
(57)【要約】
本発明は、以下を含む細胞集団の定性的および /または定量的タンパク質発現プロファイ
ル、特に、示差的タンパク質発現プロファイルを作成するための分析用プラットフォーム
およびそれを用いて行う方法に関する :
-１以上の細胞集団の可溶化液を作成すること、該可溶化液はそれぞれの細胞集団によっ
て発現される複数のタンパク質を含む、
-実質的に平面の固体支持体を提供すること、
-希釈または非希釈形態にて該固体支持体に直接的に、または、該固体支持体上にアプラ
イされた接着促進層上に、少量の細胞可溶化液を別々の部位に沈着させ、それによって該
固体支持体上の別々の測定領域の１以上の１次元または２次元アレイを作成すること、
-例えば、シグナル伝達系路の大域解析または、最高の特異性、選択性および親和性につ
いてのタンパク質標的に対する抗体セット /ライブラリーのスクリーニングのために、別
々の測定領域における細胞可溶化液に含まれる検出すべきタンパク質の特異的結合パート
ナーとして複数の結合試薬をアプライすること、および適当であるならば、該１以上の測
定領域のアレイに１以上の検出試薬をアプライすること、該結合試薬および該検出試薬は
、１以上のアレイの別々の測定領域に逐次的にアプライされるか、または検出試薬が結合
試薬に結合した後、単一添加工程にてアプライされる、そして、
-該１以上のアレイの別々の測定領域から生じる光シグナルを局所的に分解した様式で測
定および記録すること、
ここで該実質的に平面の固体支持体は無孔性であり、かつ、アプライしてもよい接着促進
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 を 含 む 、 １ 以 上 の 細 胞 集 団 の 定 性 的 お よ び /ま た は 定 量 的 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ
イ ル を 作 成 す る 方 法 :
-１ 以 上 の 細 胞 集 団 の 可 溶 化 液 を 作 成 す る こ と 、 該 可 溶 化 液 は そ れ ぞ れ の 細 胞 集 団 に よ っ
て 発 現 さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 、
-実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 を 提 供 す る こ と 、
-希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 、 該 固 体 支 持 体 上 に 直 接 的 に 、 ま た は 、 該 固 体 支 持 体 上 に ア
プ ラ イ さ れ た 接 着 促 進 層 上 に 、 少 量 の 細 胞 可 溶 化 液 を 沈 着 サ ン プ ル と し て 別 々 の 部 位 に 沈
着 さ せ 、 そ れ に よ っ て 該 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 測 定 領 域 の １ 以 上 の １ 次 元 ま た は ２ 次 元 ア
レ イ を 作 成 す る こ と 、
-別 々 の 測 定 領 域 に お け る 細 胞 可 溶 化 液 に 含 ま れ る 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 の 特 異 的 結 合 パ
ー ト ナ ー と し て 複 数 の 結 合 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と 、 お よ び 、 適 当 で あ る な ら ば 、 該 １ 以
上 の 測 定 領 域 の ア レ イ に １ 以 上 の 検 出 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と 、 該 結 合 試 薬 お よ び 該 検 出
試 薬 は 、 １ 以 上 の ア レ イ の 別 々 の 測 定 領 域 に 逐 次 的 に ア プ ラ イ さ れ る か 、 ま た は 検 出 試 薬
が 結 合 試 薬 に 結 合 し た 後 、 単 一 添 加 工 程 に て ア プ ラ イ さ れ る 、 お よ び 、
-該 １ 以 上 の ア レ イ の 別 々 の 測 定 領 域 か ら 生 じ る 光 シ グ ナ ル を 局 所 的 に 分 解 し た 様 式 で 測
定 お よ び 記 録 す る こ と 、
こ こ で 該 実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 は 無 孔 性 で あ り 、 か つ 、 ア プ ラ イ し て も よ い 接 着 促 進
層 は 厚 さ 1μ m未 満 で あ る 。
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 を 含 む 、 ２ 以 上 の 細 胞 集 団 の 定 性 的 お よ び /ま た は 定 量 的 示 差 的 タ ン パ ク 質 発 現 プ
ロ フ ァ イ ル を 作 成 す る 方 法 :
-細 胞 集 団 の 第 一 の 可 溶 化 液 を 作 成 す る こ と 、 該 可 溶 化 液 は そ れ ぞ れ の 細 胞 集 団 に よ っ て
発 現 さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 、
-さ ら な る 細 胞 集 団 の 第 二 ま た は 第 三 以 上 の 可 溶 化 液 を 作 成 す る こ と 、 該 可 溶 化 液 は そ れ
ぞ れ の 細 胞 集 団 に よ っ て 発 現 さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 、
-実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 を 提 供 す る こ と 、
-希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 、 該 固 体 支 持 体 上 に 直 接 的 に 、 ま た は 、 該 固 体 支 持 体 上 に ア
プ ラ イ さ れ た 接 着 促 進 層 上 に 、 少 量 の 細 胞 可 溶 化 液 を 沈 着 サ ン プ ル と し て 別 々 の 部 位 に 沈
着 さ せ 、 そ れ に よ っ て 該 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 測 定 領 域 の １ 以 上 の １ 次 元 ま た は ２ 次 元 ア
レ イ を 作 成 す る こ と 、
-別 々 の 測 定 領 域 に お け る 細 胞 可 溶 化 液 に 含 ま れ る 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 の 特 異 的 結 合 パ
ー ト ナ ー と し て 複 数 の 結 合 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と 、 お よ び 、 適 当 で あ る な ら ば 、 該 １ 以
上 の 測 定 領 域 の ア レ イ に １ 以 上 の 検 出 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と 、 該 結 合 試 薬 お よ び 該 検 出
試 薬 は 、 １ 以 上 の ア レ イ の 別 々 の 測 定 領 域 に 逐 次 的 に ア プ ラ イ さ れ る か 、 ま た は 検 出 試 薬
が 結 合 試 薬 に 結 合 し た 後 、 単 一 添 加 工 程 に て ア プ ラ イ さ れ る 、 お よ び 、
-希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 、 少 量 の 第 一 の 可 溶 化 液 の 沈 着 に よ っ て 作 成 さ れ た 測 定 領 域
か ら 生 じ る 光 シ グ ナ ル の 第 一 の 群 を 局 所 的 に 分 解 し た 様 式 で 測 定 お よ び 記 録 す る こ と 、
-希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 、 少 量 の 第 二 ま た は 第 三 以 上 の 可 溶 化 液 の 沈 着 に よ っ て 作 成
さ れ た 測 定 領 域 か ら 生 じ る 光 シ グ ナ ル の 第 二 ま た は 第 三 以 上 の 群 を 局 所 的 に 分 解 し た 様 式
で 測 定 お よ び 記 録 す る こ と 、 お よ び 、
-光 シ グ ナ ル の 第 一 の 群 の 測 定 値 と 光 シ グ ナ ル の 第 二 ま た は 第 三 以 上 の 群 の 測 定 値 を 比 較
す る こ と 、
こ こ で 該 実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 は 無 孔 性 で あ り 、 か つ 、 ア プ ラ イ し て も よ い 接 着 促 進
層 は 厚 さ 1μ m未 満 で あ る 。
【 請 求 項 ３ 】
　 相 異 な る タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と し て 相 異 な る 結 合 試 薬 が 各 相 異 な
る 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 に つ い て の 相 異 な る ア レ イ 上 に ア プ ラ イ さ れ る 請 求 項 １ ま た は ２
の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ 】
　 ア レ イ 上 に 相 異 な る 識 別 可 能 な 検 出 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と に よ り 共 通 の ア レ イ に お い
て 相 異 な る タ ン パ ク 質 を 検 出 し 、 検 出 す べ き 相 異 な る タ ン パ ク 質 の 数 が 、 ア プ ラ イ さ れ る
相 異 な る 識 別 可 能 な 標 識 の 数 に 対 応 す る 、 請 求 項 １ ま た は ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 測 定 領 域 の ア レ イ 上 の 相 異 な る タ ン パ ク 質 お よ び /ま た は 相 異 な る 識 別 可 能 な 検 出 試 薬
の 検 出 の た め に 相 異 な る ア レ イ 上 に 相 異 な る タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と
し て 相 異 な る 結 合 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と に よ り 、 複 数 の 相 異 な る タ ン パ ク 質 を 複 数 の 測
定 領 域 の ア レ イ に お い て 検 出 す る 、 請 求 項 １ ま た は ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 相 異 な る 可 溶 化 液 が 関 連 し な い 細 胞 集 団 か ら 作 成 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か の 方
法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 相 異 な る 可 溶 化 液 が 共 通 の 細 胞 集 団 か ら 得 ら れ た 相 異 な る 細 胞 亜 集 団 か ら 作 成 さ れ る 、
請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 相 異 な る 可 溶 化 液 が 共 通 の 細 胞 集 団 か ら 相 異 な る 時 点 に て 得 ら れ た 相 異 な る 細 胞 亜 集 団
か ら 作 成 さ れ る 、 請 求 項 ７ の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 相 異 な る 可 溶 化 液 が 共 通 の 細 胞 集 団 か ら 得 ら れ 、 相 異 な る 試 薬 に よ っ て 処 理 ま た は 刺 激
さ れ た 、 お よ び /ま た は 、 相 異 な る 培 養 条 件 に 曝 さ れ た 、 相 異 な る 細 胞 亜 集 団 か ら 作 成 さ
れ る 、 請 求 項 ７ ま た は ８ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 相 異 な る 可 溶 化 液 が 疾 患 お よ び 健 康 細 胞 集 団 か ら 作 成 さ れ る 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か の
方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 可 溶 化 液 の 作 成 の 由 来 で あ る 健 康 ま た は 疾 患 お よ び /ま た は 処 理 ま た は 非 処 理 お よ び /ま
た は 刺 激 さ れ た 細 胞 集 団 が 、 以 下 を 含 む 群 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か の 方 法
： 細 菌 を 含 む 原 核 細 胞 、 お よ び ヒ ト 、 動 物 、 ま た は 植 物 細 胞 を 含 む 真 核 細 胞 、 特 に 器 官 、
皮 膚 、 毛 ま た は 骨 組 織 を 含 む ヒ ト ま た は 動 物 組 織 、 ま た は 植 物 組 織 、 お よ び 血 液 、 血 清 ま
た は 血 漿 、 滑 液 、 涙 液 、 尿 、 唾 液 、 組 織 液 、 リ ン パ 液 を 含 む 細 胞 含 有 体 液 ま た は そ の 構 成
成 分 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 固 体 支 持 体 上 ま た は 該 固 体 支 持 体 上 の 接 着 促 進 層 上 の 別 々 の 部 位 に 希 釈 ま た は 非 希 釈 形
態 に て 沈 着 さ れ る 可 溶 化 液 が 、 そ の 中 で 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 を 該 可 溶 化 液 が 由 来 す る 細
胞 集 団 と 同 一 の 相 対 的 な 分 子 の 組 成 に て 有 す る 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 可 溶 化 液 が 、 例 え ば 、 較 正 目 的 に 使 用 す る こ と が で き る 添 加 剤 と し て 、 測 定 す べ き 分 析
物 と 類 似 の 、 追 加 さ れ た 既 知 の 濃 度 の 化 合 物 を (標 準 と し て )含 む 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ
か の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 単 一 の 測 定 領 域 に 沈 着 さ せ る 材 料 が 1000 細 胞 未 満 の タ ン パ ク 質 含 量 に 対 応 す る 請 求 項
１ ～ １ ３ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 複 数 の 測 定 領 域 の ア レ イ が 希 釈 ま た は 非 希 釈 細 胞 可 溶 化 液 の 沈 着 部 位 の 同 一 の 形 状 に て
配 置 さ れ て お り 、 ２ つ の 相 異 な る ア レ イ に お け る 測 定 領 域 の 行 お よ び 列 に 関 す る 類 似 の 位
置 が 、 そ こ に 沈 着 さ せ た 同 一 の (希 釈 ま た は 非 希 釈 )細 胞 可 溶 化 液 か ら の 沈 着 さ せ た 量 に 対
応 す る 、 請 求 項 １ － １ ４ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 固 体 支 持 体 上 に ア プ ラ イ さ れ る 接 着 促 進 層 の 厚 さ が 200 nm未 満 、 好 ま し く は 20 nm未 満
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で あ る 請 求 項 １ － １ ５ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 接 着 促 進 層 が 以 下 の 群 の 化 合 物 を 含 む 請 求 項 １ ６ の 方 法 ： シ ラ ン 、 官 能 化 シ ラ ン 、 エ
ポ キ シ ド 、 官 能 化 荷 電 ま た は 極 性 ポ リ マ ー お よ び 「 自 立 性 受 動 的 ま た は 官 能 化 単 層 ま た は
多 層 」 、 チ オ ー ル 、 ア ル キ ル ホ ス フ ァ ー ト お よ び ア ル キ ル ホ ス フ ォ ナ ー ト 、 ポ リ (L)リ ジ
ン /ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む 多 官 能 性 ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 サ ン プ ル が 固 体 支 持 体 上 に 直 接 に 、 ま た は 、 固 体 支 持 体 上 に 沈 着 さ せ た 接 着 促 進 層 上 に
、 横 方 向 に 選 択 的 に 、 別 々 の 測 定 領 域 に 、 以 下 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 沈 着
さ れ る 、 請 求 項 １ ６ ま た は １ ７ の い ず れ か の 方 法 ： イ ン ク ジ ェ ッ ト ス ポ ッ テ ィ ン グ 、 ペ ン
、 ピ ン ま た は キ ャ ピ ラ リ ー に よ る 機 械 的 ス ポ ッ テ ィ ン グ 、 「 ミ ク ロ 接 触 プ リ ン テ ィ ン グ 」
、 平 行 ま た は 交 差 マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル に お け る 、 圧 力 差 ま た は 電 位 ま た は 電 磁 ポ テ ン シ ャ
ル の 印 加 に よ る そ の 供 給 を 介 し た 測 定 領 域 と サ ン プ ル と の 流 体 接 触 、 お よ び 光 化 学 的 ま た
は フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー 固 定 化 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 別 々 の 測 定 領 域 の 間 の 領 域 が 、 結 合 試 薬 お よ び /ま た は 検 出 試 薬 の 非 特 異 的 結 合 を 最 小
に す る た め に 「 不 動 態 化 」 さ れ て お り 、 即 ち 、 分 析 物 (即 ち タ ン パ ク 質 )お よ び 沈 着 し た サ
ン プ ル の そ の 他 の 含 有 物 お よ び 結 合 試 薬 、 な ら び に 適 当 で あ る な ら ば 、 検 出 試 薬 に 対 し て
「 化 学 的 に 中 立 」 (即 ち 非 結 合 性 ） の 化 合 物 が 横 方 向 に 分 離 し た 測 定 領 域 の 間 に 沈 着 さ れ
て い る 、 請 求 項 １ － １ ８ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 検 出 す べ き で あ っ て 別 々 の 測 定 領 域 に 沈 着 し て い る 希 釈 ま た は 非 希 釈 可 溶 化 液 に 含 ま れ
る タ ン パ ク 質 が 以 下 を 含 む タ ン パ ク 質 の 群 の 化 合 物 で あ る 請 求 項 １ － １ ９ の い ず れ か の 方
法 ： 細 胞 質 タ ン パ ク 質 、 核 タ ン パ ク 質 お よ び 膜 タ ン パ ク 質 、 体 液 中 の 分 泌 タ ン パ ク 質 (細
胞 質 タ ン パ ク 質 お よ び 膜 結 合 型 細 胞 タ ン パ ク 質 、 特 に キ ナ ー ゼ を 含 む 、 細 胞 に お け る シ グ
ナ ル 伝 達 過 程 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 )、 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 メ チ ル 化
、 お よ び ア セ チ ル 化 形 態 を 含 む 翻 訳 後 修 飾 タ ン パ ク 質 、 特 に 処 理 の 下 で 過 剰 発 現 お よ び /
ま た は 過 小 発 現 す る タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 人 工 的 に 過 剰 発 現 さ せ た タ ン パ ク 質 、 さ ら な る 結
合 部 位 に よ り 官 能 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を 含 む 人 工 的 に 過 剰 発 現 さ せ た 修 飾 タ ン パ ク 質 (「
ヒ ス チ ジ ン タ グ タ ン パ ク 質 」 を 含 む 「 タ グ タ ン パ ク 質 」 )、 お よ び 蛍 光 タ ン パ ク 質 (「 緑 色
蛍 光 タ ン パ ク 質 」 、 GFPを 含 む )。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 検 出 す べ き で あ っ て 、 別 々 の 測 定 領 域 に 沈 着 し て い る 希 釈 ま た は 非 希 釈 可 溶 化 液 に 含 ま
れ る タ ン パ ク 質 が 、 添 加 さ れ た 特 異 的 結 合 試 薬 、 お よ び 適 当 で あ る な ら ば 、 逐 次 的 に 添 加
さ れ た か 、 あ る い は 検 出 試 薬 の 結 合 試 薬 へ の 結 合 の 後 に 単 一 添 加 工 程 に て 添 加 さ れ た 検 出
試 薬 の 結 合 工 程 に お い て 、 分 析 す べ き 希 釈 ま た は 非 希 釈 の 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 に 含 ま れ る
そ の リ ン 酸 化 お よ び /ま た は 非 リ ン 酸 化 形 態 お よ び /ま た は グ リ コ シ ル 化 お よ び /ま た は 非
グ リ コ シ ル 化 形 態 お よ び /ま た は メ チ ル 化 お よ び /ま た は 非 メ チ ル 化 形 態 お よ び /ま た は ア
セ チ ル 化 お よ び /ま た は 非 ア セ チ ル 化 形 態 の 存 在 に よ っ て 識 別 さ れ る 、 請 求 項 １ － ２ ０ の
い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 検 出 す べ き で あ っ て 別 々 の 測 定 領 域 に 沈 着 し て い る 希 釈 ま た は 非 希 釈 可 溶 化 液 に 含 ま れ
る タ ン パ ク 質 が 、 添 加 し た 特 異 的 結 合 試 薬 、 お よ び 適 当 で あ る な ら ば 、 逐 次 的 に 添 加 さ れ
た か 、 あ る い は 検 出 試 薬 の 結 合 試 薬 へ の 結 合 の 後 に 単 一 添 加 工 程 に て 添 加 さ れ た 検 出 試 薬
の 結 合 工 程 に お い て 、 分 析 す べ き 希 釈 ま た は 非 希 釈 の 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 に 含 ま れ る そ の
リ ン 酸 化 ま た は 非 リ ン 酸 化 形 態 お よ び /ま た は グ リ コ シ ル 化 ま た は 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 お
よ び /ま た は メ チ ル 化 ま た は 非 メ チ ル 化 形 態 お よ び /ま た は ア セ チ ル 化 ま た は 非 ア セ チ ル 化
形 態 の 存 在 に よ っ て 識 別 さ れ な い 、 請 求 項 １ － ２ ０ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 直 接 に ま た は 接 着 促 進 層 に 媒 介 さ れ て 作 成 さ れ た 測 定 領 域 に 物 理 的 に 接 触 し て い る 実 質
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的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 の 材 料 が 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 の 材 料 で あ る 、 請 求 項 １ － ２ ２ の い
ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 固 体 支 持 体 上 に ア プ ラ イ さ れ る 接 着 層 の 材 料 が 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 の 材 料 で あ る 、 請
求 項 １ ６ － ２ ３ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 の 固 体 支 持 体 の 材 料 が 、 以 下 を 含 む 群 か ら の 材 料 を 含 む 請 求 項 １
－ ２ ４ の い ず れ か の 方 法 ： 成 形 可 能 、 噴 霧 可 能 ま た は 製 粉 可 能 プ ラ ス チ ッ ク 、 金 属 、 金 属
酸 化 物 、 ガ ラ ス 、 石 英 ま た は セ ラ ミ ッ ク ス を 含 む ケ イ 酸 塩 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 １ 以 上 の 多 色 ま た は 単 色 光 源 か ら の プ ロ ー ブ 光 が １ 以 上 の 測 定 領 域 の ア レ イ に お け る １
以 上 の 測 定 領 域 に 向 け ら れ て お り 、 該 １ 以 上 の 測 定 領 域 の ア レ イ か ら 生 じ る 光 シ グ ナ ル お
よ び /ま た は か か る 光 シ グ ナ ル の 変 化 が 測 定 お よ び 記 録 さ れ る 、 請 求 項 １ － ２ ５ の い ず れ
か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 プ ロ ー ブ 光 が 落 射 照 明 立 体 配 置 に て 送 達 さ れ る 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 プ ロ ー ブ 光 が 透 光 立 体 配 置 に て 送 達 さ れ る 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 別 々 の 測 定 領 域 に お け る １ 以 上 の タ ン パ ク 質 の 検 出 が 、 １ 以 上 の 発 光 の 強 度 ま た は 発 光
の 強 度 の 変 化 の 検 出 に 基 づ く 、 請 求 項 １ － ２ ８ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 別 々 の 測 定 領 域 に お け る １ 以 上 の タ ン パ ク 質 の 検 出 が 、 該 測 定 領 域 上 ま た は 測 定 領 域 か
ら 1μ m未 満 の 距 離 内 で の 屈 折 率 変 化 の 検 出 に 基 づ く 、 請 求 項 １ － ２ ８ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 該 測 定 領 域 上 ま た は 測 定 領 域 か ら 1μ m未 満 の 距 離 内 で の 屈 折 率 変 化 の 検 出 が 、 ア プ ラ イ
さ れ た 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 結 合 ま た は 脱 離 ま た は 移 動 に 起 因 す る 、 異 な る 屈 折 率 の 材
料 と の 接 触 面 か ら 生 じ る 光 と 測 定 領 域 の 領 域 か ら 生 じ る 光 と の 位 相 差 の 変 化 に よ っ て 生 じ
る 、 該 接 触 面 か ら 生 じ る 光 に よ る 、 固 体 支 持 体 上 に 作 成 さ れ た 測 定 領 域 の 領 域 に お け る 平
面 状 の 固 体 支 持 体 か ら 生 じ る 光 の 干 渉 パ タ ー ン の 変 化 の 検 出 に 基 づ き 、 こ こ で 、 相 異 な る
領 域 か ら 生 じ る 干 渉 光 が 、 局 所 的 に 、 お よ び 適 当 で あ る な ら ば 、 ス ペ ク ト ル 的 に 分 解 さ れ
た 様 式 で 測 定 さ れ る 、 請 求 項 ３ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 固 体 支 持 体 に 、 好 ま し く は 銀 ま た は 金 、 好 ま し く は 厚 さ 20 nm～ 200 nmの 金 属 薄 層 が 備
え ら れ て お り 、 該 金 属 薄 層 が 直 接 に ま た は 接 着 促 進 層 に 媒 介 さ れ て 測 定 領 域 と 接 触 し て お
り 、 該 測 定 領 域 上 ま た は 測 定 領 域 か ら 1μ m未 満 の 距 離 内 で の 屈 折 率 変 化 の 検 出 が 該 金 属 層
に お け る 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の 発 生 の 条 件 下 で の 変 化 の 検 出 に 基 づ く 、 請 求 項 １ － ３ ０ の
い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 固 体 支 持 体 が 連 続 し た 光 導 波 路 ま た は 個 々 の 導 波 路 領 域 へ と 分 割 さ れ る 光 導 波 路 を 含 む
、 請 求 項 １ － ３ ２ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 光 導 波 路 が 第 一 の 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)よ り も 屈 折 率 が 低 い 第 二 の 実 質 的 に 光
学 的 に 透 明 の 層  (b)上 に あ り 、 別 々 の 測 定 領 域 を 担 持 す る 表 面 に 面 し て い る 層  (a)を 備 え
た 光 学 膜 導 波 路 で あ る 、 請 求 項 ３ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 プ ロ ー ブ 光 の 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)へ の イ ン カ ッ プ リ ン グ の た め に 、 こ の 層 が 以 下 を 含
む 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の 光 学 的 イ ン カ ッ プ リ ン グ 要 素 と 光 学 的 に 接 触 し て い る 請 求 項
３ ４ の 方 法 ： プ リ ズ ム カ ッ プ ラ ー 、 オ ー バ ー ラ ッ プ す る エ バ ネ セ ン ト 場 を 有 す る 光 導 波 路
を 組 み 合 わ せ て 含 む エ バ ネ セ ン ト カ ッ プ ラ ー 、 集 束 レ ン ズ を 含 む 接 合 部 カ ッ プ ラ ー 、 好 ま
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し く は 、 導 波 路 層 の 一 面 の 前 に 配 置 さ れ た シ リ ン ダ ー レ ン ズ 、 お よ び 格 子 カ ッ プ ラ ー 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 プ ロ ー ブ 光 が 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)に 、 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)に 備 え ら れ て い る １ 以 上
