
(57)【要約】

　本発明は、診断、特に、検体を検出および/または測

定するための結合アッセイに関する。本発明は、１つ以

上の非抗体分子、特に検体の種と異なる種に由来する非

抗体分子との会合により、検体の存在および/または量

を決定する方法に関する。さらに、本発明は、特定の疾

患に関連する検体を検出および/または測定することに

より、疾患を診断および進行度の判断する方法に関する

。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 検 体 を 検 出 ま た は 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 と 該 検 体 を 含 む サ ン プ ル と を 、 該 検 体 が 第 １ の 分
子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ；
(ｂ )該 結 合 し た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る 該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子
と 、 該 検 体 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
(ｃ )該 第 １ の 分 子 と 結 合 し て い る 該 検 体 と 該 第 ２ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス
テ ッ プ ；
を 含 み 、 こ こ で 、 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の う ち の 少 な く と も 一 方 は 、 検 体 の 種 と 異 な る
種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に
お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 該 検 体 の 存 在 ま た は 量
を 示 す 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 検 体 を 検 出 ま た は 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 と 該 検 体 を 含 む サ ン プ ル と を 、 該 検 体 が 該 第 １ の
分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ；
(ｂ )該 結 合 し た 第 １ の 分 子 を 、 該 検 体 に 結 合 し て い る 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な
る 分 子 と 、 該 第 ２ の 分 子 が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
(ｃ )該 検 体 が 結 合 し て い る 該 第 １ の 分 子 と 該 第 ２ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス
テ ッ プ ；
を 含 み 、 こ こ で 、 該 第 １ の 分 子 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で
あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； 結
合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 該 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 す 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 、 結 合 し て い な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む
、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 前 記 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 同 じ 種 に 由 来 す る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 異 な る 種 に 由 来 す る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 前 記 第 １ の 分 子 を 前 記 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ を さ
ら に 含 む 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も 一 方 が 酵 母 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 検 体 が ヒ ト に 由 来 し 、 前 記 第 １ の 分 子 ま た は 第 ２ の 分 子 は 酵 母 に 由 来 す る 、 請 求 項
１ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 前 記 検 体 に 結 合 す る 前 記 分 子 は 、 以 下 の 方 法 ：
(ａ )該 検 体 を 、 各 タ ン パ ク 質 が 固 体 支 持 体 上 の 異 な る 位 置 に あ る 、 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含
む 位 置 特 定 可 能 ア レ イ と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
(ｂ )あ ら ゆ る 検 体 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る ス テ ッ プ ；
を 含 み 、 こ こ で 、 該 複 数 の タ ン パ ク 質 は 、 単 一 種 に お け る 少 な く と も 50％ の 既 知 遺 伝 子 に
よ り コ ー ド さ れ る 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 を 含 み ； 該 固 体 支 持 体 上 の 位 置 に お け る 該
相 互 作 用 の 検 出 に よ り 該 検 体 に 結 合 す る 分 子 を 同 定 す る 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 、 請 求 項 １
ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 検 体 に 結 合 す る 前 記 分 子 は 、 以 下 の 方 法 ：
(ａ )該 検 体 を 、 各 タ ン パ ク 質 が 固 体 支 持 体 上 の 異 な る 位 置 に あ る 、 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含
む 位 置 特 定 可 能 ア レ イ と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
(ｂ )あ ら ゆ る 検 体 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 み ；
こ こ で 、 該 複 数 の タ ン パ ク 質 は 、 単 一 種 に お い て 発 現 さ れ る 全 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 50
％ を 含 み (こ こ で 、 タ ン パ ク 質 ア イ ソ フ ォ ー ム お よ び ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 単 一 タ ン パ ク 質
と し て 数 え る )、 該 固 体 支 持 体 上 の 位 置 に お け る 該 相 互 作 用 の 検 出 に よ り 該 検 体 に 結 合 す
る 分 子 を 同 定 す る 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 検 体 に 結 合 す る 前 記 分 子 は 、 以 下 の 方 法 ：
(ａ )該 検 体 を 、 各 タ ン パ ク 質 が 固 体 支 持 体 上 の 異 な る 位 置 に あ る 、 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含
む 位 置 特 定 可 能 ア レ イ と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
(ｂ )あ ら ゆ る 検 体 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る ス テ ッ プ ；
を 含 み 、 こ こ で 、 該 複 数 の タ ン パ ク 質 は 、 単 一 種 に お い て 発 現 さ れ る 少 な く と も 1000の タ
ン パ ク 質 を 含 み 、 か つ 該 固 体 支 持 体 上 の 位 置 に お け る 該 相 互 作 用 の 検 出 に よ り 該 検 体 に 結
合 す る 分 子 を 同 定 す る 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 検 体 に 結 合 す る 前 記 分 子 は 、 以 下 の 方 法 ：
(ａ )該 検 体 を 、 各 タ ン パ ク 質 が 固 体 支 持 体 上 の 異 な る 位 置 に あ る 、 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含
む 位 置 特 定 可 能 ア レ イ と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
 (ｂ )あ ら ゆ る 検 体 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る ス テ ッ プ ；
を 含 み 、 こ こ で 、 凝 集 し た 該 複 数 の タ ン パ ク 質 は 、 単 一 種 に お け る 少 な く と も 1000の 異 な
る 既 知 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 含 み 、 か つ 該 固 体 支 持 体 上 の 位 置 に お け る
該 相 互 作 用 の 検 出 に よ り 該 検 体 に 結 合 す る 分 子 を 同 定 す る 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 、 請 求 項
１ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 検 出 は 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 、 ホ ス ホ イ メ ー ジ 化 (phosphoimager)分 析 、 ハ プ
テ ン の 結 合 、 免 疫 蛍 光 法 、 免 疫 化 学 法 、 質 量 分 析 法 、 原 子 間 力 顕 微 鏡 法 、 赤 外 分 光 法 、 ポ
リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 ま た は 比 色 手 法 に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 検 体 が 、 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 核 酸 、 ま た は 小 分 子 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 検 体 が 、 疾 患 ま た は 障 害 に つ い て の マ ー カ ー で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 疾 患 ま た は 障 害 は 、 ア レ ル ギ ー 、 不 安 障 害 、 自 己 免 疫 疾 患 、 行 動 障 害 、 出 生 異 常 、
血 液 性 障 害 、 骨 疾 患 、 癌 、 循 環 疾 患 、 歯 の 疾 患 、 抑 う つ 障 害 、 解 離 性 障 害 、 耳 の 症 状 、 摂
食 障 害 、 目 の 症 状 、 食 物 ア レ ル ギ ー 、 食 品 媒 介 疾 病 、 胃 腸 疾 患 、 遺 伝 障 害 、 心 臓 病 、 ホ ル
モ ン 障 害 、 感 染 病 、 昆 虫 媒 介 疾 病 、 栄 養 障 害 、 腎 臓 病 、 大 脳 白 質 萎 縮 症 、 肝 疾 患 、 精 神 衛
生 障 害 、 代 謝 病 、 気 分 障 害 、 神 経 障 害 、 神 経 変 性 障 害 、 人 格 障 害 、 恐 怖 症 、 妊 娠 合 併 症 、
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プ リ オ ン 病 、 前 立 腺 病 、 呼 吸 器 系 疾 患 、 性 障 害 、 皮 膚 の 症 状 、 睡 眠 障 害 、 言 語 障 害 、 ス ポ
ー ツ 障 害 、 熱 帯 病 、 ま た は 前 庭 障 害 で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
(ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 該 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ る
サ ン プ ル と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ；
(ｂ )該 結 合 し た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し た 該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、
該 検 体 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
(ｃ )該 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る 該 検 体 と 該 第 ２ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス
テ ッ プ ；
を 含 み 、 こ こ で 、 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 該 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第
１ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も 一 方 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 分 子 で
あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス
テ ッ プ (ｃ )に お け る 検 体 の 存 在 ま た は 量 が 、 該 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い な い 被 験 体 か ら
得 た 同 種 サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 を 示 す 対 照 値 と 異 な る 場 合 に 、 該 疾 患 ま た は 障 害 が
存 在 す る と 決 定 さ れ る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
(ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 該 被 験 体 か ら 得 た 該 検 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ
る サ ン プ ル と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ；
(ｂ )該 結 合 し た 第 １ の 分 子 を 、 該 検 体 に 結 合 し て い る 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な
る 分 子 と 、 該 第 １ の 分 子 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
(ｃ )該 検 体 が 結 合 し て い る 該 第 １ の 分 子 と 該 第 ２ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス
テ ッ プ ；
を 含 み 、 こ こ で 、 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １
の 分 子 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 分 子 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ
プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｃ )に お け る 検 体 の 存 在
ま た は 量 が 、 該 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い な い 被 験 体 か ら 得 た 同 種 サ ン プ ル に 存 在 す る 検
体 の 量 を 示 す 対 照 値 と 異 な る 場 合 に 、 該 疾 患 ま た は 障 害 が 存 在 す る と 決 定 さ れ る 、 上 記 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、
請 求 項 ２ ０ ま た は ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 、 結 合 し て い な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む
、 請 求 項 ２ ０ ま た は ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 前 記 第 １ の 分 子 を 前 記 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ を さ
ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ０ ま た は ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 疾 患 ま た は 障 害 は 、 ア レ ル ギ ー 、 不 安 障 害 、 自 己 免 疫 疾 患 、 行 動 障 害 、 出 生 異 常 、
血 液 性 障 害 、 骨 疾 患 、 癌 、 循 環 疾 患 、 歯 の 疾 患 、 抑 う つ 障 害 、 解 離 性 障 害 、 耳 の 症 状 、 摂
食 障 害 、 目 の 症 状 、 食 物 ア レ ル ギ ー 、 食 品 媒 介 疾 病 、 胃 腸 疾 患 、 遺 伝 障 害 、 心 臓 病 、 ホ ル
モ ン 障 害 、 感 染 病 、 昆 虫 媒 介 疾 病 、 栄 養 障 害 、 腎 臓 病 、 大 脳 白 質 萎 縮 症 、 肝 疾 患 、 精 神 衛
生 障 害 、 代 謝 病 、 気 分 障 害 、 神 経 障 害 、 神 経 変 性 障 害 、 人 格 障 害 、 恐 怖 症 、 妊 娠 合 併 症 、
プ リ オ ン 病 、 前 立 腺 病 、 呼 吸 器 系 疾 患 、 性 障 害 、 皮 膚 の 症 状 、 睡 眠 障 害 、 言 語 障 害 、 ス ポ
ー ツ 障 害 、 熱 帯 病 、 前 庭 障 害 、 前 立 腺 癌 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 肝 炎 、 ま た は 乳 癌 で あ
る 、 請 求 項 ２ ０ ま た は ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 障 害 が 、 前 立 腺 癌 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 肝 炎 、 ま た は 乳 癌 で あ る 、 請 求 項 ２ ５
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に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 障 害 の 進 行 度 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 被 験 体 か ら 得 た 該 検 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ る
サ ン プ ル と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ；
(ｂ )該 結 合 し た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し た 該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、
該 検 体 と 該 第 ２ の 分 子 と が 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
(ｃ )該 第 １ の 分 子 と 結 合 し た 該 検 体 と 該 第 ２ の 分 子 と の 結 合 を 、 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ
ッ プ ；
を 含 み 、 こ こ で 、 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １
の 分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も 一 方 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 分
子 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ
； ス テ ッ プ (ｃ )に お け る 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 、 該 疾 患 ま た は 障 害 の 特 定 の 進 行 度 に あ る
被 験 体 か ら 得 た 同 種 サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 と 比 較 し て 、 該 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た
は 障 害 の 進 行 度 を 判 断 す る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 障 害 の 進 行 度 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ る サ
ン プ ル と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ；
(ｂ )該 結 合 し た 第 １ の 分 子 を 、 該 検 体 に 結 合 し た 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分
子 と 、 該 第 １ の 分 子 と 該 第 ２ の 分 子 と が 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
(ｃ )該 第 ２ の 分 子 と 、 該 検 体 と 結 合 し た 該 第 １ の 分 子 と の 結 合 を 、 検 出 ま た は 測 定 す る ス
テ ッ プ ；
を 含 み 、 こ こ で 、 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 該 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第
１ の 分 子 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は
、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｃ )に お け る 該
検 体 の 存 在 ま た は 量 を 、 該 疾 患 ま た は 障 害 の 特 定 の 進 行 度 に あ る 被 験 体 か ら 得 た 同 種 サ ン
プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 と 比 較 し て 、 該 被 験 体 の 該 疾 患 ま た は 障 害 の 進 行 度 を 判 断 す る 、
上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 、 結 合 し て な い サ ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請
求 項 ２ ７ ま た は ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 、 結 合 し て な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、
請 求 項 ２ ７ ま た は ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 前 記 第 １ の 分 子 を 前 記 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ を さ
ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ７ ま た は ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 疾 患 ま た は 障 害 は 、 ア レ ル ギ ー 、 不 安 障 害 、 自 己 免 疫 疾 患 、 行 動 障 害 、 出 生 異 常 、
血 液 性 障 害 、 骨 疾 患 、 癌 、 循 環 疾 患 、 歯 の 疾 患 、 抑 う つ 障 害 、 解 離 性 障 害 、 耳 の 症 状 、 摂
食 障 害 、 目 の 症 状 、 食 物 ア レ ル ギ ー 、 食 品 媒 介 疾 病 、 胃 腸 疾 患 、 遺 伝 障 害 、 心 臓 病 、 ホ ル
モ ン 障 害 、 感 染 病 、 昆 虫 媒 介 疾 病 、 栄 養 障 害 、 腎 臓 病 、 大 脳 白 質 萎 縮 症 、 肝 疾 患 、 精 神 衛
生 障 害 、 代 謝 病 、 気 分 障 害 、 神 経 障 害 、 神 経 変 性 障 害 、 人 格 障 害 、 恐 怖 症 、 妊 娠 合 併 症 、
プ リ オ ン 病 、 前 立 腺 病 、 呼 吸 器 系 疾 患 、 性 障 害 、 皮 膚 の 症 状 、 睡 眠 障 害 、 言 語 障 害 、 ス ポ
ー ツ 障 害 、 熱 帯 病 、 前 庭 障 害 、 前 立 腺 癌 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 肝 炎 、 ま た は 乳 癌 で あ
る 、 請 求 項 ２ ７ ま た は ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 障 害 が 、 前 立 腺 癌 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 肝 炎 、 ま た は 乳 癌 で あ る 、 請 求 項 ３ ２
に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ４ 】
　 (ａ )第 １ の 容 器 に 入 っ た 、 精 製 生 体 分 子 検 体 ；
(ｂ )第 ２ の 容 器 に 入 っ た 、 該 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 ； お よ び
(ｃ )該 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る 該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 が 付 着 し た 固 体 支 持
体 を 含 み 、
こ こ で 、 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も 一 方 が 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る
非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 (ａ )第 １ の 容 器 に 入 っ た 、 精 製 生 体 分 子 検 体 ；
(ｂ )検 体 に 結 合 し 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 第 １ の 分 子
が 付 着 し た 固 体 支 持 体 ； お よ び
(ｃ )第 ２ の 容 器 に 入 っ た 、 該 検 体 に 結 合 し て い る 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分
子 を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 検 体 に 結 合 し た 前 記 第 １ の 分 子 を 検 出 す る た め の 検 出 手 段 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３
４ ま た は ３ ５ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 の 分 野 は 、 診 断 、 特 に 、 検 体 を 検 出 お よ び /ま た は 測 定 す る た め の 結 合 ア ッ セ イ
で あ る 。 本 発 明 は 、 １ つ 以 上 の 非 抗 体 タ ン パ ク 質 、 特 に 検 体 の 種 と は 異 な る 種 に 由 来 す る
分 子 と の 会 合 に よ り 、 検 体 の 存 在 お よ び /ま た は 量 を 決 定 す る 方 法 に 関 す る 。 さ ら に 、 本
発 明 は 、 特 定 の 疾 患 に 関 連 す る 検 体 を 検 出 お よ び /ま た は 測 定 す る こ と に よ り 、 疾 患 を 診
断 お よ び 進 行 度 付 け (staging)す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 検 体 を in vitroで 検 出 す る 方 法 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 一 般 的 に 、 検 出 プ ロ セ ス は
、 検 体 と の 接 触 、 お よ び 検 体 と の 接 触 が 生 じ た と 言 う 測 定 可 能 な リ ポ ー ト (定 質 的 ま た は
定 量 的 )を 必 要 と す る 。 最 も 単 純 な 形 式 で は 、 接 触 分 子 お よ び リ ポ ー タ ー 分 子 は 、 単 一 の
二 分 子 状 分 子 上 に あ っ て も よ い が 、 こ の よ う な ア ッ セ イ 形 式 は 、 １ つ を 上 回 る 分 子 を 検 出
プ ロ セ ス に お い て 使 用 す る 他 の ア ッ セ イ 形 式 と 比 べ て 精 度 が 劣 り が ち で あ る 。 よ り 一 般 的
に は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る 試 薬 分 子 を 診 断 ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 。 例 え ば 、 検 体
に 結 合 す る 第 １ の 分 子 、 お よ び 成 果 の あ っ た 結 合 事 象 を 記 録 す る 第 ２ の 分 子 が あ り 得 る 。
一 般 的 に は 、 検 体 に 結 合 で き る １ つ を 上 回 る 分 子 を 過 程 に お い て 使 用 す る ： 第 １ の 分 子 を
固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ て 、 検 体 と 該 第 １ の 分 子 と の 複 合 体 を 精 製 し 易 く し て も よ い 。 そ の
後 、 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 分 子 を 添 加 し て も よ い 。 こ の よ う な 第 ２ の 分 子 は 、 第 １ の 分 子
と 検 体 と の 結 合 が 生 じ た と い う シ グ ナ ル を 提 供 す る か 、 ま た は シ グ ナ ル を 伝 達 す る 第 ３ の
分 子 と 相 互 作 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 検 体 検 出 法 は 、 典 型 的 に 、 抗 体 利 用 型 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 検 体 と 相 互 作 用 す る 、 検 体 の 種
と 同 じ 種 由 来 の タ ン パ ク 質 を 使 用 す る ア ッ セ イ 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 利 用 型 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ニ ン グ で あ る 。 抗 原 検 体 を 検 出 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ は 当 該
分 野 で 周 知 で あ り 、 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 形 成 を 伴 う 。 検 体 は 、 免 疫 拡 散 プ レ ー ト で 行 う よ
う に 液 体 形 態 で 添 加 さ れ て も よ い し 、 ま た は よ く 使 用 さ れ る 96ウ ェ ル 形 式 に お い て 酵 素 免
疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)を 使 用 し て 行 う よ う に 表 面 上 に 固 定 化 さ れ て も よ い 。 免 疫 拡 散 ア
ッ セ イ で は 、 抗 体 -抗 原 複 合 体 は 沈 降 線 (precipitation line)と し て 検 出 さ れ 得 る 。 ラ ジ
オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)で は 、 放 射 性 同 位 体 を 使 用 し て 、 検 体 の 存 在 を 検 出 す る 。 酵 素 イ
ム ノ ア ッ セ イ で は 、 (例 え ば 、 発 色 ま た は 蛍 光 発 生 基 質 で )酵 素 活 性 に よ り 生 成 さ れ る 検 出
可 能 マ ー カ ー を 使 用 し て 、 検 体 の 存 在 を 検 出 す る (Engvallお よ び Perlmann, 1972, "Enzym
e-linked immunosorbent assay, Elisa. 3. Quantitation of specific antibodies by e
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nzyme-labeled anti-immunoglobulin in antigen-coated tubes" J. Immunol. 109:129-3
5)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ２ つ の ク ラ ス の イ ム ノ ア ッ セ イ が あ る 。 「 直 接 」 抗 体 イ ム ノ ア ッ セ イ で は 、 検 体 と 相 互
作 用 す る 抗 体 は 、 (例 え ば 、 RIAま た は ELISAに よ り )直 接 測 定 さ れ る 。 こ の 場 合 、 抗 体 は 、
検 体 と 接 触 す る こ と 、 お よ び こ の よ う な 相 互 作 用 の リ ポ ー ト を 提 供 す る こ と の 両 方 を 行 う
よ う に 作 用 す る 。 「 間 接 」 抗 体 イ ム ノ ア ッ セ イ で は 、 第 １ の 抗 体 は 検 体 に 結 合 し 、 第 １ の
抗 体 に 結 合 す る 第 ２ の 抗 体 を (例 え ば 、 RIAま た は ELISAに よ り )検 出 お よ び 測 定 す る 。 間 接
イ ム ノ ア ッ セ イ は ま た 、 ３ つ の 抗 体 を 伴 い 得 る ： 例 と し て 、 抗 体 の う ち の ２ つ は (以 下 に
記 載 す る 「 サ ン ド ウ ィ ッ チ 」 技 法 の 場 合 の よ う に )そ れ ぞ れ 検 体 に 結 合 す る こ と が で き 、
他 の ２ つ の 抗 体 の う ち の １ つ に 結 合 す る 第 ３ の 抗 体 は 、 成 果 の あ っ た 相 互 作 用 の リ ポ ー ト
を 提 供 す る 。 間 接 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 一 般 的 に 、 直 接 イ ム ノ ア ッ セ イ よ り も 好 ま し い 。 な
ぜ な ら 、 間 接 イ ム ノ ア ッ セ イ は よ り 感 受 性 が 強 く か つ 特 異 的 で あ り 、 リ ポ ー タ ー 抗 体 を ジ
ェ ネ リ ッ ク 試 薬 と し て 使 用 し て 、 そ れ ぞ れ 異 な る 検 体 に 結 合 す る 多 く の 異 な る 抗 体 を 測 定
す る こ と が で き る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ の 一 種 と し て 「 サ ン ド ウ ィ ッ チ 」 技 法 が あ る 。 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ
は 、 一 般 的 に ELISA読 出 し を 使 用 し 、 少 な く と も ２ つ の 抗 体 の 使 用 を 伴 う 。 典 型 的 に 、 目
的 の 検 体 を 含 む 可 能 性 の あ る サ ン プ ル を 、 固 体 支 持 体 上 の 第 １ の 抗 体 と 接 触 さ せ る 。 結 合
し て い な い サ ン プ ル を 除 去 し た 後 、 第 ２ の 酵 素 複 合 型 (conjugated)抗 体 を 、 第 １ の 抗 体 と
結 合 し た 検 体 と 接 触 さ せ る 。 結 合 し て い な い 第 ２ の 抗 体 を 除 去 し た 後 、 酵 素 の 基 質 (例 え
ば 、 発 色 性 ま た は 蛍 光 発 生 性 )を 、 固 体 支 持 体 上 の 抗 体 -検 体 -抗 体 複 合 体 と 接 触 さ せ る 。
検 出 可 能 マ ー カ ー の 生 成 は 、 サ ン プ ル 中 の 検 体 の 存 在 を 示 し 、 生 成 さ れ た 検 出 可 能 マ ー カ
ー の 量 、 ま た は 検 出 可 能 マ ー カ ー の 生 成 率 を 使 用 し て 、 検 体 の 量 を 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ は 、 一 般 的 に 、 検 体 に 結 合 す る の に 単 一 の 抗 体 し か 使 用 し な い
イ ム ノ ア ッ セ イ よ り も 感 受 性 お よ び 信 頼 性 が 高 い 。 な ぜ な ら 、 検 出 可 能 マ ー カ ー の 非 特 異
的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 生 成 が 少 な い か ら で あ る 。 上 記 例 の サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ は 、 検 体
に 結 合 す る 抗 体 の １ つ が リ ポ ー タ ー 分 子 と し て も 作 用 す る た め 直 接 イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る
が 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ は 、 上 記 例 に お け る 第 ２ の 抗 体 が 酵 素 複 合 型 で は な く 、 酵 素
複 合 型 の 第 ３ の 抗 体 に よ り 検 出 さ れ る 場 合 に は 、 間 接 イ ム ノ ア ッ セ イ と し て も 設 計 さ れ 得
る 。 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ は 、 ELISA型 ア ッ セ イ を 使 用 し た ブ タ の 仮 性 狂 犬 病 の 診 断 に
例 え ら れ る よ う に 、 疾 患 を 診 断 す る の に 有 用 で あ り 続 け て き た (H. Jooに 発 行 さ れ た 米 国
特 許 第 4,562,147号 )。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 上 述 し た よ う に 、 ELISA技 法 は 、 目 的 の 検 体 を 検 出 す る の に 成 果 を 上 げ た が 、 こ の ア ッ
セ イ は 、 典 型 的 に 、 検 体 に 特 異 的 な ２ つ の 抗 体 を 必 要 と す る 。 さ ら に 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ 技
術 を 使 用 す る 場 合 、 両 方 の 抗 体 が 検 体 に 結 合 し な け れ ば な ら な い が 、 理 想 的 に は 、 検 体 の
同 じ 部 分 に 結 合 し て は な ら ず 、 さ も な け れ ば 、 一 方 の 抗 体 が 、 他 方 の 抗 体 が 検 体 に 結 合 す
る の を 妨 げ て し ま う 。 一 般 的 に 、 抗 体 特 異 性 は 、 操 作 す る の が 困 難 で 、 検 体 へ の 結 合 部 位
が 異 な る ２ つ の 抗 体 を 生 成 す る の は 、 達 成 す る の が さ ら に 困 難 で あ る 。 こ の よ う な 抗 体 の
供 給 は 限 ら れ て お り 、 抗 体 の 生 成 に は 費 用 お よ び 時 間 が か か り 得 る 。 さ ら に 、 十 分 な 特 異
性 お よ び 親 和 性 を 有 す る 抗 体 は 、 標 的 検 体 の 抗 原 性 が 弱 い 場 合 に は 、 得 る こ と が 特 に 難 し
い 。 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ の た め に 弱 い 抗 原 に 対 す る ２ つ の 重 複 し な い 抗 体 を 得 る こ と
は 特 に 厳 し い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 従 っ て 、 当 該 分 野 に お い て は 、 標 的 検 体 の 結 合 お よ び 検 出 の た め に 抗 体 だ け に 頼 ら な い
、 in vitroで 検 体 を 検 出 お よ び 定 量 す る 方 法 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 本 発 明 は 、 検 体 を 検 出 す る た め に 分 子 を 使 用 す る (す な わ ち 、 分 析 的 手 順 に お い て 目 的
の 分 子 を 検 出 ま た は 測 定 す る )方 法 に 関 し 、 少 な く と も １ つ の 分 子 が 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で
あ り 、 少 な く と も １ つ の 分 子 が 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 。 非 抗 体 結 合 タ ン パ ク 質 は
、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 検 体 を 検 出 ま た は 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 (ａ )生
体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 と 該 検 体 を 含 む サ ン プ ル と を 、 該 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結
合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )該 結 合 し た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い
る 該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 検 体 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触
さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び (ｃ )該 第 １ の 分 子 と 結 合 し て い る 該 検 体 と 該 第 ２ の 分 子 と の 結 合
を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も 一
方 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ
プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ
、 該 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 す 、 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と は 異 な る 種 に 由 来 す る 非
抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 第 １ の 分
子 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 別 の
さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て な い 第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す
る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の
前 に 除 去 す る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル 、 な ら び に 結 合 し て
い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、
ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に １ つ 以 上 の ス テ ッ プ を 加 え て 、 検 体 、 第 １ の 分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 を
含 む 複 合 体 に 存 在 し な い 分 子 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 同 時 に 接 触 さ せ て も よ い 。 あ る い は ま た 、 結 合 分 子 を 、 順 次 に
サ ン プ ル と 接 触 さ せ て も よ い 。 結 合 分 子 は 、 任 意 の 順 序 で サ ン プ ル と 接 触 さ せ て よ い 。 ま
た 、 結 合 分 子 を 、 目 的 の 検 体 を 含 む と 疑 わ れ る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 前 に 、 異 な る 結 合 分
子 を 任 意 の 順 序 で 互 い と 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 検 体 を 検 出 ま た は 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 (ａ )生 体 分 子
検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 と 該 検 体 を 含 む サ ン プ ル と を 、 該 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 す る
条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し て い な い サ ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ ； (ｃ )該
結 合 し た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る 該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該
検 体 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｄ )結 合 し て い な い 第 ２ の
分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ ； お よ び (ｅ )該 第 １ の 分 子 と 結 合 し て い る 該 検 体 と 該 第 ２ の 分 子
と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な
く と も 一 方 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は
、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は
そ れ ぞ れ 、 該 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 す 、 上 記 方 法 で あ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 第 １
お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 特 定 の 実
施 形 態 で は 、 本 方 法 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 第 １ の 分 子 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ
ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 全 て の 異 な る 分 子 が 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 シ グ ナ ル 増 幅 を 得 る
た め に は 、 リ ポ ー タ ー 酵 素 と 複 合 化 し た 第 ２ の 異 な る 分 子 を 使 用 し て 、 検 体 に 結 合 し た 第
１ の 分 子 に 結 合 さ せ れ ば よ い 。 さ ら に 、 第 ３ の 異 な る 分 子 を 第 ２ の 分 子 に 結 合 さ せ て も よ
い 。 一 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 し た 第 １ の 分 子 に 結 合 す る い く つ か の 異 な る 二 次 分 子 を
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使 用 し て 、 検 体 の 存 在 に 対 応 す る シ グ ナ ル を 増 幅 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 従 っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 検 体 を 検 出 ま た は 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 (ａ )生
体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 と 該 検 体 を 含 む サ ン プ ル と を 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 に
結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )該 結 合 し た 第 １ の 分 子 を 、 該 第 １ の 分 子 が 該
検 体 に 結 合 し て い る 場 合 に 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 第 ２ の 分 子 が
該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び (ｃ )該 検 体 が 結 合 し て い る
該 第 １ の 分 子 と 該 第 ２ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、 該
第 １ の 分 子 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子
は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； 結 合 の 検 出 ま た は 測 定
は そ れ ぞ れ 、 該 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 す 、 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 。 具
体 的 な 別 の 実 施 形 態 で は 、 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 特 定 の 実
施 形 態 で は 、 本 方 法 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 第 １ の 分 子 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ
ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て な い サ ン プ ル を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 別 の さ
ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て な い 第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る
。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前
に 除 去 す る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル 、 な ら び に 結 合 し て い
な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 ス
テ ッ プ (ｃ )の 前 に １ つ 以 上 の ス テ ッ プ を 加 え て 、 検 体 、 第 １ の 分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 を 含
む 複 合 体 に 存 在 し な い 分 子 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 同 時 に 接 触 さ せ て も よ い 。 あ る い は ま た 、 結 合 分 子 を 、 サ ン プ
ル と 順 次 に 接 触 さ せ て も よ い 。 結 合 分 子 は 、 任 意 の 順 序 で サ ン プ ル と 接 触 さ せ て よ い 。 ま
た 、 結 合 分 子 を 、 目 的 の 検 体 を 含 む と 疑 わ れ る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 前 に 、 異 な る 結 合 分
子 を 任 意 の 順 序 で 互 い と 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 検 体 を 検 出 ま た は 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 と 該 検 体 を 含 む サ ン プ ル と を 、 該 検 体 が 該 第 １ の
分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し て い な い サ ン プ ル を 除 去 す る ス
テ ッ プ ； (ｃ )該 結 合 し た 第 １ の 分 子 を 、 該 検 体 に 結 合 し て い る 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 第
２ の 異 な る 分 子 と 、 該 第 ２ の 分 子 が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ
； (ｄ )結 合 し て い な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ ； お よ び (ｅ )該 検 体 が 該 結 合 し て い
る 該 第 １ の 分 子 と 該 第 ２ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、
該 第 １ の 分 子 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分
子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； 結 合 の 検 出 ま た は 測
定 は そ れ ぞ れ 、 該 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 す 、 方 法 で あ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 第 １
お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 。 さ ら な る 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、
第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は 、 ス
テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 第 １ の 分 子 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 １ つ 、 ２ つ 、 ３ つ 、 ４ つ ま た は ５ つ の 異 な る 分 子 を ア ッ セ イ に 使 用 し
て 、 検 体 を 検 出 お よ び /ま た は 測 定 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 ２ つ 、 ３ つ 、 ４ つ ま た
は ５ つ の 分 子 が 、 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 全 て の 異 な る 分 子 が 、 非
抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 少 な く と も １ つ の 分 子 が 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来
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す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 全 て の 異 な る 分 子 が 、 検 体 の 種 と 異 な る 種
に 由 来 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る ２ つ の 非 抗 体 結
合 タ ン パ ク 質 を ア ッ セ イ に 使 用 し て 、 検 体 を 検 出 お よ び /ま た は 測 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 少 な く と も １ つ の 分 子 が 、 検 体 に 結 合 す る 別 の 異 な
る 分 子 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 し 、 こ の 種 は 検 体 の 種 と 異 な る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 に
結 合 す る 少 な く と も １ つ の 分 子 が 、 検 体 に 結 合 し た 別 の 分 子 に 結 合 す る 別 の 異 な る 分 子 の
種 と 異 な る 種 に 由 来 し 、 こ の 種 は 検 体 の 種 と 異 な る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結
合 す る 全 て の 異 な る 分 子 が 、 同 じ 種 に 由 来 し 、 こ の 種 は 検 体 の 種 と 異 な る 。 具 体 的 な 別 の
実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 第 １ お よ び 第 ２ の 異 な る 分 子 が 同 じ 種 に 由 来 し 、 こ の 種 は
検 体 の 種 と 異 な る 。 別 の 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 全 て の 異 な る 分 子
が 酵 母 に 由 来 し 、 検 体 は 酵 母 以 外 の 生 物 に 由 来 す る 。 別 の 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 目 的 の
検 体 は ヒ ト に 由 来 し 、 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 は 酵 母 に 由 来 す る 。 さ ら に 別 の 具 体 的 な
実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 は ヒ ト に 由 来 し 、 (検 体 に 結 合 す る か 、 ま た は 検 体 に 結 合 し た
第 １ の 分 子 に 結 合 す る )第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 の 一 方 が 酵 母 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 少 な く と も １ つ の 分 子 が 検 体 の 種 と 異 な る 種
に 由 来 し 、 少 な く と も １ つ の 分 子 は 検 体 が 由 来 す る 種 に お い て ホ モ ロ グ を 持 た な い 。 別 の
実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 全 て の 異 な る 分 子 が 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 し
、 少 な く と も １ つ の 分 子 が 検 体 が 由 来 す る 種 に お い て ホ モ ロ グ を 持 た な い 。 さ ら な る 実 施
形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 全 て の 分 子 が 酵 母 に 由 来 し 、 検 体 は 酵 母 以 外 の 生 物 に 由
来 し 、 こ こ で 少 な く と も １ つ の 分 子 は 検 体 が 由 来 す る 種 に お い て ホ モ ロ グ を 持 た な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 分 子 は 、 抗 体 ま た は 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 こ こ で 、 タ ン
パ ク 質 は 全 長 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 の 一 部 、 ま た は ペ プ チ ド で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、
目 的 の 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 は 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、 目 的 の 検 体 に 結 合 し た 第 １
の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 は 抗 体 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 分 子 に 結 合
す る 全 て の 異 な る 分 子 が 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に
結 合 す る 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 別 の 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、
目 的 の 検 体 に 結 合 す る 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ
ン パ ク 質 で あ り 、 検 体 が 由 来 す る 種 に お い て ホ モ ロ グ を 持 た な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 分 子 は 、 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い な く て も 結 合 し て い て も よ い 。
一 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 分 子 は 結 合 し て い な い 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的
の 検 体 に 結 合 す る 分 子 は 、 固 体 支 持 体 の 表 面 に 結 合 し て い る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の
検 体 に 結 合 す る 分 子 は 、 固 体 支 持 体 の ウ ェ ル の 表 面 に 結 合 し て い る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で
は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 分 子 は 、 ポ リ ス チ レ ン 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ
ェ ル の 表 面 に 結 合 し て い る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 分 子 は 、 PCT国 際
特 許 公 報 第 WO 0183827号 (2001年 11月 8日 に 発 行 )お よ び Zhuら (2000, "Analysis of yeast 
protein kinases using protein chips", Nature Genet. 26:283-289)に 記 載 さ れ て い る
ナ ノ ア レ イ デ バ イ ス の ウ ェ ル の 表 面 に 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 ま た は 検 体 に 結 合 し て い る 異 な る 分 子 に 結 合 す る 分 子 は 、
検 出 可 能 マ ー カ ー と 複 合 化 さ れ る か 、 ま た は 検 出 可 能 マ ー カ ー に 結 合 さ れ 得 る 。 一 実 施 形
態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 分 子 は 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン 等 の 検 出 可 能 マ ー カ ー と 複
合 化 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 ま た は 検 体 に 結 合 し た 分 子
に 結 合 す る 分 子 は 、 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 等 の 検 出 可 能 マ ー カ ー を 生 成 す る 酵 素
と 複 合 化 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 ま た は 検 体 に 結 合 し て
い る 異 な る 分 子 に 結 合 す る 分 子 は 、 例 え ば p-ア ゾ ベ ン ゼ ン ア ル ソ ン 酸 等 の ハ プ テ ン と 複 合
化 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 ま た は 検 体 に 結 合 し て い る 異
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な る 分 子 に 結 合 す る 分 子 は 、 例 え ば 分 子 質 量 マ ー カ ー 等 の 検 出 可 能 マ ー カ ー に よ り 結 合 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 診 断 ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 少 な く と も １ つ の 結 合 分 子 は 非 抗 体
タ ン パ ク 質 で あ る が 、 使 用 す る 結 合 分 子 の １ つ 以 上 が 抗 体 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 で あ っ て も よ い 。 限 定 し な い 例 と し て 、 検 体 に 結 合 す る 非 抗 体 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン
パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ 得 、 非 抗 体 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 検 出 可 能 分 子 と の 複 合 化 に よ り リ ポ ー タ ー 分 子 と し て 機 能 し
得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な 分 子 と し て は 、 例 え ば 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 技 術 分 野 に
お い て 公 知 の 任 意 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 を 含 む 。 当 業 者
は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 多 く の 結 合 ア ッ セ イ が 、 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な 分 子 を 同 定 お よ び 単
離 す る た め に 使 用 で き る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の ア ッ セ イ に 有 用 な 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 目 的 の 検 体 で タ ン パ ク 質 ア レ イ
を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に
結 合 す る 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 検 体 で タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同
定 さ れ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ は 、 単 一 種 の 既 知 遺 伝 子 の 少 な く と
も 50％ ま た は 少 な く と も 70％ の 既 知 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク
質 を 含 む 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ は 、 単 一 種 に お い て 発 現 さ れ る
全 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 50％ を 含 む (こ こ で 、 タ ン パ ク 質 ア イ ソ フ ォ ー ム お よ び ス プ ラ
イ ス 変 異 体 は 単 一 タ ン パ ク 質 と し て 数 え る )。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 ア
レ イ は 、 単 一 種 に お い て 発 現 さ れ る 少 な く と も 1000の タ ン パ ク 質 を 含 む 。 さ ら に 別 の 実 施
形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ は 、 単 一 種 の 少 な く と も 1000の 異 な る 既 知 遺 伝 子 に よ り コ ー
ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 し 、 特 定 の 種 に 由 来 す る 第 １ の 結 合 タ ン パ ク
質 、 お よ び 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 が 由 来 す る 種 と 同 じ ま た は 異 な る 種 に 由 来 す る 第 ２ の 結
合 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 。 そ の 後
、 検 体 を 、 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 下 で 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能 力 、 お よ
び 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 下 で 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能 力 に つ い て テ ス ト
す る 。 ２ つ の 結 合 タ ン パ ク 質 が 、 互 い の 存 在 下 で 検 体 に 結 合 可 能 で あ る 場 合 、 こ の よ う な
２ つ の 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ と 同 様 の 診 断 ア ッ セ イ に お い て
試 薬 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 し 、 特 定 の 種 に 由 来 す る 第 １ の 結 合 タ ン
パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 次 い で 、 第 １ の
結 合 タ ン パ ク 質 お よ び 検 体 を 含 む 複 合 体 を 、 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 使 用
し た の と 同 じ ま た は 異 な る タ ン パ ク 質 ア レ イ 上 で ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 複 合 体 に 結 合 す る
第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。 そ の 後 、 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 複 合 体 の 別 個 の 成
分 に 対 し て テ ス ト し て 、 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 が 検 体 に 結 合 す る の か 、 ま た は 第 １ の 結 合
タ ン パ ク 質 に 結 合 す る の か を 決 定 し 得 る 。 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 こ の よ う に し て 、 様
々 な 診 断 ア ッ セ イ 形 式 用 の 試 薬 と し て 特 徴 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 し 、 特 定 の 種 に 由 来 す る 第 １ の 結 合 タ ン パ
ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ 、 こ の よ う な 第 １ の
結 合 タ ン パ ク 質 を 、 そ の 後 、 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 の 種 と 同 じ 種 に 由 来 す る か 、 ま た は 第
１ の 結 合 タ ン パ ク 質 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 を 含 む 、 同 じ
ま た は 異 な る ア レ イ 上 で の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 使 用 し て 、 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結
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合 す る 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。 こ の よ う な 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 任 意 に 、
そ の 後 、 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 の 種 と 同 じ 種 に 由 来 す る か 、 ま た は 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質
の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 含 む 、 同 じ ま た は 異 な る ア レ イ 上 で の ス ク リ ー ニ
ン グ に お い て 使 用 し て 、 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 第 ３ の 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 し
て も よ く 、 以 下 同 様 に 続 け て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 集 合 中 の タ ン パ ク 質 を 互 い と テ ス ト し て 、 ど の タ ン パ ク
質 が 、 集 合 中 の そ の 他 全 て の タ ン パ ク 質 の い ず れ と 結 合 す る か を 決 定 し 、 こ の よ う な 結 合
ア ッ セ イ に よ り 得 ら れ た デ ー タ を 「 相 互 作 用 プ ロ フ ァ イ ル 」 と し て 記 録 す る 。 タ ン パ ク 質
の 集 合 は 大 規 模 で あ っ て も よ く 、 例 え ば プ ロ テ オ ー ム 全 体 を 意 図 し て も よ い 。 タ ン パ ク 質
集 合 の 全 て ま た は ほ ぼ 全 て の (例 え ば 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ を 上 回 る )結
合 相 互 作 用 が 明 ら か に な っ た ら 、 目 的 の 検 体 を タ ン パ ク 質 集 合 に 対 す る 結 合 に つ い て テ ス
ト し 得 る 。 検 体 に 結 合 す る と し て 同 定 さ れ た 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 に つ い て は 、 相 互 作 用
プ ロ フ ァ イ ル を 参 照 す る こ と に よ り 、 こ の よ う な 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 全 て の
第 ２ の タ ン パ ク 質 が 示 さ れ る 。 次 い で 、 相 互 作 用 プ ロ フ ァ イ ル を さ ら に 参 照 す る こ と に よ
り 、 こ の よ う な 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 全 て の 第 ３ の タ ン パ ク 質 が 示 さ れ 、 以 下
同 様 に 続 く 。 一 連 の 結 合 タ ン パ ク 質 を 規 定 す る こ の 過 程 は 、 検 体 に 結 合 す る あ ら ゆ る 結 合
タ ン パ ク 質 に つ い て 繰 り 返 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 従 っ て 、 こ の よ う な 相 互 作 用 の デ ー タ ベ ー ス は 、 診 断 ア ッ セ イ を 設 計 す る の に 有 用 で あ
り 得 る 。 例 え ば 、 ヒ ト 由 来 検 体 を 、 非 ヒ ト 種 由 来 タ ン パ ク 質 の 集 合 に 対 し て ス ク リ ー ニ ン
グ し て も よ い (こ の 集 合 は 、 互 い に 対 す る 結 合 ア ッ セ イ に お い て テ ス ト さ れ て 、 集 合 中 の
ど の タ ン パ ク 質 が 集 合 中 の 互 い の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る か を 同 定 さ れ て い る (す な わ ち 、
相 互 作 用 プ ロ フ ァ イ ル ))。 検 体 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 集 合 か ら 同 定 し 、 相 互 作 用 プ ロ フ
ァ イ ル を 参 照 す る こ と に よ り 、 第 ２ レ ベ ル ま た は 第 ３ レ ベ ル 結 合 タ ン パ ク 質 と し て 使 用 で
き る 、 集 合 中 の 他 の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。 こ の よ う に し て 、 タ ン パ ク 質 の 集 合 中 の (検
体 に 結 合 す る )１ つ の 結 合 タ ン パ ク 質 が 既 知 で あ る 場 合 に は 、 目 的 の 検 体 に つ い て の 結 合
ア ッ セ イ を 設 計 で き る 。 通 常 、 検 体 に 結 合 す る 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 一 度 の ス ク リ ー ニ ン グ
ア ッ セ イ の み を 行 う こ と に よ り 同 定 で き る 。 こ の よ う な 診 断 ア ッ セ イ 設 計 方 法 は 有 利 で あ
る 。 な ぜ な ら 、 こ の 方 法 は 、 そ れ ぞ れ の 異 な る ア ッ セ イ に つ い て 必 要 な 結 合 タ ン パ ク 質 を
実 験 的 に テ ス ト お よ び 同 定 す る 必 要 を 軽 減 す る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 検 体 で タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 １ つ の 結 合 タ ン パ ク 質 を 同
定 し 得 る 。 タ ン パ ク 質 相 互 作 用 デ ー タ ベ ー ス を 使 用 し て 、 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 す
る 第 ２ 、 第 ３ お よ び 第 ４ レ ベ ル の 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 し 得 る 。 こ の よ う な 場 合 、 ア ッ セ
イ は 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ で は な い 。 な ぜ な ら 、 検 体 に は １ つ の タ ン パ ク 質 し か 直 接
結 合 し な い か ら で あ る 。 検 体 で ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り １ つ を 上 回 る タ ン
パ ク 質 を 同 定 す る 場 合 、 検 体 に 同 時 に 結 合 す る ２ つ の タ ン パ ク 質 を 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ
セ イ 用 の 第 １ レ ベ ル 結 合 タ ン パ ク 質 と し て 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 検 体 は 、 タ ン パ ク 質 相 互 作 用 デ ー タ ベ ー ス の メ ン バ ー で あ り 得 る 。 こ の よ う な 場 合 、 第
１ の 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 デ ー タ ベ ー ス を 参 照 す る こ と に よ り 同 定 さ れ 得 る 。 検 体 で の ア レ
イ の ス ク リ ー ニ ン グ は 必 要 で は な い 。 な ぜ な ら 、 検 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク
質 相 互 作 用 デ ー タ ベ ー ス を 用 い て 決 定 済 み で あ る か ら で あ る 。 例 え ば 、 酵 母 プ ロ テ オ ー ム
の タ ン パ ク 質 相 互 作 用 デ ー タ ベ ー ス は 、 全 て の 酵 母 タ ン パ ク 質 間 の 全 て の 相 互 作 用 を 含 み
得 る 。 従 っ て 、 検 体 が 酵 母 タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 、 全 て の 結 合 タ ン パ ク 質 が デ ー タ ベ ー ス
に 含 ま れ 得 る 。 こ の よ う な 場 合 、 検 体 お よ び 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 同 じ 種 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 検 体 は 、 タ ン パ ク 質 相 互 作 用 デ ー タ ベ ー ス の メ ン バ ー と 相 同 で あ り 得 る 。 検 体 の ホ モ ロ
グ と 相 互 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る デ ー タ ベ ー ス の 全 て の メ ン バ ー が 、 検 体 の 可 能 性 の
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あ る 結 合 体 で あ り 得 る 。 従 っ て 、 検 体 で ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 必 要 は な い 。 こ れ ら
の 可 能 性 の あ る 結 合 体 は 、 検 体 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 個 々 に テ ス ト さ れ 得 る 。 第 ２ 、 第
３ お よ び 第 ４ レ ベ ル タ ン パ ク 質 は 全 て 、 デ ー タ ベ ー ス か ら 知 り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 目 的 の 検 体 に 対 す る 結 合 体 と し て 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ か ら 同 定 さ れ た 結 合 タ ン パ ク 質 は
、 脂 質 結 合 体 で あ り 得 る 。 こ の よ う な 場 合 、 脂 質 を 使 用 し て 、 こ の よ う な 結 合 タ ン パ ク 質
と 結 合 さ せ 、 こ の よ う な 脂 質 の 直 接 的 も し く は 間 接 的 な 検 出 を 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 、
検 体 の 存 在 の 指 示 体 と し て 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 あ る い は ま た 、 目 的 の 検 体 に 対 す る 可 能 性 の あ る 結 合 体 と し て タ ン パ ク 質 ア レ イ か ら 同
定 さ れ た 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 核 酸 結 合 体 で あ り 得 る 。 こ の よ う な 場 合 、 コ グ ネ イ ト 核 酸 を
使 用 し て 、 こ の よ う な 結 合 タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ 、 こ の よ う な 核 酸 の 直 接 的 ま た は 間 接 的
な 検 出 を 、 検 体 の 存 在 の 指 示 体 と し て 使 用 し 得 る 。 従 っ て 、 ま ず 、 検 体 は 、 核 酸 に よ り 結
合 さ れ 、 第 ２ の 結 合 体 (例 え ば 、 検 体 -核 酸 複 合 体 を 認 識 す る 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来
す る タ ン パ ク 質 )が 結 合 お よ び 検 出 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 当 該 分 野 で 周 知 の 核 酸 増 幅 に 対 す
る い く つ か の 代 替 的 な ア プ ロ ー チ の う ち の い ず れ か を 使 用 し て も 、 検 出 シ グ ナ ル を 増 幅 で
き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 従 っ て 、 検 体 は 、 生 体 分 子 で あ る こ と が 好 ま し く 、 つ ま り タ ン パ ク 質 、 炭 水 化 物 ま た は
脂 質 で あ り 得 る 。 検 体 は 、 無 傷 細 胞 ま た は 細 胞 の 構 成 要 素 で も あ り 得 る が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。 し か し 、 検 体 は 、 小 分 子 (例 え ば 、 ス テ ロ イ ド 、 医 薬 )で も あ り 得 る 。 小 分 子 は
、 500ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る 非 ペ プ チ ド 化 合 物 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 検 体 の 他 の 例 と し て は 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 抗 原 、 抗 体 、 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ
ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 特 に 有 用 な 検 体 は 、 例 え ば 、 そ の 存 在 ま た は レ ベ ル が 疾
患 ま た は 障 害 に 相 関 す る タ ン パ ク 質 、 炭 水 化 物 、 お よ び 脂 質 で あ る 。 こ の よ う な 検 体 の 存
在 ま た は レ ベ ル は 、 疾 患 ま た は 障 害 の 危 険 性 、 発 症 、 進 行 、 緩 和 お よ び /ま た は 鎮 静 と 相
関 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 検 出 は 、 例 え ば 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー お よ び /ま た は ホ ス ホ イ メ ー ジ 化 分 析 (放 射 活
性 用 )、 免 疫 蛍 光 法 (蛍 光 タ グ 付 け リ ガ ン ド 用 )、 免 疫 化 学 法 (抗 原 性 リ ガ ン ド 用 )、 質 量 分
析 法 も し く は 原 子 間 力 顕 微 鏡 検 査 (分 子 質 量 標 識 用 )、 赤 外 分 光 法 (赤 外 線 標 識 用 )、 ポ リ メ
ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (増 幅 可 能 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 用 )、 ま た は 比 色 手 法 (リ ポ ー タ ー 酵 素 連 結
リ ガ ン ド 用 )に よ り 、 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は 、 疾 患 ま た は 障 害 と 相 関 す る 検 体 の 存 在 ま た は 量 を ア ッ セ イ し 、 実 験 サ ン プ ル
中 の 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 対 照 値 と 比 較 す る こ と に よ り 、 疾 患 ま た は 障 害 の 診 断 ま た は 予
後 を 判 断 す る 方 法 に も 関 し 、 疾 患 ま た は 障 害 の 診 断 ま た は 予 後 は 、 実 験 サ ン プ ル 中 の 検 体
の 存 在 ま た は 量 が 、 対 照 値 と 異 な る 場 合 に 判 断 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 従 っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 (
ａ )目 的 の 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 該 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ る サ
ン プ ル と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )該 結 合 し
た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し た 該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 検 体 が 該 第
２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び (ｃ )該 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い
る 該 検 体 と 該 第 ２ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ こ で 、 結 合 の
検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 該 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少
な く と も 一 方 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分
子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｃ )に お け
る 検 体 の 存 在 ま た は 量 が 、 該 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い な い 被 験 体 か ら 得 た 同 種 サ ン プ ル
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に 存 在 す る 検 体 の 量 を 示 す 対 照 値 と 異 な る 場 合 に 、 該 疾 患 が 存 在 す る と 決 定 さ れ る 、 上 記
方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 別 の
さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て な い 第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す
る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の
前 に 除 去 す る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル 、 な ら び に 結 合 し て
い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、
ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に １ つ 以 上 の ス テ ッ プ を 加 え て 、 検 体 、 第 １ の 分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 を
含 む 複 合 体 に 存 在 し な い 分 子 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 同 時 に 接 触 さ せ て も よ い 。 あ る い は ま た 、 結 合 分 子 を 、 サ ン プ
ル と 順 次 に 接 触 さ せ て も よ い 。 結 合 分 子 は 、 任 意 の 順 序 で サ ン プ ル と 接 触 さ せ て よ い 。 ま
た 、 結 合 分 子 を 目 的 の 検 体 を 含 む と 疑 わ れ る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 前 に 、 異 な る 結 合 分 子
を 任 意 の 順 序 で 互 い と 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 (ａ )目 的
の 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 該 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ る サ ン プ ル と
、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し て い な い サ
ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ ； (ｃ )該 結 合 し た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し た 該 検 体 に 結
合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 検 体 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ
プ ； (ｄ )結 合 し て い な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ ； お よ び (ｅ )該 第 １ の 分 子 に 結 合
し て い る 該 検 体 と 該 第 ２ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ こ で 、
結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 該 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分
子 の 少 な く と も 一 方 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第
１ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (e)
に お け る 検 体 の 存 在 ま た は 量 が 、 該 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い な い 被 験 体 か ら 得 た 同 種 サ
ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 を 示 す 対 照 値 と 異 な る 場 合 に 、 該 疾 患 が 存 在 す る と 決 定 さ れ る
、 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 (ａ )目 的
の 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 該 被 験 体 か ら 得 た 該 検 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ る サ ン プ ル
と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )該 結 合 し た 第 １
の 分 子 を 、 該 検 体 に 結 合 し た 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 第 １ の 分 子
が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び (ｃ )該 検 体 が 結 合 し て い
る 該 第 １ の 分 子 と 該 第 ２ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ こ で 、
結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ の 分 子 は 、 該 検 体
の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前
後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｃ )に お け る 検 体 の 存 在 ま た は 量 が
、 該 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い な い 被 験 体 か ら 得 た 同 種 サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 を 示
す 対 照 値 と 異 な る 場 合 に 、 該 疾 患 が 存 在 す る と 決 定 さ れ る 、 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 別 の
さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て な い 第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す
る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の
前 に 除 去 す る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル 、 な ら び に 結 合 し て
い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、
ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に １ つ 以 上 の ス テ ッ プ を 加 え て 、 検 体 、 第 １ の 分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 を
含 む 複 合 体 に 存 在 し な い 分 子 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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　 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 同 時 に 接 触 さ せ て も よ い 。 あ る い は ま た 、 結 合 分 子 を 、 サ ン プ
ル と 順 次 に 接 触 さ せ て も よ い 。 結 合 分 子 は 、 任 意 の 順 序 で サ ン プ ル と 接 触 さ れ 得 る 。 ま た
、 結 合 分 子 を 、 目 的 の 検 体 を 含 む と 疑 わ れ る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 前 に 、 異 な る 結 合 分 子
を 任 意 の 順 序 で 互 い と 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 (ａ )目 的
の 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 該 被 験 体 か ら 得 た 該 検 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ る サ ン プ ル
と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し て な い サ
ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ ； (ｃ )該 結 合 し た 第 １ の 分 子 を 、 該 検 体 に 結 合 し た 該 第 １ の 分
子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 第 １ の 分 子 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触
さ せ る ス テ ッ プ ； (ｄ )結 合 し て い な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ ； お よ び (ｅ )該 検 体
が 結 合 し て い る 該 第 １ の 分 子 と 該 第 ２ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含
み 、 こ こ で 、 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ の 分
子 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ
ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｅ )に お け る 検 体 の 存
在 ま た は 量 が 、 該 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い な い 被 験 体 か ら 得 た 同 種 サ ン プ ル に 存 在 す る
検 体 の 量 を 示 す 対 照 値 と 異 な る 場 合 に 、 該 疾 患 が 存 在 す る と 決 定 さ れ る 、 上 記 方 法 で あ る
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 の 進 行 度 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(ａ )目 的 の 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 被 験 体 か ら 得 た 該 検 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ る サ
ン プ ル と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )該 結 合 し
た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し た 該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 検 体 と 該 第
２ の 分 子 と が 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び (ｃ )該 第 ２ の 分 子 と 、 該 第 １
の 分 子 と 結 合 し た 該 検 体 と の 結 合 を 、 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ こ で 、 結 合
の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ の 分 子 お よ び 第 ２ の 分
子 の 少 な く と も 一 方 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第
１ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｃ )
に お け る 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 、 該 疾 患 お よ び /ま た は 障 害 の 特 定 の 進 行 度 に あ る 被 験 体
か ら 得 た 同 種 サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 と 比 較 し て 、 該 被 験 体 に お け る 疾 患 の 進 行 度 を
判 断 す る 、 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 別 の
さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て な い 第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す
る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の
前 に 除 去 す る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル 、 な ら び に 結 合 し て
い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、
ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に １ つ 以 上 の ス テ ッ プ を 加 え て 、 検 体 、 第 １ の 分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 を
含 む 複 合 体 に 存 在 し な い 分 子 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 同 時 に 接 触 さ せ て も よ い 。 あ る い は ま た 、 結 合 分 子 を 、 サ ン プ
ル と 順 次 に 接 触 さ せ て も よ い 。 結 合 分 子 は 、 任 意 の 順 序 で サ ン プ ル と 接 触 さ れ 得 る 。 ま た
、 結 合 分 子 を 、 目 的 の 検 体 を 含 む と 疑 わ れ る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 前 に 、 異 な る 結 合 分 子
を 任 意 の 順 序 で 互 い と 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 の 進 行 度 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(ａ )目 的 の 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 被 験 体 か ら 得 た 該 検 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ る サ
ン プ ル と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し て
い な い サ ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ ； (ｃ )該 結 合 し た 検 体 と 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い
る 該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 検 体 と 該 第 ２ の 分 子 と が 結 合 す る 条 件 下 で 接
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触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｄ )結 合 し て い な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ ； お よ び (ｅ )該 第
２ の 分 子 と 、 該 第 １ の 分 子 と 結 合 し た 該 検 体 と の 結 合 を 、 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を
含 み 、 こ こ で 、 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ の
分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も 一 方 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン
パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着
さ れ ； ス テ ッ プ (ｅ )に お け る 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 、 該 疾 患 お よ び /ま た は 障 害 の 特 定 の
進 行 度 に あ る 被 験 体 か ら 得 た 同 種 サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 と 比 較 し て 、 該 被 験 体 に お
け る 疾 患 の 進 行 度 を 判 断 す る 、 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 の 進 行 度 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(ａ )目 的 の 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ る サ ン
プ ル と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )該 結 合 し た
第 １ の 分 子 を 、 該 検 体 に 結 合 し た 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 第 １ の
分 子 と 該 第 ２ の 分 子 と が 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び (ｃ )該 第 ２ の 分 子
と 、 該 第 １ の 分 子 と 結 合 し た 該 検 体 と の 結 合 を 、 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ
こ で 、 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 該 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ お よ び 第
２ の 分 子 の 少 な く と も 一 方 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り
； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ
プ (ｃ )に お け る 該 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 、 該 疾 患 ま た は 障 害 の 特 定 の 進 行 度 に あ る 被 験 体
か ら 得 た 同 種 サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 と 比 較 し て 、 該 被 験 体 の 該 疾 患 の 進 行 度 を 判 断
す る 、 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 別 の
さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て な い 第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す
る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の
前 に 除 去 す る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル 、 な ら び に 結 合 し て
い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、
ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に １ つ 以 上 の ス テ ッ プ を 加 え て 、 検 体 、 第 １ の 分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 を
含 む 複 合 体 に 存 在 し な い 分 子 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 同 時 に 接 触 さ せ て も よ い 。 あ る い は ま た 、 結 合 分 子 は 、 サ ン プ
ル と 順 次 に 接 触 さ せ て も よ い 。 結 合 分 子 は 、 任 意 の 順 序 で サ ン プ ル と 接 触 さ れ 得 る 。 ま た
、 結 合 分 子 を 、 目 的 の 検 体 を 含 む と 疑 わ れ る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 前 に 、 異 な る 結 合 分 子
を 任 意 の 順 序 で 互 い と 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 の 進 行 度 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(ａ )目 的 の 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ る サ ン
プ ル と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し て い
な い サ ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ ； (ｃ )該 結 合 し た 第 １ の 分 子 を 、 該 検 体 に 結 合 し た 該 第
１ の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 第 １ の 分 子 と 該 第 ２ の 分 子 と が 結 合 す る 条 件
下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｄ )結 合 し て い な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ ； お よ び (
ｅ )該 第 ２ の 分 子 と 、 該 第 １ の 分 子 と 結 合 し た 該 検 体 と の 結 合 を 、 検 出 ま た は 測 定 す る ス
テ ッ プ を 含 み 、 こ こ で 、 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 該 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し
； 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も 一 方 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体
タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に
付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｅ )に お け る 該 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 、 該 疾 患 ま た は 障 害 の 特 定 の 進
行 度 に あ る 被 験 体 か ら 得 た 同 種 サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 と 比 較 し て 、 該 被 験 体 の 該 疾
患 の 進 行 度 を 判 断 す る 、 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 ア レ ル ギ ー 、 ホ ル モ ン 障 害 、 自 己 免 疫 疾 患 、 癌 、 胃
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腸 疾 患 、 血 液 性 障 害 、 遺 伝 障 害 、 食 品 媒 介 疾 病 、 心 臓 病 、 感 染 病 、 循 環 疾 患 、 代 謝 障 害 、
神 経 変 性 障 害 、 ま た は 行 動 障 害 等 の 疾 患 ま た は 障 害 に つ い て の 診 断 ま た は 予 後 を 判 断 す る
の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 １ つ 以 上 の 結 合 分 子 、 お よ び /ま た は 分 子 と 検 体 と の 結 合 を 検 出 す る た
め の 検 出 手 段 を 含 む 、 キ ッ ト に も 関 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 (ａ )第 １ の 容 器 に
入 っ た 、 精 製 生 体 分 子 検 体 ； (ｂ )第 ２ の 容 器 に 入 っ た 、 該 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 ； お
よ び (ｃ )該 第 １ の 分 子 に 結 合 し た 該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 が 付 着 し た 固 体 支 持
体 を 含 み 、 こ こ で 、 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も 一 方 が 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種
に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 (ａ )第 １ の 容 器 に 入 っ た 、 精 製 生 体 分 子 検 体 ； (ｂ )検 体
に 結 合 し 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 第 １ の 分 子 が 付 着 し
た 固 体 支 持 体 ； お よ び (ｃ )第 ２ の 容 器 に 入 っ た 、 該 検 体 に 結 合 し た 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す
る 第 ２ の 異 な る 分 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 特 定 の 検 体 に 適 し た 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る よ う に 設 計 さ れ た キ ッ ト
に も 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の タ ン パ ク 質 ア レ イ 、 お よ び
/ま た は 分 子 と 検 体 と の 結 合 を 検 出 す る の に 有 用 な 試 薬 、 を 含 む キ ッ ト に も 関 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 は 、 検 体 に 結 合 し 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 分 子 を 使 用 し て 、 目 的
の 検 体 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。 検 体 の 種 と は 異 な る 種 に 由 来 す る 分 子 を 使 用 す る 利 点 は
、 と り わ け 、 交 差 反 応 が 低 い こ と が 見 込 ま れ 、 従 っ て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル が 低 く 、
特 異 性 が 高 く 、 お よ び /ま た は 偽 陽 性 が 少 な く な る こ と で あ る 。 さ ら な る 利 点 は 、 検 体 が
由 来 す る 種 に お い て 相 同 遺 伝 子 ま た は オ ー ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 生 成 物 を 持 た な い よ う な 分 子 を
使 用 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 こ の よ う な 分 子 は 、 特 異 的 に 結 合 し 、 実 験 的 サ ン プ ル 中 の
他 の 化 合 物 に は 結 合 し な い 可 能 性 が 高 い 。 非 抗 体 分 子 を 使 用 す る 別 の 利 点 は 、 大 多 数 の 抗
体 が 、 検 体 の 特 に 免 疫 原 性 の エ ピ ト ー プ を 指 向 す る 一 方 で 、 結 合 タ ン パ ク 質 が 、 検 体 の 免
疫 原 性 に 関 係 な く 、 検 体 上 の 複 数 の 可 能 性 の あ る 結 合 部 位 の い ず れ か に 結 合 し 得 る こ と で
あ る 。 こ れ に よ り 、 検 体 上 の 異 な る 部 位 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 確 率 が 高 く な り
、 従 っ て 、 図 ２ に 模 式 的 に 示 す サ ン ド ウ ィ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ と 同 様 の ア ッ セ イ 等 の 診 断
ア ッ セ イ に お い て 試 薬 と し て 並 行 し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 目 的 の 検 体 に 結 合 し 、 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 の た め に 有 用 な 分 子 は 、 結 合 ア ッ セ イ を 行
う こ と に よ り 同 定 お よ び 単 離 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 目 的 の 検 体 を プ ロ ー ブ と し て タ
ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 タ ン パ ク 質 の ア レ イ に 対 す る 検 体 の 結 合 を 検 出 お よ
び 同 定 で き る 。 し か し 、 多 く の 他 の 種 類 の 結 合 ア ッ セ イ が 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 本 発 明
の 方 法 の た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 目 的 の 検 体 で ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 有 用 な 任 意 の 結 合 ア ッ セ イ を
使 用 し て 、 検 体 に 結 合 す る 分 子 を 同 定 す る こ と を 意 図 す る 。 多 く の こ の よ う な ア ッ セ イ は
当 該 分 野 で 周 知 で あ り 、 当 業 者 は 、 こ の よ う な ア ッ セ イ の 改 変 版 を 本 発 明 に 従 っ て 使 用 で
き る こ と が 理 解 で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 結 合 ア ッ セ イ は 、 一 度 ず つ 行 い 、 個 々 の 分 子 と 目 的 の 検 体 と の 結 合 親 和 性 を 順 次 に テ ス
ト す る こ と が で き 、 こ の 一 例 を 図 １ Ａ に 模 式 的 に 示 す 。 １ つ を 上 回 る 分 子 が 、 目 的 の 検 体
の 結 合 体 と し て 同 定 さ れ た 場 合 に は 、 ２ つ の 分 子 を 同 時 に ま た は 順 に 検 体 と 結 合 す る 能 力
に つ い て テ ス ト し て も よ い (図 １ Ｂ )。
【 ０ ０ ６ ９ 】
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　 検 体 上 の 異 な る ド メ イ ン に 結 合 す る 結 合 タ ン パ ク 質 が 見 と め ら れ る 可 能 性 が 高 い と 考 え
ら れ て い る 。 こ の よ う な 検 体 の 一 例 は 、 EGF受 容 体 で あ る 。 EGFと EGF受 容 体 の 細 胞 外 ド メ
イ ン と の 結 合 は 、 AP-2ク ラ ス リ ン ア ダ プ タ ー 複 合 体 を 、 EGF受 容 体 の 細 胞 内 ド メ イ ン 、 特
に ア ダ プ タ ー 複 合 体 の μ 1お よ び μ 2サ ブ ユ ニ ッ ト に 結 合 さ せ る (Sorkinaら , 2001, "Clath
rin, adaptors and eps15 in endosomes containing activated epidermal growth facto
r receptors", J. Cell Sci. 112:317-327)。 ２ つ の 他 の タ ン パ ク 質 と 同 時 に 結 合 で き る
タ ン パ ク 質 の 別 の 例 は 、 Grb-2タ ン パ ク 質 で あ り 、 こ れ は 、 EGF受 容 体 お よ び タ ン パ ク 質 So
sと 同 時 に 結 合 す る (Zhangお よ び Lautar, 1996, "A yeast three-hybrid method to clone
 ternary protein complex components", Anal. Biochem. 242:68-72)。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 別 の 例 で は 、 Zhuら (2001, "Global analysis of protein activities using proteome 
chips", Science. 293:2101-2105)は 、 酵 母 タ ン パ ク 質 ア レ イ 中 の 39の タ ン パ ク 質 が カ ル
モ ジ ュ リ ン に 結 合 す る こ と を 報 告 し て い る 。 こ の よ う な 多 数 の タ ン パ ク 質 が 全 て 、 カ ル モ
ジ ュ リ ン の 同 じ 部 位 に 結 合 す る こ と は 考 え ら れ に く く 、 従 っ て 、 39の 同 定 さ れ た 結 合 タ ン
パ ク 質 の い ず れ か が 結 合 す る 複 数 の 結 合 部 位 が あ る 可 能 性 が 高 い 。 図 １ Ｂ は 、 結 合 体 Ｍ １
お よ び Ｍ ２ の 模 式 的 例 を 示 し て お り 、 こ れ ら は 、 検 体 上 の 遠 位 部 位 に 結 合 す る た め 、 両 方
の 分 子 が 検 体 に 同 時 に 結 合 で き る 。 こ の よ う な 結 合 ア ッ セ イ は 、 溶 液 中 で 、 お よ び /ま た
は 固 体 支 持 体 に 結 合 し た 結 合 分 子 も し く は 検 体 で 行 う こ と が で き る 。 検 体 は 、 結 合 体 と 同
時 に ま た は 順 に 接 触 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 検 体 が 第 １ の 結 合 分 子 に 結 合 し て い る 状 態 で 検 体 に 結 合 で き る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ
と に よ り 、 検 体 上 の 異 な る 部 位 に 結 合 し 、 検 体 に 同 時 に 結 合 で き る 複 数 の タ ン パ ク 質 を 得
る こ と が で き る 。 従 っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ は 、 結 合 タ ン パ ク 質 Ｍ １ に
結 合 し た 検 体 Ａ で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 こ の 複 合 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 は 、 診 断 ア ッ
セ イ に お い て 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 こ の よ う に 複 数 の 結 合 タ ン パ ク
質 を 同 定 す る こ と に よ り 、 検 体 に 同 時 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 、 個 別 に 単 離 さ れ た 結 合 タ
ン パ ク 質 を 再 度 ス ク リ ー ニ ン グ す る 必 要 が 無 く な る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 あ る い は ま た 、 目 的 の 検 体 を 使 用 し て 、 可 能 性 の あ る 結 合 タ ン パ ク 質 の 集 合 を プ ロ ー ビ
ン グ す る こ と も で き る 。 タ ン パ ク 質 の 集 合 は 、 と り わ け 、 検 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 の 同
定 お よ び 単 離 を 簡 易 化 す る た め に 、 ア レ イ 状 に 配 置 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 従 っ て 本
発 明 は 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ を 使 用 し て 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と
を 意 図 す る 。 目 的 の 検 体 で ス ク リ ー ニ ン グ し て 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 有 用 な あ
ら ゆ る タ ン パ ク 質 の ア レ イ が 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 使 用 で き る 。 こ の よ う な ア レ イ は 、 タ
ン パ ク 質 の 任 意 の 集 合 で あ り 得 、 任 意 の 由 来 源 か ら 得 ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 目 的 の 検 体 で ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 検 体 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 タ ン
パ ク 質 マ イ ク ロ ア レ イ (す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ )を 使 用 す る こ と は 、 他 の ア プ ロ ー チ
よ り も 有 意 な 利 点 を 有 す る 。 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ ア レ イ 技 法 の ひ と つ の 利 点 は 、 異 な る タ
ン パ ク 質 の 大 き な 集 合 を 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト な 手 法 で 直 接 ス ク リ ー ニ ン グ で き る 点 で あ る
。 さ ら に 、 ア レ イ 上 に 配 置 す る タ ン パ ク 質 を い っ た ん 調 製 す れ ば 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ ス ク
リ ー ニ ン グ は 費 用 が 高 く な く 、 自 動 化 に 適 合 し 、 既 存 の 装 置 お よ び 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア を 使
用 し て ス ク リ ー ニ ン グ の 分 析 を 迅 速 に 行 え る 。 さ ら に 、 い っ た ん 同 定 さ れ れ ば 、 (タ ン パ
ク 質 ア レ イ の 調 製 プ ロ セ ス に お い て 目 録 化 (inventoried)さ れ た と 思 わ れ る )目 的 の タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 増 幅 お よ び 発 現 さ せ る こ と が で き 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る タ
ン パ ク 質 を 、 迅 速 か つ 費 用 を か け ず に 大 量 に 作 製 で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 す る 別 の 利 点 は 、 位 置 特 定 可 能 な ア レ イ に よ り 、 各 タ
ン パ ク 質 が 固 体 上 の 既 知 の 位 置 に あ る と い う 構 成 が 得 ら れ 、 目 的 の 検 体 に 結 合 し た 各 タ ン
パ ク 質 を ア レ イ 上 の 位 置 か ら 同 定 で き る 。 従 っ て 、 ア レ イ 上 の 各 タ ン パ ク 質 は 、 固 体 支 持
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体 上 の 既 知 の 所 定 の 位 置 に あ っ て 、 検 体 に 結 合 し た 各 タ ン パ ク 質 が 固 体 支 持 体 上 の 位 置 か
ら 同 定 で き る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 す る こ と の さ ら な る 利 点 は 、 こ の よ う な マ イ ク ロ ア レ
イ を 検 体 以 外 の 分 子 と の 結 合 活 性 に つ い て テ ス ト す る こ と に よ り 、 ア レ イ 中 の タ ン パ ク 質
に つ い て の 相 互 作 用 プ ロ フ ァ イ ル を 展 開 で き る こ と で あ る 。 例 え ば 、 目 的 の 検 体 が 、 カ ル
モ ジ ュ リ ン に 結 合 す る こ と が 予 め 分 か っ て い る 39の 酵 母 タ ン パ ク 質 の １ つ と 結 合 す る こ と
が 分 か っ た 場 合 (Zhuら , 2001, "Global analysis of protein activities using proteom
e chips", Science. 293:2101-2105)、 該 結 合 タ ン パ ク 質 を 、 そ の 検 体 に つ い て の 診 断 ア
ッ セ イ に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 図 ３ に 示 す 模 式 図 で は 、 Ｍ １ お よ び Ｍ ２ は 検 体 に 結 合 す る
２ つ の タ ン パ ク 質 で あ り 、 Ｍ ２ は 予 め 同 定 さ れ た カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 で も あ る
。 こ の 形 式 で は 、 検 体 お よ び カ ル モ ジ ュ リ ン が Ｍ ２ 上 の 重 複 し な い 部 位 に 結 合 す る と い う
前 提 で 、 検 出 可 能 シ グ ナ ル Ｄ を 生 成 可 能 な 酵 素 と 複 合 化 し た カ ル モ ジ ュ リ ン は 、 結 合 分 子
Ｍ ３ と し て 作 用 で き 、 ア ッ セ イ に お け る リ ポ ー タ ー 分 子 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 以 外 の 分 子 は 、 診 断 ア ッ セ イ 用 の 有 用 な 試 薬 と し て 使 用 で き る 。 例 え ば 、 Zh
uら (2001, "Global analysis of protein activities using proteome chips", Science.
 293:2101-2105)は 、 お よ そ 150の 酵 母 タ ン パ ク 質 が 、 ６ つ の リ ン 脂 質 の い ず れ か に 結 合 す
る こ と が 分 か っ た こ と を 報 告 し て い る 。 従 っ て 、 検 体 が 、 脂 質 に 結 合 す る こ と が 記 録 さ れ
た マ イ ク ロ ア レ イ 中 の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 場 合 、 脂 質 の 検 出 を 使 用 し て 、 検 体 へ の
結 合 を 測 定 で き る 。 限 定 し な い 例 で は 、 目 的 の 検 体 の サ ン プ ル を 、 検 体 に 対 す る 第 １ の 結
合 分 子 が 付 着 し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 添 加 し て も よ い 。 サ ン プ ル 中 の 検
体 の 結 合 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 特 定 の 脂 質 に や は り 結 合 す る 第 ２ の 結 合 分 子 を 添 加 す れ ば
よ い 。 結 合 し て い な い 第 ２ の 結 合 分 子 を 全 て 除 去 し た 後 、 コ グ ネ イ ト 脂 質 を ウ ェ ル に 添 加
し 、 ウ ェ ル を 再 度 洗 浄 す る 。 残 っ た 脂 質 の 存 在 を 測 定 す る こ と に よ り 、 サ ン プ ル 中 の 検 体
の 存 在 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 限 定 し な い 別 の 例 と し て 、 Zhuら (2001, "Global analysis of protein activities usi
ng proteome chips", Science. 293:2101-2105)は 、 多 数 の 酵 母 タ ン パ ク 質 が 、 核 酸 に 結
合 す る こ と が 同 定 さ れ た こ と を 報 告 し て い る 。 脂 質 読 み 出 し を 使 用 す る (脂 質 の 検 出 に よ
り 検 体 の 存 在 が 決 定 さ れ る )上 述 し た 形 式 と 同 様 の 診 断 形 式 で は 、 核 酸 が 検 出 さ れ る 同 様
の ア ッ セ イ を 設 計 で き る 。 従 っ て 、 検 体 が 、 核 酸 に 結 合 す る こ と が 記 録 さ れ た マ イ ク ロ ア
レ イ 中 の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 場 合 に は 、 核 酸 読 み 出 し (核 酸 の 検 出 )を 使 用 し て 、 検
体 へ の 結 合 を 測 定 し 得 る 。 限 定 し な い 例 で は 、 目 的 の 検 体 の サ ン プ ル を 、 検 体 に 対 す る 第
１ の 結 合 分 子 が ウ ェ ル の 表 面 に 付 着 し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 添 加 し て も
よ い 。 サ ン プ ル 中 の 検 体 の 結 合 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 特 定 の 核 酸 に 同 じ く 結 合 す る 第 ２ の
結 合 分 子 を 添 加 し 得 る 。 結 合 し て な い 第 ２ の 結 合 分 子 を 全 て 除 去 し た 後 、 コ グ ネ イ ト 核 酸
を ウ ェ ル に 添 加 し 、 ウ ェ ル を 再 度 洗 浄 し 得 る 。 そ の 後 、 残 っ た 核 酸 を 、 直 接 測 定 、 あ る い
は ま た 、 核 酸 の 測 定 前 に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Mullis, 1990, "Target amplificatio
n for DNA analysis by the polymerase chain reaction", Ann. Biol. Clin. (Paris) 4
8(8):579-582； Ausubelら , Current Protocols in Molecular Biology） ま た は ロ ー リ ン
グ サ ー ク ル 増 幅 (Hatchら , 1999, "Rolling circle amplification of DNA immobilized o
n solid surfaces and its application to multiplex mutation detection", Genet. An
al. 15(2):35-40)； Deanら , 2001, "Rapid amplification of plasmid and phage DNA us
ing phi29 DNA polymerase and multiply-primed rolling circle amplification", Geno
me Res. 11:1095-1099； Schweitzerお よ び Kingsmore, 2001, "Combining nucleic acid a
mplification and detection", Curr. Opin. Biotech. 12:21-27を 含 む (が こ れ ら に 限 定
さ れ な い )当 該 分 野 で 公 知 の い く つ か の 方 法 の い ず れ か に よ り 核 酸 を 増 幅 し て も よ い 。
　 ま た 、 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 検 体 に 結 合 す る 分 子 を 同 定 す る だ け で
な く 、 検 体 に 結 合 す る 分 子 に 結 合 す る 複 数 の 分 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 限 定 し な い 例
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と し て 、 全 て の 可 能 性 の あ る 互 い と の 相 互 作 用 に つ い て タ ン パ ク 質 の 集 合 を テ ス ト す る こ
と に よ り 、 ア レ イ 中 の 全 て の タ ン パ ク 質 に つ い て 、 相 互 作 用 プ ロ フ ァ イ ル を 記 録 で き る 。
こ の よ う な 相 互 テ ス ト は 、 同 定 さ れ た カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 他 の 全
て の タ ン パ ク 質 の ア レ イ を 、 ア レ イ 中 の 他 の 全 て の タ ン パ ク 質 に 対 す る タ ン パ ク 質 ア レ イ
に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 相 互 作 用 プ ロ フ ァ イ ル デ ー タ ベ ー ス を 作 成 す る こ と に よ り
、 ビ オ チ ン 化 カ ル モ ジ ュ リ ン の 評 価 を 拡 張 す る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る (Zhuら 2001, "Glo
bal analysis of protein activities using proteome chips", Science. 293:2101-2105
)。  こ の よ う な デ ー タ ベ ー ス は 、 グ ル ー プ 中 の タ ン パ ク 質 間 の 既 知 の 相 互 作 用 を 全 て 含 み
得 る 。 例 え ば 、 酵 母 プ ロ テ オ ー ム の 全 体 ま た は 一 部 を 含 む タ ン パ ク 質 グ ル ー プ を 使 用 し て
、 タ ン パ ク 質 ア レ イ を 調 製 し て も よ い 。 ア レ イ の 各 タ ン パ ク 質 メ ン バ ー を 使 用 し て 、 ア レ
イ 中 の 他 の 任 意 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 評 価 し て 、 ア レ イ 中 の 全 て の タ ン パ
ク 質 間 の 全 て の 相 互 作 用 を 同 定 し 得 る 。 こ れ ら の 相 互 作 用 は 全 て 、 相 互 作 用 プ ロ フ ァ イ ル
デ ー タ ベ ー ス に お い て 目 録 作 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 目 的 の 検 体 、 例 え ば 、 カ ル モ ジ ュ リ ン が 、 ア レ イ 中 の 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る
場 合 、 調 査 者 は 、 相 互 作 用 プ ロ フ ァ イ ル デ ー タ ベ ー ス を 参 照 し て 、 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質
の 可 能 性 の あ る 結 合 体 と な り う る ア レ イ 中 の タ ン パ ク 質 (「 第 ２ レ ベ ル タ ン パ ク 質 」 )だ け
で は な く 、 第 ２ レ ベ ル タ ン パ ク 質 に 結 合 し 得 る タ ン パ ク 質 (「 第 ３ レ ベ ル タ ン パ ク 質 」 )、
第 ３ レ ベ ル タ ン パ ク 質 に 結 合 し 得 る タ ン パ ク 質 (「 第 ４ レ ベ ル タ ン パ ク 質 」 )(以 下 同 様 )を
都 合 良 く 予 測 で き る 。 こ の よ う な 第 ２ レ ベ ル 、 第 ３ レ ベ ル 、 第 ４ レ ベ ル (以 下 同 様 )の 結 合
タ ン パ ク 質 は 、 様 々 に 形 式 化 さ れ た 診 断 ア ッ セ イ に お い て 試 薬 と し て 使 用 し 得 る 。 図 ４ お
よ び ５ は そ れ ぞ れ 、 ４ つ お よ び ５ つ の 結 合 タ ン パ ク 質 を 利 用 し た 診 断 ア ッ セ イ 形 式 の 限 定
し な い 模 式 的 な 例 を 示 す 。 ア ッ セ イ の 形 式 は 、 タ ン パ ク 質 を 互 い と 接 触 さ せ る 順 序 も 異 な
り 得 る 。 ア ッ セ イ の 各 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 サ ン プ ル と 順 次 に 接 触 さ れ 得 る 。 あ る い は ま た
、 第 ２ お よ び 第 ３ も し く は 第 ３ お よ び 第 ４ レ ベ ル 結 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は ３ つ の タ ン パ ク
質 全 て を 、 サ ン プ ル と の 接 触 前 に 互 い と 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ま た 、 タ ン パ ク 質 相 互 作 用 デ ー タ ベ ー ス を 使 用 し て 、 検 体 が 小 分 子 で あ る 診 断 ア ッ セ イ
に 有 用 な 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 で き る 。 小 分 子 を 使 用 し て 、 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定
で き る 。 い っ た ん 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 す れ ば 、 タ ン パ ク 質 相 互 作 用 デ ー タ ベ ー ス
を 使 用 し て 、 第 ２ 、 第 ３ お よ び 第 ４ レ ベ ル 結 合 タ ン パ ク 質 を 予 測 し 得 る 。 こ れ ら の 予 測 さ
れ た タ ン パ ク 質 結 合 体 は 、 検 体 が 小 分 子 で あ る 診 断 ア ッ セ イ で 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 上 記 例 か ら 予 測 さ れ た 第 ２ レ ベ ル タ ン パ ク 質 は 潜 在 的 に 有 用 な 試 薬 で あ る が 、 第 ２ レ ベ
ル タ ン パ ク 質 が 、 検 体 と 、 第 １ 結 合 タ ン パ ク 質 上 の 同 じ 部 位 ま た は 重 複 し た 部 位 に 結 合 す
る 可 能 性 も あ る 。 こ の 場 合 、 こ の よ う な 第 ２ レ ベ ル タ ン パ ク 質 は 、 検 体 を 検 出 す る た め の
診 断 試 薬 と し て 有 用 で な い か も し れ な い 。 第 ２ レ ベ ル 結 合 タ ン パ ク 質 の 潜 在 的 な 有 用 性 の
判 断 は 、 例 え ば 、 検 体 を 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て 、 タ ン パ ク 質 の ア レ イ を 、 検 体
/第 １ 結 合 タ ン パ ク 質 複 合 体 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 第 ２ レ
ベ ル タ ン パ ク 質 が 、 検 体 と 、 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 の 異 な る 部 位 に 結 合 す る 場 合 、 複 合 体
は 、 該 第 ２ の レ ベ ル タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が 予 測 さ れ る が 、 第 ２ レ ベ ル タ ン パ ク 質 が
、 検 体 と 、 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 上 の 同 じ 部 位 に 結 合 す る 場 合 に は 、 複 合 体 は 該 タ ン パ ク
質 に 結 合 す る と は 予 想 さ れ な い 。 検 体 の み を 使 用 、 お よ び 検 体 /結 合 タ ン パ ク 質 複 合 体 を
使 用 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ か ら 得 た 結 果 の 比 較 に よ り 、 重 複 お よ び 非 重 複 結 合 体 を
区 別 で き る 。 第 ２ レ ベ ル 、 第 ３ レ ベ ル 、 第 ４ レ ベ ル (以 下 同 様 )、 タ ン パ ク 質 も 、 互 い の 重
複 、 対 、 非 重 複 部 位 に つ い て 同 様 に テ ス ト で き 、 こ の よ う な 情 報 を 相 互 作 用 プ ロ フ ァ イ ル
デ ー タ ベ ー ス と 使 用 し て 、 そ の 後 、 有 用 な 診 断 試 薬 を 選 択 し 易 く す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 従 っ て 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 だ け で は な く 、 第 ２ レ ベ ル 、 第 ３ レ ベ ル 、 第
４ レ ベ ル タ ン パ ク 質 (以 下 同 様 )も 同 定 す る の に 有 用 で あ る ア レ イ と し て は 、 複 数 の タ ン パ
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ク 質 を 含 む 位 置 特 定 可 能 ア レ イ (各 タ ン パ ク 質 が 固 体 支 持 体 上 の 異 な る 位 置 に 配 置 )が 挙 げ
ら れ る が こ れ に 限 定 さ れ な い 。 結 合 タ ン パ ク 質 の 同 定 お よ び 単 離 に 有 用 な ア レ イ の 例 は 、
2001年 11月 8日 に Yale Universityに 発 行 さ れ た PCT国 際 特 許 公 報 第 WO 0183827号 に 記 載 さ
れ て い る (そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る )。 目 的 の 結 合 タ ン パ ク 質 の ス ク リ
ー ニ ン グ 、 同 定 お よ び 単 離 に 使 用 で き る タ ン パ ク 質 ア レ イ の 具 体 的 な 例 と し て は 、 Zhuら (
2001, "Global analysis of protein activities using proteome chips", Science. 293
:2101-2105)、 Zhuお よ び Snyder(2001, "Protein arrays and microarrays", Curr Opin C
hem Biol. 5:40-45)、 な ら び に Zhuら (2000, "Analysis of yeast protein kinases using
 protein chips", Nature Genet. 26:283-289)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ は 、 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 み 、 こ れ ら 複 数 の タ ン パ ク 質 は 、 単
一 種 の 既 知 遺 伝 子 の 少 な く と も 50％ ま た は 70％ に コ ー ド さ れ た 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク
質 を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ は 、 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 み 、 こ れ ら 複 数 の タ ン パ
ク 質 は 、 単 一 種 に お い て 発 現 さ れ る 全 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、
90％ 、 95％ ま た は 99％ を 含 む (こ こ で 、 タ ン パ ク 質 ア イ ソ フ ォ ー ム お よ び ス プ ラ イ ス 変 異
体 は 単 一 タ ン パ ク 質 と し て 数 え ら れ る )。 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ は 、 複 数 の タ ン パ ク
質 を 含 み 、 こ れ ら の 複 数 の タ ン パ ク 質 は 、 単 一 種 に お い て 発 現 さ れ る 少 な く と も 1000、 15
00、 2000、 2500、 3000、 4000、 5000、 6000、 7000、 8000、 9000ま た は 10000の タ ン パ ク 質
を 含 む 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ は 、 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 み 、 こ れ ら の 複 数 の
タ ン パ ク 質 は 全 体 で 、 単 一 種 の 少 な く と も 1000、 1500、 2000、 2500、 3000、 4000、 5000、
6000、 7000、 8000、 9000ま た は 10000の 異 な る 既 知 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 含
む 。 １ つ の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 種 は 酵 母 で あ る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 種 は ヒ ト で
あ る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 種 は 線 虫 (C.elegans)で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 種 は
、 大 腸 菌 等 の 細 菌 で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 種 は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ (Arabidopsis
 thaliana)等 の 植 物 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 高 密 度 タ ン パ ク 質 ア レ イ を 作 成 し て 、 タ ン パ ク 質 の 存 在 お よ び /ま た は 結 合 に つ い て の
ア ッ セ イ を ハ イ ス ル ー プ ッ ト な 手 法 で 実 施 で き る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ は 、 固 体 支
持 体 の 表 面 上 に プ リ ン テ ィ ン グ さ れ た 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 み 得 る 。 こ こ で 、 プ リ ン テ ィ
ン グ 密 度 は 、 少 な く と も 100プ リ ン テ ィ ン グ /cm 2 、 1000プ リ ン テ ィ ン グ /cm 2 、 10,000プ リ
ン テ ィ ン グ /cm 2 、 、 100,000プ リ ン テ ィ ン グ /cm 2 、 1,000,000プ リ ン テ ィ ン グ /cm 2 、 10,000
,000プ リ ン テ ィ ン グ /cm 2 、 25,000,000プ リ ン テ ィ ン グ /cm 2 、 10,000,000,000プ リ ン テ ィ ン
グ /cm 2 、 ま た は 100,000,000,000プ リ ン テ ィ ン グ /cm 2 で あ る 。 チ ッ プ 上 の 個 々 の タ ン パ ク
質 サ ン プ ル は 、 別 個 の 「 プ リ ン テ ィ ン グ 」 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 チ ッ プ は 、 固 体 支 持 体 の 表 面 上 に 複 数 の ウ ェ ル を 含 み 得 る 。 こ こ で 、 ウ ェ ル
密 度 は 、 少 な く と も 100ウ ェ ル /cm 2 、 1000ウ ェ ル /cm 2 、 10,000ウ ェ ル /cm 2 、 100,000ウ ェ ル
/cm 2 、 1,000,000ウ ェ ル /cm 2 、 10,000,000ウ ェ ル /cm 2 、 25,000,000ウ ェ ル /cm 2 、 10,000,00
0,000ウ ェ ル /cm 2 ま た は 100,000,000,000ウ ェ ル /cm 2 で あ る 。 複 数 の プ リ ン テ ィ ン グ ま た は
複 数 の ウ ェ ル を 含 む 種 々 の タ ン パ ク 質 ア レ イ は 、 本 発 明 の 方 法 の た め に 有 用 で あ り 、 例 え
ば 、 2001年 11月 8日 に Yale Universityに 発 行 さ れ た PCT国 際 特 許 公 報 第 WO 0183827号 等 、
当 該 分 野 で 公 知 で あ る (そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る )。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ア レ イ 上 の タ ン パ ク 質 は 、 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 か ら 誘 導 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 ア レ イ
上 の タ ン パ ク 質 は 、 線 虫 、 げ っ 歯 類 、 サ ル 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ
タ 、 ニ ワ ト リ 、 シ チ メ ン チ ョ ウ 、 ウ ズ ラ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ ト 、
酵 母 、 細 菌 、 植 物 ま た は ウ イ ル ス か ら 誘 導 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 植 物 由 来 の 結 合 タ ン パ ク 質
は 、 目 的 の 検 体 に つ い て 、 動 物 由 来 型 (特 に ヒ ト 由 来 型 )サ ン プ ル を ス ク リ ー ニ ン グ す る の
に 特 に 有 用 で あ り 得 る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 は ま た 、 タ ン パ ク 質 の 生 成 、 精 製 、 結 合 等
に 有 用 で あ る が 、 天 然 型 の 目 的 の タ ン パ ク 質 で は 通 常 見 と め ら れ な い 天 然 ま た は 合 成 の ア
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ミ ノ 酸 も 含 み 得 る 。 こ の よ う な 場 合 、 天 然 型 タ ン パ ク 質 に 対 し て 外 来 の ア ミ ノ 酸 (ま た は
他 の 改 変 )の 存 在 に も か か わ ら ず 、 タ ン パ ク 質 は 、 天 然 型 タ ン パ ク 質 が 由 来 す る 種 に 由 来
す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ア レ イ 上 の タ ン パ ク 質 は 、 完 全 長 タ ン パ ク 質 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 、 完 全 長 タ ン パ ク 質 の
一 部 、 お よ び (天 然 ま た は 合 成 の )ペ プ チ ド を 含 み 得 、 こ れ ら は 、 例 え ば 、 組 換 え 過 剰 発 現
、 大 き い タ ン パ ク 質 の 断 片 化 、 お よ び /ま た は 化 学 合 成 に よ り 調 製 さ れ 得 る 。 タ ン パ ク 質
は 、 例 え ば 、 酵 母 、 細 菌 、 昆 虫 、 ヒ ト ま た は げ っ 歯 類 に 由 来 す る 細 胞 に お い て 過 剰 発 現 さ
れ 得 る 。 さ ら に 、 天 然 型 ま た は 合 成 タ ン パ ク 質 に 付 着 し た 規 定 ド メ イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ
ク 質 が 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ へ の 付 着 前 ま た は 付 着 時 に 、 人 工 ま た は 天 然 の 膜 (例
え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 膜 断 片 、 膜 小 胞 )に 埋 め 込 ま れ 得 る 。 ま た 、 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク
質 チ ッ プ の 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ 得 る 。 あ る い は ま た 、 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ
の ウ ェ ル に 送 達 さ れ 、 そ こ で タ ン パ ク 質 チ ッ プ の 固 体 支 持 体 に 結 合 し な い ま ま で あ っ て も
よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 チ ッ プ の 固 体 支 持 体 は 、 例 え ば 、 微 小 加 工 、 マ イ ク ロ リ ソ グ ラ フ ィ ー ま た は
成 形 に 適 し た 、 シ リ コ ン 、 ガ ラ ス 、 石 英 、 ポ リ イ ミ ド 、 ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト (Lucit
e)、 セ ラ ミ ッ ク 、 非 晶 質 炭 化 ケ イ 素 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ア ク リ ル ア ミ ド
、 ア ガ ロ ー ス 、 金 、 お よ び /ま た は 任 意 の 他 の 材 料 を 含 み 得 る 。 2001年 11月 8日 に Yale Uni
versityに 発 行 さ れ た PCT国 際 特 許 公 報 第 WO 0183827号 (参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に
援 用 す る )を 参 照 の こ と 。 一 実 施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は 、 疎 水 性 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト (例 え ば 、 Millipore（ 商 標 ） )を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は ス ラ イ ド ガ
ラ ス を 含 む 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は 、 ニ ッ ケ ル 被 膜 ス ラ イ ド ガ ラ ス を 含 む
。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 チ ッ プ 上 の 各 タ ン パ ク 質 は 、 検 体 と 接 触 さ れ 得 、 結 合 を 検 出 お よ び 定 量 で き
る 。 検 体 と ア レ イ 上 の タ ン パ ク 質 と の 結 合 は 、 例 え ば 、 放 射 活 性 物 質 で 標 識 化 し た リ ガ ン
ド を 使 用 し 、 そ の 後 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー お よ び /も し く は ホ ス ホ イ メ ー ジ 化 分 析 ； 酵
素 も し く は ハ プ テ ン の 結 合 (こ れ は 、 そ の 後 蛍 光 標 識 ま た は 酵 素 標 識 さ れ た 抗 体 を 使 用 し
て 、 ま た は ビ オ チ ン も し く は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 等 の 高 親 和 性 ハ プ テ ン リ ガ ン ド を 使 用 し
て 検 出 さ れ る )； 質 量 分 析 法 ； 原 子 間 力 顕 微 鏡 法 ； 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 ； 蛍 光 偏 光 (polari
zation)法 ； 赤 外 線 標 識 化 合 物 も し く は タ ン パ ク 質 ； 増 幅 可 能 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ
チ ド も し く は 分 子 質 量 標 識 ； タ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 の 刺 激 も し く は 阻 害 ； ロ ー リ ン グ サ ー
ク ル 増 幅 検 出 ； 競 合 PCR； 比 色 手 法 ； ま た は 生 物 学 的 ア ッ セ イ (例 え ば 、 ウ イ ル ス 力 価 )を
使 用 し て 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ビ オ チ ン 化 検 体 を 使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 検 体 と 結 合 タ ン
パ ク 質 と の 結 合 の 検 出 を 補 助 し 得 る 。 弱 く ビ オ チ ン 化 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 結 合 活 性 を よ
り 維 持 し や す い 。 つ ま り 、 緩 い ビ オ チ ン 化 処 置 の 方 が 、 検 体 の 結 合 活 性 を 保 持 す る た め に
好 ま し い 。 従 っ て 、 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 ビ オ チ ン 伝 達 (biotin-transferring)化 合 物 (例
え ば 、 ス ル ホ -NHS-LC-LC-ビ オ チ ン ； Pierceカ タ ロ グ 番 号 21338、 USA)を 用 い て 、 検 体 を 異
な る 程 度 に ビ オ チ ン 化 す る 。 結 合 し た 検 体 は 、 例 え ば 、 蛍 光 標 識 化 ア ビ ジ ン 化 合 物 と の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 あ る い は ま た 、 チ ッ プ 上 の タ ン パ ク 質 と 検 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 結 合 し た 検
体 を 、 例 え ば 、 質 量 分 析 法 に よ り 同 定 で き る (Srinivasら , 2001, "Proteomics in early 
detection of cancer", Clin Chem. 47:1901-1911； Lakeyら , 1998, "Measuring protein
-protein interactions", Curr Opin Struct Biol. 8:119-123)。
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【 ０ ０ ９ ２ 】
　 従 っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 は 、 (ａ )検 体 を 、 各 タ ン パ
ク 質 が 固 体 支 持 体 上 の 異 な る 位 置 に 配 置 さ れ た 、 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 位 置 特 定 可 能 ア
レ イ と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び (ｂ )全 て の 検 体 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る こ と に よ
り 同 定 で き 、 こ こ で 、 該 複 数 の タ ン パ ク 質 は 、 単 一 種 の 既 知 遺 伝 子 の 少 な く と も 50％ ま た
は 少 な く と も 70％ に コ ー ド さ れ た 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 を 含 み 、 お よ び 固 体 支 持 体
上 の 位 置 に お け る 相 互 作 用 の 検 出 に よ り 検 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 は 、 (ａ )検 体 を 、 各 タ ン パ ク 質 が
固 体 支 持 体 上 の 異 な る 位 置 に 配 置 さ れ た 、 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 位 置 特 定 可 能 ア レ イ と
接 触 さ せ る こ と ； お よ び (ｂ )全 て の 検 体 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る こ と に よ り 同 定
で き 、 こ こ で 、 該 複 数 の タ ン パ ク 質 は 、 単 一 種 に お い て 発 現 さ れ る 全 タ ン パ ク 質 の 少 な く
と も 50％ を 含 み (タ ン パ ク 質 ア イ ソ フ ォ ー ム お よ び ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 単 一 の タ ン パ ク 質
と し て 数 え ら れ る )、 お よ び 固 体 支 持 体 上 の 位 置 に お け る 相 互 作 用 の 検 出 に よ り 検 体 に 結
合 す る タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 は 、 (ａ )検 体 を 、 各 タ ン パ ク 質 が
固 体 支 持 体 上 の 異 な る 位 置 に 配 置 さ れ た 、 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 位 置 特 定 可 能 ア レ イ と
接 触 さ せ る こ と ； お よ び (ｂ )全 て の 検 体 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る こ と に よ り 同 定
で き 、 こ こ で 、 該 複 数 の タ ン パ ク 質 は 、 単 一 種 に お い て 発 現 さ れ る 少 な く と も 1000の タ ン
パ ク 質 を 含 み 、 お よ び 固 体 支 持 体 上 の 位 置 に お け る 相 互 作 用 の 検 出 に よ り 検 体 に 結 合 す る
タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 は 、 (ａ )検 体 を 、 各 タ ン パ
ク 質 が 固 体 支 持 体 上 の 異 な る 位 置 に 配 置 さ れ た 、 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 位 置 特 定 可 能 ア
レ イ と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び (ｂ )全 て の 検 体 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る こ と に よ
り 同 定 で き 、 こ こ で 、 凝 集 し た 該 複 数 の タ ン パ ク 質 は 、 単 一 種 の 少 な く と も 1000の 異 な る
既 知 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 含 み 、 お よ び 固 体 支 持 体 上 の 位 置 に お け る 相
互 作 用 の 検 出 に よ り 検 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 、 比 較 的 低 い 濃 度 の 分 子 を 、 高 親 和 性 結 合 分 子 を 用 い る ア ッ セ イ
に 使 用 で き る 。 さ ら に 、 高 親 和 性 結 合 分 子 を 使 用 す る こ と で 、 よ り 大 き な 特 異 性 お よ び よ
り 低 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 生 じ 得 る 。 高 親 和 性 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 下 (例 え ば 、 界 面 活 性 剤 の 存 在 下 、 お よ び /ま た は 高 い も し く は 低 い pH、 お よ び
/ま た は 低 濃 度 の 検 体 も し く は 候 補 結 合 分 子 )で 、 検 体 と の 結 合 ア ッ セ イ を 行 う こ と に よ り
同 定 お よ び 単 離 で き る 。 具 体 的 な 検 体 お よ び /ま た は 結 合 分 子 に 応 じ て 、 高 濃 度 の 界 面 活
性 剤 の 存 在 下 に お い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア
ッ セ イ を 行 う 温 度 お よ び 浸 透 圧 強 度 を 変 化 さ せ て も 、 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 影 響 を 与 え る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ た 目 的 の 検 体 に 結 合 す る タ
ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 分 析 に 向 い た 簡 単 に 測 定 可 能 な 形 式 に お い て 、 合
成 お よ び 単 離 で き る 。 こ の よ う な 方 法 と し て は 、 自 動 技 術 に 適 合 し た ア レ イ 形 式 で タ ン パ
ク 質 を 合 成 お よ び 精 製 す る こ と が 挙 げ ら れ る が こ れ に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 目 的 の 検 体
に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 合 成 よ び 単 離 す る 方 法 は 、 調 節 配 列 に 作 用 可 能 に 連 結 し た 異 種 配
列 を 有 す る ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 真 核 生 物 細 胞 を 成 長 さ せ る ス テ ッ プ 、 該 調 節 配 列 を
、 異 種 配 列 に コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 を 増 強 さ せ る イ ン デ ュ ー サ ー と 接 触 さ せ る ス
テ ッ プ 、 細 胞 を 溶 解 す る ス テ ッ プ 、 タ ン パ ク 質 を 剤 と 接 触 さ せ て 、 タ ン パ ク 質 と 剤 と の 複
合 体 を 形 成 さ せ る ス テ ッ プ 、 該 複 合 体 を 細 胞 屑 か ら 単 離 す る ス テ ッ プ 、 お よ び 該 複 合 体 か
ら タ ン パ ク 質 を 単 離 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ こ で 各 ス テ ッ プ は 96ウ ェ ル 形 式 で 行 わ れ る 。
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【 ０ ０ ９ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 合 成 を 駆 動 さ せ る 誘 導 可 能 プ ロ モ ー タ ー を 有 す る あ ら ゆ る 発 現 構 築 物 が 使 用
で き る 。 発 現 構 築 物 は 、 形 質 転 換 の た め に 使 用 す る 細 胞 型 に 合 わ せ る こ と が 好 ま し い 。 培
養 で 成 長 可 能 な あ ら ゆ る 宿 主 細 胞 が 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 合 成 す る た め に
使 用 で き る 。 発 現 構 築 物 と 宿 主 細 胞 と の 適 合 性 は 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 。 タ ン パ ク 質 を
過 剰 生 成 し 、 タ ン パ ク 質 の 適 切 な 合 成 、 折 畳 み 、 お よ び 翻 訳 後 修 飾 を 生 じ さ せ る 宿 主 細 胞
が 好 ま し い 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 プ ロ セ ッ シ ン グ に よ り 、 本 発 明 の ア ッ セ イ に 有 用 な エ
ピ ト ー プ 、 結 合 部 位 等 が 形 成 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 従 っ て 、 真 核 生 物 細 胞 (例 え ば 、 酵
母 、 昆 虫 細 胞 、 ヒ ト 細 胞 )を 使 用 し て 、 真 核 生 物 細 胞 を 合 成 す る こ と が 好 ま し い 。 操 作 さ
れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 に 有 用 な 細 胞 は 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 こ の よ う な 細 胞 の 変 異 体 お
よ び 発 現 系 は 、 当 業 者 に 理 解 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 真 核 生 物 発 現 系 を 使 用 す る 。 例 え ば 、 InsectSelect系 (Invitrogen, C
arlsbad, CA)は 、 高 品 質 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 簡 易 化 し て 、 ウ イ ル ス 株 の 生 成 お よ び 増 幅 の
必 要 を 無 く す 。 こ の 系 に お け る 好 ま し い ベ ク タ ー は 、 pIB/V5-His TOPO TAベ ク タ ー (カ タ
ロ グ 番 号 K890-20)で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 BAC-TO-BAC T M 系 (Lifetech, Rockville, MD)が 使 用 で き る 。 BAC-TO-
BAC T M 系 は 、 大 腸 菌 に お い て 、 相 同 組 換 え で は な く 部 位 特 異 的 転 位 に 依 存 し て 、 組 換 え バ
キ ュ ロ ウ イ ル ス を 生 成 す る 。 遺 伝 子 発 現 は 、 高 度 に 活 性 な ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー に よ
り 駆 動 さ れ 、 従 っ て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 感 染 昆 虫 細 胞 に お い て 25％ に 及 ぶ 細 胞 タ ン パ
ク 質 を 占 め 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 酵 母 発 現 系 を 使 用 す る 。 具 体 的 な 別 の 実 施 形 態 で は 、 酵 母 発 現 系 を
使 用 し て 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 酵 母 タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 細 胞 サ イ ク ル の 任 意 の 時 点 に お い て 、 タ ン パ ク 質 を 細 胞 か ら 回 収 す る こ と が で き る が 、
タ ン パ ク 質 合 成 が 増 強 さ れ る 対 数 期 の 間 に 細 胞 を 単 離 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 酵 母
細 胞 は 、 OD 6 0 0 ＝ 0.3～ OD 6 0 0 ＝ 1.0、 好 ま し く は OD 6 0 0 ＝ 0.5～ OD 6 0 0 ＝ 0.9、 よ り 好 ま し く は
OD 6 0 0 ＝ 0.6～ OD 6 0 0 ＝ 0.8で 回 収 さ れ 得 る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 酵 母 細 胞 は 、 0.5× 10 6 細 胞
/ml～ 1.0× 10 6 細 胞 /ml、 好 ま し く は 0.6× 10 6 細 胞 /ml～ 0.9× 10 6 細 胞 /ml、 よ り 好 ま し く は
0.7× 10 6 細 胞 /ml～ 0.8× 10 6 細 胞 /mlの 密 度 で 回 収 さ れ 得 る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 休 止 (m
id-log)期 後 の 時 点 に お い て 、 タ ン パ ク 質 が 細 胞 か ら 回 収 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 酵 母 細 胞 は 、 OD 6 0 0 ＝ 0.3、 OD 6 0 0 ＝ 0.4、 OD 6 0 0 ＝ 0.5、 OD 6 0 0 ＝ 0
.6、 OD 6 0 0 ＝ 0.7、 OD 6 0 0 ＝ 0.8ま た は OD 6 0 0 ＝ 0.9で 回 収 さ れ る 。 別 の 具 体 的 な 実 施 形 態 で は
、 酵 母 細 胞 は 、 0.5× 10 6 細 胞 /ml、 0.6× 10 6 細 胞 /ml、 0.7× 10 6 細 胞 /ml、 0.8× 10 6 細 胞 /ml
、 0.9× 10 6 細 胞 /ml、 ま た は 1.0× 10 6 細 胞 /mlの 密 度 で 回 収 さ れ る 。 回 収 さ れ た 細 胞 は 、 今
後 の 操 作 の た め に 冷 凍 保 存 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 回 収 さ れ た 細 胞 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 様 々 な 方 法 に よ り 溶 解 さ れ 得 る 。 溶 解 方 法 は 、 宿
主 細 胞 の 種 類 に 適 し て い る べ き で あ る 。 例 え ば 、 新 鮮 な プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む 溶 解 緩
衝 液 を 、 細 胞 壁 を 破 壊 す る 剤 (例 え ば 、 砂 、 ガ ラ ス ビ ー ズ 、 ジ ル コ ニ ア ビ ー ズ )と 共 に 、 酵
母 細 胞 に 添 加 し 、 そ の 後 、 混 合 液 を シ ェ ー カ ー (例 え ば 、 ボ ル テ ッ ク サ ー 、 ペ ン キ シ ェ ー
カ ー )を 用 い て 激 し く 振 と う さ せ る 。 得 ら れ た 細 胞 屑 は 、 例 え ば 遠 心 分 離 に よ り 、 タ ン パ
ク 質 か ら 分 離 で き る 。 さ ら に 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト な 手 法 で 、 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル の 純 度 を
上 げ る た め に 、 タ ン パ ク 質 富 化 上 清 を ろ 過 し て も よ い 。 フ ィ ル タ ー は 、 タ ン パ ク 質 結 合 の
低 い 固 体 支 持 体 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 非 タ ン パ ク 質 結 合 固 体 支 持
体 に 載 せ た フ ィ ル タ ー を 使 用 す る 。 さ ら に 、 こ れ ら の ス テ ッ プ を 、 細 胞 屑 を 含 む 画 分 に 対
し て 繰 り 返 し て 、 タ ン パ ク 質 の 収 量 を 増 加 す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ０ ５ 】
　 次 い で 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 が 、 当 該 分 野 で 公 知 の 様 々 な 親 和 精 製 法 を 使
っ て タ ン パ ク 質 富 化 上 清 か ら 精 製 さ れ 得 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 親 和 精 製 法 に 有 用 な 親 和 性
タ グ と し て は 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 ウ シ 膵 臓 ト リ プ シ ン 阻 害 剤 、 グ ル タ チ オ
ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (「 GSTタ グ 」 )、 抗 原 ま た は プ ロ テ イ ン Ａ 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン
パ ク 質 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン (「 Hisタ グ 」 )、 お よ び ア ビ ジ ン /ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に そ れ ぞ れ
結 合 す る 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 、 ト リ プ シ ン /ア ン ヒ ド ロ ト リ プ シ ン 、 グ ル タ チ オ ン 、 免 疫 グ
ロ ブ リ ン ド メ イ ン 、 マ ル ト ー ス 、 ニ ッ ケ ル 、 ま た は ビ オ チ ン お よ び そ の 誘 導 体 、 が 挙 げ ら
れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 目 的 の 検 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 は
、 適 切 な 結 合 化 合 物 を 用 い て 親 和 精 製 さ れ 、 例 え ば 、 低 タ ン パ ク 質 結 合 フ ィ ル タ ー 上 の 結
合 タ ン パ ク 質 を 含 む 複 合 体 を 捕 捉 す る こ と に よ り 単 離 で き る 。 タ ン パ ク 質 の 一 方 の 端 部 に
１ つ の 親 和 性 タ グ を 配 置 し 、 タ ン パ ク 質 の 他 方 の 端 部 に 第 ２ の 親 和 性 タ グ を 配 置 す る こ と
に よ り 、 完 全 長 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 助 け る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 精 製 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 を 安 定 化 し 、 サ ン プ ル の 乾 燥 を 防 ぐ 媒 体 に 保 存 さ れ る こ
と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 精 製 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 15％ ～ 50％ グ リ セ ロ ー ル 、 好 ま し く
は 約 40％ グ リ セ ロ ー ル 等 の 高 粘 性 液 体 中 に 保 存 さ れ 得 る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 精 製 タ
ン パ ク 質 は 、 10％ 、 20％ 、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ ま た は 70％ グ リ セ ロ ー ル 、 好 ま し く は
15％ ～ 55％ グ リ セ ロ ー ル ； よ り 好 ま し く は 25％ ～ 45％ グ リ セ ロ ー ル の 溶 液 中 に 保 存 さ れ る
。
【 ０ １ ０ ７ 】
　
　 本 発 明 は 、 分 子 を 使 用 し て 検 体 (す な わ ち 、 分 析 過 程 に お い て 検 出 ま た は 測 定 さ れ る 目
的 の 分 子 )を 検 出 お よ び /ま た は 測 定 す る ア ッ セ イ に 関 し 、 こ こ で 少 な く と も １ つ の 分 子 が
非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 が 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る
。 本 発 明 は 、 検 体 に 結 合 す る か 、 ま た は 検 体 に 結 合 し た 別 の 異 な る 分 子 に 結 合 す る 少 な く
と も １ つ の 分 子 、 好 ま し く は ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ ま た は 10つ の 異 な る 分 子 、
よ り 好 ま し く は ２ 、 ３ 、 ４ ま た は ５ つ の 異 な る 分 子 、 最 も 好 ま し く は ２ ま た は ３ つ の 異 な
る 分 子 の 使 用 を 意 図 す る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 ２ つ の こ の よ う な 分 子 は 非 抗 体 タ ン パ
ク 質 で あ り 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 し 、 サ ン プ ル 中 の 検 体 の 存 在 お よ び /ま た は 濃 度
に つ い て ア ッ セ イ す る の に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 図 ２ Ａ に 模 式 的 に 示 す 限 定 し な い 例 で あ る 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 検 体 を 検 出 ま た
は 測 定 す る 方 法 で あ り 、 該 方 法 は 、 (ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 と 検 体 を 含 む
サ ン プ ル と を 、 該 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し
た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る 該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 検 体 が
該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｃ )該 第 ２ の 分 子 と 検 体 と の 結 合
を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も 一
方 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ
プ (ａ )の 前 後 の い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ
れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 す 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 検 体 の
種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 結 合 は 、 検 体 が
第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る と き に 検 出 ま た は 測 定 す る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 結 合 は
、 検 体 が 、 第 １ の 分 子 を 介 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る と き に 検 出 ま た は 測 定 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 別 の
さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て な い 第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す
る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の
前 に 除 去 す る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル 、 な ら び に 結 合 し て
い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、
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5.1． 検 体 に 結 合 す る 非 抗 体 分 子 を 使 用 し て 検 体 を 検 出 す る 方 法



ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に １ つ 以 上 の ス テ ッ プ を 加 え て 、 検 体 、 第 １ の 分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 を
含 む 複 合 体 に 存 在 し な い 分 子 (例 え ば 、 汚 染 物 、 過 剰 試 薬 )を 除 去 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 同 時 に 接 触 さ せ て も よ い 。 あ る い は ま た 、 結 合 分 子 を 、 サ ン プ
ル と 順 次 に 接 触 さ せ て も よ い 。 結 合 分 子 は 、 任 意 の 順 序 で サ ン プ ル と 接 触 さ れ 得 る 。 ま た
、 結 合 分 子 を 、 目 的 の 検 体 を 含 む と 疑 わ れ る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 前 に 、 異 な る 結 合 分 子
を 任 意 の 順 序 で 互 い と 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ １ １ 】
　 図 ２ Ｂ に 模 式 的 に 示 す 限 定 し な い 例 で あ る 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 検 体 を 検 出 ま
た は 測 定 す る 方 法 で あ り 、 該 方 法 は 、 (ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 と 検 体 を 含
む サ ン プ ル と を 、 該 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合
し て い な い サ ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ ； (ｃ )結 合 し た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し て
い る 該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 検 体 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接
触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｄ )結 合 し て な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ ； お よ び (ｅ )該 第 ２
の 分 子 と 検 体 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、 該 第 １ お よ び 第 ２
の 分 子 の 少 な く と も 一 方 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該
第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； 結 合 の 検 出
ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 す 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 １ お よ び 第
２ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 好 適 な 実 施 形 態 で
は 、 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る と き に 検 出 ま た は 測 定 す る 。 別 の 好 適 な 実
施 形 態 で は 、 結 合 は 、 検 体 が 、 第 １ の 分 子 を 介 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る と き に 検 出
ま た は 測 定 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル ま た は 結 合 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ は
、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 の 任 意 の ス テ ッ プ に お い て 行 っ て も よ い 。 例 え ば 、 ス テ ッ プ (ｂ )お よ
び (ｄ )の 代 わ り に 、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 に い く つ か の ス テ ッ プ を 導 入 し て 、 結 合 し て い な い
サ ン プ ル 、 結 合 し て い な い 第 １ の 分 子 ま た は 結 合 し て い な い 第 ２ の 分 子 を 選 択 的 に 除 去 で
き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 異 な る 分 子 は そ れ ぞ れ 、 目 的 の 検 体 に 結 合 し 得 る 。 あ る い は ま た 、 第 ２ の 異 な る 分 子 は
、 検 体 に 結 合 し た 第 １ の 分 子 に 結 合 し 得 る 。 さ ら に 、 図 ３ に 模 式 的 に 示 す 限 定 し な い 例 で
は 、 第 ３ の 異 な る 分 子 が 第 ２ の 分 子 に 結 合 し 得 る 。 さ ら に 、 図 ４ Ｂ に 模 式 的 に 示 す 限 定 し
な い 例 で は 、 第 ４ の 異 な る 分 子 が 第 ３ の 分 子 に 結 合 し 得 る 。 さ ら に 図 ５ Ｃ に 模 式 的 に 示 す
限 定 し な い 例 で は 、 第 ５ の 異 な る 分 子 が 第 ４ の 分 子 に 結 合 し 得 、 以 下 同 様 に 続 く 。 一 実 施
形 態 で は 、 検 体 に 結 合 し た 異 な る 分 子 に 結 合 す る １ つ を 上 回 る 異 な る 二 次 分 子 を 使 用 し て
、 図 ４ Ａ お よ び ５ Ａ に 模 式 的 に 示 す 限 定 し な い 例 の よ う に 、 検 体 の 存 在 お よ び /ま た は 量
に 対 応 す る シ グ ナ ル を 増 幅 さ せ る 。 さ ら に 一 実 施 形 態 で は 、 図 ４ Ｂ 、 ５ Ｂ お よ び ５ Ｃ の 模
式 的 に 示 す 限 定 し な い 例 の よ う に 、 検 体 、 ま た は 検 体 に 結 合 す る １ つ 以 上 の 異 な る 分 子 の
い ず れ か に 結 合 す る 異 な る 分 子 に 結 合 す る １ つ を 上 回 る 異 な る 二 次 分 子 を 使 用 し て 、 検 体
の 存 在 お よ び /ま た は 量 に 対 応 す る シ グ ナ ル を 増 幅 さ せ る 。 上 記 実 施 形 態 に 記 載 し た よ う
な 分 子 の 「 カ ス ケ ー ド 」 様 結 合 は 、 検 体 に の み 結 合 す る 分 子 を 使 用 し た 場 合 に 得 ら れ る シ
グ ナ ル を 何 倍 も 増 幅 す る こ と に よ り 、 低 存 在 量 の 検 体 を 検 出 す る の に 有 効 で あ り 得 る 。 ア
ッ セ イ の 感 度 の 増 強 は 、 標 的 検 体 が サ ン プ ル 中 に 低 濃 度 で 存 在 す る 場 合 に 特 に 有 利 で あ る
。
【 ０ １ １ ４ 】
　 多 く の 分 子 は 、 異 な る コ ン ホ メ ー シ ョ ン で 存 在 し 、 こ れ ら の 分 子 の 一 部 は 、 特 定 の 第 ２
の 分 子 に 結 合 し た 場 合 に の み 特 定 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン を と る 。 こ の よ う な ア ロ ス テ リ ッ ク
な 変 化 は 、 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 に お い て 一 般 的 に 見 と め ら れ る 。 本 発 明 は
、 こ の よ う な ア ロ ス テ リ ッ ク タ ン パ ク 質 を 結 合 タ ン パ ク 質 と し て 有 利 に 利 用 で き る 。 例 え
ば 、 図 ６ に 限 定 し な い 例 を 示 す こ の よ う な 実 施 形 態 の ひ と つ で は 、 本 発 明 は 、 検 体 を 検 出
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ま た は 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、 (ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 検
体 を 含 む サ ン プ ル と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (
ｂ )結 合 し た 第 １ の 分 子 を 、 該 検 体 と 結 合 し て い る 場 合 に の み 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 第
２ の 異 な る 分 子 と 、 第 ２ の 分 子 が 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ；
お よ び (ｃ )第 ２ の 分 子 と 第 １ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ
で 、 該 第 １ の 分 子 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １
の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； お よ び 結 合 の 検
出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る と き に 検 出 ま た は 測 定
す る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 検 体 が 、 第 １ の 分 子 を 介 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る
と き に 、 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 第 １ の 分 子 に そ れ ぞ れ 結 合 す る 異 な る 第 ２ の 分 子 を 使 用 す る 。 別 の 実
施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 に 結 合 す る 第 ３ の 分 子 を 使 用 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 検 体 に
結 合 す る 分 子 は 、 検 体 の 種 と は 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 別 の
さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て な い 第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す
る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の
前 に 除 去 す る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル 、 な ら び に 結 合 し て
い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、
ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に １ つ 以 上 の ス テ ッ プ を 加 え て 、 検 体 、 第 １ の 分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 を
含 む 複 合 体 に 存 在 し な い 分 子 (例 え ば 、 汚 染 物 、 過 剰 試 薬 )を 除 去 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 同 時 に 接 触 さ せ て も よ い 。 あ る い は ま た 、 結 合 分 子 を 、 サ ン プ
ル と 順 次 に 接 触 さ せ て も よ い 。 結 合 分 子 は 、 任 意 の 順 序 で サ ン プ ル と 接 触 さ れ 得 る 。 ま た
、 結 合 分 子 を 、 目 的 の 検 体 を 含 む と 疑 わ れ る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 前 に 、 異 な る 結 合 分 子
を 任 意 の 順 序 で 互 い と 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 検 体 を 検 出 ま た は 測 定 す る 方 法 で あ り 、 該 方 法 は 、 (ａ )
生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 と 検 体 を 含 む サ ン プ ル と を 、 該 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結
合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し て い な い サ ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ ；
(ｃ )結 合 し た 第 １ の 分 子 を 、 該 検 体 が 結 合 し て い る 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る
分 子 と 、 該 第 １ の 分 子 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｄ )結 合
し て な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ ； お よ び (ｅ )該 第 ２ の 分 子 と 該 第 １ の 分 子 と の 結
合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、 該 第 １ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種
に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お
い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示
す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る と き に 検 出 ま た は 測 定
す る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 を 介 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る と
き に 、 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 第 １ の 分 子 に そ れ ぞ れ 結 合 す る 異 な る 第 ２ の 分 子 を 使 用 す る 。 別 の 実
施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 に 結 合 す る 第 ３ の 分 子 を 使 用 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 検 体 に
結 合 す る 分 子 は 、 検 体 の 種 と は 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル ま た は 結 合 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ は
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、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 の 任 意 の ス テ ッ プ に お い て 行 わ れ 得 る 。 例 え ば 、 ス テ ッ プ (ｂ )お よ び
(ｄ )の 代 わ り に 、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 に い く つ か の ス テ ッ プ を 導 入 し て 、 結 合 し て い な い サ
ン プ ル 、 結 合 し て い な い 第 １ の 分 子 、 ま た は 結 合 し て な い 第 ２ の 分 子 を 選 択 的 に 除 去 で き
る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 図 ７ に 限 定 し な い 例 を 模 式 的 に 示 す 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 既 知 リ ガ ン ド に 結 合
す る 検 体 を 検 出 ま た は 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、 (ａ )生 体 分 子 検 体 の リ ガ ン ド で
あ る こ と が 既 知 の 第 １ の 分 子 を 、 検 体 を 含 む サ ン プ ル と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す
る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し て い な い サ ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ ； (ｃ )
結 合 し た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る 該 検 体 と 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該
検 体 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｄ )結 合 し て い な い 第 ２
の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ ； お よ び (ｅ )該 第 ２ の 分 子 と 該 検 体 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定
す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、 該 第 １ の 分 子 は 該 検 体 の リ ガ ン ド で あ り 、 該 第 ２ の 分 子 は
該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (
ａ )の 前 後 の い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； お よ び 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ
れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る と き に 検
出 ま た は 測 定 す る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 を 介 し て 固 体 支 持 体 に 結
合 し て い る と き に 、 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 リ ガ ン ド お よ び 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 同 時 に 接 触 さ せ る 。 一 実 施
形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル ま た は 結 合 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ は 、 ス テ ッ プ (ｅ )
の 前 の 任 意 の ス テ ッ プ に お い て 行 わ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 抗 体 で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 疾 患 を 患 う
個 体 が 生 成 す る 抗 体 で あ り 、 該 抗 体 の 生 成 は 疾 患 を 指 示 す る も の で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施
形 態 で は 、 検 体 は 、 感 染 性 生 物 に 応 答 し て 患 者 に よ り 生 成 さ れ る 抗 体 で あ る 。 さ ら に 別 の
実 施 形 態 で は 、 上 記 検 体 の 過 剰 生 成 は 、 疾 患 の 原 因 で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 上
記 検 体 の 過 剰 生 成 は 、 疾 患 を 示 す も の で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 １ つ 以 上 の 他 の
異 な る 分 子 が 、 目 的 の 検 体 に 結 合 し 得 る 。 あ る い は ま た 、 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 １ つ
以 上 の 他 の 分 子 が 、 検 体 に 結 合 し た 第 ２ の 分 子 に 結 合 し 得 る 。 さ ら に 他 の 実 施 形 態 で は 、
第 ２ の 分 子 に 結 合 す る 分 子 に 結 合 す る か 、 ま た は 他 の 二 次 分 子 に 結 合 す る 二 次 分 子 も 採 用
す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 診 断 ア ッ セ イ に 使 用 す る 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 時 に 添 加 し て 、 中 間 の
洗 浄 ス テ ッ プ を 省 略 す る が 、 酵 素 的 読 み 出 し を 使 用 す る 場 合 に は 、 最 終 的 な 洗 浄 ス テ ッ プ
は 行 っ て 、 基 質 等 の 特 定 の 検 出 分 子 を 添 加 す る 前 に 結 合 し て な い 分 子 を 全 て 除 去 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 診 断 テ ス ト に お け る 全 て の 洗 浄 ス テ ッ プ を 省 略 し 、 当 該 分 野
で 周 知 の い く つ か の ア プ ロ ー チ の い ず れ か に よ り 、 ア ッ セ イ を い わ ゆ る 「 均 一 ア ッ セ イ 」
と し て 形 式 化 す る 。 当 該 分 野 で 公 知 の 均 一 ア ッ セ イ の 例 と し て は 、 (ａ )リ ポ ー タ ー 移 動 度
(mobility)の 変 化 (ス ピ ン 分 離 ピ ー ク (splitting peak)の 広 が り )に よ り 結 合 タ ン パ ク 質 と
検 体 と の 結 合 を 検 出 す る 、 ス ピ ン 標 識 化 リ ポ ー タ ー ； (ｂ )蛍 光 効 率 の 変 化 、 ま た は FRET(
蛍 光 エ ネ ル ギ ー 移 動 顕 微 鏡 検 査 ； 例 え ば 、 Kenworthy, 2001, "Imaging protein-protein 
interactions using fluorescence resonance energy transfer microscopy", Methods. 
24:289-296)に よ り 結 合 を 検 出 す る 、 蛍 光 リ ポ ー タ ー ； (ｃ )シ ン チ レ ー シ ョ ン 近 接 (proxim
ity)(例 え ば 、 Aldertonお よ び Lowe, 1999, "Scintillation proximity assay to measure
 nitroarginine and tetrahydrobiopterin binding to heme domain of neuronal nitric
 oxide synthase", Methods Enzymol. 301:114-125)； (ｄ )結 合 に よ り 酵 素 /基 質 相 互 作 用
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が 生 じ る 、 酵 素 リ ポ ー タ ー ； な ら び に (ｅ )結 合 に よ り 、 リ ポ ソ ー ム 溶 解 お よ び カ プ セ ル 化
リ ポ ー タ ー の 放 出 が 生 じ る 、 リ ポ ソ ー ム 結 合 リ ポ ー タ ー (例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,214,970号
を 参 照 )が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の 技 術 を 使 用 し て 、 分 子
を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は 、 ポ リ ス チ レ ン
の 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は 、 ウ ェ ル
に 入 れ ら れ る 組 成 物 (例 え ば 、 ニ ッ ケ ル 被 膜 ビ ー ズ 、 抗 体 複 合 型 セ フ ァ ロ ー ス 、 磁 気 粒 子 )
で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は 、 例 え ば 、 2001年 11月 8日 に Yale Univer
sityに 発 行 さ れ た PCT国 際 特 許 公 報 第 WO 0183827号 、 お よ び Zhuら (2000, "Analysis of ye
ast protein kinases using protein chips", Nature Genet. 26:283-289)に 記 載 さ れ る
よ う な ナ ノ ア レ イ デ バ イ ス の ウ ェ ル で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 ま た は 検 体 に 結 合 し た 分 子 に 結 合 す る 分 子 は 、 あ ら ゆ る タ ン パ ク
質 由 来 源 か ら の も の で あ り 得 る 。 一 実 施 形 態 で は 、 分 子 は 、 合 成 タ ン パ ク 質 の 集 合 か ら 誘
導 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 分 子 は 原 核 生 物 に 由 来 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 分 子 は 真
核 生 物 に 由 来 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 分 子 は 脊 椎 動 物 に 由 来 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、
分 子 は 哺 乳 動 物 に 由 来 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 分 子 は 霊 長 類 に 由 来 す る 。 別 の 実 施 形 態
で は 、 分 子 は 、 げ っ 歯 類 、 昆 虫 、 線 虫 ま た は 植 物 に 由 来 す る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 分
子 は 、 例 え ば 、 サ ル 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ニ ワ ト リ 、 シ チ メ
ン チ ョ ウ 、 ウ ズ ラ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ウ サ ギ に 由 来 す る 。 具 体 的 な 実 施
形 態 で は 、 分 子 は 酵 母 に 由 来 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 ま た は 検 体 に 結 合 し た 別 の 分 子 に 結 合 す る 分 子 は 、 検 体 の 種 ま た
は 他 の 分 子 の 種 と 同 じ か ま た は 異 な る 種 に 由 来 し 得 る 。 し か し 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由
来 す る 分 子 を 使 用 す る こ と が 、 特 に 非 特 異 的 結 合 を 減 ら す た め に 有 利 で あ る 。 例 え ば 、 植
物 種 に 由 来 す る 分 子 は 、 (目 的 の 検 体 を 含 む )サ ン プ ル が 由 来 す る 種 に お い て 同 種 ま た は オ
ー ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 生 成 物 を 持 た な い 。 従 っ て 、 こ の よ う な 植 物 由 来 分 子 を 、 結 合 ア ッ セ イ
に お い て 使 用 し て 、 ヒ ト 由 来 サ ン プ ル を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル
を 生 成 し 易 く 、 偽 陽 性 の 生 成 が 少 な い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 従 っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 少 な く と も １ つ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と 異 な る
種 に 由 来 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 全 て の 異 な る 分 子 が 、 検 体 の 種 と 異 な
る 種 に 由 来 す る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 検 体
の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 少 な く と も １ つ の 分 子 が 、 検 体 に 結 合 す る 別 の 分 子
の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 全 て の 異 な る 分 子 が 、 検
体 と 異 な る 同 じ 種 に 由 来 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 全 て の 分 子 が 、
検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 し 、 こ れ ら の 分 子 は 、 検 体 が 由 来 す る 種 に お い て 同 種 ま た は オ
ー ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 生 成 物 を 持 た な い 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 第 １ お よ び
第 ２ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 同 じ 種 に 由 来 す る 。 別 の 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 検 体 に
結 合 す る 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も １ つ は 、 酵 母 に 由 来 す る 。 別 の 具 体 的 な 実 施
形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 全 て の 異 な る 分 子 が 、 酵 母 に 由 来 す る 。 別 の 具 体 的 な 実 施 形 態
で は 、 検 体 は ヒ ト に 由 来 し 、 第 １ の 分 子 は 酵 母 に 由 来 す る 。 さ ら に 別 の 具 体 的 な 実 施 形 態
で は 、 検 体 は ヒ ト に 由 来 し 、 第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 の 一 方 は 酵 母 に 由 来 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 特 定 の 例 で は 、 検 体 は 、 特 定 の 種 に 特 異 的 で な く て も よ く 、 従 っ て 、 検 体 に 結 合 す る の
に 使 用 す る 分 子 は 任 意 の 種 に 由 来 し 得 る 。 例 え ば 、 一 部 の 小 分 子 、 無 機 化 合 物 、 炭 水 化 物
、 脂 質 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン ま た は 非 天 然 型 化 合 物 は 、 種 に 由 来 し な い 、 ま た は 種 特 異 的
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発 現 を 示 さ な い か も し れ な い 。 こ の よ う な 場 合 、 検 体 に つ い て テ ス ト す る サ ン プ ル を 得 た
種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 結 合 分 子 の 使 用 は 、 そ れ で も 有 利 で あ る 。 な ぜ な ら 、 サ ン プ ル 中
の 他 の 分 子 は 、 結 合 分 子 と 非 特 異 的 に 交 差 反 応 す る 可 能 性 が 低 い か ら で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 ま た は 検 体 に 結 合 し た 分 子 に 結 合 す る 分 子 は 、
抗 体 ま た は 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 し か し 、 こ の よ う な 非 抗 体 分 子 を 、 検 体 を 検 出
お よ び /ま た は 測 定 す る ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る こ と は 、 い く つ か の 利 点 を 有 す る 。 こ
の よ う な 非 抗 体 分 子 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 抗 体 利 用 型 診 断 ア ッ セ イ の 抗 体 の 代 わ り に 使 用
で き る 。 こ の よ う な 非 抗 体 分 子 は 、 標 的 検 体 が 弱 抗 原 性 で あ る 場 合 に 特 に 有 用 で あ る 。 な
ぜ な ら 、 弱 抗 原 性 検 体 に 対 し て 十 分 な 特 異 性 お よ び 親 和 性 を 有 す る 抗 体 を 生 成 す る の は 困
難 で あ り 得 る か ら で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 従 っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 検 体 ま た は 検 体 に 結 合 し た 分 子 に 結 合 す る ２ つ 、 ３ つ ま た は
４ つ の 分 子 は 、 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 ま た は 検 体 に 結 合 し た
分 子 に 結 合 す る 全 て の 異 な る 分 子 が 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 に
結 合 す る 第 １ の 分 子 は 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、 検 体 に 結 合 し て い る 第 １ の 分 子 に 結 合 す
る 第 ２ の 分 子 は 抗 体 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 に
結 合 す る 第 １ の 分 子 、 お よ び 検 体 に 結 合 し た 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 は 、
非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と
異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 限 定 し な い 実 施 形 態 で は 、 非 抗 体 結 合 タ ン
パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 は 、 検 出 可 能 分 子 と 複 合 化 す る こ と か ら 、 リ ポ ー タ ー 分 子 と し て 機
能 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 検 体 ま た は 検 体 に 結 合 し た 分 子 に 結 合 す る 分 子 は 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 、 融 合 タ ン パ ク 質
、 完 全 長 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 の 一 部 、 ま た は ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 一 実 施 形 態 で は 、
１ つ 、 ２ つ 、 ３ つ 、 ま た は ４ つ の 異 な る 分 子 を ア ッ セ イ に 使 用 し て 、 検 体 を 検 出 お よ び /
ま た は 測 定 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 検 体 ま た は 検 体 に 結 合 し た 分 子 に 結 合 す る 分 子 は 、 検 出 可 能 マ ー カ ー と 複 合 化 さ れ て い
る か 、 ま た は 検 出 可 能 マ ー カ ー に 結 合 さ れ て い て も よ い 。 一 実 施 形 態 で は 、 こ の よ う な 分
子 は 、 検 出 可 能 マ ー カ ー と 複 合 化 さ れ て い る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 こ の よ う な 分 子 は 、 検
出 可 能 マ ー カ ー を 生 成 す る 酵 素 (例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ )と 複 合 化 さ れ て い る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 こ の よ う な 分 子 は
、 ハ プ テ ン (例 え ば 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン )と 複 合 化 さ れ て い る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 こ の
よ う な 分 子 は 検 出 可 能 マ ー カ ー に 結 合 し て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ に 有 用 な 分 子 と し て は 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
に よ り 同 定 さ れ る 分 子 が 挙 げ ら れ る 。 検 体 ま た は 検 体 に 結 合 し た 分 子 に 結 合 す る 分 子 を 同
定 お よ び 単 離 し 、 こ の よ う な ア レ イ を 用 い て 同 定 さ れ た 分 子 を 結 合 す る の に 有 用 な ア レ イ
の 例 は 、 2001年 11月 8日 に Yale Universityに 発 行 さ れ た PCT国 際 特 許 公 報 第 WO 0183827号 (
そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 す る )に 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 Zhuら (2001, "Glob
al analysis of protein activities using proteome chips", Science. 293:2101-2105)
、 Zhuお よ び Snyder(2001, "Protein arrays and microarrays", Curr Opin Chem Biol. 5
:40-45)、 な ら び に Zhuら (2000, "Analysis of yeast protein kinases using protein ch
ips", Nature Genet. 26:283-289)も 参 照 の こ と 。 そ し て 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 お よ び 脂 質
が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 従 っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る (ま た は 検 体 に 結 合 し た 別 の 分 子 に 結 合 す る
、 ま た は 異 な る 第 １ の 分 子 に 結 合 し た 第 ２ の 分 子 に 結 合 す る )タ ン パ ク 質 が 、 単 一 種 に お
け る 既 知 遺 伝 子 の 少 な く と も 50％ ま た は 少 な く と も 70％ に よ り コ ー ド さ れ る 少 な く と も １
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つ の タ ン パ ク 質 を 含 む タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ 、 本 発
明 の ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 が 、 単 一 種
に お い て 発 現 さ れ る 全 て の タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 50％ を 含 む タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ 、 使 用 さ れ る (タ ン パ ク 質 ア イ ソ フ ォ ー ム お よ び ス プ ラ
イ ス 変 異 体 は 単 一 タ ン パ ク 質 と し て 数 え る )。 別 の 実 施 形 態 で は 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質
は 、 単 一 種 に お い て 発 現 さ れ る 少 な く と も 1000の タ ン パ ク 質 を 含 む タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ 、 使 用 さ れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 こ の よ う
な タ ン パ ク 質 は 、 単 一 種 に お け る 少 な く と も 1000の 異 な る 既 知 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る
タ ン パ ク 質 を 含 む タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ 、 使 用 さ れ
る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ に 有 用 な 検 体 を 含 む 可 能 性 の あ る サ ン プ ル と し て は 、 水 溶 液 、 土 、 食
物 、 糞 便 、 植 物 も し く は 動 物 細 胞 、 組 織 も し く は 組 織 抽 出 物 、 組 織 培 養 物 、 組 織 培 養 物 抽
出 物 、 ま た は 組 織 培 養 媒 体 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 一 実 施 形 態 で は 、 検 体
の 存 在 お よ び /ま た は 量 に つ い て ア ッ セ イ す る サ ン プ ル は 、 患 者 サ ン プ ル で あ る 。 さ ら な
る 実 施 形 態 で は 、 患 者 サ ン プ ル は 、 血 液 、 血 清 、 リ ン パ 液 、 血 漿 、 乳 汁 、 尿 、 唾 液 、 胸 水
、 渇 液 、 髄 液 、 組 織 浸 潤 ま た は 腫 瘍 浸 潤 物 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )生 物 学 的 流
体 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 患 者 サ ン プ ル は 、 組 織 ま た は 組 織 抽 出 物 で あ る 。 さ ら に 別
の 実 施 形 態 で は 、 患 者 サ ン プ ル は 糞 便 で あ る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル 組 織 は 、
生 検 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 検 体 は 生 体 分 子 で あ る こ と が 好 ま し い 。 検 体 は 、 無 傷 細 胞 ま た は 細 胞 の 構 成 要 素 で あ っ
て も よ い が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 し か し 、 検 体 は 、 小 分 子 (例 え ば 、 ス テ ロ イ ド 、 医 薬 )
で あ っ て も よ い 。 小 分 子 は 、 500ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 の 非 ペ プ チ ド 化 合 物 と 考 え ら れ て
い る 。 本 発 明 の 好 適 な 実 施 形 態 に お け る 検 体 は 有 機 分 子 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 生 体 分 子
で あ る が 、 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お け る 検 体 は 、 鉱 物 、 毒 性 無 機 化 合 物 、 無 機 汚 染 物 質
、 非 生 物 学 的 ア レ ル ゲ ン 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )非 生 体 分 子 で あ る 。 本 発 明 の
一 つ の 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 鉛 で あ る 。 別 の 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 鉛 で
あ り 、 鉛 の 存 在 に つ い て テ ス ト す る サ ン プ ル は ヒ ト 患 者 か ら 得 る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 従 っ て 、 例 え ば 、 小 分 子 は 、 ア ド レ ナ リ ン 、 ノ ン ア ド レ ナ リ ン 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、
ミ ネ ラ ル コ ル チ コ イ ド 、 皮 質 性 ホ ル モ ン 、 ア ン ド ロ ゲ ン (例 え ば 、 テ ス ト ス テ ロ ン )、 エ ス
ト ロ ゲ ン (例 え ば 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル )、 ま た は プ ロ ゲ ス チ ン (例 え ば 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン )等
の (た だ し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い )ヒ ト 由 来 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン で あ り 得 る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 診 断 ア ッ セ イ は 、 植 物 タ ン パ ク 質 の 集 合 か ら 得 た 結 合 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て ホ ル モ ン 検
体 を 検 出 す る よ う に 設 計 さ れ 得 る 。 植 物 タ ン パ ク 質 ア レ イ か ら 得 た 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 例
え ば 上 記 同 定 し た ヒ ト 由 来 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン が 由 来 す る 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 可 能 性
が 高 い 。 な ぜ な ら 、 ほ と ん ど の 哺 乳 動 物 ホ ル モ ン が 植 物 に 存 在 し な い か ら で あ る 。 例 え ば
、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン を 使 用 し て 、 植 物 で あ る シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ (Arabadopsis thaliana)に
由 来 す る タ ン パ ク 質 の 群 を 含 む タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 こ の ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 に よ り 同 定 さ れ た あ ら ゆ る 結 合 タ ン パ ク 質 が 、 こ の よ う な ホ ル モ ン 検 体 を 検 出
お よ び 同 定 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ に お い て 結 合 タ ン パ ク 質 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 検 体 の 例 と し て は 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 抗 原 、 抗 体 、 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ
る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 特 に 有 用 な 検 体 は 、 疾 患 ま た は 障 害 と 存 在 ま た は レ ベ ル が 相
関 す る 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 炭 水 化 物 、 お よ び 脂 質 で あ る 。 こ の よ う な 検 体 の 存 在 ま た
は レ ベ ル は 、 疾 患 ま た は 障 害 の 危 険 性 、 発 症 、 進 行 、 緩 和 お よ び /ま た は 鎮 静 と 相 関 し 得
る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
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　 従 っ て 、 検 体 は 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 核 酸 、 炭 水 化 物 、 ま た は 脂 肪 酸 を
含 む 脂 質 で あ り 得 る 。 一 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 ま た は ア シ ル 化
等 の (た だ し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い )修 飾 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で
は 、 検 体 は 、 合 成 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 脂 肪 酸 で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 ガ ス ト リ ン 、 セ ク レ チ ン 、 コ レ シ ス ト キ ニ ン 、 イ ン ス リ
ン 、 グ ル カ ゴ ン 、 チ ロ キ シ ン 、 ト リ ヨ ー ド チ ロ ニ ン 、 カ ル シ ト ニ ン 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 、
チ モ シ ン 、 放 出 ホ ル モ ン 、 オ キ シ ト シ ン 、 バ ソ プ レ シ ン 、 成 長 ホ ル モ ン 、 プ ロ ラ ク チ ン 、
メ ラ ニ ン 細 胞 刺 激 ホ ル モ ン 、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン 、 副 腎 皮 質 刺 激 ホ ル モ ン 、 卵 胞 刺 激 ホ ル
モ ン 、 黄 体 形 成 ホ ル モ ン 、 ま た は メ ラ ト ニ ン 等 の (た だ し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い )ヒ ト 由
来 ホ ル モ ン で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 疾 患 ま た は 障 害 に 対 す る マ ー カ ー で あ る 。 こ の よ う な 疾 患 ま
た は 障 害 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ア レ ル ギ ー 、 不 安 障 害 、 自 己 免 疫 疾 患 、 行 動 障 害
、 出 生 異 常 、 血 液 性 障 害 、 骨 疾 患 、 癌 、 循 環 疾 患 、 歯 の 疾 患 、 抑 う つ 障 害 、 解 離 性 障 害 、
耳 の 症 状 、 摂 食 障 害 、 目 の 症 状 、 食 物 ア レ ル ギ ー 、 食 品 媒 介 疾 病 、 胃 腸 疾 患 、 遺 伝 障 害 、
心 臓 病 、 ホ ル モ ン 障 害 、 免 疫 不 全 、 感 染 病 、 炎 症 疾 患 も し く は 障 害 、 昆 虫 媒 介 疾 病 、 栄 養
障 害 、 腎 臓 病 、 大 脳 白 質 萎 縮 症 、 肝 疾 患 、 精 神 衛 生 障 害 、 代 謝 病 、 気 分 障 害 、 筋 変 性 (mus
culodegenerative)障 害 、 神 経 障 害 、 神 経 変 性 障 害 、 神 経 筋 障 害 、 人 格 障 害 、 恐 怖 症 、 妊
娠 合 併 症 、 プ リ オ ン 病 、 前 立 腺 病 、 心 理 的 障 害 、 精 神 障 害 、 呼 吸 器 系 疾 患 、 性 障 害 、 皮 膚
の 症 状 、 睡 眠 障 害 、 言 語 障 害 、 ス ポ ー ツ 障 害 、 熱 帯 病 、 前 庭 障 害 、 ま た は 消 耗 性 疾 患 で あ
り 得 る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 (AIDS/HIV)も し く は HIV関 連 障 害 、
ア ル パ ー ス (Alpers)症 候 群 、 炭 疽 病 、 ウ シ 海 綿 状 脳 症 (BSE)、 水 疱 瘡 、 コ レ ラ 、 結 膜 炎 、
ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 (CJD)、 デ ン グ 熱 、 エ ボ ラ 、 象 皮 病 、 脳 炎 、 致 死 性 家 族 性 不
眠 症 、 第 ５ 病 、 ゲ ル ス ト マ ン -ス ト ロ イ ス ラ ー -シ ェ ン カ ー 症 候 群 、 ハ ン タ ウ イ ル ス 、 ヘ リ
コ バ ク タ ー ・ ピ ロ リ 、 肝 炎 (Ａ 型 肝 炎 、 Ｂ 型 肝 炎 、 Ｃ 型 肝 炎 )、 ヘ ル ペ ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ
、 ク ー ル ー 、 ら い 病 、 ラ イ ム 病 、 マ ラ リ ア 、 出 血 熱 (例 え ば 、 リ フ ト バ レ ー 熱 、 ク リ ミ ア -
コ ン ゴ 出 血 熱 、 ラ ッ サ 熱 、 マ ル ブ ル グ ウ イ ル ス 病 お よ び エ ボ ラ 出 血 熱 )、 麻 疹 、 髄 膜 炎 (ウ
イ ル ス 性 、 細 菌 性 )、 単 核 細 胞 症 、 院 内 感 染 、 中 耳 炎 、 骨 盤 炎 症 性 疾 患 (PID)、 ペ ス ト 、 肺
炎 、 ポ リ オ 、 プ リ オ ン 病 、 狂 犬 病 、 リ ウ マ チ 熱 、 バ ラ 疹 、 ロ ス 川 ウ イ ル ス 感 染 、 風 疹 、 サ
ル モ ネ ラ 症 、 敗 血 症 関 節 炎 、 性 感 染 病 (STD)、 帯 状 ヘ ル ペ ス 、 天 然 痘 、 連 鎖 球 菌 性 咽 頭 炎
、 破 傷 風 、 毒 素 性 シ ョ ッ ク 症 候 群 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ 症 、 ト ラ コ ー マ 、 結 核 、 野 兎 病 、 腸 チ
フ ス 、 渓 谷 熱 、 百 日 咳 、 ま た は 黄 熱 病 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )感 染 ま た は 感 染
性 疾 患 に つ い て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 ア デ ィ ソ ン 病 、 円 形 脱 毛 症 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 抗 リ ン 脂 質 症
候 群 (APS)、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 慢 性 疲 労 症 候 群 、 ク ロ ー ン 病 お よ び 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 線 維 筋
痛 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 対 宿 主 性 移 植 片 病 、 狼 瘡 (例 え ば 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ
ス )、 メ ニ エ ー ル 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 重 症 筋 無 力 症 、 筋 炎 、 尋 常 性 天 疱 瘡 、 乾 癬 、 リ ウ マ
チ 熱 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 硬 皮 症 、 脈 管 炎 、 白 斑 ま た は ヴ ェ ー ゲ ナ ー 肉 芽 腫 症 等 の (た だ
し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )自 己 免 疫 疾 患 に つ い て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 エ カ ル デ ィ 症 候 群 、 白 皮 症 、 無 脳 症 、 チ ャ ー ジ 症 候 群 、 口
蓋 裂 、 胎 児 ア ル コ ー ル 症 候 群 (FAS)、 尿 道 下 裂 、 脊 椎 披 裂 、 血 小 板 減 少 ‐ 橈 骨 欠 損 (TAR)症
候 群 、 ま た は 三 染 色 体 性 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )出 生 障 害 に つ い て の マ ー カ ー
で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 貧 血 、 抗 リ ン 脂 質 症 候 群 (APS)、 青 色 ゴ ム ま り 様 母 斑 症 候
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群 、 通 風 、 血 友 病 、 白 血 病 、 骨 髄 増 殖 性 障 害 、 敗 血 症 、 鎌 状 赤 血 球 症 、 ま た は サ ラ セ ミ ア
等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )血 液 性 障 害 に つ い て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 軟 骨 無 形 成 症 、 骨 肉 腫 、 進 行 性 骨 化 性 線 維 形 成 異 常 症 、 線
維 性 形 成 障 害 、 レ ッ グ ‐ カ ル ヴ ェ ‐ ペ ル テ ス 病 、 骨 髄 腫 、 変 形 性 関 節 症 、 骨 形 成 不 全 症 、
骨 粗 鬆 症 、 パ ジ ェ ッ ト 病 、 ま た は 脊 柱 側 弯 症 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )骨 疾 患 に
つ い て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 象 皮 病 、 心 臓 病 、 ヘ モ ク ロ マ ト ー シ ス 、 血 友 病 、 高 血 圧 、
低 血 圧 、 ク リ ペ ル ‐ ト ル ノ ネ ー ‐ ウ ェ ー バ ー 症 候 群 、 リ ン パ 水 腫 、 好 中 球 減 少 症 、 末 梢 血
管 病 (PVD)、 静 脈 炎 、 レ イ ノ ー 現 象 、 血 栓 症 、 双 胎 児 間 輸 血 症 候 群 、 ま た は 脈 管 炎 等 の (た
だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )循 環 疾 患 に つ い て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 酸 性 マ ル タ ー ゼ 欠 乏 症 (acid maltase deficiency)、 糖 尿
病 、 ガ ラ ク ト ー ス 血 症 、 低 血 糖 症 、 レ ッ シ ュ ‐ ナ イ ハ ン 症 候 群 、 メ ー プ ル シ ロ ッ プ 尿 病 (M
SUD)、 ニ ー マ ン ‐ ピ ッ ク 病 、 フ ェ ニ ル ケ ト ン 尿 症 、 ま た は 尿 素 回 路 障 害 等 の (た だ し こ れ
ら に 限 定 さ れ な い )代 謝 病 に つ い て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 虫 垂 炎 、 ボ ツ リ ヌ ス 中 毒 症 、 口 内 炎 、 セ リ ア ッ ク 病 、 結 腸
炎 (潰 瘍 性 結 腸 炎 を 含 む )、 周 期 性 嘔 吐 症 (CVS)、 下 痢 、 裂 孔 ヘ ル ニ ア 、 感 染 性 大 腸 炎 (IBD)
、 過 敏 性 腸 症 候 群 (IBS)、 消 化 性 潰 瘍 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 サ ル モ ネ ラ 中 毒 症 、 拒 食 症
、 過 食 症 、 ウ シ 海 綿 状 脳 症 (BSE)、 フ グ 毒 、 ま た は 憩 室 炎 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な
い )栄 養 ま た は 胃 腸 障 害 に つ い て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 聴 神 経 腫 、 コ レ ス テ リ ン 腫 、 難 聴 、 乳 様 突 起 炎 、 メ ニ エ ー
ル 病 、 耳 炎 、 耳 鳴 り 、 ま た は 前 庭 障 害 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )耳 の 障 害 に つ い
て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 弱 視 、 白 内 障 、 色 覚 異 常 、 結 膜 炎 、 緑 内 障 、 円 錐 角 膜 、 黄
斑 変 症 、 小 眼 球 症 、 無 眼 球 症 、 網 膜 色 素 変 性 症 、 網 膜 芽 腫 、 斜 視 、 ま た は ト ラ コ ー マ 等 の
(た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )目 の 障 害 に つ い て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 軟 骨 形 成 不 全 症 、 色 覚 異 常 、 酸 性 マ ル タ ー ゼ 欠 乏 症 、 副 腎
白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 ア イ カ ル デ ィ 症 候 群 、 α -1抗 ト リ プ シ ン 欠 乏 症 、 ア ン ド ロ ゲ ン 不 感
性 症 候 群 、 ア ペ ー ル (Apert)症 候 群 、 不 整 脈 惹 起 性 右 室 異 形 成 、 毛 細 血 管 拡 張 性 運 動 失 調
症 、 カ ナ バ ン 病 、 ネ コ 鳴 き 症 候 群 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 ダ ー カ ム 病 、 家 族 性 大 腸 腺 腫 症 、 家 族
性 乳 癌 感 受 性 、 先 天 性 再 生 不 良 性 貧 血 (Fanconi anemia)、 脆 弱 性 Ｘ 症 候 群 、 ガ ラ ク ト ー ス
血 症 、 ゴ ー シ ェ 病 、 ヘ モ ク ロ マ ト ー シ ス 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 フ ル ラ ー 症 候 群 、 低 ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 血 症 、 ク ラ イ ン フ ェ ル タ ー 症 候 群 、 ク ラ ッ ベ 病 、 ラ ン ガ ー -ギ ー デ ィ オ ン 症 候 群 、
大 脳 白 質 萎 縮 症 、 QT延 長 症 候 群 、 マ ル フ ァ ン 症 候 群 、 メ ビ ウ ス 症 候 群 、 ム コ 多 糖 症 (MPS)
、 爪 ・ 膝 蓋 骨 症 候 群 、 腎 性 尿 崩 症 、 ポ ル フ ィ リ ン 症 、 非 遺 伝 性 ポ リ ー プ 症 結 腸 直 腸 癌 (NHP
CC)、 プ ラ ダ -ウ ィ リ 症 候 群 、 早 老 症 、 プ ロ テ ウ ス (Proteus)症 候 群 、 レ ッ ト 症 候 群 、 ル ビ
ン ス タ イ ン -テ イ ビ 症 候 群 、 サ ン フ ィ リ ポ (Sanfilippo)症 候 群 、 シ ュ ー バ ッ ク マ ン (Shwach
man)症 候 群 、 ス ミ ス -マ ゼ ニ ス (Smith-Magenis)症 候 群 、 ス テ ィ ッ ク ラ ー 症 候 群 、 テ イ ・ サ
ッ ク ス 病 、 ト レ チ ャ ー ・ コ リ ン ズ 症 候 群 、 ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 欠 乏 症 、 ト リ ソ
ミ ー 、 結 節 硬 化 症 、 タ ー ナ ー 症 候 群 、 尿 素 回 路 障 害 、 ウ ィ リ ア ム ズ 症 候 群 、 ウ ィ ル ソ ン 病
、 ま た は 狭 心 症 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )遺 伝 病 に つ い て の マ ー カ ー で あ り 得 る
。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 不 整 脈 惹 起 性 右 室 異 形 成 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 /動 脈
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硬 化 症 、 心 筋 症 、 先 天 性 心 疾 患 、 心 内 膜 炎 、 拡 張 型 心 筋 症 、 心 臓 発 作 、 心 不 全 、 心 雑 音 、
心 臓 動 悸 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 、 高 ト リ グ リ セ リ ド (high tryglycerides)、 高 血 圧 、 QT延 長
症 候 群 、 僧 帽 弁 逸 脱 、 起 立 性 頻 拍 症 症 候 群 、 フ ァ ロ ー 四 徴 症 、 ま た は 血 栓 症 等 の (た だ し
こ れ ら に 限 定 さ れ な い )心 臓 病 に つ い て の マ ー カ ー で あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 腎 臓 癌 、 腎 感 染 、 腎 結 石 、 腎 臓 移 植 、 腎 性 尿 崩 症 、 腎 臓 学
(nephrology)、 ま た は 横 紋 筋 融 解 症 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )腎 障 害 に つ い て の
マ ー カ ー で あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 副 腎 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 お よ び ク ラ ッ ベ 病 等 の (た だ し
こ れ ら に 限 定 さ れ な い )大 脳 白 質 萎 縮 症 に つ い て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 α -1抗 ト リ プ シ ン 欠 乏 症 、 ギ ル バ ー ト 症 候 群 、 肝 炎 、 ま た
は 肝 臓 癌 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )肝 臓 障 害 に つ い て の マ ー カ ー で あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 双 極 性 障 害 (躁 鬱 )、 抑 う つ 障 害 、 ま た は 季 節 性 情 動 障 害 等
の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )気 分 障 害 に つ い て の マ ー カ ー で あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 ア イ カ ル デ ィ 症 候 群 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 健 忘 症 、 筋 萎 縮
性 側 索 硬 化 症 (ル ー ・ ゲ ー リ ッ ク 病 )、 無 脳 症 、 失 語 症 、 ク モ 膜 炎 、 ア ー ノ ル ド -キ ア リ 奇
形 、 毛 細 血 管 拡 張 性 運 動 失 調 症 、 バ ッ テ ン 病 、 ベ ル 麻 痺 、 上 腕 神 経 叢 損 傷 、 脳 損 傷 、 脳 腫
瘍 、 シ ャ ル コ ー -マ リ ー -ツ ー ス 病 、 脳 炎 、 癲 癇 、 本 態 性 振 戦 、 ギ ラ ン ・ バ レ ー 症 候 群 、 水
頭 症 、 多 汗 症 、 ク ラ ッ ベ 病 、 髄 膜 炎 、 メ ビ ウ ス 症 候 群 、 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 多 発 性 硬 化 症
、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 末 梢 神 経 障 害 、 起 立 性 頻 拍 症 症 候 群 、 進 行 性 核 上 麻 痺 、 ラ イ 症 候 群 、
帯 状 疱 疹 、 シ ャ イ ・ ド レ ー ガ ー 症 候 群 (SDS)、 痙 性 斜 頚 、 二 分 脊 椎 、 脊 髄 性 筋 萎 縮 症 、 ス
テ ィ フ マ ン 症 候 群 、 共 感 覚 、 脊 髄 空 洞 症 、 胸 郭 出 口 症 候 群 、 ト ゥ レ ッ ト 症 候 群 、 ト キ ソ プ
ラ ズ マ 症 、 ま た は 三 叉 神 経 痛 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )神 経 お よ び 筋 骨 格 障 害 に
つ い て の マ ー カ ー で あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 肺 胞 毛 細 管 異 形 成 、 喘 息 、 黒 色 肺 、 細 気 管 支 炎 、 慢 性 閉 塞
性 肺 疾 患 (COPD)、 気 腫 、 喉 頭 癌 、 喉 頭 軟 化 症 、 レ ジ オ ネ ラ 病 、 肺 癌 、 肺 リ ン パ 脈 管 筋 腫 症
(LAM)、 肋 膜 炎 (胸 膜 炎 )、 肺 炎 、 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 呼 吸 合 胞 体 ウ イ ル ス (RSV)、 サ ル コ イ ド
ー シ ス 、 珪 肺 症 、 鼻 炎 、 扁 桃 炎 、 結 核 症 、 ま た は 渓 谷 熱 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な
い )呼 吸 器 疾 患 に つ い て の マ ー カ ー で あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 水 疱 瘡 、 慢 性 蕁 麻 疹 (掻 痒 )、 褥 瘡 性 潰 瘍 、 湿 疹 、 エ ー ラ ー
・ ダ ン ロ ス 症 候 群 、 表 皮 水 疱 症 、 壊 疽 、 汗 腺 膿 瘍 、 ホ ッ ト タ ブ (hot tub)毛 嚢 炎 、 多 汗 症
、 魚 鱗 癬 、 膿 痂 疹 、 毛 包 性 角 化 症 、 ハ ン セ ン 病 、 麻 疹 、 伝 染 性 軟 属 腫 、 バ ラ 色 粃 糠 疹 、 ポ
ル フ ィ リ ン 症 、 偽 性 毛 嚢 炎 、 乾 癬 、 酒 さ 、 風 疹 、 強 皮 症 、 帯 状 疱 疹 、 ま た は 皮 膚 癌 等 の (
た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )皮 膚 症 状 に つ い て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 シ ャ ー ガ ス 病 、 コ レ ラ 、 デ ン グ 熱 、 ジ フ テ リ ア 、 赤 痢 (細
菌 性 も し く は ア メ ー バ 性 )、 エ ボ ラ 、 脳 炎 、 ラ ン ブ ル 鞭 毛 虫 症 、 ラ ッ サ 熱 、 リ ー シ ュ マ ニ
ア 症 、 ハ ン セ ン 病 、 マ ラ リ ア 、 マ ー ル ブ ル グ 出 血 熱 、 髄 膜 炎 、 ポ リ オ 、 ロ ス 川 ウ イ ル ス 感
染 、 住 血 吸 虫 症 、 破 傷 風 、 結 核 、 腸 チ フ ス 、 タ イ プ ス (typus)、 ま た は 黄 熱 病 等 の (た だ し
こ れ ら に 限 定 さ れ な い )熱 帯 病 に つ い て の マ ー カ ー で あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 エ プ ス タ
イ ン ・ バ ー ウ イ ル ス 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス -1、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 ヒ ト
免 疫 不 全 ウ イ ル ス -2、 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 HTLV-I、 HTLV-II、 ま た は HTLV-III等 の (
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た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )ウ イ ル ス の 構 成 要 素 で あ り 得 る 。 従 っ て 、 別 の 実 施 形 態 で
は 、 検 体 は 、 ウ イ ル ス の 構 成 要 素 で あ り 得 、 こ こ で 、 該 ウ イ ル ス は 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 科
、 イ リ ド ウ イ ル ス 科 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 科 、 ア デ ノ ウ イ ル ス か 、 パ ポ バ ウ イ ル ス 科 、 ヘ パ
ド ナ ウ イ ル ス 科 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 科 、 レ オ ウ イ ル ス 科 、 ビ ル ナ ウ イ ル ス 科 、 ト ガ ウ イ ル ス
科 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 科 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス 科 、 フ ィ ロ ウ イ ル ス 科 、
オ ル ト ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 、 ブ ン ヤ ウ イ ル ス 科 、 ア レ ナ ウ イ ル ス 科 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 科 、 ピ
コ ル ナ ウ イ ル ス 科 、 カ ル シ ウ イ ル ス 科 (Calciviridae)、 ま た は ク ラ ミ ジ ア 等 の フ ァ ミ リ ー
の メ ン バ ー で あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 白 血 病 (例 え ば
、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 多
発 性 骨 髄 腫 )、 結 腸 癌 、 直 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 腎 細 胞 癌 、 肝 癌 、 胆
管 癌 、 絨 毛 癌 、 子 宮 頚 癌 、 睾 丸 癌 、 肺 癌 、 膀 胱 癌 、 黒 色 腫 、 頭 頸 部 癌 、 脳 癌 、 原 発 部 位 不
明 癌 、 新 生 物 、 末 梢 神 経 系 癌 、 中 枢 神 経 系 癌 ； な ら び に 他 の 型 お よ び 亜 型 の 腫 瘍 (例 え ば
、 線 維 肉 腫 、 粘 液 肉 腫 、 脂 肪 肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 骨 原 性 肉 腫 、 脊 索 腫 、 血 管 肉 腫 、 内 皮 肉 腫
(endotheliosarcoma)、 リ ン パ 管 肉 腫 、 リ ン パ 管 内 皮 腫 (lymphangioendotheliosarcoma)、
滑 膜 腫 、 中 皮 腫 、 ユ ー イ ン グ 腫 瘍 、 平 滑 筋 肉 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 へ ん 平 上 皮 細 胞 癌 、 基 底 細
胞 癌 、 腺 癌 、 汗 腺 癌 、 脂 腺 癌 、 乳 頭 状 癌 、 乳 頭 腺 癌 、 嚢 胞 腺 癌 、 髄 様 癌 、 気 管 支 原 性 癌 、
精 上 皮 腫 、 胎 生 期 癌 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 小 細 胞 肺 癌 、 上 皮 癌 、 神 経 膠 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 髄
芽 腫 、 頭 蓋 咽 頭 腫 、 上 衣 腫 、 松 果 体 腫 、 血 管 芽 細 胞 腫 、 聴 神 経 腫 、 稀 突 起 膠 腫 、 髄 膜 腫 、
神 経 芽 細 胞 腫 、 お よ び 網 膜 芽 細 胞 腫 )、 重 鎖 病 、 転 移 、 ま た は 非 制 御 下 も し く は 異 常 細 胞
成 長 に 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 も し く は 障 害 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )癌 に つ い て の
マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 rasタ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 ト リ パ ノ ソ ー マ お よ び リ ー シ ュ マ ニ ア 等 の キ ネ ト プ ラ ス ト
目 (Kinetoplastida)、 ジ ア ル ジ ア 等 の デ ィ プ ロ モ ナ ス 亜 目 (Diplomonadina)、 二 核 ア メ ー
バ お よ び ト リ コ モ ナ ス 等 の ト リ コ モ ナ ス 目 、 ネ グ レ リ ア 等 の 裸 変 形 虫 目 、 エ ン ト ア メ ー バ
お よ び ア カ ン ソ ア メ ー バ (Acanthamoeba)等 の ア メ ー バ 目 、 バ ベ シ ア 等 の 種 虫 綱 (Sporozoas
ida)、 な ら び に イ ソ ス ポ ラ 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ 、 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 、 ア イ メ リ ア 、 テ レ
リ ア (Thelleria)お よ び プ ラ ス モ ジ ウ ム 等 の コ ク シ ジ ウ ム 亜 綱 (Coccidiasina)に よ り 引 き
起 こ さ れ る 原 虫 病 等 の (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )原 虫 症 に つ い て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 回 虫 属 、 ト キ ソ カ ラ 属 、 鉤 虫 、 ス ト ロ ン ギ ロ イ デ ス 属 、 鞭
虫 、 蟯 虫 、 ド ラ ク ン ク ル ス 属 、 旋 毛 虫 属 、 お よ び 糸 状 虫 等 の 線 形 動 物 門 (回 虫 )、 な ら び に
住 血 吸 虫 属 、 住 血 吸 虫 、 肝 吸 虫 、 腸 内 吸 虫 、 肺 吸 虫 等 の 吸 虫 綱 、 お よ び 条 虫 等 の 多 節 条 虫
亜 綱 等 の 扁 形 動 物 門 (扁 形 動 物 )に よ り 引 き 起 こ さ れ る 後 生 動 物 病 等 の (た だ し こ れ ら に 限
定 さ れ な い )後 生 動 物 病 に つ い て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 は 、 (例 え ば 、 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 、 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス
、 髄 膜 炎 菌 、 ブ ド ウ 球 菌 、 サ ル モ ネ ラ 菌 、 ま た は 大 腸 菌 に よ り 引 き 起 こ さ れ る )細 菌 疾 患
、 マ イ コ バ ク テ リ ア 症 、 ス ピ ロ ヘ ー タ 症 、 ク ラ ミ ジ ア 、 リ ケ ッ チ ア 症 、 ま た は 真 菌 病 に つ
い て の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 他 の 症 状 に つ い て の 検 体 マ ー カ ー も ア ッ セ イ で き 、 妊 娠 、 ア ル コ ー ル 依 存 症 、 薬 物 中 毒
、 ア レ ル ギ ー 、 中 毒 、 治 療 に 対 す る 二 次 影 響 も し く は 応 答 、 ま た は 疾 患 の 二 次 影 響 が 挙 げ
ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 検 出 可 能 マ ー カ ー は 、 裸 眼 で 見 る か 、 ま た は 光 学 フ ィ ル タ の 助 け を 借 り て 可 視 化 で き る
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。 そ の よ う な も の と し て 、 検 出 可 能 マ ー カ ー は 、 金 属 ゾ ル 粒 子 、 金 ゾ ル 粒 子 、 染 料 ゾ ル 粒
子 、 染 色 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 お よ び リ ポ ソ ー ム で カ プ セ ル 化 さ れ た 染 料 を 含 む (た だ し 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ な い )比 色 標 識 で あ り 得 る 。 他 の 検 出 可 能 マ ー カ ー と し て は 、 放 射 性 核 種
、 蛍 光 部 分 、 お よ び 発 光 部 分 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 一 実 施 形 態 で は 、 目
的 の 検 体 に 結 合 す る 分 子 は 、 検 出 可 能 マ ー カ ー と 複 合 化 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 出
可 能 マ ー カ ー と 複 合 化 し た 分 子 は 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 検 体 に 結 合 す る 分 子 に 結 合 す る
。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 ま た は 検 体 に 結 合 す る 別 の 分 子 に 結 合 す る 分
子 は 、 検 出 可 能 で あ る か 、 ま た は 検 出 可 能 マ ー カ ー を 生 成 で き る 酵 素 と 複 合 化 し て い る 。
好 適 な 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 別 の 分 子 に 結 合 す る 分 子 は 、 こ の よ う な 酵 素 と 複 合
化 し て い る 。 当 該 分 野 で 公 知 の 多 数 の 酵 素 が 、 本 発 明 の ア ッ セ イ の た め に 有 用 で あ る (例
え ば 、 Engvall, 1980, "Enzyme Immunoassay ELISA and EMIT", Methods of Enzymology,
 70:419-439を 参 照 の こ と )。 従 っ て 、 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 ま た は 別 の 分 子 に 結 合 す る 分
子 は 、 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 リ ゾ チ ー ム 、 グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ま た は ウ レ ア ー ゼ と 複 合 化 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 出 可 能 マ ー カ ー は 、 分 子 と 検 体 と の 結 合 に よ り 形 成 さ れ る 複 合 体
と 接 触 さ せ て か ら 、 直 接 可 視 化 す る 。 例 え ば 、 検 体 に 結 合 す る 分 子 を 指 向 す る か 、 ま た は
複 合 体 を 指 向 す る 蛍 光 タ グ 付 け 抗 体 は 、 複 合 体 に 結 合 し た 後 に 、 エ ピ 蛍 光 (epifluorescen
ce)に よ り 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 検 体 と 分 子 と の 結 合 は 、 例 え ば 、 放 射 活 性 物 質 標 識 化 リ ガ ン ド を 使 用 し た 後 に 、 オ ー ト
ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー お よ び /ま た は ホ ス ホ イ メ ー ジ 化 分 析 を 行 う こ と に よ り 検 出 さ れ 得 る ；
ハ プ テ ン の 結 合 後 、 そ れ を 蛍 光 標 識 化 も し く は 酵 素 標 識 化 抗 体 、 ま た は ビ オ チ ン も し く は
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 等 の 高 親 和 性 ハ プ テ ン リ ガ ン ド に よ り 検 出 す る ； 質 量 分 析 法 ； 原 子 間
力 顕 微 鏡 法 ； 蛍 光 偏 光 法 ； 赤 外 線 標 識 化 化 合 物 も し く は タ ン パ ク 質 ； 放 射 性 物 質 標 識 化 、
蛍 光 標 識 化 も し く は 増 幅 可 能 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ； 検 体 、 ま た は 検 体 も し く は 検 体 に 結 合
す る 別 の 分 子 に 結 合 す る 分 子 の 生 物 学 的 活 性 の 刺 激 ま た は 阻 害 ； ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅
-検 出 法 ； 競 合 PCR； 比 色 手 法 ； ま た は (例 え ば 、 ウ イ ル ス 力 価 に つ い て の )生 物 学 的 ア ッ セ
イ 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ に よ り 得 ら れ る 値 は 、 定 量 的 な 値 で あ る 。 別 の 実 施
形 態 で は 、 ア ッ セ イ に よ り 得 ら れ る 値 は 、 半 定 量 的 ま た は 定 質 的 な 値 (す な わ ち 、 閾 値 の
上 下 )で あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 結 合 ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 バ ッ チ 様 式 で ア ッ セ イ を 実 施 す る 場 合 に 好 ま し い 96ウ ェ ル 形
式 (例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト )を 含 む 様 々 な 形 式 で 実 施 で き る 。 バ ッ チ 様 式 分 析
に 好 ま し い も の と し て は 、 2001年 11月 8日 に 発 行 さ れ た PCT国 際 特 許 公 報 第 WO 0183827号 、
お よ び Zhuら (2000, "Analysis of yeast protein kinases using protein chips", Natur
e Genet. 26:283-289)に 記 載 さ れ て い る ナ ノ ア レ イ デ バ イ ス 等 の (た だ し 、 こ れ に 限 定 さ
れ な い )ナ ノ ア レ イ デ バ イ ス も あ る 。 ア ッ セ イ は 、 多 数 の 異 な る サ ン プ ル に 対 し て ア ッ セ
イ を 実 施 で き る (例 え ば 、 連 続 /ラ ン ダ ム ア ク セ ス 型 の )自 動 化 ア ッ セ イ 分 析 器 に お い て 実
施 で き 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 こ の よ う な 自 動 化 ア ッ セ イ 分 析 器 の 例 は 、 PB Diagnosti
c Systems, Inc.に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 第 5,207,987号 お よ び 同 第 5,518,688号 に 記 載 さ
れ て い る 。 自 動 化 ア ッ セ イ 分 析 器 は 市 販 さ れ て お り 、 例 え ば 、 OPUS.R（ 商 標 ） 、 OPUS MAG
NUM.R（ 商 標 ） 、 Vitros（ 商 標 ） (Ortho)、 Elecsys（ 商 標 ） (Roche)、 AxSYM（ 商 標 ） (Abbo
tt)、 Prism（ 商 標 ） (Abbott)、 Architect（ 商 標 ） (Abbott)、 Centaur（ 商 標 ） (Bayer)、
お よ び Immuno 1（ 商 標 ） (Bayer)が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 に 使 用 で き る 別 の ア ッ セ イ 形 式 は 、 サ ン プ ル を 得 る 現 地 (例 え ば 、 診 療 所 )に お い
て 行 う こ と が で き る 高 速 マ ニ ュ ア ル テ ス ト で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 １ つ 以 上 の 分 子 (す な わ ち 、 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 も し く は 検 体 に 結 合 す る 別 の 分 子 に
結 合 す る 分 子 )、 お よ び /ま た は 検 体 は 、 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ て も よ い 。 固 体 支 持 体 と し
て は 、 ガ ラ ス 、 セ ラ ミ ッ ク ス 、 非 晶 質 炭 化 ケ イ 素 、 不 定 形 酸 化 物 (castable oxides)、 ポ
リ イ ミ ド 、 ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ポ リ ス チ レ ン 、 シ リ コ ー ン エ ラ ス ト マ ー 、 ニ ト ロ
セ ル ロ ー ス 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 ア ガ ロ ー ス 、 ま た は 金 が 挙 げ ら れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 固
体 支 持 体 は 、 ウ ェ ル を 含 む 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は 、 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト で あ る 。 別 の 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は 、 ナ ノ ア レ イ デ バ イ ス
で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は 、 ウ ェ ル 内 に 含 ま れ て も よ い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、
固 体 支 持 体 は 、 磁 性 粒 子 で あ り 得 る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は 、 ポ リ ス チ
レ ン ビ ー ズ で あ り 得 る 。 検 体 、 お よ び /ま た は 検 体 に 結 合 す る 分 子 も し く は 検 体 に 結 合 す
る 別 の 分 子 に 結 合 す る 分 子 は 、 固 体 支 持 体 に 直 接 結 合 さ れ る か 、 リ ン カ ー 化 合 物 を 介 し て
固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ 得 る 。 リ ン カ ー は 、 固 体 支 持 体 表 面 を 誘 導 化 し て 、 固 体 支 持 体 の 表
面 に 、 検 体 、 ま た は 検 体 に 結 合 す る 分 子 も し く は 検 体 に 結 合 す る 別 の 分 子 に 結 合 す る 分 子
が 付 着 し 易 い よ う す る 任 意 の 化 合 物 で あ り 得 る 。 リ ン カ ー は 、 こ の よ う な 分 子 お よ び /ま
た は 検 体 の １ つ を 、 固 体 支 持 体 の 表 面 に 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 さ せ る 。 さ ら に 、 リ ン
カ ー は 、 無 機 化 合 物 で も 有 機 化 合 物 で も あ り 得 る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は 、 結 合 分 子 お よ び /ま た は 検 体 が 固 体 支 持 体 に 結 合 す
る の を 助 け る 物 質 を 含 む 。 例 え ば 、 固 体 支 持 体 は 、 目 的 の 検 体 に 結 合 す る 分 子 上 の 親 和 性
タ グ に 結 合 す る 物 質 で 被 覆 さ れ て も よ い 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は グ ル タ チ
オ ン を 含 む 。 別 の 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は ニ ッ ケ ル を 含 む 。 別 の 具 体 的 な 実
施 形 態 で は 、 固 体 支 持 体 は 、 グ ル タ チ オ ン お よ び ニ ッ ケ ル を 含 む 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　

