
(57)【要約】
本発明は、リガンドと結合する標的を特性決定する方法を提供する。本発明の方法はリガ
ンド、場合によっては支持体と結合したリガンドを用意し、少なくとも１種の標的が少な
くとも１種のリガンドと結合しうるようにリガンドを標的と接触させることを含む。本発
明の方法はさらに、それぞれの複合物が第１マトリックス内の異なる位置を有するように
、得られる複合物を第１マトリックスに固定化すること、および、複合物の標的を第２マ
トリックスに移動させることを含む。第２マトリックス内の標的の位置は、第１マトリッ
クス内のリガンド -支持体複合物の位置に対応する。次いで第２マトリックス上の標的を
検出する。

JP 2005-522712 A 2005.7.28



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
リ ガ ン ド と 結 合 す る 標 的 を 特 性 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)１ 種 以 上 の リ ガ ン ド を 用 意 し 、 そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド を 支 持 体 と 結 合 し て １ 種 以 上 の リ
ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 形 成 す る ス テ ッ プ 、
(ii)少 な く と も １ 種 の 標 的 が 少 な く と も １ 種 の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 と 結 合 し う る 条 件
下 で リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 と １ 種 以 上 の 標 的 と を 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り １ 種 以 上 の 標 的 -
リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 形 成 す る ス テ ッ プ 、
(iii)そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 お よ び そ れ ぞ れ の 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 が
第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 で 異 な る 位 置 を 有 す る よ う に 、 リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 お よ び 標 的 -リ
ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 第 １ マ ト リ ッ ク ス 中 に 固 定 化 す る ス テ ッ プ 、
(iv)少 な く と も １ 種 の 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の 標 的 の 少 な く と も 一 部 分 を 第 ２ マ ト
リ ッ ク ス に 移 動 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の リ ガ ン ド -支 持 体 複
合 物 を 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 に 残 す 、 こ こ で 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 内 の 標 的 の 位 置 が 第 １ マ ト リ
ッ ク ス 内 の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の 位 置 に 対 応 す る 、 ス テ ッ プ 、 な ら び に
(v)第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 を 検 出 し 、 そ れ に よ り リ ガ ン ド と 結 合 す る 標 的 を 特 性 決 定
す る ス テ ッ プ
を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
ス テ ッ プ (ii)に お い て 、 少 な く と も １ 種 の 標 的 が 少 な く と も １ 種 の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合
物 と 結 合 し う る 条 件 下 で リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 と ２ 種 以 上 の 標 的 と を 接 触 さ せ 、 そ れ に
よ り １ 種 以 上 の 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 形 成 さ せ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
支 持 体 が 樹 脂 ビ ー ズ で あ る 、 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
第 １ マ ト リ ッ ク ス が ア ガ ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 デ キ ス ト ラ ン 、 セ ル ロ ー ス 、 多 糖
、 こ れ ら の い ず れ か の 誘 導 体 、 お よ び こ れ ら の い ず れ か の 組 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 材 料 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
リ ガ ン ド と 結 合 す る 標 的 を 特 性 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)１ 種 以 上 の リ ガ ン ド を 用 意 す る ス テ ッ プ 、
(ii)そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド が 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 で 異 な る 位 置 を 有 す る よ う に 、 そ れ ぞ れ の
リ ガ ン ド を 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 に 固 定 化 す る ス テ ッ プ 、
(iii)少 な く と も １ 種 の 標 的 が 少 な く と も １ 種 の リ ガ ン ド と 結 合 し う る 条 件 下 で 第 １ マ ト
リ ッ ク ス 内 の リ ガ ン ド と １ 種 以 上 の 標 的 と を 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り １ 種 以 上 の 標 的 -リ ガ
ン ド 複 合 物 を 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 に 形 成 さ せ る ス テ ッ プ 、
(iv)第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 の 少 な く と も １ 種 の 標 的 -リ ガ ン ド 複 合 物 の 標 的 の 少 な く と も 一
部 分 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス に 移 動 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 標 的 -リ ガ ン ド 複 合 物 の リ ガ ン ド を
第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 に 残 す 、 こ こ で 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 内 の 標 的 の 位 置 が 第 １ マ ト リ ッ ク ス
内 の リ ガ ン ド の 位 置 に 対 応 す る 、 ス テ ッ プ 、 な ら び に
(v)第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 を 検 出 し 、 そ れ に よ り リ ガ ン ド と 結 合 す る 標 的 を 特 性 決 定
す る ス テ ッ プ
を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
ス テ ッ プ (i)に お い て ２ 種 以 上 の リ ガ ン ド を 用 意 す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
標 的 が 生 物 学 的 体 液 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
生 物 学 的 体 液 が 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト 、 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト 、 な ら し 培 地 、
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醗 酵 ブ ロ ス 、 脳 脊 髄 液 、 尿 、 唾 液 、 乳 汁 、 管 液 、 涙 、 汗 、 リ ン パ 液 、 お よ び 精 液 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
標 的 が 細 胞 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 酵 母 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 核 酸 、 炭 水 化 物
、 脂 質 、 薬 物 、 合 成 無 機 化 合 物 、 合 成 有 機 化 合 物 、 こ れ ら の い ず れ か の イ ソ 型 、 お よ び こ
れ ら の い ず れ か の 組 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
標 的 が 血 漿 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
血 漿 タ ン パ ク 質 が ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 α -1プ ロ テ イ ナ ー ゼ
阻 害 剤 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 A1、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 パ ラ オ キ ソ ナ ー
ゼ 、 凝 固 因 子 、 お よ び こ れ ら の い ず れ か の 組 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質
で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
リ ガ ン ド が ア ミ ノ 酸 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 -結 合 フ ラ グ メ ン ト 、 炭 水 化
物 、 糖 類 、 脂 質 、 有 機 分 子 、 お よ び こ れ ら の 組 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
１ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
リ ガ ン ド が 本 質 的 に 約 １ ～ 約 15ア ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
第 １ マ ト リ ッ ク ス が ナ イ ロ ン 、 綿 、 ポ リ 二 フ ッ 化 ビ ニ ル ナ イ ロ ン 、 シ リ コ ン 、 ガ ラ ス 、 ス
チ レ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ア ク リ レ ー ト 、 ポ リ メ タ ク リ レ ー ト 、 こ れ ら の い ず れ か の 誘
導 体 、 お よ び こ れ ら の い ず れ か の 組 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 材 料 を 含 む 、 請 求 項
５ ～ １ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
第 ２ マ ト リ ッ ク ス が ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 シ リ コ ン 、 ス チ レ ン 、 お よ び ポ リ 二 フ ッ 化 ビ ニ ル
ナ イ ロ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 材 料 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ス テ ッ プ (v)が 生 物 学 的 特 性 、 化 学 的 特 性 、 物 理 的 特 性 、 生 化 学 的 特 性 、 ま た は こ れ ら の
い ず れ か の 組 合 わ せ で あ る 特 性 に つ い て 試 験 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ス テ ッ プ (v)が 結 合 ア ッ セ イ を 行 う こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
結 合 ア ッ セ イ が 第 ２ マ ト リ ッ ク ス を 抗 体 ま た は そ の 抗 原 -結 合 フ ラ グ メ ン ト と 接 触 さ せ る
こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
結 合 ア ッ セ イ が 第 ２ マ ト リ ッ ク ス を 検 出 可 能 な タ グ を 用 い て 標 識 し た 結 合 部 分 と 接 触 さ せ
る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
検 出 可 能 な タ グ が 放 射 性 同 位 体 、 発 色 団 、 お よ び 蛍 光 タ グ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
ス テ ッ プ (v)が 酵 素 活 性 ア ッ セ イ を 行 う こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
ス テ ッ プ (v)が 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス を 細 胞 と 接 触 さ せ て 標 的 が 細 胞 に 与 え る 作 用 を 観 察 す
る 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ を 行 う こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ３ 】
さ ら に 、 ス テ ッ プ (v)で 試 験 し た 特 性 と 異 な る 特 性 に つ い て 試 験 す る ス テ ッ プ (v)を 繰 返 す
ス テ ッ プ (vi)を 含 み 、 そ れ に よ っ て 標 的 の 異 な る 特 性 ま た は 異 な る 標 的 を 同 定 す る 、 請 求
項 １ ６ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
さ ら に 、
(vi)第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 検 出 し た 標 的 の 位 置 を 同 定 す る ス テ ッ プ 、
(vii)第 ２ マ ト リ ッ ク ス 中 の 検 出 し た 標 的 の 位 置 に 対 応 す る 第 １ マ ト リ ッ ク ス 中 の リ ガ ン
ド -支 持 体 複 合 物 ま た は リ ガ ン ド の 位 置 を 同 定 す る ス テ ッ プ 、 お よ び
(viii)リ ガ ン ド の 化 学 的 同 一 性 を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ２ ３ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
さ ら に 、
(ix)同 定 し た リ ガ ン ド の 複 数 コ ピ ー を 用 意 す る ス テ ッ プ 、
(x)同 定 し た リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ の コ ピ ー を 支 持 体 と 結 合 さ せ 、 そ れ に よ り 複 数 の リ ガ ン
ド -支 持 体 複 合 物 を 得 る ス テ ッ プ 、
(xi)標 的 の 複 数 コ ピ ー を 含 有 す る 組 成 物 と 複 数 の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 と を 、 リ ガ ン ド
が 標 的 と 結 合 し て 複 数 の 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 形 成 す る こ と が 可 能 で あ る 条 件 下
で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 お よ び
(xii)標 的 を 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 か ら 解 離 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
さ ら に 、 質 量 分 析 計 を 用 い て 標 的 を 同 定 す る ス テ ッ プ (xiii)を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
さ ら に 、
(vi)前 の ス テ ッ プ (iv)の 繰 返 し と は 異 な る 条 件 下 及 び マ ト リ ッ ク ス を 用 い て ス テ ッ プ (iv)
を 繰 返 し 、 そ れ に よ り そ れ ぞ れ 異 な る 量 ま た は 異 な る 集 団 の 標 的 を 有 す る マ ト リ ッ ク ス の
セ ッ ト を 作 製 す る ス テ ッ プ 、
(vii)ス テ ッ プ (vi)の 各 マ ト リ ッ ク ス 上 で 標 的 を 検 出 す る ス テ ッ プ 、 な ら び に
(viii)第 ２ マ ト リ ッ ク ス お よ び ス テ ッ プ (vi)の マ ト リ ッ ク ス の 各 マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 の
量 を 比 較 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ２ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
さ ら に 、
(vi)第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 検 出 し た 標 的 の 位 置 を 同 定 す る ス テ ッ プ 、
(vii)第 ２ マ ト リ ッ ク ス 中 の 検 出 し た 標 的 の 位 置 に 対 応 す る 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 の リ ガ ン
ド -支 持 体 複 合 物 ま た は リ ガ ン ド の 位 置 を 同 定 す る ス テ ッ プ 、
(viii)リ ガ ン ド を 支 持 体 お よ び ／ ま た は 第 １ マ ト リ ッ ク ス か ら 解 離 す る ス テ ッ プ 、
(ix)リ ガ ン ド を 第 ３ の マ ト リ ッ ク ス へ 移 動 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 支 持 体 を 第 １ マ ト リ ッ ク
ス 内 に 残 す 、 こ こ で 第 ３ マ ト リ ッ ク ス 内 の リ ガ ン ド の 位 置 が 第 １ マ ト リ ッ ク ス の 位 置 に 対
応 す る 、 ス テ ッ プ 、 な ら び に
(x)第 ３ マ ト リ ッ ク ス 上 の リ ガ ン ド を 検 出 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ２ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
ス テ ッ プ (x)が リ ガ ン ド の 化 学 的 同 一 性 を 決 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ０ 】
リ ガ ン ド の 化 学 的 同 一 性 を 、 質 量 分 析 計 、 Edman分 解 、 核 酸 配 列 決 定 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ （ HPLC） 、 ま た は こ れ ら の い ず れ か の 組 合 わ せ を 用 い て 決 定 す る 、 請 求 項 ２ ９ に
記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ １ 】
