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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の段階：
（１）生物学的起源かつ複雑な組成の１種若しくはそれ以上のサンプルを提供する段階、
（２）最低１種の固体支持体を提供する段階、
（３）希釈若しくは未希釈の形態の、生物学的起源かつ複雑な組成の少量の前記サンプル
を、前記固体支持体上に直接、若しくは付着促進層の前塗布後に該固体支持体上の前記付
着促進層にのいずれかで、個別の部位に塗布して、それにより該最低１種の固体支持体上
に個別の測定領域の１個若しくはそれ以上のアレイを生成する段階、
（４）個別の測定領域の最低１個のアレイを、生物学的起源かつ複雑な組成の塗布された
サンプル中の個別の測定領域中の検出されるべきかつ存在する被検体の特異的結合パート
ナーとしての１種若しくはそれ以上の結合試薬、および、必要とされる場合には、１種若
しくはそれ以上の検出試薬を含んでなる第一の溶液と接触させる段階であって、結合試薬
および検出試薬は同時に若しくは連続して塗布されることが可能である段階、
（５）段階（４）で第一の溶液と接触された１個若しくはそれ以上のアレイの個別の測定
領域から発する第一の光信号を空間分解様式で測定する段階、
（６）前記第一の光信号を記録する段階
を含んでなり、
添加される結合試薬、および、場合によっては添加される検出試薬との非特異的相互作用
により生成される光信号である測定される第一の光信号の部分が、以下のさらなる段階：
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（７ａ）１種若しくはそれ以上の結合試薬および場合によっては段階（４）で添加される
第一の溶液の１種若しくはそれ以上の検出試薬に加えて、前記結合試薬および場合によっ
ては付加的に添加される検出試薬の特異的結合についての、生物学的起源かつ複雑な組成
のサンプルであって個別の測定領域に塗布されているサンプル中の検出されるべきかつ存
在する前記被検体に対する競合体としての、生物学的起源かつ複雑な組成のサンプルであ
ってこのサンプルは個別の測定領域に塗布されているサンプル中の検出されるべきかつ存
在する被検体と同一の種類のものである既知の高濃度の化合物を含んでなる第二の溶液を
、段階（３）で生成される個別の測定領域の１個若しくはそれ以上のアレイに塗布する段
階、ならびに／または
（７ｂ）前記１種若しくはそれ以上の結合試薬および場合によっては段階（４）で添加さ
れる第一の溶液の１種若しくはそれ以上の検出試薬に加えて、前記結合試薬および場合に
よっては付加的に添加される検出試薬の非特異的結合について、個別の測定領域に塗布さ
れた生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中に存在するサンプルマトリックスの物質と
競合することの目的上、段階（３）で塗布されたサンプルのサンプルマトリックス中に存
在する物質と類似の種類のものである既知の高濃度の物質を含んでなる第三の溶液を、段
階（３）で生成される個別の測定領域の１個若しくはそれ以上のアレイに塗布する段階、
（８）段階（７ａ）の第二の溶液および／若しくは段階（７ｂ）の第三の溶液と接触され
た１個若しくはそれ以上のアレイの個別の測定領域から発する第二および／若しくは第三
の光信号を空間分解様式で測定する段階、
（９）前記第二および／若しくは第三の光信号を記録する段階、ならびに
（１０）前記第一ならびに第二および／若しくは第三の光信号を比較する段階
を実施することにより測定されることを特徴とする、
生物学的起源かつ複雑な組成の１種若しくはそれ以上のサンプル中の１種若しくはそれ以
上の被検体の検出方法。
【請求項２】
　生物学的起源かつ複雑な組成の前記サンプルが、細胞集団のライセート、細胞抽出液、
体液および体液の成分により形成されるサンプルの群から選択され、
（１）前記サンプルが分画若しくは非分画サンプルであり、
（２）生物学的起源かつ複雑な組成の前記サンプルが、ヒト、動物、細菌および植物細胞
を含んでなる群からの健全および／または罹病のおよび／または刺激されたおよび／また
は未処理の細胞から得られ、
（３）生物学的起源かつ複雑な組成の前記サンプルが、例えば器官、皮膚、毛髪、筋、脂
肪若しくは骨組織のような動物若しくはヒト組織から得られた
ことを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　単一の測定領域に塗布された生物学的起源かつ複雑な組成の分析されるべきサンプルの
物質が、１００細胞未満の物質に対応し、および／または１００ｎｌ未満の容量を構成す
ることを特徴とする、請求項１および２のいずれかに記載の方法。
【請求項４】
　個別の測定領域に塗布された生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中の検出されるべ
きである被検体が、タンパク質およびそれらの翻訳後修飾されたタンパク質の形態、なら
びにまた人工的に修飾若しくは発現されたタンパク質、モノ若しくはポリクローナル抗体
および抗体フラグメント、ペプチド、無傷のタンパク質から生成されたペプチドフラグメ
ント、糖ペプチド、レクチン、蛍光タンパク質、アビジン、ストレプトアビジン、ビオチ
ン、ビオチニル化タンパク質、ならびに／または多様に複合されたタンパク質、オリゴ糖
ならびに核酸であることを特徴とする、請求項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　個別の測定領域に塗布された生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中の被検体として
検出されるべきであるタンパク質が、特異的結合パートナーとしてそれと接触される結合
試薬、および場合によっては付加的な検出試薬の結合後に、請求項１に記載の段階（４）
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の経過において、生物学的起源かつ複雑な組成の前記塗布されたサンプル中のリン酸化お
よび／若しくはグリコシル化、ならびに／またはメチル化および／若しくはアセチル化さ
れた形態でのそれらの存在により識別され、そして請求項１に記載の検出段階（５）で別
個に検出されることを特徴とする、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　個別の測定領域に塗布された生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中の被検体として
検出されるべきであるタンパク質が、特異的結合パートナーとしてそれと接触される結合
試薬、および場合によっては付加的な検出試薬の結合後に、請求項１に記載の段階（４）
の経過において、生物学的起源かつ複雑な組成の前記塗布されたサンプル中のリン酸化お
よび／若しくはグリコシル化、ならびに／またはメチル化および／若しくはアセチル化さ
れた形態でのそれらの存在により識別されず、そして請求項１に記載の検出段階（５）で
別個に検出されないことを特徴とする、請求項４に記載の方法。
【請求項７】
　生物学的起源かつ複雑な組成の塗布されたサンプル中の個別の測定領域中の検出される
べきかつ存在する被検体の特異的結合パートナーとしての前記結合試薬が、タンパク質、
ペプチド、酵素、酵素阻害剤、キナーゼ基質、アプタマー、合成ペプチド構造、糖ペプチ
ド、ホルモン、補助因子、オリゴ糖、レクチン、抗体若しくはＴ細胞受容体に対する抗原
、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジン、付加的な結合部位で官能性化されたタンパ
ク質および／若しくはそれらの複合体形成パートナー、ならびに核酸アナログおよび人工
的塩基を有するそれらの誘導体を含んでなる化合物の群から選択されることを特徴とする
、請求項１～６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記検出試薬が：
（１）ポリクローナル若しくはモノクローナル抗体および抗体フラグメント、核酸および
核酸誘導体、ならびに人工的塩基、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジンおよびニュ
ートラアビジンを有するそれらの誘導体を含んでなる第一群、または
（２）質量標識および／若しくは発光標識を含んでなる第二群であって、前記質量若しく
は発光標識は、結合試薬に結合されているかまたはそれに付加若しくは結合しているか、
あるいは、（１）による検出試薬の第一群の検出試薬に結合されているか、または（１）
による検出試薬の第一群の前記検出試薬に特異的方法で結合若しくは付加しているか、あ
るいは、個別の測定領域に塗布された生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中に存在す
る検出されるべき被検体と、特異的結合パートナーとしてそれに結合された結合試薬の間
の複合体上で形成されるか、それに結合若しくは付加している、
から選択されることを特徴とする、請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　第一の溶液の特異的結合パートナーとしての前記結合試薬および任意の検出試薬、なら
びに／若しくは
第二の溶液の、特異的結合パートナーとしての結合試薬、生物学的起源かつ複雑な組成の
サンプル（このサンプルは個別の測定領域に塗布されている）中の検出されるべきかつ存
在する被検体と同一の種類の化合物、および任意の検出試薬、ならびに／若しくは
第三の溶液の、特異的結合パートナーとしての結合試薬、請求項１に記載の段階（３）で
塗布されたサンプルのサンプルマトリックス中に存在する物質と類似の種類のものである
物質、および任意の検出試薬が、各場合に相互と前インキュベートされ、ならびに、前記
第一、第二若しくは第三の溶液がその後、単一添加段階にて測定領域の前記アレイと接触
される
ことを特徴とする、請求項１～８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　多様な被検体が、識別可能な検出試薬を測定領域の共有されるアレイに添加することに
より前記アレイ中で検出されることを特徴とする、請求項１～９のいずれかに記載の方法
。
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【請求項１１】
　検出されるべき多様な被検体の数が識別可能な検出試薬の数に等しいことを特徴とする
、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　識別可能な検出試薬が、発光の励起波長および／若しくは放出波長が異なることを特徴
とする、請求項１０～１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　個別の測定領域の多数のアレイ中の多数の異なる被検体が、個別の測定領域の多様なア
レイ上の多様な被検体を測定するために特異的結合パートナーとして多様な結合試薬を添
加すること、および／または測定領域の前記アレイに識別可能な検出試薬を添加すること
により検出されることを特徴とする、請求項１～１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　多様な結合試薬が、多様な被検体に対する特異的結合パートナーとして、検出されるべ
き各異なる被検体の多様なアレイに塗布されることを特徴とする、請求項１～１３のいず
れかに記載の方法。
【請求項１５】
　それに塗布される生物学的起源かつ複雑な組成のサンプルを含有する測定領域のアレイ
が、検出されるべき被検体と同一の種類のものである既知濃度の化合物が、塗布される物
質に標準として添加されている、測定領域を含んでなることを特徴とする、請求項１～１
４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　測定領域のアレイが、検出されるべき被検体と同一の種類のものである多様な既知濃度
の化合物が、塗布される物質に標準として添加されている、多数の測定領域を含んでなり
、こうした測定領域の数および前記多様な既知濃度のレベルが、請求項１に記載の段階（
４）による特異的結合パートナーとしての結合試薬および場合によっては同様に検出試薬
を含有する第一の溶液を添加することの単一段階、ならびに請求項１に記載のその後の段
階（５）および（６）によって、アレイ中の検出されるべき未知濃度の前記被検体を測定
するための較正曲線を生成するために十分であることを特徴とする、請求項１５に記載の
方法。
【請求項１７】
　測定領域の複数の同一種類のアレイが固体支持体上に配置され、行および列の配置に関
しての多様なアレイの測定領域の同一の位置が、同一種類のサンプルがそこに塗布されて
いることを意味することを特徴とする、請求項１～１６のいずれかに記載の方法。
【請求項１８】
　段階（４）による第一の溶液が添加され、かつ、このアレイの測定領域からの第一の光
信号が請求項１に記載の段階（５）および（６）により測定かつ記録され、ならびに、段
階（７ａ）および（７ｂ）による第二および／若しくは第三の溶液が添加され、かつ、問
題のアレイの測定領域から発せられるシグナルが、該同一種類の多様な測定領域アレイ上
で請求項１に記載の段階（８）および（９）によりその後測定かつ記録され、行および列
の配置に関して多様なアレイの測定領域の同一の位置が、同一種類のサンプルがそこに塗
布されていることを意味することを特徴とする、請求項１～１７のいずれかに記載の方法
。
【請求項１９】
　添加される結合試薬および場合によっては添加される検出試薬との非特異的相互作用に
より生成される光信号である請求項１に記載の測定された第一の光信号の部分が、段階（
７ａ）による第二の溶液の添加後に段階（８）により測定される光信号および段階（４）
による第一の溶液の添加後に段階（５）により測定される光信号の差違から決定されるこ
とを特徴とする、請求項１～１８のいずれかに記載の方法。
【請求項２０】
　添加される結合試薬および場合によっては添加される検出試薬との非特異的相互作用に
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より生成される光信号である請求項１に記載の測定された第一の光信号の部分が、段階（
７ｂ）による第三の溶液の添加後に段階（８）により測定される光信号および段階（４）
による第一の溶液の添加後に段階（５）により測定される光信号の差違から決定されるこ
とを特徴とする、請求項１～１９のいずれかに記載の方法。
【請求項２１】
　生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル（そのサンプルは測定領域に塗布されている）
中の被検体の濃度若しくは量が、前記測定領域について測定された光信号と、添加される
結合試薬および場合によっては添加される検出試薬との非特異的相互作用により生成され
る光信号の部分の間の差違から、ならびに問題の被検体の較正曲線と前記差違を比較する
ことにより決定されることを特徴とする、請求項１～２０のいずれかに記載の方法。
【請求項２２】
　測定領域の１個若しくはそれ以上のアレイに請求項１に記載の段階（７ｂ）により塗布
される第三の領域が、アルブミン、免疫グロブリンおよび希釈血清を含んでなる群からの
物質を含んでなることを特徴とする、請求項１～２１のいずれかに記載の方法。
【請求項２３】
　固体支持体に塗布される付着促進層が、シラン、官能性化シラン、エポキシド、官能性
化、荷電若しくは極性ポリマー、ならびに「自己組織化不動態若しくは官能性化単および
多層」、チオール、アルキルホスフェートおよびアルキルホスホネート、ならびに多官能
性ブロックコポリマーを含んでなる群の化合物を含んでなることを特徴とする、請求項１
～２２のいずれかに記載の方法。
【請求項２４】
　個別の測定領域間の領域が、結合若しくは検出試薬の非特異的結合を最小限にするため
に「不動態化される」、すなわち、前記結合試薬および／若しくは検出試薬に対し「化学
的に中性」であるすなわちそれらを結合しない成分が、空間的に分離された測定領域の間
に塗布されることを特徴とする、請求項１～２３のいずれかに記載の方法。
【請求項２５】
　固体支持体が、本質的に平面および／または非多孔質かつ／または少なくとも入射励起
光若しくは測定光の波長で本質的に光透過性であることを特徴とする、請求項１～２４の
いずれかに記載の方法。
【請求項２６】
　固体支持体が、異なる光学特性をもつ複数の層を含んでなることを特徴とする、請求項
１～２５のいずれかに記載の方法。
【請求項２７】
　固体支持体が金属層を含んでなることを特徴とする、請求項１～２６のいずれかに記載
の方法。
【請求項２８】
　少なくとも、直接若しくは付着促進層を介して測定領域と接触している固体支持体の層
が、少なくとも入射励起光若しくは測定光の波長で本質的に光透過性であることを特徴と
する、請求項１～２７のいずれかに記載の方法。
【請求項２９】
　固体支持体が、顕微鏡スライドガラス、マイクロタイタープレート、ナノタイタープレ
ート、フィルター、メンブレンおよび微小構造化支持体を含んでなる群からの構成部品を
含んでなることを特徴とする、請求項１～２８のいずれかに記載の方法。
【請求項３０】
　固体支持体が、連続的であるか若しくは個別の導波路領域に分割されるかのいずれかで
ありかつ１個若しくはそれ以上の層を含んでなる光導波路を含んでなることを特徴とする
、請求項１～２９のいずれかに記載の方法。
【請求項３１】
　励起光若しくは測定光が、１個若しくはそれ以上の多色若しくは単色光源から測定領域
の１個若しくはそれ以上のアレイの１個若しくはそれ以上の測定領域に誘導され、かつ、
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前記測定領域からの光信号、および／または前記測定領域から発する光信号の変化若しく
は差違が、空間分解様式で測定かつ記録されることを特徴とする、請求項１～３０のいず
れかに記載の方法。
【請求項３２】
　空間分解様式で測定されるべき光信号の変化若しくは差違が、測定領域に面する固体支
持体の表面での若しくは前記固体支持体の前記表面から１μｍ未満の距離以内の有効屈折
率の局所的差違に基づき、その局所的差違は、それに塗布された生物学的起源かつ複雑な
組成のサンプル中の個別の測定領域に存在する被検体への結合試薬および／若しくは検出
試薬の結合により引き起こされることを特徴とする、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　空間分解様式で測定されるべき光信号の変化若しくは差違が、前記固体支持体の一部と
しての薄い金属層の表面プラズモンを生成するための共鳴状態の局所的差違に基づくこと
を特徴とする、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　固体支持体が、第二の本質的に光透過性の層（ｂ）上に第一の本質的に光透過性の層（
ａ）を有する光薄膜導波路を含んでなり、層（ａ）が層（ｂ）より高い屈折率を有しかつ
直接か若しくは付着促進層を介する仲介によるかのいずれかで測定領域と接触することを
特徴とする、請求項３０～３３のいずれかに記載の方法。
【請求項３５】
　１個若しくはそれ以上の光源からの励起光若しくは測定光が、プリズムカプラ、相互と
接触にもたらされた光導波路をもちかつ重なるエバネッセント場を有するエバネッセント
カプラ、導波層の一端側の前に配置された集束レンズ、好ましくは筒状レンズを伴う端面
カプラ、およびグレーティングカプラの群から選択される１個若しくはそれ以上の光カッ
プリング要素により固体支持体の導波層にカップリングされ、前記励起光若しくは測定光
が、好ましくは、あるグレーティング周期およびグレーティング深さを有する表面レリー
フグレーティングとして前記導波層中に刻印される１個若しくはそれ以上のグレーティン
グ構造（ｃ）の助けを借りて該固体支持体の導波層にカップリングされることを特徴とす
る、請求項３０～３３のいずれかに記載の方法。
【請求項３６】
　空間分解様式で測定されるべき光信号の変化若しくは差違が、固体支持体の導波層中に
刻印されたグレーティング構造によって前記導波層に１個若しくはそれ以上の光源の励起
光若しくは測定光をカップリングするための共鳴状態の局所的差違に基づくことを特徴と
する、請求項３３～３５のいずれかに記載の方法。
【請求項３７】
　空間分解様式で測定されるべき光信号の変化若しくは差違が、そこに塗布された生物学
的起源かつ複雑な組成のサンプル中の個別の測定領域に存在する被検体への結合試薬およ
び／若しくは検出試薬の結合により引き起こされる１個若しくはそれ以上の発光事象の局
所的差違若しくは変化に基づくことを特徴とする、請求項１～３６のいずれかに記載の方
法。
【請求項３８】
　－固体支持体が、少なくとも入射励起光の波長で本質的に光透過性でありかつ層（ａ）
より低い屈折率を有する第二の層（ｂ）上に、少なくとも入射励起光の波長で本質的に光
透過性である第一の層（ａ）をもつ光薄膜導波路を含んでなり、
－光源の励起光が前記層（ａ）に刻印されたグレーティング構造（ｃ）によって層（ａ）
にカップリングされ、
－前記励起光が、前記層（ａ）上で直接か若しくは前記層（ａ）上の付着促進層を介する
仲介によるかのいずれかで配置される測定領域へ誘導波として誘導され、および
発光が可能でありかつ前記層（ａ）に誘導される光のエバネッセント場で励起されて発光
を生じる化合物の発光事象が空間分解様式で測定される
ことを特徴とする、請求項３１～３７のいずれかに記載の方法。
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【請求項３９】
　製薬学的研究、コンビナトリアル化学、臨床および前臨床開発における有効性決定のた
めの薬物ライブラリーのスクリーニングの過程で化学的、生化学的若しくは生物学的被検
体を測定するため、生物学的若しくは化学的マーカー物質（「バイオマーカー」）を同定
、検証およびモニターするため、プロテオミクス研究およびシステム生物学においてシグ
ナル伝達経路を同定かつ検証するため、アフィニティースクリーニングおよびとりわけ抗
体スクリーニングのため、リアルタイム結合研究、ならびにアフィニティースクリーニン
グおよび研究における反応速度論パラメータを決定するため、定性的および定量的被検体
測定のため、とりわけＤＮＡおよびＲＮＡ分析ならびに例えば一塩基多形のようなゲノム
若しくはプロテオーム中のゲノム若しくはプロテオームの差違の決定のため、タンパク質
－ＤＮＡの相互作用を測定するため、ｍＲＮＡ発現およびタンパク質（生）合成の制御機
構を決定するため、毒性研究を産み出すため、および発現プロファイルを決定するため、
とりわけ外的刺激を伴うおよび伴わない罹病のおよび健全な細胞集団の細胞発現プロファ
イルを生じさせることならびにそれらの比較のため、分、時間、日、週、月若しくは年の
期間にわたるこうした発現プロファイルの発生を研究するため、ｍＲＮＡ、タンパク質、
ペプチド若しくは低分子量有機（メッセンジャー）物質のような生物学的および化学的マ
ーカー物質を測定するため、ならびにまた、製薬学的製品研究および開発、ヒトおよび家
畜の診断、農薬製品研究および開発、症候性および前駆症状性植物診断、製薬学的製品開
発における患者の層別において抗体、抗原、病原体若しくは細菌を検出するため、ならび
に、治療的医薬品の選択のため、とりわけ食品分析および環境分析において病原体、有害
物質および病原生物、とりわけサルモネラ、プリオン、ウイルスおよび細菌を検出するた
めの定量および／若しくは定性分析のための、請求項１～３８のいずれかに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生物学的起源かつ複雑な組成の１種若しくはそれ以上のサンプル中の１種若
しくはそれ以上の被検体の検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　多数の応用分野は、例えば、診断過程で個体の健康状態若しくは治療的処置の効果を決
定するため、または、製薬学的研究および開発で、例えば生物体のような生物学的系の影
響、および例えば生物学的有効成分を供給することによるような外的作用によるその複雑
な作用様式を決定するため、複雑なサンプル中の多数の生物学的に関連する被検体を測定
することを必要とする。
【０００３】
　既知の分析的分離方法は、通常、例えば分子量若しくは分子電荷および質量の商のよう
な予め定義された物理化学的パラメータに従って、所定のサンプル中に存在する非常に多