の 格 子 構 造 (c)を 用 い て イ ン カ ッ プ リ ン グ す る 、 請 求 項 ３ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 光 学 的 に 透 明 の 層 (a)中 に 導 か れ る 光 が 光 学 的 に 透 明 の 層  (a) に 備 え ら れ て い る １ 以 上
の 格 子 構 造 (c')を 用 い て ア ウ ト カ ッ プ リ ン グ す る 、 請 求 項 ３ ４ － ３ ６ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 測 定 領 域 に お け る タ ン パ ク 質 の 検 出 が 、 膜 導 波 路 と し て 形 成 さ れ た 固 体 支 持 体 の 層 (a)
へ の プ ロ ー ブ 光 の イ ン カ ッ プ リ ン グ の た め の 、 ま た は 、 層 (a)に お い て 導 か れ る 光 の ア ウ
ト カ ッ プ リ ン グ の た め の 、 共 鳴 条 件 に お け る 変 化 に 基 づ く 、 光 学 膜 導 波 路 の 層 (a)に 形 成
さ れ た 格 子 構 造 を 介 し て 行 わ れ 、 該 変 化 が 結 合 試 薬 お よ び /ま た は さ ら な る 検 出 試 薬 の 、
測 定 領 域 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 と の 結 合 に 起 因 す る 、 請 求 項 ３ ４ － ３ ７ の い ず れ か の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 該 光 導 波 路 が 第 一 の 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)よ り 屈 折 率 の 低 い 第 二 の 光 学 的 に 透 明 の 層 (b
)上 に 層  (a)を 備 え た 光 学 膜 導 波 路 と し て 設 計 さ れ 、 こ こ で プ ロ ー ブ 光 が 光 学 的 に 透 明 の
層  (a)に 備 え ら れ た １ 以 上 の 格 子 構 造 の 補 助 に よ っ て 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)に さ ら に イ ン
カ ッ プ リ ン グ さ れ 、 そ の 上 に 位 置 す る 測 定 領 域  (d)に 導 波 と し て 送 達 さ れ 、 こ こ で 、 該 導
波 の エ バ ネ セ ン ト 場 に お い て 生 じ た 発 光 可 能 な 分 子 の 発 光 が 、 さ ら に １ 以 上 の 検 出 器 を 用
い て 測 定 さ れ 、 そ し て 測 定 領 域 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 の 相 対 量 が こ れ ら 発 光 シ グ ナ ル の 強
度 か ら 判 定 さ れ る 、 請 求 項 ３ ４ － ３ ７ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 測 定 領 域 に お け る 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 し て い る 結 合 試 薬 と 結 合 し た 検
出 試 薬 の 励 起 に よ り 発 光 が 生 じ 、 検 出 試 薬 が 300 nm～ 1100 nmの 波 長 に て 励 起 さ れ 得 、 か
つ 放 射 し 得 る 発 光 標 識 と し て 用 い ら れ る 発 光 色 素 ま た は 発 光 ナ ノ 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 ３ ９
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 相 異 な る 識 別 可 能 な 検 出 試 薬 が 、 相 異 な る 放 射 波 長 お よ び /ま た は 相 異 な る 放 射 半 減 期
を 特 徴 と す る 、  請 求 項 ４ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 プ ロ ー ブ 光 が 持 続 時 間 1フ ェ ム ト 秒 ～ 10分 間 の パ ル ス に て 送 達 さ れ 、 測 定 領 域 か ら の 放
射 光 が 時 間 分 解 様 式 で 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ － ４ １ の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 以 下 を 含 む 、 １ 以 上 の 細 胞 集 団 の 光 シ グ ナ ル 読 み 取 り お よ び 定 性 的 お よ び /ま た は 定 量
的 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 作 成 の た め の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム :
-実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 、
-該 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 測 定 領 域 の １ 以 上 の １ 次 元 ま た は ２ 次 元 ア レ イ 、 該 ア レ イ は 直
接 に 該 固 体 支 持 体 上 の 、 ま た は 、 固 体 支 持 体 上 に あ ら か じ め ア プ ラ イ さ れ た 接 着 促 進 層 上
の 別 々 の 部 位 に 、 希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 少 量 の 細 胞 可 溶 化 液 を 沈 着 さ せ る こ と に よ っ
て 作 成 さ れ 、 該 細 胞 可 溶 化 液 は １ 以 上 の 細 胞 集 団 由 来 で あ り 、 か つ 、 そ れ ら 細 胞 集 団 に よ
っ て 発 現 さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 、
こ こ で 該 実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 は 無 孔 性 で あ り 、 か つ 、 ア プ ラ イ し て も よ い 接 着 促 進
層 は 厚 さ 1μ m未 満 で あ る 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 以 下 を 含 む 、 光 シ グ ナ ル 読 み 取 り お よ び １ 以 上 の 細 胞 集 団 の 定 性 的 お よ び /ま た は 定 量
的 示 差 的 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 作 成 の た め の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム :
-実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 、
-該 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 測 定 領 域 の １ 以 上 の １ 次 元 ま た は ２ 次 元 ア レ イ 、 該 ア レ イ は 直
接 に 該 固 体 支 持 体 上 の 、 ま た は 、 固 体 支 持 体 上 に あ ら か じ め ア プ ラ イ さ れ た 接 着 促 進 層 上
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の 別 々 の 部 位 に 、 希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 少 量 の ２ 以 上 の 細 胞 可 溶 化 液 を 沈 着 さ せ る こ
と に よ っ て 作 成 さ れ 、 該 細 胞 可 溶 化 液 は ２ 以 上 の 細 胞 集 団 由 来 で あ り 、 か つ 、 そ れ ら 細 胞
集 団 に よ っ て 発 現 さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 、
こ こ で 該 実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 は 無 孔 性 で あ り 、 か つ 、 ア プ ラ イ し て も よ い 接 着 促 進
層 は 厚 さ 1μ m未 満 で あ る 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 相 異 な る 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 が 関 連 し な い 細 胞 集 団 か ら 作 成 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ４
３ ま た は ４ ４ の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 相 異 な る 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 が 共 通 の 細 胞 集 団 か ら 得 た 相 異 な る 細 胞 亜 集 団 か ら 作 成 さ
れ た も の で あ る 請 求 項 ４ ３ ま た は ４ ４ の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 相 異 な る 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 が 共 通 の 細 胞 集 団 か ら 相 異 な る 時 点 に て 得 ら れ た 相 異 な る
細 胞 亜 集 団 か ら 作 成 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ４ ６ の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 相 異 な る 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 が 共 通 の 細 胞 集 団 か ら 得 ら れ 、 そ の 後 、 相 異 な る 試 薬 に よ
っ て 処 理 ま た は 刺 激 さ れ た 、 お よ び /ま た は 、 相 異 な る 培 養 条 件 に 曝 さ れ た 、 相 異 な る 細
胞 亜 集 団 か ら 作 成 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ４ ６ ま た は ４ ７ の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 相 異 な る 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 が 疾 患 細 胞 集 団 お よ び 健 康 細 胞 集 団 か ら 作 成 さ れ た も の で
あ る 請 求 項 ４ ３ － ４ ８ の い ず れ か の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 の 作 成 の 由 来 で あ る 健 康 ま た は 疾 患 お よ び /ま た は 処 理 済 ま た は 非
処 理 お よ び /ま た は 刺 激 細 胞 集 団 が 、 以 下 を 含 む 群 由 来 で あ る 請 求 項 ４ ３ － ４ ９ の い ず れ
か の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム ： 細 菌 を 含 む 原 核 細 胞 、 お よ び ヒ ト 、 動 物 、 ま た は 植 物 細 胞
を 含 む 真 核 細 胞 、 特 に 、 器 官 、 皮 膚 、 毛 ま た は 骨 組 織 を 含 む ヒ ト ま た は 動 物 組 織 ま た は 植
物 組 織 、 そ し て 血 液 、 血 清 ま た は 血 漿 、 滑 液 、 涙 液 、 尿 、 唾 液 、 組 織 液 、 リ ン パ 液 を 含 む
細 胞 -含 有 体 液 ま た は そ の 構 成 成 分 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 固 体 支 持 体 上 ま た は 該 固 体 支 持 体 上 の 接 着 促 進 層 上 の 別 々 の 部 位 に 沈 着 さ れ た 希 釈 ま た
は 非 希 釈 形 態 の 可 溶 化 液 が 、 可 溶 化 液 の 作 成 由 来 で あ る 細 胞 集 団 と 、 そ の 中 で 検 出 す べ き
タ ン パ ク 質 が 同 一 の 相 対 的 な 分 子 の 組 成 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ３ － ５ ０ の い ず れ か の 分 析 用
プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 が ろ 過 お よ び /ま た は 分 画 お よ び /ま た は 希 釈 以 外 の さ ら な る サ ン プ
ル 処 理 工 程 に 供 さ れ て い な い も の で あ る 請 求 項 ４ ３ － ５ ０ の い ず れ か の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ
ォ ー ム 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 一 つ の 測 定 領 域 に 沈 着 さ せ た 材 料 が 1000未 満 の 細 胞 の タ ン パ ク 質 含 量 に 対 応 す る 請 求 項
４ ３ － ５ ２ の い ず れ か の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 複 数 の 測 定 領 域 の ア レ イ が 希 釈 ま た は 非 希 釈 細 胞 可 溶 化 液 の 沈 着 部 位 が 同 一 の 形 状 と な
る よ う 配 置 さ れ 、 ２ つ の 相 異 な る ア レ イ に お け る 測 定 領 域 の 行 お よ び 列 に 関 す る 類 似 の 位
置 が 、 そ の 中 に 沈 着 さ せ た 同 一 の (希 釈 ま た は 非 希 釈 )細 胞 可 溶 化 液 か ら の 沈 着 量 に 対 応 す
る 、 請 求 項 ４ ３ － ５ ３ の い ず れ か の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 固 体 支 持 体 上 に ア プ ラ イ さ れ る 接 着 促 進 層 の 厚 さ が 200 nm未 満 、 好 ま し く は 20 nm未 満
で あ る 請 求 項 ４ ３ － ５ ４ の い ず れ か の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 該 接 着 促 進 層 が 以 下 の 群 の 化 合 物 を 含 む 請 求 項 ５ ５ の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム ： シ ラ ン
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、 官 能 化 シ ラ ン 、 エ ポ キ シ ド 、 官 能 化 、 荷 電 ま た は 極 性 ポ リ マ ー お よ び 「 自 立 性 受 動 的 ま
た は 官 能 化 単 層 ま た は 多 層 」 、 チ オ ー ル 、 ア ル キ ル ホ ス フ ァ ー ト お よ び ア ル キ ル ホ ス フ ォ
ナ ー ト 、 ポ リ (L)リ ジ ン /ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む 多 官 能 性 ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 別 々 の 測 定 領 域 の 間 の 領 域 が ト レ ー サ ー 化 合 物 の 非 特 異 的 結 合 を 最 小 に す る た め に 「 不
動 態 化 」 さ れ て お り 、 即 ち 、 結 合 試 薬 お よ び 、 適 当 で あ る な ら ば 検 出 試 薬 に 対 し て 「 化 学
的 に 中 立 」 (即 ち 非 結 合 性 )の 化 合 物 が 横 方 向 に 分 離 し た 測 定 領 域 の 間 に 沈 着 さ れ て い る 請
求 項 ４ ３ － ５ ６ の い ず れ か の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 検 出 す べ き で あ っ て 、 別 々 の 測 定 領 域 に 沈 着 さ せ た 希 釈 ま た は 非 希 釈 可 溶 化 液 に 含 ま れ
る タ ン パ ク 質 が 以 下 を 含 む タ ン パ ク 質 の 群 の 化 合 物 で あ る 請 求 項 ４ ３ － ５ ７ の い ず れ か の
分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム ： 細 胞 質 タ ン パ ク 質 、 核 タ ン パ ク 質 お よ び 膜 タ ン パ ク 質 、 体 液 中
に 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 (細 胞 質 タ ン パ ク 質 お よ び 膜 結 合 型 細 胞 タ ン パ ク 質 、 特 に キ ナ ー
ゼ を 含 む 細 胞 に お け る シ グ ナ ル 伝 達 過 程 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 )、 リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル
化 、 メ チ ル 化 、 お よ び ア セ チ ル 化 形 態 の タ ン パ ク 質 を 含 む 翻 訳 後 修 飾 タ ン パ ク 質 、 特 に 処
理 の 下 で 過 剰 発 現 お よ び /ま た は 過 小 発 現 し た タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 人 工 的 に 過 剰 発 現 さ せ
た タ ン パ ク 質 、 さ ら な る 結 合 部 位 を 備 え た 官 能 化 タ ン パ ク 質 を 含 む 人 工 的 に 過 剰 発 現 さ せ
た 修 飾 タ ン パ ク 質 (「 ヒ ス チ ジ ン タ グ タ ン パ ク 質 」 を 含 む 「 タ グ タ ン パ ク 質 」 )、 お よ び 蛍
光 タ ン パ ク 質 (「 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 」 、 GFPを 含 む )。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 直 接 に ま た は 接 着 促 進 層 に 媒 介 さ れ て 作 成 さ れ た 測 定 領 域 と 物 理 的 に 接 触 し て い る 実 質
的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 の 材 料 が 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 で あ る 請 求 項 ４ ３ － ５ ８ の い ず れ か
の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 固 体 支 持 体 上 に ア プ ラ イ さ れ た 接 着 層 の 材 料 が 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 で あ る 請 求 項 ４ ３
－ ５ ９ の い ず れ か の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 の 固 体 支 持 体 の 材 料 が 以 下 を 含 む 群 か ら の 材 料 を 含 む 請 求 項 ４ ３
－ ６ ０ の い ず れ か の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム ： 成 形 可 能 、 噴 霧 可 能 ま た は 製 粉 可 能 プ ラ ス
チ ッ ク 、 金 属 、 金 属 酸 化 物 、 ガ ラ ス 、 石 英 ま た は セ ラ ミ ッ ク ス を 含 む ケ イ 酸 塩 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 固 体 支 持 体 が 、 好 ま し く は 銀 ま た は 金 で あ り 、 好 ま し く は 厚 さ が 20 nm～ 200 nmで あ る
、 金 属 薄 層 を 備 え て お り 、 該 金 属 薄 層 が 直 接 に ま た は 接 着 促 進 層 に 媒 介 さ れ て 測 定 領 域 と
接 触 し て お り 、 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム が 該 金 属 層 に お け る 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の 生 成 の た め に
作 動 可 能 で あ る 請 求 項 ４ ３ － ６ １ の い ず れ か の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 固 体 支 持 体 が 連 続 し た 光 導 波 路 ま た は 個 々 の 導 波 路 領 域 へ と 分 割 さ れ る 光 導 波 路 を 含 む
請 求 項 ４ ３ － ６ ２ の い ず れ か の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 光 導 波 路 が 第 一 の 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)よ り も 屈 折 率 が 低 い 第 二 の 実 質 的 に 光
学 的 に 透 明 の 層  (b)上 に あ り 、 別 々 の 測 定 領 域 を 担 持 す る 表 面 に 面 し て い る 層  (a)を 備 え
た 光 学 膜 導 波 路 で あ る 請 求 項 ６ ３ の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 プ ロ ー ブ 光 の 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)へ の イ ン カ ッ プ リ ン グ の た め に 、 層  (a)が 以 下 を 含
む 群 か ら の １ 以 上 の 光 学 的 イ ン カ ッ プ リ ン グ 要 素 と 光 学 的 に 接 触 し て い る 請 求 項 ６ ４ の 分
析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム ： プ リ ズ ム カ ッ プ ラ ー 、 オ ー バ ー ラ ッ プ す る エ バ ネ セ ン ト 場 を 備 え
る 光 導 波 路 と 組 み 合 わ さ れ た エ バ ネ セ ン ト カ ッ プ ラ ー 、 集 束 レ ン ズ 、 好 ま し く は 、 導 波 路
層 の 一 面 の 前 に 配 置 さ れ た シ リ ン ダ ー レ ン ズ を 備 え る 接 合 部 カ ッ プ ラ ー 、 お よ び 格 子 カ ッ
プ ラ ー 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
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　 １ 以 上 の 格 子 構 造  (c)が プ ロ ー ブ 光 の 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)へ の イ ン カ ッ プ リ ン グ を 可
能 と す る た め に 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)に 備 え ら れ て い る 請 求 項 ６ ５ の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ
ー ム 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 １ 以 上 の 格 子 構 造 (c')が 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)に 備 え ら れ て お り 、 光 学 的 に 透 明 の 層  (
a)に お い て 導 か れ た 光 の ア ウ ト カ ッ プ リ ン グ を 可 能 と す る 請 求 項 ６ ４ － ６ ６ の い ず れ か の
分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 該 光 導 波 路 が 第 一 の 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)よ り 屈 折 率 が 低 い 第 二 の 光 学 的 に 透 明 の 層  (
b)上 の 層  (a)を 備 え た 光 学 膜 導 波 路 と し て 設 計 さ れ て お り 、 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム が 光
学 的 に 透 明 の 層  (a)に 備 え ら れ た １ 以 上 の 格 子 構 造 の 補 助 に よ る 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)へ
の プ ロ ー ブ 光 の イ ン カ ッ プ リ ン グ 、 該 プ ロ ー ブ 光 の 導 波 と し て の 測 定 領 域 (d)へ の 送 達 、
お よ び 該 導 波 の エ バ ネ セ ン ト 場 に お け る 発 光 可 能 な 分 子 の 発 光 の 励 起 に 対 し て 作 動 可 能 で
あ る 、 請 求 項 ６ ４ － ６ ７ の い ず れ か の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 医 薬 研 究 に お け る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー 、 臨 床 お よ び 前
臨 床 開 発 に お け る タ ン パ ク 質 お よ び そ の 修 飾 形 態 の 測 定 の た め 、 リ ア ル タ イ ム 結 合 研 究 お
よ び 親 和 性 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 研 究 に お け る 動 力 学 的 パ ラ メ ー タ ー の 測 定 の た め 、 特 に
プ ロ テ オ ー ム に お け る プ ロ テ オ ー ム の 差 異 の 測 定 の た め 、 タ ン パ ク 質 -DNA 相 互 作 用 の 測
定 の た め 、 タ ン パ ク 質  (生 )合 成 の 制 御 メ カ ニ ズ ム の 判 定 の た め 、 生 物 学 的 お よ び 化 学 的
マ ー カ ー 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め 、 医 薬 品 開 発 に お け る 患 者 の 層 別 化 の た め 、 お よ
び 治 療 薬 選 択 の た め の 、 請 求 項 １ － ４ ２ の い ず れ か の 方 法 お よ び /ま た は 請 求 項 ４ ３ － ６
８ の い ず れ か の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 、 定 量 的 お よ び /ま た は 定 性 的 分 析 の た め の 使
用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 を 含 む 細 胞 集 団 の 定 性 的 お よ び /ま た は 定 量 的 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ
イ ル 、 特 に 、 示 差 的 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 作 成 す る た め の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー
ム お よ び そ れ を 用 い て 行 う 方 法 に 関 す る :
-１ 以 上 の 細 胞 集 団 の 可 溶 化 液 を 作 成 す る こ と 、 該 可 溶 化 液 は そ れ ぞ れ の 細 胞 集 団 に よ っ
て 発 現 さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 、
-実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 を 提 供 す る こ と 、
-希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 該 固 体 支 持 体 上 に 直 接 的 に 、 ま た は 、 該 固 体 支 持 体 上 に ア プ
ラ イ さ れ た 接 着 促 進 層 上 に 、 少 量 の 細 胞 可 溶 化 液 を 別 々 の 部 位 に 沈 着 さ せ 、 そ れ に よ っ て
該 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 測 定 領 域 の １ 以 上 の １ 次 元 ま た は ２ 次 元 ア レ イ を 作 成 す る こ と 、
-別 々 の 測 定 領 域 に お け る 細 胞 可 溶 化 液 に 含 ま れ る 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 の 特 異 的 結 合 パ
ー ト ナ ー と し て 複 数 の 結 合 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と 、 お よ び 、 適 当 で あ る な ら ば 、 該 １ 以
上 の 測 定 領 域 の ア レ イ に １ 以 上 の 検 出 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と 、 該 結 合 試 薬 お よ び 該 検 出
試 薬 は 、 １ 以 上 の ア レ イ の 別 々 の 測 定 領 域 に 逐 次 的 に ア プ ラ イ さ れ る か 、 ま た は 検 出 試 薬
が 結 合 試 薬 に 結 合 し た 後 、 単 一 添 加 工 程 に て ア プ ラ イ さ れ る 、 そ し て 、
-該 １ 以 上 の ア レ イ の 別 々 の 測 定 領 域 か ら 生 じ る 光 シ グ ナ ル を 局 所 的 に 分 解 し た 様 式 で 測
定 お よ び 記 録 す る こ と 、
こ こ で 該 実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 は 無 孔 性 で あ り 、 か つ 、 ア プ ラ イ し て も よ い 接 着 促 進
層 は 厚 さ 1μ m未 満 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
一 般 的 背 景
　 本 発 明 は 、 具 体 的 に は 、 生 物 ま た は 組 織 ま た は 細 胞 ア セ ン ブ リ ー に 対 す る 薬 剤 の 医 薬 効
果 お よ び /ま た は 毒 性 効 果 の 理 解 の 向 上 ま た は 促 進 を 補 助 す る も の で あ る 。 本 発 明 は 、 特
に 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の 調 査 お よ び そ の 元 の 形 態 ま た は 細 胞 発 達 過 程 の 結 果 、
