
(57)【要約】
　ターゲット分子を結合することができる大容量アッセイ・プラットフォームは、支持体
及び上記支持体に結合した重合体マトリックスを含む。前記重合体マトリックスは、複数
の重合体分子を含む。ここで、前記重合体分子の少なくともいくつかが直接支持体に共有
結合し、かつ、その分子の少なくともいくつかが他の重合体分子と架橋される。前記重合
体分子のいくつかは、それに共有結合した少なくとも 1つの結合リガンドをもち、そして
支持体上の重合体マトリックスの密度は、少なくとも 2μ g/cm2である。

JP 2005-514583 A 2005.5.19



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 支 持 体 及 び 当 該 支 持 体 に 結 合 し た 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 含 む ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー
ム で あ っ て 、 こ こ で 、 上 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が タ ー ゲ ッ ト 分 子 に 結 合 す る こ と が で き 、
上 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 複 数 の 重 合 体 分 子 を 含 み 、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ
か が 上 記 支 持 体 に 直 接 共 有 結 合 し 、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か が 他 の 重 合 体 分
子 と 架 橋 さ れ 、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か が そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1
つ の 結 合 リ ガ ン ド を も ち 、 そ し て 上 記 支 持 体 上 の 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の 密 度 が 少 な く と も
2 μ g/cm 2 で あ る 、 前 記 ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 支 持 体 上 の 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の 密 度 が 、 4 μ g/cm 2 ～ 30 μ g/cm 2 で あ る 、 請 求 項 1
に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 支 持 体 上 の 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の 密 度 が 、 6 μ g/cm 2 ～ 15 μ g/cm 2 で あ る 、 請 求 項 1
に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 少 な く と も 1 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有 す る 、 請 求
項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 1.2 nmol/cm 2 ～ 185 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有 す る
、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 1.5 nmol/cm 2 ～ 90 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有 す る
、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 1.8 nmol/cm 2 ～ 15 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有 す る
、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 支 持 体 が 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ
ォ ー ム 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト が 、 96、 384又 は 1536ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン 又 は ポ リ プ ロ ピ
レ ン ・ マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト で あ る 、 請 求 項 8に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 支 持 体 が MALDIプ レ ー ト で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 支 持 体 が ガ ラ ス で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 支 持 体 が プ ラ ス チ ッ ク で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 重 合 体 分 子 が 天 然 重 合 体 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 重 合 体 分 子 が デ キ ス ト ラ ン 重 合 体 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ
ォ ー ム 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 重 合 体 分 子 が 合 成 重 合 体 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 3.5 kDa未 満 の 分 子 量 を も つ タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 少 な く と も 1
 nmol/cm 2 の 量 で 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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　 前 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 3.5 kDa～ 500 kDaの 分 子 量 を も つ タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 0.5 μ
g/cm 2 ～ 20 μ g/cm 2 の 量 で 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ
ォ ー ム 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 10 kDa～ 500 kDaの 分 子 量 を も つ タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 1 μ g/c
m 2 ～ 20 μ g/cm 2 の 量 で 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ
ー ム 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 10 kDa～ 350 kDaの 分 子 量 を も つ タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 2 μ g/c
m 2 ～ 20 μ g/cm 2 の 量 で 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ
ー ム 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 10 kDa～ 350 kDaの 分 子 量 を も つ タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 3 μ g/c
m 2 ～ 15 μ g/cm 2 の 量 で 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ
ー ム 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 10 kDa～ 350 kDaの 分 子 量 を も つ タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 4 μ g/c
m 2 ～ 10 μ g/cm 2 の 量 で 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ
ー ム 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 結 合 リ ガ ン ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド ・ タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項
1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 最 大 350 kDaの 分 子 量 を も つ ポ リ ペ プ チ ド ・ タ ー ゲ ッ ト 分
子 を 少 な く と も 2 μ g/cm 2 の 量 で 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ
ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 結 合 リ ガ ン ド が 金 属 キ レ ー ト を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー
ム 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 金 属 キ レ ー ト が 、 イ ミ ノ 二 酢 酸 、 ニ ト リ ロ 酢 酸 又 は そ の ア ナ ロ グ で あ る 、 請 求 項 24
に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 結 合 リ ガ ン ド が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 結 合 す る こ と が で き る 、 請
求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 結 合 リ ガ ン ド が 、 mRNAタ ー ゲ ッ ト 分 子 を 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 1に 記 載 の
ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 結 合 リ ガ ン ド が 、 DNAタ ー ゲ ッ ト 分 子 を 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア
ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 結 合 リ ガ ン ド が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ
ォ ー ム 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 結 合 リ ガ ン ド が 、 ス ペ ー サ を 介 し て 重 合 体 分 子 に 共 有 結 合 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の
ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 ス ペ ー サ が リ ジ ン 分 子 を 含 む 、 請 求 項 30に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
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　 前 記 ス ペ ー サ が さ ら に ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 分 子 を 含 む 、 請 求 項 30に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ
ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト で あ り 、 前 記 重 合 体 分 子 が デ キ ス
ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 前 記 結 合 リ ガ ン ド が ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト で あ り 、 か つ 、 前 記 重 合 体
マ ト リ ッ ク ス が 、 1.5 nmol/cm 2 ～ 7.5 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有 す る 、 請 求 項 1に
記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト で あ り 、 前 記 重 合 体 分 子 が デ キ ス
ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 前 記 結 合 リ ガ ン ド が ガ リ ウ ム 若 し く は 鉄 キ レ ー ト で あ り 、 か つ 、 前
記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 1.5 nmol/cm 2 ～ 7.5 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有 す る 、 請
求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト で あ り 、 前 記 重 合 体 分 子 が デ キ ス
ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 前 記 結 合 リ ガ ン ド が グ ル タ チ オ ン で あ り 、 か つ 、 前 記 重 合 体 マ ト リ
ッ ク ス が 、 1.5 nmol/cm 2 ～ 7.5 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の
ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ プ ロ ピ レ ン 又 は ポ リ カ ー ボ ネ ー ト ・ プ レ ー ト で あ り 、
前 記 重 合 体 分 子 が デ キ ス ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 か つ 、 前 記 結 合 リ ガ ン ド が オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト 又 は マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ プ ロ ピ レ
ン ・ プ レ ー ト で あ り 、 前 記 重 合 体 分 子 が デ キ ス ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 前 記 結 合 リ ガ ン ド が
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ り 、 か つ 、 前 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 1.5 μ g/cm 2 ～ 7.5 μ gの
/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト で あ り 、 前 記 重 合 体 分 子 が デ キ ス
ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 前 記 結 合 リ ガ ン ド が 、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G、 プ ロ テ イ ン L又
は そ の 混 合 物 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ 、 か つ 、 前 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 1.5 μ g/cm 2 ～ 7
.5 μ g/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム
。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 支 持 体 及 び 当 該 支 持 体 に 結 合 し た 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 含 む ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー
ム の 製 造 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 　 上 記 支 持 体 と 、 反 復 単 位 を も つ 複 数 の 重 合 体 分 子 を 含 む 重 合 体 組 成 物 と を 、 接 触 さ せ
、 こ こ で 、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ
の 反 応 基 を も ち 、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と
も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も ち 、 上 記 重 合 体 分 子 が 、 少 な く と も 100 kDaの 平 均 分 子 量 を も ち
、 か つ 、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も 25%が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 反 応 基
及 び 少 な く と も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も つ ； そ し て
　 　 反 応 基 を 活 性 化 し て 、 少 な く と も い く つ か の 重 合 体 分 子 を 直 接 支 持 体 に 共 有 結 合 さ せ
、 か つ 、 支 持 体 に 結 合 し た 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 形 成 す る よ う に 重 合 体 分 子 間 の 架 橋 を 誘
発 す る 、
を 含 む 、 こ こ で 、 上 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 結 合 す る こ と が で き る 上 記
製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 重 合 体 分 子 の 全 て が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も ち 、
か つ 、 前 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 反 応 基 を も た な い 、
請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ １ 】
　 反 応 基 を 活 性 化 す る 前 に 、 前 記 支 持 体 上 の 重 合 体 組 成 物 を 乾 燥 さ せ る ス テ ッ プ を さ ら に
含 む 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 異 な る 結 合 リ ガ ン ド を そ れ に 結 合 さ せ る こ と に よ り 形 成 さ れ た 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス 内 の
結 合 リ ガ ン ド を 誘 導 体 化 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 41に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 反 応 基 が 、 ス ペ ー サ を 介 し て 重 合 体 分 子 に 共 有 結 合 す る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 ス ペ ー サ が リ ジ ン 分 子 を 含 む 、 請 求 項 43に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 ス ペ ー サ が ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 分 子 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 43に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 反 応 基 が 、 α 、 β 不 飽 和 ケ ト ン 光 反 応 基 で あ り 、 か つ 、 上 記 光 反 応 基 が 、 約 1,000 
mW/cm 2 ～ 約 5,000 mW/cm 2 の 光 に 晒 さ れ る こ と に よ っ て 活 性 化 さ れ る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 反 応 基 が 、 α 、 β 不 飽 和 ケ ト ン 光 反 応 基 で あ り 、 か つ 、 上 記 光 反 応 基 が 、 約 1,000 
mW/cm 2 ～ 約 3,000 mW/cm 2 の 光 に 晒 さ れ る こ と に よ っ て 活 性 化 さ れ る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 反 応 基 が 、 α 、 β 不 飽 和 ケ ト ン 光 反 応 基 で あ り 、 か つ 、 上 記 光 反 応 基 が 、 約 1,500 
mW/cm 2 ～ 約 2,500 mW/cm 2 の 光 に 晒 さ れ る こ と に よ っ て 活 性 化 さ れ る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 反 応 基 が 、 α 、 β 不 飽 和 ケ ト ン 光 反 応 基 で あ り 、 か つ 、 上 記 光 反 応 基 が 、 約 3 J/cm
2 ～ 約 6 J/cm 2 の 光 に 晒 さ れ る こ と に よ っ て 活 性 化 さ れ る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 反 応 基 が ベ ン ゾ フ ェ ノ ン 基 で あ り 、 か つ 、 上 記 光 反 応 基 が 、 0.5秒 /cm 2 ～ 50秒 /cm 2

の 間 光 に 晒 さ れ る こ と に よ っ て 活 性 化 さ れ る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 大 量 の 前 記 重 合 体 組 成 物 を 支 持 体 と 接 触 さ せ て 4 μ g/cm 2 ～ 30 μ g/cm 2 の 密 度 を 有 す る
重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 大 量 の 前 記 重 合 体 組 成 物 を 支 持 体 と 接 触 さ せ て 6 μ g/cm 2 ～ 15 μ g/cm 2 の 密 度 を 有 す る
重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 大 量 の 前 記 重 合 体 組 成 物 を 支 持 体 と 接 触 さ せ て 少 な く と も 1 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密
度 を 有 す る 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 大 量 の 前 記 重 合 体 組 成 物 を 支 持 体 と 接 触 さ せ て 1.2 nmol/cm 2 ～ 185 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ
ン ド 密 度 を 有 す る 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 大 量 の 前 記 重 合 体 組 成 物 を 支 持 体 と 接 触 さ せ て 1.5 nmol/cm 2 ～ 90 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ
ン ド 密 度 を 有 す る 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 大 量 の 前 記 重 合 体 組 成 物 を 支 持 体 と 接 触 さ せ て 1.8 nmol/cm 2 ～ 15 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ
ン ド 密 度 を 有 す る 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 反 応 基 が 共 有 結 合 し た 前 記 重 合 体 分 子 が 、 200の 反 復 単 位 に つ き 1つ 未 満 の 反 応 基 を も つ

10

20

30

40

50

(5) JP 2005-514583 A 2005.5.19



、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 反 応 基 が 共 有 結 合 し た 前 記 重 合 体 分 子 が 、 600の 反 復 単 位 に つ き 1つ 未 満 の 反 応 基 を も つ
、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 結 合 リ ガ ン ド が 共 有 結 合 し た 前 記 重 合 体 分 子 が 、 1の 反 復 単 位 に つ き 1つ の 結 合 リ ガ ン ド
～ 100の 反 復 単 位 に つ き 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も つ 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 結 合 リ ガ ン ド が 共 有 結 合 し た 前 記 重 合 体 分 子 が 、 1の 反 復 単 位 に つ き 1つ の 結 合 リ ガ ン ド
～ 20の 反 復 単 位 に つ き 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も つ 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 重 合 体 分 子 が 、 300 kDa～ 6,000 kDaの 平 均 分 子 量 を も つ 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 前 記 重 合 体 分 子 が 、 400 kDa～ 3,000 kDaの 平 均 分 子 量 を も つ 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 前 記 重 合 体 分 子 が 、 500 kDa～ 2,000 kDaの 平 均 分 子 量 を も つ 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 反 応 基 及 び 結 合 リ ガ ン ド の 両 方 が 共 有 結 合 し た 重 合 体 分 子 の 割 合 が 、 25%～ 80%で あ る 、
請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 反 応 基 及 び 結 合 リ ガ ン ド の 両 方 が 共 有 結 合 し た 重 合 体 分 子 の 割 合 が 、 40%～ 75%で あ る 、
請 求 項 64に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 反 応 基 及 び 結 合 リ ガ ン ド の 両 方 が 共 有 結 合 し た 重 合 体 分 子 の 割 合 が 、 50%～ 60%で あ る 、
請 求 項 65に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 反 応 基 及 び 結 合 リ ガ ン ド の 両 方 が 共 有 結 合 し た 重 合 体 分 子 の 割 合 が 、 約 50%で あ る 、 請
求 項 66に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 前 記 結 合 リ ガ ン ド が 、 ス ペ ー サ を 介 し て 重 合 体 分 子 に 共 有 結 合 す る 、 請 求 項 39に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 前 記 ス ペ ー サ が リ ジ ン 分 子 を 含 む 、 請 求 項 68に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 前 記 ス ペ ー サ が ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 分 子 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 68に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 前 記 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト で あ る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 前 記 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト が 、 96ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト 、 96ウ ェ ル ・ ポ リ プ
ロ ピ レ ン ・ プ レ ー ト 、 384ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト 及 び 384ウ ェ ル ・ ポ リ プ ロ ピ レ
ン ・ プ レ ー ト か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 71に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 前 記 支 持 体 が MALDIプ レ ー ト で あ る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 前 記 支 持 体 が ガ ラ ス で あ る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 前 記 支 持 体 が プ ラ ス チ ッ ク で あ る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 前 記 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト で あ り 、 前 記 重 合 体 分 子 が デ キ ス
ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 前 記 結 合 リ ガ ン ド が ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト で あ り 、 か つ 、 大 量 の 前 記

10

20

30

40

50

(6) JP 2005-514583 A 2005.5.19



重 合 体 組 成 物 を 支 持 体 と 接 触 さ せ て 1.5 nmol/cm 2 ～ 7.5 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有
す る 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 前 記 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト で あ り 、 前 記 重 合 体 分 子 が デ キ ス
ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 前 記 結 合 リ ガ ン ド が ガ リ ウ ム 又 は 鉄 キ レ ー ト で あ り 、 か つ 、 大 量 の
前 記 重 合 体 組 成 物 を 支 持 体 と 接 触 さ せ て 1.5 nmol/cm 2 ～ 7.5 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度
を 有 す る 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 前 記 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト で あ り 、 前 記 重 合 体 分 子 が デ キ ス
ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 前 記 結 合 リ ガ ン ド が グ ル タ チ オ ン で あ り 、 か つ 、 大 量 の 前 記 重 合 体
組 成 物 を 支 持 体 と 接 触 さ せ て 1.5 nmol/cm 2 ～ 7.5 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有 す る 重
合 体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 前 記 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ プ ロ ピ レ ン ・ プ レ ー ト で あ り 、 前 記 重 合 体 分 子 が デ キ
ス ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 前 記 結 合 リ ガ ン ド が オ リ ゴ dTで あ り 、 か つ 、 大 量 の 前 記 重 合 体 組
成 物 を 支 持 体 と 接 触 さ せ て 1.5 nmol/cm 2 ～ 7.5 nmol/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有 す る 重 合
体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 前 記 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト 又 は マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ プ ロ ピ レ
ン ・ プ レ ー ト で あ り 、 前 記 重 合 体 分 子 が デ キ ス ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 前 記 結 合 リ ガ ン ド が
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ り 、 か つ 、 大 量 の 前 記 重 合 体 組 成 物 を 支 持 体 に 接 触 さ せ て 1.5 μ
g/cm 2 ～ 7.5 μ g/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有 す る 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る 、 請 求 項
39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 前 記 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト で あ り 、 前 記 重 合 体 分 子 が デ キ ス
ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 前 記 結 合 リ ガ ン ド が 、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G、 プ ロ テ イ ン L又
は そ の 混 合 物 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ 、 か つ 、 大 量 の 前 記 重 合 体 組 成 物 を 支 持 体 に 接 触 さ せ
て 1.5 μ g/cm 2 ～ 7.5 μ g/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を 有 す る 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る
、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 請 求 項 40に 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 請 求 項 41に 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 請 求 項 57に 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 請 求 項 58に 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 請 求 項 59に 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 請 求 項 60に 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 請 求 項 61に 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 請 求 項 62に 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 請 求 項 73に 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ９ ２ 】

10

20

30

40

50

(7) JP 2005-514583 A 2005.5.19



　 請 求 項 74に 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 請 求 項 75に 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 反 復 単 位 を も つ 複 数 の 重 合 体 分 子 を 含 む 重 合 体 組 成 物 で あ っ て 、 こ こ で 、 上 記 重 合 体 分
子 の 少 な く と も い く つ か が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 反 応 基 を も ち 、 上 記 重
合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を
も ち 、 上 記 重 合 体 分 子 が 、 少 な く と も 100 kDaの 平 均 分 子 量 を も ち 、 そ し て 上 記 重 合 体 分
子 の 少 な く と も 25%が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 反 応 基 及 び 少 な く と も 1つ の
結 合 リ ガ ン ド を も つ 上 記 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 前 記 重 合 体 分 子 が 、 少 な く と も 300 kDaの 平 均 分 子 量 を も つ 、 請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体
組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 前 記 重 合 体 分 子 の 全 て が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も ち 、
か つ 、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 反 応 基 を も た な い 、
請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 反 応 基 が 共 有 結 合 し た 前 記 重 合 体 分 子 が 、 200の 反 復 単 位 に つ き 1つ 未 満 の 反 応 基 を も つ
、 請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 反 応 基 が 共 有 結 合 し た 前 記 重 合 体 分 子 が 、 600の 反 復 単 位 に つ き 1つ 未 満 の 反 応 基 を も つ
、 請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 結 合 リ ガ ン ド が 共 有 結 合 し た 前 記 重 合 体 分 子 が 、 1の 反 復 単 位 に つ き 1つ の 結 合 リ ガ ン ド
～ 100の 反 復 単 位 に つ き 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も つ 、 請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 結 合 リ ガ ン ド が 共 有 結 合 し た 前 記 重 合 体 分 子 が 、 1の 反 復 単 位 に つ き 1つ の 結 合 リ ガ ン ド
～ 20の 反 復 単 位 に つ き 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も つ 、 請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 反 応 基 及 び 結 合 リ ガ ン ド の 両 方 が 共 有 結 合 し た 重 合 体 分 子 の 割 合 が 、 25%～ 80%で あ る 、
請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 反 応 基 及 び 結 合 リ ガ ン ド の 両 方 が 共 有 結 合 し た 重 合 体 分 子 の 割 合 が 、 40%～ 75%で あ る 、
請 求 項 101に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 反 応 基 及 び 結 合 リ ガ ン ド の 両 方 が 共 有 結 合 し た 重 合 体 分 子 の 割 合 が 、 50%～ 60%で あ る 、
請 求 項 102に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 反 応 基 及 び 結 合 リ ガ ン ド の 両 方 が 共 有 結 合 し た 重 合 体 分 子 の 割 合 が 、 約 50%で あ る 、 請
求 項 103に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 前 記 重 合 体 分 子 が 天 然 重 合 体 で あ る 、 請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 前 記 重 合 体 分 子 が デ キ ス ト ラ ン 重 合 体 で あ る 、 請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 前 記 重 合 体 分 子 が 合 成 重 合 体 で あ る 、 請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 前 記 結 合 リ ガ ン ド が 金 属 キ レ ー ト を 含 む 、 請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
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　 前 記 結 合 リ ガ ン ド が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 94に 記 載 の 重 合
体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 前 記 結 合 リ ガ ン ド が mRNAを 含 む 、 請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 前 記 結 合 リ ガ ン ド が DNAを 含 む 、 請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 前 記 結 合 リ ガ ン ド が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 94に 記 載 の 重 合 体 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 　
　 本 願 発 明 は 、 サ ン プ ル 中 又 は そ れ か ら の タ ー ゲ ッ ト 分 子 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 、 ヌ ク レ
オ チ ド 又 は 生 体 分 子 を 分 離 、 収 集 、 検 出 、 及 び /又 は 定 量 化 す る た め の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ
ト フ ォ ー ム に 関 す る 。 よ り 特 に 、 本 発 明 は 、 そ こ に 分 配 さ れ た リ ガ ン ド の 高 密 度 結 合 を 有
す る 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 担 持 す る マ ル チ ウ ェ ル ・ ア ッ セ イ ・ プ レ ー ト （ multiwell assa
y plates） 及 び 他 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 　
　 種 々 の ア プ ロ ー チ と 技 術 が 、 高 速 処 理 、 複 数 サ ン プ ル ・ ス ク リ ー ニ ン グ に 提 供 の た め の
ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム が 提 案 、 そ し て 利 用 さ れ て き た 。 マ ル チ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト は
、 例 え ば 結 合 相 互 作 用 を 検 出 す る た め に 処 理 さ れ た 。 こ れ ら の ア ッ セ イ ・ プ レ ー ト は 、 比
較 的 に 低 密 度 の 機 能 的 な 結 合 リ ガ ン ド し か も た な い 。 そ の 結 果 、 こ れ ら の ア ッ セ イ ・ プ レ
ー ト の 結 合 又 は 捕 獲 容 量 は 、 マ イ ク ロ グ ラ ム 未 満 の レ ベ ル に あ っ て 、 応 用 可 能 性 は 、 一 般
に 検 出 解 析 に 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 及 び ガ ラ ス 製 の 固 体 支 持 体 、 例 え ば マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー
ト 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 固 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ・ ビ ー ズ 、 シ ー ト 及 び 管 は 、 1 cm 2 に つ き
数 μ gの 量 の 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 高 分 子 量 タ ー ゲ ッ ト 分 子 の 結 合
及 び 分 離 に ふ さ わ し く な い 。 今 ま で 、 誰 も 、 大 量 の タ ン パ ク 質 及 び 他 の 分 子 成 分 を 結 合 す
る に 適 切 な 構 造 を 有 す る 高 密 度 、 大 容 量 、 3次 元 構 造 の 固 体 支 持 体 を 開 発 す る こ と が で き
な か っ た 。 合 成 及 び 天 然 重 合 体 を 支 持 体 に 共 有 結 合 さ せ る 試 み は 、 受 動 的 な 吸 着 に よ っ て
得 ら れ る 支 持 体 上 の 結 合 容 量 を 顕 著 に 増 加 さ せ る こ と に 成 功 し て い な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 プ ロ テ オ ミ ク ス の 急 成 長 分 野 に お い て 生 体 で 発 現 さ れ た 総 タ ン パ ク 質 を 分 離 及 び 同 定 す
る 課 題 は 、 サ ン プ ル の 準 備 、 精 製 及 び 特 徴 づ け の よ う な 技 術 の 進 歩 を 必 要 と す る 。 現 在 の
タ ン パ ク 質 及 び 他 の 分 子 の 分 離 方 法 は 、 一 般 に 時 間 が か る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 又 は 電 気 泳
動 技 術 を 使 う こ と を 含 め 、 多 く の 努 力 を 必 要 と す る 。 現 在 の 表 面 誘 導 体 化 マ ル チ ウ ェ ル プ
レ ー ト ・ シ ス テ ム は 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 及 び 他 の 生 体 分 子 の 特 徴 づ け の た め に 必 要 と さ れ
る マ イ ク ロ グ ラ ム 量 の 迅 速 な 分 離 の た め に 十 分 な 表 面 積 、 多 孔 度 及 び リ ガ ン ド 密 度 を 欠 い
て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 の 分 離 及 び 特 徴 づ け を 可 能 に す る 、 未 精 製 の 細 胞 抽 出 物 か ら の 1 cm 2 に つ き
数 μ g量 の タ ン パ ク 質 及 び 他 の 分 子 を 迅 速 に 、 そ し て 特 異 的 に 分 離 す る 方 法 を 開 発 す る た
め の 他 の 人 々 に よ る 試 み は 、 不 成 功 だ っ た 。 先 の 失 敗 し た 試 み は 、 大 量 の 及 び 様 々 な 天 然
及 び 合 成 分 子 を 、 標 準 的 な 有 機 又 は 光 化 学 的 手 段 を 通 し て 平 ら な 表 面 に 共 有 結 合 さ せ る こ
と を 含 ん で い た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
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本 発 明 の 分 野