数の化合物を可能な限り短時間で分画するために至適化される一方、生物親和性アッセイ
は、複雑な組成のサンプル中の対応する（個別の）被検体を高度に選択的な様式で認識か
つ結合するために、非常に高い特異性の１種の生物学的若しくは生化学的若しくは合成の
認識要素を各場合に使用することに基づく。多数の異なる化合物の検出は、従って、対応
する数の多様な異なる認識要素の使用を必要とする。
【０００４】
　生物親和性反応に基づくアッセイは均質な溶液中および固体支持体の表面上の双方で実
施しうる。方法の特定の設計に基づき、対応する認識要素への被検体および適切な場合は
さらなる検出物質の結合後、ならびにまた適切な場合は多様な工程段階の間に、前記認識
要素および検出されるべき被検体の産生される複合体、ならびにまた、適切な場合はサン
プルおよび場合によっては使用される付加的な試薬の残部からのさらなる検出物質を分離
するために、各場合に洗浄段階を必要とする。
【０００５】
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　固体支持体上で認識要素としての個別の空間的に分離された測定領域に固定された対応
する相補核酸の助けを借りてのサンプル中の多数の異なる核酸の同時検出方法は、今や比
較的広まっている。例えば、単純なガラス若しくは顕微鏡スライドガラスに基づきかつ非
常に高い特徴密度（共有される固体支持体上の測定領域の密度）を有する認識要素として
のオリゴヌクレオチドのアレイが開示された。例えば特許文献１は、平方センチメートル
あたり１０００以上の特徴密度を有するオリゴヌクレオチドのアレイを記述かつ特許請求
する。
【０００６】
　最近、とりわけ、検出されるべき被検体の認識要素として固定された抗体のアレイを使
用する、例えば特許文献２の、多数のタンパク質を同時に測定するためのアレイおよびそ
れで実施される類似の種類のアッセイの記述が、より頻繁になった。
【０００７】
　核酸、および例えばタンパク質のような他の生体高分子双方を検出するためのこうした
「マイクロアレイ」に関する特許文書は、被検体認識のためのアレイを生成するために多
数の異なる特異的認識要素を個別の測定領域に固定し、そして（適切な場合は複雑な混合
物中に）被検体を含有する研究されるべきサンプルをその後この「捕捉アレイ」と接触さ
せることを各場合に記述する。開示される記述によれば、多様な特異的認識要素が、各場
合に多様な個別の測定領域に最高の可能な純度の形態でここに存在し、そして、結果とし
て、通常、サンプルの多様な被検体が多様な認識要素を含む測定領域に結合する。
【０００８】
　この型の既知のアッセイは、部分的に非常に複雑な段階によって最高の可能な純度の形
態で固定されるために前記特異的認識要素を精製かつ濃縮することを必要とする。多様な
認識要素はそれらの物理化学特性（例えばそれらの極性）がある程度大きく異なるため、
例えば、共有される固体支持体上、適切な場合はそれに塗布された付着促進層上の個別の
測定領域中での吸着若しくは共有結合による前記認識要素の至適の固定のための条件の対
応する差違もまた存在する。結果、（例えば付着促進層の型のような）多数の異なる認識
要素を固定するために選ばれる固定条件は、同時に全部の認識要素にとってほとんど至適
であり得ないが、しかし単に多様な認識要素の固定特性の間の歩み寄りとなり得る。別の
欠点は、各場合で、アレイあたりただ１種の供給されたサンプルを、この種類の捕捉アレ
イでその中に存在する被検体について研究し得るという事実である。
【０００９】
　従って、１アレイ若しくは共有される支持体上の複数のアレイで同時に、または複数の
支持体上の複数のアレイで連続してのいずれかで、多数のサンプルが前記サンプル中に存
在する被検体について研究されることを可能にする改変アッセイ設計に対する必要性が存
在する。この目的上、多様な特異的認識要素よりはむしろ試験されるべきサンプルそれら
自身を、１個若しくはそれ以上の支持体上の１個若しくはそれ以上のアレイの個別の測定
領域に、直接すなわち未処理の形態で、若しくは可能な限り少ない調製段階後にのいずれ
かで塗布することが便宜的であるとみられる。こうしたアッセイ設計は、下で「逆アッセ
イ構成」と称されるであろう。
【００１０】
　この必要性を満たすため、例えば非特許文献１のＰａｗｅｌｅｔｚらは、最近、「逆相
タンパク質マイクロアレイ」という名称の下に、逆アッセイ構成に基づくタンパク質検出
のためのこうしたアッセイを提案した。
【００１１】
　マイクロアレイの助けを借りての被検体検出のためのこうした方法、ならびに、なおよ
り一般的な形態で、表面上で実施されかつ検出されるべき被検体に対する特異的結合パー
トナーとしての結合試薬の特異的結合に基づくアッセイの共通の問題は、被検体および結
合試薬、ならびに適切な場合はそれらの検出に使用されるさらなる検出試薬の間の特異的
相互作用に基づかない非特異的結合事象の発生である。
【００１２】
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　特許文献３は、観察されるアッセイシグナルを損ない得る、とりわけ非特異的結合事象
および温度若しくはｐＨの変化により引き起こされうる例えばバックグラウンド蛍光のよ
うなバックグラウンドシグナルによるアッセイシグナルの妨害の多様な補償方法を記述す
る。これらの方法は、共有される固体支持体上のアッセイシグナルを生成するために指定
される領域は別にして、こうした補償の目的に指定される付加的な領域を提供することに
本質的に基づく。
【００１３】
　特許文献４は、非特異的結合を最低限にするように多様な物質で処理した捕捉アレイを
調製するための多様な表面への特異的および非特異的結合の程度を記述する。この情況で
、静電作用をもつコーティングが非特異的結合を低下させるために有利であると言われる
。
【００１４】
　特許文献５もまた、非特異的結合を最低限にするための多様な表面コーティング、とり
わけポリエチレングリコールを含んでなるもの、ならびに非特異的結合の、しかし再度捕
捉アレイに対応する（センサー）形式での絶対および相対比率の測定を記述する。
【００１５】
　アッセイ結果に対する非特異的結合の影響を最低限にするためのこうした方法は、それ
らが、被検体特異的認識要素がそこに固定された測定領域の外側での被検体若しくはアッ
セイに使用される他の結合および検出試薬の結合をそれにより予防若しくは最低限にする
ために、支持体の表面の性質を変えることに基づくという事実を共有する。同時に、非特
異的結合は前記測定領域それら自身では起こらないことが暗黙のうちに想定される。こう
した影響は記述される方法の助けを借りれば考慮に入れられ得ないからである。捕捉アレ
イの場合には、測定領域に塗布された化合物の十分に定義された組成、すなわち通常は測
定領域内の標準的形態の認識要素で、前述の要件は、とりわけ、アッセイで使用される前
記認識要素ならびに結合および検出試薬を慎重に選択することにより、実質的に満たされ
得る。
【００１６】
　逆アッセイ構成、すなわち測定領域に固定される生物学的起源かつ複雑な組成のサンプ
ルを用いるアッセイのためのアレイの場合、上の要件を満たすことは困難かつほとんど信
頼性がない。塗布されたサンプルは、生物学的サンプルマトリックスの多数の多様な化合
物を含む未知の組成を有するからである。従って、結合試薬および場合によっては使用さ
れる検出試薬の非特異的結合が、測定領域内でさえ有意の程度まで発生し得ることが期待
されることとなる。
【００１７】
　こうしたアッセイに、検出されるべき被検体を含有する生物学的起源かつ複雑な組成の
サンプルが固定されている測定領域のアレイ、添加される結合試薬および場合によっては
添加される検出試薬との非特異的相互作用により生成される光信号である測定領域から発
するシグナルの部分が測定されることを可能にする方法を提供することが、本発明の目的
である。
【００１８】
　さらに、本発明は、生物学的起源かつ複雑な組成の固定されたサンプル中の１種若しく
はそれ以上の被検体の絶対量を測定する、および検出されるべき被検体への結合試薬の結
合により生じられているシグナルを較正するというなおより一般的な目的を達成する。適
する濃度の対応する被検体を含有する適する数の較正溶液を添加することによって、捕捉
アレイに固定されたそれらの認識要素に結合する、供給されたサンプル中に存在する被検
体から生じられているシグナルの較正曲線を生成することは公知である。不利なことに、
この方法は、相互に非常に類似である測定領域の対応する多数のアレイへの多数の溶液の
添加を必要とする。特許文献６および特許文献７は、１個若しくはそれ以上のアレイで、
各場合に、生物学的若しくは生化学的若しくは合成の認識要素が多様な制御された密度で
そこに固定された複数の測定領域が、前記測定領域に共通の被検体の検出に提供されるこ
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とを提案する。ここで、アレイの多様な測定領域に多様な制御された密度で固定された前
記認識要素の濃度および十分に大きな「変動」の関数であることが知られている、被検体
とその生物学的若しくは生化学的若しくは合成の認識要素の間の結合シグナルを用いて、
前記アレイに単一の較正溶液を添加することによってさえ前記被検体の較正曲線を生成し
うるという事実がとりわけ好ましい。しかしながら、捕捉アレイについてのこれらの多様
な較正方法は、常に、溶液中に未知濃度で存在する被検体の、アレイの固定された認識要
素への結合によるシグナルを較正するようはたらく。対照的に、個別の測定領域に固定さ
れる生物学的起源かつ複雑な組成のサンプルを含むアレイについて、問題は、固定マトリ
ックス中に未知濃度で存在する被検体を較正することのものである。この問題は、測定領
域の本発明のアレイおよびそれに基づく本発明の定量的アッセイにより解決される。特異
的および非特異的結合により生成されるシグナルの部分を識別するための本発明の前述の
方法との組合せによって、これは、被検体の絶対量および濃度が信頼できる様式で測定さ
れることを可能にする。
【００１９】
　驚くべきことに、本発明は、本明細書で使用される種類のアレイについてもまた、複雑
な組成の固定されたサンプル中に存在する被検体の相対および／若しくは絶対量または相
対および／若しくは絶対濃度が、高い正確性を伴い測定されることを可能にする。
【００２０】
【特許文献１】米国特許第５，４４５，９３４号（Ａｆｆｙｍａｘ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ）
【特許文献２】米国特許第６，３６５，４１８　Ｂ１号
【特許文献３】米国特許第５，７２６，０６４号
【特許文献４】米国特許出願第２００４／００４３５０８　Ａ１号
【特許文献５】米国特許第５，６７７，１９６号
【特許文献６】国際出願第ＷＯ　０１／０９２８７０号
【特許文献７】国際出願第ＷＯ　０２／４０９９８号
【非特許文献１】Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　２００１、Ｖｏｌ．２０、１９８１－１９８９
【発明の開示】
【００２１】
［発明の要約］
［発明の詳細な記述］
　本発明により、固体支持体上の空間的に分離されたすなわち個別の測定領域は、そこに
塗布された生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル若しくは塗布された照合試薬（例えば
蛍光標識アルブミンのような）若しくは較正試薬またはそれらの塗布された混合物により
占有される閉鎖された領域により定義する。前記領域はいかなる幾何学的外形も有しうる
（例えば、円形、長方形、三角形、楕円形などでありうる）。
【００２２】
　本発明は、第一に、以下の段階：
（１）生物学的起源かつ複雑な組成の１種若しくはそれ以上のサンプルを提供する段階、
（２）最低１種の固体支持体を提供する段階、
（３）希釈若しくは未希釈の形態の、生物学的起源かつ複雑な組成の少量の前記サンプル
を、前記固体支持体上に直接、若しくは付着促進層の前塗布後に該固体支持体上の前記付
着促進層にのいずれかで、個別の部位に塗布して、それにより該最低１種の固体支持体上
の個別の測定領域の１個若しくはそれ以上のアレイを生成する段階、
（４）個別の測定領域の最低１個のアレイを、生物学的起源かつ複雑な組成の塗布された
サンプル中の個別の測定領域中の検出されるべきかつ存在する被検体の特異的結合パート
ナーとしての１種若しくはそれ以上の結合試薬、および、場合によっては、必要とされる
場合は１種若しくはそれ以上の検出試薬を含んでなる第一の溶液と接触させる段階（結合
試薬および検出試薬は同時に若しくは連続して塗布されることが可能であり）、
（５）段階（４）で第一の溶液と接触された１個若しくはそれ以上のアレイの個別の測定
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領域から発する第一の光信号を空間分解様式で測定する段階、
（６）前記第一の光信号を記録する段階
を含んでなり、
添加される結合試薬、および、場合によっては添加される検出試薬との非特異的相互作用
により生成される光信号である測定される第一の光信号の部分が、以下のさらなる段階：
（７ａ）１種若しくはそれ以上の結合試薬および場合によっては段階（４）で添加される
第一の溶液の１種若しくはそれ以上の検出試薬に加えて、前記結合試薬および場合によっ
ては付加的に添加される検出試薬の特異的結合についての、生物学的起源かつ複雑な組成
のサンプル（このサンプルは個別の測定領域に塗布されている）中の検出されるべきかつ
存在する前記被検体に対する競合体としての、生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル（
このサンプルは個別の測定領域に塗布されている）中の検出されるべきかつ存在する被検
体と同一の種類のものである既知の高濃度の化合物を含んでなる第二の溶液を、段階（３
）で生成される個別の測定領域の１個若しくはそれ以上のアレイに塗布する段階、ならび
に／または
（７ｂ）前記１種若しくはそれ以上の結合試薬および場合によっては段階（４）で添加さ
れる第一の溶液の１種若しくはそれ以上の検出試薬に加えて、前記結合試薬および場合に
よっては付加的に添加される検出試薬の非特異的結合について、個別の測定領域に塗布さ
れた生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中に存在するサンプルマトリックスの物質と
競合することの目的上、段階（３）で塗布されたサンプルのサンプルマトリックス中に存
在する物質と類似の種類のものである既知の高濃度の物質を含んでなる第三の溶液を、段
階（３）で生成される個別の測定領域の１個若しくはそれ以上のアレイに塗布する段階、
（８）段階（７ａ）で第二の溶液および／若しくは段階（７ｂ）で第三の溶液と接触され
た１個若しくはそれ以上のアレイの個別の測定領域から発する第二および／若しくは第三
の光信号を空間分解様式で測定する段階、
（９）前記第二および／若しくは第三の光信号を記録する段階、ならびに
前記第一ならびに第二および／若しくは第三の光信号を比較する段階
を実施することにより測定されることを特徴とする、
生物学的起源かつ複雑な組成の１種若しくはそれ以上のサンプル中の１種若しくはそれ以
上の被検体の検出方法に関する。
【００２３】
　段階（７ａ）および（７ｂ）において、結合試薬および競合のため添加される物質、な
らびにまた光学的検出試薬は、各場合に、これら３群の成分の単一溶液の添加の形態で添
加しうる。しかしながら、検出試薬の付加的な添加の場合には、最初に結合試薬および競
合のため使用される物質の混合物の第二若しくは第三の溶液を塗布すること、場合によっ
ては次いで１回若しくはそれ以上の洗浄段階、および前記検出試薬の添加のその後の別個
の下位段階が好ましい。
【００２４】
　「該固体支持体の」若しくは「ある固体支持体の」という用語は、下で、「該最低１個
の固体支持体の」若しくは「最低１個の固体支持体の」という意味もまた包含することを
意図している。
【００２５】
　「第一の溶液」、「第二の溶液」、「第三の溶液」という用語は、それぞれ「多数の第
一の溶液」、「多数の第二の溶液」および「多数の第三の溶液」という意味もまた包含す
ることを意図しており、こうした多数の溶液内の溶液が各場合に同一若しくは異なる組成
を有することが可能である。
【００２６】
　「サンプル」という用語は、別の方法で述べられない限り、下で「生物学的起源かつ複
雑な組成のサンプル」ともまた同義に使用される。単数形での「サンプル」という用語は
、別の方法で述べられない限り「複数のサンプル」という用語もまた包含する。
【００２７】
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　生物学的起源かつ複雑な組成の前記サンプルは、細胞集団のライセート、細胞抽出物、
例えば血液、血清、血漿、滑液、涙液、尿、唾液、組織液およびリンパのような体液およ
び体液の成分より形成されるサンプルの群から選択されることができ、前記サンプルは分
画若しくは非分画サンプルである。
【００２８】
　前記サンプルは、ヒト、動物、細菌および植物細胞を含んでなる群からの健全および／
または罹病のおよび／または刺激されたおよび／または未処理の細胞から得ることができ
る。より具体的には、生物学的起源かつ複雑な組成の前記サンプルは、例えば器官、皮膚
、毛髪、筋、脂肪若しくは骨組織のような動物若しくはヒト組織から得ることができる。
【００２９】
　多様なサンプルは、同一の生物体若しくは同一の細胞培養物から得られたかもしれない
。その場合、同一（若しくは非常に類似の）生物体または同一細胞培養物（若しくは非常
に類似の細胞培養物）からの物質を含有する複数の測定領域を分析することにより、例え
ば、前記測定領域で測定される、塗布されたサンプルの相対分子組成の再現性に関する統
計学的情報を得ることが可能である。
【００３０】
　多様なサンプルはとりわけ同一生物体の多様な位置から得ることができる。その場合、
対応する個別の測定領域上の被検体から、例えば、前記サンプルが得られた前記生物体中
の検出されるべき被検体の相対分子組成の不均一性に関する情報を得ることが可能である
。こうした手順は、例えば癌に冒されている生物体を検査するために非常に重要である。
【００３１】
　しかしながら、多様なサンプルは、多様な生物体若しくは多様な細胞培養物からもまた
得ることができる。それらは、例えば未処置の生物体若しくは製薬学的薬物で処置した生
物体からのサンプルでありうる。その場合、核酸分析での発現分析に類似の様式で、サン
プルの相対分子組成、すなわち、とりわけそれらが発する細胞集団により発現される多数
の化合物の組成に対する特定の薬物の影響を研究することが可能である。
【００３２】
　細胞がサンプルの出発原料である場合、それらは典型的に第一の調製段階で溶解される
。ライセートは適する溶媒、例えば緩衝溶液に溶解することができ、そして、既知の添加
された混合状態、例えば存在する生体高分子が分解することを予防するためのプロテアー
ゼ阻害剤のような安定化剤を包含しうる。本発明の方法の好ましい一態様により、ライセ
ートは、それから得られるサンプル（すなわち生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル）
が細胞株、細胞培養物若しくは細胞組織の全プロテオームを含んでなるような方法で調製
かつ処理される。
【００３３】
　本発明の方法の応用の重要な一領域は、多様な条件下での被検体の細胞発現（すなわち
とりわけタンパク質発現）のための、細胞ライセートを含んでなるか若しくは細胞ライセ
ートから調製したサンプルの研究である。特定の研究の目的に依存して、測定領域に塗布
されるべきサンプルを多様な方法で選択し得る。
【００３４】
　可能な一変形は、相互に独立である細胞集団（すなわち細胞株若しくは細胞培養物の混
合物）からのライセートの使用に基づく。この情況で、相互に独立に増殖されたか若しく
は相互に独立に培養された細胞集団（例えば「ｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞培養物」のような）
を「相互に独立の」と称する。結果、本用語は、例えば、一般に多様なヒト、動物、植物
若しくは生物体、および多様な器官から発する細胞集団、さらに、例えば１種および同一
の器官からの癌性および健全な組織のような、生物体若しくは器官内の多様な部位に由来
する細胞集団を包含する。該用語は、多様な時点で同一の生物体若しくは器官から得られ
かつ／または取り出し後にｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養過程で多様な処理、刺激若しくは別の種
類の他の多様な影響にさらされた細胞集団もまた含んでなる。その場合、本発明の方法の
助けを借りて、および相互に独立であるこうした細胞集団から得られるサンプルの助けを
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借りて、例えば異なる生物体、同一種類なの健康および罹病の生物体、多様な器官などの
間の細胞発現および／若しくは細胞シグナル伝達カスケードの活性化の差違を検出するた
めに、例えば差別的発現プロファイルを生成することが可能である。細胞発現に対する前
記細胞集団の処理若しくは刺激の影響がここでとりわけ興味深い。この情況で、「処理」
若しくは「刺激」という用語は、化学的若しくは生物学的化合物（試薬若しくは薬物）の
問題の細胞集団への添加、ならびに、例えば紫外ないし赤外スペクトルの光での照射の形
態の多様な外的物理的条件の影響、熱の影響、電磁場の影響などを意味している。
【００３５】
　本発明の方法は、細胞発現および／若しくは活性化に対するストレス、疾患、加齢、栄
養の型などのようなより少なく正確に定義可能な内的若しくは外的影響因子の影響を研究
するのにもまた適する（下を参照されたい）。
【００３６】
　本発明の方法により達成可能な測定結果の高い正確性のおかげで、それは、例えば分、
時間、日、週、月若しくは年の期間にわたる前述の条件下での細胞発現および／若しくは
活性化（下を参照されたい）の発生を研究するのにもまたとりわけ適する。
【００３７】
　別の可能な変形は、順に一般的細胞集団から得られた多様な細胞下位集団により生成さ
れる多様な細胞ライセートの使用に基づく。多様な細胞下位集団は例えば多様な時点での
一般的細胞集団からの取り出しにより生成しうる。多様な細胞集団は、一般的細胞集団か
らの取り出し、ならびに多様な試薬によるその後の処理若しくは刺激および／または多様
な外的条件下で培養すること（例えばＵＶ光による照射、熱ショックなどの影響を研究す
るため）によってもまた生成しうる。
【００３８】
　本発明の方法の応用のための上および他の可能な変形のための細胞集団の処理に使用さ
れる典型的な試薬は、製薬学的有効成分、サイトカイン、細胞刺激のための抗原、細胞死
を誘導する刺激物質、ホルモンなどを含んでなる。
【００３９】
　可能な限り均一な条件下で、存在する検出されるべき被検体について前記サンプルをそ
の後研究することが可能であるために、本発明の方法の助けを借りて、発現が比較される
はずである細胞集団から得られた複雑な組成のサンプルを、各場合に測定領域の共有され
るアレイに塗布することが好ましい。
【００４０】
　サンプルは、クロマトグラフィーでのサンプルの「スパイクキング（ｓｐｉｋｉｎｇ）
」に匹敵する、検出されるべき被検体と同一の種類の既知濃度の（標準としての）化合物
の添加を含みうる。こうした添加は例えば較正の目的上使用しうる。さらに、サンプルは
、例えばアルブミン（例えばウシ血清アルブミン（ＢＳＡ））、免疫グロブリン若しくは
希釈血清のような、サンプルマトリックスに類似であるがしかし検出されるべき被検体と
異なる化合物の添加も含むことができ、それらの化合物は、例えば、測定領域内の固定さ
れた被検体分子の表面密度を制御された様式で調節するようはたらきうる。サンプル若し
くはそれらの画分、または前記サンプル若しくは画分の希釈中に存在する被検体、すなわ
ちとりわけ例えば核酸若しくはタンパク質のような生体高分子は、天然の形態、または例
えば尿素若しくは界面活性剤（例えばＳＤＳ）での処理後の変性された形態で存在しうる
。必要な場合は、生物学的起源かつ複雑な組成のサンプルを提供することの前の複数の調
製段階の場合に、適する手段、例えば中間材料としてのライセートの場合での遠心分離に
より、供給源材料若しくは中間材料のとりわけ不溶性成分を除去することが可能である。
好ましくは、「生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル」を調製するための出発原料は、
