
JP 2015-505966 A 2015.2.26

(57)【要約】
　様々な目的物、特に循環腫瘍細胞の特定のための装置
、システム、及び方法を提供する。一態様では、該シス
テムは、限定はされないが、走査システム、画像保管シ
ステム、及び分析システムを含む。分析システムは、様
々な基準(これには、細胞核の面積又は体積、CD-45陰性
状態、及びサイトケラチン陽性状態が含まれ得る)に基
づいて、完全な細胞などの所望の目的物を特定すること
が好ましい。好ましくは、含まれるのは、画像化ステッ
プ中に細胞を含有するためのスライド、平底面を含むウ
ェル、ウェルの辺を決定するウェルの外縁の境界(該境
界は、ウェルの底部表面と隣接し、かつ、その間に流体
封鎖を提供する)である。ここでは、本発明は、実質的
に単層の目的物、例えば細胞を提供する、単一の画像化
ウェルを提供する。
【選択図】　図３
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　基板の表面に配置された細胞を分析するためのウェルであって、
a)平底面、及び
b)該ウェルの外縁を成す境界(該境界は、底部表面と隣接し、かつ底部表面との間に流体
封鎖を提供する)
を含み、該境界内に単層の少なくとも150万個の細胞を受け入れるように構成され、かつ
該平底面の面積が少なくとも7.0cm2である、前記ウェル。
【請求項２】
　単層の少なくとも250万個の細胞を受け入れるように構成される、請求項1記載のウェル
。
【請求項３】
　単層の少なくとも300万個の細胞を受け入れるように構成される、請求項1記載のウェル
。
【請求項４】
　前記平底面の面積が、少なくとも10.0cm2である、請求項1記載のウェル。
【請求項５】
　前記平底面の面積が、少なくとも11.7cm2である、請求項1記載のウェル。
【請求項６】
　周長が、少なくとも12.0cmである、請求項1記載のウェル。
【請求項７】
　周長が、少なくとも14.0cmである、請求項1記載のウェル。
【請求項８】
　周長が、少なくとも15.0cmである、請求項1記載のウェル。
【請求項９】
　前記基板が、ガラスを含む、請求項1記載のウェル。
【請求項１０】
　前記基板が、長さと、幅と、厚さとを含む平面の基板である、請求項1記載のウェル。
【請求項１１】
　前記長さが約7から8cmであり、前記幅が約2から3cmである、請求項1記載のウェル。
【請求項１２】
　前記厚さが約5から10 mmである、請求項10記載のウェル。
【請求項１３】
　前記基板の表面の少なくとも40%、53%、又は62%を占める、請求項1記載のウェル。
【請求項１４】
　前記外縁が長方形であり、かつ前記基板が長方形である、請求項1記載のウェル。
【請求項１５】
　前記境界が、該境界を通過する流体の流れを防止する構造的境界又は疎水性コーティン
グである、請求項1記載のウェル。
【請求項１６】
　前記境界が、ガラスを含む構造的境界である、請求項15記載のウェル。
【請求項１７】
　前記ウェルの周長が、少なくとも15cmであり、かつ前記ウェルの平底面の面積が、少な
くとも10cm2である、請求項1記載のウェル。
【請求項１８】
　前記基板が、基準マーカーを含む、請求項1記載のウェル。
【請求項１９】
　前記ウェルが、カバーガラスをさらに含む、請求項1記載のウェル。
【請求項２０】
　前記平底面が、細胞付着性コーティングを含む、請求項1記載のウェル。
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【請求項２１】
　以下を含む、細胞を分析するためのシステム:
a)請求項1から20のいずれか1項記載のウェル;
b)照明システム;
c)画像化システム;
d)細胞選別基準を分析するための機能を含む分析モジュール;及び
e)使用者のための出力部。
【請求項２２】
　前記照明システム及び画像化システムが、光源、励起フィルターホイール、ミラー、光
発光フィルターホイール、カメラ、ライトフィールドカメラ、データ記憶モジュール、又
はこれらの組み合わせを含む、請求項21記載のシステム。
【請求項２３】
　前記光源が、広範囲照明器である、請求項22記載のシステム。
【請求項２４】
　前記分析モジュールが、該分析モジュールによって分析されたデータが投入されるメタ
データ・データベースと動作可能に連結された回路を含む、請求項21記載のシステム。
【請求項２５】
　前記細胞選別基準が、細胞の形態、核の面積若しくはサイズ、細胞マーカーの有無、細
胞マーカーの強度、又はこれらの組み合わせから選択される、請求項21記載のシステム。
【請求項２６】
　前記細胞マーカーが、細胞表面マーカー又は核マーカーである、請求項25記載のシステ
ム。
【請求項２７】
　データ管理システムをさらに含む、請求項21記載のシステム。
【請求項２８】
　前記データ管理システムが、データ記憶モジュールを含む、請求項27記載のシステム。
【請求項２９】
　細胞アッセイを実施するための方法であって、
a)細胞集団を含むサンプルを、請求項1から20のいずれか1項記載のウェルと接触させるこ
とと;
b)請求項21から28のいずれか1項記載のシステムによって、該細胞集団を分析し、それに
よって細胞アッセイを前もって決めることと
を含む前記方法。
【請求項３０】
　前記分析が、前記細胞集団内での細胞型の特徴付けを含む、請求項29記載の方法。
【請求項３１】
　前記分析が、サイトケラチン、CD45、核の面積若しくはサイズ、細胞形態、又はこれら
の組み合わせの検出を含む、請求項30記載の方法。
【請求項３２】
　前記サンプルが、血液サンプルである、請求項29記載の方法。
【請求項３３】
　細胞集団を含むサンプル中の循環腫瘍細胞を検出する方法であって、
a)請求項1から20のいずれか1項記載のウェルを、該サンプルと接触させることと;
b)請求項21から28のいずれか1項記載のシステムによって、該細胞集団を分析することと;
c)(b)の分析によって、循環腫瘍細胞を検出し、それによって、該サンプル中の循環腫瘍
細胞を検出することと
を含む前記方法。
【請求項３４】
　前記サンプルが、血液サンプルである、請求項33記載の方法。
【請求項３５】
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　前記サンプルの体積が、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、又は10mlである、請求項34記
載の方法。
【請求項３６】
　1mlのサンプルにつき、2、5、7、10、15、20、又は50個を超える循環腫瘍細胞が検出さ
れる、請求項33記載の方法。
【請求項３７】
　前記分析が、サイトケラチン、CD45、核の面積若しくはサイズ、細胞形態、又はこれら
の組み合わせの検出を含む、請求項33記載の方法。
【請求項３８】
　前記循環腫瘍細胞が、サイトケラチン陽性、CD45陰性であり、かつ、DAPI画像化により
、非アポトーシス性の完全な核を含むと特徴付けられる、請求項37記載の方法。
【請求項３９】
　対象における癌を診断する又は癌の予後を提供するための方法であって、
a)請求項1から20のいずれか1項記載のウェルを、該対象由来の細胞集団を含むサンプルと
接触させることと;
b)請求項21から28のいずれか1項記載のシステムによって、該細胞集団を分析することと;
c)(b)の分析によって、循環腫瘍細胞を検出することと;
d)該循環腫瘍細胞の特徴付けを行うことと;
e)(d)の特徴付けによって診断又は予後を判定し、それによって、該対象における癌を診
断する又は癌の予後を提供することと
を含む前記方法。
【請求項４０】
　前記サンプルが、血液サンプルである、請求項39記載の方法。
【請求項４１】
　前記サンプルの体積が、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、又は10mlである、請求項40記
載の方法。
【請求項４２】
　1mlのサンプルにつき、2、5、7、10、15、20、又は50個を超える循環腫瘍細胞が検出さ
れる、請求項39記載の方法。
【請求項４３】
　前記分析が、サイトケラチン、CD45、核の面積若しくはサイズ、細胞形態、又はこれら
の組み合わせの検出を含む、請求項39記載の方法。
【請求項４４】
　前記循環腫瘍細胞が、サイトケラチン陽性、CD45陰性であり、かつ、DAPI画像化により
、非アポトーシス性の完全な核を含むと特徴付けられる、請求項43記載の方法。
【請求項４５】
　前記循環腫瘍細胞の特徴付けを行うことが、該細胞が由来する癌の型を判定することを
含む、請求項39記載の方法。
【請求項４６】
　前記対象に、化学療法レジメンを施すことをさらに含む、請求項39記載の方法。
【請求項４７】
　前記レジメンが、1以上の化学療法薬の投与を含む、請求項46記載の方法。
【請求項４８】
　化学療法レジメンに対する対象の応答性を判定するための方法であって、
a)請求項1から20のいずれか1項記載のウェルを、該対象由来の細胞集団を含むサンプルと
接触させることと;
b)請求項21から28のいずれか1項記載のシステムによって、該細胞集団を分析することと;
c)(b)の分析によって、循環腫瘍細胞を検出することと;
d)該循環腫瘍細胞の特徴付けを行って、化学療法薬の投与の有効性を判定し、それによっ
て、治療レジメンに対する対象の応答性を判定することと
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を含む前記方法。
【請求項４９】
　以下を含むキット:
a)請求項1から20のいずれか1項記載のウェル;
b)細胞におけるサイトケラチン又はCD45の存在を免疫学的に判定するための試薬;及び
c)サンプル中の循環腫瘍細胞を検出するためのキットを利用するための説明書。
【請求項５０】
　前記試薬が、サイトケラチン及びCD45と特異的に結合する抗体を含む、請求項46記載の
キット。
【請求項５１】
　DAPI染色を実施するための試薬をさらに含む、請求項46記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
(発明の背景)
(発明の分野)
　本発明は概して、医療診断に、より詳細には、循環腫瘍細胞(CTC)を特定及び分類する
ことに関する。
【背景技術】
【０００２】
(背景情報)
　循環腫瘍細胞研究の分野は、上皮癌(癌腫)を有する患者における長期的な疾患モニタリ
