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(57)【要約】
【課題】非侵襲的であり、検査負担も低く、信頼性の高い診断結果を得られる大腸癌の診
断方法および該方法に用いられるキットの提供
【解決手段】（ａ－１）大腸粘膜由来正常細胞と大腸癌細胞とに共通して発現している細
胞表面抗原と特異的に結合する回収用抗体がリンカーを介して結合された固相担体を、糞
便試料に添加して混合し、大腸癌細胞－回収用抗体－固相担体複合体を形成する工程と、
（ａ－２）形成された前記複合体を回収する工程と、（ａ－３）回収された前記複合体中
の大腸癌細胞を、固相担体から分離する工程と、（ａ－４）得られた大腸癌細胞を、細胞
観察用容器中に固定し、大腸癌細胞と特異的に結合し得る検出用抗体を用いて染色する工
程と、（ｂ）染色された大腸癌細胞の顕微鏡画像を取得し、画像解析することにより、大
腸癌細胞を検出する工程とを有し、前記リンカーがプロテインＧ、プロテインＡ、または
ＤＮＡからなる大腸癌の診断方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　糞便試料中に大腸癌細胞が含まれているか否かにより大腸癌を診断する方法であって、
（ａ－１）大腸粘膜由来正常細胞と大腸癌細胞とにおいて共通して発現している細胞表面
抗原と特異的に結合する回収用抗体がリンカーを介して結合された固相担体を、糞便試料
に添加して混合し、大腸癌細胞－回収用抗体－固相担体複合体を形成する工程と、
（ａ－２）前記工程（ａ－１）において形成された大腸癌細胞－回収用抗体－固相担体複
合体を回収する工程と、
（ａ－３）前記工程（ａ－２）において回収された大腸癌細胞－回収用抗体－固相担体複
合体中の大腸癌細胞を、固相担体から分離する工程と、
（ａ－４）前記工程（ａ－３）において得られた大腸癌細胞を、細胞観察用容器中に固定
し、大腸癌細胞と特異的に結合し得る検出用抗体を用いて免疫染色する工程と、
（ｂ）前記工程（ａ－４）において染色された大腸癌細胞の顕微鏡画像を取得し、画像解
析することにより、大腸癌細胞を検出する工程と、
を有し、前記リンカーが、プロテインＧ、プロテインＡ、またはＤＮＡからなることを特
徴とする、大腸癌の診断方法。
【請求項２】
　前記検出用抗体が抗ヒトＣＤ４４ｖ６抗体であることを特徴とする請求項１記載の大腸
癌の診断方法。
【請求項３】
　前記回収用抗体が抗ヒトＥｐＣＡＭ抗体であることを特徴とする請求項１または２記載
の大腸癌の診断方法。
【請求項４】
　前記検出用抗体が蛍光物質により標識された抗体であることを特徴とする請求項１～３
のいずれか記載の大腸癌の診断方法。
【請求項５】
　前記検出用抗体がリガンドにより標識された抗体であり、大腸癌細胞の染色を、当該リ
ガンドと、予め蛍光物質により標識された当該リガンドと特異的に結合し得る受容体との
相互作用を利用した蛍光染色により行うことを特徴とする請求項１～３のいずれか記載の
大腸癌の診断方法。
【請求項６】
　前記検出用抗体がビオチンにより標識された抗体であり、大腸癌細胞の染色を、西洋わ
さびパーオキシダーゼにより標識されたストレプトアビジンまたはアビジンと、蛍光物質
により標識されたチラミド（Ｔｙｒａｍｉｄｅ）を用いた蛍光染色により行うことを特徴
とする請求項１～３のいずれか記載の大腸癌の診断方法。
【請求項７】
　前記固相担体が、平均粒子径０．０５～６μｍの磁気ビーズであることを特徴とする請
求項１～６のいずれか記載の大腸癌の診断方法。
【請求項８】
　前記細胞観察用容器が、スライドガラスまたはマルチウェルプレートであることを特徴
とする請求項１～７のいずれか記載の大腸癌の診断方法。
【請求項９】
　大腸癌細胞の染色において、核染色を併用することを特徴とする請求項１～８のいずれ
か記載の大腸癌の診断方法。
【請求項１０】
　顕微鏡画像の取得および画像解析を、イメージングサイトメータを用いて行うことを特
徴とする請求項１～９のいずれか記載の大腸癌の診断方法。
【請求項１１】
　前記画像解析が、取得された顕微鏡画像に基づいて、各細胞の面積および蛍光強度を解
析し、１細胞の解析結果を１ドットとして、細胞の面積と蛍光強度をパラメータとしたヒ
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ストグラムまたはドットプロットにより表示した後、所定の閾値に基づき標的細胞を同定
することを特徴とする請求項１０記載の大腸癌の診断方法。
【請求項１２】
　前記イメージングサイトメータが、前記ヒストグラムまたはドットプロット上に、ドッ
トとして表示された細胞の面積の解析データ又は蛍光強度の解析データから、顕微鏡画像
の画像データを呼び出す手段を有することを特徴とする請求項１１記載の大腸癌の診断方
法。
【請求項１３】
　自然排泄便を回収する保存液含有回収用容器と、回収用抗体をリンカーを介して結合さ
せた固相担体と、大腸癌細胞と特異的に結合し得る検出用抗体と、細胞観察用容器とを有
し、前記回収用抗体が大腸粘膜由来正常細胞と大腸癌細胞とにおいて共通して発現してい
る細胞表面抗原と特異的に結合し得る抗体であり、前記リンカーが、プロテインＧ、プロ
テインＡ、またはＤＮＡからなることを特徴とする大腸癌診断用キット。
【請求項１４】
　前記回収用抗体が抗ヒトＥｐＣＡＭ抗体であり、前記検出用抗体が抗ヒトＣＤ４４ｖ６
抗体であることを特徴とする請求項１３記載の大腸癌診断用キット。
【請求項１５】
　前記リンカーがＤＮＡからなるものであり、さらに、ＤＮＡ切断酵素を有することを特
徴とする請求項１３または１４記載の大腸癌検出用キット。
【請求項１６】
　前記リンカーがプロテインＧまたはプロテインＡであり、さらに、非特異的抗体または
ｐＨ調製剤を有することを特徴とする請求項１３または１４記載の大腸癌診断用キット。
【請求項１７】
　前記固相担体が磁気ビーズであることを特徴とする請求項１３～１６のいずれか記載の
大腸癌診断用キット。
【請求項１８】
　さらに磁気ビーズ回収用磁気基盤を有することを特徴とする請求項１７記載の大腸癌診
断用キット。
【請求項１９】
　前記検出用抗体が、蛍光分子により標識されていることを特徴とする請求項１３～１８
のいずれか記載の大腸癌診断用キット。
【請求項２０】
　前記検出用抗体がリガンドにより標識されており、さらに、当該リガンドと特異的に結
合し得る受容体を有し、前記受容体が蛍光物質により標識されていることを特徴とする請
求項１３～１８のいずれか記載の大腸癌診断用キット。
【請求項２１】
　さらに核染色剤を有することを特徴とする請求項１３～２０のいずれか記載の大腸癌診
断用キット。
【請求項２２】
　前記細胞観察用容器がスライドガラスまたはマルチウェルタイププレートであることを
特徴とする請求項１３～２１のいずれか記載の大腸癌診断用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、自然排泄便中に大腸癌細胞が含まれているか否かにより大腸癌を診断する方
法であって、少ない作業工程で簡便に行うことができる診断方法、および該診断方法に用
いられるキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　大腸は、内腔側から順に粘膜、粘膜下層、固有筋層、漿膜下層および漿膜の５層構造を
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形成しており、下部直腸では漿膜および漿膜下層を欠いた３層構造を形成している。大腸
癌は粘膜から発生し、癌の進行とともに深層へ浸潤する。このうち、癌の浸潤が粘膜下層
までのものを早期癌と呼ぶ。
【０００３】
　日本における大腸癌は、近年増加傾向にあり、毎年約１０万人が罹患し、約４万１千人
が死亡しているという報告がある。特に、女性における大腸癌は、罹患者数および死亡者
数ともに全悪性腫瘍の中で第１位である。年齢的には、５～１０％の頻度で３０歳代、４
０歳代にも発生し、６０歳代がピークで７０歳代、５０歳代と続いている。
【０００４】
　現在、大腸癌のスクリーニング検査法として世界中で広く用いられている方法として、
便潜血反応検査がある。この検査方法は、ヒトヘモグロビンに反応するモノクローナル抗
体を利用して、便中に存在する人間の血液の有無を調べる方法であり、簡便・安価で非侵
襲的検査である。この方法は、癌からの微量の出血を対象としたものであり、潜血反応が
検出されなかった場合が陰性（－）、検出された場合が陽性（＋）になる。
　その他、大腸癌のスクリーニング検査法として、ＣＴ（Ｃｏｍｐｕｔｅｄ　Ｔｏｍｏｇ
