
(57)【要約】
１種または２種以上の生体分子を検出するアレイおよび方法であって、この方法は、一般
的に、１種または２種以上の試薬を固定化した第１支持体を供給するステップと、１種ま
たは２種以上のリガンドを固定化した第２支持体を供給するステップと、第１支持体に固
定化された試薬を第２支持体に固定化されたリガンドと接触させることによって、１種ま
たは２種以上の試薬が１種または２種以上のリガンドと結合するステップと、第１支持体
を第２支持体から分離した後、１種または２種以上の結合された試薬が第２支持体におけ
る１種または２種以上のリガンドとの結合を維持するステップとを含む。ある好適な方法
においては、タンパク質は、該タンパク質が、別の支持体に固定化されたその他のタンパ
ク質との結合後などの一定条件下で、支持体から解離され得るに足る強度で支持体と結合
される。たとえば、本発明に従って形成された抗体アレイは、タンパク質溶解物における
タンパク質発現を検出するために用いることが可能であり、細胞中のタンパク質の有無お
よび位置を明らかにするために免疫染色において用いることが可能である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 生 体 分 子 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 試 薬 が 固 定 化 さ れ る 第 １ 支 持 体 を 供 給 す る ス テ ッ プ と 、
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の リ ガ ン ド が 固 定 化 さ れ る 第 ２ 支 持 体 を 供 給 す る ス テ ッ プ と 、
第 １ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た 試 薬 を 第 ２ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た リ ガ ン ド と 接 触 さ せ る こ と に
よ っ て 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 試 薬 が １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の リ ガ ン ド に 結 合 す る ス テ ッ プ
と 、
第 １ 支 持 体 を 第 ２ 支 持 体 か ら 分 離 す る ス テ ッ プ と 、
前 記 第 ２ 支 持 体 に お け る １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 試 薬 を 検 出 す る ス テ ッ プ と 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 試 薬 は 、 前 記 接 触 ス テ ッ プ に お い て 前 記 試 薬 を 固 定 化 す る と と も に 、 前 記 分 離 ス テ ッ
プ に お い て 前 記 結 合 さ れ た 試 薬 を 前 記 第 １ 支 持 体 か ら 解 離 可 能 に す る に 足 る 強 度 で 前 記 第
１ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 試 薬 は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 抗 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 試 薬 は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 リ ガ ン ド は 、 前 記 第 ２ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 前 に 相 互 に 分 離 さ れ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 リ ガ ン ド は 、 少 な く と も 部 分 的 に 分 子 量 に 基 づ く ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 相 互 に 分 離 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 リ ガ ン ド は 、 少 な く と も 部 分 的 に 等 電 点 に 基 づ く ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 相 互 に 分 離 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 リ ガ ン ド は 、 少 な く と も 部 分 的 に １ つ も し く は ２ つ 以 上 の 分 子 量 お よ び 等 電 点 、 ま た
は 分 子 量 お よ び 等 電 点 の 両 方 に 基 づ く ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 相 互 に 分 離 さ れ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 リ ガ ン ド は 免 疫 学 的 に 相 互 に 分 離 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 リ ガ ン ド は １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 抗 体 ア レ イ を 用 い て 相 互 に 分 離 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 試 薬 は 、 円 形 状 、 細 長 い 形 状 、 お よ び 多 角 形 状 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ つ ま た は
２ つ 以 上 の 形 状 で 前 記 第 １ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 試 薬 は 、 抗 体 、 組 換 え タ ン パ ク 質 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 炭 水 化 物
お よ び 小 さ い 化 学 物 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 は 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お い て １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 所 定 位
置 で 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 試 薬 は 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お け る 所 定 位 置 で そ れ ぞ れ 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 試 薬 は 、 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 抗 体 は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 翻 訳 後 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 に
特 異 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 抗 体 は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
５ ～ １ ０ ０ ， ０ ０ ０ の 異 な る 種 類 の 試 薬 が 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お い て １ つ ま た は ２ つ 以 上
の 所 定 位 置 で そ れ ぞ れ 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
２ ０ ０ ～ １ ０ ， ０ ０ ０ の 異 な る 種 類 の 試 薬 が 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お い て １ つ ま た は ２ つ 以
上 の 所 定 位 置 で そ れ ぞ れ 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
５ ０ ～ １ ， ０ ０ ０ の 異 な る 種 類 の 試 薬 が 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お い て １ つ ま た は ２ つ 以 上 の
所 定 位 置 で そ れ ぞ れ 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
５ ～ ５ ０ ０ の 異 な る 種 類 の 試 薬 が 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お い て １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 所 定 位
置 で そ れ ぞ れ 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
２ ～ ５ ０ の 異 な る 種 類 の 試 薬 が 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お い て １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 所 定 位 置
で そ れ ぞ れ 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 試 薬 が 固 定 化 さ れ る 前 記 第 １ 支 持 体 を 供 給 す る 前 記 ス テ ッ プ が 、 １
種 ま た は ２ 種 以 上 の 中 間 物 を 前 記 第 １ 支 持 体 に 施 す ス テ ッ プ で あ っ て 、 １ 種 ま た は ２ 種 以
上 の 前 記 中 間 物 は プ ロ テ イ ン Ａ 、 プ ロ テ イ ン Ｇ お よ び こ れ ら の 突 然 変 異 体 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 種 種 ス テ ッ プ と 、 種 種 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 が １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の
前 記 中 間 物 と 相 互 作 用 す る よ う に 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 を 前 記 第 １ 支 持 体 に 施
す ス テ ッ プ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 第 １ 支 持 体 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド 、 ガ ラ
ス ま た は 合 成 樹 脂 と 、 こ れ ら の 誘 導 体 と か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 材 料 を 含 む こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 第 １ 支 持 体 は 、 ナ イ ロ ン お よ び ナ イ ロ ン の 誘 導 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 材 料 を 含
む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
細 胞 中 の １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 生 体 分 子 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 抗 体 が 固 定 化 さ れ る 位 置 に よ っ て 抗 体 が 同 定 さ れ 得 る よ う に 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お
い て 所 定 位 置 で 供 給 さ れ る １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 抗 体 を 、 第 １ 支 持 体 に 固 定 化 す る ス テ ッ
プ と 、
（ ｂ ） 第 ２ 支 持 体 に 前 記 細 胞 を 配 置 す る ス テ ッ プ と 、
（ ｃ ） 前 記 抗 体 を 前 記 細 胞 中 の 対 応 す る い ず れ の 抗 原 に も 結 合 可 能 に す る た め に 、 前 記 第
１ 支 持 体 に お け る 前 記 抗 体 を 前 記 第 ２ 支 持 体 に お け る 前 記 細 胞 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
（ ｄ ） 前 記 第 １ 支 持 体 を 前 記 第 ２ 支 持 体 か ら 分 離 し た 後 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 結 合
抗 体 が 、 対 応 す る 生 体 分 子 と の 結 合 を 維 持 す る ス テ ッ プ と 、
（ ｅ ） 前 記 第 ２ 支 持 体 に お け る 前 記 細 胞 中 の 前 記 生 体 分 子 に 結 合 し た 前 記 抗 体 を 検 出 す る
ス テ ッ プ と 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 細 胞 は 、 前 記 第 ２ 支 持 体 に 固 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 細 胞 は 、 １ ま た は ２ 以 上 の 組 織 切 片 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
１ 種 ま た は ２ 種 種 以 上 の 前 記 抗 体 は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 翻 訳 後 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質
に 特 異 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 抗 体 は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
異 な る ５ ～ １ ０ ０ ， ０ ０ ０ 種 の 試 薬 が 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お い て １ ま た は ２ 以 上 の 所 定 位
置 で そ れ ぞ れ 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
異 な る ２ ０ ０ ～ １ ０ ， ０ ０ ０ 種 の 試 薬 が 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お い て １ ま た は ２ 以 上 の 所 定
位 置 で そ れ ぞ れ 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
異 な る ５ ０ ～ １ ， ０ ０ ０ 種 の 試 薬 が 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お い て １ ま た は ２ 以 上 の 所 定 位 置
で そ れ ぞ れ 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
異 な る ５ ～ ５ ０ ０ 種 の 試 薬 が 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お い て １ ま た は ２ 以 上 の 所 定 位 置 で そ れ
ぞ れ 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
異 な る ２ ～ ５ ０ 種 の 試 薬 が 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お い て １ ま た は ２ 以 上 の 所 定 位 置 で そ れ ぞ
れ 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
前 記 第 １ 支 持 体 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド 、 ガ ラ
ス 、 合 成 樹 脂 、 お よ び こ れ ら の 誘 導 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 材 料 を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
前 記 第 １ 支 持 体 は 、 ナ イ ロ ン お よ び ナ イ ロ ン の 誘 導 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 材 料 を 含
む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 試 薬 は 、 円 形 状 、 細 長 い 形 状 お よ び 多 角 形 状 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ つ ま た は ２
つ 以 上 の 形 状 で 前 記 第 １ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
前 記 第 １ 支 持 体 は 、 ア レ イ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 ア レ イ は 、 複 数 の 全 体 的 ま た は 部 分 的 な 毛 細 管 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
前 記 抗 体 を 固 定 化 す る 前 記 ス テ ッ プ は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 中 間 物 を 前 記 第 １ 支 持 体 に
施 す ス テ ッ プ と 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 抗 体 が １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 中 間 物 と 相
互 作 用 す る よ う に １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 抗 体 を 前 記 第 １ 支 持 体 に 施 す ス テ ッ プ と を 含
