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(57)【要約】
本発明は、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）の有用な包括的マーカーとしてのＣＤ３２１を開示し
、ＣＤ３２１の検出に依存する関連する方法及び部品のキットを提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象由来の生体試料中の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を検出又は定量化し、及び任意選択で
、前記生体試料から前記ＣＴＣを単離するための方法であって、前記生体試料中の循環非
造血細胞によるＣＤ３２１の発現を検出することを含み、循環非造血細胞によるＣＤ３２
１の発現により、前記細胞が循環腫瘍細胞であると同定され、任意選択で、前記生体試料
から前記ＣＤ３２１を発現するＣＴＣを単離することを含む、方法。
【請求項２】
　前記生体試料が、対象の血液、尿、糞便、リンパ液、又は別の滲出液若しくは分泌液由
来の循環細胞、好ましくは対象の末梢血由来の循環細胞を含む、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　循環ＣＤ３２１陽性腫瘍細胞が、前記細胞による、少なくとも１つの汎白血球マーカー
及び少なくとも１つの血小板マーカーの発現の不存在により非造血性であると同定される
、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　ａ）前記対象由来の生体試料を提供することであって、前記生体試料は、前記対象由来
の循環細胞、好ましくは対象の血液、尿、糞便、リンパ液、又は別の滲出液若しくは分泌
液由来の循環細胞、より好ましくは対象の末梢血由来の循環細胞を含むこと、
　ｂ）前記生体試料において、少なくとも１つの汎白血球マーカーに対して陰性であり、
かつ少なくとも１つの血小板マーカーに対して陰性である非造血細胞を検出すること、
　ｃ）ｂ）で検出される前記細胞によるＣＤ３２１の発現を検出することであって、ｂ）
で検出される細胞によるＣＤ３２１の発現により、前記細胞が循環腫瘍細胞であると同定
されること、
を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　ａ）前記汎白血球マーカーが、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わ
せからなる群から選択され、
　ｂ）前記血小板マーカーが、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１
、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され、
　ｃ）前記汎白血球マーカーが、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わ
せからなる群から選択され、前記血小板マーカーが、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、
ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され、
　ｄ）前記汎白血球マーカーがＣＤ４５であり、
　ｅ）前記血小板マーカーがＣＤ４２ａであり、又は、
　ｆ）前記汎白血球マーカーがＣＤ４５であり、前記血小板マーカーがＣＤ４２ａである
、請求項３又は４に記載の方法。
【請求項６】
　前記腫瘍が固形腫瘍である、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記腫瘍が、上皮、間葉、又はメラニン細胞由来である、請求項１～６のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項８】
　前記対象がヒトである、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記ＣＤ３２１の発現を検出することが、ＣＤ３２１タンパク質若しくはＣＤ３２１ｍ
ＲＮＡ又は両方を検出することを含む、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ＣＴＣが、ＣＤ３２１に特異的に結合することができる１つ以上の作用因子を使用
する技術を使用して検出、定量化、又は単離される、請求項１～９のいずれか一項に記載
の方法。
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【請求項１１】
　前記技術が、少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することができる１つ
以上の作用因子と、少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合することができる１
つ以上の作用因子と、をさらに使用する、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記１つ以上の作用因子が、それぞれ独立して、１つ以上の抗体、抗体断片、抗体様タ
ンパク質足場、又はアプタマーである、請求項１０又は１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記ＣＴＣが、フローサイトメトリー、マスサイトメトリー、蛍光活性化細胞選別、蛍
光顕微鏡法、親和性分離、磁気細胞分離、マイクロ流体分離、及びそれらの組み合わせか
らなる群から選択される技術を使用して検出、定量化、又は単離される、請求項１～１２
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記単離されたＣＴＣ、その溶解物、又はその１つ以上の腫瘍抗原を腫瘍ワクチンに製
剤化することをさらに含み、任意選択で、前記腫瘍ワクチンが樹状細胞をさらに含む、請
求項１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記単離されたＣＴＣを生化学分析、突然変異分析、トランスクリプトーム分析、及び
／又はプロテオーム分析に供することをさらに含む、請求項１～１３のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１６】
　対象における新生物疾患の診断、予後、又はモニタリングのための方法であって、請求
項１～１３のいずれか一項に記載の方法によって前記対象におけるＣＴＣを検出又は定量
化することを含む、方法。
【請求項１７】
　対象における新生物疾患の転移能を決定するための方法であって、請求項１～１３のい
ずれか一項に記載の方法によって前記対象におけるＣＴＣを検出又は定量化することを含
み、前記対象におけるＣＴＣの存在により、前記新生物疾患が転移能を有すると同定され
る、方法。
【請求項１８】
　対象における新生物疾患の再発を決定するための方法であって、請求項１～１３のいず
れか一項に記載の方法によって前記対象におけるＣＴＣを検出又は定量化することを含み
、前記対象におけるＣＴＣの存在により、前記新生物疾患が再発したと同定されることを
含む、方法。
【請求項１９】
　対象が抗癌療法を必要としているかどうかを決定するための方法であって、請求項１～
１３のいずれか一項に記載の方法によって前記対象におけるＣＴＣを検出又は定量化する
ことを含み、前記対象におけるＣＴＣの存在により、前記対象が抗癌療法を必要としてい
ると同定される、方法。
【請求項２０】
　新生物疾患を有する対象における抗癌療法の有効性を決定するための方法であって、療
法前及び療法中又は療法後に請求項１～１３のいずれか一項に記載の方法によって前記対
象におけるＣＴＣを検出又は定量化することを含み、療法中又は療法後の前記対象におけ
るＣＴＣの量が療法前と比較して低下したことにより、前記療法が有効であると同定され
る、方法。
【請求項２１】
ａ）－ＣＤ３２１に特異的に結合できる１つ以上の作用因子と、
　　－少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合できる１つ以上の作用因子と、
を含む部品のキット又は製造品、
ｂ）－ＣＤ３２１に特異的に結合できる１つ以上の作用因子と、



