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(57)【要約】
本発明は、疾患の免疫学的プロファイルを作成する目的
で、単一細胞から複数の種類のサイトカインを検出する
ための方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程を含む、被験体における免疫プロファイルを決定する方法：
　少なくとも1つのマイクロウェルをマイクロウェルアレイに備える成形可能な平板(mold
able slab)の上に堆積された、被験体由来の細胞の懸濁液を提供する工程であって、該マ
イクロウェルアレイにおける少なくとも1つのマイクロウェルは、ナノリットル以下の体
積中に単一細胞を含有する、工程；
　該細胞の分泌産物に結合する少なくとも1種類の検出剤で前処理された基板と、マイク
ロウェルアレイとを接触させる工程；および
　該基板上にある該検出剤のレベルを測定する工程であって、該レベルは該単一細胞の分
泌産物の量に対応し、それによって、免疫プロファイルを決定する、工程。
【請求項２】
　プロファイルが、Th1プロファイル、Th2プロファイル、Th9プロファイル、Th17プロフ
ァイル、Thプロファイル、または抗体アイソタイプレベルである、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　第2の検出剤をさらに含む、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　第3の検出剤をさらに含む、請求項3記載の方法。
【請求項５】
　第4の検出剤をさらに含む、請求項4記載の方法。
【請求項６】
　検出剤がT細胞分泌産物パネルを検出する、請求項1記載の方法。
【請求項７】
　検出剤が、IL-17、IL-10、IL-4、およびIFN-γからなる群より選択される複数の種類の
サイトカインを検出する、請求項1記載の方法。
【請求項８】
　検出剤がTヘルパー2(Th2)分泌産物パネルを検出する、請求項1記載の方法。
【請求項９】
　検出剤が、IL-4、IL-5、IL-13、およびIL-9からなる群より選択される複数の種類のサ
イトカインを検出する、請求項1記載の方法。
【請求項１０】
　検出剤が、細胞傷害性Tリンパ球(CTL)細胞またはTh1の分泌産物パネルを検出する、請
求項1記載の方法。
【請求項１１】
　検出剤が、IFNγ、MIP-1β、TNFα、パーフォリン、およびIL-2からなる群より選択さ
れる複数の種類のCTLまたはTh1パネル産物を検出する、請求項1記載の方法。
【請求項１２】
　検出剤が、IgE、IgG1、IgG4、およびIgAからなる群より選択される抗体アイソタイプを
検出する、請求項1記載の方法。
【請求項１３】
　検出剤が、IgG3、IgG1、IgM、およびIgAからなる群より選択される抗体アイソタイプを
検出する、請求項1記載の方法。
【請求項１４】
　細胞が、被験体由来の全血細胞である、請求項1記載の方法。
【請求項１５】
　細胞が末梢血単核球(PBMC)である、請求項1記載の方法。
【請求項１６】
　細胞を成形可能な平板上に堆積させる前に刺激する、請求項1記載の方法。
【請求項１７】
　疑いのあるアレルゲンまたは既知のアレルゲンで細胞を刺激する、請求項1記載の方法
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。
【請求項１８】
　細胞からの分泌産物の分泌速度を決定する工程をさらに含む、請求項1記載の方法。
【請求項１９】
　細胞の表現型を決定する工程をさらに含む、請求項1記載の方法。
【請求項２０】
　CD4またはCD8が細胞表面上に発現している、請求項1記載の方法。
【請求項２１】
　以下の工程を含む、個々の生細胞のプロファイルを決定する方法：
　少なくとも1つのマイクロウェルをマイクロウェルアレイに備える成形可能な平板の上
に堆積された、被験体由来の細胞の懸濁液を提供する工程であって、該マイクロウェルア
レイにおける少なくとも1つのマイクロウェルは、ナノリットル以下の体積中に単一細胞
を含有する、工程；
　該細胞の分泌産物に結合する少なくとも1種類の検出剤で前処理された基板と、マイク
ロウェルアレイとを接触させて、プリントされたマイクロアレイを得る工程；
　該プリントされたアレイを画像化して、データセットを得る工程；
　該データセットをフィルタリングして、単一細胞からなる該アレイ上の位置を特定する
工程；および
　該位置を、該単一細胞の位置から検出された分泌産物のレベルと突き合わせる工程であ
って、それによって、個々の生細胞の免疫プロファイルを決定する、工程。
【請求項２２】
　単一細胞の表現型または系列を特定する工程をさらに含む、請求項21記載の方法。
【請求項２３】
　表現型または系列を、分泌産物レベルと突き合わせる工程をさらに含む、請求項22記載
の方法。
【請求項２４】
　以下の工程を含む、被験体におけるアレルゲンに対する感受性を評価する方法：
　少なくとも1つのマイクロウェルをマイクロウェルアレイに備える成形可能な平板の上
に堆積された、被験体由来の細胞の懸濁液を提供する工程であって、該マイクロウェルア
レイにおける少なくとも1つのマイクロウェルは単一細胞を有し、該細胞は試験アレルゲ
ンと接触したことがある、工程；
　該アレルゲンに対する感受性を示す少なくとも1種類の検出剤で前処理された基板と、
マイクロウェルアレイとを接触させる工程；および
　該検出剤のレベルを測定する工程であって、それによって、アレルゲンの感受性を評価
する、工程。
【請求項２５】
　検出剤が抗体アイソタイプを特定する、請求項24記載の方法。
【請求項２６】
　他の抗体アイソタイプと比較したIgEアイソタイプのレベルの増加が、被験体がアレル
ゲンに対するアレルギーを有するか、または該アレルゲンに対するアレルギーを発症する
リスクを有することを示す、請求項24記載の方法。
【請求項２７】
　IgG4アイソタイプのレベルと比較したIgEアイソタイプのレベルの増加が、被験体がア
レルゲンに対するアレルギーを有するか、または該アレルゲンに対するアレルギーを発症
するリスクを有することを示す、請求項24記載の方法。
【請求項２８】
　検出剤がサイトカインを特定する、請求項24記載の方法。
【請求項２９】
　Th1サイトカインのレベルと比較したTh2サイトカインのレベルの増加が、被験体がアレ
ルゲンに対するアレルギーを有するか、または該アレルゲンに対するアレルギーを発症す
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るリスクを有することを示す、請求項28記載の方法。
【請求項３０】
　Th2サイトカインがIL-4を含む、請求項29記載の方法。
【請求項３１】
　Th1サイトカインがIFNγを含む、請求項29記載の方法。
【請求項３２】
　アレルゲンが食品である、請求項24記載の方法。
【請求項３３】
　食品が、乳、卵、ピーナッツ、ツリーナッツ(tree nut)、魚、貝・甲殻類、ダイズ、ま
たはコムギ、卵製品、豆果、海産物、または貝・甲殻類である、請求項32記載の方法。
【請求項３４】
　アレルゲンが薬物である、請求項24記載の方法。
【請求項３５】
　薬物が、アモキシシリン、ペニシリン、サルファ剤、バルビツレート、抗痙攣剤、イン
シュリン、またはヨウ素である、請求項34記載の方法。
【請求項３６】
　アレルゲンが、塵埃、花粉、ペットの鱗屑、ラテックス、もしくは塩素、または昆虫刺
咬に関連する毒液である、請求項24記載の方法。
【請求項３７】
　昆虫刺咬が、スズメバチ、ヒアリ(fire ant)、またはハチ刺されによるものである、請
求項24記載の方法。
【請求項３８】
　以下の工程を含む、自己免疫疾患または感染症を示す被験体におけるサイトカインプロ
ファイルを決定する方法：
　少なくとも1つのマイクロウェルをマイクロウェルアレイに備える成形可能な平板の上
に堆積された、被験体由来の細胞の懸濁液を提供する工程であって、該マイクロウェルア
レイにおける少なくとも1つのマイクロウェルは単一細胞を有する、工程；
　少なくとも1種類のサイトカイン検出剤で前処理された基板と、マイクロウェルアレイ
とを接触させる工程；および
　該サイトカイン検出剤を検出する工程；および
　サイトカインプロファイルを形成する工程；および
　自己免疫疾患または感染症を示すサイトカインプロファイルを定める工程。
【請求項３９】
　自己免疫疾患または感染症を示すサイトカインプロファイルが、IFNγまたはIL-2の正
常レベルと比較したIFNγまたはIL-2のレベルの増加を含む、請求項38記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、2008年12月4日に出願された米国特許出願第61/120,033号に係る優先権を主張
する。米国特許出願第61/120,033号はその全体が参照として本明細書に組み入れられる。
【０００２】
連邦政府の支援による研究に関する声明
　本発明は、一部、米国立衛生研究所により付与された助成金番号5U19AI050864-07の下
で米国政府による資金提供を受けた。米国政府は本発明において一定の権利を有する。
【０００３】
発明の分野
　本発明は、疾患の免疫学的プロファイルを作成する目的で、単一細胞から、複数の種類
のサイトカインおよび相関関係にある表面発現した免疫表現型バイオマーカーを検出する
ための方法を提供する。
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【背景技術】
【０００４】
発明の背景
　個々の細胞は外見が同じであっても、特定の遺伝子の発現、重要な代謝産物もしくはイ
オンの濃度、または所定の刺激に対する応答のパターンにばらつきがあるなど非常に多く
の特徴の点で異なることがよく知られている。生細胞では、デオキシリボ核酸(DNA)およ
び重要な調節分子を含む多くの成分のコピー数が非常に少ない。遺伝子発現の生化学的プ
ロセスに特有の確率論的事象(内的ノイズ)および他の細胞成分の変動(外的ノイズ)のいず
れもが、細胞間のばらつき全体に実質的に寄与している。細胞型、変異、および変動は全
て体内の細胞の多様性に寄与している。
【０００５】
　しかしながら、ほとんどの臨床アッセイまたは細胞をベースとするアッセイは、血清ま
たは細胞培地を用いて細胞をまとめて分析する。これらのアッセイは、多くの場合、全細
胞集団にわたる情報を平均し、生物システムの状態を評価するのに重要な詳細な情報、例
えば、1)2種類以上の遺伝子が、同じ細胞において同時発現しているのか、またはその細
胞の異なる亜集団において同時発現しているのか；2)全体で測定された発現のわずかな増
加が、全細胞にわたる均一でわずかな増加に起因するのか、または細胞のサブセットにお
ける大幅な増加に起因するのかという情報を提供しない。
【発明の概要】
【０００６】
　ナノスケールアッセイシステムまたはサブナノスケールアッセイシステムにおいて、本
発明の方法は、個々の生細胞から同時に放出された、複数の種類(例えば、2種類、4種類
、5種類、6種類、8種類、10種類、20種類)の分泌産物、例えば、サイトカインについての
頻度および分泌速度の分布を定量的に測定する。前記方法は、1つのアッセイシステムに
おいて、「誰」(調べられた細胞の表現型または系列)、「何」(分泌産物の正体、例えば
、サイトカイン、抗体、ケモカイン、または増殖因子)、「どのくらいの頻度」(細胞集団
におけるレスポンダーの頻度)、および「どのくらいの量」(分泌の規模、例えば、それぞ
れの分泌産物の量のレベル)かを含む、非常に多くの質問に対する回答を提供する。前記
方法は、分泌細胞、例えば、T細胞またはB細胞などの免疫細胞のプロファイルを得るのに
有用であるが、ホルモンまたは酵素を分泌する細胞などの他の分泌細胞にも有用である。
単一の生細胞の分泌プロファイルを、(例えば、画像化または検査によって確かめられた)
その表現型または系列と突き合わせて、細胞の分泌プロファイルを得る。この分泌プロフ
ァイルから、疾患を診断するための、または治療介入に対する応答をモニタリングするた
めの価値のある情報が得られる。
【０００７】
　例えば、本発明は、被験体における免疫学的疾患、例えば、感染症、自己免疫疾患、ま
たはアレルギーを診断するための方法を提供する。ある態様では、個体における免疫学的
応答、例えば、アレルギー応答のプロファイルを得るために、単一細胞(または数個の細
胞)がアッセイされる。本発明の方法を用いて作成された、統合された定量(多次元)デー
タセットは、異なる刺激に対する、異なるドナー由来の細胞の応答を区別するのに用いら
れる。本明細書に記載の方法はまた、ワクチン、治療用生物薬剤、進行中の感染、自己免
疫疾患などの臨床モニタリングにも有用である。
【０００８】
　1つの局面において、本発明は、被験体における免疫プロファイル、例えば、分泌型サ
イトカインプロファイルを決定する方法を特徴とする。前記方法は、少なくとも1つのマ
イクロウェル(それぞれのマイクロウェルは100×100×100μm3未満、例えば、50×50×50
μm3である)をマイクロウェルアレイに備える成形可能な平板(moldable slab)の上に堆積
された、被験体由来の細胞(例えば、生細胞)の懸濁液を提供する工程を含み、マイクロウ
ェルアレイにおける少なくとも1つのマイクロウェルはナノリットル以下の体積中に単一
細胞を有する。1つの局面において、細胞は全血細胞である。別の局面において、細胞は
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末梢血単核球(PBMC)である。マイクロウェルアレイは、細胞の分泌産物(例えば、サイト
