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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　コロイド状磁性粒子によって、生物学的試料から標的生体部分を単離する方法であって
、
　　（ａ）該標的生体部分と共に非標的生体部分および、ＩｇＭ、リューマチ因子、およ
び血栓タンパク質よりなる群から選択される内因性凝集因子を含有している疑いのある生
物学的標本を入手し；
　　（ｂ）該生物学的標本を、該内因性凝集因子を不活性化するのに有効な凝集阻害剤に
接触させ；
　　（ｃ）該標本と、該標的生体部分上に存在する少なくとも１の低い密度の特性決定因
子に対して結合アフィニティーを有する生体特異的リガンドに連結されたコロイド状磁性
粒子との混合物を含む免疫磁性懸濁液を調製し；
　　（ｄ）該免疫磁性懸濁液を磁場に付して、標的生体部分－富化フラクションを得；
　　（ｅ）該標的生体部分富化フラクションに該標的生体部分上の少なくとも１のさらな
る特性決定因子に対して結合アフィニティーを有する少なくとも１の生体特異的試薬を添
加し；
　　（ｆ）該標的生体部分を磁場中で分離して、未結合生体特異的試薬を該富化フラクシ
ョンから除去し、次いで、
　　（ｇ）非細胞排除剤を当該分離された標的生体部分に添加して、該試料中に存在する
非核形成部分の排除を可能にすることを特徴とし、ここに、前記非細胞排除剤は、標的生
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体部分および非標的生体部分の双方を同定することができる核酸ダイまたは他のレポータ
分子よりなる群から選択される、該方法。
【請求項２】
　コロイド状磁性粒子によって、生物学的試料から標的生体部分を単離する方法であって
、
　　（ａ）該標的生体部分と共に非標的生体部分および、ＩｇＭ、リューマチ因子、およ
び血栓タンパク質よりなる群から選択される内因性凝集因子を含有している疑いのある生
物学的標本を入手し；
　　（ｂ）該生物学的標本を、該内因性凝集因子を不活性化するのに有効な凝集阻害剤に
接触させ；
　　（ｃ）該標本と、該標的生体部分上に存在する少なくとも１の低い密度の特性決定因
子に対して結合アフィニティーを有する生体特異的リガンドに連結されたコロイド状磁性
粒子との混合物を含む免疫磁性懸濁液を調製し、該磁性粒子に第１の外因性凝集促進因子
が連結され、かつ、前記第１の外因性凝集促進因子に特異的結合ペアのうち第１のメンバ
ーが連結され；
　　（ｄ）第２の外因性凝集促進因子を該免疫磁性懸濁液に添加して、該粒子の凝集を増
大させ、該第２の凝集促進因子に該特異的結合ペアのうち第２のメンバーが連結され；次
いで、
　　（ｅ）該免疫磁性懸濁液を磁場に付して、標的生体部分－富化フラクションを得るこ
とを特徴とする該方法。
【請求項３】
　コロイド状磁性粒子によって、生物学的試料から低抗原密度腫瘍細胞を単離する方法で
あって、
　　（ａ）該腫瘍細胞と共に非腫瘍細胞および、ＩｇＭ、リューマチ因子、および血栓タ
ンパク質よりなる群から選択される内因性凝集因子を含有している疑いのある生物学的標
本を入手し；
　　（ｂ）該標本と、該腫瘍細胞上に存在する少なくとも１の低い密度の特性決定因子に
対して結合アフィニティーを有する生体特異的リガンドに連結されたコロイド状磁性粒子
との混合物を含む免疫磁性懸濁液を調製し、該磁性粒子に第１の外因性凝集促進因子が連
結され、かつ、前記第１の外因性凝集促進因子に特異的結合ペアのうち第１のメンバーが
連結され；
　　（ｃ）第２の外因性凝集促進因子を該免疫磁性懸濁液に添加して、該粒子の凝集を増
大させ、該第２の凝集促進因子に該特異的結合ペアのうち第２のメンバーが連結され；次
いで、
　　（ｄ）該試料を磁場中で精製して、腫瘍細胞－富化フラクションを得ることを特徴と
する該方法。
【請求項４】
　生物学的物質から低抗原密度の特定決定基を有する標的生体部分の単離のための該物質
のプロセシングにおいて、コロイド状磁性粒子の内因性凝集を阻害するためのキットであ
って、
　　（ａ）磁性コア物質、タンパク質ベースコーティング物質、および該標的生体部分の
第１の低い密度の特性決定因子に特異的に結合する抗体を含む被覆磁性ナノ粒子；
　　（ｂ）該標的生体部分の第２の特性決定因子に対して結合特異性を有する少なくとも
１の抗体；
　　（ｃ）内因性凝集阻害因子；および
　　（ｄ）非核形成細胞を分析から排除するための非細胞排除剤を含み、
　ここに、上記（ａ）における該抗体は、直接的または間接的に、該ベースコーティング
物質に連結され、
　前記非細胞排除剤は、標的生体部分および非標的生体部分の双方を同定することができ
る核酸ダイまたは他のレポータ分子よりなる群から選択される該キット。
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【請求項５】
　ＩｇＭ、リューマチ因子、および血栓タンパク質よりなる群から選択される内因性凝集
因子を含有している疑いのある生物学的試料から低抗原密度腫瘍細胞を単離するためのキ
ットであって、
　　（ａ）該内因性凝集因子を不活性化するのに有効な凝集阻害剤；
　　（ｂ）磁性コア物質、タンパク質ベースコーティング物質、および該標的生体部分の
第１の低い密度の特性決定因子に特異的に結合する抗体を含む被覆磁性ナノ粒子；
　　（ｃ）該腫瘍細胞の第２の特性決定因子に対して結合特異性を有する少なくとも１の
抗体；
　　（ｄ）第２の外因性凝集促進因子；および
　　（ｅ）非核形成細胞を分析から排除するための非細胞排除剤を含み、
　ここに、該抗体は、直接的または間接的に、該ベースコーティング物質に連結され；該
磁性粒子に第１の外因性凝集促進因子が連結され、かつ、前記第１の外因性凝集促進因子
に特異的結合ペアのうち第１のメンバーが連結され、該第２の凝集促進因子に該特異的結
合ペアのうち第２のメンバーが連結されている該キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生物学的試料のバイオアフィニティー分離および診断試験の分野に関する。
より詳しくは、本発明は、磁性分離アッセイおよび、未制御であれば、単離された部分の
視覚化を妨害するであろう内因性磁性粒子凝集因子を制御するための富化手順に用いるこ
とができる組成物および方法を提供する。可逆的凝集因子を構築し合成する方法も提供し
、得られた組成物は、そのように単離された物質の観察を容易にしつつ、同時に稀少な生
物学的物質の回収を促進する。
【背景技術】
【０００２】
　この発明に関連する分野の現状をより完全に記載するために、いくつかの刊行物をこの
出願においてカッコ付きの番号で参照される。これらの刊行物の各々の開示は、出典明示
して本明細書に含まれるものとみなされる。
　多くの研究室および臨床手順は生体特異的アフィニティー反応を採用する。普通、その
ような反応は、生物学的試料の診断試験において、または幅広い標的物質、特に、細胞、
ウイルス、タンパク質、核酸等のごとき生物学的部分の分離に用いられる。様々な方法が
上記標的物質の分析または分離に利用可能であり、対象の物質と該標的物質に特異的に結
合するもう一つの物質との間のコンプレックス形成に基づく。未結合物質からのコンプレ
ックスの分離を重力的に、例えば、標的物質に連結された微細分割された粒子もしくはビ
ーズの沈降によって、または、その代りに、遠心によって達成することができる。所望す
れば、そのような粒子またはビーズを磁性にして、結合／自由分離ステップを容易にする
ことができる。磁性粒子は、免疫および他の生体特異的アフィニティー反応におけるそれ
らの使用で、当該分野でよく知られている。例えば、米国特許第４,５５４、０８８号お
よび［「イムノアッセイズ・フォウ・クリニカル・ケミストリー(Immunoassays for Clin
ical Chemistry)」、１９８３年、ｐｐ．１４７－０６２、ハンター(Hunter)ら編、チャ
ーチル　リビングストン、エジンバラ］を参照せよ。一般に、磁性または重力分離を容易
にするいずれの物質もこの目的に採用することができる。しかしながら、過去２０年間、
そのような分離を行うのに優れた磁性体は多くのアプリケーションにおいて、その使用を
導いてきた。
【０００３】
　一般に、磁性粒子は２つの広いカテゴリーに分けられる。第１のカテゴリーは、永久的
に磁化可能な粒子、すなわち強磁性体を含む。第２のカテゴリーは、磁場に付されたとき
のみバルク磁気挙動を示す粒子を含む。後者は磁気応答粒子という。時に、磁気応答挙動
を示す物質は超常磁性体と説明される。しかしながら、バルク強磁性特性を示す物質、例
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えば、磁性酸化鉄は、直径約３０ｎｍ以下の結晶にされたときにのみ、超常磁性として特
徴付けることができる。対照的に、より大きな結晶の強磁性物質は、磁場に曝された後も
永久磁性特性を保持し、その後、強力な粒子－粒子相互作用のため、凝集する傾向にある
。
【０００４】
　磁性粒子は、大（１．５ないし約５０ミクロン）、小（０．７～１．５ミクロン）、お
よびコロイド状またはナノ粒子（＜２００ｎｍ）に分類し得る。後者は、磁性流体(ferro
fluid)または磁性流体様(ferrofluid-like)とも呼ばれ、典型的な磁性流体の特性の多く
を有する［リベルティ(Liberti)ら、ｐｐ．７７７－７９０、イー・ペリツェッティ(E. P
elizzetti)編、「ファイン・パーティクルズ・サイエンス・アンド・テクノロジー(Fine 
Particles Science and Technology)」、１９９６年、クルウァー・アカデミー・パブリ
ッシャーズ(Kluwer Acad. Publishers)、オランダ］。
【０００５】
　小磁性粒子は生体特異的アフィニティー反応に関与する分析に非常に有用である。なぜ
ならば、それらは簡便に生体機能ポリマー（例えば、タンパク質）で被覆され、非常に高
い表面積を与え、適当な反応キネティクスを提供するからである。０．７～１．５ミクロ
ンの範囲にある磁性粒子は、例として、米国特許第３,９７０,５１８；４,０１８,８８６
；４,２３０,６８５；４,２６７,２３４；４,４５２,７７３；４,５５４,０８８；および
４,６５９,６７８号を含む特許文献に記載されている。これらの粒子のうちあるものは免
疫学的試薬の有用な固相支持体であると開示されている。
【０００６】
　上記の小磁性粒子に加えて、およそ１．５～５０ミクロのサイズの範囲にある大磁性粒
子の分類があり、これらも超常磁性挙動を有する。そのような物質の典型はユーゲルスタ
ット(Ugelstad)［米国特許第４,６５４,２６７号］によって発明され、ダイナル(Dynal)
（ノルウェー国、オスロ）によって製造されるものである。ユーゲルスタット法は、膨潤
が引き起こされ、膨潤した粒子中にマグネタイトの結晶が取り込まれたポリマー粒子の合
成に関する。同一サイズ範囲にある他の物質は、分散された磁性結晶の存在下で粒子を合
成することによって調製される。これはポリマーマトリクスへのマグネタイト結晶の閉込
めをもたらし、かくして、得られた物質を磁性にする。どちらの場合も、得られた粒子は
超常磁性挙動を有し、それは、磁場を取り去ると簡単に分散する能力から明らかにされた
。磁性コロイドまたはナノ粒子とは異なり、これらの物質は、小磁性粒子と同様に、粒子
あたりの磁性物質の量により、単純な実験用磁性体で容易に分離される。かくして、分離
