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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　選択された細胞を改変する方法であって、該方法は、以下の工程
（ａ）細胞集団を高勾配磁性分離カラムに適用する工程であって、ここで該カラムは、該
カラムの全容量の５０％より大きい容量のマトリックスを含み、該細胞集団が、磁気的に
標識化され、選択された細胞を含む、工程；
（ｂ）標識化されていない細胞を通過させる一方で、該磁気的に標識化され、選択された
細胞を該カラム内に保持する工程；
（ｃ）該選択された細胞が該カラムによって保持されている間に該選択された細胞を洗浄
する工程；そして
（ｄ）該選択された細胞が該カラムによって保持されている間に、該選択された細胞を改
変する工程
を包含し、ここで、工程（ｃ）は任意であり、そして、該改変する工程が、標識化、細胞
内染色、表面染色、固定、浸透化、遺伝的組換え、活性化、トランスフェクションおよび
感染からなる群より選択される、方法。
【請求項２】
　前記マトリックスの容量が、前記カラムの全容量の６０％より大きい、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　前記改変する工程が、前記選択された細胞の細胞内染色を含む、請求項１または２に記
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載の方法。
【請求項４】
　前記改変する工程が、前記選択された細胞を透過させる工程を包含する、請求項１に記
載の方法。
【請求項５】
　前記改変する工程が、前記選択された細胞の第２の標識化を含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項６】
　前記改変する工程が、生物学的反応性化合物を前記選択された細胞に結合する工程を包
含する、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　請求項６に記載の方法であって、ここで前記生物学的反応性化合物として、抗体、リガ
ンド、タンパク質、ペプチド、核酸、ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、レクチン
、脂質または酵素が挙げられる、方法。
【請求項８】
　前記改変する工程が、発現ベクターを用いて前記細胞をトランスフェクトする工程を包
含する、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記改変する工程が、酵素を前記選択された細胞に適用する工程を包含する、請求項１
に記載の方法。
【請求項１０】
　前記改変する工程が、薬理学的因子を前記選択された細胞に適用する工程を包含する、
請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記改変する工程が、生物学的改変因子を前記選択された細胞に適用する工程を包含す
る、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記改変する工程が、化学的因子を前記選択された細胞に適用する工程を包含する、請
求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記カラムの磁場の強度を変化させるか、または、該カラムの磁場を消去することによ
り、前記改変の後に該カラムから前記選択された細胞を溶出する工程をさらに包含する、
請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の方法であって、該方法が、前記溶出された、選択された細胞が、第
２の高勾配磁性細胞分離カラムに保持されるように、該選択された細胞を該第２のカラム
に適用する工程；および該第２のカラムによって保持された該選択された細胞をさらに改
変する工程をさらに包含する、方法。
【請求項１５】
　さらに、前記第２のカラムの磁場の強度を変化させるか、または、該カラムの磁場を消
去することにより、前記さらなる改変の後に該第２のカラムから前記選択された細胞を溶
出する工程を包含する、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記マトリックスが強磁性球を含む、請求項１～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記強磁性球が、生体適合性ポリマーによってコートされている、請求項１６に記載の
方法。
【請求項１８】
　前記細胞集団がヒト血球を含む、請求項１～１７のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
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【０００１】
（技術分野）
本発明は、選択された細胞を改変するプロセスにおける高勾配磁性細胞分離（ＨＧＭＳ）
技術の使用に関する。
【０００２】
（背景技術）
先行技術は、体外で細胞を改変する種々の方法および技術を扱う。蛍光部分に結合された
抗体の連結による細胞の表面染色は、ひとつのよくある改変である。固定後の細胞内染色
もまた、一般的である。κおよびλ軽鎖は、このような染色によって標的化され、そして
モノクローナル腫瘍細胞集団をアッセイするため使用され得る。この種類の染色は、しば
しば特異的であるが、細胞は、無数の非特異的方法（薬学的因子または化学的因子への曝
露、ホルモンまたは細胞性活性を媒介することが公知の他の化合物、あるいは組換え産物
を引き起こす遺伝子によるトランスフェクションなどによって）において改変され得る。
従って、細胞改変技術は、研究指向の可能性および処置指向の可能性の両方を有する。
【０００３】
先行技術において、染色のような改変は、懸濁物中の細胞を用いてか、または異なる表面
（顕微鏡スライドなど）に固定化された細胞の単層を用いてかのいずれかで行われ、改変
因子が全ての細胞に等しく近づくことを可能にする。これらの様式で、細胞を染色する方
法または別の改変する方法は、当該分野で公知である。単層改変における最近の進歩は、
Ｌｅｂｋｏｗｓｋｉら、Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，Ｅｘｐａｎｓｉｏ
ｎ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｂａｓｅｄ　Ｔｈ
ｅｒａｐｕｔｉｃｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｐｏｌｙｓｔｅｒｅｎｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉ
ｔｙ　Ｄｅｖｉｃｅｓ、Ｃｅｌｌ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｒｅｃｋｔｅｎｗａｌｄら、編（１９９８）および米国特許第
５，９１２，１７７号に例示される。しかし、これらの方法は、時間がかかり得、そして
しばしば多数の洗浄工程を必要とし得、細胞損失の潜在的な危険を引き起こす。これらの
方法は、少ない数の細胞が含まれる場合、特に問題がある。
【０００４】
先行技術において、凝集形態（遠心分離後に形成されたペレットなど）の細胞を改変する
ことは、推奨されない。細胞を不可逆的な凝集を防ぐため互いから分離する必要がある場
合、ホルムアルデヒドなどの架橋因子は、同様の問題を示す。
【０００５】
非常にしばしば、実施者は、異種混合物または懸濁物（リンパまたは血液など）の中で１
つの細胞型を改変することを望む。なぜなら、改変の後に、その特異的細胞型が、研究さ
れ、または処置もしくは試験レジメントの一部として患者へ戻されるためである。そのよ
うな状況において、標的化されたクラス以外の細胞の改変は、悪影響を有し得る。細胞分
離の種々の方法は、これらの必要性に応じるために開発された。
【０００６】
当該分野において最近の細胞分離技術の概説は、Ｃｅｌｌ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｒｅｃｋｔｅｎｗａｌｄら、編（１９
９８）によって提供される。使用される１つの細胞分離技術は、磁性細胞分離を含み、そ
れにより標的細胞は、磁性マーカーで標識化され得、そして次いで選択的に磁場に対して
曝露されるチャンバまたはカラムに維持され得る。Ｋａｎｔｏｒら（１９９８、Ｍａｇｎ
ｅｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｓｏｒｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　Ｓｕｐｅｒｐａ
ｒａｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ、Ｃｅｌｌ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　＆　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ）；Ｇｅｅ（１９９８、Ｉｍｍｕｎｏｍａｇｎ
ｅｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎ
ｄ　Ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ、Ｃｅｌｌ　Ｓｅ
ｐａｒａｔｉｏｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　＆　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ）；およびＭｉｌｔ
ｅｎｙｉ，Ｓ．、米国特許第５，４１１，８６３号は、磁性細胞分離技術を開示する。高
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勾配磁性分離について、代表的には、磁性マーカーに結合された選択された細胞を含む異
種懸濁物を、カラムを通過させ、選択された細胞を磁気的にカラムに付着させ得るか、ま
たはカラム中の強磁性のマトリックスに付着し得る。残りの懸濁物は、選択され磁化され
た細胞をカラムに結合させたまま溶出される。磁場が、取り除かれる場合、その選択され
た細胞は、溶出され得る。
【０００７】
非磁性細胞分離プロセスは、細胞改変を容易にするため使用され得る。これらの方法は、
免疫アフィニティー細胞分離技術を含み、その方法はしばしば磁性細胞分離方法よりも好
ましくない。なぜなら、免疫アフィニティー細胞分離技術は、しばしば細胞損失の増加な
らびに試薬の使用および塩濃度の増加を生じ、溶出液の透析を必要とし得るためである。
Ｌｅｂｋｏｗｓｋｉら（１９９８、Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，Ｅｘｐ
ａｎｓｉｏｎ，ａｎｄ　Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ－Ｂａｓ
ｅｄ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ　Ｉｍｍｕｎｏ
ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｄｅｖｉｃｅｓ、Ｃｅｌｌ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ）は、方法を開示し、それによって末梢血単核細胞
（ＰＢＭＣ）の選択されたクラスは、免疫アフィニティープロセスによって明確に選択さ
れ得、そこで選択された細胞は、ポリスチレン構造に共有結合的に結合されるモノクロー
ナル抗体またはレクチンによって固定化され、そして次いで、固定化されている間に培養
され、活性化され、または遺伝子改変される。幹細胞を改変する同様の方法は、米国特許
第５，９１２，１７７号に開示される。しかし、これらの方法の主な不都合は、選択され
た細胞を平坦な表面または別の二次元の表面に結合し、選択されるべき細胞の数に関する
相当な表面面積を必要とすることである。細胞は、図１に例示されるように単層を形成し
なければならない。さらに、選択のために使用される抗体は、装置自体に加えられ、そし
てそのような技術は、各所望される標的に対して特殊な装置または構造を必要とする。さ
らに、選択された細胞をそれらの構造から開放し、そして再懸濁することは、時間がかか
るプロセスであり得る。
【０００８】
磁性細胞分離技術は、米国特許第５，６２２，８３１号および米国特許第５，８７６，５
９３号において記載されるように、細胞を固定化するため使用されてきた。米国特許第５
，６２２，８３１号は、固定化された細胞を開放しそして再懸濁するために複雑な転換メ
カニズムを必要とし、そして米国特許第５，８７６，５９３号は、カラムを使用しないが
、その代わり実質的に一次元の単層として細胞を固定化することを必要とする。
【０００９】
ＨＧＭＳカラムにおいて選択された細胞を改変することは、有利であり、ＨＧＭＳカラム
は、免疫アフィニティー系に対する磁性系のさらなる利点（固定化された細胞、増加した
細胞濃度、減少した試薬の使用、およびより有効な濃度の改変試薬の単純な再懸濁など）
を運ぶ。
【００１０】
（発明の開示）
本発明は、選択された細胞を改変する方法を提供し、その方法は、高勾配磁性分離（ＨＧ
ＭＳ）カラムに保持され、磁気的に標識化された選択された細胞を改変し、それによって
改変された選択された細胞を生成する工程を包含する。本発明はまた、選択された細胞を
改変する方法を提供する。その方法は、細胞集団をＨＧＭＳカラムに適用する工程であっ
て、この細胞集団が、磁気的に標識化された選択された細胞を含み、そしてこの磁気的に
標識化された選択された細胞が、このカラムに保持される工程；およびこのカラムに保持
された選択された細胞を改変し、それによって改変された選択された細胞を生成する工程
を包含する。他の局面において、この方法はさらに、カラムから改変された選択された細
胞を除去する工程を包含する。さらなる局面において、本発明は、取り除かれた選択され
た細胞を第２の高勾配磁性細胞分離カラムに適用して、その結果この選択された細胞がこ
の第２カラムによって保持される、追加の工程；およびこの第２のカラムによって保持さ
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れ選択された細胞を改変する工程を包含する。
【００１１】
他の実施形態において、高勾配磁性細胞分離カラムは、カラムの全容量に対して高容量の
マトリックスを含む。さらなる実施形態において、このマトリックスは、カラムの全容量
の５０％より大きく、そしてその上さらなる実施形態において、このマトリックスが、カ
ラムの全容量の６０％より大きい。その上さらなる実施形態において、マトリックスは、
強磁性球体を含む。他の実施形態において、除去は、この磁場の除去による。
【００１２】
いくつかの実施形態において、改変工程は、選択された細胞を細胞内染色する工程；選択
された細胞を透過させる工程；磁気的に標識化された選択された細胞を第２の標識で標識
化する工程；生物学的反応性化合物を選択された細胞に結合する工程；選択された細胞を
目的の遺伝子を含む発現ベクターでトランスフェクトする工程；酵素を選択された細胞に
適用する工程；薬学的因子を選択された細胞に適用する工程；生物学的因子または化学的
因子を選択された細胞に適用する工程；あるいは多数の改変因子を適用する工程を包含す
る。いくつかの実施形態において、生物学的反応性化合物として、抗体、リガンド、タン
パク質、ペプチド、核酸、ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、レクチン、脂質また
は酵素が挙げられる。
【００１３】
（発明の実施のための最良の形態）
本発明は、高勾配磁性細胞分離（ＨＧＭＳ）カラム中に保持された選択された細胞を改変
することにより、選択された細胞を改変するためのプロセスを提供する。本発明は、陽性
選択、すなわち、直接的な選択にかけられた特定の細胞集団の改変に関する。選択された
細胞を含む細胞の集団（例えば、全血）に対してこの方法を実施することにより、この選
択された細胞集団は、富化され得る。本発明は、従来技術と比較して、必要な工程の数を
実質的に減少し、ここで富化プロセスおよび改変プロセスは別々に行われる。
【００１４】
本発明は、選択された細胞または標識化された選択された細胞に対する特異性を可能にす
ることを意図されるＨＧＭＳカラムデバイスまたは方法論を使用する。本発明の１つの特
定の利点は、ＨＧＭＳシステムで使用され得る増加した細胞濃度およびこの方法における
工程の数の減少である。例えば、本発明のいくつかの局面において、サンプル（例えば、
全血）は直接生物体から得られ、細胞は例えば全血における磁性標識化により選択され、
この全血はＨＧＭＳに適用され、このカラムに保持された選択された細胞は改変され、そ
してこの改変された選択された細胞は溶出され、そして間に起こる遠心分離工程なしで分
析に移され、それにより自動化の機会を提供し、そして細胞損失の潜在性を減少させる。
【００１５】
本発明の別の利点は、プロセスの間の温度制御をする機会である。ＨＧＭＳは、インキュ
ベーターもしくは冷蔵庫で、および／または所望の温度で緩衝液を使用して進められ得る