む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 中 間 物 は 、 プ ロ テ イ ン Ａ 、 プ ロ テ イ ン Ｇ お よ び こ れ ら の 突 然 変
異 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 検 出 ス テ ッ プ は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 抗 体 が 一 方 ま た は 両 方 の 支 持 体 に 存 在 す
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る か 否 か を 検 出 す る ス テ ッ プ と 、 前 記 分 離 ス テ ッ プ 後 、 前 記 抗 体 の １ つ ま た は ２ つ 以 上 の
位 置 を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 前 記 抗 体 の １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 数 量 を 決 定 す る ス テ ッ プ と
、 抗 体 の １ つ ま た は ２ つ 以 上 の タ イ プ を 同 定 す る ス テ ッ プ と か ら な る 群 か ら 選 択 す る １ つ
ま た は ２ つ 以 上 の 検 出 ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 生 体 分 子 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 第 １ 支 持 体 に １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 試 薬 を 固 定 化 す る ス テ ッ プ と 、
（ ｂ ） １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 と 相 互 作 用 す る よ う に 構 成 さ れ る １ 種 ま た は ２ 種 以
上 の リ ガ ン ド を 第 ２ 支 持 体 に 固 定 化 す る ス テ ッ プ と 、
（ ｃ ） 前 記 試 薬 の １ 種 ま た は ２ 種 以 上 を １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 リ ガ ン ド と 結 合 可 能 に
す る た め に 前 記 試 薬 を 前 記 リ ガ ン ド に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
（ ｄ ） 前 記 試 薬 の １ 種 ま た は ２ 種 以 上 を １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 リ ガ ン ド と 架 橋 す る ス
テ ッ プ と 、
（ ｅ ） １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 リ ガ ン ド と 結 合 さ れ る １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 を
前 記 第 １ 支 持 体 か ら 解 離 可 能 に す る た め に 、 前 記 第 １ 支 持 体 を 前 記 第 ２ 支 持 体 か ら 分 離 す
る ス テ ッ プ と 、
（ ｆ ） 前 記 試 薬 ま た は リ ガ ン ド の １ 種 ま た は ２ 種 以 上 を 検 出 す る ス テ ッ プ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 リ ガ ン ド お よ び 試 薬 は 、 少 な く と も 部 分 的 に １ 種 ま た は ２ 種 以
上 の ア ル デ ヒ ド を 用 い て 架 橋 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 ア ル デ ヒ ド は 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド お よ び グ ル タ ル デ ヒ ド か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 生 体 分 子 の 検 出 に 用 い る ア レ イ で あ っ て 、
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 試 薬 を 固 定 化 す る よ う に 構 成 さ れ る 第 １ 支 持 体 で あ っ て 、 １ 種 ま た
は ２ 種 以 上 の リ ガ ン ド が 固 定 化 さ れ る 第 ２ 支 持 体 と 接 触 し て 配 置 さ れ る よ う に 構 成 さ れ る
第 １ 支 持 体 を 含 み 、
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 リ ガ ン ド と 結 合 し 、 次 い で
前 記 第 １ 支 持 体 か ら 解 離 し 、 前 記 第 ２ 支 持 体 に お い て 前 記 リ ガ ン ド と の 結 合 を 維 持 す る こ
と が 可 能 に さ れ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
前 記 第 １ 支 持 体 は 、 ナ イ ロ ン 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド 、 ガ ラ
ス 、 合 成 樹 脂 お よ び こ れ ら の 誘 導 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 材 料
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ７ 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
前 記 第 １ 支 持 体 は １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 毛 細 管 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 ４ ７ 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 は 、 円 形 状 、 細 長 い 形 状 、 お よ び 多 角 形 状 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ た １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 形 状 で 固 定 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ７ 記 載 の
ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ １ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 は 、 抗 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ７ 記 載 の ア レ イ
。
【 請 求 項 ５ ２ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 は 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ７ 記
載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ３ 】

10

20

30

40

50

(5) JP 2005-504309 A 2005.2.10



１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 は 、 抗 体 、 組 換 え タ ン パ ク 質 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ， オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 、 炭 水 化 物 お よ び 小 さ い 化 学 物 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 ４ ７ 記 載 の ア レ イ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 一 般 に 、 複 数 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 新 規 な 方 法 お よ び ア レ イ に 関 し 、 さ ら に
特 に 、 複 数 の タ ン パ ク 質 の 発 現 、 活 性 お よ び 機 能 を 検 出 す る 方 法 お よ び ア レ イ に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
多 数 の 生 物 試 薬 、 た と え ば 数 十 万 の ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 や 、 多 数 の 抗 体 お よ び 組 換 え タ
ン パ ク 質 や 、 組 換 え 化 学 合 成 に よ っ て 得 ら れ た 数 百 万 の 化 合 物 の 利 用 可 能 性 は 、 生 物 研 究
、 臨 床 診 断 お よ び 医 薬 開 発 に お い て こ れ ら の 試 薬 を 利 用 す る 技 術 の 発 展 を 促 進 さ せ た 。 位
置 を ア ド レ ス 可 能 な 、 生 物 試 薬 の 特 別 な ア レ イ が 設 計 さ れ て き た が 、 こ の ア レ イ に お い て
、 各 試 薬 が 位 置 に よ っ て 後 に 同 定 さ れ る こ と が で き る よ う に 、 各 試 薬 は 所 定 の 位 置 に 配 置
さ れ る 。 た と え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ に お い て 、 多 数 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は オ リ ゴ を 、 そ れ ぞ れ 所
定 の 位 置 で 固 定 化 し 、 該 位 置 に よ っ て 後 に 同 定 す る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ は 、 遺 伝
子 発 現 の 監 視 の よ う な 用 途 に 関 す る 大 規 模 な ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 検 定 法 に 用 い ら れ る （ Sche
na et al., 1995, Science 270: 467-470; DeRisi et al., 1996, Nature Genetics 14: 
457-460） 。 発 現 ベ ク タ ー に お け る Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の ア レ イ は 、 哺 乳 類 の 細 胞 中 で コ ー ド
化 さ れ た タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に 用 い ら れ る （ Ziauddin and Sabatini, 2001, Nat
ure 411, 107-110） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
タ ン パ ク 質 ア レ イ に お い て 、 多 く の タ ン パ ク 質 を 、 そ れ ぞ れ 所 定 の 位 置 で 支 持 体 に 固 定 化
し 、 続 い て こ の 独 特 な 位 置 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 ２ つ の タ イ プ の タ ン パ ク 質 ア
レ イ 、 抗 体 ア レ イ と 組 換 え タ ン パ ク 質 ア レ イ と が 特 に 用 い ら れ る 。 こ れ ら は 、 そ れ ぞ れ 複
数 の 抗 体 お よ び 複 数 の 組 換 え タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 。 な ぜ な ら 抗 体 ア レ イ は 、 細 胞 タ ン パ
ク 質 と 結 合 す る こ と が で き 、 こ れ ら は ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 活 性 で タ ン パ ク 質 を 明 ら か に す る の
に 特 に 有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 こ の 技 術 は 、 単 一 の ア ッ セ イ に お い て 多 数 の 細 胞 タ ン パ
ク 質 の 性 質 研 究 を 可 能 に す る 。 特 に 、 抗 体 ア レ イ は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ タ ン パ ク 質 ・ タ ン パ
ク 質 相 互 作 用 、 タ ン パ ク 質 翻 訳 後 修 飾 お よ び タ ン パ ク 質 発 現 パ タ ー ン を 研 究 す る の に 用 い
ら れ た （ 米 国 特 許 第 ６ ， １ ９ ７ ， ５ ９ ９ 号 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
加 え て 、 細 胞 、 組 織 、 脂 質 、 ポ リ マ ー 、 医 薬 お よ び そ の 他 の 化 学 物 質 は 、 医 療 診 断 、 医 薬
発 見 、 分 子 生 物 学 、 免 疫 学 お よ び 毒 物 学 に お け る 大 規 模 な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 用 に 調
製 さ れ る （ Kononen et al., Nature Medicine, 4:844-7, 1998） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 の 重 要 な 構 成 要 素 で あ り 、 様 々 な 細 胞 過 程 に お け る 実 際 の 主 役 で あ り
、 大 抵 の 医 薬 の タ ー ゲ ッ ト で あ る 。 ヒ ト ゲ ノ ム 全 体 は 約 ４ ０ ， ０ ０ ０ 種 の タ ン パ ク 質 を コ
ー ド 化 す る 。 任 意 の 細 胞 は す べ て の タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 し 得 る け れ ど
も 、 こ れ ら の 一 部 の み を 通 常 発 現 す る 。 細 胞 系 は 約 １ ０ ， ０ ０ ０ 種 の タ ン パ ク 質 を 通 常 発
現 し 、 さ ら に 多 く の 数 が 組 織 中 で 発 現 さ れ る 。 細 胞 の タ ン パ ク 質 発 現 パ タ ー ン は 、 細 胞 の
形 状 お よ び 機 能 を 決 定 し 、 異 常 な タ ン パ ク 質 発 現 は 疾 患 を 引 起 す 。 し た が っ て 、 プ ロ テ オ
ミ ク ス の １ つ の 主 要 タ ス ク は 、 任 意 の 発 現 元 で 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
タ ン パ ク 質 （ 同 一 の 一 次 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。 ） は 、 主 と し て 翻 訳 後 修 飾 に 起 因 し て 細 胞 中
で 異 な る 形 態 で 存 在 し 得 る 。 多 く の 場 合 、 特 別 な 翻 訳 後 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 の み が 、 活
性 化 さ れ る と と も に 、 細 胞 過 程 に 直 接 関 係 し て い る こ と か ら 、 細 胞 中 で の こ れ ら の 活 性 化
さ れ た タ ン パ ク 質 の 存 在 の 検 出 は 、 細 胞 過 程 に お け る 価 値 あ る 情 報 の 提 供 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 お よ び ユ ビ キ チ ン 化 の よ う な 多 く の 異 な る タ ン パ ク 質 翻 訳 後 修
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飾 が 存 在 す る 。 そ し て 、 こ れ ら は タ ン パ ク 質 活 性 を 調 節 す る の に 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 セ
リ ン 、 ト レ オ ニ ン ま た は チ ロ シ ン 残 基 に お け る リ ン 酸 化 は 、 情 報 伝 達 の 重 要 な メ カ ニ ズ ム
で あ る 。 異 常 な タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 は 多 く の ヒ ト の 疾 患 に 寄 与 す る 。 タ ン パ ク 質 の リ ン
酸 化 を 検 出 す る 方 法 の 中 で 、 放 射 性 同 位 元 素 を 有 す る 細 胞 の 代 謝 標 識 と 、 リ ン タ ン パ ク 質
に 対 す る 抗 体 に よ る 免 疫 検 出 と が 最 も 広 く 用 い ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 方 法
は 、 一 度 に １ 種 ま た は 数 種 の タ ン パ ク 質 の 分 析 に 通 常 応 用 で き る の み で あ る 。 Ｐ Ｙ ２ ０ お
よ び ４ Ｇ １ ０ の よ う な リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 複 数 の リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 を
明 ら か に す る こ と が で き る け れ ど も 、 こ れ ら の み で は 個 別 の リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 を 同 定 す
る こ と が で き な い 。 複 数 の リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 他 の 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 の 有
無 を 同 時 に 検 出 す る 新 規 な 方 法 は 、 情 報 伝 達 研 究 お よ び 臨 床 診 断 の た め に 相 当 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
タ ン パ ク 質 発 現 の 定 量 化 は 、 生 物 医 学 研 究 や 、 疾 患 診 断 や 、 治 療 用 マ ー カ ー お よ び タ ー ゲ