濾過および／若しくは分画および／若しくは希釈以外のいかなる前処理段階にもかけられ
ない。
【００４１】
　サンプル若しくはそれらの画分、または前記サンプル若しくは画分の希釈中に存在する
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被検体、すなわちとりわけ例えばタンパク質のような生体高分子は、好ましくは、例えば
尿素での処理後に変性された形態で存在し、前記被検体のエピトープはそれらの特定の検
出物質、例えば抗体の結合のため可能な限り自由に接近可能である。これは、例えば尿素
での処理の結果として三次若しくは四次構造を破壊することにより可能にされる。さらに
、変性されたサンプルは、それから生成されるアレイが非常に安定でありかつ後に実施さ
れるべき分析のため比較的長期間（数年まで）にわたり保存かつ保管し得るという利点を
有する。
【００４２】
　分画されたサンプルは、例えば、沈殿、濾過、遠心分離、順相クロマトグラフィー、逆
相クロマトグラフィー、イオン交換体クロマトグラフィーおよび疎水性相互作用クロマト
グラフィー（ＨＩＣ）、サイズ排除クロマトグラフィー、ゲルクロマトグラフィーの方法
によるＨＰＬＣおよびマイクロＨＰＬＣ（「高速液体クロマトグラフィー」）、電気泳動
、キャピラリー電気泳動、電気クロマトグラフィーならびにフリーフロー電気泳動を含ん
でなる分離方法の群からの分離方法を使用して得ることができる。
【００４３】
　より具体的には、生物学的起源かつ複雑な組成の前記サンプルは除去血清（ｄｅｐｌｅ
ｔｅｄ　ｓｅｒｕｍ）を含みうる。「除去血清」は、アルブミン、免疫グロブリンおよび
アポリポタンパク質のような成分が例えばアフィニティークロマトグラフィーによって高
程度まで除去された、血清から得られるサンプルを指す。
【００４４】
　生物学的起源かつ複雑な組成の分析されるべきサンプルの材料は、例えば、組織切片、
生検およびレーザー捕捉顕微解剖を含んでなる取り出し法の群の方法によって得られたか
もしれない。
【００４５】
　本発明の方法は、使用される少容量および量のみのサンプルでさえ高い正確性を伴い分
析されることを可能にする。サンプルの量はここで個別の測定領域に塗布される総量を意
味している。例えば、測定領域に塗布されるべきサンプルの物質は１００細胞未満の物質
に対応しうる。それは１０細胞未満の物質に対応さえしうる。生物学的起源かつ複雑な組
成の分析されるべきサンプルの物質（その物質が測定領域に塗布される）が１００ｎｌ未
満、好ましくは１ｎｌ未満の容量を有することがさらに可能である。
【００４６】
　個別の測定領域に塗布された生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中の検出されるべ
きである被検体は、タンパク質、ならびに例えばリン酸化、グリコシル化、メチル化およ
びアセチル化された形態のタンパク質のようなそれらの翻訳後修飾されたタンパク質の形
態、とりわけ、例えばキナーゼ、キナーゼ基質、ペプチドの受容体および結合タンパク質
、ホルモン、補助因子、膜受容体、チャンネル受容体、Ｔ細胞受容体のような細胞のシグ
ナル伝達経路に関与しかつ相互作用するタンパク質、ならびに酵素、ならびにまた例えば
細胞質タンパク質、核タンパク質、膜タンパク質、ミトコンドリアタンパク質のような多
様な細胞区画由来であるタンパク質およびそれらの翻訳後修飾されたタンパク質の形態、
ならびに例えば体液中に分泌されたタンパク質のような細胞外タンパク質、ならびにとり
わけまた細胞処理若しくは刺激の影響下で過剰若しくは過小発現されるタンパク質、なら
びにまた、例えば付加的な結合部位をもつ官能性化されたタンパク質（例えばヒスチジン
標識タンパク質のような標識タンパク質）、モノ若しくはポリクローナル抗体および抗体
フラグメント、ペプチド、無傷のタンパク質から生成されるペプチドフラグメント、糖ペ
プチド、レクチン、蛍光タンパク質（例えば緑色蛍光タンパク質、ＧＦＰなどのような）
、アビジン、ストレプトアビジン、ビオチン、ビオチニル化タンパク質および多様に複合
されたタンパク質のような人工的に修飾若しくは発現されたタンパク質、オリゴ糖ならび
に核酸（例えばＤＮＡ、ＲＮＡ）を含んでなる群からの化合物でありうる。
【００４７】
　「被検体」は、本発明の範囲内で、分析されるべきサンプル中に存在する他の化合物と
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識別され、そして特異的結合パートナーとしてこれのために使用される結合試薬および適
切な場合は付加的に使用される検出試薬の助けを借りて結合されるこうした分子種を意味
している。例えば、適切な結合試薬が、検出されるべき化合物若しくは種のリン酸化され
た形態のみに結合するがしかしリン酸化されていない形態に結合しない場合には、前記化
合物若しくは種の双方の形態は本定義により２種の異なる被検体を表す。適切な結合試薬
が、それらがリン酸化されている場合にいかなる化合物若しくは種も認識かつ結合する場
合には、従って、対応するリン酸化された化合物若しくは種はこの条件下で一緒に単一被
験体を表す。前記定義による被検体の特異的結合パートナーとしての結合試薬は、例えば
、それらが検出されるべき化合物のリン酸化された形態若しくはグリコシル化された形態
（または相応してリン酸化されない若しくはグリコシル化されない形態）のみを認識しか
つそれらに結合するような方法で選択しうる。細胞若しくは生物体中の生物学的シグナル
経路の活性は、前記シグナル経路を制御するリン酸化、メチル化、アセチル化若しくはグ
リコシル化された化合物（シグナル経路の性質に依存する）の比率に相関しうる。サンプ
ル中の総量のリン酸化、メチル化、アセチル化若しくはグリコシル化された形態の相対比
率、すなわちそのリン酸化、メチル化、アセチル化若しくはグリコシル化された形態の化
合物の量、ならびにリン酸化されたおよびリン酸化されていない形態若しくはメチル化さ
れたおよびメチル化されていない形態若しくはアセチル化されたおよびアセチル化されて
いない形態若しくはグリコシル化されたおよびグリコシル化されていない形態中の前記化
合物の総量の商は、下で、前記サンプル中の前記化合物のリン酸化若しくはメチル化若し
くはアセチル化若しくはグリコシル化の程度と称する。リン酸化の程度、メチル化の程度
、アセチル化の程度およびグリコシル化の程度は、化合物の活性化の程度という包括的用
語の下で合わせうる。しかしながら、化合物の活性化の程度は化合物の他の化学修飾され
た形態もまた指すことがある。本発明の方法は、発現されるタンパク質の活性化の程度を
測定するためにもまたとりわけ適する。
【００４８】
　特異的結合パートナーとしての結合試薬は、検出されるべき化合物が特定の三次元構造
を有する場合のみそれらにそれらが結合するような方法でもまた選択しうる。例えば、多
くの抗体は、特殊な三次元構造を有する検出されるべき物質の特殊な下位領域（エピトー
プ）のみを認識しかつそれらに結合する。検出されるべき対応する化合物のコンホメーシ
ョン状態に依存して、前記下位領域（エピトープ）は対応する結合試薬の結合に接近可能
でありうるか若しくは隠れうる。しかしながら、結合試薬は、接近可能性が前記化合物の
三次元構造に依存しない、検出されるべき化合物の領域にそれらが結合するような方法で
もまた選択しうる。適切に選択された結合試薬を使用することは、従って、特定のコンホ
メーション状態を有する、サンプル中の検出されるべき化合物の総量の相対比率が決定さ
れることを可能にする。
【００４９】
　使用される結合試薬、および適切な場合は付加的な検出試薬の適する選択で、本発明の
方法は、個別の測定領域に塗布された生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中の被検体
として検出されるべきであるタンパク質が、特異的結合パートナーとしてそれと接触され
た結合試薬、および場合によっては付加的な検出試薬の結合後に、請求項１に記載の段階
（４）の経過において、生物学的起源かつ複雑な組成の前記塗布されたサンプル中のリン
酸化および／若しくはグリコシル化ならびに／またはメチル化および／若しくはアセチル
化された形態でのそれらの存在により識別され、そして請求項１に記載の検出段階（５）
で、上の定義に従って異なる被検体として個別に検出されることを可能にする。
【００５０】
　個別の測定領域に塗布された生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中の被検体として
検出されるべきであるタンパク質が、特異的結合パートナーとしてそれと接触された結合
試薬、および場合によっては付加的な検出試薬の結合後に、請求項１に記載の段階（４）
の経過において、生物学的起源かつ複雑な組成の前記塗布されたサンプル中のリン酸化お
よび／若しくはグリコシル化ならびに／またはメチル化および／若しくはアセチル化され
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た形態でのそれらの存在により識別されず、そして請求項１に記載の検出段階（５）で、
異なる被検体として個別にでなくしかし一緒に単一被検体として検出されることもまた可
能である。
【００５１】
　本発明の方法は、生物学的起源かつ複雑な組成の塗布されたサンプル中に存在する１種
若しくはそれ以上の被検体（すなわちとりわけ存在するタンパク質）の（上の定義による
）活性化の程度が測定されることを可能にする。より具体的には、前記方法は、塗布され
たサンプル中に存在する１種若しくはそれ以上の被検体（とりわけタンパク質）のリン酸
化の程度および／若しくはメチル化の程度および／若しくはアセチル化の程度および／若
しくはグリコシル化の程度を測定するのに使用し得る。
【００５２】
　生物学的起源かつ複雑な組成の塗布されたサンプル中の個別の測定領域中の検出される
べきかつ存在する被検体の特異的結合パートナーとして使用される結合試薬は、例えば、
タンパク質、例えばモノ若しくはポリクローナル抗体および抗体フラグメント、ペプチド
、酵素、酵素阻害剤、キナーゼ基質、アプタマー、合成ペプチド構造、糖タンパク質、ホ
ルモン、補助因子、オリゴ糖、レクチン、抗体若しくはＴ細胞受容体に対する抗原、ビオ
チン、アビジン、ストレプトアビジン、付加的な結合部位で官能性化されたタンパク質（
例えばヒスチジン標識タンパク質のような標識タンパク質）ならびにそれらの複合体形成
パートナー、ならびに核酸（例えばＤＮＡ、ＲＮＡ、オリゴヌクレオチド）および核酸ア
ナログ（例えばＰＮＡ）ならびに人工的塩基を有するそれらの誘導体を含んでなる化合物
の群から選択されうる。
【００５３】
　使用される検出試薬は、ポリクローナル若しくはモノクローナル抗体および抗体フラグ
メント、核酸および核酸誘導体、ならびに人工的塩基、ビオチン、アビジン、ストレプト
アビジンおよびニュートラアビジンを有するそれらの誘導体を含んでなる第一群から選択
しうる。検出試薬は、例えばナノ粒子、ビーズ若しくはコロイドの形態の質量標識、なら
びに、例えば２００ｎｍと１０００ｎｍの間の励起および放出波長をもつ量子ドットのよ
うな発光色素若しくは発光ナノ粒子の形態の発光標識を含んでなる第二群からもまた選択
することができ、前記質量若しくは発光標識は、結合試薬に結合されているかまたはそれ
に付加若しくは結合しているか、あるいは、検出試薬の前述の第一群の検出試薬に結合さ
れているか、または検出試薬の第一群の前記検出試薬に特異的方法で結合若しくは付加し
ているか、あるいは、個別の測定領域に塗布された生物学的起源かつ複雑な組成のサンプ
ル中に存在する検出されるべき被検体と、特異的結合パートナーとしてそれに結合された
結合試薬の間の複合体上で形成されるか、それに結合若しくは付加している。結合試薬は
検出試薬の機能もまた含みうる。
【００５４】
　本出願中の「発光」という用語は、光学的、または例えば電子若しくは化学的若しくは
生化学的若しくは熱的のような非光学的励起後の紫外ないし赤外範囲の光量子の自発的放
出を指す。「発光」という用語の下に包含される用語の例は、化学発光、生物発光、電子
発光ならびにとりわけ蛍光およびリン光である。
【００５５】
　本発明の方法の好ましい一変形において、第一の溶液の特異的結合パートナーとしての
前記結合試薬および任意の検出試薬、ならびに／若しくは
第二の溶液の、特異的結合パートナーとしての結合試薬、生物学的起源かつ複雑な組成の
サンプル（このサンプルは個別の測定領域に塗布されている）中の検出されるべきかつ存
在する被検体と同一の種類の化合物、および任意の検出試薬、ならびに／若しくは
第三の溶液の、特異的結合パートナーとしての結合試薬、個別の測定領域に段階（３）で
塗布された生物学的起源かつ複雑な組成のサンプルのサンプルマトリックス中に存在する
物質と類似の種類のものである物質、および任意の検出試薬を、各場合に相互と前インキ
ュベートし、ならびに、前記第一、第二若しくは第三の溶液をその後、単一添加段階にて
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測定領域の前記アレイと接触する。
【００５６】
　本発明の方法の可能な一変形は、多様な被検体が、識別可能な検出試薬を測定領域の共
有されるアレイに添加することにより前記アレイ中で検出されることを特徴とする。使用
される識別可能な検出試薬の数に等しい検出されるべき多様な被検体の数がここで好まし
い。発光の励起波長および／若しくは放出波長が異なる識別可能な検出試薬がとりわけ好
ましい。
【００５７】
　本発明の方法の別の変形は、個別の測定領域の多数のアレイ中の多数の異なる被検体が
、個別の測定領域の多様なアレイ上の多様な被検体を測定するための特異的結合パートナ
ーとして多様な結合試薬を添加すること、および／若しくは測定領域の前記アレイに識別
可能な検出試薬を添加することにより検出されるという事実を特徴とする。
【００５８】
　さらなる可能な一変形は、多様な結合試薬が、多様な被検体に対する特異的結合パート
ナーとして、検出されるべき各異なる被検体の多様なアレイに塗布されることを特徴とす
る。
【００５９】
　それに塗布される生物学的起源かつ複雑な組成のサンプルを含有する測定領域のアレイ
が、検出されるべき被検体と同一の種類のものである既知濃度の化合物が、塗布される物
質に標準として添加されている測定領域を含んでなる場合が有利である。測定領域のアレ
イが、検出されるべき被検体と同一の種類のものである多様な既知濃度の化合物が、塗布
される物質に標準として添加されている、多数の測定領域を含んでなり、こうした測定領
域の数および前記多様な既知濃度のレベルが、本発明の方法の請求項１に記載の段階（４
）による特異的結合パートナーとしての結合試薬および場合によっては同様の検出試薬を
含有する第一の溶液を添加することの単一段階、ならびに請求項１に記載のその後の段階
（５）および（６）によって、アレイ中の検出されるべき前記被検体の未知濃度を測定す
るための較正曲線を生成するために十分であるという事実がここでとりわけ好ましい。再
度、結合試薬および任意の検出試薬が、本発明の方法の段階（４）により、単一の添加段
階若しくは適切な場合は間に実施される洗浄段階を伴う別個の下位段階で添加されること
がここで可能である。ここで被検体測定のための標準が添加されている材料は、例えば、
使用される緩衝溶液の成分、アルブミン（とりわけウシ血清アルブミン）、免疫グロブリ
ン若しくは希釈血清のようなサンプルマトリックスに類似の添加された化合物のみを含み
うる。
【００６０】
　測定領域の複数の同一種類のアレイが固体支持体上に配置され、行および列の配置に関
して多様なアレイの測定領域の同一の位置が、同一種類のサンプルがそこに塗布されてい
ることを意味するという事実が好ましい。
【００６１】
　多様な溶液、すなわち、結合試薬および適切な場合は付加的に検出試薬を含有する第一
の溶液、競合体としての検出されるべき被検体と同一の種類の化合物を付加的に含有する
第二の溶液、ならびに測定領域に塗布されるサンプルのサンプルマトリックス中に存在す
る添加された化合物を含有する第三の溶液を、共有される固体支持体上に配置される測定
領域のアレイに塗布することの多様な可能な態様が存在する。
【００６２】
　第一の好ましい可能な一態様は、段階（４）による第一の溶液が添加され、かつ、この
アレイの測定領域からの第一の光信号が請求項１に記載の段階（５）および（６）により
測定かつ記録され、ならびに、段階（７ａ）および（７ｂ）による第二および／若しくは
第三の溶液が添加され、かつ、問題のアレイの測定領域から発せられるシグナルが、該同
一種類の多様な測定領域アレイ上で請求項１に記載の段階（８）および（９）によりその
後測定かつ記録され、行および列の配置に関して多様なアレイの測定領域の同一の位置が
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、同一種類のサンプルがそこに塗布されていることを意味することを特徴とする。
【００６３】
　しかしながら、該第一、第二および第三の溶液が、各場合で十分な数の再生および洗浄
段階が実施された後に測定領域の同一のアレイ（若しくは同一の複数の測定領域）に連続
して塗布されることもまた可能である。「再生」は、ここで、第一の溶液または第二若し
くは第三の溶液の添加後に被検体ならびにそれらの結合試薬および適切な場合には付加的
に添加された検出試薬の間で形成される複合体が、例えば、抗原－抗体複合体を解離させ
るための高塩濃度／高イオン強度および／若しくは強く酸性の特徴をもつ「カオトロピッ
ク」試薬、またはハイブリダイズした核酸鎖を解離させるための尿素溶液のような、適す
る複合体破壊試薬を添加することにより解離され、その結果、固定された被検体分子が、
第二若しくは第三の溶液の添加前に、各場合に結合試薬および適切な場合はさらなる検出
試薬の結合に再度接近可能となる、こうした中間段階を意味している。本発明の方法の本
変形は、しかしながら、好ましくは高程度（例えば８０％以上、好ましくは９０％以上）
の再生可能性が保証される場合にのみ実施する。
【００６４】
　個別の測定領域に塗布される生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中の検出されるべ
きかつ存在する被検体と同一の種類のものであり、かつ、前記結合試薬および適切な場合
は付加的に添加された検出試薬の特異的結合のため個別の測定領域に塗布される生物学的
起源かつ複雑な組成のサンプル中の検出されるべきかつ存在する被検体に対する競合体と
して使用される化合物の濃度（その濃度は、好ましくは塗布されるべき第二の溶液中で使
用されるべきである）は、測定領域で期待されるべき前記被検体の表面濃度、ならびに前
記被検体とそれぞれそれらの結合および検出試薬の間の結合反応の平衡定数に依存する。
結合試薬は、典型的には供給元から得られるストック溶液の１００倍しないし１０００倍
希釈である。抗体の場合、こうしたストック溶液は、１～１０μＭからの範囲の濃度に対
応する典型的に０．５～１ｍｇ／ｍｌの含量で入手可能である。検出試薬は、結合試薬が
そうであるところの匹敵する濃度範囲すなわち典型的に１～１０ｎＭで使用する。競合実
験の場合、競合体（例えばリン酸化ペプチドエピトープ）は、結合試薬の濃度の最低１０
倍、より良好には１００倍過剰で使用する。生物学的起源かつ複雑な組成のサンプルのサ
ンプルマトリックス中に存在する物質と類似の種類のものである、非特異的結合の競合体
として使用される物質（例えばアルブミン、免疫グロブリン若しくは希釈血清）は、典型
的にはこれらの（本発明の方法の段階（７ｂ）による）第三の溶液の１０μｇ／ｍｌから
５００μｇ／ｍｌまでの総タンパク質含量を伴い使用する。
【００６５】
　本発明の方法は、測定領域中で測定され、かつ、特異的結合、および非特異的相互作用
若しくは非特異的結合により引き起こされる付加的な非特異的結合により生成される全シ
グナルの部分が２方法で決定されることを可能にする。
【００６６】
　第一の選択肢において、添加される結合試薬および場合によっては添加される検出試薬
との非特異的相互作用により生成される光信号である請求項１に記載の測定された第一の
光信号の部分は、段階（７ａ）による第二の溶液の添加後に段階（８）により測定される
光信号および段階（４）による第一の溶液の添加後に段階（５）により測定される光信号
の差違から決定する。
【００６７】
　第二の選択肢は、添加される結合試薬および場合によっては添加される検出試薬との非
特異的相互作用により生成される光信号である請求項１に記載の測定された第一の光信号
の部分が、段階（７ｂ）による第三の溶液の添加後に段階（８）により測定される光信号
および段階（４）による第一の溶液の添加後に段階（５）により測定される光信号の差違
から決定されることを特徴とする。
【００６８】
　本発明の方法の前述の好ましい態様とともに、検出されるべき被検体と同一の種類のも
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のである多様な既知濃度の化合物が、塗布される物質に標準として添加される多数のこう
した測定領域を含んでなる測定領域のこれらのアレイにより（こうした測定領域の数およ
び前記多様な既知濃度のレベルは、請求項１に記載の段階（４）による特異的結合パート
ナーとしての結合試薬および場合によっては同様の検出試薬を含有する第一の溶液を添加
することの単一段階、ならびに請求項１に記載のその後の段階（５）および（６）によっ
て、アレイ中の検出されるべき前記被検体の未知濃度を測定するための較正曲線を生成す
るために十分である）、本発明の方法は、前記測定領域について測定された光信号（すな
わち測定された第一の光信号）と、添加される結合試薬および場合によっては添加される
検出試薬との非特異的相互作用により生成される光信号の部分の間の差違から、ならびに
問題の被検体の較正曲線と前記差違を比較することにより、生物学的起源かつ複雑な組成
のサンプル（そのサンプルは測定領域に塗布されている）中の被検体の（相対および／若
しくは絶対）濃度または（相対および／若しくは絶対）量が測定されることを可能にする
。
【００６９】
　前記方法の段階は例示的態様により詳細に説明されるであろう。
【００７０】
　その高感度ならびに高い正確性および再現性のおかげで、とりわけ、相互に独立であり
かつ同時に若しくは交互に使用し得る多数の照合および較正方法により、本発明の方法は
さらに、多様な測定領域に塗布された生物学的起源かつ複雑な組成の多様なサンプル中の
被検体の（相対および／若しくは絶対）濃度または（相対および／若しくは絶対）量の好
ましくは２０％未満、とりわけ好ましくは１０％未満の差違が測定され得るという事実を
特徴とする。
【００７１】
　わずかにのみ変動して得られる測定結果のおかげで、本発明の方法は、生物有機体若し
くは細胞培養物の疾病の影響、および／あるいは、例えば生物学的有効成分（薬物）での
処置若しくは刺激、または例えば紫外ないし赤外スペクトルの波長の光での照射、放射活
性の影響のような外的物理的作用、または熱の影響による生物体若しくは細胞培養物に対
する外的影響下での（生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中の検出されるべき）被検
体の量若しくは濃度の時間経過（すなわちその変化）を研究するのにもまた適する。
【００７２】
　本発明の方法の別の可能な態様は、従って、サンプルおよび１種若しくはそれ以上の比
較サンプルが多様な時点で同一発生部位から得られたこと、ならびに前記サンプル中に存
在する１種若しくはそれ以上の被検体の量若しくは濃度の時間とともにの変化が測定され
ることを特徴とする。「同一発生部位」は、ここで（各場合で、同一の種類かつ異なる長
さの疾患若しくは影響後の）同一の生物体若しくは同一の種類の生物体または同一の細胞
培養物若しくは同一の種類の細胞培養物を意味している。好ましくは、本発明の方法は、
２０％未満、好ましくは１０％未満の時間で前記被検体の濃度若しくは量の変化が検出さ
れることを可能にする。
【００７３】
　固体支持体上の研究されるべき生物学的起源かつ複雑な組成のサンプルを固定すること
の最も単純な形態は、例えば前記固体支持体の表面との疎水性相互作用による物理的吸着
である。しかしながら、これらの相互作用の程度は、該過程のさらなる経過の間に塗布さ
れるべき溶液の組成、ならびに、例えば極性およびイオン強度のようなそれらの物理化学
特性により大きく変えられ得る。とりわけ、多段階アッセイでの多様な試薬の連続添加の
場合、複雑な組成のサンプル若しくはそれらの成分の表面への吸着は、純粋に吸着的な固
定後に不十分でありうる。従って、個別の測定領域に塗布されるべきサンプルの吸着を改
良するために固体支持体に塗布されている付着促進層が好ましく、その付着促進層にサン
