
(57)【要約】

　試料中のタンパク質特に様々な翻訳後修飾(リン酸化

、グリコシル化、メチル化、アセチル化など)を有する

タンパク質の存在を、該試料中の一組のタンパク質のユ

ニークに特徴的な認識配列(プロテオームエピトープタ

グ即ちＰＥＴ)を認識して該配列と相互作用する一種以

上の捕捉剤の利用によって、信頼性をもって検出する方

法を開示する。これらの捕捉剤又はＰＥＴを含むアレイ

も又、提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 試 料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 上 の 翻 訳 後 修 飾 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 を 含 む 当
該 方 法 ：
(１ )該 標 的 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 該 翻 訳 後 修 飾 の た め の
少 な く と も １ つ の 候 補 の 部 位 を 同 定 し ；
(２ )該 標 的 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ つ の 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り 同
定 し 、 該 断 片 は 、 該 試 料 中 の 該 標 的 タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 通 り に 生 じ て 、 該 断 片 は 、
該 試 料 中 の 該 断 片 に ユ ニ ー ク な 該 潜 在 的 翻 訳 後 修 飾 部 位 及 び Ｐ Ｅ Ｔ (プ ロ テ オ ー ム エ ピ ト
ー ム タ グ )を 含 み ；
(３ )該 Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 に 結 合 す る 捕 捉 剤 を 生 成 さ せ て 、 該 捕 捉 剤 を 支 持 体 に 固 定 化 し ；
(４ )該 試 料 を 該 処 理 に か け て 、 該 断 片 を 溶 液 に 可 溶 性 に し て 、 該 試 料 を 、 該 処 理 後 、 該 捕
捉 剤 に 接 触 さ せ て ；
(５ )該 捕 捉 剤 に 結 合 さ れ た 該 断 片 に お い て 、 該 翻 訳 後 修 飾 の 存 否 を 検 出 す る 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 が 、 ア セ チ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 脱 ア ミ ド 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、
グ リ コ シ ル 化 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ユ ビ キ チ ン 化 、
リ ボ シ ル 化 又 は 硫 酸 化 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 が 、 チ ロ シ ン 、 セ リ ン 又 は ス レ オ ニ ン に 対 す る リ ン 酸 化 で あ る 、 請 求
項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 の コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 の ス テ ッ プ が 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ を 、 ｐ Ｉ 、 電 荷 、 立
体 構 造 、 溶 解 度 、 疎 水 性 、 極 性 及 び 溶 媒 露 出 領 域 の 少 な く と も １ つ を も 含 む 基 準 に 基 づ い
て を 同 定 す る ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー 分 析 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 (３ )で 生 成 し た 捕 捉 剤 の 、 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー に 対 す る 特
異 性 を 測 定 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ペ プ チ ド 競 合 ア ッ セ イ を 、 (３ )で 生 成 し た 捕 捉 剤 の 、 Ｐ Ｅ Ｔ の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー に
対 す る 特 異 性 の 測 定 に 利 用 す る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 す る ス テ ッ プ が 、 示 さ れ た 溶 解 条 件 下 で 少 な
く と も 閾 値 の 溶 解 度 を 有 す る と 予 想 さ れ た 該 Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る 溶 解 度 分 析 を 包 含 す る 、 請
求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ の 長 さ を 、 ５ ～ １ ０ ア ミ ノ 酸 、 １ ０ ～ １ ５ ア ミ ノ 酸 、 １ ５ ～ ２ ０ ア ミ ノ 酸
、 ２ ０ ～ ２ ５ ア ミ ノ 酸 、 ２ ５ ～ ３ ０ ア ミ ノ 酸 、 又 は ３ ０ ～ ４ ０ ア ミ ノ 酸 か ら 選 択 す る 、 請
求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 の 捕 捉 剤 が 、 完 全 長 の 抗 体 、 又 は Ｆ ab断 片 、 Ｆ (ab')２ 断 片 、 Ｆ ｄ 断 片 、 Ｆ ｖ 断 片
、 ｄ Ａ ｂ 断 片 、 単 離 さ れ た 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )、 一 本 鎖 抗 体 (scＦ ｖ )、 又 は こ れ ら の
誘 導 体 か ら 選 択 す る 機 能 的 な 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 の 捕 捉 剤 が 、 ヌ ク レ オ チ ド ； 核 酸 ； Ｐ Ｎ Ａ (ペ プ チ ド 核 酸 )； タ ン パ ク 質 ； ペ プ チ ド
； 炭 水 化 物 ； 人 工 ポ リ マ ー ； 又 は 小 型 有 機 分 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 の 捕 捉 剤 が 、 ア プ タ マ ー 、 足 場 ペ プ チ ド 、 又 は 小 型 有 機 分 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2007-511837 A 2007.5.10



　 前 記 の 処 理 が 、 前 記 の 試 料 の 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 化 学 薬 剤 、 物 理 的 剪 断 、 又 は 超 音 波 処 理
に よ る 変 性 及 び ／ 又 は 断 片 化 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 の 変 性 が 、 熱 変 性 又 は 化 学 的 変 性 で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 の 熱 変 性 で 、 熱 安 定 性 プ ロ テ ア ー ゼ を 利 用 す る タ ン パ ク 質 分 解 を そ の 後 行 な う か 又
は 同 時 に 行 な う 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 の 熱 変 性 が 、 ２ サ イ ク ル 以 上 の 熱 変 性 と そ の 後 の プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 を 含 む 、 請 求 項
１ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 の 断 片 化 を 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 ペ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 カ ル ボ キ シ ペ プ
チ ダ ー ゼ 、 カ ル パ イ ン 、 ズ ブ チ リ シ ン 、 ｇ ｌ ｕ ｃ － Ｃ 、 エ ン ド ｌ ｙ ｓ － Ｃ 、 又 は プ ロ テ イ
ナ ー ゼ Ｋ か ら 選 択 す る プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 行 な う 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 の 試 料 が 、 唾 液 、 粘 液 、 汗 、 全 血 液 、 血 清 、 尿 、 羊 水 、 生 殖 器 液 、 糞 便 、 骨 髄 、 血
漿 、 脊 髄 液 、 囲 心 腔 液 、 胃 液 、 腹 液 、 腹 膜 腔 液 、 胸 膜 液 、 滑 液 、 嚢 胞 液 、 脳 脊 髄 液 、 肺 洗
浄 液 、 リ ン パ 液 、 涙 、 前 立 腺 液 、 他 の 身 体 部 分 か ら の 抽 出 液 、 又 は 他 の 腺 か ら の 分 泌 物 か
ら 選 択 す る 体 液 で あ り ； 又 は 上 清 、 全 細 胞 溶 解 物 、 又 は 細 胞 画 分 (細 胞 性 物 質 の 溶 解 及 び
分 画 に よ り 得 ら れ る )、 生 物 学 的 実 在 物 又 は 人 工 的 環 境 で 成 長 し た 細 胞 か ら 直 接 得 ら れ る
細 胞 の 抽 出 物 又 は 画 分 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 の 試 料 が 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 カ エ ル (ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル )、 魚 類 (ゼ ブ ラ フ
ィ ッ シ ュ )、 ハ エ (キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 線 虫 (C. elegans)、 分 裂 又 は 出 芽 酵 母 、 又
は 植 物 (シ ロ イ ス ナ ズ ナ )か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 の 試 料 が 、 膜 結 合 タ ン パ ク 質 の 処 理 に よ り 生 成 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 の 処 理 が 、 前 期 の 翻 訳 後 修 飾 を 保 存 す る 条 件 下 で 行 な わ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 及 び 翻 訳 後 修 飾 の た め の 候 補 の 部 位 が 、 重 複 し な い 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 の 捕 捉 剤 が 、 変 性 条 件 下 で 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ に つ い て の 選 択 性 に つ い て 最 適 化 さ れ る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ス テ ッ プ (５ )が 、 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 に 特 異 的 な 第 二 捕 捉 剤 を 利 用 す る こ と に よ り 実 施 さ
れ 、 前 記 の 第 二 捕 捉 剤 が 、 酵 素 、 蛍 光 標 識 、 着 色 染 料 、 化 学 発 光 性 化 合 物 、 コ ロ イ ド 粒 子
、 放 射 性 同 位 体 、 近 赤 外 線 染 料 、 Ｄ Ｎ Ａ デ ン ド リ マ ー 、 水 溶 性 量 子 ド ッ ト 、 ラ テ ッ ク ス ビ
ー ズ 、 セ レ ン 粒 子 、 又 は ユ ー ロ ピ ウ ム ナ ノ 粒 子 か ら 選 択 す る 検 出 可 能 な 部 分 に よ り 標 識 さ
れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 が 、 リ ン 酸 化 で あ り 、 前 記 の 第 二 の 捕 捉 剤 が 、 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 、 リ
ン 酸 化 セ リ ン 、 又 は リ ン 酸 化 ス レ オ ニ ン に 特 異 的 な 標 識 さ れ た 第 二 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２
３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 の 第 二 抗 体 は 、 酵 素 又 は 蛍 光 基 に よ り 標 識 さ れ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 の 酵 素 が 、 Ｈ Ｒ Ｐ (西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ )で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法
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。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 が 、 リ ン 酸 化 で あ り 、 第 二 の 捕 捉 剤 が 、 リ ン ア ミ ノ 酸 を 特 異 的 に 染 め
る 蛍 光 染 料 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 の 蛍 光 染 料 が 、 Pro-Q Diamond染 料 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 の 翻 訳 後 修 が は 、 グ リ コ シ ル 化 で あ り 、 前 記 の 標 識 し た 第 二 捕 捉 剤 が 、 グ リ コ シ ル
化 部 位 に 結 合 し た 少 な く と も 一 つ の 糖 部 分 に 特 異 的 で あ る 標 識 さ れ た レ ク チ ン で あ る 、 請
求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 が 、 ユ ビ キ チ ン 化 で あ り 、 前 記 の 標 識 し た 第 二 捕 捉 剤 が 、 ユ ビ キ チ ン
に 特 異 的 な 標 識 し た 第 二 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 の 試 料 が 、 前 記 の 断 片 に 対 し て １ ０ 億 モ ル 過 剰 の 無 関 係 の タ ン パ ク 質 又 は そ の 断 片
を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 前 記 の 断 片 を 定 量 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ス テ ッ プ (３ )が 、 動 物 を 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む 抗 原 で 免 疫 化 す る こ と に よ り 実 施 さ れ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 の Ｎ 又 は Ｃ 末 端 、 又 は 両 方 が 、 遊 離 の Ｎ 又 は Ｃ 末 端 、 又 は 両 方 を 排 除
す る た め に ブ ロ ッ ク さ れ る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 の Ｎ 又 は Ｃ 末 端 が 、 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 異 質 の キ ャ リ ア ー ポ リ ペ プ チ ド に 融
合 す る こ と に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ 、 又 は 小 さ い 化 学 基 に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ る 、 請 求 項 ３
４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 の キ ャ リ ア ー が 、 Ｋ Ｌ Ｈ 又 は Ｂ Ｓ Ａ で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 プ ロ テ オ ー ム 中 の キ ナ ー ゼ の す べ て の 潜 在 的 基 質 を 同 定 す る た め の 捕 捉 剤 の ア レ イ で あ
っ て 、 各 々 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 に 固 定 さ れ た 複 数 の 捕 捉 剤 を 含 み 、
各 捕 捉 剤 は 、 該 プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 さ れ た 通 り に 生 じ る
ペ プ チ ド 断 片 と ユ ニ ー ク に 結 び つ い た Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 に 結 合 し 、 該 ペ プ チ ド 断 片 は 、 該 キ
ナ ー ゼ の 少 な く と も 一 つ の 潜 在 的 な リ ン 酸 化 部 位 を 含 ん で い る 、 当 該 ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 の 固 体 支 持 体 は 、 ビ ー ズ 又 は ア レ イ デ バ イ ス (表 面 に 配 列 さ れ た 前 記 の 捕 捉 剤 の 正
体 を コ ー ド 化 す る 様 式 の )で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 の ア レ イ が 、 １ ０ ０ 以 上 の 異 な る 捕 捉 剤 を 含 む 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 の ア レ イ デ バ イ ス が 、 回 折 格 子 表 面 を 含 む 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 の 捕 捉 剤 が 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 位 で あ り 、 前 記 の ア レ イ が 、 整 列 さ れ た Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 の ア レ イ デ バ イ ス が 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 ア レ イ で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の ア レ
イ 。
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【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 の ビ ー ズ が 、 仮 想 ア レ イ と し て コ ー ド 化 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 試 料 中 で キ ナ ー ゼ の 潜 在 的 基 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 ：
(１ )プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 前
記 の キ ナ ー ゼ の す べ て の 候 補 の リ ン 酸 化 部 位 を 同 定 し ；
(２ )少 な く と も １ つ の 前 記 の 候 補 の リ ン 酸 化 部 位 を 含 む す べ て の ペ プ チ ド 断 片 を コ ン ピ ュ
ー タ ー に よ り 同 定 し 、 該 断 片 は 、 該 プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想
さ れ た と お り に 生 成 し ；
(３ )(２ )で 同 定 さ れ た 前 記 の 各 断 片 に つ い て 、 前 記 の 試 料 中 の 前 記 の 断 片 に ユ ニ ー ク な １
つ の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 し ；
(４ )(３ )で 同 定 さ れ た 各 Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 な 捕 捉 剤 を そ れ ぞ れ 獲 得 し て 、 該 捕 捉 剤 を 固 定 化
し て 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の ア レ イ を 生 成 し ；
(５ )該 捕 捉 剤 の ア レ イ を 前 記 の 処 理 に か け た 前 記 の プ ロ テ オ ー ム の 試 料 と 接 触 さ せ 、 そ し
て
(６ )前 記 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 任 意 の 断 片 中 の リ ン 酸 化 残 基 の 存 在 を 検 出 す る こ と
を 含 み 、 特 定 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 特 定 の 断 片 中 の リ ン 酸 化 残 基 の 存 在 が 、 該 特 定 の 断 片 が
由 来 し た タ ン パ ク 質 が 該 キ ナ ー ゼ の 基 質 で あ る こ と を 示 す 、 当 該 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 の プ ロ テ オ ー ム が 、 ヒ ト の プ ロ テ オ ー ム で あ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 の 候 補 の リ ン 酸 化 部 位 が 、 前 記 の キ ナ ー ゼ に よ る リ ン 酸 化 の 共 通 配 列 に 基 づ い て 予
想 さ れ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 の 共 通 配 列 が 、 リ ン 酸 化 部 位 の デ ー タ ベ ー ス か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 の 試 料 が 、 前 記 の キ ナ ー ゼ の 公 知 の ア ゴ ニ ス ト 、 又 は 前 記 の キ ナ ー ゼ が 属 す る シ グ
ナ リ ン グ 経 路 の 公 知 の ア ゴ ニ ス ト で あ る 薬 剤 に よ っ て 予 備 処 理 さ れ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 の 処 理 が 、 リ ン 酸 化 を 保 存 す る 条 件 下 で 行 な わ れ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 の 同 定 さ れ た 基 質 の 前 記 の キ ナ ー ゼ に よ る イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ・ ビ ボ で の リ ン 酸 化
を 確 認 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 の プ ロ テ オ ー ム 及 び 前 記 の キ ナ ー ゼ が 、 同 じ 起 源 に 由 来 す る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 ス テ ッ プ (６ )が 、 リ ン 酸 化 さ れ た 残 基 に 特 異 的 な 標 識 さ れ た 第 二 の 捕 捉 剤 を 利 用 す る こ
と に よ り 実 施 さ れ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 プ ロ テ オ ー ム 中 の 翻 訳 後 修 飾 を 触 媒 す る 酵 素 の す べ て の 潜 在 的 基 質 を 同 定 す る た め の 捕
捉 剤 の ア レ イ で あ っ て 、 各 々 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 に 固 定 さ れ た 複 数
の 捕 捉 剤 を 含 み 、 各 捕 捉 剤 は 、 該 プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 さ
れ た 通 り に 生 じ る ペ プ チ ド 断 片 と ユ ニ ー ク に 結 び つ い た Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 に 結 合 し 、 該 ペ プ
チ ド 断 片 は 、 該 酵 素 の 少 な く と も 一 つ の 潜 在 的 な 翻 訳 後 修 飾 部 位 を 含 ん で い る 、 当 該 ア レ
イ 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 ア セ チ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 脱 ア ミ ド 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 ヒ ド ロ
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キ シ ル 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ユ ビ キ チ ン 化 、 リ ボ シ ル 化 又 は 硫 酸 化
か ら 選 択 す る 翻 訳 後 修 飾 を 触 媒 す る 酵 素 の 潜 在 的 基 質 を 試 料 中 で 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
下 記 ：
(１ )プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 該
酵 素 の す べ て の 候 補 の 翻 訳 後 修 飾 部 位 を 同 定 し ；
(２ )少 な く と も １ つ の 該 候 補 の 翻 訳 後 修 飾 部 位 を 含 む す べ て の ペ プ チ ド 断 片 を コ ン ピ ュ ー
タ ー に よ り 同 定 し 、 該 断 片 は 、 該 プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 さ
れ た 通 り に 生 成 し ；
(３ )(２ )で 同 定 さ れ た 各 断 片 に つ い て 、 該 試 料 中 の 該 断 片 に 対 し て ユ ニ ー ク な 一 つ の Ｐ Ｅ
Ｔ を 同 定 し ；
(４ )(３ )で 同 定 さ れ た 各 Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 な 捕 捉 剤 を そ れ ぞ れ 獲 得 し て 、 該 捕 捉 剤 を 請 求 項
５ ３ に 記 載 の ア レ イ に お い て 固 定 化 し ；
(５ )該 捕 捉 剤 の ア レ イ を 、 該 処 理 に か け た 該 プ ロ テ オ ー ム の 試 料 と 接 触 さ せ 、 そ し て
(６ )該 捕 捉 剤 に 結 合 し た 任 意 の 断 片 内 の 該 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る 残 基 の 存 在 を 検 出 す る
こ と を 含 み 、 特 定 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 特 定 の 断 片 内 の 該 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る 残 基 の 存 在 が
、 該 特 定 の 断 片 が 由 来 し た タ ン パ ク 質 が 該 酵 素 の 基 質 で あ る こ と を 示 す 、 当 該 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 プ ロ テ オ ー ム 内 の 選 択 し た 数 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 の ど れ が 刺 激 に 応 答 し て 活 性 化 さ れ 又
は 阻 害 さ れ る か を 測 定 す る た め の 捕 捉 剤 の ア レ イ で あ っ て 、 下 記 を 含 む 当 該 ア レ イ ：
各 々 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 に 固 定 さ れ た 複 数 の 捕 捉 剤 で あ っ て 、 該 捕
捉 剤 の 各 々 は 、 該 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 少 な く と も 一 種 の キ ー タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 さ
れ た と お り に 生 成 す る ペ プ チ ド 断 片 と 結 び つ い た ユ ニ ー ク な Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 に 結 合 し 、 該
ペ プ チ ド 断 片 は 、 該 経 路 の 活 性 化 又 は 阻 害 に 際 し て 予 想 通 り に 翻 訳 後 修 飾 さ れ る 少 な く と
も １ つ の 部 位 を 包 含 し ； 該 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 各 々 は 、 少 な く と も １ つ の キ ー タ ン パ ク 質
に よ り 表 さ れ る 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 が 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － １ ３ 、 又 は Token様 レ セ プ タ ー に よ り 活
性 化 さ れ る 免 疫 経 路 ； ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 、 Ｐ Ａ Ｃ １ レ セ プ タ ー 、 細 胞 性 粘 菌 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 化
学 走 性 、 Ｗ ｎ ｔ ／ Ｃ ａ ２ ＋ ／ ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 、 又 は Ｇ タ ン パ ク 質 依 存 性 ７ 回 膜 貫 通 レ セ プ タ ー に
よ り 活 性 化 さ れ る ７ 回 膜 貫 通 レ セ プ タ ー 経 路 ； マ ウ ス 又 は キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 概 日
リ ズ ム 経 路 ； イ ン ス リ ン 経 路 ； Ｆ Ａ Ｓ 経 路 ； Ｔ Ｎ Ｆ 経 路 ； Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー 経
路 ； イ ン テ グ リ ン 経 路 ； Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 、 Ｊ Ｎ Ｋ 、 又 は ｐ ３ ８ の ミ ト ゲ ン 活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ
ー ゼ 経 路 ； エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー 経 路 ； ホ ス ホ イ ノ シ チ ド ３ － キ ナ ー ゼ 経 路 ； ト ラ ン ス
フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β (Ｔ Ｇ Ｆ － β )経 路 ； Ｂ 細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー 経 路 ； Ｊ ａ ｋ － Ｓ Ｔ Ａ
Ｔ 経 路 ； Ｓ Ｔ Ａ Ｔ ３ 経 路 ； Ｔ 細 胞 シ グ ナ ル 変 換 経 路 ； １ 型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン (α ／ β )経 路
； ジ ャ ス モ ネ ー ト 生 化 学 経 路 ； 又 は ジ ャ ス モ ネ ー ト シ グ ナ リ ン グ 経 路 で あ る 、 請 求 項 ５ ５
に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 の プ ロ テ オ ー ム が 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 カ エ ル (ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル )、 魚 類 (
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ )、 ハ エ (キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 線 虫 (C. elegans)、 分 裂 又 は 出 芽
酵 母 、 又 は 植 物 (シ ロ イ ス ナ ズ ナ )の も の で あ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 が 、 チ ロ シ ン 、 セ リ ン 、 又 は ス レ オ ニ ン 残 基 に お け る リ ン 酸 化 で あ る
、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 の 刺 激 が 、 成 長 因 子 、 サ イ ト カ イ ン 、 ホ ル モ ン 、 ス テ ロ イ ド 、 脂 質 、 抗 原 、 小 型 分
子 (Ｃ ａ ２ ＋ 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 、 ｃ Ｇ Ｍ Ｐ )、 浸 透 圧 シ ョ ッ ク 、 熱 又 は 冷 却 シ ョ ッ ク 、 ｐ Ｈ 変 化 、
イ オ ン 強 度 変 化 、 機 械 的 力 、 ウ イ ル ス 又 は 細 菌 感 染 、 又 は 隣 接 細 胞 又 は コ ー ト タ ン パ ク 質
を 有 し 若 し く は 有 さ な い 表 面 と の 付 着 又 は 分 離 、 に よ る 細 胞 の 処 理 で あ る 、 請 求 項 ５ ５ に
記 載 の ア レ イ 。

10

20

30

40

50

(6) JP 2007-511837 A 2007.5.10



【 請 求 項 ６ ０ 】
　 少 な く と も 一 つ の 該 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 活 性 化 又 は 阻 害 は 、 他 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 と 異
な る 種 類 の 翻 訳 後 修 飾 に よ り 明 示 さ れ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 少 な く と も ３ 、 ５ 、 １ ０ 、 ２ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ５ ０ ０ 、 又 は １ ０ ０ ０ の シ グ
ナ リ ン グ 経 路 が 表 さ れ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 生 物 の シ グ ナ リ ン グ 経 路 が 表 さ れ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ア レ
イ 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 異 な る 生 物 の 類 似 の シ グ ナ リ ン グ 経 路 が 表 さ れ る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 す べ て の 捕 捉 剤 が 、 同 じ シ グ ナ ル 変 換 経 路 に 属 す る タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、
該 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の す べ て の タ ン パ ク 質 が 、 予 想 通 り に 翻 訳 後 修 飾 さ れ 、 表 さ れ る 、 請
求 項 ５ ５ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 前 記 の キ ー タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 つ が 、 少 な く と も ２ つ の シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 活 性
化 又 は 阻 害 に 際 し て 翻 訳 後 修 飾 さ れ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 下 記 の 指 示 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ３ ７ 、 ５ ３ 又 は ５ ５ に 記 載 の ア レ イ ：
(１ )試 料 含 有 ポ リ ペ プ チ ド 分 析 物 を 、 こ の ア レ イ に 適 合 し た 方 法 で 変 性 及 び ／ 又 は 断 片 化
さ せ ；
(２ )該 ポ リ ペ プ チ ド 分 析 物 又 は そ の 断 片 の 該 捕 捉 剤 と の 相 互 作 用 を 検 出 す る 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 指 示 が 、 更 に 、 較 正 手 順 及 び 調 製 手 順 の た め の デ ー タ 、 及 び こ れ ら の 捕 捉 剤 の 性 能 特 性
に つ い て の 統 計 デ ー タ の 少 な く と も １ つ を 含 む 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 少 な く と も ５ ０ ％ の 回 収 率 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ７ 、 ５ ３ 又 は ５ ５ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 少 な く と も ９ ０ ％ の 、 前 記 の 試 料 に お け る タ ン パ ク 質 の 出 現 に つ い て の 全 体 的 な 陽 性 予
測 値 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ７ 、 ５ ３ 又 は ５ ５ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 ９ ９ ％ 以 上 の 、 前 記 の 試 料 に お け る タ ン パ ク 質 の 出 現 に つ い て の 全 体 的 な 診 断 感 度 (Ｄ
Ｓ Ｎ )を 有 す る 、 請 求 項 ３ ７ 、 ５ ３ 又 は ５ ５ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 前 記 の 支 持 体 に 結 合 し た 少 な く と も １ ， ０ ０ ０ 又 は １ ０ ， ０ ０ ０ の 異 な る 捕 捉 剤 を 含 む
、 請 求 項 ３ ７ 、 ５ ３ 又 は ５ ５ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 前 記 の 捕 捉 剤 が 、 前 記 の 支 持 体 に 、 １ ０ ０ 捕 捉 剤 ／ ｃ ｍ ２ の 密 度 で 結 合 し て い る 、 請 求
項 ３ ７ 、 ５ ３ 又 は ５ ５ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 前 記 の 捕 捉 剤 に 結 合 す る Ｐ Ｅ Ｔ 部 分 を 含 む 少 な く と も 一 種 の 標 識 さ れ た 参 照 用 ペ プ チ ド
を 更 に 含 み 、 該 捕 捉 剤 の 該 ポ リ ペ プ チ ド 分 析 物 と の 結 合 は 、 該 参 照 用 ペ プ チ ド を 利 用 す る
比 較 結 合 ア ッ セ イ に よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ３ ７ 、 ５ ３ 又 は ５ ５ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 ア ド レ ス 可 能 な ア レ イ が 、 ビ ー ズ の 集 合 で あ り 、 そ の 各 々 は 別 々 の 捕 捉 剤 種 及 び そ の ビ
ー ズ を 同 定 す る 少 な く と も 一 つ の 標 識 を 含 む 、 請 求 項 ３ ７ 、 ５ ３ 又 は ５ ５ に 記 載 の ア レ イ
。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 プ ロ テ オ ー ム に 由 来 す る 試 料 中 の 選 択 し た 数 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 の ど れ が 刺 激 に 応 答 し
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て 活 性 化 さ れ 又 は 阻 害 さ れ る の か を 測 定 す る た め に 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ア レ イ を 利 用 す
る 方 法 で あ っ て 、 下 記 ：
(１ )該 試 料 を 該 刺 激 に 投 じ ；
(２ )該 試 料 を 主 題 の 発 明 の 処 理 に か け て 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ペ プ チ ド 断 片 を 溶 液 に 可 溶
性 に し ；
(３ )該 処 理 後 に 該 試 料 を 主 題 の 発 明 の ア レ イ に 接 触 さ せ ；
(４ )該 捕 捉 剤 に 結 合 し た 任 意 の 断 片 内 の 翻 訳 後 修 飾 さ れ た 残 基 の 存 在 を 検 出 し 及 び ／ 又 は
そ の 量 を 定 量 す る
こ と を 含 み 、 該 刺 激 後 の 、 該 ア レ イ 上 の 特 定 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 特 定 の 断 片 中 の 翻 訳 後 修
飾 さ れ た 残 基 の 存 在 及 び ／ 又 は そ の 量 の 変 化 が 、 該 特 定 の 断 片 に よ り 表 さ れ る シ グ ナ ル 変
換 経 路 が 活 性 化 又 は 阻 害 さ れ た こ と を 示 す 、 当 該 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 前 記 の 刺 激 が 、 薬 物 の 候 補 の 類 似 体 に よ り 実 施 さ れ 、 特 定 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 活 性 化
又 は 阻 害 が モ ニ タ ー さ れ る 、 請 求 項 ７ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 前 記 の 特 定 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 が 、 前 記 の 薬 物 に よ り 影 響 を 受 け る も の で あ る 、 請 求 項
７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 前 記 の 特 定 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 前 記 の 類 似 体 及 び 前 記 の 薬 物 に よ る 活 性 化 ／ 阻 害 の 程
度 を 比 較 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 前 記 の 特 定 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 が 、 前 記 の 薬 物 の 副 作 用 を 媒 介 す る も の で あ る 、 請 求 項
７ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 又 は 製 薬 事 業 の た め の 事 業 方 法 で あ っ て 、 下 記 を 含 む 当 該 方 法 ：
(ｉ )請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 を 利 用 し て 、 翻 訳 後 修 飾 を 触 媒 す る 酵 素 の 少 な く と も １ つ の
基 質 を 同 定 し ；
(ii)適 宜 、 該 酵 素 に よ る 該 基 質 の 翻 訳 後 修 飾 を 確 認 し ；
(iii)第 三 者 に 、 該 基 質 を 製 造 し 又 は 該 基 質 の 該 酵 素 の 標 的 と し て の 利 用 を 探 究 す る 権 利
を ラ イ セ ン ス す る 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 翻 訳 後 修 飾 酵 素 の 基 質 を 同 定 す る た め の タ ン パ ク 質 検 出 ア レ イ を 提 供 す る 事 業 方 法 で あ
っ て 、 下 記 を 含 む 当 該 事 業 方 法 ：
(ｉ )プ ロ テ オ ー ム 内 で 、 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 の た め の 少 な く と も 一 つ の 部 位 を 有 す る 少 な く
と も 一 種 の タ ン パ ク 質 又 は そ の 断 片 を 同 定 し ；
(ii)(ｉ )で 同 定 さ れ た 少 な く と も 一 種 の タ ン パ ク 質 又 は そ の 断 片 の 各 々 に 対 す る 少 な く と
も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 し ；
(iii)(ii)で 同 定 さ れ た 該 Ｐ Ｅ Ｔ の 各 々 に 対 す る 少 な く と も 一 種 の 捕 捉 剤 を 生 成 し 、 該 捕
捉 剤 の 各 々 は 、 該 捕 捉 剤 が 生 成 さ れ た 該 Ｐ Ｅ Ｔ の 一 つ に 特 異 的 に 結 合 し ；
(iv)(iii)で 生 成 さ れ た 捕 捉 剤 の ア レ イ を 製 作 し 、 該 捕 捉 剤 の 各 々 は 、 該 固 体 支 持 体 の 異
な る 別 々 の 領 域 又 は ア ド レ ス に 結 合 さ れ ；
(ｖ )診 断 及 び ／ 又 は 研 究 実 験 に お け る 利 用 の た め に 、 (iv)に お け る 該 捕 捉 剤 の ア レ イ を パ
ッ ケ ー ジ 化 す る 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 捕 捉 剤 の ア レ イ の マ ー ケ テ ィ ン グ を 更 に 含 む 、 請 求 項 ８ １ に 記 載 の 事 業 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 捕 捉 剤 の ア レ イ を 分 配 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ８ １ に 記 載 の 事 業 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 複 数 の 捕 捉 剤 を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 の 複 数 の 捕 捉 剤 が 、 集 合 的 に 、 一 生 物 の プ ロ
テ オ ー ム 中 の 翻 訳 後 修 飾 酵 素 の す べ て の 潜 在 的 基 質 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る こ と が で き 、
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該 捕 捉 剤 の 各 々 が 、 翻 訳 後 修 飾 部 位 を 含 む 該 潜 在 的 基 質 又 は そ の 断 片 中 の 唯 一 つ の Ｐ Ｅ Ｔ
を 認 識 し て 相 互 作 用 す る こ と が で き る 、 当 該 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 前 記 の 捕 捉 剤 が 、 ヌ ク レ オ チ ド ； 核 酸 ； Ｐ Ｎ Ａ (ペ プ チ ド 核 酸 )； タ ン パ ク 質 ； ペ プ チ ド
； 炭 水 化 物 ； 人 工 ポ リ マ ー ； 及 び 小 型 有 機 分 子 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ ４ に
記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 前 記 の 捕 捉 剤 が 、 抗 体 で あ り 、 又 は 抗 原 結 合 性 の そ の 断 片 で あ る 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の
組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 前 記 の 捕 捉 剤 が 、 完 全 長 抗 体 、 又 は Ｆ ab断 片 、 Ｆ (ab')２ 断 片 、 Ｆ ｄ 断 片 、 Ｆ ｖ 断 片 、
ｄ Ａ ｂ 断 片 、 単 離 さ れ た 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )、 一 本 鎖 抗 体 (scＦ ｖ )、 又 は こ れ ら の 誘
導 体 か ら 選 択 す る 機 能 的 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 ８ ６ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 前 記 の 捕 捉 剤 の 各 々 が 、 一 本 鎖 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ８ ６ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 研 究 及 び 開 発 に お け る マ ー ケ テ ィ ン グ の た め に 捕 捉 剤 の ア レ イ を 生 成 す る た め の 事 業 方
法 で あ っ て 、 下 記 を 含 む 当 該 事 業 方 法 ：
(１ )翻 訳 後 修 飾 が 一 生 物 内 の 少 な く と も 一 つ の シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 活 性 化 を 表 す 少 な く と
も 一 種 の タ ン パ ク 質 を 同 定 し ；
(２ )該 タ ン パ ク 質 の 各 々 、 又 は 該 翻 訳 後 修 飾 の た め の 少 な く と も 一 つ の 部 位 を 含 む そ の 断
片 に 対 す る 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 し ；
(３ )(２ )で 同 定 さ れ た 該 Ｐ Ｅ Ｔ の 各 々 に 対 す る 少 な く と も 一 種 の 捕 捉 剤 を 生 成 し 、 該 捕 捉
剤 の 各 々 は 、 該 捕 捉 剤 が 生 成 さ れ た 該 Ｐ Ｅ Ｔ の 一 つ に 特 異 的 に 結 合 し ；
(４ )固 体 支 持 体 上 に (３ )で 生 成 さ れ た 捕 捉 剤 の ア レ イ を 製 作 し 、 該 捕 捉 剤 の 各 々 は 、 該 固
体 支 持 体 の 異 な る 別 々 の 領 域 に 結 合 さ れ ；
(５ )(４ )の 該 捕 捉 剤 の ア レ イ を 、 商 業 的 及 び ／ 又 は 学 術 的 研 究 室 に お け る 診 断 及 び ／ 又 は
研 究 用 途 の た め に パ ッ ケ ー ジ 化 す る 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 (４ )の 捕 捉 剤 の ア レ イ 又 は (５ )の 捕 捉 剤 の パ ッ ケ ー ジ 化 さ れ た ア レ イ の 潜 在 的 顧 客 及 び
／ 又 は 販 売 業 者 へ の マ ー ケ テ ィ ン グ を 更 に 含 む 、 請 求 項 ８ ９ に 記 載 の 事 業 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 (４ )の 捕 捉 剤 の ア レ イ 又 は (５ )の 捕 捉 剤 の パ ッ ケ ー ジ 化 さ れ た ア レ イ を 顧 客 及 び ／ 又 は
販 売 業 者 に 販 売 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ８ ９ に 記 載 の 事 業 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 研 究 及 び 開 発 に お け る マ ー ケ テ ィ ン グ の た め に 捕 捉 剤 の ア レ イ を 生 成 す る た め の 事 業 方
法 で あ っ て 、 下 記 を 含 む 当 該 事 業 方 法 ：
(１ )翻 訳 後 修 飾 が 一 生 物 内 の 少 な く と も 一 つ の シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 活 性 化 を 表 す 少 な く と
も 一 種 の タ ン パ ク 質 を 同 定 し ；
(２ )該 タ ン パ ク 質 の 各 々 又 は 翻 訳 後 修 飾 の た め の 少 な く と も 一 つ の 部 位 を 含 む そ の 断 片 に
対 す る 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 し ；
(３ )第 三 者 に 、 (２ )で 同 定 さ れ た 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 製 造 し 又 は 利 用 す る 権 利 を ラ
イ セ ン ス す る 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 宿 主 動 物 を 、 タ ン パ ク 質 の 存 在 又 は 過 剰 発 現 と 関 連 す る 病 気 に 対 し て 免 疫 化 す る 方 法 で
あ っ て 、 下 記 を 含 む 当 該 方 法 ：
(１ )該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 該 宿 主 動 物 の プ ロ テ オ ー ム
内 の 該 タ ン パ ク 質 に ユ ニ ー ク な 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 し ；
(２ )(１ )で 同 定 さ れ た 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 含 む ペ プ チ ド 免 疫 原 を 該 宿 主 動 物 に 投 与
す る 。
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【 請 求 項 ９ ４ 】
　 前 記 の 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 、 前 記 の 宿 主 動 物 に 、 該 宿 主 動 物 の 免 疫 応 答 を 増 進 さ
せ る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 配 合 物 で 投 与 す る 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 前 記 の 配 合 物 が 、 リ ポ 多 糖 類 (Ｌ Ｐ Ｓ )、 脂 質 Ａ 、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド (Ｍ Ｄ Ｐ )、 グ ル カ
ン 又 は サ イ ト カ イ ン か ら 選 択 す る 付 加 的 ア ジ ュ バ ン ト を 伴 っ て 又 は 伴 わ ず に リ ポ ソ ー ム を
含 む 、 請 求 項 ９ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 前 記 の サ イ ト カ イ ン が 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 又 は コ ロ ニ ー 刺 激 因 子
で あ る 、 請 求 項 ９ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 前 記 の 配 合 物 が 、 前 記 の 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を コ ー ド す る ウ イ ル ス 又 は 細 菌 性 ベ ク
タ ー を 含 む 、 請 求 項 ９ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 前 記 の タ ン パ ク 質 が 、 宿 主 動 物 と は 異 な る 生 物 に 由 来 す る 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 前 記 の タ ン パ ク 質 が 、 腫 瘍 細 胞 、 感 染 性 因 子 又 は 寄 生 性 因 子 に 由 来 す る 、 請 求 項 ９ ３ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 前 記 の 感 染 性 因 子 が 、 Ｓ Ａ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 免 疫 組 織 化 学 で 使 用 す る た め の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 生 成 す る 方 法 で あ
っ て 、 該 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 該 マ ー カ ー タ ン
パ ク 質 に ユ ニ ー ク な 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る こ と を 含 み 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ が 該 マ ー カ
ー タ ン パ ク 質 の 表 面 に 位 置 さ れ た 、 当 該 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 該 Ｐ Ｅ Ｔ が 、 免 疫 組 織 化 学 で 用 い る 固 定 条 件 下 で 架 橋 形 成 す る こ と の 知 ら れ た 残 基 を 排
除 す る 、 請 求 項 １ ０ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 試 料 中 の 関 連 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー を 同 時 に 明 確 に 検 出 ／ 定 量 す る 方 法 で あ っ て 、 下
記 を 含 む 当 該 方 法 ：
(１ )タ ン パ ク 質 の 試 料 中 に 存 在 す る こ と が 予 想 さ れ る 関 連 タ ン パ ク 質 の 該 フ ァ ミ リ ー に つ
い て の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 該 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー に ユ ニ ー ク な
共 通 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 同 定 し ；
(２ )該 共 通 Ｐ Ｅ Ｔ に 選 択 的 且 つ 特 異 的 に 結 合 す る 捕 捉 剤 を 生 成 し ；
(３ )該 試 料 を (２ )で 同 定 さ れ た 捕 捉 剤 と 接 触 さ せ ； そ し て
(４ )該 捕 捉 剤 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 し 及 び ／ 又 は そ の 量 を 測 定 す る こ と を 含
み 、 そ れ に よ り 、 該 試 料 中 の 関 連 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー を 同 時 に 検 出 ／ 定 量 す る 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 前 記 の 関 連 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー が 、 ス テ ッ プ (３ )の 前 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 又 は 化 学 薬
剤 に よ り 変 性 さ れ て 消 化 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 前 記 の 関 連 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー の 各 メ ン バ ー に ユ ニ ー ク な 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ
を 同 定 し て 、 当 該 各 メ ン バ ー の 検 出 ／ 定 量 を 促 進 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ０ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 前 記 の 関 連 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー が 、 関 連 す る キ ナ ー ゼ 又 は サ イ ト カ イ ン の フ ァ ミ リ
ー を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 前 記 の 試 料 が 、 唾 液 、 粘 液 、 汗 、 全 血 液 、 血 清 、 尿 、 羊 水 、 生 殖 器 液 、 糞 便 、 骨 髄 、 血
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漿 、 脊 髄 液 、 囲 心 腔 液 、 胃 液 、 腹 液 、 腹 膜 腔 液 、 胸 膜 液 、 滑 液 、 嚢 胞 液 、 脳 脊 髄 液 、 肺 洗
浄 液 、 リ ン パ 液 、 涙 、 前 立 腺 液 、 他 の 身 体 部 分 か ら の 抽 出 液 、 又 は 他 の 腺 か ら の 分 泌 物 か
ら 選 択 す る 体 液 で あ り ； 又 は 上 清 、 全 細 胞 溶 解 物 、 又 は 細 胞 画 分 (細 胞 性 物 質 の 溶 解 及 び
分 画 に よ り 得 ら れ る )、 生 物 学 的 実 在 物 又 は 人 工 的 環 境 で 成 長 し た 細 胞 か ら 直 接 得 ら れ る
細 胞 の 抽 出 物 又 は 画 分 か ら 選 択 す る 体 液 で あ る 、 請 求 項 １ ０ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 試 料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 の Ｐ Ｅ Ｔ と 関 係 す る 検 出 ／ 定 量 に お け る 利 用 の た め に 試 料 を 処
理 す る 方 法 で あ っ て 、 該 試 料 の 全 タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ る こ と 、 及 び ／ 又 は 該 試 料 の 全 タ
ン パ ク 質 を プ ロ テ ア ー ゼ 、 化 学 的 薬 剤 、 物 理 的 剪 断 、 又 は 超 音 波 処 理 に よ っ て 断 片 化 す る
こ と を 含 む 、 当 該 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 前 記 の 変 性 が 、 熱 変 性 又 は 化 学 的 変 性 で あ る 、 請 求 項 １ ０ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 前 記 の 熱 変 性 で 、 そ の 後 又 は 同 時 に 、 熱 安 定 性 プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い る タ ン パ ク 質 分 解 を
行 な う 、 請 求 項 １ ０ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 前 記 の 熱 変 性 が 、 ２ サ イ ク ル 以 上 の 熱 変 性 と 、 そ の 後 の プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 を 含 む 、 請 求
項 １ ０ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 前 記 の ２ サ イ ク ル 以 上 の 熱 変 性 の 各 々 が 、 約 ９ ０ ℃ で 変 性 さ せ た 後 に 、 約 ５ ０ ℃ で プ ロ
テ ア ー ゼ 消 化 を 行 な う こ と に よ り 実 施 さ れ る 、 請 求 項 １ １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 前 記 の 断 片 化 が 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 ペ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 カ ル ボ キ シ ペ プ
チ ダ ー ゼ 、 カ ル パ イ ン 、 ズ ブ チ リ シ ン 、 ｇ ｌ ｕ ｃ － Ｃ 、 エ ン ド ｌ ｙ ｓ － Ｃ 、 又 は プ ロ テ イ
ナ ー ゼ Ｋ か ら 選 択 す る プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 行 な わ れ る 、 請 求 項 １ ０ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 前 記 の 試 料 が 、 唾 液 、 粘 液 、 汗 、 全 血 液 、 血 清 、 尿 、 羊 水 、 生 殖 器 液 、 糞 便 、 骨 髄 、 血
漿 、 脊 髄 液 、 囲 心 腔 液 、 胃 液 、 腹 液 、 腹 膜 腔 液 、 胸 膜 液 、 滑 液 、 嚢 胞 液 、 脳 脊 髄 液 、 肺 洗
浄 液 、 リ ン パ 液 、 涙 、 前 立 腺 液 、 他 の 身 体 部 分 か ら の 抽 出 液 、 又 は 他 の 腺 か ら の 分 泌 物 か
ら 選 択 す る 体 液 で あ り ； 又 は 上 清 、 全 細 胞 溶 解 物 、 又 は 細 胞 画 分 (細 胞 性 物 質 の 溶 解 及 び
分 画 に よ り 得 ら れ る )、 生 物 学 的 実 在 物 又 は 人 工 的 環 境 で 成 長 し た 細 胞 か ら 直 接 得 ら れ る
細 胞 の 抽 出 物 又 は 画 分 か ら 選 択 す る 体 液 で あ る 、 請 求 項 １ ０ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 前 記 の 標 的 タ ン パ ク 質 が 、 前 記 の 試 料 中 の 他 の タ ン パ ク 質 と 複 合 体 又 は 凝 集 体 を 形 成 し
又 は 形 成 す る 傾 向 が あ る 、 請 求 項 １ ０ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 前 記 の 標 的 タ ン パ ク 質 が 、 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ １ ５ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 表 Ｓ Ａ Ｒ Ｓ に 列 記 し た 、 Ｓ Ａ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス 特 異 的 な Ｐ Ｅ Ｔ ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 に 特 異 的 な 抗 体 を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、 下 記 ：
(１ )動 物 に 該 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 免 疫 原 を 投 与 し ；
(２ )該 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 に 特 異 的 な 抗 体 を 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 断 片 を 利 用 し て ス ク リ
ー ニ ン グ す る
こ と を 含 み 、 該 ペ プ チ ド 断 片 は 、 予 想 さ れ た 通 り に 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 の 処
理 か ら 生 成 す る 、 当 該 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 前 記 の ペ プ チ ド 免 疫 原 が 、 本 質 的 に 、 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 か ら な る 、 請 求 項 １ １ ８ に 記 載
の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 の Ｎ 又 は Ｃ 末 端 、 又 は 両 方 が 、 遊 離 の Ｎ 又 は Ｃ 末 端 、 又 は 両 方 を 排 除
す る た め に ブ ロ ッ ク さ れ る 、 請 求 項 １ １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 一 種 よ り 多 く の ペ プ チ ド 免 疫 原 (各 々 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む )を 、 前 記 の 動 物 に 投 与 す る
、 請 求 項 １ １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 前 記 の 一 種 よ り 多 く の ペ プ チ ド 免 疫 原 が 、 種 々 の タ ン パ ク 質 に 由 来 す る Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含
む 、 請 求 項 １ ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 前 記 の ペ プ チ ド 免 疫 原 が 、 一 種 よ り 多 く の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ １ ８ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 前 記 の 一 種 よ り 多 く の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 が 、 短 い リ ン カ ー 配 列 に よ っ て 、 結 合 さ れ る 、 請 求 項
１ ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 前 記 の 一 種 よ り 多 く の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 が 、 種 々 の タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ ２ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 ゲ ノ ム 研 究 は 、 遺 伝 子 配 列 決 定 法 の 進 歩 及 び 遺 伝 子 、 そ れ ら が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 及
び そ れ ら が 関 与 す る 経 路 の 研 究 の た め の 高 ス ル ー プ ッ ト な 方 法 の 増 大 す る 利 用 可 能 性 の お
か げ で 、 今 や 、 「 産 業 的 」 速 度 と 規 模 に 達 し て い る 。 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ の 開 発 は 、 遺
伝 子 発 現 並 び に ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 変 異 の 大 規 模 に パ ラ レ ル な 研 究 を 可 能 に し た 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ は 、 進 歩 し た 医 学 診 断 に お け る 見 込 み を 示 し た 。 一 層 詳 細 に は 、
幾 つ か の グ ル ー プ は 、 正 常 組 織 と 病 気 の 組 織 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 全 ゲ ノ ム レ ベ ル で 比
較 し た 場 合 に 、 特 定 の 病 気 に 特 徴 的 な 発 現 パ タ ー ン を 認 め る こ と が で き る こ と を 示 し た 。
Bittner等 、 (2000)  406:536-540; Clark等 、 (2000)  406:532-535; Huang
等 、 (2000)  294:870-875; 及 び Hughes等 、 (2000)  102;109-126。 例 え ば 、
悪 性 型 の 前 立 腺 癌 の 患 者 に 由 来 す る 組 織 試 料 は 、 こ の 病 気 の 中 位 の 悪 性 型 の 患 者 に 由 来 す
る 組 織 試 料 に 対 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 パ タ ー ン の 認 識 で き る 差 異 を 示 す 。 Dhanasekaran等 、 (2
000) Nature 412 (2001), 822-826頁 参 照 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し な が ら 、 James Watsonが 最 近 指 摘 し た よ う に 、 タ ン パ ク 質 は 、 実 際 、 「 生 物 学 に
お け る 役 者 」 で あ る (「 A Cast of Thousands」 Nature Biotechnology 2003年 3月 )。 一 層
魅 力 的 な ア プ ロ ー チ は 、 鍵 と な る タ ン パ ク 質 を 直 接 モ ニ タ ー す る こ と で あ ろ う 。 こ れ ら は
、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ り 同 定 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー で あ っ て よ い 。 こ の 場 合 、
必 要 と さ れ る ア ッ セ イ は 、 比 較 的 単 純 で あ っ て よ く 、 ５ ～ １ ０ の タ ン パ ク 質 を 調 べ る だ け
で よ い 。 他 の ア プ ロ ー チ は 、 血 液 、 唾 液 又 は 尿 な ど の 直 接 的 分 析 な ど の た め に 、 数 百 又 は
数 千 の タ ン パ ク 質 の 特 徴 を 検 出 す る ア ッ セ イ を 利 用 す る こ と で あ る 。 身 体 が 特 定 の 病 気 に
対 し て 特 定 の 仕 方 で 反 応 し て 、 複 雑 な デ ー タ セ ッ ト 中 に 個 別 的 な 「 生 体 識 別 特 性 」 例 え ば
血 中 の ５ ０ ０ の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 生 成 す る と 考 え る こ と は 妥 当 な こ と で あ る 。 殆 ど の
病 気 を 診 断 す る た め に 利 用 で き る 、 未 来 に お け る 単 一 の 血 液 検 査 を 想 像 す る こ と が で き よ
う 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 基 礎 研 究 用 ツ ー ル と し て の 大 規 模 な タ ン パ ク 質 検 出 ア ッ セ イ の 開 発 の 動 機 付 け は 、 医 学
的 診 断 の た め の そ れ ら の 開 発 の 動 機 付 け と は 異 な っ て い る 。 生 体 識 別 特 性 の 有 用 性 は 、 遺
伝 的 、 生 理 的 又 は 環 境 的 刺 激 に 対 す る 細 胞 応 答 の 分 子 的 基 礎 を 理 解 す る た め に 研 究 者 が 望
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む 一 面 で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ は 、 こ の 役 割 に お い て 十 分 な 仕 事 を す る が 、 タ ン パ
ク 質 の 検 出 は 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 一 層 正 確 な 測 定 を 可 能 に す る で あ ろ う し 、 一 層 重 要 な
こ と に は 、 種 々 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 又 は イ ソ 型 の 存 在 を 定 量 す る た め に デ ザ イ ン す る こ と
が で き よ う 。 こ れ ら の 事 象 は 、 し ば し ば 、 タ ン パ ク 質 活 性 に 著 し い 効 果 を 有 す る が 、 該 事
象 に 対 し て は 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ は 、 大 抵 又 は 完 全 に 盲 目 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ れ は 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 行 な わ れ る べ き 類 似 の 実 験 を 可 能 に す る タ ン パ ク 質 検 出 用
マ イ ク ロ ア レ イ (Ｐ Ｄ Ｍ )な ど の 装 置 の 開 発 に 、 特 に 、 数 百 又 は 数 千 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル
を 同 時 に モ ニ タ ー す る こ と の で き る 装 置 の 開 発 に 大 き な 関 心 を 誘 発 し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 前 に 、 Ｐ Ｄ Ｍ は 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ の 複 雑 さ に 近 い も の さ え 存 在 し て い な
い 。 大 規 模 に パ ラ レ ル な (例 え ば 、 細 胞 全 体 又 は プ ロ テ オ ー ム 全 体 の )タ ン パ ク 質 検 出 へ の
現 在 の ア プ ロ ー チ に は 幾 つ か の 問 題 が あ る 。 第 一 に 、 試 薬 生 成 が 困 難 で あ る ： 生 物 体 内 の
各 タ ン パ ク 質 に 対 す る 検 出 剤 を 単 離 す る た め に 個 々 の 標 的 タ ン パ ク 質 を 単 離 し 、 次 い で 、
精 製 し た タ ン パ ク 質 に 対 す る 検 出 剤 を 開 発 す る 必 要 が あ る 。 ヒ ト の 体 内 の タ ン パ ク 質 の 数
は 、 現 在 、 約 ３ ０ ， ０ ０ ０ と 見 積 も ら れ て い る の で 、 こ れ は 、 多 く の 時 間 (数 年 )と 供 給 源
を 必 要 と す る 。 そ の 上 更 に 、 ネ イ テ ィ ブ な タ ン パ ク 質 に 対 す る 検 出 剤 は 、 該 検 出 剤 が 認 識
す る の が タ ン パ ク 質 の ど の 部 分 で あ る の か を 知 る こ と が 困 難 な 仕 事 で あ る の で 、 一 層 限 定
さ れ て い な い 特 異 性 を 有 す る 。 こ の 問 題 は 、 多 数 の 検 出 剤 を 一 緒 に 整 列 さ せ た 場 合 に か な
り の 交 差 反 応 性 を 引 き 起 こ し 、 大 規 模 な タ ン パ ク 質 検 出 用 ア レ イ を 構 築 す る こ と を 困 難 に
し て い る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 典 型 的 に は 、 生 物 学 的 試 料 中 に 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の み を 含 む
。 そ れ ら は 、 し ば し ば 、 現 在 偏 在 性 が 認 め ら れ て い る ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 区 別 す る こ と が
で き な い 。 そ れ ら は 、 オ ル ガ ネ ラ 若 し く は 細 胞 膜 に 結 合 し 又 は 試 料 を 検 出 の た め に 処 理 す
る 際 に 不 溶 性 で あ る 多 数 の タ ン パ ク 質 を 排 除 す る 。 第 三 に 、 現 在 の 方 法 は 、 す べ て の タ ン
パ ク 質 に 対 し 又 は す べ て の 型 の 生 物 学 的 試 料 に 対 し て 一 般 的 な も の で は な い 。 タ ン パ ク 質
は 、 化 学 的 特 性 に お い て 、 全 く 広 範 に 変 化 す る 。 タ ン パ ク 質 の グ ル ー プ は 、 そ れ ら を 検 出
の た め に 安 定 に 可 溶 性 に 保 つ た め に 異 な る 処 理 条 件 を 必 要 と す る 。 一 つ の 条 件 は 、 す べ て
の タ ン パ ク 質 に 適 当 で は あ り え な い 。 更 に 、 生 物 学 的 試 料 は 、 そ れ ら の 化 学 的 性 質 に お い
て 変 化 す る 。 同 じ と 考 え ら れ た 個 々 の 細 胞 は 、 そ れ ら の 生 成 及 び 最 終 的 な 死 の 過 程 に お い
て 異 な る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 。 尿 及 び 血 清 の よ う な 生 理 学 的 液 体 は 、 比 較 的 単 純 で あ る
が 、 生 検 組 織 試 料 は 、 非 常 に 複 雑 で あ る 。 各 型 の 試 料 を 処 理 し て 、 最 大 の タ ン パ ク 質 可 溶
化 及 び 安 定 化 を 達 成 す る た め に は 、 種 々 の プ ロ ト コ ー ル が 必 要 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 現 在 の 検 出 方 法 は 、 一 様 に 全 タ ン パ ク 質 に わ た っ て 有 効 で は な く 又 は 多 数 の タ ン パ ク 質
(例 え ば 、 ＞ ５ ， ０ ０ ０ )の 同 時 の 検 出 を 可 能 に す る た め に 高 度 に 多 重 化 さ れ え な い 。 光 学
的 検 出 方 法 は 、 費 用 に 対 し 最 も 効 率 の よ い 方 法 で あ ろ う が 、 種 々 の タ ン パ ク 質 に わ た る 一
様 性 に 欠 け て い る 。 試 料 中 の タ ン パ ク 質 は 、 染 料 分 子 で 標 識 し な け れ ば な ら ず 、 タ ン パ ク
質 の 異 な る 化 学 的 特 性 は 、 標 識 の 効 率 の 不 一 致 へ と 導 く 。 標 識 は 又 、 検 出 剤 と 分 析 物 タ ン
パ ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 に 干 渉 し て 、 定 量 に お け る 更 な る 誤 り へ と 導 き う る 。 非 光 学 的 検
出 方 法 は 、 開 発 さ れ て い る が 、 計 器 装 備 が 全 く 高 価 で あ り 、 中 位 の 多 さ の 試 料 (例 え ば 、
＞ １ ０ ０ 試 料 )の パ ラ レ ル 検 出 の た め の 多 重 化 さ え 非 常 に 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 現 在 の 技 術 の 他 の 問 題 は 、 そ れ ら が 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 形 成 、 タ ン パ ク 質 構 造 を 変 化 さ
せ る 多 数 の 酵 素 反 応 、 及 び タ ン パ ク 質 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 変 化 の 複 雑 な 網 を 含 む 細 胞 内 の
生 命 過 程 に よ っ て 悩 ま さ れ る こ と で あ る 。 こ れ ら の 過 程 は 、 試 料 中 に 存 在 す る こ と が 知 ら
れ た 結 合 部 位 を マ ス ク し 又 は 露 出 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 前 立 腺 特 異 的 な 抗 原 (Ｐ
Ｓ Ａ )は 、 遊 離 (未 結 合 )形 態 例 え ば プ ロ Ｐ Ｓ Ａ 、 Ｂ Ｐ Ｓ Ａ (Ｂ Ｐ Ｈ 結 合 し た 遊 離 Ｐ Ｓ Ａ )、
及 び 複 合 体 化 形 態 例 え ば Ｐ Ｓ Ａ － Ａ Ｃ Ｔ 、 Ｐ Ｓ Ａ － Ａ ２ Ｍ (Ｐ Ｓ Ａ － ア ル フ ァ － マ ク ロ グ
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ロ ブ リ ン )及 び Ｐ Ｓ Ａ － Ａ Ｐ Ｉ (Ｐ Ｓ Ａ － ア ル フ ァ 1 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー )を 含 む 多 く
の 形 態 で 血 清 中 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る (Stephan C.等 (2002) Urology 59:2-8参 照
)。 同 様 に 、 サ イ ク リ ン Ｅ は 、 完 全 長 の ５ ０ ｋ Ｄ タ ン パ ク 質 と し て の み な ら ず 、 ５ つ の 他
の 分 子 量 の 形 態 (３ ４ ～ ４ ９ ｋ Ｄ の 大 き さ )で も 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 事 実 、 低 分
子 量 形 態 の サ イ ク リ ン Ｅ は 、 乳 癌 に 対 し て 完 全 長 タ ン パ ク 質 よ り も 一 層 鋭 敏 な マ ー カ ー で
あ る と 考 え ら れ て い る (Keyomarsi K.等 (2002) N.Eng.J.Med.347(20):1566-1575参 照 )。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 検 出 ア ッ セ イ 前 の 試 料 の 収 集 及 び 取 扱 い も 又 、 試 料 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 の 性 質 に 影
響 を 与 え う る の で 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 能 力 に 影 響 を 与 え う る 。 Evans M.J.等
(2001) Clinical Biochemistry 34:107-112及 び Zhang D.J.等 (1998) Clinical Chemistry
 44(6):1325-1333に よ り 示 さ れ た よ う に 、 免 疫 ア ッ セ イ を 標 準 化 す る こ と は 、 試 料 の 取 扱
い 及 び 血 漿 又 は 血 清 中 の タ ン パ ク 質 の 安 定 性 の 可 変 性 の た め に 困 難 で あ る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｓ
Ａ 試 料 の 取 扱 い 例 え ば 試 料 の 凍 結 は 、 試 料 中 の 種 々 の 形 態 の Ｐ Ｓ Ａ の 安 定 性 及 び 相 対 的 レ
ベ ル に 影 響 を 与 え る (Leinonen J, Stenman UH (2000) Tumour Biol.21(1):46-53)。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 最 後 に 、 現 在 の 技 術 は 、 予 測 不 能 な 仕 方 で (例 え ば 、 分 析 エ ラ ー へ と 導 く こ と に よ り )免
疫 ア ッ セ イ の 結 果 に 影 響 を 与 え る 自 己 抗 体 の 存 在 に 悩 ま さ れ て い る (Fitzmaurice T.F.等  
(1998) Clinical Chemistry 44(10):2212-2214)。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ れ ら の 問 題 は 、 異 質 タ ン パ ク 質 抗 原 に 関 す る 免 疫 ア ッ セ イ を 標 準 化 す る こ と は 可 能 で
あ る の か ど う か と い う 疑 問 を 促 し た (Stenman U-H. (2001) Immunoassay Standardization
: Is it possible? Who is responsible? Who is capable? Clinical Chemistry 47(5) 8
15-820)。 従 っ て 、 当 分 野 に は 、 生 物 学 的 試 料 中 で 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 の 効 率 的 で 簡 単
な パ ラ レ ル 検 出 方 法 に 対 す る 、 特 に 、 タ ン パ ク 質 化 学 の 複 雑 さ に よ り 引 き 起 こ さ れ る 不 正
確 さ を 克 服 す る こ と の で き る 方 法 に 対 す る 、 及 び 所 与 の 細 胞 型 に お い て 所 与 の 時 点 で 発 現
さ れ る タ ン パ ク 質 の す べ て 又 は 主 要 部 を 検 出 す る こ と の で き る 方 法 に 対 す る 、 又 は 生 物 学
的 試 料 に お い て 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の プ ロ テ オ ー ム ワ イ ド の 検 出 及 び 定 量 に 対 す る 大 き
な 要 求 が 存 在 し て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 再 現 性 の あ る タ ン パ ク 質 の 検 出 及 び 定 量 (例 え ば 、 複 雑 な 生 物 学 的 試 料 中 で
の パ ラ レ ル 検 出 及 び 定 量 )の た め の 方 法 及 び 試 薬 に 向 け ら れ て い る 。 本 発 明 の あ る 具 体 例
の 顕 著 な 特 徴 は 、 試 薬 生 成 の 複 雑 さ を 軽 減 し 、 生 物 体 内 の す べ て の タ ン パ ク 質 の ク ラ ス の
一 層 大 き い カ バ ー を 達 成 し 、 試 料 処 理 及 び 分 析 物 安 定 化 工 程 を 大 い に 単 純 化 し 、 そ し て 光
学 的 又 は 他 の 自 動 化 検 出 法 に よ る 効 果 的 で 信 頼 性 の あ る パ ラ レ ル 検 出 、 及 び タ ン パ ク 質 及
び ／ 又 は 翻 訳 後 修 飾 さ れ た 形 態 の 定 量 を 可 能 に し 、 そ し て 大 規 模 な プ ロ テ オ ー ム ワ イ ド の
タ ン パ ク 質 検 出 の た め の 最 少 の 交 差 反 応 性 及 び 十 分 限 定 さ れ た 特 異 性 を 有 す る 標 準 化 さ れ
た タ ン パ ク 質 捕 捉 剤 の 多 重 化 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 具 体 例 は 又 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 多 数 の 形 態 で の 存 在 (例 え ば 、 様 々 な 翻 訳
後 修 飾 さ れ た 形 態 又 は 様 々 な 複 合 体 化 し 若 し く は 凝 集 し た 形 態 )； 血 漿 又 は 血 清 な ど の 試
料 の 取 り 扱 い 及 び 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 安 定 性 の 可 変 性 ； 及 び 試 料 中 の 自 己 抗 体 の 存 在 に
よ り 引 き 起 こ さ れ る 検 出 方 法 に お け る 不 正 確 さ を も 克 服 す る 。 あ る 具 体 例 に お い て 、 標 的
化 断 片 化 プ ロ ト コ ー ル を 利 用 し て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 前 述 の 理 由 の 一 つ に よ り マ ス ク さ れ
て い る か も し れ な い 関 心 あ る タ ン パ ク 質 上 の 結 合 部 位 が 、 捕 捉 剤 と の 相 互 作 用 に 利 用 可 能
に な る こ と を 保 証 す る 。 他 の 具 体 例 に お い て は 、 変 化 し た (或 は 、 隠 れ た )Ｐ Ｅ Ｔ 部 分 を 溶
媒 に 接 近 さ せ て 捕 捉 剤 と 相 互 作 用 で き る よ う に 、 こ れ ら の 試 料 タ ン パ ク 質 を 、 そ れ ら が 変
性 し 、 適 宜 、 ア ル キ ル 化 さ れ る 条 件 に か け る 。 結 果 と し て 、 本 発 明 は 、 増 大 し た 感 度 及 び
一 層 正 確 な タ ン パ ク 質 定 量 能 力 を 有 す る 検 出 方 法 を 与 え る 。 本 発 明 の こ の 利 点 は 、 例 え ば
、 タ ン パ ク 質 マ ー カ ー 型 の 病 気 を 検 出 す る ア ッ セ イ (例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ａ 又 は サ イ ク リ ン Ｅ ベ
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ー ス の ア ッ セ イ )に お い て 、 こ れ ら の ア ッ セ イ の 予 測 値 、 感 度 及 び 再 現 性 に 改 良 を 与 え る
の で 、 特 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 は 、 す べ て の 試 料 か ら の す べ て の タ ン パ ク 質 に つ い て の 検
出 及 び 測 定 ア ッ セ イ を 標 準 化 す る こ と が で き る 。
　 例 え ば 、 Punglia等 (N.Engl.J.Med. 349(4): 335-42, 7月 、 2003年 )に よ る 最 近 の 研 究 は
、 標 準 的 な Ｐ Ｓ Ａ ベ ー ス の 前 立 腺 癌 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 、 生 検 を 行 な う た め の Ｐ Ｓ
Ａ の 閾 値 を ４ ． １ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ に 設 定 し た な ら ば 、 若 年 者 の 癌 の ８ ２ パ ー セ ン ト 及 び 年 配 者
の 癌 の ６ ５ パ ー セ ン ト が 見 落 と さ れ る で あ ろ う と い う こ と を 示 し た 。 そ れ 故 、 前 立 腺 生 検
を 推 奨 す る た め の Ｐ Ｓ Ａ の 一 層 低 い 閾 値 レ ベ ル は 、 特 に 若 年 者 に お い て 、 Ｐ Ｓ Ａ 試 験 の 臨
床 値 を 改 善 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 一 層 低 い 検 出 限 界 で は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
が 重 大 な 問 題 と な り う る 。 も し ア ッ セ イ の 感 度 ／ 選 択 性 を 、 例 え ば 本 発 明 の 方 法 に よ っ て
改 善 す る こ と が で き れ ば 、 非 常 に 有 利 で あ る 。
　 特 定 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 試 料 中 の 特 定 の 改 変 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 し
て 定 量 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 般 的 な 意 味 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 ペ プ チ ド 断 片 上 の 改 変
部 位 と 独 自 に 関 連 す る Ｕ Ｒ Ｓ 又 は Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ を 次 い で 捕 捉
し て 、 特 異 的 な 捕 捉 試 薬 に よ っ て 検 出 ／ 定 量 す る こ と の で き る 当 該 方 法 を 提 供 す る 。 こ の
方 法 は 、 例 え ば リ ン 抗 体 に よ っ て 確 実 に 検 出 で き る 限 り 、 事 実 上 す べ て の 種 類 の 翻 訳 後 修
飾 (リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 な ど を 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら れ な い )に 適 用 さ れ る 。 こ の 方 法
は 又 、 同 一 タ ン パ ク 質 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 型 の 検 出 に も 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 個 々 の タ ン パ ク 質 中 に 存 在 す る ユ ニ ー ク 認 識 配 列 (Ｕ
Ｒ Ｓ )又 は プ ロ テ オ ー ム エ ピ ト ー プ タ グ (Ｐ Ｅ Ｔ )の 利 用 が 、 個 々 の タ ン パ ク 質 の 再 現 可 能
な 検 出 及 び 定 量 を 、 生 物 学 的 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 環 境 中 で パ ラ レ ル に 可 能 に し う る と い
う 理 解 に 基 づ い て い る 。 こ の Ｐ Ｅ Ｔ ベ ー ス の ア プ ロ ー チ の 結 果 と し て 、 こ の 発 明 の 方 法 は
、 特 異 的 タ ン パ ク 質 を 、 分 析 の た め に 全 タ ン パ ク 質 の 保 存 を 必 要 と せ ず そ の ネ イ テ ィ ブ な
三 次 構 造 さ え も 必 要 と し な い 仕 方 で 検 出 す る 。 そ の 上 、 こ の 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 膜 に 結 合
し た 又 は オ ル ガ ネ ラ 膜 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 な ど の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 試 料 中 の 殆 ど
の 又 は す べ て の タ ン パ ク 質 の 検 出 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 又 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 が 、 特 異 的 生 物 体 の プ ロ テ オ ー ム
に 特 徴 的 な プ ロ テ オ ー ム エ ピ ト ー プ タ グ と し て 役 立 ち う る し 、 特 異 的 生 物 体 の 認 識 及 び 検
出 を 可 能 に で き る と い う 理 解 に も 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 又 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 予 め 定 め た 特 異 性 を 有 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 剤 (例 え
ば 、 抗 体 )を 、 限 定 さ れ た 短 い 長 さ の ペ プ チ ド に つ き 生 成 す る こ と が で き 、 抗 体 が タ ン パ
ク 質 又 は ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 場 合 に は 、 ４ ～ ６ 個 (平 均 )の ア ミ ノ 酸 の み が 臨 界
的 で あ る と い う 理 解 に も 基 づ い て い る 。 例 え ば 、 Lerner RA (1984) 
. 36:1-45を 参 照 さ れ た い 。

【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 又 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 主 題 の 方 法 は 、 試 料 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 を 変 性
さ せ (熱 変 性 及 び ／ 又 は 化 学 的 変 性 を 含 む )且 つ ／ 又 は 断 片 化 さ せ (サ ー モ プ ロ テ ア ー ゼ に
よ る 消 化 を 含 む プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 な ど に よ る )、 そ う で な け れ ば 隠 れ た Ｐ Ｅ Ｔ (タ ン パ ク 質
複 合 体 ／ 凝 集 体 に お け る Ｐ Ｅ Ｔ を 含 む )が 溶 媒 に 近 づ く こ と の で き る タ ン パ ク 質 分 析 物 の
可 溶 性 の セ ッ ト を 生 成 す る こ と に よ っ て 、 再 現 可 能 で 正 確 な (ア ッ セ イ 内 で 及 び ア ッ セ イ
間 で )タ ン パ ク 質 の 測 定 を 与 え る と い う 理 解 に 基 づ い て い る 。
　 本 発 明 は 又 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 断 片 化 ペ プ チ ド 上 の Ｐ Ｅ Ｔ と 関 連 す る タ ン パ ク 質 改
変 は 、 関 連 し た Ｐ Ｅ Ｔ を 分 離 し て か ら 該 改 変 の 検 出 ／ 定 量 を 行 な う こ と に よ っ て 容 易 に 検
出 し て 定 量 す る こ と が で き る と い う 理 解 に も 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 従 っ て 、 一 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 生 物 体 プ ロ テ オ ー ム 中 の タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 膜 に
結 合 し た タ ン パ ク 質 )の 存 在 を 包 括 的 に 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 可 溶 性 の
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ポ リ ペ プ チ ド 分 析 物 の 集 合 を 生 成 す る よ う に 変 性 さ れ 且 つ ／ 又 は 断 片 化 さ れ た 試 料 を 用 意
す る こ と ； そ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 分 析 物 を 複 数 の 捕 捉 剤 (例 え ば 、 固 体 支 持 体 例 え ば ア レ
イ 上 に 固 定 化 さ れ た 捕 捉 剤 )と 、 捕 捉 剤 と 対 応 す る ユ ニ ー ク 認 識 配 列 と の 相 互 作 用 が 起 き
、 そ れ に よ り 生 物 体 プ ロ テ オ ー ム 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 が 包 括 的 に 検 出 さ れ る よ う な 条 件
下 で 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ の 方 法 は 、 例 え ば 、 診 断 (例 え ば 、 臨 床 診 断 又 は 環 境 診 断 )、 薬 物 送 達 、 タ ン パ ク 質 配
列 決 定 又 は タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に お い て 利 用 す る の に 適 し て い る 。 一 具 体 例 に お
い て 、 生 物 体 の プ ロ テ オ ー ム の 少 な く と も ５ ０ ％ 、 ５ ５ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ７
５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 又 は １ ０ ０ ％ は 、 整 列 さ れ た 捕 捉 剤 か ら 検 出 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 捕 捉 剤 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ を 捕 捉 す る タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 例 え ば 一 本 鎖 抗 体 、 人 工 タ ン
パ ク 質 、 Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 、 ア ロ ス テ リ ッ ク リ ボ ザ イ ム 、 小 型 分 子 又 は 電 子 工
学 的 手 段 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 試 験 す べ き 試 料 (例 え ば 、 ヒ ト 、 酵 母 、 マ ウ ス 、 Ｃ ． エ レ ガ ン ス 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ
バ エ 又 は ア ラ ビ ド プ シ ス ・ サ リ ア ナ 試 料 例 え ば 全 細 胞 溶 解 物 )を 、 タ ン パ ク 質 分 解 剤 を 利
用 し て 断 片 化 さ せ る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 分 解 剤 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 ア ミ ノ 酸
残 基 間 (即 ち 、 ポ リ ペ プ チ ド 開 裂 パ タ ー ン )で 予 想 さ れ た と お り に 開 裂 さ せ る こ と の で き る
任 意 の 薬 剤 で あ っ て よ い 。 こ の 開 裂 の 予 想 可 能 性 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー が 断 片 化 パ タ ー ン を
イ ン ・ シ リ コ で 生 成 す る こ と を 可 能 に し 、 こ れ は 、 試 料 に ユ ニ ー ク な Ｐ Ｅ Ｔ の 検 索 方 法 を
大 い に 助 成 す る で あ ろ う 。
　 本 発 明 の こ の 面 の 一 具 体 例 に よ れ ば 、 タ ン パ ク 質 分 解 剤 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 で あ る
。 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 例 に は 、 ト リ プ シ ン 、 カ ル パ イ ン 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 キ
モ ト リ プ シ ン 、 Ｖ ８ プ ロ テ ア ー ゼ 、 ペ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 ズ ブ チ リ シ ン 、 ト ロ ン ビ ン 、 エ
ラ ス タ ー ゼ 、 ｇ ｌ ｕ ｃ － Ｃ 、 ｅ ｎ ｄ ｏ  ｌ ｙ ｓ － Ｃ 又 は プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 、 カ ス パ ー ゼ １
、 カ ス パ ー ゼ ２ 、 カ ス パ ー ゼ ３ 、 カ ス パ ー ゼ ４ 、 カ ス パ ー ゼ ５ 、 カ ス パ ー ゼ ６ 、 カ ス パ ー
ゼ ７ 、 カ ス パ ー ゼ ８ 、 Ｍ ｅ ｔ Ａ Ｐ － ２ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス プ ロ テ ア ー ゼ 、 Ｈ Ｉ Ｖ プ ロ テ ア ー
ゼ な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ な い 。
　 下 記 の 表 は 、 種 々 の プ ロ テ ア ー ゼ を 利 用 す る ヒ ト の プ ロ テ オ ー ム に お け る ５ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ
の 分 析 結 果 を ま と め た も の で あ る 。 全 部 で ２ ３ ， ４ ４ ６ の 配 列 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 の 前
に タ グ を 付 け た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　 本 発 明 の こ の 面 の 他 の 具 体 例 に よ れ ば 、 タ ン パ ク 質 分 解 剤 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 性 化 学 剤
例 え ば シ ア ノ ゲ ン ブ ロ ミ ド 及 び ２ － ニ ト ロ － ５ － チ オ シ ア ノ ベ ン ゾ エ ー ト で あ る 。 更 に 別
の 具 体 例 に お い て は 、 試 験 試 料 の タ ン パ ク 質 を 、 物 理 的 剪 断 に よ っ て ； 超 音 波 処 理 に よ り
、 又 は こ れ ら の 若 し く は 他 の 処 理 ス テ ッ プ の 組 合 せ に よ っ て 断 片 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 あ る 具 体 例 に 関 す る 、 特 に 、 複 雑 な 試 料 を 分 析 す る 場 合 に 重 要 な こ と は 、 ユ ニ ー ク 認 識
配 列 と し て 役 立 つ ペ プ チ ド 好 ま し く は 可 溶 性 ペ プ チ ド を 再 現 可 能 に 生 成 す る こ と の 知 ら れ
た 断 片 化 プ ロ ト コ ー ル を 開 発 す る こ と で あ る 。 こ の 断 片 化 か ら 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 分
析 物 の 集 合 は 、 ５ ～ ３ ０ 、 ５ ～ ２ ０ 、 ５ ～ １ ０ 、 １ ０ ～ ２ ０ 、 ２ ０ ～ ３ ０ 又 は １ ０ ～ ３ ０