カイン)に結合する少なくとも1種類の検出剤(例えば、サイトカイン検出剤)で前処理され
た基板と接触される。1つの局面において、前記方法は、少なくとも2種類の検出剤、少な
くとも3種類の検出剤、または少なくとも4種類の検出剤を利用する。基板上にある検出剤
のレベルが測定され、このレベルは単一細胞の分泌産物の量に対応し、それによって、免
疫プロファイルが検出される。任意で、検出剤はT細胞分泌産物パネルを検出する。別の
局面において、検出剤はTヘルパー2(Th2)分泌産物パネルを検出する。
【０００９】
　1つの局面において、それぞれの分泌産物について分泌速度が求められる。別の局面に
おいて、細胞の表現型が決定される。任意で、分泌産物は、系列を区別する、細胞上の表
面発現マーカーと突き合わされる。
【００１０】
　個々の生細胞のプロファイルを決定する方法は、少なくとも1つのマイクロウェルをマ
イクロウェルアレイに備える成形可能な平板の上に堆積された、被験体由来の細胞の懸濁
液を提供する工程であって、マイクロウェルアレイにおける少なくとも1つのマイクロウ
ェルはナノリットル以下の体積中に単一細胞を含有する、工程；前記細胞の分泌産物に結
合する少なくとも1種類の検出剤で前処理された基板と、マイクロウェルアレイとを接触
させて、プリントされたマイクロアレイを得る工程； プリントされたアレイを画像化し
て、データセットを得る工程；データセットをフィルタリングして、単一細胞からなる前
記アレイ上の位置を特定する工程；および位置を、単一細胞位置から検出された分泌産物
のレベルと突き合わせ、それによって、個々の生細胞の前記免疫プロファイルを決定する
工程を用いて行われる。任意で、前記方法は、単一細胞の表現型または系列を特定し、次
いで、所定の位置における表現型または系列を分泌産物レベルと突き合わせる工程を含む
。
【００１１】
　ある態様において、プロファイルは、全体的なT細胞プロファイル、Th1プロファイル、
Th2プロファイル、Th9プロファイル、Th17プロファイル、または別の分泌細胞プロファイ
ルである。例えば、基板は、関心対象のサイトカインを検出するための適切な抗体ペアま
たは複数の種類の抗体を含む。例示的で特異な抗体パネルは、Th応答の偏り(skewedness)
ならびに特異的なTh2およびTh1応答を示すサイトカインセットを検出する。例えば、全体
的なT細胞パネルは、以下のサイトカインIL-4/IL-10/IL-17/IFNγを検出する。調べられ
た細胞の分泌産物間での、サイトカインの1つまたは複数の増加は細胞のプロファイルを
示す。Th2パネルは、IL-4/IL-5/IL-9の検出剤を含む。細胞傷害性Tリンパ球(CTL)またはT
h1プロファイルを検出するパネルは、IFNγ/MIP-1β/TNFα/パーフォリン/IL-2を検出す
る検出剤を含む。ここで、MIPおよび/またはパーフォリンはCTL表現型への偏りを示し、I
L-2はTh1表現型への偏りを示す。IFNγ/IL-10/IL-17/IL-22を検出する検出剤を含むパネ
ルは、粘膜試料の評価に、例えば、(疾患/障害またはその素因を評価する手段として)胃
腸管に由来する細胞の免疫プロファイルを決定するための粘膜試料の評価に有用である。
抗体アイソタイプの検出は、アレルギー個体またはアレルギーを起こしやすい個体の評価
に有用である。例えば、以下の抗体パネル(IgG1/IgA/IgE/IgG4およびIgG1/IgA/IgG3/IgM)
を検出するために、検出剤パネルが開発された。IgEアイソタイプ抗体のレベルの増加の
検出は、刺激アレルゲンに対するアレルギー反応を示す。
【００１２】
　代表的なThセットには、インターロイキン-17(IL-17)、IL-10、IL-4、インターフェロ
ン-γ(IFN-γ)、IL-1b、IL-2、IL-6、IL-7、IL-8、IL-12、IL-21、IL-22、IL-23、マクロ
ファージ炎症性タンパク質(MIP)1b、MIP1a、および/またはインターフェロン誘導性タン
パク質(IP)-10を検出する薬剤が含まれる。代表的な(Th2セット)は、IL-4、IL-5、IL-13
、および/またはIL-9を検出する。別の局面において、細胞の表面発現マーカー(例えば、
CD3、CD4、CD8、CD14、CD19、CD20、CD25、CD27、CD38、CD138、CD95、CD154、CD127)が
画像化される。これらのマーカーは、それぞれの細胞のサイトカインプロファイルと突き
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合わされる。これは、本明細書に記載の方法と、以前に述べられた他の捕捉アッセイとの
相違点である。
【００１３】
　または、もしくはさらに、前記方法は、抗体、例えば、IgE、IgG1、IgG4、IgGA、IgG2
、IgG3、IgM、IgA1、および/またはIgA2を検出する検出剤を使用することができる。好ま
しいサイトカイン検出剤は、抗体、例えば、サイトカインに対するポリクローナル抗体ま
たはモノクローナル抗体である。または、サイトカイン検出剤はアプタマーである。
【００１４】
　一般的に、サイトカイン産生細胞を有する任意の生物学的組織が用いられる。ある態様
では、末梢血単核球(PBMC)が用いられる。所望であれば、細胞を成形可能な平板上に堆積
させる前に刺激する。例えば、疑いのあるアレルゲンまたは既知のアレルゲンを用いて、
細胞を刺激する。または、感染因子に由来するペプチド、タンパク質、または無傷の病原
体を用いて、細胞を刺激する。
【００１５】
　ある態様において、アレルゲンは食品である。例えば、食品は、乳、卵、ピーナッツ、
ツリーナッツ(tree nut)、魚、貝・甲殻類、ダイズ、コムギ、卵製品、豆果、または海産
物である。ある態様において、アレルゲンは、薬物、例えば、アモキシシリン、ペニシリ
ン、サルファ剤、バルビツレート、抗痙攣剤、インシュリン、またはヨウ素である。ある
態様において、アレルゲンは、塵埃、花粉、ペットの鱗屑、ラテックス、もしくは塩素、
または昆虫刺咬による、例えば、スズメバチ、ヒアリ(fire ant)による刺咬、もしくはハ
チ刺されに関連する毒液である。ある態様において、アレルゲンは、生物治療剤(biologi
c therapeutic)、例えば、G-CSF(フィルグラスチム)およびGM-CSF(サルグラモスチム)、E
PO(エリスロポエチン)、RITUXAN(登録商標)(リツキシマブ)、HERCEPTIN(登録商標)(トラ
スツズマブ)、ヒト成長ホルモン、BETASERON(登録商標)(インターフェロンβ-1b)、AVONE
X(登録商標)、(インターフェロン-β-1a）、またはENBREL(登録商標)(エタネルセプト)で
ある。
【００１６】
　別の局面において、本発明は、被験体におけるアレルゲンに対する感受性を評価する方
法を特徴とする。前記方法は、少なくとも1つのマイクロウェルをマイクロウェルアレイ
に備える成形可能な平板の上に堆積された、被験体由来の細胞の懸濁液を提供する工程で
あって、マイクロウェルアレイにおける少なくとも1つのマイクロウェルは単一細胞を有
する、工程を含む。好ましくは、細胞は試験アレルゲンと接触したことがある。マイクロ
ウェルアレイは、アレルゲンに対する感受性を示す少なくとも1種類の検出剤で前処理さ
れた基板と接触される。その後に、検出剤は検出され、例えば、検出剤のレベルが測定さ
れる。検出剤のレベルは、分泌産物、例えば、サイトカインまたは抗体のレベルと相関し
、それによって、アレルゲンの感受性が評価される。1つの例では、検出剤はサイトカイ
ンを特定し、例えば、Th1サイトカインであるIFNγのレベルと比較した、Th2サイトカイ
ン、例えば、IL-4のレベルの増加は、被験体がアレルゲンに対するアレルギーを有するか
、またはアレルゲンに対するアレルギーを発症するリスクを有することを示す。別の例に
おいて、検出剤は抗体アイソタイプを検出する。IgGなどの他のアイソタイプ(特に、IgG4
、IgM、またはIgA)と比較したIgEアイソタイプの増加は、刺激アレルゲンに対するアレル
ギー反応、ならびに細胞が得られた被験体のアレルギーまたはその素因を示す。
【００１７】
　別の局面において、本発明は、自己免疫疾患または感染症を示す被験体におけるサイト
カインプロファイルを決定する方法を特徴とする。第1に、少なくとも1つのマイクロウェ
ルをマイクロウェルアレイに備える成形可能な平板の上に堆積された、被験体由来の細胞
の懸濁液が提供される。1つの局面において、マイクロウェルアレイにおける少なくとも1
つのマイクロウェルは単一細胞を有する。次に、マイクロウェルアレイと基板を接触させ
る。1つの局面において、基板は少なくとも1種類のサイトカイン検出剤で前処理される。
最後に、サイトカイン検出剤は検出され、自己免疫疾患または感染症を示すサイトカイン
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プロファイルが定められる。自己免疫疾患または感染症を示す例示的なサイトカインプロ
ファイルは、IFNγまたはIL-2の正常レベルと比較したIFNγまたはIL-2のレベルの増加を
含む。
【００１８】
　例示的な自己免疫疾患には、関節炎(関節リウマチを含む)、多発性硬化症、免疫介在性
糖尿病または1型糖尿病、炎症性腸疾患、全身性エリテマトーデス、乾癬、硬皮症、およ
び自己免疫性甲状腺疾患が含まれる。感染症の例には、例えば、アフリカトリパノソーマ
症、コレラ、クリプトスポリジウム症、デング熱、A型肝炎、B型肝炎、C型肝炎、HIV/AID
S、インフルエンザ、マラリア、日本脳炎、マラリア、麻疹、髄膜炎、オンコセルカ症(「
河川盲目症」)、肺炎、ロタウイルス、住血吸虫症、細菌性赤痢、連鎖球菌性咽頭炎(stre
p throat)、結核、腸チフス、および黄熱病が含まれる。
【００１９】
　別の局面において、基板；基板を収容するように構成された成形可能な平板であって、
成形可能な平板と基板との間に流体密着シールを設けるように構成された成形可能な平板
；ならびに適合した支持体および基板を用いて、会合し得る種を特定するための説明書を
含む、キットが組み立てられる。キットは、好ましくは、複数のマイクロウェルを有し、
基板を収容し、成形可能な平板と基板との間に流体密着シールを設けるように構成されて
いる。キットは、好ましくは、成形可能な平板および基板を用いて、会合し得る種を特定
するための説明書を含む。
【００２０】
　本明細書で使用する「会合する」という用語は、相互作用、例えば、結合、吸着、イオ
ン引力、または他のいくつかのタイプの、2つの種間の相互作用をいう。ある例では、会
合する種は、好ましくは、少なくとも約109M-1以上の会合定数で互いに結合する。このよ
うな会合定数で互いに結合する種があると、会合する種と会合しない種とを容易に区別す
ることができる。
【００２１】
　ある特定の例によれば、本明細書に記載の方法およびキットにおいて、成形可能な平板
が用いられる。本明細書で使用する「成形可能な平板」は、基板と接触している時に、少
なくとも1寸法において曲がる、動く、または変形することができる器具をいう。例えば
、ある特定の構造では、成形可能な平板は、基板と接触している時に、成形可能な平板と
基板との間に実質的に流体密着シールを形成して、成形可能な平板の中にある流体が漏れ
る、または漏出するのを阻止または防止するような材料、例えば、エラストマー材料を含
んでもよい。
【００２２】
　成形可能な平板は、ソフトリソグラフィーおよびレプリカモールディングによって製造
され、毒性のない気体透過性の生体適合材料からなる。成形可能な平板もしくは基板また
はその両方は、ガラス、プラスチック、ポリスチレン、ポリカーボネート、ポリ(ジメチ
ルシロキサン)、ニトロセルロース、ポリ(フッ化ビニリデン)、および金属からなる群よ
り選択される1種類または複数の種類の材料を含む。金属は、金、パラジウム、白金、銀
、鋼、もしくは合金、またはその混合物の1つまたは複数である。ある態様において、基
板は、ガラススライド、プラスチックスライド、またはビーズであり、成形可能な平板は
マイクロウェルアレイを含む。成形可能な平板は加圧されて基板に押しつけられて、基板
と密着しているが可逆的なシールを形成する。マイクロウェルアレイは一区画のウェルを
含み、ウェルの直径は約50μm、深さは約50μmであり、ウェルの間隔は約50μmであるか
、またはウェルの直径は約100μm、深さは約100μmであり、ウェルの間隔は約100μmであ
る。ウェルは、約1ナノリットル以下の流体を保持するようなサイズである。成形可能な
平板を生成するための例示的な方法は、米国特許第6,180,239号および米国特許第6,776,0
94号にさらに詳述されている。これらのそれぞれの全開示は、その全体が参照として本明
細書に組み入れられる。
【００２３】
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　成形可能な平板の中にあるウェルまたはチャンバーの正確な数は異なってもよい。ある
例では、成形可能な平板は、1つの種をスクリーニングすることができる1個の大きなマイ
クロウェルを備える。例えば、成形可能な平板は、スクリーニングしようとする1種類の
細胞、触媒、または他の選択された種を含む。成形可能な平板がアレイとして構成されて
いる構造では、個々のマイクロウェルの数は、約1、4、8、24、48、96、384、1024、2048
、5096以上、またはこれらの例示的な値の間にある任意の値でもよい。
【００２４】
　エングレービング用プレートは複数のウェルを備え、それぞれのウェルは直径が100マ
イクロメートル未満であり、1個の細胞を含む。好ましくは、細胞の数は5個より少ない。
