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(57)【要約】
　本発明は、バイオセンサーを用いてファージと抗原間
または抗原と抗体間の相互作用を検出する方法を提供す
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
結合パートナーのファージへの結合を検出する方法であって、
（ａ）バイオセンサー上に、粗製ファージの標本、濃縮されていないファージの標本、同
種でないファージの標本、濃縮されたファージの標本、またはそれらの組み合わせを固定
化する工程；
（ｂ）バイオセンサーを結合パートナーに接触させる工程；
（ｃ）バイオセンサー上に固定化されたファージへの結合パートナーの結合を検出する工
程
を含む該方法。
【請求項２】
結合パートナーが、小分子、糖、ポリマー、ペプチド、可溶性タンパク質、細胞受容体、
細胞受容体の抗原模倣物、細胞、哺乳類細胞、または哺乳類細胞表面タンパク質である、
請求項１記載の方法。
【請求項３】
ファージの標本および抗原が検出可能なラベルを含まない、請求項１記載の方法。
【請求項４】
ファージの標本がファージディスプレイライブラリである、請求項１記載の方法。
【請求項５】
ファージの標本が受動的にバイオセンサーに固定化される、請求項１記載の方法。
【請求項６】
ファージの標本が、ファージコートタンパク質に特異的な抗体またはファージコートタン
パク質に特異的な抗体フラグメントによりバイオセンサーに固定化される、請求項１記載
の方法。
【請求項７】
抗体または抗体フラグメントが、バイオセンサーに結合しているタンパク質への結合によ
りバイオセンサーに固定化される、請求項６記載の方法。
【請求項８】
抗体または抗体フラグメントがタグを含む、請求項６記載の方法。
【請求項９】
抗体または抗体フラグメントが、タグに特異的な抗体によりバイオセンサーに固定化され
る、請求項８記載の方法。
【請求項１０】
バイオセンサーが比色分析共鳴反射バイオセンサーまたはエバネッセント光に基づくバイ
オセンサーである、請求項１記載の方法。
【請求項１１】
ファージの標本が、バイオセンサー表面上の一以上の点、ウェル、またはウェル中の一以
上の点において固定化される、請求項１記載の方法。
【請求項１２】
抗体の集合における抗体のエピトープクラスを判定する方法であって、
（ａ）ディスプレイファージ、抗体、または抗体フラグメントをバイオセンサーに固定化
する工程；
（ｂ）結合パートナーがディスプレイファージ、抗体、または抗体フラグメントに結合す
るのに適した条件下で、バイオセンサーを、バイオセンサーに固定化されたディスプレイ
ファージ、抗体、または抗体フラグメントに特異的に結合する結合パートナーに接触させ
る工程；
（ｃ）抗体の集合をバイオセンサーと接触させる工程；
を含み、抗体の集合が結合パートナーに結合することにより生成される検出可能なシグナ
ルが、抗体の集合中には、固定化されたディスプレイファージ、抗体、または抗体フラグ
メント中とは異なるエピトープクラスが存在することを示す該方法。
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【請求項１３】
抗体の集合がファージクローンを含む、請求項１２記載の方法。
【請求項１４】
抗体の集合が、抗体フラグメント、全長抗体、全長抗体をディスプレイするファージ、抗
体フラグメントをディスプレイするファージを含む、請求項１２記載の方法。
【請求項１５】
抗体の集合がハイブリドーマ由来の抗体を含む、請求項１２記載の方法。
【請求項１６】
抗体の集合がファージディスプレイスクリーニング由来の抗体を含む、請求項１２記載の
方法。
【請求項１７】
ディスプレイファージが、粗製ファージの標本、濃縮されていないファージの標本、濃縮
されたファージの標本、または同種でないファージの標本である、請求項１２記載の方法
。
【請求項１８】
結合パートナーが、小分子、糖、ポリマー、ペプチド、可溶性タンパク質、細胞受容体、
細胞受容体の抗原模倣物、哺乳類細胞、または哺乳類細胞表面タンパク質である、請求項
１２記載の方法。
【請求項１９】
哺乳類細胞表面タンパク質が、膜結合タンパク質、一回膜貫通型タンパク質、複数回膜貫
通型タンパク質、またはタンパク質チャネルである、請求項１８記載の方法。
【請求項２０】
バイオセンサーが、比色分析共鳴反射バイオセンサーまたはエバネッセント光に基づくバ
イオセンサーである、請求項１２記載の方法。
【請求項２１】
抗体の集合、結合パートナー、および固定化されたディスプレイファージ、固定化された
抗体、または固定化された抗体フラグメントが検出可能なラベルを含まない、請求項１２
記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
優先権
　本出願は、２００５年１１月３０日に出願された米国出願１１／２９０，０３６に基づ
く優先権を主張し、米国出願１１／２９０，０３６は、２００１年１０月２３日に出願さ
れたＰＣＴ／ＵＳ０１／４５４５５の継続出願である２００４年１月１６日に出願された
米国出願１０／３９９，９４０に基づく優先権を主張する。ＰＣＴ／ＵＳ０１／４５４５
５は、２００１年７月３日に出願された米国出願６０／３０３，０２８；　２００１年４
月１２日に出願された米国出願６０／２８３，３１４；　２０００年１０月３０日に出願
された米国出願６０／２４４，３１２の利益を主張する２００１年８月１５日に出願され
た米国出願０９／９３０，３５２（現在、米国特許７，０９４，５９５号）の一部継続出
願である。また、本発明は、２００３年１月１６日に出願されたＰＣＴ／ＵＳ０３／０１
２９８に基づく優先権を主張し、ＰＣＴ／ＵＳ０３／０１２９８は、２００１年８月１５
日に出願された米国出願０９／９３０，３５２（現在、米国特許７，０９４，５９５号）
の一部継続出願である２００２年１月２８日に出願された米国出願１０／０５９，０６０
の継続出願である。また、本出願は、２００３年１月１６日に出願されたＰＣＴ／ＵＳ０
３／０１２９８に基づく優先権を主張し、ＰＣＴ／ＵＳ０３／０１２９８は、２００１年
８月１５日に出願された米国出願０９／９３０，３５２（現在、米国特許７，０９４，５
９５号）の一部継続出願である２００２年１月２８日に出願された米国出願１０／０５８
，６２６の一部継続出願である。
【０００２】
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発明の分野
　本発明は、バイオセンサー、および抗体、抗体フラグメント、またはファージに特異的
に結合する抗原を検出する工程を含む方法の分野に関する。
【０００３】
発明の背景
　ファージと哺乳類細胞間の結合を検出できることは、治療抗体および診断抗体の発見の
ために不可欠な要素である。潜在的な治療抗体および診断抗体を同定するための通常のパ
イプラインは、次の工程を含む：(１)可溶性タンパク質または細胞関連タンパク質（可溶
型または細胞で発現される)についてのファージディスプレイおよびファージパニング実
験；　(２)可溶性タンパク質について行われるファージＥＬＩＳＡ（細胞標的－ペプチド
または細胞関連タンパク質のタンパク質模倣体のため)；　（３）ファージゲノム中のデ
ィスプレイ遺伝子は、分子生物学の技術によって可溶性抗体フラグメント発現プラスミド
にサブクローニングされる；　（４）抗体フラグメントはその後発現され、精製される；
　（５）一度精製されると抗体フラグメントは、ＥＬＩＳＡ、ＦＡＣＳ、Ｇｕａｖａ、ま
たはＦＭＡＴにおいて細胞の機能的な結合を試験することができる；　（６）リード抗体
フラグメントは、結合動態について解析される；　そして（７）その後、最上の抗体リー
ドは、大規模生成、動態解析、およびｉｎ　ｖｉｖｏ有効性モデルのため、全長抗体発現
ベクターにクローニングされる。
【０００４】
　細胞に関連するタンパク質標的へのファージの機能的な結合を解析するための通常のア
ッセイは、全哺乳類細胞または細菌細胞酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、フロ
ーサイトメトリー（蛍光標示式細胞分取器、ＦＡＣＳ)、Ｇｕａｖａマイクロサイトメト
リー製品（Ｇｕａｖａ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｈａｙｗａｒｄ、ＣＡ）、および蛍
光マイクロアッセイ技術（ＦＭＡＴ）を含む。細胞は複雑で、ファージは非特異的に結合
しやすいため、ＥＬＩＳＡでは、ファージのバックグラウンドの結合が高い。ＥＬＩＳＡ
におけるバックグラウンドの結合は、結合シグナルの増幅により増強される。細胞のＥＬ
ＩＳＡは、工程間で多くの洗浄が必要であることにより扱いにくく、細胞が非接着性であ
る場合には、各洗浄間で遠心が必要であるために、煩わしい。たいてい、接着性細胞は、
手動またはプレートウォッシャー上での洗浄中にＥＬＩＳＡプレートに細胞を接着させて
おくため、固定されなければならない。固定は、細胞上のタンパク質の天然のエピトープ
を変化させる可能性がある。各ファージクローンはシグナル用に十分なファージを得るた
めに精製される必要があるので、ＦＡＣおよびＧｕａｖａにおけるファージの結合も扱い
にくい。
【０００５】
　現在、たいていの研究者は、細胞への機能的な結合を調べるため、ファージ上のディス
プレイをフラグメントおよび／または全長ＩｇＧにクローニングすることに多くの時間と
労力を費やしている。潜在的な治療抗体を同定することに時間を費やせば費やすほど、有
