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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腫瘍の状態及び／又は対応する進行度を診断するために適切なデータを得るための精製
試料の調製及び分析のための方法であって、
ａ．患者から得た有機液体の試料を、少なくとも１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは
播種性腫瘍細胞又はそれらの一部分を含む細胞の少なくとも１つの集団に濃縮する工程と
、
ｂ．前記少なくとも１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは播種性腫瘍細胞又はそれらの
一部分の中から少なくとも１つの細胞又は細胞の一部分を単離する工程であって、精製試
料を得る、単離する工程と、
ｃ．前記精製試料から回収された細胞に対して、分子解析を行う工程と
を含み、
　前記工程ｂが、単一の細胞又は細胞の一部分を、前記工程ａを行うことにより少なくと
も１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは播種性腫瘍細胞又はそれらの一部分を含む細胞
の少なくとも１つの集団に予め濃縮された試料に作動するマイクロ流体装置を用いてマニ
ピュレーションすることによって、少なくとも９０％の純度を有する精製試料が得られる
ように、前記少なくとも１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは播種性腫瘍細胞又はそれ
らの一部分の中から少なくとも１つの細胞又は細胞の一部分を個別に選択し、単離する工
程であって、
ｉ）前記細胞の前記個別の選択が、該マイクロ流体装置に対して内部又は外部のセンサー
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を用いて検出することができる少なくとも１つのパラメーターに基づいて行われ；
ｉｉ）前記個別の選択における前記細胞パラメーターが、前記有機液体の流れがない中で
評価される、
工程をさらに含むことを特徴とする、方法。
【請求項２】
　前記少なくとも１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは播種性腫瘍細胞又はそれらの一
部分の中から少なくとも１つの細胞又は細胞の一部分を単離する工程が、少なくとも９５
％の純度を有する診断用試料が得られるように行われることを特徴とする、請求項１に記
載の方法。
【請求項３】
　前記少なくとも１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは播種性腫瘍細胞又はそれらの一
部分の中から少なくとも１つの細胞又は細胞の一部分を単離する工程が、１００％の純度
を有する診断用試料が得られるように行われることを特徴とする、請求項２に記載の方法
。
【請求項４】
　前記マイクロ流体システムが、前記細胞を非手動的に単離することを特徴とする、請求
項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記マイクロ流体システムが、前記細胞を自動的又は半自動的に単離することを特徴と
する、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記細胞の前記個別の選択が、前記細胞の画像の評価に基づいて行われることを特徴と
する、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記画像が蛍光画像を含むことを特徴とする、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記細胞の前記個別の選択がインピーダンス測定特性に基づいて行われることを特徴と
する、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　循環性腫瘍細胞若しくは播種性腫瘍細胞又はそれらの一部分を、少なくとも１つのタイ
プのトレーサーにより標識する工程を含むことを特徴とする、請求項１～３のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記少なくとも１つのタイプのトレーサーがＦＩＳＨプローブであることを特徴とする
、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記個別に選択し、単離する工程が、前記マイクロ流体装置に存在する、少なくとも１
つのタイプのトレーサーにより事前に標識された、単一の細胞を個別に選択することによ
り実施されることを特徴とする、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　前記少なくとも１つのタイプのトレーサーが、蛍光体、
　色原体、
　蛍光又は非蛍光のマイクロビーズ、
からなる群から選択されるマーカーとコンジュゲートした抗体であることを特徴とする、
請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記少なくとも１つのタイプの抗体が、
ＥｐＣＡＭ、
サイトケラチン８、
サイトケラチン１８、



(3) JP 5814124 B2 2015.11.17

10

20

30

40

50

サイトケラチン１９、
サイトケラチン２０、
ＣＤ４５、
ＥＧＦＲ、
ＩＧＦＲ、
ＰＳＡ、
ＴＴＦ１、
ＨＥＲ２／ｎｅｕ、
ＭＵＣ－１
からなる群から選択される抗原を認識することを特徴とする、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記少なくとも１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは播種性腫瘍細胞又はそれらの一
部分の中から少なくとも１つの細胞又は細胞の一部分を単離する工程が、アレイに従って
前記マイクロ流体装置中に配置される該マイクロ流体装置の複数の部位のうちの特定の部
位それぞれで単一の細胞を捕捉することによって行われることを特徴とし、その後、捕捉
された細胞の中から単一の細胞が、該マイクロ流体装置に対して内部又は外部のセンサー
を用いて検出することができる少なくとも１つのパラメーターに基づいて選択される、請
求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記有機液体の前記試料を濃縮する工程が、
ａ．質量密度、
ｂ．形態、
ｃ．電気的特性、
ｄ．化学的特性、
ｅ．機械的特性、
ｆ．表面抗原の発現、
ｇ．細胞質内抗原の発現、
ｈ．誘電特性、
ｉ．磁気的特性、
ｌ．光学的特性、
ｍ．幾何学的特性、
又はその組み合わせ
からなる群から選択される少なくとも１つのパラメーターに基づいて行われる細胞の選択
を含むことを特徴とする、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記有機液体の前記試料を、少なくとも１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは播種性
腫瘍細胞又はそれらの一部分を含む細胞の少なくとも１つの集団に濃縮する工程が、有核
細胞を分離した後に有核細胞に濃縮されるように前記有機液体の前記試料を処理する工程
を含むことを特徴とする、請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記有機液体の前記試料を、少なくとも１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは播種性
腫瘍細胞又はそれらの一部分を含む細胞の少なくとも１つの集団に濃縮する工程が、前記
有機液体の前記試料を密度勾配において遠心分離する工程を少なくとも含むことを特徴と
する、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記有機液体の前記試料を、少なくとも１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは播種性
腫瘍細胞又はそれらの一部分を含む細胞の少なくとも１つの集団に濃縮する工程が、赤血
球の選択的溶解を行う工程を少なくとも含むことを特徴とする、請求項１６に記載の方法
。
【請求項１９】
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　前記有機液体の前記試料を、少なくとも１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは播種性
腫瘍細胞又はそれらの一部分を含む細胞の少なくとも１つの集団に濃縮する工程が、
