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(57)【要約】
　本発明は、（ａ）リガンドをその上に固定化したセン
サー表面を準備する工程；（ｂ）試料溶液をセンサー表
面の上に流す工程；および（ｃ）センサー表面でアナラ
イトとリガンドの結合の存在または不在を検出する工程
を含み；試料溶液と固定化されたリガンドの接触時間が
１５秒未満である、第１のアナライトの存在について試
料溶液を評価する方法を提供する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第１のアナライト（４）の存在について試料溶液を評価する方法であって、
　（ａ）リガンド（３）をその上に固定化したセンサー表面を準備する工程と；
　（ｂ）前記試料溶液を前記センサー表面の上に流す工程と；
　（ｃ）前記センサー表面で前記アナライト（４）と前記リガンド（３）の結合の前記存
在または不在を検出する工程を含み；
　前記試料溶液と前記固定化されたリガンド（３）の接触時間が１５秒未満である、方法
。
【請求項２】
　前記接触時間が１０秒未満である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記接触時間が５秒未満である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記接触時間が３秒未満である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記接触時間が２秒未満である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記センサー表面での検出が、エバネッセント波検知に基づく、請求項１乃至５のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記センサー表面での検出が、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）に基づく、請求項１乃至
５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　工程（ｃ）の後、第２の試料溶液を前記表面の上に流してリガンド（３）とさらなるア
ナライト（４）との間の前記結合の前記存在または不在を検出することによって、工程（
ｂ）および（ｃ）を繰り返すことを含む、請求項１乃至７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記さらなるアナライト（４）が、前記第１のアナライト（４）と同じである、請求項
８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記さらなるアナライト（４）が、前記第１のアナライト（４）と異なっている、請求
項８に記載の方法。
【請求項１１】
　工程（ｂ）および（ｃ）が第３の試料溶液について繰り返される、請求項８乃至１０の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　工程（ｂ）および（ｃ）が少なくとも１０回繰り返されて少なくとも１０のさらなる溶
液を評価する、請求項８に記載の方法。
【請求項１３】
　前記センサー表面の上に少なくとも１つの前記試料溶液を流し始めてから前記センサー
表面の上に次の連続する試料溶液を流し始めるまでの時間（サイクル時間）が４０秒未満
である、請求項８乃至１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記サイクル時間が１５秒未満である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記センサー表面の上に前記少なくとも１つの試料溶液を流し始めてから前記センサー
表面の上に次の連続する試料溶液を流し始めるまでの間に再生工程が行われない、請求項
８乃至１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
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　前記センサー表面の上に少なくとも１つの前記試料溶液を流し始めてから前記センサー
表面の上に次の連続する試料溶液を流し始めるまでの間に、洗浄工程および／またはキャ
リーオーバー制御注入工程が行われない、請求項８乃至１５のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項１７】
　前記センサー表面上の前記リガンド密度が最大５００００ＲＵである、請求項１乃至１
６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記センサー表面上の前記リガンド密度が５０００ＲＵ～１５０００ＲＵの範囲内であ
る、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　工程（ｃ）が、前記試料溶液中のアナライト濃度を測定することを含む、請求項１乃至
１８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２０】
　工程（ｃ）が、アナライト（４）と前記リガンド（３）のアフィニティを測定すること
を含む、請求項１乃至１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
　異なる試料溶液間のアナライト濃度および／またはアナライトアフィニティの違いを測
定することを含む、請求項１乃至２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記リガンド（３）またはアナライト（４）が抗体またはそのフラグメントである、請
求項１乃至２１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記方法が、抗体をスクリーニングするために使用される、請求項１乃至２２のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記方法が、非特異的な結合剤またはアグリゲーターを同定するためのフラグメントス