効な治療抗体を診療所に導入するのに時間がかかる。したがって、ファージディスプレイ
の分野において、哺乳類細胞への抗体の機能的結合を同定する速いルートが求められてい
る。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
発明の要約
　本発明の一の実施態様は、結合パートナーのファージへの結合を検出する方法を提供す
る。該方法は、バイオセンサー上に、粗製ファージの標本、濃縮されていないファージの
標本、同種でないファージの標本、またはそれらの組み合わせを固定化する工程、および
バイオセンサーを結合パートナーに接触させる工程を含む。バイオセンサー上に固定化さ
れたファージへの結合パートナーの結合が検出される。結合パートナーは、小分子、糖、
ポリマー、ペプチド、可溶性タンパク質、細胞受容体、細胞受容体の抗原模倣物、細胞、
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哺乳類細胞、または哺乳類細胞表面タンパク質とすることができる。ファージの標本およ
び抗原は、検出可能なラベルを必ずしも含まない。ファージの標本は、ファージディスプ
レイライブラリとしてもよい。ファージの標本は受動的にバイオセンサーに固定化するこ
とができる、またはファージコートタンパク質に特異的な抗体によりバイオセンサーに固
定化することができる。抗体または抗体フラグメントは、バイオセンサーに結合されたタ
ンパク質への結合により、バイオセンサーに固定化することができる。抗体または抗体フ
ラグメントがタグを含む場合、抗体または抗体フラグメントは、タグに特異的な抗体によ
り、バイオセンサーに固定化することができる。バイオセンサーは、比色分析共鳴反射バ
イオセンサー（colorimetric resonant reflectance biosensor）またはエバネッセント
光に基づくバイオセンサーとすることができる。
【０００７】
　本発明のその他の実施態様は、抗体の集合における抗体のエピトープクラスを検出する
方法を提供する。該方法は、ディスプレイファージ、抗体、または抗体フラグメントをバ
イオセンサーに固定化する工程、および、結合パートナーがディスプレイファージ、抗体
、または抗体フラグメントに結合するのに適した条件下で、バイオセンサーを、バイオセ
ンサーに固定化されたディスプレイファージ、抗体、または抗体フラグメントに特異的に
結合する結合パートナーに接触させる工程を含む。抗体の集合はバイオセンサーと接触す
る。抗体の集合が結合パートナーに結合することにより生成される検出可能なシグナルが
、抗体の集合中には、固定化されたディスプレイファージ、抗体、または抗体フラグメン
トとは異なるエピトープクラスが存在することを示す。抗体の集合、結合パートナー、お
よび固定化されたディスプレイファージ、固定化された抗体、または固定化された抗体フ
ラグメントは、検出可能なラベルを必ずしも含まない。抗体の集合は、ファージクローン
、抗体フラグメント、全長抗体、全長抗体をディスプレイするファージ、抗体フラグメン
トをディスプレイするファージ、ハイブリドーマ由来の抗体、およびファージディスプレ
イスクリーニング由来の抗体を含むことができる。ディスプレイファージは、精製された
ファージの標本、粗製ファージの標本、濃縮されていないファージの標本、または同種で
ないファージの標本とすることができる。結合パートナーは、小分子、糖、ポリマー、ペ
プチド、可溶性タンパク質、細胞受容体、細胞受容体の抗原模倣物、哺乳類細胞、または
哺乳類細胞表面タンパク質とすることができる。哺乳類細胞表面タンパク質は、膜結合タ
ンパク質、一回膜貫通型タンパク質、複数回膜貫通型タンパク質、またはタンパク質チャ
ネルとすることができる。バイオセンサーは、比色分析共鳴反射バイオセンサーまたはエ
バネッセント光に基づくバイオセンサーとすることができる。
【０００８】
　したがって、本発明は、例えば、低濃度の結合パートナーを分離し、タンパク質の親和
性をランク付けし、複合体混合物を含む試料とともに作用して、解離速度（off-rate)ラ
ンキング解析を実行する方法を提供する。
【０００９】
　図１Ａ－Ｃは、抗体および抗体フラグメント、Ｆ（ａｂ）とｓｃＦｖを描く。図１Ａは
、全長ＩｇＧ抗体およびＩｇＧのドメインを示す。図１Ｂは、Ｆ（ａｂ）を示す。図１Ｃ
は、ｓｃＦｖを示す。
【００１０】
　図２は、ＧＡ３　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー上での細菌ウイルスの滴定を示
す。
【００１１】
　図３Ａ－Ｂは、ペリプラズム抽出物からの、ＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセン
サー上でのＦ（ａｂ）の捕獲を示す。図３Ａは、ｓＦ（ａｂ）特異的な捕獲表面の作成お
よびｓＦ（ａｂ）の捕獲を示す。図３Ｂは、図３Ａにおいて記録されたｓＦａｂの捕獲の
グラフ表示を示す。
【００１２】
　図４Ａ－Ｄは、ペリプラズム抽出物からの、ＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセン
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サー上でのｓｃＦｖの捕獲を示す。図４Ａは、ｓｃＦｖ特異的捕獲表面の作成および６ｘ
Ｈｉｓおよびｃ－ｍｙｃタグを含むｓｃＦｖの捕獲を示す。図４Ｂは、ＰＢＳおよびペリ
プラズム抽出物中に添加（spiked)された精製ｓｃＦｖの捕獲を示す。図４Ｃは、図４Ｂ
において記録されたｓｃＦｖの捕獲のグラフ表示を示す。図４Ｄは、図４Ｂにおいて記録
されたｓｃＦｖの捕獲のグラフ表示を示す。
【００１３】
　図５Ａ－Ｃは、ＳＡ１　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー上でのペリプラズム抽出
物からのｓｃＦｖの捕獲を示す。図５Ａは、６ｘＨｉｓタグを発現しているタンパク質に
特異的な捕獲表面の作成を示す。図５Ｂは、ＰＢＳおよびペリプラズム抽出物中に添加（
spiked)されたｓｃＦｖの捕獲を示す。図５Ｃは、ＰＢＳおよびペリプラズム抽出物中に
添加（spiked)された精製ｓｃＦｖの捕獲のグラフ表示を示す。
【００１４】
　図６Ａ－Ｃは、ＧＡ１　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー上でのペリプラズム抽出
物からのｓｃＦｖの捕獲を示す。図６Ａは、ｃ－ｍｙｃタグを含んでいるタンパク質に特
異的な捕獲表面の作成を示す。図６Ｂは、ＰＢＳおよびペリプラズム抽出物中に添加（sp
iked)された、精製ｓｃＦｖの捕獲を示す。図６Ｃは、ＰＢＳおよびペリプラズム抽出物
からのｓｃＦｖ捕獲のグラフ表示を示す。
【００１５】
　図７Ａ－Ｅは、抗Ｆｃ　ＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーを用いた、ハイ
ブリドーマ上清からのＩｇＧの捕獲を示す。図７Ａは、特異的マウスＩｇＧ捕獲表面の作
成を示す。図７Ｂは、特異的マウスＩｇＧ捕獲表面の作成を示す。図７Ｃは、ハイブリド
ーマ培養液からのＩｇＧの捕獲を示す。図７Ｄは、抗原、親細胞株、および抗原発現細胞
株のバイオセンサー表面上に捕獲されたＩｇＧへの結合のグラフ表示を示す。図７Ｅは、
バイオセンサー表面上に捕獲されたＩｇＧ量で正規化した、抗原、親細胞株、および抗原
発現細胞株のバイオセンサー表面上に捕獲されたＩｇＧへの結合を示す表である。
【００１６】
　図８Ａ－Ｅは、抗Ｆｃ　ＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーを用いた、血清
からのＩｇＧの捕獲を示す。図８Ａは、特異的マウスＩｇＧ結合表面の作成を示す。図８
Ｂは、血清からのＩｇＧの捕獲を示す。図８Ｃは、血清からのＩｇＧの捕獲を示す。図８
Ｄは、図８Ｂにおいて記録されたｓＦａｂの捕獲のグラフ表示を示す。図８Ｅは、図８Ｃ
において記録されたｓＦａｂの捕獲のグラフ表示を示す。
【００１７】
　図９Ａ－Ｃは、ＧＡ１　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーを用いた、血清中での薬
物－抗薬物アッセイを示す。図９Ａは、ＩｇＧ、抗薬物を捕獲するための表面の作成を示
す。図９Ｂは、２０μｇ／ｍｌ薬物表面上でのＰＢＳ、１１％血清、および３０％血清か
らの抗薬物の捕獲を示す。図９Ｃは、０μｇ／ｍｌ薬物表面上でのＰＢＳ、１１％血清、
および３０％血清からの抗薬物の捕獲を示す。
【００１８】
　図１０Ａ－Ｃは、抗Ｆｃ　ＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーを用いた、血
清からのＩｇＧの捕獲を示す。図１０Ａは、抗薬物の捕獲のための薬物表面の作成を示す
。図１０Ｂは、５０μｇ／ｍｌ薬物表面上でのＰＢＳ、１１％血清、および３０％血清か
らの抗薬物の捕獲を示す。図１０Ｃは、０μｇ／ｍｌ薬物表面上でのＰＢＳ、１１％血清
、および３０％血清からの抗薬物の捕獲を示す。
【００１９】
　図１１Ａ－Ｄは、抗Ｆｃ　ＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー上での抗体の
結合および抗体のサンドウィッチペアの同定の、エンドポイント解析を示す。図１１Ａは
、マウスＩｇＧ特異的表面の作成を示す。図１１Ｂは、レイヤー１（抗体）の捕獲を示す
。図１１Ｃは、レイヤー２（抗体による抗原）の捕獲を示す。図１１Ｄは、レイヤー３（
抗体－抗原複合体による抗体）の捕獲を示す。
【発明を実施するための最良の形態】



