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(57)【要約】
　本発明は一般的な構成の装置を用いて、同一の細胞が
有する多種類の抗原を対象として、染色性に優れた多重
蛍光免疫染色を行うことのできる方法を提供することを
課題とする。本発明に係る蛍光免疫染色工程は、細胞が
有する少なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応した蛍
光標識抗体を抗原抗体反応により結合させる処理を含む
、最初の蛍光免疫染色工程を行った後、下記（１）およ
び（２）を含む工程のセットを少なくとも１回行うこと
を特徴とする、蛍光免疫染色方法：（１）抗原抗体反応
により結合している抗原と蛍光標識抗体とを解離させる
処理を含む、抗原抗体解離工程；（２）細胞が有する少
なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応した少なくとも
１種の蛍光標識抗体を、抗原抗体反応により結合させる
処理を含む、蛍光免疫染色工程である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞が有する少なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応した蛍光標識抗体を抗原抗体反
応により結合させる処理を含む、最初の蛍光免疫染色工程を行った後、下記（１）および
（２）を含む工程のセットを少なくとも１回行うことを特徴とする、蛍光免疫染色方法：
（１）抗原抗体反応により結合している抗原と蛍光標識抗体とを解離させる処理を含む、
抗原抗体解離工程；
（２）細胞が有する少なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応した少なくとも１種の蛍光
標識抗体を、抗原抗体反応により結合させる処理を含む、蛍光免疫染色工程。
【請求項２】
　前記抗原抗体解離工程における処理を、ｐＨが１．０～６．０の酸を用いて行う、請求
項１に記載の蛍光免疫染色方法。
【請求項３】
　前記細胞が最初の抗原抗体解離工程の前に固定化処理されている、請求項１または２に
記載の蛍光免疫染色方法。
【請求項４】
　前記細胞が、細胞観察用基板上に、細胞表面の抗原と細胞観察用基板に固定されている
抗体との間の抗原抗体反応による結合以外の手段で固相化されている、請求項１～３のい
ずれか一項に記載の蛍光免疫染色方法。
【請求項５】
　前記最初の蛍光免疫染色工程および２回目以降の蛍光免疫染色工程において、少なくと
も１種の抗原を同一の種類のものとする、請求項１～４のいずれか一項に記載の蛍光免疫
染色方法。
【請求項６】
　前記細胞が検体に含まれる細胞または培養された細胞である、請求項１～５の何れか一
項に記載の蛍光免疫染色方法。
【請求項７】
　請求項１～６のいずれか一項に記載の蛍光免疫染色方法を利用した細胞観察システムで
あって、
　細胞が有する少なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応した蛍光標識抗体を抗原抗体反
応により結合させる処理のために、当該蛍光標識抗体溶液を送液し、最初の蛍光免疫染色
工程を行った後、下記（１）および（２）を含む工程のセットを少なくとも１回行うため
の手段を備えることを特徴とする、細胞観察システム：
（１）抗原抗体反応により結合している抗原と蛍光標識抗体とを解離させる処理のために
解離液を送液する、抗原抗体解離工程；
（２）細胞が有する少なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応した少なくとも１種の蛍光
標識抗体を、抗原抗体反応により結合させる処理のために、当該蛍光標識抗体溶液を送液
する、蛍光免疫染色工程。
【請求項８】
　さらに、蛍光免疫染色された細胞から発せられる蛍光の強度を測定する手段およびその
測定結果を統合する手段、蛍光免疫染色された細胞の蛍光画像を撮影する手段およびその
撮影画像を統合する手段、またはこれらの両方を備えた、請求項７に記載の細胞観察シス
テム。
【請求項９】
　請求項１～６のいずれか一項に記載の蛍光免疫染色方法に利用するためのキットであっ
て、
　細胞が有する少なくとも１種の抗原に対応した蛍光標識抗体を調製するための試薬、お
よび抗原抗体反応により結合している抗原と蛍光標識抗体とを解離させる処理のための試
薬を含む、蛍光免疫染色キット。
【請求項１０】
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　請求項７または８に記載の細胞観察システムに利用するためのキットであって、
　請求項９に記載の蛍光免疫染色キットの構成品と、細胞回収デバイスおよび／または試
薬収容器を含む、細胞観察キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞が有する複数の抗原を対象として蛍光免疫染色する多重蛍光免疫染色方
法、ならびに当該方法を実施するためのシステムおよびキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　血液循環癌細胞（ＣＴＣｓ：Circulating Tumor Cells）は、乳癌、肺癌、前立腺癌、
膵臓癌などの患者の血中に見出される細胞であり、その数は癌の転移性を反映しているな
ど、臨床上の重要な情報になることで注目されている。しかしながら、血液中のＣＴＣの
密度は極めて低く（少ない場合、全血１０ｍＬあたり１～１０個程度）、その検出および
計数は容易ではない。また、ＣＴＣが発現しているバイオマーカーのプロファイリングは
、その原発性がんのバイオマーカーのプロファイリングとの比較を通じて転移のメカニズ
ムを解明したり、有用な抗がん剤（分子標的薬）を判定したり、ＣＴＣの亜集団（上皮細
胞、間葉系細胞、幹細胞などの特性を有するＣＴＣ）を特定したりなど、様々な観点から
ＣＴＣの研究を進めるためにも重要である。
【０００３】
　上記のような目的でＣＴＣの検出、計数やバイオマーカーのプロファイリングをする際
には、バイオマーカーとなる複数の種類の抗原分子に蛍光標識抗体を結合させる、多重蛍
光免疫染色が一般的に行われている。たとえば非特許文献１には、ＣＴＣのバイオマーカ
ーであるサイトケラチンおよび白血球のバイオマーカーである（ＣＴＣでは陰性になる）
ＣＤ４５それぞれに対応する蛍光標識抗体を用いて免疫染色すると同時に、細胞の位置を
特定するために核染色をする（ＤＮＡにインターカレートする蛍光色素分子を用いている
ため免疫染色ではない）ことにより、血液中からＣＴＣを検出する方法が記載されている
。この文献に記載されている方法では、蛍光免疫染色に用いるのは２色だけであるが、３
～４色用いる場合もある。
【０００４】
　さらに、非特許文献２には、最初に、核染色と共に、３種類の抗原を標的とした３色の
蛍光標識抗体を用いて同時に蛍光免疫染色し、そのうち核染色と蛍光免疫染色のうちの１
色（ＣＤ４５を標的とする蛍光標識抗体）を細胞の性質を認識するために維持しつつ、蛍
光免疫染色のうちの２色を光褪色させ、その２色と同じ蛍光色素を用いつつ別の２種類の
抗原を標的とした蛍光標識抗体を用いて蛍光免疫染色するという操作を３回繰り返すこと
により、合計３色（核染色も含めれば４色）で、９種類の分子（核染色も含めれば１０種
類）を標的とした多重蛍光免疫染色を実現する方法が記載されている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】D.Marrinucci et al., Arch Pathol Lab Med, 133 (2009) 1468-1471
【非特許文献２】M.Zhao et al. Methods (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.ymeth.
