
(57)【要約】

本発明は、試験試料中のタンパク質または抗体のレベル

をアッセイする方法に関する。特に、本発明は、参照試

料と比較した、試験試料中の複数のタンパク質の相対量

を決定する方法に関する。本方法は、(a)複数の標識タ

ンパク質を含む参照試料を提供する段階;(b)参照試料の

成分に結合することができる複数のタグ化抗体を、(i)

標識参照試料と試験試料の混合物および(ii)参照試料の

みと共に、抗体とその標的の結合に適した条件下でイン

キュベーションする段階;(c)試験試料の存在下で個々の

抗体タグに結合した標識タンパク質の量と、試験試料の

非存在下で個々の抗体タグに結合した標識タンパク質の

量を比較する段階を含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 参 照 試 料 と 比 較 し て 、 試 験 試 料 中 の 複 数 の タ ン パ ク 質 の 相 対 量 を 決 定 す る 方 法 で あ り 、
以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 :
　 (a)複 数 の 標 識 タ ン パ ク 質 を 含 む 参 照 試 料 を 提 供 す る 段 階 ;
　 (b)参 照 試 料 の 成 分 に 結 合 す る こ と が で き る 複 数 の タ グ 化 抗 体 を 、 (i)標 識 参 照 試 料 と 試
験 試 料 の 混 合 物 お よ び (ii)参 照 試 料 の み と 共 に 、 該 抗 体 と そ の 標 的 の 結 合 に 適 し た 条 件 下
で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ;
　 (c)試 験 試 料 の 存 在 下 で 個 々 の 抗 体 タ グ に 結 合 し た 標 識 タ ン パ ク 質 の 量 と 、 試 験 試 料 の
非 存 在 下 で 個 々 の 抗 体 タ グ に 結 合 し た 標 識 タ ン パ ク 質 の 量 を 比 較 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 試 験 試 料 お よ び 参 照 試 料 が 同 体 積 で 混 合 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 抗 体 が ア ル ミ ニ ウ ム バ ー コ ー ド ま た は 色 素 含 浸 ビ ー ズ で タ グ 化 さ れ て い る 、 請 求 項 1ま
た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 そ れ ぞ れ の タ グ が 1種 類 の 抗 体 種 に 取 り 付 け ら れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 そ れ ぞ れ の タ グ が 2種 類 以 上 の 抗 体 種 に 取 り 付 け ら れ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 1種 類 の タ グ に 取 り 付 け ら れ た そ れ ぞ れ の 抗 体 種 が 同 じ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 、 請 求 項 5
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 複 数 の 種 類 の そ れ ぞ れ の タ グ 化 抗 体 が 異 な る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 、 請 求 項 1～ 5の い ず
れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 10 1 1 ～ 10 1 5 個 の そ れ ぞ れ の 抗 体 分 子 が タ グ に 結 合 し て い る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 参 照 試 料 が 試 験 試 料 と 同 じ 組 織 お よ び /ま た は 生 物 か ら 得 ら れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ
か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 参 照 試 料 が 複 数 の 試 験 試 料 を プ ー ル す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ
か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 参 照 試 料 中 の タ ン パ ク 質 が 1種 類 ま た は そ れ 以 上 の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 、 前 記 請 求 項
の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 結 合 が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 定 量 さ れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド が 長 さ nの ア ミ ノ 酸 お よ び 以 下 の 式 :
X 1 -X 2 -X 3 -...X n
の ペ プ チ ド で あ る 、 ペ プ チ ド 混 合 物 で あ り 、
式 中 、
-そ れ ぞ れ の Xは 、 多 数 の ア ミ ノ 酸 群 の 1つ よ り 独 立 し て 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、
-そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 群 は 20種 類 未 満 の ア ミ ノ 酸 か ら な り 、
-nは 、 混 合 物 中 に 存 在 す る 全 て の ペ プ チ ド に つ い て 同 じ で あ り 、
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-以 下 の ア ミ ノ 酸 :ア ル ギ ニ ン 、 リ ジ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 プ
ロ リ ン 、 シ ス テ イ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ
ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン
、 お よ び グ ル タ ミ ン の 全 て が 少 な く と も 1つ の 群 に 存 在 し 、
-混 合 物 中 の そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド に つ い て 、 同 じ 位 置 に あ る ア ミ ノ 酸 が 同 じ 群 よ り 選 択 さ
れ る 、 ペ プ チ ド 混 合 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ア ミ ノ 酸 が 2つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 群 に 存 在 せ ず 、 お よ び /ま た は そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 群 が 同
数 の 異 な る ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の ペ プ チ ド 混 合 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 そ れ ぞ れ の Xが 、 5種 類 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 4つ の 群 、 ま た は 10種 類 か ら な る ア ミ ノ 酸 の 2
つ の 群 よ り 独 立 し て 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ア ミ ノ 酸 が 2つ 以 上 の 群 に 存 在 し な い 、
請 求 項 14記 載 の ペ プ チ ド 混 合 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 そ れ ぞ れ の Xは 、 以 下 の よ う に 定 義 さ れ る 2つ の 群 :
(i)ア ル ギ ニ ン 、 リ ジ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 プ ロ リ ン 、 シ ス
テ イ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ;
(ii)グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン
、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 グ ル タ ミ ン の う ち の 1つ よ り 独 立 し て 選 択 さ れ る ア ミ ノ
酸 で あ る 、 請 求 項 13～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ペ プ チ ド 混 合 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 nが 8で あ る 、 請 求 項 13～ 16の い ず れ か 一 項 記 載 の ペ プ チ ド 混 合 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 混 合 物 が そ れ ぞ れ nに つ い て 同 じ 値 を 有 し 、 同 じ ア ミ ノ 酸 群 が ラ イ ブ ラ リ の 全 て の 混 合
物 に 適 用 さ れ 、 (a)ペ プ チ ド が 2つ 以 上 の 該 混 合 物 に 存 在 せ ず 、 お よ び /ま た は (b)混 合 物 は
、 ペ プ チ ド を 得 る た め に 選 択 さ れ る 群 の 組 み 合 わ せ が 混 合 物 間 で 異 な る こ と に よ っ て 異 な
る 、 請 求 項 13～ 17の い ず れ か 一 項 記 載 の 複 数 の 混 合 物 を 含 む ラ イ ブ ラ リ で あ り 、 任 意 に 、
群 の 可 能 性 の あ る 全 て の 組 み 合 わ せ で あ る 混 合 物 を 含 む 、 ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 そ れ ぞ れ の 混 合 物 が 異 な る タ グ を 含 む 、 請 求 項 18記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 長 さ nの 可 能 性 の あ る 全 て の ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 18ま た は 19記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 群 が 、 以 下 :
(i)ア ル ギ ニ ン 、 リ ジ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 プ ロ リ ン 、 シ ス
テ イ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ;
(ii)グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン
、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 グ ル タ ミ ン の よ う に 定 義 さ れ る 、 請 求 項 18～ 20の い ず れ
か 一 項 記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 試 験 試 料 中 の 複 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 :
　 (a)複 数 の タ グ 化 抗 原 を 提 供 す る 段 階 ;
　 (b)(a)の 該 タ グ 化 抗 原 と 該 試 験 試 料 を 、 該 試 験 試 料 に 存 在 す る 全 て の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と
そ の 標 的 の 結 合 に 適 し た 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ;
　 (c)(b)の 混 合 物 と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 1種 類 ま た は そ れ
以 上 の 標 識 抗 体 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ;
　 (d)そ れ ぞ れ の タ グ 化 抗 原 に 結 合 し た 標 識 抗 体 の 量 を 測 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 複 数 の 抗 原 が オ リ ゴ ペ プ チ ド お よ び /ま た は オ リ ゴ 糖 を 含 む 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
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　 そ れ ぞ れ の 抗 原 が 異 な る タ グ を 含 む 、 請 求 項 22ま た は 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 原 が 混 合 物 に 細 分 さ れ 、 そ れ ぞ れ の 混 合 物 が 異 な る タ グ を 含 む 、 請 求 項 22～ 24の い ず
れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 抗 原 が 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 混 合 物 に 分 け ら れ た ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 25記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 混 合 物 が 、 請 求 項 13～ 17の い ず れ か 一 項 記 載 の 混 合 物 で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 複 数 の 抗 原 が 、 請 求 項 18～ 26の い ず れ か 一 項 記 載 の ラ イ ブ ラ リ で あ る 、 請 求 項 26記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 標 識 抗 体 が 、 2つ 以 上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン サ ブ ク ラ ス に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 22～ 2
8の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 そ れ ぞ れ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン サ ブ ク ラ ス に 特 異 的 な 抗 体 が 異 な る 標 識 を 含 む 、 請 求 項 29記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン サ ブ ク ラ ス が IgG1、 IgG2、 IgG3、 IgA、 IgD、 IgE、 お よ び IgMよ り 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 29ま た は 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 そ れ ぞ れ の タ グ 化 抗 原 ま た は タ グ 化 抗 原 混 合 物 に 結 合 す る 、 そ れ ぞ れ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
サ ブ ク ラ ス の 量 を 定 量 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 22～ 31の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 そ れ ぞ れ の タ グ 化 抗 原 ま た は タ グ 化 抗 原 混 合 物 に 結 合 し た 標 識 抗 体 の 量 が フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー に よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 22～ 32の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 疾 患 も し く は 他 の 医 学 的 状 態 の 存 在 、 ま た は 疾 患 も し く は 他 の 医 学 的 状 態 に 対 す る 感 受
性 を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 :
　 (v)個 体 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 中 の 複 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 検 出 す る 段 階 ;お よ び
　 (vi)該 個 体 か ら の 試 料 中 に 検 出 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 疾 患 の 存 在 ま た は 非 存 在 に 関
連 し た 既 知 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン パ タ ー ン を 比 較 す る 段 階 、 従 っ て 、 該 個 体 が 該 疾 患 を 有 す る
か 、 ま た は 該 疾 患 に 対 し て 感 受 性 が あ る か ど う か を 確 か め る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 疾 患 に 関 連 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン パ タ ー ン が 、 以 下 :
　 (i)疾 患 状 態 が 既 知 で あ る 個 体 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 中 の 複 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 検 出
す る 段 階 ;
　 (ii)疾 患 を 有 す る 個 体 で 検 出 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 疾 患 を 有 さ な い 個 体 で 検 出 さ れ
た 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 比 較 し 、 疾 患 の 存 在 ま た は 非 存 在 に 関 連 し た 任 意 の パ タ ー ン を 特 定 す
る 段 階 を 含 む 方 法 に よ っ て 確 か め ら れ る 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 疾 患 も し く は 他 の 医 学 的 状 態 の 存 在 、 ま た は 疾 患 も し く は 他 の 医 学 的 状 態 に 対 す る 感 受
性 を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 :
　 (i)疾 患 状 態 が 既 知 で あ る 個 体 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 中 の 複 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 検 出
す る 段 階 ;
　 (ii)疾 患 を 有 す る 個 体 で 検 出 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 疾 患 を 有 さ な い 個 体 で 検 出 さ れ
た 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 比 較 し 、 疾 患 の 存 在 ま た は 非 存 在 に 関 連 し た 任 意 の パ タ ー ン を 特 定 す
る 段 階 ;
　 (vii)パ ー ト (i)で 用 い ら れ た 同 じ 方 法 に よ っ て 、 個 体 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 中 の 複 数 の
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免 疫 グ ロ ブ リ ン を 検 出 す る 段 階 ;お よ び
　 (viii)該 個 体 か ら の 試 料 中 に 検 出 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 段 階 (ii)で 特 定 さ れ た パ タ
ー ン を 比 較 す る 段 階 、 従 っ て 、 該 個 体 が 該 疾 患 を 有 す る か 、 ま た は 該 疾 患 に 対 し て 感 受 性
が あ る か ど う か を 確 か め る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 検 出 が 、 請 求 項 22～ 33の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 実 施 さ れ る 、 請 求 項 34～ 36の
い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 比 較 が 、 主 成 分 分 析 (PCA)、 部 分 的 最 小 二 乗 判 別 分 析 (PLS-DA)、 ジ ェ ネ テ ィ ッ ク コ ン ピ
ュ ー テ ィ ン グ 、 サ ポ ー ト ベ ク ト ル マ シ ン 、 線 形 判 別 分 析 、 変 数 選 択 ア ル ゴ リ ズ ム 、 お よ び
ウ エ ー ブ レ ッ ト 分 解 よ り 選 択 さ れ る パ タ ー ン 認 識 法 を 用 い て 行 わ れ る 、 請 求 項 34～ 37の い
ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 個 体 に お け る 疾 患 の 診 断 、 将 来 の 疾 患 の 予 測 、 疾 患 の 重 篤 度 の 評 価 、 疾 患 の 進 行 も し く
は 後 退 の モ ニ タ リ ン グ 、 ま た は 疾 患 の 治 療 の モ ニ タ リ ン グ の 助 け と な る 、 請 求 項 34～ 38の
い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 疾 患 が 冠 状 動 脈 性 心 疾 患 で あ る 、 請 求 項 34～ 39の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 (iii)そ れ ぞ れ の 抗 原 ま た は 抗 原 混 合 物 が タ グ を 含 む 、 複 数 の 抗 原 ま た は 抗 原 混 合 物 ;お
よ び
　 (iv)免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 1種 類 ま た は そ れ 以 上 の 標 識 抗 体
を 含 む 、 請 求 項 22ま た は 40の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に お い て 使 用 す る の に 適 し た キ ッ ト
。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 抗 原 が 、 請 求 項 23ま た は 28の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 原 で あ る 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 標 識 抗 体 が 、 請 求 項 29ま た は 31の い ず れ か 一 項 記 載 の 標 識 抗 体 で あ る 、 請 求 項 41ま た は
42記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 (i)そ れ ぞ れ の 抗 原 群 が ア ル ミ ニ ウ ム バ ー コ ー ド で タ グ 化 さ れ て い る 、 請 求 項 21記 載 の
ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ;お よ び
　 (ii)ヒ ト IgGを 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き る 標 識 抗 体
を 含 む 、 請 求 項 41記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 抗 体 発 現 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ の 重 複 性 お よ び 偏 り を 減 ら す 方 法 で あ り 、 以 下 の 段 階 を 含
む 方 法 :
　 (a)抗 原 試 料 が 結 合 し た 2種 類 の 表 面 を 提 供 す る 段 階 で あ り 、 該 抗 原 は 第 1の 表 面 よ り 第 2
の 表 面 に 高 密 度 で 結 合 さ れ る 段 階 ;
　 (b)抗 体 結 合 に 適 し た 条 件 下 で フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ を (a)の 第 1の 表 面 に 曝
露 し 、 該 表 面 に 結 合 し た フ ァ ー ジ を 選 択 す る 段 階 ;
　 (c)抗 体 結 合 に 適 し た 条 件 下 で (b)の 選 択 さ れ た フ ァ ー ジ を (a)の 第 2の 表 面 に 曝 露 し 、 該
表 面 に 結 合 し な か っ た フ ァ ー ジ を 選 択 す る 段 階 ;
　 (d)任 意 に 、 (c)の フ ァ ー ジ を 段 階 (b)お よ び (c)に 従 っ て 1回 ま た は そ れ 以 上 さ ら に 選 択
し 、 そ れ に よ っ て 、 最 初 の ラ イ ブ ラ リ と 比 較 し て 重 複 性 お よ び /ま た は 偏 り の 特 性 が 低 下
し た 抗 体 発 現 フ ァ ー ジ の ラ イ ブ ラ リ を 得 る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 複 数 の 抗 体 が 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 に 従 っ て 作 成 さ れ た 抗 体 発 現 ラ イ ブ ラ リ で あ る 、 請
求 項 1記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 試 験 試 料 中 の タ ン パ ク 質 ま た は 抗 体 の レ ベ ル を ア ッ セ イ す る 方 法 に 関 す る 。
よ り 詳 細 に は 、 一 対 の 試 料 に お け る 多 く の タ ン パ ク 質 の 相 対 濃 度 を 迅 速 に 確 か め る こ と が
で き る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 試 験 試 料 に 存 在 す る 抗 体 ア レ イ の プ ロ フ ァ イ ル を 作 成
す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 科 学 の 進 歩 お よ び 技 術 の 応 用 は 、 生 細 胞 な ど の 複 雑 系 の 多 種 類 の パ ラ メ ー タ を 同 時 に 測
定 す る 能 力 に ま す ま す 依 存 し て き て い る 。 こ の よ う な 「 全 体 論 的 (holistic)」 分 析 の 生 物
学 に お い て 広 く 利 用 で き る よ う に な っ た 最 初 の 例 は 、 数 百 個 ま た は 数 千 個 の 遺 伝 子 の 遺 伝
子 発 現 レ ベ ル を 同 時 に 分 析 す る こ と が で き る 「 遺 伝 子 チ ッ プ 」 の 導 入 か ら 始 ま っ た 。 ゲ ノ
ミ ク ス 分 野 (生 物 に お け る 全 て の 遺 伝 子 の 協 調 的 な 調 節 の 研 究 )を 支 え る こ の 技 術 は 今 で は
広 く 普 及 し 、 科 学 技 術 に 対 し て 多 く の 恩 恵 を も た ら し た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し な が ら 、 ゲ ノ ミ ク ス は 唯 一 の 「 オ ミ ク ス 」 で は な い 。 こ の 用 語 「 オ ミ ク ス 」 は 、
複 雑 系 内 で の 複 数 の パ ラ メ ー タ の 同 時 調 節 の 研 究 に 向 け ら れ た 科 学 分 野 を 示 す 。 プ ロ テ オ
ミ ク ス は 、 細 胞 、 組 織 、 ま た は 生 物 学 的 試 料 に 存 在 す る 全 て の タ ン パ ク 質 の 調 節 の 研 究 を
示 す 用 語 で あ る 。 メ タ ボ ノ ミ ク ス は 、 細 胞 、 組 織 、 ま た は 生 物 学 的 試 料 に お け る 全 て の 非
タ ン パ ク 質 (通 常 、 低 分 子 量 )代 謝 産 物 (例 え ば 、 糖 お よ び 脂 肪 )の 類 似 研 究 で あ る 。 プ ロ テ
オ ミ ク ス お よ び メ タ ボ ノ ミ ク ス は 両 方 と も 、 た っ た 数 個 の 候 補 疾 患 マ ー カ ー を 測 定 す る (
例 え ば 、 心 疾 患 の 存 在 を 診 断 す る た め に コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 を 測 定 す る )従 来 の ア プ ロ ー
チ よ り か な り 強 力 に ヒ ト の 疾 患 を 診 断 す る の に 有 用 で あ る こ と が 分 か っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 複 雑 系 (例 え ば 、 ヒ ト )を 理 解 す る 「 オ ミ ク ス 」 法 の 有 用 性 は 、 基 礎 と な る 技 術 の 容 易 さ
お よ び 堅 牢 性 に よ っ て 制 限 さ れ る 。 例 え ば 、 ゲ ノ ミ ク ス の 研 究 お よ び 技 術 の 現 在 の 急 増 を
招 い た の は 市 販 の 遺 伝 子 チ ッ プ の 導 入 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ゲ ノ ミ ク ス で は 、 現 在 利 用 可 能 な 遺 伝 子 ア レ イ ツ ー ル は 比 較 的 使 い や す い が 、 設 置 お よ
び 整 備 が 必 要 な 装 置 の 特 定 の 小 さ く 比 較 的 安 価 な 専 門 部 品 を 必 要 と す る 。 残 念 な こ と に 、
得 ら れ た 結 果 は 特 に 堅 牢 で あ る と い う わ け で な く 、 反 復 測 定 の 変 動 係 数 は 25％ を 超 え る こ
と が 多 い 。 こ の よ う な 不 正 確 は 、 全 て で は な い が 多 く の 応 用 分 野 に お け る 遺 伝 子 ア レ イ 技
術 の 使 用 を ひ ど く 妨 げ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 逆 に 、 メ タ ボ ノ ミ ク ス で は 、 現 在 利 用 可 能 な ツ ー ル (例 え ば 、 NMRお よ び 赤 外 分 光 法 ま た
は 質 量 分 析 )は 本 質 的 に 堅 牢 で あ り 、 多 く の 場 合 、 2％ 未 満 の 反 復 測 定 変 動 係 数 が 得 ら れ る
。 し か し な が ら 、 こ れ ら は 、 か な り の 資 本 投 資 を 必 要 と す る だ け で な く (例 え ば 、 NMR機 械
の 値 段 は 50万 ポ ン ド を 超 え る こ と が あ る )、 有 効 に 操 作 す る た め に 広 範 囲 の 専 門 知 識 も 必
要 と す る 本 質 的 に 複 雑 な 技 術 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 プ ロ テ オ ミ ク ス は 、 現 在 、 こ れ ら の 2つ の 両 極 端 の 間 に あ る 。 す な わ ち 、 こ の 技 術 は い
く ら か 分 か り や す く 、 い く ら か 堅 牢 で あ る 。 現 在 、 プ ロ テ オ ミ ク ス 法 は 2つ の 広 い 群 :分 離
法 (separation based technique)お よ び 全 試 料 法 (whole sample technique)に 分 類 さ れ る
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま ず 分 離 法 を 考 え る と 、 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る 2つ の 分 離 法 は ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び タ
ン デ ム 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で あ る 。 2つ の 場 合 と も 、 タ ン パ ク 質 混 合 物 は 成 分 に 分 離
さ れ 、 次 い で 、 成 分 を 同 定 す る た め に 、 成 分 は 電 気 ス プ レ ー タ ン デ ム 質 量 分 析 に よ っ て 分
析 さ れ る 。 こ れ ら の 技 法 は 比 較 的 専 門 的 で 資 本 集 約 型 の 設 備 を 必 要 と し 、 反 復 測 定 変 動 係
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数 が 10％ ま で の デ ー タ を 生 じ る 。 し か し な が ら 、 ど ち ら の 技 法 も ハ イ ス ル ー プ ッ ト 用 途 に
は 適 し て お ら ず 、 多 く の 場 合 、 1つ の 試 料 に 必 要 と さ れ る デ ー タ 処 理 量 は か な り 多 い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 全 試 料 法 は 、 臨 床 診 断 な ど の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 用 途 に 本 質 的 に 適 し て い る と い う 利 点 を
有 す る 。 残 念 な こ と に 、 現 在 の 方 法 (こ の う ち 最 も 確 立 し て い る も の は 、 試 料 全 体 を 断 片
化 し 、 次 い で 、 各 断 片 の 配 列 を 決 定 す る シ ョ ッ ト ガ ン タ ン デ ム 質 量 分 析 法 で あ る )は 、 試
料 混 合 物 中 の 最 も 豊 富 な タ ン パ ク 質 以 外 の も の を 検 出 お よ び 定 量 で き な い と い う 欠 点 を 有
す る 。 関 心 対 象 の 分 析 物 の 濃 度 が 6桁 以 上 異 な る こ と が あ る 多 く の 生 物 学 的 標 本 に つ い て
、 現 在 の ア プ ロ ー チ は 本 質 的 に 役 に 立 た な い 。 構 成 プ ロ テ オ ー ム の 1％ 以 上 を サ ン プ リ ン
グ す る た め に ヒ ト 血 清 標 本 か ら 分 析 し な け れ ば な ら な い タ ン パ ク 質 断 片 の 数 は 、 実 現 不 可
能 な く ら い に 大 き い 。 全 て の タ ン パ ク 質 の 中 で 最 も 豊 富 な タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 血 清 ア ル
ブ ミ ン )が 分 析 前 に 選 択 的 に 除 去 さ れ る 前 調 製 段 階 を 導 入 し て も 、 性 能 は わ ず か に 改 善 す
る だ け で あ る 。 原 則 的 に 、 こ の よ う な ア プ ロ ー チ は 、 プ ロ テ オ ー ム の 少 量 成 分 お よ び 中 量
成 分 の リ ッ チ サ ン プ リ ン グ (rich sampling)を も た ら す 可 能 性 は 非 常 に 低 い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 別 の 全 試 料 法 は 、 プ ロ テ イ ン チ ッ プ (マ イ ク ロ ア レ イ )法 の 使 用 で あ る 。 こ の 原 理 は 、 (
試 験 試 料 中 の DNAま た は RNAと チ ッ プ 表 面 上 の DNAプ ロ ー ブ と の 相 互 作 用 を 検 出 す る )遺 伝 子
チ ッ プ ゲ ノ ミ ク ス と 同 じ で あ る 。 DNAプ ロ ー ブ の 代 わ り に 、 抗 体 分 子 が マ イ ク ロ ア レ イ 上
に コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 抗 原 と 抗 体 の 結 合 を 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ア プ ロ ー チ
を 使 用 す る と 他 の 全 試 料 法 の 制 限 が 避 け ら れ る 。 す な わ ち 、 DMIの よ う に 、 原 則 的 に 、 試
験 試 料 中 の 相 対 量 に 関 係 な く タ ン パ ク 質 を 定 量 す る こ と が で き る 。 残 念 な こ と に 、 こ の ア
プ ロ ー チ に は 多 く の 制 限 が あ り 、 最 も 重 大 な も の は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 検 出 法 に お け る 量 的
堅 牢 性 が 本 質 的 に 欠 如 し て い る こ と で あ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ に 基 づ く ゲ ノ ミ ク ス に お い て
繰 り 返 し 精 度 を 減 ら す 同 じ 制 限 も ま た 、 マ イ ク ロ ア レ イ に 基 づ く プ ロ テ オ ミ ク ス の 幅 広 い
普 及 を 妨 げ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 結 果 と し て 、 こ の よ う な 技 術 の 望 ま し い 特 徴 を 全 て 組 み 合 わ せ た 新 た な プ ロ テ オ ミ ク ス
技 術 が 必 要 と さ れ て い る 。 す な わ ち 、 こ の よ う な 技 術 は 、 技 術 的 に 特 殊 な 手 順 も 資 本 集 約
型 設 備 も 必 要 と せ ず 、 存 在 す る 成 分 の 絶 対 量 に 関 係 な く プ ロ テ オ ー ム の 偏 り の な い サ ン プ
リ ン グ を 提 供 し 、 か つ 日 常 的 な 実 験 条 件 下 で 量 的 に 堅 牢 な 、 迅 速 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 法 で あ
る べ き で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 は 、 一 対 の 試 料 に お い て 多 く の タ ン パ ク 質 の 相 対 濃 度 を 迅 速 に 確 か め る こ と が で
き る 方 法 を 提 供 す る 。 試 験 試 料 お よ び 参 照 試 料 の 混 合 物 に タ グ 化 抗 体 ラ イ ブ ラ リ が 曝 露 さ
れ る 。 こ の 場 合 、 参 照 試 料 は 何 ら か の 方 法 で 標 識 さ れ て い る 。 あ る 特 定 の 抗 体 に つ い て 、
結 合 し た 標 識 の 量 は 、 試 験 試 料 に 存 在 す る コ グ ネ イ ト 抗 原 の 量 と 反 比 例 す る 。 そ れ ぞ れ の
タ グ 化 抗 体 に 結 合 し た 標 識 の 量 が 読 み 取 ら れ 、 そ の 結 果 と し て 、 2つ の 試 料 に お け る 相 対
タ ン パ ク 質 濃 度 パ タ ー ン を 示 す ベ ク ト ル が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 参 照 試 料 と 比 較 し て 、 試 験 試 料 中 の 複 数 の タ ン パ ク 質 の 相 対 量 を 決
定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 (a)複 数 の 標 識 タ ン パ ク 質 を 含 む 参 照 試 料 を 提 供 す
る 段 階 、 (b)参 照 試 料 の 成 分 に 結 合 す る こ と が で き る 複 数 の タ グ 化 抗 体 を 、 (i)標 識 参 照 試
料 と 試 験 試 料 の 混 合 物 お よ び (ii)参 照 試 料 の み と 共 に 、 抗 体 と そ の 標 的 の 結 合 に 適 し た 条
件 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 、 (c)試 験 試 料 の 存 在 下 で 個 々 の 抗 体 タ グ に 結 合 し た
標 識 タ ン パ ク 質 の 量 と 、 試 験 試 料 の 非 存 在 下 で 個 々 の 抗 体 タ グ に 結 合 し た 標 識 タ ン パ ク 質
の 量 を 比 較 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の 態 様 に 当 て は ま る 方 法 は 、 プ ロ テ オ ミ ク ス (大 き な タ ン パ ク 質 集 団 を 同 時 に 研 究 す
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る 科 学 )に 有 用 で あ り 得 る 。 こ の よ う な プ ロ テ オ ミ ク ス 用 途 の 一 例 は 臨 床 診 断 で あ り 、 こ
れ に よ っ て 、 生 物 学 的 標 本 中 の 多 く の タ ン パ ク 質 の 濃 度 の 同 時 測 定 を 用 い て 、 疾 患 ま た は
状 態 を 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 同 じ 原 理 が 、 試 料 に 存 在 す る 抗 体 ア レ イ (例 え ば 、 異 な る 個 体 に よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体
ア レ イ )の プ ロ フ ァ イ リ ン グ に も 適 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な プ ロ フ ァ イ ル は 、 試
料 が 得 ら れ た 個 体 の 免 疫 状 態 の 指 標 と な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 試 験 試 料 中 の 複 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法
は 、 (a)複 数 の タ グ 化 抗 原 を 提 供 す る 段 階 、 (b)(a)の タ グ 化 抗 原 と 試 験 試 料 を 、 試 験 試 料
に 存 在 す る 全 て の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と そ の 標 的 の 結 合 に 適 し た 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
す る 段 階 、 (c)(b)の 混 合 物 と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 1種 類 ま
た は そ れ 以 上 の 標 識 抗 体 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 、 (d)そ れ ぞ れ の タ グ 化 抗 原 に 結
合 し た 標 識 抗 体 の 量 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 こ の よ う な 方 法 に 用 い ら れ る 抗 原 (特 に 、 ペ プ チ ド )の 群 お よ び ラ イ ブ ラ
リ に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド が 長 さ nの ア ミ ノ 酸 お よ び 以 下 の 式 :
X 1 -X 2 -X 3 -...X n
の ペ プ チ ド で あ る 、 ペ プ チ ド 混 合 物 を 提 供 す る 。
式 中 、
-そ れ ぞ れ の Xは 、 多 数 の ア ミ ノ 酸 群 の 1つ よ り 独 立 し て 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、
-そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 群 は 20種 類 未 満 の ア ミ ノ 酸 か ら な り 、
-nは 、 混 合 物 中 に 存 在 す る 全 て の ペ プ チ ド に つ い て 同 じ で あ り 、
-以 下 の ア ミ ノ 酸 :ア ル ギ ニ ン 、 リ ジ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 プ
ロ リ ン 、 シ ス テ イ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ
ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン
、 お よ び グ ル タ ミ ン の 全 て が 少 な く と も 1つ の 群 に 存 在 し 、
-混 合 物 中 の そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド に つ い て 、 同 じ 位 置 に あ る ア ミ ノ 酸 は 同 じ 群 よ り 選 択 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 複 数 の こ の よ う な 混 合 物 を 含 む ラ イ ブ ラ リ も 提 供 さ れ る 。 こ こ で 、 混 合 物 は そ れ ぞ れ n
に つ い て 同 じ 値 を 有 し 、 同 じ ア ミ ノ 酸 群 が ラ イ ブ ラ リ の 全 て の 混 合 物 に 適 用 さ れ 、 (a)2つ
以 上 の 混 合 物 に ペ プ チ ド は 存 在 せ ず 、 お よ び /ま た は (b)混 合 物 は 、 ペ プ チ ド を 得 る た め に
選 択 さ れ る 群 の 組 み 合 わ せ が 混 合 物 間 で 異 な る こ と に よ っ て 異 な り 、 任 意 に 、 ラ イ ブ ラ リ
は 群 の 可 能 性 の あ る 全 て の 組 み 合 わ せ で あ る 混 合 物 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 疾 患 お よ び 他 の 医 学 的 状 態 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。 特 に 、 疾 患 も し
く は 他 の 医 学 的 状 態 の 存 在 、 ま た は 疾 患 も し く は 他 の 医 学 的 状 態 に 対 す る 感 受 性 を 検 出 す
る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、
(i)個 体 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 中 の 複 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 検 出 す る 段 階 ;お よ び
(ii)個 体 か ら の 試 料 中 に 検 出 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 疾 患 の 存 在 ま た は 非 存 在 に 関 連 す
る 既 知 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン パ タ ー ン を 比 較 す る 段 階 、 従 っ て 、 個 体 が 疾 患 を 有 す る か 、 ま た
は 疾 患 に 対 し て 感 受 性 が あ る か ど う か を 確 か め る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 疾 患 も し く は 他 の 医 学 的 状 態 の 存 在 、 ま た は 疾 患 も し く は 他 の 医 学 的 状 態 に 対 す る 感 受
性 を 検 出 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、
(i)疾 患 状 態 が 既 知 で あ る 個 体 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 中 の 複 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 検 出 す
る 段 階 ;
(ii)疾 患 を 有 す る 個 体 で 検 出 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 疾 患 を 有 さ な い 個 体 で 検 出 さ れ た
免 疫 グ ロ ブ リ ン を 比 較 し 、 疾 患 の 存 在 ま た は 非 存 在 に 関 連 す る 任 意 の パ タ ー ン を 特 定 す る
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段 階 ;
(iii)パ ー ト (i)で 用 い ら れ た 同 じ 方 法 に よ っ て 、 個 体 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 中 の 複 数 の 免
疫 グ ロ ブ リ ン を 検 出 す る 段 階 、 お よ び
(vi)個 体 か ら の 試 料 中 に 検 出 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 段 階 (ii)で 特 定 さ れ た パ タ ー ン を
比 較 す る 段 階 、 従 っ て 、 個 体 が 疾 患 を 有 す る か 、 ま た は 疾 患 に 対 し て 感 受 性 が あ る か ど う
か を 確 か め る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に お け る 使 用 に 適 し た キ ッ ト を さ ら に 提 供 す る 。
特 に 、
(i)そ れ ぞ れ の 抗 原 ま た は 抗 原 混 合 物 が タ グ を 含 む 、 複 数 の 抗 原 ま た は 抗 原 混 合 物 ;お よ び
(ii)免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 1種 類 ま た は そ れ 以 上 の 標 識 抗 体 を
含 む 、 キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 体 発 現 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ の 重 複 性 お よ び 偏 り を
減 ら す 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、
(a)抗 原 試 料 が 結 合 し た 2種 類 の 表 面 を 提 供 す る 段 階 で あ り 、 抗 原 は 第 1の 表 面 よ り 第 2の 表
面 に 高 密 度 で 結 合 さ れ る 段 階 ;
(b)抗 体 結 合 に 適 し た 条 件 下 で フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ を (a)の 第 1の 表 面 に 曝 露
し 、 表 面 に 結 合 し た フ ァ ー ジ を 選 択 す る 段 階 ;
(c)抗 体 結 合 に 適 し た 条 件 下 で (b)の 選 択 さ れ た フ ァ ー ジ を (a)の 第 2の 表 面 に 曝 露 し 、 表 面
に 結 合 し な か っ た フ ァ ー ジ を 選 択 す る 段 階 ;
(d)任 意 に 、 (c)の フ ァ ー ジ を 段 階 (b)お よ び (c)に 従 っ て 1回 ま た は そ れ 以 上 さ ら に 選 択 し
、 そ れ に よ っ て 、 最 初 の ラ イ ブ ラ リ と 比 較 し て 重 複 性 お よ び /ま た は 偏 り の 特 性 が 低 下 し
た 抗 体 発 現 フ ァ ー ジ の ラ イ ブ ラ リ を 得 る 段 階 を 含 む 。 こ の よ う な 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 抗
体 ラ イ ブ ラ リ は タ グ 化 さ れ 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ ３ 】