ングの、未だ対処されていない重要な医学的必要性に応えて、急速に発展している。治療
法への応答及び疾患進行を予測及びモニタリングすることは、特に重要である。患者の癌
の経過を通して、疾患の治療法-応答性が変化するからである。白血病などの液性腫瘍で
は、悪性細胞は、疾患の期間内の多くの時点で、血流から容易に採取することができ、適
切な治療法調節を適用することができる。しかし、癌腫などの固形腫瘍は、組織生検が、
公知のリスクを伴う侵襲手法であることから、一般に、初期診断の時点でしか採取されな
い。時折、遠隔転移が最初に明らかになった時点で、繰り返して腫瘍採取物を集めて、遠
い病変部が、実際に患者の既知の原発腫瘍からの転移に相当することが確認される。
【０００３】
　癌挙動の現在の認識では、固形組織形状の原発性癌腫及び転移性癌腫の、それぞれの微
小環境における理解は進歩しているが、血流を占め、血流を通して広がる、流体相中の癌
腫挙動の理解においては、かなりの隔たりが存在する。主に固形として存在する癌につい
ては、捕らえにくいわずかな量の循環成分が、その中に、将来の遠隔転移を引き起こす細
胞を含有するので、これは、本発明の魅力的な標的となる。
【０００４】
　固形腫瘍のこの流動相の臨床的重要性を十分に特徴付けるための研究は、循環腫瘍細胞
(CTC)の特定ための容易に利用可能かつ信頼性が高い実験ツールが存在しないことによっ
て、妨げられてきた。血液中のCTCの特徴が解明されていないことや頻度が低いことは、
癌細胞を正常な上皮細胞と区別することの難しさと合わせて、流動相がどのようにして臨
床的に重要であり得るのかに関する研究をかなり遅らせている。理想的な流動相生検は、
大抵の上皮癌患者において、かなりの数のCTCを検出するであろう。また、診断を行う病
理医及び/又は研究者に対して、計数だけでなく、さらなる分子的、形態的、及び/又は表
現型的分析も可能にする形式で、CTCを保存及び提供するであろう。さらに、理想的な流
動相生検は、さらなる分析のために、サンプル内のすべての他のCTC様細胞集団を保存す
るべきである。
【０００５】
　現在、CTC検出のためのFDA承認技術だけが、免疫磁気濃縮(immunomagnetic enrichment
)に基づいている。この現在の「ゴールドスタンダード」試験は、CellSearch(登録商標)
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と呼ばれ、上皮細胞接着分子(EpCAM)を発現する細胞を単離するための免疫磁気濃縮ステ
ップを用いる[1]。さらに、CTCとして特定されるためには、細胞は、細胞質サイトケラチ
ンを発現し、かつ5ミクロンよりも大きい直径を有する、核を含有しなければならない。
この技術は、転移性の、乳癌、前立腺癌、及び直腸結腸癌を有する患者におけるCTC数の
計数及びモニタリングの予後的有用性を明らかにしている;しかし、このシステムの感度
は低く、大抵の患者において、ほとんど又は全くCTCを検出しない[2、3]。最新のCTC技術
は、より高感度であると報告されており、濃縮戦略の変形を追究している;しかし、これ
らの手法は、検出可能な事象を、最初の濃縮ステップのために選択されたタンパク質の十
分な発現を示す事象に直接的に偏らせる[4～8]。
【０００６】
　CTC生物学の分野には、落とし穴がたくさん存在する。最も難しい問題としては、感度
及び特異性が挙げられる。癌患者における真の生物学的陽性の割合は、未知であり、健康
な人又は非悪性腫瘍性疾患を有する人における循環良性上皮細胞の割合は、同様に、確実
には知られていない。感度-疾患が存在する場合の陽性試験(この場合はCTCの生物学的存
在)-については、確実な知識の代わりに一般的に使用される戦略は、細胞株細胞を全血に
入れる添加(spiking)実験、又は大きく変わり得る技術を使用した他の研究者の公表デー
タである。どちらの手法にも問題点があり、この分野においては議論が残っている。特異
性-疾患が存在しない場合の陰性試験-は、癌に対する本発明者らの現在の理解によれば循
環癌細胞について陰性であるはずである患者サンプルを評価することによって、少なくと
もある程度、対処することができる。
【０００７】
　この目的のために、健康なドナーの血液が、陰性対照として一般に使用され、発表され
る数は変動するものの、臨床的に健康な人では一般に、少数のみのCTCしか検出されない
。本明細書に論じる結果については、健康なドナー集団は、癌を有しないと思われている
が不顕性癌についての広範な医学的評価を受けていない、様々な年齢の非実験室メンバー
のボランティアで構成される。すべての癌は当然、初期には無症候性であるので、特異性
決定について本当に陰性の集団を見つけることは、費用がかかる長期間の試みであろう。
何故なら、明らかに健康な対象に対して侵襲的な医学検査を実施する必要がある、又は、
対象がその後数年間にわたって、ある型の癌腫を顕在化しないことを確認するのに十分な
時間、待つ必要があるからである。
【０００８】
　従来の技術では、アッセイ用の患者サンプルを提供するために、様々な形式が使用され
てきた。これらの形式としては、フローサイトメトリーに基づくシステムなどの流体シス
テム、及び静的システムが挙げられる。図1は、従来技術の静的画像化システムにおいて
使用される3ウェルプレートの平面図を示す。スライドは、3つの等しいサイズのウェル領
域を含む。一例では、各ウェル領域10は、1.45cm平方である。その結果得られるスライド
の総ウェル面積は、6.3cm2である。このウェルの外縁は、17.4cmである。3つのウェルが
占める、スライド全体に対する割合は、23.6%である。スライドあたりの推定される細胞
数は、125万から150万細胞の範囲内である。
【０００９】
　図2は、従来技術に使用される12ウェルプレートの平面図を示す。スライドは、12個の
等しいサイズのウェル領域を含む。一例では、各ウェル領域は、直径0.5cmの円である。
その結果得られるスライドの総ウェル面積は、2.4cm2である。このウェルの外縁は、19cm
である。最後に、3つのウェルが占める、スライド全体に対する割合は、12.8%である。ス
ライドあたりの推定される細胞数は、50万から60万細胞の範囲内である。
【００１０】
　徹底的な努力にもかかわらず、CTCの検出はこれまで、難しいままであった。必要とさ
れるのは、効率的に、迅速に、かつ安価にCTCを検出することができる、高感度の特異的
なシステムである。
【発明の概要】
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【００１１】
(発明の概要)
　様々な目的物、特にCTCの特定のための装置、システム、及び方法を提供する。
【００１２】
　したがって、一態様では、本発明は、細胞を分析するためのシステムを提供する。この
システムは、本発明のウェル、照明システム、画像化システム、細胞選別基準を分析する
ための機能を有する分析モジュール、及び使用者のための出力部を含む。実施態様では、
システムは、限定はされないが、走査システム、画像保管システム、及び分析システムを
含むことができる。分析システムは、様々な基準(これには、細胞核の面積又は体積、CD-
45陰性状態、及びサイトケラチン陽性状態が含まれ得る)に基づいて、完全な細胞などの
所望の目的物を特定することが好ましい。好ましくは、含まれるのは、画像化ステップ中
に細胞を含有するためのウェルを有するスライド、平底面を含むウェル、ウェルの辺を決
定するウェルの外縁の境界(該境界は、ウェルの底部表面と隣接し、かつ、その間に流体
封鎖を提供する)である。
【００１３】
　別の態様では、本発明は、基板の表面に配置された細胞を分析するためのウェルを提供
する。ウェルは、平底面、及びウェルの外縁を成す境界(該境界は、底部表面と隣接し、
かつ、その間に流体封鎖を提供する)を含む。本発明の実施態様は、実質的に単層の目的
物、例えば細胞を提供する、単一の画像化ウェルを提供する。ウェルの面積は、好ましく
は7.5cm2超、より好ましくは10cm2超、最も好ましくは実質的に11.7cm2である。ウェルの
周長は、それに対応して、好ましくは実質的に12.5cm、より好ましくは実質的に14.5cm、
最も好ましくは実質的に15.7cmである。ウェルによって被覆されるスライドの上部表面の
割合は、好ましくは実質的に40%、より好ましくは53%、最も好ましくは実質的に62%であ
る。ウェルは、それぞれ、好ましくは160万から190万個の細胞、より好ましくは210万か
ら260万個の細胞、最も好ましくは、250万から300万個の細胞の単層の画像化が可能であ
るようなサイズである。好ましい画像化ウェルは、合計4つの辺を有する。(例えば3ウェ
ルスライドが12の辺を有する従来の技術と比較して)辺の数及びその周長を減らすことに
よって、側壁境界線に関連する端部効果が最小限になる。
【００１４】
　ある手段では、高解像度でCTCを特定するために本明細書で使用される手法(HD-CTC)は
、任意の単一のタンパク質濃縮戦略に頼らないという点で特徴的である。代わりに、すべ
ての有核細胞が保持され、かつ、サイトケラチン(CK)(すなわち上皮細胞のみに見られる
中間径フィラメント)を標的にするモノクローナル抗体、CD45を標的にする全白血球(pan 
leukocyte)特異的な抗体、及び核染色、すなわちDAPIを用いて免疫蛍光的に染色される。
有核血液細胞は、核の輪郭及び細胞質分布の細かい細胞学的詳細を保持する高品質かつ高
解像度のデジタル画像をもたらすために、複数の蛍光チャネルで画像化される。この濃縮
無しの戦略は、不均一であることが知られているCTC集団の詳細な形態的特徴付けを可能
にするための高解像度の細胞形態を与えつつ、高感度かつ高特異性をもたらす。この手法
の利点は、対象となる特定の集団を特定する及び該集団の特徴付けを行うために、複数の
分析パラメータを追跡することができることである。
【００１５】
　本発明の実施態様は、転移性癌患者において「HD-CTC」を使用してサンプルを分析する
ために使用されている。このアッセイの重要な革新的側面は、血液検体に対する最小限の
処理を伴うその単純性、及び、診断病理学/細胞病理学品質の画像を用いる専門的な形態
的解析を可能にするその能力である。
【００１６】
　さらに別の態様では、本発明は、細胞アッセイを実施するための方法を提供する。この
方法は、ある細胞集団を有するサンプルを本発明のウェルと接触させることと、本発明の