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お よ び 適 当 で あ る な ら ば 、 こ れ ら の 過 程 を 修 飾 す る た め の 外 部 か ら 指 示 さ れ た 誘 導 の 結 果
、 翻 訳 後 修 飾 さ れ た 形 態 に お け る 非 常 に 多 様 な タ ン パ ク 質 の 検 出 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 一 定 時 間 に よ り 高 い 可 能 な 処 理 能 力 を 有 す る 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 等 の
よ く 確 立 さ れ た タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 方 法 の 代 替 方 法 を 提 供 す る も の で あ り 、
即 ち 、 特 に 多 数 の 異 な る サ ン プ ル を 処 理 可 能 で あ る か 、 ま た は そ れ に ア プ ラ イ さ れ た 多 数
の 試 薬 に つ い て １ 以 上 の サ ン プ ル を 分 析 す る こ と が で き る 方 法 で あ っ て 、 正 確 な 定 量 的 結
果 を 導 く こ と が 出 来 る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 多 く の 利 用 分 野 、 例 え ば 、 個 体 の 健 康 状 況 を 判 定 す る 診 断 方 法 ま た は 生 理 活 性 化 合 物 の
生 物 へ の 投 与 の 効 果 を 判 定 す る 医 薬 研 究 ま た は 開 発 に お い て 、 複 数 の 生 物 学 的 に 関 連 す る
分 析 物 は 複 雑 な サ ン プ ル 中 で 、 そ の 複 雑 な 機 能 的 態 様 に て 測 定 さ れ る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 既 知 の 分 析 用 分 離 方 法 は 一 般 に 、 所 与 の 物 理 化 学 パ ラ メ ー タ ー 、 例 え ば 、 分 子 量 ま た は
分 子 の 電 荷 比 お よ び 質 量 に 応 じ て 、 所 与 の サ ン プ ル に 含 ま れ る 可 能 な 最 大 数 の 化 合 物 を 可
能 な 最 短 時 間 に て 分 離 す る よ う 最 適 化 さ れ て い る が 、 生 物 親 和 性 に 関 連 す る 測 定 方 法 は 、
複 雑 な 内 容 物 を 有 す る サ ン プ ル に お け る 対 応 す る (単 一 の )目 的 分 析 物 の 、 非 常 に 特 異 性 の
高 い 、 生 物 学 的 ま た は 生 化 学 的 ま た は 合 成 的 認 識 要 素 に よ る 高 い 選 択 性 の 認 識 お よ び 結 合
に 基 づ い て い る 。 し た が っ て 多 種 多 様 な 化 合 物 の 測 定 は 、 そ れ に 対 応 す る 多 数 の 相 異 な る
特 異 的 認 識 要 素 の 適 用 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 生 物 親 和 性 反 応 に 基 づ く 測 定 方 法 は 、 均 質 な 溶 液 中 お よ び 固 体 支 持 体 表 面 上 の 両 方 で 行
う こ と が 可 能 で あ る 。 具 体 的 な 方 法 に 応 じ て 、 分 析 物 の 認 識 要 素 へ の 結 合 お よ び 所 望 に よ
り さ ら な る ト レ ー サ ー 化 合 物 と の 結 合 の 後 、 ま た 所 望 に よ り 、 認 識 要 素 と 測 定 す べ き 分 析
物 、 お よ び 所 望 に よ り サ ン プ ル お よ び ア プ ラ イ し て も よ い さ ら な る 指 示 薬 の 残 余 部 分 か ら
の さ ら な る ト レ ー サ ー 化 合 物 と の 間 に 形 成 さ れ た 複 合 体 の 分 離 の た め の 方 法 の 異 な る 工 程
の 間 に 、 洗 浄 工 程 が 必 要 と さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 現 在 で は 、 サ ン プ ル に お け る 多 種 多 様 な 核 酸 を 、 対 応 す る 相 補 的 核 酸 を 固 体 支 持 体 上 の
別 々 の 横 方 向 に 分 離 し た 測 定 領 域 に 固 定 化 さ れ た 認 識 要 素 と し て 用 い て 同 時 に 測 定 す る 方
法 は 比 較 的 幅 広 く 利 用 さ れ て い る 。 例 え ば 、 簡 便 な ガ ラ ス ま た は 顕 微 鏡 プ レ ー ト に 基 づ く
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア レ イ が 非 常 に 高 い 特 徴 部 密 度 (一 般 的 な 固 体 支 持 体 上 の 測 定 領 域
の 密 度 )を 有 す る 認 識 要 素 と し て 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5445934号 (Affymax T
echnologies)に お い て 、 1平 方 cm当 た り 1000を 超 え る 特 徴 部 の 密 度 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の ア レ イ が 記 載 さ れ 、 特 許 請 求 さ れ た 。 こ の タ イ プ の 方 法 は 核 酸 の 発 現 プ ロ フ ァ イ
ル の 測 定 に も 適 用 さ れ て い る が 、 し か し 典 型 的 に は 労 力 の か か る 方 法 に よ り サ ン プ ル が 精
製 さ れ 、 多 く の 場 合 増 幅 さ れ た 形 態 で 得 ら れ る 核 酸 サ ン プ ル は 修 飾 さ れ て お り 、 即 ち 、 検
出 す べ き 分 析 物 分 子 の 数 は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)等 の 方 法 に よ り 生 化 学 的 に 濃 縮 (増
加 )さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 最 近 、 そ れ ら に 基 づ く 複 数 の タ ン パ ク 質 の 同 時 測 定 の た め の 同 様 の ア レ イ お よ び 方 法 が
頻 繁 に 記 載 さ れ る よ う に な っ て お り 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6365418 B1号 に 記 載 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 核 酸 お よ び そ の 他 の バ イ オ ポ リ マ ー 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 両 方 の 測 定 の た め の い わ ゆ
る 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 に つ い て の 開 示 で は 、 ど の よ う に し て 複 数 の 特 定 の 認 識 要 素 が 分 析
物 認 識 の た め の ア レ イ を 作 成 す る た め に 別 々 の 測 定 領 域 に 固 定 化 さ れ る の か 、 お よ び 、 ど
の よ う に し て お そ ら く は 複 雑 な 混 合 物 中 に て 分 析 物 を 含 む 分 析 す べ き サ ン プ ル と 接 触 さ せ
る の か が 記 載 さ れ て い る 。 公 知 の 開 示 に よ る と 、 一 般 的 に 相 異 な る 分 析 物 が 相 異 な る 認 識
要 素 を 有 す る 測 定 領 域 に 結 合 す る た め に 、 分 離 し た 別 々 の 測 定 領 域 に お い て 可 能 な 限 り 純
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粋 な 形 態 で 相 異 な る 特 定 の 認 識 要 素 が 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の 種 の 公 知 の ア ッ セ イ に は 、 可 能 な 限 り 質 的 に 純 粋 に 固 定 化 さ れ た 特 定 の 認 識 要 素 が
、 場 合 に よ っ て は 非 常 に 労 力 の か か る 工 程 に よ り 濃 縮 さ れ る 必 要 が あ る 。 相 異 な る 認 識 要
素 は 、 そ の 物 理 化 学 特 性 (例 え ば 、 そ の 極 性 )に 関 し て も 多 か れ 少 な か れ 異 な っ て い る の で
、 接 着 促 進 層 に よ り 媒 介 さ れ て い て も よ い 、 例 え ば 、 吸 着 ま た は 共 有 結 合 に よ る 、 共 通 の
支 持 体 上 の 別 々 の 測 定 領 域 に お け る 最 適 な 固 定 化 の た め の 条 件 も ま た そ れ に 対 応 し て 相 違
す る 。 し た が っ て 、 複 数 の 相 異 な る 認 識 要 素 の 固 定 化 の た め に 選 択 し た 条 件 (例 え ば 、 接
着 促 進 層 の 性 質 )は 固 定 化 さ れ る べ き す べ て の 認 識 要 素 に つ い て 最 適 と す る こ と は ほ と ん
ど 不 可 能 で あ る が 、 一 般 的 に は 目 的 の 相 異 な る 認 識 要 素 の 固 定 化 特 性 の 間 の 妥 協 条 件 で あ
ろ う 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 こ の 種 の ア ッ セ イ の 欠 点 は 、 一 定 数 の サ ン プ ル に お け る 分 析 物 の 測 定 に つ い て
、 相 異 な る サ ン プ ル が ア プ ラ イ さ れ る 共 通 の 支 持 体 ま た は 別 々 の 支 持 体 上 に 、 対 応 す る 数
の 別 々 の ア レ イ を 提 供 す る 必 要 が あ る こ と で あ る 。 こ の こ と は 複 数 の 相 異 な る サ ン プ ル の
分 析 の た め に は 、 そ の 製 造 が 比 較 的 複 雑 で あ る 多 数 の 別 々 の ア レ イ が 必 要 で あ る こ と を 意
味 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 例 え ば 、 解 離 に 好 適 な 条 件 下 で は 、 固 定 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と サ ン プ ル 中 に 供
給 さ れ た 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 で 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド は 、 高 い 効 率 で 解 離
し 得 、 し た が っ て 認 識 表 面 は 「 再 生 さ れ る 」 と 記 載 さ れ て い る ; し か し 、 100%の 再 生 は ほ
と ん ど 保 証 さ れ 得 な い 。 タ ン パ ク 質 と の 生 物 親 和 性 複 合 体 の 場 合 、 複 合 体 形 成 工 程 は し ば
し ば 非 可 逆 的 で あ り 、 即 ち 、 認 識 表 面 は 再 生 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 そ れ ゆ え 複 数 の サ ン プ ル に 含 ま れ る 分 析 物 に つ い て 、 共 通 の 支 持 体 上 の 単 一 の ア レ イ に
お い て 該 複 数 の サ ン プ ル が 同 時 に 分 析 さ れ う る 改 良 さ れ た ア ッ セ イ 構 造 が 必 要 と さ れ て い
る 。 こ の 目 的 の た め に 、 相 異 な る 特 定 の 認 識 要 素 で は な く 、 分 析 す べ き サ ン プ ル 自 体 を 、
可 能 で あ れ ば 直 接 に さ ら な る 前 処 理 無 し に 、 あ る い は 可 能 な 限 り 少 な い 前 処 理 工 程 の 後 に
、 支 持 体 に 固 定 化 す る の が 有 用 で あ ろ う 。 以 後 、 こ の タ イ プ の ア ッ セ イ 構 造 を 「 逆 型 ア ッ
セ イ 構 造 」 と 称 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 米 国 特 許 第 6316267号 に お い て 、 (お そ ら く は 複 雑 な サ ン プ ル 混 合 物 中 に あ る )ポ リ ア ミ
ノ 酸 が 、 例 え ば 、 固 体 ま た は 「 半 固 体 」 サ ン プ ル マ ト リ ッ ク ス に ア プ ラ イ さ れ る 方 法 が 記
載 さ れ て い る 。 し か し 検 出 工 程 は 、 生 物 親 和 性 ア ッ セ イ に て 行 わ れ る の で は な く 、 該 開 示
に 例 示 さ れ て い る よ う な 特 定 の 金 属 錯 体 を 含 む 試 薬 の 混 合 物 を 用 い た 染 色 に よ り 行 わ れ て
い る 。 こ れ は 明 ら か に 特 定 の 分 析 物 検 出 の 方 法 で は な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 米 国 特 許 第 6287768号 に お い て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら 測 定 す べ き 種 々 の RNA 分 子 を 単
離 し 、 サ イ ズ に よ り 分 離 し 、 固 体 支 持 体 に 沈 着 さ せ 、 そ の 上 で 例 え ば 既 知 の 相 補 的 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 際 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に お い て
測 定 す る 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 そ の 特 許 の 開 示 に よ る と 、 測 定 す べ き 生 物 か ら 単 離 さ れ
た RNA分 子 は 、 多 量 に 存 在 す る 場 合 は 直 接 さ ら な る 測 定 方 法 に 供 し て も よ い が 、 そ う で な
け れ ば 前 も っ て 公 知 の 増 幅 方 法 (例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 「 PCR」 )に よ り 増 幅 さ
れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 米 国 特 許 第 6287768号 に て 提 案 さ れ た 方 法 は 、 相 異 な る サ ン プ ル か ら の RNAを 同 時 に 測 定
す る 機 会 を 提 供 す る も の で あ る が 、 そ れ は 依 然 と し て 多 数 の 労 力 の か か る サ ン プ ル 調 製 工
程 、 具 体 的 に は 生 物 学 的 サ ン プ ル マ ト リ ッ ク ス か ら の 単 離 、 次 い で 分 子 サ イ ズ に よ る サ ン
プ ル の 分 離 を 必 要 と す る も の で あ る 。 RNAの 例 に つ い て し か 記 載 さ れ て い な い 特 許 請 求 さ
れ た 方 法 は 、 少 な く と も も と の サ ン プ ル マ ト リ ッ ク ス か ら の 単 離 、 お よ び サ イ ズ に よ る バ
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イ オ ポ リ マ ー の 分 離 を 必 要 と す る と い う 事 実 に 鑑 み る と 、 こ の 分 離 工 程 後 か つ 分 析 工 程 前
に 相 対 的 な 分 子 の 組 成 は も と の サ ン プ ル の 相 対 的 な 分 子 の 組 成 と は 異 な る も の と な っ て い
る と 予 測 せ ざ る を 得 な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 以 下 、 「 同 一 の 相 対 的 な 分 子 の 組 成 」 と の 語 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質
が 細 胞 集 団 に よ っ て 発 現 さ れ る 場 合 、 分 析 に お い て 測 定 さ れ る べ き 分 析 物 ま た は そ の 修 飾
形 態 (リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 メ チ ル 化 、 ま た は ア セ チ ル 化 形 態 等 )の 濃 度 比 が 、 変 化 し
な い ま ま で あ る こ と を 意 味 す る 。 こ の 命 名 に し た が っ て 、 溶 媒 ま た は マ ト リ ッ ク ス 分 子 の
含 量 ま た は そ の 他 の 対 応 す る 測 定 方 法 に お い て 測 定 さ れ な い 分 子 の 含 量 に お け る 変 化 は こ
の 語 を 用 い る 場 合 に は 無 視 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ れ ら の 方 法 に お い て 適 用 さ れ る 検 出 工 程 は 一 般 に サ ン プ ル に お け る 測 定 す べ き 分 析 物
に 要 求 さ れ る 検 出 限 界 に 達 成 す る ほ ど に は 感 受 性 で は な い と い う 事 実 は 、 こ れ ら 分 析 方 法
に お い て 記 載 さ れ た 分 離 ま た は 濃 縮 工 程 が 含 ま れ る こ と の 理 由 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 特 に タ ン パ ク 質 イ ム ノ ア ッ セ イ と い っ た ア ッ セ イ の 場 合 、 固 体 支 持 体 上 で 取 り 扱 い を 簡
便 に す る た め に 、 ま た 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 互 い に 相 互 作 用 す る 結 合 パ ー ト ナ ー の 固
定 化 の た め に 、 自 立 ま た は 被 覆 さ れ て い て も よ い 、 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 等 の 多 孔
性 担 体 な ど の 三 次 元 表 面 を 有 す る 担 体 上 に 作 成 さ れ た 測 定 領 域 の ア レ イ を 用 い て ア ッ セ イ
が 行 わ れ る 方 法 が 知 ら れ て お り 、 こ れ に よ っ て 相 互 作 用 表 面 が 増 大 し 、 そ し て 検 出 感 度 も
向 上 す る 。 し か し こ れ ら 三 次 元 固 定 化 表 面 の 重 大 な 欠 点 は 、 隣 接 す る 液 状 媒 体 か ら の 輸 液
交 換 ま た は 流 体 置 換 の 遅 延 が 避 け ら れ な い こ と で あ り 、 こ れ に よ っ て 結 合 反 応 速 度 が 大 幅
に 低 下 し 、 そ し て 分 析 物  (即 ち 本 発 明 の 範 囲 に 関 す る と 、 目 的 タ ン パ ク 質 )検 出 の た め に
ア プ ラ イ さ れ た 非 特 異 的 結 合 ま た は 非 特 異 的 吸 着 し た 結 合 試 薬 ま た は 検 出 試 薬 の 除 去 が 大
幅 に 干 渉 さ れ 、 そ れ に 伴 い 、 こ の 場 合 は 主 に 非 特 異 的 結 合 ま た は 吸 着 事 象 に 起 因 す る 「 バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル 」 が 増 大 す る リ ス ク が 高 く な っ て し ま う 。 さ ら に 、 複 数 の 相 異 な
る 分 析 物 の 、 一 般 的 な タ イ プ (即 ち 、 い わ ゆ る 同 一 の 相 対 的 な 分 子 の 組 成 で 沈 着 さ せ た 「
ス ポ ッ ト 」 の タ イ プ )の 測 定 領 域 に お け る 検 出 の た め に は 、 固 定 化 表 面 が 三 次 元 形 状 で あ
る こ と に よ り 、 相 異 な る 分 析 物 、 即 ち 特 定 の タ ン パ ク 質 に つ い て の 検 出 条 件 が 、 固 定 化 さ
れ た 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 空 間 的 に 異 な る 分 布 と ア プ ラ イ さ れ た 対 応 す る 結 合 試 薬 と 検
出 試 薬 の ア ク セ ス の た め の 空 間 的 に 異 な る 条 件 の た め に 変 わ っ て し ま う リ ス ク が 高 く な る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 そ れ ゆ え 、 労 力 の か か る 調 製 工 程 の た め の コ ス ト を 低 減 し 、 要 求 さ れ る 試 薬 体 積 を 小 さ
く す る た め に 、 サ ン プ ル が 供 さ れ る 前 処 理 を 最 小 化 し つ つ 、 サ ン プ ル か ら の タ ン パ ク 質 発
現 プ ロ フ ァ イ ル の 作 成 を 可 能 と す る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム が 必 要 で あ る 。 さ ら に 生 化 学
的 相 互 作 用 お よ び 認 識 表 面 と し て の 三 次 元 表 面 の 上 記 の 欠 点 を 避 け る こ と が 出 来 る 分 析 用
プ ラ ッ ト フ ォ ー ム お よ び 方 法 が 望 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ れ ら の 解 決 手 段 を 本 発 明 に よ り 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
　 図 1は 、 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム お よ び 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ
ー ム と し て の 一 般 的 な 固 体 支 持 体 上 の (沈 着 さ せ た サ ン プ ル に し た が っ て ) 6つ の 同 一 の 測
定 領 域 の ア レ イ の 配 置 を 示 す 。 作 成 し た 測 定 領 域 の 配 置 の 形 状 は ２ つ の 拡 大 図 に 示 す (詳
細 な 説 明 に つ い て は 明 細 書 の 記 載 を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 図 2は 、 左 部 分 に 、 1:500 希 釈 の Cy3-抗 -β -ア ク チ ン (ア プ ラ イ 濃 度 : 6 nM; 露 光 時 間 ：
5秒 、 表 示 範 囲 ： 0-20 000)と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の 測 定 領 域 の ア レ イ か ら の 等 方 放 射
蛍 光 の イ メ ー ジ を 示 す 。 右 部 分 :測 定 領 域 の ア レ イ の レ イ ア ウ ト (1 =第 一 対 照 細 胞 可 溶 化
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液 と し て の 「 非 開 示 細 胞 可 溶 化 液  I」 、 2 =ア ッ セ イ 性 能 に つ い て の 質 的 対 照 と し て の 「
非 開 示 処 理 済 細 胞 可 溶 化 液  II」 、 3 = ス ポ ッ テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー 、 4 = 非 処 理 大 腸 癌 組
織 可 溶 化 液  =「 腫 瘍 可 溶 化 液 1」 、 5 = 処 理 済 大 腸 癌 組 織 可 溶 化 液   = 「 腫 瘍 可 溶 化 液 2」
、  6 = 空 ;各 可 溶 化 液 に つ い て の サ ン プ ル 希 釈 度 は 左 か ら 右 へ と 上 昇 す る 。 図 1も 参 照 さ
れ た い )。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 図 3は 、 非 処 理 お よ び 処 理 済 大 腸 癌 組 織 可 溶 化 液 (即 ち 、 「 腫 瘍 可 溶 化 液 1お よ び 2」 )の
両 方 に つ い て の 希 釈 プ ロ ッ ト を 示 す 。 デ ー タ ポ イ ン ト は タ ン パ ク 質 濃 度 に つ い て の 2連 (複
製 )の ス ポ ッ ト の 平 均 正 味 蛍 光 シ グ ナ ル を 示 す 。 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 Cy3-抗 -β -ア ク チ ン  抗
体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 生 じ た (RFI = 基 準 化 (Referenced)蛍 光 強 度 )。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 図 4は 、 ス ポ ッ ト し た 細 胞 お よ び 腫 瘍 組 織 可 溶 化 液 の す べ て に お け る β -ア ク チ ン の 検 出
に つ い て の 基 準 化 蛍 光 強 度  (RFI)を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 図 5は 、 ２ つ の 大 腸 癌 組 織 可 溶 化 液 お よ び 内 部 対 照 と し て の ２ つ の 細 胞 可 溶 化 液 (そ れ ぞ
れ 非 処 理 お よ び 処 理 済 )に つ い て の 異 な る 測 定 領 域 の ア レ イ に て 測 定 し た タ ン パ ク 質 発 現
に つ い て の バ ー ・ プ ロ ッ ト ・ プ ロ フ ァ イ ル を 示 し 、 こ れ ら 可 溶 化 液 は 特 異 的 結 合 試 薬 と し
て の 相 異 な る シ グ ナ ル 伝 達 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 (経 路 活 性 化 )に 特 異 的 な 抗 体 、 次 い で 検 出
試 薬 と し て の 対 応 す る 蛍 光 標 識 抗 -種 抗 体 (経 路 活 性 化 に つ い て の 例 )と イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 6は 、 ２ つ の 大 腸 癌 組 織 可 溶 化 液 お よ び 内 部 対 照 と し て の ２ つ の 細 胞 可 溶 化 液 (そ れ ぞ
れ 非 処 理 お よ び 処 理 済 )に つ い て の 異 な る 測 定 領 域 の ア レ イ に て 測 定 し た タ ン パ ク 質 発 現
に つ い て の バ ー ・ プ ロ ッ ト ・ プ ロ フ ァ イ ル を 示 し 、 こ れ ら 可 溶 化 液 は 異 な る 細 胞 シ グ ナ ル
伝 達 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 (細 胞 増 殖 )に 特 異 的 な 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 図 7は 、 ２ つ の 大 腸 癌 組 織 可 溶 化 液 お よ び 内 部 対 照 と し て の ２ つ の 細 胞 可 溶 化 液 (そ れ ぞ
れ 非 処 理 お よ び 処 理 済 ) に つ い て の 異 な る 測 定 領 域 の ア レ イ に て 測 定 し た タ ン パ ク 質 発 現
に つ い て の バ ー ・ プ ロ ッ ト ・ プ ロ フ ァ イ ル を 示 し 、 こ れ ら 可 溶 化 液 は 異 な る ア ポ ト ー シ ス
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 (ア ポ ト ー シ ス )に 特 異 的 な 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 8は 、 各 タ ン パ ク 質 分 析 物 に つ い て 示 さ れ た 「 シ グ ナ ル 倍 数 」 (処 理 済 お よ び 非 処 理 細
胞 集 団 (サ ン プ ル )か ら 得 ら れ た シ グ ナ ル の 間 の 実 施 例 の セ ク シ ョ ン 3.4.に 記 載 の よ う に 基
準 化 お よ び 正 規 化 し た 蛍 光 シ グ ナ ル の 比 )を 示 す 。 黒 色 バ ー :発 現 シ グ ナ ル (RFI)か ら 計 算
し た シ グ ナ ル 倍 数 > LOD; 白 色 バ ー : 発 現 シ グ ナ ル (RFI)か ら 計 算 し た シ グ ナ ル 倍 数 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 の 第 一 の 対 象 は 、 以 下 を 含 む １ 以 上 の 細 胞 集 団 の 定 性 的 お よ び /ま た は 定 量 的 タ
ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 作 成 方 法 で あ る :
-１ 以 上 の 細 胞 集 団 の 可 溶 化 液 を 作 成 す る こ と 、 該 可 溶 化 液 は そ れ ぞ れ の 細 胞 集 団 に よ っ
て 発 現 さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 、
-実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 を 提 供 す る こ と 、
-希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 、 該 固 体 支 持 体 上 に 直 接 的 に 、 ま た は 、 該 固 体 支 持 体 上 に ア
プ ラ イ さ れ た 接 着 促 進 層 上 に 、 少 量 の 細 胞 可 溶 化 液 を 沈 着 サ ン プ ル と し て 別 々 の 部 位 に 沈
着 さ せ 、 そ れ に よ っ て 該 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 測 定 領 域 の １ 以 上 の １ 次 元 ま た は ２ 次 元 ア
レ イ を 作 成 す る こ と 、
-別 々 の 測 定 領 域 に お け る 細 胞 可 溶 化 液 に 含 ま れ る 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 の 特 異 的 結 合 パ
ー ト ナ ー と し て 複 数 の (即 ち １ 以 上 の ) 結 合 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と 、 お よ び 適 当 で あ る
な ら ば 、 該 １ 以 上 の 測 定 領 域 の ア レ イ に １ 以 上 の 検 出 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と 、 該 結 合 試
薬 お よ び 該 検 出 試 薬 は 、 １ 以 上 の ア レ イ の 別 々 の 測 定 領 域 に 逐 次 的 に ア プ ラ イ さ れ る か 、
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ま た は 検 出 試 薬 が 結 合 試 薬 に 結 合 し た 後 、 単 一 添 加 工 程 に て ア プ ラ イ さ れ る 、 そ し て 、
