
(57)【要約】

　細胞内分析のための生物細胞サンプルを調製するため

の方法及び装置。本発明は、かかるサンプル調製のため

の常用の方法の多くの段階が除かれ、方法自体を自動化

してそれに伴う利点に至るという認識に基づく。本発明

の方法は、(a)細胞の固定化、(b)透過化及び(c)フロー

サイトメトリー技術により容易に検出可能であるプロー

ブによる注目の細胞内分子の染色(又は標識)を含んで成

り、全ては細胞洗浄段階(及び再懸濁)段階を伴わない。

むしろ、単独の細胞洗浄段階は、これら3つの段階が行

われた後に影響されている。好適に、当該洗浄段階は、

注目の細胞を維持する一方で干渉物質をろ過して廃棄す

る半透過性の膜に、固定化、透過化及び染色した細胞サ

ンプルを通過せしめることによって行われている。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 細 胞 内 成 分 を 検 出 す る た め の 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方
法 は :
　 (a)所 定 体 積 の 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 反 応 容 器 中 へ と 分 注 し 、 前 記 細 胞 サ ン プ ル は 注 目 の
所 定 の 細 胞 内 分 子 を 含 ん で 成 る 注 目 の 所 定 の 細 胞 を 含 み ;
　 (b)前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 の 検 出 に 干 渉 す る 傾 向 が あ る 細 胞 サ ン プ ル の 干 渉 物 質 を 除 去
す る た め の 介 在 す る 洗 浄 段 階 を 何 ら 伴 う こ と な く 、 前 記 注 目 の 細 胞 を 固 定 化 し 、 前 記 注 目
の 細 胞 を 透 過 化 し 、 そ し て 前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 を 染 色 し ;そ し て
　 (c)当 該 細 胞 サ ン プ ル を 段 階 (b)を 行 う 後 に 洗 浄 し て 前 記 干 渉 物 質 の 存 在 を 最 小 化 す る 、
段 階 を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 洗 浄 段 階 を 、 染 色 さ れ た 細 胞 内 抗 原 又 は 注 目 の 分 子 を 含 む 注 目 の 細 胞 を 選 択 的 に 維
持 す る よ う に 適 合 せ し め ら れ た 半 透 膜 に よ り 前 記 細 胞 サ ン プ ル を ろ 過 す る こ と に よ っ て 行
う 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 半 透 過 膜 は 、 細 胞 サ ン プ ル が そ の 中 へ と 引 き 込 ま れ ら れ る 中 空 繊 維 の 形 態 で あ る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 洗 浄 段 階 を 遠 心 方 法 に よ っ て 行 う 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 段 階 (b)が 、 前 記 反 応 容 器 内 で 前 記 注 目 の 細 胞 上 の 表 層 抗 原 を 染 色 す る 段 階 を 更 に
含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 表 層 抗 原 を 染 色 す る 段 階 を 前 記 固 定 化 段 階 の 前 に 行 う 、 請 求 項 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 を 染 色 す る 段 階 を 前 記 固 定 化 段 階 の 前 に 行 う 、 請 求 項 ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 を 染 色 す る 前 記 段 階 を 前 記 固 定 化 段 階 の 後 に 行 う 、 請 求 項 ５ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル が 赤 血 球 を 含 む 全 血 を 含 ん で 成 り 、 そ し て こ こ で 段 階 (b)が 当 該
赤 血 球 を 溶 解 せ し め て 実 質 的 に 当 該 生 物 細 胞 サ ン プ ル か ら 当 該 赤 血 球 を 除 去 す る こ と を 更
に 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル が 、 全 血 、 精 製 し た 細 胞 系 統 、 腫 瘍 細 胞 、 組 織 及 び 骨 髄 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 細 胞 サ ン プ ル が タ ン パ ク 質 輸 送 阻 害 物 質 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 細 胞 内 分 子 が 、 サ イ ト カ イ ン 、 チ ュ ブ リ ン フ ィ ラ メ ン ト 、 中 間 体 フ ィ ラ メ ン ト 、 デ
フ ェ ン シ ン 、 エ フ ェ ク タ ー 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 、 ア ク チ ン 、 B-細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー 複 合 体 、
増 殖 抗 原 、 酵 素 、 及 び ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 染 色 段 階 を 、 前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 に 対 し て 特 異 的 な フ ル オ ロ ク ロ ー ム 標 識 し た 抗
体 に よ り 行 う 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 分 析 を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 上 で 行 う 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
　 細 胞 内 ア ッ セ イ の た め の 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 は
本 質 的 に ：
　 (a)所 定 の 体 積 の 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 反 応 容 器 中 へ と 分 注 し 、 当 該 細 胞 サ ン プ ル は 注 目
の 所 定 の 細 胞 内 分 子 を 含 ん で 成 る 注 目 の 所 定 の 細 胞 を 含 み ; 
　 (b)前 記 反 応 容 器 へ 、 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル 内 の 前 記 注 目 の 細 胞 の 細 胞 膜 の 完 全 性 を 維
持 す る た め 且 つ 前 記 注 目 の 細 胞 内 の 前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 の 局 在 化 を 維 持 す る た め に 適 合
せ し め ら れ た 所 定 の 体 積 の 固 定 化 試 薬 を 加 え ;
　 (c)前 記 反 応 容 器 内 の 前 記 固 定 化 試 薬 及 び 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル を イ ン キ ュ ベ ー ト し て
安 定 化 し た 細 胞 サ ン プ ル を 提 供 し ;
　 (d)前 記 反 応 容 器 へ 、 前 記 注 目 の 細 胞 内 の 前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 に 対 し て 特 異 的 で あ る
所 定 体 積 の 少 な く と も １ 種 類 の 細 胞 内 プ ロ ー ブ を 加 え ;
　 (e)前 記 反 応 容 器 に 、 前 記 注 目 の 細 胞 の 前 記 細 胞 膜 を 透 過 化 す る よ う に 適 合 せ し め ら れ
た 所 定 の 体 積 の 透 過 化 試 薬 を 加 え ;
　 (f)前 記 安 定 化 し た 生 物 細 胞 サ ン プ ル と 前 記 細 胞 内 プ ロ ー ブ 及 び 前 記 透 過 化 試 薬 を イ ン
キ ュ ベ ー ト し て 前 記 注 目 の 細 胞 の 前 記 細 胞 膜 を 透 過 化 で き る よ う に し て 、 そ し て 前 記 細 胞
内 プ ロ ー ブ を 前 記 注 目 の 細 胞 内 の 細 胞 内 分 子 結 合 さ せ 、 そ し て そ れ に よ り 標 識 し ；  
　 (g)前 記 反 応 容 器 に 、 前 記 注 目 の 細 胞 を 希 釈 す る た め 且 つ 前 記 細 胞 膜 の 更 な る 透 過 化 を
阻 害 す る た め に 適 合 せ し め ら れ た 所 定 の 体 積 の 希 釈 剤 を 加 え 、 そ れ に よ っ て 前 記 注 目 の 細
胞 内 の 標 識 さ れ た 細 胞 内 分 子 を 含 む 希 釈 さ れ た サ ン プ ル を 形 成 せ し め ;
　 (h)前 記 希 釈 し た サ ン プ ル を 洗 浄 し て 、 前 記 注 目 の 標 識 さ れ た 細 胞 内 分 子 の 検 出 に 干 渉
す る 傾 向 が あ る 前 記 サ ン プ ル の 粒 子 を 除 去 し 、 そ れ に よ っ て 、 注 目 の 細 胞 内 の 標 識 さ れ た
細 胞 内 分 子 を 含 む 洗 浄 さ れ た サ ン プ ル を 提 供 し ;そ し て
　 (i)前 記 洗 浄 し た サ ン プ ル へ 所 定 の 体 積 の 希 釈 剤 を 加 え て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ
る 前 記 標 識 さ れ た 細 胞 内 分 子 の 分 析 を す る た め に 適 合 せ し め ら れ た 希 釈 剤 中 、 再 懸 濁 及 び
ろ 過 さ れ た サ ン プ ル を 提 供 す る 、
段 階 か ら 成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 洗 浄 段 階 が 、 前 記 希 釈 さ れ た サ ン プ ル を 、 半 透 膜 で あ っ て 、 前 記 希 釈 剤 、 並 び に 当
該 希 釈 さ れ た サ ン プ ル 内 の 全 て の 未 結 合 プ ロ ー ブ が 通 過 す る よ う に 適 合 せ し め ら れ た 半 透
膜 へ 通 す 段 階 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 半 透 過 膜 が 、 細 胞 サ ン プ ル が そ の 中 へ と 引 き 込 ま れ る 中 空 繊 維 の 形 態 で あ る 、 請 求
項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 記 反 応 容 器 へ 、 前 記 注 目 の 細 胞 の 表 層 上 の 分 子 に 対 し て 特 異 的 で あ る 所 定 の 体 積 の 細 胞
表 層 プ ロ ー ブ を 少 な く と も 1種 類 加 え る 段 階 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 生 物 細 胞 サ ン プ ル 内 の 注 目 の 細 胞 に 含 ま れ た 細 胞 内 分 子 の 分 析 を す る た め の 前 記 細 胞 サ
ン プ ル を 調 製 す る た め の 自 動 化 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 は 、 オ ペ レ ー タ ー が 関 与 せ ず に 以
下 の 段 階 :
　 (a)前 記 所 定 の 体 積 の 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 反 応 容 器 中 へ 分 注 し ;
　 (b)前 記 反 応 容 器 に 、 前 記 注 目 の 細 胞 の 細 胞 膜 の 完 全 性 を 維 持 す る た め 且 つ 前 記 注 目 の
細 胞 内 の 細 胞 内 分 子 の 局 在 化 を 維 持 す る た め に 適 合 せ し め ら れ た 所 定 の 体 積 の 固 定 化 試 薬
を 加 え ;
　 (c)前 記 固 定 化 試 薬 及 び 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 所 定 の 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し て
安 定 化 し た 細 胞 サ ン プ ル を 提 供 し ;
　 (d)前 記 反 応 容 器 へ 、 前 記 注 目 の 細 胞 内 の 前 記 注 目 の 分 子 に 対 し て 特 異 的 で あ る 所 定 の
体 積 の 細 胞 内 プ ロ ー ブ を 少 な く と も １ 種 類 加 え ;
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　 (e)前 記 反 応 容 器 へ 、 前 記 注 目 の 細 胞 の 前 記 透 過 化 さ れ る 細 胞 膜 に 適 合 せ し め ら れ た 所
定 の 体 積 の 透 過 化 試 薬 を 加 え ;
　 (f)前 記 安 定 化 し た 生 物 細 胞 サ ン プ ル と 前 記 細 胞 内 プ ロ ー ブ 及 び 前 記 透 過 化 試 薬 を 所 定
の 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し て 前 記 細 胞 膜 を 透 過 化 し 、 そ し て 前 記 細 胞 内 プ ロ ー ブ を 前
記 注 目 の 細 胞 内 の 細 胞 内 分 子 と 結 合 さ せ 、 そ し て そ れ に よ り 標 識 し ；  
　 (g)前 記 反 応 容 器 へ 、 注 目 の 細 胞 を 希 釈 す る た め 且 つ 前 記 細 胞 膜 の 更 な る 透 過 化 を 阻 害
す る た め に 適 合 せ し め ら れ た 所 定 の 体 積 の 希 釈 剤 を 加 え 、 そ れ に よ っ て 注 目 の 細 胞 内 の 前
記 標 識 さ れ た 細 胞 内 分 子 を 含 む 希 釈 さ れ た サ ン プ ル を 形 成 せ し め ;
　 (h)前 記 希 釈 し た サ ン プ ル を 前 記 希 釈 剤 を 加 え る 所 定 の 時 間 内 に ろ 過 し て 、 当 該 前 記 注
目 の 細 胞 内 分 子 を 、 段 階 （ ａ ） ～ （ ｇ ） を 行 っ た 結 果 と し て 前 記 細 胞 サ ン プ ル 中 に 含 ま れ
た 未 結 合 プ ロ ー ブ 及 び 他 の 干 渉 物 質 か ら 分 離 し 、 そ れ に よ っ て 、 注 目 の 前 記 細 胞 内 の 標 識
さ れ た 細 胞 内 分 子 を 含 む ろ 過 さ れ た サ ン プ ル を 提 供 し ;そ し て
　 (i)前 記 ろ 過 し た サ ン プ ル へ 、 所 定 の 体 積 の 希 釈 剤 を 加 え て 、 前 記 細 胞 内 分 子 の 分 析 を
す る た め に 適 合 せ し め ら れ た 希 釈 及 び ろ 過 さ れ た サ ン プ ル を 提 供 す る 段 階 、
を 行 う 自 動 化 し た 装 置 に よ っ て 行 わ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル が 赤 血 球 及 び 白 血 球 を 含 ん で 成 り 、 そ し て こ こ で 前 記 自 動 化 方 法
は 更 に 、 前 記 ろ 過 段 階 前 に 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル 中 の 当 該 赤 血 球 を 溶 解 す る 段 階 を 更 に 含
ん で 成 る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 反 応 容 器 へ 、 前 記 注 目 の 細 胞 に 対 し て 特 異 的 で あ る 所 定 の 体 積 の 標 識 し た 細 胞 表 層
プ ロ ー ブ を 加 え る 段 階 を 更 に 含 ん で 成 り 、 当 該 標 識 し た 表 層 プ ロ ー ブ を 段 階 (b)の 前 に 反
応 容 器 へ 加 え る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 反 応 容 器 へ 、 前 記 注 目 の 細 胞 に 対 し て 特 異 的 で あ る 所 定 の 体 積 の 標 識 し た 細 胞 表 層
プ ロ ー ブ を 加 え る 段 階 を 更 に 含 ん で 成 り 、 当 該 標 識 し た 表 層 プ ロ ー ブ を 段 階 (b)の 前 に 反
応 容 器 に 加 え る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 装 置 に よ る 細 胞 内 ア ッ セ イ の た め の 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 自 動 的 に
調 製 す る た め の 自 動 化 装 置 シ ス テ ム で あ っ て 、 当 該 シ ス テ ム は :
　 a)分 注 /イ ン キ ュ ベ ー ト 要 素 で あ っ て 、 所 定 体 積 の 試 薬 物 質 を か か る 物 質 の 供 給 源 か ら
、 細 胞 サ ン プ ル が 入 っ て い る 複 数 の 反 応 容 器 の 各 々 に 分 注 し 、 そ し て 当 該 反 応 容 器 中 の 細
胞 サ ン プ ル 及 び 試 薬 物 質 の 混 合 物 を 所 定 の 温 度 及 び 所 定 の 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し て
処 理 さ れ た 細 胞 サ ン プ ル を 提 供 す る よ う に 選 択 的 に 操 作 可 能 な 要 素 で あ っ て 、 こ こ で 所 定
の 注 目 の 細 胞 内 の 所 定 の 細 胞 内 分 子 は 当 該 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る 検 出 の た め に 標 識
さ れ て お り ;
　 b)細 胞 洗 浄 要 素 で あ っ て 、 そ こ に 存 在 す る 処 理 さ れ た 細 胞 サ ン プ ル 内 の 注 目 の 細 胞 を 注
目 の 細 胞 内 分 子 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 検 出 を 損 う 傾 向 が あ る だ ろ う 干 渉 物 質 及 び 破 片 か
ら 分 離 す る た め に 選 択 的 に 操 作 可 能 な 要 素 ;
　 c)反 応 容 器 輸 送 要 素 で あ っ て 、 反 応 容 器 の 前 記 分 注 /イ ン キ ュ ベ ー ト 要 素 か ら 当 該 細 胞
洗 浄 要 素 へ の 輸 送 を 行 う た め に 選 択 的 に 操 作 可 能 な 要 素 ;並 び に
　 d)要 素 a)～ c)の 操 作 を 同 調 さ せ る た め の ロ ジ ッ ク 及 び コ ン ト ロ ー ル 手 段 、
を 含 ん で 成 る 自 動 化 装 置 シ ス テ ム 。  
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 細 胞 洗 浄 要 素 が 、 細 胞 破 片 及 び 他 の 干 渉 物 質 を 通 過 し う る が 注 目 の 細 胞 を 通 過 し な い 半
透 過 性 の 壁 を 有 す る 管 状 メ ン バ ー を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 23に 記 載 の 装 置 シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 細 胞 洗 浄 要 素 が 、 前 記 細 胞 サ ン プ ル を 、 干 渉 物 質 を 伴 い 、 前 記 反 応 容 器 か ら 引 き 出
し て 前 記 管 状 メ ン バ ー 中 へ と 入 れ る 真 空 源 を 伴 う 分 注 装 置 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 注 目
の 細 胞 は 、 当 該 真 空 源 に よ り 提 供 さ れ た 力 の 下 で 当 該 管 状 メ ン バ ー に 捕 捉 さ れ 、 そ の 一 方
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で 、 干 渉 物 質 は 半 透 過 性 の 壁 を 通 過 す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 装 置 シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 細 胞 洗 浄 要 素 が 、 希 釈 要 素 で あ っ て 、 前 記 管 状 メ ン バ ー 中 で 捕 捉 さ れ た 細 胞 を 最 初
又 は 他 の 反 応 容 器 に 同 時 に 進 め る た め 、 そ し て 当 該 捕 捉 し た 細 胞 を バ ッ フ ァ ー 中 で 次 の 分
析 の た め に 再 懸 濁 す る た め の 希 釈 要 素 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 装 置 シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 分 注 /イ ン キ ュ ベ ー ト 要 素 及 び 前 記 細 胞 洗 浄 要 素 が 共 通 の ハ ウ ジ ン グ 内 部 に 入 れ ら
れ て い る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 装 置 シ ス テ ム 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 発 明 の 背 景
　 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 技 術 を 使 用 す る 細 胞 内 ア ッ セ イ の た め の 、 細 胞 サ ン プ
ル 、 例 え ば 、 ヒ ト 血 液 サ ン プ ル を 調 製 す る た め の 方 法 及 び 装 置 に お け る 改 良 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 従 来 技 術 の 検 討
　 蛍 光 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 使 用 す る 細 胞 表 層 免 疫 表 現 型 検 査 は 、 多 く の 様 々 な 細 胞 型
を 含 有 す る 細 胞 サ ン プ ル 中 の 注 目 の 細 胞 を 識 別 及 び 計 測 す る た め の 比 較 的 慣 用 の 方 法 に な
っ て き て い る 。 典 型 的 に 、 注 目 の 細 胞 の 外 部 表 層 上 の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 で あ る 細 胞 表 層
プ ロ ー ブ の 例 え ば 、 フ ル オ ロ ク ロ ー ム 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (MAB)又 は 他 の 適 切 な 標 識
が さ れ た リ ガ ン ド は 、 後 の 検 出 の た め に か か る 細 胞 を 選 択 的 に 標 識 又 は 「 染 色 」 す る た め
に 使 用 さ れ て い る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 操 作 し 、 サ ン プ ル 中 の 個 々 の 細 胞 に 、 フ ル オ
ロ ク ロ ー ム 標 識 を 励 起 す る た め に 特 異 的 に 適 合 さ れ た 放 射 線 を 伴 い 、 放 射 線 照 射 す る こ と
に よ っ て 、 染 色 さ れ た 細 胞 を 検 出 す る 。 蛍 光 標 識 及 び そ れ ら が 結 合 し た 細 胞 は 、 放 射 線 照
射 さ れ た 場 合 、 放 射 線 照 射 さ れ た 細 胞 の 物 理 学 的 及 び 光 学 的 な 特 性 に よ っ て 特 定 さ れ る あ
る パ タ ー ン に お い て 入 射 光 を 散 乱 す る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 内 の 適 切 な 光 検 出 器 が 散 乱
し た 放 射 線 及 び 蛍 光 を 検 出 し 、 そ し て そ れ ら そ れ ぞ れ の 出 力 シ グ ナ ル が 使 用 さ れ 、 異 な る
細 胞 型 を 、 そ れ ら の 相 対 光 散 乱 及 び 蛍 光 サ イ ン に 基 づ き 識 別 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 細 胞 表 層 免 疫 表 現 型 検 査 の た め の サ ン プ ル を 調 製 す る た め の 方 法 は 、 比 較 的 単 純 で あ る
。 基 本 的 に 、 細 胞 表 層 プ ロ ー ブ は 、 細 胞 サ ン プ ル と 混 合 さ れ 、 そ し て 生 じ る 混 合 物 は 、 プ
ロ ー ブ を 注 目 の 細 胞 に 対 し て 結 合 さ せ る た め に 十 分 な 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ て い
る 。 こ の 後 、 も し 細 胞 サ ン プ ル が 全 血 サ ン プ ル で あ れ ば 、 標 識 さ れ た 細 胞 サ ン プ ル は 、 赤
血 球 を 除 去 す る た め に 溶 解 さ せ ら れ て 良 い 。 任 意 に 、 標 識 さ れ た 細 胞 サ ン プ ル は 、 干 渉 体
の 例 え ば 、 未 結 合 プ ロ ー ブ 、 細 胞 断 片 及 び 注 目 の 細 胞 の 検 出 に 干 渉 し う る 他 の 破 片 を 除 去
す る た め に 溶 解 さ れ て 良 い 。 か か る 細 胞 調 製 が 往 々 に し て 手 動 で 行 わ れ て い る 一 方 で 、 自
動 化 細 胞 調 製 装 置 が 、 サ ン プ ル 調 製 方 法 を 促 す た め に 商 業 上 入 手 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 装
置 は 、 そ れ ら が 、 多 く の 潜 在 的 な 人 的 エ ラ ー 及 び そ れ ら が 行 う サ ン プ ル 調 製 段 階 に よ る 他
の ば ら つ き を と り 除 く 点 に お い て 有 利 で あ り 、 そ れ に よ り 、 一 層 再 現 性 の あ る 結 果 が も た
ら さ れ る 。 か か る 自 動 化 さ れ た 装 置 と し て は 、 例 え ば 、 様 々 な 分 注 装 置 が 挙 げ ら れ 、 そ れ
は 、 正 確 な 量 の サ ン プ ル 及 び 試 薬 物 質 (例 え ば 、 細 胞 表 層 マ ー カ ー )を 、 物 質 が 一 緒 に 混 合
さ れ る (振 動 又 は ボ ル テ ッ ク ス 混 合 に よ っ て )１ も し く は 複 数 の 反 応 容 器 も し く は 管 へ と 分
注 す る た め に 適 切 な プ ロ グ ラ ム が な さ れ た マ イ ク ロ プ ロ セ ッ サ ー の コ ン ト ロ ー ル 下 で 作 動
す る 。 か か る 装 置 の １ つ に は 、 Beckman Coulter,Inc., Miami, FLに よ っ て 生 産 販 売 さ れ
て い る Prep Ptus2 Sample Prep装 置 が 挙 げ ら れ る 。 細 胞 表 層 免 疫 表 現 型 検 査 の た め の サ ン
プ ル 調 製 法 を 促 す 他 の 単 独 型 の 装 置 と は し て は 、 全 血 サ ン プ ル を 溶 解 す る た め に 作 動 す る
も の の 例 え ば 、 Beckman Coulterに よ っ て 販 売 さ れ た Prep Sample Prepワ ー ク ス テ ー シ ョ
ン ラ イ ン が 挙 げ ら れ 、 そ し て 実 際 に は 、 サ ン プ ル 内 の 注 目 の 細 胞 の 検 出 に 逆 効 果 と な る 細
胞 の 破 片 を 除 去 す る た め に サ ン プ ル を 洗 浄 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 か か る サ ン プ ル 洗 浄 装
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置 し て は Beckman Coulter, Incに よ っ て 市 販 さ れ て い る 様 々 な 遠 心 装 置 、 並 び に Cell Pre
p Cell Washerが 挙 げ ら れ る 。 後 者 の 装 置 は 、 2002年 9月 5日 に 刊 行 さ れ た Burshteynら 、 米
国 特 許 No.2002/0123154 A1に 詳 細 が 記 載 さ れ て い る よ う に 、 多 孔 質 (即 ち 、 半 透 過 性 )中 空
繊 維 膜 を 使 用 し て そ れ に 存 在 す る 細 胞 サ ン プ ル を ろ 過 す る た め に 作 動 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 細 胞 表 層 免 疫 表 現 型 検 査 の た め の 細 胞 サ ン プ ル 調 製 方 法 の 様 々 な 部 分 を 自 動 的 に 行 う よ
う に 適 合 さ れ た 多 く の 単 独 型 の サ ン プ ル 調 製 シ ス テ ム に 加 え て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 自
体 の 環 境 内 で 、 必 要 と な る 全 て の サ ン プ ル 調 製 段 階 の 全 て を 自 動 的 に 行 う よ う に 動 作 す る
い く つ か の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー が あ る 。 例 え ば 、 Abbott Laboratoriesに よ っ て 製 作 さ
れ た Cell DyneT（ 登 録 商 標 ） "4000 Blood Analyzer及 び Toa Electronicsに よ っ て 作 製 さ
れ た R-1000が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 装 置 は ど ち ら も 、 測 定 装 置 内 で 調 製 さ れ た 細 胞 サ ン プ
ル に 対 す る 血 液 学 且 つ 蛍 光 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 結 果 を 供 す 。 後 者 の 装 置 に お い て 、 網 状
赤 血 球 を 含 有 す る 細 胞 サ ン プ ル は 、 当 該 細 胞 サ ン プ ル を 、 網 状 赤 血 球 に よ り 選 択 的 に 吸 着
さ れ て か か る 膜 に 含 ま れ て い る RNAに よ っ て 取 り 込 ま れ る 蛍 光 染 色 剤 を 混 合 す る こ と に よ
っ て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の た め に 調 製 さ れ て い る 。 こ れ ら の 装 置 の ど ち ら に お い て
も 細 胞 サ ン プ ル は 、 分 析 の た め に 当 該 サ ン プ ル が 光 学 フ ロ ー セ ル を 通 過 す る 前 に 洗 浄 さ れ
る こ と が な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 細 胞 サ ン プ ル の 調 製 は 、 細 胞 表 層 免 疫 表 現 型 検 査 の 場 合 、 比 較 的 単 純 な 事 項 と し て み な
さ れ て お り 、 従 っ て 、 そ れ は あ る 程 度 の 自 動 化 を 許 す こ と が で き 、 そ し て 従 っ て 、 細 胞 内
ア ッ セ イ の た め に 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た め の 方 法 は 、 非 常 に 一 層 複 雑 で あ る 。 当 然 、
か か る ア ッ セ イ は 、 細 胞 内 に ア ク セ ス し 、 注 目 の 細 胞 内 抗 原 又 は 分 子 の 例 え ば 、 サ イ ト カ
イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 デ フ ェ ン シ ン 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 な ど が 同 定 の た め に 標 識 さ れ る よ う
に す る 必 要 が あ る 。 細 胞 内 抗 原 及 び 分 子 を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 上 で 同 定 す る た め に 標 識
に 使 用 さ れ る プ ロ ー ブ は 通 常 、 比 較 的 巨 大 な サ イ ズ で あ り 、 通 常 、 リ ガ ン ド /フ ル オ ロ ク
ロ ー ム 結 合 体 の 形 態 に あ り 、 サ ン プ ル 調 製 法 は 、 こ れ ら の プ ロ ー ブ を 細 胞 内 に 通 過 し て 入
れ る た め に 細 胞 膜 に お い て 対 応 す る 巨 大 な 開 口 部 を 生 じ さ せ る 透 過 化 段 階 を 含 ま な け れ ば
な ら な い 。 (上 記 の 型 の 網 状 赤 血 球 ア ッ セ イ は 、 細 胞 内 抗 原 の 網 状 赤 血 球 内 RNAが 、 網 状 赤
血 球 を 同 定 す る た め に 標 識 さ れ る 細 胞 内 ア ッ セ イ と し て 認 識 さ れ て 良 く 、 こ の ア ッ セ イ の
た め の 細 胞 サ ン プ ル の 調 製 に は 、 細 胞 膜 の 孔 を 通 過 す る RNAを 標 識 す る た め に 比 較 的 小 さ
な 蛍 光 色 素 分 子 を 使 用 し 、 そ れ に よ っ て 細 胞 内 の RNAに 対 し て ア ク セ ス す る た め に 任 意 の
特 別 な 前 処 理 (例 え ば 、 透 過 化 )が 必 要 と さ れ な い こ と に 留 意 さ れ た い 。 )。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 細 胞 内 ア ッ セ イ の た め の サ ン プ ル 調 製 方 法 は 、 細 胞 膜 を 透 過 化 に す る 必 要 が あ る こ と に
加 え て 、 透 過 化 の 間 に 膜 の 完 全 性 を 維 持 し 且 つ 当 該 透 過 化 の 後 に 細 胞 か ら 細 胞 内 物 質 が 拡
散 放 出 す る こ と を 防 ぐ た め に 、 細 胞 膜 及 び 細 胞 の 内 容 物 が 、 透 過 化 段 階 前 に 「 固 定 化 さ れ
て い る 」 こ と も 必 要 と な る 。 こ の 固 定 化 段 階 は 、 従 っ て 、 そ れ ら は お よ そ 細 胞 内 に 入 る プ
ロ ー ブ に 対 し て 一 層 容 易 に ア ク セ ス 可 能 で あ る よ う に 、 注 目 の 細 胞 内 抗 原 の 局 在 化 を 防 ぐ
働 き を も す る 。 こ の 固 定 化 段 階 は (a)プ ロ ー ブ が 細 胞 膜 に 入 る の を 防 ぐ 、 (b)プ ロ ー ブ が 注
目 の 細 胞 内 抗 原 に 対 す る ア ク セ ス 性 を 獲 得 す る の を 防 ぐ 、 又 は (c)抗 原 が プ ロ ー ブ に よ っ
て 認 識 不 可 能 で あ る 程 度 に 抗 原 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 変 更 す る よ う に 働 き え な い こ と が
理 解 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 細 胞 内 サ ン プ ル 調 製 方 法 に 対 す る 更 に 複 雑 な 因 子 と は 、 注 目 の 抗 原 が 検 出 さ れ る バ ッ ク
グ ラ ン ド レ ベ ル が 上 昇 す る よ う に 働 き う る 干 渉 物 質 又 は 汚 染 物 質 が 実 質 上 無 い サ ン プ ル を
最 終 的 に 生 産 す る こ と が 必 要 で あ る 。 多 く の 細 胞 内 抗 原 は 、 細 胞 内 に 非 常 に 低 量 で 存 在 し
、 従 っ て 検 出 の た め に 、 対 応 す る 低 い 量 の 、 実 質 上 干 渉 物 が な い バ ッ ク グ ラ ン ド レ ベ ル が
必 要 で あ る こ と と 解 さ れ る だ ろ う 。 更 に 、 注 目 の 細 胞 内 抗 原 は 時 々 、 分 析 サ ン プ ル を 含 ん
で 成 る 細 胞 中 で 低 い ％ で 発 見 さ れ 、 従 っ て 、 「 レ ア な 事 象 」 と み な さ れ う る 。 従 っ て 、 サ
ン プ ル 中 の 全 て の 汚 染 物 質 の レ ベ ル を コ ン ト ロ ー ル す る こ と は 、 か か る ア ッ セ イ の 精 度 及
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び 再 現 性 の た め に 重 要 で あ る 。 細 胞 内 ア ッ セ イ の た め の 調 製 物 中 の 注 目 の 細 胞 を 固 定 化 及
び 透 過 化 す る 両 方 が 必 要 と な る こ と に よ り 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の よ う に 、 当 該 サ ン プ ル 調
製 方 法 に は 、 注 目 の 細 胞 内 抗 原 の 検 出 を 損 な わ せ う る 前 記 干 渉 物 質 を 除 去 す る た め の 多 数
の 洗 浄 段 階 が 通 常 必 要 と な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 今 日 ま で 、 常 用 の 細 胞 内 サ ン プ ル 調 製 方 法 に 関 連 し た 上 記 各 洗 浄 段 階 は 、 遠 心 を 伴 い 行
わ れ て い る 。 サ ン プ ル 容 器 に バ ッ フ ァ ー 溶 液 を 加 え て そ の 体 積 を 高 め る こ と に よ り 、 サ ン
プ ル は 、 注 目 の 細 胞 の 濃 縮 ペ レ ッ ト を 生 産 す る た め に 比 較 的 高 い 力 (例 え ば 、 300～ 500g)
で 回 転 沈 降 さ れ る 。 干 渉 物 質 等 を 含 む 残 り の 上 清 の 部 分 は 、 次 い で 慎 重 に 注 ぎ 出 さ れ 、 そ
し て 残 り の 上 清 は サ ン プ ル を 再 懸 濁 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。 次 い で 、 厳 密 な ボ ル テ ッ ク
ス 混 合 が 、 ペ レ ッ ト の 個 々 の 細 胞 を 分 散 さ せ る た め に 必 要 で あ る 。 細 胞 を 洗 浄 す る こ の 方
法 は 、 反 応 容 器 内 で 可 溶 性 成 分 か ら 注 目 の 細 胞 を 物 理 的 に 分 離 す る こ と に お い て 非 常 に 有
効 で あ る と 考 え ら れ て い る 一 方 で 、 遠 心 に 伴 う 明 ら か な 欠 点 が い く つ か あ る 。 例 え ば 、 遠
心 方 法 か ら 生 じ る 全 て の 上 清 を 除 去 す る こ と は 、 サ ン プ ル 中 の 細 胞 の 総 数 に お け る 有 意 な
ロ ス を も た ら し え 、 又 は 所 定 の 細 胞 型 を 選 択 的 に ロ ス す る こ と に つ な が り う る 。 そ し て ま
た 、 遠 心 装 置 は そ れ 自 体 、 往 々 に し て 比 較 的 か さ ば り 、 そ し て そ れ を し つ ら え る の に 研 究
室 に 有 意 な ス ペ ー ス が 必 要 と な る 。 更 に 、 透 過 化 さ れ た 細 胞 を 遠 心 に よ っ て 干 渉 物 質 か ら
分 離 す る 場 合 、 更 な る 問 題 が あ る 。 例 え ば 、 透 過 化 さ れ た 細 胞 が 透 過 化 法 の 結 果 、 一 層 浮
力 が 増 す こ と が 知 ら れ て お り ;更 に 、 細 胞 が 粘 着 性 を 有 す る よ う に な り 且 つ 一 緒 に 塊 と な
る 傾 向 が あ る こ と も 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 浮 力 の 増 加 に よ り 、 所 望 の ペ レ ッ ト 化 を 達
成 す る た め に よ り 高 い g力 が 必 要 と な り 且 つ よ り 長 い 時 間 が 必 要 と な る 。 g力 が 増 加 す れ ば
、 透 過 化 し た 膜 が よ り 粘 着 性 に な り 個 々 の 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ る こ と が 一 層 困 難 に さ え も な
る 。 更 に 悪 い こ と に 、 g力 が 増 加 し た こ と に よ り 細 胞 膜 が 破 壊 さ れ 、 そ し て 細 胞 全 体 が 失
わ れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 上 記 の 議 論 か ら 理 解 さ れ る よ う に 、 細 胞 内 ア ッ セ イ の た め の 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た
め の 常 用 の 方 法 は 、 比 較 的 複 雑 で あ り そ し て 、 そ の 複 雑 さ ゆ え 、 様 々 な 方 法 に お い て 慣 用
的 に 手 動 で 行 わ れ て い る 。 図 １ を 参 考 に す れ ば 、 典 型 的 な 常 用 の 方 法 は 、 以 下 の よ う に ま
と め ら れ て 良 い :最 初 に 、 所 定 体 積 の 細 胞 表 層 マ ー カ ー (例 え ば 、 適 切 に 標 識 さ れ た モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 )が 反 応 容 器 中 で 所 定 体 積 の 細 胞 サ ン プ ル (例 え ば 、 全 血 サ ン プ ル )に 加 え ら
れ る 。 こ の 表 層 マ ー カ ー は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 、 細 胞 内 抗 原 又 は 分 子 が ア ッ
セ イ さ れ る 細 胞 を 同 定 す る こ と を 目 的 と さ れ て い る 。 血 液 サ ン プ ル と 細 胞 表 層 マ ー カ ー を
穏 や か に 混 合 し て 当 該 混 合 物 を 更 に 所 定 の 時 間 及 び 所 定 の 温 度 (例 え ば 、 室 温 )に 渡 り イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 後 、 所 定 の 体 積 の 細 胞 固 定 化 試 薬 (例 え ば 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 )を 加 え
る 。 固 定 化 剤 と 血 液 サ ン プ ル を 混 合 す る こ と （ そ れ は 固 定 化 剤 を 容 器 中 に 所 定 の 速 度 で 入
れ る か あ る い は 、 固 定 化 剤 と サ ン プ ル を 、 当 該 固 定 化 剤 を 非 常 に ゆ っ く り と し た 速 度 で 加
え た 後 に 、 ボ ル テ ッ ク ス に か け る こ と に よ り 達 成 さ れ る )に よ り 、 生 じ る 混 合 物 を 再 度 イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。 上 記 の よ う に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 及 び 固 定 化 強 度 は 、 所 望 の 程
度 の 固 定 化 を 達 成 す る た め に 重 要 で あ る 。 こ の 後 、 固 定 化 し た サ ン プ ル を サ ン プ ル の 干 渉
物 質 を 取 り 除 く た め に 遠 心 に よ り 洗 浄 す る 。 遠 心 (洗 浄 )の た め の サ ン プ ル を 調 製 す る た め
に 、 過 剰 (例 え ば 、 20倍 )の バ ッ フ ァ ー 溶 液 (例 え ば 、 リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 塩 類 溶 液 )を 加 え る
。 こ の バ ッ フ ァ ー は 、 固 定 化 剤 の 固 定 化 作 用 を 止 め 、 干 渉 す る 試 薬 を 希 釈 し 、 そ し て サ ン
プ ル 体 積 を 遠 心 の た め に 適 し た レ ベ ル に 増 加 さ せ る 効 果 を 有 す る 。 次 い で 、 こ の サ ン プ ル
を 、 遠 心 に 移 し 、 こ こ で そ れ を 回 転 沈 降 し て 、 そ し て 干 渉 物 質 を 含 有 す る 液 体 上 静 に よ っ
て 網 羅 さ れ た 細 胞 の 比 較 的 濃 縮 さ れ た ペ レ ッ ト が 生 産 さ れ る 。 反 応 用 器 を 遠 心 か ら 取 り 外
し て 慎 重 (注 目 の 細 胞 の ロ ス を 避 け る た め に )に 上 清 の 大 部 分 を 除 去 す る こ と に よ り 、 残 り
の 物 質 を 厳 密 な ボ ル テ ッ ク ス 混 合 に 委 ね 、 好 適 に は 適 切 な 混 合 装 置 上 で 行 い 、 ペ レ ッ ト の
細 胞 を 分 散 及 び 再 度 懸 濁 さ せ る 。 次 い で 、 細 胞 内 プ ロ ー ブ (例 え ば 、 フ ル オ ロ ク ロ ー ム 標
識 を 伴 う MAB)を 加 え 、 し か る 後 に 所 定 体 積 の 透 過 化 /溶 解 試 薬 (例 え ば 、 サ ポ ニ ン )又 は そ
の 逆 を 加 え る 。 穏 や か な 混 合 段 階 後 、 プ ロ ー ブ 及 び 透 過 化 /溶 解 試 薬 を 、 所 定 の 時 間 に 渡
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り 固 定 化 さ れ た サ ン プ ル 細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 他 の 比 較 的 多 体 積 の バ ッ フ ァ ー
を 、 透 過 化 及 び 溶 解 作 用 を 止 め 、 干 渉 試 薬 を 希 釈 し て サ ン プ ル の 体 積 を 遠 心 に 適 し た レ ベ
ル に 増 加 さ せ る た め に 加 え る 。 サ ン プ ル を 再 度 遠 心 し て 、 上 清 を 取 り 除 い て 更 な る 体 積 の
バ ッ フ ァ ー を 加 え て サ ン プ ル を ボ ル テ ッ ク ス 混 合 す る こ と に よ っ て ペ レ ッ ト 化 し た 細 胞 を
再 懸 濁 さ せ る こ と に よ り 、 細 胞 サ ン プ ル は 、 分 析 の た め に フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 移 動 さ
せ ら れ る 準 備 が 整 う 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 上 記 の こ と か ら 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 細 胞 内 ア ッ セ イ の た め の 細 胞 サ ン プ ル を
調 製 す る た め の 常 用 の 方 法 は 、 多 く の エ ラ ー を 受 け て 再 現 性 が な い こ と が 理 解 さ れ る だ ろ
う 。 こ の 比 較 的 複 雑 且 つ 長 い 方 法 を 行 う た め の プ ロ ト コ ー ル が ど ん な に 正 確 で あ っ て も 、
携 わ る 人 間 に 対 す る 要 求 が 、 生 産 さ れ た サ ン プ ル に お け る 非 常 な る 変 化 を も た ら す 。 同 じ
技 術 者 か ら 日 々 、 又 は 技 術 者 間 で 生 じ る 、 サ ン プ ル 及 び 試 薬 を 、 吸 引 、 混 合 並 び に 分 散 さ
せ る タ イ ミ ン グ 又 は 技 術 の 変 化 は 、 無 意 味 な デ ー タ 、 特 に 相 対 的 な 珍 し さ 又 は ア ッ セ イ さ
れ る 事 象 の 不 明 確 さ を も た ら し う る 。 更 に 、 各 多 回 遠 心 (洗 浄 )段 階 の 間 の 細 胞 を ロ ス す る
こ と 及 び 細 胞 を 傷 害 す る こ と に 関 す る 潜 在 性 は 、 本 サ ン プ ル 調 製 方 法 に 対 し て 明 ら か な 欠
点 で あ る 。 明 ら か に 、 よ り 簡 単 な 方 法 、 よ り 段 階 が 少 な い も の 、 及 び そ れ 自 体 完 全 に 自 動
化 さ れ て い る も の に 対 す る 要 請 が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 発 明 の 概 要
　 上 記 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 細 胞 サ ン プ ル を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る 細
胞 内 ア ッ セ イ の た め の 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た め の 新 規 且 つ 改 良 さ れ た 方 法 で あ っ て 、
前 述 の 従 来 技 術 よ り 複 雑 さ が 非 常 に 少 な い 方 法 、 並 び に そ れ 自 体 自 動 化 し や す く 且 つ か か
る 自 動 化 に お い て 固 有 の 様 々 な 利 点 を 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 細 胞 サ ン プ ル 内 の 注 目 の 細 胞 が 含 む 細 胞 内 分 子 の 分 析 す る た め の
完 全 に 自 動 化 さ れ た 手 段 又 は 装 置 系 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の １ つ の 観 点 に よ れ ば 、 細 胞 内 ア ッ セ イ の た め の 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た
め の 新 規 且 つ 改 良 さ れ た 方 法 が 供 さ れ て い る 。 多 回 細 胞 洗 浄 (即 ち 、 遠 心 )段 階 (各 段 階 は
、 遠 心 装 置 へ 及 び 遠 心 装 置 か ら の サ ン プ ル の 移 動 並 び に サ ン プ ル 調 製 方 法 の 次 の 段 階 を 進
め る こ と が で き る よ う に す る た め に 、 細 胞 サ ン プ ル を 再 懸 濁 さ せ る そ の 後 の ボ ル テ ッ ク ス
混 合 必 要 と す る )を 必 要 と す る 上 記 従 来 技 術 の 方 法 と は 異 な り 、 本 発 明 の 方 法 は 、 全 て の
試 料 及 び 試 薬 分 注 段 階 が 同 反 応 容 器 内 で 行 わ れ た 後 に 、 方 法 の 非 常 に 最 後 の 段 階 で 行 わ れ
る 、 単 一 の 洗 浄 段 階 の み を 使 用 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 細 胞 を 固 定 化 し 、 透 過 化 し 、 溶 解
さ せ (も し 所 望 さ れ れ ば )、 細 胞 表 層 を 染 色 し (も し 必 要 な ら ば )、 そ し て 細 胞 内 抗 原 を 染 色
す る 段 階 が 、 必 ず し も こ の よ う な 順 番 で は な い が 、 同 反 応 容 器 内 で 更 な る 介 在 段 階 を 伴 わ
ず に 行 わ れ る 。 細 胞 サ ン プ ル が 固 定 化 さ れ 、 透 過 化 /溶 解 さ れ 、 そ し て 注 目 の 細 胞 内 抗 原
又 は 分 子 を 標 識 す る た め に 染 色 さ れ た 後 に は じ め て 、 細 胞 サ ン プ ル は 最 後 に 、 注 目 の 細 胞
内 分 子 の 検 出 を 妨 げ る 干 渉 物 質 (例 え ば 、 細 胞 片 及 び 結 合 し な か っ た プ ロ ー ブ )を 除 去 す る
た め に 洗 浄 さ れ る 。 好 適 に 、 か か る 細 胞 洗 浄 段 階 は 、 遠 心 に よ る よ り も む し ろ ろ 過 技 術 に
よ っ て 達 成 さ れ る 。 結 果 と し て 、 本 発 明 の サ ン プ ル 調 製 方 法 は 、 容 易 に 自 動 化 さ れ て 良 い
。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 に よ れ ば 、 細 胞 内 分 析 の た め の 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た め の 方 法 は ：
　 a)反 応 容 器 中 で 、 所 定 体 積 の 生 物 細 胞 サ ン プ ル と 所 定 体 積 の 安 定 化 剤 を 混 合 し 、 こ こ で
か か る 試 薬 は 、 少 な く と も 生 物 細 胞 サ ン プ ル 内 の 注 目 の 所 定 の 細 胞 の 細 胞 膜 の 完 全 性 を 高
め 且 つ か か る 注 目 の 細 胞 内 の 所 定 の 注 目 の 細 胞 内 分 子 の 局 在 化 を 維 持 す る よ う に 適 合 さ れ
て お り ;
　 b)当 該 生 物 細 胞 サ ン プ ル と 当 該 安 定 化 剤 を 、 安 定 化 し た 細 胞 サ ン プ ル を 提 供 す る た め に
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所 定 の 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し ;
　 c)当 該 安 定 化 し た 細 胞 サ ン プ ル に 、 注 目 の 細 胞 内 の 注 目 の 細 胞 内 分 子 に 対 し て 特 異 的 で
あ る 所 定 体 積 の 細 胞 内 プ ロ ー ブ を 少 な く と も １ 種 加 え ;
　 d)当 該 安 定 化 し た 細 胞 サ ン プ ル 及 び プ ロ ー ブ を 、 注 目 の 細 胞 の 細 胞 膜 を 透 過 化 す る た め
に 適 合 さ れ た 所 定 体 積 の 透 過 化 試 薬 と 混 合 し ;
　 e)所 定 の 時 間 に 渡 り 当 該 安 定 化 し た 生 物 細 胞 サ ン プ ル と 細 胞 内 プ ロ ー ブ 及 び 透 過 化 試 薬
を イ ン キ ュ ベ ー ト し て 注 目 の 細 胞 の 細 胞 膜 を 透 過 化 せ し め 且 つ 細 胞 内 プ ロ ー ブ が 注 目 の 細
胞 内 分 子 と 結 合 し て そ れ に よ っ て 当 該 分 子 が 標 識 さ れ る よ う に し ;
　 f)当 該 反 応 容 器 へ 、 そ こ に あ る 注 目 の 細 胞 を 希 釈 す る た め 且 つ 細 胞 膜 の 透 過 化 す る 速 度
を 下 げ る た め に 適 合 せ し め ら れ た 所 定 体 積 の 希 釈 剤 を 加 え 、 そ れ に よ っ て 注 目 の 細 胞 内 の
標 識 さ れ た 細 胞 内 分 子 を 含 有 す る 希 釈 さ れ た サ ン プ ル を 形 成 せ し め ;そ し て
　 g)当 該 希 釈 さ れ た サ ン プ ル を 、 a)～ h)の 段 階 を 行 う 際 に サ ン プ ル 中 で 生 産 さ れ た 可 能 性
の あ る か か る サ ン プ ル の 干 渉 物 質 を 除 去 す る た め に 洗 浄 す る 、
段 階 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 好 適 に 、 前 記 洗 浄 段 階 は 、 希 釈 さ れ た サ ン プ ル を 反 応 容 器 か ら 取 り 出 さ れ 、 そ し て そ れ
を 半 透 膜 (希 釈 試 薬 、 並 び に 希 釈 さ れ た サ ン プ ル 内 の 全 て の 未 結 合 プ ロ ー ブ 及 び 他 の 干 渉
物 質 が 通 過 す る よ う に 適 合 せ し め ら れ て お り 、 し か も 注 目 の 細 胞 が 当 該 膜 を 通 過 す る の を
防 ぐ )を 介 し て ろ 過 さ れ 、 そ れ に よ り 注 目 の 細 胞 内 の 標 識 さ れ た 細 胞 内 分 子 を 含 む ろ 過 さ
れ た サ ン プ ル が 提 供 さ れ る 。 好 適 に 、 次 い で 、 ろ 過 さ れ た サ ン プ ル は バ ッ フ ァ ー 溶 液 中 の
同 反 応 液 に 戻 さ れ 、 そ れ に よ っ て 、 標 識 さ れ た 細 胞 内 分 子 を 含 む 細 胞 の 分 析 の た め に 適 合
せ し め ら れ た 希 釈 さ れ 且 つ ろ 過 さ れ た サ ン プ ル が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 細 胞 内 ア ッ セ イ の た め の 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た め の 従 来 記 載 さ れ た 従 来 技 術 の 方 法
と 比 較 し て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 非 常 に 少 な い 段 階 を 行 う こ と に よ っ て 、 そ し て 最 も 重 要 な
こ と に は 、 方 法 の 最 後 の 段 階 で １ 回 の 洗 浄 段 階 の み が 必 要 と な る だ け で 、 調 製 さ れ た 細 胞
サ ン プ ル を 提 供 す る こ と が 明 ら か で あ ろ う 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の よ う に 、 細 胞 が 、 好 適 な
ろ 過 方 法 を 使 用 す る こ と で 洗 浄 さ れ て い る 場 合 、 注 目 の 細 胞 は 、 従 来 技 術 の 遠 心 段 階 に お
い て 並 び に 遠 心 に よ っ て 形 成 さ れ た ペ レ ッ ト に 由 来 す る 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ る た め に 使 用 さ
れ る ボ ル テ ッ ク ス 混 合 に お い て 、 往 々 に し て 生 じ る よ う な 、 注 目 の 細 胞 が ダ メ ー ジ を 受 け
る こ と 又 は 選 択 的 に ロ ス す る こ と が 少 な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 第 ２ の 観 点 に よ れ ば 、 自 動 化 さ れ た 装 置 シ ス テ ム は 、 本 発 明 の 全 体 細 胞 サ ン プ
ル 調 製 法 を 自 動 的 に 行 う た め に 提 供 さ れ て い る 。 第 １ の 好 適 な 実 施 態 様 に お い て 、 か か る
装 置 シ ス テ ム は :a)選 択 的 に 操 作 可 能 な 独 立 分 注 (pipetting)/イ ン キ ュ ベ ー ト 要 素 で あ っ
て 、 所 定 の 体 積 の 試 薬 物 質 を か か る 物 質 の 供 給 源 か ら 細 胞 サ ン プ ル が 入 っ て い る 複 数 の 反
応 容 器 へ 分 注 す る た め 、 そ し て 細 胞 サ ン プ ル と 試 薬 物 質 の 混 合 物 を 反 応 容 器 中 で (こ こ で
注 目 の 所 定 の 細 胞 内 の 所 定 の 細 胞 内 分 子 は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る 検 出 の た め に 標 識
さ れ る )処 理 さ れ た 細 胞 サ ン プ ル を 提 供 す る 所 定 の 温 度 で 且 つ 所 定 の 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 要 素 ;b)選 択 的 に 操 作 可 能 な 単 独 独 立 洗 浄 要 素 で あ っ て 、 そ こ に 存 在 す る 処 理
さ れ た 細 胞 サ ン プ ル 内 の 所 定 の 細 胞 を 、 注 目 の 細 胞 内 分 子 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 検 出 を
損 な う 傾 向 が あ る だ ろ う 干 渉 物 質 及 び 破 片 か ら 分 離 す る た め の 要 素 ;c)選 択 的 に 作 動 可 能
な 反 応 容 器 輸 送 要 素 で あ っ て 、 反 応 容 器 を 前 記 分 注 /イ ン キ ュ ベ ー ト 要 素 か ら 細 胞 洗 浄 要
素 へ の 輸 送 を 行 う た め の 要 素 ;及 び d)要 素 a)～ c)の 動 作 を 調 和 さ せ る た め の ロ ジ ッ ク 及 び
コ ン ト ロ ー ル 手 段 を 含 ん で 成 る 。 好 適 な 実 施 態 様 に よ れ ば 、 細 胞 洗 浄 器 は 、 細 胞 の 破 片 及
び 他 の 干 渉 物 質 は 通 過 す る が 注 目 の 細 胞 が 通 過 し な い 半 透 過 性 壁 を 有 す る 管 状 メ ン バ ー を
含 ん で 成 る 。 当 該 細 胞 洗 浄 器 は 、 更 に 、 分 注 装 置 で あ っ て 、 干 渉 物 質 を 含 む 細 胞 サ ン プ ル
を 反 応 容 器 か ら 排 出 せ し め 、 そ し て 前 記 管 状 メ ン バ ー へ と 入 れ 、 そ れ に よ り 注 目 の 細 胞 が
当 該 管 状 メ ン バ ー 中 に 捕 捉 さ れ 且 つ 干 渉 物 質 が そ の 半 透 過 性 壁 を 当 該 分 注 装 置 の バ キ ュ ー
ム 力 の 下 で 通 過 さ せ る 分 注 装 置 を 含 ん で 成 る 。 細 胞 洗 浄 装 置 は 、 更 に 、 管 状 メ ン バ ー 中 に
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捕 捉 さ れ た 細 胞 を 同 時 に 最 初 又 は 他 の 反 応 容 器 へ と 進 め 、 そ し て 当 該 捕 捉 さ れ た 細 胞 を そ
の 後 の 分 析 の た め に バ ッ フ ァ ー 中 で 懸 濁 さ せ る た め の 希 釈 要 素 を 含 む 。 第 ２ の 好 適 な 実 施
多 様 に よ れ ば 、 自 動 化 し た 装 置 シ ス テ ム の 上 記 要 素 は 、 一 つ の プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 装 置 中 で
一 体 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 自 動 化 装 置 は 、 人 間 が 全 く 関 わ ら ず に 本 発 明 の 全 体 サ ン プ ル 調 製 方 法 を 繰 り 返
し 且 つ 正 確 に 行 う よ う に 適 合 さ れ て い る こ と に よ り 、 複 数 の サ ン プ ル を 提 供 し 、 こ こ で i)
変 動 係 数 (CV)は 、 同 数 の サ ン プ ル を 生 産 す る た め の 労 働 集 約 型 従 来 技 術 の 方 法 よ り も 有 意
に 低 く ii)結 果 に は 非 常 に 再 現 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 及 び そ の 利 点 は 、 次 の 、 好 適 な 実 施 態 様 の 詳 細 な 説 明 か ら よ り 良 く 理 解 さ れ る だ
ろ う し 、 参 照 の 文 字 が 同 様 の 部 分 を 意 味 す る 添 付 の 図 面 に よ り 参 照 が な さ れ て い る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 の 詳 細 な 説 明
　 細 胞 を ベ ー ス に し た 研 究 の 重 要 な 中 心 は 、 疾 患 プ ロ セ ス を 生 じ さ せ る 又 は 予 防 す る こ と
に 関 与 す る 特 異 的 な 細 胞 を 同 定 す る 目 的 で 独 特 の 細 胞 集 団 を 特 定 す る こ と で あ る 。 現 在 ま
で 、 多 く の 方 法 が 、 正 常 及 び 疾 患 状 態 に お け る 天 然 及 び 混 乱 細 胞 (perturbed cells)を 比
較 す る た め 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 及 び 細 胞 機 能 の レ ベ ル で の 違 い を 発 見 す る た め に 使 用 さ
