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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者に対する抗癌剤の薬効を評価する方法であって、以下の：
　患者から取得された生物試料に抗癌剤を適用する抗癌剤適用工程と、
　前記生物試料から腫瘍細胞を濃縮する濃縮工程と、
　前記濃縮工程で得られた前記濃縮液に含まれる細胞を基板上に展開する展開工程と、
　前記基板上に展開した腫瘍細胞に存在する抗癌剤の作用部を標識して、光強度を検出す
る検出工程と、
　検出された光強度に基づき、抗癌剤の薬効を決定する評価工程と、
　を含む、前記方法。
【請求項２】
　患者に対する抗癌剤の薬効を評価する方法であって、以下の：
　抗癌剤を投与された患者から得られた生物試料から腫瘍細胞を濃縮する濃縮工程と、
　前記濃縮工程で得られた前記濃縮液に含まれる生体試料を基板上に展開する展開工程と
、
　前記基板上に展開した腫瘍細胞に存在する抗癌剤の作用部を標識して、光強度を検出す
る検出工程と、
　検出された光強度に基づき、抗癌剤の効果を決定する評価工程、
　を含む、前記方法。
【請求項３】
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　前記濃縮工程が、比重法であることを特徴とする、請求項１又は２に記載の抗癌剤の評
価方法。
【請求項４】
　前記濃縮工程が、一端は閉塞して底部を形成し、他端は開口した筒状の構造体と、開口
を密閉するキャップからなり、前記構造体は２以上の筒状部材より構成され、分離部にて
分離可能である分離構造体を用いることを特徴とする、請求項３に記載の抗癌剤の評価方
法。
【請求項５】
　前記抗癌剤が分子標的薬であることを特徴とする、請求項１～４いずれか一項に記載の
抗癌剤の評価方法。
【請求項６】
　前記腫瘍細胞が、血中循環腫瘍細胞であることを特徴とする、請求項１～５いずれか一
項に記載の抗癌剤の評価方法。
【請求項７】
　前記作用部が、ＨＥＲ２、ＥＧＦＲから構成される群から選択される、請求項１～６い
ずれか一項に記載の抗癌剤の評価方法。
【請求項８】
　前記作用部がＨＥＲ２である場合に、抗癌剤が、ラパチニブ、トラスツズマブ、及びペ
ルツズマブからなる群から選ばれる１以上の薬剤である、請求項７に記載の評価方法。
【請求項９】
　前記作用部がＥＧＦＲである場合に、抗癌剤が、ゲフィチニブ、エルロチニブ、アファ
チニブ、バンデタニブ、ラパチニブ、セツキシマブ、パニツムマブからなる群から選ばれ
る１以上の薬剤である、請求項７に記載の評価方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗癌剤の薬効を評価する方法であり、特に好適には腫瘍細胞の抗癌剤作用部
を標識物質により標識し、抗癌剤適用による光強度の変化から、抗癌剤が腫瘍細胞に対し
て効果的に作用しているかを判断する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　腫瘍細胞が保有するレセプターなどのタンパク質を標的とし、当該標的タンパク質を有
する腫瘍細胞に対し特異的に作用する抗癌剤が、分子標的治療薬として開発されている。
例えば、乳癌細胞等のＨＥＲ２／ｎｅｕに対するトラスツズマブ、大腸癌細胞等のＥＧＦ
Ｒに対するセツキシマブ、パニツムマブ、リンパ腫のＣＤ２０に対するリツキシマブ、非
小細胞肺癌、卵巣癌細胞等の血管内皮細胞増殖因子ＶＥＧＦに対するベバシズマブなどが
挙げられる（非特許文献１）。これらの抗癌剤の腫瘍細胞に対する効果は、ＣＴ、ＭＲＩ
検査などに代表される画像診断での腫瘍組織の縮小や腫瘍マーカーの低下等で判断されて
いる。
【０００３】
　抗癌剤の効果をＣＴやＭＲＩ等による画像診断で評価する場合、１カ月程度の期間をお
いて腫瘍サイズの増大もしくは縮小が明確になるのを待つ必要があるため、短期間もしく
はリアルタイムでの薬効判断には不適である。また腫瘍マーカーは、腫瘍細胞そのものを
直接検出していないため、腫瘍以外の因子による偽陽性が発生したり、病態悪化に相関し
ない偽陰性が発生することから、薬効を正確に評価し得るには至っていない。
【０００４】
　一方で、近年、血中循環腫瘍細胞（Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ　Ｔｕｍｏｒ　Ｃｅｌｌ，
ＣＴＣ）を使用する癌の診断方法や予後決定方法の臨床応用が提案されている（特許文献
１）。
【先行技術文献】
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【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特表２００８－５３３４８７号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ａｎｄｒｅｗ　Ｍ．Ｓｃｏｔｔ，ｅｔ．　ａｌ．　２０１２．　Ａｎｔ
ｉｂｏｄｙ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　ｃａｎｃｅｒ．　Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　
Ｃａｎｃｅｒ　１２．
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　抗癌剤の投薬治療期間に亘り、一定量の血液中に含まれるＣＴＣ数を測定することで、
その増減から投薬された抗癌剤の薬効を推測することが可能になってきている。しかしな
がら、ＣＴＣ数に基づいて薬効を推測するには、一定期間に亘り投薬することが必要であ
り、投薬前に薬効を推測することはできなかった。またＣＴＣ数の増減のみに基づいて実
際に投薬された抗癌剤が腫瘍細胞に対して作用しているかについては評価することが困難
であった。そこで、本発明は、ある抗癌剤の投薬前に、その抗癌剤の薬効を評価する方法
を提供すること、さらにはある抗癌剤が実際に投与された場合にその薬効を正確に評価す
ることを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　前記目的に鑑みて完成された本発明は、抗癌剤の薬効を評価する方法であり、特に好適
には腫瘍細胞の抗癌剤作用部を標識物質により標識し、抗癌剤適用による光強度の変化か
ら、抗癌剤の薬効を評価する方法に関している。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明の方法は、希少な腫瘍細胞を検出可能であり、かつ腫瘍細胞への抗癌剤の薬効を
直接検出できるため、画像診断と比較して高感度であり、腫瘍マーカーに対してより精度
の高い薬効評価が可能となる。本発明の抗癌剤の薬効を評価する方法は、抗癌剤が、投与
