つ以上の組織試料から少なくとも2つの切片を得る工程；
　b) 少なくとも1つの切片を組織染色により標識して、組織学的に染色された切片を作製
する工程；
　c) 少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識された切片を作
製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに特異的であり、蛍光標識
試薬のパネルが、
　　i) 細胞代謝バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　ii) DNA損傷バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　iii) 細胞形態バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　iv) DNA損傷バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　v) 細胞分化バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　vi) ストレス誘導型の転写活性または抑制バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光
標識試薬；
　　vii) ストレスキナーゼバイオマーカーのリン酸化状態に特異的な1つ以上の蛍光標識
試薬；
　　viii) アポトーシスまたはネクローシスのバイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光
標識試薬；
　　ix) 細胞骨格バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　x) オルガネラバイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；
　　xi) 免疫細胞バイオマーカーの存在または活性化に特異的な1つ以上の蛍光標識試薬
；および
　　xii) それらの組み合わせ
からなる群より選択された蛍光標識試薬の組を含み、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも
4種類のバイオマーカーを検出し、バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィー
ルの1つ以上の特徴の読み出しである；
　d) 組織学的に染色された切片を少なくとも第1の光学様式により画像化する工程、ここ
で画像化により第1の組のデータが作製される；
　e) 蛍光標識された切片を少なくとも第2の光学様式により画像化する工程、ここで画像
化により第2の組のデータが作製される；
　f) 第1の組データおよび第2の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、こ
こで第1の組のデータおよび第2の組のデータのそれぞれにおいて少なくとも1つの特徴が
同定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィ
ールである、
を含み、それにより組織毒性の存在、重症度または非存在のためにプロファイルされる1
つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを作製する方法が提供される、組織毒
性の存在、重症度または非存在のためにプロファイルされる1つ以上の組織試料の細胞シ
ステム生物プロフィールの作製方法、
〔６９〕1つ以上の組織試料が1つ以上の肝臓組織試料である、〔68〕記載の方法、
〔７０〕少なくともd)、e)およびf)の工程が自動化される、〔68〕記載の方法、
〔７１〕1つ以上の組織試料が1つより多くの時点でヒト患者から単離され、少なくとも1
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つの組織試料がそれぞれの時点で同じ患者から単離される、〔68〕記載の方法、
〔７２〕組織学的染色が、アルシアンブルー、フクシン、ヘマトキシリンおよびエオシン
（H&E）、マッソン三色、トルイジンブルー、ライト/ギムザ染色ならびにそれらの組み合
わせからなる群より選択される、〔68〕記載の方法、
〔７３〕蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識抗体、蛍光標識ペプチド、蛍光標識ポリペプ
チド、蛍光標識アプタマー、蛍光標識核酸プローブ、蛍光標識化学物質、蛍光化学物質お
よびそれらの組み合わせからなる群より選択される、〔68〕記載の方法、
〔７４〕蛍光標識試薬のパネルが、蛍光標識された切片中のバイオマーカーの存在、量、
位置、活性、分布またはそれらの組み合わせを示す、〔68〕記載の方法、
〔７５〕第1の組のデータ、第2の組のデータまたはそれらの組み合わせがデジタルデータ
である、〔68〕記載の方法、
〔７６〕参照について細胞システム生物プロフィールがデータベースに保管され、それに
よりデータベースの参照細胞システム生物プロフィールが提供される、〔68〕記載の方法
、
〔７７〕データベースの参照細胞システム生物プロフィールと1つ以上のさらなる試料の
細胞システム生物プロフィールを比較して、1つ以上のさらなる試料および参照細胞シス
テム生物プロフィールの類似性、相違またはそれらの組み合わせを同定する工程をさらに
含む、〔76〕記載の方法、
〔７８〕相関のグラフ表示、クラスター解析、または統計学的手段の1つ以上を使用して
、1つ以上のさらなる試料の細胞システム生物プロフィールおよびデータベースの細胞シ
ステム生物プロフィールを比較する、〔76〕記載の方法
に関する。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明により、自動化組織分析のための方法が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図1は、組織プロファイリングのためのスライドの例である。図1Aは、試料番号0
1であり、H&E染色で標識された組織切片、および特異的バイオマーカーの蛍光タグで標識
された連続切片を合わせたスライドを示す。図1Bは、試料番号02であり、H&E染色された
切片、蛍光標識された切片および患者組織から単離され、蛍光タグで標識された、いくつ
かの細胞を有するスライドを示す(切片および細胞の写真はすべて、例示の目的のため拡
大している)。
【図２】図2は、プロフィールを作製するために特徴を同定するのに使用される種々の組
の細胞バイオマーカーの分析を含む、システム細胞生物学(本明細書において、細胞シス
テム生物学ともいう)にプロファイリングの概略図である。図2Aは、例えば、健常、疾患
を有する、または薬物で治療中もしくは治療されたことがある患者由来の細胞を示す。図
2Bは、一組のバイオマーカーの分析を概略的に示す。図2Cは、細胞システム生物プロフィ
ールを作製するために使用される細胞バイオマーカーのパネルを示す。これらのプロフィ
ールは、参照データベースとして使用され得るデータベース(図2Dに概略的に示す)に保存
される。患者プロフィールと参照プロフィールとの比較は、例えば、予測的ツールとして
、またはバイオマーカー、特徴もしくはプロフィールを特定の病状と関連させるため、ま
たは新しいプロフィールを評価するために使用される。
【図３】図3は、バイオマーカーを、高レベルの器官および生物体効果と相関させるのに
充分な複雑性を捕捉するとともに、ハイスループットおよび費用効果の高いプロファイリ
ングを可能にするシステム細胞生物学の相互関係を示す概略図である。細胞システム生物
学およびシステム生物学は、相互作用および「～オミクス(-omics)」で表される生体系の
基本構成要素間の関係に基づき、特異的細胞バイオマーカーの選択は、研究される細胞(
セロミクス(cellomics))との関連におけるゲノミクス、プロテオミクスおよびメタボロミ
クスの組み合わせから得られる。
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【図４】図4は、細胞がどのようにして、遺伝子発現、エネルギー代謝などの例示した多
くのプロセスを統合し、正常な機能をもたらすかの概略図である。疾患は、これらの細胞
プロセスの1つ以上の調節異常に起因し、しばしば、複雑な症状をもたらす。これらのプ
ロセスの多くは、経路、シグナルおよびタンパク質を共有し、したがって、細胞系(組織
内の異なる型の細胞の集合を含む)の一部として調査すべきである。
【図５】図5は、例えば、(A)ストレス経路；(B)オルガネラ機能；(C)細胞周期；(D)形態
；(E)アポトーシス；および(F)DNA損傷、ならびにマイクロRNA、および移動性免疫細胞を
含む機能分類から選択された患者組織プロファイリングにおける使用のためのバイオマー
カーの例を示す。本明細書に記載の特定の疾患状態の分析のためのバイオマーカーの特異
的な組み合わせが選択される。
【図６】図6は、組織切片において使用され得るものなどのバイオマーカーのパネルでの
細胞の多重化標識の一例である。標識は組織内で多重化されており、これにより、同じ組
織内でのバイオマーカー活性化の相関の分析が可能になり、調製および解析しなければな
らない切片の数が少なくなる。特定の態様において、少なくとも4つ以上のバイオマーカ
ーが各切片において解析される。
【図７】図7は、本発明の一態様に記載の参照プロフィールデータベースを作製するプロ
セスの概略フローチャートである。ボックス1：連続組織切片を調製し、マウントする。
ボックス2(a)：1つの切片を、透過光画像化または検討のためにH&E染色で標識する。ボッ
クス2(b)：第２の切片を蛍光標識のパネルで標識し、バイオマーカーを測定する。ボック
ス3(aおよびb)：切片を解釈のために画像化または視覚化する。ボックス4(aおよびb)：切
片を解析および／または解釈し、データを作製する。ボックス5：連続切片からのデータ
を比較し結合する。ボックス6：細胞システムプロフィールをデータベースに加える。ボ
ックス7：データベース内の組織プロフィールをクラスター化し、類似性を同定する。ボ
ックス8：プロフィール分類を同定する。ボックス9：システムプロフィールと組織学的デ
ータ間の相関を用いて分類体(classifier)を構築し、これをデータベースに保存する。
【図８】図8は、例えば、患者由来の組織を分析および分類するプロセスを示すフローチ
ャートである。
【図９】図9A～Iは、本発明の一態様における自動化組織プロファイリングのための全体
的なプロセスを示すフローチャートである。図9(A)プロセスは、既知の病歴を有する参照
組織から開始する。図9(B)蛍光分析のプロフィールを、病歴とともに染色切片のヒト解釈
の結果と組み合わせる。分類体を構築するための図9(C)と図9(D)とで参照データベースが
構成(populate)される。図9(E)患者組織を調製し、解析し（図9(F)）、分類して（図9(G)
）、他の患者プロフィール(患者層別化)との類似性を同定し（図9(H)）、病状または病状
の結果に関する予測を行なう（図9(I)）。
【図１０】図10は、癌組織プロファイリングパネルのバイオマーカーを選択するためのプ
ロセスのフローチャートである。ボックス(1)患者由来の正常組織を遺伝子発現プロファ
イリングによって解析する(ボックス2)。ボックス(3)同じ患者由来の腫瘍組織の試料を、
遺伝子発現プロファイリングによって解析し(ボックス4)、従来の様式で病期分類する(ボ
ックス5)。「正常」組織を患者腫瘍組織と比較するこの組み合わせ情報を用いて(ボック
ス6)、潜在的バイオマーカーを同定する。ボックス(7)遺伝子産物は、Her2/Neuを含む既
知の参照点に基づいて優先順位を決定し、次いで、試験群を作製するために抗体を取得ま
たは作製する(ボックス8)。バイオマーカーパネルの設計は、蛍光系免疫組織化学(IHC)の
ために多重化された癌細胞バイオマーカーの組み合わせの選択に基づく。
【図１１】図11は、本発明の一態様の概要である。健常組織、腫瘍組織、他の疾患組織ま
たは血液被検物質が含まれ得る患者由来の組織試料(A)を、個々の切片または組織マイク
ロアレイのいずれかとして、スライド(B)上にマウントするための標準的な方法によって
処理する。スライドを顕微鏡または他の画像化システムにおいて画像化する(C)。画像を
、病理学者または画像解析アルゴリズムの適用のいずれかによって解釈してデータを作製
し(D)、これは、データベースに保存され得る。単一の被検物質からのデータの組み合わ
せにより、該被検物質の細胞システムプロフィールが形成される。多重細胞システムプロ
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フィールからのデータは、統計学的方法、例えば、クラスター解析、主成分解析、および
他の多因子法を用いて解析され、クラスター化ヒートマップ(heat map)で表され得る(E)
プロフィール間の類似性が同定され、ある種の生物学的または医学的状態を示すプロフィ
ール内のパターンが同定され、プロフィール内の類似性に基づいて組織状態が分類される
。細胞システム生物学プロファイリングによって提供される情報は、医師または科学者(F
)によって、生物学または疾患状態もしくは生物学的状態の進行を、より良好に理解する
ため、臨床試験において、患者をより正確に階層化するため、および／または状態の治療
に対する治療アプローチ(G)を最適化するために使用される。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
（発明の要旨）
　細胞は、最も単純な生体系である。組織は、相互作用する細胞群を形成している特定の
細胞型の集合体である。細胞および組織は、完全な生物体よりは複雑ではないが、相当な
機能の複雑性を有し、生物体全体に影響を及ぼす多くの側面、例えば、疾患の細胞的根拠
、治療有効性および治療の潜在的毒性の詳細な理解を可能にする。検索可能なデータベー
スを多重化バイオマーカーの多色蛍光と連結させると、細胞システム生物学(本明細書に
おいて、システム細胞生物学ともいう)プロファイリングおよび分析の基礎が提供される
。
【００１３】
　本発明は、組織系細胞システム生物学の分析方法およびプロファイリング方法、組織系
細胞システム生物学の分析、ならびに組織系細胞システム生物学のプロファイリング手段
を提供する。従来の組織学的染色を蛍光染色と組み合せ、蛍光によって標識され得る細胞
マーカーおよび組織マーカーを関連させることを含む細胞システム生物学アプローチは、
ここに本明細書において記載する時点では、これまでに他者によって適用されていない。
本明細書に記載の多数の蛍光系試薬のより良好な解釈(interpretation)のために、「参照
」画像または「マップ」として病理学者によって使用される従来の組織学的染色に基づい
た透過光画像を使用することにより、病理学者によるシステムアプローチの容認が増大し
、蛍光分析のための特定の組のバイオマーカーの選択が可能になる。
【００１４】
　本発明の一態様において、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを作製
する方法が提供される。本明細書で使用されるように、「細胞システム生物学」(本明細
書において、システム細胞生物学ともいう)は、正常および異常細胞機能の原因となる遺
伝子、タンパク質および代謝産物の統合された相互作用性のネットワークの研究である。
したがって、細胞システム生物プロフィールは、細胞が、組織内の種々の細胞と組織の生
物学的または医学的状態との関係に依存性の特定の特性を有するような組織構成に関連す
る細胞の系統的な特徴付けである。プロフィールを構築するために使用される細胞システ
ム生物特徴をもたらすのは、組織内の細胞の構成成分の相互作用、関係および状態である
。細胞システム生物プロフィールにおける相互関係は、例えば、数学的（例えば、細胞シ
ステム生物特徴の値間の比、和もしくは差)、または統計学的（例えば、細胞システム生
物特徴の値の組み合わせの階層的クラスター化方法もしくは主成分解析)のいずれかで規
定される。特定の態様において、細胞システム生物プロフィールは、同じ試料由来の1つ
以上の組織切片内の細胞から回収された少なくとも５つの細胞システム生物特徴の組み合
わせ間の相互関係を規定する。
【００１５】
　一態様において、本発明は、1つ以上の組織試料から少なくとも２つの切片を得る工程
を含む、1つ以上の組織試料に対して1つ以上の細胞システム生物プロフィールを作製する
方法に関する。少なくとも1つの切片を組織学的染色により標識して、組織学的に染色さ
れた切片を作製する。少なくとも1つの他の切片を蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍
光標識された切片を作製する。いくつかの態様において、組織学的に染色された切片およ
び蛍光により染色された切片は、同じまたは異なる。特定の態様において、組織学的に染
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色された切片および蛍光により染色された切片は異なる切片である。各蛍光標識試薬は、
バイオマーカーに特異的である。本明細書で使用されるように、「バイオマーカー」は、
細胞機能および／または組織機能の尺度を提供する分子である。例えば、限定されないが
、バイオマーカーは、エストロゲンレセプター発現レベル、Her2/neu発現、転写因子活性
化、タンパク質、ポリヌクレオチド、オルガネラなどの位置または量または活性、タンパ
ク質のリン酸化状態などの尺度であり得る。本発明の一態様において、蛍光標識試薬のパ
ネルは少なくとも約4つの異なるバイオマーカーを検出する。
【００１６】
　1つ以上の切片におけるバイオマーカーの検出は、組織の1つ以上の特徴の読み出しであ
る。本明細書で使用されるように、「特徴(feature)」は、ある時間内および／または細