　 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る 方 法 に も 関 す る 。 従 っ て 、 一 実 施
形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 (ａ )生 体
分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 該 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含 み う る サ ン プ ル と 、 該 検 体
が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )存 在 す る 全 て の 結 合 し た 検
体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し た 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 検 体 が 該 第 ２ の 分
子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｃ )該 第 ２ の 分 子 と 該 検 体 と の 結 合 を 検 出 ま
た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ こ で 、 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま
た は 量 を 示 し ； 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も 一 方 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由
来 す る 非 抗 体 分 子 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支
持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｃ )に お け る 検 体 の 存 在 、 不 在 ま た は 量 が 、 該 疾 患 ま た は 障 害
を 患 っ て い な い 被 験 体 か ら 得 た 同 種 サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 を 示 す 対 照 値 と 異 な る 場
合 に 、 該 疾 患 ま た は 障 害 が 存 在 す る と 判 断 さ れ る 、 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で
は 、 本 方 法 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 第 １ の 分 子 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ を 含
む 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体
分 子 で あ る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 し
て い る 場 合 に 検 出 ま た は 測 定 す る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 は 、 検 体 が 第 １
の 分 子 を 介 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る 場 合 に 検 出 ま た は 測 定 す る 。
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5.2． 検 体 に 結 合 す る 非 抗 体 分 子 を 使 用 し て 検 体 を 検 出 す る こ と に よ り 、 疾 患 ま た は 障
害 の 診 断 ま た は 予 後 を 判 断 す る 方 法