本 発 明 の 背 景



　 　
　 本 発 明 は 、 支 持 体 及 び 上 記 支 持 体 に 結 合 さ れ た 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 含 む ア ッ セ イ ・ プ
ラ ッ ト フ ォ ー ム を 提 供 す る 。 こ こ で 、 上 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 結 合
す る こ と が で き 、 こ こ で 、 上 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 複 数 の 重 合 体 分 子 を 含 み 、 こ こ で
、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か が 、 直 接 的 に 支 持 体 に 共 有 結 合 し 、 こ こ で 、 上 記
重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か が 、 他 の 重 合 体 分 子 と 架 橋 さ れ 、 こ こ で 、 上 記 重 合 体 分
子 の 少 な く と も い く つ か が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を 有 し 、
並 び に こ こ で 、 支 持 体 上 の 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の 密 度 が 、 少 な く と も 2 μ g/cm 2 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 支 持 体 及 び 上 記 支 持 体 に 結 合 さ れ た 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 含 む ア ッ セ イ ・ プ
ラ ッ ト フ ォ ー ム を 作 製 す る 方 法 を も 提 供 す る 。 こ こ で 、 上 記 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス は 、 以 下
の ス テ ッ プ ：
　 　 　 　 上 記 支 持 体 を 、 反 復 単 位 を も つ 複 数 の 重 合 体 分 子 を 含 む 重 合 体 組 成 物 と 接 触 さ せ
、 こ こ で 、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ
の 反 応 基 を も ち 、 こ こ で 、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た
少 な く と も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も ち 、 こ こ で 、 上 記 重 合 体 分 子 が 、 少 な く と も 100 kDaの
平 均 分 子 量 を も ち 、 か つ 、 こ こ で 、 重 合 体 分 子 の 少 な く と も 25%が 、 少 な く と も 1つ の 反 応
基 及 び そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も つ ； そ し て
　 　 　 　 反 応 基 を 活 性 化 し て 、 少 な く と も い く つ か の 重 合 体 分 子 を 支 持 体 に 直 接 的 に 共 有
結 合 さ せ 、 か つ 重 合 体 分 子 の 間 の 架 橋 を 誘 発 し て 、 支 持 体 に 結 合 し た 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス
を 形 成 す る 、
を 含 み タ ー ゲ ッ ト 分 子 が 結 合 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 反 復 単 位 を も つ 複 数 の 重 合 体 分 子 を 含 む 重 合 体 組 成 物 を も 提 供 す る 。 こ こ で
、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 反 応 基
を も ち 、 こ こ で 、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か が 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と
も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も ち 、 こ こ で 、 上 記 重 合 体 分 子 が 、 少 な く と も 100 kDaの 平 均 分 子
量 を も ち 、 か つ 、 こ こ で 、 重 合 体 分 子 の 少 な く と も 25%が 、 少 な く と も 1つ の 反 応 基 及 び そ
れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も つ 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 　
　 本 発 明 の 大 容 量 ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は 、 現 在 利 用 可 能 な プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に 関
係 し て い る 結 合 容 量 制 限 を 克 服 す る 。 以 下 に 記 載 さ れ る と お り 、 本 発 明 は 、 未 精 製 の 細 胞
抽 出 物 か ら の タ ン パ ク 質 及 び 他 の タ ー ゲ ッ ト 分 子 の 数 μ g量 の 迅 速 で 、 か つ 、 特 異 的 な 分
離 を 可 能 に す る 。 本 発 明 は 、 当 業 者 が 標 準 的 な 生 化 学 的 方 法 、 例 え ば SDS-PAGE、 質 量 分 析
、 又 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 分 離 さ せ ら れ た タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 特 徴 づ け る こ
と を 可 能 に す る 。 本 願 発 明 の 驚 異 的 で 、 有 利 な 側 面 は 、 高 密 度 な 機 能 的 リ ガ ン ド 及 び 制 御
可 能 な 細 孔 径 か ら 成 る 3次 元 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 、 固 体 表 面 に 結 合 さ れ る こ と が で き 、
そ し て 広 範 囲 の 分 子 量 の タ ン パ ク 質 及 び 生 体 分 子 を 分 離 す る た め に 使 用 さ れ う る こ と で あ
る 。 多 孔 性 の 制 御 可 能 な 3次 元 マ ト リ ッ ク ス が 、 タ ー ゲ ッ ト の 特 異 的 な 需 要 を 満 た す た め
に 調 整 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は 、 種 々 の タ ー ゲ ッ ト 分 子 、 例 え ば ペ プ チ ド 、 ポ
リ ペ プ チ ド 、 巨 大 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 糖 タ ン パ ク 質 、 DNA、 RNA及 び 多 糖 を 分 離 、 検 出 、 及
び /又 は 定 量 化 の た め に 作 製 さ れ 、 そ し て 使 用 さ れ う る 。 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る と き 、
ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 2つ の ア ミ ノ 酸 を も つ あ ら ゆ る ペ プ チ ド で あ る 。 ポ リ ペ プ チ
ド は 、 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド 、 若 し く は 合 成 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 組 換 え 体 、 又 は そ の 組 み
合 わ せ 物 で あ る 。 本 発 明 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は 、 有 機 小 分 子 、 薬 物 、 低 分 子 タ
ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 低 分 子
重 合 体 、 及 び 低 分 子 量 の 化 合 物 を 結 合 す る た め に 作 製 さ れ 、 そ し て 使 用 さ れ う る 。 適 切 な
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細 孔 径 の 選 択 は 、 当 業 者 が 選 択 的 、 か つ 、 大 き な 結 合 容 量 を 提 供 す る 形 式 を 有 利 に 開 発 す
る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 願 発 明 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は 、 支 持 体 及 び 上 記 支 持 体 に 共 有 結 合 し た 重 合
体 マ ト リ ッ ク ス を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 前 記 支 持 体 は 、 剛 体 又 は 半 剛 体 の 表 面 を も つ 物 質 で あ る か も し れ な い 。 こ の 表 面 は 、 平
面 、 曲 面 及 び /又 は そ の 両 方 で あ る 。 そ の 上 、 本 発 明 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は 、
あ ら ゆ る 所 望 の 形 式 、 サ イ ズ 及 び 形 状 で 提 供 さ れ る 。 好 適 な 支 持 体 の 例 は 、 プ ラ ス チ ッ ク
、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン ・ ビ ー ズ 、 磁 性 粒 子 、 他 の 微 粒 子 、 ポ リ ス チ レ ン 製 マ ル チ ウ ェ ル
プ レ ー ト 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 製 の マ ル チ ウ ェ ル
プ レ ー ト 、 血 漿 に よ っ て 処 理 さ れ た ポ リ ス チ レ ン 表 面 、 及 び マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー ・
イ オ ン 化 (MALDI)プ レ ー ト を 含 む 。 MALDI質 量 分 析 は 、 分 子 量 決 定 の た め に 使 用 さ れ る 。 こ
の 方 法 は 、 プ ロ テ オ ミ ク ス の 分 野 で 極 め て 重 要 で あ り 、 タ ン パ ク 質 分 解 断 片 、 又 は 未 精 製
若 し く は 精 製 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら 得 ら れ た タ ン パ ク 質 全 体 を 分 析 す る た め に 使 用
さ れ る 。 サ ン プ ル を MALDIプ レ ー ト の 特 定 の 位 置 又 は 点 に 配 置 す る こ と に よ っ て 、 サ ン プ
ル を 、 MALDI質 量 分 析 に よ っ て 分 析 す る 。 MALDIプ レ ー ト は 、 サ ン プ ル を 質 量 分 析 計 に デ リ
バ リ ー す る た め に 使 用 さ れ る 固 体 支 持 体 で あ り 、 か つ 、 解 析 の 間 の レ ー ザ ー の 照 射 を 処 理
す る こ と が で き る MALDIタ ー ゲ ッ ト 又 は MALDIプ ロ ー ブ と し て 知 ら れ て も い る 。 好 ま し い ア
ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 、 例 え ば 48、 96、 384又 は 1536の 個
々 の ウ ェ ル を 含 む ポ リ ス チ レ ン 又 は ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 の マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る と き 、 プ ラ ス チ ッ ク は 、 多 様 な 樹 脂 、 樹 脂 性 物 質 、 重 合 体 、 セ
ル ロ ー ス 誘 導 体 、 カ ゼ イ ン 材 料 及 び タ ン パ ク 質 を 含 め た 、 そ れ が 柔 ら か い と き に 形 成 さ れ
、 そ し て 固 め ら れ る 、 あ ら ゆ る 合 成 又 は 天 然 の 有 機 物 質 の 群 で あ る と 理 解 さ れ る 。 し ば し
ば 樹 脂 と 呼 ば れ る プ ラ ス チ ッ ク 物 質 は 、 酸 素 、 水 素 、 窒 素 、 炭 素 、 ケ イ 素 、 フ ッ 素 及 び 硫
黄 の よ う な 元 素 を 組 み 合 わ せ た 長 い 鎖 (重 合 体 と 呼 ば れ る )に 連 結 さ れ た 原 子 又 は 分 子 の 多
く の 繰 り 返 し 群 か ら 構 成 さ れ る 。 連 鎖 の 長 さ も 鎖 の つ な が り を 結 合 す る 機 構 も 、 物 質 の 機
械 的 及 び 物 理 的 性 質 に 直 接 関 係 す る 。 プ ラ ス テ ィ ッ ク 物 質 の 特 徴 を 、 異 な る 種 類 の 重 合 体
と 混 合 す る か 又 は 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 そ し て 非 プ ラ ス チ ッ ク 物 質 を 加 え る こ と に
よ っ て 変 え る こ と が で き る 。 粒 子 状 の 充 填 剤 、 例 え ば 木 、 小 麦 粉 、 シ リ カ 、 砂 、 セ ラ ミ ッ
ク ス 、 木 炭 粉 末 、 小 さ な ガ ラ ス 玉 及 び 粉 末 金 属 が 、 係 数 及 び 導 電 性 を 高 め る た め に 、 熱 又
は 紫 外 線 へ の 耐 性 を 改 善 す る た め に 、 コ ス ト を 抑 え る た め に 加 え ら れ る 。 可 塑 剤 が 、 係 数
を 減 少 さ せ 、 そ し て 柔 軟 性 を 増 加 さ せ る た め に 加 え ら れ る 。 他 の 添 加 剤 が 、 紫 外 線 及 び 熱
へ の 耐 性 を 高 め る た め に 、 又 は 酸 化 を 防 ぐ た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る と き 、 ガ ラ ス は 、 一 般 に 溶 解 さ れ た シ リ カ 及 び ケ イ 酸 塩 と 、 ナ
ト リ ウ ム 及 び 石 灰 の 融 解 に よ っ て 形 成 さ れ る 、 も ろ い 、 非 晶 質 の 、 通 常 透 明 又 は 半 透 明 の
物 質 で あ る と 知 ら れ て い る 。 ガ ラ ス は 、 結 晶 形 成 な し に 融 解 状 態 か ら 凝 固 す る 、 一 般 に 二
酸 化 ケ イ 素 、 酸 化 ホ ウ 素 、 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 又 は 五 酸 化 リ ン に 基 づ く 、 一 般 的 に 透 明 又 は
半 透 明 で あ る 、 真 の 固 体 よ り む し ろ 氷 点 下 に 冷 却 さ れ た 液 体 と 物 理 的 に み な さ れ る 、 非 常
に 多 様 な 機 械 的 及 び 光 学 的 性 質 を も つ 物 質 の 大 き な ク ラ ス の い ず れ か で あ る こ と が さ ら に
知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 支 持 体 に 結 合 し た 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス は 、 複 数 の 重 合 体 分 子 を 含 む 、 こ こ で 、 上 記 重 合
体 分 子 の 少 な く と も い く つ か は 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 結 合 リ ガ ン ド を 有 す る 。 本 明 細 書 中
に 使 用 さ れ る と き 、 結 合 リ ガ ン ド は 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 と 結 合 リ ガ ン ド の 間 の 共 有 又 は 非 共
有 結 合 の い ず れ か の 形 成 に よ っ て 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 に 結 合 す る 部 分 を 意 味 す る と 理 解 さ れ
る も の と す る 。 共 有 結 合 は 、 電 子 の 共 有 に よ る 結 合 リ ガ ン ド と タ ー ゲ ッ ト 分 子 の 間 の 強 い
化 学 結 合 で あ る 。 非 共 有 結 合 は 、 互 い に 近 く に 向 き 合 わ せ ら れ た 原 子 の 非 特 異 的 な 引 力 か
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ら 生 じ た 弱 い 化 学 結 合 で あ る 。 結 合 リ ガ ン ド と タ ー ゲ ッ ト 分 子 の 間 の 結 合 は 、 イ オ ン 、 静
電 気 、 水 素 結 合 、 又 は 疎 水 性 /親 水 性 相 互 作 用 、 あ る い は 非 共 有 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 支 持 体 上 の 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の 密 度 は 、 と り わ け 利 用 さ れ た 特 定 の 重 合 体 及 び 反 応 基
の 選 択 及 び 量 に よ っ て 制 御 さ れ う る 。 重 合 体 の 分 子 量 、 反 応 基 の 数 及 び 種 類 、 そ し て 結 合
リ ガ ン ド の 数 及 び 分 子 量 は 、 以 下 で さ ら に 詳 述 さ れ る よ う に 、 そ し て 実 施 例 で 説 明 さ れ る
よ う に 選 ば れ 、 そ し て 調 整 さ れ う る 。 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス は 、 支 持 体 の 全 体 、 又 は 支 持 体
の 一 部 だ け に 付 さ れ る 。 例 え ば 、 ウ ェ ル の み 又 は マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル 部 分 に 、
重 合 体 マ ト リ ッ ク ス が 提 供 さ れ る 。 他 の 支 持 体 の 例 は 、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス に よ っ て 完 全
に 覆 わ れ た ビ ー ズ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 般 的 に 、 支 持 体 上 の 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の 密 度 (共 有 結 合 さ れ た ス ペ ー サ 及 び 反 応 基
を 含 む 重 合 体 の 総 量 )は 、 少 な く と も 2 μ g/cm 2 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 重 合 体 マ
ト リ ッ ク ス は 、 4 μ g/cm 2 ～ 30 μ g/cm 2 、 例 え ば 6 μ g/cm 2 ～ 15 μ g/cm 2 の 密 度 を も つ 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス で 提 供 さ れ る 好 適 な 結 合 リ ガ ン ド の 例 は 、 こ れ だ け に 制 限 さ れ る こ
と な く 、 以 下 の ： 金 属 キ レ ー ト 、 陰 イ オ ン 交 換 体 、 陽 イ オ ン 交 換 体 、 親 和 性 リ ガ ン ド 、 疎
水 性 結 合 リ ガ ン ド 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ・ リ ガ ン ド 、 化 学 的 反 応 性 リ ガ ン ド 、 共 有 結 合 部
位 、 同 質 二 官 能 性 有 機 求 核 薬 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ dT、 又 は 多 価 陽
イ オ ン を 含 む 。 こ こ で 、 多 価 陽 イ オ ン は 、 銅 、 亜 鉛 、 コ バ ル ト 、 ガ リ ウ ム 、 鉄 及 び ニ ッ ケ
ル か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 。 説 明 の た め の 結 合 リ ガ ン ド は 、 細 胞 膜 レ セ プ タ ー に 対 す る ア
ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 毒 素 及 び 毒 液 、 ウ イ ル ス ・ エ ピ ト ー プ 、 ホ ル モ ン 、 ア ミ ノ
酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 酵 素 、 酵 素 支 持 体 、 補 酵 素 、 レ ク チ ン 、 染 料 、 ヌ ク レ オ チ
ド 、 フ ェ ニ ル ・ ホ ウ 酸 、 糖 、 炭 水 化 物 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 核 酸 、 オ リ ゴ 糖 、 タ ン パ ク 質 、 キ レ ー ト 、 酵 素 阻 害 物 質 、 及 び 抗 体 を 含
む 。 タ ン パ ク 質 親 和 性 結 合 基 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 又 は ア ビ ジ ン で あ り 、 そ し て キ レ ー
ト 化 剤 は 、 テ ト ラ デ ン テ ー ト ニ ト リ ロ 酢 酸 (tetradentate nitriloacetic acid)(NTA)で あ
る か も し れ な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 金 属 キ レ ー ト 化 剤 は 、 キ レ ー ト 組 成 物 へ の 金 属 又 は 金 属 酸 化 物 の 追 加 に よ っ て 形 成 さ れ
る 。 様 々 な 金 属 キ レ ー ト 化 剤 が 、 現 在 入 手 可 能 で あ り 、 そ し て 本 発 明 の 結 合 リ ガ ン ド と し
て 使 用 さ れ る 。 2000年 4月 24日 出 願 の 、 「 金 属 キ レ ー ト 組 成 物 」 と 題 さ れ た 、 米 国 特 許 出
願 番 号 第 09/558,001号 は 、 様 々 な 好 適 な 金 属 キ レ ー ト 、 そ し て そ れ ら が ど の よ う に 製 造 さ
れ る か を 開 示 す る 。 前 記 文 献 を 本 明 細 書 中 に 援 用 す る 。 さ ら な る 金 属 キ レ ー ト 化 剤 が 、 当
業 者 に 知 ら れ て お り 、 イ ミ ノ 二 酢 酸 、 ニ ト リ ロ 酢 酸 又 は そ の ア ナ ロ グ 、 並 び に ジ エ チ レ ン
ト リ ア ミ ン ・ ペ ン ト 無 水 酢 酸 を 含 む 。 本 願 発 明 の 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て 、 金 属 キ レ ー
ト は ニ ッ ケ ル 、 ガ リ ウ ム 又 は 鉄 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 イ オ ン 交 換 体 は 、 荷 電 相 互 作 用 に よ る 酵 素 の よ う な 巨 大 分 子 を 含 む 溶 液 中 の 分 子 に 相 互
作 用 す る か 又 は 結 合 で き る 、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス に 共 有 結 合 し た 塩 基 性 又 は 酸 性 の 分 子 で
あ る 。 イ オ ン 交 換 リ ガ ン ド は 、 窒 素 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 リ ン 酸 基 又 は ス ル ホ ン 酸 基 を 含
む 。 イ オ ン 交 換 体 結 合 リ ガ ン ド の 例 は 、 ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル (DEAE)、 ジ エ チ ル [2-ヒ ド
ロ キ シ プ ロ ピ ル ]ア ミ ノ エ チ ル (QAE)、 カ ル ボ キ シ メ チ ル (CM)及 び ス ル ホ プ ロ ピ ル (SP)及 び
ホ ス ホ リ ル を 含 む 。 Sigma Chemical Biochemicals and Reagents 2000-2001 catalog,, p
ages 1888-1899を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 疎 水 性 の 結 合 リ ガ ン ド は 、 疎 水 性 相 互 作 用 に よ っ て 酵 素 の よ う な 巨 大 分 子 を 含 む 溶 液 中
の 分 子 に 相 互 作 用 す る か 又 は 結 合 で き る 、 疎 水 性 を 有 す る 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス に 共 有 結 合
し た 分 子 で あ る 。 疎 水 性 リ ガ ン ド の 例 は 、 フ ェ ニ ル 、 ヘ キ シ ル 、 オ ク チ ル 及 び C18基 で あ
る 。 Sigma Chemical Biochemicals and Reagents 2000-2001 catalog, pages 1936-1940
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を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 結 合 リ ガ ン ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 抗 体 、 又 は タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に
関 係 し て い る タ ン パ ク 質 で あ り う る 。 あ る い は 、 結 合 リ ガ ン ド は 、 ニ ッ ケ ル 、 ポ リ ペ プ チ
ド タ ー ゲ ッ ト 分 子 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 他 の 生 体 分 子 を 含 む あ ら ゆ る タ ー ゲ ッ ト 分 子 を
も 結 合 す る こ と が で き る 、 あ ら ゆ る 先 に 規 定 さ れ た 例 で あ る か も し れ な い 。 結 合 リ ガ ン ド
は 、 ア ミ ノ 酸 、 例 え ば リ ジ ン 、 又 は 100 kDa超 の 分 子 量 を も つ ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば IgGで
あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 結 合 リ ガ ン ド は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り う る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 リ ガ ン ド は
、 mRNA、 cDNA又 は DNAに 結 合 す る こ と が で き て 、 次 に は RT-PCRを 実 施 す る た め に 使 用 さ れ
う る 。 説 明 の た め の 結 合 リ ガ ン ド は 、 オ リ ゴ dTで あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス 中 の 結 合 リ ガ ン ド の 密 度 は 、 変 化 し 、 そ し て マ ト リ ッ ク ス の 重 合 体
分 子 に 共 有 結 合 し た リ ガ ン ド の 数 及 び /又 は 分 子 量 を 変 え る こ と に よ っ て 選 ば れ る か 又 は
調 節 さ れ る 。 一 般 に 、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス 中 の 結 合 リ ガ ン ド の 密 度 は 、 少 な く と も 1 nM/c
m 2 で あ る 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 結 合 リ ガ ン ド の 密 度 は 、 1.2 nM/cm 2 ～ 185 
nM/cm 2 で あ る 。 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 結 合 リ ガ ン ド の 密 度 は 、 1.5 nM/cm 2 ～ 90 nM/
cm 2 、 例 え ば 1.8 nM/cm 2 ～ 15 nM/cm 2 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 様 々 な 重 合 体 及 び 結 合 リ ガ ン ド の 選 択 及 び 組 み 合 わ せ を 通 し て 、 そ し て マ ト リ ッ ク ス 中
の 重 合 体 分 子 の 架 橋 を 提 供 及 び 制 御 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ
ー ム が 、 こ れ ま で 達 成 さ れ な か っ た 範 囲 の タ ー ゲ ッ ト 分 子 の 大 容 量 捕 獲 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス は 、 少 な く と も 1 nM/cm 2 の
量 で 、 35 kDa未 満 の 分 子 量 を も つ タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス は 、 0.5μ g/cm 2 ～ 20 μ g/cm 2 量 で 35 kDa～ 500 kDaの 分 子 量 を も つ
、 1 μ g/cm 2 ～ 20 μ g/cm 2 の 量 で 10 kDa～ 500 kDaの 分 子 量 を も つ 、 2 μ g/cm 2 ～ 20 μ g/cm
2 の 量 で 10 kDa～ 350 kDaの 分 子 量 を も つ 、 3 μ g/cm 2 ～ 15 μ g/cm 2 の 量 で 10 kDa～ 350 kDa
の 分 子 量 を も つ タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 結 合 す る こ と が で き る よ う に 構 築 さ れ る 。 い く つ か の 態
様 に お い て 、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス は 、 4 μ g/cm 2 ～ 10 μ g/cm 2 の 量 で 10 kDa～ 350 kDaの 分
子 量 を も つ タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 結 合 す る こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 重 合 体 マ ト リ ッ
ク ス は 、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の 少 な く と も 2 μ g/cm 2 の 量 で 最 大 350 kDaの 分 子 量 を も つ ポ
リ ペ プ チ ド ・ タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は 、 支 持 体 を 、 反 復 単 位 を も つ 複 数 の 重 合 体 分 子
を 含 む 重 合 体 組 成 物 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 作 製 さ れ る 、 こ こ で 、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な
く と も い く つ か は 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 反 応 基 を も ち 、 こ こ で 、 上 記 重
合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か は 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を
も ち 、 こ こ で 、 上 記 重 合 体 分 子 は 、 少 な く と も 100 kDaの 平 均 分 子 量 を も ち 、 そ し て こ こ
で 、 上 記 重 合 体 分 子 の 少 な く と も 25%は 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 反 応 基 及 び
少 な く と も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も つ 。 前 記 反 応 基 は 、 少 な く と も い く つ か の 重 合 体 分 子
を 直 接 支 持 体 に 共 有 結 合 さ せ る た め に 、 及 び 支 持 体 に 取 り 付 い た 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 形
成 す る た め の 重 合 体 分 子 の 間 の 架 橋 を 誘 発 す る た め に 活 性 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 前 記 重 合 体 分 子 は 、 同 じ か 又 は 異 な る 反 復 単 位 を も ち 、 か つ 上 記 重 合 体 分 子 は 、 線 形 又
は 分 岐 で あ る か も し れ な い 。 例 え ば 、 組 成 物 の 重 合 体 分 子 が タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド
で あ る と き 、 反 復 単 位 は ア ミ ノ 酸 で あ る 。 重 合 体 分 子 の 組 成 物 が 炭 水 化 物 で あ る と き 、 反
復 単 位 は グ リ コ シ ル 基 で あ る 。 好 ま し い 重 合 体 は 、 非 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 前 記 重 合 体 は 、 末 端 又 は 側 鎖 の グ ラ フ テ ィ ン グ に よ っ て 作 製 さ れ る よ う な 、 数 個 の 異 な
る 重 合 体 タ イ プ を 含 む 。 異 な る 重 合 体 タ イ プ の い く つ か の 例 は 、 こ れ だ け に 制 限 さ れ る こ
と な く 、 セ ル ロ ー ス ・ ベ ー ス の 産 物 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ
ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト 及 び 酪 酸 セ ル ロ
ー ス 、 ア ク リ ル 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ・ ア ク リ レ ー ト 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ・ メ タ ク リ
レ ー ト 、 グ リ セ リ ル ・ ア ク リ レ ー ト 、 グ リ セ リ ル ・ メ タ ク リ レ ー ト 、 ア ク リ ル 酸 、 メ タ ク
リ ル 酸 、 ア ク リ ル ア ミ ド 及 び メ タ ク リ ル ア ミ ド を 重 合 し た も の 、 ビ ニ ー ル 、 例 え ば ポ リ ビ
ニ ル ・ ピ ロ リ ド ン 及 び ポ リ ビ ニ ル ・ ア ル コ ー ル 、 ナ イ ロ ン 、 例 え ば ポ リ カ プ ロ ラ ク タ ム 、
ポ リ ラ ウ リ ル ・ ラ ク タ ム 、 ポ リ ヘ キ サ メ チ レ ン ・ ア ジ パ ミ ド 及 び ポ リ ヘ キ サ メ チ レ ン ・ ド
デ カ ン ジ ア ミ ド ； ポ リ ウ レ タ ン 、 ポ リ 乳 酸 、 線 状 の 多 糖 、 例 え ば ア ミ ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ
ン 、 キ ト サ ン 、 ヘ パ リ ン 及 び ヒ ア ル ロ ン 酸 、 並 び に 分 岐 多 糖 、 例 え ば ア ミ ロ ペ ク チ ン 、 ヒ
ア ル ロ ン 酸 及 び ヘ ミ セ ル ロ ー ス を 含 む 。 2以 上 の 異 な る 重 合 体 分 子 の 混 合 物 が 、 使 用 さ れ
う る 。 例 え ば 、 1の 態 様 に お い て 、 重 合 体 分 子 は 、 デ キ ス ト ラ ン と ヘ パ リ ン の 混 合 物 で あ
る 。 他 の 態 様 に お い て 、 デ キ ス ト ラ ン は 、 ポ リ Lys-Gly(20の グ リ シ ン に つ き 1つ の リ ジ ン )
と 混 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 組 成 物 の 重 合 体 は 、 天 然 又 は 合 成 重 合 体 と 修 飾 さ れ た 天 然 又 は 修 飾 さ れ た 合 成 重 合 体 の
い ず れ か で あ る 。 前 記 重 合 体 は 、 デ キ ス ト ラ ン 重 合 体 で あ る か も し れ な い 。 天 然 重 合 体 は
、 生 物 系 で 産 生 さ れ た 分 岐 又 は 線 状 重 合 体 で あ る 。 天 然 重 合 体 の 例 は 、 こ れ だ け に 制 限 さ
れ る こ と な く 、 オ リ ゴ 糖 、 多 糖 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 グ リ コ ー ゲ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、
ヘ パ リ ン 、 ア ミ ロ ペ ク チ ン 、 ア ミ ロ ー ス 、 ペ ク チ ン 、 ペ ク チ ン 多 糖 、 ス タ ー チ 、 DNA、 RNA
及 び セ ル ロ ー ス を 含 む 。 使 用 さ れ る 特 定 の 修 飾 さ れ た 天 然 重 合 体 は 、 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 及 び
還 元 ア ミ ノ 化 、 又 は 当 業 者 に 知 ら れ た 他 の 方 法 を 使 っ た 、 デ キ ス ト ラ ン 分 子 に 沿 っ た 可 変
線 状 部 位 に リ ジ ン を 共 有 的 に 挿 入 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ る デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン 誘 導
体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 合 成 重 合 体 は 、 人 造 の 分 岐 又 は 線 状 重 合 体 で あ る 。 合 成 重 合 体 の 例 は 、 プ ラ ス テ ィ ッ ク
、 エ ラ ス ト マ ー 、 並 び に 付 加 、 縮 合 又 は 触 媒 に 促 進 さ れ た 重 合 反 応 (す な わ ち 、 縮 合 重 合 )
の 結 果 と し て 産 生 さ れ た 接 着 剤 、 オ リ ゴ マ ー 、 同 一 分 子 性 ポ リ マ ー 及 び コ ポ リ マ ー を 含 む
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 修 飾 さ れ た 天 然 重 合 体 は 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ た 天 然 重 合 体 で あ る 。 化 学 修 飾 は 、 こ れ だ
け に 制 限 さ れ る こ と な く 、 酸 化 、 又 は 光 反 応 基 、 、 親 和 性 リ ガ ン ド 、 イ オ ン 交 換 リ ガ ン ド
、 疎 水 性 リ ガ ン ド 、 他 の 天 然 若 し く は 合 成 重 合 体 、 及 び ス ペ ー サ 分 子 の 共 有 結 合 に よ っ て
行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 修 飾 さ れ た 合 成 重 合 体 は 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ て い た 合 成 重 合 体 で あ る 。 化 学 修 飾 は 、 こ
れ だ け に 制 限 さ れ る こ と な く 、 酸 化 、 又 は 光 反 応 基 、 親 和 性 リ ガ ン ド 、 イ オ ン 交 換 リ ガ ン
ド 、 疎 水 性 リ ガ ン ド 、 他 の 天 然 若 し く は 合 成 リ ガ ン ド の 共 有 結 合 に よ っ て 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 重 合 体 分 子 は 、 少 な く と も 100 kDa、 例 え ば 300 kDa～ 6,000kDaの 平 均 の 分 子 量 (共 有 結
合 さ れ た 官 能 基 を 含 む 重 合 体 全 体 の 分 子 量 )を も つ 。 い く つ か 態 様 に お い て 、 重 合 体 分 子
は 、 400 kDa～ 3,000 kDaの 平 均 分 子 量 を も つ 。 他 の 態 様 に お い て 、 重 合 体 分 子 は 、 500 kD
a～ 2,000 kDaの 平 均 分 子 量 を も つ 。 本 願 発 明 の 目 的 の た め に 、 平 均 分 子 量 は 、 マ ル チ 角 光
散 乱 と 屈 折 率 検 出 を 使 っ た ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 計 測 さ れ る 重 合 体 の 重 量
平 均 モ ル 質 量 (Mw)値 で あ る 。 存 在 し て い る 全 て の 鎖 の 長 さ の 重 合 体 分 布 の 平 均 Mwは 、 屈 折
率 ベ ー ス ラ イ ン の 3倍 で あ る と こ ろ の 開 始 及 び 終 末 ピ ー ク の 選 択 基 準 の 屈 折 率 値 で あ る 屈
折 率 に よ っ て 計 測 さ れ る ピ ー ク の 選 定 に 基 づ く 。 例 に 示 さ れ る と お り 、 好 ま し い 重 合 体 は
、 112 kDa～ 19,220 kDaの 分 子 量 の 範 囲 を も つ 1,117 kDaの 平 均 Mwを も つ 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 支 持 体 と 接 触 さ せ た 組 成 物 の 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か は 、 そ れ に 共 有 結 合 し た
少 な く と も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を 有 し 、 か つ 、 組 成 物 の 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か
は 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 少 な く と も 1つ の 反 応 基 を 有 す る 。 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る と き
、 反 応 基 は 、 支 持 体 に 共 有 結 合 し う る 化 学 的 部 分 で あ る 。 さ ら に 、 反 応 基 は 、 組 成 物 中 の
重 合 体 分 子 に 共 有 結 合 す る こ と も で き る 。 重 合 体 分 子 の 間 の 反 応 基 こ の 相 互 作 用 は 、 3次
元 マ ト リ ッ ク ス を 形 成 す る 架 橋 を も た ら す 。 反 応 基 は 熱 化 学 的 に 又 は 光 化 学 的 に (光 反 応
基 を 含 む 重 合 体 は 、 光 標 識 さ れ て い る と 呼 ば れ る )反 応 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 反 応 基 は 、 こ れ だ け に 制 限 さ れ る こ と な く 、 以 下 の ； エ ポ キ シ ド 、 オ キ シ ラ ン 、 N-ヒ ド
ロ キ シ サ ク シ ン イ ミ ド 、 ア ル デ ヒ ド 、 ヒ ド ラ ジ ン 、 マ レ イ ン イ ミ ド 、 メ ル カ プ タ ン 、 ア ミ
ノ 基 、 ア ル キ ル ハ ラ イ ド 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 ジ ア ゾ 化 合 物 、 塩 化 ト
レ シ ル (tresyl chloride)、 塩 化 ト レ シ ル (tosyl chloride)及 び ト リ ク ロ ロ -S-ト リ ア ジ ン
を 含 む ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 媒 体 の 作 製 に 使 用 さ れ た 反 応 基 を 含 む 。 例 え ば 、 Methods in E
nzymology Volume 34, Affinity Techniques, Enzyme Purification Part B, edited by 
William B. Jakoby and Meir Wilchek, Academic Press, New York, 1974, pp 1-809を 参
照 の こ と 、 こ こ で 、 上 記 文 献 を 本 明 細 書 中 に 援 用 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 好 ま し い 反 応 基 は 、 α ,β 不 飽 和 の ケ ト ン 光 反 応 性 基 で あ る 。 本 願 発 明 の 目 的 の た め に
、 光 反 応 基 は 、 光 に 晒 す こ と に よ っ て 高 い 反 応 性 の 種 を 形 成 す る 分 子 又 は 部 分 で あ る 。 光
反 応 基 の 例 は 、 ア ジ 化 ア リ ー ル 、 ジ ア ザ レ ン (diazarenes)、 β -カ ル ボ ニ ル ジ ア ゾ 及 び ベ
ン ゾ フ ェ ノ ン を 含 む 。 反 応 性 の 種 は 、 ナ イ ト レ ン 、 カ ル ベ ン 及 び ラ ジ カ ル で あ る 。 こ れ ら
の 反 応 性 の 種 は 、 共 有 結 合 形 成 が 一 般 に 可 能 で あ る 。 好 ま し い 光 反 応 基 は 、 光 で 活 性 化 さ
れ う る 不 飽 和 ケ ト ン 、 例 え ば ア セ ト フ ェ ノ ン 、 ベ ン ゾ フ ェ ノ ン 及 び そ の 誘 導 体 で あ る 。 例
え ば 、 生 化 学 及 び 分 子 生 物 学 の 実 験 室 技 術 ： 生 化 学 及 び 分 子 生 物 学 の 光 で 生 成 さ れ た 試 薬
、 Hagan Bayley, Elsevier, New York, 1983, pp 1-187を 参 照 の こ と 、 こ こ で 、 上 記 文 献
を 本 明 細 書 中 に 援 用 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 後 に 続 く 実 施 例 は 、 光 と 接 触 し た と き に 活 性 化 さ れ る よ う に な り 、 そ し て 固 体 支 持 体 の
表 面 に 共 有 結 合 し う る 光 反 応 性 を 表 す 。 例 え ば 、 そ の 光 反 応 性 基 は 、 光 の 強 度 と 照 射 時 間
の 継 続 時 間 に 依 存 し て 、 約 3 J/cm 2 ～ 約 6 J/cm 2 の UVに 晒 さ れ る こ と に よ っ て 活 性 化 さ れ る
。 露 出 時 間 は 、 光 源 の 強 度 に 依 存 し て 、 0.5秒 /cm 2 ほ ど の 短 さ ～ 約 32分 /cm 2 で あ る 。 好 ま
し い 態 様 に お い て 、 そ の 光 反 応 性 基 は 、 約 1,000 mW/cm 2 ～ 約 5,000 mW/cm 2 に て 0.5秒 /cm 2