2013.08.006
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　検体由来のがん細胞は均質ではなく（ヘテロ性が高く）、各々の細胞で分子発現のパタ
ーンが異なっている。そのため、回収した細胞をいくつかのグループに分割して、それぞ
れのグループで異なる分子発現を解析し、その結果を統合するというやり方は適切ではな
く、同一の細胞上で複数の分子発現を解析し、その性質を確認することが重要である。特
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にＣＴＣのような稀少細胞は、分子発現を解析するために多くの細胞を確保することがで
きない場合もあるため、細胞が少なくても確実に分子発現を解析できる手法が求められる
。
【０００７】
　従来のように、同一の細胞に複数の種類の蛍光標識抗体を結合させる蛍光多重免疫染色
をしようとすると、複数の蛍光のそれぞれの波長に適した励起光光源やフィルターが必要
になるため、蛍光を観察するための装置の構成が複雑化し、大型で高価な装置を作製しな
ければならなくなる。同時に利用できるフィルターは８種類程度という限界もある。
【０００８】
　一方で、非特許文献２に記載された方法では、光褪色により蛍光をリセットしているも
のの、蛍光標識抗体は抗原に結合したままであり、免疫染色自体がリセットされているわ
けではない。そのため、別分子の免疫染色判定（＋／－）の信頼性を得るためのコントロ
ールとして同一分子を免疫染色したい場合であっても、すでに抗体が反応しているため行
うことができない（一度光褪色させると、再び蛍光を発するようにはできない）。しかも
、先に免疫染色した抗体により立体障害が起こり、その抗原分子の近傍に発現した別の抗
原分子の免疫染色が阻害される可能性もある。また、光褪色させるために照射する励起波
長領域がリセットしたくない蛍光（たとえば核染色）の励起波長領域と重なり、徐々に褪
色させてしまう可能性がある。
【０００９】
　本発明は、上述したような課題を解決するために、一般的な構成の装置を用いて、同一
の細胞が有する多種類の抗原を対象として、染色性に優れた多重蛍光免疫染色を行うこと
のできる方法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは、蛍光標識抗体が抗原に結合している蛍光免疫染色された細胞を酸などで
処理することにより、蛍光標識抗体を解離させることができ、続いて別の抗原を対象とす
る蛍光標識抗体の溶液で処理することにより、その蛍光標識抗体で細胞を蛍光免疫染色で
きること、そしてこれらの解離および結合を複数回繰り返すことができることを見出し、
本発明を完成させるに至った。
【００１１】
　酸等が抗原抗体反応の結合を解離させる作用を有すること自体は知られており、例えば
、抗原抗体反応をはじめとする分子間相互作用を測定するための分析システム（Ｂｉａｃ
ｏｒｅ、ＱＣＭなど）において、分析基板の表面に固定化された抗体で捕捉した抗原を解
離させる再生液として用いられている。しかしながら、そのような酸等を、分析の目的も
システムも異なる、ＣＴＣのような稀少細胞の免疫染色における蛍光標識抗体の解離剤と
して用いることができること、特に、この解離剤で繰り返し処理しても、細胞に大きなダ
メージを与えず、新たに別の抗原を対象とした免疫染色処理を繰り返し行え、新たな形態
の多重蛍光免疫染色が可能になることは、これまで知られておらず、当業者にとって意外
なことである。というのも、細胞のような外部刺激に対して弱い物質に対しては測定を正
確に行うためにも極力ダメージを生じないように実験を行うのが通常だからである。その
ため本発明のようにダメージを受けやすい物質である細胞に、解離剤を用いることは当業
者であれば通常考えないことである。
【００１２】
　すなわち、本発明は一つの側面において、前述した課題を解決した蛍光免疫染色方法を
提供し、さらなる側面において、その蛍光免疫染色方法を利用した細胞観察システムを提
供する。また、本発明は異なる側面において、それらの蛍光免疫染色方法および細胞観察
システムのそれぞれに利用するためのキットを提供する。このような本発明は、以下の各
発明を包含する。
【００１３】
　［１］　細胞が有する少なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応した蛍光標識抗体を抗
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原抗体反応により結合させる処理を含む、最初の蛍光免疫染色工程を行った後、下記（１
）および（２）を含む工程のセットを少なくとも１回行うことを特徴とする、蛍光免疫染
色方法：
（１）抗原抗体反応により結合している抗原と蛍光標識抗体とを解離させる処理を含む、
抗原抗体解離工程；
（２）細胞が有する少なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応した少なくとも１種の蛍光
標識抗体を、抗原抗体反応により結合させる処理を含む、蛍光免疫染色工程。
【００１４】
　［２］　前記抗原抗体解離工程における処理を、ｐＨが１．０～６．０の酸を用いて行
う、［１］に記載の蛍光免疫染色方法。
　［３］　前記細胞が最初の抗原抗体解離工程の前に固定化処理されている、［１］また
は［２］に記載の蛍光免疫染色方法。
【００１５】
　［４］　前記細胞が、細胞観察用基板上に、細胞表面の抗原と細胞観察用基板に固定さ
れている抗体との間の抗原抗体反応による結合以外の手段で固相化されている、［１］～
［３］のいずれか一項に記載の蛍光免疫染色方法。
【００１６】
　［５］　前記最初の蛍光免疫染色工程および２回目以降の蛍光免疫染色工程において、
少なくとも１種の抗原を同一の種類のものとする、［１］～［４］のいずれか一項に記載
の蛍光免疫染色方法。
【００１７】
　［６］　前記細胞が検体に含まれる細胞または培養された細胞である、［１］～［５］
の何れか一項に記載の蛍光免疫染色方法。
　［７］　［１］～［６］のいずれか一項に記載の蛍光免疫染色方法を利用した細胞観察
システムであって、
　細胞が有する少なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応した蛍光標識抗体を抗原抗体反
応により結合させる処理のために、当該蛍光標識抗体溶液を送液し、最初の蛍光免疫染色
工程を行った後、下記（１）および（２）を含む工程のセットを少なくとも１回行うため
の手段を備えることを特徴とする、細胞観察システム：
（１）抗原抗体反応により結合している抗原と蛍光標識抗体とを解離させる処理のために
解離液を送液する、抗原抗体解離工程；
（２）細胞が有する少なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応した少なくとも１種の蛍光
標識抗体を、抗原抗体反応により結合させる処理のために、当該蛍光標識抗体溶液を送液
する、蛍光免疫染色工程。
【００１８】
　［８］　さらに、蛍光免疫染色された細胞から発せられる蛍光の強度を測定する手段お
よびその測定結果を統合する手段、蛍光免疫染色された細胞の蛍光画像を撮影する手段お
よびその撮影画像を統合する手段、またはこれらの両方を備えた、［７］に記載の細胞観
察システム。
【００１９】
　［９］　［１］～［６］のいずれか一項に記載の蛍光免疫染色方法に利用するためのキ
ットであって、
　細胞が有する少なくとも１種の抗原に対応した蛍光標識抗体を調製するための試薬、お
よび抗原抗体反応により結合している抗原と蛍光標識抗体とを解離させる処理のための試
薬を含む、蛍光免疫染色キット。
【００２０】
　［１０］　［７］または［８］に記載の細胞観察システムに利用するためのキットであ
って、
　［９］に記載の蛍光免疫染色キットの構成品と、細胞回収デバイスおよび／または試薬
収容器を含む、細胞観察キット。
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【発明の効果】
【００２１】
　本発明の蛍光免疫染色方法を用いれば、多数の光源等を有する必要性がなくなるため大
型で高価な装置を用いることなく、かつ同一の細胞に発現している多種類の分子を蛍光免
疫染色により検出し、それらの分析を行うことができる。また、本発明の蛍光免疫染色方
法は、細胞観察システムにおいて自動化された操作により利用することも可能である。さ
らに本発明の蛍光免疫染色方法は、稀少細胞の検出やその発現プロファイリングなどを目
的とした分析のみならず、多重蛍光免疫染色が必要とされている様々な用途に適用するこ
とが可能である。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】図１は、本発明の蛍光免疫染色方法の実施形態の一例を表す、フローチャートお