ッ ト の 同 定 を 含 む 様 々 な 分 野 に お い て 、 な ら び に 毒 素 お よ び 医 薬 に 対 す る 細 胞 応 答 の プ ロ
フ ィ ル に お い て 応 用 さ れ る 。 基 本 的 な 生 物 医 学 研 究 に お い て 、 特 定 の 細 胞 中 、 ま た は 特 定
の 条 件 下 で 、 ど の よ う な タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ る か を 知 る こ と が 通 常 望 ま れ る 。 そ し て 、
異 な る 細 胞 の タ イ プ 間 の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ル を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 発 現 お よ び
活 性 が 特 定 の 細 胞 の タ イ プ を 特 徴 付 け る こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。 多
く の 情 報 伝 達 経 路 に お い て 特 定 の タ ン パ ク 質 が 特 異 的 に 活 性 化 さ れ 、 こ れ ら の 活 性 タ ン パ
ク 質 、 た と え ば リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 の 検 出 は 、 特 定 の 情 報 伝 達 経 路 の 活 性 化 に お け る 重 要
な 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
多 く の 疾 患 は 、 タ ン パ ク 質 発 現 を 変 化 さ せ 、 多 く の 場 合 異 常 な タ ン パ ク 質 発 現 は こ れ ら の
疾 患 の 原 因 で あ る 。 し た が っ て 、 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ル の 決 定 、 お よ び 正 常 生 体 試 料
と 異 常 生 体 試 料 と の 発 現 プ ロ フ ィ ル の 比 較 は 疾 患 メ カ ニ ズ ム を 理 解 す る た め に 有 用 で あ る
。 タ ン パ ク 質 の 存 在 の 検 出 は 、 臨 床 診 断 に 有 用 で も あ る 。 た と え ば 、 血 液 試 料 中 の １ 種 の
み の ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 の 代 わ り に 数 種 の ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 の 有 無 を 検 査 す る こ と は 、
ウ イ ル ス 感 染 に 関 す る よ り 信 頼 で き る 診 断 方 法 で あ る 。 タ ン パ ク 質 の プ ロ フ ィ ル は 、 早 期
癌 お よ び 現 実 の 殺 人 者 で あ る 悪 性 の 転 移 癌 細 胞 か ら 正 常 な 細 胞 を 識 別 す る の に 非 常 に 有 益
で あ ろ う 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ル は 、 医 薬 タ ー ゲ ッ ト 選 択 、 毒 物 学 、 お よ び
医 薬 応 答 の 代 用 マ ー カ ー の 同 定 の よ う な 、 医 薬 開 発 の 重 要 領 域 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
あ ら ゆ る 個 別 の タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル と 、 生 体 試 料 中 の 各 タ ン パ ク 質 の 異 な る 形 態 と を
信 頼 か つ 再 現 可 能 な 方 法 で 定 量 す る こ と が で き る 技 術 を 開 発 す る こ と は 、 分 子 生 物 学 者 の
長 年 の 目 標 で あ っ た 。 し か し な が ら 、 こ の こ と を 達 成 す る こ と は 極 め て 困 難 で あ る こ と が
判 明 し た 。 伝 統 的 に は 、 １ 種 ま た は 少 数 の タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 学 的 方 法 、 た と え ば ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト 検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） に よ っ て 検 出
さ れ る こ と が で き る 。 ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 は 、 試 料 中 で 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 分 析 す る
た め に 用 い る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 こ れ は 複 雑 な 手 続 を 要 求 し 、 ２ 次 元 ゲ ル に 表
示 さ れ た タ ン パ ク 質 の 同 一 性 を 決 定 す る こ と が 必 要 で あ り 、 こ れ を 達 成 す る こ と は ほ と ん
ど の タ ン パ ク 質 に 関 し て 困 難 で あ る 。 近 年 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ は 、 タ ン パ ク 質 発 現 パ タ ー
ン の 研 究 に 用 い ら れ る 。 １ つ の 戦 略 に お い て （ 米 国 特 許 第 ６ ， １ ９ ７ ， ５ ９ ９ 号 ； Haab, 
et al., Genome Biol.2, research0004.1-0004.13, 2001） 、 抗 体 ア レ イ を タ ン パ ク 質 試
料 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 後 、 該 ア レ イ に お い て そ れ ぞ
れ の 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 さ れ た タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
免 疫 化 学 的 染 色 は 、 抗 体 の 有 無 お よ び 位 置 の 両 方 を 決 定 す る 多 用 途 の 技 術 で あ り （ Harlow
 and Lane, Antibodies, a laboratory manual, Cold Spring Harbor Press, 1988） 、 こ
の 情 報 は 、 生 物 医 学 研 究 お よ び 臨 床 医 学 に お い て 莫 大 な 値 で あ る 。 抗 体 溶 液 と 細 胞 と を イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る ス テ ッ プ を 用 い る 現 在 の 方 法 の 多 く は 、 一 度 に １ 種 ま た は 数 種 の 抗
体 に よ っ て 細 胞 を 染 色 す る こ と を 可 能 に す る の み で あ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 多 数 の 異 な る
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タ ン パ ク 質 の 発 現 と 亜 細 胞 局 在 性 と の 検 査 を 必 要 と す る 用 途 に 適 し て い な い 。 し た が っ て
、 こ の よ う な 目 的 で 、 多 数 の 異 な る 抗 体 に よ っ て 細 胞 を 染 色 可 能 な 新 規 な 方 法 が 必 要 と さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の 目 的 は 、 ア レ イ 支 持 体 に お い て 試 薬 の 位 置 を 維 持 す る こ と を 可 能 に す る と と も に
、 該 試 薬 は 、 別 の 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 相 互 作 用 の パ ー ト ナ ー に 接 触 し て 配 置 さ れ る と き
に 、 前 記 支 持 体 か ら 解 離 す る こ と を 可 能 に す る 生 物 試 薬 の ア レ イ を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
ま た 、 本 発 明 の 目 的 は 、 他 の リ ガ ン ド の 中 か ら 、 一 度 に １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の タ ン パ ク 質
を 検 出 す る 生 物 試 薬 の 新 規 な ア レ イ を 形 成 か つ 使 用 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 本 発
明 の 好 適 な 方 法 は 、 前 記 ア レ イ を 形 成 か つ 使 用 す る た め の 様 々 な 支 持 体 材 料 と 固 定 化 方 法
と に 適 合 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
さ ら に 、 本 発 明 の 目 的 は 、 タ ン パ ク 質 お よ び こ れ ら の 性 質 を 検 出 す る た め に 、 特 に 、 細 胞
内 の １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 の 有 無 お よ び 亜 細 胞 位 置 を 検 出 か つ 比 較 す る た め に
、 生 物 試 薬 の ア レ イ を 使 用 す る こ と を 可 能 に す る 方 法 お よ び ア レ イ を 提 供 す る こ と で あ る
。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 方 法 お よ び ア レ イ は 、 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 他 の 生 体 分 子 の 検 出 の 分 野 に お い て
、 生 物 ア レ イ の 用 途 を 実 質 的 に 拡 張 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 た と え ば 、 好 ま し く は 固 体 の
第 １ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た 抗 体 の ア レ イ は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 抗 体 が そ れ ぞ れ の 抗 原
と 結 合 す る よ う に 第 ２ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 試 料 と 接 触 し 、 結 合 後 、 こ れ ら の
抗 体 は 、 第 ２ 支 持 体 に お け る 抗 原 と の 関 連 を 維 持 す る と 同 時 に 、 第 １ 支 持 体 か ら 解 離 さ れ
る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 生 体 分 子 を 検 出 す る 本 発 明 の 好 適 な 方 法 は 、 一 般 的 に 、 １ 種 ま た は
２ 種 以 上 の 試 薬 が 固 定 化 さ れ る 第 １ 支 持 体 を 供 給 す る ス テ ッ プ と 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の
リ ガ ン ド が 固 定 化 さ れ る 第 ２ 支 持 体 を 供 給 す る ス テ ッ プ と 、 第 １ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た 試
薬 を 第 ２ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た リ ガ ン ド と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上
の 試 薬 が １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の リ ガ ン ド に 結 合 す る ス テ ッ プ と 、 第 １ 支 持 体 を 第 ２ 支 持 体
か ら 分 離 す る ス テ ッ プ と 、 前 記 第 ２ 支 持 体 に お け る １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 試 薬 を 検 出 す る
ス テ ッ プ と を 含 む 。 前 記 試 薬 は 、 好 ま し く は 、 前 記 接 触 ス テ ッ プ に お い て 前 記 試 薬 を 固 定
化 す る と と も に 、 前 記 分 離 ス テ ッ プ に お い て 前 記 結 合 さ れ た 試 薬 を 前 記 第 １ 支 持 体 か ら 解
離 可 能 に す る に 足 る 強 度 で 前 記 第 １ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 。 前 記 第 １ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ
た 試 薬 は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 抗 体 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
リ ガ ン ド は 、 前 記 第 ２ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 前 に 、 少 な く と も 部 分 的 に 分 子 量 に 基 づ く ゲ
ル 電 気 泳 動 と 、 少 な く と も 部 分 的 に 等 電 点 に 基 づ く ゲ ル 電 気 泳 動 と 、 少 な く と も 部 分 的 に
分 子 量 お よ び 等 電 点 の 一 方 ま た は 両 方 に 基 づ く ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 と 、 １ 個 ま た は ２ 個 以
上 の 抗 体 ア レ イ を 用 い る な ど の 免 疫 学 的 方 法 と を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 様 々 な 方 法
を 用 い て 、 相 互 に 分 離 さ れ 得 る 。 前 記 試 薬 は 、 抗 体 、 組 換 え タ ン パ ク 質 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 炭 水 化 物 お よ び 小 さ い 化 学 物 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 こ
れ ら の 試 薬 は 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お い て １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 所 定 位 置 で 固 定 化 さ れ 得 る
。 も し 、 選 択 さ れ た 試 薬 が １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 抗 体 で あ れ ば 、 抗 体 は 、 リ ン 酸 化 タ ン パ
ク 質 の よ う な 翻 訳 後 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に な り 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 試 薬 は 、 支 持 体 に お い て １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 所 定 位 置 で そ れ ぞ れ
固 定 化 さ れ 得 る 。 い ず れ の 任 意 の 支 持 体 に お い て も 異 な る 種 類 の 試 薬 の 数 は 、 好 ま し く は
、 ２ ～ ５ ０ 、 ５ ～ １ ０ ０ ， ０ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ～ １ ０ ， ０ ０ ０ 、 ５ ０ ～ １ ， ０ ０ ０ 、 ５ ～ ５ ０
０ 、 ５ ～ １ ０ ０ 、 お よ び ５ ～ ５ ０ で あ る 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
第 １ お よ び 第 ２ 支 持 体 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド
、 ガ ラ ス ま た は 合 成 樹 脂 と 、 こ れ ら の 誘 導 体 と か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 材 料 を 含 み 得 る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
細 胞 中 の １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 生 体 分 子 を 検 出 す る 本 発 明 の 別 の 好 適 な 方 法 は 、 一 般 的 に
、 （ ａ ） 抗 体 が 固 定 化 さ れ る 位 置 に よ っ て 抗 体 が 同 定 さ れ 得 る よ う に 、 前 記 第 １ 支 持 体 に
お い て 所 定 位 置 で 供 給 さ れ る １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 抗 体 を 、 第 １ 支 持 体 に 固 定 化 す る ス テ
ッ プ と 、 （ ｂ ） 第 ２ 支 持 体 に 前 記 細 胞 を 配 置 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｃ ） 前 記 抗 体 を 前 記 細 胞
中 の 対 応 す る い ず れ の 抗 原 に も 結 合 可 能 に す る た め に 、 前 記 第 １ 支 持 体 に お け る 前 記 抗 体
を 前 記 第 ２ 支 持 体 に お け る 前 記 細 胞 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 （ ｄ ） 前 記 第 １ 支 持 体 を 前
記 第 ２ 支 持 体 か ら 分 離 し た 後 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 結 合 さ れ た 抗 体 が 、 対 応 す る 抗
原 と の 結 合 を 維 持 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｅ ） 前 記 第 ２ 支 持 体 に お け る 前 記 細 胞 中 の 抗 原 に 結