10

20

30

40

50

(16) JP 2007-511837 A 2007.5.10



ア ミ ノ 酸 長 又 は そ れ よ り 長 く て よ い 。 上 に 列 挙 し た 値 の 中 間 の 範 囲 (例 え ば 、 ７ ～ １ ５ 又
は １ ５ ～ ２ ５ )も 又 、 こ の 発 明 の 部 分 で あ る 。 例 え ば 、 上 に 列 挙 し た 何 れ か の 値 の 組 合 せ
を 上 限 及 び ／ 又 は 下 限 と し て 利 用 す る 範 囲 は 、 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 は 、 直 鎖 状 配 列 又 は 非 隣 接 配 列 で あ っ て よ く 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、
９ 、 １ ０ 、 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 又 は
３ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ っ て よ い 。 あ る 具 体 例 に お い て は 、 こ の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 は 、 配 列 番
号 ： １ ～ ５ ４ ６ よ り な る 群 又 は そ の 部 分 集 合 か ら 選 択 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 検 出 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 病 原 性 生 物 体 例 え ば 炭 疽 菌 、 天 然 痘 、 コ
レ ラ 毒 素 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 α 毒 素 、 志 賀 菌 毒 素 、 細 胞 傷 害 性 壊 死 因 子 １ 、 大 腸 菌 熱 安 定 性
毒 素 、 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 、 又 は 破 傷 風 神 経 毒 素 に 特 徴 的 な も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 他 の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 、 好 ま し く は 同 時 に 検 出 す る
方 法 又 は 多 数 の タ ン パ ク 質 の パ ラ レ ル 検 出 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド
分 析 物 の 集 合 を 生 成 す る よ う に 変 性 さ れ 且 つ ／ 又 は 断 片 化 さ れ た 試 料 を 用 意 す る こ と ； 複
数 の 捕 捉 剤 が 結 合 さ れ た 複 数 の 別 個 の 領 域 を 有 す る 支 持 体 を 含 む ア レ イ を 用 意 す る こ と (
各 捕 捉 剤 は 、 異 な る 別 個 の 領 域 に 結 合 さ れ 、 各 捕 捉 剤 は 、 タ ン パ ク 質 内 の ユ ニ ー ク 認 識 配
列 を 認 識 し て 相 互 作 用 す る こ と が で き る )； 捕 捉 剤 の ア レ イ を ポ リ ペ プ チ ド 分 析 物 と 接 触
さ せ る こ と ； 及 び 何 れ の 個 別 の 領 域 が 試 料 へ の 特 異 的 結 合 を 示 し た か を 測 定 し 、 そ れ に よ
り 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 更 に 説 明 す る と 、 本 発 明 は 、 パ ッ ケ ー ジ さ れ た タ ン パ ク 質 検 出 用 ア レ イ を 提 供 す る 。 か
か る ア レ イ に は 、 複 数 の 特 徴 を 有 す る ア ド レ ス 可 能 ア レ イ が 含 ま れ 、 各 特 長 は 、 分 析 物 タ
ン パ ク 質 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 (Ｕ Ｒ Ｓ )又 は Ｐ Ｅ Ｔ と 、 例 え ば 、 分 析 物 タ ン パ ク 質 が 、 タ ン
パ ク 質 分 解 及 び ／ 又 は 変 性 に よ り 生 成 さ れ た 可 溶 性 タ ン パ ク 質 で あ る 条 件 下 で 選 択 的 に 相
互 作 用 す る 別 個 の 種 類 の 捕 捉 剤 を 含 む 。 こ の ア レ イ の 特 徴 は 、 分 析 物 と 捕 捉 剤 と の 間 の 相
互 作 用 の 正 体 を 与 え る パ タ ー ン で 又 は 標 識 を 配 列 さ れ て 、 例 え ば 、 試 料 中 に 存 在 す る タ ン
パ ク 質 の 正 体 及 び ／ 又 は 量 を 確 認 す る こ と で あ る 。 こ の パ ッ ケ ー ジ さ れ た ア レ イ に は 又 、
(ｉ )ア ド レ ス 可 能 ア レ イ を 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ド 主 鎖 位 置 で の 変 性 及 び ／ 又 は 開 裂 に よ り
生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 分 析 物 を 含 む 試 料 と 接 触 さ せ ； (ii)該 ポ リ ペ プ チ ド 分 析 物 と 該 捕
捉 剤 部 分 と の 相 互 作 用 を 検 出 し ； そ し て (iii)ポ リ ペ プ チ ド 分 析 物 の 又 は そ れ ら が 由 来 し
た ネ イ テ ィ ブ な タ ン パ ク 質 の 正 体 を 、 捕 捉 剤 部 分 と の 相 互 作 用 に 基 づ い て 測 定 す る た め の
指 示 も 含 ま れ う る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 尚 更 な る 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 分
析 物 の 集 合 を 生 成 す る よ う に 変 性 さ れ 且 つ ／ 又 は 断 片 化 さ れ た 試 料 を 用 意 し ； そ の 試 料 を
複 数 の 捕 捉 剤 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 各 捕 捉 剤 が 、 タ ン パ ク 質 中
の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 を 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 が 検 出 さ れ る よ う な 条 件 下 で 認 識 し て
、 該 配 列 と 相 互 作 用 す る こ と の で き る 当 該 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 他 の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 、 複 数 の 捕 捉 剤 が 結 合 さ れ た
複 数 の 別 個 の 領 域 (特 徴 )を 有 す る 支 持 体 を 含 む 捕 捉 剤 の ア レ イ を 用 意 し ； 該 ア レ イ を 該 試
料 と 接 触 さ せ ； そ し て 何 れ の 別 個 の 領 域 が 該 試 料 へ の 特 異 的 結 合 を 示 す か を 測 定 し 、 そ れ
に よ り 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 の
複 数 の 捕 捉 剤 が 、 生 物 体 プ ロ テ オ ー ム の 少 な く と も ５ ０ ％ と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 当
該 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 更 な る 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 生 物 体 プ ロ テ オ ー ム 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 、 タ ン パ ク
質 を 含 む 試 料 を 用 意 し て 、 該 試 料 を 、 複 数 の 捕 捉 剤 と 、 該 捕 捉 剤 と 対 応 す る ユ ニ ー ク 認 識
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配 列 と の 相 互 作 用 が 起 き 、 そ れ に よ り 生 物 体 プ ロ テ オ ー ム 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 が 包 括 的
に 検 出 さ れ る よ う な 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 包 括 的 に 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 他 の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 複 数 の 捕 捉 剤 を 提 供 す る が 、 該 複 数 の 捕 捉 剤 は 、 生 物 体 の
プ ロ テ オ ー ム の 少 な く と も ５ ０ ％ 、 ５ ５ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、
８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 又 は １ ０ ０ ％ 相 互 作 用 す る こ と が で き 、 各 捕 捉 剤 は 、 タ ン パ ク 質
内 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 を 認 識 し て 該 配 列 と 相 互 作 用 す る こ と の で き る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 更 に 別 の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 捕 捉 剤 の ア レ イ を 提 供 し 、 該 ア レ イ は 、 複 数 の 捕 捉 剤
(例 え ば 、 少 な く と も １ ０ 、 ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、 ８ ０ 、 ９ ０ 、 １ ０ ０
、 ２ ０ ０ 、 ３ ０ ０ 、 ４ ０ ０ 、 ５ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ０ 、 ３ ０ ０ ０ 、 ４ ０ ０ ０ 、 ５ ０ ０
０ 、 ６ ０ ０ ０ 、 ７ ０ ０ ０ 、 ８ ０ ０ ０ 、 ９ ０ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ ０ 、 １ １ ０ ０ ０ 、 １ ２ ０ ０ ０ 又
は １ ３ ０ ０ ０ の 異 な る 捕 捉 剤 )が 結 合 さ れ た 複 数 の 別 個 の 領 域 を 有 す る 支 持 体 を 含 み 、 各
捕 捉 剤 は 、 異 な る 別 個 の 領 域 に 結 合 さ れ 、 各 捕 捉 剤 は 、 タ ン パ ク 質 内 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列
を 認 識 し て 該 配 列 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 捕 捉 剤 は 、 支 持 体 に 例 え ば リ ン
カ ー に よ っ て 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 １ ５ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 、 ３ ０ ０ 、 ３ ５ ０ 、 ４ ０ ０ 、 ４ ５
０ 、 ５ ０ ０ 又 は １ ０ ０ ０ 捕 捉 剤 ／ ｃ ｍ 2 の 密 度 で 結 合 さ れ う る 。 一 具 体 例 に お い て 、 別 個
の 領 域 の 各 々 は 、 他 の 別 個 の 領 域 か ら 物 理 的 に 分 離 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 捕 捉 剤 ア レ イ は 、 珪 素 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 ガ ラ ス 、 ポ リ マ ー 例 え ば セ ル ロ ー ス 、 ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 又 は ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 セ ラ ミ
ッ ク 、 フ ォ ト レ ジ ス ト 又 は ゴ ム 表 面 を 含 む 任 意 の 適 当 な 固 体 表 面 上 に 生 成 す る こ と が で き
る 。 好 ま し く は 、 珪 素 表 面 は 、 二 酸 化 珪 素 又 は 窒 化 珪 素 表 面 で あ る 。 や は り 好 ま し く は 、
こ の ア レ イ は 、 チ ッ プ 形 態 で 作 成 す る 。 こ れ ら の 固 体 表 面 は 、 チ ュ ー ブ 、 ビ ー ズ 、 デ ィ ス
ク 、 シ リ コ ン チ ッ プ 、 ミ ク ロ プ レ ー ト 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ リ ド (Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ )膜 、 ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス 膜 、 ナ イ ロ ン 膜 、 そ の 他 の 多 孔 質 膜 、 非 多 孔 質 膜 例 え ば プ ラ ス チ ッ ク 、 ポ リ
マ ー 、 パ ー ス ペ ク ス 、 シ リ コ ン (他 の も の の 内 で )、 複 数 の ポ リ マ ー ピ ン 、 又 は 複 数 の ミ ク
ロ 滴 定 ウ ェ ル 、 又 は 任 意 の 他 の タ ン パ ク 質 の 固 定 化 及 び ／ 又 は 免 疫 ア ッ セ イ 若 し く は 他 の
結 合 ア ッ セ イ の 実 施 に 適 し た 表 面 の 形 態 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の 捕 捉 剤 は 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 例 え ば 一 本 鎖 抗 体 、 人 工 タ ン パ ク 質 、 Ｒ Ｎ
Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 、 ア ロ ス テ リ ッ ク リ ボ ザ イ ム 又 は 小 型 分 子 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 更 な る 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 複 数 の 単 離 さ れ た ユ ニ ー ク 認 識 配 列 を 含 む 組 成 物 で あ っ
て 、 該 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 が 、 生 物 体 プ ロ テ オ ー ム の 少 な く と も ５ ０ ％ 、 ５ ５ ％ 、 ６ ０ ％ 、
６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 又 は １ ０ ０ ％ に 由 来 す る 、 当
該 組 成 物 を 提 供 す る 。 一 具 体 例 に お い て 、 各 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 は 、 異 な る タ ン パ ク 質 に 由
来 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 他 の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 捕 捉 剤 の ア レ イ の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 生 物
体 プ ロ テ オ ー ム の 少 な く と も ５ ０ ％ 、 ５ ５ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％
、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 又 は １ ０ ０ ％ に 由 来 す る 複 数 の 単 離 さ れ た ユ ニ ー ク 認 識 配 列 を
用 意 す る こ と ； 複 数 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 と 結 合 す る こ と の で き る 複 数 の 捕 捉 剤 を 生 成 す る
こ と ； 及 び そ れ ら の 複 数 の 捕 捉 剤 を 、 複 数 の 別 個 の 領 域 を 有 す る 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と
を 含 み 、 各 捕 捉 剤 が 異 な る 別 個 の 領 域 に 結 合 さ れ 、 そ れ に よ り 捕 捉 剤 の ア レ イ が 製 造 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 つ の 基 礎 的 面 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 多 タ ン パ ク 質 試 料 例 え ば 体 液 試 料 又 は 自 然 の 組
織 試 料 又 は 微 生 物 試 料 の 溶 解 に よ り 生 成 さ れ た 細 胞 試 料 中 の 複 数 の 特 異 的 タ ン パ ク 質 の 存
在 を 同 時 に 検 出 す る た め の 装 置 を 提 供 す る 。 こ の 装 置 は 、 試 料 と の 接 触 の た め の 複 数 の 固
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定 化 捕 捉 剤 を 含 み 、 そ れ ぞ れ 特 異 的 に 個 々 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 と 結 合 す る 剤 の 少 な く と も
部 分 集 合 、 及 び そ れ ぞ れ の 捕 捉 剤 と ユ ニ ー ク 認 識 配 列 と の 間 の 結 合 事 象 を 検 出 す る た め の
手 段 例 え ば 、 捕 捉 剤 に 結 合 し た ユ ニ ー ク 認 識 配 列 の 存 在 及 び ／ 又 は 濃 度 を 検 出 す る た め の
プ ロ ー ブ を 含 む 。 こ れ ら の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 は 、 各 配 列 の 存 在 が 、 そ れ が 由 来 し た 標 的 タ
ン パ ク 質 の 試 料 (断 片 化 前 )中 の 存 在 を 明 白 に 指 示 す る よ う に 選 択 す る 。 各 試 料 は 、 一 組 の
タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ ト コ ー ル に よ り 、 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 が 再 現 可 能 に 生 成 さ れ る よ う に 処
理 す る 。 適 宜 、 結 合 事 象 を 検 出 す る た め の 手 段 に は 、 結 合 し た ユ ニ ー ク 認 識 配 列 の 量 を 示
す デ ー タ を 検 出 す る た め の 手 段 が 含 ま れ る 。 こ れ は 、 該 試 料 中 の 少 な く と も ２ つ の 標 的 タ
ン パ ク 質 の 相 対 量 の 評 価 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ の 発 明 は 又 、 多 タ ン パ ク 質 試 料 中 の 複 数 の 特 異 的 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 同 時 に 検 出 す る
方 法 を も 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 、 予 め 決 め た プ ロ ト コ ー ル を 利 用
し て 変 性 さ せ 且 つ ／ 又 は 断 片 化 さ せ て 、 複 数 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 を 生 成 さ せ る こ と を 含 み
、 試 料 中 の そ の 存 在 は 、 そ れ ら が 由 来 し た 標 的 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 明 白 に 示 す 。 試 料 中 の
こ れ ら の 認 識 配 列 の 少 な く と も 一 部 は 、 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 の 少 な く と も 一 部 と 特 異 的 に 結
合 す る 複 数 の 捕 捉 剤 と 接 触 す る 。 特 定 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 へ の 結 合 事 象 の 検 出 は 、 そ れ ら
の 配 列 に 対 応 す る 標 的 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 他 の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 に お い て 行 わ れ る タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ の
再 現 性 を 改 良 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 改 良 は 、 一 層 大 き い 有 効 感 度 で の 標 的 タ ン パ ク 質
の 存 在 の 検 出 又 は 一 層 信 頼 で き る タ ン パ ク 質 の 定 量 (即 ち 、 標 準 偏 差 の 減 少 )を 可 能 に す る
。 こ れ ら の 方 法 は 、 (１ )試 料 を 、 Ａ )標 的 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 非 共 有 又 は 共 有 結 合 性
錯 体 形 成 又 は 凝 集 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 標 的 タ ン パ ク 質 の マ ス キ ン グ 、 標 的 タ ン パ ク 質 の
分 解 又 は 変 性 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 、 又 は 標 的 タ ン パ ク 質 の 三 次 構 造 の 環 境 に 誘
導 さ れ た 変 化 を 阻 害 し 、 Ｂ )標 的 タ ン パ ク 質 を 断 片 化 し 、 そ れ に よ り 少 な く と も 一 つ の ペ
プ チ ド エ ピ ト ー プ (即 ち 、 Ｐ Ｅ Ｔ )で あ っ て 、 そ の 濃 度 が 試 料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 真 の 濃
度 に 比 例 す る 当 該 エ ピ ト ー プ を 生 成 す る 予 め 決 め た プ ロ ト コ ー ル を 利 用 し て 処 理 す る こ と
； (２ )そ の よ う に 処 理 し た 試 料 を 、 Ｐ Ｅ Ｔ の 捕 捉 剤 と 適 当 な 結 合 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と
、 及 び (３ )結 合 事 象 を 定 性 的 又 は 定 量 的 に 検 出 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 主 題 の ア ッ セ イ の あ る 具 体 例 に お い て 、 こ こ に 記 載 の 教 示 に よ っ て 利 用 可 能 に さ れ る 捕
捉 剤 を 利 用 し て 、 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び 他 の 免 疫 ア ッ セ イ と 比 較 し て 増 大 し た 感 度 、 ダ イ
ナ ミ ッ ク レ ン ジ 及 び ／ 又 は 回 収 率 を 有 す る 複 合 ア ッ セ イ を 開 発 す る こ と が で き る 。 か か る
改 良 さ れ た 性 能 特 性 は 、 次 の 少 な く と も 一 つ を 含 む こ と が で き る ： 参 照 標 準 例 え ば 比 較 対
照 試 料 に 対 す る ０ ． ９ ５ 以 上 の 回 帰 係 数 (Ｒ ２ )(一 層 好 ま し く は 、 ０ ． ９ ７ 、 ０ ． ９ ９ 又
は ０ ． ９ ９ ５ よ り も 大 き い Ｒ ２ )； 少 な く と も ５ ０ パ ー セ ン ト の 、 一 層 好 ま し く は 少 な く
と も ６ ０ 、 ７ ５ 、 ８ ０ 又 は ９ ０ パ ー セ ン ト の 平 均 回 収 率 ； 少 な く と も ９ ０ パ ー セ ン ト の 、
一 層 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ 、 ９ ８ 又 は ９ ９ パ ー セ ン ト の 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 に
つ い て の 平 均 陽 性 予 想 値 ； ９ ９ パ ー セ ン ト 以 上 の 、 一 層 好 ま し く は 少 な く と も ９ ９ ． ５ 又
は ９ ９ ． ８ パ ー セ ン ト の 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 に つ い て の 平 均 診 断 感 度 (Ｄ Ｓ Ｎ )； ９
９ パ ー セ ン ト 以 上 の 、 一 層 好 ま し く は 少 な く と も ９ ９ ． ５ 又 は ９ ９ ． ８ パ ー セ ン ト の 試 料
中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 に つ い て の 平 均 診 断 特 異 性 (Ｄ Ｓ Ｐ )。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 試 料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 上 の 翻 訳 後 修 飾 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で
あ っ て 、 (１ )該 標 的 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 該 翻 訳 後 修 飾
の た め の 少 な く と も １ つ の 候 補 の 部 位 を 同 定 し ； (２ )該 標 的 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ つ
の 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り 同 定 し 、 該 断 片 は 、 該 試 料 中 の 該 標 的 タ ン
パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 通 り に 生 じ て 、 該 断 片 は 、 該 試 料 中 の 該 断 片 に ユ ニ ー ク な 該 潜 在 的
翻 訳 後 修 飾 部 位 及 び Ｐ Ｅ Ｔ (プ ロ テ オ ー ム エ ピ ト ー ム タ グ )を 含 み ； (３ )該 Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的
に 結 合 す る 捕 捉 剤 を 生 成 さ せ て 、 該 捕 捉 剤 を 支 持 体 に 固 定 化 し ； (４ )該 試 料 を 該 処 理 に か
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け て 、 該 断 片 を 溶 液 に 可 溶 性 に し て 、 該 試 料 を 、 該 処 理 後 、 該 捕 捉 剤 に 接 触 さ せ て ； (５ )
該 捕 捉 剤 に 結 合 さ れ た 該 断 片 に お い て 、 該 翻 訳 後 修 飾 の 存 否 を 検 出 す る こ と を 含 む 当 該 方
法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 該 翻 訳 後 修 飾 は 、 ア セ チ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 脱 ア ミ ド 化 、 プ レ ニ ル 化
、 ホ ル ミ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 リ ン 酸 化 、
ユ ビ キ チ ン 化 、 リ ボ シ ル 化 又 は 硫 酸 化 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 該 翻 訳 後 修 飾 は 、 チ ロ シ ン 、 セ リ ン 又 は ス レ オ ニ ン に 対 す る リ ン 酸
化 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 の コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 の ス テ ッ プ は 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ を 、
ｐ Ｉ 、 電 荷 、 立 体 構 造 、 溶 解 度 、 疎 水 性 、 極 性 及 び 溶 媒 露 出 領 域 の 少 な く と も １ つ を も 含
む 基 準 に 基 づ い て を 同 定 す る ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー 分 析 (Nearest-Neighbor Analysis)を
含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 (３ )で 生 成 し た 該 捕 捉 剤 の 、 少 な く と も 一 種 の 該 Ｐ Ｅ
Ｔ の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー に 対 す る 特 異 性 を 測 定 す る こ と を 更 に 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 ペ プ チ ド 競 合 ア ッ セ イ を 、 (３ )で 生 成 し た 該 捕 捉 剤 の 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ の
ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー に 対 す る 特 異 性 の 測 定 に 利 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 す る ス テ ッ プ は 、 示 さ れ
た 溶 解 条 件 下 で 少 な く と も 閾 値 の 溶 解 度 を 有 す る と 予 想 さ れ た 該 Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る 溶 解 度
分 析 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ の 長 さ は 、 ５ ～ １ ０ ア ミ ノ 酸 、 １ ０ ～ １ ５ ア ミ ノ 酸 、
１ ５ ～ ２ ０ ア ミ ノ 酸 、 ２ ０ ～ ２ ５ ア ミ ノ 酸 、 ２ ５ ～ ３ ０ ア ミ ノ 酸 、 又 は ３ ０ ～ ４ ０ ア ミ ノ
酸 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 捕 捉 剤 は 、 完 全 長 の 抗 体 、 又 は Ｆ ab断 片 、 Ｆ (ab') 2 断 片 、 Ｆ
ｄ 断 片 、 Ｆ ｖ 断 片 、 ｄ Ａ ｂ 断 片 、 単 離 さ れ た 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )、 一 本 鎖 抗 体 (scＦ
ｖ )、 又 は こ れ ら の 誘 導 体 か ら 選 択 す る 機 能 的 な 抗 体 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 捕 捉 剤 は 、 ヌ ク レ オ チ ド ； 核 酸 ； Ｐ Ｎ Ａ (ペ プ チ ド 核 酸 )； タ
ン パ ク 質 ； ペ プ チ ド ； 炭 水 化 物 ； 人 工 ポ リ マ ー ； 又 は 小 型 有 機 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 捕 捉 剤 は 、 ア プ タ マ ー 、 足 場 ペ プ チ ド 、 又 は 小 型 有 機 分 子 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 処 理 は 、 前 記 の 試 料 の 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 化 学 薬 剤 、 物 理 的 剪
断 、 又 は 超 音 波 処 理 に よ る 変 性 及 び ／ 又 は 断 片 化 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 変 性 は 、 熱 変 性 又 は 化 学 的 変 性 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 熱 変 性 は 、 熱 安 定 性 プ ロ テ ア ー ゼ を 利 用 す る タ ン パ ク 質 分 解
を そ の 後 行 な う か 又 は 同 時 に 行 な う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 熱 変 性 は 、 ２ サ イ ク ル 以 上 の 熱 変 性 と そ の 後 の プ ロ テ ア ー ゼ
消 化 を 含 む 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 断 片 化 は 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 ペ プ シ ン 、 パ パ イ
ン 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 カ ル パ イ ン 、 ズ ブ チ リ シ ン 、 ｇ ｌ ｕ ｃ － Ｃ 、 エ ン ド ｌ ｙ ｓ
－ Ｃ 、 又 は プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ か ら 選 択 す る プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 行 な う 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 試 料 は 、 唾 液 、 粘 液 、 汗 、 全 血 液 、 血 清 、 尿 、 羊 水 、 生 殖 器
液 、 糞 便 、 骨 髄 、 血 漿 、 脊 髄 液 、 囲 心 腔 液 、 胃 液 、 腹 液 、 腹 膜 腔 液 、 胸 膜 液 、 滑 液 、 嚢 胞
液 、 脳 脊 髄 液 、 肺 洗 浄 液 、 リ ン パ 液 、 涙 、 前 立 腺 液 、 他 の 身 体 部 分 か ら の 抽 出 液 、 又 は 他
の 腺 か ら の 分 泌 物 か ら 選 択 す る 体 液 で あ り ； 又 は 上 清 、 全 細 胞 溶 解 物 、 又 は 細 胞 画 分 (細
胞 性 物 質 の 溶 解 及 び 分 画 に よ り 得 ら れ る )、 生 物 学 的 実 在 物 又 は 人 工 的 環 境 で 成 長 し た 細
胞 か ら 直 接 得 ら れ る 細 胞 の 抽 出 物 又 は 画 分 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 試 料 は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 カ エ ル (ア フ リ カ ツ メ ガ エ
ル )、 魚 類 (ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ )、 ハ エ (キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 線 虫 (C. elegans)、 分
裂 又 は 出 芽 酵 母 、 又 は 植 物 (シ ロ イ ス ナ ズ ナ )か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 試 料 は 、 膜 結 合 し た タ ン パ ク 質 の 処 理 に よ り 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 処 理 は 、 前 期 の 翻 訳 後 修 飾 を 保 存 す る 条 件 下 で 行 な わ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 及 び 翻 訳 後 修 飾 の た め の 候 補 の 部 位 は 、 重 複 し な い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 捕 捉 剤 は 、 変 性 条 件 下 で 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ に つ い て の 選 択 性 に つ
い て 最 適 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 ス テ ッ プ (５ )は 、 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 に 特 異 的 な 第 二 捕 捉 剤 を 利 用 す
る こ と に よ り 実 施 さ れ 、 前 記 の 第 二 捕 捉 剤 は 、 酵 素 、 蛍 光 標 識 、 着 色 染 料 、 化 学 発 光 性 化
合 物 、 コ ロ イ ド 粒 子 、 放 射 性 同 位 体 、 近 赤 外 線 染 料 、 Ｄ Ｎ Ａ デ ン ド リ マ ー 、 水 溶 性 量 子 ド
ッ ト 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 、 セ レ ン 粒 子 、 又 は ユ ー ロ ピ ウ ム ナ ノ 粒 子 か ら 選 択 す る 検 出 可 能
な 部 分 に よ り 標 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 は 、 リ ン 酸 化 で あ り 、 前 記 の 第 二 の 捕 捉 剤 は 、 リ
ン 酸 化 チ ロ シ ン 、 リ ン 酸 化 セ リ ン 、 又 は リ ン 酸 化 ス レ オ ニ ン に 特 異 的 な 標 識 さ れ た 第 二 抗
体 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 第 二 抗 体 は 、 酵 素 又 は 蛍 光 基 に よ り 標 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 酵 素 は 、 Ｈ Ｒ Ｐ (西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ )で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 は 、 リ ン 酸 化 で あ り 、 第 二 の 捕 捉 剤 は 、 リ ン ア ミ
ノ 酸 を 特 異 的 に 染 め る 蛍 光 染 料 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 蛍 光 染 料 は 、 Pro-Q Diamond染 料 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 は 、 グ リ コ シ ル 化 で あ り 、 前 記 の 標 識 し た 第 二 捕
捉 剤 は 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 に 結 合 し た 少 な く と も 一 つ の 糖 部 分 に 特 異 的 で あ る 標 識 さ れ た
レ ク チ ン で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 は 、 ユ ビ キ チ ン 化 で あ り 、 前 記 の 標 識 し た 第 二 捕
捉 剤 は 、 ユ ビ キ チ ン に 特 異 的 な 標 識 し た 第 二 抗 体 で あ る 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 試 料 は 、 前 記 の 断 片 に 対 し て １ ０ 億 モ ル 過 剰 の 無 関 係 の タ ン
パ ク 質 又 は そ の 断 片 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 更 に 、 前 記 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 前 記 の 断 片 を 定 量 す る
こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 ス テ ッ プ (３ )は 、 動 物 を 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む 抗 原 で 免 疫 化 す る
こ と に よ り 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 の Ｎ 又 は Ｃ 末 端 、 又 は 両 方 は 、 遊 離 の Ｎ 又 は Ｃ 末
端 、 又 は 両 方 を 排 除 す る た め に ブ ロ ッ ク さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 の Ｎ 又 は Ｃ 末 端 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 異 質 の キ ャ リ ア
ー ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 す る こ と に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ 、 又 は 小 さ い 化 学 基 に よ っ て ブ ロ ッ
ク さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の キ ャ リ ア ー は 、 Ｋ Ｌ Ｈ 又 は Ｂ Ｓ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 プ ロ テ オ ー ム 中 の キ ナ ー ゼ の す べ て の 潜 在 的 基 質 を 同 定 す る た め
の 捕 捉 剤 の ア レ イ で あ っ て 、 各 々 、 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 に 固 定 さ れ
た 複 数 の 捕 捉 剤 を 含 む 、 当 該 ア レ イ を 提 供 す る (各 捕 捉 剤 は 、 該 プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て
の タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 さ れ た 通 り に 生 じ る ペ プ チ ド 断 片 と ユ ニ ー ク に 関 連 し た Ｐ Ｅ
Ｔ に 特 異 的 に 結 合 し 、 該 ペ プ チ ド 断 片 は 、 該 キ ナ ー ゼ の 少 な く と も 一 つ の 潜 在 的 な リ ン 酸
化 部 位 を 含 ん で い る )。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 固 体 支 持 体 は 、 ビ ー ズ 又 は ア レ イ デ バ イ ス (表 面 に 配 列 さ れ
た 前 記 の 捕 捉 剤 の 正 体 を コ ー ド 化 す る 様 式 の )で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の ア レ イ は 、 １ ０ ０ 以 上 の 異 な る 捕 捉 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の ア レ イ デ バ イ ス は 、 回 折 格 子 表 面 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 捕 捉 剤 は 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 位 で あ り 、 前 記 の ア レ イ
は 、 整 列 さ れ た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の ア レ イ デ バ イ ス は 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 ア レ イ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の ビ ー ズ は 、 仮 想 ア レ イ と し て コ ー ド 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 試 料 中 の キ ナ ー ゼ の 潜 在 的 基 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 (１ )プ
ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 前 記 の キ
ナ ー ゼ の す べ て の 候 補 の リ ン 酸 化 部 位 を 同 定 し ； (２ )少 な く と も １ つ の 前 記 の 候 補 の リ ン
酸 化 部 位 を 含 む す べ て の ペ プ チ ド 断 片 を コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り 同 定 し 、 該 断 片 は 、 該 プ ロ
テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 さ れ た と お り に 生 成 し ； (３ )(２ )で 同 定
さ れ た 前 記 の 各 断 片 に つ い て 、 前 記 の 試 料 中 の 前 記 の 断 片 に ユ ニ ー ク な １ つ の Ｐ Ｅ Ｔ を 同
定 し ； (４ )(３ )で 同 定 さ れ た 各 Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 な 捕 捉 剤 を そ れ ぞ れ 獲 得 し て 、 該 捕 捉 剤 を
固 定 化 し て 主 題 の 発 明 の ア レ イ を 生 成 し ； (５ )該 捕 捉 剤 の ア レ イ を 前 記 の 処 理 に か け た 前
記 の プ ロ テ オ ー ム の 試 料 と 接 触 さ せ 、 そ し て (６ )前 記 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 任 意 の 断 片 中 の
リ ン 酸 化 残 基 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 特 定 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 特 定 の 断 片 中 の リ ン
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酸 化 残 基 の 存 在 が 、 該 特 定 の 断 片 が 由 来 し た タ ン パ ク 質 が 該 キ ナ ー ゼ の 基 質 で あ る こ と を
示 す 、 当 該 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の プ ロ テ オ ー ム は 、 ヒ ト の プ ロ テ オ ー ム で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 候 補 の リ ン 酸 化 部 位 は 、 前 記 の キ ナ ー ゼ に よ る リ ン 酸 化 の 共
通 配 列 に 基 づ い て 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 共 通 配 列 は 、 リ ン 酸 化 部 位 の デ ー タ ベ ー ス か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 試 料 は 、 前 記 の キ ナ ー ゼ の 公 知 の ア ゴ ニ ス ト 、 又 は 前 記 の キ
ナ ー ゼ が 属 す る シ グ ナ リ ン グ 経 路 の 公 知 の ア ゴ ニ ス ト で あ る 薬 剤 に よ っ て 予 備 処 理 さ れ る
。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 処 理 は 、 リ ン 酸 化 を 保 存 す る 条 件 下 で 行 な わ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 更 に 、 前 記 の 同 定 さ れ た 基 質 の 前 記 の キ ナ ー ゼ に よ る
イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ・ ビ ボ で の リ ン 酸 化 を 確 認 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の プ ロ テ オ ー ム 及 び 前 記 の キ ナ ー ゼ は 、 同 じ 起 源 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 ス テ ッ プ (６ )は 、 リ ン 酸 化 さ れ た 残 基 に 特 異 的 な 標 識 さ れ た 第 二 の
捕 捉 剤 を 利 用 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 プ ロ テ オ ー ム 中 の 翻 訳 後 修 飾 を 触 媒 す る 酵 素 の す べ て の 潜 在 的 基
質 を 同 定 す る た め の 捕 捉 剤 の ア レ イ で あ っ て 、 各 々 、 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の ア ド レ ス 可 能
な 位 置 に 固 定 さ れ た 複 数 の 捕 捉 剤 を 含 む 、 当 該 ア レ イ を 提 供 す る (各 捕 捉 剤 は 、 該 プ ロ テ
オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 さ れ た 通 り に 生 じ る ペ プ チ ド 断 片 と ユ ニ ー
ク に 関 連 し た Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 に 結 合 し 、 該 ペ プ チ ド 断 片 は 、 該 酵 素 の 少 な く と も 一 つ の 潜
在 的 な 翻 訳 後 修 飾 部 位 を 含 ん で い る )。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 ア セ チ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 脱 ア ミ ド 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、
グ リ コ シ ル 化 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ユ ビ キ チ ン 化 、
リ ボ シ ル 化 又 は 硫 酸 化 か ら 選 択 す る 翻 訳 後 修 飾 を 触 媒 す る 酵 素 の 潜 在 的 基 質 を 試 料 中 で 同
定 す る 方 法 で あ っ て 、 (１ )プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ
ュ ー タ ー 分 析 し て 、 該 酵 素 の す べ て の 候 補 の 翻 訳 後 修 飾 部 位 を 同 定 し ； (２ )少 な く と も １
つ の 該 候 補 の 翻 訳 後 修 飾 部 位 を 含 む す べ て の ペ プ チ ド 断 片 を コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り 同 定 し
、 該 断 片 は 、 該 プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 さ れ た 通 り に 生 成 し
； (３ )(２ )で 同 定 さ れ た 各 断 片 に つ い て 、 該 試 料 中 の 該 断 片 に 対 し て ユ ニ ー ク な 一 つ の Ｐ
Ｅ Ｔ を 同 定 し ； (４ )(３ )で 同 定 さ れ た 各 Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 な 捕 捉 剤 を そ れ ぞ れ 獲 得 し て 、 該
捕 捉 剤 を 主 題 の 発 明 の ア レ イ に お い て 固 定 化 し ； (５ )該 捕 捉 剤 の ア レ イ を 、 該 処 理 に か け
た 該 プ ロ テ オ ー ム の 試 料 と 接 触 さ せ 、 そ し て (６ )該 捕 捉 剤 に 結 合 し た 任 意 の 断 片 内 の 該 翻
訳 後 修 飾 を 有 す る 残 基 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 特 定 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 特 定 の 断 片
内 の 該 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る 残 基 の 存 在 が 、 該 特 定 の 断 片 が 由 来 し た タ ン パ ク 質 が 該 酵 素 の
基 質 で あ る こ と を 示 す 、 当 該 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 プ ロ テ オ ー ム 内 の 選 択 し た 数 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 の ど れ が 刺 激 に
応 答 し て 活 性 化 さ れ 又 は 阻 害 さ れ る か を 測 定 す る た め の 捕 捉 剤 の ア レ イ で あ っ て 、 各 々 、
固 体 支 持 体 上 の 別 々 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 に 固 定 さ れ た 複 数 の 捕 捉 剤 を 含 む 当 該 ア レ イ (
該 捕 捉 剤 の 各 々 は 、 該 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 少 な く と も 一 種 の キ ー タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予
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想 さ れ た と お り に 生 成 す る ペ プ チ ド 断 片 と 関 連 し た ユ ニ ー ク な Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 に 結 合 し 、
該 ペ プ チ ド 断 片 は 、 該 経 路 の 活 性 化 又 は 阻 害 に 際 し て 予 想 通 り に 翻 訳 後 修 飾 さ れ る 少 な く
と も １ つ の 部 位 を 包 含 し ； 該 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 各 々 は 、 少 な く と も １ つ の キ ー タ ン パ ク
質 に よ り 表 さ れ る )を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 は 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － １ ３ 、 又 は Token様
レ セ プ タ ー に よ り 活 性 化 さ れ る 免 疫 経 路 ； ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 、 Ｐ Ａ Ｃ １ レ セ プ タ ー 、 細
胞 性 粘 菌 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 化 学 走 性 、 Ｗ ｎ ｔ ／ Ｃ ａ 2 + ／ ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 、 又 は Ｇ タ ン パ ク 質 依 存 性 ７ 回 膜
貫 通 レ セ プ タ ー に よ り 活 性 化 さ れ る ７ 回 膜 貫 通 レ セ プ タ ー 経 路 ； マ ウ ス 又 は キ イ ロ シ ョ ウ
ジ ョ ウ バ エ の 概 日 リ ズ ム 経 路 ； イ ン ス リ ン 経 路 ； Ｆ Ａ Ｓ 経 路 ； Ｔ Ｎ Ｆ 経 路 ； Ｇ タ ン パ ク 質
共 役 レ セ プ タ ー 経 路 ； イ ン テ グ リ ン 経 路 ； Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 、 Ｊ Ｎ Ｋ 、 又 は ｐ ３ ８ の ミ ト ゲ ン 活 性
化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 経 路 ； エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー 経 路 ； ホ ス ホ イ ノ シ チ ド ３ － キ ナ ー
ゼ 経 路 ； ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β (Ｔ Ｇ Ｆ － β )経 路 ； Ｂ 細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー 経 路
； Ｊ ａ ｋ － Ｓ Ｔ Ａ Ｔ 経 路 ； Ｓ Ｔ Ａ Ｔ ３ 経 路 ； Ｔ 細 胞 シ グ ナ ル 変 換 経 路 ； １ 型 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン (α ／ β )経 路 ； ジ ャ ス モ ネ ー ト 生 化 学 経 路 ； 又 は ジ ャ ス モ ネ ー ト シ グ ナ リ ン グ 経 路 で
あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の プ ロ テ オ ー ム は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 カ エ ル (ア フ リ カ
ツ メ ガ エ ル )、 魚 類 (ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ )、 ハ エ (キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 線 虫 (C. elega
ns)、 分 裂 又 は 出 芽 酵 母 、 又 は 植 物 (シ ロ イ ス ナ ズ ナ )の も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 は 、 チ ロ シ ン 、 セ リ ン 、 又 は ス レ オ ニ ン 残 基 に お
け る リ ン 酸 化 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 刺 激 は 、 成 長 因 子 、 サ イ ト カ イ ン 、 ホ ル モ ン 、 ス テ ロ イ ド 、
脂 質 、 抗 原 、 小 型 分 子 (Ｃ ａ 2 + 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 、 ｃ Ｇ Ｍ Ｐ )、 浸 透 圧 シ ョ ッ ク 、 熱 又 は 冷 却 シ ョ
ッ ク 、 ｐ Ｈ 変 化 、 イ オ ン 強 度 変 化 、 機 械 的 力 、 ウ イ ル ス 又 は 細 菌 感 染 、 又 は 隣 接 細 胞 又 は
コ ー ト タ ン パ ク 質 を 有 し 若 し く は 有 さ な い 表 面 と の 付 着 又 は 分 離 、 に よ る 細 胞 の 処 理 で あ
る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 少 な く と も 一 つ の 該 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 活 性 化 又 は 阻 害 は 、 他 の シ
グ ナ ル 変 換 経 路 と 異 な る 種 類 の 翻 訳 後 修 飾 に よ り 明 示 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 少 な く と も ３ 、 ５ 、 １ ０ 、 ２ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ５ ０ ０ 、
又 は １ ０ ０ ０ の シ グ ナ リ ン グ 経 路 が 表 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 生 物 の シ グ ナ リ ン グ 経 路 が 表 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 異 な る 生 物 の 類 似 の シ グ ナ リ ン グ 経 路 が 表 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 す べ て の 捕 捉 剤 は 、 同 じ シ グ ナ ル 変 換 経 路 に 属 す る タ ン パ ク 質 に 対
し て 特 異 的 で あ り 、 該 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の す べ て の タ ン パ ク 質 は 、 予 想 通 り に 翻 訳 後 修 飾
さ れ 、 表 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の キ ー タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 つ は 、 少 な く と も ２ つ の シ グ
ナ ル 変 換 経 路 の 活 性 化 又 は 阻 害 に 際 し て 翻 訳 後 修 飾 さ れ る 。 こ の 具 体 例 に お い て 、 こ れ ら
の キ ー タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 の 状 態 は 、 シ グ ナ ル は 多 く の 異 な る 経 路 か ら こ れ ら の キ ー
タ ン パ ク 質 に 集 ま る の で 、 異 な る (又 は 、 一 見 、 無 関 係 に さ え 見 え る )シ グ ナ リ ン グ 経 路 の
間 の ク ロ ス ト ー ク を 示 し う る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
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　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の ア レ イ は 、 更 に 、 (１ )試 料 含 有 ポ リ ペ プ チ ド 分 析 物 を 、 こ の ア
レ イ に 適 合 し た 方 法 で 変 性 及 び ／ 又 は 断 片 化 さ せ ； (２ )該 ポ リ ペ プ チ ド 分 析 物 又 は そ の 断
片 の 該 捕 捉 剤 と の 相 互 作 用 を 検 出 す る た め の 指 示 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ れ ら の 指 示 は 、 更 に 、 較 正 手 順 及 び 調 製 手 順 の た め の デ ー タ 、 及
び こ れ ら の 捕 捉 剤 の 性 能 特 性 に つ い て の 統 計 デ ー タ の 少 な く と も １ つ を 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の ア レ イ は 、 少 な く と も ５ ０ ％ の 回 収 率 を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の ア レ イ は 、 少 な く と も ９ ０ ％ の 、 該 試 料 に お け る タ ン パ ク 質 の
出 現 に つ い て の 全 体 的 な 陽 性 予 測 値 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の ア レ イ は 、 ９ ９ ％ 以 上 の 、 該 試 料 に お け る タ ン パ ク 質 の 出 現 に
つ い て の 全 体 的 な 診 断 感 度 (Ｄ Ｓ Ｎ )を 有 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の ア レ イ は 、 前 記 の 支 持 体 に 結 合 し た 少 な く と も １ ， ０ ０ ０ 又
は １ ０ ， ０ ０ ０ の 異 な る 捕 捉 剤 を 含 む 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 捕 捉 剤 は 、 前 記 の 支 持 体 に 、 １ ０ ０ 捕 捉 剤 ／ ｃ ｍ 2 の 密 度 で
結 合 し て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の ア レ イ は 、 更 に 、 前 記 の 捕 捉 剤 に 結 合 す る Ｐ Ｅ Ｔ 部 分 を 含 む 少
な く と も 一 種 の 標 識 さ れ た 参 照 用 ペ プ チ ド を 含 み 、 該 捕 捉 剤 の 該 ポ リ ペ プ チ ド 分 析 物 と の
結 合 は 、 該 参 照 用 ペ プ チ ド を 利 用 す る 比 較 結 合 ア ッ セ イ に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の ア ド レ ス 可 能 な ア レ イ は 、 ビ ー ズ の 集 合 で あ り 、 そ の 各 々 は 別
々 の 捕 捉 剤 種 及 び そ の ビ ー ズ を 同 定 す る 少 な く と も 一 つ の 標 識 を 含 む 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 プ ロ テ オ ー ム に 由 来 す る 試 料 中 の 選 択 し た 数 の シ グ ナ ル 変 換 経 路
の ど れ が 刺 激 に 応 答 し て 活 性 化 さ れ 又 は 阻 害 さ れ る の か を 測 定 す る た め に 、 主 題 の 発 明 の
ア レ イ を 利 用 す る 方 法 で あ っ て 、 (１ )該 試 料 を 該 刺 激 に 投 じ ； (２ )該 試 料 を 主 題 の 発 明 の
処 理 に か け て 、 該 主 題 の 発 明 の ペ プ チ ド 断 片 を 溶 液 に 可 溶 性 に し ； (３ )該 処 理 後 に 該 試 料
を 主 題 の 発 明 の ア レ イ に 接 触 さ せ ； (４ )該 捕 捉 剤 に 結 合 し た 任 意 の 断 片 内 の 翻 訳 後 修 飾 さ
れ た 残 基 の 存 在 を 検 出 し 及 び ／ 又 は そ の 量 を 定 量 す る こ と を 含 み 、 該 刺 激 後 の 、 該 ア レ イ
上 の 特 定 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 特 定 の 断 片 中 の 翻 訳 後 修 飾 さ れ た 残 基 の 存 在 及 び ／ 又 は そ の
量 の 変 化 が 、 該 特 定 の 断 片 に よ り 表 さ れ る シ グ ナ ル 変 換 経 路 が 活 性 化 又 は 阻 害 さ れ た こ と
を 示 す 、 当 該 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 刺 激 は 、 薬 物 の 候 補 の 類 似 体 に よ り 実 施 さ れ 、 特 定 の シ グ ナ
ル 変 換 経 路 の 活 性 化 又 は 阻 害 は モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 特 定 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 は 、 前 記 の 薬 物 に よ り 影 響 を 受 け る
も の で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 更 に 、 前 記 の 特 定 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 前 記 の 類 似 体
及 び 前 記 の 薬 物 に よ る 活 性 化 ／ 阻 害 の 程 度 を 比 較 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 特 定 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 は 、 前 記 の 薬 物 の 副 作 用 を 媒 介 す る
も の で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
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　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 又 は 製 薬 事 業 の た め の 事 業 方 法 で あ っ て 、 (
ｉ )主 題 の 発 明 の 方 法 を 利 用 し て 、 翻 訳 後 修 飾 を 触 媒 す る 酵 素 の 少 な く と も １ つ の 基 質 を
同 定 し ； (ii)適 宜 、 該 酵 素 に よ る 該 基 質 の 翻 訳 後 修 飾 を 確 認 し ； (iii)第 三 者 に 、 該 基 質
を 製 造 し 又 は 該 基 質 の 該 酵 素 の 標 的 と し て の 利 用 を 探 究 す る 権 利 を ラ イ セ ン ス す る こ と を
含 む 当 該 事 業 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 翻 訳 後 修 飾 酵 素 の 基 質 を 同 定 す る た め の タ ン パ ク 質 検 出 ア レ イ を
提 供 す る 事 業 方 法 で あ っ て 、 (ｉ )プ ロ テ オ ー ム 内 で 、 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 の た め の 少 な く と
も 一 つ の 部 位 を 有 す る 少 な く と も 一 種 の タ ン パ ク 質 又 は そ の 断 片 を 同 定 し ； (ii)(ｉ )で 同
定 さ れ た 少 な く と も 一 種 の タ ン パ ク 質 又 は そ の 断 片 の 各 々 に 対 す る 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ
Ｔ を 同 定 し ； (iii)(ii)で 同 定 さ れ た 該 Ｐ Ｅ Ｔ の 各 々 に 対 す る 少 な く と も 一 種 の 捕 捉 剤 を
生 成 し 、 該 捕 捉 剤 の 各 々 は 、 該 捕 捉 剤 が 生 成 さ れ た 該 Ｐ Ｅ Ｔ の 一 つ に 特 異 的 に 結 合 し ； (i
v)(iii)で 生 成 さ れ た 捕 捉 剤 の ア レ イ を 製 作 し 、 該 捕 捉 剤 の 各 々 は 、 該 固 体 支 持 体 の 異 な
る 別 々 の 領 域 又 は ア ド レ ス に 結 合 さ れ ； (ｖ )診 断 及 び ／ 又 は 研 究 実 験 に お け る 利 用 の た め
に 、 (iv)に お け る 該 捕 捉 剤 の ア レ イ を パ ッ ケ ー ジ 化 す る こ と を 含 む 当 該 事 業 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 事 業 方 法 は 、 更 に 、 該 捕 捉 剤 の ア レ イ の マ ー ケ テ ィ ン グ を 含 む
。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 事 業 方 法 は 、 更 に 、 該 捕 捉 剤 の ア レ イ を 分 配 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 複 数 の 捕 捉 剤 を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 の 複 数 の 捕 捉 剤 が 、 集
合 的 に 、 一 生 物 の プ ロ テ オ ー ム 中 の 翻 訳 後 修 飾 酵 素 の す べ て の 潜 在 的 基 質 と 特 異 的 に 相 互
作 用 す る こ と の で き る 、 当 該 組 成 物 を 提 供 し 、 該 捕 捉 剤 の 各 々 は 、 翻 訳 後 修 飾 部 位 を 含 む
該 潜 在 的 基 質 又 は そ の 断 片 中 の 唯 一 つ の Ｐ Ｅ Ｔ を 認 識 し て 相 互 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 該 捕 捉 剤 は 、 ヌ ク レ オ チ ド ； 核 酸 ； Ｐ Ｎ Ａ (ペ プ チ ド 核 酸 )； タ ン パ
ク 質 ； ペ プ チ ド ； 炭 水 化 物 ； 人 工 ポ リ マ ー ； 及 び 小 型 有 機 分 子 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る
。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 捕 捉 剤 は 、 抗 体 で あ り 、 又 は 抗 原 結 合 性 の そ の 断 片 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 捕 捉 剤 は 、 完 全 長 抗 体 、 又 は Ｆ ab断 片 、 Ｆ (ab')２ 断 片 、 Ｆ
ｄ 断 片 、 Ｆ ｖ 断 片 、 ｄ Ａ ｂ 断 片 、 単 離 さ れ た 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )、 一 本 鎖 抗 体 (scＦ
ｖ )、 又 は こ れ ら の 誘 導 体 か ら 選 択 す る 機 能 的 抗 体 断 片 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 捕 捉 剤 の 各 々 は 、 一 本 鎖 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 研 究 及 び 開 発 に お け る マ ー ケ テ ィ ン グ の た め に 捕 捉 剤 の ア レ イ を
生 成 す る た め の 事 業 方 法 で あ っ て 、 (１ )翻 訳 後 修 飾 が 一 生 物 内 の 少 な く と も 一 つ の シ グ ナ
ル 変 換 経 路 の 活 性 化 を 表 す 少 な く と も 一 種 の タ ン パ ク 質 を 同 定 し ； (２ )該 タ ン パ ク 質 の 各
々 、 又 は 該 翻 訳 後 修 飾 の た め の 少 な く と も 一 つ の 部 位 を 含 む そ の 断 片 に 対 す る 少 な く と も
一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 し ； (３ )(２ )で 同 定 さ れ た 該 Ｐ Ｅ Ｔ の 各 々 に 対 す る 少 な く と も 一 種 の
捕 捉 剤 を 生 成 し 、 該 捕 捉 剤 の 各 々 は 、 該 捕 捉 剤 に が 生 成 さ れ た 該 Ｐ Ｅ Ｔ の 一 つ に 特 異 的 に
結 合 し ； (４ )(３ )で 固 体 支 持 体 上 に 生 成 さ れ た 捕 捉 剤 の ア レ イ を 製 作 し 、 該 捕 捉 剤 の 各 々
は 、 該 固 体 支 持 体 の 異 な る 別 々 の 領 域 に 結 合 さ れ ； (５ )(４ )の 該 捕 捉 剤 の ア レ イ を 、 商 業
的 及 び ／ 又 は 学 術 的 研 究 室 に お け る 診 断 及 び ／ 研 究 用 途 の た め に パ ッ ケ ー ジ 化 す る こ と を
含 む 当 該 事 業 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
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　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 事 業 方 法 は 、 更 に 、 (４ )の 捕 捉 剤 の ア レ イ 又 は (５ )の 捕 捉 剤 の
パ ッ ケ ー ジ 化 さ れ た ア レ イ の 潜 在 的 顧 客 及 び ／ 又 は 販 売 業 者 の マ ー ケ テ ィ ン グ を 含 む 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 事 業 方 法 は 、 更 に 、 (４ )の 捕 捉 剤 の ア レ イ 又 は (５ )の 捕 捉 剤 の
パ ッ ケ ー ジ 化 さ れ た ア レ イ を 顧 客 及 び ／ 又 は 販 売 業 者 に 販 売 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 研 究 及 び 開 発 に お け る マ ー ケ テ ィ ン グ の た め に 捕 捉 剤 の ア レ イ を
生 成 す る た め の 事 業 方 法 で あ っ て 、 (１ )翻 訳 後 修 飾 が 一 生 物 内 の 少 な く と も 一 つ の シ グ ナ
ル 変 換 経 路 の 活 性 化 を 表 す 少 な く と も 一 種 の タ ン パ ク 質 を 同 定 し ； (２ )該 タ ン パ ク 質 の 各
々 又 は 翻 訳 後 修 飾 の た め の 少 な く と も 一 つ の 部 位 を 含 む そ の 断 片 に 対 す る 少 な く と も 一 種
の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 し ； (３ )第 三 者 に 、 (２ )で 同 定 さ れ た 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 製 造 し 又
は 利 用 す る 権 利 を ラ イ セ ン ス す る こ と を 含 む 当 該 事 業 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 宿 主 動 物 を 、 タ ン パ ク 質 の 存 在 又 は 過 剰 発 現 と 関 連 す る 病 気 に 対
し て 免 疫 化 す る 方 法 で あ っ て 、 (１ )該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し
て 、 該 宿 主 同 粒 の プ ロ テ オ ー ム 内 の 該 タ ン パ ク 質 に ユ ニ ー ク な 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を
同 定 し ； (２ )(１ )で 同 定 さ れ た 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 該 宿 主 動 物 に 免 疫 原 と し て 投 与
す る こ と を 含 む 当 該 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 、 前 記 の 宿 主 動 物 に 、 該 宿 主 動 物
の 免 疫 応 答 を 増 進 さ せ る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 配 合 物 で 投 与 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 配 合 物 は 、 リ ポ 多 糖 類 (Ｌ Ｐ Ｓ )、 脂 質 Ａ 、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ
ド (Ｍ Ｄ Ｐ )、 グ ル カ ン 又 は サ イ ト カ イ ン か ら 選 択 す る 付 加 的 ア ジ ュ バ ン ト を 伴 っ て 又 は 伴
わ ず に リ ポ ソ ー ム を 含 む 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の サ イ ト カ イ ン は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 又
は コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 配 合 物 は 、 前 記 の 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を コ ー ド す る ウ イ
ル ス 又 は 細 菌 性 ベ ク タ ー を 含 む 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の タ ン パ ク 質 は 、 宿 主 動 物 と は 異 な る 生 物 に 由 来 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の タ ン パ ク 質 は 、 腫 瘍 細 胞 、 感 染 性 因 子 又 は 寄 生 性 因 子 に 由 来
す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 感 染 性 因 子 は 、 Ｓ Ａ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 免 疫 組 織 化 学 で 使 用 す る た め の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗
体 を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 該 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析
し て 、 該 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に ユ ニ ー ク な 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る こ と を 含 み
、 該 Ｐ Ｅ Ｔ が 該 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 表 面 に 位 置 さ れ る 、 当 該 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 免 疫 組 織 化 学 で 用 い る 固 定 条 件 下 で 架 橋 形 成 す る こ と
の 知 ら れ た 残 基 を 排 除 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 試 料 中 の 関 連 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー を 同 時 に 明 確 に 検 出 ／ 定 量
す る 方 法 で あ っ て 、 (１ )タ ン パ ク 質 の 試 料 中 に 存 在 す る こ と が 予 想 さ れ る 関 連 タ ン パ ク 質
の 該 フ ァ ミ リ ー に つ い て の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 該 タ ン パ ク 質 の フ ァ
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ミ リ ー に ユ ニ ー ク な 共 通 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 同 定 し ； (２ )該 共 通 Ｐ Ｅ Ｔ に 選 択 的 且 つ 特 異 的 に 結
合 す る 捕 捉 剤 を 生 成 し ； (３ )該 試 料 を (２ )で 同 定 さ れ た 捕 捉 剤 と 接 触 さ せ ； そ し て (４ )該
捕 捉 剤 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 し 及 び ／ 又 は そ の 量 を 測 定 す る こ と を 含 み 、 そ
れ に よ り 、 該 試 料 中 の 関 連 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー を 同 時 に 検 出 ／ 定 量 す る 、 当 該 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 関 連 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー は 、 ス テ ッ プ (３ )の 前 に 、 プ ロ
テ ア ー ゼ 又 は 化 学 薬 剤 に よ り 変 性 さ れ て 消 化 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 更 に 、 前 記 の 関 連 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー の 各 メ ン バ
ー に ユ ニ ー ク な 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 し て 、 当 該 各 メ ン バ ー の 検 出 ／ 定 量 を 促 進
す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 関 連 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー は 、 関 連 す る キ ナ ー ゼ 又 は サ イ
ト カ イ ン の フ ァ ミ リ ー を 含 む 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 試 料 は 、 唾 液 、 粘 液 、 汗 、 全 血 液 、 血 清 、 尿 、 羊 水 、 生 殖 器
液 、 糞 便 、 骨 髄 、 血 漿 、 脊 髄 液 、 囲 心 腔 液 、 胃 液 、 腹 液 、 腹 膜 腔 液 、 胸 膜 液 、 滑 液 、 嚢 胞
液 、 脳 脊 髄 液 、 肺 洗 浄 液 、 リ ン パ 液 、 涙 、 前 立 腺 液 、 他 の 身 体 部 分 か ら の 抽 出 液 、 又 は 他
の 腺 か ら の 分 泌 物 か ら 選 択 す る 体 液 で あ り ； 又 は 上 清 、 全 細 胞 溶 解 物 、 又 は 細 胞 画 分 (細
胞 性 物 質 の 溶 解 及 び 分 画 に よ り 得 ら れ る )、 生 物 学 的 実 在 物 又 は 人 工 的 環 境 で 成 長 し た 細
胞 か ら 直 接 得 ら れ る 細 胞 の 抽 出 物 又 は 画 分 か ら 選 択 す る 体 液 で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 試 料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 の Ｐ Ｅ Ｔ と 関 係 す る 検 出 ／ 定 量 に お け る
利 用 の た め に 試 料 を 処 理 す る 方 法 で あ っ て 、 該 試 料 の 全 タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ る こ と 、 及
び ／ 又 は 該 試 料 の 全 タ ン パ ク 質 を プ ロ テ ア ー ゼ 、 化 学 的 薬 剤 、 物 理 的 剪 断 、 又 は 超 音 波 処
理 に よ っ て 断 片 化 す る こ と を 含 む 、 当 該 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 変 性 は 、 熱 変 性 又 は 化 学 的 変 性 で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 熱 変 性 は 、 そ の 後 又 は 同 時 に 、 熱 安 定 性 プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い
る タ ン パ ク 質 分 解 を 行 な う 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 熱 変 性 は 、 ２ サ イ ク ル 以 上 の 熱 変 性 と 、 そ の 後 の プ ロ テ ア ー
ゼ 消 化 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の ２ サ イ ク ル 以 上 の 熱 変 性 の 各 々 は 、 約 ９ ０ ℃ で 変 性 さ せ た 後
に 、 約 ５ ０ ℃ で プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 を 行 な う こ と に よ り 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 断 片 化 は 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 ペ プ シ ン 、 パ パ イ
ン 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 カ ル パ イ ン 、 ズ ブ チ リ シ ン 、 ｇ ｌ ｕ ｃ － Ｃ 、 エ ン ド ｌ ｙ ｓ
－ Ｃ 、 又 は プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ か ら 選 択 す る プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 行 な わ れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 試 料 は 、 唾 液 、 粘 液 、 汗 、 全 血 液 、 血 清 、 尿 、 羊 水 、 生 殖 器
液 、 糞 便 、 骨 髄 、 血 漿 、 脊 髄 液 、 囲 心 腔 液 、 胃 液 、 腹 液 、 腹 膜 腔 液 、 胸 膜 液 、 滑 液 、 嚢 胞
液 、 脳 脊 髄 液 、 肺 洗 浄 液 、 リ ン パ 液 、 涙 、 前 立 腺 液 、 他 の 身 体 部 分 か ら の 抽 出 液 、 又 は 他
の 腺 か ら の 分 泌 物 か ら 選 択 す る 体 液 で あ り ； 又 は 上 清 、 全 細 胞 溶 解 物 、 又 は 細 胞 画 分 (細
胞 性 物 質 の 溶 解 及 び 分 画 に よ り 得 ら れ る )、 生 物 学 的 実 在 物 又 は 人 工 的 環 境 で 成 長 し た 細
胞 か ら 直 接 得 ら れ る 細 胞 の 抽 出 物 又 は 画 分 か ら 選 択 す る 体 液 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
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　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 前 記 の 試 料 中 の 他 の タ ン パ ク 質 と 複 合 体
又 は 凝 集 体 を 形 成 し 又 は 形 成 す る 傾 向 が あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 表 Ｓ Ａ Ｒ Ｓ に 列 記 し た よ う に 、 Ｓ Ａ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス 特 異 的 な Ｐ Ｅ Ｔ
ア ミ ノ 酸 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 に 特 異 的 な 抗 体 を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 (１ )動 物 に
該 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 免 疫 原 を 投 与 し ； (２ )該 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 に 特 異 的 な 抗 体 を 、 該 Ｐ
Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 断 片 を 利 用 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 当 該 方 法 を 提 供
す る (該 ペ プ チ ド 断 片 は 、 予 想 さ れ た 通 り に 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら
生 成 す る )。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の ペ プ チ ド 免 疫 原 は 、 本 質 的 に 、 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 か ら な る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 の Ｎ 又 は Ｃ 末 端 、 又 は 両 方 は 、 遊 離 の Ｎ 又 は Ｃ 末
端 、 又 は 両 方 を 排 除 す る た め に ブ ロ ッ ク さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 一 種 よ り 多 く の ペ プ チ ド 免 疫 原 (各 々 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む )を 、 前
記 の 動 物 に 投 与 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 一 種 よ り 多 く の ペ プ チ ド 免 疫 原 は 、 種 々 の タ ン パ ク 質 に 由 来
す る Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の ペ プ チ ド 免 疫 原 は 、 一 種 よ り 多 く の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 一 種 よ り 多 く の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 は 、 短 い リ ン カ ー 配 列 に よ っ て 、
結 合 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 前 記 の 一 種 よ り 多 く の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 は 、 種 々 の タ ン パ ク 質 に 由 来 す る
。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 こ の 発 明 の す べ て の 具 体 例 (こ の 発 明 の 種 々 の 面 に つ い て 特 別 に 記 載 さ れ た も の を 含 む )
は 、 適 宜 、 こ の 発 明 の 他 の 任 意 の 具 体 例 と 組 合 わ せ る こ と が で き る と い う こ と も 又 、 企 図
さ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 特 徴 及 び 利 点 は 、 下 記 の 詳 細 な 説 明 及 び 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か と な ろ う
。
【 ０ １ ６ ８ 】

　 図 １ は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ８ レ セ プ タ ー Ａ の 配 列 及 び こ の 配 列 中 の ５ 量 体 の ユ ニ ー ク 認
識 配 列 (Ｕ Ｒ Ｓ )又 は Ｐ Ｅ Ｔ を 描 い て い る 。
　 図 ２ は 、 ヒ ス タ ミ ン Ｈ １ レ セ プ タ ー の 配 列 及 び こ の 配 列 中 の ト リ プ シ ン 消 化 で 破 壊 さ れ
な い ５ 量 体 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 (Ｕ Ｒ Ｓ )又 は Ｐ Ｅ Ｔ を 描 い て い る 。
　 図 ３ は 、 複 雑 な 試 料 に 由 来 す る Ｐ Ｅ Ｔ の パ ラ レ ル 認 識 の た め の 別 の 形 式 で あ る 。 こ の 型
の 「 仮 想 ア レ イ 」 に お い て は 、 多 く の 異 な る ビ ー ズ の 各 々 は 、 異 な る Ｐ Ｅ Ｔ に 向 け ら れ た
捕 捉 剤 を 示 し て い る 。 各 異 な る ビ ー ズ は 、 特 徴 的 な 比 の ２ つ の 染 料 (染 料 １ 及 び 染 料 ２ )の
共 有 結 合 に よ る カ ラ ー コ ー ド を 付 さ れ て い る 。 明 確 化 の た め に 、 ２ つ の 異 な る ビ ー ズ し か
示 し て な い 。 試 料 の 添 加 に 際 し て 、 こ の 捕 捉 剤 は 、 同 起 源 の Ｐ Ｅ Ｔ が 試 料 中 に 存 在 す る な
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ら ば 、 そ れ に 結 合 す る 。 そ の 後 、 第 三 の 蛍 光 タ グ に 結 合 さ れ た 二 次 的 結 合 性 リ ガ ン ド (こ
の 場 合 、 標 識 Ｐ Ｅ Ｔ ペ プ チ ド )の 混 合 物 を 、 こ れ ら の ビ ー ズ の 混 合 物 に 添 加 す る 。 こ れ ら
の ビ ー ズ を 、 次 い で 、 染 料 １ と 染 料 ２ の 比 を ビ ー ズ ご と に 解 明 し 、 そ う し て ビ ー ズ 上 に 捕
捉 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る こ と の で き る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 他 の 検 出 方 法 を 利 用 し て 分
析 す る こ と が で き 、 同 時 に 、 染 料 ３ の 蛍 光 強 度 を 読 ん で 、 ビ ー ズ 上 の 標 識 Ｐ Ｅ Ｔ の 量 を 定
量 す る (分 析 物 Ｐ Ｅ Ｔ レ ベ ル を 逆 に 反 映 す る )。
　 図 ４ は 、 細 胞 内 タ ン パ ク 質 及 び 膜 タ ン パ ク 質 の 抽 出 の 結 果 の 図 解 で あ る 。 上 段 パ ネ ル ：
Ｍ ： タ ン パ ク 質 の サ イ ズ マ ー カ ー ； Ｈ － Ｓ ： Ｈ Ｅ Ｌ Ａ － 上 清 ； Ｈ － Ｐ ： Ｈ Ｅ Ｌ Ａ － ペ レ ッ
ト ； Ｍ － Ｓ ： Ｍ Ｏ Ｌ Ｔ ４ － 上 清 ； Ｍ － Ｐ ： Ｍ Ｏ Ｌ Ｔ ４ － ペ レ ッ ト 。 下 段 パ ネ ル は 、 タ ン パ
ク 質 の ＞ ９ ０ ％ が 、 可 溶 化 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 簡 単 に い え ば 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 洗
っ て か ら 、 ０ ． ５ ％ ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ を 含 む 緩 衝 液 中 に 懸 濁 さ せ て (５ × １ ０ 6 細 胞 ／ ｍ
ｌ )、 ダ ウ ン ス ホ モ ゲ ナ イ ザ ー 中 で ホ モ ジ ェ ナ イ ズ し た (３ ０ ス ト ロ ー ク )。 ホ モ ジ ェ ナ イ
ズ し た 細 胞 を 遠 心 分 離 し て 、 可 溶 性 部 分 と ペ レ ッ ト を 分 離 し 、 こ れ ら 両 者 を 、 共 に 、 ゲ ル
に ロ ー ド し た 。
　 図 ５ は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 な 抗 体 の 生 成 の た め の 方 法 の 図 解 で あ る 。
　 図 ６ は 、 本 発 明 の 方 法 に お け る 使 用 の 前 の 、 試 料 の 調 製 の 一 般 的 計 画 を 図 解 し た も の で
あ る 。 左 側 は 、 化 学 的 変 性 と そ の 後 の プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 の た め の 工 程 を 示 し て お り 、 右 側
は 、 好 適 な 熱 変 性 及 び 断 片 化 を 図 解 し て い る 。 こ の 図 解 で は 、 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る プ
ロ テ ア ー ゼ の ト リ プ シ ン が 描 か れ て い る が 、 本 願 に 記 載 さ れ た 任 意 の 他 の 適 当 な プ ロ テ ア
ー ゼ を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の 工 程 は 、 単 純 で 、 丈 夫 で 且 つ 再 現 性 が あ り 、 血 清 、 細
胞 溶 解 物 及 び 組 織 を 含 む 主 要 な 試 料 型 に 一 般 的 に 適 用 可 能 で あ る 。
　 図 ７ は 、 図 ６ に 記 載 し た よ う な 熱 変 性 又 は 化 学 的 変 性 を 利 用 す る 血 清 試 料 の 予 備 処 理 の
例 を 図 解 し て い る 。
　 図 ８ は 、 血 清 タ ン パ ク 質 及 び 細 胞 溶 解 物 (Ｍ Ｏ Ｌ Ｔ ４ 及 び Ｈ ｅ ｌ ａ 細 胞 )の 熱 変 性 及 び 化
学 的 変 性 の 結 果 を 示 し て い る 。
　 図 ９ は 、 成 熟 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ 二 量 体 の 構 造 、 及 び 一 つ の 成 熟 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ の Ｌ Ａ Ｐ 及
び Ｌ Ｔ Ｂ Ｐ と の 複 合 体 形 態 を 図 解 し て い る 。
　 図 １ ０ は 、 (Ａ Ｋ Ｔ )キ ナ ー ゼ の 基 質 の 同 定 の た め の Ｐ Ｅ Ｔ ベ ー ス の ア レ イ を 描 い て い る
。
　 図 １ １ は 、 配 列 決 定 さ れ た ゲ ノ ム を 有 す る 生 物 中 の 又 は 公 知 の プ ロ テ オ ー ム を 有 す る 試
料 中 の 所 与 の 長 さ の す べ て の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る た め の 一 般 的 ア プ ロ ー チ を 図 解 し て い る 。
た と え こ の 説 明 の た め の 図 に お い て 、 タ ン パ ク 質 配 列 が 、 ４ ～ １ ０ ア ミ ノ 酸 の Ｐ Ｅ Ｔ を 同
定 す る た め に ４ ～ １ ０ ア ミ ノ 酸 長 の 重 複 す る ペ プ チ ド に 解 剖 さ れ て い て も 、 同 じ 計 画 を 、
任 意 の 他 の 長 さ の Ｐ Ｅ Ｔ に つ い て 利 用 す る こ と が で き る 。
　 図 １ ２ は 、 Ｐ Ｅ Ｔ に つ い て 全 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム を 検 索 し た 結 果 (２ ９ ， ０ ７ ６ タ ン パ ク
質 、 約 １ ２ ０ ０ 万 の ４ ～ １ ０ 重 複 ペ プ チ ド に 対 応 )、 及 び ４ ～ １ ０ の 各 Ｎ に つ い て 同 定 さ
れ た Ｐ Ｅ Ｔ の 数 を 列 記 し て い る 。
　 図 １ ３ は 、 少 な く と も 一 つ の Ｐ Ｅ Ｔ を 有 す る ヒ ト タ ン パ ク 質 の パ ー セ ン テ ー ジ の 結 果 を
示 し て い る 。
　 図 １ ４ は 、 更 に 、 ヒ ト の プ ロ テ オ ー ム の ト リ プ シ ン 消 化 か ら 生 成 し た デ ー タ を 与 え る 。
　 図 １ ５ は 、 複 合 ペ プ チ ド 混 合 物 中 の 標 的 ペ プ チ ド の 特 異 的 捕 捉 及 び 定 量 の た め の 蛍 光 サ
ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ の 図 式 表 示 、 二 次 抗 体 に よ り 検 出 さ れ る 読 み 出 し 蛍 光 シ グ ナ ル の
結 果 を 図 解 し て い る 。
　 図 １ ６ は 、 タ グ 付 き Ｐ Ｓ Ａ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ
イ を 図 解 し て い る 。
　 図 １ ７ は 、 Ｓ Ｈ Ｉ Ｐ － ２ 及 び Ａ Ｂ Ｌ 中 の ホ ス ホ ペ プ チ ド の 検 出 の た め の Ｐ Ｅ Ｔ 及 び そ れ
ら の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー を 図 解 し て い る 。
　 図 １ ８ は 、 Ｎ タ ン パ ク 質 を Ｎ ＋ １ Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 抗 体 を 用 い て 検 出 す る た め の サ ン ド イ ッ
チ ア ッ セ イ を 利 用 す る た め の 一 般 的 ア プ ロ ー チ を 図 解 し て い る 。
　 図 １ ９ は 、 一 般 的 な Ｐ Ｅ Ｔ 及 び 関 連 キ ナ ー ゼ の 検 出 に 有 用 な キ ナ ー ゼ 特 異 的 な Ｐ Ｅ Ｔ を
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図 解 し て い る 。
　 図 ２ ０ は 、 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム 及 び 関 連 コ ロ ナ ウ イ ル ス の 両 方 に お け る Ｓ Ａ Ｒ Ｓ 特 異 的 な
Ｐ Ｅ Ｔ 及 び そ れ ら の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー を 示 し て い る 。
　 図 ２ １ は 、 標 準 化 し た 血 清 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ 測 定 の た め の Ｐ Ｅ Ｔ ベ ー ス の ア ッ セ イ の デ ザ
イ ン を 示 し て い る 。
　 図 ２ ２ は 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 利 用 す る Ｐ Ｅ Ｔ 関 連 タ ン パ ク 質 修 飾 の 検 出 の 一 般 的
原 理 を 示 す こ と に 向 け ら れ た 計 画 で あ る 。
　 図 ２ ３ は 、 翻 訳 後 修 飾 (例 え ば 、 リ ン 酸 化 又 は グ リ コ シ ル 化 )の 検 出 の 一 具 体 例 の 図 式 表
示 で あ る 。 標 的 ペ プ チ ド は 、 一 層 小 さ い Ｐ Ｅ Ｔ 含 有 断 片 を 生 成 す る た め に プ ロ テ ア ー ゼ 例
え ば ト リ プ シ ン に よ り 消 化 さ れ る 。 こ れ ら の 断 片 の 一 つ (Ｐ Ｔ Ｐ ２ )は 又 、 少 な く と も 一 つ
の 関 心 あ る 改 変 を も 含 む 。 一 度 断 片 が 支 持 体 上 の 捕 捉 剤 に よ り 単 離 さ れ れ ば 、 リ ン 酸 化 の
存 在 は 、 例 え ば 、 Ｈ Ｒ Ｐ 結 合 抗 ホ ス ホ ア ミ ノ 酸 抗 体 に よ り 検 出 す る こ と が で き ； 糖 の 修 飾
の 存 在 は 、 例 え ば レ ク チ ン に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
　 図 ２ ４ は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 な 抗 体 が 、 Ｐ Ｅ Ｔ 抗 原 に 高 度 に 特 異 的 で あ っ て 、 Ｐ Ｅ Ｔ 抗 原 の
ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー に 結 合 し な い こ と を 図 解 し て い る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 、 特 に 特 定 の 種 類 の 修 飾 (リ ン 酸 化 、 グ
リ コ シ ル 化 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 、 突 然 変 異 な ど )を 有 す る タ ン パ ク 質 の パ ネ ル の 存 在
を 検 出 す る (例 え ば 、 包 括 的 に 検 出 す る )た め の 方 法 、 試 薬 及 び シ ス テ ム を 提 供 す る 。 あ る
具 体 例 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 試 料 中 の 少 な く と も 一 種 の タ ン パ ク 質 の 発 現 又 は 翻 訳 後 修
飾 の レ ベ ル を 定 量 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 好 ま し く は ペ プ チ ド の
集 合 を 生 成 す る た め に 断 片 化 さ れ 且 つ ／ 又 は 変 性 さ れ た 試 料 を 用 意 す る こ と 、 及 び 該 試 料
を 複 数 の 捕 捉 剤 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 各 捕 捉 剤 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 又 は 修 飾 状 態 に
特 徴 的 な ユ ニ ー ク 認 識 配 列 (Ｕ Ｒ Ｓ )又 は Ｐ Ｅ Ｔ を 認 識 し て 該 配 列 と 相 互 作 用 す る こ と が で
き る 。 結 合 デ ー タ の 検 出 及 び デ コ ン ヴ ォ ル ー シ ョ ン に よ っ て 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在
及 び ／ 又 は 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 第 一 の ス テ ッ プ に お い て 、 生 物 学 的 試 料 が 得 ら れ る 。 生 物 学 的 試 料 は 、 こ こ で 用 い る 場
合 、 任 意 の 身 体 的 試 料 例 え ば 血 液 (血 清 又 は 血 漿 )、 唾 液 、 腹 水 液 、 胸 膜 滲 出 液 、 生 検 試 料
、 単 離 さ れ た 細 胞 及 び ／ 又 は 細 胞 膜 調 製 物 を い う (図 ４ 参 照 )。 哺 乳 動 物 か ら 組 織 生 検 及 び
体 液 を 得 る 方 法 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 回 収 し た 生 物 学 的 試 料 は 、 更 に 、 生 物 学 的 試 料 及 び 試 験 す る ポ リ ペ プ チ ド の 性 質 (即 ち
、 分 泌 性 、 膜 繋 留 型 又 は 細 胞 内 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド )に 依 っ て 、 洗 剤 ベ ー ス の 又 は 洗 剤 を
含 ま な い (即 ち 、 超 音 波 処 理 )方 法 を 利 用 し て 可 溶 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 あ る 具 体 例 に お い て 、 洗 剤 を 使 わ な い 方 法 例 え ば 熱 変 性 に よ っ て 試 料 を 変 性 さ せ る こ と
が で き る 。 こ れ は 、 将 来 の 分 析 に お い て 洗 剤 が 除 去 さ れ る 必 要 が あ る か 又 は 除 去 さ れ る の
が 好 ま し い 応 用 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 あ る 具 体 例 に お い て 、 可 溶 化 生 物 学 的 試 料 を 、 少 な く と も 一 種 の タ ン パ ク 質 分 解 剤 と 接
触 さ せ る 。 消 化 を 、 効 果 的 な 条 件 下 で 、 診 断 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 完 全 な 消 化 を 保 証 す る
の に 十 分 な 時 間 に わ た っ て 実 施 す る 。 生 物 学 的 試 料 を 温 度 及 び 緩 衝 剤 強 度 に 関 す る 適 当 な
条 件 下 で 消 化 す る こ と の で き る 薬 剤 は 、 好 適 で あ る 。 測 定 は 、 非 特 異 的 な 試 料 消 化 を 許 さ
な い よ う に 行 な い 、 そ う し て 、 消 化 剤 の 量 、 反 応 混 合 条 件 (即 ち 、 塩 分 濃 度 及 び 酸 度 )、 消
化 時 間 及 び 温 度 を 注 意 深 く 選 択 す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 最 後 に 、 タ ン パ ク 質 分 解
活 性 を 停 止 し て 、 非 特 異 的 な タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 回 避 し (こ れ は 、 延 長 さ れ た 消 化 期 間
か ら 生 じ う る )、 そ し て 他 の ペ プ チ ド ベ ー ス の 分 子 (即 ち 、 タ ン パ ク 質 由 来 の 捕 捉 剤 )の 更
な る タ ン パ ク 質 分 解 を 回 避 す る (こ れ ら は 、 次 の ス テ ッ プ で こ の 混 合 物 に 加 え ら れ る )。
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【 ０ １ ７ ４ 】
　 も し 試 料 を 熱 変 性 さ せ る な ら ば 、 高 温 で 活 性 な プ ロ テ ア ー ゼ 例 え ば 好 熱 性 細 菌 か ら 単 離
さ れ た も の を 、 該 変 性 後 に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 次 の 方 法 ス テ ッ プ に お い て は 、 与 え ら れ た 生 物 学 的 試 料 を 、 少 な く と も 一 種 の 捕 捉 剤 と
接 触 さ せ 、 こ れ ら は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 結 合 に よ る 相 互 作 用 に よ っ て 、 少 な く と も 一 種 の タ ン パ ク 質
分 析 物 と 区 別 し て 結 合 す る こ と が で き 、 か か る 結 合 相 互 作 用 の 生 成 物 を 、 試 料 中 に 見 出 さ
れ る タ ン パ ク 質 を 同 定 し 及 び ／ 又 は 定 量 す る た め に 、 試 験 し 、 必 要 で あ れ ば 、 デ コ ン ヴ ォ
ル ー シ ョ ン す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 (Ｕ Ｒ Ｓ )又 は Ｐ Ｅ Ｔ は 、 コ ン ピ ュ ー
タ ー 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ う る が 、 所 定 試 料 中 の 個 々 の タ ン パ ク 質 を 特 性 決 定 す る こ と が
で き 、 例 え ば 、 他 の も の の 内 か ら 特 定 の タ ン パ ク 質 を 同 定 し 及 び ／ 又 は タ ン パ ク 質 の 特 定
の 翻 訳 後 修 飾 型 を 同 定 す る こ と が で き る と い う 理 解 に 基 づ い て い る 。 Ｐ Ｅ Ｔ に 結 合 す る 薬
剤 の 利 用 は 、 幾 つ か の 環 境 に 由 来 す る 個 々 の タ ン パ ク 質 又 は 生 物 学 的 試 料 中 の 多 く の タ ン
パ ク 質 の 検 出 及 び 定 量 の た め に 利 用 さ れ う る 。 主 題 の 方 法 を 利 用 し て 、 例 え ば 体 液 、 細 胞
又 は 組 織 試 料 、 細 胞 溶 解 物 、 細 胞 膜 な ど の 中 の タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 修 飾 の 状 態 を 評
価 す る こ と が で き る 。 あ る 具 体 例 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 、 ア レ ル 変 異
体 及 び ／ 又 は 点 突 然 変 異 (例 え ば 、 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド 多 型 か ら 生 じ る 変 化 し た ア ミ ノ 酸
配 列 )を 区 別 す る 一 組 の 捕 捉 剤 を 利 用 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 試 料 調 製 即 ち 変 性 及 び ／ 又 は タ ン パ ク 質 分 解 の 結 果 と し て 、 主 題 の 方 法 を 利 用 し て 、 特
異 的 タ ン パ ク 質 ／ 修 飾 を 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 均 質 性 を 分 析 の た め に 必 要 と し な い 仕 方 で 検
出 す る こ と が で き る (試 料 間 の 小 さ い が 有 意 の 差 異 に 比 較 的 不 従 順 で あ る )。 こ の 発 明 の 方
法 は 、 試 料 中 の 全 タ ン パ ク 質 (細 胞 膜 結 合 性 の 及 び オ ル ガ ネ ラ 膜 結 合 性 の タ ン パ ク 質 を 含
む )の す べ て 又 は 何 れ か の 選 択 し た 部 分 集 合 の 検 出 に 適 し て い る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 あ る 具 体 例 に お い て 、 こ の 方 法 の 検 出 ス テ ッ プ は 、 ネ イ テ ィ ブ な タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修
飾 に 鋭 敏 で な い が 、 他 の 具 体 例 に お い て は 、 調 製 ス テ ッ プ は 、 関 心 あ る 翻 訳 後 修 飾 を 保 存
す る よ う に デ ザ イ ン さ れ 、 こ の (こ れ ら の )検 出 ス テ ッ プ は 、 タ ン パ ク 質 の 修 飾 型 と 未 修 飾
型 と を 区 別 で き る 一 組 の 捕 捉 剤 を 利 用 す る 。 検 出 し て 定 量 す る た め に 主 題 の 方 法 を 利 用 す
る こ と の で き る 典 型 的 な 翻 訳 後 修 飾 に は 、 ア シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 脱 ア ミ ド 化 、 プ レ ニ ル 化
(例 え ば 、 フ ァ ル ネ シ ル 化 又 は ゲ ラ ニ ル 化 )、 ホ ル ミ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化
、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ユ ビ キ チ ン 化 、 リ ボ シ ル 化 及 び 硫 酸 化 が 含 ま れ
る 。 一 つ の 特 別 な 具 体 例 に お い て 、 評 価 す べ き リ ン 酸 化 は 、 チ ロ シ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ
ン 又 は ヒ ス チ ジ ン 残 基 の リ ン 酸 化 で あ る 。 他 の 特 定 の 具 体 例 に お い て 、 評 価 す べ き 疎 水 性
の 基 の 添 加 は 、 脂 肪 酸 例 え ば ミ リ ス テ ー ト 又 は パ ル ミ テ ー ト の 添 加 で あ り 、 又 は グ リ コ シ
ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ア ン カ ー の 添 加 で あ る 。 あ る 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 を 利
用 し て 、 特 定 の 病 気 例 え ば 感 染 症 、 新 生 物 (新 生 組 識 形 成 )、 癌 、 免 疫 系 疾 患 又 は 障 害 、 代
謝 疾 患 又 は 障 害 、 筋 肉 及 び 骨 格 の 疾 患 又 は 障 害 、 神 経 系 の 疾 患 又 は 障 害 、 シ グ ナ ル 疾 患 又
は 障 害 、 又 は ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 疾 患 又 は 障 害 の タ ン パ ク 質 修 飾 プ ロ フ ァ イ ル を 評 価 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 、 用 語 「 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 」 、 「 Ｕ Ｒ Ｓ 」 、 「 プ ロ テ オ ー ム エ ピ ト ー
プ タ グ 」 又 は 「 Ｐ Ｅ Ｔ 」 は 、 特 定 の 試 料 中 で 検 出 さ れ た 場 合 に 、 そ れ が 由 来 し た タ ン パ ク
質 が そ の 試 料 中 に 存 在 す る こ と を は っ き り と 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 す る こ と を 意 図 し て
い る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 そ の 試 料 中 の 存 在 が 、 該 配 列 と 選 択 的 に 結 合 す る よ う に デ ザ イ
ン さ れ た 捕 捉 剤 と の 信 頼 す べ き 結 合 事 象 の 検 出 に よ り 示 さ れ る 場 合 、 必 ず 該 配 列 を 含 む タ
ン パ ク 質 が 該 試 料 中 に 存 在 す る こ と を 意 味 す る よ う に 選 択 す る 。 有 用 な Ｐ Ｅ Ｔ は 、 タ ン パ
ク 質 混 合 物 が 変 性 及 び ／ 又 は 断 片 化 さ れ た 場 合 に 溶 媒 が 接 近 で き る 結 合 表 面 に 存 在 し な け
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れ ば な ら ず 、 選 択 さ れ た 捕 捉 剤 と 最 少 の 交 差 反 応 性 で 有 意 に 特 異 的 に 結 合 し な け れ ば な ら
な い 。 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 は 、 そ れ が 由 来 し た タ ン パ ク 質 内 に 存 在 し 且 つ 研 究 中 の 試 料 、 細
胞 型 、 又 は 種 に 存 在 し う る 他 の タ ン パ ク 質 中 に は 存 在 し な い 。 そ の 上 、 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 好 ま し
く は 、 試 料 中 に 存 在 し う る 他 の タ ン パ ク 質 内 に 、 ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー 分 析 に よ り 測 定 さ
れ る よ う な 如 何 な る 密 接 に 関 連 す る 配 列 を も 有 し な い 。 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 タ ン パ ク 質 の 表 面 領 域
、 埋 没 領 域 、 ス プ ラ イ ス ジ ャ ン ク シ ョ ン 、 又 は 翻 訳 後 修 飾 領 域 に 由 来 し て よ い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 お そ ら く 、 理 想 的 な Ｐ Ｅ Ｔ は 、 一 つ の 種 の プ ロ テ オ ー ム 中 の 一 つ の タ ン パ ク 質 中 に だ け
存 在 す る ペ プ チ ド 配 列 で あ る 。 し か し 、 実 際 は 、 ヒ ト の 試 料 に お い て 有 用 な Ｐ Ｅ Ｔ を 含 む
ペ プ チ ド は 、 他 の 生 物 の タ ン パ ク 質 構 造 中 に 存 在 し う る 。 成 人 の 細 胞 試 料 に お い て 有 用 な
Ｐ Ｅ Ｔ は 、 そ の 試 料 に 対 し て 「 ユ ニ ー ク な 」 も の で あ る (た と え 、 そ れ が 、 同 じ 生 物 の 他
の 異 な る タ ン パ ク 質 の 構 造 中 に 、 そ の 生 涯 の 異 な る 時 点 例 え ば 胎 生 期 に 存 在 し え て も 、 又
は 研 究 中 の 試 料 と 異 な る 他 の 組 織 若 し く は 細 胞 型 に 存 在 し て も )。 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 た と え 同 じ
ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 異 な る タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 試 料 中 に 存 在 し て も 、 ユ ニ ー ク で あ り う る
(但 し 、 そ の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も 一 つ は 誘 導 体 化 さ れ 、 そ れ ら の ペ プ チ ド を 溶 解 さ せ る
バ イ ン ダ ー を 開 発 す る こ と が で き る な ら ば )。
【 ０ １ ８ １ 】
　 こ こ で Ｐ Ｅ Ｔ に 関 し て 「 ユ ニ ー ク さ 」 と い う 場 合 は 、 参 照 は 、 常 に 、 前 記 に 関 連 し て 行
な わ れ る 。 従 っ て 、 ヒ ト の ゲ ノ ム 内 で は 、 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 そ れ が 由 来 し た タ ン パ ク 質 に 対 し て
真 に ユ ニ ー ク で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て よ い 。 或 は 、 そ れ は 、 正 に そ れ が 由 来 し た 試 料
に 対 し て ユ ニ ー ク で あ っ て よ い が 、 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 例 え ば マ ウ ス ゲ ノ ム 中 に 存 在 し
て よ い 。 同 様 に 、 多 数 の 異 な る 生 物 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 含 有 し う る 試 料 に 言 及 す る 場
合 に は 、 ユ ニ ー ク さ は 、 は っ き り と 同 定 し て 種 々 の 生 物 に 由 来 す る (例 え ば 、 宿 主 又 は 病
原 体 に 由 来 す る )タ ン パ ク 質 を 区 別 す る 能 力 を い う 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 従 っ て 、 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 種 内 の 一 種 よ り 多 く の タ ン パ ク 質 中 に 存 在 し う る (但 し 、 そ れ は 、
そ れ が 由 来 し た 試 料 に 対 し て ユ ニ ー ク で あ る )。 例 え ば 、 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 あ る 種 の 細 胞 型 例 え
ば 肝 細 胞 、 脳 細 胞 、 心 臓 細 胞 、 腎 臓 細 胞 又 は 筋 肉 細 胞 に 対 し て ； あ る 種 の 生 物 学 的 試 料 例
え ば 血 漿 、 尿 、 羊 水 、 生 殖 腔 液 、 骨 髄 、 脊 髄 液 、 又 は 囲 心 腔 液 試 料 に 対 し て ； あ る 種 の 生
物 学 的 経 路 例 え ば Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー シ グ ナ リ ン グ 経 路 又 は 腫 瘍 壊 死 因 子 (Ｔ
Ｎ Ｆ )シ グ ナ リ ン グ 経 路 に 対 し て ユ ニ ー ク で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 こ の 意 味 に お い て 、 本 発 明 は 、 応 用 特 異 的 な Ｐ Ｅ Ｔ を 、 所 与 の 試 料 中 に 存 在 す る タ ン パ
ク 質 の 種 類 に 依 っ て 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 情 報 は 、 様 々 な 起 源 か ら 容 易 に 得 る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 一 生 物 の 全 ゲ ノ ム が 関 係 す る 場 合 に は 、 そ の 配 列 決 定 さ れ た ゲ ノ ム
は 、 こ の ゲ ノ ム に よ り コ ー ド さ れ う る 各 タ ン パ ク 質 配 列 を 与 え 、 と き に は 、 仮 説 的 タ ン パ
ク 質 さ え 含 む 。 こ の 配 列 決 定 さ れ た ゲ ノ ム か ら 得 ら れ る 「 仮 想 的 に 翻 訳 さ れ た プ ロ テ オ ー
ム 」 は 、 試 料 中 の 全 タ ン パ ク 質 を 表 す と い う 点 に 関 し て 最 も 包 括 的 で あ る と 予 想 さ れ る 。
或 は 、 試 料 中 の 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 種 の 型 も 又 、 如 何 な る 種 類 の タ ン パ ク 質 が 試 料 中 に 存
在 し う る か に 関 し て 有 用 な 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 存 在 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 種 は
、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 、 Ｓ Ｎ Ｐ 分 析 、 又 は 他 の 任 意 の 適 当 な 分 子 生 物 学 の 分 野 で 利 用 可
能 な Ｒ Ｎ Ａ 分 析 ツ ー ル に よ っ て 同 定 さ れ う る 。 Ｒ Ｎ Ａ 分 析 の 更 な る 利 点 は 、 そ れ が 、 選 択
的 ス プ ラ イ シ ン グ 及 び 突 然 変 異 な ど の 情 報 を も 提 供 す る こ と が で き る こ と で あ る 。 最 後 に
、 質 量 分 析 な ど の 技 術 を 利 用 す る 直 接 的 な タ ン パ ク 質 分 析 は 、 特 定 の 翻 訳 後 修 飾 及 び 突 然
変 異 の 存 在 を 同 定 す る の を 助 け る こ と が で き 、 そ れ は 、 特 定 の 応 用 の た め の 特 定 の Ｐ Ｅ Ｔ
の デ ザ イ ン を 助 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 こ れ ら の Ｐ Ｅ Ｔ は 、 そ れ が 由 来 し た ネ イ テ ィ ブ な タ ン パ ク 質 に お い て 、 隣 接 す る 又 は 隣
接 し な い ア ミ ノ 酸 配 列 と し て 見 出 さ れ う る 。 そ れ は 、 典 型 的 に は 、 大 き い ペ プ チ ド 又 は タ
ン パ ク 質 の 配 列 の 一 部 分 を 構 成 し 、 捕 捉 剤 に よ っ て 、 無 傷 の 又 は 部 分 的 に 分 解 さ れ た 又 は
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消 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の 表 面 に お い て 、 又 は 予 め 決 め た 断 片 化 プ ロ ト コ ー ル に よ り 生 成 さ
れ た タ ン パ ク 質 の 断 片 上 で 認 識 可 能 で あ る 。 こ の Ｐ Ｅ Ｔ は 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、
１ １ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 又 は ２ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 長 で あ っ
て よ い 。 好 適 具 体 例 に お い て 、 Ｕ Ｒ Ｓ は 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 又 は １ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 長 、 好 ま
し く は ８ ア ミ ノ 酸 残 基 長 で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 「 ～ を 区 別 す る こ と の で き る 捕 捉 剤 」 に お け る 用 語 「 区 別 す る 」 は 、 捕 捉 剤 の 、 意 図 す
る 分 析 物 へ の 結 合 と 、 試 料 中 に 存 在 す る 他 の タ ン パ ク 質 (又 は 化 合 物 )へ の バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド 結 合 に お け る 相 対 的 差 異 を い う 。 特 に 、 捕 捉 剤 は 、 も し 結 合 定 数 の 差 異 が 、 結 合 に お け
る 統 計 的 に 有 意 な 差 異 が ア ッ セ イ プ ロ ト コ ー ル 及 び 検 出 感 度 下 で 生 成 さ れ る よ う な も の で
あ れ ば 、 タ ン パ ク 質 (又 は 、 改 変 種 )の ２ つ の 異 な る 種 を 区 別 す る こ と が で き る 。 好 適 具 体
例 に お い て 、 こ の 捕 捉 剤 は 、 少 な く と も ０ ． ５ の 、 一 層 好 ま し く は 少 な く と も ０ ． １ 、 ０
． ０ ０ １ 又 は ０ ． ０ ０ ０ １ の 識 別 イ ン デ ッ ク ス (Ｄ ． Ｉ ． )を 有 し 、 こ こ に 、 Ｄ ． Ｉ ． は 、
Ｋ d (ａ )／ Ｋ d (ｂ )と し て 定 義 さ れ 、 Ｋ d (ａ )は 、 意 図 す る 分 析 物 の 解 離 定 数 で あ り 、 Ｋ d (
ｂ )は 、 試 料 中 に 存 在 す る 任 意 の 他 の タ ン パ ク 質 (又 は 、 こ の 場 合 の よ う に 、 改 変 型 )の 解
離 定 数 で あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 、 用 語 「 捕 捉 剤 」 に は 、 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 に 、 例 え
ば 、 少 な く と も 検 出 可 能 な 感 度 で 、 結 合 す る こ と の で き る 任 意 の 薬 剤 が 含 ま れ る 。 捕 捉 剤
は 、 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 と (直 接 又 は 間 接 に )特 異 的 に 相 互 作 用 し 、 又 は 該 配 列 に (直 接 又 は
間 接 に )結 合 す る こ と が で き る 。 好 適 具 体 例 に お い て 、 こ の 捕 捉 剤 は 、 抗 体 又 は そ の 断 片 (
例 え ば 、 一 本 鎖 抗 体 )で あ り 、 又 は デ ィ ス プ レ ー さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ た ペ プ
チ ド で あ る 。 他 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 捕 捉 剤 は 、 人 工 タ ン パ ク 質 、 Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ ア
プ タ マ ー 、 ア ロ ス テ リ ッ ク リ ボ ザ イ ム 又 は 小 型 分 子 で あ っ て よ い 。 他 の 具 体 例 に お い て 、
こ の 捕 捉 剤 は 、 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 の 電 子 工 学 的 (例 え ば 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ベ ー ス の 又 は 情
報 ベ ー ス の )認 識 を 与 え る こ と が で き る 。 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 捕 捉 剤 は 、 自 然 に は 細
胞 中 で 見 出 さ れ な い 薬 剤 で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 、 用 語 「 包 括 的 に 検 出 す る 」 に は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 少 な く と も
４ ０ ％ を 検 出 す る こ と が 含 ま れ る 。 好 適 具 体 例 に お い て は 、 用 語 「 包 括 的 に 検 出 す る 」 に
は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 少 な く と も ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％
、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 又 は １ ０ ０ ％ が 含 ま れ る 。 上 に 列 挙 し た 値 の 中 間 の 範 囲 例 え ば
５ ０ ～ ７ ０ ％ 又 は ７ ５ ％ ～ ９ ５ ％ も 又 、 こ の 発 明 の 部 分 で あ る 。 例 え ば 、 上 に 列 挙 し た 値
の 何 れ か の 組 合 せ を 上 限 及 び ／ 又 は 下 限 と し て 利 用 す る 範 囲 は 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 、 用 語 「 プ ロ テ オ ー ム 」 は 、 一 生 物 体 中 の 化 学 的 に 別 個 の タ ン パ ク 質
の 完 全 な セ ッ ト を い う 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 、 用 語 「 生 物 」 に は 、 動 物 例 え ば 鳥 類 、 昆 虫 、 哺 乳 動 物 例 え ば ヒ ト 、
マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 サ ル 、 又 は ウ サ ギ ； 微 生 物 例 え ば 細 菌 、 酵 母 及 び 真 菌 類 例 え ば 大 腸 菌 、
カ ン ピ ロ バ ク タ ー 菌 、 リ ス テ リ ア 菌 、 レ ジ オ ネ ラ 菌 、 ブ ド ウ 球 菌 、 連 鎖 球 菌 、 サ ル モ ネ ラ
菌 、 ボ ル ダ テ ラ 菌 、 肺 炎 双 球 菌 、 根 粒 菌 、 ク ラ ミ ジ ア 、 リ ケ ッ チ ア 、 放 線 菌 、 マ イ コ プ ラ
ズ マ 、 ヘ リ コ バ ク タ ー ・ ピ ロ リ 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ニ ュ ー モ ニ ア 、 コ ク シ エ ラ ・ バ ー ネ ッ テ ィ
イ 、 炭 疽 菌 、 及 び ナ イ セ リ ア ； 原 生 動 物 例 え ば ト リ パ ノ ゾ ー マ ・ ブ ル セ イ ； ウ イ ル ス 例 え
ば ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 ロ ー タ ウ イ ル ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、
エ ボ ラ ウ イ ル ス 、 サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 ネ コ 白 血 病 ウ イ ル ス 、 Ｒ Ｓ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 、 カ ポ ジ 肉 腫 随 伴 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス (Ｋ Ｓ Ｈ Ｖ )、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス (Ａ Ａ Ｖ )、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス 、 ラ ッ サ ウ イ
ル ス 、 西 ナ イ ル ウ イ ル ス 、 エ ン テ ロ ウ イ ル ス 例 え ば ２ ３ コ ク サ ッ キ ー Ａ ウ イ ル ス 、 ６ コ ク
サ ッ キ ー Ｂ ウ イ ル ス 、 及 び ２ ８ エ コ ー ウ イ ル ス 、 エ プ ス タ イ ン － バ ー ル ウ イ ル ス 、 カ リ チ