は数１００ガウス／ｃｍ程度の低さから約１．５キロガウス／ｃｍまでの勾配で実行され
る。一方、コロイド状磁性粒子（およそ２００ｎｍ未満）は、それらの拡散エネルギー、
粒子あたりの小さな磁気質量およびストークス摩擦のため、実質的により高い磁性勾配を
要する。オーエン(Owen)らの米国特許第４,７９５,６９８号は、ポリマー被覆コロイド状
超常磁性粒子に関する。そのような粒子は、生体機能ポリマーの存在下での磁性種の沈殿
によって製造される。得られた粒子の構造は、本明細書においてシングル－ショット粒子
というが、５～１０ｎｍの直径を有する１以上の強磁性体結晶が５０ｎｍのオーダーの直
径を有するポリマー本体に取り込まれているミクロ凝塊であることが見出されている。得
られた粒子は、数ヶ月間ほどの観察期間の間、水性懸濁液中で維持されるはっきりとした
傾向が示される。モルデイ(Molday)の米国特許第４,４５２,７７３号は、特性においてオ
ーエンらに記載されたものと同様の物質を記載し、非常に高濃度のデキストランの存在下
、Ｆｅ＋２／Ｆｅ＋３から塩基添加によりマグネタイトおよび他の酸化鉄を形成すること
によって製造する。そのように製造された物質はコロイド特性を有し、細胞分離に非常に
有用であることが証明されている。この技術は、ミルテニイ・バイオテク(Miltenyi Biot
ec)、ドイツ国、ベルギッシュ　グランドバッハによって商業化されている。
【０００７】
　超常磁性コロイド状粒子を製造するもう一つの方法は、米国特許第５,５９７、５３１
号に記載されている。オーエンらの特許に記載された粒子と対照的に、これら後者の粒子
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は、例えば、音波エネルギーによって、約２５～１２０ｎｍのサイズの範囲にある擬安定
結晶クラスターに分散された予備形成超常磁性結晶上に生体機能ポリマーを直接被覆する
ことによって製造する。得られた粒子は、本明細書において、ダイレクト・コーティド（
ＤＣ）粒子というが、全サイズが同一であるオーエンらまたはモルデイのナノ粒子よりも
著しく大きな磁気モーメントを示し、約６ｋガウス／ｃｍより大きな磁気勾配中で効率的
に分離し得る。
【０００８】
　磁場を流体媒体に印加して、強磁性体を該流体媒体から分離する磁気分離技術が知られ
ている。対照的に、コロイド状超常磁性粒子が懸濁液中で維持される傾向はそれらの比較
的弱い磁気応答性とあいまって、そのような粒子をそれらが懸濁している流体媒体から分
離するのに高勾配磁気分離（ＨＧＭＳ）技術の使用を必要とする。ＨＧＭＳシステムにお
いて、磁場勾配、すなわち、空間微分係数は懸濁している粒子の挙動に、所定の点にての
磁場の強度によって発揮されるよりも強い影響を与える。高勾配磁気分離は、真核細胞、
原核細胞、ウイルス、核酸、タンパク質、および炭化水素を含む広い種類の磁気標識生物
学的物質を分離するのに有用である。今まで知られている方法では、抗体、抗体フラグメ
ント、特異的結合タンパク質（例えば、プロテインＡ、ストレプトアビジン）、レクチン
等のごとき、受容体を特異的に認識し結合することができる物質上に少なくとも１の特性
決定因子が存在するという条件付きで、生物学的物質はＨＧＭＳによって分離可能であっ
た。ＨＧＭＳシステムは２つの広いカテゴリーに分類し得る。当該１のカテゴリーは、分
離チャンバーまたはベッセルに対して完全に外部に配置された磁気回路を採用する磁気分
離システムを含む。そのような外部セパレータ（または開放場勾配セパレータ）の例は米
国特許第５,１８６,８２７号に記載される。この‘８２７号特許に記載された具体例のい
くつかにおいて、不可欠な磁場勾配は、永久磁石を非磁性容器の周囲に配し、磁石の極の
ようなものを場に対向する配置になるようにすることによって生成する。そのようなシス
テムで得られる試験媒体内の磁場勾配の程度は該磁石の強度および磁石間の間隔によって
制限される。それゆえ、外部勾配システムにより得られる勾配は有限である。共係属出願
第６０／０９８,０２１において、半径方向勾配を最大化する手段および新規ベッセル設
計により分離効率を最大化する方法が開示される。
【０００９】
　もう一つのタイプのＨＧＭＳセパレータは、（１）印加された磁場を増強し；および（
２）該試験媒体内に磁場勾配を生じさせるために、試験媒体内に配置された強磁性収集構
造(ferromagnetic collection structure)を使用する。以前開示された内部ＨＧＭＳシス
テムは、磁石に隣接して配置されたカラム内部に充填された微細スチールウールまたはガ
ーゼを含む。印加磁場はスチールワイヤーの付近に集約され、懸濁している磁性粒子が該
ワイヤー表面に向って引きつけられ、付着されるようにする。そのようなワイヤー上に生
じた勾配はワイヤー直径に反比例し、一方、磁性「リーチ」は直径と共に減少する。それ
ゆえ、非常に高い勾配を発生し得る。
【００１０】
　内部勾配システムの一つの主たる欠点は、スチールウール、ガーゼ材料、スチールマイ
クロビーズ等が、交差するワイヤー付近または交差するワイヤー間の隙間における毛細管
現象によって、試験媒体の非磁性成分が捕捉されることである。様々な被覆手順がそのよ
うな内部勾配カラムに対して適用されているが［米国特許第５,６９３,５３９；４,３７
５,４０７号］、そのようなシステムの大きな表面積は、依然として、吸収による回収問
題を生じる。それゆえ、内部勾配システムは、特に、非常に低い頻度の捕捉部分の回収が
分離の最終目的であるときは、望ましくない。さらに、これらのシステムは自動化が困難
で、コストがかかる。
【００１１】
　一方、細胞分離に外部勾配を用いるＨＧＭＳアプローチは多数の利便性を提供する。ま
ず、試験管、遠心管のごとき単純な実験チューブまたは、血液採取に用いるバキュテイナ
ー(vacutainers)を採用し得る。外部勾配が分離された細胞が効率的に一層化できるよう
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なものである場合、四極子／六極子デバイス［米国特許第５,１８６,８２７号］または［
米国特許第５,４６６,５７４号］に記載された対向双極子配置の場合のように、細胞の洗
浄またはその後の操作が容易である。さらに、チューブまたは同様の容器からの細胞の回
収が単純および効率的なプロセスである。特に高勾配カラムからの回収と比較するとき真
実である。そのような分離ベッセルは原試料の体積を減じる能力であるもう一つの特徴も
提供する。例えば、特定のヒト血液細胞サブセット（例えば、磁気標識ＣＤ３４＋細胞）
を粘度を下げるためにバッファーで２０％希釈した血液から単離するならば、１５ｍｌの
コニカル試験管を適当な四極子磁気デバイスにおける分離用ベッセルとして用いることが
できる。
【００１２】
　未結合細胞を除去するための適当な洗浄および／または分離および再懸濁後、ＣＤ３４
＋細胞を２００μｌの体積に非常に効率的に再懸濁し得る。これは、例えば、１５ｍｌの
コニカル試験管中１２ｍｌの溶液（血液、磁性流体および希釈バッファー）から出発して
、分離を行い、「上清」およびその後の洗浄「上清」を廃棄し、次いで、回収した細胞を
３ｍｌの適当な細胞バッファーに再懸濁させることによって達成し得る。次いで、第２の
分離を行い、（標識／染色反応を行うのに必要であるとき）それはさらなる分離／洗浄ス
テップを含むことができ、最後に単離された細胞は２００μｌの最終体積に容易に再懸濁
させる。この連続様式で体積を減少させ、再懸濁にボルテックスミキサーを用いることに
よって、再懸濁体積より上方のチューブに付着した細胞を減少した体積中に回収する。適
当に処理されたベッセル中で注意し、かつ、急速に行った場合、細胞回収は非常に効率的
で、７０～９０％の間の範囲である。
【００１３】
　磁気分離を行い得る効率ならびに磁気標識細胞の回収率および純度は多くの因子に依存
するであろう。これらは、分離される細胞数、当該細胞の受容体密度、細胞あたりの磁気
負荷、当該磁性物質の非特異的結合（ＮＳＢ）、用いる技術、ベッセルの性質、ベッセル
表面の性質、該媒体の粘度および用いる磁気分離装置のごとき点を含む。システムの非特
異的結合のレベルが実質的に一定であれば、普通はそうであり、当該標的母集団は純度を
減少させる。例として、０．２％ＮＳＢの系は、母集団の８０％を回収し、それは原混合
物中０．２５％であって、５０％の純度を有する。一方、初期母集団が１．０％であれば
、純度は８０％であろう。事実は明らかでないが、標的細胞の母集団が小さいほど、磁気
標識し、回収するのがより困難である。さらに、標識および回収率は用いる磁性粒子の性
質に明らかに依存する。例えば、細胞をダイナルビーズのごとき大きな磁性粒子と共にイ
ンキュベートする場合、該ビーズが大きすぎて拡散しない傾向にあるので、当該系を混合
することによって生じる衝突により標識する。かくして、細胞が１細胞／ｍｌ血液または
それより低い頻度にて母集団に存在すれば、非常に早期のガンにおける腫瘍細胞のように
、標的細胞を標識する確率は該系に添加する磁性粒子の数および混合する時間の長さに関
連するであろう。そのような粒子と共に、細胞を相当な時間混合することは有害なので、
粒子濃度をできるだけ増大することが必要となる。しかしながら、該系に添加し得る磁性
粒子の量には限界があり、そこでは、他の血液細胞と混合されている稀少細胞を含む系と
、分離により大量の磁性粒子と共に混合されている稀少細胞を含む系とを置換し得、その
場合、対象の細胞を数え、それらを調査する能力は顕著には向上しない。
【００１４】
　稀少頻度（１～５０細胞／ｍｌ血液）の細胞を単離するのに大量の磁性粒子を使用する
のにはもう一つの欠点がある。大きな磁性粒子は非常に簡単な設計の外部勾配の使用およ
び比較的低い磁気勾配を許容するという事実にもかかわらず、大きな粒子は細胞の周りを
カゴ状に取り囲む傾向にあって、それらを「見ること」、すなわち分析することを困難に
する。それゆえ、該粒子を分析前に解放すべきであり、しばしば他の問題を生じる粒子を
解放すべきである。
【００１５】
　理論上、コロイド状磁性粒子は、高勾配磁気分離と共に用いて、対象の細胞サブセット
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細胞を真核細胞の混合母集団から分離するのに、特に、対象のサブセットが母集団全体の
ほんのわずかな部分しか含まないならば、選択される方法である。適切な磁気負荷により
、十分な力が細胞上で発揮され、適度に希釈された全血程度の粘度の媒体中でさえその単
離を容易にする。上記したように、約２００ナノメータ未満のコロイド状磁性物質はブラ
ウン運動を行い、稀少細胞に衝突して、磁気標識するそれらの能力を著しく促進する。こ
れは米国特許第５,５４１,０７２号に例示され、そこでは、非常に効率的な腫瘍細胞除去
実験の結果が記載され、１００ｎｍ磁性粒子（磁性流体）を採用する。ただ、重要なこと
は、上記のサイズ範囲以下のコロイド状物質は一般に細胞の観察を妨げない。そのように
して回収された細胞は、最小限の前方散乱効果でフローサイトメトリーによって、または
視覚もしくは蛍光技術を採用する顕微鏡観察によって、調査し得る。それらの拡散特性の
ため、そのような物質は、大磁性粒子とは対照的に、血液中の腫瘍細胞のごとき稀少な生
物学的部分を容易に「発見」して、磁気標識する。
【００１６】
　しかしながら、上記した理由から、選択された装置設計である外部場勾配システムにお
ける細胞分離のための磁性流体様物質の使用で生じた明らかな問題がある。ミルテニイ・
バイオテクによって製造されたもののごとき、オーエンらの物質またはモルデイのナノ粒
