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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】本発明は、ＤＮＡ配列、遺伝子または染色体の同定の分野に関する。ユニーク配
列のＤＮＡプローブを得るための方法および組成物を提供する。
【解決手段】組成物はユニーク配列を含む任意の二本鎖ＤＮＡからなり、これから、本発
明に記載した方法に従って反復配列が排除されている。また、注目する細胞をさらに調査
するために、免疫磁気選択および蛍光標識後に同定された細胞を保存することに関する。
さらに、免疫磁気選択および蛍光標識後に同定された細胞の遺伝子解析に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ．相補的な標的配列および反復配列を含むことが知られている二本鎖ポリヌクレオチ
ドを断片へと断片化する工程と；
　ｂ．前記断片を一本鎖に変性させる工程と；
　ｃ．前記反復配列を非特異的な競合相手とハイブリダイズさせて二本鎖および一本鎖の
混合物を形成する工程と；
　ｄ．前記二本鎖を切断する工程と；
　ｅ．前記一本鎖を増幅する工程であって、前記一本鎖が前記標的配列に相補的である工
程と
　を含む、標的配列に相補的な核酸プローブの生成方法。
【請求項２】
　工程（ｂ）で変性させる前に工程（ａ）の前記断片にＰＣＲプライマーを加える追加の
工程がある、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　工程（ｂ）の前記断片が、クローン化断片、増幅したゲノム断片、ｃＤＮＡ断片、およ
びその組合せよりなる群から選択されるポリヌクレオチドを含む、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　前記反復配列への前記ハイブリダイズが、超音波処理したサケ精子ＤＮＡ、ＣＯＴ－１
ＤＮＡ、イー・コリｔＲＮＡ、胎盤全ゲノムＤＮＡ、クローン化Ａｌｕ、およびその組合
せよりなる群から選択される反復配列の非特異的な競合相手とのハイブリダイズである、
請求項１記載の方法。
【請求項５】
　切断工程を二本鎖ＤＮＡに特異的な酵素消化によって行う、請求項１記載の方法。
【請求項６】
　前記酵素消化が陽イオン依存性エンドヌクレアーゼ、Ｃａ、Ｍｇ依存性エンドヌクレア
ーゼ、ＤＮＡ／ＲＮＡ非特異的ヌクレアーゼおよびその組合せよりなる群から選択される
二本鎖特異的ヌクレアーゼ活性によりもたらされる、請求項５記載の方法。
【請求項７】
　前記陽イオン依存性エンドヌクレアーゼがカムチャッカ・カニからのＤＮＡａｓｅＫで
ある、請求項６記載の方法。
【請求項８】
　前記ＤＮＡ／ＲＮＡ非特異的ヌクレアーゼがホッカイアカエビ（Ｐａｎｄａｌｕｓ　ｂ
ｏｒｅａｌｉｓ）からの熱不安定性ＤＮＡａｓｅである、請求項６記載の方法。
【請求項９】
　工程（ｅ）の増幅した一本鎖を、放射性同位体、酵素、ビオチン、アビジン、ストレプ
トアビジン、ジゴキシゲニン、発光性薬剤、色素、ハプテン、またはその組合せよりなる
群から選択される部分を含む標識に固定する、請求項１記載の方法。
【請求項１０】
　前記発光性薬剤が、放射線発光性薬剤、化学発光性薬剤、生物発光性薬剤、光発光性薬
剤、およびその組合せよりなる群から選択される、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　工程（ｅ）の増幅した一本鎖をフルオロフォア基に固定する、請求項１記載の方法。
【請求項１２】
　前記フルオロフォア基を、共有結合リンカー、金属配位結合リンカー、ビオチン誘導体
、およびその組合せよりなる群から選択される結合によって固定する、請求項１１記載の
方法。
【請求項１３】
　前記金属配位結合が白金配位結合である、請求項１２記載の方法。
【請求項１４】
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　ａ．請求項１のプローブを加える工程と；
　ｂ．前記プローブを検出する工程であって、前記検出が、ＩＳＨ、ＦＩＳＨ、ＣＧＨ、
スペクトル核型分析、染色体彩色、ノーザンブロット、サザンブロット、マイクロアレイ
解析、およびその組合せよりなる群から選択される工程と
　を含む、標的配列の存在を検出する方法。
【請求項１５】
　前記プローブをＩＳＨ、ＦＩＳＨ、ＣＧＨ、スペクトル核型分析、染色体彩色、ノーザ
ンブロット、サザンブロット、マイクロアレイ解析、およびその組合せよりなる群から選
択される方法に用いる、請求項１３記載の方法によって生成した核酸プローブ。
【請求項１６】
　前記プローブを、個々の染色体の余剰または欠損、染色体の一部分の余剰または欠損、
中断、環状、ならびに染色体転座、染色体二動原体、染色体逆位、染色体挿入、染色体増
幅、および染色体欠失よりなる群から選択される染色体異常検出に用いる、請求項１３記
載の方法によって生成した核酸プローブ。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明者：Ｍａｒｋ　Ｃａｒｌｅ　Ｃｏｎｎｅｌｌｙ、Ｂｒａｄ　Ｆｏｕｌｋ；Ｍｉｃｈ
ａｅｌ　Ｋａｇａｎ、Ｊｏｏｓｔ　Ｆ．Ｓｗｅｎｎｅｎｈｕｉｓ；Ｌｅｏｎ　Ｗ．Ｍ．Ｍ
．Ｔｅｒｓｔａｐｐｅｎ、Ａｒｊａｎ　Ｇ．Ｊ．Ｔｉｂｂｅ、およびＪｏｈｎ　Ｖｅｒｒ
ａｎｔ
【０００２】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２００５年９月２０日出願の米国仮特許出願第６０／７１８，６７６号；２
００５年１０月２４日出願の第６０／７２９，５３６号；および２００６年３月出願の第
６０／７８６，１１７号の優先権を主張する非仮出願である。前記の各出願をここに出典
明示して全体を本明細書の一部とみなす。
【０００３】
　本発明は、一般的に、ＤＮＡ配列、遺伝子または染色体の同定の分野に関する。
【背景技術】
【０００４】
　ＤＮＡプローブの作製
　ヒトゲノムＤＮＡは、ゲノム全体にわたって複数のコピー数が存在するユニーク配列お
よび反復配列の混合物である。一部の適用では、反復配列を検出するための核酸ハイブリ
ダイゼーションプローブが望ましい。これらのプローブは、胎児細胞の診断学、腫瘍学、
および細胞遺伝学の分野において有用性が示されている。他の適用では、染色体上の注目
するユニーク配列にのみアニーリングするハイブリダイゼーションプローブを作製するこ
とが望ましい。ユニーク配列のプローブの調製は、生物のゲノム全体にわたって多数のク
ラスの反復配列が存在することによって混乱する（Ｈｏｏｄ他、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｅｕｃａｒｙｏｔｉｃ　Ｃｅｌｌｓ（Ｂｅｎｊａｍｉｎ／Ｃｕｍｍ
ｉｎｇｓ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ、カリフォルニア州Ｍｅｎｌｏ　Ｐａ
ｒｋ、１９７５年）。ハイブリダイゼーションプローブ中に反復配列が存在することによ
り、プローブの一部分が注目する配列外に見つかる他の反復配列と結合するので、プロー
ブの特異性が低下する。したがって、ハイブリダイゼーションプローブが特定の目的配列
に結合することを確実にするために、プローブ中の反復配列が注目する配列外の標的ＤＮ
Ａにアニーリングしないことを確実にする努力を行わなければならない。
【０００５】
　最近の寄稿では、非標識の遮断核酸を使用することで反復配列のハイブリダイゼーショ
ンを阻害することによって、この問題に対処している（ＵＳ５，４４７，８４１号および
ＵＳ６，５９６，４７９号）。ハイブリダイゼーションにおける遮断核酸の使用は、高価
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であり、反復配列のハイブリダイゼーションを完全には阻止せず、ゲノムハイブリダイゼ
ーションパターンを変形させる可能性がある（Ｎｅｗｋｉｒｋ他、「Ｄｉｓｔｏｒｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｇｅｎｏｍｉｃ　ａｎｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｂｙ　Ｃｏｔ－１　ＤＮＡ：ｍｉｔｉｇａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ｔｈｉｓ　ｅｆｆｅｃｔ」、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．、第３３巻（２
２）：ｅ１９１（２００５年））。したがって、最適なハイブリダイゼーションのために
、遮断ＤＮＡを使用せずに反復配列のハイブリダイゼーションを阻止する方法が必要であ
る。
【０００６】
　これを達成する一手段は、ハイブリダイゼーション前に、ハイブリダイゼーションプロ
ーブから所望しない反復セグメントを除去することである。反復性の高い配列を除去する
ことを含む技術は、従前に記載されている。ヒドロキシアパタイトのような吸収剤により
、抽出したＤＮＡから反復性の高い配列を除去する手段が提供されている。ヒロキシアパ
タイトクロマトグラフィーでは、温度、塩濃度、または他のストリンジェンシーのような
二重鎖の再会合の条件に基づいてＤＮＡを分画する。この手順は厄介であり、異なる配列
で変動する。反復ＤＮＡは、固定したＤＮＡへのハイブリダイゼーションによって除去す
ることもできる（Ｂｒｉｓｏｎ他、「Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ　Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ＤＮＡ　ｂｙ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　Ｓｃｒｅｅ
ｎｉｎｇ　ｗｉｔｈ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｐｒｏｂｅｓ」、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　
Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、第２巻、５７８～５８７頁（１９８２年））。これ
らの手順すべてにおいて、反復配列の物理的除去は、ＤＮＡ配列の塩基組成に基づいた、
固有の変異を用いた条件の厳密な最適化に依存するであろう。
【０００７】
　ハイブリダイゼーションプローブから反復配列を除去するためのいくつかの他の方法が
記載されている。一方法は、反復配列のハイブリダイゼーションを直接防止するため、ま
たはＰＣＲ反応において反復配列の増幅を防止するために、架橋化剤を用いて反復配列を
架橋結合させることを含む。（ＵＳ６，４０６，８５０号）。別の方法では、ＰＣＲ支援
アフィニティークロマトグラフィーを用いてハイブリダイゼーションプローブから反復を
除去する（ＵＳ６，５６９，６２１号）。これらの方法はどちらも、反復配列を除去する
ために標識したＤＮＡの使用に依存し、それにより、これらの方法が複雑かつ再現が困難
となる。さらに、どちらの方法も時間がかかり、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーシ
ョン（ＦＩＳＨ）または高い標的特異性を要する他のハイブリダイゼーション反応での使
用に適した機能的なプローブを生じるために、複数回の反復の除去を必要とする。
【０００８】
　二本鎖デオキシリボ核酸分子を優先的に切断する二重鎖特異的ヌクレアーゼの使用が、
一塩基多型のような配列変異体の検出適用に記載されている（ＵＳ２００５／０１６４２
１６号；ＵＳ６，５４１，２０４号）。一本鎖と比較して完全一致した核酸二重鎖ポリヌ
クレオチドを優先的に切断する酵素の能力により、非標的二本鎖ＤＮＡを試料混合物から
除去する手段が提供される。
【０００９】
　ポリヌクレオチドの二重鎖形態を特異的に消化するこれらのヌクレアーゼの能力は本発
明において発見され、遮断ＤＮＡを必要とせず、したがって遮断ＤＮＡのコストおよび妨
害の影響が排除されることで、ユニークな標的特異的プローブの製造において相当な利益