。熱伝導性マトリックス（例えば、スチールボール、スチールウールまたは他の球体）を
含むＨＧＭＳマトリックスの使用は、プロセスの間に温度を制御する機会を提供する。
【００１６】
本発明の別の利点は、磁場を変化させて磁場のオンとオフとを切り換えることにより、細
胞をＨＧＭＳ上の相から相へ（すなわち、移動相から固定相へ、または固定相から移動相
へ）迅速に移動し得ることである。好ましい実施形態において、磁場は、カラムを磁石に
対して移動することにより、またあるいは電磁石を変化させることにより、調整され得る
。
【００１７】
（定義）
本明細書中で使用される場合、「選択された細胞」は、実施者が改変を所望する細胞であ
る。代表的には、細胞は、いくつかの特徴を有しており、この特徴が不均一系懸濁物にお
いてこれらの細胞を他の細胞と区別させ、そしてこの特徴により細胞を標識化および分離
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することが可能となる。本発明に従って、選択された細胞は、ＨＧＭＳカラム上に保持さ
れ、カラム上に保持される間に改変され、次いで溶出される。
【００１８】
選択された細胞の「保持」は、選択された細胞が、不要な細胞が除去される間カラム中に
残ることを確実にする。代表的には、選択された細胞の保持は、固定化による。
【００１９】
本明細書中で使用される場合、磁性細胞分離カラムにおける選択された細胞の「固定化」
は、連続的な固定位置におけるカラム中の細胞の保持をいう。
【００２０】
磁性細胞分離カラムからの選択された細胞の「除去」は、保持または固定化に続いて選択
された細胞を溶出することを含む。高純度の選択された細胞が所望される状況において、
この選択された細胞は、除去されて適切な緩衝液中に再懸濁され得る。あるいは、選択さ
れた細胞は、本明細書中に記載されるようにカラム中での選択された細胞の改変後に、除
去されてそして元々の懸濁物に戻され得る。
【００２１】
本明細書中で使用される場合、「標識化」は、細胞にマーカーを付着するプロセスであり
、これにより、さらなる処理の後のある時点に、これらの細胞が不均一系懸濁物から分離
され、および／もしくは検出され、分析され、または計数されることが可能になる。標識
は、特異的に、選択された細胞に標的化され得るが、標的化される必要はない。このよう
なマーカーまたは標識としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：着色、放
射性、蛍光性、または磁性の、抗体に結合体化した分子もしくは粒子、または細胞もしく
は細胞成分に結合することが既知である他の生物学的分子もしくは粒子。抗体は、それら
の特定の細胞型を標的にする能力のために、標識成分としてしばしば使用される。抗体の
代替として役立ち得る他の生物学的に反応性の標識成分としては、以下が挙げられるがこ
れらに限定されない：遺伝的プローブ、タンパク質、ペプチド、アミノ酸、糖、ポリヌク
レオチド、酵素、補酵素、補因子、抗生物質、ステロイド、ホルモンまたはビタミン。
【００２２】
本明細書中で使用される場合、細胞の「磁気的標識化」は、磁性標識を細胞に付着するこ
とを意味し、このような標識化は、磁性特性を有する粒子または分子をこの細胞に付着す
ることにより達成される。１つの実施形態において、磁性標識は、磁性粒子に結合体化し
た抗体を含む。磁性粒子に結合体化された抗体を含む磁性標識は、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂ
ｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ（Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８，Ｄ－５１４２
９　Ｂｅｒｇｉｓｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，　Ｇｅｒｍａｎｙ）から市販される。このよう
な標識は、必要に応じて蛍光性粒子または放射性の標識または成分も含む。
【００２３】
本明細書中で使用される場合、「磁性細胞分離カラム」は、高勾配磁性細胞（ＨＧＭＳ）
カラムである。ＨＧＭＳカラムは、例えば、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｍａｔｅｒｉａｌ
ｓ　ｆｏｒ　Ｉｍｐｒｏｖｅｄ　Ｈｉｇｈ　Ｇｒａｄｉｅｎｔ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｓｅ
ｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓと題するＭｉｌｔ
ｅｎｙｉ，Ｓ．の米国特許第５，４１１，８６３号に記載され、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉ
ｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ（Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８，Ｄ－５１４２９
　Ｂｅｒｇｉｓｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，　Ｇｅｒｍａｎｙ）から市販される。
【００２４】
本明細書中で使用される場合、「高勾配磁性細胞分離」は、磁場中に配置されたチャンバ
またはカラムにおいて磁性材料を選択的に保持するための手順であり、この方法はまた、
磁性粒子で選択的に標識化された非磁性標的に適用され得る。チャンバにわたって与えら
れる磁性勾配の存在下で、磁気的に標識化された標的は、チャンバに保持される。チャン
バがマトリックスを含有する場合、磁気的に標識化された標的は、マトリックスと結合す
るようになる。磁性標識を有さない物質はチャンバを通過する。次いで、保持された物質
は、磁場の強度を変化させることにより、または磁場を消去することにより、溶出（除去
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）され得る。磁気的に標識化された標的については、酵素切断部位をさらに含む磁性ビー
ズを用いるような他の手段によっても放出が可能であり、ここで酵素切断（カラムの内側
または外側のいずれかで）磁性標的を放出する。あるいは、保持された物質は、例えば、
ｐＨ変化またはイオン強度の変化により放出され得る。選択された細胞の保持および放出
のプロセスは、図３Ａ～３Ｂに示される。磁場は、永久磁石または電磁石のいずれかによ
り供給され得る。所望の標的物質の選択性は、磁性粒子に結合する特異的結合パートナー
により与えられる。磁場が印加されるチャンバは、しばしば適切な磁化率の物質のマトリ
ックスを備え、マトリックスの表面に近い体積においてチャンバ中に局所的に高磁場勾配
を誘導する。これにより、かなり弱い磁化粒子の保持が可能となる。Ｍｉｌｔｅｎｙｉ，
Ｓ．、米国特許第５，４１１，８６３号を参照のこと。
【００２５】
好ましくは、磁性細胞分離カラムは、高体積のマトリックスを含むカラムを使用する。マ
トリックスは、強い局所磁場勾配を与えるように供給され、そしてしばしばポリマー被覆
スチールウールのような強磁性物質である。好ましくは、生体適合性ポリマーで被覆され
た強磁性球の密充填マトリックスが使用される。Ｋａｎｔｏｒら、Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｃ
ｅｌｌ　Ｓｏｒｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　Ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎ
ｅｔｉｃ　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（１９９８）を参照のこと。マトリックス体積は
、好ましくは全カラム体積の５０％より多く、そして好ましくは全カラム体積の６０％よ
り多い。鉄球マトリックスを含有する、市販のＭＳ＋カラムまたはＶＳ＋カラム（Ｍｉｌ
ｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ（Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８
，Ｄ－５１４２９　Ｂｅｇｉｓｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，　Ｇｅｒｍａｎｙ）は、表１に詳
述されるように、低い自由カラム体積で高い結合細胞の容量を提供する。
【００２６】
【表１】

カラム内で固定化されて、選択された細胞は、保持されている間に、実施者により改変さ
