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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第１の薬剤または薬剤候補の活性と、第２の薬剤または薬剤候補の活性とを比較する方
法であって、
　個々に空間的にアドレス可能な領域を複数有する第１の表面を提供すること、ここで、
異なるタンパク質またはタンパク質相互作用モチーフが前記各領域に固着される、
　細胞成分を含む第１のサンプルを、第１の薬剤または薬剤候補で処理すること、
　処理した第１のサンプルを第１の表面に曝し、細胞成分と前記各領域との間に相互作用
を生じさせること、ここで、細胞成分の少なくとも１つがタンパク質またはタンパク質相
互作用モチーフの少なくとも１つに結合し、これにより、細胞成分と前記各領域との間の
第１の相互作用パターンが決まる、
　第１の相互作用パターンを決定すること、
　第１の表面と同じ個々に空間的にアドレス可能な領域を複数有する第２の表面を提供す
ること、
　第１のサンプルと同じ細胞成分を含む第２のサンプルを、第２の薬剤または薬剤候補で
処理すること、
　処理した第２のサンプルを第２の表面に曝し、細胞成分と各領域との間に相互作用を生
じさせること、ここで、細胞成分の少なくとも１つがタンパク質またはタンパク質相互作
用モチーフの少なくとも１つに結合し、これにより、細胞成分と各領域との間の第２の相
互作用パターンが決まる、
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　第２の相互作用パターンを決定すること、
　第１および第２の相互作用パターンを比較すること、
を含む上記方法。
【請求項２】
　異なるタンパク質相互作用モチーフが、第１および第２の表面の領域のそれぞれに固着
される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記細胞成分が、タンパク質である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記細胞成分が、特徴未解明のタンパク質である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記細胞成分が、ｃＤＮＡライブラリーから発現されたタンパク質である、請求項３ま
たは４に記載の方法。
【請求項６】
　前記細胞成分が、アフィニティータグで誘導体化したタンパク質である、請求項３～５
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記細胞成分が、ヒスチジンタグ、ＧＳＴまたはストレプトアビジンで誘導体化したタ
ンパク質である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記第１および第２の表面が、マイクロタイタープレート、チップ、ガラスプレートま
たは電極である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記第１および第２の表面が、金でコートされている、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記第１および第２の表面が、ＳＡＭを含む、請求項１～９のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項１１】
　前記相互作用パターンがＱＣＭにより決定される、請求項１～１０のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項１２】
　前記相互作用パターンがＳＰＲにより決定される、請求項１～１０のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項１３】
　前記相互作用パターンが、前記表面領域でのシグナルを検出することにより決定され、
当該シグナルが光放射である、請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記細胞成分が、ＧＦＰ融合タンパク質としてｃＤＮＡライブラリーから発現されたタ
ンパク質である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記相互作用パターンが、前記表面領域でのシグナルを検出することにより決定され、
当該シグナルが電気的である、請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記細胞成分が、コロイドの結合を容易にするようアフィニティータグで誘導体化され