胞および組織の空間内で測定された特定のバイオマーカーの測定値または一連の測定値(
これは、生物学的機能を示し得る)を提供する特性である。生物学的機能としては、限定
されないが、タンパク質の翻訳後修飾、例えば、リン酸化、タンパク質分解性切断、メチ
ル化、ミリストイル化、および炭水化物の結合；細胞内の区画間または細胞間のイオン、
代謝産物および巨大分子の移動；オルガネラの構造および活性の変化；ならびにコーディ
ングおよびノンコーディングRNAならびにタンパク質などの巨大分子の発現レベル、形態
、分化状態の改変などが挙げられる。単一のバイオマーカーが1つより多くの特徴の読み
出しを提供し得る。例えば、ヘキスト色素を用いてDNA（例えば、バイオマーカー)が検出
され得、組織の多数の特徴（例えば、核の大きさ、細胞周期の段階、核の数、アポトーシ
ス核の存在など)が、ヘキスト色素で検出されるDNAによって同定され得る。
【００１７】
　該方法は、第１の光学様式を用いて組織学的に染色された切片を画像化し、第1の組の
データを作製する工程、および第２の光学様式を用いて蛍光標識された切片を画像化し、
第２の組のデータを作製する工程をさらに含む。第1の組のデータおよび第２の組のデー
タを解析して、第1の組のデータおよび第2の組のデータのそれぞれで少なくとも1つの特
徴が同定されるように、5つ以上の特徴を同定する。5つ以上の特徴の組み合わせにより1
つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールが生じる。
【００１８】
　本発明のさらなる態様において、細胞システム生物プロフィールは、参照のためにデー
タベースに保存され、それにより、データベースにおいて参照細胞システム生物プロフィ
ールが提供される。
【００１９】
　本発明のさらなる態様において、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィール
を作製する方法は、1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血
試料の細胞システム生物プロフィールを作製する工程をさらに含む。
【００２０】
　別の態様において、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを作製する方
法は、1つ以上の組織試料から少なくとも1つの切片を得る工程を含む。各蛍光標識試薬が
バイオマーカーに特異的であるような少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルで標
識して、蛍光標識された切片を作製する。一態様において、蛍光標識試薬のパネルは少な
くとも約4つの異なるバイオマーカーを検出し、バイオマーカーの検出は、細胞システム
生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである。該方法は、蛍光標識された切片を
少なくとも第１の光学様式で画像化して第1の組のデータを作製し、これを解析して少な
くとも約5つまたはそれ以上の特徴を同定する工程をさらに含み、ここで、第1の組のデー
タにおいて少なくとも1つの特徴が同定され、5つ以上の特徴の組み合わせが、1つ以上の
組織試料の細胞システム生物プロフィールである。したがって、該方法により、1つ以上
の組織試料の細胞システム生物プロフィールが作製される。該方法は、1つ以上の組織試
料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフィー
ルを作製する工程をさらに含み得る。
【００２１】
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　本発明のさらなる態様では、本明細書において、1つ以上の組織試料の細胞システム生
物プロフィールを作製する方法であって、癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後およ
び／または癌の非存在に関して組織試料がプロファイルされる方法が提供される。当業者
によって理解されるように、種々の癌は、その病理に従って分類および病期分類され得る
。本明細書に記載の方法によって、例えば、癌の有無の確認、癌の同定、癌の病期の分類
、癌の結果または予後および任意の治療に対する癌の応答の予測および／または測定が可
能になる。該方法は、1つ以上の組織試料から少なくとも２つの切片を得る工程を含む。
少なくとも1つの切片を組織学的染色により標識して、組織学的に染色された切片を作製
する。少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識された切片を
作製する。各蛍光標識試薬は、バイオマーカーに特異的である。蛍光標識試薬のパネルは
、i)少なくとも4種類の癌細胞バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；ii)少
なくとも4種類の移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬；iii)
A)少なくとも3種類の癌細胞バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬、およびB)
少なくとも3種類の移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬の組
み合わせ、ならびにiv)上記の組み合わせからなる群より選択され得、蛍光標識試薬のパ
ネルが少なくとも約4つの異なるバイオマーカーを検出するような蛍光標識試薬を含む。
バイオマーカーの検出は、細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しで
ある。該方法は、組織学的に染色された切片を少なくとも第１の光学様式で画像化して第
1の組のデータを作製する工程、および蛍光標識された切片を少なくとも第２の光学様式
で画像化して第２の組のデータを作製する工程をさらに含む。第1の組のデータおよび第
２の組のデータを解析して、第1の組のデータおよび第2の組のデータのそれぞれで少なく
とも1つの特徴が同定されるように、少なくとも約5つまたはそれ以上の特徴を同定する。
5つ以上の特徴の組み合わせは、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールであ
り、したがって、該方法により、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールが
作製され、ここで、癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後または癌の非存在に関して
組織試料がプロファイルされる。一態様において、1つ以上の組織試料は、癌であること
が疑われるか、癌であることが既知の癌性組織、リンパ節およびそれらの組み合わせから
なる群より選択される。
【００２２】
　本発明のまたさらなる態様において、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィ
ールを作製する方法であって、癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後および／または
癌の非存在に関して組織試料がプロファイルされる方法は、1つ以上の組織試料と同じ供
給源から得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製す
る工程をさらに含む。
【００２３】
　本発明の別の態様において、本明細書において、1つ以上の組織試料の細胞システム生
物プロフィールを作製する方法であって、組織毒性の存在、重篤度または非存在に関して
組織試料がプロファイルされる方法が提供される。該方法は、1つ以上の組織試料から少
なくとも２つの切片を得る工程を含む。少なくとも1つの切片を組織学的染色により標識
して、組織学的に染色された切片を作製し、少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネ
ルであり、蛍光標識された切片を作製する。各蛍光標識試薬は、バイオマーカーに特異的
である。蛍光標識試薬のパネルは、i)　細胞代謝バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍
光標識試薬、ii)DNA損傷バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬、iii)細胞形
態バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬、iv)DNA損傷バイオマーカーに特異
的な1つ以上の蛍光標識試薬、v)細胞分化バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試
薬、vi)ストレス誘導型の転写活性化または抑制バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光
標識試薬、vii)ストレスキナーゼバイオマーカーのリン酸化状態に特異的な1つ以上の蛍
光標識試薬、viii)アポトーシスまたはネクローシスバイオマーカーに特異的な1つ以上の
蛍光標識試薬、ix)細胞骨格バイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬、x)オルガ
ネラバイオマーカーに特異的な1つ以上の蛍光標識試薬、xi)免疫細胞バイオマーカーの存
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在または活性化に特異的な1つ以上の蛍光標識試薬、およびxii)その組み合わせからなる
群より選択され、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも約4つの異なるバイオマーカーを検
出するような一組の蛍光標識試薬を含み、ここで、バイオマーカーの検出は、細胞システ
ム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである。組織学的に染色された切片を少
なくとも第１の光学様式で画像化して第1の組のデータを作製する。蛍光標識された切片
を少なくとも第２の光学様式で画像化して第２の組のデータを作製する。該方法は、第1
の組のデータおよび第2の組のデータを解析して少なくとも約5つまたはそれ以上の特徴を
同定する工程をさらに含み、ここで、第1の組のデータおよび第2の組のデータのそれぞれ
で少なくとも1つの特徴が同定される。5つ以上の特徴の組み合わせは、1つ以上の組織試
料の細胞システム生物プロフィールである。したがって、該方法により、1つ以上の組織
試料の細胞システム生物プロフィールが作製され、ここで、組織毒性の存在、重篤度また
は非存在に関して組織試料がプロファイルされる。一態様において、1つ以上の組織試料
は、1つ以上の肝臓組織試料である。
【００２４】
　前述のことは、添付の図面によって示される本発明の実施例の態様の以下のより具体的
な記載から明白であろう。図において、同様の参照符号は、異なる図において同じ部分を
示す。図面は、必ずしも同じ縮尺ではなく、本発明の態様を例示することに重点が置かれ
ている。
【００２５】
（発明の詳細な説明）
　「細胞システム生物学」は、機能および生命をもたらす遺伝子、タンパク質および代謝
反応の統合された相互作用性のネットワークの研究と定義される。組織内の細胞は、複雑
な系として、細胞状態を特徴付けするために多くの要素の分析を必要とする創発性(emerg
ent properties)として知られる、個々の成分の分析から予測されない特性を示す。Taylo
rおよびGiuliano[10]には、薬物発見へのインビトロ細胞系分析の適用が記載されている
。この分析では、薬物治療に対する細胞応答を同定および解釈するのに、個々の細胞の測
定間の相関が必要であった。
【００２６】
　「細胞システム生物特徴」は、ある時間内および／または細胞および組織の空間内で測
定された特定の生物学的機能 (典型的に、1つ以上のバイオマーカーの存在、非存在およ
び／またはレベルによって証明される)のデータ測定値または一連の測定値と定義される
。生物学的機能の例としては、限定されないが、タンパク質の翻訳後修飾、例えば、リン
酸化、タンパク質分解性切断、メチル化、ミリストイル化、および炭水化物の結合；細胞
内の区画間または細胞間のイオン、代謝産物および巨大分子の移動；オルガネラの構造お
よび活性の変化；ならびにコーディングおよびノンコーディングRNAおよびタンパク質な
どの巨大分子の発現レベルの改変が挙げられる。
【００２７】
　組織内の細胞の細胞システム生物学分析は、高成分スクリーニング(HCS)のために開発
された細胞分析アルゴリズムのいくつかを利用する。「HCS」は、薬物治療に応答した生
細胞における遺伝子、タンパク質、および他の細胞構成成分の時間的および空間的活性を
測定するために設計された技術基盤と定義される(Giuliano, K. A.；Haskins, J. R.；Ta
ylor, D. L., Advances in 高成分スクリーニング for drug discovery. ASSAY and Drug
 Development Technologies 2003, 1, 565-577)。HCSおよび多パラメータHCSは、薬物治
療に応答するアレイ状の培養細胞において個々の標的または経路を測定するために開発さ
れた。しかしながら、本明細書に記載のように、HCS画像解析ツールもまた、生細胞およ
び組織において生じ得る複雑で創発的な特性の特徴付けを可能にし得る細胞システム生物
学プロファイリングアプローチの一部として、組織内の細胞からデータを抽出するために
使用され得る。また、数多くの他の画像解析ソフトウェアパッケージ、例えば、顕微鏡ス
ライドスキャンシステムが備えられたものが、組織の画像から細胞の特徴を抽出し、細胞
システム生物プロフィールを構築するために適用され得る。
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【００２８】
　「細胞システム生物プロフィール」は、同じ試料由来の1つ以上の組織切片内の細胞か
ら回収された少なくとも約5つの細胞システム生物特徴の組み合わせ間の相互関係と定義
される。これらの相互関係は、数学的（例えば、細胞システム生物特徴の値間の比、和も
しくは差)または統計学的（例えば、細胞システム生物特徴の値の組み合わせの階層的ク
ラスター化方法もしくは主成分解析)のいずれかで計算される。細胞システム生物プロフ
ィールを用いて、細胞系応答の創発性を特徴付けすることにより、疾患および種々の治療
に対する細胞および組織の複雑な応答が理解され得る。
【００２９】
　「創発性」は、複雑な系内の自己組織化のプロセス中に新規で整合的(coherent)な構造
、パターン、および性質が生じることをいう(Goldstein, Jeffrey (1999) ,"Emergence a
s a Construct：History and Issues", Emergence；Complexity and Organization 1：49
-72)。細胞および組織の創発性（例えば、増殖および分裂、腫瘍表現型への変換など)は
、複雑な細胞機能の系統的な分析が行なわれるまで、定義することが開始できない。創発
性は、個々の成分の分析から予測されないが、細胞状態を特徴付けするための多くの要素
の分析を必要とする。
【００３０】
　組織切片における単一の個々の特徴の分析は値を有するが、本明細書において提供され
る、組織の多数の特徴（例えば、少なくとも約4つの特徴、少なくとも約5つの特徴、少な
くとも約6つの特徴、少なくとも約7～12個の特徴、またはそれ以上)が解析される「シス
テムアプローチ」の適用により、細胞、組織、および生物体全体としての状態のより正確
な測定が可能になる。さらにまた、このアプローチは、例えば、組織分析の自動化、およ
びより正確な腫瘍病期分類の組織プロフィールの作製、個別治療、治療有効性の評価、お
よび副作用の早期徴候、ならびに薬物発見における動物毒性学研究での解析の改善を容易
にする。
【００３１】
　システム生物学および細胞システム生物学：細胞は、最も単純な生体系である。組織は
、相互作用する細胞群を形成している特定の細胞型の集合体である。細胞および組織は、
完全な生物体よりは複雑ではないが、相当な機能の複雑性を有し、疾患の細胞的根拠、治
療有効性および治療の潜在的毒性の詳細な理解を可能にする。検索可能なデータベースを
多重化バイオマーカーの多色蛍光と連結させると、システム細胞分析の基礎が提供される
。
【００３２】
　本発明以前は、組織系細胞システム生物学の分析およびプロファイリングは記載されて
いなかった。従来の組織学的染色を蛍光染色と組み合せ、蛍光によって標識され得る細胞
マーカーおよび組織マーカーを関連させることを含む細胞システム生物学アプローチは、
ここに本明細書において記載する時点では、これまでに他者によって行なわれていない。
本明細書に記載の多数の蛍光系試薬のより良好な解釈のために、「参照」画像または「マ
ップ」として病理学者によって使用される従来の(非蛍光)組織学的染色に基づいた透過光
画像を使用することにより、病理学者によるシステムアプローチの容認が増大し、蛍光分
析のための特定の組のバイオマーカーの選択が可能になる。
【００３３】
　本発明の一態様において、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを作製
する方法が提供される。本明細書で使用されるように、「細胞システム生物学」(本明細
書において、システム細胞生物学ともいう)は、正常および異常細胞機能の原因となる遺
伝子、タンパク質および代謝産物の統合された相互作用性のネットワークの研究である。
したがって、細胞システム生物プロフィールは、細胞が、組織内の種々の細胞と組織の生
物学的または医学的状態との関係に依存性の特定の特性を有するような組織構成に関連す
