
JP 6059014 B2 2017.1.11

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料の構成成分の検出において使用されるデバイスを製造する方法であって、
　（ａ）試料を、アレイであって前記アレイの様々なエリアを固定化された様々なペプチ
ドが占めているアレイと接触させるステップであって、エリア内の同じペプチドの異なる
分子は、アレイ表面でｉｎ　ｓｉｔｕ合成され、かつアレイ表面上に互いに６ｎｍ未満の
間隔で配置されている、ステップと、
　（ｂ）アレイ内の様々なペプチドの、試料の構成成分への結合を検出するステップと、
　（ｃ）ステップ（ｂ）において様々なペプチドの結合が検出された構成成分の、既知の
結合パートナーを含むデバイスを形成するステップと
を含む方法。
【請求項２】
　前記様々なペプチドに結合する試料の構成成分を同定するステップをさらに含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
　ステップ（ｃ）は、前記構成成分に結合することが知られている複数の異なる結合パー
トナーを含むデバイスを形成することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　結合パートナーは前記構成成分に対する抗体である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
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　結合パートナーは前記構成成分に結合することが知られているペプチドである、請求項
１に記載の方法。
【請求項６】
　結合パートナーはステップ（ｂ）で検出された様々なペプチドのうちの１つである、請
求項１に記載の方法。
【請求項７】
　結合パートナーは合成抗体である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　結合パートナーは支持体に固定化される、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　結合パートナーはアレイ中の支持体に固定化される、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　ステップ（ｃ）は第２のアレイを形成することを含み、前記第２のアレイは、試料の構
成成分に結合するアレイ内の様々なペプチドのうち１つ以上を含有するが、アレイ中の様
々なペプチド全ては含有しない、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　第２のアレイはアレイ内の様々なペプチドの５％未満を含有している、請求項１０に記
載の方法。
【請求項１２】
　アレイであって、前記アレイの様々なエリアを固定化された様々なペプチドが占めてお
り、エリア内の同じペプチドの異なる分子は、アレイ表面でｉｎ　ｓｉｔｕ合成されたも
のであり、かつ同じエリア内の少なくとも２つの異なる分子と多価の結合パートナーとの
間の多価結合のために互いに６ｎｍ未満の間隔で配置されていることを特徴とする、アレ
イ。
【請求項１３】
　アレイであって、前記アレイの様々なエリアを固定化された様々なペプチドが占めてお
り、前記様々なペプチドは、既知のヒトタンパク質のうち少なくとも２５、５０または７
５％に結合することが知られている複数のペプチドおよび５００～５０，０００個のラン
ダムペプチドを含むことと、エリア内の同じペプチドの異なる分子は、アレイ表面でｉｎ
　ｓｉｔｕ合成されたものであり、かつ同じエリア内の少なくとも２つの異なる分子と多
価の結合パートナーとの間の多価結合のために互いに６ｎｍ未満の間隔で配置されている
こととを特徴とする、アレイ。
【請求項１４】
　ワクチンを試験する方法であって、
　病原微生物に対するワクチンで免疫化された対象者の血液試料を、請求項１２または１
３に記載のアレイと接触させるステップと、
　アレイの様々なペプチドへの試料の結合パターンを検出するステップと、
　前記結合パターンを、ウイルスによる感染を生き残った対象者由来の１つ以上の参照試
料の結合パターンと比較するステップと
を含み、対象試料と参照試料との間の結合プロファイルの類似は、前記ワクチンが前記病
原微生物に対して有効であることを示していることを特徴とする、方法。
【請求項１５】
　対象者はウイルスへの曝露の前にワクチンで免疫化済みである、請求項１４に記載の方
法。
【請求項１６】
　固定化された様々なペプチドのうちの少なくとも５０個が、試料中の少なくとも１つの
分子に対して１ｍＭ～１μＭの解離定数を有する請求項１２に記載のアレイ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、試料のプロファイリングのための化合物アレイに関する。
【背景技術】
【０００２】
　本発明の背景技術
　ＥＬＩＳＡ反応およびその他の簡単なイムノアッセイは、疾病の診断のためによく使用
される。多くのアッセイは単一の分析物を検出するように構成されている。したがって、
いくつかの異なる診断が可能である場合、いくつかの異なるそのようなアッセイが並行し
て行われることが多い。
【０００３】
　免疫応答を広く特徴解析するための既存の手法は、多重的な標準ＥＬＩＳＡ、多数回の
選択を伴うライブラリ・パニングの使用、または、病原体に対する抗体もしくは自己抗体
を検出するための、アレイ形式の病原体由来の既知タンパク質もしくは宿主タンパク質の
プリンティングを含んでいる。Ｔ細胞およびＢ細胞も、組換え事象を配列決定するために
Ｔ細胞ゲノムおよびＢ細胞ゲノムの特定領域を単離およびクローニングすることにより、
特徴解析されてきた。これらの処理過程はいずれも労働集約的であり、かつ時間を要する
。該処理過程は、特異的結合試薬が提供されている特定の分析物がなければ標準的な臨床
診断プロトコールまたは早期発見の助けにはならない。
【発明の概要】
【０００４】
　特許請求の範囲に記載の発明の概要
　本発明は、試料を分析する方法であって：（ａ）試料を、アレイであってそのアレイの
様々なエリアを固定化された様々な化合物が占めているアレイと接触させるステップであ
って、エリア内の同じ化合物の異なる分子は、同じエリア内の少なくとも２つの異なる分
子と多価の結合パートナーとの間の多価結合のために、互いに十分に近接した間隔で配置
されることを特徴とするステップと；（ｂ）アレイ内の様々な化合物の、試料の構成成分
への、例えば抗体への結合を検出するステップと、を含む方法を提供する。これにより、
試料は、一価結合の条件下では試料への結合を相互に識別し、かつ非特異的結合と識別す
るのは困難であるが、試料の化合物への多価結合により、相互に、かつ非特異的結合とは
著しく異なる結合を示し、その結果試料の結合プロファイルの特徴を生じる化合物の相対
的結合から、特徴解析が可能である。
【０００５】
　いくつかの方法では、試料は、１ｍｍ～１μＭの会合定数で試料に結合する様々な化合
物に結合する複数の試料の相対的結合から特徴解析される。いくつかの方法では、試料は
、１ｍｍ～１μＭの会合定数で試料に結合する少なくとも１０個または１００個の化合物
の相対的な結合から特徴解析される。いくつかの方法では、試料は、複数の化合物の相対
的な結合を含む試料の結合プロファイルを参照結合プロファイルと比較することにより特
徴解析される。いくつかの方法では、アレイのエリア内の化合物の分子間の平均間隔は、
６ｎｍ未満である。
【０００６】
　任意選択で、該方法は様々な化合物に結合する試料の構成成分を同定するステップをさ
らに含む。任意選択で、該方法は、同定された構成成分を該構成成分に結合することが知
られている結合パートナーを用いて検出するステップをさらに含む。任意選択で、同定さ
れた構成成分は、該構成成分に結合することが知られている複数の異なる結合パートナー
を用いて検出される。任意選択で、結合パートナーは同定された構成成分に対する抗体で
ある。任意選択で、結合パートナーは同定された構成成分に結合することが知られている
ペプチドである。任意選択で、結合パートナーはステップ（ｂ）で検出された様々な化合
物のうちの１つである。任意選択で、結合パートナーは合成抗体（synbody）である。任
意選択で、結合パートナーは支持体に対して固定化されている。任意選択で、結合パート
ナーはアレイ中で支持体に対して固定化されている。任意選択で、該方法は第２のアレイ
を形成するステップをさらに含み、該第２のアレイは、アレイ中の様々な化合物全てでは
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なく同定された構成成分に結合するアレイ中の様々な化合物のうち１つ以上を含有してい
る。任意選択で、第２のアレイは、アレイ中の様々な化合物のうち５％未満を含有してい
る。任意選択で、該方法は、試料に結合することが測定された化合物を含むがアレイ中の
様々な化合物全ては含まないアレイまたは他のデバイスを形成するステップをさらに含む
。
【０００７】
　いくつかの方法では、検出ステップは、試料中の１つまたは複数の抗体への様々な化合
物の結合を検出する。いくつかの方法では、検出ステップは、外側表面から複数の同じタ
ンパク質を提示している生物学的物質への様々な化合物の結合を検出する。いくつかの方
法では、生物学的物質はその外側表面から複数の同じ受容体を提示している細胞である。
いくつかの方法では、試料に対して最も強く結合する化合物は、その試料の構成成分に結
合し、０．１μＭ～１ｍＭの結合力の最も強い結合親和性を有する。いくつかの方法では
、化合物はペプチドまたは小分子である。いくつかの方法では、アレイは５００～５０，
０００個のペプチドを有する。いくつかの方法では、ペプチドの長さは１０～３０アミノ
酸である。いくつかの方法では、ペプチドの配列は無作為に選択される。いくつかの方法
では、固定化される様々な化合物は試料とは関係なく選択され、アレイは様々なタンパク
質に結合することが知られている複数の化合物をさらに含み、該化合物も同じく該アレイ
の異なるエリアを占めている。いくつかの方法では、様々なタンパク質に結合することが
知られている複数の化合物は、様々なヒトタンパク質のうち少なくとも２５％、５０また
は７５％に結合することが知られている化合物を含む。いくつかの方法では、固定化され
る様々な化合物は、様々なヒトタンパク質のうち少なくとも２５％、５０％または７５％
に結合することが知られている複数の化合物、および５００～５０，０００個のランダム
ペプチドを含む。いくつかの方法では、ペプチドの配列は標的の既知の結合パートナーに
対して９０％未満の配列同一性を有する。いくつかの方法では、ペプチドの配列は既知タ
ンパク質に対して９０％未満の配列同一性を有する。いくつかの方法では、アレイのエリ
ア内における化合物間の平均間隔は２～４ｎｍである。いくつかの方法では、アレイのエ
リア内における化合物間の平均間隔は３ｎｍである。いくつかの方法では、試料をアレイ
と接触させるステップは、アレイへの試料の結合の潜在的競合物の存在下で行なわれる。
いくつかの方法では、該競合物は、試料の被検構成成分の既知の結合パートナーである。
【０００８】
　いくつかの方法では、試料は患者の試料であり、競合物は該患者を侵している疾病に関
係することが知られているタンパク質である。いくつかの方法では、試料は患者の試料で
ある。いくつかの方法では、試料は複数の抗体を含有している。いくつかの方法では、患
者は疾病に罹患していることが知られているかまたは罹患している疑いがある。いくつか
の方法では、患者は疾病のリスクを有することが知られているが、該疾病の症状を示して
いない。一部においては、該疾病は、自己免疫性疾患、感染症、またはＣＮＳの疾病であ
る。いくつかの方法では、試料は血液、尿、またはＣＮＳの試料である。いくつかの方法
では、試料の構成成分は標識される。いくつかの方法では、試料の構成成分へのペプチド
の結合は二次抗体を使用して検出される。いくつかの方法では、二次抗体はアイソタイプ
特異的な抗体である。いくつかの方法では、試料の構成成分へのペプチドの結合はｓｐｒ
または質量分析法によって検出される。
【０００９】
　いくつかの方法は、試料に結合することが測定されたペプチドを使用して試料の構成成
分を親和性精製するステップをさらに含む。いくつかの方法は、試料の非結合構成成分を
アレイから洗浄するステップ、および結合構成成分をアレイから解離させるステップをさ
らに含む。いくつかの方法は、患者から抗体ライブラリを調製するステップ、および該ラ
イブラリをスクリーニングするための親和性試薬として、試料中の抗体が結合するペプチ
ドを使用するステップをさらに含む。いくつかの方法は、親和性精製された抗体の天然の
結合パートナーを同定するステップをさらに含む。いくつかの方法は、試料の構成成分の
天然の結合パートナーを同定するために、試料の構成成分に結合するペプチドの配列を天
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然の配列のデータベースと比較するステップをさらに含む。いくつかの方法は、疾病また
は疾病の病期のうちの１つを有するものとして患者を診断するために、試料に結合する様
々な化合物のプロファイルを、様々な疾病または疾病の様々な病期に関連した様々な化合
物のプロファイルと比較するステップをさらに含む。いくつかの方法は、疾病が存在する
かどうかを測定するために、試料に結合する様々な化合物のプロファイルを、疾病の欠如
に関連した様々な化合物のプロファイルと比較するステップをさらに含む。いくつかの方
法は、同じ疾病に罹患している複数の患者由来の異なる試料について、該疾病の結合プロ
ファイルの特徴を示すために、該方法を反復するステップをさらに含む。いくつかの方法
は、様々な疾病の複数の結合プロファイルの特徴を示すために、様々な疾病に罹患してい
る複数の患者由来の異なる試料について、該方法を反復するステップをさらに含む。
【００１０】
　本発明は、アレイであって該アレイの様々なエリアを固定化された様々な化合物が占め
ているアレイをさらに提供し、エリア内の同じ化合物の異なる分子は、同じエリア内の少
なくとも２つの異なる分子と多価の結合パートナーとの間の多価結合のために互いに十分
に近接した間隔で配置されていることを特徴とする。
【００１１】
　本発明は、試料を分析する方法をさらに提供し、該方法は：試料を、アレイであって固
定化された様々なペプチドが該アレイの様々なエリアを占めているアレイと接触させるス
テップと；アレイ内の様々なペプチドの、試料の構成成分への結合を検出するステップと
；試料について１ｍＭ～１μＭの見かけの解離定数を備えた複数のペプチドの相対的な結
合から、該試料を特徴づけるステップと、を含む。任意選択で、試料は、１ｍＭ～１μＭ
の見かけの解離定数を備えた少なくとも１０個のペプチドの相対的な結合から、特徴づけ
られる。
【００１２】
　本発明は、複数の様々な試料を特徴解析する方法をさらに提供し、該方法は、様々な試
料を、同じアレイまたは複数の同じアレイであって該アレイの様々なエリアを固定化され
た様々なペプチドが占めているアレイと接触させるステップと；様々な試料への様々なペ
プチドの様々な結合プロファイルを検出するステップとを含み、試料はそれぞれの結合パ
ターンから特徴解析されることを特徴とする。任意選択で、複数の様々な試料は、様々な
症状を有する患者由来の試料を含む。任意選択で、複数の様々な試料は、疾病を呈する患
者および疾病のない患者の試料を含む。
【００１３】
　本発明は、試料を分析する方法をさらに提供し、該方法は：該試料を、アレイであって
該アレイの様々なエリアを固定化された様々な化合物が占めているアレイと接触させるス
テップと、エリア内の同じ化合物の異なる分子は、同じエリア内で平均距離４ｎｍ未満の
間隔を置いて配置されていることと；アレイの様々な化合物の、試料の構成成分への結合
を検出するステップと、を含む。
【００１４】
　本発明は、試料を分析する方法をさらに提供し、該方法は、（ｉ）試料を、該試料の構
成成分の既知の結合パートナーと接触させるステップと；（ｉｉ）該結合パートナーが試
料に結合するかどうかを、該構成成分を欠く対照と比較して測定するステップと、を含み
、既知の結合パートナーは、（ａ）初期試料を、アレイであって該アレイの様々なエリア
を固定化された様々な化合物が占めているアレイと接触させるステップと、エリア内の同
じ化合物の異なる分子は、同じエリア内の少なくとも２つの異なる分子と多価の結合パー
トナーとの間の多価結合のために互いに十分に近接した間隔で配置されていることと；（
ｂ）アレイ内の様々な化合物の、試料の構成成分への結合を検出するステップと；（ｃ）
様々な化合物に結合する試料の構成成分を同定するステップと；（ｄ）ステップ（ｉ）で
使用するための、構成成分の既知の結合パートナーを同定するステップと、を含む手順に
よって同定されることを特徴とする。
【００１５】
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　任意選択で、ステップ（ｉ）の構成成分は、該構成成分に結合することが知られている
複数の様々な結合パートナーを用いて検出される。任意選択で、結合パートナーは構成成
分に対する抗体である。任意選択で、結合パートナーは構成成分に結合することが知られ
ているペプチドである。任意選択で、結合パートナーはステップ（ｂ）で検出された様々
な化合物のうちの１つである。任意選択で、結合パートナーはステップ（ｉ）においてア
レイ中の支持体に固定化されている。
【００１６】
　本発明は、試料の構成成分の検出において使用されるデバイスを製造する方法をさらに
提供し、該方法は：（ａ）試料を、アレイであって該アレイの様々なエリアを固定化され
た様々な化合物が占めているアレイと接触させるステップと、エリア内の同じ化合物の異
なる分子は、同じエリア内の少なくとも２つの異なる分子と多価の結合パートナーとの間
の多価結合のために互いに十分に近接した間隔で配置されていることと；（ｂ）アレイ内
の様々な化合物の、試料の構成成分への結合を検出するステップと；（ｃ）ステップ（ｂ
）において様々な化合物の結合が検出された構成成分の、既知の結合パートナーを含むデ
バイスを形成するステップと、を含む。
【００１７】
　いくつかの方法は、様々な化合物に結合する試料の構成成分を同定するステップをさら
に含む。いくつかの方法は、構成成分に結合することが知られている複数の異なる結合パ
ートナーを含むデバイスを形成するステップをさらに含む。任意選択で、結合パートナー
は構成成分に対する抗体である。任意選択で、結合パートナーは構成成分に結合すること
が知られているペプチドである。任意選択で、結合パートナーはステップ（ｂ）で検出さ
れた様々な化合物のうちの１つである。任意選択で、結合パートナーは合成抗体である。
任意選択で、結合パートナーは支持体に固定化される。任意選択で、結合パートナーはア
レイ中の支持体に固定化される。任意選択で、ステップ（ｃ）は第２のアレイを形成する
ことを含み、該第２のアレイは、結合するアレイ内の様々な化合物のうち１つ以上を含有
し、第２のアレイはアレイ内の様々な化合物の５％未満を含有している。
【００１８】
　本発明は、ワクチンを試験する方法をさらに提供し、該方法は、病原微生物に対するワ
クチンで免疫化された対象者の血液試料を、アレイであって該アレイの様々なエリアを固
定化された様々な化合物が占めているアレイと接触させるステップと；アレイの様々な化
合物への試料の結合パターンを検出するステップと；該結合パターンを、ウイルスによる
感染を生き残った対象者由来の１つ以上の参照試料の結合パターンと比較するステップと
、を含み、対象試料と参照試料との間の結合プロファイルの類似は、該ワクチンが該病原
微生物に対して有効であることを示していることを特徴とする。任意選択で、対象者はウ
イルスへの曝露の前にワクチンで免疫化済みである。
【００１９】
　本発明は、アレイであって該アレイの様々なエリアを固定化された様々な化合物が占め
ているアレイをさらに提供し、様々な化合物は、既知のヒトタンパク質のうち少なくとも
２５、５０または７５％に結合することが知られている複数の化合物および５００～１，
０００，０００個またはそれ以上のランダムペプチドを含むことと、エリア内の同じペプ
チドの異なる分子は、同じエリア内の少なくとも２つの異なる分子と多価の結合パートナ
ーとの間の多価結合のために互いに十分に近接した間隔で配置されていることとを特徴と
する。
【００２０】
　本発明は、試料を分析する方法をさらに提供し、該方法は、該試料を、アレイであって
該アレイの様々なエリアを固定化された様々な化合物が占めているアレイと接触させるス
テップと；アレイ内の様々な化合物の、試料の構成成分への結合を検出するステップと；
アレイ中の空エリアの結合強度の平均＋３標準偏差より大きく、しかし３桁以内の、試料
に対する結合強度を有する複数の化合物の相対的な結合から、試料を特徴解析するステッ
プと、を含む。任意選択で、特徴解析ステップは、複数の化合物を含む試料の結合プロフ
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ァイルを、複数の化合物を含む参照結合プロファイルと比較することを含む。任意選択で
、試料は、アレイ中の空エリアの結合強度の平均＋３標準偏差よりも３桁以内で大きい試
料に対する結合強度を有する少なくとも１０個または１００個の化合物の相対的な結合か
ら特徴解析される。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】様々な抗体に対する８００個のペプチドの結合およびこれらの抗体の分離度を示
す図。
【図２】競合物の存在下または非存在下におけるモノクローナル抗体に結合するペプチド
由来のシグナルを示す図。
【図３】競合物の存在下または非存在下において２つの異なるモノクローナル抗体の混合
物を識別する、３００個の最も情報量豊富なペプチドに対する結合強度を示す図。白から
黒への様々なレベルは、抗体へのペプチドの結合の強さを示す。
【図４】表示の１００個の情報量豊富なペプチドについての疾病特異的な特徴的結合パタ
ーンを表している、渓谷熱、インフルエンザのいずれかの患者、健康なボランティアのイ
ンフルエンザワクチン接種者の結合プロファイルを示す図。
【図５】喘息、渓谷熱（Cocci）、肉腫、乳癌、神経膠腫、膵臓癌、膵臓炎、および健康
なボランティアを識別する、８８個の情報量豊富なペプチドの結合プロファイルを示す図
。下側のパネルは、同じペプチドについての主成分マップを示し、試料間の分離度（二次
元）について表示している。
【図６】膵臓癌に罹患しているかまたは膵臓癌のリスクを有する患者の主成分分析を、そ
の他の疾病（乳癌、肉腫、膵臓炎、神経膠腫）との関連において示す図。
【図７】健常なボランティア、乳癌患者、乳癌の初回寛解に続いて第２の異なる原発腫瘍
を臨床的に有している乳癌のリスクを有する患者の結合プロファイルを比較する図。
【図８】感染マウス由来の抗血清にあらかじめ吸着された全ウイルス粒子を使用して阻止
された、マウスにおけるインフルエンザのパターンを示す図。この同じパターンは無関係
のウイルスによっては阻止されなかった。
【図９】イムノシグネチャリング・マイクロアレイ由来のペプチドを使用してプルダウン
された抗体は、インフルエンザ粒子を検出することができることを示す図。図９Ａは、Ｐ
Ｒ８粒子を検出するその抗体である。図９Ｂは、抗体がインフルエンザ粒子を検出してい
る場合を示す陽性対照である。図９Ｃは、ビーズのみからプルダウンされた陰性対照であ
る。
【図１０Ａ】様々な疾病を有する患者が疾病ごとに共通の結合パターンを示すことを表し
ている、８７５個の異なる個別の試料および約２０００個の異なるペプチドの階層的クラ
スタリングを示す図。
【図１０Ｂ】同じペプチドの主成分マップを示し、かつ試料間の分離度について表示する
図。
【図１１】様々な数の抗体に結合する様々なペプチドの数の分析について示す図。
【図１２】いくつかのモノクローナル抗体およびポリクローナル抗体の、アレイ中の様々
なペプチドへの結合プロファイルを比較する図。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　定義
　特異的結合とは、標的（例えば試料の構成成分）への化合物の結合であって、検出可能
な程度に規模が大きく、かつ少なくとも１つの無関係な標的に対して生じる非特異的結合
とは識別可能な結合を指す。特異的結合は、特定の官能基の間の結合形成または特定の空
間的嵌合（例えば鍵と鍵穴型）の結果でありうるのに対し、非特異的結合は通常はファン
デルワールス力の結果である。しかしながら、特異的結合とは、化合物が唯一無二の標的
に結合することを意味するものではない。したがって、化合物は、いくつかの異なる標的
に対して異なる強さの特異的結合を、かつ他の標的には単なる非特異的結合を示すことが
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可能であり、またそうである場合が多い。好ましくは、程度の異なる特異的結合は、特異
的結合を非特異的結合から識別可能であるように、互いに識別することができる。特異的
結合は、１０３Ｍ－１以上の見かけの会合定数を伴う場合が多い。特異的結合は、追加と
して、または別例として、アレイ中の空の対照エリア（すなわち化合物が存在せず、いか
なる結合も支持体への非特異的結合である場合）の平均結合強度で表わされるバックグラ
ウンドよりも３標準偏差を超えて高い結合強度（例えば蛍光強度）として定義可能である
。最も情報量豊富（informative）な化合物は、バックグラウンド強度の３標準偏差の１
０００倍以内の結合強度を有する。モノクローナル抗体または他の試料に特異的結合を示
す化合物の親和性または結合力の範囲は、１～４桁、多くの場合は２．５～３．５桁にわ
たって変化する。見かけの会合定数は、存在する場合は結合効果（時には協同的結合とし
ても知られている）を含む（言いかえれば、標的が同じ化合物の複数の分子に対して多価
結合を示す場合、見かけの会合定数は、標的に対する同じ化合物の複数の分子の総計的な
結合を反映する値である）。結合力の理論的最大値は、多数の個々の解離定数の積である
が、実際には、結合力は、通常は個々の結合の会合定数と理論的最大値との間の値である
。モノクローナル抗体の無作為選択物と接触させると、情報量豊富な化合物のサブセット
（例えば１～２０または５～１５％）は、少なくとも１個および場合によっては数個（例
えば少なくとも２、５または１０個）の異なる標的に対して１０３～１０６Ｍ－１または
２×１０３～１０６Ｍ－１または１０４～１０６Ｍ－１の範囲の会合定数を有する。すべ
てのペプチドまたはその他の化合物のサブセット（例えば少なくとも１％、少なくとも５
％または１０％、１～７５％、５～６０％、１～２０％または５～１５％は、通常は、少
なくとも１つおよび通常は数個の標的（例えば少なくとも２、５または１０個）に対して
１０３～１０６Ｍ－１の真の親和定数を示す。同じ範囲の会合定数が、複雑な試料中の同
じ化合物に結合する複合標的に当てはまる。当然ながら、アレイ中の異なる化合物は試料
の構成成分に対して程度の異なる結合強度を有し、いくつかの化合物は上記範囲より高い
かまたは低い見かけの会合定数で結合する可能性がある。
【００２３】
　患者には、ヒト、家畜動物、例えばネコ、イヌ、ウマ、畜産動物、例えばニワトリ、ブ
タ、ヒツジ、ウシ、ならびに実験動物、例えばげっ歯類、例えばマウスおよびラットが挙
げられる。
【００２４】
　アレイの結合プロファイルとは、特定の試料に対するアレイの様々な化合物に結合した
試料構成成分の量の尺度である。結合した構成成分の量は、試料中の構成成分の量のほか
に該構成成分の化合物への結合強度も反映する。結合プロファイルは、例えばアレイ中の
様々な化合物に対応する結合強度のマトリクスとして表わすことができる。結合プロファ
イルは、典型的には、複数の化合物の結合強度を含む（例えば、少なくとも２、１０、５
０、１０００または１０００個が試料に対して１ｍＭ～１μＭの範囲の会合定数を有して
いるか、または空セルの平均強度より大きい範囲内であってただし３標準偏差の１０００
倍以内である）。
【００２５】
　結合強度は、会合定数、解離定数、解離速度、もしくは会合速度、またはこれらの尺度
のうち１つ以上を含みうる粘着性の複合尺度によって計測可能である。固定化された化合
物に結合した試料の標識された構成成分からのシグナルの強度は、一般的な粘着性に関す
る値を提供することができる。結合強度を定義するために使用される用語が「見かけの」
と呼ばれる場合、意味されるのは多価結合を考慮しない計測値である。例えば、多価結合
の条件下における会合定数の計測値は、いくつかある要因の中で特に一価結合に起因する
複数の結果を含んでいる。別段の定めがない限り、結合強度とは、上記に引用された計測
値のうち任意のものを指すことができる。
【００２６】
　用語「核酸」には、修飾された塩基、糖、および骨格を包含するあらゆる形態の代替核
酸、例えばペプチド核酸およびアプタマーであって、任意選択でステムループ構造を備え
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たものが含まれる。
【００２７】
　用語「ポリペプチド」は「ペプチド」と互換的に使用され、その最も広い意味において
は、サブユニットである天然アミノ酸、非天然アミノ酸を含むアミノ酸類似体の配列を指
すために使用される。ペプチドは、式Ｈ２ＮＣＨＲＣＯＯＨを有するアミノ酸および式Ｈ
ＲＮＣＨ２ＣＯＯＨを有する類似体アミノ酸のうち少なくともいずれか一方のポリマーを
含む。サブユニットは、注記のない限りはペプチド結合（すなわちアミド結合）によって
連結されている。多くの場合、すべてのサブユニットがペプチド結合によって連結されて
いる。ポリペプチドは、天然に存在するもの、天然に存在するポリペプチドが処理された
形態のもの（酵素消化によるものなど）、化学合成されたもの、または組換え発現された
ものであってよい。好ましくは、ポリペプチドは標準的技法を使用して化学合成される。
ポリペプチドは、Ｄ‐アミノ酸（Ｌ‐アミノ酸特異的プロテアーゼ抵抗性である）、Ｄ‐
アミノ酸およびＬ‐アミノ酸の組み合わせ、βアミノ酸、ならびに特別な属性を伝えるた
めの様々な他の「デザイナー」アミノ酸（例えばβ‐メチルアミノ酸、Ｃα‐メチルアミ
ノ酸、およびＮα‐メチルアミノ酸）を含む。合成アミノ酸には、リジンについてはオル
ニチン、およびロイシンまたはイソロイシンについてはノルロイシンが挙げられる。何百
もの異なるアミノ酸類似体が、例えば米国マサチューセッツ州所在のペプテックコーポレ
イション（PepTech Corp.）から市販されている。一般に、非天然アミノ酸は天然に存在
するアミノ酸と同じ基本的化学構造、すなわち、１つの炭素が水素、カルボキシル基、ア
ミノ基、およびＲ基に結合しているもの、を有する。
【００２８】
　さらに、ポリペプチドは、非ペプチド結合、例えばＮ‐メチル化結合（‐Ｎ（ＣＨ３）
‐ＣＯ‐）、エステル結合（‐Ｃ（Ｒ）Ｈ‐Ｃ‐Ｏ‐Ｏ‐Ｃ（Ｒ）‐Ｎ‐）、ケトメチレ
ン結合（‐ＣＯ‐ＣＨ２‐）、アザ結合（‐ＮＨ‐Ｎ（Ｒ）‐ＣＯ‐）であって式中のＲ
はアルキル、例えばメチルであるもの、カルバ結合（‐ＣＨ２‐ＮＨ‐）、ヒドロキシエ
チレン結合（‐ＣＨ（ＯＨ）‐ＣＨ２‐）、チオアミド結合（‐ＣＳ‐ＮＨ‐）、オレフ
ィン二重結合（‐ＣＨ＝ＣＨ‐）、逆アミド結合（‐ＮＨ‐ＣＯ‐）、ペプチド誘導体（
‐Ｎ（Ｒ）‐ＣＨ２‐ＣＯ‐）であって式中のＲは「正常な」側鎖であるもの、を有する
ことが可能である。これらの修飾は、ペプチド鎖に沿った任意の結合において、同時に実
に数箇所（２～３箇所）において生じる可能性がある。例えば、ペプチドはエステル結合
を含むことができる。ポリペプチドはさらに、還元型ペプチド結合、すなわちＲ１‐ＣＨ