～ 5.0秒 /cm 2 、 又 は 約 1,000 mW/cm 2 ～ 約 3,000 mW/cm 2 、 例 え ば 1,500 mW/cm 2 ～ 2,500 mW/cm
2 の 間 、 光 に 晒 さ れ る こ と に よ り 活 性 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 光 活 性 化 さ れ る 重 合 体 を 炭 化 水 素 が 豊 富 な 支 持 体 に 結 合 さ せ る た め に 要 求 さ れ る 総 エ ネ
ル ギ ー (吸 収 量 Jで 計 測 さ れ た )を に 与 え う る 多 く の UV照 射 シ ス テ ム が 存 在 す る 。 照 射 は 、
明 確 で 、 既 知 の 照 射 の 波 長 パ タ ー ン を も つ 水 銀 灯 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 照 射 の 強 度 は 、 3
～ 6 J/cm 2 の 範 囲 内 の ジ ュ ー ル を 必 要 と す る 。 ジ ュ ー ル の 計 測 値 は 、 時 間 的 要 因 (1 J＝ W×
秒 )を 含 む 。 本 願 発 明 の 態 様 に お い て 、 照 射 は 、 マ イ ク ロ 波 放 射 に よ っ て 動 力 を 供 給 さ れ
た 無 電 極 水 銀 灯 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 1つ の 6イ ン チ (15.24 cm)、 500 W/in． の ラ ン プ は 、
ラ ン プ と 支 持 体 の 約 2イ ン チ (約 5.08 cm)の 距 離 に て UVAレ ン ジ で 計 測 さ れ た 2,500 mW/cm 2