　 「 (ラ イ ブ ラ リ )成 分 」 :固 有 の コ ー ド を 有 す る タ グ プ ー ル に 取 り 付 け ら れ た 、 1種 類 の 抗
体 、 タ ン パ ク 質 、 も し く は 他 の 抗 原 、 ま た は 抗 体 、 タ ン パ ク 質 、 も し く は 抗 原 の 混 合 物 。
こ の よ う な 成 分 を 構 成 す る 多 く の 個 々 の タ グ が あ っ て も よ い が 、 こ れ ら は 全 て 同 じ コ ー ド
を 有 す る 。 同 様 に 、 抗 体 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 抗 原 の 多 く の 分 子 が あ っ て も よ い が 、 こ れ
ら は 同 一 で あ る か 、 ま た は 全 て が 同 じ 混 合 物 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 ラ イ ブ ラ リ 」 :前 記 の 複 数 の 個 々 の 成 分 。 ラ イ ブ ラ リ 内 の そ れ ぞ れ の 成 分 は 異 な る タ
グ を 含 ん で も よ く 、 従 っ て 、 ラ イ ブ ラ リ 内 の 成 分 は 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 マ ス タ ー ラ イ ブ ラ リ 」 :DMIラ イ ブ ラ リ よ り 非 常 に 大 き く 複 雑 な 成 分 ラ イ ブ ラ リ 。 DMI
ラ イ ブ ラ リ は 、 マ ス タ ー ラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る 成 分 の ご く 一 部 を サ ブ セ レ ク ト す る こ と に
よ っ て 作 成 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 こ の よ う な マ ス タ ー ラ イ ブ ラ リ は 1000万 個 を 超
え る 成 分 か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 DMIラ イ ブ ラ リ 」 :DMIに 適 し た 成 分 か ら な る ラ イ ブ ラ リ 。 一 般 的 に 、 こ の よ う な ラ イ
ブ ラ リ は 10～ 100万 個 の 成 分 か ら な り 、 よ り 一 般 的 に は 100～ 10,000個 の 成 分 か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 タ グ 」 :タ グ を 有 す る 抗 体 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 他 の 抗 原 の 正 体 を 迅 速 か つ 容 易 に 確
か め る 任 意 の 方 法 。 タ グ は 、 そ の 分 類 特 性 に よ っ て 「 標 識 」 (以 下 を 参 照 の こ と )と は 区 別
さ れ る 。 す な わ ち 、 タ グ は 、 呼 称 情 報 (タ グ 1、 タ グ 2、 タ グ 3な ど )を 含 む こ と だ け 必 要 と
し 、 連 続 し た 情 報 (0～ 無 限 大 の 変 数 )を 含 む こ と を 必 ず し も 必 要 と し な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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　 「 標 識 」 :標 識 を 有 す る 抗 体 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 他 の 抗 原 の 量 を 迅 速 か つ 容 易 に 確 か
め る 任 意 の 方 法 。 標 識 は 、 そ の 量 的 特 性 に よ っ て 「 タ グ 」 (前 記 を 参 照 の こ と )と は 区 別 さ
れ る 。 す な わ ち 、 標 識 は 、 連 続 し た 情 報 (0～ 無 限 大 の 変 数 )を 含 む こ と だ け 必 要 と し 、 呼
称 情 報 (標 識 1、 標 識 2、 標 識 3な ど )を 含 む こ と を 必 ず し も 必 要 と し な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 特 異 的 結 合 」 :抗 体 は 、 特 異 的 な タ ン パ ク 質 ま た は 抗 原 に 対 し て 高 い 親 和 性 で 結 合 す
る 時 、 タ ン パ ク 質 ま た は 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る が 、 他 の タ ン パ ク 質 に は 結 合 し な い か 、
ま た は 低 い 親 和 性 で し か 結 合 し な い 。 例 え ば 、 抗 体 は 、 ラ ン ダ ム に 作 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド ま た は 他 の 分 子 よ り 5倍 、 10倍 、 20倍 、 そ れ 以 上 の 親 和 性 で 、 特 異 的 な タ ン パ ク 質 ま た
は 抗 原 に 結 合 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 本 明 細 書 に お い て 一 般 的 に 「 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル メ ガ プ レ ッ ク ス イ ム
ノ ア ッ セ イ (Differential Megaplex Immunoassay)」 法 (DMI)と 呼 ば れ る 。 こ の ス ト ラ テ ジ
ー を 用 い る と 、 参 照 試 料 と 比 較 し た プ ロ テ オ ー ム 内 の そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 成 分 の 相 対 量
が 得 ら れ る (以 下 、 用 語 「 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 」 )。 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 、 何 千 個 の タ ン
パ ク 質 ま た は 何 百 万 個 の タ ン パ ク 質 で さ え 同 時 に 分 析 す る こ と が で き る (以 下 、 用 語 「 メ
ガ プ レ ッ ク ス 」 、 こ れ は 従 来 の 用 語 マ ル チ プ レ ッ ク ス を 高 度 に 発 展 さ せ た も の で あ る )。
使 用 さ れ る 重 要 な 分 析 法 は 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ (以 下 、 用 語 「 イ ム ノ ア ッ セ イ 」 )で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】

　 一 般 的 に 、 プ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め の DMI実 験 を 行 う た め に は 、 抗 体 ラ イ
ブ ラ リ 、 抗 体 を 固 有 に 特 定 で き る よ う に 抗 体 を タ グ 化 す る 方 法 、 参 照 試 料 、 参 照 試 料 を 標
識 す る 方 法 、 お よ び そ れ ぞ れ の タ グ 化 抗 体 に 結 合 し た 標 識 の 量 を 読 み 取 る ス ト ラ テ ジ ー が
必 要 で あ る 。 DMI実 験 の い ず れ か の 成 分 ま た は 全 て の 成 分 が パ ブ リ ッ ク ド メ イ ン に お い て
既 に 知 ら れ て い る 可 能 性 が あ る が 、 プ ロ テ オ ー ム 分 析 を 実 施 す る た め に 、 こ れ ら の 技 法 を
組 み 合 わ せ る 原 理 は 新 規 で あ り 、 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 DMI実 験 の 一 般 原 理 は 以 下 の 通 り で あ る (図 1Aを 参 照 の こ と )。
1.標 識 DMI参 照 試 料 と 試 験 試 料 を 、 好 ま し く は 等 量 で 混 合 す る 。
2.タ グ 化 抗 体 ラ イ ブ ラ リ を 添 加 し 、 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
3.そ れ ぞ れ の タ グ 化 抗 体 に 結 合 し た 標 識 の 量 を 読 み 取 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま ず 最 初 に 、 実 験 の 重 要 な 各 構 成 要 素 の 必 要 条 件 が 述 べ ら れ 、 そ の 後 に 、 前 記 で 説 明 さ
れ た 一 般 的 な DMI実 験 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】

　 DMIに 役 立 つ よ う に 、 使 用 し よ う と す る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ は 、 分 析 し よ う と す る 試 料 に 存
在 す る エ ピ ト ー プ タ ン パ ク 質 を コ グ ネ イ ト と し て 有 す る 、 か な り の 数 の 抗 体 を 含 ま な け れ
ば な ら な い 。 例 え ば 、 DMIを 用 い て ヒ ト 血 清 試 料 に 対 し て プ ロ テ オ ー ム ス ク リ ー ニ ン グ を
行 う に は 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ の か な り の 割 合 が ヒ ト 血 清 試 料 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 を 認 識 す
る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ が 必 要 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 理 想 的 に は 、 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ は 高 度 の 複 雑 さ も 有 す る 。 す な わ ち 、 ラ イ ブ ラ リ を
構 成 す る 個 々 の 抗 体 種 の 全 て で は な い に し て も 大 部 分 が 、 異 な る タ ン パ ク 質 を 認 識 し な け
れ ば な ら な い 。 従 っ て 、 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い ら れ る 複 数 の 抗 体 は そ
れ ぞ れ 異 な る タ ン パ ク 質 を 認 識 し 、 異 な る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 そ れ ぞ れ の 抗 体 は 異 な
る タ ン パ ク 質 を 認 識 し 、 異 な る タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 対 照 的 に 、 高 度 の
重 複 性 を 有 す る ラ イ ブ ラ リ (抗 体 成 分 の 多 く が 同 じ タ ン パ ク 質 を 認 識 す る ラ イ ブ ラ リ )は DM
I法 の 能 力 を 低 下 さ せ る だ ろ う 。
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発 明 の 詳 細 な 説 明

1.プ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ 用 の DMI

A:抗 体 ラ イ ブ ラ リ



【 ０ ０ ３ ６ 】
　 理 想 的 に は 、 ラ イ ブ ラ リ は 多 数 の 抗 体 を 含 ま な け れ ば な ら な い 。 DMIに 有 用 な 抗 体 ラ イ
ブ ラ リ は 10～ 1億 個 の 抗 体 、 よ り 一 般 的 に は 100～ 100万 個 の 抗 体 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ラ イ ブ ラ リ は 、 異 な る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 が 物 理 的 に 分 離 さ れ た 形 式 で 、 ま た は 物
理 的 に 分 離 で き る 形 式 で 存 在 し な け れ ば な ら な い 。 こ れ に よ っ て 確 実 に 、 ラ イ ブ ラ リ の そ
れ ぞ れ の 個 々 の 抗 体 成 分 を 固 有 に 特 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ れ ら の 特 性 を 有 す る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ は 多 く の や り 方 で 構 築 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 調 べ よ う と す る 試 料 の プ ロ テ オ ー ム の 成 分 を 認 識 す る こ と が 分 か っ て い る 抗 体 を 、 商 業
的 な 抗 体 販 売 業 者 か ら 個 々 に 購 入 す る か 、 ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 標 準 法 に よ っ
て 個 々 に 製 造 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な や り 方 で ま と め ら れ た ラ イ ブ ラ リ は 、 DMIに
有 用 な サ イ ズ の 下 限 で あ る 可 能 性 が 高 い (一 般 的 に 、 100個 以 下 の 抗 体 )。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た は 、 ラ イ ブ ラ リ は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 に よ っ て 作 成 す る こ と が で き る 。 DMI
に よ っ て 後 で 分 析 し よ う と す る 試 料 を 代 表 す る 試 料 が 表 面 に コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 非 常 に 広
く 一 般 的 な 用 途 の ラ イ ブ ラ リ (例 え ば 、 ケ ン ブ リ ッ ジ ア ン チ ボ デ ィ テ ク ノ ロ ジ ー (Cambridg
e Antibody Technology Limited)お よ び 類 似 会 社 が 所 有 お よ び 製 造 す る ラ イ ブ ラ リ )か ら
抗 体 を 正 の 選 択 に か け る の に 用 い ら れ て も よ い 。 し か し な が ら 、 こ の よ う に 作 成 さ れ た 抗
体 ラ イ ブ ラ リ は 、 い く つ か の 点 で DMI抗 体 ラ イ ブ ラ リ の 理 想 的 な 特 徴 に 従 わ な い こ と が あ
る 。 す な わ ち 、 重 複 性 が 比 較 的 高 い こ と が あ り 、 集 団 は 、 正 の 選 択 混 合 物 に 存 在 す る そ れ
ぞ れ の タ ン パ ク 質 の 量 に 偏 り が あ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 存 在 す る 抗 原 の 量 の 偏 り が 比 較 的 少 な い 低 重 複 性 ラ イ ブ ラ リ を 開 発
す る こ と が 可 能 な フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択 を 行 う た め の 当 技 術 分 野 に お
い て 周 知 の 手 順 に 対 す る 改 善 を も た ら す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 選 択 混 合 物 中 の 豊 富 な 種 に ラ イ ブ ラ リ が 偏 ら な い た め に 、 選 択 表 面 に 適 用 さ れ る 総 タ ン
パ ク 質 濃 度 を 調 節 し て 、 正 の 選 択 お よ び 負 の 選 択 の 回 が 繰 り 返 さ れ る 。 第 1回 の 正 の 選 択
で は 、 選 択 混 合 物 は 、 非 常 に 低 い 総 タ ン パ ク 質 濃 度 (例 え ば 、 0.1μ g～ 100μ g/cm 2 )で 非 常
に 大 き な 表 面 積 に 適 用 さ れ る 。 こ れ に よ っ て 確 実 に 、 試 料 中 の 全 タ ン パ ク 質 が 表 面 に 効 率
的 に 曝 さ れ る 。 フ ァ ー ジ は 正 の 選 択 に か け ら れ 、 放 出 さ れ 、 元 の 数 ま で 増 殖 さ れ る 。 次 い
で 、 こ の 選 択 さ れ た 集 団 は 負 の 選 択 の 回 に か け ら れ る 。 負 の 選 択 で は 、 第 1回 に 用 い ら れ
た の と 同 じ 選 択 混 合 物 が 、 非 常 に 小 さ な 表 面 積 の 上 に 、 非 常 に 高 い 総 タ ン パ ク 質 濃 度 (例
え ば 、 1mg/cm 2 以 上 )で 表 面 に 適 用 さ れ る 。 結 果 と し て 、 豊 富 な 抗 原 に 対 す る フ ァ ー ジ の 多
く は 表 面 に 結 合 し 、 集 団 か ら 除 か れ る が 、 確 率 論 的 に 、 極 め て 少 な い タ ン パ ク 質 は 、 タ ン
パ ク 質 が 結 合 す る た め の 表 面 積 に 制 限 が あ る 負 の 選 択 表 面 に 曝 さ れ る こ と は ほ と ん ど な い
。 負 の 選 択 後 の 上 清 中 の フ ァ ー ジ 集 団 は 再 度 増 殖 さ れ 、 正 の 選 択 お よ び 負 の 選 択 の 回 を 交
互 に 行 う こ と で 、 こ の プ ロ セ ス を 繰 り 返 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 好 ま し く は 、 高 タ ン パ ク 質 密 度 選 択 は 、 低 タ ン パ ク 質 密 度 選 択 よ り 10～ 10,000倍 高 い タ
ン パ ク 質 密 度 で 行 わ れ 、 よ り 好 ま し く は 、 100～ 1,000倍 高 い 密 度 で 行 わ れ る 。 こ れ ら の 範
囲 は 、 市 販 の 高 タ ン パ ク 質 容 量 プ ラ ス チ ッ ク 表 面 (例 え ば 、 ELISAプ レ ー ト ウ ェ ル を 作 成 す
る の に 用 い ら れ る ヌ ン ク ロ ン (Nunclon)プ ラ ス チ ッ ク )の 使 用 を ベ ー ス と し て い る が 、 総 タ
ン パ ク 質 結 合 能 力 が 異 な る 他 の 支 持 体 の 場 合 、 そ れ に 応 じ て 調 節 さ れ る 必 要 が あ る か も し
れ な い 。 一 般 的 に 、 低 タ ン パ ク 質 密 度 選 択 は 、 支 持 体 の 公 称 タ ン パ ク 質 結 合 能 力 の 1～ 1/1
00の 密 度 で 、 好 ま し く は 約 1/10の 密 度 で 行 わ れ な け れ ば な ら な い 。 高 タ ン パ ク 質 密 度 選 択
は 、 支 持 体 の 公 称 タ ン パ ク 質 結 合 能 力 の 1～ 100倍 の 密 度 で 、 好 ま し く は 約 10倍 の 密 度 で 行
わ れ な け れ ば な ら な い 。 支 持 体 の 公 称 タ ン パ ク 質 結 合 能 力 に 対 し て 高 タ ン パ ク 質 密 度 コ ー
テ ィ ン グ 濃 度 が 高 い ほ ど 、 ラ イ ブ ラ リ の 偏 り の 変 化 は 極 端 な も の に な る だ ろ う 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ラ イ ブ ラ リ の 偏 り は 以 下 の よ う に 評 価 す る こ と が で き る 。 関 心 対 象 の 試 料 に お い て 非 常
に 豊 富 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 2種 類 の プ ロ テ オ ー ム 成 分 (血 清 の 場 合 、 例 え ば 、 ア ル ブ
ミ ン お よ び フ ィ ブ リ ノ ゲ ン で も よ い )に 結 合 す る 個 々 の ラ イ ブ ラ リ 成 分 の 数 が 求 め ら れ る
。 同 様 に 、 極 め て 少 な い 2種 類 の プ ロ テ オ ー ム 成 分 に 結 合 す る ラ イ ブ ラ リ 成 分 の 数 も 求 め
ら れ る (TGFβ お よ び MCP-1な ど の サ イ ト カ イ ン が ヒ ト 血 清 に 適 し た マ ー カ ー で あ る )。 こ れ
ら の 4種 類 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ に 結 合 す る 総 ラ イ ブ ラ リ 要 素 の 割 合 を 定 量 す
る た め に 、 直 接 ELISAを 使 用 す る こ と が で き る 。 ラ イ ブ ラ リ の 偏 り は (A+B)/(C+D)と し て 計
算 さ れ る 。 式 中 、 Aお よ び Bは 、 豊 富 な タ ン パ ク 質 マ ー カ ー に 結 合 す る ラ イ ブ ラ リ 要 素 の 数
で あ り 、 Cお よ び Dは 、 極 め て 少 な い タ ン パ ク 質 マ ー カ ー に 結 合 す る ラ イ ブ ラ リ 要 素 の 数 で
あ る 。 最 初 、 第 1回 の 正 の 選 択 の 後 、 こ の バ イ ア ス 因 子 (Bias Factor)は 1,000以 上 で あ る
こ と が あ る 。 数 回 繰 り 返 し た 後 の バ イ ア ス 因 子 は 1に 近 い だ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 選 択 回 の 数 が 繰 り 返 さ れ る に つ れ て 、 正 の 選 択 間 の 選 択 表 面 上 の タ ン パ ク 質 密 度 と 負 の
選 択 間 の 選 択 表 面 上 の タ ン パ ク 質 密 度 の 比 が 段 階 的 に 小 さ く な れ ば 、 結 果 と し て 得 ら れ る
ラ イ ブ ラ リ の バ イ ア ス 因 子 は 急 速 に 小 さ く な る こ と が あ る 。 こ の よ う な 選 択 プ ロ ト コ ー ル
の 一 例 を 図 4に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 に よ っ て 作 成 さ れ た DMI抗 体 ラ イ ブ ラ リ は 10,000～ 1000万 個 の
異 な る 抗 体 成 分 を 含 ん で い る 可 能 性 が 高 く 、 従 っ て 、 DMIに 有 用 な ラ イ ブ ラ リ サ イ ズ の 上
限 に あ る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 そ れ ぞ れ の 抗 体 成 分 を 固 有 に タ グ 化 す る た め に 、 DMT抗 体 ラ イ ブ ラ リ は 、 ラ イ ブ ラ リ 成
分 を 物 理 的 に 分 離 す る よ う に フ ォ ー マ ッ ト さ れ る 必 要 が あ る か も し れ な い 。 そ れ ぞ れ の 成
分 が 個 々 に 作 成 さ れ た ラ イ ブ ラ リ の 場 合 、 成 分 は 、 例 え ば 、 既 知 の 抗 体 濃 度 で 、 1個 ず つ
マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト に 分 配 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 に よ っ て 作 成 さ
れ た ラ イ ブ ラ リ の 場 合 、 複 数 の 個 々 の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を 、 例 え ば 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー
ト に お い て 増 殖 さ せ 、 各 ウ ェ ル の 抗 体 濃 度 を 標 準 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

　 DMIで は 、 ラ イ ブ ラ リ の そ れ ぞ れ の 抗 体 成 分 が 混 合 物 中 に あ る 時 に 特 定 で き る よ う に 固
有 に タ グ 化 さ れ る こ と が 必 要 で あ る 。 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し な が ら 抗 体 を
特 定 す る こ と が で き る 任 意 の タ グ 化 方 法 が DMIで の 使 用 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 適 切 な タ グ 化 方 法 の 例 と し て 以 下 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
ア ル ミ ニ ウ ム バ ー コ ー ド (例 え ば 、 セ ン テ ッ ク (Sentec Ltd)に よ っ て 開 発 さ れ た ア ル ミ ニ
ウ ム バ ー コ ー ド )
　 こ れ ら の バ ー コ ー ド は 、 穴 が 開 け ら れ た 100μ m× 10μ m× 1μ mの ア ル ミ ニ ウ ム 細 片 で あ
る 。 こ の 穴 に よ っ て 、 数 百 万 個 の 固 有 の コ ー ド を ア ル ミ ニ ウ ム 細 片 に 刻 印 す る こ と が で き
る 。 こ れ ら の バ ー コ ー ド は 半 導 体 チ ッ プ 製 造 技 術 を 用 い て 設 計 書 ど お り に 製 造 さ れ る 。 そ
れ ぞ れ の タ グ コ ー ド は 、 例 え ば 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト の 異 な る ウ ェ ル の 中 で 別 々 に 扱 わ
れ る 。 タ グ お よ び 抗 体 は 、 ヘ テ ロ 二 官 能 性 架 橋 を 含 む 当 業 者 に 自 明 の 任 意 の 方 法 に よ っ て
、 ま た は タ グ に 適 用 さ れ る 電 荷 コ ー テ ィ ン グ (charge coating)に よ っ て 結 合 す る こ と が で
き る 。 抗 体 を 変 性 さ せ る こ と な く 、 タ グ を 抗 体 に 不 可 逆 的 に 結 合 す る ど ん な 方 法 で も 十 分
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
色 素 含 浸 ビ ー ズ (例 え ば 、 ル ミ ネ ッ ク ス (Luminex)に よ っ て 開 発 さ れ た 色 素 含 浸 ビ ー ズ )
　 ビ ー ズ に は 、 ビ ー ズ を 明 確 に 特 定 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 固 有 の ス ペ ク ト ル 特 性
を 有 す る 色 素 が 含 浸 さ れ て い る 。 色 素 -ビ ー ズ 技 術 は 、 十 分 に 異 な る 適 切 な 色 素 の 入 手 が
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限 ら れ て い る た め に 、 小 さ な DMI抗 体 ラ イ ブ ラ リ (約 100個 未 満 の 抗 体 成 分 )に の み 有 用 で あ
る 可 能 性 が 高 い 。 ビ ー ズ お よ び 抗 体 は 、 ヘ テ ロ 二 官 能 性 架 橋 を 含 む 当 業 者 に 自 明 な 任 意 の
方 法 に よ っ て 、 ま た は ビ ー ズ に 適 用 さ れ る 電 荷 コ ー テ ィ ン グ に よ っ て 結 合 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 そ れ ぞ れ の タ グ は 1つ ま た は そ れ 以 上 の 抗 体 種 に 連 結 す る こ と が で き る 。 1つ の 態 様 に お
い て 、 ラ イ ブ ラ リ 内 の そ れ ぞ れ の 抗 体 種 は 、 そ れ ぞ れ の 抗 体 の 結 合 が 別 々 に 評 価 で き る よ
う に 異 な る タ グ に 連 結 さ れ る 。 ま た は 、 2種 類 以 上 の 抗 体 種 を 1種 類 の タ グ に 連 結 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 同 じ エ ピ ト ー プ ま た は 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る
異 な る 抗 体 種 を プ ー ル し 、 1種 類 の タ グ に 連 結 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 タ グ に 結
合 し た 標 識 を 評 価 す る こ と に よ っ て 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い る 全 て の 抗 体 を 確 か め
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 使 用 さ れ る タ グ 化 技 術 に 関 係 な く 、 抗 体 と タ グ の 比 は 、 選 択 さ れ た 結 合 化 学 に 応 じ て 制
御 す る こ と が で き る 。 DMI用 途 の 場 合 、 タ グ 上 の 抗 体 密 度 が 増 加 す る に つ れ て 、 結 合 標 識
を 読 み 取 る た め の シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 が 増 加 す る の で 、 1個 の タ グ に 多 数 の 抗 体 分 子 (タ グ
1個 あ た り 10 1 1 ～ 10 1 5 個 以 上 の 抗 体 分 子 )が 取 り 付 け ら れ る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