プルをその後塗布する。
【００７４】
　前記付着促進層の厚さは好ましくは２００ｎｍ未満、とりわけ好ましくは２０ｎｍ未満
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である。
【００７５】
　多数の物質が付着促進層を製造するのに適する。例えば、付着促進層は、シラン、官能
性化シラン、エポキシド、官能性化、荷電若しくは極性ポリマーならびに「自己組織化不
動態若しくは官能性化単および多層」、チオール、アルキルホスフェートおよびアルキル
ホスホネート、ならびに例えばポリ（Ｌ）リシン／ポリエチレングリコールのような多官
能性ブロックコポリマーを含んでなる群の化合物を含みうる。
【００７６】
　有利には、個別の測定領域間の領域は、結合若しくは検出試薬の非特異的結合を最低限
にするために「不動態化される」、すなわち、前記結合試薬および／若しくは検出試薬に
対し「化学的に中性」である、すなわちそれらを結合しない成分を、空間的に分離された
測定領域の間に塗布する。
【００７７】
　結合試薬および／若しくは検出試薬に対し「化学的に中性」である、すなわちそれらを
結合しない前記化合物は、アルブミン、とりわけウシ血清アルブミンおよびヒト血清アル
ブミン、カゼイン、非特異的、ポリクローナルおよびモノクローナルの外因性抗体、なら
びに検出されるべき被検体（１種若しくは複数）に経験的に非特異的である抗体（とりわ
けイムノアッセイについて）、洗剤（例えばＴｗｅｅｎ　２０のような）、例えばニシン
若しくはサケ精子の抽出物のような、分析されるべきポリヌクレオチドとハイブリダイズ
しない断片化された天然および合成のＤＮＡ（とりわけポリヌクレオチドハイブリダイゼ
ーションアッセイのため）、ならびにまた例えばポリエチレングリコール若しくはデキス
トランのような荷電していないがしかし親水性のポリマーの群から選択しうる。
【００７８】
　多数の既知の方法が、生物学的起源かつ複雑な組成のサンプルを、固体支持体若しくは
前記支持体に以前に塗布された付着促進層に直接塗布するために適し、その方法は、圧力
差または電位若しくは電磁ポテンシャルへの曝露を伴う、例えばインクジェットスポッテ
ィング、ピン、ペン若しくは毛細管による機械的スポッティング、ミクロ接触印刷、それ
らを平行若しくは交差マイクロチャンネルに供給することにより測定領域を前記サンプル
と流動的に接触させることを含んでなる方法、ならびに光化学的および写真平版固定法の
群から選択し得る。
【００７９】
　測定領域のアレイは好ましくは個別の測定領域の一若しくは二次元配置である。一般的
な固体支持体上の測定領域のアレイ内の測定領域の達成可能な密度および測定領域の数は
、使用される塗布方法の空間分解により実質的に決定される。アレイは、典型的には５０
以上、好ましくは５００以上、とりわけ好ましくは５０００以上の測定領域を含んでなる
。各測定領域はここで、他の測定領域に同一であるか若しくはそれらと異なる固定された
サンプルを含有しうる。アレイの測定領域は、１平方センチメートルあたり１０以上、好
ましくは１００以上、とりわけ好ましくは１０００以上の測定領域の密度で配置される。
【００８０】
　本発明の方法の有利な一態様は、測定領域の多数のアレイが固体支持体上に配置される
ことを特徴とする。より具体的には、最低５、好ましくは最低５０アレイの測定領域を前
記支持体上に配置しうる。測定領域の異なるアレイが異なるサンプル容器中に配置される
場合がとりわけ有利である。例えば、国際特許出願第ＷＯ　０１／１３０９６号および同
第ＷＯ　０１／４３８７５号明細書は、底板のようなエバネッセント場センサープラット
フォームとして設計された固体支持体を、各場合に測定領域のアレイを受領するためにサ
ンプル容器の適するアレイを生成するための適する上部分と組合せ得る方法を記述する。
【００８１】
　一般的な連続的固体支持体上に配置されている２～２０００、好ましくは２～４００、
とりわけ好ましくは２～１００個のサンプル容器が好ましい。
【００８２】
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　標準的マイクロタイタープレートの格子と適合性である格子すなわち行および／若しく
は列の連続に配置されているサンプル容器がとりわけ好ましい。ここで確立された工業標
準は、中心がおよそ９ｍｍで間隔を空けられる８×１２個のウェルの配置である。同一の
間隔を伴う例えば３、６、１２、２４および４８個のサンプル容器を含有するより小さい
アレイがこれと適合性である。それらを組合せた後におよそ９ｍｍの前記間隔の整数倍で
それらが間隔を空けられるような方法で、サンプル容器の複数のこうしたより小さいアレ
イを組合せることもまた可能である。
【００８３】
　しばらくの間、同様に標準的マイクロタイタープレートと称される、相応して減少され
たウェル間隔（それぞれおよそ４．５ｍｍおよび２．２５ｍｍ）をもつ、同一の基本領域
上の９６ウェルの整数倍として３８４および１５３６ウェルを有するプレートもまた使用
されている。本発明のキットの一部としてのサンプル容器の配置もまた前記幾何学的配置
に適合しうる。
【００８４】
　サンプル容器の格子をこれらの標準に適合させることにより、第一、第二若しくは第三
の溶液を添加するための多数の商業的に導入されかつ入手可能な実験室ピペッターおよび
実験室ロボットを使用することが可能である。
【００８５】
　本発明の方法のための固体支持体のこうした態様は、「多次元」と称されうる実験概念
を可能にする。すなわち、例えば、例えば異なる生物体からの多様なサンプル（例えば列
に対応する）を、多様な希釈（例えば行に対応する）でアレイの行および列に塗布しうる
。異なるサンプル容器中の固定されたサンプルを含有する測定領域の多様なアレイをその
後、多様なアレイ中の多様な固定された被検体を測定するための結合試薬および適切な場
合は検出試薬を含有する、多様な第一および／または第二若しくは第三の溶液と接触させ
うる。事実上制限されない数の多様な実験を実施するために支持体のこうした変形を使用
し得ることが明らかである。
【００８６】
　固体支持体の多数の態様が本発明の方法に適する。本質的に平面である、個別の測定領
域のアレイがその上に生成される固体支持体が好ましい。「本質的に平面」は、例えば、
サンプル容器のための装置を生成するための例えばくぼみ若しくは隆起のような、測定領
域に面する表面上におそらく生成される構造を別にして、前記表面が、その表面の面のい
かなる軸に沿っても１センチメートル伸長あたり１００マイクロメートル未満の微視的凹
凸を有することを意味している。
【００８７】
　固体支持体が非多孔質である場合もまた多くの応用に有利である。「非多孔質」は、こ
こで、前記支持体がいかなる連続的多孔質構造も有さずかつその（微視的）表面粗さが１
μｍ未満であることを意味している。固体支持体の表面粗さは好ましくは２０ｎｍ未満、
とりわけ好ましくは２ｎｍ未満である。
【００８８】
　光学的支持体が、少なくとも、本発明の方法の検出段階の間に測定領域の方向に誘導さ
れる励起光若しくは測定光の波長で、本質的に光透過性であることもまた、多くの応用に
望ましい。
【００８９】
　入射「励起光」は、ここで、前記光が、適する検出器を使用して測定し得る、例えば蛍
光若しくは一般的発光若しくはラマン放射のような二次放出（包括的に「放出光」と称さ
れる）、または例えば金属層中の表面プラズモンの励起のエネルギー源として使用される
ことを意味している。入射「測定光」は、この光が、被検体検出の目的上、支持体および
／またはその上の検出されるべき被検体若しくはそれらの結合パートナーとの相互作用に
同様に使用されること、しかし、例えば前記測定光若しくは二次放出のスペクトルの変化
は検討されるはずではないが、しかし例えば調節パラメータ（例えばグレーティング構造
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によっての薄膜導波路へのカップリングのための共鳴角でのような、下を参照されたい）
、若しくは前記光の伝達パラメータ（例えば、サンプルを妨害することなく、干渉計の測
定路および参照路のような異なる光経路を通って走る光部分間の位相差のような）の変化
が測定されることを意味している。
【００９０】
　特定の波長での物質、層若しくは固体支持体の「本質的に光透過性」は、前記物質若し
くは前記層若しくは前記支持体若しくは光導波路として設計された支持体の（高屈折率）
導波層中の誘導される光の移動距離が、前記移動距離が前記光の伝達の方向を変えるため
の構造により制限されない場合に問題の波長で２ｍｍ以上であることを意味している。例
えば、例えば光学的可視光の移動距離、すなわち、前記光が前記物質に進入した場合の元
の強度の１／ｅの値に光強度が低下されるまでの対応する物質中の前記光の経路の距離は
、数センチメートル（例えば薄膜導波路中で）からメートル若しくはキロメートル（光信
号伝達のための光導波路の場合）の桁でありうる。薄膜導波路に基づくグレーティング導
波路構造の場合、導波層内を誘導される光の伝達ベクトルの長さは、アウトカップリング
回折格子（導波層中に設計される、下を参照されたい）により数マイクロメートルに制限
されうる。しかしながら、移動距離のこの制限はその場合、構造の物質特性よりむしろ構
造体化（ｓｔｒｕｃｔｕｒｉｎｇ）による。本発明により、こうしたグレーティング導波
路構造は、グレーティング構造の領域の外側の光の移動距離が２ｍｍ以上である場合に「
本質的に光透過性」と称する。
【００９１】
　好ましくは、固体支持体に場合によっては塗布される付着促進層の素材もまた、少なく
とも入射励起光若しくは測定光の波長で本質的に光透過性である。
【００９２】
　固体支持体の素材は、好ましくは、例えばガラス若しくは石英のようなケイ酸塩、セラ
ミック、金属酸化物、プラスチック、とりわけ例えばポリカーボネート、アクリレート、
ポリアクリレート、とりわけポリメチルメタクリレート、ポリスチレン、シクロオレフィ
ンポリマーおよびシクロオレフィンコポリマーのような熱可塑性物質、ならびにそれらの
組合せ（混合物および／若しくは層状構造）を含んでなる群の素材を含んでなる。成型可
能、型押可能、射出成型可能および／または混練可能であり、および、発光検出を使用す
る応用については非常に低い固有の蛍光を有する前記プラスチックが好ましい。少なくと
も入射励起光若しくは測定光の波長で本質的に光透過性という要件を満たす前記素材が好
ましい。
【００９３】
　本発明の方法の多様な応用は、前記支持体が多様な光学特性をもつ複数の層を含んでな
ることを特徴とする固体支持体の態様を所望する。
【００９４】
　特定の一態様は、固体支持体が、好ましくは金、銀若しくはアルミニウムを含んでなる
薄い金属層を有することを特徴とする。頻繁に、前記金属層と接触している例えば二酸化
ケイ素若しくはフッ化マグネシウムの＜１．５の屈折率を有するさらなる中間層を含んで
なる固体支持体がここで付加的に好ましい。支持体の態様のこの群について、表面プラズ
モンが入射励起光の波長および／若しくは生成される発光の波長で励起され得るような方
法で選択される金属層および可能な中間層の厚さがさらに好ましい。金属層の厚さは、好
ましくは１０ｎｍと１０００ｎｍの間、とりわけ好ましくは３０ｎｍと２００ｎｍの間で
ある。
【００９５】
　本発明の方法の大部分の応用は、少なくとも、直接若しくは付着促進層を介してのいず
れかで測定領域と接触している固体支持体の層が、少なくとも入射励起光若しくは測定光
の波長で本質的に光透過性であることを所望する。
【００９６】
　固体支持体は、顕微鏡スライドガラス、マイクロタイタープレート、ナノタイタープレ
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ート、フィルター（例えば紙を含んでなる）、メンブレン（例えばニトロセルロースメン
ブレン）および微小構造化支持体（例えばシリコンから作成されるハネカム構造若しくは
多孔構造）を含んでなる群からの構成部品を含みうる。確立されたマイクロタイタープレ
ート（典型的に９６、３８４若しくは１５３６個のサンプル容器を含有する）に類似の様
式で、開放サンプル容器の、しかしより小さい寸法（典型的にミリメートルの代わりにマ
イクロメートルの桁の）をもつ同様に構成された配置をここでナノタイタープレートと称
する。
【００９７】
　本発明の方法に適する固体支持体のとりわけ好ましい一態様は、固体支持体が、連続的
であるか若しくは個別の導波路領域に分割されるかのいずれかでありかつ１個若しくはそ
れ以上の層を含んでなる光導波路を含んでなることを特徴とする。
【００９８】
　本発明の方法の１個若しくはそれ以上の検出段階について、励起光若しくは測定光が、
１個若しくはそれ以上の多色若しくは単色光源から測定領域の１個若しくはそれ以上のア
レイの１個若しくはそれ以上の測定領域に誘導され、かつ、前記測定領域からの光信号、
および／または前記測定領域から発する光信号の変化若しくは差違が、空間分解様式で測
定かつ記録されることが好ましい。
【００９９】
　励起光若しくは測定光は、好ましくは２００ｎｍと１２００ｎｍの間の波長を有する。
【０１００】
　狭い放出スペクトルをもつ光源を使用することが好ましい。とりわけ好ましい光源はレ
ーザーダイオードおよびレーザーである。
【０１０１】
　空間分解シグナル検出のため、例えば、ＣＣＤカメラ、ＣＣＤチップ、フォトダイオー
ドアレイ、アバランシェダイオードアレイ、多チャンネルプレートおよび多チャンネル光
電子増倍管を含んでなる群から選択しうる空間分解型検出器を使用することが好ましい。
本発明の方法の検出段階に適する光学系およびそれらの構成部品、ならびに光学的検出方
法は、例えば、国際特許出願第ＷＯ　９５／３３１９７号、同第ＷＯ　９５／３３１９８
号および同第ＷＯ　９６／３５９４０号明細書（それらの内容は本発明の一部としてそっ
くりそのままここに組込まれる）に記述される。
【０１０２】
　固体支持体の物理的設計に依存して、被検体検出のための測定のためのシグナルを生成
することの多様な選択肢が存在する。可能な一変形は、空間分解様式で測定されるべき光
信号の変化若しくは差違が、測定領域に面する固体支持体の表面での、若しくは前記固体
支持体の前記表面から１μｍ未満の距離以内の有効屈折率の局所的差違に基づき、その局
所的差違は、そこに塗布された生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中の個別の測定領
域に存在する被検体への結合試薬および／若しくは検出試薬の結合により引き起こされる
ことを特徴とする。
【０１０３】
　本発明の方法の本態様の一下位変形（ｓｕｂｖａｒｉａｎｔ）は、空間分解様式で測定
されるべき光信号の変化若しくは差違が、前記固体支持体の一部としての薄い金属層で表
面プラズモンを生成するための共鳴状態の局所的差違に基づくことを特徴とする。
【０１０４】
　表面プラズモン共鳴を生成するため、ならびに発光測定およびまた導波路構造との組合
せのための条件は、文献に何度も、例えば米国特許第ＵＳ　５，４７８，７５５号、同第
ＵＳ　５，８４１，１４３号、同第ＵＳ　５，００６，７１６号、および同第ＵＳ　４，
６４９，２８０号明細書に記述されている。
【０１０５】
　共鳴角（一定波長の入射光での入射角の変動を伴う）および共鳴波長（一定の入射角お
よび入射励起光の変動を伴う）が、共鳴状態の変化を測定するための測定のため取扱い可
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能である。従って、一定波長の入射光で、共鳴状態の前記変化は、固体支持体の薄い金属
層で表面プラズモンを生成するための入射励起光の共鳴角の測定可能な変化であり得る。
対応して、共鳴状態の前記変化はまた、固体支持体の一部としての薄い金属層で表面プラ
ズモンを生成させるための入射励起光の共鳴波長の変化でもあることができ、この場合の
入射角（少なくとも、該支持体に向けられたスペクトル可変の入射光の波長で共鳴角に等
しくあるべきである）は好ましくは一定に保たれる。
【０１０６】
　固体支持体が、第二の本質的に光透過性の層（ｂ）上に第一の本質的に光透過性の層（
ａ）を有する光薄膜導波路を含んでなり、層（ａ）が層（ｂ）より高い屈折率を有しかつ
直接か若しくは付着促進層を介する仲介によるかのいずれかで測定領域と接触することを
特徴とする本発明の方法の変形がとりわけ好ましい。
【０１０７】
　第二の光透過性の層（ｂ）は、ここで、例えばガラス若しくは石英のようなケイ酸塩、
セラミック、金属酸化物、プラスチック、とりわけ例えばポリカーボネート、アクリレー
ト、ポリアクリレート、とりわけポリメチルメタクリレート、ポリスチレン、シクロオレ
フィンポリマーおよびシクロオレフィンコポリマーのような熱可塑性物質、ならびにそれ
らの組合せ（混合物および／若しくは層状構造）を含んでなる群の素材を含みうる。成型
可能、型押可能、射出成型可能および／または混練可能であり、および発光検出を使用す
る応用については非常に低い固有の蛍光を有する前記プラスチックがここで再度好ましい
。さらに、少なくとも入射励起光若しくは測定光の波長で本質的に光透過性という要件を
満たす前記素材が好ましい。
【０１０８】
　１．８以上である第一の光透過性の層（ａ）の屈折率が好ましい。窒化ケイ素、ＴｉＯ

２、ＺｎＯ、Ｎｂ２Ｏ５、Ｔａ２Ｏ５、ＨｆＯ２およびＺｒＯ２、とりわけ好ましくはＴ
ｉＯ２、Ｔａ２Ｏ５若しくはＮｂ２Ｏ５の群の素材を含んでなる第一の光透過性の層（ａ
）もまた好ましい。
【０１０９】
　本発明の方法の固体支持体として適する（薄）膜導波路の態様は、例えば国際特許出願
第ＷＯ　９５／３３１９７号、同第ＷＯ　９５／３３１９８号および同第ＷＯ９６／３５
９４０号明細書に記述される。
【０１１０】
　光導波路を含んでなる固体支持体を有する本発明の方法の態様について、１個若しくは
それ以上の光源からの励起光若しくは測定光が、プリズムカプラ、相互と接触にもたらさ
れた光導波路をもちかつ重なるエバネッセント場を有するエバネッセントカプラ、導波層
の一端側の前に配置された集束レンズ、好ましくは筒状レンズを伴う端面カプラ、および
グレーティングカプラの群から選択される１個若しくはそれ以上の光カップリング要素に
より固体支持体の導波層にカップリングされることが好ましい。
【０１１１】
　あるグレーティング周期およびグレーティング深さを有する表面レリーフグレーティン
グとして前記導波層中に刻印される１個若しくはそれ以上のグレーティング構造（ｃ）の
助けを借りて該固体支持体の導波層にカップリングされる、前記励起光若しくは測定光が
とりわけ好ましい。
【０１１２】
　固体支持体の導波層で誘導される光が、前記導波層中に設計されかつグレーティング構
造（ｃ）と同一若しくは異なる周期およびグレーティング深さを有する１個若しくはそれ
以上のグレーティング構造（ｃ’）の助けを借りてカップリングされる場合もまた有利で
ある。
【０１１３】
　屈折率測定法に基づく本発明の方法の別の変形は、空間分解様式で測定されるべき光信
号の変化若しくは差違が、該固体支持体の導波層中に刻印されたグレーティング構造によ
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って前記導波層に１個若しくはそれ以上の光源の励起光若しくは測定光をカップリングす
るための共鳴状態の局所的差違に基づくことを特徴とする。
【０１１４】
　表面プラズモン共鳴を生成するための共鳴状態の変化を測定することに類似の様式で、
共鳴角（一定波長の入射光での入射角の変動を伴う）および共鳴波長（一定の入射角およ
び入射励起光の変動を伴う）が、その中に設計されたグレーティングを介して導波層に光
をカップリングするための共鳴状態の変化を測定するための測定のため取扱い可能である
。従って、一定波長の入射光で、共鳴状態の前記変化は、固体支持体の導波層に光をカッ
プリングするための共鳴角の測定可能な変化でありうる。対応して、共鳴状態の前記変化
は、固体支持体の導波層に光をカップリングするための入射励起光の共鳴波長の変化でも
またあることができ、この場合の入射角（少なくとも、支持体に向けられたスペクトル可
変の入射光の波長で共鳴角に等しくあるべきである）は好ましくは一定に保たれる。
【０１１５】
　国際特許出願第ＷＯ　０１／８８５１１号明細書は、本発明の方法と組合せのための固
体支持体としての使用に適するグレーティング導波路構造の多様な態様を詳細に記述する
。その中に記述される検出方法は、屈折測定法を使用することの上述された変形のための
本発明の方法の検出段階での使用にもまた適する。従って、第ＷＯ　０１／８８５１１号
明細書は本明細の一部としてそっくりそのままここに組込まれる。
【０１１６】
　シグナルの生成技術に関して、本発明の方法の好ましい変形は、空間分解様式で測定さ
れるべき光信号の変化若しくは差違が、そこに塗布された生物学的起源かつ複雑な組成の
サンプル中の個別の測定領域に存在する被検体への結合試薬および／若しくは検出試薬の
結合により引き起こされる１個若しくはそれ以上の発光事象の局所的差違若しくは変化に
基づくことを特徴とするものである。
【０１１７】
　被検体検出のための多様な放出波長および／若しくは多様な励起スペクトルを有する、
好ましくは多様な放出波長および同一の励起波長を有する２種若しくはそれ以上の発光標
識の使用がとりわけ有利である。多様なスペクトル特性、とりわけ多様な放出波長をもつ
複数の発光標識を、特定領域と接触される多様な結合および／若しくは検出試薬に結合す
る場合、例えば、単一測定領域内の多様な被検体を単一の検出段階で測定すること（すな
わち前記測定領域を前記結合および／若しくは検出試薬と接触させかつ生成される発光事
象を同時に若しくはその後検出すること）が可能である。
【０１１８】
　例えば、本発明の方法のこうした一変形は、特異的結合パートナーとしての２種の相応
して異なる、例えば（例えば緑色若しくは赤色を発する発光標識で）直接標識された結合
試薬の助けを借りて、例えばリン酸化されたおよびリン酸化されない形態の化合物を、と
りわけまた単一（共通の）測定領域内で同時に検出するのにとりわけ適する。
【０１１９】
　類似の様式で、異なる放出減衰時間をもつ２種若しくはそれ以上の発光標識を前記被検
体検出に使用し、かつ、適する励起時間（すなわちパルス若しくは変調光励起）で、生じ
る発光事象が、異なる速度で減衰する前記発光事象が識別されることを可能にする時間分
解様式で検出される場合に、２種若しくはそれ以上の異なる被検体を単一測定領域内で同
時に検出することもまた可能である。
【０１２０】
　有利には、励起光での発光は１ｆｓｅｃと１０分の間続くパルスで実施し、また、測定
領域から発する光を時間分解様式で測定する。
【０１２１】
　本発明の方法の非常にとりわけ好ましい一態様は、
－固体支持体が、少なくとも入射励起光の波長で本質的に光透過性でありかつ層（ａ）よ
り低い屈折率を有する第二の層（ｂ）上に、少なくとも入射励起光の波長で本質的に光透
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過性である第一の層（ａ）をもつ光薄膜導波路を含んでなり、
－光源の励起光が前記層（ａ）に刻印されたグレーティング構造（ｃ）によって層（ａ）
にカップリングされ、
－前記励起光が、前記層（ａ）上で直接か若しくは前記層（ａ）上の付着促進層を介する
仲介によるかのいずれかで配置される測定領域への誘導波として誘導され、および
発光が可能でありかつ前記層（ａ）に誘導される光のエバネッセント場で励起されて発光
を生じる化合物の発光事象が空間分解様式で測定される
ことを特徴とする。
【０１２２】
　特定の一変形は、ここで、１個若しくはそれ以上の発光事象を測定することに加え、測
定領域上の有効屈折率の変化を測定することを含んでなる。
【０１２３】
　感度をさらに向上させるため、該励起波長での１個若しくはそれ以上の発光事象および
／若しくは光信号の測定を偏光選択的様式で実施する場合がここで有利でありうる。励起
光の偏光と異なる偏光で該１個若しくはそれ以上の発光事象を測定することがここで好ま
しい。
【０１２４】
　本発明は、さらに、生物学的起源かつ複雑な組成の１種若しくはそれ以上のサンプル中
の１種若しくはそれ以上の被検体の定量的測定のためのマイクロアレイに関し、このマイ
クロアレイは、
－固体支持体、
－各場合で、希釈若しくは未希釈の形態の生物学的起源かつ複雑な組成の少量のサンプル
が直接か若しくは付着促進層を介する仲介によるかのいずれかで固定されている、第一の
多数の個別の測定領域
を含んでなり、
少なくとも第二の多数の測定領域が固体支持体上の前記アレイに提供され、その測定領域
で、検出されるべき被検体と同一の種類の物質が、生物学的起源かつ複雑な組成の塗布さ