対象である各患者にとって有効な治療効果を発揮するか否かを、投与前に又は投与期間中
若しくは期間終了後に評価することを可能にする。これにより、適切な抗癌剤の選択が可
能になると共に、副作用を最小にする処方で治療を行うことが可能になる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】本発明の濃縮工程に用いる分離構造体を説明するための図である。
【図２】本発明の展開工程及び検出工程に用いる検出構造体を説明するための図である。
【図３】本発明の展開工程及び検出工程に用いる検出構造体を説明するための図である。
【図４】本発明に用いる検出構造体及び検出装置を説明するための図である。
【図５】本発明の濃縮工程における分離濃縮方法を説明するための図である。
【図６】本発明の濃縮工程における分離濃縮方法を説明するための図である。
【図７】本発明の実施例１の抗癌剤未適用試料におけるヒト乳癌細胞の検出結果を示す図
である（Ａ）。本発明の実施例１の抗癌剤適用試料におけるヒト乳癌細胞の検出結果を示
す図である（Ｂ）。
【図８】本発明の実施例１におけるトラスツズマブの適用の有無における、ＨＥＲ２標識
の光強度変化を示す図である。
【図９】本発明の実施例２の抗癌剤未適用試料におけるヒト大腸癌細胞の検出結果を示す
図である（Ａ）。本発明の実施例２の抗癌剤適用試料におけるヒト大腸癌細胞の検出結果
を示す図である（Ｂ）。
【図１０】本発明の実施例２におけるパニツムマブの適用の有無における、ＥＧＦＲ標識
の光強度変化を示す図である。
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【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本発明は、患者に対する抗癌剤の薬効を評価する方法であって、
　抗癌剤を患者から得た生物試料に適用する抗癌剤適用工程と、
　生物試料から腫瘍細胞を濃縮する濃縮工程と、
　前記濃縮工程で得られた前記濃縮液に含まれる生体試料を基板上に展開する展開工程と
、
　前記基板上に展開した腫瘍細胞に存在する抗癌剤の作用部を標識して、光強度を検出す
る検出工程と、
　検出された光強度に基づき、抗癌剤の効果を決定する評価工程、
　を備えることを特徴とする抗癌剤の評価方法に関する。
【００１２】
　本発明の別の態様は、患者に対する抗癌剤の薬効を評価する方法であって、
　抗癌剤を投与された患者から得られた生物試料から腫瘍細胞を濃縮する濃縮工程と、
　前記濃縮工程で得られた前記濃縮液に含まれる生体試料を基板上に展開する展開工程と
、
　前記基板上に展開した腫瘍細胞に存在する抗癌剤の作用部を標識して、光強度を検出す
る検出工程と、
　検出された光強度に基づき、抗癌剤の効果を決定する評価工程、
　を備えることを特徴とする抗癌剤の評価方法に関する。
【００１３】
　本発明は、個別の癌を患う又は患う恐れのある患者に対して、抗癌剤の薬効を評価する
ことができる。抗癌剤の中でも特に分子標的薬は、癌細胞に含まれる１又は数種のタンパ
ク質を標的とする薬であることから、癌細胞の種類又は変異などにより、分子標的薬に対
する効果が大きく異なることがある。例えばモノクローナル抗体を含む抗体医薬である場
合、癌細胞中のタンパク質の抗原部位に変異が生じてしまうと、抗体医薬としての作用が
弱くなってしまう。発明の抗癌剤の薬効を評価する方法は、抗癌剤が、投与対象である各
患者にとって有効な治療効果を発揮するか否かを、投与前に又は投与期間中若しくは期間
終了後に評価することを可能にする。これにより、適切な抗癌剤又は抗癌剤の組合せの選
択が可能になると共に、副作用を最小にする処方で治療の選択が可能になる。
【００１４】
　本発明の別の態様では、本発明の評価方法により、患者に対する抗癌剤の薬効を評価し
、その評価に従い優れた薬効を有する抗癌剤又はその組合せを選択して、患者に投与する
ことを含む、患者の治療方法にも関する。また、本発明の更なる態様では、上述の各工程
を含む、患者が患う癌がどの抗癌剤に対し感受性であるかについて患者を診断する方法に
も関する。
【００１５】
　本発明において患者とは、癌を患っている患者又は癌の手術、投薬、放射線治療などの
癌治療を受けた経験のある患者であってもよいし、癌治療後に、転移癌を患う恐れのある
患者であってもよい。本発明を診断方法として用いることもできることから、癌を患う恐
れのある患者も含まれる。本発明の患者が患っている癌は、任意の癌であってよく、例え
ば白血病、リンパ腫、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫、多発性骨髄腫などの造血細胞悪
性腫瘍、脳腫瘍、乳がん、子宮体がん-子宮、子宮頚がん、卵巣がん、食道癌、胃癌、虫
垂癌、大腸癌、肝臓癌、胆嚢癌、胆管癌、膵臓癌、副腎癌、消化管間質腫瘍、中皮腫-口
腔底癌、歯肉癌、舌癌、頬粘膜癌などの喉頭癌口腔癌、頭頚部癌、唾液腺癌、副鼻腔癌、
甲状腺癌、腎臓がん、肺癌、骨肉腫、骨癌、前立腺癌、精巣腫瘍、腎臓癌、膀胱癌、皮膚
癌、肛門癌が挙げられるがこれらに限定されることを意図しない。
【００１６】
　本発明において、生物試料とは、細胞を含む試料であれば任意の試料のことをいい、生
体から取得された生体試料並びに細胞培養や組織培養などで得られる培養試料を含む。生
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体試料としては、尿、血液、血漿、血清、唾液、精液、糞便、痰、髄液、腹水、羊水等の
生体試料、細胞の凝集物、腫瘍、リンパ節又は動脈といった器官や組織に由来する試料が
挙げられる。培養試料としては、細胞培養物、組織培養物、又はそれらの培養液が挙げら
れる。本発明は、生物試料中に含まれる腫瘍細胞に対する抗癌剤の作用を評価するために
使用することができる。腫瘍細胞としては、任意の癌由来の細胞であってよいが、より詳
細には、血液やリンパ液を通じて遠隔転移する癌細胞である血中循環腫瘍細胞（CTC）で
あり、例えば胃癌、大腸癌、食道癌、肝臓癌、肺癌、すい臓癌、膀胱癌、子宮癌（上皮性
腫瘍）由来のＣＴＣ細胞、及び、血液に含まれるリンパ球や白血球の腫瘍細胞（リンパ腫
、白血病）が例示できる。別の態様では、生検により取得した腫瘍から得た細胞の懸濁物
を試料として用いることもできる。
【００１７】
　本発明で評価される抗癌剤は、癌の治療に用いられる任意の抗癌剤であってよい。腫瘍
細胞に存在する抗癌剤の作用部を標識する観点から、分子標的治療薬であることが好まし
く、抗体医薬がより好ましい。
【００１８】
　癌治療用の分子標的治療薬としては、市場されている又はこれから市場される任意の分
子標的治療薬が挙げられ、例えば、イマニチブ、ゲフィチニブ、エルロチニブ、アファチ
ニブ、ダサチニブ、ボスチニブ、ニロチニブ、バンデタニブ、スニチニブ、アキシチニブ