(7) JP 2009-517695 A 2009.4.30

10

20

30

40

50

【００２０】
発明の詳細な説明
バイオセンサー
　ある実施態様において、本発明の方法は、とりわけ、蛍光や放射活性ラベル等のような
検出可能なラベルを必要とせずに、タンパク質、ＤＮＡ、小分子、ウイルス、細胞、およ
びバクテリア等のような無機物または有機物を検出するために使用することができるバイ
オセンサーの使用を含む。本発明の方法において、多数の適したバイオセンサーを用いる
ことができ、限定するものではないが、該バイオセンサーは、フォトニック結晶バイオセ
ンサー（例えば比色分析共鳴反射バイオセンサー、銀ナノ粒子アレイバイオセンサー）、
干渉計バイオセンサー（例えばＲＩｆＳ、二面偏波式干渉計、ハルトマン干渉計）、ＭＥ
ＭＳバイオセンサー（例えばカンチレバー、共鳴性の膜）、音響のバイオセンサー（例え
ば水晶振動子）、マイクロ波バイオセンサー（例えば誘電分光法）、表面プラズモン共鳴
（ＳＰＲ）バイオセンサー（例えばクライシュマン（ｋｒｅｉｔｃｈｍａｎ）ＳＰＲバイ
オセンサー、イメージングＳＰＲバイオセンサー、格子結合イメージングＳＰＲバイオセ
ンサー）、導波路バイオセンサー（例えば入力格子結合器バイオセンサー、チャープ導波
路格子バイオセンサー）、エバネッセント光に基づくバイオセンサー、および、例えば、
米国特許４，８１５，８４３号；　米国特許５，０７１，２４８号；　および米国特許５
，７３８，８２５号に記載されているような、光導波路を組み込んだ任意のバイオセンサ
ーを含み、それらの開示は参照により全体として組み込まれる。
【００２１】
　本発明の方法は、とりわけ、薬学研究（例えば、初期スクリーニング、ハイスループッ
トスクリーニング、二次スクリーニング、品質管理、細胞毒性、臨床試験の評価）、生命
科学研究（例えば、プロテオミクス、タンパク質相互作用の解析、ＤＮＡ－タンパク質相
互作用の解析、酵素－基質相互作用の解析、細胞－タンパク質相互作用の解析）、診断テ
スト（例えば、タンパク質の存在、細胞の同定）、および環境検出（細菌および胞子の検
出と同定）の分野において有用である。
【００２２】
　先の特許出願および先の特許公報は、どのようにして比色分析共鳴反射バイオセンサー
表面は、高解像度のイメージング装置との組み合わせで、ナノリットルの試料材料を用い
て、たくさんの生化学アッセイを並行して単一の表面上で実行するためのプラットフォー
ムとして使用できるかを記載する。例えば、米国特許公報２００２／０１６８２９５；　
２００２／０１２７５６５；　２００４／０１３２１７２；　２００４／０１５１６２６
；　２００３／００２７３２８；　２００３／００２７３２７；　２００３／０１７５８
１；　２００３／００６８６５７；　２００３／００５９８５５；　２００３／０１１３
７６６；　２００３／００９２０７５；　２００３／００２６８９１；　２００３／００
３２０３９；　２００３／００１７５８０；　２００３／００７７６６０；　２００４／
００１３２２１４参照。
【００２３】
　比色分析共鳴反射バイオセンサーは、サブ波長構造面を含む。サブ波長構造面は、薄膜
コーティングの効果を再現できる回折光学素子の一種である。例えば、Ｐｅｎｇ　＆ Ｍ
ｏｒｒｉｓ、“Ｒｅｓｏｎａｎｔ　ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　ｆｒｏｍ　ｔｗｏ－ｄｅｍｅ
ｎｓｉｏｎａｌ　ｇｒａｔｉｎｇｓ”、Ｊ．　Ｏｐｔ．　Ｓｏｃ．　Ａｍ．　Ａ、Ｖｏｌ
．　１３、Ｎｏ．　５、ｐ．９９３、Ｍａｙ　１９９６；　Ｍａｇｎｕｓｓｏｎ，　＆　
Ｗａｎｇ、“Ｎｅｗ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ　ｆｏｒ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｆｉｌｔｅｒｓ”
、Ａｐｐｌ．　Ｐｈｙｓ．　Ｌｅｔｔ．、６１、Ｎｏ．　９、ｐ．１０２２、Ａｕｇｕｓ
ｔ、１９９２；　Ｐｅｎｇ　＆ Ｍｏｒｒｉｓ、“Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄｅｍｏ
ｎｓｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｓｏｎａｎｔ　ａｎｏｍａｌｉｅｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｒ
ａｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ｔｗｏ－ｄｉｍｅｎｔｉｏｎａｌ　ｇｒａｔｉｎｇｓ”、Ｏｐ
ｔｉｃｓ　Ｌｅｔｔｅｒｓ、Ｖｏｌ．　２１、Ｎｏ．　８、ｐ．　５４９、Ａｐｒｉｌ、
１９９６参照。本発明のフォトニック結晶バイオセンサーの回折格子は、反射および透過
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の０次以外の回折次数が許容されないように、入射光の波長に比べて小さい格子周期を有
する。フォトニック結晶バイオセンサーは、回折格子を含むことができ、高誘電率の誘導
体からなるまたは高誘電率の誘導体でコートされ、基板レイヤーと回折格子溝（ｇｒａｔ
ｉｎｇ　ｇｒｏｏｖｅｓ）を埋めるカバーレイヤーの間に挟まれる。場合によっては、カ
バーレイヤーは使用されない。回折格子構造は、選択的に、狭い波長帯域の光と共役する
。回折格子の深さおよび周期は、共鳴格子効果の波長未満である。
【００２４】
　比色分析共鳴反射バイオセンサー構造の反射色または透過色は、分子の添加により修正
することができる。添加された分子は、バイオセンサー構造を通して入射放射線の光路長
を増大させ、それによって最大反射または最大透過が起こる波長を修正する。
【００２５】
　白色光を用いて照らされる場合、比色共鳴反射バイオセンサーは、単一の波長または狭
い波長帯域のみを反射する。分子がバイオセンサーの表面に結合された場合、反射される
波長（色）は、回折格子と共役された光の光路の変化によりシフトする。バイオセンサー
表面に特異的な結合物質などのような分子を固定化することにより、相補的な結合パート
ナー分子を、どんな種類の検出可能なラベル、例えば蛍光プローブまたは粒子ラベルを使
用しないで検出することができる。検出技術は、液体に浸されたまたは乾燥したどちらの
バイオセンサー表面を用いても行うことができる。
【００２６】
　比色分析共鳴反射バイオセンサーが、平行な白色光を用いて照らされる場合、狭い波長
帯域のみを反射するか、さもなくば単一の波長帯域が反射される。狭い波長帯域は、波長
の“ピーク”として記載される。分子がバイオセンサー表面に沈着される、または除去さ
れる時、“ピーク波長値”（ＰＷＶ）は変化する。読み出し機器は、バイオセンサー表面
上の離れた位置を平行な白色光で照らして、平行な反射光を集める。集められた光は、Ｐ
ＷＶを判定するため、波長のスペクトルと合わせられる。
【００２７】
　エバネッセント光に基づくバイオセンサーは、基板によりサポートされた導波路フィル
ムを含むことができ；　導波路フィルム（および任意に基板の一部として）の間に回折格
子がある。例えば、米国特許４，８１５，８４３号参照。例えば低誘電率ナノポーラス材
料などの低誘電率の誘電体は、回折格子、または低誘電率のナノポーラス材料と基板の組
み合わせのために使用することができる。導波路は、導波路フィルムおよび基板を含む。
導波路フィルムは、例えば、酸化スズ、五酸化タンタル、硫化亜鉛、二酸化チタン、窒化
ケイ素、若しくはそれらの組み合わせ、またはポリスチロール若しくはポリカーボネート
のようなポリマーとすることができる。回折格子は、導波路フィルムと基板の接触面に、
または導波路フィルムの容積中に存在する。回折格子は、低誘電率のナノポーラス材料な
どのような低誘電率の材料を含む。導波路フィルムの屈折率は、隣接メディア（すなわち
、基板とテスト試料）よりも高い。基板は、例えばプラスチック、ガラス、またはエポキ
シ樹脂とすることができる。特異的な結合物質は、導波路フィルムの表面および表面に添
加されたテスト試料上に固定化することができる。レーザー光は、全内部反射により導波
路フィルム中で伝播する。結合している分子により引き起こされる導波路フィルムの屈折
率の変化を、放射された共役していない光の角度の変化を観察することにより、検出する
ことができる。
【００２８】
　本発明のバイオセンサーは、内部表面、例えば液体含有容器の底表面を含むことができ
る。液体含有容器は、例えばマイクロタイタープレートウェル、テストチューブ、ペトリ
皿、またはマイクロ流体チャネルとすることができる。本発明のある実施態様は、任意の
型のマイクロタイタープレートに組み込まれたバイオセンサーである。例えば、各反応“
スポット”が異なるテスト試料に曝露されるように、反応容器の壁を共鳴反射表面上に集
めることによって、バイオセンサーは、マイクロタイタープレートの底表面に組み込まれ
ることができる。したがって、それぞれ個別のマイクロタイタープレートウェルは、別個
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の反応容器として振舞うことができる。したがって、別個の化学反応を、反応液を混合す
ることなく隣接したウェル中で起こすことができ、化学的に異なるテスト溶液を個別のウ
ェルにアプライすることができる。
【００２９】
　薬剤のハイスループットスクリーニングの研究所、分子生物学研究の研究所、および診
断アッセイ研究所にとって最も一般的なアッセイ形式は、マイクロタイタープレートであ
る。プレートは、標準サイズのプラスチックカートリッジであり、格子状に並べられた９
６、３８４、または１５３６個の個別の反応容器を含むことができる。これらのプレート
の標準的な機械配置により、液体の分注、ロボットのプレートの取り扱い、および検出シ
ステムは、一般的なフォーマットを用いて稼動するように設計される。本発明のバイオセ
ンサーは、標準的なマイクロタイタープレートの底表面に組み込まれることも可能である
。バイオセンサー表面を大面積で組み立てることができるため、および読み取りシステム
がバイオセンサー表面に物理的に接触しないため、任意の数の個別のバイオセンサーエリ
アを定義することが可能であり、任意の数の個別のバイオセンサーエリアは、照明光学の
焦点解像度、およびバイオセンサー表面を通過して照明／検出プローブをスキャンするｘ
－ｙステージにより限定されるのみである。
【００３０】
ファージの標本
　ファージは細菌ウイルスであり、種特異的である。この特定の考察のため、二つの大腸
菌ファージ、Ｍ１３およびラムダについて考察する。他の細菌ウイルスおよび／または哺
乳類のウイルスの場合、同様の前提を適用する。ファージの集団、特に、ファージディス
プレイライブラリ等のような、同種でない、粗製の、および／または濃縮されていないフ
ァージの集団は、本発明の方法において使用することができる。ファージの同種でない標
本は、一以上の種類のファージを含む標本、例えば各ファージが異なる結合分子を提示す