れたサンプル中の第一の多数の個別の測定領域中の検出されるべきかつ存在する被検体、
および前記第二の多数の個別の測定領域中に存在する検出されるべき前記被検体と同一の
種類の物質の特異的結合パートナーとしての１種若しくはそれ以上の結合試薬、ならびに
場合によっては、必要とされる場合は１種若しくはそれ以上の検出試薬（結合試薬および
検出試薬は同時に若しくは連続して塗布されることが可能である）を含んでなる第一の溶
液と、前記マイクロアレイを接触することによって適する異なる濃度で固定され、ならび
に第一の溶液と接触されている１個若しくはそれ以上のアレイの個別の測定領域から発し
ている第一の光信号のその後の空間分解測定、ならびに複雑な組成の固定されたサンプル
中の定量的に検出されるべきかつ存在する前記被検体の較正曲線を生成するために前記第
一の光信号を記録すること、
ことを特徴とする。
【０１２５】
　第三の多数の測定領域が固体支持体上の前記アレイに提供され、ここで各場合に希釈若
しくは未希釈の形態の生物学的起源かつ複雑な組成の少量のサンプル、および、加えて、
それに添加される既知の量の、検出されるべき被検体と同一の種類の物質が固定されるこ
とが有利でありうる。前記第三の多数は、下の例示的態様でもまた真実であるように、例
えば、「回収」の程度を決定することの制御機能に利用しうる。
【０１２６】
　本発明のマイクロアレイのさらなる一開発において、第四の多数の測定領域が固体支持
体上の前記アレイに提供され、ここに、第一の多数の測定領域に塗布されるサンプルのサ
ンプルマトリックス中に存在する物質と類似の種類のものである物質が固定される。
【０１２７】
　第二の多数の測定領域の測定領域が、第一の多数の測定領域に塗布されるサンプルのサ
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ンプルマトリックス中に存在する物質と類似の種類のものである物質もまた含んでなるこ
とが好ましい。
【０１２８】
　第一の多数の測定領域に塗布されるサンプルのサンプルマトリックス中に存在する物質
と類似の種類のものである物質は、アルブミン、とりわけウシ血清アルブミン、免疫グロ
ブリン、トランスフェリンおよびフィブリノーゲンを含んでなる群に由来し得る。
【０１２９】
　照合目的上使用される、第五の多数の測定領域が固体支持体上の前記アレイに提供され
ることがさらに好ましい。第五の多数の測定領域の測定領域が、例えばナノ粒子、ビーズ
若しくはコロイドの形態の質量標識、ならびに、例えば２００ｎｍと１０００ｎｍの間の
励起および放出波長を伴う量子ドットのような発光色素若しくは発光ナノ粒子の形態の発
光標識を含んでなる群から選択される物質を含んでなることがさらに好ましい。
【０１３０】
　本発明の上述の方法（観察されるシグナルの特異的および非特異的結合部分を識別する
ための）について記述されたとおり、固体支持体およびそれらの改変（例えば付着促進層
を塗布することによる）のいかなる態様も本発明のマイクロアレイに適する。本発明のマ
イクロアレイとともに、本発明の前記方法に記述された、複雑な組成のサンプル、結合試
薬、検出試薬および測定領域のアレイのいずれも使用することが同様に可能である。
【０１３１】
　本発明はさらに、以下の段階：
－生物学的起源かつ複雑な組成の１種若しくはそれ以上のサンプルを提供する段階、
－複雑な組成のサンプル中の検出されるべき被検体と同一の種類の多様な濃度の物質の多
数の溶液を提供する段階、
－最低１個の固体支持体を提供する段階、
－希釈若しくは未希釈の形態の生物学的起源かつ複雑な組成の少量のサンプルを、固体支
持体上に直接、若しくは付着促進層の前塗布後に前記固体支持体上の前記付着促進層にの
いずれかで個別の部位に塗布することにより、マイクロアレイの一部として第一の多数の
個別の測定領域を生成する段階、
－各場合で、複雑な組成のサンプル中の検出されるべき被検体と同一の種類の物質の多様
な濃度の少量の多数の溶液を塗布することにより、前記マイクロアレイの一部として第二
の多数の個別の測定領域を生成する段階、
－生物学的起源かつ複雑な組成の塗布されたサンプル中の第一の多数の個別の測定領域中
の検出されるべきかつ存在する被検体の特異的結合パートナーとしての１種若しくはそれ
以上の結合試薬、および検出されるべき前記被検体と同一の種類の物質（この物質は第二
の多数の個別の測定領域に存在し）、ならびに場合によっては、必要とされる場合は１種
若しくはそれ以上の検出試薬（結合試薬および検出試薬が同時に若しくは連続して塗布さ
れることが可能である）を含んでなる第一の溶液と、該マイクロアレイを接触する段階、
－該マイクロアレイの前記第一および第二の多数の個別の測定領域から発する第一の光信
号を空間分解様式で測定する段階、前記第一の多数の個別の測定領域からの前記第一の光
信号を、該第一の溶液をその接触することに特徴的なシグナルとして記録する段階、該第
二の多数の個別の測定領域からの第一の光信号を、第一の溶液をその接触することに特徴
的なシグナルとして、複雑な組成のサンプル中に存在する被検体と同一の種類の物質（そ
の物質は前記測定領域中に存在する）の濃度の関数として記録する段階、
－必要とされる場合はバックグラウンドシグナルの前減算および適する照合後に、第二の
多数の個別の測定領域からの記録された光信号から、複雑な組成のサンプル中の検出され
るべき被検体の較正曲線を生成する段階、
第一の多数の個別の測定領域からの記録された第一の光信号を、必要とされる場合はバッ
クグラウンドシグナルの前減算および適する照合後に、特定の被検体の較正曲線と比較す
ることにより、複雑な組成のサンプル中の検出されるべきかつ存在する被検体を定量的に
測定する段階
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を含んでなる、生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中の１種若しくはそれ以上の被検
体の定量的測定方法に関する。
【０１３２】
　生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中の１種若しくはそれ以上の被検体の本発明の
本定量的測定方法は、請求項１およびその下位請求項に記載の本発明の前述の方法の態様
と組合せうる。前記組合せは同様に本発明の一部である。
【０１３３】
　本発明はさらに、製薬学的研究、コンビナトリアル化学、臨床および前臨床開発におけ
る有効性決定のための薬物ライブラリーのスクリーニングの過程で化学的、生化学的若し
くは生物学的被検体を測定するため、生物学的若しくは化学的マーカー物質（「バイオマ
ーカー」）を同定、検証およびモニターするため、プロテオミクス研究およびシステム生
物学においてシグナル伝達経路を同定かつ検証するため、アフィニティースクリーニング
およびとりわけ抗体スクリーニングのため、リアルタイム結合研究、ならびにアフィニテ
ィースクリーニングおよび研究における反応速度論的パラメータを決定するため、とりわ
けＤＮＡおよびＲＮＡ分析ならびに例えば一塩基多形のようなゲノム若しくはプロテオー
ム中のゲノム若しくはプロテオームの差違の決定のための定性的および定量的被検体測定
のため、タンパク質－ＤＮＡの相互作用を測定するため、ｍＲＮＡ発現およびタンパク質
（生）合成の制御機構を決定するため、毒性研究を産み出すため、および発現プロファイ
ルを決定するため、とりわけ外的刺激を伴うおよび伴わない罹病のおよび健全な細胞集団
の細胞発現プロファイルを生じさせることならびにそれらの比較のため、分、時間、日、
週、月若しくは年の期間にわたるこうした発現プロファイルの発生を研究するため、ｍＲ
ＮＡ、タンパク質、ペプチド若しくは低分子量有機（メッセンジャー）物質のような生物
学的および化学的マーカー物質を測定するため、ならびにまた、製薬学的製品研究および
開発、ヒトおよび家畜の診断、農薬製品研究および開発、症候性および前駆症状性植物診
断、製薬学的製品開発における患者の層別において抗体、抗原、病原体若しくは細菌を検
出するため、ならびに、治療的医薬品の選択のため、とりわけ食品分析および環境分析に
おいて病原体、有害物質および病原生物、とりわけサルモネラ、プリオン、ウイルスおよ
び細菌を検出するための定量および／若しくは定性分析のための、本発明のマイクロアレ
イおよび／若しくは生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中の１種若しくはそれ以上の
被検体の本発明の定量的測定方法の使用を含んでなる。
【０１３４】
　同一条件下で共通の支持体上で同時に実施し得る研究の多数により、本発明の方法は、
共通の特異的結合パートナーについての多様な結合パートナーの、とりわけ共通抗原に対
する多様な抗体のアフィニティースクリーニングのため、すなわちアフィニティーを比較
するのにとりわけ適する。
【０１３５】
　細胞発現プロファイルを生成することおよびそれらの比較のための本発明の方法の使用
もまたとりわけ好ましい。これは、それらの刺激を伴う若しくは伴わない罹病のおよび健
全な細胞集団の細胞発現プロファイルの比較にとりわけ関する。「刺激」は、ここで、前
記細胞集団への化学的若しくは生化学的化合物の添加、および例えば照射、熱の影響など
のような多様な物理的条件でのそれらの処理の双方を意味している。本発明の方法により
達成可能な測定結果の高い正確性のおかげで、それは、例えば分、時間、日、週、月若し
くは年の期間にわたる前述の条件下での細胞発現の発生を研究するのにもまたとりわけ適
する。
【０１３６】
　本発明の方法は、さらに、健全な細胞集団と比較した罹病の細胞集団、野生型細胞集団
と比較した変異若しくは改変された細胞集団、またはそれらの刺激若しくは処理により細
胞集団に影響することについての情報を提供するのに適する前述の種類の「生物学的若し
くは生化学的マーカー物質」を見出すのにとりわけ適する。
【０１３７】
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　本発明のマイクロアレイおよび本発明の方法は下に例示的に具体的に説明する。
【実施例】
【０１３８】
１．被検体およびサンプル
　以下の例示的態様において、検出されるべき被検体は、細胞内Ａｋｔシグナル経路のマ
ーカータンパク質「Ａｋｔ」、およびこのタンパク質の２種の異なって活性化された（リ
ン酸化）形態である。Ａｋｔはタンパク質キナーゼであり、そして例えばグルコース代謝
、細胞の成長、細胞分化およびプログラムされた細胞死（アポトーシス）のような多数の
生理学的過程で重要な役割を演じている。Ａｋｔは多様なアミノ酸側鎖、とりわけセリン
４７３およびトレオニン３０８のリン酸化を介して活性化される。前記Ａｋｔシグナル経
路の誤調節およびそれから生じるプログラムされた細胞死の阻害は癌の発症において決定
的役割を演じており、その結果としてこのマーカータンパク質は治療上非常に興味深い。
【０１３９】
　Ａｋｔおよびそのリン酸化された形態、Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）およびＰ－Ａｋｔ
（Ｔｈｒ３０８）の分析的検出は、リン酸化のその程度に依存せずに該タンパク質に、ま
たは特定のリン酸化された形態にのみ、例えばＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）にのみ若しく
はＰ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）にのみのいずれかに結合する多様な特異的抗体によって実
施する。従って、３種の異なる抗体を塗布することによってサンプルを測定することによ
り、全Ａｋｔ含量およびその修飾された形態の特定の含量を検出することが可能である。
【０１４０】
　Ａｋｔおよびそのリン酸化された形態の検出は、本例示的態様で、尿素および洗剤を含
有する高度に変性する溶解緩衝液中で調製されかつその中に存在する細胞のプロテオーム
全体を含有したラット心組織の未濾過ライセートで実施する。さらに、Ａｋｔを含有しな
いラット血清を溶解緩衝液中で調製した。
【０１４１】
２．本発明の方法で使用される支持体
　各場合で幅１４ｍｍ×長さ５７ｍｍ×厚さ０．７ｍｍの寸法を有する、本発明の方法に
使用される固体支持体は、各場合で、本質的に光透過性の層（ｂ）としてガラス支持体（
ＡＦ４５）および本質的に光透過性の層（ａ）としてそれに塗布された厚さ１５０ｎｍの
五酸化タンタルの高度に屈折性の層を含んでなる薄膜導波路として設計されている。前記
ガラス支持体中で、その長さに平行に、９ｍｍで間隔を空けられた２個の表面レリーフグ
レーティング（グレーティング周期：３１８ｎｍ、グレーティング深さ：（１２±２）ｎ
ｍ）を変調する。前記高度に屈折性の層の後塗布の間に、高度に屈折性の層（ａ）に光を
カップリングするための回折格子として使用されるはずであるこれらの構造を、五酸化タ
ンタル層の表面に移す。
【０１４２】
　こうした薄膜導波路は、表面に接近した結合事象がバックグラウンドシグナルに対する
測定シグナルの高い比で検出されることをそれらが可能にして、深い検出限界を達成する
ことを可能にするため、とりわけ本発明の方法に十分に適する。しかしながら、原則とし
て、例えば顕微鏡スライドガラス若しくは他のマイクロタイタープレートのような上で挙
げられたところの固体支持体のいかなる他の態様もまた本発明の方法に適する。
【０１４３】
　支持体を慎重に精製した後、モノドデシルリン酸（ＤＤＰ）の単層を、水性溶液（０．
５ｍＭ　ＤＤＰ）からの堆積によって、付着促進層として、自発的自己集合により金属酸
化物層の表面上で生成する。前は親水性の金属酸化物表面の前記表面改変は、特異的結合
パートナーとしての被検体を含有する生物学的起源かつ複雑な組成のサンプルが特異的結
合反応での被検体検出のためその上に塗布されることになる疎水性表面（水に関して約１
００°の接触角をもつ）をもたらす。
【０１４４】
３．測定領域のアレイの試薬および生成
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　被検体への非特異的結合により引き起こされるシグナル部分を測定するための競合実験
（下を参照されたい）のため、被検体としての生物学的起源かつ複雑な組成の固定したサ
ンプル中の検出されるべきかつ存在するＡｋｔ（「内因性Ａｋｔ」）の溶液中の競合体と
して、精製Ａｋｔ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｉｔａｌｉａ　Ｓｐａ、イタリア・ミラノ）を
使用する。前記精製Ａｋｔは、塗布されるべき多様な組成の異なる固定溶液中の添加によ
って較正曲線を生成するのにもまた使用する。
【０１４５】
　固体支持体に塗布されるべき生物学的起源かつ複雑な組成のサンプルをそれから調製す
るサンプルのストック溶液（溶解緩衝液中のラット心組織のライセート）、およびラット
心組織ライセートから調製されるサンプルのサンプルマトリックスに匹敵する組成をもつ
媒体としてのラット血清の総タンパク質濃度を、改変ブラッドフォードアッセイ（ＰＩＥ
ＲＣＥ　Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ　Ｐｌｕｓキット（ＰＩＥＲＣＥ　＃２３２３８）の助けを
借りて測定し、そしてそれぞれ１７．３ｍｇ／ｍｌおよび５４．０ｍｇ／ｍｌである。
【０１４６】
　同様に尿素を含有するがしかし洗剤を含まない第二の緩衝液（「スポッティング緩衝液
」）でのさらなる希釈は、ストック溶液に比較して希釈した溶液のタンパク質組成を変え
ることなく、個別の測定領域への塗布のための多様な総タンパク質含量（０．０２５ｍｇ
／ｍｌ、０．０５０ｍｇ／ｍｌ、０．１ｍｇ／ｍｌ、０．２ｍｇ／ｍｌ、０．３ｍｇ／ｍ
ｌ、０．４ｍｇ／ｍｌ、０．５ｍｇ／ｍｌ）をもつラット心組織ライセートの溶液を生じ
る。多様な総タンパク質濃度の得られる溶液は、研究されるべき生物学的起源かつ複雑な
組成のサンプル（他の添加された補助物質を含まない）を表す。
【０１４７】
　さらに、同一の総タンパク質濃度（０．０２５ｍｇ／ｍｌ、０．０５０ｍｇ／ｍｌ、０
．１ｍｇ／ｍｌ、０．２ｍｇ／ｍｌ、０．３ｍｇ／ｍｌ、０．４ｍｇ／ｍｌ、０．５ｍｇ
／ｍｌ）を有するがしかし付加的に各場合で１０００ｎｇ／ｍｌ　Ａｋｔを含有するラッ
ト心組織ライセートの溶液を調製する。これらの溶液から生成されるはずである測定領域
は、（Ａｋｔ若しくはそのリン酸化された形態の）被検体検出が特定の測定領域中の総タ
ンパク質濃度に独立であるかどうかを試験するために使用されることになる。
【０１４８】
　さらに、Ａｋｔおよびそのリン酸化された形態の較正曲線を生成するために、スポッテ
ィング緩衝液中の精製Ａｋｔの溶液（０ｎｇ／ｍｌ、１ｎｇ／ｎｌ、３ｎｇ／ｍｌ、１０
ｎｇ／ｍｌ、３０ｎｇ／ｍｌ、１００ｎｇ／ｍｌ、３００ｎｇ／ｍｌ、１０００ｎｇ／ｍ
ｌ、３０００ｎｇ／ｍｌ）を、各場合で０．１ｍｇ／ｍｌウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）
の添加を伴い調製する。ＢＳＡはここで、Ａｋｔが固定溶液の前記多様な濃度に従い支持
体上で個別の測定領域に固定されるはずである、均質かつＡｋｔを含まないサンプルマト
リックスとしてはたらく。
【０１４９】
　Ａｋｔおよび挙げられるリン酸化された形態の較正曲線を同様に生成するために、異な
るサンプルマトリックス中であるが、同一の精製Ａｋｔ含量（０ｎｇ／ｍｌ、１ｎｇ／ｎ
ｌ、３ｎｇ／ｍｌ、１０ｎｇ／ｍｌ、３０ｎｇ／ｍｌ、１００ｎｇ／ｍｌ、３００ｎｇ／
ｍｌ、１０００ｎｇ／ｍｌ、３０００ｎｇ／ｍｌ）を伴う溶液を、スポッティング緩衝液
中で、しかし０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡの代わりに０．１ｍｇ／ｍｌラット血清の添加を
伴い調製する。ラット血清は、ここで、ラット心組織に類似であるがしかしＡｋｔを含ま
ずかつＡｋｔが固定溶液の前記多様な濃度に従い支持体上の個別の測定領域に固定される
はずである、不均質なサンプルマトリックスとして使用される。
【０１５０】
　各場合で、順に各場合で１４行および１６列の配置にあるそれぞれ２２４個の測定領域
（スポット）の６個の同一のマイクロアレイを、インクジェットスポッター（ＧｅＳＩＭ
、独国グロースエルクマンズドルフ）を使用して、疎水性の付着促進層を提供された支持
体に塗布する。各スポットは、容量が約４００ｐｌの単一液滴を支持体の表面に塗布する
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ことにより生成する。各場合で、２個の同一の測定領域（２個の複製スポット）を溶液あ
たりに生成する。さらに、陰性対照のため、スポッティング緩衝液を含有するがしかし成
分としていかなるタンパク質も含まない測定領域もまた生成する。
【０１５１】
　前述の「サンプルスポット」は別にして、該マイクロアレイは各場合に「参照スポット
」もまた含んでなる。すなわち、各マイクロアレイ内で、Ｃｙ５で蛍光標識したウシ血清
アルブミン（Ａｍｅｒｓｈａｍ）（Ｃｙ５－ＢＳＡ、標識率：ＢＳＡ１分子あたり３個の
Ｃｙ５分子）を２２４個の測定領域それぞれの一部に固定する。これらの測定領域は、個
々のアレイ内およびまた異なるアレイ間の励起光強度の局所的差違を照合するために使用
する（「参照スポット」）。Ｃｙ５－ＢＳＡは、各場合に、尿素を含有するスポッティン
グ緩衝液中０．５ｎＭの濃度で前記測定領域に塗布する。
【０１５２】
　各場合で同一のアレイの測定領域の幾何学的配置を図１に描きかつ表１に具体的に説明
する。
【０１５３】
　測定領域のアレイの調製が完了した後、支持体の自由な（タンパク質で覆われない）疎
水性表面領域を、該表面をウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）含有緩衝溶液と３０分間インキ
ュベートすることにより、使用されるべき結合試薬および／若しくは検出試薬に対し「化
学的に中性」である、すなわちそれらを結合しない成分としてのＢＳＡでそれらを飽和す
ることにより不動態化する。測定領域がその上に生成された支持体を水（１８ＭΩ・ｃｍ
）で洗浄し、そして最後に窒素流中で乾燥し、そして本発明の検出方法を実施するまで４
℃で保存する。
【０１５４】
４．本発明の方法を実施するためのアッセイの設計
　本発明の方法をさらに実施するため、測定領域のアレイを提供された支持体を、各場合
で、測定領域のアレイがその中に配置された６個のサンプル容器（各場合の内容量：１５
μｌ）の直線的配置を生成するために上部分と結合する。サンプル容器のこうした配置は
、国際特許出願第ＷＯ　０１／４３８７５号および同第ＷＯ　０２／１０３３３１号明細
書（それらの内容は本発明の一部としてそっくりそのままここに組込まれる）に記述され
る。
【０１５５】
　被検体検出段階（本発明の方法の段階（４）による）を、２個の下位段階（そのそれぞ
れで測定領域のアレイあたり１種の被検体を検出する）で実施する。
【０１５６】
４．１．競合体の添加を伴わない結合試薬の使用
　第一の下位段階で、測定領域のアレイを、（リン酸化されたおよびリン酸化されない形
態の間を識別することなく）全Ａｋｔを検出するための結合試薬としての一次抗体（「抗
Ａｋｔ」（＃９２７２））、リン酸化Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を検出するための「抗
Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）」（＃９２７１）、リン酸化Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）を
検出するための「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）」（＃９２７５）（全部の抗体はＣｅｌ
ｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、米国ビバリーから）の溶液と、各
場合に、アッセイ緩衝液中ストック溶液の５００倍希釈（およそ５ｎＭに対応する）中で
、サンプル容器中室温で一夜インキュベートする。
【０１５７】
　結合されない結合試薬を除去するための各場合で２００μｌのアッセイ緩衝液での洗浄
段階後に、測定領域のアレイを、第二の下位段階で、各場合で検出試薬すなわち蛍光標識
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７抗ウサギＦａｂフラグメント（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐ
ｒｏｂｅｓ；米国ユージーン）と、同様にアッセイ緩衝液中ストック溶液の５００倍希釈
中、室温で暗所で６０分間インキュベートする。測定領域のアレイをその後、結合されな
い検出試薬を除去するために各場合で２００μｌのアッセイ緩衝液で再度洗浄する。上部
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分およびこうして生成された緩衝液で満たされたサンプル容器と接続した、これらの工程
段階にかけた支持体をその後、励起およびＺｅｐｔｏＲＥＡＤＥＲＴＭでの生じる蛍光シ
グナルの検出による検出段階（下を参照されたい）まで保存する。
【０１５８】
４．２．競合体としてのＡｋｔの添加を伴う結合試薬の使用
　対応して、被検体検出は、同様にその上に存在する測定領域のアレイを伴う固体支持体
への添加の２個の下位段階で、使用される結合試薬、および適切な場合は付加的な検出試
薬への特異的結合に対する被検体と同一の種類の競合体の存在下で実施する。すなわち、
第一に、結合試薬の溶液（「抗Ａｋｔ」、「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）」若しくは「
抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）」、各場合でおよそ５ｎＭ）を、各場合で約２０倍過剰の
Ａｋｔ（１００ｎＭに対応する５μｇ／ｍｌ）と前インキュベートする。被検体特異的抗
体の全部の抗原結合部位は、ここで、対応する競合体により占有されることが期待され、
その結果として、結合試薬の特異的結合部位は測定領域中の被検体分子との反応にもはや
利用可能でない。こうして調製したＡｋｔ含有溶液をその後、４．１．の第一の下位段階
に類似の様式で、各場合に、４．１．で使用した測定領域のアレイのような測定領域の別
のしかし同一のアレイをもつ別のサンプル容器に導入し、そしてそれと一夜インキュベー
トし、次いで洗浄段階、検出試薬を添加することのその後の下位段階、および４．１．に