れ て き た 。 こ の 細 胞 内 分 子 を 検 出 及 び 定 量 す る 能 力 は 、 細 胞 の 特 性 決 定 す る た め の 我 々 の
能 力 を 、 そ し て 細 胞 が ど の よ う に し て そ の 環 境 に 応 答 す る か と い う 我 々 の 知 識 を 非 常 に 拡
大 し て く れ た 。 DNAは 、 細 胞 分 裂 プ ロ セ ス を 測 定 す る た め そ し て 増 殖 の 速 度 を 測 定 す る た
め に 定 量 化 さ れ て 良 い 。 RNAは 、 遺 伝 子 の 機 能 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 測 定 さ れ て 良 い
。 チ ュ ブ リ ン 、 ア ク チ ン 、 及 び 中 間 体 フ ィ ラ メ ン ト は 、 細 胞 の 形 状 、 完 全 性 、 運 動 性 、 及
び 機 能 に 関 与 す る 分 子 の 例 で あ る 。 サ イ ト カ イ ン は 、 上 皮 由 来 の 内 部 細 胞 に 存 在 し 、 そ れ
は ま れ に 循 環 す る 腫 瘍 細 胞 を 同 定 す る こ と に お い て 有 用 で あ る 。 細 胞 の 外 膜 上 で 受 け た シ
グ ナ ル を 核 内 の DNAに 伝 達 す る プ ロ セ ス で あ る シ グ ナ ル 伝 達 に は 、 多 数 の 分 子 が 関 連 し そ
し て 細 胞 を そ の 環 境 に 応 答 さ せ る た め に 必 要 で あ り 、 そ し て 細 胞 の 全 て の プ ロ セ ス 、 例 え
ば ： 増 殖 、 活 性 化 、 死 、 又 は エ フ ェ ク タ ー で あ る こ と の た め に 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 細 胞 は 、 他 の 細 胞 と 連 絡 す る 又 は あ る 効 果 を 発 揮 す る 分 子 を 放 出 、 又 は 分 泌 も す る 。 例
え ば 、 サ イ ト カ イ ン は 、 他 の 細 胞 と 連 絡 を 取 る た め に 免 疫 系 の 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ た 小
タ ン パ ク 質 の 非 常 に 重 要 な 集 団 で あ り 、 そ し て グ ラ ン ザ イ ム Bは 、 免 疫 系 の 細 胞 傷 害 性 T細
胞 に よ っ て 分 泌 さ れ た キ ラ ー エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 例 で あ る 。 典 型 的 に 、 分 泌 さ れ た 分 子 は
細 胞 内 に 検 出 可 能 な 量 で 蓄 積 す る こ と は 無 く 、 従 っ て 、 そ れ ら は ELISA-型 の ア ッ セ イ (酵
素 結 合 型 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ )を 使 用 す る こ と で 、 細 胞 外 的 に 測 定 さ れ る 。 こ れ は 、 異 種 細
胞 集 団 内 で 特 異 的 な 細 胞 型 を 研 究 す る 際 に 許 容 で き る 方 法 で は い 。 従 っ て 、 こ れ ら を 細 胞
レ ベ ル で 測 定 す る た め に は 、 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン 測 定 に お け る よ う に 、 分 泌 経 路 が in vit
roで タ ン パ ク 質 輸 送 阻 害 物 質 (例 え ば 、 Brefeldin-A、 Monensin、 Secramine又 は Nocodazol
e)に よ り 遮 断 さ れ て い な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 FIG.1を 参 照 に 論 じ た 本 明 細 書 の 導 入 部 で 記 し た よ う に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る
細 胞 内 ア ッ セ イ の た め の 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た め の 従 来 技 術 は 、 比 較 的 長 く 、 複 雑 且
つ 退 屈 な 方 法 で あ る 。 典 型 的 に 、 そ れ に は 14の 上 行 性 動 作 段 階 を 行 う こ と が 必 要 で あ り 、
そ れ は 段 階 間 で の 様 々 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 除 外 す る 。 手 動 に よ っ て 行 わ れ る こ と に よ
り 、 こ の 方 法 に よ り 一 貫 し て 再 現 性 の あ る 結 果 を 生 み 出 す こ と は た と え 同 じ 研 究 室 の 技 術
者 が 同 じ 日 に 同 じ サ ン プ ル 及 び 試 薬 を 使 用 し て 行 っ て さ え も 難 し い 。 そ し て ま た 、 手 動 に
よ り 比 較 的 多 量 の サ ン プ ル を 同 時 に 処 理 す る こ と は 難 し い 。 更 に 、 常 用 の 方 法 は 、 正 確 に
、 そ し て 許 容 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 わ れ た 場 合 で も 、 個 々 の 細 胞 及 び そ れ ら そ れ
ぞ れ の 内 容 物 に 対 し て 害 を 及 ぼ し う る 段 階 (例 え ば 、 厳 密 な 遠 心 及 び ボ ル テ ッ ク ス 混 合 段
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階 )を 含 む 。 こ れ ら は 全 て 不 確 定 的 に 結 果 が 生 じ る こ と に つ な が る 。 よ り 良 く 行 う 必 要 が
あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ こ で 、 本 発 明 に よ れ ば 、 新 規 且 つ 改 良 さ れ た 方 法 が 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 技 術 に よ
り 細 胞 内 分 析 を す る た め の 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た め に 提 供 さ れ て い る 。 次 の 記 載 か ら
明 ら か に な る よ う に 、 こ の 方 法 は 、 上 記 従 来 の 常 用 の サ ン プ ル 調 製 法 よ り 必 要 と す る 段 階
は 少 な い 。 非 常 に 重 要 な こ と に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 均 一 な 細 胞 サ ン プ ル を 生 産 す る た め に
最 も 有 害 で あ る 多 数 の 洗 浄 段 階 、 典 型 的 に は 遠 心 及 び ボ ル テ ッ ク ス 混 合 段 階 を 必 要 と し な
い 。 む し ろ 、 本 発 明 の 方 法 は 、 当 該 方 法 の 最 後 に お い て 単 一 の 洗 浄 段 階 の み を 必 要 と す る
。 細 胞 サ ン プ ル が 固 定 化 さ れ 、 透 過 化 さ れ /溶 解 さ れ 、 そ し て 注 目 の 細 胞 内 抗 原 又 は 分 子
が 標 識 の た め に 染 色 さ れ た 後 に お い て の み 、 細 胞 サ ン プ ル が 最 後 に 、 注 目 の 細 胞 内 分 子 の
検 出 を 妨 げ る 干 渉 物 質 (例 え ば 、 細 胞 破 片 及 び 結 合 し な か っ た プ ロ ー ブ )が 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 FIG.2Aを 参 照 す れ ば 、 本 発 明 の 好 適 な 方 法 は 、 反 応 容 器 V中 で 、 所 定 の 体 積 の 細 胞 サ ン
プ ル と 所 定 の 体 積 の 細 胞 表 層 マ ー カ ー 又 は 「 プ ロ ー ブ 」 を 混 合 す る こ と に よ っ て 、 従 来 技
術 と 同 じ 態 様 で 始 ま る 。 細 胞 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 注 目 の 細 胞 内 分 子 又 は 抗 原 を 含 有 す る
注 目 の 所 定 の 細 胞 (例 え ば 、 様 々 な 白 血 球 、 血 小 板 、 赤 血 球 な ど )を 含 ん で 成 る 全 血 を 含 ん
で 成 り う る ;又 は 細 胞 サ ン プ ル は あ る 細 胞 株 で あ り う る 、 又 は 腫 瘍 細 胞 も し く は 感 染 性 抗
原 を 含 ん で 成 り う る 。 細 胞 表 層 マ ー カ ー は 典 型 的 に 、 注 目 の 細 胞 の 表 層 上 に 運 ば れ た 注 目
の 所 定 の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 で あ る フ ル オ ロ ク ロ ー ム 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含
ん で 成 る 。 (注 、 こ の 最 初 の 段 階 は 、 当 然 、 そ の う ち の わ ず か に い く つ か が 注 目 の 細 胞 内
分 子 を 含 む 様 々 な 異 な る 型 の 細 胞 を 含 有 す る 細 胞 サ ン プ ル 中 の 特 異 的 な 細 胞 を 標 識 す る た
め に は た ら く 。 最 初 の 細 胞 サ ン プ ル が 、 全 細 胞 が 注 目 の 細 胞 内 分 子 を 含 み う る 細 胞 株 か ら
な る 場 合 、 細 胞 表 層 を 標 識 す る こ の 最 初 の 段 階 は 必 要 な い 。 )好 適 に 、 細 胞 サ ン プ ル は 、
細 胞 サ ン プ ル と 細 胞 表 層 マ ー カ ー の 混 合 を も た ら す 速 度 で 導 入 さ れ 、 こ れ ら の 物 質 は 、 二
頭 矢 印 で 示 さ れ て い る よ う に 、 反 応 容 器 に 対 し て 適 用 さ れ る 穏 や か な 振 動 又 は 渦 巻 き 作 用
に よ っ て 混 合 さ れ る 。 表 層 プ ロ ー ブ を 注 目 の 細 胞 に 対 し て 結 合 可 能 に す る の に 十 分 な イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 (例 え ば 、 15分 )後 、 所 定 の 体 積 の 固 定 化 剤 が 、 図 の 段 階 (b)に 示 さ れ
て い る よ う に 、 細 胞 サ ン プ ル に 加 え ら れ て い る 。 上 記 の よ う に 、 固 定 化 剤 は 、 次 に 続 く 透
過 化 段 階 の 間 に 細 胞 の 完 全 性 を 維 持 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 好 適 に 、 前 記 固 定 化 剤 は
、 従 来 技 術 に お い て 使 用 さ れ る 型 の 常 用 の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ベ ー ス の 試 薬 で あ る が ;従 来
技 術 と は 対 照 的 に 、 固 定 化 剤 の 体 積 は 比 較 的 小 さ く 、 好 適 に は 、 通 常 使 用 さ れ る 体 積 の 約
25%の み あ る 。 固 定 化 剤 が そ の 目 的 と さ れ た 機 能 を 達 成 す る こ と を 可 能 に す る 更 な る イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 に 続 い て 、 所 定 の 体 積 の 細 胞 内 プ ロ ー ブ (例 え ば 、 フ ル オ ロ ク ロ ー ム -
標 識 し た MAb)が 、 段 階 (c)に 示 す よ う に 、 反 応 容 器 に 加 え ら れ る 。 こ の 添 加 に は 直 後 に 、
段 階 (d)に 示 す よ う に 、 所 定 体 積 の 透 過 化 /溶 解 試 薬 の 添 加 が 続 く 。 好 適 に 、 サ ポ ニ ン な ど
を 含 ん で 成 り う る 透 過 化 /溶 解 試 薬 は 、 容 器 内 容 物 (即 ち 、 固 定 化 さ れ 且 つ 表 層 標 識 さ れ た
細 胞 サ ン プ ル 、 １ 又 は 複 数 の 細 胞 内 プ ロ ー ブ 及 び 透 過 化 /溶 解 試 薬 )の 混 合 を 起 こ す の に 十
分 な 流 速 で 加 え ら れ る 。 次 い で 、 容 器 内 容 物 は 、 (1)注 目 の 固 定 化 さ れ た 細 胞 が 透 過 化 さ
れ (2)赤 血 球 が 溶 解 し (細 胞 サ ン プ ル が 全 血 サ ン プ ル で あ り 且 つ RBCが 注 目 の 細 胞 内 抗 原 を
含 む 細 胞 で は な い こ と を 想 定 し た 場 合 )、 そ し て (3)細 胞 内 プ ロ ー ブ が 注 目 の 細 胞 内 分 子 と
結 合 し 、 そ れ に よ っ て 注 目 の 細 胞 内 分 子 が 標 識 さ れ る こ と を 可 能 に す る 十 分 な 時 間 に 渡 り
イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 こ の 後 、 バ ッ フ ァ ー が 、 段 階 (e)に 示 さ れ る よ う に 、 透 過 化 /溶 解
試 薬 の 効 果 を 阻 害 す る 十 分 な 量 に お い て 反 応 容 器 に 加 え ら れ 、 そ し て 反 応 容 器 の 内 容 物 が
洗 浄 段 階 、 段 階 (f)細 胞 サ ン プ ル か ら 干 渉 物 質 を 除 去 し 注 目 の 細 胞 を 維 持 す る 働 き を す る
段 階 (f)に 委 ね ら れ る 。 こ の 洗 浄 段 階 は 、 従 来 技 術 の 方 法 を 参 照 す る こ と に よ り 、 上 記 常
用 の 遠 心 洗 浄 段 階 で あ っ て 良 い 一 方 で ;し か し な が ら 、 一 層 好 適 に 、 当 該 洗 浄 段 階 は 、 細
胞 サ ン プ ル 内 の 干 渉 物 質 及 び 溶 解 物 質 を 通 過 さ せ る よ う に 適 合 せ し め る 一 方 で 、 注 目 の 細
胞 を 捕 捉 す る よ う に 適 合 せ し め ら れ た 半 透 過 性 の 膜 を 介 し て 細 胞 サ ン プ ル 溶 液 を ろ 過 す る
段 階 を 含 ん で 成 る 。 こ の ろ 過 段 階 の 後 、 捕 足 又 は ろ 過 さ れ た 細 胞 は 、 同 反 応 容 器 (又 は 異
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な る 容 器 )内 に 分 注 さ れ 、 こ こ で そ れ ら 細 胞 は 、 ろ 過 さ れ た 細 胞 が フ ィ ル タ ー か ら 流 し 出
さ れ る に つ れ 、 段 階 (g)に 示 す よ う に 、 細 胞 は 、 容 器 に 加 え ら れ た 所 定 体 積 の 新 鮮 バ ッ フ
ァ ー 溶 液 中 に 再 懸 濁 さ れ る 。 最 も 好 適 に 、 前 記 洗 浄 段 階 は 、 概 略 図 を 示 す よ う に 、 細 胞 サ
ン プ ル を 吸 引 し て 多 孔 質 中 空 繊 維 (前 記 半 透 膜 か ら 生 産 さ れ た 円 筒 状 の 壁 を 含 ん で 成 り 、
そ し て 、 溶 か さ れ 且 つ さ も な け れ ば 、 繊 維 外 部 に 対 し て 適 用 さ れ た 真 空 力 を 介 し て 繊 維 の
円 筒 壁 に 対 し て 適 用 さ れ た 真 空 力 に よ り 放 射 状 に 排 出 さ れ る 干 渉 物 質 を 引 き 込 む )中 へ と
入 れ る こ と に よ っ て 行 わ れ て い る 。 こ の 後 、 希 釈 剤 又 は バ ッ フ ァ ー は 、 繊 維 を 流 れ て 取 り
囲 む よ う に さ れ 、 注 目 の 捕 捉 さ れ た 細 胞 が 同 時 に 当 該 繊 維 か ら 分 注 さ れ 、 そ し て 待 ち か ま
え て い る 反 応 容 器 へ と 再 懸 濁 さ れ る 。 こ の ろ 過 及 び 分 注 法 は 上 記 の 刊 行 さ れ た 米 国 特 許 出
願 2002/0123154に 最 も 良 く 記 載 さ れ て い る 。 従 っ て 、 こ の 細 胞 洗 浄 技 術 に よ れ ば 、 バ ッ フ
ァ ー を ろ 過 し た 細 胞 サ ン プ ル に 加 え る 段 階 、 図 2Aの 段 階 (g)は 、 ろ 過 さ れ た 細 胞 が フ ィ ル
タ ー か ら 流 し 出 さ れ た 場 合 (即 ち 、 段 階 (g)は 、 段 階 (f)の 一 部 で あ る 。 ） に 行 わ れ る 。 洗
浄 方 法 が 何 で あ れ 、 そ の 細 胞 内 標 識 及 び 、 任 意 に 、 細 胞 表 層 標 識 を 伴 う 細 胞 サ ン プ ル は 、
分 析 の た め に フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 輸 送 さ れ る 用 意 が 整 っ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 図 2Bに お い て 、 上 記 方 法 の 変 法 が 説 明 さ れ て い る 。 こ こ で 、 表 層 及 び 細 胞 内 プ ロ ー ブ は
、 固 定 化 剤 の 添 加 前 に 、 細 胞 サ ン プ ル が 入 っ て い る 反 応 容 器 に 加 え ら れ る 。 表 層 プ ロ ー ブ
が 所 定 の 細 胞 表 層 抗 原 と 結 合 す る こ と が 可 能 に す る 十 分 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 後 、 固
定 化 剤 が 細 胞 サ ン プ ル に 加 え ら れ 、 そ し て 穏 や か な 混 合 の 後 、 当 該 混 合 物 は 上 記 の よ う に
イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ て い る 。 次 い で 、 適 当 な 透 過 化 試 薬 が 加 え ら れ 、 直 後 に 、 個 別 の 溶 解
試 薬 、 好 適 に は 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム が 加 え ら れ る 。 注 目 の 細 胞 の 透 過 化 を 可 能 に す る イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 後 、 赤 血 球 を 溶 解 さ せ る こ と 、 及 び 細 胞 内 プ ロ ー ブ に よ っ て 注 目 の 細
胞 内 抗 原 を 標 識 化 し た 後 、 細 胞 が 最 初 及 び 一 度 、 干 渉 物 質 を 取 り 除 く た め に 細 胞 サ ン プ ル
が 洗 浄 さ れ る 。 バ ッ フ ァ ー 中 で 洗 浄 し た 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ る こ と に よ り 、 サ ン プ ル の 分 析
の た め の 容 易 が 整 う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 上 記 の 記 載 か ら 、 細 胞 内 分 析 の た め の 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た め の 比 較 的 簡 単 な 方 法
が 供 さ れ て い る こ と が 理 解 さ れ る だ ろ う 。 各 新 た な サ ン プ ル 調 製 方 法 は 、 動 作 段 階 が 従 来
技 術 の 段 階 の 約 半 分 で あ る 。 最 後 の 洗 浄 段 階 ま で 、 全 体 方 法 は 任 意 の 介 在 す る 洗 浄 段 階 及
び /又 は ボ ル テ ッ ク ス 混 合 を 含 ま な い ;即 ち 、 固 定 化 剤 、 細 胞 内 プ ロ ー ブ 、 任 意 に 溶 解 剤 、
及 び 透 過 化 試 薬 が 加 え ら れ 、 そ の 後 、 通 常 の 洗 浄 及 び ボ ル テ ッ ク ス 混 合 段 階 を そ の 間 に 伴
わ な い 。 こ の 方 法 は 、 細 胞 内 分 析 が 全 く 予 測 さ れ て い な か っ た 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る こ
と に お い て ま っ た く も っ て 有 用 で あ る 。 様 々 な 試 薬 は 、 そ れ ぞ れ の 効 果 の 観 点 に お い て お
互 い に 干 渉 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の た め に 不 適 切 で あ ろ う サ ン プ ル を も た ら す こ
と が 想 定 さ れ た 。 こ れ に 対 し て 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た サ ン プ ル は 、 従 来 技 術
に 従 い 最 も 慎 重 に 調 製 さ れ た サ ン プ ル と 同 じ く ら い 有 用 で あ る こ と が 発 見 さ れ た 。 更 に 、
下 に 説 明 す る よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 適 切 な 変 更 が 加 え ら れ た 常 用 の 装 置 の 、 例 え ば Be
ckman Coulter Prep Plus2分 注 装 置 及 び Cell Prep細 胞 洗 浄 装 置 を 使 用 す る こ と で 容 易 に
自 動 化 さ れ て 良 い 。 そ の よ う に 自 動 化 さ れ た 場 合 、 複 数 の 細 胞 は 、 変 動 係 数 (CV)が 常 用 の
手 動 方 法 に よ っ て 達 成 さ れ る よ り も 非 常 に 向 上 し て 生 産 さ れ て 良 い 。 本 発 明 の 細 胞 調 製 法
の 更 な る 利 点 と は 、 細 胞 表 層 プ ロ ー ブ が 、 固 定 化 方 法 (そ れ は 細 胞 表 層 抗 原 を 破 壊 す る か
あ る い は プ ロ ー ブ と の 結 合 効 率 を 下 げ る )の 前 に 表 層 抗 原 と 結 合 す る こ と を 可 能 に し 、 し
か も 同 時 に 透 過 化 方 法 後 に 存 在 す る 表 層 及 び 細 胞 内 プ ロ ー ブ を 有 す る 能 力 を 維 持 す る (従
っ て 、 細 胞 表 層 に 未 だ 発 現 さ れ て い な い か あ る い は 発 現 が 妨 げ ら れ て い る 、 又 は 表 層 か ら
細 胞 内 区 画 に 下 方 コ ン ト ロ ー ル さ れ て い る 抗 原 が 検 出 さ れ る だ ろ う )。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 本 発 明 の 方 法 は 、 従 来 技 術 の 方 法 に 対 し て 、 以 下 の 例 に よ っ て 説 明 さ れ て お り 、 こ
の 例 に お い て 、 様 々 な 型 の 細 胞 サ ン プ ル (例 え ば 、 全 血 、 抹 消 血 液 単 球 細 胞 (PMBC)、 細 胞
株 )が 、 様 々 な 注 目 の 細 胞 内 分 子 (例 え ば 、 B細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー 複 合 体 、 サ イ ト カ イ ン 、
デ フ ェ ン シ ン 、 サ イ ト プ ラ ズ ム 増 殖 抗 原 (CPA)、 ビ メ ン チ ン 、 チ ュ ブ リ ン 、 サ イ ト ケ ラ チ
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ン 、 酵 素 (例 え ば 、 MPO)な ど )を 検 出 す る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の た め に 処 理 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　
　
　 20μ lの 細 胞 表 層 プ ロ ー ブ を 手 動 で 32本 の 異 な る 12× 75試 験 管 に 分 注 し た 。 細 胞 表 層 プ
ロ ー ブ は フ ル オ ロ ク ロ ー ム -標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (フ ル オ ロ セ イ オ ン イ ソ チ オ シ ア
ネ ー ト (FITC)色 素 結 合 CD19)を 含 ん で 成 っ た 。 こ の 抗 体 は 、 ヒ ト B-細 胞 リ ン パ 球 上 に 存 在
す る CD19表 層 抗 原 に 対 し て 特 異 的 で あ る 。 (特 に 断 り が な い 限 り 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ
る 実 施 例 全 て の 試 薬 の よ う に 、 細 胞 表 層 プ ロ ー ブ は 、 Beckman Coulter,Inc.に よ っ て 生 産
さ れ て お り 、 そ し て 全 試 薬 は 、 パ ッ ケ ー ジ に 挿 入 す る 説 明 書 に 従 っ て 使 用 さ れ て い る )。 5
0μ lの K3 EDTA全 血 (即 ち 、 三 カ リ ウ ム エ チ レ ン ジ ア ミ ン テ ト ラ 酢 酸 、 即 ち 抗 凝 集 剤 を 含 む
全 血 )サ ン プ ル を 、 ヒ ト 対 象 者 か ら 静 脈 穿 刺 に よ っ て 獲 得 し 、 次 い で 手 動 に よ り 各 試 験 管
に 分 注 し 、 そ し て 各 管 の 内 容 物 を 、 当 該 管 を 穏 や か に 旋 回 さ せ る こ と に よ っ て 混 合 し た 。
こ の 管 の 内 容 物 を 次 い で 室 温 で 15分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 光 か ら 保 護 し 、 そ し
て 100μ lの パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (PFA)を 5.5%の 濃 度 に お い て 迅 速 に 各 管 中 に 分 注 し た 。
管 を そ の 内 容 を 混 合 す る た め に 旋 回 さ せ た 後 、 こ の 管 の 内 容 物 を 15分 に 渡 り 室 温 で 光 か ら
保 護 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 後 、 4mlの リ ン 酸 干 渉 塩 類 溶 液 (PBS)を 各 管 に 対 し て 、
内 容 物 を 混 合 す る た め に 十 分 な 力 を 伴 い 迅 速 に 加 え た 。 次 い で 、 各 管 を 手 動 で 遠 心 へ と 輸
送 し 、 こ こ で は 各 管 の 内 容 物 そ れ ぞ れ が 、 5分 に 渡 り 300gで 作 動 す る Beckman Coulter Mod
el J6Bで 遠 心 さ れ た 。 か か る 遠 心 後 、 管 を 遠 心 か ら 取 り 出 し 、 そ し て 生 じ る 上 清 の 大 部 分
を 各 管 か ら 吸 引 し た 。 次 い で 、 管 を ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー (Scientific Industries Vorte
x Genie Touch Mixer)上 に 置 い て 、 遠 心 に よ り 生 ず る 小 体 積 の 残 留 上 清 及 び 細 胞 の ペ レ ッ
ト を 、 当 該 細 胞 を 上 清 (バ ッ フ ァ ー )に 再 懸 濁 さ せ る た め に 十 分 に 短 時 間 ボ ル テ ッ ク ス 混 合
に 委 ね た 。 こ の 後 、 100μ lの サ ポ ニ ン 溶 液 、 濃 度 0.7％ の 透 過 化 /溶 解 試 薬 を 各 管 に 加 え 、
そ し て 光 か ら 保 護 し 室 温 で 5分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 後 、 20μ lの 細 胞 内 プ ロ ー
ブ を 各 管 に 迅 速 に 分 注 し た 。 Beckman Coulterに よ っ て 作 製 及 び 市 販 さ れ そ し て パ ッ ケ ー
ジ 挿 入 説 明 書 に 従 い 使 用 し た 細 胞 内 プ ロ ー ブ は 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と 結 合 し た フ
ル オ ロ ク ロ ー ム -標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 CD79aで あ っ た 。 こ の 細 胞 内 プ ロ ー ブ を 、 注
目 の 細 胞 分 子 (即 ち 、 白 血 病 の 診 断 に お い て 重 要 な 抗 原 で あ る 、 B細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー 複 合
体 の CD79a細 胞 内 抗 原 で あ る )を 標 識 す る た め に 各 管 に 加 え た 。 光 か ら 保 護 し た 室 温 で 15分
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 後 、 4mlの リ ン 酸 緩 衝 塩 類 溶 液 (PBS)を 各 管 に 、 含 有 物 を 混 合 す
る 十 分 な 力 を 伴 い 迅 速 に 加 え 、 そ し て 各 管 の そ れ ぞ れ の 内 容 を 再 度 、 300gの 遠 心 力 を 使 用
す る こ と で 5分 に 渡 り 遠 心 に 委 ね た 。 上 清 の 大 部 分 を 吸 引 し た 後 、 0.5%パ ラ ホ ル ム ア ル デ
ヒ ド を 含 む PBS１ mlを 各 チ ュ ー ブ へ と 分 注 し て 入 れ た 。 各 管 中 の サ ン プ ル を 、 ペ レ ッ ト 化
し た 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ る の に 十 分 な 時 間 に 渡 り 混 合 す る こ と に よ り 、 各 管 及 び 処 方 し 細 胞
サ ン プ ル を 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め に EXPO-ADCソ フ ト ウ ェ ア (Beckman Coulter,Incか
ら 入 手 可 能 で あ る )を 使 用 す る Beckman Coulter EPICS（ 登 録 商 標 ） XL/MCL4-色 フ ロ ー サ イ
ト メ ー タ ー に 渡 し た 。 こ の 分 析 に お い て 、 白 血 球 の リ ン パ 球 集 団 を ゲ ー ト 化 す る た め に 前
方 及 び 側 方 散 乱 光 が 使 用 さ れ 、 そ し て こ の 集 団 の 、 CD19及 び CD79a-ポ ジ テ ィ ブ が 検 出 さ れ
た (図 3A、 領 域 C2の 散 布 図 を 参 照 の こ と )。 図 3Bに 示 す よ う に 32の 調 製 し た 各 サ ン プ ル の か
か る 細 胞 の ％ は 約 8～ 10%で あ っ た 。 そ し て ま た 図 3Bは 、 二 重 CD19及 び CD79aポ ジ テ ィ ブ 細
胞 の 各 パ ラ メ ー タ ー の シ グ ナ ル ： ノ イ ズ (S:N)比 を 示 す 。 こ の シ グ ナ ル ： ノ イ ズ 比 は 、 ポ
ジ テ ィ ブ 集 団 の 平 均 蛍 光 強 度 (MFI)(例 え ば 、 y-軸 は 図 3Aの 領 域 C2に お け る 集 団 の 平 均 を 意
味 す る )を 、 ネ ガ テ ィ ブ 集 団 (例 え ば 、 y-軸 は 図 3Aの 領 域 C3に お け る 集 団 の 平 均 を 意 味 す る
)の MFIに よ っ て 割 る こ と で 計 算 さ れ る 。 明 ら か で あ る よ う に 、 CD19ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 の S:N
は 比 較 的 一 定 で あ り 、 そ の 一 方 で 、 CD79a細 胞 内 マ ー カ ー の S:Nは サ ン プ ル ご と に 非 常 に 多
彩 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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実 施 例 1
細 胞 内 分 析 の た め の 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る 常 用 の 方 法

