
(57)【要約】
標的物体の異なる部分の示差的な蛍光標識によって、多数の候補物体を有する検体フィー
ルド内の標的物体を検出する方法を開示する。蛍光団の使用者によって提供される柔軟性
により、任意の稀な標的物体の高い効率および精度での迅速な検出が可能になる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
検 体 中 の 標 的 物 体 の 有 無 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
第 1の 蛍 光 団 が 光 子 を 第 1の 波 長 で 放 出 し 、 第 2の 蛍 光 団 が 光 子 を 第 2の 波 長 で 放 出 す る 、 少
な く と も 第 1の 蛍 光 団 お よ び 第 2の 蛍 光 団 に 対 し て 曝 露 さ れ た 、 ま た は そ れ ら に よ っ て 標 識
さ れ た 検 体 フ ィ ー ル ド を 入 手 す る 段 階 ；
検 体 フ ィ ー ル ド に 、 第 1お よ び 第 2の 蛍 光 団 を 励 起 す る の に 十 分 な 光 を 照 射 す る 段 階 ；
検 体 フ ィ ー ル ド を 第 1の 光 子 源 に 関 し て 第 1の 波 長 で 、 ま た 第 2の 光 子 源 に 関 し て 第 2の 波 長
で 低 倍 率 で 走 査 す る 段 階 ；
検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の 各 々 の 第 1の 源 お よ び 各 々 の 第 2の 源 の 位 置 を 登 録 す る 段 階 ；
第 2の 波 長 の 光 子 を 実 質 的 に 遮 断 す る が 第 1の 波 長 の 光 子 は 許 容 す る 光 学 ま た は 電 子 フ ィ ル
タ ー を 介 し て 生 成 さ れ た 第 1の 画 像 で あ る 、 検 体 フ ィ ー ル ド の 各 位 置 で の 第 1の 画 像 を 収 集
お よ び 記 録 す る 段 階 ；
第 1の 波 長 の 光 子 を 実 質 的 に 遮 断 す る が 第 2の 波 長 の 光 子 は 許 容 す る 光 学 ま た は 電 子 フ ィ ル
タ ー を 介 し て 生 成 さ れ た 第 2の 画 像 で あ る 、 検 体 フ ィ ー ル ド の 各 位 置 で 高 倍 率 の 第 2の 画 像
を 収 集 お よ び 記 録 す る 段 階 ；
各 々 の 第 1の 画 像 お よ び 各 々 の 第 2の 画 像 を 検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の 対 応 す る 位 置 に 対 し て 索
引 付 け す る 段 階 ； な ら び に
検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の 単 一 の 位 置 で の 第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 検 査 す る 段 階 、 を 含 み
、
単 一 の 位 置 で の 第 1お よ び 第 2の 画 像 に 候 補 物 体 が 存 在 す る こ と に よ り 、 検 体 中 に 標 的 物 体
が 存 在 す る こ と が 示 さ れ る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
検 体 フ ィ ー ル ド の 調 製 が 、
a． 細 胞 試 料 を 可 溶 化 し て 試 料 混 合 物 を 得 る 段 階 ；
b． 試 料 混 合 物 を 遠 心 す る 段 階 ；
c． 試 料 混 合 物 か ら 上 清 を 分 離 す る 段 階 ；
d． こ の 結 果 得 ら れ た 細 胞 の ペ レ ッ ト を 生 理 的 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 す る 段 階 ；
e． 細 胞 を 接 着 性 ス ラ イ ド に 対 し て プ レ ー テ ィ ン グ す る 段 階 ；
f． 細 胞 培 養 液 を ス ラ イ ド に 対 し て 添 加 す る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
検 体 フ ィ ー ル ド の 調 製 が 、
段 階 dの 後 に 、 細 胞 混 合 物 の 希 釈 物 を 作 製 す る 段 階 、 希 釈 物 を 死 細 胞 に 対 す る 感 受 性 の あ
る 染 色 剤 で 処 理 す る 段 階 、 お よ び 用 い る ス ラ イ ド の 試 料 細 胞 密 度 を 決 定 す る た め に 細 胞 数
算 定 を 行 う 段 階 、
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 ：
【 請 求 項 ４ 】
標 的 物 体 が 、 癌 細 胞 、 上 皮 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 樹 状 細 胞 、 記 憶 T細 胞 、 記 憶 B細 胞 、 体 細 胞
、 正 常 細 胞 、 異 常 細 胞 ま た は 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
シ ス テ ム が 、 少 な く と も 1,000,000個 の 細 胞 が あ る 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 少 な く と も 1つ の 標
的 細 胞 を 検 出 し う る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
記 録 が 少 な く と も 1024× 1024ピ ク セ ル ア レ イ の 画 像 を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
フ ィ ー ル ド の 検 体 が 大 多 数 の 細 胞 種 と し て 白 血 球 を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
検 体 フ ィ ー ル ド を 収 容 す る た め の 架 台 ；
あ る 所 定 レ ベ ル お よ び 所 定 レ ベ ル の 1つ ま た は 複 数 の 追 加 的 な 倍 率 で 、 検 体 フ ィ ー ル ド 内
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部 の 位 置 の 画 像 を 収 集 す る た め に 配 置 お よ び 構 成 さ れ た 検 出 器 ；
第 1の 蛍 光 団 を 第 1の 励 起 波 長 で 励 起 す る の に 十 分 で あ っ て 第 2の 蛍 光 団 を 第 2の 励 起 波 長 で
励 起 す る の に 十 分 な 光 を 検 体 フ ィ ー ル ド に 照 射 す る た め に 配 置 お よ び 構 成 さ れ た 光 源 ；
検 出 器 に 取 り 付 け ら れ た カ メ ラ で あ っ て 、 （ 1） 第 2の 蛍 光 団 の 第 2の 発 光 波 長 の 光 子 を 実
質 的 に 遮 断 す る が 第 1の 蛍 光 団 の 第 1の 発 光 波 長 の 光 子 は 許 容 す る 光 学 ま た は 電 子 フ ィ ル タ
ー を 介 し て 、 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の あ る 位 置 の 第 1の 画 像 を 取 り 込 む た め 、 お よ び （ 2） 第 1
の 発 光 波 長 の 光 子 を 実 質 的 に 遮 断 す る が 第 2の 発 光 波 長 の 光 子 は 許 容 す る 光 学 ま た は 電 子
フ ィ ル タ ー を 介 し て 、 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の そ の 位 置 の 第 2の 画 像 を 取 り 込 む た め に 配 置 お
よ び 構 成 さ れ た カ メ ラ ； な ら び に
第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 記 録 し て 、 第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 検 体 フ ィ ー ル ド 内 部
の 対 応 す る 位 置 に 対 し て 索 引 付 け す る コ ン ピ ュ ー タ で あ っ て 、 使 用 者 に よ る 要 求 に 応 じ て
、 対 応 す る 位 置 に 関 す る 第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 表 示 す る コ ン ピ ュ ー タ 、
を 含 む 検 出 シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ９ 】
細 胞 の 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 生 物 兵 器 細 胞 に 関 す る 分 析 の た め の 方 法 で あ っ て 、
i） 検 体 フ ィ ー ル ド を 、 生 物 兵 器 細 胞 を 特 定 す る 第 1の 蛍 光 団 に よ っ て 処 理 す る 段 階 ；
ii） 検 体 フ ィ ー ル ド を 、 生 物 兵 器 細 胞 を 特 定 す る 第 2の 蛍 光 団 に よ っ て 処 理 す る 段 階 ；
iii） 検 体 フ ィ ー ル ド に 、 第 1の 蛍 光 団 に 光 子 を 放 出 さ せ る の に 適 し た 光 を 照 射 す る 段 階 ；
iv） 検 体 フ ィ ー ル ド に 、 第 2の 蛍 光 団 に 光 子 を 放 出 さ せ る の に 適 し た 光 を 照 射 す る 段 階 、
v） 生 物 兵 器 細 胞 で あ る 、 光 子 を 放 出 す る 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 細 胞 を 同 定 す る 段 階 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 細 胞 の 調 製 が 、
i． 試 料 混 合 物 を 遠 心 す る 段 階 ；
j． 試 料 混 合 物 を 再 懸 濁 す る 段 階 ；
k． 細 胞 を 接 着 性 ス ラ イ ド 上 に プ レ ー テ ィ ン グ す る 段 階 ；
l． ス ラ イ ド を パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 処 理 す る 段 階 ；
m． ス ラ イ ド を ト リ ト ン で 処 理 す る 段 階 ；
n． ス ラ イ ド を プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 で 処 理 す る 段 階 ；
o． ス ラ イ ド を 、 蛍 光 団 を 有 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 で 処 理 す る 段 階 ；
p． ス ラ イ ド を 蛍 光 色 素 で 処 理 す る 段 階 、
を 含 む 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
検 体 フ ィ ー ル ド を 、 生 物 兵 器 細 胞 を 特 定 す る 1つ ま た は 複 数 の 追 加 的 な 蛍 光 団 に よ っ て 処
理 す る 段 階 、 お よ び 検 体 フ ィ ー ル ド に 、 1つ ま た は 複 数 の 追 加 的 な 蛍 光 団 に 光 子 を 放 出 さ
せ る の に 適 し た 光 を 照 射 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
少 な く と も 1つ の 蛍 光 団 が 、 生 物 兵 器 細 胞 の DNAを 特 定 す る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
生 物 兵 器 が 、 細 菌 、 リ ケ ッ チ ア 、 ウ イ ル ス 、 真 菌 ま た は プ リ オ ン で あ る 、 請 求 項 10記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
検 体 フ ィ ー ル ド の 調 製 が 、
a． 血 液 試 料 を 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 で 可 溶 化 す る 段 階 ；
b． 試 料 混 合 物 を 遠 心 す る 段 階 ；
c． 上 清 の 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 お よ び 赤 血 球 を 分 離 す る 段 階 ；
d． こ の 結 果 得 ら れ た 白 血 球 の ペ レ ッ ト を PBS中 に 再 懸 濁 す る 段 階 ；
e． 試 料 混 合 物 を 遠 心 す る 段 階 ；
f． こ の 結 果 得 ら れ た 白 血 球 の ペ レ ッ ト を PBS中 に 再 懸 濁 す る 段 階 ；
g． 段 階 fの 細 胞 混 合 物 、 ト リ パ ン ブ ル ー お よ び PBSの 希 釈 物 を 作 製 す る 段 階 ；
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h． 細 胞 を 接 着 性 ス ラ イ ド 上 に プ レ ー テ ィ ン グ す る 段 階 ；
i． 細 胞 培 養 液 を ス ラ イ ド に 対 し て 添 加 す る 段 階 、
を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 2記 載 の 方 法 を 含 む 、 移 植 臓 器 提 供 者 を 標 的 物 体 の 有 無 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す
る た め の 方 法 で あ っ て 、 検 体 フ ィ ー ル ド が 臓 器 提 供 者 か ら 採 取 さ れ た 試 料 で あ る よ う な 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 2記 載 の 方 法 を 含 む 、 薬 剤 候 補 を 投 与 さ れ た 対 象 に お け る 疾 患 ま た は 疾 患 症 状 に 対
す る 薬 剤 候 補 の 有 効 性 を 、 そ の 有 無 が 疾 患 ま た は 疾 患 症 状 の 指 標 と な る 標 的 物 体 の 有 無 に
関 す る ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 評 価 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 検 体 フ ィ ー ル ド が 対 象 か ら
採 取 さ れ た 試 料 で あ る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 2記 載 の 方 法 を 含 む 、 標 的 物 体 の 有 無 に 関 し て 血 液 試 料 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
の 方 法 で あ っ て 、 検 体 フ ィ ー ル ド が 血 液 試 料 で あ る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 2記 載 の 方 法 を 含 む 、 標 的 物 体 の 有 無 に 関 し て 液 体 試 料 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
の 方 法 で あ っ て 、 検 体 フ ィ ー ル ド が 液 体 試 料 で あ る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
標 的 物 体 が 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 15～ 18の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 2記 載 の 方 法 を 含 む 、 細 菌 の 存 在 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 で あ っ て 、 少 な く
と も 1つ の 蛍 光 団 が 細 菌 に 対 す る DNAプ ロ ー ブ を 含 む よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
検 体 フ ィ ー ル ド が 外 科 患 者 か ら 手 術 後 に 採 取 さ れ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
検 体 フ ィ ー ル ド が 食 品 試 料 か ら 採 取 さ れ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
j． ス ラ イ ド を 、 ア ル デ ヒ ド 系 固 定 剤 に 曝 露 さ せ る 段 階 ；
k． ス ラ イ ド を 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） 中 で す す ぎ 洗 い す る 段 階 ；
l． ヒ ト AB血 清 を ス ラ イ ド に 対 し て 添 加 す る 段 階 ；
m． 一 次 抗 体 を ス ラ イ ド に 対 し て 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
n． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る 段 階 ；
o． 二 次 抗 体 を ス ラ イ ド に 対 し て 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
p． ス ラ イ ド を 有 機 溶 媒 中 で 曝 露 さ せ る 段 階 ；
q． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る 段 階 ；
r． ヒ ト AB血 清 を ス ラ イ ド に 添 加 す る 段 階 ；
s． 一 次 抗 体 を ス ラ イ ド に 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
t． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る 段 階 ；
u． 二 次 抗 体 を ス ラ イ ド に 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
v． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る 段 階 ；
w． 細 胞 染 色 剤 を ス ラ イ ド に 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
x． ス ラ イ ド を PBSで す す ぎ 洗 い す る 段 階 ；
y． ス ラ イ ド を 水 に 曝 露 さ せ る 段 階 ；
z． ス ラ イ ド を マ ウ ン ト す る 段 階 、
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
j． ス ラ イ ド を 有 機 溶 媒 中 で 曝 露 さ せ る 段 階 ；
k． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る 段 階 ；
l． 一 次 抗 体 を ス ラ イ ド に 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
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m． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る 段 階 ；
n． 二 次 抗 体 を ス ラ イ ド に 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
o． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る 段 階 ；
p． 細 胞 染 色 剤 を ス ラ イ ド に 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
q． ス ラ イ ド を PBSで す す ぎ 洗 い す る 段 階 ；
r． ス ラ イ ド を 水 に 曝 露 さ せ る 段 階 ；
s． ス ラ イ ド を マ ウ ン ト す る 段 階 、
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
有 機 溶 媒 が ア ル コ ー ル ま た は ア セ ト ン で あ る 、 請 求 項 23ま た は 24の い ず れ か に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
一 次 抗 体 が ケ ラ チ ン で あ る 、 請 求 項 23ま た は 24の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
二 次 抗 体 が 抗 ウ サ ギ ロ ー ダ ミ ン で あ る 、 請 求 項 23ま た は 24の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
段 階 sに お け る 一 次 抗 体 が ケ ラ チ ン で あ っ て 、 段 階 uに お け る 二 次 抗 体 が 抗 ウ サ ギ ロ ー ダ ミ
ン で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】

本 出 願 は 、 2001年 2月 2日 に 提 出 さ れ た 「 レ ア イ ベ ン ト 検 出 シ ス テ ム （ Rare Event Detecti
on Sysem） 」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 60／ 265,909号 の 利 点 を 請 求 す る も の で あ り 、 こ の
出 願 は そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

本 発 明 は 、 米 国 立 衛 生 研 究 所 （ National Institutes of Health） か ら の 助 成 金 （ 第 CA138
49号 ） に よ り 、 連 邦 政 府 か ら の 資 金 を 受 け て な さ れ た も の で あ る 。 政 府 は 本 発 明 に お い て
一 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

ヒ ト の 癌 の ほ と ん ど は 正 常 お よ び ／ ま た は 異 常 な 遺 伝 子 の 異 常 発 現 を 特 徴 と し て お り 、 癌
細 胞 に 自 然 淘 汰 が 作 用 す る こ と に よ っ て 増 殖 制 御 の 喪 失 、 血 管 新 生 、 浸 潤 お よ び 転 移 が 引
き 起 こ さ れ る 。 こ の た め 、 患 者 の 試 料 中 の 特 定 の 表 現 型 の 癌 細 胞 を 検 出 す る こ と が で き れ
ば 、 医 療 提 供 者 に 対 し て 有 意 義 な 情 報 が も た ら さ れ る 。 例 え ば 、 転 移 性 癌 細 胞 が 体 内 に 検
出 さ れ れ ば 、 医 療 専 門 家 は そ の 患 者 に 対 し て よ り 積 極 的 な 治 療 法 を 検 討 す る と 考 え ら れ る
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
癌 マ ー カ ー の 発 現 に 依 拠 し た 癌 細 胞 の 検 出 方 法 は 一 般 に 、 長 く 手 間 が か か り 、 時 に は 費 用
も か か る 免 疫 組 織 化 学 ま た は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 手 順 を 必 要 と し 、 研 究 所 に は
広 く 普 及 し て い る が 、 診 療 施 設 で は そ れ ほ ど 利 用 し や す く な い 。 さ ら に 、 多 く の 場 合 、 ス
ク リ ー ニ ン グ さ れ る 個 々 の マ ー カ ー は 、 癌 の 進 行 の 後 期 に な っ て 初 め て 、 ま た は 検 出 可 能
な レ ベ ル と し て 産 生 さ れ る た め 、 早 期 発 見 の 恩 恵 が 得 ら れ る 機 会 を 逃 し て し ま う 。 現 在 の
技 術 で は 、 1百 万 分 率 （ す な わ ち 、 100万 個 の 他 の 細 胞 の 中 に 癌 細 胞 が 1個 の 割 合 ） 程 度 の
微 小 転 移 を 検 出 す る こ と も 可 能 で あ る が 、 癌 に よ っ て は 、 こ の 検 出 レ ベ ル で も 真 の 「 早 期
発 見 」 に は 不 十 分 で あ る 。 検 出 感 度 の レ ベ ル が さ ら に 上 が れ ば 、 癌 細 胞 の 増 殖 に 対 す る 適
切 で よ り 効 果 的 な 介 入 を 可 能 に し 、 そ れ に よ っ て よ り 効 果 的 か つ 適 時 な 癌 治 療 お よ び 疾 患
修 飾 療 法 が 可 能 に な る よ う な 癌 細 胞 の 検 出 能 が 効 果 的 に 得 ら れ る と 考 え ら れ る 。 し た が っ
て 、 診 療 施 設 で の 使 用 に よ り 適 し た 、 迅 速 で 、 効 率 的 で 、 信 頼 性 が 高 く 、 感 度 の 高 い 検 出
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方 法 に 対 し て の 需 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
戦 場 で の 生 物 兵 器 （ BW） の 検 出 に も 同 様 の 問 題 が あ り 、 す な わ ち 、 多 数 の 粒 子 の 中 の 稀 な
粒 子 （ 例 え ば 、 毒 素 ま た は ウ イ ル ス ） を 検 出 す る た め に 適 し た 方 法 も 装 置 も な い 。 生 物 兵
器 は 、 意 図 的 に 用 い ら れ る と 他 の も の に 危 害 を 及 ぼ す 、 細 菌 お よ び ウ イ ル ス ま た は 関 連 毒
素 な ど の 感 染 因 子 と し て 定 義 さ れ 、 長 き に わ た っ て 人 類 と と も に 存 在 し て き た 。 矢 尻 が 、
毒 素 を 含 む 植 物 も し く は 動 物 の 抽 出 物 ； ま た は ガ ス 壊 疸 菌 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム -パ ー フ リ ン
ジ ェ ン ス （ Clostridium perfringens） の 源 で あ っ て し ば し ば 破 傷 風 菌 C.テ タ ニ （ C. teta
ni） の 源 で も あ る 糞 便 も し く は 腐 り か け の 肉 に 浸 さ れ て い る こ と か ら み て 、 こ れ ら は お そ
ら く 元 々 は 先 史 時 代 に 用 い ら れ て い た と 思 わ れ る 。 BWが 記 録 に 初 め て 現 れ た の は 紀 元 前 6
世 紀 と 古 く 、 こ の 時 期 に ア ッ シ リ ア 人 が 敵 の 井 戸 を 麦 角 で 汚 染 さ せ て い る ； 同 じ く ア テ ネ
の ソ ロ ン は ク リ ッ サ （ Krissa） 包 囲 攻 撃 時 に 下 剤 性 薬 草 ヘ レ ボ ル ス （ ザ ゼ ン ソ ウ ） を 用 い
て 給 水 路 を 汚 染 さ せ た ； ロ ー マ 人 お よ び 他 の 多 く の 者 も 同 様 の 戦 略 を 用 い て い る ； 14世 紀
に は 蒙 古 人 が 包 囲 中 の カ ッ フ ァ の 城 壁 の 向 こ う 側 に 疫 病 感 染 者 の 死 体 を 射 出 機 で 投 げ 込 ん
で お り 、 こ の 出 来 事 は 欧 州 全 域 に 波 及 し た 黒 死 病 流 行 の き っ か け に な っ た 可 能 性 も あ る 。
BWの 未 成 熟 な 用 い 方 や よ り 精 巧 な 使 用 の 例 は 他 に も 数 多 く 、 20世 紀 後 半 ま で に 至 っ て い る
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
現 在 で は 基 礎 微 生 物 学 お よ び 応 用 微 生 物 学 の 進 歩 に 伴 い 、 熟 練 し た 科 学 者 が 、 極 め て 病 毒
性 の 強 い 病 原 体 お よ び 毒 素 を 兵 器 と し て 利 用 す る こ と が 可 能 に な っ て い る 。 い く つ か の 国
（ 米 国 を 含 む ） は 20世 紀 中 の 何 ら か の 時 点 で BW計 画 を 策 定 し て い る が 、 お そ ら く 最 も 知 ら
れ て い る の は 日 本 お よ び 旧 ソ 連 で の 取 り 組 み で あ ろ う 。 日 本 陸 軍 は 1932年 か ら 第 二 次 世 界
大 戦 終 了 時 ま で 、 中 国 に 駐 屯 し た 「 731部 隊 」 を 通 じ て 生 物 兵 器 の 研 究 に 携 わ っ た 。 ヒ ト
被 験 者 （ 中 国 お よ び ロ シ ア の 民 間 人 、 な ら び に 米 国 、 英 国 、 中 国 、 韓 国 お よ び ロ シ ア の 捕
虜 ） を 対 象 に さ ま ざ ま な 病 原 体 を 用 い た 研 究 が 行 わ れ 、 こ れ に は 炭 疽 、 鼻 疽 、 ペ ス ト 、 腸
チ フ ス 、 パ ラ チ フ ス Aお よ び B、 チ フ ス 、 痘 瘡 、 野 兎 病 、 伝 染 性 黄 疸 、 ガ ス 壊 疽 、 破 傷 風 、
コ レ ラ 、 赤 痢 、 猩 紅 熱 、 波 状 熱 、 ダ ニ 脳 炎 、 百 日 咳 、 ジ フ テ リ ア 、 肺 炎 、 性 病 、 結 核 お よ
び サ ル モ ネ ラ が 含 ま れ て い た 。 ソ 連 の 計 画 は 1928年 に 始 ま り 、 統 治 機 関 で あ っ た 革 命 軍 事
評 議 会 が チ フ ス 菌 の 形 質 転 換 株 を 戦 場 兵 器 と し て 投 入 す る 非 公 開 決 議 に 署 名 し て い る 。 19
30年 代 に は 、 北 極 の ソ ロ ベ ツ キ ー 島 に あ る 施 設 の 研 究 員 が チ フ ス 、 Q熱 、 鼻 疽 お よ び 類 鼻
疽 の 研 究 に 携 わ っ て い る 。 ソ 連 は 1973年 か ら 少 な く と も 1990年 代 初 期 に 至 る ま で 、 既 存 の
生 物 兵 器 を 近 代 化 し 、 大 陸 間 戦 争 に 用 い る 強 力 な 兵 器 と し て 利 用 で き る と 考 え ら れ る 抗 生
物 質 お よ び ワ ク チ ン に 耐 性 の あ る 遺 伝 子 改 変 病 原 体 を 開 発 す る こ と を 目 標 と す る 計 画 を 実
施 し て い た 。 研 究 対 象 の 病 原 体 に は 、 炭 疽 、 野 兎 病 、 ペ ス ト 、 鼻 疽 、 痘 瘡 、 エ ボ ラ 出 血 熱
、 マ ー ル ブ ル グ 病 、 マ チ ュ ポ ウ イ ル ス 、 フ ニ ン ウ イ ル ス お よ び ベ ネ ズ エ ラ ウ マ 脳 炎 が 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
我 々 の 社 会 の よ う な 開 か れ た 社 会 は 、 ま さ に そ の 本 質 に よ り 、 国 際 的 集 団 お よ び 国 内 集 団
の 双 方 か ら の テ ロ リ ス ト の 攻 撃 を 受 け や す い 。 こ の よ う な 現 状 か ら み て 、 生 物 兵 器 に よ る
攻 撃 を 予 期 し て 回 避 す る た め 、 ま た は 標 的 集 団 （ 軍 隊 ま た は 民 間 人 ） の 防 御 を 通 じ て そ れ
ら を 無 効 に す る た め に 、 有 効 な 対 抗 手 段 を 開 発 す る こ と は ま さ に 急 務 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
生 物 兵 器 に は そ れ を 特 に 手 強 い も の に し て い る 独 特 な 特 徴 が 二 、 三 あ る 。 そ の 一 つ は 、 能
力 の あ る 微 生 物 学 者 お よ び 機 械 技 師 を 含 む 少 人 数 の チ ー ム が さ ま ざ ま な 病 原 体 （ 細 菌 、 ウ
イ ル ス ま た は 毒 素 ） を 増 殖 さ せ て 抽 出 し 、 有 効 な 分 散 系 を 構 築 す る こ と に 障 壁 が ほ と ん ど
な い 点 で あ る ： 15フ ィ ー ト × 15フ ィ ー ト の 空 間 が あ り 、 10,000ド ル 分 の 装 置 が あ れ ば 立 派
な 生 物 兵 器 工 場 を 建 設 で き る と 推 定 さ れ て い る 。 こ の た め 、 BWは 、 敵 対 側 に 大 量 の 犠 牲 者
を 出 す こ と を も く ろ ん で テ ロ を 狙 う 集 団 が 選 ぶ 手 段 と な っ て い る 。 ま た 、 場 合 に よ っ て は
攻 撃 の 成 果 が 伝 染 の た め に 最 初 の 攻 撃 の 範 囲 を 地 理 的 に も 時 間 的 に も は る か に 上 回 る こ と
も あ る 。 さ ら に 、 BW病 原 体 の 被 害 者 に 対 す る 作 用 は 数 時 間 、 通 常 は 数 日 間 遅 れ る こ と が 一
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般 的 で あ る た め 、 こ の 期 間 中 は 攻 撃 を 顕 在 化 さ せ ず に 続 け ら れ る ほ か （ 加 え て 、 攻 撃 者 が
逃 亡 す る 機 会 も 生 じ 、 こ れ は 秘 密 裡 に 活 動 す る テ ロ リ ス ト に と っ て も う 1つ の 利 点 と な る
） 、 種 々 の BW病 原 体 へ の 感 染 の 初 期 症 状 は 流 感 様 で あ る た め 、 BW攻 撃 を そ れ と し て 直 ち に
認 識 す る こ と が 極 め て 困 難 に な る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
こ の た め 、 免 疫 の な い 集 団 に 対 す る 生 物 兵 器 攻 撃 に 我 々 が 効 果 的 に 対 応 で き る か ど う か は
、 環 境 内 の BW病 原 体 を 、 空 気 伝 染 性 （ 室 内 お よ び 室 外 ） お よ び 水 系 伝 染 性 の 別 な く 、 疾 患
の 大 発 生 の 前 に 迅 速 に 検 出 す る た め の 新 た な 手 法 を 開 発 す る こ と に 大 き く か か っ て い る 。
ま た 、 臨 床 症 状 の 出 現 前 に ヒ ト の 体 液 中 、 例 え ば 血 液 中 の 病 原 体 を 早 期 発 見 す る こ と が 重
要 な 、 時 間 域 （ time window） も 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
理 論 的 に は 、 あ ら ゆ る 病 原 体 を 生 物 兵 器 と し て 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し 、 い く つ
か の 特 徴 の た め に 、 生 物 体 ま た は 細 菌 毒 素 な ど の 生 物 由 来 の 生 物 活 性 物 質 （ BDBS） は 大 量
破 壊 用 の 兵 器 と し て 特 に 適 し て い る 。 こ れ ら の 病 原 体 は 以 下 の も の で あ り う る ： 1） 感 染
性 、 伝 染 性 お よ び 毒 性 が 高 い （ す な わ ち 、 低 レ ベ ル の 曝 露 で あ っ て も 疾 患 を 引 き 起 こ す ）
； 2） 大 気 中 な ど に 効 率 的 に 分 散 す る ； 3） 容 易 に 増 殖 し 、 大 量 に 生 産 さ れ る ； 4） 保 存 下
で 安 定 で あ る ； 5） 環 境 条 件 、 例 え ば 長 期 的 な 影 響 に 対 す る 耐 性 が あ る ； お よ び 6） 抗 生 物
質 、 抗 体 、 他 の 薬 剤 な ど の 投 与 に 対 す る 耐 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
多 数 の 天 然 の 病 原 体 の ほ か に 、 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た BW病 原 体 も 加 え る べ き で あ ろ う 。 こ の
種 の 病 原 体 は 、 新 た な 疾 患 さ え も 生 み 出 す ほ ど （ 例 え ば 、 「 脳 痘 （ brainpox） 」 ウ イ ル ス
を も た ら す な ど ） よ り 強 力 な も の と し て 、 ま た は 既 存 の 対 抗 手 段 に 対 す る 耐 性 の あ る 病 原
体 を 産 生 す る よ う に 作 製 さ れ て い る た め 特 に 恐 ろ し い 。 こ れ ら は 予 測 で き な い た め 、 特 に
障 害 と な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
上 記 の 理 由 か ら 、 BW病 原 体 を 用 い た 秘 密 裡 の 攻 撃 を 発 見 し て 評 価 す る こ と は （ 諜 報 活 動 が
な け れ ば ） 極 め て 困 難 と 考 え ら れ る 。 現 時 点 で は 公 式 の 環 境 監 視 シ ス テ ム が 存 在 し な い た
め 、 攻 撃 が 行 わ れ た と の 最 初 の 知 見 は 、 多 く の 場 合 、 犠 牲 者 が 救 急 治 療 室 に 続 々 と 運 ば れ
だ し 、 疾 患 の 大 発 生 が 認 識 さ れ て は じ め て 得 ら れ る と 考 え ら れ る 。 言 う ま で も な く 、 こ れ
で は 遅 す ぎ る 。 病 原 体 の 古 典 的 な 監 視 方 法 は 、 増 殖 培 地 環 境 試 料 の 採 取 （ 大 気 、 給 水 ） ま
た は 体 液 試 料 の 採 取 （ 血 液 、 尿 、 喀 痰 な ど ） を 行 っ て 試 料 を 培 養 し 、 そ の 後 に 原 因 を 同 定
す る た め に 一 連 の 微 生 物 学 検 査 を 行 う こ と を 含 む 。 培 養 が 容 易 な 作 業 で は な い （ 例 え ば 、
ウ イ ル ス 用 の 場 合 ） と い う 事 実 に 加 え て 、 こ の 種 の 手 順 は 適 時 に 警 告 を 得 る に は 時 間 が か
か り す ぎ る 。 考 え ら れ る 他 の 分 析 方 法 に は 、 生 化 学 ア ッ セ イ 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 「 ジ ー ン
チ ッ プ （ GeneChip） 」 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） が 含 ま れ る が
、 こ れ ら は 最 初 の 試 料 に は 存 在 し な い 可 能 性 の あ る 量 の 不 純 物 質 を 必 要 と し （ 現 実 の 脅 威
に 見 合 っ た 感 度 を 満 た す た め ） 、 こ の た め に 培 養 が や は り 必 要 と 思 わ れ る ； PCRで さ え も
単 一 の 細 菌 ま た は ビ リ オ ン か ら は 現 実 的 で は な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ３ 】