の 規 定 の 出 力 を 有 す る 。 ラ ン プ は 、 80%の 電 力 、 又 は 約 2,000 mW/cm 2 に て う ま く 作 動 さ せ
る こ と が で き た 。 サ ン プ ル ・ プ レ ー ト は 、 約 90 mW/cm 2 に て 計 測 さ れ た 照 射 強 度 (UVA/UVB
、 約 250～ 350 nm)を 有 し 、 か つ 、 良 好 な 結 合 を 提 供 す る 10 J/cm 2 (10,000 mJ)よ り 高 い 総
エ ネ ル ギ ー 必 要 と す る 、 標 準 的 な 低 強 度 UV照 射 箱 を 使 用 し て 作 製 し た 。 こ れ は 、 20分 超 の
照 射 箱 内 で の サ ン プ ル ・ プ レ ー ト の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を 必 要 と す る 。 無 電 極 水 銀 灯
(2,000 mW/cm 2 )照 射 シ ス テ ム を 使 っ て 加 工 さ れ る プ レ ー ト は 、 3.5 J/cm 2 の 総 エ ネ ル ギ ー
照 射 量 の た め に 1.75秒 /cm 2 を 必 要 と す る 。 よ り 高 い 強 度 の 照 射 は 、 よ り 効 率 よ く 光 活 性 が
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あ る 基 を 活 性 化 し て 、 そ の 結 果 、 よ り 低 い 総 エ ネ ル ギ ー 照 射 量 し か 必 要 と さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 結 合 リ ガ ン ド 及 び /又 は 反 応 基 は 、 ス ペ ー サ を 介 し て 重 合 体 分 子 に 共 有 結 合 さ れ る 。 本
願 発 明 の 目 的 の た め に 、 ス ペ ー サ は 、 重 合 体 分 子 と 、 結 合 リ ガ ン ド 又 は 反 応 基 の い ず れ か
の 1つ 以 上 を 接 続 す る 分 子 、 あ る い は 共 有 結 合 分 子 の 組 み 合 わ せ 物 で あ る 。 ス ペ ー サ は 、
あ ら ゆ る 重 合 体 、 重 合 体 組 成 物 又 は 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス に つ い て 同 じ で あ る か 又 は 異 な る
。 当 業 者 は 、 多 く の 種 類 の ス ペ ー サ が 利 用 可 能 で あ る こ と を 知 っ て お り 、 か つ 、 選 択 及 び
使 用 は 、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス 、 例 え ば リ ジ ン 分 子 又 は ア ミ ノ カ プ ロ ン 分 子 の 意 図 さ れ た 適
用 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 前 記 ス ペ ー サ は 、 ア ミ ド 基 形 成 を 含 む 多 数 の 異 な る 化 学 反 応 に よ っ て 光 反 応 基 に 共 有 結
合 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 炭 化 水 素 ス ペ ー サ の 使 用 は 、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の 安 定
性 性 能 を 劇 的 に 高 め る 。 ス ペ ー サ を も つ 光 反 応 基 は 、 総 モ ノ マ ー 、 グ ル コ ー ス に 関 し て 制
御 さ れ た 比 率 に て ア ミ ド 結 合 に よ っ て 好 ま し い 重 合 体 デ キ ス ト ラ ン の 第 1級 ア ミ ン の 一 部
に つ な が れ る 。 ス ペ ー サ の 例 は 、 Jakobyと Wilchekに よ る 論 評 を 参 照 の こ と 、 こ こ で 、 上
記 文 献 を 本 明 細 書 中 に 援 用 す る 。 1-809の に て 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ス ペ ー サ を 有 す る 光 反 応 性 基 は 、 こ れ だ け に 制 限 さ れ る こ と な く 、 ベ ン ゾ ベ ン ゾ イ ン ・
ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 、 N-サ ク シ ン イ ミ ジ ル -N’ -(4-ア ジ ド -サ リ チ ル )-6-ア ミ ノ カ プ ロ エ ー
ト 、 N-サ ク シ ン イ ミ ジ ル -N’ -(4-ア ジ ド -2-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )-ア ミ ノ ブ チ レ ー ト 及 び N-サ
ク シ ン イ ミ ジ ル -(4-ア ジ ド -2-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )-6-ア ミ ノ カ プ ロ エ ー ト を 含 む 。 こ れ ら の
光 反 応 基 を も つ ス ペ ー サ を 、 重 合 体 と 反 応 さ せ て リ ジ ン 、 並 び に 光 反 応 基 に 付 さ れ た 本 来
の ス ペ ー サ を こ こ で 含 む ス ペ ー サ を 製 造 す る 。 前 記 ス ペ ー サ は 、 追 加 の ス ペ ー サ を 含 む か
又 は 含 ま な い で 光 反 応 基 を 付 け る よ り 前 に リ ジ ン 及 び ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 の よ う な 複 数 の 分
子 の 取 り 込 み に よ っ て 製 造 さ れ る こ と も で き る 。 重 合 体 分 子 に 共 有 結 合 し た 反 応 基 の 例 は
、 ア ミ ノ 基 か ら 反 応 性 水 素 を 喪 失 す る こ と に よ っ て 反 応 基 の 1以 上 の 化 学 的 な 構 成 要 素 に
結 合 し た リ ジ ン の 部 分 又 は 残 基 を 含 む ス ペ ー サ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の 機 能 は 、 組 成 物 中 の 重 合 体 分 子 に 共 有 結 合 し て い る 結 合 リ ガ ン ド
と 反 応 基 の 間 隔 と 数 に 依 存 し て い る 。 本 発 明 の こ の 位 置 は 、 実 施 例 に お い て 説 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 説 明 さ れ る よ う に 、 第 1級 ア ミ ン の 密 度 は 、 リ ジ ン ・ ス ペ ー サ が 所 望 の 結 合 リ ガ ン ド 及
び 反 応 基 の 密 度 を 表 す 。 第 1級 ア ミ ン 又 は 他 の 部 分 、 例 え ば 1～ 100重 合 体 反 復 単 位 ご と に 1
つ の 部 分 の 範 囲 に あ る ス ペ ー サ を 含 む 修 飾 さ れ た ポ リ マ ー が 本 技 術 分 野 で 知 ら れ る 手 順 に
よ っ て 作 製 さ れ る 。 所 望 の 量 の 反 応 基 の 選 択 的 な 組 み 入 れ の た め の こ れ ら の 部 分 の 修 飾 が
、 知 ら れ て も い る 。 例 え ば 、 リ ジ ン ・ ス ペ ー サ に よ っ て 導 か れ る 第 1級 ア ミ ン の 密 度 は 、
デ キ ス ト ラ ン 重 合 体 の 12ご と に 反 復 グ ル コ ー ス 単 位 に 対 し て 平 均 1で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の 密 度 は 、 光 反 応 基 の 所 望 の 取 り 込 み 、 例 え ば 200の 反 復 モ ノ マ ー に つ き 1つ 未 満 の 光
反 応 基 に 比 べ て 非 常 に 高 い 。 光 反 応 基 の 所 望 の 取 り 込 み が 0.09 μ M/mLに 相 当 す る が 、 重
合 体 製 造 の 間 の 溶 液 中 の 第 1級 ア ミ ン の 濃 度 は 、 4.5 μ M/mLで あ る 。 従 っ て 、 こ の 例 で 、
反 応 性 エ ス テ ル を 介 し た 必 要 と さ れ る 光 反 応 基 の 取 り 込 み に 対 し て 第 1級 ア ミ ン の 50倍 の
超 過 が あ る 。 ア ミ ン の こ の 濃 度 に て 、 実 施 例 に 記 載 の 方 法 を 使 っ て 、 取 り 込 み の 所 望 の レ
ベ ル で の 反 応 性 エ ス テ ル を 介 し た 光 反 応 基 の 付 加 は 、 90%超 の 効 率 の 取 り 込 み と な る 。 反
応 性 エ ス テ ル を 含 む 光 反 応 基 の 量 を 変 え る こ と に よ っ て 、 200の モ ノ マ ー に つ き 1つ 未 満 の
反 応 基 の ど ん な 取 り 込 み レ ベ ル で も 常 に 達 成 さ れ う る 。 効 率 よ く 残 留 ス ペ ー サ 部 分 又 は ア
ミ ン の 各 々 を 、 リ ガ ン ド ・ ア タ ッ チ メ ン ト ・ ポ イ ン ト を 結 合 す る よ う に 効 率 的 に 変 換 す る
た め に 必 要 と さ れ る 方 法 は 、 本 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 。 反 応 性 ア ミ ン 、 例 え ば 反 応 性 エ
ス テ ル の 数 倍 の 超 過 、 誘 導 体 化 試 薬 が 、 1つ の ス テ ッ プ で 直 接 的 に 、 又 は 複 数 の ス テ ッ プ
を 通 し て 、 結 合 リ ガ ン ド の 結 合 の た め に 使 用 さ れ る 。 い く つ か の ケ ー ス に お い て 、 前 記 誘
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導 体 化 試 薬 は 、 そ の 反 応 性 に 依 存 し て 、 続 く 結 合 リ ガ ン ド 結 合 の た め の 化 学 量 論 に 影 響 す
る で あ ろ う 追 加 の 反 応 基 を 示 す 。 よ り 低 い リ ガ ン ド 密 度 が 望 ま れ る と き 、 最 初 の ア ミ ン 反
応 性 誘 導 体 化 試 薬 は 、 そ れ に 応 じ て 下 げ ら れ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 選 択 的 な 修 飾 の
後 に 残 っ た 遊 離 の ア ミ ン は 、 一 般 に ア セ チ ル 化 に よ り 誘 導 体 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 重 合 体 分 子 が 共 有 結 合 し た 反 応 基 を も つ と き 、 反 応 基 の 数 は 、 好 ま し く は 200の 反 復 単
位 に つ き 1つ 未 満 の 反 応 基 で あ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 前 記 重 合 体 分 子 は 、 600の 反 復 単 位
に つ き 1つ 未 満 の 反 応 基 を も つ 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 重 合 体 分 子 が 共 有 結 合 し た 結 合 リ ガ ン ド を も つ と き 、 上 記 リ ガ ン ド は 、 1の 反 復 単 位 に
つ き 1つ の 結 合 リ ガ ン ド ～ 100の 反 復 単 位 に つ き 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も つ 。 他 の 態 様 に お
い て 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 結 合 リ ガ ン ド は 、 1の 反 復 単 位 に つ き 1つ の 結 合 リ ガ ン ド ～ 20の
反 復 単 位 に つ き 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も つ 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 支 持 体 と 接 触 さ せ た 重 合 体 分 子 は 、 そ れ に 共 有 結 合 し
た 少 な く と も 1つ の 結 合 リ ガ ン ド を も ち 、 そ し て 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か は 、 そ
れ に 共 有 結 合 し た 無 反 応 基 を も つ 。 そ れ に 共 有 結 合 し た 反 応 基 及 び 結 合 リ ガ ン ド の 両 方 を
も つ 重 合 体 分 子 の 割 合 は 、 25%～ 80%で あ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 結 合 し た 反 応 基 及 び リ ガ
ン ド の 両 方 の 割 合 は 、 40%～ 75%で あ る 。 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 結 合 し た 反 応 基 及 び リ
ガ ン ド の 割 合 は 、 50%～ 60%で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 そ れ に 共 有 結 合 し た 反 応 基 及
び 結 合 リ ガ ン ド を も つ 重 合 体 分 子 の 割 合 は 、 約 50%で あ る 。 反 応 基 と 一 緒 の 及 び そ れ な し
の 重 合 体 分 子 混 合 物 の 使 用 は 、 3次 元 の 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の 非 常 に 有 効 な 形 成 を 促 進 す
る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 支 持 体 の 表 面 の コ ー テ ィ ン グ の 第 1ス テ ッ プ は 、 コ ー ト す べ き 支 持 体 表 面 を 重 合 体 組 成
物 と 接 触 さ せ る こ と で あ る 。 表 面 と 重 合 体 組 成 物 と を 接 触 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 方 法 は
、 コ ー ト さ れ る 表 面 の 大 き さ 及 び 形 状 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 表 面 は 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ
プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ポ リ エ チ レ ン 、 シ リ カ 、 ガ ラ ス 、 ラ テ ッ ク ス 、 プ ラ ス チ ッ ク
、 金 、 酸 化 鉄 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 核 酸 、 脂 質 、 リ ポ ソ ー ム 、 合 成 高 分 子 、 タ ン パ ク 質
、 ポ リ ア ミ ノ 酸 、 ア ル ブ ミ ン 、 抗 体 、 酵 素 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ペ プ チ ド 、 ホ ル モ ン 及
び 多 糖 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 物 質 か ら 作 ら れ る 。 前 記 表 面 は 、 コ ー テ ィ ン グ よ り 前 に 誘
導 体 化 さ れ う る 。 前 誘 導 体 化 は 、 シ リ カ 及 び ガ ラ ス の シ ラ ン 化 、 並 び に ア ミ ン 、 カ ル ボ キ
シ ル 基 、 ア ル コ ー ル 、 ア ル デ ヒ ド 及 び 他 の 反 応 基 を 取 り 込 む た め の ポ リ ス チ レ ン 若 し く は
ポ リ プ ロ ピ レ ン の 血 漿 処 理 を 含 む 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 に よ っ て 、 あ る い は そ の 化 学 組 成
を 変 え る た め の そ の 表 面 の 化 学 修 飾 に よ っ て 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 必 要 な ら ば 、 支 持 体 の 表 面 は 、 重 合 体 分 子 に 担 持 さ れ る 反 応 基 と の 共 有 結 合 を 容 易 に す
る た め に 化 学 的 に 修 飾 さ れ る 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 炭 化 水 素 に よ る 気 質 表 面 処 理 、 又 は 表
面 の 血 漿 処 理 を 含 む 。 化 学 修 飾 の 説 明 の た め の 例 は 、 ガ ラ ス の シ ラ ン 化 で あ る 。 好 ま し い
態 様 に お い て 、 MALDIプ レ ー ト は 、 ク ロ ロ ホ ル ム 中 に 溶 か さ れ た 1 mg/mLの パ ラ フ ィ ル ム 溶
液 中 に 浸 さ れ て 、 そ し て 乾 か さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 0.1 mm 2 超 の マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 、 試 験 管 、 又 は そ の 表 面 若 し く は 一 部 を コ ー テ ィ ン
グ す る と き 、 重 合 体 組 成 物 を 、 プ レ ー ト 、 す な わ ち コ ー テ ィ ン グ さ れ る ウ ェ ル の 一 部 に 重
合 体 組 成 物 を 注 ぐ 、 マ イ ク ロ ピ ペ ッ テ ィ ン グ す る 又 は 移 動 す る こ と に よ り 表 面 と 接 触 さ せ
る 。 あ る い は 、 コ ー ト さ れ る 2 mm 2 超 の プ レ ー ト 若 し く は 試 験 管 の 一 部 、 又 は 表 面 は 、 表
面 が 重 合 体 組 成 物 と 接 触 す る よ う に 表 面 の 一 部 を 重 合 体 組 成 物 の 溶 液 に 浸 す こ と に よ っ て
コ ー ト さ れ る こ と も で き る 。 ビ ー ズ 又 は チ ッ プ の よ う な よ り 小 さ い 表 面 の 場 合 に 、 重 合 体
組 成 物 の 入 っ た 容 器 内 に 表 面 を 分 散 さ せ う る 。 こ こ で 、 前 記 よ り 小 さ い 表 面 を 、 重 合 体 組
成 物 と 直 接 接 触 さ せ る 。 さ ら に 、 ビ ー ズ 又 は チ ッ プ を 重 合 体 組 成 物 の 入 っ た 容 器 内 に 移 す
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と す ぐ に 、 コ ー ト す べ き 表 面 を 含 む 重 合 体 組 成 物 は 、 重 合 体 組 成 物 と コ ー ト す べ き 表 面 と
の 接 触 に 確 実 に す る た め に 、 攪 拌 さ れ る か 、 振 と う さ れ る か 、 又 は 混 合 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 固 体 表 面 に 付 さ れ る 重 合 体 の 量 は 、 支 持 体 に 加 え ら れ る 重 合 体 組 成 物 の 濃 度 及 び 量 を 変
え る こ と に よ っ て 調 節 さ れ る か 又 は 制 御 さ れ る 。 重 合 体 組 成 物 が 表 面 と 接 触 す る と す ぐ に
、 こ の 重 合 体 組 成 物 を 、 反 応 基 を 活 性 化 す る よ り 前 に 、 例 え ば 通 気 し な が ら 20～ 50℃ に て
暗 中 で イ ン キ ュ ベ ー と す る こ と に よ り 留 去 さ れ 、 支 持 体 上 で 乾 燥 さ せ る 。 重 合 体 組 成 物 は
、 溶 剤 を 取 り 除 く た め に 、 凍 結 乾 燥 を 使 っ て 、 又 は 風 乾 を 含 む 他 の 乾 燥 法 に よ っ て 留 去 さ
れ る こ と も で き る 。 使 用 さ れ う る 種 々 の 乾 燥 法 は 、 乾 燥 ス テ ッ プ に お け る 反 応 基 の 早 ま っ
た 活 性 化 を 提 供 し な い 。 目 に 見 え る 湿 気 が 発 見 で き な い と き 、 支 持 体 が 十 分 に 乾 い て い る
と み な さ れ る 。 乾 燥 の 間 、 重 合 体 組 成 物 の 重 合 体 分 子 は 、 支 持 体 に 結 合 す る か 、 あ る い は
重 合 体 組 成 物 の 他 の 重 合 体 と の 間 の 分 子 内 又 は 分 子 間 架 橋 を 促 進 す る た め 互 い に 相 互 作 用
す る よ う に そ れ ら 自 体 が 配 置 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 次 に 、 乾 燥 し た コ ー ト さ れ た 固 体 表 面 は 、 支 持 体 に 共 有 結 合 す る 反 応 基 を 増 加 さ せ る よ
う に 処 理 さ れ る 。 光 反 応 基 の 場 合 に 、 そ れ ら は 照 射 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 活 性 化 は 、 反
応 基 の 支 持 体 へ の 結 合 を 引 き 起 こ す 外 的 刺 激 の 適 用 で あ る 。 特 に 、 共 有 結 合 、 例 え ば 炭 素
－ 炭 素 結 合 の 形 成 は 、 支 持 体 と 反 応 基 の 間 で 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 1の 態 様 に お い て 、 活 性 化 は 、 約 15,000 mJ/cm 2 の 総 エ ネ ル ギ ー ま で の 、 約 30分 間 の 9.0 
mW/cm 2 で の UVA/UVB光 の 照 射 に よ っ て 与 え ら れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 活 性 化 は 、 約 3
～ 約 4 J/cm 2 の 総 エ ネ ル ギ ー ま で の 2,000 mW/cm 2 で の UVA/UVB光 の 照 射 へ の 暴 露 に よ っ て 与
え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 使 用 し た イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 及 び 総 エ ネ ル ギ ー 量 は 、 重 合 体 に 結 合 し た 光 反 応 基 に
従 っ て 変 わ る 。 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て 、 活 性 化 は 、 400 W/イ ン チ (約 157.48 W/cm)の
ラ ン プ 出 力 を 有 す る 8フ ィ ー ト /分 (2.4384 m/分 )に セ ッ ト さ れ た コ ン ベ ヤ ベ ル ト を 伴 い 、 2
,000 mW/cm 2 に て 照 射 す る 水 銀 無 電 極 を 使 用 す る Fusion UV Conveyor Systemを 使 用 し た 光
照 射 に よ っ て 行 わ れ る 。 放 射 計 、 IL290 Light Bugを 、 3,000～ 4,000 mJ/cm 2 の 範 囲 の 所 望
の エ ネ ル ギ ー を 確 認 す る た め に コ ン ベ ヤ ベ ル ト を 通 し て 作 動 さ せ る 。 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー
ト は 、 1時 間 に つ き 約 800枚 の プ レ ー ト 、 又 は 4～ 5秒 に つ き 約 1枚 の プ レ ー ト に て 光 照 射 さ
れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 重 合 体 組 成 物 の 濃 度 は 、 溶 剤 の 1 mLあ た り の 重 合 体 の 総 量 を 変 え る こ と に よ っ
て 調 節 さ れ う る 。 1 cm 2 あ た り の 重 合 体 組 成 物 又 は 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の よ り 高 い 濃 度 が
有 利 で あ る 場 合 に お い て 、 よ り 少 な い 溶 媒 が 組 成 物 の 重 合 体 分 子 を 溶 解 す る た め に 使 用 さ
れ う る 。 1 cm 2 あ た り の 重 合 体 組 成 物 又 は 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の よ り 低 い 濃 度 が 有 利 で あ
る 場 合 に お い て 、 よ り 多 い 溶 媒 が 組 成 物 の 重 合 体 分 子 を 溶 解 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 す
な わ ち 、 重 合 体 組 成 物 の 濃 度 を 0.02～ 1.0 mg/mL溶 媒 に 調 節 し 、 そ し て 固 体 表 面 、 例 え ば
マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト を コ ー テ ィ ン グ す る こ と で 、 合 計 の 結 合 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の 選 択
可 能 な 範 囲 を 有 す る 表 面 が 製 造 さ れ る 。 重 合 体 組 成 物 は 、 完 全 な 溶 解 性 重 合 体 又 は 懸 濁 さ
れ た 不 溶 性 重 合 体 を 含 み う る 。 本 発 明 の 組 成 物 の 作 製 に 使 用 さ れ う る 溶 剤 は 、 水 、 ア ル コ
ー ル 、 ケ ト ン 及 び こ れ ら の 一 部 又 は 全 部 の 混 合 物 を 含 む 。 こ の 溶 剤 は 、 使 用 さ れ る 支 持 体
に 適 合 す る 必 要 が あ る 。 組 成 物 の 重 合 体 は 互 い に 架 橋 さ れ る の で 、 流 体 様 の 溶 液 か ら 成 る
組 成 物 が ゲ ル に 変 わ る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る い は 、 溶 液 は 、 ス ラ リ ー の 形 態 で 製 造 さ れ
る 。 組 成 物 に 使 用 さ れ る 溶 剤 の 例 は 、 水 、 ア ル コ ー ル 、 ケ ト ン 及 び こ れ ら の 一 部 又 は 全 部
の 混 合 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 非 結 合 重 合 体 は 、 非 結 合 重 合 体 を 溶 か し て 、 取 り 除 く た め に 好 適 な 溶 液 中 で イ ン キ ュ ベ
ー ト す る こ と に よ っ て 取 り 除 か れ る 。 例 え ば 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 25℃ で 一 晩 に MO
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PSバ ッ フ ァ ー 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 MOPSバ ッ フ ァ ー と 蒸 留 水 で そ れ ぞ れ 3回 洗 浄 し 、 ヒ
ビ タ ン 溶 液 で 洗 浄 し 、 風 乾 し 、 包 装 し 、 そ し て 大 気 温 (2～ 8℃ )下 で 保 存 す る 。 残 留 重 合 体
は 、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 残 っ た 重 合 体 の う ち 、 組 成 物 の 重 合 体 分 子 の 少 な く と も い く つ か は 、 そ れ に 共 有 結 合 し
た 少 な く と も 1つ の 反 応 基 を も つ 。 い く つ か の 重 合 体 分 子 が 反 応 基 に よ っ て 支 持 体 に 直 接
的 に 結 合 す る が 、 反 応 基 の い く つ か は 重 合 体 分 子 間 で 共 有 結 合 す る 。 反 応 基 は 、 組 成 物 中
の 1以 上 の 重 合 体 分 子 に 共 有 結 合 す る こ と が で き 、 重 合 体 分 子 間 の 反 応 基 の 相 互 作 用 は 、
重 合 体 の 3次 元 の マ ト リ ッ ク ス を 形 成 す る 架 橋 を も た ら す 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 形 成 さ れ た 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス 中 の 所 望 の 結 合 リ ガ ン ド が 、 例 え ば 異 な る 結 合 リ ガ ン ド
の 付 加 、 又 は 存 在 し て い る 結 合 リ ガ ン ド の 修 飾 の い ず れ か に よ り 結 合 リ ガ ン ド を 非 共 有 又
は 共 有 結 合 す る こ と に よ っ て 、 誘 導 体 化 さ れ る 場 合 、 そ れ に よ り 非 常 に 幅 広 い タ ー ゲ ッ ト
分 子 の 大 容 量 の 捕 獲 を さ ら に 可 能 に す る 。 本 発 明 の こ の 結 合 リ ガ ン ド 修 飾 の 特 徴 は 、 以 下
の 実 施 例 1、 6、 7及 び 9で 説 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 作 製 に お い て 、 支 持 体 を 、 少 な く と も 2 μ g/cm
2 の 密 度 を も つ 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る よ う に 、 大 量 の 重 合 体 組 成 物 と 接 触 さ せ る
。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 重 合 体 組 成 物 を 、 4 μ g/cm 2 ～ 30 μ g/cm 2 、 例 え ば 6 μ g/cm 2 ～
15 μ g/cm 2 の 密 度 を も つ 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る の に 十 分 な 量 の 支 持 体 と 接 触 さ せ
る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 そ の 上 、 大 量 の 重 合 体 組 成 物 を 、 少 な く と も 1 nM/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を も つ 重 合 体
マ ト リ ッ ク ス を 提 供 す る よ う に 支 持 体 と 接 触 さ せ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 重 合 体 マ ト リ ッ
ク ス は 、 1.2 nM/cm 2 ～ 185 nM/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を も つ 。 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て
、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス は 、 1.5 nM/cm 2 ～ 90 nM/cm 2 、 例 え ば 1.8 nM/cm 2 ～ 15 nM/cm 2 の 密 度
を も つ 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 1の 態 様 に お い て 、 支 持 体 は マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ
リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト で あ り 、 重 合 体 分 子 は デ キ ス ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 結 合 リ ガ ン ド は
ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト で あ り 、 そ し て 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス は 、 1.5 nM/cm 2 ～ 7.5 nM/cm 2 の 結
合 リ ガ ン ド 密 度 を も つ 。 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 結 合 リ ガ ン ド は ガ リ ウ ム 又 は 鉄 キ レ
ー ト で あ る か 、 あ る い は 結 合 リ ガ ン ド は グ ル タ チ オ ン で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 支 持 体 は マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ プ ロ ピ レ ン ・ プ レ ー ト で あ り
、 重 合 体 分 子 は デ キ ス ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 そ し て 結 合 リ ガ ン ド は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
あ る 。 元 の マ ト リ ッ ク ス が 支 持 体 上 で 形 成 さ れ た 後 に 、 こ の 結 合 リ ガ ン ド が 作 製 さ れ る 。
多 く の 場 合 、 よ り 高 分 子 量 の リ ガ ン ド が マ ト リ ッ ク ス 上 の 元 の リ ガ ン ド に 加 え ら れ る と き
、 よ り 大 き な サ イ ズ の 新 し い リ ガ ン ド の た め リ ガ ン ド 密 度 が 減 少 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 支 持 体 は 、 マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン ・ プ レ ー ト で あ り