実 施 例 2



　

　 上 の 例 1に 示 す よ う に 、 20μ lの フ ル オ ロ ク ロ ー ム 標 識 し た 抗 体 (CD19-FITC)を 、 回 転 タ
イ プ の 管 ホ ル ダ ー に 配 置 さ れ た 異 な る 12× 75mmの 試 験 管 の 各 々 に 分 注 し た 。 上 記 の よ う に
、 抗 体 は 、 B-細 胞 リ ン パ 球 に よ っ て 担 持 さ れ た CD19表 層 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で あ る 。 ヒ ト 対 象 者 か ら 静 脈 穿 刺 に よ っ て 獲 得 し た K3 EDTA全 血 サ ン プ ル 50μ lを
次 い で 手 動 に よ り 各 試 験 管 に 分 注 し 、 そ し て 各 管 の 内 容 物 を 、 当 該 管 を 穏 や か に 動 揺 す る
こ と に よ っ て 混 合 し た 。 次 い で 、 管 の 内 容 物 を 室 温 で 15分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ
の 後 、 25μ lの パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を (PFA)が 5.5%濃 度 で 、 各 管 に 分 注 さ れ た 。 管 は 、 そ
の 内 容 物 を 混 合 す る た め に 穏 や か に 動 揺 さ れ た 後 、 当 該 管 は 20分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト さ
れ た 。 次 い で 、 20μ lの 細 胞 内 プ ロ ー ブ (フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と 結 合 し た CD79a)が こ
の 6本 の 管 の う ち 4本 に 加 え ら れ 、 直 後 に 濃 度 0.7%を 有 す る 100μ lの サ ポ ニ ン が 加 え ら れ た
。 管 内 容 物 が 穏 や か に 混 合 さ れ た 後 、 各 管 が 45分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 残 り の ２
つ の 管 に 、 20μ lの 細 胞 内 プ ロ ー ブ 、 即 ち イ ソ タ イ プ PEが 分 注 さ れ た 。 こ の 第 2プ ロ ー ブ が
使 用 さ れ て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 分 析 に お い て ネ ガ テ ィ ブ 細 胞 が 流 さ れ て ゲ ー ト ア ウ ト
さ れ た 。 こ の 後 、 600μ lの リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 干 渉 溶 液 (PBS)が 各 管 に 加 え ら れ た 。 次 い で
、 6本 の 管 の う ち 3本 (1本 は イ ソ タ イ プ プ ロ ー ブ を 含 み そ し て 2本 は CD79aプ ロ ー ブ を 含 む )
を 、 5分 に 渡 り 300gの 力 で 遠 心 す る た め に Beckman J6B遠 心 装 置 に 渡 し た 。 遠 心 後 、 生 じ る
上 清 が 吸 引 さ れ て 1mlの PBS/PFAが 加 え ら れ た 。 次 い で 、 こ れ ら 3本 の 管 は 、 サ ン プ ル を 再
懸 濁 さ せ て そ れ を 分 析 の た め に す ぐ 使 え る よ う に す る た め に ボ ル テ ッ ク ス 混 合 に 委 ね ら れ
た 。 残 り の 3本 の 管 は 、 Cell Prep細 胞 洗 浄 装 置 に 委 ね ら れ 、 こ こ で プ ロ ト コ ー ル 2、 特 に
、 装 置 に プ ロ グ ラ ム さ れ て い る 細 胞 洗 浄 プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 処 理 さ れ た 細 胞 サ ン プ ル が
自 動 的 に ろ 過 (即 ち 、 洗 浄 )さ れ る 。 こ の プ ロ ト コ ー ル に よ れ ば 、 管 の 内 容 物 が 最 初 に 各 管
か ら 吸 引 さ れ 、 そ し て 細 胞 サ ン プ ル が ろ 過 す る 働 き を す る 中 空 繊 維 中 へ と 引 き 込 ま れ る 。
本 明 細 書 中 、 先 に 記 載 し た よ う に 、 か か る 中 空 繊 維 は 、 細 胞 サ ン プ ル か ら 比 較 的 小 さ な (
注 目 の 細 胞 に 比 べ て )干 渉 物 質 粒 子 を 除 去 す る た め の フ ィ ル タ ー と し て 働 く 半 透 膜 で で き
た 円 筒 壁 を 含 ん で 成 る 。 か か る ろ 過 は 、 真 空 力 が 繊 維 外 部 へ と 適 用 さ れ 、 そ れ に よ っ て 比
較 的 小 さ な 干 渉 物 質 粒 子 が 繊 維 の 半 透 膜 を 通 過 し て 廃 棄 さ れ る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 こ
の 一 方 で 、 注 目 の 細 胞 は 、 繊 維 内 に 維 持 さ れ る 。 プ ロ ト コ ー ル 2に よ れ ば 、 こ の ろ 過 作 用
は 、 2度 行 わ れ る 、 即 ち 、 次 い で 、 一 度 ろ 過 さ れ た 粒 子 は 、 バ ッ フ ァ ー 溶 液 を 繊 維 に 加 え
る こ と 及 び そ の 後 真 空 力 を 数 秒 に 渡 り 適 用 す る こ と に よ っ て 繊 維 内 で 再 懸 濁 さ れ る 。 こ の
後 、 注 目 の 細 胞 は 、 繊 維 を 通 じ て 1mlの 等 張 バ ッ フ ァ ー 溶 液 を ポ ン ピ ン グ す る こ と に よ っ
て 流 し 出 さ れ る 。 こ の ２ 回 ろ 過 さ れ た 細 胞 は 、 そ れ ら 本 来 の 容 器 (試 験 管 )に 戻 さ れ 、 こ こ
で そ れ ら は フ ラ ッ シ ン グ 溶 液 中 で 再 懸 濁 さ れ る 。 次 い で 、 6本 の 各 管 は 、 デ ー タ 獲 得 及 び
分 析 の た め に RXPソ フ ト ウ ェ ア (Beckman Coulterか ら 入 手 可 能 で あ る )を 使 用 す る Beckman 
Coulter CytomicsFC500 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 渡 さ れ る 。 こ の 分 析 の 結 果 を 図 4A及 び 4B
に 示 し て い る 。 図 4Aに お い て 、 細 胞 サ ン プ ル は 上 記 遠 心 方 法 に よ る 遠 心 に よ っ て 洗 浄 さ れ
;図 4Bに お い て 、 細 胞 サ ン プ ル は 、 記 載 の 中 空 繊 維 ろ 過 ス キ ー ム に よ っ て 洗 浄 さ れ た 。 同
じ 血 液 サ ン プ ル 及 び 試 薬 を 使 用 す る こ と で 、 実 施 例 1に 記 載 の 常 用 の 手 動 方 法 を 、 細 胞 内
分 析 の た め の サ ン プ ル を 調 製 す る た め に 使 用 し た 。 サ ン プ ル を 分 析 す る た め に 同 じ フ ロ ー
サ イ ト メ ー タ ー を 使 用 し 、 そ し て こ の 分 析 の 結 果 を 図 4Cに 示 し て い る 。 図 4A～ 4Cの 散 布 図
か ら 理 解 で き る よ う に 、 サ ン プ ル 調 製 の た め に 手 動 的 に 行 わ れ た 3つ の 方 法 （ 2つ は 新 規 で
あ り そ し て 図 2Aに 説 明 さ れ て い る 本 発 明 に 従 う 、 そ し て 1つ は 図 1に 説 明 さ れ て い る 常 用 の
方 法 に 従 う )は 、 非 常 に 同 程 度 の 結 果 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　
　
　 こ の 例 に お い て 、 図 2Aに 描 か れ た サ ン プ ル 調 製 法 は 、 当 該 方 法 の 全 て の 段 階 が 、 2つ の
自 動 化 さ れ た 装 置 に よ っ て 行 わ れ て い る が 、 最 後 の 洗 浄 段 階 を 除 い て 全 体 的 に 調 製 さ れ た
サ ン プ ル の 円 盤 を 一 つ の 装 置 か ら 別 の 装 置 へ と 輸 送 す る 手 動 段 階 が あ る 点 に お い て 「 半 自
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B細 胞 リ ン パ 球 に お け る 細 胞 内 CD79a抗 原 の 検 出 の た め の 全 血 サ ン プ ル を 調 製 す る た め の
新 規 方 法

実 施 例 3
本 発 明 の サ ン プ ル 調 製 方 法 の 半 自 動 化



動 的 に 」 行 わ れ て い る 。 最 初 に 、 ヒ ト ド ナ ー か ら K3 EDTA Vacutainer 管 中 に 回 収 さ れ た
全 血 の 75mm管 を Beckman CoulterPrepPlus2 分 注 /イ ン キ ュ ベ ー ト 装 置 の 標 本 カ セ ッ ト 中 に
配 置 し た 。 こ の 装 置 は 、 吸 引 /分 注 プ ロ ー ブ の XYZの 位 置 を コ ン ト ロ ー ル す る （ 例 え ば 、 試
薬 又 は サ ン プ ル 容 器 中 に 浸 し 所 定 体 積 の 液 体 を 吸 引 し 、 そ し て 細 胞 サ ン プ ル が 調 製 さ れ る
試 験 管 へ と 移 動 し 、 そ し て そ こ で 所 定 体 積 の 当 該 吸 引 し た 液 体 を 分 注 す る )プ ロ グ ラ ム 可
能 な メ カ ニ ズ ム を 含 ん で 成 る 。 こ の 装 置 は 、 一 連 の 吸 引 の 間 に 、 吸 引 /分 散 プ ロ ー ブ が 所
望 に 応 じ 洗 浄 さ れ る 洗 浄 ス テ ー シ ョ ン を 含 む 。 本 発 明 の サ ン プ ル 調 製 法 を 行 う た め に 必 要
な 全 て の 試 薬 の オ ー プ ン (又 は 貫 通 可 能 )ト ッ プ を 有 す る ボ ト ル が 入 っ て い る 試 薬 棚 は 適 切
に 配 置 さ れ て い る 。 こ れ ら の 試 薬 と し て は 、 細 胞 表 層 プ ロ ー ブ CD19FITC、 細 胞 内 プ ロ ー ブ
CD79aPE、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (PFA)固 定 化 剤 、 透 過 化 /溶 解  試 薬 、 サ ポ ニ ン の 0.7%溶 液
、 及 び 様 々 な 等 張 バ ッ フ ァ ー 溶 液 が 挙 げ ら れ る 。 10本 の 空 12× 75ポ リ プ ロ ピ レ ン 管 が 入 っ
て い る 32本 の 管 回 転 型 ホ ル ダ ー を 装 置 に 配 置 し た 。 10本 の 空 管 を 回 転 台 の 位 置 1～ 5に 、 そ
し て 28～ 32に 配 置 し 、 結 果 が 回 転 台 位 置 依 存 性 で は な い こ と を 証 明 し た 。 PrepPlus2装 置
の マ イ ク ロ プ ロ セ ッ サ ー を 、 装 置 が 以 下 の 段 階 を 行 う よ う に プ ロ グ ラ ム し た :最 初 に 、 20
μ l(製 造 者 が 推 奨 す る 用 量 )の 細 胞 表 層 プ ロ ー ブ (CD19FITC)が 各 10本 の 各 試 験 管 に 分 注 さ
れ た 。 次 に 、 当 該 装 置 は 、 ヒ ト 対 象 者 か ら 静 脈 穿 刺 し て 獲 得 し た 50μ lの K3 EDTA全 血 サ ン
プ ル を 各 試 験 管 に 分 注 さ れ た 。 血 液 を 入 れ る こ の 分 注 力 は 、 当 該 血 液 と 細 胞 表 層 プ ロ ー ブ
を 混 合 す る 働 き を し た 。 次 い で 、 管 内 容 物 は 当 該 装 置 中 、 室 温 で 15分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー
ト さ れ た 。 次 に 、 25μ lの ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 が 、 各 管 に 順 番 に 分 注 さ れ 、 そ し て 室 温
で 20分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 次 い で 、 20μ lの 細 胞 内 プ ロ ー ブ (CD79aPE)が 各 管 に
加 え ら れ 、 直 後 に 100μ lの サ ポ ニ ン 溶 液 が 加 え ら れ た 。 次 い で 、 10本 の 管 が 室 温 で 45分 に
渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 こ の 後 、 600μ lの IsoFlow（ 登 録 商 標 ） が 各 管 に 加 え ら れ た
。 次 い で 、 管 が 入 っ て い る 回 転 台 を 手 動 に よ り Beckman CoulterCellPrep 装 置 に 渡 し 、 そ
の 装 置 は そ の 予 め プ ロ グ ラ ム さ れ た プ ロ ト コ ー ル 2(上 記 )に 従 っ て 、 自 動 的 に 作 動 し た 。
全 10本 の 各 管 こ の よ う な 細 胞 洗 浄 法 が 行 わ れ 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め に 各 管 は Beckma
n Coulter's System II ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る Epics XL-MCLフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 渡
さ れ た 。 結 果 を 図 5に 示 し て い る 。 こ の 分 析 に お い て 、 前 方 及 び 側 方 散 乱 光 が 、 白 血 球 細
胞 の リ ン パ 球 集 団 を ゲ ー ト す る た め に 使 用 さ れ 、 そ し て こ の 集 団 の CD19及 び CD79a-ポ ジ テ
ィ ブ が 検 出 さ れ た 。 図 5に 示 す よ う に 、 か か る 細 胞 の 各 サ ン プ ル 中 で の ％ は 、 10本 の 同 型
の 管 を 通 じ て 約 11％ の レ ベ ル で 比 較 的 一 定 で あ っ た 。 そ し て ま た 、 図 5に 示 す こ と は 、 CD7
9aポ ジ テ ィ ブ 細 胞 の シ グ ナ ル ： ノ イ ズ 比 (S:N)で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　
　
　 こ の 例 に お い て 、 細 胞 表 層 染 色 を オ フ ラ イ ン (手 動 で )で 行 っ た ;し か し 、 固 定 化 、 透 過
化 及 び 細 胞 内 (IC)染 色 の 段 階 は 、 Beckman CoulterPrepPlus2装 置 に お い て 自 動 的 に 行 っ た
。 製 造 者 の 推 奨 用 量 (20μ l/試 験 )の フ ル オ ロ ク ロ ー ム -標 識 し た 抗 体 (フ ル オ レ セ イ ン イ ソ
チ オ サ イ ネ ー ト (FITC)色 素 と 結 合 し た CD19)を 手 動 に よ り 6本 の 異 な る 12× 75mm試 験 管 の 各
々 に 分 注 し た 。 こ の 抗 体 は 、 B細 胞 上 に 存 在 す る CD19表 層 抗 原 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 で あ っ た 。 次 い で 、 ヒ ト 対 象 者 か ら 静 脈 穿 刺 に よ っ て 獲 得 し た EDTA全 血 の サ ン プ ル 50
μ lを 手 動 に よ り 各 試 験 管 に 入 れ 、 そ し て 各 管 の 内 容 物 が 、 当 該 管 を 穏 や か に 旋 回 さ せ る
こ と に よ っ て 混 合 さ れ た 。 次 い で 、 管 の 内 容 物 が 室 温 で 15分 に 渡 り 光 か ら 保 護 し て イ ン キ
ュ ベ ー ト さ れ た 。 次 い で 、 こ の 6本 の 試 験 管 が 回 転 型 の 管 ホ ル ダ ー に 移 さ れ 、 次 い で そ れ
は 、 次 に 記 載 の よ う に 、 分 注 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 に 配 置 さ れ た (変 更 を 加 え た ソ
フ ト ウ ェ ア プ ロ ト コ ル に 従 っ て )。 5.5％ の 濃 度 の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (PFA)25μ lが 各 管
に 入 れ ら れ 、 そ し て 20分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 次 い で 、 20μ lの イ ソ タ イ プ PEが 2
本 の 管 に 入 れ ら れ 、 そ し て 20μ lの CD79a-PEが 残 り の 4本 の 管 に 分 注 さ れ た 。 (イ ソ タ イ プ
プ ロ ー ブ を 、 い つ も 示 す と は 限 ら な い が 、 非 特 異 的 タ ン パ ク 質 結 合 を 検 出 す る た め に 使 用
し 、 そ し て そ れ は ポ ジ テ ィ ブ 分 析 領 域 の 下 方 閾 値 を 測 定 す る た め に 使 用 さ れ て い る )。 各
抗 体 の 添 加 は 、 100μ lの サ ポ ニ ン が 添 加 さ れ た 後 に 、 0.7%の 濃 度 で 6本 の 管 に 対 し て 行 わ
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実 施 例 4
中 空 繊 維 ろ 過 と 遠 心 洗 浄 段 階 を 比 較 す る 新 規 サ ン プ ル 調 製 法



れ た 。 こ の 管 を 、 Beckman Coulterに よ っ て 作 製 さ れ た 600μ lの IsoFlow（ 登 録 商 標 ） 、 等
張 溶 液 の 添 加 ま で 、 PrepPlus2上 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 3本 の 管 (1本 は 校 正 用 イ ソ タ イ
プ プ ロ ー ブ を 含 み そ し て 2つ は 細 胞 内 CD79aプ ロ ー ブ を 含 む )が 回 転 台 か ら 取 り 出 さ れ て Bec
kman J6B 遠 心 器 に 500gの 力 で 5分 に 渡 り 配 置 さ れ た 。 上 清 の 大 部 分 が 吸 引 し て そ し て 1ml
の IsoFlowが 加 え ら れ た 。 こ の 管 は 旋 回 さ れ て 細 胞 が 懸 濁 さ れ た 。 こ の 回 転 台 上 の 残 り の 3
本 の 管 は CellPrep細 胞 洗 浄 装 置 に 移 さ れ 、 こ こ で は 、 順 番 に 各 管 が プ ロ ト コ ー ル 2に 従 っ
て ろ 過 さ れ る 。 次 い で 、 6個 の 各 管 は デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め に 順 番 に RXPソ フ ト ウ ェ ア
(実 施 例 2に 記 し て あ る )を 使 用 す る Beckman Coulter Cytomics FC500フ ロ ー サ イ ト メ ー タ
ー に 渡 さ れ た 。 か か る 分 析 の 結 果 を 図 6A～ 6Cに ま と め て い る 。 図 6Cの オ ー バ ー レ イ プ ロ ッ
ト は 、 図 6B(図 6Aに 示 さ れ る よ う に ゲ ー ト 化 さ れ た CD19ポ ジ テ ィ ブ リ ン パ 球 集 団 中 で の CD7
9a発 現 を 示 す )に 示 さ れ る の に 類 似 す る 4つ の 異 な る サ ン プ ル 調 製 物 か ら の 4つ の ヒ ス ト グ
ラ ム か ら な る 。 「 遠 心 」 と は 、 細 胞 サ ン プ ル が 、 一 回 洗 浄 段 階 が 伝 統 的 な 遠 心 を 使 用 す る
こ と で 行 わ れ た こ と を 除 い て 図 2Aに 示 さ れ る よ う に 調 製 さ れ た こ と を 示 す 。 「 CellPrep」
と は 、 サ ン プ ル が 図 2Aに 示 さ れ る よ う に 調 製 さ れ そ し て CellPrep装 置 中 で 使 用 さ れ る 中 空
繊 維 技 術 を 使 用 す る こ と で ろ 過 さ れ た 。 「 イ ソ タ イ プ 」 と は 、 サ ン プ ル が CD19-FITC及 び
イ ソ タ イ プ -PEで 洗 浄 さ れ て い た こ と を 意 味 す る 。 「 CD79a」 と は 、 サ ン プ ル が CD19-FITC
及 び CD79a-PEで 染 色 さ れ た こ と を 意 味 す る 。 結 論 :本 明 細 書 中 で 行 っ た 中 空 繊 維 洗 浄 法 は
、 EDTA全 血 調 製 物 中 に 存 在 す る CD19B細 胞 内 部 の 細 胞 内 CD79aの 検 出 に お い て 、 細 胞 洗 浄 の
伝 統 的 な 遠 心 方 法 に 匹 敵 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　
　
　 ヘ パ リ ン 化 全 血 を ヒ ト 対 象 者 の 静 脈 穿 刺 に よ っ て 獲 得 し そ し て 500μ lの か か る 血 液 が 、
(刺 激 し た )伝 統 的 な リ ン パ 球 刺 激 因 子 (SEB及 び 共 刺 激 抗 体 CD28)を 伴 う 19本 の 標 準 的 な 15m
lの 各 試 験 管 に 分 注 さ れ た 。 次 い で 、 培 養 管 は 35℃ に セ ッ ト し た イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 90分
に 渡 り 置 か れ た 。 2.5μ gを 含 む (サ イ ト カ イ ン 分 泌 を 予 防 す る の に 十 分 な 量 )5μ lの Brefel
din-Aは 各 9個 の 各 培 養 物 に 加 え ら れ た 。 管 は イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 更 な る 16時 間 に 渡 り 配 置
さ れ た 。 合 計 で 17.5時 間 の 培 養 時 間 の 後 、 9個 の 培 養 物 は 単 一 の 培 養 チ ュ ー ブ に 入 れ ら れ
、 そ し て 穏 や か に 混 合 さ れ た 。 19個 の 細 胞 サ ン プ ル を 実 施 例 1に 記 載 の 常 用 の 方 法 に 従 い
、 細 胞 内 分 析 の た め に 調 製 し た 。 こ れ に は 、 製 造 者 が 推 奨 す る 投 与 量 の 2つ の フ ル オ ロ ク
ロ ー ム -標 識 し た 抗 体 (１ つ の 抗 体 は 、 Tヘ ル パ ー リ ン パ 球 の 表 層 に 存 在 す る CD4抗 原 に 特 異
的 な 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)色 素 を 結 合 し た CD4で あ り ;そ し て も う 一
つ の 抗 体 は 、 最 も 活 性 化 し た リ ン パ 球 上 に 存 在 す る CD69表 層 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 、 フ ィ
コ ト リ エ ン -シ ア ニ ン 5タ ン デ ム 色 素 (PC5)に 対 し て 結 合 し た CD69で あ る )が 伴 っ た 。 使 用 し
た 細 胞 内 プ ロ ー ブ は 、 製 造 者 が 推 奨 す る 用 量 20μ lの 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と 結 合
し た 特 異 的 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン プ ロ ー ブ イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ (IFNg)色 素 で あ っ た 。 標 本
は 、 各 管 に 加 え た 刺 激 し た 培 養 血 液 サ ン プ ル 50μ lで あ っ た 。 洗 浄 バ ッ フ ァ ー は 、 0.1%ア
ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む PBS溶 液 で あ っ た 。 最 終 遠 心 及 び ボ ル テ ッ ク ス 混 合 段 階 の 後 、 各 19
個 の 管 の 各 々 を 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め に 、 例 2に 記 載 し た 、 RPXソ フ ト ウ ェ ア を 使 用
す る Beckman Coulter Cytomics FC500フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 渡 し た 。 こ れ ら の 分 析 の 結
果 を 図 7Aに 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 30個 の 他 の 細 胞 サ ン プ ル を 、 図 2Aに 説 明 し た 方 法 を 使 用 す る 細 胞 内 分 析 の た め に 調 製 し
た 。 一 層 詳 細 に 、 2.5mlの 刺 激 し た 血 液 は 、 穿 刺 可 能 キ ャ ッ プ を 有 す る 75mm管 中 に 配 置 さ
れ 、 そ し て そ の 標 本 は PepPlus2分 注 装 置 上 に 配 置 さ れ た 。 上 記 表 層 分 子 の た め の 2つ の プ
ロ ー ブ が 入 っ て い る 2つ の プ ロ ー ブ 試 薬 ボ ト ル 、 及 び 30本 の 空 12× 75染 色 用 管 が 入 っ て い
る 回 転 型 ホ ル ダ ー が PrepPlus2装 置 に 配 置 さ れ た 。 こ の PrepPlus2装 置 の 標 準 的 な ソ フ ト ウ
ェ ア に 変 更 を 加 え 、 以 下 の 分 注 段 階 を 指 令 さ せ た :10μ lの CD69-PC5を 各 管 に 加 え る こ と 、
20μ lの CD4-FITCを 各 管 に 加 え る こ と 、 そ し て 最 後 に 50μ lの 刺 激 し た 全 血 標 本 を 各 管 に 対
し て 加 え る こ と 。 染 色 サ ン プ ル を 回 転 台 上 に 室 温 で 15分 に 渡 り 配 置 し た 。 通 常 、 PrepPlus
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実 施 例 5
常 用 の 手 動 の 方 法 に 対 す る 本 発 明 の 半 自 動 化 サ ン プ ル 調 製 法 の 再 現 性



2装 置 に お い て 通 常 使 用 さ れ る 表 層 プ ロ ー ブ が 入 っ て い る 標 準 試 薬 ラ ッ ク を 、 細 胞 内 プ ロ
ー ブ 試 薬 (上 記 )、 5.5%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 容 器 、 及 び 0.7%サ ポ ニ ン 溶 液 を 含 む 変 更 が 加
え ら れ た 試 薬 ラ ッ ク と 置 き 換 え ら れ た 。 次 い で 、 装 置 は 、 そ の ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 、 本
明 細 書 中 に 記 載 の 分 注 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 に 向 け ら れ (変 更 が 加 え ら れ た ソ フ ト
ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム に 従 い ):25μ lの パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 が 各 管 に 順 番 分 注 さ れ そ し
て 20分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 次 い で 、 20μ lの 特 異 的 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン プ ロ ー
ブ (IFNg)が 各 管 に 対 し て 加 え ら れ 、 そ の 直 後 に 100μ lの サ ポ ニ ン 溶 液 を 加 え ら れ た 。 管 は
45分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 こ の 後 、 600μ lの IsoFlowバ ッ フ ァ ー が 各 管 に 加 え ら
れ た 。 次 い で 、 回 転 台 が CellPrep装 置 に 移 さ れ 、 こ こ で 各 管 が 順 番 に 、 標 準 プ ロ ト コ ル 2
に 従 っ て 、 装 置 に よ っ て 運 ば れ た 、 標 準 IsoFlow試 薬 で ろ 過 さ れ た 。 次 い で 、 30本 の 管 は
各 々 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め に 上 記 RXPソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る Beckman Coulter Cyt
omics FC500フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 渡 さ れ た 。 か か る 分 析 の 結 果 を 図 7Bに 示 し て い る 。
図 7A及 び 7Bに 示 す ２ 次 元 分 布 図 の 各 々 に お い て 、 CD4-ポ ジ テ ィ ブ リ ン パ 球 は 、 IFNg-PE蛍
光 強 度 を 示 す X軸 、 及 び CD69-PC5蛍 光 強 度 を 示 す Y軸 を 伴 い 示 さ れ て い る 。 注 目 の CD4+CD69
+IFNg+ト リ プ ル ポ ジ テ ィ ブ 集 団 が 各 散 布 図 の 第 一 象 限 に 示 さ れ て い る 。 従 来 技 術 の 手 動 方
法 に よ っ て 生 産 さ れ た ９ つ サ ン プ ル に お い て 、 比 較 的 高 い 程 度 の ば ら つ き が あ る こ と が 理
解 さ れ る だ ろ う (図 7A)。 そ の 一 方 で 、 図 7Bに 示 さ れ る 30の 散 布 図 に お い て 、 こ の 象 限 に お
け る ト リ プ ル ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 の 位 置 に 非 常 に 高 い 程 度 の 一 貫 性 が あ る こ と が 理 解 さ れ る だ
ろ う 。 変 動 係 数 (CV)は 図 7Bお け る 30の 散 布 図 か ら 記 録 さ れ た 平 均 値 か ら 計 算 さ れ 、 そ し て
図 7Aの 19散 布 図 の 記 録 さ れ た 平 均 値 を 、 下 の 表 1Aに 示 し て い る 。 測 定 し た 2つ の 値 は 、 使
用 し た 3つ の プ ロ ー ブ に 関 し て ト リ プ ル ポ ジ テ ィ ブ で あ っ た リ ン パ 球 の パ ー セ ン テ ー ジ (%)
(第 一 象 限 の 角 )、 及 び 注 目 の 象 限 内 の 各 散 布 図 に 示 さ れ る ト リ テ ィ ブ テ ィ ブ ポ ジ テ ィ ブ リ
ン パ 球 に 対 す る IFNg-PEプ ロ ー ブ の 平 均 蛍 光 強 度 (MFI)を 意 味 す る 。 本 発 明 の 半 自 動 化 方 法
は 、 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン 及 び 表 層 抗 原 の 同 時 検 出 の た め の 常 用 の 方 法 よ り も 非 常 に 正 確 で
あ る (ほ ぼ ２ 倍 良 い )こ と を 証 明 す る 。 こ の 新 規 方 法 が 正 確 さ を 増 し た こ と に 寄 与 す る 因 子
と は :試 薬 体 積 、 混 合 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 正 確 な コ ン ト ロ ー ル ;処 理 段 階 の 数 の
減 少 、 及 び 単 一 の 、 試 料 調 製 法 の 最 後 に お け る 比 較 的 穏 や か な 細 胞 洗 浄 段 階 で あ る 。 こ の
新 規 方 法 の 正 確 さ は 、 下 の 表 1Bに お い て 常 用 の 手 動 方 法 に 匹 敵 す る 。 こ れ ら の 値 は 、 19回
の 反 復 (常 用 の 方 法 に よ っ て 生 み 出 さ れ た )及 び 30回 の 反 復 (新 規 方 法 に よ っ て 生 み 出 さ れ
た )の 平 均 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ５ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ６ 】
　
　

　 ヒ ト 対 象 者 の 静 脈 穿 刺 に よ っ て 獲 得 し た ヘ パ リ ン 化 全 血 が 等 体 積 の AIM-V血 清 フ リ ー 培
地 で (Gibco)で 希 釈 さ れ た 。 500μ lの 各 血 液 が 標 準 的 な 15mlの 培 養 管 に 次 の よ う な 伝 統 的
な リ ン パ 球 刺 激 因 子 : 250μ gの PMA、 及 び 0.5μ gの イ オ ノ マ イ シ ン と と も に 加 え ら れ た 。
次 い で 、 培 養 管 が 120分 に 渡 り 35℃ で イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 配 置 さ れ た 。 次 い で 2.5μ g(サ イ
ト カ イ ン 分 泌 を 予 防 す る の に 十 分 な 用 量 )を 含 有 す る Brefeldin-Aの 5μ を 培 養 物 に 対 し て
加 え た 。 こ の 管 を 更 な る 12時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に 配 置 し た 。 細 胞 サ ン プ ル を 、
実 施 例 1に 記 載 の 常 用 の 方 法 に 従 い 、 製 造 者 が 推 奨 す る 用 量 (10μ l/試 験 )の 2つ の 表 層 プ ロ
ー ブ (１ つ は 、 Tヘ ル パ ー リ ン パ 球 の 表 層 に 存 在 す る CD3抗 原 に 特 異 的 な 、 フ ル オ レ セ イ ン
イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)色 素 と 結 合 し た 抗 体 CD3;そ し て も う 一 つ の 抗 体 は 、 最 も 活 性 化
し た リ ン パ 球 上 に 存 在 す る 表 層 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 、 フ ィ コ エ リ ト リ -シ ア ニ ン 5タ ン デ
ム 色 素 (PC5)に 対 し て 結 合 し た CD69で あ る ))を 伴 う 細 胞 内 分 析 の た め に 調 製 し た 。 使 用 し
た 細 胞 内 プ ロ ー ブ は 、 製 造 者 が 推 奨 す る 用 量 20μ lの 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と 結 合
し た 特 異 的 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン プ ロ ー ブ の イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ (IFNg)で あ っ た 。 標 本 は 、
刺 激 さ れ た 培 養 血 液 を 含 有 す る 50μ lの サ ン プ ル で あ っ た 。 洗 浄 バ ッ フ ァ ー は 、 0.1%ア ジ
化 ナ ト リ ウ ム を 含 有 す る PBS溶 液 で あ っ た 。 他 の 細 胞 サ ン プ ル は 図 2Bに 示 す 方 法 に 示 す 細
胞 内 分 析 の た め に 調 製 さ れ た 。 一 層 詳 細 に 、 表 層 分 子 の た め の 2つ の プ ロ ー ブ 及 び 1つ の 細
胞 内 分 子 プ ロ ー ブ を 同 時 に 、 回 転 タ イ プ 管 ホ ル ダ ー に あ る 12× 75mm管 に 分 注 さ れ た 。
　 上 記 50μ lの 標 本 を 、 12× 75mmの 管 に 分 注 し そ し て 管 の 内 容 物 を 光 か ら 保 護 し て 室 温 で 1
5分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 次 い で 、 回 転 台 を 手 動 に よ り 、 分 注 及 び イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 段 階 が 行 わ れ た (変 更 を 加 え た ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム に 従 っ て )PrepPlus2装 置 に
配 置 さ れ た 。 こ の 管 へ 、 順 番 に 、 濃 度 5.5％ に お け る 100μ lの パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (PFA)
溶 液 、 100μ lの 赤 血 球 溶 解 試 薬 (1× 濃 度 の 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 (10× IOTest3溶 解 試 薬 、
Beckman Coulterか ら 入 手 可 能 ))、 及 び 100μ lの サ ポ ニ ン 溶 液 を 0.7%の 濃 度 に お い て を 加
え た 。 こ の 管 を 室 温 で 20分 に 渡 り 維 持 し た 。 こ の 後 、 600μ lの PBSを こ の 管 に 加 え 、 そ し
て 回 転 台 を 手 動 に よ り CellPrep装 置 に 移 動 さ せ 、 こ こ で 管 は 標 準 IsoFlow試 薬 と 共 に 、 装
置 に 内 蔵 さ れ た 標 準 プ ロ ト コ ー ル 2に 従 い 移 動 さ せ ら れ る 。 2つ の 管 の 各 々 (1つ は 、 常 用 の
方 法 に よ っ て 調 製 し た (図 1)及 び 他 の 管 は 図 2Bの 方 法 に よ っ て 調 製 し た )が 、 デ ー タ 獲 得 及
び 分 析 の た め に 、 EXPO-ADCソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る EPICS XL-MCL フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー
に 渡 さ れ た 。 か か る 分 析 の 結 果 を 、 各 々 が CD3+リ ン パ 球 を 示 す 、 図 .8A及 び 8Bの 散 布 図 に
ま と め て い る 。 シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 (S:N)は 、 領 域 C1の x平 均 に よ っ て ゲ ー ト 化 領 域 C2の x
平 均 を 割 る こ と に よ っ て 計 算 さ れ て い る 。 パ ー セ ン テ ー ジ (%)は 、 領 域 C2に お け る 細 胞 (そ
れ ら は CD3+、 CD69+、 及 び IFNg+で あ る )に お け る 細 胞 の ％ で あ る 。 「 手 動 」 と は 、 図 1の 常
用 の 方 法 に よ っ て 調 製 し た サ ン プ ル か ら 達 成 し た 結 果 を 意 味 し 、 そ し て 「 自 動 化 」 と は 、
PrepPlus2及 び CellPrep装 置 の 使 用 に よ っ て 半 自 動 化 さ れ た よ う に 、 図 2Bの 方 法 に よ っ て
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実 施 例 6
図 2Bの 半 自 動 化 方 法 及 び 図 1の 常 用 の 方 法 に よ っ て 調 製 し た サ ン プ ル に 由 来 す る 刺 激 全