10

20

30

40

50

(34) JP 2007-511837 A 2007.5.10



ウ イ ル ス 、 ア ス ト ロ ウ イ ル ス 及 び ノ ー ウ ォ ー ク ウ イ ル ス ； 真 菌 類 例 え ば ク モ ノ ス カ ビ 、 ア
カ パ ン カ ビ 、 酵 母 又 は プ ク キ ニ ア ； 条 虫 例 え ば 単 包 条 虫 、 多 包 条 虫 、 フ ォ ー ゲ ル 包 条 虫 、
及 び ヤ マ ネ コ 包 条 虫 ； 及 び 植 物 例 え ば シ ロ イ ス ナ ズ ナ 、 イ ネ 、 コ ム ギ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ト
マ ト 、 ア ル フ ァ ル フ ァ 、 ナ タ ネ 、 ダ イ ズ 、 綿 、 ヒ マ ワ リ 又 は カ ノ ー ラ を 含 む 任 意 の 生 き た
生 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 、 「 試 料 」 は 、 タ ン パ ク 質 分 析 物 を 含 有 し う る 任 意 の も の を 指 す 。 こ
の 試 料 は 、 生 物 学 的 試 料 例 え ば 生 物 学 的 液 体 又 は 生 物 学 的 組 織 で あ っ て よ い 。 生 物 学 的 液
体 の 例 に は 、 尿 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 唾 液 、 精 液 、 大 便 、 痰 、 脳 脊 髄 液 、 涙 、 粘 液 、 羊 水
な ど が 含 ま れ る 。 生 物 学 的 組 織 は 、 細 胞 (通 常 、 特 定 の 種 類 )の 、 ヒ ト 、 動 物 、 植 物 、 細 菌
、 真 菌 類 又 は ウ イ ル ス 構 造 の 構 造 材 料 の 一 つ を 形 成 す る 細 胞 間 物 質 と 一 緒 に な っ た 凝 集 物
で あ り 、 結 合 組 織 、 上 皮 組 織 、 筋 肉 組 織 及 び 神 経 組 織 が 含 ま れ る 。 生 物 学 的 組 織 の 例 に は
、 臓 器 、 腫 瘍 、 リ ン パ 節 、 動 脈 及 び 個 々 の 細 胞 も 又 含 ま れ る 。 こ の 試 料 は 又 、 イ ン ・ ビ ト
ロ で 調 製 さ れ た 分 子 を 含 む 標 的 タ ン パ ク 質 の 混 合 物 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 、 「 比 較 対 照 用 試 料 」 は 、 試 験 試 料 と 比 較 し て 少 な く と も 一 つ の 限 定
さ れ た 面 に お い て 異 な る だ け の 対 照 用 試 料 を 指 し 、 本 発 明 の 方 法 、 キ ッ ト 又 は ア レ イ が 、
こ れ ら の 試 験 試 料 と 対 照 用 試 料 と の 間 で 、 例 え ば 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の 量 又 は 種 類 に
つ い て 及 び ／ 又 は タ ン パ ク 質 修 飾 プ ロ フ ィ ル に つ い て 、 こ れ ら の 限 定 さ れ た 差 異 の 効 果 を
同 定 す る た め に 利 用 さ れ る 。 例 え ば 、 対 照 用 生 物 試 料 は 、 生 理 学 的 に 正 常 な 状 態 か ら 誘 導
す る こ と が で き 及 び ／ 又 は 種 々 の 物 理 的 、 化 学 的 、 生 理 学 的 若 し く は 薬 物 で の 処 理 に か け
る こ と が で き 、 又 は 、 種 々 の 生 物 学 的 ス テ ー ジ な ど か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 「 処 理 か ら 予 想 さ れ た 通 り に 生 成 す る 」 は 、 ペ プ チ ド 断 片 が 、 あ る 処 理 例 え ば 特 定 の プ
ロ テ ア ー ゼ 消 化 又 は 化 学 的 断 片 化 に よ っ て 確 実 に 生 成 さ れ う る こ と を 意 味 す る 。 こ れ ら の
消 化 部 位 は 、 全 く 特 異 的 で あ る の で 、 特 異 的 処 理 に よ っ て 生 成 さ れ る ペ プ チ ド 断 片 は 、 確
実 に イ ン ・ シ リ コ で 予 想 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ２ ０ ０ ０ 年 の MacBeath及 び Schreiber に よ る 報 告 (Science 289 (2000), p1760-1763)は
、 タ ン パ ク 質 が マ イ ク ロ ア レ イ 形 式 に プ リ ン ト さ れ え て ア ッ セ イ さ れ う る こ と を 確 立 し 、
そ れ に よ り 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ へ の 期 待 に 対 す る 興 奮 を 再 び 起 こ す の に 大 き な 役 割 を 有 し
た 。 こ の 後 、 短 期 間 に 、 Snyderと そ の 協 同 研 究 者 は 、 ほ ぼ ６ ０ ０ ０ の 酵 母 遺 伝 子 産 物 を 含
む タ ン パ ク 質 チ ッ プ の 製 造 を 報 告 し 、 こ の チ ッ プ を 利 用 し て 新 規 な ク ラ ス の カ ル モ ジ ュ リ
ン － 及 び リ ン 脂 質 － 結 合 性 タ ン パ ク 質 (Zhu等 、 Science 293 (2001), p.2101-2105)を 同 定
し た 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を ク ロ ー ン 化 し て 、 こ れ ら
の タ ン パ ク 質 の 各 々 を グ ル タ チ オ ン － S－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ － (Ｇ Ｓ Ｔ )と Ｈ ｉ ｓ タ グ 付
き 融 合 物 と し て 過 剰 生 産 す る こ と に よ り 生 成 さ れ た 。 こ れ ら の 融 合 物 を 利 用 し て 、 各 タ ン
パ ク 質 の 精 製 を 促 進 し 、 そ の Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 き フ ァ ミ リ ー も 又 、 タ ン パ ク 質 の 固 定 化 に 利 用
し た 。 こ の 分 野 に お け る こ の 及 び 他 の 参 考 文 献 は 、 数 千 の タ ン パ ク 質 を 含 有 す る マ イ ク ロ
ア レ イ を 製 造 す る こ と が で き て 、 結 合 相 互 作 用 を 発 見 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る こ
と を 確 立 し た 。 彼 ら は 又 、 Ｈ ｉ ｓ タ グ に よ り 固 定 化 さ れ 、 そ れ 故 、 表 面 に 一 様 に 配 向 し て
い る タ ン パ ク 質 が 、 ア ル デ ヒ ド 表 面 に ラ ン ダ ム に 結 合 さ れ て い る タ ン パ ク 質 よ り も 優 れ た
シ グ ナ ル を 与 え る こ と を も 報 告 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 関 連 す る 研 究 は 、 抗 体 ア レ イ の 構 築 に 向 け ら れ て い る (de Wildt等 、 Antibody arrays f
or high-throughput screening of antibodyantigen interactions. Nat.Biotechnol. 18
 (2000), p.989-994； Haab, B.B.等  (2001) Protein microarrays for highly parallel 
detection and quantitation of specific proteins and antibodies in complex soluti
ons. Genome Biol. 2, RESEARCH0004.1-RESEARCH0004.13)。 特 に 、 初 期 の 目 立 つ 報 告 に お
い て 、 de Wildt及 び Tomlinson は 、 濾 紙 上 で ｓ ｃ Ｆ ｖ 抗 体 断 片 を 提 示 す る フ ァ ー ジ ラ イ ブ
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ラ リ ー を 固 定 化 し て 、 複 雑 な 混 合 物 中 で 特 異 的 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 選 択 し た (前 出 )。 こ の
目 的 の た め の ア レ イ の 利 用 は 、 ス ル ー プ ッ ト を 大 い に 増 大 さ せ 、 抗 体 を 評 価 す る 場 合 、 ほ
ぼ ２ ０ ， ０ ０ ０ の ユ ニ ー ク な ク ロ ー ン を １ サ イ ク ル で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 可 能 に す
る 。 Brownと そ の 協 同 研 究 者 は 、 こ の 概 念 を 拡 張 し て 、 抗 体 が ア ル デ ヒ ド 改 変 ガ ラ ス に 直
接 結 合 さ れ た 分 子 的 に 限 定 さ れ た ア レ イ を 造 っ た 。 彼 ら は 、 １ １ ５ の 市 販 の 抗 体 を プ リ ン
ト し 、 同 起 源 の 抗 原 と の 相 互 作 用 を 分 析 し て 、 半 定 量 的 な 結 果 を 得 た (前 出 )。 Kingsmore
と そ の 協 同 研 究 者 は 、 類 似 の ア プ ロ ー チ を 利 用 し て 、 ７ ５ の 別 個 の サ イ ト カ イ ン を 認 識 す
る 抗 体 の ア レ イ を 、 ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅 ス ト ラ テ ジ ー (Lizardi等 、 Mutation detecti
on and single molecule counting using isothermal rolling circle amplification. N
at.Genet.19(1998), p.225-233)を 利 用 し て 製 造 し 、 フ ェ ム ト モ ル 濃 度 の サ イ ト カ イ ン を
測 定 す る こ と が で き た (Schweitzer等 、 Multiplexed protein profiling on microarrays 
by rolling-circle amplification. Nat.Biotechnol. 20(2002), p359-365)。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 こ れ ら の 例 は 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ が 演 じ う る 多 く の 重 要 な 役 割 を 示 し 、 こ れ ら の ツ ー ル
の 製 造 に お け る 広 ま っ た 活 性 の 証 拠 を 与 え て い る 。 以 下 の 数 節 は 、 こ の 発 明 の 様 々 な 面 に
つ い て 更 に 詳 し く 記 載 し て い る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
Ｉ ．
　 あ る 好 適 具 体 例 に お い て 、 利 用 す る 捕 捉 剤 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 部 分 と の 選 択 的 な 親 和 性 反 応 を す
る こ と が で き る べ き で あ る 。 一 般 に 、 か か る 相 互 作 用 は 、 非 共 有 結 合 性 で あ る (も っ と も
、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ と 共 有 結 合 す る 捕 捉 用 試 薬 の 利 用 を も 企 図 し て い る が )。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 利 用 で き る 捕 捉 剤 の 例 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド ； オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 二 本 鎖 若 し く は 一 本
鎖 核 酸 (鎖 状 又 は 環 状 )、 核 酸 ア プ タ マ ー 及 び リ ボ ザ イ ム を 含 む 核 酸 ； Ｐ Ｎ Ａ (ペ プ チ ド 核
酸 )； 抗 体 (例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 又 は 組 換 え に よ り 処 理 し た 抗 体 又 は 抗 体 断 片 )、 Ｔ 細
胞 レ セ プ タ ー 及 び Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 、 レ ク チ ン 及 び 足 場 ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 ； ペ プ チ ド
； 他 の 天 然 の ポ リ マ ー 例 え ば 炭 水 化 物 ； プ ラ ス チ ボ デ ィ ー を 含 む 人 工 ポ リ マ ー ； 小 型 有 機
分 子 例 え ば 薬 物 、 代 謝 産 物 及 び 天 然 産 物 な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ な い 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 あ る 具 体 例 に お い て は 、 こ れ ら の 捕 捉 剤 を 、 永 久 に 又 は 可 逆 的 に 、 固 体 支 持 体 例 え ば ビ
ー ズ 、 チ ッ プ 又 は ス ラ イ ド 上 に 固 定 化 す る 。 タ ン パ ク 質 の 複 雑 な 混 合 物 を 分 析 す る た め に
用 い る 場 合 に は 、 捕 捉 剤 (及 び そ れ が 結 合 し た タ ン パ ク 質 )の 正 体 を 明 ら か に す る た め の 結
合 デ ー タ の デ コ ン ヴ ォ ル ー シ ョ ン の た め 及 び (適 宜 )結 合 を 定 量 す る た め に 、 固 定 化 捕 捉 剤
を 整 列 さ せ 且 つ ／ 又 は 標 識 す る 。 或 は 、 こ れ ら の 捕 捉 剤 は 、 溶 液 中 に 遊 離 さ せ て 与 え る こ
と が で き (可 溶 性 )、 Ｐ Ｅ Ｔ 結 合 の パ ラ レ ル な デ コ ン ヴ ォ ル ー シ ョ ン の た め に 他 の 方 法 を 利
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ れ ら の 捕 捉 剤 は 、 蛍 光 分 子 又 は 酵 素 な ど の レ ポ ー タ ー 分 子 と 結 合
体 化 し て 、 例 え ば 「 サ ン ド イ ッ チ 」 型 ア ッ セ イ に お い て 、 基 材 (例 え ば 、 チ ッ プ 又 は ビ ー
ズ )上 の 結 合 Ｐ Ｅ Ｔ の 存 在 を 検 出 す る た め に 利 用 す る が 、 該 ア ッ セ イ に お い て は 、 一 つ の
捕 捉 剤 を 支 持 体 上 に 固 定 化 し て 、 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 捕 捉 し 、 そ の 捕 捉 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的
な 標 識 し た 第 二 の 捕 捉 剤 を 加 え て そ の 捕 捉 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ を 検 出 ／ 定 量 す る こ と も で き る 。
こ の 具 体 例 に お い て は 、 ペ プ チ ド 断 片 は 、 ２ つ の ユ ニ ー ク な 非 重 複 Ｐ Ｅ Ｔ を 含 ん で お り 、
そ の 一 つ は 、 固 定 化 さ れ た 捕 捉 剤 に よ り 認 識 さ れ 、 他 の 一 つ は 、 標 識 さ れ た 検 出 用 捕 捉 剤
に よ り 認 識 さ れ る 。 関 連 す る 具 体 例 に お い て 、 こ の ペ プ チ ド 断 片 に ユ ニ ー ク な 一 つ の Ｐ Ｅ
Ｔ を 、 幾 つ か の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー に 共 有 さ れ る 共 通 Ｐ Ｅ Ｔ と 共 に 利 用 す る
こ と が で き る 。 こ れ ら の ２ つ の Ｐ Ｅ Ｔ の 空 間 的 配 置 は 、 一 つ の 捕 捉 剤 の 結 合 が 、 他 の 捕 捉
剤 の 結 合 に 実 質 的 に 影 響 を 与 え な い よ う な も の で あ る 。 加 え て 、 こ の ペ プ チ ド 断 片 の 長 さ
は 、 互 い に 適 当 に 離 れ た ２ つ の Ｐ Ｅ Ｔ を 含 む よ う な も の で あ る 。 好 ま し く は 、 ペ プ チ ド 断
片 は 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ の た め に は 、 少 な く と も 約 １ ５ 残 基 で あ る 。 他 の 具 体 例 に お
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い て は 、 標 識 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ ペ プ チ ド を 競 合 結 合 ア ッ セ イ で 利 用 し て 、 捕 捉 剤 に 結 合 す る (
試 料 由 来 の )未 標 識 の Ｐ Ｅ Ｔ の 量 を 測 定 す る 。 こ の 具 体 例 に お い て は 、 ペ プ チ ド 断 片 は 、
１ つ の Ｐ Ｅ Ｔ を 含 む の に 十 分 な 長 さ で あ る こ と を 要 す る だ け で あ り 、 そ れ 故 、 ５ ～ ８ 残 基
程 の 短 い ペ プ チ ド が 適 当 で あ り う る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 一 般 に 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 競 合 結 合 ア ッ セ イ よ り 一 層 高 感 度 (例 え ば 、 １ ０ 、
１ ０ ０ ま た は １ ０ ０ ０ 倍 以 上 )で あ る 傾 向 が あ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 こ の 発 明 の 重 要 な 利 点 は 、 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 の 試 料 が 存 在 し な い 場 合 で さ え 、 有 用
な 捕 捉 剤 を 同 定 及 び ／ 又 は 合 成 し う る こ と で あ る 。 ヒ ト 、 ハ エ (キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )
及 び 線 虫 (Ｃ ． エ レ ガ ン ス )な ど 幾 つ か の 生 物 の 全 ゲ ノ ム 解 析 が 完 了 す れ ば 、 所 定 の 長 さ の
Ｐ Ｅ Ｔ 又 は そ れ ら の 組 合 せ を あ る 種 の 生 物 の 所 定 の 単 一 タ ン パ ク 質 の た め に 同 定 し 、 次 い
で 、 関 心 あ る こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 何 れ に 対 す る 捕 捉 剤 で も 、 完 全 長 タ ン パ ク 質 を ク ロ ー
ン 化 し て 発 現 さ せ る こ と な く 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 加 え て 、 捕 捉 剤 の 抗 原 又 は 標 的 と し て 役 立 つ 任 意 の Ｐ Ｅ Ｔ の 適 否 を 、 更 に 他 の 利 用 可 能
な 情 報 に 対 し て チ ェ ッ ク す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 今 や 、 多 く の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸
配 列 を 、 利 用 可 能 な ゲ ノ ム で デ ー タ か ら 推 論 す る こ と が で き る の で 、 試 料 に ユ ニ ー ク な タ
ン パ ク 質 の 構 造 か ら 配 列 を 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 検 索 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き 、 そ の ペ プ
チ ド の タ ン パ ク 質 中 で の 位 置 、 及 び 無 傷 の タ ン パ ク 質 に お い て そ れ に 接 近 で き る か ど う か
を 測 定 す る こ と が で き る 。 一 度 適 当 な Ｐ Ｅ Ｔ ペ プ チ ド が 見 出 さ れ れ ば 、 そ れ を 、 公 知 技 術
を 利 用 し て 合 成 す る こ と が で き る 。 手 に 入 れ た Ｐ Ｅ Ｔ の 試 料 を 用 い て 、 該 ペ プ チ ド と 相 互
作 用 す る 抗 体 又 は ペ プ チ ド バ イ ン ダ ー な ど の 薬 剤 を 、 該 ペ プ チ ド に 対 し て 高 め 又 は パ ニ ン
グ に よ っ て ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 る こ と が で き る 。 こ の 状 況 に お い て は 、 任 意 の 選 択 し た 試
料 の 断 片 化 プ ロ ト コ ー ル が タ ン パ ク 質 を 、 Ｐ Ｅ Ｔ を 破 壊 し 又 は 傷 つ け る こ と に よ り 制 限 す
る こ と の な い こ と を 保 証 す る よ う に 注 意 し な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 理 論 的 及 び ／ 又 は
実 験 的 に 測 定 で き 、 こ の プ ロ セ ス を 、 選 択 し た Ｐ Ｅ Ｔ が 捕 捉 剤 に よ っ て 確 か に 回 収 さ れ る
ま で 反 復 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 教 示 に よ り 選 択 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ セ ッ ト は 、 そ れ ら が 生 成 さ れ た 元 の タ ン パ ク 質 の
酵 素 的 開 裂 及 び ペ プ チ ド の 選 択 に よ り 、 又 は 好 ま し く は ペ プ チ ド 合 成 法 に よ っ て 、 ペ プ チ
ド を 生 成 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 分 解 に よ り 開 裂 さ れ た ペ プ チ ド は 、 周 知 の 従 来 技 術 に よ っ て 、 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 又 は 電 気 泳 動 手 順 に よ っ て 分 離 し て 、 精 製 し て 、 復 元 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 合 成 ペ プ チ ド は 、 当 分 野 で 公 知 の 古 典 的 な 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 、 標 準 的 な 固 相 技 術 を
利 用 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 標 準 的 方 法 は 、 排 除 固 相 合 成 、 部 分
固 相 合 成 法 、 断 片 濃 縮 、 古 典 的 な 溶 液 合 成 を 包 含 し 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ る も の さ え 含
ま れ る 。 例 え ば 、 Merrifield, J.Am.Chem.Soc., 85:2149 (1963)(参 考 と し て 、 本 明 細 書
中 に 援 用 す る )を 参 照 さ れ た い 。 固 相 ペ プ チ ド 合 成 手 順 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 John Mo
rrow Stewart and Janis Dillaha Young, Solid Phase Peptide Syntheses (第 二 版 、 Pie
rce Chemical Company, 1984)に 一 層 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 合 成 ペ プ チ ド は 、 調 製 用 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー [Creighton T. (1983) Protein
s, structures and molecular principles. WH Freeman and Co. ニ ュ ー ヨ ー ク ]に よ り 精
製 す る こ と が で き 、 そ の 組 成 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 加 え て 、 他 の 添 加 剤 例 え ば 安 定 剤 、 緩 衝 剤 、 ブ ロ ッ カ ー な ど も 、 捕 捉 剤 と 共 に 提 供 し う
る 。
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【 ０ ２ ０ ８ 】
　 Ａ ． 抗 体
　 一 具 体 例 に お い て 、 捕 捉 剤 は 、 抗 体 又 は 抗 体 様 分 子 (集 合 的 に 「 抗 体 」 と い う )で あ る 。
従 っ て 、 捕 捉 剤 と し て 有 用 な 抗 体 は 、 完 全 長 抗 体 又 は そ の 断 片 で あ っ て よ く 、 こ れ は 、 抗
体 の 「 抗 原 結 合 部 分 」 を 含 む 。 用 語 「 抗 原 結 合 部 分 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 抗 原 に 特 異
的 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し て い る 抗 体 の 少 な く と も 一 つ の 断 片 を 指 す 。 抗 体 の 抗 原 結 合 機
能 は 、 完 全 長 抗 体 の 断 片 に よ っ て 遂 行 さ れ う る と い う こ と が 示 さ れ て い る 。 抗 体 の 「 抗 原
結 合 性 部 分 」 な る 用 語 に 包 含 さ れ る 結 合 性 断 片 の 例 に は 、 (ｉ )Ｆ ａ ｂ 断 片 (Ｖ L 、 Ｖ H 、 Ｃ L

及 び Ｃ H 1 ド メ イ ン よ り な る 一 価 の 断 片 )； (ii)Ｆ (ａ ｂ ') 2 断 片 (ヒ ン ジ 領 域 で ジ ス ル フ ィ ド
橋 に よ り 結 合 さ れ た ２ つ の Ｆ ａ ｂ 断 片 を 含 む 二 価 の 断 片 )； (iii)Ｖ H 及 び Ｃ H 1 ド メ イ ン よ
り な る Ｆ ｄ 断 片 ； (iv)抗 体 の 単 一 ア ー ム の Ｖ L 及 び Ｖ H ド メ イ ン よ り な る Ｆ ｖ 断 片 ； (ｖ )Ｖ

H ド メ イ ン よ り な る ｄ Ａ ｂ 断 片 (Ward等 (1989)Nature 341:544-546)； 及 び (vi)単 離 さ れ た
相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )が 含 ま れ る 。 そ の 上 、 Ｆ ｖ 断 片 の ２ つ の ド メ イ ン 、 Ｖ L 及 び Ｖ H は
、 別 々 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ て お り 、 そ れ ら は 、 組 換 え 法 を 利 用 し て 、 合 成 リ ン カ ー
に よ っ て 結 合 す る こ と が で き 、 該 リ ン カ ー は 、 そ れ ら が 単 一 の タ ン パ ク 質 の 鎖 と し て 作 成
さ れ る こ と を 可 能 に し 、 該 タ ン パ ク 質 中 で 、 Ｖ L 及 び Ｖ H 領 域 は 、 対 合 し て 一 価 の 分 子 を 形
成 す る (一 本 鎖 Ｆ ｖ (ｓ ｃ Ｆ ｖ )と し て 公 知 ； 例 え ば 、 Bird等 (1988) Science 242:423-426
； 及 び Huston等  (1988) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85:5879-5883； 及 び Osbourn等 、 1998, 
Nature Biotechnology 16:778参 照 )。 か か る 一 本 鎖 抗 体 も 又 、 抗 体 の 「 抗 原 結 合 性 部 分 」
な る 用 語 に 包 含 さ れ る も の で あ る 。 特 定 の ｓ ｃ Ｆ ｖ の 任 意 の Ｖ H 及 び Ｖ L 配 列 を 、 完 全 な Ｉ
ｇ Ｇ 分 子 又 は 他 の イ ソ 型 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を 生 成 す る た め に 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 定 常 領 域 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム 配 列 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 Ｖ H 及 び Ｖ L は 又 、 タ ン パ
ク 質 化 学 又 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 利 用 す る Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ｖ 又 は 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 断 片 の 生
成 に お い て も 利 用 す る こ と が で き る 。 他 の 形 態 の 一 本 鎖 抗 体 例 え ば デ ィ ア ボ デ ィ ー も 又 、
含 ま れ る 。 デ ィ ア ボ デ ィ ー は 、 二 価 の 、 二 重 特 異 性 抗 体 で あ り 、 そ の Ｖ H 及 び Ｖ L ド メ イ ン
は 、 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド 上 で 発 現 さ れ る が 、 同 鎖 上 の ２ つ の ド メ イ ン 間 の 対 合 を 可 能 に す
る に は 短 す ぎ る リ ン カ ー を 利 用 し て お り 、 そ れ に よ り 、 こ れ ら の ド メ イ ン は 、 他 方 の 鎖 の
相 補 性 ド メ イ ン と の 対 合 を 強 い ら れ て 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 が 造 ら れ る (例 え ば 、 Hollige
r, P.等  (1993) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90:6444-6448； Poljak, R.J.等  (1994) Struct
ure 2:1121-1123参 照 )。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 尚 更 に 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 、 抗 体 又 は 抗 体 の 部 分 の 少 な く と も 一 つ の 他 の タ
ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と の 共 有 又 は 非 共 有 結 合 に よ り 形 成 さ れ る 一 層 大 き い 免 疫 接 着 分 子
の 部 分 で あ っ て よ い 。 か か る 免 疫 接 着 分 子 の 例 に は 、 四 量 体 ｓ ｃ Ｆ ｖ 分 子 を 作 る た め の ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ア 領 域 の 利 用 (Kipriyanov, S.M.等  (1995) Human Antibodies and Hy
bridomas 6:93-101)及 び 二 価 の ビ オ チ ン 化 ｓ ｃ Ｆ ｖ 分 子 を 作 る た め の シ ス テ イ ン 残 基 、 マ
ー カ ー ペ プ チ ド 及 び Ｃ 末 端 ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ の 利 用 (Kipriyanov, S.M.等  (1994) Mol.I
mmunol.31:1047-1058)が 含 ま れ る 。 抗 体 部 分 例 え ば Ｆ ａ ｂ 及 び Ｆ (ａ ｂ ') 2 断 片 は 、 全 抗 体
か ら 、 慣 用 技 術 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 、 全 抗 体 の パ パ イ ン 又 は ペ プ シ ン 消 化 を 利 用 し て 製 造 す
る こ と が で き る 。 そ の 上 、 抗 体 、 抗 体 タ ン パ ク 質 及 び 免 疫 接 着 分 子 は 、 標 準 的 組 換 え Ｄ Ｎ
Ａ 技 術 を 利 用 し て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ っ て も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 用 語 「 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 」 及 び 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 抗 原 の 特 定 の
エ ピ ト ー プ と 免 疫 反 応 す る こ と の で き る 唯 一 種 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 分 子 の 集 団 を 指
し 、 用 語 「 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 及 び 「 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 」 は 、 特 定 の 抗 原 と 相
互 作 用 で き る 多 数 種 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 分 子 の 集 団 を 指 す 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組
成 物 は 、 典 型 的 に は 、 そ れ が 免 疫 反 応 す る 特 定 の 抗 原 に 対 す る 単 一 の 結 合 親 和 性 を 示 す 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 当 分 野 で 認 め ら れ た 任 意 の 方 法 を 利 用 し て 、 Ｐ Ｅ Ｔ に 向 け ら れ た 抗 体 を 生 成 す る こ と が
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で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｅ Ｔ (単 独 又 は ハ プ テ ン と 結 合 し た も の )を 利 用 し て 、 適 当 な 患 者 (例
え ば 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス 又 は 他 の 哺 乳 動 物 又 は 脊 椎 動 物 )を 免 疫 化 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ２ ２ ， １ １ ０ 号 ； ５ ， ８ ３ ７ ， ２ ６ ８ 号 ； ５ ， ７ ０ ８ ， １ ５
５ 号 ； ５ ， ７ ２ ３ ， １ ２ ９ 号 及 び ５ ， ８ ４ ９ ， ５ ３ １ 号 (こ れ ら の 各 内 容 を 参 考 と し て 本
明 細 書 中 に 援 用 す る )に 記 載 さ れ た 方 法 を 利 用 す る こ と が で き る 。 免 疫 原 性 調 製 物 に は 、
更 に 、 ア ジ ュ バ ン ト 例 え ば 完 全 若 し く は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 又 は 類 似 の 免 疫 刺
激 剤 が 含 ま れ う る 。 適 当 な 患 者 の 、 Ｐ Ｅ Ｔ に よ る 免 疫 化 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｐ Ｅ Ｔ 抗 体
応 答 を 誘 導 す る 。 こ の 抗 Ｐ Ｅ Ｔ 抗 体 の 免 疫 化 さ れ た 患 者 に お け る 力 価 は 、 標 準 的 技 術 例 え
ば 固 定 化 Ｐ Ｅ Ｔ を 利 用 す る 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )に よ っ て 経 時 的 に モ ニ
タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 Ｐ Ｅ Ｔ に 向 け ら れ た 抗 体 分 子 は 、 哺 乳 動 物 か ら (例 え ば 、 血 液 か ら )単 離 し 、 更 に 、 周 知
技 術 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し て Ｉ ｇ Ｇ 画 分 を 得 る こ と が で き
る 。 免 疫 化 し た 後 、 適 当 な 時 点 で (例 え ば 、 抗 Ｐ Ｅ Ｔ 抗 体 力 価 が 最 高 の と き )、 抗 体 産 生 細
胞 を 患 者 か ら 得 て 、 例 え ば 、 標 準 的 技 術 例 え ば Kohler及 び Milstein (1975) Nature 256:4
95-497に よ り 最 初 に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Brown等  (1981) J.Immunol.127:539-
46； Brown等  (1980)J.Biol.Chem.255:4980-83； Yeh等  (1976) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 7
6:2927-31； 及 び Yeh等  (1982) Int.J.Cancer 29:269-75も 参 照 さ れ た い )、 一 層 最 近 の ヒ
ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kozbor等  (1983) Immunol Today 4:72)又 は Ｅ Ｂ Ｖ ハ イ ブ リ
ド ー マ 技 術 (Cole等  (1985), Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss
, Inc., p.77-96)に よ っ て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ を 生 成 す る た め の 技 術 は 、 周 知 で あ る (一 般 的 に は 、 R
.H. Kenneth, in Monoclonal Antibodies: A New Dimension In Biological Analysis, P
lenum Publishing Corp., New York, ニ ュ ー ヨ ー ク (1980)； E.A. Lerner (1981) Yale J.
Biol.Med., 54:387-402； M.L. Gefter等  (1977) Somatic Cell Genet.3:231-36を 参 照 さ
れ た い )。 簡 単 に い え ば 、 不 滅 化 細 胞 株 (典 型 的 に は 、 ミ エ ロ ー マ )を 、 上 記 の よ う に 、 Ｐ
Ｅ Ｔ 免 疫 原 で 免 疫 化 し た 哺 乳 動 物 由 来 の リ ン パ 球 (典 型 的 に は 、 脾 臓 細 胞 )と 融 合 さ せ 、 そ
の 結 果 生 成 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 Ｐ Ｅ Ｔ に 結 合 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 同 定 す る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 リ ン パ 球 と 不 滅 化 細 胞 株 と の 融 合 に 利 用 さ れ る 多 く の 周 知 の プ ロ ト コ ー ル の 何 れ で も 、
抗 Ｐ Ｅ Ｔ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る 目 的 の た め に 適 用 す る こ と が で き る (例 え ば 、 G. 
Galfre等  (1977) Nature 266:55052； Gefter等 、 Somatic Cell Genet., 前 出 ； Lerner, Y
ale J.Biol.Med., 前 出 ； Kenneth, Monoclonal Antibodies, 前 出 を 参 照 さ れ た い )。 そ の
上 、 当 業 者 は 、 か か る 方 法 の や は り 有 用 な 多 く の 変 法 が あ る こ と を 認 め よ う 。 典 型 的 に は
、 不 滅 化 細 胞 株 (例 え ば 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 )は 、 リ ン パ 球 と 同 じ 哺 乳 動 物 種 に 由 来 す る 。
例 え ば 、 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 調 製 物 で 免 疫 化 し た マ ウ ス に 由 来 す
る リ ン パ 球 を 不 滅 化 マ ウ ス 細 胞 株 と 融 合 さ せ る こ と に よ っ て 作 成 す る こ と が で き る 。 好 適
な 不 滅 化 細 胞 株 は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 む 培 養 培 地 (「 Ｈ
Ａ Ｔ 培 地 」 )に 感 受 性 の マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 で あ る 。 多 く の ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 (例 え ば
、 Ｐ ３ － Ｎ Ｓ １ ／ １ － Ａ ｇ ４ － １ 、 Ｐ ３ － ｘ ６ ３ － Ａ ｇ ８ ． ６ ５ ３ 又 は Ｓ ｐ ２ ／ Ｏ － Ａ ｇ
１ ４ ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 )の 何 れ で も 、 標 準 的 技 術 に 従 っ て 、 融 合 パ ー ト ナ ー と し て 利 用 す
る こ と が で き る 。 こ れ ら の ミ エ ロ ー マ 株 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 で き る 。 典 型 的 に は 、 Ｈ Ａ
Ｔ 感 受 性 の マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (「 Ｐ Ｅ Ｇ 」 )を 利 用 し て 、
マ ウ ス 脾 臓 細 胞 に 融 合 さ せ る 。 そ の 融 合 か ら 生 じ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 次 い で 、 Ｈ Ａ
Ｔ 培 地 を 利 用 し て 選 択 す る 。 該 培 地 は 、 未 融 合 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 及 び 非 生 産 性 の 融 合 ミ エ
ロ ー マ 細 胞 を 殺 す (未 融 合 脾 臓 細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ な い の で 数 日 後 に 死 ぬ )。 こ
の 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清
を Ｐ Ｅ Ｔ に 結 合 す る 抗 体 に つ い て 例 え ば 標 準 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 利 用 し て ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と に よ っ て 検 出 す る 。
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【 ０ ２ １ ４ 】
　 加 え て 、 標 的 タ ン パ ク 質 ／ Ｐ Ｅ Ｔ の ア レ イ に 対 す る 抗 体 又 は 足 場 ラ イ ブ ラ リ ー の 自 動 化
ス ク リ ー ニ ン グ は 、 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め に 利 用 さ れ う る 数 千 の 試 薬 を
開 発 す る た め の 最 も 迅 速 な 方 法 で あ ろ う 。 そ の 上 、 ラ イ ブ ラ リ ー シ ス テ ム に 由 来 す る ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 又 は 選 択 も 又 、 必 要 な 捕 捉 剤 を 迅 速 に 生 成 す る た め に
利 用 す る こ と が で き る 。 抗 体 単 離 の た め の 高 ス ル ー プ ッ ト な 方 法 は 、 Hayhurst及 び Georgi
ou, Curr Opin Chem Biol 5(6):683-9, 2001年 12月 (参 考 と し て 援 用 す る )に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 抗 体 の 生 成 に 利 用 さ れ る Ｐ Ｅ Ｔ 抗 原 は 、 好 ま し く は 、 中 性 基 を 生 成 す る た
め に 、 Ｎ 又 は Ｃ 末 端 で ブ ロ ッ ク さ れ 、 最 も 好 ま し く は 両 端 で ブ ロ ッ ク さ れ る (図 ５ 参 照 )。
何 故 な ら 、 非 中 性 化 末 端 を 有 す る ペ プ チ ド に 対 し て 高 め ら れ た 抗 体 は 、 こ の 発 明 の 方 法 の
た め に は 機 能 性 で な い か も し れ な い か ら で あ る 。 こ れ ら の Ｐ Ｅ Ｔ 抗 原 は 、 標 準 的 な 分 子 生
物 学 又 は 化 学 的 方 法 を 利 用 し て 、 例 え ば ペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ ー を 用 い て 、 最 も 容 易 に 合
成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 末 端 は 、 適 宜 、 Ｎ Ｈ ２ － 又 は Ｃ Ｏ Ｏ － 基 又 は 任 意 の 他 の ブ
ロ ッ キ ン グ 剤 で ブ ロ ッ ク し て 、 遊 離 の 末 端 を 排 除 す る こ と が で き る 。 好 適 具 体 例 に お い て
は 、 Ｐ Ｅ Ｔ の 一 端 (Ｎ 又 は Ｃ 末 端 )を 、 キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 例 え ば Ｋ Ｌ Ｈ 又 は Ｂ Ｓ Ａ と 結
合 し て 抗 体 生 成 を 容 易 に す る 。 Ｋ Ｌ Ｈ は 、 カ サ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン {原 始 的 な 軟 体 動 物 の 海
産 巻 貝 の カ サ ガ イ (Megathura crenulata)で 見 出 さ れ る 酸 素 を 運 ぶ 銅 タ ン パ ク 質 }を 表 す 。
Ｋ Ｌ Ｈ は 、 複 雑 な 分 子 配 置 を 有 し て 、 多 様 な 抗 原 構 造 を 含 ん で お り 、 強 力 な 非 特 異 的 免 疫
応 答 を 宿 主 動 物 に お い て 誘 出 す る 。 そ れ 故 、 小 さ い ペ プ チ ド (非 常 に 免 疫 原 性 で は あ り え
な い )を 免 疫 原 と し て 用 い る 場 合 に は 、 そ れ ら を 、 好 ま し く は 、 宿 主 動 物 に お け る 増 進 さ
れ た 免 疫 応 答 の た め に 、 Ｋ Ｌ Ｈ 又 は 他 の キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 (Ｂ Ｓ Ａ )と 結 合 さ せ る 。 そ
の 結 果 生 成 し た 抗 体 は 、 関 心 あ る Ｐ Ｅ Ｔ 含 有 ト リ プ シ ン 消 化 ペ プ チ ド に 対 応 す る ポ リ ペ プ
チ ド を 利 用 し て ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 す る こ と が で き る (図 ５ 参 照 )。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 抗 体 生 成 に お い て Ｐ Ｅ Ｔ の 両 端 を ブ ロ ッ ク す る こ と は 、 多 く の 場 合 (殆 ど の 場 合 で は な
い が )、 選 択 し た Ｐ Ｅ Ｔ は 、 一 層 大 き い (ト リ プ シ ン 消 化 )断 片 に 含 ま れ る の で 、 有 利 で あ
り う る 。 こ れ ら の 場 合 に お い て 、 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 な 抗 体 は 、 ペ プ チ ド 断 片 の 中 央 部 で Ｐ Ｅ Ｔ
に 結 合 す る こ と を 求 め ら れ る 。 そ れ 故 、 Ｐ Ｅ Ｔ の Ｃ 及 び Ｎ 末 端 の 両 方 を ブ ロ ッ ク す る こ と
は 、 消 化 し た 試 料 に お け る ペ プ チ ド 断 片 の 抗 体 結 合 を 最 も よ く 刺 激 す る 。 同 様 に 、 も し 、
選 択 し た Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 が 、 標 的 断 片 の Ｎ 又 は Ｃ 末 端 に あ っ た な ら ば 、 免 疫 原 の 他 端 だ け が 、
好 ま し く は Ｋ Ｌ Ｈ 又 は Ｂ Ｓ Ａ な ど の キ ャ リ ア ー に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ る こ と を 要 す る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 下 記 の 図 ２ ４ は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 な 抗 体 が 、 そ れ ら の そ れ ぞ れ の Ｐ Ｅ Ｔ 抗 原 に 対 し て 、 高
度 に 特 異 的 で あ っ て 、 高 い 親 和 性 を 有 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 な 抗 体 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る 場 合 、 本 質 的 に 標 的 の
Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 免 疫 原 を 、 短 い ペ プ チ ド 抗 原 に つ い て の 標 準 的 な 抗 体 生 成 プ ロ
ト コ ー ル に 従 っ て 動 物 に 投 与 す る こ と が で き る 。 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 短 い ペ プ チ ド 抗
原 は 、 Ｋ Ｌ Ｈ な ど の キ ャ リ ア ー と 結 合 体 化 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列
に 特 異 的 な 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 に 、 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む 親 ペ プ チ ド 断 片 (ト リ プ シ
ン 消 化 か ら 生 じ た 断 片 な ど )を 用 い る こ と は 好 適 で あ る 。 こ れ は 、 同 定 さ れ た 抗 体 が 、 元
の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 に 特 異 的 で あ る だ け で な く 、 抗 体 を デ ザ イ ン し た Ｐ Ｅ Ｔ ペ プ チ ド 断 片 を も 認
識 す る こ と が で き る こ と を 確 実 に す る 。 適 宜 、 こ の 同 定 さ れ た 抗 体 の 特 異 性 は 、 元 の 免 疫
原 例 え ば 末 端 ブ ロ ッ ク し た Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 自 体 と の 反 応 に よ っ て 更 に 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 あ る 具 体 例 に お い て 、 異 な る Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 に つ い て の 幾 つ か の 異 な る 免 疫 原 を 、 同 じ 動 物
に 同 時 に 投 与 し て 、 異 な る 抗 体 が 一 の 動 物 中 に 生 成 さ れ う る よ う に す る こ と が で き る 。 明
ら か に 、 各 免 疫 原 に つ い て 、 そ の 免 疫 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 同 定 す る に は 、 別 々 の ス ク リ ー
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ニ ン グ が 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 別 の ぐ た い れ い に お い て は 、 種 々 の Ｐ Ｅ Ｔ を 、 動 物 へ の 投 与 の た め の 単 一 の 一 層 長 い 免
疫 原 に 、 一 緒 に 結 合 す る こ と が で き る 。 こ の リ ン カ ー 配 列 は 、 可 撓 性 の リ ン カ ー 例 え ば Ｇ
Ｓ 、 Ｇ Ｓ Ｓ Ｓ 又 は こ れ ら の 反 復 (例 え ば 、 三 反 復 )で あ っ て よ い 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 上 記 の 両 具 体 例 に お い て 、 種 々 の 免 疫 原 が 、 同 じ 又 は 異 な る 生 物 又 は プ ロ テ オ ー ム に 由
来 し う る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 す べ て 、 抗 体 生 成 の コ ス ト を 下 げ る 強 力 な 手 段 で あ る 。 結 合
さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 免 疫 原 と し て 利 用 す る こ と の 予 想 外 の 利 点 は 、 一 層 長 い 免 疫 原 は 、 あ
る 状 況 で 、 短 い Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 利 用 し て 生 成 し た も の よ り 一 層 高 い 親 和 性 を 有 す る 抗 体 を 生
成 す る こ と が で き る こ と で あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　
　 本 発 明 は 又 、 抗 体 知 識 デ ー タ ベ ー ス を も 提 供 し 、 そ れ は 、 こ れ ら の 抗 体 に 関 す る 様 々 な
重 要 な 情 報 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 抗 体 の 特 定 の 部 分 集 合 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 な 抗 体 で あ り 、
そ れ ら は 、 本 願 で 示 し た 基 準 に 基 づ い て デ ・ ノ ボ で 生 成 さ れ 、 又 は 従 来 技 術 に お け る 他 の
方 法 に よ り 生 成 さ れ て 、 た ま た ま あ る 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 認 識 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 こ の 知 識 で 得 た ベ ー ス に 含 ま れ る べ き 情 報 は 、 全 く 包 括 的 な も の で あ っ て よ い 。 か か る
知 識 は 、 更 に 、 公 開 さ れ て い る か 専 有 さ れ て い る か で 、 分 類 す る こ と が で き る 。 公 開 さ れ
た 情 報 の 例 に は 、 標 的 タ ン パ ク 質 名 、 抗 体 起 源 、 カ タ ロ グ ナ ン バ ー 、 潜 在 的 応 用 な ど が 含
ま れ う る 。 典 型 的 な 専 有 さ れ た 情 報 に は 、 一 種 以 上 の 生 物 又 は 特 殊 な サ ン プ ル に お け る 親
の ト リ プ シ ン 処 理 断 片 、 免 疫 原 ペ プ チ ド 配 列 及 び そ れ ら が Ｐ Ｅ Ｔ で あ る か 否 か に よ ら ず 、
標 的 Ｐ Ｅ Ｔ に 対 す る 親 和 性 、 他 の 関 連 エ ピ ト ー プ (例 え ば 、 ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー )と の 交
差 反 応 の 程 度 、 及 び 様 々 な Ｐ Ｅ Ｔ ア ッ セ イ の た め の 有 用 性 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 こ の 目 的 の た め に 、 １ ０ ０ ０ の 抗 ペ プ チ ド 抗 体 に 関 す る か か る 情 報 は 、 す で に 、 知 識 デ
ー タ ベ ー ス に お い て 集 め ら れ ／ 生 成 さ れ て い る 。 そ れ ら の う ち で 、 約 １ ２ ８ の 抗 体 が 、 ト
リ プ シ ン 消 化 し た 試 料 に 適 合 性 で あ る よ う で あ る 。 あ る 市 販 の 抗 体 、 免 疫 原 及 び そ れ ら が
た ま た ま 含 む Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 、 及 び こ れ ら の Ｐ Ｅ Ｔ の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー を 、 下 記 に 列 記 す
る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 Ｂ ． タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド
　 本 発 明 の 捕 捉 剤 を 生 成 す る 他 の 方 法 に は 、 例 え ば Dower等 、 Ｗ Ｏ ９ １ ／ １ ７ ２ ７ １ 、 McC
afferty等 、 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ １ ０ ４ ７ 、 Herzig等 、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ７ ７ ， ２ １ ８ 号 、 Winte
r等 、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ７ １ ， ９ ０ ７ 号 、 Winter等 、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ５ ８ ， ６ ５ ７ 号 、 H
olliger等 、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ３ ７ ， ２ ４ ２ 号 、 Johnson等 、 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ３ ３ ， ７ ４
３ 号 及 び Hoogenboom等 、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ６ ５ ， ３ ３ ２ 号 (こ れ ら の 各 々 の 内 容 を 、 参 考
と し て 援 用 す る )に 記 載 さ れ た フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 技 術 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 方 法 に お
い て は 、 メ ン バ ー が 、 そ れ ら の 外 表 面 に 、 異 な る 抗 体 、 抗 体 結 合 部 位 又 は ペ プ チ ド を 提 示
し て い る フ ァ ー ジ の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 。 抗 体 は 、 通 常 、 Ｆ ｖ 又 は Ｆ ａ ｂ 断 片 と し て
提 示 さ れ る 。 所 望 の 特 異 性 を 有 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 配 列 を 、 特 異 的 Ｐ Ｅ Ｔ に 対 す る
ア フ ィ ニ テ ィ ー 富 化 に よ っ て 選 択 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 酵 母 デ ィ ス プ レ ー 及 び イ ン ・ ビ ト ロ リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ ー な ど の 方 法 も 又 、 本 発 明 の
捕 捉 剤 を 生 成 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 前 述 の 方 法 は 、 例 え ば 、 Methods in Enz
ymology 328巻   Ｃ 部 ： Protein-protein interactions & Genomics and Bradbury A. (20
01) Nature Biotechnology 19:528-529(こ れ ら の 各 々 の 内 容 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援
用 す る )に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 関 連 す る 具 体 例 に お い て 、 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド も 又 、 本 発 明 の 捕 捉 剤 と し て 作
用 し う る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド 捕 捉 剤 も 又 、 所 定 の Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 に 結 合 し 、 例 え ば 、 固 定
化 Ｐ Ｅ Ｔ に 対 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ス ク リ ー ニ ン グ を 利 用 し て 、 又 は 任 意 の 他 の 当 分
野 で 認 め ら れ た 方 法 を 利 用 し て 同 定 す る こ と が で き る 。 一 度 同 定 さ れ た な ら ば 、 そ れ ら の
ペ プ チ ド 捕 捉 剤 は 、 ペ プ チ ド 配 列 を 製 造 す る た め の 周 知 の 方 法 の 何 れ か を 利 用 す る こ と に
よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ れ ら の ペ プ チ ド 捕 捉 剤 は 、 原 核 又 は 真 核 宿 主 細 胞
中 で 、 特 定 の ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に よ り 生 成 す る こ と が で
き る 。 或 は 、 か か る ペ プ チ ド 捕 捉 剤 は 、 化 学 的 方 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 組 換
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え 体 宿 主 に お け る 異 種 ペ プ チ ド の 発 現 、 ペ プ チ ド の 化 学 合 成 、 及 び イ ン ・ ビ ト ロ 翻 訳 の た
め の 方 法 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 Maniatis等 、 Molecular Cloning: A Laboratory Manu
al (1989), 第 二 版 、 Cold Spring Harbor, N.Y.； Berger及 び Kimmel, Methods in Enzymo
logy, 152巻 、 Guide to Molecular Cloning Techniques (1987), Academic Press, Inc.,
 San Diego, Calif.； Merrifield, J. (1969) J.Am.Chem.Soc.91:501； Chaiken, I.M. (1
981) CRC Crit.Rev.Biochem.11:255； Kaiser等  (1989) Science 243:187； Merrifield, B
. (1986) Science 232:342； Kent, S.B.H. (1988) Am.Rev.Biochem.57:957； 及 び Offord,
R.E. (1980) Semisynthetic Proteins, Wiley Publishing (こ れ ら を 、 参 考 と し て 、 そ の
ま ま 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )に 更 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 こ れ ら の ペ プ チ ド 捕 捉 剤 は 又 、 溶 液 相 及 び 固 相 化 学 合 成 を 含 む 化 学 的 な ペ プ チ ド 合 成 の
た め の 適 当 な 方 法 に よ っ て も 製 造 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、
固 体 支 持 体 上 で 合 成 す る 。 ペ プ チ ド を 化 学 合 成 す る 方 法 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ る (例 え ば
、 Bodansky, M. Principles of Peptide Synthesis, Springer Verlag, Berlin (1993) 
及 び Grant, G.A.(編 ). Synthetic Peptides: A User's Guide, W.H. Freeman and Compan
y, New York (1992)を 参 照 さ れ た い )。 こ れ ら の ペ プ チ ド 捕 捉 剤 を 作 成 す る の に 有 用 な 自
動 化 ペ プ チ ド 合 成 機 は 、 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 Ｃ ． 足 場 ペ プ チ ド
　 本 発 明 で 使 用 す る た め の 捕 捉 剤 の 生 成 へ の 別 の ア プ ロ ー チ は 、 抗 体 を 利 用 し 、 そ れ ら は
、 足 場 付 き ペ プ チ ド 例 え ば タ ン パ ク 質 の 表 面 に 提 示 さ れ た ペ プ チ ド で あ る 。 こ の 考 え は 、
ペ プ チ ド の 自 由 度 を 、 そ れ を 表 面 に 露 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の ル ー プ に 組 み 込 む に よ り 制 限
す る こ と が 、 標 的 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 の エ ン ト ロ ピ ー コ ス ト を 低 下 さ せ る こ と が で き て 、
一 層 高 い 親 和 性 を 生 じ る と い う も の で あ る 。 例 え ば 、 チ オ レ ド キ シ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン
、 ト リ 膵 臓 ポ リ ペ プ チ ド (ａ Ｐ Ｐ )及 び ア ル ブ ミ ン は 、 多 く の 配 列 変 化 を 許 容 す る で あ ろ う
表 面 ル ー プ を 有 す る 小 さ い 、 安 定 な タ ン パ ク 質 で あ る 。 標 的 Ｐ Ｅ Ｔ に 選 択 的 に 結 合 す る 足
場 付 き ペ プ チ ド を 同 定 す る た め に 、 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド が ネ イ テ ィ ブ な ル ー プ 配 列 を 置 換 す
る の に 利 用 さ れ て い て 、 親 和 性 突 然 変 異 の 過 程 に よ り 、 関 心 あ る Ｐ Ｅ Ｔ に 選 択 的 に 結 合 す
る も の が 同 定 さ れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 Ｄ ． 単 純 ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド 模 倣 化 合 物
　 ペ プ チ ド は 又 、 小 型 分 子 と タ ン パ ク 質 の 利 点 を 併 せ 持 つ の で 、 捕 捉 剤 の 魅 力 的 な 候 補 で
も あ る 。 大 き い 、 多 様 な ラ イ ブ ラ リ ー を 生 物 学 的 に 又 は 合 成 に よ っ て 作 る こ と が で き 、 Ｐ
Ｅ Ｔ 部 分 に 対 す る 結 合 ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 得 ら れ る 「 ヒ ッ ト 」 を 大 量 に 合 成 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 ペ プ チ ド 様 オ リ ゴ マ ー (Soth等  (1997)  1:120-129)例 え ば ペ プ ト
イ ド (Figliozzi等  (1996)  267:437-447)も 又 、 捕 捉 剤 と し て 利 用 す る
こ と が で き 、 ペ プ チ ド を 超 え る あ る 利 点 を 有 し う る 。 そ れ ら は 、 プ ロ テ ア ー ゼ を 受 け 付 け
ず 、 そ れ ら の 合 成 は 、 特 に 、 ２ ０ 種 類 の 一 般 的 ア ミ ノ 酸 に お い て 見 出 さ れ な い 官 能 基 の 利
用 を 考 え る な ら ば 、 ペ プ チ ド の 合 成 よ り も 簡 単 で 且 つ 安 価 で あ り う る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 Ｅ ． 核 酸
　 他 の 具 体 例 に お い て 、 Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 に 結 合 す る ア プ タ マ ー も 又 、 捕 捉 剤 と し て 利 用 す
る こ と が で き る 。 こ こ で 用 い る 場 合 、 用 語 「 ア プ タ マ ー 」 、 例 え ば Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 又 は
Ｄ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー に は 、 標 的 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ
る 。 ア プ タ マ ー は 、 例 え ば 、 指 数 関 数 的 富 化 に よ る リ ガ ン ド の 系 統 的 進 化 と 称 す る イ ン ・
ビ ト ロ 進 化 プ ロ ト コ ー ル を 利 用 す る こ と に よ り 選 択 さ れ る 。 ア プ タ マ ー は 、 標 的 分 子 に 固
く 且 つ 特 異 的 に 結 合 し ； タ ン パ ク 質 に 対 す る 殆 ど の ア プ タ マ ー は 、 １ ｐ Ｍ ～ １ ｎ Ｍ の 範 囲
内 の Ｋ d (解 離 平 衡 定 数 )で 結 合 す る 。 ア プ タ マ ー 及 び そ れ ら の 製 造 方 法 は 、 例 え ば 、 E.N.B
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rody等 (1999) Mol.Diagn.4:381-388(内 容 を 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 援 用 す る )に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 主 題 の ア プ タ マ ー は 、 タ ン パ ク 質 の 代 り に 核 酸 よ り な る 非 常 に 高 親
和 性 の レ セ プ タ ー を 生 成 す る 方 法 で あ る Ｓ Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ を 利 用 し て 生 成 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 Brody等  (1999) 4:381-388を 参 照 さ れ た い 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ は 、 伝 統 的 な タ
ン パ ク 質 ベ ー ス の 抗 体 技 術 に 代 わ る 完 全 に の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー
を 提 供 す る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー と 同 様 に 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ は 、 特 定 の 標 的 Ｐ Ｅ Ｔ に 対 す る
特 異 的 結 合 剤 の 生 成 に 関 与 す る 動 物 宿 主 が 不 要 で あ り 、 時 間 と 労 力 が 低 減 さ れ 、 そ し て 精
製 が 簡 単 に な る と い う 点 で 有 利 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 更 に 説 明 す る た め に 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ は 、 例 え ば 、 公 知 の プ ラ イ マ ー 配 列 と 隣 接 し た ２ ０ 塩
基 長 よ り 大 き い ラ ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 合 成 す る こ と に よ り 実 行 す る
こ と が で き る 。 ラ ン ダ ム 領 域 の 合 成 は 、 配 列 中 の 各 位 置 に お い て ４ 種 類 の 全 ヌ ク レ オ チ ド
を 混 合 す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 こ の ラ ン ダ ム 配 列 の 多 様 性 は 、 最
大 で 、 ４ n (こ こ に 、 ｎ は 、 配 列 の 長 さ で あ る )か ら 、 パ リ ン ド ロ ー ム 及 び 対 称 性 配 列 の 頻
度 を 引 い た も の で あ る 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ に よ り 与 え ら れ る 一 層 大 き い 多 様 性 は 、 ３ 次 元 の 結 合
部 位 を 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 選 択 す る 一 層 大 き い 機 会 を 与 え る 。 高 親 和 性 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 は 、 ラ ン ダ ム Ｓ Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ ラ イ ブ ラ リ ー を 固 定 化 し た 標 的 Ｐ Ｅ Ｔ に さ ら
す こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 容 易 に 結 合 し て 洗 い 去 ら れ な い 配 列 は 、 保 持 さ れ て 、 そ の 後 の
数 ラ ウ ン ド の Ｓ Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ の た め に 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ れ る (該 Ｓ Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ は 、 別 の ア フ
ィ ニ テ ィ ー 選 択 と 結 合 核 酸 配 列 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 よ り な る )。 典 型 的 に は 、 ４ ～ ５ ラ ウ ン ド の
Ｓ Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ は 、 ア プ タ マ ー の 高 親 和 性 セ ッ ト を 生 成 す る の に 十 分 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 そ れ 故 、 数 百 ～ 数 千 の ア プ タ マ ー を 、 経 済 的 に 可 能 な 仕 方 で 、 作 る こ と が で き る 。 血 液
と 尿 を 、 タ ン パ ク 質 を 捕 捉 し て 定 量 す る ア プ タ マ ー チ ッ プ 上 で 分 析 す る こ と が で き る 。 Ｓ
Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ は 又 、 ５ － ブ ロ モ (５ － Ｂ ｒ )及 び ５ － ヨ ー ド (５ － Ｉ )デ オ キ シ ウ リ ジ ン 残 基 の 利
用 に も 適 合 さ れ た 。 こ れ ら の ハ ロ ゲ ン 化 塩 基 は 、 タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 架 橋 す る こ と が で
き る 。 イ ン ・ ビ ト ロ 進 化 中 の 選 択 圧 を 、 結 合 特 異 性 と 特 異 的 光 架 橋 性 の 両 方 に つ い て 加 え
る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 典 型 的 な サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お い て 、 一 つ の 試 薬 、 光 架
橋 性 ア プ タ マ ー を ２ つ の 試 薬 、 捕 捉 剤 抗 体 及 び 検 出 用 抗 体 の 代 用 と す る の に 十 分 に 独 立 の
パ ラ メ ー タ ー で あ る 。 結 合 、 洗 浄 、 架 橋 及 び 洗 剤 洗 浄 の サ イ ク ル の 後 に 、 タ ン パ ク 質 は 、
特 異 的 に 且 つ 共 有 結 合 に よ り そ れ ら の 同 起 源 の ア プ タ マ ー を 結 合 す る 。 他 の タ ン パ ク 質 は
こ れ ら の チ ッ プ 上 に 存 在 し な い の で 、 タ ン パ ク 質 特 異 的 な 汚 れ は 、 今 や 、 チ ッ プ 上 の ピ ク
セ ル の 意 味 の あ る ア レ イ を 示 す 。 ア ル ゴ リ ズ ム の 学 習 及 び 後 向 き 研 究 と の 結 合 に よ り 、 こ
の 技 術 は 、 丈 夫 で し か も シ ン プ ル な 診 断 用 チ ッ プ へ と 導 く は ず で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 更 に 別 の 関 連 す る 具 体 例 に お い て 、 捕 捉 剤 は 、 ア ロ ス テ リ ッ ク リ ボ ザ イ ム で あ っ て よ い
。 用 語 「 ア ロ ス テ リ ッ ク リ ボ ザ イ ム 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 様 々 な エ フ ェ ク タ ー 例 え ば
ヌ ク レ オ チ ド 、 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー 、 酵 素 補 因 子 、 医 薬 、 タ ン パ ク 質 、 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド に よ り 引 き 金 を 引 か れ た と き に 触 媒 作 用 を 遂 行 す る 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 包
含 す る 。 ア ロ ス テ リ ッ ク リ ボ ザ イ ム 及 び そ れ ら の 製 造 方 法 は 、 例 え ば 、 S. Seetharaman等
(2001) Nature Biotechnol.19:336-341(内 容 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )に 記 載
さ れ て い る 。 Seetharaman等 に よ れ ば 、 試 作 品 の バ イ オ セ ン サ ー は 、 特 異 的 エ フ ェ ク タ ー
に よ り 引 き 金 を 引 か れ た と き に リ ボ ザ イ ム 媒 介 の 自 己 開 裂 を 受 け る 処 理 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 分 子
ス イ ッ チ か ら 組 み 立 て ら れ た 。 各 々 の 型 の ス イ ッ チ は 、 金 へ の 固 定 化 を 与 え て 、 個 々 に ア
ド レ ス 指 定 可 能 な ピ ク セ ル を 形 成 す る ５ ’ － チ オ ト リ ホ ス フ ェ ー ト 部 分 を 利 用 し て 製 造 さ
れ る 。 各 ピ ク セ ル を 含 む リ ボ ザ イ ム は 、 そ れ ら の 対 応 す る エ フ ェ ク タ ー と 共 に 存 在 す る 場
合 に の み 活 性 と な り 、 そ れ で 、 各 型 の ス イ ッ チ は 、 特 異 的 な 分 析 物 用 セ ン サ ー と し て 役 立
つ 。 ７ つ の 異 な る Ｒ Ｎ Ａ ス イ ッ チ に よ り 造 ら れ た ア ド レ ス 指 定 さ れ た ア レ イ は 、 金 属 イ オ
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ン 、 酵 素 補 因 子 、 代 謝 産 物 、 及 び 薬 物 分 析 物 を 含 む 複 雑 な 混 合 物 中 の 標 的 の 状 態 を 報 告 す
る た め に 利 用 さ れ た 。 Ｒ Ｎ Ａ ス イ ッ チ の ア レ イ は 又 、 自 然 に 生 成 さ れ た ３ ’ ， ５ ’ － 環 状
ア デ ノ シ ン 一 リ ン 酸 (ｃ Ａ Ｍ Ｐ )を 細 菌 培 養 培 地 に お い て 検 出 す る こ と に よ っ て 、 ア デ ニ レ
ー ト シ ク ラ ー ゼ 機 能 に つ い て 大 腸 菌 株 の 表 現 型 を 測 定 す る た め に も 利 用 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 Ｆ ． プ ラ ス テ ィ ボ デ ィ ー
　 あ る 具 体 例 に お い て 、 主 題 の 捕 捉 剤 は 、 プ ラ ス テ ィ ボ デ ィ ー で あ る 。 用 語 「 プ ラ ス テ ィ
ボ デ ィ ー 」 は 、 選 択 し た テ ン プ レ ー ト 分 子 を 刻 印 さ れ た ポ リ マ ー を 指 す 。 例 え ば 、 Brugge
mann (2002)  76:127-63； 及 び Haupt等  (1998) 

