
JP 4291572 B2 2009.7.8

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水性溶液から分子を分離するための親和性マトリックスであって、粒状ポリマー支持体
、その粒状ポリマー支持体の光学的検出を可能とするため該粒状ポリマー支持体の画分に
共有結合させた染料、および分子を捕獲するため粒状ポリマー支持体の画分に結合させた
、上記染料以外の親和性リガンドを含み、その染料と親和性リガンドが異なる粒状ポリマ
ー支持体の画分に結合していることを特徴とする、親和性マトリックス。
【請求項２】
　該染料が、粒状ポリマー支持体の１％～５０％（重量）に結合し、該親和性リガンドが
、粒状ポリマー支持体の５０％～９９％（重量）に結合している、請求項１記載の親和性
マトリックス。
【請求項３】
　該染料が、粒状ポリマー支持体の１％～１５％（重量）に結合し、該親和性リガンドが
、粒状ポリマー支持体の８５％～９９％（重量）に結合している、請求項１記載の親和性
マトリックス。
【請求項４】
　該染料が、粒状ポリマー支持体の２％～１０％（重量）に結合し、該親和性リガンドが
、粒状ポリマー支持体の９０％～９８％（重量）に結合している、請求項１記載の親和性
マトリックス。
【請求項５】
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　染料が対照マトリックスの粒状支持体に結合していないことを除いて、対照マトリック
スが親和性マトリックスと実質的に同一であり、生理的な塩およびｐＨ条件下、天然－由
来の哺乳動物細胞のライセートに存在する非－特異的結合タンパク質に対する親和性マト
リックスの能力が、同一条件下で対照マトリックスの能力の５０倍より小である、請求項
１記載の親和性マトリックス。
【請求項６】
　粒状支持体の大きさの平均が１，０００マイクロメートルより小さい、請求項５記載の
親和性マトリックス。
【請求項７】
　粒状支持体の大きさの平均が６００マイクロメートルより小さい、請求項５記載の親和
性マトリックス。
【請求項８】
　粒状支持体の大きさの平均が４００マイクロメートルより小さい、請求項５記載の親和
性マトリックス。
【請求項９】
　粒状支持体の大きさの平均が２００マイクロメートルより小さい、請求項５記載の親和
性マトリックス。
【請求項１０】
　染料が、アゾ発色団含有染料、アントロキノン発色団含有染料、またはフタロシアニン
発色団含有染料を含む、請求項５記載の親和性マトリックス。
【請求項１１】
　染料が、ビニルスルホン含有染料、モノまたはジクロロトリアジン含有染料、またはモ
ノクロロ・ジフルオロ・ピリミジミウム含有染料を含む、請求項５記載の親和性マトリッ
クス。
【請求項１２】
　染料が対照マトリックスの粒状支持体に結合していないことを除いて、対照マトリック
スが親和性マトリックスと実質的に同一であり、生理的な塩およびｐＨ条件下、天然－由
来の哺乳動物細胞のライセートに存在する非－特異的結合タンパク質に対する親和性マト
リックスの能力が、同一条件下で対照マトリックスの能力の１０倍より小である、請求項
１記載の親和性マトリックス。
【請求項１３】
　粒状支持体の大きさの平均が１，０００マイクロメートルより小さい、請求項１２記載
の親和性マトリックス。
【請求項１４】
　粒状支持体の大きさの平均が６００マイクロメートルより小さい、請求項１２記載の親
和性マトリックス。
【請求項１５】
　粒状支持体の大きさの平均が４００マイクロメートルより小さい、請求項１２記載の親
和性マトリックス。
【請求項１６】
　粒状支持体の大きさの平均が２００マイクロメートルより小さい、請求項１２記載の親
和性マトリックス。
【請求項１７】
　染料が、アゾ発色団含有染料、アントロキノン発色団含有染料、またはフタロシアニン
発色団含有染料を含む、請求項１２記載の親和性マトリックス。
【請求項１８】
　染料が、ビニルスルホン含有染料、モノまたはジクロロトリアジン含有染料、またはモ
ノクロロ・ジフルオロ・ピリミジミウム含有染料を含む、請求項１２記載の親和性マトリ
ックス。
【請求項１９】
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　染料が対照マトリックスの粒状支持体に結合していないことを除いて、対照マトリック
スが親和性マトリックスと実質的に同一であり、生理的な塩およびpＨ条件下、天然－由
来の哺乳動物細胞のライセートに存在する非－特異的結合タンパク質に対する親和性マト
リックスの能力が、同一条件下で対照マトリックスの能力の３倍より小である、請求項１
記載の親和性マトリックス。
【請求項２０】
　粒状支持体の大きさの平均が１，０００マイクロメートルより小さい、請求項１９記載
の親和性マトリックス。
【請求項２１】
　粒状支持体の大きさの平均が６００マイクロメートルより小さい、請求項１９記載の親
和性マトリックス。
【請求項２２】
　粒状支持体の大きさの平均が４００マイクロメートルより小さい、請求項１９記載の親
和性マトリックス。
【請求項２３】
　粒状支持体の大きさの平均が２００マイクロメートルより小さい、請求項１９記載の親
和性マトリックス。
【請求項２４】
　染料が、アゾ発色団含有染料、アントロキノン発色団含有染料、またはフタロシアニン
発色団含有染料を含む、請求項１９記載の親和性マトリックス。
【請求項２５】
　染料が、ビニルスルホン含有染料、モノまたはジクロロトリアジン含有染料、またはモ
ノクロロ・ジフルオロ・ピリミジミウム含有染料を含む、請求項１９記載の親和性マトリ
ックス。
【請求項２６】
　染料が、リアクティブ・レッド２１を含む、請求項１９記載の親和性マトリックス。
【請求項２７】
　粒状支持体の大きさの平均が１，０００マイクロメートルより小さい、請求項１記載の
親和性マトリックス。
【請求項２８】
　粒状支持体の大きさの平均が６００マイクロメートルより小さい、請求項１記載の親和
性マトリックス。
【請求項２９】
　粒状支持体の大きさの平均が４００マイクロメートルより小さい、請求項１記載の親和
性マトリックス。
【請求項３０】
　粒状支持体の大きさの平均が２００マイクロメートルより小さい、請求項１記載の親和
性マトリックス。
【請求項３１】
　親和性マトリックスがゼラチン吸着または架橋によって修飾されている、請求項１記載
の親和性マトリックス。
【請求項３２】
　染料が、アゾ発色団含有染料、アントロキノン発色団含有染料、またはフタロシアニン
発色団含有染料を含む、請求項３１記載の親和性マトリックス。
【請求項３３】
　染料が、ビニルスルホン含有染料、モノまたはジクロロトリアジン含有染料、またはモ
ノクロロ・ジフルオロ・ピリミジミウム含有染料を含む、請求項３１記載の親和性マトリ
ックス。
【請求項３４】
　染料が、リアクティブ・レッド１２０、またはリアクティブ・ブラウン１０を含む、請
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求項３１記載の親和性マトリックス。
【請求項３５】
　染料が、フルオレセイン、クマリン誘導体、ピリジルオキサゾール誘導体、またはラン
タナイド(lanthanide)金属キレートを含む、請求項３１記載の親和性マトリックス。
【請求項３６】
　染料が、ナフタレン、ピレン、ローダミン、フルオレセイン・イソチオシアナート、テ
ルビウム錯体、ユーロピウム錯体、またはルテニウム錯体を含む、請求項３１記載の親和
性マトリックス。
【請求項３７】
　粒状ポリマー支持体が、天然アガロース粒子、架橋アガロース粒子、架橋デキストラン
粒子、またはポリアクリルアミド粒子を含む、請求項１記載の親和性マトリックス。
【請求項３８】
　架橋アガロース粒子が直径２０～３００マイクロメートルである、請求項３７記載の親
和性マトリックス。
【請求項３９】
　架橋アガロース粒子が直径３０～２５０マイクロメートルである、請求項３７記載の親
和性マトリックス。
【請求項４０】
　架橋アガロース粒子が直径４０～１６５マイクロメートルである、請求項３７記載の親
和性マトリックス。
【請求項４１】
　天然アガロース粒子が直径３０～２５０マイクロメートルである、請求項３７記載の親
和性マトリックス。
【請求項４２】
　架橋デキストラン粒子が直径２０～４００マイクロメートルである、請求項３７記載の
親和性マトリックス。
【請求項４３】
　ポリアクリルアミド粒子が直径３０～１５０マイクロメートルである、請求項３７記載
の親和性マトリックス。
【請求項４４】
　粒状ポリマー支持体に結合している染料の量が、染料０．５マイクロモル／ｃｍ３（ポ
リマー支持体）～染料２０マイクロモル／ｃｍ３（ポリマー支持体）を含む、請求項１記
載の親和性マトリックス。
【請求項４５】
　粒状ポリマー支持体に結合している染料の量が、染料１マイクロモル／ｃｍ３（ポリマ
ー支持体）～染料６マイクロモル／ｃｍ３（ポリマー支持体）を含む、請求項１記載の親
和性マトリックス。
【請求項４６】
　粒状ポリマー支持体に結合している染料の量が、染料２マイクロモル／ｃｍ３（ポリマ
ー支持体）～染料４マイクロモル／ｃｍ３（ポリマー支持体）を含む、請求項１記載の親
和性マトリックス。
【請求項４７】
　ポリマーが直径３０～２５０マイクロメートルの架橋アガロース粒子を含み、上記架橋
アガロース粒子が上記染料１マイクロモル／ｃｍ３（架橋アガロース）～上記染料６マイ
クロモル／ｃｍ３（架橋アガロース）を有する、請求項１記載の親和性マトリックス。
【請求項４８】
　ポリマーが直径４０～１６５マイクロメートルの架橋アガロース粒子を含み、上記架橋
アガロース粒子が上記染料２マイクロモル／ｃｍ３（架橋アガロース）～上記染料４マイ
クロモル／ｃｍ３（架橋アガロース）を有する、請求項１記載の親和性マトリックス。
【請求項４９】
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　親和性リガンドが、ストレプトアビジン、単量体ストレプトアビジン、ストレプトアビ
ジンの結合特性を有する分子、アビジン、単量体アビジン、アビジンの結合特性を有する
分子、ストレプトアクチン、単量体ストレプトアクチン、ストレプトアクチンの結合特性
を有する分子、エクストラビジン、単量体エクストラビジン、エクストラビジンの結合特
性を有する分子、ニュートラビジン、単量体ニュートラビジン、ニュートラビジンの結合
特性を有する分子、プロテインＡ、プロテインＡの結合特性を有する分子、プロテインＬ
、プロテインＬの結合特性を有する分子、プロテインＧ、プロテインＧの結合特性を有す
る分子、プロテインＡ／Ｇ、プロテインＡ／Ｇの結合特性を有する分子、プロテインＬ／
Ａ、プロテインＬ／Ａの結合特性を有する分子、カルモデュリン、カルモデュリンの結合
特性を有する分子、ビオチン、ビオチンの結合特性を有する分子、金属キレート、グルタ
チオン、および抗体からなる群から選ばれる、請求項１記載の親和性マトリックス。
【請求項５０】
　親和性マトリックスが、７００ｘｇより小さい遠心分離によって溶液から集められたも
のである、請求項１記載の親和性マトリックス。
【請求項５１】
　非－着色粒状ポリマー支持体および着色粒状ポリマー支持体の混合物を含み、該着色粒
状ポリマー支持体はポリマーとそのポリマーに共有結合した染料を含み、該非－着色粒状
ポリマー支持体はポリマーと親和性リガンドを含む、請求項１記載の親和性マトリックス
。
【請求項５２】
　着色粒状ポリマー支持体が、親和性マトリックスの１％（容量）～９５％（容量）を占
める、請求項５１記載の親和性マトリックス。
【請求項５３】
　着色粒状ポリマー支持体が、親和性マトリックスの２％（容量）～５０％（容量）を占
める、請求項５１記載の親和性マトリックス。
【請求項５４】
　着色粒状ポリマー支持体が、親和性マトリックスの２％（容量）～１０％（容量）を占
める、請求項５１記載の親和性マトリックス。
【請求項５５】
　非－着色親和性マトリックスが抗体結合マトリックスを含む、請求項５１記載の親和性
マトリックス。
【請求項５６】
　抗体結合マトリックスが、プロテインＡアガロース、プロテインＡの結合特性を有する
分子で修飾されたアガロース、プロテインＧアガロース、プロテインＧの結合特性を有す
る分子で修飾されたアガロース、プロテインＬアガロース、プロテインＬの結合特性を有
する分子で修飾されたアガロース、プロテインＡ／Ｇアガロース、プロテインＡ／Ｇの結
合特性を有する分子で修飾されたアガロース、プロテインＬ／Ａアガロース、およびプロ
テインＬ／Ａの結合特性を有する分子で修飾されたアガロースからなる群から選ばれる、
請求項５５記載の親和性マトリックス。
【請求項５７】
　非－着色親和性マトリックスが、結合抗体を有するマトリックスを含む、請求項５１記
載の親和性マトリックス。
【請求項５８】
　結合抗体を有するマトリックスが、特定のタンパク質に対する抗体を有するマトリック
スを含む、請求項５７記載の親和性マトリックス。
【請求項５９】
　結合抗体を有するマトリックスが、融合タンパク質上の特異的ペプチドタグに対する抗