合 し た 前 記 抗 体 を 検 出 す る ス テ ッ プ と を 含 む 。 こ の 方 法 は 、 前 記 第 ２ 支 持 体 に お い て 固 定
化 さ れ る 細 胞 を 利 用 す る こ と が で き 、 前 記 細 胞 は 、 １ 個 ま た は ２ 個 以 上 の 組 織 切 片 を 含 み
得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
抗 体 は 、 リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 の よ う な 翻 訳 後 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 に 特 異 的 と な り 得 る 。
１ つ ま た は ２ つ 以 上 の 所 定 位 置 に 固 定 化 さ れ 得 る 異 な る 種 類 の 試 薬 の 数 は 、 ５ ～ １ ０ ０ ，
０ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ～ １ ０ ， ０ ０ ０ 、 ５ ０ ～ １ ， ０ ０ ０ 、 ５ ～ ５ ０ ０ お よ び ２ ～ ５ ０ を 含 み 得
る 。 支 持 体 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド 、 ガ ラ ス 、
ま た は 合 成 樹 脂 と 、 こ れ ら の 誘 導 体 と か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 材 料 を 含 み 得 る 。 抗 体 の
よ う な タ ン パ ク 質 は 、 円 形 状 、 細 長 い 形 状 お よ び 多 角 形 状 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ つ
ま た は ２ つ 以 上 の 形 状 で 前 記 支 持 体 に 固 定 化 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
第 １ お よ び 第 ２ 支 持 体 は 、 ア レ イ を 含 み 得 る 。 こ の ア レ イ は 、 多 数 の 全 体 的 ま た は 部 分 的
な 毛 細 管 を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ な い 様 々 な 材 料 を 用 い て 形 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
抗 体 は 、 修 飾 さ れ た プ ロ テ イ ン Ａ と 修 飾 さ れ た プ ロ テ イ ン Ｇ と か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 中 間 物 を 前 記 支 持 体 に 施 し 固 定 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 プ ロ テ イ
ン Ａ ま た は プ ロ テ イ ン Ｇ は 、 結 合 親 和 性 を 変 化 さ せ る た め に 修 飾 さ れ る 。 １ 種 ま た は ２ 種
以 上 の 前 記 抗 体 は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 に 連 結 す る よ う に 構
成 さ れ る 少 な く と も １ つ の 定 常 領 域 と 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 抗 原 に 対 す る 結 合 に 利 用 可
能 な 少 な く と も １ つ の 可 変 領 域 と を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
前 記 検 出 ス テ ッ プ は 好 ま し く は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 抗 体 が 一 方 ま た は 両 方 の 支 持
体 に 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る ス テ ッ プ と 、 前 記 分 離 ス テ ッ プ 後 に 前 記 抗 体 の １ つ ま た は
２ つ 以 上 の 位 置 を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 前 記 抗 体 の １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 数 量 を 決 定 す る
ス テ ッ プ と 、 抗 体 の １ つ ま た は ２ つ 以 上 の タ イ プ を 同 定 す る ス テ ッ プ と か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ た １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 検 出 ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 生 体 分 子 を 検 出 す る 本 発 明 の 別 の 好 適 な 方 法 は 、 （ ａ ） 第 ２ 支 持 体
に １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の リ ガ ン ド を 固 定 化 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｂ ） １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の
前 記 リ ガ ン ド と 相 互 作 用 す る よ う に 適 合 さ れ る １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 試 薬 を 第 １ 支 持 体 に
固 定 化 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｃ ） １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 を １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前
記 リ ガ ン ド と 結 合 可 能 に す る た め に 前 記 試 薬 を 前 記 リ ガ ン ド に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 （
ｄ ） １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 を １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 リ ガ ン ド に 架 橋 す る ス テ
ッ プ と 、 （ ｅ ） １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 リ ガ ン ド と 結 合 さ れ る １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前
記 試 薬 を 前 記 第 １ 支 持 体 か ら 解 離 可 能 に す る た め に 、 前 記 第 １ 支 持 体 を 前 記 第 ２ 支 持 体 か
ら 分 離 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｆ ） 前 記 第 ２ 支 持 体 に お い て １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 を
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検 出 す る ス テ ッ プ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 リ ガ ン ド お よ び 前 記 試 薬 は 、 好 ま し く は ホ ル ム ア ル デ ヒ ド お よ
び グ ル タ ル デ ヒ ド で あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の ア ル デ ヒ ド を 少 な
く と も 部 分 的 に 用 い て 架 橋 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
生 体 分 子 の 検 出 に 用 い る 本 発 明 の ア レ イ の 好 適 な 一 実 施 形 態 は 、 一 般 的 に 、 １ 種 ま た は ２
種 以 上 の 試 薬 を 少 な く と も 一 時 的 に 固 定 化 す る よ う に 適 合 さ れ る と と も に 、 １ 種 ま た は ２
種 以 上 の リ ガ ン ド が 固 定 化 さ れ る 第 ２ 支 持 体 と 接 触 し て 配 置 さ れ る よ う に 適 合 さ れ る 第 １
支 持 体 を 含 み 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 リ ガ ン ド と
結 合 可 能 に さ れ 、 続 い て 前 記 第 １ 支 持 体 か ら 解 離 し 、 か つ 前 記 第 ２ 支 持 体 に お い て 前 記 リ
ガ ン ド と の 結 合 を 維 持 可 能 に さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
前 記 支 持 体 は 、 ナ イ ロ ン 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド 、 ガ ラ ス ま
た は 合 成 樹 脂 お よ び こ れ ら の 誘 導 体 の う ち １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 材 料 を 含 む が こ れ ら に 限
定 さ れ な い 様 々 な 材 料 を 含 み 得 る 。 た と え ば 、 前 記 支 持 体 は 、 １ つ も し く は ２ つ 以 上 の ナ
イ ロ ン 膜 、 ま た は １ つ も し く は ２ つ 以 上 の 毛 細 管 の 全 体 も し く は 一 部 を 含 み 得 る 。 支 持 体
に 固 定 化 さ れ る １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 前 記 試 薬 は 、 円 形 状 、 細 長 い 形 状 お よ び 多 角 形 状 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 形 状 で 固 定 化 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 は 、 生 物 試 薬 の 新 規 な ア レ イ と 、 該 ア レ イ の 形 成 お よ び 使 用 方 法 と に 関 す る 。 こ の
方 法 は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 試 薬 を 固 定 化 す る 第 １ 支 持 体 を 供 給 す る ス テ ッ プ と 、 １ 種
ま た は ２ 種 以 上 の リ ガ ン ド を 固 定 化 す る 第 ２ 支 持 体 を 供 給 す る ス テ ッ プ と 、 前 記 試 薬 を 前
記 リ ガ ン ド に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 試 薬 が 前 記 リ ガ ン ド に 結 合
す る ス テ ッ プ と 、 結 合 後 前 記 支 持 体 を 分 離 す る こ と に よ っ て 、 結 合 さ れ た 試 薬 が 前 記 リ ガ
ン ド と の 結 合 を 維 持 す る ス テ ッ プ と 、 様 々 な 生 物 タ ー ゲ ッ ト を 検 出 お よ び ／ ま た は 比 較 す
る ス テ ッ プ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
前 記 方 法 の １ つ は 、 固 体 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た 試 薬 が 別 の 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 相 互 作 用
の パ ー ト ナ ー に 結 合 す る こ と を 可 能 に す る 。 特 に 、 抗 体 ア レ イ は 、 固 定 化 さ れ た 抗 体 が 、
第 ２ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る そ れ ぞ れ の 抗 原 に 結 合 し た 後 に 前 記 支 持 体 か ら 解 離 可 能 に 形 成
さ れ る 。 各 抗 体 ・ 抗 原 の 結 合 は 、 予 め 決 定 さ れ た 位 置 で 生 じ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
こ こ で 用 い る 用 語 「 試 薬 」 は 、 生 物 関 連 の あ ら ゆ る 分 子 、 た と え ば 抗 体 、 組 換 え タ ン パ ク
質 、 合 成 ペ プ チ ド 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び 小 さ い 化 学 物 質 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
こ こ で 用 い る 用 語 「 リ ガ ン ド 」 は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 試 薬 と 相 互 作 用 す る あ ら ゆ る 生
体 分 子 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
こ こ で 用 い る 用 語 「 ア レ イ 」 は 、 固 体 支 持 体 お よ び 複 数 の 試 薬 ま た は リ ガ ン ド を 含 む が こ
れ ら に 限 定 さ れ な い デ バ イ ス を 指 す 。 た と え ば 、 抗 体 は 、 各 抗 体 を 支 持 体 に お け る 特 定 の
位 置 に よ っ て 同 定 可 能 な よ う に 所 定 の 各 位 置 で 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
こ こ で 用 い る 用 語 「 固 定 化 」 は 、 支 持 体 に お け る 試 薬 の 拘 束 を 指 し 、 ゆ え に 該 支 持 体 に お
け る 試 薬 の 動 作 は 制 限 さ れ る 。 た と え ば 抗 体 が 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る と き に 、 抗 体 は 該 支
持 体 に 付 着 さ れ る た め 該 支 持 体 か ら 解 離 さ れ ず 、 該 支 持 体 に お け る 抗 体 の 動 作 は ま た 制 限
さ れ る 。 し か し な が ら 、 い く つ か の 条 件 下 で 、 本 発 明 に 記 載 さ れ た よ う に 、 固 定 化 さ れ た
試 薬 は 、 前 記 支 持 体 か ら 解 離 さ れ る こ と が で き る 。 こ の 固 定 化 の 物 理 的 性 質 お よ び 化 学 的
性 質 は 、 固 定 化 さ れ た 試 薬 が 前 記 支 持 体 か ら 解 離 し 得 る か 否 か と 、 解 離 が ど れ ほ ど 効 果 的
で あ る か と を 決 定 す る 。
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【 ０ ０ ３ ５ 】
こ こ で 用 い る 用 語 「 支 持 体 」 は 、 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 に 関 し て 、 生 物 試 薬 が 沈 着
か つ 固 定 化 さ れ る 構 造 を 意 味 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 支 持 体 は 、 ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド （ Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ ） も し く は こ れ ら の 誘 導 体
か ら 形 成 さ れ る 硬 い プ レ ー ト （ ガ ラ ス ま た は 合 成 樹 脂 ） ま た は 膜 で あ る が こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。 膜 は よ り 扱 い や す く 、 試 薬 を 容 易 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。 ガ ラ ス ま た は 合 成
樹 脂 の プ レ ー ト は 硬 い 支 持 体 を 供 給 し 、 い く つ か の 用 途 に お い て 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
好 ま し く は 、 固 体 支 持 体 は 、 こ れ ら に 沈 着 さ れ る 生 物 試 薬 が 特 定 用 途 に 適 合 し た 強 度 で 固
定 さ れ 得 る よ う に 、 前 処 理 さ れ る 。 固 体 支 持 体 処 理 の １ つ の 方 法 は 、 次 に は 非 特 異 的 な 非
共 有 結 合 に よ っ て 生 物 試 薬 と 相 互 作 用 す る で あ ろ う ポ リ マ ー 層 で 被 覆 す る こ と で あ る 。 た
と え ば 、 ポ リ リ シ ン ま た は ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン を 含 む ポ リ マ ー を 、 生 体 分 子 の 固 定 化 に 使
用 さ れ る ス ラ イ ド ガ ラ ス ま た は カ バ ー ス リ ッ プ を 被 覆 す る た め に 用 い る こ と が 可 能 で あ る
。
【 ０ ０ ３ ７ 】
た と え ば Lehnrachな ど （ Hybridization fingerprinting in genome mapping and sequenc
ing, genome analysis, Vol.1, Davies and Tilgham, Eds, Cold Spring Harbor Press, 
pp.39-81, 1990） お よ び Brownな ど (米 国 特 許 第 ５ ， ８ ０ ７ ， ５ ２ ２ 号 )に よ っ て 記 載 さ れ
た よ う な い く つ か の 技 術 は 、 複 数 の 生 物 試 薬 を 固 体 支 持 体 に 沈 着 か つ 固 定 化 す る の に 利 用
可 能 で あ る 。 前 述 の 各 論 文 は 、 全 体 的 に 参 照 し て 組 込 ま れ る 。 た と え ば 、 水 溶 液 中 の 数 ナ
ノ リ ッ ト ル の 抗 体 は 、 ロ ボ ッ ト ア レ イ ヤ を 用 い て ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に プ リ ン ト さ れ る こ と