子の直接モノクローナル抗体コンジュゲートは、米国特許第５,１８６,８２７号に記載さ
れた四極子または六極子磁気装置のごとき、最善の利用可能な外部磁気勾配デバイスを採
用する細胞分離における使用には十分な磁気モーメントを有していない。適度希釈された
全血における分離に使用する場合、それらはさらに効果が少ない。実質的により高い磁性
である、米国特許第５,６９８,２７１号に記載されたものと同様の物質を用いれば、より
有望な結果が得られる。モデルスパイキング実験において、ＳＫＢＲ３細胞（乳房腫瘍系
統）は、高ＥｐＣＡＭ（上皮細胞－接着分子)決定因子密度を有し、非常に低いスパイキ
ング密度（１～５細胞／ｍｌ血液）でさえも、抗ＥｐＣＡＭ ＭＡｂ磁性流体の直接コン
ジュゲートを持つ全血から効率的に分離される。一方、ＰＣ３細胞（前立腺腫瘍系統）は
、低抗原密度を有し、著しく低い効率でしか分離されない。これらの低密度受容体細胞へ
の不適当な磁気負荷の結果であるというのがもっともらしい。
【００１７】
　上記の議論から、稀少事象を含む分離にとって、または非常に低い密度の受容体を持つ
細胞にとって、コロイド状磁性物質および大きな磁性粒子の双方の有益な特性（例えば、
それぞれ、拡散ベース標識および大きな磁気モーメント）を合わせた磁気分離システムを
提供することに利点があるであろう。分離プロセスを磁性コロイドまたはナノ粒子から開
始することを想定でき、それらは、それらのブラウン運動により、稀少数の細胞または非
常に低い密度の受容体を持つ細胞を素早く発見して、標識するであろう。いったんその標
識が達成されれば、当該ナノ粒子の磁気モーメントを大きな磁性粒子のものと同等の値に
転換することが望ましい。そのようにして、磁気標識された部分をもっと大きな粒子に用
いるような勾配場、例えば、単一外部場勾配セパレータ中で、分離し得るであろう。非常
に低い密度の受容体細胞の場合、高勾配外部場セパレータ中でさえも十分に回収されず、
そのような原理の使用は明らかに分離効率を増大させる。分離後、分析されるかまたはあ
る生物学的目的に、細胞が用いられるアプリケーションにおいて、当該標識された部分の
磁気モーメントをその元のコロイド磁気標識密度のものに戻せることも非常に望ましい。
このアプローチは過度の磁性物質からの分離を許容し、その後の分析または使用を容易に
するであろう。
【００１８】
　リベルティらの米国特許第５,４６６,５７４号は、細胞上への磁性物質の「負荷」に関
する前記の特徴のいくつかを有する系を記載する。細胞がまず（ビオチン化の有無で）特
異的モノクローナル抗体で標識され、引き続き、ヤギ抗－マウス磁性流体またはストレプ
トアビジン－磁性流体で（それぞれ）磁気標識した場合、分離は過剰モノクローナル抗体
の存在下で促進された。磁性流体のこの「洗浄なし」促進手順を作り出す独特の能力は、
溶液中の遊離磁性流体の磁性流体－結合標的細胞への免疫化学的架橋によるものである。
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今度は、細胞上のモノクローナル抗体に結合する磁性流体は、遊離モノクローナル抗体を
介して溶液中の遊離磁性流体に結合する。これはモノクローナル抗体標識細胞決定因子か
ら「成長」したモノクローナル抗体／磁性流体の免疫化学的クラスターを生じる（鎖化(c
haining)という）。かくして、磁性コロイドは「人工的」に細胞上に負荷され、それらを
より磁性にし、より分離し易くする。現象は免疫化学の規則に従い、高過剰のモノクロー
ナル抗体が鎖化（モノクローナル過剰ゾーン）の減少および分離効率の損失をもたらすと
いうことが分った。同様に、高レベルの磁性流体も鎖化（磁性流体過剰ゾーン）を減少さ
せる。鎖化は、骨髄または末梢血「移植」において望ましくない細胞、例えば、腫瘍細胞
を取り除くのに有用であることが分っている。この方法によって、非常に高レベルの磁性
物質（顕微鏡で観察すると、細胞周囲の視覚的な褐色の縁）を標識細胞上に負荷して、た
ったの８～１２ｋガウス／ｃｍ勾配の高勾配場で非常に効率的な分離を生じ得る。一方、
「単量体」磁性流体で標識された細胞は同一の勾配でより低い効率で分離されることが分
った。
【００１９】
　稀少細胞を全血から分離するために鎖化を使用する試みにおいて、いくつもの問題に遭
遇する。まず、スパイクド細胞(spiked cells)は、実際効率的に回収されるが、それらは
磁性流体で密に被覆（鎖化）されそれらを分析する能力は著しく減少する。それゆえ、こ
のアプローチは、確信的に選択された細胞(positively selected cells)を顕微鏡または
フローサイトメトリーにより観測すべきアプリケーションに関して理想的ではない。さら
に、鎖化は非特異的結合を促進するらしい。要するに、鎖化のレベルが、分離促進、単離
された細胞の非遮蔽観察、および許容されるレベルの非特異的結合を同時に引き起こす鎖
化ベースアッセイを設計するのは極度に困難である。鎖化反応は、免疫化学的ストイキオ
メトリーを要求するので、制御は困難である。例えば、ほとんどの（＞９９％）添加モノ
クローナル抗体（またはタグ化リガンド(tagging ligand)）は、当該抗体のアフィニティ
ーにかかわらず、常に溶液中で遊離している。それゆえ、一般的に、（鎖化により最善の
分離が発生する）免疫化学的当量を達成するのに要される磁性流体の量は、特に、選択さ
れた細胞が観察されおよび／またはさらに研究される場合、所望よりも多くの鎖化をもた
らす。鎖化はモノクローナル抗体の標識および磁性流体の添加を同時に減少することによ
って減少させ得るが、これは分離効率の犠牲を生じる。分離を促進するために鎖化を使用
することのもう一つの欠点は、ある実践的な方法において、逆鎖化ができないことである
。鎖化を反転でき、非特異的結合における同時増加が減少すれば、現象は磁性物質の所望
の「負荷」を可能にする実行可能なアプローチを提供するであろう。この方法のもう一つ
の不利な点はツーステップ反応が必要なことである。すなわち、第１ステップで標的の一
次モノクローナル抗体との反応に続いて、第２ステップで一次モノクローナル抗体に特異
的な磁性流体との繰返しである。このアプローチは一次抗体を直接磁性流体にコンジュゲ
ートするアッセイには使えない。
【００２０】
　リベルティらの米国特許第５,１０８,９３３号は、外部場磁気セパレータを採用する免
疫アッセイにおいてオーエンらまたはモルデイによって記載されたもののごとき弱い磁性
コロイド状物質を開示する。そのような物質は、そこでは、凝塊化可能で、再懸濁可能な
コロイド状磁性物質であると説明され、それらは外部磁場システム、例えば、当時商業的
に入手可能なもの（チバ・コーニング(Ciba Corning)、マサチューセッツ州、ウォルポー
ル；セロノ・ダイアグノースティクス(Serono Diagnostics)、マサチューセッツ州ノール
ウェル）において実質的に非摂動を維持する。対照的に、上記のように、‘５３１特許に
開示された方法によって作製された物質は、実質的により磁性であり、それらのセパレー
タで分離する。‘９３３特許において、コロイドを凝塊に転換する手段が開示され、上記
のセパレータにおいてそれらを分離可能にする。かくして、そのような物質を免疫アッセ
イの結合／遊離分離ステップを実行するのに用い得るであろう。‘９３３には、凝塊反応
を反転させることの必要性またはその方法についての言及はない。
【発明の開示】
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【発明が解決しようとする課題】
【００２１】
　天然に産生する磁性流体凝集因子の以前または近年の発見に鑑み、本発明は、稀少標的
生体部分の単離および免疫化学的キャラクタリゼーション中に内因性因子による磁性流体
の凝集を制御する組成物および方法についての必要性を認識した。そのような組成物およ
び方法を用いて、そのように単離された生体部分の分析および観察を容易にすることを有
利することができる。さらに、本発明は実質的にほとんど磁性のない物質の使用ならびに
より低い磁気勾配を使用する可能性も許容する。固定勾配の場合、本発明は、さもなけれ
ば捕捉するのに不充分な磁気標識しか有さないであろう部分の捕捉または単離を提供する
。
【課題を解決するための手段】
【００２２】
　本発明によれば、内因性凝集因子による強磁性ナノ粒子の凝集を制御するための方法、
組成物およびキットが提供される。磁性流体凝集は、しばしば、単離された標的のその後
の観察中に問題を発生する。本発明の方法は、観察者が凝集のレベルを制御できるように
することによって、単離された生体部分の視覚化を容易にする。本発明の一つの具体例に
おいて、単離された標的部分の表面上での磁性ナノ粒子の凝集を阻害する方法が提供され
る。この方法は標的生体部分を含有している疑いのある生物学的標本を入手することを特
徴とする。次に、該標本を該標的生体部分の１の特性決定因子に対するアフィニティーを
有する生体特異的リガンドに連結されたコロイド状磁性粒子と混合することによって、免
疫磁性懸濁液を調製する。その後、この免疫磁性懸濁液を磁場に付して、標的生体部分富
化フラクションを得る。所望により、次いで、該フラクションを調査して、そのように単
離された標的生体部分の特徴を決定する。磁性流体凝集の阻害は、細胞表面上の磁性流体
の凝集体が除外されるので、その後の細胞分析を容易にする。そのような凝集体の不存在
は、例えば、フローサイトメトリーおよび免疫蛍光顕微鏡観察を含むいくつかのタイプの
分析にとって重要である。
【００２３】
　本明細書で提供される試薬は内因性凝集因子を十分に阻害し、または除去する。この因
子除外または阻害ステップは、分離および富化のために磁性流体を生物学的標本に添加す
る前または同時に行うことができる。
【００２４】
　本発明の方法を用いて単離された標的生体部分をさらに特性決定するために、この方法
は、所望により、該標的生体部分富化フラクションに当該標的生体部分上の少なくとも１
のさらなる特性決定因子を認識し、効率的に標識する少なくとも１の生体特異的試薬を添
加するステップを含む。次いで、標識された標的生体部分を磁場中で分離して、未結合生
体特異的試薬を除去する。非細胞排除剤を分離された生体部分に添加して、当該試料中に
存在する無核成分の排除を可能にする。該標的生体部分の精製後、種々の異なる分析プラ
ットホームを用いる分析の準備が整う。標的生体部分は、限定されないが、腫瘍細胞、ウ
イルス感染細胞、母性循環中の胎児細胞、ウイルス粒子、細菌細胞、白血球、心筋細胞、
上皮細胞、内皮細胞、タンパク質、ホルモン、ＤＮＡおよびＲＮＡを含む。標的生体部分
は、多重パラメータフローサイトメトリー、免疫蛍光顕微鏡観察、レーザ走査サイトメト
リー、明視野基礎イメージ解析、キャピラリー容量測定、手動細胞分析および自動細胞分
析よりなる群から選択される手法によって分析することができる。本発明の方法に使用す
るのに適した凝集阻害剤は、限定されないが、還元剤、動物血清タンパク質、免疫複合体
、炭化水素、キレート剤、未コンジュゲーティド磁性流体(an unconjugated ferrofluid)
、およびジアミノブタンを含む。内因性凝集因子がＩｇＭクラスのものであって、磁性流
体に反応性である場合、好ましい凝集阻害剤は、スルホン酸メルカプトエタン［ＭＥＳ］
、スルホン酸メルカプトプロパン［ＭＰＳ］およびジチオトレイトール［ＤＴＴ］のごと
き還元剤である。特に好ましい具体例において、該生体特異的リガンドは上皮細胞接着分
子に対するアフィニティーを有するモノクローナル抗体である。
