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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験者から得られた、希少細胞を含有すると考えられる混合細胞集団を含む生体試料か
ら混合細胞集団中の希少細胞を検出し、数え上げる方法であって、
　前記集団中の前記希少細胞の存在が病態を示しており、
　ａ）免疫磁性サンプルを調製することであって、前記生体試料が、抗ＥｐＣＡＭ、抗Ｅ
ＧＦＲ１、抗Ｍｕｃ１、および抗クローディン４からなる群から選択される３つの抗体に
結合されるコロイド状の磁性粒子と混合され、前記３つの抗体の１つは抗ＥｐＣＡＭであ
る、こと、
　ｂ）前記免疫磁性サンプルを、前記希少細胞を標識する少なくとも１種の多特異性試薬
と接触させることであって、前記多特異性試薬は、サイトケラチン７、サイトケラチン８
、サイトケラチン１８、およびサイトケラチン１９に対する抗体を含む、こと、
　ｃ）前記標識化希少細胞を解析し、前記免疫磁性サンプル中の任意の希少細胞の存在及
び数を決定することであって、前記サンプル中に存在する希少細胞数が多いほど前記病態
の重症度が高い、こと、を含む、方法。
【請求項２】
　前記免疫磁性サンプルを調製することと、前記免疫磁性サンプルを少なくとも１種の多
特異性試薬と接触させることとの間の中間工程として、前記免疫磁性サンプルが磁場に曝
されて、前記免疫磁性サンプルとして希少細胞濃縮化細胞懸濁液を生じる、請求項１に記
載の方法。
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【請求項３】
　解析前に、前記希少細胞濃縮化細胞懸濁液を含有する前記免疫磁性サンプルの量を少な
くする、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　解析前に、前記免疫磁性サンプルを標識化希少細胞含有画分と非標識画分に分離する、
請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記免疫磁性サンプルを磁場勾配に曝すことにより、前記免疫磁性サンプルの分離が行
われる、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記希少細胞が癌細胞であり、かつ前記混合細胞集団が前記癌細胞を含有すると考えら
れる、
　前記サンプル中に存在する癌細胞数が多いほど前記癌の重症度が高い、請求項１に記載
の方法。
【請求項７】
　解析前に、前記免疫磁性サンプルを標識化癌細胞含有画分と非標識画分に分離する、請
求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記コロイド状磁性粒子と前記少なくとも１種の多特異性試薬が連続して前記生体試料
と混合され、中間工程として、前記免疫磁性サンプルが磁場に曝されて、前記免疫磁性サ
ンプルとして癌細胞濃縮化細胞懸濁液を生じる、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　解析前に、前記免疫磁性サンプルを標識化癌細胞含有画分と非標識画分に分離する、請
求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記標識化癌細胞含有画分が、多パラメーターフローサイトメトリー、免疫蛍光顕微鏡
法、レーザー走査サイトメトリー、明視野に基づく画像解析、キャピラリー容積測定法、
スペクトル画像解析、手動細胞解析、及び自動細胞解析からなる群から選択される方法に
よって解析される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　循環腫瘍細胞の存在について患者サンプルをスクリーニングするためのキットであって
、
　ａ）磁性コア材料と、タンパク質ベースコーティング材料と、抗ＥｐＣＡＭ、抗ＥＧＦ
Ｒ１、抗Ｍｕｃ１、および抗クローディン４からなる群から選択される３つの抗体を含み
、前記３つの抗体の１つは抗ＥｐＣＡＭであり、前記３つの抗体が前記ベースコーティン
グ材料に直接的又は間接的に結合されている、コーティングされた磁性ナノ粒子と、
　ｂ）サイトケラチン７、サイトケラチン８、サイトケラチン１８、およびサイトケラチ
ン１９に結合する抗体と、
　ｃ）前記腫瘍細胞以外のサンプル構成成分を解析から除外するための細胞特異的染料と
、を含む、キット。
【請求項１２】
　非腫瘍細胞に対する結合親和性を有する抗体と、生物学的緩衝液と、手順書と、を更に
含む、請求項１１に記載のキット。
【請求項１３】
　前記キットが少なくとも１種の抗体をさらに含み、
　癌細胞決定因子に対する結合特異性を有する前記少なくとも１種の抗体が、乳癌細胞決
定因子に特異的に結合し、前記決定因子が、ＭＵＣ－１、エストロゲン、プロゲステロン
レセプター、カテプシンＤ、ｐ５３、ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化因子、上皮
成長因子、上皮成長因子レセプター、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＣＡ２７．２９、ＣＡ１
５．５、前立腺特異的抗原、プラスミノーゲン活性化因子阻害剤、及びＨｅｒ２－ｎｅｕ
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からなる決定因子群から選択される、乳癌について患者をスクリーニングするための請求
項１１に記載のキット。
【請求項１４】
　前記キットが少なくとも１種の抗体をさらに含み、
　癌細胞決定因子に対する結合特異性を有する前記少なくとも１種の抗体が、前立腺癌細
胞決定因子に特異的に結合し、前記決定因子が、前立腺特異的抗原、前立腺酸性ホスファ
ターゼ、チモシンｂ－１５、ｐ５３、ＨＰＣ１基礎前立腺遺伝子、クレアチンキナーゼ、
及び前立腺特異的膜抗原からなる決定因子群から選択される、前立腺癌について患者をス
クリーニングするための請求項１１に記載のキット。
【請求項１５】
　前記キットが少なくとも１種の抗体をさらに含み、
　癌細胞決定因子に対する結合特異性を有する前記少なくとも１種の抗体が、結腸癌細胞
決定因子に特異的に結合し、前記決定因子が、癌胎児性抗原、Ｃタンパク質、ＡＰＣ遺伝
子、ｐ５３、及びマトリックスメタロプロテアーゼ（ＭＭＰ－９）からなる決定因子群か
ら選択される、結腸癌について患者をスクリーニングするための請求項１１に記載のキッ
ト。
【請求項１６】
　前記キットが少なくとも１種の抗体をさらに含み、
　癌細胞決定因子に対する結合特異性を有する前記少なくとも１種の抗体が、膀胱癌細胞
決定因子に特異的に結合し、前記決定因子が、核マトリックスタンパク質（ＮＭＰ２２）
、Ｂａｒｄ膀胱腫瘍抗原（ＢＴＡ）、及びフィブリン分解産物（ＦＤＰ）からなる決定因
子群から選択される、膀胱癌の患者をスクリーニングするための請求項１１に記載のキッ
ト。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、その全体の内容が参照として本明細書に組み込まれる、２０１０年１０月１
４日出願の、米国特許仮出願第６１／３９３，０３６号の優先権を主張する。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、腫瘍学及び診断検査の分野に関する。本発明は、癌スクリーニング、病期分
類、化学療法の治療反応性、癌再発のモニタリングなどに有用である。より具体的には、