よびそのときの免疫染色の状態の模式図である。
【図２】図２［Ａ］は、本発明の細胞観察システムの実施形態の一例を表す模式図（側面
図）である。図２［Ｂ］は、当該システムに用いられる細胞回収デバイスの実施形態の一
例を示す模式図（上面図）である。
【図３】図３は、本発明の細胞観察システムを用いた細胞観察方法の実施形態の一例を表
す、工程のフローチャートである。
【図４】図４は、実施例において染色された細胞を蛍光顕微鏡で観察した際の撮影画像で
ある。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　－蛍光免疫染色方法－
　図１に、本発明の蛍光免疫染色方法の実施形態の一例を表す、工程のフローチャートお
よび各工程における免疫染色の状態の模式図を示す。
【００２４】
　本発明の蛍光免疫染色方法は、細胞が有する少なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応
した蛍光標識抗体を抗原抗体反応により結合させる処理を含む、最初の染色工程を行った
後、下記（１）および（２）を含む工程のセットを少なくとも１回行う：
（１）抗原抗体反応により結合している抗原と蛍光標識抗体とを解離させる処理を含む、
解離工程；
（２）細胞が有する少なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応した蛍光標識抗体を抗原抗
体反応により結合させる処理を含む、染色工程。
【００２５】
　解離工程（１）および染色工程（２）を含む工程のセットを行う回数は特に限定される
ものではなく、解離剤の効果を考慮しながら調節することできる。このセットの回数は、
１回だけであってもよいし（染色工程の回数としては最初のものも含めて合計２回）、２
回（同じく３回）～５回（同じく６回）、またはそれより多い回数であってもよい。
　なお、（１）の解離工程および（２）の染色工程を含む工程のセットには、さらに、洗
浄工程、観察工程など他の工程が含まれていてもよい。
【００２６】
　（染色工程）
　染色工程では、細胞と蛍光標識抗体溶液とを接触させることにより、細胞が有する抗原
にその蛍光標識抗体を結合させるようにする。細胞が有する抗原は、細胞表面に存在する
ものであってもよいし、細胞内部（原形質）に存在するものであってもよい。ただし、細
胞内部の抗原を免疫染色の対象とする場合は、必要に応じて、細胞に対してあらかじめ浸
透化処理をしておくようにする。
【００２７】
　また、染色工程では、細胞が有する抗原以外の物質（例えば核）に、抗原抗体反応以外
の様式で蛍光物質（例えば核染色剤）を結合させる処理をあわせて行ってもよい。
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　細胞表面上の複数の種類の抗原に結合させるための蛍光標識抗体（さらに任意で核染色
剤等）は、任意の順序で、１種類ずつ順番に細胞と接触させるようにしてもよいし、２種
類以上またはすべてを同時に細胞と接触させるようにしてもよい。
【００２８】
　複数回の染色工程で用いられる複数の蛍光標識抗体（換言すれば対象とする抗原）は、
全てが相違していてもよいし、一部が同一であってもよい。例えば、複数回の染色工程の
それぞれで２種類の蛍光標識抗体を用いる（２種類の抗原を対象とする）場合、そのうち
の１種類は複数回の染色工程のすべてで同一にするようにし、もう１種類を複数回の染色
工程のそれぞれで相違させるようにしてもよい。このように複数回の染色を同一の抗体で
同一の分子について実施できると、複数回の染色工程で相違させた抗体の免疫染色判定（
＋／－）の信頼性を得るためのコントロールをとることができる。
【００２９】
　染色工程の時間、すなわち細胞と蛍光標識抗体溶液とを接触させる時間は、一般的な蛍
光免疫染色を行う場合に準じて、免疫染色が十分に行われるよう適宜調整することができ
るが、通常は５分～半日程度とすればよい。
【００３０】
　染色工程の温度、すなわち反応温度は、一般的な蛍光免疫染色を行う場合に準じて、免
疫染色が十分に行われるよう適宜調整することができるが、通常は４～３７℃程度とすれ
ばよい。
【００３１】
　染色工程を行った後、必要に応じて洗浄液を添加し、未反応の蛍光標識抗体を除去して
から（洗浄工程）、染色された細胞を観察し、観察像を撮影するようにする（観察工程）
。蛍光免疫染色された細胞の観察方法は、従来の一般的な観察と同様でよく、蛍光標識抗
体に用いられている蛍光物質（蛍光色素）に対応した適切な波長の励起光を照射し、適切
なフィルターを用いて不要な波長成分をカットして、目的の抗原を標識する蛍光物質から
発せられる蛍光を観測する。
【００３２】
　（解離工程）
　抗原抗体解離工程では、細胞と解離液とを接触させることより、蛍光免疫染色工程で抗
原に結合した蛍光標識抗体を解離させるようにする。この際、任意で用いてもよい、核染
色剤のように抗原抗体反応以外の様式で結合している蛍光物質は、解離剤の影響を実質的
に受けずに結合を維持したままである。抗原抗体解離工程の時間、すなわち細胞と解離液
とを接触させる時間は、用いる解離剤の種類および濃度に応じて十分に解離する効果が得
られるよう、適宜調整することができるが、例えば、ｐＨ１～６の酸を解離剤として用い
る場合は、通常は１０秒～３０分間程度とすればよい。ただし、抗原性を失う程度の過剰
な反応にならないように適宜調整するのが良い。
【００３３】
　（細胞）
　蛍光免疫染色の対象とする細胞（集団）は特に限定されるものではないが、代表例とし
ては、血液、尿、リンパ液、組織液、体腔液など、ヒトまたはその他の動物から採取され
た検体に含まれる細胞、あるいは培養された細胞（細胞株）が挙げられる。
【００３４】
　たとえば、血液中には通常、赤血球、白血球（好中球、好酸球、好塩基球、リンパ球、
単球）などの血液細胞が含まれているが、さらに循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）、循環血管内皮
細胞（ＣＥＣ）、循環血管内皮前駆細胞（ＣＥＰ）、その他の前駆細胞などの稀少細胞が
含まれている場合がある。また、培養されている細胞集団には、幹細胞、特定の分化細胞
、その他の特徴的な細胞が含まれている場合がある。本発明の蛍光免疫染色方法は、その
ような稀少細胞や特徴的な細胞を検出するために利用することができる。
【００３５】
　（抗原・抗体）
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　免疫染色の対象とする抗原は特に限定されるものではないが、ＣＴＣ等の稀少細胞やそ
の他の特徴的な細胞を検出する場合には、そのような細胞と他の細胞と区別するために利
用されているマーカー分子を免疫染色の対象に含めることが好適である。マーカー分子に
は、細胞表面に発現するタンパク質と、細胞内部（細胞質）に発現するタンパク質がある
が、本発明ではどちらを対象としてもよい。細胞表面に発現するタンパク質としては、例
えば、白血球で陽性となりＭＣＦ－７（乳癌細胞）等のＣＴＣで陰性となるＣＤ４５、白
血球で陽性となりＭＣＦ－７等の上皮細胞としての性質を有するＣＴＣで陽性となるＥｐ
ＣＡＭ（Epithelial cell adhesion molecule：上皮細胞接着分子）などが挙げられる。
細胞内部に発現するタンパク質としては、例えば、ＭＣＦ－７等のＣＴＣで陽性となり白
血球では陰性となるサイトケラチンが挙げられる。これらの例示した抗原を対象として免
疫染色を行った場合に、ＣＤ４５が陰性で、サイトケラチンが陽性の細胞が検出されれば
、その細胞はＭＣＦ－７であると判定することができる。
【００３６】
　一方、そのような抗原に対する抗体および蛍光標識抗体は公知の手法により作製するこ
とができる。例えば、市販されている各種のマーカー分子に対するモノクローナル抗体お
よび蛍光標識キットを用いて、添付されているプロトコールに従い、モノクローナル抗体
と蛍光色素のそれぞれが有する所定の官能基同士を所定の試薬の存在下に反応させて結合
させることにより、あるいはビオチン－アビジン結合を利用することにより、所望の蛍光
標識抗体を作製することができる。
【００３７】
　（蛍光物質）
　免疫染色のための蛍光物質は特に限定されるものではないが、例えば公知の様々な蛍光
色素（分子）を用いることが好適である。免疫染色のための蛍光物質同士の励起光波長お
よび蛍光波長ならびに次に述べる核染色の蛍光波長の関係性を考慮し、適切な複数枚のカ
ットフィルターを用いることでそれぞれの蛍光をうまく測定できるよう、適切な励起光波
長および蛍光波長を有する蛍光物質を選択して用いればよい。
【００３８】
　一方、免疫染色ではなく核染色のためには、二本鎖ＤＮＡにインターカレートすること
により蛍光を発する蛍光色素（分子）を用いることが好適である。そのような蛍光色素は