本 発 明 は 、 レ ア イ ベ ン ト （ rare event） ま た は マ ー カ ー の 存 在 の 検 出 を も た ら す 技 術 に 基
づ く 。 本 発 明 は 、 ご く 少 量 の レ ア イ ベ ン ト ま た は マ ー カ ー の 存 在 の 同 定 、 特 徴 分 析 （ 定 量
的 、 定 性 的 ま た は そ の 両 方 ） 、 分 析 ま た は 判 定 を 行 う た め の 装 置 お よ び 方 法 に 関 す る 。 こ
の よ う な レ ア イ ベ ン ト ま た は マ ー カ ー の 有 無 の 判 定 、 な ら び に こ の よ う な レ ア イ ベ ン ト ま
た は マ ー カ ー の 定 量 化 は 、 有 毒 な 、 ま た は 有 害 な 可 能 性 の あ る 実 体 ま た は 状 態 の 早 期 発 見
に 有 用 で あ り 、 そ れ ら が 後 期 で は な く 早 期 に 同 定 さ れ れ ば 、 適 切 な 対 応 、 治 療 ま た は 他 の
介 入 計 画 も し く は プ ロ ト コ ー ル の 適 用 が 可 能 に な る 。 レ ア イ ベ ン ト に は 、 正 常 な イ ベ ン ト
（ 例 え ば 、 正 常 な 生 理 的 状 態 下 に 存 在 す る 標 的 の 物 体 （ body） ま た は 細 胞 の 有 無 ） お よ び
異 常 な イ ベ ン ト （ 疾 患 、 疾 患 症 状 ま た は 遺 伝 異 常 に 伴 う も の と い っ た 、 異 常 な 生 理 的 状 態
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下 に 存 在 す る 標 的 の 物 体 ま た は 細 胞 の 有 無 ） の 両 方 が 含 ま れ る 。 現 在 の 診 断 方 法 、 特 に 癌
に 関 す る も の に 伴 う 1つ の 問 題 は 、 微 小 残 存 病 変 に 関 す る 。 こ れ は す な わ ち 、 疾 患 細 胞 ま
た は 他 の 疾 患 マ ー カ ー （ 例 え ば 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 細 胞 表 面 受 容 体 ） の レ ベ ル が 現 在 の
検 出 方 法 に と っ て は 低 す ぎ る が 、 診 断 ま た は 治 療 を 行 わ ず に 放 置 す れ ば そ の 後 に 増 殖 、 ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は 疾 患 の 再 発 が 起 こ る 可 能 性 は 十 分 に あ る 場 合 の こ と で あ る 。
こ の た め 、 多 く の 場 合 に は 、 疾 患 リ ス ク （ す な わ ち 、 癌 、 関 節 硬 化 、 中 枢 神 経 系 疾 患 な ど
） を よ り 時 機 を 逃 さ ず に 同 定 で き れ ば 、 よ り 早 期 の 治 療 が 可 能 に な り 、 そ れ が よ り 効 果 的
な 治 療 に つ な が る と 考 え ら れ る ； ま た は 、 集 団 に 対 す る リ ス ク （ す な わ ち 、 生 物 兵 器 の 病
原 体 ） を よ り 早 期 に 同 定 す る こ と が 、 曝 露 な ら び に よ り 多 く の 集 団 に 対 す る そ の リ ス ク の
歯 止 め の な い 波 及 お よ び 分 散 を 最 小 限 に 留 め る こ と が 可 能 に な る 点 か ら 望 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 は 、 大 規 模 な 細 胞 集 団 に お け る 稀 な 癌 細 胞 を 検 出 す る 高 感 度 か つ 効 率 的 な 方 法 の 発
見 に 基 づ く 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 癌 細 胞 検 出 シ ス テ ム は 、 候 補 物 体 の 大 集 団
内 の ほ ぼ あ ら ゆ る 稀 な 標 的 物 体 を 、 同 定 し よ う と す る 個 別 の 標 的 物 体 に 合 わ せ て 調 整 し た
こ の シ ス テ ム に よ っ て 検 出 し う る と の 認 識 を も た ら し た 。 本 発 明 の 方 法 お よ び シ ス テ ム は
、 検 出 し よ う と す る 標 的 物 体 を 各 サ ブ セ ッ ト が 含 む 、 大 規 模 集 団 の サ ブ セ ッ ト と 特 異 的 に
結 合 す る 蛍 光 標 識 に 依 拠 し て い る 。 標 的 物 体 と は 、 同 定 し よ う と す る （ 例 え ば 、 標 的 物 体
に 対 す る 直 接 的 な も の 、 ま た は 標 識 を 標 的 物 体 と 結 合 も し く は 相 互 作 用 す る 分 子 と 結 合 さ
せ る と い っ た 間 接 的 な も の を 含 む 、 標 識 に よ る ） 、 検 体 フ ィ ー ル ド （ specimen field） 内
の 任 意 の 物 体 （ 例 え ば 、 細 胞 、 病 原 体 、 ウ イ ル ス 、 毒 素 、 プ リ オ ン ） の こ と で あ る 。 候 補
物 体 と は 、 分 析 し よ う と す る 、 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 任 意 の 物 体 （ 例 え ば 、 細 胞 、 病 原 体 、
ウ イ ル ス 、 毒 素 、 プ リ オ ン ） の こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 検 体 （ specimen） 中 の 標 的 物 体 （ target body） （ 例 え ば 、 癌 細
胞 ） を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 第 1の 蛍 光 団 が 光 子 を 第 1の 波 長 で 放 出 し 、 第 2の 蛍
光 団 が 光 子 を 第 2の 波 長 で 放 出 す る 、 少 な く と も 第 1の 蛍 光 団 お よ び 第 2の 蛍 光 団 に 対 し て
曝 露 さ れ た 、 ま た は そ れ ら に よ っ て 標 識 さ れ た 検 体 フ ィ ー ル ド （ 例 え ば 、 ガ ラ ス 表 面 上 に
塗 布 し た 末 梢 血 液 単 核 細 胞 （ PBMC） ま た は 骨 髄 細 胞 ） を 入 手 す る こ と ； 検 体 フ ィ ー ル ド に
、 第 1お よ び 第 2の 蛍 光 団 を 励 起 す る の に 十 分 な 光 を 照 射 す る こ と ； 検 体 フ ィ ー ル ド を 第 1
の 光 子 源 に 関 し て 第 1の 波 長 で 、 ま た 第 2の 光 子 源 に 関 し て 第 2の 波 長 で 走 査 す る こ と ； 第 2
の 波 長 の 光 子 を 実 質 的 に 遮 断 す る が 第 1の 波 長 の 光 子 は 許 容 す る 光 学 ま た は 電 子 フ ィ ル タ
ー を 介 し て 生 成 さ れ た 第 1の 画 像 で あ る 、 検 体 フ ィ ー ル ド の 各 位 置 で の 第 1の 画 像 を 収 集 お
よ び 記 録 す る こ と ； 検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の 対 応 す る 位 置 の 索 引 付 け を 行 う こ と ； 第 1の 波
長 の 光 子 を 実 質 的 に 遮 断 す る が 第 2の 波 長 の 光 子 は 許 容 す る 光 学 ま た は 電 子 フ ィ ル タ ー を
介 し て 生 成 さ れ た 第 2の 画 像 で あ る 、 検 体 フ ィ ー ル ド の 各 位 置 で の 第 2の 画 像 を 収 集 お よ び
記 録 す る こ と ； 検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の 対 応 す る 位 置 の 索 引 付 け を 行 う こ と ； な ら び に 、 検
体 フ ィ ー ル ド 内 部 の 単 一 の 位 置 で の 第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 検 索 （ retrieve） お よ び
検 査 （ inspect） す る こ と 、 を 含 む 方 法 を 特 徴 と す る 。 第 1お よ び 第 2の 画 像 の 単 一 の 位 置
に 候 補 物 体 が 存 在 す る こ と に よ り 、 検 体 中 に 標 的 物 体 が 存 在 す る こ と が 示 さ れ る 。 異 な る
蛍 光 シ グ ナ ル の 画 像 を 、 イ ベ ン ト が 陽 性 で あ る こ と の 確 認 の た め 、 ま た は 表 現 型 の 評 価 の
た め に 重 ね 合 わ せ る こ と が で き る 。 2回 の 走 査 は 独 立 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
第 1の 蛍 光 団 は 、 DNAと 特 異 的 に 結 合 す る DAPIな ど の 化 合 物 、 ま た は RNAと 特 異 的 に 結 合 す
る ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ な ど の 化 合 物 で あ り う る 。 第 2の 蛍 光 団 は 、 サ イ ト ケ ラ チ ン な ど の
癌 細 胞 マ ー カ ー ま た は 別 の マ ー カ ー と 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 （ 例 え ば 、 抗 体 ま た は 核 酸 ）
と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
い く つ か の 態 様 に お い て は 、 レ ア イ ベ ン ト の 検 出 の 特 異 性 を 高 め る た め 、 ま た は 標 的 物 体
の 複 数 の サ ブ セ ッ ト 、 例 え ば 癌 細 胞 お よ び ウ イ ル ス を 検 出 す る た め に 検 体 フ ィ ー ル ド を 第
3の 蛍 光 団 で 標 識 す る こ と が で き 、 本 方 法 は さ ら に 、 第 3の 波 長 で 光 を 放 出 す る 第 3の 蛍 光
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団 を 励 起 す る の に 十 分 な 光 を 検 体 フ ィ ー ル ド に 照 射 す る こ と ； 検 体 フ ィ ー ル ド を 第 3の 光
子 源 に 関 し て 第 3の 波 長 で 走 査 す る こ と ； 検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の 各 々 の 第 3の 源 の 位 置 を 登
録 す る こ と ； 第 1お よ び 第 2の 波 長 の 光 子 を 実 質 的 に 遮 断 す る が 第 3の 波 長 の 光 子 は 許 容 す
る 光 学 ま た は 電 子 フ ィ ル タ ー を 介 し て 生 成 さ れ た 第 3の 画 像 で あ る 、 検 体 フ ィ ー ル ド の 各
位 置 で の 第 3の 画 像 を 収 集 お よ び 記 録 す る こ と ； 各 々 の 第 3の 画 像 を 検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の
対 応 す る 位 置 に 対 し て 索 引 付 け す る こ と ； な ら び に 検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の 単 一 の 位 置 で の
第 3の 画 像 の 検 索 お よ び 検 査 を 行 う こ と を 含 み う る 。 単 一 の 位 置 で の 第 1、 第 2お よ び 第 3の
画 像 に 候 補 物 体 が 存 在 す る こ と に よ り 、 標 的 物 体 の 存 在 が 示 さ れ る 。 第 3の 蛍 光 団 は 、 上
皮 細 胞 接 着 分 子 （ 例 え ば 、 Ep-CAM） ま た は ジ シ ア ロ -ガ ン グ リ オ シ ド 抗 原 （ 例 え ば 、 GD2）
な ど の 第 2の 癌 細 胞 マ ー カ ー と 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 （ 例 え ば 、 抗 体 ） と 結 合 さ せ る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 方 法 は さ ら に 、 第 1の 画 像 を 生 じ た 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 位 置 の 総 数 を 算 定 す る こ と 、 第 1
の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を い ず れ も 生 じ た 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 位 置 の 総 数 を 算 定 す る こ と
、 ま た は 第 1、 第 2お よ び 第 3の 画 像 を 生 じ た 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 位 置 の 総 数 を 算 定 す る こ
と を 含 み う る 。 こ れ に 加 え て 、 本 方 法 は 、 第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 検 体 フ ィ ー ル ド 内
部 の 別 の 単 一 の 位 置 で 検 査 す る こ と を 含 む こ と が で き 、 こ の 別 の 方 の 単 一 の 位 置 で 第 1の
画 像 お よ び 第 2の 画 像 に 候 補 物 体 が 存 在 す る こ と に よ り 、 異 な る 標 的 物 体 の 存 在 が 示 さ れ
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 は さ ら に 、 以 下 の も の を 含 む 検 出 シ ス テ ム を 特 徴 と す る ： 検 体 フ ィ ー ル ド を 収 容 す
る た め の 架 台 （ stage） ； 検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の 位 置 の 画 像 を 収 集 す る た め に 配 置 お よ び
構 成 さ れ た 検 出 器 （ 例 え ば 、 顕 微 鏡 ） ； 第 1の 蛍 光 団 を 第 1の 励 起 波 長 で 励 起 す る の に 十 分
で あ っ て 第 2の 蛍 光 団 を 第 2の 励 起 波 長 で 励 起 す る の に 十 分 な 光 を 検 体 フ ィ ー ル ド に 照 射 す
る た め に 配 置 お よ び 構 成 さ れ た 光 源 ； 検 出 器 （ 例 え ば 、 顕 微 鏡 ） に 取 り 付 け ら れ た カ メ ラ
で あ っ て 、 （ 1） 第 2の 蛍 光 団 の 第 2の 発 光 波 長 の 光 子 を 実 質 的 に 遮 断 す る が 第 1の 蛍 光 団 の
第 1の 発 光 波 長 の 光 子 は 許 容 す る 光 学 ま た は 電 子 フ ィ ル タ ー を 介 し て 、 検 体 フ ィ ー ル ド 内
の あ る 位 置 の 第 1の 画 像 を 取 り 込 む た め 、 お よ び （ 2） 第 1の 発 光 波 長 の 光 子 を 実 質 的 に 遮
断 す る が 第 2の 発 光 波 長 の 光 子 は 許 容 す る 光 学 ま た は 電 子 フ ィ ル タ ー を 介 し て 、 検 体 フ ィ
ー ル ド 内 の そ の 位 置 の 第 2の 画 像 を 取 り 込 む た め に 配 置 お よ び 構 成 さ れ た カ メ ラ ； な ら び
に 、 第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 記 録 し て 、 第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 検 体 フ ィ ー ル ド
内 部 の 対 応 す る 位 置 に 対 し て 索 引 付 け す る コ ン ピ ュ ー タ で あ っ て 、 使 用 者 に よ る 要 求 に 応
じ て 、 対 応 す る 位 置 に 関 す る 第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 表 示 す る コ ン ピ ュ ー タ 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
架 台 は 3つ の 直 交 軸 に 関 し て 動 か す こ と が で き 、 3つ の 軸 の 少 な く と も 2つ で ア ド レ ス 指 定
が 可 能 で あ る 。 ま た は 、 カ メ ラ 、 ま た は カ メ ラ お よ び ／ も し く は 画 像 取 り 込 み 装 置 を 含 む
筐 体 は 、 3つ の 直 交 軸 に 関 し て 動 か す こ と が で き 、 3つ の 軸 の 少 な く と も 2つ で ア ド レ ス 指
定 が 可 能 で あ る 。 カ メ ラ は 、 第 1お よ び 第 2の 画 像 を 取 り 込 む た め の 電 荷 結 合 素 子 、 ま た は
第 1お よ び 第 2の 画 像 の 取 り 込 み に 用 い る た め の 多 数 の 光 学 フ ィ ル タ ー を 含 み う る 。 光 学 フ
ィ ル タ ー の 代 わ り に 、 ま た は そ れ と と も に 、 カ メ ラ ま た は コ ン ピ ュ ー タ は 電 子 フ ィ ル タ ー
を 含 み う る 。 こ の よ う な フ ィ ル タ ー は 、 一 定 範 囲 の 波 長 （ 例 え ば 、 可 視 波 長 ） で 入 手 し た
デ ジ タ ル 化 カ ラ ー 画 像 を 分 解 し 、 特 定 の 波 長 ま た は よ り 狭 い 範 囲 の 波 長 で 生 成 さ れ る 画 像
に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
も う 1つ の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も 第 1の 蛍 光 団 に よ っ て 標 識 さ れ た 検 体 フ ィ ー
ル ド で あ っ て 、 第 1の 蛍 光 団 が 光 子 を 第 1の 波 長 で 放 出 す る よ う な 検 体 フ ィ ー ル ド を 入 手 す
る こ と ； 第 1の 蛍 光 団 を 励 起 す る の に 十 分 な 光 を 検 体 フ ィ ー ル ド に 照 射 す る こ と ； 検 体 フ
ィ ー ル ド を 第 1の 光 子 源 に 関 し て 第 1の 波 長 で 低 倍 率 で 走 査 す る こ と ； 検 体 フ ィ ー ル ド の 各
位 置 で の 第 1の 画 像 を 収 集 お よ び 記 録 す る こ と ； 各 々 の 第 1の 画 像 を 検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の
対 応 す る 位 置 に 対 し て 索 引 付 け す る こ と ； な ら び に 検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の 単 一 の 位 置 で の
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第 1の 画 像 の 検 査 を 行 う こ と 、 に よ っ て 検 体 中 の 標 的 物 体 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の
単 一 の 位 置 で 第 1の 画 像 に 候 補 物 体 が 存 在 す る こ と に よ っ て 検 体 中 に 標 的 物 体 が 存 在 す る
こ と が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 方 法 お よ び シ ス テ ム は 、 100万 個 の 健 常 細 胞 の 中 に あ る 1個 の 稀 な 癌 細 胞 と い う よ
う な （ こ れ は 本 発 明 に よ っ て 達 成 し う る 感 度 の レ ベ ル で あ る ） 、 候 補 物 体 の 大 集 団 内 に あ
る 稀 な 標 的 物 体 を 迅 速 、 高 感 度 か つ 効 率 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 明 細 書 の 方 法
お よ び シ ス テ ム は 、 約 0.1百 万 分 率 程 度 、 ま た は 相 応 す る 形 で よ り 有 利 に は 、 約 0.05、 約 0
.03も し く は 約 0.01百 万 分 率 程 度 の 検 出 レ ベ ル を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
1つ の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 検 体 中 の 標 的 物 体 の 有 無 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
少 な く と も 第 1の 蛍 光 団 お よ び 第 2の 蛍 光 団 に 対 し て 曝 露 さ れ た 、 ま た は そ れ ら に よ っ て 標
識 さ れ た 検 体 フ ィ ー ル ド を 入 手 す る こ と 、 こ の 際 、 第 1の 蛍 光 団 は 光 子 を 第 1の 波 長 で 放 出
し 、 第 2の 蛍 光 団 は 光 子 を 第 2の 波 長 で 放 出 す る ；
検 体 フ ィ ー ル ド に 第 1お よ び 第 2の 蛍 光 団 を 励 起 す る の に 十 分 な 光 を 照 射 す る こ と ；
検 体 フ ィ ー ル ド を 第 1の 光 子 源 に 関 し て 第 1の 波 長 で 、 ま た 第 2の 光 子 源 に 関 し て 第 2の 波 長
で 低 倍 率 で 走 査 す る こ と ；
検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の 各 々 の 第 1の 源 お よ び 各 々 の 第 2の 源 の 位 置 を 登 録 す る こ と ；
第 2の 波 長 の 光 子 を 実 質 的 に 遮 断 す る が 第 1の 波 長 の 光 子 は 許 容 す る 光 学 ま た は 電 子 フ ィ ル
タ ー を 介 し て 生 成 さ れ た 第 1の 画 像 で あ る 、 検 体 フ ィ ー ル ド の 各 位 置 で の 第 1の 画 像 を 収 集
お よ び 記 録 す る こ と ；
第 1の 波 長 の 光 子 を 実 質 的 に 遮 断 す る が 第 2の 波 長 の 光 子 は 許 容 す る 光 学 ま た は 電 子 フ ィ ル
タ ー を 介 し て 生 成 さ れ た 第 2の 画 像 で あ る 、 検 体 フ ィ ー ル ド の 各 位 置 で 高 倍 率 の 第 2の 画 像
を 収 集 お よ び 記 録 す る こ と ；
各 々 の 第 1の 画 像 お よ び 各 々 の 第 2の 画 像 を 検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の 対 応 す る 位 置 に 対 し て 索
引 付 け す る こ と ； な ら び に
検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の 単 一 の 位 置 で の 第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 検 査 す る こ と 、 を 含 み
、
単 一 の 位 置 で の 第 1お よ び 第 2の 画 像 に 候 補 物 体 が 存 在 す る こ と に よ り 、 検 体 中 に 標 的 物 体
が 存 在 す る こ と が 示 さ れ る よ う な 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
も う 1つ の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 検 体 フ ィ ー ル ド の 調 製 が 、
a． 細 胞 試 料 を 可 溶 化 し て 試 料 混 合 物 を 得 る こ と ；
b． 試 料 混 合 物 を 遠 心 す る こ と ；
c． 試 料 混 合 物 か ら 上 清 を 分 離 す る こ と ；
d． こ の 結 果 得 ら れ た 細 胞 の ペ レ ッ ト を 生 理 的 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 す る こ と ；
e． 細 胞 を 接 着 性 ス ラ イ ド に 対 し て プ レ ー テ ィ ン グ す る こ と ；
f． 細 胞 培 養 液 を ス ラ イ ド に 対 し て 添 加 す る こ と 、
を 含 む 、 本 明 細 書 中 の 任 意 の 方 法 で あ っ て 、
検 体 フ ィ ー ル ド の 調 製 が さ ら に 、
段 階 dの 後 に 、 細 胞 混 合 物 の 希 釈 物 を 作 製 す る こ と 、 希 釈 物 を 死 細 胞 に 対 す る 感 受 性 の あ
る 色 素 で 処 理 す る こ と 、 用 い る ス ラ イ ド の 試 料 細 胞 密 度 を 決 定 す る た め に 細 胞 数 算 定 を 行
う こ と を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
他 の 面 に お い て 、 本 方 法 は 、 以 下 で あ る よ う な 本 明 細 書 中 の 任 意 の も の で あ る ： 標 的 物 体
が 、 癌 細 胞 、 上 皮 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 樹 状 細 胞 、 記 憶 T細 胞 、 記 憶 B細 胞 、 体 細 胞 、 正 常 細
胞 、 異 常 細 胞 ま た は 幹 細 胞 で あ る ； シ ス テ ム が 、 少 な く と も 1,000,000個 の 細 胞 が あ る 検
体 フ ィ ー ル ド 内 の 少 な く と も 1つ の 標 的 細 胞 を 検 出 し う る ； シ ス テ ム が 、 少 な く と も 25,00
0,000個 の 細 胞 が あ る 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 少 な く と も 1つ の 標 的 細 胞 を 検 出 し う る ； シ ス テ
ム が 、 少 な く と も 50,000,000個 の 細 胞 が あ る 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 少 な く と も 1つ の 標 的 細
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胞 を 検 出 し う る ； シ ス テ ム が 、 少 な く と も 100,000,000個 の 細 胞 が あ る 検 体 フ ィ ー ル ド 内
の 少 な く と も 1つ の 標 的 細 胞 を 検 出 し う る ； 記 録 が 少 な く と も 1024× 1024ピ ク セ ル ア レ イ
の 画 像 を 含 む ； ま た は 、 記 録 が 少 な く と も 1600× 1600ピ ク セ ル ア レ イ の 画 像 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
他 の 面 に お い て 、 本 方 法 は 、 以 下 で あ る よ う な 本 明 細 書 中 の 任 意 の も の で あ る ： フ ィ ー ル
ド の 検 体 が 大 多 数 の 細 胞 種 と し て 白 血 球 を 含 む ； フ ィ ー ル ド の 検 体 が 不 均 一 な 細 胞 種 を 含
む ； フ ィ ー ル ド の 検 体 が マ ク ロ フ ァ ー ジ を 含 む ； 検 体 フ ィ ー ル ド が 環 境 試 料 で あ る ； 光 が
紫 外 光 、 赤 外 光 ま た は 可 視 光 で あ る ； 標 的 物 体 が 癌 細 胞 で あ り 、 検 体 フ ィ ー ル ド が ガ ラ ス
表 面 上 に 塗 布 さ れ た 白 血 球 ま た は 骨 髄 細 胞 で あ る ； 第 1の 蛍 光 団 が 、 DNAと 特 異 的 に 結 合 す
る 化 合 物 で あ る ； 第 2の 蛍 光 団 が 、 癌 細 胞 マ ー カ ー と 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 と 結 合 し て い
る ； 癌 細 胞 マ ー カ ー が サ イ ト ケ ラ チ ン で あ る ； 癌 細 胞 マ ー カ ー が 細 胞 質 中 に 存 在 す る ； 癌
細 胞 表 面 マ ー カ ー が 上 皮 細 胞 接 着 分 子 で あ る ； 癌 細 胞 表 面 マ ー カ ー が ジ シ ア ロ -ガ ン グ リ
オ シ ド 抗 原 で あ る ； 第 1の 画 像 を 生 じ た 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 位 置 の 総 数 を 算 定 す る こ と を
さ ら に 含 む ； 第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を と も に 生 じ た 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 位 置 の 総 数 を
算 定 す る こ と を さ ら に 含 む ； 第 1、 第 2お よ び 第 3の 画 像 を 生 じ た 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 位 置
の 総 数 を 算 定 す る こ と を さ ら に 含 む ； 第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 検 体 フ ィ ー ル ド 内 部 の
別 の 単 一 の 位 置 で 検 査 す る こ と を さ ら に 含 み 、 こ の 別 の 方 の 単 一 の 位 置 で 第 1の 画 像 お よ
び 第 2の 画 像 に 候 補 物 体 が 存 在 す る こ と に よ っ て 別 の 標 的 物 体 の 存 在 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
も う 1つ の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、
検 体 フ ィ ー ル ド を 収 容 す る た め の 架 台 ；
あ る 所 定 レ ベ ル お よ び 所 定 レ ベ ル の 1つ ま た は 複 数 の 追 加 的 な 倍 率 で 、 検 体 フ ィ ー ル ド 内
部 の 位 置 の 画 像 を 収 集 す る た め に 配 置 お よ び 構 成 さ れ た 検 出 器 ；
第 1の 蛍 光 団 を 第 1の 励 起 波 長 で 励 起 す る の に 十 分 で あ っ て 第 2の 蛍 光 団 を 第 2の 励 起 波 長 で
励 起 す る の に 十 分 な 光 を 検 体 フ ィ ー ル ド に 照 射 す る た め に 配 置 お よ び 構 成 さ れ た 光 源 ；
検 出 器 に 取 り 付 け ら れ た カ メ ラ で あ っ て 、 （ 1） 第 2の 蛍 光 団 の 第 2の 発 光 波 長 の 光 子 を 実
質 的 に 遮 断 す る が 第 1の 蛍 光 団 の 第 1の 発 光 波 長 の 光 子 は 許 容 す る 光 学 ま た は 電 子 フ ィ ル タ
ー を 介 し て 、 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の あ る 位 置 の 第 1の 画 像 を 取 り 込 む た め 、 お よ び （ 2） 第 1
の 発 光 波 長 の 光 子 を 実 質 的 に 遮 断 す る が 第 2の 発 光 波 長 の 光 子 は 許 容 す る 光 学 ま た は 電 子
フ ィ ル タ ー を 介 し て 、 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の そ の 位 置 の 第 2の 画 像 を 取 り 込 む た め に 配 置 お
よ び 構 成 さ れ た カ メ ラ ； な ら び に
第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 記 録 し て 、 第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 検 体 フ ィ ー ル ド 内 部
の 対 応 す る 位 置 に 対 し て 索 引 付 け す る コ ン ピ ュ ー タ で あ っ て 、 使 用 者 に よ る 要 求 に 応 じ て
、 対 応 す る 位 置 に 関 す る 第 1の 画 像 お よ び 第 2の 画 像 を 表 示 す る コ ン ピ ュ ー タ 、
を 含 む 検 出 シ ス テ ム で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
他 の 面 に お い て 、 本 シ ス テ ム は 、 以 下 で あ る よ う な 本 明 細 書 中 の 任 意 の も の で あ る ： 架 台
が 3つ の 直 交 軸 に 関 し て 動 か す こ と が で き 、 3つ の 軸 の 少 な く と も 2つ で ア ド レ ス 指 定 が 可
能 で あ る ； カ メ ラ が 、 第 1お よ び 第 2の 画 像 を 取 り 込 む た め の 電 荷 結 合 素 子 を 含 む ； カ メ ラ
が 多 数 の 光 学 フ ィ ル タ ー を 含 む ； 検 出 器 が 1024× 1024ピ ク セ ル ア レ イ の 画 像 を 含 む ； 検 出
器 が 1600× 1600ピ ク セ ル ア レ イ の 画 像 を 含 む ； ま た は 、 検 出 器 が A× Bピ ク セ ル ア レ イ の 画
像 を 含 む 、 こ こ で Aお よ び Bは そ れ ぞ れ 独 立 に 1000か ら 1,000,000ま で の 整 数 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 細 胞 の 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 生 物 兵 器 （ biological agent） 細 胞 に 関 す る 分
析 の た め の 方 法 で あ っ て 、
i） 検 体 フ ィ ー ル ド を 、 生 物 兵 器 細 胞 を 特 定 す る 第 1の 蛍 光 団 に よ っ て 処 理 す る こ と ；
ii） 検 体 フ ィ ー ル ド を 、 生 物 兵 器 細 胞 を 特 定 す る 第 2の 蛍 光 団 に よ っ て 処 理 す る こ と ；
iii） 検 体 フ ィ ー ル ド に 、 第 1の 蛍 光 団 に 光 子 を 放 出 さ せ る の に 適 し た 光 を 照 射 す る こ と ；
iv） 検 体 フ ィ ー ル ド に 、 第 2の 蛍 光 団 に 光 子 を 放 出 さ せ る の に 適 し た 光 を 照 射 す る こ と 、
v） 生 物 兵 器 細 胞 で あ る 、 光 子 を 放 出 す る 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 細 胞 を 同 定 す る こ と 、
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を 含 む 方 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
も う 1つ の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 細 胞 の 調 製 が 、
a． 試 料 混 合 物 を 遠 心 す る こ と ；
b． 試 料 混 合 物 を 再 懸 濁 す る こ と ；
c． 細 胞 を 接 着 性 ス ラ イ ド 上 に プ レ ー テ ィ ン グ す る こ と ；
d． ス ラ イ ド を 固 定 剤 （ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ） で 処 理 す る こ と ；
e． ス ラ イ ド を 透 過 化 剤 （ ト リ ト ン （ Triton） ） で 処 理 す る こ と ；
f． ス ラ イ ド を プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 で 処 理 す る こ と ；
g． ス ラ イ ド を 、 蛍 光 団 を 有 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 で 処 理 す る こ と ；
h． ス ラ イ ド を 蛍 光 色 素 で 処 理 す る こ と 、 を 含 み 、
検 体 フ ィ ー ル ド を 、 生 物 兵 器 細 胞 を 特 定 す る 1つ ま た は 複 数 の 追 加 的 な 蛍 光 団 に よ っ て 処
理 す る こ と 、 お よ び 検 体 フ ィ ー ル ド に 、 1つ ま た は 複 数 の 追 加 的 な 蛍 光 団 に 光 子 を 放 出 さ
せ る の に 適 し た 光 を 照 射 す る こ と 、
を さ ら に 含 む 、 本 明 細 書 中 の 任 意 の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
他 の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 の よ う な 本 明 細 書 中 の 任 意 の 方 法 に 関 す る ： 少 な く と も
1つ の 蛍 光 団 が 生 物 兵 器 細 胞 の DNAを 特 定 す る ； 少 な く と も 1つ の 蛍 光 団 が 、 生 物 兵 器 細 胞
の 表 面 と 結 合 す る 分 子 を 特 定 す る ； 少 な く と も 1つ の 蛍 光 団 が 生 物 兵 器 細 胞 の DNAを 特 定 し
、 少 な く と も 1つ の 蛍 光 団 が 生 物 兵 器 細 胞 の 表 面 と 結 合 す る 分 子 を 特 定 す る ； ま た は 、 生
物 兵 器 が 細 菌 、 リ ケ ッ チ ア 、 ウ イ ル ス 、 真 菌 も し く は プ リ オ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
も う 1つ の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 の よ う な 本 明 細 書 中 の 任 意 の 方 法 で あ る ： 検 体 フ
ィ ー ル ド の 調 製 が 、
a． 血 液 試 料 を 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 で 可 溶 化 す る こ と ；
b． 試 料 混 合 物 を 遠 心 す る こ と ；
c． 上 清 の 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 お よ び 赤 血 球 を 分 離 す る こ と ；
d． こ の 結 果 得 ら れ た 白 血 球 の ペ レ ッ ト を PBS中 に 再 懸 濁 す る こ と ；
e． 試 料 混 合 物 を 遠 心 す る こ と ；
f． こ の 結 果 得 ら れ た 白 血 球 の ペ レ ッ ト を PBS中 に 再 懸 濁 す る こ と ；
g． 段 階 fの 細 胞 混 合 物 、 ト リ パ ン ブ ル ー お よ び PBSの 希 釈 物 を 作 製 す る こ と ；
h． 細 胞 を 接 着 性 ス ラ イ ド 上 に プ レ ー テ ィ ン グ す る こ と ；
i． 細 胞 培 養 液 を ス ラ イ ド に 対 し て 添 加 す る こ と 、 を 含 み 、
さ ら に 、 1つ の 蛍 光 団 が 標 的 細 胞 で な い 細 胞 を 特 定 す る 。 他 の 面 に お い て 、 本 方 法 は 、 本
方 法 が 1つ の 検 体 フ ィ ー ル ド に 対 し て 60分 未 満 で 完 了 す る ； ま た は 本 方 法 が 1つ の 検 体 フ ィ
ー ル ド に 対 し て 10分 未 満 で 完 了 す る よ う な も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
他 の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 移 植 臓 器 提 供 者 を 標 的 物 体 の 有 無 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す
る た め の 方 法 で あ っ て 、 検 体 フ ィ ー ル ド が 臓 器 提 供 者 か ら 採 取 さ れ た 試 料 （ 例 え ば 、 血 液
試 料 、 組 織 試 料 ） で あ る 、 本 明 細 書 中 の 任 意 の 方 法 を 含 む 方 法 で あ る 。 こ れ は 、 提 供 者 に
お け る 標 的 物 体 を 移 植 の 前 に 同 定 し 、 そ れ に よ っ て 被 提 供 者 へ の 物 体 の 波 及 を 防 ぐ の に 有
用 で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 薬 剤 候 補 を 投 与 さ れ た 対 象 に お け る 疾 患 ま た は 疾 患 症 状 に 対 す
る 薬 剤 候 補 の 有 効 性 を 、 そ の 有 無 が 疾 患 ま た は 疾 患 症 状 の 指 標 と な る 標 的 物 体 の 有 無 に 関
す る ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 評 価 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 検 体 フ ィ ー ル ド が 対 象 か ら 採
取 さ れ た 試 料 で あ る 、 本 明 細 書 中 の 任 意 の 方 法 を 含 む 方 法 に も 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 標
的 物 体 の 有 無 に 関 し て 血 液 試 料 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て 、 検 体 フ ィ ー ル
ド が 血 液 試 料 で あ る 、 本 明 細 書 中 の 任 意 の 方 法 を 含 む 方 法 に も 関 す る 。 こ れ は 、 例 え ば 血
液 銀 行 に お い て 、 汚 染 さ れ た 血 液 試 料 を 、 汚 染 さ れ た 試 料 が 流 通 す る 前 に 同 定 す る の に 有
用 で あ る 。 ま た 、 こ れ を 用 い て 、 提 供 者 と な る 可 能 性 の あ る 者 を 提 供 行 為 の 前 に ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と も 可 能 と 考 え ら れ る 。 本 発 明 は ま た 、 標 的 物 体 の 有 無 に 関 し て 液 体 試 料 を
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ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て 、 検 体 フ ィ ー ル ド が 液 体 試 料 で あ る 本 明 細 書 中 の
任 意 の 方 法 を 含 む 方 法 ； お よ び 、 標 的 物 体 が 癌 細 胞 で あ る 本 明 細 書 中 の 任 意 の 方 法 を 含 む
方 法 で も あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
も う 1つ の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 菌 の 存 在 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 で あ っ て 、
以 下 の よ う な 本 明 細 書 中 の 任 意 の 方 法 を 含 む 方 法 で あ る ： 少 な く と も 1つ の 蛍 光 団 が 細 菌
に 対 す る DNAプ ロ ー ブ を 含 む ； 検 体 フ ィ ー ル ド が 外 科 患 者 か ら 手 術 後 に 採 取 さ れ る ； 検 体
フ ィ ー ル ド が 食 品 試 料 か ら 採 取 さ れ る ；
ま た は 、 以 下 を さ ら に 含 む 本 明 細 書 中 の 任 意 の 方 法 で あ る ：
j． ス ラ イ ド を 、 ア ル デ ヒ ド 系 固 定 剤 に 曝 露 さ せ る こ と ；
k． ス ラ イ ド を 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） 中 で す す ぎ 洗 い す る こ と ；
l． ヒ ト AB血 清 を ス ラ イ ド に 対 し て 添 加 す る こ と ；
m． 一 次 抗 体 を ス ラ イ ド に 対 し て 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
n． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る こ と ；
o． 二 次 抗 体 を ス ラ イ ド に 対 し て 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
p． ス ラ イ ド を 有 機 溶 媒 中 で 曝 露 さ せ る こ と ；
q． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る こ と ；
r． ヒ ト AB血 清 を ス ラ イ ド に 添 加 す る こ と ；
s． 一 次 抗 体 を ス ラ イ ド に 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
t． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る こ と ；
u． 二 次 抗 体 を ス ラ イ ド に 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
v． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る こ と ；
w． 細 胞 染 色 剤 を ス ラ イ ド に 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
x． ス ラ イ ド を PBSで す す ぎ 洗 い す る こ と ；
y． ス ラ イ ド を 水 に 曝 露 さ せ る こ と ；
z． ス ラ イ ド を マ ウ ン ト す る こ と ； も し く は
段 階 sの 一 次 抗 体 が ケ ラ チ ン で あ っ て 、 段 階 uの 二 次 抗 体 が 抗 ウ サ ギ ロ ー ダ ミ ン で あ る ；
ま た は 、 以 下 を さ ら に 含 む 本 明 細 書 中 の 任 意 の 方 法 で あ る ：
j． ス ラ イ ド を 有 機 溶 媒 中 で 曝 露 さ せ る こ と ；
k． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る こ と ；
l． 一 次 抗 体 を ス ラ イ ド に 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
m． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る こ と ；
n． 二 次 抗 体 を ス ラ イ ド に 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
o． ス ラ イ ド を PBS中 で す す ぎ 洗 い す る こ と ；
p． 細 胞 染 色 剤 を ス ラ イ ド に 添 加 し て 、 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
q． ス ラ イ ド を PBSで す す ぎ 洗 い す る こ と ；
r． ス ラ イ ド を 水 に 曝 露 さ せ る こ と ；
s． ス ラ イ ド を マ ウ ン ト す る こ と ；
ま た は 以 下 の よ う な も の で あ る ： 有 機 溶 媒 が ア ル コ ー ル も し く は ア セ ト ン で あ る ； 一 次 抗
体 が ケ ラ チ ン で あ る ； 二 次 抗 体 が 抗 ウ サ ギ ロ ー ダ ミ ン で あ る ； 蛍 光 団 が 細 菌 を 検 出 す る ；
蛍 光 団 が 核 酸 プ ロ ー ブ で あ る ； も し く は 核 酸 プ ロ ー ブ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の そ の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 の ほ か 、 特 許 請 求 の 範 囲 か ら も 明
ら か に な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