が で き る 。 し た が っ て 、 生 物 試 薬 の ア レ イ は 、 平 坦 な 固 体 支 持 体 に 複 数 の 試 薬 を 、 一 度 に
１ 種 ま た は 数 種 の 試 薬 を 、 所 定 位 置 に 各 試 薬 を 沈 着 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
抗 体 の 固 定 化 は 、 吸 着 に よ っ て な さ れ 得 る （ Trevan, 1980, Immobilized Enzymes: an in
troduction and their application in biotechnology. Wiley, Chichester） 。 関 係 す る
吸 着 力 は 、 非 特 異 的 な 疎 水 性 ま た は イ オ ン 性 の 相 互 作 用 で よ い 。 主 と し て 、 用 い ら れ る 吸
着 材 料 は 、 粘 土 、 木 炭 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 、 お よ び 最 も 多 く は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ セ フ ァ デ ッ ク
ス (DEAE-Sephadex)の よ う な イ オ ン 交 換 体 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
エ ン ト ラ ッ プ メ ン ト は 抗 体 を 固 定 化 す る た め の 別 の 方 法 で あ る （ Trevan, 1980, Immobili
zed Enzymes: an introduction and their application in biotechnology. Wiley, Chic
hester） 。 こ の エ ン ト ラ ッ プ さ れ た 抗 体 は ポ リ マ ー に 付 着 さ れ ず 、 こ れ ら の 自 由 な 拡 散 が
単 に 抑 制 さ れ る の み で あ る 。 １ つ の 広 く 用 い ら れ る マ ト リ ク ス は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル で あ る 。 あ る 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 毛 細 管 は 、 生 物 試 薬 の ア レ イ 形 成 お よ び 固 定 化
を 容 易 に す る 。 こ の 用 語 「 毛 細 管 」 は 、 生 物 試 薬 を 含 有 お よ び 支 持 可 能 な 、 全 体 ま た は 部
分 的 に 囲 ま れ た 細 長 い あ ら ゆ る 構 造 を 意 味 し て 用 い ら れ る 。 毛 細 管 は 合 成 樹 脂 お よ び ガ ラ
ス の よ う な 材 料 か ら 形 成 さ れ 、 こ れ ら は 好 ま し く は 生 物 試 薬 の 特 性 に 干 渉 し な い 。 毛 細 管
の 高 さ は 、 数 マ イ ク ロ メ ー ト ル か ら 数 メ ー ト ル ま で 異 な る で あ ろ う 。 生 物 試 薬 は 、 溶 液 状
で 毛 細 管 中 に 通 常 充 填 さ れ る 。 充 填 後 、 試 薬 溶 液 は 凝 固 さ れ 、 該 試 薬 は 固 定 化 さ れ る 。 固
定 化 の 強 度 は 、 任 意 の 用 途 に よ っ て 左 右 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
試 薬 は 、 固 体 支 持 体 に 直 接 ま た は 間 接 に 固 定 化 さ れ る 。 た と え ば 、 試 薬 は 支 持 体 に お い て
高 い 密 度 で 直 接 沈 着 さ れ 、 支 持 体 は 顕 微 鏡 の ス ラ イ ド と 同 じ 位 小 さ く す る こ と が で き る 。
類 似 技 術 は 、 高 密 度 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 形 成 す る た め に 開 発 さ れ た （ Shalon et al.,
 Genome Reseatch, 1996 Jul; 6(7): 639-645） 。 試 薬 は ま た 、 支 持 体 に 間 接 に 固 定 化 さ
れ 得 る 。 た と え ば プ ロ テ イ ン Ａ も し く は プ ロ テ イ ン Ｇ ま た は こ れ ら の 突 然 変 異 体 は 、 中 間
物 と し て 支 持 体 に ま ず プ リ ン ト さ れ る こ と が で き る 。 抗 体 は そ の 後 プ ロ テ イ ン Ａ ま た は Ｇ
と の 相 互 作 用 に よ っ て 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 。 本 発 明 の １ つ の 利 点 は 、 抗 体 の 定 常 領 域 が
プ ロ テ イ ン Ａ ま た は Ｇ に 連 結 す る こ と に よ っ て 、 抗 体 （ 抗 原 結 合 ド メ イ ン ） の 可 変 領 域 は
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完 全 に 露 出 さ れ 、 か つ 抗 原 と の 結 合 の た め に 利 用 可 能 と な る こ と で あ る 。 別 の 利 点 は 、 抗
体 の 結 合 親 和 性 を 変 化 さ せ る よ う に プ ロ テ イ ン Ａ ま た は Ｇ を 修 飾 可 能 で あ る こ と か ら 、 プ
ロ テ イ ン Ａ ま た は Ｇ の 入 念 に 設 計 さ れ た 突 然 変 異 体 が 用 い ら れ る と き 、 抗 体 は 所 望 の 強 度
で 支 持 体 に 固 定 化 さ れ 得 る こ と で あ る 。 し た が っ て 、 抗 体 は 、 一 方 で 位 置 情 報 を 失 う こ と
な し に 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る こ と が で き 、 他 方 で 支 持 体 か ら 分 離 す る と と も に 、 よ り 高 い
親 和 性 の そ の 他 の リ ガ ン ド に 結 合 す る こ と が で き る 。 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 こ れ ら の
タ ン パ ク 質 の タ グ と 、 支 持 体 に 付 着 さ れ た リ ガ ン ド と の 間 の 相 互 作 用 に よ っ て 固 定 化 さ れ
る こ と が で き る 。 た と え ば 、 リ ガ ン ド （ た と え ば グ ル タ チ オ ン ま た は ニ ッ ケ ル ） は 、 ま ず
支 持 体 に 共 有 結 合 し て 付 着 さ れ る こ と が で き 、 そ の 後 タ グ （ た と え ば Ｇ Ｓ Ｔ ま た は ６ ｘ Ｈ
ｉ ｓ ） を 含 有 す る 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 前 記 リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 に よ っ て 同 支 持 体
に 固 定 化 さ れ る 。 タ グ お よ び リ ガ ン ド は 、 こ れ ら の 親 和 性 を 変 化 さ せ る よ う に 修 飾 さ れ る
こ と が で き 、 ゆ え に 固 定 化 は 所 望 の 強 度 を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
抗 体 は 、 通 常 円 形 点 状 で 支 持 体 に 通 常 沈 着 さ れ る 。 し か し な が ら 、 抗 体 は そ の 他 の 形 状 で
沈 着 さ れ る こ と も で き る 。 た と え ば 、 抗 体 は 、 細 長 い 形 状 、 た と え ば 、 数 ミ ク ロ ン ～ 数 セ
ン チ メ ー ト ル の 幅 と 、 数 ミ ク ロ ン ～ 数 セ ン チ メ ー ト ル の 長 さ の 長 方 形 で 固 定 化 さ れ る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 形 状 で 固 定 化 さ れ た 抗 体 は 、 様 々 な 方 法 に 従 っ て 分 離 後 に 抗 原 と 結
合 す る た め に 用 い ら れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 は 支 持 体 に お け る 特 定 位 置 に 固 定 化 さ れ 得 る 。 一 般 に 、 抗 体 は 、 抗 体
が タ ン パ ク 質 試 料 と 接 触 す る と き に 各 抗 体 が そ れ 自 身 の 抗 原 に 接 触 す る で あ ろ う 位 置 で 固
定 化 さ れ る 。 し た が っ て 、 特 定 の 抗 体 は 、 抗 原 の 位 置 に よ っ て 決 定 さ れ る 特 定 の 位 置 に 固
定 化 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 抗 原 が ま ず ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 さ れ る と と も に 、
支 持 体 に 移 動 か つ 固 定 さ れ る 。 各 抗 原 は そ の 分 子 量 お よ び 等 電 点 に よ っ て 決 定 さ れ た 特 定
の 位 置 に 固 定 化 さ れ る 。 し た が っ て 、 各 抗 体 は 、 支 持 体 に お け る 抗 原 の 位 置 に 従 っ て 固 定
化 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
こ こ で 用 い ら れ る 用 語 「 タ ン パ ク 質 試 料 」 は 、 様 々 な タ ン パ ク 質 お よ び タ ン パ ク 質 混 合 体
を 指 す 。 た と え ば 、 こ れ は 、 細 胞 系 ま た は 組 織 か ら の 溶 解 物 で も よ い 。 ま た は 、 こ れ は 、
無 傷 の 細 胞 、 も し く は 支 持 体 に 固 定 さ れ た 細 胞 で あ っ て も よ い 。 タ ン パ ク 質 試 料 は 、 た と
え ば 、 培 養 さ れ た 細 胞 系 、 ヒ ト も し く は 動 物 の 組 織 、 ま た は 血 液 で あ る が こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 異 な る ソ ー ス か ら で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
あ る 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 試 料 は ス ラ イ ド ガ ラ ス に 配 置 さ れ か つ 固 定 化 さ
れ 得 る 培 養 さ れ た 細 胞 ま た は 組 織 切 片 で あ る 。 使 用 前 に 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 を
露 出 す る た め に 、 固 定 さ れ 、 か つ 透 過 性 に さ れ 得 る 。 こ れ ら の 固 定 さ れ た 細 胞 は 特 定 の 細
胞 の 形 態 を 保 持 し 、 多 く の タ ン パ ク 質 は こ れ ら の 当 初 の 細 胞 位 置 で 留 ま っ て い る 。 細 胞 お
よ び 組 織 を 固 定 し 、 か つ 透 過 性 に す る 方 法 は 複 数 存 在 す る （ Harlow and Lane, Antibodie
s, a laboratory manual, Cold Spring Harbor Press, 1988.） 。 広 く 用 い ら れ て い る 固
定 液 は 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ま た は グ ル タ ル デ ヒ ド 溶 液 で あ る 。 別 の 広 く 用 い ら れ て い る 固
定 液 は 、 代 替 的 に メ タ ノ ー ル を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
リ ン パ 球 な ど の 浮 遊 細 胞 は 、 支 持 体 に 沈 降 し て 、 こ れ に 固 定 化 さ れ る 。 こ れ ら は 、 パ ラ フ
ィ ン 、 コ ラ ー ゲ ン ま た は ゼ ラ チ ン な ど の 媒 体 に 埋 込 ま れ た 後 、 支 持 体 に お い て 切 片 化 さ れ
、 か つ 配 置 さ れ る 。 多 く の 既 知 の 方 法 が 、 細 胞 試 料 を 調 製 す る た め に 利 用 可 能 で あ る （ Jo
nes, T.C, Ward, J.M., Mohr, U. and Hunt, R.D.(editors), 1990, Hemopoietic System
. Berlin, Springer-Verlag; Polak, J.M. and Van Noorden, S., 1997, Introduction t
o Immunocytochemistry. New York, Springer） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 試 料 は 、 溶 解 に よ っ て 細 胞 ま た は 組 織 か ら 調 製
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さ れ る 。 典 型 的 な 溶 解 緩 衝 液 は 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｄ Ｓ ） 、 ト リ ト ン (Triton)
Ｘ － １ ０ ０ な ど の 界 面 活 性 剤 を 含 有 す る 。 タ ン パ ク 質 試 料 の 固 定 化 は 、 共 有 結 合 ま た は 非
共 有 結 合 に よ っ て も よ く 、 固 定 化 の 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 タ ン パ ク
質 試 料 が 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 領 域 の 寸 法 は 、 用 途 、 な ら び に 固 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 試
料 の 体 積 お よ び 量 に よ っ て 異 な る 。 た と え ば 、 膜 が 支 持 体 と し て 用 い ら れ る 場 合 、 も し 膜
の 結 合 能 力 が １ 平 方 セ ン チ メ ー ト ル あ た り １ ０ ｍ ｇ の タ ン パ ク 質 で あ れ ば 、 そ の 後 最 大 １
０ ｍ ｇ の タ ン パ ク 質 溶 解 物 が １ セ ン チ メ ー ト ル 平 方 の 寸 法 の 膜 に 固 定 化 さ れ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
タ ン パ ク 質 溶 解 物 は 、 支 持 体 に 均 一 に 配 置 さ れ 、 こ れ に 固 定 化 さ れ 得 る 。 し か し な が ら 、
他 の 用 途 に 関 し て 、 タ ン パ ク 質 は 、 ま ず 分 離 さ れ た 後 、 支 持 体 に 固 定 化 さ れ 得 る 。 タ ン パ
ク 質 の 分 離 に 関 す る 多 く の 方 法 が 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 た と え ば 、 タ ン パ
ク 質 は 、 分 子 量 に 従 っ て ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｓ
Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） に よ っ て 分 離 さ れ て も よ く 、 ま た は 分 子 量 お よ び 等 電 点 の 両 方 に 従 っ て
２ 次 元 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 さ れ て も よ い 。 電 気 泳 動 に よ る 分 離 後 、 タ ン パ ク 質 は 支 持 体
に 移 動 か つ 固 定 化 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 試 料 は 、 免 疫 学 的 方 法 、 た と え ば 抗 体 ア レ イ に
よ る 分 離 に よ っ て 、 分 離 さ れ る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 試 料 は 、 第 １ に 、 抗 体 が 該 タ ン
パ ク 質 試 料 中 に 存 在 す る 抗 原 を 捕 捉 し て 分 離 可 能 な よ う に 、 第 １ 支 持 体 に お い て 抗 体 ア レ
イ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 。 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 を 洗 い 流 し た 後 、 各 位 置 で 捕
捉 さ れ た タ ン パ ク 質 は 抗 体 か ら 解 離 さ れ る と と も に 、 第 ２ 支 持 体 に 移 動 さ れ 、 か つ こ れ に
固 定 化 さ れ る 。 抗 体 と 第 １ 固 体 支 持 体 と の 間 の 相 互 作 用 は 、 抗 体 と 抗 原 と の 間 の 相 互 作 用
よ り も 相 当 強 く す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 条 件 は 、 抗 体 ・ 抗 原 相 互 作 用 を 分 裂 す る
一 方 で 第 １ 支 持 体 に お け る 抗 体 の 固 定 化 を 無 傷 の ま ま に す る よ う に 求 め ら れ る 。 こ の よ う
な 条 件 下 に お い て 、 抗 体 を 除 い た 抗 原 は 第 ２ 支 持 体 に 移 動 さ れ 、 か つ こ れ に 固 定 化 さ れ 得
る 。 第 １ 固 体 支 持 体 か ら 抗 体 が 解 離 す る の を 防 ぐ た め に 、 抗 体 は 支 持 体 に 共 有 結 合 で 固 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
典 型 的 な 移 動 で は 、 抗 体 お よ び 抗 原 を 含 有 す る 第 １ 支 持 体 は 、 第 ２ 支 持 体 と 接 触 さ れ る 。
そ の 後 、 こ れ ら は 抗 原 と 抗 体 と の 間 の 相 互 作 用 を 分 裂 し 得 る 緩 衝 液 中 に 置 か れ る 。 そ し て
、 同 時 に 、 解 離 さ れ た タ ン パ ク 質 が 第 １ 支 持 体 か ら 第 ２ 支 持 体 ま で 移 動 す る よ う に 電 流 を
加 え る 。 完 成 後 、 ２ つ の 支 持 体 が 分 離 さ れ る 。 こ の 移 動 お よ び 固 定 化 は 、 同 時 に （ タ ン パ