血 中 の FROの 検 出



調 製 さ れ た サ ン プ ル か ら 達 成 さ れ た 結 果 を 意 味 す る 。 前 記 散 布 図 は 、 こ の 2つ の サ ン プ ル
調 製 法 が 比 較 で き る ほ ど の 結 果 を 示 し 、 そ し て 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン 及 び 表 層 抗 原 が 同 時 に
検 出 可 能 で あ る と い う こ と 示 し て い る こ と が 理 解 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　
　

　 抹 消 血 液 単 核 球 (PBMC)を 、 調 製 し 、 凍 結 さ せ 、 そ し て 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に 従 っ て 解 凍
し た 。 例 1に お け る よ う に 、 製 造 者 が 推 奨 す る 用 量 (20μ l/試 験 )の フ ル オ ロ ク ロ ー ム -標 識
し た 抗 体 (フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ネ ー ト (FITC)色 素 と 結 合 し た CD19)を 、 回 転 台 型 管 ホ
ル ダ ー 中 に 配 置 さ れ た 12× 75mmの 8個 の 異 な る 試 験 管 の そ れ ぞ れ に 手 動 的 に 分 注 し た 。 こ
の 抗 体 は B細 胞 リ ン パ 球 上 に 存 在 す る CD19表 層 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ っ た 。 次 い で 、 500,000個 の 解 凍 し た ヒ ト PBMC細 胞 を 含 有 す る 15μ lの サ ン プ ル を 手 動
に よ り 当 該 試 験 管 の 各 々 に 分 注 し て 各 管 の 内 容 物 を 、 当 該 管 を 穏 や か に 旋 回 さ せ る こ と に
よ っ て 混 合 し た 。 次 い で 、 管 の 内 容 物 を 光 か ら 保 護 し 室 温 で 15分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 次 い で 、 4つ の 管 を 手 動 で 例 1に 記 載 の 常 用 の 方 法 に 従 っ て 且 つ 下 に 記 し た 試 薬 を 使 用
す る こ と で 調 製 し た 。 残 り の 4つ の 管 を 回 転 台 型 管 ホ ル ダ ー に 配 置 し 、 次 い で 、 そ れ を Pre
pPlus2 装 置 に 配 置 し 、 そ の 装 置 は 図 2A説 明 さ れ て い る 方 法 の 段 階 (b)～ (e)を 行 う 。 固 定
化 剤 は 25μ lの 5.5%の 濃 度 の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (PFA)で あ り ;細 胞 内 プ ロ ー ブ は (a)フ ィ
コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と 結 合 し た CD79aの 20μ l(2つ の 管 に お い て )又 は 、 (b)フ ィ コ エ リ ト
リ ン (PE)色 素 と 結 合 し た 20μ lの イ ソ タ イ プ プ ロ ー ブ (2つ の 管 に お い て )の い ず れ か で あ り
;透 過 化 試 薬 は 、 0.7%の 濃 度 に お け る サ ポ ニ ン 100μ lで あ っ た 。 固 定 化 及 び 透 過 化 後 の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、 そ れ ぞ れ 室 温 で 20及 び 45分 で あ っ た 。 透 過 化 及 び そ の 後 の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 後 、 600μ lの IsoFlow バ ッ フ ァ ー を 4本 の 各 管 に 加 え た 。 次 い で 、 4
本 の 管 が 入 っ て い る 回 転 台 を 手 動 に よ り CellPrep装 置 に 移 し 、 そ こ で 各 管 は 順 番 に プ ロ ト
コ ー ル 2に 従 い 移 動 さ せ ら れ る 。 次 い で 、 各 管 は 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め に 、 RXPソ フ
ト ウ ェ ア を 使 用 す る Beckman Coulter Cytomics FC500フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 移 さ れ た 。
か か る 分 析 の 結 果 を 図 9A～ 9Dに ま と め て い る 。 図 9Aに 示 し よ う に 、 ゲ ー ト 化 ス キ ー ム は 前
方 散 乱 (FS)及 び 側 方 散 乱 (SS)測 定 を 使 用 し 、 分 析 さ れ る サ ン プ ル 中 の リ ン パ 球 集 団 を 分 離
す る 。 こ れ ら の リ ン パ 球 の う ち で 、 CD19に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ な も の (図 9Bの 領 域 B) を CD79
a発 現 に つ い て イ ン テ ロ ゲ ー ト し た (interrogated)図 9C。 図 9Dの オ ー バ ー レ イ プ ロ ッ ト は
、 図 9A～ 9Cに 記 載 し た よ う な ゲ ー ト 化 し た 4つ の 異 な る ゲ ー ト 化 し た サ ン プ ル (例 え ば 、 図
9Cに 示 す よ う に CD19ポ ジ テ ィ ブ リ ン パ 球 集 団 に お け る CD79a発 現 )を 比 較 す る 。 「 手 動 」 と
は 、 サ ン プ ル を 実 施 例 1に お け る (常 用 の 方 法 )よ う に 調 製 し た こ と で あ る 。 「 自 動 化 」 と
は 、 サ ン プ ル を こ の 例 の よ う に 調 製 し た こ と で あ る 。 「 イ ソ タ イ プ 」 と は 、 サ ン プ ル が CD
19-FITC及 び イ ソ タ イ プ -PEで 染 色 さ れ て い る こ と で あ る 。 「 CD79a」 と は 、 サ ン プ ル が CD1
9-FITC及 び CD79a-PEで 染 色 さ れ た こ と を 意 味 す る 。 結 論 :本 明 細 書 中 に 記 載 の 自 動 化 方 法
は 、 凍 結 及 び 解 凍 し た PBMC調 製 物 中 に 存 在 す る CD19B細 胞 内 の 細 胞 内 の CD79aの 検 出 に お い
て 、 従 来 技 術 の 常 用 の 方 法 に 匹 敵 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　
　
　
　 新 鮮 抹 消 血 液 単 核 球 (PBMC)を 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 2人 の 異 な る ヒ ト 供 与 者 か ら
静 脈 穿 刺 に よ っ て 獲 得 し た ヘ パ リ ン 化 全 血 か ら 調 製 し た 。 次 い で 、 10%ヒ ト AB血 清 を 補 足
し た 伝 統 的 な RPMI培 養 培 地 0.5ml中 の 各 ド ナ ー の PBMC500万 個 を 、 (刺 激 し た )伝 統 的 な リ ン
パ 球 刺 激 因 子 (ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス (Staphylococcus)エ ン テ ロ ト キ シ ン B、 SEB、 及 び 共 刺
激 物 質 の 抗 CD28抗 体 を 伴 う )標 準 的 な 15mlの 培 養 管 中 へ と 配 置 し た 。 こ れ を 、 0.5mlの 培 養
培 地 に お い て 各 ド ナ ー の 250万 個 の PBMCに よ り 繰 り 返 し た 。 こ の 2つ の 培 養 管 を 、 37℃ に 設
定 し た LabPackイ ン キ ュ ベ ー タ ー に 配 置 し 、 そ し て 5%CO 2 を 90分 に 渡 り 補 給 し た 。 次 い で 、
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実 施 例 7
予 め 凍 結 さ せ た PBMC細 胞 サ ン プ ル 中 の CD79aを 検 出 す る こ と

図 1及 び 2Aに 示 し た 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た サ ン プ ル を 比 較 す る こ と

実 施 例 8
刺 激 さ れ た 新 鮮 PBMCに お け る TNFの 検 出
図 1及 び 2Aに 描 か れ た 方 法 に よ っ て 調 製 し た サ ン プ ル を 比 較 す る こ と



2.5μ g(サ イ ト カ イ ン 分 泌 を 予 防 す る た め に 十 分 な 投 与 量 )を 含 む 5μ lの Brefeldin-Aを 各
培 養 管 に 加 え た 。 次 い で 、 こ の 管 を 更 な る 16時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 2つ の 培 養 管 の 各 々 の 2つ の 50μ lサ ン プ ル を 例 1に お い て 説 明 し た 常 用 の 方 法 に 従 い 、 製
造 者 の 推 奨 用 量 (10μ l/試 験 )の 次 の よ う な 4種 の フ ル オ ロ ク ロ ー ム 標 識 し た 抗 体 を 伴 い 2重
に 調 製 し た :T-細 胞 傷 害 性 リ ン パ 球 の 表 層 に 存 在 す る CD8抗 原 に 特 異 的 な 、 フ ル オ レ セ イ ン
イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)色 素 と 結 合 し た CD8;最 も 活 性 化 し た リ ン パ 球 上 に 存 在 す る 表 層
抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン -シ ア ニ ン 5タ ン デ ム 色 素 (PC5)と 結 合 し た CD69;
T-ヘ ル パ ー リ ン パ 球 の 表 層 上 に 存 在 す る CD4抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン -Te
xas レ ッ ド (ECD)タ ン デ ム 色 素 と 結 合 し た CD4;及 び 全 Tリ ン パ 球 上 に 存 在 す る CD3抗 原 に 対
し て 特 異 的 な 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン -シ ア ニ ン 7(PC7)タ ン デ ム 色 素 と 結 合 し た CD3。 使 用 し た
細 胞 内 プ ロ ー ブ は 、 製 造 者 が 推 奨 す る 用 量 の 20μ lの 、 フ ィ コ ト リ エ ン (PE)色 素 と 結 合 し
た 特 異 的 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン プ ロ ー ブ 腫 瘍 壊 死 因 子 α (TNFa)で あ っ た 。 固 定 化 剤 は 、 濃 度
5.5％ に お け る パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (PFA)で あ り 、 そ し て 透 過 化 試 薬 は 、 0.7%の 濃 度 に お
け る サ ポ ニ ン で あ っ た 。 洗 浄 バ ッ フ ァ ー は 、 0.1%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 及 び 2%ウ シ 胎 児 血 清 (F
CS)を 含 む PBS溶 液 で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 4個 の 他 の サ ン プ ル を 2重 に 調 製 し 、 2つ の サ ン プ ル は 、 図 2Aの 方 法 を 使 用 す る 2つ の 各 培
養 管 に 由 来 し ;こ の 方 法 は 、 上 記 PrepPlus2及 び CellPrep装 置 を 使 用 す る こ と に よ っ て 半 自
動 化 さ れ た 。 全 試 薬 は 、 上 記 の 常 用 の サ ン プ ル 調 製 方 法 に お い て 使 用 し た も の と 同 様 で あ
っ た 。 当 該 サ ン プ ル 調 製 法 の 終 了 に よ り 、 8本 の 管 を 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め に 、 RXP
ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る Beckman Coulter Cytomics FC500フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 渡 し た
。 こ の 結 果 を 、 2つ の 各 培 養 物 か ら 調 製 し た 2つ の 管 か ら の 平 均 値 を 示 す 下 の 表 2に ま と め
た 。 表 に 示 す よ う に 、 2人 の 供 与 者 に 由 来 す る 2種 類 の 異 な る 濃 度 (500万 及 び 250万 個 の PBM
C)に 由 来 す る PBMCサ ン プ ル 中 で 発 見 さ れ た 2つ の 異 な る プ ロ ー ブ の 組 み 合 わ せ (即 ち 、 CD3+
CD8+CD69+TNFa+、 及 び CD3+CD4+CD69+TNFa+)に つ い て 4つ の ポ ジ テ ィ ブ リ ン パ 球 の そ れ ぞ れ
の ％ (図 16Aに 示 さ れ た ゲ ー ト 化 ス キ ー ム に よ っ て 測 定 さ れ た )が 記 録 さ れ て い る 。 本 発 明
の サ ン プ ル 調 製 法 に よ り 新 鮮 培 養 PBMCに 関 す る 常 用 の 手 動 方 法 と 実 質 上 同 じ 値 が 得 ら れ る
こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ２ 】
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実 施 例 9



　

　 抹 消 血 液 単 核 球 (PBMC)を 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に 従 っ て 、 調 製 し 、 凍 結 さ せ 、 そ し て 解 凍
さ せ た 。 血 液 サ ン プ ル 中 の 様 々 な リ ン パ 球 の 表 層 上 の 所 定 の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 3種 の
異 な る プ ロ ー ブ を 製 造 者 の 推 奨 用 量 (10μ l/試 験 )で 手 動 に よ り 、 12本 の 各 々 12× 75mm試 験
管 に 分 注 し た 。 こ の 使 用 し た 3種 の 細 胞 表 層 プ ロ ー ブ を 以 下 の よ う な フ ル オ ロ ク ロ ー ム -標
識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 標 識 し た :T-リ ン パ 球 の 表 層 上 に 存 在 す る CD3抗 原 に 対 し て 特
異 的 な フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と 結 合 し た CD3;T-ヘ ル パ ー リ ン パ 球 の 表 層 上 に 主 に 存 在
す る CD4抗 原 に 対 し て 特 異 的 な フ ィ コ エ リ ト リ ン -Texas red エ ナ ジ ー 結 合 色 素 (ECD)と 結
合 し た CD4;及 び T-細 胞 傷 害 性 リ ン パ 球 の 表 層 に 主 に 存 在 す る CD8抗 原 に 対 し て 特 異 的 な フ
ィ コ エ リ ト リ ン シ ア ニ ン -5タ ン デ ム 色 素 (PC5)と 結 合 し た CD8)。 次 い で 、 約 250,000～ 500,
000個 の 解 凍 し た ヒ ト PBMC細 胞 を 含 む サ ン プ ル 50μ lを 次 い で 各 試 験 管 に 手 動 で 分 注 し 、 そ
し て 各 管 の 内 容 物 を 、 当 該 管 を 穏 や か に 混 合 す る こ と に よ っ て 混 合 し た 。 次 い で 、 こ の 管
内 容 物 を 室 温 で 15時 間 に 渡 り 光 か ら 保 護 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 6本 の 管 を 実
施 例 1に 記 載 の 方 法 に 従 い 且 つ 2種 類 の 細 胞 内 抗 原 プ ロ ー ブ を 単 独 で 又 は 同 時 に 使 用 す る こ
と に よ り 調 製 し た 。 2つ の 管 は 1種 類 の 細 胞 内 プ ロ ー ブ を 受 容 し た 、 2つ の 管 は 他 の 細 胞 内
プ ロ ー ブ を 受 容 し た 、 そ し て 2つ の 管 は 両 方 の プ ロ ー ブ を 獲 得 し た 。 こ の 使 用 し た 2つ の 細
胞 内 プ ロ ー ブ は :フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)色 素 と 結 合 し た 抗 -ビ メ ン チ ン
;及 び フ ィ コ エ リ ト リ ン -シ ア ニ ン -7(PC7)タ ン デ ム 色 素 と 結 合 し た 抗 チ ュ ブ リ ン で あ っ た
。 ビ メ ン チ ン は 、 核 膜 の 下 に 発 見 さ れ 且 つ 細 胞 に 強 度 を 与 え る た め に 細 胞 を 横 切 る 様 々 な
細 胞 中 間 体 フ ィ ラ メ ン ト で あ る 。 そ れ は 新 生 物 を 同 定 す る た め に ガ ン 研 究 に お い て 使 用 さ
れ て い る 。 チ ュ ブ リ ン タ ン パ ク 質 サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 細 胞 移 動 を 可 能 に し 且 つ 「 ト ラ ッ ク 」
を 生 細 胞 内 で 輸 送 物 質 に 提 供 す る 細 胞 内 分 子 を 含 ん で 成 る 。 チ ュ ブ リ ン に お け る 突 然 変 異
は 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 (ALL)の い く つ か の 治 療 処 置 に お い て 複 雑 化 さ れ て い る 。 表 層 プ
ロ ー ブ 及 び 解 凍 し た PBMC細 胞 を 含 有 す る 残 り の 6本 の 管 を 回 転 台 型 管 ホ ル ダ ー に 配 置 し 且
つ 実 施 例 3及 び 図 2Aに 記 載 の 方 法 に 従 い 調 製 し て い る 。 細 胞 内 プ ロ ー ブ は 上 記 の も の と 同
じ で あ り 、 そ し て 各 管 の ペ ア は 細 胞 内 プ ロ ー ブ の 1つ も し く は 他 の プ ロ ー ブ も し く は 両 方
を 受 容 し た 。 固 定 化 剤 (PFA)、 透 過 化  試 薬 (サ ポ ニ ン )及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、 実
施 例 1及 び 2に 記 載 の と お り で あ っ た 。 次 い で 、 各 管 を 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め に 、 RP
Xソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る Beckman Coulter Cytomics FC500フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 移 し
た 。 か か る 分 析 の 結 果 を 図 10A～ 10Gに ま と め て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ビ メ ン チ ン 及 び /又 は チ ュ ブ リ ン ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 の 値 (％ )特 定 す る た め に 使 用 し た ゲ ー
ト 化 ス キ ー ム を 図 10A～ 10Cに お い て 説 明 し て い る 。 図 10Aに お い て 、 CD3ポ ジ テ ィ ブ リ ン パ
球 を 分 離 及 び ゲ ー ト 化 す る た め に 側 方 散 乱 パ ラ メ ー タ ー (SSC)が CD3パ ラ メ ー タ ー に 対 し て
プ ロ ッ ト さ れ て い る (領 域 A)。 図 10Bに お い て 、 CD8及 び CD4パ ラ メ ー タ ー は 、 CD4 表 層 マ ー
カ ー (領 域 B)に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ で も あ る CD3ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 を 同 定 す る た め に 互 い に 対 し
て プ ロ ッ ト さ れ て い る 。 図 10Cの 代 表 的 な 散 布 図 に お い て 、 チ ュ ブ リ ン 及 び ビ メ ン チ ン パ
ラ メ ー タ ー は 、 CD3(領 域 A)又 は CD3と CD4の 組 み 合 わ せ (領 域 B)に つ い て 試 験 さ れ ポ ジ テ ィ
ブ な 細 胞 を 同 定 す る た め に 互 い に 対 し て プ ロ ッ ト さ れ て い る 。 ゲ ー ト 化 さ れ た 細 胞 (領 域 A
又 は B)の う ち で 、 両 細 胞 内 プ ロ ー ブ (チ ュ ブ リ ン 及 び ビ メ ン チ ン )に つ い て 試 験 さ れ て ポ ジ
テ ィ ブ で あ る 細 胞 が 領 域 D2に 示 さ れ て お り ;類 似 し て 、 ゲ ー ト 化 さ れ た 細 胞 の う ち で 、 チ
ュ ブ リ ン に つ い て 試 験 さ れ ポ ジ テ ィ ブ で あ る 細 胞 が 領 域 D1及 び D2に 示 さ れ て お り 、 そ し て
ビ メ ン チ ン に つ い て 試 験 さ れ て ポ ジ テ ィ ブ な 細 胞 が 領 域 D2及 び D4に 示 さ れ て い る 。 図 10D
～ 10Gの 棒 グ ラ フ は 、 従 来 技 術 の 方 法 に よ っ て 調 製 し た サ ン プ ル の 試 験 結 果 (「 Man」 )と 本
発 明 の 半 自 動 化 方 法 に よ っ て 調 製 し た サ ン プ ル の 結 果 (「 AUTO」 )を 示 す 。 こ れ ら の グ ラ フ
に 示 す 値 (%)は 、 複 製 サ ン プ ル の 平 均 で あ る 。 図 10Dは 、 ICプ ロ ー ブ と し て 抗 ビ メ ン チ ン の
み を 受 容 し た サ ン プ ル の D2及 び D4領 域 に お い て 検 出 さ れ た ビ メ ン チ ン ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 の ％
を 示 す 。 こ れ ら の ビ メ ン チ ン ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 は 、 領 域 A(CD3-ポ ジ テ ィ ブ )又 は B(CD3及 び CD
4-ポ ジ テ ィ ブ )の い ず れ か か ら ゲ ー ト 化 さ れ た 。 図 10Eは 、 ICプ ロ ー ブ と し て 抗 チ ュ ブ リ ン
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図 1及 び 2Aに 記 載 の 方 法 に よ っ て 調 製 し た サ ン プ ル に 由 来 す る 予 め 凍 結 さ せ た PBMCに お
い て 、 細 胞 内 ビ メ ン チ ン 及 び チ ュ ブ リ ン を 単 独 で 又 は 同 時 の い ず れ か で 検 出 す る こ と 。



の み を 受 容 し た サ ン プ ル の D1及 び D2領 域 に お い て 検 出 さ れ た チ ュ ブ リ ン ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 の
％ を 示 す 。 こ れ ら の チ ュ ブ リ ン ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 は 、 領 域 A(CD3-ポ ジ テ ィ ブ )又 は B(CD3及 び
CD4-ポ ジ テ ィ ブ )の い ず れ か か ら も ゲ ー ト 化 さ れ た 。 図 10Fは 、 ICプ ロ ー ブ と し て 抗 ビ メ ン
チ ン 及 び 抗 チ ュ ブ リ ン の 両 方 を 受 容 し た サ ン プ ル の D1及 び D2領 域 に お い て 検 出 さ れ た チ ュ
ブ リ ン ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 の ％ を 示 す 。 こ れ ら の チ ュ ブ リ ン ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 は 、 図 10A及 び 10B
の 領 域 A又 は Bの い ず れ か か ら ゲ ー ト 化 さ れ た 。 図 10Gは 、 ICプ ロ ー ブ と し て 抗 チ ュ ブ リ ン
及 び 抗 ビ メ ン チ ン の 両 方 を 受 容 し た サ ン プ ル の D2及 び D4領 域 に お い て 検 出 さ れ た ビ メ ン チ
ン ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 の ％ を 示 す 。 結 論 :実 施 例 2の 新 た な 方 法 は 、 単 独 で 又 は 同 時 に 、 CD3又
は CD4リ ン パ 球 の い ず れ か に 存 在 す る 、 解 凍 し た PBMC調 製 物 中 に 存 在 す る 細 胞 内 ビ メ ン チ
ン 又 は チ ュ ブ リ ン の 検 出 に 干 渉 し な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　
　

　 抹 消 血 液 単 核 球 (PBMC)を 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に 従 っ て 、 調 製 し 、 凍 結 さ せ 、 そ し て 解 凍
さ せ た 。 い く つ か の 標 準 的 な 15mlの 各 培 養 管 に お い て 、 500万 個 の PBMCを か か る 管 に 入 っ
て い る 伝 統 的 な RPMI培 養 培 地 に 加 え た 。 RPMI培 養 培 地 に は 10％ ヒ ト AB血 清 を 補 足 し て い る
。 培 養 管 の い く つ か に 伝 統 的 な リ ン パ 球 刺 激 因 子 (ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス エ ン テ ロ ト キ シ ン B
、 SEB、 及 び 共 刺 激 物 質 の 抗 CD28抗 体 )を 加 え た 。 残 り の 管 に お い て 、 か か る 刺 激 因 子 は 加
え な か っ た 。 次 い で 、 培 養 管 を 37℃ に 設 定 し た LabPackイ ン キ ュ ベ ー タ ー に 配 置 し て 5％ CO

2 を 72時 間 に 渡 り 補 給 し た 。 実 施 例 1に 記 載 し た 常 用 の 調 製 方 法 に お け る よ う に 、 注 目 の 所
定 の 表 層 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 、 製 造 者 が 推 奨 す る 用 量 (典 型 的 に は 10ml/試 験 )の プ ロ ー
ブ を 20本 の 12× 75mm試 験 管 の そ れ ぞ れ に 手 動 に よ り 分 注 し た 。 こ の 表 層 プ ロ ー ブ は 以 下 の
3種 類 の フ ル オ ロ ク ロ ー ム 標 識 し た 抗 体 で あ る :i)Tリ ン パ 球 の 表 層 上 に 存 在 す る CD3抗 原 に
対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン シ ア ニ ン -7タ ン デ ム 色 素 (PC7)色 素 と 結 合 し た C
D3； ii)Tヘ ル パ ー リ ン パ 球 の 表 層 に 主 に 存 在 す る CD4抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 、 フ ィ コ エ リ
ト リ ン シ ア ニ ン -5-タ ン デ ム 色 素 (PC5)と 結 合 し た CD4； 及 び iii)T細 胞 傷 害 性 リ ン パ 球 の 表
層 上 に 主 に 存 在 す る CD8抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー
ト 色 素 (FITC)と 結 合 し た CD-8で あ っ た 。 次 い で 、 50μ lの 250,000個 の 72時 間 に 渡 り 刺 激 し
な か っ た 培 養 ヒ ト PBMCを 含 有 す る サ ン プ ル を 手 動 的 に 第 1組 の 10本 の 試 験 管 の 各 々 に 分 注
し た 。 類 似 し て 、 250,000個 の 72時 間 に 渡 り 刺 激 し た 培 養 ヒ ト PBMCを 含 有 す る サ ン プ ル 50
μ lを 手 動 的 に 第 2組 の 10本 の 試 験 管 に 分 注 し た 。 20本 の 管 の 内 容 物 を 、 当 該 管 を 穏 や か に
旋 回 さ せ る こ と に よ っ て 混 合 し た 。 次 い で 、 管 の 内 容 物 を 室 温 で 15分 に 渡 り 光 か ら 保 護 し
て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 10本 の 管 の 1組 (刺 激 し た も の 5本 及 び 刺 激 し な か っ た も
の 5本 )を 更 に 、 実 施 例 1に 記 載 の 常 用 の 手 動 方 法 を 使 用 す る こ と で 細 胞 内 分 析 の た め に 調
製 し た 。 残 り の 10本 の 管 の 組 (刺 激 し た も の 5本 及 び 刺 激 し て い な い も の 5本 )を 回 転 台 型 の
管 ホ ル ダ ー に 配 置 し 、 順 番 に そ れ を 、 PrepPlus2装 置 に 配 置 し 、 そ れ が 図 2A及 び 例 3に 記 載
の よ う に 分 注 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 (変 更 が 加 え ら れ た ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ ト コ ー ル
に 従 う )を 行 っ た 。 こ の 例 に お い て 、 細 胞 内 プ ロ ー ブ は 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と 結
合 し た 20μ lの サ イ ト プ ラ ズ ム 増 殖 抗 原 (CPA)中 の 0.5μ gで あ っ た 。 両 方 の サ ン プ ル 調 製 方
法 に お い て 、 濃 度 5.5%の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (PFA)を 固 定 化 剤 と し て 使 用 し 、 濃 度 0.7の
サ ポ ニ ン を 透 過 化 /溶 解 試 薬 と し て 使 用 し た 。 第 1組 の 管 を 、 サ ン プ ル 調 製 の 常 用 の 手 動 方
法 に 従 う 多 数 回 の 遠 心 及 び ボ ル テ ッ ク ス 混 合 段 階 に 委 ね た 。 第 2組 の 管 を 洗 浄 段 階 の み に
委 ね 、 そ れ は 当 該 方 法 の 最 後 に お い て CellPrep装 置 (プ ロ ト コ ル 2を 使 用 す る )に よ っ て 行
わ れ た 。 次 い で 、 20本 の 管 を そ れ ぞ れ 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め に 、 RXPソ フ ト ウ ェ ア
を 使 用 す る 、 Beckman Coulter Cytomics FC500フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 移 し た 。 か か る 分
析 の 結 果 を 、 図 11A～ 11Fに 示 さ れ た ゲ ー ト 化 ス キ ー ム 、 及 び 図 12A及 び 12Bの グ ラ フ に ま と
め た 。 こ の グ ラ フ は 、 CD3-PC7、 CD4-PC5、 CD8-FITC、 CPA-PEで 染 色 し た 72時 間 培 養 し た 複
製 PBMCサ ン プ ル 、 及 び 図 11A～ 11Fに 記 載 の ゲ ー ト 化 さ れ た 複 製 PBMCサ ン プ ル を 示 す 。 PBMC
を 培 地 中 単 独 で (刺 激 し て い な い )又 は 刺 激 因 子 SEB及 び CD28の 存 在 下 (刺 激 し た )の い ず れ