本 発 明 は 、 多 数 の 候 補 物 体 の 中 の 稀 な 標 的 物 体 を 検 出 す る た め の 、 蛍 光 を 用 い る 方 法 お よ
び シ ス テ ム に 関 す る 。 非 常 に さ ま ざ ま な 蛍 光 団 が 市 販 さ れ て お り 、 そ れ ら の 最 大 発 光 波 長
が 異 な る こ と か ら 、 本 方 法 お よ び シ ス テ ム を 、 候 補 物 体 の 単 一 の 大 集 団 の 中 の 多 く の 異 な
る 標 的 物 体 を 検 出 す る よ う に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 蛍 光 団 A、 B、 C、 D、 Eお
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よ び Fを 、 そ れ ぞ れ 標 的 物 体 1、 2、 3、 4、 5お よ び 6と 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 と 結 合 さ せ る
こ と が で き る 。 必 要 な の は 単 に 、 候 補 物 体 の 発 光 波 長 の 取 り 込 み お よ び 評 価 を 行 う こ と （
も し あ れ ば ） 、 な ら び に 候 補 物 体 が 標 的 物 体 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6の い ず れ で あ る か を 決
定 す る た め に 、 発 光 波 長 を 蛍 光 団 A～ Fか ら 予 想 さ れ る も の と 比 較 す る こ と の み で あ る 。 事
実 、 極 め て 多 数 の 標 的 を こ の よ う に し て 同 時 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。  本 発 明 に お
け る 使 用 に 適 し た 種 々 の 試 薬 お よ び 手 順 に 関 す る そ の ほ か の 詳 細 に つ い て は 以 下 に 考 察 す
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】