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【００２５】
　本発明の代替的で好ましい具体例において、標的生体部分を磁性ナノ粒子の凝集を制御
することによって生物学的試料から単離する方法が提供される。この方法は、該標的生体
部分を含有している疑いのある生物学的標本を入手し、該生物学的標本を存在するいずれ
の内因性凝集因子をも不活性化するのに有効な試薬に接触させることを伴なう。次いで、
該標本と、該標的生体部分上に存在する少なくとも１の特性決定因子に対して結合アフィ
ニティーを有する生体特異的リガンドに連結されたコロイド状磁性粒子との混合物を含む
免疫磁性懸濁液を調製し、該磁性粒子は特異的結合ペアのうち一方のメンバーを含む第１
の外因性凝集促進因子にさらに連結されている。次いで、第２の多価外因性凝集促進因子
を該免疫磁性懸濁液に添加して、該粒子の凝集を増大させ、該第２の凝集促進因子は該特
異的結合ペアのうち他方のメンバーを含み、それは該磁気標識標的生体部分に可逆的に結
合する。次いで、該試料を磁場に付して、標的生体部分－富化フラクションを得る。この
好ましい具体例は、制御された可逆的な様式で磁性流体を標的部分上で凝集させることが
実質的に向上した単離効率をもたらすという事実を利用する。
【００２６】
　さらなる具体例において、上記の方法は、さらに、該標的生体部分上の少なくとも１の
さらなる特性決定因子を認識し標識する少なくとも１の生体特異的試薬を添加するステッ
プを含む。次いで、そのように標識された標的生体部分を磁場中で分離して、未結合生体
特異的試薬を除去する。非細胞排除剤を該分離された標的生体部分に添加して、該試料中
に存在する無核部分の排除を可能にする。次いで、該標的生体部分を精製し、さらに分析
する。外因性凝集因子が介在する凝集を反転するために、該特異的結合ペアを当該精製さ
れた生体部分に過剰に添加して、細胞上の磁性流体の凝集を減じることができ、これによ
って、例えば、顕微鏡で細胞の観察を容易にする。この目的のための適当な特異的結合ペ
アは、限定されないが、ビオチン－ストレプトアビジン、抗原－抗体、受容体－ホルモン
、受容体－リガンド、アゴニスト－アンタゴニスト、レクチン－炭化水素、プロテインＡ
－抗体Ｆｃ、アビジン－ビオチン、ビオチン・アナログ－ストレプトアビジン、ビオチン
・アナログ－アビジン、デスチオビオチン－ストレプトアビジン、デスチオビオチン－ア
ビジン、イミノビオチン－ストレプトアビジン、およびイミノビオチン－アビジンを含む
。好ましくは、該生体特異的リガンドは上皮細胞接着分子に対するアフィニティーを有す
るモノクローナル抗体である。代表的な生体特異的試薬は、モノクローナル抗体、ポリク
ローナル抗体、検出可能に標識された抗体、抗体フラグメント、および一本鎖抗体を含む
。単離された標的生体部分は、多重パラメータフローサイトメトリー、免疫蛍光顕微鏡観
察、レーザ走査サイトメトリー、明視野基礎イメージ解析、キャピラリー容量測定、手動
細胞分析および自動細胞分析よりなる群から選択される手法によって分析することができ
る。
【００２７】
　本発明によれば、試料中の磁性流体の凝集を制御することは、例えば、ある特定の部分
の分離の効率を増大させるといった前記したいくつかの予期せぬ利益を有する。外因性凝
集促進因子の添加が磁気負荷を増加させ、その結果、分離効率を増大しつつ、当該標的部
分を単離するのに必要な磁性流体の量を減少させる。増加した磁気負荷はインキュベーシ
ョン時間の減少も可能にし、最適でない(sub-optimal)磁場の存在下での標的生体部分の
単離を容易にする。
【００２８】
　本発明のさらなる具体例において、本明細書に記載された方法の実施を容易にするキッ
トを提供する。標的生体部分を単離するためのキットは、（ｉ）磁性コア物質、タンパク
質ベースコーティング物質、および該標的生体部分の第１の特性決定因子に特異的に結合
する抗体を含む被覆磁性ナノ粒子、ここに、該抗体は、直接的または間接的に、該ベース
コーティング物質に連結される。；（ｉｉ）該標的生体部分の第２の特性決定因子に対し
て結合特異性を有する少なくとも１の抗体；（ｉｉｉ）内因性凝集阻害因子；および（ｉ
ｖ）無核細胞を分析から排除するための非細胞排除剤を含む。
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【００２９】
　本発明により、低抗原密度腫瘍細胞を生物学的試料から単離するのに必要とされるもの
であろう、ある種の生物学的部分の単離効率を向上するためのキットも提供する。このキ
ットは、磁性ナノ粒子の制御された可逆的な凝集を用いて、そのような向上を達成する。
そのようなキットは、（ｉ）内因性凝集因子を不活性化するのに有効な試薬；（ｉｉ）磁
性コア物質、タンパク質ベースコーティング物質、および該標的生体部分の第１の特性決
定因子に特異的に結合する抗体を含む被覆磁性ナノ粒子、ここに、該抗体は、直接的また
は間接的に、該ベースコーティング物質に連結され、該磁性粒子は第１の外因性凝集促進
因子にさらに連結され、該因子は特異的結合ペアの一方のメンバーを含む。；（ｉｉｉ）
該腫瘍細胞の第２の特性決定因子に対して結合特異性を有する少なくとも１の抗体；（ｉ
ｖ）第２の外因性凝集促進因子、ここに、該第２の凝集因子は該特異的結合ペアの他方の
メンバーを含む。；および（ｖ）当該腫瘍細胞以外の無核試料成分を分析から排除するた
めの非細胞排除剤を含む。所望により、このキットは当該外因性凝集因子を反転する試薬
を含むことができる。そのようなキットに有用な特異的結合ペアは、限定されないが、ビ
オチン－ストレプトアビジン、抗原－抗体、受容体－ホルモン、受容体－リガンド、アゴ
ニスト－アンタゴニスト、レクチン－炭化水素、プロテインＡ－抗体Ｆｃ、およびアビジ
ン－ビオチン、ビオチン・アナログ－アビジン、デスチオビオチン－ストレプトアビジン
、デスチオビオチン－アビジン、イミノビオチン－ストレプトアビジン、およびイミノビ
オチン－アビジンを含む。内因性凝集因子を不活性化するのに有効な試薬は、還元剤、動
物血清タンパク質、免疫複合体、炭化水素、キレート剤、未コンジュゲーティド磁性流体
、およびジアミノブタンを含む。
【００３０】
　本発明の方法、組成物およびキットは磁性ナノ粒子の凝集を制御し、かくして、生物学
的標本からの稀少な生物学的物質または細胞の単離、視覚化、およびキャラクタリゼーシ
ョンを容易にする。
【００３１】
図面の簡単な説明
　図１Ａ～１Ｈは、高レベルの内因性凝集因子を持つ血液ドナー採取された試料を低レベ
ルの内因性凝集因子を持つものと比較して顕微鏡観察されたものを描写する一連のマイク
ログラフである。乳ガン細胞を全血にスパイクし、ＥＰＣＡＭコロイド状磁性粒子を用い
て選択し、懸濁状態で染色する。図１Ａ、透過光のみ、低凝集；図１Ｂ、透過光のみ、高
凝集；図１Ｃ、ヘキスト核染色で染色された細胞、低凝集；図１Ｄ、ヘキスト核染色で染
色された細胞、高凝集；図１Ｅ、上皮細胞マーカーサイトケラチン・アレクサ４８８(Ale
xa 488)で染色された細胞、低凝集；図１Ｆ、上皮細胞マーカーサイトケラチン・アレク
サ４８８(Alexa 488)で染色された細胞、高凝集；図１Ｇ、フィコエリスリンにコンジュ
ゲートした腫瘍細胞マーカーｅｒｂ２で染色した細胞、低凝集；図１Ｈ、フィコエリスリ
ンにコンジュゲートした腫瘍細胞マーカーｅｒｂ２で染色した細胞、高凝集。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３２】
発明の詳細な記載
　本明細書で用いられる「標的生体部分」なる用語は、生物学的または医学的対象の幅広
い物質をいう。例えば、ホルモン、タンパク質、ペプチド、レクチン、オリゴヌクレオチ
ド、薬物、化学物質、核酸分子（例えば、ＲＮＡおよび／またはＤＮＡ）および、細胞、
ウイルス、細菌等の生体粒子を含む生物学的起源の微粒子分析物を含む。本発明の好まし
い具体例において、母性循環中の胎児細胞または循環ガン細胞のごとき稀少細胞が、本発
明の方法、組成物およびキットを用いて、非標的細胞および／または他の生体部分から効
率的に単離することができる。「生物学的標本」なる用語は、限定されないが、ヒト対象
から得ることが可能な、細胞含有体液、末梢血、組織ホモジネート、乳頭吸引物(nipple 
aspiration)および他の稀少細胞の起源を含む。代表的な組織ホモジネートは、、乳ガン
患者の徴候リンパ節から得ることが可能であろう。前記標的生体部分のいずれかに関して
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用いられるとき、「決定因子」なる用語は、生体特異的リガンドまたは生体特異的試薬に
よって特異的に結合され、特異的結合物質に対する選択的結合に関与し、それを荷う標的
生体部分のその部分をいい、その存在は選択的結合が生じるために必要である。基礎的用
語において、決定因子は特異的結合ペア反応において受容体によって認識される標的生体
部分上の分子接触領域である。本明細書で用いられる「特異的結合ペア」なる用語は、抗
原－抗体、受容体－ホルモン、受容体－リガンド、アゴニスト－アンタゴニスト、レクチ
ン－炭化水素、核酸（ＲＮＡまたはＤＮＡ）加水分解配列、Ｆｃ受容体またはマウスＩｇ
Ｇ－プロテインＡ、アビジン－ビオチン、ストレプトアビジン－ビオチンおよびウイスル
－受容体相互作用を含む。様々な他の決定因子－特異的結合物質の組合わせは、本発明の
方法の実施に使用することが意図され、そのようなものは当業者にとって明白であろう。
本明細書で用いられる「抗体」なる用語は、免疫グロブリン、モノクローナルまたはポリ
クローナル抗体、免疫反応性免疫グログリンフラグメント、および一本鎖抗体を含む。ペ
プチド、オリゴヌクレオチドまたはそれらの組合わせも本発明の使用に意図され、それら
は、慣習的に生成される抗体と同様の特異性で決定因子を特異的に認識する。「検出可能
な標識」なる用語が本明細書で用いられ、直接的かまたは間接的かのいずれかで、物理的
または化学的手段によるその検出または測定が当該試験試料中の標的生体部分の存在を示
すいずれの物質をもいう。有用な検出可能標識の代表例は、限定されないが、以下の：光
吸収、蛍光、反射率、光散乱、りん光または発光特性に基づき直接的または間接的に検出
可能な分子またはイオン；それらの放射能特性によって検出可能な分子またはイオン；そ
れらの核磁気共鳴または常磁性特性によって検出可能な分子またはイオンを含む。光吸収
または蛍光に基づき間接的に検出可能な分子の群の中には、例として、例えば、非光吸収
性から光吸収性分子へ、または非蛍光性から蛍光性分子へ転換する適切な基質を生じる種
々の酵素が含まれる。核酸ダイまたは他のレポータ分子は、本明細書で、時に、非細胞排
除剤といい、標的生体部分および、無傷の有核細胞のごときある種の非標的生体部分の双
方を同定することができるが、それを当該試料に添加して、フローサイトメトリー、顕微
鏡観察、または他の分析プラットホームによる分析前に、いずれの残存無核細胞または他
の潜在的な阻害性試料成分をも排除することを可能にする。非細胞排除剤はＤＮＡ、ＲＮ
Ａ、タンパク質または脂質と反応することができ、得られた信号量は細胞に対して得られ
るものの典型であるか、または得られた像が、細胞および核の膜、核ならびにミトコンド
リアのごとき細胞の典型的な特徴を明らかにする。
【００３３】
　本明細書で磁性流体濃度、磁場強度、またはインキュベーション時間を説明するのに用
いられる「最適(optimal)」なる用語は、標準未修正のアッセイ、分離、単離または富化