る細胞の系統的な特徴付けである。プロフィールを構築するために使用される細胞システ
ム生物特徴をもたらすのは、組織内の細胞の構成成分の相互作用、関係および状態である
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。細胞システム生物プロフィールにおける相互関係は、例えば、数学的（例えば、細胞シ
ステム生物特徴の値間の比、和もしくは差)、または統計学的（例えば、細胞システム生
物特徴の値の組み合わせの階層的クラスター化方法もしくは主成分解析)のいずれかで規
定または計算される。特定の態様において、細胞システム生物プロフィールは、同じ試料
由来の1つ以上の組織切片内の細胞から回収された少なくとも約５つの細胞システム生物
特徴の組み合わせ間の相互関係を規定する。別の態様において、細胞システム生物プロフ
ィールは、少なくとも約6、7、8、9、10、11、12個またはそれ以上の特徴の組み合わせで
ある。
【００３４】
　本発明の一態様において、該方法は、1つ以上の組織試料から少なくとも２つの切片を
得る工程を含む。任意の適当な組織試料が本明細書に記載の方法において使用され得る。
例えば、組織は、上皮、筋肉、器官組織、神経組織、腫瘍組織、およびその組み合わせで
あり得る。一態様において、血液は組織試料ではない。組織の試料は、任意の標準的な手
段（例えば、当業者によって認識されよう生検、コア穿刺、解剖など）によって得られ得
る。少なくとも1つの切片が組織学的染色で標識され、組織学的に染色された切片が作製
される。本明細書に記載の発明に使用されるように、組織学的染色は、当該技術分野で認
識されているような任意の標準的な染色であり得、限定されないが、アルシアンブルー、
フクシン、ヘマトキシリンおよびエオシン(H&E)、マッソン三色染料、トルイジンブルー
、ライト/ギームザ染色、ならびにその組み合わせが挙げられる。当業者によって認識さ
れるように、従来の組織学的染色は蛍光ではない。少なくとも1つの他の切片を蛍光標識
試薬のパネルで標識して、蛍光標識された切片を作製する。本明細書に記載の発明に使用
されるように、蛍光標識試薬のパネルは、蛍光標識された抗体、蛍光標識されたペプチド
、蛍光標識されたポリペプチド、蛍光標識されたアプタマー、蛍光標識されたオリゴヌク
レオチド(例えば、核酸プローブ、DNA、RNA、cDNA、PNAなど)、蛍光標識された化学物質
および蛍光化学物質（例えば、ヘキスト33342、ヨウ化プロピジウム(propidium)、Draq-5
、ナイルレッド、蛍光標識されたファロイジン)、およびその組み合わせなどの多数の試
薬を含む。各蛍光標識試薬は、少なくとも1つのバイオマーカーに特異的である。本明細
書で使用されるように、「バイオマーカー」は、細胞機能および／または組織機能の尺度
を提供する分子である。例えば、限定されないが、バイオマーカーは、レセプター発現レ
ベル（例えば、エストロゲンレセプター発現レベル、Her2/neu 発現)；転写因子活性化；
タンパク質、ポリヌクレオチド、オルガネラなどの位置または量または活性；タンパク質
のリン酸化状態などの尺度であり得る。一態様において、バイオマーカーは、核酸（例え
ば、DNA、RNA、例えば、マイクロRNA、snRNA、mRNA、rRNAなど)、レセプター、細胞膜抗
原、細胞内抗原、および細胞外抗原、シグナル伝達分子、タンパク質などである。本発明
の一態様において、蛍光標識試薬のパネルは少なくとも約4つの異なるバイオマーカーを
検出する。本発明の別の態様において、蛍光標識試薬のパネルにより、少なくとも約4～
約6、～約10、～約12個またはそれ以上の異なるバイオマーカーが検出される。本発明の
別の態様において、蛍光標識試薬のパネルにより、少なくとも約3つの異なるバイオマー
カーが検出される。さらなる態様において、各蛍光標識試薬は、群内の異なる蛍光標識試
薬を識別するのに充分な異なる蛍光特性を有する。
【００３５】
　1つ以上の切片におけるバイオマーカーの検出は、細胞システム生物プロフィールの1つ
以上の特徴の読み出しである。本明細書で使用されるように、「特徴」は、ある時間内お
よび／または細胞および組織の空間内で測定された特定のバイオマーカーの測定値または
一連の測定値(これは、生物学的機能を示し得る)を提供する特性である。生物学的機能と
しては、限定されないが、タンパク質の翻訳後修飾、例えば、リン酸化、タンパク質分解
性切断、メチル化、ミリストイル化、および炭水化物の結合；細胞内の区画間または細胞
間のイオン、代謝産物および巨大分子の移動；オルガネラの構造および活性の変化；なら
びにコーディングおよびノンコーディングRNAならびにタンパク質などの巨大分子の発現
レベル、形態、分化状態の改変などが挙げられる。単一のバイオマーカーが1つより多く
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の特徴の読み出しを提供し得る。例えば、ヘキスト色素により、バイオマーカーの一例で
あるDNAが検出され得る。多数の特徴、例えば、核の大きさ、細胞周期の段階、核の数、
アポトーシス核の存在などが、組織試料においてヘキスト色素によって同定され得る。
【００３６】
　該方法は、組織学的に染色された切片を第１の光学様式を用いて画像化し、第1の組の
データを作製する工程、および第２の光学様式を用いて蛍光標識された切片を画像化し、
第２の組のデータを作製する工程をさらに含む。当業者によって認識されるように、本明
細書に記載の発明に使用される場合、画像化のための光学様式は、この使用に適した任意
の様式、例えば、透過光顕微鏡使用法、蛍光顕微鏡使用法、広視野顕微鏡使用法、共焦点
顕微鏡使用法、および適宜その組み合わせであり得る。一態様において、第1の組のデー
タおよび第２の組のデータのいずれか、または両方で作製されるデータは、デジタルデー
タであり得る。第1の組のデータおよび第２の組のデータを解析して、少なくとも1つの特
徴が第1の組のデータで同定され、第２の組のデータで少なくとも1つの特徴が同定される
ように、5つ以上の特徴を同定する。5つ以上の特徴の組み合わせにより1つ以上の組織試
料の細胞システム生物プロフィールが生じる。
【００３７】
　本発明の一態様において、画像化手順は自動化される。さらにまた、データの分析は、
人力で、自動化によって、またはその組み合わせで行なわれ得る。当業者によって認識さ
れるように、組織学的に染色された切片の画像化および蛍光標識された切片の画像化は、
連続的または同時に行なわれ得る。また、組織学的標識および蛍光標識は、連続的または
同時に行なわれ得る。いくつかの態様において、組織試料から1つ以上の切片を得た後、
該方法が完全に自動化される。
【００３８】
　本発明のさらなる態様において、該方法は、2つ以上の組織試料の類似性、違いまたは
その組み合わせを確認するため、2つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを
比較する工程をさらに含む。一態様において、2つ以上の組織試料は、単一の組織被検物
質由来の連続切片である。単一の組織試料の連続切片は、組織試料由来の2つ以上の切片
の調製において互いに隣接していた組織切片である。
【００３９】
　本発明の一態様において、1つ以上の組織試料は、１種類以上の動物から単離される。
例えば、一態様において、１種類以上の動物は１名以上のヒトである。特定の態様におい
て、1つ以上の組織試料は、１回以上の時点でヒト患者から、各時点で同じ患者から少な
くとも1つの組織試料が単離されるように単離する。
【００４０】
　本発明の別の態様において、蛍光標識試薬のパネルは、蛍光標識された切片におけるバ
イオマーカーの存在、量、位置、活性、分布、またはその組み合わせを示す。バイオマー
カーの位置は、細胞内、細胞外、特定の細胞内の位置、特定の細胞外の位置、およびその
組み合わせであり得る。バイオマーカーの活性は、バイオマーカーの活性化状態(例えば
、そのリン酸化状態、コンホメーション状態、または細胞内の位置などによって示される
ものなど)であり得る。
【００４１】
　本発明のさらなる態様において、細胞システム生物プロフィールは、参照のためにデー
タベースに保存され、それにより、データベースにおいて参照細胞システム生物プロフィ
ールが提供される。一態様において、データベースはコンピュータである。別の態様にお
いて、データベースはサーバー上に保存される。一態様において、データベース内の参照
細胞システム生物プロフィールは、1つ以上のさらなる試料の細胞システム生物プロフィ
ールと比較される。これにより、1つ以上のさらなる試料の細胞システム生物プロフィー
ルと参照細胞システム生物プロフィールの類似性、違いまたはその組み合わせの同定が可
能になる。種々の方法は、1つ以上のさらなる試料の細胞システム生物プロフィールと、
データベースの細胞システム生物プロフィールを、相関のグラフ表示、クラスター解析、
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または統計学的手段およびその組み合わせなどによって比較するために使用され得る。
【００４２】
　本発明のさらなる態様において、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィール
を作製する方法は、1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの血液試
料の細胞システム生物プロフィールを作製する工程をさらに含む。一態様において、血液
試料は末梢血試料である。末梢血は、血液の循環プール中に見られ、リンパ系、脾臓、肝
臓または骨髄内で捕捉されない赤血球、白血球および血小板からなる血液の細胞成分であ
る。該方法は、1つ以上の組織試料と同じ供給源由来の少なくとも1つの末梢血試料から少
なくとも1つの血液試料スメアを得る工程を含む。本明細書に記載の発明に使用されるよ
うに、末梢血試料は、任意の標準的な手順によって得られ得る。少なくとも1つの血液試
料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標識して蛍光標識された血液試料スメアを作製し、こ
こで、各蛍光標識試薬はバイオマーカーに特異的である。一態様において、蛍光標識試薬
のパネルは少なくとも約4つの異なるバイオマーカーを検出する。バイオマーカーの検出
は、細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである。該方法は、蛍光
標識された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式で、画像化によって第3の組のデー
タが作製されるように画像化する工程をさらに含む。第3の組のデータを解析して少なく
とも約5つまたはそれ以上の特徴を同定し、ここで、5つ以上の特徴は、少なくとも1つの
血液試料スメアの細胞システム生物プロフィールである。この方法により、1つ以上の組
織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフ
ィールが作製される。一態様において、少なくとも1つの末梢血試料は、1つ以上の組織試
料を得たときと同じまたは異なる時点で採取される。別の態様において、1つより多くの
末梢血試料が異なる時点で採取され、1つより多くの末梢血試料の細胞システム生物プロ
フィールが比較される。
【００４３】
　本発明の別の態様において、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを作
製する方法は、1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた1つ以上の末梢血試料の細胞
システム生物プロフィールを作製する工程をさらに含む。該方法は、1つ以上の末梢血試
料から少なくとも2つの血液試料スメアを得る工程を含む。少なくとも1つの血液試料スメ
アを組織学的染色で標識して組織学的に染色された血液試料スメアを作製する。また、少
なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標識して蛍光標識された血液試
料スメアを作製する。各蛍光標識試薬はバイオマーカーに特異的であり、ここで、蛍光標
識試薬のパネルは少なくとも約4つの異なるバイオマーカーを検出し、バイオマーカーの
検出は、細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである。組織学的に
染色された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式で画像化して第3の組のデータを作
製する。蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第4の光学様式で画像化して第4の組
のデータを作製する。第3の組のデータおよび第4の組のデータを解析して、5つ以上の特
徴の組み合わせが1つ以上の血液試料スメアの細胞システム生物プロフィールとなるよう
に少なくとも約5つまたはそれ以上の特徴を同定し、ここで、第3の組のデータおよび第4
の組のデータのそれぞれで少なくとも1つの特徴が同定される。したがって、該方法によ
り、1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた1つ以上の末梢血試料の細胞システム生
物プロフィールが作製される。上記のように、一態様において、1つ以上の末梢血試料は
、1つ以上の組織試料を得たときと同じまたは異なる時点で採取される。さらにまた、別
の態様において、1つ以上の末梢血試料が異なる時点で採取される場合、1つ以上の末梢血
試料の細胞システム生物プロフィールが比較される。
【００４４】
　本発明のさらなる態様において、本明細書において、1つ以上の組織試料の細胞システ
ム生物プロフィールを作製する方法が提供される。該方法は、1つ以上の組織試料から少
なくとも1つの切片を得る工程を含む。少なくとも1つの切片を、各蛍光標識試薬がバイオ
マーカーに特異的であるような蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識された切片を
作製する。一態様において、蛍光標識試薬のパネルは少なくとも約4つの異なるバイオマ
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ーカーを検出し、バイオマーカーの検出は、細胞システム生物プロフィールの1つ以上の
特徴の読み出しである。該方法は、蛍光標識された切片を少なくとも第１の光学様式で画
像化して第1の組のデータを作製し、これを解析して少なくとも約5つまたはそれ以上の特
徴を同定する工程をさらに含み、ここで、第1の組のデータにおいて少なくとも1つの特徴
が同定され、5つ以上の特徴の組み合わせは細胞システム生物プロフィール1つ以上の組織
試料である。したがって、該方法により1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィ
ールが作製される。さらなる態様において、該方法は、1つ以上の組織試料と同じ供給源
から得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製する工
程をさらに含む。該方法は、少なくとも1つの末梢血試料から少なくとも1つの血液試料ス
メア得る工程を含む。少なくとも1つの血液試料スメアを、各蛍光標識試薬がバイオマー
カーに特異的であるような蛍光標識試薬のパネルで標識して蛍光標識された血液試料スメ
アを作製する。蛍光標識試薬のパネルは少なくとも約4つの異なるバイオマーカーを検出
し、バイオマーカーの検出は、細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出
しである。該方法は、蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第２の光学様式で画像
化し、第２の組のデータを作製する工程をさらに含む。第２の組のデータを解析して、5
つ以上の特徴が少なくとも1つの血液試料スメアの細胞システム生物プロフィールである
ような少なくとも約5つまたはそれ以上の特徴を同定する。したがって、該方法により、1
つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム
生物プロフィールが作製される。任意の態様において、該方法は、少なくとも1つの血液
試料スメアを組織学的染色で標識して組織学的に染色された血液試料スメアを作製する工
程をさらに含む。組織学的に染色された血液試料スメアを画像化してさらなる組のデータ
を作製し、これを解析して少なくとも1つの特徴を同定し、ここで、組織学的に染色され
た血液試料スメアの組み合わせにおいて5つ以上の特徴の組み合わせが同定され、蛍光染
色された血液試料スメアが1つ以上の血液試料スメアの細胞システム生物プロフィールで
ある。
【００４５】
　本発明のさらなる態様において、本明細書において、1つ以上の組織試料の細胞システ
ム生物プロフィールを作製する方法であって、癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後
および／または癌の非存在に関して組織試料がプロファイルされる方法が提供される。当
業者によって理解されるように、種々の癌は、その病理に従って分類および病期分類され
得る。本明細書に記載の方法によって、例えば、癌の有無の確認、癌の同定、癌の病期の
分類、癌の結果または予後および任意の治療に対する癌の応答の予測および／または測定
が可能になる。該方法は、1つ以上の組織試料から少なくとも２つの切片を得る工程を含
む。少なくとも1つの切片を組織学的染色により標識して、組織学的に染色された切片を
作製する。少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識された切
片を作製する。各蛍光標識試薬は、バイオマーカーに特異的である。蛍光標識試薬のパネ