-該 １ 以 上 の ア レ イ の 別 々 の 測 定 領 域 か ら 生 じ る 光 シ グ ナ ル を 局 所 的 に 分 解 し た 様 式 で 測
定 お よ び 記 録 す る こ と 、
こ こ で 該 実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 は 無 孔 性 で あ り 、 か つ 、 ア プ ラ イ し て も よ い 接 着 促 進
層 は 厚 さ 1μ m未 満 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 例 え ば 「 あ る 」 ま た は 「 １ つ の 」 ア プ ラ イ す べ き 結 合 試 薬 と い っ た 語 は 、 特 に 断 り の な
い 限 り 、 「 あ る 」 ま た は 「 １ つ の 」 ア プ ラ イ さ れ た 試 薬 溶 液 に お け る も の と 同 種 の 複 数 の
か か る 化 合 物 の ア プ ラ イ の 意 味 も 常 に 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 作 成 」 と い う 語 は 、 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 に つ い て の
同 じ 分 子 実 体 の 絶 対 お よ び /ま た は 相 対 コ ピ ー 数 の 測 定 お よ び 、 翻 訳 後 修 飾 の す べ て の 形
態 (例 え ば 、 リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 メ チ ル 化 、 ア セ チ ル 化 等 )に お け る か か る 「 タ ン パ
ク 質 」 の 検 出 を 含 む 。 適 用 の 特 定 の 目 的 に 応 じ て 、 こ れ ら 異 な る 形 態 は 、 結 合 お よ び 検 出
工 程 に お い て 識 別 さ れ 得 る も の で も よ く 、 あ る い は 識 別 さ れ な い も の で も よ い (以 下 を 参
照 )。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 定 性 的 」 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ と い う 語 は 、 対 応 す る タ ン パ ク 質 が 、 調 査
す る サ ン プ ル (希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 沈 着 し た 細 胞 可 溶 化 液 )中 に 存 在 す る か あ る い は
か か る サ ン プ ル に 存 在 し な い か を 判 定 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 定 量 的 」 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ と い う 語 は 、 沈 着 し た サ ン プ ル 中 に 含 ま れ
る 目 的 の タ ン パ ク 質 の 絶 対 お よ び /ま た は 相 対 量 が 測 定 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 そ れ ゆ え
、 「 相 対 」 量 は 、 基 準 ま た は 較 正 サ ン プ ル と 比 較 し た 量 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 対 象 は 、 特 に 、 以 下 を 含 む ２ 以 上 の 細 胞 集 団 の 定 性 的 お よ び /ま た は 定 量 的 示
差 的 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 作 成 方 法 で あ る :
-細 胞 集 団 の 第 一 の 可 溶 化 液 を 作 成 す る こ と 、 該 可 溶 化 液 は 、 そ れ ぞ れ の 細 胞 集 団 に よ っ
て 発 現 さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 、
-さ ら な る 細 胞 集 団 の 第 二 ま た は 第 三 以 上 の 可 溶 化 液 を 作 成 す る こ と 、 該 可 溶 化 液 は そ れ
ぞ れ の 細 胞 集 団 に よ っ て 発 現 さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 、
-実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 を 提 供 す る こ と 、
-希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 、 該 固 体 支 持 体 上 に 直 接 的 に 、 ま た は 、 該 固 体 支 持 体 上 に ア
プ ラ イ さ れ た 接 着 促 進 層 上 に 、 少 量 の 細 胞 可 溶 化 液 を 沈 着 サ ン プ ル と し て 別 々 の 部 位 に 沈
着 さ せ 、 そ れ に よ っ て 該 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 測 定 領 域 の １ 以 上 の １ 次 元 ま た は ２ 次 元 ア
レ イ を 作 成 す る こ と 、
-別 々 の 測 定 領 域 に お け る 細 胞 可 溶 化 液 に 含 ま れ る 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 の 特 異 的 結 合 パ
ー ト ナ ー と し て 複 数 の 結 合 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と 、 お よ び 、 適 当 で あ る な ら ば 、 該 １ 以
上 の 測 定 領 域 の ア レ イ に １ 以 上 の 検 出 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と 、 該 結 合 試 薬 お よ び 該 検 出
試 薬 は 、 １ 以 上 の ア レ イ の 別 々 の 測 定 領 域 に 逐 次 的 に ア プ ラ イ さ れ る か 、 ま た は 検 出 試 薬
が 結 合 試 薬 に 結 合 し た 後 、 単 一 添 加 工 程 に て ア プ ラ イ さ れ る 、 そ し て 、
-希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 、 少 量 の 第 一 の 可 溶 化 液 の 沈 着 に よ っ て 作 成 さ れ た 測 定 領 域
か ら 生 じ る 光 シ グ ナ ル の 第 一 の 群 を 局 所 的 に 分 解 し た 様 式 で 測 定 お よ び 記 録 す る こ と 、
-希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 、 少 量 の 第 二 ま た は 第 三 以 上 の 可 溶 化 液 の 沈 着 に よ っ て 作 成
さ れ た 測 定 領 域 か ら 生 じ る 光 シ グ ナ ル の 第 二 ま た は 第 三 以 上 の 群 を 局 所 的 に 分 解 し た 様 式
で 測 定 お よ び 記 録 す る こ と 、
-光 シ グ ナ ル の 第 一 の 群 の 測 定 値 と 光 シ グ ナ ル の 第 二 ま た は 第 三 以 上 の 群 の 測 定 値 を 比 較
す る こ と 、
こ こ で 該 実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 は 無 孔 性 で あ り 、 か つ 、 ア プ ラ イ し て も よ い 接 着 促 進
層 は 厚 さ 1μ m未 満 で あ る 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 細 胞 集 団 の 第 一 の 可 溶 化 液 」 と い う 語 は 、 そ の タ ン パ ク 質 含 量 が 比 較 さ れ る 「 同 一 ま
た は 相 異 な る 細 胞 集 団 の 複 数 の 第 一 の 可 溶 化 液 」 も 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 該 「 第 一 の 可 溶 化 液 」 は 、 例 え ば 、 非 処 理 細 胞 集 団 か ら 得 て 、 対 照 サ ン プ ル と し て 用 い
て も よ い 。 該 「 さ ら な る 細 胞 集 団 の 第 二 ま た は 第 三 以 上 の 可 溶 化 液 」 は 、 例 え ば 、 生 理 活
性 化 合 物 で 処 理 さ れ た 細 胞 集 団 か ら 得 た も の で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 し た が っ て 、 「 さ ら な る 細 胞 集 団 の 第 二 ま た は 第 三 以 上 の 可 溶 化 液 」 と い う 語 は 、 「 さ
ら な る 細 胞 集 団 の 複 数 の 第 二 ま た は 第 三 以 上 の 可 溶 化 液 」 も 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 し た が っ て 、 複 数 の 第 一 お よ び /ま た は 第 二 ま た は 第 三 以 上 の 可 溶 化 液 が ア プ ラ イ さ れ
る 場 合 、 対 応 す る 複 数 の 光 シ グ ナ ル の 群 の 値 が 比 較 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 精 神 に お い て 、 固 体 支 持 体 上 の 、 空 間 的 に 分 離 し た 、 ま た は 、 別 々 の 測 定 領 域
は 、 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 ま た は 沈 着 さ れ た 基 準 化 試 薬 (例 え ば 、 蛍 光 標 識 さ れ た ウ シ 血 清
ア ル ブ ミ ン )に よ り 占 有 さ れ る 閉 じ た 領 域 と し て 定 義 さ れ る 。 こ れ ら 領 域 は い ず れ の 形 状
で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 円 形 、 長 方 形 、 三 角 形 、 楕 円 形 な ど の 形 態 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 可 溶 化 液 」 と い う 語 は 、 液 体 溶 液 中 で の 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に お け
る 沈 着 の た め に 提 供 さ れ る (provided for)、 細 胞 集 団 由 来 の 細 胞 の 集 合 か ら 得 ら れ る 液 体
サ ン プ ル に 対 し て 用 い ら れ る 。 可 溶 化 液 は 好 ま し く は 、 そ の 由 来 で あ る 細 胞 集 団 、 細 胞 組
織 培 養 物 の 全 プ ロ テ オ ー ム を 含 む よ う に 調 製 さ れ る 。 沈 着 さ せ る べ き 可 溶 化 液 は 適 当 な 緩
衝 溶 液 中 に 希 釈 し た も の で も よ い し 、 非 希 釈 の も の で も よ い 。 固 体 支 持 体 上 ま た は 該 固 体
支 持 体 上 の 接 着 促 進 層 の 上 の 別 々 の 部 位 に 沈 着 さ せ る 可 溶 化 液 は 、 可 溶 化 液 が 作 成 さ れ た
細 胞 集 団 と 、 そ の 中 で 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 が 同 一 の 相 対 的 な 分 子 の 組 成 を 有 す る の が 好
ま し い 。 具 体 的 用 途 に 応 じ て 、 可 溶 化 液 は 、 固 体 支 持 体 上 へ の そ の 沈 着 の 前 に さ ら に 異 な
る 様 式 で 処 理 さ れ て も よ い 。 可 溶 化 液 は 、 バ イ オ ポ リ マ ー ま た は そ れ に 含 ま れ る そ の 修 飾
形 態 の 消 化 を 妨 げ る た め に 、 既 知 の 添 加 剤 、 例 え ば 、 安 定 剤 、 例 え ば 、 酵 素 阻 害 剤 を 含 ん
で い て も よ い 。 可 溶 化 液 は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お け る サ ン プ ル の 「 ス パ イ ク (spiking
)」 と 同 程 度 に て 、 添 加 剤 と し て 測 定 す べ き 分 析 物 と 類 似 し た 既 知 の 濃 度 の 化 合 物 を (標 準
と し て )含 ん で い て も よ い 。 か か る 添 加 剤 は 、 例 え ば 、 較 正 の 目 的 で 用 い る こ と が 出 来 る
。 さ ら に 、 可 溶 化 液 は 、 サ ン プ ル マ ト リ ッ ク ス と 類 似 で あ る が 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 と は
異 な る 、 例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン  (BSA)な ど の 化 合 物 の 添 加 剤 を 含 ん で い て も よ く 、
そ れ は 、 例 え ば 、 測 定 領 域 に お け る 固 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 分 子 の 表 面 密 度 の 制 御 の た め
に 用 い ら れ る 。 必 要 で あ れ ば 、 不 溶 性 物 質 を 、 例 え ば 、 遠 心 分 離 に よ っ て 可 溶 化 液 か ら 分
離 し て も よ い 。 可 溶 化 液 は 、 ろ 過 お よ び /ま た は 分 画  お よ び /ま た は 希 釈 の 他 の さ ら な る
サ ン プ ル 処 理 工 程 に 供 さ な い の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 検 出 す べ き 分 析 物 」 と い っ た 語 は 、 特 に 断 り の な い
限 り 、 同 種 の 複 数 の タ ン パ ク 質 ま た は 分 析 物 分 子 の 検 出 の 意 味 も 常 に 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 翻 訳 後 修 飾 の す べ て の 形 態 (例 え ば 、 リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 メ チ ル 化 、 ア セ チ ル 化
、 な ど )を 含 む 、 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 は 、 未 変 性 形 態 ま た は 例 え ば
、 尿 素 ま た は 界 面 活 性 剤  (例 え ば SDS)に よ る 可 溶 化 液 の 処 理 後 の 変 性 形 態 で 存 在 し う る 。
沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 、 尿 素 に よ る 処 理 後 、 そ の エ ピ
ト ー プ が そ の 対 応 す る 特 異 的 結 合 試 薬 に 対 す る 結 合 に 自 由 に 利 用 可 能 と な る よ う に 変 性 形
態 に て 存 在 す る 。 こ れ は 尿 素 に よ る 処 理 に よ り 三 次 お よ び 四 次 構 造 が 破 壊 さ れ る こ と に よ
り 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 に よ る 方 法 の 感 度 は 、 分 析 す べ き サ ン プ ル と し て の 可 溶 化 液 が
さ ら に 高 度 に 希 釈 さ れ 、 混 合 物 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 が 、 あ る 場 合 に は 濃 度 が 非 常 に 低 く
、 そ れ に と も な っ て 一 つ の 測 定 領 域 に お け る 利 用 可 能 な 量 が 少 な い に も か か わ ら ず 、 高 度
に 正 確 に (定 量 的 に )測 定 さ れ う る 程 度 の 高 感 度 な も の で あ り 、 既 知 の 常 套 方 法 に よ っ て は
不 可 能 な も の で あ る 。 本 発 明 に よ る 方 法 の 場 合 、 サ ン プ ル に 含 ま れ 、 測 定 さ れ る べ き 分 析
物 と し て の 沈 着 さ せ た タ ン パ ク 質 が 、 そ の 固 定 化 後 で さ え 、 も と の サ ン プ ル に お け る 組 成
と 一 般 に 同 一 の 相 対 的 な 分 子 の 組 成 で 存 在 す る と い う 重 要 な 利 点 を 有 す る 。 本 発 明 に よ る
方 法 は し た が っ て 、 他 の 方 法 で は 典 型 的 な 濃 縮 お よ び 分 離 工 程 を 避 け る こ と が 出 来 る た め
、 も と の サ ン プ ル の 全 体 の 分 子 組 成 を 表 す 分 析 結 果 を 提 供 し う る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 精 神 に お い て 、 分 析 す べ き サ ン プ ル に 含 ま れ る 別 の 化 合 物 と 識 別 さ れ 得 、 か つ
そ の 目 的 の た め に ア プ ラ イ さ れ る 特 異 的 検 出 試 薬 に よ っ て 結 合 さ れ 得 る 、 分 子 種 ま た は 化
合 物 、 特 に 、 タ ン パ ク 質 は 「 分 析 物 」 と 称 さ れ る 。 も し 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 非 リ ン 酸
化 形 態 で は な く 、 リ ン 酸 化 形 態 の み を 検 出 す る 場 合 は 、 こ れ ら 二 形 態 の タ ン パ ク 質 は こ の
定 義 に よ る ２ つ の 相 異 な る 分 析 物 に 対 応 す る 。 別 の 結 合 試 薬 に よ っ て い ず れ か の リ ン 酸 化
化 合 物 ま た は 種 が 認 識 さ れ 、 結 合 さ れ る と 、 か か る 条 件 下 で 、 対 応 す る リ ン 酸 化 化 合 物 ま
た は 種 は 共 に １ つ の 分 析 物 で あ る 。 こ の 定 義 に よ る と 、 分 析 物 の た め の 特 異 的 結 合 試 薬 は
、 例 え ば 、 リ ン 酸 化 ま た は グ リ コ シ ル 化 ま た は メ チ ル 化 ま た は ア セ チ ル 化  (あ る い は そ れ
に 対 応 し て 非 リ ン 酸 化 お よ び /ま た は 非 グ リ コ シ ル 化 お よ び /ま た は 非 メ チ ル 化 お よ び /ま
た は 非 ア セ チ ル 化 )形 態 の 検 出 さ れ る 化 合 物 を も っ ぱ ら 認 識 し 、 結 合 す る よ う に 選 択 し て
も よ い 。 細 胞 ま た は 生 物 に お け る 生 物 学 的 シ グ ナ ル 伝 達 系 路 の 活 性 は 、 対 応 す る シ グ ナ ル
伝 達 系 路 を 制 御 す る リ ン 酸 化 ま た は グ リ コ シ ル 化 ま た は メ チ ル 化 ま た は ア セ チ ル 化 化 合 物
の 割 合 と (シ グ ナ ル 伝 達 系 路 の 性 質 に 応 じ て )相 関 し う る 。 対 応 す る 化 合 物 の 全 量 に お け る
リ ン 酸 化 お よ び グ リ コ シ ル 化 形 態 の 相 対 比 、 即 ち 、 そ の リ ン 酸 化 お よ び そ の グ リ コ シ ル 化
形 態 に あ る 化 合 物 の 量 の 、 リ ン 酸 化 お よ び 非 リ ン 酸 化 形 態 ま た は グ リ コ シ ル 化 お よ び 非 グ
リ コ シ ル 化 形 態 に あ る こ の 化 合 物 の 全 量 中 で の 比 は そ れ ぞ れ 以 下 に お い て 、 サ ン プ ル に お
け る 対 応 す る 化 合 物 の リ ン 酸 化 度 お よ び グ リ コ シ ル 化 度 と 称 す る 。 メ チ ル 化 度 ま た は ア セ
チ ル 化 度 も 同 様 に 定 義 さ れ る 。 リ ン 酸 化 度 お よ び グ リ コ シ ル 化 度 、 な ら び に メ チ ル 化 度 お
よ び ア セ チ ル 化 度 は 化 合 物 の 「 活 性 化 度 」 と 総 称 さ れ る 。 し か し 、 化 合 物 の 活 性 化 度 は ま
た 化 合 物 の そ の 他 の 化 学 修 飾 形 態 も 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 特 異 的 結 合 試 薬 は 、 化 合 物  (タ ン パ ク 質 )が 特 定 の 三 次 元 構 造 に て 存 在 す る 場 合 の み 検
出 す べ き 化 合 物 (タ ン パ ク 質 )と 結 合 す る よ う に 選 択 す る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 多 く の 抗
体 は 、 特 定 の 三 次 元 構 造 に て 提 供 さ れ る 場 合 、 測 定 す べ き 化 合 物 の 特 定 の 部 分 領 域  (エ ピ
ト ー プ )の み を 認 識 し 、 結 合 す る 。 測 定 す べ き 化 合 物 の 立 体 配 座 状 態 に 応 じ て 、 こ れ ら 部
分 領 域  (エ ピ ト ー プ )は 対 応 す る 結 合 試 薬 の 結 合 に 利 用 可 能 と な る か 、 あ る い は 隠 れ て し
ま う 。 特 異 的 結 合 試 薬 は ま た 、 検 出 す べ き 化 合 物 の 領 域 に 結 合 す る よ う に 選 択 す る こ と が
出 来 、 こ れ ら 領 域 へ の 近 接 可 能 性 は 対 応 す る 化 合 物 の 三 次 元 構 造 と は 独 立 で あ る 。 適 切 に
選 択 さ れ た 結 合 試 薬 の 使 用 に よ り 、 サ ン プ ル に お い て 検 出 す べ き 、 特 定 の 立 体 配 座 状 態 を
示 す 化 合 物 の 総 量 の な か の 相 対 量 の 測 定 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 は 細 胞 集 団 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 作 成 の た め の 多 様 な 戦 略 を 可 能 と す
る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 相 異 な る タ ン パ ク 質 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と し て 相 異
な る 結 合 試 薬 が 各 々 相 異 な る 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 の た め の 相 異 な る ア レ イ に ア プ ラ イ さ
れ る 。 こ の 態 様 は 結 合 試 薬 に 付 着 す る 検 出 試 薬 を さ ら に ア プ ラ イ す る こ と に よ っ て 行 う こ
と が 出 来 、 こ こ で 結 合 試 薬 は 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い る 。 こ の 態 様 は し か し 、
例 え ば 、 分 析 物 検 出 の 測 定 方 法 と し て 用 い ら れ る 、 測 定 領 域 に お け る 表 面 に 結 合 し た 分 子
量 が 大 き く 、 そ の 結 果 局 所 的 に 屈 折 率 が 大 き く な っ て い る 場 合 、 か か る 検 出 試 薬 を 用 い な
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く て も 行 う こ と が 出 来 る (以 下 参 照 )。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 相 異 な る タ ン パ ク 質 が 共 通 の ア レ イ に お い て 検 出 さ れ 、 こ
れ は 、 該 ア レ イ に 相 異 な る 識 別 可 能 な 検 出 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と に よ っ て な さ れ 、 こ こ
で 、 検 出 す べ き 相 異 な る タ ン パ ク 質 の 数 は ア プ ラ イ さ れ る 相 異 な る 識 別 可 能 な 標 識 の 数 に
対 応 す る 。 こ の 態 様 は 明 ら か に 検 出 試 薬 の ア プ ラ イ を 必 要 と す る 。 こ の 場 合 、 相 異 な る 結
合 試 薬 お よ び 検 出 試 薬 は 同 時 ま た は 逐 次 に ア プ ラ イ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ れ ら ２ つ の 態 様 の 組 合 せ に お い て 、 複 数 の 相 異 な る タ ン パ ク 質 が 複 数 の 測 定 領 域 の ア
レ イ に お い て 検 出 さ れ 、 こ れ は 測 定 領 域 の ア レ イ 上 の 相 異 な る タ ン パ ク 質 お よ び /ま た は
相 異 な る 識 別 可 能 な 検 出 試 薬 の 検 出 の た め に 相 異 な る ア レ イ 上 に 相 異 な る タ ン パ ク 質 の 特
異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と し て 相 異 な る 結 合 試 薬 を ア プ ラ イ す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 に 基 づ く 細 胞 タ ン パ ク 質 発 現 の 研 究 の 実 際 の 範 囲 に 応 じ て 、 別 々 の 測 定 領 域 に 沈
着 さ せ る べ き 可 溶 化 液 は 様 々 に 選 択 す る こ と が 出 来 る 。 本 発 明 に よ る 方 法 の 一 つ の 可 能 な
態 様 の 特 徴 と し て 、 可 溶 化 液 は 関 連 し な い 細 胞 集 団 か ら 作 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 関 連 し な い 細 胞 集 団 」 と は 、 単 一 の も の と し て 共 通 の 培 養 工 程 に 供 さ れ て い な い 細 胞
集 団 、 即 ち 、 典 型 的 に は 、 相 異 な る 生 物 、 器 官 ま た は 細 胞 培 養 物 な ど に 由 来 し 互 い に 独 立
に 増 殖 ま た は 培 養 さ れ た 細 胞 集 団 で あ る 。 し た が っ て 、 こ の 用 語 は 、 例 え ば 、 相 異 な る ヒ
ト 、 動 物 ま た は 植 物 ま た は 生 物 一 般 由 来 、 相 異 な る 器 官 由 来 、 例 え ば 同 じ 器 官 か ら の 癌 組
織 と 健 康 組 織 と い っ た か か る 種 の 生 物 ま た は 器 官 の 相 異 な る 部 位 由 来 、 独 立 に 培 養 さ れ た
イ ン ビ ト ロ 細 胞 培 養 物 由 来 等 の 細 胞 集 団 を 含 む 。 こ の 語 は 例 え ば 、 同 一 の 生 物 ま た は 器 官
か ら 相 異 な る 時 点 で 得 た 細 胞 集 団 お よ び /ま た は イ ン ビ ト ロ 培 養 工 程 に お い て 相 異 な る 処
理 ま た は 相 異 な る タ イ プ の 曝 露 に 供 さ れ た 細 胞 集 団 を も 含 む 。 こ れ ら の 関 連 し な い 細 胞 集
団 の 可 溶 化 液 か ら 作 成 さ れ た 示 差 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 次 い で 、 例 え ば 、 相 異 な る 生 物 間
、 同 じ タ イ プ の 健 康 お よ び 疾 患 器 官 間 、 相 異 な る 生 物 間 な ど 、 特 に 、 相 異 な る 化 学 的 ま た
は 生 化 学 的 化 合 物 、 例 え ば 、 薬 剤 に よ る 処 理 、 ま た は 相 異 な る 生 育 条 件 に 曝 さ れ た 場 合 の
細 胞 発 現 の 差 異 の モ ニ タ ー に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 の 別 の 態 様 の 特 徴 は 、 相 異 な る 細 胞 可 溶 化 液 が 共 通 の 細 胞 集 団 か ら 得
ら れ た 相 異 な る 細 胞 亜 集 団 か ら 作 成 さ れ る こ と で あ る 。 例 え ば 、 相 異 な る 細 胞 亜 集 団 は 共
通 の 細 胞 集 団 か ら 相 異 な る 時 点 に て 得 た も の で あ っ て よ い 。 相 異 な る 細 胞 亜 集 団 は ま た 共
通 の 細 胞 集 団 か ら 得 た も の で あ っ て 、 次 い で 相 異 な る 試 薬 で 処 理 ま た は 刺 激 さ れ た 、 お よ
び /ま た は 相 異 な る 培 養 条 件 に 曝 露 さ れ た も の で あ っ て よ い 。 相 異 な る 試 薬 に よ る 処 理 ま
た は 刺 激 に は 、 相 異 な る 化 学 物 質 ま た は 薬 剤 の 細 胞 亜 種 団 の 培 養 物 へ の ア プ ラ イ が 含 ま れ
、 相 異 な る 培 養 条 件 へ の 曝 露 に は 、 一 般 的 に ア プ ラ イ さ れ る 培 養 条 件 は 曝 露 さ れ た 細 胞 培
養 物 に 含 ま れ る 特 定 の 化 合 物 に 特 異 的 に は ア プ ラ イ さ れ な い た め 、 例 え ば 、 UV光 、 熱 シ ョ
ッ ク 等 へ の 曝 露 が 含 ま れ 得 る 。 本 発 明 に よ る 方 法 の 別 の 重 要 な 態 様 に お い て 、 相 異 な る 細
胞 可 溶 化 液 は 疾 患 お よ び 健 康 細 胞 集 団 か ら 作 成 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 可 溶 化 液 が 作 成 さ れ る 元 で あ る 健 康 ま た は 疾 患 細 胞 集 団 お よ び /ま た は 処 理 ま た は 非 処
理 細 胞 集 団 お よ び /ま た は 刺 激 さ れ た 細 胞 集 団 は 以 下 を 含 む 群 由 来 で あ っ て よ い ： 原 核 細
胞 、 例 え ば 、 細 菌 、 お よ び 真 核 細 胞 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 動 物 、 ま た は 植 物 細 胞 、 特 に 、 ヒ ト
ま た は 動 物 組 織 、 例 え ば 、 器 官 、 皮 膚 、 毛 ま た は 骨 組 織 、 あ る い は 植 物 組 織 、 そ し て 、 細
胞 含 有 体 液 ま た は そ の 構 成 成 分 、 例 え ば 、 血 液 、 血 清 ま た は 血 漿 、 滑 液 、 涙 液 、 尿 、 唾 液
、 組 織 液 、 リ ン パ 液 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 細 胞 可 溶 化 液 の 作 成 に 用 い ら れ る 細 胞 集 団 ま た は そ の 部 分 は 以 下 を 含 む 群 の 既 知 の 方 法
に よ っ て 得 た も の で あ っ て よ い ： 組 織 ス ラ イ ス ま た は 組 織 診 、 特 に ミ ク ロ 調 製 方 法 、 例 え