　 DMIは デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル な ア ッ セ イ 法 で あ る 。 す な わ ち 、 試 験 試 料 中 の 分 析 物 の 絶 対
レ ベ ル を 測 定 せ ず 、 試 験 試 料 中 の 分 析 物 の 量 と 参 照 と の 比 を 評 価 す る 。 結 果 と し て 、 そ れ
ぞ れ の DMI実 験 は 参 照 試 料 を 必 要 と す る 。 参 照 試 料 は 、 結 果 と し て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 プ
ロ フ ァ イ ル デ ー タ が 比 較 さ れ る 全 て の DMI実 験 に つ い て 同 じ で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 参 照 試 料 は 、 試 験 試 料 と 組 成 全 体 が 類 似 し て い る 試 料 で な け れ ば な ら な い 。 す な わ ち 、
参 照 試 料 は 、 試 験 試 料 と ほ ぼ 同 じ 濃 度 の 同 じ 分 析 物 を 含 ま な け れ ば な ら な い 。 例 え ば 、 参
照 試 料 は 試 験 試 料 と 同 じ 組 織 か ら 得 ら れ て も よ い 。 参 照 試 料 は 試 験 試 料 と 同 じ 種 か ら 得 ら
れ て も よ い 。 好 ま し く は 、 参 照 試 料 は 、 試 験 試 料 と 同 じ 種 の 同 じ 組 織 か ら 得 ら れ る 。 DMI
は 、 分 析 物 の 比 が (お お よ そ 0.1～ 10の 範 囲 で )1に 近 い 優 れ た 定 量 分 解 能 (quantitative re
solution)を 示 す が 、 こ れ ら の 範 囲 外 で は 、 シ グ ナ ル 勾 配 は 急 激 に 低 下 す る 。 結 果 と し て
、 結 果 と し て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル に お い て 最 高 の デ ー タ 密 度 を 得 る た め に は
、 参 照 試 料 中 の そ れ ぞ れ の 分 析 物 の 濃 度 は 、 理 想 的 に は 、 全 て の 試 験 試 料 の 分 析 物 濃 度 の
平 均 に 等 し い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の よ う な 参 照 試 料 を 作 成 す る 1つ の 方 法 は 、 試 験 し よ う と す る 全 て の 試 料 を 少 量 採 取
し 、 そ れ ら を プ ー ル し 、 十 分 に 混 合 す る こ と で あ る 。 結 果 と し て 得 ら れ た プ ー ル は DMIに
と っ て 理 想 的 な 参 照 試 料 特 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 参 照 試 料 を 作 成 す る 別 の 方 法 は 、 試 験 試 料 と 起 源 が 類 似 し て い る が 、 試 験 試 料 を 実 際 に
は 含 ま な い 試 料 の プ ー ル を 作 成 す る こ と で あ る 。 プ ー ル さ れ た 参 照 試 料 を 使 用 す る と 、 (a
)試 験 試 料 に 存 在 す る 全 て の 分 析 物 が 参 照 試 料 で 見 ら れ る 可 能 性 が 高 く な り 、 (b)参 照 試 料
中 の そ れ ぞ れ の 分 析 物 の 濃 度 が 全 て の 試 験 試 料 の 平 均 値 に 近 づ く 可 能 性 が 高 く な る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 一 例 と し て 、 ヒ ト 血 清 試 料 を 調 べ る DMI実 験 用 の 参 照 試 料 を 作 成 す る た め に 、 多 く の 異
な る ヒ ト 被 験 者 か ら 血 清 の ア リ コ ー ト を 採 取 し 、 プ ー ル す る こ と が で き る 。 培 養 肝 細 胞 を
調 べ る DMI実 験 用 の 参 照 試 料 を 作 成 す る た め に は 、 多 く の 異 な る 肝 細 胞 培 養 物 か ら タ ン パ
ク 質 抽 出 物 が 採 取 さ れ 、 プ ー ル さ れ る 。 ヒ ト 血 清 試 料 を 調 べ る DMI実 験 用 の 参 照 試 料 と し
て ヒ ト 肝 細 胞 抽 出 物 の プ ー ル を 使 用 す る の は 適 切 で な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 標 識 (以 下 を 参 照 の こ と )の 後 、 参 照 試 料 は 、 試 験 試 料 の 平 均 と ほ ぼ 同 じ 総 タ ン パ ク 質 濃

10

20

30

40

50

(13) JP 2006-520896 A 2006.9.14

C:参 照 試 料



度 で な け れ ば な ら な い 。 必 要 に 応 じ て 、 DMI実 験 を 始 め る 前 に 、 標 識 参 照 試 料 の 総 タ ン パ
ク 質 濃 度 を 調 節 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

　 参 照 試 料 は 、 試 料 中 の 複 数 の タ ン パ ク 質 が 標 識 を 有 す る よ う に 標 識 さ れ る 。 好 ま し い 態
様 に お い て 、 参 照 試 料 は 、 試 料 中 の 全 て の タ ン パ ク 質 成 分 が あ る 程 度 ま で 標 識 さ れ る よ う
に 標 識 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の 異 な る タ ン パ ク 質 が 他 の 全 て の タ ン パ ク 質 と 同 じ 程 度 ま で 標 識
さ れ て も よ く 、 標 識 さ れ な く て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 タ グ 化 抗 体 に 結 合 し た ら 、 容 易 か つ 迅 速 に 読 み 取 る こ と が で き る 任 意 の 標 識 を 使 用 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 識 は 、 タ グ 化 抗 体 を レ ー ザ ー で 質 問 し 、 光 検 出 器 で 定 量 可 能 な
蛍 光 を 発 生 さ せ る こ と に よ っ て 読 み 取 る こ と が で き る 蛍 光 色 素 で も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 適 切 な 蛍 光 色 素 と し て 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 オ レ ゴ ン グ リ ー ン 、 GFP、 ロ ー ダ ミ ン 、 r-フ
ィ コ エ リ ト リ ン 、 Cy3、 Cy5、 ク マ リ ン 、 AMCA、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 ア レ キ サ フ ル オ ル (Alexa
 Fluor)色 素 シ リ ー ズ (350、 430、 488、 532、 546、 555、 568、 594、 お よ び 633)、 な ら び に
ボ デ ィ ピ ィ (BODIPY)シ リ ー ズ (493/503、 FL、 R6G、 530/550、 TMR、 558/568、 564/570、 576
/589、 581/591、 TR、 630/650-X、 お よ び 650-655-X)が 挙 げ ら れ る 。 (当 技 術 分 野 に お い て
周 知 の )適 切 な 処 理 後 段 階 が 用 い ら れ れ ば 、 ラ ン タ ニ ド キ レ ー ト (例 え ば 、 ユ ー ロ ピ ウ ム キ
レ ー ト )を 標 識 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 ラ ン タ ニ ド キ レ ー ト は 寿 命 が 非 常 に 長 い レ
ー ザ ー 発 生 蛍 光 を 用 い て 読 み 取 ら れ 、 こ れ に よ り 、 シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 を 改 善 す る 時 間 分
解 蛍 光 測 定 が 可 能 で あ る 。 ま た は 、 非 蛍 光 標 識 を 使 用 す る こ と が で き る 。 適 切 な 非 蛍 光 標
識 と し て 、 放 射 性 崩 壊 (例 え ば 、 ト リ チ ウ ム 、 ヨ ウ 素 -125、 リ ン -32、 硫 黄 -35標 識 ;適 切 な
シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 い て 読 み 取 ら れ る )、 様 々 な 大 き さ の 金 粒 子 (顕 微 鏡 (好
ま し く は 、 粒 子 を 特 定 お よ び 計 数 す る 自 動 画 像 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア を 備 え た 顕 微 鏡 )を 用 い
て 読 み 取 ら れ る )、 な ら び に 化 学 発 光 プ ロ ー ブ (例 え ば 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 標 識 、 ル ミ ノ メ ー
タ ー に お い て ル シ フ ェ ラ ー ゼ 標 識 を ル ミ ノ ー ル 含 有 緩 衝 液 に 曝 露 す る こ と に よ っ て 読 み 取
ら れ る )が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 標 識 を 参 照 試 料 の タ ン パ ク 質 成 分 に 結 合 す る の に 用 い ら れ る 化 学 反 応 は 、 以 下 の 3つ の
基 準 を 満 た さ な け れ ば な ら な い :(a)標 識 を タ ン パ ク 質 に 不 可 逆 的 に 結 合 し な け れ ば な ら な
い 、 (b)こ の プ ロ セ ス に よ っ て タ ン パ ク 質 が 変 性 し て は な ら な い 、 お よ び (c)結 合 反 応 後 で
も な お 標 識 は 検 出 で き な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら の 基 準 を 満 た し た 任 意 の 化 学 反 応 を 使 用
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト を 参 照 試 料 の タ ン パ ク 質
画 分 と 反 応 さ せ る こ と が で き る 。 結 合 し な か っ た フ ル オ レ セ イ ン を (例 え ば 、 カ ラ ム ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て )除 去 し た 後 に 、 標 識 さ れ た 試 料 を 、 試 験 試 料 の 近 似 平 均 に 等 し
い 総 タ ン パ ク 質 濃 度 に 再 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 標 識 比 (タ ン パ ク 質 分 子 1個 あ た り の 標 識 の 数 )は DMI参 照 試 料 の 妥 当 な 範 囲 内 で 異 な っ て
も よ い 。 標 識 比 は 、 一 般 的 に は タ ン パ ク 質 1個 あ た り 0.1～ 50個 の 標 識 の 範 囲 で あ り 、 よ り
一 般 的 に は 1～ 5の 範 囲 で あ る 。 小 さ な 標 識 比 は 検 出 系 の 感 度 を 低 下 さ せ 、 ノ イ ズ を 増 大 さ
せ る の に 対 し て 、 高 い 標 識 比 は 、 標 識 タ ン パ ク 質 が タ グ 化 抗 体 ラ イ ブ ラ リ の コ グ ネ イ ト 抗
体 に 結 合 す る 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 そ れ ぞ れ の タ グ に 結 合 し た 標 識 の 量 を 読 み 取 る ス ト ラ テ ジ ー は 、 タ グ お よ び 標 識 の 性 質
に 左 右 さ れ る 。 デ ー タ リ ッ チ な タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル を 作 成 す る た め に は 、 読 み 取 り 方
法 は 比 較 的 高 い 処 理 能 力 が な け れ ば な ら な い 。 し か し な が ら 、 小 さ な DMI抗 体 ラ イ ブ ラ リ (
例 え ば 、 数 百 個 未 満 の 抗 体 成 分 )の 場 合 、 標 識 は 手 作 業 で 読 み 取 る こ と が で る 。 例 え ば 、
次 に 、 顕 微 鏡 を 用 い て 、 そ れ ぞ れ の タ グ 化 抗 体 を 特 定 し 、 タ グ を 読 み 取 り 、 次 い で 、 標 識
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の 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 タ グ の 読 み 取 り は 、 例 え ば 、 タ グ 化 色 素 の ス ペ ク ト ル の 測
定 、 ま た は 透 過 照 明 の 下 で の ア ル ミ ニ ウ ム バ ー コ ー ド の 読 み 取 り を 含 ん で も よ い 。 標 識 の
読 み 取 り は 、 例 え ば 、 結 合 し た 金 粒 子 の 計 数 ま た は 発 生 し た 蛍 光 の 光 電 子 倍 増 管 に よ る 捕
捉 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 よ り 大 き な DMI抗 体 ラ イ ブ ラ リ (数 千 個 ま た は 数 百 万 個 の 抗 体 成 分 を 含 む )の 場 合 、 そ れ
ぞ れ の タ グ 化 抗 体 成 分 を 自 動 的 に 読 み 取 る ス ト ラ テ ジ ー が 必 要 と さ れ る 。 例 え ば 、 タ グ 化
抗 体 成 分 を 、 標 準 的 な フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 一 度 に 通 す こ と が で き る 。 タ グ が ア ル ミ ニ
ウ ム バ ー コ ー ド で あ り 、 標 識 が 蛍 光 色 素 で あ る 例 で は 、 (適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア を 備 え た )フ
ロ ー サ イ ト メ ー タ ー が タ グ と 結 合 標 識 の 両 方 を 読 み 取 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 DMIの 成 功 に は 、 タ グ お よ び 結 合 標 識 の 読 み 取 り が 高 い 忠 実 度 お よ び 再 現 性 で 行 わ れ る
こ と が 必 要 で あ る 。 例 え ば 、 バ ー コ ー ド タ グ 化 抗 体 上 の 結 合 標 識 を 確 か め る た め に 、 標 準
的 な フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は タ グ を 正 確 に 10,000個 に つ き 1個 未 満 の エ ラ ー 率 で 読 み 取 る
こ と が で き る と 同 時 に 、 結 合 蛍 光 標 識 は 5％ 未 満 の 反 復 測 定 変 動 係 数 で 評 価 す る こ と が で
き る 。 こ れ ら の 特 徴 に よ り 、 DMI法 は 、 遺 伝 子 ア レ イ 技 術 の 容 易 さ 、 速 度 お よ び コ ス ト の
利 益 を 保 持 し な が ら も 、 NMRに 基 づ く メ タ ボ ノ ミ ク ス な ど の 方 法 の 堅 牢 性 に 近 づ く 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 次 い で 、 試 験 試 料 の 平 均 と 同 じ 総 タ ン パ ク 質 濃 度 に 調 節 さ れ た 標 識 参 照 試 料 は 、 チ ュ ー
ブ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル に 適 切 な 体 積 で 分 配 さ れ る 。 一 般 的 に 、 1μ l～
200μ lの 体 積 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 次 に 、 そ れ ぞ れ の 試 験 試 料 が 1つ の ウ ェ ル に 一 度 に 添 加 さ れ る 。 試 験 試 料 の 体 積 は 、 好
ま し く は 、 標 識 参 照 試 料 の 体 積 に 等 し い 。 次 い で 、 確 実 に 試 験 試 料 お よ び 参 照 試 料 が 均 一
に 分 布 す る よ う に 、 プ レ ー ト は 十 分 に 混 合 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 次 い で 、 適 切 な 体 積 の 混 合 抗 体 ラ イ ブ ラ リ を 添 加 し な け れ ば な ら な い 。 一 般 的 に 、 1μ l
～ 100μ lの ラ イ ブ ラ リ が 添 加 さ れ る 。 添 加 さ れ る 個 々 の タ グ の 数 は 、 ラ イ ブ ラ リ の 複 雑 さ
、 な ら び に そ の 重 複 性 お よ び バ イ ア ス 因 子 に 左 右 さ れ る 。 一 般 的 に 、 ラ イ ブ ラ リ の 非 重 複
成 分 の 10～ 20倍 の 個 々 の タ グ が 添 加 さ れ る 。 ラ イ ブ ラ リ を 添 加 し た 後 、 反 応 チ ュ ー ブ ま た
は プ レ ー ト を 十 分 に 混 合 し 、 抗 体 と そ の 標 的 の 結 合 に 適 し た 条 件 下 で (例 え ば 、 試 験 試 料
お よ び 参 照 試 料 中 の 抗 原 が そ の コ グ ネ イ ト タ グ 化 抗 体 に 結 合 す る 期 間 に わ た っ て )イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し な け れ ば な ら な い 。 一 般 的 に 、 こ れ は 10～ 180分 で あ る 。 確 実 に タ グ が 液
体 中 で ラ ン ダ ム に 懸 濁 さ れ た ま ま に な る よ う に 、 一 般 的 に 、 反 応 物 は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
の 間 ず っ と 連 続 攪 拌 さ れ る 。 一 般 的 に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 4℃ ～ 37℃ で 行 わ れ る 。 抗
原 に 結 合 す る 抗 体 の 特 異 性 お よ び 選 択 性 を 改 善 す る た め に 、 適 宜 、 他 の 成 分 が 反 応 物 に 添
加 さ れ て も よ い 。 一 般 的 に 、 0％ ～ 1％ 体 積 /体 積 の 濃 度 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 (例 え ば 、
0.1％ v/vの ト ウ ィ ー ン (Tween)20)が 添 加 さ れ る 。 同 様 に 、 塩 濃 度 を 変 更 す る こ と が で き る
。 一 般 的 に 、 総 塩 濃 度 を 0mM～ 250mM上 げ る た め に 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 が 添 加 さ れ る 。 同
様 に 、 二 価 陽 イ オ ン 濃 度 を 変 更 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 必 要 に 応 じ て カ ル シ ウ ム イ
オ ン ま た は マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の 濃 度 を 0mM～ 10mM上 げ る た め に 、 塩 化 カ ル シ ウ ム ま た は
塩 化 マ グ ネ シ ウ ム が 添 加 さ れ る 。 ま た は 、 必 要 に 応 じ て カ ル シ ウ ム お よ び マ グ ネ シ ウ ム の
濃 度 を 下 げ る た め に 、 EGTAが 添 加 さ れ る 。 同 様 に 、 反 応 物 の pHを 変 更 す る こ と が で き る 。
一 般 的 に 、 反 応 物 の pHを 0～ 3単 位 下 げ る ま た は 上 げ る た め に 、 そ れ ぞ れ 、 1M塩 酸 ま た は 1M
水 酸 化 ナ ト リ ウ ム が 添 加 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 反 応 の 終 わ り に 、 一 般 的 に 、 抗 原 と 抗 体 の 相 互 作 用 が 止 め ら れ る 。 い く つ か の 方 法 を 使
用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 反 応 物 を か な り (一 般 的 に 、 緩 衝 食 塩 水 で 5～ 50倍 に )希 釈
し て も よ い 。 ま た は 、 反 応 物 を (一 般 的 に 、 4℃ に )急 速 冷 却 し て も よ い 。 ま た は 、 架 橋 剤
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を 添 加 し て も よ い (一 般 的 に 、 ホ ル マ リ ン が 3％ 最 終 濃 度 ま で 添 加 さ れ る )。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 反 応 を 止 め た 後 に 、 タ グ 化 抗 体 が 直 接 読 み 取 ら れ て も よ く 、 穏 や か な 限 外 濾 過 に よ っ て
洗 浄 さ れ 、 次 い で 、 適 切 な 濃 度 で 再 懸 濁 さ れ た 後 に 、 読 み 取 り が 行 わ れ て も よ い 。 タ グ 化
の 前 に タ グ 化 抗 体 を 洗 浄 す る 必 要 が あ る か ど う か は 、 読 み 取 り 方 法 に 左 右 さ れ る 。 一 般 的
に 、 蛍 光 顕 微 鏡 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 使 用 す る 場 合 、 洗 浄 段 階 は 必 要 で な い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 次 い で 、 そ れ ぞ れ の タ グ に 結 合 し た 標 識 の 量 を 求 め な け れ ば な ら な い 。 読 み 取 ら な け れ
ば な ら な い タ グ の 数 は 、 ラ イ ブ ラ リ の 複 雑 さ 、 な ら び に そ の 重 複 性 お よ び 偏 り に 応 じ て 異
な る 。 一 般 的 に 、 ラ イ ブ ラ リ の そ れ ぞ れ の 非 重 複 成 分 に つ い て 、 2～ 200個 の タ グ が 読 み 取
ら れ る 。 ラ イ ブ ラ リ が 小 さ い ほ ど 、 読 み 取 る こ と が で き る 1成 分 あ た り の タ グ の 数 が 多 く
な る 。 非 常 に 大 き な ラ イ ブ ラ リ の 場 合 、 読 み 取 ら れ る 1成 分 あ た り の タ グ の 数 が 少 な け れ
ば 、 最 終 ベ ク ト ル に お け る か な り の 数 の 成 分 が デ ー タ 欠 側 値 と し て 記 録 し な け れ ば な ら な
い だ ろ う 。 同 じ 成 分 を 表 す 2つ 以 上 の タ グ が 読 み 取 ら れ た 場 合 、 一 般 的 に 、 そ れ ぞ れ に 結
合 し た 標 識 の 量 が 平 均 さ れ た 後 に 、 最 終 ベ ク ト ル が 報 告 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 次 い で 、 結 果 と し て 得 ら れ た 出 力 ベ ク ト ル は 多 く の や り 方 で 分 析 す る こ と が で き る 。 一
般 的 に 、 PCA、 PLS-DA、 お よ び OSCを 含 む 様 々 な メ ガ 変 量 (megavariate)統 計 解 析 用 の X行 列
を 構 築 す る た め に 、 異 な る 個 体 に 由 来 す る 多 数 の ベ ク ト ル が 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 方 法
を 用 い る と 、 い く つ か の 既 存 の 表 現 型 (例 え ば 、 疾 患 状 態 )に 従 っ て 個 体 を 分 類 す る こ と が
で き る 。 表 現 型 状 態 が 既 知 の 個 体 を 分 類 す る モ デ ル が 構 築 さ れ た ら 、 そ の モ デ ル を 用 い て
、 状 態 が 未 知 の 個 体 の 表 現 型 を 予 測 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 DMIプ ロ テ オ ー ム プ ロ フ
ァ イ リ ン グ を 医 療 診 断 に 適 用 す る 基 礎 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 DMI法 に は 、 現 行 の プ ロ テ オ ミ ク ス プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 超 え る 多 く の 利 点 が あ る 。 特 に
、 既 存 の 方 法 は 感 度 が 、 混 合 物 中 の 比 較 的 豊 富 な 成 分 に 限 定 さ れ る こ と が あ る 。 例 え ば 、
血 清 に 適 用 さ れ た 場 合 、 試 料 中 の 非 常 に 高 濃 度 の ア ル ブ ミ ン が 従 来 の ア プ ロ ー チ を 妨 げ る
こ と が あ る 。 し か し な が ら 、 ア ル ブ ミ ン に 対 す る 抗 体 が タ グ 化 DMIラ イ ブ ラ リ に 一 回 し か
存 在 し な け れ ば 、 ア ル ブ ミ ン は 1つ の デ ー タ ポ イ ン ト し か タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル に 付 与
し な い 。 DMIは ま た 量 的 に 堅 牢 で あ り 、 ほ と ん ど の 抗 体 に つ い て 変 動 係 数 は 5％ 未 満 で あ り
、 従 っ て 、 マ イ ク ロ ア レ イ に 基 づ く プ ロ テ オ ミ ク ス プ ラ ッ ト フ ォ ー ム よ り 実 質 的 に 優 れ て
い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 少 な く と も 従 来 の プ ロ テ オ ミ ク ス 法 が 用 い ら れ た 場 合 、 ゲ ノ ム 、 プ ロ テ オ ー ム 、 お よ び
メ タ ボ ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル の 「 有 効 範 囲 (coverage)」 に お け る 大 き な 溝 の 1つ は 哺 乳 動 物
免 疫 系 の 構 築 で あ る 。 例 え ば 、 抗 体 (適 応 免 疫 系 の 重 要 な エ フ ェ ク タ ー ア ー ム (effector a
rm)の 1つ )は 、 従 来 の ど の マ ル チ オ ミ ク ス プ ロ フ ァ イ ル で も 抗 原 特 異 性 に 基 づ い て 効 率 的
に 分 離 さ れ な い 。 特 定 の 重 鎖 ク ラ ス の 抗 体 は 全 て 、 従 来 の プ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ァ イ ル で は
1種 類 の タ ン パ ク 質 と し て 重 複 し て い る よ う に 見 ら れ 、 こ の た め に 、 異 な る 抗 体 ク ロ ー ン
間 の 抗 原 特 異 性 の 非 常 に 大 き な バ リ エ ー シ ョ ン が 隠 さ れ て い た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 イ ム ノ ミ ク ス は 、 プ ロ テ オ ミ ク ス の 極 め て 特 殊 な 例 の 新 造 語 で あ り 、 す な わ ち 、 あ る 特
定 の 個 体 に よ っ て あ る 特 定 の 時 期 に 産 生 さ れ た 抗 体 分 子 の 集 団 の 分 析 で あ る 。 こ の 情 報 は
、 通 常 、 (DMIに よ っ て 作 成 さ れ て も 古 典 的 方 法 に よ っ て 作 成 さ れ て も )プ ロ テ オ ー ム プ ロ
フ ァ イ ル 内 に コ ー ド 化 さ れ な い 。 ゲ ノ ム 、 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 、 ま た は メ タ ボ ノ ー ム デ
ー タ セ ッ ト に も 存 在 し な い 。 結 果 と し て 、 イ ム ノ ー ム レ パ ー ト リ ー の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 分
析 を 行 う た め は 、 特 殊 な 技 法 が 必 要 と さ れ る 。 今 日 ま で 、 イ ム ノ ミ ク ス を 行 う た め の 公 的
に 開 示 さ れ た 方 法 は 無 い 。 結 果 と し て 、 DMI原 理 の も う 1つ の 重 要 な 用 途 は 、 イ ム ノ ー ム デ
ー タ セ ッ ト を 得 る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト で 、 堅 牢 で 、 か つ 再 現 可 能 な 初 め て の 方 法 と し
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て の 用 途 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 は 、 血 清 な ど の 生 物 学 的 標 本 に お け る 抗 体 ポ ー ト フ ォ リ オ 全 体 の プ ロ フ ァ イ ル を
作 成 す る ス ト ラ テ ジ ー を 設 計 お よ び 実 行 す る こ と に よ っ て 、 こ の 問 題 に 対 処 し て い る 。 こ
の プ ロ フ ァ イ ル は 、 あ る 特 定 の 個 体 に お け る 免 疫 系 の 現 在 の 状 態 の 全 体 像 を つ か め る よ う
に し て く れ る の で 「 イ ム ノ ー ム 」 プ ロ フ ァ イ ル と 呼 ば れ る 。 原 則 的 に 、 免 疫 系 の 他 の 局 面
を 調 べ る イ ム ノ ミ ク ス の 実 施 も 想 定 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 抗 原 特 異 的 T細 胞 ク ロ
ー ン を 調 べ る 既 に 確 立 さ れ た 方 法 が あ る が 、 今 日 ま で 、 一 個 体 の T細 胞 レ パ ー ト リ ー 全 体
の プ ロ フ ァ イ ル を 作 成 し よ う と す る 試 み は 発 表 さ れ て い な い 。 こ の よ う な 免 疫 細 胞 プ ロ フ
ァ イ ル も ま た イ ム ノ ミ ク ス の 実 施 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 一 般 的 に 、 イ ム ノ ミ ク ス の た め に DMI実 験 を 行 う に は 、 抗 原 ラ イ ブ ラ リ 、 抗 原 を 固 有 に
特 定 す る こ と が で き る よ う に 抗 原 を タ グ 化 す る 方 法 、 1種 類 ま た は そ れ 以 上 の 標 識 抗 免 疫
グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 お よ び そ れ ぞ れ の タ グ 化 抗 体 に 結 合 し た 標 識 の 量 を 読 み 取 る ス ト ラ テ ジ
ー が 必 要 と さ れ る 。 DMI実 験 の い ず れ か の 成 分 ま た は 全 て の 成 分 が パ ブ リ ッ ク ド メ イ ン に
お い て 既 に 知 ら れ て い る 可 能 性 が あ る が 、 イ ム ノ ー ム 分 析 を 行 う た め に 、 こ れ ら の 技 法 を
組 み 合 わ せ る 原 理 は 新 規 で あ り 、 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 DMI実 験 の 一 般 原 理 は 以 下 の 通 り で あ る 。
1.タ グ 化 抗 原 ラ イ ブ ラ リ と 試 験 試 料 を 混 合 す る 。
2.標 識 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 パ ネ ル を 用 い て 、 結 合 し た 抗 体 を 検 出 す る 。
3.そ れ ぞ れ の タ グ 化 抗 体 に 結 合 し た 標 識 の 量 を 読 み 取 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ま ず 最 初 に 、 実 験 の 重 要 な 各 構 成 要 素 の 必 要 条 件 が 述 べ ら れ 、 そ の 後 に 、 前 記 で 説 明 さ
れ た 一 般 的 な DMI実 験 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】