クリーニングとして使用される、請求項１乃至１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記方法が、前記リガンド（３）に特異的な結合剤を同定するためのフラグメントスク
リーニングとして使用される、請求項１乃至１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２６】
　コンピュータプログラムであって、前記プログラムがコンピュータで実施されると、請
求項１乃至２１のいずれか１項に記載の方法に従って、センサー表面でのアナライト（４
）とリガンド（３）との間の相互作用を検出するためのセンサー装置を作動させるための
プログラムコード手段を含む、コンピュータプログラム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、センサー表面で分子結合相互作用を測定する方法、より特に、バイオセンサ
ーを使用してアナライトとリガンドとの間の相互作用を測定する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　分子間、例えば生体分子間の相互作用をリアルタイムでモニターすることのできる分析
用センサーシステムに対する関心はますます高まっている。これらのシステムは光学式バ
イオセンサーに基づく場合が多く、通常、相互作用分析用センサーまたは生体分子特異的
相互作用分析用センサーと呼ばれる。そのようなバイオセンサーシステムの代表は、ＧＥ
ヘルスケアの販売するＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）計測器であり、これは試料中の分子と
検知表面に固定化された分子構造との相互作用を検出するために表面プラズモン共鳴（Ｓ
ＰＲ）を使用する。試料がセンサー表面の上を通過する時、結合の進行は、相互作用が起
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こる速度を直接反映する。試料の注入の後、バッファー流が続き、その間は検出器の応答
が表面上の複合体の解離速度を反映する。ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）システムからの典
型的なアウトプットは、分子相互作用の進行を時間とともに表すグラフまたは曲線であり
、それには結合相部分と解離相部分が含まれる。この結合曲線は、通常、コンピュータの
画面に表示され、しばしば「センサーグラム」と呼ばれる。
【０００３】
　ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）システム（および類似するセンサーシステム）によって、
ラベリングを用いずに、そして多くの場合、関与物質を精製せずに、試料中の特定の分子
（アナライト）の存在および濃度だけでなく、分子相互作用の結合（会合）および解離の
反応速度定数ならびに表面相互作用のアフィニティを含む、さらなる相互作用パラメータ
もリアルタイムで測定することがこのように可能である。結合速度定数（ｋａ）および解
離速度定数（ｋｄ）は、いくつかの異なる試料のアナライト濃度について得られた反応速
度データを、微分方程式の形式で相互作用モデルの数学的説明にフィットさせることによ
って得ることができる。アフィニティ（アフィニティ定数ＫＡまたは解離定数ＫＤとして
表示される）は、結合および解離速度定数から計算することができる。また、一連のアナ
ライト濃度について、結合相互作用の結合相の終わりまたはその付近で到達していると推
定される平衡状態すなわち定常状態での結合のレベルを測定することを含む、平衡結合分
析によってアフィニティ値を測定することも可能である。
【０００４】
　現在のアプローチでは、この方法論は、高度に反復可能な高品質の応答シグナルを得よ
うとするものである。これは、高く安定した応答値を得るための長時間の注入または接触
時間（３０秒超）などのいくつかの時間のかかる処置；障害を避けるための流体素子工学
システムの洗浄；流体素子工学の汚染による応答の寄与をモニターするためのキャリーオ
ーバーの制御注入；および、センサー表面をどのサイクルでも同じ開始条件にするための
再生、によって達成される。これらの工程は非常に時間を消費し得るので、結果として得
られるサイクル時間は、一般に６００秒以上に達し得る。そのような長いサイクル時間は
かなりの実行時間をもたらし得、１回の実験で複数のアナライト試料を評価する必要があ
る場合に特にそうである。
【０００５】
　本発明は、少なくとも一部分、バイオセンサーを使用してアナライトとリガンドとの間
の相互作用を評価する現在の方法に関連する問題を克服することを目的とする。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開第２０１５／１４７９１５号パンフレット
【発明の概要】
【０００７】
　本発明の第１の態様によれば、
　（ａ）リガンドをその上に固定化したセンサー表面を準備する工程；
　（ｂ）試料溶液をセンサー表面の上に流す工程；および
　（ｃ）センサー表面でアナライトとリガンドの結合の存在または不在を検出する工程；
　を含み、試料溶液と固定化されたリガンドの接触時間が１５秒未満である、第１のアナ
ライトの存在について試料溶液を評価する方法が提供される。
【０００８】
　本願は、アナライトを含む溶液とリガンドの接触時間を著しく低下させる一方で、表面
結合リガンドとアナライトの結合に関する有意義かつ反復可能な結合データを提供するこ
とができることを実証する。以前に述べたように、長時間の注入または接触時間（一般に
３０秒超）を用いて確実に高く安定した応答値を得ることは当技術分野で標準的な慣行で
ある。しかし、本発明者らは、接触時間を大幅に（例えば２秒以下に）減らすことにより
、有用かつ反復可能な情報がなお生成されることを確認した。この発見は、アナライト分
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析の分野、例えば、抗体スクリーニングおよびフラグメントスクリーニング（ｆｒａｇｍ
ｅｎｔ－ｂａｓｅｄ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ）を含む創薬の領域において多大な利点をもた
らす。特に、接触時間を減らすことで処理量を大幅に向上させることができる。これは、