がもたらされ、また、特異性の高いプローブの迅速、効率的かつ対費用効果の高い生産が
提供される。
【００１０】
　ゲノム中の特異的配列の検出は、ＤＮＡが２本のＤＮＡ鎖のらせんからなること、およ
びこれら２本の鎖が相同体である場合にこの二本鎖が最も安定しているという事実を利用
する。ＤＮＡはリン酸－糖リン酸の主鎖からなり、それぞれの糖に、４個の異なる窒素塩
基、シトシン、グアニン、チミンまたはアデニンのうちの１個が存在し得る。相同体の鎖



(5) JP 2014-50404 A 2014.3.20

10

20

30

40

50

は、それぞれのシトシンをグアニンと、またそれぞれのチミンをアデニンと対合する。標
識した相同体配列をゲノムに加えてＤＮＡを一本鎖にした場合、これらの標識した配列は
、正しい状況下でゲノム中の特異的相同体配列とハイブリダイズする。このｉｎ　ｓｉｔ
ｕハイブリダイゼーションには、様々な検出目的および適用のためにいくつかのプローブ
が利用可能である。
【００１１】
　全染色体／彩色プローブ（ＷＣＰ）
　ＷＣＰは、具体的な染色体に相同的な標識したＤＮＡ材料を取り込む。材料は分裂中期
の染色体の流動分別または分裂中期の拡大物からレーザー切開によって得て、これをＰＣ
Ｒまたは関連技術によって増幅する。それを標識し、適切に準備した核に施用した後、こ
れは標的染色体を染色する。しかしながら、このような標識プローブは、染色体の一部ま
たはすべてで共有される構造配列要素または反復配列要素のため、他の非標的染色体も染
色する。したがって、意図する注目する染色体に由来する配列のみを染色するために、通
常は、遮断ＤＮＡを用いたハイブリダイゼーションまたは非特異的な相互作用を遮断もし
くは除去する他の方法によってこれらの共通の反復要素を阻害する。
【００１２】
　また、複数の染色体彩色を単一の核に施用する。ＷＣＰを異なる蛍光色素または蛍光色
素の組合せによって標識し、１回のハイブリダイゼーションで施用するＷＣＰの量に制限
はない。ＷＣＰは主に、核型分析、ならびに、核の分裂中期の拡大物において最も良好に
観察される染色体の大きな断片、領域および小領域の転座を研究するために用いる。
【００１３】
　セントロメアプローブ
　セントロメアプローブは、ヒト染色体のすべてのセントロメア領域中で反復的な順序で
生じる１７１ｂｐの配列を標的とする。すべての染色体はわずかに異なる配列を有してお
り、このため、正しいハイブリダイゼーションのストリンジェンシーを用いた場合はすべ
ての染色体が個別に検出される。２対の染色体、すなわち、第１３と第２１および第１４
と第２２のみが、同じ反復を共有しており独立して検出することができない。一般的に、
セントロメアプローブは、１７１ｐｂの反復の１コピーまたは数コピーからの挿入物を含
むプラスミドから生成する。これらのプローブは、１７１ｂｐの配列が注目する領域外で
は出現しないので、遮断ＤＮＡを加えずにハイブリダイズできる。
【００１４】
　テロメアプローブ
　ヒトテロメアは、短い反復配列（すなわち、ＴＴＡＧＧＧ）のアレイからなる。これは
、それぞれの染色体および個々の試験対象の年齢について、異なる量で数回繰り返される
。この反復配列は、すべての染色体を染色するプローブとして用いるが、すべての染色体
が同等の強度では染色されない。染色体のテロメア末端を検出するために、ほとんどの場
合はサブテロメア細菌人工染色体（ＢＡＣ）クローンを用いる。このＢＡＣクローンは、
ハイブリダイゼーション中またはその前に遮断または除去すべき反復配列を含む。
【００１５】
　比較ゲノムハイブリダイゼーション（ＣＧＨ）プローブ
　ＣＧＨは、試験ゲノムを参照ゲノムとハイブリダイズさせることを含む方法である。参
照ゲノムは、健康な個体からの分裂中期の染色体の拡大物の形態をとり得るか、またはゲ
ノムの全体もしくは一部を表すプローブ配列を用いたアレイに基づき得る。ＢＡＣクロー
ンを用いて作製したマイクロアレイプローブは、ハイブリダイゼーション前に遮断しなけ
ればならない反復配列を含む。しかしながら、遮断は、反復を除去したプローブと比較し
た場合にずれを生じさせる潜在性がある（ＫｎｏｌおよびＲｏｇａｎ、Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、２００５年、第３３巻、第２２号）。さらに、遮断工程
はハイブリダイゼーションアッセイのコストを上げる。プローブ配列から反復配列を除去
すれば、標識したゲノムＤＮＡの遮断工程は不要であり、コスト軽減およびすべてのばら
つきの排除がもたらされる。
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【００１６】
　遺伝子特異的プローブ
　遺伝子特異的プローブは、標的遺伝子または遺伝子群を含むゲノムの領域を検出するた
めに設計される。これらのプローブは、注目する特異的遺伝子の発現レベルに相関する、
特異的ゲノム領域の増幅または欠失を検出するために用いる。遺伝子（または複数の遺伝
子）自体のコード配列は、標準的な蛍光顕微鏡を用いて可視的なプローブについて検出シ
グナルを生じるほど十分に大きくない。したがって、そのような遺伝子特異的プローブは
、コード遺伝子配列（エクソン）だけに限定されず、非コード配列（イントロン）、制御
配列または遺伝子周辺の他の配列も含む。遺伝子特異的プローブの設計にさえ包含される
大きな配列のため、これらは、所望しない反復配列の不所望の包含にしばしば苦しむ。そ
の後、このような材料を標識してハイブリダイゼーションで用いるか、またはハイブリダ
イゼーションで用いた後に標識した場合、遺伝子領域の特異的な検出を可能にするために
は、所望しない配列をプローブから遮断または除去しなければならない。
【００１７】
　マイクロアレイプローブ
　ＣＧＨと同様、マイクロアレイプローブは担体に固定する。一般的に、自動ロボット技
術を用いてｃＤＮＡ－ＰＣＲ産物または合成オリゴヌクレオチドをスライドまたは類似の
固定表面上にスポットする。また、配列をスライド上で直接合成する技術が存在する（Ａ
ｆｆｉｍｅｔｒｉｘ，Ｉｎｃ、Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ）。異なる標識ｃＤＮＡまたはＲ
ＮＡを組み合わせて、スライドを標識ｃＤＮＡまたはＲＮＡと共にハイブリダイズさせる
。
【００１８】
　レポーター分子とＤＮＡプローブとのカップリング
　ＤＮＡプローブをカップリングさせたレポーター分子によって可視化する。これらの分
子は、ＤＮＡプローブに取り込ませるか、またはそれに付着させる必要がある。一方法で
は、酵素反応に連結したヌクレオチドを有するレポーター分子を利用する。例には、ニッ
クトランスレーションまたはランダムプライム反応による取り込みが含まれる。さらに、
次いで、この方法で構築したアミン結合ヌクレオチドをレポーター分子に直接または間接
的にカップリングさせる。カップリングは、ＤＮＡの化学標識によって行う。一例は、Ｕ
ＬＳ標識（Ｋｒｅａｔｅｃｈ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、Ａｍｓｔｅｒｄａｍ）で用い、
ＵＳ５，５８０，９９０号；ＵＳ５，７１４，３２７号；ＵＳ５，９８５，５６６号；Ｕ
Ｓ６，１３３，０３８号；ＵＳ６，２４８，５３１号；ＵＳ６，３３８，９４３号；ＵＳ
６，４０６，８５０号；およびＵＳ６，７９７，８１８号に記載の、グアニンのＮ７位と
配位結合を形成する白金基に連結したレポーター分子のカップリングである。レポーター
分子は、放射性同位体、非同位体標識、ジゴキシゲニン、酵素、ビオチン、アビジン、ス
トレプトアビジン、放射線発光性薬剤、化学発光性薬剤、生物発光性薬剤、および光発光
性薬剤（蛍光およびリン光を含む）等の発光性薬剤、色素、ハプテンなどであり得る。
【００１９】
　試料調製
　静止期の染色体に結合した標識プローブを検出できるようになるためには、核はＦＩＳ
Ｈ手順中およびその後に形態学を維持すべきである。固定を用いて、細胞または核を顕微
鏡スライドのような固体層に付着させる。固体層への付着前、その間、またはその後の固
定により、同定の参照が提供される。細胞または組織の種類に応じて、核は、通常はタン
パク質分解酵素、熱、アルコール、変性剤、洗剤溶液または処理の組合せで前処理するこ
とによってプローブＤＮＡに接近可能でなければならない。プローブおよび核ＤＮＡは熱
またはアルカリ処理によって一本鎖にし、その後、ハイブリダイズさせる。
【００２０】
　ＤＮＡプローブの使用
　マイクロアレイ
　マイクロアレイの１つの一般的な使用は、疑わしい組織、腫瘍、または微生物のＲＮＡ
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発現プロフィールを決定することである。ＲＮＡ発現プロフィールを解析することにより
、患者の治療および生存の予後診断が提案される。臨床使用のためのＲＮＡマイクロアレ
イの予後的価値はまだ決定されていない。マイクロアレイのもう一つの一般的な使用は、
アレイに基づいたＣＧＨである。この技術を用いて、ゲノム全体を染色体領域の増幅およ
び／または欠失についてスクリーニングできる。
【００２１】
　顕微鏡観察
　出生前または出生後試験における細胞遺伝学的解析を用いて、胎児からの細胞集団にお
いて胎児が細胞遺伝学な異常を有するかどうかを決定する。試料は、多くの場合、細胞遺
伝学的異常の危険性が高いと考えられる妊娠女性で実施する羊水穿孔を介して得る。した
がって、これらの細胞を細胞遺伝学的異常について調査する。細胞遺伝学的異常を確認す
るため、または出産後に得られた細胞集団において疑わしい細胞遺伝学的異常を調査する
ために、同種の調査を行う。
【００２２】
　母体血中の胎児細胞の評価
　妊娠中、胎児細胞が母体血中に入り込む場合があり、外傷、子癇（前）症および異常妊
娠においてこのような胎児細胞の数の増加が見出される。胎児母体出血のルーチン評価で
は、頻繁に使用されるクライハウアー－ベトケ試験は胎児ヘモグロビンを発現する赤血球
の検出に基づいている。細胞遺伝学的異常の検出には、母体血からの有核細胞が必要であ
る。これらの細胞の頻度は著しく低く、母体血１ｍＬあたり１～１０個の胎児細胞の範囲
であると推定される。有核赤血球、栄養芽細胞、および胎児由来の造血前駆体の存在によ
り、妊娠初期の細胞遺伝学的異常の検出における単離およびプローブハイブリダイゼーシ
ョンの標的が提供される。現在までに、これらの細胞の細胞遺伝学的組成を同定および評
価する信頼性および再現性のある方法は利用可能となっていない。この解析の主な問題の
１つは、手順全体にわたる様々な工程での胎児細胞の損失であり、一貫性のないまたは決
定的でない情報がもたらされることである。
【００２３】
　腫瘍学
　ＦＩＳＨは、転座、欠失、増幅、逆位、および重複のような様々な種類の染色体異常を
検出するために用いる。これらの異常は、あらゆるタイプの細胞および組織において検出
されている。白血病では、細胞を血液または骨髄から単離し、次いでＦＩＳＨ解析を行う
。膀胱癌では、細胞を尿から単離する。固形腫瘍からの細胞は、腫瘍自体の穿刺または切
除によって得る。また、固形腫瘍によって放出される細胞を血液から単離し、ＦＩＳＨに
よって解析する。後者は、腫瘍中の染色体の変化を検出するために腫瘍治療を綿密に監視
する機会を与える。いくつかのタイプの癌において、ＦＩＳＨは腫瘍進行の予後診断を提
供するか、または特定の投薬の有効性を予測する。商業的には、最も使用されているＦＩ
ＳＨ試験は、慢性骨髄性白血病におけるＢＣＲ－ＡＢＬ転座ＦＩＳＨおよび乳癌における
ｈｅｒ２／ｎｅｕ遺伝子増幅ＦＩＳＨである。
【００２４】
　播種性腫瘍細胞
　腫瘍細胞だけでなく希少な細胞、または生体試料からの他の生物学的実体を特徴づける
方法は、従前に記載されている（ＵＳ６，３６５，３６２号）。この２段階方法は、解析
前に実質的な量の細片および他の妨害物質を排除しつつ、標的細胞の獲得を確実にし、イ
メージング技術による細胞検査を可能にするために、効率的な濃縮を要する。この方法は
、免疫磁気濃縮の要素と、複数パラメータフローサイトメトリー、顕微鏡観察および免疫
細胞化学的解析とを、独自に自動化された方法で組み合わせる。この組合せ方法を用いて