、パゾパニブ、レンバチニブ、ラパチニブ、ニンテダニブ、ニロチニブ、クリゾチニブ、
セリチニブ、アレクチニブ、ルキソリチニブ、トファシチニブ、イブルチニブなどのチロ
シンキナーゼ阻害剤や、ソラフェニブ、ベムラフェニブ、ダブラフェニブなどのＲａｆキ
ナーゼ阻害薬や、パルボシクリブなどのＣＤＫ阻害薬や、トラメチニブなどのＭＥＫ阻害
薬、ボルテゾミブ、カルフィルゾミブなどのプロテアソーム阻害剤が挙げられる。
【００１９】
　癌治療用の抗体医薬としては、市場されている又はこれから市場される任意の抗体医薬
が挙げられ、例えばリツキシマブ、セツキシマブ、ブレンツキシマブ ベドチン、トラス
ツズマブ、ベバシズマブ、メポリズマブ、ゲムツズマブオゾガマイシン、モガムリズマブ
、ペルツズマブ、アレムツズマブ、イノツズマブ、パニツムマブ、オファツムマブ、イピ
リムマブ、ラムシルマブ、ニボルマブなどが挙げられる。
【００２０】
　腫瘍細胞に存在する抗癌剤の作用部は、抗癌剤の種類に応じて適宜選択することができ
る。例えば、チロシンキナーゼ阻害剤の場合、チロシンキナーゼ、例えばＢｃｒ－Ａｂｌ
チロシンキナーゼ、ＫＩＴチロシンキナーゼ、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ、ＲＥＴチロシ
ンキナーゼ、ＶＥＧＦＲチロシンキナーゼ、ＰＤＧＦＲキナーゼ、退形成性リンパ腫キナ
ーゼ、未分化リンパ腫キナーゼ、ＪＡＫ２チロシンキナーゼ、ブルトン型チロシンキナー
ゼなどが作用部となりうる。Ｒａｆキナーゼ阻害剤の場合、Ｒａｆキナーゼ、Ｂ－Ｒａｆ
酵素が作用部となり、ＣＤＫ阻害剤は、サイクリン依存性キナーゼ、ＭＥＫ阻害剤はＭＥ
Ｋが、プロテアソーム阻害剤は、プロテアソームが作用部となる。抗体医薬の場合、その
抗体が結合する抗原が作用部となる。検出を容易にする観点から、作用部は、細胞表面に
現れている膜タンパク質であることが好ましい。
【００２１】
　抗癌剤適用工程
　抗癌剤適用工程は、患者から得た生物試料に対し、抗癌剤を適用するin vitroの工程で
ある。抗癌剤の適用の前に生物試料を、希釈、濃縮、培養などの前処理にかけていてもよ
い。本発明では、抗癌剤の適用工程は、抗癌剤の評価が可能となる範囲で任意の段階で行
われてもよい。一例として、濃縮工程の前に抗癌剤適用工程が行われてもよいし、濃縮工
程の後に抗癌剤適用工程が行われてもよく、また展開工程の後に抗癌剤適用工程が行われ
てもよい。適用される抗癌剤の濃度は、適用する抗癌剤の種類に応じて任意に設定するこ
とができる。例えば、通常の処方に従いその抗癌剤が患者に投与された場合に達成できる
血中濃度と同程度の濃度、またはそれ以上若しくはそれ以下の濃度を設定することができ
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るが、これらの濃度に限定されるものではない。
【００２２】
　本発明の別の態様では、抗癌剤適用工程の代わりに、抗癌剤を患者に投与する工程を含
んでもよいし、抗癌剤適用工程を含まない代わりに、抗癌剤を投与された患者から取得さ
れた生物試料を評価方法に供することもできる。この場合、投与された抗癌剤の薬効を評
価することができる。生物試料の取得タイミングは、抗癌剤の投与後、任意にタイミング
で行うことができるが、腫瘍サイズの減少や、ＣＴＣ数の減少が生じる前に取得すること
が好ましい。また、抗癌剤治療期間にわたり、経時的に生物試料を取得することで、抗癌
剤に対する薬効の変化、すなわち癌の耐性獲得を評価することができる。抗癌剤に対する
耐性を獲得したことが確認できた場合、新たな治療方針、例えば手術、放射線治療、別の
種類の抗癌剤の投薬などを検討して、癌治療に役立てることができる。
【００２３】
濃縮工程
　濃縮工程は、生物試料中から生きた腫瘍細胞の検出を容易にするために分離及び/又は
濃縮をする工程である。濃縮方法は、生物試料中から生きた腫瘍細胞以外の成分を低減す
ることで生きた腫瘍細胞をより選択的に回収できれば特に制限はない。例えば、腫瘍細胞
と腫瘍細胞以外の成分とのサイズの違いを利用して分離濃縮するフィルター法、細胞表面
の抗体発現プロファイルの違いを利用し、抗体磁性粒子で濃縮する磁気ビーズ法、細胞間
の比重差を利用した比重法が例示できる。なかでも比重法は、短時間で選択的に生きた腫
瘍細胞を濃縮できることから特に好ましい。
【００２４】
　以下、比重法を用いた濃縮工程について詳細を示す。
　本発明おける比重分離では、腫瘍細胞と腫瘍細胞以外の成分が比重差によって分離でき
れば特に制限はない。密度勾配溶液は、それ自身で又は遠心分離によって密度勾配を形成
する液体状の物質であり、目的とする細胞の密度（比重）を特定し、その分離に適当なも
のを選択して使用すれば良い。選択の指標としては、例えば栄養成分、ｐＨ、等張性等を
例示できる。具体的にはショ糖、グリセロール、デキストラン、メトリザミド、イオディ
キサノール、ショ糖とエピクロロヒドリンの共重合体、ポリビニルピロリドンの被膜をも
つコロイド状シリカ粒子、スクロースポリマー、ジアトリゾ酸、イオヘキソール、ニコデ
ンツ等のイオン性又は非イオン性のものが例示できる。市販されている密度勾配溶液とし
て、ＧＥヘルスケア　バイオサイエンス社製の商品名Ｆｉｃｏｌｌ、Ｆｉｃｏｌｌ－Ｐａ
ｑｕｅ又はＰｅｒｃｏｌｌ、Ａｘｉｓ－Ｓｈｉｅｌｄ　ＰｏＣ　ＡＳ社製の商品名Ｌｙｍ
ｐｈｏｐｒｅｐ、Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｐｒｅｐ又はＯｐｔｉＰｒｅｐが例示できる。
【００２５】
　濃縮工程を実施するための器具として、例えば図１の細胞分離濃縮構造体を用いること
ができる。分離濃縮構造体１は、２及び３の２つの筒状部材からなる。分離濃縮構造体の
上部を構成する筒状部材２は開口を有し、筒状部材３は、一端が閉塞して底部５を形成し
ている。筒状部材２及び３は、それぞれ開口又は底部の反対の端に連通開口６が設けられ
、該両部材が連結された場合に両筒状部材の内部空間が連通し、全体として一つの分離濃
縮構造体を形成する。
【００２６】
　密度勾配溶液は、分離濃縮構造体１において、その底部（筒状部材３の閉塞端５）から
分離部近傍まで注入する。より具体的には、分離濃縮構造体を静置した場合に、密度勾配
溶液の液面高さが上側の筒状部材２の連通口端より高くなる（筒状部材２側になる）、す
なわち、下側の筒状部材（筒状部材３）を分離した際に、遠心分離操作により密度勾配溶
液を通過して筒状部材３の閉塞端５側に移動した成分を密度勾配溶液の大半とともに筒状
部材３に、密度勾配溶液上に維持された目的成分（細胞）を筒状部材２に維持された状態
で分離できる程度、好ましくは１ｍｍ程度、高くなるよう注入する。その後、生体試料溶
液を密度勾配溶液の上に重層し、開口部をキャップ４で密閉し、遠心分離操作を行う。遠