流体素子工学システムの洗浄（障害を避けるために用いられる）、流体素子工学の汚染か
らの応答の寄与をモニターするためのキャリーオーバーの制御注入、およびセンサー表面
をどのサイクルでも同じ開始条件にするための再生などのさらに時間のかかる処置を減ら
すことによってさらに向上させることができる。例えば、十分に高い密度のリガンドを短
い接触時間と組み合わせて使用することにより、そのリガンド密度が十分なアナライト結
合を確実にする一方で、いくつかの試料を互いに検出するのに十分な遊離リガンドを提供
するので、表面を再生する必要性をなくすことができる。このことは、容量のごく一部だ
けが各々の結合に使用されるので可能であり、スクリーニングの実行において一般的な数
の結合剤に再生は必要でないことを意味する。
【０００９】
　一実施形態では、接触時間は１０秒未満である。さらなる実施形態では、接触時間は５
秒未満である。さらなる実施形態では、接触時間は３秒未満である。さらなる実施形態で
は、接触時間は２秒未満である。
【００１０】
　さらなる実施形態では、センサー表面での検出は、エバネッセント波検知に基づく。
【００１１】
　さらなる実施形態では、センサー表面での検出は、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）に基
づく。
【００１２】
　さらなる実施形態では、工程（ｃ）の後、第２の試料溶液を表面の上に流してリガンド
とさらなるアナライトとの間の結合の存在または不在を検出することによって、工程（ｂ
）および（ｃ）が繰り返される。このさらなるアナライトは、第１のアナライトと同じで
あってよい。あるいは、このさらなるアナライトは、第１のアナライトと異なっていてよ
い。なおさらなる実施形態では、工程（ｂ）および（ｃ）は、第３の試料溶液について繰
り返される。さらなる実施形態では、工程（ｂ）および（ｃ）は、少なくとも１０回繰り
返されて少なくとも１０のさらなる溶液を評価する。
【００１３】
　さらなる実施形態では、センサー表面の上に少なくとも１つの試料溶液を流し始めてか
らセンサー表面の上に次の連続する試料溶液を流し始めるまでの時間（サイクル時間）は
、４０秒未満である。さらなる実施形態では、サイクル時間は１５秒未満である。
【００１４】
　さらなる実施形態では、センサー表面の上に少なくとも１つの試料溶液を流し始めてか
らセンサー表面の上に次の連続する試料溶液を流し始めるまでの間に、再生工程は行われ
ない。
【００１５】
　さらなる実施形態では、センサー表面の上に少なくとも１つの試料溶液を流し始めてか
らセンサー表面の上に次の連続する試料溶液を流し始めるまでの間に、洗浄工程および／
またはキャリーオーバー制御注入工程は行われない。
【００１６】
　さらなる実施形態では、センサー表面のリガンド密度は、最大５００００ＲＵである。
さらなる実施形態では、センサー表面のリガンド密度は、５０００ＲＵ～１５０００ＲＵ
の範囲内である。
【００１７】
　さらなる実施形態では、工程（ｃ）は、試料溶液中のアナライト濃度を測定することを
含む。
【００１８】
　さらなる実施形態では、工程（ｃ）は、アナライトとリガンドのアフィニティを測定す
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ることを含む。
【００１９】
　さらなる実施形態では、本方法は、異なる試料溶液間のアナライト濃度および／または
アナライトアフィニティの（相対的または絶対的な）違いを測定することを含む。
【００２０】
　さらなる実施形態では、リガンドまたはアナライトは、抗体またはそのフラグメントで
ある。さらなる実施形態では、本方法は抗体をスクリーニングするために使用される。
【００２１】
　さらなる実施形態では、本方法は、非特異的な結合剤またはアグリゲーター（ａｇｇｒ
ｅｇａｔｏｒｓ）を同定するためのフラグメントスクリーニングとして使用される。
【００２２】
　さらなる実施形態では、本方法はフラグメントスクリーニングとして使用されて、リガ
ンドに特異的な結合剤を同定する。
【００２３】
　本発明の第２の態様によれば、（ａ）固定化されたリガンドをその上に有するセンサー
表面を準備する工程；（ｂ）試料溶液をセンサー表面の上に流す工程；および（ｃ）セン
サー表面でアナライトとリガンドの結合の存在または不在を検出する工程を含み；試料溶
液と固定化されたリガンドの接触時間が１５秒未満であり；かつ、プログラムがコンピュ
ータで実行される方法に従う、センサー表面でのアナライトとリガンドとの間の相互作用
を検出するためのセンサー装置を作動させるためのプログラムコード手段を含むコンピュ
ータプログラムが提供される。本方法は、本発明の第１の態様に関して上に記載される実
施形態のいずれかに記載される特徴を有することがある。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】ＳＰＲに基づくバイオセンサーシステムの概略側面図を示す図である。
【図２】アナライトと固定化されたアナライトの結合剤との間の相互作用について時間に
対する検出器の応答を示す代表的なセンサーグラム（ｓｅｎｓｏｇｒａｍ）を示す図であ
る。
【図３】Ｂｉａｃｏｒｅ　Ｔ２００計測器で実施した実験の結果を示す図であり、２秒の
接触時間を使用して様々な濃度のアナライト（β２μ－グロブリン）でリガンド（抗β２
μ）の相互作用を実証する。サイクル数に対する注入後の応答を示す。
【図４】Ｂｉａｃｏｒｅ　Ｔ２００計測器で実施した実験の結果を示す図であり、２秒の
接触時間を使用して様々な濃度のアナライト（β２μ－グロブリン）でリガンド（抗β２
μ）の相互作用を実証する。図４は、注入にコマンドが加えられていない場合のサイクル
時間と対応するセンサーグラム（ｓｅｎｓｏｇｒａｍ）を示す。
【図５】各サイクルについて様々な時間で４針システムによって３８４プレートを実行す
るのにかかる時間をグラフで示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　上に述べたように、第１の態様において、本発明は、（ａ）リガンドをその上に固定化
したセンサー表面を準備する工程；（ｂ）試料溶液をセンサー表面の上に流す工程；およ
び（ｃ）センサー表面でアナライトとリガンドの結合の存在または不在を検出する工程を
含み；試料溶液と固定化されたリガンドの接触時間が１５秒未満である、第１のアナライ