 16:468-475を 参 照 さ れ た い 。 こ の プ ラ ス テ ィ ボ デ ィ ー の 原 理 は 、 分 子 刻 印 即 ち 、 ポ
リ マ ー 鎖 の 側 鎖 に グ ラ フ ト さ れ 、 そ れ に よ り 例 え ば 抗 体 の 結 合 部 位 を 模 倣 す る ペ ン ダ ン ト
官 能 基 の 立 体 規 則 性 デ ィ ス プ レ ー に よ り 生 成 さ れ う る 認 識 部 位 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 Ｇ ． ２ つ の 低 親 和 性 リ ガ ン ド に 由 来 す る キ メ ラ 結 合 剤
　 適 当 な 捕 捉 剤 を 生 成 す る た め の 更 に 別 の ス ト ラ テ ジ ー は 、 ２ つ 以 上 の 控 え め の 親 和 性 の
リ ガ ン ド を 結 合 さ せ て 、 高 い 親 和 性 の 捕 捉 剤 を 生 成 す る こ と で あ る 。 適 当 な リ ン カ ー が あ
れ ば 、 か か る キ メ ラ 化 合 物 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ に 対 す る ２ つ の 個 々 の リ ガ ン ド の 親 和 性 の 積 に 近 い
親 和 性 を 示 す こ と が で き る 。 説 明 の た め に 、 化 合 物 の 集 合 を 、 標 的 Ｐ Ｅ Ｔ の 弱 い 相 互 作 用
相 手 に つ い て 高 濃 度 で ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 次 い で 、 互 い に 競 争 し な い 化 合 物 を 同 定 し 、
キ メ ラ 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 異 な る 長 さ の リ ン カ ー に よ り 作 成 す る 。 次 い で 、 こ の ラ
イ ブ ラ リ ー を 、 Ｐ Ｅ Ｔ に 対 す る 結 合 に つ い て 、 ず っ と 低 濃 度 で ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 高 い
親 和 性 の バ イ ン ダ ー を 同 定 す る 。 か か る 技 術 は 又 、 ペ プ チ ド 又 は 任 意 の 他 の 型 の 控 え め の
親 和 性 の Ｐ Ｅ Ｔ 結 合 性 化 合 物 に も 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 Ｈ ． 捕 捉 剤 の 標 識
　 本 発 明 の 捕 捉 剤 は 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 例 え ば 蛍 光 標 識 、 放 射 性 標 識 、 色 標 識 、 光 学 標
識 、 及 び 他 の 物 理 的 又 は 化 学 的 標 識 を 利 用 し て 、 後 記 の よ う に 、 検 出 を 可 能 に す る よ う に
改 変 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 Ｉ ． そ の 他
　 加 え て 、 任 意 所 定 の Ｐ Ｅ Ｔ に つ い て 、 上 記 の 捕 捉 剤 の 範 疇 の 各 々 に 属 す る 多 数 の 捕 捉 剤
を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 多 数 の 捕 捉 剤 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ に 対 す る 種 々 の 特 性 例 え ば 親
和 性 ／ ア ビ デ ィ テ ィ ー ／ 特 異 性 を 有 し う る 。 異 な る 親 和 性 は 、 幾 つ か の タ ン パ ク 質 が 示 し
う る 発 現 の 動 的 範 囲 を カ バ ー す る の に 有 用 で あ る 。 特 定 の 利 用 に 応 じ て 、 捕 捉 剤 の 任 意 所
定 の ア レ イ に お い て 、 異 な る 種 類 ／ 量 の 捕 捉 剤 が 、 最 適 の 全 体 的 性 能 を 達 成 す る よ う に 、
単 一 の チ ッ プ ／ ア レ イ 上 に 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 好 適 具 体 例 に お い て 、 捕 捉 剤 を 、 関 心 あ る タ ン パ ク 質 の 表 面 例 え ば 親 水 性 領 域 に 位 置 す
る Ｐ Ｅ Ｔ に 対 し て 高 め る こ と が で き る 。 関 心 あ る タ ン パ ク 質 の 表 面 に 位 置 す る Ｐ Ｅ Ｔ は 、
当 分 野 で 利 用 で き る 周 知 の ソ フ ト ウ ェ ア の 何 れ か を 利 用 し て 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 Ｎ ａ ｃ ｃ ｅ ｓ ｓ プ ロ グ ラ ム を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 Ｎ ａ ｃ ｃ ｅ ｓ ｓ は 、 Ｐ Ｄ Ｂ (Protein Data Bank)フ ォ ー マ ッ ト の フ ァ イ ル か ら の 分 子 の
接 近 可 能 な 領 域 を 計 算 す る プ ロ グ ラ ム で あ る 。 そ れ は 、 タ ン パ ク 質 及 び 核 酸 の 両 方 に つ い
て 、 原 子 及 び 残 基 の 接 近 可 能 性 を 計 算 す る こ と が で き る 。 Ｎ ａ ｃ ｃ ｅ ｓ ｓ は 、 プ ロ ー ブ が
巨 大 分 子 の フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 面 の 周 り を 回 る 場 合 の 原 子 の 接 近 可 能 な 領 域 を 計 算 す る 。
か か る 三 次 元 座 標 の セ ッ ト は 、 Brookhaven国 立 研 究 所 の Ｐ Ｄ Ｂ か ら 入 手 で き る 。 こ の プ ロ
グ ラ ム は 、 Lee及 び Richards (1971) J.Mol.Biol.,55,379-400の 方 法 を 利 用 し て お り 、 そ
れ に よ り 、 所 定 半 径 の プ ロ ー ブ は 、 分 子 表 面 の 周 囲 を 回 り 、 そ の 中 心 に よ り 追 跡 さ れ た 道
筋 が 接 近 可 能 な 面 で あ る 。
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【 ０ ２ ４ ４ 】
　 Boger, J., Emini, E.A. & Schmidt, A., Surface probability profile-An heuristic
 approach to the selection of synthetic peptide antigens, Reports on the Sixth I
nternational Congress in Immunology (Toronto) 1986 250頁 に 記 載 さ れ た 溶 媒 接 近 可 能
性 方 法 も 又 、 関 心 あ る タ ン パ ク 質 の 表 面 に 位 置 す る Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る た め に 利 用 す る こ と
が で き る 。 パ ッ ケ ー ジ Ｍ Ｏ Ｌ Ｍ Ｏ Ｌ (Koradi, R.等  (1996) J.Mol.Graph.14:51-55)及 び Ei
senhaberの Ａ Ｓ Ｃ 法 (Eisenhaber及 び Argos (1993) J.Comput.Chem.14:1272-1280； Eisenh
aber等  (1995) J.Comput.Chem.16:273-284)も 又 、 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 他 の 具 体 例 に お い て は 、 タ ン パ ク 質 の 接 近 可 能 な ペ プ チ ド 表 面 よ り も 、 無 傷 の タ ン パ ク
質 の 消 化 に よ り 生 成 さ れ た ペ プ チ ド と 結 合 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 捕 捉 剤 を 高 め る こ と
が で き る 。 こ の 具 体 例 に お い て は 、 研 究 中 の 試 料 内 の す べ て の Ｐ Ｅ Ｔ を 再 現 可 能 に 生 成 す
る 断 片 化 プ ロ ト コ ー ル を 利 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
Ｉ Ｉ ．
　 あ る 具 体 例 に お い て 、 複 雑 な 化 学 的 若 し く は 生 物 学 的 試 料 又 は 多 数 の 化 合 物 の 効 率 的 な
ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 捕 捉 剤 の ア レ イ 例 え ば 高 密 度 ア レ イ を 構 築 す る た め に は 、 こ れ ら
の 捕 捉 剤 を 、 固 体 支 持 体 (例 え ば 、 平 面 の 支 持 体 又 は ビ ー ズ )の 上 に 固 定 化 す る こ と が 必 要
で あ る 。 当 分 野 で は 、 生 物 学 的 分 子 を 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る た め の 様 々 な 方 法 が 知 ら れ
て い る 。 一 般 的 に は 、 Affinity Techniques Enzyme Purification: Part B, Meth.Enz.34
(W.B. Jakoby及 び M. Wilchek編 、 Acad.Press, N.Y. 1974)及 び Immobilized Biochemicals
 and Affinity Chromatography, Adv.Exp.Med.Biol.42(R. Dunlap, Plenum Press, N.Y. 
1974)を 参 照 さ れ た い 。 下 記 は 、 ア レ イ を 構 築 す る 際 に 考 慮 す べ き こ と が ら で あ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 Ａ ． 形 式 及 び 表 面 の 考 慮 す べ き 問 題
　 タ ン パ ク 質 の ア レ イ は 、 あ り ふ れ た 免 疫 ア ッ セ イ 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び ド ッ ト ブ ロ ッ テ
ィ ン グ の 小 型 化 と し て デ ザ イ ン さ れ (し ば し ば 、 蛍 光 読 出 し を 利 用 )、 多 数 の ア ッ セ イ を 同
時 に 実 行 す る こ と を 可 能 に す る ロ ボ ッ ト 工 学 及 び 高 ス ル ー プ ッ ト 検 出 シ ス テ ム に よ っ て 促
進 さ れ た 。 一 般 的 な 物 理 的 支 持 体 に は 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 、 シ リ コ ン 、 ミ ク ロ ウ ェ ル 、 ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス 若 し く は Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 、 及 び 磁 気 そ の 他 の ミ ク ロ ビ ー ズ が 含 ま れ る 。 平 面 上 に
送 達 さ れ た タ ン パ ク 質 の 微 小 液 滴 が 広 く 利 用 さ れ て い る が 、 関 連 す る 別 の 構 成 に は 、 ミ ク
ロ な 液 体 中 で の 発 展 に 基 づ く Ｃ Ｄ 遠 心 分 離 装 置 [Gyros]及 び 特 殊 化 チ ッ プ デ ザ イ ン 例 え ば
プ レ ー ト 中 の 処 理 さ れ た ミ ク ロ チ ャ ン ネ ル [The Living Chip(商 標 )、 Biotrove]及 び シ リ
コ ン 表 面 上 の 小 さ い ３ Ｄ ポ ス ト [Zyomyx]が 含 ま れ る 。 懸 濁 液 中 の 粒 子 も 又 、 そ れ ら が 同 定
の た め に コ ー ド 化 さ れ ； シ ス テ ム が 、 ミ ク ロ ビ ー ズ [Luminex, Bio-Rad]及 び 半 導 体 ナ ノ ク
リ ス タ ル [QDots(商 標 )、 Quantum Dots]の た め の カ ラ ー コ ー デ ィ ン グ 、 並 び に ビ ー ズ [Ultr
aPlex(商 標 )、 Smartbeads]及 び マ ル チ メ タ ル ミ ク ロ ロ ッ ド [Nanobarcodes(商 標 )粒 子 、 Sur
romed]の た め の バ ー コ ー デ ィ ン グ を 含 む 場 合 に は 、 ア レ イ の 基 礎 と し て 利 用 す る こ と が で
き る 。 ビ ー ズ は 又 、 半 導 体 チ ッ プ 上 に 二 次 元 ア レ イ に 組 み 立 て る こ と も で き る [LEAPS 技
術 、 BioArray Solutions]。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 Ｂ ． 固 定 化 で 考 慮 す べ き こ と が ら
　 タ ン パ ク 質 例 え ば 抗 体 の 固 定 化 に お け る 変 数 に は 、 カ ッ プ リ ン グ 試 薬 及 び 結 合 さ れ る 表
面 の 性 質 の 両 方 が 含 ま れ る 。 理 想 的 に は 、 利 用 す る 固 定 化 方 法 は 、 再 現 可 能 で あ り 、 種 々
の 特 性 (大 き さ 、 親 水 性 、 疎 水 性 )の タ ン パ ク 質 に 適 用 可 能 で あ り 、 高 ス ル ー プ ッ ト 及 び 自
動 化 に 従 順 で あ り 、 そ し て 完 全 に 機 能 的 な タ ン パ ク 質 活 性 の 保 持 と 両 立 す べ き で あ る 。 表
面 結 合 さ れ た タ ン パ ク 質 の 向 き は 、 そ の リ ガ ン ド 又 は 基 質 (活 性 状 態 )へ の 提 示 に お け る 重
要 な 因 子 と し て 認 め ら れ て お り ； 捕 捉 剤 ア レ イ に 関 し て 、 最 も 効 率 的 な 結 合 結 果 は 、 方 向
付 け ら れ た 試 薬 を 用 い て 得 ら れ 、 こ れ は 、 一 般 に 、 タ ン パ ク 質 の 部 位 特 異 的 な 標 識 を 必 要
と す る 。

10

20

30

40

50

(46) JP 2007-511837 A 2007.5.10

捕 捉 剤 を 含 む ツ ー ル (ア レ イ な ど )



【 ０ ２ ４ ９ 】
　 良 好 な タ ン パ ク 質 ア レ イ 支 持 体 表 面 の 特 性 は 、 カ ッ プ リ ン グ 手 順 の 前 後 で 化 学 的 に 安 定
で あ り 、 良 好 な ス ポ ッ ト 形 態 を 与 え 、 最 小 の 非 特 異 的 結 合 を 提 示 し 、 検 出 シ ス テ ム に お い
て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 寄 与 せ ず 、 そ し て 種 々 の 検 出 系 と 両 立 す べ き で あ る こ と で あ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 固 定 化 の 共 有 結 合 法 及 び 非 共 有 結 合 法 の 両 方 が 利 用 さ れ 、 様 々 な 賛 否 両 論 が
あ る 。 表 面 へ の 受 動 的 吸 着 は 、 方 法 論 的 に 単 純 で あ る が 、 定 量 的 又 は 方 向 付 け た 制 御 が 殆
ど で き ず ； タ ン パ ク 質 の 機 能 的 特 性 を 変 え る か も し れ ず 、 そ し て 再 現 性 及 び 効 率 が 、 変 化
し や す い 。 共 有 結 合 法 は 、 安 定 な 結 合 を 与 え 、 あ る 範 囲 の タ ン パ ク 質 に 適 用 で き て 且 つ 良
好 な 再 現 性 を 有 す る が ； 方 向 付 け が 変 わ り や す く 、 化 学 的 誘 導 体 化 が 、 タ ン パ ク 質 の 機 能
を 変 え る か も し れ ず 、 安 定 な 相 互 作 用 性 の 表 面 を 必 要 と す る 。 タ ン パ ク 質 上 の タ グ を 利 用
す る 生 物 学 的 捕 捉 方 法 は 、 安 定 な 結 合 を 提 供 し 且 つ 該 タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 、 再 現 可 能 な
向 き で 結 合 す る が 、 生 物 学 的 試 薬 は 、 先 ず 適 当 に 固 定 化 さ れ な け れ ば な ら ず 、 そ の ア レ イ
は 、 特 殊 な 取 扱 い を 必 要 と し 変 わ り 易 い 安 定 性 を 有 し う る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 タ ン パ ク 質 ア レ イ の 作 成 の た め に 、 幾 つ か の 固 定 化 用 化 学 及 び タ グ が 、 記 載 さ れ て い る
。 共 有 結 合 の た め の 基 材 に は 、 ア ミ ノ 又 は ア ル デ ヒ ド 含 有 シ ラ ン 試 薬 で 被 覆 さ れ た ス ラ イ
ド ガ ラ ス [Telechem]が 含 ま れ る 。 Versalinx(商 標 )シ ス テ ム [Prolinx]に お い て は 、 可 逆 的
共 有 結 合 が 、 フ ェ ニ ル ジ ボ ロ ン 酸 で 誘 導 体 化 さ れ た タ ン パ ク 質 と 、 支 持 体 表 面 に 固 定 化 さ
れ た サ リ チ ル ヒ ド ロ キ サ ム 酸 と の 間 の 相 互 作 用 に よ り 達 成 さ れ る 。 こ れ は 又 、 低 い バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド 結 合 及 び 低 い 固 有 の 蛍 光 を も 有 し て 、 固 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 が 機 能 を 保 持 す
る こ と を 可 能 に す る 。 未 修 飾 タ ン パ ク 質 の 非 共 有 結 合 は 、 HydroGel(商 標 )[PerkinElmer]
な ど の 多 孔 性 構 造 中 に 、 ３ 次 元 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル ベ ー ス で 生 じ ； こ の 基 材 は 、 ガ ラ
ス マ イ ク ロ ア レ イ に 特 に 低 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 与 え 、 高 い タ ン パ ク 質 機 能 の 容 量 及 び 保
持 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 広 く 用 い ら れ て い る 生 物 学 的 捕 捉 方 法 は 、 ビ オ チ ン ／
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 又 は ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン ／ Ｎ ｉ 相 互 作 用 (適 宜 改 変 さ れ た タ ン パ ク 質 を
有 す る )に よ る も の で あ る 。 ビ オ チ ン は 、 二 酸 化 チ タ ン [Zyomyx]又 は 五 酸 化 タ ン タ ル [Zept
osens]な ど の 表 面 に 固 定 化 さ れ た ポ リ リ ジ ン 主 鎖 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 Arenkov等 は 、 例 え ば 、 微 細 加 工 さ れ た ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 利 用 し て タ ン パ ク 質
を 捕 捉 し 、 次 い で 、 微 細 電 気 泳 動 に よ り マ ト リ ク ス を 通 過 す る 拡 散 を 加 速 す る こ と に よ っ
て 、 タ ン パ ク 質 を 、 そ れ ら の 機 能 を 保 持 し な が ら 固 定 化 す る 方 法 を 記 載 し て い る (Arenkov
等 (2000), Anal Biochem 278(2):123-31)。 特 許 文 献 も 又 、 生 物 学 的 分 子 を 固 体 支 持 体 に
結 合 す る た め の 多 く の 異 な る 方 法 を 記 載 し て い る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ， ２ ８ ２ ， ２ ８
７ 号 は 、 多 層 の ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 及 び 増 量 剤 の 連 続 適 用 に よ っ て ポ リ マ ー 表 面 を 改 変 す
る 方 法 を 記 載 し て い る 。 米 国 特 許 第 ４ ， ５ ６ ２ ， １ ５ ７ 号 は 、 生 化 学 的 リ ガ ン ド を 、 光 化
学 的 に 反 応 性 の ア リ ー ル ア ジ ド に 結 合 す る こ と に よ り 表 面 に 結 合 す る 技 術 を 記 載 し て い る
。 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ８ １ ， ８ ７ ０ 号 は 、 遊 離 の ア ミ ノ 基 又 は カ ル ボ キ シ ル 基 を シ リ カ マ ト
リ ク ス に 導 入 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 基 が 、 次 い で 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド の 存 在 下 で タ ン
パ ク 質 と 共 有 結 合 す る 当 該 方 法 を 記 載 し て い る 。 加 え て 、 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ６ ２ ， ８ ８ １
号 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 固 体 基 材 に 結 合 す る 方 法 で あ っ て 、 光 感 受 性 の 不 自 然 ア ミ ノ 酸 基
を 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 組 み 込 み 、 そ の 生 成 物 を 低 エ ネ ル ギ ー 紫 外 線 に 曝 す に よ っ て 結 合 す
る 当 該 方 法 を 記 載 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 支 持 体 の 表 面 は 、 更 な る 結 合 化 学 に 利 用 で き る 少 な く と も 一 つ の 反 応 性 の 化 学 基 を 有 す
る よ う に 、 又 は 該 基 を 有 す る よ う に 化 学 的 に 誘 導 体 化 さ れ る も の を 選 択 す る 。 支 持 体 と 捕
捉 剤 と の 間 に 挿 入 さ れ た 随 意 の 可 撓 性 の ア ダ プ タ ー 分 子 が あ っ て よ い 。 一 具 体 例 に お い て
、 捕 捉 剤 は 、 物 理 的 に 、 支 持 体 上 に 吸 着 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 こ の 発 明 の あ る 具 体 例 に お い て は 、 捕 捉 剤 を 、 捕 捉 剤 の Ｐ Ｅ Ｔ 結 合 領 域 と そ れ が 支 持 体
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と 結 合 さ れ る 領 域 と を 離 す 仕 方 で 、 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ る 。 好 適 具 体 例 に お い て 、 こ の
捕 捉 剤 は 、 そ の 一 端 と 支 持 体 上 の ア ダ プ タ ー 分 子 と の 共 有 結 合 を 形 成 す る よ う に 巧 み に 処
理 さ れ る 。 か か る 共 有 結 合 は 、 シ ッ フ 塩 基 結 合 、 マ イ ケ ル 付 加 に よ り 生 成 さ れ る 結 合 又 は
チ オ エ ー テ ル 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ う る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 ア ダ プ タ ー に よ る 結 合 又 は 直 接 捕 捉 剤 に よ る 結 合 を 可 能 に す る た め に 、 基 材 の 表 面 は 、
適 当 な 反 応 性 の 基 を 造 る た め の 準 備 を 必 要 と し う る 。 か か る 反 応 性 の 基 は 、 単 純 な 化 学 的
部 分 例 え ば ア ミ ノ 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 カ ル ボ キ シ ル 、 カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 ア ル デ ヒ ド 、 エ ス
テ ル 、 ア ミ ド 、 ア ミ ン 、 ニ ト リ ル 、 ス ル ホ ニ ル 、 ホ ス ホ リ ル 、 又 は 同 様 に 化 学 的 に 反 応 性
の 基 を 包 含 す る こ と が で き よ う 。 或 は 、 反 応 性 の 基 は 、 ス ル ホ － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン
イ ミ ド 、 ニ ト リ ロ ト リ 酢 酸 、 活 性 化 ヒ ド ロ キ シ ル 、 ハ ロ ア セ チ ル (例 え ば 、 ブ ロ モ ア セ チ
ル 、 ヨ ー ド ア セ チ ル )、 活 性 化 カ ル ボ キ シ ル 、 ヒ ド ラ ジ ド 、 エ ポ キ シ 、 ア ジ リ ジ ン 、 ス ル
ホ ニ ル ク ロ リ ド 、 ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ジ ア ジ リ ジ ン 、 ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 、 Ｎ － ア シ ル
－ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル カ ー バ メ ー ト 、 ア リ ー ル ア ジ ド 、 ア ン ヒ ド リ ド 、 ジ ア ゾ ア
セ テ ー ト 、 ベ ン ゾ フ ェ ノ ン 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 イ ソ シ ア ネ ー ト 、 イ ミ ド エ ス テ ル 、 フ
ル オ ロ ベ ン ゼ ン 、 ビ オ チ ン 及 び ア ビ ジ ン を 含 む (但 し 、 こ れ ら に 限 ら れ な い )一 層 複 雑 な 部
分 を 含 む こ と が で き る 。 か か る 反 応 性 の 基 を 、 機 械 的 、 物 理 的 、 電 気 的 又 は 化 学 的 手 段 に
よ っ て 基 材 上 に 配 置 す る 技 術 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ８ １ ，
８ ７ ０ 号 (参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 一 度 反 応 性 の 基 の 基 材 上 の 初 期 の 準 備 が 完 了 し た な ら ば (必 要 な ら ば )、 ア ダ プ タ ー 分 子
を 、 適 宜 、 該 基 材 の 表 面 に 加 え て 、 該 表 面 を 更 な る 結 合 化 学 に 適 し た も の に す る こ と が で
き る 。 か か る ア ダ プ タ ー は 、 基 材 上 の 反 応 性 の 基 と 捕 捉 剤 と の 連 続 的 結 合 を 形 成 す る 化 学
結 合 の 主 鎖 及 び 該 主 鎖 に 沿 っ た 自 由 に 回 転 す る 複 数 の 結 合 を 有 し て 、 既 に 基 材 上 に あ る 反
応 性 の 基 と 固 定 化 す べ き 捕 捉 剤 と を 共 有 結 合 に よ り 結 さ せ る 。 基 材 ア ダ プ タ ー は 、 化 合 物
の 任 意 の 適 当 な ク ラ ス か ら 選 択 す る こ と が で き 、 有 機 酸 、 ア ル デ ヒ ド 、 ア ル コ ー ル 、 チ オ
ー ル 、 ア ミ ン な ど の ポ リ マ ー 又 は コ ポ リ マ ー を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ ル
－ 、 ア ミ ノ － 又 は ジ － カ ル ボ ン 酸 例 え ば グ リ コ ー ル 酸 、 乳 酸 、 セ バ シ ン 酸 又 は サ ル コ シ ン
の ポ リ マ ー 又 は コ ポ リ マ ー を 用 い る こ と が で き る 。 或 は 、 飽 和 又 は 不 飽 和 の 炭 化 水 素 例 え
ば エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 糖 類 な ど の ポ リ マ ー 又 は コ ポ リ マ ー を 利
用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ の 基 材 ア ダ プ タ ー は 、 結 合 す べ き 捕 捉 剤 が 、 試 料 溶
液 中 の 分 子 と 自 由 に 相 互 作 用 し て 有 効 な 結 合 を 形 成 す る こ と を 可 能 に す る の に 適 当 な 長 さ
で あ る べ き で あ る 。 こ れ ら の 基 材 ア ダ プ タ ー は 、 分 枝 し て い て も い な く て も よ い が 、 こ の
及 び 他 の ア ダ プ タ ー の 構 造 的 属 性 は 、 立 体 化 学 的 に 捕 捉 剤 の 関 連 機 能 例 え ば 、 Ｐ Ｅ Ｔ 相 互
作 用 に 干 渉 す べ き で な い 。 当 業 者 に 公 知 の 保 護 基 を 利 用 し て 、 ア ダ プ タ ー の 最 後 の 基 の 望
ま し く な い 反 応 又 は 時 期 尚 早 の 反 応 を 防 止 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ４
１ ２ ， ０ ８ ７ 号 (本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 援 用 す る )は 、 ア ダ プ タ ー の チ オ ー ル 基 に お け る
光 除 去 可 能 な 保 護 基 の 利 用 を 記 載 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 捕 捉 剤 の 結 合 親 和 性 を 保 存 す る た め に 、 捕 捉 剤 を 、 そ れ が 支 持 体 基 材 に 、 そ の リ ガ ン ド
即 ち Ｐ Ｅ Ｔ と の 相 互 作 用 の 原 因 で あ る 領 域 か ら 離 れ た 領 域 で 結 合 す る よ う に 改 変 す る こ と
は 好 ま し い 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 捕 捉 剤 を 、 基 材 表 面 の 又 は ア ダ プ タ ー 上 の 反 応 性 の 末 端 基 に 結 合 す る 方 法 に は 、 チ オ エ
ー テ ル 結 合 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 、 ア ミ ド 結 合 、 カ ー バ メ ー ト 結 合 、 尿 素 結 合 、 エ ス テ ル 結
合 、 カ ー ボ ネ ー ト 結 合 、 エ ー テ ル 結 合 、 ヒ ド ラ ゾ ン 結 合 、 シ ッ フ 塩 基 結 合 、 及 び 例 え ば イ
オ ン 性 又 は 疎 水 性 相 互 作 用 に よ り 媒 介 さ れ る 非 共 有 結 合 性 結 合  な ど の 結 合 を 形 成 す る 反
応 が 含 ま れ る 。 反 応 の 種 類 は 、 勿 論 、 基 材 ／ ア ダ プ タ ー 及 び 捕 捉 剤 の 両 者 の 利 用 可 能 な 反
応 性 の 基 に 依 存 す る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
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　 Ｃ ． ア レ イ 作 成 に お い て 考 慮 す べ き こ と が ら
　 好 ま し く は 、 固 定 化 捕 捉 剤 は 、 固 体 支 持 体 上 例 え ば シ リ コ ン ベ ー ス の チ ッ プ 又 は ス ラ イ
ド ガ ラ ス 上 で ア レ イ に 配 列 さ せ る 。 所 定 の 公 知 の タ ン パ ク 質 (前 に 存 在 が 認 識 さ れ た も の )
の 存 在 (及 び 、 適 宜 、 濃 度 )を 検 出 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 少 な く と も 一 つ の 捕 捉 剤 は 、
ア レ イ 中 の 複 数 の セ ル ／ 領 域 の 各 々 に 固 定 化 さ れ る 。 従 っ て 、 特 定 の セ ル ／ 領 域 で の シ グ
ナ ル は 、 試 料 中 の 公 知 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 示 し 、 そ の タ ン パ ク 質 の 正 体 は 、 そ の セ ル の
位 置 に よ っ て 示 さ れ る 。 或 は 、 一 つ 又 は 複 数 の Ｐ Ｅ Ｔ の 捕 捉 剤 を 、 ビ ー ズ 上 に 固 定 化 す る
(適 宜 、 そ れ ら を 、 意 図 す る 標 的 分 析 物 を 同 定 す る た め に 標 識 す る )か 又 は ミ ク ロ ウ ェ ル プ
レ ー ト な ど の ア レ イ に 分 配 す る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 高 密 度 で あ り 、 １ ｃ ｍ 2 当 た り 、 約 １ ０ ０ ス ポ
ッ ト よ り 大 き い 、 好 ま し く は 、 約 １ ０ ０ ０ 、 １ ５ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ０ 、 ３ ０ ０ ０ 、 ４ ０ ０ ０ 、
５ ０ ０ ０ ス ポ ッ ト よ り 大 き い 、 更 に 好 ま し く は 、 約 ９ ０ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ ０ 、 １ １ ０ ０ ０ 、
１ ２ ０ ０ ０ 又 は １ ３ ０ ０ ０ ス ポ ッ ト よ り 大 き い 密 度 を 有 し 、 捕 捉 剤 を 、 高 密 度 の 反 応 性 の
基 を 造 る よ う に 官 能 化 さ れ 又 は 反 応 性 の 基 を 有 す る 高 密 度 の ア ダ プ タ ー の 付 加 に よ り 官 能
化 さ れ た 支 持 体 表 面 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 形 成 さ れ る 。 他 の 具 体 例 に お い て 、 こ の マ イ
ク ロ ア レ イ は 、 試 料 中 で 、 病 気 の 診 断 、 細 胞 型 の 決 定 、 病 原 体 の 同 定 な ど の 証 拠 を 提 供 す
る パ タ ー ン を 生 成 す る 特 異 的 タ ン パ ク 質 の 様 々 な 組 合 せ を 検 出 す る た め に 選 択 さ れ た 比 較
的 少 数 (例 え ば 、 １ ０ ～ ５ ０ )の 捕 捉 剤 を 含 む 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 基 材 又 は 支 持 体 の 特 徴 は 、 意 図 す る 用 途 に よ っ て 変 わ り う る が 、 そ れ ら の 基 材 の 形 状 、
材 料 及 び 表 面 改 変 は 、 考 慮 し な け れ ば な ら な い 。 基 材 が 実 質 的 に 二 次 元 の 又 は 平 ら な 少 な
く と も 一 つ の 面 を 有 す る こ と は 好 適 な こ と で あ る が 、 そ れ は 、 へ こ み 、 突 起 、 段 、 隆 起 、
段 丘 な ど を 含 ん で も よ く 、 如 何 な る 幾 何 学 的 形 態 (例 え ば 、 円 筒 形 、 円 錐 形 、 球 形 、 凹 面
、 ひ も 状 、 又 は こ れ ら の 任 意 の も の の 組 合 せ )を 有 し て も よ い 。 適 当 な 基 材 材 料 に は 、 ガ
ラ ス 、 セ ラ ミ ッ ク 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 金 属 、 合 金 、 炭 素 、 紙 、 ア ガ ロ ー ス 、 シ リ カ 、 石 英 、
セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ア ミ ド 、 及 び ゼ ラ チ ン 並 び に 他 の ポ リ マ ー 支 持 体
、 他 の 固 体 材 料 支 持 体 又 は 可 撓 性 膜 支 持 体 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ な い 。 基 材 と し
て 利 用 し う る ポ リ マ ー に は 、 ポ リ ス チ レ ン ； ポ リ (テ ト ラ )フ ル オ ロ エ チ レ ン (Ｐ Ｔ Ｆ Ｅ )；
ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ リ ド ； ポ リ カ ー ボ ネ ー ト ； ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ； ポ リ ビ ニ
ル エ チ レ ン ； ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン ； ポ リ オ キ シ メ チ レ ン (Ｐ Ｏ Ｍ )； ポ リ ビ ニ ル フ ェ ノ ー ル
； ポ リ ラ ク チ ド ； ポ リ メ タ ク リ ル イ ミ ド (Ｐ Ｍ Ｉ )； ポ リ ア ル ケ ン ス ル ホ ン (Ｐ Ａ Ｓ )； ポ リ
プ ロ ピ レ ン ； ポ リ エ チ レ ン ； ポ リ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト (Ｈ Ｅ Ｍ Ａ )； ポ リ ジ メ
チ ル シ ロ キ サ ン ； ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ； ポ リ イ ミ ド ； 及 び 様 々 な ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー が 含
ま れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ な い 。 こ の 基 材 は 又 、 多 層 構 造 中 に 材 料 (水 透 過 性 又 は 非 透 過
性 )の 組 合 せ を 含 む こ と も で き る 。 こ の 基 材 の 好 適 具 体 例 は 、 表 面 に Ｓ ｉ － Ｏ Ｈ 官 能 基 を
有 す る 単 純 な ２ ． ５ ｃ ｍ × ７ ． ５ ｃ ｍ の ス ラ イ ド ガ ラ ス で あ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 ア レ イ の 作 成 方 法 は 、 ロ ボ ッ ト に よ る 密 着 プ リ ン テ ィ ン グ 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト 、 圧 電 ス ポ
ッ テ ィ ン グ 及 び フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー を 包 含 す る 。 多 く の 市 販 の ア レ イ [例 え ば 、 Packard
 Biosience]並 び に 手 動 装 置 [V & P Scientific]が 利 用 可 能 で あ る 。 細 菌 コ ロ ニ ー を 、 イ
ン ・ シ ト ゥ ー で タ ン パ ク 質 発 現 を 誘 導 す る た め に 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 上 に 、 ロ ボ ッ ト に よ っ て グ
リ ッ ド に 据 え る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 ナ ノ ア レ イ は 、 ス ポ ッ ト の 大 き さ 及 び 密 度 の 限 界 に あ り 、 ナ ノ メ ー ト ル の 空 間 的 ス ケ ー
ル の ス ポ ッ ト は 、 数 千 の 反 応 を １ 平 方 ｍ ｍ 未 満 の 単 一 チ ッ プ 上 で 行 な う こ と を 可 能 に す る
。 BioForce Laboratoriesは 、 ８ ５ 平 方 ミ ク ロ ン 中 に １ ５ ２ １ の タ ン パ ク 質 の ス ポ ッ ト を
有 す る (２ ５ ０ ０ 万 ス ポ ッ ト ／ 平 方 ｃ ｍ に 匹 敵 す る )光 学 検 出 の 限 界 に あ る ナ ノ ア レ イ を 開
発 し た が ； そ れ ら の 読 出 し 方 法 は 、 蛍 光 及 び 原 子 間 力 顕 微 鏡 (Ａ Ｆ Ｍ )で あ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
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　 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 の ア レ イ を 有 す る 自 動 化 試 料 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 の た め の ミ
ク ロ な 液 体 の シ ス テ ム が 、 NextGen及 び PerkinElmerに よ っ て 同 時 に 開 発 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 例 え ば 、 捕 捉 剤 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 少 量 の 反 応 物 質 を 基 材 表 面 の 特 定 の 位 置 に 分 配 す る
「 ス ポ ッ テ ィ ン グ 」 を 含 む 多 く の 方 法 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 ス ポ ッ テ ィ ン グ の
た め の 方 法 に は 、 ミ ク ロ な 液 体 の プ リ ン テ ィ ン グ 、 マ イ ク ロ ス タ ン ピ ン グ (例 え ば 、 米 国
特 許 第 ５ ， ５ １ ５ ， １ ３ １ 号 、 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ３ １ ， １ ５ ２ 号 、 Martin, B.D.等 (1998)
, Langmuir 14:3971-3975及 び Haab, BB等 (2001) Genome Biol 2 及 び MacBeath, G.等 (200
0) Science 289:1760-1763参 照 )、 マ イ ク ロ コ ン タ ク ト プ リ ン テ ィ ン グ (例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公
開 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ２ ９ ６ ２ ９ 参 照 )、 イ ン ク ジ ェ ッ ト ヘ ッ ド プ リ ン テ ィ ン グ (例 え ば 、 Roda, A.
等 (2000) BioTechniques 28:492-496,及 び Silzel, J.W.等 (1998) Clin Chem 44:2036-204
3参 照 )、 ミ ク ロ な 液 体 の 直 接 的 塗 布 (Rowe, C.A.等 (1999) Anal Chem 71:433-439及 び Bern
ard, A.等 (2001), Anal Chem 73:8-12)及 び エ レ ク ト ロ ス プ レ ー 付 着 (Morozov, V.N.等 (19
99) Anal Chem 71:1415-1420及 び Moerman R.等 (2001) Anal Chem 73:2183-2189)が 含 ま れ
る が 、 こ れ ら に 限 ら れ な い 。 一 般 に 、 分 配 装 置 に は 、 試 料 分 配 量 を 制 御 す る た め の 較 正 手
段 が 含 ま れ て お り 、 試 料 を 支 持 体 表 面 に 対 し て 動 か し て 位 置 決 め す る た め の 構 造 も 含 ま れ
う る 。 ア レ イ に お け る 捕 捉 剤 ご と に 分 配 す べ き 液 体 の 容 積 は 、 そ の ア レ イ の 意 図 す る 用 途
及 び 利 用 可 能 な 装 備 に よ っ て 変 化 す る 。 好 ま し く は 、 一 度 の 分 配 に よ り 形 成 さ れ る 容 積 は
、 １ ０ ０ ｎ Ｌ 未 満 で あ り 、 一 層 好 ま し く は 、 １ ０ ｎ Ｌ 未 満 で あ り 、 最 も 好 ま し く は 、 約 １
ｎ Ｌ で あ る 。 そ の 結 果 生 成 さ れ た ス ポ ッ ト の サ イ ズ は 、 そ の よ う に 変 化 し 、 好 適 具 体 例 に
お い て 、 こ れ ら の ス ポ ッ ト は 、 ２ ０ ， ０ ０ ０ μ ｍ 未 満 の 直 径 で あ り 、 一 層 好 ま し く は 、 ２
， ０ ０ ０ μ ｍ 未 満 の 直 径 で あ り 、 最 も 好 ま し く は 、 約 １ ５ ０ ～ ２ ０ ０ μ ｍ の 直 径 で あ る (
約 １ ６ ０ ０ ス ポ ッ ト ／ 平 方 セ ン チ メ ー ト ル が 得 ら れ る )。 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 の 溶 液 を こ の マ
イ ク ロ ア レ イ に 加 え て 、 捕 捉 剤 に 結 合 し な か っ た 反 応 性 の 基 に よ る 非 特 異 的 結 合 を 防 止 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (Ｂ Ｓ Ａ )、 カ ゼ イ ン 、 又 は 無 脂 肪 乳 の 溶 液
を ブ ロ ッ キ ン グ 剤 と し て 用 い て 、 後 続 の ア ッ セ イ に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 結 合 を 減 少 さ
せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 好 適 具 体 例 に お い て 、 高 い 精 度 の 、 密 着 プ リ ン テ ィ ン グ ロ ボ ッ ト を 利 用 し て 、 小 さ い 容
積 の 溶 解 し た 捕 捉 剤 を ミ ク ロ 滴 定 プ レ ー ト の ウ ェ ル か ら ピ ッ ク ア ッ プ し て 、 約 １ ｎ Ｌ の 溶
液 を 基 材 例 え ば 化 学 的 に 誘 導 体 化 さ れ た 顕 微 鏡 用 の ス ラ イ ド ガ ラ ス の 表 面 上 の 規 定 さ れ た
位 置 に 繰 り 返 し 送 達 す る 。 か か る ロ ボ ッ ト の 例 に は 、 Affymetrix(カ リ フ ォ ル ニ ア 、 Santa
 Clara在 )か ら 市 販 さ れ て い る Ｇ Ｍ Ｓ ４ １ ７ Ａ ｒ ｒ ａ ｙ ｅ ｒ 、 及 び Brown研 の ウ ェ ブ サ イ ト
(http://cmgm.stanford.edu/pbrown)か ら ダ ウ ン ロ ー ド で き る 指 示 に 従 っ て 構 築 さ れ る ス
プ リ ッ ト ピ ン ア レ イ ヤ ー が 含 ま れ る 。 こ れ は 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 の 化 合 物 の 顕 微 鏡 的 ス ポ
ッ ト の 形 成 を 生 じ る 。 し か し な が ら 、 当 業 者 は 、 本 発 明 が 、 １ ｎ Ｌ の 容 積 の 溶 液 の 送 達 に
限 定 さ れ ず 、 特 定 の ロ ボ ッ ト 装 置 の 利 用 に 限 定 さ れ ず 、 又 は 化 学 的 に 誘 導 体 化 さ れ た ス ラ
イ ド ガ ラ ス の 利 用 に 限 定 さ れ な い こ と 、 及 び ピ コ リ ッ ト ル 以 下 の 容 積 を 送 達 す る こ と の で
き る 別 の 送 達 手 段 を 利 用 す る こ と が で き る こ と を 認 め よ う 。 そ れ 故 、 高 精 度 の ア レ イ ロ ボ
ッ ト に 加 え て 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト プ リ ン タ ー 、 圧 電 プ リ ン タ ー 及 び 小 容 積 ピ ペ ッ テ ィ ン グ ロ
ボ ッ ト を 含 む (こ れ ら に 限 ら れ な い )こ れ ら の 化 合 物 を 送 達 す る た め の 他 の 手 段 を 利 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の 捕 捉 剤 を 含 む 組 成 物 (例 え ば 、 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は ビ ー ズ )
は 、 他 の 成 分 例 え ば 特 定 の ペ プ チ ド 、 代 謝 産 物 、 薬 物 又 は 薬 物 候 補 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 脂
質 な ど を 認 識 し て 結 合 す る 分 子 を も 含 む こ と が で き る 。 従 っ て 、 Ｐ Ｅ Ｔ に 幾 ら か し か 結 合
し な い 捕 捉 剤 の ア レ イ は 、 こ の 発 明 の 具 体 例 を 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 二 次 元 マ イ ク ロ ア レ イ に 代 わ る も の と し て 、 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー テ ィ ン グ (Ｆ Ａ Ｃ Ｓ )と
組 み 合 せ た ビ ー ズ ベ ー ス の ア ッ セ イ が 、 複 合 免 疫 ア ッ セ イ を 実 施 す る た め に 開 発 さ れ て い
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る 。 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー テ ィ ン グ は 、 ２ ０ 年 よ り 長 く 、 診 断 に お い て 日 常 的 に 用 い ら れ て
き た 。 ｍ Ａ ｂ を 利 用 し て 、 細 胞 表 面 マ ー カ ー が 、 正 常 及 び 新 生 物 細 胞 の 集 団 に お い て 同 定
さ れ 、 こ れ ら は 、 様 々 な 形 態 の 白 血 病 の 分 類 を 可 能 に し 、 又 は 病 気 の モ ニ タ ー を 可 能 に す
る (最 近 、 Herzenberg等  Immunol Today 21(2000), p.282-390に よ り 総 説 さ れ た )。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 ビ ー ズ ベ ー ス の ア ッ セ イ シ ス テ ム は 、 マ イ ク ロ ア レ イ ア ッ セ イ に 慣 用 的 に 用 い ら れ て い
る 二 次 元 基 材 の 代 り に 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア を 捕 捉 分 子 の た め の 固 体 支 持 体 と し て 利 用 す る 。
個 々 の 免 疫 ア ッ セ イ に お い て 、 捕 捉 剤 を 、 別 の 種 類 の ミ ク ロ ス フ ェ ア に 結 合 さ せ る 。 こ の
反 応 は 、 こ れ ら の ミ ク ロ ス フ ェ ア の 表 面 で 起 き る 。 個 々 の ミ ク ロ ス フ ェ ア は 、 赤 及 び 橙 色
の 蛍 光 色 素 の 一 様 な 及 び 別 個 の 混 合 物 に よ り 色 分 け さ れ る 。 適 当 な 捕 捉 分 子 へ の 結 合 の 後
に 、 異 な る 色 分 け の ビ ー ズ の セ ッ ト を プ ー ル す る こ と が で き 、 免 疫 ア ッ セ イ を 単 一 反 応 バ
イ ア ル 中 で 行 な う 。 Ｐ Ｅ Ｔ 標 的 と そ れ ら の 各 捕 捉 剤 と の 異 な る 種 類 の ビ ー ズ 上 で の 生 成 物
形 成 を 、 蛍 光 ベ ー ス の レ ポ ー タ ー シ ス テ ム に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 シ グ ナ ル 強 度
は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 測 定 さ れ 、 こ れ は 、 捕 捉 さ れ た 標 的 の 量 を 個 々 の ビ ー ズ 上 で
定 量 す る こ と が で き る 。 各 ビ ー ズ の 種 類 及 び 各 固 定 化 標 的 は 、 第 二 蛍 光 シ グ ナ ル に よ り 測
定 さ れ る 色 分 け を 利 用 し て 同 定 さ れ る 。 こ れ は 、 単 一 試 料 に 由 来 す る 多 数 の 標 的 の 複 合 的
定 量 を 可 能 に す る 。 感 度 、 信 頼 性 及 び 精 度 は 、 標 準 的 ミ ク ロ 滴 定 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 手 順 で 認 め ら
れ る も の と 類 似 し て い る 。 色 分 け さ れ た ミ ク ロ ス フ ェ ア を 利 用 し て 、 最 大 １ ０ ０ の 異 な る
種 類 の ア ッ セ イ を 同 時 に 行 な う こ と が で き る (Ｌ ａ ｂ Ｍ Ａ Ｐ シ ス テ ム 、 ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ
ル チ プ ル ・ ア ナ ラ イ ト ・ プ ロ フ ァ イ リ ン グ 、 米 国 、 テ キ サ ス 、 Austin在 、 Luminex)。 例 え
ば 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア ベ ー ス の シ ス テ ム は 、 生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る サ イ ト カ イ ン 又 は 自 己
抗 体 を 同 時 に 定 量 す る た め に 用 い ら れ て き た (Carson及 び Vignali, J Immunol Methods 22
7 (1999), p41-52； Chen等 、 Clin Chem 45(1999), p1693-1694； Fulton等 、 Clin Chem 43
(1997), p.1749-1756)。 Bellisario等 (Early Hum Dev 64(2001), p21-25)は 、 こ の 技 術 を
利 用 し て 、 新 生 児 の 乾 燥 さ せ た 血 液 ス ポ ッ ト 試 料 に 由 来 す る ３ つ の Ｈ Ｉ Ｖ － １ 抗 原 に 対 す
る 抗 体 を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 ビ ー ズ ベ ー ス の シ ス テ ム は 、 幾 つ か の 利 点 を 有 し て い る 。 捕 捉 剤 分 子 は 、 別 々 の ミ ク ロ
ス フ ェ ア に 結 合 さ れ て い る の で 、 個 々 の カ ッ プ リ ン グ 事 象 を 、 完 全 に 分 析 す る こ と が で き
る 。 従 っ て 、 複 合 免 疫 ア ッ セ イ の た め に 、 品 質 制 御 さ れ た ビ ー ズ だ け を プ ー ル す る こ と が
で き る 。 そ の 上 、 も し 更 な る パ ラ メ ー タ ー が こ の ア ッ セ イ に 含 ま れ な け れ ば な ら な い な ら
ば 、 新 し い 型 の 積 載 ビ ー ズ を 加 え な け れ ば な ら な い だ け で あ る 。 洗 浄 ス テ ッ プ は 、 こ の ア
ッ セ イ を 行 な う 際 に は 必 要 と さ れ な い 。 こ の 試 料 は 、 異 な る 種 類 の ビ ー ズ 及 び 蛍 光 標 識 さ
れ た 検 出 用 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 複 合 体 の 形 成 後 に 、 ミ ク
ロ ス フ ェ ア の 表 面 に 限 定 的 に 結 合 さ れ た フ ル オ ロ フ ォ ア だ け が 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で
計 数 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 Ｄ ． 関 連 す る 非 ア レ イ 形 式
　 捕 捉 剤 の ア レ イ に 代 わ る も の は 、 い わ ゆ る 「 分 子 イ ン プ リ ン テ ィ ン グ 」 技 術 に よ り 作 成
さ れ た も の で あ り 、 該 技 術 に お い て は 、 ペ プ チ ド (例 え ば 、 選 択 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ )を テ ン プ レ
ー ト と し て 利 用 し て 、 構 造 的 に 相 補 性 の 配 列 特 異 的 な 空 隙 を 重 合 可 能 な マ ト リ ク ス 中 に 生
成 し ； そ の 後 、 こ れ ら の 空 隙 は 、 適 当 な 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る (消 化 さ れ た )タ ン パ ク
質 を 特 異 的 に 捕 捉 す る こ と が で き る [ProteinPrint(商 標 )、 Aspira Biosystems]。 説 明 の
た め に 、 選 択 し た Ｐ Ｅ Ｔ を 合 成 す る こ と が で き 、 重 合 可 能 な モ ノ マ ー の 万 能 マ ト リ ク ス が
該 ペ プ チ ド の 周 囲 で 自 動 組 み 立 て さ れ 、 空 間 内 に 架 橋 さ れ る 。 次 い で 、 こ の Ｐ Ｅ Ｔ 又 は テ
ン プ レ ー ト を 除 去 す る と 、 形 状 及 び 機 能 に お い て 相 補 的 な 空 隙 が 残 る 。 こ れ ら の 空 隙 は 、
フ ィ ル ム 、 ア レ イ の 分 離 さ れ た 部 位 又 は ビ ー ズ の 表 面 上 に 形 成 す る こ と が で き る 。 断 片 化
し た タ ン パ ク 質 の 試 料 を こ の 捕 捉 剤 に さ ら す と 、 こ の ポ リ マ ー は 、 選 択 的 に 当 該 Ｐ Ｅ Ｔ を
含 む 標 的 タ ン パ ク 質 を 保 持 し て 他 の す べ て を 排 除 す る 。 洗 浄 後 に 、 結 合 し た Ｐ Ｅ Ｔ 含 有 ペ
プ チ ド が 残 る 。 一 般 的 な 染 色 及 び タ グ 手 順 、 又 は 下 記 の 任 意 の 非 標 識 技 術 を 利 用 し て 、 発
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現 レ ベ ル 及 び ／ 又 は 翻 訳 後 修 飾 を 検 出 す る こ と が で き る 。 或 は 、 捕 捉 さ れ た ペ プ チ ド を 、
更 な る 分 析 例 え ば 質 量 分 析 の た め に 溶 出 さ せ る こ と が で き る 。 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ６ １ ３ ５ ４ Ａ １
、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ６ １ ３ ５ ５ Ａ １ 及 び 関 連 す る 出 願 ／ 特 許 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 診 断 及 び 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に お い て 利 用 す る こ と の 出 来 る 他 の 方 法 は 、 ProteinChi
p(登 録 商 標 )ア レ イ [Ciphergen]で あ り 、 該 方 法 に お い て 、 固 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 表 面 は
、 血 漿 又 は 腫 瘍 抽 出 物 な ど の 混 合 物 に 由 来 す る 類 似 の 帯 電 特 性 又 は 疎 水 性 を 有 す る タ ン パ
ク 質 と 結 合 し 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 ス ペ ク ト ル 分 析 が 、 保 持 さ れ た タ ン パ ク 質 の 検 出
に 利 用 さ れ る 。 ProteinChip(登 録 商 標 )は 、 新 規 な 病 気 の マ ー カ ー を 同 定 す る 能 力 を 有 す
る と 信 じ ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 こ の 技 術 は 、 一 般 に 、 特 異 的 な リ ガ ン ド 相 互 作 用 の
検 出 の た め の 個 々 の タ ン パ ク 質 の 固 定 化 を 含 ま な い の で 、 こ こ で 論 じ て い る タ ン パ ク 質 ア
レ イ と は 異 な る も の で あ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 Ｅ ． 単 一 ア ッ セ イ 形 式
　 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 な 親 和 性 捕 捉 剤 は 又 、 単 一 ア ッ セ イ 形 式 に お い て も 利 用 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 か か る 薬 剤 は 、 循 環 剤 例 え ば Ｐ Ｓ Ａ の 検 出 の た め の 一 層 良 好 な ア ッ セ イ を 、 増
大 さ れ た 感 度 、 ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ 及 び ／ 又 は 回 収 率 を 与 え る こ と に よ り 開 発 す る た め に
利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 単 一 ア ッ セ イ は 、 伝 統 的 な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び 他 の 免 疫 ア ッ
セ イ を 超 え る 機 能 性 能 特 性 例 え ば ： 参 照 標 準 例 え ば 比 較 対 照 試 料 に つ い て の ０ ． ９ ５ 以 上
の 回 帰 係 数 (Ｒ ２ )、 一 層 好 ま し く は ０ ． ９ ７ 、 ０ ． ９ ９ 又 は ０ ． ９ ９ ５ よ り 大 き い Ｒ ２ ；
少 な く と も ５ ０ パ ー セ ン ト の 、 一 層 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ 、 ７ ５ 、 ８ ０ 又 は ９ ０ パ ー
セ ン ト の 回 収 率 ； 少 な く と も ９ ０ パ ー セ ン ト の 、 一 層 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ 、 ９ ８ 又
は ９ ９ パ ー セ ン ト の 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 に つ い て の 陽 性 予 測 値 ； ９ ９ パ ー セ ン ト 以
上 の 、 一 層 好 ま し く は 少 な く と も ９ ９ ． ５ パ ー セ ン ト の 又 は ９ ９ ． ８ パ ー セ ン ト の 試 料 中
の タ ン パ ク 質 の 存 在 に つ い て の 診 断 感 度 (Ｄ Ｓ Ｎ )； ９ ９ パ ー セ ン ト 以 上 の 、 一 層 好 ま し く
は 少 な く と も ９ ９ ． ５ 又 は ９ ９ ． ８ パ ー セ ン ト の 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 に つ い て の 診
断 特 異 性 (Ｄ Ｓ Ｐ )の 少 な く と も 一 つ を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
Ｉ Ｉ Ｉ ．
　 こ の 発 明 の 捕 捉 剤 並 び に こ れ ら の 捕 捉 剤 を 含 む 組 成 物 例 え ば マ イ ク ロ ア レ イ 又 は ビ ー ズ
は 、 健 康 産 業 に お い て 例 え ば 治 療 、 診 断 、 イ ン ・ ビ ボ イ メ ー ジ ン グ 又 は 薬 物 の 発 見 に お い
て 広 範 囲 の 応 用 を 有 す る 。 本 発 明 の 捕 捉 剤 は 又 、 産 業 及 び 環 境 に お け る 応 用 例 え ば 環 境 診
断 薬 、 産 業 診 断 薬 、 食 品 安 全 性 、 毒 物 学 、 反 応 触 媒 、 又 は 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ
に お け る 応 用 ； 並 び に 農 業 及 び 基 礎 研 究 例 え ば タ ン パ ク 質 配 列 決 定 に お け る 応 用 を も 有 す
る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 捕 捉 剤 は 、 強 力 な 分 析 用 ツ ー ル で あ り 、 ユ ー ザ ー が 、 特 異 的 タ ン パ ク 質 、 又 は
複 雑 な 試 料 中 に 存 在 す る 関 心 あ る 一 群 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と を 可 能 に す る 。 加 え て
、 こ の 発 明 は 、 試 料 の 効 率 的 で 迅 速 な 分 析 ； 試 料 の 保 存 及 び 直 接 的 な 試 料 の 比 較 を 可 能 に
す る 。 こ の 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 試 料 の 「 多 パ ラ メ ー タ ー 」 分 析 を 可 能 に す る 。 こ こ で 用 い
る 場 合 、 タ ン パ ク 質 試 料 の 「 多 パ ラ メ ー タ ー 」 分 析 は 、 複 数 の パ ラ メ ー タ ー に 基 づ く タ ン
パ ク 質 試 料 の 分 析 を 包 含 す る こ と を 意 図 し て い る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 試 料 を 、 複 数 の Ｐ
Ｅ Ｔ と 接 触 さ せ る こ と が で き 、 各 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 試 料 中 の 異 な る タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と が
で き る 。 試 料 中 で 検 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の 組 合 せ (及 び 、 好 ま し く は 、 相 対 的 濃 度 )に 基 づ
い て 、 当 業 者 は 、 試 料 の 正 体 を 決 定 し 、 病 気 若 し く は 病 気 の 素 因 を 診 断 し 、 又 は 病 気 の 段
階 を 診 断 す る こ と が で き よ う 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 捕 捉 剤 は 、 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 に 適 し た 任 意 の 方 法 例 え ば 免 疫
沈 降 、 免 疫 細 胞 化 学 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 又 は 核 磁 気 共 鳴 分 光 分 析 (Ｎ Ｍ Ｒ )に お い て 利 用
す る こ と が で き る 。
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【 ０ ２ ７ ７ 】
　 捕 捉 剤 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る た め に 、 当 分 野 で 公 知 の 様 々 な 方 法
を 利 用 す る こ と が で き る 。 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 を 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 す る こ と が で き
、 結 合 し た 標 識 の 量 を 直 接 測 定 す る こ と が で き る 。 用 語 「 標 識 」 は 、 こ こ で は 、 広 い 意 味
に 用 い て 、 直 接 に 又 は シ グ ナ ル 生 成 系 の 少 な く と も 一 つ の 更 な る メ ン バ ー と の 相 互 作 用 に
よ っ て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 与 え る こ と の で き る 薬 剤 を 指 す 。 直 接 検 出 で き る 標 識 及 び 本
発 明 に お い て 用 途 を 見 出 す こ と が で き る 標 識 に は 、 例 え ば 、 蛍 光 標 識 例 え ば フ ル オ レ セ イ
ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ 、 シ ア ニ ン 染 料 (例 え ば 、 Amersham Pharmacia製 )、 Alexa
染 料 (例 え ば 、 Molecular Probe, Inc.製 )、 蛍 光 染 料 、 ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 、 ビ ー ズ 、 化
学 発 光 化 合 物 、 コ ロ イ ド 粒 子 な ど が 含 ま れ る 。 適 当 な 蛍 光 染 料 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ り 、
フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ )； ロ ー ダ ミ ン 及 び ロ ー ダ ミ ン 誘 導 体 ； テ キ
サ ス レ ッ ド ； フ ィ コ エ リ ト リ ン ； ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン ； ６ － カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン (
６ － Ｆ Ａ Ｍ )； ２ ’ ， ７ ’ － ジ メ ト キ シ － ４ １ ， ５ １ － ジ ク ロ ロ カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ
ン (Ｊ Ｏ Ｅ )； ６ － カ ル ボ キ シ － Ｘ － ロ ー ダ ミ ン (Ｒ Ｏ Ｘ )； ６ － カ ル ボ キ シ － ２ １ ， ４ １ ，
７ １ ， ４ ， ７ － ヘ キ サ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン (Ｈ Ｅ Ｘ )、 ５ － カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン (
５ － Ｆ Ａ Ｍ )； Ｎ ， Ｎ ， Ｎ １ ， Ｎ ’ － テ ト ラ メ チ ル カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン (Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ )；
ス ル ホ ン 化 ロ ー ダ ミ ン ； Ｃ ｙ ３ ； Ｃ ｙ ５ な ど が 含 ま れ る 。 放 射 性 同 位 元 素 例 え ば 3 5 Ｓ 、 3 2