本発明は、腫瘍細胞、又は生体サンプルから単離されたその他希少細胞の解析及び算出を
容易にする試薬、方法、及び検査キットを提供する。
【背景技術】
【０００３】
　転移性乳癌、前立腺癌、及び結腸癌患者の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を、ＣｅｌｌＳｅａ
ｒｃｈ　ＣＴＣアッセイを用いて数え上げることにより、患者生存率が予測され、治療反
応性のモニタリングが可能である。またＣＴＣは、様々な分子マーカーの特性を示す場合
があり、患者における動的な腫瘍生物学研究の手段として提唱されている。しかしながら
、膵臓癌患者のＣＴＣ検出に関する研究は少なく、予備的研究において、本来のアッセイ
構成では、これら細胞の検出に最適ではない恐れがあることが示唆された（米国特許第７
，３３２，２８８号参照、参照として組み込まれる）。本来のＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ　Ｃ
ＴＣアッセイでは、常磁性ナノ粒子に結合された抗ＥｐＣＡＭ（ＥｐＣＡＭフェロフルー
ド）を用いてＣＴＣを捕捉する。ＥｐＣＡＭフェロフルードによって捕捉されたＣＴＣを
、フィリコエリトリンに結合された抗サイトケラチン抗体（ＣＫ８、１８、及び１９）で
染色し、ＣＴＣを検出する。
【０００４】
　乳癌、前立腺癌、又は結腸直腸癌とは異なる腫瘍抗原を発現し得る異なる癌の細胞とい
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う問題に加え、原発性腫瘍の細胞不均一性について述べる文献が増えている。最近の進歩
では、腫瘍前駆細胞（ＴＰＣ）が、癌の一部の化学療法後の再発理由を説明するのに非常
に重要であり得ることが示されている。これらＴＰＣは、多くの従来治療に対して強い抵
抗性を示し、将来的に腫瘍の再成立が可能である。最近の文献では、転移プロセスにおい
て重要な役割を果たし得る上皮間葉移行細胞（ＥＭＴ）も同定されている。ＴＰＣ及びＥ
ＭＴの両方とも、ＣＴＣとは異なる抗原を発現すると考えられている。ＣＴＣの捕捉は単
一の捕捉抗原に限られているため、ＣＴＣの捕捉はＣＴＣ上のＥｐＣＡＭ発現に依存する
。ＣＴＣ上のＥｐＣＡＭは生物学的にあまり理解されておらず、ＥｐＣＡＭ抗原が、ＣＴ
Ｃの一部で下方制御されている又はネガティブである可能性がある。そのような場合では
、ＣＴＣはＥｐＣＡＭフェロフルードで捕捉されず、アッセイにおいてＣＴＣゼロの結果
が得られる。別の可能性としては、アッセイで用いられるサイトケラチンマーカーの欠如
のため、捕捉されたＣＴＣが検出されないことである。結果として、現行技術によって多
くのＣＴＣがうまく捕捉され、検出されるが、現行のアッセイで用いられるマーカーを発
現できないために検出されないＣＴＣが、癌患者の血中に存在する可能性がある。更に、
ＴＰＣ及びＥＭＴが血中を循環し、検出できるかどうかは不明である。しかしながら、現
行の捕捉検出技術が１種の抗原又は抗原クラスを標的とすることに限定されていることが
、現行技術でＴＰＣ又はＥＭＴが検出されそうもないことを意味する。
【０００５】
　上記に基づくと、特に癌初期において、続発性腫瘍の成立に先だって、循環中のこれら
細胞の同定方法が非常に望ましいことは明らかである。多くの検査法及び臨床診断法では
、生体サンプルから希少細胞を単離するために、生物特異的親和性反応を利用している。
このような反応は、診断検査、又は様々な標的物質、特に生物学的物質、例えば、細胞、
タンパク質、細菌、ウイルス、核酸配列などの分離に一般的に使用される。
【０００６】
　対象とする物質と、上記標的物質が特異的に結合する別の物質との間の複合体形成に基
づき、標的物質を分析又は分離する様々な方法が存在する。非結合物質からの複合体の分
離は、例えば、標的物質に結合している超微粒子状粒子、つまりビーズを沈殿させる、又
は別の方法としては遠心分離することにより、重力的に達成できる。必要に応じて、この
ような粒子、つまりビーズを磁性にして、結合／遊離分離工程を容易にする場合がある。
磁性粒子は、免疫的及びその他生物特異的親和性反応において利用されるように、当該技
術分野において周知である。例えば、米国特許第４，５５４，０８８号、及びＩｍｍｕｎ
ｏａｓｓａｙｓ　ｆｏｒ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ｐｐ．１４７～１６
２，Ｈｕｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．，Ｃｈｕｒｃｈｉｌｌ　Ｌｉｖｉｎｇｓｔｏｎ
，Ｅｄｉｎｂｕｒｇｈ（１９８３）を参照されたい。一般には、磁気又は重力分離を容易
にする任意の物質がこの目的で利用できる。しかしながら、磁気分離手段が最適な方法で
あることが明らかになっている。
【０００７】
　磁性粒子は、寸法に基づいて、大（１．５～約５０マイクロメートル）、小（０．７～
１．５マイクロメートル）、又はコロイド状（＜２００ｎｍ）（ナノ粒子とも呼ばれる）
に分類できる。後者の物質は、フェロフルード又はフェロフルード様物質としても知られ
、古典的なフェロフルードの性質の多くを有し、本明細書においてはコロイド状超常磁性
粒子と称する場合もある。
【０００８】
　上記の種類の小磁性粒子は、生物特異的親和性反応などの解析に非常に有用であり、生
体機能性ポリマー（例えば、タンパク質）でうまく覆われると、非常に大きい表面積をも
たらして、適度な反応速度が得られる。０．７～１．５マイクロメートルの範囲の磁性粒
子は、例として、米国特許第３，９７０，５１８号、同第４，０１８，８８６号、同第４
，２３０，６８５号、同第４，２６７，２３４号、同第４，４５２，７７３号、同第４，
５５４，０８８号、及び同第４，６５９，６７８号などの特許文献に記載されている。こ
れらの粒子のうち、免疫学的試薬の有用な固体担体となる特定のものが開示される。
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【０００９】
　上述の小磁性粒子と同様に、大磁性粒子（＞１．５マイクロメートル～約５０マイクロ
メートル）も超常磁性挙動を示す場合がある。このような物質のうち典型的であるのは、
Ｕｇｅｌｓｔａｄによって米国特許第４，６５４２６７号に記載され、Ｄｙｎａｌ（Ｏｓ
ｌｏ，Ｎｏｒｗａｙ）が製造するものである。Ｕｇｅｌｓｔａｄ法は、膨潤の要因となる
ポリマー粒子の合成を含み、膨潤した粒子に磁鉄鉱結晶が埋め込まれる。分散した磁鉄鉱
結晶の存在下でポリマー粒子を合成することにより、同様の寸法範囲のその他物質が調製
される。この結果、ポリマーマトリックス中に磁鉄鉱結晶が閉じ込められ、そうして得ら
れた物質を磁性とする。どちらの場合も、得られる粒子は超常磁性挙動を有し、磁場を除
くと容易に分散する能力が見られる。先に言及し、より詳細に以下で説明する磁性コロイ
ド、つまりナノ粒子とは異なり、これらの物質は小磁性粒子と同様に、粒子当たりの磁性
物質の質量のせいで、単に実験室内の磁気によって容易に分離される。したがって、分離
は、数百ガウス／ｃｍ程度から最大約１．５キロガウス／ｃｍの勾配において行われる。
一方、コロイド状磁性粒子（約２００ｎｍ未満）は、その拡散エネルギー、粒子当たり磁
気質量の小ささ、及びストークス抵抗によって、実質的により高い磁場勾配を必要とする
。
【００１０】
　米国特許第４，７９５，６９８号（Ｏｗｅｎら）は、ポリマー存在下で、Ｆｅ＋２／Ｆ