エングレービング用プレートは、気体透過性の適合した組成物である。プレートの弾性率
(ヤング率)は、200～2000キロパスカル(kPa)の範囲である。プレートの組成物は、好まし
くは、ポリ(ジメチルシロキサン)である。プレートのウェルは少なくとも1個の細胞を含
む。この細胞は、免疫細胞、抗体産生細胞、ハイブリドーマ細胞、T細胞、または血液も
しくは組織に由来する他の細胞である。細胞の機能または分泌プロファイルは未知である
。任意で、細胞は組換え分泌型ポリペプチドを産生する。
【００２５】
　別の局面において、本発明は、成形可能な平板と基板との間で流体密着シールを設ける
ように、基板と、本明細書に記載のサイトカイン検出剤の1つまたは複数とを接触させる
マイクロウェルアレイを形成する少なくとも1つのマイクロウェルを備える成形可能な平
板を備える試験器具を提供する。この器具は、1つの種、一般的には、細胞を、マイクロ
ウェルアレイの少なくとも1つのウェルの中に入れる。成形可能な平板のマイクロウェル
は、約1ナノリットル以下の流体体積を保持するようなサイズおよび配置である。
【００２６】
　特に定義のない限り、本明細書で使用する全ての技術用語および科学用語は、本発明が
属する当業者に一般的に理解されているものと同じ意味を有する。本明細書に記載のもの
と同様のまたは等価な方法および材料を本発明の実施または試験において使用することが
できるが、適切な方法および材料を以下で説明する。本明細書で述べた全ての刊行物、特
許出願、特許、および他の参考文献は、その全てが参照として組み入れられる。矛盾する
場合、定義を含む本明細書によって統制される。さらに、材料、方法、および実施例は例
示にしかすぎず、限定するとは意図されない。
【００２７】
　本発明の他の特徴および利点は、以下の詳細な説明および特許請求の範囲から明らかで
ある。
【００２８】
　本開示の有益性を考慮すれば、図面に示した例が必ずしも縮尺通りに描かれているとは
限らないことが当業者により認識される。本明細書において開示された例示的な局面およ
び例をより良く理解するために、特定の特徴または成分を拡大、縮小、または変形するこ
とができる。さらに、図面の中の陰影付け、パターン、ダッシュ記号などの使用は、特に
文脈から明らかでない限り、特定の材料または方向を示唆または意味するとは意図されな
い。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】マイクロエングレービング(microengraving)のための手順の模式図である。(1)
ソフトリソグラフィーによって製造されたマイクロウェルのアレイ上に、細胞懸濁液を堆
積させる。(2)ウェルの中へと細胞を沈澱させ、次いで、吸引によって余分な培地を取り
除く。(3)アレイを、捕捉抗体で前処理された固体支持体と接触させ、軽く加圧し、1～2
時間インキュベートする。(4)固体支持体からマイクロウェルを取り出し、培地に戻す。
検出抗体によってガラススライドを発色させる。
【図２】マイクロエングレービングおよびELISpotによって測定された、サイトカイン分
泌細胞の頻度を実証する一連の棒グラフである。



(10) JP 2012-511155 A 2012.5.17

10

20

30

40

50

【図３】マイクロエングレービングによって作製されたCD4+T細胞についての四重サイト
カインプロファイルを示す一連の顕微鏡写真である。
【図４】マイクロエングレービングによって作製されたCD4+T細胞についての四重Th2サイ
トカインプロファイルを示す一連の顕微鏡写真である。
【図５】(a)抗CD3/抗CD28、(b)フィトヘマグルチニン、および(c)ポークウィードマイト
ジェンで刺激されたヒトPBMCについての四重サイトカインアッセイを実証する一連の棒グ
ラフである。データは、24時間の刺激後、48時間の刺激後、および72時間の刺激後にマイ
クロエングレービングによって検出されたスポットの数を示す。
【図６Ａ】図6は、単一細胞からのサイトカイン分泌の定量を実証する一連のグラフを示
す。(A)マイクロエングレービング中の、単一細胞を含む1個のマイクロウェルの構造の模
式図。
【図６Ｂ】図6は、単一細胞からのサイトカイン分泌の定量を実証する一連のグラフを示
す。(B)細胞が10分子/sの一定速度で分泌している時に、マイクロエングレービング中の
、培地中(○)およびガラス表面上(●)に蓄積した分析物の計算された量のプロット。
【図６Ｃ】図6は、単一細胞からのサイトカイン分泌の定量を実証する一連のグラフを示
す。(C、D)LPSにより3時間、6時間、または12時間、刺激した後のヒトPBMCによるIL-6産
生。(C)それぞれの刺激後の、マイクロエングレービングによって測定されたIL-6分泌速
度の分布のヒストグラム。(C)で示されている値nは、それぞれの曲線の下での規準化され
た細胞総数である。
【図６Ｄ】図6は、単一細胞からのサイトカイン分泌の定量を実証する一連のグラフを示
す。(C、D)LPSにより3時間、6時間、または12時間、刺激した後のヒトPBMCによるIL-6産
生。(D)定量PCRにより測定されたIL-6 mRNAレベル。
【図６Ｅ】図6は、単一細胞からのサイトカイン分泌の定量を実証する一連のグラフを示
す。(E)LPS、PHA、およびPWMにより刺激された後の、2人のドナーからマイクロエングレ
ービングによって測定されたIL-6分泌速度の分布のヒストグラム。(E)で示されている値n
は、それぞれの曲線の下での規準化された細胞総数である。
【図７】マイクロエングレービングを用いた、単一分析物測定値の実験的分析を実証する
一対のグラフである。(A)個々のヒトPBMCにより分泌されたIL-6の測定。細胞を、LPS(10
μg/mL)およびPWM(5μg/mL)により48時間、刺激した。インキュベーション時間の関数と
しての、捕捉されたIL-6の相対蛍光強度の箱ひげ図。それぞれの箱の中に含まれる事象の
最小数は35であった。中央値の線形回帰によって実線をフィットさせた。統計値は、両側
スチューデントt検定によって求めた。(B)マウスハイブリドーマ細胞HYB 099-01(抗オボ
アルブミン、Statens Serum Institute)からの抗体の分泌の測定。2種類のヤギ抗マウスI
gG(Zymed and Southern Biotech、それぞれ50μg/mL)の混合物によって、分泌IgGを捕捉
し、オボアルブミン-Alexa 555(Invitrogen, 2μg/mL)によって検出した。マイクロウェ
ル中の生細胞の数は、マイクロエングレービング後にカルセインバイオレットAM(Invitro
gen)染色によって求めた。シグナルの中央値は、3種類の異なるインキュベーション時間(
15分、30分、および45分)について、それぞれのウェルにおいて示された細胞数の関数と
してプロットした。線形回帰によって実線をフィットさせた。
【図８】捕捉抗体の分泌速度および親和性(KD)の関数としての捕捉された分析物の計算さ
れた数を示す折れ線グラフである。実線は、時間の関数としての分泌された分析物の総量
を表す。θ0は、ガラス上の結合部位の推定密度である。これらの計算から、低親和性捕
捉抗体(KD=10nM)は分泌速度を約2分の1に過小評価し得ることが示唆される。
【図９】細胞からの分泌速度を計算するのに用いられた標準的な参照スライドの顕微鏡写
真(A)および試料検量線(B)である。一連の希釈した蛍光標識検出抗体を、示された濃度で
ガラス上にスポットし(1μL/スポット)、各スポットの平均蛍光強度をプロットして検量
線(実線)を作成した。
【図１０Ａ】図10は、単一細胞からのサイトカインの四重分析を実証する顕微鏡写真およ
び一連のチャートである。ヒトPBMCを、PMA/イオノマイシンにより6時間、刺激した。(A)
マイクロウェル内の個々の細胞の代表的な画像と、対応するサイトカインマイクロアレイ
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からの顕微鏡写真(横列に並べた)と突き合わせた。第1の縦列は、マイクロウェル(位相差
)および細胞(カルセインAM)の合成顕微鏡写真を示す。残りの4つの縦列は、4種類それぞ
れのサイトカイン(IL-17、青色；IFNγ、緑；IL-2、黄色；TNFα、赤色)についての、プ
リントされたマイクロアレイ上の一致する位置から抽出された顕微鏡写真である。画像外
にあるオレンジ色の囲みは、それぞれの横列におけるポジティブスポット(MFI>バックグ
ラウンド+3σ)を示す。
【図１０Ｂ】図10は、単一細胞からのサイトカインの四重分析を実証する顕微鏡写真およ
び一連のチャートである。ヒトPBMCを、PMA/イオノマイシンにより6時間、刺激した。(B)
産生されたサイトカインの組み合わせに従ってまとめられた、それぞれのサイトカインに
ついての分泌速度のヒストグラム。色は(A)での割り当てと一致する。それぞれのヒスト
グラムの中にある、挿入された四角の横列は、プロット内に表された細胞が産生したサイ
トカインの組み合わせを示す。それぞれのヒストグラムの中にある値nは、100,000個の細
胞あたりの、サイトカイン産生細胞の規準化された総数である。3回の独立した実験から
のデータを用いて、ヒストグラムを構築した。
【図１１】多重検出における低頻度の機能細胞の代表的な画像を示す顕微鏡写真である。
第1の縦列は、マイクロウェル(位相差)および細胞(カルセインAM)の合成顕微鏡写真を示
す。残りの4つの縦列は、4種類それぞれのサイトカイン(IL-17、青色；IFNγ、緑；IL-2
、黄色；TNFα、赤色)について、プリントされたマイクロアレイ上の一致する位置から抽
出された顕微鏡写真である。画像外にあるオレンジ色の囲みは、それぞれの横列における
ポジティブスポット(MFI>バックグラウンド+3SD)を示す。
【図１２】(A)IFNγまたは(B)IL-2を産生するCD4 T細胞およびCD8 T細胞について測定さ
れた分泌速度を示す一対のヒストグラムである。nは、マイクロエングレービング後の、
示された表面マーカーを有する細胞の未加工の数値である(IFNγについてはp=0.055、IL-
2についてはp=0.94)。
【図１３Ａ】図13は、同時分泌型サイトカインの相関関係を実証する一連のグラフである
。(A)IFNγ/IL-2、IFNγ/TNFα、およびIL-2/TNFα二重産生株(producer)からのサイトカ
インペアについての分泌速度の二次元スキャッタープロット。それぞれの軸の色は、その
次元におけるサイトカインのタイプを示す(IFNγ、緑；IL-2、黄色；TNFα、赤色)。それ
ぞれのドットは1個の細胞を示し、x値およびy値は、サイトカインペアの分泌速度である
。rは相関係数である。pは相関がない確率である。
【図１３Ｂ】図13は、同時分泌型サイトカインの相関関係を実証する一連のグラフである
。(B)IFNγ/IL-2/TNFα三重産生株についてのそれぞれのサイトカインペアの二次元プロ
ット。
【図１３Ｃ】図13は、同時分泌型サイトカインの相関関係を実証する一連のグラフである
。(C)CD4(青色)およびCD8(赤色)のIFNγ/IL-2(上パネル)およびIFNγ/TNFα(下パネル)T
細胞についての速度のスキャッタープロット。数nは、プロットにおけるスポットの総数
である。
【図１４】ローリングサークル増幅機構の図である。検出抗体はオリゴヌクレオチドと結
合体化している。DNAサークルがオリゴヌクレオチド中の相補配列にハイブリダイズし、
ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)によって増幅される。最終的に、増幅されたDNA配列は、蛍光
標識オリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーションによってインサイチューで標識され
る。
【図１５】ローリングサークル増幅(RCA)を用いた複数の種類のサイトカインを検出する
デザインの図である。それぞれの種類の検出抗体が固有のオリゴヌクレオチド配列と連結
されている。プライマーに対する相補配列を有する4種類の環状DNAを用いて、プライマー
を増幅する。4種類のレポーター配列が、異なるフルオロフォアにより標識され、長いDNA
鎖にハイブリダイズする。
【図１６】複数の種類のサイトカインを検出するためのRCAに基づく連続標識のデザイン
を示した図である。前記で示したRCAプロセスの後に、対応する配列を検出するために、
蛍光標識を有する第1のレポーター配列セットがシステムに添加される。スキャニングの
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後に、スライドは、二本鎖DNAを特異的に切断する酵素で処理されるか、レポーター配列
とフルオロフォアとの間のリンカーを切断する化学試薬で処理される。このプロセスの後
に、第1のサイトカインセットに対して増幅された配列は不活性化される。次いで、別の
サイトカインセットを検出するために、フルオロフォアを有する第2のレポーター配列セ
ットがシステムに適用される。検出プロセス全体を数回、繰り返すことができる。
【図１７－１】現行のアレルギー検査に関する問題を示した一連の図である。
【図１７－２】現行のアレルギー検査に関する問題を示した一連の図である。
【図１８】本明細書に記載のマイクロエングレービング法の実施を実証した一連の図およ
びグラフである。
【図１９】アレルギー応答のプロファイリングを示した一連の図である。
【図２０】マイクロアレイデータの分析を図示する模式図である。
【図２１】細胞型、分泌の規模、およびレスポンダーの頻度に基づいた免疫プロファイル