(4) JP 2020-512549 A 2020.4.23

10

20

30

40

50

　　－少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合できる１つ以上の作用因子と、
を含む部品のキット又は製造品、又は
ｃ）－ＣＤ３２１に特異的に結合できる１つ以上の作用因子と、
　　－少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合できる１つ以上の作用因子と、
　　－少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合できる１つ以上の作用因子と、
を含む部品のキット又は製造品
からなる群から選択される、部品のキット又は製造品。
【請求項２２】
　ａ）前記汎白血球マーカーが、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わ
せからなる群から選択され、
　ｂ）前記血小板マーカーが、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１
、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され
　ｃ）前記汎白血球マーカーが、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わ
せからなる群から選択され、前記血小板マーカーが、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、
ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され、
　ｄ）前記汎白血球マーカーがＣＤ４５であり、
　ｅ）前記血小板マーカーがＣＤ４２ａであり、又は
　ｆ）前記汎白血球マーカーがＣＤ４５であり、前記血小板マーカーがＣＤ４２ａである
、
請求項２１に記載の部品のキット又は製造品。
【請求項２３】
　前記１つ以上の作用因子が、フローサイトメトリー、マスサイトメトリー、蛍光活性化
細胞選別、蛍光顕微鏡法、親和性分離、磁気細胞分離、マイクロ流体分離、及びそれらの
組み合わせからなる群から選択される技術における使用のために構成される、請求項２１
又は２２に記載の部品のキット又は製造品。
【請求項２４】
　前記１つ以上の作用因子が、それぞれ独立して、１つ以上の抗体、抗体断片、抗体様タ
ンパク質足場、又はアプタマーである、請求項２１～２３のいずれか一項に記載の部品の
キット又は製造品。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、対象における腫瘍細胞、より特定的には循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を検出、定
量化、又は単離するための方法と、新生物疾患の診断、予後、又はモニタリングのための
関連する方法と、そのような方法を行うのに有用な部品のキットと、に関する。
【背景技術】
【０００２】
　腫瘍細胞の検出、定量化、又は単離は、対象における新生物疾患の特徴付け、診断、予
後、又はモニタリングの助けになり得る。単離された腫瘍細胞はまた、新生物疾患の研究
及び腫瘍ワクチンの調製のための貴重なツールも提供する。
【０００３】
　原発腫瘍を離れて循環に入る腫瘍細胞は、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）として知られている
。ＣＴＣの一部は、遠位部位に侵入し、肝臓、骨、肺などの第２の臓器中で播種性腫瘍細
胞（ＤＴＣ）として留まることができ、ＤＴＣの一部は転移へと進行することができる。
循環中の腫瘍細胞の検出、定量化、又は単離は、癌疾患の管理にとって非常に重要であり
、癌の進行、治療に対する反応、及び転移能を追跡するための低侵襲性手段を提供する。
【０００４】
　上皮細胞接着分子（ＥｐＣＡＭ）は、現在、ＣＴＣを同定するために使用される標準的
なマーカーである。例えば、市販のＶｅｒｉｄｅｘ　ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）
ＣＴＣアッセイは、抗ＥｐＣＡＭ抗体に結合した磁性粒子を使用して、血液からＣＴＣを
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捕捉する。濃縮された細胞は、有核細胞を同定するための核酸色素であるＤＡＰＩ、上皮
由来の細胞を同定するためのフィコエリスリン（ＰＥ）に結合した抗サイトケラチン抗体
、及びすべての白血球を同定するためのアロフィコシアニン（ＡＰＣ）に結合した抗白血
球抗体で染色される。試料は、ＣＴＣの計数のためにＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ　Ａｎａｌｙ
ｚｅｒ　ＩＩ（登録商標）で分析される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、腫瘍細胞、特に、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を検出、定量化、又は単離するた
めの代替方法及び／又は改善された方法、特に、対象における新生物疾患の特徴付け、診
断、予後、又はモニタリングのための代替方法及び／又は改善された方法を考案する必要
性に対処するものである。
【０００６】
　本発明の特定の代表的な実施形態を説明する実験セクションにより裏付けられるように
、本発明者らは、腫瘍及びＣＴＣの検出に使用されるＥｐＣＡＭ又はケラチンなどの従来
のマーカーが、実際には癌細胞の亜集団（ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ）によってのみ発
現されることを実証した。その結果として、そのような従来のマーカーに基づく腫瘍細胞
及びＣＴＣ検出方法は、腫瘍細胞又はＣＴＣの存在を検出できない可能性があり、あるい
は試料中の腫瘍細胞又はＣＴＣの量を少なくとも著しく過小評価する可能性がある。同様
に、そのような従来のマーカーに基づくインサイチュー検出方法は、腫瘍の完全かつ正確
な視覚化を提供できない可能性がある。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、多数の癌細胞株、患者由来の異種移植片、及び原発腫瘍の広範な分析を
行って、ＣＤ３２１が癌細胞によって広く発現され、ＥｐＣＡＭ又はケラチン－１４など
の古典的なマーカーよりも普遍的に発現されることを同定した。したがって、例示的な腫
瘍におけるすべてのＥｐＣＡＭ陽性細胞及びケラチン－１４陽性細胞がＣＤ３２１を共発
現したのに対して、かなりの割合の腫瘍細胞がＣＤ３２１を発現したがＥｐＣＡＭ及びケ
ラチン－１４を発現しなかった。さらに、本発明者らは、ＣＴＣにおけるＥｐＣＡＭの発
現が頻繁に失われ、かなりより変動しやすかったのに対し、ＣＴＣにおけるＣＤ３２１の
発現が確実に維持されたことを実証した。したがって、有利なことに、ＣＤ３２１によっ
て、腫瘍細胞、より特定的にはＣＴＣの同定がそれらの上皮間葉転換（ＥＭＴ）状態とは
無関係に可能となり、このことは、ＥｐＣＡＭなどの上皮マーカー、間葉マーカー、又は
特定のＥＭＴマーカーのみの使用と比較して、ＣＤ３２１をより信頼できる及び／又は癌
細胞及び特にＣＴＣの高感度のマーカーとして位置づけるものである。
【０００８】
　したがって、本発明者らのデータにより、ＣＤ３２１が腫瘍細胞、より特定的には固形
腫瘍細胞の実質的に普遍的又は包括的なマーカーとして、特にCTCの検出及び癌のインサ
イチュー検出のための信頼できるマーカーとして同定された。
【０００９】
　したがって、一態様では、本発明は、対象由来の生体試料中の腫瘍細胞を検出又は定量
化する方法であって、生体試料中の腫瘍細胞によるＣＤ３２１の発現を検出することを含
む方法を提供する。
【００１０】
　さらなる態様は、対象由来の生体試料から腫瘍細胞を単離するための方法であって、生
体試料中の腫瘍細胞によるＣＤ３２１の発現を検出することと、生体試料からＣＤ３２１
を発現する腫瘍細胞を単離することと、を含む方法を提供する。
【００１１】
　別の態様は、対象由来の生体試料中の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を検出又は定量化するた
めの方法であって、生体試料中の循環非造血細胞によるＣＤ３２１の発現を検出すること
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を含み、循環非造血細胞によるＣＤ３２１の発現により、上記細胞が循環腫瘍細胞である
と同定される、方法を提供する。
【００１２】
　さらなる態様は、対象由来の生体試料から循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を単離するための方
法であって、生体試料中の循環非造血細胞によるＣＤ３２１の発現を検出することを含み
、循環非造血細胞によるＣＤ３２１の発現により、上記細胞が循環腫瘍細胞であると同定
され、生体試料からＣＤ３２１を発現するＣＴＣを単離すること、を含む方法を提供する
。
【００１３】
　さらなる態様は、対象における腫瘍細胞又はＣＴＣを検出又は定量化するための上記の
方法を含む方法、特に、
－対象における新生物疾患の診断、予後、又はモニタリングのための方法、
－対象における新生物疾患の転移能を決定する方法であって、対象における腫瘍細胞又は
ＣＴＣの存在により、新生物疾患が転移能を有すると同定される、方法、
－対象における新生物疾患の再発を決定するための方法であって、対象における腫瘍細胞
又はＣＴＣの存在により、新生物疾患が再発したと同定される、方法、
－対象が抗癌療法を必要としているかどうかを決定するための方法であって、対象におけ
る腫瘍細胞又はＣＴＣの存在により、対象が抗癌療法を必要としていると同定される、方
法、又は
－新生物疾患を有する対象における抗癌療法の有効性を決定するための方法であって、療
法前及び療法中又は療法後に対象における腫瘍細胞又はＣＴＣを検出又は定量化すること
を含み、療法中又は療法後の対象における腫瘍細胞又はＣＴＣの量が療法前と比較して低
下したことにより、上記療法が有効であると同定される、方法を提供する。
【００１４】
　本明細書で教示される方法を実施するのに有用な部品のキットも提供される。
【００１５】
　したがって、一態様は、ＣＤ３２１に特異的に結合することができる１つ以上の作用因
子（ａｇｅｎｔ）と、少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することができ
る１つ以上の作用因子と、を含む部品のキット又は製造品に関する。
【００１６】
　別の態様は、ＣＤ３２１に特異的に結合することができる１つ以上の作用因子と、少な
くとも１つの血小板マーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作用因子と、を
含む部品キット又は製造品に関する。
【００１７】
　さらに別の態様は、ＣＤ３２１に特異的に結合することができる１つ以上の作用因子と
、少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作用因
子と、少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作用
因子と、を含む部品のキット又は製造品に関する。
【００１８】
　別の態様において、対象における腫瘍のｉｎ　ｓｉｔｕ画像化のための方法であって、
ＣＤ３２１に特異的に結合することができる作用因子を対象に投与することを含み、上記
作用因子が画像診断装置（ｉｍａｇｉｎｇ　ｍｏｄａｌｉｔｙ）によって検出可能な標識
を含み、腫瘍細胞によって発現されるＣＤ３２１に上記作用因子が特異的に結合すること
を可能にし、上記画像診断装置を使用して対象における腫瘍を視覚化する、方法を提供す
る。
【００１９】
　本発明のこれらの態様及びさらなる態様並びに好ましい実施形態は、以下のセクション
及び添付の特許請求の範囲に記載されている。添付の特許請求の範囲の主題は、これによ
り本明細書に具体的に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
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【００２０】
【図１】図１は、ＣＤ３２１が細胞株、患者由来の異種移植片（ＰＤＸ）、及び原発腫瘍
で均一に発現されることを示している。Ａ．類表皮癌（Ａ４３１）、肺扁平上皮癌（ＳＫ
ＭＥＳ）、及び乳腺癌（ＨＣＣ１９３７、ＭＣＦ７、ＭＢＡ－ＭＤ－４３６）由来の細胞
株は、高レベルのＣＤ３２１を均一に発現した（塗りつぶしたヒストグラム）が、成人の
皮膚線維芽細胞はＣＤ３２１を発現しなかった。ＦＡＣＳプロットは、単一の生細胞でゲ
ーティングした（ｇａｔｅｄ）。空のヒストグラムは、アイソタイプ対照による染色を示
している。Ｂ．皮膚（ＳＰ１２　ＰＩ）、肺（Ｌ２８　ＰＩ）、頭頸部（ＨＮＡ７　ＰＩ
及びＨＮ８　ＰＩ）、及び食道癌（ＥＨ２　ＰＩ）由来の第１継代での患者由来異種移植
片は、ＣＤ３２１を均一に発現した（塗りつぶしたヒストグラム）。ＦＡＣＳプロットは
、マウス及びヒト由来の免疫細胞及び内皮細胞を排除した後、生細胞でゲーティングした
。空のヒストグラムは、アイソタイプ対照による染色を示している。Ｃ．肺癌（Ｌ３１）
及び食道癌（ＥＭＳ４）由来のヒト原発腫瘍におけるＣＤ３２１の発現。プロットは、免
疫細胞及び内皮細胞並びに大部分の癌関連線維芽細胞を排除した後、単一の生細胞でゲー
ティングした。
【図２Ａ】図２Ａは、ＣＤ３２１が、古典的な上皮マーカーＥｐＣＡＭと比較してより高
い感度で腫瘍細胞を標識することを示している。皮膚癌の原発腫瘍由来のＣＤ３２１＋Ｅ
ｐＣＡＭ＋腫瘍細胞及びＣＤ３２１＋ＥｐＣＡＭ－腫瘍細胞の代表的なＦＡＣＳプロット
（上のパネル）及びそれぞれの定量化（下のパネル）。癌細胞を同定するのに一般に使用
される古典的な上皮マーカーＥｐＣＡＭは、常にＣＤ３２１と共局在したが、ＣＤ３２１
は、すべての場合において非常により多数の細胞を標識し、このことは、ＣＤ３２１が古
典的な上皮細胞マーカーＥｐＣＡＭよりも高感度で腫瘍細胞を検出できることを実証して
いる。プロットは、免疫細胞及び内皮細胞並びに大部分の癌関連線維芽細胞を排除した後
、単一の生細胞でゲーティングした。
【図２Ｂ】図２Ｂは、ＣＤ３２１が、古典的な上皮マーカーＥｐＣＡＭと比較してより高
い感度で腫瘍細胞を標識することを示している。肺癌の原発腫瘍由来のＣＤ３２１＋Ｅｐ
ＣＡＭ＋腫瘍細胞及びＣＤ３２１＋ＥｐＣＡＭ－腫瘍細胞の代表的なＦＡＣＳプロット（
上のパネル）及びそれぞれの定量化（下のパネル）。癌細胞を同定するのに一般に使用さ
れる古典的な上皮マーカーＥｐＣＡＭは、常にＣＤ３２１と共局在したが、ＣＤ３２１は
、すべての場合において非常により多数の細胞を標識し、このことは、ＣＤ３２１が古典
的な上皮細胞マーカーＥｐＣＡＭよりも高感度で腫瘍細胞を検出できることを実証してい
る。プロットは、免疫細胞及び内皮細胞並びに大部分の癌関連線維芽細胞を排除した後、
単一の生細胞でゲーティングした。
【図２Ｃ】図２Ｃは、ＣＤ３２１が、古典的な上皮マーカーＥｐＣＡＭと比較してより高
い感度で腫瘍細胞を標識することを示している。頭頸部癌の原発腫瘍由来のＣＤ３２１＋
ＥｐＣＡＭ＋腫瘍細胞及びＣＤ３２１＋ＥｐＣＡＭ－腫瘍細胞の代表的なＦＡＣＳプロッ
ト（上のパネル）及びそれぞれの定量化（下のパネル）。癌細胞を同定するのに一般に使
用される古典的な上皮マーカーＥｐＣＡＭは、常にＣＤ３２１と共局在したが、ＣＤ３２
１は、すべての場合において非常により多数の細胞を標識し、このことは、ＣＤ３２１が
古典的な上皮細胞マーカーＥｐＣＡＭよりも高感度で腫瘍細胞を検出できることを実証し
ている。プロットは、免疫細胞及び内皮細胞並びに大部分の癌関連線維芽細胞を排除した
後、単一の生細胞でゲーティングした。
【図３】図３は、ＣＤ３２１が、古典的な上皮マーカーであるケラチン－１４よりも高感
度での腫瘍細胞の同定を可能にすることを示している。頭頸部、肺、及び皮膚の腫瘍切片
についてのＣＤ３２１及びケラチン－１４の代表的な免疫蛍光画像。ケラチン－１４は常
にＣＤ３２１と共局在したが、ＣＤ３２１はより多くの割合の癌細胞で発現したことに留
意すべきである。
【図４Ａ】図４Ａは、ＣＤ３２１が、上皮間葉転換（ＥＭＴ）状態とは無関係に腫瘍細胞
の同定を可能とすることを示している。原発性肺ＳＣＣ由来の腫瘍上皮細胞（ＣＤ３２１
＋ＥｐＣＡＭ＋、ゲートＰ５）及び腫瘍間葉細胞（ＣＤ３２１＋ＥｐＣＡＭ－、ゲートＰ
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６）の単離に使用されるＦＡＣＳ戦略。腫瘍細胞は、免疫細胞及び内皮細胞並びに大部分
の癌関連線維芽細胞を排除した後に選択されたことに留意すべきである。
【図４Ｂ】図４Ｂは、ＣＤ３２１が、上皮間葉転換（ＥＭＴ）状態とは無関係に腫瘍細胞
の同定を可能とすることを示している。それぞれの集団のＲＮＡ配列決定により推定され
る、図４Ａに記載のようにしてＦＡＣＳ選別された（これらの亜集団を単離するためのＦ
ＡＣＳ戦略は、免疫内皮細胞及び大部分の癌関連線維芽細胞の排除後に、単一の生細胞で
ゲーティングすることであった）ＣＤ３２１＋ＥｐＣＡＭ－腫瘍細胞及びＣＤ３２１ｐ＋
ＥｐＣＡＭ＋腫瘍細胞で発現された遺伝子の相対的発現。
【図４Ｃ】図４Ｃは、ＣＤ３２１が、上皮間葉転換（ＥＭＴ）状態とは無関係に腫瘍細胞
の同定を可能とすることを示している。それぞれの集団のＲＮＡ配列決定により推定され
る、図４Ａに記載のようにしてＦＡＣＳ選別された（これらの亜集団を単離するためのＦ
ＡＣＳ戦略は、免疫内皮細胞及び大部分の癌関連線維芽細胞の排除後に、単一の生細胞で
ゲーティングすることであった）ＣＤ３２１＋ＥｐＣＡＭ－腫瘍細胞及びＣＤ３２１ｐ＋
ＥｐＣＡＭ＋腫瘍細胞で発現された遺伝子の相対的発現。
【図５Ａ】図５Ａは、ＣＤ３２１が、ＥｐＣＡＭよりも高感度での循環腫瘍細胞（ＣＴＣ
）の同定を可能にすることを示している。正常なドナー及び乳癌又は肺癌を有する患者の
末梢血のＣＤ３２１及びＥｐＣＡＭ染色の代表的なＦＡＣＳプロット。免疫細胞及び血小
板を排除した後、プロットを単一の生細胞でゲーティングした。ＥｐＣＡＭ＋細胞は、常
にＣＤ３２１＋であったが、ＣＤ３２１は、ＥｐＣＡＭがマークしていない追加の細胞も
標識したことに留意すべきである。
【図５Ｂ】図５Ｂは、ＣＤ３２１が、ＥｐＣＡＭよりも高感度での循環腫瘍細胞（ＣＴＣ
）の同定を可能にすることを示している。ヒトＣＤ３２１（マウス細胞を認識しない）に
より染色された、ヒト肺多形癌腫が移植されたマウス（黒色の列）又は移植されていない
マウス（白色の列）の末梢血及び肺組織における腫瘍細胞の存在を示すヒストグラム。ヒ
ト由来の癌循環細胞及び肺における転移の両方を検出するＣＤ３２１免疫染色の能力に留
意すべきである。
【図６－１】図６－１は、ＣＤ３２１が、細胞株、患者由来の異種移植片（ＰＤＸ）、及
び原発腫瘍で均一に発現されることを示している。ａ、アイソタイプ対照及び成人皮膚線
維芽細胞は、ＣＤ３２１に対して陰性染色を示す。ｂ～ｄ、結腸直腸癌細胞株（ｂ）、乳
癌細胞株（ｃ）、及び肺癌細胞株（ｄ）は、高レベルのＣＤ３２１を均一に発現する（塗
りつぶしたヒストグラム）。ＦＡＣＳプロットは、免疫細胞及び内皮細胞並びに大部分の
癌関連線維芽細胞を排除した後、単一の生細胞でゲーティングされる。空のヒストグラム
は、アイソタイプ対照による染色を示している。
【図６－２】図６－２は、ＣＤ３２１が、細胞株、患者由来の異種移植片（ＰＤＸ）、及
び原発腫瘍で均一に発現されることを示している。ｅ、ｆ、メラノーマ細胞株は、ＣＤ３
２１を低レベルで均一に発現する。ｇ、子宮内膜癌細胞株、食道癌細胞株、外陰癌細胞株
、及び皮膚癌細胞株は、高レベルのＣＤ３２１を均一に発現する。ＦＡＣＳプロットは、
単一の生細胞でゲーティングされる。ＦＡＣＳプロットは、免疫細胞及び内皮細胞並びに
大部分の癌関連線維芽細胞を排除した後、単一の生細胞でゲーティングされる。空のヒス
トグラムは、アイソタイプ対照による染色を示している。
【図６－３】図６－３は、ＣＤ３２１が、細胞株、患者由来の異種移植片（ＰＤＸ）、及
び原発腫瘍で均一に発現されることを示している。ｈ、異なるタイプの癌由来の第１継代
での患者由来異種移植片は、ＣＤ３２１を均一に発現する（塗りつぶされたヒストグラム
）。ＦＡＣＳプロットは、マウス及びヒト由来の免疫細胞及び内皮細胞を排除した後、生
細胞でゲーティングされる。ｉ、原発性肺癌及び食道癌は、高レベルのＣＤ３２１を発現
する（塗りつぶしたヒストグラム）。ＦＡＣＳプロットは、免疫細胞及び内皮細胞並びに
大部分の癌関連線維芽細胞を排除した後、単一の生細胞でゲーティングされる。空のヒス
トグラムは、アイソタイプ対照による染色を示している。
【図７】図７は、ＣＤ３２１が、古典的な上皮マーカーＥｐＣＡＭと比較してより高感度
で腫瘍細胞を標識することを示している。ａ～ｃ、肺癌及び頭頸部癌の代表的なＦＡＣＳ
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プロット。ＣＤ３２１＋ＥｐＣＡＭ＋腫瘍細胞及びＣＤ３２１＋ＥｐＣＡＭ－腫瘍細胞の
存在を示す、肺癌及び頭頸部癌の代表的なＦＡＣＳプロット。これは、ＣＤ３２１が古典
的な上皮細胞マーカーＥｐＣＡＭよりも高感度で腫瘍細胞を検出できることを示している
。免疫及び内皮細胞並びに大部分の癌関連線維芽細胞を排除した後、単一の生細胞でプロ
ットをゲーティングする。ｄ、ＣＤ３２１＋ＥｐＣＡＭ＋腫瘍細胞及びＣＤ３２１＋Ｅｐ
ＣＡＭ－腫瘍細胞の存在を示す、肺癌患者由来の異種移植片の代表的な免疫蛍光画像。
【図８－１】図８－１は、ＣＤ３２１が、ヒト対象における循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）の高
感度の同定を可能にすることを示している。ａ、正常なヒトドナー並びに乳癌、肺癌、及
び結腸直腸癌を有するヒト患者におけるＣＤ３２１＋循環腫瘍細胞数を示すドットプロッ
ト。平均±ＳＥＭ。ＣＤ３２１＋循環腫瘍細胞は、赤血球の溶解並びに免疫細胞及び血小
板の排除後に、単一の生細胞でのゲーティングで計数された。ｂ、正常なヒトドナー並び
に異なる病期の肺癌を有するヒト患者におけるＣＤ３２１＋循環腫瘍細胞の数を示すドッ
トプロット、これは循環ＣＤ３２１＋細胞数と病期との間の強い相関関係を示している。
平均±ＳＥＭ。ＣＤ３２１＋循環腫瘍細胞は、赤血球の溶解並びに免疫細胞及び血小板の
排除後に、単一の生細胞でのゲーティングで計数された。ＣＤ３２１＋循環腫瘍細胞は、
赤血球の溶解並びに免疫細胞及び血小板の排除後に、単一の生細胞でのゲーティングで計
数された。
【図８－２】図８－２は、ＣＤ３２１が、ヒト対象における循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）の高
感度の同定を可能にすることを示している。ｃ、抗癌療法前後の進行乳癌を有するヒト患
者におけるＣＤ３２１＋循環腫瘍細胞数を示すドットプロット、これはＣＤ３２１＋循環
腫瘍細胞数と療法に対する反応との相関関係を示している。ＣＤ３２１＋循環腫瘍細胞は
、赤血球の溶解並びに免疫細胞及び血小板の排除後に、単一の生細胞でのゲーティングで
計数された。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本明細書で使用される場合、単数形「ａ」、「ａｎ」、及び「ｔｈｅ」は、文脈がそう
でないことを明確に示さない限り、単数及び複数の指示対象の両方を含む。
【００２２】
　本明細書で使用される「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ
）」、及び「から構成される（ｃｏｍｐｒｉｓｅｄ　ｏｆ）」との用語は、「含む（ｉｎ
ｃｌｕｄｉｎｇ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｅ）」、又は「含む（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
）」、「含む（ｃｏｎｔａｉｎ）」と同義であり、包含的又は開放型であり、追加の、記
載されていないメンバー、要素、又は方法の工程を除外するものではない。この用語はま
た、「からなる」及び「から本質的になる」も包含し、これらは特許用語において確立さ
れた意味を享受する。
【００２３】
　端点による数値範囲の記載は、それぞれの範囲内に含まれるすべての数及び分数並びに
記載された端点を含む。
【００２４】
　本明細書で使用される「約」又は「およそ」との用語は、パラメーター、量、一時的な
時間などの測定可能な値を指す場合、特定の値からの変動、例えば、特定の値の及び特定
の値からの＋／－１０％以下、好ましくは＋／－５％以下、より好ましくは＋／－１％以
下、さらにより好ましくは＋／－０．１％以下の変動を、包含することを意味し、その限
りにおいてそのような変動は開示された発明において適切に機能する。修飾語「約」が指
す値自体も、具体的にかつ好ましく開示されていると理解されたい。
【００２５】
　「１つ以上」又は「少なくとも１つ」との用語、例えば、１つ以上のメンバー又はメン
バー群のうちの少なくとも１つのメンバーは、それ自体明確であるが、さらなる例示によ
り、この用語は、特に、上記メンバーのうちのいずれか１つへの言及、又は上記メンバー
のうちのいずれかの２つ以上、例えば、上記メンバーのうちの３以上、４以上、５以上、
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６以上又は７以上など、及び最大ですべての上記メンバーを包含する。別の例では、「１
つ以上」又は「少なくとも１つ」は、１、２、３、４、５、６、７又はそれ以上を指し得
る。
【００２６】
　本明細書における本発明の背景の議論は、本発明の文脈を説明するために含まれる。こ
れは、言及される資料のいずれかが、特許請求の範囲のいずれかの優先日時点でいずれか
の国において公開され、公知であり、又は一般常識の一部であったことを認めるものでは
ない。
【００２７】
　本開示全体を通して、様々な公開公報、特許、及び公開された特許明細書が、識別し得
る引用文献によって参照される。本明細書で引用されるすべての文書は、参照によりその
全体が本明細書に組み込まれる。特に、本明細書で具体的に言及されるそのような文書の
教示又はセクションは、参照により組み込まれる。
【００２８】
　別に定義しない限り、技術用語及び科学用語を含む、本発明を開示す際に使用されるす
べての用語は、本発明が属する分野の当業者によって一般に理解される意味を有する。さ
らなるガイダンスにより、本発明の教示をより良く理解するために用語の定義が含まれる
。本発明の特定の態様又は本発明の特定の実施形態に関連して特定の用語が定義される場
合、そのような含意は、別に定義されない限り、本明細書全体にわたって、すなわち本発
明の他の態様又は実施形態の文脈においても適用されることを意味する。
【００２９】
　以下の節では、本発明の異なる態様又は実施形態がより詳細に定義される。そのように
定義された各態様又は実施形態は、そうでないことが明確に示されない限り、任意の他の
態様又は実施形態と組み合わせることができる。特に、好ましい又は有利であると示され
ている任意の特徴は、好ましい又は有利であると示されている任意の他の特徴と組み合わ
せることができる。
【００３０】
　本明細書全体にわたる「一実施形態」、「実施形態」への言及は、実施形態に関連して
記載される特定の特徴、構造、又は特性が本発明の少なくとも１つの実施形態に含まれる
ことを意味する。したがって、本明細書全体にわたる様々な場所における「一実施形態で
は」又は「実施形態では」という語句の出現は、必ずしもすべてが同じ実施形態を指して
いるわけではないが、その場合もある。さらに、特定の特徴、構造、又は特性は、本開示
から当業者に明らかなように、１つ以上の実施形態では、任意の適切な方法で組み合わせ
ることができる。さらに、本明細書に記載されるいくつかの実施形態は、他の実施形態に
含まれるいくつかの特徴を含むが他の特徴を含まない一方で、異なる実施形態の特徴の組
み合わせは、本発明の範囲内であり、当業者によって理解されるように異なる実施形態を
形成することを意味する。例えば、添付の特許請求の範囲において、特許請求の範囲に記
載される実施形態のいずれかを任意の組み合わせで使用することができる。
【００３１】
　本発明の特定の代表的な実施形態を示す実験セクションで裏付けられるように、本発明
者らは、ＣＤ３２１を腫瘍細胞の実質的に普遍的又は包括的マーカーとして、特にＣＴＣ
の検出及び癌のインサイチュー検出のための信頼できるマーカーとして同定した。
【００３２】
　したがって、本発明は、一態様では、対象由来の生体試料中の腫瘍細胞を検出又は定量
化するための方法であって、生体試料中の腫瘍細胞によるＣＤ３２１の発現を検出するこ
とを含む方法を提供する。
【００３３】
　さらなる態様は、対象由来の生体試料から腫瘍細胞を単離するための方法であって、生
体試料中の腫瘍細胞によるＣＤ３２１の発現を検出することと、生体試料からＣＤ３２１
を発現する腫瘍細胞を単離することと、を含む方法を提供する。
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【００３４】
　したがって、腫瘍細胞のバイオマーカーとしてのＣＤ３２１の使用、特に、対象由来の
生体試料中の腫瘍細胞を検出若しくは定量化するのに有用な、又は対象由来の生体試料か
ら腫瘍細胞を単離するのに有用なバイオマーカーとしてのＣＤ３２１の使用も提供される
。
【００３５】
　別の態様は、対象由来の生体試料中の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を検出又は定量化するた
めの方法であって、生体試料中の循環非造血細胞によるＣＤ３２１の発現を検出すること
を含み、循環非造血細胞によるＣＤ３２１の発現により、上記細胞が循環腫瘍細胞である
と同定される、方法を提供する。
【００３６】
　さらなる態様は、対象由来の生体試料からＣＴＣを単離するための方法であって、生体
試料中の循環非造血細胞によるＣＤ３２１の発現を検出することを含み、循環非造血細胞
によるＣＤ３２１の発現により、上記細胞が循環腫瘍細胞であると同定され、生体試料か
らＣＤ３２１を発現するＣＴＣを単離すること、を含む方法を提供する。
【００３７】
　したがって、ＣＴＣのバイオマーカーとしてのＣＤ３２１の使用、特に、対象由来の生
体試料中のＣＴＣを検出若しくは定量化するのに有用な、又は対象由来の生体試料からの
ＣＴＣを単離するのに有用なバイオマーカーとしてのＣＤ３２１の使用も提供される。
【００３８】
　さらなる態様は、対象における新生物疾患の診断、予後、又はモニタリングのための方
法であって、生体試料中の腫瘍細胞又はＣＴＣを検出又は定量化するための上記の方法の
いずれか１つによって、対象における腫瘍細胞又はＣＴＣを検出又は定量化することを含
む方法を提供する。
【００３９】
　さらなる態様は、対象における新生物疾患の転移能を決定する方法であって、生体試料
中の腫瘍細胞又はＣＴＣを検出又は定量化するための上記の方法のいずれか１つによって
対象における腫瘍細胞又はＣＴＣを検出又は定量化することを含み、対象における腫瘍細
胞又はＣＴＣの存在により、新生物疾患が転移能を有すると同定される、方法を提供する
。
【００４０】
　さらなる態様は、対象における新生物疾患の再発を決定するための方法であって、生体
試料中の腫瘍細胞又はＣＴＣを検出又は定量化するための上記の方法のいずれか１つによ
って対象における腫瘍細胞又はＣＴＣを検出又は定量化することを含み、対象における腫
瘍細胞又はＣＴＣの存在により、新生物疾患が再発したと同定される、方法を提供する。
【００４１】
　さらなる態様は、対象が抗癌療法を必要としているかどうかを決定するための方法であ
って、生体試料中の腫瘍細胞又はＣＴＣを検出又は定量化するための上記の方法のいずれ
か１つによって対象における腫瘍細胞又はＣＴＣを検出又は定量化することを含み、対象
における腫瘍細胞又はＣＴＣの存在により、対象が抗癌療法を必要としていると同定され
る、方法を提供する。
【００４２】
　さらなる態様は、新生物疾患を有する対象における抗癌療法の有効性を決定するための
方法であって、療法前及び療法中又は療法後に、生体試料中の腫瘍細胞又はＣＴＣを検出
又は定量化するための上記の方法のいずれか１つによって対象における腫瘍細胞又はＣＴ
Ｃを検出又は定量化することを含み、療法中又は療法後の対象における腫瘍細胞又はＣＴ
Ｃの量が療法前と比較して低下したことにより（例えば、試料の所与の重量又は体積あた
りで測定される）、上記療法が有効であると同定される、方法を提供する。
【００４３】
　腫瘍細胞又はＣＴＣを検出又は定量化するための本方法は、生体試料中の上記腫瘍細胞
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又はＣＴＣの有無を決定する、測定する、実証する、結論付ける、又は確認することを可
能にする。この方法は、定性的結果－例えば、腫瘍細胞又はＣＴＣが試料中に「存在する
」対「存在しない」又は「検出された」対「検出されない」という結論を提供することが
できる。この方法はまた、定量的な結果－例えば、試料中に検出される腫瘍細胞若しくは
ＣＴＣの総数、試料の所与の重量又は体積あたりで検出される腫瘍細胞若しくはＣＴＣの
数、又は試料に含まれる腫瘍細胞若しくはＣＴＣ対全（有核）細胞の割合も提供すること
ができる。
【００４４】
　本発明の方法はまた、生体試料から腫瘍細胞又はＣＴＣを単離することを可能にし得る
。組成物又は混合物（例えば、生体試料）の特定の成分（例えば、腫瘍細胞又はＣＴＣ）
に関して本明細書全体にわたって使用される「単離する」との用語は、そのような成分を
組成物又は混合物の１つ以上又は他の（実質的に）すべての成分から単離するプロセス又
は技術を包含する。この用語は、至純（ａｂｓｏｌｕｔｅ　ｐｕｒｉｔｙ）を必要としな
い。代わりに、成分を単離することにより、１つ以上又は他のすべての成分に対する該成
分の存在量が出発組成物又は出発混合物よりも多い、別個の環境が生じるであろう。別個
の環境とは、単一の媒体、例えば単一の溶液、分散液、ゲル、沈殿物などを表し得る。し
たがって、生体試料から腫瘍細胞又はＣＴＣを単離することにより、生体試料中に含まれ
るすべての他の細胞に対する腫瘍細胞又はＣＴＣの存在量が特に増加し得る。例として、
生体試料から腫瘍細胞又はＣＴＣを単離することにより、腫瘍細胞又はＣＴＣが上記細胞
集団の全細胞の少なくとも５０％（数による）、例えば、細胞集団の全細胞のうちの少な
くとも５５％、好ましくは少なくとも６０％若しくは少なくとも６５％、より好ましくは
少なくとも７０％若しくは少なくとも７５％、より好ましくは少なくとも８０％若しくは
少なくとも８５％、より好ましくは少なくとも９０％若しくは少なくとも９５％、さらに
より好ましくは少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、少なくとも９
９％、又はさらには１００％を構成する、細胞集団が得られる。
【００４５】
　腫瘍細胞又はＣＴＣを検出、定量化、又は単離する行為は、別々に若しくは任意の組み
合わせで（連続的に若しくは同時に）行う場合もあるし、又は別々に行えない場合もある
。例として、試料中の腫瘍細胞又はＣＴＣを定量化するように構成された方法は、試料中
の上記腫瘍細胞又はＣＴＣの有無も必然的に検出する。別の例では、試料から腫瘍細胞又
はＣＴＣを単離するように構成された方法は、試料中の上記腫瘍細胞又はＣＴＣの有無も
必然的に検出し、任意選択により、単離された腫瘍細胞又はＣＴＣを定量化することを可
能にし得る。
【００４６】
　「新生物疾患」との用語は、一般に、良性（周囲の正常組織に浸潤していない、転移を
形成していない）、前悪性（前癌性）、又は悪性（隣接組織に侵入し、転移を起こすこと
ができる）に関わらず、新生細胞の成長及び増殖によって特徴付けられる任意の疾患又は
障害を指す。新生物疾患との用語は、一般に、すべての形質転換された細胞及び組織、並
びにすべての癌性の細胞及び組織を含む。新生物疾患又は障害には、限定されないが、異
常な細胞増殖、良性腫瘍、前悪性癌病変又は前癌性病変、悪性腫瘍、及び癌が含まれる。
新生物疾患又は障害の例には、前立腺、結腸、腹部、骨、胸部（ｂｒｅａｓｔ）、消化器
系、肝臓、膵臓、腹膜、内分泌腺（副腎、副甲状腺、下垂体、睾丸、卵巣、胸腺、甲状腺
）、目、頭頸部、神経（中枢及び末梢）、リンパ系、骨盤、皮膚、軟部組織、脾臓、胸部
（ｔｈｏｒａｃｉｃ）、又は尿生殖路などの任意の組織又は臓器に位置する良性、前悪性
、又は悪性の新生物である。
【００４７】
　本明細書で使用する場合、「腫瘍」又は「腫瘍組織」との用語は、過剰な細胞分裂に起
因する組織の異常な腫瘤を指す。腫瘍又は腫瘍組織は、異常増殖特性を有し、かつ身体機
能に有用ではない新生細胞である腫瘍細胞を含む。腫瘍、腫瘍組織、及び腫瘍細胞は、良
性、前悪性、若しくは悪性であり得、又はいかなる癌性能力を有さない病変を表し得る。
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腫瘍又は腫瘍組織はまた、腫瘍関連非腫瘍細胞、例えば、腫瘍又は腫瘍組織に供給する血
管を形成する血管細胞を含み得る。非腫瘍細胞は、例えば腫瘍又は腫瘍組織における血管
新生の誘導のように腫瘍細胞によって複製及び発達が誘導され得る。
【００４８】
　本明細書で使用される場合、「癌」との用語は、機能不全による又は制御不能な細胞成
長によって特徴付けられる悪性新生物を指す。「癌」との用語には、原発性悪性細胞又は
腫瘍（例えば、元の悪性腫瘍又は腫瘍の部位以外の対象の体内の部位に細胞が移動してい
ないもの）及び続発性悪性細胞又は腫瘍（例えば、元の腫瘍部位とは異なる第２の部位へ
の悪性細胞又は腫瘍細胞の移動である転移から生じるもの）が含まれる。「転移性」又は
「転移」との用語は、一般に、ある器官又は組織から別の隣接しない器官又は組織への癌
の広がりを指す。他の隣接しない臓器又は組織における新生物疾患の発生は、転移と呼ば
れる。
【００４９】
　癌の例には、限定されないが、癌腫、リンパ腫、芽腫、肉腫、及び白血病又はリンパ性
悪性腫瘍が含まれる。そのような癌のより具体的な例には、限定されないが、扁平上皮癌
（例えば、上皮扁平上皮癌）、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺腺癌、肺扁平上皮癌、及び
肺大細胞癌を含む肺癌、腹膜癌、肝細胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ　ｃａｎｃｅ
ｒ）、胃腸癌を含む胃癌（ｇａｓｔｒｉｃ　ｃａｎｃｅｒ）又は胃癌（ｓｔｏｍａｃｈ　
ｃａｎｃｅｒ）、膵臓癌、神経膠腫、膠芽腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、肝細
胞癌（ｈｅｐａｔｏｍａ）、乳癌、結腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜癌又は子宮癌
、唾液腺癌、腎臓癌又は腎癌、前立腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝癌、肛門癌、陰茎癌、並
びにＣＮＳ癌、メラノーマ、頭頸部癌、骨癌、骨髄癌、十二指腸癌、食道癌、甲状腺癌、
又は血液癌が含まれる。
【００５０】
　癌又は悪性腫瘍の他の非限定的な例には、限定されないが、急性小児リンパ芽球性白血
病、急性リンパ芽球性白血病、急性リンパ性白血病、急性骨髄性白血病、副腎皮質癌、成
人（原発性）肝細胞癌、成人（原発性）肝臓癌、成人急性リンパ性白血病、成人急性骨髄
性白血病、成人ホジキン病、成人ホジキンリンパ腫、成人リンパ球性白血病、成人非ホジ
キンリンパ腫、成人原発性肝臓癌、成人軟部肉腫、ＡＩＤＳ関連リンパ腫、ＡＩＤＳ関連
悪性腫瘍、肛門癌、星細胞腫、胆管癌、膀胱癌、骨癌、脳幹神経膠腫、脳腫瘍、乳癌、腎
盂尿菅癌、中枢神経系（原発性）リンパ腫、中枢神経系リンパ腫、小脳星細胞腫、脳星細
胞腫、子宮頸癌、小児（原発性）肝細胞癌、小児（原発性）肝臓癌、小児急性リンパ芽球
性白血病、小児急性急性骨髄性白血病、小児脳幹神経膠腫、膠芽腫、小児小脳星細胞腫、
小児脳星細胞腫、小児頭蓋外胚細胞腫瘍、小児ホジキン病、小児ホジキンリンパ腫、小児
視床下部及び視経路神経膠腫、小児急性リンパ芽球性白血病、小児髄芽腫、小児非ホジキ
ンリンパ腫、小児松果体及びテント上原始神経外胚葉性腫瘍、小児原発性肝臓癌、小児横
紋筋肉腫、小児軟部肉腫、小児視経路及び視床下部神経膠腫、慢性リンパ球性白血病、慢
性骨髄性白血病、直腸癌、皮膚Ｔ細胞性リンパ腫、内分泌膵島細胞癌、子宮内膜癌、上衣
腫、上皮癌、食道癌、ユーイング肉腫及び関連する腫瘍、外分泌膵臓癌、頭蓋外胚細胞腫
瘍、性腺外胚細胞腫瘍、肝外胆管癌、眼癌、女性乳癌、胆嚢癌、胃癌、消化管カルチノイ
ド腫瘍、消化管腫瘍、胚細胞腫瘍、妊娠性絨毛性腫瘍、有毛細胞白血病、頭頸部癌、肝細
胞癌、ホジキン病、ホジキンリンパ腫、高ガンマグロブリン血症、下咽頭癌、腸癌、眼内
メラノーマ、膵島細胞癌、膵島細胞膵臓癌、カポジ肉腫、腎臓癌、喉頭癌、口唇及び口腔
癌、肝臓癌、肺癌、リンパ増殖性疾患、マクログロブリン血症、男性乳癌、悪性中皮腫、
悪性胸腺腫、髄芽腫、メラノーマ、中皮腫、転移性原発不明扁平上皮性頸部癌、転移性原
発性扁平上皮性頸部癌、転移性扁平上皮性頸部癌、多発性骨髄腫、多発性骨髄腫／形質細
胞腫瘍、骨髄異形成症候群、骨髄性白血病（Ｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓ　Ｌｅｕｋｅｍｉａ
）、骨髄性白血病（Ｍｙｅｌｏｉｄ　Ｌｅｕｋｅｍｉａ）、骨髄増殖性疾患、鼻腔及び副
鼻腔癌、上咽頭癌、神経芽腫、妊娠中の非ホジキンリンパ腫、非メラノーマ皮膚癌、非小
細胞肺癌、原発不明転移性扁平上皮性頸癌、中咽頭癌、骨肉腫／悪性線維性肉腫、骨肉腫
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／悪性線維性組織球腫、骨肉腫／骨の悪性線維性組織球腫、卵巣上皮癌、卵巣胚細胞腫瘍
、卵巣低悪性度腫瘍、膵臓癌、パラプロテイン血症、紫斑病、副甲状腺癌、陰茎癌、褐色
細胞腫、下垂体腫瘍、形質細胞腫瘍／多発性骨髄腫、原発性中枢神経系リンパ腫、原発性
肝臓癌、前立腺癌、直腸癌、腎細胞癌、腎盂尿管癌、網膜芽細胞腫、横紋筋肉腫、唾液腺
癌、サルコイドーシス肉腫、セザリー症候群、皮膚癌、小細胞肺癌、小腸癌、軟部肉腫、
扁平上皮性頸部癌、胃癌、テント上原始神経外胚葉性及び松果体腫瘍、Ｔ細胞リンパ腫、
精巣腫瘍、胸腺腫、甲状腺癌、腎盂及び尿管の移行上皮癌、移行性腎盂尿管癌（Ｔｒａｎ
ｓｉｔｉｏｎａｌ　Ｒｅｎａｌ　Ｐｅｌｖｉｓ　ａｎｄ　Ｕｒｅｔｈｒａ　Ｃａｎｃｅｒ
）、絨毛性腫瘍、尿管腎盂細胞癌（Ｕｒｅｔｈｒａ　ａｎｄ　Ｒｅｎａｌ　Ｐｅｌｖｉｓ
　Ｃｅｌｌ　Ｃａｎｃｅｒ）、尿管癌、子宮癌、子宮肉腫、膣癌、視経路及び視床下部神
経膠腫、外陰癌、ワルデンシュトレームマクログロブリン血症、又はウィルムス腫瘍が含
まれる。
【００５１】
　特定の好ましい実施形態では、腫瘍は固形腫瘍である。固形腫瘍は、通常は嚢胞又は液
体領域を含まない新生物塊を形成する任意の腫瘍を包含する。固形腫瘍は、良性、前悪性
、又は悪性であり得る。固形腫瘍の例は、癌腫、肉腫、メラノーマ、及びリンパ腫である
。白血病は、一般に、固形腫瘍を形成しない。したがって、特定の実施形態では、腫瘍は
白血病以外の腫瘍であり得る。固形腫瘍はまた、固形腫瘍に由来する転移も包含する。
【００５２】
　特定の好ましい実施形態では、固形腫瘍の任意の転移などの腫瘍の任意の転移を含む、
固形腫瘍などの腫瘍は、上皮、間葉、又はメラニン細胞由来である。
【００５３】
　上皮由来の腫瘍には、限定されないが、皮膚、肺、腸、結腸、胸部、膀胱、頭頸部（唇
、口腔、唾液腺、鼻腔、鼻咽頭、副鼻腔、咽頭、喉、喉頭、及び関連する構造を含む）、
食道、甲状腺、腎臓、肝臓、膵臓、膀胱、陰茎、精巣、前立腺、膣、子宮頸部、又は肛門
などのいくつかの部位のいずれかにおける上皮組織に由来する任意の腫瘍が含まれる。
【００５４】
　特定の好ましい実施形態では、腫瘍は、限定されないが、皮膚、肺、腸、結腸、胸部、
膀胱、頭頸部（唇、口腔、唾液腺、鼻腔、鼻咽頭、副鼻腔、咽頭、喉、喉頭、及び関連す
る構造を含む）、食道、甲状腺、腎臓、肝臓、膵臓、膀胱、陰茎、精巣、前立腺、膣、子
宮頸部、又は肛門などのいくつかの部位のいずれかにおける上皮組織に由来する任意の悪
性新生物を含む、癌腫であり得る。
【００５５】
　特定の好ましい実施形態では、腫瘍は、扁平上皮癌（ＳＣＣ）であり得る。ＳＣＣには
、限定されないが、皮膚、頭頸部（唇、口腔、唾液腺、鼻腔、鼻咽頭、副鼻腔、咽頭、喉
、喉頭、及び関連する構造を含む）、甲状腺、食道、肺、陰茎、前立腺、膣、子宮頸部、
肛門、又は膀胱に由来するＳＣＣが含まれ得る。
【００５６】
　間葉由来の腫瘍には、限定されないが、骨、軟骨、脂肪、筋肉、血管、線維組織、又は
他の結合組織若しくは支持組織などのいくつかの部位のいずれかの間葉組織に由来する任
意の腫瘍が含まれる。
【００５７】
　特定の好ましい実施形態では、腫瘍は、限定されないが、骨、軟骨、脂肪、筋肉、血管
、線維組織、又は他の結合組織若しくは支持組織などのいくつかの部位のいずれかの間葉
組織に由来する任意の悪性新生物を含む、肉腫であり得る。
【００５８】
　メラニン細胞由来の腫瘍には、限定されないが、皮膚、口、目、又は小腸などのいくつ
かの部位のいずれかにおけるメラニン細胞に由来する任意の腫瘍が含まれる。
【００５９】
　特定の好ましい実施形態では、腫瘍は、限定されないが、皮膚、口、目、又は小腸など