２‐ＮＨ‐Ｒ２であってＲ１およびＲ２がアミノ酸残基または配列であるものを組込むこ
ともできる。還元型ペプチド結合は、ジペプチドサブユニットとして導入されてもよい。
そのようなポリペプチドはプロテアーゼ活性に抵抗性となり、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて長
い半減期を有することになろう。該化合物はさらに、側鎖が分子の主鎖に沿ってアミノ酸
のようにα炭素ではなく窒素原子に付加されている、ペプトイド（Ｎ置換グリシン）であ
ってもよい。
【００２９】
　用語「多糖類」は、サブユニットの単糖類、オリゴマーまたは修飾型単糖類で作られた
任意のポリマー（ホモポリマーまたはヘテロポリマー）を意味する。糖の間の結合には、
アセタール結合（グリコシド結合）、エステル結合（ホスホジエステル結合を含む）、ア
ミド結合、およびエーテル結合を挙げることができる。
【００３０】
　詳細な説明
　Ｉ．概略
　本発明は、試料のプロファイリングにおいて使用するための化合物のアレイを提供する
。該アレイは、比較的低い親和性で試料の構成成分に結合する化合物を含んでいる。本発
明の実施はメカニズムの理解には左右されないが、一価結合の条件下では、程度の異なる
特異的結合を相互に識別することおよび非特異的結合と識別することは難しいかもしれな
い。しかしながら、試料の構成成分に結合する化合物の結合力は、試料の構成成分（例え
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ば抗体または細胞）が同時に化合物の２つ以上の分子に結合することができるようにアレ
イを形成することにより、増大させることができる。試料がそのような条件下でアレイに
適用されると、アレイの化合物は顕著に異なる親和性で試料の構成成分に結合して、試料
のプロファイルの特徴を生成する。そのようなプロファイルは通常、試料の構成成分に対
して特異的結合性を持たないいくつかの化合物と、試料の構成成分に対して様々な程度の
特異的結合を有する他の化合物とを含んでいる。そのような結合相互作用は、アレイの全
体的な結合プロファイルが同じ試料の複製物については再現可能であり異なる試料間では
識別可能であるという意味では特異的であるが、アレイ中の化合物が通常、試料のいくつ
かの異なる構成成分またはいくつかの異なる試料に対して程度が異なるとはいえ特異的結
合を示すという点では必ずしも特有ではない。
【００３１】
　アレイ中の情報量豊富な化合物（すなわち特異的結合を示す化合物）の結合力は、モノ
クローナル抗体試料について計測することができる。無作為に選択されたモノクローナル
抗体（例えば、実施例に記載のような商業的供給業者から購入）に対して計測された時、
いくつかのアレイ中の情報量豊富な化合物は、多くの場合１０４～１０９、１０６～１０
９、１０４～１０７　１０４～１０６Ｍ－１の範囲の見かけの親和性会合定数を示す。そ
のような情報量豊富な化合物の会合定数は、多くの場合１０３～１０６Ｍ－１または１０
４～１０５Ｍ－１の範囲内にある。複雑な試料に対して計測された時、同様の範囲の見か
けの会合定数または実際の会合定数が観察されるが、この場合、定数は、同じ化合物に結
合する試料中の多数の異なる構成成分に関する値の複合物である。そのような親和性は非
特異的相互作用とは区別することができる。情報量豊富な化合物（すなわち様々な標的の
中で識別可能な結合を示す化合物）の割合はアレイおよび試料の組成に依存して変化し得
るが、１～７５％、５～６０％、１～２０％、５～１５％、または７～１２％の範囲があ
る程度の指針を提供する。様々なモノクローナル抗体がそれ自身のシグネチャを有するこ
とを示す実施例１のデータが与えられたとき、血清中に１０８以上の異なる特異性の抗体
を含有する可能性のある患者の試料を意味があるように解明することは不可能と思われた
かもしれず、該アレイは分解能の無いものとなろう。アレイが患者由来のようなより複雑
な試料に対してハイブリダイズされると、結合プロファイルは試料の複数の構成成分の総
計の影響を表わす。驚くべきことに、試料の複雑さにもかかわらず、試料が異なれば関係
する結合プロファイルも異なる。さらに驚くべきことに、結合プロファイルの強度は、多
くの場合、疾病に罹患しているかまたは疾病のリスクを有する患者と健常な患者との間で
異なっている。比較的多くの化合物が、疾病患者または疾病のリスクを有する患者につい
て健常者と比較して情報量豊富であり、結合強度は健常な患者（強度はモノクローナル抗
体の無作為選択物についての範囲の低い側の境界に向かって片寄っている）よりも比較的
高い（例えば、モノクローナル抗体の無作為選択物についての範囲の高い側の境界に向か
って片寄っている）。
【００３２】
　試料へのそのようなアレイの結合プロファイルは、試料を特徴解析するために使用する
ことができる。例えば、該結合プロファイルを、異なる疾病もしくは疾病の病期または疾
病の欠如に関係することが知られている結合プロファイルと比較することができる。別例
として、または追加として、例えば、試料から抗体を親和性精製するために該試料の構成
成分に比較的強く結合する化合物を使用することにより、または試料中のタンパク質を同
定するために試料の構成成分に強く結合することが知られたアレイ中のペプチドの配列を
タンパク質データベースと比較することにより、結合について分析することが可能である
。著しい場合には、同じアレイが、異なる疾病状態、病期、疾病の欠如などを表わす多く
の異なる試料とともに、様々かつ情報量豊富なプロファイルを生成することができる。さ
らに、疾病の典型的な分析的マーカーがＥＬＩＳＡのような従来方式によって検出可能と
なる前に、疾病または非疾病状態からの逸脱のプロファイルの特徴を、疾病発症のごく初
期に検出することができる。
【００３３】
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　ＩＩ．アレイに使用される化合物
　様々な種類の化合物または様々な種類の化合物の組み合わせを本発明のアレイおよび方
法に使用することができる。化合物の種類には、核酸およびその類似体、ポリペプチド（
上記のように広義のもの）、多糖類、有機化合物、無機化合物、ポリマー、脂質、ならび
にこれらの組み合わせが挙げられる。段階的な方式で合成可能な多種類の化合物について
コンビナトリアルライブラリが生産されてもよい。そのような化合物には、ポリペプチド
、βターンミメティック、多糖類、リン脂質、ホルモン、プロスタグランジン、ステロイ
ド、芳香族化合物、複素環式化合物、ベンゾジアゼピン、オリゴマーのＮ置換グリシンお
よびオリゴカルバメートが挙げられる。化合物の大規模なコンビナトリアルライブラリは
、アフィーマックス（Affymax）の国際公開第９５／１２６０８号、アフィーマックスの
国際公開第９３／０６１２１号、コロンビア大学の国際公開第９４／０８０５１号、ファ
ーマコペイア（Pharmacopeia）の国際公開第９５／３５５０３号およびスクリップス（Sc
ripps）の国際公開第９５／３０６４２号（各々がすべての目的について参照により組み
込まれる）に記載のコード化合成ライブラリ（ＥＳＬ）法によって構築可能である。ファ
ージディスプレイ法によってペプチドライブラリを生成させることもできる。例えばデブ
リン（Devlin）の国際公開第９１／１８９８０号を参照のこと。試験化合物は天然物であ
っても合成物であってもよい。試験化合物は、いくつかの結合または結合の組み合わせ（
例えばアミド、エステル、エーテル、チオール、ラジカル付加、および金属配位）のうち
いずれかに基づいた直鎖または分岐鎖のヘテロポリマー化合物、樹枝状構造、環状構造、
空洞構造または他の構造であって特定の付加物が作られる足場としての役割を果たす複数
の近隣結合部位を備えた構造を含むこともできるし、前記構造で構成されることもできる
。化合物は天然に存在するものでもよいし、非天然のものでもよい。核酸以外の様々な種
類の化合物を使用可能であるが、任意選択で化合物が核酸である場合、検出される試料の
構成成分は核酸ではない。いくつかのアレイでは、試験化合物は５００～１０，０００Ｄ
ａの分子量を有し、任意選択で１０００～４０００Ｄａの分子量を有する。
【００３４】
　化合物の数は２つの要因の間のバランスである。化合物が多いほど、アレイは任意の対
象標的に対する検出可能な親和性を有する化合物を含む可能性が高くなる。しかしながら
、化合物が多数であると、アレイを合成かつ分析するコストも増大する。アレイは典型的
には少なくとも１００個の化合物を有する。５００～２５０００個の化合物を有するアレ
イは、任意の対象標的への検出可能な結合を備えた化合物を得る可能性と、合成および分
析の容易性との間の好適な妥協点を提供する。例えば、１００～５０，０００個の化合物
または５００～５００，０００個もしくは１０００～２５，０００個の化合物を有するア
レイを使用することもできる。しかしながら、非常に多数、例えば１０２～１０７個また
は１０００～５，０００，０００個または５００，０００～２，０００，０００個の化合
物を有するアレイを使用することもできる。そのようなアレイは、典型的には構造空間全
体のごく一部のみ、例えばペプチドの場合には１０－６、１０－１０、または１０－１５