ルは、i)少なくとも4種類の癌細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬；ii)少
なくとも4種類の移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬；iii)A)
少なくとも3種類の癌細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬、およびB)少な
くとも3種類の移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬の組み合わ
せ、ならびにiv)上記の組み合わせからなる群より選択され得、蛍光標識試薬のパネルが
少なくとも約4つの異なるバイオマーカーを検出するような蛍光標識試薬を含む。バイオ
マーカーの検出は、細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである。
該方法は、組織学的に染色された切片を少なくとも第１の光学様式で画像化して第1の組
のデータを作製する工程、および蛍光標識された切片を少なくとも第２の光学様式で画像
化して第２の組のデータを作製する工程をさらに含む。第1の組のデータおよび第２の組
のデータを解析して、第1の組のデータおよび第2の組のデータのそれぞれで少なくとも1
つの特徴が同定されるように、少なくとも約5つまたはそれ以上の特徴を同定する。5つ以
上の特徴の組み合わせが1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールであり、し
たがって、該方法により、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールが作製さ
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れ、ここで、癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後または癌の非存在に関して組織試
料がプロファイルされる。一態様において、癌は乳癌である。
【００４６】
　さらなる態様において、癌細胞バイオマーカーに特異的な蛍光標識試薬により、例えば
、HER2/neu、エストロゲンレセプター(ER)、Ki-67、Cox-2、p16などの癌細胞マーカーが
検出される。別の態様において、移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な蛍光標識試薬
により、NK細胞バイオマーカーなどの移動性免疫細胞バイオマーカー、LAK細胞バイオマ
ーカー、TRAIL、PD1、免疫細胞アポトーシスのバイオマーカーなどが検出される。さらな
る態様において、特徴は、移動性免疫細胞バイオマーカーによって検出される種々の移動
性免疫細胞サブタイプの比であって、癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後、癌の非
存在およびその組み合わせを示すような比である。
【００４７】
　さらなる態様において、1つ以上の組織試料は、癌であることが疑われるか、癌である
ことが既知の癌性組織、リンパ節およびそれらの組み合わせからなる群より選択される。
【００４８】
　移動性免疫細胞は、典型的に、白血球(white blood cell/leukocyte)である。一態様に
おいて、移動性免疫細胞バイオマーカーの例としては、限定されないが、腫瘍、腫瘍排出
リンパ節、非センチネルリンパ節および末梢血中の特定の移動性免疫細胞のパーセンテー
ジおよび比が挙げられる。正常な血液中の移動性免疫細胞の例としては、(1)T細胞(種々
のサブタイプ)、B細胞(種々のサブタイプ)、およびナチュラルキラー(NK)細胞を含むリン
パ球(白血球の25%)；(2)好中球 (白血球の65%)；(3)好酸球(白血球の4%)ならびに(4)マク
ロファージ(種々のサブタイプ)を含む単球(白血球の6%)が挙げられる。一態様において、
細胞システム生物学プロファイリングのための組織内の免疫細胞のパーセンテージ範囲は
、以下：約1%～約90%のリンパ球(当業者によって認識されるように、このパーセンテージ
の範囲には種々のサブタイプを含む)；約1%～約90%の好中球；約0.01%～約50%の好酸球；
約0.01%～約50%の単球(当業者によって認識されるように、このパーセンテージの範囲に
は種々のサブタイプを含む)の1つ以上を含む。本発明の別の態様において、細胞システム
生物学プロファイリングのための組織内の免疫細胞の比の範囲は、以下：約0.1～約1000
のT細胞リンパ球/B細胞リンパ球；約0.01～約1000の樹状細胞/リンパ球；約0.01～約1000
のマクロファージ/リンパ球；約0.01～約1000のリンパ球サブセット/リンパ球サブセット
の1つ以上を含む。
【００４９】
　本発明またさらなる態様において、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィー
ルを作製する方法であって、癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後および／または癌
の非存在に関して組織試料がプロファイルされる方法は、1つ以上の組織試料と同じ供給
源から得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製する
工程をさらに含む。該方法は、少なくとも1つの末梢血試料から少なくとも1つの血液試料
スメアを得る工程、および少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標
識して、蛍光標識された血液試料スメアを作製する工程を含む。各蛍光標識試薬はバイオ
マーカーに特異的であり、蛍光標識試薬のパネルは少なくとも約4つの異なるバイオマー
カーを検出する。バイオマーカーの検出は、細胞システム生物プロフィールの1つ以上の
特徴の読み出しである。該方法は、蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第3の光
学様式で画像化して、第3の組のデータを作製する工程をさらに含む。第3の組のデータを
解析して、5つ以上の特徴を同定し、ここで、5つ以上の特徴は、少なくとも1つの血液試
料スメアの細胞システム生物プロフィールである。したがって、該方法により、1つ以上
の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プ
ロフィールが作製される。一態様において、少なくとも1つの末梢血試料は、1つ以上の組
織試料を得たときと同じまたは異なる時点で採取される。別の態様において、1つより多
くの末梢血試料が異なる時点で採取され、1つより多くの末梢血試料の細胞システム生物
プロフィールが比較される。
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【００５０】
　本発明のまたさらなる態様において、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィ
ールを作製する方法であって、癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後および／または
癌の非存在に関して組織試料がプロファイルされる方法は、1つ以上の組織試料と同じ供
給源から得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフィールを作製す
る工程をさらに含む。該方法は、1つ以上の末梢血試料から少なくとも2つの血液試料スメ
アを得る工程、および少なくとも1つの血液試料スメアを組織学的染色で標識して組織学
的に染色された血液試料スメアを作製する工程を含む。該方法は、少なくとも1つの血液
試料スメアを、各蛍光標識試薬がバイオマーカーに特異的であるような蛍光標識試薬のパ
ネルで標識して、蛍光標識された血液試料スメアを作製する工程をさらに含む。蛍光標識
試薬のパネルは少なくとも約4つの異なるバイオマーカーを検出し、バイオマーカーの検
出は、細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しである。該方法はまた
、組織学的に染色された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式で画像化し、第3の組
のデータを作製する工程、および蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第４の光学
様式で画像化し、第4の組のデータを作製する工程を含む。第3の組のデータおよび第4の
組のデータを解析して、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の血液試料スメアの細胞シ
ステム生物プロフィールとなるように少なくとも約5つまたはそれ以上の特徴を同定し、
第3の組のデータおよび第4の組のデータのそれぞれで少なくとも1つの特徴が同定される
。したがって、該方法により、1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた1つ以上の(o
ne the or more)末梢血試料の細胞システム生物プロフィールが作製され、ここで、癌の
有無、癌の病期、癌の診断、癌の予後または(of)癌の非存在に関して組織試料がプロファ
イルされる。一態様において、1つ以上の末梢血試料は、1つ以上の組織試料を得たときと
同じまたは異なる時点で採取される。別の態様において、1つより多くの末梢血試料は、
異なる時点で採取され、1つより多くの末梢血試料の細胞システム生物プロフィールが比
較される。
【００５１】
　本発明の別の態様において、本明細書において、1つ以上の組織試料の細胞システム生
物プロフィールを作製する方法であって、組織毒性の存在、重篤度または非存在に関して
組織試料がプロファイルされる方法が提供される。該方法は、1つ以上の組織試料から少
なくとも２つの切片を得る工程を含む。少なくとも1つの切片を組織学的染色により標識
して、組織学的に染色された切片を作製し、少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネ
ルであり、蛍光標識された切片を作製する。各蛍光標識試薬は、バイオマーカーに特異的
である。蛍光標識試薬のパネルは、i)細胞代謝バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識
試薬、ii)DNA損傷バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬、iii)細胞形態バイオマ
ーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬、iv)DNA損傷バイオマーカーに特異的な一組の蛍光
標識試薬、v)細胞分化バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬、vi)ストレス誘導
型の転写活性化または抑制バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬、vii)ストレス
キナーゼバイオマーカーのリン酸化状態に特異的な一組の蛍光標識試薬、viii)アポトー
シスまたはネクローシスバイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬、ix)細胞骨格バ
イオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬、x)オルガネラバイオマーカーに特異的な一
組の蛍光標識試薬、xi)免疫細胞バイオマーカーの存在または活性化に特異的な一組の蛍
光標識試薬、ならびにxii)その組み合わせからなる群より選択され、蛍光標識試薬のパネ
ルが少なくとも約4つの異なるバイオマーカーを検出するような一組の蛍光標識試薬を含
み、ここで、バイオマーカーの検出は、細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴
の読み出しである。組織学的に染色された切片を少なくとも第１の光学様式で画像化して
第1の組のデータを作製する。蛍光標識された切片を少なくとも第２の光学様式で画像化
して第２の組のデータを作製する。該方法は、第1の組のデータおよび第2の組のデータを
解析して少なくとも約5つ以上の特徴を同定する工程をさらに含み、ここで、第1の組のデ
ータおよび第2の組のデータのそれぞれで少なくとも1つの特徴が同定される。5つ以上の
特徴の組み合わせは、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールである。した
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がって、該方法により、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールが作製され
、ここで、組織毒性の存在、重篤度または非存在に関して組織試料がプロファイルされる
。一態様において、1つ以上の組織試料は、1つ以上の肝臓組織試料である。
【００５２】
　当業者によって理解されるように、本明細書に記載の本発明の方法は、多くの適用に使
用され得る。本発明は、本明細書においてその一部の概要を示す現在実施されている技術
を発展させる。
【００５３】
　病理学、毒性学および個別医療における染色および透過光画像化：病理学者および毒性
学者が切片を見て、経験と知識に基づいた決定を行なう必要性を満たすため、病理学およ
び毒性学における組織切片の染色および画像化のための標準的な組織学的方法が開発され
た。H&E(ヘマトキシリンおよびエオシン)、コンゴレッド、細菌のグラム染色などの染色
により、種々の細胞型および構造を標識するため、および解釈を容易にするための手段が
提供される。熟練病理学者は、染色パターンの解釈を学習できるが、このパターンの解釈
を自動化するための作業には、多くの困難が伴ってきた。蛍光標識技術は、特に、抗体ま
たは他の分子特異的バイオマーカーもしくはタグ、例えばアプタマーと組み合わせる場合
、細胞成分の非常に特異的な標識、バックグラウンドに対して高いシグナル、単一の被検
物質上の多数の標識の識別能、および各細胞内の比較的少数の標的の検出能を可能にする
。これらの性質は、自動画像化について蛍光をほぼ理想的なものとするが、視覚的解釈に
おける蛍光の使用は、色あせ、目のスペクトル応答の制限、および目のダイナミックレン
ジの制限のため、より制限されている。病理学を自動化するための活動は、主に、病理学
者によって使用されている染色および解釈方法によって導かれた。
【００５４】
　組織切片からの画像の取得および管理を自動化するためのソフトウェアツールが開発さ
れている。例えば、Bacus Laboratories，Inc. (Chicago、IL)では、透過光組織切片およ
び組織アレイを解析するソフトウェアが、画像共有および遠隔解析のためのソフトウェア
ツールとともに開発された。
【００５５】
　薬物発見：平均すると、製薬会社は、新規薬物を市場に出すのに10億ドル以上を費やす
が、この大きな時間と資源の投資にもかかわらず、薬物が不充分である頻度は高い。不充
分な有効性および薬物誘導毒性は、これらの不充分性の主な原因であり続ける[11、12]。
さらにまた、多くの候補薬物は、後に、開発に相当な投資をしたにもかかわらず、動物試
験または臨床試験で不合格となる。明らかに、薬物発見、ならびに環境衛生および工業安
全性などの他の分野において、機能評価の改善された方法が必要である。有効性および毒
性研究は、薬物開発、例えば、細胞系アッセイ、ADME動物研究および臨床試験中数回の時
点で行なわれる。組織分析の信頼性における改善により、薬物試験の信頼性および安全性
の改善が期待される
【００５６】
　個別医療：ゲノミクスおよびプロテオミクスは、個々の各患者にカスタマイズされる診
断的および治療的処置の基礎となっている。この個別医療は、疾患に対して全患者のプロ
フィールを考慮するシステムアプローチに基づき、最も有効な治療を決定する[2]。ゲノ
ミクスおよびプロテオミクスから導かれた分子情報、特に、特定の疾患状態と相関してい
た遺伝子およびタンパク質から導かれた分子情報は、しばしば、バイオマーカーとよばれ
、確実に貴重な患者データ源であるが、治療のカスタマイズは、個々の全てのゲノムにつ
いて治療を試験することはできないため、充分特徴付けされた種類のバイオマーカーに限
定されている。
【００５７】
　環境毒性学：環境毒性学における課題は、リストが増大している天然物質および人工物
質のヒトの健康に対する影響を評価することである。いくつかの要素により、問題は複雑
化する：増加する多数の物質を試験しなければならない；環境への曝露の複雑性により、
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広範な曝露機構、濃度および時間にわたる試験が必要である；ならびに結果に関する年齢
および遺伝的ばらつきの影響に関する不確実性。試験の有効性および評価を改善するため
の信頼性のある手段は、米国立衛生研究所において米国家毒性プログラムで活発に探求さ
れている。
【００５８】
　生物医学的研究：細胞分析は、基礎生物学的研究ならびに医学研究において、通常に使
用されている。両方の場合において、複雑な多成分系の応答の解析に利用可能なツールが
制限されているため、細胞分析は、通常、単一の細胞プロセスに的が絞られる。
【００５９】
　システム生物学は、系の成分と経路の相互作用を中心とした新たに出現した研究分野で
ある。
【００６０】
　機能評価：インビボ毒性学では、いくつかの領域、例えば、突然変異誘発力、器官細胞
傷害性、免疫毒性、神経毒性、催奇形性、および安全性薬理学において急性および慢性の
毒性が測定される。CYP450誘導、エイムス試験、MTTアッセイなどのインビトロ毒性学ア
ッセイは、これらの機能的応答を測定するために使用される。インビトロ毒性学アッセイ
