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(57)【要約】
【課題】本発明は、生物標本から入手された、目的の細
胞を増殖する方法を提供する。
【解決手段】その方法は、（ａ）十分な細胞の生存力を
維持する条件下で細胞を濃縮することと、（ｂ）細胞の
生存力、増加、および完全性を可能にするのに効果的な
条件下で、細胞を増殖することと、によるものである。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物標本から入手された、目的の細胞を増殖する方法において、
　（ａ）十分な細胞の生存力を維持する条件下で、前記細胞を濃縮する工程と、
　（ｂ）細胞の生存力、増加、および、完全性を可能にするのに効果的な条件下で、前記
細胞を増殖する工程と、
　を含む、方法。
【請求項２】
　請求項１の方法において、
　前記生物標本が、尿、血液、血清、血漿、リンパ液、痰、精液、唾液、涙、胸水、肺水
、気管支洗浄、滑液、腹水、腹水貯留、羊水、骨髄、骨髄穿刺液、脳脊髄液、組織可溶化
液、もしくは、組織破砕物、または、細胞ペレットから選択される、方法。
【請求項３】
　請求項１の方法において、
　前記細胞が、指標の存在または不存在を決定するために用いられる、方法。
【請求項４】
　請求項３の方法において、
　前記指標が、がん、遺伝性の遺伝的素因のリスクアセスメント、CTCのようながん細胞
の原発組織の同定、遺伝疾患における突然変異の同定、病状（病期分類）、予後、診断、
観察、治療に対する反応、（薬理学的な）治療選択、（ウイルス、細菌、マイコプラズマ
、真菌による）感染、化学療法感受性、薬剤感受性、転移能、もしくは、遺伝疾患におけ
る突然変異の同定である、方法。
【請求項５】
　請求項１の方法において、
　前記細胞が、抗体／磁気分離、蛍光活性化細胞分類（FACs）、ろ過、もしくは、手動に
より濃縮される、方法。
【請求項６】
　請求項５の方法において、
　手動による前記濃縮が、前立腺マッサージによるものである、方法。
【請求項７】
　請求項１の方法において、
　前記増殖する工程が、試験管内、生体外、もしくは、生体内で培養することによる、方
法。
【請求項８】
　請求項１の方法において、
　前記増加が、少なくとも１回の細胞倍加である、方法。
【請求項９】
　請求項１の方法において、
　前記完全性が、汚染細胞に対する、前記目的の細胞の増加によって決定される、方法。
【請求項１０】
　生物標本由来の細胞の転移能を決定する方法において、
　（ａ）十分な細胞の生存力を維持する条件下で、前記細胞を濃縮する工程と、
　（ｂ）細胞の生存力、増加、および、完全性を可能にするのに効果的な条件下で、前記
細胞を増殖する工程と、
　（ｃ）前記細胞から核酸および／またはタンパク質を単離する工程と、
　（ｄ）転移能に特異的なバイオマーカーの存在、発現レベル、もしくは、状態を決定す
るために、前記核酸および／またはタンパク質を分析する工程と、
　を含む、方法。
【請求項１１】
　生物標本由来の細胞から遺伝疾患における突然変異を同定する方法において、
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　（ａ）十分な細胞の生存力を維持する条件下で、前記細胞を濃縮する工程と、
　（ｂ）細胞の生存力、増加、および、完全性を可能にするのに効果的な条件下で、前記
細胞を増殖する工程と、
　（ｃ）前記細胞から核酸および／またはタンパク質を単離する工程と、
　（ｄ）遺伝疾患に特異的なバイオマーカーの存在、発現レベル、もしくは、状態を決定
するために、前記核酸および／またはタンパク質を分析する工程と、
　を含む、方法。
【請求項１２】
　生物標本由来の細胞に由来する遺伝子材料を保存する方法において、
　（ａ）十分な細胞の生存力を維持する条件下で、前記細胞を濃縮する工程と、
　（ｂ）細胞の生存力、増加、および、完全性を可能にするのに効果的な条件下で、前記
細胞を増殖する工程と、
　（ｃ）前記細胞から核酸および／またはタンパク質を単離する工程と、
　（ｄ）前記核酸および／またはタンパク質を保存する工程と、
　を含む、方法。
【請求項１３】
　腫瘍細胞ワクチンを製造する方法において、
　（ａ）十分な細胞の生存力を維持する条件下で、前記細胞を濃縮する工程と、
　（ｂ）細胞の生存力、増加、および、完全性を可能にするのに効果的な条件下で、前記
細胞を増殖する工程と、
　（ｃ）前記細胞から核酸および／またはタンパク質を単離する工程と、
　（ｄ）前記ワクチンを処方するために、前記核酸および／またはタンパク質を用いる工
程と、
　を含む、方法。
【請求項１４】
　組成物において、
　請求項１の方法によって入手された前記細胞、
　を含む、組成物。
【請求項１５】
　請求項１４の組成物において、
　前記細胞が、クローン集団である、組成物。
【請求項１６】
　キットにおいて、
　請求項１の方法を実行するためのバイオマーカー検出剤、
　を含む、キット。
【請求項１７】
　物品において、
　請求項１の方法を実行するためのバイオマーカー検出剤、
　を含む、物品。
【請求項１８】
　細胞産物を製造するための方法において、
　請求項１の細胞を増殖することと、
　前記細胞によって産生された産物を採取することと、
　を含む、方法。
【請求項１９】
　請求項１８の方法において、
　前記産物が、タンパク質である、方法。
【請求項２０】
　請求項１９の方法において、
　前記タンパク質が、抗体、サイトカイン、細胞表面タンパク質、もしくは、組み換えタ
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ンパク質である、方法。
【請求項２１】
　薬剤有効性のための化学物質をスクリーニングする方法において、
　請求項１の細胞を増殖する工程と、
　前記細胞を、前記化学物質にさらす工程と、
　前記化学物質に対する前記細胞の反応を測定する工程と、
　を含む、方法。
【請求項２２】
　原発細胞株を作る方法において、
　請求項１の細胞を増殖する工程と、
　前記細胞が細胞株を形成するまで、増殖を続ける工程と、
　を含む、方法。
【請求項２３】
　クローン細胞集団を作る方法において、
　請求項１の細胞を増殖する工程と、
　前記細胞がクローン細胞集団を形成するまで、クローン集団についての選択、および増
殖を続ける工程と、
　を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【開示の内容】
【０００１】
〔発明の背景〕
　転移は、原発腫瘍があると診断された患者における主な死亡原因である。がん転移は、
細胞が原発腫瘍から脱落し、末梢血流またはリンパ排液を通じて身体の離れた部分に伝播
する場合に生じる。転移性乳がんを治療した患者では、末梢血の中にCTCが存在している
ことが、無進行生存の減少および全生存の減少と関連していることが示されてきた。機械
