
(57)【要約】
　本発明は、生物学的アレイ、生物学的マイクロアレイ、及び生物学的試料中の生物学的
分子の量及び／又は存在を検出するためのアッセイ及びマイクロアレイを使用する方法に
関する。本発明の生物学的アレイは、複数のウェルがそこに配設された固化され、切片化
可能な基質と複数のウェル内に配設された一又は複数の生物学的試料とを含み、生物学的
アレイは場合によっては内部標準調製物及び／又は配向マーカーを含む。生物学的アレイ
の切片又はスライスは平坦な基体表面に取り付けられて本発明の細胞マイクロアレイを形
成する。本発明の他の細胞マイクロアレイにおいては、基質材料は、基体表面に細胞生物
学的材料を残すマイクロアレイから除去可能な温度感受性材料である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク の 製 造 方 法 に お い て 、
　 複 数 の ピ ン を 有 す る ア レ イ ヤ ー を 、 埋 め 込 み モ ー ル ド と 流 動 性 温 度 感 受 性 基 質 に 、 基 質
と ピ ン が 埋 め 込 み モ ー ル ド 内 に 含 ま れ る よ う に 係 合 さ せ 、 こ こ で 埋 め 込 み モ ー ル ド は 底 面
を 有 し ；
　 埋 め 込 み モ ー ル ド 内 の 基 質 を 凍 結 さ せ て 基 質 を 固 化 さ せ ；
　 基 質 と 埋 め 込 み モ ー ル ド か ら ア レ イ ヤ ー ピ ン を 除 去 し て 、 固 体 温 度 感 受 性 基 質 内 に 配 設
さ れ た 複 数 の ウ ェ ル を 形 成 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ア レ イ ヤ ー が 複 数 の ピ ン が 突 出 す る 本 体 を 更 に 有 し 、 該 複 数 の ピ ン の 各 々 が 本 体 に 固 定
さ れ た 第 一 端 と 第 一 端 の 反 対 の 自 由 端 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 係 合 工 程 が 、 ピ ン の 各 々 の 自 由 端 が モ ー ル ド の 底 面 に 接 触 す る よ う に 埋 め 込 み モ ー ル ド
内 に ア レ イ ヤ ー ピ ン を 十 分 に 挿 入 す る 工 程 を 更 に 具 備 す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 複 数 の ピ ン の 各 々 の 自 由 端 が 先 細 に な っ て 尖 状 部 を 形 成 し て い る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 複 数 の ピ ン の 各 々 の 自 由 端 が 針 部 を 有 し て い る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ピ ン の 各 々 の 自 由 端 が モ ー ル ド の 底 面 に 接 触 し な い よ う に 埋 め 込 み モ ー ル ド 内 に ア レ イ
ヤ ー ピ ン を 不 十 分 に 挿 入 す る 工 程 を 更 に 具 備 す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 温 度 感 受 性 基 質 が 樹 脂 -ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 及 び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む 、 請
求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 係 合 工 程 が 、 ア レ イ ヤ ー ピ ン に 潤 滑 物 質 を 被 覆 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 潤 滑 物 質 が 、 グ リ セ ロ ー ル 、 脂 肪 酸 、 油 、 グ リ ー ス 、 脂 肪 、 又 は 石 鹸 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 凍 結 工 程 が 、 埋 め 込 み モ ー ル ド 、 流 動 性 温 度 感 受 性 基 質 、 及 び ア レ イ ヤ ー ピ ン を 環 境 に
接 触 さ せ る 工 程 を 含 み 、 環 境 の 温 度 が 温 度 感 受 性 基 質 の 凍 結 温 度 よ り 低 い 、 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 環 境 の 温 度 が 、 温 度 感 受 性 基 質 の 凍 結 温 度 よ り 少 な く と も ３ ℃ 、 少 な く と も ５ ℃ 又 は 少
な く と も １ ０ ℃ 低 い 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 環 境 が 液 状 イ ソ ペ ン タ ン で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 イ ソ ペ ン タ ン が 約 １ ６ ０ ℃ の 温 度 を 有 し て い る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 温 度 感 受 性 基 質 の 凍 結 温 度 が 、 約 － １ ０ ℃ か ら 約 － ５ ０ ℃ 、 約 － ２ ０ ℃ か ら 約 － ５ ０ ℃
、 約 － ２ ０ ℃ か ら 約 － ３ ５ ℃ 、 約 － ３ ５ ℃ か ら 約 － ５ ０ ℃ 、 約 － １ ０ ℃ か ら 約 － ３ ５ ℃ 、
又 は 約 － １ ０ ℃ か ら 約 － ２ ０ ℃ の 範 囲 に あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 温 度 感 受 性 基 質 が 最 適 切 断 温 度 材 料 （ Ｏ Ｃ Ｔ ） で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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　 複 数 の ウ ェ ル が 配 設 さ れ た 温 度 感 受 性 材 料 製 の 凍 結 基 質 と 、
　 複 数 の ウ ェ ル 内 に 配 設 さ れ 、 ウ ェ ル を 囲 む 凍 結 基 質 に よ っ て 保 持 さ れ た 一 又 は 複 数 の 生
物 学 的 試 料 を 具 備 し 、 温 度 感 受 性 材 料 の 凍 結 温 度 が 生 物 学 的 試 料 の 凍 結 温 度 よ り も 低 い 、
生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 温 度 感 受 性 材 料 が 樹 脂 -ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 及 び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む 、 請
求 項 １ ６ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 温 度 感 受 性 基 質 材 料 が Ｏ Ｃ Ｔ で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ５ ウ ェ ル ／ ｃ ｍ ２ よ り 多 く を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 の 断 面 直 径 が 、 約 ０ ． ４ ｍ ｍ か ら 約 １ ． ２ ｍ ｍ 、 約 ０ ． ４ ｍ ｍ か ら
約 ０ ． ７ ｍ ｍ 、 又 は 約 ０ ． ８ ｍ ｍ か ら 約 １ ． ２ ｍ ｍ の 範 囲 に あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 生
物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 生 物 学 的 試 料 の 一 又 は 複 数 が 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 細 胞 が 、 正 常 細 胞 、 異 常 細 胞 、 及 び 処 置 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ １ に
記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 生 物 学 的 試 料 の 一 又 は 複 数 が 細 胞 懸 濁 液 を 含 む か 又 は 組 織 を 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の
生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 組 織 が 、 血 液 、 筋 肉 、 神 経 、 脳 、 乳 房 、 前 立 腺 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 膵 臓 、 脾 臓 、 胸 腺 、
食 道 、 胃 、 腸 、 腎 臓 、 精 巣 、 卵 巣 、 子 宮 、 毛 包 、 皮 膚 、 骨 、 膀 胱 、 及 び 脊 髄 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 組 織 が 、 正 常 組 織 、 異 常 組 織 、 及 び 癌 細 胞 を 含 む 組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 ２ ３ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 組 織 が 、 成 体 生 物 及 び 成 体 前 発 達 段 階 の 生 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 生 物 由 来 の も の
で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 複 数 の ウ ェ ル 内 に 配 設 さ れ た 一 又 は 複 数 の 内 部 標 準 調 製 物 を 更 に 含 み 、 こ こ で 内 部 標 準
調 製 物 が 、 埋 め 込 み 材 料 と 混 合 さ れ た 標 準 分 子 を 含 み 、 埋 め 込 み 材 料 が 少 な く と も 一 の 物
理 的 又 は 化 学 的 性 質 に つ い て 基 質 材 料 と 異 な る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 標 準 分 子 が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 及 び ポ リ ペ プ チ ド か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 が 二 又 は そ れ 以 上 の 異 な っ た 標 準 分 子 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の
ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 標 準 分 子 の 一 つ が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 標 準 分 子 の 一 つ が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請
求 項 ２ ９ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 が 二 又 は そ れ 以 上 の 異 な っ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ９ に 記
載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
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　 内 部 標 準 調 製 物 が 二 又 は そ れ 以 上 の 異 な っ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の
ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 埋 め 込 み 材 料 が ア ガ ロ ー ス を 含 ん で な る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 埋 め 込 み 材 料 が 、 約 １ ％ か ら 約 ３ ％ ア ガ ロ ー ス 、 約 １ ． ５ ％ か ら 約 ２ ． ５ ％ ア ガ ロ ー ス
、 又 は 約 １ ． ８ ％ か ら 約 ２ ． ２ ％ ア ガ ロ ー ス 、 又 は 約 ２ ％ ア ガ ロ ー ス の 濃 度 で ア ガ ロ ー ス
を 含 む 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 埋 め 込 み 材 料 が 、 約 ０ ． ５ ％ か ら 約 １ ０ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 約 １ ％ か
ら 約 ７ ％ の Ｂ Ｓ Ａ 、 約 １ ％ か ら 約 ６ ％ の Ｂ Ｓ Ａ 、 又 は 約 １ ％ か ら 約 ５ ％ の Ｂ Ｓ Ａ を 更 に 含
む 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 が 、 約 ０ ． ５ ％ か ら 約 ２ ０ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 約 １ ％
か ら 約 １ ５ ％ の Ｂ Ｓ Ａ 、 約 １ ％ か ら 約 １ ０ ％ の Ｂ Ｓ Ａ 、 又 は 約 １ ％ か ら 約 ５ ％ の Ｂ Ｓ Ａ を
更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 二 又 は そ れ 以 上 の 内 部 標 準 調 製 物 を 更 に 含 み 、 こ こ で 内 部 標 準 調 製 物 の 少 な く と も 二 が
埋 め 込 み 材 料 に 混 合 さ れ た 異 な っ た 濃 度 の 標 準 分 子 を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 複 数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 の 中 に ア レ イ 配 向 マ ー カ ー を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の
ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 が 既 知 量 の 標 準 分 子 を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 複 数 の ウ ェ ル の 各 々 に 潤 滑 材 料 が 内 張 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 潤 滑 材 料 が 、 グ リ セ ロ ー ル 、 脂 肪 酸 、 油 、 グ リ ー ス 、 脂 肪 、 及 び 石 鹸 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 生 物 学 的 試 料 用 の ア レ イ を 製 造 す る 装 置 に お い て 、
　 本 体 と 該 本 体 か ら 突 出 す る 複 数 の ピ ン を 有 す る ア レ イ ヤ ー で あ っ て 、 各 ピ ン が 本 体 に 固
定 さ れ た 第 一 端 と 第 一 端 の 反 対 の 自 由 端 を 有 す る も の と 、
　 底 面 を 有 す る 埋 め 込 み モ ー ル ド と 、
　 埋 め 込 み モ ー ル ド 内 に 収 容 さ れ た 温 度 感 受 性 基 質 で あ っ て 、 生 物 学 的 試 料 の 凍 結 温 度 よ
り 低 い 凍 結 温 度 を 有 す る 温 度 感 受 性 基 質 と 、
を 具 備 す る 、 装 置 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 温 度 感 受 性 基 質 の 凍 結 温 度 が 、 生 物 学 的 試 料 の 凍 結 温 度 よ り 少 な く と も ３ ℃ 、 少 な く と
も ５ ℃ 、 又 は 少 な く と の １ ０ ℃ 低 い 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 温 度 感 受 性 基 質 が 樹 脂 -ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 及 び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む 、 請
求 項 ４ ２ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 温 度 感 受 性 基 質 が 最 適 切 断 温 度 材 料 （ Ｏ Ｃ Ｔ ） で あ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ア レ イ 本 体 が 、 プ レ キ シ グ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 セ ラ ミ ッ ク 、 ガ ラ ス 、 金 属 、 及 び 木 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 剛 性 材 料 か ら 形 成 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 ア レ イ ヤ ー が 、 ５ ピ ン ／ ｃ ｍ ２ よ り 多 く 、 ７ ピ ン ／ ｃ ｍ ２ よ り 多 く 、 又 は １ ３ ピ ン ／ ｃ
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ｍ ２ よ り 多 く 含 む 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 複 数 の ピ ン の 一 又 は 複 数 の 自 由 端 が 先 細 に さ れ て 尖 状 部 が 形 成 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ ２
に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 複 数 の ピ ン の 一 又 は 複 数 の 自 由 端 が ピ ン の 直 径 よ り 小 な る 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ２ に
記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 複 数 の ピ ン の 一 又 は 複 数 が ガ ラ ス 平 滑 端 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 ガ ラ ス 平 滑 端 の 自 由 端 が シ ー ラ ー で 閉 塞 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 針 状 部 が ガ ラ ス 平 滑 端 の 自 由 端 内 に シ ー ラ ー か ら 突 出 す る 、 請 求 項 ５ １ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 複 数 の ピ ン の 一 又 は 複 数 が 、 中 実 の 管 腔 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 複 数 の ピ ン の 一 又 は 複 数 が 、 中 空 の 管 腔 を 含 み 、 自 由 端 が シ ー ル さ れ て い る 、 請 求 項 ４
２ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 複 数 の ピ ン の 一 又 は 複 数 が 、 円 形 断 面 形 状 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 複 数 の ピ ン の 一 又 は 複 数 が 、 約 ０ ． ４ ｍ ｍ か ら 約 １ ． ２ ｍ ｍ 、 約 ０ ． ４ ｍ ｍ か ら 約 ０ ．
７ ｍ ｍ 、 又 は 約 ０ ． ８ ｍ ｍ か ら 約 １ ． ２ ｍ ｍ の 範 囲 の 断 面 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 ５ ５ に 記
載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 複 数 の ウ ェ ル が 配 設 さ れ た 基 質 と 、
　 複 数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 の 中 に 収 容 さ れ た 一 又 は 複 数 の 生 物 学 的 試 料 と 、
　 複 数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 内 に 収 容 さ れ た 一 又 は 複 数 の 内 部 標 準 調 製 物 を 具 備 し 、 内 部
標 準 調 製 物 が 埋 め 込 み 材 料 混 合 さ れ た 標 準 分 子 を 含 み 、 埋 め 込 み 材 料 が 少 な く と も 一 の 物
理 的 又 は 化 学 的 性 質 に お い て 基 質 と は 異 な る 、 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 標 準 分 子 が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 及 び ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 標 準 分 子 が 、 Ｈ ｅ ｒ ２ 遺 伝 子 又 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 少 な く と も ２ ０ の 近 接 ヌ ク レ オ チ ド
又 は そ の 相 補 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 生 物 学 的 ア
レ イ 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 標 準 分 子 が 、 レ セ プ タ ー 、 可 溶 型 レ セ プ タ ー 、 レ セ プ タ ー 細 胞 外 ド メ イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ ） 、
レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 断 片 、 レ セ プ タ ー リ ガ ン ド 、 抗 体 、 抗 体 の 抗 原 結 合 断 片 、 抗 原
、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 及 び Ｈ Ｅ Ｒ ２ ポ リ ペ プ チ ド 又 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と
も １ ０ の 近 接 ア ミ ノ 酸 を 含 む 断 片 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 又 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 が 二 又 は そ れ 以 上 の 異 な っ た 標 準 分 子 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の
生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 標 準 分 子 の 一 つ が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 標 準 分 子 の 一 つ が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請
求 項 ６ １ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
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　 内 部 標 準 調 製 物 が 二 又 は そ れ 以 上 の 異 な っ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ６ １ に 記
載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 が 二 又 は そ れ 以 上 の 異 な っ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の
生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 埋 め 込 み 材 料 が ア ガ ロ ー ス を 含 ん で な る 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 埋 め 込 み 材 料 が 、 約 １ ％ か ら 約 ３ ％ ア ガ ロ ー ス 、 約 １ ． ５ ％ か ら 約 ２ ． ５ ％ ア ガ ロ ー ス
、 又 は 約 １ ． ８ ％ か ら 約 ２ ． ２ ％ ア ガ ロ ー ス 、 又 は 約 ２ ％ ア ガ ロ ー ス の 濃 度 で ア ガ ロ ー ス
を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 埋 め 込 み 材 料 が 、 約 ０ ． ５ ％ か ら 約 １ ０ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 約 １ ％ か
ら 約 ７ ％ の Ｂ Ｓ Ａ 、 約 １ ％ か ら 約 ６ ％ の Ｂ Ｓ Ａ 、 又 は 約 １ ％ か ら 約 ５ ％ の Ｂ Ｓ Ａ を 更 に 含
む 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 が 、 約 ０ ． ５ ％ か ら 約 ２ ０ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 約 １ ％
か ら 約 １ ５ ％ の Ｂ Ｓ Ａ 、 約 １ ％ か ら 約 １ ０ ％ の Ｂ Ｓ Ａ 、 又 は 約 １ ％ か ら 約 ５ ％ の Ｂ Ｓ Ａ を
更 に 含 む 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 試 料 が 組 織 で あ る 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 組 織 が 、 血 液 、 筋 肉 、 神 経 、 脳 、 乳 房 、 前 立 腺 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 膵 臓 、 脾 臓 、 胸 腺 、
食 道 、 胃 、 腸 、 腎 臓 、 精 巣 、 卵 巣 、 子 宮 、 毛 包 、 皮 膚 、 骨 、 膀 胱 、 及 び 脊 髄 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 組 織 が 、 正 常 組 織 、 異 常 組 織 、 成 体 生 物 由 来 の 組 織 、 及 び 成 体 前 発 達 段 階 の 生 物 由 来 の
組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 試 料 が 細 胞 懸 濁 液 で あ る 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 基 質 が 、 パ ラ フ ィ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 及 び 最 適 切 断 温 度 材 料 （ Ｏ Ｃ Ｔ ） か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 温 度 感 受 性 材 料 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 二 又 は そ れ 以 上 の 内 部 標 準 調 製 物 を 更 に 含 み 、 こ こ で 内 部 標 準 調 製 物 の 少 な く と も 二 が
埋 め 込 み 材 料 に 混 合 さ れ た 異 な っ た 濃 度 の 標 準 分 子 を 含 む 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 生 物 学 的
ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 複 数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 の 中 に ア レ イ 配 向 マ ー カ ー を 更 に 含 む 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の
生 物 学 的 ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 生 物 学 的 ア レ イ の 製 造 方 法 に お い て 、
　 複 数 の ウ ェ ル が 配 設 さ れ た 基 質 を 調 製 し 、
　 標 準 分 子 を 埋 め 込 み 材 料 と 混 合 し て 内 部 標 準 調 製 物 を 形 成 し 、 こ こ で 埋 め 込 み 材 料 は 少
な く と も 一 の 物 理 的 又 は 化 学 的 性 質 に お い て 基 質 と は 異 な り 、
　 基 質 内 の 複 数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 中 に 内 部 標 準 調 製 物 を 挿 入 し 、
　 基 質 内 の 複 数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 中 に 試 料 を 挿 入 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 基 質 が 、 パ ラ フ ィ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 樹 脂 -ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 及 び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル を 含 む 材 料 、 及 び 最 適 切 断 温 度 材 料 （ Ｏ Ｃ Ｔ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 温 度 感 受 性
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材 料 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 調 製 段 階 が 基 質 中 に ウ ェ ル を 形 成 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 調 製 段 階 が 、
　 複 数 の ピ ン を 、 埋 め 込 み モ ー ル ド と 流 動 性 温 度 感 受 性 基 質 に 、 基 質 と ピ ン が 埋 め 込 み モ
ー ル ド 内 に 含 ま れ る よ う に 係 合 さ せ ；
　 埋 め 込 み モ ー ル ド 内 の 基 質 を 凍 結 さ せ て 基 質 を 固 化 さ せ ；
　 基 質 と 埋 め 込 み モ ー ル ド か ら ピ ン を 除 去 し て 、 固 体 温 度 感 受 性 基 質 内 に 配 設 さ れ た 複 数
の ウ ェ ル を 形 成 す る こ と を 、 更 に 含 む 、 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 調 製 段 階 が 、 複 数 の ピ ン を 埋 め 込 み モ ー ル ド と 流 動 性 温 度 感 受 性 基 質 に 係 合 さ せ る 前 に
複 数 の ピ ン を 潤 滑 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 標 準 分 子 が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子
、 Ｈ ｅ ｒ ２ 遺 伝 子 又 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 少 な く と も ２ ０ の 近 接 ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 相 補
配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び Ｈ Ｅ Ｒ ２ ポ リ ペ プ チ ド 又 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ポ
リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ ０ の 近 接 ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 混 合 工 程 が 、 埋 め 込 み 材 料 に 複 数 の 標 準 分 子 を 混 合 し て 内 部 標 準 調 製 物 を 形 成 す る こ と
を 更 に 含 む 、 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 混 合 工 程 が 、 埋 め 込 み 材 料 と 、 一 又 は 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 一 又 は 複 数 の ポ リ ペ
プ チ ド を 混 合 し て 内 部 標 準 調 製 物 を 形 成 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 混 合 工 程 が 、 埋 め 込 み 材 料 と 、 二 又 は そ れ 以 上 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 混 合 し て 内
部 標 準 調 製 物 を 形 成 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 混 合 工 程 が 、 埋 め 込 み 材 料 と 、 二 又 は そ れ 以 上 の 異 な る ポ リ ペ プ チ ド を 混 合 し て 内 部 標
準 調 製 物 を 形 成 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 混 合 工 程 が 、 ア ガ ロ ー ス と 標 準 分 子 を 混 合 し て 内 部 標 準 調 製 物 を 形 成 す る こ と を 含 む 、
請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 中 の ア ガ ロ ー ス 濃 度 が 、 約 １ ％ か ら 約 ３ ％ ア ガ ロ ー ス 、 約 １ ． ５ ％ か ら
約 ２ ． ５ ％ ア ガ ロ ー ス 、 又 は 約 １ ． ８ ％ か ら 約 ２ ． ２ ％ ア ガ ロ ー ス 、 又 は 約 ２ ％ ア ガ ロ ー
ス で あ る 、 請 求 項 ８ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 混 合 工 程 が 、 ア ガ ロ ー ス 及 び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） と 標 準 分 子 を 混 合 し て 内 部
標 準 調 製 物 を 形 成 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 中 の Ｂ Ｓ Ａ 濃 度 が 、 約 ０ ． ５ ％ か ら 約 ２ ０ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ
Ｓ Ａ ） 、 約 １ ％ か ら 約 １ ５ ％ の Ｂ Ｓ Ａ 、 約 １ ％ か ら 約 １ ０ ％ の Ｂ Ｓ Ａ 、 又 は 約 １ ％ か ら 約
５ ％ の Ｂ Ｓ Ａ で あ る 、 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 混 合 工 程 が 、 内 部 標 準 調 製 物 を モ ー ル ド 中 に 注 入 し 、 内 部 標 準 調 製 物 を 固 化 さ せ 、 内 部
標 準 ド ナ ー ブ ロ ッ ク を 形 成 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 の 挿 入 工 程 が 、 内 部 標 準 ド ナ ー ブ ロ ッ ク か ら コ ア を 穿 設 し 、 基 質 中 の 複
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数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 中 に コ ア を 挿 入 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ９ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 内 部 標 準 の 挿 入 工 程 が 、 基 質 中 の 複 数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 中 に 内 部 標 準 調 製 物 を 注 入
す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 ア レ イ 中 の 生 物 学 的 分 子 の 検 出 方 法 に お い て 、 該 方 法 が 、
　 既 知 量 の 生 物 学 的 分 子 を 埋 め 込 み 材 料 と 混 合 し て 、 内 部 標 準 調 製 物 を 提 供 し 、
　 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク の 複 数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 中 に 内 部 標 準 調 製 物 を 挿 入 し
、 こ こ で 、 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク は 埋 め 込 み 材 料 と は 一 又 は 複 数 の 物 理 的 又 は 化 学
的 性 質 が 異 な る 基 質 を 含 み 、
　 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク の 複 数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 中 に 一 又 は 複 数 の 試 料 を 挿 入
し て 、 ア レ イ を 形 成 し 、
　 ア レ イ で 分 析 手 順 を 実 施 し 、
　 内 部 標 準 調 製 物 に 対 す る 分 析 手 順 の 結 果 を 試 料 に 対 す る 分 析 手 順 の 結 果 と 相 関 付 け 、 試
料 中 の 生 物 学 的 分 子 の 検 出 を 決 定 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 生 物 学 的 分 子 が 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 及 び Ｈ ｅ ｒ ２ 遺 伝 子 の 少 な く と も ２ ０ の 近
接 ヌ ク レ オ チ ド 又 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 少 な く と も ２ ０ の 近 接 ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 相 補 配
列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 ９
３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 生 物 学 的 分 子 が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 生 物 学 的 分 子 が 、 レ セ プ タ ー 、 可 溶 型 レ セ プ タ ー 、 レ セ プ タ ー 細 胞 外 ド メ イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ
） 、 レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 断 片 、 レ セ プ タ ー リ ガ ン ド 、 抗 体 、 抗 体 の 抗 原 結 合 断 片 、
抗 原 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 及 び Ｈ Ｅ Ｒ ２ ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ ０ の 近 接 ア ミ ノ 酸
又 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 少 な く と も １ ０ の 近 接 ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 が 二 又 は そ れ 以 上 の 異 な っ た 生 物 学 的 分 子 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 生 物 学 的 分 子 の 一 つ が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 生 物 学 的 分 子 の 一 つ が ポ リ ペ プ チ ド で
あ る 、 請 求 項 ９ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 が 二 又 は そ れ 以 上 の 異 な っ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ９ ７ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 が 二 又 は そ れ 以 上 の 異 な っ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ９ ７ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 埋 め 込 み 材 料 が ア ガ ロ ー ス を 含 ん で な る 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 内 部 標 準 中 の ア ガ ロ ー ス 濃 度 が 、 約 １ ％ か ら 約 ３ ％ ア ガ ロ ー ス 、 約 １ ． ５ ％ か ら 約 ２ ．
５ ％ ア ガ ロ ー ス 、 又 は 約 １ ． ８ ％ か ら 約 ２ ． ２ ％ ア ガ ロ ー ス 、 又 は 約 ２ ％ ア ガ ロ ー ス で あ
る 、 請 求 項 １ ０ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 内 部 標 準 調 製 物 が ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） を 更 に 含 み 、 内 部 標 準 調 製 物 中 の Ｂ Ｓ
Ａ 濃 度 が 、 約 ０ ． ５ ％ か ら 約 ２ ０ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 約 １ ％ か ら 約 １ ５
％ の Ｂ Ｓ Ａ 、 約 １ ％ か ら 約 １ ０ ％ の Ｂ Ｓ Ａ 、 又 は 約 １ ％ か ら 約 ５ ％ の Ｂ Ｓ Ａ で あ る 、 請 求

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-509870 A 2005.4.14



項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 試 料 が 組 織 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 組 織 が 、 血 液 、 筋 肉 、 神 経 、 脳 、 乳 房 、 前 立 腺 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 膵 臓 、 脾 臓 、 胸 腺 、
食 道 、 胃 、 腸 、 腎 臓 、 精 巣 、 卵 巣 、 子 宮 、 毛 包 、 皮 膚 、 骨 、 膀 胱 、 及 び 脊 髄 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 組 織 が 、 正 常 組 織 、 異 常 組 織 、 成 体 生 物 由 来 の 組 織 、 及 び 成 体 前 発 達 段 階 の 生 物 由 来 の
組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 試 料 が 細 胞 懸 濁 液 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 基 質 が 、 パ ラ フ ィ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 樹 脂 -ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 及 び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル を 含 む 材 料 、 及 び 最 適 切 断 温 度 材 料 （ Ｏ Ｃ Ｔ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 温 度 感 受 性
材 料 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 分 析 手 順 が イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 分 析 手 順 が 免 疫 組 織 化 学 を 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 分 析 手 順 が 免 疫 蛍 光 を 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 生 物 学 的 分 子 が レ セ プ タ ー で あ り 、 分 析 手 順 が 、 リ ガ ン ド を レ セ プ タ ー に 接 触 さ せ 、 リ
ガ ン ド と レ セ プ タ ー の 結 合 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 リ ガ ン ド が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 生 物 学 的 分 子 が リ ガ ン ド で あ り 、 分 析 手 順 が 、 リ ガ ン ド 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を リ ガ ン ド に
接 触 さ せ 、 リ ガ ン ド と リ ガ ン ド 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ９
３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 リ ガ ン ド 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 、 レ セ プ タ ー 、 レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 断 片 、 レ セ プ タ
ー Ｅ Ｃ Ｄ 、 リ ガ ン ド 特 異 的 抗 体 、 抗 体 の リ ガ ン ド 特 異 的 結 合 断 片 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 １ １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 抗 体 が 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 又 は 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ で あ る 、 請 求 項 １ １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 リ ガ ン ド 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 分 析 手 順 が 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 化 合 物 を 生 物 学 的 分 子 に 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 請
求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 化 合 物 が 、 標 識 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 又 は 標 識 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 標 識 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 、 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 の リ ガ ン ド 結 合 断 片 、 レ
セ プ タ ー 、 レ セ プ タ ー Ｅ Ｃ Ｄ 、 レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 断 片 、 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 抗 体 、 抗 Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ 抗 体 、 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 抗 体 の リ ガ ン ド 結 合 抗 体 断 片 、 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 抗 体 の リ ガ ン ド 結 合 断 片
、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ レ セ プ タ ー 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ レ セ プ タ ー 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 断 片 、
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及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 断 片 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 請 求 項 １ １ ９ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 相 関 付 け 工 程 が 、 試 料 に 結 合 し た 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 化 合 物 の 量 に 対 す る 、 内 部 標 準
調 製 物 に 結 合 し た 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 化 合 物 の 量 を 定 量 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ １ ９
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 化 合 物 が 、 放 射 性 同 位 元 素 、 化 学 発 光 標 識 、 発 光 標 識 、 フ ル オ ロ
フ ォ ア 、 発 色 団 、 特 異 的 結 合 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 抗 体 の リ ガ ン ド 結 合 断 片 、 抗 原 、 レ セ プ
タ ー 、 レ セ プ タ ー Ｅ Ｃ Ｄ 、 レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 断 片 、 レ セ プ タ ー リ ガ ン ド 、 ビ オ チ
ン 、 及 び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 標 識 を 含 む 、 請 求 項 １ １ ８ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 複 数 の ピ ン を 有 す る ア レ イ ヤ ー を 、 埋 め 込 み モ ー ル ド と 流 動 性 温 度 感 受 性 基 質 に 、 基 質
と ピ ン が 埋 め 込 み モ ー ル ド 内 に 含 ま れ る よ う に 係 合 さ せ 、 こ こ で 埋 め 込 み モ ー ル ド は 底 面
を 有 し ；
　 埋 め 込 み モ ー ル ド 内 の 基 質 を 凍 結 さ せ て 基 質 を 固 化 さ せ ；
　 基 質 と 埋 め 込 み モ ー ル ド か ら ア レ イ ヤ ー ピ ン を 除 去 し て 、 固 体 温 度 感 受 性 基 質 内 に 配 設
さ れ た 複 数 の ウ ェ ル を 形 成 し ；
　 複 数 の ウ ェ ル 中 に 二 又 は そ れ 以 上 の 生 物 学 的 試 料 を 挿 入 し て 生 物 学 的 試 料 の ア レ イ を 形
成 し 、
　 ア レ イ を ス ラ イ シ ン グ し て 一 又 は 複 数 の ア レ イ ス ラ イ ス を 形 成 し 、 こ こ で 各 ア レ イ ス ラ
イ ス は 生 物 学 的 試 料 の ア レ イ に 対 応 す る 生 物 学 的 試 料 の 横 断 切 片 の ア レ イ を 有 し ；
　 ア レ イ ス ラ イ ス の 一 又 は 複 数 を 平 坦 な 基 体 表 面 上 に 取 り 付 け ；
　 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム か ら 温 度 感 受 性 基 質 材 料 を 除 去 し て 、 生 物 学 的 試 料 の 横 断 切 片 の マ イ
ク ロ ア レ イ を 形 成 す る 、
こ と を 含 む 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 平 坦 な 基 体 が ガ ラ ス 板 で あ る 、 請 求 項 １ ２ ３ に 記 載 の マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 生 物 学 的 試 料 の 横 断 切 片 密 度 が 少 な く と も ５ 横 断 切 片 ／ ｃ ｍ ２ 、 少 な く と も ７ 横 断 切 片
／ ｃ ｍ ２ 、 少 な く と も １ １ 横 断 切 片 ／ ｃ ｍ ２ 、 少 な く と も １ ３ 横 断 切 片 ／ ｃ ｍ ２ で あ る 、
請 求 項 １ ２ ３ に 記 載 の マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 生 物 学 的 試 料 の 一 又 は 複 数 が 組 織 で あ る 、 請 求 項 １ ２ ３ に 記 載 の マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 組 織 が 、 正 常 組 織 、 異 常 組 織 、 処 置 組 織 、 成 体 生 物 由 来 の 組 織 、 及 び 成 体 前 発 達 段 階 の
生 物 由 来 の 組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ ６ に 記 載 の マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
　 係 合 工 程 が 潤 滑 材 料 で ア レ イ ヤ ー ピ ン を コ ー テ ィ ン グ す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ２
３ に 記 載 の マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
　 潤 滑 材 料 が グ リ セ ロ ー ル 、 脂 肪 酸 、 油 、 グ リ ー ス 、 脂 肪 又 は 石 鹸 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 １ ２ ８ に 記 載 の マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
　 複 数 の ウ ェ ル が 内 部 に 配 設 さ れ た 基 質 を 準 備 し ；
　 標 準 分 子 を 埋 め 込 み 材 料 と 混 合 し て 内 部 標 準 調 製 物 を 形 成 し 、 こ こ で 埋 め 込 み 材 料 は 基
質 と は 少 な く と も 一 の 物 理 的 又 は 化 学 的 性 質 が 異 な り ；
　 基 質 の 複 数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 中 に 内 部 標 準 調 製 物 を 挿 入 し ；
　 基 質 の 複 数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 中 に 生 物 学 的 試 料 を 挿 入 し ；
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　 ア レ イ を ス ラ イ シ ン グ し て 一 又 は 複 数 の ア レ イ ス ラ イ ス を 形 成 し ；
　 ア レ イ ス ラ イ ス の 一 又 は 複 数 を 平 坦 な 基 体 表 面 上 に 取 り 付 け ；
　 基 体 か ら 基 質 を 除 去 す る 、
こ と を 含 む 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ 。 　
【 請 求 項 １ ３ １ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 基 質 内 の 管 中 に 収 容 さ れ て い な い 、 請 求 項 １ ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】
　 標 準 分 子 が 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 及 び Ｄ Ｎ Ａ 分 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で
あ る 、 請 求 項 １ ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】
　 標 準 分 子 が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 レ セ プ タ ー 、 リ ガ ン ド 結 合 レ セ プ タ ー 断 片 、 レ セ プ タ ー Ｅ Ｃ Ｄ 、 レ セ
プ タ ー リ ガ ン ド 、 抗 体 、 抗 原 結 合 抗 体 断 片 、 抗 体 抗 原 、 及 び 酵 素 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 １ ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 、 細 胞 懸 濁 液 、 細 胞 ペ レ ッ ト 、 細 胞 可 溶 化 物 、 組 織 、 及 び 凍 結 組 織 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ ０ に 記 載 の 方 法 。 　
【 請 求 項 １ ３ ６ 】
　 基 質 が 、 温 度 感 受 性 基 質 、 樹 脂 -ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 及 び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、
最 適 切 断 温 度 （ Ｏ Ｃ Ｔ ） 基 質 、 パ ラ フ ィ ン 、 及 び ゼ ラ チ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 １ ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ７ 】
　 埋 め 込 み 材 料 が ア ガ ロ ー ス を 含 む 、 請 求 項 １ ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ８ 】
　 平 坦 面 を 有 す る 基 体 と 、
　 上 記 面 上 の 一 又 は 複 数 の 細 胞 性 生 物 学 的 試 料 を 含 む 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ で あ っ て 、 ア レ
イ 基 質 材 料 を 欠 く 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ３ ９ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 細 胞 懸 濁 液 、 細 胞 ペ レ ッ ト 、 細 胞 可 溶 化 物 、 組 織 、 及 び 凍 結 組 織 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ ８ に 記 載 の 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ４ ０ 】
　 ア レ イ が 、 少 な く と も ５ 試 料 ／ ｃ ｍ ２ 、 少 な く と も ７ 試 料 ／ ｃ ｍ ２ 、 少 な く と も １ １ 試
料 ／ ｃ ｍ ２ 、 及 び 少 な く と も １ ３ 試 料 ／ ｃ ｍ ２ の 密 度 で 生 物 学 的 試 料 の 横 断 切 片 積 を 含 む
、 請 求 項 １ ３ ８ に 記 載 の 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ４ １ 】
　 平 坦 面 を 有 す る 基 体 と 、
　 上 記 面 上 の 一 又 は 複 数 の 細 胞 性 生 物 学 的 試 料 と 、
　 上 記 面 上 の 一 又 は 複 数 の 内 部 標 準 調 製 物 で あ っ て 、 埋 め 込 み 材 料 に 混 合 さ れ た 標 準 分 子
を 含 む 内 部 標 準 調 製 物 と 、
を 含 む 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ４ ２ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 細 胞 懸 濁 液 、 細 胞 ペ レ ッ ト 、 細 胞 可 溶 化 物 、 組 織 、 及 び 凍 結 組 織 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ４ １ に 記 載 の 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ４ ３ 】
　 ア レ イ が 、 少 な く と も ５ 試 料 ／ ｃ ｍ ２ 、 少 な く と も ７ 試 料 ／ ｃ ｍ ２ 、 少 な く と も １ １ 試
料 ／ ｃ ｍ ２ 、 及 び 少 な く と も １ ３ 試 料 ／ ｃ ｍ ２ の 密 度 で 生 物 学 的 試 料 の 横 断 切 片 積 を 含 む
、 請 求 項 １ ４ １ に 記 載 の 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ４ ４ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ が ア レ イ 基 質 材 料 を 欠 く 、 請 求 項 １ ４ １ に 記 載 の 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ 。
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【 請 求 項 １ ４ ５ 】
　 表 面 上 の 一 又 は 複 数 の 生 物 学 的 試 料 に 関 連 し た 少 な く と も 一 の 既 知 の 位 置 に 配 向 マ ー カ
ー 試 料 を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ４ １ に 記 載 の 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ４ ６ 】
　 配 向 マ ー カ ー 試 料 が 、 可 視 可 能 な 染 料 、 標 準 分 子 に 非 特 異 的 に 結 合 す る 化 合 物 、 セ ル ロ
ー ス 、 微 粒 状 セ ル ロ ー ス 、 及 び ベ ン ト ナ イ ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 化 合 物 を 含 む 、 請
求 項 １ ４ １ に 記 載 の 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ４ ７ 】
　 患 者 か ら の 生 物 学 的 試 料 中 の ｐ ５ ３ の 少 な く と も ２ 倍 の 過 剰 発 現 と ｈ Ｍ Ｌ Ｈ １ の 少 な く
と も １ ． ５ 倍 の 過 小 発 現 を 定 量 す る こ と に よ っ て 、 患 者 の 結 腸 直 腸 癌 を 診 断 す る こ と を 更
に 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ８ 】
　 生 物 学 的 試 料 中 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 、 正 常 コ ン ト ロ ー ル 組 織 に 対 す る 少 な く と も ２ 倍 の 過 剰 発
現 を 定 量 す る こ と に よ っ て 、 患 者 の 癌 を 診 断 す る こ と を 更 に 含 み 、 こ こ で 、 生 物 学 的 試 料
が 、 血 液 、 筋 肉 、 神 経 、 脳 、 乳 房 、 前 立 腺 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 膵 臓 、 脾 臓 、 胸 腺 、 食 道 、
胃 、 腸 、 腎 臓 、 精 巣 、 卵 巣 、 子 宮 、 毛 包 、 皮 膚 、 骨 、 膀 胱 、 及 び 脊 髄 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 組 織 で あ る 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ９ 】
　 患 者 の 乳 房 組 織 試 料 中 の Ｈ ｅ ｒ ２ 遺 伝 子 又 は Ｈ Ｅ Ｒ ２ ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 発 現 を 定 量 す
る こ と に よ っ て 、 患 者 の 乳 癌 を 診 断 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ０ 】
　 癌 の 治 療 の た め の Ｅ ｒ ｂ Ｂ ア ン タ ゴ ニ ス ト に 有 利 に 反 応 す る と 思 わ れ る 患 者 を 同 定 す る
こ と を 更 に 含 み 、 患 者 か ら の 組 織 試 料 中 の 腫 瘍 細 胞 中 に お け る ｅ ｒ ｂ Ｂ 遺 伝 子 増 幅 を 検 出
す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ １ 】
　 Ｅ ｒ ｂ Ｂ が Ｈ Ｅ Ｒ ２ で あ り 、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ア ン タ ゴ ニ ス ト が 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 抗 体 又 は そ の Ｈ Ｅ Ｒ
２ 結 合 断 片 で あ り 、 ｅ ｒ ｂ Ｂ が Ｈ ｅ ｒ ２ 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ ５ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ２ 】
　 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 抗 体 が ｒ ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ ４ Ｄ ５ （ ハ ー セ プ チ ン (登 録 商 標 )） で あ る 、 請 求 項 １ ５
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ３ 】
　 検 出 が 、 Ｈ ｅ ｒ ２ 遺 伝 子 の 少 な く と も ２ ０ の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 相 補 配 列 を 含 ん
で な る 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 試 料 に 接 触 さ せ る こ と に よ る 、 請 求 項 １
５ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ４ 】
　 コ ン ト ロ ー ル 試 料 で の 発 現 に 対 し て 、 少 な く と も １ ． ５ 倍 の 、 生 物 学 的 試 料 中 の Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ 遺 伝 子 又 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 発 現 を 定 量 す る こ と に よ り 、 患 者 の 癌 を 診 断 す
る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ５ 】
　 定 量 工 程 が 、 試 料 中 の 核 酸 を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 少 な く と も ２ ０ の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド 又
は そ の 相 補 配 列 を 含 ん で な る 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 接 触 さ せ る こ と に
よ っ て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ６ 】
　 定 量 工 程 が 、 試 料 中 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 抗 体
又 は 該 抗 体 の 結 合 断 片 に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 発 現 を 検 出
す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ５ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ７ 】
　 コ ン ト ロ ー ル 組 織 試 料 で の 発 現 に 対 し て 、 少 な く と も １ ． ５ 倍 の 、 患 者 由 来 の 生 物 学 的
試 料 中 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 又 は Ｈ Ｉ Ｆ － １ α の 過 剰 発 現 を 定 量 す る こ と に よ り 、 患 者 の 癌 を
診 断 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ５ ８ 】
　 定 量 工 程 が 、 試 料 中 の 核 酸 を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 少 な く と も ２ ０ の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド 又
は そ の 相 補 配 列 を 含 ん で な る 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 接 触 さ せ る こ と に
よ っ て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 を 検 出 し 、 試 料 中 の 核 酸 を 、 Ｈ Ｉ Ｆ － １ α 遺 伝 子 の 少 な
く と も ２ ０ の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 相 補 配 列 を 含 ん で な る 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て Ｈ Ｉ Ｆ － １ α 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 を 定 量 す る こ と を
含 む 、 請 求 項 １ ５ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ９ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 、 血 液 、 筋 肉 、 神 経 、 脳 、 乳 房 、 前 立 腺 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 膵 臓 、 脾 臓
、 胸 腺 、 食 道 、 胃 、 腸 、 腎 臓 、 精 巣 、 卵 巣 、 子 宮 、 毛 包 、 皮 膚 、 骨 、 膀 胱 、 及 び 脊 髄 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 組 織 で あ る 、 請 求 項 １ ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ０ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 、 腎 細 胞 癌 を 含 ん で い る と 疑 わ れ る 腎 臓 組 織 で あ る 、 請 求 項 １ ５ ９ に 記
載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 切 片 化 し て 、 ア レ イ 中 の 生 物 学 的 試 料 の 生 物 学 的 性 質 を 比 較 す る の に 有 用 な
複 数 の 組 成 物 を 作 製 す る の に 好 適 な 基 質 に 入 れ た 細 胞 試 料 又 は 組 織 試 料 等 の 複 数 の 生 物 学
的 試 料 の ア レ イ に 関 す る 。 本 発 明 は 更 に 内 部 標 準 を 含 む ア レ イ 並 び に 生 物 学 的 試 料 の 生 物
学 的 性 質 の 比 較 の た め の そ の 複 数 の 組 成 物 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 背 景 ）
　 ヒ ト ゲ ノ ム 又 は 他 の 生 物 の ゲ ノ ム の 配 列 決 定 が 最 近 完 了 し た た め に 、 莫 大 な 量 の 情 報 が
科 学 社 会 に も た ら さ れ た 。 こ の 技 術 に 基 づ い て 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 及 び 製 薬 産 業 は 潜 在
的 な 治 療 用 途 の た め の 候 補 分 子 を 同 定 す る た め の 方 策 を 開 発 し た 。 次 の 目 的 は 疾 患 の 予 測
、 診 断 、 及 び 治 療 に 遺 伝 子 デ ー タ の こ の 莫 大 な 富 を 利 用 す る こ と で あ る 。 し か し 、 こ の 情
報 の 意 味 を 理 解 す る た め に は 、 高 効 率 の 分 析 技 術 が 必 要 で あ る 。
　 特 定 の タ イ プ の 細 胞 又 は 組 織 に 独 特 な 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 産 物 を 同 定 す る た め の 既 知 の ア
プ ロ ー チ 法 は 一 般 に 制 約 が あ り 、 一 つ 又 は 数 種 の 特 定 の 遺 伝 子 配 列 の み を 標 的 と し 、 一 度
に 一 つ の 細 胞 型 又 は 組 織 型 を 分 析 す る も の で あ る 。 よ り 最 近 で は 、 複 数 の 異 な っ た 細 胞 又
は 組 織 試 料 中 の 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 産 物 を 同 定 す る た め の 高 ス ル ー プ ッ ト 法 が 開 発 さ れ て い
る 。 か か る 高 ス ル ー プ ッ ト 法 の 一 つ は 細 胞 又 は 組 織 試 料 の ア レ イ を 作 製 す る こ と か ら な る
。 ア レ イ を 作 製 す る た め に は 、 細 胞 及 び ／ 又 は 組 織 試 料 は 、 パ ラ フ ィ ン 又 は ゼ ラ チ ン の よ
う な 基 質 材 料 か ら 形 成 さ れ た ３ 次 元 の 固 形 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク 内 の チ ュ ー ブ 中 に
典 型 的 に 挿 入 さ れ る 。 つ い で 、 パ ラ フ ィ ン ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク を 、 各 ス ラ イ ス が
同 じ 試 料 ア レ イ を 含 む 一 又 は 複 数 の 薄 い ス ラ イ ス に 切 断 す る 。 ア レ イ ス ラ イ ス を 顕 微 鏡 の
ス ラ イ ド に 取 り 付 け 、 基 質 を 取 り 除 き 、 細 胞 試 料 又 は 組 織 試 料 の ス ポ ッ ト 又 は 横 断 切 片 の
ア レ イ 中 に 細 胞 及 び ／ 又 は 組 織 試 料 の ア レ イ を 残 す 。 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ と も 呼 ば れ る ア
レ イ ス ラ イ ド は 様 々 な 分 析 手 順 又 は 分 子 解 析 、 例 え ば イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
、 及 び 免 疫 化 学 手 順 に 有 用 で あ る 。 既 知 の ア レ イ に よ っ て 複 数 の 異 な っ た 細 胞 又 は 組 織 試
料 の 複 数 の 分 子 分 析 を 効 率 的 な 形 で 行 う こ と が 可 能 に な る が 、 こ れ ら の ア レ イ は 、 特 に 製
造 方 法 に お い て 、 多 く の 不 具 合 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 既 知 の ア レ イ の 一 つ の 欠 点 は 、 調 製 中 に 、 例 え ば 細 胞 懸 濁 液 の よ う な 幾 つ か の 試 料 を 、
ア レ イ の 固 形 基 質 内 に 、 ガ ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク チ ュ ー ブ の よ う な 障 壁 材 料 で 保 持 し な け
れ ば な ら な い こ と で あ る 。 チ ュ ー ブ の 存 在 は ア レ イ の ス ラ イ ス 化 の 邪 魔 に な る 。 更 に 、 ア
レ イ が ス ラ イ ス さ れ る と き に 、 チ ュ ー ブ が 壊 れ 、 試 料 を 乱 す 傾 向 が あ る 。 従 っ て 、 容 易 に
ス ラ イ ス で き 、 試 料 の 保 持 に チ ュ ー ブ を 必 要 と し な い ア レ イ を 作 製 す る 方 法 及 び 装 置 に 対
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し て 相 当 な 必 要 性 が 存 在 す る 。
　 既 知 の ア レ イ の 他 の 欠 点 は 、 ア レ イ の チ ュ ー ブ 中 に 挿 入 す る 前 に 細 胞 又 は 組 織 試 料 を 固
定 し 保 存 の た め の い ろ い ろ な 取 り 扱 い が 必 要 と な る こ と で あ る 。 固 定 液 は 細 胞 又 は 組 織 試
料 に ダ メ ー ジ を 与 え る 可 能 性 が あ り 、 こ れ が 今 度 は ア レ イ ス ラ イ ド に つ い て 実 施 さ れ る 分
子 分 析 又 は 分 析 手 順 の 結 果 の 完 全 性 に 影 響 を 与 え う る 。 試 料 の い ろ い ろ な 取 り 扱 い が 試 料
に ダ メ ー ジ を 生 じ さ せ る 可 能 性 が あ り 、 非 常 に 時 間 を 費 や す 。 従 っ て 、 ア レ イ 中 へ の 挿 入
前 に 試 料 の い ろ い ろ な 取 り 扱 い や 化 学 的 処 理 を 必 要 と し な い ア レ イ 製 造 の た め の 方 法 及 び
装 置 に 対 し て か な り の 必 要 性 が 残 っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 、 ア レ イ か ら 得 ら れ る デ ー タ の 定 性 的 及 び 定 量 的 分 析 方 法 を 改 善 す る こ と が 好 ま し
い 。 一 般 に 、 こ れ ら の 結 果 の 分 析 に は 、 典 型 的 に は 、 顕 微 鏡 で ア レ イ ス ラ イ ド 上 の 各 ス ポ
ッ ト を 検 査 し 、 単 一 の ス ラ イ ド 上 の ス ポ ッ ト の そ れ ぞ れ に つ い て 結 果 を 定 性 的 に （ 例 え ば
－ 、 ＋ 、 又 は ＋ ／ － ） 記 録 す る 人 員 が 必 要 と な る 。 こ の 手 順 は 時 間 が か か り 、 間 違 い を 起
こ し や す く 、 非 常 に 限 ら れ た 定 量 的 情 報 を も た ら し 、 例 え ば 人 の 眼 で 可 視 で き る シ グ ナ ル
強 さ の レ ベ ル に 限 ら れ る 。 更 に 、 組 織 切 片 中 で の 発 現 の 定 量 化 が 望 ま れ る 場 合 、 既 存 の 方
法 で は 、 標 準 物 質 を 別 個 に 分 析 す る こ と が 必 要 で あ り 、 よ っ て そ の 有 用 性 を 制 限 し て い る
（ Ermert, L.等 , Am. J. Path. 158:407-417 (2001)） 。 従 っ て 、 ア レ イ ス ラ イ ド 上 の 試
料 の 分 子 分 析 結 果 を 解 析 す る 効 率 的 な 方 法 に 対 し て か な り の 必 要 性 が 残 っ て い る 。 ま た 、
ア レ イ ス ラ イ ド 上 の 試 料 の 分 子 分 析 の 結 果 を 定 量 化 す る た め の 精 確 で 効 率 的 な 手 段 を 提 供
す る か な り の 必 要 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
　 こ の 背 景 下 、 本 発 明 は 上 記 及 び 他 の 問 題 を 解 決 す る た め に な さ れ た 。 本 発 明 は 一 般 に ア
レ イ 基 質 と 生 物 学 的 試 料 の 間 の 障 壁 材 料 の 必 要 性 を 排 除 し 、 試 料 を ア レ イ で 使 用 す る 前 に
そ れ を 化 学 的 に 処 理 す る 必 要 性 が な い 、 凍 結 生 物 学 的 ア レ イ 及 び 凍 結 ア レ イ を 作 製 す る た
め の 方 法 と 装 置 を 含 む 。 ま た 、 本 発 明 は 、 凍 結 さ れ て い よ う と な か ろ う と 、 生 物 学 的 ア レ
イ を 含 み 、 ア レ イ 内 に 収 容 さ れ る 生 物 学 的 試 料 の 分 析 に 役 に 立 つ 内 部 標 準 調 製 物 を 含 む ア
レ イ を 作 成 す る 方 法 を 含 む 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 凍 結 生 物 学 的 ア レ イ は 、 複 数 の ウ ェ ル が 配 設 さ れ て な る 温 度 感 受 性 材
料 か ら 形 成 さ れ た 凍 結 基 質 と 凍 結 さ れ た 切 片 化 可 能 な 基 質 内 の 複 数 の ウ ェ ル 内 に 配 設 さ れ
た 一 又 は 複 数 の 生 物 学 的 試 料 を 含 む 。 一 実 施 態 様 で は 、 凍 結 ア レ イ を つ く り 出 す よ う に 一
又 は 複 数 の 凍 結 さ れ た 生 物 学 的 試 料 を 収 容 可 能 な 凍 結 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク が 次 の
よ う に し て 作 製 さ れ う る 。 複 数 の ピ ン を 有 す る ア レ イ ヤ ー を 、 埋 め 込 み モ ー ル ド と 流 動 性
温 度 感 受 性 基 質 に 、 基 質 と ピ ン が 埋 め 込 み モ ー ル ド 内 に 含 ま れ る よ う に 係 合 さ せ る 。 他 の
実 施 態 様 で は 、 基 質 を モ ー ル ド 中 に 注 ぎ 、 基 質 を 、 ア レ イ ヤ ー ピ ン を 基 質 に 係 合 さ せ る 前
に モ ー ル ド に 係 合 さ せ る 。 例 え ば 、 一 実 施 態 様 で は 、 ア レ イ ヤ ー ピ ン は 埋 め 込 み モ ー ル ド
内 の 流 動 性 基 質 中 に 挿 入 さ れ る 。 別 法 で は 、 ア レ イ ヤ ー ピ ン は 、 流 動 性 基 質 を モ ー ル ド と
ア レ イ ヤ ー ピ ン に 係 合 さ せ る 前 に モ ー ル ド に 係 合 さ れ う る 。 温 度 感 受 性 基 質 は ピ ン と モ ー
ル ド に 係 合 さ れ る 一 方 、 基 質 が 凍 結 さ れ 、 流 動 性 基 質 を ア レ イ ヤ ー ピ ン の 周 り に 固 化 さ せ
る 。 ピ ン が 基 質 と 埋 め 込 み モ ー ル ド か ら 除 去 さ れ る と 、 複 数 の ウ ェ ル が 凍 結 さ れ た 温 度 感
受 性 基 質 内 に 配 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ア レ イ ヤ ー の ピ ン を 潤 滑 材 料 で 被 覆 す る と 凍 結 温 度 感 受 性 基 質 か ら の ピ ン の 除 去 を 可 能
に す る こ と が こ こ に 開 示 さ れ る 。 そ の 結 果 、 本 発 明 の 実 施 態 様 は 、 温 度 感 受 性 基 質 と 凍 結
を 接 触 さ せ る 前 に 、 潤 滑 材 料 、 例 え ば 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 グ リ セ ロ ー ル 、 脂 肪 酸
、 油 、 グ リ ー ス 、 脂 肪 、 又 は 石 鹸 で ピ ン を 被 覆 す る こ と に よ っ て 、 凍 結 生 物 学 的 ア レ イ を
作 製 す る 方 法 を 含 む 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 潤 滑 材 料 を 裏 打 ち し た 複 数 の ウ ェ ル を 含 む 凍 結 ア レ イ を 含
む 。 更 に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 潤 滑 材 料 で 裏 打 ち さ れ 、 生 物 学 的 試 料 、 例 え ば 限 定
さ れ る も の で は な い が 、 細 胞 懸 濁 液 、 細 胞 ペ レ ッ ト 、 細 胞 可 溶 化 物 、 組 織 を 含 む 複 数 の ウ
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ェ ル を 含 む 凍 結 生 物 学 的 ア レ イ を 含 み 、 こ こ で 潤 滑 材 料 は 凍 結 温 度 感 受 性 基 質 と 細 胞 又 は
組 織 試 料 間 に ウ ェ ル を 裏 打 ち す る 薄 膜 を 形 成 す る 。
　 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 本 体 と 該 本 体 か ら 突 出 す る 複 数 の ピ ン を 有 す る ア レ イ ヤ ー と
、 温 度 感 受 性 基 質 を 収 容 す る た め の 埋 め 込 み モ ー ル ド と 、 温 度 感 受 性 基 質 を 含 む 、 ア レ イ
レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク を 作 製 す る 装 置 を 含 む 。 本 発 明 に よ れ ば 、 ア レ イ ヤ ー 本 体 は 、 ５ ピ
ン ／ ｃ ｍ ２ よ り 多 く 、 あ る い は ７ ピ ン ／ ｃ ｍ ２ よ り 多 く 、 ま た あ る い は １ ３ ピ ン ／ ｃ ｍ ２