トの存在について試料溶液を評価する方法に関する。一般に、実験的な結合データはセン
サーに基づく技術によって得られる。この技術は分子相互作用を研究し、相互作用が進行
する時にリアルタイムで結果を表示する。しかし、本発明をより詳しく説明する前に、本
発明が使用される一般的状況を説明しよう。
【００２６】
　別に定義されない限り、本明細書において使用される全ての技術用語および科学用語は
、本発明の属する分野の当業者に共通して理解されるものと同じ意味を有する。また、単
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数形「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」、および「この（ｔｈｅ）」は、別に記述さ
れない限り複数形への言及も含まれるものとする。
【００２７】
　本明細書において言及される全ての刊行物、特許出願、特許、およびその他の参照文献
は、参照によりその全文が本明細書に援用される。
【００２８】
　化学センサーまたはバイオセンサーは、一般にラベルフリーの技術に基づき、センサー
表面の性質、例えば固定化された層の質量、屈折率、または厚さの変化を検出するもので
あるが、ある種の標識化に頼るセンサーもある。典型的なセンサー検出技術としては、限
定されるものではないが、質量検出法、例えば光学的、熱光学的および圧電性の方法また
は音波法（例えば、表面弾性波（ＳＡＷ）法および水晶振動子マイクロバランス（ＱＣＭ
）法を含む）、ならびに電気化学的方法、例えば電位差測定法、導電率測定法、電流測定
法、および静電容量／インピーダンス法などが挙げられる。光学的な検出方法に関して、
代表的な方法としては、質量表面濃度を検出する方法、例えば外部および内部反射法の両
方を含む反射光学的方法などが挙げられ、これらは角分解、波長分解、偏光分解または位
相分解することができ、例えば、エバネッセント波偏光解析法およびエバネッセント波分
光法（ＥＷＳ、または内部反射分光法）（これらはいずれも表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ
）によるエバネッセント場の増強を含み得る）、ブリュースター角屈折率測定法、バイオ
レイヤー干渉法（ＢＬＩ）、臨界角屈折率測定法、漏れ全反射（ＦＴＲ）、散乱内部全反
射（ＳＴＩＲ）（散乱増強標識を含み得る）、光導波路センサー；外部反射イメージング
、エバネッセント波に基づくイメージング、例えば臨界角分解イメージング、ブリュース
ター角分解イメージング、ＳＰＲ角分解イメージングなどがある。さらに、例えば表面増
強ラマン分光法（ＳＥＲＳ）、表面増強共鳴ラマン分光法（ＳＥＲＲＳ）、エバネッセン
ト波蛍光分光法（ＴＩＲＦ）および燐光分光法に基づく測光法およびイメージング／顕微
鏡法（「それ自体で」または反射法と組み合わせて使用される）、ならびに導波路干渉計
、導波路漏れモード分光法、反射干渉分光法（ＲＩｆＳ）、透過干渉法、ホログラフィー
分光法、および原子間力顕微鏡（ＡＦＲ）を挙げることができる。
【００２９】
　市販のバイオセンサーとしては、スウェーデンウプサラのＧＥヘルスケアにより製造販
売されている上述のＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）システム計測器が挙げられる。これは、
表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）に基づき、結合リガンドと目的のアナライトとの間の表面
結合相互作用をリアルタイムでモニターすることを可能にする。この文脈において、「リ
ガンド」は、所与アナライトに対して既知または未知のアフィニティを有する分子であり
、表面上に固定化された任意の捕捉または捕集剤を含み、一方「アナライト」はリガンド
対する任意の特異的結合パートナーを含む。
【００３０】
　本発明で使用することのできる典型的なリガンドとしては、限定されるものではないが
、タンパク質（例えば、抗体、アフィボディー、またはアプタマー）、酵素、受容体、抗
原、ハプテン、ペプチド、または化学分子（例えば、薬物候補またはそのフラグメント）
が挙げられる。
【００３１】
　本発明で使用することのできる典型的なアナライトとしては、限定されるものではない
が、タンパク質および糖タンパク質（例えば、抗体またはそのフラグメント、アフィボデ
ィー、またはアプタマー）、脂質、炭水化物、酵素、受容体、抗原、ハプテン、ペプチド
、または化学分子（例えば、薬物候補またはそのフラグメント、特異的または非特異的な
結合剤、キレート剤またはアグリゲーター）が挙げられる。
【００３２】
　用語「抗体」は、天然または部分的にもしくは完全に合成によって生成された免疫グロ
ブリンをいう。抗体はモノクローナルであってもポリクローナルであってもよく、宿主の
免疫化および血清の収集などの当技術分野で周知の技術によって（ポリクローナル）、あ
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るいは連続したハイブリッド細胞株を調製し、分泌タンパク質を収集することによって（
モノクローナル）、あるいは、天然抗体の特異的結合に必要なアミノ酸配列を少なくとも
コードするヌクレオチド配列またはその変異誘発体をクローニングして発現させることに
よって、作製されてよい。用語「抗体」はまた、抗体の抗原結合部位を含む任意のポリペ
プチドまたはタンパク質も含む。抗体の抗原結合部位を含む抗体フラグメントとしては、
限定されるものではないが、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆａｂ’－ＳＨ、ｓｃＦｖ、Ｆｖ、ｄＡ
ｂ、Ｆｄなどの分子；ならびにダイアボディーが挙げられる。
【００３３】
　バイオセンサーシステムで用いる検知表面を生成する方法は、当技術分野で周知である
。そのような方法の複数の例が、例えば米国特許第５４９２８４０号および米国特許第５
２４２８２８号に記載されており、その内容は参照により本明細書に援用される。
【００３４】
　以下の詳細な説明および実施例では、本発明はＳＰＲ分光法、およびより特にＢＩＡＣ
ＯＲＥ（登録商標）システムの状況において説明されるが、本発明はこの検出方法に限定