システムによってその細胞集団を分析し、それによって細胞アッセイを前もって決めるこ
とを含む。実施態様では、この分析は、CTCなどの細胞集団内の細胞型の特徴付けを含む
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。
【００１７】
　さらに別の態様では、本発明は、あるサンプル中のCTCを検出する方法を提供する。こ
の方法は、本発明のウェルを該サンプルと接触させることと、本発明のシステムによって
その細胞集団を分析することと;その分析に基づいてCTCを検出し、それによって該サンプ
ル中のCTCを検出することとを含む。実施態様では、1mlのサンプルにつき、2、5、7、10
、15、20、又は50個を超える循環腫瘍細胞が検出される。
【００１８】
　さらに別の態様では、本発明は、対象における癌を診断する又は癌の予後を提供するた
めの方法を提供する。この方法は、本発明のウェルを、該対象由来の細胞集団を含むサン
プルと接触させることと、本発明のシステムによって、該細胞集団を分析することと、該
細胞集団中のCTCを検出することと、該CTCの特徴付けを行うことと、この特徴付けに基づ
いて診断又は予後を判定し、それによって、該対象における癌の予後を診断する又は提供
することとを含む。
【００１９】
　さらに別の態様では、本発明は、化学療法レジメンに対する対象の応答性を判定するた
めの方法を提供する。この方法は、本発明のウェルを、対象由来の細胞集団を含むサンプ
ルと接触させることと、本発明のシステムによって、該細胞集団を分析することと、その
分析によって、CTCを検出することと、該CTCの特徴付けを行って、化学療法薬の投与の有
効性を判定し、それによって、治療レジメンに対する対象の応答性を判定することとを含
む。
【００２０】
　さらに別の実施態様では、本発明は、キットを提供する。このキットは、本発明の少な
くとも1つのウェル、細胞におけるサイトケラチン又はCD45の存在を免疫学的に判定する
ための試薬、及びサンプル中のCTCを検出するためのキットを利用するための説明書を含
む。
【００２１】
　本明細書に記載する装置、システム、及び方法によって、アッセイの信頼性及び確実性
に対処する、制御された前向きプロトコルにおけるHD-CTCアッセイの第1の使用が提示さ
れ、Cellsearch(登録商標)アッセイとの分割サンプル比較における感度が比較され、転移
性の乳癌、前立腺癌、及び膵臓癌を有する患者、並びに正常な対照におけるHD-CTC及びHD
-CTCクラスターの出現率が確認される。重要なことに、「HD-CTC」の決定は、好ましくは
、細胞(1又は複数)が、完全な核を有する、サイトケラチンを発現するがCD45を発現しな
い、周囲の良性白血球(WBC)とは形態的に異なる、及びその後の分析に適した完全な形態
的に異常な上皮細胞と一致する細胞学的特徴を有するという、1以上の要件を必要とする
。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】従来技術の3ウェルプレートの平面図である。
【００２３】
【図２】従来技術の12ウェルプレートの平面図である。
【００２４】
【図３】HD CTCシステム全体の機能ブロック図である。
【００２５】
【図４】該システムの走査及び画像化構成部分の構成部分水平面図である。
【００２６】
【図５】測定されるパラメータに基づく細胞のフィルタリングを表す、これらのパラメー
タ空間を通した可能な画像切片を示す。
【００２７】
【図６】代表的なスライド及びウェルの平面図である。
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【００２８】
【図７】代表的なスライド及びウェルの斜視図である。
【００２９】
【図８】期待されるSKBR3に対してプロットされた、観察される平均SKBR3を示す。
【００３０】
【図９】9つの異なる癌患者サンプルに対する、2つの別の処理装置間のCTC数の比較を示
す。CTC数/mLは、0から203の範囲であった。
【００３１】
【図１０】本明細書に記載するシステム、装置、及び方法と、CellSearch(登録商標)製品
との比較試験データを示す。
【００３２】
【図１１】前立腺、膵臓、乳房腫瘍の様々なサンプルについての、CTCの量をグラフ化し
た試験結果、及び健康な集団との比較を示す。
【００３３】
【図１２】乳癌に関連する様々な患者サンプルについてのCTCの量を示す。
【００３４】
【図１３】白血球(WBC)及びCTCの核面積に対する正規化した核面積(基準線領域の拡大表
示を含む)を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３５】
(詳細な説明)
　本発明の組成物及び方法を記載する前に、本発明が、記載した特定の組成物、方法、及
び実験条件に限定されないことを理解されたい。こうした組成物、方法、及び条件は、変
わり得るからである。本明細書で使用される用語法が、特定の実施態様を説明することの
みを目的としており、限定的な意図はないことも理解されたい。何故なら、本発明の範囲
は、添付の特許請求の範囲内でのみ限定されることとなるからである。
【００３６】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用される場合、文脈によってそうではないと明
らかに決定付けられない限り、単数形「a」、「an」、及び「the」には、複数の指示物が
含まれる。したがって、例えば、「方法(単数形)」に対する指示物には、当業者が本開示
等を読むと明らかとなるであろう、本明細書に記載する種類の1以上の方法及び/又はステ
ップが含まれる。
【００３７】
　別段の定義のない限り、本明細書で使用されるすべての科学技術用語は、本発明が属す
る分野の技術者によって普通に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書に記載するの
と類似の又は同等の任意の方法及び材料を、本発明の実施又は試験において使用すること
ができるが、好ましい方法及び材料を、今から記載する。
【００３８】
　一般に、「循環腫瘍細胞(単数形)」に対する指示物は、単一の細胞を指すことが意図さ
れるのに対し、「循環腫瘍細胞(複数形)」又は「循環腫瘍細胞(複数形)のクラスター」に
対する指示物は、2以上の細胞を指すことが意図される。しかし、当分野の技術者は、「
循環腫瘍細胞」に対する指示物には、1以上の循環腫瘍細胞を含めた循環腫瘍細胞の集団
が含まれることが意図されることを理解するであろう。
【００３９】
　用語「循環腫瘍細胞」(CTC)又はCTC「クラスター」は、対象のサンプル中に検出される
、あらゆる癌細胞又は癌細胞のクラスターを意味することが意図される。一般的に、CTC
は、固形腫瘍から剥離したものである。したがって、CTCは、進行癌を有する患者の血液
循環内に非常に低い濃度で検出される、固形腫瘍から脱落した上皮細胞であることが多い
。CTCはまた、肉腫、又は黒色腫からのメラノサイト由来の、中皮性である可能性もある
。CTCはまた、原発性、二次性、又は三次性腫瘍に由来する細胞である可能性もある。CTC
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はまた、循環性の癌幹細胞である可能性もある。用語「循環腫瘍細胞」(CTC)又はCTC「ク
ラスター」には、癌細胞が含まれるが、これには、血液循環内には通常は検出されない非
腫瘍細胞、例えば、循環性の上皮又は内皮細胞も含まれることが意図される。したがって
、腫瘍細胞及び非腫瘍上皮細胞は、CTCの定義に包含される。
【００４０】
　用語「癌」には、本明細書で使用される場合、限定はされないが、異形成、過形成、固
形腫瘍、及び造血器癌を含めた、当技術分野で周知の様々な癌型が含まれる。多くの型の
癌は、転移する、及び循環腫瘍細胞を脱落させる、又は転移性である、例えば、二次性の
癌が転移した原発性の癌に起因することが知られている。さらなる癌としては、限定はさ
れないが、以下の器官又は系を含めることができる:脳、心臓系、肺、消化器系、泌尿生
殖路、肝臓、骨、神経系、婦人科系、血液系、皮膚、乳房、及び副腎。さらなる型の癌細
胞としては、神経膠腫(シュワン細胞腫、神経膠芽腫、星状細胞腫)、神経芽細胞腫、褐色
細胞腫、傍神経節腫、髄膜腫、副腎皮質癌腫、髄芽腫、横紋筋肉腫、腎臓癌、様々な型の
血管性の癌、骨芽球性骨肉腫、前立腺癌、卵巣癌、子宮筋腫、唾液腺癌、脈絡叢癌、乳癌
、膵臓癌、大腸癌、及び巨核芽球性白血病;並びに皮膚癌(悪性黒色腫、基底細胞癌、扁平
上皮癌、カポジ肉腫、異形成母斑、脂肪腫、血管腫、皮膚線維腫、蟹足腫、線維肉腫又は
血管肉腫などの肉腫、及び黒色腫を含めて)が含まれる。
【００４１】
　本明細書に記載する装置及び方法を使用して、任意の適切なサンプル型から、CTCを検
出及び特徴付けすることができる。本明細書で使用される場合、用語「サンプル」とは、
本発明によって提供される方法に適したあらゆるサンプルをいう。サンプルは、検出に適
した希少細胞を含む、任意のサンプルであり得る。サンプルの起源としては、全血、骨髄
、胸膜液、腹膜液、脳脊髄液、尿、唾液、及び気管支洗浄液が挙げられる。一態様では、
サンプルは、例えば、全血、又はその任意の分画若しくは構成成分を含めた、血液サンプ
ルである。本発明と共に使用するのに適した血液サンプルは、血液細胞又はその構成成分
(静脈血、動脈血、末梢血、組織、血管など)を含むことが知られている任意の起源からの
抽出物であり得る。例えば、サンプルは、周知かつ慣例的な臨床的方法(例えば、全血を
採取及び処理する手順)を使用して、獲得及び処理することができる。一実施態様では、
例示的なサンプルは、癌を有する対象から採取された末梢血であり得る。
【００４２】
　図3は、システム全体の機能ブロック図である。1以上のスライド20が、分析のために調
製される。サンプルの採取、調製、及び処理の説明については、以下の詳細な説明を参照
されたい。スキャナー22は、1以上のスライド20を画像化する。スキャナー22は、4色スキ
ャナーなどのマルチチャネルスキャナーであることが好ましい。スキャナー22からのデー
タは、画像記憶部24に送られる。画像記憶部24は、当分野の技術者に公知である通りの記
憶装置、好ましくはRAIDシステムなどの大容量記憶装置から構成され得る。画像記憶部か
らの走査データは、検討のために、例えば専門家などによる専門的検討のために、技術分