力または個体の免疫反応が、血流に入った多くのこれら腫瘍細胞を殺すのだが、腫瘍細胞
の何割かは生存し、分析されうることが知られている。全血中の、これらの希少上皮細胞
の存在、それらの列挙、それらの特徴づけ(characterization)は、価値のある診断上、お
よび臨床上の情報を提供しうる。全固形腫瘍のうちのおよそ70～80％が上皮細胞から生じ
るが、循環中にそれらは通常見られない。末梢血中の循環上皮細胞のmRNAについての包括
的な分析が、腫瘍量の予後および治療の効果に対して、価値のある情報を提供するかもし
れない。例えば、Her-2 receptorは、乳がん患者の30%のみでしか過剰発現しないのだが
、このことは、ハーセプチン(Herceptin)がすべての患者に対して効果的でない治療だろ
うということを示唆している。このように、CTCの分子プロファイリングにより、CTCの特
徴づけが改善されるだろうし、究極的には、より効果的な、個別の新規治療戦略が開発さ
れるだろう。
【０００２】
　全生存率、および改善された生活の質をもたらすがんの効果的な治療のために、がんと
その転移状態を早期に検出することが重要である。転移は、一次組織から脱落した腫瘍細
胞が、末梢血を通じて異なる組織に到達し、広がる結果生じる。この脱落した腫瘍細胞を
、しばしば循環腫瘍細胞(circulating tumor cells)（CTC）と呼ぶ。CellSearch（商標）
法(CellSearchTM technology)により検出されるような、血中におけるこれらのCTCの存在
は、生存率の減少と関連していることが示されており、がんの進行（転移）について予測
可能な「マーカー」として役立っている。薬理ゲノミクス研究(pharmacogenomic studies
)（例えば、化学療法感受性）のために、これらのCTCを潜在的に用いることができる。そ
の上、CTCに対して、分子プロファイリング研究を実行することができ、そのことにより
更に、転移能／進行の、根底にあるメカニズム、予後、および、治療的有用性でさえも、
よりよく理解することができるようになるだろう。課題は数倍ある：すなわち、CTC由来
の核酸の質の回復、非常に限定された量でのそれらの入手可能性、現存の解析の感度制限
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、CTCについての現存のマーカーセットの適用／検証である。更に、発現プロファイルが
結果に干渉するかもしれない白血球による収集したCTCの汚染のため、分子プロファイリ
ングによって、必ずしも正確な結果がもたらされないかもしれない。CTCを試験管内で育
つように適応させることにより、結果的に、十分なレベルまで細胞が増殖され、上記の課
題が緩和されるかもしれない。このように増殖した細胞を、異なる細胞集団のクローン性
を評価すること、特性（signatures）を発見すること、このような特性を用いて解析を開
発すること、蛍光原位置ハイブリッド形成(fluorescent in situ hybridization)（FISH
）、および、免疫組織化学(immuno-histochemistry)（IHC）を含む、さまざまな適用のた
めに用いることができる。
【０００３】
　生存率を劇的に高め、生活の質を改善するがんの効果的な治療のために、がんとその転
移状態を早期に検出することが重要である。転移は、一次組織から脱落した腫瘍細胞が、
末梢血を通じて異なる組織に到達し、広がる結果生じる。この脱落した腫瘍細胞を、しば
しば循環腫瘍細胞（CTC）と呼ぶ。CellSearch（商標）法により検出されるような、血中
におけるこれらのCTCの存在は、生存率の減少と関連していることが示されており、よっ
て、がんの進行（転移）について予測可能な「マーカー」として役立っている。薬理ゲノ
ミクス研究（例えば、化学療法感受性）のために、これらのCTCを潜在的に用いることが
できる。
【０００４】
　がんにおける遺伝子発現は、遺伝子変異または後成的変異のいずれかを通じて阻害され
ることがあり、それらは遺伝子発現の遺伝的状態を変化させる。ヒトゲノムの主な後成的
修飾は、CpGジヌクレオチドのコンテクスト内のシトシン残基のメチル化である。DNAメチ
ル化は、腫瘍性病変または前腫瘍性病変から、血清、尿、または、痰の中に放出された細
胞において容易に検出されるかもしれないため、診断的見地から興味深い。そして、治療
的見地からは、後成的に抑制された遺伝子が、DNAメチル化および／またはヒストン脱ア
セチル化酵素の抑制因子によって、再活性化されるかもしれないため興味深い。
【０００５】
　現在、GeneChip（登録商標）解析と定量逆転写PCRの両方による発現プロファイリング
を利用した、CTCの分子特徴づけを伴う研究が開示されつつある。本研究で用いた標本は
、100個を超えるCTCを有した。これは、初期のスクリーニングで一般に見られるもの（10
個未満のCTC）よりもかなり高いものである。少量のDNA収集CTC（small amount DNA capt
ured CTCs）（5個未満の細胞）から、十分な標的DNAを入手するよう前増幅（ネステッドP
CR）を実行するために、定量マルチプレックスメチル化特異的PCR(Quantitative Multipl
ex Methylation Specific PCR)（QMSP）法を探求する。
【０００６】
〔発明の概要〕
　本発明は、疾患再発試験についてのCellSearch（商標）プラットフォームのためのサポ
ートを提供する一方で、末梢血内の循環腫瘍細胞（CTC）のサンプルを加工し、かつそれ
らの遺伝子発現プロファイルを評価するための方法、装置、およびキットを提供する。Ce
llSearch（商標）プロファイルキット(CellSearchTM Profile Kit)は、CellSearch（登録
商標）前処理システム(AutoPrep System)と組み合わせて、全血中で上皮由来のCTCを単離
することを意図している。CellSearch（商標）プロファイルキットには、強磁性流体(fer
rofluid)に基づく収集試薬が含まれ、その試薬は、CTCを収集するための上皮細胞接着分
子(Epithelial Cell Adhesion Molecule)（EpCAM）抗原を標的とした抗体でコートされた
ポリマー層によって囲まれた磁気コア(magnetic core)を有するナノ粒子から成る。CellT
racks（商標）前処理システム(CellTracksTM AutoPrep System)は、正確に試薬を分注し
、磁気的インキュベーション工程のタイミングを図ることによって、加工を自動化し、か
つ標準化する。それは、様々ながんにおける重要な研究のために、再現性よく、かつ有効
にCTCを単離するための進歩した道具を、科学者に提案する。大多数の白血球、およびそ
の他の血液成分を濃縮されたサンプルから枯渇し、それによって、バックグラウンドを最