ｒａｐｈｙ）を用いたＣＴ大腸内視鏡検査が検討されているが、マススクリーニングの基
本である簡便・安価・非侵襲という観点からは不向きである
【０００５】
　近年、非侵襲な大腸癌検査方法として、自然排泄便に含まれている大腸癌細胞由来の核
酸等の生体成分を調べることにより、大腸癌を検査する方法の研究開発が盛んに行われて
いる。例えば、便に含まれているＤＮＡやＲＮＡを用いて、大腸癌に特徴的な癌遺伝子や
癌抑制遺伝子の変異解析や、大腸癌に高発現している遺伝子の発現量解析を行うことによ
り、大腸癌を診断しようとする研究も盛んに行われている（例えば、非特許文献１参照。
）。
【０００６】
　また、便から癌の候補となる細胞を分取し、免疫染色法により癌特異的な細胞を染色し
、大腸癌を診断する方法もある。免疫染色された細胞は、通常、蛍光顕微鏡下による人間
（病理医や細胞診技師などの専門員）の目により、一つ一つの細胞が癌細胞か正常細胞か
が判断される。その他、顕微鏡観察よりも容易に行える方法として、フローサイトメータ
を用いた方法がある。フローサイトメータは、細胞を流しながら細胞がもつ個々の蛍光強
度を測定するものであり、該測定結果に基づき、一つ一つの細胞が癌細胞か正常細胞かを
判断する。
【非特許文献１】マツシタ（Matsushita, H）、外１４名、ガストロエンテロロジー（GAS
TROENTEROLOGY）、２００５年、第１２９巻、第１９１８～１９２７ページ。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　便潜血反応検査による方法では、大腸癌だけではなく、良性の大腸ポリープや大腸炎、
痔核等の消化管等における出血を伴う疾患の場合も陽性であると判断される。一方で、顕
著な出血を伴わない大腸癌は検出することができず、陰性と判断されてしまう。また、偽
陰性も多く、固有筋層以深に浸潤した進行癌でさえ約１５％で、早期癌においては５０％
以上の症例で陰性であると報告されている。さらに、偽陽性も５％と多く、このため、的
中率としては２％程度であるとされている。このように、便潜血反応検査による方法は、
「出血」という癌の間接的現象を捉えた検査であって、間欠的でしかも不安定であると言
わざるを得ない。
　例えば、便潜血反応検査において、その潜血の原因が痔由来であるのか、大腸癌由来で
あるのか区別をつけることは困難である。このため、陽性であると判断された場合には、
通常、大腸内視鏡で検査をすることになる。しかしながら、痔罹患者の中には、潜血の原
因は痔にあると、勝手に自己解釈をし、内視鏡検査を受けないことが少なくない。また、
そのために、実際に大腸癌であった場合に手遅れになるケースも少なくないと報告されて
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いる。
　一方で、痔罹患者など実際には大腸癌でない患者が、大腸内視鏡検査を受ける場合、内
視鏡検査には高度な専門技術が要求されるため、内視鏡医師が少ない現状においては、検
査のために順番待ちをすることになり、本当に重要な大腸癌患者を早急に診ることができ
ない。さらに、本来必要のない人までも対象とした大腸内視鏡検査の費用もかなりかさむ
ことになる。
【０００８】
　上記の遺伝子解析を利用した方法では、一般的に、サンプル全体からＤＮＡやＲＮＡを
抽出するために、たとえ癌細胞に特異的な遺伝子の解析を行っても、正常細胞等を含んで
いるために平均化されてしまい、癌細胞の特徴が隠されてしまうという問題がある。
　また、遺伝子解析を利用した方法では、ＤＮＡやＲＮＡ等の核酸を抽出するステップが
煩雑であるという問題がある。便中には大量の核酸分解酵素が含まれているため、便の採
取から核酸抽出までの各ステップにおいて、便中に含まれていた核酸が分解される可能性
が極めて高い。これにより、自宅での便採取、検査機関への輸送における工夫、短時間に
効率よく核酸を抽出する必要性等の改良すべき点が多い。加えて、遺伝子解析までの作業
工程が多ければ多いほど、検査を実行する人によって誤差の生じる可能性が高くなる。特
にＲＮＡの場合には、ＤＮＡよりも分解されやすいという問題に加えて、抽出後にも、Ｒ
ＮＡからまずＤＮＡへと変換するＲＴ－ＰＣＲのステップを踏まなければならない場合が
多く、ＤＮＡ変異の検査に比べて、さらに工程の多い検査となる。
　さらに、直接シークエンス法で行う遺伝子変異の解析は、手技が煩雑である上に高額で
あるという問題もある。
【０００９】
　一方、免疫染色された細胞を顕微鏡観察する場合には、１つでも陽性と診断される細胞
がサンプル中に存在している場合、かなり高い確率で大腸癌であると診断されるため、１
つの細胞の見逃しも許されないことになる。したがって、細胞診技師等にかかる肉体的お
よび精神的負担というものは計り知れない。また、長時間蛍光顕微鏡で観察していると、
その蛍光色素による褪色を回避することができない。マニュアル的に顕微鏡写真をとって
いく方法をとらざるを得ない。１つの細胞の見逃しもなく、マニュアル的に撮像工程を踏
むことは、非常に大変な作業である。さらに、再度、元のサンプルを顕微鏡下で探すこと
は容易なことではない。
【００１０】
　また、フローサイトメータを用いた診断方法では、個々の細胞がばらばらになっている
ことが測定の際の必要条件となってくる。しかしながら、便から分取された細胞サンプル
は基本的にはあまりきれいではなく、細胞以外のごみ等のデブリスや上皮細胞が結合組織
につながれているものを含むことが少なくない。このように細胞が個々になっていない試
料をフローサイトメータで解析する場合、データを読み取ることができないばかりでなく
、フローの流路を塞いでしまう可能性が高い。さらに、細胞以外のごみ等のデブリスの自
家蛍光を拾ってしまい、データ結果に誤りをもたらす可能性がある。加えて、一度流して
しまったサンプルを、再度顕微鏡下で探すことは不可能である。そのため、このようなフ
ローサイトメータによる解析では、測定解析後に示される蛍光強度データだけに基づく臨
床診断を下さなければならず、十分に信頼できる結果を得ることが困難な場合も多い。ま
た、形態が不定形である細胞、特に脱核している細胞等は、細胞として認識されず、診断
上見落とされる可能性があり非常に危険である。
【００１１】
　上述したように、現在行われている大腸癌の診断方法では、被験者への負担、検査技師
等の検査負担、診断結果の信頼性等のいずれをも満足する方法はない。
　したがって、本発明は、大腸癌細胞を直接測定および解析する細胞ベースのスクリーニ
ング方法であって、非侵襲的であり、検査負担も低く、かつ信頼性の高い診断結果を得ら
れる大腸癌の診断方法および該診断方法に用いられるキットを提供することを目的とする
。
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【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意研究した結果、糞便試料中の細胞を、大腸粘
膜由来正常細胞と大腸癌細胞とにおいて共通して発現している細胞表面抗原と特異的に結
合する回収用抗体がリンカーを介して結合された固相担体を用いて回収した後、該固相担
体から分離した細胞に対して、免疫染色後顕微鏡画像を取得し、画像解析を行うことによ
り、簡便かつ迅速に大腸癌を診断し得ることを見出し、本発明を完成させた。
【００１３】
　すなわち、本発明は、
（１）　糞便試料中に大腸癌細胞が含まれているか否かにより大腸癌を診断する方法であ
って、（ａ－１）大腸粘膜由来正常細胞と大腸癌細胞とにおいて共通して発現している細
胞表面抗原と特異的に結合する回収用抗体がリンカーを介して結合された固相担体を、糞
便試料に添加して混合し、大腸癌細胞－回収用抗体－固相担体複合体を形成する工程と、
（ａ－２）前記工程（ａ－１）において形成された大腸癌細胞－回収用抗体－固相担体複
合体を回収する工程と、（ａ－３）前記工程（ａ－２）において回収された大腸癌細胞－
回収用抗体－固相担体複合体中の大腸癌細胞を、固相担体から分離する工程と、（ａ－４
）前記工程（ａ－３）において得られた大腸癌細胞を、細胞観察用容器中に固定し、大腸
癌細胞と特異的に結合し得る検出用抗体を用いて免疫染色する工程と、（ｂ）前記工程（
ａ－４）において染色された大腸癌細胞の顕微鏡画像を取得し、画像解析することにより
、大腸癌細胞を検出する工程と、を有し、前記リンカーが、プロテインＧ、プロテインＡ
、またはＤＮＡからなることを特徴とする、大腸癌の診断方法、
（２）　前記検出用抗体が抗ヒトＣＤ４４ｖ６抗体であることを特徴とする前記（１）記