10

20

30

40

50

(17) JP 2007-526460 A 2007.9.13



ば 、 レ ー ザ ー ・ キ ャ プ チ ャ ー ・ マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 サ ン プ ル は 固 体 支 持 体 上 ま た は そ の 上 に 沈 着 し た 接 着 促 進 層 の 上 に 直 接 、 別 々 の 測 定 領
域 に 横 方 向 に 選 択 的 に 沈 着 さ せ る こ と が で き 、 そ の 方 法 は 以 下 を 含 む 方 法 の 群 か ら 選 択 さ
れ る ： イ ン ク ジ ェ ッ ト ス ポ ッ テ ィ ン グ 、 ペ ン 、 ピ ン ま た は キ ャ ピ ラ リ ー に よ る 機 械 的 ス ポ
ッ テ ィ ン グ 、 「 ミ ク ロ 接 触 プ リ ン テ ィ ン グ 」 、 平 行 ま た は 交 差 マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル へ の 圧
力 差 ま た は 電 位 ま た は 電 磁 ポ テ ン シ ャ ル の 印 加 に よ る 供 給 を 介 し た サ ン プ ル と 測 定 領 域 の
流 体 接 触 、 お よ び 光 化 学 的 ま た は フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー 固 定 化 方 法 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 に し た が う と 、 一 般 的 に 、 複 数 の 相 異 な る タ ン パ ク 質 が １ つ の 測 定 領
域 に 同 時 に 固 定 化 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 複 数 の 、 即 ち 数 百 ま た は 数 千 の 、 相 異 な る タ ン パ
ク 質 が 分 析 物 と し て １ つ の 測 定 領 域 に 固 定 化 さ れ て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 は 高 感 度 で あ る た め に 、 非 常 に 小 容 積 お よ び 少 量 の サ ン プ ル が 使 用 さ
れ る 場 合 で も 分 析 可 能 で あ る 。 こ こ で サ ン プ ル の 量 は 別 々 の 測 定 領 域 に 沈 着 し て い る タ ン
パ ク 質 含 量 の 総 量 を 意 味 す る 。 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 20000 細 胞 未 満 の タ ン パ ク 質 含 量 を
含 む も の で あ っ て よ く 、 そ れ で も 高 度 に 正 確 に 分 析 さ れ る 。 沈 着 さ せ る サ ン プ ル は 1000 
細 胞 未 満 の タ ン パ ク 質 含 量 を 含 む も の で も よ い 。 必 要 な サ ン プ ル 量 は 100 細 胞 未 満 の タ ン
パ ク 質 含 量 を 含 む も の で あ っ て も よ く 、 た っ た 1～ 10細 胞 の 材 料 で あ っ て も よ く 、 こ の 場
合 で も 正 確 に 分 析 さ れ る 。 単 一 の 細 胞 の 内 容 物 に 対 応 す る タ ン パ ク 質 含 量 は 細 胞 当 量 と も
称 さ れ る 。 分 析 に 必 要 な か か る 少 量 の 細 胞 当 量 の 量 は 、 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 が 比 較 的 に
豊 富 で あ る 内 容 物 で あ る 場 合 に 必 要 と さ れ る 。 サ ン プ ル の 容 積 は 1μ l未 満 で あ る こ と も 可
能 で あ る 。 検 出 す ベ き サ ン プ ル 容 積 は 10 nl未 満 ま た は 1 nl未 満 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 特 に 細 胞 集 団 の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 測 定 お よ び /ま た は 比 較 の た め の 分 析 手
順 を 容 易 に す る た め に 、 検 出 す べ き 相 異 な る タ ン パ ク 質 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と し て 、
相 異 な る 結 合 試 薬 が 、 適 当 で あ る な ら ば １ 以 上 の 検 出 試 薬 の ア プ ラ イ と 共 に 各 検 出 す べ き
タ ン パ ク 質 に つ い て 、 相 異 な る ア レ イ に ア プ ラ イ さ れ る 場 合 で あ っ て 、 該 検 出 試 薬 が 識 別
可 能 で あ り 、 ２ 以 上 が 同 じ ア レ イ に ア プ ラ イ さ れ る 場 合 、 同 一 の 測 定 領 域 の ア レ イ の 複 製
物 が 共 通 の 固 体 支 持 体 上 に 提 供 さ れ る の が 好 ま し い : 本 発 明 に よ る 方 法 の さ ら に 好 ま し い
態 様 は そ れ ゆ え 、 希 釈 ま た は 非 希 釈 細 胞 可 溶 化 液 の 沈 着 部 位 が 、 沈 着 さ せ た 該 (希 釈 ま た
は 非 希 釈 )細 胞 可 溶 化 液 か ら の 沈 着 さ せ た 量 に 対 応 す る ２ つ の 相 異 な る ア レ イ に お け る 測
定 領 域 の 行 と 列 に 関 し て 類 似 の 位 置 で 、 同 一 の 形 状 に て 配 置 さ れ て い る 測 定 領 域 の 複 数 の
ア レ イ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 一 般 に 、 特 異 的 結 合 反 応 に て 分 析 物 測 定 の た め に 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー を 固 定 化 す る も
っ と も 簡 便 な 方 法 は 、 例 え ば 、 固 定 化 さ れ る 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と 固 体 支 持 体 と の 間 の
疎 水 性 相 互 作 用 に 基 づ く 物 理 的 吸 着 で あ る 。 し か し か か る 相 互 作 用 の 強 度 は 、 そ の 媒 体 の
組 成 お よ び そ の 極 性 や イ オ ン 強 度 な ど の 物 理 化 学 特 性 に よ っ て 大 幅 に 変 化 し う る 。 特 に 複
数 工 程 ア ッ セ イ に お い て 相 異 な る 試 薬 を 逐 次 供 給 す る 場 合 に は 、 認 識 要 素 、 本 発 明 の 場 合
は 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 の 接 着 は 、 表 面 へ の 純 粋 に 吸 着 性 の 固 定 化 の
後 で は し ば し ば 不 十 分 で あ る 。 そ れ ゆ え 接 着 を 改 善 す る た め に 、 固 体 支 持 体 が サ ン プ ル を
沈 着 さ せ る 接 着 促 進 層 を 含 む の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 接 着 促 進 層 の 厚 さ は 好 ま し く は 200 nm未 満 で あ り 、 特 に 好 ま し く は 20 nm未 満 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 様 々 な 材 料 が 接 着 促 進 層 の 作 成 に 好 適 で あ る 。 例 え ば 、 接 着 促 進 層 は 以 下 の 群 の 化 合 物
を 含 み う る ：  シ ラ ン 、 官 能 化 シ ラ ン 、 エ ポ キ シ ド 、 官 能 化 し た 荷 電 ま た は 極 性 ポ リ マ ー
お よ び 「 自 立 性 受 動 的 ま た は 官 能 化 単 層 ま た は 多 層 」 、 チ オ ー ル 、 ア ル キ ル ホ ス フ ァ ー ト
お よ び ア ル キ ル ホ ス フ ォ ナ ー ト 、 多 官 能 性 ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー 、 例 え ば 、 ポ リ (L)リ ジ ン /
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ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 該 接 着 促 進 層 は 一 般 式 I(A)の 有 機 リ ン 酸 ：
Y-B-OPO 3  H 2    (IA)
ま た は 一 般 式  I (B)の 有 機 ホ ス ホ ン 酸 ：
Y-B-PO 3  H 2     (IB)
の 群 の 化 合 物 お よ び そ れ ら の 塩 も 含 み 得 、 式 中 、 Bは 、 ア ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア ル キ ニ
ル 、 ア リ ー ル 、 ア ラ ル キ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル （ hetaryl)、 ま た は ヘ テ ロ ア リ ー ル ア ル キ ル
(hetarylalkyl） 残 基 で あ り 、 Yは 水 素 ま た は 以 下 の シ リ ー ズ の 官 能 基 で あ る ： 例 え ば 、 ヒ
ド ロ キ シ 、 カ ル ボ キ シ 、 ア ミ ノ 、 低 級 ア ル キ ル に よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い モ ノ ま た は
ジ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 チ オ ー ル 、 ま た は 以 下 の シ リ ー ズ 負 の 酸 性 基 で あ る ： 例 え ば 、 エ ス テ
ル 、 ホ ス フ ァ ー ト 、 ホ ス フ ォ ナ ー ト 、 ス ル フ ァ ー ト 、 ス ル フ ォ ナ ー ト 、 マ レ イ ミ ド 、 ス ク
シ ン イ ミ ジ ル 、 エ ポ キ シ ま た は ア ク リ ラ ー ト 。 こ れ ら 化 合 物 は 国 際 特 許 出 願  PCT/EP 01/1
0077に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て お り 、 そ の 開 示 全 体 を 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 め る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 好 ま し く は 、 測 定 領 域 に 固 定 化 さ れ た サ ン プ ル (希 釈 ま た は 非 希
釈 細 胞 可 溶 化 液 )の 相 対 的 な 分 子 の 組 成 が 、 該 測 定 領 域 に ア プ ラ イ さ れ る サ ン プ ル の 元 の
相 対 的 な 分 子 の 組 成 と 同 一 と な る よ う に 設 計 さ れ る 。 こ の 要 求 は 、 例 え ば 、 測 定 領 域 に 沈
着 さ せ る サ ン プ ル の 物 質 の 量 が 固 体 支 持 体 上 の 単 層 の 形 成 に 必 要 な 物 質 の 量 と 同 一 ま た は
そ れ よ り 少 な い こ と に よ っ て 満 た さ れ う る 。 同 時 に 、 結 合 試 薬 、 お よ び 適 当 で あ る な ら ば
そ れ ら と 接 触 さ れ る さ ら な る 検 出 試 薬 に 対 す る 分 析 物 と し て の タ ン パ ク 質 の 最 適 の 近 接 可
能 性 は 単 層 未 満 (sub-monolayer)が 固 体 支 持 体 の 表 面 を 被 覆 す る 場 合 に 生 じ る 。 近 接 可 能
性 は 前 も っ て 沈 着 さ せ た 接 着 促 進 層 が 方 向 性 の あ る 固 定 化 を 導 く 場 合 に さ ら に 改 善 さ れ 得
、 例 え ば 、 沈 着 し た サ ン プ ル に 含 ま れ る 抗 体 が そ の F C -部 分 に 結 合 し て 固 定 化 さ れ て い る
場 合 、 そ の 特 異 的 結 合 エ ピ ト ー プ の 近 接 可 能 性 が 生 じ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 に よ り 、 沈 着 し た サ ン プ ル 中 に 分 析 物 と し て 含 ま れ る １ 以 上 の 化 合 物
の 相 対 総 量 が 、 リ ン 酸 化 ま た は 非 リ ン 酸 化 形 態 お よ び /ま た は グ リ コ シ ル 化 お よ び /ま た は
非 グ リ コ シ ル 化 形 態 に お い て 現 れ る そ の 和 と し て 測 定 可 能 と な る 。 沈 着 し た サ ン プ ル 中 に
分 析 物 と し て 含 ま れ る １ 以 上 の 化 合 物 の 相 対 量 が 、 そ れ ら が リ ン 酸 化 お よ び /ま た は 非 リ
ン 酸 化 形 態 お よ び /ま た は グ リ コ シ ル 化 お よ び /ま た は 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 と し て 現 れ る 場
合 に 、 １ 以 上 の 該 形 態 に つ い て 測 定 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 は サ ン プ ル に 含 ま れ る １ 以 上 の 分 析 物 の 上 記 の 活 性 化 度 の 測 定 を 可 能
と す る 。 特 に 、 本 発 明 に よ る 方 法 は サ ン プ ル に 含 ま れ る １ 以 上 の 分 析 物 の リ ン 酸 化 度 お よ
び /ま た は グ リ コ シ ル 化 度 お よ び /ま た は メ チ ル 化 度 お よ び /ま た は ア セ チ ル 化 度 の 測 定 を
可 能 と す る 。 高 感 度 で 非 常 に 正 確 か つ 再 現 性 の あ る こ と の 結 果 と し て 、 特 に 、 同 時 に ま た
は 選 択 的 に 適 用 さ れ う る 多 数 の 独 立 の 基 準 化 お よ び 較 正 方 法 の 結 果 と し て 、 第 一 の サ ン プ
ル お よ び １ 以 上 の 比 較 サ ン プ ル に お け る 分 析 物 と し て リ ン 酸 化 お よ び /ま た は 非 リ ン 酸 化
お よ び /ま た は グ リ コ シ ル 化  お よ び /ま た は 非 グ リ コ シ ル 化 お よ び /ま た は メ チ ル 化 お よ び
/ま た は 非 メ チ ル 化 お よ び /ま た は ア セ チ ル 化 お よ び /ま た は 非 ア セ チ ル 化 形 態 に て 含 ま れ
る １ 以 上 の 化 合 物 の 相 対 量 の 間 の 20%未 満 、 好 ま し く は 10%未 満 の 差 異 が １ 以 上 の 該 形 態 に
つ い て 測 定 で き る と い う こ と が 本 発 明 に よ る 方 法 の さ ら な る 特 徴 で あ る 。 本 発 明 に よ る 方
法 は ま た 、 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に お い て 、 そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 濃 度 に お け る 僅
か な 差 異 、 例 え ば 40 %、 好 ま し く は 30 %未 満 、 も っ と も 好 ま し く は 10 %未 満 の 差 異 の 測 定
を 、 相 異 な る 関 連 す る か ま た は 関 連 し な い 細 胞 集 団 か ら の 可 溶 化 液 の 測 定 に よ っ て 可 能 と
す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 方 法 の 固 有 の 特 異 的 な 高 感 度 性 お よ び 同 一 の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 使 用 す る 基 準
化 お よ び /ま た は 較 正 の 可 能 性 の 多 様 性 の 結 果 、 本 方 法 に よ り 得 ら れ る 測 定 結 果 の 変 位 は
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非 常 に 小 さ い こ と が 本 発 明 に よ る 方 法 の 重 要 な 利 点 で あ る 。 本 発 明 に よ る 方 法 は し た が っ
て ま た 、 生 物 学 的 生 物 ま た は 細 胞 培 養 物 の 疾 患 お よ び /ま た は 生 物 ま た は 細 胞 培 養 物 の 外
部 操 作 に よ り 影 響 さ れ る 、 含 ま れ る タ ン パ ク 質 の 相 対 量 ま た は 濃 度 の 時 間 的 進 化 (即 ち 変
化 )の 調 査 に も 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ト レ ー サ ー 化 合 物 の 非 特 異 的 結 合 を 最 小 に す る た め に 、 別 々 の 測 定 領 域 の 間 の 領 域 が 「
不 動 態 化 」 さ れ て い る の が 好 ま し く 、 即 ち 、 分 析 物  (即 ち タ ン パ ク 質 )お よ び そ の 他 の 沈
着 し た サ ン プ ル の 内 容 物 お よ び 該 分 析 物 (即 ち タ ン パ ク 質 )に 対 す る 結 合 お よ び /ま た は 検
出 試 薬 に 対 し て 「 化 学 的 に 中 立 」 (即 ち 非 結 合 性 )で あ る 化 合 物 が 、 横 方 向 に 分 離 し た 測 定
領 域 の 間 に 沈 着 し て い る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 分 析 物  (即 ち タ ン パ ク 質 )お よ び そ の 他 の 沈 着 し た サ ン プ ル の 内 容 物 お よ び 該 分 析 物 に
対 す る 結 合 お よ び /ま た は 検 出 試 薬 に 対 し て 「 化 学 的 に 中 立 」 (即 ち 非 結 合 性 )で あ る 該 化
合 物 は 、 以 下 を 含 む 群 か ら 選 択 す る と よ い ： ア ル ブ ミ ン 、 特 に ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ま た は
ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 カ ゼ イ ン 、 (特 に イ ム ノ ア ッ セ イ に つ い て 測 定 す べ き 分 析 物 に 対 す
る )非 特 異 的 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 異 種 ま た は 経 験 的 に 非 特 異 的 な 抗
体 、 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 、 Tween 20、 分 析 す べ き ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な
い 断 片 化 し た  天 然 ま た は 合 成  DNA、 例 え ば 、 ニ シ ン ま た は サ ケ 精 子 抽 出 物 、 あ る い は 非
荷 電 で あ る が 疎 水 性 の ポ リ マ ー 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ま た は デ キ ス ト ラ ン 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 一 般 性 を 失 う こ と な く 、 検 出 す べ き で あ っ て 別 々 の 測 定 領 域 に 沈 着 さ せ た サ ン プ ル に 含
ま れ る 分 析 物 と し て の タ ン パ ク 質 は 細 胞 質 タ ン パ ク 質 、 核 タ ン パ ク 質 お よ び 膜 タ ン パ ク 質
、 体 液 中 に 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 (細 胞 質 お よ び 膜 結 合 型 細 胞 タ ン パ ク 質 、 特 に 、 細 胞 に
お い て シ グ ナ ル 伝 達 工 程 に 関 与 し て い る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 キ ナ ー ゼ )、 翻 訳 後 修 飾 タ
ン パ ク 質 、 例 え ば 、 リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 メ チ ル 化 、 お よ び ア セ チ ル 化 形 態 の タ ン パ
ク 質 、 特 に 処 理 下 で 過 剰 お よ び /ま た は 過 小 発 現 す る タ ン パ ク 質 を 含 む タ ン パ ク 質 の 群 の
化 合 物 で あ っ て よ く 、 該 群 は 、 抗 体 、 人 工 的 に 過 剰 発 現 さ せ た タ ン パ ク 質 、 人 工 的 に 過 剰
発 現 さ せ た 修 飾 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 さ ら な る 結 合 部 位 を 有 す る 官 能 化 タ ン パ ク 質 (「 タ
グ タ ン パ ク 質 」 、 例 え ば 、 「 ヒ ス チ ジ ン タ グ タ ン パ ク 質 」 )、 お よ び 蛍 光 タ ン パ ク 質 (「 緑
色 蛍 光 タ ン パ ク 質 」 、 GFPな ど )を 含 む 。 分 析 物 は 、 生 物 工 学 に よ り 改 変 さ れ た ポ リ マ ー 、
例 え ば 、 生 物 に よ り 発 現 さ れ る 発 光 ま た は 蛍 光 基 を 含 む バ イ オ ポ リ マ ー 、 そ れ ぞ れ 例 え ば
、 「 青 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 」 (BFP)、 「 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 」 (GFP)、 ま た は 「 赤 色 蛍 光 タ ン
パ ク 質 」 (RFP)で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 の 一 つ の 態 様 に よ る と 、 別 々 の 測 定 領 域 に 沈 着 さ せ た 希 釈 ま た は 非 希
釈 可 溶 化 液 に 含 ま れ る 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 は 、 添 加 さ れ る 特 異 的 結 合 試 薬 お よ び 、 適 当
で あ る な ら ば 、 逐 次 的 に 、 ま た は 検 出 試 薬 の 結 合 試 薬 へ の 結 合 の 後 に 単 一 の 添 加 工 程 に て
添 加 さ れ る 検 出 試 薬 の 結 合 工 程 に お い て 、 希 釈 ま た は 非 希 釈 の 分 析 す べ き 沈 着 さ れ た 可 溶
化 液 に 含 ま れ る リ ン 酸 化 お よ び /ま た は 非 リ ン 酸 化 形 態 お よ び /ま た は グ リ コ シ ル 化 お よ び
/ま た は 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 の 存 在 に よ っ て 識 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 別 々 の 測 定 領 域 に 沈 着 さ せ た 希 釈 ま た は 非 希 釈 可 溶 化 液 に 含 ま れ る
検 出 す べ き タ ン パ ク 質 は 、 添 加 さ れ る 特 異 的 結 合 試 薬 お よ び 、 適 当 で あ る な ら ば 、 逐 次 的
に 、 ま た は 検 出 試 薬 の 結 合 試 薬 へ の 結 合 の 後 に 単 一 の 添 加 工 程 に て 添 加 さ れ る 検 出 試 薬 の
結 合 工 程 に お い て は 、 分 析 す べ き 希 釈 ま た は 非 希 釈 の 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 に 含 ま れ る そ の
形 態 が リ ン 酸 化 ま た は 非 リ ン 酸 化 形 態 お よ び /ま た は グ リ コ シ ル 化 ま た は 非 グ リ コ シ ル 化
形 態 の い ず れ で あ る か に つ い て は 識 別 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 別 々 の 測 定 領 域 に お け る 検 出 す べ き 分 析 物 に 対 す る 特 異 的 結 合 試 薬 は か か る タ ン パ ク 質
分 析 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 化 合 物 の 群 か ら 選 択 す れ ば よ く 、 例 え ば 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 お
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よ び そ の 逆 、 種 抗 体 に 対 す る 抗 -種 抗 体 な ど が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 検 出 試 薬 は 、 例 え ば 以 下 を 含 む 特 異 的 工 学 的 検 出 方 法 の た め の 試 薬 ま た は 標 識 の 群 か ら
選 択 す れ ば よ い ：  局 所 的 に 分 解 さ れ る (locally resolved） 電 子 ス ピ ン 共 鳴  (ESR)測 定 に
基 づ く 測 定 の た め の ESR ス ピ ン 標 識 、 局 所 的 に 分 解 さ れ る 核 磁 気 共 鳴 (NMR)測 定 に 基 づ く
測 定 の た め の 核 磁 気 共 鳴  (NMR) 標 識 、 標 識 と し て の 放 射 性 同 位 体 の 測 定 の た め の 放 射 標
識 、 質 量 標 識 、 例 え ば 、 測 定 領 域 上 の 分 子 量 の 脱 離 ま た は 吸 着 に よ る 屈 折 率 変 化 の 局 所 的
に 分 解 さ れ る 測 定 の た め の ビ ー ズ 、 発 光 標 識 、 特 に 蛍 光 標 識 (こ れ は 以 下 に さ ら に 説 明 す
る )。 こ れ ら 標 識 は 測 定 領 域 の ア レ イ へ の 結 合 試 薬 の 添 加 の 後 に 逐 次 的 に ア プ ラ イ さ れ る
か ま た は 第 一 の 検 出 試 薬 (例 え ば 、 分 析 物 特 異 的 抗 体 に 対 す る 検 出 試 薬 と し て ア プ ラ イ さ
れ る 抗 -種 抗 体 )の 結 合 後 に ア プ ラ イ さ れ る か ま た は 、 検 出 試 薬 の 切 り 離 せ な い 部 分 で あ る
。 標 識 は 結 合 試 薬 に 直 接 結 合 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 作 成 さ れ た 測 定 領 域 に 直 接 ま た は 接 着 促 進 層 に 媒 介 さ れ て 物 理 的 に 接 触 し て い る 実 質 的
に 平 面 の 固 体 支 持 体 の 材 料 は 、 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 固 体 支 持 体 上 に ア プ ラ イ さ れ る 接 着 層 の 材 料 も 同 様 に 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 で あ る の が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 好 ま し く は 、 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 の 固 体 支 持 体 の 材 料 は 、 以 下 の を 含 む 群 か ら 選 択 さ
れ る 材 料 で あ る ： 成 形 可 能 、 噴 霧 可 能 ま た は 製 粉 可 能 な プ ラ ス チ ッ ク 、 金 属 、 金 属 酸 化 物
、 ケ イ 酸 塩 、 例 え ば 、 ガ ラ ス 、 石 英 ま た は セ ラ ミ ッ ク ス 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 固 体 支 持 体 の 物 理 的 設 計 に 応 じ て 、 分 析 物 測 定 に お い て 計 量 型 の シ グ ナ ル の 作 成 の 可 能
性 が 生 じ る 。 一 般 に 、 １ 以 上 の 多 色 ま た は 単 色 光 源 か ら の プ ロ ー ブ 光 が 、 １ 以 上 の 測 定 領
域 の ア レ イ に お け る １ 以 上 の 測 定 領 域 に 向 け ら れ 、 該 １ 以 上 の 測 定 領 域 の ア レ イ か ら 生 じ
る 光 シ グ ナ ル お よ び /ま た は か か る 光 シ グ ナ ル の 変 化 が 測 定 お よ び 記 録 さ れ る 方 法 が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 方 法 の 一 群 の 態 様 の 特 徴 は 、 プ ロ ー ブ 光 が 落 射 照 明 立 体 配 置 に て 送 達 さ れ る こ と で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 別 の 群 の 態 様 の 特 徴 は 、 プ ロ ー ブ 光 が 透 光 立 体 配 置 に て 送 達 さ れ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 好 ま し く は 、 別 々 の 測 定 領 域 に お け る １ 以 上 の タ ン パ ク 質 の 検 出 は 、 １ 以 上 の 発 光 の 強
度 ま た は 強 度 変 化 の 検 出 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 シ グ ナ ル 検 出 方 法 に よ る 特 定 の 群 の 態 様 の 特 徴 は 、 別 々 の 測 定 領 域 に お け る １ 以 上 の タ
ン パ ク 質 の 検 出 が 、 該 測 定 領 域 上 ま た は 測 定 領 域 か ら 1μ m未 満 の 距 離 内 で の 屈 折 率 の 変 化
の 検 出 に 基 づ く こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 の こ の 群 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 一 つ の 変 法 は 該 測 定 領 域 上 ま た は 測
定 領 域 か ら 1μ m未 満 の 距 離 内 で の 屈 折 率 の 変 化 の 検 出 が 、 固 体 支 持 体 上 に 作 成 さ れ た 測 定
領 域 の 領 域 に お け る 平 面 状 の 固 体 支 持 体 か ら 生 じ る 光 の 干 渉 パ タ ー ン の 変 化 の 検 出 に 基 づ
く こ と を 特 徴 と し 、 こ こ で 光 は 屈 折 率 が 異 な る 様 々 な 材 料 と の 接 触 面 の 平 面 か ら 生 じ 、 か
か る 異 な る 屈 折 率 は ア プ ラ イ さ れ る 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 結 合 ま た は 脱 離 ま た は 置 換 に
よ っ て 、 該 接 触 面 か ら 生 じ る 光 と 測 定 領 域 の 領 域 か ら 生 じ る 光 と の 位 相 差 に よ っ て 引 き 起
こ さ れ 、 こ こ で 異 な る 領 域 か ら 生 じ る 干 渉 光 は 局 所 的 に 測 定 さ れ 、 そ し て 適 当 で あ る な ら
ば 、 ス ペ ク ト ル 的 に 分 解 さ れ た 様 式 で 測 定 さ れ る 。 こ の 態 様 の 測 定 方 法 は 、 屈 折 率 が 異 な
る 、 相 異 な る 平 行 す る 薄 層 か ら 生 じ る 光 の 干 渉 の 周 知 原 理 に 基 づ き 、 こ れ は 位 相 差 お よ び