未満に相当する。配列空間は、所与の一組のモノマーの配列の順列の総数を意味する。例
えば、２０個の天然アミノ酸一組については、ｎをペプチドの長さとする２０ｎ個の順列
が存在する。ペプチドエピトープ中の全てではないにしてもほとんどの残基が標的への結
合に参加するものと広く見なされているが、１０～１２量体のエピトープ中の２～５個の
残基が標的とのエネルギー的に好ましい相互作用に関係し、他の残基は、重要な残基の位
置を調節し、かつ結合の阻害を防止するために単にそこに存在するという方がはるかに可
能性が高い。したがって、比較的少数のペプチドは、配列空間全体の好適な表示を提供す
ることが可能であり、多種多様な標的との低親和性ではあるが特異的な相互作用が可能な
ペプチドを含むことができる。例えば、５００～２５，０００個のランダムペプチドは、
免疫系（ヒトでは１０７～１０８個の抗体）の形状空間全体を平等にカバーすることがで
きる。
【００３５】
　アレイ中の化合物が多いほど、複雑な試料中の化合物の多様性についてより高い分解能
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が可能となるはずである。例えば、化合物が１００万個のアレイは、ある人の血清中の抗
体の複雑性に迫りつつあり、したがって複雑な試料についてのより高い分解能が可能とな
るはずである。しかし、極めて少数の化合物を用いても、感染または免疫化に由来する新
しい免疫応答を解明することが可能である。
【００３６】
　ポリマー化合物については、ポリマーの長さは結合親和性と合成の容易性との妥協点に
相当する。ペプチドの長さと結合親和性との間には、長さが増大すると親和性が増大する
という、ある程度の関連がある。しかしながら、ペプチドの長さが結合の可能性を増大さ
せるにつれて、ペプチドの全長と相互作用する標的上の結合部位は減少する。長さの増大
に伴って、不溶性の可能性が高まるので合成のコストも増大する。ペプチドアレイについ
ては、８～３５個、１２～３５個、１５～２５個または９～２０個の残基を有するペプチ
ドが好ましい。この範囲のモノマー長は他のポリマーにも使用することができるが、アプ
タマーの長さは通常はさらに長い（例えば最大１００ヌクレオチド）。
【００３７】
　化合物（例えば全部または少なくとも８０、９０もしくは９５％）は、典型的には特定
の標的または該標的に対する天然リガンドの同一性を考慮せずに選択される。言いかえれ
ば、アレイの組成は、典型的には、特定の化合物が特定の標的に結合する、または該標的
もしくは該標的に対する既知のリガンドのうちいずれかとの有意な配列同一性を有すると
いう演繹的な知見からは選択されない。ペプチドと天然の配列（例えば標的またはリガン
ド）との間の配列同一性は、下記に記載の初期設定パラメータとともにＢＬＡＳＴもしく
はＢＬＡＳＴ　２．０配列比較アルゴリズムを使用して計測して最大限アラインメントさ
れたとき、または手作業のアラインメントおよび目視検査によって（例えば、ＮＣＢＩウ
ェブサイトｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴなどを参照のこと）、ペプチ
ド中の残基の少なくとも３０％が天然の配列中の対応する残基と同一である場合に、有意
であると考えられる。
【００３８】
　いくつかの化合物は、配列空間全体またはその一部（例えばある種のアミノ酸が存在し
ないかまたは圧倒的に少ないペプチド）から無作為に選択される。無作為選択は、いかな
る化合物も配列空間から選択される均等な機会を有する完全無作為であってもよいし、選
択は無作為な選択を伴うがアミノ酸のようなある種のモノマーに関して正もしくは負の偏
りがある、部分的無作為であってもよい。ペプチドの無作為選択は、例えば擬似乱数的コ
ンピュータアルゴリズムによって行うことができる。様々なアミノ酸が、得られるペプチ
ド中で均等に表わされるように、または自然界において表れる比率で、もしくは任意の所
望の比率で生じるように、無作為化手順が設計されうる。システイン残基は、支持体への
付着点を提供する末端アミノ酸を予定される例外として、ライブラリの構成員から省略さ
れることが多い。いくつかのライブラリでは、ある種のアミノ酸はすべてのペプチドにお
いて一定に保持される。例えば、いくつかのライブラリでは、３つのＣ末端アミノ酸はグ
リシン、セリンおよびシステインであり、システインはＣ末端の最終アミノ酸である。一
旦選択された、無作為選択によって選ばれたライブラリは、同一性が既知であり、初期の
無作為選択手順を繰り返さずに再現させることができる。しかしながら、そのようなライ
ブラリ中の化合物は、同じ無作為な相互関係を保持する。例えば、その後再現される無作
為ライブラリのペプチドは、配列空間全体にわたってランダムな分布を保持する（システ
イン残基が省略される場合は、システイン残基を予定される例外とする）。配列空間にわ
たってランダムに分布するペプチドのような化合物の集合は、当初の無作為選択を繰り返
さずに再現されたとしても、依然として無作為と考えられる。
【００３９】
　本方法においてアレイ用にペプチドおよび他の化合物を選択するための原則は、国際公
開第２００８／０４８９７０号および国際公開第２００９／１４００３９号にさらに記載
されるように、合成抗体の生産において化合物の初期ライブラリを選択するための原則に
類似している。
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【００４０】
　ＩＩＩ．アレイの作製
　化合物は、あらかじめ合成されてアレイの表面上にスポッティングされてもよいし、ア
レイ表面上でｉｎ　ｓｉｔｕ合成されてもよい（例えば、Ｃｒｅｔｉｃｈ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｂｉｏｍｏｌ．Ｅｎｇ．２，７７－８８（２００６）；Ｍｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　８，５５４－５
５８（２００４）、Ｂｒｅｉｔｌｉｎｇ，Ｍｏｌ．　ＢｉｏＳｙｓｔ，５，２２４－２３
４（２００９）、米国特許第５，１４３，８５４号明細書；欧州特許出願第４７６，０１
４号明細書、Ｆｏｄｏｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｎａｔｕｒｅ　３６４，５５５－５
５６；米国特許第５，５７１，６３９号明細書、米国特許第５，５９３，８３９号明細書
、欧州特許出願第６２４，０５９号明細書、米国特許第６，６２０，５８４号明細書、欧
州特許出願第７２８，５２０号明細書を参照のこと）。カスタマイズされたアレイも、イ
ンビトロジェン（Invitrogen）またはペプスキャン（Pepscan）のような供給業者から市
販されている。その表面は通常、任意選択でリンカーを介して、化合物に付着する官能基
で誘導体化される。化合物は、共有結合によって付着されてもよいし、非共有結合によっ
て付着されてもよい。アレイ表面は、支持体の単一の連続的な表面であってよい。別例と
して、アレイは、ビーズのような異なる粒子状支持体上に異なる化合物をスポッティング
または合成することにより形成されてもよい。ペプチドはアレイに対していずれかの配向
（ＮまたはＣ）で付着されてもよい。一般に、異なる化合物は、連続的なアレイの異なる
エリアまたは粒子状アレイの異なる粒子を占める。どの化合物がアレイのいずれのエリア
またはいずれの粒子を占めるかの同定は通常、合成手順の結果として分かるか、またはコ
ード化手順の結果として判定可能であるかのうちいずれかである。コード化手順は一般に
ビーズについて使用される。連続的なアレイの異なるエリアは、そのようなアレイがｉｎ
　ｓｉｔｕ合成の結果である場合に生じうるように、直接隣接していてもよいし、多くの
場合はスポッティングの結果である、分離状態であってもよい。
【００４１】
　アレイのエリアまたはセルは、個別のシグナルが検出可能な単位表面積である。いくつ
かのアレイでは、アレイの各エリアは、例えばアレイ中の欠陥に起因するあるエリアから
別のエリアへの僅かな滲出のおそれを除けば、同じ化合物の分子によってのみ占められて
いる。他のアレイでは、エリアのうち一部または全部が２つ以上の異なる化合物のプール
を含有している。そのようなアレイでは、２つ以上の異なる化合物のプールを含有してい
るエリアからのシグナルは、該プールを構成する化合物からの分割されていない総計のシ
グナルである。
【００４２】
　そのようなアレイは典型的には、上記に議論されるように１００～５，０００，０００
個の化合物（例えば１００～１，０００，０００、５００、１００，０００または５００
～２５，０００個の化合物）を含有している。これらの数の化合物は、ほぼ１～５ｃｍ２