ａ）ＣＤ４５陰性、
ｂ）ＣＤ４５陰性及びＧＰＡ陰性、
ｃ）ＣＤ４５陰性及びＣＤ１４陰性、
ｄ）ＣＤ４５陰性、ＣＤ１４陰性及びＧＰＡ陰性、
ｅ）ＥｐＣＡＭ陽性、
ｆ）ＣＫ陽性、
のモダリティの少なくとも１つに従って、抗体にカップリングされた磁気ビーズを介する
正の選択及び／又は負の選択を実行する工程を少なくとも含むことを特徴とする、前の請
求項１～１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記少なくとも１つの濃縮工程が、前記単離工程を行うために使用したものと同じ前記
マイクロ流体装置内で該単離工程と組み合わせて行われることを特徴とする、請求項１～
１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　互いに分離されかつ液圧的に連結される複数の異なるチャンバーを装備し、単一のチッ
プによって又は複数の分離したチップによって少なくとも１つの表面上に範囲が定められ
る、マイクロ流体装置が使用されることを特徴とする、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記分子解析の工程ｃ）が、
シークエンシング、
マイクロサテライト解析、
比較ゲノムハイブリダイゼーション（ＣＧＨ）、
アレイＣＧＨ、
エンドポイントＰＣＲ、
リアルタイムＰＣＲ、
メチル化解析：
ピロシークエンシングによる定量的メチル化解析、
重亜硫酸塩ゲノムシークエンシングＰＣＲ（ＢＳＰ）、
メチル化特異的ＰＣＲ（ＭＳＰ）、
ＤＮＡの複合重亜硫酸塩制限解析（ＣＯＢＲＡ）、
メチル化感受性単一ヌクレオチドプライマー伸長（ＭＳ－ＳＮｕＰＥ）、
遺伝子発現解析、
ＲＴ－ＰＣＲ、
単一細胞遺伝子発現、
デジタルＰＣＲ、
の中から選択される手順を用いて行われることを特徴とする、請求項１～２１のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記分子解析の工程が、単一ヌクレオチド変異の存在の判定を含むことを特徴とする、
請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記分子解析の工程が、癌抑制遺伝子の過剰メチル化の存在の評価を含むことを特徴と
する、請求項１～２２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記分子解析の工程が、ゲノムＤＮＡの欠失及び／又は重複の存在の評価を含むことを
特徴とする、請求項１～２２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　前記分子解析の工程が、前立腺癌の疑いがある患者の腫瘍細胞中の染色体領域１３ｑ１
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４における欠失の存在の評価を含むことを特徴とする、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記分子解析の工程が、前立腺癌の疑いがある患者の腫瘍細胞中の遺伝子ＢＣＬ２、Ｃ
ＣＮＤ１及びＷＮＴ３Ａの少なくとも１つの過剰発現の評価を含むことを特徴とする、請
求項１～２２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　前記個別に選択し、単離する工程において、前記細胞が、３つの異なる蛍光チャンネル
を用いてスキャンされ、第１の蛍光チャンネルが、陽性有核細胞の同定を可能にし、第２
の蛍光チャンネルが、少なくとも１つのタイプのトレーサーにより事前に標識された、前
記少なくとも１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは播種性腫瘍細胞の同定を可能にし、
第３の蛍光チャンネルが、リンパ球の同定を可能にすることを特徴とする請求項９に記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、包括的には、循環性希少細胞又は播種性希少細胞の同定、単離及びその後の
解析に基づいた診断方法に関する。特に、本発明は、腫瘍学分野において適用され、した
がって循環性腫瘍細胞（circulating tumor cell：ＣＴＣ）又は播種性腫瘍細胞（dissem
inated tumor cells：ＤＴＣ）の同定及び単離を含む診断方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　多数の病理学的状態（特に腫瘍の病理学的状態）の診断は典型的には、一方では異なる
侵襲度によって特徴付け、また他方では特異性、感度、及び信頼性に関して異なるレベル
の性能によって特徴付けられる方法によって行われる。
【０００３】
　いくつかのスクリーニング法は、末梢血流におけるバイオマーカー（例えばＣＡ－１２
５、ＣＥＡ、ＰＳＡ）又は他の体液におけるバイオマーカー（例えば糞便中の潜血の試験
又は糞便ＤＮＡの試験）の存在の検出を目的とした解析に基づく。しかしながら、該方法
は、例えば腫瘍組織の直接的解析に基づかず、バイオマーカーの濃度の関数である間接的
評価に基づく。それゆえ、その感度及び特異性は特に高いわけではない。
【０００４】
　一例として考えられる、男性集団における癌のうちで最もよく見られる形態の１つであ
る（癌のすべての症例のおよそ４分の１を占め、ヨーロッパにおいて年間３０００００人
の新たな症例がある）前立腺癌の症例では、血清学的パラメーター（ＰＳＡ量）に基づく
スクリーニングが広く普及しているが、感度及び特異性は低い。
【０００５】
　時には直腸内触診等のより侵襲的な手順により臨床像を得ることができるが、さらに正
確な診断のために前立腺生検を行うことがしばしば必要であり、侵襲性が増加すると、患
者にとっては不快感が増大し、保険制度にとっては無視できない費用となる。
【０００６】
　同じような状況は結腸・直腸癌等の他の情況でも起こり、その場合、糞便中の潜血の評
価にしばしば頼るか、そうでなければ、結腸内視鏡検査及び場合によっては結腸・直腸か
ら直接採取した組織のサンプリングによる生検を介して侵襲的解析を行う。
【０００７】
　このような情況では、概して早期診断によってさらに効果的な治療が可能になるので、
早期にかつ高度の感度及び特異性で癌の発症を評価することは明らかに利益がある。
【０００８】
　このような意味で、循環性腫瘍細胞（ＣＴＣ）に対する最近の研究（例えば、非特許文
献１）から、末梢血流中に原発性腫瘍に由来する細胞が見出されることが証明されている
。たとえこれらの細胞が非常に希少であっても、それらを同定及び単離する可能性は、後
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に診断する目的で特徴付けられる腫瘍組織試料を得る今までに記載された侵襲的方法に対
して、可能性のある非常に興味深い代替案を構成する。ＦＤＡ等の規制団体は、転移を示
す患者を評価するためのＣＴＣに基づいたいくつかの臨床用システムを既に承認している
。
【０００９】
　癌に冒された大多数の患者については、実際は、癌が十分早期に同定された場合に、外
科的に、放射線療法を用いて、化学療法を用いて、又は上記方法の組み合わせによって排
除することができる限りでは、死亡を引き起こすのは主腫瘍ではない。その代わりに、最
も頻度の高い死亡原因は、転移（すなわち、主腫瘍から離脱し、主腫瘍部位からかなりの
距離であっても身体の他の区域に向かって移動する悪性細胞によって生じる腫瘍コロニー
）である。転移したコロニーを同定及び排除することは困難であるため、すべての転移を
首尾よく治療するのは不可能であることが多い。したがって、臨床的な見地からは、転移
したコロニーの形成は、癌の自然増悪における決定的な事象と判断することができる。
【００１０】
　したがって、乳癌、結腸癌、及び前立腺癌の症例において、ＣＴＣの数と疾病の転帰不
良のリスク増加との間に相関関係があることが実証されたため、ＣＴＣを単離して、それ
から臨床的重要性を持つ有益な全体像を分子解析を用いて得る可能性が非常に重要な診断
的影響を持つことは明らかであろう。
【００１１】
　また、播種性腫瘍細胞（ＤＴＣ）（すなわち骨髄又はリンパ節中に見出すことができる
腫瘍細胞）の解析は、或る特定の情況において、原発性腫瘍の解析よりもさらに一層重要
であることが証明された。例えば、いくつかの研究グループが、ＨＥＲ２（原発性腫瘍で
検出されず、単一のＤＴＣにおいて検出できる）の過剰発現が非常に高い死亡リスクの予
測を示すことに言及している（非特許文献２）。
【００１２】
　さらに、１セットの細胞の解析と比較して、単一の複数細胞の解析がより有益になり得
ることは、例えば、特許文献１から既知である。特に、全く同一の患者の異なるＤＴＣが