れ得る。
【００２７】
本明細書中で使用される場合、細胞を「改変する」とは、選択された細胞を、その以前の
状態から物理的、生物学的または化学的に変更する任意のプロセスをいう。本発明の範囲
内の改変の例としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：抗体または蛍光マー
カーもしくは放射性マーカーまたは生物学的リガンドおよび生物学的基質のような標識で
）細胞を標識化すること、細胞内染色、表面染色、固定、浸透化（ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉ
ｚａｔｉｏｎ）、遺伝的組換え、活性化、トランスフェクション、感染および酵素、生物
学的改変異因子、または薬理学的因子または化学的因子の適用により引き起こされる他の
細胞変化。
【００２８】
本明細書中で使用される場合、「改変因子」は、広義に、改変を起こし得る任意の因子を
いう。このような改変因子としては、以下が挙げられ得るが、これらに限定されない：抗
体、リガンド、タンパク質、ペプチド、核酸、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチド、
レクチン、脂質、生物学的改変因子、固定因子、薬理学的因子、化学的因子、浸透化因子
、細胞内染料、表面染料、発現ベクター、および酵素。
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【００２９】
本明細書中で使用される場合、「固定（ｆｉｘａｔｉｏｎ）」または「固定化（ｆｉｘｉ
ｎｇ）」は、例えば、その元のサイズを維持するか、細胞物質の最小限の損失を受けるか
、またはその細胞内成分の反応性を保持することにより、細胞の特定の状態を保存し、好
ましくはインビボでの細胞の構造の正確な提示の維持をもたらすように作用する任意のプ
ロセスをいう。好ましい固定化因子としては、ホルムアルデヒド溶液、ホルマリン、グル
タルアルデヒドおよび他の因子が挙げられる。ホルムアルデヒド固定化は、好ましくはイ
ンキュベーション工程を含み、ここでホルムアルデヒド溶液は、最適な温度で細胞に浸透
する時間を与えられる。ホルムアルデヒド固定は、細胞が細胞分離カラムに保持される間
に達成され得るが、好ましくはカラムに加えられる前の細胞で達成される。固定は、磁性
標識化の前または後に行われ得る。固定工程およびインキュベーション工程の後、細胞は
、分離およびさらなるカラム上での改変のために細胞分離カラムに直接加えられ得る。こ
れにより、カラムに固定化された細胞に対して固定が行われる場合に起こり得る凝集体の
形成が減少する。
【００３０】
本明細書中で使用される場合、「細胞内染色」とは、以下が挙げられるがこれらに限定さ
れない細胞内分子、成分または構造への標識の結合のプロセスをいう：タンパク質、酵素
、ヌクレオチド、染色体、免疫グロブリンもしくは免疫グロブリン成分、または膜。代表
的には、細胞は、細胞内染色の前に浸透化される。
【００３１】
本明細書中で使用される場合、細胞の「浸透化」とは、細胞の細胞質または細胞内分子、
成分もしくは構造へのアクセスを促進する任意のプロセスをいう。浸透化は、ホルムアル
デヒド、エタノールまたは界面活性剤への曝露を含むがこれらに限定されない当該分野で
公知の任意の方法により行われ得る。緩衝液中のサポニンは、本発明に従って首尾よく使
用された。
【００３２】
本明細書中で使用される場合、「トランスフェクション」は、培養細胞のＤＮＡの取り込
みによる遺伝的改変であり、これは、通常、目的の遺伝子を含む、プラスミドまたは他の
型のＤＮＡベクターの形式で適用される。トランスフェクションは、当該分野において公
知の任意の方法によるものであり得、この方法としては、リン酸カルシウム媒介トランス
フェクションまたはＤＥＡ－デキストラン媒介トランスフェクション、リポフェクション
、あるいは、アデノウイルスベクターまたはレトロウイルスベクターのようなウイルスベ
クターの使用を通じて、が挙げられるが、これらに限定されない。
【００３３】
本明細書中で使用される場合、「ベクター」は、小さなキャリアＤＮＡ分子であり、この
中に、ＤＮＡ配列が、複製および／または発現される宿主細胞へ導入されるために挿入さ
れ得る。ベクターは、プラスミド、バクテリオファージ、あるいは植物ウイルスまたは動
物ウイルスから誘導され得る。
【００３４】
本明細書中で使用される場合、「生物学的修飾因子」は、生存細胞の活動に、反応または
変化をもたらし得る、任意の生物学的化合物である。このような修飾因子は、細胞活動を
加速または減速し得、有糸分裂を刺激または遅延し得、特定の遺伝子を活性化または不活
性化し得、細胞の受容性または透過性を増加または減少し得、あるいは他の変化をもたら
し得る。生物学的修飾因子の例としては、薬理学的因子、サイトカイン、インターロイキ
ン、ホルモン、増殖因子、および他の細胞間シグナルまたは細胞内シグナルが挙げられる
が、これらに限定されない。
【００３５】
本明細書中で使用される場合、「薬理学的因子」は、疾患または機能不全の処置のために
利用可能な多くの物質のいずれかである。
【００３６】
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本明細書中で使用される場合、「化学的因子」は、細胞との化学反応をもたらす多くの物
質のいずれかである。化学的因子の例としては、酸、塩基、染料、および溶媒が挙げられ
るが、これらに限定されない。
【００３７】
（選択された細胞のＨＧＭＳおよび改変）
本発明は、好ましくは、まず、磁性粒子（典型的には、直径２０～１００ｍｍ）を含む標
識で、選択された細胞を標識化することによって達成される。このようなミクロビーズは
、種々のモノクローナル抗体に共有結合される磁性ミクロビーズをして、市販され（例え
ば、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ、Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓ
ｔｒ．６８、Ｄ－５１４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ、Ｇｅｒｍａｎｙか
らのＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ）そしてこの標識化は、当該分野において公知の手法で達成さ
れ得る。選択された細胞の蛍光標識化も、この段階で行われ得る。可能ならば、細胞は、
好ましくは、この工程で洗浄され、そして適切な緩衝液（例えば、ＰＢＳ／ＢＳＡ／ＥＤ
ＴＡ）中に懸濁される。
【００３８】
磁気的に標識化され選択された細胞は、次いで、高勾配磁性細胞分離（ＨＧＭＳ）カラム
に適用される。ＨＧＭＳカラムは、米国特許第５，４１１，８６３号に記載され、そして
ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離カラムとして、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅ
ｃ　ＧｍｂＨ（Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８、Ｄ－５１４２９　Ｂｅ
ｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ、Ｇｅｒｍａｎｙ）から市販される。しかし、当該分野
において周知の任意の高勾配磁性細胞分離が、本発明に従って使用され得る。
【００３９】
磁性細胞分離カラムは、非標識化細胞（およびほかの不要な物質）を流通させつつ、選択
された細胞をカラムに保持する。典型的に、カラムは、強磁性マトリックスを含み、そし
て強い外部磁場内に置かれ、そして標識化され、選択された細胞は、磁気的にカラム内の
マトリックスに固定される。好ましくは、カラムは、細胞が固定されている間に洗浄され
、保持される細胞集団の同質性を増す。
【００４０】
カラムに選択的に保持されるが、この選択された細胞は、比較的同質である。このことは
、これらの細胞の選択的改変のための最適な設定を提供する。なぜなら、改変の効率を最
大にしつつも、改変因子濃度が最小にされ得るからである。さらに、連続改変または複数
の改変が、本発明に従って達成され得る。例えば、固定された細胞が改変され、リンスさ
れ、次いで、染色され、カラムから溶出され得る。あるいは、固定された細胞は、改変さ
れ、リンスされ、そして除去され、カラムの外で操作され、次いでカラムに再適用され、
固定され、そして染色され、次いで、もう一度取り除かれ得る。改変は、固定および／ま