、血液試料中の上皮細胞を濃縮および計数し、したがって、癌を測定するための手段が提
供される。
【００２５】
　この２段階方法は、癌の予後診断および転移癌を有する患者の生存において適用を有す
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る（ＷＯ０４０７６６４３）。血液中に形態学的に無処置の循環癌細胞が存在することに
基づいて、この方法は、転移性乳癌患者の循環癌細胞の存在を、疾患の進行および生存の
時間に相関させることができる。より具体的には、７．５ミリリットルあたり５個以上の
循環腫瘍細胞の存在により最初の経過観察で予測的な値がもたらされ、したがって、患者
の生存の初期予後指標がもたらされる。
【００２６】
　前記のアッセイの特異性は検出される細胞数に伴って増大し、数個（一般的に５個未満
の循環腫瘍細胞）しか検出されない場合には不十分である。この問題の１つの解決策は、
疑わしい癌細胞に関して詳細な遺伝情報を提供することである。したがって、複数パラメ
ータイメージサイトメトリーを用いた血液試料の濃縮および個々の疑わしい癌細胞の複数
パラメータ遺伝子解析を組み込む方法が、患者のスクリーニング、疾患の再発の評価、ま
たは全体的な生存のための現在の手順を顕著に改善するための、完全なプロフィールおよ
び確証的な機構を提供するであろう。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００２７】
　ここに出典明示して本明細書の一部とみなす、ＷＯ００／６０１１９；Ｍｅｎｇ他、Ｐ
ＮＡＳ、１０１（２５）：９３９３～９３９８（２００４年）；Ｆｅｈｍ他、Ｃｌｉｎ　
Ｃａｎ　Ｒｅｓ、８：２０７３～２０８４（２００２年）に記載のように、蛍光ｉｎ　ｓ
ｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）が、濃縮後の希少細胞の検出における単一の
解析方法として記載されている。上皮細胞の濃縮後、捕捉した細胞を公知のハイブリダイ
ゼーション方法によってスクリーニングし、顕微鏡スライド上でイメージングする。特有
の技術的変動および満足できる遺伝情報の確認の欠如のため、ハイブリダイゼーションパ
ターンだけでは、５個未満の標的細胞を含む試料の評価のように、高感度分析に必要な臨
床的信頼度のレベルが提供されない。さらに、このＦＩＳＨ解析の方法は自動化が困難で
ある。
【００２８】
　個々の細胞の解析においてハイブリダイゼーションに基づいた方法を免疫細胞化学と組
み合わせることは、従前に記載されている（ＵＳ６，５２４，７９８号）。個々の細胞の
表現型および遺伝型の同時評価には、表現型特徴がｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーショ
ンの準備工程後に安定に保たれていることを要し、検出可能な標識の選択が限定される。
典型的には、慣用のｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションアッセイは以下の工程を要す
る：（１）熱またはアルカリでの変性；（２）非特異的結合を減少させるための所望によ
る工程；（３）１つまたは複数の核酸プローブと標的核酸配列とのハイブリダイゼーショ
ン；（４）結合していない核酸断片の除去；および（５）ハイブリダイズしたプローブの
検出。これらの工程の１つまたは複数を完了するために用いた試薬（すなわち、メタノー
ル洗浄）は、続く免疫細胞化学において抗原認識を変化させるか、標的細胞の位置にわず
かなシフトを引き起こすか、または標的細胞を完全に除去し、これにより、疑わしい細胞
の誤った特徴づけの可能性が導入される。
【００２９】
　複数パラメータＦＩＳＨ解析のプローブセットおよび方法が肺癌について記載されてい
る（ＵＳ２００３００８７２４８号）。また、患者における膀胱癌の検出につき９５％の
感度をもたらす３個のプローブの組合せが記載されており、ＵＳ６，３７６，１８８号；
ＵＳ６，１７４，６８１号を参照されたい。これらの方法は少数の標的細胞の評価につき
特異性および感度を欠いており、したがって、病状の初期検出の確証的な評価を欠いてい
る。また、好都合な自動化の手段も提供しない。
【課題を解決するための手段】
【００３０】
　本発明の一態様は、個別に単離した標的細胞の表現型および遺伝型の複数パラメータ解
析を組み合わせることによって、希少循環細胞の解析において確証的なアッセイを提供し
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、その結果、臨床的に有意なレベルの感度をもたらし、したがって、得られたすべての定
量的情報に関して臨床家に確実性を与える。関連病状は非常に少数（１個、２個、３個、
または４個）の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を用いて評価し、初期の疾患検出の確認を提供す
る。
【００３１】
　反復を除去したＤＮＡプローブの作製
　本発明の一実施形態には、ＤＮＡから反復配列を排除するための方法および組成物が含
まれる。任意の二本鎖ＤＮＡが、本発明の方法の適用において適切な源である。反復配列
を欠く一本鎖ＤＮＡを得るために、最初に、増幅全ゲノムライブラリをＤＮＡ源から標準
的な手順に従って作製する。得られたライブラリは、サイズが約２００～５００塩基対の
範囲にあるランダムに選択された断片からなる。各断片は、標的配列の各末端にＰＣＲプ
ライマー配列を有する二本鎖ＤＮＡからなる。一般的に、このライブラリはＤＮＡ源の代
表的なものである。また、増幅を可能にするＤＮＡの改変断片をもたらす他の方法も、断
片の大きさに制限なしに本発明で考慮される。これらには、限定されるものではないが、
変性オリゴヌクレオチドプライムポリメラーゼ連鎖反応（ＤＯＰ　ＰＣＲ）、ローリング
サークルおよび等温増幅方法が含まれる。二本鎖ＤＮＡ断片は、９５℃まで加熱すること
によって、または一本鎖ＤＮＡ断片を得るための他の手段によって変性させる。得られた
一本鎖ＤＮＡ断片は、反復配列、ユニーク配列またはユニーク配列および反復配列の組合
せを含む。過剰のＣｏｔ　ＤＮＡまたは反復配列に結合する他の適切な相殺ＤＮＡを加え
る。続いて温度を下げることにより、反復配列を含むそれらの断片についてのみ二本鎖Ｄ
ＮＡの形成がもたらされる。二本鎖ＤＮＡの消化を行わせるために二重鎖特異的ヌクレア
ーゼ（ＤＳＮ）を加える。一実施形態では、ＤＳＮ酵素を２時間、６５℃で加える。得ら
れた組成物は主に、ユニーク配列のみを有する一本鎖ＤＮＡおよび消化ＤＮＡを含む。こ
こでは両末端にＰＣＲプライマーを有する一本鎖ＤＮＡとなったユニーク配列を、プロー
ブの生成で用いる大量のユニーク配列を作製するための鋳型として用いる。所望のユニー
ク配列を含むＢＡＣクローンをＤＮＡ源として用いた場合、この方法によって作製した鋳
型はそのユニーク配列のみを含む。境界配列が知られている場合は、この方法は、ゲノム
ＤＮＡ中の境界配列の間のヌクレオチドにわたるプローブを得るために有用である。さら
に、本発明には、その反復配列を排除した後にこれらのＤＮＡ配列を生成することにより
得られた、使用方法および組成物が含まれる。これらの反復を除去したＤＮＡ配列は、所
望しないＤＮＡ配列の無効化または遮断を要するいずれかの適切な適用において、遮断Ｄ
ＮＡを使用せずにハイブリダイゼーションプローブとして機能する。
【００３２】
　本発明の別の実施形態は、続くＦＩＳＨ解析のために免疫磁気標識した細胞の保存にお
けるシステム、装置、および方法を提供する。本態様は、それを同定するために従前に使
用したものと同じまたは同様のレポーター分子を利用した、個々の細胞の再解析を可能に
する。したがって、免疫磁気選択および最初の蛍光標識後、注目する細胞を同定し、その
位置を記録する。細胞の位置を固定し、次いで適切な処置を行う。あるいは、細胞の位置
を固定し、後の時点で処置するために保管する。ＦＩＳＨ適用には、試料をＤＮＡの融解
温度より高く加熱し、その結果、最初に標的細胞を同定するために用いたレポーター分子
が失われる。蛍光ＦＩＳＨプローブをハイブリダイズさせ、核材料を再度蛍光標識するＦ
ＩＳＨの完了後、ＦＩＳＨプローブからの蛍光シグナルを検査するために注目する細胞を
位置付ける解析器に試料を再度導入する。
【００３３】
　本発明のもう一つの実施形態は、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）のような希少循環細胞の同定
における確認として、免疫磁気標識した細胞の再解析方法を提供する。したがって、特異
性を増大させ、したがって患者内の疑わしいＣＴＣが何であるかを癌細胞として確認する
手段として、濃縮、免疫蛍光標識および続くｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションを用
いた確証的な解析後に細胞をさらに処置する方法ならびに技術。転移性癌腫患者で検出さ
れる形態学的に疑わしいＣＴＣ中で検出される細胞遺伝学的異常は、形態学的に明らかな
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ＣＴＣを有する患者または多量のＣＴＣを有する患者に類似の予後診断を有する。本発明
の一実施形態は、癌腫を診断され、ＣＴＣを有する、または骨髄中に播種性腫瘍細胞（Ｄ
ＴＣ）を有する患者における確認アッセイを考慮しており、この場合、再発の危険性が高
まっている。さらに、本発明の方法は、ＣＴＣ中に、限定されるものではないが、Ｈｅｒ
１、Ｈｅｒ２、アンドロゲン受容体（ＡＲ）、ｃＭｙｃ、またはＰ１０のような薬物標的
が存在するまたは存在しないかを評価する必要がある場合に適用可能である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３４】
　反復を除去したＤＮＡプローブの作製
　ＤＮＡはユニーク配列および反復配列を含む。反復配列は染色体全体にわたって出現し
、これらの反復配列外の特異的領域またはユニーク配列を標的とするｉｎ　ｓｉｔｕハイ
ブリダイゼーションのようなハイブリダイゼーション反応を妨害する潜在性を有する。染
色体、遺伝子またはＤＮＡ配列上の特異的配列の存在、量および位置を同定するためには
、ハイブリダイゼーションプローブが注目する位置でのみハイブリダイズすることが重要
である。ハイブリダイゼーションプローブ混合物中に反復配列が存在することにより結合
の特異性が低減するので、方法では、反復配列をプローブから除去するか、またはプロー
ブが標的上の反復配列とハイブリダイズすることを阻止する必要がある。たとえば、プロ
ーブと反復配列との結合を阻止するために、しばしばＣｏｔ－１ＤＮＡをハイブリダイゼ
ーション中に加える（ＵＳ５，４４７，８４１号およびＵＳ６，５９６，４７９号）。
【００３５】
　最近の寄稿では、反復配列を無効化することによってこの問題に対処している。Ｃｏｔ
－１ＤＮＡの使用は、利用可能な一本鎖反復配列と二重鎖構造体を形成し、したがって配
列のこの部分とユニーク標的配列との非特異的結合の相互作用を最小限にする、Ｃｏｔ－
１ＤＮＡの能力に依存する。ハイブリダイゼーション工程中にユニーク標的配列を用いて
、または事前会合工程でハイブリダイゼーション前に反復ＤＮＡを遮断することにより、
その相補的配列と二重鎖構造体を形成する反復セグメントと、そのユニーク標的セグメン
トとのハイブリダイゼーションに利用可能な標的プローブの一本鎖形態とを有する混合物
がもたらされる。残念ながら、続く増幅または標識反応においてこの二重鎖の存在は、特
にシグナルが非常に弱い場合に、非特異的ノイズの導入によってシグナルに影響を与える
。反復配列を遮断する代替方法は、所望しない反復セグメントを反応混合物から除去する
ことである。
【００３６】
　この阻止の、反復を除去したＤＮＡプローブの作製を図１に示す。本発明の一実施形態
では、デオキシリボ核酸分子を優先的に切断する二重鎖特異的ヌクレアーゼ（ＤＳＮ）を
利用する（参考として組み込まれているＵＳ２００５／０１６４２１６号およびＵＳ６，
５４１，２０４号）。一本鎖ＤＮＡと比較して核酸二重鎖ポリヌクレオチドを優先的に切