は、典型的に、種々の細胞型、例えば、肝細胞、心筋細胞などを使用する細胞系アッセイ
である。
【００６１】
　トキシコゲノミクスでは、毒性効果と関連する遺伝子発現パターンを同定するために、
従来の遺伝学および毒性学の組み合わせが使用される。トキシコゲノミクス プロフィー
ルは、典型的に、ヌクレオチド配列、遺伝子発現レベル、タンパク質合成、タンパク質機
能およびいくつかの表現型応答などの情報を含む。トキシコゲノミクスの目的の１つは、
毒性生物学的応答を誘導するゲノム事象の流れを同定することである[13]。
【００６２】
　細胞傷害性の細胞系アッセイ：細胞傷害性の既存の細胞系アッセイは、細胞集団におい
て特定のエンドポイントを検出するように設計されている。例としては、トリパンブルー
染色が挙げられ、生細胞によって排除されるトリパンブルー色素の取込みを測定すること
により、細胞死が顕微鏡により評価される。同様に生細胞から排除される他のバイタル染
色および蛍光DNA結合色素もまた使用され得る。別のアッセイ形式では、生細胞を、細胞
が死ねと放出されるプローブで標識する。毒性はまた、特定の細胞機能を測定することに
より評価され得る。より一般的なアッセイの１つはMTTアッセイであり、この場合、ミト
コンドリア酵素の活性によって細胞増殖が測定される。他のアッセイでは、特定の細胞マ
ーカーが測定される。例としては、PGE-2、TNFα、IL1bおよび他のインターロイキンなど
の炎症と関連するマーカーの活性化の測定が挙げられる。アッセイ形式は、生細胞、固定
細胞または細胞抽出物におけるものであり得る。これらのアッセイに使用される多くの同
じバイオマーカーが組織系細胞バイオマーカーパネルの成分として有用である。
【００６３】
　代謝：代謝に対する薬物の効果は、放射性前駆物質、チミジン、ウリジン(または細菌
ではウラシル)およびアミノ酸のDNA、RNAおよびタンパク質内への取込みによって測定さ
れる。炭水化物および脂質合成は、適当な前駆物質を用いて同様に測定される。核酸もし
くはタンパク質の代謝回転、または特定の細胞成分の分解は、予備標識(またはパルス標
識)した後、残留標識の精製工程および定量を行ない、場合によっては、成分の化学物質
量を測定することにより測定される。最適細胞増殖に関するエネルギー源代謝もまた解析
される。
【００６４】
　光学顕微鏡使用法により、細胞の一般状態が示され、トリパンブルー排除と組み合わせ
ると、生存可能細胞の割合が示される。光学的に密な小さい細胞はネクローシスを示し、
一方、泡状突起を伴う、膨らんだ「爆発性」細胞はアポトーシスを示す。位相差顕微鏡使
用法により、間接光で細胞が見え、反射光は、より詳細な特定の細胞内構造を示す。蛍光



(33) JP 2014-29346 A 2014.2.13

10

20

30

40

50

顕微鏡使用法では、選択的色素または特異的抗体で標識した後、細胞内の個々の成分が検
出され、代謝状態と関連する細胞の特徴を同定するために使用され得る。
【００６５】
　高成分スクリーニング：高成分スクリーニング(HCS)は、1つ以上の細胞の特徴を細胞の
アレイで測定および解析して細胞の機能的応答を同定する方法として開発された[5、14、
15]。例えば、HCSアッセイは、特定のレセプターの活性化[16]、ミトコンドリア活性 [17
]、アポトーシスの発生[5、18]、または別の細胞機能を測定するために使用され得る。
【００６６】
　これらの細胞の各特徴は、特定の細胞成分の測定を表す。いくつかのHCSアッセイでは
、単一の細胞の特徴は、単一の細胞機能または応答を示すのに充分である。他の場合では
、細胞応答を具体的に示すために、いくつかの特徴の測定が必要とされる。例えば、市販
のアポトーシスアッセイでは、アポトーシスをより具体的に示すために4つの細胞特徴が
使用される。これらの特徴は、アポトーシスの生物学の知識に基づいて解釈される。
【００６７】
　多パラメータ細胞傷害性アッセイが、HCS技術のほぼすべての販売元によって開発され
た。これらのアッセイは、典型的に2～4パラメータアッセイであり、ネクローシスまたは
アポトーシスのいずれかによって細胞死に関する細胞の特徴が測定される。これらのアッ
セイは、薬物発見において、ならびに生物兵器の環境薬剤試験において培養細胞および一
次細胞調製物に適用されている[19]。HCSで使用されるバイオマーカーの多くが、組み合
わせでも、組織切片および他の組織被検物質において細胞状態の特徴ベクターの成分とし
て使用され得る。
【００６８】
　試薬技術：多数の試薬技術が細胞機能のアッセイに利用可能である。蛍光試薬技術はこ
こ20年で成熟し、プローブは、サブ区画の標識、タンパク質の位置決定、膜の標識、膜電
位への応答、局所化学物質環境への応答、分子移動の読み出し、および多くの他の測定の
提供に利用可能である[20]。抗体と組み合わせると、免疫蛍光標識により、タンパク質ま
たはリン酸化タンパク質などのタンパク質バリアントを検出および位置決定するための容
易な方法が提供される。細胞は、任意の蛍光タンパク質の着色バリアントでタグ化された
タンパク質を発現するように操作され[21、22]、これらの蛍光タンパク質は、特定の細胞
機能のインジケータであるようにバイオセンサーが作製されるようにさらに操作され得る
[16、23～25]。種々の標識が単一の試料調製物と組み合わされ、集団内の個々の各細胞の
、ならびに集団全体としての多くの特徴の測定が提供され得る[10、26]。量子ドットは、
その単一の励起波長および狭い発光バンドにより、アッセイ内でさらに高度の多重化の可
能性を提供する[27]。蛍光プローブの多様性に加え、細胞系アッセイで有効に使用され得
る多数の生物発光試薬および化学発光試薬がある[28、29]。
【００６９】
　多パラメータ高成分スクリーニングプロフィール：細胞傷害性アッセイのパネル、例え
ば、DNA合成、タンパク質合成、グルタチオン枯渇、スーパーオキシド誘導、カスパーゼ-
3誘導、膜完全性および細胞生存可能性の性能の最近の比較により、これらのアッセイは
、平均して、動物研究の予測力の半分したもたないことがわかった[11]。対照的に、ヒト
肝細胞を使用する比較的単純な4パラメータ高成分スクリーニングアッセイは、動物系毒
性アッセイよりも予測的であることがわかった(O'Brien，P. J.；Irwin，W.；Diaz，D.；
Howard-Cofield，E.；Krejsa，C. M.；Slaughter，M. R.；Gao，B.；Kaludercic，N.；An
geline，A.；Bernardi，P.；Brain，P.；Hougham，C，High concordance of drug-induce
d human hepatotoxicity with in vitro cytotoxicity measured in a novel cell-based
 model using high content screening. Arch Toxicol 80:580-604 (2006))。
【００７０】
　しかしながら、これらのアッセイは独立して実施され、最小活性濃度についてのみ解析
され、全体的な予測性を改善するために読み値を任意の定量的様式で組み合わせる試みは
行なわれなかった。いくつかの研究により、細胞系アッセイからの多次元細胞応答は、標
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準的な方法を用いてクラスター化され、類似した活性を有する化合物が同定され得ること
が示された[10、30、31]。これらの研究では、化合物応答をクラスター化するための原理
の証拠が示されたが、これらの同定されたクラスターを特定の応答プロフィールと相関さ
せ、次いで、該応答を用いて未知物質の生理学的影響を予測する試みはなされなかった。
同様に、組織または他の被検物質の細胞状態の多次元特徴付けを用いて、特定の疾患状態
と関連する細胞状態のパターンまたは治療に対する患者応答が確認され得る。
【００７１】
　分類ツール：いくつかの市販のアッセイによる使用のための簡単な自動化分類体が開発
されている。この分類体により、数種類のアッセイ特徴のアウトプットを1つの結果に組
み合わせるためのブール演算の使用が可能となる[32]。これらのブール演算により、アッ
セイの開発者が数種類の特徴の測定値を組み合わせるアウトプットを規定することが可能
となる。これは、いくつかのHCSアッセイの範囲の拡大に有用であるが、限定的な特徴を
有し、多面的な特徴の使用により確実に設計されることはなく、それと共に使用すること
も容易ではない。
【００７２】
　患者組織試料の細胞システム生物プロフィールの多重化蛍光：本明細書に記載される発
明は、特異的蛍光標識システムと組織マーカープロフィールを作製するための画像取得お
よび画像解析の統合に基づく患者の組織標本を特徴付けるための改善された方法である。
また、本発明は、腫瘍病期および他の疾患の病期、ならびに治療に対する応答などの患者
の医学的状態を同定するために、組織標本を分類するためのプロフィールの使用を開示す
る。
【００７３】
　本発明の一局面は、従来の組織学的染色および透過光ベースの画像の使用を、分子特異
的な蛍光標識バイオマーカーと組み合わせて、形態測定解釈と「細胞システム生物プロフ
ィール」において多重化するバイオマーカーを相関することである。この結果は、装置が
高速であり、ソフトウェアが単純である強力な機械学習プラットフォームである。
【００７４】
　多くの装置は、組織切片の透過光画像化に利用可能である。例えば、Hamamatsu（Bridg
ewater, NJ）NanoZoomer装置は、一日当たりに多くのスライドの自動化処理を可能にする
。共焦点顕微鏡、広視野画像化、およびHCSシステムを含むスライドの蛍光画像化に、多
くの装置が利用可能である。広視野画像化システムおよびHCSシステムは共に、切片の特
徴の解像度を向上させるためにソフトウェア解析または構造図示法をさらに使用し得る。
したがって、スライドまたはマイクロプレート上の切片において、従来の蛍光レポーター
およびより強力な分子特異的蛍光レポーターの両方を画像化することができる。
【００７５】
　図3は、システム生物学、細胞システム生物学、セロミクス、ゲノミクス、プロテオミ
クスおよびメタボロミクスの関係を図示する。システム生物学は、遺伝子、タンパク質、
および生化学経路から開始して生命を生じる、統合されて相互作用するコンポーネントの
ネットワークと見なされる、生物の研究である。生物学的システムは複雑であるために、
システムコンポーネント間の相互作用から創発性が生じる。これらの創発性は、コンポー
ネントの特性からは予想されない特性ではあるが、コンポーネント間の相互作用の結果で
あり、そのため測定および解析についてのシステムアプローチを必要とする。
【００７６】
　細胞システム生物学は、生命の基本的な単位としての細胞の研究である：統合されて相
互作用する遺伝子、タンパク質および生化学反応のネットワークは、機能および生命を生
じる。細胞は最も単純な機能的生物システムであるので、そこから生物システムに関する
知識を抽出するための理想的なシステムである。細胞システム生物学は、細胞コンポーネ
ントの相互作用が細胞機能に寄与する複雑な生化学的かつ分子的なプロセスをどのように
して生じるのかを理解するために、細胞解析技術の適用を伴う。これらの細胞機能には、
環境変化および実験処理に対する細胞の複雑な応答行動が含まれる。図3に図示されるよ
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うに、細胞システム生物学はシステム生物学の構成要素である。
【００７７】
　本発明は、血液を含む、組織調製物、例えば切片、スメアおよびその他の細胞組織調製
物の細胞および/または組織特徴の「システムベース」パネルまたは測定値のパネルから
、ヒトを含む高等生物の生物学的状態を同定するための方法に関する。同一の試料中の測
定値の「システムベース」パネルは、個体または測定値に対するわずかなパラメーターお
よび調査される組織由来のその後のシステム応答プロフィールの解析に焦点を当てた本発
明の方法を劇的に拡大する。本発明の方法はまた、組織システムプロフィールに基づく生
物学的状態の類似性および作用の予想様式を定量するための手段を提供する。薬物開発お
よび環境衛生における動物試験、医学的診断およびヒト臨床試験などの、本発明の使用か
ら利益を得る多くの応用が存在する。この技術の適用は、薬物開発の効率を向上し、コス
トを低減する。本発明はまた、環境毒性試験の効率を向上させる。
【００７８】
　本発明は、プロトコル、試薬パネル、データベースおよびインフォマティクスソフトウ
ェアなどの種々の態様を含む。
【００７９】
　図5は、毒性をプロファイルするために使用されるアッセイ機能分類のパネルを含む本
発明の態様の例を図示する。これらの機能分類には、ストレス経路、オルガネラ機能、細
胞周期段階、形態変化、アポトーシスおよびDNA損傷が含まれる。そのほかの機能分類は
、当業者に理解されるように、毒性評価およびこの方法のその他の機能的応用に使用する
ことができる。本発明の方法は、本発明の特定の態様の感度、特異性または利用可能性の
範囲を改善するためのプロフィールに追加可能なさらなるアッセイおよび機能分類の検証
に使用することができる。
【００８０】
　これらのアッセイ機能分類のそれぞれにおいて、1つ以上のアッセイを選択して、アッ
セイ機能分類の応答の指標として、組織中の細胞の1つ以上の細胞システム生物特徴の測
定に使用する。細胞システム生物特徴測定値がどのようにして細胞または組織上に作製さ
れ得るかを説明するために、アレイ中の細胞について、複数の特徴を有する同様の高成分
スクリーニングアッセイを図6中に説明する。この例示的アッセイにおいて、多重化され
た高成分スクリーニングのそれぞれのチャネル由来の代表的な画像を示す。画像から情報
を抽出して、核の大きさおよび形状、細胞周期分布、DNA分解、微小管細胞骨格の状態、
腫瘍サプレッサーp53の活性化状態、およびヒストンH3のリン酸化状態、細胞周期の制御
に含まれるタンパク質などの、少なくとも4種類の細胞特徴のアウトプットを作製するた
めにアルゴリズムを使用する。アッセイは2つ以上のアッセイプレート中で組み合わせて
、6個以上の特徴を有する化合物プロフィールを作製することができる。複数のアウトプ
ット特徴を有する画像解析アルゴリズムを含むこのようなアッセイは、種々の市販供給源
、特にCellomics（Pittsburgh, PA）、GE Healthcare（Piscataway, NJ）、Molecular De
vices（Sunnyvale, CA）およびその他などのHCS技術業者から入手可能であり、任意の標
準的画像解析ソフトウェアパッケージのいずれか1つにて実施され得る。市販アッセイお
よび特注で開発されたアッセイの組み合わせからのアウトプット特徴を組み合わせて、1
つの応答プロフィールを作製する。一態様において、図5の少なくとも約4種類の機能分類
からアッセイを選択し、高レベルの統合機能を予想するための十分に広いプロフィールを
提供する。本発明の一態様は、これらの機能分類の1つを有するアッセイのパネルを使用
する。これらそれぞれのアッセイは、まず予想される毒性知識ベースを構築するため、そ
の後試験化合物のプロフィールを作製して、知識ベースの分類を比較し、それにより試験
物質の毒性影響を予想するために使用される。本発明の別の態様は、より正確なプロフィ
ールを作製するために図5に列挙される全てのアッセイを使用し、その後主成分解析など
の統計的方法を使用して毒性パラメーターの選択されたプロフィールについて、最も高い
予想潜在性を有する特徴を同定する。
【００８１】
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　いくつかのプロフィールにおいて、より広範囲に応答に関連する組織を示すために、複
数の細胞型が同定および解析される。また、当業者に理解されるように、解析には、組織
細胞の一群または組織切片の領域が、形態計測、組成、強度、またはその他の特徴につい
て全体として解析される高出力アッセイにより、個々の組織細胞が測定されるアッセイの
組み合わせが含まれ得る。
【００８２】
　図7および8は、本発明の2つの態様についてのフローチャートを示す。図7および8の手
順は別々の手順を示す。図7の手順は、組織プロフィールデータベースを集合させ、組織
学的測定に関連する応答プロフィールの分類を作製するために使用される手順を示す。図
8の手順は、分類組織を予測して、医学的状態を同定するためのプロフィールデータベー
スを使用する方法を示す。図8の手順は以下の工程を含む：1.スライドまたは他の担体上
に組織試料を調製する。2.組織切片を固定して目的のバイオマーカーに特異的な標識で染
色する。3.スライドを、HCSリーダー、高出力スライドスキャンリーダー、自動顕微鏡ま
たはその他の検出器などの画像化システムで読み込む。4.アッセイアルゴリズムを適用し
て粗製の画像データをアッセイデータポイントに変換する。5.アッセイデータポイントを
クラスター化して応答分類を作製する。6.応答分類を使用して、それぞれの分類について
の応答プロフィールを作製する。7.各スライドセットの対照組織標本の細胞について応答
プロフィールを確立する。8.応答プロフィールをクラスター化して機能的応答の分類およ
び予測に使用可能な特有のプロフィールを同定する。
【００８３】
　図8に示される手順を使用して、生理学的効果について物質を評価する。これは工程の
順序を含む：1. スライドまたはその他の担体上に試料を調製する。2. 細胞を固定して、
目的のバイオマーカーに特異的な標識で染色する。3. HCSリーダー、高出力スライドスキ
ャンリーダー、自動化顕微鏡またはその他の検出装置などの画像化システムでプレートを
読む。4. アッセイアルゴリズムを適用して粗製画像データをアッセイデータポイントに
変換する。5. アッセイデータポイントに基づいて組織細胞特徴を分類する。6. 細胞応答
プロフィールに適合する生理学的応答プロフィールについてデータバースを検索する。7.