異なる染色体変化（異なる部位における欠損及び増幅）を有することが見出された（非特
許文献３）。
【００１３】
　現行の技術水準では、しかしながら、循環性腫瘍細胞及び播種性腫瘍細胞の単離につい
ては、非常に複雑かつ困難な主として解析的性質のアプローチが利用可能であるが、その
収量は限定的であり、得られる試料の純度は低い。したがって、ＣＴＣ又はＤＴＣの上記
試料は、シークエンシング等の最も厳密で確実な診断手順のいくつかとは適合性がない。
純度が限定されているため、実際は、シークエンスの塩基における誤った判定によって引
き起こされる偽陽性及び偽陰性のリスクが高い。
【００１４】
　対象となる細胞の一部を損失するリスクが高い操作を要する予備的な処理（例えば、遠
心分離、フラッシング及びインキュベーション）に頼ることなく、ミリリットルオーダー
の体積の血液を処理することができる、抗ＥｐＣＡＭ抗体（白血球で発現されないが上皮
細胞で発現される）でコートした内部表面を備えたマイクロ流体装置を用いてＣＴＣを単
離する試みが行われた（非特許文献４）。しかしながら、上記方法は平均して５０％～６
０％の純度レベルをもたらし、それは試料の純度が重要である下流の解析（例えば、コピ
ー数変化、マイクロサテライト不安定性、ヘテロ接合性の消失（ＬｏＨ）、高いシグナル
対ノイズ（Ｓ／Ｎ）比が診断用途での基本となる遺伝子発現の評価、若しくは新薬の同定
等、又はさらに癌幹細胞についての研究の分野において）の実施に十分であるとは認めら
れない。
【００１５】
　同様の考察は非常に高い診断能力が強調される他の方法に拡張することができるが、大
量で複雑で費用がかかりしたがって医療行為に適用ができないような解析作業の後でなく
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ては、生物学的試料の濃縮及びその中の希少細胞集団の単離についての既知の手順によっ
て十分なレベルの純度を得ることができないため、他の方法は具体的に実施することがで
きない。例えば、非特許文献５（関連部分について引用することにより本明細書の一部を
なすものとする）は、いくつかのマイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、すなわち約２２ヌクレ
オチドを含有するＲＮＡの短い一本鎖の非コード断片が癌の発生及び増悪に直接関与する
ことが最近証明された。定量的ＰＣＲを用いた原発性腫瘍（前立腺癌）の細胞中のｍｉＲ
－１５ａ及びｍｉＲ－１６の発現の研究から、対応する健常組織と比較して、両方のｍｉ
ＲＮＡがかなり低く調節されることが指摘された。上記データは、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブ
リダイゼーション（ＩＳＨ）を用いて確認された。さらに、いくつかの症例では、たとえ
これらのｍｉＲＮＡの低調節が癌発生の初期に既に記録されていても、一般的には、ｍｉ
Ｒ－１５ａ－ｍｉＲ－１６クラスターの欠失が病期の進行に関連することが証明されてい
る。したがって、診断的な見地から、腫瘍細胞を単離する可能性、及び腫瘍細胞がこれら
のｍｉＲＮＡの低調節を示すかどうかを評価する可能性は、治療法の最も適切な形態の選
択のためにも医師にとって有用である疾病の進行状態に対する正確な指標を提供する。
【００１６】
　治療的性質の考察をさらに進めるために、腫瘍学分野におけるいくつかの治療的アプロ
ーチが、モノクローナル抗体（細胞受容体を介する増殖因子によって媒介されるもの等の
細胞外の増殖の必須のシグナルを腫瘍細胞から枯渇させて、腫瘍細胞の生存に直接影響す
ることができる）の使用に基づくことは有益な想起である。例えば、この情況において、
対象となる標的の１つは、表皮増殖因子受容体（ＥＧＦｒ）である。表皮増殖因子（ＥＧ
Ｆ）と対応する受容体ＥＧＦｒとの間の結合は、細胞の生化学的事象のカスケード（ＥＧ
Ｆｒの自己リン酸化及び内部移行、そしてそれは細胞増殖へと発展する）を引き起こす。
【００１７】
　ＥＧＦ及びトランスフォーミング増殖因子－α（ＴＧＦ－α）の両方がＥＧＦｒに結合
し、細胞増殖及び腫瘍の増殖をもたらすことが示されている。多くの場合、ＥＧＦｒの発
現増加には腫瘍細胞によるＴＧＦ－α又はＥＧＦの産生が伴っており、したがって癌の増
悪におけるオートクライン増殖制御の関与が示唆される。したがって、ＥＧＦ、ＴＧＦ－
α及びＥＧＦｒを発現又は過剰発現する腫瘍の治療において、それらに対する抗体を使用
することが提案された。特許文献２として公開された国際特許出願中で記載されるように
、腫瘍細胞におけるＫ－ＲＡＳ遺伝子又はＢ－ＲＡＦ遺伝子中で変異の存在が最近実証さ
れており、これはＥＧＦｒのポリペプチドに結合するようにデザインされた薬剤による治
療に腫瘍が応答しないという事実に対する示唆を構成するものである。
【００１８】
　非侵襲的手順を用いて患者から採取した腫瘍細胞の試料から開始して、かかる変異の存
在を検出する可能性は、抗ＥＧＦｒモノクローナル抗体の使用に基づいた治療法を続ける
べきか、そうでなければ、それが効果的でないことを予め理解してこの治療法を却下する
べきかどうかを評価するための非常に重要なツールを医師に提供することが理解される。
しかしながら、この展望においても、血液又はいくつかの体液中の希少細胞の濃縮、同定
及び単離の方法論によって、その後の解析が信頼できること（偽陽性、偽陰性等の除外）
、及び場合によっては方法論を実質的に行うことができること（例えば、純度が低いため
にシグナル対ノイズ比が低すぎて有効な読み取りを得ることができない場合について）を
保証する十分な純度を得ることができない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１９】
【特許文献１】欧州特許第１１０９９３８号
【特許文献２】国際公開第２８１１２２７４号
【非特許文献】
【００２０】
【非特許文献１】Zieglschmid et al., Crit. Rev. Clin. Lab. Sci. 42, 155-196 (2005
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)
【非特許文献２】Klein et al., Tumour cell. 13(5), 441-53 (2008)
【非特許文献３】Klein et al., Proc. Natnl. Acad. Sci. USA 96, 4494-4499 (1999)
【非特許文献４】Nagrath et al., Nature, 450, 1235-1241 (2007)
【非特許文献５】Bonci et al. "The miR-15a-miR-16-1 cluster controls prostate can
cer by targeting multiple oncogenic activities" October 19, 2008; doi:10.1038/nm
.1880
【発明の概要】
【００２１】
　したがって、本発明の目的は、今までに記載された既知の技術分野の短所を克服する、
非侵襲的性質のサンプリングを用いて得られる循環性希少細胞又は播種性希少細胞を同定
し、単離し、その後に解析する方法を提供することである。
【００２２】
　したがって、本発明によれば、患者から採取された有機液体から開始して得られる対象
となる細胞（同定された後、少なくとも９０％の純度が得られるまで単離される）の試料
に対して実行され、請求項１において規定される方法によって行われる、診断目的の手順
が提供される。
【００２３】
　好ましくは、上記少なくとも１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは播種性腫瘍細胞又
はそれらの一部分の中から少なくとも１つの細胞を単離する工程は、少なくとも９５％の
純度を有する腫瘍細胞又はそれらの一部分の試料が得られるように行われる。さらにより
好ましくは、上記少なくとも１つのタイプの循環性腫瘍細胞若しくは播種性腫瘍細胞又は
それらの一部分の中から少なくとも１つの細胞を単離する工程は、１００％の純度を有す
る腫瘍細胞又はそれらの一部分の試料が得られるように行われる。
【００２４】
　特に、本発明の優先的な実施の形態によれば、希少細胞を単離する工程は本出願人によ
って開発された技術に従って行われ、この工程はマイクロメートルの大きさの数十万もの
電極を集積したシリコンマイクロチップの使用に基づき、単一の純度で対象となる細胞を
単離するように個別の細胞をマニピュレーションすることによって細胞を分子解析に利用
可能にする。このように、本発明による方法は、高純度の細胞を提供し、プロセスの最も
繊細な部分（個別の細胞の単離）について高度に自動化されており、診断及び予測につい