に用いる条件をいう。
　本明細書で磁性流体濃度、磁場強度、またはインキュベーション時間を説明するのに用
いられる「最適でない(sub-optimal)」なる用語は、アッセイ、分離、単離または富化に
用いる条件をいい、最適条件下で得られる結果と比較して、劣った結果を生じる。
【００３４】
　本明細書で用いられる「磁性流体」なる用語は、懸濁状態の磁性ナノ粒子をいう。磁性
流体および磁性ナノ粒子なる用語は、本明細書において交換可能で用いられる。
　内因性磁性流体凝集因子は試験対象から単離された試料に存在するものである。外因性
凝集因子は本明細書で挙げられたものであって、調査員によって所望するように添加およ
び／または反転されるものである。
【００３５】
　本発明に使用するのに好ましい磁性粒子はコロイドとして振る舞い、超常磁性の粒子で
ある。コロイドは、そのサイズ、すなわち、２００ｎｍより小さいことで特徴付けられ、
すなわち、分析を阻害しないサイズのものである。超常磁性粒子は、それらが磁場勾配に
付されたときにのみ磁性になり、永久的には磁性にならない。コロイド状超常磁性粒子は
延長された時間水性溶液から分離も静置もされない。これらの粒子は酸化鉄の単一結晶ま
たは、物理的に吸着されたかまたは共有結合したかのいずれかの分子によって取り囲まれ
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たそのような結晶の凝塊のいずれかよりなる。上記の特性を有するコロイド状磁性粒子は
米国特許第４,７９５,６９８；５,５１２,３３２および５,５９７,５３１号に記載された
ようにして調製し得る。モノクローナル抗体は、細胞の特異的サブセットを認識し、磁性
粒子にコンジュゲートしたものが本発明の使用に好ましい。
【００３６】
　稀少細胞単離の研究過程において、ある種の患者の血液中に存在し、磁性ナノ粒子の凝
集を引き起こす因子が発見された。さらに、この促進凝集効果は容易に反転可能のようで
ある。かくして、低受容体密度の稀少細胞は、より多くの磁性流体を「負荷」することに
よって、対象の稀少細胞の特性決定因子に特異的に結合するものよりもより効率的に、適
度に希釈された全血から外部場四極子または六極子セパレータ中で単離し得る。単離され
た細胞を顕微鏡観察によって調べると、磁性流体クラスターが細胞膜に存在している。促
進効果の反転が該クラスターを解凝集し、当該細胞の微視的分析を容易にする。この内因
性促進効果は、見掛け上正常なドナー血液試料の約９０％において様々なレベルで存在す
る。アッセイ条件を操作することによって、得られた磁性流体クラスターは対象の細胞を
損傷することなく消滅させ得る。かくして、本発明は、内因性磁性流体凝集因子の効果を
排除する方法および、所望する場合、磁性流体の凝集を制御し反転させることが可能な剤
を構築する手段を提供する。これは、稀少細胞ならびに、ウイルスおよび細菌のごとき他
の生物学的部分の効果的、かつ、有効な単離、およびその後の分析を許容する。
【００３７】
　血液中に見出される内因性磁性流体凝集物質は、米国特許第５,５９７,５３１号に記載
されるように、以下の特徴を有する：（１）それは血漿または血清中に存在する；（２）
それはミリモラー濃度のジチオトレイトールに対して感受性である；および（３）それは
、ダイレクト・コーティド磁性流体の上にある「裸」の結晶性領域と反応する。対照実験
は、当該因子はフェリチン、トランスフェリン、フィブリノゲン、Ｃｌｑ、ヒト抗マウス
または抗ＢＳＡ抗体ではないことを明らかにした。該凝集物質はＩｇＧサブクラスのもの
でもない。なぜならば、ＩｇＧ－喪失血漿も該磁性流体の凝集を引き起こすからである。
磁性流体凝集は磁性流体または血清の濃度に相関するようである。いずれかの成分の濃度
への凝集依存性は、沈降素曲線で観察されるものに類似し、上記の観察に基づき、該物質
はＩｇＭであると仮定した。これは該ＩｇＭを免疫アフィニティー精製で該血漿試料から
除去することによって結論的に証明された。得られたＩｇＭ喪失血漿は磁性流体凝集を引
き起こさなかった。
【００３８】
　同一血漿試料をＢＳＡアフィニティー媒体全体に吸収させた対照実験は、磁性流体凝集
を示した。さらなる研究は、該凝集因子と共に磁性流体を含有する大量の血清の吸収は少
量の全ＩｇＭを除去したのみであること、および精製されたヒトＩｇＭが磁性流体凝集を
生じることを論証した。これらの観察ならびに吸収された凝集因子および吸収／脱吸収物
質で凝集を引き起こす能力の同定研究は、これらの実験における凝集因子は、実際に高度
特異的ＩｇＭであるという結論を導く。タンパク質で不完全に被覆されたマグネタイト結
晶またはせっけんで部分的に被覆されたマグネタイト結晶を除き、該磁性流体を形成する
のに用いられたいずれの成分による凝集を阻害することに対する無能力に基づき、該Ｉｇ
Ｍによって認識されるエピトープはマグネタイト結晶性表面上に存在すると確信される。
この特異的ＩｇＭの役割は知られていないが、それは相当な部分のヒト母集団中に様々な
レベルで存在する。この抗体は鉄代謝においてある役割を演じている可能性がある。
【００３９】
　内因性促進因子を操作する方法は本明細書に記載され、それは意味あるやり方で単離さ
れた細胞の患者対患者比較を許容する。内因性凝集促進因子は患者母集団において変動す
るので、腫瘍細胞、母性血液中の胎児細胞またはウイルス感染細胞である稀少循環細胞を
分離する標準手順を創るのは困難である。共係属出願（第０９／２４８,３８８号）に記
載された最近の発見は、循環細胞数の規模は乳ガン患者の全身腫瘍組織量および疾病段階
に直接関係することを論証した。同様に、全身ウイルス組織量はＨＩＶ感染の予後におい
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て相当なものであると示されている。そのような部分の正確な定量の必要がさらに一層重
要になってきている。本明細書に記載された方法は、臨床設定において有利に用いること
ができる試験キットによって簡便に実施される。
【００４０】
　ドナー血清中でこの磁性流体凝集因子（ＦＦＡＦ）の存在が発見されたことで、注意深
い研究は、モノクローナル抗体コンジュゲーティド磁性流体を用いて、その存在がスパイ
クド低密度腫瘍細胞の回収率を著しく向上することを確認した。これらの研究において、
ＦＦＡＦを含有する血液を１細胞／２ｍｌのレベルにてスパイクされた細胞は７０％以上
の効率で規定通りに回収される。対照的に、ＦＦＡＦが存在しないドナー血液において、
回収の効率はおよそ１５～２５％に低下する。これらの実験から、以下の観察がなされた
：
１．低密度受容体細胞は、しばしば、高密度受容体よりも低い効率で単離され；
２．分離効率は低密度受容体細胞に関してかなり変動し、この変動は当該血液ドナーに依
存し；
３．異なるドナーの血液からの磁性流体／磁気単離後、いずれの細胞タイプ（高いまたは
低い密度の特性決定因子細胞）を顕微鏡観察で調査したとき、磁性流体は患者試料の約９
０％が凝集し；
４．回収された腫瘍細胞はそれらの表面上に様々な程度の視覚的な磁性流体凝集を有する
。
　しかも、当該凝集物質はＤＴＴに対して感受性であるので、回収された細胞は、観察前
に磁性流体の凝集の減少によって、形態上の特性に関する顕微鏡観察によって容易に視覚
化し得る。
【００４１】
　細胞回収を促進する、ＦＦＡＦの現象と鎖化（米国特許第５,４６６,５７４号を参照せ
よ）を比較すると、いくつかの興味深い結論を導き出し得る。多くの個人における場合の
ように、ＦＦＡＦが過度に低い濃度で血液中に存在するとき、低密度受容体スパイクド細
胞（例えば、１～５細胞／ｍｌ血液）の優れた回収が得られる。回収された細胞の品質は
、それらの表面上の磁性物質のレベルにより評価すると、形態学的調査またはさらなる操
作に非常に適したものである。ＦＦＡＦが高い濃度であるとき、回収は優れているが、細
胞上の凝塊がそれらの観察を妨害するので、回収された細胞の品質は許容できない。それ
ゆえ、鎖化の成分、すなわち、濃度によって限定されるモノクローナル抗体－磁性流体「
鎖」とは異なり、非常に効果的な細胞分離に導き得るＦＦＡＦのレベルがあり、かくして
、効率的に研究し得る細胞の単離された母集団を提供する。本発明のある具体例において
、当該試料中の内因性ＦＦＡＦは最初不活性化され、調査員により本明細書に記載された
組成物を添加することによって、凝集を制御し得るようにする。このようにして、凝集は
、所望するように促進または阻害し得る。
【００４２】
　ＦＦＡＦおよびいずれの同様の物質は稀少細胞を単離するアッセイにおいて評価される
べきである。そのような因子を制御して、全ての患者に対して信頼して機能する試験を開
発すべきである。例えば、多くの個人が抗げっ歯類抗体または炭化水素のごとき成分に対
する抗体を有しており、それらはいくつかの磁性ナノ粒子の表面上に見出すことができる
であろう。血液中に通常存在する他の潜在的な凝集物質は、Ｃｌｑ、リューマチ因子、お
よび凝血タンパク質を含む。そのような反応は、それらを標本－標本間で一定にするよう
に制御するか、または完全に排除するかのいずれかである。抗げっ歯類抗体の場合、それ
らの凝集効果を阻害するようにげっ歯類タンパク質を当該系に添加することによって、こ
れを達成する。この添加は、免疫アッセイ系にそのような成分を添加することとは全く異
なる。後者の場合、一般に、げっ歯類抗体は単離を促進するが、それらは、捕捉した抗体
を標識抗体とサンドイッチ型反応で連結するので擬陽性を増加する傾向にある。対照的に
、本発明の方法で用いられるさらなる抗体は低密度受容体細胞の回収を促進する。かくし
て、ある場合、凝集因子は擬陽性を人為的に上昇し得、別の場合、当該標的生体部分の単
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離を容易にする。
【００４３】
　そのような因子を競争的に阻害することに加えて、それらを無能化するか、または溶液
から吸収することができ、あるいは、そのような因子が結合する磁性コロイド上の決定因
子を除去することができる。マウスまたは他の動物の血清タンパク質、免疫コプレックス
、炭化水素、補体を含む、種々の活性化システムを阻害するキレーティング剤、およびジ
アミノブタンのごとき、Ｃ１ｑと反応した抗体との相互作用を特異的に阻害する化合物の
ごとき、最適量の添加物を含有する特別のバッファーを調製することによって、ＦＦＡＦ
活性を阻害することができる。ＦＦＡＦがＩｇＭの場合、還元剤が、細胞を標識するのに
用いたリガンドに影響することなく、効果的にＦＦＡＦを無能化する。かくして、そのよ
うな因子は化学的または酵素的に選択的無能化し得る。適切な物質、例えば、未コンジュ
ゲーティド磁性流体での吸収は、該試料中の凝集因子を別の経路で除去する。
【００４４】
　凝集剤(aggregator)の量を患者－患者間で一定にして、常に同一レベルの促進因子を有
するようにすることも可能であろう。これは様々な方法で達成することができる。例えば
、全ての内因性因子を全患者試料において同一レベルに減少することができる。しかしな
がら、これは困難で非現実的解決のようである。代りに、ツーステッププロセスを用いる
ことができる。第１ステップとして、全ての内因性ＦＦＡＦを該磁性流体のその標的への
特異的リガンド結合またはその後の細胞分析に影響することなく無能化する。第２ステッ
プは、制御された凝集反応を伴なう。二種のリガンドにコンジュゲートされたコロイド状
磁性物質を用いて、上記ツーステッププロセスを実施することができる。モノクローナル