よ り 多 く 含 む 。 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 本 発 明 の 生 物 学 的 ア レ イ の 断 面 は ５ ウ ェ ル ／ ｃ ｍ
２ よ り 多 く 、 あ る い は ７ ウ ェ ル ／ ｃ ｍ ２ よ り 多 く 、 ま た あ る い は １ １ ウ ェ ル ／ ｃ ｍ ２ よ り
多 く 、 ま た あ る い は １ ３ ウ ェ ル ／ ｃ ｍ ２ よ り 多 く 含 む 。 一 実 施 態 様 で は 、 ウ ェ ル は 基 質 内
に 等 間 隔 に 離 間 し て い る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 は 円 形 断 面 を 有 す る 。
更 に 他 の 実 施 態 様 で は 、 ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 は 約 ０ ． ４ ｍ ｍ か ら 約 １ ． ２ ｍ ｍ 、 約 ０ ． ４
ｍ ｍ か ら 約 ０ ． ７ ｍ ｍ 、 又 は 約 ０ ． ８ ｍ ｍ か ら 約 １ ． ２ ｍ ｍ の 範 囲 の 内 径 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 凍 結 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク 内 の 複 数 の ウ ェ ル 中 に 一 又
は 複 数 の 生 物 学 的 試 料 を 挿 入 し 、 凍 結 ア レ イ を 一 又 は 複 数 の 切 片 に ス ラ イ ス し 、 顕 微 鏡 ス
ラ イ ド の よ う な 平 坦 な 基 体 表 面 上 に 切 片 を 取 り 付 け 、 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム か ら 基 質 材 料 を 除
去 し て 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ を 形 成 す る こ と に よ り 作 製 さ れ た 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ を 含 む 。
一 実 施 態 様 で は 、 生 物 学 的 試 料 は 細 胞 懸 濁 液 で あ り 、 凍 結 ア レ イ の 切 片 は 細 胞 懸 濁 液 試 料
の 横 断 切 片 （ 又 は ス ポ ッ ト ） を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 発 明 は 、 生 物
学 的 ア レ イ の 生 物 学 的 試 料 の 横 断 切 片 （ 又 は ス ポ ッ ト ） が 平 坦 な 表 面 上 の Ｏ Ｃ Ｔ と 生 物 学
的 試 料 横 断 切 片 の 間 の 潤 滑 材 料 の 領 域 に よ っ て 囲 ま れ て い る 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ を 含 む 。
本 発 明 に よ れ ば 、 ア レ イ 又 は マ イ ク ロ ア レ イ の ス ラ イ ス は 、 ５ 横 断 切 片 ／ ｃ ｍ ２ よ り 多 く
、 あ る い は ７ 横 断 切 片 ／ ｃ ｍ ２ よ り 多 く 、 ま た あ る い は １ １ 横 断 切 片 ／ ｃ ｍ ２ よ り 多 く 、
ま た あ る い は １ ３ 横 断 切 片 ／ ｃ ｍ ２ よ り 多 く 含 む 。 更 な る 実 施 態 様 で は 、 生 物 学 的 ア レ イ
の ウ ェ ル は 、 こ の 実 施 態 様 に 係 る マ イ ク ロ ア レ イ が ウ ェ ル の 裏 打 ち の そ の よ う な 潤 滑 材 料
が な い 場 合 よ り も 清 浄 な 端 を 有 す る 生 物 学 的 試 料 横 断 切 片 を 有 す る よ う に 、 ウ ェ ル の 生 物
学 的 試 料 の ス ラ イ ス 化 を 容 易 に す る ピ ン の 除 去 の 後 に 潤 滑 材 料 で 裏 打 ち さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 更 に 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 複 数 の ウ ェ ル が そ こ に 配 設 さ れ た 基 質 と 、 ウ ェ ル の 幾 ら か
の 中 に 収 容 さ れ る 試 料 と 、 ウ ェ ル の 幾 ら か の 中 に 収 容 さ れ る 一 又 は 複 数 の 内 部 標 準 調 製 物
を 含 む 生 物 学 的 ア レ イ を 含 む 。 内 部 標 準 調 製 物 は 、 埋 め 込 み 材 料 と 混 合 さ れ て 、 生 物 学 的
分 子 の よ う な 標 準 分 子 を 含 む 。 埋 め 込 み 材 料 は 、 ア レ イ 又 は マ イ ク ロ ア レ イ に つ い て な さ
れ る 加 工 及 び 任 意 の 手 順 中 に 内 部 標 準 調 製 物 が ア レ イ 中 と マ イ ク ロ ア レ イ 基 体 上 に 標 準 分
子 を 保 持 す る よ う に 少 な く と も 一 の 物 理 的 又 は 化 学 的 性 質 に お い て 基 質 と は 異 な る 。 内 部
標 準 調 製 物 は 、 ポ ジ テ ィ ブ 又 は ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 作 用 し 、 ア レ イ 又 は マ イ ク
ロ ア レ イ 中 の 生 物 学 的 分 子 を 検 出 し 定 量 す る の に 役 立 つ こ と に よ る こ と を 含 む 、 多 く の 形
で ア レ イ 又 は マ イ ク ロ ア レ イ で 実 施 さ れ る 手 順 の 結 果 を 分 析 す る の に 役 立 つ 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 内 部 標 準 調 製 物 は 、 こ れ ら 内 部 標 準 調 製 物 を 含 む ア レ イ で 実 施 さ れ る
イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 を 分 析 す る の に 役 立 つ 内 部 標 準 調 製 物 を 形 成 す
る た め に 、 Ｂ Ｓ Ａ を 伴 う か 伴 わ な い で ア ガ ロ ー ス と 混 合 さ れ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え
ば Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 。 一 実 施 態 様 で は 、 Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 一 本 鎖 で あ る
。 他 の 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 標 準 物 質 中 に お け る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 を
検 出 す る た め に 使 用 さ れ る プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 生 物 学 的
分 子 は 、 内 部 標 準 調 製 物 を 含 む ア レ イ で 実 施 さ れ る 免 疫 組 織 化 学 手 順 を 分 析 す る の に 役 立
つ 内 部 標 準 調 製 物 を 形 成 す る た め に 、 Ｂ Ｓ Ａ と 共 に 又 は Ｂ Ｓ Ａ な し に ア ガ ロ ー ス と 混 合 さ
れ て ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 更 に 他 の 実 施 態 様 で は 、 内 部 標 準 調 製 物 は 、 二 又 は そ れ 以 上 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 二 又 は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の 任 意 の 組 み 合 わ せ を 含 む 、
又 は そ れ 以 上 の 生 物 学 的 分 子 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 標 準 配 向 分 子 、 例 え ば プ ロ ー ブ の 染 料 又 は 非 特 異 的 バ イ ン ダ ー を 、
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ア レ イ 又 は マ イ ク ロ ア レ イ 中 で 配 向 マ ー カ ー と し て 作 用 す る よ う に 、 埋 め 込 み 材 料 に 混 合
す る こ と が で き る 。
　 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 ア レ イ を つ く る た め に 、 凍 結 し て い よ う と い ま い と
、 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク 内 に 複 数 の ウ ェ ル 中 に 一 又 は 複 数 の 内 部 標 準 調 製 物 を 挿 入
し 、 ア レ イ を 一 又 は 複 数 の 切 片 に ス ラ イ ス し 、 顕 微 鏡 ス ラ イ ド の よ う な 平 坦 な 基 体 表 面 に
切 片 を 取 り 付 け 、 ア レ イ が 凍 結 ア レ イ で あ る 場 合 は 、 表 面 か ら 基 質 材 料 を 除 い て 、 細 胞 マ
イ ク ロ ア レ イ を 形 成 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る マ イ ク ロ ア レ イ を 含 む 。 あ る 実 施 態 様 で
は 、 生 物 学 的 試 料 は 細 胞 懸 濁 液 で あ り 、 ア レ イ の 切 片 は 細 胞 懸 濁 液 試 料 と 内 部 標 準 調 製 物
の 横 断 切 片 （ 又 は ス ポ ッ ト ） を 含 む 。 一 実 施 態 様 で は 、 生 物 学 的 試 料 は 組 織 試 料 で あ り 、
ア レ イ の 切 片 は 組 織 試 料 と 内 部 標 準 調 製 物 の 横 断 切 片 （ 又 は ス ポ ッ ト ） を 含 む 。
　 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 複 数 の ウ ェ ル が 内 部 に 配 設 さ れ た 基 質 を 準 備 し 、 内 部 標 準 調
製 物 を 形 成 し 、 基 質 の 複 数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 中 に 内 部 標 準 調 製 物 を 挿 入 し 、 基 質 の 複
数 の ウ ェ ル の 一 又 は 複 数 中 に 生 物 学 的 試 料 を 挿 入 し て 、 細 胞 ア レ イ を 形 成 す る こ と に よ っ
て 作 製 さ れ る 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ を 含 む 。 つ い で 、 細 胞 ア レ イ は 一 又 は 複 数 の ア レ イ ス ラ
イ ス に ス ラ イ ス さ れ 、 平 坦 な 基 体 表 面 上 に 取 り 付 け ら れ 、 基 質 が 基 体 か ら 除 去 さ れ る 。 細
胞 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 平 坦 な 表 面 を 持 つ 基 体 ； 表 面 上 の 一 又 は 複 数 の 細 胞 生 物 学 的 試 料 ；
及 び 表 面 上 の 一 又 は 複 数 の 内 部 標 準 調 製 物 を 含 み 、 内 部 標 準 調 製 物 は 埋 め 込 み 材 料 に 混 合
さ れ た 標 準 分 子 を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ は 平 坦 な 表 面 を 含 む 基 体
と 表 面 上 の 一 又 は 複 数 の 細 胞 生 物 学 的 試 料 を 含 み 、 マ イ ク ロ ア レ イ は ア レ イ 基 質 材 料 を 欠
く 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 次 の も の を 含 む ア レ イ 又 は マ イ ク ロ ア レ イ 中 の 生 物 学 的 分 子
を 検 出 す る 方 法 を 含 む 。 既 知 量 の 生 物 学 的 分 子 が 内 部 標 準 調 製 物 を 提 供 す る よ う に 埋 め 込
み 材 料 と 混 合 さ れ る 。 内 部 標 準 調 製 物 は ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク 中 の 一 又 は 複 数 の ウ
ェ ル 中 に 挿 入 さ れ る 。 一 又 は 複 数 の 試 料 は ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク の ウ ェ ル 中 に 挿 入
さ れ 、 よ っ て ア レ イ を 形 成 す る 。 分 析 的 手 順 が ア レ イ で 実 施 さ れ 、 内 部 標 準 調 製 物 に 対 す
る 分 析 手 順 の 結 果 が 試 料 に 対 す る 分 析 手 順 の 結 果 と 相 関 付 け ら れ 、 試 料 中 の 生 物 学 的 分 子
の 検 出 が 決 定 さ れ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 検 出 方 法 の 実 施 態 様 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い
が 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 免 疫 組 織 化 学 、 リ ガ ン ド へ の レ セ プ タ ー （ 又 は
レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 断 片 、 例 え ば Ｅ Ｃ Ｄ ） の 結 合 が 含 ま れ 、 か か る 結 合 は 、 レ セ プ
タ ー 、 リ ガ ン ド 又 は 第 三 の 分 子 （ 例 え ば 抗 体 ） を 標 識 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ 、 そ の 第
三 の 分 子 は レ セ プ タ ー -リ ガ ン ド 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 検
出 は 、 別 法 と し て 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 分 子 の 、 対 象 の 生 物 学 的 分 子 と の 特 異 的 会 合 （
例 え ば 結 合 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る ） を 検 出 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 本
発 明 に よ れ ば 、 検 出 は 、 例 え ば 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ホ ス フ ォ ロ イ メ ー ジ ャ ー 、 蛍
光 検 出 装 置 、 写 真 フ ィ ル ム 、 可 視 光 検 出 器 、 化 学 発 光 検 出 器 、 及 び Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ の よ う な
機 器 に よ っ て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 コ ン ト ロ ー ル の 非 疾 患 状 態 に 対 す る 患 者 の 生 物 学 的 試 料 中 の
疾 患 状 態 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 本 発 明 の 実 施 態 様 に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ア
レ イ 中 の 生 物 学 的 分 子 の 、 本 発 明 の マ イ ク ロ ア レ イ 及 び マ イ ク ロ ア レ イ 法 を 使 用 す る 検 出
が 含 ま れ 、 こ こ で 、 試 料 中 の 生 物 学 的 分 子 の 量 は 正 常 試 料 の 量 と は 異 な る 。 一 実 施 態 様 で
は 、 生 物 学 的 分 子 は 、 コ ン ト ロ ー ル 組 織 又 は 細 胞 に 対 し て 、 試 料 ア レ イ 細 胞 又 は 組 織 中 で
少 な く と も １ ． ５ 倍 過 剰 発 現 さ れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｈ ｅ ｒ ２ 遺 伝 子 の 少 な
く と も ２ ０ の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド （ 又 は そ の 相 補 鎖 ） を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 本 発 明 の 組
織 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は 凍 結 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ 中 の 試 料 と 接 触 さ せ 、 コ ン ト ロ ー ル 試 料 に
対 す る Ｈ ｅ ｒ ２ 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と に よ る 、 乳 房 組 織 試 料 に お け る 癌 の 検 出
を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 剤 、 例 え ば 抗 体 又 は そ の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結
合 断 片 を 本 発 明 の 組 織 ア レ イ 又 は 凍 結 細 胞 ア レ イ 中 の 生 物 学 的 試 料 と 接 触 さ せ 、 コ ン ト ロ
ー ル 試 料 に 対 す る Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と に よ る 、 乳 房 組 織 試 料 中
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の 癌 の 検 出 を 含 む 。 更 に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 癌 治 療 の た め に Ｅ ｒ ｂ Ｂ ア ン タ ゴ ニ
ス ト に 好 ま し く 応 答 す る と 思 わ れ る 患 者 を 同 定 す る こ と を 含 み 、 そ の 方 法 は 、 こ こ で 上 に
開 示 さ れ た 本 発 明 の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し て 遺 伝 子 の 増 幅
又 は タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と に よ り 患 者 か ら の 組 織 試 料 中 の 腫 瘍 細 胞 の ｅ ｒ
ｂ Ｂ 遺 伝 子 増 幅 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ア ン タ ゴ ニ ス ト に 好 ま し く 応 答 す る 患 者
の 素 質 は 、 そ の 全 体 が 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ る ２ ０ ０ １ 年 ５ 月 １ ８ 日 出 願 の 係
属 出 願 第 ０ ９ ／ ８ ６ ３ １ ０ １ 号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 更 に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 少 な く と も ２ ０ の 隣 接 ヌ ク レ オ チ
ド （ 又 は そ の 相 補 鎖 ） を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 本 発 明 の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は 凍 結 細
胞 マ イ ク ロ ア レ イ 中 の 試 料 と 接 触 さ せ 、 コ ン ト ロ ー ル 試 料 に 対 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 過 剰
発 現 を 検 出 す る こ と に よ る 、 生 物 学 的 試 料 に お け る 、 癌 の 検 出 を 含 む 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 過 剰 発
現 の 検 出 を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 結 合 剤 、 例 え ば 抗 体 又 は そ の Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ 結 合 断 片 を 本 発 明 の 組 織 ア レ イ 又 は 凍 結 細 胞 ア レ イ 中 の 生 物 学 的 試 料 と 接 触 さ せ 、
コ ン ト ロ ー ル 試 料 に 対 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と に よ る 、 試 料 中
の 癌 の 検 出 を 含 む 。
　 こ れ ら の 特 徴 及 び 様 々 な 他 の 特 徴 並 び に 本 発 明 を 特 徴 付 け る 利 点 は 、 実 施 例 と 関 連 図 面
の 参 酌 を 含 め 、 次 の 詳 細 な 記 載 を 読 む と 明 ら か に な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ 実 施 態 様 の 記 載 ）
定 義
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 成 体 生 物 」 と い う 用 語 は 十 分 な 成 長 及 び 発 達 に 達 し た 生 物 を
意 味 す る 。 こ れ に 対 し て 、 生 物 に 適 用 さ れ る 「 成 体 前 発 達 段 階 」 は 十 分 な 成 長 及 び 発 達 に
は 未 だ 到 達 し て な い 生 物 を 意 味 す る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 ア ミ ノ 酸 」 と い う 用 語 は 、 グ リ シ ン 及 び Ｄ 又 は Ｌ 光 学 異 性 体
の 双 方 、 及 び ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ 及 び ペ プ チ ド 模 倣 体 (peptidomimetics)を 含 む 、 天 然 及 び
／ 又 は 非 天 然 又 は 合 成 の ア ミ ノ 酸 の 何 れ か を 意 味 す る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 抗 体 」 と 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 と い う 用 語 は 同 じ 構 造 的 特 徴 を
有 す る 糖 タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 抗 体 は 特 定 の 抗 原 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 示 す も の で あ る
が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 抗 体 と 抗 原 特 異 性 を 欠 く 他 の 抗 体 様 分 子 の 両 方 を 含 む 。 後 者 の 種
類 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば リ ン パ 系 に よ り 低 レ ベ ル で 、 骨 髄 腫 に よ り 増 加 し た レ ベ ル で
産 生 さ れ る 。
　 「 天 然 抗 体 」 及 び 「 天 然 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 は 、 通 常 、 ２ つ の 同 一 の 軽 (Ｌ )鎖 及 び ２ つ の
同 一 の 重 (Ｈ )鎖 か ら な る 、 約 １ ５ ０ ０ ０ ０ ダ ル ト ン の ヘ テ ロ 四 量 体 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。
各 軽 鎖 は 一 つ の 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 重 鎖 に 結 合 し て お り 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 数
は 、 異 な っ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ の 重 鎖 の 中 で 変 化 す る 。 ま た 各 重 鎖 と 軽 鎖 は 、
規 則 的 に 離 間 し た 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 し て い る 。 各 重 鎖 は 、 多 く の 定 常 ド メ イ ン が
続 く 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ )を 一 端 に 有 す る 。 各 軽 鎖 は 、 一 端 に 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｌ )を 、 他 端
に 定 常 ド メ イ ン を 有 し ； 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン は 重 鎖 の 第 一 定 常 ド メ イ ン と 整 列 し 、 軽 鎖 の
可 変 ド メ イ ン は 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン と 整 列 し て い る 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 軽 鎖 及 び 重
鎖 可 変 ド メ イ ン 間 の 界 面 を 形 成 す る と 考 え ら れ て い る （ Clothia等  (1985) J. Mol. Biol.
 186, 651-663; Novotny及 び Haber (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4592-4596）
。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 任 意 の 脊 髄 動 物 種 か ら の 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） の 軽 鎖 は 、 そ れ ら の 定 常 ド メ イ ン の ア
ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 カ ッ パ 及 び ラ ム ダ (8)と 呼 ば れ る ２ つ の 明 確 に 区 別 さ れ る 型 に 分
け る こ と が で き る 。
　 そ れ ら の 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 応 じ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 異 な る ク ラ ス
に 分 け ら れ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ５ つ の 大 き な ク ラ ス ： Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｇ
及 び Ｉ ｇ Ｍ が あ り 、 そ の う ち の 幾 つ か は 、 サ ブ ク ラ ス （ ア イ ソ タ イ プ ） 、 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ
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-１ 、 Ｉ ｇ Ｇ -２ 、 Ｉ ｇ Ｇ -３ 、 及 び Ｉ ｇ Ｇ -４ ； Ｉ ｇ Ａ -１ 及 び Ｉ ｇ Ａ -２ に 更 に 分 け る こ と
が で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 異 な る ク ラ ス に 対 応 す る 重 鎖 定 常 ド メ イ ン は 、 各 々 、 ア ル フ
ァ 、 デ ル タ 、 イ プ シ ロ ン 、 ガ ン マ 、 及 び ミ ュ ー と 呼 ば れ る 。 異 な る ク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の サ ブ ユ ニ ッ ト 構 造 及 び ３ 次 元 立 体 配 置 は よ く 知 ら れ て い る 。
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 最 も 広 義 に 使 用 さ れ 、 単 一 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ア ゴ ニ ス ト 及
び ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 含 む ） 、 ポ リ エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 持 つ 抗 体 組 成 物 、 並 び に そ れ ら
が 所 望 の 生 物 学 的 活 性 を 示 す 限 り 、 抗 体 断 片 （ 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 、 及 び Ｆ ｖ
） を 特 に 包 含 す る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 実 質 上 均 一 な 抗 体 の 集 団 か ら
得 ら れ る 抗 体 を 指 す 、 す な わ ち 集 団 を 構 成 す る 個 々 の 抗 体 が 、 少 量 で 存 在 し う る 自 然 に 生
じ う る 可 能 な 突 然 変 異 を 除 い て 同 一 で あ る 。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と い う 形 容 詞 は 、 実 質 上
均 一 な 抗 体 集 団 か ら 得 ら れ た と い う 抗 体 の 性 質 を 示 し 、 抗 体 を 何 ら か の 特 定 の 方 法 で 生 産
し な け れ ば な ら な い こ と を 意 味 す る も の で は な い 。 例 え ば 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler及 び Milstein, Nature 256： 495(1975)に よ っ て 初 め て 記 載
さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き 、 あ る い は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 (例 え ば
、 米 国 特 許 第 ４ ８ １ ６ ５ ６ ７ 号 （ Cabilly等 ） 及 び Mage及 び Lamoyi (1987) Monoclonal An
tibody Production Techniques and Applications, pp.79-97, Marcel Dekker, Inc., Ne
w Yorkを 参 照 )に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば McCaffert
y等 (1990) Nature 348： 552-554に 記 載 さ れ た 技 術 を 用 い て フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ か ら
単 離 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 非 ヒ ト (例 え ば マ ウ ス )抗 体 の 「 ヒ ト 化 」 型 と は 、 特 異 的 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 鎖 、 あ る い は そ れ ら の 断 片 (例 え ば Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ '、 Ｆ (ａ ｂ )２ あ る い は
抗 体 の 他 の 抗 原 結 合 サ ブ 配 列 )で あ っ て 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最 小 配 列 を 含
む も の で あ る 。 大 部 分 に お い て 、 ヒ ト 化 抗 体 は レ シ ピ エ ン ト の 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )の
残 基 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ の よ う な 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 及 び 能 力 を 有 す る 非 ヒ
ト (ド ナ ー 抗 体 )の Ｃ Ｄ Ｒ の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (レ シ ピ エ ン ト 抗
体 )で あ る 。 あ る 場 合 に は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｖ フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (Ｆ Ｒ )残 基 は
、 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 。 更 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体
に も 、 移 入 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ も し く は Ｆ Ｒ 配 列 に も 見 出 さ れ な い 残 基 を 含 ん で い て も よ い 。 こ
れ ら の 修 飾 は 抗 体 の 特 性 を 更 に 洗 練 し 、 最 適 化 す る た め に 行 わ れ る 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体
は 、 全 て あ る い は 実 質 的 に 全 て の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の に 対 応 し 、 全
て あ る い は 実 質 的 に 全 て の Ｆ Ｒ 領 域 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ン セ ン サ ス 配 列 の も の で あ る
、 少 な く と も 一 つ 、 典 型 的 に は 二 つ の 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 て を 含 む 。 ヒ ト 化 抗 体 は
、 最 適 に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 (Ｆ ｃ )の 少 な く と も 一 部 、 典 型 的 に は ヒ ト の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン の も の を 含 む 。 更 な る 詳 細 に つ い て は 、 そ の 全 体 を 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 む
、 Jones等 (1986) Nature 321:522-525； Reichmann等 (1988) Nature 332:323-329； １ ９ ８
７ 年 ９ 月 ３ ０ 日 発 行 の Ｅ Ｐ -Ｂ -２ ３ ９ ４ ０ ０ ； Presta(1992) Curr. Op. Struct. Biol. 2
: 593-596； 及 び １ ９ ９ ６ 年 １ 月 ２ ４ 日 発 行 の Ｅ Ｐ -Ｂ -４ ５ １ ２ １ ６ を 参 照 の こ と 。 ヒ ト
化 抗 体 に は 、 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 が 、 対 象 の 抗 原 で マ カ ク ザ ル を 免 疫 化 す る こ と に よ り 生
産 さ れ た 抗 体 か ら 由 来 す る プ リ マ タ イ ズ (PRIMATIZED T M )抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 の 「 抗 原 」 と は 抗 体 、 そ の 断 片 、 又 は Ｔ 細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー が 認
識 し 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 を 意 味 す る 。 抗 原 に は 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質
、 多 糖 類 、 脂 質 、 そ の 一 部 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ う る 。 抗 原 は 天 然 に 見 出 さ
れ う る か 、 又 は 合 成 で あ り う る 。 抗 原 は 細 胞 の 表 面 上 に 又 は 細 胞 の 内 部 に 位 置 し て 存 在 し
う る 。
　 「 ア ン チ セ ン ス 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 の 特 定 の 配 列 配 向 を 指 す た め に 使 用 さ れ る 。 Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 配 向 を 指 す た め に 使 用 さ れ る 場 合 は 、 「 ア ン チ セ ン ス 鎖 」 は 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ
Ａ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） の 転 写 の 鋳 型 と な る Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の よ う な Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 意 味 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ の
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「 セ ン ス 鎖 」 は Ｄ Ｎ Ａ の ア ン チ セ ン ス 鎖 に 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 意 味 し 、 そ の セ ン ス 鎖 は ｍ
Ｒ Ｎ Ａ 合 成 の た め の 鋳 型 と し て 機 能 し な い 。 セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 鎖 と ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 鋳 型 ア ン チ セ
ン ス Ｄ Ｎ Ａ か ら 合 成 さ れ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ウ ラ シ ル （ Ｕ ） が Ｄ Ｎ Ａ の チ ミ ジ ン （ Ｔ ） に 置 換 す
る 点 を 除 い て 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い る 。 そ の 結 果 、 天 然 に 生 じ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配
列 配 向 は 、 そ れ が 転 写 さ れ る ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ に 相 補 的 で あ り 、 そ の 配 列 が セ ン ス Ｄ Ｎ
Ａ 鎖 の 配 列 に 類 似 し て い る の で 、 セ ン ス 配 向 に あ る と 言 わ れ る 。 一 般 に 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ
Ｎ Ａ は 天 然 に は 希 に し か 生 じ な い が 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に お い て 使 用
さ れ る 典 型 的 な 試 薬 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 「 ア レ イ ヤ ー 」 と い う 用 語 は 、 ア レ イ 基 質 中 に 一 又 は 複 数 の ウ ェ ル を 製 造 し 又 は つ く り
出 す よ う に 設 計 さ れ た ツ ー ル 、 装 置 又 は 機 器 を 意 味 す る 。 組 織 ア レ イ 及 び 組 織 マ イ ク ロ ア
レ イ の 調 製 に 有 用 な ア レ イ ヤ ー の 非 限 定 的 な 例 は 、 ア レ イ ヤ ー 装 置 と そ の 用 途 に 関 し て そ
の 全 体 が 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ る Leighton, S.B.の 米 国 特 許 第 ６ １ ０ ３ ５ １ ８
号 に 記 載 さ れ て い る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ 、 こ こ で 更 に 記 載 さ れ る と こ ろ の 「 生 物 学 的 ア レ イ 」 と い う 用 語 は 、 典
型 的 に は 組 織 、 細 胞 懸 濁 液 、 又 は 細 胞 ペ レ ッ ト の よ う な ２ ５ か ら １ ０ ０ ０ 以 上 の 個 々 の 生
物 学 的 試 料 を 、 生 物 学 的 試 料 の コ ア の パ タ ー ン （ 例 え ば ア レ イ （ 列 (横 列 )と カ ラ ム (縦 列 )
） ） と し て 含 む パ ラ フ ィ ン 又 は 凍 結 ブ ロ ッ ク の よ う な 切 片 化 可 能 な ブ ロ ッ ク を 意 味 し 、 各
コ ア は 切 片 化 可 能 な ブ ロ ッ ク 中 の 特 定 の 格 子 座 標 位 置 に 埋 め 込 ま れ 、 各 格 子 座 標 は 、 切 片
化 し て 平 坦 な 基 体 上 に 取 り 付 け た と き に 、 各 生 物 学 的 試 料 か ら の 材 料 が 分 か れ 、 あ ら ゆ る
他 の 生 物 学 的 試 料 の 材 料 か ら 別 個 に 検 出 可 能 で あ る よ う に 、 あ ら ゆ る 他 の 格 子 座 標 と は 十
分 に 分 か れ て い る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 各 ウ ェ ル の 生 物 学 的 試 料 は 、 ウ ェ ル の 壁 部 を 形 成 す
る 他 の 非 基 質 材 料 又 は チ ュ ー ブ に よ っ て で は な く 、 ウ ェ ル の 壁 部 を 形 成 す る 固 化 基 質 材 料
に よ っ て 、 ウ ェ ル 内 に 収 容 さ れ る 。 「 生 物 学 的 ア レ イ 」 と い う 用 語 は 、 限 定 す る も の で は
な い が 、 こ こ で 定 義 さ れ る 「 組 織 ア レ イ 」 、 「 細 胞 ア レ イ 」 、 「 凍 結 細 胞 ア レ イ 」 又 は 「
凍 結 組 織 ア レ イ 」 を 含 む 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 生 物 学 的 分 子 」 と い う 用 語 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 異 な っ た 配 向 （ セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス ） 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び ／ 又 は タ ン パ ク 質 の 異 な っ た ア イ ソ フ ォ ー ム
（ 完 全 長 又 は 部 分 配 列 ） 、 並 び に 非 ポ リ マ ー 分 子 、 例 え ば ホ ル モ ン 、 サ イ ト カ イ ン 、 代 謝
物 、 代 謝 前 駆 体 、 研 究 し て い る 生 物 学 的 試 料 を 処 理 す る た め に 使 用 さ れ る 薬 物 又 は 他 の 薬
品 、 並 び に そ の よ う な 分 子 の 合 成 形 態 を 含 む 、 生 存 し て い る 生 物 中 に 見 い だ さ れ る 分 子 の
本 質 的 に 一 部 又 は そ れ か ら 誘 導 さ れ る 任 意 の 有 機 分 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 生 物 学 的 試 料 」 又 は 「 細 胞 性 生 物 学 的 試 料 」 と い う 用 語 は
、 細 胞 集 団 か ら の 懸 濁 液 又 は 細 胞 ペ レ ッ ト 又 は 細 胞 可 溶 化 物 中 の 全 細 胞 の 集 団 の よ う な 、
細 胞 集 団 の 試 料 を 意 味 し 、 更 に 全 及 び ／ 又 は 破 壊 又 は 溶 解 細 胞 を 含 む 組 織 試 料 を 意 味 す る
。 細 胞 又 は 組 織 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 、 鳥 、 爬 虫 類 、 及 び ヒ ト
を 含 む 任 意 の 哺 乳 動 物 を 含 む 、 任 意 の 原 核 又 は 真 核 生 物 か ら 由 来 し う る 。 細 胞 又 は 組 織 が
哺 乳 動 物 で あ る 場 合 、 細 胞 又 は 組 織 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 血 液 、 筋 肉 、 神 経 、
脳 、 乳 房 、 前 立 腺 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 膵 臓 、 脾 臓 、 胸 腺 、 食 道 、 胃 、 腸 、 腎 臓 、 精 巣 、 卵
巣 、 子 宮 、 毛 包 、 皮 膚 、 骨 、 膀 胱 、 及 び 脊 髄 を 含 む 、 任 意 の 細 胞 又 は 組 織 で あ る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 細 胞 ペ レ ッ ト 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 懸 濁 液 を 濃 縮 し 、 上 清
を 除 去 し 、 及 び ／ 又 は 凍 結 細 胞 ア レ イ 又 は マ イ ク ロ ア レ イ の よ う な 組 織 試 料 を 調 製 す る た
め に 、 例 え ば 遠 心 分 離 に よ っ て 、 細 胞 を 塊 に 充 填 さ れ た 試 料 を 意 味 す る 。
　 「 細 胞 懸 濁 液 」 は 細 胞 が 程 度 の 差 は あ れ 液 相 に 均 一 に 分 散 し た 試 料 で あ る 。
　 「 コ ン ト ロ ー ル 」 は 比 較 目 的 の 分 析 手 順 に お い て 使 用 さ れ る 代 わ り の 被 検 体 又 は 試 料 で
あ る 。 コ ン ト ロ ー ル は 「 ポ ジ テ ィ ブ (陽 性 )」 又 は 「 ネ ガ テ ィ ブ (陰 性 )」 で あ り う る 。 例 え
ば 、 分 析 手 順 の 目 的 が 関 心 の あ る 疾 患 に 罹 っ た 細 胞 又 は 組 織 中 で 差 次 的 に 発 現 さ れ た 転 写
物 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と で あ る 場 合 、 例 え ば 所 望 の 発 現 及 び ／ 又 は 所 望 の 発 現
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の 臨 床 症 候 群 特 性 を 示 す 被 検 体 又 は 被 検 体 か ら の 試 料 の よ う な ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 、
及 び 所 望 の 発 現 及 び ／ 又 は 所 望 の 発 現 の 臨 床 症 候 群 特 性 を 欠 く 被 検 体 又 は 被 検 体 か ら の 試
料 の よ う な ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を 含 め る こ と が 一 般 に 有 用 で あ る 。 コ ン ト ロ ー ル は 試
料 中 の 標 的 分 子 を 検 出 し 、 及 び ／ 又 は そ の 量 を 定 量 す る た め の こ こ に 定 義 し た よ う な 標 準
分 子 を 含 ん で い て も い な く て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 化 合 物 」 は 、 生 物 学 的 分 子 に 付 着 又 は 結 合 可 能 で 、 生 物 学 的 分
子 に つ い て 実 施 さ れ る 分 析 手 順 に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 標 識 を 有 す る 化 合 物 を 意 味 す る 。 「
標 識 」 と い う 用 語 は 、 化 合 物 （ 例 え ば ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 そ の レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド 結 合 断 片 、 レ セ プ タ ー Ｅ Ｃ Ｄ 、
抗 原 、 又 は レ セ プ タ ー リ ガ ン ド 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ） に 付 着
さ せ ら れ た 場 合 、 既 知 の 検 出 手 段 を 使 用 し て そ の よ う な 化 合 物 を 検 出 す る こ と を 可 能 に す
る 部 分 を 意 味 す る 。 非 限 定 的 で 例 示 的 な 標 識 に は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 発 色 団 、 放 射 性 同 位
体 、 ス ピ ン 標 識 、 酵 素 標 識 、 化 学 発 光 標 識 、 発 光 標 識 等 々 が 含 ま れ 、 直 接 検 出 し た り 、 あ
る い は 標 識 抗 体 又 は ア ビ ジ ン の よ う な 検 出 可 能 な 抗 リ ガ ン ド に 高 親 和 性 を も っ て 特 異 的 に
結 合 可 能 な 、 抗 原 又 は ビ オ チ ン の よ う な リ ガ ン ド 又 は 適 切 な 検 出 器 に よ っ て 標 識 化 合 物 を
検 出 す る こ と が 可 能 に な る 。 標 識 化 合 物 が 標 識 抗 体 で あ る 場 合 、 標 識 は 、 「 標 識 」 抗 体 を
産 生 さ せ る よ う に 抗 体 に 直 接 的 又 は 間 接 的 に 結 合 さ れ う る 。 標 識 は そ れ 自 体 が 検 出 可 能 で
あ る か （ 例 え ば 放 射 性 同 位 元 素 又 は 蛍 光 標 識 ） 、 あ る い は 酵 素 標 識 の 場 合 に は 、 検 出 可 能
で あ る 基 体 化 合 物 又 は 組 成 物 の 化 学 的 改 変 を 触 媒 し う る 。
　 試 料 中 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 適 用 さ れ る 「 差 次 的 に 発 現 」
と は 、 コ ン ト ロ ー ル 中 に 検 出 さ れ る そ の 発 現 と 比 較 し た 場 合 の 、 配 列 の 過 剰 発 現 又 は 過 小
発 現 を 意 味 す る 。 過 小 発 現 は ま た コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し た 場 合 、 試 料 中 の 検 出 可 能 な 発 現
が な い こ と に よ っ て 証 明 さ れ る 特 定 の 配 列 の 発 現 の 不 存 在 を も 包 含 す る 。
　 「 差 次 的 発 現 」 又 は 「 差 次 的 提 示 」 と は 遺 伝 子 産 物 の 発 現 パ タ ー ン 又 は 量 の 変 更 を 意 味
す る 。 「 発 現 パ タ ー ン 」 の 変 更 は 組 織 分 布 の 変 化 、 又 は 本 発 明 の ア レ イ で 確 認 で き る ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン の 変 化 に よ っ て 示 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 異 常 細 胞 」 又 は 「 異 常 組 織 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 又 は 組 織 に お い て 正 常 細 胞 又 は 組 織
に 対 し て 生 物 学 的 に ネ ガ テ ィ ブ に 損 な わ れ て い る 細 胞 又 は 組 織 の 状 態 を 意 味 す る 。 異 常 状
態 の 例 に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 癌 、 炎 症 、 ア ポ ト ー シ ス 、 及 び 異 常 遺 伝 子 発 現
が 含 ま れ る 。 異 常 細 胞 又 は 異 常 組 織 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 、
鳥 、 爬 虫 類 及 び ヒ ト を 含 む 任 意 の 哺 乳 動 物 を 含 む 任 意 の 原 核 又 は 真 核 生 物 由 来 の も の で あ
り う る 。 細 胞 又 は 組 織 が 哺 乳 動 物 で あ る 場 合 、 細 胞 又 は 組 織 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い
が 、 血 液 、 筋 肉 、 神 経 、 脳 、 乳 房 、 前 立 腺 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 膵 臓 、 脾 臓 、 胸 腺 、 食 道 、
胃 、 腸 、 腎 臓 、 精 巣 、 卵 巣 、 子 宮 、 毛 包 、 皮 膚 、 骨 、 膀 胱 、 及 び 脊 髄 を 含 む 、 任 意 の 細 胞
又 は 組 織 で あ る 。
　 「 ド ナ ー ブ ロ ッ ク 」 は 、 例 え ば こ こ に 記 載 さ れ た 内 部 標 準 調 製 物 の ブ ロ ッ ク 又 は 凍 結 組
織 又 は パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 の ブ ロ ッ ク を 含 む 、 試 料 が そ こ か ら ア レ イ 中 に 挿 入 さ れ る 任 意
の 固 体 又 は 半 固 体 物 質 を 意 味 す る 。 試 料 又 は コ ア は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Ｂ ｅ ｅ
ｃ ｈ ｅ ｒ ア レ イ 化 機 器 の よ う な 典 型 的 な ア レ イ 化 機 器 を 使 用 す る こ と を 含 む 、 任 意 の 手 段
に よ っ て ド ナ ー ブ ロ ッ ク か ら 取 り 出 さ れ う る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 発 現 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 転 写 さ れ る プ ロ
セ ス 及 び ／ 又 は 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ 「 転 写 物 」 と も 呼 ば れ る ） が 引 き 続 い て ペ プ チ ド 、
ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ る プ ロ セ ス を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 埋 め 込 み 材 料 」 と い う 用 語 は 、 こ こ に 定 義 さ れ る 標 準 分 子
が 、 生 物 学 的 ア レ イ の ウ ェ ル 中 に 挿 入 さ れ る 前 又 は 挿 入 中 に 固 化 す る と 、 調 製 物 中 の 標 準
分 子 の 分 布 が 均 一 で あ る 固 体 内 部 標 準 調 製 物 を 形 成 す る 埋 め 込 み 材 料 の 液 化 形 態 中 に 均 一
に 懸 濁 さ れ 得 る 任 意 の 材 料 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は 、 液 化 埋 め 込 み 材 料 の 固
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化 は 冷 却 に よ っ て 生 じ る 。 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 埋 め 込 み 材 料 の 固 化 は 、 ゲ ル 化 を
生 じ る 酵 素 反 応 に よ っ て 触 媒 さ れ な い 。 内 部 標 準 調 製 物 の 固 化 埋 め 込 み 材 料 は そ の 後 ア レ
イ 又 は ア レ イ ス ラ イ ド に つ い て な さ れ る 、 ア レ イ 基 質 を 除 去 す る た め の 手 順 を 含 む 、 加 工
及 び 分 析 手 順 の 間 に わ た っ て ア レ イ 又 は マ イ ク ロ ア レ イ 中 に 標 準 分 子 を 保 持 す る 。 埋 め 込
み 材 料 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ア ガ ロ ー ス （ 例 え ば １ － ４ ％ ア ガ ロ ー ス ） 、 ウ シ
血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ 、 例 え ば １ － ２ ０ ％ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 ア ガ ロ ー ス と Ｂ Ｓ Ａ の 混 合 物 等 々
を 含 み う る 。
　 「 流 動 性 」 と い う 用 語 は 例 え ば 液 体 又 は ソ フ ト ゲ ル の よ う な 、 自 由 に 流 れ 又 は 移 動 す る