ス テ ッ プ (iv)を 、 少 な く と も １ 種 の 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 ま た は 標 的 -リ ガ ン ド 複
合 物 の 標 的 と 結 合 し て そ れ に よ り リ ガ ン ド を 標 的 か ら 解 離 さ せ る 競 合 結 合 剤 を 含 有 す る 媒
質 中 で 行 う 、 請 求 項 １ ～ ３ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
競 合 結 合 剤 が 、 炭 疽 菌 （ Bacillus anthracis） 、 マ ル タ 熱 菌 （ Brucella melitensis） 、
エ ボ ラ ・ ザ イ ー ル （ Ebola Zaire） ウ イ ル ス 、 ボ ツ リ ヌ ス （ Botulinum） 神 経 毒 素 、 ブ ド ウ
球 菌 エ ン テ ロ ト キ シ ン （ Staphylococcus enterotoxin） B、 お よ び 西 ナ イ ル （ West Nile）
ウ イ ル ス 、 リ シ ン 、 マ ス タ ー ド ガ ス （ sulfur mustard） 、 ソ マ ン 、 サ リ ン 、 タ ブ ン 、 VX、
お よ び ホ ス ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 願 は 、 2002年 ４ 月 15日 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/372,091号 の 利 益 を 請 求 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は リ ガ ン ド と 結 合 す る 標 的 を 特 性 決 定 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ は 、 標 的 分 子 を サ ン プ ル か ら 濃 縮 し か つ 分 離 す る 一 般 的
方 法 で あ り 、 標 的 分 子 と そ れ が 結 合 す る 実 在 物 （ す な わ ち 、 リ ガ ン ド ） と の 間 の 特 異 的 な
３ 次 元 相 互 作 用 に 基 づ く 。 リ ガ ン ド は 、 実 際 任 意 の 標 的 分 子 と 結 合 さ せ る た め に 単 離 ま た
は 作 製 す る こ と が で き る 。 潜 在 的 リ ガ ン ド は 生 物 学 的 分 子 、 例 え ば タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 ペ
プ チ ド な ど を 含 む 。 数 百 万 種 の 潜 在 的 リ ガ ン ド の ラ イ ブ ラ リ ー が コ ン ビ ナ ト リ ア ル 合 成 技
術 を 用 い て 作 製 さ れ 、 そ れ ら の 多 く は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 Lamら , N
ature, 354, 82-84 (1991)お よ び 国 際 特 許 出 願 WO 92/00091を 参 照 の こ と ） 。 サ ン プ ル か
ら の 標 的 分 子 の 分 離 を 助 け る た め に 、 リ ガ ン ド を 固 相 支 持 マ ト リ ッ ク ス 、 例 え ば 個 々 の 粒
子 （ 例 え ば 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 樹 脂 ビ ー ズ ） ま た は 連 続 支 持 体 （ 例 え ば 、 ア レ イ ） に 固 定
す る こ と が で き る 。 次 い で 固 相 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 さ れ た リ ガ ン ド を 用 い て 標 的
を 複 合 物 溶 液 か ら 精 製 す る こ と が で き る （ Baumbachお よ び Hammond, BioPharm May, 24-31
 (1992)） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ は 、 サ ン プ ル か ら の 標 的 分 子 の 単 な る 分 離 の 他 に 、 潜 在
的 リ ガ ン ド と 標 的 分 子 と の 間 の 結 合 相 互 作 用 を 調 べ る 手 段 を 提 供 す る 。 標 的 -リ ガ ン ド 結
合 の 検 出 は 挑 戦 に 値 す る も の で あ ろ う 。 リ ガ ン ド -標 的 複 合 物 を 検 出 す る 技 術 は 開 発 さ れ
て お り 、 例 え ば 放 射 標 識 に よ る 方 法 お よ び 免 疫 学 的 方 法 が 挙 げ ら れ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許
第 5,834,318号 、 国 際 特 許 出 願 WO 01/40265、 お よ び 米 国 特 許 出 願 第 09/453,115号 を 参 照 の
こ と ） 。 し か し 現 在 利 用 し う る 検 出 技 術 は 、 潜 在 的 な 欠 点 と し て 、 放 射 性 標 識 結 合 を 介 す
る 標 的 の 修 飾 、 リ ガ ン ド -標 的 検 出 系 相 互 作 用 か ら の 干 渉 、 お よ び 既 存 検 出 系 の 限 ら れ た
数 の 標 的 だ け を 検 出 す る 能 力 を も つ 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 上 記 の 点 で 、 当 技 術 分 野 に お い て は 、 標 的 -リ ガ ン ド を 検 出 す る 方 法 に 対 す る ニ ー ズ で
あ っ て 、 検 出 の た め の 標 的 の 修 飾 を 避 け 、 リ ガ ン ド か ら 分 離 さ れ た 標 的 の 検 出 お よ び リ ガ
ン ド の 同 定 を 可 能 に し 、 そ し て そ の 生 物 学 的 、 生 化 学 的 ま た は 化 学 的 活 性 に よ る 標 的 の 検
出 を 可 能 に す る 上 記 方 法 に 対 す る ニ ー ズ が 依 然 と し て あ る 。 本 発 明 は か か る 方 法 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の こ れ ら お よ び 他 の 利 点 な ら び に さ ら な る 本 発 明 の 特 徴 は 、 本 明 細 書 に 提 供 さ
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れ る 本 発 明 の 説 明 か ら 明 白 に な る で あ ろ う 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 リ ガ ン ド と 結 合 す る 標 的 を 特 性 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 に お い
て は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 (i)１ 種 以 上 の リ ガ ン ド を 用 意 し 、 そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド を 支 持 体
と 結 合 し て １ 種 以 上 の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 形 成 す る ス テ ッ プ 、 (ii)少 な く と も １ 種
の 標 的 が 少 な く と も １ 種 の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 と 結 合 し う る 条 件 下 で リ ガ ン ド -支 持 体
複 合 物 と １ 種 以 上 の 標 的 と を 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り １ 種 以 上 の 標 的 -リ ガ ン ド － 支 持 体 複
合 物 を 形 成 す る ス テ ッ プ 、 (iii)そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 お よ び そ れ ぞ れ の 標 的
-リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 が 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 で 異 な る 位 置 を 有 す る よ う に 、 リ ガ ン ド -
支 持 体 複 合 物 お よ び 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 第 １ マ ト リ ッ ク ス 中 に 固 定 化 す る ス テ
ッ プ 、 (iv)少 な く と も １ 種 の 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の 標 的 の 少 な く と も 一 部 分 を 第
２ マ ト リ ッ ク ス に 移 動 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の リ ガ ン ド -支
持 体 複 合 物 を 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 に 残 す 、 こ こ で 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 内 の 標 的 の 位 置 が 第 １
マ ト リ ッ ク ス 内 の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の 位 置 に 対 応 す る 、 ス テ ッ プ 、 な ら び に (v)第 ２
マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 あ る い は 、 リ ガ ン ド と 結 合 す る 標 的 を 特 性 決 定 す る 方 法 は 、 (i)１ 種 以 上 の リ ガ ン ド を
用 意 す る ス テ ッ プ 、 (ii)そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド が 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 で 異 な る 位 置 を 有 す る
よ う に 、 そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド を 第 １ の マ ト リ ッ ク ス に 固 定 化 す る ス テ ッ プ 、 (iii)少 な く
と も １ 種 の 標 的 が 少 な く と も １ 種 の リ ガ ン ド と 結 合 し う る 条 件 下 で 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 の
リ ガ ン ド と １ 種 以 上 の 標 的 と を 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り １ 種 以 上 の 標 的 -リ ガ ン ド 複 合 物 を
第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 に 形 成 さ せ る ス テ ッ プ 、 (iv)第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 の 少 な く と も １ 種 の
標 的 -リ ガ ン ド 複 合 物 の 標 的 の 少 な く と も 一 部 分 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス に 移 動 さ せ 、 そ れ に
よ っ て 、 標 的 -リ ガ ン ド 複 合 物 の リ ガ ン ド を 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 に 残 す 、 こ こ で 第 ２ マ ト
リ ッ ク ス 内 の 標 的 の 位 置 が 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 の リ ガ ン ド の 位 置 に 対 応 す る 、 ス テ ッ プ 、
な ら び に (v)第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 こ れ ら の 方 法 は リ ガ
ン ド と 結 合 す る 標 的 の 特 徴 づ け （ 即 ち 、 特 性 決 定 ） を 可 能 に す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 は 、 標 的 分 子 を サ ン プ ル か ら 分 離 し た 後 、 同 時 に 検 出 し か つ 、 場 合 に よ っ て は 、
標 的 と 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド の 同 定 を 行 う 方 法 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 発 明 は リ ガ ン ド
と 結 合 す る 標 的 を 特 性 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 (i)１ 種 以 上 の リ ガ ン
ド を 用 意 し 、 そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド を 支 持 体 と 結 合 し て １ 種 以 上 の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物
を 形 成 す る ス テ ッ プ 、 (ii)少 な く と も １ 種 の 標 的 が 少 な く と も １ 種 の リ ガ ン ド -支 持 体 複
合 物 と 結 合 し う る 条 件 下 で リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 と １ 種 以 上 の 標 的 と を 接 触 さ せ 、 そ れ
に よ り １ 種 以 上 の 標 的 -リ ガ ン ド － 支 持 体 複 合 物 を 形 成 さ せ る ス テ ッ プ 、 (iii)そ れ ぞ れ の
リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 お よ び 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 が 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 で 異 な
る 位 置 を 有 す る よ う に 、 リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 お よ び 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 第
１ マ ト リ ッ ク ス 中 に 固 定 化 す る ス テ ッ プ 、 (iv)少 な く と も １ 種 の 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複
合 物 の 標 的 の 少 な く と も 一 部 分 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 内 に 移 動 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 標 的 -
リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 に 残 す 、 こ こ で 第
２ マ ト リ ッ ク ス 内 の 標 的 の 位 置 が 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の 位 置 に
対 応 す る こ と を 特 徴 と す る ス テ ッ プ 、 な ら び に (v)第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 を 検 出 す る
ス テ ッ プ を 含 む 。 あ る い は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 (i)１ 種 以 上 の リ ガ ン ド を 用 意 す る ス テ ッ
プ 、 (ii)そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド が 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 で 異 な る 位 置 を 有 す る よ う に 、 そ れ ぞ
れ の リ ガ ン ド を 第 １ の マ ト リ ッ ク ス 中 に 固 定 化 す る ス テ ッ プ 、 (iii)少 な く と も １ 種 の 標
的 が 少 な く と も １ 種 の リ ガ ン ド と 結 合 し う る 条 件 下 で 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 の リ ガ ン ド と １
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種 以 上 の 標 的 と を 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り １ 種 以 上 の 標 的 -リ ガ ン ド 複 合 物 を 第 １ マ ト リ ッ
ク ス 内 に 形 成 さ せ る ス テ ッ プ 、 (iv)第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 の 少 な く と も １ 種 の 標 的 -リ ガ ン
ド 複 合 物 の 標 的 の 少 な く と も 一 部 分 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス に 移 動 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 標 的
-リ ガ ン ド 複 合 物 の リ ガ ン ド を 第 １ マ ト リ ッ ク ス に 残 す 、 こ こ で 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 内 の 標
的 の 位 置 が 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 の リ ガ ン ド の 位 置 に 対 応 す る 、 ス テ ッ プ 、 な ら び に (v)第
２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 リ ガ ン ド
と 結 合 す る 標 的 の 特 性 決 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 従 来 の リ ガ ン ド お よ び 標 的 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 越 え る い く つ か の 利 点 を 提 供
す る 。 第 １ に 、 標 的 お よ び そ の 対 応 す る リ ガ ン ド を 解 離 後 に 検 出 す る こ と が で き る 。 さ ら
に 、 標 的 お よ び そ の リ ガ ン ド は と も に 予 め 修 飾 す る 必 要 な く 検 出 さ れ る 。 従 っ て 、 検 出 系
の 成 分 と リ ガ ン ド 、 支 持 体 、 ま た は 系 の 他 の 要 素 と の 間 の 相 互 作 用 が 避 け ら れ る 。 第 ２ に
、 サ ン プ ル 内 の 全 成 分 を 第 １ お よ び 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の ユ ニ ー ク な 位 置 に 捕 捉 で き る の
で 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス を 、 複 数 の 独 立 し た 標 的 の 存 在 に 対 し て 逐 次 的 に ま た は 同 時 に ス ク
リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 本 発 明 の さ ら な る 他 の 利 点 は 、 も し 所 望 で あ れ ば 、 標 的 の
生 物 学 的 、 生 化 学 的 、 お よ び 化 学 的 活 性 を 維 持 で き る こ と で あ る 。 移 動 条 件 を 有 利 に 制 御
し て 、 結 合 し た 標 的 の 亜 集 団 を い ず れ か の 時 点 に 移 動 さ せ 、 標 的 の 特 定 の 溶 出 条 件 を 確 定
し 、 ま た は 標 的 の イ ソ 型 を 選 択 的 に 移 動 さ せ る こ と が で き る 。 実 際 に 溶 出 条 件 を 変 え る こ
と に よ り 、 化 学 構 造 も し く は 一 次 構 造 ま た は エ ナ ン チ オ マ ー の 点 で 実 質 的 に 同 一 で あ り 、
し た が っ て 異 な る ３ 次 元 ま た は ３ 次 構 造 を 示 す 分 子 も し く は 生 物 学 的 実 在 物 の 間 を 識 別 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 活 性 部 位 と の 結 合 に 対 し 競 合 す る 分 子 を 含 有 す る 移 動 バ ッ
フ ァ ー を 用 い て 標 的 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス へ 移 動 さ せ る こ と に よ り 、 標 的 分 子 上 の 活 性 部 位