の計算を実証するフローチャートである。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
発明の詳細な説明
　本発明は、多重サイトカイン捕捉の方法を提供する。本発明はまた、データの次元を高
めるために、サイトカインを、系列を区別する細胞上の表面発現マーカーと突き合わせる
工程、および分泌速度を定量する工程も提供する。接触領域は、ディファレンシャルラベ
リング(differential labeling)によって特定される。
【００３１】
　具体的には、本発明は、ポリクローナルマイトジェン/アレルゲン(例えば、ポークウィ
ードマイトジェン(PWM)およびフィトヘマグルチニン(PHA))ならびにTCR特異的活性化(例
えば、抗CD3/CD28)の後の応答細胞の頻度を測定する。集められたデータから分泌速度が
定量される。このさらなるデータによって、応答の頻度および規模(分布)の評価が可能に
なる。このさらなる次元は、サイトカイン応答の分解能の改善に重要である。下記で説明
するように、具体例は、PWM、PHAなどによる刺激後の、2種類のドナーに由来するPBMCか
らのIL-6(初期炎症応答マーカー)分泌の測定を伴う。下記で説明するように、応答細胞の
頻度は変化するが、応答の規模とは一致しない。統計検定から、分布は固有であることが
分かる。この多次元データは、疾患(例えば、アレルギー、感染、自己免疫など)の免疫モ
ニタリングの質を改善する。これらの測定は、細胞1個あたり複数の種類のサイトカイン(
少なくとも4種類)について行われる。
【００３２】
　下記のように、表面発現した表現型マーカー(例えば、CD4およびCD8)は個々の測定値と
突き合わされることで、データの分解能がさらに精巧になり、イメージングサイトメトリ
ー(imaging cytometry)およびサイトカイン放出の突き合わせにより固有のサブセットが
特定される。単一細胞について、様々なサイトカインの分泌速度が相関関係にある。本明
細書に記載の方法は定量(多次元)データセットの統合を可能にし、このデータから、これ
らの測定値は、異なる刺激に対する、異なるドナーに由来する細胞の応答を区別するのに
用いられることが分かる。本発明の用途には、アレルギー検査、ワクチン、治療用生物薬
剤、進行中の感染、自己免疫疾患などの臨床モニタリングが含まれる。
【００３３】
　本発明は、アレルギー反応を特徴とするサイトカインのレベルを調べることによって、
1種類または複数の種類のアレルゲンに対する個体の感受性を試験するための方法および
組成物を提供する。アレルギーは免疫系過敏の一種であり、アレルゲンとして知られる環
境物質と接触することで引き起こされる。アレルギーは世界的な流行病である。アレルギ
ー免疫応答は、アレルゲンに対する感作および特異的免疫応答の発生を必要とする。アレ
ルゲンに対する感作中に、アレルゲン特異的CD4+Th2細胞が活性化されると、Th2サイトカ
イン(例えば、IL-4およびIL-13)が産生される。Th2サイトカインは、B細胞におけるIgEへ
のクラススイッチの誘導、粘液産生、およびTh2細胞に対する内皮細胞活性化、および組
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織への好酸球遊走を担っている。IgEは、マスト細胞および好塩基球の表面上に発現したI
gE高親和性受容体(FcεRI)に結合することによって、マスト細胞および好塩基球を感作さ
せる。アレルゲンによってIgE-FcεRI複合体が架橋結合すると、マスト細胞および好塩基
球は脱顆粒し、血管作用性アミン(主に、ヒスタミン)、脂質メディエーター(プロスタグ
ランジンおよびシステイニルロイコトリエン)、サイトカイン、ならびにケモカインを放
出する。これらは全てアレルギー反応の即時相を特徴付ける。感作相の後に、標的器官に
おいて、アレルゲン投与に対するアレルギー性炎症およびアレルギー反応が観察され、ア
レルギー性の鼻結膜炎、湿疹、喘息、または全身アナフィラキシーの発症につながる(Lar
che, et al., 2006 Nat Rev Immunol, 6:761-771; Romagnani, S. 2004 J Allergy Clin 
Immunol, 113:395-400)。
【００３４】
　インターロイキン-4(IL-4)、IL-5、IL-9、およびIL-13などのTh2型サイトカインは、慢
性アレルギー性炎症に関連する広範囲の事象に影響を及ぼす。IL-4およびIL-13はIgEおよ
び血管細胞接着分子1の産生を刺激するのに対して、IL-5およびIL-9は好酸球の発生に関
与し、IL-4およびIL-9はマスト細胞の発生を促進する。IL-9およびIL-13は気道過敏の促
進を助けるのに対して、IL-4、IL-9、およびIL-13は粘液の過剰産生も促進する(Kay, AB 
2001 N Engl J Med, 344:109-113; Kay, AB 2001 N Engl J Med, 344:30-37)。アレルギ
ー性疾患のために重要な意味を有する、CD4+T細胞の別の中心的なサブセットとして、調
節性T細胞(TReg細胞)が発見されている。マウスモデルにおける研究はTReg細胞がアレル
ギー応答の抑制に強く関与していることを示しており、TReg細胞はまたヒトでは抑制性サ
イトカインであるIL-10およびトランスフォーミング成長因子-β(TGF-β)を介してTh2細
胞応答も制御し、アトピーはTh2細胞とTReg細胞との不均衡に起因するという証拠が現れ
つつある(Bacchetta, et al., 2007 J Allergy Clin Immunol, 120:227-235; quiz 236-2
27; Larche, M. 2007 Chest, 132:1007-1014)。調節性T細胞は、IgEの抑制およびIgG4の
誘導によってアレルギー性疾患の抑制に寄与し得るが、IgAの産生は、TLR7およびTLR9を
介したB細胞活性化によって増強される(Meiler, F 2008 Allergy, 63:1455-1463)。Th1細
胞(IFN-γを産生する)とTh2細胞との不均衡はアレルギー療法において重要な役割を果た
している。特異的免疫療法は、Th2細胞によって産生されるサイトカインのダウンレギュ
レーション、Th1細胞によって産生されるサイトカインのアップレギュレーション、およ
び調節性T細胞の誘導に関連している。次に、これらの変化によってアレルギー性炎症が
阻害され、IgEの産生を制御するサイトカイン(インターフェロンおよびインターロイキン
-12)が増加し、「遮断」抗体(IgG)が産生され、アレルゲン特異的反応低下に関与するサ
イトカイン(IL-10およびTGF-β)が放出される(Kay, AB 2001 N Engl J Med, 344:109-113
)。新たに特定された別のタイプのCD4+T細胞はTh17細胞と呼ばれ、これは好中球炎症に関
連する(Stockinger, B 2007 Immunol Cell Biol, 85:83-84)。IL-17Aは、好中球流入に関
連する喘息気道において過剰発現され、ヒト気道平滑筋細胞による好中球化学誘引物質IL
-8(CXCL8)の産生を誘導する(Holgate, ST and Polosa, R 2008 Nat Rev Immunol, 8:218-
230)。健常個体およびアレルギー個体は、3種類全てのTh1、Th2、およびTregアレルゲン
特異的サブセットを異なる比率で示す(Akdis, M et al., 2004 J Exp Med, 199:1567-157
5)。従って、優勢なサブセットの変化およびTh1細胞とTh2細胞とTreg細胞との平衡がアレ
ルギーの発症または回復につながり得る。
【００３５】
　マイクロアレイおよび平板は、PCT/US2006/036282(WO/2007/035633として公開)およびU
SSN61/057,371に記載の方法を含む当技術分野において公知の方法を用いて構築すること
ができる。これらの両出願の内容は、その全体が参照として本明細書に組み入れられる。
本明細書で使用する「成形可能な平板」は、基板と接触している時に、少なくとも1寸法
において曲がる、動く、または変形することができる器具をいう。例えば、ある特定の構
造では、成形可能な平板は、基板と接触している時に、成形可能な平板と基板との間に実
質的に流体密着シールを形成して、成形可能な平板の中にある流体が漏れる、または漏出
するのを阻止または防止するような材料、例えば、エラストマー材料を含んでもよい。
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【００３６】
　本明細書に記載の方法、器具、およびキットは、それぞれのマイクロウェルの中に1個
または数個の細胞を保持するために、マイクロウェルまたはチャンバーの成形可能なアレ
イ(例えば、直径が100ミクロン未満、または直径が50～100ミクロン)を使用することがで
きる。マイクロウェルが密封容器または試験器具になるように、アレイは基板と物理的に
接触される。このシステムをインキュベーションすると、細胞は、抗体、サイトカイン、
および他の分泌産物などの産物の産生が可能になり、次いで、産物は、基板上の、マイク
ロウェルと接触している領域において固定化される。このように、それぞれのマイクロウ
ェルからの細胞産物のマイクロアレイが作製される。このシステムを、適切な時間、例え
ば、1分間、5分間、30分間、40分間、または50分間～数時間(1時間、3時間、6時間、12時
間、例えば、24時間以下)インキュベーションした後に、固定化細胞産物が既知の種と会
合するかどうか確かめるために、マイクロウェルアレイを基板から取り出し、基板、マイ
クロアレイ、またはマイクロエングレービングの上にある固定化細胞産物を、既知の種を
用いてスクリーニングすることができる。
【００３７】
　ソフトリソグラフィー法は、個々の細胞を含むマイクロウェル(それぞれ0.1～1nL)から
なる高密度アレイをマイクロエングレービングして、それぞれの細胞が分泌した分子から
なる対応するアレイをプリントするのに用いられる。エングレービング後に、細胞はマイ
クロウェルの中に培養状態で残っており、マイクロアレイは、タンパク質または抗体から
なる市販のマイクロアレイと同様に、例えば、蛍光標識試薬およびレーザーベースの蛍光
スキャナーを用いて調べられる。従って、この方法は、抗原特異的抗体の分泌などの望ま
しい特性を示す細胞を迅速に特定し、その後に、クローン増殖のために個々のウェルから
回収を行うことができる。
【００３８】
　一般的に、望ましいサイトカインを特異的に検出する任意の方法を、本発明の方法およ
び組成物において使用することができる。一般的に、サイトカインの存在を検出するため
に、特異性が既知の抗体(ポリクローナルまたはモノクローナル)からなるアレイが用いら
れる。
【００３９】
　ある態様において、試験されるサイトカインプロファイルは、TH1またはTh2プロファイ
ルである。例えば、Thセットを検出する検出剤の場合、サイトカインは、例えば、IL-17
、IL-10、IL-4、および/またはIFN-γでもよい。Th2セットには、例えば、IL-4、IL-5、I
L-13、および/またはIL-9が含まれる。第3のプロファイルは、IgE、IgG1、IgG4、および/
またはIgGA抗体のレベルを評価する。試験することができる他のサイトカインには、例え
ば、IFN-γ、TNF-α、IL-10、TGF-β、GM-CSF(Th1細胞およびTh2細胞の分化を媒介する)
、ならびにIL-17Aが含まれる。必ずしもT細胞に由来するとは限らないが、スクリーニン
グされうるサイトカインには、例えば、IL-2、IL-12、IL-18、IL-8、IL-15、IL-25(IL-17
E)、IL-33、TGF-α、IL-35、IL-1β、IL-6、IL-23、IL-22、IL-19、IL-17F、胸腺間質性
リンパ球新生因子(TSLP)、グリコシル化阻害因子(GIF)、MARC(マスト細胞活性化関連ケモ
カイン)LTC4、およびPGD2が含まれる。試験される他のケモカインには、CCケモカイン(例
えば、単球化学誘引物質タンパク質-1(MCP-1またはCCL2)およびRANTES(CCL5))、CXCケモ
カイン(例えば、IL-8)、Cケモカイン(例えば、XCL1(リンホタクチン-α)およびXCL2(リン
ホタクチン-β))、ならびにCX3Cケモカイン(例えば、フラクタルカイン(またはCX3CL1)が
含まれる。
【００４０】
　一般的に、任意の既知のアレルゲンまたは疑いのあるアレルゲンを試験することができ
る。一般的な食物アレルギーおよび薬物アレルギーには、例えば、乳、卵、豆果(ピーナ
ッツを含む)、ツリーナッツ(クルミ、カシューなど)、魚、貝・甲殻類、ダイズ、コムギ
、乳製品、卵製品、海産物、および貝・甲殻類が含まれる。薬物アレルゲンには、例えば
、アモキシシリン、ペニシリン、サルファ剤、バルビツレート、抗痙攣剤、インシュリン
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、およびヨウ素が含まれる。他の一般的なアレルゲンには、例えば、塵埃、花粉、ペット
の鱗屑、ラテックス、塩素、昆虫刺咬(スズメバチ、ヒアリ、およびハチ刺され)が含まれ
る。
【００４１】
　本明細書に記載の方法を用いた単一細胞分析は、疾患の生物学的プロセスおよび機構を
理解するための固有の利点を備えている。顕微イメージングおよび化学的分離によって、
大量サンプリング法では発見できない、単一細胞における固有の生物現象が解明されてき