心分離操作は、一般には１０００から２０００×ｇ程度の低速で実施すれば良いが、目的
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とする細胞の密度や使用する密度勾配溶液の密度を勘案し、密度勾配溶液の上に維持され
る条件を選択する。例えば目的とする細胞が腫瘍細胞であり、上記のような遠心を行うの
であれば、腫瘍細胞の種類に応じて密度勾配溶液の密度を１．０６０～１．０９５ｇ／ｍ
Ｌの範囲に設定することができる。密度勾配溶液の密度は、腫瘍細胞の濃縮率を高める観
点から、１．０７５ｇ/ｍｌ以上が好ましく、１．０８０ｇ/ｍｌ以上がさら好ましい。腫
瘍細胞の濃縮率を高める観点から、１．１００ｇ／ｍｌ以下が好ましく、１．０９６以下
がより好ましく、１．０９３以下がさらに好ましい。より具体的には密度勾配溶液の密度
は１．０８２～１．０９１ｇ／ｍＬの範囲で設定することができる。密度勾配溶液の浸透
圧は、２００～４５０ｍＯｓｍ/ｋｇの範囲で設定することができ、３００～４００ｍＯ
ｓｍ/ｋｇがより好ましい。溶液のｐＨは細胞が損傷を受けない範囲で任意に選択するこ
とができ、例えば６．８～７．８の範囲に調整することが例示できる。
【００２７】
　遠心分離操作により、密度勾配溶液の密度より大きな密度を有する成分は密度勾配溶液
の勾配層を通過して下側の筒状部材（筒状部材３）中に移動する。一方、密度勾配溶液よ
り小さな密度の目的とする細胞は、上側の筒状部材（筒状部材２）内の密度勾配溶液の上
に維持される。そこで開口部の密閉を維持したまま連結された筒状部材を図１で示した状
態となるように分離すれば、上側の筒状部材（筒状部材２）中に目的とする細胞を含む分
画を回収することができる。この分画は、例えばキャップ４を取り外すことによって密閉
状態を開放することで下方へ滴下させる等すれば、特別の熟練を要することなく容易に回
収できる。一方、下側の筒状部材（筒状部材３）中に移動した分画については、例えば当
該筒状部材とともに廃棄等することができる。
【００２８】
　本発明においては、標的細胞に特異的に結合する物質を添加し、又は、標的細胞以外の
成分に特異的に結合する物質を添加することにより、標的細胞を更に効率的に分離するこ
とができる。なお、特異的に結合する物質と多孔質シリカ粒子等の比較的密度が小さい物
質を結合させれば、見かけ上の密度を小さくすることができる。このように、密度を調整
する目的で使用する物質としては、前記多孔質シリカ粒子に加え、例えば、ポリエチレン
、ポリプロピレン、ポリビニルクロリド、ポリアクリロニトリル、ポリアクリレート、ポ
リメタクリレート、ポリカルボネート等のポリビニル化合物に代表される有機ポリマー、
ポリスチレンラテックス、ナイロン、ポリテレフタレート等の共重合体、ガラス、シリカ
、ジルコニア等の無機材料、セルロース、デキストラン、アガロース、セルロース、セフ
ァロース等の生体ポリマー、赤血球などの生体試料が例示でき、標的とする細胞等と特異
的に結合する物質として抗体、抗原、ペプチド、ポリペプチド、成長因子、サイトカイン
、レクチン等の生体高分子を例示できる（以下、「特異的に結合する物質」と「密度を調
整する目的で使用する物質」が結合し、標的細胞もしくは標的細胞以外の成分の密度を調
整する物質を「結合剤」と記載する）。
【００２９】
　濃縮工程には、標的細胞を濃縮することを目的として、さらに選択工程を含んでもよい
。このような選択工程としては、例えば血液試料を用いた場合に、溶血処理が行われる。
溶血工程が行われることで、赤血球の細胞数を減じることができ、それにより標的細胞が
選択的に濃縮される。かかる選択工程は、濃縮のための遠心分離の後に行われてもよいし
、遠心分離前に行われてもよい。選択工程後に、さらに遠心分離が行われてもよい。
【００３０】
　回収した細胞は、希釈、懸濁などの処理をした上で、スライドへの塗布もしくはウェル
へ捕捉した細胞を顕微鏡観察する手法やフローサイトメトリー法などを用いて測定するこ
とができる。特に本発明で使用する誘電泳動力によって基板上に備えた複数の保持孔に１
つずつ細胞を捕捉して測定する手法は、高感度かつ高精度に１細胞ごとを観察、解析でき
る点でより好ましい。
【００３１】
展開工程
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　展開工程は、濃縮工程を経て得られた濃縮液を基板上に展開することにより行われる。
濃縮液を展開することで、濃縮液に含まれる細胞を検出に適した間隔で基板上に分布させ
ることができる。非凝集状態で展開させることが好ましく、展開前に濃縮液を十分に懸濁
しておくことが好ましい。展開工程は、細胞を検出に適した間隔で基板上に分布させるこ
とができれば任意の手法を用いることができ、単に濃縮液を基板上に適用するのみであっ
てもよいが、必要に応じてさらなる処理を行ってもよい。一例として、濃縮液を基板上に
適用後に、振動や誘導泳動力をあたえることにより、細胞を展開することもできる。細胞
を均一に展開するために、基板上に保持孔があけられていることが好ましく、各保持孔に
つき、概ね一個の細胞を配置することで、その後の検出工程にて標的細胞の検出が容易に
なる。所望される細胞の展開密度に応じて、濃縮液中の細胞数を計数し、適切な細胞数が
展開されるように希釈されてもよく、また展開に供する濃縮液を計量して展開することも
できる。
【００３２】
　本発明の展開工程に用いる器具として、例えば、図２の生物試料検出構造体を使用する
ことができる。本構造体は、後の検出工程において細胞の存在を示す物質により発せられ
る光を検出するために細胞をそれぞれ保持する複数の保持孔（貫通孔）７を有する構造体
８であって、平板状の基板９上に配置されている。また、前記基板および上蓋基板１０は
透光性材料からなり、前記基板の前記保持孔側および上蓋基板の表面に設けられた電極は
ＩＴＯなどの透明電極であることが好ましい。これにより、保持孔から発せられる光を基
板の上側もしくは下側から観察することが可能となる。保持孔は絶縁体膜１１から構成さ
れているが、遮光膜１２を備えていてもよい。遮光膜を設けることにより、例えば絶縁体
膜自体の自家蛍光に起因するバックグラウンドノイズや隣接する保持孔からの漏れ光に起
因するクロストークノイズなどの光ノイズを低減することができ、各保持孔内の観察対象
物質により発せられる光のみを高感度かつ高精度に検出することができる。
【００３３】
　また、前記構造体は、前記保持孔の上に前記細胞を含む懸濁液を収容する収容部１３を
備えており、前記保持孔が前記収容部と連通するように設けられている。また収容部には
細胞懸濁液を導入する導入口１４、細胞懸濁液を排出する排出口１５を備える。
　保持孔内へ細胞を捕捉する方法としては、誘電泳動力を利用する。この誘電泳動力によ
り、生きた細胞を数秒程度の極めて短い時間で多数の保持孔に捕捉することができる。誘