「核染色剤」として公知であり、例えば、細胞膜透過性があり生細胞の核染色が行えるＨ
ｏｅｃｈｓｔ系色素（Hoechst 33342, Hoechst 33258等）を用いることができる。また、
細胞膜透過性がないため生細胞の核染色は行えないが、細胞膜が変質しているため透過可
能になっている死細胞の核染色が行えるＤＡＰＩ（4',6-diamidino-2-phenylindole）を
用いることもできる。
【００３９】
　１回の免疫染色に用いる蛍光物質の種類の数は特に限定されるものではないが、２種類
または３種類程度が好ましい。本発明では、１回の免疫染色にｍ種類の蛍光物質を用いた
場合、抗原抗体反応による結合とその解離を繰り返して合計ｎ回の免疫染色を行うことで
、延べｍ×ｎ種類の抗原を対象とした免疫染色を行うことができる。細胞検出装置の光学
系機構を過度に複雑化することを避けるためにも、蛍光物質の種類数ｍはさほど大きくす
る必要はない。
【００４０】
　（解離剤）
　抗原抗体解離工程では、抗原抗体反応により結合している抗原と蛍光標識抗体とを解離
させる処理のための試薬である解離剤（その水溶液である解離液）を用いる。解離液とし
て用いる水溶液は、蛍光免疫染色方法を実施する前にあらかじめ調製しておけばよい。
【００４１】
　解離剤としては、抗原抗体反応の結合に寄与しているアフィニティ（親和力）を弱める
作用を有する物質を用いることができ、例えば、酸、アルカリ、塩、界面活性剤などが挙
げられる。このうち酸は、細胞膜や抗原に対するダメージが比較的小さいため、繰り返し
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用いられる解離剤として好ましい。酸のｐＨは、１．０～６．０が好ましい。酸は、塩酸
、硫酸、硝酸、リン酸等の無機酸であっても、カルボン酸（ギ酸、酢酸、クエン酸、シュ
ウ酸等）、スルホン酸等の有機酸であってもよく、例えば、グリシン塩酸塩（ｐＨ１．５
～３程度）のように緩衝作用を有する塩を形成していてもよい。
【００４２】
　なお、界面活性剤は細胞膜を破壊する性質を持つ（浸透化剤として利用される）ため細
胞に対するダメージが酸よりも強く、アルカリおよび塩は抗原に対するダメージが酸より
も強いが、限られた回数であれば解離剤として用いることも可能である。アルカリとして
は、例えば水酸化ナトリウム、グリシン－水酸化ナトリウム塩（ｐＨ１１程度の緩衝液）
を用いることができる。塩としては、例えば塩化ナトリウム、硫酸アンモニウムを用いる
ことができる。界面活性剤としては、例えばＳＤＳ、塩酸グアニジン、チオ硫酸カリウム
を用いることができる。
【００４３】
　（検体の前処理方法）
　ヒトまたはその他の動物から採取された検体は、そこに含まれる細胞に対する免疫染色
を行う上で必要な前処理を、あらかじめを行っておくことが適切である。検体としては、
例えば血液（末梢血）、尿、リンパ液、組織液、体腔液など、細胞を含有している可能性
のあるものを用いることができる。これらの検体に応じた前処理方法は公知であるが、以
下、代表的な検体である血液についての前処理方法について説明する。
【００４４】
　・抗凝固処理
　採取されて体外に取り出された血液（全血）は、そのまま空気に触れさせると時間の経
過と共に凝固し、そこに含まれる細胞を回収して観察することができなくなる。そのため
、採取された血液は直ちに抗凝固処理することが好ましい。
【００４５】
　全血用の抗凝固剤としては様々なものが公知であり、一般的な濃度、処理時間等の条件
に従って用いることができる。例えば、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）やクエン酸
（ナトリウム塩等の塩を含む）に代表される、キレート作用によりカルシウムイオンと結
合し、反応系から除去することによって凝固を阻止するタイプの抗凝固剤や、ヘパリンに
代表される、血漿中のアンチトロンビンIIIと複合体を形成してトロンビンの産生を抑制
することにより凝固を阻止するタイプの抗凝固剤が挙げられる。このような抗凝固剤があ
らかじめ収容された採血管を利用してもよい。
【００４６】
　・密度勾配遠心処理
　密度勾配遠心処理は、細胞を含む血液中の成分を比重に従って分画することができ、特
に血液中に多量に含まれている赤血球を除去して、ＣＴＣ等の目的細胞を含む白血球のみ
を細胞観察の対象とするために用いることができる。
【００４７】
　密度勾配遠心法に用いられる分離液は、血液中の細胞の分画に適した比重を有し、また
細胞を破壊することのない浸透圧およびｐＨを有するよう溶接できるものであればよいが
、例えば、市販されているフィコール（登録商標）、パーコール（登録商標）などのショ
糖溶液を用いることができる。この分離液の比重を、赤血球の比重よりも小さく、白血球
の比重よりも大きくなるよう調節した上で密度勾配遠心処理を行うと、血液検体を「赤血
球が多く含まれる画分」と「赤血球以外の細胞が多く含まれる画分」の少なくとも二層に
分離することができる。例えば、分離液の比重を好ましくは１．１１３以下、より好まし
くは１．０８５以下にすると、「赤血球以外の細胞が多く含まれる画分」への赤血球の混
入率を２～６％またはそれ以下に抑えることができる。「赤血球以外の細胞が多く含まれ
る画分」を用いて細胞観察を行うと、ＣＴＣ等の目的細胞が赤血球に紛れて検出し損ねる
危険性が低下し、診断の精度を高めることができるため好ましい。
【００４８】
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　（細胞の前処理方法）
　蛍光免疫染色処理に先立って、あるいはそれと同時に、細胞に対して必要に応じて、固
定化処理、浸透化処理、ブロッキング処理、その他の前処理を行ってもよい。これらの前
処理は、所期の効果が発揮される限り、任意の時点で、任意の順序で行うことができる。
例えば、密度勾配遠心処理で細胞画分を得た後、観察用基板に固相化する前に、細胞の固
定化処理をし、観察用基板に固相化した後、浸透化処理およびブロッキング処理を同時に
行う（つまり浸透化剤およびブロッキング剤の両方を含む溶液で細胞を処理する）ように
してもよい。なお、観察用基板に固相化する前に細胞を固定化する場合、固定化によって
も細胞は観察用基板に吸着する能力を失っていないので、固相化の際には細胞の吸着（細
胞と基板との物理的（分子間）相互作用）を利用することができる。また、観察用基板に
固相化した後に細胞を固定化する場合、すでに細胞が観察用基板に吸着していれば、その
後に固定化しても吸着による固相化を保持することができる。また、場合によっては、細
胞に対する前処理を、血液等の検体から細胞画分を分離する前に行う（例えば血液検体を
採取した直後に血液の抗凝固処理とともに細胞の固定化処理等を行い、その後密度勾配遠
心処理を行って細胞画分を得る）ようにすることも可能である。
【００４９】
　・固定化処理
　固定化処理は、細胞の自己分解や腐敗を遅延させ、その形態や抗原性を保持するために
行われる処理であり、本発明では、ＣＴＣ等の目的細胞の検出性を高めるとともに、抗原
抗体解離工程で用いる酸等の解離剤が細胞または抗原に与えるダメージを抑えることが可
能となる。特に結合と解離を複数回繰り返して実験を行うような場合、解離剤のダメージ
が細胞に与える影響は格段に大きくなるため、通常であれば細胞劣化が大きくなり実験が
継続出来ないこともあり得る。しかし本工程のように固定化処理を行うことで細胞が形態
や抗原性の保持力が高まり、複数回繰り返して実験を行うような場合であっても免疫染色
性が劣化しにくくなるという効果をもたらす。
【００５０】
　固定化剤としては様々なものが公知であるが、例えば、ホルムアルデヒド、グルタルア
ルデヒド、グリオキサール等のアルデヒド類；アセトン、メチルエチルケトン等のケトン
類；エタノール、メタノール等のアルコール類が挙げられる。このうち、ホルムアルデヒ
ド等のアルデヒド類およびアセトン等のケトン類は、アルデヒド基およびケトン基が特定
のアミノ酸残基と反応して共有結合を形成し、架橋剤として作用する固定化剤であり、タ
ンパク質構造を安定化すると共に細胞の原形質をゲル化して酵素活性を抑えることができ
るため、本発明における好ましい固定化剤である。また、それ自体が固定化剤として直接
作用するものではないが、加水分解等を受けることによって固定化剤を遊離する供与体、
たとえばホルムアルデヒド供与体も固定化剤の一形態として用いることができる。これら
の固定化剤をＰＢＳ等の適切な溶媒に溶解した（あるいはホルマリンのようにもとから水
溶液で市販されているものを希釈した）水溶液を固定化処理液として用いることができる
。
【００５１】
　固定化処理は、適切な濃度の固定化処理液を適切な時間、細胞に接触させることで行う
ことができる。固定化処理液中の固定化剤の濃度は適宜調節することができるが、たとえ