るファージディスプレイライブラリを含む。粗製ファージの標本は、ファージに感染した
細菌が成長している培養液中に一以上の種類のファージを含む標本である。Ｍ１３の場合
、ファージは膜を通して融合し、細胞は溶解されない。ラムダの場合、細胞は溶解され、
培養液は細胞成分を含む。この場合、細菌細胞と膜成分の入った粗製ファージの標本は、
遠心により精製される。粗製ファージの標本は、培養液成分および分泌された細胞の分解
産物の存在下、一以上の種類のファージを低濃度で含む。
【００３１】
　濃縮されていないファージの標本とは、ファージが沈殿していないファージの標本であ
る。ファージが沈殿すると、培養液は除去され、ファージはＰＢＳなどのような規定のバ
ッファー中に再懸濁される。Ｍ１３ファージの精製工程中、ファージは通常、ＰＥＧ溶液
を用いて一回または二回沈殿され、ＰＢＳグリセロール中に保存される。その工程中、フ
ァージは、もとの培養液の体積よりも小さい体積のバッファー中に再懸濁される。通常の
１－２リットルの培養液は、終体積２－５ｍｌのＰＢＳに再懸濁されて、ファージの精製
、濃縮されたストックを提供する。
【００３２】
ファージの固定化
　ファージの標本は、バイオセンサーに固定化される。ファージの標本は、バイオセンサ
ー表面に受動的に固定化することができる。ファージの表面はブロックされてもよく、抗
原（例えば小分子、糖、ポリマー、ペプチド、可溶性タンパク質、細胞受容体の抗原模倣
物、または哺乳類細胞）は、固定化されたファージへの結合でスクリーニングすることが
できる。抗原のファージへの特異的な結合は、通常、光学的、電気的、または視覚的な手
段を介してそのような結合事象により生成されるシグナルの変化によって測定される。フ
ァージへの抗原の結合は、ファージの濃度、抗原の解離速度、およびファージの細胞に機
能的に結合する能力により、ランク付けすることができる。
【００３３】
　ファージの標本は、特異的な抗体の固定化を用いて、バイオセンサー表面に固定化する
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ことができる。ファージコートタンパク質に対する抗体は、バイオセンサー表面に固定化
される。抗体は、バイオセンサー表面、またはプロテインＡもしくはプロテインＡと抗Ｆ
ｃ表面に受動的に固定化することができる。表面はブロッカーによりブロックされてよい
。ファージの表面への特異的な結合は、通常、光学的、電気的、または視覚的な手段を介
してそのような結合事象により生成されるシグナルの変化によって測定される。ファージ
（ウイルス）上のディスプレイは、ペプチド、小さなタンパク質、および／または抗体フ
ラグメント、もしくは存在しないものとすることができる。類似したリガンドの結合は、
続いて、通常、光学的、電気的、または視覚的な手段を介してそのような結合事象により
生成されるシグナルの変化によって測定される。リガンドは、例えば、小分子、糖、ポリ
マー、ペプチド、可溶性タンパク質、細胞受容体の抗原模倣物、または細胞表面タンパク
質とすることができる。細胞表面に発現されるタンパク質は、例えば、膜結合タンパク質
、一回または複数回膜貫通タンパク質、またはタンパク質チャネルとすることができる。
【００３４】
　ファージの標本は、バイオセンサー表面に結合した抗原によって、バイオセンサー表面
に固定化することができる。抗原（小分子、糖、ポリマー、ペプチド、可溶性タンパク質
、または細胞受容体の抗原模倣物など）は、選別された所望の結合のエピトープを邪魔し
ない抗体などのような受動的または特異的な表面において、バイオセンサー表面上に固定
化される。抗原表面はブロックされうる。ファージの標本の抗原への特異的結合は、通常
、光学的、電気的、または視覚的な手段を介してそのような結合事象により生成されるシ
グナルの変化によって測定される。ファージ上のディスプレイは、例えばペプチド、小さ
なタンパク質、および／または抗体フラグメントとすることができる。抗原に結合してい
るファージは、抗原の濃度およびファージの解離速度により、ランク付けすることができ
る。
【００３５】
　抗体フラグメント（およびタンパク質）は、Ｎ末端またはＣ末端ドメインに結合された
ビオチンまたはタンパク質性のタグ（マルチヒスチジン、ｃ－ｍｙｃ、またはＦＬＡＧ、
ＭＢＰ、ＧＳＴなど）を通して、バイオセンサーの表面に特異的に捕獲されうる。特異的
表面は、タグに対する抗体に基づくバイオセンサー上に作ることができる。また、抗体フ
ラグメントは、定常部（ＣＨ１）を通して特異的に捕獲されうる。特異的表面は、抗ラム
ダ、抗カッパ、抗ラムダと抗カッパの混合物、および／または抗Ｆ（ａｂ’）２抗体を用
いて、この領域に対する抗体に基づくバイオセンサー上に作ることができる。表面はブロ
ックされてもよい。抗体に特異的な抗体フラグメントの結合は、通常、光学的、電気的、
または視覚的な手段を介してそのような結合事象により生成されるシグナルの変化によっ
て測定される。抗体フラグメントの固定化は、精製されたまたは粗製の（全細胞抽出物、
ペリプラズムの抽出物、または使用済みの培養液）試料由来とすることができる。同族の
リガンドの結合は、その後続いて、通常、光学的、電気的、または視覚的な手段を介して
そのような結合事象により生成されるシグナルの変化によって測定することができる。リ
ガンドは、例えば、小分子、糖、ポリマー、ペプチド、可溶性タンパク質、細胞受容体の
抗原模倣物、または細胞表面タンパク質とすることができる。細胞表面に発現されるタン
パク質は、例えば、膜結合タンパク質、一回または複数回膜貫通タンパク質、またはタン
パク質チャネルとすることができる。
【００３６】
　検出可能なラベルを含むことは特異的な結合物質または結合パートナーには必要ではな
いが、検出可能なラベルは、バイオセンサー表面上の特異的な結合物質または結合パート
ナーを検出するために使用することができる。本発明の特異的な結合物質または結合パー
トナーに検出可能なラベルがない場合には、それらはさらに、アッセイの感受性の強化、
特異的な結合パートナーのバイオセンサー表面への固定、特異的な結合物質のそれらの結
合パートナーへの結合またはハイブリダイゼーションの強化、および他の目的のために、
他の種類のラベルおよびマーカーを含むことができる。
【００３７】
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　リンスの工程により洗浄されないように、およびテスト試料中での分子への結合がバイ
オセンサー表面により妨げられないように、分子はバイオセンサー上に固定化することが
できる。いくつかの異なるタイプの表面化学ストラテジーは、例えば、さまざまなタイプ
のマイクロアレイおよびバイオセンサーにおいて使用するガラスへの分子の共有結合のた
めに実施された。これらの同様の方法は、本発明のバイオセンサーに、容易に適用するこ
とができる。
【００３８】
　一以上のタイプの分子は、物理的な吸着により（つまり化学的なリンカーを使用しない
で）、または化学的な結合により（つまり化学的なリンカーを使用して）、バイオセンサ
ー表面に結合することができる。化学的な結合は、バイオセンサー表面上で分子のより強
い結合を作り出し、表面結合分子の規定された配向性とコンフォメーションを提供するこ
とができる。
【００３９】
　他のタイプの化学的な結合は、例えば、アミン活性化、アルデヒド活性化、およびニッ
ケル活性化を含む。これらの表面は、いくつかの異なるタイプの化学リンカーをバイオセ
ンサー表面に結合させるために使用することができる。アミン表面は、いくつかのタイプ
のリンカー分子を結合させるために使用することができるが、アルデヒド表面は、追加の
リンカーなしで、直接タンパク質に結合させるために使用することができる。ニッケル表
面は、組み込まれたヒスチジン（“ｈｉｓ”）タグを有する分子に結合させるために使用
することができる。“ｈｉｓタグのついた”分子をニッケル－活性化表面を用いて検出す
ることは、当該技術分野においてよく知られている（Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅｓ，　Ａｎａｌ
．　Ｃｈｅｍ．　６８，　４９０，（１９９６））。
【００４０】
　特異的な結合物質をプラスチック、エポキシ、または高屈折率の材料に固定化すること
は、ガラスへの固定化のために記載された通りに、原則的に実施することができる。しか
し、特異的な結合物質を固定化する材料にダメージを与えるであろう酸洗浄工程は、省略
してもよい。
【００４１】
抗原
　一以上の特異的な結合物質は、例えば、物理的な吸着によって、または化学的な結合に
よって、バイオセンサー上に固定化されうる。特異的な結合物質は、例えば、核酸、ポリ
ペプチド、抗原、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）、
Ｆ（ａｂ）フラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆｖフラグメント、小さな有機
分子、細胞、ウイルス、ファージ、バクテリア、ポリマー、ペプチド溶液、一本鎖または
二本鎖ＤＮＡ溶液、ＲＮＡ溶液、コンビナトリアルケミカルライブラリー由来の化合物を
含む溶液、または生物学的試料；または無機分子としてもよい。生物学的試料は、例えば
、血液、血漿、血清、消化管分泌物、組織または腫瘍の破砕物、滑液、糞便、唾液、痰、
のう胞液、羊水、脳脊髄液、腹水、肺洗浄液、精液、リンパ液、涙、または前立腺液とし
てもよい。好ましくは、抗体、抗体フラグメント、抗原、またはファージが、バイオセン
サー上に固定化される。かかる特異的な結合物質は、前述した通り、直接固定化されても
よく、または特異的な表面を介して間接的に固定化されてもよい。例えば、タンパク性の
タグ（例えば、ヒスチジン、ｃ－ｍｙｃ、またはＦＬＡＧ、ＭＢＰ、ＧＳＴ等）を含む抗
体またはタンパク質は、タグに結合する抗体を介してバイオセンサーに固定化されてもよ
い。結合パートナーは、特異的な結合物質に特異的に結合する物質である。結合パートナ
ーは、特異的な結合物質のための上記記載のように、任意のタイプの試料または分子とし
うる。
【００４２】
方法
　本発明の方法は、例えば、ハイブリドーマのスクリーニング、マウス由来のヒト抗体、
およびファージディスプレイ技術による治療用抗体および診断用抗体の開発；ｍＲＮＡ　
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Ｔ７ファージディスプレイライブラリのスクリーニング；ならびに細菌のウイルスおよび
哺乳類のウイルスの滴定のための哺乳類細胞および細菌細胞フリーシステムにおいて使用
することができる。この文書において、結合分子、特に抗体フラグメントおよび／または
全長抗体、例えば図１について議論される。
【００４３】
ウイルスおよびファージの適用
　本発明の方法は、ウイルスを滴定するために使用することができる。通常、ウイルスの