Ｐ 、 3 Ｈ 、 1 2 5 Ｉ な ど も 又 、 標 識 に 利 用 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 標 識 に は 、 近 赤 外 染 料
(Wang等 、 Anal.Chem, 72:5907-5917(2000)、 ア ッ プ コ ン バ ー テ ィ ン グ 蛍 光 体 (Hampl等 、 An
al.Biochem.,288:176-187(2001)、 Ｄ Ｎ Ａ デ ン ド リ マ ー (Stears等 、 Physiol.Genomics 3:9
3-99(2000)、 量 子 ド ッ ト (Bruchez等 、 Science 281:2013-2016(1998)、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ (
Okana等 、 Anal.Biochem.202:120-125(1992)、 セ レ ン 粒 子 (Stimpson等 、 Proc.Natl.Acad.S
ci.92:6379-6383(1995)及 び ユ ー ロ ピ ウ ム ナ ノ 粒 子 (Harma等 、 Clin.Chem.47:561-568(2001
)も 含 ま れ う る 。 こ の 標 識 は 、 好 ま し く は 、 変 わ り 易 い シ グ ナ ル を 与 え な い で 、 所 定 期 間
に わ た っ て 一 定 し た 再 現 性 の あ る シ グ ナ ル を 与 え る も の で あ る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 非 常 に 有 用 な 標 識 剤 は 、 水 溶 性 の 量 子 ド ッ ト 、 又 は い わ ゆ る 「 官 能 化 ナ ノ ク リ ス タ ル 」
又 は 「 半 導 体 ナ ノ ク リ ス タ ル 」 で あ る (米 国 特 許 第 ６ ， １ １ ４ ， ０ ３ ８ 号 に 記 載 さ れ た も
の な ど )。 一 般 に 、 量 子 ド ッ ト を 製 造 す る こ と が で き 、 そ れ は 、 以 前 に 、 記 載 さ れ た よ う
に (Bawendi等 、 1993, J.Am.Chem.Soc.115:8706)、 相 対 的 単 分 散 (例 え ば 、 調 製 物 に お い て
量 子 ド ッ ト 間 で 凡 そ １ ０ ％ 未 満 で 変 化 す る コ ア の 直 径 )を 生 じ る 。 量 子 ド ッ ト の 例 は 、 Ｃ
ｄ Ｓ ｅ 、 Ｃ ｄ Ｓ 及 び Ｃ ｄ Ｔ ｅ (集 合 的 に 「 Ｃ ｄ Ｘ 」 と 呼 ば れ る )よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る
コ ア を 有 す る こ と が 当 分 野 で 公 知 で あ る (例 え ば 、 Norris等 、 1996, Physical Review B.5
3:16338-16346； Nirmal等 、 1996, Nature 383:802-804； Empedocles等 、 1996, Physical 
Review Letters 77:3873-3876； Murray等 、 1996, Science 270:1355-1338； Effort等 、 19
96, Physical Review B.54:4843-4856； Sacra等 、 1996, J.Chem.Phys.103:5236-5245； Mu
rakoshi等 、 1998, J.Colloid Interface Sci.203:225-228； Optical Materials and Engi
neering News, 1995, Vol.5, No.12； 及 び Murray等 、 1993, J.Am.Chem.Soc.115:8706-871
4； (こ れ ら の 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 Ｃ ｄ Ｘ 量 子 ド ッ ト は 、 そ の 上 に 一 様 に 付 着 し た 無 機 被 覆 (「 シ ェ ル 」 )に よ り 不 動 態 化 し
て い る 。 コ ア 量 子 ド ッ ト の 表 面 の 不 動 態 化 は 、 こ の 無 機 被 覆 の 性 質 に 依 っ て 、 化 学 発 光 放
射 の カ ン タ ム 収 率 の 増 大 を 生 じ う る 。 こ の 量 子 ド ッ ト の 不 動 態 化 に 利 用 さ れ る シ ェ ル は 、
好 ま し く は 、 Ｙ Ｚ よ り な る (こ こ に 、 Ｙ は 、 Ｃ ｄ 又 は Ｚ ｎ で あ り 、 Ｚ は 、 Ｓ 又 は Ｓ ｅ で あ
る )。 Ｃ ｄ Ｘ コ ア 及 び Ｙ Ｚ シ ェ ル を 有 す る 量 子 ド ッ ト は 、 当 分 野 で 記 載 さ れ て い る (例 え ば
、 Danek等 、 1996, Chem.Mater.8:173-179； Dabbousi等 、 1997, J.Phys.Chem.B 101:9463
； Rodriguez-Viejo等 、 1997, Appl.Phys.Lett.70:2132-2134； Peng等 、 1997, J.Am.Chem.
Soc.119:7019-7029； 1996, Phys.Review B.53:16338-16346； (こ れ ら の 開 示 を 、 参 考 と し
て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )参 照 )。 し か し な が ら 、 上 記 の 量 子 ド ッ ト は 、 無 機 シ ェ ル を 利 用
し て 不 動 態 化 し て お り 、 有 機 、 非 極 性 (又 は 弱 く 極 性 )の 溶 媒 中 で し か 可 溶 性 で な い 。 量 子
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ド ッ ト を 生 物 学 的 応 用 に お い て 有 用 な も の と す る た め に 、 量 子 ド ッ ト は 水 溶 性 で あ る こ と
が 望 ま し い 。 「 水 溶 性 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 水 ベ ー ス の 溶 液 例 え ば 水 又 は 水 ベ ー ス の
溶 液 又 は 緩 衝 剤 溶 液 (当 業 者 に 公 知 の 生 物 学 的 又 は 分 子 検 出 シ ス テ ム に お い て 利 用 さ れ る
も の を 含 む )に お い て 十 分 に 溶 解 性 で あ る か 懸 濁 可 能 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 米 国 特 許 第 ６ ， １ １ ４ ， ０ ３ ８ 号 は 、 非 同 位 体 検 出 シ ス テ ム で 用 い る た め の 官 能 化 ナ ノ
ク リ ス タ ル を 含 有 す る 組 成 物 を 与 え て い る 。 こ の 組 成 物 は 、 少 な く と も 一 つ の 更 な る 化 合
物 を 連 続 的 様 式 で 操 作 可 能 に 結 合 す る こ と に よ り 水 溶 性 で 且 つ 官 能 化 さ れ て い る 量 子 ド ッ
ト (一 層 の キ ャ ッ ピ ン グ 化 合 物 で キ ャ ッ プ さ れ て い る )を 含 む 。 好 適 具 体 例 に お い て 、 少 な
く と も 一 つ の 更 な る 化 合 物 は 、 ナ ノ ク リ ス タ ル 上 に 連 続 層 を 形 成 す る 。 一 層 詳 細 に は 、 こ
れ ら の 官 能 化 ナ ノ ク リ ス タ ル は 、 こ の キ ャ ッ ピ ン グ 化 合 物 で キ ャ ッ プ さ れ た 量 子 ド ッ ト を
含 み 、 且 つ こ の キ ャ ッ ピ ン グ 化 合 物 に 操 作 可 能 に 結 合 さ れ た 少 な く と も 一 の ジ ア ミ ノ カ ル
ボ ン 酸 を 有 す る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 官 能 化 ナ ノ ク リ ス タ ル は 、 こ の キ ャ ッ ピ ン グ 化 合 物 を
含 む 第 一 の 層 及 び ジ ア ミ ノ カ ル ボ ン 酸 を 含 む 第 二 の 層 を 有 す る こ と が で き ； そ し て 更 に 、
ア ミ ノ 酸 の 層 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー リ ガ ン ド の 層 、 又 は こ れ ら の 組 合 せ を 含 む 多 層 を 含 む 少 な
く と も 一 つ の 連 続 層 を 含 む こ と が で き る 。 こ の 組 成 物 は 、 高 い 量 子 収 量 の 分 離 し た 発 光 ピ
ー ク を 有 す る 検 出 可 能 な 発 光 放 射 を 生 じ る 単 一 波 長 の 光 で 励 起 さ せ る こ と の で き る 量 子 ド
ッ ト の ク ラ ス を 含 む 。 か か る 官 能 化 ナ ノ ク リ ス タ ル を 利 用 し て 、 本 発 明 の 捕 捉 剤 を 、 そ れ
ら の 、 結 合 事 象 の 検 出 及 び ／ 又 は 定 量 に お け る 利 用 の た め に 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ２ ６ ， １ ４ ４ 号 は 、 量 子 ド ッ ト の 特 定 の サ イ ズ を 選 択 す る こ と に よ り
所 望 の エ ネ ル ギ ー に 同 調 で き る 特 徴 的 な ス ペ ク ト ル 放 射 を 有 す る 量 子 ド ッ ト (Ｑ Ｄ )を 記 載
し て い る 。 例 え ば 、 ２ ナ ノ メ ー ト ル の 量 子 ド ッ ト は 、 緑 色 光 を 放 射 し 、 ５ ナ ノ メ ー ト ル の
量 子 ド ッ ト は 、 赤 色 光 を 放 射 す る 。 こ れ ら の 量 子 ド ッ ト の 放 射 ス ペ ク ト ル は 、 試 料 の サ イ
ズ 不 均 一 度 に 依 存 す る ２ ５ ～ ３ ０ ｎ ｍ の 狭 い 準 位 幅 、 及 び 対 称 的 な テ イ リ ン グ 領 域 の な い
ガ ウ ス 型 又 は 殆 ど ガ ウ ス 型 の 線 形 状 を 有 す る 。 同 調 可 能 性 、 狭 い 準 位 幅 、 及 び テ イ リ ン グ
領 域 の な い 対 称 的 放 射 ス ペ ク ト ル の 組 合 せ は 、 シ ス テ ム 内 の 多 様 な サ イ ズ の 量 子 ド ッ ト の
高 い 解 像 度 を 与 え て 、 研 究 者 が 、 Ｑ Ｄ で 標 識 し た 様 々 な 生 物 学 的 部 分 を 同 時 に 調 べ る こ と
を 可 能 に す る 。 加 え て 、 ナ ノ ク リ ス タ ル 量 子 ド ッ ト の 励 起 波 長 の 範 囲 は 広 く 、 エ ネ ル ギ ー
に お い て 、 す べ て の 利 用 可 能 な 量 子 ド ッ ト の 放 射 波 長 よ り 高 く て よ い 。 従 っ て 、 こ れ は 、
単 一 光 源 (通 常 、 紫 外 線 又 は 青 色 領 域 の ス ペ ク ト ル )を 有 す る シ ス テ ム 内 の す べ て の 量 子 ド
ッ ト の 同 時 励 起 を 与 え る 。 Ｑ Ｄ は 又 、 慣 用 の 有 機 蛍 光 染 料 よ り も 丈 夫 で あ り 、 そ れ ら の 有
機 染 料 よ り も 光 退 色 に 耐 性 で あ る 。 Ｑ Ｄ の 丈 夫 さ は 又 、 調 べ て い る 系 内 の 有 機 染 料 の 分 解
産 物 の 汚 染 の 問 題 を も 軽 減 す る 。 こ れ ら の Ｑ Ｄ は 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 及 び 他 の 天 然 の 生 物
学 的 分 子 の 捕 捉 剤 の 標 識 に 利 用 す る こ と が で き る 。 セ レ ン 化 カ ド ミ ウ ム 量 子 ド ッ ト ナ ノ ク
リ ス タ ル は 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 Hayward の Quantum Dot Corporationか ら 入 手 可 能 で あ る
。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 或 は 、 試 験 す べ き 試 料 を 標 識 せ ず に 、 第 二 ス テ ー ジ の 標 識 試 薬 を 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質
の 存 在 を 検 出 し 又 は 量 を 定 量 す る た め に 加 え る 。 か か る 「 サ ン ド イ ッ チ ベ ー ス の 」 検 出 方
法 は 、 各 タ ン パ ク 質 に つ い て ２ つ の 捕 捉 剤 (一 つ は 、 Ｐ Ｅ Ｔ を 捕 捉 し 、 一 つ は 、 一 度 そ れ
が 捕 捉 さ れ た な ら ば 標 識 す る )を 開 発 し な け れ ば な ら な い と い う 不 都 合 を 有 す る 。 か か る
方 法 は 、 そ れ ら が 一 つ の ペ プ チ ド 上 の 異 な る 点 に お け る ２ つ の 結 合 反 応 を 利 用 し 、 従 っ て
、 ノ イ ズ 比 に 対 す る 増 大 し た シ グ ナ ル の 故 に 、 タ ン パ ク 質 の 存 在 及 び ／ 又 は 濃 度 を 一 層 正
確 に 且 つ 高 精 度 で 測 定 す る こ と が で き る の で 、 ノ イ ズ 比 に 対 し て 本 質 的 に 改 良 さ れ た シ グ
ナ ル に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る と い う 利 点 を 有 す る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 更 に 別 の 具 体 例 に お い て 、 主 題 の 捕 捉 剤 ア レ イ は 、 「 仮 想 ア レ イ 」 で あ っ て よ い 。 例 え
ば 、 抗 体 そ の 他 の 捕 捉 剤 を ビ ー ズ 上 に 固 定 化 し た 仮 想 ア レ イ を 生 成 す る こ と が で き 、 そ の
正 体 は 、 結 合 し た 捕 捉 剤 の 故 に そ れ が 特 異 的 で あ る 特 定 の Ｐ Ｅ Ｔ に 関 し て 、 ２ 種 以 上 の 共
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有 結 合 し た 染 料 の 特 定 の 比 率 に よ り コ ー ド 化 さ れ る も の で あ る 。 コ ー ド 化 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ ビ
ー ズ の 混 合 物 を 試 料 に 加 え て 、 固 定 化 捕 捉 剤 に よ り 認 識 さ れ る Ｐ Ｅ Ｔ 実 在 物 の 捕 捉 を 生 じ
る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 捕 捉 さ れ た 種 を 定 量 す る た め に 、 捕 捉 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ に 結 合 す る 蛍 光 標 識 さ れ た 抗 体 を 利
用 す る サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 又 は 捕 捉 剤 に 対 す る 蛍 光 標 識 さ れ た リ ガ ン ド を 利 用 す る 競
合 結 合 ア ッ セ イ を こ の 混 合 物 に 加 え る 。 一 具 体 例 に お い て 、 標 識 さ れ た リ ガ ン ド は 、 分 析
物 の Ｐ Ｅ Ｔ と 捕 捉 剤 へ の 結 合 に つ い て 競 合 す る 標 識 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ で あ る 。 次 い で 、 こ れ ら
の ビ ー ズ を 、 各 ビ ー ズ 上 の 様 々 な 蛍 光 シ グ ナ ル の 強 度 を 読 む フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー な ど の
機 器 に 導 入 し て 、 該 ビ ー ズ の 正 体 を 、 染 料 の 比 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き
る (図 ３ )。 こ の 技 術 は 、 比 較 的 早 く て 効 率 的 で あ り 、 研 究 者 が 、 殆 ど の 関 心 あ る Ｐ Ｅ Ｔ の
セ ッ ト を モ ニ タ ー す る た め に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 他 の 具 体 例 に お い て 、 捕 捉 剤 の ア レ イ を 、 イ オ ン 化 に 適 し た マ ト リ ク ス に 包 埋 す る (例
え ば 、 Fung等  (2001) 12:65-69に 記 載 の よ う に )。 試 料 の 添 加 及 び
未 結 合 分 子 の 除 去 (洗 浄 に よ る )後 に 、 保 持 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ タ ン パ ク 質 を 質 量 分 光 分 析 に よ り
分 析 す る 。 幾 つ か の 場 合 に は 、 イ オ ン 化 の 前 に 、 結 合 種 の ト リ プ シ ン に よ る 更 な る タ ン パ
ク 質 分 解 性 消 化 が 必 要 と さ れ う る (特 に 、 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー が 、 ペ プ チ ド の イ オ ン 化 の
手 段 な ら ば )。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 上 記 の す べ て の 試 薬 は 、 こ れ ら の 捕 捉 剤 を 標 識 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 好 ま
し く は 、 標 識 す べ き 捕 捉 剤 を 、 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 上 に 存 在 す る 基 例 え ば ア ミ ン 基 、 チ
オ ー ル 基 又 は ア ル デ ヒ ド 基 と 反 応 す る 活 性 化 染 料 と 結 合 さ せ る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 こ の 標 識 は 又 、 適 当 な 基 質 の 添 加 後 に 検 出 可 能 な 産 生 物 シ グ ナ ル を 与 え る こ と の で き る
共 有 結 合 さ れ た 酵 素 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 で 利 用 す る の に 適 し た 酵 素 の 例 に は 、 西 洋 ワ
サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 マ レ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ な ど が 含 ま
れ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )も 又 、 捕 捉 剤 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 検 出
に 利 用 す る こ と が で き る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お い て 、 指 標 分 子 は 、 酵 素 に 共 有 結 合 さ れ て 、 分
光 光 度 計 に よ り 、 酵 素 が 純 粋 な 基 質 を 相 関 生 成 物 に 変 換 す る 初 速 度 を 測 定 す る こ と に よ り
定 量 さ れ う る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 実 施 す る 方 法 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 Perlmann, 
H.及 び Perlmann, P.(1994). Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. Cell Biology: A Lab
oratory Handbook. San Diego, カ リ フ ォ ル ニ ア 、 Academic Press, Inc., 322-328； Crow
ther, J.R.(1995). Methods in Molecular Biology, Vol.42-ELISA: Theory and Practic
e. Humana Press, Totowa, ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー ； 及 び Harlow, E.及 び Lane, D.(1988). Ant
ibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring H
arbor, NY, 553-612に 記 載 さ れ て い る (こ れ ら の 各 々 の 内 容 を 参 考 と し て 援 用 す る )。 サ ン
ド イ ッ チ (捕 捉 )Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 又 、 ２ つ の 捕 捉 剤 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め
に 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ２ つ の 捕 捉 剤 は 、 同 じ ペ プ チ ド (例 え ば 、 上 記 の よ う
に 、 関 心 あ る 試 料 の 断 片 化 に よ り 生 成 さ れ た ペ プ チ ド )上 に 存 在 す る ２ つ の Ｐ Ｅ Ｔ と 特 異
的 に 相 互 作 用 す る こ と が で き て よ い 。 或 は 、 こ れ ら の ２ つ の 捕 捉 剤 は 、 共 に 同 じ ペ プ チ ド
(例 え ば 、 上 記 の よ う に 、 関 心 あ る 試 料 の 断 片 化 に よ り 生 成 さ れ た ペ プ チ ド )上 に 存 在 す る
一 つ の Ｐ Ｅ Ｔ 及 び 一 つ の ユ ニ ー ク で な い ア ミ ノ 酸 配 列 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る こ と が で き
て よ い 。 関 心 あ る タ ン パ ク 質 の 定 量 の た め の サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 、 試 料 中 の タ ン パ
ク 質 の 濃 度 が 低 く 且 つ ／ 又 は 関 心 あ る タ ン パ ク 質 が 高 濃 度 の 夾 雑 タ ン パ ク 質 を 含 む 試 料 中
に 存 在 す る 場 合 に 、 特 に 価 値 が あ る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 高 ス ル ー プ ッ ト の た め の 完 全 に 自 動 化 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ ベ ー ス の ア プ ロ ー チ で あ る
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Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 、 Mendoza等 (BioTechniques 27:778-780, 782-786, 788, 1999)に よ り 記 載
さ れ た 。 こ の シ ス テ ム は 、 テ フ ロ ン （ 登 録 商 標 ） マ ス ク に よ り 分 離 さ れ た ９ ６ ウ ェ ル を 有
す る 光 学 的 に 均 一 な ガ ラ ス 板 よ り な っ た 。 １ ０ ０ よ り 多 く の 捕 捉 剤 分 子 が 、 各 ウ ェ ル 中 に
固 定 化 さ れ た 。 試 料 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 洗 浄 及 び 蛍 光 ベ ー ス の 検 出 を 、 自 動 化 液 体 ピ
ペ ッ タ ー に よ り 行 な っ た 。 こ れ ら の マ イ ク ロ ア レ イ を 、 ス キ ャ ニ ン グ 電 荷 結 合 素 子 (Ｃ Ｃ
Ｄ )検 出 器 を 利 用 し て 定 量 的 に イ メ ー ジ 形 成 し た 。 そ う し て 、 整 列 さ せ た 抗 原 の 多 重 検 出
の 、 高 ス ル ー プ ッ ト 様 式 で の 実 行 可 能 性 を 、 成 功 裏 に 示 す こ と が で き た 。 加 え て 、 Silzel
等 (Clin Chem 44 p.2036-2043, 1998)は 、 多 数 の Ｉ ｇ Ｇ サ ブ ク ラ ス を 、 マ イ ク ロ ア レ イ 技
術 を 利 用 し て 、 同 時 に 検 出 す る こ と が で き る こ と を 示 す こ と が で き た 。 Wiese等 (Clin Che
m 47 p.1451-1457, 2001)は 、 前 立 腺 特 異 的 な 抗 原 (Ｐ Ｓ Ａ )、 -(１ )-抗 キ モ ト リ プ シ ン 結
合 Ｐ Ｓ Ａ 及 び イ ン タ ー ロ イ キ ン ６ (マ イ ク ロ ア レ イ 形 式 )を 測 定 す る こ と が で き た 。 Arenko
v等 (前 出 )は 、 マ イ ク ロ ア レ イ サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ 及 び 直 接 抗 原 又 は 抗 体 検 出 実 験
を 、 改 変 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 固 定 化 捕 捉 剤 分 子 の 基 質 と し て 利 用 し て 行 な っ た 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 当 分 野 で 記 載 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ ア ッ セ イ 形 式 の 殆 ど は 、 化 学 発 光 又 は 蛍 光 ベ ー ス の
検 出 方 法 に 依 存 し て い る 。 感 度 に 関 す る 更 な る 改 良 に は 、 蛍 光 標 識 及 び 導 波 管 技 術 の 適 用
が 含 ま れ る 。 蛍 光 ベ ー ス の ア レ イ の 免 疫 セ ン サ ー は 、 Rowe等 (Anal Chem 71 (1999), p.43
3-439； 及 び Biosens Bioelectron 15 (2000), p.579-589)に よ り 開 発 さ れ て 、 サ ン ド イ ッ
チ 免 疫 ア ッ セ イ 形 式 を 利 用 す る 臨 床 分 析 物 の 同 時 検 出 に 適 用 さ れ た 。 ビ オ チ ン 化 し た 捕 捉
用 抗 体 を 、 ア ビ ジ ン コ ー ト し た 導 波 管 上 に フ ロ ー チ ャ ン バ ー モ ジ ュ ー ル シ ス テ ム を 利 用 し
て 固 定 化 し た 。 捕 捉 用 分 子 の 別 々 の 領 域 を 、 導 波 管 表 面 に 垂 直 に 配 置 し た 。 関 心 あ る 試 料
を イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 標 的 を そ れ ら の 捕 捉 用 分 子 に 結 合 さ せ た 。 捕 捉 さ れ た 標 的 を 、 次
い で 、 適 当 な 蛍 光 標 識 し た 検 出 用 分 子 を 利 用 し て 可 視 化 し た 。 こ の ア レ イ 免 疫 セ ン サ ー は
、 標 的 の 、 様 々 な 臨 床 試 料 に お け る 生 理 的 に 適 当 な 濃 度 で の 検 出 及 び 測 定 に 適 し て い る こ
と が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 導 波 管 技 術 を 利 用 す る 更 な る 感 度 の 増 大 が 、 二 次 元 導 波 管 技 術 の 開 発 に よ り 達 成 さ れ た
(Duveneck等 、 Sens Actuators B B38 (1997), p.88-95)。 薄 い フ ィ ル ム 導 波 管 が 、 高 屈 折
率 の 物 質 例 え ば Ｔ ａ 2 Ｏ 5 (該 物 質 を 透 明 基 材 上 に 付 着 さ せ る )か ら 生 成 さ れ る 。 所 望 の 波 長
の レ ー ザ ー 光 を 回 折 格 子 手 段 に よ っ て 二 次 元 導 波 管 に 結 合 さ せ る 。 光 は 二 次 元 導 波 管 内 を
伝 搬 し て 、 １ 平 方 セ ン チ メ ー ト ル よ り 大 き い 領 域 が 、 均 一 に 明 る く な り う る 。 こ の 面 に お
い て 、 伝 搬 す る 光 は 、 い わ ゆ る エ バ ネ セ ン ト 場 を 生 成 す る 。 こ れ は 、 こ の 溶 液 に 及 ん で 、
表 面 に 結 合 さ れ た 蛍 光 体 の み を 活 性 化 す る 。 周 囲 の 溶 液 中 の 蛍 光 体 は 、 励 起 さ れ な い 。 表
面 近 く に お い て 、 励 起 場 強 度 は 、 標 準 的 共 焦 点 励 起 に よ り 達 成 さ れ る も の の １ ０ ０ 倍 で あ
り う る 。 Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ を 利 用 し て 、 二 次 元 導 波 管 の 全 領 域 を 横 切 る シ グ ナ ル を 同 時 に 同 定
す る 。 従 っ て 、 二 次 元 導 波 管 に お け る 捕 捉 用 分 子 の マ イ ク ロ ア レ イ 形 式 で の 固 定 化 は 、 高
感 度 の 小 型 化 さ れ て 平 行 化 さ れ た 免 疫 ア ッ セ イ の 性 能 を 与 え る 。 こ の シ ス テ ム は 、 ４ ０ ｆ
Ｍ も の 低 濃 度 の イ ン タ ー ロ イ キ ン ６ を 検 出 す る た め に 成 功 裏 に 利 用 さ れ 且 つ 未 結 合 の 検 出
用 分 子 を 除 去 す る の に 通 常 必 要 と さ れ る 洗 浄 ス テ ッ プ な し で ア ッ セ イ を 行 な う こ と が で き
る と い う 利 点 を 有 す る (Weinberger等 、 Pharmacogenomics 1 (2000), p.395-416)。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 感 度 を 増 大 さ せ る た め に 遂 行 さ れ た 別 の ス ト ラ テ ジ ー は 、 シ グ ナ ル 増 幅 手 順 に 基 づ い て
い る 。 例 え ば 、 イ ム ノ Ｒ Ｃ Ａ (免 疫 ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅 )は 、 検 出 用 分 子 (例 え ば 、 サ
ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ 形 式 に お け る 第 二 の 捕 捉 剤 )に 共 有 結 合 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー を 含 む 。 こ の 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 環 状 Ｄ Ｎ Ａ を テ ン プ レ ー
ト と し て 利 用 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 該 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 伸 張 さ せ て
、 検 出 用 分 子 に 結 合 し た ま ま の 数 百 コ ピ ー の 環 状 Ｄ Ｎ Ａ よ り な る 長 い Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 生 成 す
る 。 数 千 の 蛍 光 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 組 込 み は 、 強 力 な シ グ ナ ル を 生 成 す る 。 Schwei
tzer等 (Proc.Natl.Acad.Sci.USA 97 (2000), p.10113-10119)は 、 こ の 検 出 技 術 を 、 マ イ
ク ロ ア レ イ ベ ー ス の ア ッ セ イ に お け る 利 用 に つ い て 評 価 し た 。 ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｅ 及 び 前 立 腺 特 異
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的 抗 原 に つ い て の サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 形 式 で 行 な わ れ た 。 こ れ
ら の 抗 原 は 、 フ ェ ム ト モ ル 濃 度 で 検 出 す る こ と が で き 、 個 々 の 抗 体 － 抗 原 複 合 体 か ら 生 じ
た 別 々 の 蛍 光 シ グ ナ ル を 計 数 す る こ と に よ り 単 一 の 特 異 的 に 捕 捉 さ れ た 抗 原 を 記 録 す る こ
と が 可 能 で あ っ た 。 こ れ ら の 著 者 は 、 ロ ー リ ン グ サ ー ク ル Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 を 利 用 す る 免 疫 ア ッ
セ イ が 、 抗 原 の 超 高 感 度 検 出 の た め の 多 用 途 プ ラ ッ ト ホ ー ム で あ り 、 従 っ て 、 タ ン パ ク 質
マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 に お け る 利 用 に 適 し て い る こ と を 示 し た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 放 射 免 疫 ア ッ セ イ (Ｒ Ｉ Ａ )も 又 、 捕 捉 剤 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 検 出 に 利 用 す る こ
と が で き る 。 Ｒ Ｉ Ａ に お い て は 、 指 標 分 子 を 、 放 射 性 同 位 元 素 で 標 識 し て 、 放 射 性 崩 壊 事
象 を シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 計 数 す る こ と に よ り 定 量 す る こ と が で き る 。 直 接 的 又
は 競 合 Ｒ Ｉ Ａ を 実 施 す る 方 法 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 Cell Biology: A Labora
tory Handbook. San Diego, カ リ フ ォ ル ニ ア 、 Academic Press, Inc.(内 容 を 参 考 と し て
本 明 細 書 中 に 援 用 す る )に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 他 の 免 疫 ア ッ セ イ は 、 一 般 に 、 細 胞 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 定 量 す る た め に 利 用
さ れ 、 当 分 野 で 周 知 で あ っ て 、 本 発 明 に お け る 利 用 の た め に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ
の 発 明 は 、 特 定 の ア ッ セ イ 手 順 に 限 定 さ れ ず 、 そ れ 故 、 均 一 手 順 及 び 不 均 一 手 順 の 両 方 を
包 含 す る も の で あ る 。 こ の 発 明 に よ り 行 な わ れ う る 典 型 的 な 他 の 免 疫 ア ッ セ イ に は 、 蛍 光
偏 光 免 疫 ア ッ セ イ (Ｆ Ｐ Ｉ Ａ )、 蛍 光 免 疫 ア ッ セ イ (Ｆ Ｉ Ａ )、 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ (Ｅ Ｉ Ａ )、
免 疫 比 朧 法 (Ｎ Ｉ Ａ )が 含 ま れ る 。 指 標 部 分 (又 は 、 標 識 基 )を 、 患 者 の 抗 体 に 結 合 さ せ る こ
と が で き 、 該 部 分 は 、 こ の 方 法 の 様 々 な 用 途 の 要 求 に 合 う よ う に 選 択 す る が 、 そ れ ら は 、
し ば し ば 、 ア ッ セ イ 装 置 及 び 適 合 性 の 免 疫 ア ッ セ イ 手 順 の 利 用 可 能 性 に よ り 指 図 さ れ る 。
上 記 の 様 々 な 免 疫 ア ッ セ イ の 実 施 に お い て 用 い る べ き 一 般 的 技 術 は 、 当 業 者 に は 公 知 で あ
る 。 一 具 体 例 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 に お け る タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 測 定 は 、 マ イ ク ロ ア レ
イ 分 析 (タ ン パ ク 質 チ ッ プ )に よ り 実 施 さ れ う る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 幾 つ か の 他 の 具 体 例 に お い て 、 捕 捉 剤 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 存 在 の 検 出 は 、 標 識
な し で 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 捕 捉 剤 に 結 合 す る 能 力 の 測 定 は 、 実
時 間 バ イ オ モ レ キ ュ ラ ー イ ン タ ラ ク シ ョ ン ア ナ リ シ ス (Ｂ Ｉ Ａ )な ど の 技 術 を 利 用 し て 達 成
す る こ と が で き る 。 Sjolander, S.及 び Urbaniczky, C. (1991) Anal.Chem.63:2338-2345
及 び Szabo等  (1995) Curr.Opin.Struc.Biol.5:699-705。 こ こ で 用 い る 場 合 、 「 Ｂ Ｉ Ａ 」
は 、 生 体 特 異 的 な 相 互 作 用 を 、 如 何 な る 反 応 体 を も 標 識 せ ず に 、 実 時 間 で 研 究 す る た め の
技 術 で あ る (例 え ば 、 Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ )。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 他 の 具 体 例 に お い て 、 特 定 の 回 折 格 子 表 面 を 有 す る バ イ オ セ ン サ ー を 利 用 し て 、 処 理 し
た (消 化 し た )生 物 学 的 試 料 中 の 非 標 識 Ｐ Ｅ Ｔ 含 有 ペ プ チ ド と バ イ オ セ ン サ ー 表 面 の 固 定 化
捕 捉 剤 と の 間 の 結 合 を 検 出 ／ 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の 技 術 の 詳 細 は 、 B. Cunningham,
 P. Li, B. Lin, J. Pepper, 「 Colorimetric resonant reflection as a direct bioche
mical assay technique」 Sensors and Actuators B, Vol 81, p.316-328, 2002年 １ 月 ５
日 、 及 び Ｐ Ｃ Ｔ  No. Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ０ ６ １ ４ ２ ９ Ａ ２ 及 び Ｕ Ｓ ２ ０ ０ ３ ／ ０ ０ ３ ２ ０ ３ ９ に
一 層 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。 簡 単 に い え ば 、 導 波 モ ー ド の 共 鳴 現 象 を 利 用 し て 、 平 行 化 さ
れ た 白 色 光 で 照 ら さ れ た 場 合 に 単 一 波 長 (色 )だ け を 反 射 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 光 学 的
構 造 を 生 成 す る 。 分 子 を こ の バ イ オ セ ン サ ー の 表 面 に 結 合 さ せ た と き に 、 反 射 し た 波 長 (
色 )は 、 格 子 に 結 合 さ れ た 光 の 経 路 の 変 化 の た め に シ フ ト す る 。 レ セ プ タ ー 分 子 を 格 子 表
面 に 結 合 す る こ と に よ り 、 相 補 的 結 合 分 子 を 、 如 何 な る 種 類 の 蛍 光 プ ロ ー ブ 又 は 粒 子 標 識
の 利 用 も な し で 検 出 ／ 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の ス ペ ク ト ル の シ フ ト を 分 析 し て 、 与 え
ら れ た 発 現 デ ー タ を 測 定 す る こ と 、 及 び 特 定 の 指 示 の 存 否 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 こ の バ イ オ セ ン サ ー は 、 典 型 的 に は 、 高 い 屈 折 率 を 有 す る 物 質 よ り な る 二 次 元 の 格 子 、
こ の 二 次 元 格 子 を 支 持 す る 基 材 層 、 及 び こ の 二 次 元 格 子 の 表 面 (基 材 層 の 反 対 側 )に 固 定 さ
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れ た 少 な く と も 一 つ の 検 出 用 プ ロ ー ブ を 含 む 。 バ イ オ セ ン サ ー が 照 ら さ れ る と 、 共 鳴 格 子
効 果 が 、 反 射 放 射 ス ペ ク ト ル に 生 じ る 。 こ の 二 次 元 格 子 の 深 さ 及 び 周 期 は 、 共 鳴 格 子 効 果
の 波 長 よ り 小 さ い 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 光 学 的 波 長 の 狭 い バ ン ド は 、 こ の バ イ オ セ ン サ ー か ら 、 そ れ が 広 い バ ン ド の 光 学 的 波 長
で 照 ら さ れ た と き に 反 射 し う る 。 そ の 基 材 は 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 又 は エ ポ キ シ を 含 む
こ と が で き る 。 こ の 二 次 元 格 子 は 、 硫 化 亜 鉛 、 二 酸 化 チ タ ン 、 酸 化 タ ン タ ル 、 及 び 窒 化 珪
素 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 材 料 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 こ の 基 材 及 び 二 次 元 格 子 は 、 適 宜 、 単 一 ユ ニ ッ ト を 含 む こ と が で き る 。 こ の 二 次 元 格 子
を 構 成 す る 単 一 ユ ニ ッ ト の 表 面 は 、 高 い 屈 折 率 を 有 す る 材 料 で 被 覆 さ れ 、 少 な く と も 一 つ
の 検 出 用 プ ロ ー ブ が 、 該 高 い 屈 折 率 を 有 す る 材 料 の 表 面 に 固 定 化 さ れ る (単 一 ユ ニ ッ ト の
反 対 側 )。 こ の 単 一 ユ ニ ッ ト は 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 及 び エ ポ キ シ よ り な る 群 か ら 選 択
す る 材 料 よ り な っ て よ い 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 こ の バ イ オ セ ン サ ー は 、 適 宜 、 基 材 層 の 反 対 側 の 二 次 元 格 子 の 表 面 に 被 覆 層 を 含 む こ と
が で き る 。 少 な く と も 一 つ の 検 出 用 プ ロ ー ブ が 、 二 次 元 格 子 の 反 対 側 の 被 覆 層 の 表 面 に 固
定 化 さ れ る 。 こ の 被 覆 層 は 、 高 い 屈 折 率 の 二 次 元 格 子 材 料 よ り 一 層 低 い 屈 折 率 を 有 す る 材
料 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 被 覆 層 は 、 ガ ラ ス 、 エ ポ キ シ 及 び プ ラ ス チ ッ ク を 含 む こ
と が で き る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 二 次 元 格 子 は 、 線 、 四 角 形 、 円 、 楕 円 、 三 角 形 、 台 形 、 正 弦 波 、 卵 形 、 長 方 形 及 び 六 角
形 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 形 状 の 反 復 パ タ ー ン よ り な っ て よ い 。 形 状 の 反 復 パ タ ー ン は 、
直 線 的 グ リ ッ ド 即 ち 平 行 線 の グ リ ッ ド 、 長 方 形 グ リ ッ ド 、 又 は 六 角 形 の グ リ ッ ド に 配 置 す
る こ と が で き る 。 二 次 元 格 子 は 、 約 ０ ． ０ １ ミ ク ロ ン ～ 約 １ ミ ク ロ ン の 周 期 及 び 約 ０ ． ０
１ ミ ク ロ ン ～ 約 １ ミ ク ロ ン の 深 さ を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 説 明 の た め に 、 マ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド 、 ミ ク ロ 滴 定 プ レ ー ト 又 は 他 の デ バ イ ス の 表 面
に 埋 め ら れ た 熱 量 測 定 共 鳴 光 学 的 バ イ オ セ ン サ ー の 表 面 で 起 き る 生 化 学 的 相 互 作 用 は 、 セ
ン サ ー 表 面 で 、 蛍 光 タ グ 又 は 熱 量 測 定 標 識 の 利 用 な し で 、 直 接 検 出 し て 測 定 す る こ と が で
き る 。 こ の セ ン サ ー 表 面 は 、 平 行 化 白 色 光 で 照 ら さ れ た 場 合 に 、 狭 い バ ン ド の 波 長 (色 )だ
け を 反 射 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 光 学 的 構 造 を 含 む 。 こ の 狭 い 波 長 は 、 波 長 の 「 ピ ー ク
」 と し て 記 載 さ れ る 。 「 ピ ー ク 波 長 値 」 (Ｐ Ｗ Ｖ )は 、 生 物 学 的 物 質 が セ ン サ ー 表 面 付 着 し
又 は 該 表 面 か ら 除 去 さ れ た と き 例 え ば 結 合 が 起 き た よ う な と き に 変 化 す る 。 か か る 結 合 に
誘 導 さ れ た Ｐ Ｗ Ｖ の 変 化 は 、 Ｕ Ｓ ２ ０ ０ ３ ／ ０ ０ ３ ２ ０ ３ ９ に 開 示 さ れ た 測 定 用 機 器 を 利
用 し て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 機 器 は 、 平 行 化 白 色 光 を セ ン サ ー 構 造 に 向 け る こ と に よ り バ イ
オ セ ン サ ー 表 面 を 照 ら す 。 照 ら さ れ る 光 は 、 平 行 化 光 の ス ポ ッ ト の 形 態 を と っ て よ い 。 或
は 、 こ の 光 は 、 扇 型 の 光 線 の 形 態 で 生 成 さ れ る 。 こ の 機 器 は 、 照 ら さ れ た バ イ オ セ ン サ ー
表 面 か ら の 反 射 光 を 集 め る 。 こ の 機 器 は 、 こ の バ イ オ セ ン サ ー 表 面 の 多 く の 位 置 か ら の 反
射 光 を 同 時 に 集 め る こ と が で き る 。 こ の 機 器 は 、 光 を 、 バ イ オ セ ン サ ー 表 面 を 横 切 る 不 連
続 な 幾 つ か の 位 置 に 向 け る 複 数 の 照 明 プ ロ ー ブ を 含 む こ と が で き る 。 こ の 機 器 は 、 バ イ オ
セ ン サ ー が 埋 め 込 ま れ た ミ ク ロ 滴 定 プ レ ー ト 内 の 離 れ た 位 置 の ピ ー ク 波 長 値 (Ｐ Ｗ Ｖ )を 、
分 光 計 を 利 用 し て 測 定 す る 。 或 は 、 イ メ ー ジ ン グ 分 光 計 を 利 用 す る 。 こ の 分 光 計 は 、 セ ン
サ ー 表 面 の Ｐ Ｗ Ｖ イ メ ー ジ マ ッ プ を 生 成 す る こ と が で き る 。 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 測 定
機 器 は 、 空 間 的 に 、 Ｐ Ｗ Ｖ イ メ ー ジ を ２ ０ ０ ミ ク ロ ン 未 満 の 解 像 度 で 分 析 す る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 サ ブ 波 長 構 造 化 面 (Ｓ Ｗ Ｓ )を 利 用 し て 、 鋭 い 光 学 的 共 鳴 反 射 を 、 特
定 の 波 長 で 造 る こ と が で き 、 こ れ は 、 生 物 学 的 物 質 例 え ば 特 異 的 結 合 性 物 質 又 は 結 合 パ ー
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ト ナ ー 又 は こ れ ら 両 者 の 相 互 作 用 を 高 感 度 で 追 跡 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 熱 量
共 鳴 回 折 格 子 面 は 、 特 異 的 結 合 性 物 質 (例 え ば 、 本 発 明 の 固 定 化 捕 捉 剤 )の た め の 表 面 結 合
プ ラ ッ ト ホ ー ム と し て 作 用 す る 。 Ｓ Ｗ Ｓ は 、 薄 い フ ィ ル ム コ ー テ ィ ン グ の 効 果 を 模 倣 す る
こ と の で き る 非 在 来 型 の 回 折 光 学 部 品 で あ る 。 (Peng及 び Morris,「 Resonant scattering 
from two-dimensional gratings」 、 J.Opt.Soc.Am.A, Vol.13,No.5,p.993, 5月 ； Magnuss
on及 び Wang, 「 New principle for optical filters」 、 Appl.Phys.Lett.,61,No.9,p.102
2,1992年 8月 ； Peng及 び Morris,「 Experimental demonstration of resonant anomalies i
n diffraction from two-dimensional gratings」 、 Optics Letters, Vol.21,No.8,p.549
, 1996年 4月 )。 Ｓ Ｗ Ｓ 構 造 は 、 表 面 起 伏 、 二 次 元 格 子 を 含 み 、 該 格 子 に お い て は 、 入 射 光
の 波 長 と 比 べ て 格 子 周 期 が 小 さ く 、 そ れ で 反 射 及 び 伝 達 さ れ る ゼ ロ 次 以 外 の 回 折 次 数 は 伝
搬 で き な い 。 Ｓ Ｗ Ｓ 表 面 狭 帯 域 フ ィ ル タ ー は 、 基 材 層 と 格 子 の 溝 を 満 た す 被 覆 層 と の 間 に
挟 ま れ た 二 次 元 格 子 を 含 む こ と が で き る 。 適 宜 、 被 覆 層 は 、 利 用 さ れ な い 。 格 子 領 域 の 有
効 屈 折 率 が 基 材 又 は 被 覆 層 よ り 大 き い 場 合 に は 、 導 波 管 が 造 ら れ る 。 フ ィ ル タ ー を こ の よ
う に デ ザ イ ン す る 場 合 に は 、 入 射 光 は 、 導 波 管 領 域 に 進 む 。 二 次 元 格 子 構 造 は 、 狭 帯 域 の
波 長 の 光 を 選 択 的 に 導 波 管 に 結 合 す る 。 こ の 光 は 、 短 距 離 (１ ０ ～ １ ０ ０ マ イ ク ロ メ ー ト
ル の オ ー ダ ー )だ け 伝 搬 し 、 散 乱 を 受 け 、 そ し て 前 方 及 び 後 方 へ 伝 搬 す る ゼ ロ 次 の 光 と 結
合 す る 。 鋭 敏 な カ ッ プ リ ン グ 条 件 は 、 共 鳴 格 子 効 果 を 反 射 し た 放 射 ス ペ ク ト ル に 生 成 す る
こ と が で き 、 狭 帯 域 の 反 射 又 は 伝 達 波 長 (色 )を 生 じ る 。 こ の 二 次 元 格 子 の 深 さ 及 び 周 期 は
、 共 鳴 格 子 効 果 の 波 長 よ り 小 さ い 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 こ の 構 造 の 反 射 又 は 伝 達 色 は 、 分 子 例 え ば 捕 捉 剤 若 し く は そ れ ら の Ｐ Ｅ Ｔ 含 有 結 合 パ ー
ト ナ ー 又 は こ れ ら 両 方 を 被 覆 層 の 上 面 又 は 二 次 元 格 子 表 面 に 添 加 す る こ と に よ り 調 節 す る
こ と が で き る 。 こ れ ら の 添 加 さ れ た 分 子 は 、 こ の 構 造 を 通 る 入 射 放 射 の 光 学 距 離 を 増 し 、
そ う し て 、 最 大 の 反 射 率 又 は 透 過 率 が 生 じ る 波 長 (色 )を 改 変 す る 。 従 っ て 、 一 具 体 例 に お
い て 、 バ イ オ セ ン サ ー は 、 白 色 光 で 照 ら さ れ た と き に 単 一 波 長 だ け を 反 射 す る よ う に デ ザ
イ ン さ れ る 。 特 異 的 な 結 合 物 質 が こ の バ イ オ セ ン サ ー の 表 面 に 結 合 し た 場 合 に は 、 反 射 し
た 波 長 (色 )は 、 格 子 に 結 合 さ れ た 光 の 光 路 の 変 化 の た め に シ フ ト す る 。 特 異 的 結 合 物 質 の
バ イ オ セ ン サ ー 表 面 へ の 結 合 に よ り 、 相 補 的 結 合 パ ー ト ナ ー 分 子 を 、 如 何 な る 種 類 の 蛍 光
プ ロ ー ブ 又 は 粒 子 標 識 も 利 用 す る こ と な く 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 検 出 技 術 は 、 例 え
ば 、 約 ０ ． １ ｎ ｍ の 厚 み の タ ン パ ク 質 結 合 の 変 化 を 分 析 す る こ と が で き 、 且 つ バ イ オ セ ン
サ ー の 液 体 に 浸 し た 又 は 乾 燥 し た 表 面 に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 こ の Ｐ Ｗ Ｖ 変 化 は 、
例 え ば 通 常 の 入 射 角 で 光 フ ァ イ バ ー プ ロ ー ブ に よ る 、 例 え ば バ イ オ セ ン サ ー の 小 さ い ス ポ
ッ ト を 照 ら す 光 源 よ り な る 検 出 シ ス テ ム に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 分 光 計 は 、 反 射 光
を 、 例 え ば 、 や は り 通 常 の 入 射 角 の 第 二 の 光 フ ァ イ バ ー プ ロ ー ブ に よ っ て 集 め る 。 励 起 ／
検 出 シ ス テ ム と バ イ オ セ ン サ ー 表 面 と の 間 の 物 理 的 接 触 が 生 じ な い の で 、 空 間 結 合 プ リ ズ
ム は 必 要 な い 。 そ れ 故 、 こ の バ イ オ セ ン サ ー は 、 一 般 に 用 い ら れ る ア ッ セ イ プ ラ ッ ト ホ ー
ム (例 え ば 、 ミ ク ロ 滴 定 プ レ ー ト 及 び マ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド を 含 む )に 適 合 さ せ る こ と が
で き る 。 分 光 計 の 読 み は 、 数 ミ リ 秒 で 行 な う こ と が で き 、 従 っ て 、 バ イ オ セ ン サ ー の 表 面
で 並 行 し て 起 き る 多 数 の 分 子 の 相 互 作 用 を 効 率 的 に 測 定 す る こ と 及 び 反 応 速 度 論 を リ ア ル
タ イ ム で モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 上 記 の バ イ オ セ ン サ ー の 様 々 な 具 体 例 、 変 形 物 は 、 Ｕ Ｓ ２ ０ ０ ３ ／ ０ ０ ３ ２ ０ ３ ９ (参
考 と し て 、 そ っ く り そ の ま ま 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 少 な く と も 一 つ の 特 異 的 捕 捉 剤 を 、 二 次 元 格 子 又 は 被 覆 層 (存 在 す る 場 合 )上 に 固 定 化 す
る こ と が で き る 。 固 定 化 は 、 上 記 の 方 法 の 何 れ か に よ っ て 起 こ り う る 。 適 当 な 捕 捉 剤 は 、
例 え ば 、 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 原 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 一 本 鎖
抗 体 (ｓ ｃ Ｆ ｖ )、 Ｆ (ａ ｂ )断 片 、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 、 Ｆ ｖ 断 片 、 小 型 有 機 分 子 で あ っ て よ
く 、 細 胞 、 ウ イ ル ス 又 は 細 菌 で あ っ て も よ い 。 生 物 学 的 試 料 を 、 例 え ば 、 血 液 、 血 漿 、 血
清 、 胃 腸 の 分 泌 液 、 組 織 若 し く は 腫 瘍 の ホ モ ジ ェ ネ ー ト 、 滑 液 、 大 便 、 唾 液 、 痰 、 嚢 胞 液
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、 羊 水 、 脳 脊 髄 液 、 腹 腔 液 、 肺 洗 浄 液 、 精 液 、 リ ン パ 液 、 涙 又 は 前 立 腺 液 か ら 得 る こ と 及
び ／ 又 は 導 く こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 少 な く と も 一 つ の 特 異 的 捕 捉 剤 を 、 バ イ オ セ ン
サ ー 上 の 別 個 の 位 置 の マ イ ク ロ ア レ イ に 配 置 す る 。 捕 捉 剤 の マ イ ク ロ ア レ イ は 、 少 な く と
も 一 種 の 特 異 的 捕 捉 剤 を バ イ オ セ ン サ ー 表 面 に 含 み 、 そ れ で 、 バ イ オ セ ン サ ー 表 面 は 、 各
々 異 な る 捕 捉 剤 又 は 異 な る 量 の 特 異 的 捕 捉 剤 を 有 す る 複 数 の 別 個 の 位 置 を 含 む 。 例 え ば 、
一 つ の ア レ イ は 、 １ 、 １ ０ 、 １ ０ ０ 、 １ ， ０ ０ ０ 、 １ ０ ， ０ ０ ０ 、 又 は １ ０ ０ ， ０ ０ ０ の
別 個 の 位 置 を 含 む こ と が で き る 。 多 数 の 別 個 の 位 置 を 有 す る バ イ オ セ ン サ ー 表 面 は 、 少 な
く と も 一 種 の 特 異 的 捕 捉 剤 が 典 型 的 に は ｘ － ｙ 座 標 内 に 規 則 的 な グ リ ッ ド パ タ ー ン で 置 か
れ て い る の で 、 マ イ ク ロ ア レ イ と 呼 ば れ る 。 し か し な が ら 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 規 則 的 な
又 は 不 規 則 な パ タ ー ン で 置 か れ た 少 な く と も 一 つ の 特 異 的 捕 捉 剤 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ ス ポ ッ ト は 、 直 径 が 約 ５ ０ ミ ク ロ ン か ら 約 ５ ０ ０ ミ ク ロ ン に 及 び う る 。
或 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ ス ポ ッ ト は 、 直 径 が 約 １ ５ ０ ミ ク ロ ン か ら 約 ２ ０ ０ ミ ク ロ ン に 及 び
う る 。 少 な く と も 一 種 の 特 異 的 捕 捉 剤 を 、 そ れ ら の 特 異 的 Ｐ Ｅ Ｔ 含 有 結 合 パ ー ト ナ ー に 結
合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 一 つ の バ イ オ セ ン サ ー の 具 体 例 に お い て 、 バ イ オ セ ン サ ー 上 の マ イ ク ロ ア レ イ は 、 少 な
く と も 一 種 の 特 異 的 捕 捉 剤 の 微 小 液 滴 を 、 例 え ば 二 次 元 格 子 又 は 被 覆 層 表 面 上 の ｘ － ｙ 座
標 の 位 置 に 置 く こ と に よ り 造 ら れ る 。 バ イ オ セ ン サ ー を 、 少 な く と も 一 つ の Ｐ Ｅ Ｔ 結 合 パ
ー ト ナ ー を 含 む 試 験 試 料 に さ ら し た 場 合 、 そ れ ら の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 優 先 的 に 、 そ れ ら
の Ｐ Ｅ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 高 い 親 和 性 を 有 す る 捕 捉 剤 を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 別
個 の 位 置 に 結 合 す る 。 こ れ ら の 別 個 の 位 置 の 幾 つ か は 、 結 合 パ ー ト ナ ー を そ れ ら の 表 面 に
集 め る が 、 他 の 位 置 は 集 め な い 。 従 っ て 、 特 異 的 捕 捉 剤 は 、 そ の Ｐ Ｅ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー に
特 異 的 に 結 合 す る が 、 バ イ オ セ ン サ ー 表 面 に 加 え ら れ た 他 の Ｐ Ｅ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー に は 実
質 的 に 結 合 し な い 。 別 の 具 体 例 に お い て は 、 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ (例 え ば 、 ア プ タ マ ー ア
レ イ )が 与 え ら れ 、 該 マ イ ク ロ ア レ イ に お い て は 、 ア レ イ 内 の 各 別 個 の 位 置 が 異 な る ア プ
タ マ ー 捕 捉 剤 を 含 む 。 マ イ ク ロ ア レ イ ス ポ ッ タ ー を 利 用 す る 特 異 的 捕 捉 剤 の バ イ オ セ ン サ
ー へ の 塗 布 に よ り 、 １ 平 方 イ ン チ 当 た り １ ０ ， ０ ０ ０ の 特 異 的 結 合 物 質 の 密 度 を 得 る こ と
が で き る 。 光 フ ァ イ バ ー プ ロ ー ブ の 照 明 光 線 を 単 一 マ イ ク ロ ア レ イ 位 置 に 集 中 し て 送 る こ
と に よ り 、 バ イ オ セ ン サ ー は 、 標 識 な し の マ イ ク ロ ア レ イ 読 み 出 し シ ス テ ム と し て 利 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 約 ０ ． １ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 未 満 の 濃 度 の Ｐ Ｅ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 検 出 の た め に は 、 バ イ オ セ ン
サ ー に 結 合 し た 結 合 パ ー ト ナ ー を 増 幅 し て 、 バ イ オ セ ン サ ー 表 面 の 追 加 層 に 変 換 す る こ と
が で き る 。 バ イ オ セ ン サ ー 上 に 付 着 し た 増 大 し た 量 を 、 増 大 し た 光 学 距 離 の 結 果 と し て 検
出 す る こ と が で き る 。 一 層 大 き い 量 の バ イ オ セ ン サ ー 表 面 へ の 組 込 み に よ り 、 そ の 表 面 上
の 結 合 パ ー ト ナ ー の 光 学 密 度 も 増 大 し 、 従 っ て 、 こ の 追 加 量 の な い 場 合 よ り も 一 層 大 き い
共 鳴 波 長 シ フ ト を 与 え る 。 こ の 量 の 追 加 は 、 例 え ば 、 酵 素 的 に 、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ア ッ セ
イ に よ り 又 は 該 量 (例 え ば 、 Ｐ Ｅ Ｔ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 第 二 の 捕 捉 剤 )を 、 適 当 に 結 合 さ れ
た ビ ー ズ 又 は 様 々 な 大 き さ 及 び 組 成 の ポ リ マ ー の 形 態 で 、 バ イ オ セ ン サ ー 表 面 に 直 接 塗 布
す る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 捕 捉 剤 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 で あ る の で 、
異 な る 種 類 及 び 特 異 性 の 多 数 の 捕 捉 剤 を 、 一 緒 に 、 捕 捉 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ に 加 え る こ と が で き
る 。 こ の 原 理 は 、 他 の 型 の 光 学 的 バ イ オ セ ン サ ー に 利 用 さ れ て 、 該 量 の 増 幅 な し で 達 成 さ
れ る 感 度 限 界 を 超 え る １ ５ ０ ０ 倍 の 感 度 増 大 が 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Jenison等 「 Inter
ference-based detection of nucleic acid targets on optically coated silicon」 、 N
ature Biotechnology, 19:62-65, 2001を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 別 の 具 体 例 に お い て 、 バ イ オ セ ン サ ー は 、 表 面 起 伏 容 積 回 折 構 造 (Ｓ Ｒ Ｖ Ｄ バ イ オ セ ン
サ ー )を 包 含 す る 。 Ｓ Ｒ Ｖ Ｄ バ イ オ セ ン サ ー は 、 広 帯 域 の 光 学 波 長 で 照 ら さ れ た と き に 、
主 と し て 特 定 の 狭 帯 域 の 光 学 波 長 で 反 射 す る 表 面 を 有 す る 。 特 異 的 捕 捉 剤 及 び ／ 又 は Ｐ Ｅ
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Ｔ 結 合 パ タ ー ン を Ｓ Ｒ Ｖ Ｄ バ イ オ セ ン サ ー 上 に 固 定 化 し た 場 合 、 反 射 さ れ た 光 の 波 長 は 、
シ フ ト す る 。 一 次 元 的 表 面 例 え ば 薄 膜 干 渉 フ ィ ル タ ー 及 び ブ ラ ッ グ 反 射 体 は 、 反 射 し 又 は
透 過 し た 波 長 の 狭 帯 域 を 広 帯 域 励 起 源 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 追 加 の
物 質 例 え ば 特 異 的 捕 捉 剤 及 び ／ 又 は Ｐ Ｅ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の そ れ ら の 上 面 へ の 付 着 は 、 共
鳴 波 長 で は な く 、 共 鳴 準 位 幅 の 変 化 だ け を 生 じ る 。 対 照 的 に 、 Ｓ Ｒ Ｖ Ｄ バ イ オ セ ン サ ー は
、 追 加 の 物 質 例 え ば 特 異 的 捕 捉 剤 及 び ／ 又 は 表 面 へ の 結 合 パ ー ト ナ ー に よ り 反 射 波 長 を 変
え る 能 力 を 有 す る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 Ｓ Ｒ Ｖ Ｄ バ イ オ セ ン サ ー は 、 第 一 及 び 第 二 の 表 面 を 有 す る シ ー ト 材 料 を 含 む 。 こ の シ ー
ト 材 料 の 第 一 の 表 面 は 、 起 伏 容 積 回 折 構 造 を 規 定 す る 。 シ ー ト 材 料 は 、 例 え ば 、 プ ラ ス チ
ッ ク 、 ガ ラ ス 、 半 導 体 ウ ェ ハ ー 、 又 は 金 属 フ ィ ル ム を 含 む こ と が で き る 。 起 伏 容 積 回 折 構
造 は 、 例 え ば 、 上 記 の よ う な 二 次 元 格 子 、 又 は 三 次 元 の 表 面 起 伏 容 積 回 折 格 子 で あ っ て よ
い 。 起 伏 容 積 回 折 構 造 の 深 さ 及 び 周 期 は 、 バ イ オ セ ン サ ー か ら 反 射 さ れ る 光 の 共 鳴 波 長 よ
り 小 さ い 。 三 次 元 の 表 面 起 伏 容 積 回 折 格 子 は 、 例 え ば 、 三 次 元 の 位 相 量 子 化 し た 段 丘 面 起
伏 パ タ ー ン で あ っ て よ く 、 そ の 溝 の パ タ ー ン は 、 階 段 状 ピ ラ ミ ッ ド に 似 て い る 。 か か る 格
子 を 広 帯 域 放 射 の 光 線 で 照 ら し た な ら ば 、 光 は 、 等 し く 間 隔 を あ け た 段 丘 か ら 、 周 囲 の 媒
質 の 屈 折 率 と 段 間 隔 の 積 の ２ 倍 に よ り 与 え ら れ る 波 長 で 、 可 干 渉 的 に 反 射 さ れ る 。 所 定 波
長 の 光 は 、 半 波 長 離 れ た 段 か ら 、 段 数 に 反 比 例 す る 帯 域 幅 で 、 干 渉 的 に 屈 折 又 は 反 射 さ れ
る 。 こ の 反 射 又 は 屈 折 さ れ た 色 は 、 新 し い 波 長 が 選 択 さ れ る よ う な 誘 電 体 層 の 付 着 に よ っ
て 、 該 コ ー テ ィ ン グ の 屈 折 率 に 依 存 し て 、 制 御 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 階 段 状 構 造 は 、 先 ず 、 薄 い フ ォ ト レ ジ ス ト フ ィ ル ム を ３ つ の レ ー ザ ー 光 線 に 可 干 渉 的 に
さ ら す こ と に よ り 、 前 に 記 載 さ れ た よ う に 、 フ ォ ト レ ジ ス ト で 製 造 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 Cowen,「 The recording and large scale replication of crossed holographic g
rating arrays using multiple beam interferometry」 (International Conference on t
he Application, Theory, and Fabrication of Periodic Structures, Diffraction Grat
ings), 及 び  Moire Phenomena II, Lerner等 、 Proc.Soc.Photo-Opt.Instrum.Eng., 503, 
120-129, 1984； Cowen,「 Holographic honeycomb microlens」 Opt.Eng.24,796-802(1985)
； Cowen及 び Slafer,「 The recording and replication of holographic micropatterns f
or the ordering of photographic emulsion grains in film systems」 J Imaging Sci.3
1,100-107, 1987を 参 照 さ れ た い 。 フ ォ ト レ ジ ス ト に 特 徴 的 な 非 線 形 エ ッ チ ン グ を 利 用 し
て 露 出 さ れ た フ ィ ル ム を 現 像 し て 、 三 次 元 的 起 伏 パ タ ー ン を 造 る 。 こ の フ ォ ト レ ジ ス ト 構
造 を 、 次 い で 、 標 準 的 な エ ン ボ ス 手 順 を 利 用 し て 複 製 す る 。 例 え ば 、 薄 い 銀 フ ィ ル ム を フ
ォ ト レ ジ ス ト 構 造 上 に 付 着 さ せ て 、 導 電 層 を 形 成 す る こ と が で き 、 該 層 上 に 薄 い ニ ッ ケ ル
の フ ィ ル ム を 電 気 め っ き す る こ と が で き る 。 次 い で 、 こ の ニ ッ ケ ル 「 マ ス タ ー 」 プ レ ー ト
を 利 用 し て 、 直 接 、 ビ ニ ー ル な ど の プ ラ ス チ ッ ク フ ィ ル ム (熱 又 は 溶 剤 に よ り 軟 化 さ せ て
あ る )に 浮 彫 り 細 工 を 施 す 。 階 段 状 ピ ラ ミ ッ ド に 似 た 三 次 元 相 量 子 化 段 丘 面 浮 き 彫 り パ タ
ー ン の デ ザ イ ン 及 び 加 工 を 記 述 す る 理 論 が 記 載 さ れ て い る ： 「 Aztec surface-relief vol
ume diffractive structure」 J.Opt.Soc.Am.A,7:1529(1990)。 三 次 元 相 量 子 化 段 丘 面 浮 き
彫 り パ タ ー ン の 例 は 、 階 段 状 ピ ラ ミ ッ ド に 似 た パ タ ー ン で あ っ て よ い 。 各 逆 ピ ラ ミ ッ ド は
、 直 径 約 １ ミ ク ロ ン で あ る 。 好 ま し く は 、 各 逆 ピ ラ ミ ッ ド は 、 直 径 約 ０ ． ５ ～ ５ ミ ク ロ ン
で あ っ て よ い (例 え ば 、 約 １ ミ ク ロ ン を 含 む )。 こ れ ら の ピ ラ ミ ッ ド 構 造 は 、 直 径 １ ５ ０ ～
２ ０ ０ ミ ク ロ ン の 典 型 的 な マ イ ク ロ ア レ イ ス ポ ッ ト が 数 百 の 階 段 状 ピ ラ ミ ッ ド 構 造 を 組 み
込 む こ と が で き る よ う に 、 最 密 で あ っ て よ い 。 こ れ ら の 浮 き 彫 り 容 積 回 折 構 造 は 、 約 ０ ．
１ ～ １ ミ ク ロ ン の 周 期 及 び 約 ０ ． １ ～ １ ミ ク ロ ン の 深 さ を 有 す る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 少 な く と も 一 種 の 上 記 の 特 異 的 な 結 合 物 質 を 、 Ｓ Ｒ Ｖ Ｄ バ イ オ セ ン サ ー の 反 射 材 上 に 固
定 化 す る 。 少 な く と も 一 種 の 特 異 的 な 結 合 物 質 を 、 上 記 の よ う に 、 反 射 材 上 に 、 マ イ ク ロ
ア レ イ の 別 個 の 位 置 に 配 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
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　 Ｓ Ｒ Ｖ Ｄ バ イ オ セ ン サ ー は 、 広 帯 域 の 光 学 波 長 で 照 ら さ れ た 場 合 、 主 と し て 第 一 の 単 一
の 光 学 波 長 で 光 を 反 射 し 、 少 な く と も 一 種 の 結 合 物 質 を 反 射 面 上 に 固 定 化 し た 場 合 に は 、
第 二 の 単 一 の 光 学 波 長 で 光 を 反 射 す る 。 こ の 第 二 の 光 学 波 長 で の 反 射 は 、 光 学 的 干 渉 か ら
生 じ る 。 Ｓ Ｒ Ｖ Ｄ バ イ オ セ ン サ ー は 又 、 少 な く と も 一 種 の 特 異 的 な 捕 捉 剤 を そ れ ら の そ れ
ぞ れ の Ｐ Ｅ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ せ た 場 合 に は 、 光 学 的 干 渉 の た め に 、 第 三 の 単 一 の
光 学 波 長 で も 光 を 反 射 す る 。 反 射 さ れ た 色 の 読 出 し は 、 顕 微 鏡 の 対 物 レ ン ズ を 個 々 の マ イ
ク ロ ア レ イ ス ポ ッ ト に 焦 点 を 合 わ せ て 、 反 射 さ れ た ス ペ ク ト ル を 分 光 器 若 し く は イ メ ー ジ
ン グ 分 光 計 の 補 助 に よ り 読 む こ と に よ っ て 逐 次 的 に 行 な う こ と が で き 、 又 は 、 例 え ば 、 マ
イ ク ロ ア レ イ の 反 射 し た イ メ ー ジ を 高 解 像 度 の カ ラ ー Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ を 組 み 込 ん だ イ メ ー ジ
ン グ 分 光 計 に か け る こ と に よ っ て 並 行 し て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 Ｓ Ｒ Ｖ Ｄ バ イ オ セ ン サ ー は 、 例 え ば 、 金 属 マ ス タ ー プ レ ー ト を 製 造 し て 、 浮 き 彫 り 容 積
回 折 構 造 を 例 え ば ビ ニ ー ル の よ う な プ ラ ス チ ッ ク 材 料 に 刻 印 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ
と が で き る 。 刻 印 し た 後 に 、 そ の 表 面 を 、 例 え ば 金 、 銀 又 は ア ル ミ ニ ウ ム な ど の 薄 い 金 属
フ ィ ル ム の ブ ラ ン ケ ッ ト 付 着 に よ り 反 射 す る よ う に す る 。 写 真 平 版 技 術 、 エ ッ チ ン グ 及 び
ウ ェ ハ ー 結 合 手 順 に 依 存 す る Ｍ Ｅ Ｍ Ｓ ベ ー ス の バ イ オ セ ン サ ー と 比 較 し て 、 Ｓ Ｒ Ｖ Ｄ バ イ
オ セ ン サ ー の 製 造 は 、 非 常 に 安 価 で あ る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 Ｓ Ｗ Ｓ 又 は Ｓ Ｒ Ｖ Ｄ バ イ オ セ ン サ ー の 具 体 例 は 、 内 面 を 含 む こ と が で き る 。 一 つ の 好 適
具 体 例 に お い て 、 か か る 内 面 は 、 液 体 を 含 有 す る 容 器 の 底 面 で あ る 。 液 体 含 有 容 器 は 、 例
え ば 、 ミ ク ロ 滴 定 プ レ ー ト の ウ ェ ル 、 試 験 管 、 ペ ト リ 皿 、 又 は ミ ク ロ な 液 体 の チ ャ ン ネ ル
で あ っ て よ い 。 一 具 体 例 に お い て 、 Ｓ Ｗ Ｓ 又 は Ｓ Ｒ Ｖ Ｄ バ イ オ セ ン サ ー は 、 ミ ク ロ 滴 定 プ
レ ー ト に 組 み 込 ま れ る 。 例 え ば 、 Ｓ Ｗ Ｓ バ イ オ セ ン サ ー 又 は Ｓ Ｒ Ｖ Ｄ バ イ オ セ ン サ ー は 、
ミ ク ロ 滴 定 プ レ ー ト の 底 面 に 、 こ れ ら の 反 応 容 器 の 壁 を 共 鳴 反 射 面 上 に 、 各 反 応 「 ス ポ ッ
ト 」 が 別 個 の 試 験 試 料 に さ ら さ れ う る よ う に 組 み 立 て る こ と に よ っ て 組 み 込 む こ と が で き
る 。 そ れ 故 、 各 個 別 の ミ ク ロ 滴 定 プ レ ー ト の ウ ェ ル は 、 別 々 の 反 応 容 器 と し て 作 用 し う る
。 そ れ 故 、 別 々 の 化 学 反 応 が 、 隣 接 す る ウ ェ ル 内 で 混 合 反 応 液 な し で 起 き 、 化 学 的 に 別 個
の 試 験 溶 液 を 個 別 の ウ ェ ル に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 こ の 技 術 は 、 多 く の 生 体 分 子 相 互 作 用 が 並 行 的 に 測 定 さ れ る 応 用 に お い て 、 特 に 、 分 子
標 識 が 研 究 中 の 分 子 の 機 能 を 変 化 さ せ 又 は 阻 害 す る 場 合 に 有 用 で あ る 。 タ ン パ ク 質 標 的 を
用 い る 医 薬 化 合 物 の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 、 及 び プ ロ テ オ ミ ク ス の た め の タ ン パ
ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の マ イ ク ロ ア レ イ ス ク リ ー ニ ン グ は 、 こ の 発 明 の 組 成 物 及 び 方
法 に よ り 与 え ら れ る 感 度 及 び ス ル ー プ ッ ト を 必 要 と す る 応 用 の 例 で あ る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 、 共 鳴 鏡 及 び 導 波 管 バ イ オ セ ン サ ー と 異 な り 、 記 載 し た 組 成 物 及 び
方 法 は 、 数 千 の 個 別 の 結 合 反 応 が バ イ オ セ ン サ ー 表 面 で 同 時 に 起 き る こ と を 可 能 に す る 。
こ の 技 術 は 、 多 数 の 生 体 分 子 相 互 作 用 が 並 行 的 に (例 え ば 、 ア レ イ 中 で )測 定 さ れ る 応 用 に
お い て 、 特 に 、 分 子 標 識 が 研 究 中 の 分 子 の 機 能 を 変 化 さ せ 又 は 阻 害 す る 場 合 に 有 用 で あ る
。 こ れ ら の バ イ オ セ ン サ ー は 、 特 に 、 タ ン パ ク 質 標 的 を 用 い る 医 薬 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー の
高 ス ル ー プ ッ ト の ス ク リ ー ニ ン グ 、 及 び プ ロ テ オ ミ ク ス の た め の タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質
相 互 作 用 の マ イ ク ロ ア レ イ ス ク リ ー ニ ン グ に 適 し て い る 。 こ の 発 明 の バ イ オ セ ン サ ー は 、
例 え ば 、 プ ラ ス チ ッ ク エ ン ボ ス 手 順 を 利 用 し て 、 大 き い 領 域 で 製 造 す る こ と が で き 、 従 っ
て 、 一 般 的 な 使 い 捨 て の 研 究 室 用 の ア ッ セ イ プ ラ ッ ト ホ ー ム 例 え ば ミ ク ロ 滴 定 プ レ ー ト 及
び マ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド に 安 価 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 他 の 類 似 の バ イ オ セ ン サ ー も 又 、 本 発 明 に お い て 利 用 す る こ と が で き る 。 多 く の バ イ オ
セ ン サ ー が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 様 々 な 生 体 分 子 複 合 体 、 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 、 ホ
ル モ ン － レ セ プ タ ー 相 互 作 用 、 及 び 酵 素 － 基 質 相 互 作 用 を 検 出 す る た め に 開 発 さ れ て い る
。 一 般 に 、 こ れ ら の バ イ オ セ ン サ ー は 、 高 度 に 特 異 的 な 認 識 用 エ レ メ ン ト と 分 子 的 認 識 を
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定 量 可 能 な シ グ ナ ル に 変 換 す る ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー の ２ つ の 構 成 要 素 か ら な る 。 シ グ ナ ル
変 換 は 、 蛍 光 、 干 渉 法 (Jenison等 「 Interference-based detection of nucleic acid tar
gets on optically coated silicon」 、 Nature Biotechnology, 19,p.62-65； Lin等 「 A p
orous silicon-based optical interferometric biosensor」 Science, 278,p.840-843, 1
997)及 び 重 量 法 (A. Cunningham, Bioanalytical Sensors, John Wiley & Sons (1998))を
含 む 多 く の 方 法 に よ り 達 成 さ れ て き た 。 光 学 ベ ー ス の 変 換 方 法 の 内 で 、 蛍 光 化 合 物 に よ る
分 析 物 の 標 識 を 必 要 と し な い 直 接 的 方 法 が 、 相 対 的 な ア ッ セ イ の 容 易 性 及 び 小 型 分 子 と 容
易 に 標 識 さ れ な い タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 を 研 究 す る 能 力 の た め に 興 味 深 い 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 こ れ ら の 直 接 的 な 光 学 的 方 法 は 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 (Ｓ Ｐ Ｒ )(Jordan及 び Corn,「 Surf
ace Plasmon Resonance Imaging Measurements of Electrostatic Biopolymer Adsorptio
n onto Chemically Modified Gold Surfaces」 、 Anal.Chem.,69:1449-1456(1997)； プ ラ
ズ モ ン 共 鳴 粒 子 (Ｐ Ｒ Ｐ )(Schultz等 、 Proc.Natl.Acad.Sci., 97:996-1001(2000)； 格 子 カ
ッ プ ラ ー (Morhard等 「 Immobilization of antibodies in micropattems for cell detect
ion by optical diffraction」 、 Sensors and Actuators B,70,p.232-242,2000)； 楕 円 偏
光 法 (Jin等 「 A biosensor concept based on imaging ellipsometry for visualization 
of biomolecular interactions」 、 Analytical Biochemistry, 232,p.62-72,1995)、 エ バ
ネ セ ン ト 波 装 置 (Huber等 「 Direct optical immunosensing (sensitivity and selectivit
y)」 、 Sensors and Actuators B,6,p.122.126,1992)、 共 鳴 光 散 乱 (Bao等 、 Anal.Chem.,74
:1792-1797(2002)、 及 び 反 射 率 (Brecht及 び Gauglitz「 Optical probes and transducers
」 、 Biosensors and Bioelectronics, 10,p.923-936,1995)を 包 含 す る 。 表 面 プ ラ ズ モ ン
共 鳴 (Ｓ Ｐ Ｒ )の 光 学 現 象 に お け る 変 化 は 、 生 物 学 的 分 子 の 間 の リ ア ル タ イ ム の 反 応 の 指 標
と し て 利 用 で き る 。 こ れ ら の 検 出 方 法 の 理 論 的 に 予 想 さ れ る 検 出 限 界 は 、 測 定 さ れ て お り
、 診 断 的 に 適 当 な 濃 度 範 囲 ま で 実 行 可 能 で あ る こ と が 実 験 的 に 確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 (Ｓ Ｐ Ｒ )は 、 成 功 裏 に 、 様 々 な 生 化 学 的 分 析 物 の 簡 単 で 迅 速 且 つ 非
標 識 の ア ッ セ イ の た め の 免 疫 セ ン サ ー 形 式 に 組 み 込 ま れ た 。 タ ン パ ク 質 、 複 雑 な 結 合 体 、
毒 素 、 ア レ ル ゲ ン 、 薬 物 及 び 農 薬 を 、 検 出 エ レ メ ン ト と し て 高 い 感 度 及 び 選 択 性 を 有 す る
自 然 抗 体 又 は 合 成 レ セ プ タ ー を 利 用 し て 直 接 測 定 す る こ と が で き る 。 免 疫 セ ン サ ー は 、 抗
原 － 抗 体 反 応 を リ ア ル タ イ ム で モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 広 範 囲 の 分 子 を 、 １ ０ - 9 ～ １
０ - 1 3 モ ル ／ Ｌ の 範 囲 の 下 限 で 検 出 す る こ と が で き る 。 幾 つ か の 上 首 尾 に 商 業 的 に 開 発 さ
れ た Ｓ Ｐ Ｒ 免 疫 セ ン サ ー が 利 用 可 能 で あ り 、 そ れ ら の ウ ェ ブ ペ ー ジ に は 、 技 術 情 報 が 豊 富
で あ る 。 Wayne等 (Methods 22:77-91,2000)は 、 多 く の 最 近 の Ｓ Ｐ Ｒ ベ ー ス の 免 疫 ア ッ セ イ
に お け る 開 発 、 金 表 面 の 官 能 化 、 分 子 認 識 の 新 し い レ セ プ タ ー 及 び 感 度 増 強 の た め の 進 歩
し た 技 術 を 総 説 し て 強 調 し て い る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 光 学 現 象 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 (Ｓ Ｐ Ｒ )の 利 用 に は 、 １ ９ ０ ２ 年 の Woodに よ る そ の 初 期 の
発 見 (Phil.Mag.4(1902),p.396-402)以 来 、 多 大 な 発 展 が 見 ら れ た 。 Ｓ Ｐ Ｒ は 、 簡 単 な 、 直
接 的 検 出 技 術 で あ り 、 そ れ を 利 用 し て 、 薄 い 金 属 フ ィ ル ム 表 面 の 非 常 に 近 く で 起 き る 屈 折
率 (η )の 変 化 を プ ロ ー ブ 検 出 す る こ と が で き る (Otto Z. Phys.216(1968),p.398)。 こ の 検
出 機 構 は 、 全 反 射 部 位 に 生 成 さ れ た エ バ ネ セ ン ト 場 の 特 性 を 利 用 し て い る 。 こ の 場 は 、 金
属 フ ィ ル ム 内 に 透 過 し 、 振 幅 が ガ ラ ス 金 属 界 面 か ら 指 数 関 数 的 に 減 少 す る 。 表 面 プ ラ ズ モ
ン (金 属 フ ィ ル ム の 上 面 に 沿 っ て 振 動 し 伝 搬 す る )は 、 平 面 偏 光 エ ネ ル ギ ー の 幾 ら か を こ の
エ バ ネ セ ン ト 場 か ら 吸 収 し て 、 全 反 射 光 の 強 度 Ｉ r を 変 化 さ せ る 。 Ｉ r の 入 射 角 (又 は 反 射
角 )θ に 対 す る プ ロ ッ ト は 、 角 度 で 測 っ た 強 度 プ ロ フ ィ ル を 生 じ 、 鋭 い 伏 角 を 示 す 。 最 小
伏 角 の 正 確 な 位 置 (即 ち 、 Ｓ Ｐ Ｒ 角 θ r )は 、 少 数 の ダ イ オ ー ド か ら の Ｉ r シ グ ナ ル を 最 小 に
適 合 さ せ る 多 項 式 ア ル ゴ リ ズ ム を 利 用 し て 測 定 す る こ と が で き る 。 上 部 金 属 面 へ の 分 子 の
結 合 は 、 表 面 媒 質 の η の 変 化 を 引 き 起 こ し 、 そ れ は 、 θ r の シ フ ト と し て 観 察 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
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　 バ イ オ セ ン サ ー 目 的 の た め の Ｓ Ｐ Ｒ の 潜 在 的 能 力 は 、 １ ９ ８ ２ ～ １ ９ ８ ３ 年 に 、 Liedbe
rg等 に よ り 理 解 さ れ 、 彼 ら は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ (Ｉ ｇ Ｇ )抗 体 上 塗 層 を 金 検 出 フ ィ ル ム に
吸 着 さ せ て 、 そ の 後 の Ｉ ｇ Ｇ の 選 択 的 結 合 及 び 検 出 を 生 じ た (Nylander等 、 Sens.Actuator
s 3(1982),p.79-84； Lieberg等 、 Sens.Actuators 4(1983),p.229-304)。 バ イ オ セ ン サ ー
技 術 と し て の Ｓ Ｐ Ｒ の 原 理 は 、 以 前 に 総 説 さ れ て い る (Daniels等 、 Sens.Actuators 15(19
88),p.11-18； VanderNoot及 び Lai, Spectroscopy 6(1991),p.28-33； Lundstrom Biosens.
Bioelectron,9(1994),p.725-736； Liedberg等 、 Biosens.Bioelectron,10(1995)； Morgan
等 、 Clin.Chem.42(1996),p.193-209； Tapuchi等 、 S.Afr.J.Chem.49(1996),p.8-25)。 Ｓ Ｐ
Ｒ の バ イ オ セ ン サ ー へ の 応 用 は 、 ウ イ ル ス 粒 子 か ら 性 ホ ル モ ン 結 合 性 グ ロ ブ リ ン 及 び 梅 毒
に 至 る 広 範 囲 の 分 子 に つ い て 示 さ れ た 。 最 も 重 要 な こ と は 、 Ｓ Ｐ Ｒ は 、 多 用 途 性 及 び 、 生
体 分 子 の 蛍 光 又 は 放 射 性 標 識 を 必 要 と せ ず に 結 合 相 互 作 用 を モ ニ タ ー す る 能 力 に お い て 、
他 の 型 の バ イ オ セ ン サ ー を 超 え る 固 有 の 利 点 を 有 す る こ と で あ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 又 、
濃 度 、 速 度 論 的 定 数 、 及 び 個 々 の 生 体 分 子 の 相 互 作 用 ス テ ッ プ の 結 合 特 異 性 の リ ア ル タ イ
ム の 測 定 に お け る 有 望 性 を も 示 し た 。 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 、 ペ プ チ ド ／ タ ン パ ク 質 － タ ン
パ ク 質 相 互 作 用 、 Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 、 ポ リ マ ー の 生 体 適 合 性 研 究 、 生 体
分 子 － 細 胞 レ セ プ タ ー 相 互 作 用 、 及 び Ｄ Ｎ Ａ ／ レ セ プ タ ー － リ ガ ン ド 相 互 作 用 を 、 す べ て
分 析 す る こ と が で き る (Pathak及 び Savelkoul, Immunol.Today 18(1997),p.464-467)。 商
業 的 に は 、 Ｓ Ｐ Ｒ ベ ー ス の 免 疫 ア ッ セ イ の 利 用 は 、 Biacore(ス ウ ェ ー デ ン 、 Uppsala在 )(J
onsson等 、 Ann.Biol.Clin.51(1993),p.19-26)、 Windsor Scientific (英 国 )(Windsor Sci
entific IBIS Biosensor の Ｗ Ｗ Ｗ  Ｕ Ｒ Ｌ )、 Quantech (ミ ネ ソ タ )(Quantechの Ｗ Ｗ Ｗ  Ｕ
Ｒ Ｌ )及 び Texas Instruments (テ キ サ ス 、 Dallas在 )(Texas Instrumentsの Ｗ Ｗ Ｗ  Ｕ Ｒ Ｌ
)な ど の 会 社 に よ り 促 進 さ れ て き た 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 更 に 別 の 具 体 例 に お い て 、 Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ０ ７ ４ ９ ９ ７ に 記 載 の よ う に 、 蛍 光 ポ リ マ ー ス ー
パ ー ク エ ン チ ン グ ベ ー ス の バ イ オ ア ッ セ イ を 利 用 し て 、 未 標 識 Ｐ Ｅ Ｔ の そ の 捕 捉 剤 へ の 結
合 を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 具 体 例 に お い て は 、 標 的 Ｐ Ｅ Ｔ ペ プ チ ド 及 び 化 学 部 分 の
両 方 に 特 異 的 な 捕 捉 剤 を 利 用 す る 。 こ の 化 学 部 分 は 、 (ａ )捕 捉 剤 の た め の 認 識 エ レ メ ン ト
、 (ｂ )蛍 光 特 性 を 変 え る エ レ メ ン ト 、 及 び (ｃ )こ の 認 識 エ レ メ ン ト と 特 性 を 変 え る エ レ メ
ン ト を 結 合 す る 繋 留 エ レ メ ン ト を 含 む 。 蛍 光 ポ リ マ ー を 含 む 組 成 物 と 捕 捉 剤 を 、 一 つ の 支
持 体 上 の 同 じ 場 所 に 配 置 す る 。 化 学 部 分 が 捕 捉 剤 に 結 合 し た 場 合 に は 、 そ の 化 学 部 分 の 特
性 を 変 え る エ レ メ ン ト は 、 蛍 光 ポ リ マ ー に よ り 放 射 さ れ る 蛍 光 を 変 え る (消 光 す る )だ け 、
蛍 光 ポ リ マ ー に 十 分 に 近 い 。 分 析 物 試 料 が 導 入 さ れ た 場 合 、 こ の 標 的 Ｐ Ｅ Ｔ ペ プ チ ド は (
存 在 す る な ら ば )、 こ の 捕 捉 剤 に 結 合 し 、 そ れ に よ り 、 こ の 化 学 部 分 を レ セ プ タ ー か ら 退
去 さ せ 、 消 光 減 少 及 び 検 出 さ れ る 蛍 光 の 増 加 を 生 じ る 。 標 的 の 生 物 学 的 薬 剤 の 存 在 を 検 出
す る た め の ア ッ セ イ も 又 、 こ の 出 願 で 開 示 す る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 他 の 関 連 す る 具 体 例 に お い て 、 こ れ ら の 捕 捉 剤 と Ｐ Ｅ Ｔ と の 間 の 結 合 事 象 は 、 Ｕ Ｓ ２ ０
０ ３ ／ ０ ０ ０ ８ ４ １ ４ Ａ １ に 記 載 さ れ た よ う な 水 溶 性 の 発 光 性 量 子 ド ッ ト を 利 用 す る こ と
に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 一 具 体 例 に お い て 、 水 溶 性 発 光 性 半 導 体 量 子 ド ッ ト は 、 コ
ア 、 キ ャ ッ プ 及 び 親 水 性 結 合 基 を 含 む 。 Ｉ Ｉ Ｂ － Ｖ Ｉ Ｂ 、 Ｉ Ｉ Ｉ Ｂ － Ｖ Ｂ 又 は Ｉ Ｖ Ｂ － Ｉ
Ｖ Ｂ 半 導 体 の 何 れ の コ ア で も こ の 関 連 で 利 用 す る こ と が で き る が 、 こ の コ ア は 、 キ ャ ッ プ
と の 組 合 せ に お い て 、 発 光 性 量 子 ド ッ ト を 生 じ る よ う で な け れ ば な ら な い 。 Ｉ Ｉ Ｂ － Ｖ Ｉ
Ｂ 半 導 体 は 、 周 期 律 表 の Ｉ Ｅ Ｂ 族 に 由 来 す る 少 な く と も 一 つ の 元 素 及 び Ｖ Ｉ Ｂ 族 に 由 来 す
る 少 な く と も 一 つ の 元 素 を 含 む 化 合 物 な ど で あ る 。 好 ま し く は 、 こ の コ ア は 、 大 き さ が 」
約 １ ｎ ｍ か ら 約 １ ０ ｎ ｍ に 及 ぶ Ｉ Ｉ Ｂ － Ｖ Ｉ Ｂ 、 Ｉ Ｉ Ｉ Ｂ － Ｖ Ｂ 又 は Ｉ Ｖ Ｂ － Ｉ Ｖ Ｂ 半 導
体 で あ る 。 こ の コ ア は 、 一 層 好 ま し く は 、 Ｉ Ｉ Ｂ － Ｖ Ｉ Ｂ 半 導 体 で あ り 、 大 き さ に お い て
約 ２ ｎ ｍ か ら 約 ５ ｎ ｍ に 及 ぶ 。 最 も 好 ま し く は 、 こ の コ ア は 、 Ｃ ｄ Ｓ 又 は Ｃ ｄ Ｓ ｅ で あ る
。 こ の こ と に 関 し て 、 Ｃ ｄ Ｓ ｅ は 、 特 に 大 き さ が 約 ４ ． ２ ｎ ｍ の も の は 、 コ ア と し て 特 に
好 ま し い 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
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　 こ の 「 キ ャ ッ プ 」 は 、 コ ア の 半 導 体 と は 異 な る 半 導 体 で あ っ て 、 コ ア に 結 合 し 、 そ れ に
よ り 、 コ ア 上 に 表 面 層 を 形 成 す る 。 こ の キ ャ ッ プ は 、 所 定 の 半 導 体 コ ア と の 組 合 せ に 際 し
て 、 発 光 性 量 子 ド ッ ト を 生 じ る よ う で な け れ ば な ら な い 。 こ の キ ャ ッ プ は 、 コ ア を 、 コ ア
よ り 高 い バ ン ド ギ ャ ッ プ を 有 す る こ と に よ り 不 動 態 化 す べ き で あ る 。 こ れ に 関 し て 、 キ ャ
ッ プ は 、 好 ま し く は 、 高 い バ ン ド ギ ャ ッ プ の Ｉ Ｉ Ｂ － Ｖ Ｉ Ｂ 半 導 体 で あ る 。 一 層 好 ま し く
は 、 キ ャ ッ プ は 、 Ｚ ｎ Ｓ 又 は Ｃ ｄ Ｓ で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 キ ャ ッ プ は 、 Ｚ ｎ Ｓ で あ る
。 コ ア が Ｃ ｄ Ｓ ｅ 又 は Ｃ ｄ Ｓ で あ る 場 合 に は 、 キ ャ ッ プ は 、 好 ま し く は 、 Ｚ ｎ Ｓ で あ り 、
コ ア が Ｃ ｄ Ｓ ｅ で あ る 場 合 に は 、 キ ャ ッ プ は 、 好 ま し く は 、 Ｃ ｄ Ｓ で あ る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 「 結 合 基 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 任 意 の 安 定 な 物 理 的 又 は 化 学 的 結 合 に よ っ て 発 光 性
半 導 体 量 子 ド ッ ト の キ ャ ッ プ の 表 面 に 結 合 す る こ と が で き 、 量 子 ド ッ ト を も は や 発 光 性 に
す る こ と な く 水 溶 性 に す る こ と の で き る 任 意 の 有 機 基 を 指 す 。 従 っ て 、 こ の 結 合 基 は 、 親
水 性 部 分 を 含 む 。 好 ま し く は 、 こ の 結 合 基 は 、 親 水 性 量 子 ド ッ ト を 少 な く と も 約 １ 時 間 、
１ 日 、 １ 週 間 又 は １ ヶ 月 に わ た っ て 溶 液 中 に 維 持 す る こ と を 可 能 に す る 。 望 ま し く は 、 結
合 基 は 、 共 有 結 合 に よ り キ ャ ッ プ に 結 合 さ れ 、 親 水 性 部 分 が 露 出 さ れ る よ う な 仕 方 で キ ャ
ッ プ に 結 合 さ れ る 。 好 ま し く は 、 親 水 性 結 合 基 は 、 硫 黄 原 子 を 介 し て 量 子 ド ッ ト に 結 合 さ
れ る 。 一 層 好 ま し く は 、 親 水 性 結 合 基 は 、 硫 黄 原 子 及 び 少 な く と も １ つ の 親 水 性 結 合 基 を
含 む 有 機 基 で あ る 。 適 当 な 親 水 性 結 合 基 に は 、 例 え ば 、 カ ル ボ ン 酸 若 し く は そ の 塩 、 ス ル
ホ ン 酸 若 し く は そ の 塩 、 ス ル フ ァ ミ ン 酸 若 し く は そ の 塩 、 ア ミ ノ 置 換 基 、 第 四 ア ン モ ニ ウ
ム 塩 、 及 び ヒ ド ロ キ シ が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 親 水 性 結 合 基 の 有 機 基 は 、 好 ま し く は 、 Ｃ １
～ Ｃ ６ ア ル キ ル 基 又 は ア リ ー ル 基 、 一 層 好 ま し く は 、 Ｃ １ ～ Ｃ ６ ア ル キ ル 基 、 尚 一 層 好 ま
し く は 、 Ｃ １ ～ Ｃ ３ ア ル キ ル 基 で あ る 。 そ れ 故 、 好 適 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の 結 合 基 は
、 チ オ ー ル カ ル ボ ン 酸 又 は チ オ ー ル ア ル コ ー ル で あ る 。 一 層 好 ま し く は 、 こ の 結 合 基 は 、
チ オ ー ル カ ル ボ ン 酸 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 こ の 結 合 基 は 、 メ ル カ プ ト 酢 酸 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 従 っ て 、 水 溶 性 発 光 性 半 導 体 量 子 ド ッ ト の 好 適 具 体 例 は 、 約 ４ ． ２ ｎ ｍ の 大 き さ の Ｃ ｄ
Ｓ ｅ コ ア 、 Ｚ ｎ Ｓ キ ャ ッ プ 及 び 結 合 基 を 含 む も の で あ る 。 水 溶 性 発 光 性 半 導 体 量 子 ド ッ ト
の 他 の 好 適 具 体 例 は 、 Ｃ ｄ Ｓ ｅ コ ア 、 Ｚ ｎ Ｓ キ ャ ッ プ 及 び 結 合 基 メ ル カ プ ト 酢 酸 を 含 む も
の で あ る 。 特 に 好 適 な 水 溶 性 発 光 性 半 導 体 量 子 ド ッ ト は 、 約 ４ ． ２ ｎ ｍ の Ｃ ｄ Ｓ ｅ コ ア 、
約 １ ｎ ｍ の Ｚ ｎ Ｓ キ ャ ッ プ 及 び メ ル カ プ ト 酢 酸 結 合 基 を 含 む 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 捕 捉 剤 は 、 親 水 性 結 合 基 を 介 し て 量 子 ド ッ ト に 結 合 で き る 。 こ の 捕 捉 剤 は 、 任
意 の 安 定 な 物 理 的 又 は 化 学 的 結 合 な ど に よ り 、 水 溶 性 発 光 性 量 子 ド ッ ト の 親 水 性 結 合 基 に
、 直 接 又 は 間 接 的 に 、 任 意 の 適 当 な 手 段 に よ っ て 、 少 な く と も １ つ の 共 有 結 合 に よ っ て 、
捕 捉 剤 又 は 量 子 ド ッ ト の 機 能 を 害 し な い 随 意 の リ ン カ ー を 介 し て 結 合 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 結 合 基 が メ ル カ プ ト 酢 酸 で あ っ て 、 核 酸 生 体 分 子 が こ の 結 合 基 に 結 合 す る な ら ば
、 リ ン カ ー は 、 好 ま し く は 、 第 一 ア ミ ン 、 チ オ ー ル 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ニ ュ ー ト ラ ア
ビ ジ ン 、 ビ オ チ ン な ど の 分 子 で あ る 。 結 合 基 が メ ル カ プ ト 酢 酸 で あ っ て 、 タ ン パ ク 質 生 体
分 子 又 は そ の 断 片 が こ の 結 合 基 に 結 合 す る な ら ば 、 リ ン カ ー は 、 好 ま し く は 、 ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン 、 ニ ュ ー ト ラ ア ビ ジ ン 、 ビ オ チ ン な ど の 分 子 で あ る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 量 子 ド ッ ト 捕 捉 剤 結 合 体 の 利 用 に よ り 、 Ｐ Ｅ Ｔ 含 有 試 料 は 、 上 記 の よ う に 結 合 体 と 接 触
し た 場 合 、 発 光 の 放 射 を 促 進 す る (結 合 体 の 捕 捉 剤 が Ｐ Ｅ Ｔ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る
場 合 )。 こ れ は 、 捕 捉 剤 が 核 酸 ア プ タ マ ー 又 は 抗 体 で あ る 場 合 、 特 に 有 用 で あ る 。 ア プ タ
マ ー を 利 用 す る 場 合 、 蛍 光 ク エ ン チ ャ ー を 、 自 己 対 合 ス テ ム ル ー プ 構 造 を 介 し て 量 子 ド ッ
ト に 隣 接 し て 位 置 さ せ る こ と が で き る (ア プ タ マ ー が Ｐ Ｅ Ｔ 含 有 配 列 に 結 合 し な い 場 合 )別
の 具 体 例 を 採 用 す る こ と が で き る 。 ア プ タ マ ー が Ｐ Ｅ Ｔ に 結 合 す る 場 合 、 ス テ ム ル ー プ 構
造 は 、 開 き 、 そ う し て 、 ク エ ン チ ン グ 効 果 を 和 ら げ て 、 発 光 を 生 じ る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 他 の 関 連 す る 具 体 例 に お い て 、 Ｕ Ｓ ２ ０ ０ ２ ／ ０ １ １ ７ ６ ５ ９ Ａ １ に 記 載 さ れ た よ う な
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ナ ノ ワ イ ヤ ー 又 は ナ ノ チ ュ ー ブ を 含 む ナ ノ セ ン サ ー の ア レ イ を 利 用 し て 、 Ｐ Ｅ Ｔ － 捕 捉 剤
相 互 作 用 の 検 出 及 び ／ 又 は 定 量 を 行 な う こ と が で き る 。 簡 単 に い え ば 、 「 ナ ノ ワ イ ヤ ー 」
は 、 １ ナ ノ メ ー ト ル ほ ど の 薄 い 断 面 寸 法 を 有 す る こ と の で き る 伸 長 さ れ た ナ ノ ス ケ ー ル の
半 導 体 で あ る 。 同 様 に 、 「 ナ ノ チ ュ ー ブ 」 は 、 中 空 の コ ア を 有 す る ナ ノ ワ イ ヤ ー で あ り 、
当 業 者 に 公 知 の ナ ノ チ ュ ー ブ が 含 ま れ る 。 「 ワ イ ヤ ー 」 は 、 少 な く と も 半 導 体 又 は 金 属 の
伝 導 性 を 有 す る 任 意 の 材 料 を 指 す 。 こ れ ら の ナ ノ ワ イ ヤ ー ／ ナ ノ チ ュ ー ブ は 、 ナ ノ ワ イ ヤ
ー が さ ら さ れ た 試 料 中 の 分 析 物 (例 え ば 、 Ｐ Ｅ Ｔ ペ プ チ ド )を 測 定 す る た め に 構 築 さ れ て 配
置 さ れ た シ ス テ ム に お い て 利 用 す る こ と が で き る 。 ナ ノ ワ イ ヤ ー の 表 面 は 、 捕 捉 剤 で 被 覆
す る こ と に よ り 官 能 化 さ れ て い る 。 分 析 物 の 官 能 化 ナ ノ ワ イ ヤ ー へ の 結 合 は 、 ナ ノ ワ イ ヤ
ー の 導 電 性 又 は 光 学 特 性 の 検 出 可 能 な 変 化 を 引 き 起 こ す 。 従 っ て 、 分 析 物 の 存 在 を 、 ナ ノ
ワ イ ヤ ー の 特 性 典 型 的 に は 電 気 的 特 性 又 は 光 学 特 性 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 測 定 す る
こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 、 タ ン パ ク 質 、 糖 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 抗 体 、 抗 原 及 び 酵 素 な ど を 含 む 様 々
な 生 体 分 子 実 在 物 を 被 覆 に 利 用 す る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 ら れ な い 。 ナ ノ ワ イ ヤ ー
の 構 築 、 様 々 な 生 体 分 子 (例 え ば 、 本 発 明 の 捕 捉 剤 )に よ る 官 能 化 、 及 び ナ ノ ワ イ ヤ ー 装 置
で の 検 出 な ど に つ い て 、 一 層 詳 細 に は 、 Ｕ Ｓ ２ ０ ０ ２ ／ ０ １ １ ７ ６ ５ ９ Ａ １ (参 考 と し て
援 用 す る )を 参 照 さ れ た い 。 各 々 異 な る 捕 捉 剤 を 官 能 化 原 子 団 と し て 有 す る 多 数 の ナ ノ ワ
イ ヤ ー を 並 行 的 に 利 用 す る こ と が で き る の で 、 こ の 技 術 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の Ｐ Ｅ Ｔ 含 有
粒 子 の 、 Ｐ Ｅ Ｔ ペ プ チ ド の 標 識 を 必 要 と し な い 、 大 規 模 な ア レ イ 化 検 出 に 理 想 的 に 適 し て
い る 。 こ の ナ ノ ワ イ ヤ ー 検 出 技 術 は 、 ｐ Ｈ 変 化 (Ｈ + 結 合 )、 ビ オ チ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン 結 合 、 抗 体 － 抗 原 結 合 、 金 属 (Ｃ ａ 2 + )結 合 を 、 ピ コ モ ル の 感 度 で 、 リ ア ル タ イ ム で 検 出
す る た め に 、 上 首 尾 に 利 用 さ れ て き た (Cui等 、 Science 293:1289-1292)。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 マ ト リ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 着 ／ イ オ ン 化 飛 行 時 間 質 量 分 析 (Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ  Ｍ Ｓ )
は 、 レ ー ザ ー パ ル ス を 利 用 し て 、 タ ン パ ク 質 を 表 面 か ら 脱 着 し 、 そ の 後 、 質 量 分 析 を 行 な
っ て 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質 の 分 子 量 を 同 定 す る (Gilligan等 、 Mass spectrometry after c
apture and small-volume elution of analyte from a surface plasmon resonance bios
ensor. Anal.Chem.74(2002),p.2041-2047)。 こ の 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 の 質 量 だ け を 界 面 で
測 定 す る の で 、 及 び 脱 着 プ ロ ト コ ー ル が 断 片 化 を 生 じ な い だ け 十 分 に 穏 や か で あ る の で 、
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ は 、 結 合 し た Ｐ Ｅ Ｔ ペ プ チ ド の 正 体 、 又 は Ｐ Ｅ Ｔ ペ プ チ ド の 任 意 の 酵 素 的 改 変
を 確 認 す る よ う な 直 接 的 で 有 用 な 情 報 を 与 え る こ と が で き る 。 こ の 問 題 に 関 し て は 、 Ｍ Ａ
Ｌ Ｄ Ｉ を 利 用 し て 、 固 定 化 捕 捉 剤 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。 結 合 し
た タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 重 要 な 技 術 は 、 ア レ イ (及 び 該 ア レ イ に 選 択 的 に 結 合 し た タ
ン パ ク 質 )を プ ロ テ ア ー ゼ で 処 理 し て か ら 、 そ の 結 果 生 成 し た ペ プ チ ド を 分 析 し て 、 配 列
デ ー タ を 得 る こ と に 依 存 し て い る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
Ｉ Ｖ ．
　 こ れ ら の 捕 捉 剤 又 は 捕 捉 剤 の ア レ イ を 、 典 型 的 に は 、 試 料 例 え ば 生 物 学 的 液 体 、 水 試 料
又 は 食 料 試 料 (ペ プ チ ド の 集 合 を 生 成 す る よ う に 断 片 化 し て あ る )と 、 関 心 あ る タ ン パ ク 質
に 対 応 す る Ｐ Ｅ Ｔ と の 結 合 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 捕 捉 剤 を 利 用 し て ア ッ セ イ す べ き 試 料 は 、 様 々 な 生 理 学 的 起 源 、 環 境 的 起 源 又
は 人 工 的 起 源 か ら 引 き 出 す こ と が で き る 。 特 に 、 生 理 学 的 試 料 例 え ば 患 者 又 は 生 物 の 体 液
又 は 組 織 試 料 を 、 ア ッ セ イ 試 料 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 か か る 液 体 に は 、 唾 液 、 粘
液 、 汗 、 全 血 液 、 血 清 、 尿 、 羊 水 、 性 器 液 、 糞 便 、 骨 髄 、 血 漿 、 脊 髄 液 、 囲 心 腔 液 、 胃 液
、 腹 腔 液 、 腹 膜 液 、 胸 膜 液 及 び 他 の 身 体 部 分 か ら の 抽 出 物 、 及 び 他 の 腺 か ら の 分 泌 物 が 含
ま れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ な い 。 或 は 、 患 者 か ら 採 取 さ れ た 細 胞 か ら 引 き 出 し 又 は 培 養 で
増 殖 さ せ た 生 物 学 的 試 料 を 利 用 す る こ と が で き る 。 か か る 試 料 に は 、 上 清 、 全 細 胞 溶 解 物
、 又 は 細 胞 材 料 の 溶 解 及 び 分 画 か ら 得 ら れ た 細 胞 画 分 が 含 ま れ る 。 細 胞 及 び そ の 画 分 (生
物 学 的 実 在 物 か ら 直 接 の も の 及 び 人 工 的 環 境 で 成 長 さ せ た も の を 含 む )の 抽 出 物 も 又 、 利
用 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 生 物 学 的 試 料 は 例 え ば 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 胃 腸 分 泌 液 、 組
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織 若 し く は 腫 瘍 の ホ モ ジ ェ ネ ー ト 、 滑 液 、 糞 便 、 唾 液 、 痰 、 嚢 胞 液 、 羊 水 、 脳 脊 髄 液 、 腹
腔 液 、 肺 洗 浄 液 、 精 液 、 リ ン パ 液 、 涙 又 は 前 立 腺 液 か ら 得 る こ と が で き 且 つ ／ 又 は 引 き 出
す こ と が で き る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お け る 利 用 の 前 の 試 料 調 製 の 一 般 的 計 画 は 、 図 ６ (Ｄ ２ の ス ラ イ ド ４ ５ )
に 記 載 し て あ る 。 簡 単 に い え ば 、 試 料 を 、 抽 出 及 び ／ 又 は 希 釈 し て 試 料 中 に 存 在 す る あ る
種 の 物 質 に よ る 干 渉 を 最 小 に す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 こ の 試 料 を
化 学 的 に 還 元 し 、 変 性 さ せ 、 ア ル キ ル 化 し 、 又 は 熱 変 性 に か け る こ と が で き る 。 変 性 工 程
に か か わ ら ず 、 変 性 し た 試 料 を 、 次 い で 、 そ の 後 の ア ッ セ イ で 用 い る 前 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ
例 え ば ト リ プ シ ン に よ り 消 化 す る 。 も し 化 学 的 変 性 を 利 用 す る の で あ れ ば 、 脱 塩 工 程 を プ
ロ テ ア ー ゼ 消 化 の 直 後 に 加 え る こ と が で き る 。 こ の 工 程 は 、 一 般 に 、 単 純 で 、 丈 夫 で 且 つ
再 現 性 が あ り 、 血 清 、 細 胞 溶 解 物 及 び 組 織 を 含 む 主 な 試 料 型 に 一 般 に 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 試 料 は 、 無 関 係 の 物 質 を 除 去 す る た め に 前 処 理 し 、 安 定 化 さ せ 、 緩 衝 処 理 し 、 保 存 し 、
濾 過 し 、 或 は 、 条 件 付 け す る こ と が で き る (所 望 し 又 は 必 要 で あ る な ら ば )。 試 料 中 の タ ン
パ ク 質 は 、 典 型 的 に は 、 こ の 発 明 の 方 法 の 部 分 と し て 又 は こ れ ら の 方 法 の 実 施 に 先 立 っ て
断 片 化 さ れ る 。 断 片 化 は 、 任 意 の 当 分 野 で 認 め ら れ た 所 望 の 方 法 を 利 用 し て 例 え ば 化 学 的
開 裂 (例 え ば 、 シ ア ノ ゲ ン ブ ロ ミ ド )； 酵 素 的 手 段 (例 え ば 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン
、 ペ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 カ ル パ イ ン 、 ズ ブ チ リ シ ン 、 ｇ ｌ ｕ ｃ
－ Ｃ 、 ｅ ｎ ｄ ｏ  ｌ ｙ ｓ － Ｃ 及 び プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ な ど の プ ロ テ ア ー ゼ の 利 用 、 又 は こ れ
ら の 集 合 又 は 下 位 集 合 )； 又 は 物 理 的 手 段 (例 え ば 、 物 理 的 剪 断 に よ る 断 片 化 又 は 超 音 波 処
理 に よ る 断 片 化 )を 利 用 し て 行 な う こ と が で き る 。 こ こ で 用 い る 場 合 、 用 語 「 断 片 化 」 、
「 開 裂 」 、 「 タ ン パ ク 質 分 解 性 開 裂 」 、 「 タ ン パ ク 質 分 解 」 「 制 限 」 な ど は 、 交 換 可 能 に
用 い 、 タ ン パ ク 質 中 の 化 学 結 合 典 型 的 に は ペ プ チ ド 結 合 を 切 断 し て ペ プ チ ド (即 ち 、 タ ン
パ ク 質 の 断 片 )の 集 合 を 生 成 す る こ と を 指 す 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 こ の 断 片 化 の 目 的 は 、 可 溶 性 で あ っ て 捕 捉 剤 と の 結 合 に 利 用 で き る Ｐ Ｅ Ｔ を 含 む ペ プ チ
ド を 生 成 す る こ と で あ る 。 本 質 に お い て 、 試 料 調 製 物 は 、 試 料 中 に 存 在 し う る 関 連 タ ン パ
ク 質 の 上 又 は 内 部 に 存 在 す る す べ て の Ｐ Ｅ Ｔ が 捕 捉 剤 と の 反 応 に 利 用 で き る 程 度 を 保 証 す
る よ う に デ ザ イ ン さ れ る 。 こ の ス ト ラ テ ジ ー は 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ を デ ザ イ ン す る た め の
以 前 の 試 み で 遭 遇 し た 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 複 合 体 形 成 、 翻 訳 後 修 飾 な ど に よ り 引 き
起 こ さ れ る 多 く の 問 題 を 回 避 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 関 心 あ る 試 料 を 、 予 め 決 め た プ ロ ト コ ー ル を 利 用 し て 処 理 す る 。 該
プ ロ ト コ ー ル は 、 (Ａ )標 的 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 非 共 有 結 合 若 し く は 共 有 結 合 性 複 合 体
形 成 若 し く は 凝 集 、 標 的 タ ン パ ク 質 分 解 若 し く は 変 性 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 、 又
は 標 的 タ ン パ ク 質 の 三 次 構 造 に 環 境 的 に 誘 導 さ れ た 変 化 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 標 的 タ ン パ
ク 質 の マ ス キ ン グ を 阻 止 し 、 そ し て (Ｂ )標 的 タ ン パ ク 質 を 断 片 化 し 、 そ れ に よ り 、 少 な く
と も 一 つ の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ (即 ち 、 Ｐ Ｅ Ｔ )を 生 成 し 、 そ の 濃 度 は 、 試 料 中 の 標 的 タ ン
パ ク 質 の 真 の 濃 度 に 直 接 比 例 す る 。 こ の 試 料 処 理 プ ロ ト コ ー ル は 、 所 定 の 捕 捉 剤 と の 反 応
に 利 用 で き る Ｐ Ｅ Ｔ を 再 現 可 能 に 生 成 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ て 、 経 験 的 に 試 験 さ れ る 。
こ の 処 理 は 、 タ ン パ ク 質 分 離 ； タ ン パ ク 質 分 画 ； 溶 媒 の 改 変 例 え ば 極 性 の 変 化 、 浸 透 圧 変
化 、 希 釈 又 は ｐ Ｈ 変 化 ； 加 熱 ;凍 結 ； 沈 殿 ； 抽 出 ;試 薬 例 え ば エ ン ド 、 エ キ ソ 又 は 部 位 特 異
的 プ ロ テ ア ー ゼ と の 反 応 ； 非 タ ン パ ク 質 分 解 性 消 化 ； 酸 化 ； 還 元 ； 幾 つ か の 生 物 学 的 活 性
の 中 和 、 及 び 当 業 者 に 公 知 の 他 の ス テ ッ プ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 例 え ば 、 試 料 を 、 ジ ス ル フ ィ ド ／ ジ チ オ ー ル 交 換 に よ り ダ イ マ ー 又 は 他 の 凝 集 体 の 形 成
を 阻 止 す る た め に ア ル キ ル 化 剤 及 び 還 元 剤 で 処 理 す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｅ Ｔ 含 有 ペ プ チ ド
の 試 料 を 処 理 し て 、 リ ン 酸 化 、 メ チ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 プ レ ニ ル 化 を 含 む
(こ れ ら に 限 ら れ な い )二 次 的 修 飾 を 、 例 え ば 、 そ れ ぞ れ の 修 飾 に 特 異 的 な 酵 素 例 え ば ホ ス
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フ ァ タ ー ゼ な ど を 利 用 し て 除 去 す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 試 料 の タ ン パ ク 質 は 、 変 性 、 還 元 及 び ／ 又 は ア ル キ ル 化 さ れ る が 、
タ ン パ ク 質 分 解 的 に 開 裂 さ れ な い 。 タ ン パ ク 質 は 、 熱 変 性 又 は 有 機 溶 媒 に よ っ て 変 性 さ せ
て か ら 、 直 接 検 出 に か け 又 は 適 宜 更 な る タ ン パ ク 質 分 解 性 開 裂 を 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 溶 液 中 で の 酵 素 消 化 前 の タ ン パ ク 質 の 熱 変 性 の 利 用 (５ ０ ～ ９ ０ ℃ で 約 ２ ０ 分 間 )は 、 後
続 の 分 析 の 前 に 行 な う こ と が 好 ま し い か 又 は 必 要 と さ れ う る 精 製 ／ 濃 縮 を 必 要 と し な い の
で 、 化 学 的 変 性 (例 え ば 、 ６ ～ ８ Ｍ  グ ア ニ ジ ン Ｈ Ｃ ｌ 又 は 尿 素 )を 超 え て 好 適 で あ る 。 Par
k及 び Russellは 、 タ ン パ ク 質 分 解 に 耐 性 の タ ン パ ク 質 の 酵 素 消 化 が 、 熱 変 性 に よ り 有 意 に
増 進 さ れ る こ と を 報 告 し た (Anal.Chem., 72(11): 2667-2670, 2000)。 タ ン パ ク 質 分 解 に
感 受 性 の ネ イ テ ィ ブ な タ ン パ ク 質 は 、 熱 変 性 後 に 、 同 様 の 又 は 僅 か に 低 い 消 化 収 率 を 示 す
。 消 化 に 耐 性 の タ ン パ ク 質 は 、 熱 変 性 後 に 、 タ ン パ ク 質 の 大 き さ に 無 関 係 に 、 一 層 消 化 を
受 け 易 く な る 。 例 え ば 、 消 化 断 片 に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 範 囲 は 、 ミ オ グ ロ ビ ン で １ ５ ％
か ら ８ ６ ％ に 、 オ バ ル ブ ミ ン で ０ ％ か ら ４ ３ ％ に 増 大 す る 。 こ れ は 、 本 発 明 に よ る 一 層 迅
速 で 信 頼 で き る タ ン パ ク 質 同 定 法 (特 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 タ ン パ ク 質 に 対 す る 同 定 法 )へ
と 導 く 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 た と え 幾 つ か の タ ン パ ク 質 が 熱 変 性 に 際 し て 凝 集 し て も 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質 凝 集 物 は
、 ト リ プ シ ン に よ っ て 用 意 に 消 化 さ れ て 、 タ ン パ ク 質 の 同 定 に 十 分 な 数 の 消 化 断 片 を 生 成
す る 。 事 実 、 タ ン パ ク 質 凝 集 は 、 殆 ど の 事 例 で 熱 変 性 が 消 化 を 促 進 す る 理 由 で あ り う る 。
タ ン パ ク 質 凝 集 は 、 タ ン パ ク 質 の 変 性 形 態 の オ リ ゴ マ ー 化 の 生 成 物 で あ る と 考 え ら れ て い
る (Copeland, R.A. Methods for Protein Analysis; Chapman & Hall: New York, NY, 19
94)。 一 般 に 、 タ ン パ ク 質 の 疎 水 性 部 分 は 、 そ の タ ン パ ク 質 の 内 側 に 位 置 し て お り 、 比 較
的 疎 水 性 の 乏 し い 部 分 が 水 性 環 境 に 露 出 し て い る 。 熱 変 性 中 、 無 傷 の タ ン パ ク 質 は 、 徐 々
に 折 り 畳 み が 解 け て 変 性 し た コ ン ホ メ ー シ ョ ン に な り 、 ネ イ テ ィ ブ な コ ン ホ メ ー シ ョ ン に
折 り 畳 ま る の を 防 ぐ の に 十 分 な エ ネ ル ギ ー が 与 え ら れ る 。 他 の 変 性 し た タ ン パ ク 質 と 相 互
作 用 す る 確 率 は 、 増 大 し 、 そ う し て 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 露 出 し た 疎 水 性 部 分 の 間 の 疎
水 性 相 互 作 用 を 与 え る 。 加 え て 、 変 性 し た タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 凝 集 物 は 、 一 層 多 く の
開 裂 部 位 が 環 境 に 露 出 し て い る の で 、 変 性 し て な い タ ン パ ク 質 よ り 一 層 プ ロ テ ア ー ゼ に 不
安 定 な 構 造 を 有 し う る 。 タ ン パ ク 質 凝 集 物 は 、 容 易 に 消 化 さ れ 、 そ れ で 、 タ ン パ ク 質 凝 集
物 は 、 ト リ プ シ ン 消 化 の ３ 時 間 後 に は 認 め ら れ な い (Park及 び Russell, Anal. Chem., 72(
11): 2667-2670, 2000)。 そ の 上 、 タ ン パ ク 質 凝 集 物 の ト リ プ シ ン 消 化 は 、 一 層 特 異 的 な
開 裂 生 成 物 を 生 成 す る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 普 通 の プ ロ テ ア ー ゼ 例 え ば ト リ プ シ ン は 、 変 性 後 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 工 程 を 、
変 性 及 び 消 化 を 一 回 行 な っ た 後 に 、 一 回 以 上 反 復 す る こ と が で き る 。 或 は 、 こ の 熱 変 性 工
程 は 、 好 熱 性 の ト リ プ シ ン 様 酵 素 を 利 用 す る こ と に よ り 、 更 に 助 成 す る こ と が で き 、 そ れ
で 、 変 性 及 び 消 化 を 同 時 に 行 な う こ と が で き る 。 例 え ば 、 Nongporn Towatana等 (J of Bio
science and Bioengineering 87(5): 581-587, 1999)は 、 Bacillus sp. PS719(温 泉 土 壌
試 料 か ら 単 離 さ れ た 新 規 な 好 塩 基 性 の 好 熱 性 細 菌 )の 培 養 上 清 か ら の ア ル カ リ プ ロ テ ア ー
ゼ の 見 か け の 均 一 ま で の 精 製 を 報 告 し た 。 こ の プ ロ テ ア ー ゼ は 、 ア ゾ カ ゼ イ ン に 対 し て 、
ｐ Ｈ ９ ． ０ で ７ ５ ℃ で 最 大 活 性 を 示 し た 。 こ の 酵 素 は 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ ～ １ ０ ． ０ の 範 囲 で 、
Ｃ ａ 2 + の 非 存 在 下 で 、 最 高 ８ ０ ℃ ま で 安 定 で あ っ た 。 こ の 酵 素 は 、 Ｎ － α － ｐ － ト シ ル －
Ｌ － リ ジ ン ク ロ ロ メ チ ル ケ ト ン (Ｔ Ｌ Ｃ Ｋ )に 加 え て 、 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ
ド (Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ )及 び ３ ， ４ － ジ ク ロ ロ イ ソ ク マ リ ン (Ｄ Ｃ Ｉ )が 、 そ の 活 性 を 完 全 に 阻 害 し た
の で 、 ト リ プ シ ン 様 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る よ う で あ る 。 試 験 し た 様 々 な オ リ ゴ ペ プ チ
ジ ル － ｐ － ニ ト ロ ア ニ リ ド の う ち で 、 こ の プ ロ テ ア ー ゼ は 、 基 質 の 切 れ 易 い 結 合 の カ ル ボ
キ シ ル 側 の ア ル ギ ニ ン 残 基 で の 開 裂 に 優 先 性 を 示 し 、 ｐ － ニ ト ロ ア ニ リ ン を Ｎ － カ ル ボ ベ
ン ゾ キ シ (Ｃ Ｂ Ｚ )－ Ｌ － ア ル ギ ニ ン － ｐ － ニ ト ロ ア ニ リ ド か ら 、 そ れ ぞ れ 、 ０ ． ６ ｍ Ｍ 及
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び １ ． ０ μ モ ル 分 - 1 ｍ ｇ タ ン パ ク 質 - 1 の Ｋ m 及 び Ｖ m a x 値 で 遊 離 さ せ る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 或 は 、 既 存 の プ ロ テ ア ー ゼ を 、 化 学 修 飾 し て 、 こ の 種 の 応 用 に お け る 利 用 の た め に 、 増
進 さ れ た 熱 安 定 性 を 達 成 す る こ と が で き る 。 Mozhaev等 (Eur J Biochem. 173(1): 147-54,
 1988)は 、 実 験 的 に 、 以 前 に 提 示 さ れ た タ ン パ ク 質 分 子 の 表 面 に 位 置 す る 非 極 性 ク ラ ス タ
ー の 水 と の 接 触 が タ ン パ ク 質 を 不 安 定 化 さ せ る と い う 考 え を 確 認 し た 。 タ ン パ ク 質 安 定 化
は 、 タ ン パ ク 質 小 球 体 の 表 面 領 域 の 化 学 的 修 飾 に よ る 人 為 的 な 親 水 化 に よ り 達 成 す る こ と
が で き る と い う こ と が 示 さ れ た 。 ２ つ の 実 験 系 が 、 親 水 化 ア プ ロ ー チ の 確 認 の た め に 研 究
さ れ た 。 一 方 の 実 験 に お い て 、 ト リ プ シ ン の 表 面 チ ロ シ ン 残 基 が 、 ２ 段 階 の 修 飾 手 順 (テ
ト ラ ニ ト ロ メ タ ン に よ る ニ ト ロ 化 及 び そ の 後 の 亜 ジ チ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム に よ る 還 元 )を 利
用 し て 、 ア ミ ノ チ ロ シ ン に ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た 。 こ の 修 飾 さ れ た 酵 素 は 、 不 可 逆 的 な
熱 不 活 性 化 に 対 し て ず っ と 安 定 で あ っ た ： こ の 安 定 化 効 果 は 、 ト リ プ シ ン 内 の ア ミ ノ チ ロ
シ ン 残 基 の 数 と 共 に 増 大 し 、 こ の 修 飾 酵 素 は 、 ネ イ テ ィ ブ な も の の １ ０ ０ 倍 安 定 に さ え な
る こ と が で き た 。 他 方 の 実 験 に お い て 、 ア ル フ ァ － キ モ ト リ プ シ ン を 、 芳 香 族 カ ル ボ ン 酸
の 無 水 物 又 は 塩 化 無 水 物 で の 処 理 に よ り 、 共 有 結 合 に よ り 修 飾 し た 。 そ の 結 果 、 異 な る 数
の 更 な る カ ル ボ キ シ ル 基 (修 飾 試 薬 の 構 造 に よ っ て 最 大 ５ 個 )が 、 各 修 飾 さ れ た Ｌ ｙ ｓ 残 基
に 導 入 さ れ た 。 ピ ロ メ リ ト 酸 及 び メ リ ト 酸 の 環 状 無 水 物 に よ る ア ル フ ァ キ モ ト リ プ シ ン の
利 用 可 能 な す べ て の ア ミ ノ 基 の ア シ ル 化 は 、 水 性 フ ィ コ ー ル ４ ０ ０ ／ デ キ ス ト ラ ン ７ ０ の
二 層 系 で の 分 配 に よ り 評 価 し て 、 タ ン パ ク 質 の か な り の 親 水 化 を 生 じ た 。 こ れ ら の 修 飾 酵
素 調 製 物 は 、 高 温 (６ ５ ～ ９ ８ ℃ )で の 不 可 逆 的 熱 不 活 性 化 に 対 し て 極 め て 安 定 で あ り ； そ
れ ら の 熱 安 定 性 は 、 実 際 上 、 非 常 に 好 熱 性 の 最 近 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 (今 ま で
知 ら れ た 最 も 安 定 な プ ロ テ イ ナ ー ゼ )の 安 定 性 と 同 等 の も の で あ っ た 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 他 の 具 体 例 に お い て 、 試 料 を 、 還 元 剤 例 え ば ｂ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 又 は Ｄ Ｔ Ｔ を 用
い て 予 備 処 理 し て 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 還 元 し て 、 消 化 を 容 易 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 分 画 は 、 任 意 の 単 一 の 又 は 多 次 元 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 例 え ば 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
(Ｒ Ｐ Ｃ )、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 サ イ ズ
排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 又 は 親 和 性 分 画 例 え ば イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー 及 び 固 定 化 金 属 ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 利 用 し て 行 な う こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ の 分 画 は
、 表 面 媒 介 に よ る 選 択 ス ト ラ テ ジ ー を 含 む 。 電 気 泳 動 (ス ラ ブ ゲ ル 又 は キ ャ ピ ラ リ ー 電 気
泳 動 )も 又 、 試 料 中 の ペ プ チ ド を 分 画 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 ス ラ ブ ゲ ル 電 気
泳 動 法 の 例 に は 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ )及 び ネ イ テ ィ ブ ゲ ル 電 気 泳 動 が 含 ま れ る 。 分 画 に 利 用 す る こ と の で き る キ ャ ピ ラ
リ ー 電 気 泳 動 法 に は 、 キ ャ ピ ラ リ ー ゲ ル 電 気 泳 動 (Ｃ Ｇ Ｅ )、 キ ャ ピ ラ リ ー ゾ ー ン 電 気 泳 動
(Ｃ Ｚ Ｅ )及 び キ ャ ピ ラ リ ー エ レ ク ト ロ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Ｃ Ｅ Ｃ )、 キ ャ ピ ラ リ ー 等 電 集
束 法 、 固 定 化 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー 電 気 泳 動 が 含 ま
れ る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 沈 殿 は 、 当 分 野 で 周 知 の 技 術 を 利 用 し て 行 な う こ と が で き る 。 例 え ば 、 沈 殿
は 、 公 知 の 沈 殿 剤 例 え ば チ オ シ ア ン 酸 カ リ ウ ム 、 ト リ ク ロ ロ 酢 酸 及 び 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を
利 用 し て 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 断 片 化 に 続 い て 、 試 料 を 、 本 発 明 の 捕 捉 剤 例 え ば こ こ に 記 載 の 二 次 元 支 持 体 又 は ビ ー ズ
上 に 固 定 化 さ れ た 捕 捉 剤 と 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 或 は 、 断 片 化 試 料 (ペ プ チ ド の 集 合
を 含 む )を 、 例 え ば 、 大 き さ 、 翻 訳 後 修 飾 (例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 又 は リ ン 酸 化 )又 は 抗 原
特 性 に 基 づ い て 分 画 し 、 そ の 後 、 本 発 明 の 捕 捉 剤 例 え ば 二 次 元 支 持 体 又 は ビ ー ズ 上 に 固 定
化 さ れ た 捕 捉 剤 と 接 触 さ せ る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 図 ７ は 、 血 清 試 料 の 、 熱 変 性 又 は 化 学 的 変 性 の 何 れ か を 利 用 す る 予 備 処 理 の 図 解 例 を 与
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え て い る 。 簡 単 に い え ば 、 熱 変 性 の た め に は 、 １ ０ ０ μ Ｌ の ヒ ト 血 清 (約 ７ ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ
全 タ ン パ ク 質 )を 先 ず １ ０ 倍 希 釈 し て 約 ７ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ に す る 。 こ の 希 釈 し た 試 料 を 、
次 い で 、 ９ ０ ℃ に ５ 分 間 加 熱 し て 、 タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ 、 そ の 後 、 ３ ０ 分 間 ト リ プ シ ン
消 化 を ５ ５ ℃ で 行 な う 。 こ の ト リ プ シ ン は 、 消 化 後 、 ８ ０ ℃ で 不 活 性 化 さ せ る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 化 学 的 変 性 の た め に は 、 約 ４ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ に 希 釈 し た 約 １ ． ８ ｍ Ｌ の ヒ ト 血 清 蛋 白 質 を 、
５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 (ｐ Ｈ ８ ． ０ )、 ８ Ｍ  尿 素 及 び １ ０ ｍ Ｍ  Ｄ Ｔ Ｔ の 終 濃 度 で 変
性 さ せ る 。 次 い で 、 ヨ ー ド ア セ タ ミ ド を 、 終 濃 度 ２ ５ ｍ Ｍ ま で 加 え る 。 次 い で 、 こ の 変 性
し た 試 料 を 、 更 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 の た め に 約 １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ま で 希 釈 す る 。 そ の 消 化 し
た 試 料 を 、 後 続 の ア ッ セ イ で 用 い る 前 に 、 脱 塩 カ ラ ム を 通 過 さ せ る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 図 ８ は 、 血 清 タ ン パ ク 質 、 細 胞 溶 解 物 (Ｍ Ｏ Ｌ Ｔ ４ 及 び Ｈ ｅ ｌ ａ 細 胞 )の 、 熱 変 性 及 び 化
学 的 変 性 の 結 果 を 示 し て い る 。 変 性 が 、 熱 変 性 の レ ー ン 及 び 化 学 的 変 性 の レ ー ン の 両 方 で
全 タ ン パ ク 質 で は な く て も 大 部 分 に つ い て 上 首 尾 で あ っ た こ と は 明 ら か で あ り 、 両 方 法 は
、 タ ン パ ク 質 変 性 及 び 断 片 化 に 関 し て 、 匹 敵 す る 結 果 を 達 成 し た 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 上 記 の 例 は 、 単 に 説 明 の 目 的 の も の で あ り 、 制 限 す る た め の も の で は な い 。 特 定 の 用 途
に 依 る プ ロ ト コ ー ル の 僅 か の 変 更 は 、 個 々 の ア ッ セ イ に お け る 最 適 の 結 果 の た め に 容 易 に
達 成 さ れ う る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
Ｖ ．
　 本 発 明 の Ｐ Ｅ Ｔ の 一 つ の 利 点 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ が 、 イ ン ・ シ リ コ で 決 定 し て 、 ク ロ ー ニ ン グ 又
は タ ン パ ク 質 の 精 製 な し で 、 イ ン ・ ビ ト ロ で 生 成 す る (ペ プ チ ド 合 成 な ど に よ り )こ と が で
き る こ と で あ る 。 Ｐ Ｅ Ｔ は 又 、 完 全 長 の ト リ プ シ ン に よ り 生 成 し た 断 片 (更 に い え ば 、 任
意 の 他 の 処 理 か ら 予 想 さ れ た 通 り に 生 成 す る 任 意 の 他 の 断 片 )を 超 え て 有 利 で あ る 。 何 故
な ら 、 完 全 長 の ト リ プ シ ン に よ り 生 成 し た 断 片 は 、 そ の 長 さ の 故 に 、 た と え ト リ プ シ ン に
よ り 生 成 し た 断 片 自 身 が ユ ニ ー ク で あ っ て も 、 一 種 以 上 の Ｐ Ｅ Ｔ を 含 む 傾 向 が あ る か ら で
あ る (一 層 長 い ペ プ チ ド ス ト レ ッ チ で あ る ほ ど 、 そ れ が ユ ニ ー ク で あ る こ と は あ り そ う な
こ と で あ る )。 直 接 的 意 味 は 、 完 全 長 の (ト リ プ シ ン )ペ プ チ ド 断 片 よ り も 比 較 的 短 く て ユ
ニ ー ク な Ｐ Ｅ Ｔ を 利 用 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 方 法 は 、 同 一 の ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る ユ
ニ ー ク な 特 異 性 を 有 す る 多 数 の 抗 体 (交 差 反 応 性 抗 体 起 源 )を 有 す る 危 険 を 完 全 に 排 除 し な
く て も 大 い に 軽 減 し た こ と で あ る 。 更 な る 利 点 を 、 Ｐ Ｅ Ｔ 選 択 方 法 例 え ば ニ ア レ ス ト － ネ
イ バ ー 分 析 及 び 優 先 順 位 付 け の ラ ン ク 付 け (下 記 参 照 )に よ り 加 え る こ と が で き 、 こ れ は 、
更 に 、 交 差 反 応 の 機 会 を 排 除 す る 。 こ れ ら の す べ て の 特 徴 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ ベ ー ス の 方 法 を 、 特
に 、 マ ル チ プ レ ッ ク ス 技 術 を 利 用 す る ゲ ノ ム ワ イ ズ 分 析 に 適 し た も の と す る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 本 発 明 の Ｐ Ｅ Ｔ は 、 様 々 な 方 法 で 選 択 す る こ と が で き る 。 最 も 簡 単 な 具 体 例 に お い て 、
所 定 の 生 物 又 は 生 物 学 的 試 料 に つ い て の Ｐ Ｅ Ｔ を 、 関 連 デ ー タ ベ ー ス の 力 ず く の 検 索 に よ
っ て 、 所 定 の 長 さ の 理 論 的 に 可 能 な す べ て の Ｐ Ｅ Ｔ を 利 用 し て 、 発 生 さ せ 又 は 同 定 す る こ
と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 好 ま し く は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り 、 例 え ば 、 当 分 野 で 利 用 可
能 な 配 列 検 索 ツ ー ル 又 は そ の 変 形 物 の 何 れ か を 利 用 し て 行 う 。 例 え ば 、 ５ ア ミ ノ 酸 長 の Ｐ
Ｅ Ｔ (可 能 な Ｐ Ｅ Ｔ の 候 補 の 総 数 は 、 ３ ２ ０ 万 、 後 記 の 表 ２ ． ２ ． ２ 参 照 )を 同 定 す る た め
に 、 ３ ２ ０ 万 の 候 補 の 各 々 を 、 問 合 せ 配 列 と し て 利 用 し て 、 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム に 対 す る 検
索 を 後 記 の よ う に す る こ と が で き る 。 １ つ よ り 多 く の ヒ ッ ト を 有 す る 如 何 な る 候 補 (２ 以
上 の タ ン パ ク 質 に お い て 見 出 さ れ る )も 、 更 な る 検 索 を 行 な う 前 に 直 ち に 排 除 す る 。 検 索
の 終 わ り に 、 １ つ 以 上 の Ｐ Ｅ Ｔ を 有 す る ヒ ト タ ン パ ク 質 の リ ス ト が 得 ら れ る (後 記 の 実 施
例 １ 参 照 )。 同 じ 又 は 類 似 の 手 順 を 、 任 意 の 予 め 決 め た 生 物 又 は デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 利
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 例 え ば 、 各 ヒ ト タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｐ Ｅ Ｔ を 、 次 の 手 順 を 利 用 し て 同 定 す る こ と が で き
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る 。 ヒ ト タ ン パ ク 質 に お け る 限 定 さ れ た 長 さ Ｎ (ア ミ ノ 酸 )の ２ ０ N に よ り 与 え ら れ る す べ
て の 可 能 な ペ プ チ ド の 発 生 を 計 算 す る た め に パ ー ル プ ロ グ ラ ム が 開 発 さ れ て い る 。 例 え ば
、 全 タ グ ス ペ ー ス は 、 ４ 量 体 ペ プ チ ド に つ い て 、 １ ６ ０ ， ０ ０ ０ (２ ０ 4 )で あ り 、 ５ 量 体
ペ プ チ ド に つ い て 、 ３ ． ２ Ｍ (２ ０ 5 )で あ り 、 ６ 量 体 ペ プ チ ド に つ い て 、 ６ ４ Ｍ (２ ０ 6 )で
あ り 、 以 下 同 様 で あ る 。 予 想 さ れ る ヒ ト タ ン パ ク 質 配 列 は 、 Ｎ ア ミ ノ 酸 の す べ て の 可 能 な
ペ プ チ ド の 存 否 に つ い て 分 析 さ れ る 。 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム 中 に 一 度 だ け 出 現 す る
ペ プ チ ド 配 列 で あ る 。 従 っ て 、 特 異 的 Ｐ Ｅ Ｔ の 存 在 は 、 タ ン パ ク 質 配 列 の 固 有 の 特 性 で あ
り 、 操 作 に 依 ら な い 。 こ の ア プ ロ ー チ に よ っ て 、 決 定 的 な Ｐ Ｅ Ｔ の セ ッ ト を 規 定 す る こ と
が で き 、 試 料 の 処 理 手 順 に 依 ら ず に 利 用 で き る (操 作 非 依 存 性 )。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 検 索 プ ロ セ ス を 早 く す る た め に 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ア ル ゴ リ ズ ム を 開
発 し 又 は 改 変 し て 、 実 際 的 検 索 を 開 始 す る 前 に 、 不 必 要 な 検 索 を 排 除 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 上 記 の 例 を 利 用 し て 、 ２ つ の 高 度 に 関 連 す る (少 数 の ア ミ ノ 酸 の 位 置 の み 異 な る )ヒ ト タ
ン パ ク 質 を 整 列 さ せ る こ と が で き 、 多 数 の 候 補 の Ｐ Ｅ Ｔ を 、 同 一 領 域 の 配 列 に 基 づ い て 、
排 除 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ２ ０ ア ミ ノ 酸 の 同 一 の 配 列 の 範 囲 が あ れ ば 、 ５ ア ミ ノ 酸
の １ ６ の Ｐ Ｅ Ｔ を 、 そ れ ら の ２ つ の 同 一 で な い ヒ ト タ ン パ ク 質 に お け る 同 時 の 出 現 に よ っ
て 、 検 索 な し で 排 除 す る こ と が で き る 。 こ の 排 除 プ ロ セ ス は 、 で き る だ け 多 く の 高 度 に 関
連 す る タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 進 化 的 に 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 例 え ば ヒ ス ト ン 、 グ ロ ビ ン な
ど )の 対 又 は フ ァ ミ リ ー を 利 用 し て 続 け る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 他 の 具 体 例 に お い て は 、 所 定 の タ ン パ ク 質 に つ い て 同 定 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ を 、 あ る 種 の 基 準
に 基 づ い て 順 位 付 け 、 一 層 高 い ラ ン ク の Ｐ Ｅ Ｔ を 特 異 的 捕 捉 剤 の 生 成 に お い て 用 い る の が
好 ま し い よ う に す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 例 え ば 、 あ る Ｐ Ｅ Ｔ は 、 自 然 に は タ ン パ ク 質 の 表 面 に 存 在 し え て 、 そ れ 故 、 プ ロ テ ア ー
ゼ に よ り 消 化 し た 場 合 に 可 溶 性 で あ る の で 、 よ い 候 補 と な る 。 他 方 、 あ る Ｐ Ｅ Ｔ は 、 タ ン
パ ク 質 の 内 部 又 は コ ア 領 域 に 存 在 し え て 、 消 化 後 で も 容 易 に 可 溶 性 と な ら な い 。 か か る 溶
解 度 特 性 は 、 利 用 可 能 な ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 Boger,J.,Emini,E
.A.及 び Schmidt,A., Surface probability profile-An heuristic approach to the sele
ction of synthetic peptide antigens, Report on the Sixth International Congress 
in Immunology (Toronto) 1986 p.250に 記 載 さ れ た 溶 媒 接 近 可 能 性 法 も 又 、 関 心 あ る タ ン
パ ク 質 の 表 面 に 位 置 し て い る Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 パ ッ ケ ー ジ
Ｍ Ｏ Ｌ Ｍ Ｏ Ｌ (Koradi,R.等 (1996) J.Mol.Graph.14:51-55)及 び Eisenhaberの Ａ Ｓ Ｃ 法 (Eis
enhaber及 び Argos(1993) J.Comput.Chem.14:1272-1280； Eisenhaber等 (1995) J.Comput.C
hem.16:273-284)も 又 、 利 用 で き る 。 表 面 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 一 般 に 、 内 部 Ｐ Ｅ Ｔ よ り も 一 層 高 い
ラ ン キ ン グ を 有 し て い る 。 一 具 体 例 に お い て は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 又 は Ｐ Ｅ Ｔ を 含 有 す る タ ン パ ク 質
分 解 さ れ た 断 片 に つ い て 計 算 す る こ と が で き る ｌ ｏ ｇ Ｐ 又 は ｌ ｏ ｇ Ｄ 値 を 、 計 算 し て 、 タ
ン パ ク 質 試 料 が 捕 捉 剤 と 接 触 す る 条 件 下 で の 類 似 の 溶 解 度 に 基 づ い て Ｐ Ｅ Ｔ を 順 位 付 け る
た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 方 法 に か か わ ら ず 、 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 生 成 さ れ 、 理 想 的 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 好 ま し く は 、 ８ ア ミ ノ 酸 長
で あ り 、 親 の ト リ プ シ ン ペ プ チ ド は 、 ２ ０ ア ミ ノ 酸 長 よ り 短 い 。 こ れ は 、 抗 体 が 、 典 型 的
に ４ ～ ８ ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 そ れ 故 、 １ ２ ～ ２ ０ ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ
ド が 慣 用 的 に 抗 体 生 成 の た め に 用 い ら れ る 訳 で あ る 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 ト リ プ シ ン は 、 あ る 具 体 例 に お い て は 好 適 な 消 化 酵 素 で あ る の で 、 こ れ ら の 具 体 例 に お
け る Ｐ Ｅ Ｔ は 、 試 料 の 調 製 中 に ト リ プ シ ン に よ り 開 裂 さ れ な い よ う に 、 配 列 の 中 間 部 に Ｋ
又 は Ｒ を 含 む べ き で な い 。 一 層 一 般 的 な 意 味 に お い て 、 選 択 し た Ｐ Ｅ Ｔ は 、 特 に Ｐ Ｅ Ｔ が
消 化 後 に 破 壊 さ れ る の が 好 ま し い 場 合 を 除 い て 、 消 化 後 に 破 壊 さ れ る こ と が 予 想 さ れ る 消
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化 部 位 を 含 む べ き で な く 又 は 該 部 位 と 重 複 す べ き で な い 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 加 え て 、 理 想 的 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 好 ま し く は 、 疎 水 性 の 親 の ト リ プ シ ン ペ プ チ ド を 有 さ ず 、 高
度 に 抗 原 性 で あ り 、 最 小 数 (好 ま し く は 、 ０ )の 、 ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー 分 析 に よ り 規 定 さ
れ る 密 接 に 関 係 す る ペ プ チ ド (ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー ペ プ チ ド 又 は Ｎ Ｎ Ｐ )を 有 す る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 何 れ の Ｐ Ｅ Ｔ に も 、 注 釈 が 付 随 し て も よ く 、 該 注 釈 は 、 有 用 な 情 報 例 え ば そ の Ｐ Ｅ Ｔ が
あ る 種 の プ ロ テ ア ー ゼ (例 え ば ト リ プ シ ン )に よ っ て 破 壊 さ れ う る か 、 比 較 的 硬 い 又 は 柔 軟
な 構 造 を 有 す る 消 化 さ れ た ペ プ チ ド 上 に 出 現 す る こ と が あ り そ う か と い う よ う な 情 報 を 含
む こ と が で き る 。 こ れ ら の 特 性 は 、 特 に 、 所 定 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 多 数 の Ｐ Ｅ Ｔ が あ
る 場 合 に 特 異 的 捕 捉 剤 を 生 成 す る な ら ば 、 用 途 に つ き Ｐ Ｅ Ｔ を 順 位 付 け す る の を 助 け る こ
と が で き る 。 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 所 定 の 生 物 に お け る 特 定 の 用 途 に 依 っ て 変 化 し う る の で 、 順 位 は
、 特 定 の 用 法 に 依 っ て 変 化 し う る 。 あ る プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 破 壊 さ れ る 確 立 の た め に 低 ラ
ン キ ン グ で あ り う る Ｐ Ｅ Ｔ は 、 異 な る プ ロ テ ア ー ゼ を 利 用 す る 異 な る 断 片 化 計 画 に お い て
は 一 層 高 く ラ ン ク さ れ う る 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 他 の 具 体 例 に お い て 、 抗 体 生 成 の た め に タ ン パ ク 質 か ら 最 適 の Ｐ Ｅ Ｔ を 選 択 す る た め の
コ ン ピ ュ ー タ ー ア ル ゴ リ ズ ム は 、 抗 体 － ペ プ チ ド 相 互 作 用 の デ ー タ を 考 慮 す る 。 Nearest-
Neighbor Analysis (Ｎ Ｎ Ａ )な ど の プ ロ セ ス を 利 用 し て 、 各 タ ン パ ク 質 に つ い て 最 も ユ ニ
ー ク な Ｐ Ｅ Ｔ を 選 択 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 中 の 各 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 そ れ が 有 す る neares
t neighborsの 数 に 基 づ く 相 対 的 ス コ ア (又 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ  ユ ニ ー ク ネ ス ・ イ ン デ ッ ク ス )を 与
え ら れ る 。 Ｐ Ｅ Ｔ  ユ ニ ー ク ネ ス ・ イ ン デ ッ ク ス が 高 い ほ ど 、 そ の Ｐ Ｅ Ｔ は 、 一 層 ユ ニ ー
ク で あ る 。 Ｐ Ｅ Ｔ  ユ ニ ー ク ネ ス ・ イ ン デ ッ ク ス は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 マ ト リ ク ス 例 え ば 表 Ｖ
Ｉ Ｉ Ｉ の Getzoff, ED, Tainer JA及 び Lerner RA The chemistry and meachnism of antib
ody binding to protein antigens. 1988. Advances. Immunol. 43:1-97の も の を 利 用 し
て 計 算 す る こ と が で き る 。 こ の マ ト リ ク ス に お い て 、 各 ア ミ ノ 酸 の 残 り の １ ９ ア ミ ノ 酸 に
よ る 置 換 可 能 性 が 、 単 一 変 異 の (ペ プ チ ド 配 列 中 の 各 ア ミ ノ 酸 を 残 り の １ ９ ア ミ ノ 酸 で 置
換 し た )多 数 の ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 の 交 叉 反 応 性 に つ い て の 実 験 デ ー タ に 基 づ い て 計 算
さ れ た 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 各 ８ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム 中 に 存 在 す
る ８ ７ ０ 万 の ８ 量 体 と 比 較 さ れ て 、 Ｐ Ｅ Ｔ  ユ ニ ー ク ネ ス ・ イ ン デ ッ ク ス が 計 算 さ れ る 。
こ の プ ロ セ ス は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 に つ い て 最 も ユ ニ ー ク な Ｐ Ｅ Ｔ を 選 択 す る だ け で な く
、 こ の Ｐ Ｅ Ｔ に つ い て の Nearest Neighbor Peptideを も 同 定 す る 。 こ れ は 、 Nearest Neig
hbor Peptideは 、 特 定 の 抗 体 と 交 叉 反 応 す る こ と が 最 も あ り そ う な の で 、 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 抗
体 の 交 叉 反 応 性 の 限 定 に 重 要 に な る 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 Ｐ Ｅ Ｔ  ユ ニ ー ク ネ ス ・ イ ン デ ッ ク ス の 他 に 、 各 Ｐ Ｅ Ｔ に つ い て 下 記 の パ ラ メ ー タ ー も
又 、 計 算 す る こ と が で き て 、 Ｐ Ｅ Ｔ の ラ ン ク 付 け を 助 け る ：
　 ａ ） Ｐ Ｅ Ｔ 溶 解 度 イ ン デ ッ ク ス ： こ れ は 、 Ｐ Ｅ Ｔ の Ｌ ｏ ｇ Ｐ 及 び Ｌ ｏ ｇ Ｄ の 計 算 を 含 む
。
　 ｂ ） Ｐ Ｅ Ｔ 疎 水 性 及 び 水 接 近 容 易 性 ： 親 水 性 ペ プ チ ド 及 び 良 好 な 水 接 近 容 易 性 を 有 す る
ペ プ チ ド が 選 択 さ れ る 。
　 ｃ ） Ｐ Ｅ Ｔ 長 ： 一 層 長 い ペ プ チ ド は 、 溶 液 中 で コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 有 す る 傾 向 が あ り 、
我 々 は 、 ８ ア ミ ノ 酸 の 限 定 さ れ た 長 さ の Ｐ Ｅ Ｔ ペ プ チ ド を 利 用 す る 。 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 な 抗 体
は 、 一 層 短 い ペ プ チ ド 配 列 中 の エ ピ ト ー プ の 限 定 さ れ た 数 の た め に 、 一 層 良 好 な 限 定 さ れ
た 特 異 性 を 有 す る 。 こ れ は 、 こ れ ら の 抗 体 を 利 用 す る 複 合 的 ア ッ セ イ に は 非 常 に 重 要 で あ
る 。 一 具 体 例 に お い て は 、 こ の 方 法 に よ り 精 製 さ れ た 抗 体 だ け が 、 複 合 的 ア ッ セ イ に 利 用
さ れ る 。
　 ｄ ） 進 化 保 存 イ ン デ ッ ク ス ： 各 ヒ ト Ｐ Ｅ Ｔ は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 が 、 種 を 超 え て 保 存 さ れ て い
る か ど う か を 示 す た め に 、 他 の 種 と 比 較 さ れ る 。 理 想 的 に は 、 例 え ば 、 マ ウ ス と ヒ ト の 配
列 の 間 で 、 最 小 の 保 存 を 有 す る Ｐ Ｅ Ｔ が 選 択 さ れ る 。 マ ウ ス に お け る 良 好 な 免 疫 応 答 及 び
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モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る 可 能 性 を 最 大 に す る 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
Ｖ Ｉ ．
　 Ａ ． 研 究 及 び 診 断 的 応 用
　 本 発 明 の 捕 捉 剤 は 、 生 き て い る 系 の プ ロ ー ブ 検 査 及 び 診 断 応 用 に お け る 強 力 な ツ ー ル を
与 え る (例 え ば 、 臨 床 的 、 環 境 的 及 び 産 業 的 応 用 、 並 び に 食 品 安 全 性 の 診 断 へ の 応 用 )。 臨
床 診 断 応 用 の た め に 、 こ れ ら の 捕 捉 剤 を 、 一 種 以 上 の 診 断 標 的 (例 え ば 、 病 気 に 関 連 す る
タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 の 集 合 、 又 は タ ン パ ク 質 の パ タ ー ン )に 対 応 す る 一 種 以 上 の Ｐ Ｅ
Ｔ に 結 合 す る よ う に デ ザ イ ン す る 。 特 定 の 個 々 の 病 気 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 に は 、 例 え ば
、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 (Ｐ Ｓ Ａ )、 前 立 腺 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Ｐ Ａ Ｐ )又 は 前 立 腺 特 異 的 膜 抗
原 (Ｐ Ｓ Ｍ Ａ )(前 立 腺 癌 診 断 用 )； 乳 癌 診 断 の た め の サ イ ク リ ン Ｅ ； ア ネ キ シ ン 例 え ば ア ネ
キ シ ン Ｖ (例 え ば 癌 、 虚 血 又 は 移 植 の 拒 絶 に お け る 細 胞 死 の 診 断 用 )； 又 は β － ア ミ ロ イ ド
プ ラ ー ク (ア ル ツ ハ イ マ ー 病 診 断 用 )が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の Ｐ Ｅ Ｔ 及 び 捕 捉 剤 は 、 代 理 マ ー カ ー の 源 と し て 利 用 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 そ れ ら を 、 障 害 又 は 病 気 の マ ー カ ー と し て 、 病 気 の 前 兆 の マ ー カ ー と し て 、 病
気 の 素 因 の マ ー カ ー と し て 、 薬 物 活 性 の マ ー カ ー と し て 、 又 は タ ン パ ク 質 発 現 の 薬 理 ゲ ノ
ム 学 的 プ ロ フ ィ ル の マ ー カ ー と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 、 「 代 理 マ ー カ ー 」 は 、 病 気 若 し く は 障 害 の 存 否 と 、 又 は 病 気 若 し く
は 障 害 の 進 行 (例 え ば 、 腫 瘍 の 存 否 )と 相 関 す る 目 標 の 生 化 学 的 マ ー カ ー で あ る 。 か か る マ
ー カ ー の 存 在 又 は 量 は 、 病 気 の 原 因 と は 無 関 係 で あ る 。 そ れ 故 、 こ れ ら の マ ー カ ー は 、 特
定 の 治 療 コ ー ス が 病 気 又 は 障 害 の 軽 減 に 有 効 で あ る か ど う か を 指 示 す る の に 役 立 ち う る 。
代 理 マ ー カ ー は 、 病 気 又 は 障 害 の 存 在 又 は 程 度 を 標 準 的 な 方 法 論 に よ っ て 評 価 す る こ と が
困 難 な 場 合 (例 え ば 、 初 期 ス テ ー ジ の 腫 瘍 )、 又 は 潜 在 的 に 危 険 な 臨 床 的 終 点 に 達 す る 前 に
病 気 の 進 行 を 評 価 す る こ と が 望 ま し い 場 合 に 、 特 に 有 用 で あ る (例 え ば 、 心 臓 血 管 病 の 評
価 は 、 心 臓 血 管 病 と 関 係 す る タ ン パ ク 質 に 対 応 す る Ｐ Ｅ Ｔ を 代 理 マ ー カ ー と し て 利 用 し て
行 な う こ と が で き る し 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 の 分 析 を 、 Ｈ Ｉ Ｖ タ ン パ ク 質 に 対 応 す る Ｐ Ｅ Ｔ を 代 理
マ ー カ ー と し て 利 用 し て 、 心 筋 梗 塞 又 は 完 全 に 発 生 し た Ａ Ｉ Ｄ Ｓ の 望 ま し く な い 臨 床 結 果
よ り 十 分 前 に 行 な う こ と が で き る )。 当 分 野 に お け る 代 理 マ ー カ ー の 利 用 の 例 に は 、 Koome
n等 (2000) J.Mass.Spectorom.35:258-264； 及 び James (1994) AIDS Treatment News Arch
ive 209が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　 お そ ら く 、 こ の 発 明 の 最 も 重 要 な 利 用 は 、 そ れ が 、 強 力 な 新 し い タ ン パ ク 質 発 現 の 分 析
技 術 (特 定 の タ ン パ ク 質 の 組 合 せ の 存 在 及 び 特 定 の タ ン パ ク 質 の 組 合 せ の 発 現 レ ベ ル に つ
い て の 試 料 の 分 析 )の 実 施 を 可 能 に す る こ と で あ る 。 こ れ は 、 広 く 、 分 子 生 物 学 の 研 究 に
お い て 価 値 の あ る こ と で あ り 、 特 に 、 新 規 な ア ッ セ イ の 開 発 に お い て 価 値 が あ る 。 故 に 、
こ の 発 明 は 、 試 料 中 の 、 幾 つ か の 病 気 、 生 理 的 状 態 又 は 種 の 正 体 に 特 徴 的 な タ ン パ ク 質 、
タ ン パ ク 質 の グ ル ー プ 、 及 び タ ン パ ク 質 発 現 パ タ ー ン を 同 定 す る こ と を 可 能 に す る 。 か か
る マ ル チ パ ラ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ プ ロ ト コ ー ル は 、 も し 検 出 さ れ る タ ン パ ク 質 が 不 連 続 な
又 は 離 れ た 経 路 に 由 来 す る も の な ら ば 、 特 に 、 有 益 な 情 報 を 与 え る も の で あ る 。 例 え ば 、
こ の 発 明 を 利 用 し て 、 正 常 な 患 者 と 癌 患 者 の 組 織 、 尿 又 は 血 中 に お け る タ ン パ ク 質 の 発 現
パ タ ー ン を 比 較 す る こ と が で き 、 特 定 の 種 類 の 癌 の 存 在 下 で 、 第 一 の タ ン パ ク 質 の 群 が 正
常 よ り 一 層 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ て 他 の 群 が 一 層 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ る こ と を 発 見 す る こ と
が で き る 。 他 の 例 と し て 、 プ ロ テ イ ン チ ッ プ を 利 用 し て 、 様 々 な 細 菌 株 に お け る タ ン パ ク
質 発 現 レ ベ ル を 概 観 し 、 種 々 の 株 を 特 徴 付 け る 発 現 パ タ ー ン を 発 見 し 、 そ し て ど の 株 が ど
の 抗 生 物 質 に 感 受 性 か を 測 定 す る こ と が で き る 。 そ の 上 更 に 、 こ の 発 明 は 、 特 定 の タ ン パ
ク 質 の 特 定 の パ タ ー ン を 検 出 す る た め の ア レ イ 又 は 他 の 捕 捉 剤 の 配 置 を 含 む 専 門 的 な ア ッ
セ イ 装 置 の 製 造 を 可 能 に す る 。 従 っ て 、 こ の 発 明 の 実 施 に よ る 例 を 続 け る な ら ば 、 患 者 由
来 の 細 胞 溶 解 調 製 物 又 は 体 液 に さ ら し て 、 そ の 患 者 が 癌 を 有 し な い か 又 は 特 定 の 種 類 の 癌
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を 患 っ て い る と い う 情 報 を 与 え る 、 発 現 の 存 否 又 は パ タ ー ン を を 示 す こ と の で き る チ ッ プ
を 製 造 す る こ と が で き る 。 或 は 、 試 料 に さ ら さ れ て 読 ま れ て 、 感 染 細 菌 の 種 及 び そ れ を 破
壊 す る 抗 生 物 質 を 示 す プ ロ テ イ ン チ ッ プ を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 接 合 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 一 つ の ペ プ チ ド で あ っ て 、 そ れ を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ の ス プ ラ イ ス 部 位 に
対 応 す る タ ン パ ク 質 領 域 を ま た ぐ 当 該 ペ プ チ ド で あ る 。 接 合 Ｐ Ｅ Ｔ に 結 合 す る よ う に デ ザ
イ ン さ れ た 捕 捉 剤 は 、 染 色 体 再 配 置 例 え ば 癌 と 関 連 す る 染 色 体 再 配 置 に よ り 生 成 さ れ た ス
プ ラ イ ス 変 異 体 並 び に 遺 伝 子 融 合 物 を 検 出 す る た め の 分 析 に 含 ま れ う る 。 か か る 再 配 置 の
検 出 は 、 病 気 例 え ば 癌 の 診 断 へ と 導 き う る 。 今 や 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 が 一 般 的 で あ り 、 Ｒ
Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ を 制 御 す る 機 構 が 様 々 な 生 理 的 過 程 の 制 御 機 構 と し て 進 化 し て き た こ
と が 明 ら か に な り つ つ あ る 。 こ の 発 明 は 、 か か る 種 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現
、 及 び か か る タ ン パ ク 質 の 存 在 と 病 気 又 は 障 害 と の 相 関 関 係 の 検 出 を 可 能 に す る 。 癌 と 関
連 す る 染 色 体 再 配 置 の 例 に は 、 骨 髄 性 白 血 病 及 び 非 リ ン パ 性 急 性 白 血 病 に 関 連 す る 遺 伝 子
Ｆ Ｕ Ｓ － Ｅ Ｒ Ｇ の 間 の 転 座 ｔ (１ ６ ； ２ １ )(ｐ １ １ ； ｑ ２ ２ )(Ichikawa H.等  (1994) Canc
er Res.54(11):2865-8参 照 )； ユ ー イ ン グ 肉 腫 及 び 神 経 上 皮 腫 に 関 連 す る 遺 伝 子 Ｅ Ｒ Ｇ －
Ｅ Ｗ Ｓ の 間 の 転 座 ｔ (２ １ ； ２ ２ )(ｑ ２ ２ ； ｑ １ ２ )(Kaneko Y.等  (1997) Genes Chromoso
mes Cancer 18(3):228-31参 照 )； ｂ ｃ ｌ ２ 遺 伝 子 に 関 与 し 且 つ 濾 胞 性 リ ン パ 腫 と 関 連 す る
転 座 ｔ (１ ４ ； １ ８ )(ｑ ３ ２ ； ｑ ２ １ )； 及 び 肺 胞 横 紋 筋 肉 腫 に 関 連 す る 第 二 染 色 体 上 の Ｐ
Ａ Ｘ ３ 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 と 第 １ ３ 染 色 体 上 の Ｆ Ｋ Ｈ Ｒ 遺 伝 子 と を 並 置 さ せ る 転 座 (Barr 
F.G.等  (1996) Hum.Mol.Genet.5:15-21参 照 )が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 環 境 及 び 産 業 的 診 断 に お け る 応 用 の た め に 、 こ れ ら の 捕 捉 剤 は 、 そ れ ら が 、 生 物 戦 用 の
薬 剤 (例 え ば 、 炭 疽 菌 、 天 然 痘 、 コ レ ラ 毒 素 )に 対 応 す る 一 種 以 上 の Ｐ Ｅ Ｔ 及 び ／ 又 は 他 の
環 境 毒 素 (黄 色 ブ ド ウ 球 菌 ａ － ト キ シ ン 、 志 賀 毒 素 、 １ 型 細 胞 傷 害 性 壊 死 因 子 、 大 腸 菌 熱
安 定 性 毒 素 、 並 び に ボ ツ リ ヌ ス 及 び 破 傷 風 神 経 毒 )又 は ア レ ル ゲ ン に 対 応 す る 一 種 以 上 の
Ｐ Ｅ Ｔ に 結 合 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ る 。 こ れ ら の 捕 捉 剤 は 又 、 細 菌 、 プ リ オ ン 、 寄 生 虫
な ど の 感 染 性 因 子 に 対 応 す る 一 種 以 上 の Ｐ Ｅ Ｔ 又 は ウ イ ル ス (例 え ば 、 １ 型 ヒ ト 免 疫 不 全
ウ イ ル ス (Ｈ Ｉ Ｖ － １ )、 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 、 サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (Ｓ Ｉ Ｖ )、 Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス
(Ｈ Ｃ Ｖ )、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス (Ｈ Ｂ Ｖ )、 イ ン フ ル エ ン ザ 、 口 蹄 疫 ウ イ ル ス 、 及 び エ ボ ラ ウ
イ ル ス )に 対 応 す る Ｐ Ｅ Ｔ に 結 合 す る よ う に デ ザ イ ン す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 下 記 の 部 分 は 、 一 つ の 特 定 の 状 況 に お け る 、 本 発 明 の 診 断 用 途 (血 清 バ イ オ マ ー カ ー ア
ッ セ イ )の 一 般 的 概 念 を 説 明 す る も の で あ る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 ヒ ト の 血 漿 中 で 見 出 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 身 体 中 で 多 く の 重 要 な 機 能 を 行 な っ て い る 。
従 っ て 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 過 剰 又 は 過 少 発 現 は 、 直 ち に 病 気 を 引 き 起 こ し 又 は そ の 存
在 を 示 し う る 。 研 究 は 、 複 雑 な 血 清 プ ロ テ オ ー ム パ タ ー ン が 、 腎 臓 な ど の 器 官 の 根 底 に あ
る 病 理 学 的 状 態 を 反 映 し う る こ と を 示 し て い る (Petricoin等 、 Lancet 359: 572-577, 200
2)。 そ れ 故 、 血 清 試 料 の 入 手 容 易 さ 、 及 び 血 清 が 包 括 的 に ヒ ト の 表 現 型 (特 定 の 時 点 に お
け る 身 体 の 状 態 )の 見 本 に な る と い う 事 実 は 、 血 清 を 、 沢 山 の 応 用 の た め の 魅 力 的 な 選 択
肢 と し 、 該 応 用 に は 、 臨 床 及 び 診 断 応 用 (病 気 の 早 期 の 検 出 及 び 診 断 、 病 気 の 進 行 の 監 視
、 治 療 の 監 視 な ど )、 発 見 的 応 用 (新 規 な バ イ オ マ ー カ ー の 発 見 な ど )、 及 び 薬 物 開 発 (薬 物
の 効 力 と 毒 性 、 及 び 各 個 人 用 の 医 薬 )が 含 ま れ る 。 事 実 、 病 気 の 指 標 と し て の 血 漿 中 の タ
ン パ ク 質 を 測 定 す る 免 疫 ア ッ セ イ に 、 年 間 １ ０ ０ 万 ド ル よ り 多 く が 消 費 さ れ て い る (Plasm
a Proteome Institute (PPI)，  Washington, D.C.)。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 数 十 年 の 調 査 に も か か わ ら ず 、 ５ ０ ０ 程 の 血 漿 中 で 検 出 さ れ る タ ン パ ク 質 の う ち の 、 ひ
と 握 り (約 ２ ０ )の タ ン パ ク 質 が 、 日 常 的 に 診 断 目 的 で 測 定 さ れ て い る だ け で あ る 。 こ れ ら
に は 、 心 臓 発 作 の 指 標 と し て の 心 臓 タ ン パ ク 質 (ト ロ ポ ニ ン 、 ミ オ グ ロ ビ ン 、 ク レ ア チ ン
キ ナ ー ゼ )； 糖 尿 病 の 管 理 の た め の イ ン ス リ ン ； 薬 物 毒 性 の 指 標 と し て の 肝 臓 の 酵 素 (ア ラ
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ニ ン 又 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ )； 及 び 凝 固 異 常 の 管 理 の た め の 凝 固 因 子 が
含 ま れ る 。 血 漿 中 の 約 １ ５ ０ の タ ン パ ク 質 が 、 一 般 的 で な い 病 気 の 診 断 の た め に 、 幾 つ か
の 研 究 室 で 測 定 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 加 え て 、 血 漿 中 の タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も １ ０ ０ 万 倍 濃 度 が 異 な る 。 例 え ば 、 血 清 ア
ル ブ ミ ン は 、 ３ ５ ～ ５ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ (３ ５ ～ ５ ０ × １ ０ 9 ｐ ｇ ／ ｍ Ｌ )の 正 常 濃 度 範 囲 を 有
し 、 重 傷 の 肝 臓 病 又 は 栄 養 不 良 の 指 示 と し て 臨 床 的 に 測 定 さ れ て い る が 、 他 方 、 イ ン タ ー
ロ イ キ ン ６ (Ｉ Ｌ － ６ )は 、 丁 度 ０ ～ ５ ｐ ｇ ／ ｍ Ｌ の 正 常 範 囲 を 有 し 、 炎 症 又 は 感 染 症 の 敏
感 な 指 標 と し て 測 定 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 従 っ て 、 す べ て の 血 清 タ ン パ ク 質 の 参 照 レ ベ ル 、 及 び 任 意 の 条 件 下 で 血 清 タ ン パ ク 質 レ
ベ ル を 測 定 す る た め の 信 頼 で き る ア ッ セ イ に 対 す る 要 求 が あ る 。 し か し な が ら 、 異 質 な 抗
原 に 対 す る 免 疫 ア ッ セ イ の 標 準 化 は 、 約 １ ０ 年 前 に は 殆 ど 不 可 能 で あ っ た (Ekins, Scand 
J Clin Lab Invest. 205:33-46, 1991)。 主 要 な 障 害 の 一 つ は 、 同 じ 標 準 と 分 析 物 を 有 す
る 見 か け の 必 要 性 で あ る 。 こ れ は 、 少 数 の 小 さ い ペ プ チ ド で の み 必 要 と な る だ け で あ る 。
一 層 大 き い ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 で は 、 こ れ ら の 問 題 は 、 一 層 面 倒 に な る 傾 向 が あ る 。
何 故 な ら 、 生 物 学 的 試 料 は 、 し ば し ば 、 分 析 物 の プ ロ 形 態 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 、 断 片 、 及
び 複 合 体 を 含 む か ら で あ る (Stenman, Clinical Chemistry 47:815-820, 2001)。 一 つ の か
か る 問 題 は 、 血 清 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ レ ベ ル の 測 定 に よ っ て 例 示 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ サ ブ フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 は 、 傷 の 治 癒 、 発 生 、 発 癌 、 及 び ア テ ロ ー ム
性 動 脈 硬 化 を 含 む 生 物 学 的 機 能 の 別 種 の ア レ イ を 有 す る 構 造 的 に 関 連 す る 多 機 能 タ ン パ ク
質 の コ レ ク シ ョ ン で あ る 。 少 な く と も ３ つ の 公 知 の 哺 乳 動 物 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ タ ン パ ク 質 (
ベ ー タ １ 、 ベ ー タ ２ 及 び ベ ー タ ３ )が あ り 、 こ れ ら は 、 少 な く と も イ ン ビ ト ロ で 類 似 の 機
能 を 有 す る と 考 え ら れ て い る 。 こ れ ら の ３ つ の イ ソ 型 の 各 々 は 、 プ レ プ ロ タ ン パ ク 質 と し
て 生 成 さ れ 、 迅 速 に 二 量 体 化 さ れ る 。 シ グ ナ ル 配 列 の 喪 失 後 に 、 糖 部 分 が 、 潜 在 関 連 ペ プ
チ ド 即 ち Ｌ Ａ Ｐ と し て 知 ら れ る プ ロ タ ン パ ク 質 領 域 に 付 加 さ れ る 。 加 え て 、 タ ン パ ク 質 分
解 に よ る Ｌ Ａ Ｐ と 成 熟 二 量 体 (機 能 的 タ ン パ ク 質 )と の 間 で の 開 裂 が あ る が 、 開 裂 さ れ た Ｌ
Ａ Ｐ は 、 依 然 成 熟 二 量 体 と 会 合 し た ま ま で 、 小 さ い 潜 在 的 複 合 体 と し て 知 ら れ た 複 合 体 を
形 成 す る 。 分 泌 前 又 は 細 胞 外 環 境 に お い て 、 こ の 小 さ い 潜 在 的 複 合 体 は 、 多 数 の 他 の タ ン
パ ク 質 に 結 合 し て 、 多 数 の 一 層 高 分 子 の 潜 在 的 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の
タ ン パ ク 質 の う ち で 最 も よ く 特 性 決 定 さ れ た も の は 、 潜 在 的 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ 結 合 性 タ ン パ
ク 質 フ ァ ミ リ ー Ｌ Ｔ Ｂ Ｐ １ － ４ 及 び フ ィ ブ リ リ ン － １ 及 び － ２ で あ る (図 ９ 参 照 )。 一 度 細
胞 外 環 境 に 入 れ ば 、 こ の Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ 複 合 体 は 、 一 層 多 く の タ ン パ ク 質 に さ え 結 合 し て
他 の 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 公 知 の 可 溶 性 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、
デ コ リ ン 、 ア ル フ ァ － フ ェ ト プ ロ テ イ ン (Ａ Ｆ Ｐ )、 ベ ー タ グ リ カ ン 細 胞 外 ド メ イ ン 、 β －
ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 、 及 び フ ェ チ ュ イ ン を 包 含 す る 。 様 々 な イ ソ 型 、 複 合 体 、 プ ロ セ ッ シ ン
グ 段 階 な ど を 仮 定 す る と 、 血 清 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 正 確 に 測 定 す る こ と は
非 常 に 困 難 で あ り 、 Ｔ Ｂ Ｇ － ベ ー タ の １ ０ ０ 倍 異 な る 血 清 中 の レ ベ ル が 、 異 な る グ ル ー プ
に よ り 報 告 さ れ て い る (Graingerな ど 、 Cytokine & Growth Factor Reviews 11: 133-145,
 2000参 照 )。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 他 の 問 題 が 、 免 疫 ア ッ セ イ に お け る 抗 動 物 抗 体 の 偽 陽 性 ／ 偽 陰 性 の 効 果 か ら 生 じ る 。 特
に 、 血 清 試 料 中 の 特 異 的 抗 原 に つ い て の サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ に お い て は 、 所 望 の 抗 原
を 捕 捉 す る 代 わ り に 、 固 定 化 し た 捕 捉 用 抗 体 を 血 清 試 料 中 の 抗 動 物 抗 体 に 結 合 す る こ と が
で き 、 こ れ に 更 に 標 識 し た 第 ２ 抗 体 を 結 合 さ せ る こ と が で き 、 偽 陽 性 の 結 果 が 生 じ る 。 他
方 、 多 す ぎ る 抗 動 物 抗 体 は 、 捕 捉 用 抗 体 と 所 望 の 抗 原 と の 間 の 相 互 作 用 、 及 び 標 識 し た 第
二 抗 体 と 所 望 の 抗 原 と の 間 の 相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク し え て 、 偽 陰 性 へ と 導 く 。 こ れ は 、 Rotm
ensch及 び Cole(Lancet 355: 712-715, 2000)に よ る 最 近 の 研 究 で 示 さ れ た 重 大 な 問 題 で あ
り 、 該 研 究 は 、 女 性 が 、 妊 娠 で な い と き の 恒 常 的 に 陽 性 の ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン (ｈ
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Ｃ Ｇ )試 験 結 果 に 基 づ い て 、 妊 娠 後 絨 毛 癌 を 有 す る と 診 断 さ れ た １ ２ 例 す べ て に お い て 、
誤 診 が な さ れ て 、 殆 ど の 女 性 が 、 必 要 の な い 手 術 や 化 学 療 法 に か け ら れ た こ と を 示 し て い
る 。 か か る 抗 動 物 抗 体 と 関 連 す る 診 断 上 の 問 題 は 又 、 他 書 で も 報 告 さ れ て い る (Hennig等
、 The influence of naturally occurring heterophilic anti-immunoglobulin antibodi
es on direct measurement of serum proteins using sandwich ELISAs. Journal of Imm
unological Methods 235: 71-80, 2000; Covinsky等 、 An IgMl Antibody to Escherichia
 coli Produces False-Positive Results in Multiple Immunometric Assay. Clinical C
hemistry 46: 1157-1161, 2000)。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 こ れ ら の す べ て の 問 題 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 効 率 的 に 解 決 す る こ と が で き る 。 血 清
試 料 を 消 化 し て 、 す べ て の 形 態 の 標 的 タ ン パ ク 質 を 均 一 な Ｐ Ｅ Ｔ 含 有 ペ プ チ ド に 変 換 す る
こ と に よ り 、 本 発 明 の 方 法 は 、 試 料 の 複 雑 さ を 大 い に 減 少 さ せ る 。 抗 動 物 抗 体 、 タ ン パ ク
質 複 合 体 、 様 々 な イ ソ 型 は 、 も は や 、 消 化 し た 血 清 試 料 に お い て 、 重 要 な 因 子 で あ る と は
予 想 さ れ ず 、 従 っ て 、 一 層 信 頼 で き る 、 再 現 性 の あ る 、 正 確 な ア ッ セ イ 結 果 を 促 進 す る と
は 予 想 さ れ な い 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 決 し て 一 つ の 特 定 の 血 清 タ ン パ ク 質 例 え ば Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ に 限 ら れ る
も の で は な い 。 そ れ は 、 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 候 補 の 病 気 の バ イ オ マ ー カ ー (例 え ば 、 Ｐ Ｓ
Ａ 、 Ｃ Ａ １ ２ ５ 、 Ｍ Ｍ Ｐ な ど )、 血 清 の 病 気 及 び 病 気 以 外 の バ イ オ マ ー カ ー 、 及 び 急 性 期
応 答 タ ン パ ク 質 を 含 む 広 範 な 血 清 タ ン パ ク 質 に お い て 広 い 応 用 を 有 し て い る 。 例 え ば 、 下
記 の 型 の 血 清 バ イ オ マ ー カ ー の 測 定 は 、 臨 床 及 び 診 断 用 途 で 広 い 応 用 を 有 す る で あ ろ う ：
１ ） 病 状 マ ー カ ー (炎 症 、 感 染 症 な ど の た め の マ ー カ ー )、 及 び ２ ） 薬 物 及 び ホ ル モ ン の 効
果 (例 え ば 、 ア ル コ ー ル 、 ア ン ド ロ ゲ ン 、 抗 癲 癇 薬 、 エ ス ト ロ ゲ ン 、 妊 娠 、 ホ ル モ ン 置 換
療 法 な ど )を 示 す マ ー カ ー を 含 む 病 状 以 外 の マ ー カ ー 。 測 定 す る こ と の で き る 典 型 的 な 血
清 タ ン パ ク 質 に は 、 Ａ ｐ ｏ Ａ － Ｉ 、 ア ン ド ロ ゲ ン 、 Ａ Ａ Ｔ 、 Ａ Ａ Ｇ 、 Ａ ２ Ｍ 、 Ａ Ｉ ｂ 、 Ａ
ｐ ｏ － Ｂ 、 Ａ Ｔ Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｃ ３ 、 Ｃ ｐ 、 Ｃ ４ 、 Ｃ Ｒ Ｐ 、 Ｓ Ａ Ａ 、 Ｈ ｐ 、 Ａ Ｇ Ｐ 、 Ｆ ｂ 、 Ａ Ｐ
、 Ｆ Ｉ Ｂ 、 Ｆ Ｅ Ｒ 、 Ｐ Ａ Ｌ 、 Ｐ Ｓ Ｍ 、 Ｔ ｆ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｆ Ｎ 、 Ｂ
２ Ｍ 、 及 び Ｒ Ｂ Ｐ が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 こ れ ら の 血 清 タ ン パ ク 質 の 一 つ の 好 適 な ア ッ セ イ 法 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 な 捕 捉 剤 及 び 結 合
の 検 出 の た め の 少 な く と も 一 種 の 標 識 し た 第 ２ 捕 捉 剤 を 利 用 す る サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ で
あ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 本 願 の 教 示 に 従 っ て 、 ア レ イ 形 式 で 実 施 す る こ と が で き 、 該
形 式 に お い て は 、 種 々 の 捕 捉 剤 (Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 抗 体 な ど )を 、 単 一 (又 は 少 数 )の マ イ ク ロ ア
レ イ 上 に 、 多 数 の 血 清 バ イ オ マ ー カ ー の 同 時 検 出 ／ 定 量 に 使 用 す る た め に 配 列 さ せ る こ と
が で き る 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 血 液 研 究 財 団 (FBR, メ イ ン 、 Scarborough在 )は 、 血 清 タ ン パ ク 質 の 、 開 業 医 及 び 研 究 者
に よ る 日 々 の 利 用 の た め の 効 用 及 び 説 明 に つ い て の １ ５ ２ 頁 の ガ イ ド を 作 成 し た 。 こ の ガ
イ ド は 、 こ の 主 題 に つ い て の 世 界 の 文 献 の 粋 を 含 み 、 完 全 な 索 引 を 付 け て あ り 、 所 与 の 病
状 (第 Ｉ 部 )並 び に 個 々 の タ ン パ ク 質 (第 Ｉ Ｉ 部 )に よ り 提 示 さ れ て い る 。 こ の 本 は 、 一 般 に
、 試 験 結 果 の 解 釈 並 び に ど の 試 験 を 命 令 す る の が 適 当 で あ る か (又 は 適 当 で な い か )及 び 何
故 か (又 は 何 故 で な い か )に 関 す る 指 針 を 与 え る の に 有 用 で あ る 。 第 Ｉ Ｉ 部 は 、 血 清 タ ン パ
ク 質 に つ い て の 一 般 的 情 報 を カ バ ー し て い る が 、 各 タ ン パ ク 質 に 関 す る 背 景 情 報 に 関 し て
も 助 け と な り う る 。 そ の 全 内 容 を 、 参 考 と し て 、 本 明 細 書 中 に 援 用 す る 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 Ｂ ． 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ
　 こ の 発 明 の 捕 捉 剤 を 含 む 組 成 物 例 え ば マ イ ク ロ ア レ イ 、 ビ ー ズ 又 は チ ッ プ は 、 特 定 の 捕
捉 剤 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 化 合 物 を 同 定 し 、 又 は Ｐ Ｅ Ｔ と の 結 合 に つ い て 競 合 す る
分 子 を 検 出 す る た め の 非 常 に 多 数 の 化 合 物 の 高 ス ル ー プ ッ ト の ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す
る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 天 然 の 又 は 合 成 の 化 合 物 の 大 き い ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
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し て 、 捕 捉 剤 に つ い て の 天 然 又 は 非 天 然 リ ガ ン ド の 競 合 相 手 を 同 定 す る の に 有 用 で あ り 、
そ れ ら は 、 診 断 、 予 知 、 治 療 又 は 科 学 的 に 興 味 深 い も の で あ り う る 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 捕 捉 剤 を 用 い る マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 の 利 用 は 、 正 常 な 及 び 病 気 の 血 清 、 細 胞 及
び 組 織 に 由 来 す る 多 数 の タ ン パ ク 質 の 包 括 的 な プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 可 能 に す る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 例 え ば 、 一 度 マ イ ク ロ ア レ イ が 形 成 さ れ れ ば 、 そ れ を 、 高 ス ル ー プ ッ ト の 薬 物 の 発 見 に
(例 え ば 、 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー の 、 そ れ ら の 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て そ の 活 性 を 調
節 す る 能 力 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ )； 高 ス ル ー プ ッ ト の 標 的 同 定 に (例 え ば 、 タ ン パ ク
質 と 病 気 過 程 と の 相 関 関 係 )； 高 ス ル ー プ ッ ト の 標 的 確 認 に (例 え ば 、 タ ン パ ク 質 を 例 え ば
突 然 変 異 誘 発 に よ り 操 作 し て 、 そ の 操 作 の そ の タ ン パ ク 質 又 は 他 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 効
果 を モ ニ タ ー す る )； 又 は 基 礎 的 研 究 (例 え ば 、 鍵 と な る 発 生 若 し く は 細 胞 周 期 タ イ ム ポ イ
ン ト に お け る タ ン パ ク 質 発 現 パ タ ー ン の 研 究 又 は 様 々 な 刺 激 に 対 す る 応 答 に お け る タ ン パ
ク 質 発 現 パ タ ー ン の 研 究 )に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 関 心 あ る リ ガ ン ド の 活 性 を 調 節 す る 試 験 化 合 物 例 え ば
小 型 分 子 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 具 体 例 に よ れ ば 、 捕 捉 剤 は 、 リ ガ ン ド 及 び 試 験
化 合 物 に さ ら さ れ る 。 次 い で 、 捕 捉 剤 と リ ガ ン ド と の 間 の 結 合 の 存 否 を 検 出 し て 、 試 験 化
合 物 の リ ガ ン ド に 対 す る 調 節 効 果 を 測 定 す る 。 好 適 具 体 例 に お い て 、 同 じ 細 胞 内 の 経 路 で
作 用 す る リ ガ ン ド に 結 合 す る 捕 捉 剤 の マ イ ク ロ ア レ イ を 利 用 し て 、 試 験 化 合 物 の こ れ ら す
べ て の タ ン パ ク 質 に 対 す る 効 果 を 、 並 行 的 様 式 で プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
　 Ｃ ． 薬 物 プ ロ テ オ ミ ク ス
　 本 発 明 の 捕 捉 剤 又 は 該 捕 捉 剤 を 含 む ア レ イ は 又 、 患 者 の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ル と そ
の 患 者 の 外 来 化 合 物 又 は 薬 物 に 対 す る 応 答 の 間 の 関 係 を 研 究 す る た め に 利 用 す る こ と も で
き る 。 治 療 剤 の 代 謝 に お け る 差 異 は 、 投 与 量 と 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 物 と の 血 中 濃 度 の 関 係
を 変 え る こ と に よ り 、 重 大 な 毒 性 又 は 治 療 の 失 敗 へ と 導 き う る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 捕 捉 剤
の 前 述 の 様 式 で の 利 用 は 、 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 物 を 患 者 に 投 与 す べ き か の 決 定 に お い て 、
並 び に  投 薬 量 及 び ／ 又 は そ の 薬 物 を 用 い る 治 療 養 生 法 を ぴ っ た り に 調 整 す る こ と に お い
て 、 内 科 医 又 は 臨 床 医 を 助 け う る 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　 Ｄ ． タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ リ ン グ
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 捕 捉 剤 は 、 任 意 の 生 物 学 的 状 態 の 特 性 決 定 を タ ン パ ク 質 プ ロ フ
ァ イ リ ン グ に よ っ て 可 能 に す る 。 用 語 「 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合
、 所 定 の 条 件 セ ッ ト の 下 で 所 定 の 組 織 又 は 細 胞 に つ い て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 発 現 パ タ ー ン
を 包 含 す る 。 か か る 条 件 に は 、 細 胞 成 長 、 ア ポ ト ー シ ス 、 増 殖 、 分 化 、 ト ラ ン ス フ ォ ー メ
ー シ ョ ン 、 腫 瘍 形 成 、 転 移 、 及 び 発 癌 物 質 へ の 曝 露 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ な い 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 捕 捉 剤 は 又 、 ２ つ の 細 胞 の 又 は 異 な る 細 胞 集 団 の タ ン パ ク 質 発 現 パ タ ー ン を 比
較 す る た め に 利 用 す る こ と も で き る 。 ２ つ の 細 胞 又 は 細 胞 集 団 の タ ン パ ク 質 発 現 を 比 較 す
る 方 法 は 、 特 に 、 生 物 学 的 過 程 の 理 解 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 こ れ ら の 方 法 を 利 用 し て 、
異 な る 条 件 に さ ら さ れ た 同 じ 細 胞 又 は 密 接 に 関 連 す る 細 胞 の タ ン パ ク 質 発 現 パ タ ー ン を 比
較 す る こ と が で き る 。 最 も 典 型 的 に は 、 一 細 胞 又 は 細 胞 集 団 の タ ン パ ク 質 の 内 容 を 、 対 照
細 胞 又 は そ の 集 団 の タ ン パ ク 質 の 内 容 と 比 較 す る 。 上 記 の よ う に 、 こ れ ら の 細 胞 又 は 細 胞
集 団 の 一 方 は 新 生 物 で あ っ て よ く 、 他 方 は 、 そ う で な い 。 他 の 具 体 例 に お い て は 、 ２ つ の
ア ッ セ イ さ れ る 細 胞 又 は 細 胞 集 団 の 一 方 は 、 病 原 体 に 感 染 し て い て よ い 。 或 は 、 ２ つ の 細
胞 又 は 細 胞 集 団 の 一 方 は 、 化 学 的 、 環 境 的 又 は 熱 的 ス ト レ ス に さ ら さ れ て お り 、 他 方 は 、
対 照 と し て 働 く 。 更 な る 具 体 例 に お い て 、 こ れ ら の 細 胞 又 は 細 胞 集 団 の 一 方 を 薬 物 又 は 潜
在 的 薬 物 に さ ら す こ と が で き 、 そ の タ ン パ ク 質 発 現 パ タ ー ン を 対 照 用 細 胞 と 比 較 す る こ と
が で き る 。
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【 ０ ３ ９ １ 】
　 か か る 異 な る タ ン パ ク 質 発 現 を ア ッ セ イ す る 方 法 は 、 新 し い 潜 在 的 薬 物 標 的 の 同 定 及 び
確 認 並 び に 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 こ の 発 明 の 捕 捉 剤 及 び 方 法 を 利 用
し て 、 腫 瘍 細 胞 で 過 剰 発 現 さ れ る が 正 常 細 胞 で は 過 剰 発 現 さ れ な い タ ン パ ク 質 を 同 定 す る
こ と が で き る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 薬 物 介 入 の 標 的 た り う る 。 次 い で 、 こ の 過 剰 発 現 さ れ
る タ ン パ ク 質 の 作 用 に 対 す る 阻 害 剤 を 開 発 す る こ と が で き る 。 或 は 、 こ の 過 剰 発 現 を 阻 止
す る た め の ア ン チ セ ン ス ス ト ラ テ ジ ー を 開 発 す る こ と が で き る 。 他 の 例 に お い て 、 薬 物 又
は 潜 在 的 薬 物 に さ ら さ れ た 細 胞 又 は 細 胞 集 団 の タ ン パ ク 質 発 現 パ タ ー ン を 、 そ の 薬 物 に さ
ら さ れ て な い 他 の 細 胞 又 は 細 胞 集 団 の そ れ と 比 較 す る こ と が で き る 。 こ の 比 較 は 、 こ の 薬
物 が 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 し て 所 望 の 効 果 (薬 物 効 力 )を 有 す る か ど う か 及 び こ の 細 胞 又 は 細
胞 集 団 の 他 の タ ン パ ク 質 も 影 響 さ れ る か ど う か (薬 物 特 異 性 )に つ い て の 洞 察 を 与 え る 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
　 Ｅ ． タ ン パ ク 質 の 配 列 決 定 、 精 製 及 び 特 性 決 定
　 本 発 明 の 捕 捉 剤 は 又 、 タ ン パ ク 質 配 列 決 定 に 利 用 す る こ と も で き る 。 簡 単 に い え ば 、 ユ
ニ ー ク な 認 識 配 列 の 公 知 の 組 合 せ と 相 互 作 用 す る 捕 捉 剤 が 増 す 。 そ の 後 、 関 心 あ る タ ン パ
ク 質 を 、 こ こ に 記 載 の 方 法 を 利 用 し て 断 片 化 し て ペ プ チ ド の 集 合 を 生 成 し て か ら 、 そ の 試
料 を こ れ ら の 捕 捉 剤 と 相 互 作 用 さ せ る 。 ペ プ チ ド の 集 合 と こ れ ら の 捕 捉 剤 と の 間 の 相 互 作
用 パ タ ー ン に 基 づ い て 、 ペ プ チ ド の 集 合 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 読 す る こ と が で き る 。 好 適 具
体 例 に お い て 、 こ れ ら の 捕 捉 剤 は 、 ア レ イ 上 に 、 ペ プ チ ド － 捕 捉 剤 相 互 作 用 の 容 易 な 測 定
を 与 え る 予 め 決 め た 位 置 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 配 列 決 定 方 法 は 、 更 に 、 ア
ミ ノ 酸 多 型 (例 え ば 、 関 心 あ る タ ン パ ク 質 中 の 単 一 の ア ミ ノ 酸 多 型 又 は 突 然 変 異 )の 同 定 を
も 可 能 に す る 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
　 他 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の 捕 捉 剤 は 又 、 タ ン パ ク 質 精 製 に 利 用 す る こ と も で き る 。
こ の 具 体 例 に お い て 、 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 リ ガ ン ド ／ ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ と し て 作 用 し て 、 タ ン パ
ク 質 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 を 可 能 に す る 。 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 に 露 出 し た Ｐ Ｅ Ｔ に 対 し て
高 め ら れ た 捕 捉 剤 は 、 関 心 あ る カ ラ ム に 、 当 分 野 で 公 知 の 技 術 を 利 用 し て 結 合 す る こ と が
で き る 。 カ ラ ム の 選 択 は 、 捕 捉 剤 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 依 存 し 、 そ の 末 端 は 、 マ ト リ ク ス に 結
合 さ れ る 。 例 え ば 、 捕 捉 剤 の ア ミ ノ 末 端 が マ ト リ ク ス に 結 合 す る べ き も の で あ れ ば 、 ア フ
ィ ゲ ル (Biorad)な ど の マ ト リ ク ス を 利 用 す る こ と が で き る 。 シ ス テ イ ン 残 基 に よ る 結 合 が
が 望 ま し い な ら ば 、 エ ポ キ シ － セ フ ァ ロ ー ス － ６ Ｂ カ ラ ム (Pharmacia)を 利 用 す る こ と が
で き る 。 次 い で 、 関 心 あ る タ ン パ ク 質 を 含 む 試 料 を 、 こ の カ ラ ム を 通 し て 流 し 、 関 心 あ る
タ ン パ ク 質 を 、 例 え ば 、 J. Nilsson等  (1997) 「 Affinity fusion strategies for detec
tion, purification, and immobilization of recombinant proteins」 , Protein Expres
sion and Purification, 11:11-16 (内 容 を 参 考 と し て 援 用 す る )に 記 載 さ れ た よ う な 当 分
野 で 公 知 の 技 術 を 利 用 し て 溶 出 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 発 明 の こ の 具 体 例 は 又 、 研 究 す
べ き タ ン パ ク 質 へ の 人 工 的 な ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ の 導 入 を 必 要 と せ ず に 、 ネ イ テ ィ ブ な 条
件 下 で の タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 特 性 決 定 を も 可 能 に す る 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
　 更 に 別 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の 捕 捉 剤 は 、 タ ン パ ク 質 の 特 性 決 定 に 利 用 す る こ と が
で き る 。 同 じ 遺 伝 子 産 物 の 択 一 的 形 態 例 え ば 異 な る 翻 訳 後 修 飾 (例 え ば 、 同 じ タ ン パ ク 質
の リ ン 酸 化 対 非 リ ン 酸 化 バ ー ジ ョ ン 又 は 同 じ タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 対 非 グ リ コ シ ル 化
バ ー ジ ョ ン )を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た 遺 伝 子 産 物 を 識 別 す
る 捕 捉 剤 を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
　 こ の 発 明 の 有 用 性 は 、 診 断 に 限 ら れ な い 。 こ こ に 記 載 し た シ ス テ ム 及 び 方 法 は 又 、 ス ク
リ ー ニ ン グ に も 有 用 で あ り 得 、 病 気 の 結 果 を 予 測 し 、 治 療 様 式 の 示 唆 を 病 的 細 胞 の プ ロ フ
ァ イ リ ン グ 、 通 常 の 病 変 の 結 果 の 予 測 及 び 病 変 の 悪 性 形 質 転 換 に 対 す る 罹 病 性 に 基 づ い て
与 え る 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
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　 Ｆ ． 翻 訳 後 修 飾 の 検 出
　 主 題 の コ ン ピ ュ ー タ ー で 生 成 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ は 、 翻 訳 後 修 飾 の 適 当 な 存 否 に よ っ て 分 析 す
る こ と も で き る 。 １ ０ ０ を 超 え る か か る 異 な る ア ミ ノ 酸 残 基 の 修 飾 が 知 ら れ て お り 、 例 に
は 、 ア シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 脱 ア ミ ド 化 、 プ レ ニ ル 化 (例 え ば 、 フ ァ ル ネ シ ル 化 又 は ゲ ラ ニ
ル 化 )、 ホ ル ミ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 リ ン
酸 化 、 ユ ビ キ チ ン 化 、 リ ボ シ ル 化 及 び 硫 酸 化 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ な い 。 所 定 の
ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 推 定 の 翻 訳 後 修 飾 を 測 定 で き る 配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア に は 、 真 核 生
物 の タ ン パ ク 質 に お け る セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 及 び チ ロ シ ン リ ン 酸 化 部 位 (http://www.cbs.
dtu.dk/services/Net- Phos/か ら 入 手 可 能 )、 Ｇ Ｐ Ｉ 修 飾 部 位 予 測 (http://mendel.imp.un
ivie.ac.at/gpi か ら 入 手 可 能 )に つ い て の ニ ュ ー ラ ル ネ ッ ト ワ ー ク 予 測 を 生 成 す る Ｎ ｅ ｔ
Ｐ ｈ ｏ ｓ サ ー バ ー 及 び 全 タ ン パ ク 質 分 析 の た め の  Ｅ ｘ Ｐ Ａ Ｓ ｙ プ ロ テ オ ミ ク ス  サ ー バ ー
(www.expasy.ch/tools/よ り 入 手 可 能 )が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
　 あ る 具 体 例 に お い て 、 好 適 Ｐ Ｅ Ｔ 部 分 は 、 翻 訳 後 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 試 料 調 製
及 び ／ 又 は 捕 捉 剤 と の 相 互 作 用 を 複 雑 に す る の で 、 如 何 な る 翻 訳 後 修 飾 を も 欠 く も の で あ
る 。 上 記 に も か か わ ら ず 、 関 心 あ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 示 す こ と の で き る Ｐ Ｅ
Ｔ の 翻 訳 後 修 飾 形 態 を 識 別 す る こ と の で き る 捕 捉 剤 を 生 成 し て 、 本 発 明 に お い て 利 用 す る
こ と が で き る 。 非 常 に 一 般 的 な 例 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 中 の セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 又 は チ ロ シ ン
基 の ア ミ ノ 酸 側 鎖 の Ｏ Ｈ 基 の リ ン 酸 化 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド に 依 っ て 、 こ の 修 飾 は 、 そ の
機 能 活 性 を 増 大 又 は 減 少 さ せ う る 。 一 具 体 例 に お い て 、 主 題 の 発 明 は 、 一 種 以 上 の タ ン パ
ク 質 の 様 々 な 翻 訳 後 修 飾 形 態 の 識 別 力 の あ る 結 合 及 び 同 定 を 与 え る よ う に 、 多 彩 に さ れ た
捕 捉 剤 の ア レ イ を 提 供 す る 。 好 適 な 別 の 具 体 例 に お い て 、 主 題 の 発 明 は 、 関 心 あ る 修 飾 と
ユ ニ ー ク に 結 合 し た 一 種 以 上 の Ｐ Ｅ Ｔ に 対 す る 特 異 的 結 合 を 与 え る よ う に 多 彩 で あ る 捕 捉
剤 の ア レ イ を 提 供 し 、 該 修 飾 自 体 は 、 そ れ を 特 異 的 に 認 識 す る 標 識 し た 第 二 抗 体 な ど の 更
な る 薬 剤 (例 え ば 、 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 )に よ っ て 容 易 に 検 出 及 び ／ 又 は 定 量 さ れ う る 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
　 一 般 的 意 味 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 の 修 飾 を 検 出 ／ 定 量 す る た め の 一 般 的 手
段 を 提 供 す る 。 「 修 飾 」 は 、 こ こ で は 、 一 般 的 に 、 翻 訳 後 修 飾 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 、
多 型 、 挿 入 、 欠 失 、 点 突 然 変 異 な ど を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 任 意 の 種 類 の 非 野 生 型 の
変 化 を 指 す 。 試 料 中 に 存 在 す る 潜 在 的 標 的 タ ン パ ク 質 内 の 特 異 的 修 飾 を 検 出 ／ 定 量 す る た
め に 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 配 列 を 、 先 ず 、 分 析 し て 、 潜 在 的 修 飾 部 位 (例 え ば 、 特 異 的 キ ナ
ー ゼ の た め の リ ン 酸 化 部 位 )を 同 定 す る 。 次 に 、 か か る 修 飾 部 位 を 含 む 標 的 タ ン パ ク 質 の
潜 在 的 断 片 を 同 定 す る 。 こ の 断 片 は 、 選 択 し た 処 理 方 法 例 え ば ト リ プ シ ン 消 化 又 は 他 の プ
ロ テ ア ー ゼ に よ る 消 化 又 は 信 頼 で き る 化 学 的 断 片 化 に 特 異 的 で あ る 。 次 い で 、 修 飾 部 位 含
有 断 片 内 の (及 び 該 断 片 に ユ ニ ー ク な )Ｐ Ｅ Ｔ を 、 本 発 明 の 方 法 を 利 用 し て 同 定 す る こ と が
で き る 。 ２ つ 以 上 の 方 法 の 組 合 せ を 利 用 す る 断 片 化 も 又 、 企 図 さ れ る 。 こ の 断 片 の サ イ ズ
の 絶 対 的 な 予 測 精 度 は 、 望 ま し い が 、 該 断 片 が 所 望 の Ｐ Ｅ Ｔ 及 び 修 飾 部 位 を 常 に 含 有 す る
な ら ば 、 必 要 で は な い 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
　 同 定 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 な 抗 体 又 は 他 の 捕 捉 剤 が 得 ら れ る 。 こ の 捕 捉 剤 を 、 次 い で 、
サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 形 式 で 用 い て 、 修 飾 を 含 む 捕 捉 さ れ た 断 片 を 検 出 す る (図 ２ ２ 参
照 )。 こ の Ｐ Ｅ Ｔ の 部 位 は 、 翻 訳 後 修 飾 部 位 に 近 い 。 従 っ て 、 Ｐ Ｅ Ｔ へ の 捕 捉 剤 に よ る 結
合 は 、 こ の 修 飾 残 基 に 特 異 的 な 検 出 剤 の 結 合 に 干 渉 し な い で あ ろ う 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　 こ の 発 明 の こ の 面 の 少 数 の 特 別 の 具 体 例 を 、 下 記 に 一 層 詳 細 に 記 載 す る 。 説 明 目 的 の た
め に の み 、 下 記 の こ の 発 明 の 様 々 な 具 体 例 に お け る 捕 捉 剤 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 な 抗 体 で あ
る 。 し か し な が ら 、 上 記 の 任 意 の 捕 捉 剤 が 下 記 の 具 体 例 の 各 々 に お い て 利 用 で き る と い う
こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ４ ０ １ 】
　 (ｉ )
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　 リ ン 酸 基 の タ ン パ ク 質 へ の 可 逆 的 な 付 加 は 、 真 核 細 胞 内 の シ グ ナ ル 伝 達 に 重 要 で あ り 、
そ の 結 果 、 タ ン パ ク 質 リ ン 酸 化 及 び 脱 リ ン 酸 化 は 、 多 く の 多 様 な 細 胞 内 過 程 を 制 御 す る 。
試 料 中 の リ ン 酸 化 ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 及 び ／ 又 は そ の 量 を 定 量 す る た め に 、 抗 ホ ス ホ ア
ミ ノ 酸 抗 体 を 利 用 し て 、 ホ ス ホ ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
　 多 く の 市 販 の ホ ス ホ チ ロ シ ン 特 異 的 抗 体 が あ り 、 そ れ ら は 、 本 発 明 に お い て 用 い る た め
に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 単 に 説 明 の た め に 、 Abcam社 (英 国 、 Cambridge在 )の ホ ス ホ チ
ロ シ ン 抗 体 (ａ ｂ ２ ２ ８ ７ )[１ ３ Ｆ ９ ]は 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ イ ソ 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
り 、 ホ ス ホ チ ロ シ ン と 特 異 的 に 反 応 し て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 並 び に ホ ス ホ セ リ ン 及 び ホ ス ホ ス レ
オ ニ ン を 用 い る 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 最 少 の 反 応 性 を 示 す 。 こ の 抗 体 は 、 遊 離 の ホ ス ホ
チ ロ シ ン 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン 又 は Ｂ Ｓ Ａ な ど の キ ャ リ ア ー と 結 合 さ せ た ホ ス ホ チ ロ シ ン と 反
応 し て 、 未 刺 激 の 及 び 刺 激 さ れ た 細 胞 溶 解 物 の 両 方 の タ ン パ ク 質 中 の ホ ス ホ チ ロ シ ン の 存
在 を 検 出 す る 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　 同 様 に 、 RESEARCH DIAGNOSTICS INC (ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 、 Flanders在 ) は 、 幾 つ か の 類
似 の 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 を 提 供 し て い る 。 そ れ ら の 内 で 、 Ｒ Ｄ Ｉ － Ｐ Ｈ Ｏ Ｓ Ｔ Ｙ Ｒ ａ ｂ
ｍ ｂ は 、 マ ウ ス ｍ Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ イ ソ 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 ホ ス ホ チ ロ シ ン 含 有 タ
ン パ ク 質 と 強 く 特 異 的 に 反 応 し て 、 ホ ス ホ チ ロ シ ン に よ り 特 異 的 に ブ ロ ッ ク さ れ う る 。 ホ
ス ホ ス レ オ ニ ン 又 は ホ ス ホ セ リ ン の 何 れ と の 反 応 も 検 出 さ れ な い 。 こ の 抗 体 は 、 広 い 種 間
交 差 反 応 性 を 有 す る よ う で あ り 、 ヒ ト 、 ニ ワ ト リ 、 カ エ ル 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 及 び イ ヌ 起 源
の 様 々 な チ ロ シ ン リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 と 反 応 性 で あ る よ う で あ る 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
　 RESEARCH DIAGNOSTICS INC は 又 、 Ｒ Ｄ Ｉ － Ｐ Ｈ Ｏ Ｓ Ｓ Ｅ Ｒ ａ ｂ ｒ な ど の ホ ス ホ セ リ ン
特 異 的 な 抗 体 も 提 供 し て お り 、 こ れ は 、 ホ ス ホ セ リ ン 含 有 タ ン パ ク 質 に 対 し て 作 成 さ れ た
ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た ウ サ ギ 抗 体 で あ る 。 こ の 抗 体 は 、 セ リ ン が リ ン 酸 化 さ れ た タ ン
パ ク 質 と 特 異 的 に 反 応 し 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ れ ば 、 他 の ホ ス ホ ス レ オ ニ ン 又 は
ホ ス ホ チ ロ シ ン と の 有 意 の 交 差 反 応 性 を 示 さ な い 。 こ の 抗 体 は 、 製 造 業 者 の 示 唆 に 従 っ て
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 適 し て い る 。 こ の 会 社 は 又 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ホ ス ホ セ リ ン
抗 体 Ｒ Ｄ Ｉ － Ｐ Ｈ Ｏ Ｓ Ｓ Ｅ ａ ｂ ｍ を も 提 供 し 、 こ れ は 、 リ ン 酸 化 さ れ た セ リ ン (遊 離 の ア
ミ ノ 酸 又 は Ｂ Ｓ Ａ 若 し く は Ｋ Ｌ Ｈ な ど の キ ャ リ ア ー に 結 合 さ れ た も の )と 特 異 的 に 反 応 す
る 。 非 リ ン 酸 化 セ リ ン 、 ホ ス ホ ス レ オ ニ ン 、 ホ ス ホ チ ロ シ ン 、 Ａ ｍ ｐ Ｍ Ｐ 又 は Ａ Ｔ Ｐ と の
交 差 反 応 性 は 認 め ら れ な い 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
　 Ｒ Ｄ Ｉ － Ｐ Ｈ Ｏ Ｓ Ｔ Ｈ Ｒ ａ ｂ ｒ は 、 RESEARCH DIAGNOSTICS INCか ら 提 供 さ れ る ア フ ィ ニ
テ ィ ー 単 離 さ れ た ウ サ ギ 抗 ホ ス ホ ス レ オ ニ ン 抗 体 (抗 ｐ Ｔ )で あ る 。 抗 原 捕 捉 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及
び 抗 体 捕 捉 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 両 方 と も 、 抗 ホ ス ホ ス レ オ ニ ン 抗 体 が 、 ス レ オ ニ ン リ ン 酸 化 タ ン
パ ク 質 、 ホ ス ホ ス レ オ ニ ン 及 び リ ジ ン － ホ ス ホ ス レ オ ニ ン － グ リ シ ン ラ ン ダ ム ポ リ マ ー を
認 識 す る こ と を そ れ ぞ れ 示 し た 。 直 接 的 、 競 合 的 抗 原 捕 捉 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 、 こ れ ら の 抗 体 が
、 遊 離 の ホ ス ホ ス レ オ ニ ン 、 ホ ス ビ チ ン に よ り 特 異 的 に 阻 害 さ れ る が 、 有 利 の ホ ス ホ セ リ
ン 、 ホ ス ホ チ ロ シ ン 、 ス レ オ ニ ン 及 び Ａ Ｔ Ｐ に よ っ て は 阻 害 さ れ な い こ と を 示 し た 。 こ の
会 社 は 又 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ホ ス ホ ス レ オ ニ ン 抗 体 Ｒ Ｄ Ｉ － Ｐ Ｈ Ｏ Ｓ Ｔ
Ｈ ａ ｂ ｍ を も 提 供 し 、 こ れ は 、 リ ン 酸 化 さ れ た ス レ オ ニ ン (遊 離 の ア ミ ノ 酸 又 は Ｂ Ｓ Ａ 若
し く は Ｋ Ｌ Ｈ な ど の キ ャ リ ア ー と 結 合 し た も の )と 特 異 的 に 反 応 す る 。 非 リ ン 酸 化 ス レ オ
ニ ン 、 ホ ス ホ セ リ ン 、 ホ ス ホ チ ロ シ ン 、 Ａ ｍ ｐ Ｍ Ｐ 又 は Ａ Ｔ Ｐ と の 交 差 反 応 性 は 認 め ら れ
な い 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
　 Molecular Probe(オ レ ゴ ン 、 Eugene在 )は 、 小 さ い 分 子 蛍 光 体 ホ ス ホ セ ン サ ー (Ｐ ｒ ｏ －
Ｑ  Ｄ ｉ ａ ｍ ｏ ｎ ｄ  ｄ ｙ ｅ と 呼 ぶ )を 開 発 し た が 、 こ れ は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 提 示 さ れ
た ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 中 の リ ン 酸 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 の 超 高 感 度 の 包 括 的 検 出 及 び
定 量 を す る こ と が で き る 。 蛍 光 Ｐ ｒ ｏ － Ｑ  Ｄ ｉ ａ ｍ ｏ ｎ ｄ ホ ス ホ セ ン サ ー 色 素 技 術 の 有
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用 性 は 、 リ ン タ ン パ ク 質 及 び ホ ス ホ ペ プ チ ド 並 び に 小 型 化 マ イ ク ロ ア レ イ ア ッ セ イ 形 式 で
行 な わ れ る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 反 応 を 利 用 し て 示 さ れ る (Martin,等 、 Proteomics 3:1244-
1255, 2003)。 検 出 の た め の 蛍 光 又 は 酵 素 タ グ で 標 識 さ れ た ホ ス ホ ア ミ ノ 酸 選 択 的 抗 体 を
適 用 す る 代 わ り に 、 小 さ い 、 蛍 光 プ ロ ー ブ を リ ン 酸 化 状 態 の 汎 用 セ ン サ ー と し て 用 い る 。
様 々 な 市 販 の タ ン パ ク 質 ア レ イ 基 材 上 の リ ン 酸 化 の 検 出 限 界 は 、 リ ン 酸 残 基 の 数 に 依 っ て
、 ３ １ ２ ～ ６ ２ ５ ｆ ｇ で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 Ｐ ｒ ｏ － Ｑ  Ｄ ｉ ａ ｍ ｏ ｎ ｄ 色 素 に よ る
固 定 化 ペ プ チ ド 標 的 の 酵 素 的 リ ン 酸 化 の 特 性 表 示 は 、 特 異 的 ペ プ チ ド 標 識 と 非 特 異 的 ペ プ
チ ド 標 識 と の 間 の 区 別 を 、 ピ コ グ ラ ム か ら サ ブ ピ コ グ ラ ム レ ベ ル の 検 出 感 度 で 容 易 に 与 え
る 。 Martin等 (前 出 )は 又 、 適 当 な プ ロ ト コ ー ル 、 Ｐ ｒ ｏ － Ｑ 染 色 で 、 特 に マ イ ク ロ ア レ イ
上 の ペ プ チ ド に つ い て 用 い る 器 具 を も 詳 細 に 記 載 し て い る (そ の 全 内 容 を 、 参 考 と し て 、
本 明 細 書 中 に 援 用 す る )。
【 ０ ４ ０ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 中 の 修 飾 ア ミ ノ 酸 の 質 量 分 析 に よ る 同 定 な ど の 他 の 方 法 を 超 え る こ の 方 法 の
利 点 の 一 つ は 、 本 発 明 は 、 高 価 な 器 具 に 依 存 せ ず 、 そ れ 故 、 小 さ い 又 は 大 き い 研 究 室 で 、
産 業 又 は 学 術 的 環 境 で 、 同 様 に 用 い る た め に 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き る ず っ と 簡 単 な
技 術 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 を 利 用 し て 、 特 異 的 キ ナ ー ゼ 又 は キ ナ ー ゼ サ ブ フ ァ ミ リ ー の
潜 在 的 基 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。 公 知 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の 数 が 常 に 加 速 す る ペ ー
ス で 増 大 す る に つ れ て 、 細 胞 内 で ど の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ が ど の 基 質 と 相 互 作 用 す る か を
決 定 す る こ と は 、 一 層 興 味 深 い も の と な っ て き て い る 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
　 公 知 の 基 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト に よ り 共 通 の リ ン 酸 化 部 位 の モ チ ー フ を 決
定 す る こ と は 、 こ の 仕 事 に お い て 有 用 で あ る こ と が わ か っ て い る 。 こ れ ら の モ チ ー フ は 、
潜 在 的 タ ン パ ク 質 基 質 中 の 特 異 的 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の た め の リ ン 酸 化 部 位 を 予 想 す る の
に 役 立 ち う る 。 下 記 の 表 は 、 単 に 、 様 々 な よ く 研 究 さ れ た プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の た め の 特
異 性 モ チ ー フ に つ い て の 公 知 の デ ー タ の 幾 つ か を 、 特 定 の タ ン パ ク 質 中 の 公 知 の リ ン 酸 化
部 位 の 例 と 共 に ま と め た も の で あ る (一 層 広 範 囲 の 一 覧 に つ い て は 、 Pearson, R.B., 及 び
Kemp, B.E. (1991)(T.Hunter及 び B.M.Sefton(編 )、 Methods in Enzymology Vol. 200, p.
62-81. San Diego: Academic Press中 )を 参 照 さ れ た い (参 考 と し て 援 用 す る ))。 リ ン ア ク
セ プ タ ー は 、 太 字 で 示 し て あ り 、 特 定 の 残 基 で 交 換 可 能 に 機 能 し う る ア ミ ノ 酸 は 、 ス ラ ッ
シ ュ (／ )に よ り 分 離 さ れ て お り 、 認 識 に 強 く 寄 与 す る と は 思 わ れ な い 残 基 は 、 「 Ｘ 」 で 示
さ れ て い る 。 幾 つ か の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 例 え ば Ｃ Ｋ Ｉ 及 び Ｇ Ｓ Ｋ － ３ は 、 ホ ス ホ ア ミ ノ
酸 残 基 を 、 そ れ ら の 認 識 モ チ ー フ に 含 ん で お り 、 「 階 層 的 」 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ と 呼 ば れ
て き た (総 説 と し て は 、 Roach, J.Biol.Chem. 266, 14139-14142, 1991を 参 照 さ れ た い )。
そ れ ら は 、 し ば し ば 、 そ れ ら 自 身 の リ ン 酸 化 部 位 の 近 く の 残 基 に お け る 他 の キ ナ ー ゼ に よ
る 事 前 の リ ン 酸 化 を 必 要 と す る 。 Ｓ (ｐ )は 、 か か る 先 在 す る ホ ス ホ セ リ ン 残 基 を 表 し て い
る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
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【 ０ ４ １ １ 】