ばアルデヒド類の場合は０．１～１０ｗ／ｗ％程度、アルコール類の場合は７０～１００
ｖ／ｖ％程度である。固定化処理液と細胞との接触時間（固定化処理時間）も適宜調節す
ることができるが、例えば、室温で、１０分間～１時間程度である。
【００５２】
　固定化処理は、染色工程前または工程中に実施することができ、１回目の染色工程前ま
たは工程中の１回だけであってもよいし、第Ｎ回の解離工程後かつ第（Ｎ＋１）回の染色
工程前または工程中に繰り返し実施してもよい。
【００５３】
　・浸透化処理
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　浸透化処理は、細胞膜の透過性を向上させて細胞の外部から細胞の内部に物質が浸透し
やすくするための処理であり、本発明では、細胞内（原形質）にある抗原に対して蛍光標
識抗体を結合させやすくして免疫染色性を向上させるという効果をもたらす。
【００５４】
　浸透化剤としては様々なものが公知であるが、例えば、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００（ポ
リオキシエチレンアルキルフェニルエーテル）、Ｔｗｅｅｎ２０（ポリオキシエチレンソ
ルビタンモノラウラート）、サポニン、ジギトニン、Ｌｅｕｃｏｐｅｒｍ、ＮＰ－４０な
どの界面活性剤（商品）が挙げられる。これらの浸透化剤をＰＢＳ等の適切な溶媒に溶解
させた水溶液を浸透化処理液として用いることができる。
【００５５】
　浸透化処理は、適切な濃度の浸透化処理液を適切な時間、細胞に接触させることで行う
ことができる。浸透化処理液中の浸透化剤の濃度は適宜調節することができるが、例えば
上記のような界面活性剤であれば、０．０１～１．０ｖ／ｖ％程度である。浸透化処理液
と細胞との接触時間（浸透化処理時間）も適宜調節することができるが、例えば、室温で
、１０分間～１時間程度である。
【００５６】
　・ブロッキング処理
　ブロッキング剤は、細胞の目的抗原以外の部位が非特異的に染色されるのを防ぐために
用いられる。細胞のブロッキング処理は、染色工程前あるいは染色工程中に実施すればよ
く、いずれか一方で実施しても、両方で実施してもよい。ブロッキング剤を入れた細胞を
固相化する場合は、上述したように観察用基板にマイクロチャンバー等を形成しておく（
後述する細胞の固相化方法に関する構造的手法を用いる）必要がある。また、細胞表面の
観察用基板との吸着（相互作用）を起こしやすい部位を被覆することにより、マイクロチ
ャンバー等の細胞の固相化に関与する部位以外に細胞が吸着してしまうことを防止し、所
定の部位に細胞を収容されるようにするためにも用いられる。
【００５７】
　ブロッキング剤としては様々なものが公知であるが、例えば、カゼイン、スキムミルク
、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、ポリエチレングリコール等の親水性高分子、リン脂質
、エチレンジアミン、アセトニトリル等の低分子化合物が挙げられる。これらのブロッキ
ング剤をＰＢＳ等の適切な溶媒で希釈した水溶液をブロッキング処理液として用いること
ができる。
【００５８】
　ブロッキング処理は、適切な濃度のブロッキング処理液を適切な時間、細胞あるいは観
察用の基板に接触させることで行うことができる。ブロッキング処理液中のブロッキング
剤の濃度は適宜調節することができるが、例えば、０．０１～２０ｗ／ｖ％程度である。
ブロッキング処理液と細胞との接触時間（ブロッキング処理時間）も適宜調節することが
できるが、例えば、室温で、５～１２０分間程度である。
【００５９】
　（細胞の固相化方法）
　免疫染色した細胞を観察する際には、細胞を固相化する、つまり細胞観察用基板上の細
胞の位置が動かないようにするが好ましい。細胞を固相化することにより、観察の対象と
する細胞の位置を特定しやすくなり、蛍光免疫染色されている細胞の観察画像を複数枚重
ねあわせて、稀少細胞等の目的細胞を検出することができ、さらに必要に応じて、検出さ
れた目的細胞を回収することも可能となる。
【００６０】
　細胞観察用基板は、典型的には、後述する細胞観察システムに用いられる細胞回収デバ
イスの流路基板が該当するが、これに限定されるものではない。すなわち、本発明の蛍光
免疫染色方法を後述するような実施形態の細胞観察システムとは異なるシステムにおいて
実施する場合には、細胞観察用基板は例えば、後述する細胞回収デバイスとは異なるデバ
イスの基板であってもよいし、スライドグラスや細胞培養用のシャーレの底面であっても
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よい。
【００６１】
　細胞の固相化のための手法は、細胞観察用基板の表面の構造によって細胞の移動できる
範囲を制限するようにする手法（構造的手法）と、細胞観察用基板の表面の性状によって
細胞を吸着させて（物理的相互作用により）動かないようにする手法（相互作用手法）と
に大別することができる。これらの手法は、いずれか一方を用いてもよいし、両方を併用
してもよい。
【００６２】
　なお、細胞の固相化方法としては、細胞観察用の基板の表面に、細胞表面の抗原（蛍光
標識抗体を結合させる対象とするもの以外の抗原）を認識する抗体を固定しておき、それ
らの抗原抗体反応による結合によって細胞を捕捉する手法も知られている。しかしながら
本発明では、蛍光免疫染色をした後、蛍光標識抗体を細胞表面にある抗原から解離させる
ための処理が行われるため、その処理の際に上記のような抗原抗体反応を利用した固相化
も影響を受け、捕捉されていた細胞が基板表面から解離してしまう。したがって本発明で
は、上記のような抗原抗体反応を利用した固相化方法は不適切であり、それ以外の固相化
方法を用いることが適切である。
【００６３】
　・構造的手法
　固相化の構造的手法を用いるためには、例えば、細胞観察用基板の表面に微細なチャン
バーまたは溝を複数形成することが挙げられる。そのような微細な構造が形成された細胞
観察用基板の表面を、細胞懸濁液（液滴）を移動させると、流れと自重によって細胞をチ
ャンバーまたは溝の中に落とし、その中に収容することができる。収容された細胞はチャ
ンバーまたは溝の中だけに移動が制限される。
【００６４】
　・相互作用的手法
　固相化の相互作用的手法を用いるためには、例えば、ポリスチレン、ポリメチルメタク
リレート、ポリカーボネート等のプラスチックや、ガラスから成る、細胞と基板とが物理
的な（分子間の）相互作用によって吸着しやすい材料で細胞観察用基板を作製することが
挙げられる。疎水性のプラスチックの基板表面には、大気雰囲気化でＵＶを照射するＵＶ
オゾン処理や酸素プラズマ処理によって適度に親水化してもよく、ガラスの基板表面には
、ポリリジンなどの細胞の接着性を向上する分子を塗布してもよい。
【００６５】
　ただし、固相化の構造的手法としてマイクロチャンバーを備えた細胞観察用基板（細胞
回収デバイス）に対して、固相化の相互作用的手法を併用する場合には、送液の途中で細
胞が吸着してしまいマイクロチャンバーに回収されることの妨げとならないよう、（ｉ）
細胞自体をブロッキング処理して吸着能力を失わせるか、（ｉｉ）固相化の相互作用的手
法の適用範囲を、細胞観察用基板の表面のうちマイクロチャンバーの底面等の部分だけに
留め、それ以外の部分は、適用しないか、適用を無効化することが好ましい。（ｉｉ）の
場合は、例えば、マイクロチャンバーを備えた細胞観察用基板（細胞回収デバイスについ
ては流路基板および流路形成部材）を細胞が吸着しやすい材料で作製した場合、それらの
材料の表面を、マイクロチャンバーの底面には接触しないようなやり方で、ブロッキング
剤で処理することが好ましい。細胞観察用基板等のブロッキング処理のためのブロッキン
グ剤（ブロッキング処理液）や、処理時間などの条件は、細胞自体をブロッキング処理に
準じたものとすることができる。マイクロチャンバーの底面にはブロッキング処理をせず
、細胞が吸着しやすい材料が露出した状態を保つことにより、ブロッキング処理していな
い細胞を回収した場合にその細胞が吸着でき、細胞懸濁液の流れによって再びマイクロチ
ャンバーの外に出て行かないようにすることができる。
【００６６】
　－細胞観察システム－
　図２に、本発明の細胞観察システムの実施形態の一例を表す模式図を示す。
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　図３に、本発明の細胞観察システムを用いた細胞観察方法の実施形態の一例（染色工程
を３回行う場合）を表す、工程のフローチャートを示す。
【００６７】
　本発明の細胞観察システムは、上述したような本発明の蛍光免疫染色方法を利用したも
のであって、細胞が有する少なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応した蛍光標識抗体を