 応答プロフィールの類似性に基づいて生理学的応答についての予想を作製する。8. レポ
ートを作成して、物質の応答データに基づいてそれぞれの生理学的応答の可能性を表に記
入する。
【００８４】
　図7は、組織切片を処理して細胞システム生物プロフィールを作製する全体的な試料の
流れを図示する。スライドセットは2つ以上の組織切片を含み、それぞれを細胞システム
生物プロフィールの収集に使用する。一組のそれぞれの組織切片から、解析されるそれぞ
れの波長で、各組織切片の1つ以上の視野由来の画像の画像セットを作製する。画像セッ
トの解析により、一組の細胞システム生物特徴を作製する。細胞システム生物特徴を処理
およびクラスター化して、データベースに組み込まれるか、または生理学的応答の有力な
様式を同定するためのデータベースの検索もしくは患者の階層化のための優先事項の設定
に使用される細胞システム生物プロフィールを作製する。
【００８５】
　組織中の細胞の集団は、別々の応答分類を占有し、疾患または治療が進行するに従って
ある分類から別の分類へと移動し得る。一例において、細胞システム生物プロフィールは
、コルモグロフ-スミルノフ（KS）類似性解析の適用により構築することができる。KS値
は集団を特徴づけ、多くの患者由来の試料またはその他の組織供給源由来の試料をクラス
ター化するために使用することが可能な測定値を提供するための1つの手段である。例え
ば、KS値に基づく細胞システム生物特徴は、集積クラスタリング（agglomerative cluste
ring）またはその他のクラスタリング法によりクラスター化され、同様の細胞システム生
物プロフィールにより組織を同定する細胞システム生物プロフィールを構築し得る。クラ
スタリングの前にデータを処理するためにKS解析以外の他の方法を使用することができ、
種々のクラスタリングアルゴリズムを有用に適合することができる。
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【００８６】
　図8は、組織試料または組織アッセイのパネルについて応答プロフィールを作製するた
めにデータフローが使用される本発明の一態様を図示する。公知の状態または医療の結果
を有する供給源由来の試料を処理して細胞応答プロフィールを生成し、それを生理学的状
態のほかの情報と重ね合わせる。それぞれの組織の組み合わされたプロフィールをクラス
ター化して、応答の分類を識別するために使用することが可能な特有のプロフィールを同
定する。試験試料の分類に使用するために、応答分類をデータベースに保存する。試験組
織試料は、次いでデータベースの細胞応答プロフィールに適合する細胞応答プロフィール
を生成するために処理され、データベースプロフィールに対する応答の類似性に基づいて
データベース中のそれぞれの参照応答プロフィールについての可能性を計算し、類似性プ
ロフィールを生成する。
【００８７】
　アルゴリズム：特注されるか、またはHCS業者もしくは他の画像化ソフトウェア販売元
により提供されるアプリケーションソフトウェア中に組み込まれるアルゴリズムは、光学
視野内のそれぞれの細胞について細胞内目的物の強度、形状および局在などの複数の数値
的特徴（細胞システム生物特徴）を生成する。vHCSTM Discovery Toolbox（Cellomics, I
nc）、Metamorph（Molecular Devices）、GE Healthcareのソフトウェアおよびその他のH
CSならびに画像解析パッケージは、画像のバッチ解析およびその後の画像取得に使用する
ことができる。組織試料およびその調製の種類を条件として、試料当たりの測定される細
胞の総数は、通常、細胞応答の不均一性およびアッセイの感度に依存して少なくとも約10
0～少なくとも約10000の範囲である。アッセイ出力パラメーターの例はアプリケーション
ソフトウェアの機能を示す。例えば、核の形態の変化を計算するために、それぞれの細胞
についての平均核強度値を使用することができる。正常細胞と比較して、核の凝集により
大きい平均核強度値が生じ、DNA分解を伴う核の拡大により小さい平均核強度値が生じる
。先述したホスホヒストンH3に特異的な抗体で標識した細胞の平均核強度を使用して、ヒ
ストンH3リン酸化の測定値を得る。画像化および細胞解析の当業者は、容易に利用可能な
多くのかかるアルゴリズムが存在すること、ならびに細胞/組織機能を測定するために細
胞および組織の画像化ベース解析に従った多くのかかる細胞処理が存在することを理解す
るであろう。
【００８８】
　応答のクラスタリングおよび分類：健常組織、腫瘍組織、およびその他の異常組織など
の組織の集団において誘導される細胞システム生物特徴応答の差を定量するために、いく
つかの異なる方法が効果的に使用可能である。類似細胞の集団または組織中の細胞の集合
中で、多くの異なる個々の細胞応答プロフィールが可能であり、細胞応答における周知の
不均一性を含む[33、34]。一態様において、組織切片由来の各細胞パラメーターについて
の細胞システム生物特徴応答分布は、適合解析（fit analysis）のKSの良好性（KS値）を
用いて対照と比較することができる[35]。蛍光由来ヒストグラムの有意な変化についての
試験を用いて、反復対照試料についてのKS値を計算し、これらのデータを用いて細胞シス
テム生物特徴応答が有意であるとみなされる上述の閾値（例えば臨界値）を設定する[36]
。
【００８９】
　多重化組織由来の細胞集団分布データの組織特徴における疾患または治療依存的変化ま
たは患者に特異的な差の有意検定を実行するために、Peacock [37] に記載され、Fasano 
and Franceschini [38]によりさらに改良される二次元に、一次元KS検定を適用すること
ができる。細胞システム生物特徴セットの生理学的な二種類のパラメーターを示す二次元
細胞集団データ分布を、複数の標本から得られた二次元細胞集団データ分布と比較する。
第1に、それぞれの分布を、未処理細胞データ分布から計算されるメジアンx軸値およびy
軸値により規定される四分円に分割する。次いで二次元KS値は、全ての4つの四分円にわ
たる範囲で見られ、それぞれの処理された四分円の細胞の画分とそれぞれの未処理の四分
円に対応する細胞の画分の間の最大の差が見られた。
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【００９０】
　また、組織中の細胞集団の不均一性は、細胞システム生物プロフィールを評価するため
の他の統計学的方法により解析することができる。本発明の別の態様において、各細胞か
らの全ての細胞特徴値を組み合わせて、細胞システム生物プロフィールを作製する。細胞
システム生物プロフィールは、標準的方法により同定される、実際の測定値、および/ま
たは測定された値の主要な成分からなり得る[39、40]。組織細胞のそれぞれの集団および
異なる試料由来の細胞システム生物特徴は、標準的方法を使用してクラスター化され[39
、40]、細胞システム生物プロフィールが生成される。これらのプロフィールを使用して
分類体が構築される。単一の組織試料中、およびそのための同一の医学的状態にあること
を特徴とする全ての細胞は、これらの応答分類に分類される。次いで、これらの分類のそ
れぞれの占有率は、かかる試料についての集団応答プロフィールとなる。一例において、
該試料由来の細胞システム生物プロフィールを、参照試料由来の細胞システム生物プロフ
ィール（例えば、毒性応答プロフィール）と結びつけ、データベース中に保存する。試験
試料由来の細胞システム生物プロフィールは、データベース中の参照試料の細胞システム
生物プロフィールに基づく見込み分類体を使用して分類され、毒物学的応答を予想するか
または患者を階層化する。他の態様は、代替的な解析アルゴリズムまたは方法を使用して
、細胞応答プロフィールをクラスター化し、組織切片の試験セットの公知の特性に基づい
て分類体を作製する。
【実施例】
【００９１】
　具体的な組織の例として肝臓を使用したヒトおよび動物の正常、疾患および治療組織の
組織試料プロファイリングの例：
【００９２】
　多数の細胞型で構成される腺である肝臓は、精密に組み合わされた細胞活性により調節
される外分泌および内分泌機能の両方を実行する。さらに、肝臓はまた、その多くが肝臓
に存在する1つ以上の細胞型に対して毒性を有する薬物およびステロイドの代謝に重要で
ある。肝臓の他の重要な機能としては、トリヨードサイロニンおよびチロキシンの脱ヨウ
素化、糖新生および糖原分解、血中の正常グルコース濃度の維持、遊離脂肪酸のトリグリ
セリドへのエステル化、グリコーゲン、脂肪、および鉄の貯蔵、毒物および過酸化水素の
解毒、ならびに子宮内生命の2ヶ月～8ヶ月の間の造血が挙げられる。
【００９３】
　従って、肝臓の完全な構造における細胞の細胞システム生物特徴は、正常または疾患組
織の最も関連のあるプロフィールの1つ、および化合物が生体システムとしての肝臓上で
有する効果を提供する。
【００９４】
　他の腺のように、完全な肝臓は、支質および高度に血管形成されて神経支配された実質
で構成される。従って、肝臓の組織切片は：
1. 鱗状上皮細胞および線維芽細胞-支質の一部を形成
2. 神経線維-実質を神経支配するための血管を伴う細胞プロセス
3. 毛細管上皮-血管の壁を形成する細胞
4. クッパー細胞-特殊マクロファージ
5. 脂肪細胞-トリグリセリドを貯蔵する
6. 血液細胞-赤血球、免疫細胞および血小板を含む細胞
7. 肝細胞-肝臓における最も主要な細胞型を含む数種類の細胞からなる。肝細胞は上述の
肝臓の機能のほとんどを実行する。
【００９５】
　腫瘍切片の細胞学に基づく従来の透過光顕微鏡使用法と多重化された蛍光ベースを組み
合わせる原理：1. 病理学者が直接関連する試験。2. 現在のH&E染色された切片の視覚化
調査および他の手動で検出可能な組織化学染色により標識された切片の直接比較が可能に
なる。3. 組織の形成が維持され免疫細胞の浸潤の解析が可能になる。4. システムの自動
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画像取得の実行が可能になる。5. 移動性免疫細胞の存在および活性化の状態とリンパ節
および末梢血中の免疫細胞の存在および活性化の状態の相関が可能になる。6. 組織系プ
ロフィールデータに基づく組織系プロフィールまたは末梢血プロフィールのいずれか/ま
たはから組織毒性プロフィールを生成し得る。7. 多重化、蛍光ベースバイオマーカーが
、具体的なタンパク質およびタンパク質の翻訳後修飾、コーディングRNAまたはノンコー
ディングRNA、およびマイクロRNAを含む特異的RNA種を検出する特異的試薬の組み合わせ
であり得る。
【００９６】
　以下は、疾患または化合物処理に対する肝臓組織のシステム応答をプロファイルするた
めの、種々の組み合わせにおいて組み合わされ得るバイオマーカーのリストである：
1. 代謝バイオマーカー：
・シトクロムP450アイソタイプ-肝細胞中の発現レベルおよびアイソタイプの比。
・P糖タンパク質活性-細胞、特に肝細胞外の複数の化合物基質を排出する膜結合タンパク
質。
2. DNA損傷バイオマーカー：
・細胞周期調節-組織切片中に含まれる細胞の核内の全DNA含量の分布は、ヘキスト33342
、Draq-5、またはヨウ化プロピジウムなどの核標識を使用して測定することができる。
・核形態およびクロマチン凝集-核の損傷はしばしば核の形態の変化またはクロマチンの
凝集状態と相関可能である。組織切片に含まれる核のクロマチンの形態（例えば、形状お
よび大きさ）または構造（単位面積当たりの明るさ）は、ヘキスト33342、Draq-5、また
はヨウ化プロピジウムなどの核標識を使用して測定可能である。
・8-オキソグアニン - DNAに対する酸化的損傷はしばしばグアニンの酸化アナログを生じ
る。細胞中のDNAが損傷されたという8-オキソグアニンシグナルの上昇。
・DNA修復タンパク質（APE/ref-1）の活性化-肝細胞またはDNAを含む肝臓中の他の任意の
細胞中のDNAは疾患または化合物処理により損傷し易い。細胞中のDNA損傷応答機構が活性
化されたというAPE/ref-1シグナルの発現レベルの変化。
・ヒストンH2A.Xリン酸化-肝細胞またはDNAを含む肝臓中の他の任意の細胞中のDNAは、疾
患または化合物処理により損傷し易い。細胞中のDNA損傷応答機構が活性化されたという
ヒストンH2A.Xシグナルのリン酸化。
・p53タンパク質活性化。
・Rbタンパク質リン酸化
3. 細胞形態および分化バイオマーカー：
・細胞拡散および肥大
・細胞-細胞または細胞支質の接着
・新規血管の脈管形成
・神経支配神経線維のリモデリング
4. ストレス誘導型転写因子活性化または抑制バイオマーカー：
・NF-κB
・ATF-2
・CREB
・AP-1
・MSK
・NFAT
・Stat1、2、3
・Oct-1
5. ストレスキナーゼバイオマーカーのリン酸化状態の変化：
・ERK
・JNK
・p38
・RSK90
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・MEK
6. アポトーシスまたはネクローシスバイオマーカーの誘導：
・DNA含量および分解
・核形態
・カスパーゼ活性化（複数のサブタイプ）
・ミトコンドリア機能（質量-電位）
・Baxのミトコンドリアへの移行
・ミトコンドリアのシトクロムcの放出
・PARP活性化
7. 細胞骨格バイオマーカーのリモデリング：
・アクチン細胞骨格の安定性
・微小管細胞骨格の安定性
8. オルガネラ形態バイオマーカー：
・ミトコンドリアの大きさ、数、および形状
・ゴルジ体の大きさおよび局在
・ペルオキシソームの大きさおよび数
・グリコーゲン粒子の大きさおよび数
・リソソームの大きさおよび数
・脂肪滴の大きさおよび数
・内質小網の形状および局在
・タイトジャンクションの数および局在
9. 免疫細胞の存在および活性のバイオマーカー：
・肝細胞、リンパ系、および血液供給中の特定の移動性免疫細胞の割合および比率。
・抗腫瘍および腫瘍支持機能のいずれかを反映する肝臓癌組織の重要な免疫細胞の表現型
。
・免疫細胞のアポトーシス
・TRAILなどのデスレセプターリガンドの発現
・リンパ球中のPD1などの免疫細胞機能不全に関連するバイオマーカーの発現
・抗腫瘍サーベイランスを特徴付けるためのNKおよびLAK細胞活性
【００９７】
　組織調製の例：一態様において、マウスまたはラットなどの小動物を1種類以上の試験
化合物で種々の時間（1分～21日）処理する。別の態様において、糖尿病、癌などの代謝
モデルを含む疾患の小動物モデル、または肝臓に直接もしくは間接的に関連する他のモデ
ルを使用する。さらに別の態様において、疾患または化合物処理患者由来のヒト肝臓を使
用する。正常、疾患および処理組織試料を調製する。組織試料は凍結切片またはホルムア
ルデヒド固定パラフィン包埋切片のいずれかで処理する。また、組織試料は遺伝子発現解
析についても得る。
【００９８】
　明確さについて、他の主要な組織型を同様に処理する。一般的な細胞応答およびより組