【 ０ １ ８ ８ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 別 の
さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て な い 第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す
る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の
前 に 除 去 す る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル 、 な ら び に 結 合 し て
い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、
ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に １ つ 以 上 の ス テ ッ プ を 加 え て 、 検 体 、 第 １ の 分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 を
含 む 複 合 体 に 存 在 し な い 分 子 (例 え ば 、 汚 染 物 、 過 剰 試 薬 )を 除 去 す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 同 時 に 接 触 さ せ て も よ い 。 あ る い は ま た 、 結 合 分 子 を 、 サ ン プ
ル と 順 次 に 接 触 さ せ て も よ い 。 結 合 分 子 は 、 任 意 の 順 序 で サ ン プ ル と 接 触 さ れ 得 る 。 ま た
、 結 合 分 子 を 、 目 的 の 検 体 を 含 む と 疑 わ れ る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 前 に 、 異 な る 結 合 分 子
を 任 意 の 順 序 で 互 い と 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て
、 (ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 と 、 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含 み う る サ ン プ ル と
を 、 該 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し て い な い サ
ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ ； (ｃ )存 在 す る 全 て の 結 合 し た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し
て い る 該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 検 体 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で
接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｄ )結 合 し て な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ ； お よ び (ｅ )該 第
２ の 分 子 と 検 体 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、 結 合 の 検 出 ま た
は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も 一
方 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ
プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｅ )に お け る 検 体 の 存 在
、 不 在 ま た は 量 が 、 該 疾 患 ま た は 障 害 を 患 わ な い 被 験 体 か ら 得 た 同 様 の サ ン プ ル に 存 在 す
る 検 体 の 量 を 表 す 対 照 値 と 異 な る 場 合 に 、 該 疾 患 ま た は 障 害 が 存 在 す る と 判 断 さ れ る 、 方
法 を 提 供 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 本 方 法 は 、 第 １ の 分 子 を 固
体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体
タ ン パ ク 質 で あ る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 に
結 合 し て い る と き に 検 出 ま た は 測 定 す る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は
、 検 体 が 、 第 １ の 分 子 を 介 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る と き に 検 出 ま た は 測 定 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル ま た は 結 合 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ は
、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 の い ず れ か の ス テ ッ プ に お い て 行 わ れ 得 る 。 例 え ば 、 ス テ ッ プ (ｂ )お
よ び (ｄ )の 代 わ り に 、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 に い く つ か の ス テ ッ プ を 導 入 し て 、 結 合 し て い な
い サ ン プ ル 、 結 合 し て い な い 第 １ の 分 子 、 ま た は 結 合 し て い な い 第 ２ の 分 子 を 選 択 的 に 除
去 で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て
、 (ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 該 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含 み う る サ ン プ ル
と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し た 第 １ の
分 子 を 、 該 検 体 に 結 合 し た 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 第 １ の 分 子 が
該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び (ｃ )該 第 １ の 分 子 と 該 第 ２
の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は
そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ の 分 子 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す
る 非 抗 体 分 子 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体
に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｃ )に お け る 検 体 の 存 在 、 不 在 ま た は 量 が 、 該 疾 患 ま た は 障 害 を 患
っ て い な い 被 験 体 か ら 得 た 同 種 サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 を 示 す 対 照 値 と 異 な る 場 合 に
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、 該 疾 患 ま た は 障 害 が 存 在 す る と 判 断 さ れ る 、 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、
本 方 法 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 第 １ の 分 子 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 別 の
さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て な い 第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す
る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の
前 に 除 去 す る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル 、 な ら び に 結 合 し て
い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、
ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に １ つ 以 上 の ス テ ッ プ を 加 え て 、 検 体 、 第 １ の 分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 を
含 む 複 合 体 に 存 在 し な い 分 子 (例 え ば 、 汚 染 物 、 過 剰 試 薬 )を 除 去 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 し た と き に 検 出 ま
た は 測 定 す る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 を 介 し
て 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る と き に 検 出 ま た は 測 定 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 同 時 に 接 触 さ せ て も よ い 。 あ る い は ま た 、 結 合 分 子 を 、 サ ン プ
ル と 順 次 に 接 触 さ せ て も よ い 。 結 合 分 子 は 、 任 意 の 順 序 で サ ン プ ル と 接 触 さ れ 得 る 。 ま た
、 結 合 分 子 を 、 目 的 の 検 体 を 含 む と 疑 わ れ る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 前 に 、 異 な る 結 合 分 子
を 任 意 の 順 序 で 互 い と 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て
、 (ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 と 、 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含 み う る サ ン プ ル と
を 、 該 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し て い な い サ
ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ ； (ｃ )結 合 し た 第 １ の 分 子 を 、 該 検 体 に 結 合 し て い る 該 第 １ の
分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 第 １ の 分 子 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接
触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｄ )結 合 し て な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ ； お よ び (ｅ )該 第 ２
の 分 子 と 該 第 １ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、 結 合 の 検
出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と 異 な
る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か
に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｅ )に お け る 検 体 の 存 在 、 不 在 ま た は 量 が 、 該
疾 患 ま た は 障 害 を 患 わ な い 被 験 体 か ら 得 た 同 様 の サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 を 表 す 対 照
値 と 異 な る 場 合 に 、 該 疾 患 ま た は 障 害 が 存 在 す る と 判 断 さ れ る 、 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら な
る 実 施 形 態 で は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 本 方 法 は 、 第 １ の 分 子 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る
ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る と き に 検
出 ま た は 測 定 す る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体 が 、 第 １ の 分 子
を 介 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る と き に 検 出 ま た は 測 定 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル ま た は 結 合 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ は
、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 の い ず れ か の ス テ ッ プ に お い て 行 わ れ 得 る 。 例 え ば 、 ス テ ッ プ (ｂ )お
よ び (ｄ )の 代 わ り に 、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 に い く つ か の ス テ ッ プ を 導 入 し て 、 結 合 し て い な
い サ ン プ ル 、 結 合 し て い な い 第 １ の 分 子 、 ま た は 結 合 し て い な い 第 ２ の 分 子 を 選 択 的 に 除
去 で き る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 本 発 明 は 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 他 の 症 状 の 予 後 を 判 断 す る 方 法 も 包 含 す る 。 応 答 (有 毒
ま た は 改 善 )に つ い て の 予 後 マ ー カ ー を ア ッ セ イ し て 、 治 療 経 過 お よ び 投 薬 量 に と っ て 重
要 な 情 報 を 得 ら れ る 。 疾 患 の 予 後 、 ま た は 治 療 処 置 に 対 す る 可 能 性 の あ る 応 答 の 判 断 は 、
一 般 的 に 、 疾 患 ま た は 障 害 の 進 行 度 の 決 定 を 伴 う 。 例 え ば 、 任 意 の 症 状 の 徴 候 の 前 、 疾 患
ま た は 障 害 の 進 行 時 点 、 ま た は 治 療 的 介 入 の 前 、 途 中 も し く は 後 に 基 準 を 決 定 で き る 。
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【 ０ ２ ０ １ 】
　 従 っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 障 害 の 進 行 度 を 決 定 す
る 方 法 で あ っ て 、 (ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 該 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含
み う る サ ン プ ル と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )
存 在 す る 全 て の 結 合 し た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し た 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分
子 と 、 該 検 体 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び (ｃ )該 第 ２
の 分 子 と 該 検 体 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、 結 合 の 検 出 ま た
は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 不 在 、 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く
と も 一 方 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 分 子 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ
ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｃ )に お け る 検 体 の 存
在 ま た は 量 を 、 疾 患 も し く は 障 害 を 患 っ て い な い 、 ま た は 疾 患 も し く は 障 害 の 特 定 の 進 行
度 に あ る 被 験 体 か ら 得 た 同 種 サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 と 比 較 し て 、 被 験 体 の 該 疾 患 ま
た は 障 害 の 進 行 度 を 判 断 す る 、 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は 、 ス テ
ッ プ (ａ )の 前 に 、 第 １ の 分 子 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 別 の
さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て な い 第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す
る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の
前 に 除 去 す る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル 、 な ら び に 結 合 し て
い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、
ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に １ つ 以 上 の ス テ ッ プ を 加 え て 、 検 体 、 第 １ の 分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 を
含 む 複 合 体 に 存 在 し な い 分 子 (例 え ば 、 汚 染 物 、 過 剰 試 薬 )を 除 去 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体
分 子 で あ る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 し
て い る 場 合 に 検 出 ま た は 測 定 す る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体
が 、 第 １ の 分 子 を 介 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る 場 合 に 検 出 ま た は 測 定 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 同 時 に 接 触 さ せ て も よ い 。 あ る い は ま た 、 結 合 分 子 を 、 サ ン プ
ル と 順 次 に 接 触 さ せ て も よ い 。 結 合 分 子 は 、 任 意 の 順 序 で サ ン プ ル と 接 触 さ れ 得 る 。 ま た
、 結 合 分 子 を 、 目 的 の 検 体 を 含 む と 疑 わ れ る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 前 に 、 異 な る 結 合 分 子
を 任 意 の 順 序 で 互 い と 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 障 害 の 進 行 度 を 決 定 す る 方 法
で あ っ て 、 (ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 と 、 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含 み う る サ
ン プ ル と を 、 該 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し て
い な い サ ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ ； (ｃ )結 合 し た 検 体 を 、 該 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る
該 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 検 体 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ
せ る ス テ ッ プ ； (ｄ )結 合 し て な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ ； お よ び (ｅ )該 第 ２ の 分
子 と 検 体 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、 結 合 の 検 出 ま た は 測 定
は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 不 在 、 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も 一
方 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ
プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｅ )に お け る 検 体 の 存 在
ま た は 量 を 、 該 疾 患 も し く は 障 害 を 患 っ て い な い 、 ま た は 疾 患 も し く は 障 害 の 特 定 の 進 行
度 に あ る 被 験 体 か ら 得 た 同 様 の サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 と 比 較 し て 、 被 験 体 の 該 疾 患
ま た は 障 害 の 進 行 度 を 判 断 す る 、 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 ス テ ッ プ (ａ )
の 前 に 、 本 方 法 は 、 第 １ の 分 子 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 は 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体
タ ン パ ク 質 で あ る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 に
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結 合 し て い る と き に 検 出 ま た は 測 定 す る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は
、 検 体 が 、 第 １ の 分 子 を 介 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る と き に 検 出 ま た は 測 定 す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル ま た は 結 合 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ は
、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 の い ず れ か の ス テ ッ プ に お い て 行 わ れ 得 る 。 例 え ば 、 ス テ ッ プ (ｂ )お
よ び (ｄ )の 代 わ り に 、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 に い く つ か の ス テ ッ プ を 導 入 し て 、 結 合 し て い な
い サ ン プ ル 、 結 合 し て い な い 第 １ の 分 子 、 ま た は 結 合 し て い な い 第 ２ の 分 子 を 選 択 的 に 除
去 で き る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 障 害 の 進 行 度 を 決 定 す る 方 法
で あ っ て 、 (ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 を 、 該 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含 み う る
サ ン プ ル と 、 該 検 体 が 該 第 １ の 分 子 と 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し
た 第 １ の 分 子 を 、 検 体 が 結 合 し て い る 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 第
１ の 分 子 が 該 第 ２ の 分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び (ｃ )該 第 １ の 分
子 と 該 第 ２ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で 、 結 合 の 検 出 ま
た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ の 分 子 は 、 該 検 体 の 種 と 異 な る
種 に 由 来 す る 非 抗 体 分 子 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前 後 い ず れ か に お い て
固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｃ )に お け る 検 体 の 存 在 、 不 在 ま た は 量 を 、 疾 患 お よ び
/も し く は 障 害 を 患 っ て い な い 、 ま た は 疾 患 も し く は 障 害 の 特 定 の 進 行 度 に あ る 被 験 体 か
ら 得 た 同 種 サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 と 比 較 し て 、 被 験 体 に お け る 該 疾 患 ま た は 障 害 の
進 行 度 を 判 断 す る 、 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の
前 に 、 第 １ の 分 子 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 別 の
さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い 第 １ ま た は 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去
す る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の
前 に 除 去 す る 。 別 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル 、 な ら び に 結 合 し て
い な い 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 を ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 除 去 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、
ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に １ つ 以 上 の ス テ ッ プ を 加 え て 、 検 体 、 第 １ の 分 子 お よ び 第 ２ の 分 子 を
含 む 複 合 体 に 存 在 し な い 分 子 (例 え ば 、 汚 染 物 、 過 剰 試 薬 )を 除 去 す る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 し た と き に 検 出 ま
た は 測 定 す る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 を 介 し
て 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る と き に 検 出 ま た は 測 定 す る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル ま た は 結 合 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ は
、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 の い ず れ か の ス テ ッ プ に お い て 行 わ れ 得 る 。 例 え ば 、 ス テ ッ プ (ｂ )お
よ び (ｄ )の 代 わ り に 、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 に い く つ か の ス テ ッ プ を 導 入 し て 、 結 合 し て い な
い サ ン プ ル 、 結 合 し て い な い 第 １ の 分 子 、 ま た は 結 合 し て い な い 第 ２ の 分 子 を 選 択 的 に 除
去 で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 同 時 に 接 触 さ せ て も よ い 。 あ る い は ま た 、 結 合 分 子 を 、 サ ン プ
ル と 順 次 に 接 触 さ せ て も よ い 。 結 合 分 子 は 、 任 意 の 順 序 で サ ン プ ル と 接 触 さ れ 得 る 。 ま た
、 結 合 分 子 を 、 目 的 の 検 体 を 含 む と 疑 わ れ る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 前 に 、 異 な る 結 合 分 子
を 任 意 の 順 序 で 互 い と 接 触 さ せ て も よ い 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 疾 患 ま た は 障 害 の 進 行 度 を 決 定 す る 方 法
で あ っ て 、 (ａ )生 体 分 子 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 と 、 被 験 体 か ら 得 た 検 体 を 含 み う る サ
ン プ ル と を 、 該 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｂ )結 合 し て
い な い サ ン プ ル を 除 去 す る ス テ ッ プ ； (ｃ )結 合 し た 第 １ の 分 子 を 、 該 検 体 に 結 合 し て い る
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該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 と 、 該 第 １ の 分 子 が 該 第 ２ の 分 子 と 結 合 す る 条
件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； (ｄ )結 合 し て な い 第 ２ の 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ ； お よ び (
ｅ )該 第 ２ の 分 子 と 該 第 １ の 分 子 と の 結 合 を 検 出 ま た は 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み ； こ こ で
、 結 合 の 検 出 ま た は 測 定 は そ れ ぞ れ 、 検 体 の 存 在 ま た は 量 を 示 し ； 該 第 １ の 分 子 は 、 検 体
の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ り ； 該 第 １ の 分 子 は 、 ス テ ッ プ (ａ )の 前
後 い ず れ か に お い て 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ ； ス テ ッ プ (ｅ )に お け る 検 体 の 不 在 、 存 在 ま た
は 量 を 、 該 疾 患 お よ び /も し く は 障 害 を 患 っ て い な い 、 ま た は 該 疾 患 も し く は 障 害 の 特 定
の 進 行 度 に あ る 被 験 体 か ら 得 た 同 様 の サ ン プ ル に 存 在 す る 検 体 の 量 と 比 較 し て 、 被 験 体 に
お け る 該 疾 患 ま た は 障 害 の 進 行 度 を 判 断 す る 、 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、
ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 本 方 法 は 、 第 １ の 分 子 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。
別 の 実 施 形 態 で は 、 結 合 分 子 は 、 サ ン プ ル と 順 次 に 接 触 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 結 合 し
て い な い サ ン プ ル ま た は 結 合 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ は 、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 の 任 意 の ス テ
ッ プ に お い て 行 わ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体 が 第 １ の 分 子 に 結 合 し て い る と き
に 検 出 ま た は 測 定 す る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 第 ２ の 分 子 の 結 合 は 、 検 体 が 、 第 １ の
分 子 を 介 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る と き に 検 出 ま た は 測 定 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 結 合 し て い な い サ ン プ ル ま た は 結 合 分 子 を 除 去 す る ス テ ッ プ は
、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 の い ず れ か の ス テ ッ プ に お い て 行 わ れ 得 る 。 例 え ば 、 ス テ ッ プ (ｂ )お
よ び (ｄ )の 代 わ り に 、 ス テ ッ プ (ｅ )の 前 に い く つ か の ス テ ッ プ を 導 入 し て 、 結 合 し て い な
い サ ン プ ル 、 結 合 し て い な い 第 １ の 分 子 、 ま た は 結 合 し て い な い 第 ２ の 分 子 を 選 択 的 に 除
去 で き る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 疾 患 も し く は 障 害 の 診 断 も し く は 予 後 、 ま た は 検 体 に 関 連 す る 治 療 に 対 す る 応 答 に つ い
て の 基 準 を 得 る た め に 、 当 該 分 野 で 公 知 の 様 々 な 技 術 を 使 用 し て 、 発 現 に つ い て の 正 常 ま
た は 標 準 プ ロ フ ァ イ ル を 確 立 す る 。 例 え ば 、 正 常 な 被 験 体 (動 物 ま た は ヒ ト の い ず れ か )か
ら 採 取 し た サ ン プ ル (例 え ば 、 体 液 、 細 胞 抽 出 物 )を 、 サ ン プ ル 中 の 目 的 の 検 体 に 結 合 可 能
な タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 抗 体 )と 接 触 さ せ 、 会 合 に 適 し た 条 件 下 で 、 検 出 お よ び 測 定 さ れ る
。 こ れ ら の 正 常 被 験 体 か ら 得 ら れ た 値 を 、 既 知 量 の 目 的 の 検 体 を 使 用 し た 並 行 実 験 か ら 得
た 値 と 比 較 し て 、 標 準 値 を 計 算 す る 。 疾 患 も し く は 障 害 を 患 っ て い る か も し く は 引 き 起 こ
す 危 険 の あ る 患 者 、 ま た は 治 療 を 受 け て い る か も し く は 受 け た 患 者 の サ ン プ ル か ら 得 た 値
を 標 準 値 と 比 較 し 、 標 準 値 か ら の 偏 差 を 使 用 し て 、 疾 患 も し く は 障 害 の 予 後 お よ び /も し
く は 診 断 、 な ら び に /ま た は 治 療 に 対 す る 応 答 も し く は 応 答 の 欠 如 を 判 断 す る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 診 断 も し く は 予 後 、 ま た は 治 療 に 対 す る 応 答 は 、 上 記 開 示 し た 疾 患 等 (た だ し 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ な い )特 徴 的 な 検 体 を 有 す る あ ら ゆ る 疾 患 に つ い て 確 立 で き る 。 疾 患 ま た は 障
害 の 存 在 が 被 験 体 に お い て 確 立 さ れ 、 治 療 プ ロ ト コ ー ル を 開 始 し た 場 合 、 上 記 ア ッ セ イ を
定 期 的 に 繰 り 返 し て 、 被 験 体 の サ ン プ ル か ら 得 た 値 が 、 時 間 経 過 と 共 に 、 正 常 被 験 体 の サ
ン プ ル で 見 と め ら れ た 値 に 近 づ い て い る か ま た は さ ら に 離 れ て い く か を 判 断 で き る 。 こ の
よ う な ア ッ セ イ か ら 得 た 結 果 か ら 、 治 療 期 間 に わ た る 治 療 効 力 を 評 価 で き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　
　 本 発 明 は 、 １ つ 以 上 の 結 合 分 子 、 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る タ ン パ ク 質 ア レ イ 、 お よ び
/ま た は 分 子 と 検 体 と の 結 合 を 検 出 す る の に 有 用 な 試 薬 を 含 む 、 キ ッ ト に も 関 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 (ａ )第 １ の 容 器 に 入 っ た 、 精 製 生 体 分 子 検 体 ； (ｂ )第 ２ の
容 器 に 入 っ た 、 該 検 体 に 結 合 す る 第 １ の 分 子 ； お よ び (ｃ )該 第 １ の 分 子 に 結 合 し た 検 体 に
結 合 す る 第 ２ の 異 な る 分 子 が 付 着 し た 固 体 支 持 体 を 含 み 、 こ こ で 、 該 第 ２ の 分 子 は 該 第 １
の 分 子 に 結 合 し た 検 体 に 結 合 し 、 該 第 １ お よ び 第 ２ の 分 子 の 少 な く と も 一 方 が 、 該 検 体 の