抗原抗体反応により結合させる処理のために、当該蛍光標識抗体溶液を送液し、最初の蛍
光免疫染色工程を行った後、下記（１）および（２）を含む工程のセットを少なくとも１
回行うための手段を備える：
（１）抗原抗体反応により結合している抗原と蛍光標識抗体とを解離させる処理のために
解離液を送液する、抗原抗体解離工程；
（２）細胞が有する少なくとも１種の抗原に、当該抗原に対応した少なくとも１種の蛍光
標識抗体を、抗原抗体反応により結合させる処理のために、当該蛍光標識抗体溶液を送液
する、蛍光免疫染色工程。
【００６８】
　本発明の細胞観察システムはさらに、蛍光免疫染色された細胞から発せられる蛍光の強
度を測定する手段およびその測定結果を統合する手段、蛍光免疫染色された細胞の蛍光画
像を撮影する手段およびその撮影画像を統合する手段、またはこれらの両方を備えること
が好ましい。
【００６９】
　すなわち、本発明の細胞観察システムは、蛍光免疫染色のための各工程における処理を
遂行するのに必要な送液を行う手段や、蛍光免疫染色に基づいて目的細胞の検出やその発
現プロファイリングなどを行うのに必要な情報を取得して分析するための手段を備えるも
のであり、そのような手段は、例えば以下に記載するような、送液系機構、光学系機構お
よびそれらの制御手段によって構築することができる。
【００７０】
　本発明の細胞観察システム２００は、例えば図２に示すように、細胞検出装置１００、
細胞回収デバイス１０および試薬収容器２０によって構成される。細胞回収デバイス１０
および試薬収容器２０は、システムの運用時に細胞検出装置１００（その内部の細胞回収
デバイスホルダー１６０および試薬収容器ホルダー１７０）にセットして用いられる。
【００７１】
　＜細胞検出装置＞
　細胞検出装置１００は、細胞回収デバイス１０の流路１に各種の液体を送液するための
送液系機構１１０、細胞回収デバイス１０で回収され、蛍光標識された細胞を観察するた
めの光学系機構１２０、細胞回収デバイス１０を保持する細胞回収デバイスホルダー１６
０、試薬収容器を保持する試薬収容器ホルダー１７０、ならびに細胞検出装置１００が備
える各種の機器類を制御するための制御手段１９０を備える。送液系機構１１０および光
学系機構１２０は、任意の位置で液の吸引・吐出および細胞観察を可能にするための、空
間的な移動手段を備えることが望ましい。
【００７２】
　（送液系機構）
　送液系機構１１０は、制御手段１９０の制御により、試薬収容器２０の細胞懸濁液、染
色液、解離液、洗浄液、その他の試薬類それぞれの収納部と細胞回収デバイスの流入口２
との間を移動し、それらの液の吸引および吐出を行う機構である。具体的には、送液系機
構１１０によって、試薬収容器に収容されている細胞懸濁液等の液体を所定の量吸引し、
細胞回収デバイス１０の流入口２で所定の流量で吐出して、流路１に導入する。また、送
液により所定の処理が終わった後は、流路１を満たしていた液体を流入口２から吸引して
排出し、試薬収容器２０の廃液収納部で吐出する。送液系機構１１０は、例えば、シリン
ジポンプ、交換可能なチップ、Ｘ軸方向（図２の左右方向）およびＺ軸方向（図２の上下
方向）に移動可能なアクチュエーターなどを用いて構築することができる。シリンジポン
プは、細胞観察に関する各工程において、所望の流量で吸引および吐出ができる能力を有
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する。
【００７３】
　（光学系機構）
　光学系機構１２０は、例えば、光源としてのレーザーダイオード（ＬＤ）、集光レンズ
、ピンホール部材、ダイクロックミラー、蛍光フィルター、光電子増倍管（ＰＭＴ）など
によって構築することができる。ＬＤは、蛍光標識抗体に用いられている蛍光物質の励起
波長に対応したものとし、必要であれば複数用意してダイクロックミラーで適切なものが
照射されるようにしてもよい。蛍光フィルターは、蛍光標識抗体に用いられている蛍光物
質の蛍光波長に対応したものとし、必要であれば複数枚用意してフィルター切り替え器で
交換しながら用いるようにしてもよい。
【００７４】
　光学系機構１２０はさらに、対物レンズ、対眼レンズ、ＣＣＤカメラなどを含む蛍光顕
微鏡に準じた形態とし、蛍光染色された細胞を目視で観察するとともに、観察画像を撮影
することができるようにすることも可能である。光学系機構１２０がそのような実施形態
でない場合は、細胞検出装置１００によって目的細胞を検出した後、当該装置からは独立
した蛍光顕微鏡等の観察装置（これも本発明の細胞観察システムの構成要素の一つになり
得る）に細胞回収デバイス１０を移動させて、染色された細胞の観察や観察画像の撮影な
どを行えばよい。
【００７５】
　また、細胞回収デバイスとしてマイクロチャンバーを備えた流路基板１を用いる場合、
細胞検出装置１００はさらに、観察の対象としているマイクロチャンバーの位置を特定す
るための手段を備えていてもよい。例えば、光源からの流路基板１に光を照射しながら走
査したときに、その透過光または反射光、あるいは流路基板１の作製材料が発する自家蛍
光の強度が、マイクロチャンバー（凹部）とそれ以外の部位とで相違することを利用して
、マイクロチャンバーの位置を特定することができる。したがって光学系機構１２０は、
そのような透過光、反射光または自家蛍光を測定するためのフォトダイオード（ＰＤ）の
ような受光器をさらに含んでいてもよい。マイクロチャンバーの位置に関する情報と、細
胞の染色に関する情報とを統合すると、どのマイクロチャンバーに所定のパターンで免疫
染色をされた細胞、つまり目的細胞が存在するかを正確に特定することができる。さらに
、細胞回収デバイス１０に基準点（レクチルマーク）を設けておき、目的細胞が存在する
マイクロチャンバーの位置の情報をその基準点からの座標として取得しておくようにすれ
ば、細胞回収デバイス１０を細胞検出装置１００から別の観察装置に移動させたときにも
、その情報に基づき目的細胞が存在するマイクロチャンバーを直ちに観察できるようにな
る。
【００７６】
　（制御手段）
　制御手段１９０としては、細胞検出装置１００の各種の機器類に接続され、それらの機
器類の制御プログラムを実行可能なパーソナルコンピュータを用いることができる。制御
プログラムは、パーソナルコンピュータが内蔵する記憶媒体に記憶されていてもよいし、
ネットワークまたは取り外し可能な記憶媒体を介してパーソナルコンピュータが利用でき
る状態に置かれていてもよい。
【００７７】
　制御プログラムは、細胞観察に関する操作を自動化することのできるものであり、例え
ば、細胞観察のための所定の工程（図３のフローチャート参照）に従って、所定のタイム
スケジュールで、細胞懸濁液、蛍光免疫染色液、解離液、洗浄液などを送液するよう送液
系機構を操作したり、蛍光免疫染色された細胞に所定の励起光を照射し、そこから発せら
れた蛍光を測定し、必要に応じて画像を撮影するよう光学系機構を操作したりできるもの
である。
【００７８】
　さらに、制御手段１９０は、細胞観察に関して取得されたデータ、例えば測定工程で取
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得された光の強度の測定値（目的細胞の検出に関する蛍光、および任意で行ってもよいマ
イクロチャンバーの位置特定に関する透過光、反射光または自家蛍光）や、観察工程で撮
影された画像を記憶したり、それらのデータを解析して必要な情報を導き出したりする機
能、そのためのプログラムをさらに有することが好ましい。
【００７９】
　＜細胞回収デバイス＞
　細胞回収デバイス１０は、流路基板１１および流路形成部材１２によって構築されてお
り、これらによって閉鎖されている空間が、細胞懸濁液等の液体を送液して満たすことの
できる流路１となっている。流路基板１１と流路形成部材１２とは、観察やメンテナンス
のしやすさの観点から、係合、ねじ固定、粘着等の手段で取り付け・取り外しが可能なよ
うになっていてもよい。
【００８０】
　本実施形態における流路基板１１は、前述したような細胞の固相化の構造的手法が用い
られている細胞観察用基板に相当する。すなわち、流路１の底面をなす流路基板１１の内
表面は、細胞懸濁液ＣＬ中の細胞を細胞観察に適した状態で回収することができるよう、
マイクロチャンバー５が形成されている。流路１の上流側および下流側の末端付近の天井
側、すなわち流路形成部材１２（蓋部材１２ｂ）には、上記の各種の液体を流入および排
出させるための流入口１１および排出口１２が形成されている。
【００８１】
　流路形成部材１２は、流路に所定の高さを持たせるための空隙を生み出すとともに流路
の平面的な範囲を形作る、流路の側壁を形成する枠部材１２ａと、枠部材１２ａの上に載
せられ流路の天井を形成する天板部材１２ｂによって構築されていてもよい。天板部材１
２ｂは、流出口２と連通している、細胞懸濁液等の液体を一時的に貯留する空間（リザー