電泳動力を細胞に作用させるには、収容部及び保持孔を懸濁液で満たした状態で、保持孔
の部分に電気力線が集中するような交流電界をかければよい。かかる交流電界を印加する
ための構成として、図２の構造体の他に図３に示すように、前記基板の前記保持孔側の表
面に、互いに異なる保持孔に対応する位置にそれぞれ配置される一対の電極（櫛状電極１
８）を構成する電極１６、１７が設けられ、前記保持孔は、前記保持孔の上表面から前記
基板上の櫛状電極まで延在する、という構成を採用することができる。いずれの構成の場
合も、保持孔の底部に電極を露出させ、２つの電極の間に所定の波形を有する交流電圧を
印加することで、誘電泳動力により懸濁液中の細胞を保持孔内へ捕捉することが可能であ
る。また保持孔をアレイ状に配置することで、電極間に印加した電圧によって生じる電界
がすべての保持孔にほぼ均等に生じることになり、すべての保持孔に対して同じように細
胞を誘導し捕捉することができる。
【００３４】
　図４は本発明に用いる検出装置を示した図である。本発明に用いる検出装置の一例とし
て、図２に示した基板９、上蓋基板１０と、前記電極に誘電泳動力２４を発生させるため
の交流電圧を印加する交流電源１９と、前記交流電源からの電圧印加後に、前記構造体の
保持孔に捕捉された細胞２３の存在を示す物質により発せられる光２０を検出する検出部
２１とを備える。検出部の一例としては蛍光顕微鏡を例示できる。
【００３５】
　前記構造体一対の電極には、導電線２２を介して交流電源が接続される。交流電源は、
保持孔に細胞を移動させ、捕捉する誘電泳動力に必要な電界を発生させるのに十分な電圧
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を電極間に印加できればよい。具体的には、ピーク電圧が１Ｖから２０Ｖ程度で、周波数
１０ｋＨｚから１０ＭＨｚ程度の正弦波、矩形波、三角波、台形波等の波形の交流電圧を
印加できる電源が例示できる。特に細胞を移動させ、１つの保持孔に１個の細胞のみを捕
捉し得る周波数および波形として周波数１００ｋＨｚから３ＭＨｚの矩形波を使用するこ
と特に好ましい。かかる波形の交流電圧としては、矩形波は、波形が正弦波、三角波、台
形波である場合に比べて、瞬時に設定したピーク電圧に到達するため、細胞を保持孔に向
けて速やかに移動させることが可能となり、２個以上の細胞が重なるように保持孔に入る
確率を低くできる（１つの保持孔に１個の細胞のみを捕捉し得る確率が高くなる）。細胞
は電気的にコンデンサーと見なすことができるが、矩形波のピーク電圧が変化しない間は
、保持孔に捕捉された細胞には電流が流れ難くなって電気力線が生じ難くなり、この結果
、細胞を捕捉した保持孔には誘電泳動力が発生し難くなる。従って、一度保持孔に細胞が
捕捉されると、別の細胞が同一の保持孔に捕捉される確率は低くなり、代わりに電気力線
が生じ誘電泳動力が発生している他の保持孔（細胞が捕捉されていない、空の保持孔）に
、順次、細胞が捕捉される。
【００３６】
　なお、本発明に用いる検出装置では、直流成分を有しない交流電圧を発生する電源を採
用することが好ましい。直流成分を有する交流電圧を印加すると、直流成分により発生し
た静電気力（電気泳動力）により細胞が特定の方向に偏った力を受けて移動し、誘電泳動
力による細胞捕捉が困難になるからである。また直流成分を有する交流電圧を印加すると
、細胞を含有する懸濁液に含まれるイオンが電極表面で電気反応を生じて発熱し、細胞が
熱運動を起こすため誘電泳動力による動きを制御できなくなり、保持孔に移動させて捕捉
することが困難になる。なお、直流成分を有する交流電圧とは、周波数デューティ比が５
０％でない電圧、オフセットを有する電圧、周期が極端に長い（例えば１秒以上）電圧な
どをいう。
【００３７】
検出工程
　検出工程は、基板上に展開された腫瘍細胞に存在する抗癌剤の作用部を標識して、光強
度を検出する工程である。この検出は、腫瘍細胞に存在する作用部を、標識物質で標識し
、標識に応じた光源を導入して、光強度を検出することができる。検出工程では、腫瘍細
胞以外の細胞から、腫瘍細胞を識別するための検出を同時に行ってもよい。腫瘍細胞を識
別するために、腫瘍細胞に特異的に発現する物質や非腫瘍細胞に特異的に発現する物質な
どの標識物質により標識して検出してもよいし、腫瘍細胞のサイズ、形状などの外観によ
り識別を行うこともできる。
【００３８】
　本発明において標識物質は、細胞の表面又は内部の特定物質と結合可能であり、かつ検
出工程で検出可能な標識物質を使用する。特定物質とは、特定の性質を有する細胞（以下
、「標的細胞」と記載する）の表面又は内部に特異的に存在する/又は存在しない物質で
あって、標的細胞の識別を可能にする物質のことをいう。標的細胞に特異的に存在すると
は、標的細胞には存在し、かつ、標的細胞以外には存在しないか、あるいは、標的細胞以
外の細胞よりも標的細胞に多く存在することをいう目的の細胞である腫瘍細胞を赤血球か
ら識別するために利用する、核染色物質例えばＤＡＰＩ等や、腫瘍細胞を白血球やリンパ
球から識別するための白血球マーカー、例えばＣＤ４５等も特定物質に含まれる。また、
腫瘍細胞に存在する抗癌剤の作用部も、特定物質に含まれる。腫瘍細胞の特定物質として
は、例えば、ＣＤ２０、ＣＤ３０、ＣＤ３３、ＣＤ５２、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ＥＧＦＲ
、ＶＥＧＦＲ、ＰＤ－Ｌ１、ＣＥＡ、Ｍｕｃｉｎｓ、ＰＳＭＡ、サイトケラチン（ＣＫ）
等が挙げられる。
【００３９】
　上で挙げられた特定物質のうち、ＣＤ２０は、イブリツモマブチウキセタン、リツキシ
マブ、オクレリズマブ等の作用部であり、ＣＤ３０は、ブレンツキシマブ　ベドチン等の
作用部であり、ＣＤ３３は、ゲムツズマブオソガマイシン等の作用部であり、ＣＤ５２は
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、アレムツズマブ等の作用部であり、ＨＥＲ２は、ラパチニブ、トラスツズマブ、ペルツ
ズマブ等の作用部であり、ＥＧＦＲは、ゲフィチニブ、エルロチニブ、アファチニブ、バ
ンデタニブ、ラパチニブ、セツキシマブ、パニツムマブ等の作用部であり、ＶＥＧＦはバ
ンデタニブ、アキシチニブ、スニチニブ、パゾパニブ、ニンテダニブ、ソラフェニブ、ベ
バシズマブ、ラニビズマブ、ラムシルマブ等の作用部である。
【００４０】
　前記特定物質は、例えば特定物質に特異的に結合する標識物質を用いて標識することに
より観察（検出）することができる。つまり、特定物質に特異的に結合する認識物質と光
学的に検出可能なシグナルを発する標識とを結合して標識物質とする。本発明の特定物質
を検出する標識物質は、標的細胞が検出できれば特に制限はない。標識物質は、細胞を構