10

20

30

40

50

(21) JP 2007-526460 A 2007.9.13



検 出 す べ き タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 結 合 試 薬 、 そ し て 適 当 で あ る な ら ば 、 さ ら に ア プ ラ イ さ
れ る 検 出 試 薬 の 結 合 に よ っ て 誘 導 さ れ る そ の 変 化 、 お よ び /ま た は 干 渉 パ タ ー ン の ス ペ ク
ト ル 変 化 を (測 定 領 域 の ア レ イ を 担 持 す る 固 体 支 持 体 に 関 し て )局 所 的 に 分 解 し た 様 式 で 、
測 定 す る こ と に よ っ て 実 行 で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 の こ の 群 の 態 様 に お け る 別 の 変 法 の 特 徴 は 、 固 体 支 持 体 が 金 属 薄 層 、
好 ま し く は 銀 ま た は 金 薄 層 、 そ し て 好 ま し く は 厚 さ 20 nm～ 200 nmの 薄 層 を 備 え て い る こ
と で あ り 、 該 薄 層 は 直 接 に ま た は 接 着 促 進 層 に 媒 介 さ れ て 測 定 領 域 と 接 触 し て お り 、 そ し
て 該 測 定 領 域 上 ま た は 測 定 領 域 か ら 1μ m未 満 の 距 離 内 で の 屈 折 率 変 化 の 検 出 は 、 該 金 属 薄
層 に お け る 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 を 作 る 条 件 に お け る 変 化 の 検 出 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 測 定 技 術 と し て 、 (一 定 波 長 で の 照 射 光 の 入 射 角 の 変 位 に よ る ) 共 鳴 角 お よ び (一 定 入 射
角 で の 照 射 励 起 波 長 の 変 位 に よ る ) 共 鳴 波 長 が 、 共 鳴 条 件 に お け る 変 化 の 判 定 の た め に 測
定 さ れ う る 。 そ の 結 果 、 共 鳴 条 件 の 該 変 化 は 、 該 固 体 支 持 体 の 部 分 と し て の 金 属 薄 層 に お
け る 表 面 プ ラ ズ モ ン の 作 成 の た め の 励 起 光 の 照 射 に つ い て の 共 鳴 角 の 変 化 に よ っ て 現 れ う
る 。 し た が っ て 、 共 鳴 条 件 の 該 変 化 は ま た 、 該 固 体 支 持 体 の 部 分 と し て の 金 属 薄 層 に お け
る 表 面 プ ラ ズ モ ン の 作 成 の た め の 照 射 励 起 光 に つ い て の 共 鳴 波 長 の 変 化 に よ っ て 現 れ う る
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 別 々 の 測 定 領 域 に お け る サ ン プ ル に 含 ま れ る 分 析 物 と し て の タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 的
結 合 試 薬 お よ び /ま た は 検 出 試 薬 の 結 合 の 結 果 と し て 、 横 方 向 に 分 解 さ れ る 様 式 で 測 定 す
べ き 光 シ グ ナ ル の 変 化 は 、 エ バ ネ セ ン ト 場 セ ン サ ー プ ラ ッ ト フ ォ ー ム と し て 提 供 さ れ た 場
合 に 、 該 固 体 支 持 体 上 の こ れ ら 領 域 に お け る 有 効 屈 折 率 の 局 所 変 化 に よ っ て も た ら さ れ う
る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 の 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 固 体 支 持 体 は 連 続 的 光 導 波 路 ま た は 個
々 の 導 波 路 領 域 に 分 割 さ れ た 光 導 波 路 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 光 導 波 路 が 第 一 の 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 の 層 (a)よ り 低 い 屈 折 率 を 有 す る 第 二 の 実 質 的
に 光 学 的 に 透 明 の 層 (b)上 に 別 々 の 測 定 領 域 を 担 持 す る 表 面 に 向 い て い る 第 一 の 層 (a)を 備
え た 光 学 膜 導 波 路 で あ る の が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 そ れ ゆ え 、 光 学 的 に 透 明 の 層 (a)へ の プ ロ ー ブ 光 の イ ン カ ッ プ リ ン グ の た め に 、 こ の 層
は 以 下 を 含 む 群 か ら の １ 以 上 の 光 学 的 イ ン カ ッ プ リ ン グ 要 素 と 光 学 的 に 接 触 し て い る 態 様
が 好 ま し い ：  プ リ ズ ム カ ッ プ ラ ー 、 光 導 波 路 と オ ー バ ー ラ ッ プ す る エ バ ネ セ ン ト 場 が 組
み 合 わ さ っ た エ バ ネ セ ン ト カ ッ プ ラ ー 、 集 束 レ ン ズ を 有 す る 接 合 部 (butt-end)カ ッ プ ラ ー
、 好 ま し く は 導 波 路 層 の 一 方 の 面 の 前 に 配 置 さ れ た シ リ ン ダ ー レ ン ズ 、 お よ び 格 子 カ ッ プ
ラ ー 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 プ ロ ー ブ 光 は 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)に 備 え ら れ た １ 以 上 の 格 子 構 造 (c)を 用 い て 光 学 的
に 透 明 の 層  (a)に イ ン カ ッ プ リ ン グ す る の が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 有 効 屈 折 率 の (局 所 ) 変 化 の 検 出 の 別 の 変 法 の 特 徴 は 、 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)に 導 か れ
た 光 が 、 光 学 的 に 透 明 の 層 (a)に 備 え ら れ た １ 以 上 の 格 子 構 造 (c')を 用 い て ア ウ ト カ ッ プ
リ ン グ さ れ る こ と で あ る 。 こ の 場 合 、 (ア ウ ト カ ッ プ リ ン グ 格 子 上 の 分 子 量 の 変 化 に よ る )
 ア ウ ト カ ッ プ リ ン グ 角 の 変 化 を 測 定 パ ラ メ ー タ ー と し て 用 い る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴  (上 記 ) 作 成 用 立 体 配 置 お よ び 励 起 光 の 導 波 路 層 へ の カ ッ プ リ ン グ
用 立 体 配 置 の 両 方 に お い て 、 送 達 さ れ る 光 の 波 長 が 一 定 に 維 持 さ れ 、 共 鳴 条 件 の マ ッ チ ン
グ の た め の 角 が 変 化 し 、 最 大 の 共 鳴  (ま た は 導 波 路 層 へ の イ ン カ ッ プ リ ン グ )が 達 成 さ れ
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る と 記 録 さ れ る か 、 ま た は 入 射 角 が 一 定 に 維 持 さ れ 、 (例 え ば 、 ス ペ ク ト ル 的 に 波 長 可 変
な レ ー ザ ー ま た は 半 導 体 レ ー ザ ー を 用 い て )照 射 波 長 が 変 化 し 、 共 鳴 条 件 が マ ッ チ ン グ す
る 波 長 が 測 定 お よ び 記 録 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 横 方 向 に 分 解 さ れ た 測 定 す べ き 光 シ グ ナ ル の 変 化 が 、 結 合 試 薬 お よ び ア プ ラ イ し て も よ
い 検 出 試 薬 が 別 々 の 測 定 領 域 に お け る サ ン プ ル に 含 ま れ る 分 析 物 に 結 合 す る 結 果 と し て 、
固 体 支 持 体 に 置 か れ た 発 光 可 能 な 分 子 か ら の １ 以 上 の 発 光 の 局 所 変 化 に よ っ て も た ら さ れ
る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 光 導 波 路 が 第 一 の 光 学 的 に 透 明 の 層 (a)よ り も 屈 折 率 が 小 さ い 第 二 の 光 学 的 に 透 明 の 層  
(b)上 に 第 一 の 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)を 備 え た 光 学 膜 導 波 路 と し て 設 計 さ れ 、 こ こ で プ ロ
ー ブ 光 は 、 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)に 備 え ら れ た １ 以 上 の 格 子 構 造 の 補 助 に よ り 光 学 的 に 透
明 の 層  (a)に さ ら に イ ン カ ッ プ リ ン グ さ れ 、 そ の 上 に 位 置 す る 測 定 領 域 (d)へ の 導 波 と し
て 送 達 さ れ 、 こ こ で 該 導 波 の エ バ ネ セ ン ト 場 に お い て 生 じ た 発 光 可 能 な 分 子 の 発 光 が １ 以
上 の 検 出 器 を 用 い て さ ら に 測 定 さ れ 、 測 定 領 域 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 の 相 対 量 が こ れ ら 発
光 シ グ ナ ル の 強 度 か ら 測 定 さ れ る の が 、 非 常 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 発 光 ま た は １ 以 上 の 発 光 の 変 化 が 、 １ 以 上 の 検 出 試 薬 ま た は 別 々 の 測 定 領 域 に 含 ま れ る
分 析 物 と し て の タ ン パ ク 質 に 対 す る １ 以 上 の 結 合 試 薬 に 対 し て 発 光 標 識 と し て 結 合 し て い
る 発 光 可 能 な 分 子 ま た は ナ ノ 粒 子 か ら 生 じ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 測 定 領 域 に お け る 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 し た 結 合 試 薬 と 結 合 し た 検 出 試
薬 が 励 起 し た 際 に 発 光 が 生 じ 、 こ こ で 、 検 出 試 薬 が 発 光 標 識 と し て 用 い ら れ る 波 長 300 nm
～ 1100 nmに て 励 起 お よ び 放 射 可 能 な 発 光 色 素 ま た は 発 光 ナ ノ 粒 子 を 含 む の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 相 異 な る 放 射 波 長 お よ び /ま た は 相 異 な る 励 起 ス ペ ク ト ル 、 好 ま し く は 相 異 な る 放 射 波
長 お よ び 同 一 の 励 起 波 長 を 有 す る ２ 以 上 の 発 光 標 識 が 分 析 物 検 出 の た め に ア プ ラ イ さ れ る
の が 特 に 好 ま し い 。 相 異 な る ス ペ ク ト ル 特 性 、 特 に 相 異 な る 放 射 波 長 を 有 す る 数 個 の 発 光
標 識 が 、 相 異 な る 検 出 試 薬 に 結 合 す る か 、 ま た は 結 合 試 薬 に 直 接 結 合 し 、 そ れ ら が 、 測 定
領 域 と 近 接 し て い る 場 合 、 例 え ば 、 相 異 な る 分 析 物 は 単 一 検 出 工 程 に て 測 定 で き 、 即 ち 、
測 定 領 域 が 該 検 出 試 薬 と 近 接 し 、 必 要 で あ れ ば 相 異 な る 波 長 の プ ロ ー ブ 光  (ま た は そ れ ぞ
れ 励 起 光 )に 当 た っ た 際 に 、 生 じ た 発 光 が 同 時 ま た は 逐 次 に 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 の か か る 変 法 は 例 え ば 、 特 に １ の (共 通 の )測 定 領 域 内 の 化 合 物 (タ ン
パ ク 質 )の リ ン 酸 化 お よ び 非 リ ン 酸 化 形 態 の 、 ２ つ の 対 応 す る 相 異 な る 識 別 可 能 な 検 出 試
薬 を 用 い た 同 時 検 出 に 特 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 同 様 に 、 相 異 な る 放 射 減 衰 時 間 (放 射 半 減 期 )を 有 す る ２ 以 上 の 発 光 標 識 が (検 出 試 薬 全
体 ま た は 切 り 離 せ な い 部 分 と し て ) 分 析 物 検 出 の た め に ア プ ラ イ さ れ る と 、 ２ 以 上 の 分 析
物 を 同 時 に 検 出 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 の た め に は 、 そ れ ゆ え ２ 以 上 の 発 光 標 識 が サ ン プ ル に お け る 相 異 な る
分 析 物 の 検 出 の た め に ア プ ラ イ さ れ る の が 好 ま し い 。 測 定 領 域 に お け る 相 異 な る 分 析 物 の
検 出 の た め に ２ 以 上 の 発 光 標 識 が ア プ ラ イ さ れ る の も ま た 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 励 起 光 が 持 続 時 間 1 fs～ 10分 間 の パ ル ス に て 照 射 さ れ 、 測 定 領 域 か ら の 放 射 光 が 時 間 分
解 様 式 で 測 定 さ れ る の が ま た 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 特 別 の 変 法 は １ 以 上 の 発 光 の 測 定 に 加 え て 測 定 さ れ る 測 定 領 域 上 の 有 効 屈 折 率 の 変 化 に
あ る 。
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【 ０ １ ０ ３ 】
　 感 度 を さ ら に 向 上 さ せ る た め に 、 １ 以 上 の 発 光 測 定 お よ び /ま た は 励 起 波 長 の 光 シ グ ナ
ル の 測 定 を 偏 光 選 択 的 測 定 と し て 行 う の が 好 ま し い 。 １ 以 上 の 発 光 が 励 起 光 の 偏 光 と は 異
な る 偏 光 に て 測 定 さ れ る の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 光 シ グ ナ ル 読 み 取 り お よ び １ 以 上 の 細 胞 集 団 の 定 性 的 お よ び
/ま た は 定 量 的 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 作 成 の た め の 以 下 を 含 む 分 析 用 プ ラ ッ ト フ
ォ ー ム で あ る :
-実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 、
-該 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 測 定 領 域 の １ 以 上 の １ 次 元 ま た は ２ 次 元 ア レ イ 、 該 ア レ イ は 、
少 量 の 細 胞 可 溶 化 液 が 、 希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 、 別 々 の 部 位 に 該 固 体 支 持 体 上 に 直 接
に 沈 着 す る か 、 ま た は 、 固 体 支 持 体 上 に 前 も っ て ア プ ラ イ さ れ た 接 着 促 進 層 上 に 沈 着 す る
こ と に よ っ て 作 成 さ れ 、 該 細 胞 可 溶 化 液 は １ 以 上 の 細 胞 集 団 由 来 で あ り 、 か か る 細 胞 集 団
に よ っ て 発 現 さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 、
　 こ こ で 該 実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 は 無 孔 性 で あ り 、 か つ 、 ア プ ラ イ し て も よ い 接 着 促
進 層 は 厚 さ 1μ m未 満 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 特 別 の 目 的 は 、  光 シ グ ナ ル 読 み 取 り お よ び １ 以 上 の 細 胞 集 団 の 定 性 的 お よ び /
ま た は 定 量 的 示 差 的 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 作 成 の た め の 以 下 を 含 む 分 析 用 プ ラ ッ
ト フ ォ ー ム で あ る :
-実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 、
-該 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 測 定 領 域 の １ 以 上 の １ 次 元 ま た は ２ 次 元 ア レ イ 、 該 ア レ イ は 少
量 の ２ 以 上 の 細 胞 可 溶 化 液 を 、 希 釈 ま た は 非 希 釈 形 態 に て 、 別 々 の 部 位 に 該 固 体 支 持 体 上
に 直 接 に 沈 着 す る こ と ま た は 前 も っ て 固 体 支 持 体 上 に ア プ ラ イ さ れ た 接 着 促 進 層 上 に 沈 着
す る こ と に よ っ て 作 成 さ れ 、 該 細 胞 可 溶 化 液 は ２ 以 上 の 細 胞 集 団 由 来 で あ り 、 か か る 細 胞
集 団 に よ っ て 発 現 さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 、
　 こ こ で 該 実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 は 無 孔 性 で あ り 、 か つ 、 ア プ ラ イ し て も よ い 接 着 促
進 層 は 厚 さ 1μ m未 満 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 相 異 な る 沈 着 さ れ た 細 胞 可 溶 化 液 は 上 記 の よ う に 関 連 し な い 細 胞 集 団 か ら 作 成 し た も の
で あ っ て も よ い 。  
【 ０ １ ０ ７ 】
　 相 異 な る 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 は 共 通 の 細 胞 集 団 か ら 得 ら れ た 相 異 な る 細 胞 亜 集 団 か ら 作
成 し た も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の １ つ の 変 法 の 特 徴 は 、 相 異 な る 沈 着 さ れ た 可 溶
化 液 が 、 共 通 の 細 胞 集 団 か ら 相 異 な る 時 点 に て 得 ら れ た 相 異 な る 細 胞 亜 集 団 か ら 作 成 さ れ
た も の で あ る こ と で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 相 異 な る 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 は 共 通 の 細 胞 集 団 か ら 得 ら れ 、 相 異 な る 試 薬 に よ る 処 理 ま
た は 刺 激 お よ び /ま た は 相 異 な る 培 養 条 件 へ の 曝 露 に 供 さ れ た 、 相 異 な る 細 胞 亜 集 団 か ら
作 成 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 特 に 、 相 異 な る 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 は 疾 患 お よ び 健 康 細 胞 集 団 か ら 作 成 さ れ た も の で あ
っ て も よ い 。
【 ０ １ １ １ 】
　 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 の 作 成 の 元 と な っ た 健 康 ま た は 疾 患 お よ び /ま た は 処 理 ま た は 非 処
理 お よ び /ま た は 刺 激 細 胞 集 団 は 以 下 を 含 む 群 由 来 の も の で あ っ て よ い ： 原 核 細 胞 、 例 え
ば 、 細 菌 、 お よ び 真 核 細 胞 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 動 物 、 ま た は 植 物 細 胞 、 特 に 、 ヒ ト ま た は 動
物 組 織 、 例 え ば 、 器 官 、 皮 膚 、 毛 ま た は 骨 組 織 、 ま た は 植 物 組 織 、 な ら び に 細 胞 含 有 体 液
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ま た は そ の 構 成 成 分 、 例 え ば 、 血 液 、 血 清 ま た は 血 漿 、 滑 液 、 涙 液 、 尿 、 唾 液 、 組 織 液 、
リ ン パ 液 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 固 体 支 持 体 上 ま た は 該 固 体 支 持 体 上 の 接 着 促 進 層 の 上 の 別 々 の 部 位 に 沈 着 さ せ た 希 釈 ま
た は 非 希 釈 形 態 の 可 溶 化 液 は 、 可 溶 化 液 の 作 成 の 元 と な っ た 細 胞 集 団 と 、 そ の 中 で 検 出 す
べ き タ ン パ ク 質 が 同 一 の 相 対 的 な 分 子 の 組 成 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 は 、 ろ 過 お よ び /ま た は 分 画 お よ び /ま た は 希 釈 以 外 の さ ら な サ ン プ
ル 処 理 工 程 に 供 さ れ な い の が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に よ り 提 供 さ れ る 高 検 出 感 度 に よ り 、 単 一 の 測 定
領 域 に 沈 着 さ せ た 材 料 は 、 1000未 満 の 細 胞 の タ ン パ ク 質 含 量 に 対 応 し う る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 好 ま し い 態 様 は ア レ イ が  50を 超 え る 、 好 ま し
く は 500を 超 え る 、 も っ と も 好 ま し く は 5000を 超 え る 測 定 領 域 を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 こ こ で 各 測 定 領 域 は そ の 他 の 測 定 領 域 に 固 定 化 さ れ た サ ン プ ル と 類 似 ま た は 異 な る 、 固
定 化 さ れ た 「 性 質 が 同 一 の （ nature-identical)」 サ ン プ ル ま た は 比 較 サ ン プ ル を 含 み う
る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 測 定 領 域 の ア レ イ は １ 平 方 cm当 た り 10を 超 え る 、 好 ま し く は 100を 超 え る 、 も っ と も 好
ま し く は 1000を 超 え る 測 定 領 域 の 密 度 に て 配 置 さ れ う る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 特 に 細 胞 集 団 の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 測 定 お よ び /ま た は 比 較 の た め の 分 析 手
順 を 促 進 す る た め に 、 適 当 で あ る な ら ば 、 識 別 可 能 で あ る な ら ば ２ 以 上 が 同 一 の ア レ イ に
ア プ ラ イ さ れ う る １ 以 上 の 検 出 試 薬 の ア プ ラ イ と 組 み 合 わ せ て 、 各 検 出 す べ き タ ン パ ク 質
に つ い て 相 異 な る ア レ イ に お い て 検 出 す べ き 相 異 な る タ ン パ ク 質 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー
と し て 相 異 な る 結 合 試 薬 が ア プ ラ イ さ れ る 場 合 、 同 一 の 測 定 領 域 の ア レ イ の 複 製 が 共 通 の
固 体 支 持 体 上 に 提 供 さ れ る の が 好 ま し い : 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の さ ら に
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 そ れ ゆ え 希 釈 ま た は 非 希 釈 細 胞 可 溶 化 液 の 沈 着 部 位 の 同 一 の 形
状 に ア レ ン ジ さ れ た 測 定 領 域 の 複 数 の ア レ イ で あ っ て 、 ２ つ の 相 異 な る ア レ イ に お け る 測
定 領 域 の 行 と 列 に 関 し て 類 似 の 位 置 が 、 そ こ に 沈 着 さ せ た 同 じ (希 釈 ま た は 非 希 釈 )細 胞 可
溶 化 液 か ら の 沈 着 さ せ た 量 に 対 応 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 固 体 支 持 体 上 に ア プ ラ イ さ れ る 接 着 促 進 層 の 厚 さ は 200 nm未 満 で あ る の が 好 ま し く 、 好
ま し く は 20 nm未 満 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 接 着 促 進 層 は 以 下 の 群 の 化 合 物 を 含 み う る ： シ ラ ン 、 官 能 化 シ ラ ン 、 エ ポ キ シ ド 、 官 能
化 、 荷 電 ま た は 極 性 ポ リ マ ー お よ び 「 自 立 性 受 動 的 ま た は 官 能 化 単 層 ま た は 多 層 」 、 チ オ
ー ル 、 ア ル キ ル ホ ス フ ァ ー ト お よ び ア ル キ ル ホ ス フ ォ ナ ー ト 、 多 官 能 性 ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ
ー 、 例 え ば 、 ポ リ (L)リ ジ ン /ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 該 接 着 促 進 層 は 一 般 式  I (A)の 有 機 リ ン 酸 の 群 の 化 合 物 ：
Y-B-OPO 3  H 2    (IA)
ま た は 一 般 式  I (B)の 有 機 ホ ス ホ ン 酸 の 群 の 化 合 物 ：
Y-B-PO 3  H 2     (IB)
お よ び そ れ ら の 塩 も 含 み 得 、 こ こ で 、 Bは 、 ア ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア ル キ ニ ル 、 ア リ ー
ル 、 ア ラ ル キ ル 、 ヘ テ ロ (het)ア リ ー ル 、 ま た は ヘ テ ロ (het)ア リ ー ル ア ル キ ル 残 基 、 Yは
水 素 ま た は 以 下 の シ リ ー ズ の 官 能 基 、 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ 、 カ ル ボ キ シ 、 ア ミ ノ 、 低 級 ア
ル キ ル に よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い モ ノ ま た は ジ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 チ オ ー ル 、 ま た は 以
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下 の シ リ ー ズ の 負 の 酸 性 基 、 例 え ば 、 エ ス テ ル 、 ホ ス フ ァ ー ト 、 ホ ス フ ォ ナ ー ト 、 ス ル フ
ァ ー ト 、 ス ル フ ォ ナ ー ト 、 マ レ イ ミ ド 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル 、 エ ポ キ シ ま た は ア ク リ ラ ー ト
で あ る 。 こ れ ら 化 合 物 は 国 際 特 許 出 願  PCT/EP 01/10077に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て お り 、 そ
の 開 示 全 体 を 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 め る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 態 様 は 、 ト レ ー サ ー 化 合 物 の 非 特 異 的 結 合 を 最
小 に す る た め に 、 別 々 の 測 定 領 域 の 間 の 領 域 が 「 不 動 態 化 」 さ れ て い る こ と を 特 徴 と し 、
即 ち 、 結 合 試 薬 お よ び 適 当 で あ る な ら ば 、 検 出 試 薬 に 対 し て 「 化 学 的 に 中 立 」 (即 ち 非 結
合 性 )で あ る 化 合 物 が 横 方 向 に 分 離 し た 測 定 領 域 の 間 に 沈 着 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 検 出 す べ き で あ っ て 別 々 の 測 定 領 域 に 沈 着 さ せ た 希 釈 ま た は 非 希 釈 可 溶 化 液 に 含 ま れ る
タ ン パ ク 質 は 、 以 下 を 含 む タ ン パ ク 質 の 群 の 化 合 物 で あ り 得 る ： 細 胞 質 タ ン パ ク 質 、 核 タ
ン パ ク 質 お よ び 膜 タ ン パ ク 質 、 体 液 中 に 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 (細 胞 質 お よ び 膜 結 合 型 細
胞 タ ン パ ク 質 、 特 に 、 細 胞 に お け る シ グ ナ ル 伝 達 工 程 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、  
キ ナ ー ゼ )、 翻 訳 後 修 飾 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 メ
チ ル 化 、 お よ び ア セ チ ル 化 形 態 、 特 に 処 理 さ れ る と 過 剰 お よ び /ま た は 過 小 発 現 す る タ ン
パ ク 質 ： 該 群 は 、 以 下 を 含 む ： 抗 体 、 人 工 的 に 過 剰 発 現 さ せ た タ ン パ ク 質 、 人 工 的 に 過 剰
発 現 さ せ た 修 飾 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 さ ら な る 結 合 部 位 を 有 す る 官 能 化 タ ン パ ク 質  (「 タ
グ タ ン パ ク 質 」 、 例 え ば 、 「 ヒ ス チ ジ ン タ グ タ ン パ ク 質 」 )、 お よ び 蛍 光 タ ン パ ク 質 (「 緑
色 蛍 光 タ ン パ ク 質 」 、 GFPな ど )。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 作 成 さ れ た 測 定 領 域 に 直 接 に ま た は 接 着 促 進 層 に 媒 介 さ れ て 物 理 的 に 接 触 し て い る 実 質
的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 の 材 料 は 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 同 様 に 、 固 体 支 持 体 上 に ア プ ラ イ さ れ る 接 着 層 の 材 料 も 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 で あ る の
が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 好 ま し く は 、 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 の 固 体 支 持 体 の 材 料 は 以 下 を 含 む 群 の 材 料 を 含 む ：
成 形 可 能 、 噴 霧 可 能 ま た は 製 粉 可 能 な プ ラ ス チ ッ ク 、 金 属 、 金 属 酸 化 物 、 ケ イ 酸 塩 、 例 え
ば 、 ガ ラ ス 、 石 英 ま た は セ ラ ミ ッ ク ス 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 別 の 態 様 に お い て 、 固 体 支 持 体 に は 測 定 領 域 に
直 接 に ま た は 接 着 促 進 層 に 媒 介 さ れ て 接 触 す る 、 好 ま し く は 銀 ま た は 金 で あ り 、 好 ま し く
は 厚 さ 30 nm～ 200 nmの 金 属 薄 層 が 備 え ら れ 、 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は 該 金 属 層 に お け る 表 面
プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の 生 成 の た め に 作 動 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の
特 別 の 変 法 は 、 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 一 部 と し て エ バ ネ セ ン ト 場 セ ン サ ー プ ラ ッ ト フ
ォ ー ム を 含 み 、 こ れ は 、 所 望 に よ り 屈 折 率 が 好 ま し く は  < 1.5で あ る 中 間 層 の 上 に 金 属 薄
層 を 含 み 、 下 層 で あ る 中 間 層 と し て は 、 例 え ば 、 二 酸 化 ケ イ 素 ま た は フ ッ 化 マ グ ネ シ ウ ム
が 挙 げ ら れ 、 こ こ で 、 金 属 層 お よ び 備 え ら れ て い て も よ い 中 間 層 の 厚 さ は 、 表 面 プ ラ ズ モ
ン が 照 射 励 起 光 波 長 お よ び /ま た は 生 じ た 発 光 波 長 に て 励 起 可 能 で あ る よ う に 選 択 さ れ る
。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 金 属 が 金 お よ び 銀 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る の が 好 ま し い 。 ま た 、 金 属 層 の 厚 さ は 好 ま し
く は 10 nm～ 1000 nm、 よ り 好 ま し く は 30 nm～ 200 nmで あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 好 ま し く は 、 固 体 支 持 体 は 、 連 続 し た 光 導 波 路 ま た は 個 々 の 導 波 路
領 域 へ と 分 割 さ れ る 光 導 波 路 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 光 導 波 路 は 、 第 一 の 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)が 、 第 一 の 層 (a)よ り も 屈 折 率 が 低
い 第 二 の 実 質 的 に 光 学 的 に 透 明 の 層  (b)上 の 別 々 の 測 定 領 域 を 担 持 す る 表 面 に 面 し た 光 学