断する酵素の能力は、非標的二本鎖ＤＮＡを試料混合物から除去する手段を提供する。こ
れらのヌクレアーゼがポリヌクレオチドの二重鎖形態を優先的に消化する能力は、ユニー
ク標的特異的プローブの製造における潜在的な使用を提供し、遮断ＤＮＡの妨害影響を排
除し、迅速、効率的かつ対費用効果の高いその生成手段を提供する。
【００３７】
　本発明の実施で用いる開始ＤＮＡは、典型的には、多数のＤＮＡセグメントを含む１つ
または複数のＤＮＡ配列の形態である。プローブ組成物の生成における個々の出発物質の
最初の由来源は、直接標識したプローブの生成に記載されている（ＵＳ６，５６９，６２
６号）。最適には、開始ポリヌクレオチドの由来源を組織から精製し、限定されるもので
はないが、酵素処理（制限酵素）、ポリメラーゼ、制限ＤＮａｓｅ　Ｉ消化、リョクトウ
制限ヌクレアーゼ消化、超音波処理、ＤＮＡの剪断のような任意の周知の技術を用いて、
１５０ｋｂ～２００ｋｂのセグメントへと断片化する。これらのセグメント断片の一部が
、特定のユニーク標的配列中の１つまたは複数のＤＮＡセグメントの少なくとも一部分と
相補的となる。個々のＤＮＡセグメントを、プラスミド構築体内にクローニングし、その
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後細菌内に形質移入する方法などの、一般的に知られている方法によって増殖させる。ク
ローン化断片を増殖させた後、単離された断片を表す個々のコロニーは、注目する配列の
少なくとも一部分を含むと同定される。同定は、ハイブリダイゼーション、ＰＣＲ、また
は市販ライブラリの確立されたデータベースの検索のような周知の技術によって行う。選
択されたそれぞれのコロニーを増殖させ、染色体上の標的配列のセグメントに少なくとも
部分的に相補的なユニーク断片を有する単離プラスミド構築体が得られる。例示的な標的
配列には、ＨＥＲ－２、ＩＧＦ－１、ＭＵＣ－１、ＥＧＦＲ、およびＡＲが含まれ、市販
の供給者から入手可能であり得る（すなわち、ＢＡＣクローン）。注目するクローン化断
片を増殖および単離した後、それらからその反復ポリヌクレオチド配列を除去する。全遺
伝子増幅（ＷＧＡ）を用いて、断片を２００～５００ｂｐのセグメントとして単離したプ
ラスミド構築体から増幅する。市販のＤＯＰ　ＰＣＲは、この手順のこの一部分の一実施
形態とみなされる。Ｃｏｔ－１ＤＮＡを増幅後に、最初に９５℃まで加熱して二本鎖ポリ
ヌクレオチドを一本鎖状態に変性し、その後、６５℃まで冷却して反復配列の選択的再ア
ニーリングを行わせることによって、ＷＧＡライブラリプールと合わせる。その後、最適
ＤＳＮ条件下の二重鎖特異的ヌクレアーゼ（ＤＳＮ）を、完全一致した核酸二重鎖を含む
が残りのどの一本鎖セグメントにも影響を与えない、優先的に切断するデオキシリボ核酸
分子に加える。二重鎖核酸の選択的切断は、ＤＮＡ－ＤＮＡ二重鎖およびＤＮＡ－ＲＮＡ
二重鎖の酵素消化によって行う。本発明の具体的な実施形態には、カムチャッカ・カニ（
ＵＳ１０／８４５，３６６号）またはエビ（ＵＳ６，５４１，２０４号）から単離したＤ
ＳＮが含まれるが、二重鎖構造体の任意の酵素的除去が本発明で考慮される。エンドヌク
レアーゼに特異的なヌクレアーゼの使用では、二重鎖ＤＮＡ主鎖中のリン酸ジエステル結
合が加水分解され、ヌクレオチド配列に特異的でないという利点が提供され、したがって
、ほとんどの注目する標的に適用可能である。ＤＳＮ消化は、続く残りの一本鎖ポリヌク
レオチドの増幅のための、実質的な量の核酸二重鎖の除去を提供する。本発明の一実施形
態は、２時間、６５℃でのＤＳＮ消化である。得られた組成物は、染色体上のユニーク標
的配列の一部分、ある程度の量の未消化の二本鎖ＤＮＡ、および消化された塩基対に対応
する一本鎖ＤＮＡを含む。好ましくは、遠心分離（すなわち、スピンカラムクロマトグラ
フィー）によって未消化のＤＮＡを消化されたＤＮＡおよびＤＳＮから分離する。混合物
は直ちに使用するか、または、標識およびｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションでの使
用などに続いて利用するために、精製した組成物を増幅する前またはその後に、８０℃で
保管する。増幅後、得られた標的プローブ配列をＰＣＲによって増幅し、９０％～９９％
純粋な標的プローブ配列が得られ、これを、反復を除去したＤＮＡと称する。
【００３８】
　一本鎖ポリヌクレオチドを二本鎖から濃縮および単離することにおけるＤＳＮの使用は
、一本鎖の実体を二本鎖の汚染物質から分離することが望ましい任意の一本鎖ポリヌクレ
オチドの生成に適用可能である。これは、限定されるものではないが、遺伝子もしくは染
色体を同定するための標識プローブの生成、核型決定または一本鎖および二本鎖ポリヌク
レオチドのプールのパンニングに特に適切である。
【００３９】
　生じたプローブは、組成物および生成のどちらも、本発明の実施形態とする主題に組み
込まれている。本発明に記載した反復を除去したＤＮＡは、ＦＩＳＨおよびすべての他の
核酸ハイブリダイゼーションアッセイを含めたｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションに
有用である。本発明に記載した反復を除去したプローブを用いることで競合的結合の必要
性が排除され、その結果、反応の特異性の増大および結合に必要なプローブの量の減少が
もたらされる。
【００４０】
　二重鎖特異的ヌクレアーゼ方法
　標的配列に対するハイブリダイゼーションプローブを作製するために、注目する配列を
含むＤＮＡを得る。注目する配列を含むＤＮＡを得る方法は当業者に知られており、限定
されるものではないが、組織または細胞からのゲノムＤＮＡの単離、染色体の流動分別、
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ハイブリダイゼーション、電気的、またはＰＣＲによる染色体のクローン化断片のスクリ
ーニングライブラリが含まれる。
【００４１】
　本発明の実施で用いる開始ＤＮＡは、任意の方法によって由来源から精製する。典型的
には、開始ＤＮＡは、ゲノム、染色体、染色体の一部分、または染色体のクローン化断片
からなる。癌関連遺伝子の標的配列を含むことが知られている流動分別した染色体および
細菌人工染色体（ＢＡＣ）により、本発明に特に適用性が与えられる。例示的な標的配列
には、ＨＥＲ－２、ＩＧＦ－１、ＭＹＣ、ＥＧＦＲ、およびＡＲが含まれる。これらの配
列を含むＢＡＣクローンは市販の供給者から入手可能である。
【００４２】
　注目する配列を含むＤＮＡを同定して得た後、これらから反復ポリヌクレオチド配列を
除去する。この過程は、注目する配列を含むライブラリを断片化および調製することから
始まる。一方法は、クローン化断片を２００～５００ｂｐの断片へとランダムに切断し、
リンカー配列を付着させることで、後にＰＣＲを用いてライブラリを増幅および再増幅す
るために使用することができる、ＧｅｎｏｍｅＰｌｅｘ（登録商標）全ゲノム増幅（ＷＧ
Ａ）方法（ＧｅｎｏｍｅＰｌｅｘ（登録商標）はＲｕｂｉｃｏｎ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，Ｉ
ｎｃ．の商標である）である。この例では、断片化した増幅したライブラリをＤＮＡ源と
みなす。
【００４３】
　反復配列を除去するために、ＤＮＡ源を一本鎖状態に変性し、その後、反復配列がアニ
ーリングして二本鎖分子を形成し、ユニーク配列は一本鎖のままで保たれることを選択的
に可能にする条件下で冷却する。その後、二本鎖反復断片を優先的に切断する一方で一本
鎖ユニーク配列を切断しない二重鎖特異的ヌクレアーゼ（ＤＳＮ）を加える。得られた混
合物は、染色体上のユニーク標的配列の一部分、ある程度の量の未消化の二本鎖ＤＮＡ、
および消化された塩基対に対応する一本鎖ＤＮＡを含む。好ましくは、スピンカラムクロ
マトグラフィー、フェノールクロロホルム抽出またはいくらかの他の同様の方法によって
未消化のＤＮＡを消化されたＤＮＡおよびＤＳＮから分離するが、分離は必要条件ではな
い。その後、反復を除去したライブラリをハイブリダイゼーションプローブとして用いる
か、またはＰＣＲを用いて再増幅して、より大量のプローブＤＮＡを調製する。増幅後、
得られた標的プローブ配列は９０％～９９％純粋な標的プローブ配列であり、これを、反
復を除去したＤＮＡと称する。
【００４４】
　前記のライブラリ断片化および増幅方法は限定することを意図せず、むしろ、断片化お
よび増幅方法をどのように用いて反復を除去したプローブを作製するかの一例として役割
を果たす。核酸を断片化および増幅する数々の方法が存在し、リンカー－アダプターＰＣ
Ｒ、ＤＯＰ　ＰＣＲ、ローリングサークル増幅、転写媒介増幅が含まれ、すべての他の方
法が本発明で考慮される。様々なライブラリの断片化および増幅の方法に適応するために
、反復を除去したＤＮＡを調製する上記方法のある程度の変形が必要となることが予測さ
れ、これらの変形も本発明に含まれる。
【００４５】
　本発明における１つの考慮は、二本鎖ＤＮＡを切断できるが、一本鎖ＤＮＡを切断でき
ない酵素の使用である。本発明に含まれる酵素は、糖－リン酸主鎖の溶解、ＤＮＡ二重鎖
の一方もしくは両方の鎖の除去、または窒素塩基を除去してアプリン／アピリミジン部位
を形成することを含めた任意の様式で二本鎖ＤＮＡを切断し得る。これらの酵素の非限定
的な例には、エンドヌクレアーゼ、エキソヌクレアーゼ、制限酵素、ニッキング酵素、Ｄ
ＮＡ修復酵素、トポイソメラーゼ、ＤＮＡジャイレース、および相同組換えに関連する酵
素が含まれる。本発明の具体的な実施形態には、すべて参考として組み込まれている、カ
ムチャッカ・カニ（ＵＳ１０／８４５，３６６号）、エビ（ＵＳ６，５４１，２０４号）
、Ｔ７エンドヌクレアーゼＩ、およびイー・コリエキソヌクレアーゼＩＩＩから単離した
ＤＳＮが含まれる。
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【００４６】
　酵素濃度、消化時間、ならびに塩およびマグネシウムイオン濃度などの緩衝液条件が、
二本鎖ＤＮＡに対するＤＳＮの特異性に影響を与えることができる要素である。効率的な
反復の除去を成すためにはこれらの条件の最適化が必要である。
【００４７】
　本発明における反復除去の効率および特異性は、変性および再アニーリングに用いる反
応条件、ならびにＤＳＮを用いた消化中に存在する条件に依存する。変性は、アルカリま
たは加熱によって達成する。ＤＮＡ再アニーリングの度合は、試料中に存在するＤＮＡの
濃度および再アニーリングにかける時間に依存する。反復配列の選択的再アニーリングが
起こるためには、反復配列がユニーク配列よりも高い濃度で存在していなければならない
。特定のクローン中の反復配列－対－ユニーク配列の比は、ゲノム全体にわたって領域ご
とに異なる。様々な数の反復配列を有する領域にわたって除去過程を標準化するために、
過剰の相殺ＤＮＡを反応に加える。加える相殺ＤＮＡの質量は所望の除去する反復の量に
応じて変動し、好ましくはＤＮＡ源の質量の１０～５０倍である。本発明では、相殺とは
、相殺配列とＤＮＡ源中の配列の一部分とのハイブリダイゼーションを可能にして相殺配
列を有用にする、ヌクレオチド配列中で反復配列と十分に相同的な配列を含むいずれかの
核酸または核酸類似体であると考える。本発明の一実施形態には、ＤＮＡ源から反復配列
を除去するために用いる相殺ＤＮＡとしてＣｏｔ－１ＤＮＡが含まれる。
【００４８】
　再アニーリングのストリンジェンシーは本発明のもう一つの構成要素である。塩濃度お
よび温度が、いずれかの再アニーリング工程のストリンジェンシーを決定する要素である
。反復除去の度合は、この工程のストリンジェンシー条件を調節することによって制御す
る。ストリンジェンシー条件を調節して１００％相同的でない配列間のある程度のアニー
リングを許容することにより、反復除去の度合が改善される。塩濃度の範囲は５ミリモー
ラー～１０００ミリモーラーのＮａＣｌであり、アニーリング温度の範囲は１５℃～８０
℃である。
【００４９】
　一実施形態では、反復除去過程は、再アニーリングおよびＤＳＮ消化が逐次的に起こる
ように行う。したがって、ＤＮＡを変性し、アニーリングに最適化した条件下で一定時間