ｅ＋３塩から磁鉄鉱を形成することにより製造される、ポリマーコーティングされたコロ
イド状超常磁性粒子に関する。米国特許第４，４５２，７７３号（Ｍｏｌｄａｙ）は、Ｏ
ｗｅｎらによる特許で説明されるものに特性が類似する物質について記載しており、非常
に高濃度のデキストラン存在下で、塩基添加によってＦｅ＋２／Ｆｅ＋３から磁鉄鉱及び
その他酸化鉄を形成することにより製造される。両手順によって得られた粒子は、数か月
もの観察期間において、水性懸濁液から沈殿されない傾向をかなり示す。そのように製造
された物質は、コロイド状特性を有し、細胞分離に非常に有用であると判明している。Ｍ
ｏｌｄａｙの技術は、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ（Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂ
ａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）及びＴｅｒｒｙ　Ｔｈｏｍａｓ（Ｖａｎｃｏｕｖｅｒ，Ｃａｎ
ａｄａ）によって商品化されている。
【００１１】
　超常磁性コロイド状粒子の製造における別の方法は、米国特許第５，５９７，５３１号
に記載される。Ｏｗｅｎら又はＭｏｌｄａｙの特許に記載される粒子とは対照的に、この
後者の粒子は、２５～１２０ｎｍの範囲の準安定結晶クラスタ中に強力な音響エネルギー
によって分散されている、予め形成された超常磁性結晶上に生体機能性ポリマーを直接コ
ーティングすることにより製造される。本明細書で直接コーティング粒子と称する得られ
た粒子は、Ｍｏｌｄａｙ又はＯｗｅｎらによって記載されるものなどの同一の全体寸法を
有するコロイド状粒子よりも、極めて大きい磁気モーメントを呈する。
【００１２】
　磁気分離技術は周知であり、液状媒質から強磁性体を分離するために、磁場が液状媒質
に印加される。対照的に、コロイド状超常磁性粒子の懸濁液中に留まる傾向、及びその比
較的弱い磁気応答性によって、懸濁されている非磁性液状媒質からこのような粒子を分離
するためには、高勾配磁気分離（ＨＧＭＳ）技術の使用を要する。ＨＧＭＳシステムでは
、磁場の勾配、すなわち空間導関数は、ある時点における場の強度によって及ぼされるも
のよりも、懸濁された粒子の挙動に大きく影響を及ぼす。
【００１３】
　ＨＧＭＳシステムは大きく２つのカテゴリーに分けることができる。このようなカテゴ
リーの１つとして、完全に分離チャンバ又は容器の外部の位置にある磁気回路を用いる、
磁気分離システムが挙げられる。このような外部分離器の例は、米国特許第５，１８６，
８２７号（Ｌｉｂｅｒｔｉら）に記載されている。この特許に記載される実施形態の一部
では、磁石の同一極の磁場が対立する配置になるように、非磁性容器の周囲に永久磁石を
置くことによって、必要とされる磁場勾配が生じる。このようなシステムで得ることがで
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きる検査媒質内の磁場勾配の程度は、磁石の強度、及び磁石間の分離距離によって制限さ
れる。したがって、外部勾配システムで得ることができる勾配には有限の限界がある。
【００１４】
　別のＨＧＭＳ分離器のタイプでは、１）印加磁場を増強し、２）検査媒質内に磁場勾配
を生じさせるための、検査媒質内に配置される強磁性集団構造を利用する。内部ＨＧＭＳ
システムの周知のタイプの１つでは、微細スチールウール又は金網が、磁石に隣接して位
置するカラム内に充填される。印加磁場はスチールワイヤ付近で濃縮され、懸濁された磁
性粒子が、ワイヤ表面に向かって引き寄せられ、付着する。このワイヤ上で生じる勾配は
、磁性部分が直径の増加とともに減少するように、ワイヤの直径に反比例する。したがっ
て、非常に高い勾配を生じることができる。
【００１５】
　内部勾配システムの欠点の１つは、スチールウール、金網材料、又はスチールマイクロ
ビーズを用いると、交差ワイヤ付近、又は交差ワイヤ間の隙間内への毛管現象によって、
検査媒質の非磁性成分が捕捉される恐れがあることである。そのような内部勾配カラムに
は、種々コーティング処置が施されている（例えば、米国特許第５，６９３，５３９号（
Ｍｉｌｔｅｎｙｉ）及び同第４，３７５，４０７号（Ｋｒｏｎｉｃｋ）を参照）が、この
システムでは表面積が広く、依然として吸着による回収率の懸念を生む。したがって、特
に、非常に低い頻度で捕捉される物質の回収が分離の目的であるとき、内部勾配システム
は望ましくない。更に、自動化が困難で、かつコスト高になる。Ｏｗｅｎら及びＭｏｌｄ
ａｙにより説明される物質は両方とも、このような高勾配カラムの使用を要する。
【００１６】
　対照的に、細胞分離に外部勾配を用いるＨＧＭＳ法は、多くの利便性をもたらす。第１
に、試験管、遠心管、又は更にはバキュテイナー（採血に用いられる）などの簡単な実験
室用容器が使用できる。外部勾配が細胞単層を生じるものであるとき、上記米国特許第５
，１８６，８２７号の四極／六極装置、又は米国特許第５，４６６，５７４号（Ｌｉｂｅ
ｒｔｉら）に記載される対立する双極子構成と同様に、細胞の洗浄、又はその後の操作が
容易である。更に、試験管又は類似容器からの細胞の回収は、簡便かつ効率的なプロセス
である。これは、高勾配カラムからの回収に比較すると顕著である。このような分離容器
により、サンプル量を少なくできるという、別の重要な特徴ももたらされる。例えば、特
定のヒト血液細胞サブセット（例えば、磁気標識されたＣＤ　３４＋細胞）を、緩衝液で
５０％に希釈して粘度を低下させた１０ｍＬの血液サンプルから単離する場合、１５ｍＬ
容の円錐形試験管を、適当な四極磁気装置での分離容器として用いてもよい。１５ｍＬの
溶液から始め、最初の分離を行い、回収された細胞を３ｍＬに再懸濁する。次に２回目の
洗浄／分離を行い、単離された細胞を最終量である２００μＬに再懸濁する。洗浄及び／
又は分離、並びに再懸濁して、非結合細胞を除去した後、ＣＤ　３４＋細胞を効率的に２
００μＬの量に再懸濁できる。これらの分離器に最適化されている直接コーティングフェ
ロフルードを用いて適切に処理された容器内で慎重に実施されたとき、細胞の回収は非常
に効率的であり、抗原濃度に応じて４０～９０％の範囲である。上述の癌検査などに必要
とされる程度の感度に達するためには、このような技術及び試薬が不可欠である。
【００１７】
　磁気分離を実施できる効率、並びに磁気標識された細胞の回収率及び純度は、多くの要
因によって決定される。これらとして、分離される細胞数、その細胞のレセプター密度、
細胞当たり磁気装荷、磁性物質の非特異的結合（ＮＳＢ）、用いた手技、容器の性質、容
器表面の性質、媒質の粘度、及び使用した磁気分離装置などの点が挙げられる。通常の場
合のように、ある系の非特異的結合の程度が実質的に一定である場合、標的集団が減ると
、純度も落ちる。例として、元の混合物の０．２５％である集団の８０％が回収される、
ＮＳＢが０．８％の系では、純度は２５％である。一方、初期集団が０．０１％（１０６

個のバイスタンダー細胞中１個の標的細胞）であり、かつＮＳＢが０．００１％であった
場合、純度は８％となる。純度が上がると、解析がより容易に、かつより良好になる。し
たがって、意味のある希少細胞解析を行うには、極めて低い非特異的結合が必要であるこ
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とが明らかである。
【００１８】