、 重 合 体 分 子 は デ キ ス ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 結 合 リ ガ ン ド は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ り 、
そ し て 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス は 1.5 μ g/cm 2 ～ 7.5 μ g/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を も つ 。 結 合
リ ガ ン ド は 、 元 の マ ト リ ッ ク ス が 支 持 体 上 で 形 成 さ れ た 後 に 、 作 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 最 後 に 、 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 支 持 体 が マ ル チ ウ ェ ル ・ ポ リ ス チ レ ン で あ り 、
重 合 体 分 子 が デ キ ス ト ラ ン 重 合 体 で あ り 、 結 合 リ ガ ン ド が プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G、 プ
ロ テ イ ン L又 は そ の 混 合 物 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ 、 そ し て 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス に は 1.5 μ g
/cm 2 ～ 7.5 μ g/cm 2 の 結 合 リ ガ ン ド 密 度 を も つ 。 結 合 リ ガ ン ド は 、 元 の マ ト リ ッ ク ス が 支
持 体 上 で 形 成 さ れ た 後 に 作 製 さ れ る 。
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【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に お け る 前 記 の 作 製 さ れ た 例 は 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子
を 含 む 溶 液 か ら タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 分 離 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 重 合 体
マ ト リ ッ ク ス で コ ー ト さ れ た ウ ェ ル を も つ マ ル チ ウ ェ ル の MOPSプ レ ー ト は 、 プ レ ー ト の 個
々 の ウ ェ ル に 加 え ら れ た 溶 液 か ら タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 分 離 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る
。 溶 液 を プ レ ー ト に 加 え る と す ぐ に 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 が 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス と 反 応 す る た
め の 期 間 を 割 り 当 て る 。 先 に 示 さ れ る と お り 、 反 応 時 間 の 長 さ は 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 の 機 能
、 結 合 基 及 び プ レ ー ト を 使 う た め の 理 由 で あ る 。 例 え ば 、 プ レ ー ト が 定 量 的 な 測 定 の 道 具
と し て 使 用 さ れ る と き 、 よ り 長 い 時 間 が 、 結 合 分 子 が タ ー ゲ ッ ト 分 子 と 反 応 し 、 タ ー ゲ ッ
ト 分 子 の よ り 多 い 分 離 を 可 能 に す る 。 プ レ ー ト が 精 製 様 式 で 使 用 さ れ る 場 合 、 よ り 長 い 時
間 が 、 結 合 分 子 が タ ー ゲ ッ ト 分 子 と 反 応 し 、 特 徴 づ け の た め に 分 離 さ れ る タ ー ゲ ッ ト 分 子
の よ り 多 い 量 の 分 離 を 可 能 に す る 。 プ レ ー ト が 検 出 手 段 と し て 使 用 さ れ る 場 合 、 タ ー ゲ ッ
ト 分 子 が 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス と 反 応 す る 時 間 の 長 さ は 、 そ れ が 着 目 の タ ー ゲ ッ ト 分 子 の 存
在 又 は 不 存 在 で あ る の で 、 相 関 関 係 が よ り 低 い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 プ レ ー ト が 定 量 的 な 測 定 道 具 と し て 使 用 さ れ る と き 、 プ レ ー ト は 、 タ ー ゲ ッ ト ・ イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 後 に 水 又 は バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 さ れ る 。 洗 浄 前 の 時 間 の 長 さ は 、 タ ー ゲ ッ
ト 分 子 に 従 っ て 変 わ る 。 さ ら に 、 プ レ ー ト か ら 非 結 合 分 子 を 取 り 除 く た め に 使 用 さ れ る 洗
浄 液 は 、 分 離 さ れ る タ ー ゲ ッ ト 分 子 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 疎 水 性 リ ガ ン ド が 重 合 体 マ ト リ
ッ ク ス に 利 用 さ れ て い る と き 、 捕 獲 し た タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 取 り 除 い て し ま う の で 、 疎 水 性
溶 液 を プ レ ー ト の 洗 浄 に 使 用 し な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 洗 浄 後 に 、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス に よ っ て プ レ ー ト に 共 有 又 は 非 共 有 結 合 し た タ ー ゲ ッ ト
分 子 は 、 プ レ ー ト か ら 分 離 さ れ 、 そ し て 特 徴 づ け 若 し く は 定 量 の た め に 移 さ れ る か 、 標 準
的 な 検 出 化 学 薬 品 を 使 っ て 検 出 す る た め に 表 面 に 残 さ れ る か 、 あ る い は 検 出 若 し く は 特 徴
づ け に 先 立 ち 新 し い タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 捕 獲 す る た め に 生 物 学 的 若 し く は 人 工 的 な サ ン プ ル
と さ ら に 反 応 す る た め の 新 し い 結 合 リ ガ ン ド と し て 表 面 に 残 さ れ る か の い ず れ か で あ り う
る 。 分 子 が プ レ ー ト か ら 分 離 さ れ る べ き と き 、 プ レ ー ト か ら タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 分 離 す る た
め に 使 用 さ れ る 溶 剤 は ； タ ー ゲ ッ ト 分 子 と 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の 結 合 リ ガ ン ド の 間 の 結 合
の 種 類 、 及 び 分 析 又 は 特 徴 づ け の 選 ば れ た 方 法 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 結 合 が 本 質 的 に 静 電
気 的 な ら ば 、 特 定 の イ オ ン 強 度 又 は pHの 溶 液 に よ る プ レ ー ト の 洗 浄 は 、 プ レ ー ト か ら タ ー
ゲ ッ ト 分 子 を 分 離 す る か も し れ な い 。 結 合 が 本 質 的 に 疎 水 性 な ら ば 、 分 子 は 、 水 素 結 合 を
破 壊 す る 試 薬 、 例 え ば 尿 素 に よ っ て プ レ ー ト か ら 分 離 さ れ う る 。 結 合 が 本 質 的 に 電 子 対 を
共 有 し て い れ ば 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 は 、 共 有 的 な 相 互 作 用 を 破 壊 す る 試 薬 及 び 方 法 に よ っ て
プ レ ー ト か ら 分 離 さ れ う る 。 解 離 は 、 こ れ だ け に 制 限 さ れ る こ と な く 、 化 学 的 な 酸 若 し く
は 塩 基 性 加 水 分 解 、 タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 分 割 、 及 び ジ ス ル フ ィ ド 還 元 に よ っ て 達 成 さ れ
る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 タ ー ゲ ッ ト 分 子 の 検 出 の み が 望 ま れ る と き 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 は 、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス の
結 合 リ ガ ン ド に 結 合 し た ま ま 、 さ ら に 反 応 さ せ 、 そ し て 検 出 さ れ う る 。 す な わ ち 、 タ ー ゲ
ッ ト 分 子 は 、 結 合 リ ガ ン ド か ら 分 離 さ れ る か 又 は 支 持 体 か ら 取 り 除 か れ る 必 要 が な い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 様 々 な 検 出 分 子 が 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 と 反 応 し う る 。 使 用 さ れ た い く つ か の 検 出 分 子 は 、
修 飾 さ れ て い な い か 、 又 は 例 え ば 蛍 光 性 プ ロ ー ブ 若 し く は 酵 素 複 合 体 の よ う な リ ポ ー タ ー
分 子 を も つ よ う に 修 飾 さ れ た か の い ず れ か の 特 異 的 な 抗 体 を 含 む 。 タ ー ゲ ッ ト と 反 応 す る
よ う に 使 用 さ れ た 検 出 分 子 は 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 の 性 質 に 依 存 し て プ レ ー ト に 結 合 す る 。 例
え ば 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 が タ ン パ ク 質 な ら ば 、 蛍 光 標 識 し た 抗 体 を 検 出 の た め に 使 用 す る こ
と が で き る 。 他 の 分 子 が 、 結 合 タ ー ゲ ッ ト 分 子 へ の 結 合 を 示 す た め に 色 が 変 わ る 分 子 、 例
え ば 抗 体 酵 素 複 合 体 が 使 用 さ れ る 。 当 業 者 は 、 ど の よ う な 種 類 の 分 子 が プ レ ー ト 上 の タ ー
ゲ ッ ト 分 子 の 存 在 を 検 出 す る た め に 最 も よ く 使 用 さ れ う る か 理 解 し て い る 。 タ ー ゲ ッ ト 分
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子 の 捕 獲 及 び 分 析 の た め の 技 術 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 そ し て 例 は 、 Ed Harlow and 
David Laneに よ り Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Laboratory,
 1998, pp中 に 概 説 さ れ 、 こ こ で 、 上 記 文 献 の 記 載 を 本 明 細 書 中 に 援 用 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 例 と し て 、 患 者 の 尿 中 の 特 異 的 な タ ン パ ク 質 の 存 在 が 、 患 者 が 特 定 の 病 状 を も つ こ と を
示 す 場 合 、 尿 を コ ー ト さ れ た プ レ ー ト に 晒 し た 後 に 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 に 結 合 す る 蛍 光 標 識
し た 抗 体 が プ レ ー ト で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ う る 。 タ ー ゲ ッ ト 分 子 が 尿 中 に 存 在 す れ ば 、 そ
の タ ン パ ク 質 は プ レ ー ト 上 の 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス に 対 応 す る 結 合 リ ガ ン ド に 結 合 す る 。 非
結 合 物 質 を 取 り 除 く た め に ウ ェ ル を 洗 浄 し た 後 に 、 抗 体 を 支 持 体 に 結 合 し た タ ー ゲ ッ ト 分
子 に 適 用 す る 。 タ ー ゲ ッ ト 分 子 蛍 光 抗 体 複 合 体 を 含 む プ レ ー ト を UVラ イ ト の 中 に 置 く こ と
は 、 病 状 を 定 量 的 に 計 測 す る 手 段 の た め に タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 示 す 。 同 じ も の が 、 DNA及 び R
NA断 片 の よ う な 捕 獲 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 っ て 達 成 さ れ う る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
　
　 大 容 量 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製
　 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン の 作 製 ： 31 mLの 、 0.05 M酢 酸 ナ ト リ ウ ム pH 5.0バ ッ フ ァ ー 中 、 2
.5 g(0.014 M)の デ キ ス ト ラ ン (3,368 kDaの 平 均 分 子 量 及 び 400 kDa～ 54,000 kDaの 範 囲 )
を 加 え る こ と に よ っ て 、 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 デ キ ス ト ラ ン を 作 製 し た 。 前 記 溶 液 を 、 溶 解 す る
ま で 室 温 で 攪 拌 し た 。 次 に 、 デ キ ス ト ラ ン を 、 氷 浴 中 で 10℃ 未 満 に 冷 や し た 。 撹 拌 し た デ
キ ス ト ラ ン 溶 液 に 、 3.6 mLの 新 た に 調 製 し た 0.45 M過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 (1.7 mM)を
加 え た 。 反 応 混 合 物 を 、 遮 光 し 、 そ し て 2時 間 氷 浴 中 で 撹 拌 し た 。 次 に 、 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化
デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 、 5.6 mLの ア ル コ ー ル 度 数 200の エ タ ノ ー ル 及 び 1 mLの ピ リ ジ ン ・ ボ
ラ ン を 補 っ た 75 mLの 1.5 Mリ ジ ン (112.5 mM)の 溶 液 に 減 光 下 で ゆ っ く り 加 え た 。 こ の 反 応
混 合 物 を 、 遮 光 し な が ら 室 温 で 2時 間 撹 拌 し た 。 前 記 の 2時 間 の 終 了 時 に 、 5.83 mLの 新 た
に 作 製 し た 2 Mの 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム を 、 前 記 反 応 混 合 物 に 加 え 、 そ し て 室 温 で 2時 間
撹 拌 し た 。 次 に 、 こ の 反 応 混 合 物 を 、 最 短 で 18時 間 の 流 水 に 対 す る 連 続 的 な 透 析 の た め の
透 析 管 に 移 し 、 そ の 後 冷 凍 し 、 そ し て 凍 結 乾 燥 さ せ て 、 696 kDaの 平 均 分 子 量 、 82 kDa～ 1
1,000 kDaの 分 子 量 範 囲 を も つ 白 色 の 綿 毛 状 の 固 体 (2.5 g)を 得 た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン の 作 製 ： 7.5 mLの 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.
0バ ッ フ ァ ー に 、 0.30 g(0.14 mMの ア ミ ン )の 先 に 作 製 し た デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン を 加 え 、
こ の 混 合 物 を 均 質 状 態 ま で 撹 拌 し た 。 5.0 Mの 塩 酸 を 、 溶 解 時 に も と の 7.0に pHを 調 整 す る
た め に 使 用 し た 。 2.6 mLの N,N-ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)、 続 い て 無 水 DMF中 、 87 μ Lの
12 mg/mLの ベ ン ゾ ベ ン ゾ イ ル ・ ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 n-ヒ ド ロ キ シ サ ク シ ン イ ミ ド (NHS)エ ス
テ ル の 新 た に 作 製 し た 溶 液 を 、 撹 拌 し て い る 溶 液 に ゆ っ く り と 加 え た 。 前 記 反 応 物 を 90分
間 遮 光 し な が ら 室 温 で 撹 拌 し た 。 材 料 を 水 に 対 し て 透 析 し 、 そ し て 凍 結 乾 燥 し て 、 安 定 し
た デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン 中 間 体 (0.30 g)を 得 た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － ビ ス (N,N-カ ル ボ キ シ メ チ ル )シ ス テ イ ン の 作
製 ： 0.30 gの 先 に 作 製 し た デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン の 溶 液 に 、 凍 結 乾 燥 の
前 に 、 750 μ Lの 、 DMF中 に 新 た に 作 製 し た マ レ イ ミ ド 酪 酸 NHSエ ス テ ル の 200 mg/mL溶 液 を
ゆ っ く り 加 え た 。 濁 っ た 混 合 物 を 、 室 温 で の 90分 間 撹 拌 し た 。 撹 拌 し た 反 応 混 合 物 に 、 63
 μ Lの 無 水 酢 酸 を 加 え た 。 反 応 物 を 、 室 温 で 15分 間 撹 拌 し た 。 フ ル オ レ サ ミ ン ・ ア ッ セ イ
を 使 っ て 、 全 て の ア ミ ン が ブ ロ ッ ク さ れ た こ と の 根 拠 を 明 ら か に し た 。 定 容 量 限 外 濾 過 洗
浄 を 、 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.0バ ッ フ ァ ー に よ り 10倍 の 洗 浄 液 に 相 当 す る 反 応 混 合
物 で 実 施 し た 。 洗 浄 し た 反 応 混 合 物 を 、 数 分 間 ア ル ゴ ン に よ っ て 通 気 し た 。 洗 浄 し た 反 応
混 合 物 に 、 ア ル ゴ ン に よ っ て 通 気 し た 、 351 μ Lの 、 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.0バ ッ フ
ァ ー 中 の 100 mg/mLビ ス (N,N'-カ ル ボ キ シ メ チ ル )シ ス テ イ ン ・ リ ガ ン ド の 新 た に 作 製 し た
溶 液 を 加 え た 。 反 応 混 合 物 を 、 遮 光 し な が ら 2～ 8℃ で 一 晩 撹 拌 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 一
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晩 流 水 に 対 し て 透 析 し て 、 次 に 凍 結 乾 燥 し て 、 白 色 の 綿 毛 状 の 固 体 (0.30 g)を 得 た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ビ ス (N,N'-カ ル ボ キ シ メ チ ル )シ ス テ イ ン の 作 製 ： 先 に 作 製 し
た 0.3 gの デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン に 、 凍 結 乾 燥 前 に 、 750 μ Lの 新 た に 作 製 し た DMF中 の マ
レ イ ミ ド 酪 酸 NHSエ ス テ ル の 200 mg/mL溶 液 を ゆ っ く り と 反 応 混 合 物 に 加 え た 。 濁 っ た 反 応
混 合 物 を 、 室 温 で 90分 間 撹 拌 し た 。 撹 拌 し た 反 応 混 合 物 に 、 63 μ Lの 無 水 酢 酸 を 加 え た 。
反 応 物 を 室 温 で 15分 間 撹 拌 し た 。 フ ル オ レ サ ミ ン ・ ア ッ セ イ を 使 っ て 、 全 て の ア ミ ン が ブ
ロ ッ ク さ れ た こ と の 根 拠 を 明 ら か に し た 。 定 容 量 限 外 濾 過 洗 浄 を 、 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム pH 7.0バ ッ フ ァ ー に よ り 10倍 の 洗 浄 液 に 相 当 す る 反 応 混 合 物 で 実 施 し た 。 洗 浄 し た 反 応
混 合 物 を 、 数 分 間 ア ル ゴ ン に よ っ て 通 気 し た 。 洗 浄 し た 反 応 混 合 物 に 、 ア ル ゴ ン に よ っ て
通 気 し た 、 351 μ Lの 、 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.0バ ッ フ ァ ー 中 の 100 mg/mLビ ス (N,N'
-カ ル ボ キ シ メ チ ル )シ ス テ イ ン ・ リ ガ ン ド の 新 た に 作 製 し た 溶 液 を 加 え た 。 反 応 混 合 物 を
、 2～ 8℃ で 一 晩 撹 拌 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 一 晩 流 水 に 対 し て 透 析 し て 、 次 に 凍 結 乾 燥 し
て 、 白 色 の 綿 毛 状 の 固 体 (0.3 g)を 得 た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 大 容 量 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製 ： 組 織 培 養 処 理 さ れ た (TCT)マ ル チ
ウ ェ ル プ レ ー ト (96ウ ェ ル プ レ ー ト )の 4列 に 、 200 μ Lの 、 水 中 、 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン －
ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － ビ ス (N,N'-カ ル ボ キ シ メ チ ル )シ ス テ イ ン の 0.15 mg/mL溶 液 を 加 え た (10
0/0)。 同 じ TCT96ウ ェ ル プ レ ー ト の さ ら な る 4列 に 、 200 μ Lの 、 50%の デ キ ス ト ラ ン － リ ジ
ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － ビ ス (N,N'-カ ル ボ キ シ メ チ ル )シ ス テ イ ン 及 び 50%の デ キ ス ト ラ ン －
リ ジ ン － ビ ス (N,N'-カ ル ボ キ シ メ チ ル )シ ス テ イ ン の 0.15 mg/mLの 総 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を
加 え た (50/50)。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 そ の プ レ ー ト 上 へ の 送 風 を 伴 う 40℃ の オ ー ブ ン で
一 晩 乾 燥 さ せ た 。 次 に 、 乾 燥 し た 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 、 約 90 mW/cm 2 に て 32分 間 光 照 射 し
た 。 次 に 、 プ レ ー ト を 、 250 μ Lの 水 中 に 一 晩 浸 し た 。 次 に 、 前 記 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 3
00 μ Lの 水 に よ り 2回 洗 浄 し 、 1 mM硫 酸 ニ ッ ケ ル 六 水 和 物 を 含 む 、 250 μ Lの 3-(N-モ ル フ
ォ リ ノ )-ブ タ ン ス ル ホ ン 酸 (MOPS)生 理 食 塩 水 pH 7.0を 入 れ て 、 室 温 で 一 晩 染 み 込 ま せ た 。
タ ー ゲ ッ ト ・ ニ ッ ケ ル 分 子 (59 Da)を 結 合 リ ガ ン ド に 結 合 さ せ た 後 、 次 に 96ウ ェ ル プ レ ー
ト を 、 300 μ Lの 0.05 M酢 酸 で 1回 、 300 μ Lの 水 で 1回 、 そ し て 300 μ Lの MOPS pH 7.0で 2
回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 デ キ ス ト ラ ン の 取 り 込 み ： 先 に 記 載 の と お り 作 製 さ れ た 大 容 量 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト 96ウ
ェ ル プ レ ー ト を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 へ の 総 デ キ ス ト ラ ン の 取 り 込 み を 測 定 す る こ と に よ
っ て 試 験 し た 。 ア ン ト ロ ン ・ ア ッ セ イ を 使 っ て こ の デ ー タ を 得 た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 各
々 の 部 分 に 200 μ Lの ア ン ト ロ ン 試 薬 を 加 え た 。 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 80～ 85℃ で 30
分 間 オ ー ブ ン で 加 熱 し 、 発 色 さ せ た 。 ブ ラ ン ク ・ ウ ェ ル に お け る 同 じ 96ウ ェ ル プ レ ー ト に
よ る デ キ ス ト ラ ン 標 準 曲 線 に 対 し て A 6 2 0 に て 、 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 読 み 取 り 、 以 下 の
表 1に 示 す デ ー タ を 得 た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 結 合 能 力 ： 先 に 記 載 の と お り 作 製 し た 大 容 量 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト 96ウ ェ ル プ
レ ー ト を 、 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 捕 獲 さ れ う る FLAG融 解 ペ プ チ ド (FLAG－ 細 菌 性 ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (FLAG-BAP))を 含 む 組 み 換 え 金 属 キ レ ー ト ・ タ ン パ ク 質 で あ る と こ ろ の 5
0 kDaの タ ー ゲ ッ ト ・ タ ン パ ク 質 の 総 量 を 測 定 す る こ と に よ り 同 様 に 試 験 し た 。 ト リ ス (ヒ
ド ロ キ シ メ チ ル )ア ミ ノ メ タ ン 緩 衝 化 食 塩 液 (TBS) pH 8.0中 、 0.15 mg/mL溶 液 の FLAG-BAP
溶 液 を 、 室 温 で 4時 間 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 FLAG-BAPを 、 15 kDaの
合 成 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (RNAse)-6-His-ビ オ チ ン の 0.25 mg/mL溶 液 か 、 又 は 26 kDaの ヒ ス チ
ジ ン 親 和 性 タ グ を 付 け た (HAT)融 合 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ (DHFR)タ ン パ ク 質 の 0.225 m
g/mL溶 液 に 置 換 さ れ も し た 。 4時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 3
00 μ Lの 、 Tween20を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBST)で 3回 、 続 い て 300 μ Lの 水 で 3回 洗
浄 し た 。 標 準 と し て ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)を 使 っ た ビ シ ン コ ニ ン 酸 (BCA)ア ッ セ イ を 、
96ウ ェ ル プ レ ー ト で 行 な い 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 結 合 し た タ ン パ ク 質 の 総 量 を 測 定 し た 。
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ブ ラ ン ク ・ ウ ェ ル に お い て 同 じ 96ウ ェ ル プ レ ー ト に お け る BSA標 準 曲 線 に 対 し て A 5 6 0 に て 9
6ウ ェ ル プ レ ー ト を 読 み 取 り 、 以 下 の 表 1に 示 さ れ る デ ー タ を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 精 製 さ れ た FLAG-BAP(1ウ ェ ル に つ き 0.2 mlの バ ッ フ ァ ー 中 に 30 μ g)を 、 先 に 記 載 の 全
て の プ レ ー ト に 加 え た 。 結 合 し た FLAG-BAPを 、 BCAに よ っ て プ レ ー ト 上 で 直 接 的 に 定 量 化
し た 。 4枚 の 別 個 の プ レ ー ト (A、 B、 C及 び D)を 、 タ ン パ ク 質 結 合 能 力 に つ い て 評 価 し た 。
プ レ ー ト Aは 、 本 願 発 明 の ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 含 ん だ 。 プ レ ー ト B、 C及 び Dは 、
捕 獲 、 精 製 及 び ヒ ス チ ジ ン の 検 出 の た め に 使 用 さ れ る 固 定 さ れ た ニ ッ ケ ル を 有 す る 市 販 の
プ レ ー ト で あ っ て 、 以 下 の タ ン パ ク 質 を 含 む ： プ レ ー ト Bは 、 Qiagen35061 Ni-NTA His So
rbプ レ ー ト を 含 み 、 プ レ ー ト Cは 、 Pierce 15142 Reacti-Bind(商 標 )金 属 キ レ ー ト ・ プ レ
ー ト で あ る 、 透 明 な 帯 状 プ レ ー ト を 含 み 、 そ し て プ レ ー ト Dは 、 Pierce 15143 Reacti-Bin
d(商 標 )金 属 キ レ ー ト ・ プ レ ー ト で あ る 、 高 い 結 合 能 力 を 含 む 。 本 願 発 明 の ア ッ セ イ ・ プ
ラ ッ ト フ ォ ー ム だ け が 、 1ウ ェ ル に つ き 10 μ gの タ ン パ ク 質 (67 μ gタ ン パ ク 質 /cm 2 )を 結
合 し た BCAア ッ セ イ を 使 っ て 、 い ず れ か の 探 知 可 能 な シ グ ナ ル を 得 た 。 市 販 の プ レ ー ト で
あ る プ レ ー ト B、 C及 び Dは 、 タ ン パ ク 質 結 合 能 力 を 評 価 す べ き 探 知 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ
な か っ た 。 検 出 の 下 限 は 、 0.2 μ gタ ン パ ク 質 /cm 2 に 相 当 す る 0.3 μ gタ ン パ ク 質 /ウ ェ ル
だ っ た 。 図 1を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 特 異 性 試 験 ： 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 50/50部 分 の 4つ の ウ ェ ル に 、 所 望 の 組 み 換 え 金 属 キ レ
ー ト タ ン パ ク 質 、 FLAG-BAPを 含 む 、 200 μ Lの 未 精 製 の エ ッ シ ェ リ シ ア ・ コ リ (
 )( . )抽 出 物 (約 5 mg/mLの 総 タ ン パ ク 質 )を 加 え た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 50/50