一 般 的 な 臨 床 的 用 途 に お い て 、 検 体 は 通 常 、 特 定 の 表 現 型 （ 例 え ば 、 抗 体 を 用 い る ） ま た
は 遺 伝 子 型 （ 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い る ） を 有 す る 稀 な 細 胞 の 存 在 に
関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 え る 、 体 液 、 骨 髄 ま た は 組 織 試 料 中 の 細 胞 試 料 、 例 え ば 血 液 細
胞 試 料 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 明 細 書 の 細 胞 検 体 の 調 製 方 法 は 、 分 析 す る の に 望 ま し い 細 胞 種 の 濃 縮 を も た ら す 。 こ れ
は 例 え ば 、 勾 配 分 離 、 ま た は 可 溶 化 お よ び 遠 心 分 離 を 含 む 、 細 胞 の 分 離 ま た は 単 離 に 適 し
た 任 意 の 方 法 に よ っ て 行 え る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
末 梢 血 液 ま た は 骨 髄 に お け る レ ア イ ベ ン ト の 自 動 検 出 の た め に は 、 試 料 の 処 理 時 の 細 胞 の
損 失 が で き る だ け 少 な い 調 製 方 法 を 利 用 す る こ と が 重 要 で あ る 。 稀 な 細 胞 を 確 実 に 最 大 限
に 回 収 す る た め に は 、 赤 血 球 の 単 純 な 溶 解 （ 例 え ば 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 を 用 い る ） の
方 が 、 フ ィ コ ー ル （ Ficoll） を 用 い る 単 離 方 法 よ り も 好 ま し い 。 血 液 試 料 を 含 む 同 じ チ ュ
ー ブ 内 で 溶 解 処 理 を 行 っ た 後 に 、 同 じ チ ュ ー ブ 内 で 分 離 （ 例 え ば 、 遠 心 分 離 、 遠 心 沈 殿 ）
を 行 う こ と （ す な わ ち 、 溶 解 お よ び 分 離 の 際 に 試 料 の 移 行 を 行 わ な い ） に よ っ て も 、 細 胞
の 損 失 が 最 小 限 に 抑 え ら れ 、 試 料 中 の 細 胞 の 構 成 の ば ら つ き が 最 小 限 に 抑 え ら れ る （ す な
わ ち 、 処 理 の 前 よ び 後 の い ず れ の 試 料 に お い て も 、 稀 な 細 胞 の 他 の 細 胞 に 比 し た 相 対 的 な
割 合 が 一 定 に 保 た れ る ） 。 以 下 の 実 施 例 の 項 に 記 載 し た 細 胞 調 製 ／ 接 着 手 順 に よ り 、 均 一
な 細 胞 調 製 物 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
こ れ に 対 し て 、 通 常 の サ イ ト ス ピ ン 調 製 で は 細 胞 の 最 大 2／ 3が 失 わ れ て し ま う 恐 れ が あ る
。 レ ア イ ベ ン ト の 顕 微 鏡 に よ る 検 出 を 用 い る ほ と ん ど の 検 査 で は 、 ス ラ イ ド 上 の 実 際 に 分
析 さ れ る 細 胞 の 総 数 を こ れ ら の 検 査 に よ っ て 記 録 す る こ と は で き な い た め 、 細 胞 数 に 関 す
る 情 報 を 得 る こ と は で き な い 。 そ れ ど こ ろ か 、 こ れ ら の 実 験 は 単 に 、 回 収 が 完 全 で あ る と
仮 定 し た 上 で 、 陽 性 イ ベ ン ト の 数 を 、 処 理 し た 細 胞 の 総 数 と 関 連 づ け る だ け で あ る 。 こ れ
は 偏 り を 生 じ さ せ る ： 細 胞 が 調 製 時 に 実 際 に は 不 可 避 的 に 失 わ れ る こ と が 明 ら か に な っ た
だ け で な く 、 特 定 の 種 類 の 試 料 の 間 （ 表 1の 「 範 囲 」 の 欄 を 参 照 の こ と ） な ら び に 分 析 す
る 試 料 の 種 類 に よ っ て 回 収 の 程 度 も 大 き く 異 な る 恐 れ が あ る 。 Marienfeld Laboratory Gl
assware（ Paul Marienfeld GmbH & Co； www.superior.de） に よ る 接 着 性 ガ ラ ス 製 顕 微 鏡
用 ス ラ イ ド は 、 こ れ ら の ス ラ イ ド に よ っ て 均 一 な 細 胞 単 層 （ 最 適 な 細 胞 密 度 で 、 重 複 が 極
め て 少 な い も の ） を 取 り 込 め た こ と か ら 、 以 降 に 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 を 行 う 目 的 で 細 胞 検 体 フ
ィ ー ル ド を 作 製 す る の に 優 れ た 基 質 で あ っ た 。 ひ と た び 培 地 を ス ラ イ ド に 投 入 し た 上 で 、
任 意 の ア ル デ ヒ ド 系 固 定 剤 （ 例 え ば 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ホ ル マ リ ン 、 グ ル タ ル ア ル
デ ヒ ド 、 架 橋 剤 ） に よ っ て 細 胞 を 固 定 す る 。 抗 原 が 細 胞 表 面 に な い あ る 種 の 細 胞 種 の 場 合
に は 、 透 過 化 剤 （ 例 え ば 、 メ タ ノ ー ル 、 ト リ ト ン ） を 用 い て 細 胞 を 透 過 化 す る こ と が で き
る 。 抗 原 が 表 面 抗 原 で あ れ ば 、 透 過 化 の 必 要 は な い 。 ス ラ イ ド の 有 機 溶 媒 （ 例 え ば 、 ア ル
コ ー ル 、 ケ ト ン 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 ア セ ト ン ） に 対 す る 曝 露 を 用 い て 細 胞 を 可 溶
化 す る こ と も で き 、 あ る 種 の 溶 媒 （ 例 え ば 、 メ タ ノ ー ル ） で は 固 定 お よ び 透 過 化 の 両 方 が
可 能 で あ る 。 細 胞 培 養 液 は 、 結 合 し て い な い 結 合 部 位 を カ バ ー し う る 、 ま た は 、 例 え ば RP
MIも し く は DMEMを 含 む タ ン パ ク 質 を 有 し う る 、 任 意 の 培 養 液 で あ っ て よ い 。 生 理 的 緩 衝 液
と は 細 胞 と の 適 合 性 が あ る も の で あ り 、 こ れ に は 例 え ば 任 意 の 等 張 液 ま た は PBSが 含 ま れ
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る 。 細 胞 染 色 剤 と は 細 胞 を 染 色 す る の に 適 し た 任 意 の 色 素 の こ と で あ り 、 こ れ に は 例 え ば
、 DNA染 色 剤 、 細 胞 質 染 色 剤 、 ミ ト コ ン ド リ ア 染 色 剤 、 DAPI、 カ ル セ イ ン な ど が 含 ま れ る
。 適 切 な 検 体 調 製 を 行 う こ と に よ り 、 生 物 組 織 中 ま た は 液 体 中 の 予 期 し な い あ ら ゆ る 細 胞
種 を 、 本 発 明 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 血 中 に 平 滑 筋 細 胞 が 存 在 す れ ば 、
ア テ ロ ー ム 動 脈 硬 化 を 意 味 す る と 考 え ら れ る 。 も う 1つ の 例 と し て 、 血 液 銀 行 の 貯 蔵 血 液
を 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス ま た は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス と い っ た 輸 血
に よ っ て 伝 染 す る 主 要 な 病 原 体 の 存 在 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
分 析 用 の 検 体 フ ィ ー ル ド の 調 製 に ど の よ う な 方 法 を 用 い る に し て も 、 そ の 方 法 は 検 出 し よ
う と す る 標 的 物 体 を 破 壊 し た り 大 き く 変 化 さ せ た り し な い こ と が 重 要 で あ る 。 例 え ば 、 標
的 物 体 が プ リ オ ン 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 原 生 動 物 ま た は 多 細 胞 寄 生 生 物 で あ れ ば 、 単 離 の 手
順 は 異 な る と 考 え ら れ る 。 固 形 組 織 （ 例 え ば 、 固 形 腫 瘍 ） の 分 析 に は 細 胞 の 脱 凝 集 が 必 要
と 思 わ れ る が 、 プ ロ テ ア ー ゼ は 標 的 細 胞 の 同 定 に 用 い ら れ る 細 胞 表 面 分 子 を 変 化 さ せ る 恐
れ が あ る た め 、 こ れ は 例 え ば 、 ト リ プ シ ン 処 理 に よ る 代 わ り に 物 理 的 破 壊 に よ っ て 行 わ れ
る 。 ウ イ ル ス 検 体 フ ィ ー ル ド の 調 製 は 、 検 体 フ ィ ー ル ド 内 に 細 胞 よ り 小 さ い 粒 子 の み が 存
在 す る よ う に 、 一 定 の サ イ ズ の 大 き な 粒 子 （ 例 え ば 、 細 胞 ） を 濾 過 に よ っ て 除 去 す る こ と
を 必 要 と す る 。 ま た は 、 ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 の 検 出 が 望 ま し い 場 合 に は 、 細 胞 を 検 体
フ ィ ー ル ド に 含 め る こ と も で き る 。 病 理 学 お よ び 顕 微 鏡 法 の 技 術 分 野 の 当 業 者 は 、 個 々 の
生 物 試 料 に 対 す る よ く 知 ら れ た さ ま ざ ま な 調 製 手 順 を 利 用 す る こ と が で き 、 こ れ ら の 手 順
は 検 出 し よ う と す る い か な る 標 的 物 体 に 対 し て も 適 合 化 し う る 。 こ の よ う な 手 順 に は 、 Sh
andon Cytocentrifugeを 用 い た サ イ ト ス ピ ン 法 、 Sakura（ Torrance, CA） 社 に よ る Cytote
k Monoprep、 お よ び Cysyc（ Boxborough, MA） 社 に よ る ThinPrepが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
分 析 し よ う と す る 試 料 が 血 液 な ど の 生 体 液 で な い 場 合 に は 、 異 な る 装 置 を 用 い て 大 気 な ど
か ら 試 料 を 収 集 す る こ と が で き る 。 一 般 に 大 気 捕 集 装 置 は 、 大 気 も し く は 気 体 が そ の 中 も
し く は 傍 ら を 通 過 す る 液 体 を 含 む 、 ま た は 大 気 も し く は 気 体 が フ ィ ル タ ー を 通 過 す る 際 に
微 粒 子 （ 例 え ば 、 標 的 物 体 ） を 捕 捉 す る 多 孔 性 フ ィ ル タ ー を 含 む 、 収 集 チ ャ ン バ ー を 有 す
る 。 液 体 を 含 む 収 集 チ ャ ン バ ー の 場 合 に は 、 収 集 用 液 体 に 遠 心 ま た は 他 の 処 理 を 行 っ て 液
体 か ら 粒 子 を 分 離 す る こ と が で き る 。 続 い て 、 分 離 し た 粒 子 を 標 識 ま た は 分 析 の た め に 基
質 に 沈 着 さ せ る 。 フ ィ ル タ ー （ 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ） を 含 む 収 集 チ ャ ン バ ー の 場 合
に は 、 フ ィ ル タ ー が 、 後 に 標 識 ま た は 分 析 を 行 う た め の 基 質 と し て の 役 割 を 果 た す こ と が
で き る 。 ま た は 、 粒 子 を フ ィ ル タ ー か ら 洗 い 流 す こ と 、 ま た は フ ィ ル タ ー を 溶 解 も し く は
他 の 様 式 で 粒 子 か ら 除 去 す る こ と も で き る 。 フ ィ ル タ ー 式 収 集 チ ャ ン バ ー を 、 フ ィ ル タ ー
を 通 っ て 流 れ る 液 体 （ 例 え ば 、 給 水 試 料 ま た は 脳 脊 髄 液 ） か ら 粒 子 を 収 集 す る よ う に 適 合
さ せ る こ と も で き る 。 さ ら に 、 上 に 考 察 し た よ う に 、 液 体 中 に 存 在 す る 粒 子 状 物 質 を 除 去
す る た め に 液 体 試 料 を 遠 心 す る こ と も で き る 。 被 験 物 質 が 液 体 試 料 中 に 溶 液 と し て 保 た れ
、 望 ま し く な い 粒 子 状 物 質 が 除 去 さ れ る （ 例 え ば 、 濾 過 に よ り ） 場 合 に は 、 元 の 液 体 を 分
析 用 の 試 料 と す る こ と が で き る （ 溶 液 と し て 、 ま た は 試 料 溶 液 の 真 空 乾 燥 を 行 う ） 。 さ ま
ざ ま な 試 料 採 取 器 が 知 ら れ て お り 、 本 発 明 に 用 い る こ と が で き る 。 SKC BioSampler（ 登 録
商 標 ） お よ び 他 の 試 料 採 取 装 置 を 販 売 し て い る SKC, Inc.（ www.skc.com） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 は 生 物 兵 器 病 原 体 、 ま た は ヒ ト 、 動 物 も し く は 植 物 に 有 害 な 任 意 の 病 原 体 の 検 出 を
含 む も の と 考 え て い る 。 こ の 点 に 鑑 み て 、 本 発 明 の 方 法 お よ び シ ス テ ム は 、 ヒ ト 、 商 業 的
に 価 値 の あ る 動 物 ま た は 商 業 的 に 価 値 の あ る 植 物 に 有 害 な 病 原 体 を 検 出 す る た め に 用 い る
こ と が で き る 。 ヒ ト の 細 菌 性 お よ び リ ケ ッ チ ア 性 病 原 体 に は 、 以 下 の も の が 非 制 限 的 に 含
ま れ る ： Q熱 リ ケ ッ チ ア （ Coxiella burnetii） 、 バ ル ト ネ ラ ・ ク イ ン タ ナ （ Bartonella Q
uintana） （ Rochalimea quintana、 Rickettsia quintana） 、 リ ケ ッ チ ア ・ プ ロ ワ セ ッ キ
（ Rickettsia prowasecki） 、 紅 斑 熱 リ ケ ッ チ ア （ Rickettsia rickettsii） 、 炭 疽 菌 （ Ba
cillus anthraci） 、 ウ シ 流 産 菌 （ Brucella abortus） 、 ヤ ギ 流 産 菌 （ Brucella melitens
is） 、 ブ タ 流 産 菌 （ Brucella suis） 、 オ ウ ム 病 ク ラ ミ ジ ア （ Chlamydia psittaci） 、 ボ
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ツ リ ヌ ス 菌 （ Clostridium botulinum） 、 野 兎 病 菌 （ Francisella tularensis） 、 鼻 疽 菌
（ Burkholderia mallei） （ Pseudomonas mallei） 、 類 鼻 疽 菌 （ Burkholderia pseudomall
ei） （ Pseudomonas pseudomallei） 、 チ フ ス 菌 （ Salmonella typhi） 、 赤 痢 菌 （ Shigella
 dysenteriae） 、 コ レ ラ 菌 （ Vibrio cholerae） 、 ペ ス ト 菌 （ Yersinia pestis） 、 ウ ェ ル
シ ュ 菌 （ Clostridium perfringens） 、 破 傷 風 菌 （ Clostridium tetani） 、 腸 管 出 血 性 大
腸 菌 （ 血 清 型 O157お よ び 他 の ベ ロ 毒 素 産 生 血 清 型 ） 、 レ ジ オ ネ ラ 菌 （ Legionella pneumop
hila） お よ び 偽 性 結 核 菌 （ Yersinia pseudotuberculosis） 。 ヒ ト の ウ イ ル ス 性 病 原 体 に
は 、 以 下 の も の が 非 制 限 的 に 含 ま れ る ： チ ク ン グ ン ヤ ウ イ ル ス 、 コ ン ゴ ・ ク リ ミ ア 出 血 熱
ウ イ ル ス 、 デ ン グ 熱 ウ イ ル ス 、 東 部 ウ マ 脳 炎 ウ イ ル ス 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス 、 ハ ン タ ー ン ウ イ
ル ス 、 フ ニ ン ウ イ ル ス 、 ラ ッ サ 熱 ウ イ ル ス 、 リ ン パ 球 性 脈 絡 髄 膜 炎 ウ イ ル ス 、 マ チ ュ ポ ウ
イ ル ス 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 サ ル 痘 ウ イ ル ス 、 リ フ ト バ レ ー 熱 ウ イ ル ス 、 ダ ニ 媒 介 脳
炎 ウ イ ル ス 、 痘 瘡 ウ イ ル ス 、 ベ ネ ズ エ ラ ウ マ 脳 炎 ウ イ ル ス 、 西 部 ウ マ 脳 炎 ウ イ ル ス 、 白 痘
、 黄 熱 病 ウ イ ル ス 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 、 キ ャ サ ヌ ル 森 林 熱 ウ イ ル ス 、 跳 躍 病 ウ イ ル ス 、 マ
リ ー バ レ ー 脳 炎 ウ イ ル ス 、 オ ム ス ク 出 血 熱 ウ イ ル ス 、 オ ロ プ ー シ ェ ウ イ ル ス 、 ポ ワ サ ン ウ
イ ル ス 、 ロ シ オ ウ イ ル ス お よ び セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
動 物 の 細 菌 性 お よ び リ ケ ッ チ ア 性 病 原 体 に は 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ミ コ イ デ ス （ Mycoplasma
 mycoides） お よ び 炭 疽 菌 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 動 物 の ウ イ ル ス 性 病 原 体 に は 、 以 下 の
も の が 非 制 限 的 に 含 ま れ る ： ア フ リ カ ブ タ 熱 ウ イ ル ス 、 鳥 類 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 2型
、 ブ ル ー タ ン グ ウ イ ル ス 、 口 蹄 疫 ウ イ ル ス 、 ヤ ギ 痘 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ ア ウ ジ
ェ ス キ ー 病 ） 、 豚 コ レ ラ ウ イ ル ス （ ブ タ 熱 ウ イ ル ス ） 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 ニ ュ ー カ ッ ス ル
病 ウ イ ル ス 、 小 反 芻 動 物 病 ウ イ ル ス 、 ブ タ 腸 内 ウ イ ル ス 9型 （ ブ タ 水 疱 病 ウ イ ル ス ） 、 牛
痘 ウ イ ル ス 、 羊 痘 ウ イ ル ス 、 テ ッ シ ェ ン 病 ウ イ ル ス お よ び 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
植 物 の 細 菌 性 お よ び リ ケ ッ チ ア 性 病 原 体 に は 、  ザ ン ト モ ナ ス ・ ア ル ビ リ ネ ア ン ス （ Xanth
omonas albilineans） 、 柑 橘 潰 瘍 病 菌 （ Xanthomonas campestris pv. Citri） 、 イ ネ 白 葉
枯 病 菌 （ Xanthomonas campestris pv. Oryzae） お よ び 柑 橘 班 入 病 菌 （ Xylella fastidios
a） が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 植 物 の ウ イ ル ス 性 病 原 体 に は 、 バ ナ ナ 萎 縮 病 ウ イ ル ス が 非 制
限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
プ リ オ ン は 、 ウ シ 海 綿 状 脳 症 、 ス ク レ イ ピ ー お よ び ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 を 非 制 限
的 に 含 む 疾 患 と 相 互 に 関 係 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
あ る 具 体 的 な 例 と し て は 、 試 料 を 以 下 の よ う に 調 製 す る こ と が で き る 。 微 生 物 の 免 疫 細 胞
化 学 的 検 出 の た め の 最 適 化 さ れ た 調 製 手 順 を 、 環 境 性 （ 大 気 お よ び 水 ） お よ び ヒ ト （ 血 液
お よ び 他 の 体 液 ） 試 料 に 適 用 す る こ と が で き る 。 大 気 試 料 の 収 集 に は 、 SKC社 （ SKC, Inc.
） の BioSampler（ 登 録 商 標 ） を 用 い る 。 BioSampler（ 登 録 商 標 ） は す べ て ガ ラ ス で で き た
真 空 駆 動 式 の イ ン ピ ン ジ ャ ー 装 置 で あ り 、 液 体 に 通 気 し て 泡 立 た せ る の で は な く 、 収 集 用
液 体 の 表 面 に 対 し て 接 線 方 向 に ノ ズ ル を 介 し て 大 気 を 通 過 さ せ る 。 こ の 設 計 の た め 、 粒 子
の 跳 ね 返 り が 最 小 限 に 抑 え ら れ 、 再 噴 霧 化 が 減 る 。 水 ま た は 粘 度 の 類 似 し た 液 体 を 収 集 用
液 体 と し て 用 い て 流 速 12.5L／ 分 で 動 作 さ せ る こ と に よ り 、 BioSamplerの 収 集 効 率 は 直 径 1
μ m程 度 の 粒 子 に 関 し て は 100％ 近 く に な り 、 0.5μ mで も 依 然 と し て 約 90％ 、 0.3μ mで 約 80
％ で あ る 。 こ の た め 、 ほ と ん ど の 細 菌 は 直 径 1～ 10μ mで あ り 、 多 く の ウ イ ル ス の 大 き さ は
こ の 範 囲 の 下 端 で あ る （ 例 え ば 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス は 1000× 80nm） こ と か ら 、 BioSampler（
登 録 商 標 ） は 大 気 中 の 細 菌 、 真 菌 、 花 粉 お よ び ウ イ ル ス を 収 集 す る た め の 優 れ た 装 置 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
そ の 他 の 大 気 捕 集 装 置 を 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 代 替 的 な 装 置 の 一 つ に Air-O-Cell
捕 集 カ セ ッ ト （ SKC, Inc.） が あ る 。 こ の 装 置 で は 、 大 気 中 の 粒 子 を 加 速 さ せ て 粘 着 性 ス
ラ イ ド に 衝 突 さ せ る が 、 こ れ は さ ま ざ ま な 染 色 手 順 お よ び 顕 微 鏡 検 査 を 行 う の に ま さ に 適
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し て い る 。 し か し 、 こ の 収 集 方 法 は 、 2μ mま た は 3μ mよ り も 小 さ い 粒 子 に は 有 効 で な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
環 境 試 料 の 採 取 に お い て 調 整 す る 必 要 の あ る 主 な パ ラ メ ー タ ー は 、 試 料 採 取 時 間 お よ び 収
集 用 液 体 の 組 成 で あ る 。 さ ま ざ ま な 液 体 を 、 ス ラ イ ド へ の 接 着 を 補 助 す る 能 力 に 関 し て 、
既 知 の 量 の 生 物 体 を 用 い て 試 験 し 、 直 接 接 種 試 験 で 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
ヒ ト 体 液 の 分 析 に つ い て は 、 以 下 の 実 施 例 1の 記 載 の よ う に 血 液 試 料 の 分 析 に よ っ て 例 示
す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】