　標的化細胞集団が小さいと、磁気標識及び回収が困難になることはあまり知られていな
い。更に、標識化及び回収率は、用いる磁性粒子の性質に顕著に左右される。例えば、細
胞をＤｙｎａｌビーズなどの大磁性粒子とインキュベートすると、効率的に拡散するには
ビーズが大きすぎるため、この系の混合によって生じる衝突によって細胞が標識される。
したがって、非常に初期の癌における腫瘍細胞の場合のように、ある細胞が、血液１ｍＬ
当たり１個の細胞、又はそれ以下の頻度で集団中に存在する場合、標的細胞の標識率は、
系に加えられた磁性粒子の数、及び混合時間の長さに関連する。細胞をそのような粒子と
長時間混合することは有害であるため、粒子濃度をできるだけ高めることが必要になる。
しかしながら、分離の際、大量の磁性粒子に混入されている希少細胞の代わりに別の血液
細胞に混入されている希少細胞を用いるとき、添加できる磁性粒子の量には限界がある。
この後者の条件では、対象とする細胞を数え上げる、又はこれらを検査する能力は著しく
改善されない。
【００１９】
　希少頻度の細胞（血液１ｍｌ当たり１～５０個の細胞）を単離するために大粒子を使用
することには、別の欠点がある。大磁性粒子は、非常に簡便な設計の外部勾配、及び比較
的低い磁場勾配の使用を可能にするにもかかわらず、大粒子は、細胞周囲にかご様にクラ
スタ形成し、細胞の観察又は解析を困難にする傾向がある。したがって、磁性粒子は解析
前に標的細胞から遊離されなくてはならず、粒子の遊離により、明らかに別の問題がもた
らされる。
【００２０】
　上記に基づくと、高磁性低非特異的結合のコロイド状磁性粒子を用いる外部磁場装置に
よる高勾配磁気分離は、特に対象とするサブセットが含まれるが、全集団のごく一部であ
る場合、対象とする細胞サブセットを真核細胞の混合集団から分離するために選択される
方法である。このような物質は、その拡散特性から、血中腫瘍細胞などの希少な現象を容
易に見つけ出し、磁気標識する。このような分離は一般に、特定の対象とする細胞サブセ
ットに特有の細胞表面抗原の同定に依存し、腫瘍細胞の場合、適当なモノクローナル抗体
結合フェロフルードが標的にできる腫瘍抗原であり得る。あるいは、血液サンプル検査の
とき、上皮細胞などの細胞種上の決定因子は、通常は血中で検出されないが、適当なレセ
プターを提供できる。
【００２１】
　適当な磁気装荷が得られる場合、このような分離にコロイド状磁性物質を使用する別の
よい理由がある。適当な装荷により、適度に希釈された全血と同程度の粘稠性の媒質中で
あっても単離できるように、細胞に十分な磁力が加えられる。述べたように、約２００ナ
ノメートル未満のコロイド状磁性物質は、ブラウン運動を行い、希少細胞との衝突能、及
び希少細胞の磁気標識能が極めて増強されている。これは米国特許第５，５４１，０７２
号で実証されており、ここでは、１００ｎｍの平均直径を有するコロイド状磁性粒子又は
フェロフルードを用いる、非常に効率的な腫瘍細胞除去実験の結果が記載されている。同
様に重要なことには、この寸法範囲、又はそれ未満の粒径を有するコロイド状物質は、一
般に細胞検査の邪魔をしない。そのように抽出された細胞は、フローサイトメトリー、レ
ーザー走査顕微鏡法、又は可視法若しくは蛍光法を用いる顕微鏡法によって検査できる。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００２２】
　本発明は、生体サンプルの腫瘍細胞だけではなく、希少細胞、又はその他生物学的物質
をも性質決定するための、迅速かつ効率的なスクリーニング方法を提供する。本発明の方
法は、対象物質の効率的な濃縮を可能にする高感度解析手法を提供する。解析に先立って
、かなりの量の細胞片及びその他干渉物質を除去すると同時に、標的生物学的物質を確実
に濃縮するこの２段階法により、この方法以外では実用的ではないサンプルサイズの検査
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が可能になる。本明細書に記載される方法は、独自の方法で、免疫磁気濃縮の要素を、多
パラメーターフローサイトメトリー分析、顕微鏡的分析、及び免疫細胞化学的解析と組み
合わせる。密度勾配遠心分離若しくはパニング、又は適当な標識化による標的細胞密度の
変更などの他の濃縮手段も利用してよい。好ましい実施形態によると、本発明の方法によ
り、癌病期分類、モニタリング、及びスクリーニングに対する全血アッセイが可能になる
。本来高感度であるアッセイにより、残存病変の検出を容易にし、それによって癌再発の
モニタリングを可能にする。
【００２３】
　本発明は、異なる抗体を同一のフェロフルードへ結合する方法を含む。この方法は、フ
ェロフルードを、このフェロフルードが結合する抗原に対して、二重特異性、三重特異性
、又は多特異性にする効果を有する。同一のフェロフルード上に存在する多重抗体は、互
いに妨害、ないしは別の方法で干渉しないと思われる。このようなフェロフルードには、
２種類以上の細胞に特異的に結合できるという非常に好ましい効果があり、ＥｐＣＡＭ発
現が低いものの、別の腫瘍マーカーを高度に発現しているＣＴＣを捕捉できるようになる
。
【００２４】
　本発明の一実施形態では、対象とする希少細胞を含有すると考えられる混合細胞集団を
含む生体試料が、患者から採取される。次に、生体試料を、（ｉ）他のサンプル構成成分
を実質的に除外して、希少細胞決定因子、又は血液細胞で見出されるものとは異なる決定
因子種と特異的に反応する生体特異的リガンドに結合される磁性粒子、及び（ｉｉ）希少
細胞を標識する少なくとも１種の生体特異的試薬、と混合することにより、免疫磁性サン
プルを調製する。得られる免疫磁性サンプルを、非標識画分と、試料中に存在する場合、
対象とする希少細胞を含む標識化磁性画分とにサンプルを分離するのに有効な磁場に曝す
。続いて、そのように単離された細胞集団を解析し、希少細胞の存在とその数を判定する
。好ましい実施形態では、この方法で用いる粒子は、コロイド状ナノ粒子である。
【００２５】
　本発明は、膵臓癌患者のＣＴＣ検出の改善を可能にする。抗ＥｐＣＡＭのみの試薬の代
わりに、多特異性捕捉試薬及び検出試薬を用いると、ＣＴＣ上の異なる抗原を認識する数
種の他の抗体と共に、対照として用いた、これに限定されないが、例えば、抗ＥｐＣＡＭ
などの多特異性試薬を用いて、患者血液中に以前は検出されなかった循環癌細胞が検出さ
れる。捕捉試薬が数種の抗原を認識するとき、これを多特異性捕捉試薬と称する。その結
果、ＣＴＣの捕捉はＥｐＣＡＭ抗原のみに依存されず、捕捉用に選択された別の抗原がＣ
ＴＣ上に存在する場合、ＣＴＣがＥｐＣＡＭ抗原を発現していなくても捕捉される。適切
な抗体の特異的検出混合物の使用の他に、十分な結合能を有し、非特異的結合が低く、か
つ抗体の交差遮断がない多特異性フェロフルードの産生能により、種々ＣＴＣ全体を捕捉
できるようになる。本発明では、単一の抗体の代わりにＣＴＣ特異的抗体混合物が捕捉用
フェロフルードに結合され、単一標的依存性のＣＴＣ捕捉を最小限に抑える。更に、検出
用の追加抗体を用いて、更に広範囲の抗原を対象として含む。本発明は、循環腫瘍細胞の
分野について論じているが、別の形態の血中希少細胞解析が考慮される。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１Ａ】４種の細胞株の染色強度を、細胞表面上の標的抗原発現に関して示す。全抗体
を２μｇ／ｍＬで検査した（ｎ＝２）。
【図１Ｂ】標的抗原発現について、４種の細胞株集団の平均陽性割合を示す。