されないことを理解されたい。むしろ、アナライトと検知表面に固定化されたリガンドの
結合を量的に示す検出表面の変化を測定することができるのであれば、アナライトが検知
表面に固定化されたリガンドと結合するアフィニティに基づくどんな検出方法を用いても
よい。
【００３５】
　ＳＰＲの現象は周知であるので、特定の条件下で屈折率の異なる２つの媒体の境界面で
光が反射するとＳＰＲが生じ、その境界面は金属膜、一般に銀または金で覆われていると
だけ述べておこう。ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）計測器では、この媒体は試料およびセン
サーチップのガラスであり、マイクロ流体流動系によって試料と接触する。金属膜は、チ
ップ表面上の金の薄層である。ＳＰＲは、特定の反射角の反射光の強さを低下させる。こ
の反射光の強さが最小となる角は、反射光の対向する側、ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）シ
ステムでは試料側、の表面に接している屈折率によって異なる。
【００３６】
　ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）システムの略図を図１に示す。センサーチップ１は、流路
５を通るアナライト４（例、抗原）を含む試料の流れに曝される、捕捉分子（リガンド）
３（例、抗体）を担持する金膜２を有する。光源７（ＬＥＤ）からの単色のｐ偏光６は、
プリズム８によってガラス／金属境界面９に結びつけられ、そこで光が全反射する。反射
光ビーム１０の強度は、光学的検出ユニット１１（光検出器アレイ）によって検出される
。
【００３７】
　ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）計測器の技術的側面およびＳＰＲの現象の詳細な考察は、
米国特許第５，３１３，２６４号に見出すことができる。バイオセンサー検知表面のマト
リックス皮膜についてのより詳細な情報は、例えば、米国特許第５，２４２，８２８号お
よび同第５，４３６，１６１号に記載されている。さらに、ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）
計測器に関連して使用されるバイオセンサーチップの技術的側面の詳細な考察は、米国特
許第５，４９２，８４０号に見出すことができる。
【００３８】
　試料中の分子がセンサーチップ表面上の捕捉分子と結合すると、表面の濃度と、従って
屈折率が変化し、ＳＰＲ応答が検出される。この応答を相互作用の推移中の時間に対して
プロットすると、相互作用の進行の定量的測定が得られる。そのようなプロット、または
反応速度もしくは結合曲線（結合等温線）は、通常、センサーグラムと呼ばれ、時には当
技術分野で「アフィニティトレース（ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｔｒａｃｅ）」または「アフィ
ノグラム（ａｆｆｉｎｏｇｒａｍ）」と呼ばれる。ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）システム
では、ＳＰＲ応答値は、共鳴単位（ＲＵ）で表される。１ＲＵは、反射光の強度が最小と
なる角度の０．０００１°の変化を表し、これは大部分のタンパク質およびその他の生体
分子にはセンサー表面上の約１ｐｇ／ｍｍ２の濃度の変化に相当する。アナライトを含む
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試料がセンサー表面に接触する時、センサー表面に結合した捕捉分子（リガンド）は、「
結合」と呼ばれる段階でアナライトと相互作用する。この段階は、試料が最初にセンサー
表面と接触するようになった時、センサーグラムにＲＵの増加で示される。逆に、「解離
」は、通常、試料の流れが、例えばバッファーの流れに置き換えられた時に起こる。この
段階は、アナライトが表面結合リガンドから解離する時に、センサーグラムにＲＵの低下
で経時的に示される。
【００３９】
　センサーチップ表面での可逆的相互作用の代表的なセンサーグラム（結合曲線）は、図
２に提示され、検知表面は、試料中の結合パートナー、すなわちアナライトと相互作用す
る、固定化された捕捉分子、すなわちリガンド、例えば抗体を有している。上述のその他
の検出原理に基づいてバイオセンサーシステムによって生成された結合曲線は、同様の外
見を有することになる。縦軸（ｙ軸）は応答を（ここでは共鳴単位、ＲＵで）示し、横軸
（ｘ軸）は時間を（ここでは秒で）示す。最初に、バッファーを検知表面に通過させてセ
ンサーグラムのベースライン応答Ａを得る。試料注入の間、アナライトの結合によるシグ
ナルの増加が観察される。結合曲線のこの部分Ｂは、通常「結合相」と呼ばれる。最終的
に、結合相の終わりまたはその近くで定常状態条件に達し、共鳴シグナルはＣで定常に達
する（しかし、この状態は常に達成されなくてもよい）。本明細書中で用語「定常状態」
は、用語「平衡」と同義的に使用されることに注意すべきである（たとえシステムが平衡
状態にない場合でも実際には結合は経時的に一定であり得るので、他の文脈で用語「平衡
」は、理想的な相互作用モデルを説明するために留保されていることがある）。試料注入
の終わりに、試料をバッファーの連続流に置き換えると、シグナルの低下は、表面からの
アナライトの解離、または放出を反映する。結合曲線のこの部分Ｄは、通常「解離相」と
呼ばれる。この分析は、結合したアナライトを表面から除去することができると同時に、
（理想的には）リガンドの活性を維持することのできる溶液をセンサー表面の上に注入す
る再生工程によって終了する。これはセンサーグラムの部分Ｅに示される。しかし、解離
が既に完結しているかまたは次の分析までに完結すると予測される場合には、再生を回避
することができ、それはリガンドの保存を強化し、作業の数を減らすという利点を有する
。バッファーの注入によりベースラインＡが元に戻り、表面はここで新しい分析の準備が
整う。
【００４０】
　結合相および解離相ＢおよびＤそれぞれのプロフィールから、結合および解離の反応速
度に関する情報が得られ、Ｃの共鳴シグナルの高さはアフィニティを表す（相互作用から
生じる応答は表面上の質量濃度の変化に関連している）。表面結合速度、反応速度定数ｋ