成する成分の存在を示すことのできるあらゆる物質をさす。代表的な標識物質として、蛍
光、リン光、もしくは発光などの性質に基づいて検出可能な標識（例えば蛍光色素）を前
記した抗体、リガンド、レクチン等の特定物質と特異的に結合可能な物質とを結合したも
のが例示できる。また、標識物質は、光を発する反応、例えば蛍光、もしくはリン光を発
する物質を生成する反応、又は発光反応を触媒する物質を特定物質と特異的に結合可能な
ものに結合したものであってもよい。例えば蛍光色素としては、ＦＩＴＣ（フルオレセイ
ンイソシアネート）、ＰＥ（フィコエリスリン）、ローダミン等が挙げられる。また、前
記反応を触媒する物質としては、パーオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、アルカリフ
ォスファターゼ、ルシフェラーゼ等が挙げられる。
【００４１】
　標識物質は、前記した通り、それ自体が特定物質と結合又は反応するものであっても、
特定物質に特異的に結合する物質と光学的に検出可能なシグナルを発する標識とを結合し
たものであってもよい。光学的に検出可能なシグナルを発する標識を特定物質と特異的に
結合する物質と結合する場合は、両者を公知の化学的な方法等によって直接結合しても良
いし、特定物質と特異的に結合する物質に対して結合する物質を介して間接的に結合して
も良い。例えば、特定物質に特異的に結合する物質とビオチンを結合しておき、シグナル
を発生する物質をアビジン又はストレプトアビジンと結合しておくことも例示できる。こ
の場合、シグナルを発生する物質と結合したアビジン又はストレプトアビジンは、特定物
質に特異的に結合した物質と結合されたビオチンと結合し、結果的に（特定物質）－（特
定物質に特異的に結合する物質）－（ビオチン）－（アビジン又はストレプトアビジン）
－（シグナルを発生する標識）という複合体を形成することにより、特定物質は、標識物
質により間接的に標識される。このような間接的な場合もまた、本発明における標識物質
に包含される。
【００４２】
　本発明で用いる検出工程は、腫瘍細胞に存在する作用部を標識物質により標識し、光強
度の増減が検出できれば特に制限はない。好ましくは、前記基板と、基板の観察領域に光
を照射し、発生する光学シグナルを検出する光学検出手段を備えることにより、生体試料
を観察可能な装置を使用すればよい。光源には、ハロゲンランプ、水銀ランプ、メタルは
ライドランプ、レーザー、ＬＥＤ等を用いることができ、光源からの光は、必要に応じて
光学フィルターやミラー、レンズ等によって構成される光学手段により観察領域に導光さ
れればよい。このような検出工程を行うことができるシステムとして、蛍光顕微鏡システ
ムが挙げられる。
【００４３】
　光学シグナル情報として、広い波長域での透過光、反射光による光強度分布から構成さ
れる像（明視野）や、蛍光物質が発する蛍光から検出した蛍光強度、蛍光強度のピーク値
、蛍光強度の最小値、蛍光強度の平均値、蛍光強度の積分値などの蛍光強度から算出され
た数値などが例示できる。明視野情報は、細胞形態に関する情報が取得可能であれば、特
に制限されない。例えば、細胞の直径、細胞の面積、細胞の体積、細胞の周囲長、真円度
などが例示できる。
【００４４】
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　一般的な検出工程では、腫瘍細胞に存在する作用部を標識物質により標識し、検出する
と同時に、別の標識物質を用いるか又は明視野観察により、腫瘍細胞を特定してもよい。
一例として、ＦＩＴＣやＰＥで標識された抗体、例えば抗ＣＫ抗体を用いて腫瘍細胞を蛍
光標識してもよいし、腫瘍細胞以外の細胞を識別する蛍光標識物質、例えば抗ＣＤ４５抗
体や核染色物質（ＤＡＰＩ等）で蛍光標識した後、蛍光顕微鏡等により観察することが挙
げられる。より具体的に、本発明では、ＣＴＣを検出するために、ＤＡＰＩ波長（ＵＶ励
起及び青色の発光）における蛍光観察により、有核細胞を同定し（赤血球の除外）、ＣＤ
４５及びＣＫの発現の有無を同定する。このようにして同定された、ＤＡＰＩ陽性、ＣＫ
陽性およびＣＤ４５陰性の細胞を腫瘍細胞（ＣＴＣ）と、ＤＡＰＩ陽性、ＣＫ陰性、ＣＤ
４５陽性の細胞を白血球と、ＤＡＰＩ陽性、ＣＫ陽性およびＣＤ４５陽性もしくはＤＡＰ
Ｉ陰性、ＣＫ陽性の細胞をゴミなどに代表されるノイズシグナルとして区別を可能にする
。またＤＡＰＩ陽性、ＣＫ陰性およびＣＤ４５陰性の細胞は、明視野観察において、赤血
球や白血球等の正常細胞と細胞形態や大きさを比較する、もしくはパパニコロウ染色やギ
ムザ染色を実施することで細胞内の核、細胞質等の形態的特徴によりＣＴＣを特定するこ
ともできる。検出工程において、腫瘍細胞（CTC）を同定する場合、その同定は、蛍光顕
微鏡により、撮影された蛍光標識画像を、手動で又はソフトウェアにより自動で行うこと
ができる。
【００４５】
評価工程
　検出工程において、腫瘍細胞に存在する作用部の光強度を検出後に、検出された光強度
に基づき、抗癌剤の効果を決定することができる。作用部に結合する標識物質は、抗癌剤
の該作用部への結合性に応じて、作用部への結合できなくなり、標識物質からの光強度が
変化するからである。例えば、抗癌剤が、腫瘍細胞表面に存在する作用部に作用（結合）
することで、作用部がマスキングされると、標識物質が作用部に結合できず光強度が低下
する。また、抗癌剤が、腫瘍細胞表面に存在する作用部に作用（結合）することで、特定
物質が内在化（Ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ）し、増殖シグナルを抑制するような薬
効を示す場合も、抗癌剤適用後に標識物質は作用部に作用できず、光強度は減少する。し
たがって、抗癌剤の適用後に、腫瘍細胞の特定物質に結合した標識物質からの光強度が減
少していれば、抗癌剤が作用部に作用可能であり、それにより薬効が高いとと判断するこ
とができる。
【００４６】
　抗癌剤未適用の生物試料について、本発明と同じ濃縮、展開、検出工程を行って検出し
た光強度と比較することにより、光強度の変化を決定することができ、それにより抗癌剤
の効果を決定することができる。したがって、評価工程に代えて、又は追加かして、比較
工程を含んでもよい。また、予め癌の種類に応じて、対照や検量線を作っておき、測定し
た光強度と比較することで、抗癌剤の効果を決定してもよい。薬剤未適用の生物試料との
比較を行う場合、薬剤未適用の生物試料と比較して、光強度が７０％以下に低下した場合
、好ましくは５０％以下に低下した場合、さらに好ましくは３０％以下に低下した場合、
試験した抗癌剤が有効であると判断することができ、一方で光強度の変化がほとんど無い
、例えば変化が２０％以下、好ましくは１０％以下、より好ましくは５％以下である場合
には、抗癌剤が有効ではないと判断することができる。