載の大腸癌の診断方法、
（３）　前記回収用抗体が抗ヒトＥｐＣＡＭ抗体であることを特徴とする前記（１）また
は（２）記載の大腸癌の診断方法、
（４）　前記検出用抗体が蛍光物質により標識された抗体であることを特徴とする前記（
１）～（３）のいずれか記載の大腸癌の診断方法、
（５）　前記検出用抗体がリガンドにより標識された抗体であり、大腸癌細胞の染色を、
当該リガンドと、予め蛍光物質により標識された当該リガンドと特異的に結合し得る受容
体との相互作用を利用した蛍光染色により行うことを特徴とする前記（１）～（３）のい
ずれか記載の大腸癌の診断方法、
（６）　前記検出用抗体がビオチンにより標識された抗体であり、大腸癌細胞の染色を、
西洋わさびパーオキシダーゼにより標識されたストレプトアビジンまたはアビジンと、蛍
光物質により標識されたチラミド（Ｔｙｒａｍｉｄｅ）を用いた蛍光染色により行うこと
を特徴とする前記（１）～（３）のいずれか記載の大腸癌の診断方法、
（７）　前記固相担体が、平均粒子径０．０５～６μｍの磁気ビーズであることを特徴と
する前記（１）～（６）のいずれか記載の大腸癌の診断方法、
（８）　前記細胞観察用容器が、スライドガラスまたはマルチウェルプレートであること
を特徴とする前記（１）～（７）のいずれか記載の大腸癌の診断方法、
（９）　大腸癌細胞の染色において、核染色を併用することを特徴とする前記（１）～（
８）のいずれか記載の大腸癌の診断方法、
（１０）　顕微鏡画像の取得および画像解析を、イメージングサイトメータを用いて行う
ことを特徴とする前記（１）～（９）のいずれか記載の大腸癌の診断方法、
（１１）　前記画像解析が、取得された顕微鏡画像に基づいて、各細胞の面積および蛍光
強度を解析し、１細胞の解析結果を１ドットとして、細胞の面積と蛍光強度をパラメータ
としたヒストグラムまたはドットプロットにより表示した後、所定の閾値に基づき標的細
胞を同定することを特徴とする前記（１０）記載の大腸癌の診断方法、
（１２）　前記イメージングサイトメータが、前記ヒストグラムまたはドットプロット上
に、ドットとして表示された細胞の面積の解析データまたは蛍光強度の解析データから、
顕微鏡画像の画像データを呼び出す手段を有することを特徴とする前記（１１）記載の大
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腸癌の診断方法、
（１３）　自然排泄便を回収する保存液含有回収用容器と、回収用抗体をリンカーを介し
て結合させた固相担体と、大腸癌細胞と特異的に結合し得る検出用抗体と、細胞観察用容
器とを有し、前記回収用抗体が大腸粘膜由来正常細胞と大腸癌細胞とにおいて共通して発
現している細胞表面抗原と特異的に結合し得る抗体であり、前記リンカーが、プロテイン
Ｇ、プロテインＡ、またはＤＮＡからなることを特徴とする大腸癌診断用キット、
（１４）　前記回収用抗体が抗ヒトＥｐＣＡＭ抗体であり、前記検出用抗体が抗ヒトＣＤ
４４ｖ６抗体であることを特徴とする前記（１３）記載の大腸癌診断用キット、
（１５）　前記リンカーがＤＮＡからなるものであり、さらに、ＤＮＡ切断酵素を有する
ことを特徴とする前記（１３）または（１４）記載の大腸癌検出用キット、
（１６）　前記リンカーがプロテインＧまたはプロテインＡであり、さらに、非特異的抗
体またはｐＨ調製剤を有することを特徴とする前記（１３）または（１４）記載の大腸癌
診断用キット、
（１７）　前記固相担体が磁気ビーズであることを特徴とする前記（１３）～（１６）の
いずれか記載の大腸癌診断用キット、
（１８）　さらに磁気ビーズ回収用磁気基盤を有することを特徴とする前記（１７）記載
の大腸癌診断用キット、
（１９）　前記検出用抗体が、蛍光分子により標識されていることを特徴とする前記（１
３）～（１８）のいずれか記載の大腸癌診断用キット、
（２０）　前記検出用抗体がリガンドにより標識されており、さらに、当該リガンドと特
異的に結合し得る受容体を有し、前記受容体が蛍光物質により標識されていることを特徴
とする前記（１３）～（１８）のいずれか記載の大腸癌診断用キット、
（２１）　さらに核染色剤を有することを特徴とする前記（１３）～（２０）のいずれか
記載の大腸癌診断用キット、
（２２）　前記細胞観察用容器がスライドガラスまたはマルチウェルタイププレートであ
ることを特徴とする前記（１３）～（２１）のいずれか記載の大腸癌診断用キット、
を提供するものである。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明の大腸癌の診断方法においては、糞便試料から細胞を、大腸粘膜由来正常細胞と
大腸癌細胞とにおいて共通して発現している細胞表面抗原と特異的に結合する回収用抗体
がリンカーを介して結合された固相担体を用いて回収するため、回収した細胞と固相担体
とを分離することができ、固相担体による影響を受けることなく、画像解析により大腸癌
を検出することができる。このように、本発明の大腸癌の診断方法は、免疫染色された細
胞の顕微鏡画像を取得し、画像解析を行うため、細胞技師等による顕微鏡下の目視観察を
行う従来の方法よりも、簡便かつ迅速であり、検査負担を顕著に軽減することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　本発明の大腸癌の診断方法に供される糞便試料は、自然排泄便を保存液に混合し懸濁さ
せた試料である。保存液には、糞便の一箇所から採取したものを懸濁させてもよく、複数
箇所から採取したものを懸濁させてもよい。糞便には多種多様な成分が不均一に存在して
おり、前半、中半、後半で異なるともいわれている。このため、各部位の便をサンプルと
して採取することにより、細胞の局在の影響を抑えることができる。
【００１６】
　糞便試料の調製に用いられる糞便は、排泄直後のものであってもよく、排泄後保存され
たものであってもよい。糞便の保存における温度は、１０℃以下の低温であることが好ま
しく、４℃以下であることがより好ましい。低温環境下において保存することにより、糞
便に含有されている細胞に対する影響をより抑えることができるためである。排便した場
所と糞便試料を調製し、本発明の大腸癌の診断方法を行う場所が離れている場合には、輸
送時の温度を低温に保つことが好ましい。例えば、適当な大きさのプラスチックトレーに
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排便し、厚手のビニール袋等で適当に包んだものを、保冷剤で上下から挟んだ状態で輸送
することにより、温度制御装置を有さない場合であっても、低温に保存した状態で糞便を
輸送することができる。
【００１７】
　糞便を懸濁させる保存液としては、細胞に負担がかからず、細胞を安定的に保存し得る
溶液であれば、特に限定されるものではなく、通常、細胞試料の処理に用いられる緩衝液
等から適宜選択して用いることができる。中でも、リン酸緩衝液（ＰＢＳ）や２５ｍＭＨ
ＥＰＥＳ含有ハンクス液等であることが好ましい。これらの緩衝液に、ＢＳＡ（Ｂｏｖｉ
ｎｅ　ｓｅｒｕｍ　ａｌｂｕｍｉｎ）等のタンパク質や、ＦＢＳ（Ｆｅｔａｌ　Ｂｏｖｉ
ｎｅ　Ｓｅｒｕｍ）等の血清を、０．１％～１０％となるように添加した溶液であること
がより好ましい。また、該保存液には、細胞に負担をかけず、かつ後の工程に影響を及ぼ
さない限り、界面活性剤や有機溶剤を添加してもよい。
【００１８】
　糞便試料を調製するための糞便量および保存液量は、大腸癌細胞の検出のために十分な
量であれば、特に限定されるものではなく、糞便の状態や保存液の種類、回収容器の容量
等を考慮して、適宜決定することができる。例えば、１０ｍｇ～１０ｇ、好ましくは２～
５ｇの糞便を、１０～１００ｍＬ、好ましくは４０～１００ｍＬの保存液に懸濁させるこ
とにより、糞便試料を調製することができる。
【００１９】
　糞便を保存液に混合し懸濁させる方法は、特に限定されるものではなく、例えば、保存
液を含有させた回収用容器に、自然排泄便から採取・回収した糞便を添加した後、蓋等に
より密閉した該回収用容器を手で上下に振ることにより糞便を保存液に混合し懸濁させて
もよい。このとき、回収用容器に、予め攪拌用の粒子を入れておくことにより、より十分
かつ迅速に糞便を保存液に懸濁させることができる。また、糞便と保存液を、Ｓｔｏｍａ
ｃｈｅｒ（登録商標）　Ｌａｂ　Ｂｌｅｎｄｅｒ　ｂａｇのような滅菌済ポリビニルバッ
クに入れ、Ｓｔｏｍａｃｈｅｒ（登録商標）（Ｓｅｗａｒｄ社製）等の破砕・攪拌装置を
用いて懸濁することにより、糞便試料を調製することもできる。その他、ボルテックッス