て高い信頼性のある解析技法の実施を可能にする。今までに記載されたものを考慮すると
、本発明の診断的及び治療的なレベルでの革新的な範囲が明らかに現われてくる。それに
より、疾病過程の異なる期における腫瘍治療の改善が可能になり、生検に匹敵する信頼レ
ベルを有する非侵襲的早期診断、並びに転移期及びアジュバント期の両方で、特異的抗癌
剤を用いた治療の過程で及び／又は疾病の変遷及び臨床治療に対する応答の質を追跡する
ための術後期で、感度の高い正確なフォローアップの両方を可能にする。
【００２５】
　本発明によれば、患者から非侵襲的様式で採取された有機液体は、第一に、当該技術分
野において既知の１つ又は複数の方法論（フィコール、赤血球の選択的溶解、トラックエ
ッチ膜等のフォトリソグラフィによるマイクロマシニング又は他の技法を用いて得られた
細胞の大きさに基づいたフィルターによる濾過、枯渇又は磁気濃縮等）に従って、対象と
なる細胞の濃縮を１回又は複数回行うことによって処理される。次いで、濃縮した細胞を
、対象となる細胞及び／又は混入細胞等の同定のために特異的抗体で標識する。
【００２６】
　この文脈において、「有機液体」又は「身体の液体」という表現は、対象となる細胞を
見出す確率が高い身体の試料から開始して得られる液体を指す。有機液体は、身体の試料
から直接的（例えば、末梢血流、骨髄、尿等）又は間接的（例えば、リンパ節からの組織
のトリプシン処理によって等）に採取することができる。
【００２７】
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　この文脈において、「対象となる細胞」という表現は、適切な解析技法を用いて検出可
能である、患者の病理学的状態に関する診断的又は治療的な性質の示唆を提供することが
できる特徴を持つ細胞を指す。
【００２８】
　例えば、身体の液体は末梢血（一般に使用される方法論に従って実質的に非侵襲的に患
者から取り出すことができる）であり、対象となる細胞は循環性腫瘍細胞（ＣＴＣ）であ
る。
【００２９】
　さらなる例として、有機液体は骨髄からの血液であり、対象となる細胞は播種性腫瘍細
胞（ＤＴＣ）である。
【００３０】
　次いで、本発明の方法は、濃縮した試料から単一の細胞を個別に選択し、自動的又は半
自動的で非手動的にこの細胞を単離することができるマイクロ流体システムの使用によっ
て特徴付けられる。
【００３１】
　単純化のために以下では「単一の細胞」又は「個別の細胞」という用語を使用するが、
一般に、単離されず１つ又は複数の、腫瘍細胞であっても非腫瘍細胞であってもよい他の
細胞に結合されたものとして対象となる細胞が存在する可能性がある限りでは、この用語
は単一の細胞又は単一の細胞凝集塊を含むものとして理解されなくてはならない。さらに
、単離された核等の細胞の一部分を解析する可能性があることも理解すべきである。
【００３２】
　マイクロ流体システムにおける細胞の上記単離を介して、対象となる細胞のみ、すなわ
ち１００％に等しい純度の試料を含有するセットが得られ、したがって、それは分子解析
の複数の手順を行うのに適切であると認められる。
【００３３】
　有利には、単一の細胞を個別に選択する上記マイクロ流体システムにおいて、選択は細
胞自体の画像に基づいて行われる。
【００３４】
　有利には、細胞の上記画像は、細胞自体の懸濁培地中の流れがない中で取得される。
【００３５】
　有利には、上記画像は、蛍光での取得画像を含む。
【００３６】
　本明細書において「マイクロ流体装置」とは、層流形態で液体の体積を管理するように
デザインされ、解析の間に液体を含有する空間が少なくとも１つの１ｍｍ未満の大きさを
持つ装置と理解される。
【００３７】
　本明細書において「単一の細胞を個別に選択することができる装置」とは、各細胞に対
して個別に評価されるパラメーターに基づいて、１つ又は複数の単一の細胞の選択を、一
度に又は同時に実行することができる装置と理解される。
【００３８】
　「非手動的単離」とは、例えば、可動型誘電泳動ケージを用いた移動の場合等において
、操作者の手動性が必要とされない細胞の移動と理解される。
【００３９】
　「自動的単離」とは、例えば、マイクロプロセッサによって実質的に非対話的に遂行さ
れるプログラムによって管理される、誘電泳動ケージを用いた移動の場合等において、操
作者の介入が必要とされない細胞の移動と理解される。
【００４０】
　「半自動的単離」とは、例えば、マイクロプロセッサにより遂行される対話型プログラ
ムによって管理される、例えば誘電泳動ケージを用いた移動の場合等において、操作者に
よる対話がマニピュレーションに対して間接的制御を及ぼすことを可能にする細胞の移動
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と理解される。
【００４１】
　有利には、上記選択は自動的又は半自動的に行われる。
【００４２】
　本明細書において、「自動的選択」とは、例えば、細胞を対象となる腫瘍細胞に効果的
に対応させる自動分類機により自動的に決定される場合等において、操作者の判断の介入
が必要とされない細胞の選択と理解される。例えば、細胞の取得画像を処理し、そこから
区別できる特色を抽出し、アルゴリズムに基づいてそれらを分類する画像分類機によりこ
れを行うことができる。
【００４３】
　本明細書において、「半自動的選択」とは、操作者の判断の介入が必要とされる細胞の
選択と理解される。例えば、細胞の画像を取得し、そこから区別できる特色を抽出し、そ
れらを選択すべきかどうかに関する最終決定について、操作者に提案するシステムにより
これを行うことができる。
【００４４】
　次いで、回収される試料の純度が高いため、回収される細胞に対する分子解析を様々な
技法を介して行うことができ、中でも非限定的な例として以下のものが挙げられる：
　シークエンシング（例えば変異の同定を目的とする）
　マイクロサテライト解析（例えば定量的蛍光ＰＣＲ、すなわちＱＦ－ＰＣＲによる）
　比較ゲノムハイブリダイゼーション（ＣＧＨ）
　アレイＣＧＨ
　エンドポイントＰＣＲ
　リアルタイムＰＣＲ
　メチル化解析：
　　ピロシークエンシングによる定量的メチル化解析
　　重亜硫酸塩ゲノムシークエンシングＰＣＲ（ＢＳＰ）
　　メチル化特異的ＰＣＲ（ＭＳＰ）
　　ＤＮＡの複合重亜硫酸塩制限解析（ＣＯＢＲＡ）
　　メチル化感受性単一ヌクレオチドプライマー伸長（ＭＳ－ＳＮｕＰＥ）
　遺伝子発現解析
　　ＲＴ－ＰＣＲ
　　単一細胞遺伝子発現
　　デジタルＰＣＲ。
【００４５】
　本発明のさらなる特徴及び利点は、この後に続く、添付された図面を参照して提供され
るその実施形態のいくつかの非限定な例の説明から明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】本発明による非侵襲的診断方法の一実施形態を要約したフローチャートである。
【図２】本発明による方法を実行する装置の一例（又はその実質的であり特徴付ける部分
）の概略図である。
【図３Ａ】本発明の方法によって循環性腫瘍細胞のスキャニングの過程で取得した画像で
ある。
【図３Ｂ】本発明の方法によって循環性腫瘍細胞のスキャニングの過程で取得した画像で
ある。
【図３Ｃ】本発明の方法によって循環性腫瘍細胞のスキャニングの過程で取得した画像で
ある。
【図４Ａ】本発明の方法によって同定及び単離された循環性腫瘍細胞の遺伝子解析の過程
で得られた一連の電気泳動図である。
【図４Ｂ】本発明の方法によって同定及び単離された循環性腫瘍細胞の遺伝子解析の過程
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で得られた一連の電気泳動図である。
【図４Ｃ】本発明の方法によって同定及び単離された循環性腫瘍細胞の遺伝子解析の過程
で得られた一連の電気泳動図である。
【図４Ｄ】本発明の方法によって同定及び単離された循環性腫瘍細胞の遺伝子解析の過程
で得られた一連の電気泳動図である。
【図５】ｍＣＲＣに冒された患者の末梢血流から本発明の方法によって選択及び単離され
た循環性腫瘍細胞のスキャニングの過程において取得した画像である。
【図６】ｍＣＲＣに冒された患者の末梢血流から本発明の方法によって単離されたＣＴＣ
のＫ－ＲＡＳ上の変異Ｇｌｙ２Ｖａｌの検出に関するスペクトルである。
【図７】ｍＣＲＣに冒された患者の末梢血流から本発明の方法によって単離されたＣＴＣ
のＫ－ＲＡＳ上の変異Ｇｌｙ２Ｖａｌの検出に関するスペクトルである。
【図８】濃縮した試料のスキャニングの過程において取得した５つの画像である。上記画
像はＤＥＰＡｒｒａｙ（商標）チップ上の５つの誘電泳動ケージの内容物に関する。図の
細胞は互いに一緒に、その他の図の細胞とは分離して回収した。図８は循環性腫瘍細胞に
対応する陰性対照（正常白血球）を示す。