　 １ ． Kennelly, P.J.及 び Krebs, E.G. (1991) J.Biol.Chem. 266, 15555-15558.
　 ２ ． Pearson, R.B.及 び Kemp, B.E. (1991)(T.Hunter及 び B.M.Sefton(編 )、 Methods in 
Enzymology Vol. 200, p.62-81. San Diego: Academic Press中 )
　 ３ ． Roach, P.J. (1991) J.Biol.Chem. 266, 14139-14142.
　 ４ ． Flotow, H.等 、 (1990) J.Biol.Chem. 265, 14264-14269.
　 ５ ． Russo, G.L.等 、 (1992) J.Biol.Chem. 267, 20317-20325.
　 ６ ． Fiol, C.J.等 、 (1990) J.Biol.Chem. 265, 6061-6065.
　 ７ ． Davis, R.J. (1993) J.Biol.Chem. 268, 14553-14556.
　 ８ ． Songyang, Z.等 、 (1995) Nature 373, 536-539.
　 ９ ． Geahlen, R.L.及 び Harrison, M.L. (1990)(B.E. Kemp(編 )、 Peptides and Protein
 Phosphorylation, (p.239-253). Boca Raton: CRC Press中 )
【 ０ ４ １ ２ 】
　 し か し な が ら 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の 特 異 性 の 決 定 基 は 複 雑 な ３ 次 元 的 相 互 作 用 を 含 ん
で い る の で 、 こ れ ら の モ チ ー フ (ホ ス ホ ア ク セ プ タ ー 残 基 周 辺 の 一 次 構 造 を 記 述 す る 短 い
ア ミ ノ 酸 配 列 )は 、 重 大 な 問 題 の 単 純 化 し す ぎ で あ る 。 そ れ ら は 、 可 能 な 二 次 及 び 三 次 構
造 エ レ メ ン ト 、 又 は 他 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 若 し く は 同 じ 鎖 内 の 離 れ た 位 置 か ら の 決 定 基 を 考
慮 し て い な い 。 そ の 上 、 特 定 の 特 異 性 モ チ ー フ 中 に 記 載 さ れ た 残 基 の す べ て が 、 キ ナ ー ゼ
に よ る 認 識 及 び リ ン 酸 化 の 決 定 に お い て 同 じ 影 響 力 を 有 し う る 訳 で は な い 。 加 え て 、 潜 在
的 認 識 配 列 は 、 生 理 的 条 件 下 で 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 の 四 次 構 造 の 内 側 深 く に 埋 め ら れ う る
も の で あ り 、 従 っ て 、 イ ン ・ ビ ボ で は 決 し て 接 近 す る こ と は で き な い 。 結 論 と し て 、 そ れ
ら は 、 用 心 し て 利 用 す べ き で あ る 。 本 発 明 は 、 全 プ ロ テ オ ー ム に 基 づ く 、 イ ン ・ ビ ボ (又
は 、 イ ン ・ ビ ボ )で 関 心 の あ る キ ナ ー ゼ に よ っ て 現 実 に リ ン 酸 化 さ れ る す べ て の 潜 在 的 な
キ ナ ー ゼ の 基 質 の 正 体 を 決 定 す る た め の 速 く て 便 利 な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ４ １ ３ 】
　 特 に 、 キ ナ ー ゼ の コ ン セ ン サ ス 認 識 配 列 (又 は 、 キ ナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー が 共 有 す る 基 質 特
異 性 )は 、 例 え ば 、 Pearson及 び Kemp又 は 他 の キ ナ ー ゼ 基 質 モ チ ー フ デ ー タ ベ ー ス に 基 づ い
て 同 定 さ れ う る 。 例 え ば 、 Ａ Ｋ Ｔ (又 は Ｐ Ｋ Ｂ )キ ナ ー ゼ は 、 コ ン セ ン サ ス リ ン 酸 化 部 位 配
列 Ｒ Ｘ Ｒ Ｘ Ｘ Ｓ ／ Ｔ を 有 す る 。 潜 在 的 認 識 配 列 を 含 む 生 物 (例 え ば 、 ヒ ト )中 の す べ て の タ
ン パ ク 質 は 、 日 常 的 な 配 列 検 索 に よ っ て 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 を 利
用 し て 、 認 識 モ チ ー フ と 少 な く と も 一 つ の Ｐ Ｅ Ｔ の 両 方 を 含 む こ れ ら の 潜 在 的 基 質 の 断 片
を 、 予 め 決 め た 処 理 (例 え ば 、 ト リ プ シ ン 消 化 )の 後 に 生 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 同
定 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ の 各 々 に 対 す る 抗 体 (又 は 他 の 捕 捉 剤 )を 高 め 、 ア レ イ 上 に プ リ ン ト し て 、
い わ ゆ る 「 キ ナ ー ゼ チ ッ プ 」 (こ の 場 合 、 Ａ Ｋ Ｔ チ ッ プ )を 生 成 す る こ と が で き る 。 こ の チ
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ッ プ を 利 用 し て 、 研 究 す べ き 任 意 の 試 料 を 上 記 の よ う に 処 理 し て か ら 、 該 チ ッ プ と イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 そ れ で 、 す べ て の 潜 在 的 認 識 部 位 を 含 む 断 片 を 捕 捉 す る こ と が で き る 。 任 意
所 定 の 「 ス ポ ッ ト 」 (特 定 の 潜 在 的 基 質 )に お け る リ ン 酸 化 の 存 否 を 、 例 え ば 、 標 識 し た 第
二 抗 体 に よ っ て 検 出 ／ 定 量 す る こ と が で き る (図 １ ０ 参 照 )。 こ う し て 、 こ の 条 件 下 で 、 こ
の 生 物 中 の す べ て の Ａ Ｋ Ｔ 基 質 の 正 体 を 、 一 実 験 で 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の ア レ イ は
、 ア レ イ 上 の 結 合 し た ペ プ チ ド を 溶 離 さ せ る こ と に よ り 、 他 の 試 料 に つ い て は 拒 絶 さ れ う
る 。 種 々 の ア レ イ を 、 好 ま し く は 同 じ 実 験 で 、 組 み 合 せ て 利 用 し て 、 多 数 の キ ナ ー ゼ に 対
す る 基 質 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ １ ４ 】
　 チ ロ シ ン 残 基 の 可 逆 的 リ ン 酸 化 は 、 細 胞 シ グ ナ リ ン グ 、 分 化 、 及 び 成 長 な ど の 生 物 学 的
過 程 の 調 節 に と っ て 重 要 な 機 構 で あ り 、 も し 統 制 解 除 さ れ れ ば 、 様 々 な 種 類 の 癌 を 生 じ う
る 。 そ れ 故 、 こ れ ら の 動 的 な 細 胞 過 程 の 分 子 レ ベ ル で の 理 解 は 、 同 時 に 並 び に 経 時 的 に 、
多 く の タ ン パ ク 質 を 横 切 る チ ロ シ ン リ ン 酸 化 部 位 に お け る 変 化 を 評 価 す る 能 力 を 必 要 と す
る 。 従 っ て 、 他 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 に 特 定 の 処 理 を し た 後 (例 え ば 、 特 定
の 成 長 因 子 又 は サ イ ト カ イ ン 処 理 を 試 料 細 胞 に 加 え る 前 後 )に 活 性 化 さ れ る 様 々 な シ グ ナ
ル 変 換 経 路 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 同 じ 方 法 を 利 用 し て 、 患 者 に 由 来 す る 病 気 の 試 料
と 同 じ 患 者 の 正 常 試 料 中 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 状 態 を 比 較 す る こ と も で き る 。
【 ０ ４ １ ５ 】
　 様 々 な 生 物 に 存 在 す る 様 々 な シ グ ナ ル 変 換 経 路 に つ い て の 知 識 は 、 目 覚 し い ペ ー ス で 蓄
積 さ れ つ つ あ る 。 Science誌 の Ｓ Ｔ Ｋ Ｅ (Signal Transduction Knowledge Environment)は
、 公 知 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 、 そ れ ら の 重 要 成 分 、 該 成 分 間 の 関 係 (阻 害 、 刺 激 な ど )、 及 び
異 な る 経 路 の キ ー メ ン バ ー 間 の ク ロ ス ト ー ク の 包 括 的 で 膨 張 し つ つ あ る 一 覧 を 維 持 し て い
る 。 「 Connections Map」 は 、 動 的 な 図 解 に よ る イ ン タ ー フ ェ ー ス を 細 胞 シ グ ナ リ ン グ デ
ー タ ベ ー ス に 与 え て お り 、 こ れ は 、 現 在 、 少 な く と も 次 の 広 範 な 経 路 を カ バ ー し て い る ：
免 疫 経 路 (Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － １ ３ 、 ト ー ク ン 様 レ セ プ タ ー )； ７ 回 膜 貫 通 レ セ プ タ ー 経 路 (
ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 、 Ｐ Ａ Ｃ １ レ セ プ タ ー 、 ジ ク チ オ ス テ リ ウ ム ・ ジ ス コ ジ ウ ム ｃ Ａ Ｍ Ｐ
化 学 走 性 、 Ｗ ｎ ｔ ／ Ｃ ａ 2 + ／ 環 状 Ｇ Ｍ Ｐ 、 Ｇ タ ン パ ク 質 依 存 性 ７ 回 膜 貫 通 レ セ プ タ ー )；
概 日 リ ズ ム 経 路 (マ ウ ス 及 び キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )； イ ン ス リ ン 経 路 ； Ｆ Ａ Ｓ 経 路 ； Ｔ
Ｎ Ｆ 経 路 ； Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー 経 路 ； イ ン テ グ リ ン 経 路 ； ミ ト ゲ ン 活 性 化 タ ン パ
ク 質 キ ナ ー ゼ 経 路 (Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 、 Ｊ Ｎ Ｋ 、 ｐ ３ ８ )； エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー 経 路 ； ホ ス ホ イ
ノ シ ト ー ル ３ キ ナ ー ゼ 経 路 ； ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β (Ｔ Ｇ Ｆ － β )経 路 ； Ｂ 細 胞
抗 原 レ セ プ タ ー 経 路 ； Ｊ ａ ｋ － Ｓ Ｔ Ａ Ｔ 経 路 ； Ｓ Ｔ Ａ Ｔ ３ 経 路 ； Ｔ 細 胞 シ グ ナ ル 変 換 経 路
； １ 型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン (α ／ β )経 路 ； ジ ャ ス モ ネ ー ト 生 化 学 経 路 ； 及 び ジ ャ ス モ ネ ー ト
シ グ ナ リ ン グ 経 路 。 未 だ 含 ま れ て い な い 多 く の 他 の 周 知 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 は 、 他 の 科 学
文 献 に 詳 細 に 記 載 さ れ て お り 、 そ れ ら は 、 Ｐ ｕ ｂ Ｍ ｅ ｄ 又 は 一 般 的 な 検 索 ツ ー ル で 容 易 に
同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 全 部 で は な い に せ よ 殆 ど の 活 性 化 は
、 一 般 に 、 各 経 路 の 一 種 以 上 の メ ン バ ー の リ ン 酸 化 レ ベ ル の 変 化 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る
。
【 ０ ４ １ ６ 】
　 こ う し て 、 一 般 的 意 味 に お い て 、 試 料 中 の 任 意 所 定 数 の シ グ ナ リ ン グ 経 路 の 状 態 は 、 こ
れ ら の 選 択 し た 経 路 の 一 種 以 上 の キ ー メ ン バ ー の リ ン 酸 化 状 態 の 「 ス ナ ッ プ 写 真 」 を 撮 る
こ と に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ミ ト ゲ ン 活 性 化 タ ン パ ク 質 (Ｍ Ａ Ｐ )１ キ ナ ー
ゼ 経 路 は 、 真 核 細 胞 に お い て 進 化 的 に 保 存 さ れ て い る 。 こ れ ら の 経 路 は 、 胎 児 の 発 生 及 び
免 疫 応 答 な ど の 生 理 的 過 程 に 必 須 で あ り 、 細 胞 の 生 存 、 ア ポ ト ー シ ス 、 増 殖 、 分 化 、 及 び
移 動 を 制 御 し て い る 。 哺 乳 動 物 に お い て は 、 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ (Ｍ Ａ Ｐ Ｋ )の ３ つ の 主 要 な ク
ラ ス が 同 定 さ れ て お り 、 そ れ ら は 、 基 質 特 異 性 及 び 調 節 に お い て 異 な っ て い る 。 こ れ ら の
サ ブ グ ル ー プ は 、 細 胞 外 シ グ ナ ル に 調 節 さ れ る キ ナ ー ゼ (Ｅ Ｒ Ｋ )、 ｃ － Ｊ ｕ ｎ  Ｎ 末 端 キ
ナ ー ゼ (Ｊ Ｎ Ｋ )、 及 び ｐ ３ ８ ／ Ｒ Ｋ ／ Ｃ Ｓ Ｂ Ｐ キ ナ ー ゼ を 含 む 。 Ｅ Ｒ Ｋ は 、 成 長 因 子 、 細
胞 接 着 、 腫 瘍 促 進 性 ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル 、 及 び 発 癌 遺 伝 子 を 含 む 一 定 範 囲 の 刺 激 に よ り 活
性 化 さ れ る が 、 他 方 、 Ｊ Ｎ Ｋ 及 び ｐ ３ ８ は 、 優 先 的 に 、 前 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 、 及 び 様 々
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な 環 境 ス ト レ ス 例 え ば Ｕ Ｖ 及 び 浸 透 ス ト レ ス に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 こ の 理 由 の た め 、 後
者 は 、 ス ト レ ス 活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ と し て 分 類 さ れ る 。 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の 活 性 化 は 、 キ ナ
ー ゼ サ ブ ド メ イ ン Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 中 に 位 置 す る Ｔ ｈ ｒ － Ｘ ａ ａ － Ｔ ｙ ｒ モ チ ー フ 中 の ス レ オ ニ ン
及 び チ ロ シ ン 残 基 に 対 す る 二 重 リ ン 酸 化 に よ り 達 成 さ れ る 。 こ の リ ン 酸 化 は 、 二 重 特 異 的
プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｍ Ａ Ｐ Ｋ キ ナ ー ゼ (Ｍ Ａ Ｐ Ｋ Ｋ )に よ り 媒 介 さ れ 、 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ Ｋ は 、 更 に
、 セ リ ン ／ ス レ オ ニ ン プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の Ｍ Ａ Ｐ Ｋ Ｋ キ ナ ー ゼ に よ り 媒 介 さ れ る リ ン 酸
化 に よ り 活 性 化 さ れ る 。 こ れ ら の 活 性 化 キ ナ ー ゼ 以 外 に 、 幾 つ か の 種 類 の タ ン パ ク 質 リ ン
酸 化 も 又 、 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 又 は そ れ ら の 上 流 の キ ナ ー ゼ を 脱 リ ン 酸 化 す る こ と に よ り 、 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ
経 路 を 制 御 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に は 、 チ ロ シ ン
特 異 的 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 セ リ ン ／ ス レ オ ニ ン 特 異 的 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 及 び 二 重 特 異 的 ホ ス
フ ァ タ ー ゼ (Ｄ Ｓ Ｐ )が 含 ま れ る 。 そ れ 故 、 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の 活 性 は 、 上 流 の 活 性 化 キ ナ ー ゼ 及 び
タ ン パ ク 質 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ り 制 御 さ れ え て 、 そ の 活 性 化 状 態 は 、 例 え ば 、 Ｅ Ｒ Ｋ １ ／
２ 、 Ｊ Ｎ Ｋ 、 及 び ｐ ３ ８ の リ ン 酸 化 状 態 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ １ ７ 】
　 特 に 、 特 徴 的 リ ン 酸 化 部 位 及 び Ｐ Ｅ Ｔ を 含 む Ｅ Ｒ Ｋ １ ／ ２ 、 Ｊ Ｎ Ｋ 及 び ｐ ３ ８ の 断 片 は
、 本 発 明 の 方 法 を 利 用 し て 同 定 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 か か る リ ン 酸 化 部 位 と 関 連 し
た Ｐ Ｅ Ｔ を 特 異 的 に 認 識 す る 捕 捉 剤 を 高 め て 、 ア レ イ ／ チ ッ プ 上 に 固 定 化 す る こ と が で き
る 。 試 料 (処 理 済 み 又 は 未 処 理 の 、 従 っ て 、 高 レ ベ ル 又 は 低 レ ベ ル の こ れ ら の 経 路 の マ ー
カ ー の リ ン 酸 化 を 有 す る )を 消 化 し て 、 活 性 化 の 存 否 、 及 び 程 度 、 タ イ ム コ ー ス 、 活 性 化
の 持 続 期 間 な ど を 測 定 す る た め に 、 該 チ ッ プ と イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ １ ８ 】
　 同 様 に 、 多 く の 他 の 関 連 す る 又 は 認 め ら れ た 無 関 係 の 経 路 を 、 同 じ チ ッ プ 上 に 製 造 す る
こ と が で き る (何 故 な ら 、 各 経 路 は 、 公 知 の 経 路 成 分 の も っ と も な も の か ら ひ ょ っ と し た
ら す べ て に よ っ て 表 さ れ う る か ら )。 こ の 種 の チ ッ プ は 、 薬 物 処 理 後 に 活 性 化 さ れ う る 様
々 な 経 路 の 包 括 的 な 展 望 を 与 え る こ と が で き る 。 経 路 特 異 的 な チ ッ プ も 又 、 関 心 あ る 経 路
内 の 個 々 の 成 分 の 状 態 を 更 に 測 定 す る た め に 組 合 せ て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ １ ９ 】
　 事 実 上 す べ て の 種 類 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 に お け る こ れ ら の キ ナ ー ゼ の 重 要 な 機 能 の 故 に
、 多 く の 薬 物 が 、 直 接 又 は 間 接 に 、 カ リ エ ス キ ナ ー ゼ 基 質 の リ ン 酸 化 状 態 に 影 響 を 与 え る
と い う こ と を 見 る こ と は 驚 く こ と で は な い 。 従 っ て 、 こ の 種 の ア レ イ は 又 、 薬 物 標 的 同 定
に お い て 利 用 す る こ と も で き る 。 簡 単 に い え ば 、 種 々 の 薬 物 候 補 に よ り 処 理 し た 試 料 を 、
同 じ 種 類 の ア レ イ と イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 あ る 選 択 し た 標 的 の 一 連 の 活 性 化 プ ロ フ ィ ル を
生 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の プ ロ フ ィ ル は 、 好 ま し く は 自 動 的 に 、 ど の 薬 物 候 補 が リ
ー ド 分 子 と 同 じ 又 は 類 似 の 活 性 化 プ ロ フ ィ ル を 有 す る か を 決 定 す る た め に 比 較 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
　 こ の 種 の 実 験 は 又 、 候 補 の 薬 物 の 選 択 性 に 関 す る 有 用 な 情 報 を も 生 じ る で あ ろ う (何 故
な ら 、 候 補 の 薬 物 又 は 薬 物 類 似 体 が 、 実 際 に 様 々 な 経 路 に 対 し て 異 な る 効 果 を 有 す る か 、
も し そ う で あ れ ば 、 そ の 差 異 が 有 意 で あ る か ど う か は 、 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る か ら
)。
【 ０ ４ ２ １ 】
　 同 種 の 実 験 は 又 、 望 ま し く な い 副 作 用 又 は 毒 性 を 欠 く 薬 物 候 補 の ス ク リ ー ニ ン グ に 適 合
さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
　 こ の 種 の 応 用 の 一 面 は 、 断 片 化 の た め の 特 定 の プ ロ テ ア ー ゼ の 選 択 に 関 係 す る 。 下 記 の
表 は 、 ヒ ト 「 キ ノ ー ム 」 (全 キ ナ ー ゼ )中 の 潜 在 的 リ ン 酸 化 部 位 の プ ロ テ ア ー ゼ 感 受 性 の 分
析 か ら 生 じ た デ ー タ を 提 供 す る も の で あ る 。 こ の 表 は 、 幾 つ か の 最 も 頻 繁 に 用 い ら れ る プ
ロ テ ア ー ゼ の 中 か ら の プ ロ テ ア ー ゼ の 選 択 の 助 け と な り う る 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ２ ４ 】
　 (ｉ ｉ )
　 広 範 な 真 核 生 物 の 膜 結 合 性 及 び 分 泌 性 タ ン パ ク 質 は 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ 、 即 ち 、 そ れ ら
は 、 共 有 結 合 さ れ た 炭 水 化 物 を 含 ん で お り 、 そ れ 故 、 糖 タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る 。 加 え て 、
あ る 種 の 細 胞 内 真 核 タ ン パ ク 質 も 又 、 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 真 核 生 物 中 の ポ リ ペ プ チ ド の
グ リ コ シ ル 化 は 、 主 と し て 、 ３ 通 り の 仕 方 で 起 き る (Parekh等 、 Trends Biotechnol. 7:11
7, 1989)。 ア ス パ ラ ギ ン 側 鎖 へ の グ リ コ シ ド 結 合 に よ る グ リ コ シ ル 化 は 、 Ｎ グ リ コ シ ル 化
と し て 知 ら れ て い る 。 か か る ア ス パ ラ ギ ン 残 基 は 、 Ａ ｓ ｎ － Ｘ ａ ａ － Ｓ ｅ ｒ ／ Ｔ ｈ ｒ の ア
ミ ノ 酸 ト リ プ レ ッ ト 配 列 中 に 現 れ る だ け で あ る (こ こ に 、 Ｘ ａ ａ は 、 如 何 な る ア ミ ノ 酸 で
あ っ て も よ い )。 糖 タ ン パ ク 質 の 炭 水 化 物 部 分 は 又 、 グ リ カ ン と し て も 知 ら れ て い る 。 Ｏ
－ グ リ カ ン は 、 Ｏ グ リ コ シ ド 結 合 に よ り 、 セ リ ン 又 は ス レ オ ニ ン 側 鎖 に 結 合 し て い る 。 ヒ
ト で は 、 ２ ８ ４ ， ５ ３ ５ 種 の ８ 量 体 タ グ が 、 こ の Ｎ Ｘ (Ｓ ／ Ｔ )配 列 を 含 み 、 ２ ２ ８ ， ２ ５
６ 種 の ８ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ が 、 該 こ の Ｎ Ｘ (Ｓ ／ Ｔ )配 列 を 含 ん で い る 。 後 者 は 、 ヒ ト に お け る 全
８ 量 体 ペ プ チ ド タ グ の 約 ２ ． ６ ％ で あ る 。 こ れ ら の Ｎ － 及 び Ｏ － 結 合 に よ る グ リ コ シ ル 化
は 、 最 も 複 雑 な 翻 訳 後 修 飾 の ２ つ で あ る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド は 又 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト
ー ル 脂 質 ア ン カ ー に も 、 炭 水 化 物 「 ブ リ ッ ジ 」 を 介 し て 結 合 さ れ え て 、 全 ア セ ン ブ リ は 、
グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル (Ｇ Ｐ Ｉ )ア ン カ ー と し て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
　 最 近 の 数 年 間 に 、 こ れ ら の 炭 水 化 物 部 分 の 機 能 的 重 要 性 が 、 ま す ま す 認 め ら れ る よ う に
な っ た (Rademacher等 、 Ann. Rev. Biochem. 57: 785, 1988)。 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 共 有 結 合
さ れ た 炭 水 化 物 は 、 そ の 糖 タ ン パ ク 質 に 、 多 く の 機 能 例 え ば タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 分 解 に
対 す る 耐 性 、 細 胞 間 で の 情 報 の 変 換 、 及 び リ ガ ン ド レ セ プ タ ー 相 互 作 用 に よ る 細 胞 間 接 着
を 与 え る こ と が で き る (Gesundheit等 、 J.Biol.Chem.262:5197,1987; Ashwell及 び Harford
, Ann.Rev.Biochem.51:531,1982; Podskalny等 、 J.Biol.Chem.261:14076,1986; Dennis等
、 Science 236:582,1987)。 糖 の 形 態 は 、 一 連 の 生 化 学 的 修 飾 の 産 物 で あ る の で 、 細 胞 内
の 動 揺 は 、 そ れ ら の 構 造 に 重 大 な 影 響 を 有 し う る 。 炭 水 化 物 機 能 の 理 解 の 増 加 に 伴 っ て 、
炭 水 化 物 の 検 出 及 び 分 析 の た め の 迅 速 で 、 信 頼 で き て 且 つ 鋭 敏 な 方 法 に 対 す る 要 求 が 、 相
当 に 増 し て き て い る 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
　 レ ク チ ン は 、 あ る 種 の 糖 残 基 と 特 異 的 に 且 つ 可 逆 的 に 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
そ れ ら の 特 異 性 は 、 多 糖 類 及 び 糖 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を (赤 血 球 と 腫 瘍 細 胞 の 凝 集 さ え )可
能 に す る 。 こ の レ ク チ ン と 特 異 的 糖 残 基 と の 間 の 結 合 反 応 は 、 抗 体 と 抗 原 の 間 の 相 互 作 用
と 類 似 し て い る 。 レ ク チ ン に 結 合 し た 基 質 は 、 競 合 結 合 物 質 又 は イ オ ン 強 度 勾 配 に よ り 溶
解 さ れ う る 。 加 え て 、 他 の 手 順 の 内 で 、 レ ク チ ン を 、 ビ オ チ ン 又 は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン で 標 識
し て 、 そ の 後 、 ア ビ ジ ン 結 合 体 化 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 又 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 結 合 し
た 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 に よ り そ れ ぞ れ 検 出 す る こ と が で き る (Carlsson SR: Isolation 
and characterization of glycoproteins. (Glycobiology. A Practical Approach. Fuku
da M 及 び  Kobata A (編 )、 Oxford University Press, Oxford, ｐ 1-25, 1993中 )、 参 考
と し て 、 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )。
【 ０ ４ ２ ７ 】
　 例 え ば 、 コ ン カ ナ バ リ ン Ａ (Ｃ ｏ ｎ Ａ )は 、 α － Ｄ － マ ン ノ ー ス 、 α － Ｄ － グ ル コ ー ス 及
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び 利 用 可 能 な Ｃ － ３ 、 Ｃ － ４ 又 は Ｃ － ５ 水 酸 基 を 有 す る 立 体 的 に 関 連 す る 残 基 を 含 む 分 子
と 結 合 す る 。 Ｃ ｏ ｎ Ａ と 同 様 に 、 レ ン ズ マ メ レ ク チ ン は 、 α － Ｄ － マ ン ノ ー ス 、 α － Ｄ －
グ ル コ ー ス 、 及 び 立 体 的 に 関 連 す る 残 基 と 結 合 す る が 、 レ ン ズ マ メ レ ク チ ン は 、 グ ル コ シ
ル 残 基 と マ ン ノ シ ル 残 基 の 区 別 が 一 層 鋭 く な く 、 単 糖 類 に 低 親 和 性 で 結 合 す る 。 ア ガ ロ ー
ス 麦 芽 レ ク チ ン は 、 Ｎ － ア セ チ ル － β － Ｄ － グ ル コ サ ミ ニ ル 残 基 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 Ps
athyrella velutina レ ク チ ン (Ｐ Ｖ Ｌ )は 、 優 先 的 に 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン ベ ー タ
１ － ＞ ２ Ｍ ａ ｎ 基 と 相 互 作 用 す る 。 こ れ ら の す べ て の レ ク チ ン は 、 様 々 な 種 類 の グ リ コ シ
ル 化 ペ プ チ ド 断 片 の 存 在 を 、 こ れ ら の Ｐ Ｅ Ｔ 結 合 し た グ リ コ シ ル 化 ペ プ チ ド 断 片 が 試 料 か
ら 捕 捉 剤 に よ り 捕 捉 さ れ た 後 に 検 出 す た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
　 Glyko, Inc. (Prozyme社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 San Leandro在 ) の Ｇ ｌ ｙ ｃ ｏ Ｔ ｒ ａ ｃ ｋ
キ ッ ト は 、 グ リ コ シ ル 化 を 、 高 い 増 幅 力 の 発 色 試 薬 の 結 合 前 に 、 特 異 的 炭 水 化 物 酸 化 反 応
を 利 用 す る こ と に よ り 検 出 す る 。 簡 単 に い え ば 、 溶 液 中 の 又 は 既 に 支 持 体 に 固 定 し た 試 料
を 、 過 ヨ ウ 素 酸 を 用 い て 酸 化 す る 。 こ れ は 、 ア ル デ ヒ ド 基 を 生 成 し 、 こ れ ら は 、 自 発 的 に
あ る 種 の ヒ ド ラ ジ ド と 室 温 で 、 水 性 条 件 下 で 反 応 す る こ と が で き る 。 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 後 の
ビ オ チ ン － ヒ ド ラ ジ ド の 利 用 は 、 炭 水 化 物 へ の ビ オ チ ン の 組 込 み へ と 導 く (９ )。 こ の ビ オ
チ ン 化 化 合 物 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 体 と の 反 応 に よ り 検
出 さ れ る 。 そ の 後 、 膜 上 の 糖 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 反 応 す る
基 質 を 利 用 し て 、 着 色 沈 殿 を 生 じ て 、 可 視 化 が 達 成 さ れ る 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
　 Molecular Probes(オ レ ゴ ン 、 Eugene在 )は 、 糖 タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の 、 商 標 付 き の
Ｐ ｒ ｏ － Ｑ  Ｅ ｍ ｅ ｒ ａ ｌ ｄ  ３ ０ ０  蛍 光 糖 タ ン パ ク 質 着 色 剤 を 提 供 し て い る 。 こ の 新 規
な Ｐ ｒ ｏ － Ｑ  Ｅ ｍ ｅ ｒ ａ ｌ ｄ  ３ ０ ０ 蛍 光 糖 タ ン パ ク 質 着 色 剤 は 、 糖 タ ン パ ク 質 上 で 、 過
ヨ ウ 素 酸 酸 化 さ れ た 炭 水 化 物 基 と 反 応 し て 、 明 る い 緑 色 の 蛍 光 シ グ ナ ル を 発 す る 。 グ リ コ
シ ル 化 の 性 質 及 び 程 度 に 依 っ て 、 こ の 着 色 は 、 酸 性 フ ク シ ン 染 料 を 用 い る 標 準 的 な 過 ヨ ウ
素 酸 － シ ッ フ 塩 基 法 の ５ ０ 倍 以 上 鋭 敏 で あ り う る 。 製 造 業 者 に よ れ ば 、 こ の Ｐ ｒ ｏ － Ｑ  
Ｅ ｍ ｅ ｒ ａ ｌ ｄ  ３ ０ ０  糖 タ ン パ ク 質 着 色 剤 を 用 い る 検 出 は 、 ビ オ チ ン ヒ ド ラ ジ ド と ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン － 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 及 び Ｅ Ｃ Ｌ 検 出 (Amersham Pharmacia Biot
ech)を 用 い る 糖 タ ン パ ク 質 の 検 出 よ り 遥 か に 容 易 で あ る 。 こ の 着 色 は 、 典 型 的 な グ リ コ シ
ル 化 タ ン パ ク 質 ５ ０ ｎ ｇ を 検 出 す る こ と が で き る 。 捕 捉 さ れ た グ リ コ シ ル 化 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ
含 有 ペ プ チ ド 断 片 は 、 典 型 的 ペ プ チ ド よ り ず っ と 小 さ い の で 、 低 ナ ノ グ ラ ム か ら 高 ピ コ グ
ラ ム ほ ど の 僅 か な 捕 捉 さ れ た ペ プ チ ド を 、 こ の 着 色 剤 を 利 用 し て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
　 こ う し て 、 試 料 中 の 糖 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 し て 定 量 す る た め に 、 全 タ ン パ ク 質 又 は
潜 在 的 グ リ コ シ ル 化 部 位 Ｎ Ｘ Ｓ ／ Ｔ を 含 む サ ブ ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン を 同 定 す る こ と が で き 、
特 異 的 な 予 め 決 め た 処 理 か ら 生 じ た ペ プ チ ド 断 片 を 分 析 し て 結 合 し た Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る こ
と が で き る 。 次 い で 、 こ れ ら の Ｐ Ｅ Ｔ に 対 す る 捕 捉 剤 を 高 め る こ と が で き る 。 上 記 の リ ン
酸 化 検 出 に 類 似 し た 方 法 に お い て 、 グ リ コ シ ル 化 を 、 様 々 な 検 出 方 法 を 利 用 し て 、 検 出 ／
定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ３ １ 】
　 (ｉ ｉ ｉ )
　 捕 捉 剤 、 例 え ば 、 他 の 翻 訳 後 修 飾 さ れ た 残 基 に 特 異 的 な 抗 体 も 又 、 容 易 に 利 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
　 １ ４ の 異 な る 販 売 者 か ら 入 手 可 能 な 少 な く と も ４ ６ の 市 販 の 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 が あ る 。
例 え ば 、 Cell Signaling Technology (マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 、 Beverly在 )は 、 マ ウ ス 抗 ユ ビ
キ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ク ロ ー ン Ｐ ４ Ｄ １ (Ｉ ｇ Ｇ １ イ ソ 型 、 カ タ ロ グ Ｎ ｏ ． ３ ９ ３
６ )を 提 供 し て お り 、 こ れ は 、 す べ て の 種 の ユ ビ キ チ ン 、 ポ リ ユ ビ キ チ ン 及 び ユ ビ キ チ ン
化 ペ プ チ ド に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ４ ３ ３ 】
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そ の 他 の 翻 訳 後 修 飾