(6) JP 2009-529880 A 2009.8.27

10

20

30

40

50

小にする。RT-PCRとマルチプレックスRT-PCRとを含んでいる、確立した分子生物学の技術
を用いて、分析を更に実行する。分子特徴づけ解析は、CTC濃縮の後に用いるよう意図さ
れる分子診断解析である。以前に乳がんと診断され、かつ乳がんを治療された患者におい
て、循環細胞が実際に乳房由来であることを確認するために、この解析には、上皮マーカ
ーと原発組織マーカーの両方が組み込まれる。
【０００７】
〔発明の詳細な説明〕
　バイオマーカーは、指示されたマーカー核酸／タンパク質の兆候である。核酸には、核
、ミトコンドリア［ホモプラスミー(homeoplasmy)、ヘテロプラスミー(heteroplasmy)］
、ウイルス、細菌、真菌、マイコプラズマなどのものを含むがこれらに限定されない、本
分野で既知の任意のものでありうる。この兆候は、直接的もしくは間接的でありうるし、
生理学的パラメーターを仮定すると、かつ、内部対照、プラシーボ、正常組織、もしくは
、他のがんと比較して、遺伝子のより高い発現、もしくは、より低い発現を測定しうる。
バイオマーカーには、限定されないが、核酸およびタンパク質（より高い発現およびより
低い発現、直接および間接ともに）が含まれる。バイオマーカーとして核酸を用いること
には、DNA増幅、欠失、挿入、重複、RNA、マイクロRNA（miRNA）、ヘテロ接合性欠失(los
s of heterozygosity)（LOH）、一塩基多型(single nucleotide polymorphisms)［SNPs；
Brookes (1999)参照］、直接またはゲノム増幅時のコピー数多型(copy number polymorph
isms)（CNPs）、マイクロサテライトDNA、DNA低メチル化、もしくは、DNA高度メチル化の
ような後成的変化、および、FISHを測定することを含むがこれらに限定されない、本分野
で既知の任意の方法が含まれうる。バイオマーカーとしてタンパク質を用いることには、
量、活性、修飾（例えば、グリコシル化、リン酸化、ADPリボシル化、ユビキチン化等）
、もしくは、免疫組織化学（IHC）およびターンオーバーを測定することを含むがこれら
に限定されない、本分野で既知の任意の方法が含まれる。他のバイオマーカーには、イメ
ージング、分子プロファイリング、細胞計数、およびアポトーシスマーカーが含まれる。
【０００８】
　「原発組織(tissue of origin)」で言及される「起源(Origin)」は、特定の医療環境に
応じて、組織型（肺、結腸等）、または組織学型（腺がん、扁平上皮がん等）のいずれか
を意味し、それは、本分野の当業者によって理解されるだろう。
【０００９】
　マーカー遺伝子は、配列番号によって指定された配列を含む場合、その配列に対応する
。遺伝子断片またはフラグメントは、参照配列またはその相補配列の一部を、その遺伝子
の配列であると識別できるほど十分に含む場合、このような遺伝子の配列に対応する。遺
伝子発現産物は、そのRNA、mRNA、もしくは、cDNAが、このような配列を有する組成物（
例えば、プローブ）とハイブリダイズする場合、または、ペプチドもしくはタンパク質な
らば、このようなmRNAによりコードされる場合、このような配列に対応する。遺伝子発現
産物の断片またはフラグメントは、参照遺伝子発現産物またはその相補物の一部を、その
遺伝子の配列または遺伝子発現産物であると識別できるほど十分に含む場合、このような
遺伝子の配列または遺伝子発現産物に対応する。
【００１０】
　本明細書で説明し、特許請求の範囲に記載した発明の方法、組成物、物品、およびキッ
トには、１個以上のマーカー遺伝子が含まれる。「マーカー」または「マーカー遺伝子」
は、より高い発現またはより低い発現が指標または組織型と関連している任意の遺伝子と
対応する遺伝子および遺伝子発現産物をいうために本明細書を通じて用いられる。
【００１１】
　遺伝子発現プロファイルを確立するための好ましい方法には、タンパク質またはペプチ
ドをコードしうる遺伝子によって産生されるRNA量を決定することが含まれる。これは、
逆転写PCR(reverse transcriptase PCR)（RT-PCR）、競合RT-PCR、リアルタイムRT-PCR、
ディファレンシャルディスプレイRT-PCR、ノザンブロット分析、および、他の関連する試
験によって達成される。個別のPCR反応を用いて、これらの技術を実施することが可能で
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あるが、mRNAから生成される相補的DNA(complementary DNA)（cDNA）または相補的RNA(co
mplementary RNA)（cRNA）を増幅し、マイクロアレイによってそれを分析することが最も
良い。多くの異なるアレイ配置、および、それらを製造する方法が、本分野の当業者に既
知であり、例えば、米国特許第5445934号、同第5532128号、同第5556752号、同第5242974
号、同第5384261号、同第5405783号、同第5412087号、同第5424186号、同第5429807号、
同第5436327号、同第5472672号、同第5527681号、同第5529756号、同第5545531号、同第5
554501号、同第5561071号、同第5571639号、同第5593839号、同第5599695号、同第562471
1号、同第5658734号、および同第5700637号で説明されている。
【００１２】
　マイクロアレイ法は、何千もの遺伝子の定常状態のmRNAレベルを同時に測定することを
可能にし、それによって、制御されていない細胞増殖の開始、停止、もしくは、調節とい
った効果を同定するための強力なツールを提示する。２つのマイクロアレイ法が現在広く
用いられている。１つ目はcDNAアレイであり、２つ目はオリゴヌクレオチドアレイである
。これらのチップ構成には差異が存在するが、本質的にすべての下流データ分析および出
力は、同じものである。これらの分析の産物は、一般的に、サンプル由来のcDNA配列を検
出するために用いられる標識プローブから受信されるシグナルの強度を測定することであ
り、そのプローブは、マイクロアレイ上の既知の位置で核酸配列にハイブリダイズする。
一般的に、シグナルの強度は、サンプル細胞で発現するcDNA、したがって、mRNAの量と比
例する。多くのこのような技術が利用可能であり有用である。遺伝子発現を決定するため
の好ましい方法は、米国特許第6271002号、同第6218122号、同第6218114号、および同第6
004755号に見られる。
【００１３】
　発現レベルの分析は、このようなシグナル強度を比較することによって実施される。こ
のことは、対照サンプルでの遺伝子の発現強度に対する、試験サンプルでの遺伝子の発現
強度についての比率行列を生成することによりなされるのが最も良い。例えば、罹患組織
由来の遺伝子発現強度を、同じ種類の良性組織または正常組織から生成される発現強度と
比較することができる。これらの発現強度の比率は、試験サンプルと対照サンプルとの間
の遺伝子発現が、倍数的に異なること（fold-change）を示す。
【００１４】
　選択は統計的検定に基づきうる。この統計的検定は、ランク付けされたリストを作り出
し、そのランク付けされたリストは、腫瘍の起源の元々の部位に関係する因子間で、各遺
伝子が異なる発現をすることについての有意性の証拠に関係する。このような検定の例に
は、ANOVAおよびクラスカル・ウォリスが含まれる。カットオフまでのこのような重みの
総計を、他のクラスよりも１つのクラスに有利になるように証拠の優越として解釈するよ
うに設計されたモデルにおいて、そのランキングを、重み付けとして用いることができる
。また、文献に記載されたような従来の証拠を、その重み付けを調整するために用いても
よい。
【００１５】
　好ましい実施態様は、安定な対照セットを同定し、このセットをすべてのサンプルにわ
たってゼロ分散に設定することによって、各測定を正規化することである。この対照セッ
トは、解析における系統誤差に影響されるが、この誤差と独立に変化することが知られて
いない任意の単一の内因性転写産物、もしくは、内因性転写産物のセットとして定義され
る。すべてのマーカーは、対照セットの任意の記述的統計値（例えば、平均値もしくは中
央値）に対するゼロ分散、または、直接測定に対するゼロ分散を生むサンプル特異的な因
子によって調整される。あるいは、統計誤差にのみ関係する対照の分散の前提が真ではな
いが、正規化が実行されると、結果的な分類誤差がより小さくなる場合、対照セットはな
お、前述したように用いられるだろう。非内因性スパイクコントロールも役立ちうるが、
好ましくない。
【００１６】
　遺伝子発現プロファイルは、多くの方法で表示されうる。最も一般的なものは、生の蛍
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光強度もしくは比率行列を、縦軸が試験サンプルを、横軸が遺伝子を示す図形的な系統樹
に配置することである。よく似た発現プロファイルを有する遺伝子が互いに近位にあるよ
うに、データを配置する。各遺伝子の発現率は、色により視覚化される。例えば、1より
低い発現率［ダウンレギュレーション(down-regulation)］は、スペクトルの青の部分に
現れ、1より高い発現率［アップレギュレーション(up-regulation)］は、スペクトルの赤
の部分に現れる。市販のコンピュータソフトウェアプログラムが、このようなデータを表
示するために利用でき、それらには「GeneSpring」（Silicon Genetics, Inc.）、ならび
に「Discovery」および「Infer」（Partek, Inc.）が含まれる。
【００１７】
　遺伝子発現を決定するためにタンパク質レベルを測定する場合、結果的に適当な特異度
および感度をもたらすならば、本分野で既知の任意の方法が適している。例えば、タンパ
ク質レベルは、タンパク質に特異的な抗体または抗体フラグメントに結合し、抗体結合タ
ンパク質の量を測定することによって、測定することができる。検出を容易にするために
、放射性試薬、蛍光試薬、もしくは、他の検出可能な試薬で、抗体を標識することができ