、前記決定工程が、結合された前記細胞成分にコロイドを固定化することを含む、請求項
１～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記細胞成分が、ヒスチジンタグとともにｃＤＮＡライブラリーから発現されたタンパ
ク質であり、前記コロイドが、ＮＴＡ－Ｎｉ提示コロイドである、請求項１６に記載の方
法。
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【請求項１８】
　前記コロイドが、補助的シグナル伝達構成要素を有する、請求項１６または１７に記載
の方法。
【請求項１９】
　前記補助的シグナル伝達構成要素が蛍光である、請求項１８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
発明の分野
本発明は、２つの化学的および／または生物学的スピーシーズの相互作用を迅速かつ鋭敏
に検出するための方法、検定、およびキットの全般に関する。本発明により、薬剤スクリ
ーニングおよびシグナル伝達経路マッピングを含む技術が容易になる。
【０００２】
発明の背景
ヒトゲノムの最近の解明により、ヒトタンパク質のレパートリをコードする、別個のＤＮ
Ａ配列の形で膨大な量の情報がもたらされた。分子生物学に精通する人達に認知されてい
るように、生物学的機能に関与する圧倒的に多い分子は、ＤＮＡやＲＮＡではなく、タン
パク質である。機能ゲノミクスにおいては、さまざまなレベルの特定ｍＲＮＡｓが疾患状
態に関連づけられる。プロテオミクスは、前駆体分子であるＤＮＡまたはｍＲＮＡよりも
タンパク質の機能を研究するため、機能ゲノミクスの後任者である。プロテオミクスの１
つの側面は、どのようにタンパク機能が疾患に関連するかを決定することである。タンパ
ク質の疾病関連ファミリー、または普通のシグナル伝達経路に関与するタンパク質は、タ
ンパク質・タンパク質相互作用ネットワークを解明することにより、同定可能である。今
日、生物学研究の主要な焦点は、生体シグナル伝達経路を作り上げている当該タンパク質
相互作用ネットワークの解明することである。これらのタンパク質相互作用ネットワーク
を理解することによって、健康状態から疾患状態への転換を何が誘発するかについての決
定的な手掛りが収集されている。
【０００３】
プロテオミクスの研究に対する主要な障害は、片方または両方がまだ特徴解明されていな
いか、純粋でない場合、タンパク質・タンパク質相互作用を検出するために利用可能な方
法がないことである。現行の検出方法の大部分は、当該推定結合パートナーの片方または
両方を認識する特異的抗体を使用することが必要になる。これは、対象となる当該タンパ
ク質を、それに対する抗体が作られるように、精製する必要があることを意味する。ある
タンパク質の特徴解明がなされている場合、そのタンパク質は一般にアフィニティータグ
により標識可能であり、それにより検出プロセスが助けられることが多い。これは、ある
粗試料に対象となるタンパク質が含まれるかどうかを知る前に、現行の検定法で使用でき
るように、成分を分離そして精製するために沢山の作業が必要となることを意味する。タ
ンパク質・タンパク質相互作用の研究における現行の方法のもう１つの主な欠点は、それ
らが順次的な労働集約型プロセスであることである。このことは、大きなタンパク質相互
作用ネットワークを解明すること、またはいくつかの推定結合パートナーを並行して試験
すること、のような複雑な問題を検討するために、それらを多重化できないことを意味す
る。約４０Ｋと現在推定されているヒトゲノム中の遺伝子の数について、順次型ペアワイ
ズ（２つ一組式）テストにより相互作用ネットワークを測定することは、約８Ｘ１０8回
の実験を含むことになる。ヒトゲノムプロジェクトは完了間近であり、多くの遺伝子産物
の機能的分析を可能にする適切な技術の開発が絶対に必要である。こういった理由から、
一方または両方のタンパク質が粗混合物として存在するかもしれないタンパク質結合相互
作用の並行分析を容易にする方法がもし利用できるならば、有益なはずである。例えば、
ｃＤＮＡライブラリーから生成される可能性がある、新たに発見された特徴未解明のタン
パク質を迅速に特徴解明するための方法がもし利用できるならば、それも有益なはずであ
る。例えば、非常に多くの既知および未知のスピーシーズが新薬剤の同定のためにスクリ
ーニングされる、製薬産業を含むさまざまな産業において、これらの方法は特に重要であ
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ろう。同定に加えて、他の既知および未知のスピーシーズに対するそれらの相対的親和性
について、スピーシーズを分類することも有用であろう。典型的には、スクリーニングす