【図９】濃縮した試料のスキャニングの過程において取得した５つの画像である。上記画
像はＤＥＰＡｒｒａｙ（商標）チップ上の５つの誘電泳動ケージの内容物に関する。図の
細胞は互いに一緒に、その他の図の細胞とは分離して回収した。図９は循環性腫瘍細胞に
対応する陰性対照（正常白血球）を示す。
【図１０】濃縮した試料のスキャニングの過程において取得した５つの画像である。上記
画像はＤＥＰＡｒｒａｙ（商標）チップ上の５つの誘電泳動ケージの内容物に関する。図
の細胞は互いに一緒に、その他の図の細胞とは分離して回収した。図１０は本発明の方法
による循環性腫瘍細胞を示す。
【発明を実施するための形態】
【００４７】
　本発明の課題は、好ましくは非侵襲的性質のサンプリングを用いて得られた、希少細胞
、特に循環性腫瘍細胞又は播種性腫瘍細胞を同定、単離及びそのすぐ後に解析する方法で
ある。
【００４８】
サンプリング
　試料は、患者の末梢循環から採取することができるか、又は他の場合には当該分野にお
ける既知の様々な技法を介して骨髄から採取することができる。
【００４９】
前濃縮
　採取された試料中の腫瘍細胞の比率は様々な方法、例えば、フィコール又はパーコール
等の溶液によって構成した密度勾配での遠心分離、様々なタイプのフィルター等の機械的
濃縮、目的のために提供された装置である誘電泳動活性化細胞選別装置（ＤＡＣＳ）を介
する誘電泳動による分離を用いた濃縮、例えば、対象とならない赤血球の選択的溶解等の
選択的溶解、正の選択（集団が回収されるように特異的抗体に結合されたビーズを使用し
て）、又は負の選択（対象とならない細胞集団の枯渇）で免疫磁気ビーズを介した、免疫
磁気分離（手順の特異性を増加させるために２つのタイプの選択をカップリングできる）
、特異的蛍光抗体により標識された細胞でのＦＡＣＳ、有利には、上皮受容体（ＥｐＣＡ
Ｍ等）についての特異的抗体によりコートされた表面を提示するマイクロ流体システムを
用いた固相免疫分離等を使用して、濃縮することができる。
【００５０】
　大部分については、これらの手順は自動化することができ、密度勾配での遠心分離によ
る分離はすべての選別手順に先行することができるか、又はその代わりに、すべての選別
手順を全血に対して適用することができる。
【００５１】
　一般に、プロセスは希釈から開始するが、これはすべての技法に厳密に必要ではない。
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【００５２】
他の濃縮技法
　当業者に周知のさらなる技法は、Miltenyi Biotech社によって開発されたＭＡＣＳと呼
ばれる技法、又はほかにはStem-cell technologies社によって開発されたＥａｓｙ－ｓｅ
ｐである。
【００５３】
　あるいは、より大きな大きさの常磁性ビーズを使用することが可能であり、特殊なカラ
ムの使用を必要としないが、ウェル又は試験管により作業する場合も使用することができ
る（例えば抗ＥｐＣＡＭのＤｙｎａｂｅａｄ等）。
【００５４】
　まとめると、少なくとも１タイプの腫瘍細胞を含む細胞の集団に上記試料を濃縮する上
記工程が、
　ａ．質量密度、
　ｂ．形態、
　ｃ．電気的特性、
　ｄ．化学的特性、
　ｅ．機械的特性、
　ｆ．表面抗原の発現、
　ｇ．細胞質内抗原の発現、
　ｈ．誘電特性、
　ｉ．磁気的特性、
　ｌ．幾何学的特性（大きさ等）、及び
　ｍ．光学的特性、
又はその組み合わせ
からなる群から選択される少なくとも１つのパラメーターに基づいて行われる細胞の選択
を用いた連続的工程からなる方法により行うことができる。
【００５５】
　有利には、次いでさらに、腫瘍細胞の濃縮は、第１の工程において回収された単核細胞
からの細胞の正の選択又は負の選択を行う第２の工程を用いて達成される。明らかに、第
２の濃縮工程は、特異的抗原を発現する能力又は特異的抗原を発現しない能力に基づいて
行われ、以下の技法のうちの１つにより評価される選択を含むことができる。
　ａ．ＭＡＣＳ、すなわち磁気活性化細胞選別装置、
　ｂ．ＤＡＣＳ、すなわち誘電泳動活性化細胞選別装置、
　ｃ．ＦＡＣＳ、すなわち蛍光活性化細胞選別装置。
【００５６】
単一の腫瘍細胞の単離
　次に、腫瘍細胞を含有する試料は、単一の細胞を個別に選択し、自動式又は半自動式の
非手動性手段でこれらの細胞を単離することができるマイクロ流体装置中に挿入される。
この目的のために、誘電泳動による単離（例えば、国際出願ＰＣＴ／ＩＢ２００７／００
０９６３号若しくは国際出願ＰＣＴ／ＩＢ２００７／０００７５１号、又はさらにManare
si et al., IEEE J. Solid-State Circuits, 38, 2297-2305 (2003)及びRomani et al., 
Proceedings of the International Solid State Circuit Conference, 1, 224-225 (200
4)中に記載される技法を使用するＤＥＰＡｒｒａｙ）、又は他の場合には光電子トラップ
若しくは光泳動単離、又はさらに、レーザーピンセット（例えば、Reichle et al., Elec
trophoresis, 22, 272-82 (2002)又はFiedler et al., Anal. Chem., 70, 1909-15 (1998
)を参照）を使用することは可能である。
【００５７】
　上記文献の内容は、単なる参照として関連部分に関するものとして、引用することによ
り本明細書の一部をなすものとする。
【００５８】
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　対象となる細胞の同定は、例えば、以下のセンサー、
　外部センサー、
　蛍光顕微鏡等の光学センサー、又はさらに
　内部センサー、
　蛍光細胞の同定の統合方法を記載する、国際公開第２００７０４９１０３号及び国際公
開第２００７０１０３６７号中で開示されるような光学センサー、
　細胞のインピーダンス測定特徴の検出についての国際公開第２００７０４９１０３号及
び国際公開第２００７０１０３６７号中で開示されたようなインピーダンス測定センサー
を介して、行うことができる。
【００５９】
　さらに、細胞の選択のためのシグナルは、例えば抗体にカップリングし、その後該抗体
が細胞にカップリングするマイクロビーズの存在等のように間接的であってもよい。イン
ピーダンス測定センサー又は光学センサーを用いて（明視野で、又は蛍光で）、既に今ま
でに記載されていたように、細胞にカップリングした１つ又は複数のマイクロビーズの存
在を検出することができる。
【００６０】
　本発明によれば、マイクロ流体装置を用いた単一の腫瘍細胞の個別のマニピュレーショ
ンによって、好ましくは自動化された手段で、少なくとも９０％の純度を有する被解析試
料を構成するように、採取された前濃縮試料中に含有される腫瘍細胞を単離する。
【００６１】
　好ましくは、９５％を超える純度を有する被解析試料を構成するように、腫瘍細胞を単
離する。さらにより好ましくは、１００％の純度を有する被解析試料を構成するように、
腫瘍細胞を単離する。
【００６２】
遺伝子解析
　本発明に従って回収された腫瘍細胞に対して、今までに記載されたものに従って、異な
るレベルの解像度及び感度で、並びに研究の診断的な目的に従って、その遺伝的特性評価
又は染色体の特性評価を可能にする様々なタイプの解析を行うことができる。
【００６３】
　例えば、Ｋ－ＲＡＳ遺伝子の変異の存在を検出するために、転移を示す患者から採取し
たＣＴＣのシークエンシングに進むことが可能である。
【００６４】
　前立腺癌の症例において、単一の細胞の全ゲノム増幅を用いてＣＴＣの欠失の存在を評
価することが可能である。
【００６５】
　さらに、原発不明癌（ＣＵＰ）の事例において、ＣＴＣの遺伝的プロファイル及び／又
は発現プロファイルを介して原発組織を同定することが可能であり、したがって最も適切
な治療法の選択のための基本となる情報が得られる。
【００６６】
　播種性腫瘍細胞の事例において、次いで、予後指標及び可能性のある治療標的を同定す
るために、単一のＣＴＣ及び／又はＤＴＣ上の遺伝子発現の解析を行うことが可能である
。
【００６７】
　非限定例によって、以下に記載されるものは、図１中に示されるフローチャートに従っ
た本発明による方法の優先的な実施形態である。
【００６８】
開始試料
　健康な男性のドナーから採取した１７ｍｌの全血の試料中に、乳癌細胞株ＭＣＦ７に属
する２０００個の細胞をスパイクすることによって導入した。
【００６９】
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予備的な濃縮
　本発明の優先的な実施形態は、連続的工程からなるプロセスを意図する。
【００７０】
（ａ）フィコール。　試料を抗凝固剤（例えば、ＥＤＴＡ）により処理し、ポリプロピレ