体を有するマトリックスを含む、請求項５７記載の親和性マトリックス。
【請求項６０】
　結合抗体を有するマトリックスが、タンパク質内のエピトープに対する抗体を有するマ
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トリックスを含む、請求項５７記載の親和性マトリックス。
【請求項６１】
　抗体が、アミノ酸配列ＤＹＫＤＤＤＤＫの少なくとも一部に対して特異性を有する抗体
、抗－ポリヒスチジン、抗－グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ、抗－ｍｙｃ－タグ
、抗－Ａｖｉ－タグ、抗－ＨＡ、抗－緑色蛍光タンパク質、抗－ベータ・ガラクトシダー
ゼ、抗－チオレドキシン、抗－マルトース結合タンパク質、抗－セルロース結合ドメイン
、抗－ＶＳＶグリコプロテイン、および抗－ルシフェラーゼからなる群から選ばれる、請
求項５７記載の親和性マトリックス。
【請求項６２】
　非－着色親和性マトリックスが、結合親和性リガンドを有するマトリックスを含む、請
求項５１記載の親和性マトリックス。
【請求項６３】
　親和性リガンドが、ストレプトアビジン、単量体ストレプトアビジン、ストレプトアビ
ジンの結合特性を有する分子、アビジン、単量体アビジン、アビジンの結合特性を有する
分子、ストレプトアクチン、単量体ストレプトアクチン、ストレプトアクチンの結合特性
を有する分子、エクストラビジン、単量体エクストラビジン、エクストラアビジンの結合
特性を有する分子、ニュートラビジン、単量体ニュートラビジン、ニュートラビジンの結
合特性を有する分子、プロテインＡ、プロテインＡの結合特性を有する分子、プロテイン
Ｌ、プロテインＬの結合特性を有する分子、プロテインＧ、プロテインＧの結合特性を有
する分子、プロテインＡ／Ｇ、プロテインＡ／Ｇの結合特性を有する分子、プロテインＬ
／Ａ、プロテインＬ／Ａの結合特性を有する分子、カルモデュリン、カルモデュリンの結
合特性を有する分子、ビオチン、ビオチンの結合特性を有する分子、金属キレート、グル
タチオンからなる群から選ばれる、請求項６２記載の親和性マトリックス。
【請求項６４】
　試料水性溶液から生体分子を分離する方法であって、水性溶液を、粒状ポリマー支持体
、親和性マトリックスの光学的検出を可能とするため粒状ポリマー支持体の画分に結合さ
せた染料、および生体分子の捕獲のための粒状ポリマー支持体の画分に結合させた、染料
以外の親和性リガンドを含む親和性マトリックスと混合し、試料水性溶液から親和性マト
リックスを分離することを特徴とする方法。
【請求項６５】
　分離工程中に親和性マトリックスを光学的に観察し、親和性マトリックスの損失を避け
る、請求項６４記載の方法。
【請求項６６】
　分離工程が、手作業で行われ、親和性マトリックスを分離工程中に可視的に観察し、親
和性マトリックスの損失を避ける、請求項６４記載の方法。
【請求項６７】
　親和性リガンドが、ストレプトアビジン、単量体ストレプトアビジン、ストレプトアビ
ジンの結合特性を有する分子、アビジン、単量体アビジン、アビジンの結合特性を有する
分子、ストレプトアクチン、単量体ストレプトアクチン、ストレプトアクチンの結合特性
を有する分子、エクストラビジン、単量体エクストラビジン、エクストラビジンの結合特
性を有する分子、ニュートラビジン、単量体ニュートラビジン、ニュートラビジンの結合
特性を有する分子、プロテインＡ、プロテインＡの結合特性を有する分子、プロテインＬ
、プロテインＬの結合特性を有する分子、プロテインＧ、プロテインＧの結合特性を有す
る分子、プロテインＡ／Ｇ、プロテインＡ／Ｇの結合特性を有する分子、プロテインＬ／
Ａ、プロテインＬ／Ａの結合特性を有する分子、カルモデュリン、カルモデュリンの結合
特性を有する分子、ビオチン、ビオチンの結合特性を有する分子、金属キレート、グルタ
チオン、および抗体からなる群から選ばれる、請求項６４記載の方法。
【請求項６８】
　生体分子を含有する試料水性溶液を親和性マトリックスに添加する、請求項６４記載の
方法。
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【請求項６９】
　方法が、免疫沈降である、請求項６４記載の方法。
【請求項７０】
　生体分子が、天然由来の生体分子、合成生体分子、修飾された天然由来の生体分子、ま
たは修飾された合成生体分子を含む、請求項６４記載の方法。
【請求項７１】
　生体分子が、(i)ペプチド、ポリペプチド、種々のタンパク質、グリコプロテイン、酵
素、ヌクレオチド、ポリヌクレオチド、核酸ポリマー、炭水化物、脂質、および(ii) 群(
i)の生体分子を含有する複合体からなる群から選ばれる、請求項７０記載の方法。
【請求項７２】
　生体分子が、タンパク質を含む、請求項７０記載の方法。
【請求項７３】
　試料水性溶液が、ライセート、ライセート画分、未精製生体分子を含有する緩衝液、お
よび精製生体分子を含有する緩衝液からなる群から選ばれる、請求項６４記載の方法。
【請求項７４】
　試料水性溶液がライセートを含む、請求項６４記載の方法。
【請求項７５】
　方法が、さらに、親和性マトリックスが試料溶液から分離された後に、親和性マトリッ
クスを洗浄水性溶液で洗浄し、洗浄水性溶液から親和性マトリックスを分離し、洗浄水性
溶液から分離するときに、親和性マトリックスを光学的に観察する工程を含む、請求項６
４記載の方法。
【請求項７６】
　洗浄水性溶液が、溶解(lysis)緩衝液を含む、請求項７５記載の方法。
【請求項７７】
　さらに、親和性マトリックスに結合した生体分子を解離させる、請求項６４記載の方法
。
【請求項７８】
　さらに、親和性マトリックスに結合した生体分子を解離させる、請求項７５記載の方法
。
【請求項７９】
　生体分子を、さらに分析方法にかける、請求項７７記載の方法。
【請求項８０】
　生体分子を、さらに分析方法にかける、請求項７８記載の方法。
【請求項８１】
　分析方法が、ＳＤＳ－ＰＡＧＥを含む、請求項８０記載の方法。
【請求項８２】
　分析方法が、酵素試験法を含む、請求項８０記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の背景】
【０００１】
　親和性に基づく分子プルダウン(免疫親和性捕獲)および免疫沈降の実験は、多様な生物
学的システムにおけるタンパク質の発現、修飾および相互作用を研究するのための強力か
つ広範に使用される方法である。親和性に基づく分子プルダウンおよび免疫沈降の実験は
、エピトープタグをつけた組換えタンパク質の急速精製法、可逆的翻訳後タンパク質修飾
の発見と特徴づけ、および分子レベルにおける生物学的過程の理解を増大させた種々の他
の観察結果をもたらした。
【０００２】
　親和性に基づく分子プルダウン技術の背後にあるストラテジーは、溶液中の標的分子を
選択する方法として生物分子の親和性を使用することである。抗体のような親和性リガン
ドがアガロースのような粒状マトリックスに付着され、生成するコンジュゲートが生物学
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的または生化学的調製物中の特定抗原のような標的を突き止めそれに結合するために使用
される。
【０００３】
　免疫沈降は、親和性に基づく分子プルダウン実験の一形式である。親和性に基づく分子
プルダウン実験は、特定の生物分子標的に特異的親和性を有するポリマー性支持体に直接
コンジュゲートした任意の親和性リガンドを用いて複合体を精製する。しかし、親和性に
基づく分子プルダウン実験の一般的手順は、免疫沈降実験に関係した手順で説明すること
ができる。免疫沈降の基本的手順は３つの段階を包含する。第１の段階は抗原溶液の調製
である。第２の段階は非特異的背景ライセートの予備的除去であり、第３の段階は免疫複
合体の形成と精製である。一旦精製後は、数々の方法中任意のものを抗原の分析に使用す
ることができる。親和性に基づく分子プルダウンおよび免疫沈降技術に使用できる種々の
手順は、Harlow, E.およびLane, D.(eds.),"Antibodies: a Laboratory Manual", Chapte
r 7, Cold Spring Harbor Press, NY (1988)中に具体的に詳述されており、そのすべてを
ここに引用して明細書の記載とする。
【０００４】
　免疫沈降の実施用溶液として任意の水溶液を使用することができるが、免疫沈降は通常
細胞または組織から調製したライセートに対して実施される。通常、ライセートはある種
の緩和な表面活性剤で細胞または組織を処理して調製される。緩和な表面活性剤は、当抗
原のコンホメーションおよび生化学的活性を破壊することなく、膜を除去し、多数の弱い
分子間相互作用を妨害し、大部分の抗原を細胞から放出するのに有効である。非特異的に
結合するタンパク質による妨害は、当抗原を結合しない抗体で抗原溶液を予備処理して非
特異的に結合するタンパク質を除去することにより低減される。
【０００５】
　免疫複合体は、ライセートに特異的抗体を添加することにより形成される。抗体はそれ
ぞれの対応抗原に高い親和性を有し、したがって抗体・抗原複合体の形成は迅速である。
ついで複合体は、プロテインＡまたはプロテインＧビーズ懸濁液のような親和性ビーズ懸
濁液を、抗体・抗原複合体を含有する溶液に添加することにより精製される。精製は、プ
ロテインＡおよびプロテインＧが抗体のＦｃ部分に高い親和性を有するために起る。プロ
テインＡ／Ｇ－抗体相互作用により複合体がビーズに結合した後、遠心によりビーズを集
め、ビーズを洗浄して非結合タンパク質を除去する。ビーズは、溶解緩衝液のような溶液
ですすぎ、吸引によりライセートと洗浄緩衝液を除去することにより、洗浄できる。洗浄
緩衝液を完全に除去することが、背景を低減しイムノアッセイの効果を増強するために重
要である。免疫複合体の形成および精製の完了後、生成する免疫沈降タンパク質をさらに
分析することができる。しばしばこの次工程はＳＤＳ－ＰＡＧＥによるタンパク質の分離
である。
【０００６】
　一般に行われる親和性に基づく分子プルダウンおよび免疫沈降法の主要な欠点は、複合
体形成および生成段階で使用する管内において親和性マトリックスを可視化するのが困難
なことである。この可視化における難点が、効率的でない操作に導き、物質の損失と結果
の定量性変動をもたらす。例えば、アガロースまたはポリアクリルアミドビーズは一般に
非着色すなわち透明または白色で、管内における可視化が困難であり、このことが方法の
操作を冗長にする。この貧弱な視感度のため、非結合タンパク質除去法においてライセー
ト上清の吸引中にビーズが損失されることがある。さらに、ビーズの貧弱な視感度のため
洗浄および吸引工程中に管からのアガロースまたはポリアクリルアミドビーズの偶発的除
去がありうる。ビーズの貧弱な視感度のために起る難点と不正確さは、親和性に基づく分
子プルダウンおよび免疫沈降実験の主要な限界である。すなわち、分子プルダウンおよび
免疫沈降法におけるその機能を変更することなく親和性マトリックスの視感度を改善する
ような翻案に対する実質的必要性がなお存在する。このような翻案は、分子プルダウンま
たは免疫沈降法を行う個人にとって親和性マトリックスの取り扱いをより容易にする。取
り扱いの改善は、操作の効果改善をもたらし、物質の損失と結果の定量性変動を減少する
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。要するに、このような翻案は親和性に基づく分子プルダウンおよび免疫沈降法の有効性
と信頼性を改善する。
【０００７】
　タンパク質に対するある種の染料の親和性は既知であり、ときに種々の用途に使用され
てきた。染料は古くから親和性クロマトグラフィーにおけるタンパク質精製用親和性リガ
ンドとして利用されてきた。親和性クロマトグラフィーは、支持体上に固定されたリガン
ドに対する物質の(非共有結合的相互作用を含む)生物特異的認識および親和性によって混
合物から物質を分離する方法である。タンパク質の精製に使用されてきた染料はもともと
織物工業において使用するために開発された。これらの染料は、シアヌロン酸(１,３,５
－トリクロロトリアジン)化学に基づくトリアジン染料を包含する。トリアジン染料は、
それらがより普遍的な固定化序酵素および種々の他の生物学的基特異的媒体に比較して製
造および使用の両面において利点を提供するため、親和性クロマトグラフィーのリガンド
として使用されてきた。これらの利点には、天然の生物特異的媒体のそれより顕著に高く
なり得るタンパク質結合能、低いコスト、一般的入手性および製造の容易性が含まれる。
例えば、Christopher R. Lowe および James C. Pearson, Affnity Chromatography on I
mmobilized Dyes, Methods In Enzymology, Vol. 104,97－113 (1984)参照。