【００４７】
　抗癌剤が投与された患者における抗癌剤の薬効を評価する方法では、抗癌剤投与前に取
得した生物試料について、本発明と同じ濃縮、展開、検出工程を行って検出した光強度と
、抗癌剤投与後に取得した生物試料について検出された光強度とを比較することにより、
光強度の変化を決定することができ、それにより抗癌剤の効果を決定することができる。
したがって、評価工程に代えて、又は追加して、比較工程を含んでもよい。生物試料の取
得が、抗癌剤の投与後、経時的に行われている場合、そのようにして得られた生物試料間
で、光強度を比較することで、抗癌剤に対する薬効の変化を評価することができる。また
、予め癌の種類に応じて、対照や検量線を作っておき、測定した光強度と比較することで
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、投与された抗癌剤の効果を決定してもよい。抗癌剤投与前の生物試料との比較を行う場
合、抗癌剤投与前の生物試料と比較して、光強度が７０％以下に低下した場合、好ましく
は５０％以下に低下した場合、さらに好ましくは３０％以下に低下した場合、試験した抗
癌剤が有効であると判断することができる。一方で光強度の変化がほとんど無い、例えば
変化が２０％以下、好ましくは１０％以下、より好ましくは５％以下である場合には、抗
癌剤が有効ではないと判断することができる。
【００４８】
　本明細書において言及される全ての文献はその全体が引用により本明細書に取り込まれ
る。以下、本発明を実施例に基づいて更に詳細に説明するが、本発明は実施例に限定され
るものではない。
【実施例】
【００４９】
実施例１　ＨＥＲ２発現株（ＳＫＢＲ３）の検出方法
　血液試料は、インフォームドコンセントを得て取得した健常者血液３ｍｌに約３０００
個のヒト乳癌細胞（ＳＫＢＲ３）を添加した懸濁液を、抗癌剤未適用試料として用いた。
同様にして、健常者血液３ｍｌに１０μｇ／ｍＬのトラスツマブ（ハーセプチン）で３時
間処理した約３０００個のヒト乳癌細胞（ＳＫＢＲ３）を混合させた懸濁液を、抗癌剤適
用試料として用いた。
【００５０】
　図１に示した態様の分離構造体を使用して、これらの試料から腫瘍細胞を濃縮した。分
離構造体は、詳細には、筒状部材２は内径Φ１８ｍｍ、縦７０ｍｍ、容量１５ｍＬの円筒
状のポリプロピレン製部材である。また筒状部材２の先細り形状の部分の傾斜角度は３０
°であり、筒状部材２との連通開口はΦ２ｍｍである。筒状部材３は、内径Φ１０ｍｍ、
縦５４ｍｍ、容量３ｍＬのポリプロピレン製部材である。
【００５１】
　図５に模式的に示したように、分離構造体の下側の筒状部材３に、密度が１．０８４ｇ
/ｍＬの密度勾配溶液２５を３ｍＬ注入した（図中下部の白抜き部分が密度勾配溶液で満
たした部分である）。詳しくは密度勾配溶液の液面高さが、上側の筒状部材２の連通開口
６よりも約１ｍｍ高くなるように（従って液面は、上側筒状部材の内部に位置する）注入
した。続いて密度勾配溶液の上に、３ｍＬの血液試料と３ｍＬの生理食塩水と７５μＬの
結合剤（商標ＲｏｓｅｔｔｅＳｅｐ、ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉ
ｎｃ）の混合液２６を重層した（図中、黒塗部分が重層した混合液の部分である）。
【００５２】
　試料注入後、分離構造体の開口をキャップ４（ポリプロピレン製）で密閉し、２０００
×ｇで１０分間、室温にて遠心分離した。遠心分離操作により、図６左に示したように、
密度勾配溶液と試料の界面２７に細胞は維持された。キャップを取り外すことなく分離構
造体を構成する筒状部材２及び３を分離部で分離した後、図６右に示したようにキャップ
をはずして密閉を開放することで、上側の筒状部材２の連通開口６より密度勾配溶液の一
部とその上に維持された細胞を流出させ、下方に設置した５０ｍＬチューブで回収すると
ともに、上側筒状部材の内壁を洗浄し、壁に付着した細胞も同時に回収した。
【００５３】
　回収した細胞の懸濁液に塩化アンモニウムを主成分とする赤血球破砕液を添加して３０
ｍＬまでメスアップし、３００×ｇで１０分間室温にて遠心分離した。遠心分離後、ペレ
ットの頂部の液体をピペットで取り出し、ペレット中の細胞を３００ｍＭのマンニトール
溶液３０ｍＬに再懸濁し、３００×ｇで５分間室温にて遠心分離した。この遠心分離操作
は、細胞破片及び血小板を除去し、腫瘍細胞を濃縮するためのものである。なお、腫瘍細
胞とともに混入する正常白血球は３０～５０万個であり、結合剤で腫瘍細胞外の細胞（赤
血球、白血球）を互いに結合することで密度を高くし、腫瘍細胞との密度差を大きくした
うえで、分離構造体を用いた分離を行うことにより、高い回収率と選択性をもって腫瘍細
胞を分離できる。
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【００５４】
　回収した細胞の測定は、スライドへの塗布もしくはウェルへ捕捉した細胞を顕微鏡観察
する手法やフローサイトメトリー法などを用いることができる。本実施例１では、分離し
た細胞を誘電泳動力によって基板上に備えた孔径Φ３０μｍ、深さ４０μｍの保持孔（約
３０万個）に捕捉して測定する手法を採用した。
【００５５】
　図２に示した構造体の収容部に細胞懸濁液を導入し、基板間に交流電圧（電圧２０Ｖｐ
ｐ、周波数１ＭＨｚ、矩形波）を印加し、誘電泳動力により細胞を保持孔に捕捉した。
　前記交流電圧を印加しながら、１個の保持孔に概ね１個の細胞が捕捉された収容部に０
．０１％ポリ－Ｌ－リジンを含む３００ｍＭマンニトール水溶液を導入し、３分静置後、
前記交流電圧の印加を停止し、収容部の溶液を吸引除去した。続いて、収容部へ細胞膜透
過試薬を導入し、１０分静置することで細胞膜を透過させた。その後、収容部の溶液を吸
引除去し、ＰＢＳを導入し、収容部内に残留した細胞膜透過試薬を洗浄した。
【００５６】
　次に収容部へ８００μＬの細胞染色液（ＦＩＴＣ標識抗ＣＫ抗体（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　
Ｂｉｏｔｅｃ）、ＰＥ標識抗ＨＥＲ２抗体（Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ）、ＡＰＣ標識抗Ｃ
Ｄ４５抗体（Ｂｅｃｋｍａｎ－Ｃｏｕｌｔｅｒ）、ＤＡＰＩ（０．５μｇ／ｍＬ）（株式
会社同仁化学研究所）を混合した細胞染色液）を送液し、細胞標識を行った後（２５℃、
３０分）、マンニトール水溶液にて洗浄し、ヒト乳癌細胞を検出した。腫瘍細胞および正
常な白血球細胞はともに核を有しているためＤＡＰＩで染色され、赤血球や死細胞片など
の核を有していないものは検出ソフトで排除した。また、腫瘍細胞はＣＤ４５を発現して
いないが、ＣＫを発現している細胞、発現していない細胞が存在するため、ＤＡＰＩ陽性