た(Sims, CE and Allbritton, NL 2007 Lab Chip, 7:423-440)。一例は、単一細胞を刺激
した後に経時的にCa2+濃度が繰り返し増減する固有のパターンである(Woods, et al., 19
86 Nature, 319:600-602)。この現象は、個々の細胞のタイミングおよび応答が異なるた
めに細胞集団全体を研究する時には見えない。単一細胞の測定は、混合細胞の集団を研究
するのにも価値がある。
【００４２】
　疾患状態の研究では、モデル生物または患者から直接採取された試料の分析は、正常細
胞と罹患細胞の混合物のために複雑である。腫瘍生検材料の単一細胞研究から、腫瘍内の
細胞の大半は正常である可能性があることが分かっている。しかしながら、異常細胞の中
には、顕著な不均一性が存在する(Fink, et al., 2006 Exp Toxicol Pathol, 57: Suppl 
2, 25-29; Bodey, B 2002 Expert Opin Biol Ther, 2:371-393)。従って、ほとんどの腫
瘍の分子特性の決定は、プールした細胞の溶解産物の分析により極度に制限される。
【００４３】
単一細胞検出
　過去数十年間にわたって、個々の細胞の分子機構のハイスループット研究のために一連
の技法が開発されてきた。ELISPot(酵素結合免疫スポット)は、単一細胞レベルでサイト
カイン産生細胞を検出するための一般的な方法である(Czerkinsky, et al., 1983 J Immu
nol Methods, 65:109-121)。この技術では、細胞が負荷され、特異的抗体で機能化した膜
上で増殖される。培養中に、それぞれの細胞によって産生されたサイトカインは、細胞の
周囲にある抗体によって捕捉される。個々の細胞からの分泌産物は別の抗体により検出さ
れた後に、視覚化される。この方法は、分泌タンパク質の定性結果と、応答細胞の頻度の
半定量結果の両方を提供する。この技法の欠点は、毎回、1種類または2種類の分泌タンパ
ク質しか検出できず、それぞれの細胞から複数の分泌パターンは評価しないことである。
また、実験後に特異的細胞が失われる。
【００４４】
　FACS(蛍光標示式細胞分取)はフローサイトメトリーの一種である。それぞれの細胞は、
細胞表面マーカーまたは細胞内タンパク質に対する蛍光標識抗体で染色される。新たな検
出法の開発により、それぞれの細胞から19までのパラメータ(17種類の蛍光色および2種類
の物理的パラメータ)を同時に検出することができるが(Perfetto, et al., 2004 Nat Rev
 Immunol, 4:648-655)、日常的な使用は、典型的に6～8種類の色に限定される。FACSは、
細胞集団を研究するために免疫学において用いられる最も一般的な技術である。FACSは、
1秒間当たり数千個の細胞を分析することができる。しかしながら、検出後に単一細胞を
収集および培養することが難しく、このために、1個の細胞を追跡する動力学研究は不可
能である。典型的なFACS感度は～0.1％であり、標的細胞の十分な染色を必要とする。
【００４５】
　別の組のハイスループット法、例えば、CTC-チップ(Nagrath, et al., 2007 Nature, 4
50:1235-1239)、マイクロフィルター装置(Zheng, et al., 2007 J Chromatogr A 1162, 1
54-161)、またはミクロポア(Talasaz, et al., 2006 Conf Proc IEEE Eng Med Biol Soc,
 1:1838-1841)は、血液から希少な循環性腫瘍細胞(CTC)を検出することを目的とする。い
くつかは、検出システムの効率を改善する技法、例えば、レアイベントイメージングシス
テム(REIS)(Kraeft, et al., 2004 Clin Cancer Res, 10:3020-3028)および光ファイバー
アレイスキャニングテクノロジー(FAST)(Krivacic, et al., 2004 Proc Natl Acad Sci U
SA, 101:10501-10504)である。これらの方法の利点は、希少な細胞を素早くスクリーニン
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グおよび単離できることである。しかしながら、捕捉される細胞型およびさらなる分析に
は制限がある。
【００４６】
　ラボオンチップ(LOC)は単一細胞検出のための別の形式である。多くのシステムがチャ
ンネルおよび微小環境の微細加工に基づいている。異なるタイプのLOCには、フローサイ
トメトリー、細胞数の電気泳動分析、指示薬を用いた顕微分析、細胞少量リアクター(cel
l as small volume reactor)、細胞と微小環境との相互関係、および単一細胞PCR(Sims, 
CE and Allbritton, NL 2007 Lab Chip, 7:423-440)が含まれる。
【００４７】
単一細胞研究用のマイクロエングレービングおよびその利点
　マイクロエングレービングは、個々の細胞の迅速なハイスループットの多重スクリーニ
ングのために最近開発された技法である。この技法は、モノクローナル抗体を産生するハ
イブリドーマをスクリーニングするために用いられている(Love, et al., 2006 Nat Biot
echnol, 24:703-707)。これはまた、1型糖尿病患者に由来する個々のヒト末梢血単核球の
集団を、分泌型サイトカイン(IFN-γおよびIL-6)、抗原特異的抗体、ならびに系列特異的
表面マーカーについて多重に調べるように適合された(Bradshaw, et al., 2008 Clin Imm
unol, 129:10-18)。
【００４８】
　この技術では、個々の細胞を単離するために、可撓性のあるPDMSポリマースタンプの中
にマイクロウェルアレイを成形する(図1)。その後に、関心対象のタンパク質に対する捕
捉抗体で機能化したガラススライドに、ウェルアレイを適用する。ある特定のインキュベ
ーション時間の後に、マイクロウェルスタンプからガラススライドを分離し、蛍光標識し
た検出抗体を用いて発色させる。細胞を含むスタンプは培養のために培地に戻されるか、
細胞表面マーカーについて染色される。ウェルから関心対象の細胞を回収する。要約する
と、この技法は、単一細胞レベルでタンパク質分泌を測定するようにサンドイッチ酵素結
合免疫測定法(ELISA)を適合させる。この技術はまた、ELISpotおよびFACSによって通常得
られる情報を提供する他に、単一細胞を追跡する能力も有する。
【００４９】
免疫学的研究において用いられるマイクロエングレービング
　免疫系における細胞の多様性および細胞の多機能性のために、マイクロエングレービン
グ技術は、免疫系の単一細胞を研究するための有用な技法となっている。マイクロエング
レービングを用いると、末梢血単核球(PBMC)から以下の情報が測定される：1)全集団にお
ける、それぞれの細胞型の頻度；2)全集団における、ある特定のサイトカインまたは抗体
を分泌する細胞の頻度；3)単一細胞レベルでのサイトカインプロファイルおよびその動的
変化；4)検出後の、生存能力のある関心対象のクローン；5)疾患における様々な種類の免
疫細胞の機能ネットワーク。
【００５０】
　前記の情報は、免疫学的研究、臨床診断、疾患発症のモニタリング、および治療の評価
においてさらに使用することができる。
【００５１】
マイクロエングレービングの改善
　本発明は高い検出感度を提供する。大量細胞培養を用いるELISAと比較したマイクロエ
ングレービングの利点の1つは、細胞が少量(～0.1nl/細胞)でトラップされ、その結果、
標的タンパク質の局所濃度が高くなることである。本明細書に記載の方法は、分泌型サイ
トカインの表面ベースの捕捉(例えば、Millipore)の約10倍の感度がある。他方で、蛍光
と検出抗体との直接標識は、シグナルが酵素触媒反応によって増幅されるELISAと比較し
て低い感度を示す。検出感度は、同じ抗体ペアを用いたELISAの約10分の1から100分の1で
ある。マイクロエングレービングにおける分泌タンパク質の高い局所濃度および低いシグ
ナル増幅のために、全体の検出感度はELISAより劇的には高くならない。
【００５２】
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　本発明は、以下の非限定的な実施例においてさらに例示される。
【実施例】
【００５３】
実施例1: サイトカイン検出のためのプロセスの最適化
　ソフトリソグラフィーによって製造されたマイクロウェルアレイから分泌型サイトカイ
ンを検出するためのプロトコールを最適化した。様々なスライド、ブロッキング緩衝液、
および捕捉抗体濃度を試験した。
【００５４】
　ポリリジンおよびエポキシドは、タンパク質マイクロアレイにおいて一般的に用いられ
る2種類のスライド用表面である。乳およびBSAは、ウエスタンブロットおよびマイクロア
レイにおいて用いられる一般的な2種類のブロッキング緩衝液である。IL-4捕捉抗体の勾
配をガラススライド表面(ポリLまたはエポキシ表面)の上に2μl/スポットでスポットした
。室温で2時間インキュベートした後、スライドを、PBSに溶解した1％BSAまたは3％脱脂
粉乳で30分間ブロックした。それぞれのスポットに標準IL-4(500pg/ml)を添加し、37℃で
1時間インキュベートした。その後に、1μg/mlのDylight647結合体化IL-4検出抗体を検出
試薬として適用した。対照(バックグラウンド)については、IL-4標準を添加しなかった。
4つのパラメータを異なる組み合わせで用いて、捕捉抗体の勾配を試験した。乳でブロッ
クし、10～25μg/ml捕捉抗体でコーティングしたポリLスライドから最良の結果が得られ
、さらに、当初のプロトコール(エポキシスライド、BSAブロッキング、および200μg/ml
捕捉抗体)より非常に良い結果が得られた。最適の混合物を以下の実験において使用した
。
【００５５】
　GenePixスキャナーの4つのレーザーに基づく4色検出へのマイクロエングレービングの
展開を試験した。4種類のT細胞サイトカインIFN-γ、IL-4、IL-10、およびIL-17を選択し
た。検出抗体を、IL-17-Dylight 488(青色)、IFN-γ-Dylight 549(緑)、IL-10-Alexa Flu
or 594(黄色)、およびIL-4-Dylight649(赤色) の4種類の蛍光標識で別々に標識した。そ
れぞれの抗体ペアの性能を試験するために、個々のサイトカイン標準は、個々の抗体ペア
およびサイトカイン標準を用いて行った。検量線は、これらの4種類のサイトカインの感
度が200pg/mlであることを示す。この多重戦略は、4種類全ての捕捉抗体の混合物でガラ
スをコーティングし、検出抗体の混合物を用いて検出するものである。異なる抗体とサイ
トカインとの間の可能性のある交差反応を試験するために、それぞれの1種類のサイトカ
インについて、捕捉抗体および検出抗体の混合物を用いて検量線を作成した。この結果か
ら、高濃度では、一部のサイトカインシグナルは互いに影響を受けることがあることが分
かる。IL-10は、その濃度が16ng/mlを超えた時にIFN-γチャンネルにおいて強力なシグナ
ルを有する。IL-4およびIFN-γは、IL-10チャンネルにおいて、いくらかのシグナルを有
する。このデータに基づくと、サイトカイン濃度が1～10ng/mlの範囲にあれば、これらの
4色ははっきりと区別することができる。
【００５６】
単一細胞からの複数の種類のサイトカイン検出
　前記の方法が、細胞から分泌された複数の種類のサイトカインを検出する感度を有する
かどうか試験するために、PBMCをPHAで24時間、刺激し、マイクロウェルに負荷した。一
部のスポットの画像は、2時間のプリント後に観察された。スライド上には1色のスポット
しか見られず、このことから、これらの4色が互いに良好に区別されることが分かる。ま
た、二重陽性スポットおよび多数陽性スポットもあり、このことから、それぞれの細胞の
機能プロファイルが異なることが実証される。
【００５７】
　マイクロエングレービングおよびELISpotを比較するために、同じ細胞セットおよび同
じ抗体クローンを用いて、両方法におけるサイトカイン分泌細胞の頻度を検出した(図2)
。1個のスタンプにあるウェルの総数は約80,000個であり、ローディング効率は、通常、5
0％であった。この計算に基づいて、IFN-γの頻度は、これらの2つの方法において同じ規
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模である。他の3種類のサイトカインとIFN-γと比較すると、IL-4およびIL-17の相対頻度
は同じオーダーであり、マイクロエングレービングはELISpotより高い感度を示す。
【００５８】
　これらの2つの方法において、IL-10頻度は一致しない。考えられる説明は、マイクロエ
ングレービングにおいて用いられたIL-10抗体がELISpotに適していないということである
。しかしながら、ELISpotは、それぞれの細胞から1つのパラメータしか検出できず、二重
陽性細胞の頻度についての情報を得ることができない。ELISpotとびマイクロエングレー
ビングとの直接比較を表1に示した。
【００５９】
　（表１）マイクロエングレービングとELISpotとの比較

【００６０】
表現型を維持している、マイクロエングレービングから回収された細胞
　初代細胞がプリント後でも生きているかどうか、マイクロエングレービングによって検
出された機能プロファイルに再現性があるかどうか確かめるために、CD4+T細胞をマイク