【０００８】
　U. S. Patent 5,597,485は、合成アニオン性有機染料に化学結合した重合可能な部分を
含む少なくとも１種のモノマーから形成されたポリマーを含むポリマー性組成物を使用し
たタンパク質分離法を開示している。この染料は分離すべきタンパク質に対する親和性を
有する。このタンパク質分離法は、タンパク質を染料画分に保持し、ついでタンパク質を
ポリマーから回収することを含む。この方法は親和性クロマトグラフィーに応用できるが
、クロマトグラフィーカラムに限定されてはいない。この方法は、分離すべきタンパク質
を含有する溶液にポリマーを接触させ、着色粒子をろ過、遠心または同様な手段により溶
液から分離することを含む。しかし、この方法は分離すべきタンパク質に対して特異的親
和性を有する染料を意図的に利用し、タンパク質はこの染料に対する特異的結合により分
離精製される。
【０００９】
　U. S. Patent 4,546,161は、モノまたはジクロロトリアジン染料を遊離ヒドロキシまた
はアミノ基を有する固体支持体マトリックスと反応させることによる親和性クロマトグラ
フィー媒体の製造法を開示している。固体支持体マトリックスは、アガロース、デキスト
ロース、デキストランもしくはアクリルアミドのポリマーまたはコポリマーである。染料
はアルカリ金属水酸化物およびアルカリ金属塩の存在下に反応される。染料は、トリアジ
ン環を介して固体支持体マトリックスに連結され、高度の特異的タンパク質結合能をもた
らす。この媒体は、興味があるタンパク質に特異的に結合するように選択したトリアジン
染料を使用するタンパク質の効果的および高度特異的分離用親和性クロマトグラフィーに
おいて使用するために特に設計されている。
【００１０】
　同様に、U. S. Patent 4,880,915は、ヒトＴＮＦを含む溶液を染料結合架橋アガロース
ゲルを充填したカラムに適用し、カラムを溶離して結合したヒトＴＮＦを放出させ、精製
ヒトＴＮＦのカラム画分を回収することを含む、特定のタンパク質であるヒトＴＮＦの精
製法を開示している。架橋アガロースゲルは、染料リガンドが共有結合した架橋アガロー
スゲル支持体を含む。染料リガンドは、チバクロンブルーＦ３ＧＡ、プロシオンレッドＨ
Ｅ３ＢまたはグリーンＡであり、ヒトＴＮＦは染料リガンドと特異的に相互作用すること
により保持される。染料は、核酸沈降の特定用途において物質の視感度を増強する能力の
ためにも使用されてきた。WO 97/12994は、指示薬分子と結合したポリマー性担体分子を
添加することによる溶液からの可溶性核酸沈降法を開示している。核酸沈降技術は、核酸
ペレットの視感度欠如のため、上清相の除去中に沈降した核酸ペレットを損失するのでし
ばしば予期しない失敗になりがちである。核酸は充分な量の塩類とアルコールを水溶液に
添加して溶液からの核酸沈降を招くことにより、沈降される。アルコールと塩類は核酸沈
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降技術の一般的な成分であり、エタノールが方法中で最も一般的に使用されるアルコール
である。
【００１１】
　WO 97/12994に開示された修飾担体分子は、非修飾分子と同一の溶解度および沈降特性
を有し核酸と共沈するが、容易に可視化され、使用者が処理試料中の核酸の位置を観察す
ることを可能にする。非修飾および修飾分子両者の溶解度および沈降特性は、核酸沈降で
一般に使用される沈降および遠心技術に対して特異的である。具体的には、核酸はより水
性の溶液に可溶性であり、水性溶液に対するアルコールの添加のように水性溶液の誘電率
が低下したとき凝集する。凝集は、水性溶液から沈降するに充分なマスを核酸に集合的に
もたせる。沈降物は、溶液を約５０００ｇの高速遠心に約５分の期間かけることにより水
性溶液から分離しなければならない。したがって、修飾担体分子は別の実験に使用できず
、WO 97/12994には修飾担体分子が別の技術に適用できる旨の示唆はない。逆に、この方
法と担体分子は核酸沈降技術に特異的に限定されている。
【発明の開示】
【００１２】
　発明の要約
　発明の目的の中に、親和性に基づく分子プルダウン実験中により容易にモニターできて
分離中における親和性マトリックスの意図しない損失を回避しそれにより親和性複合体の
定量的回収を改善する、相対的に低い非特異的タンパク質結合能を有する親和性マトリッ
クスの提供がある。
【００１３】
　したがって、略述すると、この発明は、水性溶液からの分子の分離用親和性マトリック
スを指向する。この親和性マトリックスは、ポリマー支持体、ポリマー支持体の画分に付
着してポリマー支持体の光学的検出を可能とする染料、および分子の捕獲のためにポリマ
ー支持体の画分に付着する染料以外の親和性リガンドを含む。
【００１４】
　この発明はさらに、水性溶液からの生物分子の分離法を指向する。この方法は、水性溶
液をポリマー支持体を含む親和性マトリックスと合わせ、親和性マトリックスを水性溶液
から分離することを含む。染料がポリマー支持体の画分に付着され、親和性マトリックス
の光学的検出とモニターを可能にし、したがって分離工程中の親和性マトリックス損失の
可能性を減少する。さらに、染料以外の親和性リガンドも生物分子の捕獲のためにポリマ
ー支持体の画分に付着される。
【００１５】
　他の目的は以下から部分的に明らかであり部分的に指摘される。
【００１６】
　発明の詳細な記載
　ここで使用する「着色ポリマー」または「着色ポリマー支持体」は、染料類を付着させ
たポリマー性材料を意味する。これらの染料類は好ましくは本質的にタンパク質結合性が
低いか、またはタンパク質結合性が低いように修飾された染料類である。「非着色ポリマ
ー」または「非着色ポリマー支持体」は、染料類を付着させていない、架橋アガロースの
ようなポリマー支持体を意味する。「着色ポリマー」または「着色ポリマー支持体」は、
染料を付着させたポリマー支持体を意味する。「着色親和性マトリックス」は、着色ポリ
マー支持体を含有する親和性マトリックスである。
【００１７】
　一実施態様において、この発明の親和性マトリックスは、染料および生物分子もしくは
他の興味がある分子に対する親和性リガンドを付着させた粒状ポリマー性材料を含む。一
般に、親和性マトリックスは、(i)親和性リガンドではなく染料を付着させた粒状ポリマ
ー性材料、(ii)染料ではなく親和性リガンドを付着させた粒状ポリマー性材料、または(i
i)染料および親和性リガンドの両者を付着させ、ただし染料を粒状材料のある画分に付着
させ親和性材料を粒状材料のある画分に付着させた粒状材料を含み得る。すなわち、例え
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ば、親和性マトリックスは、(i)混合物中の粒子のあるものが染料を含有し他の粒子は親
和性リガンドを含有するが、粒子のいずれも染料と親和性リガンドの両者を含有しない粒
状材料混合物、(ii)混合物中の粒子のあるものが染料と親和性リガンドの両者を含有し他
の粒子は染料または親和性リガンドを含有するが両者は含有しない粒状材料混合物、また
は(iii)粒子の実質的に全部が染料および親和性リガンドの両者を含有する実質的に均質
な粒状材料(この実施態様においては、染料を付着させた親和性マトリックス粒状材料の
画分は１であり、親和性リガンドを付着させた親和性マトリックス粒状材料の画分もまた
１である)を含み得る。
【００１８】
　好ましくは、染料と親和性マトリックスは粒状ポリマー性材料の別の画分に付着してい
る。例えば、染料は親和性マトリックスを含む粒状ポリマー性材料の約１重量％～約５０
重量％に付着し得、親和性リガンドは親和性マトリックスを規定する粒状ポリマー性材料
の差額すなわち親和性マトリックスを含む粒状ポリマー性材料の約５０重量％～約９９重
量％に付着している。さらに好ましくは、染料は親和性マトリックスを含む粒状ポリマー
性材料の約１重量％～約１５重量％に結合し、親和性リガンドは親和性マトリックスを規
定する粒状ポリマー性材料の差額の残りすなわち親和性マトリックスを含む粒状ポリマー
性材料の約８５重量％～約９９重量％に付着している。その上さらに好ましくは、染料は
親和性マトリックスを含む粒状ポリマー性材料の約２重量％～約１０重量％に結合し、親
和性リガンドは親和性マトリックスを規定する粒状ポリマー性材料の差額の残りすなわち
親和性マトリックスを含む粒状ポリマー性材料の約９０重量％～約９８重量％に付着して
いる。一般に、２つの画分の相対的比率は染料の(光学的または視覚的に測定した)色強度
および非特異的タンパク質結合用粒状材料に結合したときの能力に依存する；例えば、そ
れらが結合する粒状材料に大きな非特異的結合能力を付与する染料は、好ましくはそれら
が結合する粒状材料に小さな非特異的タンパク質結合能力を付与する染料より低い比率で
使用される。
【００１９】
　この発明で使用される染料は、好ましくはポリマー支持体に付着したとき相対的に低い
タンパク質結合能力を有する染料である。一般に、これらの染料はポリマー支持体に共有
結合する；したがって、染料は好ましくは反応性の基を有するかまたは反応性の基を提供
するように修飾されてポリマー支持体との共有結合を可能にする能力をもつ。反応性の基
の例は、モノおよびジクロロトリアジン、ビニルスルホン基、モノクロルジフルオルピリ
ミジミウム、－スルファトエチルスルホン、およびイソチオシアネートを含むが限定され
るものではない。アゾ、アントロキノンおよびフタロシアニンが反応性染料の範囲におい
て優勢な発色団の主要な３タイプである。この発明で使用される染料は、染料をポリマー
に付着したとき、染料が付着されたポリマー支持体を含む親和性マトリックスが光学的に
検出可能で好ましくは周囲光中肉眼で容易に視覚できる限り、ポリマー支持体に任意の色
を提供することができる。
【００２０】
　適当な染料は、また、可視化のために適切な波長の光による励起を必要とする蛍光染料
のような肉眼で視覚可能な表色染料の範囲を超えた染料を含む。蛍光染料は検出に対して
大幅に高い感度をもたらすが、このことはきわめて少量の親和性マトリックスで作業する
ときに重要である。一例は、マススペククトル法(ＭＡＬＤI)分析用の調製物において分
子プルダウン実験で使用する蛍光親和性マトリックスであろう。親和性マトリックス試料
は適用例あたり数マイクロリットルでＭＡＬＤI標的スライドに直接適用しうる。ＭＡＬ
ＤI標的上の親和性マトリックス試料の存在は、適当な波長の光に露光後蛍光により視覚
的に測定できるであろう。
【００２１】
　蛍光性分子は励起した電子状態からフォトンを発光し、吸収／励起および発光スペクト
ルにより特徴づけられる。蛍光染料は蛍光発光が短命または長命であり得、さらにストー
クスシフトおよび量子収率で特徴づけられる。フルオレスセインイソチオシアネートは、
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発光が短命な一般的に使用される蛍光マーカーを代表し、相対的に狭いストークスシフト
を有し、相対的に高い量子収率をもつ。ローダミンは別の一般的に使用される蛍光染料で
あり、フルオレスセインより長い波長で発光する。ランタニド金属キレートは、相対的に
大きなストークスシフトを有し蛍光発光が長命な一群の蛍光化合物を代表する。この蛍光
分子の重要な群は、一般に光エネルギーを転移して強い蛍光を誘導するために別の高吸収
分子を必要とする。ランタニド金属の例は、多度配位子キレートにより共通してキレート
されるテルビウムおよびユーロピウムである。蛍光性化合物の他の例は、ナフタレン類、
ピレン類、クマリン誘導体、ピリジルオキサゾール誘導体、およびルテニウム錯体である
。
【００２２】
　一般に、ポリマー支持体に付着した染料は、本質的に低いタンパク質結合能をもつ一種
(またはそれ以上)であるか、またはポリマー支持体に付着したとき低いタンパク質結合能
をもつように修飾された一種(またはそれ以上)であるか、またはそれらの組み合わせであ
る。好ましくは、親和性マトリックスは本質的に低いタンパク質結合能をもつ染料を含む
。いずれの場合にも、好ましく選択された染料(類)は親和性マトリックスによる非特異的
タンパク質結合を顕著に増加しない；そうでない場合、親和性マトリックスの強化した光
学的検出およびモニターによる利益は分子プルダウンまたは免疫沈降法中の非特異的タン
パク質結合による相殺より大きい。例えば、生理的塩類およびｐＨ条件下における天然哺
乳類細胞ライセート中に存在するタンパク質の非特異的結合に対する重量ベースの親和性
マトリックスの能力は、参照マトリックスが参照マトリックスの粒状材料のいずれにも染
料が結合していない点を除いて親和性マトリックスと実質的に同一の場合の、同じ条件下
における参照マトリックスの能力の１００倍より小さい。好ましくは、生理的塩類および
ｐＨ条件下における天然哺乳類細胞ライセート中に存在するタンパク質の非特異的結合に
対する重量ベースの親和性マトリックスの能力は、同じ条件下における参照マトリックス