(15) JP 2020-512549 A 2020.4.23

10

20

30

40

50

のいくつかの部位のいずれかのメラニン細胞に由来する任意の悪性新生物を含む、メラノ
ーマであり得る。
【００６０】
　特定の好ましい実施形態では、腫瘍は、皮膚癌、好ましくは皮膚扁平上皮癌、肺癌、好
ましくは肺扁平上皮癌又は肺多形癌、頭頸部癌、乳腺癌、及び食道癌を含む群又はそれか
らなる群から選択され得る。
【００６１】
　したがって、本明細書全体にわたって使用される「腫瘍細胞」との用語は、良性、前悪
性（前癌性）、又は悪性に関わらず、任意の新生細胞を広く包含する。この用語は、特に
、原発性及び続発性悪性細胞、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）、播種性腫瘍細胞（ＤＴＣ）、並
びに転移性腫瘍細胞を含む、癌細胞を包含する。
【００６２】
　「循環腫瘍細胞」又は「ＣＴＣ」との用語は、原発腫瘍などの腫瘍から循環系又は滲出
液若しくは分泌液に流入した任意の腫瘍細胞を示す。特定の実施形態では、ＣＴＣは、腫
瘍から血管系又はリンパ系などの循環系に流入し得る。血液又はリンパ液などの循環液は
、ＣＴＣを単一細胞又は細胞塊として体中に運ぶことができる。したがって、ＣＴＣは血
液又はリンパ液に存在し得、あるいは尿、糞便、又は他の滲出液若しくは分泌液に存在し
得る。ＣＴＣ又はＣＴＣの一部は、遠隔部位に侵入し、播種性腫瘍細胞（ＤＴＣ）として
第２の臓器に留まり得る。ＤＴＣ又はＤＴＣの一部は、第２の臓器の転移へと進行するこ
とが可能であり得る。
【００６３】
　本明細書全体にわたって使用される「試料」又は「生体試料」との用語には、対象から
得られた（単離された、取り出した）任意の生物学的標本が含まれる。試料には、限定さ
れないが、臓器組織（例えば、原発性又は転移性腫瘍組織）、全血、血漿、血清、全血細
胞、赤血球、白血球（例えば、末梢血単核細胞）、唾液、尿、排泄物（糞便）、涙、汗、
皮脂、乳頭吸引液、乳管洗浄液（ｄｕｃｔａｌ　ｌａｖａｇｅ）、腫瘍滲出液、滑液、脳
脊髄液、胸水液（ｐｌｅｕｒａｌ　ｅｆｆｕｓｉｏｎ　ｆｌｕｉｄ）などの胸水（ｐｌｅ
ｕｒａｌ　ｆｌｕｉｄ）、腹水（ａｓｃｉｔｅｓ　ｆｌｕｉｄ）などの腹腔液（ｐｅｒｉ
ｔｏｎｅａｌ　ｃａｖｉｔｙ　ｆｌｕｉｄ）、リンパ液、細針吸引液、羊水、任意の他の
体液、滲出液又は分泌液、細胞溶解物、細胞分泌産物、炎症液、精液、及び膣分泌物が含
まれ得る。好ましくは、試料は、非侵襲的又は低侵襲的方法、例えば、血液採取（「液体
生検」）、尿採取、糞便採取、組織（例えば腫瘍組織）生検、又は対象由来の試料の提供
／取り出し／単離を可能にする胸水サンプリング若しくは腹腔液サンプリングなどの細針
吸引などにより容易に入手可能であり得る。本明細書で使用される「組織」との用語は、
臓器の細胞を含むだけでなく上記の血液及び他の体液も含む、ヒト身体のすべての種類の
細胞を包含する。組織は健常であってもよいし、又は例えば腫瘍組織のように病理学的変
化に罹患していてもよい。組織は、生きている対象に由来してもよいし、又は死骸組織に
由来してもよい。
【００６４】
　特に有用な試料は、腫瘍細胞を含むことが知られているか、又はそれを含むことが予想
若しくは予測されるか、又はそれを含む可能性があることが知られているか、あるいはそ
れを含む可能性があることが予想若しくは予測される試料である。さらに特に有用な試料
は、循環細胞を含むことが知られているか、又はそれを含むことが予想若しくは予測され
るか、又はそれを含む可能性があることが知られているか、あるいはそれを含む可能性が
あることが予想若しくは予測される試料である。さらに特に有用な試料は、循環腫瘍細胞
を含むことが知られているか、又はそれを含むことが予想若しくは予測されるか、又はそ
れを含む可能性があることが知られているか、あるいはそれを含む可能性があることが予
想若しくは予測される試料である。
【００６５】
　さらなる有用な実施形態では、原発腫瘍部位の外側の腫瘍細胞、特に固形腫瘍細胞を検
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出又は定量化し得る。例えば、試料は、原発（固形）腫瘍部位以外の組織から取得し得る
。限定ではなく例として、腫瘍細胞、特に固形腫瘍細胞は、脳脊髄液、胸水液などの胸水
、又は腹水などの腹腔液で検出又は定量化し得る。特定の実施形態では、上記の液体試料
などの原発腫瘍部位の外側の腫瘍細胞の存在により、対象における新生物疾患が転移能を
有すると同定され得る。
【００６６】
　試料の任意の好適な重量又は体積を分析のために対象から取り出し得る。限定されない
が、液体試料は、１ｍＬ～２０ｍＬ、例えば５ｍＬ、７．５ｍＬ、１０ｍＬ、１５ｍＬ、
又は２０ｍＬの体積を有し得る。固体試料は、１ｇ～２０ｇ、例えば５ｇ、７．５ｇ、１
０ｇ、１５ｇ、又は２０ｇの重量を有し得る。
【００６７】
　特定の好ましい実施形態では、生体試料は組織生検又は組織細針吸引液である。他の好
ましい実施形態では、生体試料は切除された組織である。
【００６８】
　特定の好ましい実施形態では、生体試料は、腫瘍生検又は腫瘍細針吸引液、例えば、原
発性又は転移性腫瘍組織由来の生検又は細針吸引液である。他の好ましい実施形態では、
生体試料は切除された腫瘍組織、例えば切除された原発性又は転移性腫瘍組織である。
【００６９】
　さらに好ましい実施形態では、生体試料は、循環細胞を含む。特定の好ましい実施形態
では、生体試料は、血液、尿、糞便、リンパ液、又は別の滲出液若しくは分泌液由来の循
環細胞を含む。特に好ましい実施形態では、生体試料は、末梢血由来の循環細胞を含む。
【００７０】
　特定の好ましい実施形態では、生体試料は、循環腫瘍細胞を含む。特定の好ましい実施
形態では、生体試料は、血液、尿、糞便、リンパ液、又は別の滲出液若しくは分泌液由来
の循環腫瘍細胞を含む。特に好ましい実施形態では、生体試料は、末梢血由来の循環腫瘍
細胞を含む。
【００７１】
　「対象」、「個体」、又は「患者」との用語は、本明細書全体にわたって交換可能に使
用され、典型的には及び好ましくはヒトを示すが、非ヒト動物、好ましくは温血動物、さ
らにより好ましくは、例えば、非ヒト霊長類、げっ歯類、イヌ科動物、ネコ科動物、ウマ
科動物、ヒツジ（ｏｖｉｎｅ）、ブタ（ｐｏｒｃｉｎｅ）などの哺乳動物への言及も包含
し得る。「非ヒト動物」との用語には、すべての脊椎動物、例えば、非ヒト霊長類（特に
高等霊長類）、ヒツジ、イヌ、げっ歯類（例えば、マウス又はラット）、モルモット、ヤ
ギ、ブタ、ネコ、ウサギ、ウシなどの哺乳動物、及びニワトリ、両生類、爬虫類などの非
哺乳動物が含まれる。特定の実施形態では、対象は非ヒト哺乳動物である。特定の好まし
い実施形態では、対象はヒトである。他の実施形態では、対象は、疾患モデルとしての実
験動物又は動物代替物である。この用語は、特定の年齢及び性別を示すものではない。し
たがって、成人及び新生児対象並びに胎児は、男性又は女性に関わらず、包含されること
が意図される。対象の例には、ヒト、イヌ、ネコ、ウシ、ヤギ、及びマウスが含まれる。
対象との用語は、トランスジェニック種を含むことがさらに意図される。
【００７２】
　好適な対象には、限定されないが、新生物疾患のスクリーニングのために医師に示す対
象、新生物疾患を示す症状及び兆候を医師に示す対象、新生物疾患と診断された対象、抗
癌療法を受けた対象、抗癌処置を受けている対象、寛解期にある新生物疾患を有する対象
が含まれ得る。
【００７３】
　したがって、本明細書で意図される腫瘍細胞は、動物細胞、好ましくは温血動物細胞、
より好ましくは脊椎動物細胞、さらにより好ましくは、ヒト及び非ヒト哺乳動物を含む哺
乳動物細胞であり得、特定の特に好ましい実施形態では、ヒト細胞であり得る。
【００７４】
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　本明細書に開示される腫瘍細胞又は循環腫瘍細胞などの細胞は、本明細書の文脈におい
て、ＣＤ３２１などの、１つ以上の遺伝子、ポリペプチド、又はタンパク質などの１つ以
上のマーカーの「発現を含む」又は逆にそれらを「発現しない」と述べる場合があり、あ
るいはＣＤ３２１などの、１つ以上の遺伝子、ポリペプチド、又はタンパク質などの１つ
以上のマーカーに対して「陽性である」（＋）又は逆に「陰性である」（－）と記載する
場合がある。
【００７５】
　このような用語は一般的であり、細胞表現型を特徴付けるときに当業者によく理解され
ている。追加のガイダンスにより、細胞が、ＣＤ３２１などの、所与の遺伝子、ポリペプ
チド、若しくはタンパク質などの所与のマーカーの発現に対して陽性である、若しくは該
マーカーを発現する、又は該マーカーを含むと言う場合、当業者は、細胞中又は細胞上の
マーカーを検出又は定量化することができる測定を行ったときに、マーカーについての明
確なシグナルの存在又は証拠について結論付けるであろう。好適には、マーカーについて
の明確なシグナルの存在又は証拠は、細胞について得られた測定結果と、陰性対照（例え
ば、マーカーを発現することが知られていない細胞）及び／又は陽性対照（例えば、マー
カーを発現することが知られている細胞）について行われた同じ測定の結果との比較に基
づいて結論付けられるであろう。測定方法がマーカーの定量的評価を可能にする場合、陽
性細胞は、陰性対照細胞によってマーカーについて生成されたシグナルよりも、又は陰性
対照細胞集団によってマーカーについて生成された平均シグナルよりも、少なくとも１．
５倍、例えば、少なくとも２倍、少なくとも４倍、少なくとも１０倍、少なくとも２０倍
、少なくとも３０倍、少なくとも４０倍、少なくとも５０倍又はさらに高いマーカーにつ
いてのシグナルを生成し得る。さらに、陽性細胞は、陰性対照細胞集団によってマーカー
について生成された平均シグナルよりも高い、３．０以上の標準偏差、例えば３．５以上
、４．０以上、４．５以上、又は５．０以上の標準偏差であるマーカーについてのシグナ
ルを生成し得る。
【００７６】
　「マーカー」との用語は、当該技術分野で広く普及しており、一般に生体分子、より特
定的には内因性生体分子、及び／又はその検出可能な部分を広く示し、検査物における（
例えば、細胞、細胞集団、組織、器官、若しくは生物における又はそれらに対する、例え
ば対象の生体試料における）定性的及び／又は定量的評価は、検査物の表現型及び／又は
遺伝子型の１つ以上の態様に関して予測するものであるか、又は情報価値がある。「マー
カー」及び「バイオマーカー」との用語は、本明細書全体にわたって互換的に使用され得
る。
【００７７】
　好ましくは、本明細書で意図されるマーカーは、ペプチド、ポリペプチド、及び／若し
くはタンパク質ベースであるか、又は核酸ベースであり得る。例えば、マーカーは、所与
の遺伝子によってコードされるペプチド、ポリペプチド、及び／若しくはタンパク質、又
はその検出可能な部分で構成され得る。さらに、「核酸」との用語は一般に、ＤＮＡ、Ｒ
ＮＡ、及びＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッド分子を包含するが、マーカーの文脈においては、
この用語は典型的には、ヘテロ核ＲＮＡ（ｈｎＲＮＡ）、プレｍＲＮＡ、メッセンジャー
ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）、若しくはコピーＤＮＡ（ｃＤＮＡ）、又はそれらの検出可能な部分
を指す。そのような核酸種は、これらが遺伝子の発現に関する定性的及び／又は定量的情
報を含むので、マーカーとして特に有用である。特に好ましくは、核酸ベースのマーカー
は、所与の遺伝子のｍＲＮＡ、若しくはｍＲＮＡから作られるｃＤＮＡ、又はそれらの検
出可能な部分を包含し得る。
【００７８】
　本明細書全体にわたって使用される「タンパク質」との用語は、一般に、１つ以上のポ
リペプチド鎖、すなわちペプチド結合によって連結されたアミノ酸残基のポリマー鎖を含
む高分子を包含する。この用語は、天然、組換え、半合成、又は合成で生産されたタンパ
ク質を包含してもよい。この用語はまた、限定されないが、グリコシル化、アセチル化、
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リン酸化、スルホン化、メチル化、ユビキチン化、シグナルペプチド除去、Ｎ末端Ｍｅｔ
除去、プロ酵素又はプロホルモンの活性型への変換などの、ポリペプチド鎖の１つ以上の
共発現型修飾又は発現後型修飾を有するタンパク質を包含してもよい。この用語はさらに
、対応する天然タンパク質に対するアミノ酸配列の変化、例えばアミノ酸の欠失、付加、
及び／又は置換などを有するタンパク質バリアント又は変異体も含む。この用語は、完全
長タンパク質及びタンパク質部分又は断片、例えば、そのような完全長タンパク質のプロ
セシング後に生じる天然に存在するタンパク質部分の両方を企図している。
【００７９】
　本明細書全体にわたって使用される「ポリペプチド」との用語は、一般に、ペプチド結
合によって連結されたアミノ酸残基のポリマー鎖を包含する。したがって、タンパク質が
単一のポリペプチド鎖のみから構成される限り、「タンパク質」及び「ポリペプチド」と
の用語は、そのようなタンパク質を示すために本明細書で互換的に使用され得る。この用
語は、任意の最小の長さのポリペプチド鎖に限定されない。この用語は、天然、組換え、
半合成、又は合成により生成されたポリペプチドを包含し得る。この用語はまた、限定さ
れないが、グリコシル化、アセチル化、リン酸化、スルホン化、メチル化、ユビキチン化
、シグナルペプチド除去、Ｎ末端Ｍｅｔ除去、プロ酵素又はプロホルモンの活性型への変
換などの、ポリペプチド鎖の１つ以上の共発現型又は発現後型の修飾を有するポリペプチ
ドを包含し得る。この用語はさらに、対応する天然ポリペプチドに対するアミノ酸配列の
変化、例えばアミノ酸の欠失、付加、及び／又は置換などを有するポリペプチドバリアン
ト又は変異体も含む。この用語は、完全長ポリペプチド及びポリペプチド部分又は断片、
例えば、そのような完全長ポリペプチドのプロセシング後に生じる天然に存在するポリペ
プチド部分の両方を企図している。
【００８０】
　本明細書全体にわたって使用される「ペプチド」との用語は、好ましくは、５０個以下
のアミノ酸、例えば、４５個以下のアミノ酸、好ましくは４０個以下のアミノ酸、例えば
３５個以下のアミノ酸、より好ましくは３０個以下のアミノ酸、例えば、２５個以下、２
０個以下、１５個以下、１０個以下、又は５個以下のアミノ酸から本質的になる本明細書
で使用されるポリペプチドを指す。
【００８１】
　本明細書全体にわたって使用される「核酸」との用語は、典型的には、ヌクレオシド単
位から本質的に構成される任意の長さのポリマー（好ましくは直鎖状ポリマー）を指す。
ヌクレオシド単位は、一般に、複素環式塩基及び糖基を含む。複素環式塩基には、特に、
天然に存在する核酸中に広く存在しているアデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、シトシン（
Ｃ）、チミン（Ｔ）、及びウラシル（Ｕ）などのプリン塩基及びピリミジン塩基、他の天
然に存在する塩基（例えば、キサンチン、イノシン、ヒポキサンチン）、並びに化学的又
は生化学的に修飾された（例えば、メチル化された）非天然の塩基又は誘導体化塩基が含
まれ得る。例示的な修飾核酸塩基には、限定されないが、５－置換ピリミジン、６－アザ
ピリミジン、並びに２－アミノプロピルアデニン、５－プロピニルウラシル、及び５－プ
ロピニルシトシンを含むＮ－２，Ｎ－６及びＯ－６置換プリンが含まれる。特に、５－メ
チルシトシン置換は、核酸二重鎖の安定性を高めることが示されており、さらにより特定
的には２’－Ｏ－メトキシエチル糖修飾と組み合わせる場合における、アンチセンス作用
因子などでの好ましい塩基置換であり得る。糖基には、特に、ペントース（ペントフラノ
ース）基、例えば好ましくは天然に存在する核酸に一般的なリボース及び／若しくは２－
デオキシリボース、又はアラビノース、２－デオキシアラビノース、トレオース、若しく
はヘキソース糖基、並びに修飾又は置換糖基（限定されないが、２’－Ｏ－アルキル化糖
、例えば、リボースなどの２’－Ｏ－メチル化若しくは２’－Ｏ－エチル化糖；２’－Ｏ
－アルキルオキシアルキル化糖、例えば、リボースなどの２’－Ｏ－メトキシエチル化糖
；又は２’－Ｏ，４’－Ｃ－アルキレン結合糖、例えば、リボースなどの２’－Ｏ，４’
－Ｃ－メチレン結合若しくは２’－Ｏ，４’－Ｃ－エチレン結合糖；２’－フルオロアラ
ビノースなど）が含まれ得る。ヌクレオシド単位は、特に、天然に存在する核酸に一般的
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なホスホジエステル結合、さらには、修飾ホスフェート又は修飾ホスホネートベースの結
合、例えば、ホスホロチオエート、メチルホスホロチオエートなどのアルキルホスホロチ
オエート、ホスホロジチオエート、メチルホスホネートなどのアルキルホスホネート、ア
ルキルホスホノチオエート、アルキルホスホトリエステルなどのホスホトリエステル、ホ
スホルアミデート、ホスホロピペラジデート、ホスホロモルホリデート、架橋ホスホロア
ミデート、架橋メチレンホスホネート、架橋ホスホロチオエート；さらには、シロキサン
、カーボネート、スルファメート、カルボアルコキシ、アセトアミデート、３’－Ｎ－カ
ルバメートなどのカルバメート、モルホリノ、ボラノ、チオエーテル、３’－チオアセタ
ール、及びスルホンヌクレオシド間結合を含む、多くの知られているヌクレオシド間結合
のいずれかによって互いに結合され得る。好ましくは、ヌクレオシド間結合は、修飾ホス
フェートベースの結合、例えば、より好ましくはホスホジエステル、ホスホロチオエート
、若しくはホスホロジチオエート結合、又はそれらの組み合わせなどを含む、ホスフェー
トベースの結合であり得る。「核酸」との用語はまた、限定されないが、ペプチド核酸（
ＰＮＡ）、リン酸基を有するペプチド核酸（ＰＨＯＮＡ）、ロックド（ｌｏｃｋｅｄ）核
酸（ＬＮＡ）、モルホリノホスホロジアミデート骨格核酸（ＰＭＯ）、シクロヘキセン核
酸（ＣｅＮＡ）、トリシクロＤＮＡ（ｔｃＤＮＡ）、及びアルキルリンカー又はアミノリ
ンカーを備えた骨格部を有する核酸（例えば、Ｋｕｒｒｅｃｋ　２００３（Ｅｕｒ　Ｊ　
Ｂｉｏｃｈｅｍ　２７０：１６２８－１６４４を参照のこと）を含む核酸模倣体などのポ
リマーを含有する任意の他の核酸塩基も包含してもよい。本明細書で使用される「アルキ
ル」は、特に、低級炭化水素部分、例えば、メチル、エチル、エテニル、プロピル、１－
プロペニル、２－プロペニル、及びイソプロピルなどのＣ１～Ｃ４直鎖状若しくは分枝状
飽和又は不飽和炭化水素を包含する。本明細書で意図される核酸は、天然に存在するヌク
レオシド、修飾ヌクレオシド、又はそれらの混合物を含み得る。修飾ヌクレオシドは、修
飾複素環式塩基、修飾糖部分、修飾ヌクレオシド間結合、又はそれらの組み合わせを含み
得る。「核酸」との用語は、さらに好ましくは、具体的にはｈｎＲＮＡ、プレｍＲＮＡ、
ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、増幅産物、オリゴヌクレオチド、及び合成（例えば
化学合成）ＤＮＡ、ＲＮＡ、又はＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドを含む、ＤＮＡ、ＲＮＡ及
びＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッド分子を包含する。核酸は、天然に存在してもよく、例えば
自然に存在しても、若しくは自然から単離されてもよく、組換え体、すなわち組換えＤＮ
Ａ技術により産生されたものであってもよく、及び／又は部分的若しくは全体的に化学的
若しくは生化学的に合成されてもよい。「核酸」は、二本鎖、部分的に二本鎖、又は一本
鎖であり得る。一本鎖の場合、核酸はセンス鎖又はアンチセンス鎖であり得る。さらに、
核酸は円形状又は線状であり得る。
【００８２】
　任意のペプチド、ポリペプチド、タンパク質、又は核酸を含む任意のマーカーへの言及
は、当該技術分野においてそれぞれの名称で一般的に知られているマーカーに対応する。
これらの用語は、見出だされた任意の生物、特に動物、好ましくは温血動物、より好まし
くは脊椎動物、さらにより好ましくはヒト及び非ヒト哺乳動物を含む哺乳動物、さらによ
り好ましくはヒトのそのようなマーカーを包含する。
【００８３】
　この用語は、特に、天然の配列、すなわち、一次配列がマーカーに天然に見出されるマ
ーカー又は天然に由来するマーカーの一次配列と同じである配列を有する、任意のペプチ
ド、ポリペプチド、タンパク質、又は核酸を含む、そのようなマーカーを包含する。当業
者は、天然の配列が、異種間において、そのような種間の遺伝的多様性に起因して異なり
得ることを理解している。さらに、天然の配列は、同種の異なる個体間又は個体内におい
て、所与の種内の正常な遺伝的多様性（変異）に起因して異なり得る。また、天然の配列
は、同種の異なる個体間において又は個体内でさえ、体細胞突然変異又は転写後若しくは
翻訳後修飾に起因して異なり得る。本明細書では、任意のそのようなマーカーのバリアン
ト又はアイソフォームが意図されている。したがって、自然で見出された、又は自然に由
来するマーカーの配列はすべて、「天然」と見なされる。この用語は、生物、臓器、組織
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、又は細胞の一部を形成するとき、生体試料の一部を形成するとき、及びそのような供給
源から少なくとも部分的に単離されるときにおけるマーカーを包含する。この用語は、組
換え又は合成手段によって生成される場合のマーカーも包含する。
【００８４】
　特定の実施形態では、任意のペプチド、ポリペプチド、タンパク質、又は核酸を含むマ
ーカーはヒトであり得、すなわち、それらの一次配列は、天然に存在するヒトマーカーの
対応する一次配列又は該ヒトマーカーに存在する対応する一次配列と同じであり得る。し
たがって、これに関連する「ヒト」との修飾語句は、そのマーカーの由来又は供給源では
なく、それぞれのマーカーの一次配列に関する。例えば、そのようなマーカーは、ヒト対
象の試料中に存在するか、若しくは該試料から単離されてもよいし、又は他の手段（例え
ば、組換え発現、無細胞転写若しくは翻訳、又は非生物学的核酸若しくはペプチド合成）
によって取得してもよい。
【００８５】
　文脈からそうでないことが明白でない限り、任意のマーカー、ペプチド、ポリペプチド
、タンパク質、若しくは核酸、又はそれらの断片への本明細書における言及はまた、一般
に、例えば、リン酸化、グリコシル化、脂質化、メチル化、システイン化（ｃｙｓｔｅｉ
ｎｙｌａｔｉｏｎ）、スルホン化、グルタチオン化、アセチル化、メチオニンのメチオニ
ンスルホキシド又はメチオニンスルホンへの酸化などを含む、発現後修飾を有するなどの
上記マーカー、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、若しくは核酸、又はそれらの断片
の修飾形態も包含し得る。
【００８６】
　任意のペプチド、ポリペプチド、タンパク質、又は核酸を含む任意のマーカーへの本明
細書における言及はまた、その断片も包含する。したがって、任意の１つのマーカーの測
定（又はその量の測定）への本明細書における言及は、マーカーの測定及び／又はその１
つ以上の断片の測定を含み得る。
【００８７】
　例えば、任意のマーカー及び／又はその１つ以上の断片は、纏めて測定されてもよく、
その結果、測定された量は纏めて測定された種の合計量に対応する。別の例では、任意の
マーカー及び／又はその１つ以上の断片はそれぞれ個別に測定されてもよい。
【００８８】
　ペプチド、ポリペプチド、又はタンパク質に関して本明細書全体にわたって使用される
「断片」との用語は、一般に、典型的にはＮ末端及び／又はＣ末端が切断された形態のペ
プチド、ポリペプチド、又はタンパク質などの、ペプチド、ポリペプチド、又はタンパク
質の一部を示す。好ましくは、断片は、上記ペプチド、ポリペプチド、又はタンパク質の
アミノ酸配列の長さの少なくとも約３０％、例えば少なくとも約５０％若しくは少なくと
も約７０％、好ましくは少なくとも約８０％、例えば少なくとも約８５％、より好ましく
は少なくとも約９０％、さらにより好ましくは少なくとも約９５％、又はさらに約９９％
を含み得る。例えば、完全長のペプチド、ポリペプチド、又はタンパク質の長さを超えな
い限り、断片は、対応する完全長のペプチド、ポリペプチド、又はタンパク質の５個以上
の連続するアミノ酸、若しくは１０個以上の連続するアミノ酸、若しくは２０個以上の連
続するアミノ酸、又は３０個以上の連続するアミノ酸、例えば４０個以上の連続するアミ
ノ酸、例えば５０個以上の連続するアミノ酸、例えば６０個以上、７０個以上、８０個以
上、９０個以上、１００個以上、２００個以上、３００個以上、４００個以上、５００個
以上、若しくは６００個以上の連続するアミノ酸の配列を含み得る。
【００８９】
　核酸（ポリヌクレオチド）に関する「断片」との用語は、一般に、核酸の５’及び／又
は３’切断形態を示す。好ましくは、断片は、上記核酸の核酸配列の長さの少なくとも約
３０％、例えば少なくとも約５０％若しくは少なくとも約７０％、好ましくは少なくとも
約８０％、例えば少なくとも約８５％、より好ましくは少なくとも約９０％、さらにより
好ましくは少なくとも約９５％又はさらに約９９％を含み得る。例えば、完全長の核酸の
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長さを超えない限り、断片は、対応する完全長の核酸の５個以上の連続するヌクレオチド
、若しくは１０個以上の連続するヌクレオチド、若しくは２０個以上の連続するヌクレオ
チド、又は３０個以上の連続するヌクレオチド、例えば４０個以上の連続するヌクレオチ
ド、例えば５０個以上の連続するヌクレオチド、例えば６０個以上、７０個以上、８０個
以上、９０個以上、１００個以上、２００個以上、３００個以上、４００個以上、５００
個以上、若しくは６００個の連続するヌクレオチドの配列を含み得る。
【００９０】
　この用語は、インビボ及び／又はインビトロで、任意の作用機序により、例えば、限定
されないが、選択的転写又は翻訳、エキソ及び／又はエンドタンパク質分解、エキソ及び
／又はエンド核酸分解、あるいはペプチド、ポリペプチド、タンパク質、又は核酸の分解
、例えば物理的、化学的、及び／又は酵素的タンパク質分解又は核酸溶解などにより生じ
る断片を包含する。
【００９１】
　本明細書は、ＣＤ３２１を癌細胞の有用なマーカーとして教示す。上記のように、ＣＤ
３２１マーカーは、好ましくはペプチド、ポリペプチド、及び／若しくはタンパク質ベー
ス、又は核酸ベースであり得る。特定の好ましい実施形態では、本明細書で教示されるＣ
Ｄ３２１の発現を検出することは、ＣＤ３２１タンパク質若しくはＣＤ３２１　ｍＲＮＡ
又は両方を検出することを含む。
【００９２】
　「ＣＤ３２１」への言及は、当該技術分野において該名称で一般に知られている、ＣＤ
３２１マーカー、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、又は核酸を示す。追加のガイダ
ンスにより、ＣＤ３２１は、接合部接着分子Ａ、ＪＡＭ－Ａ、接合部接着分子１、ＪＡＭ
－１、血小板Ｆ１１受容体、Ｆ１１Ｒ、血小板接着分子１、及びＰＡＭ－１としても知ら
れている。ＣＤ３２１をコードする遺伝子は、Ｆ１１Ｒ、ＪＡＭＩ、及びＪＣＡＭという
名称でも知られている。
【００９３】
　例として、ヒトＦ１１Ｒ　ｍＲＮＡ配列は、ＮＣＢＩ　Ｇｅｎｂａｎｋ（ｈｔｔｐ：／
／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）受託番号ＮＭ＿０１６９４６．４が付
けられている。ＮＭ＿０１６９４６．４のヌクレオチド２７１（開始コドン）から１１７
０（停止コドン）は、ＣＤ３２１コード配列を構成し、以下に再現されている（配列番号
１）：
ATGGGGACAAAGGCGCAAGTCGAGAGGAAACTGTTGTGCCTCTTCATATTGGCGATCCTGTTGTGCTCCCTGGCATTGGG
CAGTGTTACAGTGCACTCTTCTGAACCTGAAGTCAGAATTCCTGAGAATAATCCTGTGAAGTTGTCCTGTGCCTACTCGG
GCTTTTCTTCTCCCCGTGTGGAGTGGAAGTTTGACCAAGGAGACACCACCAGACTCGTTTGCTATAATAACAAGATCACA
GCTTCCTATGAGGACCGGGTGACCTTCTTGCCAACTGGTATCACCTTCAAGTCCGTGACACGGGAAGACACTGGGACATA
CACTTGTATGGTCTCTGAGGAAGGCGGCAACAGCTATGGGGAGGTCAAGGTCAAGCTCATCGTGCTTGTGCCTCCATCCA
AGCCTACAGTTAACATCCCCTCCTCTGCCACCATTGGGAACCGGGCAGTGCTGACATGCTCAGAACAAGATGGTTCCCCA
CCTTCTGAATACACCTGGTTCAAAGATGGGATAGTGATGCCTACGAATCCCAAAAGCACCCGTGCCTTCAGCAACTCTTC
CTATGTCCTGAATCCCACAACAGGAGAGCTGGTCTTTGATCCCCTGTCAGCCTCTGATACTGGAGAATACAGCTGTGAGG
CACGGAATGGGTATGGGACACCCATGACTTCAAATGCTGTGCGCATGGAAGCTGTGGAGCGGAATGTGGGGGTCATCGTG
GCAGCCGTCCTTGTAACCCTGATTCTCCTGGGAATCTTGGTTTTTGGCATCTGGTTTGCCTATAGCCGAGGCCACTTTGA
CAGAACAAAGAAAGGGACTTCGAGTAAGAAGGTGATTTACAGCCAGCCTAGTGCCCGAAGTGAAGGAGAATTCAAACAGA
CCTCGTCATTCCTGGTGTGA。
【００９４】
　例として、ヒトＣＤ３２１前駆体タンパク質配列は、ＮＣＢＩ　Ｇｅｎｂａｎｋ受託番
号ＮＰ＿０５８６４２．１が付けられ、以下に再現されている（配列番号２）：
MGTKAQVERKLLCLFILAILLCSLALGSVTVHSSEPEVRIPENNPVKLSCAYSGFSSPRVEWKFDQGDTTRLVCYNNKIT
ASYEDRVTFLPTGITFKSVTREDTGTYTCMVSEEGGNSYGEVKVKLIVLVPPSKPTVNIPSSATIGNRAVLTCSEQDGSP
PSEYTWFKDGIVMPTNPKSTRAFSNSSYVLNPTTGELVFDPLSASDTGEYSCEARNGYGTPMTSNAVRMEAVERNVGVIV
AAVLVTLILLGILVFGIWFAYSRGHFDRTKKGTSSKKVIYSQPSARSEGEFKQTSSFLV。
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【００９５】
　当業者は、配列データベース又は本明細書で表される配列が、マーカー、ペプチド、ポ
リペプチド、タンパク質、又は核酸の前駆体のものであり得、成熟分子から処理された部
分を含み得ることを理解することができる。例として、配列番号２のアミノ酸１～２７は
、成熟ＣＤ３２１から処理されたシグナルペプチドを構成することが示され又は予測され
る。
【００９６】
　当業者は、すべてのＣＤ３２１アイソフォームが含まれることを理解することができる
。例として、ＣＤ３２１の選択的スプライシングアイソフォームは、以下に示される配列
番号３のアミノ酸８１～１２９を欠いていることが知られている（配列番号３）：
MGTKAQVERKLLCLFILAILLCSLALGSVTVHSSEPEVRIPENNPVKLSCAYSGFSSPRVEWKFDQGDTTRLVCYNNKIT
VPPSKPTVNIPSSATIGNRAVLTCSEQDGSPPSEYTWFKDGIVMPTNPKSTRAFSNSSYVLNPTTGELVFDPLSASDTGE
YSCEARNGYGTPMTSNAVRMEAVERNVGVIVAAVLVTLILLGILVFGIWFAYSRGHFDRTKKGTSSKKVIYSQPSARSEG
EFKQTSSFLV
【００９７】
　例として、ヒトＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、Ｃ
Ｄ４２ｂ、及びＣＤ６１のｍＲＮＡ及びタンパク質配列には、以下のＮＣＢＩ　Ｇｅｎｂ
ａｎｋ受託番号が付けられている：ＣＤ４５タンパク質（ＮＰ＿００２８２９．３、ＮＰ
＿５６３５７８．２）、ＣＤ４５　ｍＲＮＡ（ＮＭ＿００２８３８．４、ＮＭ＿０８０９
２１．３）；ＬＳＰ１タンパク質（ＮＰ＿００１０１３２７１．１、ＮＰ＿００１０１３
２７２．１、ＮＰ＿００１０１３２７３．１、ＮＰ＿００１２２９８６１．１　ＮＰ＿０
０１２７５９３４．１、ＮＰ＿００２３３０．１）；ＬＳＰ１　ｍＲＮＡ（ＮＭ＿００１
０１３２５３．１、ＮＭ＿００１０１３２５４．１、ＮＭ＿００１０１３２５５．１、Ｎ
Ｍ＿００１２４２９３２．１、ＮＭ＿００１２８９００５．１、ＮＭ＿００２３３９．２
）；ＣＤ４８タンパク質（ＮＰ＿００１７６９．２）；ＣＤ４８　ｍＲＮＡ（ＮＭ＿００
１７７８．３）；ＣＤ３６タンパク質（ＮＰ＿００００６３．２、ＮＰ＿００１００１５
４７．１、ＮＰ＿００１００１５４８．１、ＮＰ＿００１１２０９１５．１、ＮＰ＿００
１１２０９１６．１、ＮＰ＿００１２７６８３７．１、ＮＰ＿００１２７６８３８．１、
ＮＰ＿００１２７６８４０．１、ＸＰ＿００５２５０７７０．１、ＸＰ＿００５２５０７
７１．１、ＸＰ＿００５２５０７７２．１）；ＣＤ３６　ｍＲＮＡ（ＮＭ＿００００７２
．３、ＮＭ＿００１００１５４７．２、ＮＭ＿００１００１５４８．２、ＮＭ＿００１１
２７４４３．１、ＮＭ＿００１１２７４４４．１、ＮＭ＿００１２８９９０８．１、ＮＭ
＿００１２８９９０９．１、ＮＭ＿００１２８９９１１．１、ＸＭ＿００５２５０７１３
．１、ＸＭ＿００５２５０７１４．１、ＸＭ＿００５２５０７１５．４）；ＣＤ４１タン
パク質（ＮＰ＿０００４１０．２、ＸＰ＿０１１５２３０５１．１）；ＣＤ４１　ｍＲＮ
Ａ（ＮＭ＿０００４１９．４、ＸＭ＿０１１５２４７４９．１）；ＣＤ４２ａタンパク質
（ＮＰ＿０００１６５．１、ＸＰ＿００５２４７４３１．１、ＸＰ＿０１１５１１００３
．１、ＸＰ＿０１１５１１００４．１）；ＣＤ４２ａ　ｍＲＮＡ（ＮＭ＿０００１７４．
４、ＸＭ＿００５２４７３７４．３、ＸＭ＿０１１５１２７０１．１、ＸＭ＿０１１５１
２７０２．１）；ＣＤ４２ｂタンパク質（ＮＰ＿０００１６４．５）；ＣＤ４２ｂ　ｍＲ
ＮＡ（ＮＭ＿０００１７３．６）；ＣＤ６１タンパク質（ＮＰ＿０００２０３．２）；Ｃ
Ｄ６１　ｍＲＮＡ（ＮＭ＿０００２１２．２）。
【００９８】