と 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 特 性 は 、 従 来 の 技 術
に 記 載 さ れ た 技 術 を 超 え る 重 要 な 利 点 を 本 発 明 の 方 法 に 与 え る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 の た め に 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 標 的 」 は 、 リ ガ ン ド と 結 合 す る い ず れ か
の 生 物 学 的 、 化 学 的 、 ま た は 生 化 学 的 実 在 物 、 例 え ば 化 合 物 、 分 子 、 ウ イ ル ス ま た は 細 胞
を 意 味 す る 。 標 的 は 天 然 か ら 単 離 さ れ て も よ い し ま た は 合 成 に よ り 作 ら れ た も の で も よ く
、 か つ 性 質 が 有 機 ま た は 無 機 （ 例 え ば 、 合 成 無 機 化 合 物 ま た は 合 成 有 機 化 合 物 ） で あ っ て
も よ い 。 例 え ば 、 標 的 は 薬 物 ま た は 薬 物 候 補 （ 小 分 子 薬 物 候 補 な ど ） 、 肥 料 成 分 、 殺 虫 剤
成 分 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 、 類 似 体 も し く は エ ナ ン チ オ マ ー で あ っ て も よ い 。 さ ら に 、
標 的 は い ず れ の 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 、 例 え ば 、 細 菌 、 真 菌 、 酵 母 、 植 物 、 ま た は 哺 乳
動 物 に 対 し て 内 因 性 ま た は 外 因 性 の も の で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 に と っ て 好 適 な 標
的 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 細 胞 （ 例 え ば 、 幹 細 胞 ま た は 培 養 細 胞 ） 、 細 菌 、 ウ イ ル
ス 、 酵 母 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 （ 例 え ば 、 血 液 凝 固 因 子 XIIIお よ び
フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 或 い は 血 液 凝 固 因 子 VIIIお よ び フ ォ ン ・ ビ ル ブ ラ ン ト 因 子 ） 、 プ リ オ ン
、 ア ミ ノ 酸 、 核 酸 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 こ れ ら の い ず れ か の イ ソ 型 、 お よ び こ れ ら の い ず れ
か の 組 合 わ せ を 含 む 。 好 ま し く は 、 標 的 は タ ン パ ク 質 で あ る 。 好 適 な タ ン パ ク 質 標 的 は 、
例 え ば 、 受 容 体 、 抗 体 、 免 疫 原 、 酵 素 （ 例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ ） 、 お よ び 酵 素 基 質 を 含 む
。 さ ら に 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 は 血 漿 タ ン パ ク 質 で あ る 。 血 漿 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、
ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ （ BChE） 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 α -1プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 剤 、
ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 A1（ Apo-A1リ ポ タ ン パ ク 質 と し て も 知 ら れ る ） 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 パ
ラ オ キ ソ ナ ー ゼ 、 ま た は 凝 固 因 子 を 含 み 、 こ れ ら は 全 て 非 病 的 状 態 の 生 物 の 血 漿 中 に 天 然
に 見 出 さ れ る 。 あ る い は 、 血 漿 タ ン パ ク 質 は 病 的 状 態 に 関 連 す る 血 漿 中 に （ 場 合 に よ っ て
は 健 康 な 被 験 者 の 血 漿 中 に 見 出 さ れ な い ） ま た は 薬 剤 （ 例 え ば 医 薬 ） を 投 与 し た 結 果 と し
て 存 在 す る 。 こ の 点 で は 、 血 漿 タ ン パ ク 質 は 感 染 性 PrPscプ リ オ ン タ ン パ ク 質 で あ っ て も
よ い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 標 的 は い ず れ の 供 給 源 か ら 得 て も よ い 。 標 的 を 含 有 す る サ ン プ ル は 土 壌
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抽 出 液 な ど の 複 合 溶 液 、 空 気 、 水 、 食 品 、 環 境 汚 染 評 価 用 塗 布 物 、 中 間 ま た は 最 終 段 階 の
化 学 反 応 混 合 物 な ど で あ っ て も よ い 。 標 的 を 含 有 す る サ ン プ ル は 化 学 ま た は 合 成 混 合 物 で
あ っ て も よ く 、 そ し て コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 中 に お よ び ／ ま た は 圧 力 、 温 度 な ど
の 極 限 条 件 下 の 有 機 溶 媒 中 に 存 在 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 標 的 は 生 物 学 的 体 液 中 に 存 在
す る か ま た は 生 物 学 的 体 液 か ら 単 離 さ れ る 。 用 語 「 生 物 学 的 体 液 」 は 、 原 核 生 物 ま た は 真
核 生 物 由 来 の 任 意 の 水 溶 液 を 意 味 す る 。 生 物 学 的 体 液 は 、 血 液 、 リ ン パ 液 、 涙 、 唾 液 、 汗
、 お よ び 尿 の よ う に 、 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 か ら 直 接 得 る こ と が で き る も の で あ る 。 あ
る い は 、 生 物 学 的 体 液 は 、 醗 酵 ブ ロ ス お よ び 細 胞 培 養 培 地 の よ う に 、 生 物 の 細 胞 を 培 養 す
る こ と に よ り 得 る こ と が で き る も の で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る 好 適 な 生 物 学 的 体 液
は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト 、 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト
、 な ら し 培 地 、 醗 酵 ブ ロ ス 、 脳 脊 髄 液 、 尿 、 唾 液 、 乳 汁 、 管 液 、 涙 、 汗 、 リ ン パ 液 、 お よ
び 精 液 を 含 む 。 好 ま し く は 、 生 物 学 的 体 液 は 血 液 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 生 物 学 的 体
液 は 血 漿 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 方 法 の １ つ の 利 点 は 、 標 的 の 分 子 同 一 性 の 事 前 知 識 な し に 、 標 的 を 生 物 学 的 、 生
化 学 的 、 ま た は 化 学 的 活 性 に 基 づ い て 同 定 す る お よ び ／ ま た は 特 性 決 定 す る 能 力 で あ る 。
従 っ て 、 標 的 は 生 物 学 的 活 性 を 提 示 す る も の で あ っ て も よ く 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る 前
に 処 理 （ 例 え ば 、 熱 不 活 化 ） す る 必 要 が な い 。 例 え ば 、 第 ２ 支 持 材 料 上 で 増 殖 し た 細 胞 培
養 の 生 存 率 を 、 未 知 の 標 的 （ 例 え ば ウ イ ル ス ） を 移 動 さ せ て お い た 位 置 で 高 め て も よ い し
低 下 さ せ て も よ い 。 同 様 に 、 も っ と 特 定 の 細 胞 機 能 （ 例 え ば 特 定 の タ ン パ ク 質 ま た は 他 の
細 胞 構 成 物 の 産 生 ） に 影 響 を 及 ぼ す 標 的 の 能 力 を 増 強 さ せ る か ま た は 低 減 さ せ て 、 そ れ に
よ り 標 的 に 、 価 値 の あ る 特 性 を 与 え て も よ い 。 標 的 は ま た 生 細 胞 で あ っ て も よ く 、 そ れ を
第 ２ マ ト リ ッ ク ス に 移 動 し て 有 毒 化 合 物 に 曝 し 、 毒 素 に 対 す る 細 胞 耐 性 を 特 性 決 定 す る こ
と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 新 規 の 標 的 ま た は 未 知 の 標 的 （ 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 を 実
施 す る 前 に 同 定 さ れ て い な い タ ン パ ク 質 ） を 特 定 の 生 物 学 的 活 性 を 用 い て 同 定 す る 方 法 を
提 供 す る 。 標 的 の 第 ２ 支 持 体 上 に お け る 特 有 の 位 置 を 同 定 す る と 、 そ の 第 １ 支 持 体 上 に お
け る 前 の 位 置 を 決 定 す る こ と が で き る の で 、 そ の 元 の 捕 捉 に 関 わ っ た リ ガ ン ド を 同 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 の た め に 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 リ ガ ン ド 」 は 、 標 的 と 結 合 す る い ず れ か
の 生 物 学 的 、 化 学 的 、 ま た は 生 化 学 的 実 在 物 、 例 え ば 化 合 物 、 分 子 、 ま た は 細 胞 を 意 味 す
る 。 リ ガ ン ド は 天 然 か ら 単 離 さ れ て も よ い し ま た は 合 成 に よ り 作 っ た 物 質 で あ っ て も よ い
。 リ ガ ン ド は 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 、 例 え ば 、 細 菌 、 真 菌 、 酵 母 、 植 物 、 ま た は 哺 乳 動
物 に 対 し て 内 因 性 ま た は 外 因 性 の も の で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 に と っ て 好 適 な リ ガ
ン ド は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 ア ミ ノ 酸 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 抗 体 調 製 物 （ 例 え ば 、 抗
体 フ ラ グ メ ン ト 、 化 学 修 飾 し た 抗 体 な ど ） 、 炭 水 化 物 、 糖 類 、 脂 質 、 有 機 分 子 、 お よ び そ
れ ら の 組 合 わ せ を 含 み 、 こ れ ら は 全 て 、 生 物 学 的 機 能 障 害 の 予 防 ま た は 治 療 用 の 推 定 治 療
薬 で あ り う る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 有 機 分 子 は 、 例 え ば 、 薬 物 治 療 剤 と し て 一 般 的 に 使 用 さ れ る 合 成 有 機 化 合 物 を 含 む 。 か
か る 分 子 は 、 場 合 に よ っ て は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 合 成 法 に よ り 、 ま た は さ ら に 具 体 的 に は
、 特 定 分 子 に 到 達 す る よ う に 工 夫 さ れ た 戦 略 的 合 成 に よ り 大 量 生 産 さ れ る 。 同 様 に 、 有 機
分 子 は ま た 、 自 然 環 境 か ら 抽 出 さ れ た か ま た は 戦 略 的 に 合 成 さ れ た か に 拘 ら ず 、 天 然 物 お
よ び 類 似 体 を 含 む 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 有 機 」 は 、 炭 素 と 水 素 だ け を 含 む 分 子 に
限 定 さ れ る こ と を 意 図 す る の で な く 、 む し ろ 生 物 学 的 起 源 の 高 分 子 を 包 含 す る そ の さ ら に
広 い 意 味 で 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 好 ま し く は 、 リ ガ ン ド は ペ プ チ ド で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 ペ プ チ ド は 本 質 的 に 約 １
～ 約 15ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 ペ プ チ ド 」 は 、 少 な く と も １ つ の
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ペ プ チ ド 結 合 を 含 む 実 在 物 を 意 味 し 、 そ し て Dお よ び ／ ま た は Lア ミ ノ 酸 の い ず れ を 含 ん で
も よ い 。 理 想 的 に は リ ガ ン ド は 、 本 質 的 に 約 ２ ～ 約 10ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 約 ２ 、 ３ 、 ４ 、
５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 ま た は 10ア ミ ノ 酸 ） か ら 成 る ペ プ チ ド で あ る 。 も し 所 望 で あ れ ば 、
ペ プ チ ド リ ガ ン ド は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 に 一 般 的 に 使 用 さ れ る 技 術 、
例 え ば 、 開 裂 、 カ ッ プ リ ン グ 、 組 換 え 法 ま た は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 他 の 手 法 に よ り 作 製 す
る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Furkaら , Int. J. Peptide Protein Res., 37, 487-493 (1991
)； Lamら , Nature, 354, 82-84 (1991)； 国 際 特 許 出 願 WO 92/00091； お よ び 米 国 特 許 第 5,
010,175号 、 第 5,133,866号 、 お よ び 第 5,498,538号 を 参 照 の こ と ） 。 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ
ー の 発 現 は ま た 、 Devlinら , Science, 249, 404-406 (1990)に 記 載 さ れ て い る 。 ペ プ チ ド
ラ イ ブ ラ リ ー に お い て は 、 異 な る 配 列 の 別 々 の ペ プ チ ド の 数 は 、 実 施 す る カ ッ プ リ ン グ 反
応 数 、 ペ プ チ ド サ イ ズ 、 お よ び 利 用 す る 別 個 の ア ミ ノ 酸 数 に よ り 著 し く 増 加 す る 。 例 え ば
、 19ア ミ ノ 酸 の ペ ン タ ペ プ チ ド へ の 無 作 為 な 組 込 み は 、 最 高 2,476,099（ ＝ 19 5 ） 個 の 異 な
る 配 列 の 個 々 の ペ プ チ ド を 生 じ る （ Lamら 、 前 掲 ） 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 法 は 直 接 に 支 持 体
上 で の リ ガ ン ド の ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 を 可 能 に す る 。 典 型 的 に は 、 リ ガ ン ド は 、 単 一 リ ガ
ン ド の 複 数 コ ピ ー が 各 粒 子 （ 例 え ば ビ ー ズ ） 上 で 合 成 さ れ る よ う に 支 持 媒 体 の 粒 子 上 で 合
成 さ れ る が 、 こ れ は 本 発 明 と の 関 係 に お い て 必 要 な も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 標 的 と 接 触 さ せ る た め に ２ 種 以 上 の 異 な る リ ガ ン ド を 提 供 す る こ と に
よ り 、 単 一 標 的 に 対 す る 複 数 の リ ガ ン ド を 同 時 に 同 定 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 本 発 明
の 方 法 は 、 単 一 サ ン プ ル 中 に 見 出 さ れ る 複 数 の 標 的 を 同 時 に 特 性 決 定 お よ び ／ ま た は 同 定
す る こ と が で き る 。 こ の 意 味 で 、 リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 と ２ 種 以 上 の 標
的 と を 、 少 な く と も １ 種 の 標 的 が 少 な く と も １ 種 の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 と 結 合 し う る
条 件 下 で 接 触 さ せ て 、 そ れ に よ り １ 種 以 上 の 標 的 -リ ガ ン ド 複 合 物 を 形 成 す る こ と が で き
る （ こ れ を さ ら に 支 持 体 と 複 合 化 し て も よ い ） 。
【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 リ ガ ン ド は 支 持 体 と 結 合 し て い る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ
る 用 語 「 支 持 体 」 は 、 例 え ば 当 技 術 分 野 で 公 知 の 固 体 支 持 体 の よ う な 、 リ ガ ン ド を 固 定 化
す る 役 割 を 果 た す い ず れ か の 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス を 意 味 す る 。 好 適 な 支 持 体 は 、 限 定 さ れ
る も の で な い が 、 セ ル ロ ー ス 、 ア ク リ ル ポ リ マ ー 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ま た は ポ リ ヒ ド ロ
キ シ ル 化 メ タ ク リ レ ー ト ポ リ マ ー 、 ポ リ ス チ レ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ア ガ ロ ー ス 、 多 糖 類 、
親 水 性 ビ ニ ル ポ リ マ ー 、 こ れ ら の い ず れ か の 重 合 誘 導 体 、 お よ び こ れ ら の い ず れ か の 組 合
わ せ か ら な る か 、 或 い は そ れ ら に よ り コ ー テ ィ ン グ さ れ た 、 膜 、 フ ィ ル タ ー 、 メ ッ シ ュ 、
ま た は 粒 子 、 な ら び に リ ガ ン ド を そ れ に 直 接 結 合 す る こ と が で き る か ま た は リ ガ ン ド を そ
の 上 に 合 成 す る こ と が で き る い ず れ か の 多 孔 質 ま た は 非 多 孔 質 の マ ト リ ッ ク ス を 含 む 。 好
ま し く は 、 支 持 体 は 不 活 性 で あ っ て 、 標 的 お よ び ／ ま た は リ ガ ン ド と の 化 学 反 応 は 最 小 限
で あ る 。 特 に 好 ま し い 支 持 材 料 は ポ リ ヒ ド ロ キ シ ル 化 メ タ ク リ レ ー ト ポ リ マ ー で あ る 。 様
々 な 樹 脂 が 市 販 さ れ 入 手 可 能 で あ り 、 好 ま し い 支 持 体 は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 樹 脂 ビ ー ズ な ど