、ＣＤ４５陰性、ＣＫ陽性および陰性の細胞を画像処理により抽出した。続いて、前記画
像処理により抽出した１細胞毎のヒト乳癌細胞においてＰＥ標識抗ＨＥＲ２による光強度
を算出した。なお正常な白血球細胞はＣＤ４５を発現しているが、ＣＫを発現していない
ため、ＤＡＰＩ陽性、ＣＫ陰性、ＣＤ４５陽性細胞を検出することで腫瘍細胞と識別した
。
【００５７】
　複数の保持孔に捕捉した全ての細胞を観察するために保持部全体の撮像を行った。これ
にはコンピューター制御式電動ステージ、電子増倍型冷却ＣＣＤカメラ（ＥＭＣＣＤ；Ｆ
ＬＯＶＥＬ， ＡＤＴ-１００）を装備した蛍光顕微鏡（ＩＸ７１; Ｏｌｙｍｐｕｓ）を用
いた。画像取得及び解析ソフトウェアにはＬａｂＶＩＥＷ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔ
ｒｕｍｅｎｔｓ）を用いた。処理後に保持孔に捕捉された正常白血球数は１０～５０万個
ほどであったが、ヒト乳癌細胞の検出に際しては妨げにならない量であった。また、ヒト
乳癌細胞は保持孔に捕捉されているため、保持部のスキャニングで全細胞数をカウントで
きた。血液試料に添加したヒト乳癌細胞（ＳＫＢＲ３）はＣＫ、ＨＥＲ２ともに高発現の
細胞株であるため、抗癌剤未適用試料では、図７Ａに示すようにＣＫ、ＨＥＲ２ともに陽
性の細胞（ＤＡＰＩ陽性、ＣＤ４５陰性）を検出することができた。
　一方で、抗癌剤適用試料では、図７Ｂに示すようにＣＫは陽性であるが、ＨＥＲ２標識
による光強度が著しく低下した細胞が検出された。
【００５８】
　ＨＥＲ２標識陽性の腫瘍細胞について、その光強度と存在率との関係をそれぞれ測定し
、グラフに示した（図８）。トラスツズマブ処理によるＨＥＲ２標識の光強度は、低輝度
側へ大きくシフトしていたことから、トラスツズマブが前記ヒト乳癌細胞に対して作用し
ていることが確認できた。
【００５９】
実施例２　ＥＧＦＲ発現株（ＷｉＤr）の標準検出法
　実施例１と同様にして、健常者血液３ｍｌに約１０００個のヒト大腸癌細胞（ＷｉＤｒ
）を混合させた試料を、抗癌剤未適用試料とし、健常者血液３ｍｌに、２０μｇ／ｍＬの
パニツムマブ（ベクティビックス）で２時間処理した約１０００個のヒト大腸癌細胞（Ｗ
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ｉＤｒ）を混合させた試料を、抗癌剤適用試料として用いた。
【００６０】
　実施例１と同様に、抗癌剤未適用試料及び抗癌剤適用試料を、それぞれ、生理食塩水、
結合剤の混合液を密度勾配溶液の上へ重層し、遠心分離、回収操作を実施した。
【００６１】
　図２に示した構造体の収容部に細胞懸濁液を導入し、基板間に交流電圧（電圧２０Ｖｐ
ｐ、周波数１ＭＨｚ、矩形波）を印加し、誘電泳動力により細胞を保持孔に捕捉した。
【００６２】
　前記交流電圧を印加しながら、１個の保持孔に概ね１個の細胞が捕捉された収容部に０
．０１％ポリ－Ｌ－リジンを含む３００ｍＭマンニトール水溶液を導入し、３分静置後、
前記交流電圧の印加を停止し、収容部の溶液を吸引除去した。続いて、収容部へ細胞膜透
過試薬を導入し、１０分静置することで細胞膜を透過させた。その後、収容部の溶液を吸
引除去し、ＰＢＳを導入し、収容部内に残留した細胞膜透過試薬を洗浄した。
【００６３】
　次に収容部へ８００μＬの細胞染色液（ＦＩＴＣ標識抗ＣＫ抗体、ＰＥ標識抗ＥＧＦＲ
抗体、ＡＰＣ標識抗ＣＤ４５抗体、ＤＡＰＩ（０．５μｇ／ｍＬ）を混合した細胞染色液
）を送液し、細胞標識を行った後（２５℃、３０分）、マンニトール水溶液にて洗浄し、
ヒト大腸癌細胞を検出した。腫瘍細胞および正常な白血球細胞はともに核を有しているた
めＤＡＰＩで染色され、赤血球や死細胞片などの核を有していないものは検出ソフトで排
除した。また、腫瘍細胞はＣＤ４５を発現していないが、ＣＫを発現している細胞、発現
していない細胞が存在するため、ＤＡＰＩ陽性、ＣＤ４５陰性、ＣＫ陽性および陰性の細
胞を画像処理により抽出した。続いて、前記画像処理により抽出した１細胞毎のヒト大腸
癌細胞においてＰＥ標識抗ＥＧＦＲによる光強度を算出した。なお正常な白血球細胞はＣ
Ｄ４５を発現しているが、ＣＫを発現していないため、ＤＡＰＩ陽性、ＣＫ陰性、ＣＤ４
５陽性細胞を検出することで腫瘍細胞と識別した。
【００６４】
　複数の保持孔に捕捉した全ての細胞を観察するために保持部全体の撮像を行った。これ
にはコンピューター制御式電動ステージ、電子増倍型冷却ＣＣＤカメラ（ＥＭＣＣＤ；Ｆ
ＬＯＶＥＬ， ＡＤＴ-１００）を装備した蛍光顕微鏡（ＩＸ７１; Ｏｌｙｍｐｕｓ）を用
いた。画像取得及び解析ソフトウェアにはＬａｂＶＩＥＷ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔ
ｒｕｍｅｎｔｓ）を用いた。処理後に保持孔に捕捉された正常白血球数は１０～５０万個
ほどであったが、ヒト大腸癌細胞の検出に際しては妨げにならない量であった。また、ヒ
ト大腸癌細胞は保持孔に捕捉されているため、保持部のスキャニングで全細胞数をカウン
トできた。実施例２で使用したヒト大腸癌細胞（ＷｉＤｒ）はＣＫ高発現、ＥＧＦＲ中発
現の細胞株であるため、抗癌剤未適用試料は、図９Ａに示すようにＣＫは良好に標識でき
、ＥＧＦＲも光強度は低かったが検出可能な程度に標識することができた。一方で、抗癌
剤適用試料では、図９Ｂに示すようにＣＫは陽性であるが、ＥＧＦＲ標識による光強度が
低下した細胞が検出された。パニツムマブ処理の有無によるＥＧＦＲ標識の光強度変化を
図１０に示した。パニツムマブを曝露していないヒト大腸癌細胞に対するＥＧＦＲ標識の
光強度が低かったにも関わらず、パニツムマブ処理区分では低強度側へシフトしているこ
とが光強度解析で判別できたことから、薬剤の腫瘍細胞への作用を高感度に検出できるこ
とが確認できた。
【符号の説明】
【００６５】
　１　　分離構造体
　２　　筒状部材（上側）
　３　　筒状部材（下側）
　４　　キャップ
　５　　底部
　６　　連通開口端（分離部）
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　７　　保持孔（貫通孔）
　８　　構造体
　９　　基板
　１０　　上蓋基板
　１１　　絶縁膜
　１２　　遮光膜
　１３　　収容部
　１４　　導入口
　１５　　排出口
　１６　　電極（＋）
　１７　　電極（－）
　１８　　櫛状電極
　１９　　交流電源
　２０　　光
　２１　　検出部
　２２　　導電線
　２３　　細胞
　２４　　誘電泳動力
　２５　　密度勾配溶液
　２６　　混合液
　２７　　界面

【図１】 【図２】
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【図５】

【図６】 【図７】
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