の能力の５０倍より小さい。さらに好ましくは、生理的塩類およびｐＨ条件下における天
然哺乳類細胞ライセート中に存在するタンパク質の非特異的結合に対する重量ベースの親
和性マトリックスの能力は、同じ条件下における参照マトリックスの能力の１０倍より小
さい。その上さらに好ましくは、生理的塩類およびｐＨ条件下における天然哺乳類細胞ラ
イセート中に存在するタンパク質の非特異的結合に対する重量ベースの親和性マトリック
スの能力は、同じ条件下における参照マトリックスの能力の３倍より小さい。
【００２３】
　タンパク質結合性が低い染料は、好ましくはアゾ発色団、アントロキノン発色団、およ
びフタロシアニン発色団を有する染料から選択される。さらに好ましくは、ポリマー支持
体に付着したとき低いタンパク質結合能を本質的に有する代表的な染料は、レマゾールフ
ァミリーの染料、ビニルスルホンを有する染料、プロシオンファミリーの染料、モノまた
はジクロロトリアジンを有する染料、およびドリマレンファミリーの染料、モノクロロジ
フルオロピリミジミウム環を有する染料から選択しうる。適当なタンパク質結合性が低い
染料の例は、５－［(４,６－ジクロロ－１,３,５－トリアジン－２－イル) アミノ］－４
－ヒドロキシ－３－ (フェニルアゾ)－２,７－ナフタレンジスルホン酸、ジナトリウム塩
(プロシオンレッドＭＸ－５Ｂ)；プロシオンブルーＭＸ－Ｒ；レマゾ－ルバイオレットＲ
－４Ｂ；プロシオンレッドＭＸ－ＢＲＡ；５－(アセチルアミノ)－４－ヒドロキシ－３－
［［２－ヒドロキシ－４－［［２－(スルホオキシ)エチル］スルホニル］フェニル］アゾ
］－２,７－ナフタレンジスルホン酸、銅錯塩(レマゾールブリリアントバイオレット５Ｒ
)；プロシオンレッドＭＸ－ＧＢＡ；ブルーＭＸ－４ＲＤ(ネービーブルー２１)；ブルー
ＭＸ－２Ｇ(コバルトブルー２２)；ダルマファイアレッド１０；６－(アセチルアミノ)－
４－ ヒドロキシ－３－［［３－［［２－(スルホオキシ)エチル］スルホニル］フェニル
］アゾ］－２－ナフタレンスルホン酸、ジナトリウム塩(レマゾールブリリアントオレン
ジ３Ｒ、リアクティブオレンジ１６)；レマゾールブリリアントレッドＢＢ(リアクティブ
レッド２１)；プロシオンタークオイズＨ－Ａ；レマゾールブリリアントスカーレットＲ
－３Ｇ；レマゾールブリリアントオレンジＲ－ＦＮ；およびリアクティブブルー２１を含
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むが限定されるものではない。この発明で使用する好ましいタンパク質結合性が低い染料
の例は、６－(アセチルアミノ)－４－ヒドロキシ－３－［［３－［［２－(スルホオキシ)
エチル］スルホニル］フェニル］アゾ］－２－ナフタレンスルホン酸、ジナトリウム塩(
レマゾールブリリアントオレンジ３Ｒ、リアクティブオレンジ１６)、レマゾールブリリ
アントレッドＢＢ(リアクティブレッド２１)、プロシオンタークオイズＨ－Ａ、レマゾー
ルブリリアントスカーレットＲ－３Ｇ、レマゾールブリリアントオレンジＲ－ＦＮ、レマ
ゾールバイオレットＲ－４Ｂ、５－(アセチルアミノ)－４－ヒドロキシ－３－［［２－ヒ
ドロキシ－４－［［２－(スルホオキシ)エチル］スルホニル］フェニル］アゾ］－２,７
－ナフタレンジスルホン酸、銅錯塩(レマゾールブリリアントバイオレット５Ｒ)およびリ
アクティブブルー２１を含むが限定されるものではない。さらに好ましいタンパク質結合
性が低い染料の例は、６－(アセチルアミノ)－４－ヒドロキシ－３－［［３－［［２－(
スルホオキシ)エチル］スルホニル］フェニル］アゾ］－２－ナフタレンスルホン酸、ジ
ナトリウム塩(レマゾールブリリアントオレンジ３Ｒ、リアクティブオレンジ１６)、レマ
ゾールブリリアントレッドＢＢ(リアクティブレッド２１)、レマゾールブリリアントスカ
ーレットＲ－３Ｇ、レマゾールブリリアントオレンジＲ－ＦＮ、およびリアクティブブル
ー２１を含むが限定されるものではない。その上さらに好ましいタンパク質結合性が低い
染料の例は、レマゾールブリリアントレッドＢＢ(リアクティブレッド２１)および６－(
アセチルアミノ)－４－ヒドロキシ－３－［［３－［［２－(スルホオキシ)エチル］スル
ホニル］フェニル］アゾ］－２－ナフタレンスルホン酸、ジナトリウム塩(レマゾールブ
リリアントオレンジ３Ｒ、リアクティブオレンジ１６)を含むが限定されるものではない
。
【００２４】
　低いタンパク質結合性はまた染料を低いタンパク質結合能をもつように修飾することに
よっても達成しうる。これらの染料は、また、アゾ発色団、アントロキノン発色団、およ
びフタロシアニン発色団を有する染料から一般に選択しうる。また蛍光染料のような可視
スペクトル中にない染料、およびＵＶスペクトルまたはIＲスペクトルで視覚可能な染料
も使用しうる。好ましくは、染料はレマゾールファミリーの染料、ビニルスルホン反応性
基を有する染料、プロシオンファミリーの染料、モノまたはジクロロトリアジン基を有す
る染料、およびドリマレンファミリーの染料、モノクロロジフルオロピリミジミウム環を
有する染料から選択しうる。タンパク質結合性染料の例は、リアクティブブラウン１０、
およびリアクティブレッド１２０を含むが限定されるものではない。染料を低いタンパク
質結合性にする修飾は、ゼラチン吸収および架橋を含むことができる。ゼラチン吸収およ
び架橋はタンパク質結合性染料がタンパク質に結合する部位を物理的にブロックする。し
たがって、それらがタンパク質に結合する部位がゼラチンによりブロックされているため
タンパク質がほとんど染料に結合しない。ゼラチンはポリマー支持体に付着したタンパク
質結合性染料の実際のタンパク質結合部位をブロックするように作用し、架橋はブロック
しているゼラチンをポリマー支持体上にロックするように作用する。ゼラチン吸収および
架橋は、着色ポリマー支持体を水調製物中のゼラチンで飽和し、ついで１－エチル－３－
(３－ジメチルアミノプロピル)カルボジイミド塩酸塩のような適当な反応剤で架橋するこ
とにより達成することができる。この手順は共有結合で付着したリアクティブレッド１２
０をもつビーズ上のアガロースマトリックスにゼラチンを付着するのに使用された。この
手順に対する適当な修飾および別の手順の選択はすべてタンパク質結合をブロックする修
飾およびそれらが達成される手順に通じた当業界で通常の技術をもつ者によってなし得る
であろう。
【００２５】
　ポリマー支持体に付着できる染料の量は、具体的な親和性に基づく分子プルダウンおよ
び免疫沈降実験の目的物に応じてかなり変化できる。ポリマー支持体に付着できる染料量
の上限は、ポリマー支持体の機能を変更しまたは傷つける量である。下限はポリマー支持
体の光学的または可視的検出、例えば周囲光中での視感度を可能とする染料量によって規
定される。ポリマー支持体に付着する染料量を選択するための他の関係する考察は、さら
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に親和性リガンドで修飾すべき着色ポリマー支持体の能力を含む。これらの変数を評価し
具体的分子プルダウンまたは免疫沈降実験の対象物に合うようにポリマー支持体に付着す
る染料の適切な量を選択することは、当然当業界における通常の実施者の技術範囲内にあ
る。
【００２６】
　しかし、一般にポリマー支持体に付着できる染料量は染料約０.５マイクロモル／ポリ
マー支持体cm３～染料約２０マイクロモル／ポリマー支持体cm３の間である。好ましくは
、ポリマー支持体に付着される染料量は染料約１マイクロモル／ポリマー支持体cm３～染
料約６マイクロモル／ポリマー支持体cm３の間である。さらに好ましくは、ポリマー支持
体に付着される染料量は染料約２マイクロモル／ポリマー支持体cm３～染料約４マイクロ
モル／ポリマー支持体cm３の間である。
【００２７】
　ポリマー支持体は、一般に、染料の付着を可能とする付着部位を含んだ親和性に基づく
分子プルダウンまたは免疫沈降実験で親和性マトリックスとして使用できる任意のポリマ
ーである。ポリマーは、好ましくは、低い非特異的タンパク質結合性を示し、それで修飾
され得る染料および任意の親和性リガンドまたはタンパク質結合性リガンドの両者に高い
結合能力を示す。ポリマーは天然でも合成でもよい。天然または合成ポリマーは架橋され
ていてもよい。このようなポリマーは、天然アガロース、架橋アガロース、デキストラン
、架橋デキストラン、キシランアルギネート、キトサン、ビーズ化セルロース、ポリアク
リルアミド、ポリアクリレート、ポリスチレン、ポリメタクリレート、ポリカプロラクト
ン類、ポリオキシエチレン類、ポリビニル樹脂、アガロース・ポリアクリルアミドコポリ
マー類、およびデキストランポリアクリルアミドコポリマー類を含むが限定されるもので
はない。これらおよび他のポリマーの組み合わせもまた、組み合わされてポリマーが低い
非特異的タンパク質結合性および染料および親和性リガンドの両者に対する高い結合能力
という意図した特性を有する限り、この発明の範囲に含まれる。好ましいポリマーは、親
和性に基づく分子プルダウンおよび免疫沈降実験でしばしば使用されるものを含む。すな
わち、天然アガロース、架橋アガロース、ポリアクリルアミド、および架橋デキストラン
がこの発明で使用するに好ましいポリマーである。架橋アガロースはこの発明で使用する
のにより好ましい。ポリマー支持体は、目的とする親和性に基づく分子プルダウンまたは
免疫沈降用途に適切な任意の形態をとることができる。ポリマー支持体は水性溶液に可溶
性でも不溶性でもありうる。好ましくは、ポリマー支持体は水性溶液に不溶性である。多
くの親和性に基づく分子プルダウンまたは免疫沈降用途において、ポリマー支持体は粒子
またはビーズの形態である。すなわち、ポリマー支持体が粒子またはビーズの形態である
のが好ましい。
【００２８】
　一般に、親和性マトリックスは、粒子が約１,０００マイクロメートルより小さな平均
寸法をもつ粒状のポリマー支持体を含む。典型的に、粒状ポリマー支持体中の粒子は約７
００ミクロンより小さな、さらに典型的に６００ミクロンより小さい平均寸法をもつ。例
えば、ある種の用途において粒状ポリマー支持体の粒子は約４００ミクロンより小さな平
均寸法をもち、別の用途において粒子は約２００ミクロンより小さな平均寸法をもつ。
【００２９】
　天然および架橋アガロース粒子は、典型的に直径が約２０～約３００マイクロメートル
にわたる。好ましくは、天然および架橋アガロース粒子は、直径が約３０～約２５０マイ
クロメートルにわたる。さらに好ましくは、天然および架橋アガロース粒子は、直径が約
４０～約１６５マイクロメートルにわたる。ポリアクリルアミド粒子は、典型的に直径が
約２０～約２００マイクロメートルにわたる。好ましくは、ポリアクリルアミド粒子は、
直径が約３０～約１５０マイクロメートルにわたる。さらに好ましくは、ポリアクリルア
ミド粒子は、直径が約４０～約１０５マイクロメートルにわたる。デキストランおよび架
橋デキストラン粒子は、典型的に直径が約１５～約６００マイクロメートルにわたる。好
ましくは、デキストランおよび架橋デキストラン粒子は、直径が約２０～約４００マイク
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ロメートルにわたる。さらに好ましくは、デキストランおよび架橋デキストラン粒子は、
直径が約５０～約３００マイクロメートルにわたる。
【００３０】
　すなわち、この発明で使用するに適当な着色ポリマー支持体の例は、直径が約３０～約
２５０マイクロメートルにわたり、天然アガロースのcm３あたり染料約０.５～約２０マ
イクロモルを有する天然アガロース粒子である。この発明で使用するに適当な着色ポリマ
ー支持体の他の例は、直径が約３０～約１５０マイクロメートルにわたり、ポリアクリル
アミドのcm３あたり染料約０.５～約２０マイクロモルを有するポリアクリルアミド粒子
である。この発明で使用するに適当な着色ポリマー支持体の別の例は、直径が約２０～約
４００マイクロメートルにわたり、架橋デキストランのcm３あたり染料約０.５～約２０
マイクロモルを有する架橋デキストラン粒子である。
【００３１】
　この発明で使用するのに好ましい着色ポリマー支持体は、直径が約２０～約３００マイ
クロメートルにわたり、架橋アガロースのcm３あたり染料約１～約６マイクロモルを有す
る架橋アガロース粒子である。この発明で使用するのに好ましい別の着色ポリマー支持体
は、直径が約２０～約３００マイクロメートルにわたり、架橋アガロースのcm３あたり染
料約２～約４マイクロモルを有する架橋アガロース粒子である。
【００３２】
　この発明で使用するのにさらに好ましい着色ポリマー支持体は、直径が約３０～約２５
０マイクロメートルにわたり、架橋アガロースのcm３あたり染料約１～約６マイクロモル
を有する架橋アガロース粒子である。この発明で使用するのにさらに好ましい別の着色ポ
リマー支持体は、直径が約３０～約２５０マイクロメートルにわたり、架橋アガロースの