記述されるところのさらなる下位段階が後に続く。本節４．２．による手順は本発明の方
法の下位段階（７ａ）に対応する。
【０１５９】
４．３．競合体としてのサンプルマトリックス様物質の添加を伴う結合試薬の使用
　４．１．および４．２．に類似の様式で、被検体検出を、サンプルマトリックス中に存
在する物質に同一若しくは可能な限り類似でありかつ結合試薬の非特異的結合について測
定領域中に固定されたサンプルマトリックス成分の競合体として使用する、結合試薬に付
加的に添加される物質の存在下で実施する。この目的上、結合試薬の溶液（「抗Ａｋｔ」
、「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）」若しくは「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）」、各場
合でおよそ５ｎＭ）を、各場合で０．１ｍｇ／ｍｌラット血清と前インキュベートする。
こうして調製した血清含有溶液をその後、４．１．の第一の下位段階に類似の様式で、各
場合に、４．１．で使用した測定領域のアレイのような測定領域の別のしかし同一のアレ
イをもつ別のサンプル容器に導入し、そしてそれと一夜インキュベートし、次いで洗浄段
階、検出試薬を添加することのその後の下位段階、および４．１．に記述されるところの
さらなる下位段階が後に続く。本節４．３．による手順は本発明の方法の下位段階（７ｂ
）に対応する。
【０１６０】
５．測定領域のアレイからの蛍光シグナルの励起および検出
　測定領域の多様なアレイからの蛍光シグナルは、ＺｅｐｔｏＲＥＡＤＥＲＴＭ（Ｚｅｐ
ｔｏｓｅｎｓ　ＡＧ、ＣＨ－４１０８　スイス・ヴィッテルスヴィル）を使用して連続し
てかつ自動で測定する。この光学系は、国際特許出願第ＰＣＴ／ＥＰ　０１／１００１２
号明細書（本出願の一部としてそっくりそのままここに組込まれる）により詳細に記述さ
れている。
【０１６１】
６．画像解析および照合
　測定領域（スポット）からの蛍光シグナルは画像解析ソフトウェア（ＺｅｐｔｏＶＩＥ
ＷＴＭ、Ｐｒｏ　２．０　リリース２．０、Ｚｅｐｔｏｓｅｎｓ　ＡＧ、ＣＨ－４１０８
　ヴィッテルスヴィル）の助けを借りて測定し、これによりその隣接環境での各スポット
の平均シグナル強度および平均局所バックグラウンドシグナル強度を決定する。バックグ
ラウンド補正した平均の正味のシグナル強度を、問題のスポットの平均測定総シグナル強
度から平均局所バックグラウンドシグナルを減算することにより、各スポットについて決
定する。
【０１６２】
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　全スポット正味のシグナル強度の照合は、各場合でＣｙ５－ＢＳＡ参照スポットの助け
を借りて実施する。この目的上、「サンプルスポット」の正味のシグナル強度を、１行内
の２個の最も近い隣接する「参照スポット」の平均シグナル強度により除算し、このシグ
ナル強度を特定の「サンプルスポット」の位置に外挿する。前記照合は、測定領域の各ア
レイ内および異なるアレイ間の利用可能な励起光強度の局所的差違を相殺する。
【０１６３】
　（各場合に２個の同一の測定領域の）スポット複製物の照合した正味シグナル強度を最
後に平均し、そして、対応する図に「ＲＦＩ」データ点（参照蛍光強度）として描き、示
されるエラーバーは特定の標準偏差に対応する。
【０１６４】
７．本発明の方法の実施および結果
７．１．全Ａｋｔ含量の測定
７．１．１．Ａｋｔを検出するための較正曲線
ａ）競合体の添加を伴わない結合試薬の使用
　各場合で、測定領域の２区分を、キナーゼＡｋｔの較正曲線を生成するために測定領域
の同一アレイに提供する（図１を参照されたい）。すなわち、
区分１：０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを付加的に含有するスポッティング緩衝液中に、塗布
される異なる濃度（０ｎｇ／ｍｌと３０００ｎｇ／ｍｌの間）の精製Ａｋｔを含む、測定
領域内容番号１～９をもつアレイ行ＩおよびＩＩ、
区分２：０．１ｍｇ／ｍｌラット血清を付加的に含有するスポッティング緩衝液中に、塗
布される異なる濃度（０ｎｇ／ｍｌと３０００ｎｇ／ｍｌの間）の精製Ａｋｔを含む、測
定領域内容番号１３～２１をもつアレイ行ＩＩＩおよびＩＶ。
【０１６５】
　抗Ａｋｔの溶液（５ｎＭ）を、測定領域の第一のアレイを含有する第一のサンプル容器
に添加する。さらなる工程下位段階は以前に４．１．に記述した。測定領域の区分１（ス
ポッティング緩衝液に添加した多様な濃度のＡｋｔおよび０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを含
有する溶液で生成される）（■により表される）および測定領域の区分２（スポッティン
グ緩衝液に添加した多様な濃度のＡｋｔおよび０．１ｍｇ／ｍｌラット血清を含有する溶
液で生成される）（●により表される）の較正曲線を図２に描く。
【０１６６】
　３０ｎｇ／ｍｌ　Ａｋｔより上の濃度で、共固定したＢＳＡおよび共固定したラット血
清を含む測定領域の較正曲線は同一であり；３０ｎｇ／ｍｌより下の濃度で、共固定した
ラット血清を含む測定領域の較正曲線は、共固定したＢＳＡを含むものより高いシグナル
値を有する。シグナルの差違は、固定されたラット血清の成分への結合試薬の非特異的結
合の寄与に帰される。なおより高濃度のラット血清を固定溶液に添加する場合、生成する
固定溶液にＢＳＡのみを添加した測定領域でのシグナルの差違はなおより顕著である。
【０１６７】
　ラット心組織から調製したサンプル中の未知のＡｋｔ濃度を測定するため、ＢＳＡのみ
を添加した固定溶液の助けを借りて生成した較正曲線を利用する。前記曲線は、３０ｎｇ
／ｍｌより下の低Ａｋｔ濃度でさえ濃度が測定されることを可能にするからである。
【０１６８】
ｂ）競合体としてのＡｋｔの添加を伴う結合試薬の使用
　異なるサンプルマトリックスをもつ固定溶液を使用して確立した較正曲線に対する非特
異的結合によるシグナルの比率を試験するため、結合試薬としての「抗Ａｋｔ」抗体の溶
液の、過剰のＡｋｔ（１００ｎＭの濃度に対応する５μｇ／ｍｌ）との混合物を、最初に
研究したアレイと同一の測定領域の配置をもつ別のアレイ上の第二のサンプル容器に導入
し、そして４．２．で記述されたとおり前記測定領域と一夜インキュベートする。これら
の条件下で、固定されたＡｋｔへの抗体の特異的結合による引き起こされるシグナルの部
分が完全に消失することが期待される一方、非特異的結合により引き起こされるシグナル
の部分はそのままである。
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【０１６９】
　期待されるとおり、測定の正確性内の（特異的結合により引き起こされる）シグナルの
完全な抑制が、内因性Ａｋｔを測定するための適切な濃度範囲内すなわち１００ｎｇ／ｍ
ｌより下（図２の白記号により表される）で観察される。固定溶液がラット血清を含有し
た測定領域からのシグナル（○により表される）は、サンプルマトリックス成分への非特
異的結合の期待される異なる比率により、規定されるＡｋｔ濃度は別にしてその固定溶液
がＢＳＡのみを含有した測定領域のシグナル（□により表される）より高い。最高のＡｋ
ｔ濃度（固定溶液中１０００ｎｇ／ｍｌおよび３０００ｎｇ／ｍｌ）で観察されたシグナ
ルの増大は、これらの条件下での溶液中の競合体濃度が、固定されたＡｋｔへの結合試薬
の特異的結合を完全に予防するために見かけ上十分でないという事実に帰される。
【０１７０】
ｃ）競合体としてのサンプルマトリックス様物質の添加を伴う結合試薬の使用
　サンプルマトリックスの成分への結合試薬の結合により引き起こされる非特異的結合の
部分を確認するため、０．１ｍｇ／ｍｌの総タンパク質濃度をもつラット血清を抗体溶液
に添加する。この溶液をその後、節４．３．の手順により、前述の第一および第二のアレ
イと再度同一の測定領域の配置の第三のアレイをもつ第三のサンプル容器に導入する。こ
れらの条件下で、固定されたＡｋｔへの特異的結合により生成されるシグナルの部分が保
持されることが期待される一方、サンプルマトリックスへの非特異的結合により生成され
るシグナルの部分はほぼ消失することが期待される。
【０１７１】
　図３は、結合試薬の競合体の添加を伴わない第一のアレイを使用して生成された、節７
．１．１．ａ）で記述された較正曲線を再度黒記号により描く。これらの較正曲線からの
、結合試薬としての抗体のラット血清含有溶液の添加により第三のアレイを使用して得ら
れるシグナル（□により表される）の逸脱は、測定し得ない。
【０１７２】
　これは、「抗全Ａｋｔ」抗体の場合には、生成される較正曲線が高い正確性で特異的結
合事象に対応し、そしてサンプルマトリックスへの非特異的結合が非常に小さな程度まで
のみ起こることを示唆する。
【０１７３】
７．１．２．ラット心組織から調製したサンプル中での全Ａｋｔ含量の測定
ａ）競合体の添加を伴わない結合試薬の使用
　ラット心組織から調製した生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中の全Ａｋｔ含量の
検出を、測定領域内容番号２５ないし３１により示される測定領域のセグメントで実施す
る。前記測定領域を生成するために生成した固定溶液は同一ストック溶液からであり、そ
して、希釈（節３．を参照されたい）により多様な総タンパク質濃度（０．０２５ｍｇ／
ｍｌと０．５ｍｇ／ｍｌの間）に調節した。
【０１７４】
　測定領域内容番号３７ないし４３をもつ測定領域の区分は、ラット心組織ライセートか
らのストック溶液の同一の連続希釈からの、しかし各場合で固定サンプルに添加されてい
る１０００ｎｇ／ｍｌの濃度の精製Ａｋｔを含む固定サンプルを塗布することにより生成
した。この区分の助けを借りて測定されるべきシグナルは、使用されるこの高Ａｋｔ濃度
（期待される天然の内因性Ａｋｔ含量より実質的により高い）が、再度、測定されるべき
蛍光シグナルを、同一総タンパク質濃度（０．１ｍｇ／ｍｌ）をもつ較正曲線（共固定し
たＢＳＡを含む測定領域を使用して確立した）と比較することにより見出されるかどうか
を制御するために使用されるはずである。
【０１７５】
　該測定は、測定領域の第一のアレイを含有する第一のサンプル容器に「抗Ａｋｔ」の溶
液（５ｎＭ）を添加することによって、７．１．１．ａで記述される本発明の方法の一部
とともに実施する。さらなる工程の下位段階は以前に４．１．に記述した。
【０１７６】
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　図４は該結果（参照蛍光強度）を描く。ラット心組織から調製した固定溶液を塗布した
測定領域からの蛍光シグナルを総タンパク質濃度の関数として描き（図４、上座標軸）、
また、共固定したＢＳＡ（タンパク質濃度：０．１ｍｇ／ｍｌ）での較正測定の参照蛍光
シグナルを、これらの測定領域に利用した固定溶液のＡｋｔ濃度の関数として描く（図４
、下座標軸）。
【０１７７】
　添加されたＡｋｔを伴わない（すなわち、固定されたサンプル中に天然に存在する内因
性Ａｋｔを含む）測定領域からのシグナルは、期待されたとおり、増大するタンパク質濃
度とともに当初は増大し、そして０．２ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度から上で最大値に達
する。飽和効果と同様、タンパク質濃度をさらに増大させることでさらなるシグナル増大
は観察されない。
【０１７８】
　１０００ｎｇ／ｍｌの添加されたＡｋｔを含有する（すなわち、固定されたサンプル中
に天然に存在する内因性Ａｋｔおよび付加的に１０００ｎｇ／ｍｌ精製Ａｋｔを含む）測
定領域からのシグナルは、対応して非常に高い値に達する。サンプルに添加された１００
０ｎｇ／ｍｌのＡｋｔ濃度は回収され得、そして、比較可能な総タンパク質濃度（０．１
ｍｇ／ｍｌ、０．１ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度の破線、ならびに、１０００ｎｇ／ｍｌ
の添加されたＡｋｔを含む測定領域からのシグナルの測定曲線とのこの線の交差の点から
較正曲線の方向に走る破線により具体的に説明される）で同時に生成される較正曲線と該
シグナル値を比較することにより、（８４０±７０）ｎｇ／ｍｌに決定し得る。８４％と
いう達成される回収率若しくは８％という精度は、アッセイでの８０～１２０％の回収率
若しくは２０％以上の精度という一般に耐えられる限界の範囲内にある。本実施例は、従
って、被検体の測定が良好なアッセイの正確性および精度を伴い実施し得ることを示す。
高い回収値は、同様に、（タンパク質マトリックスとしての）固定溶液に添加した０．１
ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを含む測定領域で生成される測定曲線が、ラット心組織ライセートを
含有する溶液から調製したスポットのデータを較正するのに十分に適することを確認する
。
【０１７９】
　（２０±２）ｎｇ／ｍｌの内因性Ａｋｔの含量が、０．１ｍｇ／ｍｌのタンパク質含量
を伴うラット心組織から調製したサンプルについて、較正曲線（０．１ｍｇ／ｍｌのタン
パク質濃度の破線、ならびに、内因性Ａｋｔのみを含有する測定領域からのシグナルの測
定曲線とのこの線の交差の点から較正曲線の方向に走る破線により具体的に説明される）
との比較により決定される。
【０１８０】
ｂ）競合体としてのＡｋｔの添加を伴う結合試薬の使用
　サンプルマトリックスとしてのラット心組織に基づく固定溶液を使用して生成された測
定領域からの測定曲線に対する非特異的結合によるシグナルの比率を決定するため、結合
試薬としての「抗Ａｋｔ」抗体の溶液の、過剰のＡｋｔ（１００ｎＭの濃度に対応する５
μｇ／ｍｌ）との混合物を、当初研究したアレイと同一の測定領域の配置をもつ別のアレ
イ上の第二のサンプル容器に導入し、そして４．２．で記述されたとおり前記測定領域と
一夜インキュベートする。これらの条件下で、固定されたＡｋｔへの抗体の特異的結合に
より引き起こされるシグナルの部分は完全に消失することが期待される一方、非特異的結
合により引き起こされるシグナルの部分はそのままである。
【０１８１】
　図５は、競合実験の結果を、上で７．１．２．ａ）で記述された結合試薬の溶液中の競
合体の存在を伴わない対応する測定の結果と一緒に描く。黒記号は各場合で競合体の存在
を伴わない結果（第一のアレイで測定される）を示し、そして白記号は競合体の存在下で
測定されたシグナル（第二のアレイで測定される）を示す。固定溶液をラット心組織ライ
セートから調製した（付加的に添加されたＡｋｔを含まない（測定領域内容参照番号２５
ないし３１）、および１０００ｎｇ／ｍｌの付加的に添加された精製Ａｋｔを含む（測定
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領域内容参照番号３７ないし４３）測定領域双方の天然に存在する内因性Ａｋｔを測定す
ることから、図１による）を、固定溶液のタンパク質濃度の関数として描く（図５、上座
標軸）。Ａｋｔ（固定溶液中に０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを含む）を検出するための７．
１．１．で記述された較正曲線を、Ａｋｔ濃度の関数としてプロットする（図５、下座標
軸）。
【０１８２】
　競合体の存在下で、内因性Ａｋｔを測定するための測定領域からのシグナルが明瞭に低
下される。競合体の非存在および存在下での測定曲線間の差違は、特異的結合により引き
起こされるシグナルの部分を表す。
【０１８３】
　参照蛍光シグナルのなおより明瞭な低下が、固定溶液が過剰のＡｋｔ（１０００ｎｇ／
ｍｌ）を付加的に含有した測定領域について観察される。測定領域の２区分（内因性Ａｋ
ｔを測定するため、および固定溶液中に１０００ｎｇ／ｍｌ　Ａｋｔを含む対照測定のた
め）からの、溶液中の競合体としての１００ｎＭ　Ａｋｔの存在下で生成した測定曲線は
正確に一致する。０．３ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度まで増大しかつその後一定のまま留
まる残存するシグナル（白記号）は、（サンプルマトリックスのタンパク質への）非特異
的結合によるシグナルの寄与に対応し、この寄与は、測定領域の表面が完全に覆われるま
で、タンパク質の増大する表面濃度に伴い自然に増大する。
【０１８４】
　図６は、溶液中の競合体の非存在および存在下でのデータを比較することからの、０．
１ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度で特異的結合により引き起こされるシグナル部分の決定（
図６ａ）、ならびに特異的結合（「ＳＢ」）により引き起こされるシグナル部分を較正曲
線と比較することからの内因性Ａｋｔの含量の決定（図６ｂ）を具体的に説明する。非特
異的結合（「ＮＳＢ」）により引き起こされるシグナル部分（０．２０ＲＦＩ）は、測定
の正確性内で、内因性Ａｋｔのみを含有する測定領域からのシグナル（０．３７３ＲＦＩ
）および付加的に添加された１０００ｎｇ／ｍｌ精製Ａｋｔを含有するもの（およそ２０
ＲＦＩ）について同一の大きさのものである。（８．８±１．３）ｎｇ／ｍｌの内因性Ａ
ｋｔの含量が、総シグナルと非特異的に引き起こされたシグナルの間の差違を較正曲線と
比較することにより決定される（図６ｂ）。非特異的結合により生成されるシグナル部分
が識別されなかった、節７．１．２．ａ）でのＡｋｔの測定との比較は、そこで暫定的に
測定されたＡｋｔ含量の約５６％が非特異的結合の寄与に帰されなければならないことを
示す。
【０１８５】
ｃ）競合体としてのサンプルマトリックスに類似の物質の添加を伴う結合試薬の使用
　サンプルマトリックスの成分への結合試薬の結合により引き起こされる非特異的結合の
部分を確認するために、０．１ｍｇ／ｍｌの総タンパク質濃度をもつラット血清を抗体溶
液に添加する。この溶液をその後、節４．３の手順に従い、再度、前述の第一および第二
のアレイと同一の測定領域の配置の第三のアレイをもつ第三のサンプル容器に導入する。
これらの条件下で、固定されたＡｋｔへの特異的結合により生成されるシグナルの部分が
保持されることが期待される一方、サンプルマトリックスへの非特異的結合により生成さ
れるシグナルの部分はほぼ消失することが期待される。
【０１８６】
　溶液中にラット血清を含む競合実験の結果を、結合試薬の溶液中の競合体の存在を伴わ
ない、７．１．２．ａ）で上述された対応する測定の結果と一緒に図７に描く。黒記号は
、各場合で、（第一のアレイで測定された）競合体の存在を伴わない結果を示し、また、
白記号は（第三のアレイで測定された）競合体の存在下で測定されたシグナルを示す。固
定溶液をラット心組織ライセートから調製した測定領域からの蛍光シグナル（付加的に添
加されたＡｋｔを含まない（測定領域内容参照番号２５ないし３１）、および１０００ｎ
ｇ／ｍｌの付加的に添加されたＡｋｔを含む（測定領域内容参照番号３７ないし４３）双
方の天然に存在する内因性Ａｋｔを測定するため、図１による）を、固定溶液のタンパク
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質濃度の関数として描く（図７、上座標軸）。Ａｋｔ（固定溶液中に０．１ｍｇ／ｍｌ　
ＢＳＡを含む）を検出するための７．１．１．に記述された較正曲線を、Ａｋｔ濃度の関
数としてプロットする（図７、下座標軸）。
【０１８７】
　非特異的結合に対する競合体としての溶液中のラット血清の存在は、測定曲線のいかな
る有意の移動ももたらさず；ラット血清の存在および非存在下で測定される参照蛍光シグ
ナルは、各場合に測定の正確性内で同一である。
【０１８８】
　これは、「抗全Ａｋｔ」抗体の場合に、サンプルマトリックスへの有意の非特異的結合
が存在しないことを示唆する。
【０１８９】
７．２．Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）含量の測定
７．２．１．Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を検出するための較正曲線
ａ）競合体の添加を伴わない結合試薬の使用
　リン酸化された形態Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を測定するための較正曲線は、Ａｋｔ
の上述された測定の様式で同一測定領域の区分を使用することにより確立する。
区分１：０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを付加的に含有するスポッティング緩衝液中に、塗布
される異なる濃度（０ｎｇ／ｍｌと３０００ｎｇ／ｍｌの間）の精製Ａｋｔを含む、測定
領域内容番号１～９をもつアレイ行ＩおよびＩＩ、
区分２：０．１ｍｇ／ｍｌラット血清を付加的に含有するスポッティング緩衝液中に、塗
布される異なる濃度（０ｎｇ／ｍｌと３０００ｎｇ／ｍｌの間）の精製Ａｋｔを含む、測
定領域内容番号１３～２１をもつアレイ行ＩＩＩおよびＩＶ。
【０１９０】
　精製Ａｋｔは、完全にリン酸化されている、すなわちＳｅｒ４７３およびＴｈｒ３０８
でリン酸化されていると想定する。
【０１９１】
　抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）の溶液（５ｎＭ）を、測定領域の第四のアレイを含有す
る第四のサンプル容器に添加する。他の工程の下位段階は以前に４．１．で記述した。測
定領域の区分１（スポッティング緩衝液に添加した多様な濃度のＡｋｔおよび０．１ｍｇ
／ｍｌ　ＢＳＡを含有する溶液を使用して生成される）、ならびに測定領域の区分２（ス
ポッティング緩衝液に添加した多様なＡｋｔ濃度および０．１ｍｇ／ｍｌラット血清を含
有する溶液を使用して生成される）の較正曲線を図８に描く（黒記号）。
【０１９２】
　１０ｎｇ／ｍｌ　Ａｋｔより上の濃度で、共固定したＢＳＡおよび共固定したラット血
清を含む測定領域の較正曲線は同一であり；１０ｎｇ／ｍｌより下の濃度で、共固定した
ラット血清を含む測定領域の較正曲線は、共固定したＢＳＡを含むものより高いシグナル
値を有する。シグナルの差違は、固定されたラット血清の成分への結合試薬の非特異的結
合の寄与に帰される。なおより高濃度のラット血清を固定溶液に添加する場合、生成する
固定溶液にＢＳＡのみが添加された測定領域でのシグナルの差違はなおより顕著である。
【０１９３】
　ラット心組織から調製したサンプル中の未知のＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）濃度を測定
するため、ＢＳＡのみを添加した固定溶液の助けを借りて生成した較正曲線を利用する。
前記曲線は、１０ｎｇ／ｍｌより下の低Ａｋｔ濃度ででさえ濃度が測定されることを可能
にするからである。
【０１９４】
ｂ）競合体としてのＡｋｔの添加を伴う結合試薬の使用
　異なるサンプルマトリックスをもつ固定溶液を使用して確立された較正曲線に対する非
特異的結合によるシグナルの比率を試験するために、結合試薬としての「抗Ｐ－Ａｋｔ（
Ｓｅｒ４７３）」抗体の溶液の、過剰のＡｋｔ（１００ｎＭに対応する５μｇ／ｍｌ）と
の混合物を、以前に研究されたアレイと同一の測定領域の配置をもつ別のアレイ上の第五



(38) JP 5127718 B2 2013.1.23

10

20

30

40

50

のサンプル容器に導入し、そして４．２．に記述されたとおり、前記測定領域と一夜イン
キュベートする。これらの条件下で、固定されたＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）への抗体の
特異的結合により引き起こされるシグナルの部分は消失することが期待される一方、非特
異的結合により引き起こされるシグナルの部分はそのままである。
【０１９５】
　期待されるとおり、測定の正確性内の（特異的結合により引き起こされる）シグナルの
完全な抑制が、内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を測定するための適切な濃度範囲内す
なわち１００ｎｇ／ｍｌより下（図８の白記号）で観察される。固定溶液がラット血清を
含有した測定領域からのシグナルは、サンプルマトリックス成分への非特異的結合の期待
される異なる部分により、その固定溶液が規定されるＡｋｔ濃度は別にしてＢＳＡのみを
含有した測定領域のシグナルより高い。
【０１９６】
　最高のＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）濃度（固定溶液中１０００ｎｇ／ｍｌおよび３００
０ｎｇ／ｍｌ）で観察されたシグナルの増大は、これらの条件下での溶液中の競合体濃度