る。検出方法には、限定されないが、酵素免疫測定法(enzyme linked immunosorbent ass
ay)（ELISA）、および免疫ブロット法が含まれる。
【００１８】
　本発明の方法で用いる調節された遺伝子については、実施例で説明する。異なった形で
発現する遺伝子は、特定の起源のがんを有する患者では、異なる起源のがんを有する者に
対して、アップレギュレーションされるか、またはダウンレギュレーションされるかのい
ずれかである。アップレギュレーション、およびダウンレギュレーションは、いくつかの
基準に比較して（測定に用いられた系におけるノイズの寄与を超える）検出可能な差異が
、遺伝子の発現量において見られることを意味する相対的な用語である。この場合、基準
をアルゴリズムに基づいて決定する。したがって、異常細胞(diseased cell)における目
的遺伝子は、同じ測定方法を用いた基準レベルと比較して、アップレギュレーションされ
るか、またはダウンレギュレーションされるかのいずれかである。このような状況におい
て、異常な(diseased)とは、細胞の制御されない増殖とともに起こるような、身体機能の
適切な作動を中断する、すなわち、阻害するか、または阻害する可能性がある身体の状態
変化をいう。個人の遺伝型または表現型のいくつかの観点が疾患の存在と一致する場合、
人はその疾患に罹っていると診断される。しかしながら、診断または予後を実施するとい
う行為には、再発可能性、治療の種類、および治療観察を決定するといった疾患／状態に
関する課題の決定も含まれてもよい。治療観察では、遺伝子発現プロファイルが正常組織
とより矛盾のないパターンに変化したかどうか、または変化しつつあるかどうかを決定す
るために、時間をかけて遺伝子発現を比較することで、所与の一連の治療の効果について
臨床判断がなされる。
【００１９】
　遺伝子はグループ分けされ、グループにおける遺伝子セットについて得られた情報が、
臨床上関連のある判断（例えば、診断、予後、もしくは、治療選択）をなすための重要な
基礎を提供する。これらの遺伝子セットは、本発明のポートフォリオを作り出す。最も診
断的なマーカーと同様に、正しい医療判断をなすために十分な最少の数のマーカーを用い
ることがしばしば望まれる。このことは、時間と資源の非生産的な使用を予防するだけで
なく、更なる分析の間の、治療における遅延を予防する。
【００２０】
　遺伝子発現ポートフォリオを確立する１つの方法は、株式ポートフォリオを確立する際
に広く用いられる平均分散アルゴリズムのような、最適化アルゴリズムを使用することに
よるものである。この方法は、米国特許出願公開第20030194734号に詳細に説明されてい
る。本質的に、その方法は、入力セット（set of inputs）（金融上の適用においては株
式、本願においては強度により測定されるような発現）の確立を要求する。その入力は、
リターンの変動を最小化する一方で、それを用いることで受けるリターン（例えば、生成
されるシグナル）を最適化するだろうものである。多くの商用ソフトウェアプログラムが
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、このような作業を実施するために利用できる。本明細書全体にわたって「Wagner Softw
are」と呼ばれる「Wagner Associates Mean-Variance Optimization Application」が、
好まれる。有効フロンティアを決定するために、このソフトウェアは、「Wagner Associa
tes Mean-Variance Optimization Library」からの関数を用い、そして、マーコウィッツ
の意味（Markowitz sense）における最適ポートフォリオが好まれる。Markowitz (1952)
参照。このタイプのソフトウェアを用いるには、ソフトウェアを意図された金融分析の目
的で用いる場合に、株式収益およびリスク測定が用いられる方法において入力として処理
されうるように、マイクロアレイデータを変換することが必要となる。
【００２１】
　また、ポートフォリオを選択するプロセスには、ヒューリスティックなルール(heurist
ic rules)の適用が含まれうる。好ましくは、このようなルールを、生物学に基づいて、
そして、臨床上の結果を生むために用いられる技術への理解に基づいて、考案する。より
好ましくは、それらを最適化法からの出力に適用する。例えば、ポートフォリオ選択の平
均分散法は、がん患者において異なった形で発現する多くの遺伝子についてのマイクロア
レイデータに適用されうる。その方法からの出力は、異常組織と同様に末梢血でも発現す
るいくつかの遺伝子を含みうる最適化された遺伝子セットであるだろう。もし試験方法で
用いられるサンプルが末梢血から入手され、がんの症例で異なった形で発現する特定の遺
伝子が、末梢血でも異なった形で発現しうるならば、ヒューリスティックなルールを適用
しうる。そのヒューリスティックなルールにおいて、ポートフォリオは、末梢血で異なっ
た形で発現するものを除いた有効フロンティアから選択される。もちろん、そのルールは
、例えば、データの前選択中にそのルールを適用することによって有効フロンティア形成
に先立って、適用されうる。
【００２２】
　適用されうる他のヒューリスティックなルールは、問題になっている生物学と必ずしも
関連する必要はない。例えば、所定の割合のポートフォリオのみが、特定の遺伝子もしく
は遺伝子群によって表されることができるというルールを適用しうる。市販のソフトウェ
ア（例えば、Wagner Software）は、容易にこれらのタイプのヒューリスティクスに適応
する。このことは、例えば、確度および精度とは別の因子（例えば、期待されるライセン
ス料）が、１つ以上の遺伝子を含むことの望ましさに影響を与える場合に有用でありうる
。
【００２３】
　また、本発明の遺伝子発現プロファイルを、がんの診断、予後、もしくは、治療観察に
おいて有用な、他の非遺伝的診断法とあわせて用いることができる。例えば、いくつかの
状況では、上記の遺伝子発現に基づいた方法の診断力を、例えば、血清タンパク質マーカ
ー［例えば、がん抗原(Cancer Antigen)27.29（「CA 27.29」）］のような従来マーカー
からのデータと組み合わせることが有用である。このようなマーカーの範囲は、CA27.29
のような分析対象を含んで存在する。このような１つの方法では、血液を治療患者から定
期的に採取し、その後上記の血清マーカーのうち１つについて酵素免疫測定を受けさせる
。マーカーの濃度が腫瘍の再発、または、治療の失敗を示唆する場合、遺伝子発現分析に
適しているサンプル原料を採用する。疑わしい塊が存在する場合、細針吸引（FNA）を採
用し、その後、塊から採取された細胞の遺伝子発現プロファイルを、上記のように分析す
る。あるいは、組織サンプルを、以前に腫瘍が除去された組織の近傍の領域から採取して
もよい。このアプローチは、他の試験があいまいな結果を生じる場合に特に有用である。
【００２４】
　本発明は、生物標本から入手された、目的の細胞を増殖する方法であって、
　（ａ）十分な細胞の生存力を維持する条件下で、細胞を濃縮することと、
　（ｂ）細胞の生存力、増加、および、完全性を可能にするのに効果的な条件下で、細胞
を増殖することと、
　による、方法を提供する。
【００２５】
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　生物標本は、限定されないが、尿、血液、血清、血漿、リンパ液、痰、精液、唾液、涙
、胸水、肺水、気管支洗浄、滑液、腹水、腹水貯留、羊水、骨髄、骨髄穿刺液、脳脊髄液
、組織可溶化液もしくは組織破砕物、または、細胞ペレットを含む、本分野で既知の任意
のものでありうる。例えば、米国特許出願公開第20030219842号を参照のこと。
【００２６】
　入手された細胞を、指標の存在または不存在を決定するために用いることができる。指
標は、がん、遺伝性の遺伝的素因のリスクアセスメント、CTCのようながん細胞の原発組
織の同定（米国特許出願第60/887,625号参照）、遺伝疾患における突然変異の同定、病状
（病期分類）、予後、診断、観察、治療に対する反応、（薬理学的な）治療選択、（ウイ
ルス、細菌、マイコプラズマ、真菌による）感染、化学療法感受性（米国特許第7112415
号参照）、薬剤感受性、転移能、もしくは、遺伝疾患における突然変異の同定を含むがこ
れらに限定されない、本分野で既知の任意のものを含みうる。
【００２７】
　細胞濃縮は、抗体／磁気分離（Immunicon, Multenyi, Dynal）（米国特許第6602422号
、同第5200048号参照）、蛍光活性化細胞分類(fluorescence activated cell sorting)（
FACs）（米国特許第7018804号参照）、ろ過、もしくは、手動によるものを含むがこれら
に限定されない、本分野で既知の任意の方法によりうる。手動による濃縮は、例えば、前
立腺マッサージによるものでありうる。Goessl他、 (2001) Urol 58:335-338参照。
【００２８】
　増殖(propagating)は、試験管内、生体外、もしくは、生体内で培養することによるよ
うな、本分野で既知の任意の方法によりうる。機器および条件は、本分野で説明されてい
るものである。米国特許出願公開第20070026519号、およびhttp://www.miltenyibiotec.c
om/en/NN_24_MACS_Cell_Culture.aspx参照。
【００２９】
　増加(proliferation)は、少なくとも1回の細胞倍加である。完全性(integrity)は、汚
染細胞(contaminating cells)に対する、目的の細胞の増加によって決定される。
【００３０】
　特許請求の範囲に記載された発明の細胞は、例えば、細胞から核酸および／またはタン
パク質を単離すること、ならびに、転移能に特異的なバイオマーカーの存在、発現レベル
、もしくは、状態を決定するために、核酸および／またはタンパク質を分析することによ
って、生物標本由来の細胞の転移能を同定するために用いられうる。
【００３１】
　特許請求の範囲に記載された発明の細胞は、例えば、細胞から核酸および／またはタン
パク質を単離すること、ならびに、遺伝疾患に特異的なバイオマーカーの存在、発現レベ