10

20

30

40

50

(26) JP 2007-526460 A 2007.9.13



膜 導 波 路 で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 特 に 好 ま し い 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は 以 下 の 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を
含 み 、 即 ち 該 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に お い て 、 プ ロ ー ブ 光 の 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)へ の
イ ン カ ッ プ リ ン グ の た め に 、 こ の 層 は プ リ ズ ム カ ッ プ ラ ー 、 光 導 波 路 と オ ー バ ー ラ ッ プ す
る エ バ ネ セ ン ト 場 が 組 み 合 わ さ れ た エ バ ネ セ ン ト カ ッ プ ラ ー 、 集 束 レ ン ズ 、 好 ま し く は 導
波 路 層 の 一 方 の 表 面 の 前 に 配 置 し て い る シ リ ン ダ ー レ ン ズ を 備 え た 接 合 部 カ ッ プ ラ ー お よ
び 格 子 カ ッ プ ラ ー を 含 む 群 か ら の １ 以 上 の 光 学 的 イ ン カ ッ プ リ ン グ 要 素 と 光 学 的 に 接 触 し
て い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 １ 以 上 の 格 子 構 造 (c)が プ ロ ー ブ 光 の 光 学 的 に 透 明 の 層 (a)へ の イ ン カ ッ プ リ ン グ を 可 能
と す る た め の 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)に 備 え ら れ て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 光 学 膜 導 波 路 を 含 む 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 含 み 、 こ こ で 該 光 導 波
路 は 、 第 一 の 光 学 的 に 透 明 の 層 (a)よ り も 屈 折 率 が 低 い 第 二 の 光 学 的 に 透 明 の 層  (b)上 に
第 一 の 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)が 備 え ら れ た 光 学 膜 導 波 路 と し て 設 計 さ れ 、 こ こ で 、 分 析 用
プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は プ ロ ー ブ 光 を 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)へ と １ 以 上 の 格 子 構 造 の 補 助 に よ
り イ ン カ ッ プ リ ン グ さ せ る こ と が で き 、 格 子 構 造 は 、 光 学 的 に 透 明 の 層  (a)に 備 え ら れ て
お り 、 測 定 領 域  (d)へ の 導 波 と し て 該 プ ロ ー ブ 光 を 送 達 し 、 該 導 波 の エ バ ネ セ ン ト 場 に お
け る 発 光 可 能 な 分 子 の 発 光 を 励 起 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 対 象 は 上 記 い ず れ か の 態 様 に よ る 方 法 の 使 用 お よ び /ま た は 上 記 い ず
れ か の 態 様 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 使 用 で あ り 、 か か る 使 用 は 、 以 下 の た め の 定
量 的 お よ び /ま た は 定 性 的 分 析 の た め の も の で あ る ： 医 薬 研 究 に お け る ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー 、 臨 床 お よ び 臨 床 前 開 発 に お け る タ ン パ ク 質 測 定 、 親
和 性 ス ク リ ー ニ ン グ に お け る 動 力 学 的 パ ラ メ ー タ ー の リ ア ル タ イ ム 結 合 研 究 お よ び 測 定 お
よ び 特 に 、 プ ロ テ オ ー ム に お け る プ ロ テ オ ー ム の 差 異 の 測 定 の 研 究 、 タ ン パ ク 質 -DNA 相
互 作 用 の 測 定 、 タ ン パ ク 質  (生 )合 成 の た め の 制 御 メ カ ニ ズ ム の 測 定 、 生 物 学 的 お よ び 化
学 的 マ ー カ ー 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 患 者 の 層 別 化 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 を さ ら に 実 施 例 に よ り 説 明 す る 。 本 発 明 の 態 様 は 一 般 性 を 失 わ せ る も の
で は な い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 上 記 い ず れ か の 態 様 に よ る 方 法 お よ び /ま た は 上 記 い ず れ か の 態 様 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ
ト フ ォ ー ム は 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 の 際 の そ の 修 飾 の 効 果 を 相 関 さ せ る 際 の 経 路 活 性 化 マ ー
カ ー の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ・ プ ロ フ ァ イ リ ン グ 、 疾 患 関 連 適 用 の 生 物 の モ デ ル と し て の 細 胞
培 養 物 (集 団 )へ の 適 用 の 際 の 有 効 性 お よ び /ま た は 毒 性 に つ い て の 創 薬 に お け る 化 合 物 お
よ び /ま た は 薬 剤 候 補 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ お よ び /ま た は ス ク リ ー ニ ン グ 、 バ イ オ マ ー カ ー
・ モ ニ タ リ ン グ 、 バ イ オ マ ー カ ー 発 見 お よ び 確 認 、 医 薬 標 的 発 見 、 (例 え ば 、 タ ン パ ク 質
発 現 /発 現 活 性 化 と ア プ ラ イ さ れ る 薬 剤 に 対 す る 応 答 の 相 関 付 け の 際 の )確 認 お よ び モ ニ タ
リ ン グ 、 細 胞 ま た は 組 織 特 異 的 タ ン パ ク 質 発 現 お よ び /ま た は 例 え ば 様 々 な 発 達 状 態 (例 え
ば 、 癌 の 初 期 段 階 お よ び 進 行 段 階 )の 癌 細 胞 の タ ン パ ク 質 発 現 の 活 性 化 の 測 定 、 タ ン パ ク
質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と そ の 生 物 学 的 事 象 に よ る 変 化 の 相 関 づ け 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の い わ
ゆ る 「 大 域 解 析 」 、 お よ び 最 高 の 特 異 性 、 選 択 性 お よ び 親 和 性 に つ い て の 可 溶 化 液 サ ン プ
ル に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 標 的 に 対 す る 抗 体 の セ ッ ト ま た は ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
に 特 に 好 適 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ３ ７ 】
1. 材 料
1.1.組 織 可 溶 化 液 サ ン プ ル

10

20

30

40

50

(27) JP 2007-526460 A 2007.9.13



　 示 差 的 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 調 べ る た め に ２ 種 類 の 組 織 可 溶 化 液 を 用 い た 。 可
溶 化 液 は 共 通 の 細 胞 集 団 に 由 来 す る 細 胞 亜 種 団 か ら 得 た : 癌 組 織  (= 共 通 の 細 胞 集 団 )を
２ つ の 細 胞 亜 種 団 に 分 け 、 こ れ ら を 互 い に 独 立 に 培 養 し た 。 そ の 一 方 は さ ら な る 処 理 に 供
さ ず 、 対 照 サ ン プ ル  (「 腫 瘍 可 溶 化 液 1」 )の 作 成 に 用 い た 。 他 方 の 細 胞 亜 種 団 は 化 学 的 に
処 理 し 、 第 二 可 溶 化 液 サ ン プ ル (「 腫 瘍 可 溶 化 液 2」 )の 作 成 に 用 い た 。 こ れ ら サ ン プ ル は
以 下 の 特 徴 を 有 し て い た :
【 ０ １ ３ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 濃 度 は  PIERCE Coomassie Plus-Kit (セ ク シ ョ ン  3.1参 照 )を 用 い て 改 変 ブ
ラ ッ ド フ ォ ー ド 試 験 に よ り 測 定 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
1.2.抗 体 お よ び ア ッ セ イ 試 薬
　 以 下 の マ ー カ ー 特 異 的 抗 体 を 選 択 し 、 特 異 的 結 合 試 薬 と し て 用 い た (CST = Cell Signal
ing Technology、 Inc.、 Beverly、 MA 01915、 USA、 BD = BD Biosciences、 Basel、 Switze
rland):
α -P-p44/42 MAPK (CST # 9101) ウ サ ギ
α -P-Akt (CST #4051) マ ウ ス  IgG2b
α -P-p38 (CST #9211) ウ サ ギ
α -P-SAPK/JNK (CST #9251) ウ サ ギ
α -P-Iκ B-α  (CST #9241) ウ サ ギ
α -P-Stat3 (CST #9138) マ ウ ス  IgG1
α -P-ヒ ス ト ン  H3 (CST #9706) マ ウ ス  IgG1
α -P-Rb (CST #9308) ウ サ ギ
α -P-p53/Ser15 (CST #9284) ウ サ ギ
α -サ イ ク リ ン  D1 (CST #2926) マ ウ ス  IgG2a
α -切 断 カ ス パ ー ゼ 3 (CST #9664) ウ サ ギ
α -切 断 PARP (CST #9541) ウ サ ギ
α -α -カ テ ニ ン  (BD #6101193)
α -β -カ テ ニ ン  (CST #9562)。
【 ０ １ ４ １ 】
　 以 下 の 蛍 光 標 識 化 合 物 を 組 織 可 溶 化 液 ア レ イ の 質 的 対 照 の た め の 検 出 試 薬 と し て 用 い た
:
Cy3-α -β -ア ク チ ン  (内 部 標 識 )
【 ０ １ ４ ２ 】
　 以 下 の 蛍 光 標 識 化 抗 -種 抗 体 を 検 出 試 薬 と し て ア プ ラ イ し た :
Alexa Fluor 647 (α -ウ サ ギ  IgG); Molecular Probes #Z-25308
Alexa Fluor 647 (α -マ ウ ス  IgG1); Molecular Probes #Z-25008
Alexa Fluor 647 (α -マ ウ ス  IgG2a); Molecular Probes #Z-25108
Alexa Fluor 647 (α -マ ウ ス  IgG2b); Molecular Probes #Z-25208。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 す べ て の 分 析 物 -特 異 的 抗 体 を 供 給 元 の 推 奨 に し た が っ て 、 5% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン  (BS
A)ま た は 5% 脱 脂 粉 乳 を 含 む ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー に て 、 1:250 希 釈 に て 用 い た 。 検 出 試 薬  
(蛍 光 標 識 化  Fab 断 片 )を 、 5% BSAを 含 む ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー に て 、 1:500 希 釈 に て 用 い