ａおよびｋｄ、アフィニティ定数（結合定数ＫＡおよび解離定数ＫＤ）などのパラメータ
、およびその他のパラメータを求めるために使用した方法の詳細な説明は、米国特許出願
公開第２０１２／０２４４６３７号に開示されている。
【００４１】
　反応速度およびアフィニティデータを分析するためのソフトウェアは市販されている。
従って、例えば、ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）計測器によって生成された反応速度および
アフィニティデータの評価は、通常、専用のＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウェア（
スウェーデン、ウプサラのＢｉａｃｏｒｅ　ＡＢにより供給される）で、平方残差の和を
減らして最小とする最も近接したフィットを与える変数の値を見出すことにより、微分速
度方程式および非線形回帰を計算して、反応速度およびアフィニティパラメータをフィッ
トさせる数値積分法を使用して実施される。
【００４２】
　ＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウェアで測定した定常状態での結合レベルからアフ
ィニティ定数を求めるには、例えば、以下の：
　（ｉ）曲線の定常状態の領域にあるセンサーグラム上の報告地点から定常状態の結合レ
ベル（Ｒｅｑ、平衡での応答）を得る工程；
　（ｉｉ）Ｃに対するＲｅｑのプロットを作製する工程（Ｃは、溶液中の遊離アナライト
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の初期またはバルク濃度である）；および
　（ｉｉｉ）このプロットを一般的な「定常状態のアフィニティ」フィッティングモデル
にフィットさせてＫＡ／ＫＤおよびＲｍａｘを得る工程（Ｒｍａｘは、アナライトが表面
上の全てのリガンドと結合した場合に得られる応答（ＲＵ）であり、飽和応答とも呼ばれ
る）
　を伴う。
【００４３】
　接触時間
　本発明の第１の態様によれば、試料溶液と固定化されたリガンドの接触時間は、１５秒
未満である。用語「接触時間」は当技術分野で周知であり、本明細書において用いられる
ように、試料溶液がリガンドに結合したセンサー表面のある１つの定点を流れるのにかか
る合計時間を意味する。例えば、この時間は、表面の第１の部分が試料溶液と接触する開
始時間から、同表面の第１の部分が次のバッファー溶液と接触する停止時間までの時間に
よって決定することができる。
【００４４】
　バイオセンサー装置（例えば、限定されるものではないが、ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標
）システムなど）は、ユーザーが好ましい接触時間を設定することが可能である。例えば
、特定の接触時間および流速を指定することにより、ＰＣソフトウェアは適切な試料体積
を計算することができ、それは次に計測器のソフトウェアによって、指定された流速でそ
の体積を実行することができる。例えば、接触時間を２秒に設定し、流速を６０μｌ／分
と設定した場合、試料体積は６０／６０×２＝２μｌ用いることができた。
【００４５】
　本願は、アナライトを含む溶液とリガンドの接触時間を著しく低下させる一方で、表面
結合リガンドとアナライトの結合に関する有意義な結合データを提供することができるこ
とを実証する。以前に述べたように、長時間の注入または接触時間（一般に３０秒超）を
用いて確実に高く安定した応答値を得ることは当技術分野で標準的な慣行である。しかし
、本発明者らは、接触時間を大幅に減らすことにより、有用かつ反復可能な情報がなお生
成されることを確認した。例えば、接触時間は、１５秒未満、１４秒未満、１３秒未満、
１２秒未満、１１秒未満、１０秒未満、９秒未満、８秒未満、７秒未満、６秒未満、５秒
未満、４秒未満、３秒未満、２秒未満、または１秒未満であってよい。接触時間は、１５
秒～２秒、１４秒～２秒、１３秒～２秒、１２秒～２秒、１１秒～２秒、１０秒～２秒、
９秒～２秒、８秒～２秒、７秒～２秒、６秒～２秒、５秒～２秒、４秒～２秒、３秒～２
秒、または約２秒の範囲内であってよい。接触時間は、３秒～０．１秒、３秒～０．２秒
、３秒～０．３秒、３秒～０．４秒、３秒～０．５秒、３秒～０．６秒、３秒～０．７秒
、３秒～０．８秒、３秒～０．９秒、３秒～１秒の範囲内であってよい。接触時間の下限
は、０．１秒、０．２秒、０．３秒、０．４秒、０．５秒、０．６秒、０．７秒、０．８
秒、０．９秒、０．１秒、１秒、１．１秒、１．２秒、１．３秒、１．４秒、１．５秒、
１．６秒、１．７秒、１．８秒、１．９秒、または２秒であってよい。
【００４６】
　そのような大幅に短い接触時間を本発明による方法で使用することができるという発見
は、アナライト分析の分野、例えば、抗体スクリーニングおよびフラグメントスクリーニ
ングを含む創薬の領域において多大な利点をもたらす（下でより詳細に記載）。例えば、
接触時間を減らすことは、より速く結果を導くことができ、サイクル時間を減らすことに
よって処理量を大幅に高めることができる。
【００４７】
　さらなる実施形態では、工程（ｃ）の後、第２の試料溶液を表面の上に流してリガンド
とさらなるアナライトとの間の結合の存在または不在を検出することによって、工程（ｂ
）および（ｃ）が同じ表面の上で繰り返される。このさらなるアナライトは、第１のアナ
ライトと同じであってよい。あるいは、このさらなるアナライトは、第１のアナライトと
異なっていてよい。工程（ｂ）および（ｃ）は、次に、第３の試料溶液について繰り返さ
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れてよい。さらなる実施形態では、工程（ｂ）および（ｃ）は、少なくとも２回、３回、
４回、５回、６回、７回、８回、９回（ｎｉｃｅ）、１０回、１１回、１２回、１３回、
１４回、１５回、１６回、１７回、１８回、１９回または２０回繰り返されて、対応する
数のさらなる溶液を評価する。
【００４８】
　さらなる実施形態では、センサー表面の上に少なくとも１つの試料溶液を流し始めて（
例えば注入して）からセンサー表面の上に次の連続する試料溶液を流し始めるまでの時間
（サイクル時間）は、４０秒未満である。さらなる実施形態では、サイクル時間は３０秒
未満である。さらなる実施形態では、サイクル時間は２０秒未満である。さらなる実施形