　 抗 ア セ チ ル 化 ア ミ ノ 酸 抗 体 も 又 、 市 販 さ れ て い る 。 Upstate Biotechnology (ニ ュ ー ヨ
ー ク 、 Lake Placid在 )か ら 市 販 さ れ て い る 抗 ア セ チ ル 化 ヒ ス ト ン Ｈ ３ 及 び Ｈ ４ 抗 体 (カ タ
ロ グ 番 号 ０ ６ － ５ ９ ９ 及 び ０ ６ － ５ ９ ８ )を 参 照 さ れ た い 。 事 実 、 Alpha Diagnostic Inte
rnational, Inc. (テ キ サ ス 、 San Antonio在 )は 、 注 文 に よ り 合 成 す る 抗 ア セ チ ル 化 ア ミ
ノ 酸 抗 体 を 提 供 し て い る 。
【 ０ ４ ３ ４ 】
　 ア ル ギ ニ ン の メ チ ル 化 (ほ ぼ ３ ０ 年 前 に 発 見 さ れ た タ ン パ ク 質 修 飾 )は 、 最 近 、 幾 つ か の
新 規 な ア ル ギ ニ ン メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ が 同 定 さ れ 、 多 く の タ ン パ ク 質 が ア ル ギ ニ ン
残 基 上 の メ チ ル 化 に よ り 制 御 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た の で 、 再 び 関 心 を 持 た れ て い る 。 Mo
wen及 び Davidは 、 詳 細 な プ ロ ト コ ー ル を 、 Science誌 の Ｓ Ｔ Ｋ Ｅ (www.stke.org/cgi/conte
nt/full/OC_sigtrans;2001/93/p11)に 公 開 し た が 、 こ れ は 、 新 規 な 市 販 の 試 薬 の 利 用 可 能
性 に よ り 可 能 と な っ た ア ル ギ ニ ン メ チ ル 化 タ ン パ ク 質 の 直 接 的 同 定 の た め の 指 針 を 提 供 し
て い る 。 特 に 、 次 の ２ つ の 抗 メ チ ル 化 ア ル ギ ニ ン 抗 体 が 記 載 さ れ て い る ： メ チ ル ア ル ギ ニ
ン に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ク ロ ー ン ７ Ｅ ６ (Ｉ ｇ Ｇ １ )(Abcam, 英 国 、 Cambri
dge在 )(デ ー タ シ ー ト ： www.abcam.com/public/ab_detail.cfm?intAbID=412)、 こ れ は 、 モ
ノ 及 び 非 対 称 性 ジ メ チ ル 化 ア ル ギ ニ ン 残 基 と 反 応 す る ； 及 び メ チ ル ア ル ギ ニ ン に 対 す る マ
ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ク ロ ー ン ２ １ Ｃ ７ (Ｉ ｇ Ｍ )(Abcam)(デ ー タ シ ー ト ： www.abcam.
com/public/ab_detail.cfm?intAbID=413)、 こ れ は 、 非 対 称 性 ジ メ チ ル 化 ア ル ギ ニ ン 残 基
と 反 応 す る 。 ア ル ギ ニ ン メ チ ル 化 の イ ン ・ ビ ト ロ 及 び イ ン ・ ビ ボ 分 析 の た め の 詳 細 な プ ロ
ト コ ー ル が 、 提 供 さ れ て い る 。 Mowen等 、 Cell 104: 731-741, 2001を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
　 た と え 現 時 点 で あ る 特 定 の 修 飾 に 対 す る 報 告 さ れ た 抗 体 が な く て も 、 そ の 特 定 の 修 飾 残
基 の 型 に 対 す る 抗 体 を 高 め る こ と は 、 十 分 、 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 に あ る 。 か か る 抗 体 が
得 ら れ な い と 考 え る 理 由 は 、 リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 な ど の 比 較 的 小 さ い 原 子 団 に 対 す る 抗 体 を
高 め る こ と の 以 前 の 成 功 の 故 に な い 。 抗 翻 訳 後 修 飾 抗 体 は 、 そ の 反 応 性 が 翻 訳 後 修 飾 の 存
在 に 依 存 す る こ と を 確 か め る た め に 、 修 飾 さ れ て な い 同 じ 抗 原 に 対 し て チ ェ ッ ク さ れ る べ
き で あ る 。
【 ０ ４ ３ ６ 】
　 Ｇ ． 免 疫 組 織 化 学 (Ｉ Ｈ Ｃ )
　 腫 瘍 組 織 ／ 生 検 の 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 は 、 伝 統 的 に 、 癌 の 診 断 、 モ ニ タ リ ン グ 、 及 び 予
後 分 析 に お い て 重 要 な 役 割 を 演 じ て き た 。 Ｉ Ｈ Ｃ は 、 典 型 的 に は 、 特 異 的 病 気 マ ー カ ー に
対 す る 抗 体 (モ ノ ク ロ ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル )を 利 用 し て 、 病 気 組 織 切 片 に つ い て 行 わ
れ る 。 し か し な が ら 、 ２ つ の 主 要 な 問 題 が 、 こ の 有 用 な 手 順 を 阻 害 し て お り 、 そ れ で 、 し
ば し ば 、 再 現 性 の あ る 定 量 的 デ ー タ を 得 る こ と が 困 難 と な る 。 一 つ の 問 題 は 、 こ の ア ッ セ
イ で 用 い ら れ る 抗 体 の 乏 し い 量 に 関 係 し て い る 。 多 く の 抗 体 は 、 標 的 バ イ オ マ ー カ ー に 対
す る 特 異 性 を 欠 い て お り 、 病 状 と 関 係 し な い 他 の タ ン パ ク 質 と 交 叉 反 応 す る 傾 向 が あ り 、
高 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 生 じ て い る 。 他 の 紛 糾 は 、 抗 体 が 、 組 織 ／ 細 胞 の 固 定 後 に 、 未 知
の エ ピ ト ー プ に 接 近 す る 困 難 さ を 有 し う る と い う こ と で あ る 。
【 ０ ４ ３ ７ 】
　 例 え ば 、 Press等 (Cancer Res. 54(10): 27721-7, 1994)は 、 ７ 種 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び
２ １ 種 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 乳 癌 試 料 の パ ラ フ ィ ン 包 埋 ブ ロ ッ ク か ら の 切 片 で 用 い て
得 ら れ た 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 比 較 し た 。 こ れ ら の 抗 体 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ 抗 原 の 過 剰 発 現
を 検 出 す る 能 力 が 、 極 め て 変 化 し や す い と い う こ と が 見 出 さ れ 、 こ れ は 、 文 献 で 報 告 さ れ
た 変 化 し や す い 過 剰 発 現 率 に 対 す る 重 要 な 説 明 を 与 え る 。
【 ０ ４ ３ ８ 】
　 他 の 問 題 は 、 Ｉ Ｈ Ｃ 前 の 試 料 の 処 理 と 関 係 し て い る 。 一 般 に 、 抗 原 回 復 の 効 率 は 、 同 時
プ ロ ト コ ー ル に お い て 予 想 不 能 で あ る 。 酵 素 消 化 と 組 合 せ た 加 熱 は 、 よ り 良 い 結 果 を 与 え
る 傾 向 が あ る と い う こ と も 報 告 さ れ て い る 。 し か し 、 抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ は 知 ら れ て
い な い の で 、 加 熱 ／ 消 化 は 、 抗 体 認 識 に 対 す る 異 な る 程 度 の 問 題 を 引 き 起 こ し う る 。
【 ０ ４ ３ ９ 】
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　 そ れ 故 、 Ｐ Ｅ Ｔ 由 来 の 抗 体 は 、 Ｉ Ｈ Ｃ の た め の 標 準 化 試 薬 と し て の 、 ユ ニ ー ク 溶 液 を 表
す 。 あ る 好 適 具 体 例 に お い て 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 に 存 在 す る Ｐ Ｅ Ｔ は 、 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異
的 抗 体 に よ る 容 易 な 接 近 に つ き 選 択 す る こ と が で き る 。 細 胞 固 定 の 化 学 も 又 、 Ｐ Ｅ Ｔ の 最
適 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 選 択 す る よ う に 考 慮 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 あ る 種 の 残 基 が 、 固
定 後 に 架 橋 を 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い た な ら ば 、 こ れ ら の 残 基 が 、 Ｐ Ｅ Ｔ 溶 液 に 対 し て
選 択 さ れ る 。 同 様 に 、 酵 素 認 識 部 位 と 重 複 す る エ ピ ト ー プ は 、 選 択 さ れ な い 。 こ れ ら の 処
置 は 、 Ｉ Ｈ Ｃ 実 験 に お け る 首 尾 一 貫 し た 再 現 性 の あ る 結 果 及 び 高 い 成 功 率 を 達 成 す る 助 け
と な ろ う 。
【 ０ ４ ４ ０ 】

　 他 の 面 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 複 数 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る (こ こ
に 、 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 は 、 一 生 物 の プ ロ テ オ ー ム の 少 な く と も ５ ０ ％ 、 ５ ５ ％ 、 ６ ０ ％ 、
６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 又 は １ ０ ０ ％ か ら 導 か れ る )
。 一 具 体 例 に お い て 、 こ れ ら の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 の 各 々 は 、 異 な る タ ン パ ク 質 か ら 導 か れ
る 。
【 ０ ４ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 特 定 の 生 物 を 、 そ の 生 物 の プ ロ テ オ ー ム エ ピ ト ー プ タ グ に 基 づ い て 同
定 し 及 び ／ 又 は 検 出 す る 方 法 を も 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 関 心 あ る 生 物 を 含 む 試 料 (
例 え ば 、 こ こ に 記 載 し た 方 法 を 利 用 し て 断 片 化 し て 、 ペ プ チ ド の 集 合 を 生 成 さ せ た 試 料 )
を 、 そ の 生 物 の プ ロ テ オ ー ム を 特 性 決 定 し 且 つ ／ 又 は 該 プ ロ テ オ ー ム に お い て ユ ニ ー ク で
あ る ユ ニ ー ク 認 識 配 列 の 集 合 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 一 具 体 例 に お い て 、 プ ロ テ オ ー ム
エ ピ ト ー プ タ グ を 含 む ユ ニ ー ク 認 識 配 列 の 集 合 は 、 ア レ イ 上 に 固 定 化 さ れ る 。 こ れ ら の 方
法 を 利 用 し て 、 例 え ば 、 特 定 の 細 菌 又 は ウ イ ル ス を 他 の 細 菌 又 は ウ イ ル ス の プ ー ル か ら 識
別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ４ ２ 】
　 本 発 明 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 は 又 、 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 が 支 持 体 に 結 合 さ れ た 複 数 の 捕 捉 剤
と 結 合 さ れ る タ ン パ ク 質 検 出 ア ッ セ イ に も 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の 支 持 体 を 、 関 心 あ
る 試 料 と 接 触 さ せ 、 試 料 が 捕 捉 剤 の 一 つ に よ り 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 を 含 む 場 合 に は 、 ユ
ニ ー ク 認 識 配 列 は 、 捕 捉 剤 に 結 合 す る こ と に よ り 提 示 さ れ る 。 こ れ ら の ユ ニ ー ク 認 識 配 列
は 、 標 識 さ れ う る (例 え ば 、 支 持 体 か ら の シ グ ナ ル の 消 失 が 、 ユ ニ ー ク 認 識 配 列 が 提 示 さ
れ た こ と 及 び そ の 試 料 が 少 な く と も 一 種 の 捕 捉 剤 に よ り 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 を 含 む こ と
を 示 す よ う に 蛍 光 標 識 さ れ う る )。
【 ０ ４ ４ ３ 】
　 本 発 明 の Ｐ Ｅ Ｔ は 、 治 療 応 用 で 利 用 し て 、 例 え ば 、 患 者 の 病 気 を 予 防 し 又 は 治 療 す る こ
と も で き る 。 特 に 、 こ れ ら の Ｐ Ｅ Ｔ は 、 ワ ク チ ン と し て 利 用 し て 、 患 者 に お け る 所 望 の 免
疫 応 答 例 え ば 腫 瘍 細 胞 、 感 染 性 因 子 又 は 寄 生 因 子 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 出 す る こ と が で き
る 。 こ の 発 明 の こ の 具 体 例 に お い て は 、 関 心 あ る 組 織 、 関 心 あ る 感 染 性 因 子 又 は 関 心 あ る
寄 生 因 子 に 対 し て ユ ニ ー ク で あ り 又 は 例 え ば こ れ ら に お い て 過 剰 表 現 さ れ る Ｐ Ｅ Ｔ が 選 択
さ れ る 。 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ２ ５ ， ３ ６ ２ 号 及 び 国 際 公 開 Ｎ ｏ ． Ｗ Ｏ ９ １
／ １ １ ４ ６ ５ 及 び Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ２ ４ ９ ２ ４ (こ れ ら の 各 々 の 内 容 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に
援 用 す る )に 記 載 さ れ た よ う な 当 分 野 で 公 知 の 技 術 を 利 用 し て 患 者 に 投 与 さ れ る 。 簡 単 に
い え ば 、 こ の Ｐ Ｅ Ｔ は 、 免 疫 応 答 を 増 進 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 配 合 物 に て 、 患 者 に 投
与 す る こ と が で き る 。 適 当 な 配 合 物 に は 、 追 加 の ア ジ ュ バ ン ト を 有 し 若 し く は 有 し な い リ
ポ ソ ー ム 及 び ／ 又 は Ｐ Ｅ Ｔ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の ウ イ ル ス 又 は 細 菌 ベ ク タ ー 中 へ の ク ロ ー
ニ ン グ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ な い 。 こ れ ら の Ｐ Ｅ Ｔ を 組 み 込 ん だ 配 合 物 例 え ば リ
ポ ソ ー ム 配 合 物 は 又 、 免 疫 系 補 助 物 質 (少 な く と も 一 種 の リ ポ 多 糖 類 (Ｌ Ｐ Ｓ )、 リ ピ ド Ａ
、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド (Ｍ Ｄ Ｐ )、 グ ル カ ン を 含 む )又 は あ る 種 の サ イ ト カ イ ン (イ ン タ ー ロ
イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 及 び コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 例 え ば Ｉ Ｌ １ 、 Ｉ Ｌ ２ 、 ガ ン マ ー イ ン
タ ー フ ェ ロ ン 及 び Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 含 む )を も 含 む こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
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Ｖ Ｉ Ｉ ． こ の 発 明 の 他 の 面



【 ０ ４ ４ ４ 】

　 こ の 発 明 を 、 下 記 の 実 施 例 に よ っ て 更 に 説 明 す る (該 実 施 例 は 、 制 限 と 解 す べ き で は な
い )。 こ の 出 願 中 で 引 用 さ れ た す べ て の 参 考 文 献 、 特 許 及 び 公 開 さ れ た 特 許 出 願 並 び に 図
面 を 、 参 考 と し て 、 本 明 細 書 中 に 援 用 す る 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
実 施 例 １ ： ヒ ト プ ロ テ オ ー ム 中 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 の 同 定
　 全 ２ ０ ア ミ ノ 酸 の 何 れ か が ペ プ チ ド 中 の 特 定 の 位 置 に 存 在 し う る の で 、 ４ 量 体 の す べ て
の 可 能 な 結 合 (４ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ペ プ チ ド )は 、 ２ ０ 4 で あ り ； ５ 量 体 の す べ て の
可 能 な 結 合 (５ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ペ プ チ ド )は 、 ２ ０ 5 で あ り ； ６ 量 体 の す べ て の 可
能 な 結 合 (６ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ペ プ チ ド )は 、 ２ ０ 6 で あ る 。 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム 中 の
ユ ニ ー ク 認 識 配 列 を 同 定 す る た め に 、 各 可 能 な ４ 量 体 、 ５ 量 体 又 は ６ 量 体 を 、 ヒ ト プ ロ テ
オ ー ム に 対 し て 検 索 し た (総 数 ： ２ ９ ， ０ ７ ６ ； ヒ ト プ ロ テ オ ー ム の 起 源 ： EBI Ensembl p
roject release v 4.28.1、 ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 １ ２ 日 、
)。

【 ０ ４ ４ ６ 】
　 こ の 分 析 の 結 果 は 、 下 記 の 通 り で あ る が 、 ５ 量 体 を ユ ニ ー ク 認 識 配 列 と し て 利 用 し た 場
合 、 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム の ８ ０ ． ６ ％ (２ ３ ， ４ ４ ６ 配 列 )が そ れ ら 自 身 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列
を 有 す る こ と を 示 し て い る 。 ６ 量 体 を ユ ニ ー ク 認 識 配 列 と し て 利 用 す る と 、 ヒ ト プ ロ テ オ
ー ム の ８ ９ ． ７ ％ が 、 そ れ ら 自 身 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 を 有 す る 。 対 照 的 に 、 ４ 量 体 を ユ ニ
ー ク 認 識 配 列 と し て 利 用 し た 場 合 に は 、 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム の ２ ． ４ ％ だ け が そ れ ら 自 身 の
ユ ニ ー ク 認 識 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ４ ４ ７ 】

２ ． １ ． ４ 量 体 分 析 ：
【 ０ ４ ４ ８ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ４ ９ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ５ ０ 】
２ ． ２ ． ５ 量 体 分 析 ：
【 ０ ４ ５ １ 】

10

20

30

40

(90) JP 2007-511837 A 2007.5.10

実 施 例

http://www.ensembl.org/Homo_sapie
ns/

結 果 及 び デ ー タ



【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ５ ２ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ５ ３ 】
２ ． ３ ． ６ 量 体 分 析 ：
【 ０ ４ ５ ４ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ５ ５ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ５ ６ 】
　 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム に お け る 類 似 の 分 析 を 、 ７ ～ １ ０ ア ミ ノ 酸 長 の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 に つ い て 行
な っ て 、 結 果 を 、 下 記 の 表 に ま と め て あ る ：
【 ０ ４ ５ ７ 】