滴定には、哺乳類のウイルスおよび細菌のウイルスのために、それぞれ生きた哺乳類細胞
および細菌細胞が必要である。死または成長の遅い細胞のサークルを計測する。本発明の
方法を用いて、哺乳類のウイルスまたは細菌のウイルスのコートタンパク質に対する抗体
がバイオセンサーに結合され、無傷のウイルスの希釈物は抗体とコートタンパク質の相互
作用を介して検出される。さらに、Ｍ１３ファージは、ＧＡ３高密度グルタルアルデヒド
バイオセンサーを用いた、ファージの直接的な固定化により滴定することができる。例え
ば図２参照。ＧＡ３バイオセンサーは、ＰＢＳを用いて３０分間水和され、その後、精製
されたＭ１３の２０％グリセロール溶液は、１．０ｅ１４から１．３ｅ１１プラーク／ｍ
ｌまで１：２の連続希釈を用いて調製され、２０％グリセロールおよびＰＢＳ中のセンサ
ーに加えられた。ファージ溶液は、センサーとともに２時間インキュベートされた。結合
していないファージは洗浄され、エンドポイントの読み取り値は、ファージタンパク質コ
ート上のフリーアミンを介して固定化されたファージの量が記録された。
【００４４】
　本発明の方法は、哺乳類のウイルスに関する生物学（受容体結合、細胞への侵入、中和
抗体のスクリーニング等）の研究においても使用されうる。例えば、ウイルスがバイオセ
ンサー上に固定化され、抗体またはタンパク質は、哺乳類細胞へのウイルスの融合を増加
または減少させる能力でスクリーニングされる。
【００４５】
　本発明の方法は、毒物、ウイルス、および他のバイオテロ物質の検出にも使用すること
ができる。例えば、毒物、ウイルスおよび他のバイオテロ物質、またはファージディスプ
レイライブラリを用いてそれらから得た抗原などのような標的に対して、パニングするこ
とができる。これらのライブラリは、ペプチド、抗体フラグメント、タンパク質骨格、ま
たはタンパク質ドメインをディスプレイすることができる。パニング工程の間で、ファー
ジは標的に結合する能力が高まる。ファージのスクリーニング工程の間で、リード候補が
同定される。ここで、本発明の方法を使用して、ファージをバイオセンサーに固定化する
ことによって、毒物、ウイルス、または他のバイオテロ物質を検出することができる。こ
れは、ペプチド合成や、ファージ上にディスプレイされるタンパク質または抗体フラグメ
ントの分子クローニングからなる面倒な仕事に取って代わる。
【００４６】
　本発明の方法は、多数の陽性結合する潜在的な結合ディスプレイファージをスクリーニ
ング（ファージパニングまたは選別実験後）するために使用することができる。特異的な
結合表面を作成できることによって、ファージは、例えばバクテリア抽出物、および使用
済み培地などのような規定された溶液や規定されていない溶液から特異的に取り出され、
バイオセンサー上に固定化することが可能である。
【００４７】
　ファージディスプレイ技術を使用して、治療用または診断用抗体を同定する場合、本発
明の方法を使用して、スクリーニングのファージレベルの早い段階で抗体の親和性をラン
ク付けすることもできる。例えば、抗原フラグメントを提示しているファージは、バイオ
センサーに直接、またはコートタンパク質に対する抗体を介して固定化することができる
。ウェルあたりの固定化されたファージの量のシグナルが記録される。ファージ上に提示
された抗体のための抗原が添加され、シグナルが記録される。ランクは、抗原への信号／
ウェルを、ファージへの信号／ウェルで割ることにより、決定することができる。この計
算によって、抗原シグナルが、各アッセイ（ウェル）において、ファージのユニットに対
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して正規化される。ファージ上の抗体フラグメントは、抗体フラグメントの遺伝子をクロ
ーン化する分子生物学の技術を使用せずに、その一価の親和性でランク付けすることもあ
りうる。この技術は、遺伝子のクローニング、抗体フラグメントの発現、抗体フラグメン
トの精製、その後の抗体との結合のランク付けをする必要がなく、抗体フラグメントのラ
ンク付けをすることができる。
【００４８】
　本発明の方法は、ファージ上の対応する抗原のディスプレイの解離速度を判定するため
に使用することができる。例えば、ファージがバイオセンサー上に固定化され、洗浄され
て、抗原が結合される。各洗浄工程の後、バイオセンサーが読まれる。抗原がバイオセン
サー上のファージから遊離されている場合、シグナルは減少する。バイオセンサーは、複
数回の洗浄中ずっと監視され、解離速度は時間の経過に伴うがシグナルの減少として計算
される。
【００４９】
　この技術を用いて、細胞成分がバイオセンサーに結合し、続いて、細胞成分に対応する
ＤＮＡ配列を含むタンパク質パートナーまたはファージを添加することにより、結合パー
トナーを同定することができる。例えば、結合パートナーを含む細胞ライセート等のよう
なテスト試料は、本発明のバイオセンサーに適用することができ、続いて結合していない
物質を除去するために洗浄される。バイオセンサーに結合している結合パートナーは、続
いてバイオセンサーから溶出されて、例えば質量分析により同定される。ファージＤＮＡ
ディスプレイライブラリは、本発明のバイオセンサーに適用することができ、その後、結
合していない物質を除去するために洗浄される。バイオセンサーに結合した個々のファー
ジ粒子は、単離することができ、これらのファージ粒子内の挿入物は、配列を決定して、
結合パートナーの正体を決定することができる。抗体は、バイオセンサー上にアレイの形
で固定化することができ、抗体はその後、タンパク質などのような結合パートナーを含む
、関心のあるテスト試料と接触させられる。バイオセンサー上に固定化された抗体に特異
的に結合するタンパク質だけが、バイオセンサーに結合したままとなる。かかるやり方は
、基本的に、酵素結合免疫吸着測定法の大規模版である。しかし、酵素または蛍光ラベル
の使用は要求されない。
【００５０】
　本発明の方法は、標準的なファージディスプレイおよびファージパニングの手順にいく
つかの利点を提供する。例えば、（１）細胞または他の結合パートナーにバイオセンサー
上で固定化されたファージ上のディスプレイがラベルなしで直接結合することは、タンパ
ク質のラベルおよび二次シグナルの増幅による影響を受けない点；　（２）未精製試料か
らの特異的なファージの引き落とし（すなわちファージのバイオセンサーへの固定化）と
、細胞または他の結合パートナーの結合は、過度の洗浄なしで、哺乳類細胞の機能的な結
合を早く検出する点；　および（３）ハイスループット、従って、最も効率的で速いファ
ージスクリーニング方法を提供する点、を含む。
【００５１】
　さらに、ファージディスプレイを用いて、抗体の哺乳類細胞への機能的な結合を判定す
るためのファージディスプレイを用いた標準的な手順には、細胞への機能的な結合を調査
するため、ファージ上のディスプレイをフラグメントおよび／または全長ＩｇＧにクロー
ニングすることに、かなりの時間と労力が必要である。本発明の方法は、ファージを精製
する必要をなくすことでプロセスを単純化しており、前述の通りハイスループットスクリ
ーニングに適している。したがって、本発明の方法は、前述の通り、研究者がファージパ
ニング実験からそのまま哺乳類細胞上のディスプレイの機能的な活性（機能的な抗原）の
試験に進むことができるという利益をもたらす。特に、本発明の方法がハイスループット
であるため、伝統的な発見のパイプラインにおけるような、後の結合実験よりも、むしろ
最初の結合実験で、細胞結合を調査することができる。細胞への結合が治療用抗体を同定
するために重要なアッセイであるので、本発明の方法により研究者は重大な情報を早く得
ることができ、それによって治療用の発見が加速される。多くの場合、本発明の方法によ
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って、発見の研究者は、治療用抗体を同定するのに尽力する最大３ヶ月から６ヶ月まで節
約するということもありうる。
【００５２】
　前記の適用のため、および特にプロテオミクスの適用のため、本発明のバイオセンサー
上のテスト試料由来の結合パートナー等の物質を選択的に結合でき、その後、さらなる解
析のためバイオセンサーの異なる位置から結合した物質を選択的に除去できることは、有
利である。本発明のバイオセンサーは、光の反射波長のシフトを測定することによって、
バイオセンサーアレイの異なる位置に結合した試料由来の結合パートナーを検出し、定量
することもできる。さらに、一の異なるバイオセンサーの位置における波長のシフトは、
他の異なるバイオセンサーの位置における陽性対照および陰性対照と比較することができ
、その結果、バイオセンサーアレイの異なる位置に結合する結合パートナーの量を判定す
ることができる。
【００５３】
ＩｇＧおよび抗体フラグメントの適用
　本発明の方法は、抗体および抗体フラグメントを、例えばペリプラズム抽出物、ハイブ
リドーマ上清、血漿または血清などのような、複合の培地から獲得するために使用するこ
とができる。例えば図３から図１０参照。以下の特異的表面は、以下の例中のウサギ抗マ
ウスFc、ウサギ抗ヒトFc、ウサギ抗ヒトＦ（ａｂ’）２、またはウサギ抗マウスF(ab')2
を置換することによって、全長IgGまたはＦ（ａｂ）を捕獲するために修飾することがで
きる。以下の手順は、図３Ａに記載されたPBSおよびペリプラズムの培養物中に添加（spi
ked)されたｓF（ab）を捕獲するためのものである。ｓFabに特異的な捕獲表面は、SRU BI
ND（登録商標） TIOバイオセンサー上に作成された。図３（A）。水和させたTIO BIND（
登録商標）バイオセンサーは、ＰＢＳ中２０μｇ／ｍｌプロテインＡを用いて３０分間コ
ートされ、洗浄されて、エンドポイントの読み取り値は、沈着したプロテインＡの量が記
録された。バイオセンサーはその後、１％ミルクを用いて３０分間ブロックされ、洗浄さ
れて、エンドポイントの読み取り値は、沈着したミルクの量が記録された。続いて２０μ
ｇ／ｍｌの特異的な捕獲試薬であるウサギ抗マウスＦ（ａｂ’）２特異的ＩｇＧが３０分
間インキュベートされ、洗浄されて、エンドポイントの読み取り値は沈着したウサギ抗マ
ウスＦ（ａｂ’）２特異的ＩｇＧの量が記録された。プロテインＡが残っている場所は、
５０μｇ／ｍｌウサギＩｇＧを用いて３０分間ブロックされた。この時点で、マウスｓＦ
（ａｂ）に特異的な捕獲表面が作成された。この例において、精製されたポリクローナル
マウスｓＦ（ａｂ）、０．３３、１．０および３．０μｇ／ｍｌが、ＰＢＳ中におよびｓ
Ｆ（ａｂ）を発現していない大腸菌ペリプラズム調製物中に添加（spiked)された。図３
（Ａ）および図４（Ｂ）。
【００５４】
　図４は、ペリプラズム抽出物からの、ＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー上
でのｓｃＦｖの捕獲を示す。水和されたＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーは
、ＰＢＳ中２０μｇ／ｍｌプロテインＡを用いて３０分間コートされ、洗浄されて、エン
ドポイントの読み取り値は、沈着したプロテインＡの量が記録された。バイオセンサーは
その後、１％ミルクを用いて３０分間ブロックされ、洗浄されて、エンドポイントの読み
取り値は、沈着したミルクの量が記録された。続いて２０μｇ／ｍｌの特異的な捕獲試薬
であるウサギ抗マウスＦｃが３０分間インキュベートされ、洗浄されて、エンドポイント
の読み取り値は沈着したウサギ抗マウスＦｃ特異的ＩｇＧの量が記録された。二つの捕獲
抗体表面が作成され、（１）２５μｇ／ｍｌ抗ヒスチジンおよび２５μｇ／ｍｌ抗ｃ－ｍ
ｙｃ、ならびに（２）５０μｇ／ｍｌ抗ｃ－ｍｙｃが３０分間インキュベートされ、洗浄
されて、エンドポイントの読み取り値は、沈着した捕獲抗体の量が記録された。この時点
で、ｓｃＦｖ捕獲表面が作成された。図４（Ａ）。精製したｓｃＦｖ（５μｇ／ｍｌ）が
、ＰＢＳおよびｓｃＦｖをコードするプラスミドを含まない大腸菌ペリプラズム抽出物中
に添加（spiked)された。ｓｃＦｖは1時間インキュベートされ、洗浄されて、エンドポイ
ントの読み取り値は、沈着したｓｃＦｖの量が記録された。ｓｃＦｖの量は、図４（Ｂ）
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に表にまとめられ、図４（Ｃ）および図４（Ｄ）にグラフで示される。
【００５５】
　図５は、ペリプラズム抽出物からの、ＳＡ１　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー上
でのｓｃＦｖの捕獲を示す。水和されたＳＡ１　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー、
ストレプトアビジンは、５０μｇ／ｍｌビオチン抗ヒスチジンを用いて１時間インキュベ
ートされ、洗浄されて、エンドポイントの読み取り値は、沈着したビオチン抗ヒスチジン
の量が記録された。図５（Ａ）。８μｇ／ｍｌのｓｃＦｖが、ＰＢＳおよびｓｃＦｖをコ
ードするプラスミドを含まない大腸菌ペリプラズム抽出物中に添加（spiked)された。ｓ
ｃＦｖは1時間インキュベートされ、洗浄されて、エンドポイントの読み取り値は、沈着
したｓｃＦｖの量が記録された。ｓｃＦｖの量は、図５（Ｂ）に表にまとめられ、図５（
Ｃ）にグラフで示される。
【００５６】
　図６は、ペリプラズム抽出物からの、ＧＡ１　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー上
でのｓｃＦｖの捕獲を示す。水和されたＧＡ１　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー、
グルタルアルデヒドは、５０μｇ／ｍｌ抗ｃ－ｍｙｃを用いて１時間インキュベートされ
、洗浄されて、エンドポイントの読み取り値は、沈着した抗ｍｙｃの量が記録された。図
６（Ａ）。残っているグルタルアルデヒド反応基をブロックするため、２００μｇ／ｍｌ
のニュートラアビジンがＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーとともに１時間インキュベ
ートされ、洗浄されて、エンドポイントの読み取り値は、沈着したニュートラアビジンの
量が記録された。５μｇ／ｍｌのｓｃＦｖが、ＰＢＳおよびｓｃＦｖをコードするプラス
ミドを含まない大腸菌ペリプラズム抽出物中に添加（spiked)された。ｓｃＦｖは１時間
インキュベートされ、洗浄されて、エンドポイントの読み取り値は、沈着したｓｃＦｖの
量が記録された。ｓｃＦｖの量は、図６（Ｂ）に表にまとめられ、図６（Ｃ）にグラフで
示される。
【００５７】
　図７において、ハイブリドーマ技術を介して作成されたマウスＩｇＧは、ハイブリドー
マ上清から得られ、可溶性抗原および細胞上に発現された抗原を結合する能力がテストさ
れる。マウスＩｇＧに特異的な捕獲表面は、ＳＲＵ　ＢＩＮＤ（登録商標）　ＴＩＯバイ
オセンサー上に作成された。図７（Ａ）および図７（Ｂ）。水和されたＴＩＯ　ＢＩＮＤ
（登録商標）バイオセンサーは、ＰＢＳ中２０μｇ／ｍｌプロテインＡで３０分間コート
され、洗浄されて、エンドポイントの読み取り値は、沈着したプロテインＡの量が記録さ
れた。バイオセンサーはその後、１％ミルクを用いて３０分間ブロックされ、洗浄されて
、エンドポイントの読み取り値は、沈着したミルクの量が記録された。続いて２０μｇ／
ｍｌの特異的な捕獲試薬であるウサギ抗マウスＦｃ特異的ＩｇＧが３０分間インキュベー
トされ、洗浄されて、エンドポイントの読み取り値は沈着したウサギ抗マウスＦｃ特異的
ＩｇＧの量が記録された。プロテインＡが残っている場所は、５０μｇ／ｍｌウサギＩｇ
Ｇを用いて３０分間ブロックされた。この時点で、マウスＩｇＧに特異的な捕獲表面が作
成された。プレート１５を使用して、抗原を発現するトランスフェクトされた細胞株と親
細胞株の結合がテストされた。プレート１６を使用して、抗原の結合がテストされた。図
７（Ｃ）は、プレート１５およびプレート１６上のハイブリドーマ上清からマウスＩｇＧ
を捕獲するために測定された、ｎｍのシフトを示す。図７（Ｄ）は、ＢＩＮＤ（登録商標
）バイオセンサー上に捕獲されたＩｇＧへの抗原および細胞の結合を示す。図７（Ｅ）は
、抗原および細胞の結合に関するｎｍのシフト、ならびにＩｇＧのシグナルで除した抗原
シグナルの比、およびＩｇＧのシグナルで除した細胞結合シグナルの比を示す。抗体２２
、２５、２６、２８、３０、３１、３４、３６、および３７は、０．１３の比を有する抗
原へ最も高い親和性を有する３７を含めて、抗原結合剤（ＩｇＧの結合で除した抗原結合
）として分類することができる。抗体２２、２５、および２６は、同様の親和性を有し、
０．１０の比を有する第二のクラスの結合剤を構成する。残りの抗体（２８、３０、３１
、３４、および３６）は、０．０４よりも小さい比を有する非常に低い親和性を有する。
ＩｇＧは、抗体３０の場合、０．１１のＩｇＧで除した親細胞株と０．１６のＩｇＧで除
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した抗原提示細胞の比を用いて、一般的な細胞結合剤としても分類することができる。第
二の細胞結合クラスは、それぞれ０．４９および０．３０のＩｇＧにより除された抗原提
示細胞と、それぞれ０．００および０．０１のＩｇＧにより除された親細胞株の比を用い
て、抗体２５および２６におけるように、細胞上に発現される抗原に特異的である。ほか
の抗体は、ＩｇＧで除した親細胞株と、ＩｇＧで除した抗原提示細胞の０．０４よりも小
さい比を有する、細胞結合剤ではない。
【００５８】
　図８は、血清からの、抗ＦｃＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーを用いた抗
体の捕獲を示す。マウスＩｇＧに特異的な捕獲表面が、ＳＲＵ　ＢＩＮＤ（登録商標）　
ＴＩＯバイオセンサー上に作成された。図８（Ａ）。水和されたＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録
商標）バイオセンサーは、ＰＢＳ中２０μｇ／ｍｌプロテインＡで３０分間コートされ、
洗浄されて、エンドポイントの読み取り値は、沈着したプロテインＡの量が記録される。
バイオセンサーはその後、１％ミルクを用いて３０分間ブロックされ、洗浄されて、エン
ドポイントの読み取り値は、沈着したミルクの量が記録された。続いて２０μｇ／ｍｌの
特異的な捕獲試薬であるウサギ抗マウスＦｃが３０分間インキュベートされ、洗浄されて
、エンドポイントの読み取り値は沈着したウサギ抗マウスＦｃの量が記録された。プロテ
インＡが残っている場所は、５０μｇ／ｍｌウサギＩｇＧを用いて３０分間ブロックされ
た。この時点で、マウスＩｇＧに特異的な捕獲表面が作成された。図８（Ｂ）および（Ｃ
）は、ＰＢＳならびに、５％、１０％、２０％、４０％、および１００％血清中に添加（
spiked)されたマウスＩｇＧ（０．１－６．４μｇ／ｍｌの連続希釈液）の捕獲を示す。
図８（Ｄ）および図８（Ｅ）は、図８（Ｂ）および図８（Ｃ）における表データをグラフ
に示したものである。
【００５９】
　図９は、ＧＡ１Ｂｉｎｄバイオセンサーを用いた、血清における薬物－抗薬物アッセイ
を示す。ＩｇＧは、治療用抗体薬の模倣体であり、抗薬物は、ＰＢＳ中に添加（spiked)
されたＦ（ａｂ’）２およびＧＡ１　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーを用いて臨床
分離株由来のヒト血清において見られる模倣体ＩｇＧに対するマウス血清である。水和さ
れたＧＡ１　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーは、２０μｇ／ｍｌＩｇＧで１時間イ
ンキュベートされ、洗浄されて、エンドポイントの読み取り値は、表面に沈着したＩｇＧ
の量が記録された。ＧＡ１　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーの表面に残っている遊
離のアルデヒドは、１００μｇ／ｍｌの免疫されていないウサギのＩｇＧを用いてインキ
ュベートすることによって、拘束された。ＩｇＧ（薬物）：ｒＩｇＧ表面は、ピアス社の
スタートブロックにより１時間ブロックもされた。図９（Ａ）は、薬物表面特異的な産物
のｎｍシフトを示す。０－７．１μｇ／ｍｌの抗薬物の滴定曲線は、抗薬物をＰＢＳまた
は１１％および３０％マウス血清中に連続的な１：３希釈をすることにより、バイオセン
サー上でインキュベートされた。抗薬物の２０μｇ／ｍｌの薬物表面への結合（図９（Ｂ
））、および０μｇ／ｍｌの薬物表面への結合（図９（Ｃ））を、グラフで示す。同量の
抗薬物は、ＰＢＳに比べて１１％血清において捕獲される。３０％血清中では抗薬物はあ
まり捕獲されないが、抗薬物は検出可能である。
【００６０】
　図１０は、血清中でＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーを用いた薬物－抗薬
物アッセイの開発を示す。ＩｇＧは治療用抗体薬の模倣体であり、抗薬物はＰＢＳ中に添
加（spiked)されたＦ（ａｂ’）２および臨床分離株由来のヒト血清において見られる模
倣体ＩｇＧに対するマウス血清である。図１０（Ａ）は、マウスＩｇＧの捕獲のための特
異的表面を作成している間に測定されたシフトを示す。水和されたＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登
録商標）バイオセンサーは、２０μｇ／ｍｌのプロテインＡでコートされる。１％ミルク
は、ＴＩＯ上のプロテインＡにより充てんされないままの結合部位をブロックするために
使用される。ミルクによるブロッキング工程の後、表面は、２０μｇ／ｍｌウサギ抗ヒト
Ｆｃを用いてインキュベートされる。５０μｇ／ｍｌのウサギＩｇＧは、ウサギ抗マウス
Ｆｃにより充てんされていないプロテインＡ結合部位をブロックするために使用される。