抗体のごとき一のリガンドは細胞表面決定因子に向けられ、効率的に細胞を標識するであ
ろう。二番目のリガンドはいずれの血液成分とも反応しないが、第１リガンドとの結合後
に添加されるであろう多価成分に対して結合アフィニティーを有する。かくして、さらな
る磁性コロイドはすでに細胞に結合しているコロイドに結合し、それによって、ＦＦＡＦ
が行うのと丁度同じように、それらの磁気負荷を促進する。同様に、第２リガンドの反応
とその多価成分との反応が可逆的であれば、好ましい。第２反応の正しい成分およびそれ
らの濃度を選択することによって、磁性流体と凝集因子とを同時に添加することが可能に
なる。
【００４５】
　したがって、磁性流体の凝集の制御を容易にし、それによって、稀少産生生物学的部分
の回収を促進するＦＦＡＦが提供される。理想的凝集因子は可逆的凝集効果を媒介するも
のである。凝集の反転は磁性ナノ粒子クラスターを排除し、単離された細胞の視覚化を容
易にする。本発明の因子は上記した理想的磁性粒子条件と同様のやり方で、すなわち、標
的に結合しているコロイド状ナノ粒子をそのプロセスを容易に反転させる能力を持つ大き
な粒子に転換することによって、作動する。ほとんどの正常ドナーの血液中に存在し、低
密度受容体稀少細胞の単離効率を促進する内因性因子の同定および調査を本明細書に記載
する。
【００４６】
　好ましいＦＦＡＦは、磁性流体磁性粒子上の決定因子を認識する特異的多価物質を含み
、それによって、該粒子を架橋する。この因子は血漿中に天然に産生されるか、または外
部から添加された試薬であろう。いくつかのタイプの外因性試薬がこの目的に適し、限定
されないが、ＩｇＧ、二量体ＩｇＧ、ＩｇＭ、ストレプトアビジン、アビジン、プロテイ
ンＡ、プロテインＧ、二量体または四量体のポリ－Ａもしくはポリ－Ｔ、または特異的オ
リゴヌクレオチド配列を含む。第２リガンドは磁性流体上に導入し得、ＦＦＡＦによって
認識され得る。ハプテン、ビオチン、ビオチン・アナログ（イミノビオチン、デスチオビ
オチン）、ヒツジＩｇＧ、ヤギＩｇＧ、ラットＩｇＧ、ポリ－Ａまたはポリ－Ｔ、または
オリゴヌクレオチドのごとき、選択することができるいくつかのタイプの第２リガンドが
ある。ＦＦＡＦ－第２リガンド相互作用は、可逆的または不可逆的のいずれかであってよ
いが、可逆的相互作用が好ましい。還元剤、過剰なハプテン、過剰なハプテン・アナログ
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、過剰な第２試薬のアナログ、塩濃度の変化、ｐＨの変化または温度の変化のごときＦＦ
ＡＦ－第２リガンド相互作用を反転するのに用いることができるいくつかの試薬がある。
【００４７】
　アッセイまたは分離を最適条件下で行うとき、当該標的細胞のパーセント回収率は最大
限である。しかしながら、外因性凝集が誘発されたとき、条件を修正することができるの
は明らかである。高密度表面受容体標的細胞の場合、最大回収率に必要な磁性流体の量は
外因性凝集なしにかなり高く、利用可能な結合部位の全てを飽和することによって、各標
的が磁気的に反応性であることを保証する。本発明のひとつの利益は、利用可能な結合部
位の全てを飽和する必要がないので、分離に必要な総磁性流体が少ないことである。これ
は、外因性凝集因子が介在する磁性粒子の架橋を形成し、結合部位あたりの磁気量を増加
させる能力によるものである。細胞あたりに多くの単一磁性粒子の使用によって細胞を磁
気応答性にする、すなわち、一つの粒子が一つの細胞表面抗原に結合する代りに、複数の
粒子の凝集体を単一抗原に結合し得、最適に捕捉された細胞と同じ磁力を維持するであろ
う。今や、各粒子は細胞表面抗原または別の粒子に結合する能力を有する。言い換えれば
、少ない総磁性流体しか用いないのにもかかわらず、各標的細胞は同一の磁気応答性を有
し、得られた分離効率は最適条件下で得られたものに匹敵する。最適には、試料１ｍｌあ
たり１０μｇの磁性流体を用いる。この濃度は本発明によれば、１０倍減少させることが
できる。
【００４８】
　必要な磁性流体の量を減少させることに加えて、磁力ならびにインキュベーション時間
を減少させ得る。本発明の凝集体は非凝集分離における個々の磁性粒子よりも大きいので
、より低い磁場強度でも当該凝集体を移動し得る。外因性凝集を進行させて、小さな磁性
粒子から一次的、かつ、可逆的大磁性粒子を生成する。実際に、大きな粒子の利益は、分
離に弱い磁場を用いる能力を含み、本発明に適用し得る。典型的に用いられる四極子磁気
セパレータは容器表面にて６．３ｋガウス／ｃｍの磁場勾配を維持する。双極子のごとき
磁気配列は該容器表面にてほぼ半分の磁場強度を有し、本発明の方法を実行するのに用い
ることができる。
【００４９】
　非凝集系において、有効分離のため細胞あたりの磁性粒子数を増加させるために、より
長いインキュベーション時間が必要である。この系において、一つの磁性粒子は一つの細
胞表面抗原に結合する。しかしながら、外因性－誘発凝集系において、当該誘発された凝
集体により、抗原あたり複数の粒子を生じることによって、細胞あたり同数の粒子を達成
し得る。これはインキュベーション時間を短縮することを可能にする。なぜならば、全て
の利用可能な結合部位が磁性粒子に結合する必要がないからである。この第２の結合ペア
メンバーを添加することによって、今や、該粒子は遊離細胞表面抗原にのみ結合できる代
りに、他の粒子に結合し得る。したがって、上で説明したように、結合部位は、最適条件
と同じ磁気応答性を有するために飽和される必要がなく、これはインキュベーション時間
の減少を許容する。磁気インキュベーションの最短時間は３０分間である。本発明を用い
れば、これらの時間を３倍にまで減少することができる。しかしながら、磁性流体濃度を
低下させ、インキュベーション時間を短縮することを両方同時にすることを意図しない。
これらのステップの変形を互いに独立して用いて、標的生体部分の最大回収率を維持する
。
【００５０】
　外因性磁性流体凝集因子により認識された第２リガンドを、標準カップリング化学によ
って、上記モノクローナル抗体に加えて磁性流体にカップリングする。第２リガンドはハ
プテンもしくはビオチン・アナログのごとき小分子または抗体もしくは特異的タンパク質
のごとき大分子またはポリペプチドもしくはポリオリゴヌクレオチドのごときポリマーで
あってよい。デスチオビオチンのごときビオチン・アナログが本発明の第２リガンドとし
て磁性粒子にコンジュゲートするのに好ましい。なぜならば、低めのアフィニティー（ス
トレプトアビジンにつきＫａ＝１０６Ｍ－１、天然ビオチン（Ｋａ＝１０１５Ｍ－１）に
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比較して）を示すからである。ストレプトアビジンとデスチオビオチンとの間の相互作用
は過剰ビオチンの添加により簡単に崩壊し得る。デスチオビオチンとアビジンとの組合わ
せは当該標的物質から磁性粒子または不溶相を除去するのに用いられてきた（ＰＣＴ／Ｕ
Ｓ９４／１０１２４および米国特許第５,３３２,６７９号）。本発明において、その組合
わせは磁性粒子を凝集させ、解凝集させるためにのみ用い、磁性粒子を標的物質から除去
するためには用いない。
【００５１】
　本発明に用いる反応容器はガラス製またはプラスチック製のいずれかでよいが、プラス
チックチューブが好ましい。チューブの底部は丸いか円錐の形であってよい。異なる長さ
または径のチューブを用いて、異なる体積の試料を処理することができる。例えば、いく
つかの場合、５０ｍｌコニカル管を用いて、２０ｍｌ以上の血液を処理することができる
。本発明の一つの具体例において、１２×７５ｍｍポリスチレンチューブまたは１５ｍｌ
コニカルチューブを用いる。磁性粒子でインキュベーションする間に用いる反応容器と磁
気分離の間に用いる容器とは同一である必要はない。１のタイプをインキュベーション用
に、別のタイプを磁気分離用に、２つの異なるタイプの容器を用いることができる。しか
しながら、両方の場合に一つの容器のみを用いるのが好ましい。磁気分離容器はチューブ
またはフロースルーチャンバーまたはある別のデバイスであってよい。
【００５２】
　本発明を実施するのに用いる試験媒体はいずれの液体または標的物質を含有する溶液で
あってもよく、好ましくは血液である。該反応容器内の試験試料は標的物質に特異的な抗
体にコンジュゲートされた磁性流体およびＦＦＡＦに特異的な第２リガンドと共にインキ
ュベートすることができる。なお、外因性ＦＦＡＦは、磁性流体と同時にまたは磁性流体
が標的物質に結合した後に該試験試料に添加する。所望により、天然に産生する凝集因子
を阻害または無能化する試薬を磁性流体と同時にまたは磁性流体の添加の前に添加するこ
とができる。最適インキュベーション時間後、磁気標識標的を磁気セパレータ中で残りの
試験媒体から分離する。磁気セパレータおよび分離時間は試験媒体および反応容器に基づ
いて選択される。米国特許第５,１８６,８２７号に記載されたもののごとき、高勾配磁気
分離装置を用いるのが好ましい。未収集液体を吸引した後、収集した細胞を、細胞内染色
のため細胞の透過性をあげるために、等張バッファーまたは透過性化溶液に懸濁させる。
磁気標識細胞を磁気的に再分離して、透過性化試薬を除去する。標識物質での染色のため
、収集した細胞を少量の細胞バッファーに再懸濁させる。バッファー量は１００～３００
μｌであろう。所望により、該細胞バッファーは、上記のごとき解凝集試薬、例えば、ビ
オチンを含有することができる。ビオチンの最終濃度は１～５ｍＭであってよい。抗体染
色のためのまたは解凝集試薬での磁性流体の解凝集のためのインキュベーション時間は１
０～６０分間であってよく、好ましくは１５分間である。抗体での最適な染色または磁性
流体の解凝集の後、過剰な試薬を別の磁気分離によって除去することができる。未収集液
体を吸引した後、収集した細胞を少量の等張バッファーに再懸濁させる。このバッファー
の量は１００～５００μｌであってよい。磁性流体標識細胞をさらにプロセスするか、ま
たはフローサイトメトリーもしくは顕微鏡観察によって分析することができる。
【００５３】
　抗体にコンジュゲートされた磁性粒子のみを上記に記載してきたが、他のタイプのコン
ジュゲートされた磁性粒子が本発明の使用に意図される。抗体以外のタンパク質に対して
コンジュゲートされた磁性粒子を用いることができる。例えば、抗体－ビオチンコンジュ
ゲートで標識された標的細胞に結合するストレプトアビジン・コンジュゲーティド磁性粒
子を用いることができる。標的細胞の標識後、遠心を用いる洗浄工程によって、過剰な抗
体－ビオチンを除去することができる。次いで、抗体－ビオチンで標識された標的細胞を
、細胞の磁気標識のためにストレプトアビジン磁性流体と共にインキュベートする。いず
れかのポリマーまたはタンパク質（凝集因子）にコンジュゲートされたデスチオビオチン
を当該試験媒体に添加して、磁性流体を凝集させる。磁性粒子と共に同時に、または該磁
性粒子が該標的細胞に結合した後に、凝集因子を添加することができる。ポリマーまたは
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タンパク質あたりのデスチオビオチンの数は凝集体磁性流体に対して１を超えるべきであ
る。好ましくは、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）にコンジュゲートされたデスチオビオチ
ンを用いることができる。ＢＳＡに対するデスチオビオチンの数は２～１０であろう。そ