たは透過化処理（ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ）を含み、これに続いて、細胞内染
色のような、さらなる改変が行われ得る。他の改変としては、上記および以下の実施例に
記載されるような表面染色が挙げられる。このプロセスを記載するフローチャートは、図
２に提供される。
【００４１】
改変の範囲は、分析プロトコルまたは染色プロトコルに限定されず；むしろ、当該分野に
おいて公知の任意の細胞改変が、本発明に従って適合され得る。従って、例えば、カラム
内に保持される細胞に対する、任意の改変因子（生物学的修飾因子、薬理学的因子、化学
的因子、または酵素）の適用による改変は、本発明の範囲内である。以下の実施例は、本
発明の範囲を説明するために提供されるが、本発明の範囲を限定しない。
【００４２】
（実施例）
（実施例１：ＣＤ－１３８陽性末梢血単核細胞の固定および細胞内および表面の組み合わ
せ染色）
末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、ＣＤ１３８を発現するＵ２６６ミエローマ細胞株の細胞
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と、２００：１の比で混合した（すなわち、結果として、ＰＢＭＣ中に０．５％のＵ２６
６細胞、となる）。５×１０7の細胞を、ＰＢＳ／ＢＳＡ／ＥＤＴＡ（緩衝液）１０００
μｌ中で、ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ、Ｆｒｉ
ｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８、Ｄ－５１４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａ
ｄｂａｃｈ、Ｇｅｒｍａｎｙ）に結合したマウス抗ＣＤ－１３８ｍＡｂ　Ｂ－Ｂ４を用い
て、８℃で１５分間標識化した。フィコエリトリンと結合体化したマウス抗ＣＤ－１３８
ｍＡｂ　Ｂ－Ｂ４（ＣＤ１３８．ＰＥ）（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ（
Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８、Ｄ－５１４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　
Ｇｌａｄｂａｃｈ、Ｇｅｒｍａｎｙ））を、さらに１５分間８℃で加えた。この細胞を洗
浄し、そして緩衝液５００μｌ中に再懸濁した。
【００４３】
ＣＤ１３８陽性細胞を、ＭＡＣＳ（登録商標）磁性細胞分離システム（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ
　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ、Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８、Ｄ－５１
４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ、Ｇｅｒｍａｎｙ）で富化した。磁気的に
標識化された細胞懸濁物を、ＭｉｎｉＭＡＣＳ分離ユニット（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏ
ｔｅｃ　ＧｍｂＨ、Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８、Ｄ－５１４２９　
Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ、Ｇｅｒｍａｎｙ）内の分離カラムの上部でピペッ
ティングした。この細胞懸濁物を、通過させ、そしてカラムを緩衝液５００μｌで３回洗
浄した。この流出液を、陰性画分として集めた。カラムを分離器から取り外し、そして適
切な管上に配置した。２％のホルムアルデヒド（Ｍｅｒｃｋ）を含むＰＢＳ／ＥＤＴＡ０
．５ｍｌを、カラムの上部でピペッティングし、そして磁気的に標識化された細胞を、プ
ランジャーを用いて流し出した。溶出された細胞を、室温（ＲＴ）で２０分間インキュベ
ートし、そしてＭｉｎｉＭＡＣＳ分離ユニット内の第２分離カラムの上部に直接適用した
。細胞懸濁物を通過させ、そしてカラムを０．５％のサポニンを含む緩衝液（Ｓｅｒｖａ
（Ｃａｒｌ－Ｂｅｎｚ－Ｓｔｒ．７、６９１１５　Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ、Ｇｅｒｍａｎ
ｙ）からのサポニン緩衝液）５００μｌで２回洗浄した。流出液を陰性画分として集めた
。次いで、１０μｇ／ｍｌのヤギ抗ヒトλＦＩＴＣ（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ（ＳＢＡ）１６０Ａ　Ｏｘｍｏｏｒ　Ｂｏｕｌｅｖ
ａｒｄ、Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ、Ａｌａｂａｍａ　３５２０９、ＵＳＡ）および２μｇ／
ｍｌのフィコエリトリンと結合体化したマウス抗ＣＤ－１３８ｍＡｂ　Ｂ－Ｂ２（Ｍｉｌ
ｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ、Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８
、Ｄ－５１４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ、Ｇｅｒｍａｎｙ）を含むサポ
ニン緩衝液１００μｌをカラムに適用し、そして室温で１０分間インキュベートした。こ
のカラムを、サポニン緩衝液５００μｌで１回洗浄した。カラムを分離器から取り外し、
そして適切な容器内に置き、溶出液を受けた。０．５ｍｌの緩衝液を、カラムの上部でピ
ペッティングし、そして磁気的に標識化された細胞を、プランジャーを使用して流し出し
た。
【００４４】
並行して、ＣＤ１３８陽性細胞を、ＭｉｎｉＭＡＣＳ分離を２回繰り返すことによって富
化し、分離効率を比較した。
【００４５】
もとの細胞（すなわち、ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離前の細胞）、（第１お
よび第２のＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離の）陰性細胞画分、ならびにＭＡＣ
Ｓ（登録商標）高勾配磁性細胞分離の陽性細胞画分を、フローサイトメトリーによって分
析した。ＦＡＣＳｃａｎおよびＣＥＬＬＱｕｅｓｔリサーチソフトウェア（Ｂｅｃｔｏｎ
　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、ＣＡ）を、フローサイトメトリー
分析のために使用した。死細胞および細胞片を、それらの散乱性質、および、生細胞に対
するヨウ化プロピジウム（ＰＩ；０．３μｇ／ｍｌ）による染色に従って除外した。
【００４６】
その結果を、図４Ａ～図４Ｃに示す。図４Ａは、ＣＤ１３８．ＰＥ染色　対　ＭＡＣＳ（
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登録商標）高勾配磁性細胞分離前の細胞のＰＩ染色を示す。コントロール分離の間に、Ｃ
Ｄ１３８陽性細胞は、（生細胞の９８％の純度に対応して、）すべての（ゲートされない
）細胞の間で５２％の純度にまで富化され、ＣＤ１３８陽性細胞は、固定および細胞内染
色を含む分離の際に、すべての（ゲートされない）細胞の間で６４％の純度にまで富化さ
れた。図４Ｂは、ＣＤ１３８．ＰＥ染色　対　ＣＤ１３８陽性細胞に対してゲートするこ
とを伴う第２のＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離後の、固定された陽性細胞画分
のＦＬ３自己蛍光を示す。フローサイトメトメーターのＦＬ３チャネルは、６５０ｎｍ以
上の蛍光を集光する。図４Ｃは、ヒト免疫グロブリンλ軽鎖の細胞内染色　対　ゲートさ
れた細胞上のＣＤ１３８．ＰＥ染色を示す。ほとんど全てのＣＤ１３８陽性細胞が、Ｕ２
６６細胞に対して報告されたように、細胞内λ軽鎖を発現する。陽性画分におけるＣＤ１
３８＋細胞の回収も、両方の分離において、大変類似していた（それぞれ、８１％および
９１％）。従って、分離効率は、両方の場合に対して同じであった。
【００４７】
（実施例２：白血球搬出サンプルの分画および細胞内染色）
複数の骨髄腫患者の白血球搬出サンプルを、ＰＢＳ／ＢＳＡ／ＥＤＴＡ（緩衝液）中でマ
ウス抗ＣＤ１３８　ｍＡｂ　Ｂ－Ｂ４と結合体化したＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ（Ｍｉｌｔｅ
ｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ，Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８，Ｄ
－５１４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）と８℃で１５分
間標識化した。フィコエリトリンと結合体化したマウス抗ＣＤ１３８　ｍＡｂ　Ｂ－Ｂ４
（ＣＤ１３８．ＰＥ）（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ，Ｆｒｉｅｄｒｉｃ
ｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８，Ｄ－５１４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ
，Ｇｅｒｍａｎｙ）を８℃でさらに５分間にわたり加えた。細胞を洗浄し、そして２ｍｌ
緩衝液に再懸濁した。ＣＤ１３８は正常形質細胞および悪性形質細胞において発現する。
【００４８】
ＣＤ１３８陽性細胞を、ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離を用いて富化した。磁
性標識化された細胞懸濁物を、ＭｉｄｉＭＡＣＳ分離ユニット（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉ
ｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ，Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８，Ｄ－５１４２９
　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）中のＶＳ＋分離カラムの上部
においてピペッティングし、細胞懸濁物を通過させ、そしてそのカラムを３×３ｍｌの緩
衝液で洗浄した。排出液を陰性画分として収集した。カラムを分離器から取り外し、そし
て適切なチューブ上に配置した。５ｍｌのＰＢＳ／ＥＤＴＡをカラムの上部においてピペ
ッティングし、磁性標識化された細胞をプランジャを用いて排出させた。細胞の一部を２
回目のＭｉｎｉＭＡＣＳ分離に直接適用した。その細胞の他方の部分（５×１０5細胞／
ｍｌ）に、同じ容量の、４％ホルムアルデヒド（Ｍｅｒｃｋ）を含む緩衝液を加え、そし
て２０分間室温でインキュベートした。次いで、この細胞を２つのサンプルにわけ、そし
て２つのＭｉｎｉＭＡＣＳ分離ユニット中の２つの分離カラムの上部に直接適用した。そ
の細胞懸濁物をそのカラムに通し、そしてそのカラムを２×５００μｌの、０．５％サポ
ニンを含む緩衝液（サポニン緩衝液、Ｓｅｒｖａ，Ｃａｒｌ－Ｂｅｎｚ－Ｓｔｒ．７，６
９１１５　Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）で洗浄した。この排出液を陰性画分
として収集した。次いで、１００μｌの、２μｇ／ｍｌのＣＤ１３８．ＰＥおよび１０μ
ｇ／ｍｌヤギ抗ヒトλ．ＦＩＴＣ（ＳＢＡ，１６０Ａ　Ｏｘｍｏｏｒ　Ｂｏｕｌｅｖａｒ
ｄ，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，Ａｌａｂａｍａ　３５２０９，ＵＳＡ）を含むサポニン緩衝
液を一方のカラムに適用し、そして１００μｌの、２μｇ／ｍｌ　ＣＤ１３８．ＰＥおよ
び１０μｇ／ｍｌヤギ抗ヒトκ．ＦＩＴＣ（ＳＢＡ，１６０Ａ　Ｏｘｍｏｏｒ　Ｂｏｕｌ
ｅｖａｒｄ，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，Ａｌａｂａｍａ　３５２０９，ＵＳＡ）を含むサポ
ニン緩衝液を他方のカラムに適用した。両方のカラムを室温で１０分間インキュベートし
た。それらのカラムを、１×５００μｌのサポニン緩衝液およびそして１×５００μｌ緩
衝液で洗浄した。それらのカラムを分離器から取り外し、そして適切なチューブに配置し
た。０．５ｍｌの緩衝液を各々のカラムの上部でピペッティングし、そして磁性標識化さ
れた細胞をプランジャを用いて排出させた。
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【００４９】
もとの細胞（すなわち、ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離の前）、（第一および
第二のＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離の）陰性細胞画分、およびＭＡＣＳ（登
録商標）高勾配磁性細胞分離の陽性細胞画分をフローサイトメトリーで分析した。ＦＡＣ
ＳｃａｎおよびＣＥＬＬＱｕｅｓｔ研究ソフトウェア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏ
ｎ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ）をフローサイトメトリー分析のために用いた。
死んだ細胞および細胞砕片を散乱特性および生きている細胞についてのヨウ化プロピジウ
ム（ＰＩ；０．３μｇ／ｍｌ）での染色に従って、排除した。
【００５０】
その結果を図５Ａ～図５Ｄおよび図６Ａ～図６Ｄにおいて示す。図５Ａおよび図５Ｂは、
ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離の前および後の生きている細胞のＣＤ１３８．
ＰＥ染色を示す。図６Ａおよび図６Ｂは、ＣＤ１３８陽性細胞におけるゲーティングを伴
う第二のＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離の後の、固定された細胞の陽性画分の
ＣＤ１３８．ＰＥ染色対ＦＬ３自己蛍光を示す。ドットプロットである６Ｃおよび６Ｄは
、ゲーティングされた細胞における、ヒト免疫グロブリンλ（６Ｃ）またはκ軽鎖（６Ｄ
）対ＣＤ１３８．ＰＥ染色の細胞内染色を示す。約９６％のＣＤ１３８陽性細胞は、細胞
内κ軽鎖を発現し、他方、対応して４％のＣＤ１３８陽性細胞は、細胞内λ軽鎖を発現す
る。このことは、モノクローナル腫瘍細胞集団の存在を示す。
【００５１】
（実施例３：異種懸濁物からのＵ２６６細胞の選択的細胞内染色）
癌細胞株ＳＬＢＲ３の細胞を、骨髄腫細胞株Ｕ２６６の細胞と、１：１の比率で混合した
。２×１０6の細胞を、１００μｌのＰＢＳ／ＢＳＡ／ＥＤＴＡ（緩衝液）中のマウス抗
ＣＤ１３８　ｍＡｂ　Ｂ－Ｂ４と結合体化されたＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ（Ｍｉｌｔｅｎｙ
ｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ，Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８，Ｄ－５
１４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）およびマウス抗ヒト
上皮抗原（ＨＥＡ）　ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　Ｇｍｂ
Ｈ，Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８，Ｄ－５１４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃ
ｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）で、８℃で１５分間標識化した。これらの細胞
を洗浄し、そして１ｍｌ緩衝液中に再懸濁した。次いで、４％ホルムアルデヒド（Ｍｅｒ
ｃｋ）を含有する緩衝液を１ｍｌ加え、そして室温で２０分間インキュベートした。
【００５２】
磁性標識化しそして固定した細胞懸濁物を、ＭｉｎｉＭＡＣＳ分離ユニット中で分離カラ
ムの上部において直接ピペッティングした。この細胞懸濁物をそのカラムに通し、そして
そのカラムを２×５００μｌの０．５％サポニンを含む緩衝液（サポニン緩衝液、Ｓｅｒ
ｖａ、Ｃａｒｌ－Ｂｅｎｚ－Ｓｔｒ．７，６９１１５　Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，Ｇｅｒｍ
ａｎｙ）で洗浄した。排出液を陰性画分として収集した。次いで、１０μｇ／ｍｌヤギ抗
ヒトλ．ＦＩＴＣ（ＳＢＡ，１６０Ａ　Ｏｘｍｏｏｒ　Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ，Ｂｉｒｍｉ
ｎｇｈａｍ，Ａｌａｂａｍａ　３５２０９，ＵＳＡ）を含むサポニン緩衝液を１００μｌ