析モジュール26、技術分析報告モジュール32、及び又は出力部34のうちの1つ以上に提供
される。技術分析モジュール26は、少なくとも、画像記憶部24からのデータを以下に詳細
に記載する様式で分析する働きをする。この分析には、限定はされないが、細胞を核の面
積又はサイズについて(例えば青色DAPIの強度について分析することによって)分析するこ
と、CD-45の非存在について(例えばCD-45抗体と結合させた二次抗体の強度について走査
することによって)分析すること、及び/又は、サイトケラチンと結合させた抗体の強度に
ついて分析することが含まれ、好ましくは、該技術分析報告は、データを伴うHTMLファイ
ル(該ファイル内には、細胞又は目的物の画像が含まれる)を含む。自動分析を、医療専門
家による分析で補うことができる。
【００４３】
　技術分析モジュール26の出力は、メタデータ・データベース28に提供されることが好ま
しい。メタデータ・データベースは、様々な形態のデータ分析のすべてによってもたらさ
れた情報を含む。リターンループ制御経路30は、その後のスライド20(1又は複数)の再画
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像化を制御するための、スキャンデータの使用及び分析を可能にする。細胞などの目的物
のさらなる分析が必要とされる場合には、このシステムは、その目的物を再画像化するこ
とができる。スライドに対する目的物の接着又は付着の程度は、少なくとも再画像化の間
、スライド上の目的物の位置を維持するのに十分であるべきである。さらに長い期間では
、スライドに対する目的物の接着又は付着の程度は、例えば、以下に記載する、目的物の
その後のさらなる処理のための、例えば、遺伝子型同定又は他のその後の分析のための、
分析によって特定された特定の目的物のその後の特定を可能にするのに十分であるべきで
ある。スライドの保管、及び細胞の位置が固定されたままであることが所望される時間の
長さは、数時間から数ヶ月の範囲であり得る。好ましくは、このシステムは、例えばデー
タ及び報告のための、総合記憶部40を含む。
【００４４】
　メタデータ・データベース28からの情報は、データインベントリ管理システム38に提供
されることが好ましい。このシステムは、システム全体のための管理システムを含む。こ
のシステム38は、データの中で特に、患者識別とスライドとの相関を管理する。
【００４５】
　図4は、走査システムの、ある可能な手段の模式図である。ステージ42、例えばx-yステ
ージは、1以上のスライド20を支持する。本明細書に記載するウェル面積のサイズについ
ては、4つのスライドによって、1人の患者の典型的なサイズサンプルである約1000万細胞
の走査が可能になる。光学経路は、本明細書に記載する実施態様と矛盾しない任意の形を
とることができる。照明構成部分は、光源46、及び任意選択の励起フィルターホイール48
を含むことができる。光源は、好ましくは広範囲照明器である。ダイクロイックミラー50
は、照明をスライドまで通過させ、かつ、照明がカメラ54に戻るのを可能にする働きをす
る。ミラー50とカメラ54との間に、任意選択の発光フィルター(emission filter)ホイー
ル52を設置することができる。次いで、出力を、先に記載した通りに保管する。
【００４６】
　図5は、スライド20によって支持される目的物の走査のための様々な選択肢を示す。複
数次元での、好ましくは3次元の枠組みでの走査及び画像化が可能である。目的物は、効
率的な目的物の走査及び画像化を可能にするのに十分に平らな単層で、スライド上に配置
される、好ましくは単一焦点平面内に配置されるのが好ましい。平面の又は平らなスライ
ドによって、画像平面の偏差が最小限になるため、均一な方式での単層の画像化が可能に
なる。平らな表面上での画像化はまた、画像の、より容易なZ-スタッキングも可能にする
。図5に示す通り、非平面関係にある可能性がある様々な方向での画像化平面が可能であ
る。図5に示す通り、CTC候補細胞の検出は一般的に、スライド画像から測定されるいくつ
かのパラメータを頼りにする。例えば、次元1～3は、核面積、サイトケラチン強度、及び
CD-45強度であり得る。図5における平面は、CTC候補を定義する測定されるパラメータの
それぞれについての区切り境界を表す。或いは、又はさらに、デジタルカメラが、単一焦
点平面を超越して光線を捕らえ、様々な画像平面からの画像のソフトウェア構築を可能に
する光センサーを含む、ライトフィールドカメラシステムを利用することができる。デジ
タル光センサーと関連して、マイクロレンズなどのレンズを使用することができる。
【００４７】
　図6及び7は、スライド20の様々な特徴を明らかにする。このスライドは、本明細書に記
載する発明の実施態様と矛盾しない任意のサイズ又は形状のものであり得る。ある手段で
は、スライド20の形状は一般に、長さL、幅W、及び厚さtを伴う長方形である。代表的な
寸法は、実質的に7.5cmのL、実質的に2.5cmのW、及び7mmの厚さtである。スライド20は、
上部表面72、平行な底部表面74、側面後退部66、側面68、及び端面70を含むことが好まし
い。例えばバーコードによって、スライド識別部60を提供することができる。こうしたス
ライドは、Marienfeld Laboratory Glassware社を含めた様々な供給業者から入手できる
。
【００４８】
　ウェル62は、画像化されることとなる材料を含有かつ維持するように提供される。本明
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細書に詳細に記載する形式では、ウェル62は、長方形であり、長さLと幅Wを有する。ウェ
ル62の代表的な内部寸法は、一例としては、実質的に5.85cmのL及び実質的に2.5cmのWで
あり得る。ウェル62の外縁又は周長は、(特定の構造的境界であるか、他の材料による、
例えば疎水性材料による境界であるかにかかわらず)境界64によって定めることができる
。境界は、境界線と呼ぶことができる。境界又は境界線は、該プロセスにおいて使用され
る、細胞懸濁液、及び他のすべての試薬、溶液、緩衝液、又は他の液体を受け入れる及び
含有するように適合される。境界又は境界線は、スライドの上部側面と共に、ウェルを形
成する。これらの寸法を伴うウェル62の面積は、実質的に11.7cm2であり、ウェル62の周
長は、実質的に15.7cmである。スライド20の端部からのウェル62の後退の程度は、走査シ
ステムの特徴などの、システムの他の状況に基づいて設定することができる。一実施態様
は、画像化されることとなる実質的に単層の目的物、例えば細胞を提供する、好ましくは
7.5cm2超、より好ましくは10cm2超、最も好ましくは実質的に11.7cm2の面積を有する単一
の画像化ウェル62を提供する。このウェル62の周長は、それに対応して、実質的に12.5cm
、より好ましくは実質的に14.5cm、最も好ましくは実質的に15.7cmであることが好ましい
。ウェルによって被覆されるスライドの上部表面の割合は、好ましくは実質的に40%、よ
り好ましくは53%、最も好ましくは実質的に62%である。
【００４９】
　好ましい画像化ウェル62は、合計4つの辺を有する。(例えば3ウェルスライドが12の辺
を有する従来の技術(図1参照)と比較して)辺の数及びその周長を減らすことによって、側
壁境界線に関連する端部効果が最小限になる。ウェルは、それぞれ、好ましくは160万か
ら190万個の細胞、より好ましくは210万から260万個の細胞、最も好ましくは、250万から
300万個の細胞の単層の画像化が可能であるようなサイズである。
【００５０】
　まとめると、以下のパラメータによって、本明細書に記載するウェルにおいて実質的に
単層の細胞を画像化する場合の、システム、装置、及び方法の様々な尺度が定義される:
【表１】

【００５１】
　スライドは、任意に、基準マークを備えることができる。細胞の位置が十分に固定され
た場合、スライドに指標を付けるために、他の構造を使用することができる。一例として
は、境界を利用することができる。より具体的には、基準のために、ウェルの隅に90度の
角を使用することができる。
【００５２】
　本明細書に記載する装置及びシステムは、最大限かつ最適な細胞密度と、最小限の端部
効果を提供する。好ましい実施態様では、少なくとも150万個の細胞、任意にさらに多く
の、例えば300万個の細胞を保持するために、単一の細胞ウェルが利用される。好ましい
実施態様では、4つの側壁が、その細胞集団を含有する働きをする。それに対して、単一
領域スライドではなく3領域スライドの使用では、2から3倍の数のスライドの使用、かつ
、たった4つの端部ではなく各スライド上の12(3×4)の端部への対処が必要とされるであ
ろう。いかなる流体分布も、端部がどんなに疎水性であろうと、端部効果を受ける。細胞
分布によると、端部での細胞密度が、有意に低下していることが示される。標準のサイズ
の顕微鏡スライドを使用することができる限りは、これは、それほど制限されない。本明
細書に記載する実施態様の目的と一致する、より大きいスライドガラスを利用することが
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できる。しかし、通常のサイズのスライド（これらのスライドについては、例えばほんの
数例を挙げると、自動制御装置、既存の顕微鏡システム、及び記憶システムなどの、大規
模ベースのインストール済みの機械が存在する）を使用することによって、標準のサイズ
のままでいることによるプロセス利益がもたらされる。
【００５３】
　該システムは、1スライドにつき単一のカバースライドをさらに含むことが好ましい。
該システムは、十分な質をもたらしながら、速度を最適化する働きをする。平らでない表
面、細胞の重なり、流体の厚さの変化、及び又は各スライドに対する複数のカバースライ
ドの使用を好ましくは避けることによって、画像化準備及びデータ収集の速度と質の両方
が増大する。単一かつ非常に平らな均質な単層が好ましい。単一のカバースライドを使用
するさらなる利点は、画像化のために均一な表面が提供されることである。標準の3ウェ
ルスライドにおいて必要となるであろう3つのカバーガラスではなく単一のカバーガラス
を使用することで、はるかに平らな封入媒体分布が提供される。
【００５４】
　実施態様では、本明細書に記載する通りに処理されるサンプルは、約1、2、5、7、10、