の 樹 脂 ビ ー ズ で あ る 。 潜 在 的 リ ガ ン ド と な り う る 多 数 の 固 体 支 持 体 が 市 販 さ れ 入 手 可 能 で
あ る 。 あ る い は 、 本 発 明 の 方 法 の １ 種 以 上 の リ ガ ン ド を 、 標 準 の 方 法 を 用 い て 第 １ 支 持 体
上 に 間 接 的 に 結 合 す る か ま た は 直 接 固 定 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Harlowお よ び Lane, 
「 抗 体 （ Antibodies） 」 , Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1
988)； Biancalaら , Letters in Peptide Science, 7(291), 297(2000)； MacBeathら , Sci
ence, 289, 1760-1763 (2000)； Cassら 編 , 「 第 13回 ア メ リ カ ペ プ チ ド シ ン ポ ジ ウ ム 予 稿
集 （ Proceedings of the Thirteenth American Peptide Symposium） 」 . Leiden, Escom,
 975-979 (1994)； 米 国 特 許 第 5,576,220号 ； Cookら , Tetrahedron Letters, 35, 6777-67
80 (1994)； お よ び Fodorら , Science, 251(4995),
 767-773 (1991)を 参 照 の こ と ） 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 リ ガ ン ド を 支 持 体 の 表 面 上 に 合
成 す る が 、 こ れ は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 上 で 有 利 で あ る 。 リ ガ ン ド を 化 学 的 に
支 持 体 に 結 合 し て も よ い し ま た は リ ン カ ー 、 例 え ば ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 β ア ラ ニ ン 、 グ
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リ シ ン 、 グ リ シ ン -セ リ ン を 含 有 す る ポ リ マ ー 、 式 -(CH 2 )-の 短 鎖 炭 化 水 素 、 ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル 、 ε ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 、 お よ び -O(CH 2 )n（ こ こ で nは 1～ 30で あ る ） を 含 む リ ン
カ ー な ど を 介 し て 結 合 し て も よ い 。 も し 所 望 で あ れ ば 、 リ ガ ン ド に １ つ ま た は 複 数 の 異 な
る 切 断 可 能 な リ ン カ ー 、 例 え ば 、 光 易 分 解 性 ま た は 酸 易 分 解 性 部 分 を 結 合 し 、 分 析 の た め
に リ ガ ン ド 集 団 の 選 択 的 脱 着 が で き る よ う に し て も よ い 。 脱 着 し た リ ガ ン ド は 、 例 え ば 、
タ ン パ ク 質 お よ び エ ナ ン チ オ マ ー 分 離 用 の （ 例 え ば 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 を 濃 縮 し 、 単 離 し
、 検 出 し 、 特 性 決 定 し 、 定 量 し 、 ま た は 同 定 す る た め の ） ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 媒 質 と し て 、
診 断 治 療 ツ ー ル と し て 、 化 学 反 応 の 触 媒 お よ び 促 進 剤 と し て 、 な ら び に タ ン パ ク 質 の 選 択
的 安 定 剤 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 （ 実 施 者 が 測 定 す る 本 発 明 の 方 法 の パ ラ メ ー タ ー に 依 存 し て
） リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 、 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 、 ま た は リ ガ ン ド を 第 １ マ ト リ
ッ ク ス に 固 定 化 す る 。 マ ト リ ッ ク ス は 、 そ の 上 に ま た は そ の 中 に リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物
、 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 、 ま た は リ ガ ン ド を 固 定 化 す る こ と が で き る 少 な く と も ２
次 元 を 有 す る い ず れ か の 固 体 材 料 で あ る 。 マ ト リ ッ ク ス 材 料 と し て は 、 標 的 を 第 １ マ ト リ
ッ ク ス か ら 第 ２ マ ト リ ッ ク ス へ 移 動 す る こ と が で き る よ う な も の が 選 択 さ れ る 。 理 想 的 に
は 、 第 １ マ ト リ ッ ク ス は 標 的 お よ び リ ガ ン ド に 関 し て 化 学 的 に 不 活 性 で あ る 材 料 か ら な る
。 第 １ マ ト リ ッ ク ス は 、 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 デ キ ス ト ラ ン 、 セ ル
ロ ー ス 、 多 糖 、 こ れ ら の い ず れ か の 誘 導 体 、 ま た は こ れ ら の い ず れ か の 組 合 わ せ を 含 む こ
と が で き る 。 あ る い は 、 第 １ マ ト リ ッ ク ス は 、 例 え ば 、 ナ イ ロ ン 、 綿 、 ポ リ 二 フ ッ 化 ビ ニ
ル ナ イ ロ ン 、 シ リ コ ン (silicon)、 ガ ラ ス 、 ス チ レ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ア ク リ レ ー ト
、 ポ リ メ タ ク リ レ ー ト 、 こ れ ら の い ず れ か の 誘 導 体 、 ま た は こ れ ら の い ず れ か の 組 合 わ せ
を 含 ん で も よ い 。 マ ト リ ッ ク ス は 、 ゲ ル 、 膜 、 ま た は そ の 他 の 好 適 な 表 面 と し て 調 製 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 方 法 と の 関 係 に お い て 、 １ 種 以 上 の リ ガ ン ド と 結 合 し た 標 的 （ す な わ ち 、 １ 種 以
上 の 標 的 分 子 ） の 少 な く と も 一 部 分 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス に 移 動 さ せ る 。 第 ２ マ ト リ ッ ク ス
は 少 な く と も ２ 次 元 を 有 し か つ そ れ に 第 １ マ ト リ ッ ク ス か ら 標 的 を 移 動 さ せ る こ と が で き
る い ず れ の 固 体 材 料 で あ っ て も よ い 。 第 ２ マ ト リ ッ ク ス は 、 第 １ マ ト リ ッ ク ス と 同 じ よ う
に 、 望 ま し く は 、 標 的 お よ び リ ガ ン ド に 関 し て 化 学 的 に 不 活 性 な 材 料 を か ら な る 。 第 ２ マ
ト リ ッ ク ス は 、 第 １ マ ト リ ッ ク ス と し て 使 用 す る の に 好 適 で あ る の と 同 じ 材 料 で 構 成 す る
こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス は 、 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 シ リ コ ン
(silicon)、 ス チ レ ン 、 ガ ラ ス 、 お よ び ／ ま た は ポ リ 二 フ ッ 化 ビ ニ ル ナ イ ロ ン か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の 標 的 の 少 な く と も 一 部 分 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス に 移 動 さ せ
る た め に 、 第 １ マ ト リ ッ ク ス を 、 標 的 お よ び リ ガ ン ド の 解 離 を 促 進 す る 溶 液 （ 例 え ば 、 「
移 動 溶 液 （ transfer solution） 」 ） と 接 触 さ せ て も よ い 。 移 動 溶 液 は 様 々 な 塩 濃 度 、 pH
、 も し く は 変 性 能 力 を も つ バ ッ フ ァ ー 、 有 機 溶 媒 、 お よ び 脱 イ オ ン 水 か ら 選 択 す る こ と が
で き る 。 あ る い は ま た は さ ら に 、 電 気 勾 配 に よ り 標 的 を 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 か ら
解 離 す る こ と が で き る 。 移 動 溶 液 は ま た 、 リ ガ ン ド （ 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の リ ガ
ン ド と は 異 な る も の ） 、 標 的 に 対 す る 補 助 因 子 、 エ ナ ン チ オ マ ー 特 異 的 分 子 な ど を 含 有 し
て も よ い 。 異 な る 移 動 溶 液 の 使 用 に よ り 、 溶 出 条 件 の 研 究 ま た は 特 定 の 標 的 亜 集 団 の 第 ２
マ ト リ ッ ク ス へ の 移 動 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 解 離 お よ び 移 動 条 件 は 、 第 １ マ ト リ ッ ク ス 中 の リ ガ ン
ド の 破 壊 を 最 小 限 に 抑 え る よ う に 選 択 す る 。 言 換 え れ ば 、 溶 出 お よ び 移 動 条 件 は リ ガ ン ド
（ ま た は リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 ） を 第 １ マ ト リ ッ ク ス か ら （ 所 望 さ れ な い 限 り ） 放 出 し
て は な ら な い 。 さ ら に 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 の 位 置 が 第 １ マ ト リ ッ ク ス 中 の リ ガ ン
ド の 位 置 に 対 応 す る よ う に 、 標 的 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス に 固 定 化 す る 。 従 っ て 、 第 ２ マ ト リ
ッ ク ス 上 の 標 的 を 選 択 す る と 、 対 応 す る リ ガ ン ド は 、 第 １ マ ト リ ッ ク ス 上 の そ の 位 置 を 介
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し て 容 易 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 、 リ ガ ン ド
と 結 合 す る 標 的 を 特 性 決 定 す る こ と を 含 む 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 特 性 決 定 」 お よ
び そ れ に 関 係 す る 用 語 は 、 標 的 の い ず れ か の 明 確 な 品 質 (quality)ま た は 特 質 (trait)の 同
定 を 意 味 す る の で あ っ て 、 精 密 な 化 学 的 同 一 性 、 例 え ば 標 的 の 分 子 式 、 化 学 構 造 、 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 明 す る こ と を 要 求 す る も の で は な い 。 実 際 、 標 的 の 特
性 決 定 は 主 に 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 を ど の よ う に 検 出 す る か に 依 存 す る 。 こ の 点 に
つ い て は 、 検 出 法 は な ん ら か の 確 認 し う る 方 法 で 標 的 と 相 互 作 用 す る 分 子 ま た は 生 物 学 的
実 在 物 を 使 用 し 、 そ れ に よ り 第 ２ 支 持 体 上 の 標 的 の 存 在 を 同 定 す る 。 多 数 の か か る 方 法 お
よ び 材 料 が 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 標 的 は 、 例 え ば 、 免 疫 学 的 お よ び 放 射 線 学 的 ア ッ セ イ を 用 い て 直 接 検 出 す る こ と が で き
る 。 ペ プ チ ド 標 的 に つ い て は 放 射 性 ア ミ ノ 酸 同 位 体 を 標 的 に 組 込 み 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス を
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー フ ィ ル ム に 対 し 露 光 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 同 様
な 方 法 は 他 の 化 学 的 標 的 に 対 し て も 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 あ る い は 、 標 的 を 、 標 的 の 特 性 ま た は 活 性 、 例 え ば 生 物 学 的 特 性 、 化 学 的 特 性 、 物 理 的
特 性 、 生 化 学 的 特 性 、 ま た は こ れ ら の い ず れ か の 組 合 わ せ で あ る 特 性 に つ い て 試 験 す る こ
と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 生 物 学 的 ま た は 化 学 的 反 応 、 例 え ば 基 質 の 酵
素 的 改 変 を も た ら す い ず れ の 生 物 学 的 ま た は 化 学 的 特 性 を ア ッ セ イ し て も よ い 。 本 発 明 の
１ つ の 利 点 は 、 標 的 を 、 標 的 が 生 物 学 的 活 性 を 保 持 す る 条 件 下 で 第 ２ マ ト リ ッ ク ス に 移 動
す る こ と に あ る 。 化 学 的 特 性 、 例 え ば 、 標 的 の 化 学 組 成 に 直 接 関 係 す る 特 性 を 用 い て も よ
い 。 言 換 え れ ば 、 標 的 を 、 特 定 の 化 学 的 サ ブ ユ ニ ッ ト も し く は 部 分 ま た は 化 学 的 構 造 の 存
在 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 検 出 法 に 有 用 な 物 理 的 特 性 は 、 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 蛍 光 ま
た は 質 量 分 光 計 を 介 し て 決 定 し う る 分 光 シ グ ナ ル お よ び 分 子 量 を 含 む 。 検 出 の 方 法 は 標 的
を 単 独 で 検 出 す る 必 要 は な く 、 標 的 複 合 体 、 例 え ば 、 補 助 因 子 ま た は 酵 素 な ど の 他 の 生 物
学 的 実 在 物 と 複 合 化 し た 標 的 を 選 択 的 に 同 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 の 検 出 は 結 合 ア ッ セ イ の 実 施 を 含 む も の で あ っ て も よ い 。 結
合 ア ッ セ イ は 典 型 的 に は 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス を 、 基 質 と 結 合 す る こ と が 公 知 の 部 分 と 接 触
さ せ る こ と を 含 む 。 結 合 ア ッ セ イ に 用 い る 結 合 部 分 は 、 例 え ば 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合
フ ラ グ メ ン ト 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 好 ま し く は 第 ２ マ ト リ ッ
ク ス を 、 標 的 （ ま た は 、 も し 適 切 で あ れ ば 、 標 的 の 化 学 的 も し く は 生 物 学 的 副 生 物 ま た は
こ れ ら の い ず れ か の 断 片 ） と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト と 接 触 さ せ る
。 好 ま し く は 結 合 部 分 を 、 検 出 可 能 な タ グ 、 例 え ば 放 射 性 同 位 体 、 発 色 団 、 ま た は 蛍 光 タ
グ を 用 い て 標 識 す る 。 か か る 結 合 ア ッ セ イ に お い て は 、 検 出 可 能 な タ グ が 放 出 す る シ グ ナ
ル を 検 出 し 、 そ れ に よ り 標 的 存 在 の シ グ ナ ル を 送 る 。 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 の 位 置 が
解 明 さ れ る と 、 第 １ マ ト リ ッ ク ス 上 の 対 応 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る こ と が で き る 。 標 的 を
検 出 す る た め の 結 合 ア ッ セ イ は さ ら に 詳 細 に 、 例 え ば 、 Harlowお よ び Lane、 前 掲 ； Sambro
okら , 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 、 実 験 室 マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning, A Laboratory Manu
al） 」 , 第 2版 , Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)； Haugla
nd, 「 蛍 光 プ ロ ー ブ お よ び 研 究 用 化 学 品 の ハ ン ド ブ ッ ク （ Handbook of Fluorescent Prob
es and Research Chemicals） 」  (第 9版 ), Molecular Probes, Eugene, OR (2002)； な ら
び に Coicoら , 「 免 疫 学 の 実 験 手 順 （ Current Protocols in Immunology） 」 , v1-4, Wile
y & Sons, Inc., New York, NYに 記 載 さ れ て い る 。 場 合 に よ っ て は 、 本 発 明 の 方 法 は さ ら
に 、 過 剰 の 未 結 合 部 分 ま た は マ ー カ ー を 検 出 前 に 除 去 す る 洗 浄 ス テ ッ プ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 生 物 学 的 活 性 に 基 づ い て 標 的 を 特 性 決 定 す る 酵 素 活 性 ア ッ
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セ イ の 実 施 を 含 む 。 標 的 に よ る 基 質 の 酵 素 的 改 変 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 酵 素 基 質 を 第 ２
マ ト リ ッ ク ス に 供 し て 生 成 物 を 形 成 さ せ る 。 次 い で そ の 生 成 物 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 で 検
出 し 、 そ れ に よ り 標 的 の 位 置 を 同 定 す る 。 酵 素 活 性 ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 Haugland（ 前 掲
） に さ ら に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ を 実 施 し て も よ く 、 そ の 場 合 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス を 細 胞 と 接 触 さ
せ る と 標 的 が そ の 細 胞 に い く つ か の 観 察 し う る 生 物 学 的 作 用 、 例 え ば 、 細 胞 増 殖 の 変 化 、
細 胞 遊 走 の 変 化 、 細 胞 死 、 検 出 可 能 な 副 産 物 の 産 生 な ど の 作 用 を 及 ぼ す 。 純 粋 に 説 明 の 手
段 と し て 挙 げ る が 、 好 ま し い 標 的 は 抗 細 菌 薬 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 の リ ガ ン ド は