ル、もしくは、状態を決定するために、核酸および／またはタンパク質を分析することに
よって、生物標本由来の遺伝疾患細胞における突然変異を同定するために用いられうる。
【００３２】
　特許請求の範囲に記載された発明の細胞は、例えば、細胞物質およびその構成部分（例
えば、核酸および／またはタンパク質）を入手し保存するために用いられうる。構成部分
は、例えば、腫瘍細胞ワクチンを作るため、または免疫細胞治療において用いられうる。
米国特許出願公開第20060093612号、同第20050249711号参照。
【００３３】
　本発明の細胞は、細胞株およびクローン細胞集団を提供するために増殖されうる。細胞
は、例えば、薬剤有効性のための化学物質をスクリーニングし、抗体およびサイトカイン
のような細胞産物を産生するために用いられうる。米国特許第7015313号、同第685544号
、および同第6413744号参照。
【００３４】
　本発明にしたがって作られるキットには、遺伝子発現プロファイルを決定するためのフ
ォーマット化された解析が含まれる。これらには、バイオマーカーを解析する試薬、使用
説明書、媒体のような、解析を実施するために必要とされる材料のすべて、または、一部
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が含まれうる。
【００３５】
　本発明の物品には、疾患を治療し、診断し、予後し、さもなければ、評価するために有
用な遺伝子発現プロファイルの説明が含まれる。これらのプロファイルの説明は、コンピ
ュータで読み取り可能な媒体（磁気的、光学的、同様の媒体）のような、機械によって自
動的に読むことができる媒体へ変換される。物品には、このような媒体で遺伝子発現プロ
ファイルを評価するための使用説明書も含まれうる。例えば、物品は、上記の遺伝子ポー
トフォリオについての遺伝子発現プロファイルを比較するためのコンピュータの使用説明
書を有するCD-ROMを備えてもよい。物品はまた、デジタル的に記録された遺伝子発現プロ
ファイルを有してもよく、それらを患者サンプルからの遺伝子発現データと比較してもよ
い。あるいは、プロファイルを異なる表現フォーマットで記録することができる。図形的
な記録はこのような１つのフォーマットである。例えば、上記のPartek, Inc.からの「DI
SCOVERY」および「INFER」ソフトウェアに組み込まれているような、クラスタリングアル
ゴリズム(clustering algorithms)は、このようなデータの視覚化に、最も良く役立ちう
る。
【００３６】
　本発明にしたがった異なる種類の製造物品は、遺伝子発現プロファイルを明らかにする
ために用いられる媒体、または、フォーマット化された解析である。これらは、例えば、
マイクロアレイを含むことができ、そのマイクロアレイにおいて、相補配列またはプロー
ブは、マトリックスに貼り付けられる。そのマトリックスには、目的の遺伝子を示す配列
が結合して、それらの存在の読み取り可能な決定因子を生成する。あるいは、本発明によ
る物品を、がんを検出するための目的の遺伝子の発現レベルを示すハイブリダイゼーショ
ン、増幅、シグナル生成を実施するための試薬キットへと作り上げることができる。
【００３７】
　本発明は、末梢血のバックグラウンドにおける単一の循環乳房腫瘍細胞を検出するよう
に特徴づけられる特異的マーカーポートフォリオを定める。分子特徴づけマルチプレック
ス解析ポートフォリオ(molecular characterization multiplex assay portfolio)を、QR
T-PCRマルチプレックス解析として用いるために最適化した。ここで、分子特徴づけマル
チプレックスには、2つの原発組織マーカー、1つの上皮マーカー、およびハウスキーピン
グマーカーが含まれる。分子特徴づけマルチプレックス解析のために、Smartcycler IIで
、QRT-PCRを実行するだろう。分子特徴づけシングレックス解析ポートフォリオ(molecula
r characterization singlex assay portfolio)を、QRT-PCR解析として用いるために最適
化した。ここで、各マーカーを単一反応中で実行し、3つのがん状態マーカー、1つの上皮
マーカー、およびハウスキーピングマーカーを利用する。RPAマルチプレックス解析とは
異なり、Applied Biosytems (ABI) 7900HTで、分子特徴づけシングレックス解析を実行す
るだろうし、384ウェルプレートをプラットフォームとして用いるだろう。分子特徴づけ
マルチプレックス解析ポートフォリオおよびシングレックス解析ポートフォリオは、単一
の循環上皮細胞を正確に検出し、臨床医が再発を予測することを可能にする。分子特徴づ
けマルチプレックス解析には、Thermus thermophilus (TTH) DNAポリメラーゼを利用する
。これは、単一反応中で、逆転写連鎖反応とポリメラーゼ連鎖反応をともに実行できるた
めである。一方、分子特徴づけシングレックス解析には、Applied Biosystems一段階マス
ターミックス(Applied Biosystems One-Step Master Mix)を利用する。それは、逆転写の
ためにMMLVを、PCRのためにTaqポリメラーゼを組み入れた、２つの酵素反応（two enzyme
 reaction）である。ゲノムDNAが効率的に増幅せず検出されないようにエキソン－イント
ロンジャンクションを組み込むことにより、解析設計はRNAに特異的なものである。
【００３８】
　本発明は、CTCを収集し、試験管内で培養するための方法を示す。実験と結果を、以下
に説明する。
【００３９】
　本発明のいくつかの新規な態様がある。第一に、本発明は、循環上皮細胞を濃縮するた
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めに、マルチプレックスqRTPCR解析とCellSearch法とを組み合わせた最初の証明である。
濃縮後のRNAを単離するために開発された新規な方法と、qRTPCR解析におけるRNAの使用に
ついて、詳細な説明を提供する。第二に、本発明は、細胞自体の代替物として用いられう
る。すなわち、非常に少ない数の循環細胞しか見られない臨床上の設定では、または、（
損傷した細胞が、CellSearch列挙アルゴリズムにより認識されないために）無傷な循環細
胞が非常にわずかにしか見られない状況では、qRTPCR解析を使用することによって、循環
腫瘍細胞の、より感度の高い列挙を提供するだろう。というのは、無傷な循環腫瘍細胞お
よび損傷した循環腫瘍細胞の両方から、RNAが単離されるだろうためである。その結果、
検出の感度が高められ、高感度のqRTPCR解析は更に感度を高めることができる。鍵となる
本発明の最後の態様は、定量マルチプレックス解析を用いることにより、循環腫瘍細胞が
単離された患者における予後的な情報を生成するために、２個以上の遺伝子に基づくアル
ゴリズムを生成することができるかもしれないことである。重要なことに、分子情報は、
循環上皮細胞の列挙と組み合わされた場合、追加の予後情報または新しい予後情報を提供
するかもしれない。
【００４０】
　第一の実施態様では、分子特徴づけシングレックス解析は、定量逆転写ポリメラーゼ連
鎖反応(Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction)（QRT-PCR）
に基づく。ここで、個別の反応中で、各マーカーを実行する。本発明は、3つの原発組織
マーカー、循環腫瘍細胞が乳がんに由来して存在することを確認するための1つの上皮マ
ーカー、サンプルの質を検証するための対照マーカーを用いることについて説明する。各
マーカーの特異的なプライマー／プローブの組み合わせは、結果的に乳がん患者における
再発を予測するために高い特異度と感度の分析を生ずるように設計される。特異的マーカ
ーのためのこれらのプライマー／プローブの組み合わせは、末梢血のバックグラウンドに
おける単一の循環乳房腫瘍細胞を検出するために、Applied Biosystems (ABI) 7900HTプ
ラットフォームに対して最適化される。この解析の結果は、CellSearch（商標）CTC列挙
キット(CellSearchTM CTC Kit enumeration kit)と並行して用いることができ、それゆえ
、その結果は、臨床医と患者の両方にとって、再発を予測するために有益であることを示
す。
【００４１】
　第二の実施態様では、分子特徴づけ乳がんマルチプレックス解析もまた、QRT-PCRに基
づいている。しかしながら、上記のシングレックス解析と対照的に、単一反応中で、より
高い割合の検出を可能にする3つの診断マーカーにより、患者サンプルを分析する。本発
明は、2つの原発組織マーカー、循環腫瘍細胞が乳がんに由来して存在することを確認す
るための1つの上皮マーカー、およびサンプルの質を検証するための対照マーカーを用い
ることを説明する。各マーカーについての特異的なプライマー／プローブの組み合わせは
、結果的に高い感度を生ずる一方、末梢血白血球(peripheral blood leukocytes)（PBL）
のバックグラウンドで非常に特異的であるように設計される。末梢血7.5mL中に混入した5
個未満のSKBR3細胞を検出する、この解析の能力によって、これらの適用の実現可能性が
示される。特異的なマーカーについてのこれらのプライマー／プローブの組み合わせを、
Smartcycler IIプラットフォームに対して最適化する。この解析の結果は、循環乳房腫瘍
細胞を検出するための方法を提示する。その方法は、現在利用可能な方法と比較した場合
に、その解析感度、および4個の遺伝子を同時に使用することとのために、他に類のない
ものである。CellSearch（商標）CTC列挙キットと組み合わせて、この解析を商業的利用
に使用可能とすることを意図している。
【００４２】
　第三の実施態様では、分子特徴づけ解析は、循環前立腺細胞の特徴づけのためのqRT-PC
Rに基づいている。この実施例において、非常に感度の高いマルチプレックス解析には、1
つの上皮マーカー（CK19）、1つの前立腺原発組織マーカー（PSA、kallikrein 3としても
知られている）、および1つの対照遺伝子（PBGD）が組み込まれている。また、前立腺細
胞を非常に高い感度で検出するために、この解析を用いることができる。