　 イ ム ノ ミ ク ス 用 の 抗 原 ラ イ ブ ラ リ の 必 要 条 件 は 、 プ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ 用 の 抗
体 ラ イ ブ ラ リ の 必 要 条 件 と 非 常 に 似 て い る 。 す な わ ち 、 ラ イ ブ ラ リ は 可 能 な 限 り 大 き く 、
重 複 性 が 低 く な け れ ば な ら な い (好 ま し く は 、 ど の 抗 原 も ラ イ ブ ラ リ の 1種 類 の 成 分 に よ っ
て の み 表 さ れ る )。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 適 切 な 抗 原 ラ イ ブ ラ リ は オ リ ゴ ペ プ チ ド お よ び /ま た は オ リ ゴ 糖 を 含 ん で も よ い 。 抗 原
の 供 給 源 は 、 個 々 の ラ イ ブ ラ リ 成 分 と し て 精 製 タ ン パ ク 質 お よ び 非 タ ン パ ク 質 抗 原 を 用 い
た ラ イ ブ ラ リ の 手 動 ア セ ン ブ リ  (精 製 抗 体 を 用 い た 抗 体 ラ イ ブ ラ リ の 手 動 ア セ ン ブ リ と 似
て い る )に よ る も の で も よ く 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー に よ っ て 作 成 さ れ て も よ い
。 例 え ば 、 ペ プ チ ド 抗 原 ラ イ ブ ラ リ は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 を 用 い て 標 準 的 な
固 相 化 学 に よ っ て 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 抗 体 ラ イ ブ ラ リ と 同 様 に 、 抗 原 ラ イ ブ ラ リ の 成 分 は 、 タ グ 化 す る た め に (例 え ば 、 マ イ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト へ )個 々 に 分 配 で き る よ う に 、 分 離 す る こ と が で き な け れ ば な ら な
い (ま た は 別 々 に 作 成 し な け れ ば な ら な い )。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 大 ま か な イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を 得 る 1つ の ア プ ロ ー チ は 、 抗 原 ラ イ ブ ラ リ を 作 成 し
、 次 い で 、 抗 体 含 有 試 料 (通 常 、 血 清 )に 曝 露 し 、 次 い で 、 そ れ ぞ れ の ラ イ ブ ラ リ 要 素 に 結
合 し て い る 抗 体 の 量 を 決 定 す る こ と に 基 づ い て い る 。 こ の ア プ ロ ー チ に 関 す る 問 題 は 、 可
能 性 の あ る 抗 原 が 本 質 的 に 無 数 に あ る の で 、 ラ イ ブ ラ リ サ イ ズ を 制 限 す る た め に 、 い く つ
か の 基 準 を 取 り 入 れ な け れ ば な ら な い こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 1つ の 解 決 法 は 、 ラ イ ブ ラ リ を ペ プ チ ド 抗 原 に 限 定 す る こ と で あ る 。 な ぜ な ら 、 ペ プ チ
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ド ラ イ ブ ラ リ は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー 法 に よ っ て 容 易 に 合 成 で き る か ら で あ る
。 こ の よ う に ペ プ チ ド 抗 原 ラ イ ブ ラ リ を 使 用 す る と 、 結 果 と し て 得 ら れ る プ ロ フ ァ イ ル は
、 単 純 な 直 線 状 の 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 に 限 定 さ れ る (詳 細 に 述 べ る と 、 よ り 大 き な ポ リ ペ
プ チ ド 鎖 の 別 個 の 部 分 か ら の 寄 与 を 受 け て い る 構 造 エ ピ ト ー プ が 除 か れ る )。 そ れ に も か
か わ ら ず 、 単 純 な 直 線 状 の ペ プ チ ド 抗 原 に 対 す る 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に よ く 見 ら れ
る こ と が 知 ら れ て い る が 、 こ の ク ラ ス に 分 類 さ れ る 一 般 的 な 個 体 に お け る 抗 体 ク ロ ー ン の
全 プ ー ル の 画 分 は 評 価 さ れ た こ と が な い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 任 意 の 長 さ の ペ プ チ ド 配 列 を 抗 原 ラ イ ブ ラ リ に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 12、 15、 18、 20、 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 長 か ら な る ペ プ チ ド
を 使 用 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 抗 ペ プ チ ド 抗 血 清 に よ っ て 強 く 認 識 さ れ る 最 短
の ペ プ チ ド 配 列 は 約 8ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 従 っ て 、 好 ま し い ラ イ ブ ラ リ は 、 少 な く と も 8ア
ミ ノ 酸 長 (例 え ば 、 8以 上 、 10以 上 、 15以 上 、 20以 上 、 30以 上 、 40以 上 、 ま た は 50以 上 の ア
ミ ノ 酸 長 )の ペ プ チ ド か ら な る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 可 能 性 の あ る 全 て の オ ク タ ペ プ チ ド 配 列 の ラ イ ブ ラ リ は 20 8 個 (す な わ ち 、 約 250億 個 )の
要 素 を 有 し 、 実 際 に は 扱 う こ と が で き な い 。 ラ イ ブ ラ リ サ イ ズ を 小 さ く す る 2つ の 選 択 肢
は 、 可 能 性 の あ る 全 て の ラ イ ブ ラ リ 要 素 の サ ブ セ ッ ト を 選 択 す る こ と に よ っ て (も は や 包
括 的 に な ら な い よ う に )複 雑 さ を 小 さ く す る か 、 ま た は 扱 い や す い 数 の サ ブ ラ イ ブ ラ リ を
作 成 す る よ う に ラ イ ブ ラ リ 要 素 を プ ー ル し 、 そ れ に よ っ て ラ イ ブ ラ リ の 包 括 性 を 保 持 し て
い る が 、 結 果 と し て 得 ら れ る プ ロ フ ァ イ ル の 分 解 能 (resolving power)を 小 さ く す る こ と
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 プ ー ル 法 の 場 合 、 任 意 の 数 の プ ー ル を 使 用 す る こ と が で き る 。 選 択 さ れ る プ ー ル の 数 は
、 ラ イ ブ ラ リ 要 素 の 総 数 、 必 要 と さ れ る サ ブ ラ イ ブ ラ リ の 数 、 お よ び 必 要 と さ れ る サ ブ ラ
イ ブ ラ リ 1個 あ た り の 要 素 の 数 に 左 右 さ れ る 。 例 え ば 、 前 記 の 可 能 性 の あ る 全 て の オ ク タ
ペ プ チ ド 配 列 の ラ イ ブ ラ リ で は 、 262,000個 の サ ブ ラ イ ブ ラ リ (そ れ ぞ れ ほ ぼ 200万 個 の 配
列 を 含 む )を 作 成 す る こ と が で き る 。 簡 素 化 さ れ た ラ イ ブ ラ リ は 、 約 5000万 個 の 配 列 か ら
な る 512個 の サ ブ ラ イ ブ ラ リ を 含 ん で も よ い 。 ま た は 、 256個 の オ ク タ ペ プ チ ド サ ブ ラ イ ブ
ラ リ (そ れ ぞ れ 約 1億 個 の 異 な る 配 列 を 含 む )か ら な る 、 さ ら に 簡 単 な ラ イ ブ ラ リ を 作 成 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ の よ う に 大 き な ラ イ ブ ラ リ を サ ブ ラ イ ブ ラ リ に 分 け る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の 方 法 を
実 施 す る こ と が で き る 。 こ こ で 、 そ れ ぞ れ 個 々 の ラ イ ブ ラ リ メ ン バ ー が タ グ 化 さ れ て い る
の で は な く 、 ラ イ ブ ラ リ メ ン バ ー の そ れ ぞ れ の 群 ま た は サ ブ ラ イ ブ ラ リ に 異 な る タ グ が 与
え ら れ て い る 。 こ れ は 、 ア ッ セ イ 中 に 結 合 し た 特 定 の ラ イ ブ ラ リ メ ン バ ー を 直 接 評 価 す る
こ と が で き な い が 、 必 要 と さ れ る 個 々 の タ グ の 数 を 劇 的 に 減 ら す こ と が で き る 。 ラ イ ブ ラ
リ メ ン バ ー (例 え ば 、 ペ プ チ ド )の 個 々 に タ グ 化 さ れ た 群 ま た は 混 合 物 を 含 む ラ イ ブ ラ リ を
用 い て 有 用 な イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を 得 る こ と が 依 然 と し て 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ラ イ ブ ラ リ の 個 々 の メ ン バ ー は 任 意 の 基 準 に よ っ て ま た は ラ ン ダ ム に 群 に 細 分 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ の 場 合 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ は 、 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸
配 列 に 基 づ い て 選 択 さ れ た ペ プ チ ド 混 合 物 を 含 ん で も よ い 。 従 っ て 、 こ の よ う な ラ イ ブ ラ
リ を 用 い て 、 ア ッ セ イ に お い て 結 合 し て い る ペ プ チ ド に つ い て の 基 本 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 情
報 を 得 る こ と が で き る か も し れ な い が 、 結 合 し て い る 特 定 の 配 列 を 直 接 決 定 す る こ と は で
き な い 。 も ち ろ ん 、 関 心 対 象 の 特 定 の 混 合 物 ま た は サ ブ ラ イ ブ ラ リ の 成 分 を 採 取 し 、 さ ら
に ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て (例 え ば 、 成 分 を さ ら に 小 さ な 群 に 分 け る こ と に よ っ て 、 ま
た は そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド を 個 々 に タ グ 化 す る こ と に よ っ て )、 こ の よ う な ア ッ セ イ の 結 果
を さ ら に 正 確 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
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　 本 発 明 の 方 法 に お け る 使 用 に 適 し た ペ プ チ ド の 混 合 物 ま た は 混 合 物 の ラ イ ブ ラ リ を 作 成
す る た め に 、 任 意 の 適 切 な 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 適 切 な 混 合 物 は 、 そ れ
ぞ れ の ペ プ チ ド が 長 さ nの ア ミ ノ 酸 お よ び 以 下 の 式 :
X 1 -X 2 -X 3 -...X n
の ペ プ チ ド で あ る 、 ペ プ チ ド 混 合 物 で も よ い 。 式 中 、
-そ れ ぞ れ の Xは 、 多 数 の ア ミ ノ 酸 群 の 1つ よ り 独 立 し て 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、
-そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 群 は 20種 類 未 満 の ア ミ ノ 酸 か ら な り 、
-nは 、 混 合 物 中 に 存 在 す る 全 て の ペ プ チ ド に つ い て 同 じ で あ り 、
-以 下 の ア ミ ノ 酸 :ア ル ギ ニ ン 、 リ ジ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 プ
ロ リ ン 、 シ ス テ イ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ
ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン
、 お よ び グ ル タ ミ ン の 全 て が 少 な く と も 1つ の 群 に 存 在 し 、
-混 合 物 中 の そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド に つ い て 、 同 じ 位 置 に あ る ア ミ ノ 酸 が 同 じ 群 よ り 選 択 さ
れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ の よ う な 混 合 物 を 使 用 す る と 、 混 合 物 中 の 全 て の ペ プ チ ド に つ い て 、 そ れ ぞ れ の ア ミ
ノ 酸 位 置 が ど の ア ミ ノ 酸 群 か ら 選 択 し な け れ ば な ら な い か が 分 か る 。 従 っ て 、 全 て の ア ミ
ノ 酸 位 置 で 変 化 が 生 じ る 可 能 性 が あ る の で 、 混 合 物 は 多 種 多 様 な 個 々 の ペ プ チ ド を 含 ん で
い る 可 能 性 が あ る が 、 一 定 の 配 列 情 報 は 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 こ の よ う な ペ プ チ ド 混 合 物 で は 、 ア ミ ノ 酸 が 2つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 群 に 存 在 し な い 、 す な
わ ち 、 特 定 の 位 置 に お い て ア ミ ノ 酸 群 が 選 択 さ れ た 時 に だ け 、 そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 が 現 れ
る と 述 べ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 群 が 同 数 の 異 な る ア ミ ノ 酸 を 含 む
と 述 べ る こ と も で き る 。 従 っ て 、 前 記 の 20種 類 の ア ミ ノ 酸 の 場 合 、 20種 類 の ア ミ ノ 酸 を 、
10種 類 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 2つ の 群 、 5種 類 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 4つ の 群 、 ま た は 4種 類 の ア
ミ ノ 酸 か ら な る 5つ の 群 に 分 け る こ と が 想 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 例 え ば 、 20種 類 の ア ミ ノ 酸 は 以 下 の よ う に タ イ プ に よ っ て 細 分 す る こ と が で き る 。 群 1 
Arg、 Lys、 His、 Asp、 Glu(荷 電 ア ミ ノ 酸 );群 2 Gly、 Ala、 Leu、 Ile、 Val(小 さ な 疎 水 性 ア
ミ ノ 酸 );群 3 Met、 Phe、 Pro、 Tyr、 Trp(大 き な 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 )、 お よ び 群 4 Ser、 Thr、 A
sn、 Gln、 Cys(親 水 性 ア ミ ノ 酸 )。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 別 の 群 分 け を 以 下 の 表 5に 示 す 。 表 5に は 、 ア ミ ノ 酸 が 群 「 I」 お よ び 「 B」 に 割 り 当 て ら
れ て い る 。 「 I」 群 は 、 抗 原 構 造 お よ び 抗 体 結 合 親 和 性 に 最 も 重 大 な 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性
が 高 い ア ミ ノ 酸 の 大 部 分 を 含 ん で い る 。 結 果 と し て 、 こ の よ う に ア ミ ノ 酸 を 2つ の プ ー ル
に 分 類 す る と 、 1種 類 の 混 合 物 ま た は サ ブ ラ イ ブ ラ リ の 中 の 配 列 へ の 特 定 の 抗 体 の 特 異 的
結 合 が 最 大 限 に な る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ の よ う に 、 こ の よ う な ペ プ チ ド 混 合 物 か ら な る ラ イ ブ ラ リ を 作 成 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 ラ イ ブ ラ リ に 含 ま れ る 全 て の ペ プ チ ド が 同 じ ア ミ ノ 酸 長 を 有 す る ラ イ ブ ラ リ を 作
成 す る こ と が で き る 。 適 切 な ラ イ ブ ラ リ は 、 ペ プ チ ド が 2つ 以 上 の ラ イ ブ ラ リ に 存 在 し な
い (す な わ ち 、 ラ イ ブ ラ リ の 全 て の メ ン バ ー が 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 群 に 分
け ら れ て い る )ラ イ ブ ラ リ で も よ い 。 ラ イ ブ ラ リ が 前 記 の よ う な 多 数 の 混 合 物 か ら な る 場
合 、 好 ま し く は 、 ラ イ ブ ラ リ 中 の 混 合 物 は そ れ ぞ れ 、 同 じ ア ミ ノ 酸 群 分 け を 用 い て 作 成 さ
れ て お り 、 そ の た め に 、 ア ミ ノ 酸 群 分 け に 基 づ い て 混 合 物 を 直 接 比 較 す る こ と が で き る 。
好 ま し く は 、 ラ イ ブ ラ リ 中 の 混 合 物 は 、 ペ プ チ ド を 得 る た め に 選 択 さ れ る 群 の 組 み 合 わ せ
が 混 合 物 間 で 異 な る こ と に よ っ て 異 な る 。 従 っ て 、 ラ イ ブ ラ リ は 、 群 の 可 能 性 の あ る 全 て
の 組 み 合 わ せ で あ る 混 合 物 を 含 ん で も よ い 。 例 え ば 、 20種 類 の ア ミ ノ 酸 が 10種 類 の ア ミ ノ
酸 か ら な る 2つ の 群 に 分 け ら れ る 場 合 、 ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 位 置 に お い て 、 一
方 ま た は 他 方 の 群 か ら の ア ミ ノ 酸 が 存 在 し て も よ い 。 従 っ て 、 こ の よ う に 構 築 さ れ る ラ イ
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ブ ラ リ は 、 そ れ ぞ れ の 位 置 で の 、 群 の そ れ ぞ れ の 可 能 な 組 み 合 わ せ で あ る ペ プ チ ド の 混 合
物 を 含 ん で も よ い 。 従 っ て 、 ラ イ ブ ラ リ は 、 ペ プ チ ド 配 列 の 長 さ が nで あ る 2 n 個 の 混 合 物
を 含 ん で も よ い 。 従 っ て 、 ペ プ チ ド が 8ア ミ ノ 酸 長 で あ れ ば 、 ア ミ ノ 酸 を 2つ の 群 に 分 け た
こ と に 基 づ い て 、 256個 の ペ プ チ ド 混 合 物 か ら な る ラ イ ブ ラ リ を 使 用 す る こ と が 想 定 さ れ
る 。 従 っ て 、 ラ イ ブ ラ リ は 、 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド が 1つ の 混 合 物 に し か 存 在 し な い 、 長 さ n
の 可 能 性 の あ る 全 て の ペ プ チ ド を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 サ ブ ラ イ ブ ラ リ は 、 任 意 の 従 来 法 に よ っ て (例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ リ サ ー チ プ ロ ダ ク ツ (
Affiniti Research Products Ltd)に よ る 標 準 的 な 固 相 ペ プ チ ド 合 成 法 の 改 良 版 に よ っ て )
合 成 す る こ と が で き る 。 ほ と ん ど の 合 成 法 で は 、 可 能 性 の あ る 全 て の ア ミ ノ 酸 結 合 に つ い
て 同 じ 収 量 は 得 ら れ な い 。 特 に 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 (主 に 「 B」 群 を 構 成 す る )の 含 有 量 が 高
い 配 列 は 親 水 性 配 列 よ り 低 い 収 量 で 合 成 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。 従 っ て 、 あ る 特 定 の 配 列 が
、 容 易 に 測 定 で き な い 程 度 ま で 、 そ れ ぞ れ の サ ブ ラ イ ブ ラ リ に お い て 過 剰 に ま た は 過 小 に
示 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。 し か し な が ら 、 こ の 合 成 法 は 極 め て 厳 密 に 制 御 さ れ 、 そ の 結 果 、
(同 じ 合 成 配 列 の 偏 り を 有 す る )同 じ サ ブ ラ イ ブ ラ リ を 繰 り 返 し 合 成 す る こ と が で き る が 、
個 々 の サ ブ ラ イ ブ ラ リ 中 の 偏 り の 性 質 お よ び 程 度 は 未 知 で あ る こ と に 留 意 す る こ と が 重 要
で あ る 。 同 様 に 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ を 構 成 す る 異 な る 配 列 は 水 性 緩 衝 液 中 で の 溶 解 度 が 異 な
り 、 こ れ も ま た 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ 中 で の 異 な る 配 列 の 偏 っ た 提 示 を も た ら す こ と が あ る 。
こ れ を 最 小 限 に す る た め に 、 そ れ ぞ れ の サ ブ ラ イ ブ ラ リ を 100％ DMSOな ど の 溶 媒 に 溶 解 す
る こ と が で き る 。 以 下 に 示 し た 実 施 例 で は 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ を 100％ DMSOに 溶 解 し て 10mM
保 存 液 を 生 成 し 、 そ の 後 に 、 10mM保 存 液 を 水 性 緩 衝 液 に 希 釈 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 サ ブ ラ イ ブ ラ リ が 設 計 お よ び 合 成 さ れ た ら 、 そ れ ぞ れ の 抗 原 プ ー ル に 結 合 す る 抗 体 の 量
を 決 定 す る た め に 、 様 々 な 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 最 も 直 接 的 な 方 法 は 固 相 イ ム ノ
ア ッ セ イ で あ る 。 す な わ ち 、 そ れ ぞ れ の サ ブ ラ イ ブ ラ リ が ELISAプ レ ー ト ウ ェ ル 上 に コ ー
テ ィ ン グ さ れ 、 次 い で 、 ヒ ト 血 清 試 料 に 曝 露 さ れ る 。 洗 浄 後 、 結 合 し た 抗 体 は 、 標 識 抗 ヒ
ト IgG検 出 抗 体 を 用 い て 検 出 お よ び 定 量 さ れ る 。 ど の 種 類 の 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 使 用
し て も 、 そ れ ぞ れ の 抗 原 サ ブ ラ イ ブ ラ リ に お い て 異 な る ク ラ ス の 抗 体 (お よ び 全 く 異 な る
ク ロ ー ン )が 競 合 す る 。 結 果 と し て 、 そ れ ぞ れ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン サ ブ ク ラ ス が 別 々 に 検 出
さ れ る プ ロ フ ァ イ ル を 作 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 IgM検 出 抗 体 、 IgE検 出 抗 体 、 IgD
検 出 抗 体 、 IgA検 出 抗 体 、 あ る 特 定 の IgG検 出 抗 体 (例 え ば 、 IgG1、 IgG2a、 IgG2b、 IgG3、
も し く は IgG4検 出 抗 体 )、 全 て の IgGサ ブ タ イ プ を 検 出 す る こ と が で き る pan-IgG検 出 抗 体
、 ま た は こ れ ら の 抗 体 サ ブ ク ラ ス お よ び サ ブ タ イ プ の 2つ 以 上 も し く は 全 て を 検 出 す る こ
と が で き る 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。 使 用 さ れ る 検 出 抗 体 に 応 じ て 、 特 定 の サ ブ ラ イ
ブ ラ リ に 対 す る 低 い シ グ ナ ル は 、 検 出 抗 体 が 特 異 性 を 有 す る 抗 体 の 特 定 の サ ブ ク ラ ス ま た
は サ ブ タ イ プ の 低 い 優 勢 (prevalence)を 示 し て い る 可 能 性 が あ る か 、 ま た は 異 な る サ ブ ク
ラ ス の 抗 体 の 非 常 に 高 い 優 勢 を 反 映 し て い る 可 能 性 が あ る と 認 識 す る こ と が 重 要 で あ る 。
こ れ に 関 連 し て 、 表 面 結 合 抗 原 に お け る 抗 体 間 の 競 合 が 、 競 合 抗 体 プ ー ル の 相 対 的 な 優 勢
、 親 和 性 、 お よ び ア ビ デ ィ テ ィ を 含 む 様 々 な 要 因 に 左 右 さ れ る こ と を 記 憶 に と ど め て お く
こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ラ イ ブ ラ リ が 設 計 さ れ た ら 、 イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を 得 る た め に 、 多 数 の 免 疫 学 的 方
法 の い ず れ か 1つ を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 以 下 の 2つ の 群 :そ れ ぞ れ の ラ イ ブ
ラ リ 要 素 に 結 合 す る 抗 体 が 別 々 に 測 定 さ れ 、 次 い で 、 組 み 合 わ さ れ て 、 プ ロ フ ァ イ ル が 得
ら れ る 「 ユ ニ プ レ ッ ク ス (uniplex)」 法 、 お よ び そ れ ぞ れ の ラ イ ブ ラ リ 要 素 に 結 合 す る 抗
体 が 同 じ チ ュ ー ブ 内 で 測 定 さ れ 、 1回 の 反 応 か ら 完 全 な プ ロ フ ァ イ ル が 得 ら れ る 「 マ ル チ
プ レ ッ ク ス (multiplex)」 法 に 大 別 す る こ と が で き る 。 明 ら か に 、 マ ル チ プ レ ッ ク ス 法 は
簡 便 と い う 利 点 を 有 し (実 際 に 、 ラ イ ブ ラ リ 要 素 の 数 が 数 百 個 を 超 え る 場 合 に 、 現 在 実 行
可 能 な 唯 一 の 選 択 肢 で あ る )、 ま た 試 料 を ほ と ん ど 必 要 と し な い が 、 解 釈 す る の に 簡 単 で
な い 場 合 も あ る 。 す な わ ち 、 一 連 の 範 囲 の 異 な る ラ イ ブ ラ リ 要 素 に 結 合 す る こ と が で き る
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抗 体 は 、 実 際 に は 、 比 較 的 ゆ る い 抗 原 特 異 性 を 有 す る 同 じ 抗 体 プ ー ル で あ る 可 能 性 が あ る
。 こ の よ う な 場 合 、 マ ル チ プ レ ッ ク ス 法 で は ラ イ ブ ラ リ 要 素 間 の 結 合 に お い て 競 合 が 起 こ
る が 、 ユ ニ プ レ ッ ク ス 法 で は 起 こ ら な い 。 こ の よ う な 競 合 は 個 体 間 の 差 異 を 増 幅 す る こ と
も 、 最 小 限 に す る こ と も あ り 、 マ ル チ プ レ ッ ク ス プ ロ フ ァ イ ル ま た は ユ ニ プ レ ッ ク ス プ ロ
フ ァ イ ル が 、 あ る 特 定 の 用 途 に 最 も 有 用 で あ る か ど う か は 経 験 的 研 究 で し か 確 か め る こ と
が で き な い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 代 表 的 な ユ ニ プ レ ッ ク ス 方 法 は 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る 。 個 々 の ラ イ ブ ラ リ 要 素 が 高
タ ン パ ク 質 結 合 ウ ェ ル (例 え ば 、 ヌ ン ク マ キ シ ソ ー プ (Nunc Maxisorp))に コ ー テ ィ ン グ さ
れ 、 次 い で 、 非 特 異 的 結 合 が ブ ロ ッ ク さ れ た 後 に 、 そ れ ぞ れ の ラ イ ブ ラ リ 要 素 が 分 析 中 の
血 清 試 料 に 曝 露 さ れ る 。 結 合 し な か っ た 抗 体 は 洗 い 流 さ れ 、 結 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、
適 切 に 標 識 さ れ た 検 出 試 薬 (例 え ば 、 動 物 抗 ヒ ト IgG結 合 体 )を 用 い て 検 出 さ れ る 。 発 色 基
質 へ の 曝 露 の 後 、 そ れ ぞ れ の ラ イ ブ ラ リ 要 素 か ら の 吸 光 度 (緩 衝 液 の み で コ ー テ ィ ン グ さ
れ た ウ ェ ル か ら の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 吸 光 度 を 引 い た 吸 光 度 )を プ ロ ッ ト し て 、 イ ム ノ ー ム
プ ロ フ ァ イ ル を 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 代 表 的 な マ ル チ プ レ ッ ク ス 法 で は 、 抗 体 と そ れ ぞ れ の ラ イ ブ ラ リ 要 素 と の 結 合 が 1回 の
反 応 で 同 時 に ア ッ セ イ で き る よ う に 、 そ れ ぞ れ の ラ イ ブ ラ リ 要 素 を 別 々 に 標 識 す る た め に
タ グ 化 方 法 が 用 い ら れ る 。 こ の よ う な タ グ 化 技 術 の 例 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 、 ス マ ー
ト ビ ー ズ (SmartBead)に よ っ て 開 発 さ れ た ア ル ミ ニ ウ ム バ ー コ ー ド を 有 す る 粒 子 (ウ ル ト ラ
プ レ ッ ク ス (UltraPlex)粒 子 と 呼 ば れ る )ま た は ル ミ ネ ッ ク ス に よ っ て 開 発 さ れ た 色 素 含 浸
ビ ー ズ で あ る 。 ど ち ら の 場 合 で も 、 (バ ー コ ー ド ま た は 色 素 の ス ペ ク ト ル 特 性 に よ っ て 固
有 に 特 定 さ れ る )個 別 に コ ー ド 化 さ れ た 粒 子 は 特 定 の ラ イ ブ ラ リ サ ブ 要 素 で コ ー テ ィ ン グ
さ れ た 後 、 一 緒 に 混 合 さ れ 、 分 析 中 の 血 清 試 料 に 曝 露 さ れ る 。 固 相 ア ッ セ イ で 用 い ら れ る
も の と 同 一 の 抗 体 の 結 合 段 階 、 洗 浄 段 階 、 お よ び 検 出 段 階 の 後 、 そ れ ぞ れ の コ ー ド 化 粒 子
に 結 合 し た 抗 体 の 量 が 別 々 に 求 め ら れ る 。 実 際 に は 、 信 頼 性 の 高 い プ ロ フ ァ イ ル を 構 築 す
る た め に 、 そ れ ぞ れ の コ ー ド の 多 数 の 粒 子 に 結 合 し た 量 が 求 め ら れ 、 平 均 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 前 記 の 抗 体 ラ イ ブ ラ リ を タ グ 化 す る 時 に 適 用 さ れ る 同 じ 考 慮 事 項 の 全 て が 抗 原 ラ イ ブ ラ
リ の タ グ 化 に 当 て は ま り 、 同 じ 方 法 が 有 用 で あ る 可 能 性 が 高 い 。 ラ イ ブ ラ リ 成 分 が タ ン パ
ク 質 で あ れ ば 、 抗 原 ラ イ ブ ラ リ は 抗 体 ラ イ ブ ラ リ で あ る か の よ う に 正 確 に 処 理 す る こ と が
で き る 。 ラ イ ブ ラ リ が オ リ ゴ ペ プ チ ド か ら な れ ば 、 抗 原 を 作 成 す る の に 用 い ら れ る 合 成 化
学 反 応 に タ グ 化 の 考 慮 事 項 を 組 み 込 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 合 成 中 に 化 学 リ ン カ ー を 全
て の ペ プ チ ド に 付 加 す る こ と が で き 、 こ の リ ン カ ー を 用 い て 、 ペ プ チ ド を タ グ に 取 り 付 け
る こ と が で き る 。 リ ン カ ー の 正 確 な 性 質 は タ ン パ ク 質 の 性 質 に 応 じ て 異 な る 。 色 素 含 有 ラ
テ ッ ク ス ビ ー ズ の 場 合 、 例 え ば 、 二 官 能 性 ス ク シ ン ア ミ ド 架 橋 剤 を 使 用 す る こ と が で き る
。 ラ イ ブ ラ リ が オ リ ゴ 糖 か ら な れ ば 、 糖 鎖 を 担 体 タ ン パ ク 質 に 取 り 付 け 、 次 い で 、 ラ イ ブ
ラ リ を タ ン パ ク 質 ラ イ ブ ラ リ と 同 様 に 処 理 し て も よ く 、 ペ プ チ ド と 同 様 に 、 合 成 中 に 適 切
な 架 橋 剤 を 糖 鎖 に 付 加 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ３ 】

　 プ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ の 場 合 は 、 標 識 は 参 照 試 料 に 適 用 さ れ 、 試 験 試 料 中 の そ
れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 の 量 が 標 識 参 照 試 料 と の 競 合 に よ っ て 間 接 的 に 測 定 さ れ る の に 対 し て
、 イ ム ノ ミ ク ス の 場 合 は 、 そ れ ぞ れ の タ グ 化 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 が 直 接 検 出 さ れ る 。 こ の
た め に 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 ま た は 高 い 親 和 性 お よ び 特 異 性 で 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 結 合 す る
等 価 な 試 薬 の パ ネ ル が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 試 験 試 料 に 存 在 す る 可 能 性 の 高 い 種 類 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的
で な け れ ば な ら な い 。 例 え ば 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 試 験 試 料 と 同 じ 種 に 由 来 す る 免 疫 グ
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ロ ブ リ ン に 特 異 的 で あ っ て も よ い (例 え ば 、 試 料 が ヒ ト に 由 来 す る 場 合 、 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ
ブ リ ン )。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 適 切 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン パ ネ ル は 商 業 的 供 給 者 か ら 容 易 に 入 手 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 検 出 用 の WHO規 格 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。 理 想 的 な 実 験 で は
、 1種 類 ま た は そ れ 以 上 の こ の よ う な 抗 体 (必 要 と さ れ る 種 に 見 ら れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重
鎖 ク ラ ス の そ れ ぞ れ に 特 異 的 な 抗 体 )の パ ネ ル が 検 出 試 薬 と し て 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 ヒ
ト の 重 鎖 サ ブ ク ラ ス の 1つ ま た は そ れ 以 上 に 特 異 的 な 抗 体 パ ネ ル (IgG1、 IgG2a、 IgG2b、 Ig
G3、 IgG4、 IgA、 IgD、 IgE、 お よ び IgM)を 使 用 し て も よ い 。 適 切 な 種 類 の 検 出 抗 体 を 前 記
で 説 明 し た 。 WHO規 格 抗 体 は マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 従 っ て 、 同 一 の 特 性 を 有
す る 検 出 試 薬 を 多 量 か つ 本 質 的 に 無 尽 蔵 に 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 次 い で 、 プ ロ テ オ ミ ク ス に お け る 参 照 試 料 の 標 識 に 関 し て 前 記 で 説 明 し た よ う に 、 選 択
さ れ た 検 出 試 薬 は ハ イ ス ル ー プ ッ ト 検 出 に 適 し た 任 意 の 方 法 を 用 い て 標 識 し な け れ ば な ら
な い 。 例 え ば 、 WHO規 格 抗 体 を 蛍 光 色 素 で 標 識 す る こ と が で き る 。 そ れ ぞ れ の 異 な る 検 出
試 薬 に 対 し て 異 な る 試 薬 を 使 用 し て も よ い 。 (例 え ば 、 抗 ヒ ト IgG1を フ ル オ レ セ イ ン で 標
識 す る こ と が で き る の に 対 し て 、 抗 ヒ ト IgMを r-フ ィ コ エ リ ト リ ン で 標 識 す る こ と が で き
る )。 9種 類 全 て の WHO規 格 抗 体 を 別 々 に 定 量 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 、 ス ペ ク ト ル
識 別 が 可 能 な 多 く の 蛍 光 色 素 が あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 用 の 参 照 試 料 の 標 識 と 同 様 に 、 標 識 の 他 の 唯 一 の 必 要 条 件
は 、 標 識 が 適 用 さ れ た ら 検 出 試 薬 の 検 出 特 性 に 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と と 、 標 識 が 検 出 試 薬
に 結 合 し て も な お 読 み 取 り が 可 能 な こ と で あ る 。 同 じ 必 要 条 件 が こ の 場 合 に 当 て は ま る 。
【 ０ １ ０ ８ 】