こ と が で き る 物 質 の 状 態 を 意 味 す る が 気 体 で は な い 。
　 こ こ で 使 用 さ れ 、 更 に こ こ で 記 載 さ れ る と こ ろ の 「 凍 結 細 胞 ア レ イ 」 及 び 「 凍 結 組 織 ア
レ イ 」 と い う 用 語 は 、 ウ ェ ル が 凍 結 組 織 又 は 濃 縮 細 胞 懸 濁 液 で 満 た さ れ 、 ウ ェ ル が あ る パ
タ ー ン 、 例 え ば 列 と カ ラ ム の 形 状 に 形 成 さ れ て 切 片 化 可 能 な ブ ロ ッ ク の ア レ イ を 形 成 す る
凍 結 基 質 材 料 の 切 片 化 可 能 な ブ ロ ッ ク を 意 味 す る 。
　 「 遺 伝 子 」 は 転 写 及 び 翻 訳 後 に 特 定 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し う る 少 な く と も 一 の オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 適 用 さ れ る と こ ろ の 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ
ド 残 基 の 塩 基 間 の 水 素 結 合 に よ っ て 安 定 化 さ れ る 複 合 体 を 形 成 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 能
力 を 意 味 す る 。 水 素 結 合 は Watson-Crick塩 基 対 形 成 、 Hoogstein結 合 に よ っ て 、 又 は 任 意
の 他 の 配 列 特 異 的 な 形 で 生 じ う る 。 複 合 体 は 二 本 鎖 構 造 を 形 成 す る 二 本 鎖 、 複 数 本 鎖 複 合
体 を 形 成 す る ３ 本 以 上 の 鎖 、 単 一 の 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 鎖 、 又 は こ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ
せ を 含 み う る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 開 始 、 又 は リ ボ ザ イ ム に よ
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 酵 素 的 切 断 の よ う な 、 よ り 広 範 な プ ロ セ ス 中 の あ る 段 階 を 構 成 し う
る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が ２ つ の 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 で 逆 平 行 配 置 で 生 じ る 場
合 、 反 応 は 「 ア ニ ー リ ン グ 」 と 呼 ば れ 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 「 相 補 的 」 で あ る と 言 わ
れ る 。 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
ス ト ラ ン ド の 一 つ と 第 ２ の も の の 間 で 生 じ う る な ら ば 、 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 「
相 補 的 」 又 は 「 相 同 的 」 で あ り う る 。 「 相 補 性 」 又 は 「 相 同 性 」 （ 一 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド が 他 の も の と 相 補 的 で あ る 度 合 い ） は 、 一 般 的 に 受 け 入 れ ら れ て い る 塩 基 対 形 成 則 に 従
っ て 、 互 い に 水 素 結 合 を 形 成 す る と 期 待 さ れ る 対 向 す る ス ト ラ ン ド に お け る 塩 基 の 割 合 に
よ っ て 定 量 化 で き る 。
　 「 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 例 え ば 埋 め 込 み 材 料 に 導 入 さ れ る
組 織 又 は 標 準 材 料 の 薄 い 切 片 に お け る よ う な 、 ク ロ ー ン 化 細 菌 又 は 培 養 真 核 細 胞 中 に お け
る 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 存 在 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ の 使 用 を 意 味 す る 。 「 イ
ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 、 形 態 学 的 に 保 存 さ れ た 染 色 体 、 細 胞 、 組 織 切 片 、
又 は 全 組 織 断 片 中 の 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 検 出 す る こ と を 可 能 に す る 十 分 に 確 立
さ れ た 技 術 で あ る 。 免 疫 組 織 化 学 法 を 組 み 合 わ せ る と 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン は 顕 微 鏡 で の ト ポ ロ ジ ー 情 報 を Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び タ ン パ ク 質 レ ベ ル で の 遺 伝 子 活 動
に 関 係 づ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 「 内 部 標 準 調 製 物 」 と い う 用 語 は 、 ア レ イ に お い て ア レ イ の 分 析 を 補 助 す る た め に 使 用
さ れ る 、 こ こ に 定 義 さ れ る 埋 め 込 み 材 料 と 、 こ こ に 定 義 さ れ る 標 準 分 子 の 混 合 物 を 意 味 す
る 。 例 え ば 、 内 部 標 準 調 製 物 は 生 物 学 的 ア レ イ 中 の 試 料 中 の 生 物 学 的 分 子 、 例 え ば 生 物 学
的 ア レ イ 中 の ポ ジ テ ィ ブ 又 は ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル （ こ こ で 定 義 ） を 検 出 す る た め 、 又
は ア レ イ 中 の 生 物 学 的 又 は 標 的 分 子 の 定 量 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 定 量 が 意 図 さ
れ る 場 合 は 、 内 部 標 準 物 質 は 既 知 量 又 は 検 出 可 能 な 量 で 調 製 物 中 に 存 在 す る 。
　 「 イ ン ビ ト ロ 」 研 究 は 生 存 生 物 の 外 部 で 実 施 さ れ る も の で あ る 。 「 イ ン ビ ボ 」 研 究 は 生
存 生 物 内 に お い て 実 施 さ れ る も の で あ る 。
　 「 リ ガ ン ド 」 は レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン が 結 合 し 得 る 分 子 を 意 味 す る 。 そ の
分 子 は 化 学 的 に 合 成 さ れ る か 又 は 天 然 に 生 じ う る 。
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　 「 発 光 」 は そ の 温 度 の 上 昇 以 外 の 何 ら か の 理 由 に よ る 物 質 か ら の 光 の 放 出 を 意 味 す る 。
一 般 に 、 原 子 又 は 分 子 は 、 「 励 起 状 態 」 か ら 低 エ ネ ル ギ ー 状 態 （ 通 常 、 基 底 状 態 ） ま で 移
動 す る と き 、 電 磁 気 エ ネ ル ギ ー の 光 子 （ 例 え ば 、 光 ） を 放 つ ； こ の プ ロ セ ス は し ば し ば 「
放 射 減 衰 」 と 称 さ れ る 。 多 く の 励 起 原 因 が 存 在 す る 。 励 起 原 因 が 光 子 で あ る 場 合 、 ル ミ ネ
ッ セ ン ス プ ロ セ ス は 「 光 ル ミ ネ ッ セ ン ス 」 と 呼 ば れ る 。 励 起 原 因 が 電 子 で あ る 場 合 、 発 光
プ ロ セ ス は 「 電 界 発 光 」 と 呼 ば れ る 。 よ り 詳 細 に は 、 電 界 発 光 は 電 子 -ホ ー ル 対 を 形 成 す
る 電 子 の 直 接 の 注 入 と 除 去 と 、 光 子 を 発 す る 電 子 -ホ ー ル 対 の 続 く 再 組 み 合 わ せ か ら 生 じ
る 。 化 学 反 応 か ら 生 じ る 発 光 は 、 通 常 「 化 学 発 光 」 と 呼 ば れ る 。 生 存 生 物 に よ っ て 作 り 出
さ れ る 発 光 は 通 常 「 生 物 発 光 」 と 称 さ れ る 。 光 ル ミ ネ ッ セ ン ス が ス ピ ン 許 容 遷 移 （ 例 え ば
シ ン グ ル 一 重 項 遷 移 、 三 重 項 -三 重 項 遷 移 ） の 結 果 で あ る 場 合 、 光 ル ミ ネ ッ セ ン ス プ ロ セ
ス は 通 常 「 蛍 光 」 と 呼 ば れ る 。 典 型 的 に は 、 そ の よ う な ス ピ ン 許 容 遷 移 を 通 じ て 急 速 に 緩
和 さ れ る 、 短 期 間 で 消 滅 す る 励 起 状 態 の 結 果 、 励 起 源 が 除 か れ た 後 に は 蛍 光 発 光 は 持 続 し
な い 。 光 ル ミ ネ ッ セ ン ス が ス ピ ン 禁 止 遷 移 （ 例 え ば 三 重 項 -一 重 項 遷 移 ） の 結 果 で あ る 場
合 、 光 ル ミ ネ ッ セ ン ス は 通 常 「 リ ン 光 」 と 称 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 そ の よ う な ス ピ ン 禁 止
遷 移 を 通 じ て の み 緩 和 さ れ う る 、 長 期 間 続 く 励 起 状 態 の 結 果 、 励 起 源 が 除 か れ た 後 に も リ
ン 光 発 光 は 持 続 す る 。 「 発 光 標 識 」 は 上 述 の 性 質 の 何 れ か 一 つ を 有 し う る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 基 質 」 と い う 用 語 は 、 生 物 学 的 ア レ イ に 使 用 さ れ る ブ ロ ッ ク を 形 成 す る た め に 使 用 さ
れ る 材 料 を 意 味 す る 。 「 基 質 材 料 」 は そ こ に 配 設 さ れ る ウ ェ ル を 備 え た 固 体 状 態 を 形 成 可
能 な 任 意 の 材 料 で あ り 得 る が 、 し か し 「 基 質 材 料 」 は 少 な く と も 一 の 物 理 的 又 は 化 学 的 性
質 に お い て （ こ こ に 定 義 さ れ た ） 埋 め 込 み 材 料 と は 異 な っ て い な け れ ば な ら な い 。 ア レ イ
を ス ラ イ ス し 、 ア レ イ ス ラ イ ス を 平 坦 な 表 面 、 例 え ば プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 又 は ス ラ イ ド 上 に
配 し た 後 、 基 質 材 料 は 除 去 さ れ て マ イ ク ロ ア レ イ が 形 成 さ れ る 。
　 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 、 「 ア レ イ ス ラ イ ド 」 、 「 生 物 学 的 マ イ ク ロ ア レ イ 」 及 び 「 細 胞 マ
イ ク ロ ア レ イ 」 と い う 用 語 は 互 い に 交 換 可 能 に 使 用 さ れ 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ガ
ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 金 属 、 シ リ コ ン ウ エ ハ ー 等 々 を 含 む ガ ラ ス 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 又 は 他 の
平 坦 な 剛 性 表 面 で 、 選 択 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ 法 と 適 合 性 が あ る も の の よ う な 、 平 坦 な プ
ラ ッ ト フ ォ ー ム 又 は 基 部 上 に 取 り 付 け ら れ る 生 物 学 的 ア レ イ （ こ こ で 定 義 ） の 薄 い 切 片 を
意 味 す る 。 薄 い 切 片 （ ０ ． ５ － ３ ０ μ ｍ 、 あ る い は ５ － １ ５ μ ｍ 、 あ る い は ６ － １ ２ μ ｍ
） は 、 別 個 で 分 離 し た 生 物 学 的 試 料 が プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 上 に 分 離 し た 試 料 の パ タ ー ン （ 例
え ば 格 子 又 は ア レ イ の よ う な 列 と カ ラ ム の パ タ ー ン ） を 形 成 す る よ う に 平 坦 な 基 部 上 に 取
り 付 け ら れ て い る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 試 料 は 生 物 学 的 ア レ イ の ウ ェ ル 中 に 細 胞 又 は 組 織 試
料 を 収 容 す る た め に 使 用 さ れ る 管 又 は 他 の 剛 性 器 具 又 は 障 壁 材 料 の セ ク シ ョ ン に よ っ て 分
離 さ れ な い 。 マ イ ク ロ ア レ イ に よ り 、 技 術 者 の 時 間 、 試 薬 及 び 貴 重 な 組 織 資 源 の 有 効 利 用
を 最 大 に し な が ら 多 く の 標 本 群 の 検 査 が 可 能 に な る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 潜 在 的 な 治 療 的
標 的 の 組 織 発 現 パ タ ー ン の 迅 速 で 大 規 模 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 予 後 及 び 治 療 へ の 応 答 に 関
連 し た 分 子 マ ー カ ー の 研 究 に 使 用 す る こ と が で き る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 天 然 に 生 じ る 」 と い う 用 語 は 物 に 適 用 さ れ 、 物 を 天 然 に 見 出 す こ と
が で き る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 天 然 の 供 給 源 か ら 単 離 す る こ と が で き 、 研 究 室 の 研 究
者 に よ っ て 意 図 的 に は 修 飾 さ れ て い な い （ ウ イ ル ス を 含 む ） 生 物 中 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ
ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 天 然 に 生 じ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 正 常 」 試 料 と は こ こ で 定 義 さ れ た 異 常 が な い 組 織 又 は 細 胞 を 意 味 す る 。 こ こ で 使 用 さ
れ る 「 正 常 細 胞 」 又 は 「 正 常 組 織 」 と い う 用 語 は 、 悪 い 生 物 学 的 状 態 を 持 つ 異 常 細 胞 と 比
較 し た 場 合 に 悪 い 生 物 学 的 状 態 を 明 ら か に 持 た な い 細 胞 又 は 組 織 の 状 態 を 意 味 す る 。 正 常
細 胞 又 は 正 常 組 織 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 、 鳥 、 爬 虫 類 、 及 び
ヒ ト を 含 む 任 意 の 哺 乳 動 物 を 含 む 任 意 の 原 核 又 は 真 核 生 物 か ら の も の で あ り う る 。 細 胞 又
は 組 織 が 哺 乳 動 物 で あ る 場 合 、 細 胞 又 は 組 織 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 血 液 、 筋 肉 、
神 経 、 脳 、 乳 房 、 前 立 腺 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 膵 臓 、 脾 臓 、 胸 腺 、 食 道 、 胃 、 腸 、 腎 臓 、 精
巣 、 卵 巣 、 子 宮 、 毛 包 、 皮 膚 、 骨 、 膀 胱 、 及 び 脊 髄 を 含 む 任 意 の 細 胞 又 は 組 織 で あ る 。
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　 「 核 酸 配 列 」 及 び 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。 そ れ ら は
デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ れ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ れ 、 任 意 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド の
ポ リ マ ー 形 態 又 は そ の 類 似 体 を 意 味 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 任 意 の 三 次 元 構 造 を 持 ち 得
、 又 は 知 ら れ て い よ う と 未 知 で あ ろ う と 任 意 の 機 能 を 生 じ う る 。 次 の も の は ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 非 限 定 的 な 例 で あ る ： 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 断 片 の コ ー ド 又 は 非 コ ー ド 領 域 、 連 鎖 解 析
か ら 定 ま っ た 遺 伝 子 座 （ 遺 伝 子 座 群 ） 、 エ キ ソ ン 、 イ ン ト ロ ン 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ （
ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） 、 転 移 Ｒ Ｎ Ａ 、 リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ イ ム 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 組 換 え ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 分 岐 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 プ ラ ス ミ ド 、 ベ ク タ ー 、 任 意 の 配 列 の 単 離 Ｄ Ｎ Ａ 、 任 意
の 配 列 の 単 離 Ｒ Ｎ Ａ 、 核 酸 プ ロ ー ブ 、 及 び プ ラ イ マ ー 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 メ チ ル 化 ヌ
ク レ オ チ ド 及 び ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 の よ う な 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 含 み う る 。 存 在 す る 場 合
、 ヌ ク レ オ チ ド 構 造 に 対 す る 修 飾 は ポ リ マ ー の 構 築 の 前 又 は 後 に 付 与 さ れ う る 。 ヌ ク レ オ
チ ド の 配 列 に は 非 ヌ ク レ オ チ ド 成 分 が 介 在 し う る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 重 合 の 後 に 、 例 え
ば 標 識 成 分 と の 結 合 の よ う に 、 更 に 修 飾 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 最 適 切 断 温 度 媒 体 」 、 「 OCT媒 体 」 及 び 「 OCT」 と い う 用 語 は こ こ で は 互 い に 交 換 可 能
に 使 用 さ れ 、 固 体 の 場 合 （ 例 え ば 凍 結 に よ る ） 、 約 ６ ミ ク ロ ン 又 は マ イ ク ロ メ ー ト ル か ら
約 １ ２ ミ ク ロ ン 又 は マ イ ク ロ メ ー ト ル の 薄 い 切 片 に 切 断 さ れ 、 そ の 状 態 で 扱 わ れ う る 化 学
製 剤 を 意 味 し 、 そ の 切 片 は 続 い て 平 坦 な 平 面 に 取 り 付 け ら れ て 、 凍 結 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ
、 又 は こ こ で 開 示 し た よ う な 凍 結 細 胞 マ イ ク ロ ア レ イ を 産 生 す る 。 Ｏ Ｃ Ｔ は 一 般 に 樹 脂 -
ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 抗 真 菌 剤 と し て 作 用 す る 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム 及 び 凍 結 温 度 を 低
下 さ せ る ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 有 す る 。 Lab-Tek Instruments Co., Westmont ILに
よ り 製 造 さ れ た も の の よ う な Ｏ Ｃ Ｔ 媒 体 は ３ 通 り の 温 度 範 囲 、 － １ ０ ℃ か ら － ２ ０ ℃ 、 －
２ ０ ℃ か ら － ３ ５ ℃ 及 び － ３ ５ ℃ か ら － ５ ０ ℃ の ３ タ イ プ が あ る 。
　 こ こ で 用 い ら れ る と こ ろ の 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 典 型 的 に は 合 成 手 段
に よ っ て 調 製 さ れ る 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 意 味 す る 。 本 発 明 に お い て 用 い ら れ
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 通 常 ５ ０ か ら ２ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は ８ ０ か ら １ ２ ０
ヌ ク レ オ チ ド で あ る が 、 任 意 の 長 さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が あ る 状 況 下 で は 適 切 で あ ろ う
。 好 適 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Beaucage及 び Carruthers, Tet. Lett. 22:1859-1862 (1
981)に 記 載 さ れ た ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 法 、 又 は Matteucci等 , J.Am.Chem.Soc. 103:3185(198
1)に よ る ト リ エ ス テ ル 法 、 あ る い は 市 販 の 自 動 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 機 を 使 用 す る よ う
な 他 の 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
　 「 プ ラ ス ミ ド 」 と い う 用 語 は 、 正 常 な 細 菌 ゲ ノ ム と は 区 別 さ れ 、 非 選 択 的 条 件 下 で の 細
胞 生 存 に は 非 必 須 の 自 己 複 製 す る 染 色 体 外 環 状 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 意 味 す る 。 あ る 種 の プ ラ ス ミ
ド は 宿 主 ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 ま れ 得 る 。 多 く の 人 工 的 に 構 築 さ れ た プ ラ ス ミ ド が ク ロ ー ニ ン
グ ベ ク タ ー と し て 使 用 さ れ る 。
　 「 複 数 」 と い う 用 語 は 二 以 上 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 「 ペ プ チ ド 」 及 び 「 タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 は 任 意 の 長 さ の ア ミ ノ
酸 の ポ リ マ ー を 指 す た め に 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。 ポ リ マ ー は 直 鎖 状 又 は 分 岐 状 で あ り 、
修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 含 み 得 、 ま た 非 ア ミ ノ 酸 が 介 在 し う る 。 そ の 用 語 は ま た 修 飾 さ れ た
ア ミ ノ 酸 ポ リ マ ー 、 例 え ば ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 、 グ リ コ シ ル 化 、 脂 質 付 加 、 ア セ チ ル 化
、 リ ン 酸 化 、 あ る い は 標 識 成 分 と の 結 合 の よ う な 任 意 の 他 の 操 作 を 包 含 す る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 プ ロ ー ブ 」 と い う 用 語 は 、 天 然 に 生 じ る も の で あ れ 、 合 成
法 に よ っ て 製 造 さ れ る も の で あ れ 、 例 え ば 凍 結 細 胞 試 料 、 組 織 試 料 又 は 標 準 物 質 に 検 出 さ
れ る 核 酸 配 列 の 全 て 又 は 一 部 に 相 同 か 又 は 相 補 的 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。
プ ロ ー ブ は 好 ま し く は 適 切 な 条 件 下 で そ れ が 試 料 又 は 標 準 物 質 中 の 核 酸 配 列 に 特 異 的 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な よ う に 選 択 さ れ る 。
　 「 プ ロ モ ー タ ー 」 と い う 用 語 は 、 そ れ が 作 用 可 能 に 結 合 さ れ た 遺 伝 子 又 は 配 列 の 転 写 を
制 御 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 結 合 部
位 及 び 転 写 開 始 部 位 を 含 む 。 一 般 に 、 遺 伝 子 又 は 配 列 の 発 現 が 考 え ら れ て い る 環 境 に お い
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て 機 能 的 で あ る こ と が 知 ら れ て い る プ ロ モ ー タ ー が 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 発 現 環 境 が 細 胞
、 例 え ば 細 菌 又 は 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 場 合 、 細 菌 又 は 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー が 通 常 使 用 さ
れ る 。 あ る い は 、 発 現 環 境 が イ ン ビ ト ロ で あ る 場 合 、 プ ロ モ ー タ ー は 選 択 さ れ た イ ン ビ ト
ロ ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 に 対 し て 機 能 す る も の で あ る 。
　 「 レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク 」 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 細 胞 懸 濁 液 、 細 胞 ペ レ ッ ト 、
組 織 コ ア 、 及 び こ こ に 記 載 の 内 部 標 準 調 製 物 を 含 む 、 ア レ イ の 試 料 を 収 容 す る た め の そ こ
に 形 成 さ れ た ウ ェ ル の ア レ イ を 有 す る か 又 は そ れ を 有 し 得 る 、 ア レ イ で 使 用 さ れ る 固 体 基
質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 固 体 」 相 又 は 状 態 は 、 液 体 又 は 流 体 と 気 体 と 共 に 、 物 質 の ３ つ の 基 本 的 な 状 態 の 一 つ
を 意 味 す る 。 こ れ ら の ３ つ の 状 態 の う ち 、 固 体 状 態 は そ の 形 状 を 変 化 さ せ る 力 に 抵 抗 す る
最 も 大 な る 傾 向 を 持 っ て お り 、 よ っ て 、 そ の 形 状 と 体 積 は 固 定 さ れ 、 そ れ が 利 用 で き る 空
間 に よ っ て 影 響 を 受 け な い 。
　 「 Ｓ Ｑ Ｈ ２ Ｏ 」 と い う 用 語 は ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 ま な い 分 子 生 物 学 グ レ ー ド の 水 を 意 味 す
る 。
　 「 標 準 分 子 」 と い う 用 語 は 、 そ の 既 知 の 組 成 又 は 濃 度 が 、 組 織 又 は 凍 結 細 胞 マ イ ク ロ ア
レ イ の よ う な ア レ イ 中 の 他 の 生 物 学 的 分 子 の 存 在 、 組 成 、 構 造 及 び ／ 又 は 濃 度 を 分 析 す る
の に 使 用 さ れ る 、 こ こ で 定 義 さ れ た 任 意 の 生 物 学 的 分 子 及 び 任 意 の 他 の 分 子 を 意 味 す る 。
こ こ で 使 用 さ れ る と こ ろ の 標 準 分 子 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ
リ ペ プ チ ド 、 非 ポ リ ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 サ イ ト カ イ ン 、 代 謝 物 、 代 謝 前 駆 体 、 薬 物 、 並 び
に プ ロ ー ブ の 非 特 異 的 バ イ ン ダ ー 、 例 え ば 外 科 用 染 料 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 及 び セ ル ロ ー ス を
含 む 。 標 準 分 子 が Ｈ Ｅ Ｒ ２ コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 場 合 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
Ｈ ｅ ｒ ２ 遺 伝 子 の 少 な く と も ２ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 又 は ２ ０ ０ あ る い は 更 に 多 く の 隣 接 ヌ
ク レ オ チ ド 又 は そ の 相 補 配 列 を 含 む 。 標 準 分 子 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る
場 合 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 少 な く と も ２ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 又 は ２
０ ０ あ る い は 更 に 多 く の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 相 補 配 列 を 含 む 。 標 準 分 子 が Ｈ Ｅ Ｒ ２
ポ リ ペ プ チ ド で あ る 場 合 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は Ｈ Ｅ Ｒ ２ ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ ０ 、
２ ０ 、 ５ ０ 、 又 は １ ０ ０ あ る い は 更 に 多 く の 隣 接 ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 標 準 分 子 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ポ
リ ペ プ チ ド で あ る 場 合 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ ０ 、 ２
０ 、 ５ ０ 、 又 は １ ０ ０ あ る い は 更 に 多 く の 隣 接 ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 温 度 感 受 性 基 質 」 は そ の 温 度 が 凍 結 温 度 よ り 低 く な る と 流 体 又 は 液 体 状 態 か ら 固 体 状
態 に 変 化 す る 材 料 を 意 味 す る 。 凍 結 温 度 は 変 わ り 得 、 各 特 定 の 温 度 感 受 性 基 質 材 料 の 成 分
に 依 存 す る 。 凍 結 細 胞 又 は 組 織 ア レ イ に 使 用 さ れ る 温 度 感 受 性 基 質 の 凍 結 温 度 は 、 ア レ イ
に 含 ま れ る 細 胞 及 び ／ 又 は 組 織 の 凍 結 温 度 よ り 、 例 え ば ３ ℃ 、 ５ ℃ 、 １ ０ ℃ 低 く 、 又 は 細
胞 又 は 組 織 の 凍 結 温 度 よ り 更 に 低 い 。 更 に 、 温 度 感 受 性 基 質 材 料 は そ の 凍 結 状 態 で の 切 断
を 容 易 に す る 。
　 こ こ で 用 い ら れ 、 更 に こ こ で 記 載 さ れ る 「 組 織 ア レ イ 」 と い う 用 語 は 、 生 物 学 的 組 織 の
コ ア の ア レ イ と し て 百 か ら 千 を 越 え る 個 々 の 組 織 試 料 を 典 型 的 に は 含 み 、 各 コ ア が 個 々 の
ド ナ ー 組 織 試 料 か ら 穿 孔 さ れ 、 切 片 化 可 能 な ブ ロ ッ ク 中 の 特 定 の 格 子 座 標 位 置 に 埋 め 込 ま
れ て い る 、 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 又 は 凍 結 ア レ イ ブ ロ ッ ク の よ う な 、 切 片 化 可 能 な ブ ロ ッ ク
を 意 味 す る 。
　 「 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 」 及 び 「 Ｔ Ｍ Ａ 」 と い う 用 語 は こ こ で は 互 換 可 能 に 使 用 さ れ 、 組
織 又 は 細 胞 の 列 と カ ラ ム が プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 上 に 試 料 の 格 子 （ ア レ イ ） を 形 成 す る よ う に
、 平 坦 な プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 又 は 基 体 上 に 取 り 付 け ら れ た 組 織 ア レ イ 又 は 凍 結 組 織 ア レ イ の
薄 い 切 片 を 意 味 す る 。 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 技 術 者 の 時 間 、 試 薬 及 び 貴 重 な 組 織 資 源 の
効 率 的 な 利 用 を 最 大 化 し な が ら 多 く の 標 本 列 の 検 査 を 可 能 に す る 。 組 織 ア レ イ は 、 潜 在 的
な 治 療 標 的 の 組 織 発 現 パ タ ー ン の 迅 速 で 大 き な ス ケ ー ル の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 予 後 と 治 療
へ の 応 答 に 関 連 す る 分 子 マ ー カ ー の 研 究 に 使 用 す る こ と が で き る 。  
　 「 転 写 」 と い う 用 語 は Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 を 用 い て Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て Ｒ Ｎ Ａ を 合 成 す
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る こ と を 意 味 す る 。 　 　 　
　 「 翻 訳 」 と い う 用 語 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 有 す る 遺 伝 暗 号 を ア ミ ノ 酸 か ら の タ ン パ ク 質 の 合 成 に
向 け る 方 法 を 意 味 す る 。
　 試 料 に 関 す る 「 処 置 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 動 物 、 組 織 、 及 び ／ 又 は 細 胞 に 治 療 物 、 例
え ば 製 薬 薬 物 又 は 薬 剤 、 あ る い は ア レ イ の た め の 生 物 学 的 試 料 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ
る 細 胞 又 は 組 織 内 で の 標 準 又 は 生 物 学 的 分 子 の 発 現 に 影 響 を 及 ぼ し う る 興 味 の あ る 他 の 任
意 の 試 薬 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 試 料 を 調 製 す る た め に 続 い て 使 用 さ れ る （ 例 え ば 動 物
、 動 物 の 組 織 、 細 胞 株 、 又 は 細 胞 懸 濁 液 中 の ） 細 胞 の 処 置 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
凍 結 ア レ イ を 作 製 す る た め の 方 法 と 装 置
　 図 １ － ４ に 示 す よ う に 、 本 発 明 の 一 実 施 態 様 に 係 る ア レ イ 化 装 置 は 温 度 感 受 性 基 質 １ ６
０ を 含 む モ ー ル ド １ ４ ０ に ウ ェ ル の ア レ イ を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ る ア レ イ ヤ ー １ ０ ０
を 含 む 。 図 １ に 最 も よ く 示 さ れ て い る よ う に 、 ア レ イ ヤ ー １ ０ ０ は 、 プ レ キ シ グ ラ ス 、 プ
ラ ス チ ッ ク 、 セ ラ ミ ッ ク 、 ガ ラ ス 、 金 属 又 は 木 材 の よ う な 剛 性 材 料 製 の 基 部 １ ０ ２ と 基 部
１ ０ ２ か ら 突 出 す る 複 数 の ピ ン １ ２ ０ を 具 備 す る 。 ピ ン １ ２ ０ の 各 々 は 基 部 １ ０ ２ に 固 定
さ れ た 又 は そ の 内 部 の 第 一 端 １ ２ ２ と 第 二 自 由 端 １ ２ ４ を 有 す る 。 ピ ン １ ２ ０ は 例 え ば ヒ
ー ト シ ー ル 等 の シ ー ル が 施 さ れ 、 基 部 １ ０ ２ に 又 は 基 部 １ ０ ２ 中 に エ ポ キ シ で の 接 着 等 の
よ う に 固 定 さ れ て い る ガ ラ ス 又 は 金 属 （ 鈍 角 (ブ ラ ン ト )ガ ラ ス ） 製 の 一 又 は 複 数 の 鈍 角 端
部 を 持 つ 中 空 の チ ュ ー ブ を 含 む 、 任 意 の タ イ プ の 材 料 製 で あ り う る 。 ピ ン １ ２ ０ の 各 々 の
自 由 端 １ ２ ４ は シ ー ラ ー 、 例 え ば 金 属 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 糊 剤 、 接 着 剤 、 エ ポ キ シ 又 は 他 の
等 価 な ポ リ マ ー で 塞 が れ て い る 。 ピ ン １ ２ ０ は 金 属 、 セ ラ ミ ッ ク 、 及 び プ ラ ス テ ィ ッ ク な
ど 、 ０ ℃ よ り 低 い 温 度 に も 耐 え る こ と が で き る 任 意 の 強 固 な 材 料 製 で あ り う る 。 更 に 、 ピ
ン １ ２ ０ は 中 空 又 は 中 実 の 管 体 と で き る 。 ピ ン １ ２ ０ は 円 形 断 面 形 状 、 又 は 限 定 す る も の
で は な い が 矩 形 、 楕 円 等 々 を 含 む 生 物 学 的 試 料 を 保 持 す る た め の ウ ェ ル を つ く り 出 す の に
適 し た 任 意 の 断 面 形 状 を 持 ち う る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 モ ー ル ド １ ４ ０ は 、 正 方 形 、 長 方 形 、 楕 円 形 等 々 を 含 む 任 意 の 形 状 及 び サ イ ズ で あ り 得
、 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 又 は ト レ イ の よ う な 適 切 な 分 析 具 に 適 合 す る よ う な ス ラ イ ス を 提 供 す る
よ う な サ イ ズ 及 び 形 状 で あ り う る 。 一 実 施 態 様 で は 、 モ ー ル ド １ ４ ０ は 矩 形 形 状 で あ り 、
図 ２ に 示 す よ う に ４ の 側 面 １ ４ ２ と 底 部 １ ４ ４ を 有 し て い る 。
　 基 質 １ ６ ０ は 基 質 材 料 の 凍 結 温 度 よ り 温 度 が 低 く な る と 流 体 又 は 液 体 状 態 か ら 固 体 状 態
に 変 化 す る 温 度 感 受 性 材 料 を 含 ん で な る 。 更 に 、 温 度 感 受 性 基 質 材 料 は そ の 凍 結 又 は 固 体
状 態 に お い て 切 断 を 容 易 に す る 。 一 つ の 有 用 な 温 度 感 受 性 基 質 材 料 は 樹 脂 -ポ リ ビ ニ ル ア
ル コ ー ル 及 び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む 。 他 の 有 用 な 温 度 感 受 性 基 質 は 最 適 切 断 温 度
媒 質 （ 「 Ｏ Ｃ Ｔ 媒 質 」 ） で あ り 、 樹 脂 -ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 抗 真 菌 剤 、 例 え ば 塩 化 ベ
ン ザ ル コ ニ ウ ム 、 及 び 凍 結 温 度 を 低 下 さ せ る た め の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 有 す る 。
Ｏ Ｃ Ｔ 媒 質 は 市 販 さ れ て お り 、 例 え ば Lab-Tek Instruments Co., Westmont ILが － １ ０ ℃
か ら － ２ ０ ℃ 、 － ２ ０ ℃ か ら － ３ ５ ℃ 、 及 び － ３ ５ ℃ か ら － ５ ０ ℃ の ３ 通 り の 凍 結 温 度 範
囲 の Ｏ Ｃ Ｔ を 製 造 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 凍 結 ア レ イ を 作 製 す る に は 、 ア レ イ ヤ ー １ ０ ０ の ピ ン １ ２ ０ を 、 先 ず 、 例 え ば グ リ セ ロ
ー ル 、 油 、 脂 肪 酸 、 グ リ ー ス 、 ゲ ル 、 脂 肪 、 石 鹸 等 々 の よ う な 潤 滑 材 料 に 浸 漬 し 、 つ い で
そ の 流 動 性 状 態 の 温 度 感 受 性 基 質 １ ６ ０ 中 に 部 分 的 に 浸 漬 し 、 ピ ン １ ２ ０ の 自 由 端 １ ２ ４
が モ ー ル ド １ ４ ０ の 底 部 １ ４ ４ に 接 触 し な い よ う に モ ー ル ド １ ４ ０ に 配 設 さ れ う る 。 ア レ
イ ヤ ー ピ ン １ ２ ０ は 温 度 感 受 性 基 質 １ ６ ０ と モ ー ル ド １ ４ ０ に 係 合 さ せ ら れ る 一 方 、 基 質
１ ６ ０ は そ の 温 度 を 温 度 感 受 性 基 質 の 凍 結 温 度 よ り 低 く 、 例 え ば 少 な く と も ３ ℃ 、 ５ ℃ 、
１ ０ ℃ 又 は そ れ 以 上 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 凍 結 さ れ る 。 モ ー ル ド １ ４ ０ は 、 例 え ば イ ソ
ペ ン タ ン の 極 低 温 浴 中 に モ ー ル ド １ ４ ０ を 沈 め る こ と に よ り 、 瞬 時 に 凍 結 さ れ う る 。 別 法
と し て は 、 モ ー ル ド １ ４ ０ は フ リ ー ザ ー に 配 し て 、 液 体 窒 素 で 凍 結 さ せ 、 又 は ド ラ イ ア イ
ス 上 に 配 し て も よ い 。 こ の 方 法 を 使 用 す る と 、 温 度 感 受 性 基 質 １ ６ ０ は モ ー ル ド １ ４ ０ 中
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の ピ ン １ ２ ０ の 周 り で 固 化 す る 。 温 度 感 受 性 基 質 １ ６ ０ が 凍 結 し た 後 、 モ ー ル ド １ ４ ０ か
ら ア レ イ ヤ ー ピ ン １ ２ ０ を 除 去 し て 、 図 ３ に 示 す よ う な ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク １ ８
０ 中 に 形 成 さ れ た ウ ェ ル １ ７ ０ の ア レ イ を 生 じ る 。 凍 結 レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク １ ８ ０ 中 の
ウ ェ ル １ ７ ０ は ピ ン １ ２ ０ の 数 と 形 状 に 対 応 し て お り 、 図 ２ に 示 さ れ る よ う に 基 質 を 部 分
的 に だ け 通 っ て 延 び る 。 こ の よ う に し て 製 造 さ れ る と 、 凍 結 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク
１ ８ ０ は 試 料 を 保 持 す る た め の ガ ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク 管 の よ う な 障 壁 材 料 を 必 要 と し な
い 。 代 わ り に 、 凍 結 レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク １ ８ ０ に 形 成 さ れ た ウ ェ ル １ ７ ０ 中 に 試 料 を 直
接 充 填 す る こ と が で き 、 よ っ て ア レ イ を 製 造 し ス ラ イ ス す る こ と が 容 易 に な る 。 ア レ イ レ
シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク １ ８ ０ は ス ラ イ ス 化 の 前 に モ ー ル ド １ ４ ０ か ら 除 去 さ れ る 。 モ ー ル ド
１ ４ ０ の 除 去 後 、 ウ ェ ル １ ７ ０ の 各 々 は ピ ン １ ２ ０ の 一 つ が 通 過 し 基 質 １ ６ ０ を 抜 き 出 た
第 一 の 開 口 端 １ ７ ２ と 基 質 １ ６ ０ 内 の 第 二 の 閉 止 端 １ ７ ４ を 有 し て い る 。 レ シ ピ エ ン ト ブ
ロ ッ ク １ ８ ０ は 、 一 又 は 複 数 の 試 料 が ウ ェ ル １ ７ ０ 中 に 充 填 さ れ る ま で 凍 結 固 体 状 態 に 温
度 感 受 性 基 質 １ ６ ０ を 維 持 す る の に 十 分 な 温 度 に 保 存 さ れ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 凍 結 レ
シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク は 、 温 度 感 受 性 基 質 の 凍 結 温 度 よ り 少 な く と も ３ Ｃ 低 い 、 あ る い は 少
な く と も ５ Ｃ 低 い 、 あ る い は 温 度 感 受 性 基 質 の 凍 結 温 度 よ り 少 な く と も １ ０ Ｃ 低 い 温 度 に
保 存 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 細 胞 懸 濁 液 、 細 胞 ペ レ ッ ト 、 組 織 コ ア の よ う な 一 又 は 複 数 の 試 料 は 試 料 の 凍 結 ア レ イ を
形 成 す る た め に 、 凍 結 レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク １ ８ ０ の ウ ェ ル １ ７ ０ 中 に 直 接 挿 入 さ れ る 。
細 胞 懸 濁 液 の よ う な 生 物 学 的 試 料 を 凍 結 レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク １ ８ ０ の ウ ェ ル １ ７ ０ 中 に
直 接 挿 入 す る と 、 細 胞 は ウ ェ ル １ ８ ０ 内 で 瞬 時 に 凍 結 す る 。 こ の よ う に し て 、 細 胞 は 固 定
液 、 保 存 料 又 は 他 の タ イ プ の 化 学 処 理 を 必 要 と す る こ と な く 保 存 さ れ る 。 組 織 試 料 に 関 し
て 、 ビ ー チ ャ ー ・ イ ン ス ト ル メ ン ト の よ う な ア レ イ 化 機 器 を 用 い て 組 織 試 料 、 例 え ば 液 体
窒 素 を 使 用 し て 瞬 間 凍 結 さ れ た 組 織 か ら コ ア を 穿 設 す る 。 別 法 と し て 、 組 織 コ ア は ド ナ ー
ブ ロ ッ ク か ら 手 作 業 で 穿 設 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 凍 結 組 織 は 同 様 な ア レ イ 化 機 器 を
使 用 し て ウ ェ ル １ ７ ０ 中 に 挿 入 さ れ る 。 凍 結 レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク １ ８ ０ は 同 様 に し て 組
織 コ ア の 凍 結 温 度 を 維 持 し 、 そ れ に よ っ て 、 固 定 液 又 は 他 の タ イ プ の 化 学 処 理 な し に ア レ
イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク １ ８ ０ 中 に 組 織 を 挿 入 す る こ と が で き る よ う に な る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 試 料 を 含 む レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク １ ８ ０ は 、 ウ ェ ル １ ７ ０ の 長 軸 に 直 交 し て 水 平 に ス ラ
イ ス し て 一 又 は 複 数 の 凍 結 ア レ イ ス ラ イ ス １ ８ ２ を 形 成 す る こ と が で き 、 こ れ が つ い で 図
４ に 示 さ れ る よ う に 顕 微 鏡 ス ラ イ ド １ ８ ４ 又 は 他 の 分 析 台 に 適 用 さ れ 、 凍 結 細 胞 又 は 組 織
マ イ ク ロ ア レ イ が 形 成 さ れ る 。 各 ア レ イ ス ラ イ ス は ス ラ イ ス が な さ れ る 前 に ア レ イ の ウ ェ
ル １ ７ ０ の 各 々 内 に 収 容 さ れ て い た 試 料 に 対 応 す る 試 料 の ス ポ ッ ト （ 又 は 横 断 切 片 ） １ ９
０ を 有 し て い る 。 一 又 は 複 数 の ア レ イ ス ラ イ ス １ ８ ２ は ス ラ イ ド １ ８ ４ の 各 々 の 上 に 配 さ
れ う る 。 ス ラ イ ド １ ８ ４ は 同 様 に 使 用 さ れ る ま で 凍 結 温 度 で 保 存 さ れ う る 。 分 析 の た め に
は 、 ス ラ イ ド を 処 理 し て 基 質 材 料 を 除 去 し 、 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 に ス ポ ッ ト の マ イ ク ロ ア レ
イ を 形 成 す る こ と が で き る 。 基 質 は 、 例 え ば 水 性 バ ッ フ ァ ー 、 キ シ レ ン 、 ア セ ト ン な ど の
様 々 な 種 類 の 薬 品 を 使 用 し て 除 去 す る こ と が で き る 。 ス ラ イ ド １ ８ ４ を 単 に 室 温 に 放 置 す
る こ と に よ っ て 、 温 度 感 受 性 基 質 、 例 え ば Ｏ Ｃ Ｔ を 溶 融 さ せ て 、 ス ラ イ ド １ ８ ４ か ら そ れ
を 簡 単 に 除 去 す る こ と が で き る 。 限 定 す る も の で は な い が 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 、 免 疫 化 学 法 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 及 び リ ガ ン ド ／ レ セ プ タ ー 結 合 手 順 を 含 む 、 顕 微 鏡 ス ラ イ
ド で 実 施 す る こ と が で き る 実 質 的 に 任 意 の 種 類 の 分 析 手 順 又 は 分 子 分 析 法 を 凍 結 ア レ イ か
ら 作 製 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ で 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 ５ に 示 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 は 基 部 １ ０ ２ に 固 定 さ れ て 又 は 基 部 １ ０
２ 内 に 複 数 の ピ ン ２ ２ ０ を 有 す る ア レ イ ヤ ー ２ ０ ０ を 含 む 。 ピ ン ２ ２ ０ は そ れ ぞ れ 基 部 １
０ ２ に 又 は そ の 内 部 に 第 一 端 ２ ２ ２ を 、 ま た 第 二 の 自 由 端 ２ ２ ４ を 有 す る 。 ピ ン １ ２ ０ と
同 様 に 、 図 １ に 示 さ れ る よ う に 、 ピ ン ２ ２ ０ は ヒ ー ト シ ー ル が 施 さ れ 、 基 部 １ ０ ２ に エ ポ
キ シ で 接 着 さ れ た 鈍 角 (ブ ラ ン ト )ガ ラ ス 製 で あ り う る 。 ピ ン ２ ２ ０ の 各 々 の 自 由 端 ２ ２ ４
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は シ ー ラ ー 、 例 え ば 金 属 片 及 び エ ポ キ シ で 塞 が れ て い る 。 ピ ン １ ２ ０ と は 異 な り 、 ピ ン ２
２ ０ は 、 シ ー ラ ー 内 に 沈 み 自 由 端 ２ ２ ４ を 越 え て 延 び る 針 体 ２ ２ ６ の よ う な 小 さ い 長 い 付
属 器 を 有 し て い る 。 上 述 し た よ う に 、 ピ ン ２ ２ ０ を 用 い て 、 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク
２ ８ ０ 中 に 複 数 の ウ ェ ル ２ ７ ０ を つ く り 出 す 。 し か し こ こ で は 、 ピ ン ２ ２ ０ は 、 ピ ン ２ ２
０ の 自 由 端 ２ ２ ４ が モ ー ル ド １ ４ ０ の 底 部 １ ４ ４ に 接 触 す る よ う に モ ー ル ド １ ４ ０ に そ の
流 動 性 状 態 で 温 度 感 受 性 基 質 １ ６ ０ 中 に 完 全 に 挿 入 さ れ る 。 こ の 手 順 を 用 い て 、 ピ ン ２ ２
０ は 、 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク ２ ８ ０ が モ ー ル ド １ ４ ０ か ら 除 去 さ れ る と 、 レ シ ピ エ
ン ト ブ ロ ッ ク ２ ８ ０ 全 体 に わ た っ て 延 び 、 二 つ の 開 口 端 ２ ７ ２ 及 び ２ ７ ４ を 有 す る ウ ェ ル
２ ７ ０ の ア レ イ を つ く り 出 す 。 こ の よ う に し て 、 組 織 コ ア の よ う な 固 形 飼 料 を ウ ェ ル ２ ７
０ の 開 口 端 ２ ７ ２ を 通 し て 挿 入 す る こ と が で き 、 反 対 の 開 口 端 ２ ７ ４ が 例 え ば ウ ェ ル 内 の
空 気 を 逃 が し 、 そ れ に よ っ て 圧 力 を 幾 ら か 軽 減 し 、 固 形 試 料 を ウ ェ ル ２ ７ ０ 中 に 挿 入 す る
の を 容 易 に す る 経 路 を 提 供 す る 。 更 に 、 ウ ェ ル ２ ７ ０ は 、 そ れ ぞ れ が ピ ン ２ ２ ０ と 針 体 ２
２ ６ の 直 径 に そ れ ぞ れ 対 応 す る 直 径 を 有 す る 二 つ の 部 分 ２ ７ ６ 及 び ２ ７ ８ を 有 し て い る 。
第 二 部 分 ２ ７ ８ の 小 さ な サ イ ズ は 固 形 コ ア が ウ ェ ル ２ ７ ０ 内 に 挿 入 さ れ る 場 合 、 固 形 コ ア
に 対 し て 停 止 機 構 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 図 ６ は 本 発 明 の 更 な る 実 施 態 様 を 示 し て い る 。 ア レ イ ヤ ー ３ ０ ０ は 基 部 １ ０ ２ に 固 定 さ
れ 又 は そ の 内 部 に あ る 複 数 の ピ ン ３ ２ ０ を 有 し て い る 。 ピ ン ３ ２ ０ は そ れ ぞ れ 基 部 １ ０ ２
に 又 は そ の 内 部 に 第 一 端 ３ ２ ２ と 第 二 の 自 由 端 ３ ２ ４ を 有 し て い る 。 ピ ン ３ ２ ０ は 任 意 の
固 体 材 料 、 例 え ば 金 属 又 は ガ ラ ス 製 で あ り う る 。 ピ ン ３ ２ ０ の 各 々 の 自 由 端 ３ ２ ４ は 先 細