ミキサー等の攪拌機を用いて攪拌して懸濁させてもよい。なお、糞便試料は、予めフィル
ター等を用いて大きな夾雑物を除去しておくことが好ましい。フィルターとしては、孔径
が５１２μｍのナイロンフィルターを用いることが好ましい。
【００２０】
　糞便試料は、予め保存液を含有させた回収用容器に採取された糞便を添加することによ
り、簡便に調製することができる。このような保存液含有回収用容器の形態や大きさ等は
特に限定されるものではなく、保存液を含有し得る公知の採便容器を用いることもできる
。
【００２１】
　糞便試料を保存する場合の温度は、室温以下であって凍結しない程度であればよく、保
存液の種類や保存時間等を考慮して適宜決定することができるが、低温環境下で保存され
ることが好ましい。室温で保存する場合よりも、細胞に対する影響を抑えることができる
ためである。特に、４℃以下の凍結しない程度の温度で保存されることが好ましい。輸送
の際も４℃以下を保って検査場まで運ばれることが好ましい。また、一般的には、４℃で
３日間程度保存する場合には、回収細胞数に大きな違いはないが、可能な限り速やかに輸
送し、検査を行うことが好ましい。例えば、健康診断等の臨床検査においては、検査場と
の連携を保つためにインターネット上もしくは電話回線上で、指定番号等を入力し、発送
期日、到着期日等を自動で振り分け、適切な日時に発送し検査し得るように連携をとるこ
とが望ましい。
【００２２】
　本発明の大腸癌の診断方法は、糞便試料中に大腸癌細胞が含まれているか否かにより大
腸癌を診断する方法であって、（ａ－１）大腸粘膜由来正常細胞と大腸癌細胞とにおいて
共通して発現している細胞表面抗原と特異的に結合する回収用抗体がリンカーを介して結
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合された固相担体を、糞便試料に添加して混合し、大腸癌細胞－回収用抗体－固相担体複
合体を形成する工程と、（ａ－２）前記工程（ａ－１）において形成された大腸癌細胞－
回収用抗体－固相担体複合体を回収する工程と、（ａ－３）前記工程（ａ－２）において
回収された大腸癌細胞－回収用抗体－固相担体複合体中の大腸癌細胞を、固相担体から分
離する工程と、（ａ－４）前記工程（ａ－３）において得られた大腸癌細胞を、細胞観察
用容器中に固定し、大腸癌細胞と特異的に結合し得る検出用抗体を用いて免疫染色する工
程と、（ｂ）前記工程（ａ－４）において染色された大腸癌細胞の顕微鏡画像を取得し、
画像解析することにより、大腸癌細胞を検出する工程と、を有し、前記リンカーが、プロ
テインＧ、プロテインＡ、またはＤＮＡからなることを特徴とする。一般的に用いられる
固相担体には、自家蛍光を有するものも多く、回収された細胞を、検出用抗体を用いて免
疫染色し、顕微鏡観察により検出する場合には、細胞から固相担体を切り離す（リリース
）することが必要となる。本発明においては、糞便試料から細胞を回収する場合に、回収
用抗体と結合している細胞にダメージを与えることなく細胞と固相担体を分離し得るリン
カーを介して結合された固相担体を用いるため、回収された細胞から、固相担体を簡便に
分離することができる。
【００２３】
　なお、本発明において、「特異的に結合する」とは、結合する対象である物質の検出や
精製等に通常用いることができる程度に特異的に結合し得ることを意味し、大腸癌の診断
に影響を及ぼさないような他の物質と交差するものであってもよい。
　また、本発明において用いられる抗体は、モノクローナル抗体であってもよく、ポリク
ローナル抗体であってもよい。また、このような抗体は、市販の抗体を用いてもよく、抗
原をマウス等の実験動物に免疫し、常法により作製した抗体を用いてもよい。
【００２４】
　本発明の大腸癌の診断方法においては、糞便試料から細胞を回収する回収用抗体として
、大腸粘膜由来正常細胞と大腸癌細胞とにおいて共通して発現している細胞表面抗原と特
異的に結合する抗体を用いる。大腸癌細胞よりも比較的多く含まれている大腸粘膜由来正
常細胞と同時に回収することにより、糞便中に極微量含まれているであろう大腸癌細胞を
効率よく回収することができるためである。また、大腸癌細胞を含む哺乳細胞を選択的に
回収し、糞便中に大量に含まれている腸内細菌等を予め除くことにより、細胞検出時のノ
イズを低下させ、大腸癌細胞の検出感度を向上させることができる。
【００２５】
　本発明において用いられる回収用抗体としては、大腸粘膜由来正常細胞と大腸癌細胞と
において共通して発現している細胞表面抗原と特異的に結合する抗体であれば、特に限定
されるものではない。本発明において用いられる回収用抗体としては、ＥｐＣＡＭを抗原
とする抗ヒトＥｐＣＡＭ抗体であることが好ましい。抗ヒトＥｐＣＡＭ抗体としては、具
体的には、市販されているクローンＶＵ－１Ｄ９{例えば、ＡｂＤ　ｓｅｒｏｔｅｃ社（
カタログＮｏ．４２４０－４００９）から入手可能}やクローンＢｅｒ－ＥＰ４{例えば、
Ｄａｋｏ社（カタログＮｏ．Ｍ０８０４）から入手可能}、クローンＢ８－４（国立がん
センター樹立）等がある。　
【００２６】
　本発明の大腸癌の診断方法においては、まず、工程（ａ－１）として、大腸粘膜由来正
常細胞と大腸癌細胞とにおいて共通して発現している細胞表面抗原と特異的に結合する回
収用抗体がリンカーを介して結合された固相担体を、糞便試料に添加して混合し、大腸癌
細胞－回収用抗体－固相担体複合体を形成させた後、工程（ａ－２）として、形成された
大腸癌細胞－回収用抗体－固相担体複合体を回収する。糞便試料に添加する固相担体の量
は、特に限定されるものではないが、例えば、４０～１００ｍＬの糞便試料に対して、３
％ｗ／ｖのビーズ溶液１０～２４０μＬを添加することが好ましい。大腸癌細胞－回収用
抗体－固相担体複合体は、例えば、遠心分離処理等を行うことにより、固相担体を沈澱さ
せた後、上清を除去することにより回収することができる。
【００２７】
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　固相担体としては、例えば、シリカ、ガラス、セラミックス、プラスチック、ラテック
ス等からなる粒子、磁気ビーズ、金、アルミニウム、ニッケル、アルミナ、チタニア、ジ
ルコニア等からなる金属粒子、アガロースレジン、セファロースレジン等が挙げられる。
磁場を利用することにより、大腸癌細胞－回収用抗体－固相担体複合体の回収を簡便にな
し得るため、本発明においては、固相担体として磁気ビーズを用いることが好ましい。
【００２８】
　本発明において、磁気ビーズは、磁性を帯びている粒子であれば、特に限定されるもの
ではない。該磁気ビーズとして、例えば、四三酸化鉄（Ｆｅ3 Ｏ4 ）、三二酸化鉄（γ－
Ｆｅ2 Ｏ3 ）、各種フェライト、鉄、マンガン、ニッケル、コバルト、クロム等の金属か
らなる粒子や、コバルト、ニッケル、マンガン等を含む合金からなる粒子等がある。また
、該磁気ビーズは、磁性体のみからなる粒子であってもよく、ラテックス粒子等の非磁性
体粒子の内部に磁性体の微粒子を含有させた粒子であってもよい。
【００２９】
　本発明において、固相担体として用いられる分散性微粒子の平均粒子径は、特に限定さ
れるものではなく、例えば、０．０５～１００μｍ程度の、分子生物学や生化学の分野に
おいて通常用いられている大きさのものを用いることができる。固相担体として磁気ビー
ズを用いる場合には、平均粒子径０．０５～６μｍの磁気ビーズであることが好ましい。
【００３０】
　その後、工程（ａ－３）として、工程（ａ－２）において回収された大腸癌細胞－回収
用抗体－固相担体複合体中の大腸癌細胞を、固相担体から分離する。なお、本発明におい
て、固相担体と回収用抗体をつなぐリンカーは、プロテインＧ、プロテインＡ、またはＤ
ＮＡからなるリンカーである。このようなリンカーであれば、回収された細胞を固相担体
から簡便に分離することができるためである。なお、リンカーの長さは、回収用抗体と大
腸癌細胞との結合を、固相担体が阻害しない長さであれば特に限定されるものではなく、
例えばリンカーがＤＮＡからなる場合には、１０～１０００塩基対長程度の長さとするこ
とが好ましい。
【００３１】
　回収用抗体と固相担体をつなぐリンカーがＤＮＡからなる場合には、ＤＮａｓｅ等のＤ
ＮＡ切断酵素を用いた酵素処理を行うことにより、細胞と結合した回収用抗体と固相担体
を切り離すことができる。また、該リンカーが制限酵素認識配列を有するポリヌクレオチ
ドである場合には、制限酵素処理を行うことにより、細胞と結合した回収用抗体と固相担
体を切り離す（リリース）ことができる。なお、効率よく細胞を回収するために、リリー
ス工程は２回以上行うことが好ましい。