　 DMIプ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ 用 の タ グ 化 抗 体 ラ イ ブ ラ リ の 読 み 取 り に 適 用 さ れ た
考 慮 事 項 の 全 て が 、 DMIイ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ 用 の タ グ 化 抗 原 ラ イ ブ ラ リ の 読 み 取
り に も 全 く 同 様 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】

　 試 験 試 料 (例 え ば 、 血 清 試 料 )は 、 そ れ ぞ れ の 適 切 な 体 積 (一 般 的 に 、 1μ l～ 200μ l)を 分
配 し て 、 1個 の ウ ェ ル に 一 度 に 添 加 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 次 い で 、 混 合 抗 原 ラ イ ブ ラ リ の 適 切 な 体 積 が 添 加 さ れ る 。 一 般 的 に 、 1μ l～ 100μ lの ラ
イ ブ ラ リ が 添 加 さ れ る 。 添 加 さ れ る 個 々 の タ グ の 数 は 、 ラ イ ブ ラ リ の 複 雑 さ に 左 右 さ れ る
。 一 般 的 に 、 ラ イ ブ ラ リ の 成 分 の 10～ 200倍 の 個 々 の タ グ が 添 加 さ れ る 。 ラ イ ブ ラ リ を 添
加 し た 後 、 反 応 チ ュ ー ブ ま た は プ レ ー ト を 十 分 に 混 合 し 、 試 験 試 料 に 存 在 す る 抗 体 と そ の
標 的 の 結 合 に 適 し た 条 件 下 で (例 え ば 、 試 験 血 清 が そ の コ グ ネ イ ト タ グ 化 抗 原 に 結 合 す る
期 間 に わ た っ て )イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し な け れ ば な ら な い 。 一 般 的 に 、 こ れ は 10～ 180分 で
あ る 。 確 実 に タ グ が 液 体 中 で ラ ン ダ ム に 懸 濁 さ れ た ま ま に な る よ う に 、 一 般 的 に 、 反 応 物
は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 ず っ と 連 続 攪 拌 さ れ る 。 一 般 的 に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 4℃
～ 37℃ で 行 わ れ る 。 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 特 異 性 お よ び 選 択 性 を 改 善 す る た め に 、 適 宜 、
他 の 成 分 が 反 応 物 に 添 加 さ れ て も よ い 。 一 般 的 に 、 0％ ～ 1％ 体 積 /体 積 の 濃 度 の 非 イ オ ン
性 界 面 活 性 剤 (例 え ば 、 0.1％ v/vの ト ウ ィ ー ン 20)が 添 加 さ れ る 。 同 様 に 、 塩 濃 度 を 変 更 す
る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 総 塩 濃 度 を 0mM～ 250mM上 げ る た め に 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 が
添 加 さ れ る 。 同 様 に 、 二 価 陽 イ オ ン 濃 度 を 変 更 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 必 要 に 応 じ
て カ ル シ ウ ム イ オ ン ま た は マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の 濃 度 を 0mM～ 10mM上 げ る た め に 、 塩 化 カ
ル シ ウ ム ま た は 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム が 添 加 さ れ る 。 ま た は 、 必 要 に 応 じ て カ ル シ ウ ム お よ び
マ グ ネ シ ウ ム の 濃 度 を 下 げ る た め に 、 EGTAが 添 加 さ れ る 。 同 様 に 、 反 応 物 の pHを 変 更 す る
こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 反 応 物 の pHを 0～ 3単 位 下 げ る ま た は 上 げ る た め に 、 そ れ ぞ れ 、
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1M塩 酸 ま た は 1M水 酸 化 ナ ト リ ウ ム が 添 加 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 反 応 の 終 わ り に 、 タ グ は 穏 や か な 限 外 濾 過 に よ っ て (一 般 的 に 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 で )洗
浄 さ れ る 。 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 特 異 性 お よ び 選 択 性 を 改 善 す る た め に 、 他 の 成 分 (例 え
ば 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 )を 洗 浄 緩 衝 液 に 添 加 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 ト ウ ィ ー
ン 20が 0％ ～ 1％ 体 積 /体 積 の 最 終 濃 度 で 添 加 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 洗 浄 後 、 タ グ は 、 標 識 検 出 試 薬 パ ネ ル を 含 む 緩 衝 液 に 再 懸 濁 さ れ る 。 例 え ば 、 試 験 試 料
が ヒ ト 供 給 源 に 由 来 す る 場 合 、 そ れ ぞ れ の 個 々 の 抗 体 に つ い て 0.05～ 50μ /ml(よ り 一 般 的
に は 、 0.5～ 5μ /ml)の 濃 度 の 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 が 検 出 試 薬 と し て 用 い ら れ る 。 タ
グ 上 の 捕 捉 抗 体 に 結 合 し て い る 検 出 試 薬 の 特 異 性 を 改 善 す る た め に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
緩 衝 液 に さ ら な る 成 分 を 添 加 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 ラ イ ブ ラ リ と 試 験 試 料 の 最 初
の 反 応 の 間 に 添 加 す る こ と が で き る 同 じ 成 分 で あ る 。 次 い で 、 標 識 検 出 試 薬 は 、 一 般 的 に
、 10～ 80分 間 、 タ グ 化 ラ イ ブ ラ リ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 。 タ グ が 液 体 中 で ラ ン ダ ム
に 懸 濁 さ れ た ま ま に な る よ う に 、 一 般 的 に 、 反 応 物 は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 に 攪 拌 さ れ
る 。 一 般 的 に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 4℃ ～ 37℃ で 行 わ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 反 応 の 終 わ り に 、 タ グ は 穏 や か な 限 外 濾 過 に よ っ て (一 般 的 に 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 で )洗
浄 す る こ と が で き る 。 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 特 異 性 お よ び 選 択 性 を 改 善 す る た め に 、 他 の
成 分 (例 え ば 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 )を 洗 浄 緩 衝 液 に 添 加 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、
ト ウ ィ ー ン 20が 0％ ～ 1％ 体 積 /体 積 の 最 終 濃 度 で 添 加 さ れ る 。 タ グ 化 の 前 に タ グ 化 抗 体 を
洗 浄 す る 必 要 が あ る か ど う か は 読 み 取 り 方 法 に 左 右 さ れ る 。 一 般 的 に 、 蛍 光 顕 微 鏡 ま た は
フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 使 用 す る 場 合 、 洗 浄 段 階 は 必 要 で な い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 次 い で 、 そ れ ぞ れ の タ グ に 結 合 し た 標 識 の 量 を 求 め な け れ ば な ら な い 。 読 み 取 ら な け れ
ば な ら な い タ グ の 数 は 、 ラ イ ブ ラ リ の 複 雑 さ 、 な ら び に そ の 重 複 性 お よ び 偏 り に 応 じ て 異
な る 。 一 般 的 に 、 ラ イ ブ ラ リ の そ れ ぞ れ の 非 重 複 成 分 に つ い て 、 2～ 200個 の タ グ が 読 み 取
ら れ る 。 ラ イ ブ ラ リ が 小 さ い ほ ど 、 読 み 取 る こ と が で き る 1成 分 あ た り の タ グ の 数 が 多 く
な る 。 そ れ ぞ れ の タ グ に つ い て 、 そ れ ぞ れ の 異 な る 標 識 (異 な る 重 鎖 ク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン の そ れ ぞ れ に 相 当 す る )の 量 は 別 々 に 読 み 取 ら れ る 。 別 々 に 検 出 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ク ラ ス の 数 に 応 じ て 、 出 力 ベ ク ト ル は 、 ラ イ ブ ラ リ に 対 す る 非 重 複 成 分 の 1～ 9倍 の 値 を
有 す る だ ろ う 。 非 常 に 大 き な ラ イ ブ ラ リ の 場 合 、 読 み 取 ら れ る 1成 分 あ た り の タ グ の 数 が
少 な け れ ば 、 最 終 ベ ク ト ル の か な り の 数 の 成 分 は デ ー タ 欠 側 値 と し て 記 録 し な け れ ば な ら
な い だ ろ う 。 同 じ 成 分 を 表 す 2つ 以 上 の タ グ が 読 み 取 ら れ た 場 合 、 一 般 的 に 、 そ れ ぞ れ に
結 合 し た 標 識 の 量 が 平 均 さ れ た 後 に 、 最 終 ベ ク ト ル が 報 告 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 次 い で 、 結 果 と し て 得 ら れ た 出 力 ベ ク ト ル は 多 く の や り 方 で 分 析 す る こ と が で き る 。 一
般 的 に 、 PCA、 PLS-DA、 お よ び OSCを 含 む 様 々 な メ ガ 変 量 統 計 解 析 用 の X行 列 を 構 築 す る た
め に 、 異 な る 個 体 に 由 来 す る 多 数 の ベ ク ト ル が 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 方 法 を 用 い る と 、
い く つ か の 既 存 の 表 現 型 (例 え ば 、 疾 患 状 態 )に 従 っ て 個 体 を 分 類 す る こ と が で き る 。 表 現
型 状 態 が 既 知 の 個 体 を 分 類 す る モ デ ル が 構 築 さ れ た ら 、 そ の モ デ ル を 用 い て 、 状 態 が 未 知
の 個 体 の 表 現 型 を 予 測 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 DMIプ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ を
医 療 診 断 に 適 用 す る 基 礎 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 そ れ ぞ れ の サ ブ ラ イ ブ ラ リ に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 量 は 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ 要 素 の 配
列 組 成 に 応 じ て 異 な る 。 緩 衝 液 の み で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 前 記 ア ッ セ イ に お け る 対 照 ウ ェ
ル 間 の シ グ ナ ル 変 化 は 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ 組 成 に よ る シ グ ナ ル 変 化 の 信 頼 限 界 の 適 用 を 可 能
に す る 。 多 く の サ ブ ラ イ ブ ラ リ 要 素 は 、 非 コ ー テ ィ ン グ ウ ェ ル に つ い て 予 想 さ れ た 範 囲 内
の 抗 体 結 合 を 示 す 。 こ の こ と は 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ 中 の 配 列 に 結 合 す る ど の 抗 体 も ア ッ セ イ
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の 検 出 感 度 よ り 低 い こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し な が ら 、 ウ ェ ル の 中 に は 非 コ ー テ ィ ン グ
ウ ェ ル よ り シ グ ナ ル が 著 し く 低 い も の も あ る こ と が あ る 。 す な わ ち 、 検 出 さ れ て い る サ ブ
ク ラ ス に 対 し て 異 な る サ ブ ク ラ ス の 非 常 に 高 い 濃 度 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 存 在 し 、 コ ー テ ィ
ン グ さ れ た サ ブ ラ イ ブ ラ リ に 結 合 し 、 さ ら に 、 非 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 を ブ ロ ッ ク し
て い る と い う の が 、 こ の こ と の 最 も 可 能 性 の 高 い 解 釈 で あ る 。 例 え ば 、 IgGが 検 出 さ れ て
い る 場 合 、 阻 止 抗 体 は IgMサ ブ ク ラ ス の 抗 体 で あ る 可 能 性 が 最 も 高 い 。 IgMサ ブ ク ラ ス の 抗
体 は 5量 体 構 造 を 有 す る の で 、 固 相 結 合 の た め の ア ビ デ ィ テ ィ が 高 い 。 他 の ウ ェ ル に つ い
て 、 非 コ ー テ ィ ン グ ウ ェ ル よ り シ グ ナ ル が 著 し く 高 い 場 合 が あ る 。 こ れ は 、 サ ブ ラ イ ブ ラ
リ を 構 成 す る 関 連 配 列 の 少 な く と も 一 部 へ の 特 異 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 を 示 唆 し て い る
。
【 ０ １ １ ７ 】
　 最 終 的 に は 、  (恐 ら く 、 シ グ ナ ル が 特 定 の 疾 患 の 存 在 の 診 断 と な る た め に ) 特 別 関 心 の
あ る こ と が 判 明 し た 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ に お け る シ グ ナ ル の 原 因 と な っ た 特 定 の 配 列 を 特 定
す る こ と が 、 次 に 望 ま し い 。 縮 重 (degeneracy)の 少 な い さ ら な る ラ イ ブ ラ リ を 作 成 す る こ
と が で き る 。 こ の 場 合 、 全 て の ラ イ ブ ラ リ 要 素 は 、 マ ス タ ー ラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る 関 心 対
象 の 1つ の サ ブ ラ イ ブ ラ リ と 同 じ パ タ ー ン (例 え ば 、 「 I」 群 ア ミ ノ 酸 お よ び 「 B」 群 ア ミ ノ
酸 パ タ ー ン )を 有 す る 。 ま た は 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ 中 の 配 列 (例 え ば 、 1億 個 の 配 列 )を 、 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 電 荷 な ど の 物 理 的 性 質 に 基 づ い て 自 明 に 分 画 す る こ と が で き る 。
両 方 の ア プ ロ ー チ と も 、 繰 り 返 し て 用 い ら れ れ ば 、 最 終 的 に 、 最 初 の 広 範 囲 の イ ム ノ ー ム
プ ロ フ ァ イ ル に お け る 特 定 の シ グ ナ ル の 原 因 と な っ た 特 定 の 配 列 を 特 定 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ １ ８ 】
　 講 じ る こ と が 可 能 な さ ら な る ア プ ロ ー チ は 、 既 知 の オ ク タ ペ プ チ ド 配 列 に 対 す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を 確 か め る こ と に よ っ て 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ 配 列 と
の 抗 体 反 応 性 の 特 異 性 を 証 明 す る こ と で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 し か し な が ら 、 最 終 的 に は 、 イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を 解 釈 す る 主 要 な ツ ー ル (例 え ば
、 本 明 細 書 で 示 さ れ た ツ ー ル )は 、 プ ロ フ ァ イ ル 中 の 特 定 の シ グ ネ チ ャ と 関 心 対 象 の 表 現
型 を 結 び つ け よ う と す る パ タ ー ン 認 識 ツ ー ル を 適 用 す る こ と で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 適 切 な パ タ ー ン 認 識 ツ ー ル の 1つ が 主 成 分 分 析 (PCA)で あ る 。 PCAは 、 観 察 (n)よ り さ ら に
多 く の 測 定 パ ラ メ ー タ (k)を 有 す る デ ー タ セ ッ ト 中 の ク ラ ス 特 異 的 シ グ ネ チ ャ の 認 識 に 最
適 な メ ガ 変 量 統 計 法 で あ る 。 PCAは 、 非 監 督 (unsupervised)パ タ ー ン 認 識 法 (こ れ は 、 得 ら
れ る モ デ ル が 、 ど の 個 体 の 疾 患 状 態 の 知 識 も な く 作 成 さ れ る こ と を 意 味 す る )で あ り 、 結
果 と し て 、 オ ー バ ー フ ィ ッ テ ィ ン グ に 対 し て 堅 牢 で あ り 、 外 部 バ リ デ ー シ ョ ン を 必 要 と し
な い 。 監 督 パ タ ー ン 認 識 法 (例 え ば 、 部 分 的 最 小 二 乗 判 別 分 析 (Partial Least Squares Di
scriminant Analysis:PLS-DA)を 適 用 す る こ と が で き 、 こ れ も ま た 群 を う ま く 分 離 す る 。
し か し な が ら 、 こ の よ う な モ デ ル は 外 部 バ リ デ ー シ ョ ン を 必 要 と し 、 こ れ に よ っ て 、 モ デ
ル を 作 成 す る の に 用 い ら れ な か っ た プ ロ フ ァ イ ル が 、 そ の モ デ ル に 対 し て 質 問 さ れ る 。 モ
デ ル が 堅 牢 で あ れ ば 、 こ れ ら の 外 部 バ リ デ ー シ ョ ン プ ロ フ ァ イ ル を 正 し く 予 測 す る が 、 モ
デ ル が オ ー バ ー フ ィ ッ ト さ れ れ ば 、 外 部 予 測 は 内 部 予 測 よ り か な り 悪 い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 他 の 一 連 の パ タ ー ン 認 識 法 を 本 発 明 の 方 法 に 適 用 す る こ と が
で き る 。 パ タ ー ン 認 識 法 と し て 、 ジ ェ ネ テ ィ ッ ク コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ (genetic computing
)、 サ ポ ー ト ベ ク ト ル マ シ ン 、 線 形 判 別 分 析 、 変 数 選 択 ア ル ゴ リ ズ ム (variable selection
 algorithm)、 お よ び ウ エ ー ブ レ ッ ト 分 解 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に
、 パ タ ー ン 認 識 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 す る 前 に 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 一 連 の 前 処 理 フ
ィ ル タ ー を デ ー タ に 適 用 す る こ と が で き る 。 前 処 理 フ ィ ル タ ー と し て 、 直 交 シ グ ナ ル 補 正
(orthogonal signal correction)、 ビ ン ニ ン グ 、 適 応 ビ ン ニ ン グ (adaptive binning)、 ス
ケ ー リ ン グ 、 お よ び フ ー リ エ 変 換 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 そ れ ぞ れ の 場 合
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に お い て 、 利 用 可 能 な 様 々 な 技 法 を 一 緒 に ま た は 組 み 合 わ せ て 実 験 的 に 適 用 す る こ と に よ
っ て 、 ど の 方 法 が 、 疾 患 個 体 の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル と 健 常 個 体 の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ
イ ル を 最 も よ く 分 離 す る か を 確 か め る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の パ タ ー ン 認 識 ツ ー ル は 、 あ る 特 定 の 状 態 に つ い て ま だ 医 学 的 に 診 断 さ
れ て い な い 個 体 の 疾 患 状 態 を 予 測 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 個 体 の イ ム ノ ー ム プ ロ
フ ァ イ ル は 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ 、 そ の プ ロ フ ァ イ ル は 本 明 細 書 に 記 載 の
よ う に 得 ら れ た モ デ ル と 比 較 し て 用 い ら れ る 。 新 た な プ ロ フ ァ イ ル の 位 置 に 応 じ て 、 個 体
の 疾 患 状 態 を 予 測 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 予 測 (例 え ば 、 ク ー マ ン プ ロ ッ ト (Cooman
's Plot))を 行 う た め に 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 多 数 の 任 意 の 方 法 を 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 診 断 目 的 の イ ム ノ ミ ク ス プ ロ フ ァ イ ル の 有 用 性 は 多 く の 要 因 に 左 右 さ れ る 。 最 も 重 要 な
こ と に は 、 特 定 の 疾 患 が 発 症 す る 時 間 尺 度 と 同 様 の 時 間 尺 度 で 、 あ る 特 定 の 個 体 の プ ロ フ
ァ イ ル に 対 す る 安 定 し た 要 素 が な け れ ば な ら ず 、 こ の 安 定 し た プ ロ フ ァ イ ル 要 素 に 個 体 間
の 差 が な け れ ば い け な い 。 そ の 場 合 に は 、 あ る 特 定 の 疾 患 の 存 在 の 診 断 と な る シ グ ネ チ ャ
を 発 見 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　 前 記 の 基 本 的 な 方 法 は 多 く の や り 方 で 変 更 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ
の 数 お よ び サ イ ズ を 変 更 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 こ の 技 法 の 簡 単 な 変 更 は 、 異 な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン サ ブ ク ラ ス と 、 同 じ サ ブ ラ イ ブ ラ リ と
の 結 合 を 測 定 す る こ と で あ る 。 こ れ は 、 識 別 可 能 な 標 識 で タ グ 化 さ れ た 検 出 試 薬 を 使 用 す
る こ と に よ っ て 可 能 に な る か も し れ な い 。 す な わ ち 、 マ ル チ プ レ ッ ク ス 法 で は 、 異 な る ヒ
ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン サ ブ ク ラ ス に 対 す る 検 出 抗 血 清 は 異 な る 蛍 光 標 識 で タ グ 化 す る こ と が で
き る 。 異 な る 蛍 光 標 識 を 使 用 す る と 、 そ れ ぞ れ の サ ブ ラ イ ブ ラ リ に 結 合 し た 、 例 え ば 、 Ig
M、 IgG1、 IgG2、 お よ び IgDの 量 を 同 じ 反 応 に お い て 求 め る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法
の 実 施 は 基 本 的 な IgGイ ム ノ ミ ク ス ベ ク ト ル の デ ー タ 密 度 を 4倍 に 増 や す が 、 情 報 量 の 増 加
は あ る 特 定 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 サ ブ ク ラ ス の 量 と 高 度 に 相 関 す る 場 合 が あ る の で (特 に 、
こ れ ら の 結 合 が 競 合 し て 起 こ る の で )、 予 測 を 難 し く す る か も し れ な い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 別 の ア プ ロ ー チ は 、 例 え ば 、 オ リ ゴ 糖 サ ブ ラ イ ブ ラ リ を 加 え る こ と に よ っ て 、 オ リ ゴ ペ
プ チ ド と の 構 造 的 な 関 連 性 の な い ラ イ ブ ラ リ 要 素 を 導 入 す る こ と で あ る 。 オ リ ゴ 糖 抗 原 に
対 す る 低 親 和 性 天 然 抗 体 は 豊 富 に あ り 、 時 間 的 に 安 定 で あ り 、 (単 純 な 炭 水 化 物 構 造 で あ
る )血 液 抗 原 群 に 対 す る 抗 体 へ の 多 く の 働 き の た め に 個 体 間 で 異 な る こ と が 知 ら れ て い る
。 従 っ て 、 オ リ ゴ 糖 抗 原 の サ ブ ラ イ ブ ラ リ を 加 え る と 、 ラ イ ブ ラ リ の 複 雑 さ の 増 加 を 最 小
限 に し て 、 イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル の 情 報 量 を 増 や す こ と が で き る 。 他 の 化 学 抗 原 (例 え
ば 、 脂 質 、 芳 香 族 な ど )も 含 め る こ と が で き る が 、 こ れ ら の 抗 原 に 対 す る 天 然 抗 体 の 優 勢
は 現 在 あ ま り 理 解 さ れ て い な い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ラ イ ブ ラ リ 設 計 の 適 切 な 変 更 は 、 最 も 関 心 の あ る こ と が 分 か っ て い る 広 範 囲 の プ ロ フ ァ
イ ル の 領 域 を さ ら に 分 解 す る ラ イ ブ ラ リ 要 素 (例 え ば 、 下 記 の 実 施 例 に お け る 、 親 水 性 ア
ミ ノ 末 端 を 有 す る 最 初 の 8個 の サ ブ ラ イ ブ ラ リ の 要 素 )を 加 え る こ と で あ る か も し れ な い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 ラ イ ブ ラ リ 構 築 中 に 用 い ら れ る ア ミ ノ 酸 プ ー ル を 変 更 す る こ と に よ っ て 、 結 果 と し て 得
ら れ る プ ロ フ ァ イ ル か ら さ ら な る 情 報 が 得 ら れ る か も し れ な い 。 例 え ば 、 「 I」 群 か ら の
ア ミ ノ 酸 の う ち の 5つ を 「 B」 群 に 切 り 替 え 、 次 い で 、 さ ら に 256個 の サ ブ ラ イ ブ ラ リ (あ る
意 味 で は 、 最 初 の ラ イ ブ ラ リ と 組 成 が 「 直 交 (orthogonal)」 す る )を 合 成 す る こ と に よ っ
て 、 ラ イ ブ ラ リ 複 雑 さ が 許 容 可 能 に 増 加 し て 、 イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル に 情 報 量 を 加 え る

10

20

30

40

50

(25) JP 2006-520896 A 2006.9.14

G:イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 改 善 す る た め の ス ト ラ テ ジ ー



こ と が で き る が 、 こ の よ う な 増 加 は 全 て 実 験 に よ り 証 明 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ２ ９ 】