に な っ て 尖 端 部 ３ ２ ６ を 形 成 し て い る 。 上 述 の よ う に 、 ピ ン ３ ２ ０ は ア レ イ レ シ ピ エ ン ト
ブ ロ ッ ク ３ ８ ０ 中 に 複 数 の ウ ェ ル ３ ７ ０ を つ く り 出 し て い る 。 ピ ン ３ ２ ０ は 、 ピ ン ３ ２ ０
の 自 由 端 ３ ２ ４ が モ ー ル ド １ ４ ０ の 底 部 １ ４ ４ に 接 触 す る よ う に モ ー ル ド １ ４ ０ の そ の 流
動 性 状 態 で 温 度 感 受 性 基 質 １ ６ ０ 中 に 十 分 に 挿 入 さ れ る 。 こ の 手 順 を 使 用 し て 、 レ シ ピ エ
ン ト ブ ロ ッ ク ３ ８ ０ が モ ー ル ド １ ４ ０ か ら 除 去 さ れ る と 、 レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク ３ ８ ０ 全
体 を 延 び 二 つ の 開 口 端 ３ ７ ２ 及 び ３ ７ ４ を 有 す る ウ ェ ル ３ ７ ０ の ア レ イ を つ く り 出 す 。 ウ
ェ ル ３ ７ ０ の 開 口 端 ３ ７ ４ は 蔭 ３ ２ ０ の 点 状 部 ３ ２ ６ の サ イ ズ に 対 応 す る 小 開 口 部 ３ ７ ６
を 有 し て い る 。 開 口 部 ３ ７ ６ は 凍 結 組 織 コ ア の よ う な 固 形 試 料 が ウ ェ ル ３ ７ ０ 中 に 挿 入 さ
れ た 場 合 に ウ ェ ル ３ ７ ０ 内 の 空 気 を 逃 が す た め の 経 路 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
ア レ イ の 内 部 標 準
　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は 、 一 又 は 複 数 の 内 部 標 準 調 製 物 は 、 こ こ で 検 討 さ れ る よ う な 、
ア レ イ 、 例 え ば 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 、 細 胞 ア レ イ 、 又 は 凍 結 組 織 又 は 細 胞 ア レ イ に お い て
、 細 胞 又 は 組 織 中 の よ う な 生 物 学 的 分 子 、 例 え ば 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 及 び
抗 体 又 は 他 の 分 子 を 含 む 、 選 択 さ れ た 分 子 を 検 出 又 は 定 量 す る た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。 内 部 標 準 調 製 物 は ア レ イ の ウ ェ ル 中 に 挿 入 す る こ と が で き る 内 部 標 準 調 製 物 を 形 成 す
る た め に 、 埋 め 込 み 材 料 中 に 導 入 さ れ た 既 知 量 の 生 物 学 的 分 子 の よ う な 標 準 分 子 を 含 む 。
内 部 標 準 調 製 物 は イ ン ビ ト ロ 翻 訳 タ ン パ ク 質 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 Ｒ Ｎ Ａ 、 プ ラ ス ミ ド 又 は Ｐ
Ｃ Ｒ 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ 、 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト を 、 担 体 タ ン パ ク 質 、 例 え ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ
Ｓ Ａ ） 、 ポ リ カ チ オ ン 、 例 え ば プ ロ タ ミ ン 、 ス ペ ル ミ ン 又 は ス ペ ル ミ ジ ン 、 あ る い は ア レ
イ 中 の 生 物 学 的 又 は 標 準 分 子 を 定 量 す る の に 役 立 つ 任 意 の 他 の 物 質 と 共 に 含 み う る 。
　 内 部 標 準 調 製 物 を 利 用 す る ア レ イ 及 び マ イ ク ロ ア レ イ は 次 の よ う に し て 作 製 さ れ る 。 一
又 は 複 数 の 内 部 標 準 調 製 物 を 、 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク 内 に 配 設 さ れ た 複 数 の ウ ェ ル
の 一 又 は 複 数 中 に 挿 入 さ れ る 。 組 織 、 細 胞 懸 濁 液 、 又 は 細 胞 ペ レ ッ ト の よ う な 試 料 を ア レ
イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク の 他 の ウ ェ ル 中 に 挿 入 し て ア レ イ を 形 成 す る 。 そ の ア レ イ を ス ラ
イ ス し 、 一 又 は 複 数 の ア レ イ ス ラ イ ス を 、 例 え ば 分 析 用 の 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 に 配 す る 。 水
性 バ ッ フ ァ ー 、 キ シ レ ン 、 シ ト ル リ ン 、 ア ル コ ー ル 又 は 他 の 有 機 溶 媒 、 液 体 Ｃ Ｏ ２ （ 臨 界
点 乾 燥 ） 又 は 蒸 発 を 含 む 、 様 々 な 技 術 及 び ／ 又 は 化 学 薬 品 を 使 用 し て マ イ ク ロ ア レ イ 又 は
ア レ イ か ら 基 質 材 料 を 取 り 除 く こ と が で き る 。 内 部 標 準 調 製 物 は 、 加 工 、 例 え ば 基 質 材 料
の 除 去 、 及 び ア レ イ ス ラ イ ド で 実 施 さ れ る 分 析 手 順 を 通 し て ア レ イ ス ラ イ ド 上 に 標 準 分 子
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を 保 持 す る こ と を 可 能 に す る 。 基 質 材 料 は ア レ イ ス ラ イ ド の 加 工 の 全 体 を 通 じ て 除 去 さ れ
る の で 、 埋 め 込 み 材 料 は 、 例 え ば 、 溶 解 度 、 温 度 感 受 性 （ 例 え ば 凍 結 温 度 、 融 解 温 度 等 ）
、 ｐ Ｈ 、 又 は マ イ ク ロ ア レ イ を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ る 平 坦 な 基 体 に 対 す る 親 和 性 を 含
む 、 少 な く と も 一 の 物 理 的 又 は 化 学 的 性 質 が 基 質 材 料 と 異 な っ て い な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 図 ７ は 内 部 標 準 調 製 物 を 使 用 す る マ イ ク ロ ア レ イ ５ ０ ０ を 示 す 。 マ イ ク ロ ア レ イ ５ ０ ０
は 顕 微 鏡 ス ラ イ ド ５ ０ ２ に 取 り 付 け ら れ 、 １ － ５ と 標 示 さ れ る ５ つ の 列 と 、 Ａ － Ｆ と 標 示
さ れ る ５ つ の カ ラ ム に 組 織 化 さ れ た 内 部 標 準 調 製 物 又 は 試 料 の ス ポ ッ ト （ 又 は 横 断 切 片 ）
の ア レ イ を 有 し て い る 。 内 部 標 準 調 製 物 ５ ０ ４ の ５ つ の ス ポ ッ ト は マ イ ク ロ ア レ イ ５ ０ ０
の 位 置 Ａ １ － Ａ ５ を 占 め る 。 組 織 試 料 ５ ０ ６ の ２ ０ の ス ポ ッ ト は 残 り の 位 置 を 占 め る 。
　 例 え ば 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 免 疫 組 織 化 学 法 等 々 を 含 む 、 様 々 な 分 析
手 順  又 は 分 子 分 析 法 を 、 例 え ば 標 準 分 子 の 存 在 を 検 出 又 は 検 査 す る た め に 、 ア レ イ ス ラ
イ ド に つ い て 実 施 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 分 析 手 順 に 関 連 し て 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ
た 化 合 物 、 例 え ば 発 光 標 識 、 蛍 光 標 識 、 放 射 標 識 等 々 の よ う な 検 出 可 能 な シ グ ナ ル 又 は 標
識 を 有 す る プ ロ ー ブ 又 は ポ リ ペ プ チ ド が 使 用 さ れ る 。 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 化 合 物 の 例 に
は 、 標 識 プ ロ ー ブ 、 標 識 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 結 合 断 片 、 レ セ
プ タ ー 、 レ セ プ タ ー Ｅ Ｃ Ｄ 、 又 は レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 断 片 、 及 び 結 合 タ ン パ ク 質 、
例 え ば 抗 体 抗 原 、 レ セ プ タ ー リ ガ ン ド 、 ビ オ チ ン 、 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン が 含 ま れ る 。
つ い で 、 様 々 な 装 置 と 方 法 を 用 い て 標 識 を 検 出 す る こ と が で き 、 例 え ば ホ ス フ ォ イ メ ー ジ
ャ ー 又 は Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ 又 は 他 の 画 像 処 理 装 置 を 使 用 し て 全 ア レ イ ス ラ イ ド の 上 の 標 識 を 記
録 す る こ と が で き る 。 内 部 標 準 調 製 物 中 の 標 準 分 子 の 量 は 既 知 で あ る の で 、 内 部 標 準 調 製
物 の 分 析 で 得 ら れ た 定 量 的 シ グ ナ ル 又 は 結 果 を 、 試 料 の 分 析 で 得 ら れ た シ グ ナ ル 又 は 結 果
と 相 関 さ せ 、 試 料 中 に 存 在 す る 標 準 分 子 の 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た 、 内 部 標 準 調 製 物 は ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 作 用 し う る 。 例 え ば 、 試 料 が ポ
ジ テ ィ ブ な 結 果 を 示 さ な か っ た 場 合 に は 、 分 析 手 順 の 完 全 性 を 、 内 部 標 準 調 製 物 に 対 し て
得 ら れ た ポ ジ テ ィ ブ な 結 果 に 対 し て 分 析 す る こ と が で き る 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 、 例
え ば 、 標 準 分 子 を 含 ま な い 内 部 標 準 物 質 又 は ネ ガ テ ィ ブ な 結 果 を 示 す こ と が 予 想 等 さ れ る
分 子 を 含 む 内 部 標 準 物 質 を ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク の 他 の ウ ェ ル 中 に 導 入 す る こ と も
で き る 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 合 成 Ｒ Ｎ Ａ の よ う な 生 物 学 的 分 子 が 内 部 標 準 調 製 物 に 使 用 さ れ う る 。
ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 合 成 Ｒ Ｎ Ａ 内 部 標 準 調 製 物 を 産 生 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ (Leung, D.W.等  Science 246, 1306-1309 (1989))、 Ｈ ｅ ｒ
２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ (Coussens, L.等  Science 230, 1132-1139 (1985))、 細 胞 質 ア ク チ ン 、 及
び イ セ ル ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 等 々 を 含 む 、 例 え ば ３ ０ ０ ０ ０ を 越 え る ヒ ト 遺 伝 子
が あ る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 又 は そ の 断 片 、 並 び に 将 来 記 載 さ れ
る そ の 他 の も の を 合 成 し 、 埋 め 込 み 部 材 に 導 入 し 、 こ れ ら 遺 伝 子 の 一 又 は 複 数 の 発 現 を 分
析 す る た め に 設 計 さ れ た ア レ イ 中 で 内 部 標 準 調 製 物 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
　 こ こ に 記 載 さ れ た ア レ イ 及 び 内 部 標 準 調 製 物 は 、 細 胞 生 体 分 子 の 分 析 の た め の 既 知 の 方
法 及 び 手 順 に お い て 、 例 え ば 新 規 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ っ て 表 さ れ る 遺 伝 子 の 組 織 特 異 的 発 現
を 特 徴 付 け る （ つ ま り 組 織 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 を 測 定 す る ） た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 標 準 的
技 術 を 用 い て 、 合 成 セ ン ス 配 向 Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を 産 生 す る た め に ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 す る こ と が で き
る 。 こ の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 は 固 体 埋 め 込 み 材 料 、 例 え ば ア ガ ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ゼ ラ チ
ン 、 又 は Ｂ Ｓ Ａ の よ う な 凝 集 （ 変 性 ） タ ン パ ク 質 に 導 入 す る こ と が で き 、 ア レ イ に お い て
、 様 々 な 対 象 組 織 の よ う な 、 試 料 と パ ラ レ ル に 「 標 的 」 又 は 内 部 標 準 物 質 と し て 使 用 す る
こ と が で き る 。 つ ま り 、 ア レ イ は 少 な く と も 一 つ の ウ ェ ル に Ｒ Ｎ Ａ 内 部 標 準 調 製 物 を 含 み
、 一 又 は 複 数 の 試 料 が ア レ イ の 他 の ウ ェ ル を 占 め る 。 ア レ イ 全 体 が ス ラ イ ス さ れ 、 ス ラ イ
ス は 例 え ば 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 に 配 さ れ 、 Ｒ Ｎ Ａ 標 準 物 質 と 均 一 で あ り 後 で の 検 出 が 可 能 に
な る よ う に 標 識 さ れ て い る ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ の よ う な 、 分 子 プ ロ ー ブ を 用 い
て 好 適 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 探 索 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー
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ブ は フ ィ ル ム 又 は ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー に よ り 検 出 す る こ と を 可 能 に す る 発 光 標 識 又 は 放
射 性 同 位 体 を 含 む か も し れ な い 。 あ る い は 、 Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 標 準 的 な 技 術
を 用 い て プ ロ ー ブ の 位 置 を 明 ら か に し う る 酵 素 又 は 他 の マ ー カ ー に 結 合 さ せ ら れ た 適 切 な
抗 体 又 は タ ン パ ク 質 （ 例 え ば ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ） を 用 い て 間 接 的 に 検 出 さ れ う る ジ ゴ キ
シ ゲ ニ ン 、 ビ オ チ ン 、 又 は Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ） の よ う な 抗 原
を 含 む か も し れ な い 。 あ る い は 、 Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 標 識 プ ロ ー ブ に 続 い て ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 組 織 の 試 料 へ の 適 切 な プ ロ ー ブ の 結 合 は 、 組 織 中 に 存 在 す る セ ン ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 に 比 例
し て い る 。 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ は ま た 内 部 標 準 調 製 物 に 含 ま れ る セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 す
る 。 内 部 標 準 調 製 物 中 の Ｒ Ｎ Ａ の 量 が 既 知 で あ る の で 、 使 用 中 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 は 、 内 部 標
準 調 製 物 の シ グ ナ ル 強 度 を 試 料 の シ グ ナ ル 強 度 に 相 関 さ せ る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が
で き る 。 発 現 の 数 値 （ 検 出 可 能 な 標 識 の 量 ） は 、 発 光 標 識 、 例 え ば 化 学 発 光 、 蛍 光 又 は 放
射 性 シ グ ナ ル を 堅 守 す る た め の 、 例 え ば ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー 、 Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ 、 又 は 他 の
電 子 的 画 像 シ ス テ ム を 含 む 、 多 く の 方 法 で 得 る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら の シ ス
テ ム は 、 例 え ば Adobe Photoshop、 Scion IMAGE、 NIH IMAGE、 及 び Phoretix Array 2 を 含 む
様 々 な ソ フ ト ウ ェ ア ツ ー ル を 使 用 し て 分 析 し 定 量 す る こ と が で き る 電 子 イ メ ー ジ フ ァ イ ル
を つ く り 出 す 。 確 か に 、 こ の 方 法 を 使 用 す る と 、 試 料 中 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 特 定 の 数 値 量 、 例 え
ば 組 織 試 料 中 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 単 位 体 積 当 り の 分 子 を 決 定 す る こ と が 可 能 に な る 。
　 良 好 に 制 御 さ れ た 手 順 で は 、 組 織 に 結 合 し た プ ロ ー ブ の 量 は そ の 組 織 中 の 対 応 す る 遺 伝
子 の 発 現 レ ベ ル の 一 つ の 目 安 で あ る 。 し か し 、 組 織 へ の プ ロ ー ブ 結 合 が 検 出 可 能 で は な い
分 析 方 法 は 適 切 な ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 試 料 な し に は 解 釈 が 難 し い 。 し か し 、 上 述 の 内
部 標 準 調 製 物 を 試 料 組 織 と 平 行 し て 分 析 し 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ に 適 切 に 結 合 す
れ ば 、 分 析 手 順 の 技 術 的 完 全 性 が 確 認 で き る 。 換 言 す れ ば 、 組 織 試 料 中 の ネ ガ テ ィ ブ な 結
果 は 、 コ ン ト ロ ー ル 内 部 標 準 調 製 物 が ポ ジ テ ィ ブ な 結 果 を 示 し て い る 場 合 は 、 技 術 的 な 手
順 の 失 敗 と い う よ り も 、 真 の ネ ガ テ ィ ブ で あ る と 解 釈 す る こ と が で き る 。 も ち ろ ん 、 こ の
解 釈 は 、 組 織 試 料 が 良 好 に 保 存 さ れ 、 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ へ ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ を
含 ん で い る こ と を ま た 知 っ て い る 研 究 者 に 依 存 す る 。 試 料 の 完 全 性 は 、 同 じ ア レ イ か ら の
ス ラ イ ス を 含 む ２ 組 の ス ラ イ ド で 平 行 の 分 析 手 順 を 実 施 し 、 細 胞 質 β -ア ク チ ン 及 び グ リ
セ ル ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 等 々 の よ う な 、 よ く 知 ら れ た 豊 富 で 広 く 発 現 さ れ る 遺 伝
子 に 相 同 な プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 よ く 知 ら れ た ア ン チ
セ ン ス プ ロ ー ブ が 組 織 試 料 に 結 合 し 、 対 応 す る セ ン ス プ ロ ー ブ が 結 合 し な い 場 合 、 組 織 試
料 の 完 全 性 が 確 認 で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ア レ イ に 使 用 さ れ る 内 部 標 準 物 質 は Ｒ Ｎ Ａ 又 は 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 限 定 さ れ ず 、 限
定 さ れ る も の で は な い が Ｄ Ｎ Ａ 及 び ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を 含 む 任 意 の 生 物 学 的 又
は 標 準 分 子 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 研 究 者 は 、 コ ン ト ロ ー ル と し て イ ン
ビ ト ロ 合 成 タ ン パ ク 質 試 料 又 は 天 然 タ ン パ ク 質 試 料 を 、 ア ガ ロ ー ス の よ う な 埋 め 込 み 材 料
に 導 入 し て 、 タ ン パ ク 質 内 部 標 準 調 製 物 を つ く る こ と に よ っ て 、 組 織 試 料 中 の 特 定 の タ ン
パ ク 質 の 発 現 を 評 価 す る こ と が で き る 。 標 準 タ ン パ ク 質 は 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た モ ノ ク
ロ ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 レ セ プ タ ー 又 は レ セ プ タ ー リ ガ ン ド の よ う な 特 定 の 試
薬 を 用 い て 検 出 で き る 。 タ ン パ ク 質 内 部 標 準 調 製 物 は 、 抗 体 が 反 応 さ せ ら れ る 標 的 と し て
様 々 な 組 織 試 料 と 並 列 に 使 用 す る こ と が で き る 。 つ ま り 、 ア レ イ 内 に 配 設 さ れ た 複 数 の ウ
ェ ル の 一 又 は 複 数 は タ ン パ ク 質 内 部 標 準 調 製 物 を 含 み 、 ア レ イ 内 に 配 設 さ れ た 複 数 の ウ ェ
ル の 一 又 は 複 数 は 組 織 試 料 を 含 む 。 こ の よ う に し て 、 内 部 標 準 調 製 物 は 試 料 中 の タ ン パ ク
質 の 発 現 の 定 量 化 を 可 能 に し 、 ま た 手 順 の 完 全 性 に 対 す る ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て
作 用 す る 。 組 織 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 内 部 標 準 調 製 物 中 の 抗 体 反 応 の 結 果 を 、 試
料 中 の 抗 体 反 応 の 結 果 と 相 関 さ せ る こ と に よ っ て 定 量 す る こ と が で き る 。 更 に 、 抗 体 が タ
ン パ ク 質 内 部 標 準 調 製 物 の 標 準 タ ン パ ク 質 と 反 応 す る 場 合 、 何 れ の 組 織 試 料 も 抗 体 と 反 応
し な く と も 、 抗 体 染 色 反 応 の 手 順 完 全 性 が 確 認 さ れ る 。
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　 上 述 の 内 部 標 準 調 製 物 は 任 意 の 試 料 中 の 任 意 の 選 択 分 子 の 量 を 決 定 す る た め に 用 い る こ
と が で き る 。 ア レ イ に 使 用 さ れ る 試 料 は 、 例 え ば 正 常 組 織 、 異 常 組 織 、 炎 症 組 織 、 腫 瘍 、
様 々 な 発 達 段 階 の 組 織 を 含 む 、 任 意 の 対 象 試 料 か ら な り 得 、 こ こ で 細 胞 は 選 択 分 子 、 細 胞
懸 濁 液 及 び 細 胞 ペ レ ッ ト の 発 現 に 影 響 を 及 ぼ し う る 様 々 な 試 薬 で 処 理 さ れ て い る 。 標 準 分
子 に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 異 な っ た 配 向 （ セ ン ス 又 は ア ン
チ セ ン ス ） 又 は ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 、 例 え ば Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び ／ 又 は タ ン パ ク 質
の 異 な っ た ア イ ソ フ ォ ー ム （ 完 全 長 又 は 部 分 配 列 ） が 含 ま れ う る 。 内 部 標 準 調 製 物 は 、 限
定 さ れ る も の で は な い が 、 複 数 種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ／ 又 は 複 数 種 の ポ リ ペ プ チ ド を
含 む 、 一 を 越 え る 標 準 分 子 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 内 部 標 準 物 質 の 生 物 学 的 又 は 標 準 分 子 は 、 （ １ ） ア レ イ の ウ ェ ル 中 に 標 準 分 子 を 挿 入 す
る こ と を 可 能 に し ； （ ２ ） ア レ イ 又 は ア レ イ ス ラ イ ド に つ い て 実 施 さ れ る 加 工 及 び 分 析 手
順 の 全 体 に わ た っ て ア レ イ 又 は ア レ イ ス ラ イ ド 中 に 標 準 分 子 を 保 持 す る 、 任 意 の 埋 め 込 み
材 料 に 埋 め 込 む こ と が で き る 。 埋 め 込 み 材 料 は 、 例 え ば ア ガ ロ ー ス を 、 単 独 に 、 又 は Ｂ Ｓ
Ｅ と 組 み 合 わ せ て 、 及 び ／ 又 は 内 部 標 準 調 製 物 か ら 標 準 分 子 が 拡 散 し て 逃 げ る の を 防 止 す
る 担 体 タ ン パ ク 質 を 含 み 得 る 。 ま た 、 標 準 分 子 に 対 す る エ ン ベ ロ ー プ を 提 供 す る 材 料 が 、
標 準 分 子 の ア レ イ 基 質 中 へ の 核 酸 を 防 止 す る た め に 内 部 標 準 調 製 物 中 に 含 め ら れ う る 。 例
え ば 、 赤 血 球 ゴ ー ス ト 又 は リ ポ ソ ー ム は 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 が ア レ イ 基 質 中 に 拡 散 す る の を 防 止
す る た め の Ｒ Ｎ Ａ の エ ン ベ ロ ー プ と し て 作 用 し う る 。 適 切 な 固 定 液 の 選 択 は 調 製 中 の 標 準
試 料 か ら の Ｒ Ｎ Ａ の 核 酸 を 最 小 に す る 。 埋 め 込 み 材 料 の 濃 度 と 材 料 は 、 内 部 標 準 調 製 物 が
固 体 又 は ゲ ル 状 状 態 を 形 成 す る こ と を 可 能 に す る よ う に 選 択 さ れ な け れ ば な ら な い 。 し か
し な が ら 、 注 意 を し て 材 料 と 濃 度 を 選 択 し な け れ ば な ら ず 、 例 え ば 、 内 部 標 準 調 製 物 が 剛
性 に な り す ぎ る の を 防 止 し 、 ド ナ ー ブ ロ ッ ク か ら 内 部 標 準 調 製 物 を 除 去 し 、 ア レ イ の ウ ェ
ル 中 に 内 部 標 準 調 製 物 を 挿 入 す る 能 力 を 阻 害 し う る ア ガ ロ ー ス を 選 ば な け れ ば な ら な い 。
ま た 、 剛 性 す ぎ る 内 部 標 準 調 製 物 は ア レ イ を ス ラ イ ス す る の を 困 難 に す る 。 固 体 又 は ゲ ル
様 状 態 を 形 成 す る 埋 め 込 み 材 料 の 例 に は 、 例 え ば 、 約 １ － ３ ％ の ア ガ ロ ー ス と 約 １ － ２ ０
％ の 範 囲 の Ｂ Ｓ Ａ が 含 ま れ る 。 別 法 と し て 、 埋 め 込 み 材 料 は 約 ２ ％ ア ガ ロ ー ス と 約 １ － ５
％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 み 得 る 。 Ｂ Ｓ Ａ を 伴 わ な い 約 ２ ％ の ア ガ ロ ー ス の 濃 度 は 良 好 に 作 動 し 、 過 度
に 剛 性 に な ら な い で 固 体 又 は ゲ ル 様 状 態 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 内 部 標 準 調 製 物 は 一 般 に 一 又 は 複 数 の 生 物 学 的 分 子 を 単 離 し 、 そ の 生
物 学 的 分 子 を 埋 め 込 み 材 料 と 混 合 し 、 そ の 混 合 物 を ア レ イ 中 に 挿 入 す る よ う に 準 備 す る こ
と に よ っ て 作 製 さ れ る 。 内 部 標 準 調 製 物 は 多 く の 方 法 で ア レ イ 中 に 挿 入 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 内 部 標 準 調 製 物 は モ ー ル ド 中 に 注 ぎ 込 み 、 ゲ ル ド ナ ー ブ ロ ッ ク に 固 化 さ せ 又 は
こ れ を 形 成 す る こ と が で き る 。 内 部 標 準 ド ナ ー ブ ロ ッ ク は モ ー ル ド か ら 除 去 さ れ 、 内 部 標
準 ド ナ ー ブ ロ ッ ク か ら コ ア が 、 Beecher機 器 又 は パ ン チ の よ う な 、 典 型 的 な ア レ イ 化 機 器
を 用 い て 取 り 出 さ れ る 。 内 部 標 準 調 製 物 ド ナ ー ブ ロ ッ ク の コ ア は つ い で 標 準 的 な ア レ イ 化
機 器 を 使 用 し て 任 意 の ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク の ウ ェ ル 中 に 挿 入 さ れ う る 。 別 法 と し
て 、 内 部 標 準 調 製 物 は 、 例 え ば ゲ ル に な る 前 に 、 任 意 の タ イ プ の 針 、 シ リ ン ジ 又 は 漏 斗 を
用 い て 、 流 動 状 態 の ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク の ウ ェ ル 中 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 こ
の 場 合 、 内 部 標 準 調 製 物 は レ シ ピ エ ン ト ア レ イ ブ ロ ッ ク の ウ ェ ル に 固 体 又 は ゲ ル を 形 成 す
る 。 凍 結 ア レ イ の 場 合 で は 、 流 動 性 内 部 標 準 調 製 物 は 凍 結 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク の
ウ ェ ル 中 に 直 接 挿 入 さ れ 、 ウ ェ ル 内 で 凍 結 す る 。
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 複 数 の 異 な る 内 部 標 準 調 製 物 が ア レ イ に 収 容 さ れ う る 。 例
え ば 、 複 数 の 異 な る 内 部 標 準 調 製 物 の そ れ ぞ れ は 濃 度 の 標 準 曲 線 を つ く り 出 す た め に 異 な
っ た 濃 度 の 同 じ 生 物 学 的 分 子 を 含 み う る 。 す な わ ち 、 ア レ イ は 、 組 織 又 は 細 胞 株 の 試 料 の
ア レ イ 中 の 生 物 学 的 分 子 の 検 出 の レ ベ ル を 定 性 的 又 は 定 量 的 に 評 価 す る た め に 生 物 学 的 分
子 の 濃 度 範 囲 の 標 準 曲 線 範 囲 を 有 す る 内 部 標 準 調 製 の 複 数 の コ ア を 含 み う る 。 こ の 実 施 態
様 で は 、 内 部 標 準 物 質 は 、 そ れ ぞ れ が 異 な っ た 濃 度 の 生 物 学 的 分 子 を 有 す る 複 数 の 混 合 物
及 び ／ 又 は ド ナ ー ブ ロ ッ ク が 作 製 さ れ る 場 合 を 除 き 、 上 述 の よ う に 調 製 さ れ る 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 複 数 タ イ プ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
と 複 数 タ イ プ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 同 じ 内 部 標 準 調 製 物 中 に 複 数 の 異 な っ た 生 物 学 的 分
子 を 使 用 し て 、 汎 用 性 の あ る 内 部 標 準 調 製 物 が 作 製 さ れ る 。 こ の 汎 用 性 の あ る 内 部 標 準 調
製 物 は ア レ イ 中 の 複 数 の タ イ プ の 生 物 学 的 分 子 を 検 出 し 、 及 び ／ 又 は 定 量 す る こ と を 探 求
す る 多 く の タ イ プ の 分 析 手 順 で 使 用 す る こ と が で き る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 内 部 標 準 調 製 物 は ア レ イ 中 に 配 向 マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と が で
き る 。 光 学 顕 微 鏡 を 用 い た 配 向 で は 、 有 色 の 外 科 用 染 料 が 埋 め 込 み 材 料 に 混 合 さ れ 、 上 述
の よ う に ア レ イ 中 に 挿 入 さ れ る 。 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー で の 配 向 に 対 し て は 、 例 え ば 生 物
学 的 分 子 の 非 特 異 的 バ イ ン ダ ー の よ う な 標 準 分 子 が 埋 め 込 み 材 料 と 混 合 さ れ 、 上 述 の よ う
に ア レ イ 中 に 挿 入 さ れ る 。 非 特 異 的 バ イ ン ダ ー に は ベ ン ト ナ イ ト 及 び セ ル ロ ー ス が 含 ま れ
る 。 非 特 異 的 バ イ ン ダ ー は ア レ イ 上 で 実 施 さ れ る 分 析 手 順 に お い て 使 用 さ れ る あ ら ゆ る プ
ロ ー ブ に 結 合 し 、 よ っ て 配 向 マ ー カ ー を 含 む ス ポ ッ ト に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ な 結 果 を 生 じ る
。 内 部 標 準 調 製 物 配 向 マ ー カ ー は 、 ア レ イ の 一 側 の 非 対 称 パ タ ー ン に お け る よ う に 、 ア レ
イ 全 体 の 戦 略 的 位 置 に 位 置 す る 一 又 は 複 数 の ウ ェ ル に 配 す る こ と が で き 、 ア レ イ ス ラ イ ド
上 で 実 施 さ れ る 分 析 手 順 の 結 果 を 調 べ る と き に ア レ イ の 配 向 を 示 す 案 内 又 は マ ッ プ を 提 供
す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 次 の 実 施 例 は 本 発 明 を 例 証 す る た め の も の で 限 定 す る た め の も の で は な い 。 こ れ ら は 典
型 的 に 使 用 さ れ う る も の で あ る が 、 他 の 手 順 も 当 業 者 に は 知 ら れ て お り 、 ま た 使 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
実 施 例 １
Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物
　 本 実 施 例 は 、 ア レ イ の 作 製 に 使 用 さ れ る 基 質 材 料 と は 異 な る 固 形 埋 め 込 み 材 料 中 に 既 知
量 の 生 物 学 的 分 子 を 有 す る 内 部 標 準 調 製 物 を 使 用 し て 細 胞 又 は 組 織 中 の Ｒ Ｎ Ａ の よ う な 生
物 学 的 分 子 を 分 析 す る た め の 本 発 明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。 特 に 、 本 実 施 例 は 、 ア レ イ に つ
い て 実 施 さ れ る 加 工 及 び 分 析 手 法 の 間 に わ た っ て Ｒ Ｎ Ａ 分 子 が 保 持 さ れ る よ う に ア レ イ で
使 用 す る 内 部 標 準 調 製 物 を 形 成 す る た め に ア ガ ロ ー ス 及 び Ｂ Ｓ Ａ 中 に 特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を
埋 め 込 む た め の ア プ ロ ー チ 法 を 証 明 す る 。 埋 め 込 ま れ た Ｒ Ｎ Ａ は 単 に 手 順 の 成 功 の た め の
陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 手 順 の 方 法 を 改 良 す る 基 本 的 ア ッ セ イ の 成 分 と し て 、 又 は 結 局
は 組 織 又 は 細 胞 中 の 遺 伝 子 発 現 の 比 較 レ ベ ル を 評 価 す る た め の 定 量 的 標 準 と し て 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
生 物 学 的 分 子 の 調 製
　 Ｒ Ｎ Ａ 、 例 え ば ヒ ト Ｈ ｅ ｒ ２ ／ ｃ － Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ を 次 の 手 順 を 使 用 し て イ ン ビ ト ロ で 転 写
さ せ た 。 そ の 手 順 は Lu LH, Gillett NA. Cell Vision 1:169-176(1994)に 記 載 さ れ て お り
、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 ３ ３ Ｐ 標 識 プ ロ ー ブ を 使 用 し た イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 最 適 化
プ ロ ト コ ー ル で あ る 。 別 法 と し て は 、 Ambion Maxiscript又 は Ambion Megascriptキ ッ ト を
使 用 し て こ の 手 順 を 実 施 す る こ と が で き る （ Ambion, Austin, Texas） 。 先 ず 、 次 の も の
を シ リ コ ー ン 処 理 し た １ ． ５ ｍ ｌ の マ イ ク ロ チ ュ ー ブ （ Eppendorf） に 添 加 し た ： Ｒ Ｎ Ａ
ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 配 列 （ 例 え ば バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｔ ３ 又 は Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー ）
が 隣 接 し た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 有 す る ヒ ト Ｈ ｅ ｒ ２ ／ ｃ － Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 遺 伝 子 を コ ー
ド す る １ μ ｇ の 線 形 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 （ Coussens, L.等 , Science 230: 1132-1139 (1985
)） (Genentech, South San Francisco, CA)； ２ μ ｌ の １ ０ Ｘ 反 応 バ ッ フ ァ ー ； ８ μ ｌ の
高 濃 度 ｒ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ ； ど の プ ロ モ ー タ ー を 使 用 し た か に 依 存 し た ２ μ ｌ の Ｔ ３ 又 は Ｔ ７ ポ リ
メ ラ ー ゼ 酵 素 混 合 物 ； 及 び ２ ０ μ ｌ の 最 終 容 積 ま で の ヌ ク レ ア ー ゼ 非 含 有 水 。 混 合 物 を 合
成 Ｒ Ｎ Ａ を 合 成 す る た め に ３ ７ ℃ で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 別 法 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型
は Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｔ ３ 及 び ／ 又 は Ｔ ７ ） プ ロ モ ー タ ー が
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隣 接 し た 所 望 の 配 列 を コ ー ド す る 線 形 化 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 含 み う る 。 つ い で 、 １ μ ｌ の
Ｄ Ｎ ア ー ゼ （ Ambion） を 、 合 成 し た RNAを 含 む エ ッ ペ ン ド ル フ 管 に 添 加 し 、 混 合 物 を ３ ７
℃ で １ ５ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 工 程 は 反 応 中 の Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 を 変 性 さ せ 、 そ の 後 こ れ
は 除 去 さ れ る 。 変 性 反 応 を 停 止 さ せ る た め に 、 ８ ０ μ ｌ の Ｔ Ｅ を エ ッ ペ ン ド ル フ 管 に 添 加
し た 。 Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ ミ ニ キ ッ ト （ Qiagen, Germantown, MD） を 用 い て Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 中 の Ｒ Ｎ
Ａ 転 写 物 を 精 製 し た 。 分 光 光 度 計 を 用 い て Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 中 の Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 濃 度 を 定 量 し た
。 次 に 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 を １ μ ｇ 、 ６ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド Ｔ Ｂ Ｅ ／ 尿 素 ゲ ル （ Invitrog
en, Carlsbad, CA） で 分 析 し て 、 転 写 物 が 適 切 な 強 度 の も の で あ る こ と を 確 認 し た 。 Ｈ ｅ
ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 を 使 用 準 備 が で き る ま で 、 － ２ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
内 部 標 準 物 質 の 調 製
　 上 述 の よ う に し て 調 製 さ れ た Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 を 使 用 し て 次 の 方 法 に 従
っ て 、 内 部 標 準 調 製 物 を 調 製 し た 。 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ の 作 動 濃 度 の Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 を 作 製 し た
。 新 し い エ ッ ペ ン ド ル フ 管 中 の ２ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｅ に ５ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト の Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 （ ５
μ ｇ ） を 加 え た 。 エ ッ ペ ン ド ル フ 管 を ９ ５ ℃ の ヒ ー ト ブ ロ ッ ク で ３ 分 間 加 熱 し て Ｒ Ｎ Ａ 転
写 物 を 変 性 さ せ 、 つ い で 氷 で 即 座 に 冷 却 し た 。 ５ ０ ℃ の ヒ ー ト ブ ロ ッ ク で 温 め た ５ ０ ０ μ
ｌ の Ｓ Ｑ Ｈ ２ Ｏ と ２ ５ ０ μ ｌ の ８ ％ Ｎ ｕ Ｓ ｉ ｅ ｖ ｅ ３ ： １ （ ９ ９ ℃ で 溶 融 し た 高 ゲ ル 強 度
の ア ガ ロ ー ス ） （ FMC Bioproducts, Rockland, ME） を Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 に 添 加 し た 。 得 ら れ た
Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 混 合 物 を 簡 単 に ボ ル テ ッ ク ス し た 後 、 １ ５ ｍ ｍ Ｘ １ ５ ｍ ｍ の Ｄ ｉ ｓ Ｐ
Ｏ ベ ー ス モ ー ル ド （ Baxter Scientific, McGaw Park, IL） 中 に 注 い だ 。 Ｒ Ｎ Ａ の 最 終 濃
度 は ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。 つ い で 、 そ の Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 を 少 な く と
も １ 時 間 ４ ℃ で ゲ ル 化 さ せ た 。 Ｒ Ｎ Ａ 又 は ア ガ ロ ー ス の 濃 度 を 変 化 さ せ る た め に 、 何 れ か
の 体 積 を 、 Ｓ Ｑ Ｈ ２ Ｏ の 量 を 相 反 さ せ て 低 減 す る こ と に よ っ て 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
　 望 む の で あ れ ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） な ど の キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 、 又 は プ ロ
タ ミ ン 、 ポ リ イ ノ シ ン 、 ス ペ ル ミ ジ ン 、 又 は イ ン ビ ト ロ ト ラ ン ス レ ー ト さ れ た タ ン パ ク 質
な ど の 他 の 構 成 要 素 は 、 例 え ば 、 １ ｍ ｌ の 最 終 体 積 を 得 る た め に Ｓ Ｑ Ｈ ２ Ｏ の 所 望 の 量 を
添 加 し 体 積 を 調 整 す る こ と に よ っ て 、 ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク 中 に 取 り 込 ま せ る こ と が で き る
。 例 え ば 、 Ｂ Ｓ Ａ （ Roche, Indeanapolis, IN） は 、 水 で １ ０ ％ の ス ト ッ ク 溶 液 と し 、 Ｒ
Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス と 混 ぜ て 所 望 の 濃 度 に す る 前 に 、 溶 解 さ せ る た め に ５ ０ ℃ で 熱 し た 。 ５
％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む 内 部 標 準 ブ ロ ッ ク を 調 製 す る た め に 、 前 に も 言 及 し た よ う に ５ ０ ０ μ ｌ の
Ｓ Ｑ Ｈ ２ Ｏ は 、 ２ ％ ア ガ ロ ー ス と ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む 内 部 標 準 調 製 物 を 作 製 す る た め に 、 １
０ ％ の Ｂ Ｓ Ａ ５ ０ ０ μ ｌ で 置 換 さ れ る 。
　 ゲ ル の 形 成 後 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク を 清 浄 な 剃 刀 の 刃 を 使 用 し て プ ラ ス チ ッ ク
モ ー ル ド か ら 除 去 し 、 無 傷 の ブ ロ ッ ク を １ ０ ％ の 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン （ Richard Allen Sc
ientific, Kalamazoo, MI） に 固 定 し た 。 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン に 固 定 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ の 幾 ら
か は 固 定 段 階 に お い て 標 準 基 質 か ら 拡 散 し て 放 出 さ れ る 。 こ の 拡 散 を 防 止 す る た め に は 、
別 の 固 定 化 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス の 無 傷 の ブ ロ ッ ク を
、 ０ ． ５ Ｍ の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ５ 、 ７ ０ ％ の エ タ ノ ー ル 及 び ２ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ ） の 原 液
３ ７ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 最 終 濃 度 は ７ ． ４ ％ ） を 含 む 沈 殿 固 定 液 で
室 温 に て 一 晩 固 定 し た 。 つ い で 、 ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク を ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル （ 水 中 ） に 移 し
、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 の た め に （ 標 準 的 方 法 に 従 っ て ） 加 工 し た 。 試 料 を ７ ０ ％ Ｆ Ｌ Ｅ Ｘ ア ル
コ ー ル （ Richard Allen Scientific, Kalamazoo, MI） 中 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
後 、 ９ ５ ％ Ｆ Ｌ Ｅ Ｘ ア ル コ ー ル （ Richard Allen Scientific, Kalamazoo, MI） 中 で そ れ
ぞ れ １ 時 間 で ２ 回 、 つ い で １ ０ ０ ％ Ｆ Ｌ Ｅ Ｘ ア ル コ ー ル （ Richard Allen Scientific, Ka
lamazoo, MI） 中 で そ れ ぞ れ ３ ０ 分 間 で ３ 回 、 つ い で Clearing Agent（ Richard Allen Sci
entific, Kalamazoo, MI） で ４ ５ 分 を ３ 回 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 最 後 に ６ ０ ℃ ３ ０ 分 間 、 １
０ ０ ％ の 溶 融 パ ラ フ ィ ン 中 で そ れ ぞ れ ３ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ い で 試 料 を ラ イ カ ヒ
ス ト エ ン ベ ッ ダ ー （ histoembedder） （ Leica, Deerfield, IL） を 使 用 し て パ ラ フ ィ ン 中
に 包 埋 し た 。
　 こ れ ら の 方 法 は 、 例 え ば 前 述 の 固 定 工 程 を 省 く こ と に よ っ て 、 こ こ に 記 載 し た 凍 結 ア レ
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イ の 実 施 例 を 用 い て 、 凍 結 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク に 使 用 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ 内 部 標 準 調 製
物 の 凍 結 試 料 を つ く り 出 す こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
実 施 例 ２
タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物
　 本 実 施 例 は ア レ イ を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る 基 質 材 料 と は 異 な る 固 体 埋 め 込 み 材 料 中
に 既 知 量 の 生 物 学 的 分 子 を 有 す る 内 部 標 準 調 製 物 を 使 用 し て 細 胞 又 は 組 織 ア レ イ 中 の タ ン
パ ク 質 の よ う な 生 物 学 的 分 子 を 分 析 す る た め の 本 発 明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。 特 に 、 本 実 施
例 は 、 ア レ イ で 実 施 さ れ る 加 工 及 び 分 析 手 順 を 通 じ て タ ン パ ク 質 が 保 持 さ れ る よ う に ア レ
イ で 使 用 さ れ る 内 部 標 準 調 製 物 を 形 成 す る た め に ア ガ ロ ー ス 中 に 特 定 の タ ン パ ク 質 分 子 を
埋 め 込 む た め の ア プ ロ ー チ 法 を 証 明 す る 。 埋 め 込 ま れ た タ ン パ ク 質 は 、 単 に 手 順 の 成 功 の
ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 手 順 方 法 を 改 善 す る た め の 基 礎 的 ア ッ セ イ に お け る 成 分
と し て 、 又 は 最 終 的 に 組 織 又 は 細 胞 中 の タ ン パ ク 質 の 発 現 の 比 較 レ ベ ル を 評 価 す る た め の
定 性 的 標 準 と し て 、 使 用 す る こ と が で き る 。
　 Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ Ｅ Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質 （ Molecular Oncology, Genentech, South San
 Francisco, CA） の ０ ． ４ ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の 最 終 濃 度 は 、 エ ッ ペ ン ド ル フ 管 に ５ ０ ０ μ ｌ の
１ ． ０ ９ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の 合 成 Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 細 胞 外 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 と ２ ５ ０ μ ｌ
の Ｓ Ｑ Ｈ ２ Ｏ を 添 加 す る こ と に よ っ て 得 た 。 タ ン パ ク 質 ／ 水 混 合 物 を 簡 単 に ボ ル テ ッ ク ス
し た 。 つ い で 、 お よ そ ６ ０ ℃ ま で 簡 単 に 冷 却 し た ２ ５ ０ μ ｌ の ８ ％ Ｎ ｕ Ｓ ｉ ｅ ｖ ｅ ３ ： １
（ ９ ９ ℃ で 溶 融 し た 高 ゲ ル 強 度 の ア ガ ロ ー ス ） を タ ン パ ク 質 ／ 水 混 合 物 に 添 加 し た 後 、 簡
単 に ボ ル テ ッ ク ス し た 。 タ ン パ ク 質 か ア ガ ロ ー ス の 何 れ か の 濃 度 を 変 え る た め に 、 Ｓ Ｑ Ｈ