【００３２】
　回収用抗体と固相担体をつなぐリンカーがプロテインＧまたはプロテインＡである場合
には、大腸癌細胞－回収用抗体－固相担体複合体に大量の非特異的抗体を添加し混合する
ことにより、回収用抗体と非特異的抗体との競合反応により、大腸癌細胞と結合した回収
用抗体を固相担体から分離することができる。その他、大腸癌細胞－回収用抗体－固相担
体複合体を含む溶液のｐＨを酸性にすることにより、固相担体と結合したプロテインＧや
プロテインＡから、大腸癌細胞と結合した回収用抗体を分離することができる。
【００３３】
　さらに、工程（ａ－４）として、工程（ａ－３）において得られた大腸癌細胞を、細胞
観察用容器中に固定し、大腸癌細胞と特異的に結合し得る検出用抗体を用いて免疫染色す
る。具体的には、工程（ａ－３）において固相担体から分離された細胞を、細胞観察用容
器中に固定し、検出用抗体と結合させる。その後、顕微鏡観察等を用いて、該検出用抗体
を検出することにより、大腸癌細胞を検出することができる。免疫染色としては、蛍光物
質や酵素等で標識した検出用抗体を用いて細胞を染色する直接法であってもよく、検出用
抗体に対する抗体である二次抗体を用いて染色する間接法であってもよい。
【００３４】
　本発明において検出用抗体とは、大腸粘膜由来正常細胞を認識せず、大腸癌細胞を特異
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的に認識し得る抗体である。本発明においては、特に、大腸粘膜由来正常細胞の細胞表面
抗原と結合せず、大腸癌細胞の細胞表面抗原と特異的に結合し得る抗体であることが好ま
しい。本発明において用いられる回収用抗体としては、ＣＤ４４ｖ６を抗原とする抗ヒト
ＣＤ４４ｖ６抗体であることが特に好ましい。抗ヒトＣＤ４４ｖ６抗体としては、具体的
には、市販されているクローンＶＦＦ１８{例えば、Ｃｈｅｍｉｃｏｎ社（カタログＮｏ
．ＭＡＢ４０７３）から入手可能}等がある。
【００３５】
　検出用抗体として、予め蛍光物質により標識された抗体を用いた場合には、レーザ顕微
鏡等を用いて、細胞に、該蛍光物質の蛍光特性に適した波長の励起光を照射し、該蛍光物
質から発された蛍光を検出することにより、高感度に検出用抗体と結合した細胞を検出す
ることができる。抗体を標識する蛍光物質としては、一般的にタンパク質等の生体分子の
標識に用いられる蛍光物質であれば、特に限定されるものではなく、公知の蛍光物質の中
から適宜選択して用いることができる。該蛍光物質として、例えば、ＦＩＴＣ（フルオレ
セインイソチオシアナート）、フルオレセイン、ローダミン（Ｒｈｏｄａｍｉｎ）、ＴＡ
ＭＲＡ、ＮＢＤ、ＴＭＲ（テトラメチルローダミン）等が挙げられる。
【００３６】
　また、検出用抗体としてリガンドにより標識された抗体を用いて、検出用抗体と大腸癌
細胞を結合させた後、当該リガンドと特異的に結合し得る受容体を二次抗体として用いる
ことにより、大腸癌細胞を検出することもできる。該受容体を予め蛍光物質により標識し
ておくことにより、高感度に検出用抗体と結合した細胞を検出することができる。なお、
本発明においてリガンドとは、抗体の標識に用いられる蛍光物質以外の物質であり、受容
体とは、該リガンドと特異的に結合し得る物質を意味する。リガンドとしては、通常タン
パク質等の標識に用いられるものであれば特に限定されるものではなく、例えば、ビオチ
ン(ｂｉｏｔｉｎ)、グルタチオン（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ）、ＤＮＰ（ｄｉｎｉｔｏｒ
ｏｐｈｅｎｏｌ）、ジゴキシゲニン(ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ)、ジゴキシン(ｄｉｇｏｘ
ｉｎ)、２以上の糖からなる糖鎖、６以上のアミノ酸からなるポリペプチド、オーキシン
、ジベレリン、ステロイド、タンパク質、および、それらの類縁体等がある。一方、受容
体としては、該リガンドの抗体や該リガンドの検出等に通常用いられている化合物等が挙
げられる。ここで、リガンドの検出等に通常用いられている化合物とは、例えば、リガン
ドがビオチンの場合にはアビジンやストレプトアビジンであり、リガンドがグルタチオン
の場合にはＧＳＴ（グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ)、リガンドがマルトース等
のアミロースの場合にはＭＢＰ（マルトース結合タンパク質）等である。
【００３７】
　本発明においては、蛍光ではなく、酵素反応を利用した免疫染色法であってもよい。例
えば、ＨＲＰ（西洋わさびペルオキシダーゼ）やＡＰ(アルカリフォスファターゼ)等の酵
素を用いて標識した検出用抗体を、大腸癌細胞と結合させた後、該酵素の基質となる色素
を添加して酵素反応を生じさせることにより、大腸癌細胞を染色し、検出することもでき
る。
【００３８】
　その他、免疫染色において一般的に用いられるシグナル増幅法を用いてもよい。例えば
、細胞観察用容器中に固定された細胞に、ビオチンにより標識された検出用抗体を添加し
て結合させた後、ＨＲＰにより標識されたストレプトアビジンまたはアビジンを添加して
ビオチンと結合させ、さらに蛍光物質により標識されたチラミド（Ｔｙｒａｍｉｄｅ）を
添加する。チラミドは、過酸化水素の存在下において、ＨＲＰの触媒作用によりラジカル
化され、その近傍にある芳香属化合物と非特異的に共有結合する。この結果、検出用抗体
付近にのみ、蛍光標識されたチラミドが集積するため、高感度に検出用抗体と結合した大
腸癌細胞を検出することができる。
【００３９】
　なお、細胞観察用容器への細胞の固定方法は、特に限定されるものではなく、常法によ
り行うことができる。例えば、自然乾燥させてもよく、ホルムアルデヒドやパラホルムア
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ルデヒド、メタノール等の細胞固定架橋剤を呈することにより、細胞観察用容器へ細胞を
固定することができる。固定処理後、細胞固定架橋剤を除去するため、ＰＢＳ等で洗浄す
る。洗浄処理後、すぐに免疫染色を行わない場合は、細胞観察用容器をＰＢＳ等のバッフ
ァーを満たし、乾燥防止のフィルムを貼付して４℃で保存することもできる。また、検出
用抗体と反応させる前に、細胞を固定した細胞観察用容器を、スキムミルク含有ＰＢＳ等
を用いてブロッキングすることも好ましい。
【００４０】
　その後、工程（ｂ）として、工程（ａ－４）において染色された大腸癌細胞の顕微鏡画
像を取得し、画像解析することにより、大腸癌細胞を検出する。免疫染色された細胞の顕
微鏡画像を取得し、画像解析を行うことにより、細胞技師等による顕微鏡下の目視観察を
行う従来の方法よりも、簡便かつ迅速であり、検査負担を顕著に軽減することができる。
さらに、細胞観察用容器として、スライドガラスまたはマルチウェルプレートを用いて、
イメージングサイトメータ等を用いることにより、多数の検体も迅速かつ簡便に処理する
ことが可能となる。
【００４１】
　本発明においてイメージングサイトメータとは、自動的に染色画像の取得と得られた染
色画像の解析を行うことができる画像解析装置を意味する。例えば、スライドガラス上の
細胞集団に対して、レーザを収束させたスポットで走査し、この細胞集団の個々の細胞が
発する蛍光を検出し、走査画像データを画像処理することにより、個々の細胞のデータを
抽出して測定するレーザ走査型サイトメータ（例えば、特開平３－２５５３６５号公報参
照。）やこれを適宜改良したサイトメータ等が挙げられる。
【００４２】
　特に、取得された顕微鏡画像に基づき得られた解析データから、顕微鏡画像の画像デー
タを呼び出す手段を有するイメージングサイトメータを用いることが好ましい。各解析デ
ータに対して画像データを迅速に確認することができるため、より信頼性の高い診断結果
を得ることができるためである。また、解析結果をヒストグラムやドットプロットにより
表示する手段を有していることが好ましい。本発明においては、ドットプロット表示がよ
り望ましい。ドットプロット表示では、個々の細胞が１つ１つのドットとして表示される
ため、解析結果をドットプロット表示することにより、個々の細胞情報を画像とともに瞬
時に確認できる利点がある。
【００４３】
　なお、画像解析を行う場合には、取得された染色画像中の細胞認識を容易にするために
、検出用抗体を用いた免疫染色と、核染色を併用することが好ましい。核染色を行うため
の核染色剤は、大腸癌細胞を標識した蛍光物質（例えば、検出用抗体を標識した蛍光物質