本 発 明 の 1つ の 利 点 は 、 本 発 明 を 、 よ く 知 ら れ た 公 的 に 入 手 可 能 な 蛍 光 分 子 の 大 規 模 ラ イ
ブ ラ リ ー を 用 い て 実 施 し う る こ と で あ る 。 そ の 供 給 元 に は 例 え ば 、 Molecular Probes社 （
Eugene, OR） 、 Jackson Immuno Research社 （ West Grove, PA） 、 Sigma社 （ St. Louis, M
O） が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 分 子 は 単 独 で 標 的 物 体 （ 例 え ば 、 蛍 光 性 DNA染 色 剤 ） の 一 部 と 特
異 的 に 結 合 し う る か 、 ま た は 標 的 物 体 の 部 分 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 も し く は 核 酸 と 結 合
さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Fluorescent and Luminescent Probes for Biological Ac
tivity、 WT Mason編 、 Academic Press, London, 1993、 お よ び RP Hauglandに よ る Handboo
k of Fluorescent Probes and Research Chemicals、 MTZ Spence編 、 Molecular Probes, 
1996を 参 照 の こ と 。 一 般 に 、 抗 体 を 免 疫 蛍 光 法 に 用 い る 場 合 に は 、 蛍 光 色 素 を 、 標 的 物 体
上 の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 一 次 抗 体 と 結 合 す る 二 次 抗 体 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る 、 ま た は 一
次 抗 体 に 直 接 結 合 さ せ る 。 一 次 抗 体 は 多 岐 に わ た る 抗 原 に 対 し て 入 手 可 能 で あ る 。 例 え ば
、 標 的 物 体 が プ リ オ ン で あ れ ば 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 の 診 断 を 目 的 と し て 患 者 の
脳 脊 髄 液 中 の プ リ オ ン を 検 出 す る た め に 、 プ リ オ ン 特 異 的 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。 用
い る の に 適 し た 一 次 抗 体 に は 、 抗 GD2抗 体 お よ び 抗 GD-3抗 体 （ Matreya Inc., Pleasant Ga
p, PA） 、 抗 HER-2neu抗 体 （ Dako, Carpinteria, CA） 、 抗 KSA／ EpCAM抗 体 （ Dako） お よ び
抗 サ イ ト ケ ラ チ ン 抗 体 （ Sigma, St. Louis, MO） が 含 ま れ る 。 用 い る の に 適 し た 二 次 抗 体
に は 、 Molecular Probes社 （ Eugene, OR） お よ び Jackson Immuno Research社 （ West Grov
e, PA） か ら 入 手 し う る も の が 含 ま れ る 。 ス ラ イ ド 調 製 の 際 の 抗 体 導 入 段 階 の 間 に は PBSに
よ る 洗 浄 を 行 う べ き で あ る 。 し か し 、 抗 体 導 入 が 血 清 遮 断 試 薬 で あ る 場 合 、 す な わ ち 、 抗
体 を 試 料 中 の 非 特 異 的 な 結 合 部 位 を 遮 断 す る た め に 導 入 す る 場 合 に は 、 PBSに よ る 洗 浄 は
不 要 で あ る 、 ま た は 有 害 で す ら あ り う る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
異 な る 蛍 光 団 が 非 常 に 多 く 存 在 し 、 そ の 多 く が 異 な る 最 大 励 起 波 長 ま た は 最 大 発 光 波 長 を
有 す る こ と か ら 、 検 体 フ ィ ー ル ド 内 の 多 数 （ 例 え ば 、 24種 ま た は そ れ 以 上 ） の 標 的 物 体 の
多 重 的 な 検 出 が 可 能 と な る 。 こ の 態 様 に お い て 、 各 抗 体 は 1種 類 の 標 的 物 体 の み に 対 し て
特 異 的 で あ り う る 。 さ ら に 、 多 重 化 に よ っ て 標 的 物 体 の 入 れ 子 式 （ nested） グ ル ー プ の 検
出 が 可 能 に な り 、 検 出 精 度 が 高 ま る （ 例 え ば 、 偽 陽 性 を 最 小 限 に 抑 え ら れ る ） 。 以 下 の 実
施 例 で は 、 試 料 に お け る 総 細 胞 数 を 示 す こ と が で き 、 蛍 光 マ ー カ ー が 断 片 ま た は 細 胞 片 で
は な く 実 際 に 細 胞 と 会 合 し て い る こ と を 確 認 す る の に 有 用 な DNA染 色 剤 で あ る DAPIを 用 い
て 、 有 核 細 胞 で あ る 標 的 物 体 を 同 定 し て い る 。 続 い て 、 抗 サ イ ト ケ ラ チ ン 抗 体 を 用 い て 、
DAPI陽 性 細 胞 の 標 的 グ ル ー プ 内 の 癌 細 胞 標 的 の 候 補 を 同 定 し た 。 そ し て 最 後 に 、 癌 細 胞 表
面 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 DAPI、 サ イ ト ケ ラ チ ン お よ び 細 胞 表 面 抗 原 に 関 し て 陽
性 で あ る 真 の 癌 細 胞 の サ ブ グ ル ー プ を 同 定 し て 算 定 し た 。 こ の 入 れ 子 式 の 蛍 光 染 色 に よ り
、 偽 陽 性 の 結 果 は 事 実 上 な く な っ た 。 他 の 考 察 に つ い て は 以 下 に 述 べ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
免 疫 細 胞 化 学 ア ッ セ イ に ま ず 必 要 な こ と は 抗 体 の 作 製 で あ る 。 市 販 の も の ま た は 他 の も の
が 入 手 可 能 で あ る 場 合 に は 、 表 面 ま た は 細 胞 内 の 標 的 に 対 す る 既 存 の 抗 体 を 得 る こ と が で
き る 。 そ の 他 の 場 合 に は 、 抗 体 を 新 規 に 作 製 す る 必 要 が あ る 。 照 射 処 理 を 行 っ た （ 死 滅 さ
せ た ） 関 心 対 象 の 生 物 の 試 料 を 入 手 し （ 例 え ば 、 CDC、 USAMRIIDな ど か ら の 病 原 体 ） 、 こ
れ を 例 え ば A&G Pharmaceutical, Inc.（ Baltimore, MD） に 提 供 し 、 露 出 さ れ た エ ピ ト ー
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プ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） を 作 製 し て も ら う こ と が で き る 。 こ の 企 業 は 、 ハ
イ ブ リ ド ー マ の 迅 速 な 開 発 （ 60日 未 満 ） が 妥 当 な コ ス ト で 得 ら れ る mAb作 製 の た め の 方 法
を 開 発 し て い る 。 こ れ ら の 生 物 が い ず れ も 交 差 反 応 の 原 因 と な り う る 共 通 の 表 面 エ ピ ト ー
プ を 有 し て い な い 場 合 、 ま た は 確 実 に 「 死 滅 し た 」 生 物 を 入 手 で き な い 場 合 に は 、 そ の 種
に 特 異 的 な 1つ ま た は 複 数 の 抗 原 を 入 手 す る こ と が で き る 。 場 合 に よ っ て は 、 検 出 し よ う
と す る 標 的 物 体 は あ る ク ラ ス の 標 的 で あ っ て そ の ク ラ ス 内 の 個 々 の 種 で は な い 。 こ の た め
、 種 特 異 的 で は な く ク ラ ス 特 異 的 な 抗 体 が 望 ま し い こ と も 考 え ら れ る 。 抗 原 を 精 製 し 、 そ
れ ら の ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 か ら 発 現 さ せ る こ と 、 ま た は 化 学 合 成 し た ペ プ チ ド に よ
っ て 模 倣 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 抗 体 は 蛍 光 分 子 を 直 接 結 合 さ せ る こ と 、 ま た は 二 次 蛍
光 標 識 抗 体 と 併 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 直 接 標 識 抗 体 は FACS分 析 に よ り 、 他 の 系 統 学 的
な 類 縁 種 に 対 す る 特 異 性 に 関 し て 検 討 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
血 液 ま た は 骨 髄 調 製 物 に お け る 癌 細 胞 の 検 出 の 特 異 性 は 一 般 に 、 マ ー カ ー お よ び 抗 体 を 手
順 に 用 い た 場 合 に の み 優 れ て い る 。 最 も 広 く 用 い ら れ て い る マ ー カ ー は 、 上 皮 細 胞 お よ び
癌 由 来 細 胞 の 細 胞 骨 格 成 分 で あ る サ イ ト ケ ラ チ ン で あ る 。 サ イ ト ケ ラ チ ン が 乳 癌 、 前 立 腺
癌 、 胃 癌 お よ び 結 腸 直 腸 癌 に 関 す る 有 用 な マ ー カ ー で あ る こ と は 数 多 く の 臨 床 試 験 で 立 証
さ れ て い る が 、 こ れ は 真 の 腫 瘍 細 胞 特 異 的 マ ー カ ー で は な く 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 細 片 ま た は
染 色 剤 粒 子 を 含 む 表 皮 細 胞 、 貪 食 細 胞 も 染 色 し う る 。 こ の よ う な 場 合 に は 、 免 疫 染 色 さ れ
た 細 胞 が 悪 性 細 胞 で あ る こ と を 顕 微 鏡 で 厳 密 に 確 認 す る こ と が 重 要 で あ る 。 偽 陽 性 イ ベ ン
ト の も う 1つ の 原 因 は 、 上 皮 細 胞 ま た は 癌 細 胞 マ ー カ ー に よ る 血 液 細 胞 ま た は 骨 髄 細 胞 の
交 差 反 応 性 染 色 で あ り 、 例 え ば ム チ ン 上 皮 膜 マ ー カ ー は 造 血 細 胞 と 交 差 反 応 を 生 じ う る 。
実 際 に 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 抗 体 が 健 康 な 血 液 提 供 者 か ら の PBMCを 標 識 し う る こ と が 明 ら か に
な っ た （ 実 施 例 1に お け る 表 4） 。 正 常 血 液 提 供 者 の 末 梢 血 試 料 の う ち 約 17％ は 、 低 レ ベ ル
で は あ る も の の （ 平 均 は 1.18CK+／ 10６ 個 で あ っ た ） 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 陽 性 を 示 し た 。 「
正 常 」 試 料 中 の こ れ ら の CK+細 胞 が 、 良 性 上 皮 細 胞 、 交 差 反 応 性 の 造 血 細 胞 、 ま た は 診 断
さ れ て い な い 原 発 癌 か ら 播 種 し た 癌 細 胞 の い ず れ で あ る か は 不 明 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
癌 細 胞 検 出 の 特 異 性 を 向 上 さ せ る た め に 、 サ イ ト ケ ラ チ ン な ら び に 上 皮 表 面 マ ー カ ー EpCA
Mお よ び GD2の 同 時 検 出 の た め の 二 重 標 識 プ ロ ト コ ー ル を 開 発 し た 。 こ の 手 順 に よ っ て 偽 陽
性 は 劇 的 に 減 少 し 、 検 討 し た 77個 の 試 料 の う ち 二 重 標 識 さ れ た 細 胞 は 1つ の み で あ り （ CK
／ Ep-CAMお よ び CK／ GD2； 実 施 例 の 項 の 表 5） 、 こ の こ と か ら 正 常 試 料 中 に 検 出 さ れ た 少 数
の CK+細 胞 は 癌 由 来 で は な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 血 液 ま た は 骨 髄 試 料 中 の 癌 細 胞 を 単 に 検
出 す る こ と に 加 え て 、 稀 な 腫 瘍 細 胞 の 表 現 型 を 、 例 え ば そ の 悪 性 度 、 細 胞 周 期 の 時 期 ま た
は 増 殖 挙 動 に 関 し て さ ら に 特 徴 付 け る た め の 取 り 組 み も 行 わ れ て い る （ Allgayerら 、 J. H
istochem. Cytochem. 45: 203-212, 1997； Allgayerら 、 Cancer Res. 57: 1394-1399, 19
97； Pantelら 、 J. Natl. Cancer Inst. 85: 1419-1424, 1993； お よ び Riesenbergら 、 His
tochem. 99: 61-66, 1993） 。 乳 癌 試 料 の 分 析 を 目 的 と し て サ イ ト ケ ラ チ ン 標 識 を 増 殖 因
子 受 容 体 ま た は 増 殖 関 連 抗 原 と 併 用 す る （ Pantelら 、 前 記 ） 、 ま た は 前 立 腺 癌 の 分 析 を 目
的 と し て サ イ ト ケ ラ チ ン 標 識 を 前 立 腺 特 異 抗 原 と 併 用 す る （ Riesenbergら 、 前 記 ） 、 多 重
マ ー カ ー 分 析 の た め の プ ロ ト コ ー ル も 開 発 さ れ て い る 。 ま た 、 胃 癌 患 者 に お い て 、 サ イ ト
ケ ラ チ ン お よ び ウ ロ キ ナ ー ゼ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 受 容 体 に 関 し て 二 重 陽 性 で
あ っ た 細 胞 は 高 い 転 移 能 と 相 関 し て い た （ Allgayerら 、 Cancer Res. 57: 1394-1399, 199
7） 。 有 望 な そ の ほ か の さ ま ざ ま な （ 癌 特 異 的 ） マ ー カ ー も 記 載 さ れ て お り 、 こ れ に は 例
え ば 、 糖 タ ン パ ク 質 （ Franklinら 、 Breast Cancer Res. Treat 41: 1-13, 1996） 、 ガ ン
グ リ オ シ ド （ Mossら 、 N. Engl. J. Med. 324: 219-226, 1991） 、 細 胞 接 着 分 子 （ Rossら
、 Exp. Hematol. 23: 1478-1483, 1995； お よ び Rossら 、 Bone Marrow Transplant. 15: 9
29-933, 1995） お よ び 他 の 分 子 （ Vrendenburghら 、 J. Hematother. 5: 57-62, 1996） が
あ る 。 新 た な マ ー カ ー が 利 用 可 能 に な れ ば 、 癌 細 胞 の 検 出 方 法 の 感 度 、 質 お よ び 特 異 性 が
向 上 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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一 次 抗 体 は さ ま ざ ま な 抗 原 に 関 し て 入 手 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 標 的 物 体 が プ リ オ ン で あ れ
ば 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 の 診 断 を 目 的 と し て 患 者 の 脳 脊 髄 液 中 の プ リ オ ン を 検 出
す る た め に 、 プ リ オ ン 特 異 的 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
抗 体 の 代 わ り に 、 蛍 光 標 識 し た 核 酸 を 標 的 物 体 特 異 的 プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と が で き る
。 実 際 に 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ ISH） に お け る 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い
た 検 出 が 望 ま し い 理 由 は い く つ か あ る ： （ 1） 核 酸 （ NA） プ ロ ー ブ の 方 が 抗 体 （ Ab） よ り
も 容 易 、 迅 速 か つ 安 価 に 作 製 で き る ； （ 2） NAプ ロ ー ブ は 自 在 か つ 安 価 に 増 や せ る （ モ ノ
ク ロ ー ナ ル Abも 同 じ で あ る が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は そ う で な い ） ； （ 3） NAプ ロ ー ブ は A
bよ り も 均 一 で あ る （ 特 に ポ リ ク ロ ー ナ ル ； 多 重 標 識 （ 多 重 ） 実 験 の た め に 、 Tmの 一 致 し
た プ ロ ー ブ を 選 択 す る こ と す ら 可 能 で あ る ） ； （ 4） NAプ ロ ー ブ の コ グ ネ イ ト RNAま た は DN
A標 的 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 抗 体 の エ ピ ト ー プ と の 相 互 作 用 よ り も う ま く 制 御
で き る （ 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 、 イ オ ン 強 度 な ど に よ る ） ； （ 5） NAプ ロ
ー ブ の 方 が 多 重 標 識 実 験 を 実 施 し や す い （ 異 な る 標 識 と 結 合 さ せ た ヌ ク レ オ チ ド を 単 に 組
み 入 れ る 、 ま た は ビ オ チ ン に 続 い て さ ま ざ ま な ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 標 識 複 合 体 を 組 み 入 れ
る ； 免 疫 蛍 光 法 （ IF） で は 、 一 次 Abの 標 識 が そ の 結 合 を 妨 げ る こ と が あ り 、 第 2の Abを 検
出 用 に 用 い る 場 合 、 IFで は 異 な る 種 に お い て 産 生 さ せ た 一 次 Abを 用 い る 必 要 が あ る ） ； お
よ び （ 6） NAプ ロ ー ブ を 用 い て 得 ら れ た シ グ ナ ル は 、 特 に 直 接 標 識 の 場 合 、 Abに よ る も の
よ り も 定 量 的 で あ る と 考 え ら れ 、 さ ら に 必 要 に 応 じ て 増 幅 す る こ と も 可 能 で あ る （ ビ オ チ
ン な ど ） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
標 的 物 体 （ 例 え ば 、 生 物 兵 器 用 の 生 物 ） に 関 し て 入 手 可 能 な 配 列 情 報 の す べ て を 用 い る こ
と に よ り 、 そ れ ら の そ れ ぞ れ に 対 し て 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 設 計 す る こ
と が で き る 。 他 の 生 物 と 配 列 が た ま た ま 一 致 し て し ま う リ ス ク は 交 差 反 応 性 エ ピ ト ー プ の
場 合 よ り も は る か に 低 い が 、 こ れ は 設 計 さ れ る プ ロ ー ブ の そ れ ぞ れ を 細 菌 ／ ウ イ ル ス 核 酸
デ ー タ ベ ー ス の 全 内 容 と 直 接 比 較 し て 、 特 定 の 標 的 に 対 し て 一 意 的 と な る よ う に 設 計 し う
る た め で あ る 。 非 常 に 短 い プ ロ ー ブ （ 例 え ば 20量 体 ） を 用 い る こ と に よ り 、 細 胞 壁 ／ キ ャ
プ シ ド 浸 透 性 お よ び 細 胞 内 核 酸 標 的 に 対 す る 到 達 性 を 最 大 限 に 高 め る こ と が で き る 。 標 的
物 体 に 対 し て 一 意 的 な 標 的 配 列 と し て は 、 感 度 を 最 大 限 に 高 め る た め に 、 大 量 に 発 現 さ れ
る RNA上 に あ る も の 、 例 え ば 、 リ ボ ソ ー ム RNA中 の 配 列 な ど を 選 択 す る こ と が で き る 。 ウ イ
ル ス の 場 合 に は 、 最 も 大 量 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 に 対 し て 選 択 的 な プ ロ ー ブ を 設 計 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
単 一 標 識 実 験 に は 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 検 出 シ ス テ ム （ Zardaら 、 J. Gen. Microbiol. 137: 2
823-2830, 1991） を 用 い る こ と が で き る 。 こ の シ ス テ ム は Boehringer Mannheim社 か ら キ
ッ ト と し て 市 販 さ れ て い る 。 し か し 、 ほ と ん ど の 場 合 に は 多 重 標 識 が 必 要 と 思 わ れ 、 こ れ
は こ の シ ス テ ム で は 不 可 能 で あ る 。 そ の 代 わ り に 、 蛍 光 色 素 （ 例 え ば 、 Genset Corp.の も
の ） と 結 合 さ せ た ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 下 で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る こ と が で き る 。
シ グ ナ ル 増 強 が 必 要 で あ る か 求 め ら れ る 場 合 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 時 に タ グ （
例 え ば 、 ビ オ チ ン ） で 標 識 し う る 。 こ の 場 合 、 タ グ 標 識 さ れ た 各 プ ロ ー ブ は 、 標 識 が 例 え
ば 24種 の 蛍 光 団 の い ず れ か 1つ で あ る よ う な 、 複 数 の 異 な る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 標 識 複 合
体 の 1つ と 別 個 に 反 応 す る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 事 前 に 反 応 さ せ た オ リ ゴ プ ロ ー ブ 複 合
体 は 細 菌 膜 を 通 っ て 自 由 に 拡 散 す る 程 度 に 小 さ い 必 要 が あ る 。 し か し 、 そ う で な い 場 合 に
は 、 細 胞 を リ ゾ チ ー ム ／ EDTAに よ っ て 透 過 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
上 記 の 通 り 、 さ ま ざ ま な 蛍 光 分 子 が 知 ら れ て お り 、 利 用 可 能 で あ る 。 50,000種 を 上 回 る 染
色 剤 が 、 Eastman Kodak社 、 Polaroid社 、 Fuji Film社 お よ び Molecular Probes社 （ www.pr
obes.com） か ら 販 売 さ れ て い る 。 有 核 細 胞 標 的 に 適 し た 分 子 の 例 に は 、 DAPI、 ヨ ウ 化 プ ロ
ピ ジ ウ ム 、 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ お よ び YOPROが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
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検 出 シ ス テ ム に 必 要 な 種 々 の 構 成 要 素 は 市 販 さ れ て い る 。 検 出 器 は 、 光 、 蛍 光 、 ま た は 励
起 、 放 出 な ど を 含 む 他 の エ ネ ル ギ ー 伝 達 の 測 定 、 記 録 、 画 像 化 ま た は 検 出 を 行 う た め の 任
意 の 手 段 で あ っ て よ い （ 例 え ば 、 装 置 、 適 し た 鏡 お よ び ／ も し く は レ ン ズ の 組 み 合 わ せ 、
光 電 子 増 倍 管 ま た は 他 の 検 出 手 段 ） 。 一 般 に 、 本 シ ス テ ム は 、 電 動 式 架 台 （ 例 え ば 、 い ず
れ も Nikon, Japan製 の Nikon Microphot-FXAも し く は Nikon Eclipse 1000； Ludl Electron
ic Products Ltd., Hawthorne, NY製 の 架 台 ま た は Zeiss, Germany製 の Axioplan 2IE MOT
） 、 蛍 光 フ ィ ル タ ー （ 組 み 込 ま れ た も の 、 ま た は Omega Optical, Brattleboro, VTに 発 注
） 、 カ メ ラ （ 例 え ば 、 DAGE-MIT, Inc., Michigan City, IN製 の CCD 72カ メ ラ ； Zeiss, Ge
rmany製 の AxioCam； ま た は Pixelvision（ www.pixelvision.com） 製 の SpectraVideoカ メ ラ
） 、 な ら び に プ リ ン タ 、 モ ニ タ 、 記 憶 媒 体 、 デ ィ ス プ レ イ お よ び 本 発 明 を 実 施 す る の に 必
要 な ソ フ ト ウ エ ア を 有 す る コ ン ピ ュ ー タ を 備 え た 蛍 光 顕 微 鏡 を 含 む 。 上 に 挙 げ た 構 成 要 素
の 多 く は 、 Nikon、 Zeiss、 Georgia Instruments（ Roswell, GA） 、 Vaytek（ Fairfield, I
A） 、 Applied Imaging, Inc.（ www.micrometastasis.org/metfs1.htm） お よ び Chromavisi
on Medical Systems, Inc.（ www.chromavision.com） な ど の 製 造 元 か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
ど の 構 成 要 素 を 用 い る に せ よ 、 本 シ ス テ ム は 、 以 下 の 段 階 ま た は そ の 変 形 物 お よ び 同 等 物
を 行 え る べ き で あ る と 考 え ら れ る ：
1） 検 体 フ ィ ー ル ド （ 例 え ば 、 顕 微 鏡 用 ス ラ イ ド ガ ラ ス ） 当 た り の 標 的 物 体 （ 例 え ば 、 癌
細 胞 ） の 数 を 、 第 2も し く は 第 3の 蛍 光 団 ま た は そ の 両 方 を 含 む 物 体 の カ テ ゴ リ ー に 細 分 し
て 算 定 す る こ と ；
2） 各 標 的 物 体 の 画 像 を 保 存 す る こ と （ 例 え ば 、 記 録 、 画 像 化 、 デ ー タ 記 憶 媒 体 へ の 保 管
） ；
3） 各 標 的 物 体 の x、 y座 標 を 記 録 す る こ と ；
4） ス ラ イ ド 上 の 物 体 の 総 数 を 算 定 す る こ と 。 分 析 は 検 体 フ ィ ー ル ド を 走 査 す る こ と に よ
っ て 行 わ れ る 。 走 査 は 顕 微 鏡 の ハ ー ド ウ エ ア に よ っ て 規 定 さ れ る す べ て の 倍 率 で 行 う こ と
が で き る 。 使 用 者 は 何 ら か の フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ 単 一 、 二 重 ま た は 三 重 ） を 用 い て 検 体 フ
ィ ー ル ド を 走 査 す る こ と を 選 択 で き る 。 走 査 は 独 立 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
標 的 物 体 の 検 出 お よ び 同 定 の た め の ア ル ゴ リ ズ ム は 、 生 物 学 的 画 像 解 析 の た め の 市 販 の ソ
フ ト ウ エ ア に 基 づ く （ 例 え ば 、 Media Cybernetics, www.mediacy.com製 の Image Pro Plus
； ま た は Kontron, Germany製 の KS 400） 。 標 的 物 体 の 検 出 に 関 す る 選 択 基 準 は 、 例 え ば 、
以 下 の も の で あ り う る ：
a）  第 2お よ び 第 3の 蛍 光 チ ャ ン ネ ル に お け る 蛍 光 強 度 の 閾 値 ；
b） 真 の 標 的 物 体 （ 例 え ば 、 完 全 な 細 胞 ） を 偽 標 的 物 体 （ 例 え ば 、 夾 雑 物 、 残 渣 ） と 識 別
す る た め の 、 第 2お よ び 第 3の 蛍 光 チ ャ ン ネ ル に お け る 面 積 お よ び 形 状 ； な ら び に
c） 第 2お よ び ／ ま た は 第 3の 蛍 光 チ ャ ン ネ ル の シ グ ナ ル が 、 常 に 第 1の 蛍 光 チ ャ ン ネ ル か ら
の シ グ ナ ル （ 例 え ば 、 DAPIシ グ ナ ル ） と 共 存 す べ き で あ る こ と 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
各 走 査 の 前 に 、 使 用 者 が 標 的 物 体 に 対 す る 選 択 基 準 を 定 義 す る 。 走 査 の 後 に 、 選 択 基 準 （
上 記 参 照 ） を 満 た す す べ て の 標 的 物 体 の 数 を 表 示 し 、 第 2、 第 3ま た は そ の 両 方 の 蛍 光 標 識
を 示 す 標 的 物 体 に 細 分 す る 必 要 が あ る 。 選 択 基 準 を 満 た す す べ て の 標 的 物 体 を 画 像 化 し 、
三 色 RGB画 像 と し て 保 存 す る （ 上 記 の 段 階 2） 。 走 査 の 終 了 時 に 、 す べ て の 画 像 を 画 像 の 一
覧 と し て 表 示 し 、 オ プ シ ョ ン と し て 各 画 像 の 拡 大 を 用 意 す る 。 選 択 基 準 （ 上 記 参 照 ） を 満
た す す べ て の 標 的 物 体 に つ い て x,y座 標 を 記 録 し 、 使 用 者 が 各 位 置 を 呼 び 出 し て 架 台 が そ
の 位 置 に 自 動 的 に 移 動 す る よ う に す る こ と が で き る （ 上 記 の 段 階 3） 。 こ の オ プ シ ョ ン に
よ り 、 使 用 者 は 検 出 さ れ た す べ て の 標 的 物 体 を 顕 微 鏡 の 高 倍 率 下 で 調 べ 直 す こ と が で き る
。 ま た 、 指 定 さ れ た 位 置 で 入 手 し た 対 応 す る 画 像 を 呼 び 出 す こ と も 可 能 で あ る 。 各 走 査 時
に は 、 細 胞 の 総 数 （ 第 1の 蛍 光 団 、 例 え ば 、 DAPIシ グ ナ ル を 計 数 し 、 走 査 終 了 時 に 表 示 す
る 必 要 が あ る （ 上 記 の 段 階 4） 。
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【 ０ ０ ６ ５ 】

1． 走 査 の 設 定 。 走 査 の 開 始 時 に 、 使 用 者 は 以 下 の 情 報 を 入 力 し 、 走 査 の パ ラ メ ー タ ー を
選 択 す る よ う に 促 さ れ る ：
1． ス ラ イ ド の 識 別 情 報 ；
2． 走 査 す る ス ラ イ ド の 数 ；
3． 走 査 の 倍 率 （ 対 物 レ ン ズ を 選 択 ） ； お よ び
4． 走 査 の フ ィ ル タ ー 設 定 （ 走 査 中 の 単 一 、 二 重 ／ 三 重 フ ィ ル タ ー 、 ま た は フ ィ ル タ ー の
交 互 使 用 を 選 択 ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
入 力 し た 情 報 に 基 づ い て 初 期 画 像 が 表 示 さ れ 、 カ メ ラ が 設 定 さ れ る （ 輝 度 お よ び コ ン ト ラ
ス ト を 調 整 す る ） 。 使 用 者 は 陽 性 細 胞 に 関 す る 選 択 基 準 を 定 義 し 、 以 下 を 選 択 し な け れ ば
な ら な い ：
1． 強 度 の 閾 値 ；
2． 面 積 の 下 限 お よ び 上 限 ； な ら び に
3． 形 状 の 基 準 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
2． 走 査 。 初 期 設 定 の 後 に 、 走 査 が 自 動 的 に 始 ま り 、 仕 様 に 従 っ て ス ラ イ ド を 分 析 す る 。
3． デ ー タ の 出 力 お よ び 記 憶 。 各 ス ラ イ ド に 関 し て 、 以 下 の 情 報 を 表 示 し て 保 存 す る ：
1． 標 的 物 体 の 数 ；
2． 各 標 的 物 体 の 画 像 お よ び 架 台 上 で の 対 応 す る 座 標 ； な ら び に
3． ス ラ イ ド 上 の 標 的 物 体 の 総 数 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
上 の 情 報 1～ 3は 、 使 用 者 が 命 名 し て 定 義 し た フ ォ ル ダ （ ス ラ イ ド の 識 別 情 報 ） に 保 存 さ れ
る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
4． 陽 性 細 胞 の 手 作 業 に よ る 確 認 。 使 用 者 は 保 存 さ れ た 画 像 を 手 作 業 で 選 択 し 、 画 像 を 入
手 し た 位 置 を 呼 び 出 す こ と が で き る 。 架 台 が 自 動 的 に そ の 位 置 に 移 動 し 、 接 眼 レ ン ズ を 通
し て フ ィ ー ル ド を 観 察 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
速 度 は 、 レ ア イ ベ ン ト の 自 動 分 析 シ ス テ ム を 評 価 す る た め の 基 本 的 な パ ラ メ ー タ ー で あ る
。 以 下 の 実 施 例 1に 記 載 し た シ ス テ ム は 、 100万 個 の 細 胞 を 陽 性 イ ベ ン ト （ 例 え ば 、 CK陽 性
） に 関 し て 走 査 し 、 総 細 胞 数 を 算 定 す る の に 約 1時 間 を 要 す る 。 よ り 高 感 度 の 電 荷 結 合 素
子 （ CCD） カ メ ラ お よ び よ り 高 速 な コ ン ピ ュ ー タ を 用 い て 、 は る か に 高 速 な シ ス テ ム を 利
用 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な シ ス テ ム は 、 細 胞 100万 個 当 た り の 処 理 時 間 を 数 分 程 度
に 短 縮 さ せ う る と 考 え ら れ る 。 こ の フ ロ ー ス ル ー 速 度 は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー と 同 程 度 で
あ り 、 さ ら に 必 要 に 応 じ て 形 態 学 的 確 認 の た め に 、 各 々 の 陽 性 イ ベ ン ト を よ り 高 倍 率 で 、
ま た は 異 な る 光 学 素 子 を 用 い て 観 察 し う る 能 力 も 保 っ て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
こ れ 以 上 の 詳 述 は 行 わ な い が 、 当 業 者 は 上 記 の 開 示 お よ び 下 記 の 説 明 に 基 づ い て 本 発 明 を
十 二 分 に 利 用 し う る と 考 え ら れ る 。 以 下 の 説 明 は 、 当 業 者 が い か に し て 本 発 明 を 実 施 し う
る か を 単 に 例 示 す る た め の も の と み な さ れ る べ き で あ り 、 い か な る 意 味 に お い て も 開 示 の
残 る 部 分 を 制 限 す る も の で は な い 。 本 明 細 書 中 に 引 用 し た 参 考 文 献 は 、 印 刷 物 、 電 子 形 態
、 コ ン ピ ュ ー タ が 読 め る 記 憶 媒 体 ま た は そ の 他 の 形 態 の い ず れ か に か か わ ら ず 、 要 約 書 、
論 文 、 専 門 誌 、 刊 行 物 、 教 科 書 、 論 説 、 イ ン タ ー ネ ッ ト の ウ ェ ブ サ イ ト 、 デ ー タ ベ ー ス 、
特 許 お よ び 特 許 公 報 を 非 制 限 的 に 含 む 、 そ の 全 体 が 明 示 的 に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入
れ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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実 施 例 1： 癌 細 胞 に 関 す る レ ア イ ベ ン ト 画 像 化 シ ス テ ム
材 料 と 方 法