そのカラムに適用し、そして室温で１０分間インキュベートした。このカラムを分離器か
ら取り外し、そして溶離液を収集するために適切な容器に配置した。０．５ｍｌの緩衝液
を、そのカラムの上部でピペッティングし、そして磁性標識化された細胞を、プランジャ
を用いて排出させた。
【００５３】
並行して、２×１０6の細胞を２％ホルムアルデヒド（Ｍｅｒｃｋ）を含む緩衝液中で室
温で２０分間固定した。この細胞を、サポニン緩衝液で洗浄し、１５μｌの、１０μｇ／
ｍｌのヤギ抗ヒトλ．ＦＩＴＣ（ＳＢＡ，１６０Ａ　Ｏｘｍｏｏｒ　Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ
，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，Ａｌａｂａｍａ　３５２０９，ＵＳＡ）を含むサポニン緩衝液
中に再懸濁し、そして室温で１０分間インキュベートした。この細胞をサポニン緩衝液で
洗浄し、そして緩衝液中に再懸濁した。
【００５４】



(13) JP 4612982 B2 2011.1.12

10

20

30

40

50

ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離からのコントロールサンプルおよび陽性細胞画
分をフローサイトメトリーにより分析した。ＦＡＣＳｃａｎおよびＣＥＬＬＱｕｅｓｔ研
究ソフトウェア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，Ｃ
Ａ）をフローサイトメトリー分析のために使用した。
【００５５】
結果を図７Ａ～図７Ｂ、および以下の表２に示す。図７Ａおよび図７Ｂは、カラム上で（
７Ａ）またはカラムの外側（７Ｂ）で染色された細胞のヤギ抗ヒトλ．ＦＩＴＣ染色を示
す。両方のサンプルにおいて、約５０％の細胞は、Ｕ２６６細胞について報告されるよう
に非常に類似する染色強度を伴って、細胞内κ軽鎖を発現する（表２）。従って、そのカ
ラムにおける細胞の染色は、懸濁物における染色と、少なくとも同程度の効率である。
【００５６】
【表２】

（実施例４：ストレプトアビジン／ビオチン結合を含む、ＣＤ１３８細胞における異なる
Ｉｇクラスの表面染色）
４×１０8の末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、２ｍｌのＰＢＳ／ＢＳＡ／ＥＤＴＡ（緩衝
液）中のマウス抗ＣＤ１３８　ｍＡｂ　Ｂ－Ｂ４と結合体化したＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ（
Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ，Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔ
ｒ．６８，Ｄ－５１４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）で
、８℃で３０分間標識化した。この細胞を洗浄し、そして２ｍｌの緩衝液中に再懸濁した
。
【００５７】
ＣＤ１３８陽性細胞を、ＭＡＣＳ（登録商標）磁性細胞分離システム（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ
　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ，Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８，Ｄ－５１
４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いて富化した。磁
性標識化された細胞懸濁物を、ＭｉｎｉＭＡＣＳ分離ユニット中の分離カラムの上部にお
いてピペッティングし、細胞懸濁物を通過させ、そしてそのカラムを３×５００μｌの緩
衝液で洗浄した。排出液を陰性画分として収集した。そのカラムを、その分離器から取り
外し、そして溶離液を収集するために適切な容器上に配置した。１．５ｍｌの緩衝液をそ
のカラムの上部においてピペッティングし、そして磁性標識化された細胞をプランジャを
用いて排出させた。溶出した細胞を分け、そしてＭｉｎｉＭＡＣＳ分離ユニットにおける
３つの異なる分離カラム（ａ、ｂおよびｃ）の上部に直接適用した。その細胞懸濁物をそ
のカラムに通し、そして各々のカラムを２×５００μｌ緩衝液で洗浄した。その排出液を
陰性画分として収集した。次いで、フィコエリトリンと結合体化したマウス抗ＣＤ１３８
　ｍＡｂ　Ｂ－Ｂ４（ＣＤ１３８．ＰＥ）（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ
，Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８，Ｄ－５１４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ
　Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、マウス抗ＣＤ１９．Ｃｙ５および（ａ）５μｇ
／ｍｌのマウス抗ヒトＩｇＡ．ビオチン、（ｂ）５μｇ／ｍｌマウス抗ヒトＩｇＭ．ＦＩ
ＴＣまたは（ｃ）２μｇ／ｍｌのマウス抗ヒトＩｇＧ．ＦＩＴＣを含む１００μｌの緩衝
液（すべてＳｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｓ
ＢＡ　１６０Ａ　Ｏｘｍｏｏｒ　Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，Ａｌａｂ
ａｍａ　３５２０９，ＵＳＡから入手した）を、異なるカラムにそれぞれ適用し、そして
室温で１０分間インキュベートした。各々のカラムを５００μｌ緩衝液で洗浄した。（ａ
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）について、さらに１００μｌの、２μｇ／ｍｌストレプトアビジン．ＦＩＴＣを含む緩
衝液を適用し、続いて室温で１０分間インキュベートし、そして５００μｌの緩衝液での
洗浄工程を行った。これらのカラムを分離器から取り外し、そして溶離液を収集するため
に適切な容器上に配置した。０．５ｍｌの緩衝液を、各々のカラムの上部においてピペッ
ティングし、そして磁性標識化された細胞をプランジャを用いて各々から排出させた。
【００５８】
もとの細胞（すなわち、ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離）およびＭＡＣＳ（登
録商標）高勾配磁性細胞分離の陽性細胞画分をフローサイトメトリーで分析した。ＦＡＣ
ＳｃａｎおよびＣＥＬＬＱｕｅｓｔ研究ソフトウェア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏ
ｎ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ）を、サイトメトリー分析のために使用した。死
んだ細胞および細胞砕片を、散乱特性、およびヨウ化プロピジウム（ＰＩ；０．３μｇ／
ｍｌ）での染色に従って、排除した。
【００５９】
正常ＰＢＭＣ由来のＣＤ１３８＋細胞の過半数（約５０％）は、表面ＩｇＡを発現するが
、他方、約３２％は、表面ＩｇＭを発現し、そして約３％は、表面ＩｇＧを発現する。
【００６０】
（実施例５：全血からのＣＤ４５直接単離の際の、ＣＤ１９リンパ球対ＣＤ４リンパ球の
表面染色）
１ｍｌのヘパリン処理したヒト血液を、２０μｌのヒトＣＤ４５ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ（
Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ，Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ
．６８，Ｄ－５１４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）で、
室温で３０分間標識化した。次いで、１ｍｌのＰＢＳ／ＥＤＴＡを加えた。
【００６１】
次いで、ＣＤ４５陽性細胞を、ＭＡＣＳ（登録商標）磁性細胞分離システム（Ｍｉｌｔｅ
ｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ，Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ　Ｅｂｅｒｔ　Ｓｔｒ．６８，Ｄ
－５１４２９　Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いて富化し