）とは蛍光特性の異なる公知の核染色剤の中から適宜選択して用いることができる。公知
の核染色剤として、例えば、インタカレーターであるＤＡＰＩ、ＰＩ、ＤＲＡＱ５、Ｓｙ
ｔｏｘ、ＹＯＹＯ等が挙げられる。なお、本発明において、蛍光特性が異なるとは、ＦＩ
ＴＣとローダミンのように、励起光照射により発される蛍光の波長が、区別して検出し得
るほど異なることを意味する。
【００４４】
　画像解析は、公知の画像解析プログラム等を用いて常法により行うことができる。図１
のフローチャートは、本発明における画像解析の一態様を示したものである。該方法は、
核染色を併用して得られた染色画像の解析を行っている。まず、ステップａとして、蛍光
染色された細胞の染色画像を取得する。それぞれ蛍光特性の異なる蛍光物質を用いて染色
した細胞の画像を、蛍光ごとに別個に取得する。すなわち、検出用抗体により蛍光染色さ
れた画像と核染色画像とを、１ショット（１顕微鏡視野）ごとに取得し、蓄積する。
　ステップｂとして、取得された核染色画像に基づき、核をメインオブジェクト（主物体
）として認識し、輪郭をトレースする。ステップｃとして、蛍光強度データおよびその物
体の面積の最小（ミニマム）と最大（マキシマム）から、１の核として認識させる範囲を
決定する。核の面積の最小（ミニマム）と最大（マキシマム）は、予め正常上皮細胞また
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は大腸癌細胞の染色像から決定しておく。
【００４５】
　細胞核（メインオブジェクト）を、面積（Ａｒｅａ）と他の形状の記述ファクターとに
より集団を特定して、デブリスを排除し、細胞を含む領域を選択する。形状の記述ファク
ターとしては、例えば、サーキュラリティーファクター、円周ペリメータ、ＭＡＸフェレ
ット、エロンゲーションファクター等がある。図２は、メインオブジェクトとして認識し
た核を、面積データとサーキュラリティーファクターデータをパラメータとして、ドット
プロット（スキャッターグラム）により表示したものである。１ドットが１核（すなわち
１細胞）を示している。なお、ドットプロットに換えてヒストグラムにより表示してもよ
い。図２のドットプロットから、解析対象とする細胞を含む領域と、細胞以外を含む領域
に分け、細胞を含む領域に含まれるメインオブジェクト（細胞）に対して、以降の大腸癌
細胞の検出工程を行う。より詳細な解析が必要であれば、２つの細胞等を認識してしまう
ものを削除しないため、細胞１個を１メインオブジェクトとして認識している可能性が高
い領域（図中の実線で囲われた領域）、細胞１個または２～３個を１メインオブジェクト
として認識している可能性が高い領域（図中の破線で囲われた領域）、細胞２個以上を１
メインオブジェクトとして認識している可能性が高い領域の３つの領域（図中の二点鎖線
で囲われた領域）を設定することが好ましい。各領域の決定（ゲーティング）は、予め決
定された所定の閾値を用いて決定してもよく、各ドットを選択（クリック）して、各ドッ
トが示す細胞の染色画像データを呼び出し、染色画像を確認しながら行ってもよい。
【００４６】
　その後、ステップｄとして、核周辺あるいは細胞表面領域をサブオブジェクトとして認
識する。認識されたサブオブジェクトとメインオブジェクトは親子関係にある。細胞核を
中心に周辺にマスキングを行ってもよく、細胞核および周辺領域を含むようにマスキング
を行ってもよい。検出用抗体蛍光染色画像に基づき、認識されたサブオブジェクトにおけ
る蛍光強度データから、大腸癌細胞を同定する（ステップｅ）。図３は、核周辺領域（サ
ブオブジェクト）を、面積データと平均蛍光強度データをパラメータとして、ドットプロ
ットにより表示したものである。なお、図２と同様に、１ドットが１サブオブジェクト（
すなわち１細胞）を示しており、ドットプロットに換えてヒストグラムにより表示しても
よい。図３のドットプロットから、検出用抗体により細胞表面が染色された細胞を含む領
域（ポジティブ領域、図中の実線で囲われた領域）、検出用抗体により細胞表面が染色さ
れなかった細胞を含む領域（ネガティブ領域、二点鎖線で囲われた領域）、検出用抗体に
より非特異的に細胞表面が染色されている可能性が高い細胞を含む領域（擬陽性グレー領
域、図中の破線で囲われた領域）に分類することができる。
【００４７】
　なお、それぞれの蛍光量における境界、すなわち、染色されているか否かの境界値は、
検出用抗体とは結合しないことが判明している細胞群をネガティブコントロール群、大腸
癌細胞であることが判明している細胞群をポジティブコントロール群とし、ネガティブコ
ントロール群の蛍光強度とポジティブコントロール群の蛍光強度とから決定することがで
きる。
【００４８】
　個々の細胞が、検出用抗体により特異的に染色されているのか否か、すなわち、陽性か
否かの判断は、上記手法のほかにも、細胞染色において一般的に用いられている判断手法
により行うことができる。たとえば、大腸癌細胞と結合しない非特異的抗体を用いた二重
染色法を利用して行ってもよい。なお、該非特異的抗体としては、大腸癌細胞と結合しな
い抗体であれば特に限定されるものではなく、例えば、ｍｏｕｓｅＩｇＧ１ｋａｐｐａ（
ベクトンディッキンソン社製、カタログ番号：５５７２７３）等の、ヒトに対するエピト
ープのないＩｇＧやＩｇＭ等の中から適宜選択して用いることができる。
【００４９】
　具体的には、前記工程（ａ－４）の後、又は工程（ａ－４）における検出用抗体による
染色と同時に、細胞観察用容器中に固定された細胞を、非特異的抗体を用いて免疫染色す
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る。非特異的抗体を、検出用抗体を標識した蛍光物質とは蛍光特性の異なる蛍光物質によ
り標識する等により、工程（ｂ）において、非特異的抗体により蛍光染色された画像（非
特異的抗体蛍光染色画像）を、検出用抗体蛍光染色画像とは別個に、１ショット（１顕微
鏡視野）ごとに取得し、蓄積する。次に、非特異的抗体蛍光染色画像から得られる１細胞
当たりの蛍光強度（Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｐｅｒ　ｃｅｌｌ：ＩＰＣ）から、蓄積された
全非特異的抗体蛍光染色画像の平均ＩＰＣ（全細胞のＩＰＣの総和／細胞数：ＭＩＰＣ）
を算出する。さらに、非特異的抗体蛍光染色における検出用抗体蛍光染色のｒａｔｉｏ（
検出用抗体蛍光染色画像中の細胞のＩＰＣ／全非特異的抗体蛍光染色画像のＭＩＰＣ）を
求め、該ｒａｔｉｏを基準として、陽性か陰性かを判断する。なお、ＭＩＰＣに換えて、
蓄積された全非特異的抗体蛍光染色画像のＩＰＣのピーク値、中央値（Ｍｅｄｉａｎ）、
ピークからの１０％から１００％（正規）分布範囲等を用いてもよい。なお、ＩＰＣは、
１細胞あたりにおけるマスクエリアの合計蛍光強度データ（累積）でもいいし、１ピクセ
ルあたりにおける平均の蛍光強度データでもよい。
【００５０】
　ここで、ポジティブ領域に１ドット（１細胞）でも存在している場合には、大腸癌を発
症していると診断することができる。また、判定がつきにくい擬陽性グレー領域に存在し
ている場合には、各ドットが示す細胞の染色画像データを呼び出し、染色画像を確認する
ことや、核中のＤＮＡ量等の他のパラメータのデータから、該細胞が大腸癌細胞か否かを
判断することができる。その他、ポリメーラーゼチェインリアクション（ＰＣＲ）等の遺
伝子解析を行うことにより、より詳細な判定を下すこともできる。
【００５１】
　このような画像解析は、ＣＥＬＡＶＩＥＷ ＲＳ１００（オリンパス社製）等の公知の
解析ソフトウェアを用いて行うことができる。データ解析は、例えば以下の手順で行うこ
とができる。なお、図４に、ＣＥＬＡＶＩＥＷ ＲＳ１００を用いた画像解析において、
測定領域の具体的な設定方法を模式的に示す。
【００５２】
　図４（ａ）は１つの細胞を模式的に示した図である。図中、エリア１０１は核（細胞核
）を、エリア１０２は細胞質を、それぞれ示している。まず、画像解析において、細胞一
つ一つを自動的に識別するために、ＤＡＰＩで染色されたこのエリア１０１、すなわち細
胞核エリア１０３をメインオブジェクトとして認識するような領域を設定する｛図４（ｂ
）｝。また、その際、ＤＡＰＩにより染色された部分の面積の最大値と最小値および蛍光
強度の閾値により、核領域を設定する。
　さらに、細胞密度が高く、細胞が込み合っているような場合がある場合は、領域分割を
行う手法の一つとして知られているウォーターシェッド（Ｗａｔｅｒｓｈｅｄ）アルゴリ
ズム手法を用いることが好ましい。該手法は、マークと呼ばれる領域の中心を隣接画素へ