２ Ｏ の 量 を 相 反 さ せ て 低 減 す る こ と で 何 れ か の 体 積 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 所 望 さ れ
る 場 合 は 、 担 体 タ ン パ ク 質 、 例 え ば Ｂ Ｓ Ａ 又 は 他 の 成 分 、 例 え ば 天 然 に 生 じ る か も し く は
合 成 の ペ プ チ ド 配 列 又 は 天 然 に 生 じ る か イ ン ビ ト ロ 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 所 望 量 の 担
体 タ ン パ ク 質 を 加 え 、 Ｓ Ｑ Ｈ ２ Ｏ の 体 積 を 調 し て 、 例 え ば １ ｍ ｌ の 最 終 容 積 を 得 る こ と に
よ っ て 、 ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。
　 つ い で 、 タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 を １ ５ ｍ ｍ ｘ １ ５ ｍ ｍ の Ｄ ｉ ｓ Ｐ Ｏ ベ
ー ス モ ー ル ド （ Baxter Scientific） 中 に 注 ぎ 、 少 な く と も １ 時 間 ４ ℃ で ゲ ル 化 さ せ た 。
そ の タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク を 清 浄 な 剃 刀 の 刃 を 使 用 し て プ ラ ス チ ッ ク モ ー ル ド
か ら 除 去 し た 後 、 無 傷 の ブ ロ ッ ク を 室 温 で 一 晩 １ ０ ％ の 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン に 固 定 し た 。
つ い で 固 定 さ れ た タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク を 水 中 ７ ０ ％ の エ タ ノ ー ル に 移 し 、 実
施 例 １ に 記 載 さ れ た よ う に し て ア レ イ 中 に パ ラ フ ィ ン 包 埋 す る た め の 標 準 的 方 法 に 従 っ て
加 工 し た 。
　 こ の 方 法 は 固 定 段 階 を 省 く こ と に よ っ て 凍 結 内 部 標 準 調 製 物 を 調 製 す る の に 使 用 さ れ る
タ ン パ ク 質 の 凍 結 試 料 を つ く り 出 す た め に こ こ に 記 載 さ れ た 凍 結 ア レ イ 系 に お い て 使 用 す
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
実 施 例 ３
組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 中 の 内 部 標 準 調 製 物 に 対 す る イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 本 実 施 例 は 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 の た め の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ （ Ｔ Ｍ
Ａ ） 組 織 学 的 セ ク シ ョ ン に お い て 内 部 標 準 物 質 及 び コ ン ト ロ ー ル と な る 本 発 明 の 有 用 性 を
証 明 す る 。 特 に 、 本 実 施 例 は 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 で 大 腸 腫 瘍 中 の Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ  Ａ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 定 量 す る た め の 本 発 明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。 更 に 、 本 実 施 例 は
発 現 シ グ ナ ル の 標 準 曲 線 を 設 定 す る た め に 、 異 な っ た 量 の 生 物 学 的 分 子 を そ れ ぞ れ が 有 す
る 複 数 の 異 な っ た 内 部 標 準 物 質 を 使 用 し て 、 ア レ イ 中 の Ｒ Ｎ Ａ の よ う な 生 物 学 的 に 有 用 な
分 子 を 定 量 す る 本 発 明 の 有 用 性 を 証 明 し て い る 。
　 ２ ０ カ ラ ム １ ５ 列 に 配 列 し た ２ ８ ２ の コ ア を 含 む 大 腸 腫 瘍 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 次 の よ
う に し て 構 築 し た 。 直 径 ０ ． ６ ｍ ｍ の 寸 法 の １ ７ ７ の 試 料 コ ア が 、 ４ ４ 標 本 の 大 腸 腺 癌 （
National Cancer Institute Cooperative Human Tissue Network(CHTN), Western Divisi
on, Vanderbilt University Medical Center, Nashville, TN;http://www-chtn.ims.nci.
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nih.gov/） 、 腫 瘍 （ Ｃ Ｈ Ｔ Ｎ ） に 隣 接 す る ６ 標 本 の 正 常 大 腸 、 肝 臓 に 転 移 性 の 大 腸 腺 癌 の
６ 標 本 （ Ｃ Ｈ Ｔ Ｎ （ １ 事 例 ） ； University of Glasgow(１ 例 )、 Glasgow, Scotland;Unive
rsity of Michigan(４ 例 ); Ann Arbor, MI） 、 及 び ６ 例 の 良 性 大 腸 腺 (Ｃ Ｈ Ｔ Ｎ )（ 通 常 二
通 り 又 は 三 通 り ） を 含 む 様 々 な ド ナ ー パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク か ら 得 ら れ た 。 つ い で 、 試 料 コ
ア を 、 例 え ば こ こ に 記 載 す る Ｂ ｅ ｅ ｃ ｈ ｅ ｒ 組 織 ア レ イ 化 機 器 （ Beecher Instruments, S
ilver Spring, MD） を 使 用 し て 、 レ シ ピ エ ン ト パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 中 に 埋 め 込 ん だ 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 内 部 標 準 物 質 の １ ２ の コ ア は 、 直 径 が ０ ． ６ ｍ ｍ の 寸 法 で あ り 、 上 の 実 施 例 １ に 記 載 さ
れ た よ う に し て 調 製 さ れ た 、 ３ 通 り の 異 な っ た 濃 度 の Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物
を 含 む ６ つ の ド ナ ー ブ ロ ッ ク か ら 得 た 。 Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 標 準 物 質 の 半 分 は ０ ． ５ 、 １
． ０ 及 び ５ ． ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ 全 て 二 通 り ） で ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ （ Leung, D.W.等 , Science 
246: 1306-1309 (1989)） の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を 含 み 、 そ の 標 準 物 質 の 半 分 は ０ ． ５ 、
１ ． ０ 及 び ５ ． ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ 全 て 二 通 り ） で ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ の セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を 含 ん で
い た 。 Ｒ Ｎ Ａ ｓ は 以 下 に 記 載 さ れ る Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 配 列 か ら イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ っ て 合 成 し た
。 内 部 標 準 調 製 物 コ ア は 、 上 述 の 試 料 コ ア と 同 じ よ う に し て パ ラ フ ィ ン レ シ ピ エ ン ト ブ ロ
ッ ク 中 に 埋 め 込 ん だ 。
　 ２ つ の 異 な っ た ヒ ト 異 種 移 植 腫 瘍 細 胞 株 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ カ タ ロ グ 番 号 Ｃ Ｃ Ｌ -２ ２ ２ ） 及 び
Ｈ Ｃ Ｔ １ １ ６ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ カ タ ロ グ 番 号 Ｃ Ｃ Ｌ -２ ４ ７ ） か ら の 直 径 ０ ． ６ ｍ ｍ の 寸 法 の ４
つ の コ ア を 、 同 様 の 方 法 を 使 用 し て レ シ ピ エ ン ト パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 中 に 埋 め 込 ん だ 。 切
片 の 評 価 中 の 配 向 に 有 用 で あ る 、 実 施 例 １ ５ に 記 載 さ れ た よ う に し て 調 製 さ れ た 、 ８ ％ の
Ｎ ｕ Ｓ ｉ ｅ ｖ ｅ ３ ： １ ア ガ ロ ー ス 及 び ５ ０ ％ の 青 、 黄 色 又 は 黒 の 外 科 マ ー カ ー 染 料 （ Tria
ngle Biomedical S, Durham, NC） の 直 径 ０ ． ６ ｍ ｍ の 寸 法 の １ １ の コ ア を レ シ ピ エ ン ト
パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 中 に 埋 め 込 ん だ 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 コ ア の 全 て を ３ ７ ℃ の オ ー ブ ン で ブ ロ ッ ク を 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 ア レ
イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク ア レ イ 中 で ア ニ ー ル し た 。 パ ラ フ ィ ン ア レ イ を ２ 又 は そ れ 以 上 の
３ － ５ μ ｍ 厚 の 組 織 学 的 Ｔ Ｍ Ａ 切 片 に ス ラ イ ス し た 。 各 Ｔ Ｍ Ａ 切 片 は レ シ ピ エ ン ト パ ラ フ
ィ ン ブ ロ ッ ク 中 の コ ア の ア レ イ に 対 応 す る ス ポ ッ ト の ア レ イ を 有 し て い る 。 つ い で 、 各 Ｔ
Ｍ Ａ を ４ ２ ℃ の 水 浴 に 移 し た 後 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に 個 々 に 収 集 し 、 十 分 に 乾 燥 さ せ た 。
　 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 を 大 腸 腫 瘍 Ｔ Ｍ Ａ ス ラ イ ド の 幾 つ か に つ い て 実
施 し た 。 Ｔ Ｍ Ａ ス ラ イ ド は 次 の 方 法 を 使 用 し て ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス
Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ を 転 写 す る た
め に 使 用 し た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 の 配 列 は 次 の も の で あ っ た ：
GGGCCTCCGAAACCATGAACTTTCTGCTGTCTTGGGTGCATTGGAGCCTCGCCTTGCTGCTCTACCTCCACCATGCCAAG
TGGTCCCAGGCTGCACCCATGGCAGAAGGAGGAGGGCAGAATCATCACGAAGTGGTGAAGTTCATGGATGTCTATCAGCG
CAGCTACTGCCATCCAATCGAGACCCTGGTGGACATCTTCCAGGAGTACCCTGATGAGATCGAGTACATCTTCAAGCCAT
CCTGTGTGCCCCTGATGCGATGCGGGGGCTGCTGCAATGACGAAGGCCTGGAGTGTGTGCCCACTGAGGAGTCCAACATC
ACCATGCAGATTATGCGGATCAAACCTCACCAAGGCCAGCACATAGGAGAGATGAGCTTCCTACAGCACAACAAATGTGA
ATGCAGACCAAAGAAAGATAGAGCAAGACAAGAAAATCCCTGTGGGCCTTGCTCAGAGCGGAGAAAGCATTTGTTTGTAC
AAGATCCGCAGACGTGTAAATGTTCCTGCAAAAACACAGACTCGCGTTGCAAGGCGAGGCAGCTTGAGTTAAACGAACGT
ACTTGCAGATGTGACAAGCCGAGGCGGTGAGCCGGGCAGGAGGA [配 列 番 号 ： １ ]
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ｔ Ｍ Ａ ス ラ イ ド を ３ ７ ℃ で 一 晩 、 つ い で ６ ５ ℃ で ３ ０ 分 オ ー ブ ン で ベ ー ク し て 組 織 を ガ
ラ ス に 付 着 さ せ た 。 切 片 を 、 そ れ ぞ れ キ シ レ ン （ Richard Allen, Kalamazoo, MI） 中 で ５
分 間 ３ 回 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ い で 段 階 的 に エ タ ノ ー ル 列 か ら 蒸 留 水 ま で 通 し て 再 水 和 さ
せ る こ と に よ り 、 ラ イ カ オ ー ト ス テ イ ナ ー Ｘ Ｌ （ Leica, Deerfield, IL） で 脱 パ ラ フ ィ ン
処 理 を 行 っ た 。 つ い で 、 ス ラ イ ド を 各 ５ 分 間 で ２ 回 ２ Ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． ３ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０
． ０ ３ ０ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ ） で 洗 浄 し た 。 ス ラ イ ド を 、 ３ ７ ℃ で １ ５
分 間 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ  ｐ Ｈ ８ ． ０ ／ ０ ． ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 溶 液 中 、 ２ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の プ
ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ Roche Diagnostics, Indianapolis, IN） で 処 理 し 、 ０ ． ５ Ｘ の Ｓ Ｓ Ｃ
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（ ０ ． ０ ７ ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ０ ７ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ ） で １ ０ 分
洗 浄 し た 。 そ の ス ラ イ ド を エ タ ノ ー ル 勾 配 （ ７ ０ ％ － ９ ５ ％ － １ ０ ０ ％ ） で 脱 水 し 、 空 気
乾 燥 さ せ た 。 そ の ス ラ イ ド を １ ０ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ ％ ホ
ル ム ア ミ ド 、 １ ０ ％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 、 及 び ２ Ｘ の Ｓ Ｓ Ｃ ） で 覆 い 、 ４ ２ ℃ で １ － ４ 時 間
プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 ２ Ｘ １ ０ ６ ｃ ｐ ｍ の 濃 度 の 上 述 し た [３ ３ Ｐ ]標 識 一 本 鎖 Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ  Ａ  Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ （ ア ン チ セ ン ス 配 向 ） を 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ｔ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む １ ０ ０ μ
ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー に 溶 解 さ せ 、 ス ラ イ ド の 一 つ の 上 の プ レ ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー に 添 加 し 、 よ く 混 合 し 、 カ バ ー ガ ラ ス で 覆 い 、 密 封 さ れ た 加 湿
容 器 中 で ５ ５ ℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
　 上 記 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 手 順 は 、 上 述 の 同 じ Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 鋳 型 か ら 、 し か し セ ン ス
配 向 に 転 写 さ れ た [３ ３ Ｐ ]標 識 一 本 鎖 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ  Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て 、 Ｔ Ｍ Ａ の 他
の ス ラ イ ド に つ い て 実 施 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 室 温 で １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ２ Ｘ の Ｓ Ｓ Ｃ 中 で １ ０ 分 間
、 ２ 回 洗 浄 し 、 つ い で １ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ８ 、 ０ ． ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 ２ ０ μ ｇ ／ ｍ
Ｌ の Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ａ 中 で ３ ７ ℃ に て ３ ０ 分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の ス ラ イ ド を 室 温 で
１ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ２ Ｘ の Ｓ Ｓ Ｃ 中 で １ ０ 分 間 、 洗 浄 し た 後 、 ５ ５ ℃ で １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ
Ｔ Ａ を 含 む ０ ． １ Ｘ の Ｓ Ｓ Ｃ 中 で そ れ ぞ れ ３ ０ 分 間 、 ４ 回 洗 浄 し 、 そ の 後 、 室 温 で １ ０ 分
間 、 ０ ． ５ Ｘ の Ｓ Ｓ Ｃ 中 で 洗 浄 し た 。 ス ラ イ ド を 、 ０ ． ３ Ｍ の 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 む ５
０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 及 び ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル で そ れ ぞ れ ２ 分 間 脱 水 し 、 空 気 乾 燥 さ せ た 。
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 を 見 る た め に 、 ス ラ イ ド を ス ト レ ー ジ リ ン 光 体 ス ク リ ー
ン （ コ ダ ッ ク ） に １ ８ 時 間 暴 露 し 、 つ い で リ ン 光 体 ス ク リ ー ン を Ｔ ｙ ｐ ｈ ｏ ｏ ｎ ８ ６ ０ ０
可 変 モ ー ド イ メ ー ジ ャ ー （ Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA） を 用 い て ス キ ャ ン し た
。 画 像 は Phoretix Array 2 (Nonlinear USA Inc, Durham, NC)ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 定 量 し
、 デ ー タ は マ イ ク ロ ソ フ ト の エ ク セ ル を 使 用 し て 解 析 し た 。
　 内 部 標 準 調 製 物 及 び 試 料 中 に 存 在 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ  Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 次 の よ う に し て 計 算 し
た 。 先 ず 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 標 準 物 質 中 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ  Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 計 算 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ
／ ア ガ ロ ー ス 標 準 物 質 中 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ  Ｒ Ｎ Ａ の 量 は 約 ６ ０ ４ 塩 基 長 で あ っ た 。 各 塩 基 は
３ ４ ０ ダ ル ト ン の 重 さ で あ る と 仮 定 さ れ 、 よ っ て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ  Ｒ Ｎ Ａ の 各 分 子 は 約 ６ ０ ４
ｘ ３ ４ ０ ダ ル ト ン 又 は 約 ２ ． ０ ５ ｘ １ ０ ５ ダ ル ト ン の 重 さ で あ っ た 。 Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス
標 準 物 質 は ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ  Ｒ Ｎ Ａ を 含 ん で お り 、 よ っ て 約 ２ ． ４ ３ ｘ １
０ - １ ２ モ ル ／ ｍ ｌ 、 又 は 約 １ ． ５ ｘ １ ０ １ ２ 分 子 ／ ｍ ｌ 、 又 は 約 １ ． ５ 分 子 ／ μ ｍ ３ の
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ  Ｒ Ｎ Ａ を 含 ん で い た 。 従 っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 標 準 物 質 の ５ μ ｍ 厚 の 組
織 切 片 は 平 方 ミ ク ロ ン 当 り 約 ７ ． ５ 分 子 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ  Ｒ Ｎ Ａ を 含 ん で い た 。
　 試 料 中 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ  Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 決 定 す る た め に 、 試 料 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー フ
ィ ル ム 又 は ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー 分 析 か ら の シ グ ナ ル の 強 度 を 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 標 準
物 質 か ら の シ グ ナ ル の 強 度 と 相 関 づ け 、 組 織 の 単 位 体 積 当 た り の 分 子 中 に 発 現 さ れ る 試 料
中 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ  Ｒ Ｎ Ａ の 量 が 得 ら れ た 。 表 １ は ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ を 使 用 す る 上 述 の
イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら 得 た デ ー タ と ま と め た も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 表 １ の デ ー タ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 標 準 物 質 は 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し た 場 合 、 セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ の 量 が 増 加 す る に 従 っ て 増 加 す る ホ ス フ ォ イ メ ー ジ
ャ ー シ グ ナ ル を 生 じ る こ と を 示 し て い る 。 予 想 さ れ る よ う に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ
Ａ 標 準 物 質 は 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 場 合 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド に 近 い ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー シ グ ナ ル を 生 じ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
実 施 例 ４
組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 中 の 内 部 標 準 調 製 物 を 使 用 す る 定 量 免 疫 蛍 光 検 出
　 本 実 施 例 は 免 疫 蛍 光 （ Ｉ Ｆ ） 法 の た め の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ （ Ｔ Ｍ Ａ ） 組 織 切 片 に お い
て 内 部 標 準 物 質 及 び コ ン ト ロ ー ル を 提 供 す る 本 発 明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。 こ の 実 施 例 で は
、 本 発 明 の ア レ イ を 使 用 し て 、 乳 房 腫 瘍 中 の Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ の 発 現 を 、 Ｉ Ｈ Ｃ に よ
り 評 価 し た 。 更 に 、 本 実 施 例 は 、 そ れ ぞ れ が 発 現 シ グ ナ ル の 標 準 曲 線 を 作 製 す る た め の 異
な っ た 量 の 生 物 学 的 分 子 を 有 し て い る 複 数 の 異 な っ た 内 部 標 準 物 質 を 使 用 す る ア レ イ 中 の
、 タ ン パ ク 質 の よ う な 生 物 学 的 に 有 用 な 分 子 を 定 量 す る た め の 本 発 明 の 有 用 性 を 実 証 す る
。
　 次 の よ う に し て 、 ２ ４ カ ラ ム と １ ５ 列 の 配 列 の ３ ６ ０ コ ア を 含 む 臨 床 乳 ガ ン 試 料 よ 内 部
標 準 調 製 物 を 含 む 典 型 的 な 組 織 ア レ イ を 構 築 し た 。 直 径 ０ ． ６ ｍ ｍ の 寸 法 の ３ ２ ６ の 試 料
組 織 コ ア を 様 々 な ド ナ ー パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク か ら 得 た 。 ド ナ ー ブ ロ ッ ク は 、 通 常 は ２ 組 又
は ３ 組 が 採 取 さ れ る ９ ９ 標 本 の 乳 管 腺 癌 組 織 と 、 ２ 標 本 の 正 常 な 乳 房 組 織  （ Leeds Gener
al Infirmary, Yorkshire, England） を 含 ん で い た 。 試 料 コ ア は 、 例 え ば 実 施 例 ３ に 記 載
の よ う に 、 組 織 ア レ イ 化 機 器 を 使 用 し て 、 レ シ ピ エ ン ト パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 中 に 埋 め 込 ん
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だ 。
　 直 径 ０ ． ６ ｍ ｍ の 寸 法 の 内 部 標 準 調 製 物 の ８ の コ ア を 、 そ れ ぞ れ 上 の 実 施 例 ２ に 記 載 さ
れ た よ う に し て 調 製 さ れ た タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス を 含 む ド ナ ー ブ ロ ッ ク か ら 得 た 。 タ ン
パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 は 、 ０ ． ０ ０ ４ ６ 、 ０ ． ０ ４ ６ 、 ０ ． ４ ６ 及 び ０ ． ９
３ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 細 胞 外 ド メ イ ン (ECD)タ ン パ ク 質 を 含 み 、 そ
れ ぞ れ ２ 組 が 配 列 さ れ て 、 そ れ ぞ れ １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 ん で い た 。 内 部 標 準 調 製 物 は 試 料 組 織
コ ア と 同 じ よ う に し て パ ラ フ ィ ン レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク 中 に 埋 め 込 ま れ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 直 径 ０ ． ６ ｍ ｍ の 寸 法 の １ ６ コ ア の 細 胞 ペ レ ッ ト コ ン ト ロ ー ル （ Ａ ６ ７ ３ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ カ
タ ロ グ 番 号 Ｃ Ｒ Ｌ -１ ５ ９ ８ ） ； Ｃ ａ ｌ ｕ -６ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ カ タ ロ グ 番 号 Ｈ Ｔ Ｂ -５ ６ ） ； Ｎ
Ｃ Ｉ -Ｈ ４ ６ ０ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ カ タ ロ グ 番 号 Ｈ Ｔ Ｂ -１ ７ ７ ） ； Ｍ Ｄ Ａ -Ｍ Ｂ -４ ５ ３ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
カ タ ロ グ 番 号 Ｈ Ｔ Ｂ -１ ３ １ ） ； Ｍ Ｃ Ｆ ７ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ カ タ ロ グ 番 号 Ｈ Ｔ Ｂ -２ ２ ） ； Ｍ Ｄ Ａ
-Ｍ Ｂ -１ ７ ５ Ｖ Ｉ Ｉ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ カ タ ロ グ 番 号 Ｈ Ｔ Ｂ -２ ５ ） ； Ｍ Ｄ Ａ -Ｍ Ｂ -２ ３ １ （ Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ カ タ ロ グ 番 号 Ｈ Ｔ Ｂ -２ ６ ） ； Ｎ Ｃ Ｉ -Ｈ ３ ２ ２ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ カ タ ロ グ 番 号 Ｃ Ｒ Ｌ -５ ８
０ ６ ） ； Ｓ Ｋ -Ｂ Ｒ -３ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ カ タ ロ グ 番 号 Ｈ Ｔ Ｂ -３ ０ ） ； Ａ ５ ４ ９ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ カ タ
ロ グ 番 号 Ｃ Ｃ Ｌ -１ ８ ５ ） ； 及 び Ｓ Ｋ -Ｍ Ｅ Ｓ -１ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ カ タ ロ グ 番 号 Ｈ Ｔ Ｂ -５ ８ ） で
、 こ れ ら 細 胞 株 は 様 々 な レ ベ ル の Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ を 発 現 す る ） を 、 上 述 の 一 般 的 方
法 を 使 用 し て レ シ ピ エ ン ト パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 中 に 埋 め 込 ん だ 。 細 胞 ペ レ ッ ト の た め の 細
胞 は 標 準 的 な 組 織 培 養 条 件 で 培 養 し 、 ６ ０ － ８ ０ ％ の コ ン フ ル エ ン シ ー ま で 成 長 さ せ た 。
約 １ ０ ７ か ら １ ０ ８ の 細 胞 を 、 Ｐ Ｂ Ｓ (リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 )中 ７ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 使 用
し て 組 織 培 養 皿 か ら 集 め 、 細 胞 が 離 脱 す る ま で ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ い で 、 細
胞 を １ ０ ％ Ｎ Ｂ Ｆ で の 一 晩 の 固 定 の 前 に ５ ０ ｍ ｌ の 円 錐 ポ リ プ ロ ピ レ ン 遠 心 管 中 に ４ ℃ で
５ 分 間 、 約 ３ ０ ０ ｇ で ペ レ ッ ト 化 し た 。 固 定 の 後 、 固 定 液 を ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 置 き 換 え
、 試 料 を 実 施 例 ３ に 記 載 の よ う に パ ラ フ ィ ン 包 埋 の た め に 直 ぐ に 加 工 し た 。 直 径 ０ ． ６ ｍ
ｍ の 寸 法 の ２ ５ ％ の 青 、 黄 、 又 は 黒 の 外 科 用 マ ー カ ー 染 料 （ 切 片 の 評 価 中 の 配 向 に 有 用 ）
を 含 む ８ ％ Ｎ ｕ ｓ ｉ ｅ ｖ ｅ ３ ： １ ア ガ ロ ー ス の ４ コ ア を レ シ ピ エ ン ト パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク
中 に 埋 め 込 ん だ 。
　 コ ア の 全 て を ３ ７ ℃ で 一 晩 ブ ロ ッ ク を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り レ シ ピ エ ン ト パ ラ
フ ィ ン ブ ロ ッ ク ア レ イ 中 で ア ニ ー ル し た 。 分 析 の た め に 、 パ ラ フ ィ ン ア レ イ を 、 一 又 は 複
数 の ３ － ５ μ ｍ 厚 の 組 織 Ｔ Ｍ Ａ 切 片 に ス ラ イ ス し た 。 つ い で 、 各 Ｔ Ｍ Ａ 切 片 を ４ ２ ℃ の 水
浴 に 移 し 、 個 々 に 集 め て Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｆ ｒ ｏ ｓ ｔ ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に 置 き 、 十 分 に 乾 燥 さ せ
た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 免 疫 蛍 光 法 （ Ｉ Ｆ ） を 次 の ２ つ の 抗 体 を 使 用 し て 乳 癌 ア レ イ か ら の Ｔ Ｍ Ａ ス ラ イ ド の 幾
つ か で 実 施 し た ： １ ） 天 然 に 生 じ る Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ レ セ プ タ ー 及 び 合 成 Ｅ Ｃ Ｄ 配 列
の Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 細 胞 外 ド メ イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ ） に 特 異 的 な ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ；
及 び ２ ） タ ン パ ク 質 の 天 然 に 生 じ る 形 態 で 存 在 す る が 合 成 Ｅ Ｃ Ｄ 配 列 に は 存 在 し て い な い
タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 ド メ イ ン を 認 識 す る Ｄ Ａ Ｋ Ｏ ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。 Ｔ Ｍ Ａ ス ラ
イ ド を キ シ レ ン (Richard Allen Scientific, Kalamazoo, MI) 中 で そ れ ぞ れ ５ 分 で ３ 回 洗
浄 す る こ と に よ っ て 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し 、 段 階 的 に エ タ ノ ー ル か ら 蒸 留 水 で 水 和 さ せ た 後 、
そ れ ぞ れ ５ 分 蒸 留 水 で ２ 回 す す い だ 。 Ｔ Ｍ Ａ ス ラ イ ド を 、 電 子 レ ン ジ で ９ ９ ℃ で ２ ０ 分 間
、 蒸 留 水 で 、 １ ０ ｘ 原 液 か ら １ ： １ ０ 希 釈 さ れ た 、 予 め 加 熱 し た Biogenex Citra液 (Bioge
nex, San Ramon, CA) に 配 し た 後 、 室 温 で ２ ０ 分 冷 却 し 、 つ い で 、 そ れ ぞ れ ５ 分 で ２ 回 蒸
留 水 で す す い だ 。 内 在 性 組 織 ビ オ チ ン を 、 製 造 者 の 推 奨 に 従 っ て ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン ブ ロ
ッ ク 試 薬 キ ッ ト (カ タ ロ グ 番 号 SP-2001) (Vector Laboratories, Burlingame, CA)を 用 い
て ブ ロ ッ ク し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 ス ラ イ ド を 、 ア ビ ジ ン 試 薬 で １ ０ 分 間 、 ビ オ チ ン 試 薬
で １ ０ 分 間 、 つ い で 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ５ 分 間 、 す す い だ 。 そ の Ｔ Ｍ Ａ ス ラ イ ド を ３ ％ Ｂ Ｓ Ａ ／ Ｐ
Ｂ Ｓ 中 １ ０ ％ の 正 常 な ウ シ 血 清 を 用 い て ３ ０ 分 ブ ロ ッ ク し ； ブ ロ ッ ク 血 清 を ス ラ イ ド か ら
除 去 し た 。 つ い で 、 Ｔ Ｍ Ａ ス ラ イ ド を 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 体 （ ヒ ト Ｈ
ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２  Ｅ Ｃ Ｄ ） 室 温 で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 パ ラ レ ル な ス ラ イ ド
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に は 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ヤ ギ ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル 抗 体  (Neomarkers, Freemont, CA)
を ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 Ｔ Ｍ Ａ ス ラ イ ド を 、 そ
れ ぞ れ ５ 分 で ２ 回 、 Ｐ Ｂ Ｓ で す す い だ 。 つ い で 、 Ｔ Ｍ Ａ ス ラ イ ド を 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ
と 、 １ ０ ％ の 正 常 な ウ サ ギ 血 清 で １ ： ２ ０ ０ に 希 釈 し た ビ オ チ ン 化 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ 抗 体 (最
終 濃 度 は ７ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ )と 共 に 室 温 で ３ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 後 、 Ｔ Ｍ Ａ ス ラ イ ド を 、 そ れ ぞ れ ５ 分 で ２ 回 、 Ｐ Ｂ Ｓ で す す い だ 。 つ い で 、 Ｔ Ｍ Ａ ス ラ
イ ド を 、 AlexaFluor 633に 結 合 し た ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン  (Molecular Prob
es, Eugene, OR)と 共 に  室 温 で ３ ０ 分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、
Ｔ Ｍ Ａ ス ラ イ ド を 、 そ れ ぞ れ ５ 分 で ２ 回 、 Ｐ Ｂ Ｓ で す す い だ 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 Ｄ Ａ Ｋ Ｏ ウ サ ギ 抗 (ヒ ト Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ )抗 体 を 検 出 す る た め に 、 一 次 抗 体 を Ｐ Ｂ
Ｓ 中 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 １ ０ ％ ウ サ ギ 血 清 中 に 希 釈 し た ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 で 検 出
し た こ と を 除 い て 、 同 じ 手 順 を 用 い た 。
　 Ｉ Ｈ Ｃ 手 順 の 結 果 を 見 る た め に 、 Ｔ Ｍ Ａ ス ラ イ ド を 、 Ｐ Ｂ Ｓ に 漬 け た ０ ． ４ ５ マ イ ク ロ
メ ー ト ル の 孔 径 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 紙 で 覆 い 、 Ｔ ｙ ｐ ｈ ｏ ｏ ｎ ８ ６ ０ ０ 可 変 モ
ー ド イ メ ー ジ ャ ー （ Molecular Dynamics） を 用 い て ス キ ャ ン し た 。 Alexa６ ３ ３ 蛍 光 染 料
を 、 ６ ３ ３ ｎ ｍ レ ー ザ ー を 使 用 し て 励 起 し 、 ６ ７ ０ バ ン ド パ ス の ３ ０ エ ミ ッ シ ョ ン フ ィ ル
タ ー を 用 い て ５ ０ μ ｍ の 解 像 度 で 検 出 し た 。 画 像 は Phoretix Array 2 ソ フ ト ウ ェ ア (Nonlin
ear USA Inc, Durham, NC)を 用 い て 定 量 し 、 デ ー タ は マ イ ク ロ ソ フ ト の エ ク セ ル を 使 用 し
て 解 析 し た 。
　 内 部 標 準 調 製 物 及 び 試 料 中 の Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２  Ｅ Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質 の 量 を 計 算 し た
。 タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 中 の Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２  Ｅ Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質
は タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 か ら 約 ６ ５ ０ の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い た 。 こ の Ｅ Ｃ Ｄ 断 片 は 約 ７ １ ４
０ ０ ダ ル ト ン の 重 さ で あ っ た 。 タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 は ０ ． ４ ６ ｍ ｇ ／
ｍ ｌ の Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２  Ｅ Ｃ Ｄ を 含 ん で お り 、 よ っ て 約 ６ ． ４ ４ ｘ １ ０ - ９ モ ル ／ ｍ
ｌ 、 又 は 約 ３ ． ８ ８ ｘ １ ０ １ ５ 分 子 ／ ｍ ｌ 、 又 は 約 ３ ． ８ ８ Ｘ １ ０ ３ 分 子 ／ μ ｍ ３ の Ｈ ｅ
ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２  Ｅ Ｃ Ｄ を 含 ん で い た 。 ５ μ ｍ 厚 の 組 織 切 片 で は 、 こ の 標 準 物 質 は 約 １
． ９ ４ Ｘ １ ０ ４ 分 子 の Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２  Ｅ Ｃ Ｄ を 平 方 ミ ク ロ ン 当 り に 含 ん で い た 。
　 つ い で 、 Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２  Ｅ Ｃ Ｄ 内 部 標 準 調 製 物 及 び 組 織 試 料 か ら 生 じ る 免 疫 蛍
光 シ グ ナ ル の 強 度 を 、 試 料 中 の Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ タ ン パ ク 質 の 量 が 組 織 の 単 位 体 積 当
た り の タ ン パ ク 質 分 子 で 決 定 で き る よ う に 、 相 関 さ せ た 。 次 表 に 上 述 の 免 疫 蛍 光 法 か ら 得
ら れ た デ ー タ を ま と め る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
　 上 に 示 さ れ た よ う に 、 試 料 内 に 含 ま れ て い た Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ レ セ プ タ ー タ ン パ ク
質 の 量 を 、 内 部 標 準 調 製 物 中 の レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 既 知 量 に 基 づ い て 定 量 し た 。 上 の
表 ２ の デ ー タ は 、 適 切 な 免 疫 蛍 光 染 色 後 に 、 合 成 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２  Ｅ Ｃ Ｄ 標 準 物 質
を 使 用 し て 、 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー シ グ ナ ル 強 度 に 単 位 体 積 当 り の Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２
タ ン パ ク 質 分 子 数 を 相 関 付 け る 標 準 曲 線 を 作 成 で き る こ と を 示 し て い る 。 デ ー タ は 更 に 、
標 準 曲 線 を 用 い て 、 臨 床 組 織 試 料 の 測 定 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー シ グ ナ ル 強 度 を 組 織 の 単 位
体 積 当 り の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 分 子 と 相 関 さ せ る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 細 胞 又 は 組 織 中 に お け る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 発 現 又 は Ｈ Ｅ Ｒ ２ 産 生 を 測 定 す る 他 の 方 法 と の 定 量 免
疫 蛍 光 法 の 比 較 ： 　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ （ ｃ -ｅ ｒ ｂ -Ｂ ２ ） 癌 遺 伝 子 は 増 幅 さ れ 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２
レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 は 乳 癌 の ２ ０ － ３ ０ ％ で 過 剰 発 現 さ れ る 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ レ セ プ タ ー が 陽
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性 の 転 移 性 乳 癌 の 女 性 は よ り 攻 撃 的 な 疾 患 で 、 再 発 の 可 能 性 が 高 く 、 予 後 も 乏 し く 、 Ｈ Ｅ
Ｒ ２ 陰 性 乳 癌 の 女 性 の お よ そ 半 分 の 平 均 余 命 で あ る 。 現 在 の 常 套 的 な 臨 床 実 務 で は 、 Ｈ Ｅ
Ｒ ２ 陽 性 腫 瘍 は 、 二 つ の 手 段 ： Ｈ Ｅ Ｒ ２ 遺 伝 子 増 幅 を 定 量 す る 蛍 光 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） 又 は 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 検 出 法 が Ｈ Ｅ Ｒ ２ レ セ プ タ ー タ ン パ
ク 質 過 剰 発 現 に 対 す る 腫 瘍 の 半 定 量 的 診 断 ス コ ア 付 け を 可 能 に す る 免 疫 組 織 化 学 法 を 含 む
HercepTest T M の 一 つ に よ っ て 同 定 さ れ る 。 簡 単 に 述 べ る と 、 ス コ ア 付 け は 、 病 理 学 者 が 、
あ る 基 準 の 大 ま か な 推 定 値 に 基 づ い て 免 疫 組 織 化 学 的 に 染 色 さ れ た ス ラ イ ド に 整 数 の ス コ
ア を あ て が う 方 法 で あ る 。 ３ ＋ ＝ 細 胞 の ＞ １ ０ ％ で 強 い 強 度 の 完 全 な 膜 染 色 。 ２ ＋ ＝ 細 胞
の  ＞ １ ０ ％ で 弱 な い し 中 程 度 の 強 度 の 完 全 な 膜 染 色 。 １ ＋ ＝ 細 胞 の ＞ １ ０ ％ で 不 完 全 な
膜 染 色 。 ０ ＝ 細 胞 の ＜ １ ０ ％ で 染 色 又 は 膜 染 色 の 欠 如 。
　 本 発 明 の 定 量 免 疫 蛍 光 法 は 、 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 方 法 と 比 較 し て 、 高 ス ル ー プ ッ ト
の 迅 速 な 定 量 検 出 、 特 異 性 、 及 び 改 善 さ れ た 擬 陽 性 及 び 擬 陰 性 の 検 出 速 度 の 利 点 を 有 し て
い る 。 こ れ ら の 利 点 は 、 パ ラ フ ィ ン 埋 め 込 み 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の 細 胞 中 で の 細 胞 Ｈ Ｅ Ｒ
２ 発 現 が 、 本 発 明 の 定 量 免 疫 蛍 光 及 び 定 量 免 疫 組 織 化 学 法 を 使 用 し て 決 定 さ れ た 次 の 実 験
に よ っ て 例 証 さ れ て い る 。 結 果 は イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） 、 Taqm
an(登 録 商 標 )Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 、 HercepTest T M 免 疫 組 織 化 学 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 析 法 と 比 較 さ れ る
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
細 胞 株 ： Ｈ Ｅ Ｒ ２ 発 現 は 、 ９ つ の 新 鮮 に 調 製 さ れ た 細 胞 株 に お い て 、 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ （ リ ア
ル タ イ ム ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 ） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ （ 蛍 光 標 示 式 細 胞
分 取 法 ） 、 及 び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 ） に よ っ て 測 定 さ れ た 。 細 胞 株 に は
、 Ｓ Ｋ -Ｂ Ｒ -３ 、 Ｍ Ｄ Ａ -Ｍ Ｂ ０ ４ ５ ３ 、 Ｎ Ｃ Ｉ -Ｈ ３ ２ ２ 、 Ｍ Ｄ Ａ -Ｍ Ｂ -１ ７ ５ 、 Ｍ Ｃ Ｆ
７ 、 Ａ ６ ７ ３ 、 Ａ ５ ４ ９ 、 Ｍ Ｄ Ａ -Ｍ Ｂ -２ ３ １ 、 Ｓ Ｋ -Ｍ Ｅ Ｓ -１ （ 上 述 し た も の ） が 含 ま
れ る 。 各 細 胞 株 を Ｈ Ｅ Ｒ ２ 発 現 の レ ベ ル に 従 っ て ラ ン ク 付 け た 。 各 細 胞 株 か ら の 細 胞 ペ レ
ッ ト を 室 温 で 一 晩 １ ０ ％ 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン (Richard Allen Scientific, Kalamazoo, MI
) で 固 定 し た 。 つ い で 、 細 胞 ペ レ ッ ト を ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル （ 水 中 ） に 移 し 、 パ ラ フ ィ ン 包
埋 の た め に 加 工 し た （ 標 準 的 技 術 に よ る ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
ア ガ ロ ー ス Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ 標 準 物 質 ： 組 換 え Ｈ Ｅ Ｒ ２ レ セ プ タ ー 細 胞 外 ド メ イ ン （ Ｅ Ｃ
Ｄ ） タ ン パ ク 質 を 、 ０ ． ４ ６ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ０ ． ０ ９ ３ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ０ ． ０ ４ ６ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ
及 び ０ ． ０ ０ ４ ６ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 希 釈 度 で ２ ％ 溶 融 ア ガ ロ ー ス に 加 え た 。 各 ア ガ ロ ー ス ブ ロ
ッ ク を 固 化 さ せ た 後 、 １ ０ ％ 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン （ Ｎ Ｂ Ｆ ） に 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 の
た め に 加 工 し 、 上 述 の よ う に し て パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 中 に ア レ イ 化 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
組 織 マ イ ク ロ ア レ イ ： 　 ９ ９ の パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た 段 階 ３ の 乳 管 癌 か ら の ３ 組 の 代 表 的 組
織 コ ア を 、 例 え ば Konenen等 、 Nature Medicine 4(7):767-768 (1998)に よ り 記 載 さ れ て い
る よ う に し て 、 組 織 ア レ イ ヤ ー .(Beecher Instruments, Silver Springs, MD)を 使 用 し て
、 単 一 の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ に ア レ イ 化 し た 。 各 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ に ア レ イ 化 し た の は
３ 組 の コ ア の Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ ア ガ ロ ー ス 標 準 物 質 及 び ９ つ の Ｈ Ｅ Ｒ Ｓ 発 現 細 胞 株 で あ っ
た 。 便 宜 上 、 細 胞 株 と ア ガ ロ ー ス 標 準 物 質 を 、 標 準 物 質 中 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ レ セ プ タ ー Ｅ Ｃ Ｄ タ
ン パ ク 質 の 既 知 量 と 細 胞 株 中 で 発 現 さ れ た Ｈ Ｅ Ｒ ２ レ セ プ タ ー の 予 想 量 に 従 っ て ア レ イ 中
に 収 容 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
Ｈ Ｅ Ｒ ２ Ｅ Ｃ Ｄ 標 準 物 質 を 使 用 す る 定 量 免 疫 蛍 光 法 ： 　 ア ガ ロ ー ス に 埋 め 込 ん だ Ｈ Ｅ Ｒ ２
 Ｅ Ｃ Ｄ 標 準 物 質 を 次 の よ う に し て 調 製 し た 。 溶 融 ア ガ ロ ー ス を ２ ％ の 最 終 濃 度 ま で 添 加
し 、 溶 液 を １ ５ ｍ ｍ Ｘ １ ５ ｍ ｍ の diSPo(登 録 商 標 )組 織 学 埋 め 込 み モ ー ル ド (Baxter Healt
hcare Corporation, McGaw Park, IL)中 に 注 い だ 。 組 換 え Ｈ Ｅ Ｒ ２ レ セ プ タ ー 細 胞 外 ド メ
イ ン （ Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ ） を ア ガ ロ ー ス に 加 え て 固 化 さ せ た 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ を ０ ． ４ ６
、 ０ ． ０ ４ ６ 、 及 び ０ ． ０ ０ ４ ６ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 ま で 希 釈 し た 。 つ い で 、 ア ガ ロ ー ス ブ
ロ ッ ク を １ ０ ％ 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン （ Ｎ Ｂ Ｆ ） に 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 の た め に 加 工 し
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、 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 中 に ア レ イ 化 し た 。
　 ４ つ の 抗 体 を 用 い て 、 こ の 実 施 例 ４ に 記 載 さ れ た 手 順 に よ っ て 調 製 さ れ た 組 織 マ イ ク ロ
ア レ イ の 組 織 、 細 胞 及 び 標 準 物 質 中 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 レ ベ ル の レ ベ ル を 検 出 し た 。 標
的 特 異 的 抗 体 を 含 む 任 意 の 標 準 的 な 免 疫 染 色 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 実 施 例 の 目
的 の た め に 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 に 対 し て 産 生 し た ４ つ の 異 な っ た 抗 体 を 使 用
し て 免 疫 染 色 を 実 施 し た 。 二 つ の も の は 細 胞 質 内 ド メ イ ン を 認 識 す る ； （ １ ） ウ サ ギ 抗 ヒ
ト ｃ -ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ （ Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ HercepTest T M , キ ッ ト , DAK
O, Carpinteria, CA)； （ ２ ） Ｃ Ｂ １ １ （ マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｉ Ｃ Ｄ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 (NeoMarkers, Fremont, CA)。 ２ つ の も の は Ｈ Ｅ Ｒ ２ 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 し て 産 生 し ：
（ ３ ） ４ Ｄ ５ マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Genentech, Inc. South 
San Francisco, CA;１ ９ ９ ０ 年 ５ 月 ２ ４ 日 寄 託 の ATCC CRL 10463； こ こ で ｒ ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  
４ Ｄ ５ は Herceptin(登 録 商 標 ))； （ ４ ） ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (
Genentech, Inc. South San Francisco, CA)。 ウ サ ギ 抗 ヒ ト ｃ -ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ （ Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／
ｎ ｅ ｕ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (上 掲 の HercepTest T M , DAKO)及 び Ｃ Ｂ １ １ 抗 体 (上 掲 の NeoMa
rkers)を 使 用 す る 免 疫 染 色 を そ れ ぞ れ の 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て 実 施 し た 。 ４ Ｄ ５ 抗 体 と
共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 組 織 を ３ ７ ℃ で ５ 分 間 、 ０ ． １ Ｎ の Ｈ Ｃ ｌ 中 ０ ． ４ ％ ペ プ シ ン で
処 理 し た 後 、 ４ ℃ で ４ Ｄ ５ と 共 に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ヤ ギ 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ 抗 体
と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 組 織 を 、 ９ ９ ℃ で ２ ０ ’ 間  DAKO標 的 回 収 液 (DAKO, Carpinteri
a, CA)で 前 処 理 し た 後 、 室 温 で １ 時 間 抗 体 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 全 組 織 を ７ ． ５ ｕ
ｇ ／ ｍ ｌ の 種 特 異 的 ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA)で
処 理 し た 。 ビ オ チ ン 二 次 抗 体 の 結 合 に 続 い て 、 組 織 を 室 温 で ３ ０ 分 間 、 ５ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ の ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン AlexaFluor６ ３ ３ (Molecular Probes, Eugene, OR) と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。
　 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 標 準 物 質 と 試 料 に よ っ て 発 せ ら れ る 蛍 光 を 検 出 す る に は 、 任 意 の 標
準 的 な 蛍 光 検 出 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 実 施 例 の 目 的 の た め に 組 織 試 料 を 、 Ｄ Ａ
Ｐ Ｉ (４ '-６ -ジ ア ミ ジ ノ -２ -フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル )を 含 む Vectashield取 り 付 け 媒 質 (Vecto
r Laboratories, Inc, Burlingame, CA)を 使 用 し て 取 り 付 け た 。 定 量 免 疫 蛍 光 検 出 は 、 Ty
phoon８ ６ ０ ０ ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)を
使 用 し て 実 施 し た 。 試 料 を 、 ３ ５ ０ ボ ル ト の ６ ３ ３ ｎ ｍ レ ー ザ ー を 使 用 し て 励 起 し 、 ６ ７
０ バ ン ド パ ス の ３ ０ エ ミ ッ シ ョ ン フ ィ ル タ ー を 用 い て ５ ０ μ ｍ の 解 像 度 で 検 出 し た 。 デ ー
タ は Phoretixソ フ ト ウ ェ ア (Nonlinear USA Inc, Durham, NC)を 用 い て 解 析 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
蛍 光 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） ： 　 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ は 標 準 的 な 方 法 に よ っ
て 実 施 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 実 験 の 目 的 の た め に 、 Vysis PathVysion Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｄ
Ｎ Ａ プ ロ ー ブ キ ッ ト (Vysis, Downers Grove, IL)を 用 い て ア レ イ 組 織 又 は 細 胞 株 中 の Ｈ Ｅ
Ｒ ２ 遺 伝 子 増 幅 の レ ベ ル を 検 出 し た 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発 現 の 決 定 （ ス コ ア 付 け ） と ア ッ セ イ
は 製 造 者 の 指 示 書 (上 掲 の Vysis)に 従 っ て 実 施 し た 。 し か し な が ら 、 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ
上 の 組 織 コ ア 切 片 （ ス ポ ッ ト 又 は エ レ メ ン ト ） の 小 さ い サ イ ズ の た め 、 組 織 エ レ メ ン ト 当
り １ ０ の 核 だ け に つ い て 、 遺 伝 子 座 に 対 応 す る 各 蛍 光 ド ッ ト の 数 を 調 べ た 。 Vysisプ ロ ト
コ ー ル を 使 用 し て 、 染 色 体 １ ７ の コ ピ ー 数 に 対 す る 、 染 色 体 １ ７ の セ ン ト ロ メ ア (17p11.1
-q11.1)に 位 置 す る ア ル フ ァ 付 随 体 Ｄ Ｎ Ａ に 存 在 す る 遺 伝 子 Ｃ Ｅ Ｐ １ ７ の 検 出 に よ り 、 Ｈ
Ｅ Ｒ -２ 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 決 定 す る こ と が で き た 。 区 別 さ れ る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 及 び Ｃ Ｅ Ｐ １ ７
シ グ ナ ル の 数 は 、 そ れ ぞ れ DAPI/9-オ レ ン ジ 及 び DAPI/グ リ ー ン (ニ コ ン )デ ュ ア ル バ ン ド パ
ス フ ィ ル タ ー を 使 用 し て 独 立 に 決 定 し た 。 落 射 照 明 は オ リ ン パ ス AH2-RFL-T水 銀 ラ ン プ に
よ っ て 与 え ら れ 、 シ グ ナ ル は １ ０ ０ ｘ 油 浸 レ ン ズ で 数 え 上 げ た 。 エ レ メ ン ト 当 り １ ０ の 調
べ た 核 の そ れ ぞ れ に 対 し て 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 及 び Ｃ Ｅ Ｐ １ ７ シ グ ナ ル を カ ウ ン ト し 、 増 幅 の レ ベ
ル を Ｈ Ｅ Ｒ ２ ： Ｃ Ｅ Ｐ １ ７ シ グ ナ ル の 比 と し て 表 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
遺 伝 子 発 現 の Taqman a  Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 ： 　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 発 現 す る ９ つ の 細 胞 株 か ら の Ｄ Ｎ
Ａ を Qiagen RNeasy midi キ ッ ト (Qiagen, Inc., Valencia, CA)を 用 い て 単 離 し た 。 各 試
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料 を ５ ０ ｐ ｇ か ら ０ ． ０ ５ ｐ ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ の 範 囲 で １ １ ポ イ ン ト の 標 準 曲 線 で 希 釈 し た 。
正 方 向 5'-TGGTCTTTGGGATCCTCATCA-3'(配 列 番 号 ： ２ )及 び 逆 方 向 5'-AGCAGTCTCCGCATCGTGTA
-3'(配 列 番 号 ： ３ )配 列 に 相 当 す る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 特 異 的 プ ラ イ マ ー が 産 生 さ れ た 。 蛍 光 発 生 プ
ロ ー ブ 配 列 は 5'-FAM-TCCGGATCTGCTGCCGTC-TAMRA-3'(配 列 番 号 ： ４ )で あ っ た 。 5-FAM T M は
６ -カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン を 意 味 し 、 TAMRA T M は ６ -カ ル ボ キ シ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ
ン を 意 味 す る 。 リ ア ル タ イ ム ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (Taqman(登 録 商 標 )RT-PCR(Applied Bi
osystems, Foster City, CA)分 析 を 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て 実 施 し た 。 遺 伝 子 発 現 の 定 量
は SYBER(登 録 商 標 )グ リ ー ン  RT-PCR試 薬 キ ッ ト (上 掲 の Applied Biosystems)を 使 用 し て 行
っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
HercepTest T M ： 　 HercepTest T M 免 疫 組 織 化 学 法 を 製 造 者 の ガ イ ド ラ イ ン (DAKO, Carpinter
ia, CA)に 従 っ て 実 施 し た 。
ヤ ギ 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ 免 疫 組 織 化 学 法 ： 　 HercepTest Ｉ Ｈ Ｃ に 対 す る 可 能 な 代 替 法 と し
て 、 ヤ ギ 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ 抗 体 を 検 出 に 用 い た Ｉ Ｈ Ｃ 法 を 評 価 し た 。 ヤ ギ 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ
Ｃ Ｄ 抗 体 の 検 出 は 、 Vectastainエ リ ー ト ABC-HRPキ ッ ト (Vector Laboratories, Burlingam
e, CA)を 用 い 、 つ い で 製 造 者 の 指 示 書 (ImmunoPure(登 録 商 標 )DAB、 製 品 番 号 34001, Pierc
e Chemical Company, Rockford, IL)に 従 っ て １ ０ － １ ５ 分 間 、 金 属 増 強 Ｄ Ａ Ｂ (３ ,３ 'ジ
ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン (Ｄ Ａ Ｂ ) で の 処 理 を 行 っ て 実 施 し た 。 Ｉ Ｈ Ｃ に 対 す る 蛍 光 画 像 法 を 、
例 え ば 、 Ｄ Ａ Ｐ Ｉ 及 び ロ ー ダ ミ ン フ ィ ル タ ー セ ッ ト (Chroma, Brattleboro, VT)を 備 え た
ニ コ ン Microphot - FXス コ ー プ (ニ コ ン ,Tokyo, Japan)を 使 用 し て 実 施 し た 。 画 像 を Ｒ Ｔ
ス ラ イ ダ ー Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ カ メ ラ (Diagnostic instruments, Inc., Sterling Heights, Michiga
n)を 使 用 し て 取 得 し た 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発 現 に 対 し て 陽 性 又 は 陰 性 か の 乳 癌 試 料 の ス コ ア 付
け を 、 DAKO HercepTest T M  キ ッ ト (上 掲 の DAKO)に よ っ て 確 立 さ れ た ガ イ ド ラ イ ン に よ っ て
行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 析 法 ： 　 ヤ ギ 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 抗 体 を コ ー テ ィ ン グ バ ッ
フ ァ ー （ ０ ． ０ ５ Ｍ 炭 酸 塩 ／ 炭 酸 水 素 塩 、 ｐ Ｈ ９ ． ６ ） で １ ： ２ ０ ０ ０ に 希 釈 し た 。 抗 体
溶 液 の １ ０ ０ μ ｌ の ア リ コ ー ト を ９ ６ ウ ェ ル の プ レ ー ト に 添 加 し 、 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 抗 体 溶 液 を 捨 て て 、 １ ５ ０ ｕ ｌ の ブ ロ ッ ク バ ッ フ ァ ー （ Ｐ Ｂ Ｓ ＋ ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ
Ａ ＋ １ ０ ｐ ｐ ｍ の Proclin） を 室 温 で １ 時 間 穏 や か に 攪 拌 し な が ら 添 加 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ ＋ ０ ．
０ ５ ％ ト ゥ イ ー ン (Tween)２ ０ で ３ 回 洗 浄 し た 。 中 間 物 を マ ジ ッ ク バ ッ フ ァ ー （ Ｐ Ｂ Ｓ ＋
０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ １ ０ ｐ ｐ ｍ Proclin＋ ０ ． ０ ５ ％ ト ゥ イ ー ン ２ ０ ） ＋ ０ ． ２ ％ Ｂ ｇ Ｇ ＋ ０
． ２ ５ ％ Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ ＋ ０ ． ３ ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ２ 倍 に 希 釈 し 、 ４ か ら ０ ．
０ ６ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 の ７ ポ イ ン ト の 標 準 曲 線 を 作 成 し た 。 標 準 物 質 、 試 料 及 び コ ン ト ロ
ー ル の １ ０ ０ μ ｌ の ア リ コ ー ト を 、 ３ 組 、 プ レ ー ト に 添 加 し 、 穏 や か に 攪 拌 し な が ら 室 温
で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ３ Ｘ 洗 浄 し た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -Ｈ Ｒ Ｐ (Amersham Pharm
acia Biotech)を マ ジ ッ ク バ ッ フ ァ ー で １ ： １ ０ ０ ０ ０ に 希 釈 し 、 穏 や か に 攪 拌 し な が ら
室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ３ Ｘ 洗 浄 し た 。 Ｔ Ｍ Ｂ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質 （ TMB Pe
roxidase Substrate） を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 Ｂ （ Ｈ ２ Ｏ ２ ） と 混 合 し 、 １ ０ ０ ｕ ｌ を 各
ウ ェ ル に 添 加 し 、 １ ０ － １ ５ 分 の 間 、 発 色 さ せ た 。 反 応 を １ ０ ０ μ ｌ の １ Ｍ リ ン 酸 を 用 い
て 停 止 さ せ 、 吸 光 度 を ４ ５ ０ － ６ ３ ０ ｎ ｍ で 読 み と っ た 、
　 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ -発 現 細 胞 に お け る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 遺 伝 子 の 増 幅 と タ ン パ ク 質 の
発 現 の 相 対 量 を 図 ８ Ａ － ８ Ｆ の 棒 グ ラ フ に よ っ て 示 す 。 そ の 棒 グ ラ フ は 、 マ イ ク ロ ア レ イ
上 の 細 胞 株 中 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 検 出 が Taqman(図 ８ Ａ )、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ (図 ８ Ｂ )及 び 本 発 明 の 方 法
を 使 用 す る 定 量 免 疫 蛍 光 法 (図 ８ Ｃ － ８ Ｄ )と 同 様 で あ る こ と を 示 し て い る 。 こ れ は 更 に Ｉ
Ｆ と Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 間 の 高 相 関 係 数 （ Ｒ ２ ） に よ っ て 実 証 さ れ た 。 定 量 免 疫 蛍 光 法 は 定 量 免
疫 組 織 化 学 法 に 対 し て 、 平 均 し て 、 改 善 さ れ た 検 出 範 囲 の 強 い シ グ ナ ル を 与 え た 。 ま た 、
抗 細 胞 内 ド メ イ ン （ 抗 Ｉ Ｃ Ｄ ） 抗 体 の 特 異 性 は 、 図 ９ Ｂ に お い て 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 細 胞 外 ド メ イ
ン （ Ｅ Ｃ Ｄ ） タ ン パ ク 質 標 準 物 質 に 対 す る 検 出 シ グ ナ ル が な い こ と に よ っ て 証 明 さ れ て い
る 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
統 計 的 分 析 ： 　 こ の 分 析 の 目 的 は 、 ９ ８ の 臨 床 乳 房 組 織 試 料 に 適 用 さ れ た 、 ア ガ ロ ー ス に
埋 め 込 ま れ 上 述 の ４ つ の 抗 体 （ ウ サ ギ 抗 ヒ ト ｃ -ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ （ Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ ） ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 ； Ｃ Ｂ １ １ （ マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） ； ４ Ｄ ５
マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； 及 び ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） ） で 検 出 さ れ る Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質 を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ で の
、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 法 と ６ 種 の 別 の ア ッ セ イ ： HecepTest T M Ｉ Ｈ Ｃ 、 ヤ ギ 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ  Ｉ Ｈ
Ｃ 、 及 び 定 量 免 疫 蛍 光 の そ れ ぞ れ の 結 果 の 間 の 診 断 の 一 致 性 を 比 較 す る こ と で あ る 。  Hec
epTest T M は ハ ー セ プ チ ン (登 録 商 標 )抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 抗 体 で の 治 療 の 適 格 性 を 決 定 す る （ ２ ＋ 又
は ３ ＋ の ス コ ア が 適 格 性 を 示 し て い る ） 現 在 承 認 さ れ て い る 方 法 で あ る が 、 多 く の 臨 床 医
が 、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 分 析 法 の 方 が Ｈ Ｅ Ｒ ２ 発 現 状 態 を 決 定 す る た め に HecepTest T M よ り も よ り 信
頼 性 が あ る と 考 え て い る 。 ま た 、 Ｉ Ｈ Ｃ 法 は 臨 床 医 に よ る 蛍 光 画 像 の 可 視 化 を 必 要 と し 、
よ っ て 、 誤 診 の 可 能 性 、 低 処 理 量 、 高 コ ス ト を 持 ち 込 む 。 従 っ て 、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 法 の 診 断 能 力
に 勝 る と も 劣 ら な い が 、 よ り 高 処 理 量 で 低 コ ス ト の 他 の 検 査 法 を 見 出 す こ と が 有 用 で あ る
。
　 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 分 析 結 果 は 標 準 と し て 使 用 し 、 こ こ で ２ ． ０ 以 上 の Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ス コ ア は 陽 性 の Ｈ
Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発 現 ス コ ア で あ る と 定 義 さ れ る 。 ９ ８ 名 の 患 者 か ら の ９ ８ の 乳 癌 試 料 の う ち 、
マ イ ク ロ ア レ イ 上 の エ レ メ ン ト （ ス ポ ッ ト ） の 喪 失 の た め に １ ０ の 組 織 試 料 に 対 し て は 最
大 の Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ス コ ア は 得 ら れ な か っ た 。 ８ ８ の 残 り の 試 料 の う ち 、 ３ ８ を 陽 性 又 は Ｈ Ｅ Ｒ
２ 過 剰 発 現 に 分 類 し 、 ５ ０ を 陰 性 に 分 類 し た 。 つ い で 、 標 準 と し て こ れ ら の Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 結 果
を 使 用 し て 、 他 の 方 法 の そ れ ぞ れ の 成 績 を 、 他 の 方 法 に 対 し て 選 択 さ れ た ス コ ア 閾 値 に 対
す る 診 断 ス コ ア の 一 致 性 を 調 べ る こ と に よ っ て 特 徴 付 け た 。 各 方 法 に 対 し て 、 感 度 （ そ の
選 択 さ れ た 閾 ス コ ア 値 に お い て 与 え ら れ た 方 法 に よ り 陽 性 と 正 し く 同 定 さ れ た Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ス
コ ア 陽 性 試 料 の 割 合 ） 及 び 特 異 性 （ そ の 選 択 さ れ た 閾 ス コ ア 値 に お い て 与 え ら れ た 方 法 に
よ り 陰 性 と 正 し く 同 定 さ れ た Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ス コ ア 陰 性 試 料 の 割 合 ） を 決 定 し た 。 定 量 免 疫 蛍 光
値 は 各 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 存 在 す る コ ン ト ロ ー ル Ｍ Ｂ -Ｍ Ｄ Ａ -４ ５ ３ 細 胞 株 の 結 果 に
対 し て 正 規 化 さ せ た 。 ≧ １ の 全 て の 正 規 化 蛍 光 値 を Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発 現 に 対 し て 陽 性 と 考 え
、 ３ ＋ ス コ ア に 等 し い と し た 。 正 規 化 免 疫 蛍 光 結 果 を 、 臨 床 的 に 関 連 す る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発
現 に 対 し て 試 料 を 正 し く ス コ ア 付 け す る 各 方 法 の 相 対 能 力 を 評 価 す る た め に HercepTest T M