　本明細書に開示される特定の態様及び実施形態は、生体試料中の循環非造血細胞による
ＣＤ３２１の発現を検出することを含む、生体試料中の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を同定す
ることに依存し、循環非造血細胞によるＣＤ３２１の発現により、上記細胞がＣＴＣであ
ると同定される。
【００９９】
　「循環細胞」との用語は、対象の循環液中又は滲出液中若しくは分泌液中に存在するか
又は見出される任意の細胞を指す。この用語は、特に、対象の循環液中、好ましくは対象
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の血液中又はリンパ液中、より好ましくは対象の血液中、さらにより好ましくは対象の末
梢血に存在するか又は見出される細胞を示し得る。
【０１００】
　循環細胞には、造血細胞及び非造血細胞が含まれる。「造血細胞」との用語は、血液細
胞成分を形成する細胞、より特定的には造血幹細胞若しくは造血前駆細胞に由来する細胞
、及び／又は赤血球系統、リンパ系統、若しくは骨髄系統に由来する細胞を意味する。造
血細胞の例には、赤血球、白血球、及び血小板が含まれる。
【０１０１】
　反対に、「非造血細胞」との用語は、造血幹細胞若しくは造血前駆細胞に由来していな
いか、又は赤血球系統、リンパ系統、及び骨髄系統以外の細胞系統に由来した任意の細胞
を広く包含する。非造血細胞の例には、赤血球、白血球、及び血小板以外の細胞が含まれ
る。例として、循環非造血細胞は、血液若しくはリンパ液などの循環系に、又は血液、造
血組織、リンパ組織以外の組織若しくは臓器由来の滲出液若しくは分泌液に流れ出る。
【０１０２】
　循環細胞は、細胞の形態、挙動、及び／又はマーカー発現の評価に基づくなどの任意の
好適な基準により、造血性又は非造血性のいずれかとして同定又は分類することができる
。例として、形態学的に、赤血球（ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ）（赤血球（（ｒｅｄ　ｂｌ
ｏｏｄ　ｃｅｌｌ））は、両凹形状、約６～８μｍの直径、及び細胞核の欠如によって同
定することができ、血小板（ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｅ）（血小板（ｐｌａｔｅｌｅｔ））
は、レンズ形状、約２～３μｍの最大直径、及び細胞核の欠如によって同定することでき
る。例として、赤血球は、１×ＡＣＫ（塩化アンモニウムカリウム）（Ａｍｍｏｎｉｕｍ
　Ｃｈｌｏｒｉｄｅ　Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ）緩衝液（１５５ｍＭ　ＮＨ４Ｃ１、１０ｍＭ
　ＫＨＣＯ３、０．１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ７．３）などの低張溶液中での溶解に対する
比較的より大きな感度によって、又は好ましくは赤血球を溶解するための古典的な低張シ
ョック（赤血球が溶解されるまでに約１０～２０秒間であることを可能とする好適量の水
中の０．２％ｗ／ｖ　ＮａＣｌ溶液を添加し、同じ体積の水中の１．６％ｗ／ｖ　ＮａＣ
ｌ溶液を添加することによって等張性を回復させる）を使用して、あるいいは好ましくは
また市販のＢＤ　ＦＡＣＳ（商標）溶解液（カタログ番号３４９２０２；ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｂｄｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ．ｃｏｍ／ｄｓ／ｉｓ／ｔｄｓ／２３－１３５８．
ｐｄｆ）を使用して、同定することができる。例として、抗凝固血液の沈降により赤血球
、白血球、血小板を単離することができ、したがってそれらを同定することができ、この
沈降により、赤血球が底層に集まり、白血球及び血小板が底層と最上部プラズマ層との間
に挟まれたバフィーコートに集まる。
【０１０３】
　特定の実施形態では、白血球は、例えば、ＣＤ４５（タンパク質チロシンホスファター
ゼ、受容体Ｃ型；ＰＴＰＲＣ）、白血球特異的リンタンパク質－１（ＬＳＰ１）、及び／
又はＣＤ４８（Ｂリンパ球活性化マーカー、ＢＬＡＳＴ－１、シグナル伝達リンパ球活性
化分子２、ＳＬＡＭＦ２）などの少なくとも１つの汎白血球マーカーの発現（陽性）の存
在によって同定することができる。
【０１０４】
　特定の実施形態では、血小板は、例えば、ＣＤ３６（血小板糖タンパク質４；脂肪酸ト
ランスロカーゼ；ＦＡＴ）、ＣＤ４１（インテグリンα－ＩＩｂ；ＩＴＧＡ２Ｂ）、ＣＤ
４２ａ（糖タンパク質ＩＸ（血小板）；ＧＰ９）、ＣＤ４２ｂ（血小板糖タンパク質Ｉｂ
　α鎖；ＧＰ１ＢＡ）、及び／又はＣＤ６１（インテグリンβ３；ＩＴＧＢ３）などの少
なくとも１つの血小板マーカーの発現が存在すること（陽性）によって同定することがで
きる。
【０１０５】
　特定の実施形態では、赤血球ではない循環細胞は、上記細胞による少なくとも１つの汎
白血球マーカー及び少なくとも１つの血小板マーカーの発現が不存在であること（陰性）
によって非造血細胞と同定することができる。
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【０１０６】
　特定の実施形態では、赤血球でもなく血小板でもない循環細胞は、該細胞による少なく
とも１つの汎白血球マーカーの発現が不存在であること（陰性）によって非造血細胞と同
定することができる。
【０１０７】
　特定の実施形態では、赤血球でもなく白血球でもない循環細胞は、該細胞による少なく
とも１つの血小板マーカーの発現が不存在であること（陰性）によって非造血細胞と同定
することができる。
【０１０８】
　したがって、特定の実施形態では、循環ＣＤ３２１陽性細胞、特に循環ＣＤ３２１陽性
腫瘍細胞は、該細胞による少なくとも１つの汎白血球マーカーの発現が不存在であること
によって非造血性であると同定される。
【０１０９】
　特定の実施形態では、循環ＣＤ３２１陽性細胞、特に循環ＣＤ３２１陽性腫瘍細胞は、
該細胞による少なくとも１つの汎白血球マーカー及び少なくとも１つの血小板マーカーの
発現が不存在であることによって非造血性であると同定される。
【０１１０】
　特定の実施形態では、本明細書で教示される方法は、以下の工程：
　ａ）対象由来の生体試料を提供する工程であって、該生体試料が対象由来の循環細胞を
含む、提供する工程と、
　ｂ）上記生体試料において、少なくとも１つの汎白血球マーカーに対して陰性であり、
かつ少なくとも１つの血小板マーカーに対して陰性である非造血細胞を検出する工程と、
　ｃ）ｂ）で検出された細胞によるＣＤ３２１の発現の検出する工程であって、ｂ）で検
出された細胞によるＣＤ３２１の発現によって、上記細胞が循環腫瘍細胞であると同定さ
れる、検出する工程と、を含み得る。
【０１１１】
　工程ａ）において、生体試料は、好ましくは、対象の血液、尿、糞便、リンパ液、又は
他の滲出液若しくは分泌液、より好ましくは対象の末梢血由来の循環細胞を含み得る。
【０１１２】
　本明細書で教示される方法及び使用の特定の実施形態では、汎白血球マーカーは、ＣＤ
４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わせからなる群から選択される。
【０１１３】
　本明細書で教示される方法及び使用の特定の実施形態では、血小板マーカーは、ＣＤ３
６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１、及びそれらの組み合わせからなる群
から選択される。
【０１１４】
　本明細書で教示される方法及び使用の特定の実施形態では、汎白血球マーカーは、ＣＤ
４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され、血小板マ
ーカーは、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１、及びそれらの組み
合わせからなる群から選択される。
【０１１５】
　本明細書で教示される方法及び使用の特定の好ましい実施形態では、汎白血球マーカー
はＣＤ４５である。
【０１１６】
　本明細書で教示される方法及び使用の特定の好ましい実施形態では、血小板マーカーは
ＣＤ４２ａである。
【０１１７】
　本明細書で教示される方法及び使用の特定の好ましい実施形態では、汎白血球マーカー
はＣＤ４５であり、血小板マーカーはＣＤ４２ａである。
【０１１８】
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　マーカー、例えばペプチド、ポリペプチド、タンパク質、若しくは核酸、又は２つ以上
のマーカーの群は、好ましくは他の分子及び分析物、例えば他のペプチド、ポリペプチド
、タンパク質、又は核酸を実質的に排除して、上記マーカー又は上記マーカー群の有無及
び／又は量が検査物中で検出され又は決定される場合、検査対象物中で（例えば、細胞、
細胞集団、組織、器官、又は生物中で又はそれらに対して、例えば対象由来の生体試料に
おいて）「測定される」。
【０１１９】
　特に、マーカーの種類（例えば、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、又は核酸）、
検査物の種類（例えば、細胞、細胞集団、組織、器官、又は生物、例えば、対象の生体試
料の種類、例えば、全血、組織生検）、検査物中のマーカーの予想される存在量、並びに
マーカーを検出するために使用される検出方法の種類、頑健性、感度、及び／又は特異性
などの当業者によって評価及び決定することができる要因に応じて、マーカーを検査物中
で直接測定してもよいし、又は検査物をマーカーの適切な測定を達成することを目的とし
た１つ以上の処理工程に供してもよい。
【０１２０】
　既存の、利用可能な、又は従来の任意の分離、検出、及び／又は定量化方法を使用して
、検査物中の（例えば、細胞、細胞集団、組織、器官、若しくは生物中の又はそれらに対
する、例えば、対象由来の生体試料中の）マーカーの有無（例えば、存在対不存在又は検
出可能な量対検出不能な量の読み出し）及び／又は量（例えば、絶対量又は相対量の読み
出し）を測定し得る。
【０１２１】
　特定の例において、そのような方法には、特に、酵素活性、膜チャネル活性、物質結合
活性、遺伝子調節活性、又はマーカー、例えばペプチド、ポリペプチド、タンパク質、若
しくは核酸の細胞シグナル伝達活性のアッセイを含む、生化学的アッセイ方法が含まれ得
る。
【０１２２】
　他の例では、そのような方法には、マーカー（好ましくは、ペプチド、ポリペプチド、
又はタンパク質など）を分離、検出、及び／又は定量化するアッセイの能力が、単離可能
、検出可能、及び／又は定量化可能な免疫学的結合作用因子（抗体）などの結合作用因子
とマーカーとの間の特異的結合によって付与される、免疫学的アッセイ法が含まれ得る。
免疫学的アッセイ法には、限定されないが、免疫組織化学、免疫細胞化学、フローサイト
メトリー、マスサイトメトリー、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）、蛍光顕微鏡法、マイ
クロ流体システムを使用した蛍光ベースの細胞選別、親和性クロマトグラフィーなどの免
疫親和性吸着ベースの技術、磁性粒子分離、磁気活性化細胞選別、又はマイクロ流体シス
テムを使用したビーズベースの細胞選別、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）及び
ＥＬＩＳＰＯＴベースの技術、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、ウェスタンブロットな
どが含まれる。
【０１２３】
　さらなる例では、そのような方法には質量分析法が含まれ得る。一般に、ペプチドの質
量に関する、好ましくは選択されたペプチドの断片化及び／又は（部分）アミノ酸配列に
関する、正確な情報を取得することができる任意の質量分析（ＭＳ）技術（例えば、タン
デム質量分析、ＭＳ／ＭＳ；又はポストソース分解、ＴＯＦ　ＭＳ）は、マーカー（好ま
しくはペプチド、ポリペプチド、又はタンパク質など）の分離、検出、及び／又は定量化
に対して本明細書で有用であり得る。好適なペプチドＭＳ及びＭＳ／ＭＳ技術並びにシス
テムは、それ自体周知であり（例えば、Methods in Molecular Biology, vol.146:「Mass
 Spectrometry of Proteins and Peptides」, by Chapman, ed., Humana Press 2000, IS
BN 089603609x;Biemann 1990. Methods Enzymol 193: 455-79;又はMethods in Enzymolog
y, vol.402:「Biological Mass Spectrometry」, by Burlingame, ed., Academic Press 
2005, ISBN 9780121828073を参照のこと）、本明細書で使用し得る。バイオマーカーペプ
チド分析に適したＭＳの装置、機器、及びシステムには、限定されないが、マトリックス
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支援レーザー脱離／イオン化飛行時間（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）ＭＳ、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ
ポストソース分解（ＰＳＤ）；ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＴＯＦ；表面増強レーザー脱離／イ
オン化飛行時間型質量分析（ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ）ＭＳ；エレクトロスプレーイオン化質
量分析（ＥＳＩ－ＭＳ）；ＥＳＩ－ＭＳ／ＭＳ；ＥＳＩ－ＭＳ／（ＭＳ）ｎ（ｎはゼロよ
り大きい整数）；ＥＳＩ　３Ｄ又はリニア（２Ｄ）イオントラップＭＳ；ＥＳＩトリプル
四重極型ＭＳ；ＥＳＩ四重極直交型ＴＯＦ（Ｑ－ＴＯＦ）；ＥＳＩフーリエ変換ＭＳシス
テム；シリコン上脱離／イオン化（ＤＩＯＳ）；二次イオン質量分析（ＳＩＭＳ）；大気
圧化学イオン化質量分析（ＡＰＣＩ－ＭＳ）；ＡＰＣＩ－ＭＳ／ＭＳ；ＡＰＣＩ－（ＭＳ
）ｎ；大気圧光イオン化質量分析（ＡＰＰＩ－ＭＳ）；ＡＰＰＩ－ＭＳ／ＭＳ；及びＡＰ
ＰＩ－（ＭＳ）ｎが含まれ得る。タンデムＭＳ（ＭＳ／ＭＳ）装置でのペプチドイオン断
片化は、例えば衝突誘起解離（ＣＩＤ）などの当該技術分野で確立された方法を使用して
達成し得る。質量分析によるマーカーの検出及び定量化は、特にＫｕｈｎ　ｅｔ　ａｌ．
　２００４（Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　４：１１７５－８６）によって記載されるような多
重反応モニタリング（ＭＲＭ）を使用し得る。ＭＳペプチド分析方法は、上流ペプチド若
しくはタンパク質の分離又は画分方法、例えばクロマトグラフィー及び他の方法などと有
利に組み合わせてもよい。
【０１２４】
　他の例では、そのような方法にはクロマトグラフィー法が含まれ得る。「クロマトグラ
フィー」との用語は、化学物質又は生物学的物質などの物質、例えば、好ましくはペプチ
ド、ポリペプチド、又はタンパク質などのマーカーを分離するための方法を包含し、当該
技術分野ではそのように称され、広く利用可能である。好ましい手法では、クロマトグラ
フィーは、液体又は気体の移動流（「移動相」）によって運ばれる物質の混合物（分析物
）が、これらが上記移動相と固定相との間での固定された液相又は固相（「固定相」）の
周囲又はその上を流れるときの分析物の異なる分布の結果として、成分に分離されるプロ
セスを指す。固定相は、通常、微細化固体、フィルター材料のシート、又は固体表面上の
液体の薄膜などであり得る。クロマトグラフィーは、生体由来の化合物、例えばアミノ酸
、タンパク質、タンパク質又はペプチドの断片などの単離にも広く適用可能である。
【０１２５】
　クロマトグラフィーは、好ましくはカラムナー（すなわち、ここでは固定相がカラムに
堆積又は充填されている）、好ましくは液体クロマトグラフィー、さらにより好ましくは
ＨＰＬＣであり得る。クロマトグラフィーの詳細は当該技術分野で周知であるが、さらな
るガイダンスのために、例えば、Meyer M., 1998, ISBN:047198373X、及び「Practical H
PLC Methodology and Applications」, Bidlingmeyer, B. A., John Wiley & Sons Inc.,
 1993を参照のこと。クロマトグラフィーの例示的な種類には、限定されないが、高速液
体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、順相ＨＰＬＣ（ＮＰ－ＨＰＬＣ）、逆相ＨＰＬＣ（
ＲＰ－ＨＰＬＣ）、陽イオン又は陰イオン交換クロマトグラフィーなどのイオン交換クロ
マトグラフィー（ＩＥＣ）、親水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＬＩＣ）、疎水性
相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）、ゲル濾過クロマトグラフィー又はゲル透過クロ
マトグラフィーを含むサイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）、クロマトフォーカシン
グ、免疫親和性クロマトグラフィー、固定化金属親和性クロマトグラフィーなどの親和性
クロマトグラフィーなどが含まれる。
【０１２６】
　好ましくはペプチド、ポリペプチド、又はタンパク質などのマーカーを分離、検出、及
び／又は定量化するためのさらなる技術を、上記の分析方法のいずれかと任意選択で組み
合わせて使用し得る。そのような方法には、限定されないが、化学抽出分配、キャピラリ
ー等電点電気泳動（ＣＩＥＦ）、キャピラリー等速電気泳動（ＣＩＴＰ）、キャピラリー
電気クロマトグラフィー（ＣＥＣ）などを含む等電点電気泳動（ＩＥＦ）、一次元ポリア
クリルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）、二次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動（２Ｄ
－ＰＡＧＥ）、キャピラリーゲル電気泳動（ＣＧＥ）、キャピラリーゾーン電気泳動（Ｃ
ＺＥ）、ミセル動電クロマトグラフィー（ＭＥＫＣ）、フリーフロー電気泳動（ＦＦＥ）
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などが含まれる。
【０１２７】
　特定の例において、そのような方法は、核酸レベル、より特定的にはＲＮＡレベル、例
えばｈｎＲＮＡ、プレｍＲＮＡ、ｍＲＮＡ、又はｃＤＮＡのレベルでマーカーを分離、検
出、及び／又は定量化することを含み得る。当該技術分野で知られている標準的な定量的
ＲＮＡ又はｃＤＮＡ測定ツールを使用し得る。非限定的な例には、ハイブリダイゼーショ
ンベースの分析、マイクロアレイ発現分析、デジタル遺伝子発現プロファイリング（ＤＧ
Ｅ）、ＲＮＡインサイチューハイブリダイゼーション（ＲＩＳＨ）、ノーザンブロット分
析など；ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＲＴ－ｑＰＣＲ、エンドポイントＰＣＲ、デジタルＰＣ
Ｒなど；支持（ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ）オリゴヌクレオチド検出、パイロシーケンシング、
合成によるポロニーサイクリックシーケンシング（ｐｏｌｏｎｙ　ｃｙｃｌｉｃ　ｓｅｑ
ｕｅｎｃｉｎｇ）、同時双方向シーケンシング、シングルモレキュールシーケンシング（
ｓｉｎｇｌｅ－ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）、シングルモレキュールリア
ルタイムシーケンシング（ｓｉｎｇｌｅ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ｓｅ
ｑｕｅｎｃｉｎｇ）、トゥルーシングルモレキュールシーケンシング（ｔｒｕｅ　ｓｉｎ
ｇｌｅ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）、ハイブリダイゼーション支援ナノ
ポアシーケンシング（ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ－ａｓｓｉｓｔｅｄ　ｎａｎｏｐｏｒ
ｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）、合成によるシーケンシング（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｂｙ
　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、単一細胞ＲＮＡシーケンシング（ｓｃ－ＲＮＡ　ｓｅｑ）など
が含まれる。
【０１２８】
　さらなる例では、本明細書で論じたような方法の任意の組み合わせを使用し得る。
【０１２９】
　本明細書で特定される腫瘍細胞又はＣＴＣなどの細胞は、特にＣＤ３２１陽性腫瘍細胞
又はＣＴＣなどの細胞によって発現される又は発現されないペプチド、ポリペプチド、タ
ンパク質、若しくは核酸などの特定のマーカー又はマーカーの組み合わせに関して一般に
記載され又は特徴付けられる。したがって、特定の細胞を検出、定量化、又は単離するた
めの本方法は、マーカーをベースとし、すなわち、本明細書では、マーカーの発現がある
こと又はマーカーの発現が不存在であることが特定の細胞を象徴化する又は特徴づけるも
のとして教示される、マーカー又はマーカーの組み合わせを発現する又は発現しない細胞
の検出、定量化、又は単離を伴い得るものであり、又はそれらの検出を伴い得る。
【０１３０】
　既存の、利用可能な、若しくは従来の任意の分離、検出、及び／又は定量化方法を使用
して、検査物（例えば、細胞集団、組織、器官、若しくは生物、又は対象由来の生体試料
）中の特定の細胞の有無（例えば、存在対不存在又は検出可能な量対検出不能な量の読み
出し）及び／又は量（例えば、絶対量又は相対量の読み出し）を測定してもよいし、又は
上記検査物から特定の細胞を単離してもよい。そのような方法により、検査物に含まれる
他の細胞を実質的に排除して、検査物（例えば、細胞集団、組織、器官、生物、又は対象
由来の生体試料）中の特定の細胞又は該検査物から特定の細胞を検出、定量化、又は分離
することが可能となる。そのような方法により、少なくとも５０％、少なくとも５５％、
少なくとも６０％、少なくとも６５％、好ましくは少なくとも７０％、少なくとも７５％
、より好ましくは少なくとも８０％、少なくとも８５％、さらにより好ましくは少なくと
も９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％
、少なくとも９９％、若しくはさらには１００％の感度で、及び／又は少なくとも５０％
、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％、好ましくは少なくとも７０
％、少なくとも７５％、より好ましくは少なくとも８０％、少なくとも８５％、さらによ
り好ましくは少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７
％、少なくとも９８％、少なくとも９９％、若しくはさらには１００％の特異性で、特定
の細胞を検出、定量化、又は分離することが可能となり得る。例として、そのような方法
によって検出、定量化、又は単離されたすべての細胞の少なくとも４０％（数による）、
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例えば、少なくとも４５％、好ましくは少なくとも５０％、少なくとも５５％、より好ま
しくは少なくとも６０％、少なくとも６５％、さらにより好ましくは少なくとも７０％、
少なくとも７５％、さらにより好ましくは少なくとも８０％、少なくとも８５％、さらに
より好ましくは少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９
７％、少なくとも９８％、少なくとも９９％、又はさらに１００％は、特定の細胞、特に
特定の腫瘍細胞又はＣＴＣなどに対応し得る。
【０１３１】
　特定の実施形態では、特定の細胞を検出、定量化、又は単離するための方法は、細胞の
生存能力を低下させる又は無くす処置又は工程を含み得る。例えば、細胞内マーカーを測
定することを含む方法は、典型的には、細胞膜の透過化及び潜在的に細胞の固定を必要と
し、核酸マーカーを測定することを含む方法は、典型的には、細胞から核酸（特にＲＮＡ
、より特定的にはｍＲＮＡなど）を取得することを必要とし得る。特定の他の実施形態で
は、特定の細胞を検出、定量化、又は単離するための方法は、細胞の生存率を実質的に維
持し得る。例えば、細胞外又は細胞表面マーカーを測定することを含む方法は、細胞膜の
完全性を乱すことを必要とせず、細胞の固定／透過化を必要としなくてもよい。
【０１３２】
　特定の実施形態では、特定の細胞を検出、定量化、又は単離する方法は、単一細胞ベー
スであり得、すなわち、特定の細胞を個々の細胞として個別的に検出、定量化、又は単離
することを可能にし得る。他の実施形態では、特定の細胞を検出、定量化、又は分離する
方法は、細胞集団ベースであり得、すなわち、個々の細胞に関する情報を提供することな
く又は個々の細胞を単離することなく、特定の細胞を細胞の群又は集合として検出、定量
化、又は分離することを単に可能とし得る。
【０１３３】
　特定の細胞を検出、定量化、又は単離するための方法は、マーカーの分離又は定性的及
び／若しくは定量的測定が特定の細胞の検出、定量化、又は分離と相関するか又はそれら
に変換され得る限り、マーカーを測定するための上記の技術のいずれかを使用し得る。例
えば、マーカーを測定するための上記の生化学的アッセイ法、免疫学的アッセイ法、質量
分析法、クロマトグラフィー法、若しくは核酸分析法、又はそれらの組み合わせのいずれ
かを、特定の細胞の検出、定量化、又は単離に使用し得る。
【０１３４】
　したがって、特定の実施形態では、腫瘍細胞又はＣＴＣは、フローサイトメトリー、マ
スサイトメトリー、蛍光活性化細胞選別、蛍光顕微鏡法、親和性分離、磁気細胞分離、マ
イクロ流体分離、及びそれらの組み合わせからなる群から選択される技術を使用して検出
、定量化、又は単離される。
【０１３５】
　フローサイトメトリーは、細胞集団の個々の細胞を、これらが単一列の狭い流れにおい
てレーザービームを通過する際の光学特性（例えば、吸光度、光散乱、及び蛍光特性など
）によって分析する方法を包含する。フローサイトメトリー法には、特定の光学特性を有
する細胞集団を他の細胞から分離する蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）法が含まれる。
【０１３６】
　元素質量分析ベースのフローサイトメトリー又はマスサイトメトリーは、蛍光色素標識
結合試薬を質量タグ付けした結合試薬、すなわち、定義された質量を有する元素又は同位
体でタグ付けした結合試薬に置き換えることによって細胞を分析する手法を提供する。こ
れらの方法では、標識された粒子はマスサイトメーターに導入され、そこでそれらの粒子
は個別に霧化及びイオン化される。次いで、個々の粒子を元素分析に供し、使用された質
量タグの存在量を同定及び測定する。次いで、各粒子と関連する同位体元素の識別性及び
量が保存及び分析される。元素分析の分解能及び使用し得る元素同位体の数により、１つ
の粒子に対して最大１００個以上のパラメーターを同時に測定することが可能である。
【０１３７】
　蛍光顕微鏡法は、細胞集団の個々の細胞をそれらの蛍光特性により顕微鏡で分析する方
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法を広く包含する。蛍光顕微鏡法での手法は、手動、好ましくは半自動又は自動であって
もよい。
【０１３８】
　親和性クロマトグラフィーとも称する親和性分離は、好適な液相（例えば、懸濁水溶液
中の細胞集団）などの移動相に存在する細胞と好適な固相などの固定相との特異的相互作
用及びそれによる該細胞の該固定相への吸着、続いて残りの移動相からの固定相の分離、
及び固定相からの吸着細胞の回収（例えば、溶出）を伴う技術を広く包含する。親和性分
離はカラムナーであってもよく、あるいは遠心分離又は磁場の印加（例えば、固定相が磁
性粒子又はビーズなどの磁性粒子を含む）などの好適な技術によって固定相が液相から回
収／分離されるバッチ処理を伴ってもよい。したがって、磁気細胞分離もまた本明細書で
企図される。
【０１３９】
　マイクロ流体システムは、様々な物理的原理を利用して、正確かつ高スループットの細
胞検出、定量化、及び／又は選別を可能にする。マイクロチップ上での細胞選別は、必要
な機器のサイズを小さくし、潜在的に生物危害を与えるエアロゾルを排除し、細胞選別に
一般的に関連する複雑なプロトコルを簡素化することにより、多くの利点を提供する。本
明細書全体にわたって使用される「マイクロ流体システム」との用語は、１つ以上の流体
マイクロチャネルを有するシステムを広く指す。マイクロチャネルは、最大値が典型的に
は１ｍｍ未満、好ましくは５００μｍ未満、より好ましくは４００μｍ未満、より好まし
くは３００μｍ未満、より好ましくは２００μｍ未満、例えば１００μｍ以下である断面
寸法を有する流体チャネルを示す。そのようなマイクロ流体システムは、流体、及び／又
は液滴、気泡、カプセル、粒子、細胞などの物体を操作するために使用することができる
。マイクロ流体システムは、例えば、蛍光標識ベース（例えば、フルオロフォアが結合し
た抗体などのフルオロフォアが結合した結合作用因子を使用）の細胞選別、ビーズベース
（例えば、ビーズが結合した抗体などのビーズが結合した結合作用因子）の細胞選別、又
は非標識（ｌａｂｅｌ－ｆｒｅｅ）細胞選別（Ｓｈｉｅｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｌａｂ　
Ｃｈｉｐ．　２０１５，ｖｏｌ．　１５：　１２３０－１２４９に総説されている）を可
能とし得る。
【０１４０】
　特定の実施形態では、上記の方法及び技術は、腫瘍細胞又はＣＴＣなどの本明細書で特
定される細胞によって発現される又は発現されないペプチド、ポリペプチド、タンパク質
、又は核酸などの１つ以上のマーカーに特異的に結合できる作用因子を使用し得る。
【０１４１】
　したがって、特定の実施形態では、技術は、ＣＤ３２１に特異的に結合することができ
る１つ以上の作用因子を使用する。
【０１４２】
　さらなる実施形態では、技術は、
　－ＣＤ４５、ＬＳＰ１、及びＣＤ４８からなる群から選択される少なくとも１つのマー
カーなどの少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することができる１つ以上
の作用因子、及び１つ以上の作用因子ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、及
びＣＤ６１からなる群から選択される少なくとも１つのマーカーなどの少なくとも１つの
血小板マーカーに特異的に結合することができる作用因子；若しくは
　－ＣＤ４５、ＬＳＰ１、及びＣＤ４８からなる群から選択される少なくとも１つのマー
カーなどの少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することができる１つ以上
の作用因子；又は
　－ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、及びＣＤ６１からなる群から選択さ
れる少なくとも１つのマーカーなどの少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合す
ることができる１つ以上の作用因子をさらに使用する。
【０１４３】
　結合作用因子は、様々な形態であってもよく、例えば、凍結乾燥され、溶液中に遊離さ
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れ、又は固相上に固定化されていてもよい。それらは、例えば、マルチウェルプレートに
おいて、又はアレイ若しくはマイクロアレイとして提供されてもよく、あるいはそれらは
別々に、個別に、又は組み合わせて包装されてもよい。
【０１４４】
　本明細書全体にわたって意図される結合作用因子には、特に、抗体、抗体断片、抗体様
タンパク質足場、アプタマー、シュピーゲルマー（ｓｐｉｅｇｅｌｍｅｒ）（Ｌ－アプタ
マー）、光アプタマー、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣体、オリゴヌクレオチドな
どの核酸（例えば、ハイブリダイゼーションプローブ又は増幅若しくは配列決定プライマ
ー及びプライマー対）、低分子、又はそれらの組み合わせが含まれてもよい。
【０１４５】
　特定の好ましい実施形態では、１つ以上の結合作用因子は、それぞれ独立して、１つ以
上の抗体、抗体断片、抗体様タンパク質足場、又はアプタマーである。
【０１４６】
　本明細書全体にわたって使用される「特異的に結合する」との用語は、実質的に無作為
的な又は関連のない他の分子を排除し、及び任意選択で実質的に構造的に関連する他の分
子を除外して、作用因子（本明細書では「結合作用因子」又は「特異的結合作用因子」と
しても示される）が１つ以上の所望の分子又は分析物（例えば、ペプチド、ポリペプチド
、タンパク質、又は核酸）に結合することを意味する。「特異的に結合する」との用語は
、作用因子がその意図された標的に排他的に結合することを必ずしも必要としない。例え
ば、結合条件下でのそのような意図された標的に対する親和性が、好適な対照分子（例え
ば、ウシ血清アルブミン、カゼイン）などの非標的分子に対する親和性よりも、少なくと
も約２倍大きい、好ましくは少なくとも約５倍大きい、より好ましくは少なくとも約１０
倍大きい、さらに好ましくは少なくとも約２５倍大きい、さらにより好ましくは少なくと
も約５０倍大きい、さらにより好ましくは少なくとも約１００倍大きい、又は少なくとも
約１０００倍大きい、若しくは少なくとも約１０４倍大きい、若しくは少なくとも約１０
５倍大きい、若しくは少なくとも約１０６倍大きい、又はそれ以上大きい場合、作用因子
は目的の標的に特異的に結合すると言ってもよい。
【０１４７】
　好ましくは、特異的結合作用因子は、ＫＡ≧１×１０６Ｍ－１、より好ましくＫＡ≧１
×１０７Ｍ－１、さらに好ましくはＫＡ≧１×１０８Ｍ－１、さらにより好ましくはＫＡ