程度の複合エリアであるアレイの異なる領域に容易に収容可能である。
【００４３】
　連続的なアレイの任意の１つのエリア内、または粒子アレイの任意の１つの粒子内に、
同じ化合物の多数の異なる分子が存在する。化合物は通常は支持体または粒子の誘導体化
された表面（例えばリンカーを担持している支持体または粒子）に付着されるので、アレ
イのエリア内または粒子内における分子の密度は、一部には誘導体化手順、例えば、誘導
体化剤が使用される期間および濃度によって制御可能である。分子の密度は、化合物を支
持体に付着させる付着手順またはｉｎ　ｓｉｔｕ合成手順によっても制御可能である。カ
ップリングサイクルの長さおよびカップリングに使用される化合物の濃度はいずれも化合
物密度に影響しうる。
【００４４】
　アレイのエリア内または粒子上の化合物の異なる分子の密度は、化合物（またはプール
式アレイの場合は複数化合物、の分子間の平均間隔を制御し、ひいては化合物が試料中の
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多価結合性のパートナーと多価結合を形成することができるかどうかを決定する。化合物
またはプール式アレイの場合の複数化合物の２つの分子が互いに十分に近接している場合
、両分子は同じ多価結合性のパートナーに（例えば抗体の２つのアームに）結合すること
ができる。長さ１５～２５残基のペプチドについては、０．１～６ｎｍ、１～４ｎｍ、２
～４ｎｍ未満、例えば１、２または３ｎｍのアベレージ（平均）間隔は、例えば、同じ化
合物の異なる領域がそのような多価結合を行うことを可能にするのに適している。６ｎｍ
またはそれ以上の間隔は同じ標的上の２つの部位の同時結合を可能としないので、アベレ
ージ（例えば、平均）間隔は典型的には６ｎｍ未満である。例えば、長さ１５～２５残基
のペプチドについては、１つの抗体の２つの同一の結合部位は、一度に２つのペプチドと
接触するために６ｎｍを超えて広がることは不可能であった。多価性の相互作用のための
最適な間隔は、使用される化合物および分析されている試料の構成成分に依存して変化し
うる。
【００４５】
　多価結合の形成はいくつかの方法によって示すことができる。例えば、相互作用抗体（
interact antibody）（すなわち２つの結合部位）へのアレイの結合が、結合部位を１つ
だけ有しているが他の点では同一の抗体フラグメント（例えばＦａｂフラグメント）と比
較されてもよい。抗体フラグメントよりも完全型抗体に強く結合すること（例えば見かけ
の会合定数が高いこと）は、多価結合を示している。多価結合は、固定化された化合物の
アレイの、２つの結合部位を備えた完全型抗体に対する結合を、抗体が固定化されて化合
物は溶液中にある逆の形式と比較することによって示すこともできる。固定化された抗体
による溶液中の化合物に対する結合と比較して、固定化された化合物が溶液中の抗体に対
してより強く結合すること（例えば見かけの会合定数が高いこと）は、固定化された化合
物が抗体に対して多価結合を形成することができることを示している。アレイ中の化合物
がそのようなやり方で多価結合を形成する能力を試験する場合、通常はそのような結合に
関してアレイ由来の１つまたは少数の試料化合物を試験することで十分である。アレイ中
の化合物が類似の種類のもの、例えば同じ長さのペプチドであり、かつ同じ条件下で堆積
または合成されている場合、アレイ上の１つまたは少数の化合物（例えば１～１０％）が
多価結合の能力を有していれば、他もそうであると推論することができる。作製されたす
べてのアレイを試験することも必要ではない。抗体または他の試料が固定化され、かつ化
合物が溶液中にある場合、化合物の会合（すなわち親和）定数は、ＳＰＲ、ＥＬＩＳＡ、
Ｌｕｍｉｎｅｘおよびその他の溶液相の結合のような技術（例えば経時的な結合シグナル
の変化のモニタリング）を使用して従来の方法によって計測することができる。反対に、
化合物が固定化され、かつ抗体または他の試料が溶液中である場合に、見かけの会合定数
が計測されてもよい。多価結合の能力を有するアレイの達成のための適切な合成条件また
は堆積条件が確立されてしまえば、個別的な試験を伴わない同一条件下で他のアレイを作
製可能である。
【００４６】
　通常、様々な化合物が同一条件下でアレイの異なるエリアにおいて堆積または合成され
て、１つの化合物が多価結合できるような間隔で配置されていれば、大部分またはすべて
の化合物がそうであるようになっている。いくつかのアレイでは、アレイ中の化合物の少
なくとも１０％、５０％、７５％、９０％または１００％が、多価結合性のパートナーと
の多価結合が可能となるような間隔で配置される。しかしながら、すべての化合物を、ア
レイのエリア内で分子の間隔を同じにして堆積または合成する必要はない。例えば、いく
つかのアレイでは、一部の化合物は、多価結合を可能としないかまたはアレイ中の他の化
合物と比較して低い多価結合のみを可能とするように、さらに離れた間隔で配置される。
【００４７】
　間隔は、蛍光標識された化合物を堆積させてアレイのエリアから放射された光子を計数
することにより、所与の堆積条件下で実験的に計測可能である。光子の数は、そのエリア
におけるフルオレセインの分子数と、ひいては該標識を担持している化合物の分子数と関
係付けることができる（例えば米国特許第５，１４３，８５４号明細書を参照のこと）。
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別例として、間隔は、アレイのエリア内に堆積された分子数、結合効率、および存在する
場合は化合物が付着される官能基の最高密度、を考慮に入れた計算によって測定すること
ができる。間隔は、アレイの電子顕微鏡検査によっても測定することができる。
【００４８】
　多価性の相互作用が可能ではないか、または上述の間隔と比較すると縮小規模で可能で
ある、より大きな間隔を有するアレイはさらに、高親和性の相互作用の同定において適用
される。この種の戦略は、例えば抗体応答を高めた本来のエピトープに構造的に非常に近
い、ペプチドまたはその他の化合物を同定するために使用可能である。別例として、生活
空間由来のペプチドのアレイについては、この間隔は真のエピトープの同定を促進する。
【００４９】
　化合物間の間隔は、間隔を置かれたアレイ、すなわち、アレイ中の化合物の間により均
等な間隔をもたらすナノ構造物で被覆された表面上のアレイを使用して制御することも可
能である。例えば、１ｎｍ２当たり０．０５～０．０６の密度となるように３～４ｎｍ間
隔で配置された一級アミノ基で官能化された何兆個ものナノコーン（NanoCone）頂部で被
覆されたＮＳＢポステック社（NSB Postech）のアミンスライドを使用することができる
。
【００５０】
　使用可能なアレイ形式には、マイクロアレイ、ビーズ、カラム、ディップスティック光
ファイバー、ニトロセルロース、ナイロン、ガラス、石英、雲母、ジアゾ化メンブレン（
紙またはナイロン）、シリコーン、ポリホルムアルデヒド、セルロース、酢酸セルロース
、紙、セラミックス、金属、メタロイド、半導体材料、量子ドット、被膜ビーズ、他のク
ロマトグラフィー材料、磁気微粒子；プラスチックおよびその他の有機ポリマー、例えば
ポリエチレン、ポリプロピレン、およびポリスチレン；導電性ポリマー、例えばポリピロ
ールおよびポリインドール；マイクロ構造表面もしくはナノ構造表面、ナノチューブ、ナ
ノワイヤ、もしくはナノ粒子で修飾された表面；または、多孔性表面もしくは多孔性ゲル
、例えばメタクリラート、アクリルアミド、糖ポリマー、セルロース、シリカート、およ
びその他の繊維状ポリマーもしくは鎖状ポリマーが挙げられる。
【００５１】
　アレイ調製の典型的な方法は以下のとおりである。マイクロアレイは、アミノシラン官
能化表面を有するスライドガラス上に別個のポリペプチドをロボット操作でスポッティン
グすることにより調製される。各ポリペプチドは、３つのＣ末端残基としてＣ末端グリシ
ン‐セリン‐システインと、各位置においてシステイン以外の２０個の各天然型アミノ酸
が選択される確率が等しい擬似乱数的な計算手順によって決定された残りの（１７個の）
残基とを有している。ポリペプチドは、該ポリペプチドのＣ末端システインを、アミノシ
ラン表面に共有結合しているマレイミド（スルホ‐ＳＭＣＣ、スルホスクシンイミジル４
‐［Ｎ‐マレイミドメチル］シクロヘキサン‐１‐カルボキシラート、にチオール結合す
ることによって、アミノシラン表面にコンジュゲートされる。ポリペプチドは化学合成さ
れ、約０．１ｍｇ／ｍｌ～約２ｍｇ／ｍｌの範囲の濃度でジメチルホルムアミドに溶解さ
れ、次いでリン酸緩衝生理食塩水で４：１に希釈された後にスポッティングされる。ペプ
チドまたはその他の化合物の濃度により、アレイの領域内におけるペプチド分子間の平均
間隔が決まる。１ｍｇ／ｍｌの濃度では、約０．５ｎｍの平均間隔となる。間隔は、低濃
度では希釈とともに非直線的に縮小する。プリントされたスライドは使用時までアルゴン
雰囲気下で４℃にて保管した。
【００５２】
　間隔の典型的な計算は以下のとおりである：スポットサイズ：１５０μｍ、スポットエ
リア：１７６７１μｍ２、ナノプリント堆積容量：２００ｐＬ、ペプチド濃度：１ｍｇ／
ｍｌ、堆積量：２００ｐｇ、堆積させたペプチド数：１スポット当たり８×１０１０、８
×１０１０ペプチド／１７６７１μｍ２＝４．５×１０６ペプチド／μｍ２、１つのペプ
チドに要したエリア２．２×１０－７ｕｍ２（４．６×１０－４μｍ間隔）。
【００５３】
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　化合物を無作為に、すなわち分析される試料を考慮せずに含むことのほかに、アレイは
、試料中のタンパク質のような特定の標的に結合することが知られている他の化合物を含
むことができる。これらの化合物は特に抗体、合成抗体またはペプチドであってよい。通
常、そのような相互作用は高親和性である（例えば１０７、１０８または１０９Ｍ－１よ
り高い）。そのような既知の結合パートナー化合物の数は多数であってよく、例えば、ヒ
トゲノムのような所与のゲノムによって発現される既知タンパク質の少なくとも２５、５
０、７５、もしくは９０％またはほとんどすべてについての様々な化合物が存在していて
もよい。異なる既知結合パートナー化合物は、無作為に選択された化合物と同様の方式で
アレイの異なるエリアを占める。しかしながら、既知の結合パートナー化合物は概して高
親和性相互作用することができるので、該化合物は試料との多価性の相互作用を可能にす
る分子間間隔の有無に関わらず使用することができる。無作為に、すなわち分析される試
料を考慮せずに選択された化合物を含めることは、ゲノムにコードされたタンパク質の大
部分またはすべてに対する既知の結合タンパク質を含めることを考えれば余分であろうと
考えられるかもしれないが、診断に役立つ免疫応答の一部は体細胞突然変異または非タン
パク質成分の結果であって、コードされたタンパク質に対する結合タンパク質によっては
検出されないので、そのような考えは当てはまらない。
【００５４】
　ＩＶ．分析される試料および構成成分
　本発明のアレイおよび方法は、対象とする分析物を含有しているかまたは含有している
可能性のある任意の種類の試料を分析するために使用することができる。特に対象となる
のは、ヒト患者もしくは患畜、または実験モデル動物に由来する試料である。そのような
試料は、血液（全血、赤血球、血漿などを含む）、尿、糞便、唾液、ＣＮＳ液、その他の
体液、毛髪、皮膚、生検材料などであってよい。プロファイルは、少量の試料、例えば≦
１μｌから得ることができる。いくつかの試料は、疾病に罹患していることが既知である
かまたは罹患の疑いのある患者由来のものである。疾病が何であるかは既知であっても未
知であってもよい。いくつかの試料は、疾病のリスクにさらされていることは既知である
が疾病の症状は未だ明白でない患者から得られる。該リスクは遺伝的なもの（例えば特定
の遺伝子または家族歴）であってもよいし、経験的なもの（例えば有毒化学薬品または放
射線への曝露）であってもよい。試料は、生じる免疫応答を分析するために、ワクチン接
種を受けた患者から得られてもよい。
【００５５】
　患者由来の試料は、アレイによる潜在力分析の対象である種々様々の構成成分を含む可
能性がある。最も検出しやすい構成成分はアレイ中の化合物に多価結合することができる
ものである。そのような構成成分には、抗体であってその重鎖および軽鎖の対によって多
価結合を支持することができる抗体（すなわち１抗体当たり２つの結合部位）、ならびに
細胞であってその外側表面から提示された複数の同じ受容体によって多重結合を形成する
ことができる細胞が挙げられる。ウイルスも、その外側表面上の複数の異なる外殻タンパ
ク質を通じて多価結合を形成することができる。患者由来の試料は、様々な抗体、様々な
細胞およびその他の構成成分のうち少なくともいずれかを含むことができる。
【００５６】
　試料は、追加的な処理をほとんど伴わずに分析されてもよいし、試料の選択された構成
成分（例えば抗体または細胞）のみがアレイで分析されるように追加的な処理に供されて
もよい。
【００５７】
　Ｖ．検出方法
　試料の構成成分とアレイとの間の結合相互作用は様々な形式で検出することが可能であ
る。いくつかの形式では、試料の構成成分は標識される。標識は特にラジオアイソタイプ
（radioisotype）または色素であってよい。標識は、患者に該標識を投与してから試料を
得ることによって、または標識を試料もしくはその選択的構成成分に連結することよって
、提供可能である。
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【００５８】
　結合相互作用は、抗体のような二次検出試薬を使用して検出されてもよい。例えば、試
料中の抗体のアレイへの結合は、抗体のアイソタイプ（例えばＩｇＧ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ
２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４のようなサブタイプのうちの任意のものを含む）、ＩｇＡ、
ＩｇＭ）に特異的な二次抗体を使用して検出可能である。二次抗体は通常は標識され、分
析される試料中の特定のアイソタイプの全抗体に結合することができる。様々なアイソタ
イプ特異性を有する様々な二次抗体を使用することができる。同じ試料中の異なるアイソ
タイプの抗体によって結合された化合物において実質的な重複があることが多いが、プロ
ファイルにも違いが存在する。
【００５９】
　結合相互作用は、標識を用いない方法、例えば表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）および質
量分析法を使用して検出されてもよい。ＳＰＲは、解離定数の尺度、および解離速度を提
供することができる。例えば、Ａ‐１００バイオコア（Biocore）／ＧＥ計測器はこの種
の分析に適している。ＦＬＥＸｃｈｉｐ（ＴＭ）を使用して、同じ支持体上の最大４００
個の結合反応を分析することができる。
【００６０】
　任意選択で、試料の構成成分とアレイとの間の結合相互作用は、競合形式で検出されて
もよい。競合的結合阻害剤の存在下および不在下での試料に対するアレイの結合プロファ
イルの差は、試料を特徴解析するのに有用となりうる。競合的阻害剤は例えば、疾病状態
に関連した既知タンパク質、例えば病原体または病原体に対する抗体であってよい。その
ような競合物の存在下における試料へのアレイの構成員の結合の低下は、該病原体が存在
するという兆候を提供する。
【００６１】
　ストリンジェンシーは、ライブラリの構成員が標的と接触せしめられるときの塩類、イ
オン強度、有機溶媒含量および温度を変えることにより調節可能である。
　ＶＩ．適用
　アレイは、臨床試料、獣医学的試料、法医学的試料、実験室試料およびその他の試料の
分析または特徴解析において種々様々に適用される。従来の診断と同様に、アレイは試料
内の特定の分析物、例えば特定の疾病に関連した分析物を同定するために使用可能である
。しかしながら、該方法を使用して、試料を特徴づける様々な化合物の結合プロファイル
を提供することもできる。該結合プロファイルは、試料中の様々な構成成分との化合物の
総計の相互作用を表わし、かつ特定の疾病、疾病の病期または疾病の欠如の特徴を示すこ
とができる。様々な構成成分は複雑であってよい（例えば少なくとも１０、１００、１０
００または１，０００，０００個の異なる抗体および異なる細胞のうち少なくともいずれ
かであってよい）。
【００６２】
　結合プロファイルは、典型的には、試料との相互作用が非特異的である化合物のほかに
試料との相互作用が特異的であるが低親和性（すなわち見かけの解離定数または実際の解
離定数が１ｍＭ～１μＭ）の相互作用を反映している化合物を含んでいる。より高い親和
性の相互作用（すなわち解離定数が１μＭ未満）の化合物は存在しても存在しなくてもよ
い。そのような高親和性の相互作用は、存在する場合、アレイ中の化合物が試料の構成成
分の天然の結合パートナーのミメティックである結果として偶然生じる場合もあれば、化
合物が試料の構成成分の既知の結合パートナーである対照を含んでいる結果として生じる
場合もある。しかしながら、試料は通常は、試料との低親和性の相互作用を備えた化合物
の結合プロファイルによって、任意選択で試料の構成成分への特異的結合を欠く化合物と
組み合わせて、十分に特徴解析可能である。例えば、試料の構成成分に対して低親和性の
特異的結合をなすことができる少なくとも２、５、１０または５０個の化合物の同一性お
よび相対的結合が、試料を特徴解析するために使用されることが多い。そのような低親和
性の作用は一部には、化合物が、同じ抗体が作られたエピトープ（例えば複雑な３Ｄ構造
）に（不完全に）似ている直線状エピトープを提供するミメトープ（mimetope）としての
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役割を果たす結果である場合がある。
【００６３】
　１つの適用は、疾病に罹患していることが既知であるかまたは罹患の疑いがあるが、該
患者を侵している具体的な疾病は未知である患者由来の試料の分析にある。従来の手法は
、疑わしい疾病について個別のアッセイを行なうことであろう。対照的に、本方法では、
患者の試料に由来する単一の結合プロファイルを使用して、多くの疾病、疾病の病期また
は疾病の欠如について患者を特徴解析することができる。結合プロファイルを使用して、
自己免疫性疾患、癌、感染症、およびＣＮＳの疾病を含む事実上あらゆる疾病について試
料を特徴解析することができる。全てではないにせよほとんどの疾病は、患者の試料中の
抗体、細胞またはその他の構成成分に何らかの変化を伴い、該変化は結合プロファイルに
反映される。いくつかの典型的な感染症には、細菌性、真菌性およびウイルス性の疾病、
例えば渓谷熱、Ｑ熱、野兎病（Tularemia tularensis）、斑点熱リケッチア、ＨＳＶタイ
プＩおよびタイプＩＩ、ＨＶＢ、ＨＶＣ、ＣＭＶ、エプスタイン‐バーウイルス、ＪＣウ
イルス、インフルエンザ、Ａ、ＢまたはＣ、アデノウイルス、ならびにＨＩＶが挙げられ
る。異なる感染は異なるプロファイルを示すので、多重感染している患者における異なる
感染を同時に検出可能である。本発明の方法を使用して診断または予後診断することがで
きるいくつかの典型的な癌には、グリア芽腫、乳癌、複数の独立した原発性癌および再発
状態のうち少なくともいずれか、膵臓癌、肺癌、骨髄腫、卵巣癌および食道癌が挙げられ
る。正常細胞とは形態学的に識別可能であるが、未だ癌性ではない前癌状態の細胞も、本
発明の方法を使用して検出可能である。神経系疾患、例えばアルツハイマー病は、一般に
は自己免疫性疾患であるとは考えられていないが、試料中に存在する抗体にある程度の変
化をもたらす。慢性疾患、例えば喘息、慢性関節リウマチ、１型糖尿病、乾癬、多発性硬
化症およびその他の場合も同じである。
【００６４】
　別の適用は、特定の疾病に罹患していることが既知であるかまたは罹患の疑いがあるが
、その疾病の病期、重症度または予後は不明瞭である患者由来の試料の分析にある。この
場合も、結合プロファイルは上記の要因のうちいずれかの指標を提供することができる。
【００６５】
　別の適用は、適切な防御免疫応答が生じているどうかを判断するためにワクチン接種を
受けた患者由来の試料を分析することにある。ある患者における応答のパターンを、例え
ば該病原体に自然感染して生還した患者と比較することが可能であり、応答パターンの類
似は該患者が生還する見込みであることを示し、相違は該患者が悪化するかまたは少なく
とも代替治療がなければ死亡することを示す。別例として、新しいワクチンで（例えば臨
床試験または前臨床試験において）免疫化された患者または動物モデルのプロファイルを
、有効であることが分かっている既存のワクチンで免疫化された患者または対照動物のプ
ロファイルと比較することができる。さらなる変法では、ワクチンの臨床試験のために集
められている患者を、結合プロファイルについて事前選別することもできる。有効である
ことが分かっているワクチンで免疫化された患者または自然感染から生還した患者の結合
プロファイルに類似の結合プロファイルを既に有している患者は、該患者を含めると誤解
を招きやすいプラシーボ反応をもたらすおそれがあるので、治験から除くことができる。
【００６６】
　別の適用は、臓器移植（特に同種異系移植）を受けた患者由来の試料をスクリーニング
することにある。被試験患者のプロファイルを、移植後の拒絶を経験しているかまたは経
験していない臓器移植患者のプロファイルと比較することができる。被試験患者と、以前
に拒絶を経験した患者（またはそのような患者の集団の平均プロファイル）との間のプロ
ファイルの類似は、該患者が拒絶のリスクを有するかまたは拒絶を起こしているかを示し
ている。
【００６７】
　別の適用は、疾病のリスクを有することが既知であるが疾病の症状は未だ存在しない患
者由来の試料を分析することにある。該リスクは、遺伝的なもの、例えば疾病に関連した
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遺伝子突然変異または該疾病の家族歴であってもよいし、経験の結果として、例えば有毒
化学薬品への曝露、放射線、外傷性事故、ストレス、疲労、化学療法、無防備な性交渉、
または接触感染症患者との接触の結果として発生するものであってもよい。そのような患
者は、疾病に罹患している可能性および初期の治療的介入について当然関心を持っている
。本方法は、多数の対象者がリスクに曝露した可能性のある危機的状況において特に有用
である。従来の診断アッセイは、疾病を示すことが可能になる前にかなりの遅滞期を有す
ることが多い。例えば、従来のウイルスアッセイは、検出可能な患者の抗体を生じるのに
数か月かかる場合がある。自己免疫性疾患（例えば狼瘡、１型糖尿病、慢性関節リウマチ
、多発性硬化症）は、特異的自己抗体または特異的自己抗原に対するＴ細胞応答を生じる
のに数年かかる場合がある。対照的に、本方法は、リスク、または感染への曝露から数日
（例えば１０、５または３日未満）以内にプロファイルの変化を検出することができる。
結合プロファイルの変化は、試料の様々な構成成分の濃度の微妙な変化を反映する可能性
があるが、できるとしてもそのうちのごくわずかしか個々に検出できないであろう。しか
しながら、全体としては、アレイ中の化合物の結合プロファイルの変化は、リスクが疾病
の発症を開始した場合の変化を示す。
【００６８】
　別の適用は、試料、例えば犯罪現場から回収された試料または実父確定分析に関連する
試料を法医学的に分析することにある。試験試料を起源の分かっている１つ以上の参照試
料と比較することにより、該試験試料の供給源を指し示すことができる。
【００６９】
　結合プロファイルは、試料を特徴解析する際の様々な方法に使用することができる。い
くつかの方法では、試料の結合プロファイルは同じ化合物の１つ以上の参照結合プロファ
イルと比較される。参照結合プロファイルは、特定の疾病、疾病の病期または疾病の欠如
などを特徴づけるプロファイルである。参照プロファイルは、典型的には、各々が同じ疾
病、疾病の病期または疾病の欠如について特徴解析された、いくつかの試料（例えば少な
くとも２、２０、５０または１００個）の結合プロファイルを平均化することにより決定
される。
【００７０】
　参照結合プロファイルとの試料結合プロファイルの比較は、プロファイルの総類似度を
表わす値を導き出すために、それぞれの試料に対するアレイ中の様々な化合物の様々な結
合活性を比較することを伴うことができる。類似度の規模に関する類似度の尺度は、つま
りは非類似度の逆の尺度であり、逆もまた同様である。したがって、総類似度を表わす値
は、総相違度を表わす値を含んでいる。しかしながら、数学的には相違度マトリックスは
類似度マトリックスとは別個に処理かつ分析することができる。分析されている試料由来
の生データは、比較の前に当然標準化されて、試料構成成分を相対的に表すのではなく、
試料の大きさ、処理、濃度などに起因するあらゆる相違を除去することができる。標準的
な分散分析（ANOVA）法は、そのような厄介な要因が実験計画において明らかにされるの
であれば、そのような要因を阻止することもできる。
【００７１】
　結合プロファイルおよび参照結合プロファイルの比較に基づいた値を導くために様々な
技法を使用することができる。導かれた値は、結合プロファイルと参照プロファイルとの
間の相違度を計測するために使用可能であり、かつユークリッド距離（ＥＤ）メトリック
のような距離測度を使用して評価される。ＥＤメトリックは、典型的には「ｎ」元の２つ
のベクトルの間の距離を計測するために使用される。１つの実装によれば、ｘ＝（ｘ１、
ｘ２、ｘ３、・・・、ｘＮ）およびｙ＝（ｙ１、ｙ２、ｙ３、・・・、ｙＮ）がＮ次元ユ
ークリッド空間における２点である場合、ｘおよびｊの間のユークリッド距離は：
　　Ｄｘｊ＝平方根（総和（（ｘｉ－ｙｉ）２））
として計算されうる。
【００７２】
　したがってＥＤメトリックは相関（０～１）ではなく、相違度の計測値である。
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　結合プロファイル（Ｎ次元空間の各点についての結合の値により定義される。ここでＮ
は実験上の点（条件）の数である）を参照結合プロファイルと比較するという状況におい
ては、ＥＤメトリックは、複雑さ、ペプチドの数、または患者の数にかかわらず決定する
ことができる。比較されるプロファイルはそれぞれパターンとして見ることができる、す
なわち：明確な一連の点を、あらゆる時間、あらゆる希釈度、あらゆる疾病状態、あらゆ
る症状などにわたって設定し、本明細書に記載の比較によりこの定義された一連の点を反
映するデータを捜す。
【００７３】
　比較される結合プロファイルの間の違いを標準化するために、計算されたＥＤ計測値は
、以下のように条件の数の平方根によって割ること：
　　距離＝｜ａ－ｂ｜／（Ｎの平方根）
により標準化されうる。これは条件の総数について標準化することにより前述の距離計算
とは異なっている。これは、距離計算が大量の試料を前提としてあまりにも拡張しすぎる
のを防ぐ。
【００７４】
　従って、２つのデータ点の間のユークリッド距離の計算は対応する値の間の違いの平方
の合計の平方根を計算することを伴う。ＥＤメトリックは相違度の尺度であるので、距離
（ｄ）は、必要であれば１／（１＋ｄ）として類似度の尺度に変換されてもよい。距離、
類似度、および相違度はある程度までは互換的であるが、各々は適用される計算を前提と
して独自に有用である。距離がより大きくなるにつれて、類似度はより小さくなる。これ
は、元のデータを、偏りのない幾何学的な方法で差異を調査するのに有用な状態にする。
計算は実験数の増加に伴って拡張可能である。実際、パターンの複雑さは、それが分母に
あり、かつ平方根であるので、本質的に計算値に向けて小さくなる。
【００７５】
　使用することができる他の距離メトリックには、ユークリッド平方、ピアソン相関、ピ
アソン平方、スピアマンの信頼性または相関、およびその他の類似の技法が挙げられる。
　結合プロファイルは、試料を特徴解析するための様々な分析法において使用することも
できる。例えば、試料に対して（アレイ中の他の化合物と比較して）相対的に強い結合を
示すアレイ中の化合物は、試料の構成成分の親和性精製に使用することができる。その後
、構成成分は（例えば配列決定または免疫反応性によって）さらに特徴解析されてもよい
。化合物の同定は、疾病状態（例えば、病原体、自己抗体または腫瘍関連抗原）の特徴を
示す可能性がある。その構成成分が疾病状態の特徴を示すことがまだ知られていない場合
、該構成成分は、疾病状態に対する治療または診断の開発の新しい標的として使用するこ
とができる。例えば、自己抗原またはそのペプチドを、自己免疫性疾患の寛容を誘導する
のに使用することができる。別例として、結合していない細胞成分を洗い流した後、アレ
イに結合している細胞成分をアレイから分離し、分画化し、同様の方式で分析することが
できる。さらなる変法では、試料に対して比較的強い結合を示すアレイ中の化合物の同定
を使用して、試料中で結合している構成成分のリガンド、および試料中の該構成成分を同
定することができる。例えば、アレイの化合物がペプチドである場合、試料に比較的強い
結合を示すペプチドの配列をタンパク質配列のデータベースと比較することができる。比
較は、データベースの配列とアレイ中のペプチドとの間、またはデータベースの配列とア
レイ中の複数のペプチドに由来するモチーフまたは共通配列との間でのペアワイズ比較で
あってよい。データベース中のタンパク質に対する配列類似性は、該タンパク質が、ペプ
チドが強い結合を示した試料中の構成要素のリガンドであるということを示唆する。リガ
ンドの認識は次に、試料中の潜在的な分子についての、ひいてはそのような分子によって
特徴が示される疾病状態についての少なくとも示唆を提供する。
【００７６】
　同じアレイを、上記に記載された適用のうち任意のものに、かつ事実上任意の疾病また
は疑わしい疾病状態に、使用することが可能である。同じアレイとは、文字通りに同じア
レイを意味するか（その場合アレイは異なる試料の間で洗浄される）、または同じ組成の