10

20

30

40

50

(42) JP 2005-516183 A 2005.6.2

5.3． 本 発 明 の キ ッ ト



種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 (ａ )第 １ の 容 器 に 入 っ た 、 精 製 生 体 分 子 検 体 ； (ｂ )検 体
に 結 合 し 、 該 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 第 １ の 分 子 が 付 着 し
た 固 体 支 持 体 ； お よ び (ｃ )第 ２ の 容 器 に 入 っ た 、 検 体 に 結 合 し た 該 第 １ の 分 子 に 結 合 す る
第 ２ の 異 な る 分 子 を 含 む 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 例 え ば 、 分 子 と 検 体 と の 結 合 を ア ッ セ イ す る の に 有 用 な 試 薬 等 、 検
体 に 結 合 し て い る 第 １ の 分 子 を 検 出 す る 検 出 手 段 を さ ら に 含 み 得 る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、
キ ッ ト は 、 例 え ば 、 抗 体 と 別 の 異 な る 分 子 と の 結 合 を ア ッ セ イ す る の に 有 用 な 試 薬 等 、 第
１ の 分 子 に 結 合 し た 第 ２ の 分 子 を 検 出 す る た め の 検 出 手 段 を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 第 １ の 分 子 ま た は 第 ２ の 分 子 の い ず れ か に 結 合 す る 追 加 の 結 合 タ ン
パ ク 質 を さ ら に 備 え 得 る 。 こ の よ う な 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 そ の よ う な 結 合 タ ン パ ク
質 を １ つ 以 上 検 出 す る 手 段 を 含 む 。 あ る い は ま た 、 別 の 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 第 １ ま
た は 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 の い ず れ か 一 方 に 加 え て 、 さ ら に 別 の こ の よ う な 追 加 結 合 タ ン
パ ク 質 を １ つ 以 上 検 出 す る 手 段 を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 複 数 の 結 合 タ ン パ ク 質 さ ら に 含 ん で 、 １ つ ま た は ２ つ の 結 合 タ ン パ
ク 質 が 検 体 に 結 合 し 、 残 り の 結 合 タ ン パ ク 質 が そ れ ぞ れ 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 、 最 初 の ２
つ の 結 合 タ ン パ ク 質 の い ず れ か に 結 合 し 得 る 。 こ の よ う な 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 こ の
よ う な 結 合 タ ン パ ク 質 を １ つ 以 上 検 出 す る た め の 検 出 手 段 を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 キ ッ ト の 結 合 タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 を 一 覧 し た 、 タ ン パ ク 質 相 互 作
用 デ ー タ ベ ー ス か ら 得 た チ ャ ー ト を さ ら に 備 え 得 る 。 こ の チ ャ ー ト は 、 目 的 の タ ン パ ク 質
に つ い て の タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の デ ー タ ベ ー ス か ら 得 た 情 報 を 使 っ て ア セ ン ブ ル で き る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 ま た は 検 体 に 結 合 し た 別 の 分 子 に 結 合 す る 分 子 の １ つ は 、 平 坦 固
体 支 持 体 の 表 面 に 付 着 さ れ る か 、 固 体 支 持 体 上 の ウ ェ ル に 含 ま れ る か 、 ま た は 固 体 支 持 体
上 の ウ ェ ル 表 面 に 付 着 さ れ 得 る 。 一 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 ま た は 検 体 に 結
合 し た 別 の 分 子 に 結 合 す る 分 子 の １ つ は 、 固 体 支 持 体 に 既 に 付 着 し て い る 。 別 の 実 施 形 態
で は 、 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 ま た は 検 体 に 結 合 し た 別 の 分 子 に 結 合 す る 分 子 は 、 固 体 支 持
体 の ウ ェ ル に 付 着 せ ず 、 ウ ェ ル に 含 ま れ て い る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 体 に 結 合 す
る 分 子 、 ま た は 検 体 に 結 合 し た 別 の 分 子 に 結 合 す る 分 子 は 、 固 体 支 持 体 の ウ ェ ル に 付 着 せ
ず 、 １ つ 以 上 の 容 器 に 等 分 さ れ 、 固 体 支 持 体 の ウ ェ ル に 添 加 さ れ 得 る 。 一 実 施 形 態 で は 、
キ ッ ト は 、 基 体 (例 え ば 、 ビ ー ズ )を 提 供 で き 、 こ れ に 、 検 体 に 結 合 す る 分 子 、 ま た は 検 体
に 結 合 し た 別 の 分 子 に 結 合 す る 分 子 を 付 着 さ せ た 後 、 分 子 が 付 着 し た 基 体 を 固 体 支 持 体 の
ウ ェ ル の 中 に 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 (ａ )任 意 に 固 体 支 持 体 上 に 配 列 さ れ た 、 第 １ の 容 器 に 入
っ た タ ン パ ク 質 の 集 合 ； お よ び (ｂ )第 ２ の 容 器 に 入 っ た 、 目 的 の 検 体 に つ い て の 検 出 手 段
を 含 み 、 従 っ て 、 検 体 は 、 該 第 ２ の 容 器 中 の 該 タ ン パ ク 質 の 集 合 へ の 結 合 に つ い て テ ス ト
さ れ た 後 、 該 検 出 手 段 に よ り 検 出 さ れ て 、 検 体 を 測 定 す る た め の ア ッ セ イ に お け る 試 薬 と
し て 適 し う る 、 第 １ の 容 器 中 の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 (ａ )第 １ の 容 器 に 入 っ た 、 目 的 の 検 体 と 検 出 分 子
と を 複 合 化 さ せ る た め の 試 薬 ； お よ び (ｂ )任 意 に 固 体 支 持 体 上 に 配 列 さ れ た 、 第 ２ の 容 器
に 入 っ た タ ン パ ク 質 の 集 合 を 含 み 、 従 っ て 、 該 検 体 は 、 該 検 出 分 子 と 複 合 化 さ れ た 後 、 該
第 ２ の 容 器 に お い て 該 タ ン パ ク 質 の 集 合 へ の 結 合 に つ い て テ ス ト さ れ る 。
【 実 施 例 １ 】
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【 ０ ２ ２ ８ 】
　
　
　 例 え ば 、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 (PSA)、 ヒ ト カ リ ク レ イ ン -2、 BPSA、 プ ロ -PSA(pro-PSA)、 前
立 腺 特 異 的 膜 抗 原 (PSMA)、 ヘ プ シ ン (膜 貫 通 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ )、 pim-1(セ リ ン /ス レ オ
ニ ン キ ナ ー ゼ )等 、 前 立 腺 癌 に 相 関 す る い く つ か の マ ー カ ー が 当 該 分 野 で 公 知 で あ る (例 え
ば 、 Dhanasekaranら , 2001, "Delineation of prognostic biomarkers in prostate canc
er", Nature. 412:822-826を 参 照 )。 こ の よ う な マ ー カ ー は 、 前 立 腺 癌 の 診 断 、 予 後 、 進
行 度 の 決 定 、 治 療 に 対 す る 応 答 、 お よ び /ま た は 管 理 に 有 用 で あ り 得 る 。 PSA(ヒ ト 腺 カ リ
ク レ イ ン ３ と し て も 知 ら れ て い る )、 カ リ ク レ イ ン 様 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ は 、 ヒ ト 前 立 腺
癌 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 診 断 、 お よ び 管 理 の た め に 有 益 な 腫 瘍 マ ー カ ー と し て 認 識 さ れ て い
る 。 血 清 PSA値 の レ ベ ル は 、 前 立 腺 疾 患 管 理 に お い て 、 前 立 腺 癌 に 対 す る 危 険 性 の 評 価 、
治 療 前 進 行 度 の 決 定 の 判 断 、 治 療 効 力 の モ ニ タ リ ン グ 、 お よ び 疾 患 の 再 発 の 検 出 等 の 臨 床
的 な 意 味 を 有 す る (Gaoら , 1997, "Diagnostic and prognostic markers for human prost
ate cancer", Prostate. 31(4):264-281)。 以 下 の 限 定 し な い 実 施 例 で は 、 目 的 の 検 体 は
、 例 示 す る 目 的 の た め に 、 ヒ ト 前 立 腺 特 異 的 抗 原 ("PSA")で あ る 。 PSAは 、 前 立 腺 に 比 較 的
特 異 的 で あ る た め に 、 結 合 タ ン パ ク 質 試 薬 を 得 る 種 (酵 母 )に お い て 明 確 な ホ モ ロ グ ま た は
オ ー ソ ロ グ を 持 た な い 検 体 の 良 い 例 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 PSA結 合 パ ー ト ナ ー は 、 全 て が Ｎ 末 端 に お い て GSTお よ び HisX6に 融 合 し て い る 酵 母 タ ン
パ ク 質 の ア レ イ を 、 PSAで ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 。 一 般 的 に 、 PSAと 、
酵 母 タ ン パ ク 質 チ ッ プ 上 の タ ン パ ク 質 と の 結 合 は 、 以 下 の よ う に ア ッ セ イ さ れ 得 る 。 ブ ロ
ッ ク さ れ た タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 、 ３ ～ ５ 回 PBS緩 衝 液 中 で 洗 浄 し 、 ス ラ イ ド を Kimwipe T M 上
で 垂 直 に し て 軽 く 叩 く こ と に よ り 、 ガ ラ ス 表 面 上 の 余 分 な 液 体 を 除 去 す る 。 ビ オ チ ン 化 PS
A(200μ l)を タ ン パ ク 質 チ ッ プ に 添 加 し 、 疎 水 性 プ ラ ス チ ッ ク カ バ ー ス リ ッ プ (Grace Bio-
Labs, USA)で す ぐ に 覆 う 。 閉 じ 込 め ら れ た 気 泡 を 除 去 し た 後 、 チ ッ プ を 、 加 湿 チ ャ ン バ 中
で 室 温 に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 大 容 量 の PBS緩 衝 液 (＞ 50 ml)に 浸 す こ と に よ り 、
カ バ ー ス リ ッ プ を 外 す 。 次 い で 、 チ ッ プ を 第 ２ の PBS浴 (＞ 50 ml)に 移 し 、 振 と う し な が ら
、 ５ 分 間 、 室 温 (RT)に て ３ 回 洗 浄 す る 。 チ ッ プ 表 面 上 の 余 分 な 液 体 を 除 去 し た 後 、 少 な く
と も 150μ lの Cy3-複 合 型 ま た は Cy5-複 合 型 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (Pierce, USA； 1:2000～ 1:
4000希 釈 )を チ ッ プ 表 面 に 添 加 し 、 疎 水 性 プ ラ ス チ ッ ク カ バ ー ス リ ッ プ (Grace Bio-Labs, 
USA)で 覆 う 。 チ ッ プ を 、 少 な く と も 30分 間 、 暗 所 に て 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で
、 上 述 し た よ う に 、 チ ッ プ を 洗 浄 す る 。 チ ッ プ 上 の 液 体 を 完 全 に 除 去 す る た め に 、 乾 燥 す
る ま で チ ッ プ を 1500～ 2000rpm、 室 温 に て 5～ 10分 間 回 転 さ せ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で は な く 、 抗 ビ オ チ ン 抗 体 で ス ク リ ー ニ ン グ
す る 場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 -抗 体 相 互 作 用 は 以 下 の よ う に 検 出 さ れ 得 る 。 ブ ロ ッ ク さ れ た
タ ン パ ク 質 チ ッ プ を PBS緩 衝 液 中 で ３ ～ ５ 回 洗 浄 し 、 ス ラ イ ド を Kimwipe T M 上 で 垂 直 に し て
軽 く 叩 く こ と に よ り 、 ガ ラ ス 表 面 上 の 余 分 な 液 体 を 除 去 す る 。 一 次 抗 体 (1～ 3％ BSAお よ び
0.1％ TritonX-100を 含 む PBSに 正 確 に 希 釈 さ れ た 200μ l)を タ ン パ ク 質 チ ッ プ に 添 加 し 、 疎
水 性 プ ラ ス チ ッ ク カ バ ー ス リ ッ プ (Grace Bio-Labs, USA)で す ぐ に 覆 う 。 閉 じ 込 め ら れ た
気 泡 を 除 去 し た 後 、 チ ッ プ を 、 加 湿 チ ャ ン バ 中 で 室 温 に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 大
容 量 の PBS緩 衝 液 (＞ 50 ml)に 浸 す こ と に よ り 、 カ バ ー ス リ ッ プ を 外 す 。 次 い で 、 チ ッ プ を
第 ２ の PBS浴 (＞ 50 ml)に 移 し 、 振 と う し な が ら 、 ５ 分 間 、 室 温 (RT)に て ３ 回 洗 浄 す る 。 チ
ッ プ 表 面 上 の 余 分 な 液 体 を 除 去 し た 後 、 少 な く と も 150μ lの Cy3-複 合 型 ま た は Cy5-複 合 型
二 次 抗 体 (1～ 3％ BSAお よ び 0.1％ TritonX-100を 含 む PBSに 正 確 に 希 釈 さ れ た も の )を 表 面 に
添 加 し 、 疎 水 性 プ ラ ス チ ッ ク カ バ ー ス リ ッ プ (Grace Bio-Labs, USA)で 覆 う 。 チ ッ プ を 、
少 な く と も 30分 間 、 暗 所 に て 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 上 述 し た よ う に 、 チ ッ
プ を 洗 浄 す る 。 チ ッ プ 上 の 液 体 を 完 全 に 除 去 す る た め に 、 乾 燥 す る ま で チ ッ プ を 1500～ 20
00rpm、 室 温 に て 5～ 10分 間 回 転 さ せ る 。
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ア ッ セ イ
6.1． 前 立 腺 癌 マ ー カ ー に つ い て の ア ッ セ イ