cm３あたり染料約２～約４マイクロモルを有する架橋アガロース粒子である。
【００３３】
　この発明で使用するのになおさらに好ましい着色ポリマー支持体は、直径が約４０～約
１６５マイクロメートルにわたり、架橋アガロースのcm３あたり染料約１～約６マイクロ
モルを有する架橋アガロース粒子である。この発明で使用するのに好ましい別の着色ポリ
マー支持体は、直径が約４０～約１６５マイクロメートルにわたり、架橋アガロースのcm
３あたり染料約２～約４マイクロモルを有する架橋アガロース粒子である。染料は、当業
界の技術者が入手できる任意の適当な手段によりポリマー支持体に共有結合で付着しうる
。付着は好ましくは染料上の反応性の基とポリマー支持体上の付着部位を通じて起る。ポ
リマー支持体上の付着部位は、ヒドロキシル基、アミン基、およびカルボキシル基を含む
が限定されるものではない。ポリマー上に天然に存在する付着部位のあるものまたは全部
を別の付着部位に変換することにより追加的な付着部位を作ることが可能である。例えば
、取り上げたポリマー支持体上に見られるヒドロキシル基はアミン、スルフヒドリル基ま
たはカルボン酸のような官能基に変換することができる。同様に、染料上に天然に存在す
る反応性の基のあるものまたは全部を別の反応性の基に変換することにより追加的な反応
性の基を染料上に作ることが可能である。染料は、例えばアミン基を含有するように修飾
できよう。
【００３４】
　染料は、例えば染料のあるもののトリアジン環中にある塩素原子(類)をポリマーマトリ
ックスのあるもの上にあるヒドロキシル基で置換することにより共有結合されうる。染料
はまた、染料のあるもののビニルスルホン基とポリマーのあるものにあるヒドロキシル基
を通じて付着しうる。好ましくは、染料はポリマー支持体に直接共有結合される。しかし
、好ましくはないが、染料をポリマー支持体に間接的に共有結合することも可能である。
このような間接的付着は、ポリマー支持体に染料を付着する際スペーサーまたは別の分子
の使用を含み得よう。典型的なスペーサーは、ヘキシルスペーサーのような炭化水素スペ
ーサーを含む。
【００３５】
一実施態様において、染料は当業界で知られる任意の手段によりアガロースに付着される
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。例えば、アガロースを遠心し、繰り返し洗浄し、重炭酸ナトリウム中にけんだくしうる
。ついで染料を塩化ナトリウム中に溶解し、塩／染料溶液を樹脂炭酸スラリーに添加しう
る。あわせた塩／染料溶液と樹脂／炭酸スラリーをついで１時間～数時間にわたる期間(
例えば２５℃と８０℃の間の温度で)インキュベートし、その後遠心またはろ過して上清
を除きうる。着色アガロースペレットを非結合染料が除去されるまで水で繰り返し洗浄す
る。樹脂を適当なストック緩衝液中に再けんだくする。
【００３６】
　染料は、２５℃と８０℃の間の温度で１時間～数時間にわたる期間アルカリ性条件を使
用する同様な手順を使用してもアガロースに付着しうる。アルカリ性条件は、手順中でＮ
ａＯＨを使用して供給することができる。結合後、ポリマーを水で繰り返し洗浄して非結
合染料を除く。この手順は、アガロースにある種のプロシオンおよびレマゾール染料を付
着するために使用された(Hasnaoui, M., et al., J. Chromatogr. A, 766, 49-60, 1997)
。別の染料および他のポリマーを結合するとき、付着手順に当業界の技術者に明らかな適
当な変更および調節をすることが必要となり得ることが理解される。
【００３７】
　染料を付着後、着色ポリマー支持体は、好ましくは、染料が結合していない同一ポリマ
ーがもっていたのと同様な溶解度と遠心特性および同様な密度を有する。例えばポリマー
が水性溶液に不溶の場合、好ましくは着色ポリマー支持体も水性溶液に不溶である。好ま
しくは、着色ポリマーもまた７００×Ｇ未満の遠心により水性溶液から容易に採取できる
。
【００３８】
　この発明の別の実施態様は、この発明の親和性マトリックスを使用する水性試料溶液か
らの生物分子の分離法を指向するものであり、親和性マトリックスは改善された視覚性を
もち低い非特異的タンパク質結合特性を有することを特徴とする。この興味がある生物分
子の分離法で使用する親和性マトリックスは、親和性リガンドで修飾された着色ポリマー
支持体を含みうるか、または着色ポリマー支持体と非着色親和性マトリックスの混合物を
含みうる。
【００３９】
　着色ポリマー支持体は、具体的な親和性に基づく分子プルダウン用途または免疫沈降用
途に適した親和性リガンドで修飾することができる。しばしば使用される親和性リガンド
の例は、抗体、金属キレート、グルタチオン、ストレプトアビジン、モノマー性ストレプ
トアビジン、ストレプトアビジンの修飾形のようなストレプトアビジンの結合特性をもつ
分子、アビジン、モノマー性アビジン、アビジンの修飾形のようなアビジンの結合特性を
もつ分子、ストレプトアクチン、モノマー性ストレプトアクチン、ストレプトアクチンの
修飾形のようなストレプトアクチンの結合特性をもつ分子、エキストラビジン、モノマー
性エキストラビジン、エキストラビジンの修飾形のようなエキストラビジンの結合特性を
もつ分子、ニュートラビジン、モノマー性ニュートラビジン、ニュートラビジンの修飾形
のようなニュートラビジンの結合特性をもつ分子、プロテインＡ、断片、組み合わせ、組
換え形またはプロテインＡの他の変形のようなプロテインＡの結合特性をもつ分子、プロ
テインＬ、断片、組み合わせ、組換え形またはプロテインＬの他の変形のようなプロテイ
ンＬの結合特性をもつ分子、プロテインＧ、断片、組み合わせ、組換え形またはプロテイ
ンＧの他の変形のようなプロテインＧの結合特性をもつ分子、プロテインＡ／Ｇ、断片、
組み合わせ、組換え形またはプロテインＡ／Ｇの他の変形のようなプロテインＡ／Ｇの結
合特性をもつ分子、プロテインＬ／Ａ、断片、組み合わせ、組換え形またはプロテインＬ
／Ａの他の変形のようなプロテインＬ／Ａの結合特性をもつ分子、カルモジュリン、カル
モジュリンの結合特性をもつ分子、ビオチン、およびビオチンの結合特性をもつ分子を含
む。
【００４０】
　親和性マトリックスは同等な非着色親和性マトリックスがもつのと同様な遠心および溶
解特性をもち、興味がある生物分子の分離、精製、および分析に異なって機能しないので
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、親和性リガンドで修飾された後の親和性マトリックスはすべての型の親和性に基づく分
子プルダウンまたは免疫沈降法に使用するに適する。親和性リガンドで着色ポリマー支持
体を修飾できる方法は当業界で技術をもつものに周知である。
【００４１】
　この発明の親和性マトリックスは、均等な非着色親和性マトリックスと同様な遠心およ
び溶解特性をもち興味がある生物分子の分離および精製に全く異なって機能しないので、
標準的な親和性に基づく分子プルダウン法に対する特別な調節は必要がない。しかし、親
和性に基づく分子プルダウン実験(親和性捕獲)の手順は、マトリックスに固定された親和
性リガンドの性質およびその標的生物分子に応じて変化する。当業界において通常の技術
をもつものは、親和性に基づく分子プルダウン実験の種々の手順に充分通じている。親和
性に基づく分子プルダウンの手順は下記の基本的工程をもつ。付着した親和性リガンドを
有する親和性マトリックスを、興味がある生物分子を含む水性溶液とインキュベートする
。相互作用の強度および持続期間を含む親和性相互作用の性質は、具体的実験または手順
の対象に応じて広範に変化できる。すなわち、親和性リガンドと興味がある生物分子間の
親和性相互作用は、一過性または親和性リガンドと興味がある生物分子間で特定の複合体
を形成するに充分な期間であることができる。複合体が形成されるそれらの実験および手
順において、複合体が付着した親和性マトリックスは遠心により水性溶液から分離される
。ついで、上清を吸引し複合体を洗浄することにより、非結合タンパク質を除去する。溶
解緩衝液のような溶液ですすぎ吸引によりライセートと洗浄緩衝液を除去することにより
、粒子を洗浄することができる。複合体を水性溶液から分離するためにろ過も使用しうる
。ついで、興味がある生物分子を複合体から取り外すことができ、または複合体の残りの
部分が親和性マトリックスに付着したまま活性を分析することができる。複合体から取り
外した場合、生物分子は物理的、化学的、または機能的分析に付することができる。例え
ば、ついで生物分子の分子量をＳＤＳ／ＰＡＧＥにより決定でき、または非結合生物分子
について酵素アッセイを行うことができる。
【００４２】
　免疫沈降は、親和性に基づく分子プルダウン方法の１種である。免疫沈降の基本的な操
作は、抗原溶液の調製、抗体－抗原複合体の形成および精製を含む。抗体－抗原複合体は
ライセートに特異的抗体を添加することによって形成される。各抗原に対する抗体の親和
性は、抗体－抗原複合体を迅速に形成させる。親和性ビーズ懸濁液、例えば、プロテイン
ＡまたはプロテインＧ懸濁液は、ついで、複合体を精製するために抗体－抗原複合体を含
有する水性溶液に添加される。 抗体のＦc部のプロテインＡおよびプロテインＧによって
与えられる高親和性は複合体の精製を容易にする。複合体が、プロテインＡ／Ｇ－抗体相
互作用によってポリマー支持体の粒子に結合した後、粒子が遠心分離によって水性溶液か
ら分離される。ついで、非結合プロテインが上清液を吸引し、洗浄することによって除去
される。洗液は吸引して除く。濾過を親和性マトリックスの粒子を水性溶液から分離する
ために用いることができる。ついで、当生体分子は複合体から除去するか、またはポリマ
ー支持体に結合した複合体の一部の活性を分析することができる。ハーロウ(Harlow、上
掲、ここに引用して明細書の記載とする)は免疫沈降実験に適当な条件を記載している。
標準的な免疫沈降方法に特別な調節は必要でなく、なぜなら、着色親和性マトリックスは
同じポリマーの非－着色親和性マトリックスと同様の沈降および溶解特性を持っているか
らであり、当生体分子の分離および精製において異なって機能しないからである。しかし
、非－着色親和性マトリックスとは反対に、着色親和性マトリックスは免疫沈降方法の種
々の手順中可視化される。
【００４３】
　着色親和性マトリックスの存在のために、親和性に基づく分子プルダウンおよび免疫沈
降の方法に変更はないから、両方の方法において下記の一般的な工程が行われる。当生体
分子の精製および分離の親和性に基づく分子プルダウン方法の第１工程は、当生体分子を
含有する当水性溶液を、改善された視感度および低非－特異的タンパク質結合特性を有す
る着色親和性マトリックスと混合する。混合は着色親和性マトリックスを生体分子を含有
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する水性溶液に添加して行うことができる。好ましくは、混合は生体分子を含有する水性
溶液を着色親和性マトリックスに添加することによって行う。
【００４４】
　当生体分子を含有する水性溶液は、典型的にはライセート、ライセート画分、または、
精製または未精製のタンパク質または他の生体分子または修飾された生体分子を含有する
緩衝液であるが、他の生体分子を含有する水性溶液も用いることができる。生体分子は、
天然由来または合成起源のものであってよく、またはなんらかの方法で修飾された天然由
来または合成起源の生体分子であってもよい。当天然由来の生体分子には、これに限定さ
れるものではないが、ペプチド、ポリペプチド、種々のタンパク質、グリコプロテイン、
酵素、ヌクレオチド、ポリヌクレオチド、ＤＮＡまたはＲＮＡなどの核酸ポリマー、炭水
化物、脂質、およびタンパク質を含有する複合体が含まれる。合成生体分子の例としては
、これに限定されるものではないが、合成ペプチド、合成ポリペプチド、種々の合成タン
パク質、合成グリコプロテイン、合成ヌクレオチド、合成ポリヌクレオチド、ＤＮＡまた
はＲＮＡなどの合成核酸ポリマー、合成酵素、合成炭水化物、合成脂質、およびタンパク
質を含有する合成複合体が挙げられる。修飾生体分子の例は、これに限定されるものでは
ないが、酵素切断などの方法によって修飾されるかまたは、ビオチニル化またはアミノ酸
エピトープタグなどの合成タグを有する、天然由来または合成の生体分子を含む。溶液は
これらの生体分子の混合物を含有していてもよい。
【００４５】
　この方法の第２工程は、着色親和性マトリックスの水性溶液からの分離を含む。着色親
和性マトリックスは、典型的には水性溶液遠心分離および上清液の吸引によって分離され
る。しかし、具体的な実験に依存して、濾過または他の適当な方法を採用してマトリック
スを水性溶液から分離することができる。遠心分離は典型的には8,000 x g、３０秒また
はそれ以下で行われる。しかし、免疫沈降および親和性に基づく分子プルダウン実験に適
した遠心分離はかなり変更することができる。すなわち、免疫沈降および親和性に基づく