Ｉ Ｈ Ｃ ア ッ セ イ の も の と 比 較 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 現 在 、 HercepTest T M に よ る 陽 性 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発 現 に 対 す る ス コ ア 付 け の 基 準 は ２ ＋ の
閾 値 で あ り 、 こ れ は 、 そ れ ぞ れ ７ ６ ． ３ ％ 及 び ９ ２ ％ の 感 度 及 び 特 異 性 推 定 値 の デ ー タ を
生 じ る 。 他 の ア ッ セ イ の 結 果 を 調 べ て 、 HercepTest T M の 基 準 に よ っ て 与 え ら れ る 同 様 の 感
度 及 び 特 異 性 レ ベ ル を つ く り 出 す ス コ ア 閾 値 を 決 定 し た 。 例 え ば 、 少 な く と も ７ ６ ． ３ ％
の 感 度 を 生 じ る 最 も 高 い ４ Ｄ ５  Ｅ Ｃ Ｄ 閾 値 は ４ Ｉ Ｆ で あ り 、 こ れ は 正 確 に は ７ ６ ． ３ ％
の 感 度 で あ る が わ ず か ８ ６ ％ の 特 異 性 に 相 当 し 、 HercepTest T M ア ッ セ イ の も の よ り 低 い 。
少 な く と も ９ ２ ％ の 特 異 性 を 生 じ る 最 も 低 い ４ Ｄ ５  Ｅ Ｃ Ｄ 閾 値 は ５ Ｉ Ｆ で あ り 、 こ れ は
９ ４ ％ の 特 異 性 と ７ ３ ． ７ ％ の 感 度 を 生 じ た 。 ４ Ｄ ５  Ｅ Ｃ Ｄ ア ッ セ イ の 如 何 な る 単 一 の
閾 値 も 感 度 と 特 異 性 の 双 方 の 等 価 物 又 は よ り よ い 推 定 値 を 与 え な い 。 他 の ３ つ の ア ッ セ イ
（ ヤ ギ Ｉ Ｈ Ｃ 、 ウ サ ギ 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｉ Ｃ Ｄ 免 疫 蛍 光 、 及 び ４ Ｄ ５  Ｅ Ｃ Ｄ 免 疫 蛍 光 ） の 何 れ
か を 用 い る と 、 感 度 か 特 異 性 の 何 れ か の 減 少 を 生 じ た 。 他 方 、 表 ３ に 挙 げ ら れ て い る よ う
に 、 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ 免 疫 蛍 光 法 （ ６ １ － ８ ５ Ｉ Ｆ ） 及 び Ｃ Ｂ １ １ 抗 ヒ ト Ｈ Ｅ
Ｒ ２  Ｉ Ｃ Ｄ 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ （ ５ ６ － ５ ９ Ｉ Ｆ ） に は 有 用 な 閾 選 択 値 は 存 在 し て い な い
。 よ っ て 、 こ れ ら の 試 験 の 何 れ か ら 見 て も 、 常 套 的 に 使 用 さ れ て い る HercepTest T M  ア ッ
セ イ よ り も Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ア ッ セ イ の 結 果 は 勝 る と も 劣 ら な い 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　 ア ガ ロ ー ス に 埋 め 込 ん だ 標 的 タ ン パ ク 質 標 準 物 質 を 使 用 す る 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の 免 疫
蛍 光 分 析 は 高 ス ル ー プ ッ ト の 組 織 分 析 及 び 診 断 に 有 用 な 迅 速 な 定 量 法 で あ る 。 定 量 免 疫 蛍
光 法 の 結 果 は 、 標 的 遺 伝 子 の 増 幅 又 は 標 的 タ ン パ ク 質 の 発 現 に 対 し て 常 套 的 に 使 用 さ れ る
他 の 方 法 に 勝 る と も 劣 ら ず 、 定 量 免 疫 蛍 光 法 を そ れ だ け で 有 用 な も の に し 又 は 既 存 の 方 法
に 付 加 さ れ る も の に な る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
ｐ ５ ３ 、 Ｋ ｉ ６ ７ 、 Ｃ Ｄ ３ １ 、 ｈ Ｍ Ｌ Ｈ １ 及 び ｈ Ｍ Ｓ Ｈ ２ を 測 定 す る 他 の 方 法 と の 本 発 明
の 定 量 免 疫 蛍 光 法 の 比 較 　 結 腸 直 腸 組 織 中 で の 発 現
　 定 量 免 疫 蛍 光 法 の 比 較 性 を 次 の 実 験 に よ っ て 更 に 証 明 し た 。
　 イ ン サ イ ツ 実 験 の 精 確 さ と 信 頼 性 は 定 性 的 解 釈 に よ っ て 譲 歩 さ れ る 。 定 量 化 は よ り 大 な
る 客 観 性 と 再 現 性 を 課 す 。 こ れ ら の 実 験 は 内 部 標 準 物 質 を 有 す る 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 調
製 す る こ と の 有 用 性 を 証 明 す る 。 レ ー ザ ー イ メ ー ジ ャ ー シ ス テ ム を 、 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ
中 で の 遺 伝 子 発 現 の イ ン サ イ ツ 定 量 分 析 に 使 用 し た 。 免 疫 蛍 光 法 を 用 い て 、 結 腸 直 腸 組 織
の ア レ イ 列 （ ｎ ＝ １ １ ０ ） 中 で の ｐ ５ ３ 、 Ｋ ｉ ６ ７ 、 Ｃ Ｄ ３ １ 、 ｈ Ｍ Ｌ Ｈ １ 及 び ｈ Ｍ Ｓ Ｈ
２ の 発 現 を 定 量 し た 。 こ の パ ネ ル の 抗 原 に 対 す る 定 量 デ ー タ を 、 免 疫 組 織 化 学 色 素 原 付 着
の 定 性 的 ス コ ア 付 け と 客 観 的 に 比 較 し た 。 ま た 、 血 管 内 皮 成 長 因 子 (Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ )-Ａ 、 胎 盤
成 長 因 子 、 肝 細 胞 成 長 因 子 及 び ｃ -Ｍ ｅ ｔ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン の リ ン 画 像 解 析 に よ っ て 定 量 し た 。 ｐ ５ ３ 、 Ｋ ｉ ６ ７ 及 び Ｃ Ｄ ３ １ の 発 現 に 対 す
る 定 量 デ ー タ は 免 疫 組 織 化 学 ス コ ア と 有 意 に 関 連 し て い た （ ｐ ≦ ０ ． ０ ０ １ ） 。
　 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 は 、 全 て の 標 本 が 同 一 条 件 下 で 加 工 さ れ 、 分 析 前 及 び 分 析 標 準 化 が
最 適 化 さ れ る と い う 事 実 か ら 有 利 で あ る 。 ア ガ ロ ー ス が 合 成 ブ ロ ッ ク 中 に 既 知 量 の ｍ Ｒ Ｎ
Ａ 及 び タ ン パ ク 質 を 導 入 す る 媒 体 と し て 用 い ら れ 、 そ れ が 、 組 織 検 査 さ れ 、 内 部 コ ン ト ロ
ー ル と し て 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 中 に 組 み 込 ま れ う る 。 よ っ て 、 研 究 の 目 的 は 免 疫 標 識 と Ｉ
Ｓ Ｈ の 特 異 性 と 感 度 を コ ン ト ロ ー ル す る 際 の ア ガ ロ ー ス 基 質 の 有 用 性 を 決 定 す る こ と に あ
る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
ヒ ト 組 織 の 選 択
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　 Ｆ Ｆ Ｐ Ｅ 結 腸 直 腸 組 織 カ セ ッ ト と 対 応 す る ヘ マ ト キ シ リ ン 及 び エ オ シ ン （ Ｈ ＆ Ｅ ） 染 色
切 片 を 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 構 築 の た め の 非 腫 瘍 性 、 良 性 及 び 悪 性 上 皮 細 胞 を 含 む ブ ロ ッ ク
に つ い て 調 べ た 。
合 成 標 準 ブ ロ ッ ク の 調 製
　 β -ア ク チ ン 、 Ｈ Ｇ Ｆ 、 Ｐ １ Ｇ Ｆ 、 ｃ -Ｍ ｅ ｔ 及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ａ の 断 片 を 増 幅 す る た め に
Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｇ Ｆ 、 Ｐ １ Ｇ Ｆ 、 ｃ -Ｍ ｅ ｔ 及
び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ａ  Ｒ Ｎ Ａ 断 片 を 、 製 造 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 適 切 な Megascriptキ ッ ト
(Ambion, Austin, TX)を 用 い て 転 写 し た 。 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て 、 RNeasyミ ニ キ ッ ト (Q
iagen Inc., Valencia, CA)を 使 用 し て Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。 ２ ６ ０ 及 び ２ ８ ０ ｎ ｍ で の 吸
光 を 分 光 光 度 法 に よ っ て 測 定 し て 、 Ｒ Ｎ Ａ 収 量 及 び 濃 度 を 決 定 し た 。
　 NuSieve３ ： １ ア ガ ロ ー ス (FMC Bioproducts, Rockland, ME)を 、 ８ ％ の 水 溶 液 の ２ ５ ０
μ ｌ の ア リ コ ー ト に 構 成 し 、 ９ ５ ℃ の 水 浴 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 段 階 希 釈 物
を 調 製 し 、 ピ ペ ッ ト 採 取 に よ っ て ア ガ ロ ー ス と 混 合 し 、 １ ｍ ｌ （ ２ ％ ア ガ ロ ー ス ） の 全 容
積 中 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 １ μ ｇ ／ ｍ ｌ 及 び ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 最 終 濃 度 に し た 。 つ い で 、 混
合 物 を ９ ５ ℃ で 更 に １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 変 性 さ せ た 。 ボ ル テ ッ ク ス に よ
っ て 十 分 に 混 合 し た 後 、 各 コ ン ト ロ ー ル を ピ ペ ッ ト に よ っ て １ ５ ｘ １ ５ ｍ ｍ の diSPOベ ー
ス モ ー ル ド (Baxter, Deersfield, IL)に 入 れ 、 ４ ℃ で １ － ２ 時 間 放 置 し た 。 固 化 し た ブ ロ
ッ ク を モ ー ル ド か ら 取 り 除 き 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 前 に ４ ％ ホ ル マ リ ン で 一 晩 固 定 し た 。 ま た
、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 細 胞 外 ド メ イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ ） に 対 応 す る ペ プ チ ド を 使 用 し て 同 様 の 方
法 で 標 準 物 質 を 構 築 し た 。 タ ン パ ク 質 の 段 階 希 釈 物 を 調 製 し 、 ２ ％ ア ガ ロ ー ス １ ｍ ｌ 中 、
０ ． ４ ６ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ０ ． ０ ９ ３ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 及 び ０ ． ０ ４ ６ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 最 終 濃 度 に し た
。 タ ン パ ク 質 の 変 性 を 防 止 す る た め に 、 混 合 及 び モ ー ル ド 中 へ の ピ ペ ッ ト に よ る 注 入 の 前
に ア ガ ロ ー ス を 冷 却 さ せ た 。 ブ ラ ン ク の Ｆ Ｆ Ｐ Ｅ ２ ％ ア ガ ロ ー ス コ ン ト ロ ー ル を ま た ア レ
イ 中 に 導 入 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の 構 築
　 Beecher Instrumentsマ イ ク ロ ア レ イ ヤ ー (Silver Spring, MD)を 使 用 し て 事 例 群 を 代 表
す る ２ つ の Ｔ Ｍ Ａ ｓ を 構 築 し た 。 全 体 で 、 ８ ３ の 原 発 性 結 腸 直 腸 腺 癌  (CRCs)、 １ ２ の 転
移 (CRMs; ９ の 肝 臓 、 ２ の リ ン パ 節 、 １ の 小 腸 漿 膜 )、 １ ５ の 腺 腫 (CRAs)及 び ９ の 隣 接 す る
正 常 な 粘 膜 組 織 を 採 取 し た 。 標 準 物 質 を 各 マ イ ク ロ ア レ イ 中 に 導 入 し て 次 の よ う に 本 発 明
に 係 る 内 部 標 準 物 質 と し た 。 円 筒 状 コ ア （ 直 径 ６ ０ ０ μ ｍ ） を ド ナ ー ブ ロ ッ ク の 代 表 的 領
域 か ら 穿 孔 採 取 し 、 レ シ ピ エ ン ト パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク （ ３ ５ ｘ ３ ５ ｍ ｍ ） 中 に 入 れ た 。 組
織 採 取 は ３ 組 実 施 し て 、 親 ブ ロ ッ ク に 代 表 的 デ ー タ を 提 供 し 、 合 成 標 準 物 質 を ３ 組 採 取 し
て レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク に 挿 入 し た 。 ３ μ ｍ の 厚 み の 切 片 を レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク か ら 切
り 出 し ガ ラ ス ス ラ イ ド に 取 り 付 け た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
免 疫 組 織 化 学 法
　 Ｃ Ｄ ３ １ 、 Ｋ ｉ ６ ７ 、 ヒ ト Ｍ ｕ ｔ  Ｌ ホ モ ロ グ １ （ ｈ Ｍ Ｌ Ｈ １ ） 、 ヒ ト Ｍ ｕ ｔ  Ｓ ホ モ ロ
グ ２ （ ｈ Ｍ Ｓ Ｈ ２ ） 及 び ｐ ５ ３ の 免 疫 局 在 化 を 免 疫 組 織 化 学 法 （ Ｉ Ｈ Ｃ ） に よ っ て 評 価 し
た 。 マ イ ク ロ ア レ イ 切 片 を 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し 、 熱 媒 介 抗 原 回 復 を 、 表 １ に 引 用 さ れ た 条 件
下 で ス ラ イ ド を マ イ ク ロ ウ ェ ー ブ 処 理 す る こ と に よ り 実 施 し た 。 内 在 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
を 、 脱 イ オ ン 水 で １ ： １ ０ に 希 釈 し た Kirkegaard及 び Perry Laboratoriesブ ロ ッ ク 液 (Gai
thersburg, MD)を 用 い て 、 室 温 で ４ 分 に わ た っ て 急 冷 し た 。 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ ｐ Ｈ
７ ． ２ ） を 全 体 に わ た っ て 洗 浄 液 と し て 使 用 し た 。 続 い て 、 ス ラ イ ド を 加 湿 チ ャ ン バ ー 中
に 平 ら に し て 配 し 、 内 在 性 ビ オ チ ン を 、 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て 、 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン ブ
ロ ッ ク キ ッ ト (Vector Labs., Burlingame, CA)を 用 い て ブ ロ ッ ク し た 。 非 特 異 的 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 結 合 を 、 室 温 で ３ ０ 分 間 、 １ ０ ％ の 正 常 ウ マ 血 清 （ Ｎ Ｈ Ｓ ） (Gibco, Rockville, M
D) を 用 い て ブ ロ ッ ク し た 。 つ い で 、 表 １ に お い て 引 用 し た 条 件 下 で 、 Ｎ Ｈ Ｓ に 希 釈 し た
適 切 な 一 次 抗 体 と 共 に Ｔ Ｍ Ａ 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン （ Ｃ
Ｄ ３ １ ） を ４ ℃ に て Shandon Sequenza ユ ニ ッ ト (Runcorn, UK)で 実 施 し た 。 そ の 後 、 ス ラ
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イ ド を 、 Ｎ Ｈ Ｓ に １ ： ２ ０ ０ で 希 釈 し た 適 切 な ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 (Vector Labs.)と 共 に
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ビ オ チ ン 化 抗 体 か ら の シ グ ナ ル を 増 幅 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ビ
オ チ ン 複 合 体 (ABC) (Vectastain Elite; Vector Labs.)を 用 い 、 提 供 さ れ た プ ロ ト コ ー ル
に 従 っ て 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） で 標 識 し た 。 Ｃ Ｄ ３ １ 免 疫 染 色 に 対 し て
は 、 Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 体 の チ ラ ミ ド シ グ ナ ル 増 幅 を 、 製 造 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て の 、 ビ オ チ
ン 化 チ ラ ミ ド (NEN TSAキ ッ ト , Perkin Elmer, Boston, MA)と 、 続 く 第 二 の Ａ Ｂ Ｃ 層 と の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 実 施 し た 。 免 疫 複 合 体 を 、 室 温 で ５ 分 間 の 金 属 増 強 ３ ,３ '-
ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン (Pierce Technology, New York, NY) と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ
て 可 視 化 し た 。 組 織 を Mayerの ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染 色 し 、 ブ ル ー イ ン グ 液 で 発 色 さ せ
、 脱 水 し 、 合 成 培 地 に 取 り 付 け た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ３ μ ｍ 厚 の Ｆ Ｆ Ｐ Ｅ ヒ ト 胎 児 ブ ロ ッ ク の 切 片 を 実 験 の コ ン ト ロ ー ル と し た 。 陰 性 の コ ン
ト ロ ー ル ス ラ イ ド は 、 一 次 抗 体 の 代 わ り に 同 じ 種 、 ア イ ソ タ イ プ 及 び 濃 度 の 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 培 養 上 清 (DAKO Corp., Carpinteria, CA)と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 全 て の Ｉ Ｈ Ｃ を 一 人 の 組 織 病 理 学 者 が ス コ ア 付 け し た 。 コ ア は 、 陽 性 の 染 色 核 が 上 皮 細
胞 集 団 の ２ ５ ％ よ り 多 く 占 め る 場 合 に ｐ ５ ３ を 過 剰 発 現 し て い る と し た 。 ｈ Ｍ Ｌ Ｈ １ 及 び
ｈ Ｍ Ｓ Ｈ ２ の 発 現 の 喪 失 に 対 す る 閾 値 は コ ア の 上 皮 細 胞 集 団 中 の 核 染 色 の 完 全 な 欠 如 と し
て 定 義 し た 。 Ｋ ｉ ６ ７ の 核 発 現 を 証 明 す る 上 皮 細 胞 の 割 合 を 使 用 し て 、 １ － ３ の ス コ ア の
増 殖 指 数 と し た （ 各 コ ア 中 、 そ れ ぞ れ ＜ １ ０ ％ 、 １ ０ － ５ ０ ％ 及 び ＞ ５ ０ ％ の 陽 性 染 色 腸
細 胞 に 相 当 )。 Ｃ Ｄ ３ １ に 対 し て 産 生 さ れ た Ｉ Ｈ Ｃ を 用 い て 、 ０ － ３ の ス コ ア の 相 対 コ ア
血 管 増 生 を 決 定 し た 。 各 コ ア に 対 す る 最 終 ス コ ア は そ れ ぞ れ の ３ つ の コ ア か ら の 最 大 値 を
取 っ た 。 免 疫 蛍 光 デ ー タ の 統 計 的 比 較 を 補 助 す る た め に 、 Ｋ ｉ ６ ７ 及 び Ｃ Ｄ ３ １  Ｉ Ｈ Ｃ
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ス コ ア を 、 低 (ス コ ア １ )又 は 高 (２ 又 は ３ の ス コ ア )増 殖 指 数 及 び 低 (０ 又 は １ の ス コ ア )又
は 高 (２ 又 は ３ の ス コ ア )血 管 密 度 に 再 分 類 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
免 疫 蛍 光
　 Ｉ Ｈ Ｃ に よ っ て 評 価 さ れ た 抗 原 に 加 え て 、 上 皮 関 連 抗 原 （ Ｅ Ｒ Ａ ） 及 び Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 発 現
も ま た Ｉ Ｆ に よ っ て 評 価 さ れ た 。 一 次 及 び 二 次 抗 体 （ Ｃ Ｄ ３ １ に 対 す る ビ オ チ ン 化 チ ラ ミ
ド ま で ） を 用 い て の 所 望 の 抗 原 の 免 疫 標 識 を Ｉ Ｈ Ｃ の よ う に 実 施 し た 。 つ い で 、 ビ オ チ ン
化 タ グ を 、 室 温 に て ３ ０ 分 か け て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ALexa Fluor６ ３ ３ コ ン ジ ュ ゲ ー
ト （ 正 常 血 清 で １ ： ２ ０ ０ に 希 釈 ； Molecular Probes, Eugene, OR） で 標 識 し た 。 組 織 を
取 り 付 け 、 Ｄ Ａ Ｐ Ｉ （ ４ ',６ ジ ア ミ ジ ノ -２ -フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル ） （ Vector Labs.） を 用
い た Vectashield媒 体 で 対 比 染 色 し た 。 脱 色 と シ グ ナ ル の 消 失 を 防 止 す る た め に 、 全 て の
蛍 光 ス ラ イ ド 及 び 試 薬 は 、 使 用 し な い と き は ア ル ミ フ ォ イ ル で ラ ッ ピ ン グ し 、 ４ ℃ で 保 存
し た 。
　 蛍 光 標 識 し た ス ラ イ ド を 、 励 起 の た め に ６ ３ ５ ｎ ｍ レ ー ザ ー を 用 い る Ｆ Ｌ Ａ -８ ０ ０ ０
イ メ ー ジ ャ ー （ Fujifilm Medical Systems USA Inc., Stamford, CT） を 使 用 し て 先 ず 評
価 し た 。 ９ ０ ０ Ｖ の 電 位 差 を 蛍 光 発 光 の 検 出 と 定 量 の た め に 光 電 子 増 倍 管 に 印 加 し た 。 ス
キ ャ ニ ン グ を 最 大 感 度 で 実 施 し 、 ５ μ ｍ の 画 像 分 解 能 を 達 成 し た 。 続 い て 、 免 疫 染 色 の 検
定 の た め に 蛍 光 顕 微 鏡 （ Ａ Ｍ Ｊ ） に よ っ て マ イ ク ロ ア レ イ を 検 査 し た 。
　 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 除 去 、 ス キ ャ ン イ メ ー ジ の グ リ ッ ド 化 と 解 析 を Phoretix Arrayソ フ ト
ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン ２ ; Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK） を 用 い て 行 っ
た 。 各 例 に 対 す る 定 量 シ グ ナ ル を バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 越 え る 最 大 コ ア 面 積 （ Ｃ Ｄ ３ １ 、 Ｅ
Ｒ Ａ ） 又 は 体 積 （ 他 の 全 て の 定 量 抗 原 ） と し て 取 っ た 。 つ い で 、 定 量 Ｉ Ｆ シ グ ナ ル （ Ｃ Ｄ
３ １ 、 ｈ Ｍ Ｌ Ｈ １ 、 Ｋ ｉ ６ ７ 及 び ｐ ５ ３ ） を 、 そ れ ぞ れ の バ イ ナ リ ー Ｉ Ｈ Ｃ ス コ ア 及 び 比
較 し た 四 分 位 範 囲 （ Ｉ Ｑ Ｒ ｓ ） に よ っ て 分 類 し た 。 定 量 Ｉ Ｆ の 評 価 の た め の 閾 値 を 、 最 低
の メ ジ ア ン 面 積 ／ 体 積 を 持 つ グ ル ー プ の 第 三 の 四 分 位 数 と 最 高 の メ ジ ア ン 面 積 ／ 体 積 を 持
つ グ ル ー プ の 第 一 の 四 分 位 数 の 間 に 設 定 し た 。 つ い で 、 各 事 例 に 選 択 さ れ た 閾 値 に 対 し て
バ イ ナ リ ー ス コ ア を あ て が っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 ［ ３ ３ Ｐ ］ Ｕ Ｔ Ｐ 標 識 （ Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ） ア ン チ セ ン ス
リ ボ プ ロ ー ブ を 、 増 幅 β -ア ク チ ン 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ａ 、 Ｈ Ｇ Ｆ 、 ｃ -Ｍ ｅ ｔ 及 び Ｐ １ Ｇ Ｆ  ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 鋳 型 か ら イ ン ビ ト ロ に て 転 写 し た 。 Ｔ Ｍ Ａ 切 片 を 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し 、 ４ μ ｇ /ｍ ｌ の
プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ で ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 、 除 タ ン パ ク し 、 更 に 標 準 的 な 方 法 を 使 用 し て Ｉ Ｓ
Ｈ の た め に 加 工 し た （ 例 え ば Lu L.H.及 び Gillett N.A., Cell Vision 1:169-176 (1994)
； 及 び Weisinger G等 , Biochim Biophys Acta 1446:225-232 (1999)を 参 照 ） 。 ア ン チ セ
ン ス リ ボ プ ロ ー ブ を ５ ５ ℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 中 で ５ ５ ℃ に
て ２ 時 間 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 の 洗 浄 を 行 っ た 。 定 量 分 析 の た め に 、 乾 燥 さ せ 同 位 体
的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た ス ラ イ ド を 、 室 温 で １ ８ 時 間 、 リ ン 光 イ メ ー ジ ン グ プ レ ー ト (
Ｉ Ｐ ) (露 出 カ セ ッ ト を 備 え た ８ ５ ｘ １ ２ ７ ｍ ｍ , 富 士 フ イ ル ム )に 並 べ た 。 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 直 後 に 、 励 起 の た め の ５ ３ ２ ｎ ｍ レ ー ザ ー と 写 真 刺 激 発 光 を 検 出 す る た め の Ｂ ３ ９
０ フ ィ ル タ ー を 使 用 し て 、 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー (FLA-8000)を 用 い て １ ０ μ ｍ の 解 像 度 で
Ｉ Ｐ を ス キ ャ ン し た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 除 去 、 Ｉ Ｐ の グ リ ッ ド 化 と 解 析 を Phoretix Array
ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 行 っ た 。 各 例 に 対 す る 定 量 シ グ ナ ル を バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 越 え る 最
大 コ ア 体 積 と し て 取 っ た 。 コ ア の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 の 変 動 を 制 御 す る た め に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ａ 、 ｃ -
Ｍ ｅ ｔ 、 Ｈ Ｇ Ｆ 及 び Ｐ １ Ｇ Ｆ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た プ ロ ー ブ か ら の シ グ ナ ル を 、 β -ア
ク チ ン に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た プ ロ ー ブ か ら の シ グ ナ ル に 対 し て 正 規 化 さ せ た (Frantz G.
D. 等 , J Pathol 195:87-96 (2001)を 参 照 ） 。
　 Ｉ Ｐ 露 出 後 に 、 ス ラ イ ド を Ｎ Ｂ Ｔ ２ 核 ト ラ ッ ク エ マ ル ジ ョ ン (Eastman Kodak, Rocheste
r, NY)に 浸 け 、 乾 燥 剤 を 含 む 密 封 プ ラ ス チ ッ ク ス ラ イ ド ボ ッ ク ス 中 で ４ ℃ に て ２ － ４ 週 間
露 出 さ せ 、 現 像 し 、 Ｈ ＆ Ｅ で 対 比 染 色 し た 。 続 い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 証 明 の た
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め に 明 視 野 ／ 暗 視 野 顕 微 鏡 に よ っ て マ イ ク ロ ア レ イ を 調 べ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
統 計 的 解 析
　 統 計 的 解 析 を 、 ウ ィ ン ド ウ ズ 用 Ｓ Ｐ Ｓ Ｓ (バ ー ジ ョ ン 10.1; Chicago, IL)を 使 用 し て 実
施 し た 。 イ ェ ー ツ 補 正 ピ ア ソ ン の χ 2 検 定 を 用 い て カ テ ゴ リ ー デ ー タ 間 の 関 係 の 優 位 性 を
評 価 し た ； こ こ で 、 期 待 カ ウ ン ト は ５ 未 満 で あ り 、 フ ィ シ ャ ー の 正 確 な 検 定 を 用 い た 。 連
続 デ ー タ の 平 均 及 び メ ジ ア ン 値 を 、 ス テ ュ ー デ ン ト ｔ 検 定 と マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー Ｕ 検 定 に
よ っ て そ れ ぞ れ 比 較 し た 。 両 側 性 ｐ 値 が ＜ ０ ． ０ ５ の 場 合 に 統 計 的 に 有 意 で あ る と さ れ る
。
【 ０ ０ ８ １ 】
結 果
免 疫 組 織 化 学
　 採 取 し た １ １ ９ の 例 の う ち ８ ５ か ら １ ０ ３ （ ７ １ － ８ ６ ％ ） が 抗 原 の 発 現 の 解 釈 に 十 分
で あ っ た （ 表 ５ ） 。 エ レ メ ン ト は 、 そ れ が 不 十 分 な 上 皮 細 胞 、 組 織 壊 死 又 は 出 血 を 含 ん で
い る 場 合 は 不 十 分 で あ る と 見 な し た 。 全 て の 陰 性 コ ン ト ロ ー ル 切 片 は 色 素 原 付 着 の 欠 如 を
証 明 し た 。 抗 ｐ ５ ３ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ロ ー ン Ｄ Ｏ -７ は ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 野 生 型 及 び 変
異 体 型 の 両 方 に 感 受 性 で あ る 。 色 素 原 付 着 は 上 皮 細 胞 集 団 の 核 の み に 観 察 さ れ た 。 ｐ ５ ３
の 発 現 は 、 隣 接 し た 正 常 な 粘 膜 の ０ ／ ９ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ １ ） 及 び １ ／ １ ２ の み の Ｃ Ｒ Ａ ｓ
（ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ５ ） と 比 較 し て ４ ０ ／ ７ ０ の Ｃ Ｒ Ｃ ｓ に お い て 明 ら か で あ っ た 。 こ れ に 対
し て 、 Ｋ ｉ ６ ７ 、 ｈ Ｍ Ｌ Ｈ １ 及 び ｈ Ｍ Ｓ Ｈ ２ の 発 現 は 上 皮 細 胞 と 介 在 す る 間 質 の 双 方 の 核
に お い て 観 察 さ れ た 。 正 常 な 腸 細 胞 で は 、 ３ 種 全 て の 抗 原 の 発 現 の 徐 々 の 喪 失 が 、 腺 窩 を
通 じ て の 細 胞 の 進 行 と 共 に 観 察 さ れ た 。 一 つ の ミ ス マ ッ チ 修 復 タ ン パ ク 質 の 喪 失 （ ｈ Ｍ Ｌ
Ｈ １ ） が ７ ／ ７ ３ の 腫 瘍 （ ９ ． ６ ％ ） で 検 出 さ れ る 一 方 、 ｈ Ｍ Ｓ Ｈ ２ は ス コ ア 付 け さ れ た
全 て の 腫 瘍 に よ っ て 発 現 さ れ た （ ｎ ＝ ７ ６ ） 。 全 て の 隣 接 す る 非 腫 瘍 粘 膜 コ ア は ｈ Ｍ Ｌ Ｈ
１ 及 び ｈ Ｍ Ｓ Ｈ ２ を 発 現 し た 。 Ｋ ｉ ６ ７ の 増 殖 指 数 は 、 隣 接 す る 正 常 な 粘 膜 （ ０ ／ ９ が ２
－ ３ の ス コ ア ； ｐ ＝ ０ ． ０ ０ １ ） と Ｃ Ｒ Ａ ｓ （ ６ ／ １ ５ が ２ － ３ の ス コ ア ； ｐ ＜ ０ ． ０ ０
１ ） と 比 較 し て 原 発 性 Ｃ Ｒ Ｃ ｓ に お い て 有 意 に 高 か っ た （ ６ ０ ／ ６ ７ が ２ － ３ の ス コ ア ）
。 Ｃ Ｄ ３ １ の 発 現 は 内 皮 細 胞 の 細 胞 質 膜 及 び 血 小 板 に お い て 有 意 に 観 察 さ れ た 。 周 囲 の 組
織 中 へ の 血 小 板 の 全 血 管 外 遊 走 が 信 頼 性 の あ る ス コ ア を 不 可 能 に す る た め 、 出 血 を 示 す コ
ア （ ｎ ＝ ９ ） を 除 外 し た 。 採 取 し た Ｃ Ｒ Ａ ｓ は 隣 接 し た 正 常 粘 膜 (６ ／ ９ が ２ － ３ の ス コ
ア ； ｐ ＝ ０ ． ０ １ ２ )又 は Ｃ Ｒ Ｃ ｓ (３ ９ ／ ６ ８ が ２ － ３ の ス コ ア ； ｐ ＝ ０ ． ０ ３ ２ )の 何
れ か よ り も 血 管 が 有 意 に 少 な か っ た (２ ／ １ ２ が ２ － ３ の ス コ ア )。 Ｃ Ｒ Ｍ ｓ の 発 現 特 性 は
Ｃ Ｒ Ｃ ｓ の も の と は 有 意 に は 異 な っ て い な か っ た （ 表 ５ に ま と め ） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ｐ ５ ３ の 発 現 は 、 ｈ Ｍ Ｌ Ｈ １ を 保 持 し て い た 腫 瘍 の ５ ３ ％ と 比 較 し て ｈ Ｍ Ｌ Ｈ １ を 喪 失
し た 腫 瘍 で は 観 察 さ れ な か っ た （ ０ ／ ７ 対 ３ ９ ／ ７ ４ ； ｐ ＝ ０ ． ０ １ ２ ） 。 他 の 抗 原 は 統
計 的 に 有 意 な 結 合 を 示 さ な か っ た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
定 量 的 免 疫 蛍 光 法
　 採 取 し た １ １ ９ 事 例 の う ち の ８ １ か ら １ ０ ０ （ ６ ８ － ８ ４ ％ ） が 各 切 片 の 分 析 に 十 分 で
あ っ た （ 表 ６ ） 。 不 十 分 な 上 皮 細 胞 量 の コ ア の 排 除 は 蛍 光 顕 微 鏡 の ス ラ イ ド の レ ビ ュ ー と
Ｅ Ｒ Ａ  Ｉ Ｆ の 双 方 に よ っ て 導 か れ た 。 こ れ は 評 価 に 対 し て 有 効 で あ っ た Ｉ Ｈ Ｃ 染 色 例 の
数 と 有 意 に は 異 な っ て い な か っ た 。 蛍 光 顕 微 鏡 と 定 量 的 イ メ ー ジ ン グ に よ っ て 見 ら れ る 蛍
光 シ グ ナ ル の 免 疫 局 在 化 は 各 々 そ れ ぞ れ の 抗 体 に 対 す る 色 素 原 付 着 の パ タ ー ン と 同 一 で あ
っ た 。
　 Ｅ Ｒ Ａ の 発 現 が 正 常 な 腸 細 胞 と 腫 瘍 腸 細 胞 の 双 方 の 膜 に 観 察 さ れ た 。 し か し 、 蛍 光 強 度
は 上 皮 細 胞 集 団 に わ た っ て 一 様 で は な か っ た 。 ｈ Ｍ Ｌ Ｈ １ を 例 外 と し て 、 Ｉ Ｈ Ｃ 分 類 Ｉ Ｑ
Ｒ ｓ が 別 個 の オ ー バ ー ラ ッ プ し て い な い グ ル ー プ を 形 成 し た 。 ｐ ５ ３ 、 Ｋ ｉ ６ ７ 及 び Ｃ Ｄ
３ １ の 発 現 の 定 量 的 Ｉ Ｆ ス コ ア は Ｉ Ｈ Ｃ に よ り 評 価 さ れ た 定 量 ス コ ア と 有 意 に 関 連 し て い
た （ 表 ６ ； ｐ ≦ ０ ． ０ ０ １ ） 。
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 し か し な が ら 、 定 量 Ｉ Ｆ の 分 布 は 、 よ り 高 い 定 量 Ｉ Ｈ Ｃ ス コ ア （ １ ． ６ か ら ８ ． １ 倍 大
き い 範 囲 ） の 場 合 に 広 い Ｉ Ｑ Ｒ ｓ を 実 証 し た 。 Ｉ Ｈ Ｃ と 定 量 Ｉ Ｆ ス コ ア 間 の 絶 対 的 一 致 性
は ｐ ５ ３ に 対 し て は １ に 近 い (κ =0.88)が 、 Ｋ ｉ ６ ７ (κ =0.34)及 び Ｃ Ｄ ３ １ (κ =0.54)に
対 し て は 比 較 的 低 い (表 ７ )。 同 様 に 、 定 量 ア ッ セ イ の 予 想 値 は 特 定 の 細 胞 集 団 (ｐ ５ ３ 、
Ｃ Ｄ ３ １ )中 で 発 現 さ れ た 抗 原 に 対 し て 最 も 大 き く 、 よ っ て 隣 接 す る 細 胞 型 か ら の 交 絡 シ
グ ナ ル を 被 ら な か っ た （ 表 ７ ） 。 こ れ に 対 し て 、 Ｋ ｉ ６ ７ は 、 間 質 及 び 上 皮 細 胞 集 団 の 何
れ か 又 は 双 方 に お い て 発 現 さ れ 得 、 比 較 的 低 い 陰 性 の 予 想 値 を 示 し た （ 表 ７ ） 。
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 合 成 内 部 標 準 物 質 コ ア は Ｈ Ｅ Ｒ ２  Ｅ Ｃ Ｄ の 濃 度 に 応 じ て 勾 配 の あ る 陽 性 シ グ ナ ル を 示
し た 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ コ ン ト ロ ー ル コ ア の シ グ ナ ル は 全 て の 他 の Ｉ Ｈ Ｃ 、 Ｉ Ｆ 及 び Ｉ Ｓ Ｈ 実 験 の
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バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を 超 え て お ら ず 、 ブ ラ ン ク の ア ガ ロ ー ス コ ン ト ロ ー ル コ ア は 陰 性
で あ っ た 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ は 検 査 し た 結 腸 直 腸 上 皮 組 織 の 大 部 分 で 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ た 。 し か
し な が ら 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 半 発 現 は 正 常 な 隣 接 粘 膜 と 比 較 し て 腫 瘍 集 団 に お い て １ ． ８ か ら ２
． ９ 倍 に 増 加 し た （ ｐ ≦ ０ ． ０ ０ ８ ） 。 し か し 、 高 レ ベ ル の 発 現 は 単 一 の 漿 膜 転 移 に 観 察
さ れ 、 こ れ は ア レ イ の 他 の 悪 性 腫 瘍 の 平 均 シ グ ナ ル よ り ４ ． ９ 倍 大 き い シ グ ナ ル 体 積 を 示
し た （ ７ ０ ５ ３ ６ 対 １ ４ ４ ０ ８ 相 対 ユ ニ ッ ト ； ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
定 量 Ｉ Ｓ Ｈ
　 合 成 セ ン ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ 内 部 標 準 物 質 は 適 切 な ア ン チ セ ン ス リ ボ プ ロ ー ブ と 特 異 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 濃 度 の 増 加 に 伴 っ て リ ン 発 光 の ポ ジ テ ィ ブ な 勾 配 を 示 し た 。 こ れ に
対 し て 、 ア ン チ セ ン ス 及 び ブ ラ ン ク ア ガ ロ ー ス コ ン ト ロ ー ル か ら の シ グ ナ ル は バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド 発 光 を 越 え な か っ た 。 明 視 野 ／ 暗 視 野 顕 微 鏡 は 全 て の 結 腸 直 腸 細 胞 集 団 中 で の β -
ア ク チ ン の 発 現 を 実 証 し た 。 第 一 の 四 分 位 数 以 下 の β -ア ク チ ン シ グ ナ ル 体 積 を 示 す 例 は
分 析 に は 不 十 分 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む も の で あ る と 思 わ れ 、 解 釈 か ら 除 外 し た 。 β -ア ク チ ン
は 採 取 さ れ た １ １ ９ の 例 の 内 ８ ８ に お い て （ ７ ４ ％ ） 十 分 に 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ た 。
　 ス キ ャ ン 画 像 、 定 量 デ ー タ 及 び 明 視 野 ／ 暗 視 野 顕 微 鏡 を 調 べ た と こ ろ 、 結 腸 直 腸 組 織 は
Ｈ Ｇ Ｆ 及 び Ｐ １ Ｇ Ｆ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 産 生 さ れ た 放 射 標 識 リ ボ プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を 示 さ な か っ た 。 こ れ に 対 し て 、 ｃ -Ｍ ｅ ｔ 及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ａ は Ｃ Ｒ Ａ ｓ 、 Ｃ Ｒ
Ｃ ｓ 及 び Ｃ Ｒ Ｍ ｓ の 下 位 群 に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 あ る 割 合 の Ｃ Ｒ Ａ ｓ 及 び
Ｃ Ｒ Ｃ ｓ は 、 そ れ ぞ れ 正 常 粘 膜 で の 発 現 の １ ． ９ 及 び ２ ． ７ 倍 ま で の ｃ -Ｍ ｅ ｔ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 示 さ れ た 。 有 意 な Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ａ の 発 現 が 明 視 野 ／ 暗 視
野 顕 微 鏡 に よ っ て 観 察 さ れ た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ａ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 半 レ ベ ル が 隣 接 の 正 常 な 粘 膜 と 比
較 し て Ｃ Ｒ Ｃ ｓ に お い て ４ 倍 増 加 し た (０ ． ２ ０ 対 ０ ． ０ ５ ； ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ３ )が 、 Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ -Ａ の 発 現 は 、 Ｃ Ｒ Ａ ｓ と Ｃ Ｒ Ｃ ｓ の 間 (メ ジ ア ン 、 ０ ． １ ４ 対 ０ ． ２ ０ ； ｐ ＝ ０ ． ３ ８
７ )又 は Ｃ Ｒ Ｃ ｓ と Ｃ Ｒ Ｍ ｓ の 間 (メ ジ ア ン 、 ０ ． ２ ０ 対 ０ ． ２ ９ ； ｐ ＝ ０ ． ７ １ ８ )に お
い て 有 意 に 異 な っ て い な か っ た 。
　 全 体 で 、 結 腸 直 腸 腫 瘍 の ７ ４ ／ ８ ８ （ ８ ４ ％ ） が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ａ の 増 加 し た 発 現 を 示 し た
。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ａ の 発 現 は 、 ｐ ５ ３ の 発 現 の 場 合 に 免 疫 組 織 化 学 検 出 の 閾 値 よ り ２ ． ７ 倍 で
あ り (メ ジ ア ン 、 ０ ． ２ ２ ５ 対 ０ ． ０ ８ ４ ； ｐ ＝ ０ ． ０ ２ ５ ) 、 ２ 又 は ３ の ス コ ア の 増 殖
指 数 の 場 合 に ２ ． ２ 倍 （ メ ジ ア ン 、 ０ ． １ ６ ９ 対 ０ ． ０ ７ ７ ； ｐ ＝ ０ ． ０ １ ４ )で あ っ た
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ の 実 験 は 、 Ｉ Ｆ 及 び Ｉ Ｓ Ｈ の 迅 速 な 定 量 の た め の 新 規 な 高 解 像 度 の レ ー ザ ー 画 像 処 理
シ ス テ ム の 有 用 性 を 示 し た 。 ま た 、 デ ー タ は 、 癌 進 行 及 び 腫 瘍 関 連 血 管 新 生 の 原 因 を な し
て い る と 信 じ ら れ る 分 子 変 化 に 関 す る 重 要 な 情 報 を 生 じ た 。
　 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 中 に 内 部 標 準 物 質 を 使 用 し 、 ｐ ５ ３ 及 び Ｃ Ｄ ３ １ に 対 す る 定 量 Ｉ Ｆ
は Ｉ Ｈ Ｃ ス コ ア と 高 レ ベ ル の 一 致 を 見 た （ 上 掲 の 表 ７ ） 。 定 量 デ ー タ は 、 高 Ｉ Ｈ Ｃ ス コ ア
を 示 し た オ ブ ザ ー バ ー 定 義 カ テ ゴ リ ー 内 に 広 い 範 囲 に わ た っ て 分 布 し て い た 。 こ れ は 、 免
疫 標 識 が 密 で あ る 場 合 、 Ｉ Ｈ Ｃ 観 察 者 が 色 素 原 分 布 及 び ／ 又 は 強 度 の 差 を 精 確 に 識 別 で き
ず 、 よ っ て 臨 床 病 理 学 的 に 重 要 な デ ー タ を 見 逃 す か も 知 れ な い こ と を 示 し て い る 。 同 様 に
、 観 察 者 は 発 現 の 僅 か な 際 を 精 確 に は 区 別 す る こ と が で き な い 。 例 え ば 、 定 量 画 像 処 理 は
、 蛍 光 顕 微 鏡 に よ っ て は 明 ら か で は な か っ た 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 発 現 の 全 体 的 増 加 を 腫 瘍 化 と 識 別
す る こ と が で き た 。 こ の 研 究 は ま た 結 腸 直 腸 腫 瘍 形 成 に お い て 遅 い ｐ ５ ３ の 発 現 を 示 し 、
そ れ が ｈ Ｍ Ｌ Ｈ １ の 喪 失 と 逆 に 関 連 し て い る こ と を 見 出 し た 。
　 Ｉ Ｈ Ｃ 、 Ｉ Ｓ Ｈ 及 び Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ の 定 性 的 評 価 は 、 連 続 変 数 で あ る 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 発 現 を
十 分 に は 評 価 し な い 。 こ れ に 対 し て 、 こ こ に 記 載 さ れ た 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ に 対 し て 内 部
標 準 物 質 を 使 用 す る 定 量 ア プ ロ ー チ 法 は 遺 伝 子 発 現 の よ り 精 確 な 手 段 を 提 供 す る 。 精 確 な
定 量 に 加 え て 、 Ｆ Ｆ Ｐ Ｅ の 優 れ た 形 態 学 に よ り 、 標 識 抗 原 及 び ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 明 解 な 局
在 化 が 可 能 に な っ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