織特異的な応答の両方のバイオマーカーのパネルが生成され適合される。
【００９９】
　肝臓組織バイオマーカーの最良の組み合わせ（多重化）は、最適化された組織の細胞シ
ステム生物プロフィールを生成するために重要である。最良の数の（number of number o
f）の多重化バイオマーカーは、約4～約12バイオマーカーの範囲である。正常、疾患およ
び処理組織試料を調製する。凍結切片またはホルムアルデヒド固定パラフィン包埋切片の
いずれかで組織試料を処理する。また、組織試料は遺伝子発現解析についても得る。
【０１００】
1. 以下は肝臓組織解析の例である：
a. 遺伝子発現プロファイリングは、「正常」肝臓組織と疾患または化合物処理動物由来
の組織を比較するように実施する。
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b. 遺伝子発現インフォマティクス-遺伝子発現プロフィールは、疾患または化合物処理の
機能としての遺伝子発現を特徴付けるためおよび遺伝子産物を同定するためのインフォマ
ティクスツールにより解析される。
c. 遺伝子産物は公知の参照ポイントに基づいて正常肝臓組織よりも優先され、その後抗
体を取得するか作製して試験パネルを作製する。
2. 組織学的染色および重要なバイオマーカーの組み合わせを「機能的」バイオマーカー
の蛍光ベース免疫細胞化学について多重化する：
a. 複数の5μm切片を肝臓組織から調製する。第一の切片をH&Eまたは従来の病理解析につ
いての他の組織学的染色で標識する。多重化蛍光ベース細胞学について、連続切片を処理
する。
b. 遺伝子発現プロファイリングに基づく潜在的バイオマーカーのパネルに加えて、重要
な移動性免疫細胞（リンパ球（例えば、CD3およびCD8）を含む）についての抗体の多重化
したパネルによりいくつかの切片を標識する。免疫細胞活性化のレベル、濃度および器官
形成はプロフィールの重要な要素である。
【０１０１】
　肝臓組織をプロファイルするためのバイオマーカー組み合わせの例：一態様において、
肝臓組織切片を2つ以上のバイオマーカーについて標識して、非疾患性と疾患性または未
処理動物と処理動物の間の差をプロファイルする。組織のシステムプロフィールについて
幅をもたらすために、広範囲な組織機能のバイオマーカーが好ましい。一態様におけるバ
イオマーカーの数は約4～約10バイオマーカーであり、同一の組織切片を複数のバイオマ
ーカーで標識する事が可能である。これにより同一の細胞におけるいくつかのバイオマー
カーの比較が可能となる。
【０１０２】
　一つの例において、ラットを、パクリタキセルまたはカンプトセシンなどのアポトーシ
ス誘導化合物で、約30分～約21日間、約1μg/kg～約100mg/kgの複数の用量で処理する。
処理後、動物を屠殺して肝臓組織を凍結して切片化するか、または切片化の前に標準的方
法を使用してホルムアルデヒドなどの化学物質で固定してパラフィンを含浸させる。次い
で、1つ以上の切片でヘマトキシリンおよびエオシン（H&E）染色を実施して、従来の透過
光ベース病理解釈のための試料を提供し得る。他の連続切片は、画像ベース解析について
蛍光免疫試薬および生理学的インジケーター色素の組み合わせで標識し得る。例えば：
連続切片#1
1. 核を標識して核形態、細胞周期調節、クロマチン凝集の測定を提供するためのヘキス
ト33342。
2. 酸化DNA損傷のバイオマーカーとしての抗ホスホヒストンH2A.X
3. DNA損傷応答のバイオマーカーとしての抗p53。
4. ストレスキナーゼ誘導のバイオマーカーとしての抗ホスホc-jun。
連続切片#2
1. ヘキスト33342
2. ミトコンドリア数、大きさ、形状のバイオマーカーとしての抗シトクロムc
3. 微小管細胞骨格リモデリングのバイオマーカーとしての抗αチューブリン。
4. アクチン細胞骨格リモデリングのバイオマーカーとしての蛍光標識ファロイジン。
連続切片#3
1. ヘキスト33342
2. 細胞周期チェックポイント活性のバイオマーカーとしての抗ホスホレチノブラストー
マタンパク質。
3. 炎症関連細胞シグナリングのバイオマーカーとしての抗NF-κB。
4. 組織へのリンパ球浸潤のバイオマーカーとしての抗CD3。
連続切片#4
1. ヘキスト33342
2. アポトーシスのバイオマーカーとしての抗活性化カスパーゼ3。
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3. ペルオキシソームの大きさおよび数のバイオマーカーとしての抗PMP70。
4. 肝細胞代謝活性のバイオマーカーとしての抗シトクロムP450。
【０１０３】
　乳癌についての患者試料プロファイリングの例：癌は、より良好な診断および治療につ
いて個々の患者のより良好な階層を作製するためのシステム生物学アプローチを必要とす
る、システム生物学疾患である。癌はまた、全範囲の免疫応答を伴う炎症プロセスである
。従って、腫瘍は、進行の異なる病期の癌細胞、正常細胞、ならびに樹状細胞、マクロフ
ァージおよびリンパ球などの移動性免疫細胞の浸潤の組み合わせを含む。そのために、腫
瘍「細胞システム生物」特徴は、腫瘍細胞バイオマーカーおよび免疫細胞バイオマーカー
の組み合わせであるはずである。腫瘍細胞システム生物についての鍵は、多重化された癌
細胞についての腫瘍バイオマーカーおよび患者をより良好に階層化する免疫細胞の多重化
されたパネルの使用である。また、リンパ節および末梢血細胞解析の相関により、循環免
疫細胞が、非常に単純な血液試験を作製し得る腫瘍特異的な情報を有するかどうかが決定
される。血液中の移動性免疫細胞の数、種類および活性化のレベルはまた、腫瘍自体の「
窓」となり得る。
【０１０４】
　腫瘍切片の従来の透過光顕微鏡および多重化蛍光ベース細胞学の組み合わせの原理：1.
 病理学者が直接関連する試験。2. H&E染色された切片の現在の視覚化調査および形態測
定解析により病期決定された腫瘍の直接的な相関が可能である。3. 単一の「機能的タン
パク質」バイオマーカーとしてHer2/Neuの成功を構築するが、これは患者の小サブセット
を同定するだけである。4. 組織形成を維持することで、免疫細胞の侵入が可能になる。5
. 多重化された乳癌バイオマーカーおよび移動性免疫細胞の存在および活性化の状態を含
む腫瘍の「システム」プロフィールの開発が可能である。6. システムの自動画像定量の
実行が可能である。7. 移動性免疫細胞の存在および活性化の状態とリンパ節および末梢
血中の免疫細胞の存在および活性化の状態を相関する事が可能である。8. いずれか/また
は組織系プロフィールまたは組織系プロフィールデータに基づく末梢血プロフィールから
階層化および診断試験を生成することが可能である。9. 多重化蛍光ベースバイオマーカ
ーは、細胞中の特異的タンパク質およびタンパク質の翻訳後修飾、マイクロRNA、コーデ
ィングRNAまたはノンコーディングRNAのいずれかを含む特異的RNA種を検出する試薬の組
み合わせであり得る。
【０１０５】
　細胞および組織中の特異的なタンパク質発現および活性化の状態ならびに特異的マイク
ロRNAの存在の測定は、重要な「機能的」読み出しである。遺伝子の発現は、システム生
物学の唯一の要因であり、本発明のゲノム試験は、何ら機能的な情報を伴うことのないた
だの遺伝子発現の相関である。細胞の機能は、主に、その発現レベル、細胞内局在および
翻訳後修飾が正常および異常な機能の原因となるタンパク質によって実行される。特異的
マイクロRNAはまた、疾患特異的であることが示されており、制御タンパク質と同様に遺
伝子発現の制御に重要である。また、腫瘍は、正常細胞、遺伝的に変化した癌細胞の範囲
および移動性免疫細胞の複雑な統合であるシステムである。従って、複数のタンパク質お
よび/またはマイクロRNAバイオマーカーの細胞システム生物プロフィールが重要である。
【０１０６】
　乳癌における免疫系の重要性の背景：癌発生の初期段階で、免疫系は機能不全となり、
転移性の疾患をもたらす癌の病期進行の間中それが続く。移動性の免疫細胞は、後炎症性
サイトカインおよび走化性因子により、成長中の腫瘍に引き付けられる。腫瘍侵入性のリ
ンパ球は、腫瘍の成長を実際に促進する成長因子およびサイトカインを放出し、抗腫瘍性
機能が弱まるかまたは存在しなくなる。腫瘍中に存在する樹状細胞および腫瘍関連マクロ
ファージは、腫瘍成長の支持的役割を示す表現型を表す。調節性T細胞は、患者の腫瘍お
よび腫瘍排出リンパ節および末梢血中に蓄積する。これらの後者の細胞は、「自己認識」
免疫プロセスの一部として実際に腫瘍細胞を保護する。従って、免疫系は、ほぼ腫瘍促進
系となり多くの癌の進行および転移を支持する。
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【０１０７】
　腫瘍試料由来の遺伝子発現フィンガープリントは、乳癌のサブタイプの識別、およびい
くつかの予後的指標の割り当てに使用されている。これらの遺伝子発現プロフィールは、
通常、移動性免疫細胞の侵入を示す、遺伝的プロフィール「サイン（signature）」を同
定する。望ましくないことに、全体的な組織構造および腫瘍細胞-移動性免疫細胞構造の
関係が消失するために、遺伝子発現プロファイリングなどの方法において、解離性の腫瘍
試料、「システムとしての腫瘍」は消失する。
【０１０８】
　腫瘍「システム」は病理学および腫瘍学において標準的である、移動性免疫細胞および
癌細胞の両方のより機能的なパラメーターの多重化された蛍光ベースバイオマーカーと一
緒になった従来の透過光染色の統合された使用により解析および定量する事ができるので
、患者の階層化および診断試験に使用される組織マイクロアレイ（TMA）を含む組織切片
は価値のあるものである。従って、病理学からの従来の情報は、多重化された蛍光を使用
するバイオマーカーのパネルと組み合わせることがきる。
【０１０９】
　原発性の腫瘍に加えて、腫瘍排出リンパ節および非センチネルリンパ節は、「機能的細
胞システム生物サイン」を補助し得る腫瘍および免疫系相互作用の重要な場所である。例
えば、腫瘍排出リンパ節中の腫瘍細胞の存在は、リンパ節中の免疫細胞の種類および数に
影響する。さらに、CD4 T細胞および樹状細胞の計数が乳癌患者の生存の予測に使用され
ることが示されているので、非センチネル補助リンパ節も、局所的な腫瘍の成長に影響を
受け得る。また、循環白血球、循環T細胞およびその他の免疫細胞の解析によっても、末
梢免疫系における腫瘍の進行を観察できることが明らかである。従って、腫瘍「系」およ
びリンパ節「系」に相関のある末梢血中の患者の循環免疫細胞の解析は、腫瘍、リンパ節
および血液における有力な試験を生成するための極めて良好な機会を生じる。
【０１１０】
　以下は、乳癌についての最適な病期決定および診断のための様々な組み合わせにおいて
、組み合わせが可能なバイオマーカーのリストである（一態様において、癌細胞および免
疫バイオマーカーの組み合わせは最も適切である）：
【０１１１】
　癌細胞バイオマーカーの例：
・Her2/Neuタンパク質（現在単一のバイオマーカーとして使用されている）
・エストロゲンレセプタータンパク質（ER）
・Ki-67
・Cox-2
・P16
・主要なタンパク質または癌プロセスに相関するタンパク質の翻訳後修飾の増加数
・特定の癌に関連するマイクロRNAの増加数
【０１１２】
　免疫バイオマーカーの例：
・腫瘍、腫瘍排出リンパ節、非センチネルリンパ節および末梢血中の特異的な移動性免疫
細胞の割合および比率
・抗腫瘍機能または腫瘍支持機能を反映する、乳癌患者における主要な免疫細胞型の表現
型
・免疫細胞のアポトーシス
・TRAILなどのデスレセプターリガンドの発現
・腫瘍侵入性リンパ球中のPD1などの免疫細胞機能不全に関連するバイオマーカーの発現
。
・抗腫瘍サーベイランスを特徴付けるためのNKおよびLAK細胞活性
【０１１３】
　特に腫瘍における、癌細胞および免疫バイオマーカーの最適な組み合わせ（本明細書に
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おいては多重化ともいう）は、患者の最適な細胞システム生物プロフィールの作製に決定
的である。一態様において、多重化バイオマーカーの数の最適な数は約4～約12バイオマ
ーカーである。
【０１１４】
　技術工程：正常患者物質および乳癌陽性患者物質を調製する。患者の腫瘍試料は、凍結
切片またはホルムアルデヒド固定パラフィン包埋切片として処理する。さらに、リンパ節
試料は原発性腫瘍と同様に処理する。また、遺伝子発現解析について腫瘍から試料を得る
。移動性免疫細胞はまた、フローサイトメトリーまたは画像サイトメトリーの両方のため
に血液試料から分離する。以下は本発明の一方法の工程の概要である：
1.患者腫瘍試料-従来の方法で、遺伝子発現プロファイリングにより「正常」組織と病期
決定患者腫瘍を比較する。
2. 遺伝子発現インフォマティクス-乳癌の病期の関数として遺伝子発現を特徴付けるため
および遺伝子産物を同定するためのインフォマティクスツールにより遺伝子発現プロフィ
ールを解析する（参照としてHer2/Neuを使用する）。
3. 遺伝子産物はHer2/Neuを含む公知の参照点に基づいて優先され、その後試験パネルを
作製するために抗体が取得または作製される。
4. 選択される癌細胞バイオマーカーの組み合わせが蛍光ベース免疫組織化学について多
重化される。
5. 複数の5ミクロン組織切片を腫瘍試料から調製する。第一の切片は病理学者による従来
の病期決定のためにH&Eについて染色される。多重化蛍光ベースサイトメトリーのために
連続切片を処理する。
6. 遺伝子発現プロファイリングに基づいた潜在的癌細胞バイオマーカーのパネルに加え
て、いくつかの切片を、リンパ球（例えば、CD3および/またはCD8）を含む主要な移動性
免疫細胞に対する抗体の多重化パネルで標識する。免疫細胞活性化のレベル、濃度および
形成はプロフィールの重要な要因である。
【０１１５】
　腫瘍、腫瘍排出リンパ節、非センチネルリンパ節および末梢血における特異的な移動性
免疫細胞の割合および比率を計算して使用し、細胞システム生物プロフィールを構築する
。組織中の免疫細胞の例示的割合範囲は以下の通りである：
リンパ球：1％～90％（この割合中の明確なサブタイプ）
好中球：1％～90％
好酸球：0.01％～50％
単球：0.01％～50％（この割合中の明確なサブタイプ）
細胞システム生物プロフィールについての組織中の免疫細胞の比率の例示的範囲：
T細胞リンパ球サブタイプI/T細胞リンパ球サブタイプII：0.01～1000
T細胞リンパ球/B細胞リンパ球：0.1～1000
樹状細胞/リンパ球：0.01～1000
マクロファージ/リンパ球：0.01～1000
リンパ球サブセット/リンパ球サブセット：0.01～1000
【０１１６】
　患者試料を病期I～病期IVまで適切に階層化するバイオマーカーの最適な組み合わせは
、新規の患者をプロファイリングするために選択される。新規の患者は末梢免疫細胞と腫
瘍組織およびリンパ節切片の直接相関を可能にする。
【０１１７】