冷却する。その後、反応条件を、ＤＳＮ消化の特異性および活性を最適化する条件に変更
する。もう一つの実施形態では、再アニーリングおよびＤＳＮ消化は、同一条件下で同時
に起こる。
【００５０】
　また、混合物中の一本鎖または二本鎖の画分のどちらかに対する酵素の特異性を変化さ
せるために、ＤＮＡ源または相殺ＤＮＡを、酵素消化の前またはその間に化学的または物
理的薬剤で処理することも、本発明の範囲内である。たとえば、イー・コリＲｅｃＡタン
パク質を一本鎖および二本鎖ＤＮＡの混合物に加える。このタンパク質は混合物中の一本
鎖ＤＮＡをコーティングし、混合物中の二本鎖ＤＮＡの消化を可能にしつつ、一本鎖ＤＮ
Ａをイー・コリＲｅｃＢＣ　ＤＮａｓｅから保護する（「Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏ
ｌｉ　ＲｅｃＡ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｐｒｏｔｅｃｔｓ　ｓｉｎｇｌｅｓ　ｓｔｒａｎｄｅ
ｄ　ＤＮＡ　ｏｒ　Ｇａｐｐｅｄ　Ｄｕｐｌｅｘ　ＤＮＡ　ｆｒｏｍ　ｄｅｇｒａｄａｔ
ｉｏｎ　ｂｙ　ＲｅｃＢＣ　ＤＮａｓｅ」。Ｗｉｌｌｉａｍｓ，ＪＧＫ、Ｓｈｉｂａｔａ
、Ｔ．Ｒａｄｄｉｎｇ、ＣＭ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍ
ｉｓｔｒｙ、第２４６巻、第１４号、７５７３～７５８２頁）。また、一本鎖または二本
鎖ＤＮＡ画分に対する酵素の特異性を変化させる修飾ヌクレオチドを用いてＤＮＡ源また
は相殺ＤＮＡを作製することも可能である。
【００５１】
　二本鎖からの一本鎖ポリヌクレオチドの濃縮および単離におけるＤＳＮの使用は、一本
鎖の実体を二本鎖の汚染物質から分離することが望ましい、任意の一本鎖ポリヌクレオチ
ドの生成に適用可能である。これには、いずれかの所望しない配列をＤＮＡ源から除去す
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ることが含まれる。これらの所望しない配列には、限定されるものではないが、反復配列
、ユニーク配列、およびベクター配列が含まれる。この方法は、遺伝子もしくは染色体を
同定するための標識プローブの生成、核型分析、または一本鎖および二本鎖ポリヌクレオ
チドのプールのパンニングに特に適切である。
【００５２】
　選択的結合方法
　ＤＮＡ源を変性し、反復配列のアニーリングを選択的に可能にすることによって、一本
鎖または二本鎖ＤＮＡ構造に優先的に結合する任意の薬剤を用いて反復配列をＤＮＡ源か
ら除去する。このような薬剤の例には、限定されるものではないが、ＤＮＡまたはＲＮＡ
ポリヌクレオチド、酵素、抗体、ＤＮＡ結合タンパク質、抗体とＤＮＡ結合剤との組合せ
、ならびに天然または合成の化合物および分子が含まれる。ＤＮＡ結合剤は、ユニーク配
列または反復配列の陽性または陰性クロマトグラフィー選択を可能にする固体担体に、直
接または間接的に連結していてよい。一例には、一本鎖または二本鎖ＤＮＡに対するビオ
チン標識抗体を用いた、一本鎖および二本鎖ＤＮＡの分離が含まれる。ストレプトアビジ
ンでコーティングした常磁粒子を用いて、所望の集団を分離する。あるいは、一本鎖また
は二本鎖ＤＮＡに優先的に結合するＤＮＡ結合剤に対するビオチン標識抗体を同じ様式で
用いる。
【００５３】
　他の一本鎖または二本鎖特異的酵素
　また、本発明は、反復除去の促進におけるＤＮＡ源または相殺ＤＮＡの修飾において一
本鎖または二本鎖ＤＮＡに優先的に作用する任意の酵素を具体化する。非限定的な第１の
例は、変性および反復との選択的再アニーリング後にＤＮＡリンカーを二本鎖ＤＮＡ集団
に選択的に連結することである。反復配列を除去するために、このリンカーを磁気（また
は常磁）粒子に付着した相同的なオリゴヌクレオチドとハイブリダイズさせる。第２の例
は、ＤＮＡ源の変性および選択的再アニーリング後に存在する一本鎖ＤＮＡを選択的に環
化させるために一本鎖ＤＮＡ／ＲＮＡリガーゼを用いることである。次いで、得られた環
を、ローリングサークル増幅によって増幅および濃縮する。
【００５４】
　反復配列の構造特異的分離
　特異的プローブの生成方法に加えて、かつ二本鎖ＤＮＡからの一本鎖ＤＮＡの分離に基
づいて、本発明は、当該技術分野で知られている任意の方法を考慮し、ここで、ユニーク
配列からの反復配列の分離が反復配列またはユニーク配列のどちらか中にある程度の検出
可能なＤＮＡ構造の確立に伴って起こり、この検出可能な構造を用いて一方の集団を他方
から分離する。検出可能なＤＮＡ構造のいくつかの例には、限定されるものではないが、
三重鎖または四重鎖ＤＮＡ、ヘアピン、パンハンドル、フラップ、Ｚ－ＤＮＡ、ホリデイ
ジャンクションおよび組換え中に形成された他の構造が含まれる。これらの構造は、注目
する配列中に天然に存在するか、または核酸源もしくは相殺核酸のどちらかもしくは両方
を修飾することによって誘導し得る。
【００５５】
　反復配列の選択的消化
　反復配列をＤＮＡ源から除去するもう一つの方法は、断片化して増幅可能なＤＮＡライ
ブラリを、その認識配列が反復ＤＮＡ配列中に存在することが知られている制限酵素で消
化することである。消化されたＤＮＡ源をＰＣＲによって再増幅した場合、残りのライブ
ラリはユニーク配列について濃縮され、反復を含む配列が除去される。
【００５６】
　消化および選択的ライゲーション
　反復を除去したプローブを調製するもう一つの方法は、標的ＤＮＡを、消化された配列
上に異なるオーバーハングを残す２つの制限酵素で消化することである。第１の制限酵素
は、好ましくは反復配列内で切断する酵素であり、第２の制限酵素は、反復配列内で切断
しない酵素である。消化後、第２の制限酵素によって切断された配列の末端にリンカーを
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選択的に付着させる。その後、これらのリンカー配列を用いて、反復配列が除去されたラ
イブラリをＰＣＲ増幅する。得られた反復を除去したＤＮＡは、組成物も生成も、本発明
に組み込まれる。本発明に記載した反復を除去したＤＮＡは、標的配列の特異的結合が所
望される任意の種類のハイブリダイゼーションアッセイのプローブとして有用である。こ
のような技術には、限定されるものではないが、ＩＳＨ、ＦＩＳＨ、ＣＧＨ、スペクトル
核型分析、染色体彩色、サザンブロット、ノーザンブロット、およびマイクロアレイが含
まれる。ユニーク配列のみを含むハイブリダイゼーションプローブの生成は、本発明の一
実施形態である。したがって、競合的結合の必要性が排除され、その結果、反応の特異性
の増大、および結合に必要なプローブの量の減少がもたらされる。
【００５７】
　ＤＮＡを所望の位置で切断するための二重鎖特異的ヌクレアーゼの使用。
　二重鎖特異的ヌクレアーゼの使用は、ＤＮＡから特異的配列を切断することにおいて有
用性を有する。図２は、本実施形態の模式図を示す。所望の配列を含む一本鎖ＤＮＡをＤ
ＮＡ源から得る。所望の配列の両末端を同定するオリゴヌクレオチドを加え、二重鎖特異
的ヌクレアーゼを導入して所望のＤＮＡプローブをＤＮＡ源から切断する。サイズ排除に
よって所望のＤＮＡプローブを分離した後、ＤＮＡの第２の鎖を合成し、クローニングし
て、ＤＮＡプローブ源がもたらされる。したがって、二重鎖特異的ヌクレアーゼを用いて
ＤＮＡ配列を特異的領域で切断する。この方法は、ＰＣＲによって増幅するには大きすぎ
る注目する断片をクローニングする場合、および断片が適切な制限酵素部位を欠く場合に
最も有用である。その後、これらの断片をハイブリダイゼーションプローブとして用いる
か、配列決定するか、または任意の他の目的のために用い得る。図２では、ＤＮＡの一方
または両方の鎖にアニーリングし、注目する配列に隣接する、２つのオリゴヌクレオチド
を設計する。注目する配列を含むＤＮＡを変性し、過剰の隣接オリゴヌクレオチドの存在
下で再アニーリングさせる。二重鎖特異的ヌクレアーゼを用いた消化により、オリゴヌク
レオチドがアニーリングした部位でＤＮＡが選択的に切断される。残りの一本鎖ＤＮＡ分
子をサイズによって分画して注目する配列を得る。ＤＮＡポリメラーゼを用いて注目する
配列を二本鎖にし、プラスミド内にクローニングする。これにより、より大きなＤＮＡポ
リヌクレオチドから注目する配列をクローニングまたはサブクローニングする可能性が作
り出される。部位特異的切断の第２の例は、ベクターを選択的に消化することによる、プ
ラスミドベクターからのクローン化断片の回収である。一例では、クローン化ＤＮＡ断片
を含むプラスミドを変性し、クローン化ＤＮＡを欠く過剰のプラスミドの存在下で再度ア
ニーリングさせる。二重鎖特異的ヌクレアーゼを加えることによりプラスミド配列が切断
され、一本鎖のクローン化ＤＮＡを無処置のまま残す。その後、残りの一本鎖ＤＮＡを、
限定されるものではないが、配列決定またはサブクローニングを含めた当該技術分野で知
られている任意の用途に用いる。
【００５８】
　実施例１－反復を除去したＤＮＡプローブを用いた、染色体または染色体の一部分の検
出
　ＵＣＳＣゲノムブラウザソフトウェア（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄ
ｕ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｈｇＧａｔｅｗａｙ）を用いたヒトゲノムの電子スクリーニングに
よる、Ｈｅｒ－２遺伝子についてのプローブとして用いるために、ＢＡＣクローンＣＴＤ
－２０１９Ｃ１０を選択し、クローンはＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（カリフォルニア州Ｃａｒ
ｌｓｂａｄ）から得た。ＢＡＣ　ＤＮＡはＱｉａｇｅｎ（カリフォルニア州Ｖａｌｅｎｃ
ｉａ）からのＬａｒｇｅ　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔキットを用いて単離した。ＤＮＡ源は、製
造者の指示に従って、１０ナノグラムの精製ＢＡＣおよびＧｅｎｏｍｅＰｌｅｘ（登録商
標）完全全ゲノム増幅キット（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、ミズーリ州Ｓｔ．Ｌｏｕｉ
ｓ）を用いて調製した。２マイクログラムのＣｏｔ－１ＤＮＡ、１×二重鎖特異的ヌクレ
アーゼ緩衝液（Ｅｖｒｏｇｅｎ、ロシア、Ｍｏｓｃｏｗ）、０．３モーラーのＮａＣｌ、
および６６ナノグラムのＤＮＡ源を含む除去混合物を調製した。除去混合物を５分間、９
５℃で変性し、氷上に１０秒間置き、１単位の二重鎖特異的ヌクレアーゼ（Ｅｖｒｏｇｅ
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ｎ、ロシア、Ｍｏｓｃｏｗ）を加えた。試料を６５℃で９０分間インキュベートした。Ｇ
ｅｎｅｌｕｔｅ　ＰＣＲクリーンアップキット（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、ミズーリ
州Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ）を用いて５マイクロリットルの反応を精製し、精製したＤＮＡを５
０マイクロリットルのアリコートで溶出させた。その後、１５マイクロリットルの除去し
た試料を、全ゲノム再増幅キット（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、ミズーリ州Ｓｔ．Ｌｏ
ｕｉｓ）を用いてＰＣＲによって再増幅した。記載のようにＰＣＲ反応を精製し、そのＡ

２６０に基づいて定量した。１０ナノグラムの第１の再増幅混合物を第２の再増幅の鋳型
として用い、記載のように精製した。この物質を２００～５００塩基対の平均分子量まで
超音波処理し、エタノール沈殿し、蒸留Ｈ２Ｏに再懸濁させた。Ｋｒｅａｔｅｃｈ　ＵＬ
Ｓ　Ｐｌａｔｉｎｕｍ　Ｂｒｉｇｈｔ　Ｒｅｄ／Ｏｒａｎｇｅキット（Ｋｒｅａｔｅｃｈ
、オランダＡｍｓｔｅｒｄａｍ）を用いて生じたＤＮＡを蛍光標識した。比較のために、
反復を有するプローブも、除去過程で使用したＤＮＡ源から作製した。
【００５９】