ン製の５０ｍｌ容の滅菌試験管の中へ、好ましくは８時間以内に移した。これから５０μ
ｌの体積を抽出し、それをコールターカウンターを使用する白血球（ＷＢＣ）及び赤血球
（ＲＢＣ）のカウントのために使用した。
【００７１】
　次いで試料をｐＨ７．２のＰＢＳ及びＥＤＴＡ（２ｍＭ）で１：４に希釈した。
【００７２】
　或る体積（≦３０ｍｌ）の希釈した血液を１５ｍｌのフィコール－ハイパック（密度＝
１．０７７ｇ／ｍｌ）上に正確に重層化した。
【００７３】
　次に、試料は（ブレーキなしの）チルトローター遠心分離機中で、２２℃で３０分間、
６５４ｇで遠心分離した。
【００７４】
　界面のリンパ球の層を干渉しないように注意して、（パスツールタイプの）ピペットに
より、血漿を除去した。ただし自動式のピペッターも使用することができる。ドロップカ
ウンターにより層を慎重に収集し、５０ｍｌ容のポリプロピレン滅菌コニカル試験管の中
へ移した。
【００７５】
　試験管をＰＢＳ及びＥＤＴＡ（２ｍＭ）により満たし、振盪し、１０℃で１０分間３０
０ｇで遠心分離した。
【００７６】
　上清部分を廃棄した。
【００７７】
　試験管をＰＢＳ及びＥＤＴＡ（２ｍＭ）により満たし、再び振盪し、１０℃で１０分間
３００ｇで遠心分離した。上清部分を抜き取った。
【００７８】
　試料から細胞沈殿（すなわち、末梢血流単核細胞、ＰＢＭＮＣの複合物）を採取して、
５ｍｌのバッファー中に再懸濁した。これから５０μｌのアリコートを採取して、コール
ターによりＷＢＣカウントを行った。
【００７９】
　試験管をバッファーにより満たし、振盪し、１０℃で１０分間２００ｇで遠心分離した
。上清部分を廃棄した。
【００８０】
　赤血球排除のための前濃縮の第１の工程としてフィコールに対する代替案は、細胞の化
学的特性を利用する赤血球の選択的溶解に代表される。
【００８１】
（ｂ）ＣＤ４５　ＭＡＣＳ枯渇
　細胞沈殿を合計１０７個の細胞に対して８０μｌのバッファー中で再懸濁した。
【００８２】
　２０μｌ量の抗ＣＤ４５のマイクロビーズを合計１０７個の細胞に加えた。４℃で１５
分間の振盪及びインキュベーションの工程が続いた。
【００８３】
　試験管をバッファーにより満たし、１０℃で１０分間３００ｇで遠心分離することによ
って、細胞を洗浄した。
【００８４】
　上清部分を廃棄し、細胞沈殿を合計１０８個の細胞に対して５００μｌのバッファー中
で再懸濁した。
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【００８５】
　ＬＳタイプのＭＡＣＳカラム（Miltenyi社）は、製造業者によって提供された指示に従
って、適切なＭＡＣＳセパレーターの磁場中に配置した。
【００８６】
　プレフィルターを各カラム上に配置した。
【００８７】
　プレフィルター及びカラムの両方を、３ｍｌのバッファーによりリンスすることによっ
て調製した。
【００８８】
　細胞懸濁液をカラムに（又はプレフィルター上に）適用した。
【００８９】
　細胞懸濁液を含有していた試験管であって、現在は空の試験管を９ｍｌのバッファーに
より満たした。
【００９０】
　標識されていない細胞を収集し、３ｍｌのバッファーを３回加えることによってカラム
を洗浄し、各回で以前の工程においてバッファーで満たした試験管に洗浄物を採取した。
【００９１】
　カラムをセパレーターから除去し、試験管上に置いた。
【００９２】
　５ｍｌ量のバッファーを、ピペットを使用してカラムの中へ導入した。
【００９３】
　磁気的に標識された細胞を含有する画分を、プランジャーの操作によってすぐ後で放出
させた。
【００９４】
　混入細胞の数をさらに減少させるために、枯渇させる細胞上に選択的に存在する抗原を
認識する抗体により官能基化したさらなる磁気マイクロビーズ、例えば、抗ＧＰＡマイク
ロビーズ（フィコールから残存赤血球を排除するため）等を含む枯渇カクテルを使用する
ことが可能である。
【００９５】
　混入細胞の数をその上さらに減少させるために、磁気カラムにおける二次通過を実行す
ることが可能である。
【００９６】
（ｃ）固定及び標識
　ＭＡＣＳ後の細胞を１０分間３００ｇで遠心分離し、４０μｌのバッファー中で沈殿を
再懸濁した。
【００９７】
　試料を１．５ｍｌ容の試験管の中へ移した。これに直前に調製した４％パラホルムアル
デヒドを７６０μｌ加え、続いて室温で２０分間インキュベーションした。
【００９８】
　微小遠心管中で相対遠心加速度（r. c. f.）０．２ｒ．ｐ．ｍ．で５分間遠心分離した
後に、上清画分を抜き取った。
【００９９】
　これに続いて１ｍｌのＰＢＳで洗浄し、微小遠心管中で相対遠心加速度０．２ｒ．ｐ．
ｍ．で５分間遠心分離し、再び上清画分を吸引した。
【０１００】
　これに１００μｌの３％ＰＢＳ／ＢＳＡ（ブロッキングバッファー）を加えた。
【０１０１】
　試料を室温で１０分間インキュベーションした。
【０１０２】
　微量遠心分離機中で相対遠心加速度０．２ｒ．ｐ．ｍ．で５分間さらに遠心分離した後
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に、上清画分の吸引が続き、ＥｐＣＡＭ－ＦＩＴＣ及びＣＤ４５－ＰＥ（Miltenyi社、製
造業者により推奨されたプロトコルに従う）で染色を行った。
【０１０３】
　プロセスを完了させるために、１０００μｌのスーパーバッファー（Ｈｅｐｅｓ４００
ｍＭ、１％ＢＳＡ）及び水で希釈した１μｌのヘキスト３３３２４（１００μｇ／ｍｌ）
のにより最終洗浄を行い、試料をボルテックスで撹拌した。
【０１０４】
　試料の品質管理を行い、マーカーの蛍光強度及び全細胞濃度を確認した。標識試料の一
部を最小体積の特異的バッファー（誘電泳動操作に役立つ）中に再懸濁し、試料の品質管
理のために装置上にロードし、蛍光顕微鏡下で管理した。細胞の蛍光強度を異なるチャン
ネルで示し、ヘキスト３３３２４で標識された細胞（全有核細胞）をカウントした。細胞
濃度が単一の細胞の単離のための装置の適切な操作に至適な濃度よりも高ければ、次の工
程は試料を希釈して所望の濃度を得ることである。
【０１０５】
単離
　次いで、このようにして得た細胞を、腫瘍細胞の誘電泳動操作及び単離のために、チッ
プＤＥＰＡｒｒａｙ（登録商標）ＣＯＮＶ６００Ｋ（Silicon BioSystems社によって製造
、例えば、国際公開第００６９５２５号を参照）中に挿入した。装置全体を図２において
図示する。
【０１０６】
　スキャニング、同定及び選択を試料で行い、腫瘍細胞の選別及び回収を行った。
【０１０７】
　３つの異なる蛍光チャンネル（すなわち３つの異なる波長）を備えた顕微鏡で自動的又
は手動的にケージされた細胞をスキャンした。ＤＡＰＩチャンネル（「ＤＡＰＩチャンネ
ル」とはＵＶ励起及び青色の発光を意味し、それはしたがってヘキスト３３３２４の可視
化に使用される）における観察により、（陽性）有核細胞の同定が可能になるが、ＥｐＣ
ＡＭ及びＣＤ４５に関するチャンネルの観察から、腫瘍細胞（適合する形態でのＤＡＰＩ
＋、ＥｐＣＡＭ＋及びＣＤ４５－）と、リンパ球（ＤＡＰＩ＋、ＥｐＣＡＭ－、ＣＤ４５
＋）と、誤ったシグナル（ＤＡＰＩ＋、ＥｐＣＡＭ＋及びＣＤ４５＋若しくはＤＡＰＩ－
、ＥｐＣＡＭ＋及びＣＤ４５＋も、又は腫瘍細胞と不適合な形態でのＤＡＰＩ＋、ＥｐＣ
ＡＭ＋及びＣＤ４５－）との間の区別を可能にする。
【０１０８】
　図３Ａ、図３Ｂ、図３Ｃは、ＤＥＰＡｒｒａｙ（登録商標）ＣＯＮＶ６００Ｋ内の試料
の細胞のスキャニングの過程において取得した画像を示す。さらに特に、図３Ａは、考慮
した３つのチャンネルにおける３つの腫瘍細胞の画像を示す。図３Ｂは、考慮した３つの
チャンネルにおける誤った細胞の画像を示す。図３Ｃは、考慮した３つのチャンネルにお
ける２つのリンパ球の画像を示す。
【０１０９】
　次いで、細胞の選択は、ＤＡＰＩに陽性（有核細胞）、ＥｐＣＡＭに陽性、ＣＤ４５に
陰性であることが見出される細胞を含有するケージの選択によって行われた。１６個の細
胞がチップ上に同定され、そのうちのいくつかは２つであった。１５個の細胞（そのうち
のいくつかは２つである）が、０．２ｍｌのＰＣＲチューブ中に数マイクロリットル（＜
４０μｌ）で最終的に回収された。
【０１１０】
　確定的な解析は、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社のＭｉｎｉｆｉｌｅｒキッ
トを使用して行った。
【０１１１】
　Ｍｉｎｉｆｉｌｅｒキットを使用して行った断片の解析（ＱＦ－ＰＣＲ）の結果を図４
Ａ、図４Ｂ、図４Ｃ、図４Ｄにおいて示す。考慮した４つの蛍光チャンネルにおいて、異
なるマイクロサテライトを解析した。血液中へのスパイクによって腫瘍細胞が導入された
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男性の被験体に由来する対立遺伝子による微量の混入が、どんな場合にもないことを示す