(17) JP 2009-517695 A 2009.4.30

10

20

30

40

50

実験のこの段階の間、各試薬は表面と３０分間インキュベートされ、表面は洗浄されて、
エンドポイントの読み取り値は、表面に沈着した各試薬の量が記録された。５０μｇ／ｍ
ｌの薬物（ＩｇＧ）は、特異表面とともに１時間インキュベートされ、洗浄されて、エン
ドポイントの読み取り値は、表面に沈着した各薬物の量が記録された。０－７．１μｇ／
ｍｌの抗薬物の滴定曲線は、抗薬物をＰＢＳまたは１１％および３０％マウス血清中に連
続的な１：３希釈をすることにより、バイオセンサー上でインキュベートされた。５０μ
ｇ／ｍｌおよび０μｇ／ｍｌの薬物表面への抗薬物の結合は、それぞれ図１０（Ｂ）およ
び１１（Ｃ）に示される。抗薬物は、１１％および３０％血清中ではあまり捕獲されない
が、抗薬物は検出可能である。
【００６１】
抗体選別中のエピトープクラスの判定
　抗体選別（抗体または抗体フラグメント）またはファージ選別中のエピトープクラスは
、本発明の方法を用いて判定することができる。例において、分類される結合分子は、抗
体またはディスプレイファージまたは両方の組み合わせとすることができる。一次結合分
子は、受動的または特異的にバイオセンサーに固定化される。好ましくは、バイオセンサ
ーは、マイクロタイタープレートの底表面を含む。表面は、ブロッカーによりブロックす
ることができる。抗原（糖、ポリマー、ペプチド、可溶性タンパク質、または細胞性受容
体の抗原模倣体等）は、ディスプレイファージ、抗体、または抗体フラグメント表面によ
って特異的に捕獲される。分類される個々のファージクローン、抗体、抗体フラグメント
は、ウェルに添加される。ウェル中で固定化されたディスプレイファージ、抗体、または
抗体フラグメントが、分類されるファージ、抗体、または抗体フラグメントと同じエピト
ープクラス中で結合する場合、結合部位が、固定化されたファージ、抗体、または抗体フ
ラグメントにより充てんされるため、測定可能なシグナルはないだろう。ウェル中で固定
化されたディスプレイファージ、抗体、または抗体フラグメントが、分類されるファージ
、抗体、または抗体フラグメントと異なるエピトープ結合部位を認識する場合、測定可能
なシグナルが記録されるだろう。
【００６２】
　図１１は、比色共鳴反射バイオセンサーを用いてエピトープのマッピングを行うための
、標的ペプチドに結合しているモノクローナル抗体のエンドポイント解析を示す。図１１
（Ａ）は、マウスＩｇＧに特異的な表面を作成している間に測定されたシフトを示す。水
和されたＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーは、２０μｇ／ｍｌのプロテイン
Ａでコートされる。プロテインＡは、特異的にマウスＩｇＧを捕獲する、ウサギ抗マウス
Ｆｃに特異的な捕獲表面としてふるまう。１％ミルクは、ＴＩＯ上のプロテインＡにより
充てんされないままの結合部位をブロックするために使用される。ミルクによるブロッキ
ング工程の後、表面は、２０μｇ／ｍｌウサギ抗マウスＦｃ－を用いてインキュベートさ
れる。５０μｇ／ｍｌのウサギＩｇＧは、ウサギ抗マウスＦｃにより充てんされていない
プロテインＡ結合部位をブロックするために使用される。実験のこの段階の間、各試薬は
表面と３０分間インキュベートされ、表面は洗浄されて、エンドポイントの読み取り値は
、表面に沈着した各試薬の量が記録された。図１１（Ｂ）において、プロテインＡ：ミル
ク：ウサギ抗マウスＦｃ：ウサギＩｇＧ表面による４つのマウスＩｇＧの捕獲が記録され
る。１０μｇ／ｍｌのＩｇＧは、特異的表面とともに３０分間インキュベートされた。マ
ウスＩｇＧの二次レイヤーが抗原を通して結合し、ウサギ抗マウスＦｃでは結合しないこ
とを確認するため、ピアス社からの免疫されていないマウスのＩｇＧを５０μｇ／ｍｌで
添加し、占有されていないウサギ抗マウスＦｃ結合部位が充てんする、図１１（Ａ）。図
１１（Ｃ）は、抗原が捕獲されたマウスＩｇＧに添加される時、測定されたシフトを記録
する。Ａｂ－４は抗原に結合せず、４つのＩｇＧは抗原結合剤（Ａｂ－１、Ａｂ－２およ
びＡｂ－３）および抗原非結合剤（Ａｂ－４）として分類することができる。抗原結合抗
体は、抗原シフトをＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーにより測定された抗体シフトで
除することによってランク付けすることもできる。Ａｂ－２は抗原に高い親和性を有し、
０．５６の比を有する。Ａｂ－３は、抗原にＡｂ－１よりもわずかに高い親和性を有し、
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抗原結合／抗体シフトの比はそれぞれ０．３８および０．３５を有する。図１１（Ｄ）は
、レイヤー１において、レイヤー３のように、同じマウスＩｇＧの添加により作成された
格子を示す。同じウェル中の２つのＩｇＧが抗原の同じ領域に結合する場合、シグナルは
検出されない。これは、同じ抗体を同じウェルに２回添加することにより、例証される。
自己競合は、対角線上に見られるように、シグナルなしという結果となる：Ａｂ－１対Ａ
ｂ－１は０．０１６ｎｍという結果となる；Ａｂ－２対Ａｂ－２は０．０６３ｎｍという
結果となる；Ａｂ－３対Ａｂ－３は０．０５０ｎｍという結果となる。Ａｂ－１およびＡ
ｂ－３は、同じ結合クラスであり、Ａｂ－１対Ａｂ－３は０．０３３ｎｍシフトという結
果となり、Ａｂ－３対Ａｂ－１の逆方向は０．０２４ｎｍシフトという結果となるため、
サンドウィッチペアとして使うことはできない。ウェル中の２つのＩｇＧがどちらも抗原
を同時に結合することができる場合、それらは異なる結合クラスに属し、サンドウィッチ
ペアとして使用することができる。Ａｂ－２は、第二の結合クラスであり、Ａｂ－１およ
びＡｂ－３用のサンドウィッチパートナーとして使用することができる：Ａｂ－１対Ａｂ
－２は０．１３８である；Ａｂ－２対Ａｂ－１は０．１５０である；Ａｂ－３対Ａｂ－２
は０．２０３である；およびＡｂ－２対Ａｂ－３は０．２１２である。この技術は、固定
化された第一および／または第２の抗体がファージ上に提示された抗体または可溶性の抗
体（精製したまたは未精製の試料）である場合、機能する。組み合わせは、ファージ：フ
ァージ、ファージ：抗体フラグメント、抗体フラグメント：ファージ、抗体フラグメント
：抗体フラグメント、全長抗体：ファージ、ファージ：全長抗体、全長抗体：全長抗体、
抗体フラグメント：全長抗体および抗体：抗体フラグメントを含む。これはハイブリドー
マおよびファージディスプレイ選別、ならびに例えばマウス等の他の宿主において作られ
るヒト抗体にも適用することができる。
【００６３】
　ここで引用された全ての特許、特許出願、および他の科学的または技術的文書は、参照
により完全に組み込まれる。ここに好ましい実施態様の現在の代表として記載された方法
および組成物は例であり、本発明の範囲の制限として意図するものではない。変更および
他の使用は当業者に明らかであり、本発明の精神の中に包含される。ここに図解で記載さ
れた本発明は、任意の要素、ここに特に開示されていない制限なしで実施することができ
る。したがって、例えば、どの場合にも、“含んでいる”、“本質的になる”、および、
“からなる”の任意の語は、他の２つの語のどちらでも置換することができ、同時に通常
の意味を維持する。採用されている語および表現は、記述の語として使用され、限定の語
ではなく、かかる語および表現の使用において、示され記述された特徴またはそれらの一