血 液 検 体 お よ び 骨 髄 検 体 の 収 集 。 5～ 10mlの 血 液 ま た は 骨 髄 を 、 対 照 被 験 者 ま た は 乳 癌 も
し く は 小 細 胞 肺 癌 と 診 断 さ れ た 患 者 か ら 採 取 し 、 EDTAを 抗 凝 固 薬 と し て 含 む ヴ ァ キ ュ テ ー
ナ ー 採 血 管 （ Becton Dickinson, Franklin Lakes, NY） に 入 れ た 。 試 料 は す べ て 被 験 者 ま
た は 患 者 か ら イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 上 で 採 取 し 、 収 集 し て 24時 間 以 内 に 顕 微 鏡
分 析 用 に 処 理 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
細 胞 株 。 乳 癌 細 胞 株 MCF-7お よ び 小 細 胞 肺 癌 細 胞 株 SW2を American Type Culture Collecti
on（ ATCC） , Manassas, VAか ら 購 入 し 、 以 下 の 染 色 プ ロ ト コ ー ル の 評 価 お よ び レ ア イ ベ ン
ト 画 像 化 シ ス テ ム の 感 度 の 決 定 の た め に 用 い た 。 細 胞 株 は 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 、 100U／ ml
ペ ニ シ リ ン お よ び 0.1mg／ mlス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ MCF
-7） ま た は RPMI 1640（ SW2） 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
顕 微 鏡 分 析 の た め の 試 料 の 調 製 。 血 液 試 料 ま た は 骨 髄 試 料 を 2倍 容 積 の 0.17M塩 化 ア ン モ ニ
ウ ム と 混 合 し 、 室 温 （ RT） で 40分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 上 で 、 800× gで 室 温 に て 10分 間 遠
心 し た 。 続 い て 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 洗 浄 し 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） 中 に 再 懸 濁 し た 。 生
存 し て い る 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） ま た は 有 核 骨 髄 細 胞 の 総 数 を 、 ト リ パ ン ブ ル ー 色 素 排
除 法 を 用 い て 算 定 し た 。 続 い て 細 胞 を 接 着 性 ス ラ イ ド （ Paul Marienfeld GmbH & Co., KG
, Bad Mergentheim, Germany） に 37℃ で 40分 間 か け て 接 着 さ せ 、 そ の 後 に ス ラ イ ド を 細 胞
培 養 液 に よ り 37℃ で 20分 間 か け て ブ ロ ッ ク し た 。 ス ラ イ ド 1枚 当 た り に 適 用 さ れ た 細 胞 の
総 数 は 約 1.5× 10６ 個 で あ っ た 。 3つ の 別 々 の サ ー ク ル に 分 割 さ れ た 総 接 着 面 積 は 約 530mm
２ で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
サ イ ト ケ ラ チ ン の 単 一 標 識 の た め に 、 細 胞 を 氷 冷 メ タ ノ ー ル 中 で 5分 間 固 定 し 、 PBSで す す
ぎ 洗 い し た 上 で 、 ク ラ ス Iお よ び IIサ イ ト ケ ラ チ ン を 標 的 と す る ウ サ ギ 抗 サ イ ト ケ ラ チ ン
抗 血 清 （ Biomedical Technologies, Stoughton, MA） と と も に 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 そ の 後 、 ス ラ イ ド を PBSで 洗 浄 し 、 ロ ー ダ ミ ン 結 合 抗 ウ サ ギ 抗 体 （ Jackson Immun
o Research, West Grove, PA） と と も に 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 上 で 、 0.5μ g／
ml 4',6-ジ ア ミ ジ ノ -2-フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル （ DAPI； Molecular Probes, Eugene, OR） （ P
BS中 ） に よ る 対 比 染 色 を 室 温 で 10分 間 行 い 、 グ リ セ ロ ー ル -ゼ ラ チ ン （ Sigma, St. Louis,
 MO） 中 に マ ウ ン ト し た 。 処 理 し た ス ラ イ ド は 室 温 で 保 存 し 、 1カ 月 以 内 に 顕 微 鏡 分 析 を 行
っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
サ イ ト ケ ラ チ ン と 細 胞 表 面 抗 原 Ep-CAMま た は GD2と の 二 重 標 識 の た め に は 、 細 胞 を 1％ パ ラ
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ PBS中 、 pH 7.4） 中 で 室 温 に て 5分 間 固 定 し 、 PBSで 洗 浄 し た 上 で 、 20
％ ヒ ト AB血 清 （ Nabi Diagnostics, Boca Raton, FL） （ PBS中 ） に よ り 37℃ で 20分 間 か け
て ブ ロ ッ ク し た 。 そ の 後 に 、 Ep-CAM（ モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス KS1／ 4抗 体 ） ま た は GD2（ モ
ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス 1418抗 体 ） を 標 的 と す る 一 次 抗 体 を 37℃ で 1時 間 適 用 し た （ 抗 体 は い
ず れ も Kim-Ming Lo博 士 、 Lexigen Pharmaceuticals, Lexington, MA.に よ り 寄 贈 さ れ た ）
。 Ep-CAMを 標 的 と す る 抗 体 は 複 数 の 製 造 元 か ら 入 手 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル
マ ウ ス 抗 ヒ ト 上 皮 特 異 抗 原 は Biomeda社 、 Foster City, CAか ら 販 売 さ れ て い る ； モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 ヒ ト 上 皮 抗 原 （ Ber-EP4） は Accurate Chemical & Scientific Corp., Westbury,
 NYか ら 販 売 さ れ て お り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル HEA-FITC抗 体 は Miltenyi Biotec社 、 Bergisch G
ladbach, Germanyか ら 販 売 さ れ て い る 。 GD2に 対 す る 抗 体 は Matreya, Inc., Pleasant Gap
, PAか ら 販 売 さ れ て い る 。 続 い て 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 氷 冷 メ タ ノ ー ル 中 で 5分 間 固 定 し た 上
で 20％ ヒ ト AB血 清 に よ り ブ ロ ッ ク し 、 抗 サ イ ト ケ ラ チ ン 抗 血 清 と と も に 37℃ で 1時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 二 次 抗 体 （ FITC結 合 抗 マ ウ ス 抗 体 お よ び ロ ー ダ ミ ン 結 合 抗 ウ サ ギ 抗 体 ；
Jackson Immuno Research） を 混 合 し 、 37℃ で 30分 間 適 用 し た 。 核 を 0.5μ g／ ml DAPI（ PB
S中 ） に よ り 対 比 染 色 し た 。 二 重 標 識 細 胞 を Gel/Mount（ Biomeda, Foster City, CA） 中 に
マ ウ ン ト し た 。 ス ラ イ ド は 40℃ で 保 存 し 、 1週 間 以 内 に 顕 微 鏡 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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感 度 の 決 定 の た め の 腫 瘍 細 胞 の 希 釈 。 サ イ ト ケ ラ チ ン 陽 性 （ CK+） 細 胞 の 検 出 の 感 度 を 決
定 す る た め に 、 MCF-7乳 癌 細 胞 を 健 康 血 液 提 供 者 の PBMCに よ り 連 続 希 釈 し た 。 検 討 し た 希
釈 度 は 1： 10３ 、 1： 10４ 、 1： 10５ 、 1： 2× 10５ 、 1： 5× 10５ お よ び 1： 10６ で あ る 。 溶 液
を 接 着 性 ス ラ イ ド に 接 触 さ せ 、 上 記 の 通 り に サ イ ト ケ ラ チ ン 標 識 の た め の 処 理 を 行 っ た 。
希 釈 度 毎 に 最 大 8枚 の 接 着 性 ス ラ イ ド を 調 製 し て 走 査 し た 。 試 料 を ス ラ イ ド 1枚 当 た り の 腫
瘍 細 胞 の 数 に 関 し て 分 析 し 、 総 細 胞 数 と の 関 係 を み た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
腫 瘍 細 胞 お よ び 総 細 胞 数 の 顕 微 鏡 に よ る 自 動 検 出 。 画 像 化 シ ス テ ム 、 例 え ば 、 Georgia In
struments, Inc.（ Roswell, GA） に よ り 開 発 さ れ た レ ア イ ベ ン ト 画 像 化 シ ス テ ム （ Rare E
vent Imaging System） な ど を 用 い て 、 ス ラ イ ド を 自 動 的 に 走 査 し た 。 こ の シ ス テ ム は 、
同 社 が 権 利 を 持 つ 、 稀 な 蛍 光 イ ベ ン ト を 検 出 し て 、 分 析 し た 細 胞 の 総 数 を 決 定 す る 画 像 処
理 ア ル ゴ リ ズ ム を 利 用 し て い る 。 こ れ は 、 自 動 焦 点 式 で X、 Yお よ び Z軸 の 電 動 制 御 、 電 動
式 フ ィ ル タ ー 選 択 お よ び 電 子 シ ャ ッ タ ー を 備 え た 先 進 型 コ ン ピ ュ ー タ 制 御 式 顕 微 鏡 （ Niko
n Microphot-FXA, Nikon, Japan） か ら 構 成 さ れ る 。 画 像 は 積 算 式 冷 却 型 CCD検 出 器 に よ っ
て 取 り 込 ま れ 、 60MHzペ ン テ ィ ア ム 画 像 化 ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン に よ っ て 処 理 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
第 1の 段 階 で は 、 陽 性 イ ベ ン ト （ 例 え ば 、 CK+細 胞 ） の 検 出 に 関 し て 、 ロ ー ダ ミ ン フ ィ ル タ
ー セ ッ ト を 用 い て 、 ス ラ イ ド を 自 動 的 に 走 査 し た 。 陽 性 イ ベ ン ト は 蛍 光 強 度 お よ び 面 積 に
基 づ く 。 各 陽 性 イ ベ ン ト の （ x,y） 座 標 を コ ン ピ ュ ー タ の メ モ リ に 格 納 し 、 画 像 を 保 管 し
た 。 第 2の 段 階 で は 、 ス ラ イ ド 1枚 当 た り の DAPI標 識 さ れ た 核 の 総 数 （ こ れ は 総 細 胞 数 を 表
す ） に 関 し て ス ラ イ ド を 走 査 し た 。 ス ラ イ ド 1枚 当 た り の 総 走 査 面 積 は 、 周 辺 効 果 を 避 け
る た め に 448mm２ と し た （ 接 着 面 積 の 84％ ） 。 2回 の 走 査 が 終 了 す る と 、 陽 性 イ ベ ン ト の 数
お よ び 総 細 胞 数 が 得 ら れ 、 す べ て の 陽 性 イ ベ ン ト を 含 む 画 像 の 一 覧 が 表 示 さ れ る 。 使 用 者
は こ れ ら の 画 像 を 観 察 し 、 各 画 像 に 添 付 さ れ た 記 憶 済 み の 座 標 を 用 い て 、 任 意 の イ ベ ン ト
を 以 降 の 検 討 の た め に 呼 び 出 す 。 続 い て 、 関 心 対 象 の フ ィ ー ル ド を 、 よ り 高 倍 率 お よ び 追
加 の フ ィ ル タ ー セ ッ ト （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 用 ま た は UV用 の フ ィ ル タ ー ） を 用 い て 画
像 化 す る こ と が 可 能 と 考 え ら れ る 。 イ ベ ン ト が 陽 性 で あ る こ と の 確 認 お よ び 表 現 型 の 評 価
の た め に 、 異 な る 蛍 光 色 の 画 像 を 電 子 的 に 重 ね 合 わ せ る こ と も 可 能 と 考 え ら れ る （ 多 重 標
識 ） 。 1枚 の ス ラ イ ド に 対 す る 総 走 査 時 間 （ 2回 の 走 査 ） は 約 1時 間 で あ っ た 。 2回 の 走 査 は
独 立 に 行 え る た め 、 陽 性 イ ベ ン ト の み を ス ク リ ー ニ ン グ す る と い う 選 択 肢 が 得 ら れ 、 こ れ
に よ っ て ス ラ イ ド 1枚 当 た り の 走 査 時 間 を 30分 間 に 短 縮 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

細 胞 付 着 手 順 の 評 価 。 試 料 調 製 時 に 最 も 重 要 な 段 階 の 一 つ は 、 ス ラ イ ド に 対 す る 細 胞 の 付
着 で あ る 。 ポ リ -L-リ ジ ン ／ PBSで コ ー テ ィ ン グ さ れ た ス ラ イ ド （ 0.1％ ； Sigma, St. Loui
s） 、 SectionLockス ラ イ ド （ Polysciences, Inc., Warrington, PA） お よ び 接 着 性 ス ラ イ
ド （ Paul Marienfeld GmbH & Co., KG） に 接 着 さ せ た 細 胞 調 製 物 の 顕 微 鏡 下 で の 定 性 的 比
較 に よ り 、 最 も 均 一 な 細 胞 単 層 （ 最 適 な 細 胞 密 度 で 、 重 複 が 極 め て 少 な い も の ） が 得 ら れ
る の は Paul Marienfeld社 製 の ス ラ イ ド で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の ス ラ イ ド は 生
細 胞 が 接 着 す る よ う に 荷 電 表 面 を 含 む 。 異 な る 種 類 の 試 料 で 本 発 明 者 ら の 付 着 技 法 を 検 証
す る た め に 、 レ ア イ ベ ン ト 画 像 化 シ ス テ ム に よ っ て 決 定 さ れ た 細 胞 の 総 数 を 、 ス ラ イ ド に
最 初 に 付 着 し た 細 胞 の 数 と 比 較 し た 。 最 適 化 を 行 う と 、 い ず れ の 接 着 性 表 面 （ 例 え ば 、 ポ
リ -L-リ ジ ン な ど の 正 荷 電 物 質 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た も の ） も 用 い る こ と が で き る 。 表 1は
、 健 康 血 液 提 供 者 の 末 梢 血 で は 細 胞 回 収 率 が 高 い が （ 89％ ） 。 癌 患 者 の 試 料 で は 細 胞 の 損
失 が 幾 分 多 い こ と を 示 し て い る （ PB、 BMお よ び SC試 料 の そ れ ぞ れ の 回 収 率 は 64、 58お よ び
73％ ； PBお よ び BMは 正 常 PBと の 比 較 で p＜ 0.05、 t検 定 に よ る ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
（ 表 1）
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【 ０ ０ ８ ２ 】
健 康 被 験 者 （ 正 常 ） ま た は 癌 患 者 か ら の 末 梢 血 （ PB） 、 骨 髄 （ BM） ま た は 末 梢 血 幹 細 胞 （
SC） 試 料 を 「 材 料 と 方 法 」 の 項 に 記 載 し た 通 り に 調 製 し 、 1.5× 10６ 個 の 細 胞 を 接 着 性 顕
微 鏡 ス ラ イ ド の そ れ ぞ れ に 適 用 し た 。 各 群 に 指 定 さ れ た 数 （ n） の ス ラ イ ド に 関 し て 細 胞
を 計 数 し （ DAPI標 識 に 基 づ く ） 、 そ の 結 果 を 平 均 ± SEMと し て 表 す 。 回 収 率 の 算 出 に 関 し
て は 、 各 ス ラ イ ド の 走 査 面 積 が 総 接 着 面 積 の 84％ で あ る こ と に 注 意 さ れ た い （ 「 材 料 と 方
法 」 の 項 を 参 照 ） 。 星 印 は 、 t検 定 に よ る 正 常 PBと の 比 較 で p＜ 0.05で あ る こ と を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
検 出 方 法 の 感 度 。 レ ア イ ベ ン ト 画 像 化 シ ス テ ム の 感 度 を 調 べ る 目 的 で 、 乳 癌 細 胞 （ MCF-7
） を 加 え た PBMC試 料 を 調 製 し 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 標 識 の た め の 処 理 を 行 っ た 。 高 輝 度 に 染 色
さ れ た 上 皮 MCF-7細 胞 は 間 葉 由 来 の 白 血 球 と 容 易 に 区 別 す る こ と が で き る 。 CK+細 胞 の 検 出
感 度 を 、 「 材 料 と 方 法 」 の 項 に 記 載 し た よ う に 、 種 々 の 希 釈 度 の 腫 瘍 細 胞 （ MCF-7／ PBMC
） を 用 い て 検 討 し た 。 10６ 個 の PBMC当 た り の MCF-7細 胞 が 1個 と い う 、 検 討 し た 中 で 最 も 希
釈 度 の 高 い 試 料 で も 、 予 想 さ れ た 量 の 癌 細 胞 を 検 出 す る こ と が で き た （ 表 2； 予 想 曲 線 と
観 測 曲 線 と の 間 に 有 意 差 が な い 、 χ ２ 検 定 ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
（ 表 2）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ５ 】
腫 瘍 細 胞 の 二 重 標 識 。 レ ア イ ベ ン ト の 検 出 の 特 異 性 を 高 め 、 同 定 さ れ た 癌 細 胞 の 特 徴 を さ
ら に 分 析 す る た め に 、 細 胞 内 サ イ ト ケ ラ チ ン お よ び 癌 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 同 時 検 出 を 可 能
に す る 染 色 プ ロ ト コ ー ル を 開 発 し た 。 こ の 二 重 標 識 手 順 は 、 第 1に 細 胞 表 面 を 固 定 し て Ep-
CAMま た は GD2に 対 す る 標 識 を 行 い 、 第 2に 細 胞 を 透 過 化 し て 細 胞 内 サ イ ト ケ ラ チ ン に 対 す
る 染 色 を 行 う と い う 2つ の 逐 次 的 な 段 階 か ら な る 。 こ の 二 重 標 識 プ ロ ト コ ー ル を 癌 細 胞 株 M
CF-7（ 乳 癌 ） お よ び SW2（ 小 細 胞 肺 癌 ） に 対 し て 最 適 化 し た 。 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 に よ り 、 SW2
細 胞 が 抗 GD2抗 体 お よ び 抗 サ イ ト ケ ラ チ ン 抗 血 清 に よ っ て 効 率 的 に 標 識 さ れ る こ と が 示 さ
れ た 。 こ の 逐 次 的 固 定 で は 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 走 査 顕 微 鏡 に よ っ て 入 手 し た 光 学 切 片 で 示 さ
れ た よ う に 、 ど ち ら の タ ン パ ク 質 の 抗 原 部 位 も 細 胞 内 局 在 の 点 で 維 持 さ れ て い た 。 染 色 さ
れ た 細 胞 に は 明 ら か に 、 細 胞 質 中 の サ イ ト ケ ラ チ ン （ 赤 色 ） お よ び 細 胞 表 面 の GD2（ 緑 色
） が 認 め ら れ た 。 い ず れ の タ ン パ ク 質 も 細 胞 集 団 内 で の 発 現 レ ベ ル は 非 常 に 不 均 一 で あ っ
た 。 MCF7細 胞 を 抗 Ep-CAM抗 体 お よ び 抗 サ イ ト ケ ラ チ ン 抗 血 清 で 二 重 標 識 し た 場 合 に も 同 様
の 結 果 が 得 ら れ た 。 一 次 抗 体 の 一 方 を 用 い ず に 両 方 の 二 次 抗 体 を 用 い た 対 照 実 験 に よ り 、
2つ の 検 出 系 の 間 に 交 差 反 応 が な い こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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染 色 プ ロ ト コ ー ル を さ ら に 検 証 す る た め に 、 MCF-7ま た は SW-2細 胞 を 加 え た PBMCを 標 識 し
た 。 そ の 目 標 は 、 癌 細 胞 か ら 高 輝 度 の 蛍 光 シ グ ナ ル を 入 手 し つ つ 、 周 囲 の PBMCか ら 得 ら れ
る 背 景 シ グ ナ ル は 低 く す る こ と で あ っ た 。 こ の 目 標 を 達 成 す る の に 最 も 重 要 な 2つ の 要 因
は 、 一 次 抗 体 を 逐 次 的 に 適 用 す る こ と と 、 一 次 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 前 に 2回 の
ブ ロ ッ キ ン グ 段 階 （ 20％ ヒ ト AB血 清 、 PBS中 ） を 行 う こ と で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
蛍 光 顕 微 鏡 検 査 に よ り 、 二 重 標 識 し た MCF-7細 胞 は 周 囲 の PBMCと 明 瞭 に 区 別 し う る こ と が
示 さ れ た 。 よ り 高 倍 率 で は 、 細 胞 内 サ イ ト ケ ラ チ ン 標 識 お よ び Ep-CAMの 表 面 染 色 が 確 認 さ
れ た 。 PBMCに SW-2細 胞 を 加 え 、 GD2お よ び サ イ ト ケ ラ チ ン に 対 し て 二 重 標 識 し た 場 合 に も
同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
こ の 二 重 標 識 プ ロ ト コ ー ル を 、 癌 患 者 由 来 の 末 梢 血 試 料 お よ び 骨 髄 試 料 に 対 し て も 適 用 し
た 。 小 細 胞 肺 癌 患 者 の 末 梢 血 由 来 の GD2／ サ イ ト ケ ラ チ ン 陽 性 細 胞 の 一 例 で は 、 蛍 光 顕 微
鏡 検 査 に よ り 、 乳 癌 患 者 の 骨 髄 か ら Ep-CAM／ サ イ ト ケ ラ チ ン 陽 性 細 胞 が 認 め ら れ た 。 こ の
例 で は 、 癌 細 胞 は 周 囲 の 骨 髄 細 胞 よ り も 大 き い だ け で な く 、 個 々 の 染 色 の 局 在 の 違 い も 認
め ら れ た ： す な わ ち 、 サ イ ト ケ ラ チ ン （ 赤 色 ） は 細 胞 質 中 に あ り 、 Ep-CAM（ 緑 色 ） は 細 胞
周 辺 の 細 胞 膜 の 箇 所 に 集 中 し て い た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
正 常 血 液 試 料 に お け る サ イ ト ケ ラ チ ン 陽 性 細 胞 お よ び 二 重 陽 性 細 胞 の 検 出 。 単 一 染 色 お よ
び 二 重 染 色 プ ロ ト コ ー ル の 特 異 性 を 評 価 す る た め に 、 健 康 提 供 者 か ら の 血 液 試 料 を 分 析 し
た 。 サ イ ト ケ ラ チ ン の 単 一 標 識 を 用 い る 方 法 と サ イ ト ケ ラ チ ン ／ Ep-CAMま た は サ イ ト ケ ラ
チ ン ／ GD2の 二 重 標 識 法 と の 間 で 「 陽 性 」 細 胞 の 数 を 比 較 し た 。 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 に よ り 、 P
B試 料 の 16～ 18％ は い ず れ の プ ロ ト コ ー ル を 用 い て も サ イ ト ケ ラ チ ン に 関 し て 陽 性 と 評 価
さ れ 、 CK+細 胞 の 数 は 10６ 個 の 白 血 球 当 た り 標 識 細 胞 1～ 26個 の 範 囲 で あ る こ と が 示 さ れ た
。 こ れ に 対 し て 、 試 料 を 二 重 標 識 プ ロ ト コ ー ル で 処 理 し た 場 合 に は 、 陽 性 の も の は 健 康 被
験 者 の 試 料 か ら ほ ぼ 完 全 に な く な っ た （ 合 計 77件 の PB試 料 の う ち 二 重 陽 性 細 胞 は 1個 の み
観 察 さ れ た ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
試 料 収 集 の 空 間 的 お よ び 時 間 的 ば ら つ き の 評 価 。 骨 髄 の 異 な る 領 域 で CK+細 胞 の 分 布 が 不
均 一 で あ る 可 能 性 を 評 価 す る た め に 、 同 じ 患 者 の 右 お よ び 左 の 腸 骨 稜 か ら 一 対 ず つ の BM試
料 を 採 取 し て 分 析 し た 。 サ イ ト ケ ラ チ ン 陽 性 に 関 し て は 、 24対 の う ち 21対 で 結 果 が 一 致 し
た （ フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率 法 ） （ 表 3A） 。 末 梢 血 試 料 に お け る CK+細 胞 の 出 現 に 関 す る
時 間 的 変 動 に つ い て も 検 討 し た 。 96例 の 患 者 の 各 例 か ら 、 治 療 的 介 入 を 行 わ ず に 2つ ず つ
の SC試 料 を 連 日 採 取 し た 。 対 を な す 試 料 は サ イ ト ケ ラ チ ン 陽 性 に 関 し て 統 計 的 に 有 意 な 一
致 を 示 し た （ 表 3B） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
（ 表 3A）
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ １ 】
（ 表 3B）
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【 ０ ０ ９ ２ 】
癌 患 者 の 血 液 試 料 お よ び 骨 髄 試 料 に お け る サ イ ト ケ ラ チ ン 陽 性 細 胞 の 検 出 。 レ ア イ ベ ン ト
画 像 化 シ ス テ ム の 能 力 を 示 す た め に 、 355件 の 末 梢 血 、 骨 髄 お よ び 幹 細 胞 試 料 を 分 析 し た
。 こ れ ら の 試 料 は 、 乳 癌 患 者 か ら 、 自 家 骨 髄 移 植 を 行 う 前 で 、 し か も 大 量 化 学 療 法 を 行 っ
た 後 に 採 取 し た 。 試 料 は サ イ ト ケ ラ チ ン 単 一 標 識 法 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 乳 癌 患
者 の 末 梢 血 か ら の 2つ の CK+細 胞 に 関 す る 一 例 で は 、 陽 性 細 胞 は 明 瞭 な 細 胞 質 標 識 を 呈 し た
が 、 周 囲 の 血 液 細 胞 は 染 色 さ れ な か っ た 。 CK+細 胞 は 骨 髄 試 料 の 52％ 、 末 梢 血 試 料 の 34％
お よ び 幹 細 胞 試 料 の 27％ に 認 め ら れ た （ 表 4） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
（ 表 4）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ４ 】
表 4に 関 し て は 、 合 計 156例 の 患 者 か ら の 骨 髄 （ BM） 、 末 梢 血 （ PB） お よ び 末 梢 血 幹 細 胞 （
SC） 試 料 を サ イ ト ケ ラ チ ン 陽 性 細 胞 お よ び 総 細 胞 数 に 関 し て 分 析 し た 。 複 数 の 試 料 を 分 析
で き た 患 者 も あ れ ば 、 1種 類 の 試 料 し か 分 析 で き な か っ た 患 者 も あ る こ と に 注 意 さ れ た い
。 「 CK陽 性 試 料 （ す べ て ） 」 と は 、 少 な く と も 1個 の CK陽 性 細 胞 が み ら れ た 試 料 の 数 を 指
す 。 CK陽 性 試 料 （ ≧ CK陽 性 細 胞  9個 ／ PBMC 10６ 個 ） と は 、 PBMC 10６ 個 当 た り の CK+細 胞
が 9個 ま た は そ れ 以 上 で あ る 試 料 の 数 を 指 す （ 正 常 PBに お け る CK+細 胞 の 平 均 ＋ 2SD； 表 5）
。 試 料 1件 当 た り の 最 も 多 い CK+細 胞 数 は 、 BMで は 504個 ／ 10６ 個 、 PBで は 371個 ／ 10６ 個 、
SCで は 1020個 ／ 10６ 個 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
（ 表 5）
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【 ０ ０ ９ ６ 】
表 5に 関 し て は 、 健 康 血 液 提 供 者 か ら の 血 液 試 料 を サ イ ト ケ ラ チ ン 単 独 、 ま た は CK／ Ep-CA
Mも し く は CK／ GD2に 対 す る 二 重 標 識 に よ っ て 評 価 し た （ 「 材 料 と 方 法 」 の 項 を 参 照 ） 。 陽
性 試 料 と は 、 CK+細 胞 （ 単 一 標 識 の 場 合 ） ま た は 二 重 標 識 細 胞 （ 二 重 標 識 の 場 合 ） を 含 む
も の の こ と で あ る 。 各 カ テ ゴ リ ー に お け る 陽 性 細 胞 の 数 は 分 析 し た 細 胞 10６ 個 当 た り と し
て 表 し て お り 、 平 均 ± SEMと し て 示 し て い る （ 7.14× 10５ 個 の 細 胞 を 含 む CK／ Ep-CAM群 の 1
件 の 試 料 で 陽 性 細 胞 が 1個 の み で あ っ た 場 合 を 除 く ） 。 DBL+は 二 重 標 識 さ れ た こ と を 意 味
す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
表 4に み ら れ る 通 り 、 陽 性 試 料 に お け る CK+細 胞 の 頻 度 は 1個 ／ 10６ 個 ～ 1020個 ／ 10６ 個 と
さ ま ざ ま で あ っ た 。 し か し 、 正 常 被 験 者 か ら の 多 く の PB試 料 で は CK+細 胞 は 少 数 で あ り 、
こ れ ら は 偽 陽 性 細 胞 で あ る こ と が 二 重 標 識 実 験 に 基 づ い て 明 ら か に な っ た （ 表 5） 。 こ の
た め 、 癌 患 者 か ら の PB試 料 で 明 確 に 陽 性 で あ る こ と を 示 す た め に 、 対 照 試 料 で 認 め ら れ た
CK+細 胞 数 の 平 均 ＋ 標 準 偏 差 の 2倍 、 す な わ ち 9個 ／ 10６ 個 と い う カ ッ ト オ フ 点 を 設 定 し た
。 こ の 閾 値 を 適 用 し て も 、 骨 髄 調 製 物 に お け る サ イ ト ケ ラ チ ン 陽 性 の 程 度 （ 40％ ） は 、 末
梢 血 調 製 物 （ 24％ ） ま た は 幹 細 胞 調 製 物 （ 12％ ） よ り も 依 然 と し て 高 か っ た （ 表 4） 。 さ
ら に 、 分 析 し た す べ て の タ イ プ の 試 料 に お い て 、 疾 患 の 病 期 が ス テ ー ジ IVの 患 者 は 、 疾 患
の 病 期 が ス テ ー ジ II／ IIIの 患 者 よ り も サ イ ト ケ ラ チ ン 陽 性 率 が 有 意 に 高 い こ と も 明 ら か
に な っ た （ 表 4） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
以 上 を 要 約 す る と 、 二 重 ま た は 多 重 マ ー カ ー 分 析 を 用 い る 、 低 い 頻 度 で 存 在 す る 関 心 対 象
の 細 胞 （ レ ア イ ベ ン ト ） の 検 出 の た め の 自 動 分 析 シ ス テ ム を 開 発 し た 。 血 液 試 料 ま た は 骨
髄 試 料 の 顕 微 鏡 分 析 の た め の 調 製 手 順 を 自 動 化 の た め に 最 適 化 し た が 、 こ れ は 赤 血 球 細 胞
の 溶 解 、 接 着 性 ス ラ イ ド に 対 す る 単 核 細 胞 の 付 着 お よ び 試 料 の 免 疫 蛍 光 標 識 を 含 む 。 続 い
て ス ラ イ ド を 、 電 動 式 架 台 を 装 備 し た 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り 低 倍 率 で 観 察 し 、 す べ て の 蛍 光 イ
ベ ン ト を 画 像 化 し 、 後 で 呼 び 出 す た め に コ ン ピ ュ ー タ デ ー タ ベ ー ス 中 に カ タ ロ グ 化 し た 。
自 動 画 像 解 析 の た め に は 、 背 景 シ グ ナ ル を 低 く 維 持 し な が ら 高 輝 度 シ グ ナ ル が 得 ら れ る 二
次 抗 体 を 用 い る こ と が 非 常 に 重 要 で あ る 。 本 発 明 者 ら は 最 近 、 極 め て 高 輝 度 か つ 安 定 し た
蛍 光 シ グ ナ ル が 得 ら れ る Alexaシ リ ー ズ の 染 色 剤 （ Molecular Probes） を 検 討 し た 。 蛍 光
標 識 し た ス ラ イ ド は 1週 間 以 内 に 分 析 す る 必 要 が あ る 。 よ り 長 期 的 な 保 存 が 望 ま し い 場 合
に は 、 安 定 な 蛍 光 シ グ ナ ル が 保 た れ る 封 入 剤 を 用 い る べ き で あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 ProLon
g Antifade Kit（ Molecular Probes） を 用 い る と 、 ス ラ イ ド を 40℃ で 3カ 月 保 存 し た 後 に
も 優 れ た 結 果 が 得 ら れ る こ と を 見 い だ し て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