ク 質 が 同 時 に 移 動 か つ 固 定 化 さ れ る 。 ） 、 ま た は 連 続 し て （ タ ン パ ク 質 が 移 動 さ れ た 後 固
定 化 さ れ る 。 ） 行 わ れ る 。 そ し て 、 も し 固 定 化 が 所 望 よ り も 弱 い 場 合 は 、 タ ン パ ク 質 は た
と え ば 共 有 結 合 に よ っ て さ ら に 固 定 化 さ れ て も よ い 。 固 体 支 持 体 に お け る タ ン パ ク 質 の 共
有 結 合 に よ る 固 定 化 に 関 す る 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
一 旦 調 製 さ れ る と 、 タ ン パ ク 質 試 料 は 、 別 の 抗 体 ア レ イ と 接 触 さ れ る 。 好 ま し く は 、 特 異
的 な 結 合 を 可 能 に す る た め に 各 抗 体 が 対 応 す る 抗 原 と 接 触 す る よ う に 、 接 触 が 行 わ れ る 。
こ の ア レ イ に お け る 抗 体 は 、 支 持 体 か ら 解 離 さ れ る 。 し た が っ て 、 抗 体 ア レ イ 支 持 体 と タ
ン パ ク 質 試 料 支 持 体 と の 分 離 後 、 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 は 試 料 支 持 体 上 に 存 在 す る で あ ろ う
。 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 試 料 中 の 抗 原 の 有 無 お よ び 存 在 量 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
前 記 方 法 の 一 部 は 、 一 方 の 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た 抗 体 が 他 方 の 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た 抗 原
と 結 合 可 能 と な る よ う に 適 合 さ れ る 。 １ つ の 好 適 な 方 法 に お い て 、 一 方 の 支 持 体 に 固 定 化
さ れ た 抗 体 は 、 接 触 す る よ う に 二 つ の 支 持 体 を と も に 配 置 す る こ と に よ っ て 、 第 ２ 支 持 体
に 固 定 化 さ れ た 抗 原 と 相 互 作 用 可 能 に さ れ る 。 一 定 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ２ つ
の 支 持 体 は 分 離 さ れ る 。 抗 体 と 抗 原 と の 間 の 相 互 作 用 次 第 で 、 い く つ か の 抗 体 は 、 第 １ 支
持 体 か ら 解 離 す る と と も に 、 抗 原 が 固 定 化 す る 第 ２ 支 持 体 と 結 合 す る で あ ろ う 。 第 １ 支 持

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-504309 A 2005.2.10



体 に お け る 抗 体 固 定 化 の 強 度 は 、 好 ま し く は 抗 体 と 抗 原 と の 間 の 相 互 作 用 よ り も 弱 く 、 ま
た 、 第 ２ 支 持 体 に お け る 抗 原 の 固 定 化 の 強 度 よ り も 弱 い 。 電 界 の よ う な 条 件 は 支 持 体 か ら
の 抗 体 の 解 離 を 容 易 に す る よ う に 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
抗 原 お よ び 抗 体 の 結 合 後 、 抗 原 ・ 抗 体 複 合 体 は 共 有 結 合 架 橋 を 用 い て 安 定 化 さ れ 得 る 。 架
橋 は 、 好 ま し く は 、 抗 体 ・ 抗 原 複 合 体 が 架 橋 さ れ る 一 方 で 、 抗 体 が 支 持 体 に 架 橋 さ れ な い
よ う に し て 行 わ れ る 。 こ れ は 抗 体 に 特 異 的 な 架 橋 物 質 お よ び 特 別 な 支 持 体 を 選 択 す る こ と
に よ っ て 達 成 さ れ る 。 数 百 の 既 知 の 架 橋 物 質 が 存 在 し 、 様 々 な 方 法 が タ ン パ ク 質 を 架 橋 す
る た め に こ れ ら を 用 い る べ く 開 発 さ れ た （ Wong, Shan S., Chemistry of protein conjug
ation and cross-linking. Boca Raton: CRC Press, 1993） 。 た と え ば 、 広 く 用 い ら れ る
架 橋 物 質 は 、 た と え ば ホ ル ム ア ル デ ヒ ド お よ び グ ル タ ル デ ヒ ド で あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ
な い ア ル デ ヒ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
抗 原 に 結 合 さ れ た 抗 体 は そ の 後 検 出 さ れ る 。 多 く の 知 ら れ て い る 方 法 が 抗 体 の 検 出 に 用 い
ら れ る こ と が で き る 。 あ り ふ れ た 方 法 は 、 酵 素 複 合 二 次 抗 体 、 た と え ば ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ
ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 抗 ウ サ ギ ヤ ギ 抗 体 お よ び 抗 マ ウ ス
ヤ ギ 抗 体 を 用 い る こ と で あ る 。 蛍 光 標 識 二 次 抗 体 を 用 い て も よ い 。 使 用 可 能 な そ の 他 の 技
術 は 、 ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 （ Sano et al., 1992, Science 258, 120-122） 、 ロ ー リ
ン グ サ ー ク ル Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 技 術 （ Schweitzer et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
97, 10113-10119） 、 お よ び Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 増 幅 さ れ た 免 疫 検 出 （ Zhang
 et al., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol.98, 5497-5502） を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 の ア レ イ の 好 適 な 一 実 施 形 態 に お い て 、 抗 体 の ア レ イ は 細 胞 を 染 色 す る た め に 用 い
ら れ 、 こ の こ と は 図 １ に 概 略 的 に 示 す 。 細 胞 は 、 カ バ ー ス リ ッ プ に 播 種 さ れ 、 培 養 さ れ 、
固 定 さ れ 、 か つ 抗 原 を 露 出 す る た め に 透 過 性 に さ れ る 。 そ の 後 、 細 胞 調 製 物 は 、 抗 体 が 対
応 す る 抗 原 に 結 合 可 能 と な る よ う に 抗 体 ア レ イ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 。 結 合 後 、 抗
体 ア レ イ 支 持 体 と 細 胞 支 持 体 と は 分 離 さ れ る 。 抗 体 の 一 部 は 、 抗 原 と の 相 互 作 用 に 起 因 し
て 細 胞 支 持 体 に 移 動 さ れ る で あ ろ う 。 結 合 か つ 移 動 さ れ た 抗 体 の 量 は 、 細 胞 中 に 存 在 す る
抗 原 の 量 に 関 係 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
細 胞 支 持 体 に ト ラ ッ プ さ れ た 抗 体 の 有 無 お よ び 数 量 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 中 の 抗
原 の 有 無 お よ び 数 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 も し 抗 体 が 酵 素 と 複 合 さ れ る 場 合 、 こ れ ら
の 抗 体 を 酵 素 反 応 に よ っ て 明 ら か に す る こ と が で き る 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 広 く 用
い ら れ 、 既 知 の 基 質 は 、 反 応 後 に 不 溶 性 の 有 色 産 生 物 を 生 じ さ せ る で あ ろ う 。 さ ら に 、 も
し 抗 体 が 蛍 光 分 子 で 標 識 付 け さ れ る 場 合 、 抗 体 は 直 接 に 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 に よ っ て 観 察 さ れ
て も よ い 。 多 く の 場 合 、 蛍 光 ま た は 酵 素 複 合 二 次 抗 体 を 、 一 次 抗 体 の 有 無 を 明 ら か に す る
た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
抗 原 の 有 無 お よ び 数 量 を 明 ら か に す る 目 的 で 、 染 色 は 、 低 倍 率 で 容 易 に 観 察 さ れ 得 る 。 し
か し な が ら 、 亜 細 胞 の 局 在 性 な ど 、 抗 原 の そ の 他 の 特 性 を 明 ら か に す る た め に 、 染 色 は 好
ま し く は 高 倍 率 で 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
２ 種 の タ ン パ ク 質 の 同 時 染 色 （ 二 重 染 色 ） は ２ 種 の 機 能 的 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 を 研 究 す
る た め の 独 特 の ツ ー ル で あ る 。 た と え ば 、 タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 証 拠 は 、 タ ン パ ク 質 が 同
じ 細 胞 構 造 に お い て と も に 局 在 化 す る と い う 証 明 を し ば し ば 含 む 。 ２ 種 以 上 の 抗 体 は 、 抗
体 ア レ イ の 同 じ 位 置 で 固 定 化 さ れ る こ と が で き 、 ゆ え に ２ 種 以 上 の 抗 原 が 同 時 に 同 じ 位 置
で 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
抗 体 に 代 わ っ て Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ が 細 胞 中 の 特 異 的 な Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の 有 無 を 検 出 す る
た め に 配 列 か つ 使 用 さ れ 得 る 。 そ う す る た め に 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 固 体 支
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持 体 に 固 定 化 さ れ る 。 好 ま し く は 、 プ ロ ー ブ の 固 定 化 は 、 支 持 体 に お け る プ ロ ー ブ 位 置 を
維 持 す る 程 度 の 強 度 を 有 す る 一 方 で 、 好 ま し く は プ ロ ー ブ と タ ー ゲ ッ ト と の 間 の 相 互 作 用
よ り も 弱 く 、 ゆ え に プ ロ ー ブ が タ ー ゲ ッ ト に 結 合 す る と き 、 プ ロ ー ブ は 支 持 体 か ら 解 離 さ
れ 得 る 。 こ の 方 法 は 、 １ ま た は 数 個 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 通 常 検 出 す る の み で あ る
ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 を 超 え る 多 く の 利 点 を 有 す る 。 本 発 明 に 従 っ て 形 成 さ
れ た Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の ア レ イ が 用 い ら れ る と き 、 多 数 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ
配 列 の 有 無 お よ び 位 置 が 、 形 態 保 存 さ れ た 組 織 切 片 ま た は 細 胞 調 製 物 中 で 、 所 定 の 各 位 置
に お い て 検 出 さ れ る こ と が で き る 。 支 持 体 に 配 列 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 調
製 す る 方 法 、 お よ び 組 織 ま た は 細 胞 を 調 製 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る
（ Ian A. Darby(Editor), In Situ Hybridization Protocols (Methods in Molecular Bi
ology, 123), by Humana Press; ISBN:0896036863; 2nd edition, 2000） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 抗 体 ア レ イ を 、 タ ン パ ク 質 溶 解 物 中 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す
る た め に 用 い る 。 そ う す る た め に 、 第 １ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た 抗 体 ア レ イ は 、 第 ２ 支 持 体
に 固 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 溶 解 物 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 。 一 定 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン の 後 、 抗 体 は 、 第 ２ 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 溶 解 物 中 で 対 応 す る 抗 原 と 結 合 す る で あ
ろ う 。 そ の 後 、 第 １ 支 持 体 は 第 ２ 支 持 体 か ら 分 離 さ れ る 。 特 定 の 条 件 下 で 、 抗 原 が 結 合 し
た 抗 体 は 第 １ 支 持 体 か ら 解 離 さ れ 、 か つ 抗 原 が 固 定 化 さ れ る 第 ２ 支 持 体 に 留 ま る で あ ろ う
。 第 ２ 支 持 体 に 移 動 さ れ た 抗 体 の 量 は 、 抗 原 の タ ン パ ク 質 溶 解 物 中 の 存 在 量 に 比 例 す る で
あ ろ う 。 し た が っ て 、 第 ２ 支 持 体 に お け る 抗 体 の 量 の 検 出 は 、 抗 原 の タ ン パ ク 質 試 料 中 の
存 在 量 を 明 ら か に す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
多 く の 用 途 に お い て 、 タ ン パ ク 質 を 、 第 １ に 分 離 し 、 か つ ／ ま た は 集 中 す る こ と が で き 、
少 量 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と が 必 要 と な り 得 る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は
、 １ 次 元 Ｓ Ｄ Ｓ ／ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 第 １ に 分 離 さ れ 、 膜 支 持 体 に 移 動 さ れ 、 各 タ ン パ ク 質
は 分 子 量 に よ っ て 決 定 さ れ る 位 置 で 支 持 体 に 固 定 さ れ る 。 そ の 後 、 溶 解 物 膜 が 抗 体 ア レ イ
と 接 触 し 、 抗 体 は 特 定 位 置 で 細 長 い 形 状 で 固 定 化 さ れ 、 ゆ え に 各 抗 体 は 、 抗 原 の 分 子 量 に
よ っ て 決 定 さ れ た 特 定 位 置 で 抗 原 と 接 触 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ １ 】
タ ン パ ク 質 は 、 ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 さ れ る と と も に 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル
オ ラ イ ド （ Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ ） 膜 の よ う な 支 持 体 に 移 動 さ れ て も よ い 。 そ の 後 、 溶 解 物 膜 は 抗 体 ア
レ イ と 接 触 し 、 該 抗 体 ア レ イ は 所 定 位 置 に そ れ ぞ れ 固 定 化 さ れ 得 る 複 数 の 抗 体 を 含 有 し 、
ゆ え に 各 抗 体 は 対 応 す る 抗 原 と 接 触 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
タ ン パ ク 質 を 、 免 疫 学 的 方 法 に よ っ て 分 離 し 、 か つ 集 中 し て も よ い 。 こ れ を 達 成 す る た め
の １ つ の 方 法 は 、 抗 体 ア レ イ を 用 い る こ と で あ る 。 た と え ば 、 第 １ の 抗 体 ア レ イ を タ ン パ
ク 質 試 料 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と が で き 、 ゆ え に タ ン パ ク 質 は ア レ イ に 固 定 化 さ れ
た 各 抗 体 に よ っ て 捕 捉 か つ 分 離 さ れ る 。 こ の 第 １ の ア レ イ に お け る 抗 体 は 、 好 ま し く は 共
有 結 合 に よ っ て 強 く 固 定 化 さ れ る 。 そ の 後 、 抗 原 は 、 抗 体 か ら 解 離 さ れ る と と も に 、 第 ２