バー）を備えていてもよい。
【００８２】
　流路基板１１および流路形成部材１２は、例えば、ポリスチレン、ポリメチルメタクリ
レート、ポリカーボート、シクロオレフィンコポリマー等のプラスチック、あるいは石英
ガラス等のガラスなど、透明な材料で作製されたものが好ましい。図２に示すような細胞
観察システム２００において蛍光染色された細胞を観察する場合には、細胞検出装置１０
０の光学検出系１２０によって特定の細胞を標識した蛍光を測定できるよう、少なくとも
流路形成部材１２のうち天板部材１２ｂに相当する部分は透明な素材で作製する必要があ
る。また、枠部材１２ａは、適度な弾性と粘着性を有するシリコーン樹脂（ポリジメチル
シロキサン：ＰＤＭＳ等）のような材料で作製されていてもよく、この枠部材１２ａを流
路基板１１および天板部材１２ｂで挟み込むことによって細胞回収デバイス１０を構築す
るようにしてもよい。
【００８３】
　流路基板１１は、前述したように、細胞が接着しやすい材料で作製してもよい。この場
合、流路基板１１の内表面のマイクロチャンバー５以外の部分以外および流路形成部材１
２の内表面は、前述したように、ブロッキング剤等による表面処理を施すことが望ましい
。
【００８４】
　流路１の高さ（流路基板９ａと天板部材９ｃの間隔、すなわち枠部材９ｂの厚さ）は、
５０μｍ～５００μｍであることが好ましい。流路１の高さがそのような範囲内であると
、流路１内の細胞懸濁液（そこに含まれる細胞）を送液の力で容易に移動させることがで
きるとともに、流路１の細胞による目詰まりが発生しにくいため、細胞を円滑に展開する
ことができる。
【００８５】
　マイクロチャンバー５の形状は特に限定されるものではないが、例えば、底面が平坦で
側面がテーパー形状である逆円錐台形が好ましい。マイクロチャンバー５の底面の直径お
よび深さは、観察に適した数の細胞を回収して収容することができるよう、適宜調節する
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ことができる。例えば、１つのマイクロチャンバー５あたり１～１００個の細胞を収容で
きるよう、底面の直径を２０～５００μｍ、深さを２０～５００μｍの範囲とすることが
好ましい。なお、血液中の種々の細胞（赤血球を除く）の直径は一般的に５～１００μｍ
であり、ＣＴＣ等の稀少細胞の直径は１０～１００μｍ程度と言われている。また、励起
光の抗原としてレーザーダイオードを用いる場合、その照射領域（スポット）のサイズは
、例えば長径１００μｍ×短径１０μｍ程度の楕円形である。マイクロチャンバー５の底
面のサイズは、このレーザーダイオードの照射領域のサイズよりも大きくし、１つのマイ
クロチャンバー５に光を照射しているときに、隣接するマイクロチャンバー５にもまたが
って光が照射されて、複数のマイクロチャンバー５から同時に蛍光が発せられることがな
いようにすることが適切である。
【００８６】
　流路基板１１の表面上における、複数のマイクロチャンバー５の配置は特に限定される
ものではないが、細胞の回収率（懸濁液中の全ての細胞のうちマイクロチャンバー内に回
収できた細胞の割合）がなるべく高くなるよう、配列の向きやマイクロチャンバー５同士
の間隔を調節されていることが好ましい。例えば、流路１に細胞懸濁液を送液したときに
流入口２から流出口３に至るまでのどこか少なくとも１箇所で細胞がマイクロチャンバー
５に沈降するよう、マイクロチャンバーを配列させることが好ましい。
【００８７】
　＜試薬収容器＞
　試薬収容器２０には、細胞懸濁液、染色液（蛍光標識抗体溶液、必要に応じて核染色剤
溶液等）、解離液、洗浄液など、細胞観察を行う上で流路１に送液する必要のある各種の
液体が収容されている。例えば、解離液、洗浄液など比較的保存性の高い液体は、密封さ
れた状態であらかじめ試薬収容器２０の所定の部位に収容しておくことが可能であり、細
胞懸濁液、染色液など細胞観察の直前に調製する必要のある液体は、調製後に試薬収容器
２０の所定の部位に添加して収容させることができるようにする。染色液、解離液、洗浄
液など、細胞観察の際に複数回使用される溶液は、各工程に対応した容量の溶液を別個の
部位に収容しておいてもよいし、各工程で同一の組成の溶液を繰り返し使用する場合はそ
れらの合計の用量の液体を１つの部位に収容しておいてもよい。また、試薬収容器２０に
は必要に応じて、送液後に吸引して流路１から排出させた廃液を貯留する部位を設けてお
くようにする。
【００８８】
　・細胞懸濁液
　細胞懸濁液は、例えば、稀少細胞またはその他の目的細胞を含んでいる可能性がある、
血液、尿、リンパ液、組織液、体腔液等の検体、あるいはそれらの検体から得られた細胞
画分や精製物などの前処理物を、ＰＢＳ等の適切な溶媒で希釈することにより調製するこ
とができる。また、細胞懸濁液は、試験、研究等のために培養した、稀少細胞またはその
他の目的細胞の細胞株、あるいは目的細胞を含む細胞集団を、ＰＢＳ等に分散させて調製
したものであってもよい。患者の血中細胞モデルとして、健常者から採取された血中細胞
の懸濁液にＣＴＣ等の稀少細胞の細胞株を添加したものを、細胞懸濁液として用いてもよ
い。
【００８９】
　＜細胞観察方法＞
　細胞観察システム２００を用いた細胞観察方法では、図３のフローチャートに示すよう
に、染色工程、解離工程、洗浄工程、測定工程、さらに任意で固定化工程などが複数回行
われ、それぞれについて以下のような操作が行われる。
【００９０】
　（細胞回収工程）
　細胞回収工程では、流路１に細胞懸濁液を送液し、所定の時間静置してマイクロチャン
バー５内に細胞を沈降させるようにして、細胞をマイクロチャンバー５内に回収する。細
胞の回収効率を高めるために、送液の流量（流速）や向きに変化を付けてもよい。例えば
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、短時間送液した後、短時間静置するといったパターン（間欠送液）にしたり、流入口２
から流出口３への順方向に送液した後、その逆方向送液するといったパターンにすること
により、流路基板１のマイクロチャンバー５以外の表面に残存したり、最後までマイクロ
チャンバー５内に回収されずに廃棄されたりする稀少細胞等の目的細胞を極力減らすこと
が可能になる。
【００９１】
　（染色工程）
　染色工程では、染色液、すなわち蛍光標識抗体や核染色剤が溶解した水溶液を送液し、
所定の時間流路１を満たして細胞と反応させ、蛍光標識抗体と抗原との抗原抗体反応によ
る結合や核染色剤とＤＮＡとのインターカレートによる結合が十分になされるようにする
。この細胞観察システムにおける染色工程に関する事項は、前述した蛍光免疫染色方法に
おける染色工程に関する事項に準じたものとすることができる。
【００９２】
　なお、１回目の染色工程では必要に応じて、細胞の固定化処理、浸透化処理、ブロッキ
ング処理を同時に行ってもよい。すなわち、蛍光標識抗体や核染色剤とともに、固定化剤
、浸透化剤、ブロッキング剤のうち必要なものが溶解した水溶液を送液し、所定の時間流
路１を満たして細胞と反応させるようにしてもよい。固定化処理、浸透化処理、ブロッキ
ング処理を１回目の染色工程と同時に行わない場合は、それらの処理は例えば試薬収容器
２０に収納する細胞懸濁液を調製する際に行うようにしてもよい。
【００９３】
　（解離工程）
　解離工程では、解離液を送液し、所定の時間流路１を満たして細胞と反応させ、抗原抗
体反応により結合した蛍光標識抗体を抗原から十分に解離させるようにする。この細胞観
察システムにおける解離工程に関する事項は、前述した蛍光免疫染色方法における解離工
程に関する事項に準じたものとすることができる。
【００９４】
　（洗浄工程）
　解離工程は、染色工程後、観察工程の前に、または解離工程の後、次の染色工程の前に
設けられる工程であり、洗浄液を送液して流路１内に残存する染色液や解離液を洗い流す
ことにより、測定工程・観察工程や次の染色工程に対する悪影響を排除する。洗浄液は、
細胞懸濁液等の溶媒として用いられているものと同じＰＢＳ等だけであってもよいし、そ
のＰＢＳ等の溶媒に必要に応じて界面活性剤を添加したものであってもよい。洗浄液は、
必要に応じて複数回、送液および回収を繰り返してもよい。
【００９５】
　（固定化工程）
　固定化処理を細胞懸濁液調製（細胞前処理工程）の際、あるいは１回目の染色工程と同
時に実施するだけでなく、繰り返し実施してもよい。その場合、染色工程と同時に固定化
処理を行うこともできるが、解離工程の後、次の染色工程の前に単独で固定化工程を設け
ることもできる。その場合は、解離工程の後に、洗浄工程を実施し、その後、固定化液、
すなわち固定化剤が溶解した水溶液を送液し、所定の時間流路１を満たして細胞と反応さ
せる。これによって、細胞の形態や抗原性を保持することができ、解離液によるダメージ