ことができる。
【０１１２】
　抗ＥｐＣＡＭ抗体に対する代替案として、例えば、血球において発現されない１つ又は
複数のタイプのサイトケラチンを認識する抗体等の異なるタイプの抗体を使用することが
可能である。
【０１１３】
　あるいは、癌をより特徴づける抗体（腫瘍特異的）を使用することが可能であり、それ
らは例えば
　前立腺について、前立腺特異的抗原（ＰＳＡ）、
　肺について、甲状腺転写因子１（ＴＴＦ－１）、
　乳房について、ヒト表皮増殖因子受容体２（ＨＥＲ２／ｎｅｕ）
等である。
【０１１４】
適用の可能性
　選択及び単離の自動化可能手順の後に１００％の純度を有するＣＴＣの試料を得ること
により、そうでなければ、正確に信頼性をもち、かつ精密に解析することができないよう
な複数の状態について実現可能な診断経路が与えられる。
【実施例】
【０１１５】
実施例１
　癌患者における変異（例えば、Ｋ－ＲＡＳ遺伝子中の）の非侵襲的評価。
【０１１６】
　以下において記載されるものは、転移性結腸・直腸癌（ｍＣＲＣ）に冒された患者の末
梢血流からのＣＴＣの単離の事例である。
【０１１７】
　７．５ｍｌの末梢血流の試料を、ＥＤＴＡ抗凝固剤（Beckton Dickinson社）を含むバ
キュテイナーチューブ中へ患者から抜き取った。試料をコールターカウンター（Beckman 
Coulter社）で解析し、白血球（ＷＢＣ）は４２×１０６及び赤血球（ＲＢＣ）は４３．
９５×１０９であった。次いで、ＰＢＭＣを遠心分離を介して単離した（フィコール１０
７７中で）。回収したＰＢＭＣ（コールターカウンターによるカウントに基づいて１６．
５×１０６）を、ＢＳＡ及びＥＤＴＡを含むＰＢＳ（ランニングバッファー、Miltenyi社
）で洗浄し、製造業者の説明書に従って抗ＣＤ４５抗体及び抗ＧＰＡ抗体（Miltenyi社）
にコンジュゲートした磁気マイクロビーズによる枯渇を介して選択した。得られた細胞（
ＣＤ４５及びＧＰＡについて陰性画分）を、ＰＢＳ中の２％のＰＦＡで室温（ＲＴ）で２
０分間固定した。これに続いてＰＢＳで洗浄し、３％のＰＢＳ／ＢＳＡ（ブロッキングバ
ッファー）中で室温で１０分間インキュベーションした。ＰＢＳでのフラッシング後に、
ＣＤ４５標識は、１００μｌのMiltenyi社ランニングバッファー（ＲＢ）中に１０μｌの
ＰＥコンジュゲート抗ＣＤ４５抗体（Miltenyi社）により、４℃で１０分間行った。１ｍ
ｌのＲＢを加え、遠心分離し、上清部分から抜き取ることによって反応をブロックした。
次いで、細胞は９０μｌのＩｎｓｉｄｅＰｅｒｍ（Miltenyi社）で透過性にし、同時に１
０μｌのＦＩＴＣコンジュゲート抗ＣＫ抗体により室温で１０分間標識した。１ｍｌのＩ
ｎｓｉｄｅ　Ｐｅｒｍを加え、遠心分離し、上清画分を除去することによって反応を終了
させた。沈殿を、固定及び透過性にした細胞の誘電泳動による操作のために至適化したバ
ッファー（水（ＳＢ）中のヘペス（４００ｍＭ）＋ＢＳＡ（２％）及びＤＡＰＩ（１ｍｇ
／ｍｌ））中に再懸濁し、最終的にＳＢで洗浄し、チップＤＥＰＡｒｒａｙ（商標）ＣＯ
ＮＶ６００Ｋ（１０００００個の誘電泳動ケージを有する）へのインジェクションのため
に再懸濁した。チップ上に存在するのは約１６０００個の細胞であった。ＤＡＰＩ／ＦＩ
ＴＣ／ＰＥにおけるスキャニング後に、ＣＴＣを同定した。図５は、本発明の方法を用い
て選択及び単離したＣＴＣ（白色矢印によって示される）の画像を含み、上記画像は、３
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つのそれぞれのチャンネルにおける蛍光を強調するように適切に処理されている：緑色チ
ャンネルにおけるＦＩＴＣコンジュゲート抗ＣＫモノクローナル抗体（Miltenyi社）、赤
色チャンネルにおけるＰＥコンジュゲート抗ＣＤ４５モノクローナル抗体（Miltenyi社）
、及び青色チャンネルにおける核の同定のためのＤＮＡのＤＡＰＩ標識。
【０１１８】
　処理された画像の解析から様々なタイプの可能性のある事象を明瞭に区別することが可
能であるが、画像に基づかず全体的な蛍光の強度にだけ基づくあまり厳密でない解析にお
いては、画像を偽陽性として却下する可能性があることに注目するべきである。
【０１１９】
　例えば、ＩＤ３８２によるケージは１対のＣＴＣを含有している。存在する３つのＣＴ
Ｃのうちの２つが最終的に１つの同一のケージに存在する確率は無視できるので、これら
は明らかに開始時に既に結合されていた。抗体（例えば抗ＣＫ）が非特異的手段でトラッ
プされることを考慮すると、一般に、細胞のクラスターが誤った蛍光シグナルを生じさせ
得るので、画像解析なしでは、この事象は却下される可能性がある。したがって、２つの
ＩＤ３８２細胞の回収は１００％の純度を有する（大多数の分子解析と矛盾しない）。
【０１２０】
　ＩＤ１１４３９によるケージはＤＡＰＩ＋／ＣＫ＋／ＣＤ４５＋の事象を示す。画像解
析なしでは、誤ったものとして、上記事象は却下される可能性があるが、その代りに、画
像により事象における蛍光分布の検出が可能になるので、３つの他のＣＫ－の有核細胞（
そのうち２つはＣＤ４５＋）と共に、ケージされたＤＡＰＩ＋／ＣＫ＋／ＣＤ４５－のＣ
ＴＣ（白色矢印によって示された）として、データを解釈することが可能である。上記ケ
ージの内容物は分離して回収することができる。可動型誘電泳動ケージに基づいたシステ
ムを使用して、最初は同じケージを共有する細胞を単一のケージ中で隔離することを、適
切なパターンのケージの適用によって行うことができる。ケージの他の混入細胞からＣＴ
Ｃを隔離することが可能でない場合、上記回収物に対して混入物の存在の情報を関連づけ
て、ケージの内容物を回収することはいかなる事例においても可能である。これは本発明
による技法のさらなる利点である。回収された細胞の純度は以下へ示され、これは解析下
流において考慮に入れることができる。問題となっている事例において、したがって、他
の３つと共に細胞を回収することができるか（２５％の純度）、又は他の場合には、単独
で分離及び回収されて１００％純粋な回収物（単独で単離された場合）、若しくは他の場
合には、１つの混入物と共に単離された場合は５０％純粋な回収物、若しくは他のケージ
中に存在する可能性がある混入物なしで、１つの混入物及びさらに９つのＣＴＣと共に単
離された場合は９０％純粋な回収物（この事例ではない）を得ることができる。
【０１２１】
　ケージＩＤ５００７は、ＤＡＰＩ＋／ＣＫ＋／ＣＤ４５＋の事象であるので、全蛍光に
基づいて、ＩＤ１１４３９の事象に類似するような事象を示す。しかしながら、画像に基
づいて、どのように誤った事象であるかどうかを、その事象を抗ＣＫ抗体をトラップした
クラスターに結びつけて考えられる限りでは、決定することが可能である。
【０１２２】
　ケージＩＤ１３１０３は、ＤＡＰＩ＋／ＣＫ＋／ＣＤ４５＋の事象であるので、全蛍光
に基づいて、ＩＤ１１４３９の事象に類似するような事象を示す。しかしながら、画像に
基づいて、どのように誤った事象であるかどうかを、ＣＤ４５＋（非ＣＴＣ）シグナルを
有する単一の二重陽性細胞に結びつけて考えられる限りでは、決定することが可能である
。
【０１２３】
　ＩＤ８６１４によるケージは、ＣＫ＋／ＣＤ４５－であるがＤＡＰＩ－の事象（ＣＴＣ
として分類されなかった）を示す。２つの細胞がＣＫ－であり、その内の１つの細胞がＣ
Ｄ４５＋でもあるので、ＩＤ７７９６によるケージは、ＣＴＣとして分類されない２つの
細胞を含む対照事象（２つの白血球）を示す。
【０１２４】
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　対象となる細胞は、その結果単離することができるか、又はそうでなければ、実験の目
的に従って、試料の純度の面から、及び細胞が含まれる細胞凝集体からの細胞の分離の容
易性に従って、単離することができる。この意味において、画像に基づいた選択は、偽陽
性及び偽陰性の除外に特に効果的である。
【０１２５】
　フィコールに対する代替案として、赤血球（ＲＢＣ）の選択的溶解に基づいた技法を使
用することが可能である。この事例において、第一に、試料中に顆粒球も残存する。ＲＢ
Ｃの上記除去後に、腫瘍細胞は、正の免疫磁気選択（例えば、抗ＥｐＣＡＭ抗体にカップ
リングされた磁気マイクロビーズで）、又は負の免疫磁気選択を介して（例えば、抗ＣＤ
４５抗体に、又は抗ＣＤ４５抗体及びＣＴＣ中に存在しない抗原に対する他の抗体を含む
反応混液にカップリングした磁気マイクロビーズを介して）さらに濃縮することができる
。任意の事例において、存在する少数のＣＴＣは、何万又は何十万もの白血球を含有する
試料において得られる。
【０１２６】