のようなデスチオビオチン／タンパク質コンジュゲートを以下に記載するように合成する
ことができる。
【００５４】
　本明細書には、主に血液からの腫瘍細胞選択を参照して、本発明を説明しているが、本
発明は腫瘍細胞選択に限定されない。ＣＤ３４、ＣＤ４および胎児細胞のごとき、血液、
ロイコフォレシス(leukophoresis)または骨髄中に存在する他の細胞タイプを選択するこ
とができる。それらの細胞上の抗原決定因子は低ないし高であろう。より一般的には、本
発明は、その効果的単離のために磁気促進が必要ないずれの細胞の単離に対して向けられ
る。
　以下の実施例は、本発明の様々な具体例を例示するために与えられる。これらの実施例
は、本発明の範疇を限定する意図は全くない。
【００５５】
　　　　　　　　　　　　　　　　実施例　Ｉ
　以下のデータは、血液試料中にスパイクされた低および高密度受容体腫瘍細胞の回収に
対する本発明のＦＦＡＦの効果を例示する。代表的なＦＦＡＦは、ほとんどのドナーの血
液試料中に存在する特異的ＩｇＭであると同定されている。ジスルフィド結合を切断する
ジチオトレイトール（ＤＴＴ）およびスルホン酸メルカプトエタン（ＭＥＳ）のごとき、
還元剤は五量体ＩｇＭをその単量体形態に転換することによって、血液中での磁性流体凝
集を阻害した。ＤＴＴは本発明の使用のためには好ましい試薬ではない。なぜならば、高
い濃度であれば、細胞モルホロジーを変化させ、標的細胞および白血球に対して毒性だか
らである。
【００５６】
　この実施例に、磁性流体凝集および、スパイクド血液からの高および低抗原密度の両方
の腫瘍細胞の腫瘍細胞回収率に対するＭＥＳの効果を記載する。この研究に用いられたプ
ロトコルは以下である。血液（２ｍｌ）を１２×７５ｍｍポリスチレンチューブに入れ、
１ｍｌのイムニコン(Immunicon)希釈－洗浄バッファーを添加して、該血液を希釈する。
次に、約１０００ ＳＫＢＲ３またはＰＣ３細胞を含有する１００μｌの細胞バッファー
（１％ＢＳＡおよび５０ｍＭ ＥＤＴＡ入り等張７ｍＭリン酸塩、ｐＨ７．４）を添加し
た。（１５０μｌを超えずに）体積を増加させてＭＥＡを血液試料に添加して、異なる濃
度の還元剤を得る。混合した後、ＥｐＣＡＭ ＭＡｂ（ＧＡ７３．３；５０μｌ）コンジ
ュゲーティド磁性流体磁性粒子を該試料に添加する。磁性粒子の最終濃度は５μｇ／ｍｌ
であった。該血液試料をよく混合し、室温にて１５分間インキュベートする。インキュベ
ーション後、該血液試料を含有するチューブを四極子磁気分離装置に入れた。磁気分離を
１０分間行った。上清を吸引し、該チューブを該磁気装置から取り出した。磁気的に収集
された細胞を１ｍｌの希釈－洗浄バッファーに再懸濁させ、次いで、四極子磁気分離装置
中で５分間再分離した。上清を廃棄し、該四極子装置から取り出した後、標的細胞を１５
０μｌの希釈洗浄バッファー中に再懸濁させた。この試料の一部（５μｌ）を顕微鏡スラ
イド上にスポットした。次いで、デジタルカメラが取り付けられた顕微鏡を用いて、該回
収された細胞の写真を撮影した。
【００５７】
　残りの試料をフローサイトメトリー分析に付して、以下の手順を用いて、腫瘍細胞の回
収率を評価した。腫瘍細胞（Ｎｅｕ２４．７）に特異的なフィコエリスリン（ＰＥ）－コ
ンジュゲーティドＭＡｂ（５μｌ）および５μｌのペリジニン－クロロフィルタンパク質
（ＰｅｒＣＰ）－コンジュゲーティドＣＤ４５モノクローナル抗体を該試料に添加し、次
いで、それを１５分間インキュベートした。インキュベーション後、１ｍｌの希釈－洗浄
バッファーを添加し、磁気分離を行って、過剰な染色抗体を除去した。磁気的に収集され
た細胞を５００μｌの希釈－洗浄バッファーに再懸濁させた。核酸ダイ（１０μｌ）およ
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び５μｌの３ｍＭサイズの蛍光ビーズ（５０００）をこの試料に添加した。次いで、ＦＬ
１を感度限界として用いてＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒフローサイトメータ（ベクトン・ディ
ッキンソン(Becton Dickinson)社）で、該試料を分析した。フローサイトメータで獲得さ
れた蛍光ビーズの画分を用いて、フローサイトメトリーによって分析された試料の量を決
定し、その結果、スパイクド腫瘍細胞の回収率の計算を容易にする。
【００５８】
【表１】

【００５９】
　顕微鏡で見ると、ＭＥＳの不存在下で、最終試料は遊離磁性流体凝集体および腫瘍細胞
上の磁性流体凝集体が示された。ＭＥＳ濃度を増加すると、磁性流体凝集体が減少し、高
濃度のＭＥＳでは、凝集体は観察されなかった。次いで、これらの視覚結果をフローサイ
トメトリーによって測定された腫瘍細胞回収率と比較した。ＭＥＳの添加はＳＫＢＲ３細
胞（高抗原密度）の回収率にあまり効果がなかったが、顕微鏡観察は、それが溶液中およ
び細胞表面上の磁性流体凝集を減少させていることを明らかにした。対照的に、ＭＥＳは
ＰＣ３細胞（低抗原密度）の回収率には著しい効果があった。ＭＥＳの濃度が約０から１
００ｍＭに増加すると、回収率は４７％から１７％に減少した。増加する濃度のＭＥＳの
存在下、ＰＣ３細胞の回収率におけるこの減少は、磁性流体凝集の阻害によるものであり
、細胞へのＭＥＳのいずれの副作用によるものではない。なぜならば、ＭＥＳは溶血試料
から得られた同一のスパイクドＰＣ３細胞の回収率を減少させないからである。溶血は、
赤血球を塩化アンモニウムで溶菌し、次いで、洗浄ステップで血漿および塩化アンモニウ
ムを除去することによって得る。溶血試料は白血球（白色細胞(white cells)）のみを含
有し、一方、全血は赤血球および血漿も含有する。溶血では磁性流体凝集は観察されない
。しかも、ＭＥＳは細胞モルホロジーにもあまり影響しない。これらのデータは、低抗原
密度細胞は高抗原密度細胞よりも低い効率で単離され、磁性流体凝集の阻害は低抗原密度
細胞の単離に劇的に影響することを示す。洗浄された血液（血漿を除去した血液細胞）を
用いたときも、磁性流体凝集は観察されなかった。したがって、洗浄された血液試料を凝
集なしの対照として用いた。全血と丁度同じように、ＳＫＢＲ３細胞の回収率は洗浄され
た血液で減少しなかった。一方、ＰＣ３細胞の回収率は、洗浄された血液を用いたとき、
著しく減少した（２ないし５倍）。このデータは、磁性流体凝集はＳＫＢＲ３細胞の回収
率には全く効果がないが、ＰＣ３細胞の回収率には大きな効果を有することを示している
。
【００６０】
　要約すれば、様々なレベルの多くの患者の血液中に存在する血漿成分（ＩｇＭ）での腫
瘍特異的磁性流体の凝集は低抗原密度細胞の回収率に著しい効果を有する。そのような細
胞の回収率は磁性流体凝集の程度に影響され、凝集の増加に伴なって増大する。磁性流体
凝集は、当該細胞の磁気負荷を増加させることによって低抗原密度細胞の回収率を増大す
る。磁性流体凝集は凝集させる因子、すなわち、凝集剤の濃度に依存して、一の血液ドナ
ーと他のドナーとで変動し得る。結果として、腫瘍細胞の回収率は、同数の循環腫瘍細胞
を保持していても、人と人との間で変動する。同一人物からの血液中に存在する凝集剤も
時間によって変動し得、かくして、磁性流体凝集の程度および腫瘍細胞の回収率は変動す
る。この変動を防止する最善策は、天然に産生するフェロ粒子凝集因子を防止することで
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ある。しかしながら、これは腫瘍細胞単離および検出の効率の低下をもたらす。これらの
状況下で腫瘍細胞の回収率を増大させる一つの手段は、弱磁気標識細胞を効率的に引っ張
って、それらの回収率を増大させ得るより高い磁気勾配で、磁気装置を改良することであ
ろう。腫瘍細胞の回収率を増大する別の策は外部試薬で天然フェロ粒子凝集を真似ること
である。この試薬は、磁性流体を認識し得る特異的多価試薬であって、血液および磁性流
体に添加し得る。該特異的試薬はＩｇＭと同様であるが制御された反応下で、磁性流体を
凝集させる。制御された凝集には２つの利点がある：（１）回収された腫瘍細胞のパーセ
ンテージが増加し、（２）回収された腫瘍細胞のパーセンテージは、試料が同数の腫瘍細
胞を有するとき、患者間で変動しない。
【００６１】
　　　　　　　　　　　　　　　実施例　ＩＩ
制御された凝集のためのデスチオビオチン／ＥｐＣＡＭ ＭＡｂの調製
　ベース磁性流体を米国特許第５,６９８,２７１号に記載されたように生成する。上皮細
胞接着分子（ＥｐＣＡＭ）に対するモノクローナル抗体を、米国特許出願第０９／２４８
,３８８号で用いたように、標準カップリング化学によってベース物質にコンジュゲート
させた。次いで、ＥｐＣＡＭ ＭＡｂ磁性流体を２０ｍＭ ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５に再懸
濁させて、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド－ＤＬ－デスチオビオチン（ＮＨＳ－デスチオ
ビオチン）（シグマ(Sigma)社、カタログ番号Ｈ－２１３４）を用いてデスチオビオチン
にコンジュゲートした。ＮＨＳ－デスチオビオチンの母液をＤＭＳＯ中１ｍｇ／ｍｌにて
作製する。ＮＨＳ－デスチオビオチン（１９μｇ）を１ｍｇのＥｐＣＡＭ ＭＡｂ磁性流
体に添加し、室温にて２時間インキュベートした。高勾配磁石を用いて、１ｍｇ／ｍｌ 
ＢＳＡ、０．０５％ ＰｒｏＣｌｉｎ ３００を含有する２０ｍＭ ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．
５で３回洗浄することによって、未反応ＮＨＳ－デスチオビオチンを除去する。最終洗浄
後、デスチオビオチン／ＥｐＣＡＭ ＭＡｂ磁性流体をイムニコン磁性流体保存バッファ
ーに再懸濁させ、０．２μｍシリンジフィルターを通して濾過した。
【００６２】
　　　　　　　　　　　　　　　実施例　ＩＩＩ
デスチオビオチン／ＥｐＣＡＭ磁性流体とストレプトアビジンとの凝集によるスパイクド
血液からの低抗原密度ＰＣ３腫瘍細胞の回収率の増大化
　この実施例において、低ＥｐＣＡＭ抗原密度を有する前立腺ガン細胞（ＰＣ３）を正常
血にスパイクし、そのスパイクド細胞の回収率を評価するモデル系として用いた。５０μ
ｌのバッファー（１％ＢＳＡおよび５０ｍＭ ＥＤＴＡ入りの等張７ｍＭ リン酸塩、ｐＨ
７．４）中の既知数のＰＣ３細胞（～５０００）を１２×７５ｍｍポリスチレンチューブ
中の血漿なし１ｍｌの正常血にスパイクした。血漿なし血液をこれらの実験に用いて、標
的細胞の選択における血漿成分のいずれの妨害をも防止し、血液の遠心によってそれを調
製した。５００μｌのイムニコン希釈洗浄バッファーおよび１５μｌのストレプトアビジ
ンをＰＢＳ中で異なる濃度にて、該血液試料のアリコートに添加した。該試料を混合した
後、実施例１からのデスチオビオチン／ＥｐＣＡＭ ＭＡｂ磁性流体（２５μｌ）を該試
料に添加し、よく混合し、室温にて１５分間インキュベートした。磁性流体の最終濃度は
５μｇ／ｍｌであった。インキュベーション後、該血液試料を含有するチューブを１０分
間四極子磁気セパレータに入れ、磁気標識細胞を収集した。未収集試料を吸引し、該チュ
ーブを該磁気セパレータから取り出した。磁気的に収集された細胞を７５０μｌの希釈－
洗浄バッファーに再懸濁させて、磁気セパレータ中で５分間再分離した。未収集試料を再
び廃棄し、該チューブを該磁気セパレータから取り出した後、当該収集した細胞を１５０
μｌの希釈－洗浄バッファーに再懸濁させた。
【００６３】