ロウェルに負荷し、IFN-γおよびIL-17の分泌を測定した。IFN-γ陽性、IL-17陽性、およ
びIFN-γ/IL17二重陽性の3種類のシグナルが検出された。プリント中に、ウェルの大部分
は1～2個の細胞を含み、これらの一部は3個の細胞を含んだ。プリント後に、マイクロウ
ェル内の細胞をさらに2日間培養した。細胞の大部分は分裂した。代表的な細胞の一部を
ウェルから取り出し、96ウェル内で培養した。細胞増殖させた後に、細胞内染色を行い、
FACSを用いて表現型を検出した。
【００６１】
　IL-17およびIFN-γを検出するために、CD4+T細胞をマイクロウェルに負荷した。シグナ
ルのある細胞をウェルから取り出し、培養してクローンにした。細胞の一部は、マイクロ
エングレービングにおいて検出されたものと同じ表現型を保持していた。二重陰性集団が
観察された。これらの細胞は培養中にサイトカイン分泌能を失ってしまった可能性がある
か、または、2個または3個の細胞が負荷された当初のウェル内で、このような細胞が存在
していた可能性がある。これらの結果は、1)プロセス最適化によって、直接蛍光標識を用
いた、1種類のサイトカインに対する検出感度が少なくとも200pg/mlであること；2)4種類
のサイトカインがマイクロエングレービングにおいて同時に検出されること；3)マイクロ
エングレービングを用いて、サイトカイン分泌細胞の頻度が評価され、ELISpotと比較し
てさらに詳細な情報が得られること；4)2時間のプリント後に、細胞に生存能力があり、
ウェルから細胞が回収されることを実証している。細胞の一部は元々の表現型を依然とし
て保っている。
【００６２】
実施例2: 多重サイトカイン捕捉
マイクロウェルアレイを作製するための、特注の射出成形用鋳型
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　前記のように、本発明の方法は、標準的なガラススライドに取り付けられたポリ(ジメ
チルシロキサン)の中に成形された薄い(1mm)ナノウェルアレイを作製するための射出成形
プロセスを含む。この標準化された製造プロセスによって、アッセイおよびデータ収集の
再現性が改善された。
【００６３】
サイトカイン検出のための抗体検証
　関心対象のサイトカインを検出するための適切な抗体ペアの検証を以下で説明する。以
下で説明する簡単な無細胞アッセイは、候補抗体ペアを試験するのに用いられるマイクロ
エングレービングプロセスを模倣する。この順応性のあるアッセイによって、Th応答の偏
りならびに特異的なTh2応答およびTh1応答を示すサイトカインセットを検出するための4
つの特異なパネル(IL-4/IL-10/IL-17/IFNγ；IL-4/IL-5/IL-9；IFNγ/MIP-1β/TNFα/パ
ーフォリン；IFNγ/IL-10/IL-17/IL-22)が特定された。2つの抗体パネル(IgG1/IgA/IgE/I
gG4；IgG1/IgA/IgG3/IgM)のための検出抗体が検証された。
【００６４】
単一細胞からの四重サイトカイン検出
　単一細胞からの2つのサイトカインセットの四重検出を以下で説明する。図3は、T細胞
応答の偏り(IFNγ/IL-4/IL-10/IL-17)を示すアッセイ結果を示す。この実験では、抗CD3
および抗CD28を用いてPBMCを刺激した。CD4+T細胞を負の選択によって分離し、蛍光表面
マーカー(αCD4-Alexa647)によって染色し、マイクロウェルアレイに負荷した。このアレ
イを、IL-4、IL-10、IL-17、およびIFNγの捕捉抗体で機能化したガラススライドと接触
させた。2時間のインキュベーション後に、アレイを取り出し、画像化した。スライドを
染色し、Genepixマイクロアレイスキャナーによって画像化した。それぞれのウェルにつ
いて、画像を補正した。それぞれのウェルは50μm×50μm×50μmである。図4は、Th2応
答(IL-4/IL-5/IL-13/IL-9)の幅を示すアッセイ結果を示す。この実験では、抗CD3および
抗CD28を用いて、PBMCを刺激した。CD4+T細胞を負の選択によって分離し、マイクロウェ
ルアレイに負荷した。このアレイを、IL-4、IL-5、IL-13、およびIL-9の捕捉抗体で機能
化したガラススライドと接触させた。2時間のインキュベーション後に、アレイを取り出
し、画像化した。スライドを染色し、Genepixマイクロアレイスキャナーによって画像化
した。それぞれのウェルについて、画像を補正する。それぞれのウェルは50μm×50μm×
50μmである。
【００６５】
　特に注目に値するのは、これらのアッセイにおいて、従来のELISpotによる検出が非常
に難しいサイトカインであるIL-4が検出されたことである。これらの機能測定はまた、ナ
ノウェル内にある細胞の自動画像収集とも一緒に行った。このようにして、個々の細胞の
系列と、その分泌プロファイルとを突き合わせる。集められた1728xNチャンネルの画像を
、特異的な表面発現マーカー(例えば、CD4、CD8)の発現レベルを示す関連したグレイスケ
ール値を有する細胞リストに変換するために、特注の画像分析スクリプトを開発した。
【００６６】
マイトジェンで刺激した細胞のサイトカインプロファイル
　多重サイトカインアッセイを検証するために、健康ドナーに由来する末梢血単核球(PBM
C)を、サイトカイン応答を誘導することが知られている一対のマイトジェン(ポークウィ
ードおよびフィトヘマグルチニン、PHA)ならびにT細胞に対するポリクローナル刺激(抗CD
3/CD8)により刺激した。特定の期間の刺激の後に、マイクロエングレービングによって作
製されたサイトカインマイクロアレイ上で検出されたスポットの数を評価した(図5)。こ
れらのデータから、刺激薬および曝露時間の関数としての検出された応答間で特異な差が
あることが分かった。これらの活性化条件について従来のELISpotアッセイと比較しても
データが裏付けられた。
【００６７】
実施例3: 単一細胞多次元サイトカインプロファイル
　リンパ球によって放出されるサイトカインは、細胞機能および免疫応答の発展に及ぼす
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影響の尺度である。下記で説明するように、数値シミュレーションおよび実験検証を介し
て、単一細胞からの分泌を捕捉する技法であるマイクロエングレービングは、個々の生細
胞から同時に放出された4種類までのサイトカインの頻度および分泌速度の分布を定量的
に測定する。これらの多次元測定は、単一パラメータ機能アッセイよりさらに詳細に、か
つさらに高い感度で、刺激に曝露された細胞の応答の規模および強度を分解する。このア
プローチを用いると、IFNγの中央値分泌速度は、2種類または3種類のサイトカインを同
時に産生するリンパ球において増加するが、他のサイトカイン(IL-2およびTNFα)は同様
の増加を示さないことが分かる。さらに、IFNγおよびIL-2の分泌速度は両サイトカイン
を産生する細胞において相関関係がないのに対して、IL-2およびTNFαは正の相関関係を
示す。
【００６８】
　特異な機能応答、例えば、1種類もしくは複数の種類のサイトカインの分泌または増殖
能力によって、免疫応答の質と関連し得る固有のリンパ球サブセットが区別される(Panta
leo and Harari, 2006 Nat Rev Immunol, 6:417-423)。細胞サブセット間の不均一性の分
解には、個々のリンパ球が示す機能の幅および質を多数測定する分析方法が必要である(S
eder, et al., 2008 Nat Rev Immunol, 8:247-258)。
【００６９】
　既存の分析方法は、個々の細胞によって産生されるサイトカインの頻度、規模、および
数を評価する。ELISpotは、サイトカイン産生細胞の頻度を求めるために分泌を直接測定
するが、集団内の細胞間のわずかな差を定量するのは難しい。スポットの強度から分泌速
度が分かるが(Henn, et al., 2009 J Immunol, 183:3177-3187)、感度が十分でないので
、大部分のサイトカインを検出するためには12～48時間にわたるシグナルの統合が必要で
ある(速度<<100分子/s)。マルチパラメーターサイトメトリー用の細胞内染色(ICS)は、単
一細胞が発現するサイトカインの数および規模を評価するための一般的な選択肢となって
きている(Kannanganat, et al., 2007 J Virol, 81:8468-8476; Darrah, et al., 2007 N
at Med, 13:843-850)。平均蛍光強度(MFI)は、細胞内にトラップされたタンパク質の量の
相対尺度を提供するが、これらの値は、独立した試料間では比較しにくい。さらに、ICS
は、分泌が阻止された時点での細胞の産生能力を測定し、細胞が分泌し続けたサイトカイ
ンの量を正確に反映しない場合がある。フローサイトメトリーの2つの改良アプローチで
ある「人工受容体」およびミクロビーズ(Manz, et al., 1995 Proc Natl Acad Sci USA, 
92:1921-1925; Powell and Weaver, 1990 Biotechnology (NY), 8:333-337)は、細胞の細
胞外表面の付近にある分泌型サイトカインの捕捉を可能にする。しかしながら、これらの
2つのプロセスにおける質量輸送の分析モデルから、低分泌細胞の場合、大量培地への放
出サイトカインの拡散速度がこれらの測定の感度を制限し、細胞間の相互汚染を導入し得
ることが分かっている(Frykman and Srienc, 1998 Biotechnol Bioeng, 59:214-226)。低
温での高分子マトリックスの中への細胞のカプセル化も分泌を乱すことがある。
【００７０】
　サイトカインの蓄積またはアッセイ感度限界の克服には長い時間が必要なために、個々
の初代細胞によるサイトカイン放出の動力学研究が制限されてきた。個々の生細胞から放
出されたサイトカインの統合された定量測定を可能にする、新たな単一細胞分析法が本明
細書で説明される。現行のアプローチを1～2桁、上回る感度で、単一細胞からの複数の種
類のサイトカインの分泌速度を同時に割り当てるように、マイクロエングレービング方法
(Love, et al., 2006 Nat Biotechnol, 24:703-707)が改良されてきた。このデータは個
体間の機能応答の差別化を強化し、多機能細胞におけるサイトカイン分泌の微細な動力学
を明らかにする。
【００７１】
モデリングおよび数値シミュレーション
　マイクロウェル内の分析物の濃度を計算するために、下記の仮説を立てた：
ある特定の分析物について一定の分泌速度があり、その分析物は、機能化したガラス表面
にしか特異的に結合しない。
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【００７２】
　マイクロウェル内の分析物の時間依存的拡散は、以下である：

式中、Cは、培地中の分析物の濃度であり、Dは、分析物の拡散係数であり、tは、インキ
ュベーション時間である。COMSOL Multiphysics 3.3(COMSOL AB. Stockholm, Sweden)を
用いて、特異的捕捉Abを用いた分析物の分泌、拡散、および結合に関連する偏微分方程式
を解いた。表2は、このシミュレーションにおいて用いられたシステムパラメータを列挙
する。
【００７３】
　（表２）シミュレーションにおいて用いられたパラメータの値

【００７４】
PBMCの単離
　施設の内部倫理審査委員会の承認を得て、健康対照から静脈血を採取して、緑の蓋の付
いたリチウムヘパリンチューブ(Kendall)に入れた。Ficoll-Paque PLUS(GE Healthcare)
上での密度遠心分離を用いて、PBMCを分離した。PBMCを、106/mLで、10％FBS、2mM L-グ
ルタミン、10mM HEPES、100Uペニシリン、100mg/mLストレプトマイシン、0.1mM非必須ア
ミノ酸、および1mMピルビン酸ナトリウムを添加したRPMI 1640培地(Mediatech)に懸濁し
た。
【００７５】
マイクロエングレービングのための、細胞が負荷されたマイクロウェルの調製
　実験は、以前に説明されたように、述べられたようにいくつかの変更を加えて行った(L
ove, et al., 2006 Nat Biotechnol, 24:703-707; Bradshaw, et al., 2008 Clin Immuno
l, 129:10-18)。簡単に述べると、マイクロウェルアレイは、シリコーンエラストマー(ポ
リジメチルシロキサン、PDMS; Dow Corning)を特注の鋳型に注入することによって製造し
、80℃で1時間、硬化させた。アレイは、84,672個のマイクロウェル(それぞれ50×50×50
μm3)を含んだ(Ogunniyi, et al., 2009 Nat Protoc, 4:767-782)。アレイを酸素プラズ
マ(Harrick PDC-32G)に30秒間、曝露した後に、細胞懸濁液(約2×105/mL)をアレイの表面
上に置き、細胞を、～1細胞/ウェルの密度で、重力によってウェルの中に沈澱させた。ア
レイ表面から余分な細胞を培地でリンスした後に、次いで、負荷された装置を、捕捉Abで
コーティングされたガラススライド上に置いた。それぞれのアッセイの具体的な詳細を下
記で説明する。
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【００７６】
PBMCからのIL-6検出
　公表されたプロトコールに従ってポリ-L-リジンスライドを調製し、捕捉Abを固定化す