た。磁性標識化された細胞懸濁物を、ＭｉｎｉＭＡＣＳ分離ユニットにおける分離カラム
の上部においてピペッティングした。この細胞懸濁物をそのカラムに通し、そしてそのカ
ラムを２×５００μｌの緩衝液で洗浄した。この排出液を、陰性画分として収集した。次
いで、フィコエリトリンと結合体化したＣＤ１９　ｍＡｂ（ＣＤ１９．ＰＥ）およびＦＩ
ＴＣと結合体化したＣＤ４　ｍＡｂ（ＣＤ４．ＦＩＴＣ）を含む１００μｌの緩衝液をそ
のカラムに適用し、そして室温で１０分間インキュベートした。このカラムを５００μｌ
の緩衝液で洗浄した。そのカラムを分離器から取り外し、そして溶離液を収集するために
適切な容器に配置した。０．５ｍｌの緩衝液を、各々のカラムの上部においてピペッティ
ングし、そして磁性標識化された細胞を、プランジャを用いて排出させた。
【００６２】
ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離の陽性画分を、フローサイトメトリーで分析し
た。、ＦＡＣＳｃａｎおよびＣＥＬＬＱｕｅｓｔ研究ソフトウェア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉ
ｃｋｉｎｓｏｎ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ）をフローサイトメトリー分析のた
めに使用した。死んだ細胞、核のない細胞および細胞砕片を、散乱特性（Ｒ１ゲーティン
グ）およびヨウ化プロピジウム（ＰＩ、０．３μｇ／ｍｌ）およびＬＤＳ７５１（１μｇ
／ｍｌ）（Ｒ２ゲーティング）に従って排除した。
【００６３】
図９Ｃに示されるように、ＣＤ１９＋Ｂ細胞、ＣＤ４＋＋Ｔ細胞およびＣＤ４ｄｉｍ単球
は、陽性画分において明らかに識別され得る。有意な数の二重陽性細胞は存在しない。こ
れは、Ｂ細胞、Ｔ細胞または単球のように異なるサブタイプのＣＤ４５＋リンパ球がＣＤ
４５　ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離およびそのカラムにおける染色の際に安
定な凝集物を形成する場合に予想されたことである。
【００６４】
図１０は、マトリクスに付着した磁性標識化されたＣＤ８＋細胞を伴うＭＳ＋カラムの鉄
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球マトリクスのラスター電子顕微鏡写真である。図１０は、細胞がマトリクス表面全体に
わたって均質には配分されていないが、異なる領域には濃縮していることを示す。細胞は
、単層としては固定されていない。その代わり、しばしば多くの細胞は、非常に緊密に近
寄っている。
【００６５】
上記発明を、明確さおよび理解の目的のために例示および例を挙げるために詳細に記載し
たが、当業者には、特定の変化および改変が実施され得ることは明白である。したがって
、説明および実施例は、本発明の範囲を限定するものと理解されるべきではない。本発明
の範囲は、添付の特許請求の範囲によって記載される。
【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、Ｌｅｂｋｏｗｓｋｉらの先行技術教示下で固定化された細胞を示す。
【図２】図２は、本発明に従う代表的な改変プロセスのフローチャートである。
【図３】図３Ａ～３Ｂは、一連の代表図である。図３Ａは、カラムにおいて標識化されて
いない細胞の溶出および標識化された細胞の保持を可能にする磁性細胞分離カラム手段（
北磁場および南磁場を示す）に適用された標識化された細胞と標識化されていない細胞の
混合物を示す。図３Ｂは、磁場の除去および分離懸濁物への標識化された細胞の溶出を示
す。
【図４】図４Ａ～４Ｃは、末梢単核血球にスパイクされた（ｓｐｉｋｅｄ）単離された骨
髄腫細胞（Ｕ２６６）におけるλ軽鎖の細胞内染色を示す実施例１の結果に関する一連の
ＦＡＣＳドットプロットである。図４Ａは、ＣＤ１３８．ＰＥ対ＭＡＣＳ（登録商標）高
勾配磁性細胞分離による分離前のＵ２６６骨髄腫細胞でスパイクされたＰＭＢＣのＰＩ染
色を示し；図４Ｂは、ＣＤ１３８．ＰＥ染色対ＣＤ１３８陽性細胞上のゲーティング（ｇ
ａｔｉｎｇ）を用いたＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離による第２の分離後の固
定された陽性細胞画分のＦＬ３（フローサイトメーターのＦＬ３チャンネルは６５０ｎｍ
以上の蛍光を収集する）を示し；そして４Ｃは、ヒト免疫グロブリンλ軽鎖の細胞内染色
対ゲートされた細胞上のＣＤ１３８．ＰＥ染色を示す。
【図５】図５Ａ～５Ｄは、骨髄腫患者の白血球搬出からのＣＤ１３８＋形質細胞の単離を
示す実施例２の結果に関する一連のＦＡＣＳドットプロットである。図５Ａは、ＭＡＣＳ
（登録商標）高勾配磁性細胞分離による分離前の生白血球のＣＤ１３８．ＰＥ染色対ＦＬ
１－Ｈ（フローサイトメーターのＦＬ１－Ｈチャンネルは、５２５ｎｍ～５４５ｎｍ間の
蛍光を収集する）を示し；図５Ｂは、ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離による分
離後の生白血球のＣＤ１３８．ＰＥ染色対ＦＬ１－Ｈを示し；図５Ｃは、前方散乱（Ｆｏ
ｒｗａｒｄ　Ｓｃａｔｔｅｒ）（ＦＳＣ）対分離前の白血球の側方散乱（Ｓｉｄｅｗａｒ
ｄ　Ｓｃａｔｔｅｒ）（ＳＳＣ）シグナルを示し；そして図５Ｄは、陽性細胞画分のＦＳ
Ｃ／ＳＳＣシグナルを示す。
【図６】図６Ａ～６Ｄは、骨髄腫患者から単離された形質細胞におけるκ／λ軽鎖の細胞
内染色を示す実施例２の結果に関する一連のＦＡＣＳドットプロットである。図６Ａおよ
び図６Ｂは、ＣＤ１３８．ＰＥ染色対ＣＤ１３８陽性細胞上のゲーティング（Ｒ１に従う
）を用いるＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離による第２の分離後の固定された細
胞の陽性画分のＦＬ３自己蛍光を示し；図６Ｃは、ヒト免疫グロブリンλ軽鎖の細胞内染
色対ゲートされた（ｇａｔｅｄ）細胞上のＣＤ１３８．ＰＥ染色を示し；そして図６Ｄは
、ヒト免疫グロブリンκ軽鎖の細胞内染色対ゲートされた細胞上のＣＤ１３８．ＰＥ染色
を示す。
【図７】図７Ａ～７Ｂは、実施例３の結果に関する一連のドットプロットである。図７Ａ
は、ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離カラム上で染色された細胞のヤギ抗ヒトλ
．ＦＩＴＣ染色を示し；そして図７Ｂは、ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離カラ
ム外で染色された細胞のヤギ抗ヒトλ．ＦＩＴＣ染色を示す。
【図８】図８Ａ～８Ｅは、ＣＤ１３８　ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離におけ
る表面Ｉｇの染色を示す実施例４の結果に関する一連のＦＡＣＳドットプロットである。
図８Ａは、ＣＤ１９．Ｃｙ５TMの染色対ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分離前のＣ
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Ｄ１３８．ＰＥを示し；図８Ｂは、ＣＤ１９．Ｃｙ５TMの染色対ＭＡＣＳ（登録商標）高
勾配磁性細胞分離後の陽性細胞画分のＣＤ１３８．ＰＥを示し；図８Ｃは、表面ＩｇＡ．
ＦＩＴＣ染色対ＣＤ１３８陽性細胞上にゲートされた陽性細胞画分のＣＤ１３８．ＰＥを
示し；図８Ｄは、表面ＩｇＭ．ＦＩＴＣ染色対ＣＤ１３８陽性細胞上にゲートされた陽性
細胞画分のＣＤ１３８．ＰＥを示し；そして図８Ｅは、表面ＩｇＧ．ＦＩＴＣ染色対ＣＤ
１３８陽性細胞上にゲートされた陽性細胞画分のＣＤ１３８．ＰＥを示す。
【図９】図９Ａ～９Ｃは、全血からのＣＤ４５　ＭＡＣＳ（登録商標）高勾配磁性細胞分
離におけるリンパ球の免疫表現型を示す実施例５の結果に関する一連のＦＡＣＳドットプ
ロットである。図９Ａは、リンパ球上のゲーティングを用いる陽性細胞画分のＦＳＣ／Ｓ
ＳＣシグナルを示し；図９Ｂは、ＣＤ１９．ＰＥの染色対有核細胞上のＬＤＳゲートを用
いる陽性細胞画分のＬＤＳを示し；そして、図９Ｃは、ＣＤ４．ＦＩＴＣの染色対Ｒ１お
よびＲ２によってゲートされた陽性細胞のＣＤ１９．ＰＥを示す。
図１０は、鉄球マトリックスに付着された磁気的に標識化されたＣＤ８＋細胞を有するＭ
Ｓ＋カラムの鉄球マトリックスのラスター電子顕微鏡写真である。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【図９】 【図１０】
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