、 抗 細 菌 薬 の 潜 在 的 活 性 部 位 と 結 合 し 、 そ れ に よ り 抗 細 菌 薬 標 的 を サ ン プ ル （ 例 え ば 、 潜
在 的 治 療 薬 の ラ イ ブ ラ リ ー ） か ら 分 離 す る 。 抗 細 菌 薬 標 的 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス に 移 動 し 、
そ の 上 に 細 菌 叢 を 供 す る 。 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 抗 細 菌 薬 標 的 は 殺 細 菌 活 性 の ゾ ー ン に よ
り 検 出 さ れ る 。 従 っ て 本 発 明 の 方 法 は 、 抗 細 菌 薬 標 的 を 同 定 す る こ と に 加 え て 、 さ ら に 抗
細 菌 薬 標 的 の 活 性 部 位 の 特 性 を 同 定 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 様 々 な 特 性 に よ る 複 数 の 標 的 ま た は 単 一 標 的 の 検 出 は 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス へ の 標 的 の 単
独 移 動 後 に 、 複 数 の 独 立 し た 検 出 手 順 を 実 施 す る こ と に よ り 達 成 で き る 。 従 っ て 、 本 発 明
の 方 法 は さ ら に 、 ス テ ッ プ (v)を 繰 返 す が 、 ス テ ッ プ (v)で 試 験 し た 特 性 と 異 な る 特 性 に つ
い て 試 験 す る ス テ ッ プ (vi)を 含 ん で も よ い 。 そ の よ う に し て そ の 標 的 の 異 な る 特 性 ま た は
異 な る 標 的 を 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 も し ス テ ッ プ (v)が 、 酵 素 が デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ で あ る 酵 素 活 性 ア ッ セ イ を 含 む の で あ れ ば 、 本 方 法 は そ の 標 的 を さ ら に 特 性 決 定 す る
た め の 結 合 ア ッ セ イ の 実 施 を 含 ん で も よ い 。 あ る い は ま た は さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 異
な る 活 性 を 検 定 す る 第 ２ の 酵 素 活 性 ア ッ セ イ を 行 う こ と を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 標 的 の 特 性 決 定 に 加 え て 、 標 的 と 結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の 実 施
形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 検 出 し た 標 的 の 位 置 を 同 定 し 、
第 ２ マ ト リ ッ ク ス 中 の 検 出 し た 標 的 の 位 置 に 対 応 す る 第 １ マ ト リ ッ ク ス 中 の リ ガ ン ド ま た
は リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の 位 置 を 同 定 し 、 そ し て リ ガ ン ド の 化 学 的 同 一 性 を 決 定 す る こ
と を さ ら に 含 む 。 も し リ ガ ン ド が 第 １ マ ト リ ッ ク ス 中 の 支 持 体 と 複 合 化 し て い れ ば 、 リ ガ
ン ド を リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 か ら 解 離 さ せ て さ ら な る 特 性 決 定 を 容 易 に し て も よ い 。 リ
ガ ン ド は ま た 、 第 ３ マ ト リ ッ ク ス 内 の リ ガ ン ド の 位 置 が 第 １ マ ト リ ッ ク ス 中 の リ ガ ン ド の
位 置 に 対 応 す る 第 ３ の マ ト リ ッ ク ス に （ も し 所 望 で あ れ ば 、 支 持 体 を 第 １ マ ト リ ッ ク ス 中
に 残 す た め に ） 移 動 し て も よ い 。 次 い で リ ガ ン ド を 第 ３ マ ト リ ッ ク ス 上 で い ず れ か の 適 当
な 方 法 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 検 出 し て も よ い 。 リ ガ ン ド の 化 学 的 同 一 性
は 、 望 ま し く は 、 例 え ば 、 質 量 分 析 計 、 Edman分 解 、 核 酸 配 列 決 定 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ （ HPLC） 、 ま た は こ れ ら の い ず れ か の 組 合 わ せ を 用 い て 決 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 第 ２ マ ト リ ッ ク ス を 第 １ マ ト リ ッ ク ス と 整 列 配 置 (alignment)し 、 検 出 し た 標 的 に 対 応
す る リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 、 い ず れ か の 利 用 し う る 方 法 を 用 い て 同 定 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 対 照 ビ ー ズ ま た は リ ガ ン ド を 第 １ マ ト リ ッ ク ス ア レ イ 内 に 存 在 さ せ て 適 当 な
整 列 配 置 に 対 す る 基 準 点 を 提 供 し て も よ い 。 こ の た め に は 、 タ グ 付 き か ま た は 他 の 同 定 可
能 な リ ガ ン ド ま た は 支 持 体 （ 例 え ば 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー と 結 合 す る リ ガ ン ド ま た は 支 持
体 ） の 集 団 を 対 照 粒 子 と し て 調 製 す る 。 少 数 の 対 照 を 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 に 含 ま
せ て 、 続 い て 第 １ マ ト リ ッ ク ス 中 に 固 定 化 す る 。 標 的 お よ び 対 照 実 在 物 の 両 方 に 対 す る 検
出 法 を 採 用 す る 。 対 照 の 位 置 の 検 出 に よ り 発 生 す る シ グ ナ ル を タ グ 付 き 対 照 リ ガ ン ド ま た
は 支 持 体 と 整 列 配 置 し て 、 固 定 化 し た 支 持 体 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス と と も に 位 置 決 め す る 。
さ ら な る ま た は 代 わ り の 整 列 配 置 法 を 使 っ て も よ い 。 第 １ マ ト リ ッ ク ス ア レ イ の 配 置 (ori
entation)と 第 ２ マ ト リ ッ ク ス の 配 置 は 、 第 １ マ ト リ ッ ク ス と 第 ２ マ ト リ ッ ク ス を 整 列 配
置 す る 個 々 別 々 の 相 補 的 マ ー キ ン グ な ど の 物 理 的 手 段 に よ る か 、 ま た は ジ グ ソ ー 合 せ （ ji
gsaw fitting） な ど の 相 補 的 な 物 理 的 特 性 に よ る マ ト リ ッ ク ス の 整 列 配 置 、 に よ っ て 相 関
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づ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に よ れ ば 、 リ ガ ン ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 支 持 体 に 固 定 化 し 、 そ の リ ガ
ン ド -支 持 体 複 合 物 を ア レ イ 中 で ア ガ ロ ー ス ゲ ル な ど の 多 孔 質 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 に 固 定
す る 。 標 的 を 含 有 す る サ ン プ ル （ 例 え ば 、 溶 液 ） を 、 リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の ラ イ ブ ラ
リ ー と 接 触 さ せ る 。 標 的 を 含 有 す る 溶 液 は 多 孔 質 第 １ マ ト リ ッ ク ス を 通 っ て 浸 出 し 、 リ ガ
ン ド -支 持 体 複 合 物 と 標 的 の 間 の 接 触 を 果 た す 。 あ る い は 、 標 的 を 含 有 す る 溶 液 を 、 リ ガ
ン ド -支 持 体 複 合 物 を 多 孔 質 第 １ マ ト リ ッ ク ス 中 に 固 定 化 す る 前 に 、 リ ガ ン ド -支 持 体 複 合
物 と 接 触 さ せ る 。 リ ガ ン ド の あ る 画 分 は 標 的 と 特 異 的 に 結 合 し う る 。 一 般 的 に 、 同 定 さ れ
る リ ガ ン ド は 、 専 ら 単 一 標 的 に 対 し て ア フ ィ ニ テ ィ を 示 し て 他 の 近 い 化 学 的 お よ び ／ ま た
は 構 造 的 類 似 体 を 排 除 す る こ と が 好 ま し い が 、 し か し こ れ は 必 要 条 件 で は な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 移 動 溶 液 は 多 孔 質 第 １ マ ト リ ッ ク ス を 通 っ て 移 動 し 、 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 通
過 し 、 そ の 毛 細 管 作 用 を 介 し て 、 標 的 を 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 か ら 解 離 し 、 そ し て
溶 出 し た 標 的 を 多 孔 質 第 １ マ ト リ ッ ク ス か ら 第 ２ マ ト リ ッ ク ス に 運 び 、 そ こ で 標 的 は 第 ２
マ ト リ ッ ク ス に よ り 捕 捉 さ れ る 。 標 的 が 第 ２ マ ト リ ッ ク ス （ 例 え ば 、 膜 ） に 移 動 す る と 、
標 的 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 で 同 定 し 、 検 出 し 、 そ し て 位 置 決 定 す る こ と が で き る 。 第 ２ マ
ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 を 検 出 し か つ 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 の 位 置 と 第 １ マ ト リ ッ ク ス ア
レ イ の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の 位 置 と を 相 関 さ せ る こ と に よ り 、 標 的 に 対 し て ア フ ィ ニ
テ ィ を 有 す る リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 同 定 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 方 法 と の 関 係 に お い て 、 標 的 -リ ガ ン ド 複 合 物 を 繰 返 し て プ ロ ー ブ す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 各 支 持 体 上 の リ ガ ン ド の 一 部 分 を 、 切 断 可 能 な リ ン カ ー （ 例 え ば 酸 分 解 性
リ ン カ ー 、 ま た は レ ー ザ ー を 各 支 持 体 に 集 中 照 射 す る と 切 断 さ れ る 光 易 分 解 性 リ ン カ ー ）
に よ り 支 持 体 と 結 合 す る 。 こ う し て 、 リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 同 定 す る と き に 、 リ ン カ
ー の 切 断 に よ り 或 る パ ー セ ン ト の リ ガ ン ド を 支 持 体 か ら 多 孔 質 第 １ マ ト リ ッ ク ス 中 に 放 出
し う る 。 次 い で リ ガ ン ド を 単 離 し 、 特 性 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 リ ガ ン ド が 特 定 の 標 的 に 対 し て 特 異 性 を 有 す る も の と し て 同 定 さ れ て い れ ば 、 こ れ ら の
リ ガ ン ド を 利 用 し て 、 標 的 を 、 例 え ば ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 分 離 を 用 い て 捕 捉 し 、 単 離 し 、 検
出 し 、 お よ び ／ ま た は 特 性 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 の た め に 、 本 発 明 の 方 法 は さ
ら に 、 同 定 し た リ ガ ン ド の 複 数 コ ピ ー を 用 意 し 、 同 定 し た リ ガ ン ド の 各 コ ピ ー を 支 持 体 と
結 合 し 、 そ れ に よ り 複 数 の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 得 る こ と を 含 む 。 リ ガ ン ド が 標 的 と
結 合 し て 複 数 の 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 形 成 す る こ と が で き る 条 件 下 で 、 複 数 の リ
ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 標 的 の 複 数 コ ピ ー を 含 有 す る 組 成 物 と 接 触 さ せ る 。 標 的 を 標 的 -リ
ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 か ら 解 離 し 、 も し 所 望 で あ れ ば 、 さ ら な る ラ ウ ン ド の ス ク リ ー ニ ン
グ に か け る 。 例 え ば 、 本 方 法 は さ ら に 、 単 離 さ れ か つ 精 製 さ れ た 標 的 の 質 量 分 析 を 実 施 し
て 、 標 的 を 同 定 し ま た は さ ら に 特 性 決 定 す る こ と を 含 む 。 同 定 し た リ ガ ン ド は ま た 、 診 断
ア ッ セ イ に お い て 、 標 的 を 固 定 化 す る か ま た は 標 的 を 選 択 的 に 移 動 さ せ る た め に 、 お よ び
擬 （ pseudo） 受 容 体 ま た は 合 成 受 容 体 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 （ 例 え ば 、 Still, A
cc. Chem. Res., 29, 155-163 (1996)を 参 照 の こ と ） 。 さ ら に 、 リ ガ ン ド そ れ 自 身 を 治 療
薬 、 触 媒 な ど と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】

　 本 発 明 は 、 標 的 の 生 物 学 的 、 生 化 学 的 、 ま た は 化 学 的 活 性 に 基 づ い て 、 リ ガ ン ド を 用 い
て 標 的 を 検 出 し 、 標 的 と 結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 し 、 そ し て サ ン プ ル 由 来 の 未 知 の リ ガ ン
ド お よ び 新 規 の 標 的 （ 潜 在 的 に 未 知 の リ ガ ン ド お よ び 公 知 ま た は 新 規 の 標 的 の 両 方 を 含 む
） を 特 性 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 生 物 学 的 お よ び 化 学 的 実 在 物 の ス ク リ
ー ニ ン グ を 最 適 化 す る 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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そ の 他 の 考 察



　 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 標 的 （ ま た は 任 意 の 分 子 ） を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス （ ま た は 任 意 の
マ ト リ ッ ク ス ） に 移 動 さ せ る 好 ま し い 条 件 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方
法 は 、 前 の ス テ ッ プ (iv)の 繰 返 し と 異 な る 条 件 下 及 び マ ト リ ッ ク ス を 用 い て ス テ ッ プ (iv)
を 繰 返 す ス テ ッ プ (vi)を 含 ん で も よ い 。 こ の 点 に つ い て は 、 標 的 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス に 移
動 す る た め に 用 い る 移 動 溶 液 を 変 更 し て 塩 濃 度 、 pH、 変 性 体 含 量 、 特 異 的 競 合 分 子 な ど を
変 え て も よ い 。 次 い で 溶 出 を 異 な る 条 件 下 で 繰 返 し 、 そ れ ぞ れ 異 な る 量 ま た は 異 な る 集 団
の 標 的 を 有 す る １ セ ッ ト の マ ト リ ッ ク ス を 作 製 す る 。 本 方 法 は さ ら に 、 ス テ ッ プ (vi)の そ
れ ぞ れ の マ ト リ ッ ク ス 上 の 標 的 を 検 出 す る ス テ ッ プ (vii)、 お よ び 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 の
標 的 の 量 と ス テ ッ プ (vi)の そ れ ぞ れ の マ ト リ ッ ク ス を 比 較 す る ス テ ッ プ (viii)を 含 む 。 ま
た 、 本 発 明 の 方 法 の こ の 実 施 形 態 を 用 い て 、 リ ガ ン ド が 標 的 か ら 解 離 す る 好 ま し い 条 件 、
バ ル ク ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 の た め の 可 能 な 溶 出 条 件 を 決 定 し 、 ま た は 様 々 な リ ガ ン ド の 優 先
順 序 を 付 け 、 そ し て そ れ ら の 結 合 特 性 へ の 洞 察 を 得 る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 標 的 お よ び ／ ま た は リ ガ ン ド の 結 合 特 性 を 研 究 す る 手 段 を 提
供 す る 。 例 え ば 、 本 方 法 の ス テ ッ プ (iv)を 、 少 な く と も １ 種 の 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合
物 ま た は 標 的 -リ ガ ン ド 複 合 物 の 標 的 と 結 合 す る 競 合 結 合 剤 を 含 有 す る 媒 質 中 で 実 施 し て
、 そ れ に よ り 標 的 を 第 １ マ ト リ ッ ク ス 内 の リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 ま た は リ ガ ン ド か ら 解
離 さ せ て も よ い 。 「 競 合 結 合 剤 」 は 、 標 的 と 結 合 し そ れ で い て リ ガ ン ド で な い い ず れ か の
生 物 学 的 ま た は 化 学 的 実 在 物 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 競 合 結 合 剤 は 、 炭 疽 菌 （ Bacillus
 anthracis） 、 マ ル タ 熱 菌 （ Brucella melitensis） 、 エ ボ ラ ・ ザ イ ー ル （ Ebola Zaire）
ウ イ ル ス 、 ボ ツ リ ヌ ス （ Botulinum） 神 経 毒 素 、 ブ ド ウ 球 菌 エ ン テ ロ ト キ シ ン （ Staphyloc
occus enterotoxin） B、 お よ び 西 ナ イ ル （ West Nile） ウ イ ル ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 。 競 合 結 合 剤 は ま た 、 こ れ ら の い ず れ か の 部 分 ま た は 断 片 で あ っ て も よ い 。 同 様 に 、 競
合 結 合 剤 は 、 リ シ ン 、 マ ス タ ー ド ガ ス 、 ソ マ ン 、 サ リ ン 、 タ ブ ン 、 VX、 お よ び ホ ス ゲ ン か