態では、サイクル時間は１５秒未満である。さらなる実施形態では、サイクル時間は１０
秒未満である。さらなる実施形態では、サイクル時間は、１０秒～４０秒の範囲内、好ま
しくは１０秒～３０秒の範囲内である。
【００４９】
　さらなる実施形態では、センサー表面の上に各々の試料溶液を流し始めて（例えば注入
して）からセンサー表面の上に次の連続する試料溶液を流し始めるまでの時間（サイクル
時間）は、４０秒未満である。さらなる実施形態では、各々のサイクル時間は３０秒未満
である。さらなる実施形態では、各々のサイクル時間は２０秒未満である。さらなる実施
形態では、各々のサイクル時間は１５秒未満である。さらなる実施形態では、各々のサイ
クル時間は１０秒未満である。さらなる実施形態では、各々のサイクル時間は、１０秒～
４０秒の範囲内、好ましくは１０秒～３０秒の範囲内である。
【００５０】
　アナライト溶液間のサイクル時間は、一般にバイオセンサーに基づくアナライト結合技
術で用いられる、さらに時間のかかる処置、例えば、流体素子工学システムの洗浄、キャ
リーオーバー制御および／または再生をなくすことによってさらに減少させることができ
る。本願の実施例で実証されるように、そのような洗浄、キャリーオーバー制御または再
生工程を用いずに、複数のアナライト結合サイクルについて、有用かつ反復可能な結合デ
ータが得られた。
【００５１】
　洗浄工程は、一般に、結合データの障害の一因となり得る、流体素子工学システムに固
着したアナライトが確実に残っていないようにするために実行される。
【００５２】
　キャリーオーバー制御は、一部のアナライトが「粘着性」であって、流体系から洗い落
とすことが困難であり得、次の分析サイクルに物質の「キャリーオーバー」を引き起こし
得るという事実に対応するために行われる典型的な工程である。これは、試料注入後にバ
ッファーの「キャリーオーバー注入」を常套的に含めることによって検出することができ
る：「粘着性」化合物からの応答は、このバッファー注入に持ち越されることになる。従
って、キャリーオーバー制御注入は、流体素子工学システムの汚染による応答の寄与をモ
ニターすることができる。
【００５３】
　再生は、新しいサイクルに備えて、リガンドを損なうことなく、分析サイクルの後に表
面から結合したアナライトを除去するプロセスである。再生技術は当技術分野で周知であ
り、用いる具体的な方法は、用いるリガンドおよび／またはアナライト（ａｎｌａｙｔｅ
）によって異なることがある。カスタム抗体を使用するアッセイ開発には、低いｐＨ（グ
リシン－ＨＣｌ、ｐＨ１．５～３）での再生が通常効果的である。
【００５４】
　本発明の一実施形態では、センサー表面の上に少なくとも１つの試料溶液を流し始めて
からセンサー表面の上に次の連続する試料溶液を流し始めるまでの間に洗浄工程は行われ
ない。
【００５５】
　一実施形態では、センサー表面の上に少なくとも１つの試料溶液を流し始めてからセン
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サー表面の上に次の連続する試料溶液を流し始めるまでの間に、キャリーオーバー制御注
入工程は行われない。
【００５６】
　一実施形態では、センサー表面の上に少なくとも１つの試料溶液を流し始めてからセン
サー表面の上に次の連続する試料溶液を流し始めるまでの間に、再生工程は行われない。
【００５７】
　一実施形態では、センサー表面の上に少なくとも１つの試料溶液を流し始めてからセン
サー表面の上に次の連続する試料溶液を流し始めるまでの間に、再生工程は行われず、キ
ャリーオーバー制御とシステム洗浄工程の両方またはいずれか一方も行われない。
【００５８】
　一実施形態では、センサー表面の上に第１の試料溶液を流し始めてからセンサー表面の
上に各々のその次の試料溶液を流し始めるまでの間に、再生工程は行われず、かつ／また
はキャリーオーバー制御は行われず、かつ／またはシステム洗浄工程は行われない。
【００５９】
　短い接触時間を使用し、再生工程を適用しないことは、高密度の固定化されたリガンド
を用いることによって、改良することができる。リガンドが高密度であることにより、リ
ガンドと接触することのできるアナライトの量を最大にすることができ、それは接触時間
（従って結合に使用できる時間）が短い場合に特に有利であり得、従ってリガンド－アナ
ライト結合の良好なレベルを確保することができる。さらに、高密度のリガンドを短い接
触時間と組み合わせて用いることにより、センサー容量（アナライトに利用可能な結合部
位）のごくわずかな画分だけが各々のアナライト注入に使用されるので、再生要求が回避
される。
【００６０】
　本発明の一実施形態では、センサー表面のリガンド密度は最大５００００ＲＵである。
さらなる実施形態では、センサー表面のリガンド密度は、５０００ＲＵ～１５０００ＲＵ
の範囲内である。これらの数は、固定化されたリガンドが抗体である場合に特に好ましい
。その他の分子量Ｘの分子に対する抗体の典型的な凡その分子量を１５００００ｇ／モル
として、固定化レベルは計算されなければならない：
【００６１】
【数１】

【００６２】
　しかし、リガンド密度の選択は、アナライト、特にリガンドとアナライトの分子量比に
も依存し得る。
【００６３】
　さらなる実施形態では、工程（ｃ）は、試料溶液中のアナライト濃度を測定することを
含む。さらなる実施形態では、工程（ｃ）は、アナライトとリガンドのアフィニティ（例
えば結合定数）を測定することを含む。
【００６４】
　しかし、上記のような短い接触時間および／または短いサイクル時間を使用することは
、本発明の方法が、短い期間またはより処理しやすい期間で多数の試料アナライト溶液を
リガンドの結合について分析する必要のある方法において、特に有利であることを意味す
る。このように、ユーザーは、例えば所与試料溶液中のアナライトの存在または不在を迅
速に決定することができ、または例えば異なる試料溶液間のアナライト濃度および／また
はアナライトアフィニティの定性的または定量的な違いを測定することができる。例えば
、応答のレベルを使用して、抗体の相対的なアフィニティおよび／または抗体の濃度に関
する結論を引き出すことができる。
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【００６５】