るのに使用した。抗ヒトIL-6(40μg/mL, MAB206, R&D)および抗ヒトIgG(10μg/mL, 81-71
00, Invitrogen)をホウ酸緩衝液で希釈し(Ogunniyi, et al., 2009 Nat Protoc, 4:767-7
82)、スライドに25℃で1時間、適用し、PBSでリンスし、乾燥させた。IL-6分泌を刺激す
るために、LPS(10μg/mL)、PHA(5μg/mL)、およびPWM(5μg/mL)を個々に丸底96ウェルプ
レートの中にあるPBMCに添加し、5％CO2、37℃で望ましい時間インキュベートした。マイ
クロウェルアレイを負荷する前に、PBMCをカルセインバイオレットAM(Invitrogen)で染色
した。次いで、生細胞の画像化(温度およびCO2制御)のための装備がある自動倒立落射蛍
光顕微鏡(Zeiss)によって、細胞が負荷されたアレイを画像化した。アレイを上向きにし
て、(特定の刺激を含む培地と共に)カバーガラスを付けて顕微鏡にのせた。次いで、ウェ
ルアレイを、(ヒトIgによって全てのマイクロウェルの位置を標識するために)微量のヒト
血清(1:40,000)を含む培地で穏やかにリンスし、直ぐに、捕捉Abを含むガラススライド上
に適用した。組み合わされたアレイおよびガラススライドを軽く加圧して一緒に保持して
、ハイブリダイゼーションチャンバーに入れ(Agilent Technologies, G2534A)、37℃でイ
ンキュベートした。経時的に行われた測定中に、それぞれの時点で、mRNA定量用に細胞の
半分を集めた。プリント後、検出のために、Alexa Fluor488標識抗ヒトIL-6(R&D)およびA
lexa Fluor 700標識抗ヒトIgG(Jackson ImmunoResearch)を使用した。マイクロエングレ
ービング後に細胞を標識するために、10μg/mlのCD3-Alexa Fluor488、CD11b-Alexa Fluo
r568、およびCD14-Alexa Fluor 660をウェルアレイに添加した。4℃で30分の後に、ウェ
ルアレイをPBSで洗浄し、画像化した。(全てのAbは、示したようにAlexa Fluor-NHSエス
テル(Invitrogen)で標識した)。
【００７７】
リアルタイムPCR
　absolutely RNA microprepキット(Stratagene)を用いて、PBMCからのRNAを精製した。T
aqmanキットと、供給されたランダムヘキサマー(Applied Biosystems)を用いて、cDNAを
作った。IL-6プライマーおよびプローブはApplied Biosystemsから入手し、推奨された手
順に従って使用した。
【００７８】
サイトカインの多重検出
　多重サイトカイン検出に用いられたAbペアは、IFNγ(MABTECH)、IL-17(eBioscience)、
IL-2(R&D)、およびTNFα(BD)であった。捕捉のために、捕捉Ab(それぞれ10μg/ml)の混合
物をガラススライドに適用した。PBMCを、PMA(10ng/mL)およびイオノマイシン(1μg/mL)
によって6時間、刺激し、次いで、カルセインバイオレットAMで染色し、前記のようにマ
イクロウェル中で画像化した。ウェルアレイを無血清培地でリンスし、直ぐに、捕捉Abを
有するガラススライド上に適用した。プリント後、検出のために、Ab-IL-17(Alexa Fluor
 488)、IFNγ(Alexa Fluor 555)、IL-2(Alexa Fluor 594)、TNFα(Alexa Fluor 700)の混
合物を使用した。マイクロエングレービング後に細胞を標識するために、10μg/mLのCD3(
Alexa Fluor 488)、CD8(Alexa Fluor 568)、およびCD4(Alexa Fluor 660)をウェルアレイ
に添加した。4℃で30分の後に、ウェルアレイをPBSで洗浄し、画像化した。
【００７９】
データ分析
　操作中に、図20を見ると、分泌産物を分析するためのプロセス10は、示された段階を含
む。しかしながら、プロセス10は例示に過ぎず、限定するものではない。プロセス10は、
例えば、段階を加える、取り除く、または再編成することによって変更することができる
。サイトカインのプリントされたマイクロアレイ14は、マイクロアレイスキャナー15(例
えば、GenePix 4200AL, MDS)において画像化し、添付のソフトウェア(例えば、GenePix6.
1)を用いて分析することができる。顕微鏡から集められた透過光顕微鏡写真および落射蛍
光顕微鏡写真を分析して16、各ウェル12に存在する細胞の数および系列を決定することが
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できる18。細胞アレイおよびプリントされたマイクロアレイの両方について抽出されたデ
ータを、アレイ内の各ウェルに割り当てられた固有の識別子を用いて(例えば、MS Excel
において)突き合わせることができる20。後の分析のために、データセットをフィルタリ
ングして、(例えば、ExcelまたはMATLAB(Mathworks, Natick, MA)において)対応するマイ
クロアレイ14の上にある分泌タンパク質と突き合わされた単一細胞のみを含む、アレイ12
における位置を含めることができる22。速度の分布は、コルモゴルフ‐スミルノフ(Kolmo
gorov-Smirnov)の二標本検定を用いて比較することができ、同時分泌の相関係数は、スピ
アマンの順位相関を用いて計算することができる24。
【００８０】
　操作中に、図21を見ると、臨床診断40を得る目的で免疫プロファイル38を作り出すため
のプロセス30は、細胞型の決定32、分泌の規模の決定34およびレスポンダーの頻度の決定
36によって行われ、それぞれのデータセットを統合することによって、分析された細胞を
入手したレシピエントの生理状態を示す免疫プロファイルが得られる。
【００８１】
サイトカイン分泌速度を評価するための定量マイクロエングレービング
　マイクロエングレービングは、最小限の撹乱で、ナノリットル以下の体積中に生細胞を
一時的に閉じ込めるために、微細加工により作られたウェルからなるアレイを用いる。細
胞から分泌されたタンパク質を捕捉するために、1つの体積内面がAbを支持する(図6A)。
インキュベーション(～1から2時間)の後に、捕捉表面が取り出され、次いで、蛍光Abを適
用することによって調べられる(Bradshaw, et al., 2008 Clin Immunol, 129:10-18)。マ
イクロエングレービングによって分泌の定量測定が可能になる最適条件を決定するために
、一連の微分方程式および数値シミュレーションを用いて、個々の体積に閉じ込められた
単一細胞についての質量輸送をモデル化する。このシミュレーションによって、表面上に
捕捉されたタンパク質の量と、体積中のタンパク質の量との時間的関係を説明する3つの
体制が分かった(図6B)。中間の体制(～30分から>20時間)では、表面上に捕捉されたタン
パク質の量は、細胞が分泌したタンパク質の総量に近い。
【００８２】
　細胞によって分析物が一定に放出されると仮定すると、このモデルから、捕捉される分
析物の量は、時間またはウェル1個あたりの細胞数と共に直線的に増加するはずだという
ことが示唆された。両予測とも、ヒトPBMCおよびマウスハイブリドーマ細胞を用いた実験
によって検証された(図7)。これらの結果は、ある決まった時点で細胞に対して測定され
た、捕捉されたタンパク質のMFIのばらつきが、分泌されたタンパク質の量のばらつきを
正確に反映し、従って、平均分泌速度のばらつきも正確に反映していることを意味してい
る(図8)。ある特定の細胞についてMFIを速度に変換するために、既知量の蛍光検出Abを含
む標準参照を用いて、MFIを、捕捉された分析物の有限量に変換した。この量をインキュ
ベーション時間で割ることによって、単一細胞からの平均分泌速度が得られる(図9)。こ
のモデルとこれらのデータを合わせると、マイクロエングレービングによって、決められ
た期間にわたって分泌されたタンパク質の総量が効率的かつ定量的に評価されることを実
証している。
【００８３】
PBMCから放出されたIL-6の頻度および規模の定量
　本発明者らの測定の感度を評価するために、LPSによる3回の刺激間隔(3時間、6時間、
および12時間)の後に、ヒトPBMCから放出されたIL-6の頻度および分泌速度を測定した。
測定された応答から、IL-6分泌細胞の頻度および細胞1個あたりの平均分泌速度は3～12時
間(特に、3～6時間)まで単調に増加することが分かった(図6C)。しかしながら、IL-6をコ
ードするmRNAの発現は6時間でピークに達した(図6D)。この観察から、転写のタイミング
は必ずしもタンパク質分泌のタイミングと相関するとは限らない場合があることが確かめ
られた。IL-6分泌細胞のほとんどはCD11b+(44.8％)およびCD11b+CD14+(26.9％)であるの
に対して、小さな集団はCD3+(4.7％)であった。これらの細胞間の分泌速度の分布には有
意差が無かった。このことから、これらは全て分泌能力が類似することが示唆される。
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【００８４】
　次に、PBMCを異なる刺激に曝露した後の個体間の応答を区別するために、IL-6分泌速度
の分布を調べた。測定値から、同じドナーに由来する細胞の応答は、異なる刺激後の頻度
および規模(速度)の強いばらつきを示し、応答のこの組み合わせは個体に特有のものであ
ることが分かった(図6E)。例えば、ドナー1および2はPHAで刺激された後に類似の応答細
胞頻度を示したが、分泌速度の分布は全く異なっていた(p<0.001)。ドナー2については、
2つの刺激条件(LPSおよびPHA)でしか類似の速度分布が得られなかった(p=0.8622)。これ
らの結果は、頻度および速度分布の測定による免疫応答性の区別が単一パラメータ測定(
頻度)より頑強であり得ることを示唆している。
【００８５】
単一細胞からの複数の種類のサイトカインの同時検出
　マイクロエングレービング用の分析モデルから、捕捉および検出に使用したそれぞれの
Abペアに十分な特異性があると仮定して、同じ細胞から独立して複数の種類のサイトカイ
ンを検出できることが示唆された。IL-17、IFNγ、IL-2、およびTNFαを同時に検出する
ために4種類の市販のAbペアを検証し、次いで、ヒトPBMCをPMA/イオノマイシンで刺激し
た後に、定量マイクロエングレービングによって応答の幅を測定した。アレイ内の生細胞
は、1種類、2種類、または3種類のサイトカインを含む広範囲の機能応答を示した(図10A
および図11)。サイトカイン組み合わせを分泌する細胞については(100,000個の細胞あた
り最低48個)、それぞれのサイトカインの分泌速度を分析した(図10B)。IFNγの放出が最
も動的であったが(3.8～120分子/s)、他のサイトカインの速度は、典型的に、20分子/s未
満であった。IFNγおよびIL-2+細胞はCD4 T細胞およびCD8 T細胞の両方を含んだ。すなわ
ち、それぞれの系列の頻度は異なったが、これらの分泌速度の分布は類似していた(図12)
。予想通り、これらのデータから、CD4 T細胞およびCD8 T細胞の分泌能力には有意差が無
いことが分かる。
【００８６】
　ICSによる多機能細胞の分析から、二重サイトカイン産生細胞および三重サイトカイン
産生細胞は、分泌がブロックされた時には、細胞内で単一産生株より多量のサイトカイン
を発現することが分かった(Darrah, et al., 2007 Nat Med, 13:843-850)。この実験では
、IFNγ分泌速度の分布も単一産生株と二重/三重産生株との間で異なった(図10B)。細胞
がIL-2またはIL-2/TNFαを同時分泌した時に、IFNγの中央値分泌速度も2.2倍増加した。
しかしながら、他のサイトカインについては、分泌速度の特異な差は無かった。複数の種
類のサイトカインについて、二重産生株および三重産生株における分泌速度に相関関係が
あるかどうか確かめるために、このデータをさらに分析した(図13A、B)。二重産生株につ
いては、IFNγ分泌速度とTNFα分泌速度との間に正の相関関係があり、三重産生株につい
ては、IFNγ/TNFα分泌速度とIL-2/TNFα分泌速度との間に正の相関関係があった。対照
的に、二重産生株または三重産生株について、IFNγ分泌速度とIL-2分泌速度との間には
相関関係が無かった。これらの結果は、サイトカインの同時発現に関する以前の研究と一
致する。すなわち、IL-2遺伝子およびTNFα遺伝子は共通の転写因子によって同時調節さ
れるのに対して(Decker, EL 2003 Nucleic Acids Research, 31:911-921)、IFNγおよびI
L-2は独立して調節される(Penix, et al., 1993 J Exp Med, 178:1483-1496)。IFNγ+/IL
-2+CD4とCD8 T細胞との間では頻度の有意差も速度の相関関係も無いのに対して、IFNγ+/
TNFα+CD8 T細胞の頻度はCD4 T細胞の約2倍である(図13C)。これらの結果から、マイクロ
エングレービングは、ICSでははっきりしない、多機能細胞により示される分泌のわずか
な動力学を明らかにすることが分かる。
【００８７】
　マイクロエングレービングを用いて、個々の生存能力のあるリンパ球から放出されたサ
イトカインの多次元プロファイルを作成する定量方法が本明細書において説明される。こ