　 個 体 の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル は 診 断 に も 使 用 す る こ と が で き る 。 イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ
イ ル (例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の DMI法 を 用 い て 得 ら れ た プ ロ フ ァ イ ル )は 、 疾 患 の 存 在 を
診 断 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 異 な る 個 体 の 高 密 度 記 述 ベ ク ト ル (high density desc
riptive vector)を 得 る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 ほ と ん ど の 医 学 的 状 態 ま た は 疾 患 は
、 特 定 の 状 態 に 対 す る 免 疫 系 の 応 答 の た め に 個 体 の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル の 変 化 に つ な
が る 。 イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル の 一 部 の 局 面 は あ る 特 定 の 疾 患 ま た は 状 態 と 相 関 す る こ と
が あ り 、 例 え ば 、 疾 患 も し く は 状 態 の 原 因 ま た は そ の 影 響 の 原 因 を 示 す こ と が あ る 。 従 っ
て 、 個 体 の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル の 分 析 は 個 体 の 疾 患 診 断 に 、 ま た は 将 来 の 疾 患 も し く
は あ る 特 定 の 疾 患 に 対 す る 個 体 の 感 受 性 を 予 測 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 イ ム ノ ー
ム プ ロ フ ァ イ ル は ま た 、 個 体 に お け る 疾 患 の 重 篤 度 ま た は 予 想 重 篤 度 を 評 価 す る の に 使 用
す る こ と も で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 は ま た 、 疾 患 に 罹 患 し て い る こ と が 分 か っ て い
る 個 体 の 疾 患 を モ ニ タ リ ン グ す る の に 使 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 疾 患 の 進 行 も し く
は 後 退 を モ ニ タ リ ン グ し て も よ く 、 疾 患 の 治 療 効 果 を モ ニ タ リ ン グ し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 こ の よ う な 診 断 は 、 疾 患 状 態 が 既 知 の 個 体 の 標 準 的 な プ ロ フ ァ イ ル を 得 る こ と に よ っ て
達 成 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 疾 患 ま た は 状 態 の 存 在 に 固 有 か つ 再 現 可 能 に 関 連 し て い
る イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル 中 の シ グ ネ チ ャ を 特 定 す る た め に 、 パ タ ー ン 認 識 法 を 使 用 す る
こ と が で き る 。 次 い で 、 こ の 情 報 を 用 い て 、 疾 患 状 態 が 未 知 の 他 の 試 験 個 体 の 疾 患 状 態 の
予 測 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 こ の よ う に 、 疾 患 の 存 在 ま た は 疾 患 に 対 す る 感 受 性 は 、 個 体 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 中 の
複 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 検 出 す る 段 階 、 次 い で 、 試 料 中 に 検 出 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン (す
な わ ち 、 個 体 の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル )と 、 疾 患 の 存 在 ま た は 非 存 在 に 関 連 し た 既 知 の
免 疫 グ ロ ブ リ ン パ タ ー ン ま た は 既 知 の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル パ タ ー ン を 比 較 す る 段 階 を
含 む 方 法 に よ っ て 確 か め る こ と が で き る 。 こ の よ う な 比 較 を 行 う こ と に よ っ て 、 個 体 が 、
問 題 に な っ て い る 疾 患 を 有 す る か ど う か 、 ま た は 発 症 す る 可 能 性 が 高 い か ど う か を 確 か め
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 個 体 は 、 診 断 が 望 ま れ る ど の よ う な ヒ ト で も 動 物 で も よ い 。 検 出 段 階 お よ び 個 体 の イ ム
ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル の 作 成 は 、 任 意 の 適 切 な 方 法 に よ っ て (例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の DMI
法 を 用 い て )行 う こ と が で き る 。 比 較 段 階 は 任 意 の 適 切 な 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る
。 場 合 に よ っ て は 、 イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル の 検 査 に よ っ て 手 作 業 で こ れ を 行 う こ と が で
き る か も し れ な い 。 ま た は 、 任 意 の パ タ ー ン 認 識 法 (例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の パ タ ー ン
認 識 法 )を 使 用 す る こ と が で き る 。 適 切 な パ タ ー ン 認 識 法 と し て 、 主 成 分 分 析 、 部 分 的 最
小 二 乗 判 別 分 析 、 ジ ェ ネ テ ィ ッ ク コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 、 サ ポ ー ト ベ ク ト ル マ シ ン 、 線 形 判
別 分 析 、 変 数 選 択 ア ル ゴ リ ズ ム 、 お よ び ウ エ ー ブ レ ッ ト 分 解 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 疾 患 状 態 と イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル と の 間 で 相 関 関 係 が 見 ら れ た 任 意 の 疾 患 ま た は 状 態
を こ の よ う に 診 断 す る こ と が で き る 。 適 切 な 疾 患 は 、 免 疫 系 が 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る
疾 患 で も よ く 、 様 々 な 要 因 が こ の 状 態 の 一 因 と な っ て い る 可 能 性 の あ る 疾 患 で も よ い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 こ の よ う な 診 断 に 適 し た 疾 患 と し て 、 例 え ば 、 感 染 症 (例 え ば 、 細 菌 、 菌 類 、 寄 生 生 物
、 ウ イ ル ス 、 ま た は プ リ オ ン に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 )、 寄 生 虫 病 (例 え ば 、 原 生 動
物 ま た は 寄 生 虫 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 寄 生 虫 病 )、 炎 症 性 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 遺 伝 病
、 中 毒 疾 患 (例 え ば 、 環 境 毒 素 へ の 曝 露 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 中 毒 疾 患 )、 損 傷 、 奇 形 、
ま た は 身 体 の 一 部 の 不 使 用 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 状 態 、 栄 養 病 ま た は 栄 養 障 害 、 神 経 障
害 、 癌 、 ア レ ル ギ ー 、 お よ び 心 疾 患 を 挙 げ る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 が 診 断
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に 有 用 で あ り 得 る 特 定 の 疾 患 と し て 、 冠 状 動 脈 性 心 疾 患 、 癌 (例 え ば 、 肺 癌 お よ び 腸 癌 )、
変 形 性 関 節 症 、 骨 粗 鬆 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 多 発 性
硬 化 症 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 な ら び に 子 宮 内 膜 症 が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 侵 襲 的 な 処 置 を 使 用 し な け れ ば 正 確 に 診 断 す る こ と が 難 し い 疾 患 ま た
は 状 態 の 診 断 に 特 に 有 用 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 診 断 方 法 は 、 患 者 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 に お い て 行 う こ と が で き る 。 イ ム ノ グ
ロ ビ ン (immunoglobin)を 含 む 任 意 の 試 験 試 料 を こ の よ う な 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 試 験 試 料 は 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 組 織 試 料 、 ま た は 脳 脊 髄 液 で も よ い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 に 使 用 す る た め の (例 え ば 、 個 体 の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル の 入
手 に 使 用 す る た め の 、 ま た は 診 断 方 法 に お い て 使 用 す る た め の )キ ッ ト も 想 定 さ れ る 。 適
切 な キ ッ ト は 、 こ の よ う な 方 法 に お い て 用 い ら れ る 成 分 を 含 む 。 例 え ば 、 キ ッ ト は 、 そ れ
ぞ れ の 抗 原 ま た は 抗 原 混 合 物 が タ グ を 含 む 複 数 の 抗 原 ま た は 抗 原 混 合 物 と 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 1種 類 ま た は そ れ 以 上 の 標 識 抗 体 を 含 ん で も よ い 。 本
明 細 書 に 記 載 の 任 意 の 抗 原 、 抗 原 混 合 物 、 ま た は 抗 原 ラ イ ブ ラ リ を 、 こ の よ う な キ ッ ト に
お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 任 意 の 標 識 抗 体 を 使 用 す る こ と
が で き る 。 好 ま し い キ ッ ト は 、 以 下 の 表 5に 示 し た ア ミ ノ 酸 群 分 け を 用 い て 本 明 細 書 に 記
載 の よ う に 作 成 さ れ た ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ を 含 ん で も よ い 。 こ の 場 合 、 ラ イ ブ ラ リ 中 の そ
れ ぞ れ の ペ プ チ ド 混 合 物 は ア ル ミ ニ ウ ム バ ー コ ー ド で タ グ 化 さ れ て い る 。 好 ま し い キ ッ ト
は ま た 、 IgGを 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き る 標 識 抗 体 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 第 1の 段 階 で は 、 DMIで の 使 用 に 適 し た 抗 体 ラ イ ブ ラ リ を 作 成 し た 。 本 発 明 の こ の 試 験 証
明 の た め に 、 一 連 の 製 造 業 者 か ら ヒ ト 血 清 成 分 に 対 す る 多 数 の 精 製 抗 体 を 入 手 す る こ と に
よ っ て 、 ラ イ ブ ラ リ を 構 築 し た 。 試 験 し よ う と す る そ れ ぞ れ の 抗 原 は 一 度 だ け ラ イ ブ ラ リ
に 含 め ら れ 、 結 果 と し て 、 ラ イ ブ ラ リ は 、 重 複 性 が 非 常 に 低 い と い う DMIラ イ ブ ラ リ に 理
想 的 な 特 徴 を 有 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 こ の 実 験 の た め に 、 38種 類 の 抗 体 を 選 択 し た 。 34種 類 は 異 な る 血 清 成 分 に 対 す る 抗 体 で
あ っ た (表 1を 参 照 の こ と )。 残 り の 4種 類 は 、 34種 類 の 抗 体 と 同 じ 種 で あ る が 、 参 照 試 料 に
は 存 在 し な い よ う に 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ を 有 す る 対 照 抗 体 で あ っ た 。 こ の 実 験 で 検 出 し
よ う と す る 34種 類 の 血 清 成 分 は 存 在 量 が ア ル ブ ミ ン (約 30mg/ml)～ IL-1b(100pg/ml)に 及 ん
で い た 。 し か し な が ら 、 存 在 量 が 最 も 少 な い 成 分 に 対 す る 抗 体 の 3種 類 (抗 HIVp24gag、 抗
可 溶 性 セ レ ク チ ン 、 お よ び 抗 IL1b)に つ い て は 、 シ グ ナ ル は 参 照 試 料 に お い て 検 出 さ れ ず
、 結 果 と し て 、 こ れ ら の タ グ か ら デ ー タ は 得 ら れ な か っ た 。 本 発 明 者 ら の 実 験 に お い て 堅
牢 に 検 出 し よ う と す る 、 存 在 量 が 最 も 少 な い タ ン パ ク 質 は TGF-β (約 30ng/ml)で あ っ た 。
こ れ は 、 約 100万 倍 の DMIの 動 作 ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ (working dynamic range)に 相 当 す る
。 そ れ ぞ れ の 抗 体 を 個 別 に 購 入 し た の で 、 38個 の 異 な る 容 器 に 入 れ て 使 用 す る こ と が で き
、 こ の た め に 、 抗 体 を 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 に 溶 解 し て 1mg/mlの 抗 体 濃 度 で マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト ウ ェ ル に 分 配 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 1:手 作 業 に よ る 小 さ な DMIラ イ ブ ラ リ を 作 成 す る た め に 選 択 さ れ た 抗 体 を 上 記 に 示 す 。
「 タ グ 」 の 数 字 は 、 出 力 ベ ク ト ル に お け る ラ イ ブ ラ リ 成 分 の 位 置 を 示 す (タ グ の コ ー ド で
は な い 。 タ グ は さ ら に 複 雑 で あ る )。 「 抗 原 」 は 、 抗 体 が 結 合 す る 既 知 の 血 清 成 分 を 示 す
。 「 抗 体 」 は 、 使 用 す る 特 定 の 抗 体 の 供 給 者 を 示 す 。 「 種 」 は 、 使 用 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン
画 分 の 種 で あ る 。 「 Cvar」 は 、 同 じ 実 験 に お け る 同 じ コ ー ド の 複 数 の タ グ の 読 み 取 り の 変
動 係 数 で あ る 。 HIVp24gag、 ICAM-1、 ま た は セ レ ク チ ン E/Pは 本 発 明 者 ら の 参 考 試 料 に お け
る ア ッ セ イ の 検 出 限 界 未 満 で あ っ た の で 、 こ れ ら の 抗 原 の Cvarは 示 し て い な い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 次 い で 、 こ の 小 さ い 抗 体 ラ イ ブ ラ リ を 、 ア ル ミ ニ ウ ム バ ー コ ー ド タ グ を 用 い て タ グ 化 し
た 。 タ ン パ ク 質 の 非 共 有 結 合 を 促 進 す る た め に タ グ を 活 性 化 し 、 次 い で 、 抗 体 と 混 合 し た
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。 す な わ ち 、 異 な る バ ー コ ー ド を 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ の そ れ ぞ れ の 成 分 と 混 合 し た 。 タ グ お
よ び 抗 体 を 密 封 し 、 バ ー コ ー ド タ グ が 抗 体 分 子 で 完 全 に 覆 わ れ る よ う に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た 。 次 い で 、 全 て の タ グ 化 抗 体 を 1個 の チ ュ ー ブ に プ ー ル し 、 過 剰 量 の リ ン 酸 緩
衝 食 塩 水 を 用 い た 穏 や か な 限 外 濾 過 に よ っ て 洗 浄 し 、 既 知 の タ グ 濃 度 (例 え ば 、 1mlあ た り
100万 個 の 個 々 の タ グ )で 再 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 第 2の 段 階 で は 、 標 識 参 照 試 料 を 調 製 し た 。 15人 の 健 常 ボ ラ ン テ ィ ア か ら プ ー ル し た 約 2
mlの 血 清 を 、 (タ ン パ ク 質 と フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)と の 反 応 を 妨 げ る
遊 離 ア ミ ノ 酸 を 除 去 し 、 pHを FITC標 識 に 最 適 な 値 に 調 節 す る た め に )100mM炭 酸 ナ ト リ ウ ム
緩 衝 液 (pH9)に 対 し て 大 規 模 に 透 析 し た 。 次 い で 、 DMSOに 溶 解 し た FITCを 透 析 血 清 に 約 10:
1の モ ル 比 で 添 加 し た 。 (血 清 は 70mg/mlの タ ン パ ク 質 (平 均 分 子 量 50,000Da)を 含 み 、 こ れ
は 約 1.4mMの 濃 度 に 相 当 す る 。 従 っ て 、 FITCは 最 終 濃 度 15mMで 添 加 し た 。 本 発 明 者 ら は 、
血 清 2mlに 、 DMSOに 溶 解 し た 150mM FITC保 存 液 200μ lを 添 加 し た )。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 一 定 に 混 合 し な が ら 、 標 識 反 応 を 4℃ で 一 晩 行 っ た 。 次 い で 、 1/10体 積 (220μ l)の 1Mグ
リ シ ン (pH7)を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 反 応 を 止 め た 。 過 剰 な グ リ シ ン は 、 残 存 し て い る
遊 離 FITCと 急 速 に 反 応 し 、 従 っ て 、 反 応 を 終 了 さ せ る 。 次 い で 、 結 果 と し て 得 ら れ た タ ン
パ ク 質 混 合 物 を 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 未 反 応 フ ル オ レ セ イ ン :グ リ シ ン
結 合 体 か ら 分 離 し た 。 セ フ ァ デ ッ ク ス (sephadex)G25カ ラ ム (10mlカ ラ ム 体 積 )を リ ン 酸 緩
衝 食 塩 水 で 平 衡 化 し 、 次 い で 、 カ ラ ム に 標 識 血 清 試 料 を ロ ー ド し た 。 タ ン パ ク 質 成 分 は カ
ラ ム を 素 早 く 通 過 し 、 収 集 お よ び 保 持 さ れ る の に 対 し て 、 低 分 子 量 塩 (フ ル オ レ セ イ ン を
含 む )は カ ラ ム を 非 常 に ゆ っ く り と 通 過 し 、 捨 て ら れ る 。 分 離 は 、 カ ラ ム 溶 出 液 を 、 280nm
(タ ン パ ク 質 観 察 用 )お よ び 490nm(フ ル オ レ セ イ ン 観 察 用 )に 設 定 さ れ た 2波 長 分 光 光 度 検 出
器 に 流 す こ と に よ っ て モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 記 録 を 図 2に 示 す 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 次 い で 、 カ ラ ム か ら の 標 識 タ ン パ ク 質 溶 出 液 を 、 遠 心 超 濃 縮 器 (centrifugal ultraconc
entrator)(ミ リ ポ ア (Millipore))と 公 称 3kDaカ ッ ト オ フ フ ィ ル タ ー メ ン ブ レ ン を 用 い て 、
約 1ml(プ ー ル 血 清 の 最 初 の 体 積 の 半 分 )ま で 体 積 が 減 少 す る ま で 濃 縮 し た 。 次 い で 、 こ の
試 料 の 総 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 ク マ シ ー プ ラ ス (Coomassie Plus)タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ (ピ ア
ス (Pierce))と 標 準 と し て 血 清 ア ル ブ ミ ン を 用 い て 試 験 し た 。 本 発 明 者 ら の 実 験 で は 、 タ
ン パ ク 質 濃 度 は 121mg/mlで あ っ た 。 こ れ は 、 標 識 段 階 お よ び ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 段 階 の 間
に 86％ が 回 収 さ れ た こ と に 相 当 す る 。 次 い で 、 標 識 参 照 試 料 の 総 タ ン パ ク 質 濃 度 を 最 初 の
プ ー ル 血 清 の 総 タ ン パ ク 質 濃 度 に 戻 す た め に 、 適 切 な 体 積 の リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 を 添 加 し た
。 本 発 明 者 ら の 実 験 で は 、 総 タ ン パ ク 質 濃 度 を 70mg/mlに 戻 す た め に 、 730μ lの 緩 衝 液 を
添 加 し た 。 こ の 手 順 に よ っ て 、 約 100回 の 異 な る ア ッ セ イ に 十 分 な 標 識 参 照 試 料 1.73mlが
調 製 さ れ た 。 し か し な が ら 、 同 じ 手 順 を 用 い て 、 さ ら に 多 量 の 参 照 試 料 を 調 製 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 第 3の 段 階 で は 、 本 発 明 者 ら は 実 際 の DMI法 を 行 っ た 。 V底 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に
、 標 識 参 照 試 料 ア リ コ ー ト 20μ lを 分 配 し た 。 次 に 、 そ れ ぞ れ の 試 験 試 料 20μ lを 各 ウ ェ ル
に 添 加 し た 。 試 験 試 料 は 、 参 照 試 料 プ ー ル を 作 成 す る た め に プ ー ル さ れ た 15個 の 試 料 を 含
む 非 希 釈 ヒ ト 血 清 試 料 で あ っ た 。 プ レ ー ト を 密 封 し 、 混 合 し た 。 次 に 、 10μ lの タ グ 化 DMI
抗 体 ラ イ ブ ラ リ (約 10,000個 の 個 々 の タ グ を 含 む 。 本 発 明 者 ら は 、 全 て の タ グ の う ち の 少
な く と も 1つ が 混 合 物 に 含 ま れ る 可 能 性 を 高 め る た め に 、 別 個 の 成 分 の 10～ 200倍 の 個 々 の
タ グ を ラ イ ブ ラ リ に 添 加 す る こ と を ね ら っ て い る )を 各 ウ ェ ル に 分 配 し た 。 プ レ ー ト を 再
度 密 封 し 、 混 合 し 、 次 い で 、 一 定 に 攪 拌 し な が ら 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
実 験 の 終 わ り に 、 希 釈 に よ っ て 反 応 を 止 め る た め に 、 150μ lの リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 を 添 加 し
た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 最 後 の 段 階 に お い て 、 そ れ ぞ れ の 反 応 物 を 次 々 に フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 通 し た 。 大 規
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模 な DMI実 験 の 場 合 、 こ れ は ロ ボ ッ ト オ ー ト サ ン プ ラ ー を 用 い て 行 う こ と が で き る が 、 こ
の よ う な 小 規 模 の 試 験 実 験 の 場 合 、 各 反 応 物 を 次 々 に FACSチ ュ ー ブ (ベ ク ト ン デ ィ キ ン ソ
ン (Becton-Dickinson))に 移 し 、 手 作 業 で サ ン プ リ ン グ し た 。 各 チ ュ ー ブ に つ い て 、 5,000
の 事 象 を 捕 捉 し た (5,000の 異 な る 個 々 の タ グ に 相 当 す る )。 そ れ ぞ れ の タ グ を レ ー ザ ー ビ
ー ム に 通 し た 時 に 、 前 方 散 乱 光 パ ル ス の 時 間 プ ロ フ ァ イ ル が デ コ ー ド さ れ て 、 タ グ コ ー ド
の 2進 表 示 が 得 ら れ る 。 同 時 に 、 タ グ 化 抗 体 に 結 合 し た 標 識 タ ン パ ク 質 の 量 を 表 す た め に
、 入 射 ビ ー ム に 対 し て 90度 で 読 み 取 ら れ た FL1波 高 を 測 定 し た 。 5,000の 事 象 全 て に つ い て
、 そ れ ぞ れ の 数 字 の 対 (タ グ コ ー ド 、 結 合 標 識 )を 記 録 し た 。 そ の 後 、 事 象 を タ グ コ ー ド に
よ っ て 群 分 け し 、 同 一 コ ー ド の 各 群 の 平 均 結 合 標 識 を 計 算 し た 。 こ の 実 験 か ら の 出 力 は 、
分 析 さ れ た 各 試 料 の タ グ コ ー ド の 順 番 の 38の 値 を 有 す る ベ ク ト ル で あ っ た 。 結 果 を 表 2お
よ び 図 3に 示 す 。 こ れ ら の プ ロ フ ァ イ ル は 、 試 験 さ れ た 各 個 体 の プ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ァ イ
ル に 相 当 し 、 様 々 な 調 査 ま た は 分 析 目 的 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 実 施 例 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 数 人 の 個 体 に お い て タ グ 8お よ び 21に 結 合 し た タ ン パ ク
質 濃 度 が 高 い こ と に 気 づ い た (高 濃 度 の タ ン パ ク 質 が 試 験 試 料 中 に あ る と 、 タ グ 化 抗 体 に
結 合 す る 参 照 試 料 の 標 識 タ ン パ ク 質 の 量 が 減 少 す る の で 、 こ れ は 表 2の 低 い 値 に よ っ て 表
さ れ る )。 こ れ ら の タ グ は 、 そ れ ぞ れ 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン に 対 す る 抗 体 お よ び PAI-1に 対 す る
抗 体 を 有 し た 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 両 方 と も 陽 性 急 性 期 反 応 物 質 で あ る こ と が 知 ら れ て
い る の で (す な わ ち 、 感 染 中 に 濃 度 が 上 昇 す る こ と が 知 ら れ て い る の で )、 本 発 明 者 ら は 、
こ れ ら の 個 体 が 血 液 試 料 の 採 取 時 に 軽 度 の 感 染 症 (例 え ば 、 風 邪 )に 罹 患 し て い た 可 能 性 が
高 い と 結 論 付 け て い る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 得 ら れ た デ ー タ ベ ク ト ル (表 1お よ び 2)に お け る 変 動 原 因 の 詳 細 分 析 を 行
っ た 。 最 初 に 、 本 発 明 者 ら は 、 同 じ 実 験 に お い て 同 じ コ ー ド を 有 す る 異 な る タ グ か ら の 蛍
光 読 み 取 り の 範 囲 か ら 計 算 さ れ た 、 こ の 方 法 の 分 析 再 現 性 (Cvar(anal))を 評 価 し た 。 分 析
再 現 性 は 非 常 に 良 い (ほ と ん ど の タ グ に つ い て 5％ 未 満 で あ り 、 個 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ よ り
優 れ て い る )。 さ ら に 、 Cvar(anal)は 抗 原 存 在 量 の 影 響 を 受 け ず 、 ア ル ブ ミ ン お よ び フ ィ
ブ リ ノ ゲ ン :TGF-β お よ び PAI-1に つ い て ほ ぼ 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 さ ら に 、 試 験 試 料 の う ち の 5つ は 同 じ 採 血 か ら の 複 製 ア リ コ ー ト  (PI～ P5,表 2の 陰 を つ
け た 部 分 )で あ っ た 。 こ れ を 用 い る と 、 反 復 測 定 再 現 性 (Cvar(rm))を 評 価 す る こ と が で き
る 。 Cvar(rm)は 分 析 変 動  (Cvar(anal))が 差 し 引 か れ て 報 告 さ れ て い る 。 参 照 試 料 に お い
て シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た 31種 類 全 て の 抗 体 の Cvar(rm)中 央 値 は 2.7％ (範 囲 2.1％ ～ 17.6％ )
で あ っ た 。 こ の 値 は 、 最 も 堅 牢 な 分 析 方 法 (例 え ば 、 メ タ ボ ノ ミ ク ス 用 の NMR(1～ 2％ ))よ
り わ ず か に 劣 っ て い る が 、 2Dゲ ル 電 気 泳 動 ま た は プ ロ テ イ ン チ ッ プ マ イ ク ロ ア レ イ を 含 む
既 存 の ど の プ ロ テ オ ミ ク ス 方 法 (10～ 20％ )よ り か な り 優 れ て い る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
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【 表 ２ 】
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表 2:「 A」 ～ 「 O」 と 表 示 し た 15人 の 健 常 ド ナ ー (男 性 7人 お よ び 女 性 8人 、 23～ 27歳 )の 静 脈
血 か ら 調 製 し た 血 清 試 料 の DMIよ る プ ロ テ オ ー ム デ ー タ を 示 す 。 別 の 個 体 (男 性 ,35歳 )か ら
の 1つ の 血 清 試 料 を 5つ の 複 製 ア リ コ ー ト (PI～ P5)に 分 け 、 同 様 に ア ッ セ イ し た 。 そ れ ぞ れ
の タ グ に つ い て 、 標 準 化 さ れ た 平 均 蛍 光 を 示 す (小 数 第 3位 ま で )。 参 照 試 料 の み で も 蛍 光
が 検 出 さ れ な か っ た 場 合 、 -を 示 す 。 そ れ ぞ れ の タ グ の 変 動 成 分 が 分 析 さ れ 、 示 さ れ る 。
す な わ ち 、 「 Cvar(anal)」 は 同 じ 実 験 に お け る タ グ 間 の 分 析 変 動 で あ る 。 「 Cvar(rm)」 は
5つ の 複 製 ア リ コ ー ト の 反 復 測 定 変 動 で あ り 、 分 析 変 動 を 差 し 引 い て 示 さ れ る 。 「 Cvar(in
divid)」 は 個 体 間 の 分 散 で あ り 、 分 析 変 動 と 反 復 測 定 変 動 の 両 方 を 差 し 引 い て 示 さ れ る 。
Cvar(individ)値 が 高 い タ ン パ ク 質 は 最 も 大 き な 診 断 情 報 を 含 む 。 点 線 の 囲 み は 、 ア ッ セ
イ の 較 正 範 囲 (約 0.1～ 10の 任 意 の 単 位 )外 の 値 を 示 す 。 黒 色 の 囲 み は 本 文 に お い て 言 及 さ
れ た 値 を 強 調 し て い る 。
【 ０ １ ５ １ 】

　 実 施 例 1で は 、 本 発 明 者 ら は 、 DMI法 の 原 理 を 説 明 す る た め に 、 手 作 業 で 構 築 し た 小 さ な
DMI抗 体 ラ イ ブ ラ リ を 使 用 し た 。 し か し な が ら 、 数 千 の 分 析 物 を 同 時 に 扱 う こ と が で き る
ど の メ ガ プ レ ッ ク ス 技 術 と も 同 じ よ う に 、 こ の ア プ ロ ー チ の 能 力 は ラ イ ブ ラ リ サ イ ズ と 共
に 増 加 す る 。 100個 程 度 の 成 分 よ り 大 き な ラ イ ブ ラ リ を 、 手 作 業 に よ る 方 法 で 構 築 す る こ
と は で き な い の で 、 大 き な ラ イ ブ ラ リ を 得 る た め に 別 の 方 法 が 必 要 と さ れ る 。 さ ら に 、 手
作 業 で 構 築 さ れ た ラ イ ブ ラ リ は 「 既 知 の 」 抗 原 (す な わ ち 、 試 験 試 料 に 存 在 す る こ と が 既
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実 施 例 2:有 効 範 囲 が 非 常 に 広 い 非 選 択 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ か ら の 大 規 模 DMI
抗 体 ラ イ ブ ラ リ の 作 成