(13) JP 2009-529880 A 2009.8.27

10

20

30

【００４３】
　本発明は、血液由来のCTCを培養する方法を提供する。プロセスには、CellSearch（商
標）法と、それに関連したCellTracks（登録商標）前処理システムおよびCellSearch（商
標）プロファイルキットとを用いることを伴う。これらの増殖した細胞を、薬理ゲノミク
ス研究で用いることができ、分子プロファイリング研究に用いるために十分量で核酸を抽
出するためにも用いることができる。最後に、CTC列挙結果と組み合わせて、確認ツール
としても、この解析を用いることができる。
【００４４】
　本発明は、亜硫酸水素ナトリウム転換の後に、5個未満の細胞等量（本研究では、3個の
細胞）由来のDNAにおけるメチル化マーカーを検出するための方法を提供する。プロセス
には、標的領域の前増幅と、その後のマルチプレックスQMSPとを伴う。本発明の新規な態
様がいくつかある。第一に、本発明は、（ネステッドPCRを伴う）マルチプレックスQMSP
解析およびその伸張物を、循環腫瘍細胞（CTC）を濃縮するCellSerch（商標）法に組み合
わせた最初の証明である。第二に、QMSP解析は、いくつかの分子マーカーに関する有用な
情報を提供することができ、それゆえ、CellSearch（商標）法と組み合わせた場合に、QM
SP解析を、より感度が高いものとする。第三に、マルチプレックスQMSP解析は、複数の腫
瘍細胞（例えば、前立腺がんおよび乳がん）を検出するための、新しい予後方法を提供す
ることができるかもしれない。最後に、この解析は、CTCの列挙結果と組み合わせて、確
認ツールとしても用いられうる。
【００４５】
　本発明は、メチル化特異的マーカーポートフォリオを規定する。そのポートフォリオは
、亜硫酸水素ナトリウム転換後、末梢血白血球（PBL）のバックグラウンド（10,000個～1
00,000個のPBLに相当）における、20pg未満のDNA（3個の循環腫瘍細胞に相当）を検出す
るように特徴づけられるものである。現在、分子特徴づけマルチプレックスには、1個のD
NAメチル化特異的マーカーと、ハウスキーピングマーカーとが含まれる（近いうちに、2
個の追加のDNAメチル化特異的マーカーを加えるだろうが）。ゲノムDNAは、ZymoResearch
キット(ZymoResearch Kit)を用いて亜硫酸水素ナトリウム転換および精製にさらされる。
サーモサイクラー(thermocycler)で、ネステッドプライマーセット（外側プライマー）を
用いて標的領域を前増幅することを実行するだろう。その後のQMSP反応において、Cephei
d製のSmartcycler（登録商標）、または同等のプラットフォームで、スコーピオンプロー
ブ(Scorpion probe)設計とともに内側プライマーを用いることにより、蛍光シグナルを生
成するだろう。
【００４６】
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【表１】

【００４７】
　実験設定：
　1回目のPCR（前増幅）反応試薬処方およびサイクリング条件は、以下のとおりである。

【表２】

【表３】

【００４８】
　上記の1回目のPCR産物の6～10%を、精製することなく、2回目のPCRのための新しいチュ
ーブへと移し、以下の試薬（表IV）を加えて、表Vのサイクリング条件にさらすだろう。



(15) JP 2009-529880 A 2009.8.27

10

20

30

40

【００４９】
　2回目のPCR反応試薬処方およびサイクリング条件は、以下のとおりである。
【表４】

【表５】

【００５０】
　本研究では、以下のDNAサンプルを用いた。末梢血白血球（PBL）由来の混入DNA（100ng
または500ng）のバックグラウンドにおける、CpGenomeユニバーサルメチル化DNA(CpGenom
e Universal methylated DNA)（CpG M）、前立腺腺がんDNA(Prostate Adenocarcinoma DN
A)（PC）、もしくは、前立腺正常DNA(Prostate Normal DNA)（PN）。亜硫酸水素ナトリウ
ム転換後、QMSP反応を実行した。以下の実施例は、本発明を例示するものであるが、限定
するものではない。
【００５１】
〔実施例１〕
≪白血球RNAのバックグラウンド中に混入した連続希釈乳房RNA（Serially Diluted Breas
t RNA）の遺伝子発現分析≫
　分子特徴づけシングレックス解析ポートフォリオからの解析には、ゲノムDNAの増幅を
除外する、ジャンクション特異的PCRプローブが含まれる。このサンプルのために試験し
たプライマーと二重標識した加水分解プローブ配列とを以下に示す。
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【表６】

【００５２】
　各シングレックス反応を、以下のサイクリング条件と以下のような試薬処方とを用いて
、Applied Biosystems 7900HTで実行した。

【表７】

【表８】

【００５３】
　乳がん細胞株SKBR3およびMCF7のRNA単離の後、1～400個の細胞等量(cell equivalents)
（CE）を示すように、全RNAを連続希釈した。その後、連続希釈したRNAを、50,000CEに相
当するバックグラウンド白血球全RNA中に混入した。定量リアルタイムPCRを適用し、本発
明をサポートする最適な解析の結果を以下に示す。
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【表９】

【００５４】
〔実施例２〕
≪代替マーカーの遺伝子発現分析または解析≫
　試験した追加の設計には、ゲノムDNAの増幅を除外する、ジャンクション特異的PCRプロ
ーブが含まれる。このサンプルのために試験したプライマーと二重標識した加水分解プロ
ーブ配列とを以下に示す。

【表１０】

【００５５】
　サンプルを準備し、転写産物を実施例１で説明したものと同じ方法で増幅した。本発明
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をサポートする、これらの代替的な解析の結果を、以下に示す。実施例１におけるマーカ
ーの性能と比較した場合、以下の結果は、不良な性能を有する解析を示している。その不
良な性能は、大部分が、マーカーの特異度および／または感度の欠如、そして、不良なプ
ライマーまたはプローブの設計の一因となった。
【表１１】

【００５６】
〔実施例３〕
≪濃縮したSKBR3細胞およびMCF7細胞のQRT-PCR解析≫
　分子特徴づけ解析は、CellSearch法の細胞収集部分を、分子検出解析と組み合わせるだ
ろう。無傷な細胞と、CellSearch解析では一般的に陽性と呼ばれない細胞フラグメントと
の両方において、マーカー発現を検出することのできる分子検出法を利用することによっ
て、CellSearch解析の感度が改良されるかもしれない。EDTA抗凝血性血液チューブに引き
込まれた健康な提供者血液中に混入させた、免疫磁気的に(immuno-magnetically)濃縮し
たSKBR3細胞およびMCF7細胞を用いたRNAの単離が、以下のとおり実行された。
【表１２】

【００５７】
　健康な提供者血液7.5mＬから濃縮した場合の5個未満のSKBR3細胞における、特異的なmR
NA転写産物の感度と、再現性のある検出とにより、分子特徴づけシングレックス解析の実
現可能性を示している。
【００５８】
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〔実施例４〕
≪白血球RNAのバックグラウンド中に混入した連続希釈乳房RNAの分子特徴づけマルチプレ
ックス解析≫
　RPAマルチプレックス解析ポートフォリオからの解析には、ゲノムDNAの増幅を除外する
、ジャンクション特異的PCRプローブが含まれる。このサンプルのために試験したプライ
マーと二重標識した加水分解プローブ配列とを以下に示す。
【表１３】

【００５９】
　各マルチプレックス反応を、以下のサイクリング条件と以下のような試薬処方とを用い
て、Smartcycler IIで実行した。
【表１４】
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【表１５】

【００６０】
　SKBR3乳がん細胞株のRNA単離の後、1～125細胞等量（CE）を示すように、全RNAを連続
希釈した。その後、連続希釈したRNAを、50,000CEに相当するバックグラウンド白血球全R
NA中に混入した。定量リアルタイムPCRを適用し、本発明をサポートする結果を以下に示
す。

【表１６】

【００６１】
〔実施例５〕
≪濃縮したSKBR3細胞のRPAマルチプレックスQRT-PCR分析≫
　分子特徴づけマルチプレックス解析は、CellSearch法の細胞収集部分を、分子検出解析
と組み合わせるだろう。無傷な細胞と、CellSearch解析では一般的に陽性と呼ばれない細
胞フラグメントとの両方において、マーカー発現を検出することのできる分子検出法を利
用することによって、CellSearch解析の感度が改良されるかもしれない。EDTA抗凝血性血
液チューブに引き込まれた健康な提供者血液中に混入させた、免疫磁気的に濃縮した、CK
19のみを転写するSKBR3細胞を用いたRNAの単離が、以下のとおり実行された。すべての反
応間で患者サンプルを分割しなければならない、分子特徴づけシングレックス解析と対照
的に、分子特徴づけマルチプレックス解析は、その使用者が、単一反応中で、全体のサン
プルの分子プロファイルを分析することを可能にすることにより、向上された感度を提供
する。
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【表１７】

【００６２】
〔実施例６〕
≪濃縮したSKBR3細胞のRNA安定性分析≫
　細胞内RNAのRNA安定性を、48時間の時間経過にわたる分子特徴づけマルチプレックス解
析を用いたQRT-PCRを通じて評価した。7.5mLの健康な提供者血液の複数のチューブの中に
、200個のSKBR3細胞を混入した。各時点の終わりで、CellSearch法の細胞収集部分とCell
Searchプロファイルキットとを用いて、サンプルを加工した。RNA単離の後、サンプルを
分析し、結果を以下の表および図１に示す。