≧１×１０９Ｍ－１、さらに好ましくはＫＡ≧１×１０１０Ｍ－１若しくはＫＡ≧１×１
０１１Ｍ－１又はＫＡ≧１×１０１２Ｍ－１のそのような結合の親和性定数（ＫＡ）で意
図された標的に結合することができ、ここで、ＫＡ＝［ＳＢＡ＿Ｔ］／［ＳＢＡ］［Ｔ］
であり、ＳＢＡは特異的結合作用因子を示し、Ｔは意図された標的を示す。ＫＡの決定は
、例えば平衡透析及びスキャッチャードプロット分析などを使用した当該技術分野で知ら
れている方法で行うことができる。
【０１４８】
　本明細書で使用される場合、「抗体」との用語は、その最も広い意味で使用され、一般
に任意の免疫学的結合作用因子を指す。この用語は、無傷のモノクローナル抗体、ポリク
ローナル抗体、少なくとも２つの無傷の抗体から形成される多価（例えば、２価、３価以
上の）抗体及び／又は多重特異性抗体（例えば、二重以上の特異性抗体）、並びに所望の
生物学的活性（特に目的の抗原、すなわち抗原結合断片に特異的に結合する能力）を示す
限り抗体断片、並びにそのような断片の多価複合体及び／又は多重特異性複合体を具体的
に包含する。「抗体」との用語は、免疫化を含む方法によって生成された抗体を含むだけ
でなく、任意のポリペプチド、例えば、目的の抗原上のエピトープに特異的に結合するこ
とができる少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）を含むように作成される組換え発
現ポリペプチドも含む。したがって、この用語は、インビトロ又はインビボで生成される
かどうかに関わらず、そのような分子に適用される。
【０１４９】
　抗体は、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇＭクラス抗体のいずれか、好まし
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くはＩｇＧクラス抗体であり得る。抗体は、ポリクローナル抗体、例えば、それらから精
製された（例えば、親和性精製された）抗血清又は免疫グロブリンであり得る。抗体は、
モノクローナル抗体又はモノクローナル抗体の混合物であり得る。モノクローナル抗体は
、より高い選択性及び再現性で特定の抗原又は抗原内の特定のエピトープを標的化するこ
とができる。限定ではなく例として、モノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．　１９７５（Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５）によって最初に記載されたハイブリドー
マ法によって作製し、又は組換えＤＮＡ法（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号）
によって作製し得る。モノクローナル抗体はまた、Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．　１
９９１　（Ｎａｔｕｒｅ　３５２：６２４－６２８）及びＭａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．　１
９９１　（Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２２２：５８１－５９７）によって記載された技術を
使用して、ファージ抗体ライブラリーから単離し得る。
【０１５０】
　抗体結合作用因子は抗体断片であり得る。「抗体断片」は、無傷の抗体の一部を含み、
これは該抗体の抗原結合領域又は可変領域を含む。抗体断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ’
、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、及びｓｃＦｖ断片、ＶＨドメイン、ＶＬドメイン、及びＶＨＨ
ドメインなどの単一ドメイン（ｓｄ）Ｆｖ、ダイアボディ、線状抗体（ｌｉｎｅａｒ　ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ）、単鎖抗体分子、特に重鎖抗体、並びに抗体断片から形成される多
価抗体及び／又は多重特異性抗体、例えば、ダイアボディ、トリボディ（ｔｒｉｂｏｄｉ
ｅｓ）、及びマルチボディ（ｍｕｌｔｉｂｏｄｉｅｓ）が含まれる。上記の名称Ｆａｂ、
Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、ｓｃＦｖなどは、それらの分野で確立されている意味
を有することが意図される。
【０１５１】
　抗体との用語は、任意の動物種、好ましくは、例えば鳥類及び哺乳動物を含む脊椎動物
種に由来する１つ以上の部分に由来する抗体又はそれを含む抗体を含む。限定されないが
、抗体は、ニワトリ、七面鳥、ガチョウ、アヒル、ホロホロチョウ、ウズラ、又はキジで
あり得る。抗体はまた、限定されないが、ヒト、ネズミ（例えばマウス、ラットなど）、
ロバ、ウサギ、ヤギ、ヒツジ、モルモット、ブタ、ラクダ（例えば、カメルス・バクトリ
アヌス（Ｃａｍｅｌｕｓ　ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ）及びカメルス・ドロマデリウス（Ｃａ
ｍｅｌｕｓ　ｄｒｏｍａｄｅｒｉｕｓ））、ラマ（例えば、ラマ・パッコス（Ｌａｍａ　
ｐａｃｃｏｓ）、ラマ・グラマ（Ｌａｍａ　ｇｌａｍａ）、若しくはラマ・ビクーニャ（
Ｌａｍａ　ｖｉｃｕｇｎａ））、又はウマであり得る。
【０１５２】
　当業者は、抗体が、１つ以上のアミノ酸の欠失、付加、及び／又は置換（例えば保存的
置換）を、そのような改変がそれぞれの抗原の結合を維持する限り含むことができること
を理解するであろう。抗体はまた、その構成アミノ酸残基の１つ以上の天然又は人工の修
飾（例えば、グリコシル化など）を含み得る。
【０１５３】
　ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体並びにそれらの断片を作製する方法は、組
換え抗体又はその断片を作製する方法と同様に、当該技術分野で周知である（例えば、「
Antibodies:A Laboratory Manual」, Cold Spring Harbour Laboratory, New York, 1988
；Harlow and Lane, 「Using Antibodies:A Laboratory Manual」, Cold Spring Harbour
 Laboratory, New York, 1999, ISBN 0879695447；“Monoclonal Antibodies:A Manual o
f Techniques”, by Zola, ed., CRC Press 1987, ISBN 0849364760；「Monoclonal Anti
bodies:A Practical Approach」, by Dean & Shepherd, eds., Oxford University Press
 2000, ISBN 0199637229；Methods in Molecular Biology, vol. 248:「Antibody Engine
ering:Methods and Protocols」, Lo, ed., Humana Press 2004, ISBN 1588290921)。
【０１５４】
　特定の実施形態では、作用因子はナノボディ（登録商標）であり得る。「ナノボディ（
Ｎａｎｏｂｏｄｙ）（登録商標）」及び「ナノボディ（Ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ）（登録商
標）」との用語は、Ａｂｌｙｎｘ　ＮＶ（ベルギー）の商標である。「ナノボディ」との
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用語は当該技術分野で周知であり、その最も広い意味で本明細書で使用される場合、（１
）重鎖抗体、好ましくはラクダ科動物由来の重鎖抗体のＶＨＨドメインを単離することに
より、（２）ＶＨＨドメインをコードするヌクレオチド配列の発現により、（３）天然に
存在するＶＨＨドメインの「ヒト化」により、又はそのようなヒト化ＶＨＨドメインをコ
ードする核酸の発現により、（４）任意の動物種由来、特に哺乳動物種由来、例えばヒト
由来のＶＨドメインの「ラクダ化」、又はそのようなラクダ化ＶＨドメインをコードする
核酸の発現により、（５）当該技術分野で記載される「ドメイン抗体」若しくは「ｄＡｂ
」の「ラクダ化」、又はそのようなラクダ化ｄＡｂをコードする核酸の発現により、（６
）タンパク質、ポリペプチド、又はそれ自体知られている他のアミノ酸配列を調製するた
めの合成又は半合成技術を使用することにより、（７）それ自体知られている核酸合成の
ための技術を使用してナノボディをコードする核酸を調製し、続いてそのようにして得ら
れた核酸の発現により、及び／あるいは（８）上記のうちの１つ以上の任意の組み合わせ
により、得られる免疫学的結合作用因子を包含する。本明細書で使用される「ラクダ科動
物」は、旧世界のラクダ科動物（カメルス・バクトリアヌス及びカメルス・ドロマデリウ
ス）及び新世界のラクダ科動物（例えば、ラマ・パッコス、ラマ・グラマ、及びラマ・ビ
クーニャ）を含む。
【０１５５】
　ヒトＣＤ３２１に結合することができる抗体の例には、限定されないが、以下の供給業
者から入手可能なものが含まれる（「＃」はカタログ番号を表す）：Ｍｅｒｃｋ　Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ（＃０４－５９３、ウサギモノクローナル、クローンＥＰ１０４２Ｙ）；Ｒ
＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（＃ＭＡＢ１１０３、マウスモノクローナル、クローン６５４８０
６）；ＯｒｉＧｅｎｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（＃ＴＡ５０６０３４、マウスモノクロー
ナル、クローンＯＴＩ６Ｅ１１；＃ＴＡ５０６０１７、マウスモノクローナル、クローン
ＯＴＩ３Ｈ３）；Ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ（＃Ｈ０００５０８４８－Ｍ０１
、マウスモノクローナル、クローン２Ｅ３－１Ｃ８）；Ａｂｃａｍ（＃ａｂ１７２６１、
マウスモノクローナル、クローンＭ．Ａｂ．Ｆ１１；＃ａｂ２０１５６２、マウスモノク
ローナル、クローンＭＭ０７８５－６０Ｍ３１）；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（＃１４－９３
２１－８２、マウスモノクローナル、クローンＷＫ９；＃ＭＡ１－３４７３１、マウスモ
ノクローナル、クローンＭ．Ａｂ．Ｆ１１）；及びＳａｎｔａ　Ｃｒｕｚ（＃ｓｃ－１３
５９５６、マウスモノクローナル、クローン４３；ｓｃ－５３６２４、マウスモノクロー
ナル、クローン１Ｈ２Ａ９；＃ｓｃ－５３６２３、マウスモノクローナル、クローンＪ１
０．４；＃ｓｃ－５３６２２、マウスモノクローナル、クローンＪ３Ｆ．１；＃ｓｃ－５
２６９０、マウスモノクローナル、クローンＭ．Ａｂ．Ｆ１１）。所与の抗原検出技術又
は方法のための所与の抗体の適合性に関する情報は、抗体の供給業者から容易に入手でき
る。
【０１５６】
　ＣＤ４５、ＬＳＰ１、若しくはＣＤ４８などの汎白血球マーカーに対する抗体又はＣＤ
３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、若しくはＣＤ６１などの血小板マーカーに対
する抗体などの、本明細書に記載の他のマーカー、ペプチド、ポリペプチド及びタンパク
質に結合する多数の抗体はまた、様々な供給業者から市販されている。この情報はそれぞ
れの供給業者から取得でき、好都合に目録も作られ、Ｗｅｉｚｍａｎｎ　Ｉｎｓｔｉｔｕ
ｔｅ（ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ）によって管理されるＧｅｎｅＣａｒｄｓ（
登録商標）データベースなどの公衆に利用可能なデータベースで検索することができる。
【０１５７】
　「抗体様タンパク質足場」又は「工学操作された（ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ）タンパク質
足場」との用語は、典型的にはコンビナトリアル工学（ファージディスプレイ又は他の分
子選択技術と組み合わせた部位特異的ランダム突然変異誘発など）によって得られるタン
パク質性の非免疫グロブリン特異的結合作用因子を広く包含する。通常、そのような足場
は、頑健で小さな可溶性単量体タンパク質（クニッツ（Ｋｕｎｉｔｚ）阻害剤若しくはリ
ポカリンなど）又は細胞表面受容体の安定的に折り畳まれた膜外ドメイン（プロテインＡ
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、フィブロネクチン、アンキリンリピートなど）に由来する。
【０１５８】
　そのような足場は、Ｂｉｎｚ　ｅｔ　ａｌ．、Ｇｅｂａｕｅｒ及びＳｋｅｒｒａ、Ｇｉ
ｌｌ及びＤａｍｌｅ、Ｓｋｅｒｒａ　２０００、並びにＳｋｅｒｒａ　２００７で広範に
概説されており、限定されないが、２つのアルファヘリックス上に境界面を提供する５８
残基の３つのヘリックス束であるブドウ球菌プロテインＡのＺドメインに基づくアフィボ
ディ（Ｎｙｇｒｅｎ）；異なるプロテアーゼ特異性用に設計することができる、小さくて
（約５８残基）頑健な、典型的にはヒト由来のジスルフィド架橋セリンプロテアーゼ阻害
剤（例えば、ＬＡＣＩ－Ｄ１）に基づく工学操作されたクニッツドメイン（Ｎｉｘｏｎ及
びＷｏｏｄ）；２～３つの露出したループを有するＩｇ様のβサンドイッチフォールド（
９４残基）を採るが中央のジスルフィド架橋を欠失する、ヒトフィブロネクチンＩＩＩの
１０番目の細胞外ドメイン（１０Ｆｎ３）に基づくモノボディ又はアドネクチン（Ｋｏｉ
ｄｅ及びＫｏｉｄｅ）；ヒト、昆虫、及び他の多くの生物に豊富に存在する、開放端にお
いて４つの構造的に可変なループによって小さなリガンドに対する結合部位を自然に形成
する８本鎖のβバレルタンパク質（約１８０残基）の多様なファミリーである、リポカリ
ン由来のアンチカリン（Ｓｋｅｒｒａ　２００８）；典型的には３回のβターンの繰り返
しに起因する堅固な境界面を提供する、設計されたアンキリンリピートドメイン（１６６
残基）であるＤＡＲＰｉｎｓ（Ｓｔｕｍｐｐ　ｅｔ　ａｌ．）；アビマー（多量体化ＬＤ
ＬＲ－Ａモジュール）（Ｓｉｌｖｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．）；及びシステインリッチな
ノッティン（ｋｎｏｔｔｉｎ）ペプチド（Ｋｏｌｍａｒ）を含む。
【０１５９】
　「アプタマー」との用語は、ペプチドなどの標的分子に特異的に結合する一本鎖若しく
は二本鎖のオリゴＤＮＡ、オリゴＲＮＡ、若しくはオリゴＤＮＡ／ＲＮＡ又はそれらの任
意の類似体を指す。有利なことに、アプタマーは、標的に対してかなり高い特異性及び親
和性（例えば、１×１０９Ｍ－１のオーダーのＫＡ）を示す。アプタマーの作製は、特に
、米国特許第５，２７０，１６３号；Ellington & Szostak 1990(Nature 346:818-822)；
Tuerk & Gold 1990(Science 249:505-510);又は「The Aptamer Handbook:Functional Oli
gonucleotides and Their Applications」, by Klussmann, ed., Wiley-VCH 2006, ISBN 
3527310592に記載され、これらは参照により本明細書に組み込まれる。「光アプタマー」
との用語は、標的分子に共有結合又は架橋することができる1つ以上の光反応性官能基を
含有するアプタマーを指す。「シュピーゲルマー（ｓｐｉｅｇｅｌｍｅｒ）」との用語は
、Ｌ－ＤＮＡ、Ｌ－ＲＮＡ、又は他の左巻きのヌクレオチド誘導体若しくはヌクレオチド
様分子を含むアプタマーを指す。左巻きのヌクレオチドを含有するアプタマーは、右巻き
ヌクレオチドを含有する基質に対して通常は作用する天然に存在する酵素による分解に対
して耐性である。「ヌクレオチド模倣体」との用語は、対応するペプチドのトポロジカル
類似体である非ペプチド作用因子を指す。ペプチドのペプチド模倣体を合理的に設計する
方法は、当該技術分野で既知である。例えば、８マーの硫酸化ペプチドＣＣＫ２６－３３
に基づく３つのペプチド模倣体及び１１マーのペプチドサブスタンスＰに基づく２つのペ
プチド模倣体の合理的設計、並びに関連するヌクレオチド模倣体の設計原理は、Ｈｏｒｗ
ｅｌｌ　１９９５（Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１３：１３２－１３４）に記
載されている。
【０１６０】
　本明細書全体にわたって使用される「オリゴヌクレオチド」との用語は、本明細書で定
義される核酸（核酸類似体及び模倣体を含む）オリゴマー又はポリマーを指す。好ましく
は、より特定的にはアンチセンスオリゴヌクレオチドなどのオリゴヌクレオチドは、（実
質的に）一本鎖である。本明細書で意図するオリゴヌクレオチドは、好ましくは長さが約
１０～約１００ヌクレオシド単位（すなわち、ヌクレオチド又はヌクレオチド類似体）、
好ましくは約１５～約５０、より好ましくは約２０～約４０、さらに好ましくは約２０～
約３０であり得る。本明細書で意図するオリゴヌクレオチドは、１つ以上若しくはすべて
の天然に存在しない複素環式塩基及び／又は１つ以上若しくはすべての天然に存在しない
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糖基及び／又は１つ以上若しくはすべての天然に存在しないヌクレオシド間結合を含み得
、これらを含ませると、例えば、ヌクレアーゼの存在下での安定性の増加、ハイブリダイ
ゼーション親和性の増加、ミスマッチに対する寛容性の増加などの特性が改善され得る。
【０１６１】
　オリゴヌクレオチド結合作用因子などの核酸結合作用因子は、典型的には、目的の標的
核酸に対して少なくとも部分的にアンチセンスである。「アンチセンス」との用語は、一
般に、例えば標的ＤＮＡ、ｈｎＲＮＡ、プレｍＲＮＡ、又はｍＲＮＡなどの標的核酸中の
所与の配列と特異的にアニーリングする（ハイブリダイズする）ように構成された作用因
子（例えばオリゴヌクレオチド）を指し、典型的には、上記標的核酸配列に相補的又は実
質的に相補的である核酸配列を含む、本質的にそれからなる、又はそれからなる。ハイブ
リダイゼーションプローブ又は増幅若しくは配列決定プライマー及びプライマー対などの
本明細書での使用に好適なアンチセンス作用因子は、典型的には、高ストリンジェンシー
条件でそれぞれの標的核酸配列とアニーリング（ハイブリダイズ）することが可能であり
得、生理学的条件下で標的に特異的にハイブリダイズすることが可能であり得る。核酸に
関して本明細書全体にわたって使用される「相補的」又は「相補性」との用語は、塩基対
合、好ましくはワトソン・クリック塩基対合による、許容塩（イオン強度）及び温度条件
下での一本鎖核酸の通常の結合を指す。例として、相補的なワトソン・クリック塩基対合
は、塩基ＡとＴ、ＡとＵ、又はＧとＣとの間で起こる。例えば、配列５’－Ａ－Ｇ－Ｕ－
３’は配列５’－Ａ－Ｃ－Ｕ－３’と相補的である。
【０１６２】
　オリゴヌクレオチドへの言及は、特に、限定されないが、核酸検出技術で一般的に使用
されるハイブリダイゼーションプローブ並びに／又は増幅プライマー及び／若しくは配列
決定プライマーなどを含み得る。
【０１６３】
　「低分子」との用語は、医薬品で一般的に使用される有機分子に相当するサイズを有す
る化合物、好ましくは有機化合物を指す。この用語は、生体高分子（タンパク質、ペプチ
ド、核酸など）を除外する。好ましい有機低分子は、サイズが最大約５０００Ｄａ、例え
ば最大約４０００、好ましくは最大３０００Ｄａ、より好ましくは最大２０００Ｄａ、さ
らにより好ましくは最大約１０００Ｄａ、例えば最大約９００Ｄａ、約８００Ｄａ、約７
００Ｄａ、約６００Ｄａ、又は最大約５００Ｄａの範囲である。
【０１６４】
　本明細書で論じられる結合作用因子は、検出可能な標識を好適に含み得る。「標識」と
の用語は、検出可能な、好ましくは定量可能な読み取り又は特性を提供するために使用さ
れ得、かつ結合作用因子などの目的の実体に結合するか又はその一部となり得る、任意の
原子、分子、部分、又は生体分子を指す。標識は、例えば、質量分析手段、分光学的手段
、光学的手段、比色分析手段、磁気的手段、光化学的手段、生化学的手段、免疫化学的手
段、又は化学的手段により好適に検出可能であり得る。標識には、限定されないが、染料
；３２Ｐ、３３Ｐ、３５Ｓ、１２５Ｉ、１３１Ｉなどの放射能標識；電子密度の高い試薬
；酵素（例えば、イムノアッセイで一般的に使用される西洋ワサビペルオキシダーゼ又は
アルカリホスファターゼ）；ビオチン－ストレプトアビジンなどの結合部分；ジゴキシゲ
ニンなどのハプテン；発光性、リン光性、又は蛍光性部分；質量タグ；及び蛍光色素単独
又は蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）により発光スペクトルを抑制若しくはシフトし
得る部分との組み合わせが含まれる。
【０１６５】
　いくつかの実施形態では、結合作用因子には、別の作用因子（例えば、プローブ結合パ
ートナー）による検出を可能にするタグが提供され得る。そのようなタグは、例えば、ビ
オチン、ストレプトアビジン、ｈｉｓタグ、ｍｙｃタグ、マルトース、マルトース結合タ
ンパク質、又は結合パートナーを有する当該技術分野で知られている任意の他の種類のタ
グであり得る。プローブ：結合パートナーの配置で、利用し得る結合の例は、任意であり
得、例えば、ビオチン：ストレプトアビジン、ｈｉｓタグ：金属イオン（例えば、Ｎｉ２
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＋）、マルトース：マルトース結合タンパク質などが含まれる。
【０１６６】
　マーカーと結合作用因子との結合体は、検出を容易にするために検出剤と結合又は付着
させ得る。検出剤の例には、限定されないが、発光標識、色素などの比色標識、蛍光標識
、若しくは電気活性剤（例えばフェロシアニド）などの化学標識、酵素、放射性標識、又
は高周波標識が含まれる。検出剤は粒子であり得る。そのような粒子の例には、限定され
ないが、コロイド状金粒子、コロイド状硫黄粒子、コロイド状セレン粒子、コロイド状硫
酸バリウム粒子、コロイド状硫酸鉄粒子、金属ヨウ素酸塩粒子、ハロゲン化銀粒子、シリ
カ粒子、コロイド状金属（含水）酸化物粒子、コロイド状金属硫化物粒子、コロイド状セ
レン化鉛粒子、コロイド状セレン化カドミウム粒子、コロイド状金属リン酸塩粒子、コロ
イド状金属フェライト粒子、有機層若しくは無機層で被覆された上記のコロイド状粒子の
いずれか、タンパク質分子若しくはペプチド分子、リポソーム、又はポリスチレンラテッ
クスビーズなどの有機ポリマーラテックス粒子が含まれる。好ましい粒子は、コロイド状
金粒子であり得る。
【０１６７】
　すでに述べたように、特定の態様は、新生物疾患の診断、予後、又はモニタリングに関
連する用途において本明細書で教示される腫瘍細胞又はＣＴＣを検出、定量化、又は単離
するための使用及び方法を用いる。
【０１６８】
　「診断」及び「モニタリング」との用語は一般的なものであり、医療業務では十分に理
解されている。限定することなくさらなる説明により、「診断」との用語は、一般に、症
状及び兆候に基づいて、並びに／又は様々な診断手順の結果から（例えば、診断された疾
患又は状態に特徴的な１つ以上のバイオマーカーの存在、不存在、及び／又は量を知るこ
となどから）、対象における疾患又は状態について認識する、決定する、又は結論付ける
プロセス又は行為を指す。
【０１６９】
　「モニタリング」との用語は、一般に、経時的に発生し得る変化に対する対象における
疾患又は状態の追跡調査を指す。
【０１７０】
　「予後」との用語は、一般に、疾患又は状態の進行及び回復の見込み（例えば、確率、
期間、及び／又は程度）に関する予想を指す。本明細書で教示される疾患又は状態の良好
な予後は、一般に、好ましくは許容可能な期間内での、疾患又は状態からの満足のいく部
分的又は完全な回復の予測を包含し得る。そのような疾患又は状態の良好な予後は、より
一般には、好ましくは所与の期間内に、そのような疾患又は状態がさらに悪くならないか
又は悪化しないことが予測されることを包含し得る。本明細書で教示される疾患又は状態
の予後不良は、一般に、基準未満の回復及び／若しくは不十分な遅い回復の予測、又はそ
のような疾患若しくは状態が実質的に回復しないか若しくはさらに悪化することを含み得
る。
【０１７１】
　この用語には、病気の予測も含まれる。「予測する」又は「予測」との用語は、一般に
、（まだ）上記疾患又は状態を有していない対象における疾患又は状態の事前の宣言、示
唆、又は予告を指す。例えば、対象における疾患又は状態の予測は、対象が例えば特定の
期間内に又は特定の年齢までに疾患又は状態を発症する確率、見込み、又はリスクを示し
得る。上記の確率、見込み、又はリスクは、特に、絶対値、範囲、若しくは統計として示
されてもよいし、又は好適な対照対象若しくは対象集団に関連して（例えば、一般的な、
正常な、若しくは健康な対象又は対象集団などに関連して）示されてもよい。したがって
、対象が疾患又は状態を発症する確率、見込み、又はリスクは、好適な対照対象又は対象
集団と比較して、増加若しくは減少として又は倍増若しくは倍減として有利に示され得る
。本明細書で使用される場合、対象における本明細書で教示される状態又は疾患の「予測
」との用語はまた、対象がそのような状態又は疾患の「陽性」の予測を有すること、すな
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わち対象がそのような状態又は疾患のリスクを有すること（例えば、対照対象又は対象集
団と比較して、リスクが有意に増加している）を特に意味し得る。対象における本明細書
に記載される本明細書で教示される疾患又は状態の「予測なし」との用語は、対象がその
ような状態又は疾患の「陰性」の予測を有すること、すなわちそのような状態又は疾患を
有する対象のリスクが対照対象又は対象集団に対して有意に増加していないことを特に意
味し得る。
【０１７２】
　増殖性疾患の診断、予測、予後及び／又はモニタリングのための本方法は、１つ以上の
インビトロ処理及び／又は分析工程を対象から取り出した試料に適用するという点で、イ
ンビトロ方法として十分に適格であり得る。「インビトロ」との用語は、一般に、体、例
えば動物又はヒトの体の外部又は外側を意味する。
【０１７３】
　例として、対象由来の生体試料中の腫瘍細胞又はＣＴＣの存在は、対象が新生物疾患を
有していることの指標を提供することができ、すなわち対象における新生物疾患の診断を
提供すること又はそれに貢献することができ；対象由来の生体試料中の腫瘍細胞又はＣＴ
Ｃの存在は、寛解期の新生物疾患を有していることが既知である対象が再発したことの指
標を提供することができ；対象由来の生体試料中のＣＴＣの存在は、対象が転移能を有す
る新生物疾患を有していることの指標を提供することができ（「転移能」との用語は、原
発腫瘍などの腫瘍が転移を引き起こす能力を広く指し、転移性疾患の再発の能力、転移性
癌の急速な進行の能力、及び／又は転移性癌が療法、例えば化学療法及び／又は免疫療法
に対する耐性を示す能力も具体的に包含し得る）；対象由来の生体試料中の比較的高い量
のＣＴＣは、対象が比較的高い転移能を有する新生物疾患を有していることの指標を提供
することができ；対象由来の生体試料中の比較的少ない量のＣＴＣは、対象が比較的低い
転移能を有する新生物疾患を有していることの指標を提供することができ；対象由来の生
体試料中の比較的高い量の腫瘍細胞又はＣＴＣは、対象が新生物疾患の比較的不良な予後
を有していることの指標を提供することができ；対象の生体試料中の比較的少ない量の腫
瘍細胞又はＣＴＣは、対象が新生物疾患の比較的良好な予後を有していることの指標を提
供することができ；第１の早い時点で同じ対象から得られた生体試料に対する、第２の遅
い時点で得られた対象由来の生体試料中の腫瘍細胞又はＣＴＣの量の増加は、対象におけ
る新生物疾患が上記第１の時点と第２の時点との間に進行したこと又は悪化したことの指
標を提供することができ；第１の早い時点で同じ対象から得られた生体試料に対する、第
２の遅い時点で得られた対象由来の生体試料中の腫瘍細胞又はＣＴＣの量の減少は、例え
ば自然に及び／又は治療に応答して、対象における新生物疾患が上記第１の時点と第２の
時点との間に退行したことの指標を提供することができる。
【０１７４】
　特定の実施形態では、方法は、患者由来の試料で測定された腫瘍細胞又はＣＴＣの量を
参照値と比較することに依存してもよく、上記参照値は新生物疾患の知られている予測、
診断、及び／又は予後を表す。
【０１７５】
　例えば、別の異なる参照値は、新生物疾患を有するリスク（例えば、異常に上昇したリ
スク）の予測に対し、該新生物疾患を有するリスクがないことの予測又は該新生物疾患を
有する正常のリスクの予測を表し得る。別の例では、別の異なる参照値は、そのような新
生物疾患を有するリスクの異なる程度の予測を表し得る。
【０１７６】
　さらなる例において、別の異なる参照値は、所与の新生物疾患の診断に対し、そのよう
な新生物疾患のないとの診断（例えば、健康であるとの診断、又は該新生物疾患から回復
したとの診断など）を表し得る。別の例では、別の異なる参照値は、様々な重症度のその
ような新生物疾患の診断を表し得る。
【０１７７】
　さらに別の例では、別の異なる参照値は、本明細書で教示される所与の新生物疾患の良
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好な予後に対し、該新生物疾患の不良な予後を表し得る。さらなる例では、別の異なる参
照値は、そのような新生物疾患の様々に好ましい又は好ましくない予後を表し得る。
【０１７８】
　このような比較は、一般に、少なくとも１つの差異又は偏差の有無、及び任意選択で、
比較される値間のそのような差異又は偏差の大きさの有無を決定するための任意の手段を
含み得る。比較は、目視検査、測定値の算術的又は統計的比較を含み得る。このような統
計的比較は、限定されないが、ルールを適用することを含む。
【０１７９】
　参照値は、他の細胞集団及びバイオマーカーに対して以前に使用された既知の手順に従
って確立され得る。例えば、参照値は、上記新生物疾患の特定の診断、予測、及び／又は
予後によって特徴付けられる（すなわち、新生物疾患の上記診断、予測、及び／又は予後
が当てはまる）個体又は個体集団で確立され得る。そのような集団は、限定されないが、
２以上、１０以上、１００以上、又はさらには数百以上の個体を含む。
【０１８０】
　第２の値からの第１の値の「偏差」は、一般に、任意の方向（例えば、増加：第１の値
＞第２の値又は減少：第１の値＜第２の値）及び変化の任意の範囲を包含し得る。
【０１８１】
　例えば、偏差は、比較される第２の値に対して、限定されないが、少なくとも約１０％
（約０．９倍以下）、若しくは少なくとも約２０％（約０．８倍以下）、若しくは少なく
とも約３０％（約０．７倍以下）、若しくは少なくとも約４０％（約０．６倍以下）、若
しくは少なくとも約５０％（約０．５倍）以下）、若しくは少なくとも約６０％（約０．
４倍以下）、若しくは少なくとも約７０％（約０．３倍以下）、若しくは少なくとも約８
０％（約０．２倍以下）、又は少なくとも約９０％（約０．１倍以下）の第１の値の減少
を包含し得る。
【０１８２】
　例えば、偏差は、比較される第２の値に対して、限定されないが、少なくとも約１０％
（約１．１倍以上）、若しくは少なくとも約２０％（約１．２倍以上）、若しくは少なく
とも約３０％（約１．３倍以上）、若しくは少なくとも約４０％（約１．４倍以上）、若
しくは少なくとも約５０％（約１．５倍以上）、若しくは少なくとも約６０％（約１．６
倍以上）、若しくは少なくとも約７０％（約１．７倍以上）、若しくは少なくとも約８０
％（約１．８倍以上）、若しくは少なくとも約９０％（約１．９倍以上）、若しくは少な
くとも約１００％（約２倍以上）、若しくは少なくとも約１５０％（約２．５倍以上）、
若しくは少なくとも約２００％（約３倍以上）、若しくは少なくとも約５００％（約６倍
以上）、又は少なくとも約７００％（約８倍以上）の第１の値の増加を包含し得る。
【０１８３】
　好ましくは、偏差は、統計的に有意な観察された変化を指し得る。例えば、偏差は、所
与の集団における参照値の誤差範囲（例えば、標準偏差若しくは標準誤差、又はその所定
の倍数、例えば、±１×ＳＤ若しくは±２×ＳＤ若しくは±３×ＳＤ又は±１×ＳＥ若し
くは±２×ＳＥ若しくは±３×ＳＥにより表される）外にある観測された変化を指し得る
。偏差はまた、所与の母集団における値によって定義される参照値範囲外（例えば、４０
％以上、５０％以上、６０％以上、７０％以上、７５％以上、若しくは８０％以上、若し
くは８５％以上、若しくは９０％以上、若しくは９５％以上、又はさらに１００％以上を
含む、上記集団における値の範囲外）の値を指し得る。
【０１８４】
　さらなる実施形態では、偏差は、観察された変化が所与の閾値又はカットオフ値（cut-
off）を超えている場合に結論付けられ得る。そのような閾値又はカットオフ値は、当該
技術分野で一般的に知られているように選択され、予測方法の選択された感度及び／又は
特異性、例えば少なくとも５０％、若しくは少なくとも６０％、若しくは少なくとも７０
％、若しくは少なくとも８０％、若しくは少なくとも８５％、若しくは少なくとも９０％
、又は少なくとも９５％の感度及び／又は特異性を提供し得る。
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【０１８５】
　例えば、受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線分析を使用して、許容可能な感度及び特異性に
基づき、又は陽性適中率（ＰＰＶ）、陰性適中率（ＮＰＶ）、陽性尤度比（ＬＲ＋）、陰
性尤度比（ＬＲ－）、Ｙｏｕｄｅｎ指数、若しくは類似のものなどのそれ自体周知である
関連する性能評価尺度に基づき、本診断検査の臨床使用のために、腫瘍細胞又はＣＴＣの
量若しくはバイオマーカーの最適なカットオフ値を選択することができる。
【０１８６】
　限定ではなく例として、末梢血の７．５ｍＬ試料中の少なくとも１つのＣＴＣの検出は
、対象が新生物疾患を有すること、より特定的には転移能を有する新生物疾患を有するこ
との指標を提供することができる。対象における比較的高い量のＣＴＣの検出（例えば、
末梢血１ｍＬあたり０．５以上、１以上、２以上、又は３以上のＣＴＣ）は、対象が、比
較的少ない量のＣＴＣ（例えば、末梢血１ｍＬあたりそれぞれ０．５未満、１未満、１未
満、２未満、又は３未満のＣＴＣ）を有する対象よりも新生物疾患の比較的不良の予後を
有していることを示すことができる。
【０１８７】
　本明細書全体にわたって使用される「療法」又は「処置」との用語は、疾患又は障害な
どの病的状態の１つ以上の症状又は測定可能なマーカーの緩和又は測定可能な減少を指す
。この用語は、一次治療、及びネオアジュバント処置、アジュバント処置、補助療法を包
含する。「抗癌療法」又は「抗癌処置」との用語は、新生物疾患の１つ以上の症状又は測
定可能なマーカーの緩和又は測定可能な減少を広く指す。測定可能な減少には、測定可能
なマーカー又は症状の統計的に有意な低下が含まれる。一般に、この用語は、治癒的処置
並びに症状の軽減及び／又は疾患の進行の遅延を指向する処置の両方を包含する。これら
の用語は、病的状態の発生の見込みを予防又は減少させることを目的とする、既に発症し
た病的状態の治療的処置及び予防又は予防的手段の両方を包含する。特定の実施形態では
、これらの用語は治療的処置に関連し得る。特定の他の実施形態では、これらの用語は予
防的治療に関連し得る。寛解期中の慢性的な病的状態の処置は、治療的処置とみなされ得
る。この用語は、本発明の文脈において適切なエクスビボ処置又はインビボ処置を包含し
得る。
【０１８８】
　抗癌療法の非限定的な例には、外科手術、放射線療法、化学療法、生物学的療法、及び
それらの組み合わせが含まれる。
【０１８９】
　本明細書全体にわたって使用される「外科手術」との用語は、対象由来の新生物組織又
は新生細胞の外科的除去を含む処置を広く示す。癌の外科手術は、腫瘍全体を除去し、腫
瘍を減量し、又は痛み若しくは圧迫を引き起こしている腫瘍若しくはその一部を除去し得
る。癌の外科手術には、特に、従来の開腹手術、腹腔鏡手術、凍結手術、レーザー手術、
温熱レーザーアブレーション又は高周波アブレーションなどの熱アブレーション、光線力
学療法、及びそれらの組み合わせが含まれる。
【０１９０】
　本明細書全体にわたって使用される「放射線療法」との用語は、Ｘ線、ガンマ線、中性
子、陽子、又は他の線源からの放射線などの電離放射線への新生物組織の曝露を含む処置
治療を広く示す。放射線源は外部装置（外部ビーム放射線療法）であってもよく、又は放
射性物質を新生物組織の近くの体内に配置してもよく（内部放射線療法又は近接照射療法
）、又は放射性物質を注射、注入、若しくは摂取により全身に送達してもよく（全身放射
性同位元素療法）、かつ自然に若しくは癌標的化抗体などの標的化部分によって腫瘍組織
に集中させてもよい。
【０１９１】
　本明細書で使用される「化学療法」との用語は、広く考えられ、一般に、化学物質又は
組成物を使用する処置を包含する。化学療法剤は、典型的には、細胞毒性又は細胞増殖抑
制効果を示し得る。
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【０１９２】
　特定の実施形態では、化学療法剤は、アルキル化剤、細胞毒性化合物、代謝拮抗剤、植
物アルカロイド、テルペノイド、トポイソメラーゼ阻害剤、又はそれらの組み合わせであ
り得る。
【０１９３】
　「アルキル化剤」との用語は、一般に、生理的条件下で求核性官能基をアルキル化する
ことができる剤を指す。アルキル化剤の例には、限定されないが、シクロホスファミド、
カルムスチン、シスプラチン、カルボプラチン、オキサリプラチン、メクロレタミン、メ
ルファラン（塩酸塩）、クロラムブシル、イホスファミド、ロムスチン、マイトマイシン
Ｃ、チオテパ、ブスルファン、及びそれらの組み合わせが含まれる。
【０１９４】
　「細胞毒性化合物」との用語は、一般に、細胞に毒性のある剤を指す。細胞毒性化合物
の例には、限定されないが、アクチノマイシン（ダクチノマイシンとしても既知である）
；ドキソルビシン、ダウノルビシン、バルルビシン、イダルビシン、及びエピルビシンな
どのアントラサイクリン；ブレオマイシン；プリカマイシン；ミトキサントロン；マイト
マイシン；及びその組み合わせが含まれる。
【０１９５】
　「代謝拮抗剤」との用語は、一般に、プリン又はピリミジンなどの代謝産物の使用を阻
害することができる剤を指す。代謝拮抗剤は、細胞周期のＳ期にプリン及びピリミジンが
ＤＮＡに取り込まれるのを妨げ、それにより正常な発達及び分裂を停止させる。代謝拮抗
剤の例には、限定されないが、アザチオプリン、カペシタビン、シタラビン、５－フルオ
ロウラシル、メルカプトプリン、メトトレキサート、ネララビン、ペメトレキセド、及び
それらの組み合わせが含まれる。
【０１９６】
　植物アルカロイド及びテルペノイドは、植物に由来し、微小管機能を妨げることにより
細胞分裂をブロックする。非限定的な例には、ビンカアルカロイド及びタキサン、並びに
それらの組み合わせが含まれる。ビンカアルカロイドの例には、限定されないが、ビンク
リスチン、ビンブラスチン、ビノレルビン、ビンデシン、及びそれらの組み合わせが含ま
れる。タキサンの例には、限定されないが、パクリタキセル、ドセタキセル、及びそれら
の組み合わせが含まれる。
【０１９７】
　「トポイソメラーゼ阻害剤」との用語は、一般に、ＤＮＡのトポロジーを維持する酵素
を指す。非限定的な例には、Ｉ型及びＩＩ型トポイソメラーゼ阻害剤が含まれる。Ｉ型ト
ポイソメラーゼ阻害剤の例には、限定されないが、イリノテカン、トポテカン、及びそれ
らの組み合わせなどのカンプトテシンが含まれる。ＩＩ型トポイソメラーゼ阻害剤の例に
は、限定されないが、アムサクリン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、リ
ン酸エトポシド、ミトキサントロン、テニポシド、及びそれらの組み合わせが含まれる。
【０１９８】
　特定の実施形態では、化学療法剤は、シクロホスファミド、ドキソルビシン、イダルビ
シン、ミトキサントロン、オキサリプラチン、ボルテゾミブ、ジゴキシン、ジギトキシン
、ヒペリシン、シコニン、オウゴニン、ソラフェニブ、エベロリムス、イマチニブ、ゲル
ダナマイシン、パノビノスタット、カルムスチン、シスプラチン、カルボプラチン、メク
ロレタミン、メルファラン（塩酸塩）、クロラムブシル、イホスファミド、ブスルファン
、アクチノマイシン、ダウノルビシン、バルルビシン、エピルビシン、ブレオマイシン、
プリカマイシン、ミトキサントロン、マイトマイシン、アザチオプリン、メルカプトプリ
ン、フルオロウラシル、メトトレキサート、ネララビン、ペメトレキセド、ビンクリスチ
ン、ビンブラスチン、ビノレルビン、ビンデシン、パクリタキセル、ドセタキセル、イリ
ノテカン、トポテカン、アムサクリン、エトポシド、リン酸エトポシド、テニポシド、ア
ナストロゾール、エキセメスタン、ボスチニブ、イリノテカン、バンデタニブ、ビカルタ
ミド、ロムスチン、クロファラビン、カボザンチニブ、シタラビン、サイトキサン、デシ
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タビン、デキサメタゾン、ヒドロキシウレア、デカルバジン、ロイプロリド、エピルビシ
ン、アスパラギナーゼ、エストラムスチン、ビスモデギブ、アミホスチン、フルタミド、
トレミフェン、フルベストラント、レトロゾール、デガレリクス、フルダラビン、プララ
トレキサート、フロクスウリジン、ゲムシタビン、カルムスチンウェハー、エリブリン、
アルトレタミン、トポテカン、アキシチニブ、ゲフィチニブ、ロミデプシン、イキサベピ
ロン、ルキソリチニブ、カバジタキセル、カルフィルゾミブ、クロラムブシル、サルグラ
モスチム、クラドリビン、ロイプロリド、ミトタン、プロカルバジン、メゲストロール、
メスナ、塩化ストロンチウム－８９、マイトマイシン、フィルグラスチム、ペグフィルグ
ラスチム、ソラフェニブ、ニルタミド、ペントスタチン、タモキシフェン、ペガスパルガ
ーゼ、デニロイキンジフチトックス、アリトレチノイン、カルボプラチン、プレドニゾン
、メルカプトプリン、ゾレドロン酸、レナリドマイド、オクトレオチド、ダサチニブ、レ
ゴラフェニブ、ヒストレリン、スニチニブ、オマセタキシン、チオグアニン、エルロチニ
ブ、ベキサロテン、デカルバジン、テモゾロミド、チオテパ、サリドマイド、ＢＣＧ、テ
ムシロリムス、ベンダムスチン塩酸塩、トリプトレリン、三酸化ヒ素、ラパチニブ、膀胱
内バルルビシン（valrubicin intravesical）、トレチノイン、アザシチジン、パゾパニ
ブ、テニポシド、ロイコボリン、クリゾチニブ、カペシタビン、エンザルタミド、ジブ-
アフリベルセプト（ziv-aflibercept）、ストレプトゾシン、ベムラフェニブ、ゴセレリ
ン、ボリノスタット、ゾレドロン酸、アビラテロン、及びそれらの組み合わせからなる群
から選択され得る。
【０１９９】
　本明細書で使用される「生物学的療法」との用語は、広く考えられ、一般に、生体分子
などの生体物質若しくは組成物、又はウイルス若しくは細胞などの生物作用因子（biolog
ical agent）を使用する処置を包含する。特定の実施形態では、生体物質又は組成物は、
治療的利益の基礎となる薬理作用又は効果を発揮し得る。特定の他の実施形態では、生体
物質又は組成物は、化学療法剤又は放射性同位体を新生物組織又は新生細胞に送達する又
はそれらに対して標的化するために使用され、例えば、生体物質又は組成物を化学療法剤
又は放射性同位体と結合させ得る（限定ではなく例として、癌標的化モノクローナル抗体
と細胞毒性化合物との結合体）。
【０２００】
　特定の実施形態では、生体分子は、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、核酸、若し
くは低分子（一次代謝産物、二次代謝産物、若しくは天然産物など）、又はそれらの組み
合わせであり得る。好適な生体分子の例には、限定されないが、インターロイキン、サイ
トカイン、抗サイトカイン、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、サイトカイン受容体、ワクチン、
インターフェロン、酵素、治療用抗体、抗体断片、抗体様タンパク質足場、又はそれらの
組み合わせが含まれる。
【０２０１】
　好適な生体分子の例には、限定されないが、アルデスロイキン、アレムツズマブ、アテ
ゾリズマブ、ベバシズマブ、ブリナツモマブ、ブレンツキシマブ・ベドチン、カツマキソ
マブ、セツキシマブ、ダラツムマブ、デニロイキン・ディフティトックス、デノスマブ、
ジヌツキシマブ、エロツズマブ、ゲムツズマブ・オゾガマイシン、９０Ｙ－イブリツモマ
ブ・チウキセタン、イダルシズマブ、インターフェロンＡ、イピリムマブ、ネシツムマブ
、ニボルマブ、オビヌツズマブ、オファツムマブ、オララツマブ、パニツムマブ、ペムブ
ロリズマブ、ラムシルマブ、リツキシマブ、タソネルミン、１３１Ｉ－トシツモマブ、ト
ラスツズマブ、アド－トラスツズマブ・エムタンシン（Ado－trastuzumab emtansine）、
及びそれらの組み合わせが含まれる。
【０２０２】
　好適な腫瘍溶解性ウイルスの例には、限定されないが、タリモジーンラハーパレプベッ
クが含まれる。
【０２０３】
　抗癌療法のさらなる分類には、特にホルモン療法（内分泌療法）、免疫療法、及び幹細
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胞療法が含まれ、これらは一般に生物学的療法に含まれると考えられている。
【０２０４】
　ホルモン療法又は内分泌療法は、特にホルモン依存性又はホルモン感受性の乳癌、前立
腺癌、卵巣癌、精巣癌、子宮内膜癌、又は腎臓癌などのホルモン依存性又はホルモン感受
性の癌の処置のために、ホルモン又は抗ホルモン薬が投与される処置を包含する。
【０２０５】
　好適なホルモン療法の例には、限定されないが、タモキシフェン；アタナストロゾール
、エキセメスタン、レトロゾール、及びそれらの組み合わせなどのアロマターゼ阻害剤；
ゴセレリン、リュープロレリン、トリプトレリン、及びそれらの組み合わせなどの黄体形
成ホルモン遮断薬；ビカルタミド、酢酸シプロテロン、フルタミド、及びそれらの組み合
わせなどの抗アンドロゲン剤；デガレリクスなどのゴナドトロピン放出ホルモン遮断薬；
酢酸メドロキシプロゲステロン、メゲストロール、及びそれらの組み合わせなどのプロゲ
ステロン処置；並びにそれらの組み合わせが含まれる。
【０２０６】
　「免疫療法」との用語は、対象の免疫系を調節する任意の処置を広く包含する。特に、
この用語は、体液性免疫応答、細胞性免疫応答、又はその両方などの免疫応答を調節する
任意の処置を含む。免疫応答は、典型的には、Ｂ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）、Ｔ
ヘルパー（Ｔｈ）細胞、制御性Ｔ（Ｔｒｅｇ）細胞、抗原提示細胞（ＡＰＣ）、樹状細胞
、単球、マクロファージ、ナチュラルキラーＴ（ＮＫＴ）細胞、ナチュラルキラー（ＮＫ
）細胞、好塩基球、好酸球、又は好中球などの免疫系の細胞による、刺激に対する応答を
伴い得る。抗癌処置の文脈において、免疫療法は、好ましくは、腫瘍細胞の死を達成する
などのために、免疫応答、特に腫瘍組織又は細胞に特異的に対する免疫応答などを誘発、
誘導、又は増強し得る。免疫療法は、免疫系の任意の成分、例えば、限定されないがＴ細
胞（例えば、ＣＴＬ又はＴｈ細胞）、樹状細胞、及び／又はＮＫ細胞などの任意の免疫細
胞の存在量、機能、及び／又は活性を調節、増加又は増強し得る。
【０２０７】
　免疫療法は、Ｔ細胞及び／又は樹状細胞などの免疫細胞が患者に移植される細胞ベース
の免疫療法を含む。この用語はまた、対象の免疫系を調節する化合物及び／又は生体分子
（例えば、抗体、抗原、インターロイキン、サイトカイン、又はそれらの組み合わせ）な
どの物質又は組成物の投与も含む。
【０２０８】
　癌免疫療法の例には、限定されないが、モノクローナル抗体、例えば腫瘍細胞によって
発現されたタンパク質に対するＦｃ工学操作（Fc-engineered）モノクローナル抗体、免
疫チェックポイント阻害剤、予防用又は治療用癌ワクチン、養子細胞療法、及びそれらの
組み合わせを使用する処置が含まれる。
【０２０９】
　さらなるガイダンスにより、Ｆｃ最適化モノクローナル抗体は、腫瘍抗原などの腫瘍細
胞により発現されるタンパク質に特異的に結合するように構成され、抗体依存性細胞傷害
性、補体依存性細胞傷害性、及び／又は抗体依存性細胞媒介性食作用などのエフェクター
機能を媒介する工学操作されたＦｃ部分を含む。
【０２１０】
　本明細書全体にわたって使用される「腫瘍抗原」との用語は、正常細胞又は非腫瘍細胞
と比較して、細胞内又は腫瘍細胞表面上（好ましくは腫瘍細胞表面上）に関わらず腫瘍細
胞によって固有に（ｕｎｉｑｕｅｌｙ）又は示差的に発現される抗原を指す。例として、
腫瘍抗原は、腫瘍細胞内又は腫瘍細胞上に存在し、典型的には正常細胞若しくは非腫瘍細
胞内又は正常細胞若しくは非腫瘍細胞上に存在し得ず（例えば、精巣及び／又は胎盤など
の限られた数の正常組織によってのみ発現される）、あるいは腫瘍抗原は、正常細胞若し
くは非腫瘍細胞内又は正常細胞若しくは非腫瘍細胞上よりも腫瘍細胞内又は腫瘍細胞上に
多くの量で存在し得、あるいは腫瘍抗原は、正常細胞若しくは非腫瘍細胞内又は正常細胞
若しくは非腫瘍細胞上に見出されるものとは異なる形態で腫瘍細胞内又は腫瘍細胞上に存
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在し得る。したがって、この用語には、腫瘍特異的膜抗原を含む腫瘍特異的抗原（ＴＳＡ
）、腫瘍関連膜抗原を含む腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）、腫瘍上の胚抗原、成長因子受容体、
成長因子リガンドなどが含まれる。この用語にはさらに、癌／精巣（ＣＴ）抗原が含まれ
る。腫瘍抗原の例には、限定されないガ、β－ヒト絨毛性ゴナドトロピン（ＨＣＧ）、糖
タンパク質１００（ｇｐ１００／Ｐｍｅ１１７）、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、チロシナー
ゼ、チロシナーゼ関連タンパク質１（ｇｐ７５／ＴＲＰ１）、チロシナーゼ関連タンパク
質２（ＴＲＰ－２）、ＮＹ－ＢＲ－１、ＮＹ－ＣＯ－５８、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＭＮ／ｇ
ｐ２５０、イディオタイプ、テロメラーゼ、滑膜肉腫Ｘブレークポイント２（ＳＳＸ２）
、ムチン１（ＭＵＣ－１）、メラノーマ関連抗原（ＭＡＧＥ）ファミリーの抗原、高分子
量メラノーマ関連抗原（ＨＭＷ－ＭＡＡ）、Ｔ細胞１によって認識されるメラノーマ抗原
（ＭＡＲＴ１）、ウィルムス腫瘍遺伝子１（ＷＴ１）、ＨＥＲ２／ｎｅｕ、メソテリン（