15、20、30、40、50、100、200、300、400、500、600、700、800、900、さらには1000を
超える希少細胞又はCTCを含む。
【００５５】
　本発明に記載した方法は、全体を通して論じた通り、CTCを検出する際に有用であるが
、本発明はまた、CTCの特徴付けにおいても有用である。具体的には、検出可能なマーカ
ーと、細胞の画像化及び分析を実施するための計算方法との様々な組み合わせの使用によ
って、癌の予後を評価する際に、また、疾患再発を引き起こす可能性がある治療不成功の
早期検出のための治療有効性をモニタリングする際に有用な、有意義な特徴付けが可能に
なる。さらに、本発明によるCTC分析は、一連の治療法が完了している、発症前の患者に
おける早期再発の検出を可能にする。これが可能であるのは、CTCの存在が、腫瘍の進行
及び広がり、治療法に対する応答不良、疾患の再発、及び/又は長期にわたる生存率の低
下と関連している及び/又は相関性があるからである。したがって、CTCの計数及び特徴付
けは、治療法に対する応答に基づく初期リスク及び続発リスクを予測する基本特性につい
て患者を階層化するための方法を提供する。
【００５６】
　用語「対象」とは、本明細書で使用される場合、主題の方法が実施される、あらゆる個
人又は患者をいう。一般に、対象はヒトであるが、当分野の技術者には分かるように、対
象は、動物である可能性もある。したがって、哺乳類、例えばげっ歯類(マウス、ラット
、ハムスター、及びモルモットを含めて)、ネコ、イヌ、ウサギ、家畜(ウシ、ウマ、ヤギ
、ヒツジ、ブタなどを含めて)、及び霊長類(サル、チンパンジー、オランウータン、及び
ゴリラを含めて)などを含めた他の動物も、対象の定義内に含まれる。
【００５７】
　したがって、別の実施態様では、本発明は、対象における癌を診断又は予測するための
方法を提供する。この方法は、本明細書に記載する通りにCTCを検出することを含む。次
いで、CTCを分析して、該対象における癌を診断又は予測することができる。したがって
、本発明の方法を使用して、例えば、癌患者及び癌のリスクがある患者を評価することが
できる。本明細書に記載する診断又は予測の方法のいずれかにおいては、診断又は予測を
もたらすために、癌の1以上の指標(癌細胞など)の、又は他の任意の障害の指標の存在又
は非存在を使用することができる。
【００５８】
　一態様では、血液サンプルは、患者から採取され、本明細書に記載する通りにCTCを検
出するために処理される。本発明の方法を使用して、血液サンプル中のCTCの数が求めら
れ、検出可能なマーカー及び細胞の画像化から集められた他のデータの分析によって、そ
のCTCが特徴付けられる。例えば、分析を実施して、サンプル中のCTCの数及び特徴付けを
決定することができ、この測定から、最初の血液サンプル中に存在するCTCの数を求める
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ことができる。
【００５９】
　種々の態様では、対象のCTCの数及び特徴付けの分析を、特定の時間経過にわたって、
様々な間隔で行って、対象の進行及び病状を評価することができる。例えば、分析は、時
間の関数としての循環上皮細胞のレベル及び特徴付けを追跡するために、1日、2日、3日
、1週、2週、1ヶ月、2ヶ月、3ヶ月、6ヶ月、又は1年などの一定の間隔で実施することが
できる。癌が存在する患者の場合、これによって、疾患の進行の有用な指標が提供され、
医師が、患者の血流中のCTCの存在などの循環上皮細胞の増大、低下、又は無変化に基づ
いて適切な治療選択を行う手助けとなる。時間に伴うCTCの数の、例えば2倍、5倍、10倍
、又はそれ以上といった、いかなる増大であっても、患者の予後を低下させ、また、これ
は、患者が治療法を変えるべきであるという早期指標である。同様に、例えば2倍、5倍、
10倍、又はそれ以上といった、いかなる増大も、患者が、予後及び治療法に対する応答を
さらに評価するための、画像化などのさらなる試験を受けるべきであることを示す。時間
に伴うCTCの数の、例えば2倍、5倍、10倍、又はそれ以上といった、いかなる低下も、疾
患安定化、及び治療法に対する患者の応答を示し、また、これは、治療法を変更しないと
いう指標である。癌のリスクがある患者については、検出されるCTCの数の突然の増加は
、患者が腫瘍を発症しているという早期の警告を提供する、したがって、早期診断を提供
することができる。一実施態様では、顕示されたCTCの検出は、癌の病期分類を向上させ
る。
【００６０】
　本明細書に提供される方法のうちのいずれかでは、追加的臨床評価を提供するために、
追加的分析を実施して、CTCの特徴付けを行うこともできる。例えば、画像分析に加えて
、遺伝子チップ分析、及び特定の癌マーカーに特異的なプライマーを用いる多重化などの
、遺伝子発現分析及びPCR技術を用いて、CTCが由来する腫瘍の型、転移状態、及び悪性の
程度などの情報を得ることができる。さらに、患者の癌の特徴付けに関する追加的情報を
評価する手段として、細胞サイズ、DNA又はRNA分析、プロテオーム解析、又はメタボロー
ム解析を実施することができる。種々の態様では、分析には、以下のマーカーのうちの1
つ以上に誘導される抗体、又は、以下のマーカーのうちの1つ以上に特異的なプライマー
を使用するPCR多重化が含まれる:EGFR、HER2、ERCC1、CXCR4、EpCAM、E-カドヘリン、ム
チン-1、サイトケラチン、PSA、PSMA、RRM1、アンドロゲン受容体、エストロゲン受容体
、プロゲステロン受容体、IGF1、cMET、EML4、又は白血球関連受容体(LAR)。
【００６１】
　例えば、追加的分析は、特定の治療レジメンに対する対象の応答性の判定を行うのに十
分な、又は、癌の治療における候補薬剤の有効性を判定するのに十分なデータを提供する
ことができる。したがって、本発明は、本明細書に記載する通りに対象のCTCを検出し、
検出されたCTCを分析することによって、特定の治療レジメンに対する対象の応答性を判
定する、又は、癌の治療における候補薬剤の有効性を判定する方法を提供する。例えば、
薬物治療が患者に施された場合、本発明の方法を使用して、その薬物治療の有効性を判定
することが可能である。例えば、薬物治療前の患者から採取されたサンプルと、薬物治療
と同時に又は薬物治療後の患者から採取された1以上の細胞サンプルを、本発明の方法を
使用して処理することができる。処理されたそれぞれのサンプルの分析の結果を比較する
ことによって、薬物治療の有効性又は薬剤に対する患者の応答性を判定することができる
。このようにして、不成功の化合物の早期特定を行うことができる、又は、有望な化合物
の早期確認を行うことができる。
【００６２】
　候補化合物の臨床活性を見抜く4つの重要な指標として、HER2、EGFR、CXCR4、及びEphB
4 RTKが挙げられる。HER2は、mRNA安定性、及びHER2転写物の細胞内局在を判定すること
による、細胞の悪性度の指標を提供する。獲得変異に対するEGFRの抵抗性、及び/又は獲
得された変異は、候補化合物、それに加えて、候補化合物と組み合わせて使用することが
できる可能な代替化合物の活性の重要な指標を提供する。白金を用いて誘発されるDNA修



(15) JP 2015-505966 A 2015.2.26

10

20

30

40

50

復妨害のレベルの評価は、CXCR4マーカーの状態及び転移状態に関する洞察を提供する。
さらに、EphB4受容体チロシンキナーゼの状態の評価は、細胞の転移の潜在的可能性に関
する洞察を提供する。したがって、本発明の方法を使用して、こうした候補薬物を摂取す
る患者を、血液の高頻度のサンプルを採取し、各サンプル中の循環上皮細胞、例えばCTC
の数を時間の関数として求めることによってモニタリングすることができる。Her2、EGFR
、CXCR4、及びEphB4 RTK指標のさらなる分析は、癌の病状及び候補薬物の有効性に関する
情報を提供する。同様に、ERRC1、サイトケラチン、PSA、PSMA、RRM1、アンドロゲン受容
体、エストロゲン受容体、プロゲステロン受容体、IGF1、cMET、EML4などは、候補化合物
の臨床活性への洞察を提供する。臨床活性のこれらの指標の分析は、本明細書に論じる通
りの検出可能なマーカーの分析(例えば、免疫組織化学及び蛍光インサイチューハイブリ
ダイゼーション(FISH))、又は配列決定、遺伝子型同定、遺伝子発現、又は他の分子分析
技術などの技術によるさらなる分析を介するものであり得る。
【００６３】
　CTCの分析は、特定の臨床試験のための候補対象を決定する方法を提供する。例えば、
臨床試験の特定の治療レジメンが、潜在的に成功する可能性があるかどうかを決定するた
めに、ある候補の検出されたCTCを分析して、特定のマーカーが存在するかどうかを決定
することができる。したがって、別の実施態様では、本発明は、臨床試験のための候補対
象を決定するための方法を提供する。この方法は、本明細書に記載する通りに対象のCTC
を検出することを含む。次いで、CTCを分析して、その候補対象が特定の臨床試験に適し
ているかどうかを決定することができる。
【００６４】
　臨床試験中のCTCの分析は、患者が実験的薬物に応答するか応答しないかに関する情報
を提供することとなる。ここでは、顕示されたCTCの実質的な変化又は低下がないことは
、応答を示し、顕示されたCTCの増大は、応答不良を示す。増大又は低下は、2倍、10倍、
又はそれ以上であり得る。この情報は、薬物の有効性の早期指標であり、研究者によって
、臨床試験における副次的評価項目として使用され得る。
【００６５】
　以下の実施例は、例示を目的とするものであり、本発明を限定しない。
【実施例】
【００６６】
(実施例１)
(CTCの検出及び特徴付け)
(実験結果)
【００６７】
(CTCからHD-CTC:定義の精緻化)
【００６８】
　該システムは、分析において利用されることとなる細胞に関する1以上の尺度を定義す
ることが好ましい。同じ患者における固形の同じ腫瘍由来の細胞との直接的比較を用いる
、上皮癌を有する患者における多くの候補事象の調査に基づいて、様々な手法によって、
完全なCTCが定義される[9～12]。これらの定義に基づいて、かつ基準を精緻化するために
HD-CTCアッセイを利用して、HD-CTCの定義が確立された。この定義が発展して、HD-CTCが
、患者の体内の癌腫の固体析出物に由来する完全な細胞である可能性が最も高い細胞であ