分子プルダウン実験の種類および実験者の好みによって、より遅い速度の遠心分離を長期
間にわたって採用することができる。同じく、短期間の場合はより早い遠心分離を採用す
ることができる。
【００４６】
　非結合生体分子は、着色親和性マトリックスから着色親和性マトリックスを洗浄するこ
とによって除くことができる。洗液は吸引して除去する。光学的検出のために、着色親和
性マトリックスは、洗浄および吸引工程中光学的にモニターされる。好ましくは、光学的
モニターは周囲光中で操作者の視覚によって行われる。しかし、光学的モニターは器具ま
たは装置によってもまた、さらに自動でも行うことができる。すなわち、操作者は、洗浄
工程中に、着色親和性マトリックスの位置を可視的に確認することができる。吸引によっ
て着色親和性マトリックスの粒子を誤って除去する可能性はない。マトリックスの光学的
モニターが可能なことはこの方法の信頼性を増大させ、量的な可変性を減少させる。
【００４７】
　実験の目的に依存して、首尾よい実験では、親和性相互作用によって着色親和性マトリ
ックスに結合した当生体分子を得ることができる。当生体分子の精製および分離方法の追
加の工程によって、結合生体分子が放出または処理され、その後の物理的、化学的または
機能的分析が可能になる。物理的分析の例には、ＳＤＳ／ＰＡＧＥによる分子量測定が含
まれる。生化学的分析は翻訳後修飾を含み、機能的分析には、例えば酵素試験が含まれる
。
【００４８】
　当生体分子の精製および分離の親和性に基づく分子プルダウン方法に用いられる着色親
和性マトリックスは、親和性リガンドで修飾された本発明の着色ポリマー支持体を含むか
、または本発明の着色ポリマー支持体および非着色親和性マトリックスの混合物を含むこ
とができる。この混合物は着色ポリマー支持体と非－着色親和性マトリックスを結合させ
て製造される。
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【００４９】
　着色ポリマー支持体および非－着色親和性マトリックスの密度、溶解度および遠心分離
性を、着色親和性マトリックスが、従来の非－着色マトリックスに対して改善された光学
的検出性を示すようにする。好ましくは、本発明の着色ポリマー支持体は、それが結合さ
れる非－着色親和性マトリックスと、実質的に同様の遠心分離および溶解特性、および同
じ密度を有する。それらが同様の特性および密度を有するとき、着色ポリマー支持体は、
非－着色親和性マトリックスに実質的に均一に分散される傾向にあり、均一な色を示し、
具体的実施において、周囲光で操作者の目に見えるか、または光学検出器によって光学的
に可視化され得る。均一な分散とは、着色ポリマー支持体が、混合後にむらなく非－着色
親和性マトリックス内に分散され、着色親和性マトリックスの外見がマトリックスの特定
の領域に色の濃淡がなくむらのないかつ均一な色であることを意味する。非－着色親和性
マトリックス内の着色ポリマー支持体のこの分散は、遠心分離後も均一なままである。さ
らに、着色ポリマー支持体は、変化しないか、または、当分子の分離および精製における
非－着色親和性マトリックスの機能を助ける。
【００５０】
　一般に、着色ポリマー支持体および非着色ポリマー支持体は、同じ種類および同じ大き
さのポリマーで調製されるのが好ましい。それらが遠心分離特性、溶解度および密度の項
目で十分類似していれば、着色および非－着色ポリマー支持体は異なるポリマーの種類ま
たは粒子の大きさを含むことができる。同様に、着色ポリマー支持体および非－着色ポリ
マー支持体はそれぞれポリマー支持体の１つまたはそれ以上の種類または大きさを含むこ
とができる。
【００５１】
　親和性マトリックスは、ポリマー支持体の表面に広範な種類の親和性リガンドを含むこ
とができる。例えば、親和性リガンドは分子の結合ペアのいずれであってもよく(それぞ
れが特定の結合ペアの構成員である)、天然由来または合成して製造される。分子ペアの
一方は、その表面上に、他方の分子の特定の空間的および極性組織と特異的に結合する領
域または空洞をもち、従って、相補的であると定義され、そのペアは互いに特異的に結合
する性質がある。特異的結合ペアの種類の例は、抗原－抗体、ビオチン－アビジン、ホル
モン－ホルモン受容体、受容体－リガンド、酵素－基質およびIgＧ－プロテインＡである
。
【００５２】
　本発明の１つの態様において、ポリマー支持体は、アガロースおよびアガロースの表面
に結合されているのは、プロテインＡ(「プロテインＡアガロース」)またはプロテインＡ
アガロースに匹敵する結合特性を有するその誘導体もしくは類似体、プロテインＧ(「プ
ロテインＧアガロース」)、またはプロテインＧアガロースに匹敵する結合特性を有する
その誘導体もしくは類似体、アガロースＬ(「プロテインＬアガロース」)、プロテインＬ
アガロースに匹敵する結合特性を有するその誘導体もしくは類似体、およびそれらの組合
せ、例えば、プロテインＡ／Ｇアガロース、またはプロテインＡ／Ｇの結合特性を有する
分子で修飾されたアガロース、およびプロテインＬ／Ａアガロース、またはプロテインＬ
／Ａの結合特性を有する分子で修飾されたアガロースである。
【００５３】
　他の具体例において、ポリマー支持体に結合されているのは、融合タンパク質のペプチ
ドタグまたは、タンパク質の構成員と共有することができるタンパク質内のエピトープに
特異的である抗体である。マトリックスに結合し得る抗体の例には、アミノ酸配列ＤＹＫ
ＤＤＤＤＫの少なくとも一部に対して特異性を有する抗体(シグマ－アルドリッチ社製ant
i－FLAG(登録商標)抗体)に限定されるものではなく、抗－ポリヒスチジン、抗－グルタチ
オン－Ｓ－トランスフェラーゼ、抗－ｍｙｃ－タグ、抗－Ａｖi－タグ、抗－ＨＡ、抗－
緑色蛍光タンパク質、抗－ベータ・ガラクトシダーゼ、抗－チオレドキシン、抗－マルト
ース結合タンパク質、抗－セルロース結合ドメイン、抗－ＶＳＶグリコプロテイン、およ
び抗－ルシフェラーゼが含まれる。
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【００５４】
　別の具体例において、ポリマー支持体に結合された親和性リガンドは、抗体ペアの構成
員以外である。例えば、このような親和性リガンドには、ストレプトアビジン、単量体ス
トレプトアビジン、ストレプトアビジンの結合特性を有する分子、アビジン、単量体アビ
ジン、アビジンの結合特性を有する分子、ストレプトアクチン、単量体ストレプトアクチ
ン、ストレプトアクチンの結合特性を有する分子、エクストラビジン、単量体エクストラ
ビジン、エクストラアビジンの結合特性を有する分子、ニュートラビジン、単量体ニュー
トラビジン、ニュートラビジンの結合特性を有する分子、カルモデュリン、カルモデュリ
ンの結合特性を有する分子、ビオチン、ビオチンの結合特性を有する分子、グルタチオン
および金属キレートが含まれる。
【００５５】
　着色ポリマー支持体は、適当な方法によって非－着色親和性マトリックスと結合させる
ことができる。着色ポリマー支持体は、非－着色親和性マトリックスと、例えば、各マト
リックスをスラリーとしてピペットでとり、混合することができる。すなわち、もし、10
%の着色ポリマー支持体を含有する着色親和性マトリックスを製造したいならば、50%のス
ラリーとして9部の非－着色親和性マトリックスの当量を管にピペットでとり、ついで、5
0%のスラリーとして1部の着色ポリマー支持体の当量を同じ管にピペットでとる。ついで
スラリーを混合し、均一な懸濁液を得る。各部は容量または重量で測定する。
【００５６】
　スラリーはまた、濾過、計量され、ついで手作業で混合され、着色親和性マトリックス
が得られる。すなわち、10%の着色ポリマー支持体を含有する着色親和性マトリックスを
得たいならば、下記の方法を採用することができる。非－着色親和性マトリックスのスラ
リーおよび着色ポリマー支持体スラリーをそれぞれ濾紙を用いて別々に濾過する。着色ポ
リマー支持体1 部(重量)の当量を測定し、同じ方法で得られた9 部(重量)の非－着色親和
性マトリックスの当量を一緒にする。一緒にした着色ポリマー支持体および非－着色親和
性マトリックスをついで適当な緩衝液に再懸濁させ、得られたスラリーを手作業で混合し
、着色親和性マトリックスを得ることができる。適当な方法の選択および条件は当分野の
従事者の技術範囲内に十分含まれる。
【００５７】
　着色親和性マトリックス内の着色ポリマー支持体の量は、かなりの範囲で変えることが
でき、下記の３つの基準によって選択することができる。
【００５８】
　着色親和性マトリックスは、所望により検出可能であり、非－着色親和性マトリックス
の非特異的タンパク質結合に匹敵する非特異的タンパク質結合を示す。さらに、着色親和
性マトリックスは、非－着色親和性マトリックスに匹敵する特異的生体分子結合を示す。
所望により、検出可能とは、親和性マトリックスが、所望により機械的に、または操作者
もしくは観察者による視角によるかのいずれかで検出され得ることをいう。着色親和性マ
トリックスは、この方法の種々の操作中に所望により検出される。非－特異的タンパク質
結合に匹敵するとは、着色親和性マトリックスが、非－着色親和性マトリックスより以上
に、有意に非－特異的タンパク質結合を示さないことを意味する。有意により大きい非－
特異的タンパク質結合は、生体分子を標的とするその後の分析を妨害する量である。これ
は操作者の具体的な適用によって変化する。特異的生体分子結合に匹敵するとは、着色親
和性マトリックスが、非－着色親和性マトリックスの免疫試験または分子プルダウン方法
における当生体分子に対する親和性または結合能力と、類似の親和性または結合能力を有
することをいう。
【００５９】
　すなわち、特定の分子プルダウンまたは免疫沈降実験で用いられる、着色親和性マトリ
ックス中の着色ポリマー支持体の量は、約1%(容量)～約95%(容量)の範囲で変えることが
できる。好ましくは、着色親和性マトリックス中の着色ポリマー支持体の量は、約2%(容
量)～約50%(容量)である。より好ましくは、着色親和性マトリックス中の着色ポリマー支
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持体の量は、約2%(容量)～約10%(容量)である。しかし、多くの変数が非－着色親和性マ
トリックスに添加されるべき着色ポリマー支持体の適当な量の決定に関与しており、これ
は当業者になじみのあるものである。この変数の１つは、着色ポリマー支持体中に用いら
れる染料の種類であり、周囲光中でのその色の強度である。すなわち、例えば、レマゾー
ル・イエローGLなどの黄色の染料はレマゾールブリリアント・レッドBBと同じ色強度では
なく、周囲光で十分な視感度を得るために、レマゾールイエロー GL着色ポリマーはより
高い％を必要とする。別の変数には、分子プルダウン技術の種類が含まれる：ある種の親
和性リガンドの機能は、ポリマー支持体中の染料分子の存在により敏感な場合があり、よ
り低い％の着色ポリマー支持体を用いて、当生体分子に対する着色親和性マトリックスの
親和性および当生体分子の結合に影響を与えないようにすることができる。
【００６０】
　本発明の着色親和性マトリックスはまた、特定の分子プルダウンまたは免疫沈降実験を
確認するための手段として有用である；２つの異なる分子プルダウンまたは免疫沈降実験
を実験に採用されている親和性マトリックスの色によって区別することができる。すなわ
ち、着色親和性マトリックスはまた、複数の実験の操作者を援助することができる。さら
に、親和性に基づく分子プルダウンまたは免疫沈降実験においてこの明細書に記載された
種類の着色親和性マトリックスの使用は、実験中の親和性マトリックスの位置を可視化お
よびモニターし得る能力をもたらす。この方法中で親和性マトリックスの位置を可視化ま
たはモニターし得るこの能力は、親和性に基づく分子プルダウンまたは免疫沈降実験に関
連する種々の手作業を、操作者にとってより容易にし、操作の間違いを減らすのに役立つ
。現在の親和性に基づく分子プルダウンまたは免疫沈降技術に対するこの改善は、一般に
これらの強力な技術の信頼性を大きく増大する。下記の実施例は本発明を具体的に説明す
るものであって限定するものではない。
【００６１】
　実施例１
　着色が差異のおよび非－着色のマトリックスの適合性の比較
　着色が差異のおよび非－着色のマトリックスを混合し、続いて遠心分離しそして得られ
たマトリックスペレットを目視観察することによって比較した。
【００６２】
　セファロースＣＬ－４Ｂアガロース(非－着色)およびリアクティブ・レッド(Reactive 
Red)１２０アガロース(シグマ社製品番号R9129；赤色)を膨潤し、標準的な方法によって
洗浄して平衡とし、そして２０％エタノール含有のトリス緩衝生理食塩水(ＴＢＳ)中の５
０％ゲルスラリーとして保存した。リアクティブ・レッド１２０アガロースを、０％、５
％、１０％、２５％、５０％、１００％の非－着色アガロースに加え、微量遠心機管(１.