ＭＳＬＮ）、αフェトプロテイン（ＡＦＰ）、癌抗原１２５（ＣＡ－１２５）、及びｒａ
ｓ又はｐ５３の異常な形態が含まれる。新生物疾患におけるさらなる標的には、限定され
ないが、ＣＤ３７（慢性リンパ性白血病）、ＣＤ１２３（急性骨髄性白血病）、ＣＤ３０
（ホジキン／大細胞型リンパ腫）、ＭＥＴ（ＮＳＣＬＣ、胃食道癌）、ＩＬ－６（ＮＳＣ
ＬＣ）、及びＧＩＴＲ（悪性メラノーマ）が含まれる。
【０２１１】
　免疫チェックポイントは、免疫反応を減速又は停止させ、免疫細胞の制御されない活性
による過度の組織損傷を防ぐ阻害経路である。免疫チェックポイント標的の阻害は、腫瘍
細胞に対するＣＴＬなどの免疫細胞による免疫応答を刺激することができる。
【０２１２】
　阻害のための免疫チェックポイント標的の例には、限定されないが、ＰＤ－１（ＰＤ－
１阻害剤の例には、限定されないが、ペンブロリズマブ、ニボルマブ、及びそれらの組み
合わせが含まれる）、ＣＴＬＡ－４（ＣＴＬＡ－４阻害剤の例には、限定されないが、イ
ピリムマブ、トレメリムマブ、及びそれらの組み合わせが含まれる）、ＰＤ－Ｌ１（ＰＤ
－Ｌ１阻害剤の例には、限定されないが、アテゾリズマブが含まれる）、ＬＡＧ３、Ｂ７
－Ｈ３（ＣＤ２７６）、Ｂ７－Ｈ４、ＴＩＭ－３、ＢＴＬＡ、Ａ２ａＲ、キラー細胞免疫
グロブリン様受容体（ＫＩＲ）、ＩＤＯ、及びそれらの組み合わせが含まれる。
【０２１３】
　「ワクチン」との用語は、一般に、ワクチン接種対象が免疫応答、好ましくは防御免疫
応答又は免疫寛容（寛容化ワクチン）を引き起こすように誘導される成分を含む、対象へ
のインビボ投与のための治療用又は予防用医薬組成物を指す。
【０２１４】
　任意選択により、ワクチンは、免疫応答を増強するための１つ以上のアジュバントをさ
らに含み得る。好適なアジュバントには、例えば、限定されないが、サポニン、水酸化ア
ルミニウムなどの鉱物ゲル（ｍｉｎｅｒａｌ　ｇｅｌｓ）、リゾレシチンなどの界面活性
物質、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油又は炭化水素エマルジョン
、カルメット・ゲラン桿菌（ＢＣＧ）、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）、
モノホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ）、コリネバクテリウム・パルバム（Ｃｏｒｙｎｅｂａ
ｃｔｅｒｉｕｍ　ｐａｒｖｕｍ）、非メチル化ＣｐＧモチーフを含有するオリゴデオキシ
ヌクレオチド、及びＱＳ－２１が含まれる。
【０２１５】
　任意選択により、ワクチンは、１つ以上の免疫刺激分子、又は免疫寛容を促進する１つ
以上の分子をさらに含み得る。そのような分子の非限定的な例には、様々なサイトカイン
、リンホカイン、及びケモカインが含まれる。例として、インターロイキン（例えば、Ｉ
Ｌ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３）などの免疫賦活、免
疫増強、及び炎症誘発活性を有する分子；成長因子（例えば、顆粒球・マクロファージ（
ＧＭ）コロニー刺激因子（ＣＳＦ））；及びマクロファージ炎症性因子、Ｆｌｔ３リガン
ド、Ｂ７．１；Ｂ７．２の他の免疫賦活分子などの非限定的な例がある。
【０２１６】
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　腫瘍ワクチンには、ａ）癌を引き起こすウイルスによる感染を防ぐワクチン、ｂ）既存
の癌を処置するワクチン（治療用癌ワクチン）、又はｃ）癌の発生を防ぐ若しくはその効
果を改善するワクチン（予防用癌ワクチン）のいずれかが含まれる。
【０２１７】
　治療用又は免疫治療用腫瘍ワクチンとしても知られているタイプｂ）又はｃ）の腫瘍ワ
クチンを製造する１つの手法は、癌患者から腫瘍細胞を単離し、例えば、該腫瘍細胞を生
存不能にすることにより、該腫瘍細胞の溶解物を調製することにより、又は該腫瘍細胞由
来のタンパク質を単離することにより、該腫瘍細胞から免疫原性組成物を調製し、該免疫
原性組成物を含むワクチンで対象（例えば、同じ癌患者又は別の対象）を免疫化すること
である。免疫原性組成物は、上記腫瘍細胞により発現される腫瘍抗原を含有し、それによ
り、ワクチン接種は、腫瘍抗原及び腫瘍抗原を発現する腫瘍細胞に対する免疫応答（例え
ば、Ｂ細胞又はＣＴＬ応答）を誘発又は刺激することができる。
【０２１８】
　治療用抗癌ワクチン接種の別の手法は、患者においてインサイチューで免疫応答を生じ
させることである。これにより、溶解性ウイルス複製後に放出される腫瘍抗原に対する抗
腫瘍免疫応答が強化され、結果として、インサイチューで患者に特異的な抗腫瘍ワクチン
が提供される（好適な腫瘍溶解性ウイルスの例には、限定されないが、タリモジーンラハ
ーパレプベックが含まれる）。さらに別の手法は、癌発生で生理学的役割を果たす化合物
で患者を免疫化して、ヒトの身体がその化合物を排除するようにすることである。そのよ
うな場合、この化合物は自己抗原又は自己ハプテンであり、すなわち、患者に投与された
ときに強い免疫応答を引き起こさないが、担体に結合されたときに十分な免疫応答を誘発
することができる。
【０２１９】
　治療用抗癌ワクチン接種への別の手法には、樹状細胞ワクチンが含まれる。この用語は
、抗原に対する免疫反応が所望される該抗原を負荷した樹状細胞を含むワクチンを広く包
含する。
【０２２０】
　「樹状細胞」（ＤＣ）との用語は、リンパ組織又は非リンパ組織に見出される形態学的
に類似した細胞型の多様な集団の任意のメンバーを指し得る。ＤＣは、例えば、「プロフ
ェッショナル」抗原提示細胞を含み、ＭＨＣ拘束性Ｔ細胞を感作する高い能力を有し得る
。ＤＣは、例えば、機能、表現型及び／又は遺伝子発現パターン、特に細胞表面表現型に
よって認識され得る。これらの細胞は、その特有の形態、高レベルの表面ＭＨＣクラスＩ
Ｉ発現、並びに抗原をＣＤ４＋及び／又はＣＤ８＋Ｔ細胞、特にナイーブＴ細胞に提示す
る能力によって特徴付けられる。機能的に、ＤＣは、抗原提示の決定のための当業者に知
られている任意の好適なアッセイにより同定され得る。そのようなアッセイには、例えば
、検査抗原の提示によって抗原刺激を受けた（ａｎｔｉｇｅｎ－ｐｒｉｍｅｄ）細胞及び
／又はナイーブＴ細胞を刺激する能力の検査、続いてＴ細胞増殖の決定、ＩＬ－２などの
サイトカインの放出などが含まれ得る。樹状細胞は、当該技術分野で周知の方法によって
生体試料から単離又は生成することができる。ＤＣの単離又は生成に好適な生体試料には
、限定されないが、末梢血試料、骨髄試料、臍帯血試料などが含まれる。限定ではなく例
として、生体試料中に存在するＤＣは、ＤＣによって発現される又は発現されないことが
知られている選択表面マーカーの免疫蛍光又は免疫磁気標識付けにより、それぞれ対応す
る蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）ゲーティング戦略又は免疫磁気分離と組み合わせて単
離し得る。あるいは、ＤＣを好適なサイトカインとともにインキュベートすることにより
、ＤＣをＣＤ１４＋単球から生成することができる（Ｚｈｏｕ　＆　Ｔｅｄｄｅｒ，　Ｐ
ｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．　１９９６，　ｖｏｌ．９３，　２５８
８－９２）。
【０２２１】
　本明細書全体にわたって使用される「抗原負荷」との用語は、抗原の抗原性エピトープ
が、細胞内であるか又は免疫細胞表面上であるかに関わらずＭＨＣに提示されるように、
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特に抗原提示細胞などの、より特定的には樹状細胞などの免疫細胞に１つ以上の抗原を送
達する方法又はプロセスを指す。典型的には、免疫細胞が抗原と接触する、抗原を発現す
る（必要な場合）、抗原を処理する、及び抗原をＭＨＣに提示することを可能とする条件
下で、免疫細胞と、抗原を含む組成物又は抗原をコードする核酸を含む組成物と、をイン
ビトロ／エクスビボで接触させる又はインキュベートすることを含むプロセスにより、免
疫細胞に抗原を負荷させ得る。当業者は、抗原の効果的な負荷を可能にするのに十分なイ
ンキュベーション温度及び時間を知っているであろう。例えば、インキュベーション工程
は、典型的には約２５℃～約３７℃の温度で約１～約２又は約４時間であってもよく、及
び／又は約４度で一晩などであってもよい。例として、免疫細胞を、単離された抗原、例
えば、天然に存在する抗原供給源から単離された抗原、あるいは好適な宿主若しくは宿主
細胞発現系（例えば、好適な細菌、酵母、真菌、植物、若しくは動物宿主又は宿主細胞発
現系）によって組換え的に産生され、かつそれらから単離された抗原、又は無細胞転写若
しくは翻訳により産生された抗原、又は非生物学的核酸若しくはペプチド合成により組換
え的に産生された抗原、を含む組成物と接触させてもよい。別の例として、免疫細胞を、
天然に存在する抗原供給源を含む組成物と接触させ、すなわち、該天然に存在する供給源
から抗原を実質的に単離することなく接触させてもよい。例えば、免疫細胞を、抗原を天
然で発現する細胞又はそのような細胞の細胞片、例えば腫瘍抗原を発現する腫瘍細胞を含
む組成物と接触させてもよい。好適には、そのような細胞は、加熱死（ｈｅａｔ　ｋｉｌ
ｌｅｄ）、アポトーシス、壊死、若しくは他の処理などの機械的、化学的、又は物理的処
理により、生存不能とし、好ましくは溶解させ、例えば死滅させ、好ましくは溶解させて
もよい。さらなる例により、免疫細胞を、抗原を組換え的に産生する好適な宿主又は宿主
細胞発現系の細胞と接触させてもよく、すなわち該細胞から抗原を実質的に単離すること
なく接触させてもよい。好適には、そのような細胞は、加熱死若しくは他の処理などの機
械的、化学的、又は物理的処理により、生存不能とし、好ましくは溶解させ、例えば死滅
させ、好ましくは溶解させてもよい。抗原をコードする核酸、一般的には組換え核酸を免
疫細胞に導入することにより、免疫細胞に抗原を負荷させてもよく、それにより免疫細胞
は抗原を発現する。
【０２２２】
　養子細胞療法（ＡＣＴ）は、免疫機能及び特性を新しい宿主に移すという目的で、細胞
、特に細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）などの最も一般的な免疫由来細胞を同じ患者又は新し
いレシピエント宿主に戻すことを指すことができる。可能な場合、自家細胞の使用は、組
織拒絶及び移植片に対する宿主疾患の問題を最小限に抑えることにより、レシピエントに
役立つ。
【０２２３】
　自己腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ）又は遺伝的にリダイレクトされた（ｇｅｎｅｔｉｃａ
ｌｌｙ　ｒｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ）末梢血単核細胞の養子移入を使用して、メラノーマ及
び結腸直腸癌を含む進行性固形腫瘍を有する患者、並びにＣＤ１９を発現する造血器悪性
腫瘍を有する患者の処置に成功している。腫瘍関連抗原などの選択された抗原に特異的な
Ｔ細胞などの免疫系細胞の養子移入が特に企図される。
【０２２４】
　例えば、選択されたペプチド特異性を有する新しいＴＣＲα鎖及びβ鎖を導入すること
などによってＴ細胞受容体（ＴＣＲ）の特異性を変えることにより、Ｔ細胞を遺伝的に修
飾するための様々な戦略を採用し得る。あるいは、悪性細胞などの選択された標的に特異
的なＴ細胞などの免疫応答細胞を産生するためにキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）を使用して
もよく、様々な受容体キメラ構築物が記載されている。
【０２２５】
　ＣＡＲ構築物の例には、限定されないが、１）例えば、ＣＤ３ζ又はＦｃＲγのいずれ
かの膜貫通及び細胞内シグナル伝達ドメインにフレキシブルなリンカー、例えばＣＤ８α
ヒンジドメイン及びＣＤ８α膜貫通ドメインによって連結された特異的な抗体のＶＨに連
結されたＶＬを含む、抗原に特異的な抗体の一本鎖可変断片からなるＣＡＲ、２）ＣＤ２
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８、ＯＸ４０（ＣＤ１３４）、４－１ＢＢ（ＣＤ１３７）などの１つ以上の共刺激分子の
細胞内ドメインをエンドドメイン（ｅｎｄｏｄｏｍａｉｎ）内にさらに組み込んだＣＡＲ
、又はそのような共刺激エンドドメインの組み合わせをさらに含むＣＡＲが含まれる。
【０２２６】
　癌における幹細胞療法は、一般に、放射線療法及び／又は化学療法によって破壊された
骨髄幹細胞を置き換えることを目的とし、限定されないが、自家、同系、又は同種異系の
幹細胞移植を含む。幹細胞、特に造血幹細胞は、典型的には、骨髄、末梢血、又は臍帯血
から得られる。
【０２２７】
　抗癌剤の投与経路、用量、及び治療レジメンの詳細は、例えば「Cancer Clinical Phar
macology」(2005) ed. By Jan H. M. Schellens, Howard L. McLeod and David R. Newel
l, Oxford University Pressに記載されているように、当該技術分野で知られている。
【０２２８】
　本明細書で教示される方法によって単離された腫瘍細胞又はＣＴＣは、様々な用途で使
用することができる。
【０２２９】
　限定ではなく例として、有利には生存不能にされた、そのような腫瘍細胞若しくはＣＴ
Ｃ又はそれらの溶解物、あるいは１つ以上のそれらの腫瘍抗原（例えば、単離されたタン
パク質として、又は腫瘍細胞若しくはＣＴＣから単離されたタンパク質組成物に含まれる
もの）を、本明細書の別の箇所で教示されているように、腫瘍ワクチンに製剤化すること
ができる。任意選択により、そのような腫瘍ワクチンは、本明細書の他の箇所で説明され
ているように、樹状細胞をさらに含むことができる。
【０２３０】
　限定ではないが別の例により、そのような腫瘍細胞又はＣＴＣをさらなる分析に供して
、細胞の特性を明らかにし又は特徴付けてもよい。例えば、細胞は、生化学分析、突然変
異分析、トランスクリプトーム分析、及び／又はプロテオーム分析に供されてもよい。そ
のような分析は、例えば新生物疾患及び／又は細胞の循環表現型の原因となり得る又はそ
れらと関連し得る、細胞の生化学的特性、ゲノム及び／又はミトコンドリア変異、遺伝子
発現プロファイル及びシグネチャ、並びにタンパク質発現プロファイル及びシグネチャを
明らかにすることができる。
【０２３１】
　本発明のさらなる態様は、対象における腫瘍のインサイチュー画像化のための方法であ
って、ＣＤ３２１に特異的に結合することができる作用因子を対象に投与することであっ
て、該作用因子は画像診断装置によって検出可能な標識を含み、該作用因子が腫瘍細胞に
よって発現されるＣＤ３２１に特異的に結合することを可能にする、投与することと、上
記画像診断装置を使用して対象における腫瘍を視覚化することと、を含む方法に関する。
【０２３２】
　「画像化」との用語は、身体の内部の視覚的描写及び／又は臓器若しくは組織の機能の
視覚的描写を作成するための任意の医療画像化技術又はプロセスを広く包含する。本明細
書で企図される画像診断装置又は画像診断技術には、限定されないが、Ｘ線ラジオグラフ
ィー、Ｘ線コンピューター断層撮影法（ＣＴ）、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）、陽電子放射
断層撮影法（ＰＥＴ）、ＰＥＴ－ＣＴ、及び単一光子放射コンピューター断層撮影法（Ｓ
ＰＥＣＴ）が含まれる。好ましくは、画像診断装置は、ＰＥＴ、ＰＥＴ－ＣＴ、又はＳＰ
ＥＣＴなどのＰＥＴベースであり、より好ましくはＰＥＴであり得る。
【０２３３】
　本発明の画像化方法において、ＣＤ３２１特異的結合作用因子は、例えば検出可能にな
るように、すなわち、適切な画像診断装置による検出及び視覚化を可能にするために標識
される。限定ではなく例として、ＰＥＴベースの画像化技術に好適な標識には、１１Ｃ、
１３Ｎ、１５Ｏ、１８Ｆ、６８Ｇａ、８９Ｚｒ、又は８２Ｒｂなどの放射性核種が含まれ
る。
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【０２３４】
　さらなる態様は、本明細書全体にわたって記載される使用及び方法を実施するのに有用
な部品のキット又は製造品に関する。
【０２３５】
　したがって、一態様は、ＣＤ３２１に特異的に結合することができる１つ以上の作用因
子、及び少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することができる１つ以上の
作用因子を含む、部品のキット又は製造品に関する。
【０２３６】
　別の態様は、ＣＤ３２１に特異的に結合することができる１つ以上の作用因子、及び少
なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作用因子を含
む、部品のキット又は製造品に関する。
【０２３７】
　さらに別の態様は、ＣＤ３２１に特異的に結合することができる１つ以上の作用因子、
少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作用因子
、及び少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作用
因子を含む、部品のキット又は製造品に関する。
【０２３８】
　本明細書全体にわたって使用される「部品のキット」及び「キット」との用語は、特定
の方法を実施するために必要な成分を含有し、それらの輸送及び保管を可能にするように
包装された製造品を指す。キットに含まれる成分の包装に好適な材料には、水晶、プラス
チック（例えば、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリカーボネート）、ボトル、フラス
コ、バイアル、アンプル、紙、封筒、又は他の種類の容器、担体、若しくは支持体が含ま
れる。キットが複数の成分を含む場合、成分の少なくとも１つのサブセット（例えば、複
数の成分のうちの２つ以上）又は成分のすべてを物理的に分離してもよく、例えば、別々
の容器、担体、若しくは支持体中又は別々の容器、担体、若しくは支持体上に含めてもよ
い。キットに含まれる成分は、特定の方法を実施するのに十分であっても又は十分でなく
てもよく、したがって、方法を実施するためにそれぞれ外部試薬又は物質が不要であって
も又は必要であってもよい。典型的には、キットは、液体取扱い装置、環境（例えば、温
度）制御装置、分析機器などの標準的な実験装置と組み合わせて使用される。任意選択で
アレイ又はマイクロアレイ上に提供される、本明細書で教示される記載された結合作用因
子、例えば、抗体、ハイブリダイゼーションプローブ、増幅及び／又は配列決定プライマ
ーなどに加えて、本キットはまた、特定の方法において有用な、溶媒、緩衝液（例えば、
限定されないが、ヒスチジン緩衝液、クエン酸緩衝液、コハク酸緩衝液、酢酸緩衝液、リ
ン酸緩衝液、ギ酸緩衝液、安息香酸緩衝液、ＴＲＩＳ（トリス（ヒドロキシメチル）－ア
ミノメタン）緩衝液、若しくはマレイン酸緩衝液、又はそれらの混合物など）、酵素（例
えば、限定されないが、熱安定性ＤＮＡポリメラーゼなど）、検出可能な標識、検出試薬
、及び対照製剤（陽性及び／又は陰性）のうちのいくつか又はすべてを含み得る。典型的
には、キットはまた、印刷挿入物又はコンピューター読み取り可能な媒体上などにおける
その使用説明書を含み得る。これらの用語は、本文脈で使用される場合、任意の人工の有
形構造製造品を広く包含する「製造品」との用語と交換可能に使用され得る。
【０２３９】
　本明細書で教示される部品のキット又は製造品の特定の実施形態では、汎白血球マーカ
ーは、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され
る。
【０２４０】
　本明細書で教示される部品のキット又は製造品の特定の実施形態では、血小板マーカー
は、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１、及びそれらの組み合わせ
からなる群から選択される。
【０２４１】
　本明細書で教示される部品のキット又は製造品の特定の実施形態では、汎白血球マーカ
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ーは、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され
、血小板マーカーは、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１、及びそ
れらの組み合わせからなる群から選択される。
【０２４２】
　本明細書で教示される部品のキット又は製造品の特定の好ましい実施形態では、汎白血
球マーカーはＣＤ４５である。
【０２４３】
　本明細書で教示される部品のキット又は製造品の特定の好ましい実施形態では、血小板
マーカーはＣＤ４２ａである。
【０２４４】
　本明細書で教示される部品のキット又は製造品の特定の好ましい実施形態では、汎白血
球マーカーはＣＤ４５であり、血小板マーカーはＣＤ４２ａである。
【０２４５】
　ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、又は核酸などのマーカー、例えば、ＣＤ３２１
、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、又は
ＣＤ６１に特異的に結合することができる作用因子は、本明細書の他の箇所で説明されて
いる。
【０２４６】
　本明細書で教示される部品のキット又は製造品の特定の実施形態では、１つ以上の作用
因子は、本明細書の他の箇所で説明されているように、フローサイトメトリー、マスサイ
トメトリー、蛍光活性化細胞選別、蛍光顕微鏡法、親和性分離、磁気細胞分離、マイクロ
流体分離、及びそれらの組み合わせからなる群から選択される技術における使用のために
構成される。
【０２４７】
　本明細書で教示される部品のキット又は製造品の特定の実施形態では、１つ以上の作用
因子は、本明細書の他の箇所で説明されているように、それぞれ独立して、１つ以上の抗
体、抗体断片、抗体様タンパク質足場、又はアプタマーである。
【０２４８】
　本明細書に開示されるキットの例は、限定されないが、以下の通りであり：
－Ａ）、Ｂ１）、及びＣ１）の混合物を含む容器を含むキット、
－Ａ）、Ｂ２）、及びＣ２）の混合物を含む容器を含むキット、
－Ａ）、Ｂ３）、及びＣ３）の混合物を含む容器を含むキット、
－Ａ）及びＢ１）の混合物を含む容器を含むキット、
－Ａ）及びＢ２）の混合物を含む容器を含むキット、
－Ａ）及びＣ３）の混合物を含む容器を含むキット、
－Ａ）及びＣ１）の混合物を含む容器を含むキット、
－Ａ）及びＣ２）の混合物を含む容器を含むキット、
－Ａ）及びＣ３）の混合物を含む容器を含むキット、
－Ａ）を含む容器と、Ｂ１）及びＣｌ）の混合物を含む別個の容器と、を含むキット、
－Ａ）を含む容器と、Ｂ２）及びＣ２）の混合物を含む別個の容器と、を含むキット、
－Ａ）を含む容器と、Ｂ３）及びＣ３）の混合物を含む別個の容器と、を含むキット、
－Ａ）を含む容器と、Ｂ１）を含む別個の容器と、及びＣ１）を含む別個の容器と、を含
むキット、
－Ａ）を含む容器と、Ｂ２）を含む別個の容器と、及びＣ２）を含む別個の容器と、を含
むキット、
－Ａ）を含む容器と、Ｂ３）を含む別個の容器と、及びＣ３）を含む別個の容器と、を含
むキット；
ここで、「Ａ）」は、抗ヒトＣＤ３２１抗体を表し、「Ｂ１）」は、抗ヒト汎白血球マー
カー抗体を表し、「Ｃｌ）」は、抗ヒト血小板マーカー抗体を表し、「Ｂ２）」は、抗ヒ
トＣＤ４５抗体、抗ヒトＬＳＰ１抗体、及び抗ヒトＣＤ４８抗体からなる群から選択され
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る抗体を表し、「Ｃ２）」は、抗ヒトＣＤ３６抗体、抗ヒトＣＤ４１抗体、抗ヒトＣＤ４
２ａ抗体、抗ヒトＣＤ４２ｂ抗体、及び抗ヒトＣＤ６１抗体からなる群から選択される抗
体を表し、「Ｂ３）」は、抗ヒトＣＤ４５抗体を表し、「Ｃ３）」は、抗ヒトＣＤ４２ａ
抗体を表す。
【０２４９】
　したがって、本出願は、以下の記述１～２８に記載の特に好ましい態様及び実施形態を
提供する：
　記述１．対象由来の生体試料中の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を検出又は定量し、及び任意
選択で、生体試料から上記ＣＴＣを単離するための方法であって、生体試料中の循環非造
血細胞によるＣＤ３２１の発現を検出することを含み、循環非造血細胞によるＣＤ３２１
の発現により、上記細胞が循環腫瘍細胞と同定され、任意選択で、生体試料からＣＤ３２
１を発現するＣＴＣを単離すること、を含む方法。
【０２５０】
　記述２．生体試料が、対象の血液、尿、糞便、リンパ液、又は他の滲出液若しくは分泌
液由来の循環細胞、好ましくは対象の末梢血由来の循環細胞を含む、記述１に記載の方法
。
【０２５１】
　記述３．循環ＣＤ３２１陽性腫瘍細胞が、上記細胞による少なくとも１つの汎白血球マ
ーカー及び少なくとも１つの血小板マーカーの発現の不存在により非造血性と同定される
、記述１又は２に記載の方法。
【０２５２】
　記述４：
　ａ）対象由来の生体試料を提供することであって、上記生体試料は、対象由来の循環細
胞、好ましくは対象の血液、尿、糞便、リンパ液、又は他の滲出液若しくは分泌液由来の
循環細胞、より好ましくは対象の末梢血由来の循環細胞を含む、提供することと、
　ｂ）上記生体試料において、少なくとも１つの汎白血球マーカーに対して陰性であり、
かつ少なくとも１つの血小板マーカーに対して陰性である非造血細胞を検出することと、
　ｃ）ｂ）で検出された細胞によるＣＤ３２１の発現を検出することであって、ｂ）で検
出された細胞によるＣＤ３２１の発現により、上記細胞が循環腫瘍細胞であると同定され
ることと、
を含む、記述１～３のいずれか１つに記載の方法。
【０２５３】
　記述５．
　ａ）上記汎白血球マーカーが、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わ
せからなる群から選択され、
　ｂ）上記血小板マーカーが、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１
、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され、
　ｃ）上記汎白血球マーカーが、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わ
せからなる群から選択され、上記血小板マーカーが、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、
ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され、
　ｄ）上記汎白血球マーカーがＣＤ４５であり、
　ｅ）上記血小板マーカーがＣＤ４２ａであり、又は
　ｆ）上記汎白血球マーカーがＣＤ４５であり、上記血小板マーカーがＣＤ４２ａである
、
記述３又は４に記載の方法。
【０２５４】
　記述６．腫瘍が固形腫瘍である、記述１～５のいずれか１つに記載の方法。
【０２５５】
　記述７．腫瘍が、上皮、間葉、又はメラニン細胞由来である、記述１～６のいずれか１
つに記載の方法。
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【０２５６】
　記述８．対象がヒトである、記述１～７のいずれか１つに記載の方法。
【０２５７】
　記述９．ＣＤ３２１の発現を検出することが、ＣＤ３２１タンパク質若しくはＣＤ３２
１ｍＲＮＡ又は両方を検出することを含む、記述１～８のいずれか１つに記載の方法。
【０２５８】
　記述１０．ＣＴＣが、フローサイトメトリー、マスサイトメトリー、蛍光活性化細胞選
別、蛍光顕微鏡法、親和性分離、磁気細胞分離、マイクロ流体分離、及びそれらの組み合
わせからなる群から選択される技術を使用して検出、定量化、又は単離される、記述１～
９のいずれか１つに記載の方法。
【０２５９】
　記述１１．技術が、ＣＤ３２１に特異的に結合することができる１つ以上の作用因子を
使用する、記述１０に記載の方法。
【０２６０】
　記述１２．技術が、少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することができ
る１つ以上の作用因子と、少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合することがで
きる１つ以上の作用因子と、をさらに使用する、記述１０又は１１に記載の方法。
【０２６１】
　記述１３．１つ以上の作用因子が、それぞれ独立して、１つ以上の抗体、抗体断片、抗
体様タンパク質足場、又はアプタマーである、記述１１又は１２に記載の方法。
【０２６２】
　記述１４．ＣＴＣが、ＣＤ３２１に特異的に結合することができる１つ以上の作用因子
を使用する技術を使用して検出、定量化、又は単離される、記述１～９のいずれか１つに
記載の方法。
【０２６３】
　記述１５．技術が、少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することができ
る１つ以上の作用因子と、少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合することがで
きる１つ以上の作用因子と、をさらに使用する、記述１４に記載の方法。
【０２６４】
　記述１６．１つ以上の作用因子が、それぞれ独立して、１つ以上の抗体、抗体断片、抗
体様タンパク質足場、又はアプタマーである、記述１４又は１５に記載の方法。
【０２６５】
　記述１７．ＣＴＣが、フローサイトメトリー、マスサイトメトリー、蛍光活性化細胞選
別、蛍光顕微鏡法、親和性分離、磁気細胞分離、マイクロ流体分離、及びそれらの組み合
わせからなる群から選択される技術を使用して検出、定量化、又は単離される、記述１４
～１６のいずれか１つに記載の方法。
【０２６６】
　記述１８．単離されたＣＴＣ、その溶解物、又はその１つ以上の腫瘍抗原を腫瘍ワクチ
ンに製剤化することをさらに含み、任意選択で、腫瘍ワクチンが樹状突起をさらに含む、
記述１～１７のいずれか１つに記載の方法。
【０２６７】
　記述１９．単離されたＣＴＣを生化学分析、突然変異分析、トランスクリプトーム分析
、及び／又はプロテオーム分析に供することをさらに含む、記述１～１７のいずれか１つ
に記載の方法。
【０２６８】
　記述２０．対象における新生物疾患の診断、予後、又はモニタリングのための方法であ
って、記述１～１７のいずれか１つに定義された方法によって対象におけるＣＴＣを検出
又は定量化することを含む方法。
【０２６９】
　記述２１．対象における新生物疾患の転移能を決定するための方法であって、記述１～
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１７のいずれか１つで定義される方法によって対象におけるＣＴＣを検出又は定量化する
ことを含み、対象におけるＣＴＣの存在により、新生物疾患が転移能を有すると同定され
る、方法。
【０２７０】
　記述２２．対象における新生物疾患の再発を決定するための方法であって、記述１～１
７のいずれか１つで定義される方法によって対象におけるＣＴＣを検出又は定量化するこ
とを含み、対象におけるＣＴＣの存在により、新生物疾患が再発したと同定される、方法
。
【０２７１】
　記述２３．対象が抗癌療法を必要としているかどうかを決定するための方法であって、
記述１～１７のいずれか１つで定義される方法によって対象におけるＣＴＣを検出又は定
量化することを含み、対象におけるＣＴＣの存在により、対象が抗癌療法を必要としてい
ると同定される、方法。
【０２７２】
　記述２４．新生物疾患を有する対象における抗癌療法の有効性を決定するための方法で
あって、療法前及び療法中又は療法後に記述１～１７のいずれか１つで定義される方法に
よって対象におけるＣＴＣを検出又は定量化することを含み、療法中又は療法後の対象に
おけるＣＴＣの量が療法前と比較して低下したことにより、上記療法が有効であると同定
される、方法。
【０２７３】
　記述２５．
ａ）－ＣＤ３２１に特異的に結合できる１つ以上の作用因子と、
　　－少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作
用因子と、
を含む部品のキット又は製造品、
ｂ）－ＣＤ３２１に特異的に結合できる１つ以上の作用因子と、
　　－少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作用
因子と、
を含む部品のキット又は製造品、あるいは
ｃ）－ＣＤ３２１に特異的に結合することができる１つ以上の作用因子と、
　　－少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作
用因子と、
　少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合できる１つ以上の作用因子と、
を含む部品キット又は製造品
からなる群から選択される、部品のキット又は製造品。
【０２７４】
　記述２６．
　ａ）上記汎白血球マーカーが、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わ
せからなる群から選択され、
　ｂ）上記血小板マーカーが、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１
、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され、
　ｃ）上記汎白血球マーカーが、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わ
せからなる群から選択され、上記血小板マーカーが、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、
ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され、
　ｄ）上記汎白血球マーカーがＣＤ４５であり、
　ｅ）上記血小板マーカーがＣＤ４２ａであり、又は
　ｆ）上記汎白血球マーカーがＣＤ４５であり、上記血小板マーカーがＣＤ４２ａである
、
記述２５に記載の部品のキット又は製造品。
【０２７５】
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　記述２７．１つ以上の作用因子が、フローサイトメトリー、マスサイトメトリー、蛍光
活性化細胞選別、蛍光顕微鏡法、親和性分離、磁気細胞分離、マイクロ流体分離、及びそ
れらの組み合わせからなる群から選択される技術における使用のために構成される、記述
２５又は２６に記載の部品のキット又は製造品。
【０２７６】
　記述２８．１つ以上の作用因子が、それぞれ独立して、１つ以上の抗体、抗体断片、抗
体様タンパク質足場、又はアプタマーである、記述２５～２７のいずれか１つに記載の部
品のキット又は製造品。
【０２７７】
　実施例１の表１－１～１－３に記載されるさらなるマーカーも、ＣＤ３２１について本
明細書に記載されている用途に対応する用途において有用であると想定される。これらの
マーカーには、特に、ＣＤ４０、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ１４６、β２ミクログロブリン、及び
それらの組み合わせが含まれる。
【０２７８】
　したがって、本出願はまた、以下の記述１’～３１’に示されるような態様及び実施形
態も提供する：
　記述１’．対象由来の生体試料中の腫瘍細胞を検出又は定量化し、及び任意選択で、生
体試料から腫瘍細胞を単離する方法であって、生体試料中の腫瘍細胞によるＣＤ３２１、
ＣＤ４０、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ１４６、β２、及びそれらの組み合わせからなる群から選択
されるマーカーの発現を検出することと、任意選択で、生体試料から上記マーカーを発現
している腫瘍細胞を単離することと、を含む方法。
【０２７９】
　記述２’．生体試料が、腫瘍生検若しくは細針吸引液、又は切除された腫瘍組織である
、記述１’に記載の方法。
【０２８０】
　記述３’．対象由来の生体試料中の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を検出又は定量化し、及び
任意選択で、生体試料から上記ＣＴＣを単離するための方法であって、生体試料中の循環
非造血細胞によるＣＤ３２１、ＣＤ４０、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ１４６、β２、及びそれらの
組み合わせからなる群から選択されるマーカーの発現を検出することを含み、循環非造血
細胞による上記マーカーの発現により、上記細胞が循環腫瘍細胞であると同定され、任意
選択で、生体試料から上記マーカーを発現するＣＴＣを単離することと、を含む、記述１
’に記載の方法。
【０２８１】
　記述４’．生体試料が、対象の血液、尿、糞便、リンパ液、又は別の滲出液若しくは分
泌液由来の循環細胞、好ましくは対象の末梢血由来の循環細胞を含む、記述３’に記載の
方法。
【０２８２】
　記述５’．上記マーカーに対して陽性の循環腫瘍細胞が、上記細胞による少なくとも１
つの汎白血球マーカー及び少なくとも１つの血小板マーカーの発現の不存在により非造血
性であると同定される、記述３’又は４’に記載の方法。
【０２８３】
　記述６’．
　ａ）対象由来の生体試料を提供することであって、上記生体試料は、対象由来の循環細
胞、好ましくは対象の血液、尿、糞便、リンパ液、又は他の滲出液若しくは分泌液由来の
循環細胞、より好ましくは対象の末梢血由来の循環細胞を含む、提供すること、
　ｂ）上記生体試料において、少なくとも１つの汎白血球マーカーに対して陰性であり、
かつ少なくとも１つの血小板マーカーに対して陰性である非造血細胞を検出すること、
　ｃ）ｂ）で検出された細胞によるＣＤ３２１、ＣＤ４０、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ１４６、β
２、及びそれらの組み合わせからなる群から選択されるマーカーの発現を検出することで
あって、ｂ）で検出された細胞による上記マーカーの発現により、上記細胞が循環腫瘍細
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胞であると同定されること、
を含む、記述３’～５’のいずれか１つに記載の方法。
【０２８４】
記述７’．
　ａ）上記汎白血球マーカーが、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わ
せからなる群から選択され、
　ｂ）上記血小板マーカーが、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１
、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され、
　ｃ）上記汎白血球マーカーが、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わ
せからなる群から選択され、上記血小板マーカーが、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、
ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され、
　ｄ）上記汎白血球マーカーがＣＤ４５であり、
　ｅ）上記血小板マーカーがＣＤ４２ａであり、又は
　ｆ）上記汎白血球マーカーがＣＤ４５であり、上記血小板マーカーがＣＤ４２ａである
、記述５’又は６’に記載の方法。
【０２８５】
　記述８’．腫瘍が固形腫瘍である、記述１’～７’のいずれか１つに記載の方法。
【０２８６】
　記述９’．腫瘍が、上皮、間葉、又はメラニン細胞由来である、記述１’～８’のいず
れか１つに記載の方法。
【０２８７】
　記述１０’．対象がヒトである、記述１’～９’のいずれか１つに記載の方法。
【０２８８】
　記述１１’．上記マーカーの発現を検出することが、マーカータンパク質若しくはマー
カーｍＲＮＡ又は両方を検出することを含む、記述１’～１０’のいずれか１つに記載の
方法。
【０２８９】
　記述１２’．腫瘍細胞又はＣＴＣが、フローサイトメトリー、マスサイトメトリー、蛍
光活性化細胞選別、蛍光顕微鏡法、親和性分離、磁気細胞分離、マイクロ流体分離、及び
それらの組み合わせからなる群から選択される技術を使用して検出、定量化、又は単離さ
れる、記述１’～１１’のいずれか１つに記載の方法。
【０２９０】
　記述１３’．技術が、ＣＤ３２１、ＣＤ４０、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ１４６、β２、及びそ
れらの組み合わせからなる群から選択されるマーカーに特異的に結合することができる１
つ以上の作用因子を使用する、記述１２’に記載の方法。
【０２９１】
　記述１４’．技術が、少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することがで
きる１つ以上の作用因子と、少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合することが
できる１つ以上の作用因子と、をさらに使用する、記述１２’又は１３’に記載の方法。
【０２９２】
　記述１５’．１つ以上の作用因子が、それぞれ独立して、１つ以上の抗体、抗体断片、
抗体様タンパク質足場、又はアプタマーである、記述１３’又は１４’に記載の方法。
【０２９３】
　記述１６’．腫瘍細胞又はＣＴＣが、ＣＤ３２１、ＣＤ４０、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ１４６
、β２、及びそれらの組み合わせからなる群から選択されるマーカーに特異的に結合する
ことができる１つ以上の作用因子を使用する技術を使用して検出、定量化、又は単離され
る、記述１’～１１’のいずれか１つに記載の方法。
【０２９４】
　記述１７’．技術が、少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することがで
きる１つ以上の作用因子と、少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合することが
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できる１つ以上の作用因子と、をさらに使用する、記述１６’に記載の方法。
【０２９５】
　記述１８’．１つ以上の作用因子が、それぞれ独立して、１つ以上の抗体、抗体断片、
抗体様タンパク質足場、又はアプタマーである、記述１６’又は１７’に記載の方法。
【０２９６】
　記述１９’．腫瘍細胞又はＣＴＣが、フローサイトメトリー、マスサイトメトリー、蛍
光活性化細胞選別、蛍光顕微鏡法、親和性分離、磁気細胞分離、マイクロ流体分離、及び
それらの組み合わせからなる群から選択される技術を使用して検出、定量化、又は単離さ
れる、記述１６’～１８’のいずれか１つに記載の方法。
【０２９７】
　記述２０’．単離された腫瘍細胞若しくはＣＴＣ、それらの溶解物、又はそれらの１つ
以上の腫瘍抗原を腫瘍ワクチンに製剤化することをさらに含み、任意選択で、腫瘍ワクチ
ンが樹状細胞をさらに含む、記述１’～１９’のいずれか１つに記載の方法。
【０２９８】
　記述２１’．単離された腫瘍細胞又はＣＴＣを生化学分析、突然変異分析、トランスク
リプトーム分析、及び／又はプロテオーム分析に供することをさらに含む、記述１’～１
９’のいずれか１つに記載の方法。
【０２９９】
　記述２２’．対象における新生物疾患の診断、予後、又はモニタリングのための方法で
あって、記述１’～１９’のいずれか１つで定義される方法によって対象における腫瘍細
胞又はＣＴＣを検出又は定量化することを含む方法。
【０３００】
　記述２３’．対象における新生物疾患の転移能を決定するための方法であって、記述１
’～１９’のいずれか１つで定義される方法によって対象における腫瘍細胞又はＣＴＣを
検出又は定量化することを含み、対象における腫瘍細胞又はＣＴＣの存在により、新生物
疾患が転移能を有すると同定される、方法。
【０３０１】
　記述２４’．対象における新生物疾患の再発を決定するための方法であって、記述１’
～１９’のいずれか１つで定義される方法によって対象における腫瘍細胞又はＣＴＣを検
出又は定量化することを含み、対象における腫瘍細胞又はＣＴＣの存在により、新生物疾
患が再発したと同定される、方法。
【０３０２】
　記述２５’．対象が抗癌療法を必要としているかどうかを決定するための方法であって
、記述１’～１９’のいずれか１つで定義される方法によって対象における腫瘍細胞又は
ＣＴＣを検出又は定量化することを含み、対象における腫瘍細胞又はＣＴＣの存在により
、対象が抗癌療法を必要としていると同定される、方法。
【０３０３】
　記述２６’．新生物疾患を有する対象における抗癌療法の有効性を決定するための方法
であって、療法前及び療法中又は療法後に記述１’～１９’のいずれか１つで定義される
方法によって対象における腫瘍細胞又はＣＴＣを検出又は定量化することを含み、療法中
又は療法後の対象における腫瘍細胞又はＣＴＣの量が療法前と比較して低下したことによ
り、上記療法が有効であると同定される、方法。
【０３０４】
　記述２７’．対象における腫瘍のインサイチュー画像化のための方法であって、ＣＤ３
２１、ＣＤ４０、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ１４６、β２、及びそれらの組み合わせからなる群か
ら選択されるマーカーに特異的に結合することができる作用因子を対象に投与することで
あって、上記作用因子が画像診断装置によって検出可能な標識を含み、上記作用因子が腫
瘍細胞によって発現される上記マーカーに特異的に結合することを可能にする、投与する
ことと、上記画像診断装置を使用して対象における腫瘍を視覚化することと、を含む方法
。
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【０３０５】
　記述２８’．
ａ）－ＣＤ３２１、ＣＤ４０、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ１４６、β２、及びそれらの組み合わせ
からなる群から選択されるマーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作用因子
と、
　　－少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合できる１つ以上の作用因子と、
を含む部品のキット又は製造品、
ｂ）－ＣＤ３２１、ＣＤ４０、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ１４６、β２、及びそれらの組み合わせ
からなる群から選択されるマーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作用因子
と、
　　－少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合できる１つ以上の作用因子と、
を含む部品のキット又は製造品、あるいは
ｃ）－ＣＤ３２１、ＣＤ４０、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ１４６、β２、及びそれらの組み合わせ
からなる群から選択されるマーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作用因子
と、
　　－少なくとも１つの汎白血球マーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作
用因子と、
　　－少なくとも１つの血小板マーカーに特異的に結合することができる１つ以上の作用
因子と、
を含む部品のキット又は製造品
からなる群から選択される、部品のキット又は製造品。
【０３０６】
　記述２９’．
　ａ）上記汎白血球マーカーが、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わ
せからなる群から選択され、
　ｂ）上記血小板マーカーが、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１
、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され、
　ｃ）上記汎白血球マーカーが、ＣＤ４５、ＬＳＰ１、ＣＤ４８、及びそれらの組み合わ
せからなる群から選択され、上記血小板マーカーが、ＣＤ３６、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、
ＣＤ４２ｂ、ＣＤ６１、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され、
　ｄ）上記汎白血球マーカーがＣＤ４５であり、
　ｅ）上記血小板マーカーがＣＤ４２ａであり、又は
　ｆ）上記汎白血球マーカーがＣＤ４５であり、上記血小板マーカーがＣＤ４２ａである
、記述２８’に記載の部品のキット又は製造品。
【０３０７】
　記述３０’．１つ以上の作用因子が、フローサイトメトリー、マスサイトメトリー、蛍
光活性化細胞選別、蛍光顕微鏡法、親和性分離、磁気細胞分離、マイクロ流体分離、及び
それらの組み合わせからなる群から選択される技術における使用のために構成される、記
述２８’又は２９’に記載の部品キット又は製造品。
【０３０８】
　記述３１’．１つ以上の作用因子が、それぞれ独立して、１つ以上の抗体、抗体断片、
抗体様タンパク質の足場、又はアプタマーである、記述２８’～３０’のいずれか１つに
記載の部品のキット又は製造品。
【０３０９】
　本発明をその特定の実施形態に関連して説明してきたが、上記の説明に照らして多くの
代替、修正、及び変形が当業者に明らかであることは明白である。したがって、添付の特
許請求の範囲の真意及び広い範囲において、以下のようなすべてのそのような代替、修正
、及び変形を包含することが意図されている。
【０３１０】
　本明細書で開示される本発明の態様及び実施形態は、以下の非限定的な例によってさら
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【実施例】
【０３１１】
　実施例１－ＣＤ３２１は、細胞株、患者由来の異種移植片（ＰＤＸ）、及び原発腫瘍に
おいて一貫して発現される。
　２５１細胞表面マーカーの発現を、癌細胞株の代表的集団（ＳＫＭＥＳ扁平上皮肺癌細
胞株、Ａ４３１類表皮癌細胞株）由来の細胞、患者由来の異種移植片（第３継代の頭頸部
癌ＰＤＸ）、及び原発腫瘍（原発性皮膚扁平上皮癌）において成人皮膚線維芽細胞と比較
して評価した。以下の表は、該マーカーの発現の半定量的表現を提供するものである。
【０３１２】
【表１－１】
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【表１－３】