を抑えることができる。固定化工程後は、必要に応じて洗浄工程を実施してもよい。
【００９６】
　（測定工程）
　測定工程では、ＰＢＳ等を送液して流路を満たした後、所定の励起光を照射し、光学系
機構（ＰＭＴ、ＰＤ等）をマイクロチャンバーの配置に沿って走査させながら位置（移動
距離）ごとに、フィルターを通過した蛍光の強度を測定する。測定対象とする蛍光に応じ
て、励起光の光源または励起フィルターと蛍光フィルターとを切り替えればよい。所定の
蛍光標識抗体が結合した細胞が収容されているマイクロチャンバーの位置では、測定され
る蛍光強度が高くなる。すべての蛍光標識抗体についての蛍光強度の測定結果が、目的細
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胞が示すはずのパターンと一致しているマイクロチャンバーに、目的細胞が収容されてい
ると推定することができる。さらに、目的細胞の精細な蛍光画像を各回の免疫染色後に取
得することによって、細胞内の抗原の局在を特定することができ、その細胞の性質を知る
ことができる。
【００９７】
　また、測定工程では必要に応じて、マイクロチャンバーの位置を取得するための反射光
、透過光、自家蛍光等を測定してもよい。さらに、細胞検出装置が蛍光顕微鏡に準じた光
学系機構を備えている場合は、測定工程の後に、蛍光顕微鏡で染色された細胞を観察した
り、その染色画像を撮影したりする観察工程を行ってもよい。
【００９８】
　－キット－
　（蛍光免疫染色キット）
　本発明の蛍光免疫染色方法を実施するために利用することのできる蛍光免疫染色キット
は、例えば、細胞が有する少なくとも１種の抗原に対応した蛍光標識抗体を調製するため
の試薬と、抗原抗体反応により結合している抗原と蛍光標識抗体とを解離させる処理のた
めの試薬とを含む。蛍光標識抗体を調製するための試薬は、例えば、標的とする抗原に対
応したモノクローナル抗体、蛍光色素、およびそれらを結合して複合体を形成するための
試薬を含む。抗原抗体反応により結合している抗原と蛍光標識抗体とを解離させる処理の
ための試薬は、前述したような解離液そのものであってもよいし、そのような解離液を調
製するための解離剤と希釈液であってもよい。
【００９９】
　このような蛍光免疫染色キットは、必要に応じて、その他の試薬、試薬を調製するため
の器具、使用説明書などを含んでいてもよい。その他の試薬としては、例えば、前述した
ような固定化処理液、浸透化処理液、ブロッキング処理液、あるいはこれらの処理液を調
製するための固定化剤、浸透化剤、ブロッキング剤とそれらの希釈液（ＰＢＳ等の溶媒）
が挙げられる。
【０１００】
　（細胞観察キット）
　本発明の細胞観察システムを実施するために利用することのできる細胞観察キットは、
例えば、上述したような蛍光免疫染色キットの構成品に加えて、細胞回収デバイスまたは
試薬収容器、あるいはこれらの両方を含む。このような細胞観察キットは、必要に応じて
、その他の試薬、試薬を調製するための器具、使用説明書などを含んでいてもよい。その
他の試薬としては、例えば、前述したような核染色液、洗浄液、あるいはこれらを調製す
るための核染色剤、洗浄剤、とそれらの希釈液（ＰＢＳ等の溶媒）が挙げられる。
【実施例】
【０１０１】
　［比較例］
　密度勾配遠心を利用して赤血球を除去した血液検体にＭＣＦ－７細胞（乳癌細胞）を添
加したものをサンプルとした。このサンプルを遠心して上清を除いた後、２０ｖ／ｖ％ホ
ルマリン液（和光純薬）（ホルムアルデヒドの濃度としては、８ｗ／ｗ％）をホルムアル
デヒドが４ｗ／ｗ％になるようにＰＢＳで希釈した溶液と、２０分間室温で反応させて、
細胞の固定化処理を行った。固定化された細胞サンプルは、使用する直前にＰＢＳで２回
遠心洗浄を行った後、１．５ｍＬのプロテオセーブ（登録商標、住友ベークライト）２本
に分け（それぞれＡ、Ｂと称する）、遠心して上清を除いた。
【０１０２】
　浸透化処理のためのＴｗｅｅｎ２０を０．１％、およびブロッキング処理のためのＢＳ
Ａを３ｗ／ｖ％の含むＰＢＳ溶液に、白血球の特定のためのＦＩＴＣ（フルオレセインイ
ソチオシアネート）標識抗ＣＤ４５抗体（ベックマンコールター）、ＭＣＦ－７細胞（乳
癌細胞）の特定のためのＰＥ（フィコエリスリン）標識抗サイトケラチン抗体（ベクトン
ディッキンソン）、および細胞核に結合するＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２（インビトロジェ
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ン）を加えた溶液を調製した。一方のプロテオセーブ（Ａ）の細胞をこの溶液と３０分間
反応させた。
【０１０３】
　また、浸透化処理のためのＴｗｅｅｎ２０を０．１％、およびブロッキング処理のため
のＢＳＡを３ｗ／ｖ％の含むＰＢＳ溶液に、ＦＩＴＣ標識抗ＣＤ４５抗体（ベックマンコ
ールター）、ＥｐＣＡＭ分子の発現を調べるためのＰＥ標識抗ＥｐＣＡＭ抗体（ベクトン
ディッキンソン）、およびＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２（インビトロジェン）を加えた溶液
を調製した。もう一方のプロテオセーブ（Ｂ）の細胞をこの溶液と３０分間反応させた。
【０１０４】
　その後、プロテオセーブ（Ａ）、（Ｂ）それぞれの細胞をＰＢＳで３回洗浄し、蛍光顕
微鏡下で観察し、ＦＩＴＣ、ＰＥ、Ｈｏｅｃｈｓｔ、それぞれに対応した画像を撮影し、
その撮影画像を統合した。その結果、プロテオセーブ（Ａ）については、ＣＤ４５陽性で
ある白血球以外に、ＣＤ４５陰性、サイトケラチン陽性の細胞が観察され、ＭＣＦ－７細
胞を検出することができた。一方、プロテオセーブ（Ｂ）については、ＣＤ４５陰性、Ｅ
ｐＣＡＭ陽性の細胞が観察され、ＥｐＣＡＭを発現している白血球でない細胞の存在を検
出することができた。しかしながら、このプロテオセーブ（Ｂ）の細胞が、プロテオセー
ブ（Ａ）で検出されたＭＣＦ－７細胞であるかどうか、つまりＭＣＦ－７細胞がＥｐＣＡ
Ｍ陽性であるかどうかは、このようにサンプルを分割してそれぞれ異なる蛍光標識抗体で
染色した場合の結果から特定することはできない。
【０１０５】
　［実施例］
　密度勾配遠心を利用して赤血球を除去した血液検体にＭＣＦ－７細胞（乳癌細胞）を添
加したものをサンプルとした。このサンプルを遠心して上清を除いた後、２０ｖ／ｖ％ホ
ルマリン液（和光純薬）（ホルムアルデヒドの濃度としては、８ｗ／ｗ％）をホルムアル
デヒドが４ｗ／ｗ％になるようにＰＢＳで希釈した溶液と、２０分間室温で反応させて、
細胞の固定化処理を行った。固定化された細胞サンプルは、使用する直前にＰＢＳで２回
遠心洗浄を行った後、細胞の吸着（相互作用的手法）を利用してポリスチレンの基板上に
固相化した。
【０１０６】
　浸透化処理のためのＴｗｅｅｎ２０を０．１％、およびブロッキング処理のためのＢＳ
Ａを３ｗ／ｖ％の含むＰＢＳ溶液に、白血球の特定のためのＦＩＴＣ標識抗ＣＤ４５抗体
（ベックマンコールター）、ＭＣＦ－７細胞（乳癌細胞）の特定のためのＰＥ標識抗サイ
トケラチン抗体（ベクトンディッキンソン）、および細胞核に結合するＨｏｅｃｈｓｔを
加えた溶液を調製した。固相化された細胞をこの溶液と３０分間反応させ、その後ＰＢＳ
で３回洗浄した。染色された細胞を蛍光顕微鏡下で観察し、ＦＩＴＣ、ＰＥ、Ｈｏｅｃｈ
ｓｔ、それぞれに対応した画像を撮影し、その撮影画像を統合した。その結果、ＣＤ４５
陰性、サイトケラチン陽性の細胞が観察され、ＭＣＦ－７細胞を検出することができた。
　　　
【０１０７】
　次に、染色された細胞をｐＨ１．５のグリシン－塩酸塩と５分間反応させ、ＰＢＳで洗
浄して蛍光標識抗体を抗原から解離させた。続いて、ＰＥ標識抗ＥｐＣＡＭ抗体（ベクト
ンディッキンソン）を反応させ、ＰＢＳで３回洗浄した。染色された細胞を蛍光顕微鏡下
で観察し、画像を撮影した結果、先に検出されたＭＣＦ－７細胞におけるＥｐＣＡＭ分子
の発現を検出することができた。
　上記の１回目の染色後、抗体解離後、および２回目の染色後の顕微鏡画像を図４に示す
。
【符号の説明】
【０１０８】
　１　　　流路
　２　　　流入口
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　３　　　流出口
　４　　　リザーバー
　５　　　マイクロチャンバー
　１０　　細胞回収デバイス
　１１　　流路基板
　１２　　流路形成部材
　１２ａ　枠部材
　１２ｂ　天板部材
　２０　　試薬収容器
　ＣＬ　　細胞懸濁液
１００　　細胞検出装置
１１０　　送液系機構
１１１　　チップ
１２０　　光学系機構
１６０　　細胞回収デバイスホルダー
１７０　　試薬収容器ホルダー
１９０　　制御手段
２００　　細胞観察システム

【図１】 【図２】
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