　次いで、該試料を抗体で染色して、以下のようにしてフローサイトメトリーによって腫
瘍細胞の回収率を決定した。腫瘍細胞（Ｎｅｕ２４．７）に特異的な５μｌのフィコエリ
スリン（ＰＥ）－コンジュゲーティドＭＡｂおよび５μｌのペリジニンクロロフィルタン
パク質（ＰｅｒＣＰ）－コンジュゲーティドＣＤ４５ ＭＡｂを該試料に添加し、１５分
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間インキュベートした。インキュベーション後、１ｍｌの希釈－洗浄バッファーを添加し
、磁気分離を５分間行って、過剰な染色抗体を除去した。磁気的に収集された細胞を５０
０μｌの希釈－洗浄バッファーに再懸濁させた。核酸ダイ（１０μｌ）および５ｍｌの３
μＭ蛍光ビーズ（５０００）をこの試料に添加した。次いで、ＦＬ１を感度限界として用
いてＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒフローサイトメータ（ベクトン・ディッキンソン(Becton Di
ckinson)社）で、該試料を分析した。フローサイトメータで獲得された蛍光ビーズの画分
を用いて、フローサイトメトリーによって分析された試料の量を決定し、次いで、それを
用いて、スパイクド腫瘍細胞の回収率を計算した。腫瘍細胞のパーセント回収率を以下の
表に示す。
【００６４】
【表２】

【００６５】
　フローサイトメトリー分析後に残った試料を２つの部分に分割した。ＰＢＳ中の母液か
らのビオチンを該試料の１の部分に添加して最終濃度２ｍＭにし、室温にて１５分間イン
キュベートしてストレプトアビジン－介在磁性流体凝集体を解凝集した。これらの試料（
５μｌ）を顕微鏡スライドスライド上にスポットし、デジタルカメラが取り付けられた顕
微鏡を用いて、該回収された細胞の写真を撮影した。データは、凝集剤（ストレプトアビ
ジン）の濃度が増加すれば、腫瘍細胞（ＰＣ３）の回収率が著しく増大し、２μｇ／ｌ濃
度のストレプトアビジンにて最大に達することを示唆する。これらの結果は、顕微鏡で観
察された溶液中の遊離磁性流体凝集体および細胞上の磁性流体凝集体に相関した。０μｇ
／ｌのストレプトアビジンにて磁性流体凝集体はなく、ストレプトアビジンの濃度が増大
すると磁性流体凝集体が増加した。ストレプトアビジンは、異なる磁性流体粒子上のデス
チオビオチンにストレプトアビジンが多価結合することによって、磁性流体の凝集を引き
起こす。これらの磁性流体凝集体の全ては、過剰なビオチンの添加によって、可逆的に解
凝集された。過剰ビオチンによる磁性流体のこの解凝集の原理は、ストレプトアビジンに
対して、ビオチンがデスチオビオチンよりも高いアフィニティーを有しているので、スト
レプトアビジンからデスチオビオチンへの置換によるものである。
【００６６】
　　　　　　　　　　　　　　　実施例　ＩＶ
デスチオビオチン／ＥｐＣＡＭ ＭＡｂ磁性流体の凝集の有無での血液からのスパイクド
低および高密度のＥｐＣＡＭ抗原密度細胞の回収
　乳ガン細胞（ＳＫＢＲ３）はＰＣ３細胞と比較して約７倍高いＥｐＣＡＭ抗原密度を有
し、この実施例の高抗原密度腫瘍細胞のモデルとして選ばれた。細胞バッファー中の既知
数のＳＫＢＲ３またはＰＣ３細胞を別々に１２×７５ｍｍチューブ中、１ｍｌの血漿なし
血液中にスパイクした。磁性流体希釈－洗浄バッファー（５００μｌ）およびストレプト
アビジンを含有する１５μｌのＰＢＳを該試料に添加した。該試料を混合した後、２５μ
ｌのデスチオビオチン／ＥｐＣＡＭ ＭＡｂ磁性流体を添加し、当該血液試料をよく混合
し、１５分間インキュベートした。インキュベーション後、該チューブを１０分間四極子
磁気セパレータにいれて、標識された細胞を磁気的に収集した。磁気的に分離された細胞
は、実施例ＩＩに記載されたように、腫瘍細胞の回収率につきフルオロメトリーによって
、細胞の観察につき顕微鏡によって分析した。
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【００６７】
【表３】

【００６８】
　上記データは、磁性流体凝集剤ストレプトアビジンを血液試料に添加しなかった場合、
低および高抗原密度細胞の間で腫瘍細胞回収率における有意差を明らかにした。顕微鏡観
察でも、ストレプトアビジンなしでは溶液中または細胞上に磁性流体凝集体はなかった。
血液試料にストレプトアビジンを添加すると、溶液中および細胞上の磁性流体凝集体の増
加に比例して、低抗原密度ＰＣ３細胞の回収率が増大した。一方、血液試料中に存在する
ストレプトアビジンの有無で、高抗原密度ＳＫＢＲ３細胞の回収率にはほんの少しの差異
しかなかった。ＳＫＢＲ３細胞上には十分な磁性流体粒子があり、磁性流体凝集がなくて
も、それらを効率的に収集し、それらの全てを回収した。溶液中および細胞上の磁性流体
凝集体は当該試料への過剰なビオチンの添加によって完全に解凝集された。低抗原密度細
胞の場合、細胞上に十分な磁性流体粒子がなく、磁気方法によって効率的に収集されなか
った。ストレプトアビジンによる磁性流体凝集はこれらの細胞上の粒子数を増加させて、
収集を容易にし、効率的により高い回収率を得た。磁性流体の凝集は、低抗原密度細胞の
回収率を高抗原密度細胞で得られるものの近くまで増大したことも特記に値する。言い換
えれば、可逆的磁性流体凝集剤の血液試料への添加により、低および高抗原密度腫瘍細胞
の回収率に有意差はなかった。
【００６９】
　　　　　　　　　　　　　　　　実施例　Ｖ
内因性凝集因子による磁性流体の凝集の阻害および外因性凝集因子による制御された磁性
流体凝集の生成
　この実施例において、全ての内因性磁性流体凝集因子の阻害および外因性凝集因子の添
加による制御された磁性流体凝集の生成の方法を提供する。試料中に存在する内因性磁性
流体凝集は、様々なインヒビターを試料に添加することによって阻害し得る。これらのイ
ンヒビターは異なる内因性凝集因子に作用し、それらが、架橋するかまたは磁性流体に結
合するかのいずれかにより凝集を引き起こすことを防止する。阻害は、試料間の磁性流体
凝集におけるいずれの変化をも除外する。内因性凝集因子は、様々な濃度にて、様々な試
料中に存在するからである。一旦、内因性因子－磁性流体凝集が防止されれば、標的の回
収を効率的に促進し得る外因性凝集因子の添加によって、磁性流体凝集を促進し得る。外
因性凝集は全ての試料で一貫して制御し得、それは容易に反転し得る。
【００７０】
　磁性流体を血液試料に添加する前に、インヒビターを含有するバッファーと共に血液試
料を予備インキュベートして、内因性磁性流体凝集因子を阻害する。抗体連結磁性流体は
、抗体に加えてウシ血清アルブミンおよびストレプトアビジンを磁性流体粒子の表面に含
有する。したがって、可能性のある磁性流体凝集因子は、（結晶表面に特異的な）ＩｇＭ
、ヒト－抗－マウス抗体（ＨＡＭＡ）、ヒト－抗－ウシ血清アルブミン抗体（ＨＡＢＡＡ
）、ヒト－抗－ストレプトアビジン等であり得る。上記凝集因子のいずれかが血漿中に存
在すれば、それらは磁性流体を認識し、それに結合し、磁性流体を凝集させる。ある患者
の血漿試料がＨＡＭＡおよびＨＡＢＡＡをその中に有することはすでに知られている。明
らかに、磁性流体を製造するのに用いられるいずれの他の成分も凝集の標的であり得、相
応に取り扱われる必要がある。
【００７１】
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　該インヒビターのうちの一つは１００ｍＭにてのスルホン酸メルカプトエタンのごとき
還元剤であり得、それは、細胞を標識するのに用いられるリガンドに影響することなく、
ＩｇＭ－誘発凝集を無能化する。該還元剤は単一の試薬として血液中に添加し得、または
、血液収集管に入れ得るであろう。２つめのインヒビターはウシ血清アルブミンであり得
、それは１０ｍｇ／ｍｌにてバッファーに含ませ得、いずれのＨＡＢＡＡをも中和する。
３つめのインヒビターは非特異的マウス抗体、特に、当該磁性流体上の抗体に適合する適
当なアイソタイプであり得る。これは０．５～５ｍｇ／ｍｌの濃度にてバッファーに含ま
せて、最も過酷なＨＡＭＡでさえ中和する。４つめのインヒビターはストレプトアビジン
であり得、バッファーに含ませて、必要であれば、血漿中に存在するいずれの抗－ストレ
プトアビジン抗体を中和する。しかしながら、今日まで、血漿中の抗－ストレプトアビジ
ン抗体の存在に関しては何ら情報がない。
【００７２】
　上記バッファーおよび還元剤での血液の予備処理は全ての内因性凝集因子を中和するの
に１５～３０分間であり得る。全ての内因性凝集因子を中和した後、外因性磁性流体凝集
因子を試料に添加し、引き続き、磁性流体を添加する。該磁性流体は標的に特異的な抗体
ならびに当該外因性凝集因子に特異的な別のリガンドに連結される。磁性流体での標的細
胞の最適な標識および外因性凝集因子で誘発された磁性流体の凝集の後、該試料を磁気分
離に付して、標的を富化する。全ての非標的を除去した後、磁気標識標的および遊離磁性
流体を少量のバッファーに再懸濁させる。細胞のごとき磁気標識された標的は透過可能に
されて、細胞内部抗原を染色する。次いで、フローサイトメトリーまたは蛍光法または明
視野顕微鏡観察を含む所望される分析法に依存して、様々な染色試薬と共に該試料をイン
キュベートする。最適インキュベーション時間後、過剰な染色試薬を磁気分離に用いる洗
浄ステップによって除去する。次いで、磁気標識細胞を少量のバッファーに再懸濁させる
。最終試料は遊離磁性流体凝集体および標的細胞上に凝集体を含有する。該最終試料をさ
らなる処理せずにフローサイトメトリー分析に用い得る。なぜならば、細胞表面上の磁性
流体凝集は前記分析を妨害しないからである。しかしながら、細胞表面上の磁性流体凝集
は顕微鏡観察分析を妨害する。そのような場合、外因性介在－磁性流体凝集を反転すべき
である。これは、外因性凝集因子に結合する解凝集因子を含有するバッファーに、該最終
試料を再懸濁させることによって達成される。該解凝集因子は全ての磁性流体凝集体を解
凝集させて、細胞を観察し、分析するのを容易にする。これらの方法は効率的な標的回収
およびモルホロジー研究のための視覚化を許容する。
【００７３】
　いくつかの特許および係属中の米国特許出願は本明細書に言及される。これらの特許お
よび特許出願の各々の全開示は出典明示して、本明細書の一部とみなされる。
【００７４】
　本発明の特定の好ましい具体例が記載され、上で詳しく説明されてきたが、本明細書を
それらのような具体例に限定する意図はない。特許請求の範囲に記載されたように、本発
明の範疇および精神から逸脱することなく、それらに様々な修飾を行うことができる。
【図面の簡単な説明】
【００７５】
【図１Ａ－Ｈ】高レベルの内因性凝集因子を持つ血液ドナー採取された試料を低レベルの
内因性凝集因子を持つものと比較して顕微鏡観察されたものを描写する一連のマイクログ
ラフ。
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摘要(译)

要解决的问题：为了促进通过使用胶体磁性颗粒从生物样品中分离目标
生物部分的方法分离的生物部分的可视化。解决方案：控制磁性纳米颗
粒在分离的目标生物部分表面上的絮凝。Ž

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/ec24f822-caa3-4236-a7bc-9784dfef575d
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/040776050/publication/JP5080434B2?q=JP5080434B2