支 持 体 に 移 動 か つ 固 定 化 さ れ る 。 こ の 工 程 は 、 い く つ か の 既 知 の 方 法 に よ っ て 行 わ れ 得 る
。 第 ２ の 抗 体 ア レ イ は 、 そ の 後 、 抗 原 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 。 第 ２ の ア レ イ に お け
る 抗 体 は 、 対 応 す る 抗 原 と の 結 合 後 に 抗 体 が ア レ イ 支 持 体 か ら 解 離 さ れ 得 る よ う に し て 固
定 化 さ れ る 。 同 じ 抗 原 に 対 す る 第 １ お よ び 第 ２ の ア レ イ に お け る 抗 体 は 、 対 応 す る 位 置 で
固 定 化 さ れ る こ と が で き 、 こ れ ら は 一 致 ま た は 相 違 し 得 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
以 下 の 実 施 例 は 、 図 面 の み に 関 す る も の で あ り 、 決 し て 本 発 明 を 限 定 す る た め に 意 図 さ れ
る も の で は な い 。 実 施 例 は 、 本 発 明 に 従 っ て 抗 体 ア レ イ の 使 用 を 記 載 す る け れ ど も 、 抗 体
以 外 の 生 物 試 薬 の ア レ イ に 関 す る 類 似 の 用 法 は 、 当 該 技 術 に 精 通 し て い る 人 々 に と っ て 明
ら か で あ る 。 こ の よ う な 生 物 試 薬 の ア レ イ は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 、 組 換 え 抗 体 、 単 鎖 抗 体
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、 核 酸 、 オ リ ゴ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 お よ び 小 さ い 化 学 物 質 の ア レ イ を
含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 た と え ば 、 固 定 化 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の ア レ イ は 細 胞
中 で 複 数 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 明 ら か に す る た め に ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 で 用
い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
（ 実 施 例 １ ： 抗 体 ア レ イ の 形 成 ）
商 業 的 出 所 か ら の 抗 体 （ 約 ０ ． ５ μ ｇ ／ μ Ｌ ） を 、 ロ ボ ッ ト ア レ イ ヤ を 用 い て 、 ナ イ ロ ン
膜 （ ア メ ル シ ャ ム ラ イ フ サ イ エ ン ス (Amersham Life Science)社 製 ） に 配 列 し た 。 ８ ０ ｎ
Ｌ 溶 液 中 の 約 ４ ０ ｎ ｇ の 抗 体 を 、 ６ ０ ０ μ ｍ 間 隔 で 空 け ら れ た 各 ス ポ ッ ト で ０ ． ６ ｍ ｍ ソ
リ ッ ド ピ ン を 用 い て 沈 着 し た 。 抗 体 を 、 ナ イ ロ ン 膜 と 抗 体 と の 間 で 非 共 有 結 合 に よ っ て 固
定 化 し た 。 抗 体 ア レ イ は 、 直 ち に 用 い ら れ る か 、 ま た は 使 用 前 ４ ８ 時 間 未 満 ４ ℃ で 貯 蔵 さ
れ る か の い ず れ か を さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
（ 実 施 例 ２ ： 免 疫 化 学 染 色 に お け る 抗 体 ア レ イ の 使 用 ）
こ の 実 施 例 は 、 免 疫 化 学 染 色 に つ い て 開 示 し た 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た 抗 体 ア レ イ の 使 用
を 明 ら か に す る も の で あ る 。 異 な る 細 胞 タ ン パ ク 質 に 対 す る ２ ０ ０ 種 の 抗 体 に よ っ て 実 施
例 １ に お い て 形 成 さ れ た 抗 体 ア レ イ を 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ (Madin Darby Canine Kidney)細 胞 を 培 養 皿 に 播 種 し 、 融 合 ま で ２ 日 間 培 養 し た
。 そ の 後 こ れ ら を １ ０ 分 間 、 － ２ ０ ℃ で メ タ ノ ー ル ／ ア セ ト ン （ １ ： １ ） で 固 定 し 、 か つ
透 過 性 に し た 。 リ ン 酸 緩 衝 液 サ リ ン （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で 洗 浄 後 、 Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 細 胞 を 約 １ 時 間 抗 体 ア
レ イ と 接 触 さ せ た 。 細 胞 を リ ン 酸 緩 衝 液 サ リ ン で 再 び 洗 浄 し 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標
識 二 次 抗 体 を ３ ０ 分 加 え た 。 洗 浄 後 、 染 色 は 、 基 質 と し て の ５ － ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － イ
ン ド リ ル － ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ ） お よ び ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム （ Ｎ Ｂ Ｔ ） と
の 呈 色 反 応 に よ っ て 視 覚 化 さ れ た 。 こ の 酵 素 反 応 は Ｐ Ｂ Ｓ で 基 質 を 洗 い 落 と す こ と に よ っ
て 止 め ら れ 、 画 像 は 平 床 式 ス キ ャ ナ で ス キ ャ ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら れ た （ 図 ２ ） 。
多 く の 位 置 に お け る 細 胞 を 抗 体 で 染 色 し た が 、 固 定 化 さ れ た 抗 体 間 の 領 域 で の 染 色 の 欠 如
に よ っ て 判 断 さ れ る よ う に 、 抗 体 の 混 合 は ほ と ん ど 存 在 し な か っ た 。 染 色 さ れ た ス ポ ッ ト
の 通 常 パ タ ー ン は 、 抗 体 が プ リ ン ト さ れ た パ タ ー ン と 適 合 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
（ 実 施 例 ３ ： 蛍 光 免 疫 化 学 染 色 に お け る 抗 体 ア レ イ の 使 用 ）
本 実 施 例 に お い て 、 １ ０ ｎ Ｌ 溶 液 中 に 約 ５ ｎ ｇ の 抗 体 を 、 隣 接 す る ス ポ ッ ト 間 の 間 隔 を ３
０ ０ μ ｍ 空 け た ナ イ ロ ン 膜 上 の 各 ス ポ ッ ト で ０ ． ３ ｍ ｍ ソ リ ッ ド ピ ン を 用 い て 沈 着 し た 。
そ の 後 、 蛍 光 標 識 二 次 抗 体 を 用 い た こ と 、 お よ び 染 色 を 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 し た こ と を 除 い
て は 図 １ に 概 略 的 に 示 し 、 か つ 図 ２ に 記 載 し た 方 法 に よ っ て 、 Ａ ４ ３ １ 細 胞 を 染 色 す る た
め に 抗 体 を 用 い た （ 図 ３ ） 。 蛍 光 顕 微 鏡 に よ る 低 倍 率 観 察 は 、 各 染 色 ス ポ ッ ト が 直 径 約 ３
０ ０ μ ｍ で あ る こ と 、 お よ び ４ ０ ０ の 細 胞 の ク ラ ス タ ー か ら 成 る こ と を 示 し た （ 図 ３ ａ ，
図 ３ ｃ ， 図 ３ ｅ ， 図 ３ ｇ ） 。 染 色 さ れ た 領 域 と 染 色 さ れ て い な い 領 域 と の 間 に は 、 明 ら か
な 境 界 線 が 存 在 す る 。 高 倍 率 観 察 は 、 詳 細 な 染 色 パ タ ー ン 、 た と え ば Ｉ Ｒ Ｆ １ の 核 局 在 化
（ 図 ３ ｂ ） 、 １ ４ － ３ － ３ β （ 図 ３ ｄ ） お よ び Ｅ ｔ ｓ － １ （ 図 ３ ｆ ） の 細 胞 質 染 色 、 な ら
び に ベ ー タ － カ テ ニ ン （ 図 ３ ｈ ） の 細 胞 ・ 細 胞 接 触 染 色 を 明 ら か に し た 。 染 色 は 、 標 準 の
免 疫 染 色 手 順 に よ っ て 得 ら れ る も の と 区 別 で き な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ 実 施 例 ４ ： 毛 細 管 中 に 形 成 さ れ た 抗 体 ア レ イ ）
本 実 施 例 は 、 細 胞 を 染 色 す る た め に 毛 細 管 に よ っ て 形 成 さ れ た 抗 体 ア レ イ を 用 い る も の で
あ る 。 各 抗 体 を 、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス 溶 液 と 混 合 し 、 高 さ １ ｃ ｍ 、 外 周 ２ ｍ ｍ 、 お よ び 厚 さ
約 ０ ． ２ ｍ ｍ の 合 成 樹 脂 製 毛 細 管 に 注 入 し た 。 ゲ ル が 固 体 に な っ た 後 、 毛 細 管 は 、 束 に さ
れ 、 高 さ 約 １ ｍ ｍ の 抗 体 を 産 生 す る た め の 部 分 を 横 断 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
そ の 後 、 抗 体 ア レ イ を ガ ラ ス 支 持 体 に 配 置 す る と と も に 、 抗 体 が 抗 原 と 結 合 可 能 に す る た
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め に 別 の ガ ラ ス 支 持 体 に 固 定 さ れ る 細 胞 と 接 触 さ せ た 。 抗 原 に 結 合 し た 抗 体 を 、 蛍 光 標 識
二 次 抗 体 に よ っ て 検 出 し 、 図 ３ に あ る よ う な 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
（ 実 施 例 ５ ： 蛍 光 免 疫 染 色 用 に 毛 細 管 中 に 形 成 さ れ た 抗 体 ア レ イ ）
第 １ に 蛍 光 標 識 抗 体 を 高 温 で 低 融 点 ア ガ ロ ー ス 溶 液 で 混 合 し 、 次 い で 毛 細 管 ア レ イ を 形 成
す る た め に 、 こ れ ら の 抗 体 溶 液 を 毛 細 管 に 注 入 し た 。 毛 細 管 中 で こ れ ら の 溶 液 が 凝 固 す る
よ う に 温 度 を 下 げ た 。 こ れ ら の 毛 細 管 を 、 高 さ １ ｍ ｍ 未 満 の 薄 い ア レ イ を 形 成 す る た め に
切 断 す る と と も に 、 合 成 樹 脂 固 体 支 持 体 に 置 い て 接 着 し た 。 抗 体 が 抗 原 と 接 触 可 能 に す る
た め に 、 ア レ イ を 、 カ バ ー ガ ラ ス に 配 置 さ れ た 固 定 さ れ た 細 胞 と 接 触 さ せ た 。 そ の 後 、 細
胞 と 抗 体 ア レ イ と を ２ 時 間 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 そ の 後 、 温 度 を 下 げ 、 ア レ
イ と 細 胞 と を 分 離 し た 。 カ バ ー ガ ラ ス 上 の 細 胞 を そ の 後 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 顕 微 鏡 で 観 察 し
た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
（ 実 施 例 ６ ： 二 重 染 色 に お け る 抗 体 ア レ イ の 使 用 ）
１ ０ ０ の ス ポ ッ ト を 有 す る 抗 体 ア レ イ を 形 成 し 、 各 ス ポ ッ ト は １ 種 ま た は ２ 種 の 抗 体 を 含
有 し た 。 ２ つ の 異 な る 抗 体 が 固 定 化 さ れ た ス ポ ッ ト で は 、 こ れ ら の 抗 体 の う ち 一 方 が マ ウ
ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 他 方 が ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ た 。 こ の ア レ イ は
、 カ バ ー ガ ラ ス に 播 種 さ れ た Ａ ４ ３ １ 細 胞 を 染 色 す る た め に 用 い ら れ た 。 染 色 後 、 Ａ ４ ３
１ 細 胞 を 、 Ｃ ｙ ２ 標 識 抗 ウ サ ギ ヤ ギ 二 次 抗 体 、 お よ び Ｃ ｙ ３ 標 識 抗 マ ウ ス ヤ ギ 二 次 抗 体 と
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 抗 原 の 有 無 お よ び 位 置 を 、 蛍 光 顕 微 鏡 に よ っ て 検 査 し た （ 図 ４
ａ ， 図 ４ ｂ ） 。 ２ 種 の 抗 体 が 存 在 す る 位 置 に 、 ２ 種 の 対 応 す る 抗 原 が 観 察 さ れ た 。 ２ 種 の
抗 体 ／ 抗 原 は 異 な る 標 識 お よ び 異 な る 細 胞 局 在 化 に よ っ て 区 別 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 図 ４
に お い て タ ン パ ク 質 Ｙ Ｙ １ の 核 局 在 化 と タ ン パ ク 質 ｐ １ ３ ０ ｃ ａ ｓ の 膜 局 在 化 と は 個 別 に
（ 図 ４ ａ の 左 お よ び 中 央 ） 、 か つ 一 緒 に （ 図 ４ ａ の 右 お よ び 図 ４ ｂ ） 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
（ 実 施 例 ７ ： 細 胞 試 料 間 の タ ン パ ク 質 発 現 を 比 較 す る た め の 抗 体 ア レ イ 染 色 の 使 用 ）
様 々 な シ グ ナ ル 経 路 に 関 係 す る ２ ４ ０ 種 の タ ン パ ク 質 に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
お よ び ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 を 含 有 す る 抗 体 ア レ イ を 、 前 述 の 実 施 例 に 記 載 さ
れ た よ う に 産 生 し た 。 そ し て 、 ２ ４ ０ 種 の タ ン パ ク 質 の 有 無 を 検 出 し 、 研 究 に 広 く 用 い ら
れ る ２ つ の ヒ ト 癌 細 胞 系 、 Ａ ４ ３ １ 細 胞 お よ び Ｍ Ｅ １ ８ ０ 細 胞 の 間 で 比 較 し た 。 こ の 結 果
は 、 ２ つ の 細 胞 試 料 が 相 当 異 な る タ ン パ ク 質 発 現 パ タ ー ン を 有 す る こ と を 示 し た 。 ２ ４ ０
種 の タ ー ゲ ッ ト タ ン パ ク 質 の 多 く は 、 Ａ ４ ３ １ 細 胞 お よ び Ｍ Ｅ １ ８ ０ 細 胞 に お い て 異 な っ
て 発 現 さ れ た （ 図 ５ ） 。 た と え ば 、 Ａ ４ ３ １ 細 胞 は Ｍ Ｅ １ ８ ０ 細 胞 よ り も 、 Ｃ ｂ ｌ 、 ｃ ｏ
ｒ ｔ ａ ｃ ｔ ｉ ｎ 、 Ｎ ｅ ｕ 、 Ｈ Ｓ Ｐ ７ ０ 、 Ｊ Ｎ Ｋ １ 、 ｐ ５ ３ 、 Ｒ ａ ｆ － １ お よ び Ｓ ｔ ａ ｔ １
を 多 く 発 現 す る 一 方 で 、 Ｇ Ｓ Ｋ － ３ α 、 Ｓ ｋ ｐ ２ ｐ ４ ５ 、 Ｐ ｌ ｋ ３ 、 お よ び Ｓ ｔ ａ ｔ ５ ａ
を 少 な く 発 現 す る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 発 現 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て も 検
査 さ れ た （ 図 ６ ） 。 そ し て こ の 結 果 は 、 ２ つ の 相 互 に 関 連 し て い る 方 法 で 得 ら れ 、 抗 体 ア
レ イ 染 色 が タ ン パ ク 質 発 現 を プ ロ フ ィ ル す る 有 効 な 方 法 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
（ 実 施 例 ８ ： 抗 体 ア レ イ に よ る 経 路 活 性 化 の 検 出 ）
活 性 化 し た タ ン パ ク 質 （ リ ン 酸 タ ン パ ク 質 ） に 特 異 的 な 抗 体 は 、 抗 体 ア レ イ を 形 成 す る た
め に 用 い ら れ 、 こ れ ら の ア レ イ は 生 体 試 料 中 の 活 性 化 し た タ ン パ ク 質 の 有 無 を 検 査 す る た
め に 用 い ら れ た 。 活 性 化 し た タ ン パ ク 質 の 有 無 は 、 一 定 の 情 報 伝 達 経 路 が 試 料 中 で 活 性 化
さ れ る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
（ 実 施 例 ９ ： タ ン パ ク 質 溶 解 物 中 の 特 定 の タ ン パ ク 質 の 検 出 ）
本 実 施 例 に お い て 、 Ｓ ｔ ａ ｔ １ 組 換 え タ ン パ ク 質 を 含 有 す る ５ ０ μ ｇ の 細 菌 溶 解 物 は 、 １
平 方 セ ン チ メ ー ト ル の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 固 定 化 し た 。 そ の 後 、 溶 解 物 膜 を 、 ナ イ ロ ン
膜 に お い て Ｓ ｔ ａ ｔ １ 抗 体 を 含 む 複 数 の 抗 体 を 含 有 す る 抗 体 ア レ イ と 接 触 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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１ ～ ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 い く つ か の 抗 体 は 、 前 記 溶 解 物 中 で 対 応 す る 抗 原
と 結 合 し た 。 溶 解 物 膜 と 抗 体 ア レ イ と が 物 理 的 に 分 離 し た と き 、 い く つ か の 抗 体 を 、 抗 体