【図２Ａ】４種の細胞株の染色強度を、細胞内標的抗原発現に関して示す。
【図２Ｂ】標的抗原発現について、４種の細胞株集団の平均陽性割合を示す。
【図３Ａ】様々なキット構成による添加したＣＡＰＡＮ１腫瘍細胞の回収率を示す。
【図３Ｂ】様々なキット構成による添加したＢｘＰＣ３腫瘍細胞の回収率を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
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　好ましい実施形態によると、本発明は、多特異性フェロフルードを用いる、生体サンプ
ルからの希少標的生物学的物質の迅速かつ効率的単離を目的とした組成物、方法、及びキ
ットを提供する。記載される方法を効果的に用いて、血液サンプル中に存在する腫瘍細胞
を単離し、性質決定でき、一方でそれと同時に非特異的結合細胞の選択を最小限に抑える
ことができる。
【００２８】
　本明細書に記載のように多重捕捉試薬及び検出試薬を用いると、以前使われていた単一
標的分子より、希少細胞アッセイが更に改善される。この改変により、限定されないが、
例えば、膵臓ＣＴＣなどの希少細胞の捕捉及び検出が改善される。加えて、間葉系マーカ
ー（ｎ－カドヘリン）などの非上皮系マーカーを上皮系マーカーと共に用いて、上皮腫瘍
細胞及び間葉腫瘍細胞の両方を捕捉できる。本発明により、ＣＴＣと異なる腫瘍細胞集団
といった、異なる希少細胞集団の同時検出が可能になる。
【００２９】
　本明細書で用いるとき、用語「標的生物学的物質」は、生物学的又は医学的対象となる
広範な物質を指す。例として、ホルモン、タンパク質、ペプチド、レクチン、オリゴヌク
レオチド、薬物、化学物質、核酸分子（例えば、ＲＮＡ及び／又はＤＮＡ）、及び細胞、
ウイルス、細菌などといった生体粒子を含む、生体起源の粒子状検体が挙げられる。本発
明の好ましい実施形態では、本発明の組成物、方法、及びキットを用いて、母体循環中の
胎児細胞又は循環癌細胞などの希少細胞を、非標的細胞及び／又はその他生物学的物質か
ら効率的に単離できる。用語「生体試料」は、被験者から入手可能な細胞含有体液、末梢
血、組織ホモジネート、乳頭吸引液、及びその他任意の希少細胞源を含むが、これに限定
されない。代表的な組織ホモジネートは、乳癌患者のセンチネルリンパ節から得ることが
できる。用語「決定因子」は、任意の上記標的生物学的物質に関して用いられるとき、生
体特異的リガンド又は生体特異的試薬によって特異的に結合され得る、特異的結合物質へ
の選択的結合に関与し、その原因である標的生物学的物質のその部分を指し、選択的結合
が生じるにはその存在が必要である。基礎的用語では、決定因子は、特異的結合対反応に
おいて、レセプターによって認識される標的生物学的物質上の分子接触領域である。本明
細書で用いるとき、用語「特異的結合対」として、抗原－抗体、レセプター－ホルモン、
レセプター－リガンド、アゴニスト－アンタゴニスト、レクチン－炭水化物、核酸（ＲＮ
Ａ又はＤＮＡ）ハイブリッド形成配列、Ｆｃレセプター又はマウスＩｇＧ－プロテインＡ
、アビジン－ビオチン、ストレプトアビジン－ビオチン、及びウイルス－レセプター相互
作用が挙げられる。本発明の方法の実施において用いられる、当業者には明らかであるよ
うな、種々のその他決定因子－特異的結合物質の組み合わせが想到される。本明細書で用
いるとき、用語「抗体」として、免疫グロブリン、モノクローナル抗体又はポリクローナ
ル抗体、免疫反応性免疫グロブリンフラグメント、及び単鎖抗体が挙げられる。本発明の
使用に更に想到されるのは、従来の方法で産生された抗体と同様の特異性で決定因子を特
異的に認識する、ペプチド、オリゴヌクレオチド、又はこれらの組み合わせである。用語
「検出可能な標識」は、本明細書において、物理的又は化学的手段による、直接的又は間
接的いずれかでの検出又は測定が、検査サンプル中の標的生物学的物質の存在を示す、任
意の物質を指す。有用な検出可能な標識の代表例として、光吸収、蛍光、反射率、光散乱
、リン光、又はルミネッセンス特性に基づいて直接的又は間接的に検出可能な分子又はイ
オン、その放射活性によって検出可能な分子又はイオン、その核磁気共鳴性又は常磁性に
よって検出可能な分子又はイオンが挙げられるが、これらに限定されない。光吸収又は蛍
光に基づいて間接的に検出可能な分子群に含まれるものは、例えば、適当な基質を、例え
ば非光吸収性分子から光吸収性分子へ、又は非蛍光分子から蛍光分子へ変換させる種々酵
素である。語句「実質的に除外して」は、生体特異的リガンド又は生体特異的試薬と、そ
の対応する標的決定因子との間の結合反応の特異性を指す。生体特異的リガンド及び試薬
は、標的決定因子に対する特異的結合活性を有するが、他のサンプル構成成分に対する非
特異的結合も低い程度で示す場合がある。本明細書で用いるとき、用語「早期癌」は、臓
器限定であると臨床的に判定されている癌を指す。また、乳癌患者に対するマンモグラフ
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ィー、又は肺癌患者に対するレントゲン検査などの従来の方法で検出するには小さすぎる
腫瘍も含まれる。本明細書で用いるとき、用語「濃縮」は、生体サンプルからの単核球の
濃縮を指す。出発物質として末梢血が用いられる場合では、濃縮の程度を評価するとき、
赤血球を数えない。本発明の実施に用いるのに好ましい磁性粒子は、コロイドとして挙動
する粒子である。このような粒子は、通常は約２００ナノメートル（ｎｍ）（０．２０マ
イクロメートル）未満であるマイクロメートル未満の粒径、及び長時間にわたる溶液から
の重力分離安定性を特徴とする。多くのその他利点に加え、この寸法範囲により、細胞解
析に一般的に用いられる解析手法に対して本質的に不可視にする。９０～１５０ｎｍの範
囲内で、７０～９０％の磁気質量を有する粒子は、本発明での使用が想到される。好適な
磁性粒子は、磁性コアに結合、例えば、物理的吸収又は共有結合され、安定的なコロイド
状特性を付与する分子によって取り囲まれる、超常磁性物質の結晶性コアからなる。コー
ティング材料は、サンプル中にある生体高分子と磁性コアとの間の非特異的相互作用を阻
止するのに有効な量で、好ましくは適用されなくてはならない。このような生体高分子と
して、非標的細胞の表面上のシアル酸残基、レクチン、糖タンパク質、及びその他膜構成
成分を挙げることができる。加えて、この材料は、磁気質量／ナノ粒子を可能な限り多く
含有しなくてはならない。コアを含む磁性結晶の寸法は十分に小さく、完全な磁区を含有
しない。ナノ粒子の寸法は十分に小さく、ブラウンエネルギーが磁気モーメントを超える
程である。結果として、Ｎ極、Ｓ極の整列、及び続くこれらコロイド状磁性粒子の相互引
力／反発力は、適度に強い磁場であっても起こらないように見え、溶液安定性に寄与して
いる。最後に、磁性粒子は、高磁場勾配外部分離器で分離可能であるべきである。この特
徴が、サンプルの取り扱いを容易にし、強磁性ビーズ又はスチールウールが含まれたより
複雑な内部勾配カラムに対して、経済的利点をもたらす。上記特性を有する磁性粒子は、
米国特許第４，７９５，６９８号、同第５，５９７，５３１号、及び同第５，６９８，２
７１号に記載されるベース材料を修飾することにより調製できる。これらベース材料から
の調製を以下に記載する。
【００３０】
　注目すべきは、多くの異なる細胞解析プラットフォームを用いて、濃縮サンプルの同定
及び算出ができることである。このような解析プラットフォームの例は、米国特許出願第