　末梢血流からのＣＴＣの単離は、同様に、Veridex社のＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（商標）
システム等のＦＤＡによって認可された濃縮及び標識の手順と互換性をもつ。この事例に
おいて、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈシステムは、自動化された手段（ＡｕｔｏＰｒｅｐマシン
による）において標識及び濃縮を行うためにも使用することができる。このシステムによ
り、存在する少数のＣＴＣは、典型的には、わずか数千の混入白血球の（典型的な値は１
０００～５０００）と共に試料中に得られる（約９０％の至適収量で）。ＣｅｌｌＳｅａ
ｒｃｈ　ＡｕｔｏＰｒｅｐは優れた濃縮システムであり、その主要な限定としては、Ｅｐ
ＣＡＭの正の免疫磁気選別に基づくということである。したがって、いくつかのタイプの
腫瘍において、ＣＴＣがＥｐＣＡＭを過剰発現しない場合、少数のＣＴＣしかを見出すこ
とができない。かかる事例において、ＣＤ４５＋細胞の枯渇のために負の選択が示される
。
【０１２７】
　ＥＧＦｒ受容体に対して指向性があるモノクローナル抗体に基づいた治療法の非有効性
に、Ｋ－ＲＡＳのいくつかの変異が関係のあることが実証されているので、Ｋ－ＲＡＳ遺
伝子の変異状態の検出には多くの臨床的重要性がある。上記変異は、ＥＧＦｒの上流の阻
害にもかかわらず、実際は、細胞増殖の機構を下流で活性化する。セツキシマブ及びパニ
ツムマブによる治療法はこれまでは、野生型Ｋ－ＲＡＳの患者のためだけ示されている。
ＣＴＣ中の変異を同定する可能性は、特に、生検が可能でないか、行うのに非常に複雑な
すべての状況において、生検に頼る必要がなくなる可能性を提供する。外科手術で取り出
された組織が利用可能な場合でさえ、ＣＴＣを解析する可能性は、任意の事例において関
心を持たれる。腫瘍は遺伝的見地から内因的に不安定であり、転移は原発性腫瘍の部位と
は異なる部位に位置する細胞に由来することがあり得る。したがって、ＣＴＣは転移する
細胞の分子像をより良好に反映することができる。
【０１２８】
　ＣＴＣからのＫ－ＲＡＳの変異を検出する可能性を確認するために、転移性結腸・直腸
癌（ｍＣＲＣ）に冒された患者の末梢血流からのＣＴＣを解析した。上記の濃縮手順に従
って、ＣＴＣをＤＥＰＡｒｒａｙ（商標）上で同定及び単離した。１００％の純度により
、シークエンシングを介して可能性のある変異の存在の検出が可能になる。例えばネステ
ッドＰＣＲにより開始コピーを事前に増幅した後に、既知の技法を使用して、シークエン
シングを行う。
【０１２９】
　問題となっている事例において、下流の解析は、Sigma社製のＯｍｎｉｐｌｅｘキット
によるＤＯＰ－ＰＣＲ技法を使用して行った。増幅後に、Applied Biosystems社製のキャ
ピラリー電気泳動シークエンサーにより、産物を解析した。
【０１３０】
　図６は、解析された試料の１つにおける変異の検出例を示し、この変異はコドン１２中



(20) JP 5814124 B2 2015.11.17

10

20

30

40

50

のグリシンからバリンへの変異に対応する（対応する陰性対照を図７中に示す）。
【０１３１】
実施例２
　単一の細胞の全ゲノム増幅及びＣＧＨアレイを介する（例えば前立腺癌における）欠失
のＣＴＣの評価。この事例において、異なるウェル中に回収される単一の細胞の単離が有
利に行われる。このような手段で、解析は集団の不均質性を考慮に入れ、いくつかの腫瘍
細胞の中にだけ存在する変異を同定するのがより容易なように、平均的なシグナルだけで
なく、各細胞に関する複数のシグナルも供給する。
【０１３２】
実施例３
　遺伝的プロファイル及び／又はＣＴＣの発現プロファイルを介する、ＣＵＰ腫瘍におけ
る原発組織の非侵襲的同定。
【０１３３】
実施例４
　予後指標の同定のための単一の播種性腫瘍細胞（ＤＴＣ）の遺伝子発現の解析、及び潜
在的な治療標的。この事例においても、異なるウェル中に回収される単一の細胞の単離が
有利に行われる。このような手段で、解析は集団の不均質性を考慮に入れ、いくつかの腫
瘍細胞の中にだけ存在する変異を同定するのがより容易なように、平均的なシグナルだけ
でなく、各細胞についての複数のシグナルも供給する。
【０１３４】
実施例５
　既に言及したたように、一般に、「細胞の単離」に関して上で述べたことは、例えば、
核等の「細胞の一部分の単離」にも適用されるとして理解される。実際、重要な情報は、
或る特定のタイプの生体分子情報についての任意の事例において、細胞の一部分の単離に
よって得ることができる（例えば核において含有されるゲノムＤＮＡの評価によって）。
【０１３５】
　核の単離の例において、細胞の選択は、非腫瘍細胞から腫瘍細胞（ＣＴＣ又はＤＴＣ）
の核を区別可能なようにマークする技法（例えば、ＦＩＳＨ等）を介して行うことができ
る。この事例において、複数のシグナルの存在は、ゲノムＤＮＡの重複の存在を示す（腫
瘍細胞の特徴であり、一般に正常細胞にはない）。
【０１３６】
　特に乳癌の例において、ＨＥＲ２遺伝子（通常染色体１７に位置する）に関するゲノム
領域の重複を評価することは興味深い。したがって、２つのタイプのプローブ（染色体１
７の動原体について１つ及びＨＥＲ２遺伝子について１つ）を適用する。遺伝子／染色体
比が２より大きければ、細胞は、試験に対して陽性であると通常は判断される。上記情報
は、例えば、対応するＨＥＲ２受容体の過剰発現の事例においてだけ有効性を示すトラス
ツズマブ（ハーセプチン）等の薬物の使用において密接な関係がある。精製された形態の
上記細胞をカウントすることだけでなく、同定及び単離することも、腫瘍の遺伝的特徴に
対するさらに詳しい情報の取得を可能にする。
【０１３７】
実施例６
　ＤＮＡにおけるコピー数多型（ＣＮＶ）の存在は、腫瘍の典型的な特徴である。新薬の
評価に関して、疾病の過程にＣＮＶを関連づけるため、及び潜在的にＣＮＶが疾病の過程
に重要な影響があるゲノムの領域に対してＣＮＶを関連づけるためにＣＮＶを評価できる
ことは非常に興味深い（予後良好の事例及び予後不良の事例において）。この情報は薬理
作用のための標的となる遺伝子の同定に有用であり得る。さらに次いで、癌診断のステー
ジにおいて、取得した経験に基づいて治療法を正しく方向付けるために最小限の侵襲的手
段で患者のＣＴＣのＣＮＶプロファイルを同定することが可能だろう。
【０１３８】
　ＣＮＶを決定する可能性を実証するために、ＣＴＣの少量の試料及びそれに応じて少量
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【０１３９】
　転移性乳癌（ｍＢｒＣａ）を患う患者から７．５ｍｌの末梢血の試料を採取し、Ｃｅｌ
ｌＳａｖｅチューブ（Veridex社）中に入れた。試料は、濃縮し、標準的な手順に従って
、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ　ＡｕｔｏＰｒｅｐにより、蛍光抗体（ＰＥコンジュゲート抗Ｃ
Ｋ、ＡＰＣコンジュゲート抗ＣＤ４５）及びＤＡＰＩで標識した。濃縮した細胞をVeride
x社のカートリッジから抽出し、減少した体積中で再懸濁した。上記試料は、３０７２０
０個の電極及び多数のプログラム可能なケージ（典型的には１９２００個～７６８００個
の間）を備えたチップＤＥＰＡｒｒａｙ（商標）Ａ３００Ｋ（Silicon BioSystems社）に
注入した。スキャニング後に、５つの細胞を有する２つの陰性対照、５つのＣＴＣを有す
る２つの試料、単一のＣＴＣを有する１つ試料が単離された［?CONTROLLARE - L'ITALIAN
O NON E' COMPRENSIBILE］。
【０１４０】
　図８及び図９は、ＣＮＶ検出のための陰性対照として５つの各々の白血球（ＤＡＰＩ＋
／ＣＤ４５＋／ＣＫ－）を有する、第１の回収及び第２の回収において回収された細胞を
それぞれ示す。図１０は、５つのＣＴＣが分離して回収されたことを示し、それらはＣＮ
Ｖ解析の対象となる。
【０１４１】
　本発明による方法を使用して行われた選択及び単離の後に、そして試料が９０％を超え
る純度でここで利用可能であるとすれば（問題となっている事例において、図１０中で示
されたＣＴＣの回収については１００％）、欧州特許第１１０９９３８号において示され
た方法論に従う全ゲノム増幅に基づいた解析、ライゲーションを介したＰＣＲ、続いて分
裂中期の比較ゲノムハイブリダイゼーション（ＣＧＨ）又はＣＧＨアレイを首尾よく実行
することが可能であるが、より低い純度の試料では、検出されるシグナルが非腫瘍細胞の
存在下において弱いか又は不明瞭である限りでは、これらは不可能であるか又は本質的に
信頼性が低くなるだろう。
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