部の相等物を排除する意図もないが、請求された本発明の範囲内で多様な変更が可能であ
る。したがって、本発明は、実施例および任意の特徴により具体的に開示されているが、
ここに開示された概念の変更および変形は、明細書および添付の特許請求の範囲により定
義されるように、本発明の範囲内であると考えられると理解されるべきである。
【００６４】
　さらに、本発明の特徴または形態はマーカッシュグループまたは他の代わりのグループ
の観点で記載される場合、本発明は、個々のメンバーまたはマーカッシュグループもしく
は他のグループのサブグループのメンバーの観点で、それによっても記載されることを当
業者は認識する。
【図面の簡単な説明】
【００６５】
【図１Ａ】全長ＩｇＧ抗体およびＩｇＧのドメインを示す。Vは可変部を表し、Cは定常部
を表し、Hは重鎖を表し、Lは軽鎖を表し、S-Sはジスルフィド結合を表す。
【図１Ｂ】Ｆ（ａｂ）を示す。
【図１Ｃ】ｓｃＦｖを示す。VLおよびVH間の線は、組換えリンカーであり、IgGにおいて
天然には見られない。
【図２】ＧＡ３　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー上での細菌ウイルスの滴定を示す
。
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【図３Ａ】ＰＢＳおよび大腸菌ペリプラズム抽出物中に添加（spiked)されたＦ（ａｂ）
の捕獲の比較。ｓＦ（ａｂ）特異的捕獲表面の作成およびｓＦ（ａｂ）の捕獲を示す。
【図３Ｂ】図３Ａにおいて記録されたｓＦａｂの捕獲のグラフ表示を示す。
【図４Ａ】ペリプラズム抽出物からの、ＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー上
でのｓｃＦｖの捕獲を示す。ｓｃＦｖ特異的捕獲表面の作成および６ｘＨｉｓおよびｃ－
ｍｙｃタグを含むｓｃＦｖの捕獲を示す。
【図４Ｂ】ＰＢＳおよびペリプラズム抽出物中に添加（spiked)された精製ｓｃＦｖの捕
獲を示す。
【図４Ｃ】ＰＢＳおよびペリプラズム抽出物中に添加（spiked)された精製ｓｃＦｖの、
抗ヒスチジンと抗ｃ－ｍｙｃの混合捕獲抗体による捕獲を示す。
【図４Ｄ】ＰＢＳおよびペリプラズム抽出物中に添加（spiked)された精製ｓｃＦｖの、
抗ｃ－ｍｙｃ捕獲表面による捕獲を示す。
【図５Ａ】ペリプラズム抽出物からの、ＳＡ１　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー上
でのｓｃＦｖの捕獲を示す。表面の作成およびｓｃＦｖの特異的な捕獲を示す。
【図５Ｂ】ＰＢＳおよびペリプラズム培養物中に添加（spiked)されたｓｃＦｖの捕獲を
示す。
【図５Ｃ】ＰＢＳおよびペリプラズム抽出物から、ストレプトアビジン：ビオチン抗ヒス
チジンにより特異的に捕獲された、８μｇ／ｍｌのｓｃＦｖを示す。
【図６Ａ】ペリプラズム抽出物からの、ＧＡ１　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー上
でのｓｃＦｖの捕獲を示す。ｓｃＦｖ捕獲表面の作成を示す。
【図６Ｂ】ＰＢＳおよびペリプラズム抽出物中に添加（spiked)された精製ｓｃＦｖの捕
獲を示す。
【図６Ｃ】ＰＢＳおよびペリプラズム抽出物から、抗ｃ－ｍｙｃによる５μｇ／ｍｌのｓ
ｃＦｖの捕獲を示す。
【図７Ａ】抗ＦｃＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーを用いた、ハイブリドー
マ上清からのＩｇＧの捕獲を示す。特異的ＩｇＧ捕獲表面の作成を示す。
【図７Ｂ】特異的ＩｇＧ捕獲表面の作成を示す。
【図７Ｃ】ハイブリドーマ培養液からのＩｇＧの捕獲を示す。
【図７Ｄ】抗原、抗原＋細胞、および細胞のバイオセンサー表面上に捕獲されたＩｇＧへ
の結合を示すグラフ表示である。
【図７Ｅ】バイオセンサー表面上に捕獲されたＩｇＧ量で正規化した、抗原、抗原＋細胞
、および細胞のバイオセンサー表面上に捕獲されたＩｇＧへの結合を示す表である。
【図８Ａ】抗Ｆｃ　ＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーを用いた、血清からの
ＩｇＧの捕獲（Ｎ＝２）を示す。特異的ＩｇＧ結合表面の作成を示す。
【図８Ｂ】血清からのＩｇＧの捕獲を示す。
【図８Ｃ】血清からのＩｇＧの捕獲を示す。
【図８Ｄ】図８Ｂにおいて記録されたｓＦａｂの捕獲のグラフ表示を示す。
【図８Ｅ】図８Ｃにおいて記録されたｓＦａｂの捕獲のグラフ表示を示す。
【図９Ａ】ＧＡ１　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーを用いた、血清での薬物：抗薬
物アッセイを示す。ＩｇＧの捕獲に特異的な表面の作成を示す。
【図９Ｂ】２０μｇ／ｍｌ薬物表面上でのＰＢＳ、１１％血清、および３０％血清からの
抗薬物の捕獲を示す。
【図９Ｃ】０μｇ／ｍｌ薬物表面上でのＰＢＳ、１１％血清、および３０％血清からの抗
薬物の捕獲を示す。
【図１０Ａ】抗Ｆｃ　ＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーを用いた、血清から
のＩｇＧ捕獲を示す。抗薬物の捕獲のための薬物表面の作成を示す。
【図１０Ｂ】５０μｇ／ｍｌ薬物表面上でのＰＢＳ、１１％血清、および３０％血清から
の抗薬物の捕獲を示す。
【図１０Ｃ】０μｇ／ｍｌ薬物表面上でのＰＢＳ、１１％血清、および３０％血清からの
抗薬物の捕獲を示す。
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【図１１Ａ】抗Ｆｃ　ＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサー上での、抗体結合の
エンドポイント解析および抗体のサンドウィッチペアの同定を示す。マウスＩｇＧ特異的
表面の作成を示す。
【図１１Ｂ】レイヤー１（抗体）の捕獲を示す。
【図１１Ｃ】レイヤー２（抗体による抗原）の捕獲を示す。
【図１１Ｄ】レイヤー３（抗体－抗原複合体による抗体）の捕獲を示す。

【図１Ａ】
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【図１０Ａ】
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【図１１Ａ】

【図１１Ｂ】

【図１１Ｃ】

【図１１Ｄ】

【手続補正書】
【提出日】平成20年10月30日(2008.10.30)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１５】
　図７Ａ－Ｅは、抗Ｆｃ　ＴＩＯ　ＢＩＮＤ（登録商標）バイオセンサーを用いた、ハイ
ブリドーマ上清からのＩｇＧの捕獲を示す。図７Ａは、特異的マウスＩｇＧ捕獲表面の作
成を示す。図７Ｂは、特異的マウスＩｇＧ捕獲表面の作成を示す。図７Ｃは、ハイブリド
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ーマ培養液からのＩｇＧの捕獲を示す。図７Ｄは、抗原、抗原と細胞、および細胞のバイ
オセンサー表面上に捕獲されたＩｇＧへの結合のグラフ表示を示す。図７Ｅは、バイオセ
ンサー表面上に捕獲されたＩｇＧ量で正規化した、抗原、抗原と細胞、および細胞のバイ
オセンサー表面上に捕獲されたＩｇＧへの結合を示す表である。
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