のアプローチの技術的利点は、1)試料全体にわたって比較される分泌機能の定量測定値が
得られること、および2)他の分泌ベースアッセイ(ELISpot、表面捕捉)と比較して、この
方法の感度が質量輸送機構によって1桁、強化されること(表3)である(Frykman, et al., 
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Biotechnol Bioeng, 59:214-226)。これらの特徴は、測定前および測定中の細胞への撹乱
を最小限にする。さらに、分泌速度を、単一細胞から放出された個々のサイトカインに割
り当てると、多機能性細胞の分析の次元が大きくなる。イメージングサイトメトリーとこ
れらの測定値を統合すると、細胞系列ならびに分泌型サイトカインの数および速度を含む
単一細胞データの組み合わせが得られる。このようなデータは、特に、利用可能な細胞の
数が、独立した従来法による分析に十分でない場合がある臨床試料(例えば、乳児、組織
生検材料)を特徴付ける時の、ワクチン応答の評価および慢性疾患の病理の理解に重要な
不均一な細胞サブセットの差別化を改善する。
【００８８】
　（表３）5種類のサイトカインについての実験検出限界

それぞれの検出抗体に対して用いられた特定のフルオロフォアについて検出限界を求めた
。検出限界は、平均バックグラウンドを上回る標準偏差(SD)の3倍と定義した。これらの
値は、人工受容体アッセイについて以前に計算された値の少なくとも10分の1より低く、
ほとんどの場合、カプセル化アッセイの値より低い。
【００８９】
実施例4: アレルギー検査へのマイクロエングレービング技術の適用およびアレルギーに
関するバックグラウンドの診断
　異なる種類のTh細胞のサイトカイン分泌プロファイルならびに異なるIgサブタイプを分
泌するB細胞の頻度を求める。この情報を用いてアレルゲン感受性を診断し、アレルギー
免疫療法中の免疫変化をモニタリングする。
【００９０】
　3種類の検出チップを開発する。これらには、IL-17(Th17)、IL-10(TReg)、IL-4(Th2)、
およびIFN-g(Th1)のThセットが含まれる。これらは、4種類のCD4+T細胞サブタイプの代表
的なサイトカインである。Th2セット：アレルギーにおける4種類の重要なTh2サイトカイ
ンである、IL-4、IL-5、IL-13、およびIL-9。Abセット：アレルギープロセスにおける4種
類の免疫グロブリン分子サブタイプである、IgE、IgG1、IgG4、およびIgA。
【００９１】
　Th2セットに適した抗体ペアを特定し、その検量線および交差反応を試験する。
【００９２】
　免疫グロブリン分泌を測定するために、ガラススライドをアレルゲンで機能化して、ア
レルゲン特異的抗体を捕捉する。検出抗体として、4種類の抗ヒトIgアイソタイプ抗体(抗
ヒトIgE、抗ヒトIgG1、抗ヒトIgG4、および抗ヒトIgA)を使用する。ヒトIgE、IgG1、IgG4
、およびIgA標準を用いて、市販の抗ヒトIgアイソタイプ抗体の特異性を試験する。
【００９３】
　この抗体チップは、4種類のIgアイソタイプを1回のアッセイで測定することを目的とす
る。しかしながら、アレルゲンをガラス表面上に直接コーティングすると、アレルゲンペ
プチドの免疫が失われるか、または弱まることがある。または、4種類のスライド上で、
各種類の抗ヒトIg抗体が捕捉抗体として用いられる。アレルゲンを蛍光標識し、検出試薬
として使用する。
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【００９４】
　ピーナッツアレルギーモデルは、ピーナッツ処理時の細胞反応を研究するのに用いられ
る。ピーナッツアレルギーのある被験体およびピーナッツアレルギーのない被験体から血
液試料を入出する。それぞれの血液試料からPBMCを単離し、臨床診断において用いられた
ものと同じピーナッツ抽出物で刺激する。Thチップ、Th2チップ、およびAbチップを用い
て、PBMCの応答を調べる。最良のインビトロ刺激条件を決定するために、アレルゲン勾配
と一緒に時間経過研究を行う。ピーナッツアレルギーのある被験体のサイトカインプロフ
ァイルおよびアレルゲン特異的免疫グロブリンの頻度を統計解析し、ピーナッツアレルギ
ーのない被験体からのプロファイルと比較する。これらの2群間での有意差はアレルギー
の診断指標とみなされる。アレルギー発症中の免疫系の変化を研究するために、および臨
床試験の際のマイクロエングレービングの潜在的な適用を探るために、任意で、異なる疾
患段階での、または治療中でのサイトカインプロファイルおよびIg分泌が調べられる。
【００９５】
　本明細書において開発されたマイクロエングレービング技術が発展することで、高効率
の単一細胞多重分析、特に、免疫学的研究における高効率の単一細胞多重分析が可能にな
る。単一細胞のシグネチャー(signature)は免疫細胞ネットワークのさらなる理解に役立
ち、疾患発症中の細胞挙動の変化を動的に追跡する。材料が低コストであること、標準プ
ロセスがあること、およびこの技術の操作時間が短いことも臨床診断における好機を与え
る。アレルギー検査に加えて自己免疫疾患および感染症においても、この方法が発展した
ものを使用することができる。
【００９６】
他の態様
サイトカイン検出感度の増大およびアッセイ1回あたりのサイトカイン数の拡大
　アッセイの感度を増大させるために、ローリングサークル増幅(RCA)(Schweitzer, et a
l., 2002 Nat Biotechnol, 20:359-365)を用いて、アッセイ1回あたり複数の種類のサイ
トカインを検出する。RCAの利点は、抗体からの単一シグナルを増幅可能なDNA分子に変換
することである(図14)。検出抗体を異なる蛍光色で標識する代わりに、検出抗体を異なる
プライマーで標識する(図15)。環状DNAは、2つの部分を用いて構築される。1つの部分は
保存配列であり、全ての環状DNAにおいて同一である。別の部分は、それぞれのサイトカ
インの検出抗体に結合している特異的プライマーに相補的である。
【００９７】
　検出抗体を適用した後に、環状DNAをシステムに添加し、ある特定のサイクルを介して
増幅する。この場合、検出抗体に取り付けられたプライマーが伸長する。最後に、反応試
薬を除去し、フルオロフォアの付いたレポーター配列を添加する。
【００９８】
　アッセイ1回あたりに検出されるサイトカイン数はまた、利用可能な蛍光色ならびに計
器の中の励起レーザーおよびフィルターにも依存する。現在、GenePixスキャナーが用い
られ、488nm、532nm、594nm、および635nmの4種類のレーザーを有する。標準的なフィル
ターを用いて、計器から4色が検出される。しかしながら、他のさらなるフィルターの組
み合わせを用いると、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、またはQdotなどのフルオロフ
ォアを用いて、他の2つまたは3つの色を追加することができる。
【００９９】
　しかしながら、異なる蛍光スペクトルの重複を少なくするために、蛍光色の余地は限定
される。DNA配列は多様性が高いという利点があるので、サイトカイン数を拡大する連続
標識戦略をRCAに基づいて設計した。図16に示したように、RCA反応後に、シグナルは、ス
キャン1回あたりに利用可能な色に応じてグループごとに検出される。例えば、異なる色
の付いた4種類のレポーター配列を添加して、第1の4種類のサイトカインを検出する。ス
キャン後に、第1の蛍光分子セットをスライドから除去する。1つの方法は、二本鎖DNA部
分を切断し、検出された配列をこのシステムから除去する方法である。別の方法は、レポ
ーターDNAとフルオロフォアとの間で切断可能なリンカーを利用する方法であり、そのた
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めに、検出後にフルオロフォアを切断することができる(Ju, et al., 2006 Proc Natl Ac
ad Sci USA, 103:19635-19640)。システムにある蛍光分子を洗い流した後に、別のDNA配
列セットにハイブリダイズするように、第2のレポーターセットをシステムに適用する。
第1のフルオロフォアセットが取り除かれているので、第2のレポーター配列セットは同じ
色で標識される。
【０１００】
　RCAは、マイクロエングレービングシステムでは、最初に、単一サイトカイン検出時に
行われる。Schweitzer et al.によって公表された環状DNAおよびプライマー配列が用いら
れる(Schweitzer et al., 2002 Nat Biotechnol, 20:359-365)。

【０１０１】
　増幅プロセスにおいて用いられる2種類の温度は45℃および37℃である。この増幅工程
は統合され、プリント後の全ての工程が自動的に行われるように洗浄機によって行われる
。最初に、プロセス(反応濃度および時間)を最適化し、検出感度を求めるために、1種類
のサイトカインが用いられる。
【０１０２】
　前記で開発されたサイトカインモデルを用いて、検出後にフルオロフォアを除去するた
めに、2つの方法が用いられる。1)切断可能なリンカーを用いて、フルオロフォアとレポ
ーターDNAを結合体化する。一選択肢は光切断可能な2-ニトロベンジルリンカーであり、1
0秒のレーザー照射(355nm)を用いて切断することができる(Seo, et al., 2005 Proc Natl
 Acad Sci USA, 102:5926-5931)。別の選択肢はアリル基リンカーであり、Pd触媒によっ
て30秒で除去することができる(Ju, et al., 2006 Proc Natl Acad Sci USA, 103:19635-
19640; Bi, et al., 2006 J Am Chem Soc, 128:2542-2543)。2)エンドヌクレアーゼを用
いて二本鎖DNAを消化する。優先すべき事項は、レポーター結合DNA部分を切断する非配列
特異的エンドヌクレアーゼを見つけることである。エンドヌクレアーゼが望ましく無い場
合、または高価すぎる場合、配列特異的制限エンドヌクレアーゼが用いられる。この場合
、プライマー、環状DNA、およびレポーターの設計において、切断部位が考慮される。フ
ルオロフォア除去の効率は前記方法の全てにわたって評価され、最良の戦略が以下の工程
において用いられる。
【０１０３】
　複数の種類のサイトカイン検出のために環状DNAを設計し、連続標識を用いて複数の種
類のサイトカイン検出に適用する。さらにプライマー、環状DNA、およびレポーターから
なる3つのセットを、前記で示した第1の配列セットに基づいて設計する。大まかな戦略は
、(図15に示したように)環状DNAの他の部分を変えずに、プライマー、レポーター、およ
びプライマーに相補的な環状DNAの一部の配列を変えることである。4種類のフルオロフォ
アをそれぞれ4種類のレポーターと結合体化する。4種類のプライマーを4種類の検出抗体
と結合体化する。予備研究において用いられた同じフルオロフォアおよび抗体セットを、
この工程において使用する。検出工程では、多サイトカイン検出の感度を測定するために
、4種類のレポーターを同時に添加する。それぞれのレポーターを異なる時間で添加する
ことによって連続標識を試験し、スキャンの後に除去する。この目的は、本発明者らのシ
ステムにおいて使用することができる最大検出反復を測定することである。さらに、サイ
トカインの総数を、アッセイ1回あたり8または12まで拡大するために、さらに4種類また
は8種類のプライマーを設計する。
【０１０４】
　ある態様において、前記工程は、標準的なプログラミング法を用いたコンピュータプロ
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グラムにおいて行われる。このようなプログラムはプログラム可能なコンピュータにおい
て実行するように設計され、プログラム可能なコンピュータはそれぞれ、電子プロセッサ
、データ保存システム(記憶素子および/または保存素子を含む)、少なくとも1つの入力装
置、ならびに少なくとも1つの出力装置、例えば、ディスプレイまたはプリンタを含む。
ある態様では、本明細書に記載の機能を果たすために、および出力情報を得るために(例
えば、アレルギー状態を評価するために)、取得されたデータ(例えば、サイトカイン結合
データ)にコードが適用され、出力情報は1つまたは複数の出力装置に適用される。このよ
うなコンピュータプログラムはそれぞれ、高級手続き型プログラミング言語もしくはオブ
ジェクト指向プログラミング言語またはアセンブリ言語もしくは機械語において行うこと
ができる。さらに、言語は、コンパイラ型言語またはインタープリタ型言語でもよい。こ
のようなコンピュータプログラムはそれぞれ、コンピュータにより読まれると、コンピュ
ータ内のプロセッサが本明細書に記載の分析を行うことができる、コンピュータ可読保存
媒体(例えば、CD ROMまたは磁気ディスク)に保存することができる。
【０１０５】
　操作中に、図21を見ると、免疫プロファイルの計算(38)および臨床診断(40)のためのプ
ロセス30は、細胞型の決定(32)、分泌の規模の決定(34)、およびレスポンダーの頻度の決
定(36)を含む。
【０１０６】
　表4は、Th1、Th2、およびTh-17細胞型の表現型プロファイルを示す。
【０１０７】
　（表４）Th1、Th2、およびTh-17細胞型の表現型プロファイル

【０１０８】
　さらなる態様が特許請求の範囲内に存在する。
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