５ｍＬ)中で混合し、そして標準的な微量遠心機中で３０秒間遠心分離(８,０００×ｇ)し
た。
【００６３】
　得られたペレットを、マトリックスペレット中での着色の分布の均一性についておよび
全着色の総強度について、周囲光で注意深く目視観察した。全てのペレットが均一な着色
(これは、マトリックスペレット全般にわたって一様に分布することである)を示し、この
ことはリアクティブ・レッド１２０アガロースの密度および遠心分離の性質が非－着色ア
ガロースのものに匹敵することを示す。リアクティブ・レッド・アガロースを含有するペ
レットの可視強度は、１００％リアクティブ・レッド１２０アガロースの場合の暗赤色か
ら５％混合物の場合の淡赤色／桃色にまで広範にわたり、そして非－着色アガロースのみ
の場合よりも可視であった。１０％リアクティブ・レッド１２０アガロース混合物は容易
に可視であり、そして最少限度に希釈した非－着色アガロースマトリックス(これは、実
在の親和性捕獲アガロース接合体を模倣する)を用いた場合に所望する視感度を有した。
【００６４】
　本実験により、非－着色アガロースと混合した着色アガロースは所望の遠心分離の性質
を有しており、これにより遠心分離後に、容易に可視化である均一に着色したポリマー支
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持体のペレットを与えることを示した。
【００６５】
　実施例２
　タンパク質によるブロックおよび架橋
　公知のタンパク質製品を用いてマトリックスビーズを飽和とし且つタンパク質をアガロ
ースビーズ上に架橋させることにより、染料のタンパク質結合部位を遮蔽し、従って着色
性アガロースマトリックスと結合することができるであろう非特異的なライセートタンパ
ク質の量が減少するかどうかを調べた。
【００６６】
　リアクティブ・レッド１２０アガロース親和性樹脂の５０％懸濁液(シグマ製品番号R05
03)(２.４ｍL、１.２ｍＬのパックド(packed)ゲル)を、各６管中に分配し、そして卓上用
遠心機中、室温で５分間遠心分離(２５００×ｇ)した。懸濁液を注意深く吸引した。各管
ヘ水(９ｍＬ)を加え、混合しそして上記の通り遠心分離することによって、樹脂ペレット
を洗浄した。洗液の上清を吸引した。ペレットを同じ方法によって２回以上洗浄した。種
々の被験用タンパク質溶液を以下に示す通り、ペレットに加えた。
　管Ａ　水中、５ｍｇ／ｍＬのアルブミン溶液(４ｍＬ)。
　管Ｂ　４Ｍ　ＮａＣｌ中、２０ｍｇ／ｍＬのアルブミン溶液(４ｍＬ)。
　管Ｃ　水中、２０ｍｇ／ｍＬのゼラチン(４ｍＬ)。
　管Ｄ　水中、２０ｍｇ／ｍＬのカゼイン加水分解物(４ｍＬ)。
　管Ｅ　水中、４０ｍｇ／ｍＬのゼラチン加水分解物(４ｍＬ)。
　管Ｆ　タンパク質混合物(５ｍｇ／ｍＬのアルブミン溶液(１ｍＬ)、２０ｍｇ／ｍＬの
ゼラチン(１ｍＬ)、２０ｍｇ／ｍＬのカゼイン加水分解物(１ｍＬ)および４０ｍｇ／ｍＬ
のゼラチン加水分解物(１ｍＬ))(４ｍＬ)。
【００６７】
　混合し、管を静かに回転させて混和しながら、４℃で１時間、インキュベートした。次
いで、管を上記の通り遠心分離して樹脂ペレットを集めた。上清を吸引することによって
とり出し、そしてペレットを上記の通り、１回の洗浄につき水(９ｍＬ)で３回洗浄した。
最終的な洗液の上清の吸引後に、各々に水(１.２ｍＬ)を加えることによって、ペレット
を各々５０％懸濁液とした(各管当たりの総容量は２.４ｍＬ)。混合した後に、その後の
分析のために、０.２ｍＬを各々からとり出した。
【００６８】
　次いで、０.１Ｍ　ＥＤＡＣ(１－エチル－３－(３－ジメチルアミノプロピル)カルボジ
イミド塩酸；シグマ製品番号E1769)中での架橋を行なって、吸収されるブロック用タンパ
ク質を樹脂上にロックした。各樹脂管のｐＨを、小滴の０.１Ｍ　ＨＣｌを用いてｐＨ約
５.４～５.７に調節した。懸濁した樹脂(管当たり２.２ｍＬ)の各管に、ＥＤＡＣの新し
いストック水溶液(０.４７ｍｇ／μＬの８９.８μＬ)を加えた。静かに回転式混合しなが
ら、管を室温で混合し、インキュベートした。反応の最初の２時間中３０分毎に、ｐＨを
約５.０～５.７に再調節した。次いで、反応を終夜(約１６～１８時間)続けた。反応を停
止させるために、管を室温で５分間遠心分離(２５００×ｇ)した。懸濁液を吸引した後に
、ペレットを上記の通り、１回の洗浄につき水(８ｍＬ)で洗浄した。最終的な洗液の上清
の吸引後に、各々に２０％エタノール含有のトリス緩衝生理食塩水(１ｍＬ)を加えること
によって、ペレットを５０％スラリーとして懸濁し、そしてスラリーを保存のために４Ｅ
Ｃに置いた。各５０％樹脂懸濁液(５０μＬのパックドゲル)(１００μＬ)を、以下の擬似
免疫沈降プロトコールに記載する通り、哺乳動物組織培養細胞ライセートと結合した非特
異的なバックグラウンドタンパク質の量について直接に調べた。
【００６９】
擬似免疫沈降プロトコール
　１.マイクロチューブ(１.５ｍＬ)中でアガロースビーズ混合物を調製して、非－着色ア
ガロースとの１０％染色アガロース混合物の管当たり５０μＬのパックドゲルを得る。染
色アガロースの５０％スラリー(１０μＬ)を非－着色アガロースの５０％スラリー(９０
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μＬ)中に加え、渦巻き、そして氷上にセットする。
　２.アガロースビーズをＲIＰＡ溶解緩衝液(５０ｍＭ　トリスＨＣｌ、ｐＨ　８.０、１
５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１％　ＮＰ－４０、０.５％　ＤＯＣ、０.１％　ＳＤＳ)中で洗浄
し／平衡とする：各管にＲIＰＡ緩衝液(７５０μＬ)を加え、渦巻き、そして微量遠心機
中で３０秒間遠心分離(８,０００×ｇ)する。上清を注意深く吸引し(または、マイクロピ
ペットを用いて取り出す)、そしてビーズペレットを有する管を氷上にセットする。上記
の通り、洗浄を繰り返す。最終的なペレットを氷上にセットする。
　３.細胞ライセート(１００ｍｍ組織培養プレート由来の新しい集密の組織培養セルライ
ンのＲIＰＡライセート(１ｍＬ))を解凍し、そして氷上にセットする。存在するならば、
変性ＤＮＡ凝集物をピペットを用いて除く。各ライセートをマイクロチューブに移し、低
温室(４℃)内の微量遠心機中で１０分間遠心分離(８,０００×ｇ)して、細胞デブリおよ
び不溶性の変性タンパク質をペレットする。透明な上清をとり出しそして氷上の管中で合
わせる。
　４.合わせたライセートを混合し、そして１ｍＬを各々の洗浄したアガロースビーズ管
に氷上で加える。簡単に渦巻き、低温室内に置いてインキュベートし、回転ホイール(whe
eling)を用いてゆっくりと１時間混合する。
　５.微量遠心機中で３０秒間遠心分離(８,０００×ｇ)する。氷上にセットする。上清を
注意深く吸引し(または、マイクロピペットを用いてとり出す)、そしてビーズペレットを
有する管を氷上にセットする。
　６.各管にＲIＰＡ(７５０μＬ)を加えることによって、ビーズペレットを洗浄する。簡
単に渦巻き、低温室内に置き、インキュベートし、回転ホイールを用いてゆっくりと５分
間混合する。低温室(４℃)内の微量遠心機中で３０秒間遠心分離(８,０００×ｇ)する。
上清を注意深く吸引し(または、マイクロピペットを用いてとり出す)、そしてビーズペレ
ットを有する管を氷上にセットする。
　７.工程６と同様に、２回以上洗浄を繰り返す。
　８.各管にＲIＰＡ緩衝液(２５μＬ)を加え、簡単に渦巻き、次いで２×層状(Laemmli)
タンパク質ゲル試料緩衝液(２５μＬ)を加える。簡単に渦巻く。直ぐに使用しない場合に
は、保存のために試料を凍結する。
　９.試料を５分間沸騰させ、微量遠心管中で３０秒間遠心分離(８,０００×ｇ)して、ア
ガロースをペレットする。各上清および分子量標準物質の１０μＬを変性ＳＤＳ／ＰＡＧ
Ｅゲル上で実験する。
　１０.コロイドのブルーおよび／またはシルバー染料を用いて染色して、タンパク質バ
ンドを可視化する。考証および／または定量化のために写真撮影または走査型撮影を行な
う。
【００７０】
　結果：
　テューブＡ樹脂(アルブミンでブロック)の場合には、アルブミンはリアクティブ・レッ
ド１２０アガロース樹脂と結合したり、架橋した；非特異的なライセートタンパク質との
結合は７０～８０％だけ減少した。
【００７１】
　管Ｂ樹脂(４Ｍ　ＮａＣｌ中のアルブミンでブロック)の場合には、アルブミンはリアク
ティブ・レッド１２０樹脂と結合しなかった；非特異的なライセートタンパク質との結合
は、減少しなかった。
【００７２】
　管Ｃ樹脂(ゼラチンでブロック)の場合には、ゼラチンはリアクティブ・レッド１２０ア
ガロース樹脂と十分に結合したり、十分に架橋した；非特異的なライセートタンパク質と
の結合は、９０～９８％だけ減少した。
【００７３】
　管Ｄ樹脂(カゼイン加水分解物でブロック)の場合には、カゼイン加水分解物はリアクテ
ィブ・レッド１２０アガロース樹脂と結合しなかった；非特異的なライセートタンパク質
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との結合は、減少しなかった。
【００７４】
　管Ｅ樹脂(ゼラチン加水分解物でブロック)の場合には、ゼラチン加水分解物はリアクテ
ィブ・レッド１２０アガロース樹脂と結合しなかった；非特異的なライセートタンパク質
との結合は、減少しなかった。
【００７５】
　管Ｆ樹脂(アルブミン、ゼラチン、カゼイン加水分解物、ゼラチン加水分解物の混合物
でブロック)の場合には、混合物はリアクティブ・レッド１２０アガロース樹脂と一部結
合したり、架橋した；非特異的なライセートタンパク質との結合は、８０～９０％だけ減
少した。
【００７６】
　管Ｃ樹脂(ブロックされたゼラチン)について使用する条件は、本方法を用いた非特異的
なライセートタンパク質との結合を減少させるための最適な性能を与え、そして免疫沈降
法および他の分子プルダウン法において十分に実施することができると合理的に想定する
ことができる。
【００７７】
　実施例３
　種々の染料とのアガロース樹脂接合体の非特異的なタンパク質との結合
　タンパク質との結合能力について、親和性クロマトグラフィー樹脂を得るのに潜在的に
有用である染料をスクリーニングした学術的な文献を参照して、いくつかの染料を選択し
た。染料の多数が、タンパク質と結合する能力が乏しいために、その利用に不適当である
ことが分かった。これらの染料のいくつかとのアガロース樹脂接合体を調製し、そして非
特異的なタンパク質との結合についてそれらを調べた。
【００７８】
　プロシオン・レッド(Procion Red)ＭＸ－Ｂ５(アルドリッチ社製品番号404365)および
レマゾール・ブリリアント・オレンジ(Remazol Brilliant Orange)３Ｒ(アルドリッチ社
製品番号306509)は、ライセートタンパク質との乏しい結合(Scopes, R. K., J. Chromato
grによる376, 131-140, 1986)およびIｇＧタンパク質との乏しい結合(Hasnaoui, M.らに
よるJ. Chromatogr. A, 766, 49-60, 1997)が報告されている染料の１つである。これら
の染料を用いたアガロースの染色を、Hasnaoui, M.らによるJ. Chromatogr. A, 766, 49-
60, 1997における染料固定化方法によって実施した。
【００７９】
　各々の固定化反応のために、セファロースＣＬ－４Ｂアガロース(１ｍＬのパックドゲ
ル)の５０％スラリー(２ｍＬ)を、卓上用遠心機中、室温で５分間遠心分離(２５００×ｇ
)し、そして上清を吸引することによってとり出した。アガロース樹脂ペレットを、各々
３回水洗(１０ｍＬ)した。各々の洗浄のために、水を加えた後に、管を混合し、上記の通
り２.５分間遠心分離し、そして上清を吸引によって注意深くとり出した。
【００８０】
　洗浄したアガロース樹脂ペレットを、固定化溶液(２％ＮａＣｌを含有する２００ｍＭ
　ＮａＯＨ)(１０ｍＬ)中で３回洗浄することによって平衡とした。各々の洗浄のために
、固定化溶液を加えた後に管を混合し、上記の通り２.５分間遠心分離し、そして上清を