用 い た ス ラ イ ド （ Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Bad Mergentheim, Germany） は 、 細
胞 が そ の 上 に 播 か れ る 、 接 着 性 の あ る 各 150mm２ の サ ー ク ル を 3つ 含 ん で い る 。 ヒ ト 細 胞 に
対 し て 開 発 さ れ た 接 着 手 順 を 、 微 生 物 の 処 理 に 対 し て 適 合 さ せ る 。 検 討 す る 主 な パ ラ メ ー
タ ー に は 、 接 着 性 ス ラ イ ド と の 接 触 時 間 、 温 度 、 pH、 緩 衝 液 の 組 成 お よ び そ の イ オ ン 強 度
が 含 ま れ る 。 細 菌 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 、 枯 草 菌 、 コ レ ラ 菌 ） お よ び ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 レ オ
ウ イ ル ス ） に 対 し て 、 ス ラ イ ド に 対 す る 接 着 特 性 の ば ら つ き を 検 証 す る た め に 別 々 の 検 査
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を 行 う 。 検 出 は DAPIま た は ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ （ こ れ は RNAウ イ ル ス の 場 合 に RNAを 標 識 す
る ） を 用 い て 行 う 。 自 動 化 の た め に は 平 坦 な 細 胞 単 層 が 必 須 で あ る た め 、 他 の 細 胞 付 着 シ
ス テ ム （ 例 え ば 、 Shandon Cytocentrifugeを 用 い た サ イ ト ス ピ ン 法 ； Sakura社 （ Torrance
, CA） に よ る Cytotek Monoprep、 お よ び Cysyc社 （ Boxborough, MA） に よ る ThinPrepな ど
） を 用 い た 試 験 を 比 較 の た め に 用 い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】

本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 者 ら の 当 初 の 分 析 装 置 の 一 連 の 全 工 程 を 自 動 化 し て い る （ Kraeftら
、 Clin. Cancer Res. 6: 434-442, 2000） 。 必 要 に 応 じ て 、 実 装 す る 特 定 の シ ス テ ム に 適
し た カ メ ラ ド ラ イ バ を 入 手 す る 。 こ の 種 の ド ラ イ バ を 作 る こ と は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ
ミ ン グ の 技 術 分 野 で は ル ー チ ン の 技 能 の 範 囲 に 十 分 に 含 ま れ る 。 REISは 、 稀 な 蛍 光 イ ベ ン
ト を 検 出 す る た め の 画 像 処 理 ア ル ゴ リ ズ ム を 含 ん で い る 。 画 像 は 検 出 器 に よ っ て 取 り 込 ま
れ 、 PCベ ー ス の 画 像 化 ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン で 処 理 さ れ る 。 こ の ソ フ ト ウ エ ア は 、 蛍 光 シ グ
ナ ル （ 抗 原 陽 性 生 物 ） の 検 出 に 加 え て 、 総 細 胞 数 の 計 数 （ 例 え ば 、 DAPI／ ア ク リ ジ ン オ レ
ン ジ 染 色 に 基 づ く ） 、 自 動 的 な シ グ ナ ル 位 置 決 定 、 画 像 保 管 お よ び 画 像 処 理 も 行 う 。 最 初
は 、 こ れ は 1つ ま た は 2つ の 蛍 光 団 （ 例 え ば 、 AlexaFluor488お よ び AlexaFluor568） を 用 い
て 行 わ れ る 。 多 重 検 出 シ ス テ ム は 、 多 数 の 染 色 剤 （ 例 え ば 、 最 大 で 24種 の 染 色 剤 ） に 適 応
す る よ う に 拡 張 可 能 で あ り 、 ソ フ ト ウ エ ア が 各 染 色 剤 に よ っ て 観 察 さ れ た 各 々 の 蛍 光 シ グ
ナ ル を 、 対 応 す る 画 像 、 例 え ば DAPI／ ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ 染 色 に よ っ て 得 ら れ た も の と 重
ね 合 わ せ る 。
【 ０ １ ０ １ 】

本 明 細 書 の 方 法 は 、 大 気 試 料 ま た は 水 試 料 に お け る 細 菌 お よ び ウ イ ル ス の 存 在 を 観 測 す る
た め だ け で な く 、 病 原 体 、 特 に BW病 原 体 と し て 特 定 さ れ て い る も の を 検 出 お よ び 同 定 す る
た め に も 有 用 で あ る 。 こ れ ら は 多 種 に わ た っ て お り 、 検 査 し よ う と す る 病 原 体 と 同 じ 数 の
ス ラ イ ド を 作 製 す る こ と も 可 能 で は あ る が 現 実 的 で は な い と 考 え ら れ る 。 1つ の 面 は 、 そ
の 代 わ り と し て 、 励 起 ／ 放 出 ス ペ ク ト ル を 区 別 し う る さ ま ざ ま な 蛍 光 団 を 用 い る 多 重 シ ス
テ ム の 開 発 に か か わ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
上 に 考 察 し た 通 り 、 推 定 50,000種 も の 蛍 光 色 素 が 利 用 可 能 で あ る 。 し た が っ て 、 こ の 集 団
を 、 最 も 高 輝 度 な 蛍 光 シ グ ナ ル （ 最 大 の 感 度 の た め ） が 得 ら れ 、 そ の 励 起 お よ び 放 出 ス ペ
ク ト ル が 区 別 可 能 で あ っ て 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 架 橋 を 介 し て 抗 体 と 首 尾 良 く 結 合 さ せ る
こ と が 可 能 な 、 少 な く と も 24種 の 染 色 剤 の セ ッ ト を 求 め て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能
で あ る 。 蛍 光 強 度 が 類 似 し て い る 染 色 剤 の セ ッ ト も 好 ま し い と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
選 択 し た 染 色 剤 の 少 な く と も 放 出 ピ ー ク を 付 き 合 わ せ て 区 別 す る た め の フ ィ ル タ ー の セ ッ
ト を 、 DAPIお よ び ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ に 加 え て 、 本 方 法 に 用 い る た め に 選 択 す る 。 励 起 波
長 の 調 節 は 、 フ ィ ル タ ー の 別 個 の セ ッ ト に よ っ て 行 う か 、 ま た は 入 射 光 に 対 し て 狭 帯 域 プ
リ ズ ム を 用 い る こ と に よ っ て 行 う 。 蛍 光 フ ィ ル タ ー を 備 え た ホ イ ー ル を 、 異 な る 蛍 光 団 の
識 別 の た め に 必 要 な 励 起 お よ び 放 出 フ ィ ル タ ー の す べ て の 組 み 合 わ せ に 適 応 す る よ う に 変
更 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】

蛍 光 標 識 抗 体 の 作 製 。 免 疫 細 胞 化 学 ア ッ セ イ の た め に ま ず 必 要 な こ と は 、 優 れ た 抗 体 の 作
製 で あ る 。 市 販 の も の ま た は 他 の も の が 入 手 可 能 で あ る 場 合 に は 、 BW病 原 体 の 表 面 抗 原 を
標 的 と す る 既 存 の 抗 体 を 使 用 の た め に 選 択 す る 。 そ の 他 の 場 合 に は 、 照 射 処 理 を 行 っ た （
死 滅 さ せ た ） 関 心 対 象 の 生 物 の 試 料 （ 例 え ば 、 CDC、 USAMRIIDな ど か ら の も の ） を 使 用 の
た め に 選 択 し 、 露 出 さ れ た エ ピ ト ー プ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） を 作 製 す る ；
こ れ ら の 生 物 が い ず れ も 交 差 反 応 の 原 因 と な り う る 共 通 の 表 面 エ ピ ト ー プ を 有 し て い な い
場 合 、 ま た は 確 実 に 「 死 滅 し た 」 生 物 を 入 手 で き な い 場 合 に は 、 そ の 種 に 特 異 的 な 1つ ま
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た は 複 数 の 抗 原 を 選 択 し 、 精 製 し た 上 で そ れ ら の ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 か ら 発 現 さ せ
る こ と 、 ま た は 化 学 合 成 し た ペ プ チ ド に よ っ て 模 倣 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 抗 体 は す べ
て 、 蛍 光 分 子 を 直 接 結 合 さ せ る か 、 ま た は 二 次 蛍 光 で 標 識 し た 抗 体 と 併 用 す る 。 直 接 標 識
抗 体 の 検 査 は 、 FACS分 析 に よ り 、 他 の 系 統 学 的 な 類 縁 種 、 特 に 本 明 細 書 に 記 載 し た も の に
対 す る 特 異 性 に 関 し て 行 う 。
【 ０ １ ０ ５ 】
上 に 挙 げ た さ ま ざ ま な 細 菌 、 リ ケ ッ チ ア 、 ウ イ ル ス お よ び 真 菌 、 ま た は 他 の 適 し た モ デ ル
微 生 物 に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 病 原 体 検 出 用 の レ ア イ ベ ン ト 画 像 化 シ ス テ ム （ REIS） を 開
発 す る こ と が で き る 。 6種 の 異 な る 抗 体 の そ れ ぞ れ を 4種 の 異 な る 染 色 剤 と 結 合 さ せ 、 合 計
24種 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 抗 体 を 作 製 す る 。 究 極 的 に は 、 24種 の 識 別 可 能 な 蛍 光 団 （ 24種
の 特 異 抗 体 の セ ッ ト と 結 合 さ せ た も の ） を 用 い る 多 重 検 出 シ ス テ ム に よ り 、 2枚 の ス ラ イ
ド （ す な わ ち 、 24種 の 抗 体 が 2セ ッ ト ） の み で 、 ヒ ト を 標 的 と す る 既 知 の BW病 原 体 ま た は B
W病 原 体 と 疑 わ れ る も の の す べ て を 、 3枚 の ス ラ イ ド の み で 本 明 細 書 に 挙 げ た BW病 原 体 の ほ
ぼ す べ て を 観 測 し 、 陽 性 の も の を 同 定 す る こ と が 可 能 に な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
ス ラ イ ド 上 に 固 定 化 さ れ た 病 原 体 の 免 疫 細 胞 化 学 的 検 出 。 抗 体 を 産 生 さ せ た 6つ の 種 の 弱
毒 株 ま た は 照 射 （ 死 滅 ） 生 物 の 試 料 （ 病 原 性 で あ れ ば 、 CDC、 USAMRIIDな ど か ら の も の ）
を 、 既 知 の 数 と し て 、 REISを 用 い た 分 析 の た め に 接 着 性 ス ラ イ ド ガ ラ ス に 対 し て 直 接 適 用
し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
第 1の セ ッ ト の 実 験 で は 、 各 々 の 種 か ら の 既 知 の 多 数 の 生 物 体 を 、 そ れ ら の コ グ ネ イ ト 標
識 抗 体 の 感 度 レ ベ ル を 評 価 す る 目 的 で 、 REISを 用 い て 個 別 に 検 討 す る ； そ れ ぞ れ が 単 一 の
個 々 の 生 物 体 を 検 出 し う る 必 要 が あ り 、 そ の 計 数 は 定 量 的 で あ る 必 要 が あ る 。 DAPIを 従 来
通 り に DNAの 染 色 に 用 い る 、 ま た は RNAウ イ ル ス に 対 し て ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ を 用 い る 。 手
順 の す べ て の パ ラ メ ー タ ー （ 温 度 、 緩 衝 液 の 組 成 、 抗 体 濃 度 な ど ） を 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 時 間 が 最 短 に な る よ う に 特 に 注 意 を 払 っ て 、 各 々 の 生 物 体 ／ 抗 体 の セ ッ ト に 対 し て 最 適
化 す る 。 初 期 条 件 は 本 質 的 に は 実 施 例 1に 記 載 し た 通 り で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
第 2の セ ッ ト の 実 験 で は 、 10％ ～ 90％ お よ び 90％ ～ 10％ の 比 率 で ス ラ イ ド 上 に 播 種 し た 関
心 対 象 の 生 物 体 の す べ て の 対 を 、 REIS分 析 の 下 で 交 差 反 応 性 が な い こ と を 確 認 す る 目 的 で
検 討 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
第 3の セ ッ ト の 実 験 で は 、 多 重 構 成 に 関 し て 検 討 す る ； す な わ ち 、 多 重 物 を 用 い た 検 出 効
率 の 検 証 が 可 能 に な る よ う に 、 6種 の 生 物 の 混 合 物 （ 細 菌 ／ リ ケ ッ チ ア 、 ウ イ ル ス 、 お よ
び そ の 2つ の 混 合 物 ） を 5、 10、 15、 19、 23お よ び 28％ の 比 率 で 用 い る 。 続 い て 、 6種 の 抗
体 の そ れ ぞ れ の 4種 の 調 製 物 を 用 い 、 生 物 体 を 上 記 と 同 じ 比 率 で 播 種 し て 、 24通 り の 強 力
な 多 重 実 験 を 行 う 。
【 ０ １ １ ０ 】
こ れ ら の 実 験 の 全 体 を 通 じ て 、 検 出 効 率 に 関 す る デ ー タ を 収 集 す る 。 こ れ は 本 明 細 書 に 記
載 し た 75種 の 生 物 体 （ ま た は 任 意 の 他 の BW病 原 体 ） に 対 し て 行 う こ と が で き る 。 こ の 種 の
情 報 は 、 合 わ せ て 効 率 的 に 分 析 し う る 生 物 体 の セ ッ ト を 決 定 す る の に 有 用 で あ り 、 こ の 点
は 、 ス ラ イ ド に 対 す る 接 着 性 （ 実 施 例 2参 照 ） ま た は 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 関 す
る 必 要 条 件 に 種 間 で の 差 異 が あ る 場 合 に 特 に 重 要 と 思 わ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
環 境 試 料 ま た は ヒ ト 体 液 中 の 病 原 体 の 免 疫 細 胞 化 学 的 検 出 。 上 に 考 察 し た 通 り 、 微 生 物 の
免 疫 細 胞 化 学 的 検 出 の た め の 最 適 化 さ れ た 調 製 手 順 は 、 環 境 （ 大 気 お よ び 水 ） 試 料 お よ び
ヒ ト （ 血 液 お よ び 他 の 体 液 ） 試 料 に 適 用 さ れ る 。 水 中 の 病 原 体 は そ の 源 か ら 直 接 処 理 し う
る が 、 大 気 中 の 細 菌 お よ び ウ イ ル ス は そ れ ら を ス ラ イ ド 上 に 固 定 化 す る た め に 特 別 な 試 料
採 取 手 順 を 必 要 と す る 。 SKC社 か ら の BioSampler（ 登 録 商 標 ） を 含 め 、 適 し た 大 気 捕 集 装
置 が い く つ か 市 販 さ れ て い る 。 こ れ は す べ て ガ ラ ス で で き た 真 空 駆 動 式 の イ ン ピ ン ジ ャ ー
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装 置 で あ り 、 液 体 に 通 気 し て 泡 立 た せ る の で は な く 、 粒 子 の 跳 ね 返 り が 最 小 限 に 抑 え ら れ
、 再 噴 霧 化 が 減 少 す る よ う に 、 収 集 用 液 体 の 表 面 に 対 し て 接 線 方 向 に あ る 空 気 ノ ズ ル を 用
い る 。 水 ま た は 粘 度 の 類 似 し た 液 体 を 収 集 用 液 体 と し て 用 い て 流 速 12.5L／ 分 で 動 作 さ せ
る こ と に よ り 、 BioSamplerの 収 集 効 率 は 直 径 1μ m程 度 の 粒 子 に 関 し て は 100％ 近 く に な り
、 0.5μ mで も 依 然 と し て 約 90％ 、 0.3μ mで 約 80％ で あ る 。 こ の た め 、 ほ と ん ど の 細 菌 は 直
径 1～ 10μ mで あ り 、 多 く の ウ イ ル ス の 大 き さ は こ の 範 囲 の 下 端 で あ る （ 例 え ば 、 エ ボ ラ ウ
イ ル ス で 100× 80nm） こ と か ら 、 BioSampler（ 登 録 商 標 ） は 大 気 中 の 細 菌 、 真 菌 、 花 粉 お
よ び ウ イ ル ス を 収 集 す る た め の 優 れ た 装 置 で あ る 。 そ の 他 の 大 気 捕 集 装 置 も 適 し て い る 。
例 え ば 、 あ る 種 の 試 料 に 好 都 合 と 思 わ れ る SKC社 の 別 の 製 品 に Air-O-Cell捕 集 カ セ ッ ト （ S
KC, Inc.） が あ り 、 こ の 装 置 で は 、 大 気 中 の 粒 子 を 加 速 さ せ て 粘 着 性 ス ラ イ ド に 衝 突 さ せ
る が 、 こ れ は さ ま ざ ま な 染 色 手 順 お よ び 顕 微 鏡 検 査 を 行 う の に ま さ に 適 し て い る 。 し か し
、 こ の 収 集 方 法 は 、 2μ mま た は 3μ mよ り も 小 さ い 粒 子 に は 有 効 で な い 。
【 ０ １ １ ２ 】
環 境 試 料 の 採 取 に お い て 調 整 す る 必 要 の あ る 主 な パ ラ メ ー タ ー は 、 試 料 採 取 時 間 お よ び 収
集 用 液 体 の 組 成 で あ る 。 さ ま ざ ま な 液 体 を 、 ス ラ イ ド へ の 接 着 を 補 助 す る 能 力 に 関 し て 、
既 知 の 量 の 生 物 体 を 用 い て 試 験 し 、 直 接 接 種 試 験 で 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
ヒ ト 体 液 の 分 析 に つ い て 、 血 液 試 料 の 分 析 に よ っ て 例 示 す る 。 第 1に 、 提 供 者 か ら の 正 常
血 液 に 既 知 の 量 の 病 原 体 （ 細 菌 お よ び ウ イ ル ス ） を 加 え る 。 微 生 物 の 回 収 を 分 析 し 、 検 出
閾 値 を 確 立 し た 上 で 、 手 作 業 に よ る 分 析 と 自 動 分 析 を 比 較 す る 。 微 生 物 学 研 究 所 （ 例 え ば
、 Dana-Farber Cancer Institute） か ら 第 2の 陽 性 血 液 培 養 物 を 入 手 し 、 本 明 細 書 に 記 載
し た 細 菌 検 出 法 に 利 用 し て 、 臨 床 結 果 （ 細 菌 培 養 に 基 づ く ） と 比 較 す る 。 こ れ に 加 え て 、
患 者 か ら の 陰 性 血 液 試 料 を 対 照 と し て 役 立 て る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 病 原 体 検 出 の た め の 方 法 の 開 発 。 免 疫 蛍 光
法 （ IF） は レ ア イ ベ ン ト の 分 析 の た め に 現 時 点 で 選 択 さ れ る 方 法 で は あ る も の の 、 核 酸 プ
ロ ー ブ お よ び イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ ISH） の 手 法 を 用 い た 検 出 の 方 が
好 ま し い と 考 え ら れ る 理 由 も い く つ か あ る 。 こ れ ら を 表 7に ま と め た 。 こ の よ う に 、 こ の
種 の 手 法 は IFに お け る 抗 体 の 使 用 に 代 わ る 有 用 な 選 択 肢 と な る 。
【 ０ １ １ ５ 】
（ 表 7） ISHが IF手 順 よ り も 優 れ る と 考 え ら れ る 利 点
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
核 酸 プ ロ ー ブ の 作 製 。 標 的 と す る 生 物 に 関 し て 入 手 可 能 な 配 列 情 報 の す べ て を 用 い る こ と
に よ り 、 そ れ ら の そ れ ぞ れ に 対 し て 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 設 計 す る こ と
が で き る 。 他 の 生 物 と 配 列 が た ま た ま 一 致 し て し ま う リ ス ク は 交 差 反 応 性 エ ピ ト ー プ の 場
合 よ り も は る か に 低 い が （ 実 施 例 2参 照 ） 、 こ れ は 設 計 さ れ る プ ロ ー ブ の そ れ ぞ れ を 細 菌
／ ウ イ ル ス 核 酸 デ ー タ ベ ー ス の 全 内 容 と 直 接 比 較 し て 、 特 定 の 標 的 に 対 し て 一 意 的 と な る
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よ う に 設 計 し う る た め で あ る 。 非 常 に 短 い プ ロ ー ブ （ 例 え ば 20量 体 ） を 用 い る こ と に よ り
、 細 胞 壁 ／ キ ャ プ シ ド 浸 透 性 お よ び 細 胞 内 核 酸 標 的 に 対 す る 到 達 性 を 最 大 限 に 高 め る こ と
が で き 、 感 度 を 最 大 限 に 高 め る た め に 、 大 量 に 発 現 さ れ る RNAを 用 い る こ と が で き る 。 こ
の 場 合 に は 、 そ れ ぞ れ の 種 に 対 し て 特 異 的 な 、 関 心 対 象 の 細 胞 性 生 物 に 対 す る リ ボ ソ ー ム
RNA中 の 配 列 を 選 択 す る こ と が 有 用 で あ る 。 ウ イ ル ス の 場 合 に は 、 最 も 大 量 に 発 現 さ れ る
遺 伝 子 に 対 し て 選 択 的 な プ ロ ー ブ を 設 計 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
単 一 標 識 実 験 に は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 検 出 シ ス テ ム を 用 い る こ と が で き 、 こ の シ ス テ ム は キ ッ
ト と し て 市 販 さ れ て い る （ Boehringer Mannheim） 。 し か し 、 ほ と ん ど の 場 合 に は 多 重 標
識 が 必 要 と 思 わ れ 、 こ れ は こ の シ ス テ ム で は 不 可 能 で あ る 。 そ の 代 わ り に 、 蛍 光 色 素 （ 例
え ば 、 Genset Corp.の も の ） と 結 合 さ せ た ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 下 で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
合 成 す る こ と が 考 え ら れ る 。 シ グ ナ ル 増 強 が 必 要 で あ る か 求 め ら れ る 場 合 に は 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 合 成 時 に タ グ （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン ） で 標 識 し て も よ い 。 こ の 場 合 、 タ グ 標 識
さ れ た 各 プ ロ ー ブ は 、 標 識 が 例 え ば 24種 の 蛍 光 団 の い ず れ か 1つ で あ る よ う な 、 複 数 の 異
な る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 標 識 複 合 体 の 1つ と 別 個 に 反 応 す る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 事 前
に 反 応 さ せ た オ リ ゴ プ ロ ー ブ 複 合 体 は 細 菌 膜 を 通 っ て 自 由 に 拡 散 す る 程 度 に 小 さ い 必 要 が
あ る 。 し か し 、 そ う で な い 場 合 に は 、 細 胞 を リ ゾ チ ー ム ／ EDTAに よ っ て 透 過 化 を 行 う こ と
が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
ス ラ イ ド 上 に 固 定 化 さ れ た 病 原 体 の イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 検 出 。
こ れ ら の 実 験 は 、 上 記 の 実 施 例 2に 記 載 し た も の と 類 似 す る と 考 え ら れ る 。 「 第 1の セ ッ ト
の 実 験 」 は 単 一 標 識 の み を 要 し 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン シ ス テ ム に よ っ て 行 わ れ る 。 他 の す べ て
に は 、 上 記 の 蛍 光 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ビ オ チ ン 化 オ リ ゴ ＋ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
標 識 複 合 体 に よ る 検 出 方 法 を 用 い る 。 こ の 場 合 も 同 じ く 、 こ れ ら の 実 験 の 全 体 を 通 じ た 検
出 効 率 に 関 す る 収 集 デ ー タ の 評 価 に よ り 、 単 一 の ス ラ イ ド 上 で の 多 重 ア ッ セ イ と し て 合 わ
せ て 観 測 す る こ と が 可 能 な 、 BW病 原 体 の 最 適 な セ ッ ト （ 最 大 24種 ） を 決 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ １ ９ 】
環 境 試 料 お よ び ヒ ト 体 液 中 の 病 原 体 の イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 検 出
。 こ れ ら の 実 験 は 実 施 例 2に 記 載 し た も の と 類 似 し て い る 。 環 境 試 料 お よ び ヒ ト 試 料 を 、
免 疫 細 胞 化 学 お よ び イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い て 並 行 的 に 分 間 析 す る
。
【 ０ １ ２ ０ 】