部 分 の 4つ の ウ ェ ル に 、 組 み 換 え 金 属 キ レ ー ト タ ン パ ク 質 に よ り 約 0.15 mg/mLに ス パ イ ク
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し た 200 μ lの 未 精 製 の 哺 乳 動 物 の 抽 出 物 を 加 え た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 同 じ 部 分 の 4つ の
ウ ェ ル に 、 200 μ Lの 、 TBS pH 8.0中 、 0.15 mg/mL組 み 換 え 金 属 キ レ ー ト ・ タ ン パ ク 質 を
加 え た 。 こ の ウ ェ ル を 2～ 8℃ に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト
を 、 300 μ Lの PBSTで 3回 、 そ し て 300 μ Lの 水 で 3回 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た ウ ェ ル の 各 々 に 、
200 μ Lの 、 TBS pH 8.0中 、 0.1 Mイ ミ ダ ゾ ー ル 溶 液 を 加 え た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 室 温
で 30分 間 旋 回 型 ミ キ サ ー 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 両 方 と も 希
釈 し 、 そ し て ト リ ク ロ ロ 酢 酸 (TCA)沈 殿 物 に よ っ て ウ ェ ル 全 体 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 表
し 、 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 (SDS-PAGE)に よ っ て 純 度 に
つ い て ア ッ セ イ し た 。 前 記 ゲ ル は 、 .コ リ と 哺 乳 動 物 の 未 精 製 抽 出 物 か ら の 結 合 の 特 異 性
を 証 明 し た 。 な ぜ な ら 、 精 製 さ れ た 組 み 換 え 金 属 キ レ ー ト 対 照 タ ン パ ク 質 に 相 当 す る 単 一
の バ ン ド だ け し か 存 在 し な か っ た か ら で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　
　 疎 水 性 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製
　 デ キ ス ト ラ ン － ジ ア ミ ノ ヘ キ サ ン の 作 製 ： 実 施 例 1に お い て 作 製 し た 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 溶
液 (1.25 g)を 、 5.6 mLの ア ル コ ー ル 度 数 200の エ タ ノ ー ル と 1 mLの ピ リ ジ ン ・ ボ ラ ン を 補
っ た 、 1.5 Mの ジ ア ミ ノ ヘ キ サ ン 、 pH 8.5の 溶 液 30 mLに 加 え た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 、 遮 光
し な が ら 室 温 で 2時 間 撹 拌 し た 。 前 記 の 2時 間 の 終 了 時 に 、 2.95 mLの 新 た に 作 製 し た 2 Mの
水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム を 、 前 記 反 応 混 合 物 に 加 え 、 そ し て 室 温 で 2時 間 撹 拌 し た 。 次 に
、 こ の 反 応 混 合 物 を 、 最 短 で 18時 間 の 流 水 に 対 す る 連 続 的 な 透 析 の た め の 透 析 管 に 移 し た
。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 デ キ ス ト ラ ン － ジ ア ミ ノ ヘ キ サ ン ア セ チ ル － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン の 作 製 ： 0.63 gの 透 析 さ れ
た デ キ ス ト ラ ン － ジ ア ミ ノ ヘ キ サ ン に 、 撹 拌 し な が ら 、 5.5 mLの 0.5 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム p
H 7.0バ ッ フ ァ ー 、 続 い て 180 μ Lの 、 無 水 DMF中 、 12 mg/mLの ベ ン ゾ ベ ン ゾ イ ル ・ ア ミ ノ
カ プ ロ ン 酸 NHSエ ス テ ル を 加 え た 。 こ の 反 応 物 を 、 遮 光 し な が ら 90分 間 室 温 で 撹 拌 し た 。
撹 拌 し た 溶 液 に 、 400 μ L(4.2 mM)の 無 水 酢 酸 を 4つ の 部 分 で 加 え 、 各 々 の 添 加 の 間 に 15分
間 撹 拌 し 、 そ し て 5.0 Mの 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 用 い て 、 も と の 7.0に pHを 調 整 し た 。 フ ル オ
レ サ ミ ン ・ ア ッ セ イ を 使 っ て 全 て の ア ミ ン が ブ ロ ッ ク さ れ た こ と の 根 拠 を 明 ら か に し た 。
次 に 、 反 応 混 合 物 を 一 晩 流 水 に 対 し て 透 析 し た 。 次 に 、 産 物 を 冷 凍 し 、 そ し て 凍 結 乾 燥 し
て 白 色 の 綿 毛 状 の 固 体 (0.6 g)を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 デ キ ス ト ラ ン － ジ ア ミ ノ ヘ キ サ ン ア セ チ ル の 作 製 ： 0.63 gの 透 析 さ れ た デ キ ス ト ラ ン －
ジ ア ミ ノ ヘ キ サ ン に 、 400 μ L(4.2 mM)の 無 水 酢 酸 を 4つ の 部 分 で 加 え 、 各 々 の 添 加 の 間 に
15分 間 撹 拌 し 、 そ し て 5.0 Mの 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 用 い て 、 も と の 7.0に pHを 調 整 し た 。 フ
ル オ レ サ ミ ン ・ ア ッ セ イ を 使 っ て 全 て の ア ミ ン が ブ ロ ッ ク さ れ た こ と の 根 拠 を 明 ら か に し
た 。 次 に 、 反 応 混 合 物 を 一 晩 流 水 に 対 し て 透 析 し た 。 次 に 、 産 物 を 冷 凍 し 、 そ し て 凍 結 乾
燥 し て 白 色 の 綿 毛 状 の 固 体 (0.6 g)を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 疎 水 性 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製 ： TCT96ウ ェ ル の 4列 に 、 200 μ Lの 、 水 中 、 デ キ ス ト ラ
ン － ジ ア ミ ノ ヘ キ サ ン ア セ チ ル － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン の 0.15 mg/mL又 は 0.5 mg/mL溶 液 の い ず
れ か を 加 え た (100/0)。 同 じ TCT96ウ ェ ル プ レ ー ト の 4の さ ら な る 列 に 、 200 μ Lの 、 50%の
デ キ ス ト ラ ン － ジ ア ミ ノ ヘ キ サ ン ア セ チ ル － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン 及 び 50%の デ キ ス ト ラ ン － ジ
ア ミ ノ ヘ キ サ ン ア セ チ ル の 0.15 mg/mL又 は 0.5 mg/mLの 総 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 加 え た (50/5
0)。 同 じ TCT96ウ ェ ル プ レ ー ト の 4の さ ら な る 列 に 、 200 μ Lの 、 75%の デ キ ス ト ラ ン － ジ ア
ミ ノ ヘ キ サ ン ア セ チ ル － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン と 、 25%の デ キ ス ト ラ ン － ジ ア ミ ノ ヘ キ サ ン ア セ
チ ル の 0.5 mg/mLの 総 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 加 え た (75/25)。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 そ の プ レ
ー ト 上 へ の 送 風 を 伴 う 40℃ の オ ー ブ ン で 一 晩 乾 燥 さ せ た 。 次 に 、 乾 燥 し た 96ウ ェ ル プ レ ー
ト に 、 約 90 mW/cm 2 に て 32分 間 光 照 射 し た 。 次 に 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 水 中 に
一 晩 浸 し た 。 次 に 、 前 記 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 0.3 M塩 酸 に よ り 2回 洗 浄 し 、 300
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 μ Lの 水 に よ り 2回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 デ キ ス ト ラ ン の 取 り 込 み ： 先 に 記 載 の と お り 作 製 さ れ た 疎 水 性 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 96
ウ ェ ル プ レ ー ト 上 へ の 総 デ キ ス ト ラ ン の 取 り 込 み を 測 定 す る こ と に よ っ て 試 験 し た 。 ア ン
ト ロ ン ・ ア ッ セ イ を 使 っ て こ の デ ー タ を 得 た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 々 の 部 分 に 200 μ L
の ア ン ト ロ ン 試 薬 を 加 え た 。 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 80～ 85℃ で 30分 間 オ ー ブ ン で 加 熱
し 、 発 色 さ せ た 。 ブ ラ ン ク ・ ウ ェ ル に お け る 同 じ 96ウ ェ ル プ レ ー ト に よ る デ キ ス ト ラ ン 標
準 曲 線 に 対 し て A 6 2 0 に て 、 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 読 み 取 り 、 以 下 の 表 2に 示 す デ ー タ を
得 た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 結 合 能 力 ： 先 に 記 載 の と お り 作 製 し た 疎 水 性 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 こ の 96ウ
ェ ル プ レ ー ト に 捕 獲 さ れ う る タ ー ゲ ッ ト ・ タ ン パ ク 質 の 総 量 を 測 定 す る こ と に よ り 同 様 に
試 験 し た 。 1.0 M硫 酸 ナ ト リ ウ ム 中 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 で あ る ア ル ブ ミ ン 66 kDaの 1.0 mg/mL
溶 液 を 、 2～ 8℃ で 一 晩 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、
1.0 M硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 3回 洗 浄 し た 。 (負 の 対 照 で あ る 0.005 Mト リ ス  pH 8.0中 、 ア ル ブ
ミ ン の 1.0 mg/mL溶 液 を 2～ 8℃ に て 96ウ ェ ル プ レ ー ト 表 面 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ
の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 1.0 M硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 3回 洗 浄 し た 。 )。 ビ シ ン コ ニ ン 酸 (BCA)ア ッ
セ イ を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト で 行 な い 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 結 合 し た タ ン パ ク 質 の 総 量 を 測
定 し た 。 ブ ラ ン ク ・ ウ ェ ル に お い て 同 じ 96ウ ェ ル プ レ ー ト に お け る BSA標 準 曲 線 に 対 し て A