ることが確実になってきた。こうした要件を部分的に満たすが、以下に論じる厳密な包含
基準には達しない、すべての他の集団が、この分析において追跡される。何故なら、これ
らのうちの多くは、生物学的意義を有する可能性がある断片化された又はアポトーシス性
の腫瘍細胞に相当する可能性があるが[13]、これらは、さらなるその後の方法論による評
価への適合性が予測不可能であるという理由で、HD-CTC計数において排除されるからであ
る。本出願の目的のために、これらのうちの一部又はすべてを満たす、様々な基準を使用
することができる。
【００６９】
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　乳癌、直腸結腸癌、及び肺癌患者の症例研究において、CTCを、形態的に特徴付ける、
また、その原発腫瘍に関して信用を与えることができる。高分化型の肺腺癌を有する患者
におけるCTCの形態的検査を通して、循環細胞を、例えば細胞質に対する核の比が比較的
低い細胞を含めたこの型の腫瘍と一致する形態的特徴と同一であるとした。血液循環中で
特定される腫瘍細胞の形態は、その患者の原発腫瘍の微細針吸引生検において見られる形
態と類似していた[9]。より大きなコホートの乳癌及び直腸結腸癌患者において評価され
ると、CTCは、原発性及び転移性腫瘍において通常見られる細胞の形態的不均一性と一致
する、細胞学的外観における高度の患者間及び患者内不均一性を示した[10、11]。
【００７０】
　このプラットフォームは、目的物のサイズ及び蛍光強度に関する補助的な半定量的デー
タを用いる細胞ごとのアノテーションを用いて増強される、蛍光画像と個々のチャネル画
像との同時的な細胞形態レビューを可能にする。HD-CTCは、DAPI画像化によって非アポト
ーシス性に見える完全な核を伴う、a)サイトケラチン陽性である細胞;b)CD45陰性である
細胞に分類される。CKについての陽性は、蛍光シグナルが、周囲の細胞のシグナルを有意
に上回ることと定義される。陰性は、周囲の細胞のシグナルと同じレベル又はそれ未満で
あることと定義される。CD45についての陰性は、全細胞のうちの99%が包括的に検出可能
である境界状態に達しない、目視検出未満の強度を有することと定義される。癌患者に見
られる代表的なHD-CTCの集合は示さないが、HD-CTCは、サイトケラチン陽性、CD45陰性で
あり、かつDAPI核を含有し、かつ周囲の白血球と形態的に異なる。
【００７１】
　核がアポトーシス性であるように見えない限りは、サイトケラチンチャネルにおいて可
視化される細胞質小疱形成などの、細胞質の穏やかなアポトーシス性変化は許容される。
これらの半定量的特性に加えて、HD-CTCは、正常なWBCと形態的に異ならなければならず
、かつ、標準の診断的細胞病理学において使用される基準(主にサイズの拡大として具体
化されるが、核及び細胞質の構造的組成、細胞質形状、及び核形状などの細胞形態的特徴
も包含する)による悪性細胞と適合する形態を有しなければならない。平均WBC核サイズの
1.3倍という、より低い核サイズの切り捨て値を設定することができる。最新の合意は確
立されておらず、生物学的事実も今のところ未知であるので、いささか自由裁量ではある
が、この境界は、サイトケラチンでの誤った非特異的染色(すなわちCD45陽性かつサイト
ケラチン陽性)を示す、健康なドナーにおいてWBCとして特定された細胞の最も大きい核サ
イズの評価に基づいて設定される。癌診断の臨床範囲では、慣例的に固定及び染色された
ヒト組織においては、実質的にすべての生存可能な上皮細胞は、実質的にすべての白血球
よりも大きいので、この手法は、保守的な仮定であると感じられる。この範囲の対極では
、HD-CTCの通常の形態的特徴は、周囲のWBC核の平均サイズの5倍までの、より大きい核で
ある。通常観察される他の特徴としては、周囲のWBC核のものとは異なる核輪郭(例えば伸
長)、核に対して偏心的な分布の細胞質を伴う大きな細胞質ドメイン、多辺形の又は引き
伸ばされたような細胞質形状、並びに高頻度のダブレット及び3個以上のHD-CTCのクラス
ターが挙げられる。
【００７２】
　表1:転移性の前立腺癌、乳癌、及び膵臓癌患者、並びに正常な対照から得られた1mLの
血液あたりにHD-CTCを有する患者の割合。
【表２】

【００７３】
(転移性癌を有する患者におけるHD-CTCの出現率)
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【００７４】
　30人の転移性乳癌患者、20人の転移性前立腺癌患者、18人の転移性膵臓癌患者、及び15
人の正常な対照のコホートにおいて、HD-CTCを計数した。調査した3つの型の癌におけるH
D-CTCの出現率を、表1に示す。この手法を使用すると、≧5 HD-CTC/mLは、前立腺癌患者
の80%に(平均=92.2)、乳癌患者の70%に(平均=56.8)、膵臓癌患者の50%に(平均=15.8)、正
常な対照の0%に(平均=0.6)見られた。
【００７５】
　図8は、期待されるSKBR3に対してプロットされた、観察された平均SKBR3を示す。正常
な対照の血液の4つの一定分量に、様々な数のSKBR2細胞を添加して、スライドあたり約10
、30、100、及び300個の癌細胞を含む、4つのスライドをもたらした。各4つ組の平均を、
標準偏差を表すエラーバーと共に示す。
【００７６】
(添加実験を使用する、アッセイの線形性及び感度)
【００７７】
　アッセイの線形性及び感度を試験するために、様々な数の乳癌細胞株SKBR3を、正常な
対照血液に添加し(4つ組)、HD-CTCアッセイに従って処理した。図8に示す通り、観察され
た平均SKBR3を、期待されるSKBR3に対してプロットし、0.9997という相関係数(R2)が示さ
れる。
【００７８】
(癌腫を有する患者におけるHD-CTC数のアッセイ確実性)
【００７９】
　HD-CTCアッセイのアッセイ確実性を、複数の処理装置及び分割サンプルに対して試験し
た。2つの別の処理装置によって、9個の異なる患者サンプルに対して、2連の試験を実施
した。図9は、0.979という相関係数(R2)と共に、この比較についてのY=1.163x-4.3325と
いう回帰方程式を与える、分割サンプルを使用する2つの処理装置間のHD-CTC数/mLの比較
を示す。すべてのデータは、実験内容を知らされていない1人の操作者によって解析され
た。線の傾きは、1を超えており、これは、2つの処理装置間のわずかな系統的線形変動を
示唆している。
【００８０】
　図9は、9個の異なる癌患者サンプルに対する、2つの別の処理装置間のCTC数の比較であ
る。CTC数/mLは、0から203の範囲であった。
【００８１】
(正常な対照由来のサンプルにおけるアッセイ特異性)
【００８２】
　組織の健康なドナープールからの15人の健康なドナーを、年齢が24歳から62歳の範囲で
ある8人の女性と7人の男性で構成される対照集団として評価した。健康な対照1人を除く
すべての人において、こうした事象の数は、体積について補正すると、1 HD-CTC/ml以下
であった。除外者は、4/mlというHD-CTC数を有する健康な女性ドナーであった。彼女の細
胞のそれぞれに、系統立てられた再検査を行うと、そのうちの約3分の1は、すべての包含
基準を容易に満たしたのに対し、残りの3分の2は、すべての基準を満たしたが、1以上の
基準による包含については、下限の近くであった。4人の他の健康なドナーは、それぞれ1
 HD-CTC/mlを有し、ゼロではない部類に分類された。これらの細胞の明示された再検査に
よって、約3分の1はすべての包含基準を確実に満たしたのに対し、残りの3分の2の細胞は
すべての基準を満たしたが、1以上の基準による包含については下限の近くであったとい
う点で、類似のパターンが示された。後者の型の事象の例としては、周囲のWBCよりも30%
大きいが、形態的評価によれば有意に大きくは見えない細胞や、わずかに焦点がずれてお
り、目によって検出できないアポトーシス性の核変化を有する可能性がある細胞や、最後
に、切り捨て値を超える客観的なサイトケラチン強度測定値を有するが、主観的には、単
一チャネル蛍光検査によれば周囲のWBCよりも有意に明るくは見えない偶発的な細胞が挙
げられる。
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【００８３】
(HD-CTCアッセイとCellSearch(登録商標)との比較)
【００８４】
　合計15人の患者(5人の転移性乳癌及び10人の転移性前立腺癌)を、CellSearch(登録商標
)とHD-CTCアッセイとの両方を用いて、CTCについて評価した。各患者から、2本のチュー
ブの血液を採取した。一方のチューブの7.5mLの血液は、CellSaveチューブ(Veridex社、
ニュージャージー州Raritan)内に採取し、CellSearch(登録商標)アッセイを使用するCTC
の計数のためにQuest Diagnostics(カリフォルニア州San Juan Capistrano)に送った。第
2のチューブの血液は、各患者から採取し、サンプルがQuest Diagnosticsで処理されるタ
イミングを模倣するために血液採取の24時間後に、標準のHD-CTCプロセスと一致するHD-C
TCプロトコルに従って処理した。表2は、この対照比較の結果を示す。CellSearch(登録商
標)アッセイは、試験された5/15患者において、7.5mLの血液あたり2以上のCTCを検出した
。それに対して、HD-CTCアッセイは、有意に多い患者において(HD-CTCは、試験された14/
15患者において特定された)、有意に多い数のCTCを検出した。
【００８５】
　表2:5人の転移性乳癌患者と10人の転移性前立腺癌患者からのHD-CTCアッセイとCellSea
rch(登録商標)との比較。CellSearch(登録商標)の値は、血液1mLあたりのCTCの数に補外
されている。
【表３】

【００８６】
(HD-CTCの形態的範囲)
【００８７】
　患者内で、及び患者を超えて、HD-CTCの形態的に不均一な集団を検出した。HD-CTCは、
様々な形状、サイズ、及びサイトケラチン強度を有しており、ある場合には、大きなサイ
ズ又は多辺形細胞質形状などの特有の細胞学的特徴は、患者のサンプル内でかなり特徴的
かつ単調であった。他の場合には、単一のサンプル内のHD-CTC間に、細胞形態的多様性が