【 ０ ２ ３ １ 】
　 PSAに 対 す る 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 し た 後 、 (使 用 前 に 選 択 的 タ ン パ ク 質 分 解 に よ り 任 意
に 除 去 で き る Ｎ 末 端 GST-HisX6を 有 す る )結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る そ れ ぞ れ の 酵 母 ク ロ
ー ン を 、 ガ ラ ク ト ー ス 誘 導 可 能 GAL1プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 酵 母 中 で 発 現 さ せ る 。 結
合 タ ン パ ク 質 に つ い て の ク ロ ー ン を 含 む 酵 母 グ リ セ ロ ー ル ス ト ッ ク を 、 URA-/ラ フ ィ ノ ー
ス 培 養 液 に 植 菌 す る 。 培 養 物 が 、 30℃ に て 約 16時 間 の 激 し い 振 と う 下 で 、 4.0の O.D. 6 0 0 に
到 達 し た 後 、 １ mlの 培 養 物 を 、 100μ lの URA-/ラ フ ィ ノ ー ス 培 養 液 に 植 菌 す る 。 細 胞 を 、 3
0℃ に て 激 し く 振 と う し な が ら 培 養 さ せ る 。 12～ 16時 間 の 培 養 後 、 培 養 物 は 、 0.6～ 0.8の O
.D. 6 0 0 に 到 達 し て い る は ず で あ る 。 O.D. 6 0 0 が 1.0を 超 え る 場 合 に は 、 培 養 物 を 捨 て る 。 40
％ ガ ラ ク ト ー ス ス ト ッ ク を 、 最 終 濃 度 ２ ％ ま で 添 加 し て 、 細 胞 を 誘 導 す る 。 培 養 物 を 、 30
℃ に て ４ 時 間 振 と う し な が ら 誘 導 す る 。 3000rpmに て 2～ 10分 間 回 転 さ せ て 細 胞 を 回 収 し 、
細 胞 ペ レ ッ ト を 100～ 1000μ lの 冷 水 中 に 攪 拌 さ せ て 再 懸 濁 さ せ る 。 遠 心 分 離 に よ り 細 胞 を
回 収 し 、 Rocheお よ び PMSFか ら 得 た EDTAと の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル を 含 む 100～ 1500
μ lの 冷 た い 溶 解 緩 衝 液 中 に 、 氷 上 に て 再 懸 濁 さ せ る 。 洗 浄 し た 細 胞 を 、 短 い 遠 心 分 離 に
よ り 回 収 し 、 溶 解 緩 衝 液 を 捨 て る 。 洗 浄 し た 半 乾 燥 培 養 物 を 、 -80℃ の 冷 凍 庫 に す ぐ に 入
れ て 保 存 す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 細 胞 を 、 ガ ラ ス ビ ー ズ で 溶 解 さ せ る 。 ガ ラ ス ビ ー ズ (1 ml)を 、 冷 凍 細 胞 ペ レ ッ ト に 添 加
す る 。 細 胞 を 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 存 在 下 で 高 速 攪 拌 し て 、 細 胞 を 溶 解 す る 。 必 要 量 の
グ ル タ チ オ ン ビ ー ズ (サ ン プ ル に つ き お よ そ 10～ 50μ lの ビ ー ズ )(Amersham Pharmacia Bio
tech, USA)を 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 入 っ て い な い 冷 た い 溶 解 緩 衝 液 で ４ 回 洗 浄 し 、 次 い
で 、 元 の 容 量 の ５ 倍 の 、 新 鮮 な プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む 溶 解 緩 衝 液 に 再 懸 濁 さ せ る 。 グ
ル タ チ オ ン ビ ー ズ を 細 胞 溶 解 物 に 添 加 し 、 ロ ー ラ ー ド ラ ム 上 で ４ ℃ に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 。 3000rpmに て 10～ 60秒 間 回 転 さ せ る こ と に よ り ビ ー ズ を 回 収 し 、 上 清 を 捨 て る
。 ビ ー ズ を 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む 200～ 800μ lの 緩 衝 液 で １ 回 洗 浄 し 、 阻 害 剤 の 入
っ て い な い 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 す る 。 次 い で 、 ビ ー ズ を 、 200～ 800μ lの 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄
す る 。 緩 衝 液 を 完 全 に 除 去 し た 後 、 20～ 50μ lの 低 塩 緩 衝 液 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 ４ ℃ に
て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 溶 出 液 /ビ ー ズ 懸 濁 液 を 、 グ ル タ チ オ ン で 被 覆 さ れ た 96ウ
ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 移 す 。 １ 時 間 結 合 さ せ た 後 、 プ レ ー ト を PBSで 洗 浄 す る
。 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 グ ル タ チ オ ン 被 覆 ウ ェ ル に 結 合 し た ま ま で あ る 。 結 合 パ ー ト ナ ー は
、 ウ ェ ル か ら 精 製 さ れ 、 PSAア ッ セ イ に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 PSAに 結 合 す る 酵 母 由 来 タ ン パ ク 質 を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 付 着 さ せ る 。 血 清 サ ン プ ル
を 、 根 治 的 な 前 立 腺 手 術 後 の 男 性 か ら 得 る 。 血 清 サ ン プ ル (200μ l)、 な ら び に 陽 性 お よ び
陰 性 対 照 を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 異 な る ウ ェ ル に 添 加 す る 。 プ レ ー ト を 室 温 に て ２ 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し て 、 サ ン プ ル 中 の PSAを 、 ウ ェ ル 表 面 上 の 酵 母 タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ る 。
プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル は 、 200～ 800μ lの リ ン 酸 緩 衝 化 食 塩 水 お よ び 0.1％ Tween-20で 洗 浄 し
て 、 汚 染 し て い る 非 特 異 的 結 合 を 除 去 す る 。 結 合 し た PSAを 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ と 複 合 化 し た 抗 ヒ ト PSAマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 接 触 さ せ 、 ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し て 、 PSAを 抗 体 に 結 合 さ せ る 。 余 分 な 抗 体 は 、 洗 浄 し て 除 去 す る 。 抗 体 と PSAと の 結 合 を
、 各 ウ ェ ル に 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 用 の 基 質 を 添 加 し て 検 出 し 、 比 色 反 応 を 96ウ ェ
ル プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 す る 。 任 意 に 、 結 合 の 量 を 測 定 し て 、 患 者 に お け る PSAの 循 環
濃 度 を 推 測 す る 。 酵 母 タ ン パ ク 質 ア レ イ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 PSAに 結 合 す る タ ン パ
ク 質 が 少 な く と も ２ つ 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 少 な く と も ２ つ の タ ン パ ク 質 が 互 い の 存 在
下 で PSAに 結 合 で き る 場 合 、 PSAに 結 合 し 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 複 合 化 し て い る
非 抗 体 タ ン パ ク 質 を 、 抗 -PSAマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 代 わ り に 置 き 換 え て も よ い 。 根
治 的 な 前 立 腺 摘 除 術 後 の PSAの 再 発 は 、 通 常 前 立 腺 癌 の 再 発 を 示 す た め 、 根 治 的 な 前 立 腺
摘 除 術 を 受 け た 男 性 の 血 清 PSAの 有 無 を 判 断 す る た め の 定 質 ア ッ セ イ は 、 臨 床 的 な 利 益 を
有 す る 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 超 え る 値 は 、 PSAに つ い て 陽 性 と 考 え ら れ 、 前 立 腺 癌 の 危 険
性 が 高 い こ と を 示 す 。
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【 ０ ２ ３ ４ 】
　
　 酵 母 か ら 誘 導 し た ２ つ の 結 合 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て ア ッ セ イ を 行 い 、 後 天 性 免 疫 不 全 症
候 群 (AIDS)を も た ら す HIVへ の 曝 露 お よ び HIV感 染 の 危 険 性 を 示 す 、 HIVの env13タ ン パ ク 質
に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 判 断 す る 。
　 HIVの env13タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 は 、 6.1節 に 開 示 し た 方 法 に 従 い 酵 母 タ ン
パ ク 質 チ ッ プ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 お よ び 単 離 さ れ る 。 そ れ ぞ れ 互 い の 存
在 下 で env13タ ン パ ク 質 に 結 合 で き る 酵 母 結 合 タ ン パ ク 質 を ２ つ 選 択 す る 。 上 記 ス ク リ ー
ニ ン グ で こ の よ う に 同 定 さ れ た ２ つ の タ ン パ ク 質 を 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 複 合
化 さ せ て 、 本 診 断 ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る た め に 準 備 す る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 、 受 動 的 吸 着 (passive adsorption)
に よ り マ ウ ス 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 (抗 huIgGと 抗 huIgMと の 混 合 液 を 使 用 し て 、 env13
に 対 し て 特 定 さ れ る 循 環 IgMお よ び IgG抗 体 を 検 出 す る )で 被 覆 し 、 次 い で こ れ ら の プ レ ー
ト を 洗 浄 す る 。 血 清 サ ン プ ル を 被 覆 ウ ェ ル に 添 加 し 、 サ ン プ ル 中 の 抗 env13抗 体 が 、 ウ ェ
ル を 覆 っ て い る 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 に 結 合 す る よ う な 条 件 下 で 十 分 な 時 間 の 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 プ レ ー ト を 再 度 洗 浄 す る 。 こ の 時 点 で 、 サ ン プ ル 中 に 元 々 存 在 し て い た 抗 env1
3抗 体 は 、 ウ ェ ル 表 面 上 の 抗 体 に 結 合 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 次 い で 、 組 換 え env13タ ン パ ク 質 を ウ ェ ル に 添 加 し 、 存 在 す る 全 て の 抗 env13抗 体 が env1
3タ ン パ ク 質 に 結 合 で き る よ う に 十 分 な 時 間 の 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 余 分 な env13タ ン パ
ク 質 は 、 洗 浄 し て 除 去 す る 。 次 い で 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 複 合 化 し た ２ つ の 酵
母 結 合 タ ン パ ク 質 を ウ ェ ル に 添 加 す る 。 env13タ ン パ ク 質 の 存 在 (こ れ は 、 血 清 サ ン プ ル 中
の 抗 env13抗 体 の 存 在 を 示 す )は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 基 質 を 添 加 す る こ と に よ
り 検 出 さ れ 、 そ の 後 比 色 反 応 を 自 動 化 ア ッ セ イ 分 析 器 で 測 定 す る 。 env13タ ン パ ク 質 の 異
な る 部 位 に 結 合 す る ２ つ の 酵 母 リ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を 添 加 す る こ と に よ り 、 任 意 の env-
13結 合 を 検 出 す る 確 率 が 高 ま り 、 シ グ ナ ル が 増 幅 す る 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 超 え る 値 は 、
抗 env13抗 体 に つ い て 陽 性 で あ る と 考 え ら れ 、 患 者 の HIVに 対 す る 事 前 の 曝 露 、 お よ び AIDS
を 発 症 す る 危 険 性 が 高 い こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　
　 HER2原 癌 遺 伝 子 生 成 物 は 、 乳 癌 の 30％ に お い て 過 剰 発 現 さ れ 、 良 好 で な い 予 後 に 相 関 す
る 。 し か し 、 HER2原 癌 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 は 、 原 癌 遺 伝 子 に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 含 む 治 療 計 画 に 対 す る 良 好 な 応 答 の 確 率 を 高 め る 。 結 合 ア ッ セ イ を 行 っ て 、 Her-2/
neu("ERBB2/c-erbB-2")遺 伝 子 配 列 の レ ベ ル (こ の 増 幅 に よ り 、 侵 襲 性 乳 癌 が 指 摘 さ れ る )
を 決 定 す る 。 ERBB2/c-erbB-2は 、 多 数 の ヒ ト 乳 腺 腫 瘍 、 お よ び こ の よ う な 腫 瘍 に 由 来 す る
細 胞 系 に お い て 増 幅 さ れ る 場 合 が 多 い (Krausら , 1987, EMBO J. 6:605-610)。 従 っ て 、 サ
ン プ ル 中 の ERBB2/c-erbB-2の レ ベ ル 上 昇 の 検 出 は 、 乳 癌 の 危 険 性 の 上 昇 を 示 し う る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 本 ア ッ セ イ に お い て 測 定 す る 検 体 は 、 ERBB2/c-erbB-2遺 伝 子 配 列 で あ る 。 こ の ア ッ セ イ
の た め の 結 合 タ ン パ ク 質 の １ つ は Her-2/neuプ ロ モ ー タ ー 結 合 因 子 、 す な わ ち 、 ERBB2/c-e
rbB-2の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 結 合 す る DNA結 合 で あ る (Scottら , 2000, "Ets regulation of
 the erbB2 promoter", Oncogene. 19(55):6490-6502)。 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 6.1節
に 記 載 し た 方 法 を 使 用 し て 、 酵 母 タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定
お よ び 単 離 す る 。 手 短 に 言 う と 、 酵 母 タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 、 ERBB2/c-erbB-2プ ロ モ ー タ ー
の 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 溶 液 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 検 出 さ れ た
全 て の 結 合 タ ン パ ク 質 を 、 後 者 タ ン パ ク 質 の 濃 度 が ERBB2/c-erbB-2オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
濃 度 を 超 え る よ う に 、 Her-2/neuプ ロ モ ー タ ー 結 合 因 子 の 存 在 下 で 再 テ ス ト す る 。 Her-2/n
euプ ロ モ ー タ ー 結 合 因 子 の 存 在 に も 関 わ ら ず オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る 能 力 を 保 持 す
る 酵 母 タ ン パ ク 質 を 、 ア ッ セ イ の た め の 適 切 な 試 薬 と し て 選 択 す る 。 こ の よ う な 酵 母 結 合
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6.2． ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス の マ ー カ ー に つ い て の ア ッ セ イ

6.3． 乳 癌 マ ー カ ー に つ い て の ア ッ セ イ



タ ン パ ク 質 は ま た 、 非 ERBB2/c-erbB-2配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も 、 ERBB2/c-
erbB-2オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し 易 い こ と が 明 ら か で あ る こ と が 好 ま し い 。 選 択 し た 結
合 タ ン パ ク 質 は 、 検 出 、 同 定 お よ び 単 離 さ れ る 。 6.1節 に 記 載 の 方 法 に 従 い 、 大 規 模 量 の
選 択 結 合 タ ン パ ク 質 を 、 対 応 ク ロ ー ン を 含 む 酵 母 株 か ら 精 製 す る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 、 Her-2/neuプ ロ モ ー タ ー 結 合 因 子 で 覆
う 。 腫 瘍 生 検 サ ン プ ル を ウ ェ ル に 入 れ て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ERBB2/c-erbB-2プ ロ モ ー タ ー
配 列 と Her-2/neuプ ロ モ ー タ ー 結 合 因 子 と を 結 合 さ せ る 。 ERBB2/c-erbB-2遺 伝 子 へ 結 合 さ
せ る 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 10 mM Tris-HCl(pH 7.5)、 40 mM NaCl、 1 mM DTT、
1 mM EDTAを 含 む 緩 衝 液 で プ レ ー ト を 洗 浄 す る 。 次 い で 、 ウ ェ ル を 、 蛍 光 タ グ と 複 合 化 し
た 酵 母 結 合 タ ン パ ク 質 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 同 じ 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 後 、 ス キ ャ ナ で 蛍 光
を 測 定 す る 。 蛍 光 強 度 は 、 ERBB2/c-erbB-2遺 伝 子 配 列 の 存 在 お よ び 量 を 示 す 。 同 量 の DNA
を 含 む 対 照 サ ン プ ル (ERBB2/c-erbB-2遺 伝 子 が 増 幅 さ れ て い な い こ と が 分 か っ て い る 乳 癌
サ ン プ ル )の 蛍 光 シ グ ナ ル と 比 べ て 高 い 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 ERBB2/c-erbB-2遺 伝 子 の 増 幅 を
示 し 、 こ れ は 乳 癌 の 危 険 性 が 高 い こ と を 予 測 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 本 ア ッ セ イ の 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 Her-2/neuプ ロ モ ー タ ー 結 合 因 子 は 、 酵 母 タ ン パ
ク 質 チ ッ プ に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 、 こ の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 酵 母 タ ン パ ク 質 を 同
定 す る 。 こ れ ら の 酵 母 タ ン パ ク 質 を テ ス ト し て 、 Her-2/neuプ ロ モ ー タ ー 結 合 因 子 が そ の
コ グ ネ イ ト DNA配 列 に 結 合 す る 一 方 で 、 Her-2/neuプ ロ モ ー タ ー 結 合 因 子 に 同 時 に 結 合 で き
る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。 後 者 の タ ン パ ク 質 お よ び Her-2/neuプ ロ モ ー タ ー 結 合 因 子 は 全
て 、 同 じ 蛍 石 (fluor)と 複 合 化 さ れ 得 る 。 本 ア ッ セ イ で は 、 蛍 石 タ グ 付 け さ れ た Her-2/neu
プ ロ モ ー タ ー 結 合 因 子 の 添 加 後 、 サ ン プ ル を 再 度 洗 浄 し 、 蛍 石 タ グ 付 け 酵 母 タ ン パ ク 質 を
サ ン プ ル に 添 加 し て 、 蛍 光 の 測 定 が で き る 。 こ の よ う に し て 、 蛍 石 シ グ ナ ル は 、 ERBB2/c-
erbB-2遺 伝 子 配 列 の 濃 度 に 比 例 し て 増 幅 さ れ 得 る た め 、 遺 伝 子 の 濃 度 を 測 定 し 易 く す る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 本 ア ッ セ イ の さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 蛍 石 タ グ 付 け Her-2/neuプ ロ モ ー タ ー 結 合 因 子
に 結 合 す る 第 １ の 蛍 石 タ グ 付 け 酵 母 タ ン パ ク 質 、 お よ び 該 第 １ の 蛍 石 タ グ 付 け 酵 母 タ ン パ
ク 質 に 結 合 す る 第 ２ の 蛍 石 タ グ 付 け 酵 母 タ ン パ ク 質 を ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る こ と に よ
り 、 増 幅 が 達 成 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　
　 Ｂ 型 肝 炎 表 面 抗 原 ("HbsAg")は 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス ("HBV")粒 子 の 外 膜 の 構 成 要 素 で あ る
(Gerlich, 1993, Viral Hepatitis, Churchill Livingstone(編 ), pp. 83-113)。 ヒ ト 血
清 ま た は 血 漿 中 の HbsAgの 検 出 は 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 示 す 。 HbsAgは 、 血 流 中
で 検 出 可 能 な 最 初 の 免 疫 学 的 マ ー カ ー で あ り 、 一 般 的 に 、 感 染 し た 個 人 に お い て 臨 床 的 症
状 が 現 れ 始 め る 数 日 ま た は 数 週 間 前 に 現 れ る 。 HbsAgは 、 急 性 お よ び 慢 性 HBV感 染 を 患 う 人
物 の 血 液 中 で 見 と め ら れ る 。 HbsAgス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 HBVに 感 染 し た 人
物 を 識 別 す る 。 感 染 人 物 の 識 別 は 、 と り わ け 、 血 液 お よ び 血 液 製 剤 を 介 し た HBVの 伝 染 を
防 ぐ 助 け に な る 。 HbsAgア ッ セ イ は 、 急 性 ま た は 慢 性 HBV感 染 を 患 う 人 物 に お け る 疾 患 の 経
過 を モ ニ タ ー す る た め に も 使 用 さ れ る 。 さ ら に 、 HbsAgの 存 在 に つ い て の テ ス ト は 、 新 生
児 へ の HBV伝 染 の 予 防 処 置 を 取 る た め の 妊 婦 管 理 の 一 部 と し て 推 奨 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 ア ッ セ イ を 行 っ て 、 ヒ ト 血 清 中 の HbsAgを 検 出 す る 。 本 ア ッ セ イ は 、 HbsAgに 結 合 す る ２
つ の 酵 母 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 。 6.1節 に 記 載 し た よ う に 酵 母 タ ン パ ク 質 チ ッ プ を ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 HbsAgに 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。 次 い で 、 HbsAgと 選 択
さ れ た タ ン パ ク 質 の １ つ と で 調 製 さ れ た 複 合 体 を 、 別 の HbsAg結 合 タ ン パ ク 質 に 対 し て テ
ス ト し て 、 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 と HbsAgと の 結 合 に よ っ て 、 第 ２ の タ ン パ ク 質 と HbsAgと
の 結 合 が 妨 げ ら れ な い よ う な 、 酵 母 結 合 タ ン パ ク 質 の 対 を 同 定 す る 。 本 ア ッ セ イ は 、 サ ン
ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ 原 理 に 基 づ き 、 Roche Elecsys 1010イ ム ノ ア ッ セ イ 分 析 器 上 で 実 施 す
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6.4． Ｂ 型 肝 炎 表 面 抗 原 に つ い て の ア ッ セ イ



る 。 第 １ の HbsAg結 合 タ ン パ ク 質 は ビ オ チ ン と 複 合 化 さ せ る 。 第 ２ の HbsAg結 合 タ ン パ ク 質
は 、 電 子 化 学 発 光 ル テ ニ ウ ム 複 合 体 と 複 合 化 さ せ る 。 第 １ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で は 、 50
μ lの 血 清 サ ン プ ル を 、 第 １ お よ び 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 の 両 方 と 接 触 さ せ て 、 サ ン ド ウ
ィ ッ チ を 形 成 す る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 被 覆 し た 磁 気 微 粒 子 を 反 応 に 加 え て 、 10分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ビ オ チ ン 化 結 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 複 合 体 を 、 ビ オ チ ン と ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン と の 相 互 作 用 を 介 し て 、 固 相 に 結 合 さ せ る 。 反 応 混 合 液 を 、 微 粒 子 が 電 極 の 表 面 に
磁 気 的 に 捕 捉 さ れ た 測 定 セ ル に 吸 引 さ せ る 。 電 極 に 電 圧 を か け る こ と で 、 化 学 発 光 が 誘 導
さ れ 、 こ れ を 光 電 子 増 倍 管 で 測 定 す る 。 結 果 は 、 サ ン プ ル か ら 得 た 電 子 化 学 発 光 シ グ ナ ル
を 、 先 に 測 定 し た 閾 値 と 比 較 す る こ と に よ り 、 Elecsysソ フ ト ウ ェ ア で 自 動 的 に 計 算 さ れ
る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　
　 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て ア ッ セ イ を 行 い 、 ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン (hCG)、 す な わ ち 妊
娠 に つ い て の マ ー カ ー を 検 出 す る 。 hCGは 、 受 精 後 約 ６ ～ ７ 日 目 の 妊 婦 の 血 液 中 お よ び 尿
中 に 現 れ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 本 ア ッ セ イ は 、 6.1節 に 記 載 し た よ う に 酵 母 タ ン パ ク 質 ア レ イ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と に よ り 同 定 さ れ る 、 hCGに 結 合 す る ２ つ の 結 合 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 。 本 ア ッ セ イ は 、
そ れ ぞ れ hCGに 結 合 す る 第 １ お よ び 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 が 付 着 し た 膜 ス ト リ ッ プ 上 で 行
わ れ 、 該 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 は ス ト リ ッ プ に 永 久 付 着 さ せ る 。 比 色 的 に 標 識 化 さ れ た 第
１ の 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 サ ン プ ル を 添 付 す る 膜 ス ト リ ッ プ 部 分 に 付 着 さ せ る 。 尿 サ ン プ ル
を 、 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 が 付 着 し た 、 膜 ス ト リ ッ プ 部 分 に 接 触 さ せ る 。 尿 は 、 第 １ の 結
合 タ ン パ ク 質 を 水 和 し て 、 サ ン プ ル 中 の hCGを 、 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る 。 す
る と 、 hCG-第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 複 合 体 (「 複 合 体 」 )は 、 膜 に 沿 っ て ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
的 に 広 が り 、 最 終 的 に 、 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 が 永 久 付 着 し た 膜 ス ト リ ッ プ 部 分 に 到 達 す
る 。 複 合 体 は 、 第 ２ の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て 、 比 色 的 に 標 識 化 さ れ た 第 １ の 結 合 タ ン
パ ク 質 を 濃 縮 し て 、 裸 眼 で も 見 え る 色 線 が 現 れ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 線 の 出 現 は 、 hCGに 対 す る 陽 性 の 結 果 を 示 す 。 線 が 現 れ な い 場 合 、 結 果 は 陰 性 で あ る 。
対 照 と し て 、 結 合 し て い な い 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 が 、 膜 ス ト リ ッ プ に 沿 っ て さ ら に 広 が
り 、 第 １ の 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 し 濃 縮 す る 化 合 物 に 接 触 し 、 色 線 が 現 れ 、 つ ま り ア ッ セ
イ が 正 確 に 行 わ れ た こ と が 確 認 さ れ る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ ４ ７ 】
　
　 ほ ぼ 全 て の 酵 母 タ ン パ ク 質 を 含 む 酵 母 プ ロ テ オ ー ム マ イ ク ロ ア レ イ を 調 製 し 、 い く つ か
の 生 化 学 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 5800の 酵 母 ORF(合 計 の 93.5％ )の 高 品 質 集 合
を 、 標 準 的 な 方 法 に よ り 組 換 え ク ロ ー ニ ン グ を 使 用 し て 、 酵 母 高 コ ピ ー 発 現 ベ ク タ ー 中 で
ク ロ ー ニ ン グ し た (Mitchellら , 1993, Yeast 9:715)。 酵 母 タ ン パ ク 質 を 、 ア ミ ノ 末 端 に
お い て GST-HisX6に 融 合 さ せ 、 ガ ラ ク ト ー ス 誘 導 可 能 GALIプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 酵 母 中
で 発 現 さ せ た (Zhuら , 2000, Nature Genet. 26:283-289； Mitchellら , 1993, 9(7):715-7
22)。 酵 母 発 現 株 は 、 個 々 の プ ラ ス ミ ド を 含 み 、 そ の 中 で 正 し い 酵 母 ORFは DNAは 、 DNA配 列
決 定 に よ り 、 イ ン フ レ ー ム で GSTに 正 確 に 融 合 さ れ て い る こ と が 見 と め ら れ た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　
　 簡 単 に 言 う と 、 酵 母 OFRを 、 PCRに よ り 増 幅 し 、 ベ ク タ ー と 共 に 酵 母 細 胞 に 同 時 形 質 転 換
さ せ 、 発 現 ク ロ ー ン を 生 成 し た 。 プ ラ ス ミ ド を 、 大 腸 菌 中 で 捕 獲 (rescue)し 、 ベ ク タ ー 挿
入 接 合 部 を 配 列 決 定 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ し た ORFが 目 的 の ORFで な い 場 合 、 ま た は フ レ ー ム
シ フ ト が 検 出 さ れ た 場 合 、 ク ロ ー ニ ン グ サ イ ク ル を 繰 り 返 し た 。 構 築 物 を 確 認 し た 後 、 プ
ラ ス ミ ド DNAを 酵 母 お よ び 大 腸 菌 に 再 導 入 し 、 今 後 の 分 析 の た め の 永 久 ス ト ッ ク を 作 製 し
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6.5． ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン に つ い て の ア ッ セ イ

7． 酵 母 プ ロ テ オ ー ム マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し た ヒ ト タ ン パ ク 質 検 体 (RAS)の 検 出

7.1． 材 料 お よ び 方 法



た (Zhuら , 2000, Nature Genet. 26:283-289)。 ク ロ ー ニ ン グ サ イ ク ル を 繰 り 返 す こ と で
、 全 体 の 93.5％ を 表 す 5800の 固 有 の 酵 母 ORFを 都 合 良 く ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 生 化 学 分 析 用 の 精 製 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め に 、 96ウ ェ ル 形 式 で タ ン パ ク 質 を 調 製 す
る 着 実 か つ ハ イ ス ル ー プ ッ ト な 精 製 方 法 を 開 発 し 、 最 適 化 し た 。 グ ル タ チ オ ン -ア ガ ロ ー
ス ビ ー ス を 使 用 し て 酵 母 抽 出 物 を 調 製 し 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。 溶 解 緩 衝 液 お よ び
最 初 の 洗 浄 は 、 0.1％ Tritonを 含 ん で 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 が 脂 質 を 確 実 に 含 ま な い よ
う に し た 。 本 明 細 書 に 開 示 す る 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 、 少 な く と も 1152の タ ン パ ク 質 サ
ン プ ル を 、 10時 間 未 満 で 細 胞 か ら 調 製 で き る 。 精 製 タ ン パ ク 質 の 質 お よ び 量 を 、 60の ラ ン
ダ ム な サ ン プ ル の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 を 使 用 し て モ ニ タ ー し た 。 80％ を 上 回 る 株 が 、 予 測
し た 分 子 量 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 検 出 可 能 な 量 生 成 し た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　
　 以 下 の ス テ ッ プ を 以 下 の 順 序 で 実 施 し た ：
　 １ ． 96ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に -80℃ で 保 存 さ れ て い る 酵 母 グ リ セ ロ ー ル 株 を 、 96プ ロ ン ガ
ー (pronger)を 使 用 し て 、 URA-ア ガ ー プ レ ー ト (Omni, USA)上 に 植 菌 し た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 ２ ． 培 養 物 を 、 30℃ に て 48時 間 ア ガ ー 上 で 、 目 に 見 え る コ ロ ニ ー (直 径 2 mm)が 見 と め ら
れ る 時 点 ま で 成 長 さ せ た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 ３ ． 96プ ロ ン ガ ー を 使 用 し て 、 酵 母 細 胞 を 、 ア ガ ー プ レ ー ト か ら 、 全 て の ウ ェ ル が URA-
/ラ フ ィ ノ ー ス 液 体 培 地 お よ び 均 一 に 成 長 さ せ 易 く す る 直 径 2 mmの ガ ラ ス ボ ー ル を 含 む 96
ウ ェ ル 2 mlボ ッ ク ス に 植 菌 し た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 ４ ． 培 養 物 が 、 30℃ に て 激 し く 振 と う (300 rpm)し て 約 16時 間 で 4.0の O.D 6 0 0 に 到 達 し た
後 、 15μ lの 同 株 を 、 ４ つ の 異 な る ボ ッ ク ス に 入 っ た 750μ lの URA-/ラ フ ィ ノ ー ス 液 体 培 地
に 植 菌 し て 、 3 mlの 培 養 液 を 得 た 。 同 じ く 、 各 ウ ェ ル は 、 同 じ ガ ラ ス ボ ー ル を 含 ん で 、 通
気 お よ び 均 一 な 成 長 を 得 た 。 細 胞 を 30℃ に て 激 し く 振 と う し な が ら 成 長 さ せ た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 ５ ． 12～ 16時 間 の 成 長 後 、 培 養 物 は 、 0.6～ 0.8の OD. 6 0 0 に 到 達 す る は ず で あ る 。 自 動 液
体 処 理 装 置 (Q-Fill, Genetix, UK)を 使 用 し 、 40％ ガ ラ ク ト ー ス ス ト ッ ク を 各 ウ ェ ル に ２
％ の 最 終 濃 度 ま で 添 加 し て 、 細 胞 を 誘 導 化 し た 。 培 養 物 を 、 30℃ に て ４ 時 間 振 と う し な が
ら 誘 導 化 し た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 ６ ． 3000rpmに て 2～ 10分 間 回 転 さ せ る こ と に よ り 細 胞 を 回 収 し 、 攪 拌 す る こ と に よ り 細
胞 ペ レ ッ ト を 冷 水 に 再 懸 濁 さ せ た 。 次 い で 、 同 株 の 細 胞 を 、 ４ つ の ウ ェ ル か ら １ つ に ま と
め た 。 ス ピ ン に よ り 細 胞 を 回 収 し 、 氷 上 で 、 プ ロ テ ー ゼ 阻 害 剤 を 含 ま な い 冷 た い 溶 解 緩 衝
液 中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 洗 浄 し た 細 胞 を 、 短 い 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 溶 解 緩 衝 液 を 捨 て た
。 洗 浄 し 、 半 分 乾 燥 し た 培 養 物 は 、 す ぐ に -80℃ の 冷 凍 庫 に 保 存 し た 。 培 養 物 は 数 週 間 保
存 で き る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　
　 以 下 の ス テ ッ プ を 以 下 の 順 序 で 実 施 し た ：
　 １ ． 96ウ ェ ル ボ ッ ク ス 中 の 冷 凍 培 養 物 を 、 -80℃ か ら 氷 に 移 し 、 100～ 300μ lの ジ ル コ ニ
ア ビ ー ズ (直 径 0.5 mm、 BSP, Germany)を 、 各 ウ ェ ル に 25個 添 加 し た 。 培 養 物 が 凍 っ て い る
間 に 、 新 鮮 な プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む 溶 解 緩 衝 液 を 添 加 し た 。 キ ャ ッ プ マ ッ ト を 使 用 し
て 、 各 ウ ェ ル を 封 止 し た 。 氷 上 で 5～ 25分 間 、 培 養 物 を 解 凍 し た 後 、 96ウ ェ ル ボ ッ ク ス 中
の 細 胞 を 20～ 60秒 間 、 １ ～ ５ 分 間 の 間 隔 で ３ ～ ６ 回 、 氷 上 で 攪 拌 し た 。 酵 母 細 胞 壁 を 効 率
的 に 破 壊 す る た め に 、 そ し て 、 一 度 に 多 く の プ レ ー ト を 処 理 す る た め に 、 ペ イ ン ト シ ェ ー
カ ー (HARBIL T M  5G HD、 収 容 能 力 36kg、 圧 力 お よ び 振 と う 時 間 は 調 節 可 能 、 速 度 は 200回 /
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7.1.1． 酵 母 培 養 物 調 製

7.1.2． 96ウ ェ ル 形 式 で の タ ン パ ク 質 精 製



分 に て 固 定 )を 使 用 し て 、 サ ン プ ル を 激 し く 攪 拌 し た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　
　 30～ 300 mM Tris (pH 7.5)
　 50～ 300 mM NaCl
　 0.1～ 10 mM EGTA
　 0.01～ 1.0％  TritonX-100
　 0.01％ ～ 1％  β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
　 0.1～ 3 mMフ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ッ 化 物 ("PMSF")
　 ２ ． 3000 rpmに て 2～ 10分 間 ス ピ ン し た 後 、 広 口 チ ッ プ (Fisher, USA)を 使 用 し て 上 清 を
回 収 し 、 96ウ ェ ル フ ィ ル タ ー プ レ ー ト (Whatman, USA; 疎 水 性 PVDFフ ィ ル タ ー を 有 す る Wha
tman UNIFILTER T M , Cat. No. 7700-1801)に 移 し 、 こ れ を 96ウ ェ ル ボ ッ ク ス の 上 に 置 い た
。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 ３ ． よ り 多 く の タ ン パ ク 質 を 得 る た め に 、 新 鮮 な プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む 100～ 150μ
lの 溶 解 緩 衝 液 を 、 細 胞 屑 に 添 加 し 、 ス テ ッ プ １ お よ び ２ を 繰 り 返 し た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 ４ ． 組 み 合 わ せ た 細 胞 溶 解 物 を 、 3000rpmに て 10～ 30分 間 ス ピ ン し て 、 フ ィ ル タ ー プ レ
ー ト を 介 し て 、 冷 た く 且 つ 清 潔 な 96ウ ェ ル ボ ッ ク ス に 入 れ た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 ５ ． そ の 間 、 必 要 量 の グ ル タ チ オ ン ビ ー ズ (Amersham, USA)を 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を
含 ま な い 冷 た い 溶 解 緩 衝 液 で ４ 回 洗 浄 し 、 最 終 的 に 、 元 の 容 量 の ５ 倍 の 、 新 鮮 な プ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む 溶 解 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 さ せ た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 ６ ． 100μ lの 洗 浄 グ ル タ チ オ ン ビ ー ズ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 キ ャ ッ プ マ ッ ト で 固 く 封 止
し た 。 ビ ー ズ を 溶 解 物 と 、 ロ ー ラ ー ド ラ ム 上 で ４ ℃ に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 良
の 混 合 を 得 る た め に 、 ボ ッ ク ス を ロ ー ラ ー ド ラ ム 上 で 360° 回 転 さ せ た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 ７ ． 3000 rpmに て 10～ 60秒 間 ス ピ ン さ せ て ビ ー ズ を 回 収 し 、 上 清 を 捨 て た 。 ビ ー ズ を 、
プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む 洗 浄 緩 衝 液 で １ 回 洗 浄 し 、 阻 害 剤 無 し で ２ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　
　 30～ 300 mM Trisま た は 50～ 200 mM HEPES(pH 7.5)
　 50～ 600 mM NaCl
　 0.0～ 10 mM EGTA
　 0.0～ 1.0％  TritonX-100
　 0.01～ 1％  β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ("BME")
　 0.1～ 3 mM "PMSF"
　 0～ 15％  グ リ セ ロ ー ル
　 Rocheプ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 錠 剤 (EDTAを 含 有 )
　 ８ ． 次 い で 、 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。 緩 衝 液 を 完 全 に 除 去 し た 後 、 20～ 50
μ lの 溶 出 緩 衝 液 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 溶 出 ス テ ッ プ に お い て 使 用 し た フ ィ ル タ ー プ レ
ー ト は 、 タ ン パ ク 質 に 対 し て 低 い 親 和 性 を 有 す る 材 料 か ら 構 成 さ れ た (疎 水 性 PVDFフ ィ ル
タ ー を 有 す る MILLIPORE MULTISCREEN Cat. No. MADVN6550)。 ボ ッ ク ス を 短 時 間 攪 拌 し て
ビ ー ズ を 再 懸 濁 さ せ 、 ロ ー ル ド ラ ム 上 で ４ ℃ に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　
　 30～ 200 mM HEPES(pH 7.5)
　 50～ 200 mM NaCl
　 20～ 40％  グ リ セ ロ ー ル
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溶 解 緩 衝 液 ：