０８／９３１，０６７号、及び同第０８／８６７，００９号にそれぞれ記載される、細胞
の手動観測のための磁性細胞固定装置であるＣｅｌｌＳｐｏｔｔｅｒシステム、及び、自
動光走査磁性細胞固定装置であるＣｅｌｌＴｒａｃｋｓシステムである。手動又は自動定
量的及び定性的細胞解析における対応する装置及び方法を開示して、上記両米国特許出願
は、参考として本明細書に組み込まれる。
【００３１】
　その他解析プラットフォームとして、レーザー走査サイトメトリー（Ｃｏｍｐｕｃｙｔ
ｅ）、明視野に基づく画像解析（Ｃｈｒｏｍａｖｉｓｉｏｎ）、及びキャピラリー容積測
定法（Ｂｉｏｍｅｔｒｉｃ　ｉｍａｇｉｎｇ）が挙げられる。
【００３２】
　本発明の方法及び組成物を用いる血中循環上皮細胞の算出は、血液からの上皮細胞の免
疫磁性選択（濃縮）と、続く多パラメーターフローサイトメトリーによるサンプル解析に
より達成される。免疫磁性サンプル調製は、サンプル量を減らし、標的（上皮）細胞の１
０４倍濃縮を得るために重要である。２つの光散乱、及び３つの蛍光パラメーターのリス
トモード獲得によってもたらされる多次元空間中の唯一の位置に標的細胞が配置されるよ
うに、多パラメーターフローサイトメトリーによる解析に用いる試薬を最適化する。これ
らには、１）白血球を同定する全白血球抗原、ＣＤ４５に対する抗体（非腫瘍細胞）、残
りの赤血球、血小板、及びその他非有核現象を除外させる細胞種特異的、つまり核酸染料
、及び３）生体特異的試薬、又はサイトケラチンに対する抗体、又は免疫磁性的細胞選択
に用いられるものとは異なるＥｐＣＡＭエピトープに特異性を有する抗体が挙げられる。
【００３３】
　捕捉標的：
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　捕捉に用いる抗体は、組織培養腫瘍細胞による初期検査に基づいて選択した。発現量は
分化状態に応じて変化するため、様々な分化状態を代表する細胞株標本を選択することを
戦略とした。データは、ほとんどの原発部位細胞株の分化が乏しく、一方、腹水及び転移
由来細胞株の分化は中程度から高度に分化されていることを示唆した。したがって、分化
状態に基づいて、ＢｘＰＣ３（中程度）、Ｐａｎｃ－１（低度）、ＣＡＰＡＮ－１（高度
）、及びＣＡＰＡＮ－２（高度）腫瘍細胞を抗体評価のために選択した。ＥｐＣＡＭ、Ｍ
ｕｃｉｎ１、メソテリン、クローディン－４、ＥＧＦＲ１、及びＣＥＡＣＡＭ６を、捕捉
抗原の標的と決定した。フローサイトメトリー解析戦略を用いて、抗原発現量及び陽性細
胞集団数の割合を測定した。試験に用いた全ての抗体は一次抗体であり、蛍光染料に結合
した抗マウス二次抗体を用いて染色をモニタリングした。図１（Ａ）は、発現量を示す様
々なマーカーによる細胞の染色強度を示す。図１（Ｂ）は、マーカーに対する陽性細胞の
割合を示す。
【００３４】
　図１のデータは、スクリーニングした全ての標的が、それぞれ様々な発現量で細胞株上
に存在し、その発現量は検査した全ての細胞株で一貫していないことを示す。このデータ
は、抗原発現は細胞株によって異なることを示唆し、組織培養腫瘍細胞と同様に、ＣＴＣ
においても抗原が変わり得ることを示す。解析により、ＥｐＣＡＭ、クローディン－４、
ＥＧＦＲ１、及びある程度のＭｕｃｉｎ－１は、全細胞株にわたって普遍的に発現してい
ることが明らかになった。抗原は、平均して細胞集団の６５％～１００％で発現していた
。したがって、広範な腫瘍細胞を対象として含む多重捕捉標的の使用が、効果的な捕捉に
重要である。更に、これらのマーカーは腫瘍細胞に特異的でなければならず、白血球に存
在してはならない。候補となる捕捉抗体を、白血球を用いて検査した。顆粒球に非常によ
く見られ、単球でそれより低い程度で見られると思われるＣＥＡＣＡＭ６以外のほとんど
のマーカーが、白血球において低レベルで発現している。この結果により、このアッセイ
における捕捉標的としてのＣＥＣＡＭ６の使用が除外されるであろう。上記データに基づ
くと、ＥｐＣＡＭ、Ｍｕｃｉｎ１、メソテリン、クローディン－４、及びＥＧＦＲ抗原は
、腫瘍細胞の捕捉に対する良好な標的である。
【００３５】
　検出標的：
　腫瘍細胞の検出に関して、種々マーカーに対する抗体を検査した。検査したマーカーは
、サイトケラチン７、８、１７、１８、１９、及びｃ－Ｓｒｃであった。これらマーカー
を、フローサイトメトリーによって２μｇ／ｍＬの濃度で、４種の細胞株全てについて検
査した。図２（Ａ）及び図２（Ｂ）にこれらの結果をまとめる。サイトケラチンファミリ
ーは、全細胞株で普遍的に発現していた（集団の７９％～１００％が、少なくとも１種の
標的に対して陽性であった）。ｃ－Ｓｒｃファミリーも、検査した全ての細胞株において
様々な発現量で発現していた（陽性集団６６％～１００％）。全体的に、全てのサイトケ
ラチン抗体が、同等の染色パターン及び結果を有して同じように良好に効果を表した。検
出試薬として用いたＦＩＴＣ結合二次抗体が原因であると考えられるが、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓ
ｔｅｍｓのｃ－Ｓｒｃは、結合が弱く、あまり光らないと思われる。しかしながら、抗サ
イトケラチン１７及び抗ｃ－Ｓｒｃは、白血球（単球及び顆粒球）で陽性であった。この
データに基づき、サイトケラチン７、８、１８、及び１９を選択して混合検出抗体として
用いた。
【００３６】
　捕捉標的のフェロフルードへの結合：
　膵臓組織培養腫瘍細胞株における初期評価に基づき、抗ＥｐＣＡＭ、抗ＥＧＦＲ１、抗
Ｍｕｃ１、及び抗クローディン４を捕捉用に選択した。最大３種の抗体を、Ｖｅｒｉｄｅ
ｘ．ＬＬＣによる結合化学反応を用いていくつかの組み合わせでフェロフルードに結合し
たが、その組み合わせは以下のとおりである。
　Ａ．抗ＥｐＣＡＭ／ＥＧＦＲ１／Ｍｕｃ１多特異性フェロフルード
　Ｂ．抗ＥｐＣＡＭ／ＥＧＦＲ１／クローディン４多特異性フェロフルード
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　Ｃ．抗ＥｐＣＡＭ／Ｍｕｃ１／クローディン４多特異性フェロフルード
　抗ＥｐＣＡＭ抗体は全ての組み合わせで用いた。
【００３７】
　検出標的のフィリコエリトリン（ＰＥ）への結合：
　抗サイトケラチン（サイトケラチ８及び１８を認識するＣ１１抗体）、抗サイトケラチ
ン７、抗サイトケラチン１８、及び抗サイトケラチン１９を、Ｖｅｒｉｄｅｘ　ＬＬＣの
標準的結合化学反応を用いてＰＥに結合した。ＰＥに結合した全てのサイトケラチン抗体
を抗ＣＤ４５－ＡＰＣと組み合わせて、混合染色試薬を作製した。
【００３８】
　濃縮腫瘍細胞集団の解析方法が本発明の使用目的によって決まることは、当業者に認識
されるであろう。例えば、癌スクリーニング又は疾患再発モニタリングでは、以下に記載
するように、循環上皮細胞数は非常に低くなり得る。この場合、顕微鏡法をベースとした
解析が最も正確であることがわかるであろう。このような検査には、形態学的検査、既知
の腫瘍マーカー及び又は癌遺伝子の同定も含まれ得る。あるいは、循環上皮細胞数が、正
常集団で観察されたものよりはるかに高い病態では、このような細胞を数え上げる解析方
法で十分であろう。本明細書に記載される方法による患者状態の判定は、正常集団中に存
在する循環希少細胞数の統計的平均に基づいてなされる。早期癌患者及び高悪性度の転移
性癌患者における循環上皮細胞数は、本明細書に記載のように統計的に決定することもで
きる。
【００３９】