5 6 0 に て 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 読 み 取 り 、 以 下 の 表 2に 示 さ れ る デ ー タ を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ０ 】
　
　 デ キ ス ト ラ ン － イ ミ ノ ビ ス プ ロ ピ ル ア ミ ン 陰 イ オ ン 交 換 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製
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　 デ キ ス ト ラ ン － イ ミ ノ ビ ス プ ロ ピ ル ア ミ ン の 作 製 ： 先 の 実 施 例 1に お い て 作 製 し た 過 ヨ
ウ 素 酸 酸 化 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 (1.25 g)を 、 5.6 mLの ア ル コ ー ル 度 数 200の エ タ ノ ー ル と 1 m
Lの ピ リ ジ ン ・ ボ ラ ン を 補 っ た 、 1.5 M、 pH 8.5の イ ミ ノ ビ ス プ ロ ピ ル ア ミ ン の 溶 液 30 mL
に 加 え た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 、 遮 光 し な が ら 室 温 で 2時 間 撹 拌 し た 。 前 記 の 2時 間 の 終 了 時
に 、 2.95 mLの 新 た に 作 製 し た 2.0 Mの 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム を 、 前 記 反 応 混 合 物 に 加 え
、 そ し て 室 温 で 2時 間 撹 拌 し た 。 次 に 、 こ の 反 応 混 合 物 を 、 最 短 で 18時 間 の 流 水 に 対 す る
連 続 的 な 透 析 の た め の 透 析 管 に 移 し た 。 こ の 透 析 さ れ た デ キ ス ト ラ ン － イ ミ ノ ビ ス プ ロ ピ
ル ア ミ ン を 冷 凍 し 、 そ し て 凍 結 乾 燥 し て 、 白 色 の 綿 毛 状 の 固 体 (1.25g)を 得 た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 デ キ ス ト ラ ン － イ ミ ノ ビ ス プ ロ ピ ル ア ミ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン の 作 製 ： 44 mLの 、 水 中 、
デ キ ス ト ラ ン － イ ミ ノ ビ ス プ ロ ピ ル ア ミ ン の 14 mg/mL溶 液 に 、 撹 拌 し な が ら 、 4.4 mLの 0.
5 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.0バ ッ フ ァ ー 、 続 い て 180 μ Lの 、 無 水 DMF中 、 12 mg/mLの ベ ン
ゾ ベ ン ゾ イ ル ・ ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 NHSエ ス テ ル を 加 え た 。 こ の 反 応 物 を 、 遮 光 し な が ら 90
分 間 室 温 で 撹 拌 し た 。 次 に 、 反 応 混 合 物 を 一 晩 流 水 に 対 し て 透 析 し た 。 次 に 、 産 物 を 冷 凍
し 、 そ し て 凍 結 乾 燥 し て 白 色 の 綿 毛 状 の 固 体 (0.6 g)を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 陰 イ オ ン 交 換 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製 ： TCT96ウ ェ ル の 4列 に 、 200 μ Lの 、 水 中 、 デ キ
ス ト ラ ン － イ ミ ノ ビ ス プ ロ ピ ル ア ミ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン の 0.15 mg/mL又 は 0.5 mg/mL溶 液
の い ず れ か を 加 え た (100/0)。 同 じ TCT96ウ ェ ル プ レ ー ト の 4の さ ら な る 列 に 、 200 μ Lの 、
50%の デ キ ス ト ラ ン － イ ミ ノ ビ ス プ ロ ピ ル ア ミ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン 及 び 50%の デ キ ス ト ラ ン
－ イ ミ ノ ビ ス プ ロ ピ ル ア ミ ン の 0.15 mg/mL又 は 0.5 mg/mLの 総 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 加 え た (
50/50)。 同 じ TCT96ウ ェ ル プ レ ー ト の 4の さ ら な る 列 に 、 200 μ Lの 、 75%の デ キ ス ト ラ ン －
ジ ア ミ ノ ヘ キ サ ン ア セ チ ル － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン と 、 25%の デ キ ス ト ラ ン － ジ ア ミ ノ ヘ キ サ ン
ア セ チ ル の 0.5 mg/mLの 総 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 加 え た (75/25)。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 そ の
プ レ ー ト 上 へ の 送 風 を 伴 う 40℃ の オ ー ブ ン で 一 晩 乾 燥 さ せ た 。 次 に 、 乾 燥 し た 96ウ ェ ル プ
レ ー ト に 、 約 90 mW/cm 2 に て 32分 間 光 照 射 し た 。 次 に 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 水
中 に 一 晩 浸 し た 。 次 に 、 前 記 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 0.3 M塩 酸 に よ り 2回 洗 浄 し
、 300 μ Lの 水 に よ り 2回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 デ キ ス ト ラ ン の 取 り 込 み ： 先 に 記 載 の と お り 作 製 さ れ た 陰 イ オ ン 交 換 96ウ ェ ル プ レ ー ト
を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 へ の 総 デ キ ス ト ラ ン の 取 り 込 み を 測 定 す る こ と に よ っ て 試 験 し た
。 ア ン ト ロ ン ・ ア ッ セ イ を 使 っ て こ の デ ー タ を 得 た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 々 の 部 分 に 20
0 μ Lの ア ン ト ロ ン 試 薬 を 加 え た 。 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 80～ 85℃ で 30分 間 オ ー ブ ン
で 加 熱 し 、 発 色 さ せ た 。 ブ ラ ン ク ・ ウ ェ ル に お け る 同 じ 96ウ ェ ル プ レ ー ト に よ る デ キ ス ト
ラ ン 標 準 曲 線 に 対 し て A 6 2 0 に て 、 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 読 み 取 り 、 以 下 の 表 3に 示 す デ
ー タ を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 結 合 能 力 ： 先 に 記 載 の と お り 作 製 し た 陰 イ オ ン 交 換 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 こ
の 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 捕 獲 さ れ う る タ ン パ ク 質 の 総 量 を 測 定 す る こ と に よ り 同 様 に 試 験 し
た 。 0.005 Mト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )ア ミ ノ メ タ ン (ト リ ス ) pH 8.0中 、 ア ル ブ ミ ン の 1.
0 mg/mL溶 液 を 、 2～ 8℃ で 一 晩 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 96ウ ェ ル プ レ
ー ト を 、 0.005 Mト リ ス で 数 回 洗 浄 し た 。 (負 の 対 照 は 、 0.5 M塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 0.005
 Mト リ ス  pH 8.0中 、 ア ル ブ ミ ン の 1.0 mg/mL溶 液 を 2～ 8℃ に て 96ウ ェ ル プ レ ー ト 表 面 で 一
晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の で あ る 。 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 0.005 Mト リ ス  pH 8.0で 数 回
洗 浄 し た 。 )。 ビ シ ン コ ニ ン 酸 (BCA)ア ッ セ イ を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト で 行 な い 、 96ウ ェ ル プ
レ ー ト に 結 合 し た タ ン パ ク 質 の 総 量 を 測 定 し た 。 ブ ラ ン ク ・ ウ ェ ル に お い て 同 じ 96ウ ェ ル
プ レ ー ト に お け る BSA標 準 曲 線 に 対 し て A 5 6 0 に て 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 読 み 取 り 、 以 下 の 表 3
に 示 さ れ る デ ー タ を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ６ 】
　
　 デ キ ス ト ラ ン -リ ジ ン 陰 イ オ ン 交 換 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製
　 陰 イ オ ン 交 換 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製 ： TCT96ウ ェ ル の 4列 に 、 200 μ Lの 、 水 中 、 (実 施
例 1に て 作 製 し た )デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン の 0.15 mg/mL又 は 0.5 mg/mL溶
液 の い ず れ か を 加 え た (100/0)。 同 じ TCT96ウ ェ ル プ レ ー ト の 4の さ ら な る 列 に 、 200 μ Lの
、 50%の デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン 及 び 50%の (実 施 例 1に て 作 製 し た )デ キ ス
ト ラ ン － リ ジ ン の 0.15 mg/mL又 は 0.5 mg/mLの 総 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 加 え た (50/50)。 同 じ
TCT96ウ ェ ル プ レ ー ト の 4の さ ら な る 列 に 、 200 μ Lの 、 75%の デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン
ゾ フ ェ ノ ン と 、 25%の デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン の 0.5 mg/mLの 総 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 加 え た (7
5/25)。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 そ の プ レ ー ト 上 へ の 送 風 を 伴 う 40℃ の オ ー ブ ン で 一 晩 乾 燥
さ せ た 。 次 に 、 乾 燥 し た 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 、 約 90 mW/cm 2 に て 32分 間 光 照 射 し た 。 次 に
、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 水 中 に 一 晩 浸 し た 。 次 に 、 前 記 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 3
00 μ Lの 0.3 M塩 酸 に よ り 2回 洗 浄 し 、 300 μ Lの 水 に よ り 2回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 デ キ ス ト ラ ン の 取 り 込 み ： 先 に 記 載 の と お り 作 製 さ れ た 陰 イ オ ン 交 換 96ウ ェ ル プ レ ー ト
を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 へ の 総 デ キ ス ト ラ ン の 取 り 込 み を 測 定 す る こ と に よ っ て 試 験 し た
。 ア ン ト ロ ン ・ ア ッ セ イ を 使 っ て こ の デ ー タ を 得 た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 々 の 部 分 に 20
0 μ Lの ア ン ト ロ ン 試 薬 を 加 え た 。 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 80～ 85℃ で 30分 間 オ ー ブ ン
で 加 熱 し 、 発 色 さ せ た 。 ブ ラ ン ク ・ ウ ェ ル に お け る 同 じ 96ウ ェ ル プ レ ー ト に よ る デ キ ス ト
ラ ン 標 準 曲 線 に 対 し て A 6 2 0 に て 、 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 読 み 取 り 、 以 下 の 表 4に 示 す デ
ー タ を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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　 タ ン パ ク 質 結 合 能 力 ： 先 に 記 載 の と お り 作 製 し た 陰 イ オ ン 交 換 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 こ
の 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 捕 獲 さ れ う る タ ン パ ク 質 の 総 量 を 測 定 す る こ と に よ り 同 様 に 試 験 し
た 。 0.005 Mト リ ス  pH 8.0中 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 で あ る ア ル ブ ミ ン の 1.0 mg/mL溶 液 を 、 2～
8℃ で 一 晩 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 0.005 Mト リ
ス  pH 8.0で 3回 洗 浄 し た 。 負 の 対 照 は 、 0.5 M塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 0.005 Mト リ ス  pH 8.
0中 、 ア ル ブ ミ ン の 1.0 mg/mL溶 液 を 2～ 8℃ に て 96ウ ェ ル プ レ ー ト 表 面 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た も の で あ り 、 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 0.005 Mト リ ス  pH 8.0で 数 回 洗 浄 し た 。 ビ シ
ン コ ニ ン 酸 (BCA)ア ッ セ イ を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト で 行 な い 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 結 合 し た
タ ン パ ク 質 の 総 量 を 測 定 し た 。 ブ ラ ン ク ・ ウ ェ ル に お い て 同 じ 96ウ ェ ル プ レ ー ト に お け る
BSA標 準 曲 線 に 対 し て A 5 6 0 に て 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 読 み 取 り 、 以 下 の 表 4に 示 さ れ る デ ー タ
を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
　
　 陽 イ オ ン 交 換 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製
　 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － サ ク シ ニ レ ー ト の 作 製 ： 実 施 例 1で 作 製 し た
デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン (0.63 g)を 、 44 mLの 0.05 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.0バ ッ フ ァ ー 中
に 溶 解 さ せ た 。 緩 衝 化 透 析 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン 溶 液 に 、 撹 拌 し な が ら
180 μ Lの 、 無 水 DMF中 、 12 mg/mLベ ン ゾ ベ ン ゾ イ ル ・ ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 NHSエ ス テ ル を ゆ
っ く り 加 え た 。 前 記 反 応 物 を 、 遮 光 し な が ら 90分 間 室 温 で 撹 拌 し た 。 撹 拌 し た 反 応 混 合 物
に 、 2つ の 部 分 と し て 4.2 mMの サ ク シ ニ ル 無 水 物 を 加 え 、 各 々 の 添 加 の 間 に 15分 間 撹 拌 し
た 、 そ し て 5.0 Mの 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 用 い て も と の 7.0に pHを 調 整 し た 。 フ ル オ レ サ ミ ン
・ ア ッ セ イ は 、 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン 上 の 全 て の 遊 離 の ア ミ ン が サ ク シ ネ ー ト 基 に よ っ て
完 全 に ブ ロ ッ ク さ れ て い な い こ と を 示 し た 。 追 加 の 16 mLの 、 100 mg/mLサ ク シ ニ ル 無 水 物
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を 加 え 、 15分 間 撹 拌 し 、 そ し て pHを 7.0に 調 整 し た 。 次 に 、 100 μ Lの 無 水 酢 酸 を 、 撹 拌 し
た 反 応 混 合 物 に 加 え 、 そ し て 10分 間 撹 拌 し た 。 次 に 、 pHを も と の 7.0に 調 整 し 、 そ し て フ
ル オ レ サ ミ ン ・ ア ッ セ イ は 、 遊 離 の ア ミ ン が サ ン プ ル 中 に も は や 存 在 し な い こ と を 示 し た
。 次 に 、 反 応 混 合 物 を 、 一 晩 流 水 に 対 し て 透 析 し た 。 次 に 、 産 物 を 、 0.45 μ mの フ ィ ル タ
ー を 通 し て ろ 過 し 、 冷 凍 し 、 そ し て 凍 結 乾 燥 し て 、 白 色 の 綿 毛 状 の 固 体 (0.60 g)を 得 た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 デ キ ス ト ラ ン -リ ジ ン － サ ク シ ニ レ ー ト の 作 製 ： 実 施 例 1で 作 製 し た デ キ ス ト ラ ン － リ ジ
ン (0.63 g)を 、 44 mLの 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.0バ ッ フ ァ ー 中 に 溶 解 さ せ た 。 こ の 溶
液 に 、 先 の と お り 、 2つ の 部 分 と し て 4.2 mMの サ ク シ ニ ル 無 水 物 を 加 え た 。 フ ル オ レ サ ミ
ン ・ ア ッ セ イ は 、 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン 上 の 全 て の 遊 離 の ア ミ ン が サ ク シ ネ ー ト 基 に よ っ
て 完 全 に ブ ロ ッ ク さ れ て い な い こ と を 示 し た 。 追 加 の 16 mLの 、 100 mg/mLサ ク シ ニ ル 無 水
物 を 加 え 、 15分 間 撹 拌 し 、 そ し て pHを 7.0に 調 整 し た 。 次 に 、 100 μ Lの 無 水 酢 酸 も 、 撹 拌
し た 反 応 混 合 物 に 加 え 、 そ し て 10分 間 撹 拌 し た 。 次 に 、 pHを も と の 7.0に 調 整 し 、 そ し て
フ ル オ レ サ ミ ン ・ ア ッ セ イ は 、 遊 離 の ア ミ ン が サ ン プ ル 中 に も は や 存 在 し な い こ と を 示 し
た 。 次 に 、 反 応 混 合 物 を 、 一 晩 流 水 に 対 し て 透 析 し た 。 次 に 、 産 物 を 、 0.45 μ mの フ ィ ル
タ ー を 通 し て ろ 過 し 、 冷 凍 し 、 そ し て 凍 結 乾 燥 し て 、 白 色 の 綿 毛 状 の 固 体 (0.60 g)を 得 た
。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 陽 イ オ ン 交 換 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製 ： TCT96ウ ェ ル の 4列 に 、 200 μ Lの 、 水 中 、 デ キ
ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － サ ク シ ニ レ ー ト の 0.15 mg/mL又 は 0.5 mg/mL溶 液 の
い ず れ か を 加 え た (100/0)。 同 じ TCT96ウ ェ ル プ レ ー ト の 4の さ ら な る 列 に 、 200 μ Lの 、 50
%の デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － サ ク シ ニ レ ー ト 及 び 50%の デ キ ス ト ラ ン － リ
ジ ン － サ ク シ ニ レ ー ト の 0.15 mg/mL又 は 0.5 mg/mLの 総 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 加 え た (50/50)
。 同 じ TCT96ウ ェ ル プ レ ー ト の 4の さ ら な る 列 に 、 200 μ Lの 、 75%の デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン
－ ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － サ ク シ ニ レ ー ト と 、 25%の デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － サ ク シ ニ レ ー ト の 0
.5 mg/mLの 総 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 加 え た (75/25)。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 そ の プ レ ー ト 上
へ の 送 風 を 伴 う 40℃ の オ ー ブ ン で 一 晩 乾 燥 さ せ た 。 次 に 、 乾 燥 し た 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 、
約 90 mW/cm 2 に て 32分 間 光 照 射 し た 。 次 に 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 水 中 に 一 晩 浸
し た 。 次 に 、 前 記 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 0.3 M塩 酸 に よ り 2回 洗 浄 し 、 300 μ Lの
水 に よ り 2回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 デ キ ス ト ラ ン の 取 り 込 み ： 先 に 記 載 の と お り 作 製 さ れ た 陽 イ オ ン 交 換 96ウ ェ ル プ レ ー ト
を 、 上 記 プ レ ー ト 上 へ の 総 デ キ ス ト ラ ン の 取 り 込 み を 測 定 す る こ と に よ っ て 試 験 し た 。 ア
ン ト ロ ン ・ ア ッ セ イ を 使 っ て こ の デ ー タ を 得 た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 々 の 部 分 に 200 μ
Lの ア ン ト ロ ン 試 薬 を 加 え た 。 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 80～ 85℃ で 30分 間 オ ー ブ ン で 加
熱 し 、 発 色 さ せ た 。 ブ ラ ン ク ・ ウ ェ ル に お け る 同 じ 96ウ ェ ル プ レ ー ト に よ る デ キ ス ト ラ ン
標 準 曲 線 に 対 し て A 6 2 0 に て 、 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 読 み 取 り 、 以 下 の 表 5に 示 す デ ー タ
を 得 た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 結 合 能 力 ： 先 に 記 載 の と お り 作 製 し た 陽 イ オ ン 交 換 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 こ
の 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 捕 獲 さ れ う る タ ン パ ク 質 の 総 量 を 測 定 す る こ と に よ り 同 様 に 試 験 し
た 。 0.005 M酢 酸  pH 5.0中 、 68 kDaの タ ー ゲ ッ ト ・ タ ン パ ク 質 で あ る ア ビ ジ ン の 1.0 mg/m
L溶 液 を 、 2～ 8℃ で 一 晩 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を
、 0.005 M酢 酸  pH 5.0で 数 回 洗 浄 し た 。 負 の 対 照 は 、 0.5 M塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 0.005 M
酢 酸  pH 5.0中 、 ア ビ ジ ン の 1.0 mg/mL溶 液 を 2～ 8℃ に て 96ウ ェ ル プ レ ー ト 表 面 で 一 晩 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た も の で あ り 、 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 0.005 M酢 酸  pH 8.0で 数 回 洗 浄 し た
。 ビ シ ン コ ニ ン 酸 (BCA)ア ッ セ イ を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト で 行 な い 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 結
合 し た タ ン パ ク 質 の 総 量 を 測 定 し た 。 ブ ラ ン ク ・ ウ ェ ル に お い て 同 じ 96ウ ェ ル プ レ ー ト に
お け る BSA標 準 曲 線 に 対 し て A 5 6 0 に て 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 読 み 取 り 、 以 下 の 表 5に 示 さ れ る
デ ー タ を 得 た 。
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【 ０ １ ０ ５ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ６ 】
　
　 S-ア セ チ ル チ オ グ リ コ ー ル 酸 反 応 性 96ウ ェ ル プ レ ー ト 作 製
　 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － s-ア セ チ ル チ オ グ リ コ ー ル 酸 の 作 製 ： 7.6 mL
の 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.0バ ッ フ ァ ー に 、 0.30 gの 実 施 例 1に て 作 製 し た デ キ ス ト ラ
ン － リ ジ ン を 加 え 、 こ の 混 合 物 を 均 質 状 態 ま で 撹 拌 し た 。 5 Mの 塩 酸 を 、 溶 解 時 に も と の 7
.0に pHを 調 整 す る た め に 使 用 し た 。 2.6 mLの N,N-ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)、 続 い て 無
水 DMF中 、 87 μ Lの 12 mg/mLの ベ ン ゾ ベ ン ゾ イ ル ・ ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 n-ヒ ド ロ キ シ サ ク シ
ン イ ミ ド (NHS)エ ス テ ル の 新 た に 作 製 し た 溶 液 を 、 撹 拌 し て い る 溶 液 に ゆ っ く り と 加 え た
。 前 記 反 応 物 を 90分 間 遮 光 し な が ら 室 温 で 撹 拌 し た 。 90分 間 が 終 了 し た 時 点 で 、 775 μ L
の 新 た に 作 製 し た 、 DMF中 s-ア セ チ ル チ オ グ リ コ ー ル 酸 (SATA)NHSエ ス テ ル の 200 mg/mL溶
液 を 、 反 応 混 合 物 に ゆ っ く り 加 え た 。 濁 っ た 混 合 物 を 、 室 温 で の 90分 間 撹 拌 し た 。 撹 拌 し
た 反 応 混 合 物 に 、 63 μ Lの 無 水 酢 酸 を 加 え た 。 反 応 物 を 、 室 温 で 15分 間 撹 拌 し た 。 フ ル オ
レ サ ミ ン ・ ア ッ セ イ を 使 っ て 、 全 て の ア ミ ン が ブ ロ ッ ク さ れ た こ と の 根 拠 を 明 ら か に し た
。 こ の 反 応 混 合 物 を 一 晩 流 水 に 対 し て 透 析 し て 、 次 に 凍 結 乾 燥 し て 、 白 色 の 綿 毛 状 の 固 体
(0.30 g)を 得 た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － s-ア セ チ ル チ オ グ リ コ ー ル 酸 の 作 製 ： 7.6 mLの 0.1 Mリ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム pH 7.0バ ッ フ ァ ー に 、 0.30 gの 実 施 例 1に て 作 製 し た デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン を 加
え 、 こ の 混 合 物 を 均 質 状 態 ま で 撹 拌 し た 。 5.0 Mの 塩 酸 を 、 溶 解 時 に も と の 7.0に pHを 調 整
す る た め に 使 用 し た 。 次 に 、 2.6 mLの N,N-ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)を 、 撹 拌 し て い る
溶 液 に ゆ っ く り と 加 え 、 続 い て 775 μ Lの 新 た に 作 製 し た 、 DMF中 SATA NHSエ ス テ ル の 200 
mg/mL溶 液 を 、 反 応 混 合 物 に ゆ っ く り 加 え た 。 濁 っ た 混 合 物 を 、 室 温 で の 90分 間 撹 拌 し た
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。 撹 拌 し た 反 応 混 合 物 に 、 6 μ Lの 無 水 酢 酸 を 加 え た 。 反 応 物 を 、 室 温 で 15分 間 撹 拌 し た
。 フ ル オ レ サ ミ ン ・ ア ッ セ イ を 使 っ て 、 全 て の ア ミ ン が ブ ロ ッ ク さ れ た こ と の 根 拠 を 明 ら
か に し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 一 晩 流 水 に 対 し て 透 析 し て 、 次 に 凍 結 乾 燥 し て 、 白 色 の 綿 毛
状 の 固 体 (0.30 g)を 得 た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 S-ア セ チ ル チ オ グ リ コ ー ル 酸 反 応 性 96ウ ェ ル プ レ ー ト (A)の 作 製 ： TCT96ウ ェ ル プ レ ー ト
に 、 200 μ Lの 、 水 中 、 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － s-ア セ チ ル チ オ グ リ コ
ー ル 酸 の 0.1 mg/mL溶 液 を 加 え た (100/0)。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 そ の プ レ ー ト 上 へ の 送 風
を 伴 う 40℃ の オ ー ブ ン で 一 晩 乾 燥 さ せ た 。 次 に 、 乾 燥 し た 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 、 約 90 mW/
cm 2 に て 32分 間 光 照 射 し た 。 次 に 、 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 250 μ Lの 、 0.15 Mの 塩 化 ナ
ト リ ウ ム を 含 む 10 mMの MOPSに 一 晩 浸 し た 。 次 に 、 前 記 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 、
0.15 Mの 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 10 mMの MOPSで 3回 、 そ し て 300 μ Lの 水 で 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 S-ア セ チ ル チ オ グ リ コ ー ル 酸 反 応 性 96ウ ェ ル プ レ ー ト (B)の 作 製 ： 大 量 結 合 96ウ ェ ル プ
レ ー ト の 4列 に 、 200 μ Lの 、 水 中 、 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － s-ア セ チ ル
チ オ グ リ コ ー ル 酸 の 0.15 mg/mL溶 液 を 加 え た (100/0)。 同 じ 大 量 結 合 96ウ ェ ル プ レ ー ト の
さ ら な る 4列 に 、 200 μ Lの 、 50%の デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － s-ア セ チ ル
チ オ グ リ コ ー ル 酸 及 び 50%の デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － s-ア セ チ ル チ オ グ リ コ ー ル 酸 の 0.15 
mg/mLの 総 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 加 え た (50/50)。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 そ の 上 へ の 送 風 を 伴
う 40℃ の オ ー ブ ン で 一 晩 乾 燥 さ せ た 。 次 に 、 乾 燥 し た 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 、 約 90 mW/cm 2