(21) JP 6059014 B2 2017.1.11

10

20

30

40

50

アレイの別のものを意味するかのうちいずれかである。分析される疾病またはその他の状
態についてアレイ中のいずれの化合物が最も情報量豊富であるかの認識は、状況により変
化する。したがって、特定の疾病について最も情報量豊富な化合物を同定して、この最も
情報量豊富な化合物を含む、化合物数を減らした派生アレイまたはその他の検出デバイス
およびキットを作製することができる。派生アレイは、結合する化合物および場合によっ
てはこれらの化合物によって結合された試料の構成成分の最初の同定において使用される
一次アレイとは区別するために、二次アレイと呼ばれることもある。本方法のさらに有用
な態様は、該方法が、疾病に罹患していない対象者（典型的にはヒト）を表わす対照試料
に対する、試験試料中の細胞成分への化合物の結合の増大を検出できるだけでなく、減少
も検出できることである。例えば、いくつかの試料構成成分（特に抗体）は、疾病試料も
しくはワクチン接種試料または任意の他の上述の種類の試料のような試験試料において減
少が検出されてもよいし、他の試料構成成分は増加が検出されてもよい。
【００７７】
　ＶＩ．派生的分析
　上記に議論されるような試料の分析のためにそれ自体有用であるほかに、本方法は、派
生的な化合物および検出デバイスを決定するためにも有用である。そのような方法の単純
な形式では、派生的なデバイスまたは他のアレイは、所与の疾病、疾病に対する感受性ま
たはその他上述の状態に関連することが知られている１つ以上の化合物を含有して構築さ
れ、かつその疾病、感受性またはその他の状態に関して情報量豊富ではないことが見出さ
れた他の化合物は一次アレイから省略される。いくつかのそのような方法では、一次アレ
イで使用された化合物のうちごく一部のみ（例えば、０．１％、１％または５％未満が保
持される）。他の方法では、一次アレイ中の化合物のうちの一部が結合した試料の構成成
分は、先のセクションで議論された手法のうちのいずれかによって同定される。試料の構
成成分を同定してしまえば、該構成成分の１つ以上の既知の結合パートナーも同定される
。既知の結合パートナーは、一次アレイ由来の化合物、構成成分に対する抗体または他の
化合物、例えば該構成成分に結合することが知られている合成抗体であってよい。その後
、この既知の結合パートナーを使用して、任意の他の従来の診断アッセイにより、存在す
ることが分かっている試料の構成成分を検出することができる。例えば、既知の結合パー
トナーが抗体であれば、アッセイはＥＬＩＳＡ、免疫沈降法、ラジオイムノアッセイなど
であってよい。複数の既知の結合パートナーが使用される場合、その既知の結合パートナ
ーはアレイ形式に固定化されてもよい。既知の結合パートナーは、診断用キットまたは診
断用デバイスに組み入れられてもよい（例えば、支持体に取り付けられる）。そのような
アレイ、診断用デバイスおよびキットは従来の手段によって製造可能である。当然ながら
、構成成分の既知の結合パートナーが一度同定されてしまえば、その後そのようなアレイ
、診断用デバイスおよびキットを製造するために一次アレイを用いた初期スクリーニング
を繰り返す必要はない。
【００７８】
　本発明について現在好ましい実施形態に関して記載してきたが、本発明から逸脱するこ
となく様々な改変形態をなすことができる。文脈からそうでないことが明白でないかぎり
、本発明の任意のステップ、要素、実施形態、特徴または態様は任意の他のものと共に使
用することができる。引用された全ての出版物（ＧｅｎＢａｎｋ受入番号などを含む）、
特許および特許出願は、その個々の出版物、特許および特許出願がそれぞれすべての目的
に関して参照により全体が組み込まれることが具体的かつ個々に示されている場合と同じ
ように、すべての目的に関して参照により全体が本願に組み込まれる。その時々において
２つ以上の型の配列が受入番号に関係している場合、有効な出願申請時点において該受入
番号に関連付けられた型が意図される。有効な申請時点とは、その関連する受入番号を開
示している、優先権が主張される最も早い出願を意味する。
【００７９】
　実施例
　実施例１　モノクローナル抗体に結合するアレイ
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　上述のようなアミノシランで官能化された表面を有するスライドガラス上に別個のポリ
ペプチドをロボット操作でスポッティングすることにより作製された、１０，０００個の
異なるランダムペプチドを有する３連の同じアレイを、個々の抗体への結合について試験
し、１００ｎＭ、３７℃、８ｒｐｍ、１時間でハイブリダイズさせ、５ｎＭの二次抗体で
検出した。試験した抗体には；（１）モノクローナル抗体、（２）ポリクローナル抗体、
（３）エピトープ未知、（４）直線状エピトープを備えたモノクローナル抗体、（５）不
連続エピトープを備えたモノクローナル抗体、（６）抗Ｆｃ抗体、（７）多反応性（poly
reactive）抗体、（８）自己抗体、（９）混合されたモノクローナル抗体、および（１０
）多糖類に対する抗体、が含まれた。３連のアレイを数学的に平均化し、最も情報量豊富
な８００個のペプチドを、相対的差異を識別するために使用した。８００個のペプチドに
対する各抗体または抗体混合物の結合は、図１の右側に示されるような一連の有色のバン
ドによって表わすことができる。各バンドは、アレイ中の８００個の情報量豊富なペプチ
ドのうちの異なる１つへの結合を表す。様々な色を使用して様々な結合の強さを表すこと
が可能であり、例えば赤色が最も強く、青色が最も弱く、黄色が中間である。ほとんどの
情報量豊富なペプチドの、試験した抗体への見かけの結合親和性は、約１０４Ｍ－１～１
０６Ｍ－１または強度単位で１００（バックグラウンド、例えばペプチドを欠くアレイの
空セル）～６５，５００の範囲にある。図１の左側の部分は、図の右手部分に示されたパ
ターンの主成分分析を示す。主成分分析は、二次元チャート上のスポットとして様々な抗
体の結合プロファイルを表わし、スポット間の相対距離がパターンの関連性の尺度である
ようになっている。該主成分分析は、各々の抗体が識別可能な結合プロファイルを有する
ことを示している。該分析は、技術的な反復実施がアレイごと、およびペプチドごとに非
常に再現性がよいことも示している。様々なモノクローナル抗体およびポリクローナル抗
体の特徴的な結合パターンは図１２にも示されている。
【００８０】
　図１１は、様々な数の抗体に対して結合する様々なペプチドの数の分析を示す。例えば
、１１０３個のペプチドが、試験した抗体のうち１つだけに結合した。４０２個のペプチ
ドが、試験した抗体のうちの２つに結合した。６個のペプチドが１０個の異なる抗体に結
合した、などである。したがって、様々なペプチドは、多重ターゲットへの結合において
様々な程度の乱交雑性を有している。そのような乱交雑性の範囲は、特徴解析される複数
サンプルに対してアレイを使用する際の助けとなりうる。
【００８１】
　２０種類を超えるモノクローナル抗体のうち、各々がアレイ上に特徴的パターンを生じ
た。これらの差異は、ペプチドがどれに結合するか、および各々に対する相対的結合の両
方を含んでいた。アレイ上のシグナルは、蛍光強度の３ｌｏｇ以上にわたって変化した。
結果が示すように、糖、非天然のタンパク質配列（例えば、フレームシフト・ペプチド、
転座接合部、スプライスバリアント）、自己タンパク質、翻訳後修飾物（ＰＴＭ）、複数
種、および複数種類（ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥ）に対する抗体が全て検出される
。それぞれの抗体は特徴的な結合パターンを有するので、１０８種のレパートリーの血清
抗体は異なる試料間で判別不能な単調なパターンを作成することになると予想されるかも
しれない。確かに、３０個のモノクローナル抗体の結合の数学的再構成は、特徴的パター
ンが失われ始めることを示す。驚くべきことに、後の実施例において示されるように、こ
れは実際には当てはまらない。
【００８２】
　実施例２　希釈
　単一のモノクローナル抗体（ｐ５３Ａｂ１）を、競合するＩｇＧの存在下でシグネチャ
すなわち結合プロファイルを判別する能力を試験するために使用した。前と同じように、
１００ｎＭのｐ５３Ａｂ１を、そのシグネチャを検出するためにアレイにハイブリダイズ
させた。本発明者らは競合物として１、１０、および１００倍のプールされたヒトＩｇＧ
を加えたが、なおも元のシグナルを識別することができた。二色実験については、ＩｇＧ
を赤色発光体で、ｐ５３を緑色発光体で検出し、競合するスポットを多波長走査によって
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検出した。図２は、試験した様々な条件において最も情報量豊富なペプチドからのシグナ
ルを示している。モノクローナル抗体由来のシグナルは、ＩｇＧ血清の複雑なバックグラ
ウンドを背景にして際立っている。これはイムノシグネチャリング（immunosignaturing
）技法の重要かつ予想外の態様である。血清中で混合されたモノクローナル抗体のような
、高親和性免疫応答は、通常の抗体よりもアレイ上において目立つ。
【００８３】
　ｐ５３に対して２つの抗体Ａｂ１およびＡｂ８を選択した。各々を他方へ滴定してシグ
ネチャの勾配を生じさせた。図３は、最も情報量豊富なペプチドに対する結合強度を示し
ており、様々な結合強度を表わすために様々な色が使用されている。図に見られるように
、最も強いパターン（Ａｂ８）は、別の抗体の存在下および競合するＩｇＧの存在下にお
いて見られる。合わせて混合された８つの抗体は、単調に応答する傾向を示している。１
００×ＩｇＧはまさしくこのことを示している。希釈は、ｐ５３Ａｂ１のパターンが、よ
り弱い抗体であるｐ５３Ａｂ８および過剰量のＩｇＧよりも優位に立つことを示している
。物理的にプールされた抗体および数学的に平均化された抗体シグナルは類似のパターン
を示す。二次的なものおよび三次的なものは検出されなかった。
【００８４】
　実施例３：疾病の解明
　本発明者らは健常な提供者の血清ならびに渓谷熱に感染した患者およびインフルエンザ
ワクチン接種者由来の血清を集めた。渓谷熱患者は前もって力価についてＣＦ抗原に対し
て分類した。図４は、様々な結合強度を表わす様々な色のバンドを用いて、最も情報量豊
富な患者に対して異なる患者の結合プロファイルを示している。一般に、病気でない健常
な患者は、低い強度パターンを示した。コクシジオイデス（cocci）に感染した患者は、
コクシジオイデスの力価を検出することができない場合でさえ、極めて高い強度パターン
を示した。インフルエンザワクチンを接種された患者は、免疫応答の強さに相当している
と思われる様々なパターンを示した。これらのパターンは、健常な患者およびコクシジオ
イデス感染患者とは容易に識別可能であった。
【００８５】
　さらなる実験では、神経膠腫、肉腫および膵臓癌を含む様々な種類の癌を有している約
２００人の癌患者由来の試料を試験した。図５は、最も情報量豊富なペプチドの結合プロ
ファイルをコクシジオイデス感染者および喘息患者と比較して示している。主成分分析か
ら、これらの様々な疾病に罹患している患者のパターンが特徴的であること、かつ癌患者
のパターンは癌の種類によるクラスタリングを示すことが確認される。
【００８６】
　さらなる実験では、膵臓癌のリスクを有し、かつ／または膵臓炎に罹患している患者由
来の試料を、膵臓癌に罹患している患者、肉腫を有している患者または健常な患者と比較
した。主成分分析（図６）は、膵臓癌のリスクを有する患者の一部が、癌に罹患している
患者とともに結合プロファイルのクラスタリングを有することを示す。しかしながら、膵
臓炎に罹患している患者は、膵臓癌に罹患している患者とは別々にクラスタリングしてい
る。したがって、結合プロファイルは、リスクを有する患者における癌発症の予測因子と
して使用可能であり、また膵臓炎と癌とを区別するために使用可能である。
【００８７】
　図７は、健常な患者、乳癌患者、および乳癌のリスクを有する患者の結合プロファイル
を比較している。該結合プロファイルは、乳癌患者を健常者から識別し、かつ腫瘍検出の
数年前に乳癌のパターンを有するとして発症前の癌患者を分類する。発症前の試料の結合
プロファイルはさらに、変動性（健常者の特徴）の欠如のため健常者とは異なっている。
【００８８】
　実施例４
　ウイルス粒子１×１０４個の亜致死量のインフルエンザＡ／ＰＲ／８／３４株への感染
を使用して、ＢＡＬＢ／ｃマウスにおけるその後の同ウイルス株の致死量抗原投与に対す
る防御を与えた。２～５平均致死量のインフルエンザＡ／ＰＲ／８／３４株を用いた致死
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量投与を３５日目に行った。得られた免疫応答は、明白な感染の臨床的症状または体重減
少が抗原投与後に観察されなかったことから、防御的であった。本実施例の一部は、本発
明者らによりＬｕｇｕｔｋｉ　ｅｔ　ａｌ，Ｖａｃｃｉｎｅ（Ｍａｙ　５，　２０１０）
ＰＭＩＤ：２０４５０８６９において報告済みである。
【００８９】
　生きているインフルエンザ免疫化マウス由来の血清をアレイに供した。１４日目には、
インフルエンザ特異的なＩｇＧ　ＥＬＩＳＡ力価は１：１０２，４００であり、ウイルス
特異抗体が存在することを示していた。ＣＩＭ１０Ｋアレイへの抗体の結合の差が免疫化
の１４日後に検出できたことから、体液性免疫状態の変化を検出可能であることが確認さ
れた。生きているインフルエンザ免疫化マウスによって少なくとも２倍大きいことが認識
された２７１個のペプチドの比較は、野兎病菌（Ｆ．ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ）ＬＶＳ株で
２９日前に免疫化した年齢を適合させたナイーブなマウスよりも少なくとも２倍大きいこ
とが認識された５４２個のペプチドとは重なり合わなかった。したがって、１０，０００
個のランダムペプチドのアレイはイムノシグネチャを生成するのに十分であり、２つの感
染を識別することができる。
【００９０】
　マウスをインフルエンザに感染させ、２１日目の抗血清をイムノシグネチャのパターン
に関して試験した。本発明者らはマウスにおいて特異的なインフルエンザパターンを見出
し、該パターンは感染マウス由来の抗血清にあらかじめ吸着処理した完全なウイルス粒子
を使用して妨害することができたが、無関係のウイルス（Ｍ１３）では妨害できなかった
（図８）。ＥＬＩＳＡにおける吸着処理血清の比較から、ウイルスについてのＩｇＧ反応
が、吸着処理していない３８７個の血清の終末点力価５１２，０００から、ウイルスを吸
着させた血清の５００未満へと低減したことが明らかとなった。標準的ＥＬＩＳＡでは免
疫化が低下した抗体反応性を決定する可能性のある反応性。
【００９１】
　これらのペプチド集団が最初の免疫化の結果であったかまたは免疫化と抗原投与との併
用効果であったかを判断するために、これらのペプチド集団の認識を、免疫化のみを施し
たマウスと比較した。免疫化後１１８日目に、免疫化のみを施したマウスは２８３個の時
間的に安定なペプチドについて０日目から５．１８±３．５７倍の平均増大率を有し、こ
れと比較して免疫化および抗原投与されたマウスは免疫化後９８日目において０日目から
４．１９±２．５５倍の平均増大率を有していた。同じ時点において、抑制されたペプチ
ドは、免疫化されたマウスにおいて０日目から０．３９±０．２９倍、および免疫化と抗
原投与とを受けたマウスにおいて０．３６±０．０９８倍の、類似の変化３５０を生じた
。まとめると、これらの結果は、永続的かつ複雑なイムノシグネチャが初感染において生
成され、これは感染性生物に特有であることを実証している。
【００９２】
　本発明者らは、ＣＩＭ１０Ｋにおけるイムノシグネチャが一時的であるか時間を経ても
一貫しているかどうか、またウイルス特異的ＥＬＩＳＡにおける抗体価と相関するかを測
定するべく努めた。免疫化した動物を抗原投与後２１１日間経過観察し、ＣＩＭ１０Ｋア
レイ上での血清中抗体によるペプチド認識レベルへの変化を観察した。ウイルス全体に対
する標準的ＥＬＩＳＡでは、ＩｇＧ力価は抗原投与の日までに８１９，２００まで上昇し
て高値を維持し、抗原投与後の観察期間の間不変であった。バルクＩｇＧ　ＥＬＩＳＡ力
価における変化を反映する「発現プロファイル」を、ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ（登録商標）
ソフトウェア・パッケージにおいて確立した。認識されたペプチドの相対的な蛍光強度を
該プロファイルと比較して、その強度が時間を経ても０．９を越えるピアソンの相関係数