　上述のように、キットは、試薬、装置、及び全血から腫瘍細胞を濃縮する方法をはじめ
とする。キットは、６つの因子又は指標物質を評価する、血液サンプル中乳癌細胞を検査
するための試薬を含有するであろう。解析プラットフォームは、レポーター分子のＤＡＰ
Ｉ、ＣＹ２、ＣＹ３、ＣＹ３．５、ＣＹ５、及びＣＹ５．５が、適当な励起フィルター及
び発光フィルターによって識別されるように、構成される必要がある。本実施例における
解析プラットフォームでは、水銀アークランプ、及び使用した検出標識の波長を評価する
ための適当なフィルターセットを備えた、蛍光顕微鏡を用いる。本方法では、全てのマー
カーを一度に導入する。
【００４０】
　本発明は、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ　Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｋｉｔ（Ｖｅｒ
ｉｄｅｘ，ＬＬＣ）を改良する。多特異性フェロフルードと混合検出試薬の組み合わせの
一部が本発明に含まれ、種々キット構成をもたらす。主な改良点は、捕捉及び検出試薬構
成成分中に組み込まれる。様々なキット構成は以下のとおりである。
　１－キット＃１対照としてのＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ　Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　Ｃｅｌｌ
　Ｋｉｔ：捕捉用ＥｐＣＡＭ；検出用Ｃ１１（ＣＫ８、１８）及びＣＫ　１９。
　２－キット＃２多重捕捉かつ混合検出：捕捉用ＥｐＣＡＭ／ＥＧＦＲ／Ｍｕｃ－１（Ｅ
２９）；検出用Ｃ１１（ＣＫ８、１８）＋ＣＫ１９＋ＣＤ７＋ＣＤ１８。
　３－キット＃３多重捕捉かつ混合検出：捕捉用ＥｐＣＡＭ／ＥＧＦＲ／クローディン４
；検出用Ｃ１１（ＣＫ８、１８）＋ＣＫ１９＋ＣＫ７＋ＣＫ１８。
　４－多重捕捉かつ混合検出：捕捉用ＥｐＣＡＭ／Ｍｕｃ－１（Ｅ２９）／クローディン
４；検出用Ｃ１１（ＣＫ８、１８）＋ＣＫ１９＋ＣＫ７＋ＣＫ１８。
【００４１】
　様々なキット構成の評価
　上記キット構成について、組織培養膵臓腫瘍細胞を添加した正常血液サンプルについて
まず評価し、その性能を確認した。膵臓腫瘍細胞（ＢｘＰＣ３及びＣＡＰＡＮ－１細胞株
）を７．５ｍＬのＣｅｌｌＳａｖｅドナー血液に添加した（ｎ＝２）。このサンプルをＣ
ｅｌｌＴｒａｃｋｓ　ＡｕｔｏＰｒｅｐで処理し、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ　Ａｎａｌｙｚ
ｅｒ　ＩＩで解析した。
【００４２】
　改善キットによる添加したＣａｐａｎ－１細胞の回収率は、標準的Ｅｐｉｔｈｅｌｉａ
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ｌ　Ｃｅｌｌ　Ｋｉｔと同様（約６０％）であったが、ＢｘＰＣ３細胞の回収率（約９０
％）は、２種類の改善キットにおいて一貫して高かった（図３ａ及び３ｂ）。
【００４３】
　４種のキット構成を、健康なドナー及び転移性膵臓癌患者の血液サンプルを用いて評価
した。この評価による結果を表１及び２に示す。予備データにより、標準的Ｅｐｉｔｈｅ
ｌｉａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｋｉｔ　１と比較して、全種類の改善キットを用いた臨床サンプル
でＣＴＣの回収率が高かったことが示された（表１）。改善キットを用いて、健康ドナー
サンプルからＣＴＣは検出されなかった（表２）。
【表１】

【表２】

【００４４】
　本発明の組成物、方法、及びキットを用いて検出できる様々な種類の癌の例として、ア
プドーマ、分離腫、鰓腫、悪性カルチノイド症候群、カルチノイド心疾患、癌腫、例えば
、ウォーカー、基底細胞、基底有棘細胞、ブラウン・ピアース、腺管、エールリッヒ癌、
上皮内、クレブス２、メルケル細胞、粘液性、非小細胞肺、燕麦細胞、乳頭、スキルス、
細気管支、気管支原性、扁平上皮細胞及び移行上皮細胞、細網内皮症、黒色腫、軟骨芽細
胞腫、軟骨腫、軟骨肉腫、線維腫、線維肉腫、巨細胞腫、組織球腫、脂肪腫、脂肪肉腫、
中皮腫、粘液腫、粘液肉腫、骨腫、骨肉腫、ユーイング肉腫、滑膜腫、腺線維腫、腺リン
パ腫、癌肉腫、脊索腫、間葉細胞腫、中腎腫、筋肉腫、エナメル上皮腫、セメント質腫、
歯牙腫、奇形腫、絨毛性（throphoblastic）腫瘍、腺癌、腺腫、胆管腫、真珠腫、円柱腫
、嚢胞腺癌、嚢胞腺腫、顆粒膜細胞腫、半陰陽性卵巣腫瘍、肝細胞種、汗腺腫、膵島細胞
腫、間細胞腫、乳頭腫、セルトリ細胞腫、莢膜細胞腫、平滑筋腫、平滑筋肉腫、筋芽細胞
腫、筋腫、筋肉腫、横紋筋腫、横紋筋肉腫、上衣腫、神経節腫、神経膠腫、髄芽腫、髄膜
腫、神経鞘腫、神経芽細胞腫、神経上皮腫、神経線維腫、神経腫、傍神経節腫、非クロム
親和性傍神経節腫、被角血管腫（antiokeratoma）、硬化性血管腫、血管腫症、グロムス
血管腫、血管内皮腫、血管腫、血管外皮腫、血管肉腫、リンパ管腫、リンパ管筋腫、リン
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パ管肉腫、松果体腫、癌肉腫、軟骨肉腫、葉状嚢胞肉腫、線維肉腫、血管肉腫、平滑筋肉
腫、白血肉腫、脂肪肉腫、リンパ管肉腫、筋肉腫、粘液肉腫、卵巣癌、横紋筋肉腫、肉腫
（カポジ及び肥満細胞）、新生物（例えば、骨、消化器系、結腸直腸、肝臓、膵臓、下垂
体、精巣、眼窩、頭部及び頚部、中枢神経系、聴覚、骨盤、気道、及び泌尿生殖器）、神
経線維腫症、並びに子宮頸部異形成が挙げられる。
【００４５】
　本発明は、循環上皮細胞だけの検出に限定されない。内皮細胞は、心筋梗塞を有する患
者血液中に観察されている。上皮細胞と同様に、内皮細胞、心筋細胞、及びウイルス感染
細胞は、入手可能なモノクローナル抗体で認識される細胞種特異的決定因子を有する。し
たがって、本発明の方法及びキットを、このような循環内皮細胞の検出に適応できる。更
に本発明により、感染症患者の末梢血中の細菌細胞負荷量を検出でき、また、本発明の組
成物、方法、及びキットを用いてこれら患者を評価することもできる。
【００４６】
　幾つかの学術論文、米国特許及び米国特許出願を上記に引用した。上記の各引用文献の
主題を、その全体が本明細書に記載されているものとまったく同様に本明細書に援用する
ものである。
【００４７】
　本発明の好ましい実施形態の特定のものは、上記の記述で具体的に例示されているが、
本発明がこれらの実施形態に限定されることを意図するものではない。本発明には本発明
の趣旨を逸脱することなく様々な改変を行うことが可能であり、本発明の完全な範囲は以
下の特許請求の範囲において定義されるものである。
【００４８】
〔実施の態様〕
（１）　混合細胞集団中の希少細胞を検出し、数え上げる方法であって、前記集団中の前
記希少細胞の存在が病態を示しており、前記方法が、
　ａ）被験者から生体試料を得ることであって、前記試料が、前記希少細胞を含有すると
考えられる混合細胞集団を含む、ことと、
　ｂ）前記生体試料が、他のサンプル構成成分を実質的に除外して、前記希少細胞と特異
的に反応する多特異性リガンドに結合される磁性粒子と混合される、免疫磁性サンプルを
調製することと、
　ｃ）前記免疫磁性サンプルを、前記希少細胞を標識する少なくとも１種の多特異性試薬
と接触させることと、
　ｄ）前記標識化希少細胞を解析し、前記免疫磁性サンプル中の任意の希少細胞の存在及
び数を決定することであって、前記サンプル中に存在する希少細胞数が多いほど前記病態