10

20

30

40

50

(51) JP 2005-509870 A 2005.4.14



コ ン ト ロ ー ル に 対 す る 腎 細 胞 癌 で の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 発 現 の 増 加 は Ｈ Ｉ Ｆ -１ α の 核 の 発 現 の 増
加 に 相 関 す る 。
　 酸 素 利 用 性 が 、 低 酸 素 条 件 下 で の ホ メ オ ス タ シ ス の 維 持 に 必 要 な 、 エ リ ス ロ ポ イ エ チ ン
、 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 （ Ｎ Ｏ Ｓ ） 、 ヘ モ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ １ （ Ｈ Ｏ -１ ） 、 グ ル コ ー ス 輸 送
体 及 び 血 管 成 長 因 子 （ 例 え ば Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） を 含 む 多 く の 異 な っ た 遺 伝 子 の 発 現 の 調 節 に お い
て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。 低 酸 素 誘 導 因 子 １ ア ル フ ァ (Ｈ Ｉ Ｆ -１ α )は こ れ ら の 遺 伝 子
の 酸 素 依 存 性 調 節 に 役 立 つ ｂ Ｈ Ｌ Ｈ -Ｐ Ａ Ｓ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー と し て 同 定 さ れ た 。 Ｈ Ｉ
Ｆ -１ α は 低 酸 素 状 態 に お い て 核 に 急 速 に 蓄 積 し 、 Ｈ Ｉ Ｆ -１ ベ ー タ と も 称 さ れ る ア リ ー ル
炭 化 水 素 核 レ セ プ タ ー Ａ Ｒ Ｎ Ｔ と ヘ テ ロ 二 量 体 化 す る 。 様 々 な 癌 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び Ｈ
Ｉ Ｆ -１ α の 相 対 発 現 を 、 こ こ に 記 載 し た 方 法 に 従 う 定 量 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン に よ り 評 価 し た 。
　 標 準 物 質 は こ こ に 記 載 し た よ う に し て 調 製 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び Ｈ Ｉ Ｆ -１ α を コ ー ド す
る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 転 写 し 、 こ こ に 記 載 さ れ た よ う に し て Ｂ Ｓ Ａ を 含 む ア ガ ロ ー ス 中 に 埋 め 込 ん
だ 。 正 常 な コ ン ト ロ ー ル 組 織 並 び に 乳 房 、 肺 、 大 腸 、 卵 巣 、 甲 状 腺 、 腎 臓 、 及 び 肉 腫 を 含
む 様 々 な 組 織 か ら の 試 料 を 含 む 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び Ｈ Ｉ Ｆ -１ α の 相 対
的 定 量 発 現 に つ い て 調 べ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び ／ 又 は Ｈ Ｉ Ｆ -１ α の 発 現 を 複 数 の 腫 瘍 型 に お い て 検 出 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の
発 現 は 腎 細 胞 癌 に お い て 最 も 高 か っ た が 、 肺 、 卵 巣 及 び 甲 状 腺 癌 に お い て も 正 常 な コ ン ト
ロ ー ル を 越 え て 発 現 さ れ た 。 Ｖ Ｈ Ｌ 遺 伝 子 に 変 異 を 有 す る 腎 細 胞 癌 で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 発 現
は Ｈ Ｉ Ｆ -１ α の 発 現 と 相 関 し て い た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル と 検 査 し た 他 の 腫 瘍 型
に お け る Ｈ Ｉ Ｆ -１ α  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 と の 間 に 殆 ど 相 関 は な か っ た 。 よ っ て 、  定 量 イ ン
サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 正 常 コ ン ト ロ ー ル 組 織 を 越 え る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び Ｈ Ｉ
Ｆ -１ α の 発 現 の 増 加 を 検 出 す る こ と は 、 患 者 の 腎 細 胞 癌 を 検 出 す る 有 用 な 方 法 で あ る 。
　 こ れ ら を 併 せ る と 、 こ こ で 提 示 さ れ た 結 果 は 、 内 部 標 準 物 質 を 含 む 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ
の レ ー ザ ー 画 像 化 が ア レ イ 化 腫 瘍 集 団 の イ ン サ イ ツ で の 検 査 の た め の 有 用 な 方 法 で あ る こ
と を 実 証 し て い る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 Ｆ Ｆ Ｐ Ｅ 組 織 に 適 用 で き 、 広 い ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン
ジ に わ た る 定 量 デ ー タ を 提 供 す る 高 処 理 で 再 現 性 が あ る 標 準 化 方 法 に 対 す る 要 求 に 合 致 し
て い る 。 Ｉ Ｆ 標 識 及 び リ ン 光 画 像 プ レ ー ト は 長 期 保 存 に は 受 け 入 れ ら れ な い が 、 デ ジ タ ル
画 像 処 理 に よ り 、 バ ー チ ャ ル ア ー カ イ ブ に 高 解 像 度 の 電 子 デ ー タ を 保 存 す る こ と が 可 能 に
な る 。 こ れ は 、 実 験 デ ー タ の 遡 及 的 分 析 を 容 易 に し 、 構 造 化 さ れ た Ｔ Ｍ Ａ デ ー タ ベ ー ス の
一 体 部 分 を 形 成 し う る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
実 施 例 ５
複 数 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物
　 本 発 明 は 、 ア ガ ロ ー ス の よ う な 固 体 埋 め 込 み 材 料 中 に 入 れ た 、 異 な っ た タ イ プ の Ｒ Ｎ Ａ
の よ う な 、 既 知 量 の 異 な っ た 生 物 学 的 分 子 を 有 す る 内 部 標 準 調 製 物 を 使 用 す る た め の 本 発
明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。 特 に 、 本 実 施 例 は 、 ア レ イ で 実 施 さ れ る 加 工 及 び 分 析 手 順 を 通 じ
て Ｒ Ｎ Ａ ｓ が 保 持 さ れ る よ う に ア レ イ で 使 用 さ れ る 内 部 標 準 調 製 物 を 形 成 す る た め に ア ガ
ロ ー ス と Ｂ Ｓ Ａ 中 に 複 数 の 異 な っ た Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 埋 め 込 む た め の ア プ ロ ー チ 法 を 証 明 す る
。 埋 め 込 ま れ た Ｒ Ｎ Ａ ｓ は 、 特 に 二 つ の 異 な っ た Ｒ Ｎ Ａ 分 子 が 異 な っ た 標 識 を 使 用 し て 検
出 さ れ る か も 知 れ な い 手 順 に 対 し て 、 単 に 手 順 の 成 功 の ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、
例 え ば 二 本 鎖 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 対 す る 手 順 方 法 を 改 善 す る た め の 基 礎
的 ア ッ セ イ に お け る 成 分 と し て 、 又 は 最 終 的 に 組 織 又 は 細 胞 中 の 遺 伝 子 発 現 の 比 較 レ ベ ル
を 評 価 す る た め の 定 性 的 標 準 と し て 、 使 用 す る こ と が で き る 。
　 ｌ ｉ ｖ -１ Ｒ Ｎ Ａ の セ ン ス 転 写 物 を 、 次 の 配 列 （ セ ン ス 配 向 ） を 持 つ Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ
鋳 型 を 使 用 し て イ ン ビ ト ロ で 転 写 さ せ た ：
TGCCATTCACATTTCCACGATACACTCGGCCAGTCAGACGATCTCATTCACCACCATCATGACTACCATCATATTCTCCA
TCATCACCACCACCAAAACCACCATCCTCACAGTCACAGCCAGCGCTACTCTCGGGAGGAGCTGAAAGATGCCGGCGTCG
CCACTTTGGCCTGGATGGTGATAATGGGTGATGGCCTGCACAATTTCAGCGATGGCCTAGCAATTGGTGCTGCTTTTACT
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GAAGGCTTATCAAGTGGTTTAAGTACTTCTGTTGCTGTGTTCTGTCATGAGTTGCCTCATGAATTAGGTGACTTTGCTGT
TCTACTAAAGGCTGACATGACCGTTAAGCAGGCTGTCCTTTATAATGCATTGTCAGCCATGCTGGCGTATCTTGGAATGG
CAACAGGAATTTTCATTGGTCATTATGCTGAAAATGTTTCTATGTGGATATTTGCACTTACTGCTGGCTTATTCATGTAT
GTTGCTCTGGTTGATATGGTACCTGAAATGCTGCACAATGATGCTAGTGACCATGGATGTAGCCGCTGGGG [配 列 番
号 ： ５ ]
Ｄ ｒ Ｃ ３  Ｒ Ｎ Ａ の セ ン ス 転 写 物 を 、 次 の 配 列 （ セ ン ス 配 向 ） を 持 つ Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ 鋳
型 を 使 用 し て イ ン ビ ト ロ で 転 写 さ せ た ：
CAGCCAGAACACGCAGTGCCAGCCGTGCCCCCCAGGCACCTTCTCAGCCAGCAGCTCCAGCTCAGAGCAGTGCCAGCCCC
ACCGCAACTGCACGGCCCTGGGCCTGGCCCTCAATGTGCCAGGCTCTTCCTCCCATGACACCCTGTGCACCAGCTGCACT
GGCTTCCCCCTCAGCACCAGGGTACCAGGAGCTGAGGAGTGTGAGCGTGCCGTCATCGACTTTGTGGCTTTCCAGGACAT
CTCCATCAAGAGGCTGCAGCGGCTGCTGCAGGCCCTCGAGGCCCCGGAGGGCTGGGGTCCGACACCAAGGGCGGGCCGCG
CGGCCTTGCAGCTGAAGCTGCGTCGGCGGCTCACGGAGCTCCTGGGGGCGCAGGACGGGGCGCTGCTGGTGCGGCTGCTG
CAGGCGCTGCGCGTGGCCAGGATGCCCGGGCTGGAGCGGAGCGTCCGTGAGCGCTTCCTCCCTGTGCACTGATCCTGGCC
CCCTCTTATTTATTCTACATCCTTGGCACCCC 
[配 列 番 号 ： ６ ]
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ 転 写 物 は 実 施 例 １ に 記 載 さ れ た よ う に し て 転 写 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 実 施 例 １ に 記 載 さ れ た 方 法 を 使 用 し て ３ つ の 異 な っ た 内 部 標 準 調 製 物 を つ く っ た ： 一 つ
は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ の み を 含 む も の ； 第 二 は ｌ ｉ ｖ -１ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｄ ｃ Ｒ ３
セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を 含 む も の ； 第 三 は ｌ ｉ ｖ -１ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ ｃ Ｒ ３ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を 含 む も の で あ る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 第 一 内 部 標 準
調 製 物 は 実 施 例 １ に 記 載 さ れ た 手 順 に 正 確 に 従 っ て 作 製 し た 。 第 二 の 内 部 標 準 調 製 物 は 、
各 Ｒ Ｎ Ａ の 最 終 濃 度 が １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に な る よ う に ｌ ｉ ｖ -１ 及 び Ｄ ｃ Ｒ ３ Ｒ Ｎ Ａ を 添
加 す る こ と に よ っ て 作 製 し た 。 （ 例 え ば 、 １ μ ｌ の １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ  ｌ ｉ ｖ -１  Ｒ Ｎ Ａ
＋ １ μ ｌ の １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ の Ｄ ｃ Ｒ ３  Ｒ Ｎ Ａ ＋ ２ ５ ０ μ ｌ の ８ ％ ア ガ ロ ー ス ＋ ７ ４ ８
μ ｌ の Ｓ Ｑ Ｈ ２ Ｏ ） 。 第 三 の 内 部 標 準 調 製 物 は 、 各 Ｒ Ｎ Ａ の 最 終 濃 度 が １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ
に な る よ う に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ 、 ｌ ｉ ｖ -１ 及 び Ｄ ｃ Ｒ ３ Ｒ Ｎ Ａ を 添 加 す る こ と に よ っ て 作 製 し
た 。 （ 例 え ば 、 １ μ ｌ の １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ  ｌ ｉ ｖ -１  Ｒ Ｎ Ａ ＋ １ μ ｌ の １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ
ｌ の Ｄ ｃ Ｒ ３  Ｒ Ｎ Ａ ＋ １ -μ ｌ の １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ  Ｒ Ｎ Ａ ＋ ２ ５ ０ μ ｌ の
８ ％ ア ガ ロ ー ス ＋ ７ ４ ７ μ ｌ の Ｓ Ｑ Ｈ ２ Ｏ ） 。
　 別 個 の エ ッ ペ ン ド ル フ 管 に 収 容 し た ３ つ の 内 部 標 準 調 製 物 の 各 々 を 、 ９ ５ ℃ の ヒ ー ト ブ
ロ ッ ク で ３ 分 間 加 熱 し た 後 、 氷 で 直 ぐ に 冷 却 し て Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 変 性 さ せ た 。 Ｒ Ｎ Ａ 溶 液
の そ れ ぞ れ に 、 ２ ５ ０ μ ｌ の ８ ％ Ｎ ｕ Ｓ ｉ ｅ ｖ ｅ ３ ： １ （ 高 ゲ ル 強 度 の ア ガ ロ ー ス ） 及 び
５ ０ ℃ の ヒ ー ト ブ ロ ッ ク で 温 め た ５ ０ ０ ｍ ｌ の Ｓ Ｑ Ｈ ２ Ｏ を 、 実 施 例 １ に 記 載 さ れ て い る
よ う に し て 添 加 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 の 各 々 を 簡 単 に ボ ル テ ッ ク ス し
た 後 、 １ ５ ｍ ｍ Ｘ １ ５ ｍ ｍ の Ｄ ｉ ｓ Ｐ Ｏ ベ ー ス モ ー ル ド （ Baxter Scientific） 中 に 注 い
だ 。 そ の Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 を 少 な く と も １ 時 間 ４ ℃ で ゲ ル 化 さ せ て ド ナ
ー ブ ロ ッ ク を 形 成 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス ド ナ ー ブ ロ ッ ク の 各 々 を 実 施 例 １ に 記 載 さ れ
た よ う に し て 固 定 し た 。
　 ３ 通 り の コ ア が ３ つ の 内 部 標 準 調 製 物 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ 転 写 物 単 独 、 Ｄ ｃ Ｒ ３ 及 び ｌ ｉ ｖ -
１ 転 写 物 、 及 び Ｄ ｃ Ｒ ３ 、 ｌ ｉ ｖ -１ 及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ 転 写 物 ） を 持 つ Ｔ Ｍ Ａ を 実 施 例 ３ に
記 載 の よ う に し て つ く っ た 。 Ｔ Ｍ Ａ を 実 施 例 ３ に お い て 使 用 さ れ た 同 じ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ ア ン
チ セ ン ス プ ロ ー ブ を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ セ ン ス 転 写 物 を 含 む 内 部 標
準 調 製 物 コ ア だ け が 、 単 独 で 又 は 組 み 合 わ せ で 、 ポ ジ テ ィ ブ な シ グ ナ ル を 生 じ た 。
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 上 の 表 ８ に 示 し た よ う に 、 複 数 の 異 な っ た 種 類 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 内 部 標 準 調 製 物 は 、
こ こ で Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ に 対 し て 例 証 さ れ た よ う に 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 混 合 物 中 に お い て 個 々 の Ｒ
Ｎ Ａ の プ ロ ー ブ と 共 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 場 合 に ポ ジ テ ィ ブ な 結 果 を 付 与 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
実 施 例 ６
Ｒ Ｎ Ａ ／ タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物
　 本 発 明 は 、 ア ガ ロ ー ス の よ う な 固 体 埋 め 込 み 材 料 中 に 入 れ た 、 既 知 量 の 異 な っ た 生 物 学
的 分 子 、 例 え ば Ｒ Ｎ Ａ 分 子 及 び タ ン パ ク 質 を 有 す る 内 部 標 準 調 製 物 を 使 用 す る た め の 本 発
明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。 特 に 、 タ ン パ ク 質 と Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 両 方 を 含 む 実 施 例 １ 及 び ２ に 記
載 さ れ た よ う に し て 調 製 さ れ た 内 部 標 準 調 製 物 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 及 び タ ン パ ク 質 の 発 現 が 免 疫 組
織 化 学 及 び イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 同 じ 切 片 に お い て 評 価 さ れ る 方
法 に 対 し て 特 に 成 功 裡 の 手 順 の ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 例 え ば Ｒ Ｎ Ａ 及 び タ ン パ
ク 質 を 同 じ 切 片 に お い て 検 出 す る た め の 、 基 礎 的 ア ッ セ イ に お い て 手 順 方 法 を 改 善 す る 成
分 と し て 、 又 は 最 終 的 に 組 織 又 は 細 胞 中 の Ｒ Ｎ Ａ 及 び タ ン パ ク 質 の 発 現 の 比 較 レ ベ ル を 評
価 す る た め の 定 性 的 標 準 と し て 、 使 用 す る こ と が で き る 。
　 Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 、 実 施 例 １ に 詳 細 に 記 載 し た よ う な Ｒ Ｎ Ａ
溶 液 を 作 製 す る た め に イ ン ビ ト ロ で 転 写 す る 。 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ の 作 動 濃 度 の Ｈ ｅ ｒ ２ ／
Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２  Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 を 実 施 例 １ に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 作 製 す る 。 新 し い エ ッ ペ
ン ド ル フ 管 中 の ２ ０ ０ μ ｌ の Ｓ Ｑ Ｈ ２ Ｏ に ５ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト の Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 （ ５ μ ｇ ） を
加 え る 。 Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 を 含 む エ ッ ペ ン ド ル フ 管 を ９ ５ ℃ の ヒ ー ト ブ ロ ッ ク で ３ 分 間 加 熱 し て
Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 変 性 さ せ 、 つ い で 氷 で 即 座 に 冷 却 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 と は 別 個 に 、 最 終 濃 度
０ ． ４ ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ タ ン パ ク 質 を 、 実 施 例 ２ に 記 載 さ れ た よ う な
０ ． ９ ３ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の 合 成 Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２  Ｅ Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質 ５ ０ ０ μ ｌ を 添 加 す
る こ と に よ っ て 作 製 す る 。 タ ン パ ク 質 ／ 水 混 合 物 を 簡 単 に ボ ル テ ッ ク ス し た 後 、 ２ ５ ０ μ
ｌ の Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 に 添 加 す る 。 つ い で 、 約 ６ ０ ℃ ま で 簡 単 に 冷 却 し た 、 ２ ５ ０ μ ｌ の ８ ％ Ｎ
ｕ Ｓ ｉ ｅ ｖ ｅ ３ ： １ （ ９ ９ ℃ で 溶 融 し た 高 ゲ ル 強 度 の ア ガ ロ ー ス ） を Ｒ Ｎ Ａ ／ タ ン パ ク 質
混 合 物 に 添 加 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ ／ タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス 混 合 物 を 簡 単 に ボ ル テ ッ ク ス し た 後
、 １ ５ ｍ ｍ Ｘ １ ５ ｍ ｍ の Ｄ ｉ ｓ Ｐ Ｏ ベ ー ス モ ー ル ド （ Baxter Scientific） 中 に 注 ぐ 。 そ
の Ｒ Ｎ Ａ ／ タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス 混 合 物 を 少 な く と も １ 時 間 ４ ℃ で ゲ ル 化 さ せ た 。 Ｒ Ｎ
Ａ 、 タ ン パ ク 質 、 又 は ア ガ ロ ー ス の 濃 度 を 変 化 さ せ る た め に 、 そ の 成 分 の 体 積 を 、 Ｓ Ｑ Ｈ

２ Ｏ の 量 を 相 反 さ せ て 低 減 す る こ と に よ っ て 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 ゲ ル 形 成 後 、 Ｒ Ｎ
Ａ ／ タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク を 実 施 例 １ － ４ に 記 載 の よ う に し て プ ロ セ ッ シ ン グ
す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ９ ２ 】
実 施 例 ７
凍 結 細 胞 ア レ イ の 構 築
　 本 実 施 例 は 凍 結 細 胞 ア レ イ を 構 築 す る た め の 本 発 明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。
　 ４ ０ ｍ ｍ 長 ｘ １ ． ２ ｍ ｍ 外 径 の 寸 法 の 中 空 ガ ラ ス ピ ン 、 つ ま り ガ ラ ス 平 滑 端 を 含 ん で な
る 、 ２ ５ 本 の ピ ン を 有 す る ア レ イ ヤ ー を 作 製 し 、 ヒ ー ト シ ー ル し 、 １ ２ ｍ ｍ ｘ １ ２ ｍ ｍ （
１ ４ ４ ｍ ｍ ２ ） の 寸 法 の プ レ キ シ グ ラ ス 製 の 基 部 に エ ポ キ シ で 接 着 し た 。 各 ピ ン は １ ． ４
ｍ ｍ の 等 間 隔 に 離 間 し 、 金 属 小 片 と エ ポ キ シ を 含 む シ ー ラ ー で 塞 が れ て い る 。 流 動 性 Ｏ Ｃ
Ｔ 媒 体 を 、 ２ ２ ｍ ｍ ｘ ３ ０ ｍ ｍ ｘ ２ ０ ｍ ｍ （ 深 ） の 寸 法 の 使 い 捨 て 埋 め 込 み モ ー ル ド （ VW
R, San Francisco, CA） 中 に 注 い だ 。 ア レ イ ヤ ー ピ ン を 先 ず グ リ セ ロ ー ル に 浸 漬 し た 後 、
埋 め 込 み モ ー ル ド 内 に 含 ま れ る 流 動 性 Ｏ Ｃ Ｔ 媒 体 中 に 部 分 的 に 浸 漬 し た 。 流 動 性 Ｏ Ｃ Ｔ を
、 － １ ６ ０ ℃ イ ソ ペ ン タ ン の 極 低 温 中 に ３ か ら ５ 分 間 、 流 動 性 Ｏ Ｃ Ｔ 、 モ ー ル ド 及 び 係 合
ピ ン を 沈 め る こ と に よ っ て 凍 結 さ せ た 。 つ い で 、 ピ ン を Ｏ Ｃ Ｔ モ ー ル ド か ら 取 り 出 し 、 ア
レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク 中 に 少 な く と も ２ ０ ｍ ｍ 深 さ の ２ ５ ウ ェ ル の ア レ イ を 残 し た 。
ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク を 、 ウ ェ ル に 様 々 な 細 胞 株 懸 濁 液 を 充 填 す る ま で － ７ ０ ℃ で
保 存 し た 。
　 次 の チ ャ ー ト に 列 挙 し た 付 着 及 び 懸 濁 細 胞 の 双 方 を 用 い て 、 凍 結 ア レ イ に 添 加 し た 。 付
着 細 胞 は 室 温 で １ ５ － ２ ０ 分 間 ０ ． ５ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ の 存 在 下 で 組 織 培 養 フ ラ ス コ か ら 取
り 外 し た 後 、 １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 ４ ℃ に て Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 懸 濁 細 胞
（ Ｃ Ｏ Ｌ Ｏ ２ ０ ５ 、 ジ ャ ー カ ッ ト 、 及 び Ｂ ｊ ａ ｂ ） は Ｐ Ｂ Ｓ で ４ ℃ に て 直 接 洗 浄 し た 。 細
胞 数 を 、 粒 子 計 数 ア ナ ラ イ ザ ー （ Coulter Z2, Beckman Coulter） を 用 い て 決 定 し 、 細 胞
を 、 高 度 に 濃 縮 し た 細 胞 懸 濁 液 を 得 る た め に ７ ０ か ら １ ５ ０ μ ｌ の 冷 Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 再 懸 濁 さ
せ た 。 細 胞 懸 濁 液 を 充 填 ま で ４ ℃ に 維 持 し た 。 ア レ イ 中 に 充 填 し た 細 胞 懸 濁 液 の 最 終 密 度
を 表 ９ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ９ ４ 】
　 細 胞 を 充 填 す る た め に 、 Ｏ Ｃ Ｔ ア レ イ を 冷 保 存 所 か ら 取 り 出 し 、 室 温 で ド ラ イ ア イ ス を
満 た し た ボ ッ ク ス 上 に 配 す る 。 ア レ イ 位 置 に は 、 全 体 で ２ ５ の 位 置 に 対 し て 、 段 に Ａ － Ｅ
を 、 列 に １ － ５ の 番 号 を 付 し た 。 ア レ イ の 位 置 Ａ １ に ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 ０ ． ４ ％ （ Bivc
oBRL） を 配 向 マ ー カ ー と し て 充 填 し た 。 １ ０ ０ μ ｌ 未 満 の 上 述 の ２ ４ の 再 冒 険 濁 液 を そ れ
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ぞ れ 、 ２ ２ ゲ ー ジ の １ ． ５ イ ン チ 長 （ ０ ． ７ ｍ ｍ Ｘ ４ ０ ｍ ｍ ） 針 を 備 え た １ ｍ ｌ シ リ ン ジ
（ Becton Dickinson & Co., Bedford, MA） を 用 い て ア レ イ の 残 り の ウ ェ ル 中 に 充 填 し た
。 ア レ イ は ア レ イ ス ラ イ ド の た め に ス ラ イ ス さ れ る ま で － ７ ０ ℃ で 保 存 さ れ る 。
　 ６ μ ｍ か ら １ ２ μ ｍ の 厚 み の 一 又 は 複 数 の 切 片 を － ２ ０ ℃ の ク リ オ ス タ ッ ト 上 で 上 記 の
ア レ イ か ら 切 り 取 り 、 予 め 洗 浄 し た 顕 微 鏡 ス ラ イ ド （ ７ ５ ｍ ｍ Ｘ ２ ５ ｍ ｍ 、 ０ ． ９ ６ か ら
１ ． ０ ９ ｍ ｍ 厚 ） （ Baxter Diagnostic Inc.） 上 に 配 し た 。 各 ス ラ イ ド は 細 胞 ア レ イ の ２
つ の 切 片 （ １ ． ４ ４ ｃ ｍ ２ ） を 含 み 、 各 ス ポ ッ ト は お よ そ １ ． １ ｍ ｍ の 直 径 で あ っ た 。 細
胞 ア レ イ ス ラ イ ド は 分 析 に 使 用 す る ま で － ７ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
実 施 例 ８
凍 結 細 胞 ア レ イ で の 免 疫 組 織 化 学
　 本 実 施 例 は 凍 結 細 胞 ア レ イ の 切 片 に 対 し て 免 疫 化 学 的 手 法 を 実 施 す る た め の 本 発 明 の 有
用 性 を 証 明 す る 。
　 複 数 の 細 胞 試 料 を 含 む 実 施 例 ７ の 凍 結 細 胞 ア レ イ ス ラ イ ド を 、 少 な く と も ３ 時 間 室 温 で
空 気 乾 燥 さ せ た 後 、 ア セ ト ン 中 に ５ 分 間 固 定 し 、 一 晩 空 気 乾 燥 さ せ た 。 内 在 性 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 結 合 部 位 を Ｐ Ｂ Ｓ １ ％ Ｂ Ｓ Ａ で ３ ０ 分 ブ ロ ッ ク し た 後 、 そ の 上 に 、 ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ
の マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｅ ｐ -Ｃ Ａ Ｍ 蛍 光 結 合 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Biomedia Corp., Foster City
, CA） を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 室 温 で １ 時 間 覆 っ た 。 Ｐ Ｂ Ｓ で 数 回 す す い だ 後 、 切 片 を
２ 分 間 、 核 対 比 染 色 （ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） （ Hoechst 33342, Molecular Probes, Eugene,
 OR） 処 理 し 、 再 び す す い だ 後 、 Ｖ ｅ ｃ ｔ ａ ｓ ｈ ｉ ｅ ｌ ｄ 取 り 付 け 媒 体 （ Vecta Laborator
ies, Burlingham, CA） と 観 察 の た め の カ バ ー ガ ラ ス （ ２ ２ ｍ ｍ ２ 、 Ｎ ° １ , Corning） と
共 に 取 り 付 け た 。 免 疫 組 織 化 学 検 査 を 実 施 す る ま で 、 ス ラ イ ド を 光 と 塵 か ら 保 護 し て 保 存
し た 。
　 ア レ イ ス ポ ッ ト の 組 織 化 学 的 染 色 は 、 ア レ イ を 横 断 し て ス ポ ッ ト か ら ス ポ ッ ト に 至 る 不
均 一 な シ グ ナ ル を 生 じ た 。 ア レ イ 上 に 存 在 す る 異 な っ た 細 胞 型 が 同 じ 細 胞 密 度 で 充 填 さ れ
な か っ た 場 合 、 ヘ キ ス ト シ グ ナ ル 強 度 は 各 ス ポ ッ ト で 異 な っ て 見 え た 。 例 え ば 、 最 も 高 い
密 度 （ ６ １ ４ ． ４ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） で 充 填 さ れ た ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 に 対 応 す る ス ポ ッ
ト は 最 も 明 る く 見 え 、 ５ ０ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ よ り 低 い 密 度 で Ｎ Ｈ Ｄ Ｆ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｍ Ｃ 、 Ｎ
Ｈ Ｅ Ｋ 及 び Ｍ Ｃ Ｆ ７ の 細 胞 懸 濁 液 を 充 填 し た ス ポ ッ ト は 最 も 薄 く 見 え た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ス ラ イ ド の 幾 つ か に つ い て 、 マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｅ ｐ -Ｃ Ａ Ｍ 蛍 光 結 合 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （
上 掲 の Biomedia Corp.） を 用 い て 細 胞 表 面 Ｅ ｐ -Ｃ Ａ Ｍ の 有 無 を 分 析 し た 。 蛍 光 シ グ ナ ル
は 蛍 光 顕 微 鏡 と Ｔ ｙ ｐ ｈ ｏ ｏ ｎ ８ ６ ０ ０ ス キ ャ ナ ー を 用 い て 捕 捉 し た 。 最 も 強 い 蛍 光 シ グ
ナ ル （ Ｅ ｐ -Ｃ Ａ Ｍ ） は 細 胞 株 Ｃ Ｏ Ｌ Ｏ ２ ０ ５ 、 Ｈ Ｃ Ｔ １ １ ６ 、 Ｓ Ｗ ６ ２ ０ 、 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ３
及 び Ｓ ｋ Ｂ ｒ ３ に 対 し て 観 察 さ れ た 。 検 出 可 能 な 蛍 光 シ グ ナ ル が ま た 細 胞 株 Ｄ Ｕ １ ４ ５ 、
Ｎ Ｒ Ｐ １ ５ ４ 、 Ｍ Ｃ Ｆ ７ 、 Ｂ Ｔ ４ ７ ４ 及 び Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ に 対 し て 観 察 さ れ た 。 非 常 に 弱 い シ
グ ナ ル が 細 胞 株 Ｃ Ａ Ｓ Ｍ Ｃ 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 及 び Ｕ ８ ７ Ｍ Ｇ に 対 し て 見 ら れ た 。 Ｂ Ｋ Ｇ Ｅ 、 Ｐ
Ｃ ３ 、 Ｈ Ｉ Ａ Ｅ Ｃ 、 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ 、 Ｎ Ｈ Ｄ Ｆ 、 Ｎ Ｈ Ｅ Ｋ 、 Ａ ３ ７ ５ 、 Ａ ６ ７ ３ 、 ジ ャ ー カ ッ
ト 細 胞 、 Ｂ ｊ ａ ｂ 及 び Ｓ Ｋ Ｍ Ｅ Ｓ １ を 含 む 細 胞 ア レ イ の 他 の 細 胞 株 で は シ グ ナ ル は 観 察 さ
れ な か っ た 。
　 こ の デ ー タ は 、 こ こ に 記 載 し た 凍 結 細 胞 ア レ イ が 広 範 な タ ン パ ク 質 発 現 ス ク リ ー ニ ン グ
の 信 頼 で き る タ ン パ ク 質 発 現 デ ー タ を 提 供 す る こ と を 例 証 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 ９
凍 結 細 胞 ア レ イ で の イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 本 実 施 例 は 凍 結 細 胞 ア レ イ の 切 片 で イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施 す る た め
の 本 発 明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。
　 凍 結 細 胞 ア レ イ 中 の 凍 結 試 料 の Ｒ Ｎ Ａ の 保 存 の 完 全 性 を 、 次 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 細
胞 質 ア ク チ ン に 対 す る Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 評 価 し た
。 以 下 で 使 用 し た ヒ ト Ｂ -ア ク チ ン Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 転 写 す る た め に 使 用 し た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅
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Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 の 配 列 （ セ ン ス 配 向 ） は 次 の も の で あ る ：
GCTGCCTGACGGCCAGGTCATCACCATTGGCAATGAGCGGTTCCGCTGCCCTGAGGCACTCTTCCAGCCTTCCTTCCTGG
GCATGGAGTCCTGTGGCATCCACGAAACTACCTTCAACTCCATCATGAAGTGTGACTGTGACATCCGCAAAGACCTGTAC
GCCAACACAGTGCTGTCTGGCGGCACCACCATGTACCCTGGCATTGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACTGCCCTGGC
ACCCAGCACAATGAAGATCAAGATCATTGCTCCTCTGAGCGCAAGTACTC [配 列 番 号 ： ７ ]
凍 結 ス ラ イ ド を 室 温 で 解 凍 し た 後 、 そ の ス ラ イ ド ボ ッ ク ス に 入 れ た ま ま で ４ ２ ℃ で ５ 分 間
温 め た 。 つ い で 、 ス ラ イ ド を そ の ボ ッ ク ス か ら 取 り 出 し 、 ４ ２ ℃ で 更 に １ ０ 分 ベ ー ク し た
。 ス ラ イ ド を 氷 上 ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ／ １ ％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 中 に １ ５ 分 、 後 固
定 し た 後 、 ０ ． ５ Ｘ の Ｓ Ｓ Ｃ で ５ 分 す す い だ 。 切 片 を 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 、 ４ μ ｇ ／ ｍ Ｌ
の プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 中 で 除 タ ン パ ク し た 後 、 ０ ． ５ Ｘ の Ｓ Ｓ Ｃ で １ ０ 分 洗 浄 し た 。 そ の ス
ラ イ ド を エ タ ノ ー ル 勾 配 （ ７ ０ ％ － ９ ５ ％ － １ ０ ０ ％ ） で 脱 水 し 、 空 気 乾 燥 さ せ た 。 そ の
ス ラ イ ド を １ ０ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 １ ０
％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 、 及 び ２ Ｘ の Ｓ Ｓ Ｃ ） で 覆 い 、 ４ ２ ℃ で １ － ４ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ
ズ し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ２ Ｘ １ ０ ６ ｃ ｐ ｍ の 濃 度 で 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ｔ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む １ ０ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー に 溶 解 さ せ た 上 述 し た [３ ３ Ｐ ]標 識 一 本 鎖 ア ク チ ン Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ
を 、 ス ラ イ ド 上 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー に 添 加 し 、 よ く 混 合 し 、 カ バ ー
ガ ラ ス で 覆 い 、 密 封 さ れ た 加 湿 容 器 中 で ５ ５ ℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 室 温 で １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ２ Ｘ の Ｓ Ｓ Ｃ 中 で １ ０ 分 間
、 ２ 回 洗 浄 し 、 つ い で １ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ８ 、 ０ ． ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 ２ ０ μ ｇ ／ ｍ
Ｌ の Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ａ 中 で ３ ７ ℃ に て ３ ０ 分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の ス ラ イ ド を 室 温 で
１ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ２ Ｘ の Ｓ Ｓ Ｃ 中 で １ ０ 分 間 、 ４ 回 洗 浄 し た 後 、 ５ ５ ℃ で １ ｍ Ｍ の
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ０ ． １ Ｘ の Ｓ Ｓ Ｃ 中 で そ れ ぞ れ ３ ０ 分 間 、 ４ 回 洗 浄 し 、 そ の 後 、 室 温 で １
０ 分 間 、 ０ ． ５ Ｘ の Ｓ Ｓ Ｃ 中 で 洗 浄 し た 。 ス ラ イ ド を 、 ０ ． ３ Ｍ の 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含
む ５ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 及 び ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル で そ れ ぞ れ ２ 分 間 脱 水 し 、 空 気 乾 燥 し た 。
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 を 見 る た め に 、 ス ラ イ ド を ス ト レ ー ジ リ ン 光 体 ス ク リ ー
ン （ コ ダ ッ ク ） に １ ８ 時 間 暴 露 し た 。 リ ン 光 体 ス ク リ ー ン を Ｔ ｙ ｐ ｈ ｏ ｏ ｎ ８ ６ ０ ０ バ リ
ア ブ ル モ ー ド イ メ ー ジ ャ ー （ Molecular Dynamics） を 用 い て ス キ ャ ン し た 。 ア ク チ ン ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル は 実 施 例 ８ に 記 載 さ れ た 凍 結 細 胞 ア レ イ 上 の 全 て の 異 な る ス
ポ ッ ト で 検 出 さ れ た 。 観 察 さ れ た シ グ ナ ル の 強 度 は ア レ イ 上 に 充 填 し た 細 胞 数 に 相 関 し て
い た 。 Ｓ Ｋ Ｂ ｒ ３ 乳 癌 細 胞 に 対 応 す る ス ポ ッ ト の み 、 お そ ら く は 凍 結 細 胞 ア レ イ ス ラ イ ド
の エ レ メ ン ト の 喪 失 の た め に 、 シ グ ナ ル を 欠 い て い た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の 凍 結 細
胞 ア レ イ が 良 好 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ 保 存 性 を も た ら し 、 同 時 に 多 く の 異 な っ た 細 胞 株 に 対 し て 信 頼
性 の あ る イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 実 施 す る の に 十 分 で あ る こ と を 例 証 し て
い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
実 施 例 １ ０
凍 結 細 胞 ア レ イ 上 の リ ガ ン ド ／ レ セ プ タ ー 結 合
　 本 実 施 例 は 凍 結 細 胞 ア レ イ の 切 片 上 で リ ガ ン ド ／ レ セ プ タ ー 結 合 実 験 を 実 施 す る た め の
本 発 明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。
　 実 施 例 ８ の 凍 結 細 胞 ア レ イ か ら の マ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド を 、 DesnoyerL.等 , The jour
nal of Histochemistry and Cytochemistry, Vol. 48, pp1-9に よ っ て 記 載 さ れ て い る 方
法 に 従 っ て Ｉ Ｇ Ｆ -１ レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 を 同 定 す る た め に 使 用 し た 。 特 に 、 １ ０
μ ｍ 厚 の 一 又 は 複 数 の 凍 結 細 胞 ア レ イ 切 片 を 、 ３ ０ 秒 の 間 室 温 に 置 い た Superfrost Plus 
Gold顕 微 鏡 ス ラ イ ド （ Ery Scientific, Portsmouth, NH） に 適 用 し 、 つ い で 最 小 ３ 日 間 －
２ ０ ℃ で 保 存 し た 後 、 － ７ ０ ℃ の 温 度 で の 保 存 に 移 し た 。 リ ガ ン ド ／ レ セ プ タ ー 結 合 手 順
の 日 に 、 凍 結 細 胞 ア レ イ ス ラ イ ド を 室 温 に 戻 し た 後 直 ぐ に 、 ３ ｍ Ｍ の Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 ３ ｍ Ｍ
の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 、 ５ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 及 び １ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ３ ５ ｍ Ｍ の 酢 酸 （ ｐ Ｈ ３ ． ５ ）
中 で ４ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ い で 、 ス ラ イ ド を 、 ３ ２ ｍ Ｍ の ス ク ロ ー ス を 含 む Ｈ Ｂ Ｓ
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-Ｃ （ ２ ５ ｍ Ｍ の Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ２ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ｍ Ｍ の Ｃ ａ Ｃ ｌ ２