に 知 ら れ て い る 抗 原 ま た は 試 験 試 料 に 存 在 す る と 考 え ら れ る 抗 原 )し か 示 さ な い 。 対 照 的
に 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ か ら の サ ブ セ レ ク シ ョ ン に よ っ て 作 成 さ れ た ラ イ ブ
ラ リ は 非 常 に 大 き く 、 か つ 以 前 に 特 定 さ れ た こ と の な い 試 験 試 料 成 分 に 対 す る 抗 体 を 含 ん
で い る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 大 き な DMIラ イ ブ ラ リ を 首 尾 よ く 作 成 す る 前 提 条 件 は 、 有 効 範 囲 が 非 常 に 広 い マ ス タ ー
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ で あ る 。 マ ス タ ー ラ イ ブ ラ リ を 構 成 す る 独 立 ク ロ ー ン の
数 が 多 け れ ば 多 い ほ ど 、 マ ス タ ー ラ イ ブ ラ リ か ら サ ブ セ レ ク シ ョ ン す る こ と が で き る 、 結
果 と し て 得 ら れ る DMIラ イ ブ ラ リ が 良 く な る 。 マ ス タ ー ラ イ ブ ラ リ は 当 技 術 分 野 に お い て
周 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 構 築 す る こ と が で き る 。 例 と し て 、 ヒ ト 被 検 体 免 疫 多 様 性 の 少
な く と も 10倍 に 相 当 す る 約 10 1 3 個 の 独 立 ク ロ ー ン を 含 む CATラ イ ブ ラ リ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 大 き な DMIラ イ ブ ラ リ を 調 製 す る た め に 、 参 照 試 料 (本 発 明 者 ら の 場 合 で は 、 15人 の 健 常
個 体 か ら の プ ー ル 血 清 )に 存 在 す る 全 て の タ ン パ ク 質 ま た は ほ ぼ 全 て の タ ン パ ク 質 が 確 実
に 結 合 す る よ う に 、 参 照 試 料 の 非 標 識 ア リ コ ー ト を 、 低 タ ン パ ク 質 密 度 (約 10μ gタ ン パ ク
質 /cm 2 )で 組 織 培 養 プ ラ ス チ ッ ク (高 タ ン パ ク 質 結 合 性 プ ラ ス チ ッ ク )に コ ー テ ィ ン グ し た
。 こ の よ う に (10mg総 タ ン パ ク 質 を 用 い て )、 約 1,000cm 2 の 総 表 面 積 を 調 製 し た 。 次 い で 、
マ ス タ ー フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 増 殖 さ せ 、 プ レ ー ト 表 面 に 室 温 で 30分 間 広 げ た 。 結 合 し な
か っ た フ ァ ー ジ を 、 0.1％ ト ウ ィ ー ン 20含 有 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 で 洗 い 流 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 次 い で 、 正 の 選 択 を 受 け た フ ァ ー ジ を 放 出 さ せ 、 そ の 集 団 を 再 増 殖 さ せ た 。 第 2の 段 階
で は 、 参 照 試 料 タ ン パ ク 質 を 、 非 常 に 高 い タ ン パ ク 質 密 度 度 (10mgタ ン パ ク 質 /cm 2 )で 組 織
培 養 プ ラ ス チ ッ ク に コ ー テ ィ ン グ し た 。 プ ラ ス チ ッ ク 上 で の タ ン パ ク 質 結 合 部 位 の 数 は 非
常 に 限 ら れ て い る の で 、 極 め て 少 な い タ ン パ ク 質 の 多 く は プ レ ー ト 上 に 全 く 示 さ れ な い の
に 対 し て 、 豊 富 な タ ン パ ク 質 は 高 度 に 示 さ れ る 。 次 い で 、 こ の 表 面 に 、 選 択 さ れ た フ ァ ー
ジ を 室 温 で 30分 間 曝 露 し 、 こ の 時 に 、 結 合 し な か っ た フ ァ ー ジ は 保 持 さ れ 、 結 合 し た フ ァ
ー ジ は 捨 て ら れ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 フ ァ ー ジ 集 団 を 増 殖 さ せ 、 次 い で 、 正 の 選 択 を か け 、 そ の 集 団 を 増 殖 さ せ 、 負 の 選 択 を
行 う な ど 、 こ の プ ロ セ ス を 何 回 も 繰 り 返 し た 。 プ ロ セ ス が 続 く に つ れ て 、 ラ イ ブ ラ リ の 重
複 性 は 低 下 し 、 参 照 試 料 中 の 豊 富 な 抗 原 へ の 偏 り も 低 下 す る 。 選 択 プ ロ セ ス を 繰 り 返 す と
き に 、 偏 り を モ ニ タ リ ン グ し た 。 す な わ ち 、 4種 類 の 精 製 抗 原 (2種 類 の 豊 富 な 精 製 抗 原 (フ
ィ ブ リ ノ ゲ ン お よ び ア ル ブ ミ ン )な ら び に 2種 類 の 極 め て 少 な い 精 製 抗 原 (TGF-β お よ び PAI
-1))を 100mM炭 酸 ナ ト リ ウ ム (pH9)に 溶 解 し て 4℃ で 一 晩 ELISAプ レ ー ト ウ ェ ル に コ ー テ ィ ン
グ し 、 次 い で 、 洗 浄 し 、 5％ ス ク ロ ー ス /5％ ト ウ ィ ー ン を 含 む リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 を 用 い て
ブ ロ ッ ク し た 。 ウ ェ ル を (リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 +0.1％ ト ウ ィ ー ン )で 再 度 洗 浄 し た 後 、 選 択 さ
れ た ラ イ ブ ラ リ の 連 続 希 釈 液 を 各 抗 原 に 適 用 し た 。 こ れ を 室 温 で 30分 間 結 合 さ せ 、 次 い で
、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 結 合 し た フ ァ ー ジ を 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 フ ァ ー ジ コ
ー ト タ ン パ ク 質 抗 体 で 検 出 し た 。 さ ら に 洗 浄 し た 後 、 結 合 し た 酵 素 の 量 を 、 基 質 K-BLUEを
用 い て 定 量 し た 。 次 い で 、 そ れ ぞ れ の 抗 原 に 対 し て 最 大 半 量 シ グ ナ ル を 生 じ た ラ イ ブ ラ リ
の 希 釈 液 を 決 定 し た (非 希 釈 ラ イ ブ ラ リ を 1単 位 の 任 意 濃 度 と し た )。 ラ イ ブ ラ リ の 偏 り を
、 2種 類 の 豊 富 な 抗 原 の 平 均 を 2種 類 の 極 め て 少 な い 抗 原 の 平 均 で 割 っ た 値 と し て 計 算 し た
。 本 発 明 者 ら が 4回 の 正 の 選 択 お よ び 負 の 選 択 を 行 っ た 時 の 、 選 択 さ れ た DMIラ イ ブ ラ リ の
偏 り を 図 4に 示 す 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 実 施 例 は 、 重 複 性 が 低 く 偏 り が 少 な い 大 き な DMIラ イ ブ ラ リ を 作 成 す る こ と が で き る
こ と を 証 明 す る 。 こ の よ う な DMIラ イ ブ ラ リ は 、 実 施 例 1で 用 い ら れ た も の と 同 様 の タ グ 化
ラ イ ブ ラ リ を 作 成 す る た め に マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 限 界 希 釈 液
で も よ い が 、 10,000～ 100,000個 の 成 分 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ７ 】
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　 第 1段 階 と し て 、 抗 原 ラ イ ブ ラ リ を 組 み 立 て な け れ ば な ら な い 。 こ の パ イ ロ ッ ト 規 模 の
実 験 の た め に 、 個 々 に 合 成 さ れ 、 精 製 さ れ た 炭 水 化 物 抗 原 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル に
分 配 す る こ と に よ っ て 、 ラ イ ブ ラ リ を 手 作 業 で 構 築 し た 。 血 清 ア ル ブ ミ ン に 結 合 し た 24種
類 の オ リ ゴ 糖 配 列 が 市 販 さ れ て い る (グ リ コ レ ッ ク ス (Glycorex))(表 3)。 炭 水 化 物 が 結 合
し て い な い 血 清 ア ル ブ ミ ン (ウ シ ま た は ヒ ト 由 来 )を 対 照 ラ イ ブ ラ リ 成 分 と し て 使 用 し 、 さ
ら に 2つ の ウ ェ ル に 分 配 し た 。 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 、 約 100μ gの タ ン パ ク 質 /オ リ ゴ 糖 結 合
体 を 分 配 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 3:イ ム ノ ミ ク ス 用 の 手 作 業 の 小 さ な DMIラ イ ブ ラ リ を 作 成 す る た め に 選 択 し た 複 合 糖 質
抗 原 を 上 記 に 示 す 。 「 タ グ 」 の 数 字 は 出 力 ベ ク ト ル に お け る ラ イ ブ ラ リ 成 分 の 位 置 を 示 す
(タ グ の コ ー ド で は な い 。 タ グ は さ ら に 複 雑 で あ る )。 「 抗 原 」 は 結 合 体 に お け る 炭 水 化 物
配 列 を 示 す 。 「 結 合 体 」 は 、 使 用 し た 特 定 の 結 合 体 の 供 給 者 を 示 す 。 カ タ ロ グ コ ー ド は 全
て グ リ コ レ ッ ク ス カ タ ロ グ を 参 照 し て い る 。 「 担 体 」 は 、 炭 水 化 物 抗 原 が 結 合 し て い る 担
体 タ ン パ ク 質 を 示 す 。 こ の 場 合 、 BSAは ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 示 し 、 HSAは ヒ ト 血 清 ア ル ブ
ミ ン を 示 す 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 同 じ バ ッ チ の 非 結 合 ア リ コ ー ト を タ グ 25お よ び 26に あ
る 対 照 と し て 使 用 し た 。 「 Cvar」 は 、 同 じ 実 験 に お け る 同 じ コ ー ド の 複 数 の タ グ の 読 み 取
り の 変 動 係 数 で あ る 。 Cvarは 、 pan-IgG(FITC)ベ ク ト ル お よ び IgM(rPE)ベ ク ト ル の Cvarの
平 均 で あ る (IgGの 抗 原 結 合 が 少 な す ぎ て 定 量 で き な か っ た こ と を 明 記 し て あ る 場 合 を 除 く
)。 -は 、 ど ち ら の Igク ラ ス も 有 意 な 程 度 で 抗 原 に 結 合 し な か っ た こ と を 示 す 。 個 体 間 で の
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分 析 Cvarの 変 化 を も た ら す 、 そ れ ぞ れ の タ グ に 結 合 し た シ グ ナ ル の 変 化 を 反 映 す る た め に
、 報 告 さ れ た Cvarは 15人 の 個 体 か ら の 平 均 で あ る こ と に 留 意 の こ と (表 1と は 対 照 的 に 、 こ
の 場 合 、 分 析 Cvarは 、 参 照 試 料 に よ っ て 示 さ れ る 全 て の 個 体 か ら の 平 均 シ グ ナ ル に 左 右 さ
れ る )。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 次 い で 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ に つ い て 実 施 例 1で 説 明 し た の と 全 く 同 様 に 、 ア ル ミ ニ ウ ム バ
ー コ ー ド タ グ を 用 い て 抗 原 ラ イ ブ ラ リ を タ グ 化 し た 。 オ リ ゴ 糖 抗 原 は タ ン パ ク 質 骨 格 に 付
着 し て 運 ば れ る の で 、 抗 体 タ ン パ ク 質 と ア ル ミ ニ ウ ム を 結 合 す る の に 用 い ら れ た 同 じ 化 学
作 用 に よ っ て 、 オ リ ゴ 糖 /タ ン パ ク 質 結 合 体 も 取 り 付 け ら れ る 。 ア ル ミ ニ ウ ム バ ー コ ー ド
の 付 い た タ グ の 異 な る プ ー ル を 各 ウ ェ ル に 分 配 し た (各 プ ー ル に お い て 約 10 4 個 の 個 々 の タ
グ )。 タ グ 化 反 応 の 終 わ り に 、 タ グ を 回 収 し 、 穏 や か な 限 界 濾 過 に よ っ て リ ン 酸 緩 衝 食 塩
水 で 洗 浄 し 、 ウ ェ ル 1個 当 た り 100μ lの リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 に 再 懸 濁 し た 。 次 い で 、 ウ ェ ル
を 全 て 一 緒 に し て 、 100,000タ グ /mlで 合 計 2× 10 5 個 の 個 々 の タ グ を 含 む 約 2mlの ラ イ ブ ラ
リ を 得 た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 第 2の 段 階 で は 、 15人 の 健 常 ボ ラ ン テ ィ ア か ら の 血 清 試 料 を 、 試 料 1個 あ た り 20μ lで V底
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル に 直 接 分 配 し た 。 次 い で 、 20μ lの ラ イ ブ ラ リ を 添 加 し
た (約 2,000個 の 個 々 の タ グ 、 ラ イ ブ ラ リ の 個 々 の 成 分 の 数 の 100倍 過 剰 量 に 相 当 す る )。 抗
体 結 合 の 特 異 性 を 改 善 し 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 下 げ る た め に 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 (最
終 濃 度 0.1％ 体 積 /体 積 の ト ウ ィ ー ン 20)も 反 応 混 合 物 に 添 加 し た 。 次 い で 、 プ レ ー ト を 密
封 し 、 反 応 物 を 徹 底 的 に 混 合 し 、 15分 間 連 続 攪 拌 し な が ら 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た
。
【 ０ １ ６ １ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 終 わ り に 、 タ グ を 回 収 し 、 バ キ ュ ー ム マ ニ ホ ー ル ド 上 で の 穏 や か
な 限 界 濾 過 に よ っ て 洗 浄 し 、 0.1％ ト ウ ィ ー ン 20含 有 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 を 洗 浄 液 と し て 一
貫 し て 使 用 し た 。 次 い で 、 ビ ー ズ を 、 0.1％ ト ウ ィ ー ン 20と 、 異 な る 蛍 光 色 素 で 標 識 し た W
HO規 格 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト Igク ラ ス 特 異 的 抗 体 の そ れ ぞ れ を 含 有 す る リ ン 酸 緩 衝
食 塩 水 50μ lに 再 懸 濁 し た 。 こ の 実 験 の た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 FITC標 識 抗 pan-IgG抗 体 お
よ び TRITC標 識 抗 IgM抗 体 を 使 用 し た 。 そ れ ぞ れ の 検 出 抗 体 は 5μ g/ml最 終 濃 度 で 存 在 し た
。 次 い で 、 プ レ ー ト を 密 封 お よ び 混 合 し た 後 に 、 15分 間 連 続 攪 拌 し な が ら 室 温 で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 第 3の 段 階 と し て 、 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 蛍 光 顕 微 鏡 を 使 用 し た 。 次 い で 、 各 ウ ェ ル
か ら の 反 応 物 を 、 標 準 的 な ガ ラ ス 顕 微 鏡 ス ラ イ ド に パ ッ プ ペ ン (PAP pen)で 書 か れ た 直 径 1
cmの ウ ェ ル に 分 配 し た 。 カ バ ー ガ ラ ス を ス ラ イ ド の 上 に 置 き 、 蒸 発 し な い よ う に 透 明 な マ
ニ キ ュ ア 液 を 用 い て 密 封 し た 。 次 い で 、 ス ラ イ ド を 蛍 光 顕 微 鏡 の 下 に 置 き 、 直 接 照 明 の 下
で バ ー コ ー ド 付 き タ グ の 位 置 を 1つ ず つ 突 き 止 め た 。 そ れ ぞ れ の タ グ の 場 所 を 突 き 止 め た
時 に 、 そ の 2進 コ ー ド を 読 み 取 り 、 記 録 し た 。 次 い で 、 フ ル オ レ セ イ ン チ ャ ン ネ ル お よ び
ロ ー ダ ミ ン チ ャ ン ネ ル に お け る 蛍 光 量 を 、 自 動 フ ィ ル タ ー ウ ィ ー ル チ ェ ン ジ ャ ー (automat
ed filterwheel changer)を 用 い て 求 め た 。 次 い で 、 2つ の 別 々 の 蛍 光 読 み 取 り 値 を 、 そ れ
ぞ れ の タ グ の バ ー コ ー ド と 共 に 記 録 し た 。 同 じ 2進 コ ー ド を 有 す る 2つ 以 上 の タ グ が 各 反 応
物 に あ っ た 場 合 、 2つ (ま た は そ れ 以 上 の )同 一 の タ グ か ら の 蛍 光 読 み 取 り 値 を 平 均 し た 後
に 、 イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル ベ ク ト ル を 報 告 し た 。 各 反 応 物 に つ い て 、 約 500個 の 個 々 の
タ グ を 読 み 取 っ た 。 手 動 顕 微 鏡 装 置 を 使 用 す る と 、 こ れ は 、 分 析 試 料 1個 あ た り 約 1時 間 を
要 す る 。 し か し な が ら 、 顕 微 鏡 下 で 、 そ れ ぞ れ の バ ー コ ー ド 付 き タ グ に 結 合 し た 蛍 光 を 読
み 取 る 自 動 装 置 が 存 在 す る 。 ま た は 、 適 切 な フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い て 、 タ グ を 読 み
取 る こ と が で き る (実 施 例 1を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ６ ３ 】
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【 表 ４ 】
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表 4:「 A」 ～ 「 O」 と 表 示 し た 15人 の 健 常 ド ナ ー (男 性 7人 お よ び 女 性 8人 、 23～ 37歳 )の 静 脈
血 か ら 調 製 し た 血 清 試 料 の DMIに よ る イ ム ノ ー ム デ ー タ を 示 す 。 別 の 個 体 (男 性 ,35歳 )か ら
の 1つ の 血 清 試 料 を 5つ の 複 製 ア リ コ ー ト (PI～ P5)に 分 け 、 同 様 に ア ッ セ イ し た 。 そ れ ぞ れ
の タ グ に つ い て 、 左 側 の 列 に pan-IgG(FITC)の 平 均 結 合 蛍 光 、 右 側 の 列 に IgM(rPE)の 平 均
結 合 蛍 光 を 示 す 。 そ れ ぞ れ の タ グ の 変 動 成 分 が 分 析 さ れ 、 示 さ れ る 。 す な わ ち 、 「 Cvar(a
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nal)」 は 、 同 じ 実 験 に お け る タ グ 間 の 分 析 変 動 で あ る 。 「 Cvar(rm)」 は 5つ の 複 製 ア リ コ
ー ト の 反 復 測 定 変 動 で あ り 、 分 析 変 動 を 差 し 引 い て 示 さ れ る 。 「 Cvar(individ)」 は 個 体
間 の 変 動 で あ り 、 分 析 変 動 と 反 復 測 定 変 動 の 両 方 を 差 し 引 い て 示 さ れ る 。 Cvar(individ)
値 が 高 い タ ン パ ク 質 は 最 も 大 き な 診 断 情 報 を 含 む 。 タ グ の 多 く は お お よ そ 対 数 正 規 分 布 を
示 し 、 よ り 正 確 な 変 動 成 分 計 算 前 の 適 切 な デ ー タ 対 数 変 換 で あ っ た こ と に 留 意 の こ と 。 さ
ら に 、 デ ー タ は ア ウ ト ラ イ ア ー の 影 響 を 大 き く 受 け て い る 。 こ れ ら の ア ウ ト ラ イ ア ー の 影
響 は 変 換 に よ っ て 弱 め ら れ た が 、 よ り 大 き な イ ム ノ ー ム デ ー タ セ ッ ト が 集 め ら れ た ら 、 ウ
ィ ン ゾ ラ イ ジ ン グ (Winzorising)が 適 切 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 結 果 と し て 得 ら れ た 15人 の 個 体 の ベ ク ト ル を 表 4に 示 す 。 そ れ ぞ れ の 抗 原 タ グ に つ い て
、 2つ の 列 が あ る 。 左 側 の 列 は pan-IgGパ ラ メ ー タ を 含 み 、 右 側 の 列 は IgMパ ラ メ ー タ を 含
む 。 こ れ ら の ベ ク ト ル は 試 験 さ れ た 各 個 体 の (炭 水 化 物 抗 原 に 焦 点 が 合 わ せ ら れ た )IgG/M
イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル に 相 当 し 、 様 々 な 調 査 ま た は 分 析 目 的 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 個 体 の 約 半 分 に お い て タ グ 15に 結 合 し た IgG抗 体 が
高 濃 度 で あ り 、 IgM抗 体 も 高 濃 度 で あ る こ と に 気 づ い た (表 4の 囲 み を 付 け た 値 )。 こ の タ グ
に は 、 A血 液 型 抗 原 に 相 当 す る 炭 水 化 物 構 造 が 結 合 し て い る 。 抗 体 濃 度 が 低 い 個 体 は A抗 原
を 発 現 し て い る は ず で あ り 、 A血 液 型 ま た は AB血 液 型 で あ る 。 抗 体 濃 度 が 高 い 個 体 は A抗 原
を 発 現 し て い る は ず は な く 、 O血 液 型 ま た は B血 液 型 で あ る 。 実 際 に 、 同 じ 理 由 を 、 B血 液
型 抗 原 に 相 当 す る 炭 水 化 物 構 造 が 結 合 し て い る タ グ 16か ら の デ ー タ に 当 て は ま る こ と が で
き る 。 こ れ ら の 2つ の 列 か ら 、 個 体 Fは 血 液 型 Aで あ る の に 対 し て 、 個 体 Gは 血 液 型 Bで あ り
、 個 体 Lは 血 液 型 Oで あ る と 決 定 す る こ と が で き る 。 試 験 さ れ た 全 て の 個 体 に 対 し て 、 同 じ
演 繹 法 を 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 プ ロ テ オ ミ ク ス (実 施 例 1)に お け る DMIの 使 用 と 同 様 に 、 本 発 明 者 ら は イ ム ノ ー ム デ ー タ
セ ッ ト (表 3お よ び 4)の 中 で の 変 動 原 因 の 詳 細 分 析 を 行 っ た 。 最 初 に 、 本 発 明 者 ら は 、 同 じ
実 験 に お い て 同 じ コ ー ド を 有 す る 異 な る タ グ か ら の 蛍 光 読 み 取 り の 範 囲 か ら 計 算 さ れ た 、
こ の 方 法 の 分 析 再 現 性 (Cvar(anal))を 評 価 し た 。 プ ロ テ オ ー ム 分 析 と は 異 な り 、 シ グ ナ ル
の 絶 対 レ ベ ル が 個 体 間 で 変 化 す る の で 、 Cvar(anal)は 個 体 間 で 変 化 す る 。 従 っ て 、 報 告 さ
れ た Cvar(anal)値 は 15人 の 試 験 個 体 の 平 均 値 で あ る 。 分 析 再 現 性 は 非 常 に 良 い (ほ と ん ど
の タ グ に つ い て 5％ 未 満 で あ り 、 個 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ よ り 優 れ て い る )。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 さ ら に 、 試 験 試 料 の う ち の 5つ は 同 じ 採 血 か ら の 複 製 ア リ コ ー ト (PI～ P5,表 4の 陰 を つ け
た 部 分 )で あ っ た 。 こ れ を 用 い る と 、 反 復 測 定 再 現 性 (Cvar(rm))を 評 価 す る こ と が で き る
。 Cvar(rm)は 、 分 析 変 動 (Cvar(anal))が 差 し 引 か れ て 報 告 さ れ て い る 。 2つ 以 上 の 試 験 試
料 に お い て シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た 22種 類 全 て の 抗 原 タ グ の Cvar(rm)中 央 値 は 9％ (範 囲 0.8
％ ～ 49.5％ )で あ っ た 。 こ の 値 は プ ロ テ オ ミ ク ス へ の DMIの 適 用 よ り わ ず か に 劣 っ て い る 。
し か し な が ら 、 こ の 理 由 は 、 1つ に は 、 多 く の 個 体 に つ い て 多 く の タ グ に お い て 得 ら れ る
非 常 に 低 い シ グ ナ ル に あ る 。 す な わ ち 、 こ の 技 法 の 検 出 限 界 に 近 い 低 い シ グ ナ ル が 、 低 い
反 復 測 定 再 現 性 で 常 に 検 出 さ れ る 。 し か し な が ら 、 真 の 個 体 間 変 動 成 分 で あ る Cvar(indiv
id)は プ ロ テ オ ー ム ベ ク ト ル よ り イ ム ノ ー ム ベ ク ト ル の 方 が 大 き い (表 4と 表 2を 比 較 せ よ )
。 こ れ は 、 診 断 モ デ リ ン グ に 有 用 な 変 動 成 分 で あ る 。 結 果 と し て 、 Cvar(rm)/Cvar(indivi
d)で 概 算 さ れ る 、 こ の 試 験 の 真 の 診 断 有 用 性 は 2種 類 の DMI用 途 に お い て 非 常 に 似 て い る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 そ れ ぞ れ の タ グ の シ グ ナ ル は 対 数 正 規 分 布 に 近 く 、 デ ー タ セ ッ ト に 多 数 の 極 端 な ア ウ ト
ラ イ ア ー も あ る こ と に 留 意 す る こ と が 重 要 で あ る 。 結 果 と し て 、 さ ら に 徹 底 し た 分 析 に は
、 X行 列 の さ ら な る 調 査 の 前 の デ ー タ セ ッ ト の 対 数 変 換 (恐 ら く 、 ウ ィ ン ソ ラ イ ジ ン グ (Win
sorising))が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
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実 施 例 4:DMIに 基 づ く イ ム ノ ミ ク ス 用 の 大 き な ペ プ チ ド 抗 原 ラ イ ブ ラ リ の 調 製



　 大 規 模 ペ プ チ ド 抗 原 ラ イ ブ ラ リ を 作 成 す る た め に 、 以 下 の ス ト ラ テ ジ ー を 採 用 し た 。 す
な わ ち 、 マ ス タ ー ラ イ ブ ラ リ に 相 当 す る 9ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド を 選 択 し た 。 し か し な が ら 、
こ の マ ス タ ー ラ イ ブ ラ リ を 構 成 す る 20 9 (約 5× 10 1 1 )個 の 配 列 バ リ ア ン ト が あ り 、 こ れ ら を
全 て DMI抗 原 ラ イ ブ ラ リ に お い て 固 有 に 示 す に は 数 が 多 す ぎ る 。 従 っ て 、 扱 い や す い 大 き
さ の ラ イ ブ ラ リ を 作 成 す る た め に 、 ア ミ ノ 酸 を 、 特 性 の 類 似 性 (主 に 、 荷 電 お よ び 疎 水 性 )
に 基 づ い て 5個 ず つ 4つ の 群 に 分 け た 。 選 択 さ れ た 群 は 以 下 の 通 り で あ っ た 。 群 1(荷 電 ア ミ
ノ 酸 )Arg、 Lys、 His、 Asp、 Glu、 群 2(小 さ な 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 )Gly、 Ala、 Leu、 Ile、 Val、
群 3(大 き な 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 )Met、 Phe、 Pro、 Tyr、 Trp、 お よ び 群 4(親 水 性 ア ミ ノ 酸 )Ser、
Thr、 Asn、 Gln、 Cys。 別 の 群 分 け も 採 用 す る こ と が で き 、 イ ム ノ ミ ク ス に な お 適 切 な わ ず
か に 異 な る ラ イ ブ ラ リ を 生 じ さ せ る 。 次 い で 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 固 相 合 成 の た め に 、 群 内
の 5種 類 の ア ミ ノ 酸 の 等 モ ル 混 合 物 を 1つ の 試 薬 と し て 処 理 し た 。 従 っ て 、 ラ イ ブ ラ リ に 対
し て ち ょ う ど 4 9 個 の 可 能 な 成 分 (262,144個 の 成 分 )が あ る 。 し か し な が ら 、 そ れ ぞ れ の 「
成 分 」 は 1種 類 の ペ プ チ ド 配 列 で な く 、 5 9 (160万 )個 の 可 能 な 配 列 バ リ ア ン ト の 混 合 物 で あ
る こ と に 留 意 の こ と 。 し か し な が ら 、 ア ミ ノ 酸 の 群 分 け の た め に 、 関 連 配 列 は 同 じ 成 分 プ
ー ル に あ る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 を 用 い た 固 相 合 成 に よ っ て 、 262,144個 の 成 分 プ ー ル を
合 成 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 群 を 固 相 樹 脂 の バ ッ チ に 結 合 さ せ た 。 次
い で 、 結 合 樹 脂 バ ッ チ そ れ ぞ れ を 4つ に 分 け 、 適 切 に 保 護 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 用 い て 4つ の ア
ミ ノ 酸 群 の う ち の 1つ と 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 合 計 262,144個 の 樹 脂 バ ッ チ が 作 成 さ れ る ま
で 、 こ の プ ロ セ ス を 繰 り 返 し た 。 次 い で 、 そ れ ぞ れ の 樹 脂 バ ッ チ を 同 時 に 切 断 お よ び 脱 保
護 し て 、 そ れ ぞ れ が 約 1mgの ペ プ チ ド を 含 む 690個 の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (プ レ ー ト 1
個 あ た り 384ウ ェ ル )を 得 た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 そ れ ぞ れ の 個 々 の ウ ェ ル に 、 異 な る ア ル ミ ニ ウ ム バ ー コ ー ド タ グ プ ー ル を 添 加 し (そ れ
ぞ れ の 場 合 で 、 約 10 6 個 の 同 一 の 個 々 の タ グ )、 ペ プ チ ド を タ グ に 結 合 さ せ た 。 次 い で 、 タ
グ を 取 り 出 し 、 穏 や か な 限 外 濾 過 に よ っ て 洗 浄 し 、 100μ lの リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 に 再 懸 濁 し
た 。 次 い で 、 ラ イ ブ ラ リ の 全 て の 成 分 を 一 緒 に し て 、 約 10 1 2 個 の 個 々 の タ グ を 含 む 26リ ッ
ト ル の プ ー ル ラ イ ブ ラ リ (約 10 7 タ グ /ml)を 得 た 。 次 い で 、 こ の ラ イ ブ ラ リ を 穏 や か な 限 外
濾 過 に よ っ て 250mlの 最 終 体 積 ま で 濃 縮 し た (10 8 タ グ /ml)。 こ の 最 終 体 積 は 、 実 施 例 3の 場
合 の よ う に 試 料 1個 あ た り 20μ lで 使 用 す る の に 適 し た (こ の ラ イ ブ ラ リ を 用 い て 、 合 計 12,
500以 上 の 試 料 を 測 定 す る こ と が で き る )。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 実 施 例 は 、 可 能 性 の あ る 全 て の 9ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 に つ い て の 情
報 を 含 む 高 デ ー タ 密 度 イ ム ノ ー ム ベ ク ト ル を 作 成 す る こ と が で き る 非 常 に 大 き な 抗 原 ラ イ
ブ ラ リ の 作 成 が 可 能 な こ と を 証 明 す る (全 て の 抗 原 が 別 個 の ラ イ ブ ラ リ 成 分 と し て 個 々 に
識 別 で き る と は 限 ら な い が 、 全 て の 抗 原 が 存 在 す る )。 こ の ラ イ ブ ラ リ は 、 実 施 例 3に お い
て 小 さ な 炭 水 化 物 抗 原 ラ イ ブ ラ リ に つ い て 説 明 し た の と 全 く 同 様 に 、 30分 を 要 す る 手 順 に
お い て 各 個 体 の 2,359,296個 の 個 々 の デ ー タ ポ イ ン ト を 含 む イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル ベ ク
ト ル を 得 る の に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】

　 本 願 に お い て 述 べ ら れ た DMI法 を 用 い て イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を 得 る 1つ の 目 的 は 、 疾
患 の 存 在 を 診 断 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 、 様 々 な 個 体 の 高 デ ー タ 密 度 記 述 ベ ク ト ル
を 得 る こ と で あ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 疾 患 を 診 断 す る た め の 、 ゲ ノ ミ ク ス 、 ト ラ ン ス ク
リ プ ト ミ ク ス 、 プ ロ テ オ ミ ク ス 、 ま た は メ タ ボ ノ ミ ク ス の 使 用 と 全 く 似 て い る (例 え ば 、 B
rindle et al.(2002)Nature Medicine 8:1439を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 第 1の 段 階 で は 、 疾 患 状 態 が 既 知 の 一 連 の 個 体 の DMIに よ る イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を 入
手 す る 。 本 実 施 例 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 半 分 が 重 篤 な 冠 状 動 脈 疾 患 (血 管 造 影 に よ っ て 確
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実 施 例 5:冠 状 動 脈 性 心 疾 患 を 診 断 す る た め の DIMに よ る イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル の 使 用



認 さ れ た )を 有 し 、 半 分 が 正 常 な 冠 状 動 脈 を 有 す る こ と が 分 か っ て い る 30人 の 個 体 か ら の
血 清 試 料 を 使 用 し た 。 こ れ ら の 30人 の 個 体 は 、 以 前 に 述 べ ら れ た 個 体 の コ ホ ー ト の 無 作 為
に 選 択 さ れ た サ ブ セ ッ ト で あ っ た (Brindle et al.(2002)Nature Medicine 8:1439)。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 第 2の 段 階 で は 、 疾 患 の 存 在 と 固 有 に か つ 再 現 可 能 に 関 連 し て い る 、 イ ム ノ ー ム プ ロ フ
ァ イ ル 内 の 任 意 の シ グ ネ チ ャ を 特 定 す る た め に 、 パ タ ー ン 認 識 法 を 使 用 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 第 3の 段 階 で は 、 疾 患 状 態 が 未 知 の 個 体 か ら の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を 作 成 し 、 予 測
を 行 っ た 後 に 、 最 も 有 用 で あ る と 広 く 認 め ら れ て い る 血 管 造 影 法 を 用 い て 疾 患 状 態 を 確 か
め る こ と に よ っ て 、 こ の 試 験 の 診 断 能 力 を 評 価 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】

　 本 研 究 の た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 可 能 性 の あ る 全 て の オ ク タ ペ プ チ ド 配 列 (約 250億 個 の
配 列 )か ら な る オ リ ゴ ペ プ チ ド 抗 原 ラ イ ブ ラ リ を 使 用 す る こ と に し た 。 広 範 囲 に わ た る 配
列 有 効 範 囲 を 保 持 し な が ら 、 こ の ラ イ ブ ラ リ を 扱 い や す い 項 目 数 に 減 ら す た め に 、 本 発 明
者 ら は 、 実 施 例 4に 記 載 の 縮 重 サ ブ ラ イ ブ ラ リ を 調 製 す る 原 理 を 採 用 し た 。 実 施 例 4で は 26
2,000個 以 上 の サ ブ ラ イ ブ ラ リ (そ れ ぞ れ 、 ほ ぼ 200万 個 の 配 列 を 含 む )か ら な る ラ イ ブ ラ リ
を 説 明 し た が 、 こ こ で は 、 本 発 明 者 ら は 、 256個 の サ ブ ラ イ ブ ラ リ (そ れ ぞ れ 1億 個 の 配 列 )
か ら な る よ り 簡 単 な ラ イ ブ ラ リ を 作 成 し た 。 こ れ を 行 う た め に 、 実 施 例 4で 使 用 し た 4つ の
群 と は 反 対 に 、 20種 類 の タ ン パ ク 質 新 生 ア ミ ノ 酸 を 、 表 5に 示 し た よ う に 2つ だ け の 群 に 分
け た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ９ 】
　 次 い で 、 ラ イ ブ ラ リ を 標 準 的 な 固 相 合 成 化 学 を 用 い て 合 成 し 、 各 サ ブ ラ イ ブ ラ リ に お い
て 約 50mgの ペ プ チ ド を 得 た 。 次 い で 、 (疎 水 性 配 列 お よ び 親 水 性 配 列 が 等 し く 確 実 に 溶 解
す る よ う に )そ れ ぞ れ の サ ブ ラ イ ブ ラ リ を DMSO 1mlに 溶 解 し 、 次 い で 、 希 釈 し て 、 想 像 (no
tional)10mM保 存 液 (ラ イ ブ ラ リ を 構 成 す る オ ク タ ペ プ チ ド の 平 均 分 子 量 が 880で あ る こ と
に 基 づ く )を 得 た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
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A:イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル の 作 成