ら な る 群 か ら 選 択 し て も よ く 、 ま た は こ れ ら の い ず れ か の 断 片 を 含 む も の で あ っ て も よ い
。 競 合 結 合 剤 を 第 １ マ ト リ ッ ク ス に 加 え る こ と に よ り 、 リ ガ ン ド と 標 的 の 間 の 相 互 作 用 （
例 え ば 、 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ま た は 特 異 性 ） を 特 性 決 定 す る こ と が で き る 。 潜 在 的 基 質 の 存
在 下 で の 標 的 の 競 合 的 溶 出 も ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び ア ゴ ニ ス ト の 活 性 部 位 の 同 定 を 可 能 に
す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 サ ン プ ル か ら 構 造 的 イ ソ 型 (isoforms)お よ び エ ナ ン チ オ マ ー を 分
離 す る た め に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 異 な る 型 の 標 的 の 分 離 は 、 標 的
の た だ １ つ の 型 の 溶 出 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 標 的 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス に 移 動 さ せ る こ と
に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 標 的 の １ つ の イ ソ 型 に 特 異 的 で あ る 検 出 法 を 採 用
す る こ と が で き る 。 次 い で 標 的 の 異 な る 型 と 結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る こ と が で き る 。
か か る リ ガ ン ド は 、 誤 っ て 折 り 畳 ま れ た 、 ま た は 翻 訳 後 修 飾 さ れ た 、 タ ン パ ク 質 の 除 去 、
突 然 変 異 標 的 の 同 定 な ど を 含 む 広 範 囲 の 局 面 に お い て 、 イ ソ 型 を 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 の 複 合 型 を 、 移 動 条 件 ま た は 複 合 タ ン パ ク 質 に 適 し た 検 出 系
を 利 用 す る こ と に よ り 同 定 し 、 分 離 し 、 ま た は 定 量 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 第 ２ の マ
ト リ ッ ク ス を 逐 次 的 に 複 合 体 の １ つ の メ ン バ ー に つ い て プ ロ ー ブ （ 精 査 ） し 、 そ し て 複 合
体 の 第 ２ の メ ン バ ー に つ い て 再 プ ロ ー ブ す る こ と が で き る 。 も し 所 望 で あ れ ば 、 タ ン パ ク
質 複 合 体 を サ ン プ ル か ら 精 製 す る の に 有 用 で あ る 、 複 合 体 の 複 数 の メ ン バ ー と 結 合 す る リ
ガ ン ド を 同 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 の 量 を 定 量 す る
た め に 、 異 な る 条 件 下 で 細 胞 が 発 現 す る タ ン パ ク 質 の 相 違 を 検 出 す る た め に 、 ま た は 疾 病
状 態 対 正 常 状 態 に 関 連 す る 生 物 学 的 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 血 漿 ま た は そ の 他 の 生 物 学 的 体 液
） 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 を 分 離 し か つ 検 出 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 以 下 の 実 施 例 は さ ら に 本 発 明 を 説 明 す る も の で あ る が 、 勿 論 、 本 発 明 の 範 囲 を い か な る
点 に お い て も 限 定 す る も の で は な い と 解 釈 さ れ る べ き で あ る 。
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【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 実 施 例 は 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 実 施 形 態 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ペ プ チ ド リ ガ ン ド の ラ イ ブ ラ リ ー を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 樹 脂 ビ ー ズ 上 に 合 成 ま た は 固 定 化
し 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ビ ー ズ ラ イ ブ ラ リ ー （ リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー ） を
作 製 す る 。 次 い で 、 そ の 樹 脂 ビ ー ズ を 標 的 含 有 混 合 物 （ す な わ ち 、 サ ン プ ル ） と 接 触 さ せ
、 そ し て 次 の よ う に 多 孔 質 ゲ ル マ ト リ ッ ク ス （ す な わ ち 、 第 １ マ ト リ ッ ク ス ） に 固 定 化 す
る 。 ゲ ル 系 は 層 で 構 成 さ れ る 。 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 基 材 を ト レ ー 上 に 注 い で 、 こ れ を 「 第
１ マ ト リ ッ ク ス 」 の 部 分 と す る 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 基 材 は ゲ ル 系 に 安 定 性 と 堅 牢 度 を 与 え 、
こ れ に よ り 、 繰 返 し て 操 作 す る こ と か つ 取 扱 う こ と を 可 能 に す る 。 第 １ マ ト リ ッ ク ス が 固
化 す る が ま だ 室 温 に 達 し て い な い う ち に 、 単 層 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ビ ー ズ ラ イ ブ ラ リ ー に
よ っ て ア ガ ロ ー ス ゲ ル 基 材 の 上 面 を 覆 う の に 十 分 な 容 積 （ 一 般 的 に ベ ー ス に 用 い た 容 積 の
10分 の １ ） の 0.5％ 低 融 点 （ LMT） ア ガ ロ ー ス を 、 よ く 分 離 し た 単 層 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 基 材
の 表 面 を 実 質 的 に 覆 う の に 十 分 で あ る 容 積 （ こ の 例 の 0.5％ LMTア ガ ロ ー ス の 容 積 の 10分 の
１ ） の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ビ ー ズ ラ イ ブ ラ リ ー と 混 合 す る 。 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を
LMTア ガ ロ ー ス に ほ ぼ 40℃ の 温 度 に て 加 え る 。 混 合 物 を し ば ら く 激 し く 混 合 し 、 そ し て ア
ガ ロ ー ス 基 材 層 上 に す ぐ に 注 ぐ 。 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 含 有 す る 層 を ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 基 材 の 表 面 上 に 広 げ る 。 こ う し て 、 ２ 次 元 ア レ イ で ア ガ ロ ー ス ゲ ル 基 材 上 に 固 定 さ れ
、 極 薄 層 の LMTア ガ ロ ー ス に よ り 覆 わ れ た ビ ー ズ か ら な る 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の
単 層 が 得 ら れ る 。 ゲ ル 系 は 固 化 す る ま で 4℃ に 保 つ 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ゲ ル 系 を 、 移 動 バ ッ フ ァ ー の タ ン ク 上 に 掛 け ら れ た 吸 着 紙 （ 典 型 的 に は 3MM紙 ） 上 に 置
く 。 吸 着 紙 は 、 移 動 バ ッ フ ァ ー が 紙 を 通 し て 吸 上 げ ら れ る よ う に 配 置 す る 。 ゲ ル 系 は 標 的
-リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 が 上 側 に 向 く よ う に 配 置 す る 。 タ ン パ ク 質 が 結 合 し う る 支 持 体 （
す な わ ち 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス ） （ 典 型 的 に は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は ポ リ 二 フ ッ 化 ビ ニ
リ デ ン （ PVDF） 膜 ） を ゲ ル の 表 面 に 配 置 す る 。 ゲ ル 系 と 第 ２ マ ト リ ッ ク ス の 間 の い ず れ の
気 泡 も 、 膜 と ゲ ル 系 の 上 で ピ ペ ッ ト を 回 転 す る こ と に よ り 取 除 く 。 ２ 層 の 吸 着 紙 を 膜 の 上
面 に 配 置 し 、 次 い で 数 層 の 紙 タ オ ル を 置 く 。 ゲ ル 、 膜 、 お よ び 紙 の タ イ ト な 並 置 を 保 証 す
る た め に 十 分 な 重 量 を 上 部 に 置 く 。 移 動 （ 即 ち 、 転 写 ） は 、 適 当 な 量 の 標 的 タ ン パ ク 質 が
ビ ー ズ か ら 膜 へ 移 動 す る の に 十 分 な 時 間 、 続 行 す る 。 こ の よ う な 手 順 の 結 果 、 タ ン ク か ら
ゲ ル 系 お よ び 膜 全 体 を 通 っ て 、 上 部 の 吸 着 紙 中 へ の バ ッ フ ァ ー の 均 一 な 毛 細 管 移 動 が 得 ら
れ る 。 こ の 方 法 に よ り 、 標 的 タ ン パ ク 質 は ビ ー ズ か ら 膜 へ 運 ば れ る 。 検 出 系 が 発 生 す る シ
グ ナ ル 、 例 え ば Ｘ 線 フ ィ ル ム 上 で 捕 捉 さ れ る 化 学 発 光 シ グ ナ ル を 第 １ 支 持 体 と 整 列 さ せ る
と 、 標 的 と 結 合 し た リ ガ ン ド を も つ ビ ー ズ を 明 確 に 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 移 動 バ ッ フ ァ ー の 組 成 は 所 望 の 用 途 に 最 も 適 し た 条 件 に 合 せ て 調 製 す る こ と が で き る 。
一 具 体 例 に お い て は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 、 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 増 加 さ せ る 条 件 下 で 標
的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 か ら 溶 出 さ せ た 。 あ る 特 定 の 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 は 異
な る 条 件 下 で シ グ ナ ル を 発 生 し 、 標 的 タ ン パ ク 質 の リ ガ ン ド と の ア フ ィ ニ テ ィ は 異 な る 移
動 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 決 定 で き る こ と を 実 証 し た 。 標 的 タ ン パ ク 質 を 、 標 的 タ ン パ ク 質 の
活 性 が 保 存 さ れ る 溶 出 条 件 を 用 い て 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス へ 移 動 す る こ と が 可 能 で あ る 。 標
的 タ ン パ ク 質 を 、 異 な る バ ッ フ ァ ー を 逐 次 的 に ま た は 平 行 的 に 用 い て 第 ２ マ ト リ ッ ク ス へ
移 動 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 標 的 タ ン パ ク 質 を 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 上 で 捕 捉 す る と 、 個 々 の タ ン パ ク 質 の 同 一 性 を 複 数
の 技 術 を 介 し て 決 定 す る こ と が で き る 。 典 型 的 な 検 出 方 法 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 用 い
る 技 術 な ど の 抗 体 技 術 を 含 む が 、 放 射 性 標 識 プ ロ ー ブ お よ び 酵 素 活 性 を 検 出 ア ッ セ イ と し
て 利 用 す る こ と も で き る 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】

　 本 実 施 例 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で 樹 脂 を 使 用 す る こ と が で き る 、 精 製 オ ス
テ オ プ ロ テ グ リ ン と 結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る 、 本 発 明 の 方 法 の 使 用 を 例 示 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 （ ア ミ ノ 酸 末 端 位 置 の ア ミ ノ 酸 が D-イ ソ 型 で あ る こ と が 既 知 で
あ る ６ 量 体 ペ プ チ ド グ リ ガ ン ド を 保 持 す る ポ リ メ タ ク リ レ ー ト ビ ー ズ ； 5mg） の ラ イ ブ ラ
リ ー を 、 1％ カ ゼ イ ン 、 3％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン の 200μ lと と も に ２ 時 間 22℃ で イ ン キ ュ ベ
ー ト し て 非 特 異 的 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク し た 。 オ ス テ オ プ ロ テ グ リ ン リ ガ ン ド タ ン パ ク 質 （
OPGL、 330μ g/mlの 3μ l） を ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー に 加 え 、 そ し て ビ ー ズ を 15時 間 4℃ で
揺 り な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ペ プ チ ド リ ガ ン ド の ア ミ ノ 末 端 の ア ミ ノ 酸 が 16種 の 天 然
ア ミ ノ 酸 の １ 種 （ シ ス テ イ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 お よ び メ チ オ ニ ン を 除 く ） で あ る リ ガ ン ド -
支 持 体 複 合 物 サ ブ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 別 々 の 反 応 を 実 施 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の
後 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ ー を 20mM Tris、 500mM NaCl、 0.1％  Tween-20（ TTBS） 、 pH7.2の 50ml
を 用 い て 別 々 に 洗 浄 し 、 非 結 合 お よ び 弱 く 結 合 し た 標 的 タ ン パ ク 質 を 除 去 し た 。 そ れ ぞ れ
の サ ブ ラ イ ブ ラ リ ー の ほ ぼ 1mgを 0.5％ 低 融 点 ア ガ ロ ー ス （ LMP） の 50μ lと 混 合 し た 。 LMP
ア ガ ロ ー ス -ビ ー ズ 混 合 物 を 、 ゲ ル 系 と し て 予 め 形 成 し た 1％ ア ガ ロ ー ス 基 材 （ 10ml） の 上
面 に ス ポ ッ ト し た 。 LMPア ガ ロ ー ス -ビ ー ズ 混 合 物 を 4℃ で 約 15分 間 硬 化 さ せ た 。 硬 化 の 後
、 ゲ ル 系 を 、 移 動 バ ッ フ ァ ー （ 4Mグ ア ニ ジ ニ ウ ム HCl（ GuHCl） 、 pH 5） に よ り 予 め 湿 ら せ
た 濾 紙 片 の 上 に 置 き 、 濾 紙 片 の 末 端 を 移 動 バ ッ フ ァ ー で 満 た し た 槽 に 漬 け た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 移 動 バ ッ フ ァ ー に よ り 予 め 湿 ら せ て ゲ ル 系 の サ イ ズ に 切 断 し た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 片 （
す な わ ち 、 第 ２ マ ト リ ッ ク ス ） を ゲ ル 系 の 上 面 に 敷 い た 。 ２ 片 の 予 め 湿 ら せ た 濾 紙 を 膜 の
上 面 に 置 き 、 そ し て 数 片 の 乾 い た 紙 タ オ ル を 濾 紙 の 上 面 に 置 い た 。 300g重 量 を 装 置 の 上 部
に 置 き 、 移 動 を 18時 間 22℃ で 進 行 さ せ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 を 膜 へ 移 動 し た 後 、 膜 を ゲ ル か ら 分 離 し 、 TTBSバ ッ フ ァ ー を 用 い て 濯 ぎ 、 そ
し て 5％ 脱 脂 粉 乳 を 用 い て 2時 間 室 温 で 膜 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 非 特 異 的 結 合 部 位 を
ブ ロ ッ ク し た 。 標 的 タ ン パ ク 質 を 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 マ ウ ス OPGL抗 体 を 用 い て 検 出
し た 。 膜 を TTBSを 用 い て 洗 浄 し 、 一 次 抗 体 の 結 合 を 、 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ HRP-標 識 二 次 抗 体 を 用
い て 検 出 し た 。 結 合 し た タ ン パ ク 質 が 膜 上 に 位 置 す る オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー フ ィ ル ム 上
に ス ポ ッ ト を 生 じ る 、 強 化 さ れ た 化 学 発 光 基 質 を 用 い て 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。 フ
ィ ル ム を 元 の ゲ ル と 整 列 さ せ て 、 フ ィ ル ム 上 の ス ポ ッ ト と 並 び が 一 致 す る ビ ー ズ を ゲ ル か
ら 曲 が っ た 針 を 使 っ て 拾 っ た 。 ビ ー ズ を 70℃ に 加 温 し て 汚 染 ア ガ ロ ー ス を 融 解 除 去 し 、 そ
し て 8Mグ ア ニ ジ ウ ム HCl、 メ タ ノ ー ル お よ び 水 を 用 い て 洗 浄 し た 。 ビ ー ズ を 上 記 の OPGLタ
ン パ ク 質 に 再 び 曝 し 、 再 移 動 し 、 そ し て 整 列 し た 。 こ れ ら の 二 度 目 の 整 列 を 行 っ た ビ ー ズ
を 拾 い 、 洗 浄 し 、 そ し て リ ガ ン ド の 配 列 決 定 を ABIシ ー ケ ン サ ー で 実 施 し た 。 全 体 で 数 万
個 の リ ガ ン ド （ 全 て N末 端 位 置 に Dア ミ ノ 酸 お よ び C末 端 位 置 に Alaを 有 す る ） か ら 次 の 配 列
を 得 た ： LVTVWPA（ 配 列 番 号 １ ） 、 YDYHELA（ 配 列 番 号 ２ ） 、 LHHPPIA（ 配 列 番 号 ３ ） 、 RAN
KTQA（ 配 列 番 号 ４ ） 、 お よ び TTPSKKA（ 配 列 番 号 ５ ） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 予 め 定 め た 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る リ ガ ン ド を 同 定 し 、 次 い で リ ガ ン ド