10

20

30

40

50

(22) JP 2007-503593 A 2007.2.22

実 施 例 10
予 め 凍 結 及 び 培 養 し た PBMCに お け る サ イ ト プ ラ ズ ム 増 殖 抗 原 (CPA)の 検 出 、 図 1及 び 2Aに

記 載 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た サ ン プ ル を 比 較 す る こ と 。



か で 培 養 し た 。 CD3-ポ ジ テ ィ ブ リ ン パ 球 集 団 (領 域 Aか ら ゲ ー ト 化 さ れ た )に お け る CPA-ポ
ジ テ ィ ブ 集 団 発 現 の ％ 、 CD3-ポ ジ テ ィ ブ -CD4-ポ ジ テ ィ ブ リ ン パ 球 集 団 の CPA発 現 の ％ (領
域 Cか ら ゲ ー ト 化 さ れ た )、 及 び CD3-ポ ジ テ ィ ブ -CD8-ポ ジ テ ィ ブ リ ン パ 球 集 団 (領 域 Dか ら
ゲ ー ト 化 さ れ た )の CPA発 現 の ％ が 示 さ れ て い る 。 図 12Aに お い て 、 サ ン プ ル を 常 用 の 手 動
方 法 に 従 っ て 調 製 し た (図 1)。 図 12Bに お い て 、 PrepPlus2及 び CellPrep装 置 の 使 用 に よ る
半 自 動 化 法 と し て 、 本 発 明 の 方 法 に 従 い 調 製 し た 。 結 論 :本 明 細 書 中 に 記 載 の 自 動 化 方 法
に よ り 、 72時 間 に 渡 り 培 養 し た 解 凍 し た PBMCの CPA値 に つ い て 、 常 用 の 方 法 か ら 獲 得 さ れ
る 値 と 匹 敵 す る CPA値 が 生 み 出 さ れ る 。 重 要 な こ と に 、 本 発 明 の 自 動 化 方 法 は 、 複 製 物 に
お け る ば ら つ き が 、 常 用 の 方 法 に よ る 値 に 比 較 し て 実 質 上 少 な い こ と を 証 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　
　

　 Tall-104は 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 と 診 断 さ れ た 患 者 に 由 来 す る ヒ ト T細 胞 由 来 の 細 胞 系
統 で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 構 成 的 に サ イ ト カ イ ン (イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 、 IFNg、 及 び 腫
瘍 壊 死 因 子 α 、 TNFa)の 発 現 レ ベ ル が 低 く 且 つ 培 養 に お け る 刺 激 に よ り こ の レ ベ ル は 増 加
す る 。 こ の 例 に お い て 、 500万 個 の Tall-104細 胞 を 、 (刺 激 し た )又 は (刺 激 し て い な い )伝
統 的 な リ ン パ 球 刺 激 因 子 (Dextranに 結 合 し た CD3抗 体 、 CD28抗 体 、 及 び IL-2サ イ ト カ イ ン )
を 伴 う か あ る い は 伴 わ な い 伝 統 的 な 50μ l培 養 管 中 、 500μ lの Isocoveの 改 変 Dulbecco培 地
(20％ ウ シ 胎 児 血 清 を 伴 う )に 配 置 し た 。 次 い で 、 培 養 管 を 37℃ に 設 定 し 且 つ 5％ CO 2 を 6分
に 渡 り 補 給 し た LabPackイ ン キ ュ ベ ー タ ー 配 置 し た 。 サ イ ト カ イ ン 分 泌 を 予 防 す る 十 分 な
用 量 を 含 む 10μ lの Brefeldin-Aを 各 培 養 培 地 に 加 え た 。 こ の 管 を 更 な る 5時 間 に 渡 り イ ン
キ ュ ベ ー タ ー に 置 い た 。 常 用 の 調 製 方 法 (実 施 例 1)に お け る よ う に 、 製 造 者 が 推 奨 す る 用
量 の フ ル オ ロ ク ロ ー ム 標 識 し た 表 層 抗 原 プ ロ ー ブ (T-リ ン パ 球 の 表 層 上 に 存 在 す る CD3抗 原
に 対 し て 特 異 的 な 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)色 素 と 結 合 し た 抗 体 CD3の
試 験 あ た り 10μ l)を 手 動 的 に 各 12× 75mmの 各 異 な る 試 験 管 12本 に 分 注 し た 。 次 い で 、 500,
000個 の 刺 激 さ れ て い な い 培 養 Tall-104細 胞 を 含 む 50μ lの サ ン プ ル を 手 動 的 に 6本 の 各 試
験 管 に 分 注 し た 。 次 い で 500,000個 の 刺 激 さ れ て い な い 培 養 Tall-104細 胞 を 含 む サ ン プ ル 5
0μ lを 他 の 組 の 6本 の 試 験 管 中 へ と 分 注 し た 。 12本 の 管 の 内 容 物 を 、 当 該 管 を 穏 や か に 旋
回 す る こ と に よ っ て 混 合 し た 。 次 い で 、 管 の 内 容 物 を 室 温 で 15分 に 渡 り 光 か ら 保 護 し て イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 手 動 で 6本 の 管 (3本 は 刺 激 し て い な い 、 そ し て 3本 は 刺 激 し た
)を 実 施 例 1に 記 載 の 常 用 の 方 法 に 従 い 且 つ 20μ lの イ ソ タ イ プ プ ロ ー ブ (2つ の 管 に お い て
、 1つ は 刺 激 さ れ て お り 且 つ 他 は 刺 激 さ れ て い な い )又 は 特 異 的 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン プ ロ ー
ブ (TNFa)(ど ち ら も フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と 結 合 し て い る )を 使 用 す る こ と で 調 製 し た
(他 の 4個 の 管 に お い て 、 2個 は 刺 激 さ れ て お ら ず 、 そ し て 他 の 2個 は 刺 激 さ れ て い る )。 残
り の 6本 の 管 を 回 転 台 型 の ホ ル ダ ー に 配 置 し 、 次 い で そ れ を 、 実 施 例 2に 記 載 の よ う に 、 分
注 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 を 行 う (変 更 が 加 え ら れ た ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ ト コ ー ル 従 っ
て )PrepPlus2装 置 へ と 配 置 し た 。 5.5%の 濃 度 の 25μ lの パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (PFA)を 各 管
に 分 注 し て 20分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 20μ lの ど ち ら も フ ィ コ エ リ ト リ ン (
PE)色 素 と 結 合 し た イ ソ タ イ プ プ ロ ー ブ 又 は 特 異 的 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン プ ロ ー ブ (TNFa)の
い ず れ か を 各 管 に 加 え 、 直 後 に 100μ lの サ ポ ニ ン を 0.7%の 濃 度 で 加 え た 。 管 を 45分 に 渡 り
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 後 、 600μ lの IsoFlowを 各 管 に 対 し て 加 え た 。 次 い で 、 回 転 台
を CellPrep装 置 に 移 し 、 こ こ で 各 管 は 順 番 に 、 当 該 装 置 に 搭 載 さ れ て い る 標 準 的 な プ ロ ト
コ ー ル (No.2)に 従 い 移 動 さ せ ら れ た 。 次 い で 、 20本 の 管 を 各 々 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た
め に 、 RXPソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る 、 Beckman Coulter Cytomics FC500 フ ロ ー サ イ ト メ ー
タ ー に 渡 し た 。 か か る 分 析 の 結 果 を 図 13A～ 13Dに ま と め て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 図 13C及 び 13Dの オ ー バ ー レ イ プ ロ ッ ト は 、 図 13A及 び 13Bに 示 さ れ る よ う に ゲ ー ト 化 さ れ
た 4つ の 異 な る サ ン プ ル に つ い て CD3ポ ジ テ ィ ブ Tall-104細 胞 に お け る TNFa発 現 を 比 較 す る
。 図 13Bに お い て 、 下 方 閾 値 レ ベ ル Eは 、 上 の 実 施 例 4で 説 明 し た よ う に 、 イ ソ タ イ プ プ ロ
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実 施 例 11
図 1及 び 2Aに 記 載 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た サ ン プ ル に 由 来 す る 刺 激 し た Tall-104T細 胞

系 統 PB120に お け る 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン TNF-α の 検 出



ー ブ を 含 む サ ン プ ル か ら 測 定 さ れ て い る 。 「 常 用 」 と は 、 サ ン プ ル が 例 1に 従 っ て 調 製 さ
れ た こ と を 示 し 、 そ し て 「 自 動 化 」 と は 、 サ ン プ ル が 実 施 例 2に 記 載 さ れ 且 つ 図 2に 示 さ れ
た 方 法 に よ り 調 製 さ れ た こ と を 意 味 す る 。 「 イ ソ タ イ プ 」 と は 、 CD3-FITC及 び イ ソ タ イ プ
-PEで 染 色 さ れ た サ ン プ ル を 意 味 す る 。 「 TNFa」 と は 、 CD3-FITC及 び TNFa-PEで 染 色 さ れ た
サ ン プ ル を 意 味 す る 。 結 論 :本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 内 TNFaサ イ ト カ イ ン 内 CD3ポ ジ テ ィ ブ 刺
激 Tall-104細 胞 の 検 出 の た め の 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る こ と に お い て 常 用 の 方 法 に 匹 敵 す
る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　
　
　 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ネ ー ト (FITC)色 素 と 結 合 し た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 CD15
を 手 動 的 に 12× 75mmの 8本 の 試 験 管 の 各 々 に 分 注 し た 。 CD15抗 原 分 子 は 、 好 中 球 、 好 酸 球
、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 マ ス ト 細 胞 、 及 び 正 常 骨 髄 前 駆 体 細 胞 の 表 層 に 存 在 す る 。 次 い
で 、 ヒ ト 対 象 者 か ら 静 脈 穿 刺 に よ っ て 獲 得 し た 50μ lの ヘ パ リ ン 化 細 胞 サ ン プ ル を 各 試 験
管 に 手 動 的 に 分 注 し そ し て 各 管 の 内 容 物 を 、 当 該 管 を 穏 や か に 旋 回 す る こ と に よ っ て 混 合
し た 。 こ の 管 の 内 容 を 室 温 で 15分 に 渡 り 光 か ら 保 護 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 4本 の 管 を
例 1に 記 載 の 常 用 の 方 法 に 従 い 、 細 胞 内 プ ロ ー ブ を 伴 い 調 製 し た 。 当 該 プ ロ ー ブ は 、 2本 の
管 中 に 、 適 切 な 精 製 イ ソ タ イ プ 抗 体 (例 え ば 、 マ ウ ス IgG)、 又 は 2本 の 管 中 に 精 製 抗 デ フ ェ
ン シ ン (例 え ば 、 タ イ プ HNP-B)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 2μ g含 む 5μ lの PBSで あ る 。 デ フ ェ ン
シ ン は 小 型 の 陽 イ オ ン 性 抗 微 生 物 タ ン パ ク 質 で あ り そ し て ヒ ト 好 中 球 の 重 要 な 構 成 要 素 で
あ る 。 空 間 的 に 仕 切 ら れ た 疎 水 性 及 び 帯 電 し た (陽 イ オ ン 性 )残 基 に よ り ペ プ チ ド が リ ン 脂
質 膜 に 挿 入 さ れ 、 そ し て 好 適 に 負 に 帯 電 し た リ ン 脂 質 に 富 む 細 菌 の 膜 を 崩 壊 さ せ る )。 以
下 の 2つ の 段 階 の 実 施 例 1に 記 載 の 方 法 、 図 1の 段 階 (m)の 直 後 及 び 段 階 (n)の 前 に 対 し て 添
加 が あ っ た ;即 ち 、 4μ lの 第 2検 出 プ ロ ー ブ (Chemicon International Companyか ら 入 手 し
た PEに 対 し て 結 合 し た マ ウ ス 抗 体 Fab断 片 (SAM)に 対 し て 特 異 的 な ヒ ツ ジ 抗 体 )を 含 む 100μ
lの PBSを 最 後 の 遠 心 段 階 か ら 生 じ た ペ レ ッ ト に 加 え 、 し か る 後 に 、 更 な る 15分 の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 次 い で 、 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 抗 CD15及 び 全 血 を 含 む 残 り の 4つ の 管 を 、 回 転 台 型 の 管
ホ ル ダ ー に 配 置 し 、 そ れ は 次 い で 例 2に 従 い 分 注 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 を 行 っ た Pre
pPlus2装 置 に 配 置 さ れ 、 そ し て 細 胞 内 プ ロ ー ブ は 上 記 と 同 じ 型 で あ り 且 つ 回 転 台 を CellPr
ep装 置 に 移 す 前 に 更 な る 3つ の 段 階 が あ っ た こ と は 除 く 。 後 の 段 階 は :600μ lの IsoFlowの
添 加 後 、 4本 の 管 を 回 転 台 か ら 取 り 外 し そ し て 500g力 の 力 で 5分 に 渡 り Beckman J6B遠 心 器
に 配 置 し た 。 上 清 の 大 部 分 を 吸 引 し て 100μ lの 第 2プ ロ ー ブ を 含 有 す る PBSを 手 動 的 に 4つ
の 管 の 各 々 に 分 注 し た 。 こ の 管 を 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 懸 濁 さ せ る た め に 旋 回 さ せ 、 そ し て 45
分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し そ し て 直 後 に 900μ lの PBSを 各 4本 の 各 管 に 手 動 に よ り 添 加 し た
。 こ の 管 を 回 転 台 に 移 し そ し て CellPrep装 置 に 移 し 、 こ こ で 各 管 は 、 当 該 装 置 に 搭 載 さ れ
た 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル (No.2)に 従 っ て 移 動 さ せ ら れ た 。 8本 の 管 を そ れ ぞ れ 、 デ ー タ 獲
得 及 び 分 析 の た め に 、 RXPソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る Beckman Coulter Cytomics FC500フ ロ
ー サ イ ト メ ー タ ー に 移 し た 。 か か る 分 析 の 結 果 を 図 14A～ 14Cに ま と め た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 図 14Cの オ ー バ ー レ イ プ ロ ッ ト は 、 CD15-ポ ジ テ ィ ブ 顆 粒 球 集 団 に お け る デ フ ェ ン シ ン 発
現 を 示 す 図 14A及 び 14Bに 記 載 の よ う に 4つ の 異 な る ゲ ー ト 化 サ ン プ ル を 比 較 す る 。 「 手 動
」 と は 、 サ ン プ ル が 例 1に 記 載 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ た こ と を 示 す (上 記 を 除 く こ と に 留 意
さ れ た い )。 「 自 動 化 」 と は 、 サ ン プ ル が 例 2に 記 載 の よ う に 調 製 さ れ た こ と を 意 味 す る (
上 記 を 除 く こ と に 留 意 さ れ た い )。 イ ソ タ イ プ と は 、 サ ン プ ル が CD15-FITC及 び イ ソ タ イ プ
+第 2プ ロ ー ブ SAM-PEで 染 色 さ れ た こ と を 意 味 す る 。 デ フ ェ ン シ ン は 、 サ ン プ ル が CD15-FIT
C及 び 抗 デ フ ェ ン シ ン プ ロ ー ブ ＋ 第 2プ ロ ー ブ SAM-PEで 染 色 さ れ た こ と を 意 味 す る 。 結 論 :
本 明 細 書 中 に 記 載 の 自 動 化 法 は 実 行 可 能 で あ る が 、 全 血 中 に 存 在 す る 細 胞 内 デ フ ェ ン シ ン
内 CD15ポ ジ テ ィ ブ 顆 粒 球 を 間 接 的 に 検 出 す る た め に 至 適 化 さ れ て い な か っ た 。
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実 施 例 12
全 血 の 好 中 球 集 団 中 に 存 在 す る 細 胞 内 デ フ ェ ン シ ン 分 子 の 間 接 的 検 出



【 ０ ０ ５ ０ 】
　
　
　 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ネ ー ト (FITC)色 素 と 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 -CD15
を 手 動 的 に 12× 75mmの 8本 の 各 試 験 管 に 分 注 し た 。 こ の 抗 体 は 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 単 球 、
マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 マ ス ト 細 胞 及 び 正 常 骨 髄 前 駆 体 細 胞 上 に 存 在 す る CD15抗 原 分 子 に 対 し て
特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ た 。 次 い で 、 ヒ ト 対 象 者 か ら 静 脈 穿 刺 に よ っ て 獲 得 し
た 50μ lの ヘ パ リ ン 化 細 胞 サ ン プ ル を 各 試 験 管 に 手 動 的 に 分 注 し そ し て 各 管 の 内 容 物 を 、
当 該 管 を 穏 や か に 旋 回 す る こ と に よ っ て 混 合 し た 。 次 い で 、 こ の 管 の 内 容 物 を 室 温 で 15分
に 渡 り 光 か ら 保 護 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 4本 の 管 を 実 施 例 1に 記 載 の 常 用 の 方 法 に 従 い
手 動 的 に 調 製 し 、 そ し て 4本 の 管 を 回 転 台 型 の 管 ホ ル ダ ー に 配 置 し 、 次 い で ホ ル ダ ー を 例 2
に 記 載 さ れ て 図 2Aに 示 さ れ る よ う に 分 注 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 を 行 っ た PrepPlus2
装 置 に 渡 し た 。 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と 結 合 し た 細 胞 内 プ ロ ー ブ の ミ エ ロ ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ (MPO)を 各 4本 の 管 の 組 の 2本 の 管 に 分 注 し て 各 方 法 に よ っ て 調 製 し た ； MPOは 好 中 球
の ア ズ ー ル 顆 粒 に お い て 発 見 さ れ た 細 胞 内 抗 原 で あ る 。 そ れ は 白 血 病 を 診 断 す る た め に 有
用 で あ る 。 類 似 し て 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と も 結 合 し た イ ソ タ イ プ プ ロ ー ブ を 、 各
組 の 残 り の 2本 の 管 に 加 え 、 そ し て サ ン プ ル を 再 度 各 方 法 に よ っ て 調 製 し た 。 次 い で 、 各 8
本 の 管 を 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め に RXPソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る Beckman Coulter Cyt
omics FC500フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 渡 し た 。 か か る 分 析 の 結 果 を 図 15A～ 15Cに ま と め て
い る 。 図 15Cの オ ー バ ー レ イ プ ロ ッ ト は 図 15A及 び 15Bに 示 さ れ た よ う に ゲ ー ト 化 さ れ た 異
な る 4個 の サ ン プ ル を 比 較 す る 。 CD15ポ ジ テ ィ ブ 顆 粒 球 集 団 に お け る MPO発 現 。 「 手 動 」 と
は 、 サ ン プ ル が 例 1に 記 載 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ た こ と を 示 し 、 「 自 動 化 」 と は 、 PrepPlu
s2及 び CellPrep装 置 の 使 用 に よ り 半 自 動 化 さ れ て い る 際 に 、 サ ン プ ル が 例 2に 記 載 の よ う
に 調 製 さ れ た こ と を 意 味 す る 。 イ ソ タ イ プ と は 、 サ ン プ ル が CD15-FITC及 び イ ソ タ イ プ で
染 色 さ れ た こ と を 意 味 す る 。 MPOは 、 サ ン プ ル が CD15-FITC及 び MPO-PEで 染 色 さ れ た こ と を
意 味 す る 。 結 論 :本 発 明 の サ ン プ ル 調 製 法 は 、 全 血 中 に 存 在 す る 細 胞 内 MPOを 発 現 す る CD15
ポ ジ テ ィ ブ 顆 粒 球 の ％ を 検 出 す る こ と に お い て 常 用 の 方 法 に 匹 敵 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　
　
　
　 抹 消 血 液 単 核 球 (PBMC)を 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 し 、 凍 結 さ せ 、 そ し て 解 凍 し た
。 1500万 個 の PBMCを 、 10％ ヒ ト AB血 清 を 補 足 し た 1.5mlの 伝 統 的 な RPMI培 養 培 地 に 配 置 し
、 そ し て 等 し く 3本 の 伝 統 的 な 15mlの 培 養 管 に 分 け た 。 こ の 培 養 管 に は 伝 統 的 な リ ン パ 球
刺 激 因 子 (ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス エ ン テ ロ ト キ シ ン B， SEB、 及 び 共 刺 激 因 子 抗 CD28抗 体 )が 入
っ て お り 「 刺 激 」 と ラ ベ ル し た 。 こ の 3本 の 培 養 管 を 37℃ に 設 定 し た LabPackイ ン キ ュ ベ ー
タ ー に 配 置 し て 1.5時 間 に 渡 り 5%CO 2 を 補 給 し た 。 次 い で 、 2.5μ g(サ イ ト カ イ ン 分 泌 を 予
防 す る の に 十 分 な 量 )を 含 む Brefeldin-A 5μ lを 3本 の 培 養 管 の 各 々 に 加 え た 。 こ の 管 を 更
な る 15.5時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 配 置 し た 。 刺 激 因 子 が 入 っ て い る 3本 の 管 の 内 容
物 を 1本 の 管 に プ ー ル し た 。 各 々 500,000個 の 細 胞 が 入 っ て い る 刺 激 し た プ ー ル 培 養 管 か ら
50μ lの サ ン プ ル を 4本 の 12× 75mmの 管 各 々 に 配 置 し た 。 4本 の 試 験 管 の う ち 2本 に 入 っ て い
る サ ン プ ル を 、 表 層 プ ロ ー ブ を 伴 い 実 施 例 1に 記 載 の 常 用 の 方 法 に 従 い 調 製 し た 。 表 層 プ
ロ ー ブ は 製 造 者 が 推 奨 す る 用 量 (典 型 的 に は 10μ l/試 験 )の 以 下 の 4種 の フ ル オ ロ ク ロ ー ム -
標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ た :(i)T-細 胞 傷 害 性 リ ン パ 球 の 表 層 上 に 存 在 す る CD8
に 特 異 的 な 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)色 素 と 結 合 し た CD8;(ii)最 も 活 性
化 し た リ ン パ 球 上 に 存 在 す る 表 層 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン -シ ア ニ ン 5タ
ン デ ム 色 素 (PC5)に 結 合 し た CD69;(iii)T-ヘ ル パ ー リ ン パ 球 の 表 層 上 に 存 在 す る CD4抗 原 に
対 し て 特 異 的 な 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン -Texasレ ッ ド (ECD)タ ン デ ム 色 素 と 結 合 し た CD4;及 び (
iv)全 て の Tリ ン パ 球 上 に 存 在 す る CD3抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン -シ ア ニ ン
7(PC7)タ ン デ ム 色 素 と 結 合 し た CD3。 使 用 し た 細 胞 内 プ ロ ー ブ は 、 製 造 者 が 推 奨 す る 用 量
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EXAMPLE 13
全 血 の 好 中 球 集 団 中 に 存 在 す る 細 胞 内 MPO分 子 の 検 出

実 施 例 14
予 め 凍 結 さ せ 且 つ 培 養 し た PBMC細 胞 中 の サ イ ト プ ラ ズ ム サ イ ト カ イ ン を 検 出 す る こ と
図 1及 び 2Aの サ ン プ ル 調 製 法 の 比 較



で あ る 20μ lの 、 腫 瘍 壊 死 因 子 α (TNFa)に 対 す る 特 異 的 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン プ ロ ー ブ で あ
り ;こ の プ ロ ー ブ を フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と 結 合 さ せ て い た 。 洗 浄 バ ッ フ ァ ー は 、 0.1
%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 及 び 2%ウ シ 胎 児 血 清 (FCS)を 含 む PBS溶 液 で あ っ た 。 他 の 試 薬 は 全 て 例 1
に 記 載 の 通 り で あ っ た 。 従 っ て 、 2つ の サ ン プ ル を 従 来 技 術 の 方 法 を 使 用 す る こ と で 細 胞
内 分 析 の た め に 調 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 各 々 が 、 50μ lの 刺 激 し た PBMCが 入 っ て い る 残 り の 2本 の 管 中 へ と 上 記 表 層 マ ー カ ー プ ロ
ー ブ を 加 え た 。 2本 の 管 の 内 容 物 を 、 管 を 穏 や か に 旋 回 さ せ る こ と に よ っ て 混 合 し た 。 次
い で 、 管 の 内 容 物 を 室 温 で 15分 に 渡 り 光 か ら 保 護 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 管 を 回 転 台 型
の 管 ホ ル ダ ー に 配 置 し 、 次 い で そ れ を 、 図 2Aを 参 照 と し 実 施 例 3に 記 載 の よ う に 、 分 注 及
び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 を 行 っ た (変 更 を 加 え た ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て )Pr
epPlus2装 置 に 配 置 し た 。 使 用 し た 特 異 的 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン プ ロ ー ブ は 、 腫 瘍 壊 死 因 子
α (TNFa)に 対 す る も の で あ っ た 。 こ の プ ロ ー ブ は フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と 結 合 し て い
た 。 次 い で 、 回 転 台 を CellPrep装 置 に 移 し 、 こ こ で は 各 管 が 順 番 に 、 当 該 装 置 に 搭 載 さ れ
た 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 移 動 さ せ ら れ た 。 次 い で 、 常 用 の 方 法 及 び 本 明 細 書 に 記
載 の 新 規 方 法 に 従 い 調 製 し た 各 管 を 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め の RXPソ フ ト ウ ェ ア を 使
用 す る 、 Beckman Coulter Cytomics FC500フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 移 し た 。 か か る 分 析 の
結 果 を 、 図 16A及 び 16Bの 散 布 図 に ま と め た 。 解 凍 し 且 つ 刺 激 し た PBMCサ ン プ ル を 、 サ ン プ
ル 調 製 の 常 用 方 法 及 び 新 規 方 法 に よ り TNF生 産 に つ い て 分 析 し た 。 CD3+CD4+CD69+TNFa+及
び CD3+CD8+CD69+TNFa+4重 ポ ジ テ ィ ブ の 検 出 ％ を 下 の 表 3に 示 し て い る 。 ゲ ー ト 化 ス キ ー ム
を 図 16Aの 散 布 図 に 示 し て お り 、 そ し て 図 16Bの 散 布 図 は 、 CD3+CD8+(上 方 )又 は CD3+CD4+(
下 方 )集 団 の い ず れ か に ゲ ー ト 化 さ れ た 事 象 を 示 す 。 こ の 散 布 図 は 、 TNFa-PE(x-軸 )対 CD69
-PC5(y-軸 )を 示 す 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 新 た な 方 法 は 、 見 掛 上 解 凍 し て 培 養 し た PBMCに 対
す る 常 用 の 方 法 と ほ ぼ 同 様 の 値 を 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
　
　

　 抹 消 血 液 単 核 球 (PBMC)細 胞 を 、 特 定 の ワ ク チ ン 抗 原 ワ ク チ ン 化 し た 供 与 者 か ら 獲 得 し た
。 次 い で 、 こ れ ら の 細 胞 を 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に 従 っ て 凍 結 さ せ て 解 凍 し た 。 1500万 個 の
解 凍 し た PBMCを 、 10％ ヒ ト AB血 清 を 補 足 し た 3mlの 伝 統 的 な RPMI培 養 培 地 に 配 置 し て 、 6本
の 伝 統 的 な 15ml培 養 管 に 等 し く 分 け た 。 2本 の 培 養 管 は 伝 統 的 な リ ン パ 球 刺 激 因 子 (ス タ フ
ィ ロ コ ッ カ ス エ ン テ ロ ト キ シ ン B， SEB、 及 び 共 刺 激 因 子 抗 -CD28抗 体 )を 含 み 、 そ し て 「 SE
B+CD28」 と ラ ベ ル し ;他 の 2本 の 培 養 管 に は 「 ワ ク チ ン Ag」 と ラ ベ ル 、 そ し て 当 該 ワ ク チ ン
で PBMCを 刺 激 す る た め に 十 分 な 量 の ワ ク チ ン 抗 原 を 入 れ ;そ し て 残 り の 2本 の 管 は 刺 激 因 子
が な ん ら 入 っ て お ら ず 、 そ し て 「 刺 激 な し 」 と 標 識 し た 。 次 い で 、 こ の 6本 の 培 養 管 を 、 3
7℃ に 設 定 し て 5％ CO 2 を 補 給 し た LabPackイ ン キ ュ べ ー タ ー に 1.5時 間 に 渡 り 配 置 し た 。 次
い で 、 2.5μ g(サ イ ト カ イ ン 分 泌 を 予 防 す る た め に 十 分 な 用 量 )を 含 む Brefeldin-A5μ lを
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実 施 例 15
凍 結 さ せ 且 つ ワ ク チ ン 抗 原 と 培 養 し た PBMC細 胞 サ ン プ ル 中 の サ イ ト プ ラ ズ ム サ イ ト カ イ