に て 32分 間 光 照 射 し た 。 次 に 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 0.025 M酢 酸 ナ ト リ ウ ム 中
に 一 晩 浸 し た 。 次 に 、 前 記 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 0.025 M酢 酸 ナ ト リ ウ ム で 3回
、 そ し て 300 μ Lの 水 で 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 デ キ ス ト ラ ン の 取 り 込 み ： 先 に 記 載 の と お り 作 製 し た S-ア セ チ ル チ オ グ リ コ ー ル 酸 反 応
性 96ウ ェ ル プ レ ー ト (B)を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 へ の 総 デ キ ス ト ラ ン の 取 り 込 み を 測 定 す
る こ と に よ っ て 試 験 し た 。 ア ン ト ロ ン ・ ア ッ セ イ を 使 っ て こ の デ ー タ を 得 た 。 96ウ ェ ル プ
レ ー ト の 各 々 の 部 分 に 200 μ Lの ア ン ト ロ ン 試 薬 を 加 え た 。 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 80
～ 85℃ で 30分 間 オ ー ブ ン で 加 熱 し 、 発 色 さ せ た 。 ブ ラ ン ク ・ ウ ェ ル に お け る 同 じ 96ウ ェ ル
プ レ ー ト に よ る デ キ ス ト ラ ン 標 準 曲 線 に 対 し て A 6 2 0 に て 、 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 読 み 取
り 、 以 下 の 表 6に 示 す デ ー タ を 得 た 。
【 ０ １ １ １ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ２ 】
　 リ ガ ン ド 密 度 ： プ レ ー ト (B)の SATAリ ガ ン ド 密 度 は 、 50/50及 び 100/0マ ト リ ッ ク ス に つ
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い て 、 そ れ ぞ れ 1.56及 び 2.60 nM/cm 2 で あ る と 予 測 さ れ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー ト さ れ た 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー ト 96さ れ た ウ ェ ル プ レ ー ト (A)の 作 製 ： 実 施 例 6で 作 製 さ れ た
S-ア セ チ ル チ オ グ リ コ ー ル 酸 反 応 性 96ウ ェ ル プ レ ー ト (A)を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー
ト さ れ た 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製 に 使 用 し た 。 コ ー ト さ れ た 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 の 全 て の
ウ ェ ル に 、 200 μ Lの 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム  pH 6.5中 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン の 0.1 M溶 液
を 加 え た 。 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 旋 回 型 ミ キ サ ー に よ り 素 速 く 混 合 し な が ら 5分 間 室
温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 前 記 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 吸 引 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 200 μ Lの 、 ア ル ゴ ン を 通 気 し た 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム  pH 7.0中 、 60 kDaの タ ー ゲ ッ
ト 分 子 で あ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － マ レ イ ミ ド の 0.1 mg/mL溶 液 を 、 S-ア セ チ ル チ オ グ リ
コ ー ル 酸 プ レ ー ト の 半 分 、 48ウ ェ ル に 加 え 、 そ し て 200 μ Lの 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － マ
レ イ ミ ド の 0.05 mg/mL溶 液 を 、 残 り の 48ウ ェ ル に 加 え た 。 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 涼 し
い 場 所 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 共 有 結 合 さ せ た 。 数 個 の ウ ェ ル の 上 清 を 合 わ せ て 、 そ し
て 約 50%の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － マ レ イ ミ ド が プ レ ー ト に 共 有 結 合 し た こ と を 判 断 す る た
め に ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド ・ ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 結 合 は 、 0.05及 び 0.1 mg/mL溶 液 に つ い て
、 そ れ ぞ れ 3.3及 び 6.67 μ gス ト レ プ ト ア ビ ジ ン /cm 2 で あ る と 算 定 さ れ た 。 次 に 、 プ レ ー
ト を 、 300 μ Lの 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム  pH 7.0で 3回 洗 浄 し 、 そ し て 200 μ Lの 、 0.1 Mリ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 中 、 1.0 mMの β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 加 え 、 旋 回 型 ミ キ サ ー に よ り 混
合 し な が ら 15分 間 室 温 で 遊 離 の マ レ イ ミ ド と 反 応 さ せ た 。 次 に 、 プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 0
.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム  pH 7.0に よ り 3回 洗 浄 し 、 そ の 後 200 μ Lの 、 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム  pH 7.0中 、 1.0 mM ブ ロ モ 酢 酸 を 加 え て 、 そ し て 旋 回 型 ミ キ サ ー で 混 合 し な が ら 室 温 で
1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 遊 離 の メ ル カ プ ト 基 を ブ ロ ッ ク し た 。 次 に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン ・ プ レ ー ト を 300 μ Lの 水 で 3回 洗 浄 し 、 そ し て 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー ト さ れ た 96ウ ェ ル プ レ ー ト (B)の 作 製 ： 実 施 例 6に て 作 製 し た
S-ア セ チ ル チ オ グ リ コ ー ル 酸 反 応 性 96ウ ェ ル プ レ ー ト (B)を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー
ト さ れ た 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 作 製 に 使 用 し た 。 コ ー ト さ れ た 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 全 て の ウ
ェ ル に 、 200 μ Lの 、 0.15 M塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.02 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.001 Mエ チ レ ン
ジ ア ミ ン 四 酢 酸 (EDTA)pH 6.8中 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン の 0.05 M溶 液 を 加 え た 。 96ウ ェ ル プ
レ ー ト を 、 旋 回 型 ミ キ サ ー で 素 速 く 混 合 し な が ら 45分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の
96ウ ェ ル プ レ ー ト を 吸 引 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 次 に 、 200 μ Lの 、 0.15 M塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.02 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.001 M EDTA pH
 6.8中 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － マ レ イ ミ ド の 0.05 mg/mL溶 液 を 、 各 々 の 列 2-4及 び 8-10に
加 え た 。 前 記 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 旋 回 型 ミ キ サ ー で 混 合 し な が ら 4時 間 室 温 で 、 そ の 後
涼 し い 場 所 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 数 個 の ウ ェ ル の 上 清 を 合 わ せ て 、 そ し て 、 そ れ を
バ ッ フ ァ ー ブ ラ ン ク と 、 及 び 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 加 え ら れ た 0.05 mg/mLの ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン － マ レ イ ミ ド の 溶 液 と 比 較 す る た め に 、 A 2 8 0 を 読 み 取 っ た 。 結 果 は 、 50/50及 び 100/0
に つ い て 、 そ れ ぞ れ 4.18及 び 4.38 μ gス ト レ プ ト ア ビ ジ ン /cm 2 を 示 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 結 合 能 力 ： (A)に て 先 に 作 製 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー ト さ れ た プ レ ー
ト に 、 PBS中 、 ビ オ チ ン － ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)の 0.15 mg/mL溶 液 を 加 え た 。 こ の プ レ
ー ト を 、 旋 回 型 ミ キ サ ー で 混 合 し な が ら 1時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ラ ッ ド フ ォ
ー ド ・ ア ッ セ イ を 行 な い 、 3.3及 び 6.67 μ gス ト レ プ ト ア ビ ジ ン /cm 2 プ レ ー ト に つ い て 、
そ れ ぞ れ 1.13及 び 1.76 cm 2 ビ オ チ ン 化 ア ル ブ ミ ン /μ gで あ る こ と を 証 明 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ビ オ チ ン 化 オ リ ゴ 結 合 容 量 ： ま ず 結 合 の 特 異 性 を 、 PBS中 、 5'-ビ オ チ ン -dT10フ ル オ レ
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セ イ ン -3'の 1.3 μ M溶 液 を 、 遊 離 ビ オ チ ン の 濃 度 を 変 え て 、 先 の (A)に て 作 製 し た ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン ・ プ レ ー ト に 加 え 、 そ し て 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 決
定 さ れ た 。 次 に 、 こ の プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 そ し て プ レ ー ト ・ リ ー ダ ー に よ り あ ら ゆ る 結 合
し た 5'-ビ オ チ ン -dT10フ ル オ レ セ イ ン -3'の 蛍 光 を 測 定 し た 。 結 果 は 、 遊 離 の ビ オ チ ン が
結 合 リ ガ ン ド の 特 異 的 な 親 和 性 を 証 明 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ プ レ ー ト へ の 結 合 を 抑 え
る こ と を 示 す 。 第 2に 、 0～ 10 μ Mの 範 囲 の 様 々 な 濃 度 の 、 PBS中 、 5'-ビ オ チ ン -dT10-フ ル
オ レ セ イ ン -3'を 、 遊 離 の ビ オ チ ン の 不 存 在 下 プ レ ー ト に 加 え 、 そ し て 室 温 で 15分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 あ ら ゆ る 結 合 5'-ビ オ チ ン -dT10-フ ル オ レ セ
イ ン -3'の 蛍 光 を プ レ ー ト ・ リ ー ダ ー で 読 み 取 っ た 。 結 果 は 、 ウ ェ ル が 、 約 25 μ Mの 濃 度
に て 5'-ビ オ チ ン -dT10フ ル オ レ セ イ ン -3'に よ り 飽 和 し て い る こ と を 示 し た 。 5'-ビ オ チ ン
-dT10-フ ル オ レ セ イ ン -3'、 つ ま り 新 し い 結 合 リ ガ ン ド の 結 合 は 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 と し て
の 抗 FITC抗 体 を 使 っ て 定 量 さ れ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　
　 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト ・ コ ー ト さ れ た マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー イ オ ン 化 (MALDI)プ レ ー
ト の 作 製
　 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト MALDIプ レ ー ト の 作 製 ： 前 も っ て メ タ ノ ー ル に よ り 掃 除 し た 20の 個
々 の サ ン プ ル ・ ス ポ ッ ト を 含 む ス テ ン レ ス MALDIプ レ ー ト を 、 ク ロ ロ ホ ル ム 中 に 溶 か し た
パ ラ フ ィ ル ム の 1 mg/mL溶 液 中 に 浸 し た 。 コ ー ト さ れ た MALDIプ レ ー ト に 、 3 μ Lの 、 50%の
デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － ビ ス (N,N'-カ ル ボ キ シ メ チ ル )シ ス テ イ ン (1,11
7 kDaの 平 均 分 子 量 、 か つ 、 112 kDa～ 19,220 kDaの 範 囲 )、 及 び 実 施 例 1に て 作 製 し た 50%
の デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ビ ス (N,N'-カ ル ボ キ シ メ チ ル )シ ス テ イ ン (696 kDaの 平 均 分 子
量 、 か つ 、 82 kDa～ 11,080 kDaの 範 囲 )の 0.75 mg/mLの 総 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 加 え た 。 こ
の MALDIプ レ ー ト を 、 そ の 上 に 送 風 し な が ら 30分 間 乾 燥 さ せ た 。 乾 燥 し た MALDIプ レ ー ト に
、 約 9.0 mW/cm 2 に て 32分 間 光 照 射 し た 。 次 に 、 MALDIプ レ ー ト を 、 3 μ Lの 、 水 中 、 0.01 M
の 硫 酸 ニ ッ ケ ル 溶 液 を 適 用 す る こ と に よ っ て 2～ 8℃ に て 30分 間 タ ー ゲ ッ ト 分 子 を 染 み 込 ま
せ た 。 蒸 発 を 防 ぐ 助 け と な る よ う に 、 タ ー ゲ ッ ト を 冷 蔵 容 器 内 に 保 存 し た 。 次 に こ の MALD
Iプ レ ー ト を 20分 間 水 中 に 浸 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト MALDIプ レ ー ト の タ ン パ ク 質 の 捕 獲 ： ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト 結 合 リ ガ
ン ド を 有 す る マ ト リ ッ ク ス を 含 む MALDIプ レ ー ト を 、 サ ン プ ル ・ ス ポ ッ ト あ た り 3 μ Lの 、
TBS pH 8.0中 、 未 精 製 の E.コ リ 抽 出 物 が 存 在 す る か 又 は し な い タ ー ゲ ッ ト 分 子 FLAG-BAPの
0.5 mg/mL溶 液 と 一 緒 に 2～ 8℃ に て 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 蒸 発 を 防 ぐ 助 け と な る よ う
に 、 MALDIプ レ ー ト を 、 冷 蔵 容 器 内 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 MALDIプ レ ー ト を 、 0.01
 Mの 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 中 に 20分 間 浸 し た 。 MALDIプ レ ー ト を 、 MALDIプ レ ー ト ・ ド ラ イ ヤ
ー に よ っ て 乾 燥 さ せ た 。 次 に 、 70%の ア セ ト ニ ト リ ル 、 0.1%の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (TFA)中 、
シ ナ ピ ン 酸 を 、 MALDIプ レ ー ト 上 の 各 々 の サ ン プ ル ・ ス ポ ッ ト に 加 え 、 そ し て 乾 燥 さ せ た
。 Kratos Kompact Discovery SEQ MALDI-TOF質 量 分 析 計 を 使 っ て 分 析 を 行 っ た 。 研 究 か ら
の 結 果 は 、 FLAG-BAPタ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ 、 そ し て 精 製 さ れ た 又 は 未 精 製 の サ ン プ ル か ら
捕 獲 さ れ た か ど う か に か か ら わ ず 純 粋 で あ る こ と が 判 明 し た こ と を 示 す 。 加 え て 、 FLAG-B
APタ ン パ ク 質 が 、 親 和 性 捕 獲 の 特 異 性 を 証 明 す る 、 0.01 Mの 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム に 浸 す 前
に 、 100 mMの イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む TBS pH 8.0中 に 30分 間 浸 し た MALDIプ レ ー ト で 検 出 さ れ
な か っ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト MALDIプ レ ー ト に お け る 合 成 の タ ン パ ク 質 の 捕 獲 ： MALDIプ レ ー ト を
、 サ ン プ ル ・ ス ポ ッ ト あ た り 3 μ Lの 、 TBS pH 8.0中 、 化 学 的 に 合 成 し た 15 kDaタ ー ゲ ッ
ト 分 子 、 RNAse-6-His-ビ オ チ ン の 0.5 mg/mL溶 液 と 一 緒 に 2～ 8℃ に て 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 蒸 発 を 防 ぐ 助 け と な る よ う に 、 MALDIプ レ ー ト を 、 冷 蔵 容 器 内 で イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 4時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 終 了 時 に 、 MALDIプ レ ー ト を 、 0.01 Mの 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ
ム 中 に 20分 間 浸 し た 。 MALDIプ レ ー ト を 、 MALDIプ レ ー ト ・ ド ラ イ ヤ ー に よ っ て 乾 燥 さ せ 、
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次 に 1 μ Lの 、 70%の ア セ ト ニ ト リ ル 、 0.1%の TFA中 、 シ ナ ピ ン 酸 を 、 MALDIプ レ ー ト の 各 々
の サ ン プ ル ・ ス ポ ッ ト に 直 接 加 え 、 そ し て 乾 燥 さ せ た 。 Kratos Kompact Discovery SEQ M
ALDI-TOF質 量 分 析 計 を 使 っ て 分 析 を 行 っ た 。 研 究 か ら の 結 果 は 、 RNAse-6-His-ビ オ チ ン が
捕 獲 さ れ る こ と を 証 明 し た 。 加 え て 、 RNAse-6-His-ビ オ チ ン が 、 0.01 Mの 重 炭 酸 ア ン モ ニ
ウ ム に 浸 す 前 に 、 100 mMの イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む TBS pH 8.0中 に 30分 間 浸 し た MALDIプ レ ー
ト で 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト MALDIプ レ ー ト に お け る ペ プ チ ド の 捕 獲 ： MALDIプ レ ー ト を 、 サ ン プ
ル ・ ポ イ ン ト あ た り 3 μ Lの 、 TBS pH 8.0中 、 ビ オ チ ン タ グ を 有 す る ペ プ チ ド を 含 む 32 kD
aの 合 成 ポ リ ペ プ チ ド ・ タ ー ゲ ッ ト 分 子 、 ヒ ス チ ジ ン の 0.1 mg/mL溶 液 と 一 緒 に 2～ 8℃ で 4
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 蒸 発 を 防 ぐ 助 け と な る よ う に 、 MALDIプ レ ー ト を 冷 蔵 容 器 内 に
保 存 し た 。 4時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 終 了 時 に 、 MALDIプ レ ー ト を 水 に 浸 し て 非 結 合
物 質 を 取 り 除 い た 。 MALDIプ レ ー ト 上 の サ ン プ ル ・ ス ポ ッ ト の い く つ か に 、 2 μ Lの 、 TBS 
pH 8.0中 、 0.1 mg/mLの ビ オ チ ン を 含 む か 又 は 含 ま な い ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 0.1 mg/mL溶
液 を 加 え た 。 こ の MALDIプ レ ー ト を 2～ 8℃ に て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 MALDIプ
レ ー ト を 、 0.5 M塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む TBS pH 8.0中 に 20分 間 、 そ の 後 0.01 Mの 重 炭 酸 ア
ン モ ニ ウ ム 中 に 20分 間 浸 し た 。 前 記 MALDIプ レ ー ト を 、 プ レ ー ト ・ ド ラ イ ヤ ー に よ り 乾 燥
さ せ 、 次 に 1 μ Lの 、 70%の ア セ ト ニ ト リ ル 、 0.1%の TFA中 、 α -シ ア ノ -4-ヒ ド ロ キ シ 桂 皮
酸 を ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル ・ ス ポ ッ ト に 加 え 、 シ ナ ピ ン 酸 を 、 ペ プ チ ド 及 び ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン を 含 む ス ポ ッ ト に つ い て α -シ ア ノ -4-ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 の 代 わ り に 使 用 し た 。 こ
の MALDIプ レ ー ト を 乾 燥 さ せ た 。 Kratos Kompact Discovery SEQ MALDI-TOF質 量 分 析 計 を
使 っ て 分 析 を 行 っ た 。 研 究 か ら の 結 果 は 、 ペ プ チ ド が 全 て の 場 合 に お い て 検 出 さ れ 、 キ レ
ー ト 結 合 リ ガ ン ド に 対 す る 高 い 親 和 性 を 示 し た 。 さ ら に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン が 、 遊 離 の
ビ オ チ ン の 存 在 な し に イ ン キ ュ ベ ー ト し た ウ ェ ル で 検 出 さ れ 、 新 し く 形 成 さ れ た 「 ビ オ チ
ン ・ タ グ を 有 す る キ レ ー ト ・ ヒ ス チ ジ ン 含 有 ペ プ チ ド 」 結 合 リ ガ ン ド が ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン 親 和 性 捕 獲 特 性 が あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　
　 大 容 量 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト ・ プ レ ー ト の 多 孔 性 の 研 究
　 多 孔 性 の 研 究 ： 大 容 量 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 実 施 例 1に 規 定 に 表 さ
れ る と お り 、 0.2 mLの 、 水 中 、 0.2 mg/mL及 び 0.4 mg/mLに て 1部 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン －
ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － ビ ス (N,N'-カ ル ボ キ シ メ チ ル )シ ス テ イ ン 及 び 1部 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン
－ ビ ス (N,N'-カ ル ボ キ シ メ チ ル )シ ス テ イ ン (50/50)の 混 合 物 を 使 っ て 作 製 さ れ た 。 重 合 体
の 平 均 分 子 量 は 、 737 kDaで あ り 、 300 kDa～ 10,000 kDaの 範 囲 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 200 μ Lの FLAG-BAPタ ン パ ク 質 の 0.15 mg/mL溶 液 を 、 プ レ ー ト の 各 々 の 部 分 の 9つ の ウ ェ
ル に 加 え 、 涼 し い 場 所 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 翌 朝 、 こ の プ レ ー ト を 、 自 動 化 さ れ た
プ レ ー ト ウ ォ ッ シ ャ ー に よ り 300 μ Lの PBSTで 3回 洗 浄 し た 。 そ の 時 、 200 μ Lの 、 150 kDa
の マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2(シ グ マ 製 品 コ ー ド F3165)の 25 
μ g/mL溶 液 を 、 6つ の ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 抗 体 を FLAG-BAPタ
ン パ ク 質 に 結 合 さ せ 、 自 動 化 さ れ た ウ ォ ッ シ ャ ー に よ り 300 μ Lの PBSTで 3回 洗 浄 し た 。 高
い 結 合 能 力 の た め に ウ ェ ル が 最 初 に 飽 和 し て い な か っ た の で 、 Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2ス
テ ッ プ を 繰 り 返 し た 。 200 μ Lの 、 Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2の 100 μ l/mL溶 液 を 加 え 、 そ し
て 涼 し い 場 所 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の プ レ ー ト を 、 自 動 化 さ れ た プ レ ー ト ウ ォ ッ
シ ャ ー に よ り PBSTで 3回 洗 浄 し た 。 最 後 に 、 200 μ Lの 、 150 kDaの 抗 マ ウ ス IgG FITC抱 合
体 の 100 μ g/mL溶 液 を 、 FLAG-BAPタ ン パ ク 質 と Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2か ら 成 る タ ン パ ク
質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 複 合 体 を 含 む ウ ェ ル の 3つ に 加 え た 。 こ れ を 、 振 と う す る こ と な
く 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 振 と う し な が ら 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て
抗 マ ウ ス IgG FITC抱 合 体 の 、 Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2へ の 結 合 を 確 実 の も の に し た 。 次 に
、 こ の プ レ ー ト を 、 自 動 化 さ れ た プ レ ー ト ウ ォ ッ シ ャ ー に よ り 300 μ Lの PBSTで 3回 洗 浄 し
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た 。 BCA試 薬 を 37℃ に て 1時 間 発 色 さ せ て 、 そ し て A 5 6 0 を 、 プ レ ー ト ・ リ ー ダ ー で 測 定 し た
。 全 体 的 な 結 果 は 、 350 kDaま で の 多 孔 性 に お い て 制 限 が な か っ た こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　
　 Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2コ ー ト さ れ た 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製
　 Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2マ レ イ ミ ド 抱 合 体 の 作 製 ： 1 mLの 、 PBS中 、 Anti-FLAG(登 録 商 標
)M2の 4.4 mg/mL溶 液 に 、 0.5 mLの 0.2 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ・ バ ッ フ ァ ー pH 6.7を 加 え た 。
撹 拌 し た 溶 液 に 、 10 μ Lの 、 無 水 DMF中 、 マ レ イ ミ ド カ プ ロ ン 酸 NHSエ ス テ ル の 0.03 μ M/
μ L溶 液 を 加 え た 。 こ の 溶 液 を 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て セ フ ァ デ ッ ク ス G5
0カ ラ ム に よ り 脱 塩 し た 。 こ の 画 分 を 、 A 2 8 0 で 観 察 し 、 約 13 mg/mLで 28 mLの 産 物 を 与 え る
画 分 4～ 6中 に 産 物 を 得 た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2コ ー ト さ れ た 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製 ： 実 施 例 6に て 作 製 し た SA
TA反 応 性 96ウ ェ ル プ レ ー ト (A)に 、 200 μ Lの 、 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 6.5中 、 ヒ ド ロ
キ シ ル ア ミ ン の 0.1 M溶 液 を 加 え た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 旋 回 型 ミ キ サ ー で 素 速 く 混 合
し な が ら 5分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 0.1 Mリ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム ・ バ ッ フ ァ ー pH 7.0で 3回 洗 浄 し 、 そ し て ア ル ゴ ン を 通 気 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 次 に 、 200 μ Lの 、 先 に 作 製 し た Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2マ レ イ ミ ド 抱 合 体 の 0.15 mg/mL
溶 液 、 ア ル ゴ ン を 通 気 し た 0.1 Mの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.0を 、 プ レ ー ト の 2列 の 各 々 の ウ
ェ ル に 加 え た 。 Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2マ レ イ ミ ド 抱 合 体 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し な か
っ た プ レ ー ト の 列 を 、 ア ッ セ イ 目 的 の た め の 対 照 ウ ェ ル と し た 。 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を
、 旋 回 型 ミ キ サ ー で 混 合 し な が ら 室 温 で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 涼 し い 場 所 で 一
晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 200 μ Lの 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH
 7.0で 3回 洗 浄 し た 。 200 μ Lの 、 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.0中 、 1.0 mMの β -メ ル カ プ
ト エ タ ノ ー ル 溶 液 を 、 前 も っ て Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2マ レ イ ミ ド 抱 合 体 と 一 緒 に イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 旋 回 型 ミ キ サ ー で 混 合 し な が ら 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た ウ ェ ル に 加
え た 。 次 に 、 プ レ ー ト を 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ・ バ ッ フ ァ ー pH 7.0で 3回 洗 浄 し た 。 Anti
-FLAG(登 録 商 標 )M2マ レ イ ミ ド 抱 合 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 1列 、 及 び Anti-FLAG(登 録 商 標
)M2マ レ イ ミ ド 抱 合 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し な か っ た 1列 に 、 200 μ Lの 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム pH 7.0中 、 1.0 mMの ブ ロ モ 酢 酸 溶 液 を 加 え 、 そ し て 旋 回 型 ミ キ サ ー で 混 合 し な が ら 室 温
で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ モ 酢 酸 溶 液 を 加 え な か っ た ウ ェ ル を 、 ア ッ セ イ 目 的 の
対 照 ウ ェ ル と し た 。 次 に 、 こ の プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 水 で 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 へ の Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2の 取 り 込 み ： 先 に 記 載 の と お り 作 製 し
た Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2プ レ ー ト を 、 SATA反 応 性 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に 捕 獲 さ れ た 総 タ
ン パ ク 質 を 測 定 す る こ と に よ っ て 試 験 し た 。 ブ ロ モ 酢 酸 に よ り ブ ロ ッ ク さ れ た か 若 し く は
さ れ な か っ た 残 り の 遊 離 ス ル フ ィ ド リ ル 基 で プ レ ー ト に 捕 獲 さ れ た Anti-FLAG(登 録 商 標 )M
2の 量 を 測 定 す る た め に 、 そ し て ブ ロ モ 酢 酸 に よ り ブ ロ ッ ク さ れ た か 若 し く は さ れ て い な
い Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し な か っ た ウ ェ ル と 対 照 し て 、 BCAア ッ
セ イ を 行 っ た 。 こ の ア ッ セ イ で 生 じ た 数 は 、 標 準 と し て BSAを 使 う こ と に 関 係 が あ っ た 。
前 記 プ レ ー ト を A 5 6 0 で 読 み 取 っ た 。 ア ッ セ イ の 結 果 は 、 Anti-FLAG(登 録 商 標 )M2が 、 ブ ロ
ッ ク さ れ て い な い 及 び ブ ロ ッ ク さ れ た も の に つ い て 、 そ れ ぞ れ 約 3.90及 び 4.04 μ g/cm 2 バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド を 上 回 る ま で 取 り 込 ま れ た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　
　 ポ リ dTポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)プ レ ー ト の 作 製
　 オ リ ゴ -dT-30 C6ア ミ ン － マ レ イ ミ ド 抱 合 体 の 作 製 ： 0.5 μ Mの オ リ ゴ dT-30 C6ア ミ ン (9
.1 kDa)を 含 む バ イ ア ル に 、 0.5 mLの 純 水 を 加 え た 。 次 に 、 こ の 溶 液 を 、 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム pH 7.0で 1:2に 希 釈 し た 。 攪 拌 し た 、 曇 っ た 反 応 混 合 物 に 、 21 μ Lの 無 水 DMF中 、 マ
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レ イ ミ ド 酪 酸 NHSエ ス テ ル の 10 mg/mL溶 液 を 加 え た 。 反 応 物 を 、 室 温 で 1.5時 間 攪 拌 し た 。
反 応 混 合 物 の 一 部 を 取 り 出 し 、 PBSバ ッ フ ァ ー pH 7.0で 0.01 μ mole/mLに 希 釈 し 、 そ し て 0
.5 Mの 終 濃 度 ま で 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 補 っ た 。 い く つ か の 5倍 段 階 希 釈 を 、 10,000、 2,000、
400、 80及 び 16 pmoles/mLの 活 性 化 さ れ た オ リ ゴ dTの 濃 度 を 得 る た め に 作 製 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ポ リ プ ロ ピ レ ン ・ デ キ ス ト ラ ン -SATA 96ウ ェ ル PCRプ レ ー ト の 作 製 ： PCR 96ウ ェ ル ・ ポ
リ プ ロ ピ レ ン ・ プ レ ー ト に 、 50 μ Lの 、 水 中 、 デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン -s
-ア セ チ ル チ オ グ リ コ ー ル 酸 の 0.15 mg/mLの 総 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 加 え た 。 96ウ ェ ル プ レ
ー ト を 、 そ の プ レ ー ト 上 へ の 送 風 を 伴 う 40℃ の オ ー ブ ン で 一 晩 乾 燥 さ せ た 。 次 に 、 乾 燥 し
た 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 約 90 mW/cm 2 に て 32分 間 光 照 射 し た 。 次 に 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を
、 300 μ Lの 0.025 M酢 酸 ナ ト リ ウ ム に 一 晩 浸 し た 。 次 に 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 300 μ L
の 0.025M酢 酸 ナ ト リ ウ ム で 3回 、 そ し て 300 μ Lの 水 で 2回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ポ リ プ ロ ピ レ ン ・ デ キ ス ト ラ ン -オ リ ゴ -dT 96ウ ェ ル PCRプ レ ー ト の 作 製 ： 先 に 記 載 の と
お り 作 製 し た デ キ ス ト ラ ン SATA 96ウ ェ ル ・ ポ リ プ ロ ピ レ ン PCRプ レ ー ト に 、 100 μ Lの 、 0
.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 6.5中 、 0.1 Mヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン を 加 え 、 旋 回 型 ミ キ サ ー で 混
合 し な が ら 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 こ の プ レ ー ト を 、 300 μ Lの 0.1 Mリ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.0で 3回 洗 浄 し 、 50 μ Lの 様 々 な 濃 度 レ ベ ル の 91 kDaの タ ー ゲ ッ ト 分
子 、 オ リ ゴ dT-30 C6ア ミ ン － マ レ イ ミ ド 抱 合 体 を 加 え 、 そ し て 旋 回 型 ミ キ サ ー で 素 速 く 混
合 し な が ら 2～ 8℃ に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 こ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 200 μ
Lの 0.1 Mナ ト リ ウ ム pH 7.0で 3回 洗 浄 し た 。 50 μ Lの 、 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.0中 、
1.0 mM β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 溶 液 を 、 ウ ェ ル に 加 え 、 そ し て 旋 回 型 ミ キ サ ー で 素 速 く
混 合 し な が ら 室 温 に て 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 こ の プ レ ー ト を 、 0.1 Mリ ン 酸
ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー pH 7.0で 3回 洗 浄 し た 。 プ レ ー ト の 各 々 の ウ ェ ル に 、 300 μ Lの 、 0.
1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.0中 、 1 mMの n-エ チ ル マ レ イ ミ ド 溶 液 を 加 え 、 そ し て 旋 回 型 ミ
キ サ ー で 混 合 し な が ら 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 プ レ ー ト を 0.1 Mリ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム pH 7.0で 3回 洗 浄 し た 。 オ リ ゴ dTプ レ ー ト は 、 mRNAの 捕 獲 、 そ し て 次 々 に そ れ ら
を RT-PCRを 実 施 す る た め の 使 用 に 好 適 だ っ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　
　 高 速 処 理 技 術 を 使 用 し た 大 容 量 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製
　 大 容 量 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 作 製 ： 1つ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 満 た す
た め に 必 要 な 量 の 少 な く と も 10倍 を 分 配 す る こ と に よ っ て 最 初 に 準 備 さ れ た Oyster Bayデ
ィ ス ペ ン サ ー を 使 用 し て 、 TCT 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 200 μ Lの 、 と も に 実 施 例 1作 製 し た
、 50%の デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ベ ン ゾ フ ェ ノ ン － ビ ス (N,N'-カ ル ボ キ シ メ チ ル )シ ス テ イ
ン 、 及 び 50%の デ キ ス ト ラ ン － リ ジ ン － ビ ス (N,N'-カ ル ボ キ シ メ チ ル )シ ス テ イ ン の 0.15 m
g/mL溶 液 で 満 た し た 。 重 合 体 の 平 均 分 子 量 は 、 1,104 kDaで あ り 、 300 kDa～ 10,000 kDaの
範 囲 で あ っ た 。 満 た さ れ た プ レ ー ト の 重 量 が 各 々 の ウ ェ ル に て 200 μ Lの 溶 液 を 表 す 指 定
さ れ た 重 量 の 範 囲 内 に あ る こ と を 確 実 に す る た め に 、 チ ェ ッ ク プ レ ー ト を 30分 ご と に 作 製
し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 大 き な 乾 燥 ト レ ー の 上 に 置 き 、 そ し て 遮 光 し た 状 態 で 、 40～
50℃ に て 乾 燥 戸 棚 中 で 一 晩 乾 燥 さ せ た 。 次 に 、 乾 燥 さ せ た 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 、 8フ ィ ー
ト /分 (2.4384 m/分 )に セ ッ ト し た コ ン ベ ヤ ベ ル ト と 、 400 W/イ ン チ (約 157.48 W/cm)の ラ
ン プ 出 力 を も つ Fusion UV Converyorシ ス テ ム を 使 っ て 光 照 射 し た 。 放 射 計 、 IL290 Light
 Bugを 、 3,000～ 4,000 mJ/cm 2 の 範 囲 の 所 望 の エ ネ ル ギ ー を 確 認 す る た め に コ ン ベ ヤ ベ ル
ト を 通 し て 作 動 さ せ た 。 プ レ ー ト を 、 1時 間 に つ き 約 800～ 960プ レ ー ト で 光 照 射 し た 。 次
に 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 Oyster Bayに よ っ て 分 配 さ れ た 250 μ Lの 水 に 一 晩 浸 し た 。 同
様 に 、 Oyster Bayを 使 用 し て 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 250 μ Lの 水 で 2回 洗 浄 し 、 そ し て 25
0 μ Lの 、 1 mMの 硫 酸 ニ ッ ケ ル 六 水 化 物 を 含 む 3-(N-モ ノ フ ォ リ ノ )-ブ タ ン ス ル ホ ン 酸 (MOP
S)生 理 的 食 塩 水 pH 7.0を 加 え 、 そ し て 室 温 で 一 晩 染 み 込 ま せ た 。 次 に 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト
を 、 300 μ Lの 0.05M酢 酸 で 1回 、 300 μ Lの 水 で 1回 、 そ し て 300 μ Lの MOPS-ヒ ビ タ ン pH 7.
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0バ ッ フ ァ ー で 2回 洗 浄 し た 。 そ し て こ の プ レ ー ト を 積 み 重 ね て 、 使 用 前 に 室 温 で 乾 燥 さ せ
た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 結 合 容 量 ： 先 に 記 載 の と お り 作 製 し た 大 容 量 ニ ッ ケ ル ・ キ レ ー ト 96ウ ェ ル プ
レ ー ト を 、 ウ ェ ル あ た り の 捕 獲 さ れ う る 組 み 換 え 金 属 キ レ ー ト ・ タ ン パ ク 質 、 FLAG-BAPの
総 量 を 測 定 す る こ と に よ り 試 験 し た 。 TBS pH 8.0中 、 FLAG-BAP溶 液 の 0.15 mg/mL溶 液 を 、
ウ ェ ル 内 、 室 温 で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 4時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 に 、 こ の ウ ェ ル を
、 300 μ Lの PBSTで 3回 、 そ の 後 300 μ Lの 水 で 3回 洗 浄 し た 。 ウ ェ ル あ た り の 結 合 し た タ ン
パ ク 質 の 総 量 を 測 定 す る た め に 、 BCAタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ を 、 4枚 の 異 な る プ レ ー ト か ら の
ウ ェ ル の 無 作 為 サ ン プ ル 抽 出 に よ っ て 行 な っ た 。 タ ン パ ク 質 結 合 容 量 の 結 果 は 、 1つ の ウ
ェ ル に つ き 約 6 μ gの タ ン パ ク 質 、 又 は 1 cm 2 に つ き 4.2 μ gタ ン パ ク 質 で あ っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ４ 】
【 図 １ 】 本 発 明 に よ る ア ッ セ イ ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の ポ リ ペ プ チ ド 結 合 容 量 と 、 3枚 の 市
販 の プ レ ー ト の ポ リ ペ プ チ ド 結 合 容 量 と の 比 較 で あ る 。
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【 図 １ 】
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