アルツハイマー病のバイオマーカーについて脳組織のプロファイリングの例：
　この態様において、ヒト脳組織を得て、固定および切片化する。一組の切片を1つ以上
の染色剤で標識して、アルツハイマー病の病理に関連する組織中の形態学的構造を可視化
する。一例において、銀染色を使用して、神経突起プラークおよび神経原線維変化を有す
る神経などのアルツハイマー病の特徴（hallmark）を可視化する[41]。薬物による治療前
、最中またはその後の複数の患者からの銀染色した組織の解析により、その後プロフィー
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【０１１８】
　第2の態様において、同じ患者由来の同じ組織切片の別のサブセットを、同一の組織切
片または同一の組織試料由来の連続切片のいずれかで2つ以上のバイオマーカーを標識す
るための試薬と反応させる。免疫蛍光アプローチを用いて標識可能なバイオマーカーの例
としては、Aβ42、Aβ40、フォン ヴィレブラント因子、および微小管結合タンパク質tau
が挙げられる[42]。そのほかのバイオマーカーも可能である。これらにはリン酸化APP（
アミロイド前駆体タンパク質）および非リン酸化APPが含まれる。さらに、プロフィール
にはその他の生物プロセスのバイオマーカーが含まれ得る。1人の患者由来の組織中で測
定される複数のバイオマーカー標識から構築されるプロフィール、または複数の患者組織
試料中で測定されるバイオマーカー標識から構築されるプロフィールをクラスター化して
、可能性のある患者の結果、または薬物処理に対する機能的応答、またはその両方の組み
合わせを分類および予想するために使用することができる特有のプロフィールを同定する
。
【０１１９】
【表１－１】
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【表１－４】

【０１２０】
　本明細書に引用される全ての特許、公開特許出願および参照の教示は、その全体におい
て参照により援用される。
【０１２１】
　本発明は、その例示的態様に関して具体的に示され、説明されるが、添付の特許請求の
範囲に包含される本発明の範囲を逸脱することなく、本明細書において形態および詳細に
おいて種々の変更がなされ得ることを、当業者は理解しよう。
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【手続補正書】
【提出日】平成25年11月25日(2013.11.25)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　a) 1つ以上の組織試料から少なくとも1つの切片を得る工程；
　b) 少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識された切片を作
製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに特異的であり、蛍光標識
試薬のパネルが、
　　i) 少なくとも3種類の癌細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬；および
　　ii) 少なくとも3種類の移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試
薬
の組み合わせを含み、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4つの異なるバイオマーカーを
検出し、バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み
出しである；
　c) 蛍光標識された切片を少なくとも第1の光学様式で画像化する工程、ここで、画像化
により第1の組のデータが作成される；ならびに
　d) 第1の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定する工程、ここで、第1の組のデー
タにおいて少なくとも1つの特徴が同定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の組
織試料の細胞システム生物プロフィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを作成するため
の方法が提供され、ここで、組織試料は、癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後また
はそれらの組み合わせについてプロファイルされる、1つ以上の組織試料の細胞システム
生物プロフィールを作成するための方法。
【請求項２】
　1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システ
ム生物プロフィールを作成する工程をさらに含み、ここで、該工程が、
　i) 少なくとも1つの末梢血試料から少なくとも1つの血液試料スメアを得ること；
　ii) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識さ
れた血液試料スメアを作製すること、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに
特異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4つの異なるバイオマーカーを検出し
、バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しで
ある；
　iii) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第2の光学様式で画像化すること、こ
こで画像化により第2の組のデータが作成される；ならびに
　iv) 第2の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定すること、ここで5つ以上の特徴
が少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血
試料の細胞システム生物プロフィールが作成される、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた1つ以上の末梢血試料の細胞システム生物
プロフィールを作成する工程をさらに含み、ここで、該工程が、
　i) 1つ以上の末梢血試料から少なくとも2つの血液試料スメアを得ること；
　ii) 少なくとも1つの血液試料スメアを組織学的染色により標識して、組織学的に染色
された血液試料スメアを作製すること；
　iii) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識さ
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れた血液試料スメアを作製すること、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに
特異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4つの異なるバイオマーカーを検出し
、バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しで
ある；
　iv) 組織学的に染色された血液試料スメアを少なくとも第2の光学様式により画像化す
ること、ここで画像化により第2の組のデータが作成される；
　v) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式により画像化すること、
ここで画像化により第3の組のデータが作成される；ならびに
　vi) 第2の組のデータおよび第3の組のデータを解析して、5つ以上の特徴を同定するこ
と、ここで第2の組のデータおよび第3の組のデータのそれぞれにおいて少なくとも1つの
特徴が同定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の末梢血試料の細胞システム生物
プロフィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた1つ以上の末梢血試料の
細胞システム生物プロフィールが作成される、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　a) 1つ以上の組織試料から少なくとも2つの切片を得る工程；
　b) 少なくとも1つの切片を組織学的染色により標識して、組織学的に染色された切片を
作製する工程；
　c) 少なくとも1つの切片を蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識された切片を作
製する工程、ここでそれぞれの蛍光標識試薬はバイオマーカーに特異的であり、蛍光標識
試薬のパネルは、
　　i) 少なくとも3種類の癌細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試薬；および
　　ii) 少なくとも3種類の移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な一組の蛍光標識試
薬
の組み合わせを含み、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4つの異なるバイオマーカーを
検出し、バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み
出しである；
　d) 組織学的に染色された切片を少なくとも第1の光学様式により画像化する工程、ここ
で画像化により第1の組のデータが作成される；
　e) 蛍光標識された切片を少なくとも第2の光学様式により画像化する工程、ここで画像
化により第2の組のデータが作成される；ならびに
　f) 第1の組のデータおよび第2の組のデータを解析して、5つ以上の特徴を同定する工程
、ここで第1の組のデータおよび第2の組のデータのそれぞれにおいて少なくとも1つの特
徴が同定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロ
フィールである、
を含み、それにより、1つ以上の組織試料の細胞システム生物プロフィールを作成するた
めの方法が提供され、ここで、組織試料は、癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後ま
たはそれらの組み合わせについてプロファイルされる、1つ以上の組織試料の細胞システ
ム生物プロフィールを作成するための方法。
【請求項５】
　癌が乳癌である、請求項１または４記載の方法。
【請求項６】
　癌細胞バイオマーカーに特異的な蛍光標識試薬が、HER2/neu、エストロゲンレセプター
（ER）、Ki-67、Cox-2およびp16からなる群より選択される癌細胞バイオマーカーを検出
する、請求項１または４記載の方法。
【請求項７】
　移動性免疫細胞バイオマーカーに特異的な蛍光標識試薬が、NK細胞バイオマーカー、LA
K細胞バイオマーカー、TRAIL、PD1および免疫細胞アポトーシスのバイオマーカーからな
る群より選択される移動性免疫細胞バイオマーカーを検出する、請求項１または４記載の
方法。
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【請求項８】
　1つの特徴が、移動性免疫細胞バイオマーカーにより検出される種々の移動性免疫細胞
サブタイプの比であり、ここで、該比が、癌の存在、癌の病期、癌の診断、癌の予後、ま
たはそれらの組み合わせを示す、請求項１または４記載の方法。
【請求項９】
　1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血試料の細胞システ
ム生物プロフィールを作成する工程をさらに含み、ここで、該工程が、
　i) 少なくとも1つの末梢血試料から少なくとも1つの血液試料スメアを得ること；
　ii) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルにより標識して、蛍光標
識された血液試料スメアを作製すること、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカ
ーに特異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4つの異なるバイオマーカーを検
出し、バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出
しである；
　iii) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式により画像化すること
、ここで画像化により第3の組のデータが作成される；ならびに
　iv) 第3の組のデータを解析して5つ以上の特徴を同定すること、ここで5つ以上の特徴
が少なくとも1つの末梢血試料の細胞システム生物プロフィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた少なくとも1つの末梢血
試料の細胞システム生物プロフィールが作成される、請求項４記載の方法。
【請求項１０】
　1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた1つ以上の末梢血試料の細胞システム生物
プロフィールを作成する工程をさらに含み、ここで、該工程が、
　a) 1つ以上の末梢血試料から少なくとも2つの血液試料スメアを得ること；
　b) 少なくとも1つの血液試料スメアを組織学的染色により標識して、組織学的に染色さ
れた血液試料スメアを作製すること；
　c) 少なくとも1つの血液試料スメアを蛍光標識試薬のパネルで標識して、蛍光標識され
た血液試料スメアを作製すること、ここでそれぞれの蛍光標識試薬がバイオマーカーに特
異的であり、蛍光標識試薬のパネルが少なくとも4つの異なるバイオマーカーを検出し、
バイオマーカーの検出が細胞システム生物プロフィールの1つ以上の特徴の読み出しであ
る；
　d) 組織学的に染色された血液試料スメアを少なくとも第3の光学様式により画像化する
こと、ここで画像化により第3の組のデータが作成される；
　e) 蛍光標識された血液試料スメアを少なくとも第4の光学様式で画像化すること、ここ
で画像化により第4の組のデータが作成される；ならびに
　f) 第3の組のデータおよび第4の組のデータを解析して、5つ以上の特徴を同定すること
、ここで第3の組のデータおよび第4の組のデータのそれぞれにおいて少なくとも1つの特
徴が同定され、5つ以上の特徴の組み合わせが1つ以上の末梢血試料の細胞システム生物プ
ロフィールである、
を含み、それにより1つ以上の組織試料と同じ供給源から得られた1つ以上の末梢血試料の
細胞システム生物プロフィールが作成される、請求項４記載の方法。
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