の重症度が高い、ことと、を含む、方法。
（２）　前記免疫磁性サンプルを調製することと、前記免疫磁性サンプルを少なくとも１
種の多特異性試薬と接触させることとの間の中間工程として、前記免疫磁性サンプルが磁
場に曝されて、前記免疫磁性サンプルとして希少細胞濃縮化細胞懸濁液を生じる、実施態
様１に記載の方法。
（３）　前記希少細胞濃縮化細胞懸濁液を含有する前記免疫磁性サンプルの量を少なくす
る、実施態様２に記載の方法。
（４）　解析前に、前記免疫磁性サンプルを標識化希少細胞含有画分と非標識画分に分離
する、実施態様１に記載の方法。
（５）　前記磁性粒子がコロイド状であり、前記免疫磁性サンプルを磁場勾配（magnetic
 gradient field）に曝すことにより分離が行われる、実施態様４に記載の方法。
【００４９】
（６）　前記希少細胞が、内皮細胞、母体循環中胎児細胞、細菌細胞、心筋細胞、上皮細
胞、及びウイルス感染細胞からなる群から選択される、実施態様１に記載の方法。
（７）　混合細胞集団中の癌細胞を検出し、数え上げる方法であって、
　ａ）被験者から生体試料を得ることであって、前記試料が、前記癌細胞を含有すると考
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えられる混合細胞集団を含む、ことと、
　ｂ）前記生体試料が、他のサンプル構成成分を実質的に除外して、前記癌細胞と特異的
に反応する多特異性リガンドに結合される磁性粒子と混合される、免疫磁性サンプルを調
製することと、
　ｃ）前記免疫磁性サンプルを、前記癌細胞を標識する少なくとも１種の多特異性試薬と
接触させることと、
　ｄ）前記標識化癌細胞を解析し、前記免疫磁性サンプル中の任意の癌細胞の存在及び数
を判定することであって、前記サンプル中に存在する癌細胞数が多いほど前記癌の重症度
が高い、ことと、を含む、方法。
（８）　前記磁性粒子がコロイド状であり、解析前に、前記免疫磁性サンプルを標識化癌
細胞含有画分と非標識画分に分離する、実施態様７に記載の方法。
（９）　前記コロイド状磁性粒子と前記少なくとも１種の多特異性試薬が連続して前記生
体試料と混合され、中間工程として、前記免疫磁性サンプルが磁場に曝されて、前記免疫
磁性サンプルとして癌細胞濃縮化細胞懸濁液を生じる、実施態様７に記載の方法。
（１０）　解析前に、前記免疫磁性サンプルを標識化癌細胞含有画分と非標識画分に分離
する、実施態様９に記載の方法。
【００５０】
（１１）　前記標識化癌細胞含有画分が、多パラメーターフローサイトメトリー、免疫蛍
光顕微鏡法、レーザー走査サイトメトリー、明視野に基づく画像解析（bright field bas
e image analysis）、キャピラリー容積測定法、スペクトル画像解析、手動細胞解析、及
び自動細胞解析からなる群から選択される方法によって解析される、実施態様１０に記載
の方法。
（１２）　循環希少細胞の存在について患者サンプルをスクリーニングするための検査キ
ットであって、
　ａ）磁性コア材料と、タンパク質ベースコーティング材料と、２種以上の抗体と、を含
む、コーティングされた磁性ナノ粒子であって、各抗体が特異的に前記希少細胞の特徴決
定因子に結合し、前記抗体が前記ベースコーティング材料に直接的又は間接的に結合され
ている、コーティングされた磁性ナノ粒子と、
　ｂ）前記希少細胞の第２の特徴決定因子に対する結合特異性を有する少なくとも１種の
抗体と、
　ｃ）前記希少細胞以外のサンプル構成成分を解析から除外するための細胞特異的染料と
、を含む、キット。
（１３）　非標的細胞に対する結合親和性を有する抗体と、生物学的緩衝液と、透過化緩
衝液と、手順書と、任意に情報シートと、を更に含む、実施態様１２に記載のキット。
（１４）　前記希少細胞が、内皮細胞、母体循環中胎児細胞、細菌細胞、心筋細胞、上皮
細胞、及びウイルス感染細胞からなる群から選択される、実施態様１２に記載のキット。
（１５）　循環腫瘍細胞の存在について患者サンプルをスクリーニングするためのキット
であって、
　ａ）磁性コア材料と、タンパク質ベースコーティング材料と、前記ベースコーティング
材料に直接的又は間接的に結合されている様々な種類の上皮細胞特異的抗体と、を含む、
コーティングされた磁性ナノ粒子と、
　ｂ）癌細胞決定因子に対する結合特異性を有する少なくとも１種の抗体と、
　ｃ）前記腫瘍細胞以外のサンプル構成成分を解析から除外するための細胞特異的染料と
、を含む、キット。
【００５１】
（１６）　非腫瘍細胞に対する結合親和性を有する抗体と、生物学的緩衝液と、透過化緩
衝液と、手順書と、任意に情報シートと、を更に含む、実施態様１５に記載のキット。
（１７）　癌細胞決定因子に対する結合特異性を有する前記少なくとも１種の抗体が、乳
癌細胞決定因子に特異的に結合し、前記決定因子が、ＭＵＣ－１、エストロゲン、プロゲ
ステロンレセプター、カテプシンＤ、ｐ５３、ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化因
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、ＣＡ１５．５、前立腺特異的抗原、プラスミノーゲン活性化因子阻害剤、及びＨｅｒ２
－ｎｅｕからなる決定因子群から選択される、乳癌について患者をスクリーニングするた
めの実施態様１５に記載のキット。
（１８）　癌細胞決定因子に対する結合特異性を有する前記少なくとも１種の抗体が、前
立腺癌細胞決定因子に特異的に結合し、前記決定因子が、前立腺特異的抗原、前立腺酸性
ホスファターゼ、チモシンｂ－１５、ｐ５３、ＨＰＣ１基礎前立腺遺伝子、クレアチンキ
ナーゼ、及び前立腺特異的膜抗原からなる決定因子群から選択される、前立腺癌について
患者をスクリーニングするための実施態様１５に記載のキット。
（１９）　癌細胞決定因子に対する結合特異性を有する前記少なくとも１種の抗体が、結
腸癌細胞決定因子に特異的に結合し、前記決定因子が、癌胎児性抗原、Ｃタンパク質、Ａ
ＰＣ遺伝子、ｐ５３、及びマトリックスメタロプロテアーゼ（ＭＭＰ－９）からなる決定
因子群から選択される、結腸癌について患者をスクリーニングするための実施態様１５に
記載のキット。
（２０）　癌細胞決定因子に対する結合特異性を有する前記少なくとも１種の抗体が、膀
胱癌細胞決定因子に特異的に結合し、前記決定因子が、核マトリックスタンパク質（ＮＭ
Ｐ２２）、Ｂａｒｄ膀胱腫瘍抗原（ＢＴＡ）、及びフィブリン分解産物（ＦＤＰ）からな
る決定因子群から選択される、膀胱癌の患者をスクリーニングするための実施態様１５に
記載のキット。
【００５２】
（２１）　前記少なくとも１種の抗体が、異なる癌細胞特徴決定因子に対する結合特異性
をそれぞれが有する抗体のパネルを含む、実施態様１５に記載のキット。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】
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包括不同抗体与相同铁磁流体的缀合。这具有使铁磁流体相对于铁磁流
体将结合的抗原多特异性的作用。存在于相同铁磁流体上的多种抗体似
乎不会阻断或以其他方式相互干扰。这种铁磁流体具有非常理想的能够
特异性结合一种以上细胞的效果。该试验特别适用于捕获具有低EpCAM
表达但其他肿瘤标志物高表达的CTC;因此，该测定有助于癌细胞的生物
学表征和分期。
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