ン を 検 出 す る こ と ； 新 規 対 常 用 の サ ン プ ル 調 製 法



、 6本 の 培 養 管 の 各 々 に 加 え た 。 こ の 管 を 更 な る 16時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 配 置 し
た 。 各 2本 の 類 似 す る 培 養 物 (即 ち 、 SEB、 刺 激 及 び 無 刺 激 )を 、 穿 刺 可 能 キ ャ ッ プ を 伴 う 1
本 75mm標 本 管 に プ ー ル し た 。 こ れ ら の 標 本 管 を SEB、 ワ ク チ ン 、 又 は 刺 激 な し と 標 識 し た
。 各 々 が 250,000個 の 細 胞 を 含 む 50μ lの サ ン プ ル を 、 3本 の プ ー ル し た 各 培 養 管 か ら 分 注
し 、 そ し て 3本 の 12× 75mmの 管 に 分 注 し た 。 次 い で 、 こ れ ら の サ ン プ ル を 更 に 、 実 施 例 14
に 記 載 の 4種 の 表 層 プ ロ ー ブ (即 ち 、 CD8-FITC、 CD69-PC5、 CD4-ECD、 CD3-PC7)を 伴 い 、 例 1
に 記 載 の 常 用 の 方 法 に 従 っ て 調 製 し た 。 使 用 し た 細 胞 内 プ ロ ー ブ は 、 製 造 者 が 推 奨 す る 用
量 20μ lの 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と 結 合 し た 、 特 異 的 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン プ ロ ー ブ
イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ (IFNg)で あ っ た 。 洗 浄 バ ッ フ ァ ー は 、 0.1%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 及 び 2%ウ
シ 胎 児 血 清 (FCS)を 含 有 す る PBS溶 液 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 次 い で 、 3本 の プ ー ル し た 培 養 管 を 、 PrepPlus2分 注 装 置 の 標 本 ラ ッ ク の 位 置 1～ 3に 配 置
し た 。 装 置 に 提 供 し た 市 販 の ソ フ ト ウ ェ ア PanelDefを 使 用 し て 、 回 転 台 型 の ホ ル ダ ー に 支
持 さ れ た 12× 75mmの 試 験 管 3本 へ と 上 記 表 層 抗 体 と 同 じ 体 積 を 自 動 的 に 分 注 す る プ ロ ト コ
ー ル を 作 り 出 し た 。 次 い で 、 各 250,000個 の 細 胞 が 入 っ て い る 50μ lを 、 3本 の 標 本 管 の 各
々 か ら 表 層 抗 体 を 含 む 12× 75mm試 験 管 へ と 移 し た 。 回 転 台 に お け る 管 を 室 温 で 15分 に 渡 り
イ ン キ ュ ベ ー ト し た (PrepPlus2か ら 取 り 出 さ ず に )。 例 3に 記 載 の 新 規 方 法 を 行 う た め に 、
変 更 を 加 え た ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し た 。 こ の 例 に お け る 特 異 的 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン プ ロ ー
ブ は 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 と 結 合 し た イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ (IFNg)で あ っ た 。 回 転 台
を CellPrep装 置 に 移 動 し 、 こ こ で は 各 管 が 装 置 に 搭 載 さ れ た 標 準 プ ロ ト コ ー ル (No.2)に 従
っ て 順 番 に 移 動 さ せ ら れ た 。 6本 の 管 (3本 は 常 用 の 方 法 に 従 っ て 調 製 し そ し て 3本 は 本 明 細
書 中 に 記 載 の 新 規 方 法 に 従 っ て 調 製 し た )の 各 々 が 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め の RXPソ フ
ト ウ ェ ア を 使 用 す る Beckman Coulter Cytomics FC500 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 移 さ れ た
。 か か る 分 析 の 結 果 を 、 表 4並 び に 図 17A及 び 17Bに ま と め て い る 。 図 17Aに お い て 、 実 施 例
1の 常 用 の 手 動 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た 3本 の 培 養 サ ン プ ル の 各 々 に 関 し て 結 果 を 示 す 。 図
17Bは 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す る こ と で 達 成 し た 類 似 の 結 果 を 示 す (図 2Aに 示 し て い る )。 両
方 の 図 に お い て 、 散 布 図 は 、 CD3+CD8+(上 方 )又 は CD3+CD4+(下 方 )集 団 の い ず れ か に つ い て
ゲ ー ト 化 し た 事 象 を 示 す 。 ヒ ス ト グ ラ ム は 、 IFNg-PE(x軸 )対  CD69-PC5(y軸 )を 示 す 。 CD3+
CD4+CD69+IFNg+及 び CD3+CD8+CD69+IFNg+４ 重 ポ ジ テ ィ ブ リ ン パ 球 の ％ は 表 に お い て 記 録 さ
れ て い る 。 結 論 :本 明 細 書 中 に 記 載 の 新 規 方 法 は 、 ワ ク チ ン 抗 原 と 共 に 培 養 し た 解 凍 PBMC
に つ い て 常 用 の 方 法 よ り も 良 い 値 を 示 し 、 そ れ は 、 刺 激 し て い な い サ ン プ ル に お い て 存 在
す る 値 (バ ッ ク グ ラ ン ド )が よ り 低 い こ と に よ る 。 こ の バ ッ ク グ ラ ン ド が よ り 低 い こ と は 、
ヒ ス ト グ ラ ム 上 に プ ロ ッ ト さ れ た 事 象 の 分 散 の 程 度 を 減 ら す 新 た な 方 法 に よ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
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実 施 例 16
全 血 及 び 細 胞 系 統 の 混 合 物 中 の サ イ ト ケ ラ チ ン ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 の 検 出



　
　 Colo-205は 、 結 腸 腺 ガ ン と 診 断 さ れ た 患 者 の 腹 水 流 体 に 由 来 す る 上 皮 細 胞 系 統 で あ り 、
そ れ は 懸 濁 及 び 接 着 し た 細 胞 の 混 合 物 と し て 培 養 物 中 で 増 殖 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 サ イ
ト プ ラ ズ ム 内 サ イ ト ケ ラ チ ン (上 皮 細 胞 中 に 存 在 す る あ る 型 の 中 間 体 フ ィ ラ メ ン ト を 作 り
あ げ る )を 発 現 し 、 そ し て CD71(大 部 分 の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系 統 及 び 正 常 上 皮 血 液 単 核 球 上 に 存
在 す る ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー )を 細 胞 表 層 上 で 発 現 す る 。 こ れ ら の 細 胞 が ヒ ト
全 血 中 に 希 釈 さ れ て 入 っ た 場 合 及 び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の た め に 調 製 さ れ て い る 場 合 、
そ れ ら は 、 光 散 乱 特 性 に 基 づ き 白 血 球 集 団 か ら 分 離 さ れ る (図 18)。 4本 の 12× 75mm染 色 管
を 、 Colo-205細 胞 を 含 む 正 常 ド ナ ー か ら 静 脈 穿 刺 に よ っ て 獲 得 し た 50μ lの 全 血 を 含 み 調
製 し た 。 2重 の 12× 75mm染 色 管 を 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 に 対 し て 結 合 さ せ た 20μ lの
抗 CD-71で あ る 表 層 プ ロ ー ブ を 伴 い 、 そ し て 使 用 し た 細 胞 内 プ ロ ー ブ は 、 フ ル オ レ セ イ ン
イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)色 素 と 結 合 し た 20μ lの 抗 サ イ ト ケ ラ チ ン 抗 体 で あ っ た 。 洗 浄
バ ッ フ ァ ー は 、 0.1%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 有 す る PBS溶 液 で あ っ た 。 他 の 2つ の 染 色 管 を 、
図 2Bに 示 す 本 発 明 の 変 更 を 加 え た 方 法 に よ っ て 調 製 し 、 そ の 方 法 は 次 の よ う に 記 載 さ れ る
:CD71表 層 分 子 の た め の プ ロ ー ブ 20μ l及 び 20μ lの 細 胞 内 サ イ ト ケ ラ チ ン 分 子 プ ロ ー ブ を
回 転 台 型 の 管 ホ ル ダ ー に 配 置 さ れ た 12× 75mmの 2本 の 各 管 に 同 時 に 分 注 し た 。 次 い で 、 こ
の 回 転 台 を PrepPlus2装 置 に 配 置 し 、 そ し て 室 温 で 15分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い
で 、 こ の PrepPlus2が 本 明 細 書 中 に 記 載 の 分 注 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 (変 更 を 加 え た
ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ ト コ ー ル に 従 い )を 行 っ た 。 各 管 に 対 し て 順 番 に 、 100μ lの パ ラ ホ ル ム
ア ル デ ヒ ド (PFA)溶 液 を 5.5%の 濃 度 で 、 100μ lの 赤 血 球 溶 解 試 薬 (1× 濃 度 の 塩 化 ア ン モ ニ
ウ ム 溶 液 (Beckman Coulter, Inc. IOTest3 Lysing Reagent))、 及 び 100μ lの サ ポ ニ ン 溶
液 を 0.7%の 濃 度 に お い て 加 え た 。 こ の 管 を 室 温 で 20分 に 渡 り 維 持 し た 。 こ の 後 、 600μ lの
PBSを 各 管 に 加 え た 。 次 い で 、 回 転 台 を CellPrep装 置 に 移 し 、 こ こ で 管 が 順 番 に 、 当 該 装
置 に 搭 載 さ れ た 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル (図 2)に 従 い 、 標 準 IsoFlow試 薬 と 共 に 移 動 さ せ ら れ
た 。 次 い で 、 各 4本 の 管 を 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め に EXPO-ADCソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す
る EPICS XL-MCLフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 移 し た 。 か か る 分 析 の 結 果 を 図 18に ま と め て い る
。 図 18に お け る 上 の 3つ の ヒ ス ト グ ラ ム は 、 例 1に 記 載 の 常 用 の 方 法 に 従 い 調 製 し た サ ン プ
ル を 示 し 、 そ し て 下 方 の 3つ の ヒ ス ト グ ラ ム は 図 2Bに 示 す よ う な 本 発 明 の 方 法 (半 自 動 化 )
に 従 い 調 製 さ れ た サ ン プ ル を 示 す 。 Log SS対 Log FSC散 布 図 の 両 方 の 視 覚 検 査 に よ り 、 Col
o-205細 胞 の 散 乱 特 性 は 、 顆 粒 球 と は 十 分 に 異 な り 、 個 別 の 集 団 を 提 供 す る こ と が 示 さ れ
る 。 こ の 4つ の ヒ ス ト グ ラ ム は 、 Colo-205細 胞 と 顆 粒 球 集 団 の 両 方 を 含 ん で 成 る 適 切 な log
 FS対 log SSゲ ー ト か ら ゲ ー ト 化 さ れ た 。 暗 黒 色 の 線 分 析 領 域 (「 Grans」 )は 、 CD71及 び サ
イ ト ケ ラ チ ン の 両 方 に 対 し て ネ ガ テ ィ ブ で あ る 細 胞 を 各 々 示 す ヒ ス ト グ ラ ム 上 に 描 か れ て
い る 。 よ り 明 る い 黒 線 領 域 (「 Colo」 )は 、 CD71及 び サ イ ト ケ ラ チ ン の 両 方 に ポ ジ テ ィ ブ で
あ る 細 胞 を 示 す 。 そ れ ら は 、 そ れ ぞ れ 顆 粒 球 及 び Colo-205と し て 、 「 Grans」 ヒ ス ト グ ラ
ム 領 域 中 の 細 胞 の み が 、 当 該 光 散 乱 散 布 図 の Grans領 域 に 示 さ れ て お り 、 そ し て 「 Colo」
ヒ ス ト グ ラ ム 領 域 に 示 さ れ た 細 胞 の み が 光 散 乱 散 布 図 の Colo-205領 域 に 示 さ れ て い る こ と
を 示 す 色 ブ ラ ッ ク ゲ ー ト 化 を 使 用 し た 当 業 者 に 共 通 し て 使 用 さ れ る 分 析 方 法 に よ っ て 同 定
さ れ て い る 。 常 用 及 び 自 動 化 方 法 か ら 獲 得 し た 比 較 可 能 な 結 果 は 、 半 自 動 化 方 法 が CD71及
び サ イ ト ケ ラ チ ン 発 現 の 観 点 か ら 抹 消 血 液 に 存 在 す る 循 環 性 結 腸 腺 ガ ン 細 胞 (Colo-205)を
検 出 す る た め に 使 用 さ れ て 良 い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　
　
　 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ネ ー ト (FITC)色 素 と 結 合 し た フ ル オ ロ ク ロ ー ム 標 識 し た 抗 体
CD15を 、 異 な る 4本 の 12× 75mm試 験 管 の 各 々 に 手 動 に よ り 分 注 し た 。 こ の 抗 体 は 、 抗 核 球
、 好 酸 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 マ ス ト 細 胞 、 及 び 正 常 脊 髄 前 駆 体 細 胞 上 に 存 在 す る CD
15表 層 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ た 。 次 い で 、 ヒ ト 対 象 者 か ら 静 脈
穿 刺 に よ っ て 獲 得 し た EDTA全 血 の サ ン プ ル 50μ lを 、 各 試 験 管 に 手 動 に よ り 分 注 し て 入 れ
、 そ し て 各 管 の 内 容 物 を 、 当 該 管 を 穏 や か に 旋 回 さ せ る こ と に よ っ て 混 合 し た 。 次 い で 、
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図 1及 び 2Bに 記 載 の さ れ た 方 法 を 比 較 す る こ と

実 施 例 17
全 血 の 好 中 球 集 団 中 に 存 在 す る 細 胞 内 デ フ ェ ン シ ン 分 子 の 直 接 検 出



管 の 内 容 物 を 室 温 で 15分 に 渡 り 光 か ら 保 護 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 こ の 2本 の
管 を 、 実 施 例 1に 記 載 の 常 用 の 方 法 に 従 っ て 調 製 し 、 そ し て 残 り の 2本 の 管 を 回 転 台 型 の 管
ホ ル ダ ー に 配 置 し 、 そ れ を 次 い で 、 実 施 例 3に お け る よ う な 分 注 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
段 階 を 行 っ た PrepPlus2装 置 上 に 配 置 し た 。 こ れ ら の 方 法 の 両 方 に お い て 、 細 胞 内 マ ー カ
ー は 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 に 結 合 し た 適 切 な イ ソ タ イ プ 抗 体 (例 え ば 、 マ ウ ス IgG1)
(2本 の 管 の 1本 に 加 え た )、 又 は フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)色 素 に 結 合 し た 抗 デ フ ェ ン シ ン HNP-
B抗 体 を 0.25μ g(2本 の 管 の う ち の 残 り の 1本 に 加 え た )含 む 20μ lで あ っ た 。 次 い で 、 各 管
を 、 デ ー タ 獲 得 及 び 分 析 の た め に RXPソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る Beckman Coulter Cytomics 
FC500 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 移 し た 。 か か る 分 析 の 結 果 を 、 図 19A～ 19Cに ま と め て い る
。 ゲ ー ト 化 ス キ ー ム を 図 19A及 び 19Bに 示 し て い る 。 図 19Cの オ ー バ ー レ イ プ ロ ッ ト は 、 常
用 の 「 手 動 」 方 法 、 並 び に PrepPlus2及 び CellPrep装 置 の 使 用 に よ り 半 自 動 化 さ れ た よ う
な 本 発 明 の 「 自 動 化 」 方 法 に よ り 調 製 し た サ ン プ ル か ら 獲 得 し た CD15ポ ジ テ ィ ブ 顆 粒 球 集
団 に お け る デ フ ェ ン シ ン 発 現 を 示 す 4つ の 異 な る サ ン プ ル を 比 較 す る 。 イ ソ タ イ プ は 、 サ
ン プ ル が CD15-FITC及 び イ ソ タ イ プ DEで 染 色 さ れ た こ と を 示 す 、 デ フ ェ ン シ ン は 、 サ ン プ
ル が CD15-FITC及 び 抗 -デ フ ェ ン シ ン -PEで 染 色 さ れ た こ と を 示 す 。 結 論 :例 2に 記 載 の 方 法
は 、 CD15+白 血 球 に お け る デ フ ェ ン シ ン の 細 胞 内 検 出 す る た め に 実 行 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 上 記 例 か ら 、 本 発 明 の 方 法 は 、 常 用 の 従 来 方 法 に 比 べ て 複 雑 さ が 非 常 に 少 な く 、 様 々 な
種 類 の 細 胞 サ ン プ ル 及 び 注 目 の 細 胞 内 抗 原 に つ い て 等 し く 有 効 な 試 験 結 果 を 提 供 す る こ と
は 明 ら か で あ る 。 こ れ は 、 細 胞 サ ン プ ル が 新 鮮 で あ ろ う が 凍 結 さ れ て い よ う が 当 て は ま る
。 最 も 重 要 な こ と に 、 本 発 明 の サ ン プ ル 調 製 法 は 、 下 に 記 載 の 装 置 シ ス テ ム で 達 成 さ れ る
よ う に 、 特 に 完 全 に 自 動 化 さ れ た 場 合 、 有 意 に 一 層 再 現 性 の あ る 結 果 を 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ こ で 、 図 20の 略 図 を 参 照 す れ ば 、 本 発 明 の 完 全 に 自 動 化 さ れ た サ ン プ ル 調 製 法 を 行 う
た め に 適 合 さ れ た 好 適 な 装 置 シ ス テ ム は 、 分 注 器 /イ ン キ ュ ベ ー タ ー 要 素 20、 ろ 過 器 /希 釈
器 要 素 30、 ロ ボ ッ ト ア ー ム 成 分 RA及 び マ イ ク ロ プ ロ セ ッ サ ー コ ン ト ロ ー ル 型 ロ ジ ッ ク 及 び
コ ン ト ロ ー ル ユ ニ ッ ト LCUを 含 ん で 成 る と し て 示 さ れ て い る 。 後 者 は 、 こ れ ら の 要 素 の 内
部 操 作 を 、 並 び に 本 発 明 の 方 法 を 行 う そ れ ら の 相 互 作 用 を コ ン ト ロ ー ル す る 。 好 適 に 、 分
注 器 /イ ン キ ュ ベ ー ト 要 素 は 、 上 記 Beckman Coulter PrepPlus2分 注 及 び 希 釈 装 置 の 僅 か に
改 良 型 で あ り 、 そ し て 要 素 30は 、 上 記 Beckman Coulter CeliPrep細 胞 洗 浄 及 び 希 釈 装 置 で
あ る 。 こ れ ら の 装 置 の 基 本 的 な 構 造 及 び 操 作 の 詳 細 は 、 そ の 全 体 が 本 明 細 書 中 参 照 に よ っ
て 組 み 込 ま れ て い る そ れ ら の 操 作 マ ニ ュ ア ル に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 常 用 の PrepPlus2装 置 (要 素 20)は 、 マ イ ク ロ プ ロ セ ッ サ ー コ ン ト ロ ー ル 分 注 及 び イ ン キ
ュ ベ ー ト 装 置 で あ り 、 次 の も の を 支 持 す る た め の ハ ウ ジ ン グ を 一 般 に 含 む (i)細 胞 サ ン プ
ル 管 (各 管 に は 分 析 、 例 え ば フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の た め に 調 製 さ れ る 細 胞 サ ン プ ル
が 入 っ て い る )の ラ ッ ク ;(ii)タ ッ チ ス ク リ ー ン 等 の 上 で 選 択 さ れ る 内 臓 プ ロ グ ラ ム に 従 い
細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た め に 必 要 な 試 薬 (例 え ば 、 溶 解 、 希 釈 、 プ ロ ー ブ な ど )を 含 む 様
々 な 個 々 の 試 薬 ボ ト ル の ラ ッ ク (iii)細 胞 サ ン プ ル が 分 析 の た め に 調 製 さ れ る 複 数 (例 え ば
32)の 反 応 容 器 V(「 ド ー タ ー 」 管 (daughter tube)と よ ば れ る )を 含 む 回 転 台 C、 並 び に (iv)
細 胞 サ ン プ ル 及 び 試 薬 を 吸 引 す る た め に 、 サ ン プ ル 管 と 試 薬 ボ ト ル の 間 を 選 択 的 に 移 動 し
、 そ し て 、 適 切 な 反 応 容 器 に 分 注 す る 働 き を す る 1つ の X/Y/Z駆 動 分 注 器 で あ る 。 PrepPlus
2装 置 は 、 細 胞 サ ン プ ル を 適 切 に 希 釈 す る た め 並 び に 一 連 の 動 作 の 間 に 前 記 吸 引 プ ロ ー ブ
を 洗 い 流 す た め の 様 々 な 希 釈 剤 の 供 給 を も 伴 う 。 内 蔵 マ イ ク ロ プ ロ セ ッ サ ー は 、 分 注 操 作
の 順 番 、 分 注 器 の X-Y-Z移 動 、 及 び 吸 引 及 び 排 出 さ れ る 液 体 体 積 を コ ン ト ロ ー ル す る よ う
に プ ロ グ ラ ム さ れ て い る 。 そ れ は 、 一 連 の 液 体 -分 注 動 作 の タ イ ミ ン グ を コ ン ト ロ ー ル し
、 正 確 に 当 該 反 応 容 器 内 の 内 容 物 の 様 々 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を 正 確 に コ ン ト ロ ー ル
し 、 そ し て そ れ は ま た 、 分 注 器 ハ ウ ジ ン グ の 周 囲 温 度 を コ ン ト ロ ー ル す る プ ロ グ ラ ム が さ
れ て い て 良 い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 本 発 明 の 観 点 に よ れ ば 、 PrepPlus2装 置 の 試 薬 ラ ッ ク は 、 例 え ば 、 上 記 並 び に 図 2A及 び 2
Bに 示 さ れ る 段 階 (a)～ (e)の よ う な 、 注 目 の 特 定 の 細 胞 内 サ ン プ ル 調 製 法 を 行 う た め に 必
要 な 試 薬 (固 定 化 剤 、 透 過 化 剤 、 溶 解 剤 、 細 胞 表 層 プ ロ ー ブ 、 細 胞 内 プ ロ ー ブ 及 び バ ッ フ
ァ ー )の ボ ト ル を 受 け 取 る た め に 変 更 が 加 え ら れ て い る 。 更 に 、 PrepPlus2装 置 単 独 の 動 作
を コ ン ト ロ ー ル す る 動 作 を 通 常 す る 内 部 ロ ジ ッ ク 及 び コ ン ト ロ ー ル ユ ニ ッ ト は 、 図 2A及 び
2Bに 示 す 段 階 (a)～ (e)の 所 定 の 順 番 及 び タ イ ミ ン グ を 行 う プ ロ グ ラ ム だ け で な く 、 全 体 装
置 シ ス テ ム の 一 連 の 動 作 を コ ン ト ロ ー ル す る た め に も プ ロ グ ラ ム さ れ て い る 。 従 っ て 、 LC
Uを 、 図 20に お い て 個 別 の 要 素 と し て 示 し て い る 一 方 で 、 そ れ は 実 際 に は 要 素 20の 中 に 入
っ て い る 。 し か し そ れ は 、 3つ の 主 要 な 要 素 20、 30又 は RAの い ず れ か の 中 に 収 容 さ れ て い
て 良 い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 更 に 図 20を 参 照 す れ ば 、 好 適 に ロ ボ ッ ト ア ー ム RAは 、 商 標 ORCAの 下 で Beckman Coulter 
Inc.に よ っ て 製 造 及 び 市 販 さ れ て い る プ ロ グ ラ ム 可 能 ロ ボ ッ ト ア ー ム で あ る 。 そ れ は 、 LC
Uの コ ン ト ロ ー ル 下 で 、 分 注 /イ ン キ ュ ベ ー タ ー 成 分 の ハ ウ ジ ン グ 内 に 到 達 し 、 上 記 方 法 の
段 階 (a)～ (e)が 行 わ れ た 反 応 容 器 Vの 回 転 台 Cに ア ク セ ス し 且 つ 後 退 さ せ る 動 作 を す る 。 次
い で 、 ロ ボ ッ ト ア ー ム は 、 か か る 回 転 台 を ト ラ ッ ク 40に 沿 っ て ろ 過 /希 釈 要 素 30に 運 び 、
こ こ で そ れ は 当 該 回 転 台 を 回 転 さ せ る た め に 支 持 す る 回 転 可 能 駆 動 ハ ブ に 移 動 さ せ る 。 上
に 示 す よ う に 、 要 素 30は 好 適 に 、 移 動 し て き た 細 胞 サ ン プ ル が そ れ に 従 っ て 洗 浄 及 び 希 釈
さ れ る い く つ か の 内 臓 プ ロ ト コ ー ル を 含 む CellPrep装 置 の 未 変 更 型 で あ る 。 TheCeliPrep
装 置 は 、 そ れ 自 身 の 内 部 プ ロ グ ラ ム の 下 で 作 動 し 、 受 容 し た 反 応 容 器 の 回 転 台 を そ の 中 心
垂 軸 に そ っ て 回 転 さ せ 、 順 次 、 個 々 の 反 応 容 器 を 、 1つ の 吸 引 プ ロ ー ブ の 下 に 渡 す 。 か か
る プ ロ ー ブ は 、 内 部 プ ロ セ ッ サ ー の コ ン ト ロ ー ル の 下 で 、 移 動 し て 垂 直 に 反 応 用 器 に 入 り
、 反 応 容 器 内 の サ ン プ ル を 吸 引 し 、 そ し て 吸 引 し た サ ン プ ル を 上 記 多 孔 質 (半 透 過 性 )中 空
繊 維 の 内 部 (こ こ で サ ン プ ル が ろ 過 さ れ て 干 渉 物 質 が 排 除 さ れ る )に 運 ぶ 働 き を す る 。 ろ 過
後 、 注 目 の 細 胞 は 、 中 空 ろ 過 繊 維 内 に 残 り 、 そ し て 所 定 体 積 の 希 釈 剤 、 例 え ば IsoFlowが
、 同 時 に 注 目 の 細 胞 を 当 該 繊 維 か ら 洗 い 流 す た め 、 そ し て 細 胞 を そ れ ら が 来 た 同 じ 容 器 に
分 注 す る た め に ポ ン プ で く み 出 さ れ る 。 好 適 な 内 蔵 プ ロ ト コ ー ル 2に よ れ ば 、 こ の ろ 過 /希
釈 プ ロ セ ス は 2度 行 わ れ る 。 各 反 応 容 器 中 の 細 胞 サ ン プ ル が こ の 態 様 で ろ 過 さ れ て 希 釈 さ
れ た 後 、 回 転 台 は フ ィ ル タ ー か ら 外 さ れ 、 そ し て 細 胞 サ ン プ ル は 、 分 析 の た め に フ ロ ー サ
イ ト メ ー タ ー に 移 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 CellPrep装 置 が 細 胞 サ ン プ ル を ろ 過 す る よ う に 動 作 す る 態 様 は 、 図 21A～ 21Cを 参 照 す る
こ と で 理 解 さ れ て 良 い 。 図 面 に 示 す よ う に 、 こ の 装 置 の ろ 過 要 素 は 、 ス ペ ー ス を 節 約 す る
考 え の た め に 不 透 過 性 の プ ラ ス チ ッ ク 物 質 の 細 長 い 柔 軟 な 管 50の 形 態 に お け る 代 替 可 能 フ
ィ ル タ ー カ ー ト リ ッ ジ で あ り 、 当 該 管 50は 環 状 ル ー プ へ と 曲 げ ら れ て い る 。 管 50に は 中 空
繊 維 52の ペ ア が 入 っ て お り 、 こ れ は 管 の 軸 に 沿 っ て 延 び て い る 。 各 々 の 中 空 繊 維 は 、 注 目
の 細 胞 よ り も 幾 分 小 さ く 、 当 細 胞 を 通 過 さ せ ず 粒 子 (干 渉 物 質 )を 透 過 さ せ る だ ろ う あ る サ
イ ズ の 孔 を 間 隔 を あ け て 多 数 有 す る 半 透 性 の 物 質 か ら で き て い る 。 典 型 的 な 孔 の 大 き さ は
、 約 0.65ミ ク ロ ン で あ る 。 こ の ろ 過 カ ー ト リ ッ ジ は 、 4つ の 流 体 連 結 器 C1～ C4を 有 し 、 そ
れ ら を 介 し て (a)中 空 繊 維 52を 細 胞 サ ン プ ル を 反 応 容 器 か ら 後 退 さ せ る た め に 使 用 さ れ る
吸 引 プ ロ ー ブ へ 結 合 さ せ る こ と が で き る ;(b)真 空 源 が 選 択 的 に 管 50内 部 に 対 し て 陰 圧 を 形
成 す る 目 的 の た め に 結 合 さ せ る こ と が で き 、 そ の 陰 圧 に よ り ろ 過 さ れ た 細 胞 サ ン プ ル は 吸
引 プ ロ ー ブ を 通 じ 引 き こ ま れ て ろ 過 の た め の 中 空 繊 維 に 入 れ ら れ る 、 (c)希 釈 剤 が 、 ろ 過
さ れ た 細 胞 サ ン プ ル を フ ラ ッ シ ュ ア ウ ト し て そ れ を 反 応 容 器 に 戻 す た め に 当 該 繊 維 に 対 し
て 適 用 さ れ て 良 い 、 並 び に (d)デ タ ー ジ ェ ン ト 溶 液 が 、 サ ン プ ル ろ 過 サ イ ク ル 後 に 洗 浄 す
る 目 的 で 中 空 繊 維 に 適 用 さ れ て 良 い 。 図 21Bは 、 管 50の 切 断 部 分 を 示 し 、 そ こ に あ る 中 空
繊 維 52を 示 し 、 そ し て 図 21Cは 、 ろ 過 方 法 の 略 図 で あ り 、 よ り 大 き な 細 胞 Cが 中 空 繊 維 52の
内 部 に 維 持 さ れ 、 一 方 で 干 渉 物 質 は 当 該 繊 維 の 壁 を 通 過 す る 。 更 な る 詳 細 は 、 上 記 米 国 特
許 出 願 US 2002/0123154号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
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　 図 20に 説 明 し た 装 置 シ ス テ ム は 、 ひ と た び 細 胞 サ ン プ ル 及 び 試 薬 の ラ ッ ク が 要 素 20に 積
載 さ れ て 所 定 の 型 の サ ン プ ル 調 製 が 行 な わ れ る こ と が 選 択 さ れ れ ば 、 手 動 が 完 全 に 排 除 さ
れ て い る こ と に お い て 非 常 に 再 現 性 の 高 い サ ン プ ル 調 製 を 供 す る こ と が で き る 。 し か し 、
こ の 装 置 シ ス テ ム は 、 本 来 モ ジ ュ ー ル 式 で あ り 、 動 作 を さ せ る の に は 比 較 的 巨 大 な ス ペ ー
ス が 必 要 と な る 。 こ の 欠 点 は 、 図 22に 示 し 、 そ し て 下 に 記 載 の よ う に 単 一 プ ラ ッ ト フ ォ ー
ム 装 置 に よ っ て 解 消 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 図 22を 参 照 す れ ば 、 図 2A及 び 2Bの 方 法 を 自 動 的 に 行 う た め に 適 合 さ れ た 単 一 プ ラ ッ ト フ
ォ ー ム 装 置 60は 、 そ の 外 部 保 護 カ バ ー が 取 り 外 れ て 透 視 図 で 示 さ れ て い る 。 示 さ れ て い る
よ う に 、 装 置 60は 基 本 的 に 、 細 胞 サ ン プ ル を オ ン ボ ー ド で 洗 浄 す る こ と が で き る よ う に す
る 、 上 記 PrepPlus2装 置 の 拡 張 型 で あ る 。 PrepPlus2装 置 と 同 様 に 、 装 置 60は 、 ベ ル ト 駆 動
X/Y/Zア ー ム 62(3個 の 、 マ イ ク ロ プ ロ セ ッ サ ー に よ り コ ン ト ロ ー ル さ れ る ス テ ッ ピ ン グ モ
ー タ ー の コ ン ト ロ ー ル 下 で 、 分 注 プ ロ ー ブ P1の X/Y/Z位 置 を コ ン ト ロ ー ル す る た め に 上 記
装 置 の 機 械 プ レ ー ト MCと 平 面 に お い て 移 動 す る )を 含 む 。 プ ロ ー ブ P1は 、 そ の 位 置 に 依 存
し 、 サ ン プ ル 調 製 プ ロ グ ラ ム が 行 わ れ る に 従 っ て 、 様 々 な 試 薬 (試 薬 ボ ト ル RB又 は 試 薬 ラ
ッ ク RR中 の )標 本 管 ST又 は 反 応 容 器 Vに 浸 さ れ 、 正 確 な 体 積 の 液 体 を 吸 引 又 は 分 注 す る 。 装
置 60は 、 PrePlus2装 置 よ り も ハ イ ス ル ー プ ッ ト な 装 置 で あ り 更 に 、 標 本 管 の 複 数 の リ ニ ア
ラ ッ ク SR(典 型 的 に 5以 上 の 管 /ラ ッ ク )を 受 容 す る た め 及 び か か る ラ ッ ク を 一 度 に 、 「 U字
」 路 (そ れ に 沿 っ て 各 管 が 、 そ の 内 容 物 が 吸 引 の た め に プ ロ ー ブ P1に ア ク セ ス 可 能 で あ る
吸 引 位 置 APに 配 置 さ れ る )に 沿 っ て 輸 送 す る 標 本 輸 送 ス テ ー シ ョ ン 61を 含 む 。 示 す よ う に
、 標 本 管 ラ ッ ク は 「 標 本 ラ ッ ク イ ン 」 か ら 入 り そ し て 後 方 に 装 置 の 後 方 壁 へ と 後 方 に 向 か
っ て 移 動 す る 。 こ の 移 動 の 最 後 で 、 標 本 は 後 方 壁 に 平 行 に (図 に 示 す よ う に 右 ～ 左 、 左 ～
右 )に 移 動 し 、 吸 引 の た め に 各 管 の 位 置 を 合 わ せ る 。 最 後 に 、 標 本 ラ ッ ク は 後 方 壁 か ら 「
標 本 ラ ッ ク ア ウ ト 」 位 置 へ と 外 側 に 移 動 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 装 置 60の 機 械 プ レ ー ト は 、 各 々 が 回 転 可 能 な よ う に ハ ブ Hに 取 り 付 け ら れ て い る 複 数 の
支 持 体 に 適 合 さ れ て い る 。 所 定 数 の 回 転 台 よ り も 1個 多 い ハ ブ が あ り 、 そ れ に よ っ て 当 該
回 転 台 は 、 装 置 内 の 様 々 な 位 置 に 移 動 す る こ と が で き 分 注 動 作 が 促 さ れ る 。 回 転 台 の 移 動
は 、 第 2の X/Y/Zア ー ム 64に よ っ て 行 わ れ て お り 、 そ れ は 、 ベ ル ト 駆 動 Bに よ っ て も 駆 動 さ
れ そ し て 3個 の ス テ ッ ピ ン グ モ ー タ ー に よ っ て コ ン ト ロ ー ル さ れ て い る 。 ア ー ム 64は 、 各
回 転 台 上 で 垂 直 に 延 び た ハ ン ド ル 68を 、 各 回 転 台 を そ の ハ ブ か ら 持 ち 上 げ て 外 し て 当 該 回
転 台 を X/Y平 面 に お け る 他 の ハ ブ に 輸 送 す る 働 き を す る ク ラ ン プ 66の X/Y/Z位 置 を コ ン ト ロ
ー ル す る よ う に 動 作 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 装 置 60の 更 な る 特 徴 は 、 装 置 の 後 方 壁 に マ ウ ン ト さ れ た 溶 解 ス テ ー シ ョ ン LS1と LS2の 組
で あ る 。 反 応 容 器 Vが そ の 分 注 ヘ ッ ド DHに 移 さ れ る こ と に よ り 、 各 ス テ ー シ ョ ン は 、 溶 解
溶 液 を 反 応 容 器 に 注 入 し 、 し か る 後 に 赤 血 球 溶 解 過 程 を 終 結 さ せ る 停 止 溶 液 を 反 応 容 器 に
注 射 す る よ う に 適 合 さ れ て い る 。 勿 論 、 タ イ ミ ン グ は 装 置 内 部 の マ イ ク ロ プ ロ セ ッ サ ー に
よ っ て コ ン ト ロ ー ル さ れ て い る 。 各 溶 解 ス テ ー シ ョ ン は 、 溶 解 及 び 停 止 溶 液 と 細 胞 の サ ン
プ ル の 混 合 を 行 う た め に 容 器 を 底 に 従 事 さ せ 且 つ 適 切 な 動 き を 与 え る ア ク チ ュ エ ー タ ー VA
を 有 す る ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー VMを 含 む 。 反 応 容 器 を 回 転 台 か ら 溶 解 ス テ ー シ ョ ン へ と 輸
送 す る こ と は 、 装 置 内 で 回 転 台 を 輸 送 す る た め に 使 用 さ れ た 同 ク ラ ン プ 66に よ っ て 達 成 さ
れ る 。 ク ラ ン プ 66は 、 示 す よ う に 、 反 応 溶 液 の 上 部 を 拘 束 し そ し て 開 放 す る た め に 開 閉 す
る 狭 い 後 部 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 上 記 の よ う に 、 装 置 60の 非 常 に 有 意 な 特 徴 は 、 サ ン プ ル の 注 目 の 洗 浄 物 質 等 を 除 去 す る
た め に 調 製 サ イ ク ル の 間 の い ず れ の と き に お い て も オ ン ボ ー ド で 細 胞 サ ン プ ル を 洗 浄 す る
そ の 能 力 で あ る 。 こ の 特 徴 を 供 す る た め 装 置 は 、 装 置 の 後 方 壁 に マ ウ ン ト さ れ て お り 、 そ
し て F/Dと 命 名 さ れ て い る 。 そ れ は 、 吸 引 プ ロ ー ブ P2を 含 み 、 そ れ は ア ー ム 64と ク ラ ン プ 6
6に よ っ て 、 垂 直 に の み 移 動 し 、 そ れ に 渡 さ れ た 反 応 容 器 を 入 れ そ し て 出 す 。 細 胞 洗 浄 装
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置 は 、 上 記 の 中 空 繊 維 カ ー ト リ ッ ジ 、 及 び 中 空 繊 維 技 術 に よ っ て 細 胞 を 洗 浄 す る た め の Ce
llPrep細 胞 洗 浄 装 置 に よ っ て 細 胞 を 洗 浄 す る た め に 発 見 さ れ る 本 質 的 ハ ー ド ウ ェ ア 及 び ソ
フ ト ウ ェ ア を 含 む 。 装 置 60は 、 内 臓 型 の 分 注 及 び 細 胞 洗 浄 装 置 で あ り 、 上 記 型 の モ ジ ュ ラ
ー 装 置 シ ス テ ム と 相 対 し て 所 定 の ス ペ ー ス コ ス ト セ ー ブ 上 の 利 点 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 は 、 特 定 の 実 施 態 様 を 参 照 す る こ と に よ り 記 載 さ れ て い る 。 多 く の 変 形 が 本 発 明
の 精 神 を 逸 脱 す る こ と な く 可 能 で あ る で あ る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 発 明 の 範
囲 は 、 実 施 態 様 に よ っ て 特 定 さ れ る べ き で は な い が 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 及 び そ れ ら と
法 的 に 同 等 な も の に よ っ て 特 定 さ れ る だ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ １ 】
【 図 １ 】 常 用 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る 細 胞 内 ア ッ セ イ の た め の 細 胞 サ ン プ ル を 調 製
す る た め の 典 型 的 な 従 来 技 術 の 方 法 を 示 す 。
【 図 ２ 】 A及 び Bは 、 本 発 明 の 2つ の 好 適 な 実 施 態 様 に 従 う 細 胞 サ ン プ ル 調 製 法 の 段 階 を 示
す 。
【 図 ３ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ Ａ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ Ｂ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ １ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ２ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ４ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ５ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ６ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ７ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ８ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ９ 】 供 し た 様 々 な 例 に 記 載 の 方 法 の 有 効 性 を 示 す 散 布 図 及 び グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 本 発 明 の 細 胞 サ ン プ ル 調 製 法 を 自 動 的 に 行 う た め の 好 適 な 自 動 化 装 置 シ ス テ ム
の 略 図 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 A～ Cは 、 中 空 繊 維 カ ー ト リ ッ ジ を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 本 発 明 の サ ン プ ル 調 製 法 を 自 動 的 に 行 う よ う に 適 合 さ れ た 好 適 な 単 一 プ ラ ッ ト
フ ォ ー ム 装 置 の 透 視 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】
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【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ４ Ｃ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ Ａ 】