　本発明の好ましい実施形態では、リガンドまたはアナライトは抗体またはそのフラグメ
ントである。例えば、リガンドは抗体であってよく、アナライトは抗体と結合することの
できる（または潜在的に結合することができると考えられる）分子であってよい。あるい
は、リガンドは標的抗体（例えば抗原）と結合することのできる分子であってよく、アナ
ライト溶液は、リガンドと結合することのできる（またはそれらの結合する能力について
試験される予定の）候補抗体を含んでよい。このように、本発明の方法を抗体スクリーニ
ングプログラム（例、一次スクリーニング）で用いて、異なるハイブリドーマ（例えば３
８４ウェルプレートに存在する）を標的抗原（リガンド）と結合する能力について試験す
ることができる。本発明のアッセイにおいて（応答シグナルの上昇によって）結合を示す
ハイブリドーマは、標的抗原と結合する抗体を産生すると確認することができる。さらに
、応答のレベルを使用して、抗体の相対的なアフィニティおよび／または抗体の濃度に関
する結論を引き出すことができる。
【００６６】
　本発明の方法はまた、非特異的な結合剤またはアグリゲーターを同定するためのフラグ
メントスクリーニングで有利に用いられることもできる。フラグメントに基づく創薬は、
例えば標的タンパク質の高アフィニティ結合剤を見出すための強力な方法である。化合物
を「フラグメント」と示すための厳しいサイズ要件はないが、この用語は約２５未満の重
原子、または３００Ｄａ未満の分子量をもつ有機小分子に習慣的に使用される。しかし、
フラグメントスクリーニングを始める前に、予想外の反応をするおそれのあるフラグメン
トを除去することが重要である。そのような分子が存在すると、スクリーニング結果が不
明瞭になるかまたは妨害され得るためである。そのようなスクリーニングは、時に「Ｃｌ
ｅａｎ－Ｓｃｒｅｅｎ」と呼ばれ、フラグメントスクリーニング作戦で推奨される最初の
工程である。そのような「予想外の反応をする（ｍｉｓｂｅｈａｖｉｎｇ）」分子として
は、非特異的な結合剤、キレート剤またはアグリゲーターを挙げることができる。スクリ
ーニングの前にそのような化合物が全て分かっているというわけではないので、そのよう
な予想外の反応をする分子を選り分けることは難しい仕事であり得る。しかし、本発明の
方法を用いると、そのような予想外の反応をする分子のフラグメントライブラリーを効果
的に「予備検査」することができる。これらは分子の結合に関連するシグナルをモニター
することによって特定することができる。例えば、そのような分子は、その不必要な結合
相互作用に起因するその遅い解離によって特定できる。その後、本発明の方法をさらに使
用して最適化されたフラグメントに基づくライブラリーをスクリーニングしてよい。
【００６７】
　本発明の第２の態様によれば、（ａ）固定化されたリガンドをその上に有するセンサー
表面を準備する工程；（ｂ）試料溶液をセンサー表面の上に流す工程；および（ｃ）セン
サー表面でアナライトとリガンドの結合の存在または不在を検出する工程を含み；試料溶
液と固定化されたリガンドの接触時間が１５秒未満であり；かつ、プログラムがコンピュ
ータで実行される方法に従う、センサー表面でのアナライトとリガンドとの間の相互作用
を検出するためのセンサー装置を作動させるためのプログラムコード手段を含むコンピュ
ータプログラムが提供される。本方法は、本発明の第１の態様に関して上に記載される実
施形態のいずれかに記載される特徴を有することがある。
【００６８】
　以下の限定されない例に関して、本発明が説明される。
【実施例】
【００６９】
　超高処理量バイオセンサー
　１．ＧＥヘルスケア製のリガンド、抗β２μを１０ｍＭ酢酸塩ｐＨ５．０で１ｍｇ／ｍ
ｌの原液から３０μｇ／ｍｌに希釈した。
【００７０】
　２．ＧＥヘルスケア製アミンカップリングキットの試薬を使用してＢｉａｃｏｒｅ　Ｔ
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２００システムの予めプログラムされた設定によって、リガンドをセンサーチップＣＭ７
とアミンカップリングさせた。リガンド溶液を７分間注入し、４３３１９ＲＵの固定化レ
ベルを得た。ランニングバッファー：ＧＥヘルスケア製ＨＢＳ－ＥＰ＋。
【００７１】
　３．ＧＥヘルスケア製アナライト、β２μストックをランニングバッファーで１００μ
ｇ／ｍｌから１６００ｎｇ／ｍｌに希釈した後、さらに８００、４００、２００および１
００ｎｇ／ｍｌに希釈した。
【００７２】
　４．各々のアナライト濃度を、低濃度から高濃度まで、流速６０μｌ／分で２秒の接触
時間で１０回注入した。異なる濃度間で、ＧＥヘルスケア製１０ｍＭグリシンｐＨ２．５
を３０秒注入することによってチップを再生した。
【００７３】
　上記の実験の結果は図３および図４に示される。これらの図面は、２秒の注入時間が、
試料中のタンパク質結合剤を少なくとも１００ｎｇ／ｍｌまで検出するのに十分であるこ
とを実証する。
【００７４】
　図３は、サイクル数に対する注入後の応答を示し、各々の濃度のアナライトの複数のサ
イクルにわたって応答が再現可能であること、および相対応答がアナライトの濃度の増加
を反映することを実証する。図４は、注入にコマンドが加えられていない場合のサイクル
時間と対応するセンサーグラム（ｓｅｎｓｏｇｒａｍ）を示す。データは、極めて短い接
触時間で非常に有用かつ反復可能な情報を生成することができることを実証する。
【００７５】
　図５は、所与サイクルを様々な時間で計算した４針システムによる３８４ウェルプレー
トでの総実験時間を示す情報プロットである。接触時間を２秒しか用いず、全てのその他
のコマンドを使用しない場合、サンプリング時間は大幅に低下させることができる。例え
ば、１２秒のサイクル時間は、４針システムで２０分（９６×１２秒）で３８４プレート
を実行することを可能にする。
【符号の説明】
【００７６】
１　センサーチップ
２　金膜
３　捕捉分子（リガンド）
４　アナライト
５　流路
６　ｐ偏光
７　光源
８　プリズム
９　ガラス／金属境界面
１０　反射光ビーム
１１　光学的検出ユニット
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【国際調査報告】
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