【表１８】

【００６３】
　本発明は、疾患再発試験のためのCellSearchプラットフォームに対してサポートを提供
する一方で、末梢血内の循環腫瘍細胞（CTC）をサンプル加工し、かつそれらの遺伝子発
現プロファイルを評価するための方法、装置、およびキットを提供する。実施例は、従来
のシングレックスRT-PCR解析よりも利点が高められた新規なマルチプレックス解析を用い
て、末梢血のバックグラウンドにおいて単一の循環腫瘍細胞を検出する能力を示している
。
【００６４】
〔実施例７〕
≪前立腺がん循環細胞≫
　前立腺RNAを、白血球由来のRNA中に混入し、Cepheid Smartcycler IIのマルチプレック
ス解析で試験した。代表的なデータを以下および図２に示す。

【表１９】

【００６５】
〔実施例７Ａ〕
≪乳がんRPAネステッドQRT-PCRマルチプレックス解析を用いた遺伝子発現分析の高まった
感度≫
　１ラウンドのリアルタイム逆転写PCR（RT-PCR）検出は、概して一貫性がない。なぜな
らば、循環腫瘍細胞から抽出したRNAの濃度が、しばしば非常に低いためである。ネステ
ッドプライマーを用いた2ラウンドのQRT-PCRは、低品質か、もしくは質の悪い標的、また
は、希少なメッセージとともに特別に作用する解析の特異度および感度をともに高める。
この方法には、最初により大きな鋳型核酸分子、続いて増幅した鋳型分子中に含まれる標
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的核酸配列を増幅するために用いられる、2対のプライマーが組み込まれる。このように
、2ラウンドのQRT-PCRを採用することにより、乳がんRPA分子コンパニオン解析(breast R
PA molecular companion assay)についての感度と特異度がともに高まっている。図３参
照。
【表２０】

【００６６】
　ネステッドマルチプレックス増幅反応を、以下のサイクリング条件と以下のような試薬
処方とを用いて、Smartcycler IIで実行した。上記で説明したように、以下の実施例では
、白血球全RNAのバックグラウンドの中に混入した連続希釈SKBR3 RNAを用いた。
【表２１】

【表２２】

【００６７】
　1回目のラウンドの増幅後、チューブを回転させ、3μL分量を1回目のチューブから汲み
出し、以下のプライマー、プローブ、および試薬を含んでいる2回目のチューブ中へ放出
した。
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【表２３】

【００６８】
　以下のパラメーターを用いて、定量リアルタイムPCRを適用し、本発明をサポートする
結果を以下に示す。
【表２４】

【００６９】
〔実施例８〕
≪濃縮したSKBR3細胞の2ラウンド乳がんRPAネステッドQRT-PCR分析≫

【表２５】
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【表２６】

【００７０】
　無傷な細胞と、CellSearch CTC解析では一般的に陽性と呼ばれない細胞フラグメントと
の両方において、マーカー発現を検出することができる分子検出法を改良するために、乳
がんRPAネステッドQRT-PCRマルチプレックス解析を、CellSearch濃縮と組み合わせて用い
るだろう。EDTA抗凝血性血液チューブに引き込まれた健康な提供者血液中に混入させた、
免疫磁気的に濃縮したSKBR3細胞を用いたRNAの単離が、以下のとおり実行された。感度お
よび特異度が低い1ラウンドのRPA QRT-PCR解析と対照的に、2ラウンドの乳がんRPAネステ
ッドQRT-PCRは、その使用者が、ほぼ単一コピーの感度を有することを可能にすることに
より、向上した感度および特異度を提供する。
【表２７】

【００７１】
〔実施例９〕
≪前立腺がんMCAネステッドQRT-PCRマルチプレックス解析を用いた遺伝子発現分析の高ま
った感度≫
　循環前立腺腫瘍細胞における希少配列を増幅するよう設計されたPCR反応における改良
された感度および特異度の必要性が、本発明において取り組まれる。乳がんRPAネステッ
ドQRT-PCRマルチプレックス解析で利用する技術は、前立腺がんネステッドQRT-PCR分子コ
ンパニオン解析(molecular companion assay)（MCA）を作り出すことと重複している。
【表２８】

【００７２】
　ネステッドマルチプレックス増幅反応を、以下のサイクリング条件と以下のような試薬
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、白血球全RNAのバックグラウンドの中に混入した連続希釈LNCAP RNAを用いた。
【表２９】

【表３０】

【００７３】
　1回目のラウンドの増幅後、チューブを回転させ、3μL分量を1回目のチューブから汲み
出し、以下のプライマー、プローブ、および試薬を含んでいる2回目のチューブ中へ放出
した。
【表３１】

【００７４】
　以下のパラメーターを用いて、定量リアルタイムPCRを適用し、本発明をサポートする
結果を以下に示す。
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【表３２】

【表３３】

【表３４】

【００７５】
〔実施例１０〕
≪濃縮したLNCAP細胞の前立腺がんMCAマルチプレックスQRT-PCR分析≫
　無傷な細胞と、CellSearch CTC解析では一般的に陽性と呼ばれない細胞フラグメントと
の両方において、マーカー発現を検出することができる分子検出法を改良するために、前
立腺がんMCAネステッドQRT-PCRマルチプレックス解析を、CellSearch濃縮と組み合わせて
用いるだろう。EDTA抗凝血性血液チューブに引き込まれた健康な提供者血液中に混入させ
た、免疫磁気的に濃縮したLNCAP細胞を用いたRNAの単離が、以下のとおり実行された。感
度および特異度が低い1ラウンドの前立腺がんQRT-PCR解析と対照的に、2ラウンドの前立
腺がんMCAネステッドQRT-PCRは、その使用者が、ほぼ単一コピーの感度を有することを可
能にすることにより、向上した感度および特異度を提供する。
【００７６】
〔実施例１１〕
≪CellSearch（商標）システムによる収集が後に続くSKBR3の混入≫
　表Iに示すように、提供者血液［保存剤としてEDTAを含む、紫のふたの（purple top）V
acutainer（登録商標）］7.5mL中に、SKRB3細胞を1,000個混入した。
【００７７】
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【００７８】
　CellSearch（商標）プロファイルキットとCellTracks（登録商標）前処理システムとを
用いて、免疫磁気ビーズを結合したEpCAMによって、CTCを収集した。収集したCTCを含む
チューブをシステムから取り除き、Magcellect（登録商標）磁石の中に置いて10分間イン
キュベーションした。上澄みを、まだMagcellect（登録商標）の中で、チューブにより取
り除いた。ペレットをリン酸緩衝生理食塩水(phosphate buffered saline)（PBS）200μL
に懸濁した。10%ウシ胎仔血清(fetal bovine serum)（FBS）を含む完全イーグル最小必須
培地をウェル当たり1.0mＬ含んでいる48ウェルプレートへと、細胞懸濁液を入れた。細胞
を、成長している間14日間まで定性的に評価し、観察結果を表IIに要約した。培養期間の
終わり（5日、14日）で、細胞をPBSで2回洗浄し、RLTバッファー（Qiagen）を用いて、ウ
ェル中で直接、可溶化した。可溶化物由来の全RNAを、RNeasy Micro Kit（Qiagen）を用
いて、単離した。これらのRNAサンプルは、全体的な遺伝子発現を含む更なる分析のため
に用いられるだろう。
【００７９】
＜結果＞
・CellTracks（登録商標）前処理システムを用いて収集されたCTCは、親細胞に比較して
倍加率が減少していることが観察されるが、生存可能であるように見える
・白血球は培養2日以内に死に絶え、CTCの成長には干渉しない
・CTCは、期待されるとおり、対照親細胞よりもゆっくりではあるが、分裂が見られた
・CTCについての成長の倍加時間は、親細胞と比較して、約２倍より大きかった
・成長特性（質、生存力）の差異が、2つの複製産物間で観察され、提供者血液由来の起
こりうる効果が示唆された
【００８０】
【表３６】

【００８１】
〔実施例１２〕
≪100ngまたは500ng PBL DNA中に混入したCpG M DNAの変動量≫
　（25サイクルの前増幅PCRと、10％の希釈PCR産物の使用量を、2回目のPCRに移した。）
直接または前増幅した鋳型DNA（CpG M）のCt値を、以下の表および図４に示す。
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【表３７】

【００８２】
〔実施例１３〕
≪PBL 500ng（70,000細胞に相当）に混入したPC DNAおよびPN DNA≫
　（2回目のPCRにおける、結果として得られる産物の6％の使用が後に続く、20サイクル
の前増幅PCR）
【００８３】