【０３１３】
　「Ｂ」は「二峰性（ｂｉｍｏｄａｌ）発現」を示し、ここで、マーカー発現は不均一で
あり、いくつかの細胞は陽性であり、他の細胞は陽性ではない。
【０３１４】
　ＣＤ３２１は、検査したすべての癌組織で確実に発現されるが、成人皮膚線維芽細胞で
は発現されないことが明らかになった。
【０３１５】
　さらなる広範な検証により、ＣＤ３２１は、癌細胞株、患者由来の異種移植片（ＰＤＸ
）、及び原発腫瘍によって一貫して発現されることが確認された（図１及び図６－１～図
６－３）。
【０３１６】
　上記の表に記載されるさらなるマーカーも、ＣＤ３２１について本明細書に記載されて
いる用途に対応する用途において有用であると想定される。これらのマーカーには、特に
、ＣＤ４０、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ１４６、β２ミクログロブリン（β２Ｍ）、及びそれらの
組み合わせが含まれる。
【０３１７】
　実施例２－腫瘍細胞によるＣＤ３２１の発現と従来の上皮マーカーの発現との比較
　古典的なマーカーＥｐＣＡＭは、癌細胞を同定するために従来から使用されている。Ｃ
Ｄ３２１及びＥｐＣＡＭの発現を、皮膚癌、肺癌、及び頭頸部癌の原発腫瘍由来の腫瘍細
胞で比較した。ＥｐＣＡＭは、常にＣＤ３２１と共局在したが、ＣＤ３２１は、すべての
場合で非常に多数の細胞を標識し、このことは、ＣＤ３２１がＥｐＣＡＭよりも高い感度
で腫瘍細胞を検出したことを実証している（図２Ａ～Ｃ及び図７）。
【０３１８】
　さらに、ＣＤ３２１及び古典的な上皮マーカーであるケラチン－１４の発現を、頭頸部
腫瘍、肺腫瘍、及び皮膚腫瘍の組織切片で比較した。ケラチン－１４は、常にＣＤ３２１
と共局在したが、ＣＤ３２１は、癌細胞の大部分で発現し、このことは、ＣＤ３２１がケ
ラチン－１４よりも高い感度で腫瘍細胞を検出したことを実証している（図３）。
【０３１９】
　ＥｐＣＡＭ及びサイトケラチンなどの上皮マーカーは、溢出に必要と考えられ、かつ、
腫瘍始原細胞に特徴的なプロセスである上皮間葉転換（ＥＭＴ）中に失われる。
【０３２０】
　一方、ＣＤ３２１は、ＥＭＴ状態とは無関係に腫瘍細胞の同定を可能にした（図４Ａ～
Ｃ）。
【０３２１】
　実施例３－ＣＤ３２１の発現により、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）の高感度な同定が可能と
なる。
　免疫細胞及び血小板の排除後、正常なドナー及び乳癌又は肺癌を有する患者の末梢血由
来の細胞をＣＤ３２１及びＥｐＣＡＭについて染色した。ＥｐＣＡＭ＋細胞は常にＣＤ３
２１＋であったが、ＣＤ３２１はＥｐＣＡＭがマークしていない追加の細胞も標識した（
図５Ａ）。
【０３２２】
　ヒト肺多形癌を移植したマウスの末梢血及び肺組織由来の細胞をヒトＣＤ３２１につい
て染色した。ヒトＣＤ３２１＋細胞は、肺における循環及び転移の両方で確実に検出され
た（図５Ｂ）。
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【０３２３】
　ＣＤ３２１は、ヒト癌患者対象における循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）の高感度な同定を可能
にする（図８－１ａ）。ＣＴＣの検出は、癌の様々なステージ（図８－１ｂ）及び抗癌療
法への反応（図８－２ｃ）と相関している。
【０３２４】
　実施例４－循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を検出、定量化、又は単離する方法
　本発明の原理を具体化する循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を検出、定量化、又は単離するため
の方法の一例は、以下の工程又は操作を含み得る。
【０３２５】
　癌を有しているか、又は癌を有している疑いのあるヒト対象由来の末梢血の試料（例え
ば、１ｍＬ～２０ｍＬ、例えば、５ｍＬ、７．５ｍＬ、又は１０ｍＬ）が提供される。血
液試料は、典型的には、抗凝固剤を含有する（例えばＥＤＴＡを含有する）容器又はチュ
ーブに収集され、保管される。
【０３２６】
　赤血球（ＲＢＣ）は、次の手順のいずれか１つ又は組み合わせによって分析から除去さ
れる：
－ＲＢＣを溶解する従来の方法で、抗体染色の前又は後に末梢血試料を処理し（下記参照
）、例えば、１×ＡＣＫ（塩化アンモニウムカリウム）緩衝液（１５５ｍＭ　ＮＨ４Ｃ１
、１０ｍＭ　ＫＨＣＯ３、０．１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ７．３）などの市販のＲＢＣ溶解
緩衝液を使用して、若しくは好ましくは赤血球を溶解するための古典的な低張ショック（
赤血球が溶解されるまでに約１０～２０秒間であることを可能とする好適量の水中の０．
２％ｗ／ｖ　ＮａＣｌ溶液を添加し、同じ体積の水中の１．６％ｗ／ｖ　ＮａＣｌ溶液を
添加することにより等張性を回復させる）を使用して、又は好ましくはまた市販のＢＤ　
ＦＡＣＳ（商標）溶解液（カタログ番号３４９２０２；ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｄｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ．ｃｏｍ／ｄｓ／ｉｓ／ｔｄｓ／２３－１３５８．ｐｄｆ）を使用し
て処理し、及び／あるいは
－末梢血試料を遠心単離によって血漿、バフィーコート、及びＲＢＣ画分に分離し、白血
球、血小板、及びＣＴＣを含むバフィーコート画分を下流の分析に使用する。
【０３２７】
　抗体染色の前に、例えば死細胞対生細胞を選択的に標識する十分な量の色素と試料を接
触させることにより、死細胞を分析から除外し得る。例えば、無傷の（透過処理されてい
ない）細胞試料をＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２と接触させると、生細胞はそれらの核に色素
を取り込まないが、死細胞又は死にかけている細胞はそれらの核に色素を取り込むことと
なる。その後、ＦＡＣＳでゲートアウトするなどして、Ｈｏｅｃｈｓｔ陽性細胞を選択し
て、分析を生細胞でのみ実施し、死細胞又は死にかけている細胞による非特異的な抗体結
合によって混乱させないようにすることができる。
【０３２８】
　抗体染色の前に、細胞を収集する必要はないが、０．５％ｗ／ｖウシ血清アルブミン（
ＢＳＡ）を任選選択で含む１×リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）などの好適な緩衝液で洗
浄してもよい。したがって、全血試料又はバフィーコート画分中の抗体染色は、事前の洗
浄なしで可能である。
【０３２９】
　細胞は、１）蛍光標識された抗ヒトＣＤ３２１抗体、２）蛍光標識された抗ヒト汎白血
球マーカー抗体、及び３）蛍光標識された抗ヒト血小板マーカー抗体とともに、抗原抗体
結合を促進する条件で、例えば、２～３％ｗ／ｖＢＳＡ又は５～１０％ｗ／ｖウシ胎児血
清（ＦＢＳ）及び１％ｗ／ｖアジ化ナトリウムを含む１×ＰＢＳなどの好適な緩衝液中、
約４℃で少なくとも３０分間、インキュベートされる。例えば、試料は、１）蛍光標識さ
れた抗ヒトＣＤ３２１抗体、２）蛍光標識された抗ヒトＣＤ４５抗体、及び３）蛍光標識
された抗ヒトＣＤ４２ａ抗体とともにインキュベートされる。非ＣＤ３２１アイソタイプ
抗体は、陰性対照として使用される。抗体は、好ましくはモノクローナル抗体である。フ
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ローサイトメトリー又は蛍光顕微鏡法により、１）でのフルオロフォアは、２）及び３）
でのフルオロフォアの各々と区別できる。２）及び３）でのフルオロフォアは、フローサ
イトメトリー又は蛍光顕微鏡法によって互いに区別し得るが、その必要はない。例えば、
１）でのフルオロフォアはアロフィコシアニン（ＡＰＣ）であり、２）及び３）でのフル
オロフォアはＲ－フィコエリスリン（ＰＥ）であり、又はその逆である。
【０３３０】
　典型的には、抗体とのインキュベーション後、０．５％ｗ／ｖＢＳＡ及び１％ｗ／ｖア
ジ化ナトリウムを含む１×ＰＢＳなどの好適な緩衝液中で細胞を１～３回洗浄して、抗体
結合の特異性を確保する。
【０３３１】
　そのように処理された細胞は、従来のフローサイトメトリー又は手動若しくは（半）自
動蛍光顕微鏡法によって分析され、フルオロフォア１）に陽性であり、かつ、フルオロフ
ォア２）及び３）に陰性である、ＣＤ３２１陽性ＣＴＣを構成する細胞が検出及びカウン
トされる。フローサイトメトリー又は蛍光顕微鏡法のデータは、例えば表形式又は一変量
若しくは二変量ヒストグラムとして好適に表される。ＣＴＣ負荷は、例えば試料あたり又
は血液１ｍＬあたりのＣＴＣカウントとして好適に表すことができる。
【０３３２】
　任意選択で、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）を使用して、ＣＴＣを選別及び単離して
もよい。
【０３３３】
　実施例５－循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を検出、定量化、又は単離する方法
　本発明の原理を具体化する循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を検出、定量化、又は単離する方法
の別の例は、以下の工程又は操作を含み得る。
【０３３４】
　癌を有しているか、又は癌を有している疑いのあるヒト対象由来の末梢血の試料（例え
ば、１ｍＬ～２０ｍＬ、例えば５ｍＬ、７．５ｍＬ、又は１０ｍＬ）が提供される。血液
試料は、典型的には、抗凝固剤を含有する（例えばＥＤＴＡを含有する）容器又はチュー
ブに収集され、保管される。
【０３３５】
　試料は、抗原抗体結合を促進する条件で、第１の抗ヒトＣＤ３２１抗体と結合された磁
性流体粒子とともにインキュベートされる。第１の抗ヒトＣＤ３２１抗体が結合した細胞
は、免疫磁気的に濃縮されている。ＣＤ３２１－磁性流体標識細胞は、１）蛍光標識され
た第２の抗ヒトＣＤ３２１抗体とともにインキュベートされ、ここで、第１及び第２の抗
ヒトＣＤ３２１抗体はＣＤ３２１と非競合的に結合し、２）蛍光標識された抗ヒト汎白血
球マーカー抗体、例えば蛍光標識された抗ヒトＣＤ４５抗体とともにインキュベートされ
、及び３）ＤＮＡ結合色素、例えば４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（Ｄ
ＡＰＩ）又はＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２などの好適な細胞透過性核対比染色剤とともにイ
ンキュベートされる。抗体は、好ましくはモノクローナル抗体である。フローサイトメト
リー又は蛍光顕微鏡法により、１）でのフルオロフォアは２）でのフルオロフォアと区別
できる。例えば、１）でのフルオロフォアはアロフィコシアニン（ＡＰＣ）であり、２）
でのフルオロフォアはＲ－フィコエリスリン（ＰＥ）であり、又はその逆である。
【０３３６】
　蛍光標識された細胞の任意の洗浄及び磁気分離の後、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ　Ａｎａｌ
ｙｚｅｒ　ＩＩ（登録商標）（Ｊａｎｓｓｅｎ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、ＬＬＣ）など
を使用して、半自動蛍光顕微鏡法により細胞を分析する。ＣＴＣは、ＣＤ３２１に対して
陽性に染色され、かつ、ＣＤ４５に対して陰性に染色される有核細胞として定義され、全
血試料の設定体積あたりで（例えば、血液１ｍＬ又は７．５ｍＬあたりで）計数される。
【０３３７】
　実施例６－循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を検出、定量化、又は単離する方法
　特に、図８－１～図８－２のものなどの、前の実施例におけるヒト血液試料中のＣＴＣ