　７５％メタノール、２５％酢酸で固定することによってフィトヘマグルチニンで刺激し
た白血球をＦＩＳＨ用に調製し、標準的な技術を用いてスライド上にスポットした。反復
を除去したプローブとＤＮＡ源プローブとを２ｎｇ／μｌで、Ｃｏｔ遮断ＤＮＡなしで、
５０％のホルムアミド、１０％の硫酸デキストラン、および１×ＳＳＣからなるハイブリ
ダイゼーション緩衝液中でハイブリダイズさせた。スライドおよびプローブを８０℃で３
分間同時に変性し、終夜、３７℃でハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーション後、
試料を５分間、５０℃、０．５×ＳＳＣ、０．００１％のＳＤＳで洗浄した。試料を０．
５μｇ／ｍｌのＤＡＰＩで５分間対比染色し、５０％のグリセロールに載せた。画像は、
ローダミンおよびＤＡＰＩに適したフィルターを備えたＬｅｉｃａ　ＤＭ－ＲＸＡ蛍光顕
微鏡（Ｌｅｉｃａ　Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ、イリノイ州Ｂａｎｎｏｃｋｂｕｒｎ）を
用いて得た。画像は、Ｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃｓ　ＳｙｎＳｙｓ白黒デジタルカメラ（Ｐ
ｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃｓ、アリゾナ州Ｔｕｃｓｏｎ）を用いて得た。ＤＡＰＩシグナルを
増強し、Ｌｅｉｃａ　ＦＷ４０００ソフトウェアを用いて重ね合わせた画像を作成した。
比較のために、Ｈｅｒ－２の画像は編集しておらず、同じカメラ設定でキャプチャした。
図３は画像の比較を示す。パネルＡは、反復を含むＤＮＡ源をハイブリダイゼーションプ
ローブとして用いた場合、プローブは核全体を染色し、Ｈｅｒ－２に特異的なシグナルは
見られないことを示す。反復を除去したＤＮＡをプローブとして用いた場合（パネルＤ）
、Ｈｅｒ－２遺伝子に対応する特異的シグナルは明白に検出可能である（矢印）。
【００６０】
　実施例２－本発明に従って反復配列を除去したＤＮＡプローブは、手順中に遮断する反
復を含む従来のＤＮＡプローブと比較して、蛍光標識したＤＮＡプローブの可視化を向上
する。
　蛍光標識したプローブの信号対雑音比は、本発明に従って得た反復を除去したＤＮＡプ
ローブを用いた場合に有意に向上する。この比較のために、当業者に知られている９ｐ２
１および１１ｑ２３を標的とするＤＮＡプローブを用いた。これらのシグナルは、シグナ
ルが比較的小さく、識別が困難だということが問題である。本発明に従ってプローブから
反復配列を除去し、グアニンのＮ７位と配位結合を形成する白金基に連結した蛍光レポー
ター分子を用いて、プローブを蛍光標識した（ＵＬＳ　ｌａｂｅｌｉｎｇ、Ｋｒｅａｔｅ
ｃｈ、Ａｍｓｔｅｒｄａｍ）。図４のパネルＡおよびＢは、それぞれローダミンで標識し
た９ｐ２１およびｄＧｒｅｅｎで標識した１１ｑ２３のプローブとハイブリダイズした染
色体の拡大物を示す。図中に矢印で示したように、反復を含まないプローブからの明白な
シグナルは、反復を含まないプローブから識別することができる。したがって、これらの
プローブの存在の可視化は、従来方法により得られたプローブを用いて得られるものより
優れている。この可視化の向上により、黒色腫（パネルＡ、９ｐ２１、Ｐ１６（ＣＤＫＮ
２Ａ）および白血病（パネルＢ、１１ｑ２３、ＭＬＬ）のより正確な示差的診断がもたら
される。
【００６１】
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　続く解析のための免疫磁気標識した細胞の保存
　免疫細胞化学（ＩＣＣ）イメージング解析中、細胞は、外部磁石によって適用される磁
力によって、カートリッジの光学的に透明な表面に磁気的に保持される（ＵＳ５，４６６
，５７４号）。装置の計算した保持力は約１０－９ニュートンである。この保持力は、限
定されるものではないが、細胞上の強磁性流体粒子の数、磁気粒子の大きさ、および外部
磁石によって適用される磁場勾配を含めたいくつかの変数に依存する。細胞をガラス表面
に固定するためには、緩衝溶液を除去し、メタノール、アセトン、酢酸、当該技術分野で
知られている他の薬剤およびこれらの組合せなどの細胞固定溶液によって置き換えなけれ
ばならない。解析する細胞を移動または除去しないように、緩衝溶液の吸引は注意深く完
了しなければならない。流体を試料チャンバから吸引する際、流体のメニスカスが磁気的
に保持された細胞に剪断力を適用する。これらの剪断力は磁気保持力よりも大きい場合が
ある（計算すると１０－９ニュートンを超える）。そのような場合、細胞をカートリッジ
内で移動させるか、または緩衝溶液と共にカートリッジから吸引されるように移動させる
。流体の剪断力は、カートリッジのガラス部分を渡って移動する速度、吸引プローブとガ
ラス表面との距離、吸引する流体の速度および粘度ならびに他のパラメータの関数である
。さらに、吸引後、固定溶液を加える前にガラス表面を乾燥させることは、カートリッジ
内の細胞に負の効果を与える可能性がある。加えて、固定溶液を空のカートリッジに加え
ることは、細胞の分布をさらに乱す。
【００６２】
　したがって、本発明の一態様は、細胞をメニスカスによって引き起こされる流体剪断力
に供さずに緩衝溶液を固定流体に交換する方法を提供することによって、これらの問題に
対処する。固定溶液をカートリッジの底部に分注すると同時に、置き換えられる緩衝溶液
をカートリッジの上部から吸引する。固定液および緩衝液のある程度の混合が２つの流体
の境界で起こるが、ガラス表面への必要な細胞固定を完了するために十分な固定溶液を分
注する。この流体置換は、分注した固定溶液と置換した流体の吸引との流動のバランスを
とり、また、免疫磁気によりガラスの表面に付着した細胞を保つ磁気保持力によって、カ
ートリッジ中の細胞に与えられる剪断力を最小限にして起こる。本発明の好ましい一実施
形態では、カートリッジから溢れさせずにカートリッジ内の約１００マイクロリットルの
流体を置換することにおいて、ＵＳ６，８６１，２５９号；ＵＳ１０／９８８，０５７号
；およびＵＳ７，０１１，７９４号；ＵＳ１１／２９４，０１２号に記載の試料チャンバ
の入口面積を利用する。カートリッジの開口部は、固定溶液を分注して緩衝溶液を置き換
えつつ、吸引プローブからの緩衝溶液の除去を可能にするために十分である。細胞が固定
流体によって固定された後、細胞を乱す危険性なしに流体を除去し得る。この手順は、調
製過程にばらつきを導入する可能性のあるオペレータのインタラクションを最小限にして
、続くＦＩＳＨまたは他の解析のための試料の自動処置を可能にする。
【００６３】
　本発明は、ベンチトップ装置でのＩＣＣイメージング後にカートリッジ中の細胞の完全
かつ一貫した固定を可能にする自動装置を記載し、続くＦＩＳＨイメージング解析のため
の、ＩＣＣ後の標的細胞の調製の全工程を組み込む。図５は、個々の構成要素の相対的な
位置を示す、装置の模式図を示す。したがって、緩衝液の除去および固定のために、ＩＣ
Ｃイメージングを行った試料を含むカートリッジを装置内に入れる。ピペットと組み合わ
せたシリンジおよびシリンジポンプにより、緩衝液を吸引して固定液を分注する。図６は
、細胞の固定およびハイブリダイゼーションに関与する工程の模式図である。本発明の一
実施形態では、流体の除去および添加によって示される力による細胞の動きを最小限にす
るために、緩衝液の除去および固定液の添加を同時に行う。固定は、すべての流体をカー
トリッジから除去し、続いて固定試薬の添加および除去に用いたものと同じピペットを用
いてカートリッジ内に空気流動を強制することによってカートリッジを乾燥させるによっ
て、完了する。固定および乾燥後、カートリッジを保管するか、または直ちにＦＩＳＨも
しくは他の追加の解析に使用する。固定液に最適な混合物は標的の実体（すなわち、ＤＮ
Ａ、ＲＮＡ、タンパク質）に応じて異なる。
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【００６４】
　ＦＩＳＨの固定プロトコル
　細胞を上部表面上に固定し、無処置のまま残し、ＦＩＳＨプローブが接近可能にするた
めには、以下のプロトコルを開発し、自動ベンチトップ装置に実装する：
　１．２５０マイクロリットルの固定液をカートリッジの底部から分注する（カートリッ
ジは立位）。
　２．上部から２５０マイクロリットルを吸引し、廃棄する。
　３．２５０マイクロリットルの新しい固定液をカートリッジの底部から分注することを
繰り返す。
　４．すべての流体をカートリッジの上部から吸引する。
　５．カートリッジに空気を流すことによってカートリッジを乾燥させる。吸引／分注に
用いたピペットを空気流動にも用いる。
【００６５】
　容量の縮小
　抗体またはポリヌクレオチドプローブの費用およびそれらを高濃度で用いることが必要
であることから、高濃度を用いることによるコストが非常に少量の試薬しか用いないこと
によって相殺されるように、反応を非常に小さな閉ざされた容量内で実施する（たとえば
５マイクロリットル～２５マイクロリットル）。ＵＳ６，８６１，２５９号；第１０／９
８８，０５７号；およびＵＳ７，０１１，７９４号；第１１／２９４，０１２号に記載の
試料カートリッジを、チャンバ内での固定後の反応器として用いる。これらのカートリッ
ジでは、細胞を固定するチャンバの実際の容量は３２０マイクロリットルである。したが
って、固定した細胞をｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションで解析する必要があるが、
ほとんどのプローブを高濃度の３２０マイクロリットル加えることは高価かつ非現実的で
ある。
【００６６】
　この問題に対処するために、加えたプローブの容量の縮小と共に、細胞を固定したカー
トリッジの光学的に透明な表面の表面全体にわたって均一なプローブ混合物の分布が必要
である。この方法は以下によって達成する：
　１．カートリッジ内に物体を挿入して容量を縮小する。
　２．カートリッジが水平位にあり、細胞の面が下側にある場合に（底部に光学的観察面
）、十分に大きな容量であるが、細胞を固定した全表面にわたって３２０マイクロリット
ルよりも小さい容量を用いる。
　３．小さな容量、および試薬の密度よりも低い密度を有する流体を用いる。低密度の流
体は試薬の上方に浮き、試薬が表面全体にわたって均一に拡大することを可能にする。
【００６７】
　第１の可能性の例として、ストッパーのプローブ末端に伸長物を導入して、その部分が
チャンバの全長を伸長するようにする（図７）。伸長物はチャンバの容量の約１／３を満
たす。伸長物の直径は、チャンバの開口部を通って滑るような寸法、直径２．３６ｍｍで
ある。伸長物は、既存のプラグのモールド上に新しいプラグ全体をモールドすることによ
って、または固体金属棒をプラグの中心線に挿入することによって作製する。材料は、た
とえば、３１６ステンレス鋼、ポリプロピレンまたはインコネル６２５など、試薬に対し
て不活性でなければならない。プラグの上部分を熱可塑性プラスチックでオーバーモール
ドすることは、挿入中に形状を維持するための適切なプラスチック硬度計を確実にするた
め、かつ液体の密封およびプラグの固定を維持するためにチャンバ内に配置した際に必要
である。さらに、プラグおよび伸長物は、所望により、過程中にチャンバ内の温度を監視
するために、中央の穴から出し入れすることができる。プラグはさらに、取り外して適切
な洗浄後に再使用するように設計されている。
【００６８】
　第２の実施形態を図８に示す。５０マイクロリットルの容量のＦＩＳＨ試薬が、カート
リッジの上部表面全体を覆うのに十分である。完全な反応を確実にするためにこの容量が
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必要であり、これは試薬の粘度および疎水性に依存する。試薬の添加後、試薬への曝露を
さらに確実にするためにカートリッジを水平位に置く。
【００６９】
　１つの他の実施形態は、第２の実施形態を、試薬容量をさらに縮小して組み込む。記載
のように試薬を注入した後、より低い密度の余剰の流体を注入する。より低い密度の流体
は試薬の試薬の上方に浮くので、表面全体にわたってより完全な反応となる。試薬の構成