で規定のプロファイルと一致するペプチドを同定した。プロファイル解析を同じく使用し
て、免疫化後に認識が増大したが抗原投与後に減少したペプチドのセット、および最初に
０日目で認識されたが、免疫化後はもはや認識されなかったペプチドのセットを同定した
。免疫化後１１８日目に、免疫化のみを施したマウスは２８３個の時間的に安定なペプチ
ドについて０日目から５．１８±３．５７倍の平均増大率を有し、これと比較して免疫化
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および抗原投与されたマウスは免疫化後９８日目において０日目から４．１９±２．５５
倍の平均増大率を有していた。同じ時点において、抑制されたペプチドは、免疫化された
マウスにおいて０日目から０．３９±０．２９倍、および免疫化と抗原投与とを受けたマ
ウスにおいて０．３６±０．０９８倍の、類似の変化を生じた。まとめると、これらの結
果は、永続的かつ複雑なイムノシグネチャが初感染において生成され、これは感染性生物
に特有であることを実証している。
【００９３】
　本発明者らは、ＣＩＭ１０Ｋにおける抗体のイムノシグネチャがウイルスの免疫抗原量
との相関を有するかどうかを測定するべく努めた。ＢＡＬＢ／ｃマウスの群は、感染用量
の増加との相関を有する体重減少の亢進および回復時間の長期化を示した。マウスを感染
前の体重に回復させ、血清を感染後　日において集めた。ウイルスに対するバルクＩｇＧ
終末点力価は、すべての群について１０２，４００の終末点力価を備え、群間で判別不能
であった。これは、最低の免疫抗原量で、ＥＬＩＳＡにおいて最大の検出可能な応答に急
速に到達したことを示唆している。ＣＩＭ１０Ｋイムノシグネチャのコンピュータ分析か
ら、感染用量につれて概ね増加した５１６個のペプチドが明らかとなり、うち６５個のサ
ブセットは急激に上昇した。時間的に安定なペプチドを用量応答性のペプチドと比較する
と、３９個のペプチドの重複が示されたが、これは偶然として予想される場合の３倍であ
る。これらの結果は、感染用量を識別するという点では、イムノシグネチャはウイルス全
体のＥＬＩＳＡよりも高い分解能を有することを実証している。
【００９４】
　感染またはワクチン接種に対する抗体応答について、応答するアイソタイプそれぞれに
ついてＥＬＩＳＡで計測することが可能である。本発明者らは、ＣＩＭ１０Ｋのランダム
ペプチドアレイ上の抗体反応性が抗体のアイソタイプの変化を検出可能であるかどうかを
測定するべく努めた。ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａおよびＩｇＧ３のイムノシ
グネチャを、０日目および２８日目由来の血清試料を使用して測定した。バッファーのみ
が入っているアレイの特徴よりも高い相対蛍光強度で認識されたペプチドを分析した。異
なるアイソタイプによって認識されたペプチドの集団を図５の修正ベン図として示す。同
等サイズのリストについて偶然による重複として予想される場合より多くの構成員を含有
している重複ペプチドセットは、ある重複領域に限定されており、ＩｇＭからのクラスス
イッチの可能性と、気道感染を含んでいる際に期待されるＩｇＡへのスイッチを示すＩｇ
Ａとの重複が示唆される。免疫応答をウイルス感染にあてはめると、ＩｇＧサブタイプの
応答は主にＩｇＧ２ａであり、アレイのほぼ半分が２８日目の血清により次第に２倍を超
えて認識された。反対に、わずか１４４個のペプチドだけがＩｇＧ１抗体によって２倍を
超えて認識された。このことは、原因作用物質の病原性を反映する抗体アイソタイプに基
づいてイムノシグネチャを細分することができることを実証した。ＥＬＩＳＡプロトコー
ルとは対照的に、各アイソタイプ・アッセイはわずか０．５μｌの血清しか必要としない
。
【００９５】
　本発明者らは、イムノシグネチャが生物学的な反復実施の間で一貫しているかどうかを
判断するべく努めた。ＢＡＬＢ／ｃマウスの追加群をおよそ２か月空けて別々に入手し、
免疫化に使用された亜致死量を用いて独立に感染させた。体重減少はすべての群について
一貫しており、２８日目に各群は１９，２００のバルクＩｇＧ力価を有していた。独立な
感染を越えたイムノシグネチャの一貫性に取り組むために、３つの感染に由来する２８日
目の血清をＣＩＭ１０Ｋアレイに結合させて蛍光強度を比較した。アレイ上のすべてのペ
プチドについて、ピアソンの相関は感染間で０．９４であった。時間的に安定なペプチド
は感染間で０．９０４、０．９３６および０．９１２のピアソンの相関を有していた。試
験したすべてのナイーブのバイオインフォマティクス的平均と比較すると、３つの感染は
、２８３個の時間的に安定なペプチドについて同倍程度の値上昇を示した（２．２３±１
．２２、２．８８±１．０、および１．９３±０．９７）。これらの結果は、イムノシグ
ネチャが感染の生物学的な反復実施を越えて、かつ技術的な反復実施を越えて一貫してい
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ることを実証している。本物のウイルス抗原の代わりにランダムペプチドを使用する場合
も、生物学的な反復実施の間に一貫性の損失はない。
【００９６】
　ナイーブな近交系マウスは、抗体レパートリーを発達させる比較的空きのあるカンバス
を提供する。本発明者らは、一貫したイムノシグネチャが多様なヒト集団において識別可
能であるかどうかを判断するべく努めた。２００６～２００７年の季節性ヒトインフルエ
ンザワクチンに対するイムノシグネチャを本発明者らのモデルとして評価した。７人のヒ
ト提供者由来の個々の血清をアレイに結合させて、免疫前と２１日目との間のペプチド認
識の差について分析した。提供者らは、ＥＬＩＳＡにおいて２００６～２００７年の季節
性ワクチンに対する血清中ＩｇＧ抗体を有することが測定された。該ヒト提供者について
、０日目の平均ＩｇＧ力価は１：３２００、および２１日目の中間力価は１：１２，８０
０であった。分析から、２１日目に免疫前または提供者のバックグラウンド値の少なくと
も１．３倍に有意に上昇した（ｐ＜０．０１）３０個のペプチドが同定された。これらの
３０個のペプチドは、主成分分析を使用して免疫群および前免疫群を明確に識別するのに
十分であった。４つの主成分が、それぞれ３８％、２３％、１３％および９％の分散とし
て同定された。ある患者は免疫試料および免疫前試料の両方についてＸ軸を横切って散ら
ばり、低応答性の免疫系を示唆している可能性がある。この患者が分析から除外されても
、残りの患者の試料はなおも群別により識別された。これらの結果は、血清中抗体のイム
ノシグネチャが情報量豊富であることを実証している。
【００９７】
　どの抗原から診断用抗体が生じたかを知ることは大きな利点であろう。本発明者らは、
このアレイのペプチドから天然のタンパク質への「バックトラッキング」を可能にするプ
ロトコールを開発した。基本的には、反応性のペプチドをＴｅｎｔａｇｅｌビーズ上で再
合成する。該ビーズを血清と反応させて抗体を親和性精製する。その後、抗体をビーズか
ら解放させる。その後、この抗体を抽出物に対して使用してタンパク質を同定する。別の
方法は、免疫応答を生じている個体から抗体のファージライブラリを作製し、対象とする
ペプチドに結合するファージ‐抗体を単離することである。
【００９８】
　インフルエンザに対して強い反応性を示したが正常なマウス血清には反応しなかったア
レイペプチドを、インフルエンザに対する抗体を特異的にプルダウンする（取り出す）た
めに選択した。このプルダウンは、Ｔｅｎｔａｇｅｌ（商標）ビーズに化学的に結合させ
た１０ｕｇのペプチドを使用して行った。抗体をｐＨ２．０のグリシンで溶出させ、次い
で直ちに中和した。ＰＲ８をニトロセルロース上に固定化し、プルダウンされた抗体をプ
ローブとして調査した。図９Ａ、ＢおよびＣは、ＰＲ８粒子を検出するプルダウンされた
抗体、ウイルス粒子を捕捉する陽性対照の抗ＰＲ８抗体、およびビーズのみからプルダウ
ンされた陰性対照を示す。該データは、本発明者らが、ＰＲ８に感染したマウスに最も強
い反応性を示したマイクロアレイ由来のペプチドを用いて適切な抗ＰＲ８抗体をプルダウ
ンしたことを示している。
【００９９】
　イムノシグネチャを、免疫原に基づいてレシピエントを分類するために使用することが
できる。ネズミ科動物モデルにおけるインフルエンザ感染からの防御は、主として中和抗
体の産生に基づいている。イムノシグネチャが防御抗体の応答を非防御抗体の応答から識
別する能力を試験するために、アーカイブに保管された血清試料をＣＩＭ１０Ｋアレイの
探査に使用した。乱数発生器を使用して試料をセットＡまたはセットＢのいずれかに割り
当て、各セットが４つのＡ／ＰＲ／８／３４感染群、５つのＫＬＨ免疫化群および７つの
ナイーブ群を含むようにした。このように一方のセットを訓練用セットとして使用し、選
択されたペプチドを、第２のセットの構成員を予測するために使用することも考えられる
。Ｇｅｎｅｓｐｒｉｎｇ（登録商標）７．３において連想アルゴリズムを使用して、ＣＩ
Ｍ１０Ｋからペプチドを選択した。セットＡでの訓練については、２．３２×１０－７の
メジアンｐ値を伴った５１５個のペプチドを同定した。Ｔサポートベクターマシンを使用
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して、この５１５個が用いられた免疫原を予測する能力を試験した。セットＡをセットＢ
の予測のための訓練に使用した場合、試料の８１．３％が正確に予測された。セットＢを
、５１５個のペプチドを使用するセットＡの予測のための訓練に使用した場合、試料の９
３．８％が正確に予測された。
【０１００】
　予測的なペプチドを選択する方法論の妥当性の試験として、連想アルゴリズムをセット
Ｂに適用し、セットＢについて６．３４×１０－５およびセットＡについて２．００×１
０－５のメジアンｐ値を伴った５１８個のペプチドを同定した。セットＡを予測するため
にセットＢについて訓練されたサポートベクターマシンは、試料の８１．３％を正確に同
定し、またセットＢを予測するためのセットＡについての訓練は、試料の７５％を正確に
同定した。セットＡおよびセットＢからの同定された関連ペプチドのリストは、１２２個
のペプチドが重複していたが、これは偶然による重複として予測されるよりも大きい。重
複リストは、どちらのセットが訓練用セットまたは試験用セットであるかにかかわらず試
料の８１．３％を正確に予測した。
【０１０１】
　同種ワクチンおよび異種ワクチンを用いた免疫化により、インフルエンザＡ／ＰＲ／８
／３４株を用いた抗原投与に対する様々な抗体応答および防御度が生じる。
　本発明者らは次に、イムノシグネチャが類似の組成のワクチンを識別し、かつ効果に基
づいて該ワクチンを階層化する能力を有するかどうかを判断するべく努めた。本発明者ら
のモデルワクチンとして、不活化Ａ／ＰＲ／８／３４株を同種の「良い」ワクチンとして
、２００６／２００７および２００７／２００８のヒト季節性インフルエンザワクチンを
異種の「悪い」ワクチンとして使用した。有効性を、インフルエンザＡ／ＰＲ／８／３４
株感染のネズミ科動物致死量抗原投与モデルにおいて測定した。４０日目に、血清中Ｉｇ
Ｇ力価を計測した。モックで免疫化したマウスは、Ａ／ＰＲ／８／３４株ワクチンまたは
季節性ワクチンのいずれについても反応を示さなかった。不活化ウイルスで免疫化したマ
ウスは３つの抗原すべてについてＩｇＧ力価を有し、２００７／２００８季節性ワクチン
の構成成分については低い力価であった。季節性ワクチンは互いに交差反応性を示し、Ａ
／ＰＲ／８／３４ウイルスについては低反応性であった。季節性ワクチンの間の交差反応
性は、両ワクチン組成物中にＡ／ウィスコンシン／６７／２００５およびＢ／マレーシア
／２５０６／２００４が含まれることに起因すると推測される。Ａ／ＰＲ／８／３４由来
のヘマグルチニン配列およびノイラミニダーゼ配列は、Ａ／ニューカレドニア／２０／９
９およびＡ／ソロモン諸島／３／２００６の配列に対してある程度の相同性を有している
が、ＥＬＩＳＡにおいて一方向性の交差反応性を生じたように見える。
【０１０２】
　プールした血清試料もＣＩＭ１０Ｋを調べるために使用した。連関検定をアレイのデー
タに適用し、免疫原に関連した３６７個のペプチドを同定した。これらのペプチドは３．
９×１０－５の平均群間ｐ値を伴って十分に群を識別する。これは、ＣＩＭ１０Ｋが体液
性免疫応答に基づいて密接に関係した免疫原を相互に識別する分解能を有することを実証
している。ＥＬＩＳＡで観察されたヘテロサブタイプな交差反応性抗体について説明する
ために、３つの不活化ワクチンをモック免疫化に対して比較した。この比較からｐ＜０．
０１の１１６個のペプチドがもたらされ、そのうち５４個がワクチンにおいてモックを上
回って増加した。５４個のペプチドの相対強度レベルは群間では同程度であった。このペ
プチドリストを、Ａ／ＰＲ／８／３４およびＫＬＨで免疫化したマウスを分離する能力に
関してサポートベクターマシンで試験した。セットＡおよびセットＢの組み合わせについ
て、交差検定誤差は観察されなかったが、これはこのセットが恐らくインフルエンザ特異
的な交差反応性抗体で構成されていることを示唆している。
【０１０３】
　４２日目の抗原投与において、不活性化Ａ／ＰＲ／８／３４株で免疫化されたマウスは
疾病の臨床症状を伴わずに生き残った。季節性ワクチンで免疫化されたマウスは発病し、
２００６／２００７年の季節性ワクチンの群では６０％生存、２００７／２００８年の季
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前の体重に回復した。これは、該ワクチンがＡ／ＰＲ／８／３４株を用いた抗原投与にお
いて同等の防御性を持たないことを実証している。総合すると、これらのデータは、異な
るワクチンは全ウイルスＥＬＩＳＡおよびＣＩＭ１０Ｋによって測定されるように特徴的
な免疫応答を生成し、異なる防御効果を有することを実証している。
【０１０４】
　実際の免疫化およびその後の抗原投与のイムノシグネチャは、不活化ワクチンの有効性
を予測することができる。自然に獲得した感染およびその後の感染に対する耐性のイムノ
シグネチャが、不活化ワクチンまたはサブユニットワクチンの有効性を予測することがで
きるかどうかを評価するために、本発明者らは、亜致死量のＡ／ＰＲ／８／３４株に感染
させ、その後３５日後に致死量の同株を抗原投与したマウス由来のマイクロアレイデータ
を検討した。本発明者らは最初に、抗原投与時に免疫マウスに存在する血清抗体によって
認識されたペプチドがワクチンの有効性を予測することができるかを調べた。５０個のペ
プチドが０日目から２８日目にかけて有意に（ｐ＜０．０１で２倍増加）増加した。モデ
ルワクチンの痕跡（trail）について試験するために免疫マウスおよびナイーブなマウス
（２８日目および０日目）について訓練されたサポートベクターマシンは群を識別するこ
とができず、防御性クローンの増幅が後の抗原投与における生存に必要であることが示唆
された。
【０１０５】
　この仮説を検証するために、本発明者らは、抗原投与前および抗原投与後の間に増加す
るペプチドが不活化ワクチンの有効性を予測することができるかどうかを調べた。分析に
より、抗原投与前から抗原投与後にかけて、０．０５未満のｐ値を伴って２倍を超えて増
加するものとして１６３個のペプチドが同定された。免疫試料およびナイーブ試料（２８
日目および０日目）について訓練されたサポートベクターマシンは、健康状態の不変によ
り定義される成功（不活化Ａ／ＰＲ／８／３４）および疾病により定義される不成功（季
節性ワクチンおよびモック）の点で、抗原投与の結果を予測することができた。これは、
イムノシグネチャが第２の曝露に対する防御を担う抗体反応性を同定する能力により、サ
ブユニットワクチンまたは不活化ワクチンの有効性を予測することができることを実証し
た。
【０１０６】
　実施例５　多重疾病の分類器
　感染症、自己免疫性疾患、癌、アルツハイマー病およびその他の疾病の患者由来の約８
７５個の個別試料を、１０，０００ペプチドのアレイで独立に分析した。結合プロファイ
ルを、他のプロファイルに関するヒートマップとして最初に表した（図１０Ａ）。様々な
疾病についての結合プロファイルの主成分分析を図１０Ｂに示す。各疾病が識別可能なプ
ロファイルを有する。炎症は多数の疾病において主要な構成成分であるが、１０％未満の
分類器誤差で顕著に特徴的なままである該疾病の結合プロファイルの主要原因ではない。
【０１０７】
　実施例６
　次の表は、臨床試料についてのいくつかの試験の結果を概説している。ＦＰ（偽陽性、
ＦＮ（偽陰性）、ＡＵＣ（ＲＯＣ曲線下の面積、診断の正確さの尺度）。
【０１０８】
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【表１】