【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ６ Ｃ 】

【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】
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【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】

【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】 【 図 ９ Ｃ 】

【 図 ９ Ｄ 】
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【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】

【 図 １ ０ Ｃ 】

【 図 １ ０ Ｄ 】 【 図 １ ０ Ｅ 】
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【 図 １ ０ Ｆ 】 【 図 １ ０ Ｇ 】

【 図 １ １ Ａ 】

【 図 １ １ Ｂ 】

【 図 １ １ Ｃ 】

【 図 １ １ Ｄ 】

【 図 １ １ Ｅ 】
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【 図 １ １ Ｆ 】

【 図 １ ２ Ａ 】

【 図 １ ２ Ｂ 】

【 図 １ ３ Ａ 】

【 図 １ ３ Ｂ 】 【 図 １ ３ Ｃ 】
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【 図 １ ３ Ｄ 】 【 図 １ ４ Ａ 】

【 図 １ ４ Ｂ 】

【 図 １ ４ Ｃ 】

【 図 １ ５ Ａ 】
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【 図 １ ５ Ｂ 】

【 図 １ ５ Ｃ 】

【 図 １ ６ Ａ 】

【 図 １ ６ Ｂ 】

【 図 １ ７ Ａ 】

【 図 １ ７ Ｂ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ Ａ 】
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【 図 １ ９ Ｂ 】

【 図 １ ９ Ｃ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ Ａ 】

【 図 ２ １ Ｂ 】 【 図 ２ １ Ｃ 】
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【 図 ２ ２ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 3月 1日 (2006.3.1)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 細 胞 内 成 分 を 検 出 す る た め の 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方
法 は :
　 (a)所 定 体 積 の 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 反 応 容 器 中 へ と 分 注 し 、 前 記 細 胞 サ ン プ ル は 注 目 の
所 定 の 細 胞 内 分 子 を 含 ん で 成 る 注 目 の 所 定 の 細 胞 を 含 み ;
　 (b)前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 の 検 出 に 干 渉 す る 傾 向 が あ る 細 胞 サ ン プ ル の 干 渉 物 質 を 除 去
す る た め の 介 在 す る 洗 浄 段 階 を 何 ら 伴 う こ と な く 、 前 記 注 目 の 細 胞 を 固 定 化 し 、 前 記 注 目
の 細 胞 を 透 過 化 し 、 そ し て 前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 を 染 色 し ;そ し て
　 (c)当 該 細 胞 サ ン プ ル を 段 階 (b)を 行 う 後 に 洗 浄 し て 前 記 干 渉 物 質 の 存 在 を 最 小 化 す る 、
段 階 を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 洗 浄 段 階 を 、 染 色 さ れ た 細 胞 内 抗 原 又 は 注 目 の 分 子 を 含 む 注 目 の 細 胞 を 選 択 的 に 維
持 す る よ う に 適 合 せ し め ら れ た 半 透 膜 に よ り 前 記 細 胞 サ ン プ ル を ろ 過 す る こ と に よ っ て 行
う 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 半 透 過 膜 は 、 細 胞 サ ン プ ル が そ の 中 へ と 引 き 込 ま れ ら れ る 中 空 繊 維 の 形 態 で あ る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 洗 浄 段 階 を 遠 心 方 法 に よ っ て 行 う 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 段 階 (b)が 、 前 記 反 応 容 器 内 で 前 記 注 目 の 細 胞 上 の 表 層 抗 原 を 染 色 す る 段 階 を 更 に
含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 表 層 抗 原 を 染 色 す る 段 階 を 前 記 固 定 化 段 階 の 前 に 行 う 、 請 求 項 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 を 染 色 す る 段 階 を 前 記 固 定 化 段 階 の 前 に 行 う 、 請 求 項 ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 を 染 色 す る 前 記 段 階 を 前 記 固 定 化 段 階 の 後 に 行 う 、 請 求 項 ５ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル が 赤 血 球 を 含 む 全 血 を 含 ん で 成 り 、 そ し て こ こ で 段 階 (b)が 当 該
赤 血 球 を 溶 解 せ し め て 実 質 的 に 当 該 生 物 細 胞 サ ン プ ル か ら 当 該 赤 血 球 を 除 去 す る こ と を 更
に 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル が 、 全 血 、 精 製 し た 細 胞 系 統 、 腫 瘍 細 胞 、 組 織 及 び 骨 髄 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 細 胞 サ ン プ ル が タ ン パ ク 質 輸 送 阻 害 物 質 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 細 胞 内 分 子 が 、 サ イ ト カ イ ン 、 チ ュ ブ リ ン フ ィ ラ メ ン ト 、 中 間 体 フ ィ ラ メ ン ト 、 デ
フ ェ ン シ ン 、 エ フ ェ ク タ ー 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 、 ア ク チ ン 、 B-細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー 複 合 体 、
増 殖 抗 原 、 酵 素 、 及 び ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 染 色 段 階 を 、 前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 に 対 し て 特 異 的 な フ ル オ ロ ク ロ ー ム 標 識 し た 抗
体 に よ り 行 う 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 分 析 を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 上 で 行 う 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 細 胞 内 ア ッ セ イ の た め の 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 調 製 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 は
本 質 的 に ：
　 (a)所 定 の 体 積 の 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 反 応 容 器 中 へ と 分 注 し 、 当 該 細 胞 サ ン プ ル は 注 目
の 所 定 の 細 胞 内 分 子 を 含 ん で 成 る 注 目 の 所 定 の 細 胞 を 含 み ; 
　 (b)前 記 反 応 容 器 へ 、 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル 内 の 前 記 注 目 の 細 胞 の 細 胞 膜 の 完 全 性 を 維
持 す る た め 且 つ 前 記 注 目 の 細 胞 内 の 前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 の 局 在 化 を 維 持 す る た め に 適 合
せ し め ら れ た 所 定 の 体 積 の 固 定 化 試 薬 を 加 え ;
　 (c)前 記 反 応 容 器 内 の 前 記 固 定 化 試 薬 及 び 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル を イ ン キ ュ ベ ー ト し て
安 定 化 し た 細 胞 サ ン プ ル を 提 供 し ;
　 (d)前 記 反 応 容 器 へ 、 前 記 注 目 の 細 胞 内 の 前 記 注 目 の 細 胞 内 分 子 に 対 し て 特 異 的 で あ る
所 定 体 積 の 少 な く と も １ 種 類 の 細 胞 内 プ ロ ー ブ を 加 え ;
　 (e)前 記 反 応 容 器 に 、 前 記 注 目 の 細 胞 の 前 記 細 胞 膜 を 透 過 化 す る よ う に 適 合 せ し め ら れ
た 所 定 の 体 積 の 透 過 化 試 薬 を 加 え ;
　 (f)前 記 安 定 化 し た 生 物 細 胞 サ ン プ ル と 前 記 細 胞 内 プ ロ ー ブ 及 び 前 記 透 過 化 試 薬 を イ ン
キ ュ ベ ー ト し て 前 記 注 目 の 細 胞 の 前 記 細 胞 膜 を 透 過 化 で き る よ う に し て 、 そ し て 前 記 細 胞
内 プ ロ ー ブ を 前 記 注 目 の 細 胞 内 の 細 胞 内 分 子 結 合 さ せ 、 そ し て そ れ に よ り 標 識 し ；  
　 (g)前 記 反 応 容 器 に 、 前 記 注 目 の 細 胞 を 希 釈 す る た め 且 つ 前 記 細 胞 膜 の 更 な る 透 過 化 を
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阻 害 す る た め に 適 合 せ し め ら れ た 所 定 の 体 積 の 希 釈 剤 を 加 え 、 そ れ に よ っ て 前 記 注 目 の 細
胞 内 の 標 識 さ れ た 細 胞 内 分 子 を 含 む 希 釈 さ れ た サ ン プ ル を 形 成 せ し め ;
　 (h)前 記 希 釈 し た サ ン プ ル を 洗 浄 し て 、 前 記 注 目 の 標 識 さ れ た 細 胞 内 分 子 の 検 出 に 干 渉
す る 傾 向 が あ る 前 記 サ ン プ ル の 粒 子 を 除 去 し 、 そ れ に よ っ て 、 注 目 の 細 胞 内 の 標 識 さ れ た
細 胞 内 分 子 を 含 む 洗 浄 さ れ た サ ン プ ル を 提 供 し ;そ し て
　 (i)前 記 洗 浄 し た サ ン プ ル へ 所 定 の 体 積 の 希 釈 剤 を 加 え て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ
る 前 記 標 識 さ れ た 細 胞 内 分 子 の 分 析 を す る た め に 適 合 せ し め ら れ た 希 釈 剤 中 、 再 懸 濁 及 び
ろ 過 さ れ た サ ン プ ル を 提 供 す る 、
段 階 か ら 成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 洗 浄 段 階 が 、 前 記 希 釈 さ れ た サ ン プ ル を 、 半 透 膜 で あ っ て 、 前 記 希 釈 剤 、 並 び に 当
該 希 釈 さ れ た サ ン プ ル 内 の 全 て の 未 結 合 プ ロ ー ブ が 通 過 す る よ う に 適 合 せ し め ら れ た 半 透
膜 へ 通 す 段 階 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 半 透 過 膜 が 、 細 胞 サ ン プ ル が そ の 中 へ と 引 き 込 ま れ る 中 空 繊 維 の 形 態 で あ る 、 請 求
項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 記 反 応 容 器 へ 、 前 記 注 目 の 細 胞 の 表 層 上 の 分 子 に 対 し て 特 異 的 で あ る 所 定 の 体 積 の 細 胞
表 層 プ ロ ー ブ を 少 な く と も 1種 類 加 え る 段 階 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 生 物 細 胞 サ ン プ ル 内 の 注 目 の 細 胞 に 含 ま れ た 細 胞 内 分 子 の 分 析 を す る た め の 前 記 細 胞 サ
ン プ ル を 調 製 す る た め の 自 動 化 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 は 、 オ ペ レ ー タ ー が 関 与 せ ず に 以
下 の 段 階 :
　 (a)前 記 所 定 の 体 積 の 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 反 応 容 器 中 へ 分 注 し ;
　 (b)前 記 反 応 容 器 に 、 前 記 注 目 の 細 胞 の 細 胞 膜 の 完 全 性 を 維 持 す る た め 且 つ 前 記 注 目 の
細 胞 内 の 細 胞 内 分 子 の 局 在 化 を 維 持 す る た め に 適 合 せ し め ら れ た 所 定 の 体 積 の 固 定 化 試 薬
を 加 え ;
　 (c)前 記 固 定 化 試 薬 及 び 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 所 定 の 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し て
安 定 化 し た 細 胞 サ ン プ ル を 提 供 し ;
　 (d)前 記 反 応 容 器 へ 、 前 記 注 目 の 細 胞 内 の 前 記 注 目 の 分 子 に 対 し て 特 異 的 で あ る 所 定 の
体 積 の 細 胞 内 プ ロ ー ブ を 少 な く と も １ 種 類 加 え ;
　 (e)前 記 反 応 容 器 へ 、 前 記 注 目 の 細 胞 の 前 記 透 過 化 さ れ る 細 胞 膜 に 適 合 せ し め ら れ た 所
定 の 体 積 の 透 過 化 試 薬 を 加 え ;
　 (f)前 記 安 定 化 し た 生 物 細 胞 サ ン プ ル と 前 記 細 胞 内 プ ロ ー ブ 及 び 前 記 透 過 化 試 薬 を 所 定
の 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し て 前 記 細 胞 膜 を 透 過 化 し 、 そ し て 前 記 細 胞 内 プ ロ ー ブ を 前
記 注 目 の 細 胞 内 の 細 胞 内 分 子 と 結 合 さ せ 、 そ し て そ れ に よ り 標 識 し ；  
　 (g)前 記 反 応 容 器 へ 、 注 目 の 細 胞 を 希 釈 す る た め 且 つ 前 記 細 胞 膜 の 更 な る 透 過 化 を 阻 害
す る た め に 適 合 せ し め ら れ た 所 定 の 体 積 の 希 釈 剤 を 加 え 、 そ れ に よ っ て 注 目 の 細 胞 内 の 前
記 標 識 さ れ た 細 胞 内 分 子 を 含 む 希 釈 さ れ た サ ン プ ル を 形 成 せ し め ;
　 (h)前 記 希 釈 し た サ ン プ ル を 前 記 希 釈 剤 を 加 え る 所 定 の 時 間 内 に ろ 過 し て 、 当 該 前 記 注
目 の 細 胞 内 分 子 を 、 段 階 （ ａ ） ～ （ ｇ ） を 行 っ た 結 果 と し て 前 記 細 胞 サ ン プ ル 中 に 含 ま れ
た 未 結 合 プ ロ ー ブ 及 び 他 の 干 渉 物 質 か ら 分 離 し 、 そ れ に よ っ て 、 注 目 の 前 記 細 胞 内 の 標 識
さ れ た 細 胞 内 分 子 を 含 む ろ 過 さ れ た サ ン プ ル を 提 供 し ;そ し て
　 (i)前 記 ろ 過 し た サ ン プ ル へ 、 所 定 の 体 積 の 希 釈 剤 を 加 え て 、 前 記 細 胞 内 分 子 の 分 析 を
す る た め に 適 合 せ し め ら れ た 希 釈 及 び ろ 過 さ れ た サ ン プ ル を 提 供 す る 段 階 、
を 行 う 自 動 化 し た 装 置 に よ っ て 行 わ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル が 赤 血 球 及 び 白 血 球 を 含 ん で 成 り 、 そ し て こ こ で 前 記 自 動 化 方 法
は 更 に 、 前 記 ろ 過 段 階 前 に 前 記 生 物 細 胞 サ ン プ ル 中 の 当 該 赤 血 球 を 溶 解 す る 段 階 を 更 に 含
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ん で 成 る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 反 応 容 器 へ 、 前 記 注 目 の 細 胞 に 対 し て 特 異 的 で あ る 所 定 の 体 積 の 標 識 し た 細 胞 表 層
プ ロ ー ブ を 加 え る 段 階 を 更 に 含 ん で 成 り 、 当 該 標 識 し た 表 層 プ ロ ー ブ を 段 階 (b)の 前 に 反
応 容 器 へ 加 え る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 装 置 に よ る 細 胞 内 ア ッ セ イ の た め の 生 物 細 胞 サ ン プ ル を 自 動 的 に
調 製 す る た め の 自 動 化 装 置 シ ス テ ム で あ っ て 、 当 該 シ ス テ ム は :
　 a)分 注 /イ ン キ ュ ベ ー ト 要 素 で あ っ て 、 所 定 体 積 の 試 薬 物 質 を か か る 物 質 の 供 給 源 か ら
、 細 胞 サ ン プ ル が 入 っ て い る 複 数 の 反 応 容 器 の 各 々 に 分 注 し 、 そ し て 当 該 反 応 容 器 中 の 細
胞 サ ン プ ル 及 び 試 薬 物 質 の 混 合 物 を 所 定 の 温 度 及 び 所 定 の 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し て
処 理 さ れ た 細 胞 サ ン プ ル を 提 供 す る よ う に 選 択 的 に 操 作 可 能 な 要 素 で あ っ て 、 こ こ で 所 定
の 注 目 の 細 胞 内 の 所 定 の 細 胞 内 分 子 は 当 該 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る 検 出 の た め に 標 識
さ れ て お り ;
　 b)細 胞 洗 浄 要 素 で あ っ て 、 そ こ に 存 在 す る 処 理 さ れ た 細 胞 サ ン プ ル 内 の 注 目 の 細 胞 を 注
目 の 細 胞 内 分 子 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 検 出 を 損 う 傾 向 が あ る だ ろ う 干 渉 物 質 及 び 破 片 か
ら 分 離 す る た め に 選 択 的 に 操 作 可 能 な 要 素 ;
　 c)反 応 容 器 輸 送 要 素 で あ っ て 、 反 応 容 器 の 前 記 分 注 /イ ン キ ュ ベ ー ト 要 素 か ら 当 該 細 胞
洗 浄 要 素 へ の 輸 送 を 行 う た め に 選 択 的 に 操 作 可 能 な 要 素 ;並 び に
　 d)要 素 a)～ c)の 操 作 を 同 調 さ せ る た め の ロ ジ ッ ク 及 び コ ン ト ロ ー ル 手 段 、
を 含 ん で 成 る 自 動 化 装 置 シ ス テ ム 。  
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 細 胞 洗 浄 要 素 が 、 細 胞 破 片 及 び 他 の 干 渉 物 質 を 通 過 し う る が 注 目 の 細 胞 を 通 過 し な い 半
透 過 性 の 壁 を 有 す る 管 状 メ ン バ ー を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 に 記 載 の 装 置 シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 細 胞 洗 浄 要 素 が 、 前 記 細 胞 サ ン プ ル を 、 干 渉 物 質 を 伴 い 、 前 記 反 応 容 器 か ら 引 き 出
し て 前 記 管 状 メ ン バ ー 中 へ と 入 れ る 真 空 源 を 伴 う 分 注 装 置 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 注 目
の 細 胞 は 、 当 該 真 空 源 に よ り 提 供 さ れ た 力 の 下 で 当 該 管 状 メ ン バ ー に 捕 捉 さ れ 、 そ の 一 方
で 、 干 渉 物 質 は 半 透 過 性 の 壁 を 通 過 す る 、 請 求 項 に 記 載 の 装 置 シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 細 胞 洗 浄 要 素 が 、 希 釈 要 素 で あ っ て 、 前 記 管 状 メ ン バ ー 中 で 捕 捉 さ れ た 細 胞 を 最 初
又 は 他 の 反 応 容 器 に 同 時 に 進 め る た め 、 そ し て 当 該 捕 捉 し た 細 胞 を バ ッ フ ァ ー 中 で 次 の 分
析 の た め に 再 懸 濁 す る た め の 希 釈 要 素 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 に 記 載 の 装 置 シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 分 注 /イ ン キ ュ ベ ー ト 要 素 及 び 前 記 細 胞 洗 浄 要 素 が 共 通 の ハ ウ ジ ン グ 内 部 に 入 れ ら
れ て い る 、 請 求 項 に 記 載 の 装 置 シ ス テ ム 。
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单个细胞洗涤步骤受到影响。适当地，洗涤步骤通过使固定的，透化的和染色的细胞样品通过半透膜来进行，所述半透膜过滤并丢
弃干扰物，同时保持感兴趣的细胞。 。
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