成分に応じて、２５マイクロリットルの試薬の容量が得られる。
【００７０】
　免疫磁気標識した細胞の再解析
　染色体異数性は遺伝子障害、特に癌に関連している。これらの染色体異常の、特にｉｎ
　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）を用いた検出を提供する診断方法が利用可
能である。組織または細胞試料におけるＩＳＨおよび免疫細胞化学（ＩＣＣ）の適用はよ
く確立されているが、単一細胞におけるＩＳＨおよびＩＣＣの同時解析に診断上有効な方
法を確立する明らかな必要性が存在する。本発明の一態様は、個々の細胞におけるこれら
の染色体異常の検出を提供し、これは、対費用効果および特異性の高い手段によって形態
学的に疑わしい癌細胞を確認することに関する。
【００７１】
　本発明の一態様は、濃縮および免疫細胞化学的（ＩＣＣ）解析後の、希少細胞のさらな
る処置を提供する。たとえば、上皮細胞のような循環希少細胞は、疑わしい癌細胞として
同定されている（ＵＳ６，３６５，３６２号；ＵＳ６，６４５，７３１号；およびＵＳ１
１／２０２，８７５号は参考として組み込まれている）。疑わしい細胞は、特異的細胞抗
原および核酸標識によって同定する。これらの疑わしい細胞の確認は、次いで、同定した
疑わしい細胞内の染色体変化（すなわち、異数性）を評価するために用いる染色体および
／または遺伝子のどちらかを定義する、特異的ユニーク標的配列の発現によって決定され
る。したがって、本発明の一実施形態には、ＩＣＣ染色と、続いてＣＴＣを定義する選択
された染色体の群に対する蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）によ
る確認との組合せが含まれる。
【００７２】
　癌を確証するアッセイは、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）ＡｕｔｏＰｒｅｐ（登録
商標）およびＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）Ａｎａｌｙｚｅｒ　ＩＩ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ（Ｉｍｍｕｎｉｃｏｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）によって提供され、ＵＳ６，３６５
，３６２号にさらに記載されているように、循環腫瘍細胞の免疫磁気濃縮および蛍光イメ
ージングを行った後、特異性の増加を提供する。確証的な試験は、疾患の段階にかかわら
ず１つまたは複数のＣＴＣを癌細胞として指定することを可能にし、したがって、試料を
ＣＴＣに対して陽性と呼ぶ閾値が低下する。本発明の一実施形態は、ＩＣＣで決定された
疑わしいＣＴＣを確認するために、第１、７、８および／または１７染色体中の異数性を
評価することである。さらなる実施形態には、治療標的が存在することまたは存在しない
ことを検出するために、限定されるものではないが、ＨＥＲ－２、ＩＧＦ－１、ＭＹＣ、
ＥＧＦＲ、およびアンドロゲン受容体（ＡＲ）のような個々の遺伝子の検出が含まれ、し
たがって正しい治療の選択を行う手段が提供される。
【００７３】
　したがって、自動化および標準化された血液試料の処置方法は、ＩＣＣによる循環上皮
細胞の同定を提供する。分配した血液試料からの吸引した血漿を、標的細胞集団に特異的
な抗体（すなわち、ＥｐＣＡＭ陽性）にコンジュゲートした強磁性流体試薬と合わせる。
これらの細胞を、外部から適用した磁場によって免疫磁気的に採取し、非標識細胞の分離
および除去が可能となる。
【００７４】
　標的細胞を分離した後、画像提示装置を用いたイメージング解析のためにこれらを使い
捨てカートリッジに分注する（ＵＳ６，７９０，３６６号およびＵＳ６，８９０，４２６
号）。この装置は、続くＩＣＣイメージングのために標識した細胞をチャンバの光学的に
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透明な表面に沿って配向させる磁場を及ぼすように設計されている。
【００７５】
　ＩＣＣイメージング後、適切なアルゴリズムを用いて疑わしい細胞を同定する。疑わし
い細胞の画像をユーザに提示し、ユーザが提示された疑わしい細胞が何であるかの最終決
断を行う。疑わしい細胞の画像およびチャンバの光学的に透明な観察面に沿ったその相対
的な位置を、後に使用するために記録および保管する。ＩＣＣイメージング単独では、５
個未満のＣＴＣを有する血液試料の臨床的有意性を評価するため、または疑わしい癌細胞
に関する詳細な遺伝情報を提供するための特異性を欠くので、完全なプロフィールを提供
し、スクリーニング、疾患の再発の評価、および全体的な生存を含めた診断的解析に用い
ることができる確証的な機構を確立するためには、個々の疑わしい細胞に対する複数パラ
メータ遺伝子プロファイリングを用いた解析が続いて必要である。本発明の一実施形態で
は蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）を複数パラメータ遺伝子解析
として利用するが、他のプロフィール評価も考慮される。これにより、観察面に沿って存
在する個々の細胞の表現型および遺伝型のプロフィール評価がどちらも提供される。
【００７６】
　ＦＩＳＨは、ＤＮＡの融解温度を超える温度およびＩＣＣ標識と適合性のない試薬を必
要とする。ＩＣＣおよびＤＮＡ標識のほとんどはＦＩＳＨ手順を乗りきれず、すべてのシ
グナルが処置中に失われる。したがって、ＦＩＳＨ解析に興味深い細胞と同定された細胞
は、その位置を辿ることができない。したがって、ＩＣＣ画像が得られた後、続く複数パ
ラメータ遺伝子解析（ＦＩＳＨ）またはＩＣＣ標識が失われる他の種類の解析のために、
光学的に透明な観察面に沿った細胞の位置が維持される検出方法の必要性が存在する。こ
れは、部分的に、細胞の損失または表面に沿った実質的な移動がまったくなくＩＣＣ画像
が得られた後、細胞を光学的に透明な表面上に固定することによって成される。したがっ
て、ＦＩＳＨ試薬の添加後、カートリッジをホットプレートに載せ、固定細胞を有する表
面をホットプレートと接触させる。アッセイの種類に応じて、ホットプレートを２～４８
時間実行する異なる温度サイクルでプログラミングする。温度サイクルの完了後、過剰の
ＦＩＳＨ試薬をカートリッジから除去する。固定した細胞の核を可視化するために、カー
トリッジにＤＮＡ標識を含む緩衝溶液を満たす。用いたＤＮＡ標識に応じて、標識はカー
トリッジ中に残るか、染色後にカートリッジから洗い流される。
【００７７】
　次に、２回目の走査のためにカートリッジをＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）Ａｎａ
ｌｙｚｅｒ　ＩＩ　Ｓｙｓｔｅｍに戻す。１回目のＩＣＣイメージング解析中に上部表面
上に存在していた細胞は固定されていたので、同じ細胞はカートリッジ内で同じ相対的な
位置のままである。イメージングシステム（ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）Ａｎａｌ
ｙｚｅｒ　ＩＩ　Ｓｙｓｔｅｍ）に対するカートリッジのシフトを評価するために、２回
目の走査の画像中の核の位置を、１回目のＩＣＣ走査の画像中の核の位置と比較する。互
いに対するこれらの画像のシフトは、畳み込みアルゴリズムを用いて決定する。このシフ
トを決定した後、特異的な注目する細胞をそのＩＣＣ画像に基づいてリストから選択し、
２回目の走査のＦＩＳＨ後にカートリッジの表面上に再配置することができる。次に、様
々なＦＩＳＨプローブの蛍光画像が得られる。
【００７８】
　図９は、ＩＣＣによって同定し、第１、第７、第８および第１７染色体の存在について
プロービングした腫瘍細胞の代表的な画像を示す。パネルＡは、ソフトウェアによってサ
イトケラチン（上皮由来の細胞中に存在する細胞骨格タンパク質）陽性およびＤＡＰＩ（
核酸染色）陽性として同定されたＣＴＣ候補のリストを示す。ハイライトした事象の対応
する画像は、ＣＴＣの定義（サイトケラチン陽性、ＣＤ４５陰性、ＤＡＰＩ陽性の事象お
よび細胞の形態的外観）が確認されたので、ユーザによってＣＴＣとして同定された。１
０×対物レンズを用いて撮影した４つの画像をパネルＢに示す。左上の画像は核のＤＡＰ
Ｉ染色を示し、左下の画像は細胞質のサイトケラチン染色を示す。陽性染色の欠如によっ
て例示されるように、ＣＤ４５染色およびＦＩＴＣ染色は欠如している。細胞を保存し、
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第１、第７、第８および第１７染色体についてセントロメアプローブのプロービングを行
った後、カートリッジの上部表面の画像を再度獲得し、パネルＣに、第１、第７、第８お
よび第１７染色体のプローブの蛍光シグナルをパネルＢに示す細胞と同じ細胞について示
す。２個のコピーの第１染色体、３個のコピーの第７染色体、４個のコピーの第８染色体
および２個のコピーの第１７染色体が明白に視認でき、これは、細胞が異数体であること
を実証しており、実際に癌細胞であることが確認された。
【００７９】
　図１０に示す画像は、１０×、ＮＡ０．５プランアクロマート対物レンズを用いて獲得
した。解像度はほとんどのセントロメアプローブには十分であるが、遺伝子特異的プロー
ブ、たとえばＨＥＲ－２およびＥＧＦＲ　ＦＩＳＨプローブには不十分である。この理由
から、ＩＣＣ画像収集に用いる対物レンズ１０×、ＮＡ０，５対物レンズを、カートリッ
ジの透明な上部表面の光学的厚さに対して補正した４０×、ＮＡ０．６対物レンズに交換
する。高いＮＡの対物レンズの使用により、注目する細胞の３Ｄイメージングが可能とな
り、選択した細胞中のＦＩＳＨプローブで標識した配列の正しいコピー数を確信的に決定
することが可能となる。注目する特異的細胞の光学軸に沿った様々な焦点面での複数の画
像を獲得し、次いで細胞の３Ｄ再構成を行う。図１０は、５つの異なる蛍光色素について
励起／発光フィルターを用いた、細胞の５つのそのような切片を示す。パネルＡはＰＥの
５つの切片を示す。切片＃２では２つのシグナルしか視認できないが、切片＃３では３つ
のシグナルが視認できる。パネルＢはＤＡＰＩ染色の５つの切片を示す。パネルＣのＡＰ
Ｃ切片では、切片＃２は１つのシグナルを示す。パネルＤのＦＩＴＣ切片では、切片＃３
は２つのシグナルを示し、切片＃４は２つの異なるシグナルを示し、このプローブの合計
が４つとなる。パネルＥでは、Ｄｙ４１５切片は、切片＃２で１つのシグナルを示し、切
片＃３で２つのシグナルを示す。画像から、プローブが核の様々な部分に位置し、シグナ
ルの計数に１つの焦点面しか用いないことは妥当でないことが明らかである。図１１、パ
ネルＡは、図１０からの画像の積み重ねとして提示するＣＴＣの蛍光ＩＣＣ画像。パネル
Ｂでは、それぞれの蛍光色素の切片を加えて平均強度が提示され、したがって、画像のス
ケールがとられて強度レベルの範囲全体が使用され、これは計数を容易にする。それぞれ
のプローブのシグナル数の計数をそれぞれの画像の横に示す（すなわち、ＰＥで４つ、Ａ
ＰＣで１つ、ＦＩＴＣで４つ、ｄｙ４１５で２つ）。
【００８０】
　本発明の主題は癌細胞の検出に限定されず、他の細胞種を特徴づけるためにも使用でき
ることを理解されたい。細胞遺伝学的異常の検出に頻繁に追求される一細胞種は、母体血
中の胎児細胞である。このような細胞を濃縮するためには、胎児細胞上に高頻度で存在し
、母体細胞上に低頻度で存在するマーカーを標的とする必要がある。頻繁に追求されてい
る一細胞種は有核赤血球である。すべての有核赤血球上に存在するマーカーは、たとえば
、トランスフェリン受容体（ＣＤ７１）である。強磁性流体と連結した場合、有核赤血球
は、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）Ａｕｔｏｐｒｅｐ（登録商標）Ｓｙｓｔｅｍを用
いて全血から再現性よく濃縮される。濃縮した細胞は、胎児有核赤血球、母体有核赤血球
、活性Ｔリンパ球、未熟網状赤血球および免疫磁気濃縮によって持ち越された他の細胞を