抗 体 は す べ て 、 20％ ヒ ト AB血 清 を 含 む PBS中 に 希 釈 す る 。
1． 血 液 を 溶 解 さ せ る ： 15mlコ ニ カ ル チ ュ ー ブ 内 で 3mlの 血 液 に 対 し て 11mlの 等 張 NH４ Cl。
室 温 で 40分 間 放 置 す る 。
2． 1500rpmで 5分 間 遠 心 す る 。
3． NH４ Clお よ び 赤 血 球 の 上 清 を 除 去 し 、 白 血 球 の ペ レ ッ ト を 残 す 。 ペ レ ッ ト を 10ml PBS
中 に 再 懸 濁 す る 。
4． 1500rpmで 5分 間 遠 心 す る 。
5． 上 清 を 除 去 す る ； ペ レ ッ ト の サ イ ズ に 応 じ て 、 ペ レ ッ ト を 1、 0.5ま た は 0.25ml中 に 再
懸 濁 す る 。
6． 血 球 計 算 器 に よ る 細 胞 数 算 定 の た め に 細 胞 、 ト リ パ ン ブ ル ー お よ び PBSの 希 釈 液 を 作 製
す る 。 1： 100希 釈 ： 10μ lト リ パ ン ブ ル ー 、 10μ l細 胞 、 980μ l PBS。
7． （ 接 着 ス ラ イ ド 上 の ） サ ー ク ル 1つ 当 た り の 細 胞 が 5x10^5個 ／ 100μ lと な る よ う に 計 算
し て 調 整 す る 。
8． 接 着 性 ス ラ イ ド 上 に 細 胞 を 播 く ； 細 胞 の 接 着 の た め に 37℃ で 40分 間 お く 。
9． サ ー ク ル 1つ 当 た り 60μ lの 50： 50培 地 を ス ラ イ ド に 添 加 す る ； 37℃ で 20分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。
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10． ス ラ イ ド を 2％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 に 室 温 で 20分 間 お く 。
11． ス ラ イ ド を 3分 間 × 2回 す す ぎ 洗 い す る 。
12． ス ラ イ ド を -20℃ の メ タ ノ ー ル 中 に 5分 間 お く 。
13． PBSで 3分 間 × 2回 す す ぎ 洗 い す る 。
14． 60μ lの 20％ ヒ ト AB血 清 を 各 サ ー ク ル に 添 加 し 、 37℃ で 20分 間 お く 。 す す ぎ 洗 い は 行
わ な い こ と 。 水 を 切 る 。
15． 60μ lの 一 次 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 サ イ ト ケ ラ チ ン ） を 各 サ ー ク ル に 添 加 す る 。 37℃ で 1時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
16． PBSで 3分 間 × 2回 す す ぎ 洗 い す る 。
17． 60μ lの 二 次 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 ウ サ ギ ロ ー ダ ミ ン ） を 添 加 す る 。 37℃ で 30分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。
18． PBSで 3分 間 × 2回 す す ぎ 洗 い す る 。
19． 60μ lの DAPIを 各 サ ー ク ル に 添 加 す る 。 室 温 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
20． PBSで 1回 す す ぎ 洗 い す る 。
21． dH2O中 に お く 。
22． グ リ セ ロ ー ル ゼ ラ チ ン 中 に 封 入 す る 。 35μ lを 各 サ ー ク ル に 載 せ る 。 カ バ ー グ ラ ス を
被 せ る 。
23． ス ラ イ ド は ホ イ ル で 覆 っ た 上 で 室 温 で 保 存 し て よ い 。
【 ０ １ ２ １ 】

標 識 の プ ロ ト コ ー ル
抗 体 は す べ て 、 20％ ヒ ト AB血 清 を 含 む PBS中 に 希 釈 す る 。
1． 血 液 を 溶 解 さ せ る ： 15mlコ ニ カ ル チ ュ ー ブ 内 で 3mlの 血 液 に 対 し て 11mlの 等 張 NH４ Cl。
室 温 で 40分 間 放 置 す る 。
2． 1500rpmで 5分 間 遠 心 す る 。
3． NH４ Clお よ び 赤 血 球 の 上 清 を 除 去 し 、 白 血 球 の ペ レ ッ ト を 残 す 。 ペ レ ッ ト を 10ml PBS
中 に 再 懸 濁 す る 。
4． 1500rpmで 5分 間 遠 心 す る 。
5． 上 清 を 除 去 す る ； ペ レ ッ ト の サ イ ズ に 応 じ て 、 ペ レ ッ ト を 1、 0.5ま た は 0.25mL中 に 再
懸 濁 す る 。
6． 血 球 計 算 器 に よ る 細 胞 数 算 定 の た め に 細 胞 、 ト リ パ ン ブ ル ー お よ び PBSの 希 釈 液 を 作 製
す る 。 1： 100希 釈 ： 10μ lト リ パ ン ブ ル ー 、 10μ l細 胞 、 980μ l PBS。
7． （ 接 着 ス ラ イ ド 上 の ） サ ー ク ル 1つ 当 た り の 細 胞 が 5x10^5個 ／ 100μ lと な る よ う に 計 算
し て 調 整 す る 。
8． 接 着 性 ス ラ イ ド 上 に 細 胞 を 播 く ； 細 胞 の 接 着 の た め に 37℃ で 40分 間 お く 。
9． サ ー ク ル 1つ 当 た り 60μ lの 50： 50培 地 を ス ラ イ ド に 添 加 す る ； 37℃ で 20分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。
10． ス ラ イ ド を 2％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド PBS中 に 室 温 で 20分 間 お く 。
11． ス ラ イ ド を PBS中 3分 間 × 2回 す す ぎ 洗 い す る 。
12． 60μ lの 20％ ヒ ト AB血 清 を 各 サ ー ク ル に 添 加 し 、 37℃ で 20分 間 お く 。 水 を 切 る 。 す す
ぎ 洗 い は 行 わ な い こ と 。
13． 60μ lの 一 次 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 GD2、 抗 GD3、 抗 Her-2neuま た は 抗 KSA／ EpCAM） を 各 サ
ー ク ル に 添 加 す る 。 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
14． PBSで 3分 間 × 2回 す す ぎ 洗 い す る 。
15． 60μ lの 二 次 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 マ ウ ス Alexa Fluor488） を 添 加 す る 。 37℃ で 30分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。
16． PBSで 3分 間 × 2回 す す ぎ 洗 い す る 。
17． ス ラ イ ド を -20℃ メ タ ノ ー ル 中 に 5分 間 お く 。
18． PBSで 3分 間 × 2回 す す ぎ 洗 い す る 。
19． 60μ lの 20％ ヒ ト AB血 清 を 各 サ ー ク ル に 添 加 す る ； 37℃ で 20分 間 お く 。 水 を 切 る 。 す
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す ぎ 洗 い は 行 わ な い こ と 。
20． 60μ lの 一 次 抗 体 （ 抗 サ イ ト ケ ラ チ ン ） を 各 サ ー ク ル に 添 加 す る 。 37℃ で 1時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。
21． PBSで 3分 間 × 2回 す す ぎ 洗 い す る 。
22． 60μ lの 二 次 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 ウ サ ギ ロ ー ダ ミ ン ） を 添 加 す る 。 37℃ で 30分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。
23． PBSで 3分 間 × 2回 す す ぎ 洗 い す る 。
24． 60μ lの DAPIを 各 サ ー ク ル に 加 え る 。 室 温 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
25． PBSで 1回 す す ぎ 洗 い す る 。
26． dH2Oで す す ぎ 洗 い す る 。 ス ラ イ ド を 乾 燥 さ せ る 。
27． ス ラ イ ド を Pro-Long Anti-fade封 入 剤 （ Molecular Probes） で 封 入 し 、 カ バ ー グ ラ ス
を 被 せ て 、 無 色 透 明 の マ ニ キ ュ ア 液 で 封 止 す る （ 選 択 的 ） 。
28． ア ル ミ ニ ウ ム ホ イ ル で 覆 い 、 4℃ で 保 存 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】

1． 細 菌 を 半 対 数 期 ま で 増 殖 さ せ る （ 600nmで の OD＝ 0.5） 。
2． 0.5mlの 細 菌 懸 濁 液 を 遠 心 す る （ 5Krpmで 5分 間 ） 。
3． 細 菌 を 1mlの 10％ PBS中 に 再 懸 濁 す る 。
4． 50μ lの 細 菌 再 懸 濁 液 を ス ラ イ ド 上 の ウ ェ ル に 添 加 す る （ Clear-Cellま た は Ad-Cellス
ラ イ ド を 用 い る 場 合 は ゼ ラ チ ン コ ー テ ィ ン グ は 不 要 で あ る が 、 他 の 場 合 に は 細 菌 の ス ラ イ
ド に 対 す る 結 合 性 を 高 め る た め に ス ラ イ ド を ゼ ラ チ ン で 前 処 理 す る ） 。
5． 細 菌 懸 濁 液 を 37℃ で 30分 間 乾 燥 さ せ る 。
6． 室 温 の PBSで す す ぎ 洗 い し た 後 に 、 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 中 に 25～ 30分 間 お く
。
7． 室 温 の PBSで す す ぎ 洗 い し た 後 に 、 100μ l ト リ ト ン ／ ウ ェ ル を 滴 下 し て 5分 間 お く 。
8． 室 温 の PBSで す す ぎ 洗 い す る 。
9． PreHyb溶 液 を 加 え て 46℃ で 30分 間 お く （ Prehyb溶 液 ； 50ng／ μ l BET42a、 Hyb溶 液 中 、
Hyb溶 液 は 以 下 を 参 照 ） 。
10． *46℃ で 120分 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 Hyb溶 液 は 蛍 光 団 濃 度 5ng／ μ lお よ び BET42a
濃 度 50ng／ μ l。
11． *48℃ で 30分 間 洗 浄 す る 。 洗 浄 溶 液 は 前 も っ て 48℃ に 加 熱 し て お く 必 要 が あ る 。 ス ラ
イ ド に 少 量 の 洗 浄 溶 液 を か け た 後 に 洗 浄 溶 液 中 に 30分 間 浸 漬 す る 。
12． *ス ラ イ ド を 室 温 の PBSで す す ぎ 洗 い す る 。
13． *DAPIを 室 温 で 5分 間 適 用 す る 。
14． *室 温 の PBSで す す ぎ 洗 い し て DAPIを 洗 い 流 し 、 風 乾 後 に Gel封 入 し 、 カ バ ー グ ラ ス を
被 せ て 縁 を マ ニ キ ュ ア 液 で 封 止 す る 。
*段 階 10以 降 は 蛍 光 団 が 光 退 色 し な い よ う に 暗 所 で 行 う 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】

40％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液
5M NaCl　 720μ l
1M Tris-HCl（ pH7） 　 80μ l
10％ SDS　 4μ l
ddH2O　 1600μ l
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 　 1600μ l
蛍 光 団 を 濃 度 5ng／ μ lと な る ま で 添 加 す る
【 ０ １ ２ ４ 】

5M NaCl　 2.25ml
0.1％ SDS　 0.1ml

10

20

30

40

50

(33) JP 2005-505746 A 2005.2.24

実 施 例 6： 細 菌 試 料 の 調 製

Hyb溶 液

洗 浄 溶 液



1M Tris-HCl（ pH7.6） 　 2.0ml
ddH2O　 95.65ml
【 ０ １ ２ ５ 】
FITC、 Alexa Fluor 488、 Cy 5、 Cy3お よ び Bet42aで ブ ロ ッ キ ン グ 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 検 討 し た 。 プ ロ ー ブ の 特 異 性 お よ び 標 識 の シ グ ナ ル 強 度 を 確 認 す る た め の 実 験 を 行
っ た 。 上 に 挙 げ た プ ロ ー ブ 配 列 は す べ て 、 そ の 標 的 の み と 特 異 的 に 反 応 し 、 他 の 細 菌 と は
反 応 し な か っ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】

悪 性 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 と 診 断 さ れ た 白 人 男 性 患 者 1例 が 中 腸 の 治 療 を 受 け た （ 内 容 は 不 明
） 。 標 準 的 な 治 療 レ ジ メ ン を 完 了 し た 後 に 、 こ の 患 者 は 標 準 的 な 臨 床 検 査 の 結 果 に 基 づ い
て 「 癌 が 消 失 し た 」 と 診 断 さ れ た 。 そ こ で 、 こ の 患 者 の 血 液 に 対 し て 、 本 質 的 に は 本 明 細
書 に 記 載 し た 通 り の 方 法 を 行 っ た が 、 こ の 際 の 試 料 の 白 血 球 数 は 42× 10６ で あ っ た 。 こ れ
ら の 白 血 球 の 15× 10６ 個 の 試 料 を プ レ ー テ ィ ン グ し 、 実 施 例 5に 例 示 し た 二 重 標 識 プ ロ ト
コ ー ル に よ り 、 抗 GD2抗 体 （ 14／ 18） お よ び Alexa Fluor 488抗 体 を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 お よ
び 二 次 抗 体 と し て 用 い た 後 に 、 抗 サ イ ト ケ ラ チ ン お よ び 抗 ウ サ ギ ロ ー ダ ミ ン を そ れ ぞ れ 一
次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 と し て 用 い る こ と に よ っ て 染 色 し た 。 患 者 の 試 料 中 に は サ イ ト ケ ラ
チ ン 抗 体 に よ る 陽 性 細 胞 が 3個 認 め ら れ た 。 こ の 結 果 は 、 こ の 患 者 が 実 際 に は 癌 が 消 失 し
た 状 態 に な い こ と を 示 し て い る 。 こ の 検 出 の 結 果 と し て 、 こ の 患 者 は 、 転 帰 が 改 善 す る 見
込 み が 高 ま る よ う に 、 癌 細 胞 を よ り 徹 底 的 に 排 除 す る た め の 治 療 レ ジ メ ン を さ ら に 一 定 期
間 に わ た っ て 受 け る こ と に な っ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
そ の 他 の 態 様
本 発 明 を そ の 詳 細 な 記 載 と と も に 説 明 し て き た が 、 以 上 の 説 明 は 本 発 明 を 例 示 す る た め の
も の で あ っ て 、 そ の 範 囲 を 制 限 す る も の で は な く 、 そ れ は 添 付 す る 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ
て 規 定 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る 必 要 が あ る そ の 他 の 面 、 利 点 お よ び 修 正 は 本 発 明 の 範 囲 に
含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
例 え ば 、 実 施 例 1に 記 載 し た 手 順 は 好 印 象 を 与 え る が 、 こ の 「 第 1世 代 」 の レ ア イ ベ ン ト 画
像 化 シ ス テ ム に 改 良 を 加 え る こ と も 可 能 で あ る 。 い く つ か の 既 知 の 細 胞 処 理 速 度 に 関 す る
律 速 因 子 は 機 械 的 な も の で あ る が 、 こ れ は 数 百 万 個 の 細 胞 を か な り 高 倍 率 （ 通 常 10～ 20倍
） で 走 査 し な け れ ば な ら な い た め で あ る 。 実 際 、 シ ス テ ム の 速 度 は 問 題 の 一 つ で あ る ： 処
理 速 度 が 細 胞 1000個 ／ 分 で あ れ ば 、 5× 10６ 個 の 細 胞 を 走 査 す る た め の デ ー タ 収 集 時 間 は
休 ま ず に 約 3.5日 を 要 す る と 考 え ら れ る 。 ス ラ イ ド 上 の 細 胞 密 度 は 幾 分 高 め る こ と が で き
る と 思 わ れ る が 、 現 在 用 い ら れ て い る カ メ ラ の サ イ ズ お よ び 感 度 で は 倍 率 は せ い ぜ い 10倍
ま た は 5倍 に 制 限 さ れ 、 時 間 が 重 要 な 要 因 で あ る レ ア イ ベ ン ト の 検 出 に 用 い る に は こ の よ
う な 遅 い シ ス テ ム は 不 十 分 で あ り 、 実 用 性 の 点 か ら 使 用 で き な い 。 こ れ よ り も か な り 迅 速
で は あ る が （ 約 4時 間 で 最 大 10７ 個 の 細 胞 ） 、 「 第 1世 代 」 の シ ス テ ム も 臨 床 （ ま た は 環 境
モ ニ タ リ ン グ ） の 現 場 で 真 に 有 用 な も の と な る に は 改 良 が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
こ の 欠 点 に 対 処 す る た め に 、 顕 微 鏡 分 析 時 間 を 4時 間 か ら 10分 間 未 満 に 短 縮 す る こ と を 目
標 と し て 、 「 第 2世 代 」 の REISシ ス テ ム を 開 発 す る こ と が で き る 。 急 速 に 進 歩 し て い る 電
子 画 像 化 お よ び ソ フ ト ウ エ ア 業 界 で 利 用 可 能 な 技 術 に 基 づ け ば 、 こ の 目 標 は 妥 当 な も の で
あ る 。 そ の 鍵 と な る の は 、 非 常 に 視 野 の 広 い 極 め て 高 感 度 の カ メ ラ を 用 い る こ と で あ り 、
こ れ に よ り 、 ス ラ イ ド を 走 査 せ ず に 広 範 囲 の 顕 微 鏡 視 野 を 取 り 込 む こ と が 可 能 と 思 わ れ る
。 「 第 1の 世 代 」 シ ス テ ム の 処 理 時 間 を 短 縮 す る た め に 高 利 得 デ ジ タ ル カ メ ラ を 用 い る と
い う ア イ デ ア は 、 ハ ッ ブ ル 望 遠 鏡 の 成 功 に よ っ て 生 ま れ た 。 先 進 型 の デ ジ タ ル 式 （ ア ナ ロ
グ で は な く ） 電 子 カ メ ラ に よ り 、 遠 く 隔 た っ た 星 々 を 単 一 の ピ ク セ ル と し て 取 り 込 む こ と
が で き る 。 あ る 種 の 最 新 型 カ メ ラ に 用 い ら れ て い る グ レ ー ド 1の 高 量 子 効 率 バ ッ ク イ ル ミ
ネ ー シ ョ ン 型 電 荷 結 合 素 子 （ 「 CCD」 ） チ ッ プ の サ イ ズ は 24.5× 24.5mmで あ り 、 ピ ク セ ル
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ア レ イ は 1024× 1024で あ る 。 1600× 1600ピ ク セ ル ア レ イ の 新 た な CCDチ ッ プ も 入 手 可 能 で
あ り 、 こ れ に よ っ て さ ら に 広 範 囲 の 顕 微 鏡 視 野 を 調 査 す る こ と が 可 能 に な る と 考 え ら れ る
。 こ の よ う な 技 術 を 用 い る こ と に よ り 、 ス ラ イ ド 全 体 の 画 像 で 1枚 の チ ッ プ を 構 成 さ せ 、
究 極 的 に は 大 規 模 な 検 体 フ ィ ー ル ド （ 例 え ば 、 細 胞 1× 10９ 個 ） 内 の 細 胞 1個 ず つ を 単 一 の
ピ ク セ ル と し て 画 像 化 す る こ と も 可 能 と 考 え ら れ る 。
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