10

20

30

40

50

(28) JP 2007-526460 A 2007.9.13



た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
2.本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 部 分 と し て の 固 体 支 持 体
　 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 部 分 と し て の 実 質 的 に 平 面 の 固 体 支 持 体 と し て
、 平 面 状 膜 導 波 路 を 用 い 、 こ の 大 き さ は 、 幅 14 mm x 長 さ 57 mm x厚 さ 0.7 mmで あ っ た 。
こ れ ら 薄 膜 導 波 路 は 、 ガ ラ ス 基 体 (AF 45、 第 二 の 光 学 的 に 透 明 の 層  (b))お よ び (b)の 上 に
沈 着 す る 150 nmの 厚 さ の 、 屈 折 率 の 高 い 五 酸 化 タ ン タ ル 層 (第 一 の 光 学 的 に 透 明 の 層  (a))
を 含 む 。 ２ つ の 表 面 レ リ ー フ 格 子 (格 子 構 造 (c)お よ び (c’ ))は 、 こ れ ら プ レ ー ト の 長 さ に
平 行 に 、 ガ ラ ス 基 体 上 に 互 い に 9 mmの 距 離 に 調 整 さ れ る  (格 子 周 期 : 318 nm、 格 子 深 度 : 
12 nm +/- 2 nm)。 光 の 屈 折 率 の 高 い 層 へ の イ ン カ ッ プ リ ン グ の た め の 回 折 格 子 と し て 役
立 つ こ れ ら 構 造 は 、 該 屈 折 率 の 高 い 層 の 沈 着 の 結 果 、 該 五 酸 化 タ ン タ ル 層 の 表 面 に 導 入 さ
れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 薄 膜 導 波 路 プ レ ー ト を 注 意 深 く 洗 浄 し た 後 、 モ ノ ド デ シ ル ホ ス フ ァ ー ト  (DDP)の 単 層 を
、 接 着 促 進 層 と し て 、 金 属 酸 化 物 層 の 表 面 に 、 水 溶 液 (0.5 mM DDP)か ら 沈 降 さ せ て 自 発 的
自 己 集 合 に よ り 作 成 し た 。 元 は 親 水 性 の 金 属 酸 化 物 表 面 の か か る 表 面 改 変 に よ り 、 疎 水 性
表 面 (水 に 対 す る 接 触 角 約 100° )を 作 り 、 そ の 上 に 複 数 の (希 釈 ま た は 非 希 釈 ) 可 溶 化 液 サ
ン プ ル を 沈 着 さ せ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
3.方 法  組 織 可 溶 化 液 ア レ イ 生 産 、 ア ッ セ イ 調 製 お よ び デ ー タ 分 析
3.1.タ ン パ ク 質 定 量
　 組 織 可 溶 化 液 の タ ン パ ク 質 濃 度 は 標 準 と し て 10倍 希 釈 溶 解 バ ッ フ ァ ー 中 の BSAを 用 い て P
IERCE Coomassie Plus Kit (PIERCE # 23238)に よ り 測 定 し た 。 組 織 可 溶 化 液 を 比 色 分 析
試 薬 の 添 加 に 先 立 っ て リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水  (PBS)に 10倍 に 希 釈 し た 。 結 果 は セ ク シ ョ ン  1.1
に 示 す 。
【 ０ １ ４ ７ 】
3.2.測 定 領 域 作 成 お よ び ア レ イ 形 状
　 組 織 可 溶 化 液 を 希 釈 し て 、 セ ク シ ョ ン  2に 記 載 の 接 着 促 進 層 を 備 え た 固 体 支 持 体 上 に 沈
着  (「 ス ポ ッ テ ィ ン グ 」 )さ せ る た め の 可 溶 化 液 終 濃 度 と し た 。 ス ポ ッ テ ィ ン グ 溶 液 の タ
ン パ ク 質 濃 度 は 、 尿 素 含 有 ス ポ ッ テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 そ れ ぞ れ 0.26 mg/ml、 0.21 mg/ml
、 0.16 mg/mlお よ び 0.10 mg/mlと し た 。 別 々 の 測 定 領 域 (「 ス ポ ッ ト 」 )は イ ン ク ジ ェ ッ ト
・ ス ポ ッ タ ー を 用 い て 約 400 pl容 積 の 一 滴 の 沈 着 に よ り 固 体 支 持 体 上 に 作 成 し た 。 各 可 溶
化 液 溶 液 か ら ２ つ の 複 製 ス ポ ッ ト を 、 共 通 の 列 に 互 い に 隣 接 す る よ う に 作 成 し 、 常 に ４ 種
類 の 希 釈 度 の 可 溶 化 液 か ら ４ つ の 測 定 領 域 が １ つ の 行 に お い て 生 じ る よ う に し た (図 1参 照
)。 ２ つ の さ ら な る 、 相 異 な る 処 理 を し た 細 胞 可 溶 化 液 (「 非 開 示 細 胞 可 溶 化 液 」 と し て 図
1の 上 の 拡 大 図 に 示 す )を ア ッ セ イ 性 能 に つ い て の 内 部 陽 性 対 照 と し て ス ポ ッ ト し た 。 陽 性
対 照 は 典 型 的 に は 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 で あ る P-Akt お よ び P-Erk2レ ベ
ル の 処 理 に よ る 上 方 制 御 を 明 ら か に す る 。 陰 性 対 照 と な る 測 定 領 域 は バ ッ フ ァ ー 溶 液 (細
胞 ま た は 組 織 可 溶 化 液 を 含 ま な い )を ス ポ ッ テ ィ ン グ す る こ と に よ り 作 成 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 サ ン プ ル お よ び バ ッ フ ァ ー 溶 液 を そ れ ぞ れ 含 む 測 定 領 域 に 加 え て 、
各 ア レ イ は 、 励 起 光 強 度 の 局 所 差 異 お よ び /ま た は 時 間 的 変 位 の 基 準 化 に 用 い ら れ る 固 定
化 さ れ た 、 Cy5で 蛍 光 標 識 さ れ た ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (Cy5-BSA)を 含 む さ ら な る 測 定 領 域 (
図 1の 下 の 拡 大 図 に お い て 「 基 準 」 と 示 さ れ る )を 含 ん で い た 。 Cy5-BSA (標 識 率 : BSA 1分
子 当 た り  Cy5約 3分 子 )は 、 3.5M 尿 素 、 1M チ オ 尿 素 中 濃 度 0.5 nMに て 沈 着 さ せ た 。 こ れ ら
 基 準 ス ポ ッ ト か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル を シ グ ナ ル 標 準 化 に 用 い て 、 ア レ イ 内 お よ び ア レ イ 間
の 励 起 光 強 度 の 差 異 を 補 償 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 組 織 可 溶 化 液 ア レ イ の 作 成 の 後 、 タ ン パ ク 質 に よ っ て 被 覆 さ れ て い な い プ ラ ッ ト フ ォ ー
ム 上 の 遊 離 の 疎 水 性 領 域 を 、 表 面 と 50 mM イ ミ ダ ゾ ー ル  / 100 mM NaCl (pH 7.4)中 の  BS
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A (30 mg/ml)溶 液 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン  (BSA)に よ り 飽 和
し 、 こ こ で BSAは 、 分 析 物 お よ び 沈 着 し た サ ン プ ル の そ の 他 の 含 有 物 お よ び ア プ ラ イ さ れ
る 結 合 試 薬 お よ び 検 出 試 薬 に 対 し て 「 化 学 的 に 中 立 」 (即 ち 非 結 合 性 )の 化 合 物 と し て 、 表
面 に 対 す る 非 特 異 的 結 合 を 最 小 化 す る た め に 使 用 さ れ る 。 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 精 製
水 で 洗 浄 し 、 窒 素 流 中 で 乾 燥 し 、 4℃ 、 暗 所 に て 使 用 時 ま で 保 存 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 各 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は ６ つ の 同 一 の 測 定 領 域 の ア レ イ を 含 む 。 流 体 構 造 を 国 際 特
許 出 願 WO 01/43875お よ び WO 02/103331に 記 載 の よ う に 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 表 面 に
結 合 さ せ 、 内 容 量 が 15μ lで あ る ６ つ の サ ン プ ル 区 画 の 配 列 を 作 成 し 、 そ れ ぞ れ ６ つ の 測
定 領 域 の ア レ イ の １ つ を 含 む 。
【 ０ １ ５ １ 】
ア ッ セ イ 手 順
　 可 溶 化 液 ア レ イ の 質 的 制 御 、 即 ち 、 欠 損 し た ス ポ ッ ト 、 ス ポ ッ ト 形 状 お よ び 均 一 性 な ら
び に ア プ ラ イ さ れ る 相 対 タ ン パ ク 質 濃 度 の 測 定 を 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ タ ン パ ク 質 と し て β
-ア ク チ ン を 検 出 す る こ と に よ り 行 っ た 。 β -ア ク チ ン の 検 出 は 5% BSAを 含 む ア ッ セ イ バ ッ
フ ァ ー 中 に 500倍 希 釈 し た Cy3-α -β -ア ク チ ン 抗 体 の 測 定 領 域 の １ つ の ア レ イ へ の 添 加 (ア
プ ラ イ 濃 度 : 6 nM)、 次 い で 1時 間 25℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 一 工 程 ア ッ セ イ に
て 行 っ た 。 過 剰 の 蛍 光 標 識 化 抗 体 を 5% BSAを 含 む ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー に よ り 除 去 し た 後 、
ア レ イ を 励 起 お よ び 結 果 と し て 生 じ る 蛍 光 シ グ ナ ル の  ZeptoREADER T M  を 用 い た (以 下 参 照
)検 出 に よ る 検 出 工 程 に 供 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 組 織 可 溶 化 液 ス ポ ッ ト に お け る 分 析 物 (マ ー カ ー 特 異 的 タ ン パ ク 質 )の 検 出 は 、 二 工 程 連
続 ア ッ セ イ に て 行 っ た 。 第 一 の 工 程 は 、 特 異 的 結 合 試 薬 と し て の 分 析 物 特 異 的 抗 体 (セ ク
シ ョ ン 1.2参 照 )の 測 定 領 域 の ア レ イ へ の 添 加 お よ び 一 晩 (25℃ で の )イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン か
ら 構 成 さ れ た 。 こ の 場 合 、 そ れ ぞ れ 個 々 の ア レ イ に 常 に １ つ の 結 合 試 薬 の み が ア プ ラ イ さ
れ 、 列 挙 し た 14の 相 異 な る 結 合 試 薬 の ア プ ラ イ に は 、 14の 相 異 な る ア レ イ へ の ア プ ラ イ が
要 求 さ れ た 。 過 剰 の 抗 体 を 除 い た 後 、 ア レ イ を 検 出 試 薬 と し て の 蛍 光 標 識 化 抗 種  Fab断 片
と 1時 間 25℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 共 通 の 蛍 光 標 識  (Alexa Fluor 647)を シ グ ナ ル 作 成
に 用 い 、 そ れ を 異 な る 抗 -種 抗 体 に 結 合 さ せ た 。 そ れ ら の 種 特 異 性 に よ り 、 相 異 な る 抗 -種
抗 体 が 検 出 試 薬 と し て ア レ イ に ア プ ラ イ さ れ 、 そ の ア レ イ は 対 応 す る 結 合 試 薬 (マ ウ ス ま
た は ウ サ ギ  抗 体 )が ア プ ラ イ さ れ た も の で あ る 。 最 後 に 、 ア レ イ を 5% BSA を 含 む ア ッ セ
イ バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 励 起 お よ び 結 果 と し て 生 じ る 蛍 光 シ グ ナ ル の ZeptoREADER T M  を 用
い た 検 出 に よ る 検 出 工 程 に 供 し た (以 下 参 照 )。
【 ０ １ ５ ３ 】
3.4 測 定 領 域 の ア レ イ か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル の 検 出
　 様 々 な 測 定 領 域 の ア レ イ か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル を ZeptoREADER T M  (Zeptosens AG、 Benkens
trasse 254、 CH-4108 Witterswil)を 用 い て 自 動 的 に 連 続 し て 測 定 し た 。 主 要 な 測 定 工 程
は 以 下 の 通 り で あ る :各 測 定 領 域 の ア レ イ に つ い て 、 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー
ム を 、 光 の 導 波 路 で あ る 五 酸 化 タ ン タ ル 層 へ の イ ン カ ッ プ リ ン グ の た め の 共 鳴 条 件 の マ ッ
チ ン グ お よ び 測 定 領 域 に お け る 利 用 可 能 な 励 起 光 の 最 大 化 の た め に 調 整 す る 。 次 い で 、 各
ア レ イ に つ い て 、 対 応 す る ア レ イ か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル の イ メ ー ジ を 作 成 し 、 こ こ で 、 使 用
者 は 様 々 な 露 光 時 間 お よ び 作 成 す る イ メ ー ジ の 数 を 選 択 す る こ と が 出 来 る 。 本 実 施 例 に つ
い て の 測 定 の 場 合 、 励 起 波 長 は Cy5ま た は Alexa Fluor 647 蛍 光 標 識 の 励 起 の た め に は 633
 nm、 Cy3 蛍 光 標 識 の 励 起 の た め に は 532 nmと し た 。 Cy5ま た は Alexa Fluor 647の 蛍 光 波
長 で の 蛍 光 検 出 は カ メ ラ の レ ン ズ の 前 に 位 置 す る 散 乱 光 を 抑 制 す る た め に 、 冷 却 カ メ ラ 、
干 渉 フ ィ ル タ ー (透 過  675 nm +/- 25 nm、 「 赤 色 検 出 チ ャ ネ ル 」 )を 用 い て 行 う 。 532 nm
に て 励 起 さ れ た Cy3 蛍 光 標 識 か ら 生 じ る 蛍 光 の 検 出 に は 、  透 過  572 nm +/- 25 nm (「 緑
色 検 出 チ ャ ネ ル 」 )の 干 渉 フ ィ ル タ ー を 用 い る 。 作 成 さ れ た 蛍 光 イ メ ー ジ は 、 制 御 コ ン ピ
ュ ー タ の デ ィ ス ク に 自 動 的 に 記 憶 さ れ る 。 光 学 シ ス テ ム (ZeptoREADER T M )の さ ら な る 詳 細
に つ い て は 国 際 特 許 出 願  PCT/EP 01/10012に 記 載 さ れ て お り 、 本 明 細 書 に そ の 内 容 を 引 用
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に よ り 含 め る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
3.5.デ ー タ 分 析
　 測 定 領 域 (ス ポ ッ ト )か ら の 可 溶 化 液 サ ン プ ル 分 析 物 濃 度 の 相 対 濃 度 に 対 応 す る 蛍 光 シ グ
ナ ル 強 度 を 複 数 の 測 定 領 域 の ア レ イ か ら の 蛍 光 イ メ ー ジ の 自 動 化 分 析 を 可 能 と す る イ メ ー
ジ 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア (ZeptoVIEW T M 、 Pro 2.0 Release 2.0、 Zeptosens AG、 CH-4108 Witte
rswil)を 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 カ メ ラ の 個 々 の ピ ク セ ル の 生 デ ー タ は 、 セ ン サ ー プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 上 で イ メ ー ジ ン グ さ
れ た 領 域 に 対 応 す る デ ジ タ ル 測 定 デ ー タ の 二 次 元 マ ト リ ッ ク ス に 対 応 す る 。 デ ー タ 分 析 の
た め に 、 ま ず 、 各 ス ポ ッ ト の イ メ ー ジ 画 分 が 個 々 の 二 次 元 グ リ ッ ド 素 子 に 含 ま れ る よ う に
、 二 次 元 座 標 格 子 を 像 点 (ピ ク セ ル )上 に 重 ね 合 わ せ る 。 こ の グ リ ッ ド 素 子 内 に お い て 、 使
用 者 が 決 定 で き る 半 径 を 有 す る 調 整 可 能 な 円 形 の 「 目 的 領 域 (AOI)」 が 各 ス ポ ッ ト に 割 り
当 て ら れ る 。 こ の 場 合 、 ス ポ ッ ト 直 径 は 一 定 値 120 μ mに 設 定 し た 。 選 択 し た 分 析 領 域 内
の ピ ク セ ル 値 (シ グ ナ ル 強 度 )の 相 加 平 均 を 各 ス ポ ッ ト に つ い て の 平 均 総 シ グ ナ ル 強 度 と し
て 決 定 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル は ス ポ ッ ト の 間 で 測 定 さ れ た シ グ ナ ル 強 度 か ら 決 定 す る 。 こ
の 目 的 の た め 、 ４ つ の さ ら な る 円 形 領 域 (典 型 的 に は ス ポ ッ ト の 分 析 領 域 と 同 じ 半 径 を 有
す る )を 、 各 ス ポ ッ ト に つ い て の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル 測 定 の た め の 分 析 領 域 と し て
決 定 し 、 該 領 域 は 好 ま し く は 隣 接 す る ス ポ ッ ト の 間 の 中 央 に 位 置 さ せ る 。 平 均 バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド シ グ ナ ル 強 度 は 、 例 え ば 、 ４ つ の 円 形 の 領 域 の 各 々 に つ い て 規 定 の AOIに お け る ピ
ク セ ル 値 (シ グ ナ ル 強 度 )の 相 加 平 均 と し て 決 定 す る 。 測 定 領 域 (ス ポ ッ ト )か ら の 平 均 正 味
シ グ ナ ル 強 度 を 次 い で 、 対 応 す る ス ポ ッ ト の 平 均 局 所 総 シ グ ナ ル 強 度 と バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
シ グ ナ ル 強 度 と の 差 異 と し て 算 出 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 す べ て の 可 溶 化 液 サ ン プ ル ス ポ ッ ト の 正 味 シ グ ナ ル 強 度 の 基 準 化 は 、 各 測 定 領 域 の ア レ
イ の 基 準 ス ポ ッ ト (Cy5-BSA)に よ っ て 行 う 。 こ の 目 的 の た め 、 特 定 の 行 に お け る ２ つ の 隣
接 し た 測 定 さ れ た 基 準 ス ポ ッ ト の 間 の 各 可 溶 化 液 サ ン プ ル ス ポ ッ ト 位 置 の 人 為 的 基 準 ス ポ
ッ ト シ グ ナ ル 強 度 を 内 挿 に よ り 算 出 す る 。 次 い で 、 各 可 溶 化 液 サ ン プ ル ス ポ ッ ト に つ い て
、 基 準 化 し た 蛍 光 強 度 を 、 分 析 物 ス ポ ッ ト の 正 味 の シ グ ナ ル 強 度 の 平 均 を 対 応 す る 人 為 的
基 準 ス ポ ッ ト の 正 味 の シ グ ナ ル 強 度 の 平 均 値 に よ っ て 割 る こ と に よ り 算 出 す る 。 こ の 基 準
化 方 法 は 、 各 マ イ ク ロ ア レ イ 内 お よ び 相 異 な る マ イ ク ロ ア レ イ 間 の 両 方 の 、 光 伝 播 の 方 向
に 垂 直 な 方 向 に 沿 っ た 利 用 可 能 な 励 起 光 強 度 に お け る 局 所 差 異 を 補 償 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 さ ら な る 分 析 の た め に 、 上 記 の よ う に 各 二 連 の ス ポ ッ ト 対 か ら 平 均 し た 、 基 準 化 蛍 光 強
度 (RFI)を 、 各 処 理 お よ び 各 抗 体 に つ い て 、 そ れ ぞ れ の 組 織 可 溶 化 液 の ア プ ラ イ さ れ た タ
ン パ ク 質 濃 度 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト し た (デ ー タ は 示 さ ず )。 一 例 と し て 、 較 正 曲 線 と し て
の か か る 希 釈 プ ロ ッ ト を β -ア ク チ ン 測 定 に つ い て 示 す (図 3)。 こ の 希 釈 プ ロ ッ ト か ら 、 シ
グ ナ ル を 、 実 験 デ ー タ に 対 し て 最 大 線 形 適 合 に あ て は ま る (4つ の 希 釈 度 の ) ア プ ラ イ さ れ
た タ ン パ ク 質 濃 度 に つ い て 標 準 化 し た 。 そ の 後 、 標 準 化 し た シ グ ナ ル の 平 均 を 取 っ た 。 し
た が っ て 、 4種 類 の 希 釈 度 (8ス ポ ッ ト )の 細 胞 可 溶 化 液 を 含 む 各 ア レ イ 領 域 は 最 終 的 に 、 各
サ ン プ ル お よ び 抗 体 つ い て の 標 準 化 さ れ た 発 現 シ グ ナ ル を 提 供 す る 。 結 果 を 最 終 的 に バ ー
・ プ ロ ッ ト ・ プ ロ フ ァ イ ル と し て 要 約 し 、 各 バ ー は 標 準 化 し た 発 現 シ グ ナ ル (RFI単 位 )を
表 し ;エ ラ ー バ ー は こ れ ら 標 準 化 し た 発 現 シ グ ナ ル の 標 準 偏 差 に 対 応 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
4.結 果
4.1. 組 織 可 溶 化 液 ア レ イ の 生 産 -質 的 対 照
　 ス ポ ッ ト し た 可 溶 化 液 ア レ イ の 質 (例 え ば 、 欠 損 し た ス ポ ッ ト の 数 、 ス ポ ッ ト 形 状 、 ス
ポ ッ ト 形 態 、 相 対 タ ン パ ク 質 濃 度 )を ハ ウ ス キ ー ピ ン グ タ ン パ ク 質 と し て の β -ア ク チ ン の
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発 現 レ ベ ル を 測 定 す る ア ッ セ イ に て 調 べ た 。 測 定 は 、 図 １ に お い て 「 非 開 示 細 胞 可 溶 化 液
」 と 称 さ れ る 測 定 領 域 の ア レ イ に ア プ ラ イ さ れ る Cy3-標 識 抗 -β -ア ク チ ン 抗 体 を 検 出 試 薬
と し て 用 い て ZeptoREADER T M の 緑 色 検 出 チ ャ ネ ル に て 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 生 産 し た チ ッ プ の 良 好 な ア レ イ の 質 が 達 成 さ れ た :
・ 欠 損 し た ス ポ ッ ト が 無 い
・ ス ポ ッ ト 形 状 が 良 好 で あ る
・ ス ポ ッ ト の 均 一 性 が 良 好 で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 図 2は 左 側 に 、 1:500 希 釈 Cy3-抗 -β -ア ク チ ン と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の 蛍 光 イ メ ー
ジ (露 光 時 間  5秒 、 表 示 範 囲  0-20'000)を 示 す 。 図 2の 右 側 は ア レ イ の レ イ ア ウ ト (形 状 )を
示 す (1 = 非 開 示 対 照 細 胞 可 溶 化 液 、 2 = 非 開 示 処 理 済 細 胞 可 溶 化 液 、 3 = ス ポ ッ テ ィ ン
グ バ ッ フ ァ ー 、 4 = 非 処 理 結 腸 直 腸 癌 組 織 可 溶 化 液  = 「 腫 瘍 可 溶 化 液 1」 、 5 = 処 理 済 結
腸 直 腸 癌 組 織 可 溶 化 液  = 「 腫 瘍 可 溶 化 液 2」 、 6 = 空 ;沈 着 し た サ ン プ ル の 希 釈 度 は 各 可
溶 化 液 に つ い て 左 か ら 右 へ と 上 昇 す る 、 図 1も 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ４ 種 類 の 希 釈 度 で の 細 胞 /組 織 可 溶 化 液 の ス ポ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 以 下 が 可 能 と な っ た
：
・ シ グ ナ ル 生 成 の ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ の 指 定 、 お よ び 、
・ 単 一 地 点 測 定 (即 ち 、 個 々 の タ ン パ ク 質 濃 度 に つ い て の み 測 定 さ れ る 蛍 光 強 度 )で は な く
用 量 依 存 的 シ グ ナ ル 勾 配 を 用 い る こ と に よ る よ り 正 確 な シ グ ナ ル の 抽 出 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ス ポ ッ ト し た 組 織 可 溶 化 液 の タ ン パ ク 質 濃 度 の 低 下 に と も な う 明 ら か な 蛍 光 シ グ ナ ル 強
度 の 低 下 を 、 す べ て の ア プ ラ イ さ れ た 可 溶 化 液 に つ い て 観 察 す る こ と が 出 来 た 。 一 例 と し
て 、 非 処 理 お よ び 処 理 済 腫 瘍 組 織 に つ い て Cy3-抗 -β -ア ク チ ン 抗 体 に よ る 検 出 に よ り 得 ら
れ た 、 沈 着 さ れ た 可 溶 化 液 サ ン プ ル に お け る タ ン パ ク 質 濃 度 に 対 し て 基 準 化 し た 蛍 光 シ グ
ナ ル が 線 形 の 依 存 性 を 示 す 希 釈 プ ロ ッ ト を 図 3に 示 す 。 デ ー タ ポ イ ン ト は 常 に タ ン パ ク 質
濃 度 当 た り の 2つ の 複 製 ス ポ ッ ト の 平 均 正 味 蛍 光 シ グ ナ ル を 示 す (RFI = 基 準 化 し た 蛍 光 強
度 )。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 図 4は 、 セ ク シ ョ ン  3.5に 記 載 し た 希 釈 プ ロ ッ ト か ら 得 ら れ た 、 す べ て の ス ポ ッ ト し た
細 胞 /組 織 可 溶 化 液 で の β -ア ク チ ン の 検 出 に つ い て の バ ー ・ プ ロ ッ ト ・ プ ロ フ ァ イ ル を 示
す 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 「 非 開 示 細 胞 可 溶 化 液 」 で は 、 蛍 光 シ グ ナ ル レ ベ ル は ほ ぼ 同 程 度 の 高 さ で あ り 、 相 異 な
る 細 胞 可 溶 化 液 が 同 じ 濃 度 で ス ポ ッ ト さ れ た こ と 、 お よ び 、 処 理 は β -ア ク チ ン の レ ベ ル
に 影 響 を 与 え な か っ た こ と を 示 す 。 大 腸 癌 組 織 可 溶 化 液 で は 非 処 理 と 比 較 し て 処 理 済 サ ン
プ ル に つ い て わ ず か に 高 レ ベ ル の β -ア ク チ ン が 検 出 さ れ た 。 こ れ ら ２ つ の 組 織 可 溶 化 液
の タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 ス ポ ッ テ ィ ン グ 溶 液 の 調 製 の 前 に 同 レ ベ ル に 均 等 化 さ れ て い る た め
、 得 ら れ た 差 異 は お そ ら く 標 準 か ら の 正 し い タ ン パ ク 質 濃 度 の 測 定 に お け る 誤 差 に 起 因 す
る と 考 え ら れ る (10-15%の 範 囲 内 の 典 型 的 な 誤 差 )。 そ れ ゆ え 、 以 下 に お い て 、 処 理 済 癌 可
溶 化 液 の す べ て の 分 析 物 特 異 的 シ グ ナ ル を β -ア ク チ ン シ グ ナ ル の こ の 差 異 に つ い て 修 正
し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
4.2. 14の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ
　 ひ と つ の 測 定 領 域 の ア レ イ を 、 特 異 的 結 合 試 薬 と し て ア プ ラ イ さ れ た 各 異 な る 抗 体 お よ
び 沈 着 し た サ ン プ ル に お け る 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 に つ い て 測 定 し た 。 以 下 に お い て 、 各
測 定 し た マ イ ク ロ ア レ イ か ら 得 た バ ー ・ プ ロ ッ ト ・ プ ロ フ ァ イ ル を 各 タ ン パ ク 質 分 析 物 に
つ い て 示 す 。
【 ０ １ ６ ７ 】
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　 図 5は 、 経 路 活 性 化 マ ー カ ー で あ る 、 P-Erk2、 P-Akt、 P-p38、 P-SAPK/JNK、 P-Iκ B-α 、
P-Stat3、 α -カ テ ニ ン 、 お よ び β -カ テ ニ ン の 相 異 な る サ ン プ ル に お け る 検 出 に つ い て の
バ ー ・ プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 図 6は 、 増 殖 マ ー カ ー で あ る 、 P-ヒ ス ト ン  H3、 P-Rb、 P-p53、 お よ び サ イ ク リ ン  D1の 相
異 な る サ ン プ ル に お け る 検 出 に つ い て の バ ー ・ プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 図 7は 、 ア ポ ト ー シ ス マ ー カ ー (切 断 PARP、 切 断 カ ス パ ー ゼ  3)の 相 異 な る サ ン プ ル に お
け る 検 出 に つ い て の バ ー ・ プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。
【 ０ １ ７ ０ 】
4.3. 示 差 的 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル /結 果 の 要 約
　 図 8は 、 14種 類 の タ ン パ ク 質 分 析 物 へ の 結 合 お よ び そ れ ら の 検 出 の た め の 、 14種 類 の マ
ー カ ー 抗 体 に よ り プ ロ フ ァ イ リ ン グ さ れ た ２ 種 の 異 な る 処 理 済 大 腸 癌 組 織 可 溶 化 液 に つ い
て 得 ら れ た 結 果 を 要 約 す る 。 「 シ グ ナ ル 倍 数 」 変 化 は 、 対 照 可 溶 化 液 サ ン プ ル の シ グ ナ ル
に 対 す る 処 理 済 可 溶 化 液 サ ン プ ル の シ グ ナ ル の 比 と し て 算 出 し た も の で あ り 、 し た が っ て
目 的 の タ ン パ ク 質 の 示 差 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 表 す 。 破 線 は タ ン パ ク 質  発 現 の 有 意 な 上
方 制 御 お よ び 下 方 制 御 の 限 界 を 示 す : 
上 方 制 御 の 限 界 = 1.24
下 方 制 御 の 限 界 = 0.81。
【 ０ １ ７ １ 】
　 こ れ ら 限 界 は よ り 大 き い セ ッ ト の 同 様 の 研 究 実 験 か ら 判 定 し た も の で あ り 、 か か る 実 験
は 典 型 的 に は 二 連 の 抗 体 実 験 か ら の 7-14% (平 均 10%)の 範 囲 に お け る シ グ ナ ル 倍 数 変 化 の C
Vを 明 ら か に す る 。 こ の 実 験 に お い て 、 該 典 型 的 変 動 係 数 は 、 14の す べ て の 単 一 の 抗 体 の
測 定 の 平 均 発 現 シ グ ナ ル を (各 8ス ポ ッ ト の 複 製 か ら )平 均 し た も の で あ り 、  2-20%の 範 囲
で あ っ た (平 均 CV = 8%)。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 こ れ ら 限 界 線 の 上 /下 の シ グ ナ ル 値 は 処 理 に よ っ て タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル が 有 意 に 変 化
し た こ と を 示 す 。 プ ロ ッ ト か ら 見 ら れ る よ う に 、 有 意 な 上 方 制 御 は 調 べ た シ グ ナ ル 伝 達 マ
ー カ ー タ ン パ ク 質 の い ず れ に つ い て も 観 察 で き な か っ た 。 顕 著 な 下 方 制 御 は １ つ の タ ン パ
ク 質 、 即 ち 、 経 路 活 性 化 マ ー カ ー の グ ル ー プ の P-SAPK/JNKに つ い て の み 観 察 で き た (シ グ
ナ ル レ ベ ル 0.50)。 ２ つ の そ の 他 の 経 路 活 性 化 マ ー カ ー は 有 意 差 の 限 界 に 近 い 程 度 の 低 い
下 方 制 御 を 示 し た : P-Erk2 (シ グ ナ ル レ ベ ル  0.74)お よ び P-p38 (シ グ ナ ル レ ベ ル  0.71)
。 そ の 他 の す べ て の 分 析 物 は 有 意 な シ グ ナ ル 変 化 を 示 さ な か っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ３ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム お よ び 本 発 明 に よ る 分 析 用 プ ラ ッ
ト フ ォ ー ム と し て の 一 般 的 な 固 体 支 持 体 上 の (沈 着 さ せ た サ ン プ ル に し た が っ て ) 6つ の 同
一 の 測 定 領 域 の ア レ イ の 配 置 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 左 部 分 に 、 1:500 希 釈 の Cy3-抗 -β -ア ク チ ン (ア プ ラ イ 濃 度 : 6 nM; 露 光
時 間 ： 5秒 、 表 示 範 囲 ： 0-20 000)と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の 測 定 領 域 の ア レ イ か ら の 等
方 放 射 蛍 光 の イ メ ー ジ を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 非 処 理 お よ び 処 理 済 大 腸 癌 組 織 可 溶 化 液 (即 ち 、 「 腫 瘍 可 溶 化 液 1お よ び 2
」 )の 両 方 に つ い て の 希 釈 プ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 ス ポ ッ ト し た 細 胞 お よ び 腫 瘍 組 織 可 溶 化 液 の す べ て に お け る β -ア ク チ ン
の 検 出 に つ い て の 基 準 化 蛍 光 強 度  (RFI)を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 ２ つ の 大 腸 癌 組 織 可 溶 化 液 お よ び 内 部 対 照 と し て の ２ つ の 細 胞 可 溶 化 液 (
そ れ ぞ れ 非 処 理 お よ び 処 理 済 )に つ い て の 異 な る 測 定 領 域 の ア レ イ に て 測 定 し た タ ン パ ク
質 発 現 に つ い て の バ ー ・ プ ロ ッ ト ・ プ ロ フ ァ イ ル を 示 し 、 こ れ ら 可 溶 化 液 は 特 異 的 結 合 試
薬 と し て の 相 異 な る シ グ ナ ル 伝 達 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 (経 路 活 性 化 )に 特 異 的 な 抗 体 、 次 い
で 検 出 試 薬 と し て の 対 応 す る 蛍 光 標 識 抗 -種 抗 体 (経 路 活 性 化 に つ い て の 例 )と イ ン キ ュ ベ
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ー ト し た 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 ２ つ の 大 腸 癌 組 織 可 溶 化 液 お よ び 内 部 対 照 と し て の ２ つ の 細 胞 可 溶 化 液 (
そ れ ぞ れ 非 処 理 お よ び 処 理 済 )に つ い て の 異 な る 測 定 領 域 の ア レ イ に て 測 定 し た タ ン パ ク
質 発 現 に つ い て の バ ー ・ プ ロ ッ ト ・ プ ロ フ ァ イ ル を 示 し 、 こ れ ら 可 溶 化 液 は 異 な る 細 胞 シ
グ ナ ル 伝 達 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 (細 胞 増 殖 )に 特 異 的 な 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 ２ つ の 大 腸 癌 組 織 可 溶 化 液 お よ び 内 部 対 照 と し て の ２ つ の 細 胞 可 溶 化 液 (
そ れ ぞ れ 非 処 理 お よ び 処 理 済 ) に つ い て の 異 な る 測 定 領 域 の ア レ イ に て 測 定 し た タ ン パ ク
質 発 現 に つ い て の バ ー ・ プ ロ ッ ト ・ プ ロ フ ァ イ ル を 示 し 、 こ れ ら 可 溶 化 液 は 異 な る ア ポ ト
ー シ ス マ ー カ ー タ ン パ ク 質 (ア ポ ト ー シ ス )に 特 異 的 な 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 各 タ ン パ ク 質 分 析 物 に つ い て 示 さ れ た 「 シ グ ナ ル 倍 数 」 (処 理 済 お よ び 非
処 理 細 胞 集 団 (サ ン プ ル )か ら 得 ら れ た シ グ ナ ル の 間 の 実 施 例 の セ ク シ ョ ン 3.4.に 記 載 の よ
う に 基 準 化 お よ び 正 規 化 し た 蛍 光 シ グ ナ ル の 比 )を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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　　　　 　　        EE07  FF12  JJ11  JJ12  JJ17  JJ22 

【要約の続き】
層は厚さ1μm未満である。
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多个阵列的单独测量区域的光信号， 其中基本上平面的固体载体是无孔
的，并且可以施加的粘合促进层的厚度小于1μmA.
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