存在していた。細胞サイズも様々であり;多くの患者サンプルは、隣接するWBC核の一様に
3又は4倍のサイズの核を有するHD-CTCを有していたのに対して、他の患者は、隣接するWB
C核の一様にわずか1.3倍のサイズの核を有する細胞を有していた。ある患者は、幅広いサ
イズを有していた。サイトケラチンでの誤った非特異的染色(すなわちCD45陽性かつサイ
トケラチン陽性)を示す、WBCとして特定された細胞の最も大きい核サイズの評価に基づい
て、平均WBC核の1.3倍のHD-CTC核サイズの下限基準を選択した。
【００８８】
　このプラットフォームを使用することによって、詳細な形態的評価が可能になり、この
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コホート内の癌患者の大多数(88%)において、HD-CTCダブレット、及び2 HD-CTCから30 HD
-CTC超までの範囲のクラスターが特定された(データは示していない)。
【００８９】
　クラスターは、癌を有する大抵の患者において検出された。クラスターは、2個から30
個を超えるHD-CTCの範囲であった。各HD-CTCを、サイトケラチン陽性、CD45陰性であり、
かつDAPI核を含有し、かつ周囲の有核細胞と形態的に異なると決定した。
【００９０】
(「他の」細胞型の形態)
【００９１】
　サイトケラチン陽性、CD45陰性であり、核を含有するが、包含基準を満たさない、他の
細胞様目的物は、HD-CTCとはみなされないが、アッセイによって追跡される。この手法の
目的は、こうした基準を部分的にしか満たさないが、臨床的に意味がある可能性がある目
的物(例えば、アポトーシス性腫瘍細胞、腫瘍細胞断片、又は上皮から間葉への移行を受
けている細胞など)への接近を保持しながら、CTCの具体的な完全な表現型についての厳密
な包含/除外基準を設けることである[13]。
【００９２】
　したがって、HD-CTCを追跡することに加えて、このコホートの患者において、アポトー
シスを示す核を有していた細胞、外周的なサイトケラチンを有しなかった細胞、周囲のWB
Cと同じサイズ又は周囲のWBCよりも小さかった細胞、及びサイトケラチンが弱い又は陰性
であった細胞を含めた、いくつかの異なる部類のサイトケラチン陽性細胞を目録化した(
データは示していない)。最後に、多くの患者は、様々な型の高輝度のサイトケラチン陽
性細胞に加えて、周囲のWBCと形態的に異なる、かつ、そのサンプル内のHD-CTCの核と似
ている、かつ、CD45陰性であるが、やはりサイトケラチンが弱い又は陰性である核を有す
る、かなりの数の細胞を有していた(データは示していない)。
【００９３】
　いくつかの候補HD-CTCは、様々な形態的又は形態計測的包含基準を欠いているため、除
外された。例えば、観察されたサイトケラチン強度が弱過ぎであった;核サイズが小さ過
ぎであった;サイトケラチンが外周不十分である(核の2/3未満を囲む)と認められた;クラ
スターが複数の大きい細胞のものであるように見えるにもかかわらず、観察されたサイト
ケラチン強度が弱過ぎであった;核がアポトーシス性の崩壊変化を示した;核が小さ過ぎで
あり、かつ細胞質が外周不十分であった;後期アポトーシスの細胞であるように見られた;
核が小さ過ぎであった(周囲のWBC核と同じサイズ);サイトケラチンが存在するが、外周的
ではなかった;細胞質が外周不十分であり、かつ核が小さ過ぎであった。
【００９４】
　1人の前立腺癌患者においては、様々な型の疑似CTCも見られた。例えば、いくつかは、
サイトケラチン及びCD45について陰性であったが、大きく、かつこの患者において見られ
る他のHD-CTCと似ている核を有していた。典型的なHD-CTC(これらの細胞は、サイトケラ
チン陽性、CD45陰性、DAPI核を有する)も観察された。複数の細胞、例えば4細胞のHD-CTC
のクラスターも観察された。
【００９５】
　上皮から間葉への移行を受けている癌腫細胞の存在の可能性についての広範な現在の議
論を考慮すると、これらの細胞の出現及びタンパク質発現パターンは、これらを、こうし
た細胞型の潜在的候補と特定する。或いは、これらの細胞は、細胞質の大部分を剥ぎ取ら
れている、老いた腫瘍細胞である可能性がある。
【００９６】
　流体生検分析は、作用中の転移を明らかにする見込みを秘めている。この中では、捕ら
えにくい細胞集団が、血流を通して広がり、かつ最終的に遠隔転移をもたらす、癌のタネ
である。しかし、これらを調べてその発見を臨床的に適用するためには、この細胞は、大
多数の癌患者において、確実に回収可能でなければならない。本明細書に記載する装置、
システム、及び方法は、多数の癌患者における高解像度で高品質の細胞をもたらす、最大
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限に包括的な、最小限に破壊的な、その上細胞学的に選択的なプラットフォームをもたら
す。前立腺癌患者では稀な存在であると当初は知られていた[13]、これらの細胞のクラス
ターを、転移性癌を有する患者の大多数(88%)において特定するのは初めてである。
【００９７】
　該アッセイを使用するCTCの出現率は、多くの技術で報告されるよりもかなり高く、CTC
チップによって報告されるのと同じ範囲内である[6]。さらに、CellSearch(登録商標)と
の直接的比較によって、このHD-CTCアッセイによって、より高い割合の患者において、有
意に多いCTCが検出されることが示された。より高い感度に加えて、このアッセイはまた
、細胞株と患者サンプルとの両方における確実な性能も実証する。該アッセイの再現性及
び確実性は、各事象の半定量的特徴付けと共に、細胞のその後の分析にとって重要である
。
【００９８】
　患者内で、及び患者を超えて、CTCの形態的に不均一な集団を検出した。CTCは、様々な
形状、サイズ、及びサイトケラチン強度を有していた。ある場合には、大きなサイズ又は
多辺形細胞質形状などの特有の細胞学的特徴は、患者のサンプル内でかなり特徴的かつ単
調であった。他の場合には、単一のサンプル内のHD-CTC間に、細胞形態的多様性が存在し
ていた。細胞サイズも一貫性がなく様々であり;多くの患者サンプルは、隣接するWBC核の
一様に3又は4倍のサイズの核を有するHD-CTCを有しており、他の患者は、隣接するWBC核
の一様にこちらもわずか3分の1のサイズの核を有する細胞を有しており、他の患者は、患
者内の高度なサイズ多様性を有していた。
【００９９】
　驚いたことに、患者のコホートは、大抵の患者において、HD-CTCのクラスターの共通の
存在を示した。このコホート研究において評価された転移性癌患者の88％は、2～30 HD-C
TCのサイズの範囲のクラスターを示した。こうしたクラスターの存在については、こうし
た大きな凝集体の循環系の通過のレオロジー、並びに、こうしたクラスターが、移動する
につれて該クラスターと共にそれ自体の微小環境基質を輸送し、それによって、最も多い
又は唯一の、真に転移可能な循環腫瘍細胞であり得る、「多発小腫瘍」に相当するかどう
かについての生物学的疑問を含めて、複数の疑問が生じる。このコホートの患者における
クラスターのさらなる特徴付けを行うための、現在の調査は進行中である。
【０１００】
　HD-CTCを計数することに加えて、アポトーシスを示す核を有していた細胞、外周的なサ
イトケラチンを欠いていた細胞、周囲のWBCと同じサイズ又は周囲のWBCよりも小さかった
細胞、及びサイトケラチンが弱い又は陰性であったCD45-陰性細胞を含めた、様々な他の
部類のCTC様細胞を、独立に追跡した(データは示していない)。これらの事象の多くは、
実際に、生物学的アノイキスの様々なステージ、又はこのプラットフォームにおいて利用
される最小限の処理に続発する力学的破壊における循環悪性上皮細胞に相当する可能性が
あるが、様々な型の誤った陽性に相当する可能性があるものもある。最初の目的は、二次
的な方法論によるその後の分析に適した、すべての潜在的に転移する可能性がある上皮細
胞を含む可能性が非常に高い細胞集団を特定することである。断片化した、破壊された、
核濃縮した、又は損傷した癌腫細胞は、標準の診断病理学における二次的な分析について
信頼性が高いとはみなされないので、これらは、この流動相生検プラットフォームにおい
て「生存可能な循環腫瘍細胞を計数する」目的では除外される方がよい。これらの実施態
様のシステム、装置、及び方法は、これらを探索、計数、及び追跡する。その存在が、腫
瘍量を全体的に反映することによって、又は、腫瘍量及び腫瘍血管分布、並びに血管内の
免疫監視機構の効率を含む、何らかの今のところよく理解されていない複雑な方程式を反
映することによって、患者における腫瘍生物学と全体的に相関する可能性があることが認
識されているからである。
【０１０１】
　スライド上の他の場所にHD-CTCを有する患者においてしばしば見られる、興味深い非HD
-CTC部類の1つは、一般的にサイズ基準によって周囲のWBCと形態的に異なる、かつ、CD45
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陰性であるが、やはりサイトケラチンが弱い又は陰性である核を有する細胞からなる。HD
-CTCアッセイの最も有意義な利点のうちの1つは、細胞の並行的な一定分量が凍結され、
特定の高産生患者サンプルにおける遡及的マーカー選択が可能になることであるので、こ
うした細胞のさらなる特徴付けを行うための継続研究が進行中である。可能性としては、
細胞質が変性した又は剥ぎ取られた上皮細胞、その生体起源に典型的なタンパク質を異常
に発現している又は異常に欠いている細胞、又はもしかすると、上皮から間葉への移行な
どの異形成プロセスを受けている細胞が挙げられる。アッセイ及び画像化プラットフォー
ムは現在、固定された細胞の分析に限られる;しかし、生細胞の計数及び画像化に対する
この手法の実用可能性を確立する取り組みが進行中である。
【０１０２】
　それぞれの患者コホートのサンプルサイズが、小さすぎていかなる確固たる結論も出す
ことができない一方で、この手法を使用する異なる腫瘍型の間のCTCの検出頻度及び相対
濃度(前立腺＞乳房＞膵臓)が、CellSearch(登録商標)などの他の方法を使用して観察され
た知見と一致することは注目に値するものである。以前の研究者は、腫瘍血管新生の生物
学的又は解剖学的差異、転移の解剖学的部位、及び腫瘍細胞が門脈循環を介して除去され