【表３８】

【００８４】
＜結果＞
　PBL 100ngまたは500ng（それぞれ、10,000個または70,000個の細胞に相当）のバックグ
ラウンド中のCpG M DNA 50pg（7個の細胞に相当）を、前増幅あり、または、前増幅なし
でQMSPを用いて検出した。良好な線形反応曲線が、前増幅および直接増幅反応双方につい
て、生成された。初期の研究では、前立腺腺がん由来のDNA 20pg未満（3個の循環腫瘍細
胞に相当）が、メチル化GSTP1領域に特異的なシグナルを生成し、70,000個のPBL細胞のバ
ックグラウンド中でも検出された。一方、正常前立腺（PN）DNA、または、血液（PBL）DN
Aからは検出可能なシグナルが全く観察されず、そのことは、メチル化GSTP1の不存在を示
唆していた。2.5×104コピーのバックグラウンド中1コピー（500ngの非メチル化DNAにお
ける20pgのメチル化DNA）の検出についてのネステッドQMSP感度が観察される。明らかな
非特異的産物はネステッドQMSP法では全く検出されず、最終PCRフラグメントの正しい大
きさがゲル上で観察された（データ不図示）。検出感度を高め、3個未満の細胞のCt値を
減少するために、更なる解析最適化実験が進行中である。
【００８５】
〔実施例１４〕
≪提供者血液中に前立腺がん細胞株（LnCAPとDU145）を混入することによる血液中の循環
腫瘍細胞（CTC）に対する解析の実用性の証明≫
　提供者血液7.5mLに、培養した前立腺腫瘍細胞株（LnCAPとDU145）を30個、100個、300
個、500個、混ぜた後、プロファイルキットを用いたCellSearch（商標）プラットフォー
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ムのCellTracks（商標）前処理システムによってCTCを収集した。Qiagenマイクロカラム(
Qiagen microcolumns)を用いて、これらの細胞由来のデオキシリボ核酸を単離し、亜硫酸
水素転換反応にさらした。最後の工程由来の修飾DNAを、表III（22サイクル）および表V
の条件を用いて、2ラウンドのq-MSP反応において用いた。実験結果を表VIIIおよび表IXに
示す。
【表３９】

【００８６】
　1.5～1.7Ctの30個の細胞を除く、重複反応の差異は、0.7Ctよりも小さかった。
【表４０】

【００８７】
【表４１】

【００８８】
　これらの結果は、前立腺がん患者からのCTCに、q-MSPをうまく適用することができるこ
とを明確に示している。
【００８９】
〔実施の態様〕
（１）生物標本から入手された目的の細胞を増殖する方法において、
　（ａ）十分な細胞の生存力を維持する条件下で、前記細胞を濃縮する工程と、
　（ｂ）細胞の生存力、増加、および、完全性を可能にするのに効果的な条件下で、前記
細胞を増殖する工程と、
　を含む、方法。
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（２）実施態様１の方法において、
　前記生物標本が、尿、血液、血清、血漿、リンパ液、痰、精液、唾液、涙、胸水、肺水
、気管支洗浄、滑液、腹水、腹水貯留、羊水、骨髄、骨髄穿刺液、脳脊髄液、組織可溶化
液、もしくは、組織破砕物、または、細胞ペレットから選択される、方法。
（３）実施態様１の方法において、
　前記細胞が、指標の存在または不存在を決定するために用いられる、方法。
（４）実施態様３の方法において、
　前記指標が、がん、遺伝性の遺伝的素因のリスクアセスメント、CTCのようながん細胞
の原発組織の同定、遺伝疾患における突然変異の同定、病状（病期分類）、予後、診断、
観察、治療に対する反応、（薬理学的な）治療選択、（ウイルス、細菌、マイコプラズマ
、真菌による）感染、化学療法感受性、薬剤感受性、転移能、もしくは、遺伝疾患におけ
る突然変異の同定である、方法。
（５）実施態様１の方法において、
　前記細胞が、抗体／磁気分離、蛍光活性化細胞分類（FACs）、ろ過、もしくは、手動に
より濃縮される、方法。
【００９０】
（６）実施態様５の方法において、
　手動による前記濃縮が、前立腺マッサージによるものである、方法。
（７）実施態様１の方法において、
　前記増殖する工程が、試験管内、生体外、もしくは、生体内で培養することによる、方
法。
（８）実施態様１の方法において、
　前記増加が、少なくとも１回の細胞倍加である、方法。
（９）実施態様１の方法において、
　前記完全性が、汚染細胞に対する、前記目的の細胞の増加によって決定される、方法。
（１０）生物標本由来の細胞の転移能を決定する方法において、
　（ａ）十分な細胞の生存力を維持する条件下で、前記細胞を濃縮する工程と、
　（ｂ）細胞の生存力、増加、および、完全性を可能にするのに効果的な条件下で、前記
細胞を増殖する工程と、
　（ｃ）前記細胞から核酸および／またはタンパク質を単離する工程と、
　（ｄ）転移能に特異的なバイオマーカーの存在、発現レベル、もしくは、状態を決定す
るために、前記核酸および／またはタンパク質を分析する工程と、
　を含む、方法。
【００９１】
（１１）生物標本由来の細胞から遺伝疾患における突然変異を同定する方法において、
　（ａ）十分な細胞の生存力を維持する条件下で、前記細胞を濃縮する工程と、
　（ｂ）細胞の生存力、増加、および、完全性を可能にするのに効果的な条件下で、前記
細胞を増殖する工程と、
　（ｃ）前記細胞から核酸および／またはタンパク質を単離する工程と、
　（ｄ）遺伝疾患に特異的なバイオマーカーの存在、発現レベル、もしくは、状態を決定
するために、前記核酸および／またはタンパク質を分析する工程と、
　を含む、方法。
（１２）生物標本由来の細胞に由来する遺伝子材料を保存する方法において、
　（ａ）十分な細胞の生存力を維持する条件下で、前記細胞を濃縮する工程と、
　（ｂ）細胞の生存力、増加、および、完全性を可能にするのに効果的な条件下で、前記
細胞を増殖する工程と、
　（ｃ）前記細胞から核酸および／またはタンパク質を単離する工程と、
　（ｄ）前記核酸および／またはタンパク質を保存する工程と、
　を含む、方法。
（１３）腫瘍細胞ワクチンを製造する方法において、
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　（ａ）十分な細胞の生存力を維持する条件下で、前記細胞を濃縮する工程と、
　（ｂ）細胞の生存力、増加、および、完全性を可能にするのに効果的な条件下で、前記
細胞を増殖する工程と、
　（ｃ）前記細胞から核酸および／またはタンパク質を単離する工程と、
　（ｄ）前記ワクチンを処方するために、前記核酸および／またはタンパク質を用いる工
程と、
　を含む、方法。
（１４）組成物において、
　実施態様１の方法によって入手された前記細胞、
　を含む、組成物。
（１５）実施態様１４の組成物において、
　前記細胞が、クローン集団である、組成物。
【００９２】
（１６）キットにおいて、
　実施態様１の方法を実行するためのバイオマーカー検出剤、
　を含む、キット。
（１７）物品において、
　実施態様１の方法を実行するためのバイオマーカー検出剤、
　を含む、物品。
（１８）細胞産物を製造するための方法において、
　実施態様１の細胞を増殖することと、
　前記細胞によって産生された産物を採取することと、
　を含む、方法。
（１９）実施態様１８の方法において、
　前記産物が、タンパク質である、方法。
（２０）実施態様１９の方法において、
　前記タンパク質が、抗体、サイトカイン、細胞表面タンパク質、もしくは、組み換えタ
ンパク質である、方法。
【００９３】
（２１）薬剤有効性のための化学物質をスクリーニングする方法において、
　実施態様１の細胞を増殖する工程と、
　前記細胞を、前記化学物質にさらす工程と、
　前記化学物質に対する前記細胞の反応を測定する工程と、
　を含む、方法。
（２２）原発細胞株を作る方法において、
　実施態様１の細胞を増殖する工程と、
　前記細胞が細胞株を形成するまで、増殖を続ける工程と、
　を含む、方法。
（２３）クローン細胞集団を作る方法において、
　実施態様１の細胞を増殖する工程と、
　前記細胞がクローン細胞集団を形成するまで、クローン集団についての選択、および増
殖を続ける工程と、
　を含む、方法。
【図面の簡単な説明】
【００９４】
【図１】経時的なRNA安定性を示したグラフである。
【図２】循環腫瘍細胞から入手された前立腺特異的mRNAを示したグラフである。
【図３】循環腫瘍細胞から入手された前立腺特異的mRNAを示したグラフである。
【図４Ａ】100ng PBL DNAへの混入の結果である。
【図４Ｂ】500ng PBL DNAへの混入の結果である。
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