含む。ここで、濃縮した細胞集団を、胎児由来および母体由来の細胞を識別するマーカー
を用いて染色する。マーカーのそのようなパネルの１つは、解析から白血球を排除するた
めのＣＤ４５と、胎児赤血球中に存在するが母体赤血球中には稀にしか存在しないヘモグ
ロビンＦ、成人赤血球中にのみ存在する炭酸脱水酵素、および細胞の核を同定するための
ＤＡＰＩとを、組み合わせて使用することである。ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）Ａ
ｕｔｏｐｒｅｐ（登録商標）Ｓｙｓｔｅｍを用いて細胞を再現性のよい様式で染色する。
抗原の一部は細胞内にあるので、抗体が細胞膜を通過するためには細胞を透過処理する必
要がある。透過処理に用いる薬剤は未熟網状赤血球も溶解し、ＣＤ７１および手順にわた
って持ち越された残存赤血球を使用することによって特異的に選択される。様々なレポー
ター分子を有するプローブを用いて細胞を染色した後、染色した細胞を含むカートリッジ
をＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）Ａｎａｌｙｚｅｒ　ＩＩ　Ｓｙｓｔｅｍに入れる。
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このシステムは、胎児有核赤血球候補をＤＡＰＩ＋、ＣＤ４５－、胎児ヘモグロブリン＋

、炭酸脱水酵素－の事象として同定する。ユーザは、これらの事象が胎児有核赤血球に典
型的なすべての特徴を確かに有することを確認することができる。システムが胎児有核赤
血球の位置を記録した後、前記のようにカートリッジを空にし、細胞遺伝学解析のために
細胞をプローブとハイブリダイズさせる。比較的頻繁な細胞遺伝学的異常を同定するため
に典型的に用いるプローブは、Ｘ、Ｙ、第１３、第１８および第２１染色体を認識するも
のである。１回目のＩＣＣイメージング解析中に上部表面上に存在していた細胞は固定さ
れており、同じ細胞はカートリッジ内で同じ位置のままであるので、細胞を染色した後、
カートリッジをＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）Ａｎａｌｙｚｅｒ　ＩＩ　Ｓｙｓｔｅ
ｍに再度挿入する。システムは事象に戻り、Ｘ、Ｙ、第１３、第１８および第２１染色体
を同定するために用いた蛍光色素の画像を撮影する。その後、ユーザがそれぞれの染色体
のコピー数を評価し、胎児の性別を決定し、染色体のコピー数が細胞遺伝学的異常の存在
を示唆するかどうかを決定する。
【００８１】
　実施例１－ＣＴＣ同定後の細胞遺伝学的異常の検出。
　７．５ｍＬの血液からのＣＴＣが、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｖｅｒｉｄ
ｅｘ、ＬＬＣ）を用いてＥｐＣＡＭ抗原を標的とした免疫磁気濃縮後に、サイトケラチン
＋、ＣＤ４５－有核細胞として同定された。ＣＴＣはＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）
Ａｎａｌｙｚｅｒ　（Ｉｍｍｕｎｉｃｏｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）によって同定し、
細胞はカートリッジの上部表面に沿って磁気的に保持されている。細胞遺伝学解析には、
細胞の最初の位置を維持したまま、カートリッジ中の流体を除去して細胞を固定した。第
１、７、８および１７染色体に対する蛍光標識したプローブをカートリッジ内に導入し、
細胞とハイブリダイズさせた。固定およびハイブリダイゼーション過程により、ＣＴＣの
同定に用いた蛍光標識が除去される。ハイブリダイゼーション後、カートリッジをＣｅｌ
ｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）Ａｎａｌｙｚｅｒに再度入れ、２回目の解析を行った。その
後、１回目の走査で同定されたＣＴＣの蛍光画像を、２回目の走査で得られた４個の染色
体標識のそれぞれからの蛍光画像と合わせた。１回目の走査で同定されたそれぞれのＣＴ
Ｃについて、第１、７、８および１７染色体の数を計数した。ＣＴＣを取り囲む白血球中
に検出された染色体の数を内部対照として用いた。転移性癌腫に罹患している８名の患者
からの７．５ｍＬの血液のうち、１～７個のＣＴＣを同定した。２個を超えるまたは２個
未満のコピー数の第１、７、８または１７染色体が、８名の患者全員で検出された。染色
体異常の不均一性は、異なる患者のＣＴＣ間だけでなく、同一患者のＣＴＣ間でも検出さ
れた。検査した２１個のＣＴＣのうち、７７％が染色体異常を示し、大多数が染色体のコ
ピー数の増加を示していた。対照的に、８０％を超える検査した白血球で２コピーの染色
体が示され、染色体コピー数の増加を示したものは存在しなかった。
　結論：ＣＴＣの細胞遺伝学組成物は、同定した後に評価することができる。染色体異数
性ＣＴＣの存在は、患者の状態の結果に関する情報を提供し、臨床成績の予後的指標を提
供する。さらに、ＣＴＣの遺伝子変化は、現在および将来のがん治療の指標を提供する。
【００８２】
　実施例２－治療の成功を予測するためのＣＴＣに対する抗癌標的の評価。
　ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ　Ｓｙｓｔｅｍ（商標）は、転移性癌腫に罹患している患者の血
液中の腫瘍細胞の存在が乏しい生存の見込みに関連していることを実証するために、多施
設の先見的研究で用いられている。これらの研究において１サイクルの治療後に循環腫瘍
細胞（ＣＴＣ）の排除に成功しなかったことは、これらの患者が無益な治療を受けている
ことを強く示唆している。腫瘍に対する治療標的の存在の評価により、適切な治療選択が
可能となるはずである。治療の開始前に抗癌標的をＣＴＣで同定する。７．５ｍＬの血液
からの細胞が、ＥｐＣＡＭ免疫磁気選択後にサイトケラチン（ＣＫ）＋、ＣＤ４５－およ
び有核と同定された。疑わしいＣＴＣを同定し、カートリッジの上部表面に局在化させて
磁場によって保持した。ＨＥＲ２、ＩＧＦ－１、Ｂｃｌ－２およびＥＧＦＲのような、既
知の治療に関連する治療標的を認識する蛍光標識した抗体をＣＴＣで評価する。次いで、
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細胞遺伝学解析のためにＣＴＣを保存する。カートリッジ中の流体を除去した後、細胞を
固定し、プローブハイブリダイゼーションのために最初の位置を維持する。システムがそ
の最初の位置を知っているので、注目するプローブの存在について細胞を再検査すること
ができる。結果は、第１、７、８および１７染色体とのハイブリダイゼーション前および
後のＣＴＣおよび白血球を示す。
【図面の簡単な説明】
【００８３】
【図１】ＢＡＣ開始ＤＮＡから反復を除去したＤＮＡプローブの作製を示す模式図である
。断片化した全ゲノム増幅ライブラリを変性し、過剰のＣｏｔ　ＤＮＡの存在下で再アニ
ーリングさせた。二本鎖ＤＮＡのＤＳＮ消化により、プローブ生成の鋳型として利用可能
な一本鎖ユニーク配列の混合物がもたらされる。
【図２】ＤＮＡ源からの特異的ＤＮＡ配列の切断およびそのクローンの生成を示す模式図
である。適切な由来源からの二本鎖ＤＮＡを変性し、特異的ＤＮＡ配列をハイブリダイズ
させる。二本鎖ＤＮＡのＤＳＮ消化、次いで、大きさによる一本鎖ＤＮＡの分離により、
所望の一本鎖ＤＮＡの単離がもたらされる。第２の鎖の合成後、生成のために所望のＤＮ
Ａを適切なベクター内にクローニングする。
【図３】ＦＩＳＨ解析における反復を除去したプローブを用いた比較を示す図である。白
血球を、反復を含むＨｅｒ－２プローブと、遮断ＤＮＡなしでハイブリダイズさせた。遮
断ＤＮＡが存在しない場合は、プローブは反復領域を用いたハイブリダイゼーション後に
核全体を標識する。パネルＡは、反復を含むＨｅｒ－２ＦＩＳＨプローブと、遮断ＤＮＡ
なしでハイブリダイズさせた白血球を示す。パネルＢは、核をＤＡＰＩで標識した後の同
じ細胞を示す。パネルＣは、２つのシグナルを重ね合わせ、Ｈｅｒ－２の解像を欠いた図
である。パネルＤは、反復を除去したＨｅｒ－２プローブを用いた白血球のＦＩＳＨ解析
を示す。矢印はＨｅｒ－２のユニーク染色体配列の位置を示す。パネルＥは核をＤＡＰＩ
で標識した後の同じ細胞を示す。パネルＦは、パネルＤおよびＥを重ね合わせ、細胞核内
のＨｅｒ－２部位の位置を可視化した図である。
【図４】パネルＡは、黒色腫を特徴づけるために頻繁に用いられる９ｐ２１を標的とする
、Ｐ１６（ＣＤＫＮ２Ａ）で標識した反復を含まないプローブとハイブリダイズした染色
体の拡大物を示す図である。２個の染色体が９ｐ２１の存在を示し矢印によって例示する
。パネルＢは、特定の種類の白血病を同定するために用いられる１１ｑ２３を標的とする
、ＭＬＬで標識した反復を含まないプローブとハイブリダイズした染色体の拡大物を示す
図である。矢印によって例示するように、２個の染色体が１１ｑ２３の存在を示す。
【図５】試料をＦＩＳＨ解析用に調製するために用いる固定およびハイブリダイゼーショ
ン装置の模式図である。免疫磁気濃縮および最初の蛍光イメージング後にＦＩＳＨ解析用
に試料を調製するための小型かつ携帯型装置。コントロールパネル、電子機器、ポンプ、
およびポーザー供給を試料カートリッジに関連して示す。
【図６】最初の蛍光イメージング後のＦＩＳＨの基本的な工程の模式図である。試料カー
トリッジおよび磁気担体（黒いくさび状）の存在の断面図を示す。パネル１は、Ｃｅｌｌ
ＴｒａｃｋｓＳｙｓｔｅｍを用いた最初の蛍光イメージング後のカートリッジのイメージ
ング面の内部表面に沿って配置された細胞を示す。パネル２は、緩衝溶液をＦＩＳＨ用に
固定液で同時に交換することを示す。パネル３では、固定液を吸引して流体をカートリッ
ジから除去する。パネル４は、カートリッジを乾燥させるために空気を強制的に加えるこ
とを示す。パネル５では、カートリッジを反転し、細胞を覆うだけの十分なＦＩＳＨプロ
ーブを加える。パネル６は、ハイブリダイゼーションを可能にするための熱源上のカート
リッジを示す。パネル７では、ＦＩＳＨ試薬を洗浄して、パネル８でＦＩＳＨシグナルの
再走査および解析を可能にする。
【図７】カートリッジのチャンバ容量を縮小するための、プローブ伸長物を備えた、ＦＩ
ＳＨカートリッジ用のストッパーの模式図である。
【図８】カートリッジの模式図である。反転したカートリッジおよび細胞の位置の断面図
であり、ＦＩＳＨ試薬はチャンバの低い試薬容量分布およびより小さな面を例示し、した



(24) JP 2014-50404 A 2014.3.20

10

がって下部表面全体に沿った細胞を覆うのに十分なだけの試薬を許容する。
【図９】最初に免疫細胞化学（ＩＣＣ）によって、続いて第１、７、８および１７染色体
の存在に対するＦＩＳＨ解析によって同定した腫瘍細胞の代表的な画像である。パネルＡ
は、そのＩＣＣシグネチャに基づいてソフトウェアによって同定したＣＴＣ候補のリスト
を示す。パネルＢは、獲得した蛍光ＩＣＣ画像を示す。パネルＣは、同じ細胞腫瘍細胞の
異数体シグネチャを実証する第１、７、８および１７染色体の対応するＦＩＳＨシグナル
を示す。
【図１０】５つの異なる蛍光色素について励起／発光フィルターを用いた、細胞の異なる
焦点面での５つの蛍光画像を示す図である。パネルＡはＰＥを用いた細胞の画像を示す。
パネルＢは、ＤＡＰＩを用いた同じ細胞の画像を示す。パネルＣは、ＡＰＣを用いた同じ
細胞の画像を示す。パネルＤは、ＦＩＴＣを用いた同じ細胞の画像を示す。パネルＥは、
Ｄｙ４１５を用いた同じ細胞の画像を示す。
【図１１】ＣＴＣを確認する、ＩＣＣおよびＦＩＳＨ解析の結果を示す図である。パネル
Ａは、疑わしいＣＴＣが同定されたＩＣＣ走査のＩＣＣ画像を示す。パネルＢは、ＦＩＳ
Ｈプローブを用いた、対応する蛍光シグナルを示す。それぞれのプローブのシグナルの対
応する計数をそれぞれの画像の横に示す；ＰＥでは４つ、ＡＰＣは１つ、ＦＩＴＣでは４
つ、Ｄｙ４１５では２つである。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図６】
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