るかどうかが、これらの違いのいくつかの原因となり得ることを示唆している[1]。
【０１０３】
　図10は、本明細書に記載するシステム、装置、及び方法と、CellSearch(登録商標)製品
との比較試験データを示す。一番左の列は、5例の乳癌腫瘍と10例の前立腺癌腫瘍を明ら
かにする。第2列は、mL/試験を記述する。第3列は、記載した実施態様のシステム、装置
、及び方法を使用して観察されたCTCを示す。第4列は、算出されたCTC/mLを提供する。2
つの一番右の列は、(第4列における1mLあたりに対して)7.5mlあたりとして報告されたCel
lSearch(登録商標)製品に対する比較データを提供する。
【０１０４】
　図11は、前立腺、膵臓、乳房腫瘍の様々なサンプルについてのCTCの量、及び健康な集
団との比較をグラフ化した試験結果を示す。左から右へ、前立腺癌、膵臓癌、乳癌につい
ての、また、推定上の健康な集団についてのデータである。これらの結果は、本明細書に
記載する実施態様のシステム、装置、及び方法を使用して観察されたCTCサンプルによるC
TC数/mlを提供する。
【０１０５】
　図12は、乳癌と比較した様々な患者サンプルについてのCTCの量を示す。一番左のグラ
フは、HER2-(非ハーセプチン上)及びHER2+(ハーセプチン)を示す。中央のグラフは、非ハ
ーセプチン上(左)とハーセプチン上(右)との比較を示す。一番右の図は、HER2陰性(左)と
HER2陽性(右)を示す。
【０１０６】
　図13は、白血球(WBC)及びCTCの核面積に対する正規化した核面積(基準線領域の拡大表
示を含む)を示す。基となるグラフにおける左軸は、0から700,000である。拡大表示は、0
から400である。複数パラメータ分析の使用の利点は、図16及び17によって裏付けられる
。図13に示す通り、核面積などの単一パラメータは、スライド上の候補の数を、扱いやす
い量まで減らすことができない。核サイズに対する下限の使用が、ノイズの大部分(WBC)
を取り除くように見えるかもしれないが、拡大表示によれば、非CTC候補の数が、実際のH
D-CTCに比べてまだまだ大きいことが示される。CK強度及びCD-45強度などの、より多いパ
ラメータの使用は、非HD CTC事象を有効に除外する働きをする。
【０１０７】
　まとめると、HD-CTCアッセイは、(i)転移性癌を有する大抵の患者におけるかなりの数
のCTCを検出する、(ii)Cellsearch(登録商標)システムよりも向上した感度を有する、(ii
i)その後の特徴付けのための理想的な形式でHD-CTCを提供する、(iii)長期間、凍結保管
し、その後、新規のアッセイ又はマーカーが利用可能になった時に遡及的に分析すること
が可能なサンプルの前向き採取を可能にする。
【０１０８】
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(実験方法)
【０１０９】
(患者及び血液サンプル採取)
【０１１０】
　Scripps Clinic、University of California, San Diego、Billings Clinic、及びUniv
ersity of California, San Franciscoで、治験審査委員会(Institutional Review Board
)(IRB)認可プロトコルで、転移性癌患者からサンプルを抗凝血血液チューブに採取した。
地元でない場所(UCSF、Billings Clinic)からのサンプルを、前の晩に輸送し、このサン
プルを、24時間以内に受け取りかつ処理した。地元(Scripps Clinic及びUCSD)からのサン
プルは、地元でない場所から来るサンプルを模倣するために、16～24時間、室温で保持し
た。The Scripps Research Institute(「TSRI」)Normal Blood Donor Serviceから、正常
な対照からの血液検体も採取した。
【０１１１】
(HD-CTC検出のための血液サンプル処理)
【０１１２】
　血液検体を5分間振動させ、その後、Hemocue白血球システム(HemoCue社、スウェーデン
)を使用して、白血球(WBC)数を測定した。WBC数に基づいて、ある体積の血液を、赤血球
溶血(塩化アンモニウム溶液)にかけた。遠心分離後、有核細胞をリン酸緩衝生理食塩水(P
BS)に再懸濁し、オーダーメイドのスライドガラス上に単層として付着させた。このスラ
イドガラスは、標準の顕微鏡観察スライドと同じサイズであるが、生細胞の最大限の維持
を可能にするコーティングを有する。(ある型の接着スライドは、少なくともMarienfeld 
Laboratory Glassware社(ドイツ)から得ることができる。)各スライドは、約300万個の有
核細胞を保持することができるので、スライドあたりの蒔かれた細胞数は、患者のWBC数
に依存していた。
【０１１３】
　この研究のための癌患者におけるHD-CTC検出のために、4枚のスライドを試験として使
用した。各患者について作製した残りのスライドは、将来的な実験のために-80℃で保管
した。各患者からの4枚のスライドを解凍した。細胞を2%パラホルムアルデヒドで固定し
、冷メタノールで透過処理し、ヤギ血清を用いて非特異的結合部位をブロックした。その
後、スライドを、モノクローナル抗panサイトケラチン抗体(Sigma社)及びCD45-Alexa 647
(Serotec社)と共に、37℃で40分間インキュベートした。PBS洗浄後、スライドを、Alexa 
Fluor 555ヤギ抗マウス抗体(Invitrogen社)と共に、37℃で20分間インキュベートした。
細胞を、DAPIで10分間、対比染色し、水性の封入媒体を用いて封入した。
【０１１４】
(画像化及び技術分析)
【０１１５】
　各患者からのすべての4枚のスライドを、高速の信頼性が高い走査のために開発及び最
適化されているオーダーメイドの蛍光走査顕微鏡を使用して走査した。各スライドを、10
×対物レンズを使用して、3色で完全に走査し、6900を超える画像をもたらした。得られ
た画像を、核及び細胞質形状及びサイズだけでなくサイトケラチン強度、CD45強度を含め
た多数の尺度に基づいて、見込みのある候補HD-CTCを特定する、分析アルゴリズムに送っ
た。次いで、技術分析者が、アルゴリズムによってもたらされた見込みのある候補を調べ
、色素凝集物などの明らかに細胞ではないヒットを排除する。
【０１１６】
(専門的な分析及び解析)
【０１１７】
　見込みのあるすべての候補CTCを、病理学者がHD-CTCとしての各候補細胞を包含又は除
外することが可能であるウェブベースの報告を通じた分析及び解析のために、血液病理学
者に提供する。細胞は、サイトケラチン陽性、CD45陰性であり、かつ確認可能なアポトー
シス性変化(小疱形成、変性した外観)又は破壊された外観のない完全なDAPI核を含有し、
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かつ周囲の白血球と形態的に異なる(通常は形状に基づく特徴であるが、時折、純粋にサ
イズに基づく特徴である)場合に、HD-CTCと分類される。これらは、明らかに外周的であ
り、かつ、その内部に完全な核が含有される細胞質を有しなければならない。細胞質は、
アポトーシス性変化(小疱形成、及び周囲の細胞質境界線での不規則な密度又は穏やかな
破壊など)を示してもよいが、核との関連が問題になるほど破壊されていてはならない。
画像は、それぞれの蛍光チャネル表示能力を用いるデジタル画像、さらには合成画像とし
て提供する。各細胞画像には、相対的な核サイズ、蛍光強度、及び相対的な蛍光強度に関
する補助的な統計データで注釈を付ける。各HD-CTC候補を、問題とする細胞の細胞形態的
特徴と、背景の白血球との状況的な比較を可能にするために、十分な周囲のWBCが存在す
る視野に入れる。
【０１１８】
　HD-CTCアッセイは、早期の技術革新及び将来の自動化を念頭に置いて、また、これらの
必要性のために、臨床環境と共に特別に開発された。すべての実験室プロセスは、最適化
され、試験され、確認されている、厳しい標準の操作手順に従う。データ収集及び候補特
定は、病理医の決定と、この決定のその後の追跡との両方を可能にする、特定のインター
フェースを使用して自動化されている。完全自動化と、慣例的な設定に対する適合との両
方についての詳細は、この早期研究骨格に起因することとなる。
【０１１９】
(細胞株実験)
【０１２０】
　ドナーからの4つの一定分量(各2ml)に、様々な数のSKBR-3細胞を添加して、スライドあ
たり約300、100、30、及び10個の癌細胞を含む、4つのスライドをもたらした。次いで、1
6枚のスライドを、HD-CTCサンプル調製プロトコルに従って、1人の操作者によって処理及
び分析した。単一の機器を使用して、16枚のスライドすべてを画像化した。
【０１２１】
　参考文献
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【化１】

【０１２２】
　本明細書に引用したすべての刊行物及び特許を、あたかも、それぞれ個々の刊行物又は
特許出願が、具体的かつ個々に参照によって組み込まれることが示されるかのように、参
照によって本明細書に組み込む。本開示の先述の実施態様を、明確性及び理解の目的のた
めの実例又は実施例として、多少詳しく記載してきたが、本発明の教示に照らして、本明
細書に記載する本発明の趣旨及び範囲を逸脱せずに、これにある種の変更及び改変を施す
ことができることは、当分野の技術者には容易に明らかであろう。したがって、本発明は
、以下の特許請求の範囲によってのみ限定される。
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摘要(译)

提供了用于鉴定各种物体，特别是循环肿瘤细胞的装置，系统和方法。在一个方面，该系统包括但不限于扫描系统，图像存储系统
和分析系统。分析系统优选基于各种标准来标识期望对象，例如完整细胞，所述标准可以包括细胞核区域或体积，CD-45阴性状态
和细胞角蛋白阳性状态。优选地包括用于在成像步骤期间容纳细胞的载玻片，所述孔包括平坦的底部表面，在所述孔的周边处的边
界限定所述井的侧面，所述边界与所述井的底部表面相邻并且提供流体在那里密封。本文的发明提供了单个成像井，其基本上提供
单层物体，例如细胞。
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