が、固定されたＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）への結合試薬の特異的結合を完全に予防する
ために見かけ上十分でないという事実に帰される。
【０１９７】
ｃ）競合体としてのサンプルマトリックス様物質の添加を伴う結合試薬の使用
　サンプルマトリックスの成分への結合試薬の結合により引き起こされる非特異的結合の
部分を確認するため、０．１ｍｇ／ｍｌの総タンパク質濃度をもつラット血清を抗体溶液
に添加する。この溶液をその後、節４．３の手順に従い、再度前述のアレイと同一の測定
領域の配置の第六のアレイをもつ第六のサンプル容器に導入する。これらの条件下で、固
定されたＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）への特異的結合により生成されるシグナルの部分は
保持されることが期待される一方、サンプルマトリックスへの非特異的結合により生成さ
れるシグナルの部分はほぼ消失することが期待される。
【０１９８】
　図９は、結合試薬の競合体の添加を伴わない第四のアレイを使用して生成された、節７
．２．１．ａ）で記述された較正曲線を再度黒記号により描く。これらの較正曲線からの
、結合試薬としての抗体のラット血清含有溶液の添加により第六のアレイを使用して得ら
れたシグナルの逸脱は、測定され得ない。
【０１９９】
　これは、「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）」抗体の場合に、生成される較正曲線が高い
正確性を伴い特異的結合事象にもまた対応し、また、サンプルマトリックスへの非特異的
結合が非常に小さな程度までのみ起こることを示唆する。
【０２００】
７．２．２．ラット心組織から調製したサンプル中のＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）含量の
測定
ａ）競合体の添加を伴わない結合試薬の使用
　ラット心組織から調製した生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中のＰ－Ａｋｔ（Ｓ
ｅｒ４７３）含量の検出を、測定領域内容番号２５ないし３１により示される測定領域の
区分で実施する。前記測定領域を生成するために生成した固定溶液は同一ストック溶液か
らであり、そして多様な総タンパク質濃度（０．０２５ｍｇ／ｍｌと０．５ｍｇ／ｍｌの
間）への希釈（節３．を参照されたい）により調節した。
【０２０１】
　測定領域内容番号３７ないし４３をもつ測定領域の区分を、ラット心組織ライセートか
らのストック溶液の同一の連続希釈からの、しかし各場合に固定サンプルに添加されてい
る１０００ｎｇ／ｍｌの濃度の精製Ａｋｔを含む固定サンプルを塗布することにより生成
した。この区分の助けを借りて測定されるべきシグナルは、使用される高「全Ａｔｋ」濃
度（期待される天然の内因性Ａｋｔ含量より実質的により高い）に対応する高Ｐ－Ａｋｔ
（Ｓｅｒ４７３）含量が、同一の総タンパク質濃度（０．１ｍｇ／ｍｌ）をもつＰ－Ａｋ
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ｔ（Ｓｅｒ４７３）の較正曲線（共固定したＢＳＡを含有する測定領域を使用して確立し
た）と測定されるべき蛍光シグナルを比較することにより回収されるかどうかを制御する
ために使用されるはずである。
【０２０２】
　該測定は、測定領域の第四のアレイを含有する第四のサンプル容器に「抗Ｐ－Ａｋｔ（
Ｓｅｒ４７３）」の溶液（５ｎＭ）を添加することによって、７．２．１．ａで記述され
る本発明の方法の一部とともに実施する。さらなる工程の下位段階は以前に４．１．で記
述した。
【０２０３】
　図１０は該結果（参照蛍光強度）を描く。ラット心組織から調製した固定溶液を塗布し
た測定領域からの蛍光シグナルを総タンパク質濃度の関数として描き（図１０、上座標軸
）、また、共固定したＢＳＡ（タンパク質濃度：０．１ｍｇ／ｍｌ）での較正測定の参照
蛍光シグナルの値を、これらの測定領域に利用した固定溶液のＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３
）濃度の関数として描く（図１０、下座標軸）。
【０２０４】
　添加されたＡｋｔを伴わない（すなわち、固定されたサンプル中に天然に存在する内因
性Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を含む）測定領域からのＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）のシ
グナルは、期待されたとおり、増大するタンパク質濃度とともに当初は増大し、そして０
．２ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度から上で最大値に達する。飽和効果と同様、タンパク質
濃度をさらに増大させることでさらなるシグナル増大は観察されない。
【０２０５】
　１０００ｎｇ／ｍｌの添加されたＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を含有する（すなわち、
固定されたサンプル中に天然に存在する内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３））および付加
的に１０００ｎｇ／ｍｌ精製Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を含む）測定領域からのシグナ
ルは、対応して非常に高い値に達する。これは、較正曲線を生成するのに利用される精製
Ａｋｔが完全にリン酸化される、すなわちＳｅｒ４７３およびＴｈｒ３０８でリン酸化さ
れることを必要とする。サンプルに添加された１０００ｎｇ／ｍｌのＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ
４７３）濃度は回収され得、そして、比較可能な総タンパク質濃度（０．１ｍｇ／ｍｌ、
０．１ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度の破線、ならびに、１０００ｎｇ／ｍｌの添加された
Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を含む測定領域からのシグナルの測定曲線とのこの線の交差
の点から較正曲線の方向に走る破線により具体的に説明される）で同時に生成される較正
曲線と該シグナル値を比較することにより、（８７０±１００）ｎｇ／ｍｌに決定し得る
（点線を参照されたい）。９２％という達成される回収率。該高い回収値は、同様に、（
タンパク質マトリックスとしての）固定溶液に添加された０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを含
む測定領域で生成される測定曲線が、ラット心組織ライセートを含有する溶液から調製し
たスポットのデータを較正するのに十分に適することを確認する。
【０２０６】
　（１２±２）ｎｇ／ｍｌの内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）の含量が、較正曲線（０
．１ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度の破線、ならびに、内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）
のみを含有する測定領域からのシグナルの測定曲線とのこの線の交差の点から較正曲線の
方向に走る破線により具体的に説明される）との比較により、ラット心組織から調製した
サンプルについて測定される。これは、較正曲線を生成するのに利用される精製Ａｋｔが
完全にリン酸化される、すなわちＳｅｒ４７３およびＴｈｒ３０８でリン酸化されること
を必要とする。精製ＡｋｔのＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）部分が１００％未満である場合
、ラット心組織から調製したサンプル中のこの測定の値は従って低下される。
【０２０７】
ｂ）競合体としてのＡｋｔの添加を伴う結合試薬の使用
　サンプルマトリックスとしてのラット心組織に基づく固定溶液を使用して生成された測
定領域からの測定曲線に対する非特異的結合によるシグナルの比率を決定するため、結合
試薬としての「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）」抗体の溶液の、過剰のＡｋｔ（１００ｎ
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Ｍの濃度に対応する５μｇ／ｍｌ）との混合物を、当初研究したアレイと同一の測定領域
の配置をもつ別のアレイ上の第五のサンプル容器に導入し、そして４．２．で記述された
とおり前記測定領域と一夜インキュベートする。これらの条件下で、固定されたＰ－Ａｋ
ｔ（Ｓｅｒ４７３）への抗体の特異的結合により引き起こされるシグナルの部分は完全に
消失することが期待される一方、非特異的結合により引き起こされるシグナルの部分はそ
のままである。
【０２０８】
　図１１は、競合実験の結果を、上で７．２．２．ａ）で記述された結合試薬の溶液中の
競合体の存在を伴わない対応する測定の結果と一緒に描く。黒記号は各場合で競合体の存
在を伴わない結果（第四のアレイで測定される）を示し、そして白記号は競合体の存在下
で測定されたシグナル（第二のアレイで測定される）を示す。固定溶液をラット心組織ラ
イセートから調製した測定領域（付加的に添加されたＡｋｔを含まない（測定領域内容参
照番号２５ないし３１）、および１０００ｎｇ／ｍｌの付加的に添加された精製Ａｋｔを
含む（測定領域内容参照番号３７ないし４３）双方の天然に存在する内因性Ｐ－Ａｋｔ（
Ｓｅｒ４７３）を測定するため、図１による）を、固定溶液のタンパク質濃度の関数とし
て描く（図１１、上座標軸）。Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）（固定溶液中０．１ｍｇ／ｍ
ｌ　ＢＳＡを含む）を検出するための７．２．１．で記述された較正曲線を、Ｐ－Ａｋｔ
（Ｓｅｒ４７３）濃度の関数としてプロットする（図１１、下座標軸）。
【０２０９】
　競合体の存在下で、内因性ｐ４７３－Ａｋｔを測定するための測定領域からのシグナル
が明瞭に低下される。競合体の非存在および存在下での測定曲線間の差違は、特異的結合
により引き起こされるシグナルの部分を表す。
【０２１０】
　固定溶液が過剰のＡｋｔ（１０００ｎｇ／ｍｌ）を付加的に含有した測定領域について
、参照蛍光シグナルのなおより明瞭な低下が観察される。測定領域の２区分（内因性Ａｋ
ｔを測定するため、および固定溶液中に１０００ｎｇ／ｍｌ　Ａｋｔを含む対照測定のた
め）からの、溶液中の競合体としての１００ｎＭ　Ａｋｔの存在下で生成した測定曲線は
、再度、事実上一致する。０．３ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度まで明瞭に増大しかつそれ
を超えてわずかにのみ増大する残存するシグナルは、（サンプルマトリックスのタンパク
質への）非特異的結合によるシグナルの寄与に対応し、この寄与は、測定領域の表面が完
全に覆われるまで、タンパク質の増大する表面濃度に伴い自然に増大する。
【０２１１】
　図１２は、溶液中の競合体の非存在および存在下でのデータを比較することからの、０
．１ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度で特異的結合により引き起こされるシグナル部分の測定
（図１２ａ）、および、特異的結合（「ＳＢ」）により引き起こされるシグナル部分を較
正曲線と比較することからの内因性Ａｋｔの含量の測定（図１２ｂ）を具体的に説明する
。非特異的結合（「ＮＳＢ」）により引き起こされるシグナル部分（０．０３７ＲＦＩ）
は、測定の正確性内で、内因性Ａｋｔのみを含有する測定領域からのシグナル（０．０７
３ＲＦＩ）および付加的に添加された１０００ｎｇ／ｍｌ精製Ａｋｔを含有するもの（お
よそ１０ＲＦＩ）について同一の大きさのものである。（５．３±０．５）ｎｇ／ｍｌの
内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）の含量が、総シグナルと非特異的に引き起こされたシ
グナルの間の差違を較正曲線（図１２ｂ）と比較することにより決定される。非特異的結
合により生成されるシグナル部分が識別されなかった、節７．１．２．ａ）でのＡｋｔの
測定との比較は、そこで暫定的に測定されたＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）含量の約５７％
が非特異的結合の寄与に帰されなければならないことを示す。
【０２１２】
ｃ）競合体としてのサンプルマトリックスに類似の物質の添加を伴う結合試薬の使用
　サンプルマトリックスの成分への結合試薬の結合により引き起こされる非特異的結合の
部分を確認するために、０．１ｍｇ／ｍｌの総タンパク質濃度をもつラット血清を抗体溶
液に添加する。この溶液をその後、節４．３の手順に従い、再度、前述の第一および第二
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のアレイと同一の測定領域の配置の第六のアレイをもつ第六のサンプル容器に導入する。
これらの条件下で、固定されたＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）への特異的結合により生成さ
れるシグナルの部分は保持されることが期待される一方、サンプルマトリックスへの非特
異的結合により生成されるシグナルの部分はほぼ消失することが期待される。
【０２１３】
　溶液中にラット血清を含む競合実験の結果を、結合試薬の溶液中の競合体の存在を伴わ
ない、上の７．２．２．ａ）で記述された対応する測定の結果と一緒に図１３に描く。黒
記号は各場合で（第四のアレイで測定された）競合体の存在を伴わない結果を示し、また
、白記号は（第六のアレイで測定された）競合体の存在下で測定されたシグナルを示す。
固定溶液をラット心組織ライセートから調製した測定領域からの蛍光シグナル（付加的に
添加されたＡｋｔを含まない（測定領域内容参照番号２５ないし３１）、および１０００
ｎｇ／ｍｌの付加的に添加されたＡｋｔを含む（測定領域内容参照番号３７ないし４３）
双方の天然に存在する内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を測定するため、図１による）
を、固定溶液のタンパク質濃度の関数として描く（図１３、上座標軸）。Ｐ－Ａｋｔ（Ｓ
ｅｒ４７３）（固定溶液中に０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを含む）を検出するための７．２
．１．ａ）に記述された較正曲線を、Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）濃度の関数としてプロ
ットする（図１３、下座標軸）。
【０２１４】
　溶液中の非特異的結合に対する競合体としての溶液中のラット血清の存在は、測定曲線
のいかなる有意の移動ももたらさず；ラット血清の存在および非存在下で測定される参照
蛍光シグナルは、各場合に測定の正確性内で同一である。
【０２１５】
　これは、「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）」抗体の場合に、サンプルマトリックスへの
有意の非特異的結合が存在しないことを示唆する。
【０２１６】
７．３．Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）含量の測定
７．３．１．Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）を検出するための較正曲線
ａ）競合体の添加を伴わない結合試薬の使用
　リン酸化された形態Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）を測定するための較正曲線は、Ａｋｔ
およびＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）の上述された測定の様式で同一の測定領域の区分を使
用することにより確立する。
区分１：０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを付加的に含有するスポッティング緩衝液中に、塗布
される異なる濃度（０ｎｇ／ｍｌと３０００ｎｇ／ｍｌの間）の精製Ａｋｔを含む、測定
領域内容番号１～９をもつアレイ行ＩおよびＩＩ、
区分２：０．１ｍｇ／ｍｌラット血清を付加的に含有するスポッティング緩衝液中に、塗
布される異なる濃度（０ｎｇ／ｍｌと３０００ｎｇ／ｍｌの間）の精製Ａｋｔを含む、測
定領域内容番号１３～２１をもつアレイ行ＩＩＩおよびＩＶ。精製Ａｋｔは完全にリン酸
化されている、すなわちＳｅｒ４７３およびＴｈｒ３０８でリン酸化されていると想定す
る。
【０２１７】
　抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）の溶液（５ｎＭ）を、測定領域の第七のアレイを含有す
る第七のサンプル容器に添加する。他の工程の下位段階は以前に４．１．で記述した。測
定領域の区分１（スポッティング緩衝液に添加した多様な濃度のＡｋｔおよび０．１ｍｇ
／ｍｌ　ＢＳＡを含有する溶液を使用して生成される）、ならびに測定領域の区分２（ス
ポッティング緩衝液に添加した多様なＡｋｔ濃度および０．１ｍｇ／ｍｌラット血清を含
有する溶液を使用して生成される）の較正曲線を図１４に描く（黒記号）。
【０２１８】
　１００ｎｇ／ｍｌ　Ａｋｔより上の濃度で、共固定したＢＳＡおよび共固定したラット
血清を含む測定領域の較正曲線は同一であり；１００ｎｇ／ｍｌより下の濃度で、共固定
したラット血清を含む測定領域の較正曲線は、共固定したＢＳＡを含むものより高いシグ
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ナル値を有し；シグナルの差違は、固定されたラット血清の成分への結合試薬の非特異的
結合の寄与に帰される。双方の種類の測定領域からの測定されたシグナル値は、しかしな
がら、ＡｋｔおよびＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）の較正曲線を確立する場合に測定された
蛍光シグナルに比較して相対的に低い。
【０２１９】
　ラット心組織から調製したサンプル中の未知のＰ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）濃度を測定
するため、ＢＳＡのみを添加した固定溶液の助けを借りて生成した較正曲線を利用する。
【０２２０】
ｂ）競合体としてのＡｋｔの添加を伴う結合試薬の使用
　異なるサンプルマトリックスをもつ固定溶液を使用して確立された較正曲線に対する非
特異的結合によるシグナルの比率を試験するために、結合試薬としての「抗Ｐ－Ａｋｔ（
Ｔｈｒ３０８）」抗体の溶液の、過剰のＡｋｔ（１００ｎＭに対応する５μｇ／ｍｌ）と
の混合物を、以前に研究されたアレイと同一の測定領域の配置をもつ別のアレイ上の第八
のサンプル容器に導入し、そして４．２．に記述されたとおり前記測定領域と一夜インキ
ュベートする。これらの条件下で、固定されたＰ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）への抗体の特
異的結合により引き起こされるシグナルの部分は消失することが期待される一方、非特異
的結合により引き起こされるシグナルの部分はそのままである。
【０２２１】
　固定溶液の高濃度（３０ｎｇ／ｍｌより上）でのみシグナルの低下が測定され（図１４
中の白記号、固定溶液がラット血清を含有した測定領域からのシグナルは、その固定溶液
が規定されるＡｋｔ濃度を別にしてＢＳＡのみを含有した測定領域のシグナルより高い。
約３０ｎｇ／ｍｌ以上の濃度範囲でのみ、シグナルの低下が、結合試薬の溶液中の競合体
としてのＰ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）の存在により、実験的に引き起こされるシグナル変
動を超える。
【０２２２】
　これは、共固定したＢＳＡおよび共固定した血清成分双方を含む測定領域への抗Ｐ－Ａ
ｋｔ（Ｔｈｒ３０８）抗体の非特異的結合がかなりの程度まで起こるという結論に至る。
【０２２３】
ｃ）競合体としてのサンプルマトリックス様物質の添加を伴う結合試薬の使用
　サンプルマトリックスの成分への結合試薬の結合により引き起こされる蛍光シグナルに
対する非特異的結合の比率を確認するため、０．１ｍｇ／ｍｌの総タンパク質濃度をもつ
ラット血清を抗体の溶液に添加する。この溶液をその後、節４．３の手順に従い、再度前
述のアレイと同一の測定領域の配置の第九のアレイをもつ第九のサンプル容器に導入する
。これらの条件下で、固定されたＰ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）への特異的結合により生成
されるシグナルの部分は保持されることが期待される一方、サンプルマトリックスへの非
特異的結合により生成されるシグナルの部分はほぼ消失することが期待される。
【０２２４】
　図１５は、再度、結合試薬の競合体の添加を伴わない第七のアレイを使用して生成され
た、節７．３．１．ａ）で記述された較正曲線を黒記号により描く。これらの較正曲線か
らの、結合試薬としての抗体のラット血清含有溶液の添加により第九のアレイを使用して
得られたシグナルの逸脱は、測定され得ない。固定溶液中のＰ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）
の想定される濃度への有意の依存性は、３０ｎｇ／ｍｌより上の濃度でのみ見出される。
これは、より低濃度で測定される蛍光シグナルが非特異的結合に帰され得るという事実と
矛盾しない。
【０２２５】
７．３．２．ラット心組織から調製したサンプル中のＰ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）含量の
測定
ａ）競合体の添加を伴わない結合試薬の使用
　ラット心組織から調製した生物学的起源かつ複雑な組成のサンプル中のＰ－Ａｋｔ（Ｔ
ｈｒ３０８）含量の検出を、測定領域内容番号２５ないし３１により示される測定領域の
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区分で実施する。前記測定領域を生成するために生成した固定溶液は同一ストック溶液か
らであり、そして多様な総タンパク質濃度（０．０２５ｍｇ／ｍｌと０．５ｍｇ／ｍｌの
間）への希釈（節３．を参照されたい）により調節した。
【０２２６】
　測定領域内容番号３７ないし４３をもつ測定領域の区分を、ラット心組織ライセートか
らのストック溶液の同一の連続希釈からの、しかし各場合に固定サンプルに添加されてい
る１０００ｎｇ／ｍｌの濃度の精製Ａｋｔを含む固定サンプルを塗布することにより生成
した。この区分の助けを借りて測定されるべきシグナルは、（期待される天然の内因性Ａ
ｋｔ含量より実質的により高い）使用される高「全Ａｋｔ」濃度に対応する高いＰ－Ａｋ
ｔ（Ｔｈｒ３０８）含量が、測定されるべき蛍光シグナルを、同一の総タンパク質濃度（
０．１ｍｇ／ｍｌ）をもつＰ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）の較正曲線（共固定したＢＳＡを
含有する測定領域を使用して確立した）と比較することにより回収されるかどうかを制御
するために使用されるはずである。
【０２２７】
　測定は、測定領域の第七のアレイを含有する第七のサンプル容器に「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｔ
ｈｒ３０８）」の溶液（５ｎＭ）を添加することによって、７．３．１．ａで記述される
本発明の方法の一部とともに実施する。さらなる工程の下位段階は以前に４．１．で記述
した。
【０２２８】
　図１６は該結果（参照蛍光強度）を描く。ラット心組織から調製した固定溶液を塗布し
た測定領域からの蛍光シグナルを総タンパク質濃度の関数として描き（図１６、上座標軸
）、また、共固定したＢＳＡ（タンパク質濃度：０．１ｍｇ／ｍｌ）での較正測定の参照
蛍光シグナルの値を、これらの測定領域に利用した固定溶液の推定Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３
０８）濃度の関数として描く（図１６、下座標軸）。
【０２２９】