、 ３ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 、 ５ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 完 全 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル ） で 洗
浄 し 、 非 特 異 的 結 合 部 位 を ３ ％ Ｂ Ｓ Ａ 及 び ３ ２ ｍ Ｍ ス ク ロ ー ス を 含 む Ｈ Ｂ Ｓ -Ｃ で ２ ０ 分
間 、 ブ ロ ッ ク し た 。 ア ビ ジ ン と ビ オ チ ン の 結 合 部 位 を 、 Ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ （ Burlingame, CA）
の ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン ブ ロ ッ ク キ ッ ト を 使 用 し て ブ ロ ッ ク し た 。 内 在 性 ヒ ス チ ジ ン リ ッ チ
部 位 を 、 １ ｍ Ｍ の Ｎ ｉ Ｃ ｌ 中 で １ ０ 分 間 ス ラ イ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て ブ ロ
ッ ク し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 凍 結 細 胞 ア レ イ ス ラ イ ド を 、 ３ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｈ Ｂ Ｓ -Ｃ バ ッ フ ァ ー 中 で ５ ｎ Ｍ の Ｈ ｉ
ｓ タ グ Ｉ Ｇ Ｆ -１ の 存 在 又 は 非 存 在 下 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む
冷 Ｈ Ｂ Ｓ -Ｃ バ ッ フ ァ ー で そ れ ぞ れ １ 分 間 の ３ 回 洗 浄 し た 。 そ の ス ラ イ ド を ４ ％ ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ ０ 分 間 固 定 さ せ 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｈ Ｂ Ｓ -Ｃ で 洗 浄 し た 。
内 在 性 抗 体 結 合 部 位 を 、 Ｈ Ｂ Ｓ -Ｃ 中 １ ． ５ ％ の 清 浄 な ウ マ 血 清 で ２ ０ 分 間 ブ ロ ッ ク し た
。 つ い で 、 ス ラ イ ド を 、 Ｈ Ｂ Ｓ -Ｃ ／ ３ ％ Ｂ Ｓ Ａ 中 で １ 時 間 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｈ ６ 抗 体 （ R
oche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ い で
、 ス ラ イ ド を Ｈ Ｂ Ｓ -Ｃ ／ １ ％ Ｂ Ｓ Ａ で 洗 浄 し 、 ３ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｈ Ｂ Ｓ -Ｃ で １ ／ ２ ０ ０
に 希 釈 し た ビ オ チ ン 化 ウ マ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Vector, Burlingame, CA） と 共 に ３ ０ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド を ４ 分 間 ３ 回 洗 浄 し 、 １ ０ 分 間 Ｐ Ｂ Ｓ ／ ４ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ
ド で 固 定 し た 。 そ の ス ラ イ ド を Ｈ Ｂ Ｓ -Ｃ ／ １ ％ Ｂ Ｓ Ａ で 洗 浄 し 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ に 結 合 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド を 、 Ｈ Ｂ Ｓ -
Ｃ ／ １ ％ Ｂ Ｓ Ａ で １ 分 間 ３ 回 洗 浄 し 、 Ｎ Ｅ Ｎ 希 釈 バ ッ フ ァ ー （ NEN Life Science Product
s, Boston, MA） 中 ビ オ チ ン 結 合 チ ラ ミ ド （ Ｔ Ｓ Ａ ） と 共 に １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 別 法 と し て 、 ス ラ イ ド は Ｔ Ｓ Ａ -Ａ ｌ ｅ ｘ ａ ４ ８ ８ （ Molecular Probes, Eugene, OR）
と 共 に １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が で き る 。 反 応 は Ｔ Ｂ Ｓ ／ ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ ４ 分 ３
回 洗 浄 す る こ と に よ っ て 停 止 さ せ た 。 ビ オ チ ン 結 合 Ｔ Ｓ Ａ と 共 に 前 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た
ス ラ イ ド を 、 Ｔ Ｂ Ｓ ／ ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 中 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ と 共 に ３ ０ 分 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 最 後 に 、 凍 結 細 胞 ア レ イ ス ラ イ ド を Ｔ Ｂ Ｓ ／ ０ ． ０ ５ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ 中 に そ れ ぞ れ １
分 間 で ３ 回 洗 浄 し 、 Ｖ ｅ ｃ ｔ ａ ｓ ｈ ｉ ｅ ｌ ｄ 取 り 付 け 媒 体 （ Vector, Burlingame, CA） を
用 い て 取 り 付 け た 後 、 蛍 光 顕 微 鏡 を 使 用 し て 分 析 し た 。 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 ビ オ チ ン 結 合 チ
ラ ミ ド ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 又 は Ｔ Ｓ Ａ -Ａ ｌ ｅ ｘ ａ ４ ８ ８ シ グ ナ ル 系 の 何
れ か を 使 用 し て Ｉ Ｇ Ｆ -１ の 存 在 又 は 非 存 在 下 で ア レ イ ス ラ イ ド 中 の Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ （ ヒ ト 微
小 血 管 内 皮 細 胞 ） 及 び Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ （ ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 ） 細 胞 試 料 に 対 し て 検 出 さ れ た
。 ビ オ チ ン 結 合 チ ラ ミ ド ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 又 は Ｔ Ｓ Ａ -Ａ ｌ ｅ ｘ ａ ４ ８
８ シ グ ナ ル 系 の 例 え ば Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ 及 び Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 の よ う な 、 幾 つ か の 細 胞 型 の 凍 結 細
胞 Ｉ Ｇ Ｆ -１ の 結 合 が ア レ イ 中 で 検 出 さ れ が 、 Ｉ Ｇ Ｆ -１ を 欠 く コ ン ト ロ ー ル 細 胞 で は 観 察
さ れ な か っ た 。
　 こ の デ ー タ は 、 こ こ に 記 載 し た 凍 結 細 胞 ア レ イ に よ り 、 同 時 に 多 く の 異 な っ た 細 胞 株 に
対 し て の リ ガ ン ド ／ レ セ プ タ ー 結 合 手 順 に 適 合 す る 細 胞 表 面 の 天 然 タ ン パ ク 質 の 良 好 な 保
存 が 達 成 で き る こ と を 例 証 し て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
実 施 例 １ １
凍 結 組 織 ア レ イ の 構 築
　 本 実 施 例 は 凍 結 組 織 ア レ イ を 構 築 す る た め の 本 発 明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。
　 ２ ５ 本 の ４ ０ ｍ ｍ ｘ １ ． ２ ｍ ｍ ピ ン を 有 す る ア レ イ ヤ ー を 実 施 例 ７ に 記 載 の よ う に し て
構 築 す る 。 Ｏ Ｃ Ｔ ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク を 実 施 例 ７ に 記 載 の よ う に し て 構 築 す る 。
試 料 組 織 を 液 体 窒 素 で フ ラ ッ シ ュ 凍 結 し 、 － ７ ０ ℃ で 保 存 す る 。 組 織 試 料 の タ イ プ は 変 わ
り 得 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 又 は 他 の 供 給 源 の 正 常 又 は 異 常 組 織 が 含 ま れ る 。 Ｏ Ｃ Ｔ ア レ イ レ シ ピ
エ ン ト ブ ロ ッ ク を 冷 保 存 所 か ら 取 り 出 し 、 室 温 で ド ラ イ ア イ ス を 満 た し た ボ ッ ク ス 上 に 配
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す る 。 ア レ イ 位 置 に は 、 全 体 で ２ ５ の 位 置 に 対 し て 、 段 に Ａ － Ｅ を 、 列 に １ － ５ の 番 号 を
付 し た 。 ア レ イ の 位 置 Ａ １ に ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 ０ ． ４ ％ （ BivcoBRL） を 配 向 マ ー カ ー と
し て 充 填 し た 。 ア レ イ の 位 置 Ａ １ に ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 ０ ． ４ ％ （ BivcoBRL） を 配 向 マ ー
カ ー と し て 充 填 し た 。 手 作 業 で 、 あ る い は 別 法 と し て 、 直 径 １ ｍ ｍ の 特 注 サ イ ズ の パ ン チ
を 備 え た Ｂ ｅ ｅ ｃ ｈ ｅ ｒ  Ｉ ｎ ｓ ｔ ｒ ｕ ｍ ｅ ｎ ｔ の よ う な 組 織 ア レ イ ヤ ー を 使 用 し て 、 凍
結 組 織 の 選 択 し た 領 域 か ら 凍 結 し た 組 織 試 料 を 取 り 出 し た 。 組 織 コ ア の 外 径 は 、 組 織 コ ア
が Ｏ Ｃ Ｔ ウ ェ ル 中 に し っ か り と 嵌 ま る よ う に Ｏ Ｃ Ｔ ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク の ウ ェ ル
の 直 径 と 同 じ 寸 法 で な け れ ば な ら な い 。 別 法 と し て 、 組 織 コ ア を 、 Ｏ Ｃ Ｔ 中 に 挿 入 す る 前
に 、 適 切 な 溶 媒 の よ う な 接 着 媒 体 、 例 え ば エ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル で 希 釈 し た Ｏ Ｃ Ｔ 、 プ
ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル で 希 釈 し た Ｏ Ｃ Ｔ 、 又 は プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 中 に 沈 め （ 接 着 媒 体 が
Ｏ Ｃ Ｔ よ り 約 ５ － １ ０ ℃ 低 い 凍 結 温 度 を 有 す る よ う に ） 、 ア レ イ へ の 凍 結 組 織 コ ア の 接 着
を 促 進 さ せ る こ と が で き る 。 し か し 、 接 着 媒 体 は 凍 結 組 織 の 解 凍 を 生 じ る 温 度 を 越 え て は
な ら な い 。
　 ６ μ ｍ か ら １ ２ μ ｍ の 厚 み の 一 又 は 複 数 の 切 片 を ク リ オ ス タ ッ ト 上 で 凍 結 ア レ イ か ら 切
り 取 り 、 予 め 洗 浄 し た 顕 微 鏡 ス ラ イ ド （ ７ ５ ｍ ｍ Ｘ ２ ５ ｍ ｍ 、 ０ ． ９ ６ か ら １ ． ０ ９ ｍ ｍ
厚 ） （ Baxter Diagnostic Inc.） 上 に 配 す る 。 各 ス ラ イ ド は 凍 結 ア レ イ の ２ つ の 切 片 （ １
２ ｍ ｍ ２ ） を 含 み 、 各 ス ポ ッ ト は お よ そ １ ｍ ｍ の 直 径 で あ る 。 凍 結 組 織 ア レ イ ス ラ イ ド は
分 析 に 使 用 す る ま で － ７ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
実 施 例 １ ２
凍 結 組 織 ア レ イ の Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物
　 本 実 施 例 は 、 ア ガ ロ ー ス の よ う な 固 体 埋 め 込 み 材 料 中 の 既 知 量 の 生 物 学 的 分 子 を 有 す る
内 部 標 準 調 製 物 を 使 用 し て 、 凍 結 組 織 ア レ イ 中 の Ｒ Ｎ Ａ の よ う な 生 物 学 的 に 有 用 な 分 子 を
定 量 す る た め の 本 発 明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。
　 凍 結 Ｏ Ｃ Ｔ ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク は 実 施 例 ７ に 記 載 さ れ た 方 法 を 使 用 し て 作 製 さ
れ る ； 該 凍 結 レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク は 充 填 さ れ る ま で － ７ ０ ℃ に 保 存 す る 。 Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ
ｒ ｂ Ｂ ２  Ｒ Ｎ Ａ を 実 施 例 １ に 記 載 し た 方 法 を 使 用 し て イ ン ビ ト ロ に て 転 写 さ せ る 。
　 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ の 作 動 濃 度 の Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２  Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 を 、 新 し い エ ッ ペ ン
ド ル フ 管 に ５ ０ μ ｌ の Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 と ２ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｅ を 加 え る こ と に よ っ て 作 製 す る 。 エ
ッ ペ ン ド ル フ 管 を ９ ５ ℃ の ヒ ー ト ブ ロ ッ ク で ３ 分 間 加 熱 し て Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 変 性 さ せ 、 つ
い で 氷 で 即 座 に 冷 却 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 に 、 ２ ５ ０ μ ｌ の ８ ％ Ｎ ｕ Ｓ ｉ ｅ ｖ ｅ ３ ： １ （ ９ ９
℃ で 溶 融 し た 高 ゲ ル 強 度 の ア ガ ロ ー ス ） と ５ ０ ℃ の ヒ ー ト ブ ロ ッ ク で 温 め た ５ ０ ０ μ ｌ の
Ｓ Ｑ Ｈ ２ Ｏ を 添 加 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 混 合 物 を 簡 単 に ボ ル テ ッ ク ス し た 後 、 １ ５ ｍ
ｍ Ｘ １ ５ ｍ ｍ の Ｄ ｉ ｓ Ｐ Ｏ ベ ー ス モ ー ル ド （ Baxter Scientific） 中 に 注 い だ 。 内 部 標 準
調 製 物 中 の Ｒ Ｎ Ａ の 最 終 濃 度 は ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ で あ る 。 つ い で 、 そ の Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 混
合 物 を 少 な く と も １ 時 間 ４ ℃ で ゲ ル 化 さ せ た 。 ゲ ル の 形 成 後 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ
ク を 清 浄 な 剃 刀 の 刃 を 使 用 し て プ ラ ス チ ッ ク モ ー ル ド か ら 除 去 し た 。 パ ン チ 又 は 組 織 ア レ
イ ヤ ー の よ う な ア レ イ 化 機 器 を 用 い て 、 こ こ に 記 載 さ れ た よ う に し て Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス
ブ ロ ッ ク か ら コ ア を 取 り 出 し た 。 ま た 同 様 の ア レ イ 化 機 器 を 用 い て 、 実 施 例 １ １ に 記 載 さ
れ て い る よ う な ア レ イ の 他 の ウ ェ ル 中 に 組 織 試 験 試 料 の コ ア を 挿 入 す る こ と も で き る 。 別
法 と し て 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 混 合 物 は 、 そ れ が Ｏ Ｃ Ｔ ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク 中 に
ゲ ル を 形 成 す る 前 に ピ ペ ッ ト で 取 り 出 し う る 。 コ ア は ま た 固 化 冷 却 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ
ー ス ブ ロ ッ ク か ら 作 製 す る こ と も で き る 。 内 部 標 準 調 製 物 を 有 す る ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ
ロ ッ ク は 試 料 の 充 填 ま で － ７ ０ ℃ で 保 存 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
実 施 例 １ ３
凍 結 細 胞 ア レ イ の タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物
　 本 実 施 例 は 、 ア ガ ロ ー ス の よ う な 固 体 埋 め 込 み 材 料 中 の 既 知 量 の 生 物 学 的 分 子 を 有 す る
内 部 標 準 調 製 物 を 使 用 し て 、 凍 結 細 胞 ア レ イ 中 の タ ン パ ク 質 の よ う な 生 物 学 的 に 有 用 な 分
子 を 定 量 す る た め の 本 発 明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。
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　 凍 結 Ｏ Ｃ Ｔ ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク は 実 施 例 ７ に 記 載 さ れ た 方 法 を 使 用 し て 作 製 さ
れ る ； 該 凍 結 レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク は 充 填 さ れ る ま で － ７ ０ ℃ に 保 存 す る 。 Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ
ｒ ｂ Ｂ ２ タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 を 、 タ ン パ ク 質 と ア ガ ロ ー ス を 混 合 し た
後 、 混 合 物 を 部 分 的 に 冷 却 し て 、 注 ぐ の に は 十 分 に 温 か い が 凍 結 Ｏ Ｃ Ｔ を 溶 融 さ せ な い 程
度 に は 冷 え て い る よ う に す る 点 を 除 い て 、 実 施 例 ２ に 記 載 し た 方 法 を 使 用 し て 作 製 す る 。
　 Ｏ Ｃ Ｔ ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク を 冷 保 存 所 か ら 取 り 出 し 、 室 温 で ド ラ イ ア イ ス を 満
た し た ボ ッ ク ス 上 に 配 す る 。 細 胞 を 充 填 す る た め に 、 Ｏ Ｃ Ｔ ア レ イ を 冷 保 存 所 か ら 取 り 出
し 、 室 温 で ド ラ イ ア イ ス を 満 た し た ボ ッ ク ス 上 に 配 す る 。 ア レ イ 位 置 に は 、 全 体 で ２ ５ の
位 置 に 対 し て 、 段 に Ａ － Ｅ を 、 列 に １ － ５ の 番 号 を 付 し た 。 ア レ イ の 位 置 Ａ １ に ト リ パ ン
ブ ル ー 染 色 ０ ． ４ ％ （ BivcoBRL） を 配 向 マ ー カ ー と し て 充 填 し た 。 Ｏ Ｃ Ｔ ア レ イ レ シ ピ エ
ン ト ブ ロ ッ ク の 段 Ａ の 一 又 は 複 数 の ウ ェ ル に 、 ２ ２ Ｇ １ ． ５ イ ン チ 長 （ ０ ． ７ ｍ ｍ Ｘ ４ ０
ｍ ｍ ） 針 の １ ｍ ｌ シ リ ン ジ （ Becton Dickinson & Co.） を 用 い て タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス
内 部 標 準 調 製 物 を 充 填 す る 。 Ｏ Ｃ Ｔ ア レ イ の 他 の ウ ェ ル に は 、 実 施 例 ７ に 記 載 し た よ う な
細 胞 懸 濁 液 を 充 填 す る 。 凍 結 ア レ イ は 切 片 化 ま で － ７ ０ ℃ で 保 存 さ れ る 。
　 別 法 と し て 、 タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス 混 合 物 を つ い で 少 な く と も １ 時 間 ４ ℃ で ゲ ル 化 さ
せ る 。 ゲ ル 形 成 後 、 タ ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク を 清 浄 な 剃 刀 の 刃 を 用 い て プ ラ ス チ
ッ ク モ ー ル ド か ら 除 去 す る 。 パ ン チ 又 は 組 織 ア レ イ ヤ ー の よ う な ア レ イ 化 機 器 を 用 い て タ
ン パ ク 質 ／ ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク か ら コ ア を 抽 出 す る 。 同 様 の ア レ イ 化 機 器 を 用 い て ア レ イ
の 他 の ウ ェ ル 中 に 組 織 試 験 試 料 の コ ア を 挿 入 す る こ と も で き る 。 　
【 ０ １ ０ ５ 】
実 施 例 １ ４
セ ル ロ ー ス ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 配 向 マ ー カ ー
　 本 実 施 例 は 、 ア ガ ロ ー ス の よ う な 埋 め 込 み 材 料 中 に 、 ア レ イ 中 の セ ル ロ ー ス の よ う な 放
射 性 及 び ／ 又 は 蛍 光 プ ロ ー ブ の 非 特 異 的 バ イ ン ダ ー か ら な る 配 向 マ ー カ ー を 収 容 す る た め
の 本 発 明 に 有 用 性 を 証 明 す る 。 特 に 、 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー イ メ ー ジ で 見 た 場 合 、 同 位 体
的 に 標 識 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 非 特 異 的 バ イ ン ダ ー に よ り ア レ イ 中 で
の 他 の シ グ ナ ル の 明 瞭 な 配 向 が 可 能 に な る 。 第 一 の 内 部 標 準 調 製 物 は こ こ に 記 載 し た 標 準
分 子 の 非 特 異 的 バ イ ン ダ ー と し て 微 粒 状 セ ル ロ ー ス を 使 用 し て 作 製 し た 。 約 ２ ０ 重 量 ／ 体
積 ％ の セ ル ロ ー ス を 含 む 非 特 異 的 バ イ ン ダ ー を 合 成 す る た め に 、 約 １ ｇ の 微 粒 状 セ ル ロ ー
ス （ Sigma Chem. Co. カ タ ロ グ 番 号 C-6413） を ３ ｍ ｌ の Ｈ ２ Ｏ に 添 加 し 、 混 合 し て 懸 濁 液
を 生 成 し た 。 セ ル ロ ー ス 懸 濁 液 の ７ ５ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト を ２ ５ ０ μ ｌ の ８ ％ Ｎ ｕ Ｓ ｉ ｅ ｖ
ｅ ３ ： １ ア ガ ロ ー ス （ ９ ９ ℃ で 溶 融 し た 高 ゲ ル 強 度 の ア ガ ロ ー ス ） に 添 加 し 、 ボ ル テ ッ ク
ス し 、 １ ５ ｍ ｍ Ｘ １ ５ ｍ ｍ の Ｄ ｉ ｓ Ｐ Ｏ ベ ー ス モ ー ル ド （ Baxter Scientific） 中 に 注 い
だ 。 第 一 の 内 部 標 準 調 製 物 を 少 な く と も １ 時 間 ４ ℃ で ゲ ル 化 さ せ た 。 配 向 マ ー カ ー を 含 む
図 １ ０ に 示 さ れ る 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 マ ー カ ー 中 の 非 特 異 的 結 合 材 料 、 微 粒 状 セ ル ロ
ー ス へ の 標 識 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 非 特 異 的 結 合 を 証 明 し て い る 。 Ｔ Ｍ Ａ 配 向 マ ー
カ ー は 図 １ ０ の ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー ス キ ャ ン に 矢 印 で 示 し て い る 。 セ ル ロ ー ス コ ア は 一
貫 し て プ ロ ー ブ に 非 特 異 的 に 結 合 し 、 配 向 マ ー カ ー に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ な エ レ メ ン ト の 明
瞭 な 整 列 が 可 能 に な っ た 。
　 第 二 の 内 部 標 準 調 製 物 は こ こ に 記 載 し た 標 準 分 子 の 非 特 異 的 バ イ ン ダ ー と し て 繊 維 状 セ
ル ロ ー ス を 使 用 し て 作 製 し た 。 約 ２ ０ 重 量 ／ 体 積 ％ の セ ル ロ ー ス を 含 む 非 特 異 的 バ イ ン ダ
ー を 合 成 す る た め に 、 約 １ ｇ の 繊 維 状 セ ル ロ ー ス （ Sigma Chem. Co. カ タ ロ グ 番 号 C-6288
） を ３ ｍ ｌ の Ｈ ２ Ｏ に 添 加 し 、 混 合 し て 懸 濁 液 を 生 成 し た 。 セ ル ロ ー ス 懸 濁 液 の ７ ５ ０ μ
ｌ ア リ コ ー ト を ２ ５ ０ μ ｌ の ８ ％ Ｎ ｕ Ｓ ｉ ｅ ｖ ｅ ３ ： １ ア ガ ロ ー ス （ ９ ９ ℃ で 溶 融 し た 高
ゲ ル 強 度 の ア ガ ロ ー ス ） に 添 加 し 、 ボ ル テ ッ ク ス し 、 １ ５ ｍ ｍ Ｘ １ ５ ｍ ｍ の Ｄ ｉ ｓ Ｐ Ｏ ベ
ー ス モ ー ル ド （ Baxter Scientific） 中 に 注 い だ 。 第 二 の 内 部 標 準 調 製 物 を 少 な く と も １
時 間 ４ ℃ で ゲ ル 化 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ゲ ル の 生 成 後 に 、 第 一 及 び 第 二 の 内 部 標 準 調 製 物 ／ 配 向 マ ー カ ー の 各 々 を 清 浄 な 剃 刀 の
刃 を 使 用 し て プ ラ ス チ ッ ク モ ー ル ド か ら 除 去 し 、 無 傷 の ブ ロ ッ ク を 室 温 で 一 晩 １ ０ ％ の 中
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性 緩 衝 ホ ル マ リ ン に 固 定 し た 。 つ い で 、 ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク を ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル に 移 し 、
実 施 例 １ に 記 載 し た よ う な パ ラ フ ィ ン 包 埋 の 標 準 的 技 術 を 使 用 し て プ ロ セ シ ン グ し た 。
　 ９ つ の ウ ェ ル が １ 列 の パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 製 の 生 物 学 的 ア レ イ を 、 ア レ イ の 第 一 の ３ つ
の ウ ェ ル 中 に 第 一 の 内 部 標 準 調 製 物 の ３ つ の コ ア を 、 ア レ イ の 中 央 の ３ つ の ウ ェ ル 中 に ア
ガ ロ ー ス の ３ つ の コ ア を 、 ア レ イ の 最 後 の ３ つ の ウ ェ ル 中 に 第 二 の 内 部 標 準 調 製 物 の ３ つ
の コ ア を 挿 入 す る こ と に よ り 、 こ こ に 記 載 し た よ う に し て 作 製 し た 。 前 述 の ９ つ の コ ア に
直 交 し て 等 し い 厚 み の ４ つ の ス ラ イ ス を ア レ イ か ら 切 り 取 り 、 ４ つ の ス ラ イ ス の 各 々 を 実
施 例 ３ 及 び ４ に 記 載 の 如 く ガ ラ ス ス ラ イ ド に 取 り 付 け て ４ つ の マ イ ク ロ ア レ イ を 形 成 し た
。
　 Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２  Ｒ Ｎ Ａ の ア ン チ セ ン ス 及 び セ ン ス プ ロ ー ブ を 実 施 例 ３ に 記 載 の
如 く [３ ３ Ｐ ]標 識 を 付 し て 調 製 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ を 転 写 す る た め に 使 用 し た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ
鋳 型 の 配 列 （ セ ン ス 配 向 ） は 次 の も の で あ る ：
TGGTCGTGGTCTTGGGGGTGGTCTTTGGGATCCTCATCAAGCGACGGCAGCAGAAGATCCGGAAGTACACGATGCGGAGA
CTGCTGCAGGAAACGGAGCTGGTGGAGCCGCTGACACCTAGCGGAGCGATGCCCAACCAGGCGCAGATGCGGATCCTGAA
AGAGACGGAGCTGAGGAAGGTGAAGGTGCTTGGATCTGGCGCTTTTGGCACAGTCTACAAGGGCATCTGGATCCCTGATG
GGGAGAATGTGAAAATTCCAGTGGCCATCAAAGTGTTGAGGGAAAACACATCCCCCAAAGCCAACAAAGAAATCTTAGAC
GAAGCATACGTGATGGCTGGTGTGGGCTCCCCATATGTCTCCCGCCTTCTGGGCATCTGCCTGACATCCACGGTGCAGCT
GGTGACACAGCTTATGCCCTATGGCTGCCTCTTAGACCATGTCCGGGAAAACCGCGGACGCCTGGGCTCCCAGGACCTGC
TGAACTGGTGTATGCAGATTGCCAAGGGGATGAGCTACCTGGAGGATGTGCGGCTCGTACACAGGGACTTGGCCGCTCGG
AACGTGCTGGTCAAGAGTCCCAACCATGTCAAAATTACAGACTTCGGGCTGGCTCGGCTG [配 列 番 号 ： ８ ]
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ２ つ の マ イ ク ロ ア レ イ を ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 ２ つ の マ イ ク ロ
ア レ イ を セ ン ス プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 図 １ １ Ａ － １ １ Ｄ か ら 分 か る よ う に 、
セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ プ ロ ー ブ 双 方 が セ ル ロ ー ス 含 有 内 部 標 準 調
製 物 に 検 出 可 能 に 結 合 し た 。 図 １ １ Ａ 及 び １ １ Ｂ は ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ し た 一 つ の マ イ ク ロ ア レ イ と セ ン ス プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 一 つ の マ イ ク ロ ア レ
イ そ れ ぞ れ に 対 す る 自 己 蛍 光 （ 励 起 周 波 数 ＝ ５ ３ ２ ｎ ｍ 、 設 定 発 光 フ ィ ル タ ー ＝ ６ １ ０ ｎ
ｍ ／ バ ン ド パ ス ３ ０ ｎ ｍ ） を 示 し て い る 。 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー を 用 い て 、 実 施 例 ３ に 記
載 の 如 く 残 り の ２ つ の マ イ ク ロ ア レ イ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 結 果 を 確 認 し 、 そ の 結 果
は ア ン チ セ ン ス 及 び セ ン ス プ ロ ー ブ に 対 し て そ れ ぞ れ 図 １ １ Ｃ 及 び １ １ Ｄ に 示 す 。 セ ル ロ
ー ス 含 有 内 部 標 準 調 製 物 を そ の 自 己 蛍 光 と 標 識 プ ロ ー ブ の 非 特 異 的 結 合 の 双 方 に よ っ て 可
視 化 で き る と い う 事 実 は 、 ほ ん の 僅 か な 臨 床 試 料 コ ア が Ｉ Ｓ Ｈ ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー シ グ
ナ ル で 可 視 で き る だ け の 場 合 で も 、 こ れ ら の 内 部 標 準 調 製 物 を 、 Ｉ Ｓ Ｈ ホ ス フ ォ イ メ ー ジ
ャ ー シ グ ナ ル を コ ア 位 置 に 登 録 す る た め の 位 置 マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と を 可 能 に す る
。
【 ０ １ ０ ８ 】
実 施 例 １ ５
染 料 ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 配 向 マ ー カ ー
　 本 実 施 例 は 、 ア ガ ロ ー ス の よ う な 埋 め 込 み 材 料 中 に 、 ア レ イ 中 の 染 料 か ら な る 内 部 標 準
調 製 物 ／ 配 向 マ ー カ ー を 収 容 す る た め の 本 発 明 に 有 用 性 を 証 明 す る 。
　 ２ ５ ０ μ ｌ の 黒 、 青 、 及 び 黄 の 外 科 マ ー キ ン グ 染 料 の ４ 容 量 （ Triangle Biomedical Sc
iences, Durham, NC） を そ れ ぞ れ エ ッ ペ ン ド ル フ 管 に 添 加 し た 。 染 料 の 各 々 に 、 ７ ５ ０ μ
ｌ の ２ ％ Ｎ ｕ Ｓ ｉ ｅ ｖ ｅ ３ ： １ ア ガ ロ ー ス （ ９ ９ ℃ で 溶 融 し た 高 ゲ ル 強 度 の ア ガ ロ ー ス ）
を 添 加 し 、 混 合 物 を ボ ル テ ッ ク ス し 、 １ ５ ｍ ｍ Ｘ １ ５ ｍ ｍ の Ｄ ｉ ｓ Ｐ Ｏ ベ ー ス モ ー ル ド （
Baxter Scientific） 中 に 注 い だ 。 つ い で 、 ４ つ の 内 部 標 準 調 製 物 ／ 配 向 マ ー カ ー の 各 々
を 少 な く と も １ 時 間 ４ ℃ で ゲ ル 化 さ せ た 。
　 臨 床 前 立 腺 癌 試 料 及 び 内 部 着 色 マ ー カ ー 線 量 標 準 調 製 物 を 含 む 典 型 的 な 組 織 ア レ イ は 、
次 の よ う に し て ２ ０ 段 、 １ ２ 列 に 配 列 さ れ た ２ ４ ０ の コ ア を 含 む よ う に 構 築 さ れ た 。 直 径
０ ． ６ ｍ ｍ の 寸 法 の ２ ３ ２ の 試 料 組 織 コ ア が 様 々 な ド ナ ー パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク か ら 得 ら れ
た 。 ド ナ ー ブ ロ ッ ク は ５ ７ 標 本 (試 料 )の 前 立 腺 癌 組 織 を 含 ん で お り 、 そ の ２ ２ の 標 本 は 採
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取 し た 隣 接 す る 正 常 前 立 腺 組 織 を 含 ん で い た ； 各 ド ナ ー ブ ロ ッ ク 領 域 （ 腫 瘍 及 び 正 常 ） は
２ 通 り 又 は ３ 通 り 採 取 し た （ University of Sheffield, England） 。 試 料 コ ア を 、 例 え ば
実 施 例 ３ に 記 載 し た よ う に Ｂ ｅ ｅ ｃ ｈ ｅ ｒ 組 織 ア レ イ 化 機 器 を 使 用 し て 、 レ シ ピ エ ン ト パ
ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 中 に 埋 め 込 ん だ 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 内 部 着 色 染 料 標 準 調 製 物 の ８ の コ ア は 、 直 径 が ０ ． ６ ｍ ｍ の 寸 法 で あ り 、 そ れ ぞ れ 上 述
の よ う に し て 調 製 さ れ る 、 染 料 ／ ア ガ ロ ー ス を 含 む ド ナ ー ブ ロ ッ ク か ら 得 た 。 黒 の 染 料 ／
ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク か ら の ３ の コ ア 、 黄 色 染 料 ／ ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク か ら の ３ つ の コ ア 、
青 色 染 料 ／ ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク か ら の １ つ の コ ア 、 及 び 淡 い 青 色 染 料 ／ ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ
ク か ら の １ つ の コ ア を 、 図 １ ２ に 示 さ れ る よ う に 、 非 対 称 パ タ ー ン で ア レ イ レ シ ピ エ ン ト
ブ ロ ッ ク ア レ イ 中 に 挿 入 し た 。 染 料 ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 は 非 常 に 明 瞭 で あ り 、 ア
レ イ 中 に は っ き り と 目 に つ き 、 よ っ て ア レ イ を 見 た と き 、 明 瞭 な 配 向 が 可 能 に な る 。
　 コ ア の 全 て を ３ ７ ℃ の オ ー ブ ン で ブ ロ ッ ク を 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 ア レ
イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク ア レ イ 中 で ア ニ ー ル し た 。 分 析 の た め に 、 パ ラ フ ィ ン ア レ イ を ３
－ ５ μ ｍ 厚 の 組 織 学 的 Ｔ Ｍ Ａ 切 片 に ス ラ イ ス し た 。 つ い で 、 各 Ｔ Ｍ Ａ を ４ ２ ℃ の 水 浴 に 移
し 、 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｆ ｒ ｏ ｓ ｔ ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に 個 々 に 収 集 し 、 十 分 に 乾 燥 さ せ た 。 Ｔ Ｍ Ａ
切 片 を 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理 し 、 こ こ で 記 載 し た も の と 同 様 の 手 順 を 使 用 し て ヘ マ ト キ シ リ ン
及 び エ オ シ ン で 染 色 し た 。 こ の 手 順 の 後 に 、 染 料 ／ ア ガ ロ ー ス 配 向 マ ー カ ー は 引 き 続 い て
明 瞭 に 観 察 可 能 で 、 ア レ イ 中 の 組 織 試 料 と 比 較 し て は っ き り と 目 に つ い た 。
【 ０ １ １ ０ 】
実 施 例 １ ６
赤 血 球 影 及 び Ｒ Ｎ Ａ ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物
　 本 実 施 例 は 、 組 織 又 は 細 胞 ア レ イ で 使 用 さ れ る 、 ア ガ ロ ー ス の よ う な 埋 め 込 み 材 料 に 混
合 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は タ ン パ ク 質 内 部 標 準 物 質 を 捕 捉 す る た め に 赤 血 球 影 を 利 用 す る
た め の 本 発 明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。 そ の よ う な ビ ヒ ク ル 中 に Ｒ Ｎ Ａ 及 び タ ン パ ク 質 標 準 物
質 を 導 入 す る こ と は 組 織 内 の 条 件 を よ り 正 確 に 模 倣 し 、 そ れ が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 速
度 及 び 抗 体 接 近 又 は 認 識 に 影 響 を 及 ぼ し う る 。
赤 血 球 溶 解
　 赤 血 球 影 を Boogaard及 び Dixonの 方 法 , Procedural Cell Research 143:175-190 (1983)
に 従 っ て 調 製 す る 。 簡 単 に 述 べ る と 、 １ ０ ミ リ リ ッ ト ル の ヘ パ リ ン 処 理 血 液 を ４ ℃ で ２ ３
０ ０ ｘ ｇ に て １ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る 。 遠 心 分 離 後 に 、 血 清 及 び 白 血 球 を 吸 引 す る 。 赤 血 球
を 、 １ ０ ｍ ｌ の 冷 ハ ン ク ス バ ラ ン ス 塩 液 （ Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ ） 中 に 懸 濁 さ せ て ３ 回 洗 浄 す る 。 赤 血
球 を 再 び 遠 心 分 離 し 、 あ ら ゆ る 残 留 白 血 球 を 上 清 と 共 に 除 去 す る 。 ３ 度 目 の 洗 浄 後 に 白 血
球 を 除 去 し た 後 、 ２ ０ ｍ ｌ の ５ ５ ％ Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ を 赤 血 球 に 加 え て そ れ ら を 膨 潤 さ せ る 。 膨 潤
さ れ た 赤 血 球 を 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 除 去 し て 膨 潤 赤 血 球 ペ レ ッ ト を 残 す 。 次 の も の を チ ュ
ー ブ に 添 加 し て 溶 解 を 開 始 さ せ る ： ２ ｍ ｌ の 膨 潤 赤 血 球 ペ レ ッ ト ； １ ０ ｍ ｌ の ２ ０ ％ Ｈ Ｂ
Ｓ Ｓ ； 及 び ２ ｍ ｌ の １ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ -Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ６ 。 チ ュ ー ブ を 数 回 逆 さ に し
て ４ ℃ で ２ 分 溶 解 を 進 行 さ せ 、 細 胞 内 容 物 （ 例 え ば 内 在 性 タ ン パ ク 質 及 び 残 留 Ｒ Ｎ Ａ ） が
赤 血 球 か ら リ ー ク さ せ る 。 ２ 分 後 に 、 １ ． ５ ｍ ｌ の １ ０ Ｘ の Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ を チ ュ ー ブ 中 の 懸 濁
液 に 添 加 し て 溶 解 に よ っ て 生 じ る 赤 血 球 の 膜 の 孔 を 閉 止 さ せ る 。 チ ュ ー ブ 中 の 懸 濁 液 を ３
７ ℃ の 水 浴 中 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 膜 を 再 シ ー ル し 、 つ い で ４ ℃ で 遠 心 分 離 し て 上
清 を 除 く 。
　 次 の 溶 解 手 順 を 所 望 に 応 じ て ２ 又 は ３ 回 繰 り 返 す こ と が で き る 。 最 終 の 再 シ ー ル 形 成 工
程 後 に 、 膨 潤 細 胞 ペ レ ッ ト の 容 積 を ０ ． ２ ｍ ｌ ま で 注 意 深 く 吸 引 す る こ と に よ っ て 低 減 さ
せ 、 細 胞 の 充 填 準 備 が 整 う 。
【 ０ １ １ １ 】
赤 血 球 の 充 填
　 充 填 バ ッ フ ァ ー を 作 製 す る に は 、 Ｒ Ｎ Ａ を 約 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で １ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ
-Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ 　 ７ ． ０ 、 ５ ｍ ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ 中 に 懸 濁 さ せ る 。 ４ ℃ の ２ ０ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト
の 充 填 バ ッ フ ァ ー を 、 ２ ０ ０ μ ｌ の 膨 潤 赤 血 球 を 持 つ チ ュ ー ブ に 加 え 、 チ ュ ー ブ を 、 透 過
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性 赤 血 球 に よ る Ｒ Ｎ Ａ 取 り 込 み を 最 大 に す る た め に ２ 分 ボ ル テ ッ ク ス す る 。 １ ０ Ｘ の Ｈ Ｂ
Ｓ Ｓ の ３ ０ μ ｌ の ア リ コ ー ト を チ ュ ー ブ に 添 加 す る 。 チ ュ ー ブ を ボ ル テ ッ ク ス し 、 ３ ７ ℃
の 水 浴 中 で ３ ０ － ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ て 、 Ｒ Ｎ Ａ 充 填 細 胞 を シ ー ル す る 。 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 赤 血 球 を ４ ℃ ま で 戻 し 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ 、
ｐ Ｈ ７ ． ０ 及 び ５ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ を 加 え て 洗 浄 し 、 １ ０ ｍ ｌ の 容 積 の 細 胞 懸 濁 液 を つ く る 。
細 胞 懸 濁 液 を ２ ５ 分 間 上 述 の よ う に し て 遠 心 分 離 し て 細 胞 ペ レ ッ ト を つ く り 出 す 、 細 胞 ペ
レ ッ ト を １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ 及 び ５ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ で
更 に ２ 回 洗 浄 す る 。
　 つ い で 、 細 胞 ペ レ ッ ト を チ ュ ー ブ か ら 穏 や か に 除 去 し 、 １ ５ ｍ ｍ Ｘ １ ５ ｍ ｍ Ｄ ｉ ｓ Ｐ Ｏ
ベ ー ス モ ー ル ド （ Baxter Scientific） 中 の ２ ％ Ｎ ｕ Ｓ ｉ ｅ ｖ ｅ ３ ： １ ア ガ ロ ー ス （ 高 ゲ
ル 強 度 ア ガ ロ ー ス を ９ ９ ℃ で 溶 融 し た 後 、 約 ６ ０ ℃ ま で 冷 却 ） に 添 加 す る 。 つ い で 、 混 合
物 を 少 な く と も １ 時 間 ４ ℃ に て ゲ ル 化 さ せ る 。 タ ン パ ク 質 溶 液 が 所 望 の 濃 度 で １ ０ ｍ Ｍ の
Ｔ ｒ ｉ ｓ -Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ 、 ５ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ 中 に 再 懸 濁 さ せ ら れ る 以 外 は 同 じ よ う に
し て 赤 血 球 影 中 に タ ン パ ク 質 を 充 填 し 、 ２ ０ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト を ２ ０ ０ μ ｌ の 膨 潤 赤 血 球
を 有 す る チ ュ ー ブ に 添 加 す る 。
　 ゲ ル が 形 成 さ れ た 後 、 タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 充 填 赤 血 球 影 ／ ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク
を 、 清 浄 な 剃 刀 の 刃 を 使 用 し て プ ラ ス チ ッ ク モ ー ル ド か ら 除 去 し 、 無 傷 の ブ ロ ッ ク を 、 実
施 例 １ に 記 載 さ れ て い る よ う に 室 温 で 一 晩 １ ０ ％ 中 性 バ ッ フ ァ ー ホ ル マ リ ン に 固 定 す る 。
つ い で ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク を ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル に 移 し て 、 実 施 例 １ に 記 載 さ れ て い る よ う
に パ ラ フ ィ ン 包 埋 の た め の 標 準 的 な 方 法 を 使 用 し て プ ロ セ シ ン グ し 、 実 施 例 ３ 及 び ４ に 記
載 さ れ て い る よ う に し て 使 用 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
実 施 例 １ ７
凍 結 細 胞 ア レ イ の 構 築
　 本 実 施 例 は 凍 結 組 織 又 は 細 胞 ア レ イ を 構 築 す る た め の 本 発 明 の 有 用 性 を 証 明 す る 。
　 ５ ６ の 金 属 ピ ン を 有 し 、 ４ ０ ｍ ｍ 長 ｘ １ ． ２ ｍ ｍ 直 径 の 寸 法 の ア レ イ ヤ ー が 作 製 さ れ 、
こ れ は ヒ ー ド シ ー ル さ れ ２ ５ ｍ ｍ ｘ ２ ５ ｍ ｍ の 寸 法 の プ レ キ シ グ ラ ス 製 の 基 部 に エ ポ キ シ
で 接 着 さ れ る 。 ピ ン は ７ 列 、 ８ 段 に 配 置 さ れ 、 各 ピ ン は お よ そ １ ｍ ｍ 等 し く 離 間 さ れ る 。
ピ ン の 全 面 積 は ２ ０ ｍ ｍ ｘ ２ ２ ｍ ｍ で あ り 、 ピ ン の 密 度 を 約 １ ３ ピ ン ／ ｃ ｍ ２ に す る 。 流
動 性 Ｏ Ｃ Ｔ 媒 質 を 、 ２ ２ ｍ ｍ ｘ ３ ０ ｍ ｍ ｘ ２ ０ ｍ ｍ （ 深 さ ） の 寸 法 の 使 い 捨 て 埋 め 込 み モ
ー ル ド （ Ｖ Ｗ Ｒ ） 中 に 注 ぐ 。 ア レ イ ヤ ー ピ ン を 先 ず グ リ セ ロ ー ル に 浸 漬 し た 後 、 埋 め 込 み
モ ー ル ド 内 に 収 容 さ れ る 流 動 性 Ｏ Ｃ Ｔ 媒 質 中 に 部 分 的 に 浸 漬 す る 。 － １ ６ ０ ℃ の 極 低 温 浴
中 に ３ か ら ５ 分 、 流 動 性 Ｏ Ｃ Ｔ 、 モ ー ル ド 及 び 係 合 ピ ン を 沈 め る こ と に よ り 流 動 性 Ｏ Ｃ Ｔ
を 凍 結 さ せ る 。 つ い で 、 ピ ン を Ｏ Ｃ Ｔ モ ー ル ド か ら 抽 出 し 、 約 １ ３ ウ ェ ル ／ ｃ ｍ ２ の ア レ
イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク 中 に ２ ０ ｍ ｍ 深 さ 以 下 の ５ ６ ウ ェ ル の ア レ イ を 残 す 。 ア レ イ レ シ
ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク は 、 ウ ェ ル に 様 々 な 細 胞 株 を 充 填 す る ま で － ７ ０ ℃ で 保 存 さ れ る 。
　 ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク の ５ ６ ウ ェ ル に 一 又 は 複 数 の 生 物 学 的 試 料 を 充 填 し て 、 実
施 例 ７ 又 は ９ － １ １ に 記 載 さ れ た よ う な 凍 結 生 物 学 的 ア レ イ を つ く る 。 凍 結 生 物 学 的 ア レ
イ は ク リ オ ス タ ッ ト 又 は 他 の ス ラ イ ス 化 機 器 を 使 用 し て ６ μ ｍ か ら １ ２ μ ｍ の 範 囲 の 切 片
に ス ラ イ ド の た め に 切 断 す る 。 凍 結 ア レ イ か ら の 二 つ の 切 片 を ７ ５ ｍ ｍ ｘ ２ ５ ｍ ｍ 、 ０ ．
９ ６ か ら １ ． ０ ９ ｍ ｍ 厚 の 寸 法 の 予 め 洗 浄 し た 顕 微 鏡 ス ラ イ ド （ Baxter Diagnostic Inc.
） 上 に 配 す る 。 各 ス ラ イ ド は ア レ イ 中 の ５ ６ ウ ェ ル に 対 応 す る 試 料 の １ １ ２ ス ポ ッ ト を 含
み 、 各 ス ポ ッ ト は お よ そ １ ． １ ｍ ｍ の 直 径 で あ る 。 細 胞 ア レ イ ス ラ イ ド は 分 析 に 使 用 す る
ま で － ７ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
材 料 の 寄 託
　 次 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 を ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン 、 １ ０ ８
０ １ ユ ニ バ ー シ テ ィ ・ ブ ル バ ー ド 、 マ ナ ッ サ ス 、 ヴ ァ ー ジ ニ ア 州 ２ ０ １ １ ０ － ２ ２ ０ ９ 米
国 (Ａ Ｔ Ｃ Ｃ )に 寄 託 し た ：
　 　 抗 体 名 　 　 　 　 　 　 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 　 　 　 　 　 寄 託 日
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　 　 ４ Ｄ ５ 　 　 　 　 　 　 ATCC CRL 10463 　 　 １ ９ ９ ０ 年 ５ 月 ２ ４ 日
【 ０ １ １ ４ 】
　 寄 託 は 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 及 び そ の 規
則 (ブ ダ ペ ス ト 条 約 )の 規 定 に 従 っ て 行 わ れ た 。 こ れ は 、 寄 託 の 日 付 か ら ３ ０ 年 間 、 寄 託 の
生 存 可 能 な 培 養 が 維 持 さ れ る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。 寄 託 物 は ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 条 項
に 従 い 、 ま た ジ ェ ネ ン テ ク 社 と Ａ Ｔ Ｃ Ｃ と の 間 の 合 意 に 従 い 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 す る こ と
が で き 、 こ れ は 、 ど れ が 最 初 で あ ろ う と も 、 関 連 し た 米 国 特 許 の 発 行 時 又 は 任 意 の 米 国 又
は 外 国 特 許 出 願 の 公 開 時 に 、 寄 託 培 養 物 の 後 代 を 永 久 か つ 非 制 限 的 に 入 手 可 能 と す る こ と
を 保 証 し 、 米 国 特 許 法 第 １ ２ ２ 条 及 び そ れ に 従 う 特 許 庁 長 官 規 則 (特 に 参 照 番 号 ８ ８ ６ Ｏ
Ｇ ６ ３ ８ の ３ ７ Ｃ Ｆ Ｒ 第 １ ． １ ４ 条 を 含 む )に 従 っ て 権 利 を 有 す る と 米 国 特 許 庁 長 官 が 決
定 し た 者 に 子 孫 を 入 手 可 能 と す る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 出 願 の 譲 受 人 は 、 寄 託 し た 培 養 物 が 、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 さ れ て い た 場 合 に 死 亡 も し
く は 損 失 又 は 破 壊 さ れ た な ら ば 、 材 料 は 通 知 時 に 同 一 の 他 の も の と 即 座 に 取 り 替 え る こ と
に 同 意 す る 。 寄 託 物 質 の 入 手 可 能 性 は 、 特 許 法 に 従 い あ ら ゆ る 政 府 の 権 限 下 で 認 め ら れ た
権 利 に 違 反 し て 、 本 発 明 を 実 施 す る ラ イ セ ン ス で あ る と み な さ れ る も の で は な い 。
　 上 記 の 文 書 に よ る 明 細 書 は 、 当 業 者 に 本 発 明 を 実 施 で き る よ う に す る た め に 十 分 で あ る
と 考 え ら れ る 。 寄 託 し た 態 様 は 、 本 発 明 の あ る 側 面 の 一 つ の 説 明 と し て 意 図 さ れ て お り 、
機 能 的 に 等 価 な あ ら ゆ る 作 成 物 が こ の 発 明 の 範 囲 内 に あ る た め 、 寄 託 さ れ た 作 成 物 に よ り
、 本 発 明 の 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ こ で の 物 質 の 寄 託 は 、 こ こ に 含 ま れ る 文 書
に よ る 説 明 が 、 そ の ベ ス ト モ ー ド を 含 む 、 本 発 明 の 任 意 の 側 面 の 実 施 を 可 能 に す る た め に
不 十 分 で あ る こ と を 認 め る も の で は な い し 、 そ れ が 表 す 特 定 の 例 証 に 対 し て 請 求 の 範 囲 を
制 限 す る も の と 解 釈 さ れ る も の で も な い 。 実 際 、 こ こ に 示 し 記 載 し た も の に 加 え て 、 本 発
明 を 様 々 に 改 変 す る こ と は 、 前 記 の 記 載 か ら 当 業 者 に と っ て は 明 ら か な も の で あ り 、 添 付
の 請 求 の 範 囲 内 に 入 る も の で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ６ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 一 実 施 態 様 に 係 る 、 ア レ イ ヤ ー を モ ー ル ド 中 に 挿 入 す る 前 の ア レ イ 装 置
の 展 開 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 モ ー ル ド 中 の 基 質 内 に ア レ イ ヤ ー が 挿 入 さ れ 、 基 質 が 凍 結 さ れ 、 ア レ イ レ シ ピ エ
ン ト ブ ロ ッ ク の 形 成 の た め に ア レ イ ヤ ー が 除 去 さ れ た 後 の 状 態 の 、 図 １ の ２ － ２ 線 に 沿 っ
た 断 面 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 一 実 施 態 様 に 係 る 、 図 ２ の ア レ イ レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク の 斜 視 図 で あ る
。
【 図 ４ 】 本 発 明 の 一 実 施 態 様 に 係 る 、 二 つ の ア レ イ ス ラ イ ス を 含 む ス ラ イ ド を 含 ん で な る
細 胞 又 は 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の 上 面 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 に 係 る 、 モ ー ル ド 中 の 基 質 内 に ア レ イ ヤ ー が 挿 入 さ れ 、 基
質 が 凍 結 さ れ 、 ア レ イ ヤ ー が 除 去 さ れ た 後 の 状 態 の 、 ア レ イ 装 置 の 展 開 断 面 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 本 発 明 の 他 の 別 の 実 施 態 様 に 係 る 、 モ ー ル ド 中 の 基 質 内 に ア レ イ ヤ ー が 挿 入 さ れ
、 基 質 が 凍 結 さ れ 、 ア レ イ ヤ ー が 除 去 さ れ た 後 の 状 態 の 、 ア レ イ 装 置 の 展 開 断 面 図 で あ る
。
【 図 ７ 】 本 発 明 の 一 実 施 態 様 に 係 る 、 内 部 標 準 調 製 物 の ３ つ の ス ポ ッ ト ５ ０ ４ （ 又 は 横 断
切 片 ） と 生 物 学 的 試 料 の １ ２ の ス ポ ッ ト ５ ０ ６ （ 又 は 横 断 切 片 ） を 含 む 細 胞 又 は 組 織 マ イ
ク ロ ア レ イ の 上 面 図 で あ る 。
【 図 ８ Ａ 】 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 遺 伝 子 増 幅 の 相 対 量 の 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ Ｂ 】 図 ８ Ａ と 同 様 の 図 で 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 レ ベ ル （ 図 ８ Ｂ (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )及 び マ
イ ク ロ ア レ イ 上 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 発 現 細 胞 株 中 ） に 対 す る も の で あ る 。
【 図 ８ Ｃ 】 図 ８ Ａ と 同 様 の 図 で 、 本 発 明 の 定 量 的 免 疫 蛍 光 を 示 す も の で あ る 。
【 図 ８ Ｄ 】 図 ８ Ｃ と 同 様 の 図 で あ る 。
【 図 ８ Ｅ 】 図 ８ Ｃ と 同 様 の 図 で あ る 。
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【 図 ８ Ｆ 】 図 ８ Ｃ と 同 様 の 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ Ａ － ９ Ｄ は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 発 現 細 胞 が コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 さ れ ア ガ ロ ー ス に
埋 め 込 ま れ た Ｈ Ｅ Ｒ ２ Ｅ Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質 が 標 準 物 質 と し て 使 用 さ れ た 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ
の 写 真 で あ る 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ は パ ラ フ ィ ン 包 埋 グ レ ー ド ３ の 管 の 乳 癌 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 発 現 細 胞 株 、
及 び Ｈ Ｅ Ｒ ２ Ｅ Ｃ Ｄ 標 準 の ９ ９ の 例 で 免 疫 染 色 し た 。 図 ９ Ａ は ア レ キ サ ・ フ ル オ ー ル (Ale
xa Fluor)６ ３ ３ を 使 用 し て の 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 結 合 す る ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２ Ｅ Ｃ Ｄ ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 免 疫 蛍 光 検 出 を 示 す 。 図 ９ Ｂ は ア レ キ サ (Alexa)６ ３ ３ を 使 用 し て の 、 Ｈ Ｅ
Ｒ ２ に 結 合 す る ウ サ ギ ウ サ ギ 抗 ヒ ト ｃ － ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ （ Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 免 疫 蛍 光 検 出 を 示 す 。 図 ９ Ｃ は 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 使 用 し て の 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 結
合 す る ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２ Ｅ Ｃ Ｄ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 免 疫 組 織 化 学 的 検 出 を 示 す 。 図 ９
Ｄ は 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 使 用 し て の 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 結 合 す る ウ サ ギ ウ サ ギ 抗 ヒ ト ｃ － ｅ
ｒ ｂ Ｂ ２ （ Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 免 疫 組 織 化 学 的 検 出 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 ア レ イ と 共 に 位 置 さ せ ら れ た 配 向 マ ー カ ー を 含 む 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 示 す 。
マ ー カ ー に 対 す る 標 識 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 非 特 異 的 結 合 （ 矢 印 ） が ア レ イ の ホ ス
フ ォ イ メ ー ジ と し て 示 さ れ て い る 。 配 向 マ ー カ ー は 実 施 例 １ ４ に 記 載 さ れ た 微 粒 子 状 セ ル
ロ ー ス と ア ガ ロ ー ス を 含 む 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ Ａ － １ １ Ｄ は セ ル ロ ー ス ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 を 含 む 組 織 マ イ ク
ロ ア レ イ の 画 像 で あ る 。 図 １ １ Ａ は 実 施 例 １ ４ に 記 載 さ れ た セ ル ロ ー ス ／ ア ガ ロ ー ス 内 部
標 準 調 製 物 を 含 む ア レ イ 上 の ア ン チ セ ン ス Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ プ ロ ー ブ で の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン の 自 己 蛍 光 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー シ グ ナ ル 結 果 を 示 す 。 図 １ １ Ｂ は 実 施 例 １
４ に 記 載 さ れ た セ ル ロ ー ス ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 を 含 む ア レ イ 上 の セ ン ス Ｈ ｅ ｒ ２
／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ プ ロ ー ブ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 自 己 蛍 光 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー シ グ
ナ ル 結 果 を 示 す 。 図 １ １ Ｃ は 実 施 例 １ ４ に 記 載 さ れ た セ ル ロ ー ス ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調
製 物 を 含 む ア レ イ 上 の ア ン チ セ ン ス Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ プ ロ ー ブ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の Ｉ Ｓ Ｈ ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー シ グ ナ ル 結 果 を 示 す 。 図 １ １ Ｄ は 実 施 例 １ ４ に 記 載
さ れ た セ ル ロ ー ス ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 を 含 む ア レ イ 上 の セ ン ス Ｈ ｅ ｒ ２ ／ Ｅ ｒ ｂ
Ｂ ２ プ ロ ー ブ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の Ｉ Ｓ Ｈ ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー シ グ ナ ル 結 果 を
示 す 。
【 図 １ ２ 】 実 施 例 １ ５ に 記 載 さ れ た 染 料 ／ ア ガ ロ ー ス 内 部 標 準 調 製 物 の 非 対 称 パ タ ー ン を
含 む ア レ イ の 上 面 写 真 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】

【 図 ８ Ｃ 】

【 図 ８ Ｄ 】
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【 図 ８ Ｅ 】

【 図 ８ Ｆ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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