(60) JP 2020-512549 A 2020.4.23

10

20

30

40

50

に関するデータを収集するために使用される、本発明の原理を具体化する循環腫瘍細胞（
ＣＴＣ）を検出、定量化、又は単離するための方法のさらなる例は、以下の手順又は操作
が含むものであった。
【０３３８】
　ＢＤ溶解緩衝液を使用する方法
　血液７．５ｍｌ～１０ｍｌの試料を処理し、以下のプロトコルの指示を使用して分析し
た：
－血液を５０ｍｌファルコンチューブに移し、ＦＡＣＳ緩衝液（ＰＢＳ＋２％ｖ／ｖＦＢ
Ｓ）を添加する
－３５０ｇで１０分間遠心分離する
－細胞ペレットをかき乱さないように上清を慎重に廃棄する
－ＦＡＣＳ緩衝液でもう１回洗浄を繰り返する
－1×ＢＤ　ＦＡＣＳ（商標）溶解液（カタログ番号３４９２０２）を使用して、室温で
１０分間、赤血球の溶解を行う（ＢＤ溶解緩衝液は、細胞が固定されて透過性になるよう
にＰＦＡを含有する）
－３５０ｇで１０分間遠心分離する
－上清を廃棄する
－適切な量のＦＡＣＳ緩衝液（細胞の数に応じて、通常３００～４００μｌ）に細胞ペレ
ットを再懸濁する
－抗体：抗ヒトＣＤ３２１－ＰＥ（ＢＤカタログ番号５５２５５６）（希釈１：５０）、
抗ヒトＥｐｃａｍ－ＡＰＣ（ＢＤカタログ番号３４７２００）（希釈１：５０）、抗ヒト
ＣＤ４５－ＢＶ４２１（ＢＤカタログ番号５６３８７９）（希釈１：１００）、抗ヒトＣ
Ｄ４２ａ－ＦＩＴＣ（ＢＤカタログ番号５５８８１８）（希釈１：５０）を添加する
－氷上４℃で、暗所にて３０分間インキュベートする
－ＦＡＣＳ緩衝液で洗浄する
－３００～４００μｌのＦＡＣＳ緩衝液で再懸濁し、ＦＡＣＳにより分析する。
【０３３９】
　低張ＲＢＣ溶解を使用する方法
　血液７．５ｍｌ～１０ｍｌの試料を処理し、以下のプロトコルの指示を使用して分析し
た：
－血液１ｍｌあたり２５ｍｌのＮａＣｌ０．２％ｗ／ｖを添加
－１０秒間待つ
－血液１ｍｌあたり２５ｍｌのＮａＣｌ１．６％ｗ／ｖを添加
－３５０ｇで１０分間遠心分離する
－上清を廃棄する
－ＢＤ溶解緩衝液プロトコルにおいて上記のようにして染色及びＦＡＣＳ分析を進める。
このプロトコルでは、細胞の最後の洗浄後及び分析前に、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２色素
１：２０００を添加して死細胞を除去する。
【０３４０】
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