　実施例７　エピトープマッピング
　モチーフ発見アルゴリズムは、アラインメントされていない配列セット内の微妙なパタ
ーンを発見することができる。これらのアルゴリズムは、２つの主なカテゴリーすなわち
決定論的アルゴリズムおよび最適化アルゴリズムに分類可能である。決定論的アルゴリズ
ムは、十分に規定された基準に適合するモチーフを求めて配列セットを徹底的に探索する
。決定論的なモチーフ発見アルゴリズムのいくつかの一般的な実装は、ＴＥＩＲＥＳＩＡ
ＳまたはＰＲＡＴＴである（Ｒｉｇｏｕｔｓｏｓ，Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．１４
，５５－６７（１９９８）；Ｊｏｎａｓｓｅｎ（１９９７）Ｃｏｍｐｕｔ．Ａｐｐｌ．Ｂ
ｉｏｓｃｉ．１３，５０９－２２）。
【０１０９】
　最適化アルゴリズムはモチーフを確率的に表わし、スコアリング関数を最大限に利用し
ようとする。最適化は、ギブス（Gibbs）のモチーフサンプリングの使用、またはＭＥＭ
Ｅに実装されるような期待値最大化によって確率的に予め決定しておく（preformed）こ
とができる（Ｂａｉｌｅｙ（２００６）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１，Ｗ３
６９－７３１６）。
【０１１０】
　モチーフがどの基準を満たさなければならないかが分からない場合は、最適化手法が好
ましい。ギブスのモチーフサンプリングアルゴリズムを実装したＧＬＡＭ２は、ギャップ
を考慮することからここで使用されることになる（Ｆｒｉｔｈ（２００８）．ＰＬＯＳ　
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Ｃｏｍｐｕｔ　Ｂｉｏｌ．４，ｅ１００００７１．１７）。
【０１１１】
　ペプチドの中からモチーフを発見する代替法は、ペプチドを抗原配列と１つずつ比較す
ることである。ＲＥＬＩＣ　ＭＡＴＣＨ　５プログラムに実装されたアルゴリズムは、各
ペプチド配列を５アミノ酸のウィンドウで標的タンパク質配列と比較し、類似度について
各ウィンドウをスコアリングする（１８）。ペプチド全てについてのスコアを、潜在的な
小分子結合部位を予測するためにタンパク質配列全体にわたって合計する。同様の手法は
、ペプチドマイクロアレイ実験で選択された非類似ペプチド配列から抗体認識部位を予測
するために使用することができる。
【０１１２】
　典型的には、エピトープマッピングは抗体によって認識されるタンパク質標的の特異部
分を同定するために実施される。同様の手法は、抗体の未知のタンパク質標的を同定する
ために使用することができる。この手法は、病原体の抗原タンパク質の同定、自己免疫性
疾患における標的の同定、または未知の感染の原因の発見に使用することができる。
【０１１３】
　既知のエピトープを備えた抗体をラブビジョン（Labvision）（米国カリフォルニア州
フリーモント）およびアブカム（Abcam）（米国マサチューセッツ州ケンブリッジ）から
購入した。キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）が結合したペプチドでマウスを
免疫化し、３５日目に血清を得た。スライドを０．０１４％メルカプトヘキサノールで不
動態化した後、ＰＢＳ中３％ＢＳＡ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）で抗体を１００
ｎＭに希釈、または血清を１：５００に希釈した。抗体をスライドとともに、アジレント
（Agilent）のチャンバ中で回転しながら３７℃で１時間インキュベーションした。スラ
イドを、ＴＢＳ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）で３回、ｄｉＨ２Ｏで３回洗浄した
。このインキュベーションおよび洗浄の手順を、ビオチン化二次抗体（ベチル・ラボラト
リーズ社（Ｂｅｔｈｙｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｅｉｓ，Ｉｎｃ．）、米国テキサス州モン
トゴメリー）を用いて、次いでＡｌｅｘａ‐５５５で標識されたストレプトアビジン（St
reptavadin）（インビトロジェン（Invitrogen）、米国カリフォルニア州カールスバード
）を用いて繰り返した。
【０１１４】
【表２】