洗 浄 緩 衝 液 ：

溶 出 緩 衝 液 ：



　 5～ 40 mM グ ル タ チ オ ン (還 元 形 態 )
　 ９ ． 溶 出 物 /ビ ー ズ ス ラ リ ー を 冷 た い フ ィ ル タ ー プ レ ー ト (Millipore, USA)に 移 し 、 300
0 rpm、 ４ ℃ に て 0.5～ 2分 間 、 フ ィ ル タ ー プ レ ー ト を 通 し て ス ピ ン す る こ と に よ り 、 溶 出
液 を 96ウ ェ ル PCRプ レ ー ト に 回 収 し た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 １ ０ ． 各 精 製 タ ン パ ク 質 を 、 96ウ ェ ル PCRプ レ ー ト に 等 分 し 、 す ぐ に -80℃ の 冷 凍 庫 に 保
存 し た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　
　 プ ロ テ オ ー ム チ ッ プ を 調 製 す る た め に 、 5800の 異 な る 酵 母 タ ン パ ク 質 を 、 ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 被 膜 ス ラ イ ド ガ ラ ス (FAST T M ス ラ イ ド , Schleicher and schuell, Keene, NH)上 に 、
市 販 さ れ て い る マ イ ク ロ ア レ イ ヤ ー を 使 用 し て 正 副 で プ リ ン テ ィ ン グ し た 。 Cy5-標 識 化 BS
A、 ビ オ チ ン 化 IgG、 お よ び GSTの 希 釈 を 含 む 様 々 な 対 照 も プ リ ン テ ィ ン グ し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 が ど の く ら い ス ラ イ ド の 表 面 に 付 着 し た か を 判 断 し 、 タ ン パ ク 質 付 着 の
再 現 性 を 評 価 す る た め 、 チ ッ プ を 抗 GST抗 体 で プ ロ ー ビ ン グ し た 。 93.5％ を 上 回 る タ ン パ
ク 質 サ ン プ ル が 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 有 意 に 超 え る (す な わ ち 、 約 10 fgの タ ン パ ク 質 を 上
回 る )シ グ ナ ル を 生 じ た 。 同 じ く ス ラ イ ド に プ リ ン テ ィ ン グ さ れ た 既 知 量 の GSTと の 比 較 に
よ り 、 約 90％ の ス ポ ッ ト が 約 10 fg～ 950 fgの タ ン パ ク 質 を 含 む こ と が 示 さ れ た 。 3 mlの
培 養 液 か ら 1/10,000の 精 製 タ ン パ ク 質 し か ス ラ イ ド に ス ポ ッ ト さ れ な い に も 関 わ ら ず 、 蛍
光 標 識 化 さ れ た 抗 体 を 用 い た 、 プ ロ テ オ ー ム チ ッ プ 上 の タ ン パ ク 質 の 検 出 は 非 常 に 感 度 が
高 い (す な わ ち 、 シ グ ナ ル ： ノ イ ズ 比 が 高 い )。 タ ン パ ク 質 ス ポ ッ テ ィ ン グ の 再 現 性 を テ ス
ト す る た め 、 正 副 ス ポ ッ ト の 各 対 か ら の シ グ ナ ル を 互 い と 比 較 し た と こ ろ 、 95％ の シ グ ナ
ル が 平 均 の ５ ％ 以 内 に あ っ た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　
　 生 物 学 的 活 性 の い く つ か の 種 類 例 に つ い て プ ロ ー ビ ン グ す る こ と に よ り プ ロ テ オ ー ム チ
ッ プ を テ ス ト し た ： す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 、 タ ン パ ク 質 -核 酸 相 互 作
用 、 お よ び タ ン パ ク 質 -脂 質 相 互 作 用 。 一 般 的 に 、 プ ロ テ オ ー ム チ ッ プ は 、 以 下 の よ う に
ア ッ セ イ 用 に 調 製 し た 。 プ リ ン テ ィ ン グ し た ス ラ イ ド ガ ラ ス を 、 BSA(PBS緩 衝 液 に 入 っ た 1
～ 3％ (w/w)BSA； SIGMA T M , USA)ま た は グ リ セ リ ン ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 (30～ 300 mMグ リ シ ン ； 5
0～ 300 mM Tris(pH 6.5～ 8.5)； 50～ 300 mM NaCl； SIGMA T M , USA)の い ず れ か に 、 タ ン パ
ク 質 側 を 上 に し て ゆ っ く り と 浸 漬 さ せ て 、 プ ロ テ オ ー ム チ ッ プ を ブ ロ ッ ク し た 。 緩 衝 液 を
２ マ イ ク ロ ン フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し て 粒 子 を 除 去 し た 。 ス ラ イ ド を ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 中
で 、 振 と う せ ず に ４ ℃ に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た (ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 の 妨 害 に よ り 、 ス ラ
イ ド ガ ラ ス 上 の タ ン パ ク 質 が 筋 に な り 得 る )。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 プ ロ ー ブ タ ン パ ク 質 は 、 概 し て 、 以 下 の よ う に 調 製 し た 。 酵 母 タ ン パ ク 質 は 、 ビ ー ズ か
ら 溶 出 さ せ な い 標 準 的 プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し て 、 50 ml培 養 液 か ら 、 グ ル タ チ オ ン ビ ー ズ
を 使 用 し 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ り 精 製 し た 。 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ を 冷 た い PBS緩 衝 液 (
pH 8.0)(SIGMA T M , USA)で ３ ～ ５ 回 洗 浄 し た 。 0.1～ 50 mg/mlの 濃 度 で PBS(pH 8.0)に 溶 解
さ せ た 約 1 mlの ス ル ホ -NHS-LC-LC-ビ オ チ ン (PIERCE T M  Cat No. 21338, USA)を 、 グ ル タ チ
オ ン ビ ー ズ に 添 加 し 、 ４ ℃ に て ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ビ ー ズ を 、 冷 た い PBS緩 衝 液 (
pH8.0)で ５ 回 洗 浄 し 、 100～ 500μ lの 溶 出 緩 衝 液 (50～ 200 mM HEPES pH 7.5； 50～ 200 mM 
NaCl； 20～ 40％ グ リ セ ロ ー ル ； 5～ 40 mMグ ル タ チ オ ン )で 溶 出 し た 。 ビ オ チ ン 化 が よ り 弱
い タ ン パ ク 質 を 生 じ る プ ロ ト コ ー ル が 好 ま し い 。 異 な る 程 度 に ま で ビ オ チ ン 化 さ れ る タ ン
パ ク 質 の バ ッ チ を 、 今 後 の 使 用 の た め に プ ー ル し た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
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7.1.3． プ ロ テ オ ー ム マ イ ク ロ ア レ イ の 作 製 方 法

7.1.4． プ ロ テ オ ー ム マ イ ク ロ ア レ イ の 使 用 方 法

7.2． 結 果 お よ び 論 考
7.2.1． ヒ ト Ras相 互 作 用 酵 母 タ ン パ ク 質 の 同 定



　 一 方 の 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 他 方 の 種 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 検 体
を 検 出 お よ び 測 定 す る こ と を 実 証 す る た め 、 上 記 構 築 し た 酵 母 プ ロ テ オ ー ム マ イ ク ロ ア レ
イ を 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 rasで プ ロ ー ビ ン グ し た 。 Ras遺 伝 子 は 、 進 化 的 に 保 存 さ れ 、 単 量 体
Ｇ タ ン パ ク 質 結 合 GTP(活 性 形 態 )ま た は GDP(不 活 性 形 態 )に つ い て 体 系 化 さ れ て い る (Macal
usoら , 2002, Ras family genes: an interesting link between cell cycle and cancer
, J Cell Physiol. 192(2):125-30)。 各 ras遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 は 、 異 な る 腫 瘍 に お
い て 見 と め ら れ る こ と が 多 く 、 特 定 の 新 生 組 織 形 成 の 発 達 へ の 関 与 を 示 唆 し て い る 。 こ れ
ら の 突 然 変 異 は 、 細 胞 サ イ ク ル の 規 制 性 を 解 除 し う る 構 成 的 に 活 性 か つ 発 癌 性 の 可 能 性 の
あ る タ ン パ ク 質 を 生 じ る 。 最 近 の 観 察 か ら 、 Ras活 性 化 、 ア ポ ト ー シ ス お よ び 細 胞 性 増 殖
間 の 複 雑 な 関 係 が 明 ら か に な り 始 め て い る 。 こ れ ら の プ ロ セ ス を よ り 深 く 理 解 す る こ と で
、 い く つ か の 腫 瘍 に お け る 細 胞 サ イ ク ル 規 則 性 解 除 に 直 接 的 に 関 与 す る 要 素 を 識 別 す る 助
け に な り 、 さ ら に 、 新 生 細 胞 の 増 殖 に 対 す る 制 御 に つ い て の 特 定 の 治 療 戦 略 を 設 計 す る 助
け に な り う る 。 こ の 例 で は 、 ヒ ト rasタ ン パ ク 質 プ ロ ー ブ を ビ オ チ ン 化 し 、 Cy3-標 識 化 ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 使 用 し て 結 合 し た プ ロ ー ブ を 検 出 し た 。 同 種 酵 母 rasタ ン パ ク 質 で 、
酵 母 プ ロ テ オ ー ム も プ ロ ー ビ ン グ し た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 簡 単 に 言 う と 、 ヒ ト お よ び 酵 母 rasタ ン パ ク 質 の 組 換 え GST融 合 物 を 、 上 述 し た よ う に 精
製 お よ び ビ オ チ ン 化 し た 。 酵 母 プ ロ テ オ ー ム ス ラ イ ド を 、 50 ml 1X PBS、 0.1％  Tween-20
、 １ ％  BSAで 、 振 と う し な が ら 冷 室 で １ 時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 200μ l(約 10μ l)の ビ オ チ ン
化 ヒ ト ま た は 酵 母 rasタ ン パ ク 質 を 別 個 の ア レ イ に 添 加 し た 。 氷 上 で １ 時 間 プ ロ ー ビ ン グ
を 実 施 し た 後 、 1X PBS、 0.1％  Tween-20(PBST)で 洗 浄 し た 。 次 い で 、 50 mlの PBST＋ 0.3%B
SAに 入 っ た ３ μ lの Cy5-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (PIERCE, USA； 1:2000～ 1:4000希 釈 )を 添 加 し
、 振 と う し な が ら ６ ℃ に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 ス ラ イ ド を PBSTで 洗 浄 し
、 dH 2 Oで ２ 回 濯 い だ 後 に 、 遠 心 分 離 (4000 rpm)で １ 分 間 乾 燥 さ せ た 。 100％ レ ー ザ パ ワ ー
お よ び 500 PMTの 設 定 で 、 Axon Instrumentsマ イ ク ロ ア レ イ ス キ ャ ナ 上 で ス ラ イ ド を ス キ
ャ ン し た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 ヒ ト お よ び 酵 母 rasタ ン パ ク 質 で の 酵 母 プ ロ テ オ ー ム マ イ ク ロ ア レ イ の プ ロ ー ビ ン グ の
結 果 を 図 ８ に 示 す 。 左 の パ ネ ル (Ａ )は 、 ヒ ト rasタ ン パ ク 質 で プ ロ ー ビ ン グ し た 酵 母 プ ロ
テ オ ー ム マ イ ク ロ ア レ イ か ら 得 た ス キ ャ ン 画 像 の 一 部 を 示 す 。 右 の パ ネ ル (Ｂ )は 、 酵 母 タ
ン パ ク 質 で プ ロ ー ビ ン グ し た 酵 母 プ ロ テ オ ー ム マ イ ク ロ ア レ イ か ら 得 た ス キ ャ ン 画 像 の 一
部 を 示 す 。 プ ロ ー ブ と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 単 一 の タ ン パ ク 質 を 表 す ス ポ ッ ト の 対 は 実 線
の 四 角 で 囲 ん だ 。 破 線 の 四 角 は 対 照 ス ポ ッ ト を 囲 ん で い る 。 図 中 、 ４ つ の タ ン パ ク 質 が 、
ヒ ト お よ び 酵 母 rasタ ン パ ク 質 の 両 方 と 相 互 作 用 す る こ と が 分 か る 。 こ れ は 、 驚 く べ き こ
と で は な い 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら ２ 種 の rasタ ン パ ク 質 間 に は 有 意 な 程 度 の 相 同 性 が あ る こ
と が 知 ら れ て い る か ら で あ る 。 １ つ の 酵 母 タ ン パ ク 質 (左 の パ ネ ル に お い て 星 印 で 示 し て
い る )は 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 と し か 特 異 的 に 相 互 作 用 し な い こ と も 留 意 さ れ た い 。 従 っ て 、
こ の タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト rasタ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 検 出 す る た め に ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 と
し て 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　
　 本 明 細 書 に お い て 引 用 し た 全 て の 参 考 文 献 は 、 そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援
用 す る 。 こ れ は 、 個 々 の 文 献 、 ま た は 特 許 も し く は 特 許 出 願 を 具 体 的 且 つ 個 別 に あ ら ゆ る
目 的 の た め に 参 照 に よ り そ の 全 体 を 援 用 す る と 記 載 す る の と 同 等 の 意 味 を 持 つ 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　
　 本 発 明 の 思 想 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 本 発 明 の 多 く の 改 変 お よ び 変 更 を 行 う
こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 の 様 々 な 代 替 例 、
適 用 例 、 お よ び 改 変 例 (こ れ ら は 全 て 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る )を 認 識 ま た は 常 套 的 な 実 験 に
よ り 確 認 で き る で あ ろ う 。 従 っ て 、 請 求 の 発 明 は 、 こ の よ う な 全 て の 等 価 物 を 包 含 す る こ
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8． 引 用 文 献

9． 等 価 物



と を 意 図 す る 。 つ ま り 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 具 体 的 な 実 施 形 態 は 、 あ く ま で 例 示 の も の で
あ り 、 本 発 明 は 、 請 求 の 範 囲 、 お よ び こ の よ う な 請 求 の 範 囲 が 権 利 を 有 す る 等 価 物 の 範 囲
全 体 に よ っ て の み 限 定 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ５ 】
【 図 １ 】 検 体 と 、 検 体 の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る １ つ 以 上 の タ ン パ ク 質 と の 結 合 を 示 す 模
式 図 。 (Ａ )に お い て 、 特 定 の 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 Ｍ １ は 、 Ｍ １ の 種 と 異 な る 種
に 由 来 す る 検 体 Ａ に 結 合 す る 。 (Ｂ )に お い て 、 特 定 の 種 に 由 来 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 Ｍ １
、 お よ び Ｍ １ の 種 と 同 じ ま た は 異 な る 種 の い ず れ か に 由 来 す る 第 ２ の 非 抗 体 タ ン パ ク 質 Ｍ
２ は 両 方 と も 、 タ ン パ ク 質 Ｍ １ お よ び /ま た は タ ン パ ク 質 Ｍ ２ の 種 と 異 な る 種 に 由 来 す る
検 体 Ａ 上 の 異 な る 部 位 に 結 合 す る 。
【 図 ２ Ａ 】 検 体 に 結 合 す る ２ つ の 異 な る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 目 的 の 検 体 を 検 出
す る た め の ア ッ セ イ の 模 式 図 。 (Ａ )マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 、 第 １ の タ ン パ
ク 質 Ｍ １ で 被 覆 す る 。 結 合 し て い な い Ｍ １ を 洗 浄 し た 後 、 目 的 の 検 体 Ａ を 含 む サ ン プ ル を
、 Ｍ １ 結 合 部 位 と 異 な る 部 位 に お い て 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の タ ン パ ク 質 Ｍ ２ と 共 に 、 各 実
験 ウ ェ ル に 添 加 す る 。 Ｍ ２ は 、 検 出 可 能 シ グ ナ ル Ｄ を 生 成 可 能 な 酵 素 と 複 合 化 し て い る (
ス テ ッ プ １ )。 サ ン プ ル を 、 検 体 を Ｍ １ お よ び Ｍ ２ の 両 方 と 結 合 さ せ る 条 件 下 で 、 Ｍ １ お
よ び Ｍ ２ と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 必 要 で あ れ ば 、 既 知 検 体 濃 度 の 標 準 値 (standard)/ま た
は 陰 性 対 照 を 、 対 照 ウ ェ ル 中 で 並 行 に 処 理 し て も よ い 。 余 分 で あ る 結 合 し て な い Ｍ ２ を 洗
浄 し た 後 、 検 出 可 能 生 成 物 Ｐ を 生 成 す る 酵 素 基 質 Ｓ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 混 合 液 を 十 分 な
時 間 、 か つ 酵 素 活 性 に 適 し た 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る (ス テ ッ プ ２ )。 検 出 可 能 生 成 物
は 、 目 的 の 検 体 が 存 在 す る 場 合 に は 、 閾 値 レ ベ ル を 上 回 っ て 生 成 さ れ る 。 検 出 可 能 生 成 物
は 、 (例 え ば 、 ス キ ャ ナ ま た は 分 光 光 度 計 を 使 用 し て )可 視 的 に 見 と め ら れ る か 測 定 さ れ 、
定 質 的 ま た は 定 量 的 な 結 果 を 得 ら れ る 。 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 検 体 の 量 は 、 並 行 し て 測 定
さ れ る 所 定 の 標 準 値 ま た は 標 準 曲 線 と 比 較 す る こ と に よ り 測 定 さ れ 得 る 。
【 図 ２ Ｂ 】 検 体 に 結 合 す る ２ つ の 異 な る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 目 的 の 検 体 を 検 出
す る た め の ア ッ セ イ の 模 式 図 。 代 替 的 な ア ッ セ イ 形 式 で は 、 目 的 の 検 体 (Ａ )を 有 す る サ ン
プ ル の み が 、 Ｍ １ を 含 む 各 実 験 ウ ェ ル に 添 加 さ れ (ス テ ッ プ １ )、 洗 浄 ス テ ッ プ を 加 え て 、
第 ２ の 結 合 分 子 Ｍ ２ を 添 加 す る 前 に 結 合 し て い な い サ ン プ ル を 除 去 す る (ス テ ッ プ ２ )。 そ
の 後 、 図 ２ Ａ と 同 様 に 、 検 体 の 測 定 を 実 施 す る (ス テ ッ プ ３ )。
【 図 ３ 】 検 体 に 結 合 す る ２ つ の 異 な る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 、 お よ び ２ つ の 検 体 結 合 タ ン パ ク
質 の 一 方 に 結 合 す る リ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 目 的 の 検 体 を 検 出 す る た め の ア ッ
セ イ の 模 式 図 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 、 第 １ の タ ン パ ク 質 Ｍ １ で 被 覆 す る
。 余 分 で あ る 結 合 し て い な い Ｍ １ を 洗 浄 し た 後 、 以 下 を ウ ェ ル に 添 加 す る ： す な わ ち 、 １
)目 的 の 検 体 Ａ を 有 す る サ ン プ ル 、 ２ )Ｍ １ と 異 な る 部 位 に お い て 検 体 に 結 合 す る 第 ２ の タ
ン パ ク 質 Ｍ ２ 、 お よ び ３ )検 体 に 対 す る Ｍ ２ の 結 合 エ ピ ト ー プ と は 異 な る エ ピ ト ー プ に お
い て Ｍ ２ に 結 合 し 、 検 出 可 能 シ グ ナ ル Ｄ を 生 成 可 能 な 酵 素 と 複 合 化 し て い る 第 ３ の タ ン パ
ク 質 Ｍ ３ 。 検 体 が Ｍ １ お よ び Ｍ ２ の 両 方 に 結 合 し 、 か つ Ｍ ３ が Ｍ ２ に 結 合 す る 条 件 下 で 、
サ ン プ ル を 、 Ｍ １ 、 Ｍ ２ お よ び Ｍ ３ と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 必 要 で あ れ ば 、 既 知 検 体 濃 度
の 標 準 値 /ま た は 陰 性 対 照 を 、 対 照 ウ ェ ル 中 で 並 行 に 処 理 し て も よ い 。 余 分 で あ る 結 合 し
て い な い Ｍ ２ お よ び Ｍ ３ を 洗 浄 し た 後 、 検 出 可 能 生 成 物 を 生 成 す る 酵 素 基 質 を 各 ウ ェ ル に
添 加 し 、 図 ２ に 示 す よ う に 検 体 の 測 定 を 実 施 で き る 。 Ｍ １ 、 Ｍ ２ お よ び Ｍ ３ は 、 同 時 に ま
た は 順 次 に 添 加 さ れ 得 る 。
【 図 ４ Ａ 】 (Ａ )検 体 に 結 合 す る ２ つ の 異 な る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 、 お よ び ２ つ の 検 体 結 合 タ
ン パ ク 質 の 一 方 に 結 合 す る ２ つ の リ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 目 的 の 検 体 を 検 出 す
る た め の ア ッ セ イ の 模 式 図 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 、 第 １ の タ ン パ ク 質 Ｍ
１ で 被 覆 す る 。 余 分 で あ る 結 合 し て い な Ｍ １ を 洗 浄 し た 後 、 以 下 を ウ ェ ル に 添 加 す る ： す
な わ ち 、 １ )目 的 の 検 体 Ａ を 有 す る サ ン プ ル 、 ２ )Ｍ １ と 異 な る 部 位 に お い て 検 体 に 結 合 す
る 第 ２ の タ ン パ ク 質 Ｍ ２ 、 ３ )検 体 に 対 す る Ｍ ２ の 結 合 エ ピ ト ー プ と は 異 な る エ ピ ト ー プ
に お い て Ｍ ２ に 結 合 し 、 検 出 可 能 シ グ ナ ル Ｄ を 生 成 可 能 な 酵 素 と 複 合 化 し て い る 第 ３ の タ
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ン パ ク 質 Ｍ ３ 、 お よ び ４ )Ｍ ２ ま た は Ｍ ３ の 結 合 エ ピ ト ー プ と 異 な る エ ピ ト ー プ に お い て
Ｍ ２ に 結 合 し 、 か つ 検 出 可 能 シ グ ナ ル Ｄ を 生 成 可 能 な 酵 素 と も 複 合 化 し て い る 第 ４ の タ ン
パ ク 質 Ｍ ４ 。 検 体 が Ｍ １ お よ び Ｍ ２ の 両 方 に 結 合 し 、 か つ Ｍ ３ お よ び Ｍ ４ が Ｍ ２ に 結 合 す
る 条 件 下 で 、 サ ン プ ル を 、 Ｍ １ 、 Ｍ ２ 、 Ｍ ３ お よ び Ｍ ４ と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 必 要 で あ
れ ば 、 既 知 検 体 濃 度 の 標 準 値 /ま た は 陰 性 対 照 を 、 対 照 ウ ェ ル 中 で 並 行 に 処 理 し て も よ い
。 余 分 で あ る 結 合 し て い な い Ｍ ２ 、 Ｍ ３ お よ び Ｍ ４ を 洗 浄 し た 後 、 検 出 可 能 生 成 物 を 生 成
す る 酵 素 基 質 を 各 ウ ェ ル に 添 加 す れ ば 、 図 ２ に 示 す よ う に 検 体 の 測 定 を 実 施 で き る 。
【 図 ４ Ｂ 】 検 体 に 結 合 す る ２ つ の 異 な る タ ン パ ク 質 、 お よ び ２ つ の リ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質
を 使 用 し て 、 目 的 の 検 体 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ の 模 式 図 。 第 ４ の 結 合 タ ン パ ク 質 Ｍ ４
'が Ｍ ２ で は な く Ｍ ３ に 結 合 す る こ と 以 外 は 、 形 式 お よ び 手 順 は (Ａ )と 同 様 で あ る 。
【 図 ５ Ａ 】 検 体 に 結 合 す る ２ つ の 異 な る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 、 お よ び ３ つ の リ ポ ー タ ー タ ン
パ ク 質 を 使 用 し て 、 目 的 の 検 体 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ の 模 式 図 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト の ウ ェ ル を 、 第 １ の タ ン パ ク 質 Ｍ １ で 被 覆 す る 。 余 分 で あ る 結 合 し て い な Ｍ １ を 洗
浄 し た 後 、 目 的 の 検 体 Ａ を 含 む サ ン プ ル を 、 Ｍ １ と 異 な る 部 位 に お い て 検 体 に 結 合 す る 第
２ の タ ン パ ク 質 Ｍ ２ 、 お よ び 検 出 可 能 シ グ ナ ル Ｄ を 生 成 可 能 な 酵 素 と 複 合 化 し た ３ つ の タ
ン パ ク 質 と 共 に 、 各 実 験 ウ ェ ル に 添 加 す る 。 検 体 を Ｍ １ お よ び Ｍ ２ の 両 方 と 結 合 さ せ 、 か
つ 他 の ３ つ の タ ン パ ク 質 が そ れ ら の コ グ ネ イ ト 結 合 部 位 と 結 合 さ せ る 条 件 下 で 、 サ ン プ ル
を 、 ５ つ の タ ン パ ク 質 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 必 要 で あ れ ば 、 既 知 検 体 濃 度 の 標 準 値 /ま
た は 陰 性 対 照 を 、 対 照 ウ ェ ル 中 で 並 行 に 処 理 し て も よ い 。 余 分 で あ る 結 合 し て な い タ ン パ
ク 質 を 洗 浄 し た 後 、 検 出 可 能 生 成 物 を 生 成 す る 酵 素 基 質 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ の 後 検 体
の 測 定 を 図 ２ に 示 す よ う に 実 施 で き る 。 図 ５ Ａ ～ Ｃ に お け る ３ つ の 形 式 は 、 異 な る 結 合 の
組 み 合 わ せ か ら な る 限 定 し な い 代 替 的 な ア プ ロ ー チ で あ り 、 図 ５ Ａ で は 、 Ｍ １ お よ び Ｍ ２
は 検 体 に 結 合 し 、 Ｍ ３ は Ｍ ２ に 結 合 し 、 Ｍ ４ 'は Ｍ ３ に 結 合 し 、 な ら び に Ｍ ５ は Ｍ ２ に 結
合 す る 。
【 図 ５ Ｂ 】 検 体 に 結 合 す る ２ つ の 異 な る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 、 お よ び ３ つ の リ ポ ー タ ー タ ン
パ ク 質 を 使 用 し て 、 目 的 の 検 体 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ の 模 式 図 。 Ｍ １ お よ び Ｍ ２ は 検
体 に 結 合 し 、 Ｍ ３ は Ｍ ２ に 結 合 し 、 な ら び に Ｍ ４ 'お よ び Ｍ ５ 'は Ｍ ３ に 結 合 す る 。
【 図 ５ Ｃ 】 検 体 に 結 合 す る ２ つ の 異 な る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 、 お よ び ３ つ の リ ポ ー タ ー タ ン
パ ク 質 を 使 用 し て 、 目 的 の 検 体 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ の 模 式 図 。 Ｍ １ お よ び Ｍ ２ は 検
体 に 結 合 し 、 Ｍ ３ は Ｍ ２ に 結 合 し 、 Ｍ ４ 'は Ｍ ３ に 結 合 し 、 な ら び に Ｍ ５ ''は Ｍ ４ 'に 結 合
す る 。
【 図 ６ 】 ２ つ の 異 な る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 (一 方 は 、 検 体 に 結 合 し 、 検 体 と 接 触 す る と ア ロ
ス テ リ ッ ク な 変 化 を 生 じ 、 他 方 は 、 そ の よ う な ア ロ ス テ リ ッ ク な 変 化 の 後 に 第 １ の 結 合 タ
ン パ ク 質 に 結 合 す る )を 使 用 し て 、 目 的 の 検 体 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ の 模 式 図 。 マ イ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 、 検 体 と 接 触 す る と ア ロ ス テ リ ッ ク な 変 化 を 経 る こ と が
可 能 な 第 １ の タ ン パ ク 質 Ｍ １ で 被 覆 す る 。 余 分 な 結 合 し て い な い Ｍ １ を 洗 浄 し た 後 、 目 的
の 検 体 Ａ を 有 す る サ ン プ ル を 、 各 実 験 ウ ェ ル に 添 加 す る 。 洗 浄 に よ り 結 合 し て い な い サ ン
プ ル を 除 去 し た 後 、 検 出 可 能 シ グ ナ ル Ｄ を 生 成 可 能 な 酵 素 と 複 合 化 し 、 検 体 と 異 な る 部 位
に お い て Ｍ １ に 結 合 す る (た だ し 、 Ｍ １ が 検 体 に 結 合 し た 場 合 に の み )第 ２ の タ ン パ ク 質 Ｍ
２ を 、 各 ウ ェ ル に 添 加 す る 。 必 要 で あ れ ば 、 既 知 検 体 濃 度 の 標 準 値 /ま た は 陰 性 対 照 を 、
対 照 ウ ェ ル 中 で 並 行 に 処 理 し て も よ い 。 余 分 で あ る 結 合 し て な い Ｍ ２ を 洗 浄 し た 後 、 検 出
可 能 生 成 物 Ｐ を 生 成 す る 酵 素 基 質 Ｓ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 混 合 液 を 十 分 な 時 間 、 か つ 酵 素
活 性 に 適 し た 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す れ ば 、 検 体 の 測 定 を 図 ２ に 示 す よ う に 実 施 し 得 る
。 検 出 可 能 生 成 物 は 、 目 的 の 検 体 が 存 在 す る 場 合 に 、 閾 値 を 上 回 っ て 生 成 さ れ る 。 サ ン プ
ル 中 に 存 在 す る 検 体 の 量 は 、 並 行 し て 測 定 さ れ た 所 定 の 標 準 値 ま た は 標 準 曲 線 に 対 し て 推
測 す る こ と に よ り 測 定 で き る 。
【 図 ７ 】 既 知 リ ガ ン ド に 結 合 す る 検 体 に 結 合 す る 非 抗 体 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 目 的 の 検
体 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ の 模 式 図 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 、 目 的 の 検
体 の リ ガ ン ド Ｌ で 被 覆 す る 。 余 分 で あ る 結 合 し て い な い Ｌ を 洗 浄 し た 後 、 目 的 の 検 体 Ａ を
有 す る サ ン プ ル を 、 Ｍ １ 'が Ｌ に 結 合 す る 部 位 と 異 な る 部 位 に お い て 検 体 に 結 合 し 、 検 出
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可 能 シ グ ナ ル Ｄ を 生 成 可 能 な 酵 素 と 複 合 化 し た 第 ２ の タ ン パ ク 質 Ｍ １ 'と 共 に 、 各 実 験 ウ
ェ ル に 添 加 す る 。 必 要 で あ れ ば 、 既 知 検 体 濃 度 の 標 準 値 /ま た は 陰 性 対 照 を 、 対 照 ウ ェ ル
中 で 並 行 に 処 理 し て も よ い 。 余 分 で あ る 結 合 し て な い Ｍ １ 'を 洗 浄 し た 後 、 検 出 可 能 生 成
物 Ｐ を 生 成 す る 酵 素 基 質 Ｓ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 混 合 液 を 十 分 な 時 間 、 か つ 酵 素 活 性 に 適
し た 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す れ ば 、 検 体 の 測 定 を 図 ２ に 示 す よ う に 実 施 し 得 る 。 検 出 可
能 生 成 物 は 、 目 的 の 検 体 が 存 在 す る 場 合 に 、 閾 値 を 上 回 っ て 生 成 さ れ る 。 サ ン プ ル 中 に 存
在 す る 検 体 の 量 は 、 並 行 し て 測 定 さ れ た 所 定 の 標 準 値 ま た は 標 準 曲 線 に 対 し て 推 測 す る こ
と に よ り 測 定 で き る 。
【 図 ８ 】 ヒ ト お よ び 酵 母 rasタ ン パ ク 質 で 、 酵 母 プ ロ テ オ ー ム マ イ ク ロ ア レ イ を プ ロ ー ビ
ン グ し た 結 果 。 上 の パ ネ ル (Ａ )は 、 ヒ ト rasタ ン パ ク 質 で プ ロ ー ビ ン グ し た 酵 母 プ ロ テ オ
ー ム マ イ ク ロ ア レ イ か ら 得 た ス キ ャ ン 画 像 の 一 部 を 示 す 。 下 の パ ネ ル (Ｂ )は 、 酵 母 タ ン パ
ク 質 で プ ロ ー ビ ン グ し た 酵 母 プ ロ テ オ ー ム マ イ ク ロ ア レ イ か ら 得 た ス キ ャ ン 画 像 の 一 部 を
示 す 。 プ ロ ー ブ と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 単 一 の タ ン パ ク 質 を 表 す ス ポ ッ ト の 対 は 実 線 の 四
角 で 囲 ん だ 。 破 線 の 四 角 は 対 照 ス ポ ッ ト を 囲 ん で い る 。 図 中 、 ４ つ の タ ン パ ク 質 が 、 ヒ ト
お よ び 酵 母 rasタ ン パ ク 質 の 両 方 と 相 互 作 用 す る こ と が 分 か る 。 １ つ の 酵 母 タ ン パ ク 質 (左
の パ ネ ル に お い て 星 印 で 示 し て い る )は 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 と し か 特 異 的 に 相 互 作 用 し な い
こ と も 留 意 さ れ た い 。 従 っ て 、 こ の 酵 母 タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト rasタ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 検
出 す る た め に ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 と し て 使 用 で き る 。 詳 細 に つ い て は 実 施 例 ２ を 参 照 の こ
と 。

10

【 図 １ 】 【 図 ２ Ａ 】

(55) JP 2005-516183 A 2005.6.2



【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ Ａ 】 【 図 ４ Ｂ 】

(56) JP 2005-516183 A 2005.6.2



【 図 ５ Ａ 】 【 図 ５ Ｂ 】

【 図 ５ Ｃ 】 【 図 ６ 】

(57) JP 2005-516183 A 2005.6.2



【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

(58) JP 2005-516183 A 2005.6.2



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(59) JP 2005-516183 A 2005.6.2



フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,IE,IT,LU,MC,NL,PT,SE,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,
ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,ES,
FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,N
O,NZ,OM,PH,PL,PT,RO,RU,SD,SE,SG,SI,SK,SL,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  シャーマン，マイケル，アイ．
            アメリカ合衆国　０７０２８　ニュージャージー州，グレン　リッジ，フォレスト　アベニュー　
            ３１４
Ｆターム(参考) 4B063 QA01  QA19  QQ42  QQ52  QR55  QR82  QS34  QS36  QX02 

(60) JP 2005-516183 A 2005.6.2



专利名称(译) 使用非抗体蛋白质检测和测量分析物的方法

公开(公告)号 JP2005516183A 公开(公告)日 2005-06-02

申请号 JP2003545174 申请日 2002-11-19

[标]申请(专利权)人(译) 原公司的指标

申请(专利权)人(译) 原度量公司

[标]发明人 シャーマンマイケルアイ

发明人 シャーマン,マイケル,アイ.

IPC分类号 G01N33/53 A61B C12N1/00 C12Q1/68 G01N33/543 G01N33/544 G01N33/551 G01N33/566 G01N33
/68 G01N37/00

CPC分类号 G01N33/54306

FI分类号 G01N33/53.D C12Q1/68.A G01N33/566 G01N37/00.102

F-TERM分类号 4B063/QA01 4B063/QA19 4B063/QQ42 4B063/QQ52 4B063/QR55 4B063/QR82 4B063/QS34 4B063
/QS36 4B063/QX02

优先权 60/331706 2001-11-19 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及诊断，特别涉及用于检测和/或测量分析物的结合测定。本发
明涉及通过与一种或多种非抗体分子结合确定分析物的存在和/或量的方
法，特别是与衍生自不同于分析物种类的物种的非抗体分子。此外，本
发明涉及通过检测和/或测量与特定疾病相关的标本来诊断疾病和确定进
展程度的方法。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/3cce0601-ad0f-4986-b367-1c6f14e9cb64
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/023295021/publication/JP2005516183A?q=JP2005516183A