10

20

30

40

(91) JP 2007-511837 A 2007.5.10



【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ５ ８ 】
実 施 例 ２ ： 全 細 菌 プ ロ テ オ ー ム 中 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 (又 は Ｐ Ｅ Ｔ )の 同 定
　 例 え ば 特 定 の 細 菌 を 他 の す べ て の 細 菌 の プ ー ル か ら 識 別 す る た め に 利 用 す る こ と の で き
る ５ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る た め に 、 各 可 能 な ５ 量 体 を 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス (

)に 対 し て 検 索 し た 。 こ の 分 析 の 結 果 を
、 以 下 に 示 す 。
【 ０ ４ ５ ９ 】
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【 表 １ ２ 】
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【 ０ ４ ６ ０ 】
実 施 例 ３ ： 特 異 的 な Ｐ Ｅ Ｔ の 同 定
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　 図 １ １ は 、 配 列 決 定 さ れ た ゲ ノ ム を 有 す る 一 生 物 中 の 又 は 公 知 の プ ロ テ オ ー ム を 有 す る
試 料 中 の 、 所 定 の 長 さ の す べ て の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る た め の 一 般 的 ア プ ロ ー チ を 概 説 し て い
る 。 簡 単 に い え ば 、 配 列 決 定 さ れ た ゲ ノ ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 配 列 は 、 日 常 的 な バ イ
オ イ ン フ ォ ー マ チ ッ ク ツ ー ル を 用 い て 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質
配 列 は 、 所 望 の 長 さ の Ｐ Ｅ Ｔ に 依 っ て 、 ４ ～ １ ０ ア ミ ノ 酸 長 の 短 い 重 複 す る ペ プ チ ド に パ
ー ス さ れ る 。 例 え ば 、 Ｘ ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 は 、 (Ｘ － Ｎ ＋ １ )の 、 Ｎ ア ミ ノ 酸 長 の 重 複
す る ペ プ チ ド を 与 え る 。 理 論 的 に は 、 所 定 の 長 さ (例 え ば 、 Ｎ ア ミ ノ 酸 )の す べ て の 可 能 な
ペ プ チ ド タ グ は 、 ２ ０ N (好 ま し く は 、 Ｎ ＝ ４ ～ １ ０ )と 表 さ れ う る 。 こ れ は 、 い わ ゆ る 、
ペ プ チ ド 断 片 の こ の 特 定 の 長 さ に つ い て の ペ プ チ ド タ グ デ ー タ ベ ー ス で あ る 。 こ れ ら の パ
ー ス し た 短 い 重 複 す る ペ プ チ ド の 各 々 及 び 各 配 列 を ペ プ チ ド タ グ デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る
こ と に よ り 、 す べ て の Ｐ Ｅ Ｔ (ペ プ チ ド タ グ デ ー タ ベ ー ス 中 に 唯 一 度 出 現 )を 同 定 す る こ と
が で き る が 、 他 方 、 す べ て の 非 Ｐ Ｅ Ｔ (ペ プ チ ド デ ー タ ベ ー ス 中 に 一 回 よ り 多 く 出 現 す る )
は 排 除 さ れ う る 。
【 ０ ４ ６ １ 】
　 上 記 の よ う に 、 可 能 な ４ 量 体 、 ５ 量 体 又 は ６ 量 体 の 各 々 を 、 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム (総 数 ：
２ ９ ， ０ ７ ６ ヒ ト プ ロ テ オ ー ム 源 ： EBI Ensembl project release 4.28.1 ２ ０ ０ ２ 年 ３
月 １ ２ 日 、 http： //www.ensembl.org/Homo_sapiens/)に 対 し て 検 索 し て 、 ユ ニ ー ク 認 識 配
列 (Ｐ Ｅ Ｔ )を 同 定 し た 。
【 ０ ４ ６ ２ 】
　 前 述 の 検 索 に 基 づ い て 、 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム の 大 部 分 に つ い て の 特 異 的 Ｐ Ｅ Ｔ が 同 定 さ れ
た 。 図 １ は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ８ レ セ プ タ ー Ａ の 配 列 中 で 同 定 さ れ た ５ 量 体 の ユ ニ ー ク 認
識 配 列 を 描 い て い た も の で あ る 。 図 ２ は 、 ト リ プ シ ン 消 化 に よ り 破 壊 さ れ な い ヒ ス タ ミ ン
Ｈ １ レ セ プ タ ー 内 で 同 定 さ れ た ５ 量 体 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 を 描 い た も の で あ る 。 ヒ ト プ ロ
テ オ ー ム 中 で 同 定 さ れ た ５ 量 体 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 の 更 な る 例 を 如 何 に 示 す 。
【 ０ ４ ６ ３ 】
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【 表 １ ３ 】
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【 ０ ４ ６ ４ 】
　 図 １ ２ は 、 Ｐ Ｅ Ｔ に つ い て の 全 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム (約 １ ２ ０ ０ 万 の ４ ～ １ ０ 重 複 ぺ プ チ
ド に 対 応 す る 全 部 で ２ ９ ， ０ ７ ６ の タ ン パ ク 質 )の 検 索 結 果 及 び 各 Ｎ (４ ～ １ ０ )に つ き 同
定 さ れ た Ｐ Ｅ Ｔ の 数 の 一 覧 で あ る 。
【 ０ ４ ６ ５ 】
　 図 １ ３ は 、 少 な く と も 一 の Ｐ Ｅ Ｔ を 有 す る ヒ ト タ ン パ ク 質 の パ ー セ ン テ ー ジ の 結 果 を 示
し て い る 。 ４ ア ミ ノ 酸 長 の Ｐ Ｅ Ｔ に つ い て は 、 ６ ８ ４ の タ ン パ ク 質 (即 ち 、 全 ヒ ト タ ン パ
ク 質 の 約 ２ ． ３ ５ ％ )だ け が 少 な く と も 一 つ の ４ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ を 有 す る と い う こ と が 示 さ れ
て い る 。 し か し な が ら 、 も し 、 少 な く と も ６ ア ミ ノ 酸 の Ｐ Ｅ Ｔ を 用 い る な ら ば 、 全 タ ン パ
ク 質 の 少 な く と も 約 ９ ０ ％ が 少 な く と も 一 つ の Ｐ Ｅ Ｔ を 有 す る 。 加 え て 、 ５ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ か
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ら ６ 量 体 (又 は そ れ 以 上 )Ｐ Ｅ Ｔ に な る と 、 タ ン パ ク 質 当 た り の 平 均 Ｐ Ｅ Ｔ 数 が 有 意 に 増 加
し 、 そ の 平 均 が ７ 又 は ８ 量 体 を 用 い る と 急 速 に プ ラ ト ー に 達 す る と い う こ と は 、 幾 ら か 驚
く べ き こ と で あ る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 少 な く と も ６ ア ミ ノ 酸 (好 ま し く は 、 ７ ～ ９ ア ミ
ノ 酸 、 最 も 好 ま し く は 、 ８ ア ミ ノ 酸 )の Ｐ Ｅ Ｔ が 、 殆 ど の 応 用 に 対 し て 最 適 の 長 さ を 有 す
る と い う こ と を 示 し て い る 。 そ の 長 さ の 有 用 な Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る こ と は 、 そ の 長 さ の Ｐ Ｅ
Ｔ を 検 索 す る 場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 当 た り の Ｐ Ｅ Ｔ の 大 き い 平 均 数 の 故 に 、 一 層 容 易 で あ
る 。
【 ０ ４ ６ ６ 】
　 図 １ ４ は 、 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム の ト リ プ シ ン 消 化 か ら 生 じ た 更 な る デ ー タ を 提 供 す る 。 特
に 、 上 段 パ ネ ル は 、 タ グ 付 き タ ン パ ク 質 (少 な く と も 一 つ の Ｐ Ｅ Ｔ を 有 す る タ ン パ ク 質 )当
た り の Ｐ Ｅ Ｔ の 平 均 数 の 一 覧 (ト リ プ シ ン 消 化 を 伴 う か 又 は 伴 わ な い )で あ る 。 ト リ プ シ ン
消 化 は 、 タ グ 付 き タ ン パ ク 質 当 た り の Ｐ Ｅ Ｔ の 平 均 数 を 凡 そ １ ／ ３ ～ １ ／ ２ だ け 減 じ る 。
下 段 右 パ ネ ル は 、 ト リ プ シ ン 断 片 の ヒ ト プ ロ テ オ ー ム に お け る 分 布 を ペ プ チ ド 長 に 応 じ て
示 し て い る 。 平 均 で 、 典 型 的 な ト リ プ シ ン 断 片 は 、 約 ８ ． ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 下 段 左 パ
ネ ル は 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 か ら 生 成 し た ト リ プ シ ン 断 片 の 数 の 分 布 を 示 し て い る 。 平 均 で 、
ヒ ト タ ン パ ク 質 は 、 約 ４ ９ の ト リ プ シ ン 断 片 を 有 す る 。
【 ０ ４ ６ ７ 】
　 下 記 の 実 施 例 ６ は 、 Ｓ Ａ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス 特 異 的 な ８ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る 詳 細 な 例 を 与 え
る 。 こ れ ら の Ｐ Ｅ Ｔ は 、 潜 在 的 に 、 ヒ ト 又 は 他 の 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 化 (ワ ク チ ン 製 造 )
の た め の Ｓ Ａ Ｒ Ｓ 特 異 的 抗 原 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ６ ８ 】
実 施 例 ４ ： ２ つ の 重 複 し な い Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 有 す る 単 一 ペ プ チ ド 配 列 の 複 雑 な 混 合 物 に お け
る 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 利 用 す る 検 出 及 び 定 量
　 こ こ で は 、 複 雑 な ペ プ チ ド 混 合 物 に お け る 特 異 的 捕 捉 剤 に つ い て の 蛍 光 サ ン ド イ ッ チ 免
疫 ア ッ セ イ 及 び 標 的 ペ プ チ ド の 定 量 を 説 明 す る 。
【 ０ ４ ６ ９ 】
　 こ こ に 示 し た 実 施 例 に お い て は 、 ３ つ の 一 般 的 に 用 い ら れ る ア フ ィ ニ テ ィ ー エ ピ ト ー プ
配 列 (Ｈ Ａ タ グ 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ タ グ 及 び Ｍ Ｙ Ｃ タ グ )よ り な る ペ プ チ ド を 、 消 化 さ れ た ヒ ト タ ン
パ ク 質 試 料 に 由 来 す る 大 過 剰 の 無 関 係 の ペ プ チ ド と 混 合 す る (図 １ ５ )。 こ こ で は 、 標 的 ペ
プ チ ド の 中 央 の Ｆ Ｌ Ａ Ｇ エ ピ ト ー プ が 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 抗 体 に よ っ て 最 初 に 捕 捉 さ れ 、 次 い で 、
標 識 し た 抗 体 (Ｈ Ａ  ｍ Ａ ｂ 又 は Ｍ Ｙ Ｃ  ｍ Ａ ｂ )を 利 用 し て 、 第 二 の エ ピ ト ー プ を 検 出 す る
。 最 終 的 な シ グ ナ ル を 、 第 二 抗 体 か ら の 蛍 光 読 み 出 し に よ り 検 出 す る 。 図 １ ５ は 、 ピ コ モ
ル 濃 度 の Ｈ Ａ － Ｆ Ｌ Ａ Ｇ － Ｍ Ｙ Ｃ ペ プ チ ド が 、 百 万 倍 過 剰 の 消 化 さ れ た 無 関 係 の タ ン パ ク
質 の 存 在 下 で 検 出 さ れ た こ と を 示 し て い る 。 こ の 方 法 の 検 出 限 界 は 、 典 型 的 に は 、 約 １ ０
ｐ Ｍ 以 下 で あ る 。
【 ０ ４ ７ ０ 】
　 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 利 用 し て 、 タ グ 付 き ヒ ト Ｐ Ｓ Ａ タ ン パ ク 質 を 、 細 胞 培 養 の 調 整
培 地 中 に 分 泌 さ れ た 完 全 長 タ ン パ ク 質 、 及 び 同 調 整 培 地 の 消 化 に よ り 生 成 さ れ た ト リ プ シ
ン ペ プ チ ド の 両 方 と し て 検 出 し た 。 こ の 分 析 の 結 果 を 、 図 １ ６ に 示 し た 。 こ の Ｐ Ｓ Ａ タ ン
パ ク 質 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ (同 図 の 左 側 )は 、 Ｐ Ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の 濃 度 が 、 調 整 培 地 中 で
約 ７ ． ４ ｎ Ｍ で あ る こ と を 示 し た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 は 、 試 料 中 の す べ て の タ ン パ ク
質 の ト リ プ シ ン 消 化 が 完 結 し た こ と を 示 し た (殆 ど の ト リ プ シ ン 断 片 は 、 １ ｋ Ｄ 未 満 で あ
る と 予 想 さ れ る の で 、 消 化 後 ゲ ル 上 に 如 何 な る 可 視 的 バ ン ド も 存 在 し な い こ と に よ り 明 示
さ れ た )。 同 図 の 右 側 は 、 ほ ぼ 同 じ 濃 度 (８ ｎ Ｍ )の 最 後 の 断 片 (組 換 え Ｐ Ｓ Ａ タ ン パ ク 質 の
タ グ 含 有 部 分 )が 、 こ の 消 化 さ れ た 試 料 中 に 存 在 す る こ と を 示 し た 。 一 層 高 い 濃 度 は 、 試
料 中 の 干 渉 性 物 質 例 え ば 完 全 長 Ｐ Ｓ Ａ タ ン パ ク 質 に 結 合 し て そ の 他 の 抗 体 と の 相 互 作 用 を
マ ス ク す る 他 の タ ン パ ク 質 の 排 除 に 帰 す る こ と が で き た 。 こ の 種 の 干 渉 は 、 こ の 実 施 例 で
は 比 較 的 単 純 な 調 整 培 地 を 用 い た の で そ れ ほ ど 重 大 で は な い が 、 実 際 の 生 物 学 的 試 料 に お
い て は 、 ず っ と 優 勢 で あ る こ と が 予 想 さ れ る (該 試 料 に お い て は 、 大 き な 干 渉 が 、 消 化 し
て な い 複 雑 な 体 液 例 え ば 血 清 中 の 未 知 の タ ン パ ク 質 か ら 予 想 さ れ る )。
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【 ０ ４ ７ １ 】
　 同 じ サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 、 抗 チ ロ シ ン 、 抗 セ リ ン 、 又 は 抗 ス レ オ ニ ン 抗 体 を 利 用 し
て 、 リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 な ど の 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 検 出 の た め に 利 用 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 図 １ ７ は 、 ホ ス ホ プ ロ テ イ ン Ｓ Ｈ Ｉ Ｐ － ２ が ２ ８ ア ミ ノ 酸 の ト リ プ シ ン 断 片 を
含 む こ と を 示 し て お り 、 こ れ は 、 ８ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ (Ｙ Ｖ Ｌ Ｅ Ｇ Ｖ Ｐ Ｈ )の Ｎ 末 端 の 一 の チ ロ シ
ン 残 基 上 で 及 び 同 Ｐ Ｅ Ｔ の Ｃ 末 端 の 一 の セ リ ン 残 基 上 で リ ン 酸 化 さ れ て い る 。 従 っ て 、 こ
の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お い て 、 ト リ プ シ ン 消 化 し た Ｓ Ｈ Ｉ Ｐ － ２ タ ン パ ク 質 を 、 先 ず
Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 抗 体 を 利 用 し て プ ル ダ ウ ン す る こ と が で き 、 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 又 は セ リ ン の
存 在 を 、 本 明 細 書 の 他 所 に 記 載 し た よ う な リ ン 特 異 的 抗 体 を 利 用 し て 検 出 ／ 定 量 す る こ と
が で き る 。 選 択 し た Ｐ Ｅ Ｔ の ３ つ の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー も 又 、 こ の 図 に 示 し て あ る 。
【 ０ ４ ７ ２ 】
　 同 様 に 、 ホ ス ホ プ ロ テ イ ン Ａ Ｂ Ｌ も 又 、 ８ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ を 、 そ の リ ン 酸 化 部 位 を 含 む ト リ
プ シ ン 断 片 上 に 含 む 。 こ の リ ン 酸 化 ペ プ チ ド は 、 ホ ス ホ チ ロ シ ン 特 異 的 抗 体 に よ っ て 容 易
に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ７ ３ 】
　 事 実 、 一 般 的 ア プ ロ ー チ と し て 、 こ の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 利 用 し て 、 Ｎ ＋ １ の Ｐ Ｅ
Ｔ 特 異 的 抗 体 を 用 い て Ｎ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と が で き る ： 一 の Ｐ Ｅ Ｔ は 、 検 出 す べ き
全 Ｎ ペ プ チ ド に 共 通 で あ り 、 他 方 、 各 特 異 的 ペ プ チ ド は 又 、 ユ ニ ー ク な Ｐ Ｅ Ｔ を も 含 む 。
す べ て の Ｎ ペ プ チ ド は 、 共 通 の Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 な 捕 捉 剤 に よ っ て プ ル ダ ウ ン す る こ と が で
き 、 各 特 異 的 ペ プ チ ド の 存 在 及 び 量 を 、 ユ ニ ー ク な Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 な 抗 体 を 利 用 し て 、 個
々 に 評 価 す る こ と が で き る (図 １ ８ )。
【 ０ ４ ７ ４ 】
　 説 明 の た め に 、 殆 ど の キ ナ ー ゼ は 、 類 似 の 触 媒 構 造 及 び ／ 又 は 触 媒 機 構 を 共 有 す る こ と
に よ っ て な ん と か 関 係 し て い る 。 そ れ 故 、 公 知 の す べ て の ５ １ ８ の ヒ ト キ ナ ー ゼ を 表 す の
に ８ ８ の ５ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ だ け が 必 要 で あ り 、 同 じ 目 的 の た め に 、 １ ２ ２ の ６ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ が 必
要 で あ る と い う こ と は 興 味 深 い こ と で あ る 。 図 １ ８ は 又 、 ト ッ プ ２ ０ の 最 も 一 般 的 な ６ 量
体 Ｐ Ｅ Ｔ が 、 す べ て の 公 知 の キ ナ ー ゼ の ７ ０ ％ よ り 多 く を カ バ ー す る こ と を も 示 し て い る
。 密 接 に 関 係 し た キ ナ ー ゼ は 、 一 般 的 特 徴 を 共 有 す る 傾 向 が あ り 、 主 題 の サ ン ド イ ッ チ ア
ッ セ イ は 、 キ ナ ー ゼ の フ ァ ミ リ ー の 同 時 の 検 出 に 適 し て い る 。 図 １ ９ は 、 か か る 例 を 与 え
る も の で あ り 、 一 つ の ５ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ が 、 ２ ２ の 関 連 キ ナ ー ゼ の ト リ プ シ ン 断 片 に 共 有 さ れ
て い る (各 々 は 、 ユ ニ ー ク な ７ 量 体 又 は ８ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ を も 有 す る )。
【 ０ ４ ７ ５ 】
　 同 じ ア プ ロ ー チ を 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 レ セ プ タ ー 、 又 は 特 異
的 酵 素 を 含 む 他 の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に つ い て 利 用 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 原 形 質 膜 レ
セ プ ト ー ム は 、 http://receptome.stanford.edu/HPMR.に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ７ ６ 】
実 施 例 ５ ：  ペ プ チ ド 競 合 ア ッ セ イ
　 こ の 発 明 の あ る 具 体 例 に お い て 、 ペ プ チ ド 競 合 ア ッ セ イ を 利 用 し て 、 捕 捉 剤 の そ の 標 的
Ｐ Ｅ Ｔ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ の 幾 つ か の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー 配 列 と 比 較 し て
測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ７ ７ 】
　 典 型 的 な ペ プ チ ド 競 合 ア ッ セ イ の た め に 、 次 の 説 明 の た め の プ ロ ト コ ー ル を 利 用 す る こ
と が で き る ： １ μ ｇ ／ １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル の 各 標 的 ペ プ チ ド を 、 コ ー テ ィ ン グ 緩 衝 液 (炭
酸 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ９ ． ６ )を 用 い て 、 一 晩 ４ ℃ で 、 又 は １ 時 間 、 室 温 で 、 Ｍ ａ ｘ ｉ ｓ ｏ ｒ ｂ  
Ｐ ｌ ａ ｔ ｅ 中 に コ ー ト す る 。 こ れ ら の プ レ ー ト を 、 ３ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ (１ × Ｐ Ｂ Ｓ ／
０ ． ０ ５ ％ ツ イ ー ン ２ ０ )で ４ 回 洗 う 。 次 い で 、 ３ ０ ０ μ ｌ の ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 (２ ％ Ｂ
Ｓ Ａ ／ Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ )を 加 え て 、 そ れ ら の プ レ ー ト を １ 時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ブ ロ
ッ キ ン グ 後 に 、 こ れ ら の プ レ ー ト を 、 ３ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で ４ 回 洗 う 。
【 ０ ４ ７ ８ 】
　 合 成 し た 競 合 ペ プ チ ド を 水 に 溶 解 さ せ て 、 終 濃 度 ２ ｍ Ｍ の 溶 液 と す る 。 消 化 し た ヒ ト 血
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清 中 の 競 合 ペ プ チ ド の 連 続 希 釈 (例 え ば 、 １ ０ ０ ｐ Ｍ か ら １ ０ ０ μ Ｍ )を 調 製 す る 。 こ れ ら
の 特 定 の 濃 度 の 競 合 ペ プ チ ド を 、 次 い で 、 等 量 の 標 的 ペ プ チ ド に 対 す る 第 一 抗 体 と 混 合 す
る 。 こ れ ら の 混 合 物 を 、 次 い で 、 固 定 化 さ れ た 標 的 ペ プ チ ド を そ れ ぞ れ 有 す る プ レ ー ト の
ウ ェ ル に 加 え る 。 結 合 を 、 ２ 時 間 、 室 温 で 進 行 さ せ る 。 こ れ ら の プ レ ー ト を 、 ３ ０ ０ μ ｌ
の Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で ４ 回 洗 う 。 次 い で 、 標 識 し た 第 一 抗 体 に 対 す る 第 二 抗 体 (例 え ば 、 １ ０ ０ μ
ｌ の ５ ， ０ ０ ０ 倍 希 釈 し た 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ － Ｈ Ｒ Ｐ )を 加 え て 、 更 に １ 時 間 室 温 で イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。 こ れ ら の プ レ ー ト を 、 ３ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で ６ 回 洗 う 。 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 活 性
の 検 出 の た め に 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｍ Ｂ 基 質 (Ｈ Ｒ Ｐ の 基 質 )を 加 え て 、 １ ５ 分 間 室 温 で イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。 １ ０ ０ μ ｌ の 停 止 用 緩 衝 液 (２ Ｎ  Ｈ Ｃ Ｌ )を 加 え て 、 こ れ ら の プ レ ー ト
を Ｏ Ｄ 4 5 0 で 読 む 。 ペ プ チ ド 競 合 曲 線 を 、 競 合 ペ プ チ ド の 濃 度 に 対 す る Ａ Ｂ Ｓ (Ｏ Ｄ 4 5 0 )を
利 用 し て プ ロ ッ ト す る 。
【 ０ ４ ７ ９ 】
実 施 例 ６ ：  Ｓ Ａ Ｒ Ｓ 特 異 的 Ｐ Ｅ Ｔ の 同 定

　 ２ ０ ２ ８ コ ロ ナ ウ イ ル ス ペ プ チ ド 配 列 の す べ て は 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス か ら 得 た (htt
p://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/genomes/SARS/SARS.html)。 こ れ ら の 配 列 は 、 少 な く と も
１ ０ の 異 な る 種 の コ ロ ナ ウ イ ル ス を 表 し て い る 。 そ れ ら の 内 で 、 １ ０ ９ ８ の 非 冗 長 ペ プ チ
ド 配 列 を 同 定 し た 。 一 層 大 き い 配 列 中 に 同 様 に 現 れ た (包 含 さ れ た )各 配 列 は 除 去 さ れ て 、
一 層 大 き い 配 列 が 代 表 と し て 残 っ た 。 こ う し て 生 じ た 配 列 を 、 次 い で 、 ８ ア ミ ノ 酸 の 重 複
す る 領 域 (８ 量 体 )に 分 割 し た が 、 連 続 す る ８ 量 体 の 間 で １ ア ミ ノ 酸 の 配 列 差 異 が あ っ た 。
こ れ ら の ８ 量 体 を 、 次 い で 、 同 様 に 生 成 さ れ て 、 問 題 の 種 の プ ロ テ オ ー ム (及 び 任 意 の 他
の 必 要 と 思 わ れ る タ ン パ ク 質 配 列 の セ ッ ト )中 に 存 在 す る す べ て の ８ 量 体 よ り な る デ ー タ
ベ ー ス に 問 い 合 わ せ た 。 一 回 だ け 存 在 す る こ と が 見 出 さ れ た ８ 量 体 (そ れ 自 身 だ け で あ る
と 同 定 さ れ た 配 列 )を ユ ニ ー ク と み な し た 。 こ れ ら の 配 列 の 残 り は 、 一 層 綿 密 な 分 析 に よ
り 、 そ れ ら は 実 際 、 初 期 に ユ ニ ー ク で あ る と 決 定 さ れ た 配 列 と 同 程 度 に 有 用 で あ り う る と
い う 理 解 に よ り 、 初 期 に 、 非 ユ ニ ー ク と し て 分 類 さ れ た 。 例 え ば 、 ８ 量 体 は 、 そ の 親 配 列
の 他 の イ ソ 型 中 に 存 在 し え て 、 そ れ 故 、 依 然 と し て 、 そ の 親 配 列 及 び そ の イ ソ 型 を 他 の す
べ て の 無 関 係 の タ ン パ ク 質 か ら ユ ニ ー ク に 検 出 す る こ と に お い て 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ４ ８ ０ 】
　 全 部 で 約 ６ ５ ０ ， ０ ０ ０ の ８ 量 体 ペ プ チ ド 配 列 が 生 成 さ れ 、 そ の 約 ５ ０ ， ０ ０ ０ が 、 Ｐ
Ｅ Ｔ で あ る こ と が 測 定 さ れ た 。 こ れ ら の 内 の 、 ６ ０ ５ が 、 Ｓ Ａ Ｒ Ｓ 特 異 的 で あ り 、 ６ ０ ２
が 、 ヒ ト に 関 係 す る Ｐ Ｅ Ｔ で あ っ た 。
【 ０ ４ ８ １ 】

　 一 度 Ｐ Ｅ Ｔ が 同 定 さ れ た な ら ば 、 全 Ｐ Ｅ Ｔ の プ ー ル か ら 、 特 定 の 応 用 に 最 良 の 候 補 を 選
択 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ４ ８ ２ 】
　 一 般 に 、 Ｐ Ｅ Ｔ は 、 そ れ ら の 疎 水 性 、 抗 原 性 、 及 び 溶 解 度 の 予 想 に 用 い ら れ る 計 算 に 基
づ い て ラ ン ク 付 け さ れ 、 親 水 性 で 、 抗 原 性 で 且 つ 可 溶 性 の Ｐ Ｅ Ｔ が 、 最 高 の 特 性 を 与 え ら
れ る 。 次 い で 、 こ れ ら の Ｐ Ｅ Ｔ を 、 更 に 、 各 Ｐ Ｅ Ｔ の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー (少 な く と も
一 配 列 の 差 異 を 有 す る 類 似 の ８ 量 体 )を 問 題 の プ ロ テ オ ー ム に お い て 測 定 す る こ と に よ っ
て ラ ン ク 付 け す る 。 マ ト リ ク ス 計 算 は 、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ 、 Ｐ Ａ Ｍ 、 又 は 類 似 の 配 列 類 似 性 及
び 距 離 を 決 定 す る た め の 所 有 プ ロ グ ラ ム を 利 用 し て 実 施 さ れ る 。 最 も 遠 い ニ ア レ ス ト － ネ
イ バ ー を 有 す る Ｐ Ｅ Ｔ が 、 そ の 特 性 を 与 え ら れ る 。
【 ０ ４ ８ ３ 】
　 親 ペ プ チ ド 配 列 を 、 次 い で 、 イ ン ・ シ リ コ で タ ン パ ク 質 分 解 に よ り 開 裂 さ せ て 、 そ の 結
果 生 成 し た 断 片 を 、 ユ ー ザ ー の 規 定 し た サ イ ズ ／ 疎 水 性 ／ 抗 原 性 ／ 溶 解 度 基 準 に よ っ て 分
類 す る 。 各 断 片 中 の Ｐ Ｅ Ｔ の 存 在 を 評 価 し て 、 Ｐ Ｅ Ｔ を 含 ま な い 断 片 を 捨 て る 。 残 り の 断
片 を 、 そ れ ら の 内 部 で の Ｐ Ｅ Ｔ 置 換 に 関 し て 、 実 施 す べ き ア ッ セ イ の 種 類 に 応 じ て 分 析 す
る 。 例 え ば 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 単 一 断 片 中 の ２ つ の 重 複 し な い Ｐ Ｅ Ｔ に 向 い て い

10

20

30

40

50

(101) JP 2007-511837 A 2007.5.10

配 列 回 復

Ｐ Ｅ Ｔ 優 先 順 位



る 。 理 想 的 な 最 終 的 選 択 は 、 実 施 す べ き ア ッ セ イ の 要 求 に 合 致 す る 許 容 し う る タ ン パ ク 質
分 解 断 片 中 の 、 遠 く に 関 係 す る ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー を 有 す る だ け の 最 も 抗 原 性 の Ｐ Ｅ Ｔ
で あ ろ う 。
【 ０ ４ ８ ４ 】
　 図 ２ ０ は 、 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム 及 び 関 連 す る コ ロ ナ ウ イ ル ス の 両 方 に お け る 、 ２ つ の Ｓ Ａ
Ｒ Ｓ 特 異 的 Ｐ Ｅ Ｔ 及 び そ れ ら の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー を 示 し て い る 。
【 ０ ４ ８ ５ 】
　 こ の 方 法 を 利 用 し て 同 定 さ れ た す べ て の Ｓ Ａ Ｒ Ｓ 特 異 的 Ｐ Ｅ Ｔ を 、 下 記 の 表 Ｓ Ａ Ｒ Ｓ に
列 記 す る 。
【 ０ ４ ８ ６ 】
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【 ０ ４ ８ ７ 】
実 施 例 ７ ： Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 な 抗 体 は 、 そ れ ら の Ｐ Ｅ Ｔ 抗 原 に 対 し て 高 度 に 特 異 的 で 且 つ 高 い
親 和 性 を 有 し て い る
　 そ れ ぞ れ の 抗 原 に 対 し て 高 度 に 特 異 的 で あ り 且 つ 高 い 親 和 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 多
く の Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 な 抗 体 が あ る 。 下 記 の 表 は 、 そ れ ぞ れ の 抗 原 に 対 す る 高 い 親 和 性 (低 ナ
ノ モ ル ～ 高 ピ コ モ ル の 範 囲 )を 示 す 幾 つ か の 典 型 的 な 抗 体 を 列 記 し て い る 。
【 ０ ４ ８ ８ 】
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【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ８ ９ 】
　 更 に 、 下 記 の 表 は 、 そ れ ぞ れ の 抗 原 に 対 す る 類 似 の ナ ノ モ ル 範 囲 の 親 和 性 を 有 す る ３ つ
の 更 な る Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 抗 体 を 示 し て い る 。
【 ０ ４ ９ ０ 】
【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ １ 】
　 こ れ ら の Ｐ Ｅ Ｔ は 、 ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー 分 析 を 含 む 本 願 明 細 書 中 に 示 し た 基 準 に 基 づ
い て 選 択 さ れ る 。 以 下 に 列 記 し た の は 、 上 記 の Ｐ Ｅ Ｔ の ２ つ の 幾 つ か の ニ ア レ ス ト － ネ イ
バ ー で あ る 。
【 ０ ４ ９ ２ 】
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【 ０ ４ ９ ３ 】
　 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 抗 体 は 、 単 に 高 親 和 性 の 抗 体 で あ る だ け で な く 、 他 の 密 接 に 関 係 す る ペ プ
チ ド 配 列 と 非 常 に 僅 か の (あ る に し て も )交 差 反 応 し か 示 さ な い 高 い 特 性 の 抗 体 で も あ る 。
【 ０ ４ ９ ４ 】
　 例 え ば 、 図 ２ ４ は 、 実 施 例 ５ に 記 載 し た ペ プ チ ド 競 合 ア ッ セ イ を 利 用 す る ペ プ チ ド 競 合
の 結 果 を 示 し て い る 。 左 パ ネ ル は 、 抗 体 Ｐ １ (Ｐ Ｓ Ａ 由 来 の ８ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 Ｅ Ｐ Ａ Ｅ Ｌ
Ｔ Ｄ Ａ に 特 異 的 )が 、 抗 原 Ｐ Ｅ Ｔ (Ｅ Ｐ Ａ Ｅ Ｌ Ｔ Ｄ Ａ )に よ っ て 効 果 的 に 競 合 さ れ う る (約 ４
０ ｎ Ｍ の 半 最 大 効 果 的 ペ プ チ ド 濃 度 )こ と を 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 ヒ ト プ ロ テ オ ー
ム で 見 出 さ れ る ２ 又 は ３ ア ミ ノ 酸 の 差 異 し か 有 し な い そ の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー ８ 量 体 Ｐ
Ｅ Ｔ の ２ つ (Ｅ Ｐ Ｅ Ｌ Ｔ Ａ 及 び Ｐ Ｌ Ｔ Ｄ Ａ )は 、 た と え １ ０ ０ ０ μ Ｍ (２ ５ ， ０
０ ０ 倍 高 濃 度 )で も 完 全 に 無 効 で あ る 。 同 様 に 、 右 パ ネ ル は 、 抗 体 Ｃ １ (Ｃ Ｒ Ｐ 由 来 の ８ 量
体 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 Ｙ Ｅ Ｖ Ｑ Ｇ Ｅ Ｖ Ｆ に 特 異 的 )が 、 抗 原 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 Ｙ Ｅ Ｖ Ｑ Ｇ Ｅ Ｖ Ｆ に よ っ て
効 果 的 に 競 合 さ れ う る (約 １ μ Ｍ の 半 最 大 効 果 的 ペ プ チ ド 濃 度 )こ と を 示 し て い る 。 し か し
な が ら 、 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム で 見 出 さ れ る ２ ア ミ ノ 酸 の 差 異 し か 有 し な い そ の ニ ア レ ス ト －
ネ イ バ ー ８ 量 体 Ｐ Ｅ Ｔ の ２ つ ( Ｅ Ｖ Ｇ Ｅ Ｖ Ｆ 及 び Ｙ Ｅ Ｖ Ｇ Ｅ Ｆ )は 、 た と え １ ０ ０
０ μ Ｍ (少 な く と も １ ， ０ ０ ０ 倍 高 濃 度 )で も 完 全 に 無 効 で あ る 。
【 ０ ４ ９ ５ 】
実 施 例 ８ ： 抗 体 の 交 差 反 応 性 ： カ リ ク レ イ ン Ａ ｂ
　 カ リ ク レ イ ン は 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 酵 素 フ ァ ミ リ ー の サ ブ フ ァ ミ リ ー で あ る (Bhoola
等 、 Pharmacol Rev 44:1-80, 1992; Clements J. The molecular biology of the kallik
reins and their roles in inflammation. Farmer S. 編 、 The kinin system 1997: 71-9
7 Academic Press New York)。 ヒ ト カ リ ク レ イ ン 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー は 、 最 近 ま で 、 膵 臓 ／
腎 臓 カ リ ク レ イ ン (ｈ Ｋ １ )を コ ー ド す る Ｋ Ｌ Ｋ １ ； ヒ ト 腺 カ リ ク レ イ ン (ｈ Ｋ ２ )を コ ー ド
す る Ｋ Ｌ Ｋ ２ ； 及 び 前 立 腺 特 異 的 抗 原 (Ｐ Ｓ Ａ ； ｈ Ｋ ３ )を コ ー ド す る Ｋ Ｌ Ｋ ３ の ３ つ の メ
ン バ ー の み を 含 む と 考 え ら れ て い た (Riegman等 、 Genomics 14:6-11, 1992)。 こ れ ら の ３
つ の 古 典 的 な ヒ ト カ リ ク レ イ ン の 内 で 最 も 知 ら れ て い る の は 、 Ｐ Ｓ Ａ で あ り 、 こ れ は 、 前
立 腺 癌 の 診 断 及 び モ ニ タ リ ン グ の た め に 重 要 な バ イ オ マ ー カ ー で あ る 。 最 近 、 こ れ ら の ３
つ の 古 典 的 な カ リ ク レ イ ン に 対 す る 高 度 の 相 同 性 を 有 す る 新 規 な セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ が ク
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ロ ー ン 化 さ れ た 。 こ れ ら の 新 た に 同 定 さ れ た セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ は 、 今 や 、 拡 張 さ れ た ヒ
ト カ リ ク レ イ ン 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に 含 ま れ て い る 。 染 色 体 １ ９ ｑ １ ３ ． ４ 上 の 全 ヒ ト カ リ
ク レ イ ン 遺 伝 子 座 は 、 今 や 、 Ｋ Ｌ Ｋ １ ～ Ｋ Ｌ Ｋ １ ５ で 示 さ れ る １ ５ の 遺 伝 子 を 含 ん で お り
； そ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 ｈ Ｋ １ ～ ｈ Ｋ １ ５ と し て 知 ら れ て い る (Diamandis等 、 Clin Che
m 46:1855-1858, 2000)。
【 ０ ４ ９ ６ 】
　 Ｋ Ｌ Ｋ １ ３ (以 前 は 、 Ｋ Ｌ Ｋ － Ｌ ４ と し て 知 ら れ て い た )は 、 新 た に 同 定 さ れ た カ リ ク レ
イ ン 遺 伝 子 の 一 つ で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 Ｐ Ｓ Ａ 及 び ｈ Ｋ ２ と 、 そ れ ぞ れ ４ ７ ％ 及 び
４ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 し て い る (Yousef等 、 J Biol Chem 275:11891-11898, 2000)。 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル に お い て 、 Ｋ Ｌ Ｋ １ ３ の 発 現 は 、 乳 腺 、 前 立 腺 、 精 巣 、 及 び 唾 液 腺 で 最 大 で
あ る (Yousef, 前 出 )。 Ｋ Ｌ Ｋ １ ３ の 機 能 は 、 依 然 と し て 未 知 で あ る が 、 ヒ ト カ リ ク レ イ ン
フ ァ ミ リ ー の 他 の す べ て の メ ン バ ー と 同 様 に 、 生 物 学 的 液 体 中 に 存 在 す る こ と が あ り そ う
な 分 泌 性 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド す る も の と 予 想 さ れ て い る 。 Ｐ Ｓ Ａ の 癌 の バ イ オ マ
ー カ ー と し て の 顕 著 な 役 割 及 び 最 近 、 こ の 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー も 又 潜 在 的 な
癌 の バ イ オ マ ー カ ー で あ る こ と が 示 さ れ た (Diamandis等 、 Clin Biochem 33:369-375, 200
0； Luo等 、 Clin Chem 47:237-246, 2000； Diamandis等 、 Clin Biochem 33:579-583, 2000
； Luo等 、 Clin Chim Acta 7:806-811, 2001； Diammandis等 、 Cancer Res 62:293-300, 20
02)こ と か ら 、 ｈ K１ ３ も 又 、 病 気 の バ イ オ マ ー カ ー と し て 有 用 性 を 有 し う る 。 生 物 学 的 液
体 及 び 組 織 中 の ｈ Ｋ １ ３ タ ン パ ク 質 を 測 定 す る た め の 高 い 感 度 及 び 特 異 性 を 有 す る 適 当 な
方 法 を 開 発 す る た め に 、 及 び こ の タ ン パ ク 質 の 診 断 そ の 他 の 臨 床 的 応 用 を 更 に 研 究 す る た
め に 、 Kapadia等 (Clinical Chemistry 49:77-86, 2003)は 、 完 全 長 の 組 換 え ヒ ト Ｋ Ｌ Ｋ １
３ を 酵 母 発 現 系 中 に ク ロ ー ン 化 し て 発 現 さ せ て 、 Ｋ Ｌ Ｋ １ ３ 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 高 め た 。 サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ は 、 Ｋ Ｌ Ｋ １ ３ 抗 体 が 、 全 く 特 異
的 で あ る こ と を 明 ら か に し た (組 換 え ｈ Ｋ １ 、 ｈ Ｋ ２ 、 ｈ Ｋ ３ 、 ｈ Ｋ ４ 、 ｈ Ｋ ５ 、 ｈ Ｋ ６
、 ｈ Ｋ ７ 、 ｈ Ｋ ８ 、 ｈ Ｋ ９ 、 ｈ Ｋ １ ０ 、 ｈ Ｋ １ １ 、 ｈ Ｋ １ ２ 、 ｈ Ｋ １ ３ 、 ｈ Ｋ １ ４ 、 及 び
ｈ Ｋ １ ５ タ ン パ ク 質 は 、 た と え ｈ Ｋ １ ３ の １ ０ ０ ０ 倍 高 濃 度 で も 測 定 可 能 な 読 み を 生 成 し
な か っ た )。
【 ０ ４ ９ ７ 】
　 し か し な が ら 、 他 の 関 連 タ ン パ ク 質 へ の 交 差 反 応 性 に よ り 規 定 さ れ て い て 何 ら の エ ピ ト
ー プ 情 報 を 伴 わ な い こ の 型 の 抗 体 の 特 異 性 は 、 し ば し ば 、 誤 り で あ り 、 従 っ て 、 Kapadia
等 に 提 示 さ れ た デ ー タ は 、 用 心 し て 解 釈 す べ き で あ る と い う こ と に は 注 意 す べ き で あ る 。
一 つ に は 、 無 関 係 の タ ン パ ク 質 が 、 フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 よ り 高 い 配 列 相 同 性 又 は コ ン ホ
メ ー シ ョ ン 類 似 性 を 有 し う る 。 何 れ の ｈ Ｋ １ ３ 抗 体 も 他 の 高 度 に 関 連 す る フ ァ ミ リ ー の メ
ン バ ー と 交 差 反 応 し な い と い う の は 、 ま っ た く の 幸 運 で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 ｈ Ｋ １ ３
抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 特 定 の エ ピ ト ー プ が 他 の タ ン パ ク 質 例 え ば 同 定 さ れ て な い カ リ ク レ
イ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 中 に 、 又 は ｈ Ｋ １ ３ の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 型 中 に 現 れ な い と
い う 保 証 は な い の で あ る 。 そ れ 故 、 抗 体 特 異 性 は 、 選 択 し た Ｐ Ｅ Ｔ に 最 も 相 同 な ペ プ チ ド
(ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー ペ プ チ ド )に 対 す る 反 応 性 に よ り 一 層 よ く 規 定 さ れ る 。 抗 体 の 交 差
反 応 性 は 、 今 や 、 広 い 動 的 範 囲 で ペ プ チ ド 競 合 ア ッ セ イ を 利 用 し て 容 易 に 測 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ４ ９ ８ 】
　 一 方 、 あ る 状 況 で は 、 全 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー 又 は 該 フ ァ ミ リ ー の 特 定 の サ ブ セ ッ ト の
検 出 が 必 要 と さ れ る 。 例 え ば 、 多 数 の カ リ ク レ イ ン が 卵 巣 癌 に お い て 過 剰 発 現 さ れ る と い
う こ と が 既 に 示 さ れ て い る (Yousef及 び Diamandis, Minerva Endocrinol 27:157-166, 200
2に 総 説 さ れ て い る )。 こ れ ら の カ リ ク レ イ ン は 、 凝 固 及 び 繊 維 素 溶 解 の 経 路 に 類 似 し た カ
ス ケ ー ド の 酵 素 的 経 路 を 形 成 す る こ と が で き る と い う 実 験 的 証 拠 が あ る 。 そ れ 故 、 卵 巣 癌
関 連 カ リ ク レ イ ン の サ ブ セ ッ ト に 特 異 的 な 単 一 抗 体 が 、 臨 床 状 況 に お い て 特 に 興 味 深 い 。
最 後 に 、 用 い ら れ る 競 合 相 手 の 濃 度 は 、 Kapadiaの ア ッ セ イ に お い て 制 限 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ９ ９ 】
　 こ れ ら の 問 題 は 、 本 発 明 の ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 容 易 に 取 り 組 む こ と が で き る 。 例 え ば
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、 下 記 の 表 は 、 ｈ Ｋ １ ～ ｈ Ｋ １ １ (ｈ Ｋ ６ 及 び ７ を 除 く 、 こ れ ら は 、 そ れ ら の 共 通 の Ｐ Ｅ
Ｔ を 有 し て い る )に つ い て の 一 般 的 な Ｐ Ｅ Ｔ 、 並 び に 列 記 し た 各 ｈ Ｋ タ ン パ ク 質 に 特 異 的
な Ｐ Ｅ Ｔ を 列 記 し て い る 。 加 え て 、 フ ァ ミ リ ー 特 異 的 Ｐ Ｅ Ｔ 及 び タ ン パ ク 質 特 異 的 Ｐ Ｅ Ｔ
の 両 方 と も 、 同 じ ト リ プ シ ン ペ プ チ ド 中 に あ る 。
【 ０ ５ ０ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ １ 】
　 こ れ ら の フ ァ ミ リ ー 及 び 個 々 の 特 異 的 Ｐ Ｅ Ｔ 抗 体 (又 は 他 の 適 当 な 捕 捉 剤 )の 利 用 に よ っ
て 、 同 じ ト リ プ シ ン 消 化 を 、 す べ て の 関 心 あ る ト リ プ シ ン ペ プ チ ド を 捕 捉 す る サ ン ド イ ッ
チ 型 ア ッ セ イ (フ ァ ミ リ ー 特 異 的 な Ｐ Ｅ Ｔ 抗 体 を 利 用 )に 利 用 し 、 そ の 後 、 特 異 的 な フ ァ ミ
リ ー メ ン バ ー の 選 択 的 な 検 出 ／ 定 量 を す る こ と が で き る (例 え ば 、 差 次 的 に 標 識 さ れ た 個
々 の 特 異 的 抗 体 を 、 好 ま し く は 単 一 実 験 で 利 用 )。
【 ０ ５ ０ ２ 】
　 加 え て 、 同 じ ア プ ロ ー チ を 利 用 し て 、 任 意 の タ ン パ ク 質 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 型 の 存
在 を 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 下 記 の ｈ Ｋ １ ５ の ３ つ の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 型 が
あ る ( * は 、 ト リ プ シ ン 消 化 部 位 を 表 す )：
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ ３ 】
　 従 っ て 、 SGWGLVSHは 、 Ｖ １ を 検 出 す る た め の Ｐ Ｅ Ｔ で あ り 、 ３ つ の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ
ー ペ プ チ ド は 、 GWG V H、 SGWG H、 及 び SGWG V で あ る 。 同 様 に 、 WGDVPCDNは 、 Ｖ １ を
検 出 す る た め の Ｐ Ｅ Ｔ で あ り 、 ３ つ の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー ペ プ チ ド は 、 W DVPC 、 W D
PCD 、 及 び W D PCD で あ る 。
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【 ０ ５ ０ ４ 】
実 施 例 ９ ： 血 清 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 検 出
　 一 つ よ り 多 く の 形 態 で 存 在 し 及 び ／ 又 は 種 々 の 複 合 体 で 存 在 す る 抗 原 の 測 定 に お け る 基
本 的 問 題 の た め に 、 正 常 な ヒ ト 血 漿 に お い て 全 血 清 タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 Ｔ Ｇ Ｆ － ｂ １ タ
ン パ ク 質 )の レ ベ ル で 合 意 に 達 す る こ と は 困 難 で あ り う る 。 本 発 明 は 、 こ の 問 題 を 効 率 的
に 解 決 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ５ ０ ５ 】
　 図 ２ １ は 、 標 準 化 血 清 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ 測 定 の た め の Ｐ Ｅ Ｔ ベ ー ス の ア ッ セ イ の デ ザ イ ン
を 示 し て い る 。 成 熟 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ の Ｃ 末 端 モ ノ マ ー は 、 上 段 パ ネ ル に 赤 い バ ー と し て 表
示 さ れ て い る 。 下 の 配 列 は 、 ４ つ の Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ イ ソ 型 の 各 々 に 特 異 的 な Ｐ Ｅ Ｔ 及 び そ
れ ら の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー を 示 し て い る 。 こ の Ｐ Ｅ Ｔ ベ ー ス の ア ッ セ イ を 利 用 し て 、 Ｔ
Ｇ Ｆ － ベ ー タ イ ソ 型 の 一 つ を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き 、 並 び に 血 清 試 料 中 に 存 在 す る
す べ て の Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ イ ソ 型 の 総 量 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ０ ６ 】
　 一 般 に 、 こ こ で 用 い た 命 名 法 及 び 本 発 明 で 利 用 し た 実 験 室 手 順 は 、 分 子 的 、 生 化 学 的 、
微 生 物 学 的 及 び 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 包 含 す る 。 か か る 技 術 は 、 文 献 に 詳 細 に 説 明 さ れ て い
る 。 例 え ば 、 「 Molecular Cloning: A Laboratory Manual」 Sambrook等 、 (1989)； 「 Curr
ent Protocols in Molecular Biology」 第 I-III巻  Ausubel, R.M.編 (1994)； Ausubel等 、
「 Current Protocols in Molecular Biology」 、 John Wiley and Sons, メ リ ー ラ ン ド 、 B
altimore在 、 (1989)； Perbal, 「 A Practical Guide to Molecular Cloning」 、 John Wil
ey & Sons, New York (1988)； Watson等 、 「 Recombinant DNA」 、 Scientific American B
ooks, New York； Birren等 (編 )「 Genome Analysis: A Laboratory Manual Series」 、 第 1
-4巻 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (1998); 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ６ ６
， ８ ２ ８ 号 ； ４ ， ６ ８ ３ ， ２ ０ ２ 号 ； ４ ， ８ ０ １ ， ５ ３ １ 号 ； ５ ， １ ９ ２ ， ６ ５ ９ 号 及 び
５ ， ２ ７ ２ ， ０ ５ ７ 号 に 示 さ れ た 方 法 論 ； 「 Cell Biology: A Laboratory Handbook」 、
第 I-III巻 、 Cellis, J.E.編 、 (1994)； 「 Current Protocols in Immunology」 第 I-III巻  
Coligan J.E.編 、 (1994)； Stites等 (編 )、 「 Basic and Clinical Immunology」 (第 ８ 版 )
、 Appleton & Lange, コ ネ チ カ ッ ト 、 Norwalk在 、 (1994)； Mishell及 び Shiigi(編 )、 「 Se
lected Methods in Cellular Immunology」 、 W.H. Freeman and Co., New York (1980)を
参 照 さ れ た い ； 利 用 可 能 な 免 疫 ア ッ セ イ は 、 特 許 及 び 科 学 文 献 に 詳 細 に 記 載 さ れ て お り 、
例 え ば 、 米 国 特 許 第 ３ ， ７ ９ １ ， ９ ３ ２ 号 ； ３ ， ８ ３ ９ ， １ ５ ３ 号 ； ３ ， ８ ５ ０ ， ７ ５ ２
号 ； ３ ， ８ ５ ０ ， ５ ７ ８ 号 ； ３ ， ８ ５ ３ ， ９ ８ ７ 号 ； ３ ， ８ ６ ７ ， ５ １ ７ 号 ； ３ ， ８ ７ ９
， ２ ６ ２ 号 ； ３ ， ９ ０ １ ， ６ ５ ４ 号 ； ３ ， ９ ３ ５ ， ０ ７ ４ 号 ； ３ ， ９ ８ ４ ， ５ ３ ３ 号 ； ３
， ９ ９ ６ ， ３ ４ ５ 号 ； ４ ， ０ ３ ４ ， ０ ７ ４ 号 ； ４ ， ０ ９ ８ ， ８ ７ ６ 号 ； ４ ， ８ ７ ９ ， ２ １
９ 号 ； ５ ， ０ １ １ ， ７ ７ １ 号 及 び ５ ， ２ ８ １ ， ５ ２ １ 号 ； 「 Oligonucleotide Synthesis
」 Gait, M.J.編  (1984)； 「 Nucleic Acid Hybridization」 Hames, B.D.及 び Higgins S.J.
編  (1985)； 「 Transcription and Translation」 Hames, B.D.及 び Higgins S.J.編  (1984)
； 「 Animal Cell Culture」 Freshney, R.I.編  (1986)； 「 Immobilized Cells and Enzyme
s」 IRL Press, (1986)； 「 A Practical Guide to Molecular Cloning」 Perbal, B., (198
4)及 び 「 Methods in Enzymology」 第 1-317巻 、 Academic Press； 「 PCR Protocols: A Gui
de To Method And Applications」 、 Academic Press, カ リ フ ォ ル ニ ア 、 San Diego在 、 (1
990)； Marshak等 、 「 Strategies for Protein Purification and Characterization  A L
aboratory Course Manual」 CSHL Press (1996)を 参 照 さ れ た い (こ れ ら の す べ て を 、 参 考
と し て 、 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )。 他 の 一 般 的 参 考 文 献 が 、 こ の 文 献 中 で 与 え ら れ て い る
。 そ れ ら の 中 の 手 順 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ る と 考 え ら れ る が 、 読 者 の 便 宜 の た め に 与 え て
あ る 。 そ れ ら に 含 ま れ る す べ て の 情 報 を 、 参 考 と し て 、 本 明 細 書 中 に 援 用 す る 。
【 ０ ５ ０ ７ 】

　 当 業 者 は 、 こ こ に 記 載 し た こ の 発 明 の 特 定 の 具 体 例 に 対 す る 多 く の 同 等 物 を 認 め 、 或 は
日 常 的 実 験 を 利 用 し て 確 認 す る こ と が で き よ う 。 か か る 同 等 物 は 、 後 記 の 請 求 の 範 囲 に 包
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同 等 物



含 さ れ る も の で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ５ ０ ８ 】
【 図 １ 】 イ ン タ ー ロ イ キ ン ８ レ セ プ タ ー Ａ の 配 列 及 び こ の 配 列 中 の ５ 量 体 の ユ ニ ー ク 認 識
配 列 (Ｕ Ｒ Ｓ )を 描 い て い る 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 ヒ ス タ ミ ン Ｈ １ レ セ プ タ ー の 配 列 及 び こ の 配 列 中 の ト リ プ シ ン 消 化 で 破 壊 さ れ な
い ５ 量 体 の ユ ニ ー ク 認 識 配 列 (Ｕ Ｒ Ｓ )又 は Ｐ Ｅ Ｔ を 描 い て い る 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 複 雑 な 試 料 に 由 来 す る Ｐ Ｅ Ｔ の パ ラ レ ル 認 識 の た め の 別 の 形 式 を 描 い た 図 で あ る
。
【 図 ４ 】 細 胞 内 タ ン パ ク 質 及 び 膜 タ ン パ ク 質 の 抽 出 の 結 果 の 図 解 で あ る 。
【 図 ５ 】 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 な 抗 体 の 生 成 の た め の 方 法 の 図 解 で あ る 。
【 図 ６ 】 本 発 明 の 方 法 に お け る 使 用 の 前 の 、 試 料 の 調 製 の 一 般 的 計 画 を 図 解 し た 図 で あ る
。
【 図 ７ 】 図 ６ に 記 載 し た よ う な 熱 変 性 又 は 化 学 的 変 性 を 利 用 す る 血 清 試 料 の 予 備 処 理 の 例
を 図 解 し て い る 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 血 清 タ ン パ ク 質 及 び 細 胞 溶 解 物 (Ｍ Ｏ Ｌ Ｔ ４ 及 び Ｈ ｅ ｌ ａ 細 胞 )の 熱 変 性 及 び 化 学
的 変 性 の 結 果 を 示 し て い る 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 成 熟 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ 二 量 体 の 構 造 、 及 び 一 つ の 成 熟 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ の Ｌ Ａ Ｐ 及 び
Ｌ Ｔ Ｂ Ｐ と の 複 合 体 形 態 を 図 解 し て い る 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 (Ａ Ｋ Ｔ )キ ナ ー ゼ の 基 質 の 同 定 の た め の Ｐ Ｅ Ｔ ベ ー ス の ア レ イ を 描 い て い る 図
で あ る 。
【 図 １ １ 】 配 列 決 定 さ れ た ゲ ノ ム を 有 す る 生 物 中 の 又 は 公 知 の プ ロ テ オ ー ム を 有 す る 試 料
中 の 所 与 の 長 さ の す べ て の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る た め の 一 般 的 ア プ ロ ー チ を 図 解 し て い る 図 で
あ る 。
【 図 １ ２ 】 Ｐ Ｅ Ｔ に つ い て 全 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム を 検 索 し た 結 果 (２ ９ ， ０ ７ ６ タ ン パ ク 質
、 約 １ ２ ０ ０ 万 の ４ ～ １ ０ 重 複 ペ プ チ ド に 対 応 )、 及 び ４ ～ １ ０ の 各 Ｎ に つ い て 同 定 さ れ
た Ｐ Ｅ Ｔ の 数 を 列 記 し て い る 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 少 な く と も 一 つ の Ｐ Ｅ Ｔ を 有 す る ヒ ト タ ン パ ク 質 の パ ー セ ン テ ー ジ の 結 果 を 示
し て い る 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 更 に 、 ヒ ト の プ ロ テ オ ー ム の ト リ プ シ ン 消 化 か ら 生 成 し た デ ー タ を 与 え る 図 で
あ る 。
【 図 １ ５ 】 複 合 ペ プ チ ド 混 合 物 中 の 標 的 ペ プ チ ド の 特 異 的 捕 捉 及 び 定 量 の た め の 蛍 光 サ ン
ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ の 図 式 表 示 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 タ グ 付 き Ｐ Ｓ Ａ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ
を 図 解 し て い る 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 Ｓ Ｈ Ｉ Ｐ － ２ 及 び Ａ Ｂ Ｌ 中 の ホ ス ホ ペ プ チ ド の 検 出 の た め の Ｐ Ｅ Ｔ 及 び そ れ ら
の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー を 図 解 し て い る 図 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 Ｎ タ ン パ ク 質 を Ｎ ＋ １ Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 抗 体 を 用 い て 検 出 す る た め の サ ン ド イ ッ チ
ア ッ セ イ を 利 用 す る た め の 一 般 的 ア プ ロ ー チ を 図 解 し て い る 図 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 一 般 的 な Ｐ Ｅ Ｔ 及 び 関 連 キ ナ ー ゼ の 検 出 に 有 用 な キ ナ ー ゼ 特 異 的 な Ｐ Ｅ Ｔ を 図
解 し て い る 図 で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 ヒ ト プ ロ テ オ ー ム 及 び 関 連 コ ロ ナ ウ イ ル ス の 両 方 に お け る Ｓ Ａ Ｒ Ｓ 特 異 的 な Ｐ
Ｅ Ｔ 及 び そ れ ら の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー を 示 し て い る 図 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 標 準 化 し た 血 清 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ 測 定 の た め の Ｐ Ｅ Ｔ ベ ー ス の ア ッ セ イ の デ ザ イ
ン を 示 し て い る 図 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 利 用 す る Ｐ Ｅ Ｔ 関 連 タ ン パ ク 質 修 飾 の 検 出 の 一 般 的 原
理 を 示 す こ と に 向 け ら れ た 計 画 を 示 し て い る 図 で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 翻 訳 後 修 飾 (例 え ば 、 リ ン 酸 化 又 は グ リ コ シ ル 化 )の 検 出 の 一 具 体 例 の 図 式 表 示
で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 Ｐ Ｅ Ｔ 特 異 的 な 抗 体 が 、 Ｐ Ｅ Ｔ 抗 原 に 高 度 に 特 異 的 で あ っ て 、 Ｐ Ｅ Ｔ 抗 原 の ニ
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ア レ ス ト － ネ イ バ ー に 結 合 し な い こ と を 図 解 し て い る 図 で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 8月 1日 (2006.8.1)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 試 料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 上 の 翻 訳 後 修 飾 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 下
(１ )該 標 的 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 該 翻 訳 後 修 飾 の た め の
少 な く と も １ つ の 候 補 の 部 位 を 同 定 し ；
(２ )該 標 的 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ つ の 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り 同
定 し 、 該 断 片 は 、 該 試 料 中 の 該 標 的 タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 通 り に 生 じ て 、 該 断 片 は 、
該 試 料 中 の 該 断 片 に ユ ニ ー ク な 該 潜 在 的 翻 訳 後 修 飾 部 位 及 び Ｐ Ｅ Ｔ (プ ロ テ オ ー ム エ ピ ト
ー ム タ グ )を 含 み ；
(３ )該 Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 に 結 合 す る 捕 捉 剤 を 生 成 さ せ て 、 該 捕 捉 剤 を 支 持 体 に 固 定 化 し ；
(４ )該 試 料 を 該 処 理 に か け て 、 該 断 片 を 溶 液 に 可 溶 性 に し て 、 該 試 料 を 、 該 処 理 後 、 該 捕
捉 剤 に 接 触 さ せ て ；
(５ )該 捕 捉 剤 に 結 合 さ れ た 該 断 片 に お い て 、 該 翻 訳 後 修 飾 の 存 否 を 検 出 す る

。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 が 、 ア セ チ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 脱 ア ミ ド 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、
グ リ コ シ ル 化 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 リ ン 酸 化

、 ユ ビ キ チ ン 化 、 リ ボ シ ル 化 又 は 硫 酸 化 で あ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 の コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 の ス テ ッ プ が 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ を 、 ｐ Ｉ 、 電 荷 、 立
体 構 造 、 溶 解 度 、 疎 水 性 、 極 性 及 び 溶 媒 露 出 領 域 の 少 な く と も １ つ を も 含 む 基 準 に 基 づ い
て を 同 定 す る ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー 分 析 を 含

、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ の 長 さ を 、 ５ ～ １ ０ ア ミ ノ 酸 、 １ ０ ～ １ ５ ア ミ ノ 酸 、 １ ５ ～ ２ ０ ア ミ ノ 酸
、 ２ ０ ～ ２ ５ ア ミ ノ 酸 、 ２ ５ ～ ３ ０ ア ミ ノ 酸 、 又 は ３ ０ ～ ４ ０ ア ミ ノ 酸 か ら 選 択 す る 、 請
求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 の 捕 捉 剤 が 、 完 全 長 の 抗 体 、 又 は Ｆ ab断 片 、 Ｆ (ab') 2 断 片 、 Ｆ ｄ 断 片 、 Ｆ ｖ 断 片 、
ｄ Ａ ｂ 断 片 、 単 離 さ れ た 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )、 一 本 鎖 抗 体 (scＦ ｖ )、 又 は こ れ ら の 誘
導 体 か ら 選 択 す る 機 能 的 な 抗 体 断 片 で あ る

、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 の 処 理 が 、 前 記 の 試 料 の 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 化 学 薬 剤 、 物 理 的 剪 断 、 又 は 超 音 波 処 理
に よ る 変 性 及 び ／ 又 は 断 片 化

で あ 、 請 求
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記 ：

こ と を 含 み 、 適 宜 、 更 に 、 該 捕 捉 剤 に 結 合 し た 該 断 片 の 量 を 定 量 す る こ と を 含 む 当 該 方 法

例 え ば チ ロ シ ン 、
セ リ ン 若 し く は ス レ オ ニ ン に 対 す る リ ン 酸 化

み 、 適 宜 、 (３ )で 生 成 し た 捕 捉 剤 の 、 少 な く
と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ の ニ ア レ ス ト － ネ イ バ ー に 対 す る 特 異 性 を 測 定 す る こ と (例 え ば 、 ペ プ
チ ド 競 合 ア ッ セ イ を 利 用 )を 更 に 含 む 又 は ２

～ ３ の 何 れ か

か 又 は 、 ヌ ク レ オ チ ド ； 核 酸 ； Ｐ Ｎ Ａ (ペ プ チ
ド 核 酸 )； タ ン パ ク 質 ； ペ プ チ ド ； 炭 水 化 物 ； 人 工 ポ リ マ ー ； 小 型 有 機 分 子 ； ア プ タ マ ー
又 は 足 場 ペ プ チ ド で あ り 、 適 宜 、 該 捕 捉 剤 が 該 Ｐ Ｅ Ｔ に 対 す る 選 択 性 に つ い て 変 性 条 件 下
で 最 適 化 さ れ る ～ ４ の 何 れ か

、 例 え ば 熱 変 性 及 び ／ 若 し く は 化 学 的 変 性 (ト リ プ シ ン 、 キ
モ ト リ プ シ ン 、 ペ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 カ ル パ イ ン 、 ズ ブ チ リ シ
ン 、 ｇ ｌ ｕ ｃ － Ｃ 、 エ ン ド ｌ ｙ ｓ － Ｃ 、 又 は プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ か ら 選 択 す る プ ロ テ ア ー ゼ
な ど に よ る ) り 、 好 ま し く は 、 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 を 保 存 す る 条 件 下 で 実 施 す る



項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 の 試 料 が 、 膜 結 合 タ ン パ ク 質 の 処 理 に よ り 生 成 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 及 び 翻 訳 後 修 飾 の た め の 候 補 の 部 位 が 、 重 複 し な い 、 請 求 項 １

に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ス テ ッ プ (５ )が 、 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 に 特 異 的 な 第 二 捕 捉 剤 を 利 用 す る こ と に よ り 実 施 さ
れ 、 前 記 の 第 二 捕 捉 剤 が 、 酵 素 、 蛍 光 標 識 、 着 色 染 料 、 化 学 発 光 性 化 合
物 、 コ ロ イ ド 粒 子 、 放 射 性 同 位 体 、 近 赤 外 線 染 料 、 Ｄ Ｎ Ａ デ ン ド リ マ ー 、 水 溶 性 量 子 ド ッ
ト 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 、 セ レ ン 粒 子 、 又 は ユ ー ロ ピ ウ ム ナ ノ 粒 子 か ら 選 択 す る 検 出 可 能 な
部 分 に よ り 標 識 さ れ

、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ス テ ッ プ (３ )が 、 動 物 を 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む 抗 原 で 免 疫 化 す る こ と に よ り 実 施 さ れ

、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 プ ロ テ オ ー ム 中 の キ ナ ー ゼ の す べ て の 潜 在 的 基 質 を 同 定 す る た め の 捕 捉 剤 の ア レ イ で あ
っ て 、 各 々 固 体 支 持 体

上 の 別 々 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 に 固 定 さ れ た 複 数 の 捕 捉 剤
を 含 み 、 各 捕 捉 剤 は 、 該 プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン

パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 さ れ た 通 り に 生 じ る ペ プ チ ド 断 片 と ユ ニ ー ク に 結 び つ い た Ｐ Ｅ Ｔ に
特 異 的 に 結 合 し 、 該 ペ プ チ ド 断 片 は 、 該 キ ナ ー ゼ の 少 な く と も 一 つ の 潜 在 的 な リ ン 酸 化 部
位 を 含 、 当 該 ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 試 料 中 で キ ナ ー ゼ の 潜 在 的 基 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 ：
(１ )プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 前
記 の キ ナ ー ゼ の す べ て の 候 補 の リ ン 酸 化 部 位 を 同 定 し ；
(２ )少 な く と も １ つ の 前 記 の 候 補 の リ ン 酸 化 部 位 を 含 む す べ て の ペ プ チ ド 断 片 を コ ン ピ ュ
ー タ ー に よ り 同 定 し 、 該 断 片 は 、 該 プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想
さ れ た と お り に 生 成 し ；
(３ )(２ )で 同 定 さ れ た 前 記 の 各 断 片 に つ い て 、 前 記 の 試 料 中 の 前 記 の 断 片 に ユ ニ ー ク な １
つ の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 し ；
(４ )(３ )で 同 定 さ れ た 各 Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 な 捕 捉 剤 を そ れ ぞ れ 獲 得 し て 、 該 捕 捉 剤 を 固 定 化
し て 請 求 項 に 記 載 の ア レ イ を 生 成 し ；
(５ )該 捕 捉 剤 の ア レ イ を 前 記 の 処 理 に か け た 前 記 の プ ロ テ オ ー ム の 試 料 と 接 触 さ せ 、 そ し
て
(６ )前 記 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 任 意 の 断 片 中 の リ ン 酸 化 残 基 の 存 在 を 検 出 す る こ と
を 含 み 、 特 定 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 特 定 の 断 片 中 の リ ン 酸 化 残 基 の 存 在 が 、 該 特 定 の 断 片 が
由 来 し た タ ン パ ク 質 が 該 キ ナ ー ゼ の 基 質 で あ る こ と を 示 す 、 当 該 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 プ ロ テ オ ー ム 中 の 翻 訳 後 修 飾 を 触 媒 す る 酵 素 の す べ て の 潜 在 的 基 質 を 同 定 す る た め の 捕
捉 剤 の ア レ イ で あ っ て 、 各 々 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 に 固 定 さ れ た 複 数
の 捕 捉 剤 を 含 み 、 各 捕 捉 剤 は 、 該 プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 さ
れ た 通 り に 生 じ る ペ プ チ ド 断 片 と ユ ニ ー ク に 結 び つ い た Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 に 結 合 し 、 該 ペ プ
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～ ５ の 何 れ か

～ ６ の 何 れ か

～ ７ の 何 れ
か

(例 え ば 、 Ｈ Ｒ Ｐ )

、 好 ま し く は 、 前 記 の 翻 訳 後 修 飾 が 、 リ ン 酸 化 で あ り 、 前 記 の 第 二 の
捕 捉 剤 が 、 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 、 リ ン 酸 化 セ リ ン 、 又 は リ ン 酸 化 ス レ オ ニ ン に 特 異 的 な 標 識
さ れ た 第 二 抗 体 で あ る ～ ８ の 何 れ か

、 好 ま し く は 、 前 記 の Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 の Ｎ 又 は Ｃ 末 端 、 又 は 両 方 が 、 遊 離 の Ｎ 又 は Ｃ 末 端 、 又
は 両 方 を 排 除 す る た め に ブ ロ ッ ク さ れ る (例 え ば 、 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 異 質 の キ ャ リ ア ー ポ リ ペ
プ チ ド 例 え ば Ｋ Ｌ Ｈ 又 は Ｂ Ｓ Ａ に 融 合 す る こ と に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ 、 又 は 小 さ い 化 学 基
に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ る ) ～ ９ の 何 れ か

(ビ ー ズ 又 は ア レ イ デ バ イ ス (表 面 に 配 列 さ れ た 前 記 の 捕 捉 剤 の 正 体
を コ ー ド 化 す る 様 式 の )な ど ) (
抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 な ど )

み 、 適 宜 、 １ ０ ～ １ ０ ０ 以 上 の 異 な る 捕 捉 剤 を 含 む

１ １



チ ド 断 片 は 、 該 酵 素 の 少 な く と も 一 つ の 潜 在 的 な 翻 訳 後 修 飾 部 位 を 含 ん で い る 、 当 該 ア レ
イ 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ア セ チ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 脱 ア ミ ド 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 ヒ ド ロ
キ シ ル 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ユ ビ キ チ ン 化 、 リ ボ シ ル 化 又 は 硫 酸 化
か ら 選 択 す る 翻 訳 後 修 飾 を 触 媒 す る 酵 素 の 潜 在 的 基 質 を 試 料 中 で 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
下 記 ：
(１ )プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 該
酵 素 の す べ て の 候 補 の 翻 訳 後 修 飾 部 位 を 同 定 し ；
(２ )少 な く と も １ つ の 該 候 補 の 翻 訳 後 修 飾 部 位 を 含 む す べ て の ペ プ チ ド 断 片 を コ ン ピ ュ ー
タ ー に よ り 同 定 し 、 該 断 片 は 、 該 プ ロ テ オ ー ム 中 の す べ て の タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 さ
れ た 通 り に 生 成 し ；
(３ )(２ )で 同 定 さ れ た 各 断 片 に つ い て 、 該 試 料 中 の 該 断 片 に 対 し て ユ ニ ー ク な 一 つ の Ｐ Ｅ
Ｔ を 同 定 し ；
(４ )(３ )で 同 定 さ れ た 各 Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 な 捕 捉 剤 を そ れ ぞ れ 獲 得 し て 、 該 捕 捉 剤 を 請 求 項

に 記 載 の ア レ イ に お い て 固 定 化 し ；
(５ )該 捕 捉 剤 の ア レ イ を 、 該 処 理 に か け た 該 プ ロ テ オ ー ム の 試 料 と 接 触 さ せ 、 そ し て
(６ )該 捕 捉 剤 に 結 合 し た 任 意 の 断 片 内 の 該 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る 残 基 の 存 在 を 検 出 す る
こ と を 含 み 、 特 定 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 特 定 の 断 片 内 の 該 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る 残 基 の 存 在 が
、 該 特 定 の 断 片 が 由 来 し た タ ン パ ク 質 が 該 酵 素 の 基 質 で あ る こ と を 示 す 、 当 該 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 プ ロ テ オ ー ム 内 の 選 択 し た 数 の シ グ ナ ル 変 換 経 路

の ど れ が 刺 激 に 応 答 し
て 活 性 化 さ れ 又 は 阻 害 さ れ る か を 測 定 す る た め の 捕 捉 剤 の ア レ イ で あ っ て 、 下 記 を 含 む 当
該 ア レ イ ：
各 々 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 に 固 定 さ れ た 複 数 の 捕 捉 剤 で あ っ て 、 該 捕
捉 剤 の 各 々 は 、 該 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 少 な く と も 一 種 の キ ー タ ン パ ク 質 の 処 理 か ら 予 想 さ
れ た と お り に 生 成 す る ペ プ チ ド 断 片 と 結 び つ い た ユ ニ ー ク な Ｐ Ｅ Ｔ に 特 異 的 に 結 合 し 、 該
ペ プ チ ド 断 片 は 、 該 経 路 の 活 性 化 又 は 阻 害 に 際 し て 予 想 通 り に 翻 訳 後 修 飾

さ れ る 少 な く と も １ つ の 部 位 を 包 含 し
； 該 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 各 々 は 、 少 な く と も １ つ の キ ー タ ン パ ク 質 に よ り 表 さ れ る 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 す べ て の 捕 捉 剤 が 、 同 じ シ グ ナ ル 変 換 経 路 に 属 す る タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、

該 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の す べ て の タ ン パ ク 質 が 、 予 想 通 り に 翻 訳 後 修 飾 さ れ 、 表
さ れ る 、 請 求 項 に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 の キ ー タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 つ が 、 少 な く と も ２ つ の シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 活 性
化 又 は 阻 害 に 際 し て 翻 訳 後 修 飾 さ れ る 、 請 求 項 に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 プ ロ テ オ ー ム に 由 来 す る 試 料 中 の 選 択 し た 数 の シ グ ナ ル 変 換 経 路 の ど れ が 刺 激

に 応 答 し て 活 性 化 さ れ 又 は 阻 害 さ れ る の か を 測 定 す る た め
に 、 請 求 項 に 記 載 の ア レ イ を 利 用 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 ：
(１ )該 試 料 を 該 刺 激 に 投 じ ；
(２ )該 試 料 を の 処 理 に か け て 、 請 求 項 に 記 載 の ペ プ チ ド 断 片 を 溶 液
に 可 溶 性 に し ；
(３ )該 処 理 後 に 該 試 料 を の ア レ イ に 接 触 さ せ ；
(４ )該 捕 捉 剤 に 結 合 し た 任 意 の 断 片 内 の 翻 訳 後 修 飾 さ れ た 残 基 の 存 在 を 検 出 し 及 び ／ 又 は
そ の 量 を 定 量 す る
こ と を 含 み 、 該 刺 激 後 の 、 該 ア レ イ 上 の 特 定 の 捕 捉 剤 に 結 合 し た 特 定 の 断 片 中 の 翻 訳 後 修
飾 さ れ た 残 基 の 存 在 及 び ／ 又 は そ の 量 の 変 化 が 、 該 特 定 の 断 片 に よ り 表 さ れ る シ グ ナ ル 変
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１ ３

(少 な く と も ３ 、 ５ 、 １ ０ 、 ２ ０ 、 ５
０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ５ ０ ０ 、 又 は １ ０ ０ ０ の シ グ ナ リ ン グ 経 路 )

(チ ロ シ ン 、 セ
リ ン 、 又 は ス レ オ ニ ン 残 基 に お け る リ ン 酸 化 な ど )

且 つ ／ 又 は
１ ５

１ ５ 又 は １ ６

(薬 物 の
候 補 の 類 似 体 に よ る 刺 激 な ど )

１ ５

請 求 項 １ ５ に 記 載 １ ５

請 求 項 １ ５ に 記 載



換 経 路 が 活 性 化 又 は 阻 害 さ れ た こ と を 示 す 、 当 該 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 グ ナ ル 変 換 経 路 が 、 前 記 の 薬 物 の 副 作 用 を 媒 介 す 請 求 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 複 数 の 捕 捉 剤 を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 の 複 数 の 捕 捉 剤 が 、 集 合 的 に 、 一 生 物 の プ ロ
テ オ ー ム 中 の 翻 訳 後 修 飾 酵 素 の す べ て の 潜 在 的 基 質 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る こ と が で き 、
該 捕 捉 剤 の 各 々 が 、 翻 訳 後 修 飾 部 位 を 含 む 該 潜 在 的 基 質 又 は そ の 断 片 中 の 唯 一 つ の Ｐ Ｅ Ｔ
を 認 識 し て 相 互 作 用 す る こ と が で き る 、 当 該 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 宿 主 動 物 を 、 タ ン パ ク 質 の 存 在 又 は 過 剰 発 現 と 関 連 す る 病 気 に 対 し て 免 疫 化 す る 方 法 で
あ っ て 、 下 記 を 含 む 当 該 方 法 ：
(１ )該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 該 宿 主 動 物 の プ ロ テ オ ー ム
内 の 該 タ ン パ ク 質 に ユ ニ ー ク な 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 し ；
(２ )(１ )で 同 定 さ れ た 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 含 む ペ プ チ ド 免 疫 原 を 該 宿 主 動 物 に 投 与
す る 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 免 疫 組 織 化 学 で 使 用 す る た め の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 生 成 す る 方 法 で あ
っ て 、 該 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 該 マ ー カ ー タ ン
パ ク 質 に ユ ニ ー ク な 少 な く と も 一 種 の Ｐ Ｅ Ｔ を 同 定 す る こ と を 含 み 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ が 該 マ ー カ
ー タ ン パ ク 質 の 表 面 に 位 置 さ れ た 、 当 該 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 試 料 中 の 関 連 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー を 同 時 に 明 確 に 検 出 ／ 定 量 す る 方 法 で あ っ て 、 下
記 を 含 む 当 該 方 法 ：
(１ )タ ン パ ク 質 の 試 料 中 に 存 在 す る こ と が 予 想 さ れ る 関 連 タ ン パ ク 質 の 該 フ ァ ミ リ ー に つ
い て の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 し て 、 該 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー に ユ ニ ー ク な
共 通 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 同 定 し ；
(２ )該 共 通 Ｐ Ｅ Ｔ に 選 択 的 且 つ 特 異 的 に 結 合 す る 捕 捉 剤 を 生 成 し ；
(３ )該 試 料 を (２ )で 同 定 さ れ た 捕 捉 剤 と 接 触 さ せ ； そ し て
(４ )該 捕 捉 剤 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 し 及 び ／ 又 は そ の 量 を 測 定 す る こ と を 含
み 、 そ れ に よ り 、 該 試 料 中 の 関 連 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー を 同 時 に 検 出 ／ 定 量 す る 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 試 料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 の Ｐ Ｅ Ｔ と 関 係 す る 検 出 ／ 定 量 に お け る 利 用 の た め に 試 料 を 処
理 す る 方 法 で あ っ て 、 該 試 料 の 全 タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ る

こ と 、 及 び ／ 又 は 該 試 料 の 全 タ ン パ ク 質 を プ ロ テ ア ー ゼ 、 化 学 的 薬 剤 、 物 理 的 剪 断
、 又 は 超 音 波 処 理 に よ っ て 断 片 化 す る こ と を 含 む 、 当 該 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 に 特 異 的 な 抗 体 を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、 下 記 ：
(１ )動 物 に 該 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 免 疫 原 を 投 与 し ；
(２ )該 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 に 特 異 的 な 抗 体 を 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 断 片 を 利 用 し て ス ク リ
ー ニ ン グ す る
こ と を 含 み 、 該 ペ プ チ ド 断 片 は 、 予 想 さ れ た 通 り に 、 該 Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 の 処
理 か ら 生 成 す る 、 当 該 方 法 。
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の シ る 、 １ ８

(熱 変 性 又 は 化 学 的 変 性 な ど に
よ り )



【 国 際 調 査 報 告 】
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