　一次抗体またはナイーブマウスの血清を用いない陰性対照のアレイも比較のために実行
した。少なくとも３連のアレイを各抗体について実行した。
【０１１５】
　抗原特異的な抗体を、ニトロセルロース膜上に固定化されたＫＬＨに結合させることに
より血清から吸収した。１×６センチメートルのニトロセルロース膜を、２．０ｍｌのＰ
ＢＳ中１．０ｍｇ／ｍｌのＫＬＨが入った１５ｍｌ容コニカルチューブに入れた。この膜
をＴＢＳＴ中で３回洗浄し、ＴＢＳＴ中１．０％ＢＳＡとともに少なくとも１時間、また
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は使用時までインキュベーションした。ＴＢＳＴ中で３回洗浄した後、膜を、３％ＢＳＡ
、０．０５％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）、ＰＢＳバッファーで１：５００に希釈した２．０
ｍｌの血清中に入れた。ＫＬＨに対する血清の反応性をＥＬＩＳＡで試験した。ＫＬＨに
対する反応性が１：５００希釈で検出されない場合、血清は吸収されたとみなした。
【０１１６】
　副次的な結合の寄与を除去するために、陰性対照のシグナルを抗体シグナルから差し引
いた。蛍光強度において上位５００個のペプチドを、各抗体について選択した。上位５０
０個のペプチドリストのうちの１つに各ペプチドが現われる回数を表にした。５つ以上の
リストに現われるペプチドは、Ｆｃに結合するものであるかまたは他の非特異的相互作用
であると思われるため、削除した。アレイ由来のペプチドをエピトープ配列と比較し、配
列の類似度を用いて同定した。該エピトープをＧＬＡＭ２モチーフとして表し、システイ
ンの鎖に挿入されたアレイ由来のペプチドに対して、等アミノ酸頻度のアルファベットを
用いて探索を行うためにＧＬＡＭ２ＳＣＡＮに使用した。ペプチドを最高スコアのマッチ
によってソートし、最も良くマッチングするペプチドのリストを作成した。これらのリス
トを各ペプチドに最も強く結合するペプチドのリストと比較し、重複の比率を調べた。ヒ
トＳｗｉｓｓｐｒｏｔから配列を無作為に選択し、次に、エピトープ配列と同じ長さの該
配列のウィンドウを無作為に選択することにより、モノクローナル抗体のために試験デー
タセットを生成させた。２００個の陰性例を各モノクローナル抗体について生成させた。
１０００個のランダムペプチドを、等頻度の１９アミノ酸（アレイのようにシステインは
含めなかった）を用いたポリクローナル抗体についての陰性例として生成させた。これら
の配列をすべて、１７個のシステインの鎖の両側に挿入して、ペプチドが試験配列から突
き出てアラインされるようにした。
【０１１７】
　５アミノ酸の開始幅、改善を伴わない１，０００，０００回の反復（1,000,000 iterat
ions without improvement）、実行１０回（10 runs）、および等比率の２０アミノ酸の
アルファベット（an alphabet of equal proportions of the 20 amino acids）を用いて
、ＧＬＡＭ２を使用してペプチドリストからモチーフを生成させた。ＧＬＡＭ２ＳＣＡＮ
を使用して、モノクローナル抗体について初期設定のタンパク質アルファベットとして、
またはポリクローナル抗体については等アミノ酸頻度として、アルファベットセットとモ
チーフとがマッチングする配列を求めて、対応する試験セットを探索した。
【０１１８】
　ＧＬＡＭ２ＳＣＡＮの出力は、モチーフが試験配列セットの中でマッチングする各場所
のスコアである。試験配列を、各配列内の最高スコアのマッチングによってランク付けし
た。ＲＥＬＩＣ　Ｆａｓｔａｓｋａｎプログラムを使用して結合ペプチドを試験データセ
ットに対してアラインした。
【０１１９】
　上位５００個の特異ペプチドを、親和性選択されたペプチドとしてアップロードし、対
応する試験データセットをＦＡＳＴＡファイルとしてアップロードした。ランダムペプチ
ドは差し引かなかった。Ｆａｓｔａｓｋａｎは、試験配列の５つのそれぞれの５アミノ酸
ウィンドウを、選択されたペプチド配列と比較し、閾値より高いアラインメントスコアを
合計している。Ｆａｓｔａｓｋａｎは、ペプチドとその配列との間の最大類似度のウィン
ドウに対応する各試験配列のスコアを出力する。
【０１２０】
　ＧＬＡＭ２ＳＣＡＮおよびＲＥＬＩＣ分析のいずれについても、真のエピトープのラン
クを、ＲＯＣ分析を使用して試験配列と比較した。各々のスコアの切り捨てのための真陽
性および偽陽性の比率を計算するＭａｔｌａｂスクリプトを、ｗｏｒｌｄ　ｗｉｄｅ　ｗ
ｅｂ／／ｔｈｅｏｖａｌ．ｃｍｐ．ｕｅａ．ａｃ．ｕｋ／～ｇｃｃ／ｍａｔｌａｂ／ｒｏ
ｃ／から入手し、同点のスコアを平滑化するために修正した。ＲＯＣ曲線下の面積も、同
じウェブサイトのＭａｔｌａｂスクリプトを使用して計算した。この曲線下面積を使用し
て、所与のサイズのデータベースにおいてエピトープを見出す確率を予測する。本発明者
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み付けされた置換を伴わずに、固定サイズのデータベースから陽性例および陰性例が選択
されることになると想定する。
【０１２１】
　このペプチドマイクロアレイのプラットフォームを評価するため、既知エピトープの抗
体の例が試験データセットを作製するために必要であった。既知の直線状エピトープを備
えた５つのモノクローナル抗体、およびアレイから選択されたペプチドに対して作られた
抗ペプチドポリクローナルマウス血清５例を、試験セットとして使用した。モノクローナ
ル抗体は、スライド表面のバックグラウンドおよび副次的な対照単独を超えて、ランダム
ペプチドに対して中央値６４．１％（３７．６％～７４．９％の範囲）に結合することが
分かった。ポリクローナル血清は、中央値を６３．６％（５４．０％～６８．６％の範囲
）として同様のペプチド反応性を示した。複製スライドは、モノクローナル抗体について
０．７８５およびポリクローナル血清について０．７６４の平均ピアソン相関を有してい
た。ヒートマップは、各抗体がアレイ上に特徴的な結合パターンを有することを示した。
各抗体によって結合されたペプチドの間にある程度の重複が存在するが、各抗体によって
認識される上位５００個のペプチドの約２２％は、試験された他の９つの抗体には認識さ
れない。各抗体によって認識されるペプチドの独自性は、該ペプチド配列が抗体特異性に
関する情報を包含している可能性を意味している。
【０１２２】
　各ペプチド配列を、各タンパク質配列に対する類似度についてスコアリングした。抗体
が結合したペプチドの大部分は、エピトープに対して強い配列類似度を示さなかった。し
かしながら、結合したものの中の配列類似ペプチドについてはある程度の強化があった。
結合されたペプチドの大部分は、エピトープに対して何らかの明白な類似度を有するとい
うよりもむしろミモトープである。
【０１２３】
　これらの配列の予測力を評価するために、エピトープに対するペプチドのアラインメン
トを、１セットの陰性例を用いたアラインメントと比較した。ＲＥＬＩＣアラインメント
プログラムは、モノクローナル抗体のエピトープ全部に対して、また陰性例の６２．７％
に対して結合ペプチドをアラインメントすることができた。真のエピトープは平均スコア
１４．３を有していた一方、陰性例は平均スコア５．９を有していた。ＲＯＣ分析から０
．８７の曲線下面積が見出されたが、これは真のエピトープが無作為に選択された陰性例
より高いスコアを有する確率が８７％であることを示す。ポリクローナル血清も全て、陽
性のペプチドアラインメントスコアおよび８６．５％の陽性例を有していた。真のエピト
ープは平均スコア１４．７を有していた一方、陰性例はスコア１５．２を有していた。Ｒ
ＯＣ分析（図５）は、陽性例が曲線下面積に基づいて陰性例より高いスコアを有する確率
が４６％であることを示している。モノクローナルエピトープはこの方法によって十分に
予測されたが、ポリクローナルの予測は偶然と同程度であった。微妙なパターンを検出す
ることができるアルゴリズムは、これらのペプチド配列の予測力を修飾（garnish）する
ことができるかもしれない。ＧＬＡＭ２を使用して全ての抗体について収束モチーフを同
定した。モノクローナル抗体のモチーフの幅は３～５アミノ酸の範囲であった。ポリクロ
ーナルのモチーフは幅４～５アミノ酸であった。モノクローナルのモチーフは平均スコア
３．５でエピトープ配列と一致したが、陰性例は平均スコア－３．７を有していた。ポリ
クローナルのモチーフは平均スコア３．８で免疫化用ペプチドと一致したが、陰性例は平
均スコア３．７であった。ＲＯＣ分析は、モノクローナルのエピトープが該モチーフ分析
において対応する陰性例より高くスコアリングされる確率が８９．８％である一方、ポリ
クローナルは陰性例より高くスコアリングされる確率が６７．９％であることを実証して
いる。該モチーフ発見手法から、両方のデータセットについて予測力が実証された。
【０１２４】



(33) JP 6059014 B2 2017.1.11

10

20

30

40

50

【表３】

　２つの手法を組み合わせることにより予測能力を改善しうるかどうかを試験するために
、ＲＥＬＩＣ分析およびＧＬＡＭ２分析のスコアをそれぞれ最低スコア０および最高スコ
ア１を有するように拡大縮小して平均化した。この平均化スコアについてＲＯＣ分析を実
施した。曲線下面積はモノクローナルについて０．９２、ポリクローナルについて０．６
９であった。ＲＯＣ分析から見積もられた確率に基づくと、１００アミノ酸のタンパク質
のうち上位１０個のウィンドウにおいてモノクローナルのエピトープを見出す確率は約７
０％ある。可能な１０００アミノ酸データベースのうちの上位１００個のヒットの中で小
さなウイルス中のポリクローナルのエピトープを正確に同定する確率は約２１％であり、
これは２倍の強化である。
【０１２５】
　実施例９：一般的な材料および方法
　ランダムペプチドマイクロアレイの調製。
　ランダムＣＩＭ１０，０００ｆマイクロアレイは、Ｃ末端リンカーＧｌｙ‐Ｓｅｒ‐Ｃ
ｙｓ‐ＣＯＯＨを備えた無作為な配列の１０，０００個の２０残基ペプチドで構成されて
いる。各ペプチドは、本発明者らが提供したアミノ酸配列に基づいて英国バーミンガム所
在のアルタバイオサイエンス（Alta Biosciences）により製造された。無作為配列は、特
注ソフトウェア（ハンター（Hunter）、プレストン（Preston）およびウエムラ（Uemura
）、ユウスケ（Yusuke）、バイオデザイン研究所（The Biodesign Institute））により
提供された。１９個のアミノ酸（システインは除外）を、カルボキシ末端リンカーとして
ＧＳＣを備えた最初の１７位のそれぞれにおいて完全に無作為に選択した。合成スケール
は、純度≧７０％で総量２～５ｍｇであり、ペプチドの２％を質量分析法によって任意に
試験した。乾燥ペプチドを１００％のＮ，Ｎ’ジメチルホルムアミド中に入れて溶解させ
、その後ｐＨ５．５の純水で１：１に希釈し、２ｍｇ／ｍｌのマスター濃度とした。原型
の深型９６ウェルプレートをロボット操作により３８４ウェルのポッティング（potting
）プレートに変え、ペプチドを、ｐＨ７．２のリン酸緩衝生理食塩水中で濃度１ｍｇ／ｍ
ｌの最終スポッティング濃度に希釈した。高品質で事前に清浄化済みのＧｏｌｄ　Ｓｅａ
ｌ顕微鏡スライドグラスを、フィッシャー（Fisher）（米国ニュージャージー州フェアロ
ーン、カタログ番号３０１０）から入手した。各スライドをアミノシランで処理し、スル
ホ‐ＳＭＣＣ（米国イリノイ州ロックフォード所在のピアス・バイオテクノロジー（Pier
ce Biotechnology））で活性化して、ペプチドの末端システインと反応するように設計さ
れた品質検査済みマレイミド活性化表面を作出した。スポッティング時には、本発明者ら
は４８本のＴｅｌｅｃｈｅｍシリーズＳＭＰ２式９４６チタン製ピンを使用するＴｅｌｅ
ｃｈｅｍＮａｎｏｐｒｉｎｔ６０を使用する。ピンはそれぞれ、１スポット当たりおよそ
５００ｐＬの１ｍｇ／ｍｌペプチドのスポッティングが可能であるが、これはピンの軌道
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、表面滞留時間、および各ピンが保持する液体の量を考慮に入れることにより見積もられ
ている。スポッティング環境は、２５℃、湿度５５％である。各ペプチドは１アレイ当た
り２回スポッティングされ；アレイはスポット密度を最大限にするためにオレンジ箱詰め
パターン（orange－crate packing pattern）でスポッティングされる。蛍光基準点は、
Ａｌｅｘａ‐６４７、Ａｌｅｘａ‐５５５、Ａｌｅｘａ‐４８８およびＡｌｅｘａ‐３５
０で標識されたペプチドを使用して非対称的に付与した。該基準点は、画像処理の際に各
サブアレイを整列させるために使用する。プリントされたスライドは、使用時までアルゴ
ン下で４℃にて保存される。品質管理は、レーザスキャナ（Ｐｅｒｋｉｎ‐Ｅｌｍｅｒ　
ＰｒｏＳｃａｎＡｒｒａｙＨＴ、米国マサチューセッツ州ウェルズリー所在のパーキン・
エルマー（Perkin Elmer））により６４７ｎｍでアレイを画像化してスポットの形態を画
像化することで構成される。バッチがこの試験に合格すれば、既知のタンパク質および抗
体を用いた無作為に選択されたスライドのさらなる試験により、再現性のＱＣが可能とな
る。３０％の全ＣＶのアレイ間変動を満たさないアレイのバッチは廃棄される。データ抽
出はＧｅｎｅＰｉｘ　Ｐｒｏ６．０（モレキュラー・デバイス社（Molecular Devices In
c.）、米国カリフォルニア州サニーヴェール）を使用して遂行される。
【０１２６】
　血清中抗体を用いたランダムペプチドマイクロアレイの探査。
　スライドを、抗体結合に適合したプロトコールを用いてＴｅｃａｎ（登録商標）ＨＳ４
８００プロ・ハイブリダイゼーション・ステーショを使用して処理した。一般的な設定は
１１．０ｍｌ／分で３０秒の洗浄期間とし、試料の撹拌は高値に設定した。１×ＰＢＳ、
３％ＢＳＡ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０、０．０１４％メルカプトヘキサノ
ールを用いてアレイを２３℃の室内で１５分間ブロッキングした。アレイを、インキュベ
ーションバッファー（３％ＢＳＡ、１×ＰＢＳ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０
）の中で１：５００に希釈した血清１７０μｌを用いて３７℃で１時間探査した。合間に
スライドをＴＢＳＴで洗浄した。結合したＩｇＧを、ビオチン化抗マウスＩｇＧ（ベチル
・ラボラトリーズ（Bethyl Laboratories）、米国テキサス州モントゴメリー）を使用し
て３７℃で１時間検出した。抗α鎖二次抗体を、インキュベーションバッファー中５．０
ｎＭのＡｌｅｘａｆｌｕｏｒ（登録商標）６４９標識ストレプトアビジンを使用して、３
７℃で１時間検出した。ＴＢＳＴ中および蒸留水中の最終洗浄を、残留塩を除去するため
に行った。スライドを、搭載（ｏｎ－ｂｏａｒｄ）窒素フローで５．０分間乾燥させた。
画像を、Ａｇｉｌｅｎｔ（登録商標）「Ｃ」型スキャナを使用して５４３ｎｍおよび６３
３ｎｍの両方で記録した。
【０１２７】
　ランダムペプチドマイクロアレイのデータの分析。
　マイクロアレイデータの統計分析は、ＧｅｎｅＰｉｘ　Ｐｒｏ６．０（アクソン・イン
スツルメンツ（Axon Instruments）、米国カリフォルニア州ユニオンシティー）から画像
処理データをインポートすることにより、ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ（登録商標）７．３．１
（アジレント社（Ａｇｉｌｅｎｔ，Ｉｎｃ．）、米国カリフォルニア州パロアルト）を用
いて行なった。ＧｅｎｅＰｉｘで準備されたｇｐｒテキストファイルに基づいた計算を、
１スポット当たりの中間シグナル強度について行った。目視検査で「不在」としてフラグ
を立てることにより、低品質のスポットを分析から除外した。分析に先立ち、アレイ間変
動を排除するために各アレイを第５０百分位数に標準化し、０．０１未満のシグナル強度
は０．０１に設定した。三連のアレイからの値を平均して分析に使用した。情報量豊富な
ペプチドを、ペプチド対ペプチド規模で群間比較することにより決定した。５００以上の
相対蛍光強度およびｐ値＜０．０１を備えたペプチドを選択した。さらなる統計分析は、
Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ（登録商標）Ｅｘｃｅｌ（登録商標）２００３　ＳＰ３またはＧｒａ
ｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍバージョン４．００ウィンドウズ（登録商標）用（グラフパッド
・ソフトウェア（Graphpad Software）、米国カリフォルニア州サンディエゴ）で実施し
た。ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ（登録商標）における主成分分析機能を使用して、選択された
遺伝子リストに基づいて血清試料を識別した。ＰＣＡは平均センタリングおよびスケーリ
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ングを使用して実行した。サポートベクターマシン分析を、交差検定の誤差を生成し、か
つ試験セットを予測するために、５０個のペプチド、多項式点乗積オーダー１および対角
スケーリング因子０に限定されたフィッシャーの直接法を使用してＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ
（登録商標）において実行した。
【０１２８】
　アーカイブに保管されたネズミ科動物の血清試料の特徴解析。
　防御が少数の中和抗体によって駆動されるとしても、イムノシグネチャがワクチンの有
効性と関連するかどうかを試験するために、亜致死量のインフルエンザＡ／ＰＲ／８／３
４株感染をモデルの防御ワクチンとして使用し、ＫＬＨ免疫化をモデルの非防御ワクチン
として使用した。ＫＬＨは、等しく頑健な体液性免疫応答を生じるその能力により選択し
た。Ａ／ＰＲ／８／３４株感染マウスにおけるウイルス全体に対する平均ＩｇＧ力価は８
１９，０００であり、ＫＬＨ免疫化マウスについては８００であった。インフルエンザＡ
／ＰＲ／８／３４の２～５平均致死量を使用する致死量抗原投与を３５日目に行った。亜
致死量の感染によって生成された免疫応答は、感染または体重減少の明白な臨床的症状が
抗原投与後に観察されなかったので、防御的であった。ＫＬＨ免疫化マウスには、ミョウ
バンで補助され、ＫＬＨ単独または無関係なペプチド‐ＫＬＨコンジュゲートのいずれか
が含められた。平均抗ＫＬＨ　ＩｇＧ力価はＫＬＨ免疫化マウスにおいて８１９，０００
であり、Ａ／ＰＲ／８／３４免疫化マウスにおいて１，６００であった。３５日目の抗原
投与の後、ＫＬＨ免疫化はナイーブを上回る有益性を与えなかった。これは、モデルワク
チンがＥＬＩＳＡ交差反応性をほとんど持たないそれぞれの免疫原について同程度に強い
免疫応答を有し、ＫＬＨを用いた免疫化による防御はなかったことを示している。

【図９】

【図１】

【図２】
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