と広げていくことによって領域を得るものであり、この機能を同時に使用することにより
、個々の細胞を認識するよう設定する｛図４（ｃ）｝。図４（ｃ）に示すように、２つの
重なり合う細胞を、ウォーターシェッド機能を用いることで２つの細胞核として認識でき
るようになる｛図４（ｃ―ｂ）｝。一方で、ウォーターシェッド機能を用いない場合では
、１つの細胞核として認識される｛図４（ｃ―ａ）｝。細胞核の認識は、他にも、エッジ
認識や隣接する細胞のくびれを認識されることによっても同様に行うことができる。
【００５３】
　次に、認識されたメインオブジェクト（個々の細胞核）を中心とし、サブオブジェクト
として、等間隔に存在するドーナツ型のエリア１０４を作成する。ドーナツエリアの作成
においては、核最外線からのドーナツの最内線開始地点とドーナツ最外線である終点を自
由に設定することができるが、表面抗原（ＣＤ４４ｖ６およびＥｐＣＡＭ）を測定対象と
する際には、図４（ｄ）に示すように、少なくともエリア内に細胞膜１０５がすべて含ま
れる状態となるようなエリア１０４を設定し、細胞内がもれなく測定対象となるドーナツ
エリアになるように設定する。
【００５４】
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　解析時には、画像処理の一つの方法としてローリングボールを使ったバックグランド補
正を行ってもよい。さらに、核の誤認識を排除するため、細胞核エリア１０３と、例えば
サーキュラリティーファクターをはじめとする細胞核の形状を記述ファクター（その他、
前述した円周ペリメータ、ＭＡＸフェレット、エロンゲーションファクター等）により、
細胞集団を特定するような領域１０６を選択し、ノイズを排除して解析を行ってもよい｛
図４（ｅ）｝。
【００５５】
　次に、各々のドーナツエリア１０４内におけるＣＤ４４ｖ６、ＥｐＣＡＭの平均蛍光強
度（ドーナツエリア内の１ピクセルあたりの平均蛍光強度）もしくは最大蛍光強度（ドー
ナツエリア内の１ピクセルあたりで最大の蛍光強度）により、１細胞あたりのそれぞれの
蛍光強度を解析する｛図４（ｆ）｝。
　ここで、非癌罹患者由来の生体試料を用いて同様に取得されたデータに基づき、蛍光強
度の閾値１０７を決定し、当該閾値１０７により表面抗原ポジティブ領域を決定しゲーテ
ィングを行う。なお、閾値１０７は、予め決定されたものであってもよい。その他、表面
抗原ポジティブ領域を決定するために、前述のように、非癌罹患者由来の生体試料を用い
て取得された蛍光染色画像の、平均ＩＰＣ（ＭＩＰＣ）、ＩＰＣのピーク値、中央値（Ｍ
ｅｄｉａｎ）、ピークからの１０％から１００％（正規）分布範囲等を用いてもよい。
【００５６】
　さらには、ＤＡＰＩ等の核染色剤を用いて得られた核染色画像の核内におけるトータル
蛍光強度または最大蛍光強度（核内の１ピクセルあたりで最大の蛍光強度）のデータに基
づき、閾値１０８を決定し、当該閾値１０８によりターゲット領域を決定しゲーティング
を行う｛図４（ｇ）｝。なお、核内におけるトータル蛍光強度または最大蛍光強度のデー
タから１細胞あたりのそれぞれの蛍光強度を解析し、１細胞のＤＮＡ量を算出してもよい
。この算出された１細胞当たりのＤＮＡ量のデータに基づき、閾値１０７と同様に、閾値
１０８を作成することができる。
【００５７】
　癌細胞では、脱核が生じている場合もあるが、核染色画像に基づき細胞を認識している
場合には、脱核した細胞は認識されないため、大腸癌細胞が見逃されてしまう可能性があ
る。また、細胞の凝集が酷い場合にも、核染色画像からは細胞として認識されず、大腸癌
細胞が見逃されてしまう可能性がある。このため、例えば、上記のポジティブ領域に含ま
れる細胞がなかった場合には、念のため、核染色画像では細胞と認識されなかった（染色
されなかった）領域（ネガティブ領域）にあるオブジェクトに対して、改めて大腸癌細胞
か否かを判断することが好ましい。
　具体的には、まず、ステップｆとして、１ショットの検出用抗体染色画像の総蛍光強度
が一定値以上である検出用抗体蛍光染色画像を選抜し、該画像に基づき、一定値以上の蛍
光強度を有する領域（細胞表面領域）をメインオブジェクトとして認識する。この場合、
例えば、検出用抗体として第１検出用抗体と第２検出用抗体の２の抗体を用いた場合には
、両抗体による蛍光強度の和が一定以上の蛍光強度を有する検出用抗体染色画像を選抜す
ることが好ましい。さらにステップｇとして、認識されたメインオブジェクト（細胞）の
うち、所定の閾値以上の蛍光強度を有する細胞の染色画像を確認し、該細胞が大腸癌細胞
か否かを判断する。図５は、ステップｆで認識されたメインオブジェクト（細胞）を、蛍
光強度データをパラメータとして作成したヒストグラムである。このヒストグラムから、
解析対象とする細胞を含む領域を設定し、該領域内の個々の細胞の染色画像データをギャ
ラリー表示で確認して、検出用抗体で染色されているか否か、すなわち、大腸癌細胞か否
かを診断することができる。これらのステップを加えることにより、診断上の陽性可能性
の見落としを効果的に防止することができる。
【００５８】
　このような画像解析の結果、検出用抗体が陽性である（検出用抗体で染色される）場合
には、該細胞は大腸体癌に罹患していると診断することができる。さらに、解析された全
ての細胞において、いずれの検出用抗体も陰性であった場合には、大腸癌に罹患していな
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い可能性が高いと判断することができる。
【００５９】
　このように、本発明の大腸癌の診断方法においては、検出用抗体を用いた免疫染色によ
り染色された細胞は、顕微鏡観察を用いて観察され、個々の細胞ごとに大腸癌細胞か正常
細胞かを判断される。これにより、細胞同士が接着している場合や、細胞に細胞以外の組
織片等が付着している場合であっても、個々の細胞について、大腸癌細胞か否かを判断す
ることができる。すなわち、本発明の大腸癌の診断方法は、フローサイトメータを用いる
解析方法とは異なり、個々の細胞が必ずしも分離されていない生体試料中の細胞に対して
も、解析を行うことができるという利点も有する。
【００６０】
　さらに、本発明の大腸癌の診断方法は、便潜血反応検査や作業工程の多い遺伝子変異解
析・遺伝子発現解析等による検査方法ではなく、大腸癌細胞を直接測定および解析する方
法であるため、大腸癌細胞を高精度かつ簡便に検出することができ、大腸癌の診断におい
て信頼性の高い結果を得ることができる。このため、本発明の大腸癌の診断方法を用いる
ことにより、大腸癌の可能性が高い被験者を選別し、優先的に大腸内視鏡検査へと導き得
ることが期待される。
【００６１】
　本発明の大腸癌の診断方法に用いられる検出用抗体等の試薬をキット化することにより
、より簡便に大腸癌の診断を行うことができる。このような大腸癌診断用キットとしては
、例えば、自然排泄便を回収する保存液含有回収用容器と、回収用抗体をリンカーを介し
て結合させた固相担体と、大腸癌細胞と特異的に結合し得る検出用抗体と、細胞観察用容
器とを有しており、該回収用抗体が大腸粘膜由来正常細胞と大腸癌細胞とにおいて共通し
て発現している細胞表面抗原と特異的に結合し得る抗体であり、該リンカーが、プロテイ
ンＧ、プロテインＡ、またはＤＮＡからなるものであることが好ましい。
【００６２】
　本発明においては、これらのキットは、さらに核染色剤を有していても好ましい。また
、固相担体が磁気ビーズである場合には、さらに、マグネチックシート等の磁気ビーズ回
収用磁気基盤を有していても好ましい。
【００６３】
　なお、該保存液含有回収用容器としては、例えば、保存液を含有し得る公知の採便容器
、Ｓｔｏｍａｃｈｅｒ（登録商標）　Ｌａｂ　Ｂｌｅｎｄｅｒ　ｂａｇのような滅菌済ポ
リビニルバック等であってもよい。また、これらのキットが含有することができる回収用
抗体、回収用抗体がリンカーを介して結合された固相担体、細胞観察用容器、保存液等は
、上述したものから適宜選択して用いることができる。
【００６４】
　特に、固相担体と回収用抗体をつなぐリンカーがＤＮＡからなるものである場合には、
さらに、ＤＮＡ切断酵素を有するキットであることが好ましい。一方、当該リンカーがプ
ロテインＧまたはプロテインＡである場合には、さらに、非特異的抗体またはｐＨ調製剤
を有するキットであることが好ましい。
【実施例】
【００６５】
　次に実施例を示して本発明をさらに詳細に説明するが、本発明は以下の実施例に限定さ
れるものではない。
【００６６】
［実施例１］