　 次 い で 、 2種 類 の 方 法 :(a)固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ お よ び (b)マ ル チ プ レ ッ ク ス 溶 液 ア ッ セ イ
の う ち の 1つ に よ っ て 、 イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を 得 た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ を 行 う た め に 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ を 100mM炭 酸 ナ ト リ ウ ム (pH9.6)で 個
々 に 希 釈 し て 、 50μ lに 0.86pmoleの ペ プ チ ド を 得 た 。 次 い で 、 高 タ ン パ ク 質 結 合 ELISAプ
レ ー ト (ヌ ン ク マ キ シ ソ ー プ )を 希 釈 サ ブ ラ イ ブ ラ リ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た (264ウ ェ ル ,
そ れ ぞ れ の サ ブ ラ イ ブ ラ リ で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 1個 の ウ ェ ル と 、 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液
の み で コ ー テ ィ ン グ さ れ た さ ら に 8個 の ウ ェ ル が 、 1つ の 血 清 試 料 の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ
ル を 測 定 す る こ と が で き る 1つ の 実 験 を 構 成 し た )。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 コ ー テ ィ ン グ の 後 、 ウ ェ ル を 徹 底 的 に 吸 引 す る こ と に よ っ て 、 溶 液 を 捨 て 、 次 い で 、 ウ
ェ ル を 洗 浄 緩 衝 液 (0.05％ ト ウ ィ ー ン 20を 含 む ダ ル ベ ッ コ PBS)で 3回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 最
初 に 、 ウ ェ ル を 、 5％ ス ク ロ ー ス お よ び 5％ ト ウ ィ ー ン 20を 含 む ダ ル ベ ッ コ PBS(第 1の ブ ロ
ッ ク 緩 衝 液 )と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で 、 1％ 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ま ず 、 ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン を 含 む ダ ル ベ ッ コ PBS(第 2の ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 )と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ
っ て 、 非 特 異 的 結 合 を ブ ロ ッ ク し た 。 次 い で 、 ウ ェ ル を さ ら に 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 分 析 し よ う と す る 血 清 試 料 を 第 2の ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 で 1:3.3に 希 釈 し 、 100μ lを 264個 の
コ ー テ ィ ン グ ウ ェ ル の そ れ ぞ れ に 分 配 し た 。 血 清 中 の 抗 体 と 抗 原 サ ブ ラ イ ブ ラ リ が 結 合 す
る よ う に 試 料 を 振 盪 し な が ら ウ ェ ル 内 で 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン の 終 わ り に 、 残 っ て い る 試 料 を 捨 て 、 結 合 し な か っ た 抗 体 を 全 て 除 去 す る た め
に 、 ウ ェ ル を 5回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン -G(IgG)特 異 的 ロ バ 抗 体 (ジ ャ ク ソ ン イ ム ノ サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク (Jackson Imm
unoscientifc))を 用 い て 、 捕 捉 抗 体 を 検 出 し た 。 こ の 抗 体 は 、 IgMを 含 む 他 の ど の ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス も 認 識 せ ず 、 ほ ぼ 等 し い 親 和 性 で 5種 類 の IgGサ ブ ク ラ ス (IgGI、 IgG2a
、 IgG2b、 IgG3、 お よ び IgG4)を 認 識 す る 。 検 出 抗 体 を 第 2の ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 で 1:5000に 希
釈 し 、 200μ lを 各 ウ ェ ル に 分 配 し た 。 次 い で 、 プ レ ー ト を 振 盪 し な が ら 室 温 で 1時 間 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 終 わ り に 、 検 出 抗 体 溶 液 を 捨 て 、 ウ ェ ル を 3回 洗 浄 し た 。 次
い で 、 K-Blue(西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質 )を 添 加 し 、 (酸 性 化 の 後 の )黄 色 生 成 物 の
量 を 分 光 光 度 法 に よ っ て 測 定 す る こ と に よ っ て 、 結 合 抗 体 の 量 を 定 量 し た 。 発 色 基 質 の 吸
光 度 は 、 特 定 の 抗 原 サ ブ ラ イ ブ ラ リ に 結 合 す る こ と が で き る 血 清 試 料 中 の IgG抗 体 の 量 に
比 例 し た 。 サ ブ ラ イ ブ ラ リ で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ウ ェ ル の 各 吸 光 度 か ら 、 炭 酸 ナ ト リ ウ ム
緩 衝 液 の み で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ウ ェ ル の 平 均 吸 光 度 を 差 し 引 き 、 次 い で 、 結 果 と し て 得
ら れ た 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ 番 号 に 対 す る 正 味 の 吸 光 度 を プ ロ ッ ト す る こ と に よ っ て 、 イ ム ノ
ー ム プ ロ フ ァ イ ル を プ ロ ッ ト し た 。 一 般 的 に 、 I群 ア ミ ノ 酸 (表 5)に 富 む 親 水 性 配 列 は 、 プ
ロ フ ァ イ ル の 左 側 に あ る 小 さ な 番 号 の サ ブ ラ イ ブ ラ リ に あ る の に 対 し て 、 B群 ア ミ ノ 酸 (表
5)に 富 む 疎 水 性 配 列 は プ ロ フ ァ イ ル の 右 側 に あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 液 相 マ ル チ プ レ ッ ク ス ア ッ セ イ を 行 う た め に 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ を PBSで 個 々 に 希 釈 し て
、 500μ lに 86pmolの ペ プ チ ド を 得 た 。 100万 個 の APTESコ ー テ ィ ン グ ウ ル ト ラ プ レ ッ ク ス (U
ltraPlex)ア ル ミ ニ ウ ム バ ー コ ー ド (ス マ ー ト ビ ー ズ リ ミ テ ッ ド )を 遠 心 分 離 (10,000× g;10
秒 )に よ っ て ペ レ ッ ト 化 し 、 次 い で 、 そ れ ぞ れ の サ ブ ラ イ ブ ラ リ に 対 し て 異 な る バ ー コ ー
ド を 用 い て 、 そ れ ぞ れ の サ ブ ラ イ ブ ラ リ に 添 加 し た 。 次 い で 、 回 転 シ ェ ー カ ー (1分 に つ き
約 10回 チ ュ ー ブ を 反 転 さ せ る )に お い て 、 溶 液 を 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 コ ー テ ィ ン グ の 後 、 バ キ ュ ー ム マ ニ ホ ー ル ド で フ ィ ル タ ー プ レ ー ト を 用 い て バ ー コ ー ド
を ペ レ ッ ト 化 し 、 洗 浄 緩 衝 液 (0.05％ ト ウ ィ ー ン 20含 有 ダ ル ベ ッ コ PBS)で 3回 洗 浄 し た 。 次
い で 、 バ ー コ ー ド を 、 1％ 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ま ず ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む ダ ル ベ ッ コ P
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BS(ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 )と 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 、 非 特 異 的 結 合
を ブ ロ ッ ク し た 。 次 い で 、 バ ー コ ー ド を さ ら に 3回 洗 浄 し た 。 最 後 の 洗 浄 の 後 に 、 そ れ ぞ
れ の サ ブ ラ イ ブ ラ リ を 100μ lの PBSに 再 懸 濁 し 、 256個 全 て の サ ブ ラ イ ブ ラ リ を 一 緒 に し て
、 25.6mlの ラ イ ブ ラ リ 溶 液 を 得 た 。 次 い で 、 ラ イ ブ ラ リ を ペ レ ッ ト 化 し 、 1mlの PBSに 再 懸
濁 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 分 析 し よ う と す る 血 清 試 料 を 希 釈 す る こ と な く 、 フ ィ ル タ ー 底 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト に 200μ l/ウ ェ ル で 分 配 し た 。 10μ lの ラ イ ブ ラ リ 溶 液 (バ ー コ ー ド の 付 い た 要 素 が 十 分
に 混 合 さ れ 、 1mLス ト ッ ク に 徹 底 的 に 懸 濁 さ れ る よ う に 注 意 す る )を そ れ ぞ れ の 血 清 試 料 に
添 加 し 、 血 清 中 の 抗 体 が 抗 原 サ ブ ラ イ ブ ラ リ に 結 合 す る よ う に 回 転 シ ェ ー カ ー に お い て ウ
ェ ル を 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 終 わ り に 、 ラ イ ブ ラ
リ 要 素 を ペ レ ッ ト 化 し 、 結 合 し な か っ た 抗 体 を 全 て 除 去 す る た め に 、 バ キ ュ ー ム マ ニ ホ ー
ル ド を 用 い て 5回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 ア レ キ サ (Alexa)488蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ た ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン -G(IgG)特 異 的 ロ バ 抗 体 (ジ ャ ク ソ ン イ ム ノ サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク )を 用 い て 、
捕 捉 抗 体 を 検 出 し た 。 こ の 抗 体 は 、 IgMを 含 む 他 の ど の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス も 認 識
せ ず 、 ほ ぼ 等 し い 親 和 性 で 5種 類 の IgGサ ブ ク ラ ス (IgGI、 IgG2a、 IgG2b、 IgG3、 お よ び IgG
4)を 認 識 す る 。 検 出 抗 体 を ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 で 1:500に 希 釈 し 、 200μ lを 各 ウ ェ ル に 分 配 し
た 。 次 い で 、 プ レ ー ト を 振 盪 し な が ら 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 終 わ り に 、 ラ イ ブ ラ リ 要 素 を ペ レ ッ ト 化 し 、 バ キ ュ ー ム マ ニ
ホ ー ル ド を 用 い て ウ ェ ル を 3回 洗 浄 し た 。 そ れ ぞ れ の バ ー コ ー ド 付 き 要 素 に 関 連 し た ア レ
キ サ 488蛍 光 量 を 測 定 す る た め に 、 蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て 結 合 抗 体 の 量 を 定 量 し た 。 256個 の
サ ブ ラ イ ブ ラ リ コ ー ド の そ れ ぞ れ の 少 な く と も 10個 の バ ー コ ー ド 付 き ビ ー ズ の 蛍 光 (相 対
蛍 光 単 位 ,RFU)を 測 定 し 、 平 均 蛍 光 は 、 特 定 の 抗 原 サ ブ ラ イ ブ ラ リ に 結 合 す る こ と が で き
る 血 清 試 料 中 の IgG抗 体 の 量 に 比 例 す る と み な し た 。 サ ブ ラ イ ブ ラ リ で コ ー テ ィ ン グ さ れ
た ウ ェ ル の 各 吸 光 度 か ら 、 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 の み で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ウ ェ ル の 平 均
吸 光 度 を 差 し 引 き 、 次 い で 、 結 果 と し て 得 ら れ た 、 サ ブ ラ イ ブ ラ リ 番 号 に 対 す る 正 味 の 吸
光 度 を プ ロ ッ ト す る こ と に よ っ て 、 イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を プ ロ ッ ト し た 。 一 般 的 に 、
I群 ア ミ ノ 酸 (表 5)に 富 む 親 水 性 配 列 は 、 プ ロ フ ァ イ ル の 左 側 に あ る 小 さ な 番 号 の サ ブ ラ イ
ブ ラ リ に あ る の に 対 し て 、 B群 ア ミ ノ 酸 (表 5)に 富 む 疎 水 性 配 列 は プ ロ フ ァ イ ル の 右 側 に あ
る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 冠 状 動 脈 性 心 疾 患 を 有 す る 個 体 か ら の 代 表 的 な イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル (上 左 パ ネ ル )お
よ び 正 常 冠 状 動 脈 を 有 す る 個 体 か ら の 代 表 的 な イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル (下 左 パ ネ ル )を 図
5に 示 す 。 示 し た プ ロ フ ァ イ ル は 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に よ っ て 作 成 さ れ た が 、 溶 液 マ ル
チ プ レ ッ ク ス ア ッ セ イ を 用 い て 、 非 常 に 良 く 似 た プ ロ フ ァ イ ル が 得 ら れ る (256個 の サ ブ ラ
イ ブ ラ リ 要 素 全 体 に わ た っ て r=0.742)。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ほ と ん ど の 健 常 個 体 に つ い て 、 最 初 の 8個 の サ ブ ラ イ ブ ラ リ (「 I」 群 ア ミ ノ 酸 に 富 む 親
水 性 ア ミ ノ 末 端 配 列 を 含 む )な ら び に 範 囲 120～ 180に あ る ラ イ ブ ラ リ に 対 す る 抗 体 結 合 が
優 勢 で あ る よ う に 見 ら れ る 。 こ の 「 ベ ー ス ラ イ ン 」 パ タ ー ン の 上 に 、 非 常 に 強 力 な シ グ ナ
ル を 示 す (場 合 に よ っ て は 、 ア ッ セ イ の ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 上 回 る )多 数 の (約 10個 の )個
々 の サ ブ ラ イ ブ ラ リ が あ る 。 予 備 分 析 か ら 、 「 ベ ー ス ラ イ ン 」 パ タ ー ン は 経 時 的 に か つ 個
体 間 で 比 較 的 安 定 で あ る の に 対 し て 、 「 ピ ー ク 」 は か な り 変 化 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る
。 こ れ は 、 恐 ら く 、 病 原 体 攻 撃 に 反 応 し て 目 下 増 殖 し て い る 抗 体 ク ロ ー ン の 特 異 性 を 反 映
し て い る 。
【 ０ １ ９ １ 】

　 重 篤 な 冠 状 動 脈 疾 患 を 有 す る 15人 の 個 体 お よ び 正 常 冠 状 動 脈 を 有 す る 15人 の 個 体 か ら の
イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を 、 疾 患 特 異 的 パ タ ー ン に つ い て 主 成 分 分 析 (PCA)を 用 い て 分 析
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し た 。 PCAは 、 観 察 (n)よ り さ ら に 多 く の 測 定 パ ラ メ ー タ (k)を 有 す る デ ー タ セ ッ ト 中 の ク
ラ ス 特 異 的 シ グ ネ チ ャ の 認 識 に 最 適 な メ ガ 変 量 統 計 法 で あ る 。 本 発 明 者 ら の デ ー タ セ ッ ト
(k=256,n=30)の 場 合 、 PCAに よ っ て 、 第 1主 成 分 に お い て 2つ の 群 が 完 全 に 分 離 す る こ と が
明 ら か に な っ た (図 5,右 パ ネ ル )。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 PCAは 、 非 監 督 パ タ ー ン 認 識 法 (こ れ は 、 図 5に 示 し た モ デ ル が 、 ど の 個 体 の 疾 患 状 態 の
知 識 も な く 作 成 さ れ た こ と を 意 味 す る )で あ り 、 結 果 と し て 、 オ ー バ ー フ ィ ッ テ ィ ン グ に
対 し て 堅 牢 で あ り 、 外 部 バ リ デ ー シ ョ ン を 必 要 と し な い 。 監 督 パ タ ー ン 認 識 法 (例 え ば 、
部 分 的 最 小 二 乗 判 別 分 析 (PLS-DA))を 適 用 す る こ と が で き 、 こ れ も ま た 2つ の 群 を う ま く 分
離 す る 。 し か し な が ら 、 こ の よ う な モ デ ル は 外 部 バ リ デ ー シ ョ ン を 必 要 と し 、 こ れ に よ っ
て 、 モ デ ル を 作 成 す る の に 用 い ら れ な か っ た プ ロ フ ァ イ ル が 、 そ の モ デ ル に 対 し て 質 問 さ
れ る 。 モ デ ル が 堅 牢 で あ れ ば 、 こ れ ら の 外 部 バ リ デ ー シ ョ ン プ ロ フ ァ イ ル を 正 し く 予 測 す
る が 、 モ デ ル が オ ー バ ー フ ィ ッ ト さ れ れ ば 、 外 部 予 測 は 内 部 予 測 よ り か な り 悪 い 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 図 5に 示 し た PCAモ デ ル を 用 い て 、 冠 動 脈 造 影 を ま だ 受 け て い な い 個 体 の 疾 患 状 態 を 予 測
す る こ と が 可 能 で あ る 。 個 体 の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を 前 記 の Aに 記 載 の 方 法 に よ っ て
入 手 し 、 そ の プ ロ フ ァ イ ル を 図 5に 示 し た モ デ ル と 比 較 し て 使 用 す る 。 新 た な プ ロ フ ァ イ
ル の 位 置 に 応 じ て 、 本 発 明 者 ら は 個 体 の 疾 患 状 態 を 明 確 に 予 測 す る こ と が で き る 。 こ の よ
う な 予 測 を 行 う た め に 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 多 数 の 任 意 の 方 法 (例 え ば 、 ク ー マ ン
プ ロ ッ ト )を 使 用 す る こ と が で き る 。 図 5に 示 し た モ デ ル は 、 冠 状 動 脈 疾 患 の 存 在 に つ い て
の 感 度 の 高 く か つ 特 異 的 な 診 断 試 験 で あ る よ う に 、 高 い 陽 性 反 応 予 測 値 お よ び 陰 性 反 応 予
測 値 (>95％ と 見 積 も ら れ る )を 有 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 一 連 の 他 の パ タ ー ン 認 識 法 を 、 本 発 明 者 ら が こ こ で 作 成 し た
イ ム ノ ー ム デ ー タ セ ッ ト に 適 用 す る こ と が で き る 。 パ タ ー ン 認 識 法 と し て 、 ジ ェ ネ テ ィ ッ
ク コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 、 サ ポ ー ト ベ ク ト ル マ シ ン 、 線 形 判 別 分 析 、 変 数 選 択 ア ル ゴ リ ズ ム
、 お よ び ウ エ ー ブ レ ッ ト 分 解 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 パ タ ー ン 認
識 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 す る 前 に 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 一 連 の 前 処 理 フ ィ ル タ ー を デ
ー タ に 適 用 す る こ と が で き る 。 前 処 理 フ ィ ル タ ー と し て 、 直 交 シ グ ナ ル 補 正 、 ビ ン ニ ン グ
、 適 応 ビ ン ニ ン グ 、 ス ケ ー リ ン グ 、 お よ び フ ー リ エ 変 換 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ
な い 。 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て 、 利 用 可 能 な 様 々 な 技 法 を 一 緒 に ま た は 組 み 合 わ せ て 実 験
的 に 適 用 す る こ と に よ っ て 、 ど の 方 法 が 、 疾 患 個 体 の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル と 健 常 個 体
の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を 最 も よ く 分 離 す る か を 確 か め る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル の 使 用 を 冠 状 動 脈 疾 患 の 診 断 に 適 用 す る 本 発 明 の 方 法 は 既 存 の
疾 患 診 断 法 よ り 優 れ て い る 。 本 発 明 の 方 法 は 非 侵 襲 的 試 験 で あ り 、 従 っ て 、 合 併 症 の リ ス
ク 、 さ ら に は 、 最 も 有 用 で あ る と 広 く 認 め ら れ て い る 血 管 造 影 検 査 に 付 随 す る 死 亡 を 防 ぐ
。 本 発 明 の 方 法 の 感 度 お よ び 特 異 性 は 、 既 存 の ユ ニ パ ラ メ ト リ ッ ク (uniparametric)血 清
マ ー カ ー (例 え ば 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 LDL、 HDL、 ト リ グ リ セ リ ド 、 CRP、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 、
ま た は PAI-1)と 比 較 し て 、 こ れ ら の 尺 度 が マ ル チ パ ラ メ ト リ ッ ク モ デ ル (例 え ば 、 PROCAM
モ デ ル )に お い て 別 々 に 考 え ら れ て も 一 緒 に 考 え ら れ て も 、 か な り 優 れ て い る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 現 在 開 発 さ れ て い る 他 の 高 デ ー タ 密 度 診 断 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム よ り
優 れ て い る 。 こ れ ら の う ち 、 パ ブ リ ッ ク ド メ イ ン に お い て 述 べ ら れ た 最 も 感 度 の 高 く か つ
特 異 的 な 試 験 は 、 Brindleお よ び 同 僚 の NMRに 基 づ く メ タ ボ ノ ミ ク ス 試 験 (Brindle et al.(
2002)Nature Med.8:1439)で あ る 。 NMRに 基 づ く 試 験 お よ び 本 発 明 の イ ム ノ ミ ク ス 試 験 は 両
方 と も >95％ の 感 度 お よ び 特 異 性 を 報 告 し て い る が 、 2つ の 群 の 分 離 は 、 メ タ ボ ノ ミ ク ス デ
ー タ セ ッ ト よ り イ ム ノ ミ ク ス デ ー タ セ ッ ト の 方 が 優 れ て い る 。 こ れ は 、 メ タ ボ ノ ミ ク ス デ
ー タ セ ッ ト で は 、 相 関 の な い ノ イ ズ を デ ー タ 行 列 か ら 除 去 す る た め に 直 交 シ グ ナ ル 補 正 フ
ィ ル タ ー を 適 用 し た 後 に し か 2つ の 群 が 完 全 に 分 離 さ れ な い と い う 事 実 に よ っ て 証 明 さ れ
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る 。 イ ム ノ ミ ク ス デ ー タ 行 列 の 場 合 に は こ の よ う な OSCの 適 用 は 必 要 と さ れ ず 、 フ ィ ル タ
ー に か け ら れ て い な い PCAモ デ ル の 第 1主 成 分 に お い て 2つ の 群 が 完 全 に 分 離 さ れ る 。 こ の
数 学 的 な 議 論 は 目 視 検 査 に よ っ て 完 全 に 裏 付 け ら れ る 。 す な わ ち 、 対 応 す る NMRに よ る 代
謝 プ ロ フ ァ イ ル よ り 大 き な 程 度 で 、 疾 患 個 体 の イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル は 健 常 個 体 の イ ム
ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル と は 異 な る (図 5,左 パ ネ ル と 、 Brindle et al.(2002)Nature Med.8:14
39)の 図 1aを 比 較 の こ と )。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 DMIに よ る イ ム ノ ミ ク ス に は 、 同 等 の 感 度 お よ び 特 異 性 の あ る 他 の 任 意 の 方 法 (メ タ ボ ノ
ミ ク ス 、 ゲ ノ ミ ク ス 、 ト ラ ン ス ク リ プ ト ミ ク ス 、 ま た は プ ロ テ オ ミ ク ス で も )よ り 実 質 的
に 低 い コ ス ト で 診 断 を 行 う と い う さ ら な る 利 点 が あ る 。 メ タ ボ ノ ミ ク ス (値 段 が 50万 ポ ン
ド 以 上 の 特 殊 な NMR分 光 計 を 必 要 と す る )、 ゲ ノ ミ ク ス (遺 伝 子 チ ッ プ 技 術 を 必 要 と す る )、
お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス (従 来 法 で は 、 質 量 分 析 を 備 え た 2Dゲ ル 電 気 泳 動 ま た は 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー を 必 要 と す る )と は 対 照 的 に 、 DMIに よ る イ ム ノ ミ ク ス は 、 標 準 的 な 臨 床 診 断
室 に 存 在 す る 装 置 を 使 用 し 、 容 易 に 調 製 さ れ る 試 薬 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ８ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 2つ の 態 様 の 模 式 図 。 A:関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の ラ イ ブ ラ
リ が 構 築 さ れ る 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ は 、 試 験 さ れ て い る 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 高 度 に
代 表 す る も の で あ り 、 (ラ イ ブ ラ リ 全 体 に お い て 、 同 じ タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 が 全 体 で
わ ず か な 回 数 し か 生 じ な い よ う に )低 度 の 重 複 性 を 有 さ な け れ ば な ら な い 。 次 い で 、 こ の
ラ イ ブ ラ リ は 、 半 導 体 製 造 技 術 に よ っ て 作 成 さ れ た ア ル ミ ニ ウ ム バ ー コ ー ド タ グ を 使 用 す
る ス マ ー ト ビ ー ズ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム な ど の 一 連 の 市 販 タ グ 化 技 術 の 1つ を 用 い て タ グ 化 さ
れ る 。 　 次 い で 、 試 験 標 本 は 、 適 切 な 標 識 (例 え ば 、 蛍 光 マ ー カ ー )で 標 識 さ れ て い る 参 照
標 本 と 混 合 さ れ る 。 次 い で 、 試 験 試 料 お よ び 参 照 試 料 の 混 合 物 は タ グ 化 抗 体 ラ イ ブ ラ リ と
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ 、 そ の コ グ ネ イ ト 抗 体 に 結 合 す る 標 識 タ ン パ ク 質 の 量 は 、 非 標 識
試 験 試 料 に 存 在 す る 同 じ タ ン パ ク 質 の 量 の 影 響 を 受 け る 。 試 験 試 料 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 が
高 け れ ば 、 タ グ 化 抗 体 に 結 合 す る 標 識 の 量 は 減 少 す る の に 対 し て 、 試 験 試 料 中 の タ ン パ ク
質 濃 度 が 低 け れ ば 、 タ グ 化 抗 体 に 結 合 す る 標 識 の 量 は 増 加 す る 。 次 い で 、 ラ イ ブ ラ リ は 、
タ グ と バ ー コ ー ド の 両 方 を 読 み 取 り 、 結 合 し た 蛍 光 標 識 の 量 を 定 量 す る こ と が で き る 研 究
用 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 通 さ れ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 15分 で 100万 ま で の デ ー タ ポ イ
ン ト を 作 成 す る こ と が で き る 場 合 が あ る 。 抗 体 ラ イ ブ ラ リ の 重 複 性 が 非 常 に 低 く け れ ば 、
こ れ は 言 い 換 え る と 、 10万 個 の タ ン パ ク 質 の 濃 度 が 相 対 的 に 測 定 さ れ る と い う こ と で あ る
。 　 作 成 さ れ た タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル (そ れ ぞ れ の タ グ 化 抗 体 に 結 合 し た 蛍 光 の 相 対 レ
ベ ル に 相 当 す る 多 く の 数 値 を 含 む ベ ク ト ル )は 従 来 の メ ガ 変 量 パ タ ー ン 認 識 法 に よ っ て 分
析 す る こ と が で き 、 試 験 さ れ て い る 試 料 ク ラ ス の タ ン パ ク 質 「 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト (finge
rprint)」 を も た ら す 。 B:抗 原 ラ イ ブ ラ リ が 作 成 さ れ 、 Aの タ グ と 同 様 の タ グ に 結 合 さ れ る
。 次 い で 、 こ の ラ イ ブ ラ リ は ヒ ト 血 清 試 験 試 料 に 曝 露 さ れ 、 血 清 中 の 抗 体 が 抗 原 ラ イ ブ ラ
リ に 結 合 す る 。 次 い で 、 異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 さ れ た 抗 Ig抗 体 の 標 準 化 溶 液 を 添 加
す る こ と に よ っ て 、 結 合 し た 全 て の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 検 出 さ れ る 。 例 え ば 、 緑 色 フ ル
オ ロ フ ォ ア で あ る フ ル オ レ セ イ ン で 標 識 さ れ た 抗 Igお よ び 赤 色 フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る ロ ー
ダ ミ ン で 標 識 さ れ た 抗 IgMを 使 用 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の 抗 原 に 結 合 し た そ れ ぞ れ
の 免 疫 グ ロ ブ リ ン サ ブ ク ラ ス の 量 を 同 時 に 定 量 す る こ と が で き る 。
【 図 ２ 】 本 文 に 記 載 の よ う に フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト で タ ン パ ク 質 を 標 識 し た
後 の 代 表 的 な 参 照 試 料 の ク ロ マ ト グ ラ ム 。 標 識 試 料 は セ フ ァ デ ッ ク ス (Sephadex)G25カ ラ
ム に ア プ ラ イ さ れ 、 溶 出 液 が 280nm(A280)お よ び 450nm(A450)で モ ニ タ リ ン グ さ れ る 。 標 識
タ ン パ ク 質 は 最 初 に 溶 出 し (約 10～ 20ml)、 A280お よ び A450が 高 い 。 遊 離 標 識 は も っ と 後 に
な っ て 広 い ピ ー ク で 溶 出 し 、 A480よ り A450が 非 常 に 高 い 。
【 図 ３ 】 表 2か ら 得 ら れ た デ ー タ に 基 づ く 、 個 体 Aの DMIに よ る プ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ァ イ ル
の グ ラ フ 図 。 起 点 か ら の バ ー の 高 さ は 、 こ の 個 体 に よ っ て 示 さ れ る 母 分 散 の パ ー セ ン ト を
表 す 。 色 の 濃 さ は 1任 意 単 位 か ら の シ グ ナ ル の 絶 対 偏 差 を 表 す 。 大 き な 濃 い 色 の 囲 み は 個
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体 の 診 断 情 報 の 大 部 分 を 含 ん で い る 。
【 図 ４ 】 正 の 選 択 (選 択 表 面 の タ ン パ ク 質 密 度 が 低 い )を 行 っ た 後 に 、 負 の 選 択 (選 択 表 面
の タ ン パ ク 質 密 度 が 高 い )を 行 っ た 反 復 実 験 の 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ の 偏 り に 及 ぼ す 影 響
。 血 清 ア ル ブ ミ ン (A)も し く は フ ィ ブ リ ノ ゲ ン (B)ま た は PAI-1(C)も し く は TGF-P(D)へ の フ
ァ ー ジ 結 合 の 直 接 ELISAに よ っ て 、 式 (A+B)/(C+D)(範 囲 0～ 1の 小 数 部 と し て の 直 接 ELISA結
果 を 表 し 、 最 大 半 量 シ グ ナ ル を 得 る の に 必 要 な 総 フ ァ ー ジ 濃 度 に 相 当 す る )に 従 っ て 、 偏
り を 計 算 し た 。 エ ラ ー バ ー は 、 Aお よ び Bを 同 じ パ ラ メ ー タ の 推 定 値 で あ る と 仮 定 し 、 Cお
よ び Dを 同 じ パ ラ メ ー タ の 推 定 値 で あ る と 仮 定 す る こ と に よ っ て 計 算 さ れ た SEDで あ る 。 4
回 の こ の 選 択 プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 、 こ の ラ イ ブ ラ リ の バ イ ア ス 因 子 が 約 1/8に 減 少 し た
。
【 図 ５ 】 代 表 的 な 健 常 個 体 か ら の 256ポ イ ン ト イ ム ノ ー ム プ ロ フ ァ イ ル を 上 左 パ ネ ル に 示
す 。 こ の 試 料 中 の 抗 体 の 大 部 分 は 、 プ ロ フ ァ イ ル の か な り 左 側 で 抗 原 と 反 応 し て い る (サ
ブ ラ イ ブ ラ リ 1-8)。 対 照 的 に 、 代 表 的 な 心 疾 患 患 者 か ら の 256ポ イ ン ト イ ム ノ ー ム プ ロ フ
ァ イ ル (下 左 パ ネ ル )は 、 プ ロ フ ァ イ ル の 右 側 で 多 く の サ ブ ラ イ ブ ラ リ と の 反 応 性 を 示 す 。
パ タ ー ン 認 識 分 析 (PLS-DA;右 側 パ ネ ル ,○ =疾 患 ,□ =健 常 )は 、 2つ の 群 が 第 1主 成 分 に お い
て 完 全 に 分 離 さ れ て い る の で 、 こ れ ら の 違 い に よ っ て 心 疾 患 の 存 在 が 完 全 に 診 断 さ れ る こ
と を 裏 付 け て い る 。

10

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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