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 明 す る 、 本 発 明 の 方 法 の 使 用 を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 実 施 例 は そ の 生 物 学 的 活 性 に よ る 標 的 タ ン パ ク 質 の 検 出 を 例 示 す る 。 新 規 タ ン パ ク 質
の 存 在 お よ び 活 性 を 、 タ ン パ ク 質 の 同 一 性 も そ の 対 応 す る リ ガ ン ド の 同 一 性 も 未 知 の 条 件
下 で 、 生 物 学 的 活 性 を 使 用 し て 検 出 す る こ と が で き る 。 生 物 学 的 、 生 化 学 的 、 ま た は 酵 素
活 性 に 基 づ く ア ッ セ イ を 実 施 す る た め に 、 活 性 を 維 持 す る 条 件 下 で 標 的 タ ン パ ク 質 を 第 ２
マ ト リ ッ ク ス （ こ の 例 で は 膜 ） に 移 動 し な け れ ば な ら な い 。
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【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 樹 脂 ビ ー ズ に 結 合 し た プ ロ カ イ ン イ ミ ド （ PAM） リ ガ ン ド 上 に BChE（ 2
mg/ml） を 固 定 化 し 、 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 を 形 成 さ せ た 。 次 い で ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ 樹 脂 ビ ー ズ を 0.5％  LMPア ガ ロ ー ス 中 に 固 定 化 し 、 1％ 正 規 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 基 材 の 上 面 に
注 い で 、 上 記 の よ う に 、 ゲ ル 系 を 形 成 さ せ た 。 LMPア ガ ロ ー ス -ビ ー ズ 混 合 物 を 4℃ で 15分
間 硬 化 さ せ た 。 固 化 後 に 、 ゲ ル 系 を 移 動 バ ッ フ ァ ー （ 0.5Mリ ン 酸 バ ッ フ ァ ー /0.5M NaCl、
pH 7.2） を 用 い て 予 め 湿 ら せ た 濾 紙 片 上 に 置 き 、 そ の 末 端 を 移 動 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 満 た
し た 槽 に 漬 け た 。 移 動 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 予 め 湿 ら せ ゲ ル サ イ ズ に 切 断 し た ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 片 を ゲ ル 系 の 上 面 に 敷 い た 。 ２ 片 の 予 め 湿 ら せ た 濾 紙 を 膜 の 上 面 に 置 き 、 そ し て 数
片 の 乾 い た 紙 タ オ ル を 濾 紙 の 上 面 に 置 い た 。 100g重 量 を 装 置 の 上 部 に 置 き 、 装 置 を 一 夜 22
℃ に 放 置 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 の 移 動 後 に 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を ゲ ル か ら 分 離 し た 。 第 ２ の ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 片 を 移 動 バ ッ フ ァ ー に 漬 け て 陰 性 対 照 と し て 用 い た 。 コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 基 質 溶 液
（ BTC＝ 5mmol/l ヨ ウ 化 ブ チ リ ル チ オ コ リ ン 、 0.25mmol/l 5,5'-ジ チ オ ビ ス -2-ニ ト ロ 安 息
香 酸 、 pH 7.2） を 、 未 移 動 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に 、 膜 お よ び ゲ ル 系 上 に ピ ペ ッ テ ィ
ン グ し た 。 膜 お よ び ゲ ル 系 を 暗 所 で 22℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 標 的 タ ン パ ク 質 が
移 動 し た 膜 上 に 、 黄 色 が 発 色 し た 。 対 照 膜 上 に 黄 色 は 観 察 さ れ な か っ た 。 ゲ ル 系 の 樹 脂 ビ
ー ズ 上 に 、 い く つ か の 残 余 の 標 的 タ ン パ ク 質 が 残 り 、 こ れ ら の 条 件 下 で 全 て の 標 的 タ ン パ
ク 質 が 移 動 す る の で は な い こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 生 物 学 的 活 性 を 試 験 す る こ と に よ り 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 第 ２ マ ト リ ッ ク
ス 上 に 検 出 し か つ 特 性 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 実 証 し た 。 特 に 、 移 動 膜 上 の 黄 色
の 存 在 は 、 BChEが ゲ ル 系 の 樹 脂 ビ ー ズ か ら 移 動 し て 膜 上 に 捕 捉 さ れ 、 活 性 を 保 持 す る こ と
を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 実 施 例 は 、 タ ン パ ク 質 が リ ガ ン ド か ら 溶 出 す る 条 件 を 確 定 す る た め の 本 発 明 の 方 法 の
使 用 を 例 示 す る 。 溶 出 特 性 の 理 解 は 、 標 的 を 複 合 物 混 合 物 か ら バ ル ク 精 製 す る た め の ア フ
ィ ニ テ ィ 精 製 プ ロ セ ス の 開 発 に 役 立 つ 。 特 定 標 的 と 結 合 す る 複 数 の 潜 在 的 リ ガ ン ド の う ち
、 結 合 し て 優 先 的 条 件 下 で 溶 出 す る リ ガ ン ド は 、 複 数 の 溶 出 条 件 を 逐 次 的 ま た は 平 行 し て
試 験 す る こ と に よ り 検 出 し う る 。 本 実 施 例 に お い て は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を リ ガ ン ド -支
持 体 複 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 複 数 の 条 件 下 で 溶 出 さ せ た 。 様 々 な リ ガ ン ド が 様 々 な 条 件
下 で 上 記 タ ン パ ク 質 を 溶 出 す る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ala-ε ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 （ EACA） ス ペ ー サ ー の 付 い た 650-Mア ミ ノ ToyoPearl樹 脂 （ Toso
haas BioScience） 上 に 合 成 し た ６ ア ミ ノ 酸 の リ ガ ン ド を 有 す る リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 の
ラ イ ブ ラ リ ー （ 樹 脂 ビ ー ズ 、 32mg） を 20％ メ タ ノ ー ル を 用 い て 洗 浄 し 、 1時 間 20mMク エ ン
酸 バ ッ フ ァ ー 中 で 膨 張 さ せ た 。 樹 脂 ビ ー ズ を 、 1％ （ w/v） カ ゼ イ ン /3％ （ w/v） ウ シ 血 清
ア ル ブ ミ ン を 用 い て 1時 間 22℃ で ブ ロ ッ ク し た 。 樹 脂 ビ ー ズ を 3.2mlヒ ト 低 血 小 板 血 漿 と と
も に 1時 間 22℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 150mM NaCl、 20mMク エ ン 酸 、 pH 7.12の 50mlを 用 い て
洗 浄 し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー （ 320μ g） の 一 部 分 を 0.5％ 低 融 点 （ LMP） ア ガ ロ ー ス の 240μ lと
混 合 し 、 こ れ を 続 い て 1％ ア ガ ロ ー ス 基 材 （ す な わ ち 、 第 １ マ ト リ ッ ク ス ） の 30ml上 に 広
げ た 。 第 ２ マ ト リ ッ ク ス へ の 標 的 タ ン パ ク 質 の 移 動 を 、 実 施 例 １ ～ ３ に 記 載 し た 通 り 、 PV
DF膜 上 へ 実 施 し た 。 最 初 の 移 動 バ ッ フ ァ ー は 0.45M NaCl/20mMク エ ン 酸 、 pH 7.2を 含 む も
の で あ り 、 こ の バ ッ フ ァ ー を ゲ ル 系 お よ び PVDF膜 と 24時 間 接 触 さ せ た 。 最 初 の 移 動 後 に ゲ
ル 系 を 装 置 か ら 取 除 い て 、 第 ２ お よ び 第 ３ ラ ウ ン ド の 標 的 移 動 を 実 施 し た 。 新 し い 膜 を ゲ
ル 系 の 上 面 に 置 き 、 移 動 バ ッ フ ァ ー （ 1.0M NaCl（ 第 ２ 移 動 ） ま た は 1.5M NaCl（ 第 ３ 移 動
） /20mMク エ ン 酸 、 pH 7.12） に 24時 間 曝 し た 。 第 ３ 移 動 操 作 の 後 に 、 最 後 の 移 動 手 順 を 実
施 し 、 こ の 手 順 で は ゲ ル 系 お よ び 新 し い 膜 を 6M GuHClに 8時 間 曝 し た 。 全 て の 移 動 手 順 の
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完 了 ま で 、 膜 を 湿 っ た ま ま 4℃ で 保 存 し 、 そ の 時 点 で 全 て の 膜 を 同 時 に 処 理 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 そ れ ぞ れ の 膜 を 5％ 脱 脂 粉 乳 を 用 い て 2時 間 22℃ で ブ ロ ッ ク し た 。 次 い で 膜 を 、 1:8000に
希 釈 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ ツ ジ 抗 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 抗 体 （ Affinity Biologicals） と
と も に 1時 間 22℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 膜 を TTBSを 用 い て 洗 浄 し 、 そ し て 1:8000に 希 釈
し た 第 ２ の HRP-結 合 ヒ ツ ジ 抗 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 抗 体 と の 1時 間 22℃ で の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 後 に 移 動 タ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。 標 的 タ ン パ ク 質 と 結 合 し た 抗 体 か ら の シ グ ナ ル は
、 増 強 さ れ た 化 学 発 光 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 基 質 （ 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た ） を 用 い て 検 出 し 、 そ し て Ｘ 線 フ ィ ル ム 上 に 捕 捉 さ れ た 。 フ ィ ル ム を ゲ ル 系 と 整 列 し
、 対 応 す る リ ガ ン ド -樹 脂 ビ ー ズ を ゲ ル 系 か ら 拾 っ た 。 樹 脂 ビ ー ズ を 洗 浄 し 、 結 合 し た リ
ガ ン ド の 配 列 を 決 定 し た 。 ス ク リ ー ニ ン グ し た 樹 脂 か ら 次 の 配 列 を 得 た ： IAIWVA（ 配 列 番
号 13） 。 次 の 他 の ア ミ ノ 酸 配 列 も 同 定 し た ： AREADVA（ 配 列 番 号 ６ ） ； YEYARP（ 配 列 番 号
７ ） ； WDGATY（ 配 列 番 号 ８ ） ； FDPHWS（ 配 列 番 号 ９ ） ； FSDVED（ 配 列 番 号 10） ； FEYAPS（
配 列 番 号 11） ； お よ び HGTWEP（ 配 列 番 号 12） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 予 め 定 め た 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る た め の 本 発 明 の
方 法 の 使 用 を 実 証 す る 。 様 々 な リ ガ ン ド が 様 々 な 条 件 下 で タ ン パ ク 質 を 溶 出 す る こ と を 見
出 し 、 こ れ は ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ プ ロ ト コ ル に お い て 同 定 し た リ ガ ン ド を 用 い
る た め の 価 値 あ る 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 実 施 例 は 、 疾 患 に 関 連 す る タ ン パ ク 性 病 原 因 子 、 す な わ ち 感 染 性 海 綿 状 脳 症 に 関 連 す
る プ リ オ ン タ ン パ ク 質 、 と 結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る 方 法 を 例 示 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ２ ア ミ ノ 酸 長 の リ ガ ン ド を 有 す る 650-Mア ミ ノ ポ リ メ タ ク リ レ ー ト 樹 脂 ビ ー ズ の ラ イ ブ
ラ リ ー （ 5mg） を 1％ （ w/v） カ ゼ イ ン と と も に 18時 間 4℃ で 揺 り な が ら ブ ロ ッ ク し た 。 PBS
を 用 い て 1:10に 希 釈 し た 正 常 な ハ ム ス タ ー 脳 ホ モ ジ ネ ー ト を 0.5％ （ w/v） ザ ル コ シ ル （ sa
rkosyl） と 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 処 理 し た 材 料 の 1:10希 釈 物 （ 1ml） を 、 ブ ロ ッ ク
し た リ ガ ン ド 結 合 樹 脂 ビ ー ズ と と も に 1時 間 22℃ で 揺 り な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 標 的 -
リ ガ ン ド -樹 脂 ビ ー ズ 複 合 物 の 一 部 分 （ 90μ l） を 0.5％ LMPア ガ ロ ー ス 800μ lと 混 合 し 、 1
％ ア ガ ロ ー ス 9mlを 含 有 す る ゲ ル 基 材 （ す な わ ち 、 第 １ マ ト リ ッ ク ス ） 上 に 注 い だ 。 LMPア
ガ ロ ー ス -ビ ー ズ 混 合 物 を 4℃ で ほ ぼ 15分 間 硬 化 さ せ て ゲ ル 系 を 形 成 さ せ た 。 第 ２ マ ト リ ッ
ク ス （ PVDF膜 ） へ の 標 的 タ ン パ ク 質 の 移 動 を 、 実 施 例 １ ～ ３ に 記 載 の 通 り 6Mグ ア ニ ジ ウ ム
HCLを 移 動 バ ッ フ ァ ー と し て 用 い て 実 施 し た 。 移 動 反 応 は 一 夜 進 行 さ せ た 。 移 動 後 、 PVDF
膜 を ゲ ル 系 か ら 分 離 し 、 5％ 脱 脂 粉 乳 を 用 い て ブ ロ ッ ク し た 。 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 標 的 （ P
rPc） を 、 3F4（ PrPcの 変 性 型 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 ） を 一 次 抗 体 と し て 用 い て 検 出 し た 。
HRP-標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 を 、 増 強 さ れ た 化 学 発 光 基 質 と 一 緒 に 用 い て 膜 上 に 結 合 し
た PrPcを 検 出 し 、 そ の シ グ ナ ル を Ｘ 線 フ ィ ル ム 上 に 捕 捉 し た 。 フ ィ ル ム を ゲ ル 系 と 整 列 し
、 対 応 す る リ ガ ン ド 結 合 樹 脂 ビ ー ズ を 回 収 し 洗 浄 し た 。 リ ガ ン ド の 配 列 決 定 を 行 っ て ア ミ
ノ 酸 配 列 を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 疾 患 に 関 わ る タ ン パ ク 質 と 結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る た め の 本 発 明 方
法 の 能 力 を 実 証 す る 。 同 定 し た リ ガ ン ド を 使 用 し て 様 々 な 複 合 物 混 合 物 （ 例 え ば 、 生 物 学
的 サ ン プ ル ） 中 の 標 的 の 存 在 を 診 断 し 、 ま た は 疾 患 の 原 因 と な る 標 的 タ ン パ ク 質 を 混 合 物
か ら 除 去 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 本 実 施 例 は 、 リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー と サ ン プ ル と の １ 回 の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン を 複 数 の 検 出 ス テ ッ プ と 組 合 わ せ て 実 施 す る こ と に よ る 複 数 の 標 的 の 同 定 を 例 示 す
る 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
　 次 の 樹 脂 を 用 い た ： 650-Mア ミ ノ ToyoPearl樹 脂 （ Tosohaas Bioscience） 上 に 直 接 合 成
さ れ た フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン -結 合 リ ガ ン ド （ GPRPGG（ 配 列 番 号 23） ） を 含 む 樹 脂 、 緑 色 ア ガ
ロ ー ス PIKSIT(登 録 商 標 )ビ ー ズ （ API-結 合 の 対 照 ） か ら な る α -1プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ AP
I） -結 合 樹 脂 、 お よ び N-末 端 位 置 に D-ア ミ ノ 酸 を 含 む ６ 量 体 リ ガ ン ド を 有 す る 650-Mア ミ
ノ 樹 脂 （ Tosohaas BioScience） ラ イ ブ ラ リ ー か ら な る リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 樹 脂 。 GPRP
GG（ 配 列 番 号 23） 樹 脂 （ 2.5mg、 予 め 膨 張 さ せ た ） お よ び ６ 量 体 ラ イ ブ ラ リ ー 樹 脂 （ 2mg、
予 め 膨 張 さ せ た ） を 、 別 容 器 中 で 1％ （ w/v） カ ゼ イ ン /3％ （ w/v） ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ B
SA） を 用 い て 3時 間 22℃ で ブ ロ ッ ク し 、 そ の 後 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー を 廃 棄 し た 。 ヒ ト
低 血 小 板 血 漿 （ 20ml） を GPRPGG（ 配 列 番 号 23） 樹 脂 お よ び ６ 量 体 ラ イ ブ ラ リ ー 樹 脂 に 加 え
、 18時 間 4℃ で 揺 り な が ら 結 合 さ せ た 。 樹 脂 を 50ml TTBSを 用 い て 洗 浄 し 、 50μ l TTBSを 洗
浄 後 の チ ュ ー ブ 内 に 残 し た 。 そ れ ぞ れ の 洗 浄 し た 樹 脂 の 一 部 分 （ 5μ l） お よ び 純 粋 な API
と プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 緑 色 ア ガ ロ ー ス PIKSIT(登 録 商 標 )ビ ー ズ 2.5mgを 別 々 に 、 0.5％
LMPア ガ ロ ー ス 330mlと 混 合 し た 。 ３ つ の 樹 脂 混 合 物 を そ れ ぞ れ 、 GPRPGG（ 配 列 番 号 23） 樹
脂 、 ６ 量 体 ラ イ ブ ラ リ ー 樹 脂 、 お よ び 緑 色 ア ガ ロ ー ス PIKSIT(登 録 商 標 )樹 脂 が 、 ゲ ル 基 材
上 で 重 な り 合 わ な い 領 域 に 位 置 す る よ う に 、 1％ ア ガ ロ ー ス 基 材 上 に ス ポ ッ ト し た 。 標 的