　添加されたＡｋｔを伴わない（すなわち、固定されたサンプル中に天然に存在する内因
性Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）を含む）測定領域からのＰ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）のシ
グナルは、増大するタンパク質濃度とともに０．４ｍｇ／ｍｌまで増大し、そして０．５
ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度で実質的に変化しない最大値に達する。
【０２３０】
　（１３０±１５）ｎｇ／ｍｌの内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）の含量が、較正曲線
（０．１ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度の破線、ならびに、内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０
８）のみを含有する測定領域からのシグナルの測定曲線とのこの線の交差の点から較正曲
線の方向に走る破線により具体的に説明される）との比較により、０．１ｍｇ／ｍｌのタ
ンパク質含量を伴うラット心組織から調製したサンプルについて（暫定的に）決定される
。しかしながら、この値は、同一の総タンパク質濃度で、以前に同一条件下で（非特異的
結合の影響を考慮に入れずに）決定された２０ｎｇ／ｍｌの「全Ａｋｔ」濃度を鑑みれば
、開始から非現実的とみなされるはずである。固定溶液に１０００ｎｇ／ｍｌ精製Ａｋｔ
が添加された測定領域からのシグナルとの測定曲線の比較（０．１ｍｇ／ｍｌのタンパク
質濃度の破線、ならびに、１０００ｎｇ／ｍｌの添加されたＡｋｔを含む測定領域からの
シグナルの測定曲線とのこの線の交差の点から較正曲線の方向に走る破線により具体的に
説明される）が、（５１０±１０）ｎｇ／ｍｌの回収値を決定する。
【０２３１】
ｂ）競合体としてのＡｋｔの添加を伴う結合試薬の使用
　サンプルマトリックスとしてのラット心組織に基づく固定溶液を使用して生成された測
定領域からの測定曲線に対する非特異的結合によるシグナルの比率を決定するため、結合
試薬としての「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）」抗体の溶液の、過剰のＡｋｔ（１００ｎ
Ｍの濃度に対応する５μｇ／ｍｌ）との混合物を、当初研究したアレイと同一の測定領域
の配置をもつ別のアレイ上の第八のサンプル容器に導入し、そして４．３．で記述された
とおり前記測定領域と一夜インキュベートする。これらの条件下で、固定されたＰ－Ａｋ
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ｔ（Ｔｈｒ３０８）への抗体の特異的結合により引き起こされるシグナルの部分は完全に
消失することが期待される一方、非特異的結合により引き起こされるシグナルの部分はそ
のままである。
【０２３２】
　図１７は、競合実験の結果を上で７．３．２．ａ）で記述された結合試薬の溶液中の競
合体の存在を伴わない対応する測定の結果と一緒に描く。黒記号は、各場合で競合体の存
在を伴わない結果（第一のアレイで測定される）を示し、そして白記号は競合体の存在下
で測定されたシグナルを示す。固定溶液をラット心組織ライセートから調製した測定領域
（付加的に添加されたＡｋｔを含まない（測定領域内容参照番号２５ないし３１）、およ
び１０００ｎｇ／ｍｌの付加的に添加された精製Ａｋｔを含む（測定領域内容参照番号３
７ないし４３）双方の天然に存在する内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）を測定するため
、図１による）の蛍光シグナルを、固定溶液のタンパク質濃度の関数として描く（図１５
、上座標軸）。Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）（固定溶液中に０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを
含む）を検出するための７．３．１．で記述された較正曲線を、推定Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ
３０８）濃度の関数としてプロットする（図１７、下座標軸）。
【０２３３】
　競合体の存在下で、内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）を測定するための測定領域から
のシグナルは全く低下を示さない。特異的結合により引き起こされるシグナルの部分を表
すとみられる、競合体の非存在および存在下での測定曲線間の差違は、測定の正確性内で
ゼロである。
【０２３４】
　参照蛍光シグナルの比較的弱い低下が、固定溶液が過剰のＡｋｔ（１０００ｎｇ／ｍｌ
）を付加的に含有した測定領域について、とりわけ低タンパク質濃度範囲で観察される。
【０２３５】
　図１８は、溶液中の競合体の存在および非存在下でのデータを比較することによる、０
．１ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度での特異的結合により引き起こされるシグナル部分の測
定を具体的に説明する。競合体を伴わない測定からの０．０６８ＲＦＩ、および１００ｎ
Ｍ競合体を伴う測定からの０．０７３ＲＦＩというシグナルが、内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈ
ｒ３０８）の存在がせいぜい期待されるラット心組織ライセートの溶液から生成される測
定領域について測定される。これら２つの値の間の差違は実験的に引き起こされるシグナ
ル変動にほぼ対応する。これは、特異的結合により生成されるシグナルが本条件下で測定
されず、Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）含量がゼロであるという可能な結論に至ることを確
認する。
【０２３６】
ｃ）競合体としてのサンプルマトリックスに類似の物質の添加を伴う結合試薬の使用
　サンプルマトリックスの成分への結合試薬の結合により引き起こされる非特異的結合の
部分を確認するために、０．１ｍｇ／ｍｌの総タンパク質濃度をもつラット血清を抗体溶
液に添加する。この溶液をその後、節４．３の手順に従い、再度、前述のアレイと同一の
測定領域の配置の第九のアレイをもつ第九のサンプル容器に導入する。これらの条件下で
、固定されたＰ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）への特異的結合により生成されるシグナルの部
分は保持されることが期待される一方、サンプルマトリックスへの非特異的結合により生
成されるシグナルの部分はほぼ消失することが期待される。
【０２３７】
　溶液中にラット血清を含む競合実験の結果を、結合試薬の溶液中の競合体の存在を伴わ
ない、上で７．３．２．ａ）で記述された対応する測定の結果と一緒に図１９に描く。黒
記号は、各場合で（第七のアレイで測定された）競合体の存在を伴わない結果を示し、ま
た、白記号は競合体の存在下で測定されたシグナルを示す。固定溶液をラット心組織ライ
セートから調製した測定領域からの蛍光シグナル（付加的に添加されたＡｋｔを含まない
（測定領域内容参照番号２５ないし３１）、および１０００ｎｇ／ｍｌの付加的に添加さ
れた精製Ａｋｔを含む、双方の天然に存在する内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）を測定
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するため、図１による）を、固定溶液のタンパク質濃度の関数として描く（図１９、上座
標軸）。Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）（固定溶液中に０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを含む）
を検出するための７．３．１．ａ）に記述された較正曲線を、推定Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３
０８）濃度の関数としてプロットする（図１９、下座標軸）。
【０２３８】
　溶液中の非特異的結合に対する競合体としての溶液中のラット血清の存在は、蛍光シグ
ナルの測定可能な低下をもたらし、非特異的結合の起源をもう一度確認する。
【０２３９】
【表１】

【０２４０】
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【表２】

【図面の簡単な説明】
【０２４１】
【図１】本発明の方法のための６アレイの測定領域をもつ支持体。入および出射光をカッ
プリングするためのグレーティング構造がアレイの左および右に示される。拡大された詳
細は単一アレイ中の測定領域の幾何学的配置を描く。測定領域内容参照番号の意味につい
ては表１を参照されたい。
【図２】固定溶液のＡｋｔ濃度の関数としての、固定溶液中のそれに塗布された精製Ａｋ
ｔおよび０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡ若しくは０．１ｍｇ／ｍｌラット血清の付加的な存在
を伴う測定領域からの参照蛍光強度（ＲＦＩ）。黒記号：結合試薬（「抗Ａｋｔ」抗体、
５ｎＭ）の溶液中に競合体を含まずに生成した較正曲線、白記号：結合試薬の溶液中に競
合体として１００ｎＭ　Ａｋｔを含み生成した測定曲線。
【図３】固定溶液のＡｋｔ濃度の関数としての、固定溶液中のそれに塗布された精製Ａｋ
ｔおよび０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡ若しくは０．１ｍｇ／ｍｌラット血清の付加的な存在
を伴う測定領域からの参照蛍光強度（ＲＦＩ）。黒記号：結合試薬（「抗Ａｋｔ」抗体、
５ｎＭ）の溶液中に競合体を含まずに生成した較正曲線、白記号：結合試薬の溶液中の非
特異的結合の競合体として０．１ｍｇ／ｍｌラット血清を含み生成した測定曲線。
【図４】固定溶液の総タンパク質濃度の関数としての、付加的に添加した精製Ａｋｔ（１
０００ｎｇ／ｍｌ）を含む（上の曲線）および含まない（中の曲線）、ラット心組織から
調製したサンプル中の内因性Ａｋｔを検出するための参照蛍光強度。０．１ｍｇ／ｍｌ　
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ＢＳＡを付加的に含有する測定領域で生成した、Ａｋｔを検出するための図２の較正曲線
（Ａｋｔ濃度の関数として、下座標軸）もまたプロットする。
【図５】固定溶液の総タンパク質濃度（上座標軸）の関数としての、付加的に添加した精
製Ａｋｔ（１０００ｎｇ／ｍｌ）を含む（上の曲線）および含まない（中の曲線）、ラッ
ト心組織から調製したサンプル中の内因性Ａｋｔを検出するための参照蛍光強度。黒記号
：結合試薬（「抗Ａｋｔ」抗体、５ｎＭ）の溶液中に競合体を含まない測定から得たデー
タ；白記号：結合試薬（「抗Ａｋｔ」抗体、５ｎＭ）の溶液中に競合体として１００ｎＭ
精製Ａｋｔを含む測定から得たデータ。０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを付加的に含有する測
定領域で生成した、Ａｋｔを検出するための図２の較正曲線（黒記号；Ａｋｔ濃度の関数
として、下座標軸）、および結合試薬の溶液中に競合体として１００ｎＭ　Ａｋｔを含み
生成した対応する較正曲線（白記号；Ａｋｔ濃度の関数として、下座標軸）もまたプロッ
トする。
【図６】溶液中の競合体の存在および非存在下のデータを比較することからの０．１ｍｇ
／ｍｌのタンパク質濃度での特異的結合により引き起こされる図５のシグナルの部分の決
定（図６ａ）、および、特異的結合（「ＳＢ」）により引き起こされるシグナルの部分を
較正曲線と比較することからの内因性Ａｋｔの含量の決定（図６ｂ）。
【図７】固定溶液中の総タンパク質濃度（上座標軸）の関数としての、付加的に添加した
精製Ａｋｔ（１０００ｎｇ／ｍｌ）を含む（上の曲線）および含まない（中の曲線）、ラ
ット心組織から調製したサンプル中の内因性Ａｋｔを検出するための参照蛍光強度。黒記
号：結合試薬（「抗Ａｋｔ」抗体、５ｎＭ）の溶液中に競合試薬を含まない測定から得た
データ；白記号：結合試薬（「抗Ａｋｔ」抗体、５ｎＭ）の溶液中の非特異的結合の競合
体としての０．１ｍｇ／ｍｌラット血清を含む測定から得たデータ。０．１ｍｇ／ｍｌ　
ＢＳＡを付加的に含有する測定領域で生成した、Ａｋｔを検出するための図２の較正曲線
（黒記号；Ａｋｔ濃度の関数として、下座標軸）、および結合試薬の溶液中の非特異的結
合の競合体として０．１ｍｇ／ｍｌラット血清を含み生成した対応する較正曲線（白記号
；Ａｋｔ濃度の関数として、下座標軸）もまたプロットする。
【図８】固定溶液のＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）濃度の関数としての、それに塗布された
精製Ａｋｔを含みかつ固定溶液中の０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡ若しくは０．１ｍｇ／ｍｌ
ラット血清の付加的な存在を伴う測定領域からの参照蛍光強度（ＲＦＩ）。黒記号：結合
試薬（「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）」抗体、５ｎＭ）の溶液中に競合体を含まず生成
した較正曲線、白記号：結合試薬の溶液中に競合体として１００ｎＭ　Ａｋｔを含み生成
した測定曲線。
【図９】固定溶液のＰ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）濃度の関数としての、それに塗布された
精製Ａｋｔを含みかつ固定溶液中の０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡ若しくは０．１ｍｇ／ｍｌ
ラット血清の付加的な存在を伴う測定領域からの参照蛍光強度（ＲＦＩ）。黒記号：結合
試薬（「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）」抗体、５ｎＭ）の溶液中に競合体を含まず生成
した較正曲線、白記号：結合試薬の溶液中の非特異的結合の競合体として０．１ｍｇ／ｍ
ｌラット血清を含み生成した測定曲線。
【図１０】固定溶液の総タンパク質濃度（上座標軸）の関数としての、付加的に添加され
た精製Ａｋｔ（１０００ｎｇ／ｍｌ）を含む（上の曲線）および含まない（中の曲線）、
ラット心組織から調製したサンプル中の内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を検出するた
めの参照蛍光強度。０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを付加的に含有する測定領域で生成した、
Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を検出するための図７の較正曲線（Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７
３）濃度の関数として、下座標軸）もまたプロットする。
【図１１】固定溶液の総タンパク質濃度（上座標軸）の関数としての、付加的に添加され
た精製Ａｋｔ（１０００ｎｇ／ｍｌ）を含む（上の曲線）および含まない（中の曲線）、
ラット心組織から調製したサンプル中の内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を検出するた
めの参照蛍光強度。黒記号：結合試薬（「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）」抗体、５ｎＭ
）の溶液中に競合体を含まない測定から得たデータ；白記号：結合試薬（「抗Ｐ－Ａｋｔ
（Ｓｅｒ４７３）」抗体、５ｎＭ）の溶液中に競合体として１００ｎＭ精製Ａｋｔを含む
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測定から得たデータ。０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを付加的に含有する測定領域で生成した
、Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を検出するための図７の較正曲線（黒記号；Ｐ－Ａｋｔ（
Ｓｅｒ４７３）濃度の関数として、下座標軸）、および、結合試薬の溶液中に競合体とし
て１００ｎＭ　Ａｋｔを含み生成した対応する較正曲線（白記号；Ａｋｔ濃度の関数とし
て、下座標軸）もまたプロットする。
【図１２】溶液中の競合体の存在および非存在下のデータを比較することからの、０．１
ｍｇ／ｍｌのタンパク質の濃度での特異的結合により引き起こされる図１１のシグナルの
部分の決定（図１２ａ）、ならびに特異的結合（「ＳＢ」）により引き起こされるシグナ
ルの部分を較正曲線と比較することからの内因性Ａｋｔの含量の決定（図１２ｂ）。
【図１３】固定溶液の総タンパク質濃度（上座標軸）の関数としての、付加的に添加され
た精製Ａｋｔ（１０００ｎｇ／ｍｌ）を含む（上の曲線）および含まない（中の曲線）、
ラット心組織から調製したサンプル中の内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を検出するた
めの参照蛍光強度。黒記号：結合試薬（「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）」抗体、５ｎＭ
）の溶液中に競合体を含まない測定から得たデータ；白記号：結合試薬（「抗Ｐ－Ａｋｔ
（Ｓｅｒ４７３）」抗体、５ｎＭ）の溶液中の非特異的結合の競合体として０．１ｍｇ／
ｍｌラット血清を含む測定から得たデータ。０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを付加的に含有す
る測定領域で生成した、Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）を検出するための図８の較正曲線（
黒記号；Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）濃度の関数として、下座標軸）、および、結合試薬
の溶液中の非特異的結合の競合体として０．１ｍｇ／ｍｌラット血清を用いて生成した対
応する較正曲線（白記号；Ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）濃度の関数として、下座標軸）も
またプロットする。
【図１４】固定溶液の推定Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）濃度の関数としての、それに塗布
された精製Ａｋｔを含みかつ固定溶液中の０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡ若しくは０．１ｍｇ
／ｍｌラット血清の付加的な存在を伴う測定領域からの参照蛍光強度（ＲＦＩ）。黒記号
：結合試薬（「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）」抗体、５ｎＭ）の溶液中に競合体を含ま
ず生成した較正曲線、白記号：結合試薬の溶液中に競合体として１００ｎＭ　Ａｋｔを含
み生成した測定曲線。
【図１５】固定溶液中の推定Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）濃度の関数としての、それに塗
布された精製Ａｋｔを含みかつ固定溶液中の０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡ若しくは０．１ｍ
ｇ／ｍｌラット血清の付加的な存在を伴う測定領域からの参照蛍光強度（ＲＦＩ）。黒記
号：結合試薬（「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）」抗体、５ｎＭ）の溶液中に競合体を含
まず生成した較正曲線、白記号：結合試薬の溶液中の非特異的結合の競合体として０．１
ｍｇ／ｍｌラット血清を含み生成した測定曲線。
【図１６】固定溶液の総タンパク質濃度（上座標軸）の関数としての、付加的に添加され
た精製Ａｋｔ（１０００ｎｇ／ｍｌ）を含む（上の曲線）および含まない（中の曲線）、
ラット心組織から調製したサンプル中の内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）を検出するた
めの参照蛍光強度。０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを付加的に含有する測定領域で生成した、
Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）を検出するための図１２の較正曲線（推定Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈ
ｒ３０８）濃度の関数として、下座標軸）もまたプロットする。
【図１７】固定溶液の総タンパク質濃度（上座標軸）の関数としての、付加的に添加され
た精製Ａｋｔ（１０００ｎｇ／ｍｌ）を含む（上の曲線）および含まない（中の曲線）、
ラット心組織から調製したサンプル中の内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）を検出するた
めの参照蛍光強度。黒記号：結合試薬（「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）」抗体、５ｎＭ
）の溶液中に競合体を含まない測定から得たデータ；白記号：結合試薬（「抗Ｐ－Ａｋｔ
（Ｔｈｒ３０８）」抗体、５ｎＭ）の溶液中に競合体として１００ｎＭ精製Ａｋｔを含む
測定から得たデータ。０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを付加的に含有する測定領域で生成した
、Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）を検出するための図１４の較正曲線（黒記号；推定Ｐ－Ａ
ｋｔ（Ｔｈｒ３０８）濃度の関数として、下座標軸）、および、結合試薬の溶液中に競合
体として１００ｎＭ　Ａｋｔを含み生成した対応する較正曲線（白記号；推定Ｐ－Ａｋｔ
（Ｔｈｒ３０８）濃度の関数として、下座標軸）もまたプロットする。
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【図１８】溶液中の競合体の存在および非存在下のデータを比較することからの、０．１
ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度での特異的結合により引き起こされる図１７のシグナルの部
分の決定。
【図１９】固定溶液の総タンパク質濃度（上座標軸）の関数としての、付加的に添加され
た精製Ａｋｔ（１０００ｎｇ／ｍｌ）を含む（上の曲線）および含まない（中の曲線）、
ラット心組織から調製したサンプル中の内因性Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）を検出するた
めの参照蛍光強度。黒記号：結合試薬（「抗Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）」抗体、５ｎＭ
）の溶液中に競合体を含まない測定から得たデータ；白記号：結合試薬（「抗Ｐ－Ａｋｔ
（Ｔｈｒ３０８）」抗体、５ｎＭ）の溶液中の非特異的結合の競合体として０．１ｍｇ／
ｍｌラット血清を含む測定から得たデータ。０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを付加的に含有す
る測定領域で生成した、Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）を検出するための図１２の較正曲線
（黒記号；推定Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）濃度の関数として、下座標軸）、および、結
合試薬の溶液中の非特異的結合の競合体として０．１ｍｇ／ｍｌラット血清を含み生成し
た対応する較正曲線（白記号；推定Ｐ－Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）濃度の関数として、下座
標軸）もまたプロットする。
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