ア レ イ 支 持 体 か ら 解 離 す る と と も に 、 抗 原 と の 相 互 作 用 が 起 因 し て 溶 解 物 支 持 体 に 結 合 し
た 。 溶 解 物 ス ラ イ ド に 結 合 さ れ た 抗 体 の 量 は 、 溶 解 物 に 存 在 す る 抗 原 の 存 在 量 に 左 右 さ れ
る 。 抗 体 を 、 Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 二 次 抗 体 に よ っ て 検 出 し 、 増 強 化 学 発 光 （ Ｅ Ｃ Ｌ ） 反 応 に よ っ て
視 覚 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
（ 実 施 例 １ ０ ： Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 一 次 抗 体 に よ る Ｓ ｔ ａ ｔ １ タ ン パ ク 質 の 検 出 ）
本 実 施 例 は 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 複 合 Ｓ ｔ ａ ｔ １ 一 次 抗 体 が
、 酵 素 複 合 二 次 抗 体 が 検 出 に 必 要 と さ れ な い よ う に 用 い ら れ る 点 を 除 い て は 実 施 例 ９ と 類
似 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
（ 実 施 例 １ １ ： タ ン パ ク 質 Ａ 突 然 変 異 体 を 介 し て 固 定 化 さ れ た 抗 体 ア レ イ に よ る 染 色 ）
本 実 施 例 に お い て 、 １ つ の 抗 体 結 合 ド メ イ ン を 有 す る 組 換 え タ ン パ ク 質 Ａ 突 然 変 異 体 を 、
第 １ に 支 持 体 に 固 定 化 し 、 次 い で Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 抗 体 を 、 抗 体 ア レ イ を 形 成 す る タ ン パ ク 質 Ａ
突 然 変 異 体 と の 相 互 作 用 を 介 し て 該 支 持 体 に 固 定 化 し た 。 こ の よ う に し て 形 成 さ れ た 抗 体
ア レ イ を 、 別 の 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 溶 解 物 と 接 触 さ せ た 。 １ 時 間 の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン の 後 、 抗 体 ア レ イ を 除 去 す る と と も に 、 タ ン パ ク 質 試 料 支 持 体 に 結 合 し た 抗 体
を Ｅ Ｃ Ｌ 反 応 を 介 し て 検 出 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
（ 実 施 例 １ ２ ： Ｓ Ｄ Ｓ ／ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る タ ン パ ク 質 試 料 の 分 離 ）
本 実 施 例 に お い て 、 カ ー テ ン ゲ ル を 用 い る Ｓ Ｄ Ｓ ／ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 、 Ａ ４ ３ １ の タ ン パ
ク 質 溶 解 物 を 分 離 す る と と も に 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に 移 動 し た 。 よ く 研 究 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対
す る １ ２ 種 の 抗 体 を 含 有 す る 抗 体 ア レ イ は 、 ナ イ ロ ン 膜 を 支 持 体 と し て 用 い て 形 成 さ れ 、
こ の ア ッ セ イ に 用 い ら れ た 。 抗 体 を 、 長 方 形 に 固 定 化 す る と と も に 、 形 成 さ れ た ア レ イ が
Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に 固 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 溶 解 物 と 接 触 す る と き に 抗 体 が 対 応 す る 抗 原 と 結 合
し 得 る よ う に 、 ア レ イ に 入 念 に 配 置 し た 。 抗 体 と 抗 原 と の 結 合 後 、 ナ イ ロ ン 膜 支 持 体 を Ｐ
Ｖ Ｄ Ｆ 膜 か ら 除 去 し た 。 対 応 す る 抗 原 と の 相 互 作 用 を 介 し て Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に 付 着 し た 抗 体 を
、 Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 二 次 抗 体 を 用 い て 検 出 し 、 Ｅ Ｃ Ｌ 反 応 に よ っ て 明 ら か に し た 。 図 ７ に 示 す よ
う に 、 数 種 の 抗 体 を Ａ ４ ３ １ 細 胞 中 で 発 現 し た よ う に 検 出 し た 。 そ し て こ れ ら は 予 期 さ れ
る 分 子 量 の 位 置 で Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に お い て 検 出 さ れ る 。 誤 っ た 位 置 で 意 図 的 に 固 定 化 さ れ た 抗
体 は 比 較 的 低 い 信 号 を 与 え 、 こ の 方 法 が タ ン パ ク 質 発 現 を 有 効 に プ ロ フ ィ ル す る こ と を 示
唆 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
（ 実 施 例 １ ３ ： ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る タ ン パ ク 質 試 料 の 分 離 ）
本 実 施 例 は 、 タ ン パ ク 質 が ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 さ れ る と と も に 、 ポ リ ビ ニ リ
デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド （ Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ ） 膜 に 移 動 さ れ る 点 を 除 い て 、 実 施 例 １ ２ と 類 似 す る 。 そ
の 後 、 溶 解 物 膜 を 、 複 数 の 抗 体 を 含 有 し 、 か つ 各 抗 体 が 抗 原 と 接 触 す る よ う に 所 定 位 置 で
抗 体 を そ れ ぞ れ 固 定 化 し た 抗 体 ア レ イ と 接 触 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
（ 実 施 例 １ ４ ： 抗 体 ア レ イ に よ る タ ン パ ク 質 試 料 の 分 離 ）
本 実 施 例 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 抗 体 ア レ イ に よ っ て 第 １ に 分 離 さ れ 、 か つ 集 中 さ れ る 。
共 有 結 合 で 支 持 体 に 抗 体 を 固 定 す る こ と に よ っ て 抗 体 ア レ イ を 形 成 し 、 次 い で 該 ア レ イ を
、 タ ン パ ク 質 が ア レ イ に 固 定 化 さ れ た 各 抗 体 に よ っ て 捕 捉 か つ 分 離 さ れ る よ う に タ ン パ ク
質 試 料 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 そ の 後 、 抗 原 を 、 抗 体 か ら 解 離 す る と と も に 、 試 料 支
持 体 に 移 動 か つ 固 定 化 し た 。 抗 体 が 共 有 結 合 で 固 定 化 さ れ た こ と か ら 、 試 料 支 持 体 に 移 動
し た も の は 全 く な い か 、 ま た は ほ ん の 少 し で あ っ た 。 そ の 後 、 同 じ 抗 原 の 抗 体 が 抗 体 が 第
１ 抗 体 ア レ イ に 存 在 す る の と 同 じ 対 応 位 置 に 存 在 す る よ う に し て 、 二 次 抗 体 ア レ イ を 形 成
し た 。 第 ２ 抗 体 ア レ イ が 、 抗 原 が 固 定 化 さ れ た 試 料 支 持 体 と 接 触 し た と き に 、 各 抗 体 は 、
対 応 す る 抗 原 と 接 触 し 、 か つ 結 合 し た 。 結 合 後 、 ア レ イ を 試 料 支 持 体 か ら 分 離 し た 。 い く
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つ か の 抗 体 が こ れ ら の 抗 原 と 結 合 し た こ と か ら 、 抗 体 は ア レ イ 支 持 体 か ら 解 離 す る と と も
に 、 試 料 支 持 体 に 結 合 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
い く つ か の 図 に お い て 本 発 明 の 特 徴 を 示 す け れ ど も 、 こ れ は あ く ま で 、 便 宜 の た め だ け で
あ っ て 、 何 ら か の 特 徴 を 本 発 明 に 従 っ た 他 の い ず れ か の ま た は 他 の す べ て の 特 徴 と 組 合 わ
せ て も よ い 。 他 の 実 施 形 態 お よ び 変 形 は 、 当 業 者 に 想 到 さ れ る で あ ろ う し 、 特 許 請 求 の 範
囲 に 記 載 さ れ た 請 求 項 の 範 囲 内 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
【 図 １ 】 複 数 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の 本 発 明 の 好 適 な 方 法 を 概 略 的 に 示 す 図 で あ る
。
【 図 ２ 】 複 数 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の 本 発 明 の 好 適 な 方 法 お よ び ア レ イ を 用 い た 後
の 結 果 を 示 す 。 こ の 例 に お い て 、 Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 細 胞 を 、 ２ ０ ０ 種 の 抗 体 の ア レ イ に よ っ て 染 色
し た 。 こ の 染 色 を 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 媒 介 し た 基 質 と し て の Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ ／ Ｎ Ｂ Ｔ と
の 呈 色 反 応 に よ っ て 観 察 し た 。
【 図 ３ ａ 】 蛍 光 染 色 を 用 い る 本 発 明 の 好 適 な 方 法 お よ び ア レ イ を 用 い た 後 の 結 果 を 示 す 。
２ ０ ０ 種 の ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 。 １ つ の 位 置 で の タ ン パ ク 質 Ｉ Ｒ Ｆ １ の 染
色 を ３ ０ ０ μ ｍ の 目 盛 で 示 す 。
【 図 ３ ｂ 】 ３ ０ μ ｍ の 目 盛 で の 図 ３ ａ の 画 像 の 部 分 拡 大 図 で あ る 。
【 図 ３ ｃ 】 蛍 光 染 色 を 用 い る 本 発 明 の 好 適 な 方 法 お よ び ア レ イ を 用 い た 後 の 結 果 を 示 す 。
２ ０ ０ 種 の ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 。 １ つ の 位 置 で の 目 印 の 分 子 １ ４ － ３ － ３
β の 染 色 を 示 す 。
【 図 ３ ｄ 】 図 ３ ｃ の 画 像 の 部 分 拡 大 図 で あ る 。
【 図 ３ ｅ 】 蛍 光 染 色 を 用 い る 本 発 明 の 好 適 な 方 法 お よ び ア レ イ を 用 い た 後 の 結 果 を 示 す 。
２ ０ ０ 種 の ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 。 １ つ の 位 置 で の 細 胞 接 着 性 タ ン パ ク 質 β
－ カ テ ニ ン の 染 色 を 示 す 。
【 図 ３ ｆ 】 図 ３ ｅ の 画 像 の 部 分 拡 大 図 で あ る 。
【 図 ３ ｇ 】 蛍 光 染 色 を 用 い る 本 発 明 の 好 適 な 方 法 及 び ア レ イ を 用 い た 後 の 結 果 を 示 す 。 ２
０ ０ 種 の ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 。 １ つ の 位 置 で の 転 写 因 子 Ｅ ｔ ｓ － １ の 染 色
を 示 す 。
【 図 ３ ｈ 】 図 ３ ｇ の 画 像 の 部 分 拡 大 図 で あ る 。
【 図 ４ ａ 】 Ａ ４ ３ １ 細 胞 を 、 ウ サ ギ 抗 Ｙ Ｙ １ 抗 体 （ 左 側 緑 ） 、 マ ウ ス 抗 ｐ １ ３ ０ ｃ ａ ｓ 抗
体 （ 中 央 赤 ） 、 な ら び に Ｙ Ｙ １ 抗 体 （ 右 側 緑 ） お よ び ｐ １ ３ ０ ｃ ａ ｓ 抗 体 （ 右 側 赤 ） の 両
方 を 隣 接 す る 位 置 で 含 有 す る ア レ イ に よ っ て 染 色 し た 本 発 明 の 好 適 な 方 法 お よ び ア レ イ を
用 い た 後 の 結 果 を 示 す 。 抗 ウ サ ギ Ｃ ｙ ２ 標 識 ヤ ギ 二 次 抗 体 と 、 抗 マ ウ ス Ｃ ｙ ３ 標 識 ヤ ギ 二
次 抗 体 と を 用 い た 。
【 図 ４ ｂ 】 図 ４ ａ で 示 す Ｙ Ｙ １ （ 緑 ） お よ び ｐ １ ３ ０ ｃ ａ ｓ （ 赤 ） の 二 重 染 色 の 拡 大 図 で
あ る 。
【 図 ５ 】 ２ つ の 生 体 試 料 に お い て タ ン パ ク 質 発 現 を 検 出 す る 本 発 明 の 好 適 な 方 法 お よ び ア
レ イ を 用 い た 後 の 結 果 を 示 す 。 Ｍ Ｅ １ ８ ０ 細 胞 に お け る タ ン パ ク 質 発 現 は 左 に 示 し 、 Ａ ４
３ １ 細 胞 に お け る タ ン パ ク 質 発 現 は 右 に 示 す 。 ２ ４ ０ 種 の 抗 体 を 有 す る 抗 体 ア レ イ を こ の
実 施 例 に 用 い る 。 染 色 を 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 媒 介 し た 基 質 と し て の Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ ／ Ｎ
Ｂ Ｔ と の 呈 色 反 応 に よ っ て 観 察 し た 。
【 図 ６ 】 図 ５ に 示 す タ ン パ ク 質 発 現 の 相 違 を 決 定 す る た め に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を
用 い た 結 果 を 示 す 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 検 出 さ れ た Ｍ Ｅ １ ８ ０ 細 胞 中 （ 左
側 レ ー ン ） お よ び Ａ ４ ３ １ 細 胞 中 （ 右 側 レ ー ン ） の １ ９ の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 示 す 。 試 験
さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 Ａ ， Ｃ ｂ ｌ （ １ ２ ０ ｋ Ｄ ） 、 Ｂ ， Ｃ ｂ ｃ ２ （ ３ ４ ｋ Ｄ ） 、 Ｃ ， Ｃ ｏ
ｒ ｔ ａ ｃ ｔ ｉ ｎ （ ８ ０ ｋ Ｄ ） 、 Ｄ ， Ｎ ｅ ｕ （ １ ８ ５ ｋ Ｄ ） 、 Ｅ ， Ｅ Ｒ Ｋ １ （ ４ ４ ｋ Ｄ ） 、
Ｆ ， Ｅ ｔ ｓ － １ （ ５ １ ｋ Ｄ ） 、 Ｇ ， Ｇ Ｓ Ｋ － ３ α （ ５ １ ｋ Ｄ ） 、 Ｈ ， Ｈ Ｓ Ｐ ７ ０ （ ７ ０ ｋ
Ｄ ） 、 Ｉ ， Ｊ Ｎ Ｋ １ （ ４ ６ ｋ Ｄ ） 、 Ｊ ， Ｌ ｙ ｎ （ ５ ６ ｋ Ｄ ） 、 Ｋ ， Ｎ Ｆ ｋ Ｂ  ｐ ５ ０ （ ５
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０ ｋ Ｄ ） 、 Ｌ ， Ｓ ｋ ｐ ２  ｐ ４ ５ （ ４ ５ ｋ Ｄ ） 、 Ｍ ， ｐ ５ ３ （ ５ ３ ｋ Ｄ ） 、 Ｎ ， Ｐ ｌ ｋ ３
（ ７ ０ ｋ Ｄ ） 、 Ｏ ， Ｓ Ｈ － Ｐ Ｔ Ｐ ２ （ ６ ０ ｋ Ｄ ） 、 Ｐ ， Ｒ ａ ｆ － １ （ ７ ４ ｋ Ｄ ） 、 Ｑ ， Ｒ
ｂ  ｐ １ ０ ７ （ １ ０ ７ ｋ Ｄ ） 、 Ｒ ， Ｓ ｔ ａ ｔ １ （ ８ ４ ｋ Ｄ ） 、 お よ び Ｓ ， Ｓ ｔ ａ ｔ ５ ａ （
９ ５ ｋ Ｄ ） で あ る 。 図 ５ の 各 抗 体 に 対 応 す る 位 置 を 上 端 に 示 す 。 等 し い 培 養 領 域 を 占 め る
Ａ ４ ３ １ お よ び Ｍ Ｅ １ ８ ０ 細 胞 の タ ン パ ク 質 溶 解 物 を 各 レ ー ン に 入 れ る 。
【 図 ７ 】 Ｓ Ｄ Ｓ ／ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 分 離 さ れ た Ａ ４ ３ １ 細 胞 の タ ン パ ク 質 溶 解 物 中 の タ ン
パ ク 質 発 現 を 検 出 す る 本 発 明 の 好 適 な 方 法 お よ び ア レ イ を 用 い た 後 の 結 果 を 示 す 。 １ ２ 種
の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 が 特 定 の 位 置 で 固 定 化 さ れ た 。 検 査 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 １ ，
Ｉ Ｋ Ｋ ｂ ｅ ｔ ａ 、 ２ ， Ｅ ２ Ｆ １ 、 ３ ， Ｅ Ｒ Ｋ ２ 、 ４ ， １ ４ － ３ － ３ 、 ５ ， Ｒ ｂ  ｐ １ ０ ７
、 ６ ， Ｅ Ｒ Ｋ １ ｃ ｏ ｎ ｔ ｒ ｏ ｌ （ 抗 体 は 抗 原 の 存 在 し な い 位 置 で 固 定 化 さ れ た 。 ） 、 ７ ，
Ｅ ｔ ｓ － １ 、 ８ ， Ｅ Ｒ Ｋ １ 、 ９ ， Ｓ ｔ ａ ｔ １ 、 １ ０ ， １ ４ － ３ － ３ ｃ ｏ ｎ ｔ ｒ ｏ ｌ 、 １ １
， Ｊ Ｎ Ｋ １ 、 １ ２ ， Ｓ ｔ ａ ｔ ２ 、 １ ３ ， Ｌ ｙ ｎ 、 お よ び １ ４ ， ｐ ３ ８ で あ る 。 各 抗 体 に 対
応 す る 位 置 を 、 対 応 す る ス ポ ッ ト の 右 側 に 示 す 。
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