タ ン パ ク 質 を 、 次 の 条 件 下 で 連 続 溶 出 に よ っ て 、 異 な る ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 移 動 さ せ
た ： 0.2M NaCl/20mMク エ ン 酸 、 pH 7.12、 8時 間 ； 1.5M NaCl/20mMク エ ン 酸 、 pH 7.2、 15時
間 ； 2M NaCl/20mMク エ ン 酸 、 pH 7.2、 8時 間 ； お よ び 4M GuHCl、 pH5、 13時 間 。 膜 は 処 理 す
る ま で 4℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 全 て の 膜 を 同 時 に 処 理 し た 。 膜 を 最 初 に 5％ 脱 脂 粉 乳 で 2時 間 22℃ で ブ ロ ッ ク し た 。 ヒ ツ
ジ 抗 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 一 次 抗 体 と し て 用 い て フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン
標 的 タ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。 そ の 後 の 洗 浄 ス テ ッ プ の 後 に 、 膜 を 、 一 次 抗 体 と 結 合 す る HR
P-結 合 ヒ ツ ジ 抗 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 抗 体 を 用 い て プ ロ ー ブ し た 。 シ グ ナ ル を オ ー ト ラ ジ
オ グ ラ フ ィ ー フ ィ ル ム 上 で 、 HRP用 の 増 強 化 学 発 光 基 質 を 用 い て 発 色 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 検 出 後 、 膜 を TTBSと 50℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 結 合 し た 抗 体 を 取 り
外 し た 。 膜 を 再 ブ ロ ッ ク し 、 ヤ ギ 抗 ヒ ト α -1ア ン チ ト リ プ シ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 曝 し
た 。 そ の 後 の 洗 浄 ス テ ッ プ の 後 に 、 膜 を HRP-結 合 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ IgGポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
用 い て プ ロ ー ブ し 、 得 ら れ る シ グ ナ ル を 増 強 化 学 発 光 HRP基 質 を 用 い て 検 出 し 、 Ｘ 線 フ ィ
ル ム 上 で 捕 捉 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ の 実 施 例 に お い て は 、 様 々 な 血 漿 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る こ と が 知 ら れ る リ ガ ン ド を 、
標 的 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 血 漿 サ ン プ ル に 曝 し た 。 使 用 し た 検 出 法 は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン
と APIの 両 方 が 同 時 に ゲ ル 系 か ら 膜 に 移 動 す る こ と を 実 証 し た 。 さ ら に ２ 種 の タ ン パ ク 質
の う ち の １ 種 だ け が そ れ ぞ れ の 樹 脂 ビ ー ズ と 結 合 し た 。 従 っ て 、 こ の 実 施 例 は 、 膜 上 の 複
数 の タ ン パ ク 質 が 、 そ の 後 の 取 り 外 し （ stripping） お よ び 再 プ ロ ー ブ （ re-probing） に
よ り 、 検 出 さ れ る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 本 実 施 例 は 、 優 先 的 に 生 物 学 的 体 液 サ ン プ ル 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 APIと 結 合 す る リ ガ ン
ド を 同 定 す る た め の 本 発 明 方 法 の 使 用 を 例 示 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 N末 端 に D-ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド ６ 量 体 の ラ
イ ブ ラ リ ー を ToyoPearl 650-Mア ミ ノ 樹 脂 （ Tosoh BioScience） 上 に 作 製 す る こ と に よ っ
て 得 た 。 リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー の ほ ぼ 10mgを 洗 浄 し 、 膨 張 さ せ 、 洗 浄 し 、
そ し て 等 容 積 の 平 行 バ ッ フ ァ ー （ EQバ ッ フ ァ ー ； 140mM NaCl、 20mMク エ ン 酸 、 pH 7.4） を
用 い て 希 釈 し た 1ml血 漿 と と も に 、 BioRadカ ラ ム 中 で 1時 間 室 温 に て タ ン ブ ラ ー 攪 拌 し な が
ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 BioRadカ ラ ム を 排 水 し 、 そ し て 樹 脂 ビ ー ズ を 10カ ラ ム 容 積 の EQバ
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ッ フ ァ ー を 用 い て 洗 浄 し た 。 樹 脂 ビ ー ズ （ こ の 時 点 で 、 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 で あ
る ） を 1ml EQバ ッ フ ァ ー 中 に 再 懸 濁 し た 。 樹 脂 ビ ー ズ 約 10μ lを LMPア ガ ロ ー ス 900μ lと 、
実 施 例 １ ～ ３ に 記 載 の 通 り 混 合 し た 。 樹 脂 -ア ガ ロ ー ス 混 合 物 を 、 固 化 し た 通 常 の ア ガ ロ
ー ス 基 材 （ 第 １ マ ト リ ッ ク ス ） の 表 面 上 に 広 げ て ゲ ル 系 を 形 成 さ せ た 。 樹 脂 -ア ガ ロ ー ス
混 合 物 を 4℃ で 固 化 さ せ た 。 第 ２ マ ト リ ッ ク ス と し て 膜 を 用 い る 移 動 系 を 実 施 例 １ ～ ３ に
記 載 の 通 り 調 製 し た 。 第 ２ マ ト リ ッ ク ス 膜 へ の 血 漿 タ ン パ ク 質 の 移 動 は 一 夜 室 温 に て EQバ
ッ フ ァ ー ＋ 2M NaClを 用 い て 行 っ た 。 膜 を 、 α -1ア ン チ ト リ プ シ ン （ API） と 結 合 す る HRP-
結 合 ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 ヒ ト α -1ア ン チ ト リ プ シ ン 抗 体 （ ICN） を 用 い て 処 理 し た 。 膜
上 の APIタ ン パ ク 質 の 位 置 を 決 定 し た 。 膜 上 の APIタ ン パ ク 質 の 位 置 と 並 び が 一 致 す る ゲ ル
系 中 の 樹 脂 ビ ー ズ を 選 択 し 、 洗 浄 し 、 そ し て 血 漿 と と も に 再 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 標 的 -
リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 か ら 膜 へ の 血 漿 タ ン パ ク 質 の 移 動 お よ び API標 的 タ ン パ ク 質 の 検 出
を 繰 返 し 、 潜 在 的 陽 性 を 確 認 し か つ 標 的 タ ン パ ク 質 と 結 合 し た リ ガ ン ド -樹 脂 ビ ー ズ 複 合
物 を 明 確 に 同 定 し た 。 陽 性 樹 脂 ビ ー ズ を 集 め て 、 清 浄 に し 、 そ し て 結 合 し た リ ガ ン ド を AB
Iシ ー ケ ン サ ー 上 で Edman分 解 に よ り 配 列 決 定 し た 。 数 個 の 配 列 を 確 定 し 、 そ し て フ ィ ブ リ
ノ ー ゲ ン お よ び ア ポ -A1リ ポ タ ン パ ク 質 を 枯 渇 さ せ て お い た 血 漿 か ら APIを 精 製 す る た め の
分 取 用 規 模 の 樹 脂 と し て 使 用 す る た め に 、 該 配 列 を 合 成 し た 。 こ れ ら の 中 か ら 次 の 配 列 を
同 定 し た ： KFQARA（ 配 列 番 号 14） ； KWSITN（ 配 列 番 号 15） ； KSPRWP（ 配 列 番 号 16） ； お よ
び AKVSKG（ 配 列 番 号 17） 。 同 定 し た リ ガ ン ド が APIと 優 先 的 に 結 合 す る こ と を 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ の 実 施 例 に よ り 実 証 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 標 的 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な
リ ガ ン ド を ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー か ら 同 定 す る こ と が で き る 。 同 定 さ れ た リ ガ ン ド は 予 め
定 め た 標 的 タ ン パ ク 質 を 優 先 的 に 捕 捉 す る こ と か ら 、 大 規 模 な 標 的 タ ン パ ク 質 精 製 の た め
に 適 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

　 本 実 施 例 は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 、 す な わ ち 因 子 VIII（ fVIII） お よ び フ ォ ン ・ ビ ル ブ ラ
ン ト 因 子 （ vWF） と 結 合 す る リ ガ ン ド の 同 定 を 例 示 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ペ プ チ ド ６ 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 示 す る リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 約 10mgを 実 施 例 ７ の
通 り 調 製 し た 。 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 提 示 す る 樹 脂 ビ ー ズ を 、 等 容 積 の EQバ ッ フ ァ ー を
用 い て 希 釈 し た 1ml血 漿 と 一 緒 に BioRadカ ラ ム 中 で 1時 間 室 温 に て タ ン ブ ラ ー 攪 拌 し な が ら
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 BioRadカ ラ ム を 排 水 し 、 濯 ぎ 、 そ し て 樹 脂 ビ ー ズ を 10カ ラ ム 容 積 の
EQバ ッ フ ァ ー を 用 い て 洗 浄 し た 。 樹 脂 ビ ー ズ （ こ の 時 点 で 、 標 的 -リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物
） を 1ml EQバ ッ フ ァ ー 中 に 再 懸 濁 し た 。 次 い で 樹 脂 ビ ー ズ 約 10μ lを LMPア ガ ロ ー ス 900μ l
と 合 わ せ 、 ア ガ ロ ー ス 基 材 全 体 に 広 げ た 。 樹 脂 -ア ガ ロ ー ス 混 合 物 を 硬 化 さ せ て ゲ ル 系 を
形 成 さ せ 、 そ し て 標 的 タ ン パ ク 質 移 動 手 順 を 実 施 例 １ ～ ７ に 記 載 の 通 り 設 定 し た 。 標 的 -
リ ガ ン ド -支 持 体 複 合 物 か ら 第 ２ マ ト リ ッ ク ス （ 膜 ） へ の 標 的 タ ン パ ク 質 の 移 動 は 一 夜 室
温 に て EQバ ッ フ ァ ー ＋ 2M NaClを 用 い て 進 行 さ せ た 。 膜 を 、 HRP-標 識 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ
ト vWF抗 体 （ Enzyme Research Labs） を 用 い て １ 時 間 処 理 し 、 そ し て 膜 上 の vWF標 的 タ ン パ
ク 質 の 位 置 を 、 標 準 ECL＋ 化 学 発 光 基 質 を 用 い て 決 定 し た 。 膜 上 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 位 置
と 並 び が 一 致 す る 樹 脂 ビ ー ズ を 選 択 し 、 洗 浄 し 、 そ し て 血 漿 と と も に 再 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 第 ２ マ ト リ ッ ク ス （ 膜 ） へ の 標 的 タ ン パ ク 質 の 移 動 お よ び 膜 上 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 検
出 を 繰 返 し 、 潜 在 的 陽 性 を 確 認 し か つ vWFと 結 合 し た リ ガ ン ド を 含 む 樹 脂 ビ ー ズ を 明 確 に
同 定 し た 。 陽 性 樹 脂 ビ ー ズ を 集 め て 、 清 浄 に し 、 そ し て 結 合 し た リ ガ ン ド を ABIシ ー ケ ン
サ ー 上 で Edman分 解 に よ り 配 列 決 定 し た 。 数 個 の 配 列 を 確 定 し 、 分 取 用 規 模 の 樹 脂 と し て
使 用 す る た め に 、 該 配 列 を 合 成 し た 。 さ ら に 、 無 濾 過 の 血 漿 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 樹 脂 ビ
ー ズ を 96ウ エ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ エ ル に 移 し 、 Coatest fVIII活 性 ア ッ セ イ
キ ッ ト （ Chromagenix） を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 色 変 （ 黄 色 ） に よ り 同 定 さ れ る fVI
IIと 結 合 し た リ ガ ン ド を 提 示 す る 樹 脂 ビ ー ズ を 選 択 し 、 さ ら に 評 価 を 行 っ た 。 vWFお よ び f
VIIIを 同 時 精 製 す る 数 個 の リ ガ ン ド が 同 定 さ れ 、 そ れ ら は FSYDED（ 配 列 番 号 18） 、 LEDnal
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’ EE（ 配 列 番 号 19） 、 WEEPEQ（ 配 列 番 号 20） 、 EADnaLED（ 配 列 番 号 21） 、 お よ び YVDEDD（
配 列 番 号 22） を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 を 複 数 の 検 出 法 を 用 い て 特 性 決 定 し 、 生 物 学 的 サ ン プ
ル か ら 除 去 す る 本 発 明 の 方 法 の 実 施 形 態 を 例 示 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 刊 行 物 、 特 許 出 願 お よ び 特 許 を 含 む 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 全 て の 参 考 文 献 は 、 あ た か も
そ の 各 々 が 個 々 に か つ 具 体 的 に 参 考 と し て 取 り 込 ま れ 、 そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て
い た か の よ う に 、 そ れ と 同 じ 程 度 に 、 参 考 と し て 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 を 説 明 す る 文 脈 に お い て （ 特 に 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て ） 、 用 語 「 a」
、 「 an」 お よ び 「 the」 の 使 用 お よ び 類 似 の 参 照 は 、 本 明 細 書 に お い て 特 に 断 ら な い 限 り
ま た は 文 脈 と の 明 ら か な 矛 盾 が な い 限 り 、 単 数 お よ び 複 数 の 両 方 を 包 含 す る と 解 釈 さ れ る
べ き で あ る 。 用 語 「 含 む （ comprising） 」 、 「 有 す る （ having） 」 、 「 含 む （ including
） 」 お よ び 「 含 有 す る （ containing） 」 は 、 特 に 断 ら な い 限 り 、 制 限 が な い (open-ended)
用 語 （ す な わ ち 、 「 含 む が 、 し か し そ れ に 限 定 さ れ な い 」 を 意 味 す る ） と 解 釈 さ れ る べ き
で あ る 。 本 明 細 書 に お け る 数 値 範 囲 の 記 載 は 、 本 明 細 書 で 特 に 断 ら な い 限 り 、 そ の 範 囲 内
に 入 る そ れ ぞ れ 別 々 の 値 を 個 々 に 参 照 す る 手 間 を 省 く 方 法 と し て 使 用 す る こ と を 意 図 す る
だ け で あ り 、 各 個 別 の 値 は 、 あ た か も そ の 値 が 個 別 に 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い た か の よ う
に 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る も の と す る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 全 て の 方 法 は 、 本 明 細 書
で 特 に 断 ら な い 限 り ま た は 明 ら か に 文 脈 と の 矛 盾 が な い 限 り 、 任 意 の 好 適 な 順 序 で 行 う こ
と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 任 意 の お よ び 全 て の 具 体 例 ま た は 例 示 の 用 語 （ 例 え ば
「 の よ う な （ such as） 」 ） の 使 用 は 、 単 に 本 発 明 を よ り 明 ら か に す る こ と を 意 図 す る の
で あ り 、 別 段 の 請 求 が な い 限 り 、 本 発 明 の 範 囲 の 限 定 を 示 し た も の で は な い 。 本 明 細 書 中
の 用 語 は い ず れ も 、 本 発 明 の 実 施 に 必 須 で あ る ク レ ー ム 中 に な い 構 成 を 示 す 用 語 で あ る と
解 釈 さ れ る べ き で な い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 を 、 本 発 明 者 ら が 知 る 本 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 を
含 め て 本 明 細 書 に 記 載 し た 。 こ れ ら の 説 明 を 読 め ば 、 当 業 者 に は 、 こ れ ら の 好 ま し い 実 施
形 態 の 変 形 が 明 ら か に な る だ ろ う 。 本 発 明 者 ら は 、 当 業 者 が か か る 変 形 を 適 宜 使 用 す る こ
と を 予 想 し 、 ま た 本 発 明 者 ら は 、 本 明 細 書 に 具 体 的 に 記 載 し た も の 以 外 の 発 明 が 実 施 さ れ
る こ と を 意 図 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 添 付 さ れ た 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ
た 発 明 対 象 の 、 適 用 法 律 に よ り 認 め ら れ る 全 て の 変 更 物 お よ び 均 等 物 を 包 含 す る 。 さ ら に
、 そ の 全 て の 可 能 な 変 形 に お け る 上 記 構 成 の い ず れ の 組 合 わ せ も 、 本 明 細 書 で 特 に 断 ら な
い 限 り ま た は 文 脈 と の 別 段 の 明 ら か な 矛 盾 が な い 限 り 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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