　本発明の大腸癌の診断方法により、模擬大腸癌患者由来糞便を用いて大腸癌細胞を検出
した。模擬大腸癌患者由来糞便としては、自然排泄便に大腸癌由来培養細胞ＨＴ－２９を
予め混入させたものを用いた。なお、ＨＴ－２９細胞は常法により培養したものを用いた
。
＜検出用抗体および回収用抗体＞



(17) JP 2010-151678 A 2010.7.8

10

20

30

40

50

　大腸癌細胞と特異的に結合し得る検出用抗体として、抗ヒトＣＤ４４ｖ６抗体（クロー
ンＩＤ：ＶＦＦ１８、Ｃｈｅｍｉｃｏｎ社から購入）を用い、大腸粘膜由来正常細胞と大
腸癌細胞とにおいて共通して発現している細胞表面抗原と特異的に結合し得る回収用抗体
として、抗ヒトＥｐＣＡＭ抗体（クローンＩＤ：Ｂｅｒ－ＥＰ４）を用いた。
【００６７】
＜回収用ビーズ＞
　回収用抗体を固相担体に結合させた回収用ビーズとして、抗ヒトＥｐＣＡＭ抗体をオリ
ゴヌクレオチドからなるＤＮＡリンカーを介して直径（平均粒子径）４．５μｍの磁気ビ
ーズに結合させてある磁気ビーズ（CELLection Epithelial Enrich、Dynal社製）を用い
た。この回収用ビーズを、最終的に３％ｗ／ｖスラリーとなるように、０．１％ＢＳＡお
よび２ｍＭ　ＥＤＴＡ添加リン酸緩衝液（ＰＢＳ）を用いて調製した。
【００６８】
＜糞便試料の調製＞
　模擬大腸癌患者由来糞便２ｇを、２０ｍｌの保存液（０．１％ＢＳＡおよび２ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡ添加ＰＢＳ）を含有させた保存液含有回収用容器に採取し、保存液に糞便を懸濁さ
せ、ろ液回収用チューブにフィルターろ過した糞便試料（ポジティブ検体）を調製した。
なお、該保存液含有回収用容器に設置されたフィルターとしては、孔径が５１２μｍのナ
イロンフィルターを用いた。また、対照として、模擬大腸癌患者由来糞便に換えて、ＨＴ
－２９細胞を混入させていない糞便を用いて同様に調製し、この糞便試料をネガティブ検
体とした。
【００６９】
＜糞便試料からの細胞の回収＞
　得られた糞便試料に保存液（０．１％ＢＳＡおよび２ｍＭ　ＥＤＴＡ添加ＰＢＳ）を添
加し、４０ｍｌ量とした後、３％ｗ／ｖスラリーの回収用ビーズを８０μＬ添加した。室
温にて、ミキサーで１５回転／分の条件の下、３０分間のインキュベーションを行った。
　その後、サンプルの入った５０ｍｌチューブを、Ｄｙｎａｌ　ＭＰＣ－１（５０ｍｌチ
ューブ対応のマグネット台）に置いた。軽く揺らしながら、室温で１５分間反応させた後
、
上清をとり、ハンクス液を１ｍｌ加えた。回収用ビーズ懸濁液を新しい１．５ｍｌチュー
ブに移し、糞便試料中に含まれていた細胞を回収した。
【００７０】
＜固相担体から細胞の分離＞
　回収用ビーズ懸濁液にＤＮａｓｅ（２００Ｕｎｉｔ）を添加し、室温で１５分間反応さ
せることにより、ビーズと回収用抗体との間のＤＮＡからなるリンカー部分を切断した。
Ｐ－２００のピペットを用いてピペッティング作業を行った後、チューブをＭＰＣ－Ｓ（
１．５ｍｌチューブ対応のマグネット台）に置き、室温で５分間反応させた。リリースさ
れたビーズはマグネットに吸着されているため、細胞が存在する上清を回収することによ
り、細胞とビーズを分離した。効率よく細胞を回収するために、リリース工程は２回行っ
た。
【００７１】
＜細胞の固定操作＞
　回収された細胞を含む上清を、マルチウェルプレートにアプライした後、３．７％ホル
ムアルデヒド溶液を用いて各ウェルの底面に細胞を固定した。ＰＢＳで洗浄後、ＰＢＳを
満たして乾燥防止のフィルムを貼付し、４℃で保存した。
【００７２】
＜細胞の免疫染色＞
　５％スキムミルク含有ＰＢＳで１０分間ブロッキングした後、蛍光物質（ＡＬＥＸＡ６
４７）で標識された抗ヒトＣＤ４４ｖ６抗体を添加して、６０分間室温で反応させた。反
応後、十分に洗浄した後、ＤＡＰＩを用いて核染色を行った。
　なお、ビオチン標識された抗ヒトＣＤ４４ｖ６抗体等を用いた場合には、蛍光標識され
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た（ストレプト）アビジンを使用して核染色を行ってもよく、ＨＲＰ標識された（ストレ
プト）アビジンを使用した場合は蛍光標識されたＴｙｒａｍｉｄｅを３０分間反応させる
。十分に洗浄した後、核染色を行うこともできる。
【００７３】
　免疫染色後、マルチウェルプレートをＣＥＬＡＶＩＥＷ（登録商標）（オリンパス社製
）に設置し、図１に示すフローチャートに従い、画像解析を行った。まず、顕微鏡の視野
ごとにＡＬＥＸＡ６４７染色画像（検出用抗体蛍光染色画像）とＤＡＰＩ染色画像（核染
色画像）を取得した（ステップａ）。次に、取得されたＤＡＰＩ染色画像に基づき、核を
メインオブジェクトとして認識した後（ステップｂ）、蛍光強度データおよびその物体の
面積の最小と最大から、核として認識させる範囲を決定し（ステップｃ）、細胞表面をサ
ブオブジェクトとして認識した（ステップｄ）。その後、ＡＬＥＸＡ６４７染色画像に基
づき、認識されたサブオブジェクトにおける蛍光強度データから、大腸癌細胞を同定した
（ステップｅ）。
【００７４】
　図６に画像解析の結果を示す。図６（ａ）はネガティブ検体の結果を、（ｂ）はポジテ
ィブ検体の結果を、それぞれ示す。この結果、ネガティブ検体ではＤＡＰＩとＡＬＥＸＡ
６４７の両方で染色された細胞は検出されなかったが、ポジティブ検体ではＤＡＰＩとＡ
ＬＥＸＡ６４７の両方で染色された細胞が検出された。また、ＤＡＰＩとＡＬＥＸＡ６４
７の両方で染色された細胞の１細胞当たりの平均蛍光強度は３２９０（実測値）であり、
ＤＡＰＩのみで染色された細胞の１細胞当たりの平均蛍光強度は２９．９（実測値）であ
った。
【００７５】
　以上の結果から、本発明の大腸癌の診断方法により、糞便試料に含まれる大腸癌細胞を
高精度かつ簡便に検出し得ることが明らかである。
【００７６】
［参考例１］
　大腸の非腫瘍部位から作製した組織切片と、大腸の腫瘍部位から作製した組織切片とに
対して、免疫染色を行った。具体的には、実施例１において用いた抗ヒトＣＤ４４ｖ６抗
体を一次抗体とし、ＨＲＰ標識された抗マウスＩｇＧ抗体であるＥｎＶｉｓｉｏｎ＋ ｍ
ｏｕｓｅ／ＨＲＰ（Ｄａｋｏ社製、カタログ番号：Ｋ４０００）を二次抗体とし、ＤＡＢ
＋（Ｄａｋｏ社製、カタログ番号：Ｋ３４６７,Ｌｉｑｕｉｄ)を用いて、ＤＡＢ染色を行
った。
【００７７】
　得られた染色図を図７に示す。（ａ）が大腸非腫瘍部位の染色図であり、（ｂ）が大腸
腫瘍部位の染色図である。大腸非腫瘍部位では、染色された細胞はほとんど存在していな
かったが、大腸腫瘍部位では非常に多くの部位が色濃く染色された。これらの組織染色の
結果からも、抗ヒトＣＤ４４ｖ６抗体が、正常な大腸粘膜細胞とは結合せず、大腸癌細胞
と特異的に結合することが明らかである。
【産業上の利用可能性】
【００７８】
　本発明の大腸癌の診断方法は、非侵襲的であり、検査負担が軽く、かつ信頼性の高い結
果を得ることができる大腸癌診断方法であるため、大腸癌検診等の臨床検査等の分野にお
いて利用が可能である。
【図面の簡単な説明】
【００７９】
【図１】本発明における画像解析の一態様を示したフローチャートである。
【図２】メインオブジェクトとして認識した核を、面積データとサーキュラリティーファ
クターデータをパラメータとして、ドットプロット（スキャッターグラム）により表示し
たものである。
【図３】核周辺領域（サブオブジェクト）を、面積データと平均蛍光強度データをパラメ
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ータとして、ドットプロットにより表示したものである。
【図４】ＣＥＬＡＶＩＥＷの解析ソフトウェアを用いた画像解析において、測定領域の具
体的な設定方法を模式的に示した図である。
【図５】ステップｆで認識されたメインオブジェクト（細胞）を、蛍光強度データをパラ
メータとして作成したヒストグラムである。
【図６】実施例１において、画像解析の結果を示した図である。
【図７】参考例１において、大腸の組織切片の染色図である。（ａ）が大腸非腫瘍部位の
染色図であり、（ｂ）が大腸腫瘍部位の染色図である。
【符号の説明】
【００８０】
　１０１…核、１０２…細胞質、１０３…メインオブジェクトとして認識されるエリア、
１０４…サブオブジェクトとして認識されるエリア、１０５…細胞膜、１０６…選択され
る細胞集団の領域、１０７…閾値、１０８…閾値。

【図２】

【図３】

【図４】
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