吸引によって注意深くとり出した。
【００８１】
　プロシオン・レッドＭＸ－Ｂ５またはレマゾール・ブリリアント・オレンジ３Ｒ染料(
２１ｍｇ)の固定化溶液(２ｍＬ)を、平衡としたアガロースペレットに加え、混合し、そ
して静かな回転によって絶えず混合しながら６０℃の湯浴中で１時間インキュベートした
。
【００８２】
　反応を停止させ、洗液の上清が完全に透明で無色になるまで、１回の洗浄につき水(１
０ｍＬ)で連続して洗浄することによって、非結合染料を除去した。最終的な洗液の上清



(25) JP 4291572 B2 2009.7.8

10

20

30

40

50

をとり出した後に、着色アガロースペレットを２０％エタノール含有のトリス緩衝生理食
塩水(１ｍＬ)中に懸濁させて５０％スラリーを得て、このものを使用するまで４℃で保存
した。
【００８３】
　実施例２の擬似免疫沈降プロトコールに記載する通り、哺乳動物組織培養細胞ライセー
トと結合した非特異的なバックグラウンドタンパク質の量について、各５０％樹脂懸濁液
(５０μＬのパックドゲル)(１００μＬ)を直接に調べるか、または１０％で非－着色アガ
ロースと混合したものを調べた。
【００８４】
　結果：
　１００％プロシオン・レッドＭＸ－５Ｂアガロースは、非特異的なバックグラウンドタ
ンパク質との結合がコントロールのリアクティブ・レッド１２０アガロースと比較して７
０～８０％だけ減少し、そしてゼラチンでブロックされ且つＥＤＡＣを用いて架橋された
リアクティブ・レッド１２０アガロース(実施例２を参照)の場合に匹敵することを示した
。１００％レマゾール・ブリリアント・オレンジ３Ｒアガロースは、非特異的なバックグ
ラウンドタンパク質との結合がコントロールのリアクティブ・レッド１２０アガロースと
比較して＞９５％だけ減少することを示した。アガロース中の１０％混合物として使用す
る場合には、レマゾール・ブリリアント・オレンジ３Ｒアガロースはなお全く可視である
が、非特異的なバックグラウンドタンパク質との結合においては有意な差異は全く示さず
、そして非－着色アガロースのみ(１００％セファロースＣＬ４Ｂ)の場合に匹敵した。
【００８５】
　上記の方法は、本発明に必要とされる所望の視感度、遠心分離および非常に低いタンパ
ク質結合能力の性質を有する可視アガロース樹脂を製造することができたことを示した。
【００８６】
　実施例４
　炭酸塩を用いる反応性染料とアガロースとのカップリング反応
　染料とアガロースとのカップリング反応の別方法は、炭酸塩中でカップリング反応を実
施することを含む。各カップリング反応について、セファロースＣＬ－４Ｂアガロース(
１.７５ｍＬのパックドゲル)の５０％スラリー(３.５ｍＬ)を管に分配し、そしてこれら
を卓上用遠心機中、室温で５分間遠心分離(２５００×ｇ)した。各上清を吸引によってと
り出した。アガロース樹脂ペレットを各々、実施例２に記載する通り、３回水洗(１０ｍ
Ｌ)し、そして最終的な洗液の上清を吸引によってとり出した。アガロース樹脂ペレット
を各々、０.４Ｍ炭酸ナトリウム(Ｎａ２ＣＯ３)の０.５パックドゲル容量(０.８５ｍＬ)
中に懸濁した。
【００８７】
　プロシオン・レッドＭＸ－Ｂ５(アルドリッチ社製品番号404365)およびレマゾール・ブ
リリアント・オレンジ３Ｒ(アルドリッチ社製品番号306509)を各々、２０ｍｇ／ｍＬパッ
クドゲルで秤量(各々３５ｍｇ)し、そして各々を０.６８Ｍ　ＮａＣｌの０.５パックドゲ
ル容量(０.８５ｍＬ)に溶解した。各カップリング反応について、各々の染料／塩溶液(０
.８５ｍＬ)を、上記由来のアガロース／炭酸塩のスラリー(０.８５ｍＬ)を含有する管中
に加えた。各カップリング反応管を、十分に且つ絶えず混合するために静かに振り混ぜな
がら、湯浴中、６０℃でインキュベートした。
【００８８】
　各反応を停止させ、そして非結合染料を遠心分離によって除去し、吸引し、そしてアガ
ロースペレットを上記の通り、洗液の上清が完全に透明で且つ無色になるまで、１回の洗
浄につき水(１０ｍＬ)でアガロースペレットを連続して洗浄した。最終的な洗液の上清を
とり出し、着色アガロースペレットを２０％エタノール含有のトリス緩衝生理食塩水(１
ｍＬ)中に懸濁して５０％スラリーを得て、そしてこのものを使用するまで４℃で保存し
た。
【００８９】
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　実施例２の擬似免疫沈降プロトコールに記載する通り、哺乳動物組織培養細胞ライセー
トと結合した非特異的なバックグラウンドタンパク質の量について、各５０％樹脂懸濁液
(５０μＬのパックドゲル)(１００μＬ)を直接に調べるか、または１０％で非－着色アガ
ロースと混合したものを調べた。
【００９０】
　結果：
　結果は、実施例３の結果と非常に類似した。１００％プロシオン・レッドＭＸ－５Ｂア
ガロースは、非特異的なバックグラウンドタンパク質との結合がコントロールのリアクテ
ィブ・レッド１２０アガロースと比較して７０～８０％だけ減少し、そしてゼラチンでブ
ロックされ且つＥＤＡＣを用いて架橋されたリアクティブ・レッド１２０アガロースの場
合に匹敵することを示した(実施例２を参照)。１００％レマゾールブリリアントオレンジ
３Ｒアガロースは、非特異的なバックグラウンドタンパク質との結合がコントロールのリ
アクティブ・レッド１２０アガロースの場合と比較して＞９５％だけ減少することを示し
た。アガロース中の１０％混合物として使用する場合には、レマゾール・ブリリアント・
オレンジ３Ｒアガロースはなお全く可視であるが、非特異的なバックグラウンドタンパク
質との結合は全く検出し得ないことを示し、そして非－着色アガロースのみ(１００％セ
ファロースＣＬ－４Ｂ)の場合に匹敵した。
【００９１】
　本方法により、アルカリ溶液を必要とせずに、本発明に要求する所望する視感度、遠心
分離および非常に低いタンパク質結合能力の性質を有する可視アガロース樹脂の製造が可
能となる。
【００９２】
　実施例５
　免疫沈降法における着色した親和性マトリックスの使用
　レマゾール・ブリリアント・レッドＢＢを、実施例４に記載する方法を用いてアガロー
ス(セファロースＣＬ－４Ｂ)とカップリングさせた。得られた着色樹脂であるブリリアン
ト・レッドＢＢアガロースについて、実施例２の擬似免疫沈降プロトコールに記載する通
り、哺乳動物組織細胞ライセートと結合した非特異的なバックグラウンドタンパク質の量
を調べた。１００％レマゾール・ブリリアント・レッドＢＢアガロースは、非特異的なバ
ックグラウンドタンパク質がコントロールのリアクティブ・レッド１２０アガロースと比
較して＞９５％だけ減少することを示した。アガロース中の１０％混合物として使用する
場合には、レマゾール・ブリリアント・レッドＢＢアガロースはなお全く可視であるが、
非特異的なバックグラウンドタンパク質との有意な結合は全く示さず、そして非－着色ア
ガロースのみ(１００％セファロースＣＬ－４Ｂ)の場合に匹敵した。
【００９３】
　レマゾール・ブリリアント・レッドＢＢアガロースの可視化としての性能は、親和性ベ
ースの分子プルダウン法を以下の免疫沈降実験において評価するのを助ける。実験は、哺
乳動物細胞のライセート中にスパイクした組換え融合タンパク質の免疫沈降について、標
準的な非－着色プロテインＡアガロース(レッド・プロテインＡアガロース)中の１０％レ
マゾール・ブリリアント・レッドＢＢアガロースを、１００％標準非－着色プロテインＡ
アガロース(シグマ社製品番号P3391；非－着色プロテインＡアガロース)と比較した。
【００９４】
　ＣＯＳ７組織培養細胞を１００ｍｍ組織培養プレート中で集密まで増殖し、氷冷リン酸
緩衝生理食塩水(１０ｍＬ)を用いて簡単に２回洗浄した。第２の洗浄溶液をプレートから
吸引した後に、氷冷のＲIＰＡ溶解緩衝液(１ｍＬ)を各プレートに加え、細胞を溶解し、
細胞スクレーパー(scraper)を用いて収集した。ライセートを各プレートからとり出し、
そして氷上で貯蔵した。試料(１ｍＬ)を管に分配し、素早く凍結しそして保存のために－
７０℃に置いた。
【００９５】
　レッド・プロテインＡアガロースまたは非－着色プロテインＡアガロースの５０％スラ
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リーのアリコート(１００μＬ)を、マイクロチューブ(１.５ｍＬ)に分配し、そして１回
の洗浄につきＲIＰＡ溶解緩衝液(７５０μＬ)で４回洗浄した。最終的な洗液の上清をと
り出した後に、洗浄したアガロース樹脂ペレットを有する管を氷上にセットした。
【００９６】
　凍結ライセートを解凍し、このものを実験の直前に氷上にセットした。変性ＤＮＡ(粘
液性(slimy)凝集物の形態)を、ピペットを用いて各ライセート試料(１ｍＬ)から手動でと
り出した。哺乳動物プロテアーゼインヒビターカクテル(シグマ社製品番号P8320)(１００
μＬ)を各々に加え、そして試料を渦巻くことによって簡単に混合した。細胞デブリおよ
び変性タンパク質沈降物を、マイクロチューブ中、４℃で１０分間遠心分離(８,０００×
ｇ)することによって除去した。透明な上清を注意深くとり出し、そして免疫沈降のため
に清潔な管に移した。
【００９７】
　清澄したライセートの管の半分について、Ｎ－末端ＦＬＡＧ－ＢＡＰ(細菌アルカリ性
ホスファターゼ)精製の組換え融合タンパク質(シグマ社製品番号P7582)(５.４μｇ／μＬ
)(１.２μＬ)を各々に加え、静かに混合しそして氷上にセットした。抗ＢＡＰマウスモノ
クローナル抗体ＢＡＰ－７７(２.６ｍｇ／ｍＬ；シグマ社製品番号B6804)(３.８５μＬ)
を清澄したライセートの各管に加え、そして静かに混合した。抗体－抗原複合体を生成す
ることができるように、管を４℃で１時間回転によって混合した。管を５秒間遠心分離し
、そして各々の全内容物をピペットを用いて氷上の洗浄したアガロース樹脂ペレットの別
個の管に移し、そして簡単に混合した。抗体－抗原複合体をプロテインＡアガロースと結
合することができるように、管を４℃で１時間回転によって混合した。.
【００９８】
　インキュベート後に、アガロース樹脂をマイクロチューブ中、４℃で３０秒間遠心分離
(８０００×ｇ)することによって集め、そして上清を吸引によってとり出した。各ペレッ
トを１回の洗浄につき氷冷ＲIＰＡ緩衝液(７５０μＬ)を用いて４回洗浄した。各洗浄に
ついて、ペレットを４℃で５分間回転することによって混合し、上記の通り遠心分離し、
そして上清を吸引した。最終的な洗液の上清をとり出した後に、ＲIＰＡ緩衝液(２５μＬ
)を各々に加え、そして簡単に混合した。次いで、２×層状タンパク質ゲル試料緩衝液(シ
グマ社製品番号S3401)(２５μＬ)を各々に加え、混合し、そして得られた試料を５分間沸
騰させてアガロース樹脂からタンパク質を遊離させた。
【００９９】
　試料を簡単に遠心分離してアガロース樹脂をペレットし、そして各上清の１０μＬにつ
いてＳＤＳ／ＰＡＧＥ変性ゲル電気泳動を行ない、そしてウェスタン免疫ブロット法によ
って分析した。ウェスタンブロット法は、アルカリ性ホスファターゼと接合した抗ＦＬＡ
Ｇ　Ｍ２モノクローナル抗体をプローブとし、続いて標準的なＮＢＴ／ＢＣIＰ比色検出
をすることによって行なった。
【０１００】
　結果：
　レッド・プロテインＡアガロースペレットは周囲光で非常に可視であり、一方で非－着
色プロテインＡアガロースペレットは見るのが困難であった。レッド・プロテインＡアガ
ロースの高い視感度は、全ての操作を容易にし、そして吸引間、ペレットの偶発的な除去
によって間違いが生じる傾向が少ない。レッド・プロテインアガロースＡ免疫沈降物は、
非－着色プロテインＡアガロース免疫沈降物の場合と同程度に、Ｎ－ＦＬＡＧ－ＢＡＰタ
ンパク質についてのイムノブロット上のシグナル強度を示し、非特異的なバックグラウン
ドの検出可能な増大は全くなかった。従って、本発明は、標準的な方法と等価な性能を供
する一方で、親和性ベースの分子プルダウン法、免疫沈降法を著しく容易にするものであ
る。
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