るスピーシーズの総数を増やすためには、スクリーニング手順を行う速度を高めることが
通常望ましい。さらに、検出方法を単純化でき、同時に多重検定を実施できる場合に、試
料処理能力が改善される。
【０００４】
発明の要約
本発明は、特徴未解明のタンパク質の特徴を解明するため、および一方または両方が混合
物中に存在する結合パートナー間の相互作用を検出するために有用な技術を含み、生物学
的および／または化学的スピーシーズ間の相互作用を検出するための各種の新規な方法、
組成物、スピーシーズ、および物品を提供する。１つの観点によると、本発明は、タンパ
ク質結合相互作用を検出するための処理能力の高い方法を提供する。ある実施態様におい
て、１つの潜在的結合パートナーが特徴未解明および／または粗混合物中に存在する状況
において、本発明が適用される。また、本発明は、各種の機能性タンパク質モジュールに
結合する能力を検出することによって、特徴未解明のタンパク質の特徴を迅速に解明する
方法を提供する。１つの観点からは、第１固定化成分をもつ第１表面および第２固定化成
分をもつ第２表面の両方を、固定化スピーシーズをもつコロイド粒子に曝し、そして第１
、第２または両表面のいずれかの上の当該コロイド粒子の固定化を決定する。
【０００５】
本発明のもう１つの観点からは、第１スピーシーズは第１コロイド上に固定化され、そし
て第２スピーシーズは第２コロイド上に固定化される。第１および第２コロイドを、ある
表面に曝し、そしてそれから当該表面上への第１または第２コロイドの固定化を決定する
。当該表面は、前記第１および第２スピーシーズの一方または両方の推定結合パートナー
を提示することも可能である。
【０００６】
本発明のもう１つの観点から、固定相を含むクロマトグラフィー配置を用いて、ある混合
物から少なくとも２つの成分をクロマトグラフィー的に分離する方法が提供される。次い
で、当該クロマトグラフィー配置で使われたのと同じまたは違うタイプの固定相を、当該
混合物の第１および第２分離成分が接着または付着する表面として使用する。次いで、当
該付着成分を含むこの固定相を、当該第１および第２成分の少なくとも１つに結合するこ
とができると思われる固定化スピーシーズをもつコロイド粒子に曝す。すなわち、当該固
定化スピーシーズは当該混合物中に存在するスピーシーズと相互作用するかも知れないと
疑われるものである。当該コロイドに付随する固有のまたは補助的なシグナル伝達能力を
検出することにより、コロイド上に固定化されたスピーシーズと、ビーズまたは他の固定
相表面上に固定化されたスピーシーズとの結合を、決定することができる。
【０００７】
本発明のもう１つの観点からは、ある混合物から成分をクロマトグラフィー的に分離し、
次いで、当該画分中に存在する成分をビーズ以外の表面に接着または付着させ、さらに、
当該混合物中に存在する成分の結合パートナーであると疑われるまたは同定された治療標
的である固定化スピーシーズをもつコロイドに曝すための方法が提供される。次いで、当
該コロイド上のスピーシーズと当該表面上のスピーシーズとの結合が決定される。分離さ
れた成分を付着させることができる他の表面としては、コロイドの第２集団、ナノ粒子、
ポリマー、マルチウェルプレート、バイオチップ、空間的にアドレス可能なバイオチップ
、電極、および電極アレイが含まれるが、これに限定されるものではない。
【０００８】
分画された成分を、平坦な基質上へ空間的にアドレス可能な仕方で別々に沈着させ、それ
から、前記粗混合物中に存在する成分の１つと相互作用すると疑われる単一スピーシーズ
を示すコロイドとインキュベートしてもよい。
【０００９】
本発明のもう１つの観点からは、別個の生物学的または化学的スピーシーズを空間的にア
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ドレス可能な仕方で示すチップを含むキットが提供される。次いで、対象となる特徴未解
明のタンパク質を一組のコロイドに付着させる。さらに、対象となるタンパク質を提示す
る当該コロイドを当該チップとともにインキュベートし、特定のチップ位置へのコロイド
の結合を検出する。好ましい態様では、空間的にアドレス可能なチップ上に固定化された
スピーシーズは、タンパク質相互作用モジュールおよびモチーフである。このようにして
、タンパク質相互作用モチーフへの結合を検出することによって、特徴未解明のタンパク
質の特徴を解明することが可能である。
【００１０】
本発明のもう１つの観点からは、結合スピーシーズが特異的または非特異的な仕方で付着
しているコロイド粒子を含むパッケージを含むキットが提供される。次いで、これらのコ
ロイド粒子を、ある表面に接着された標的生物学的または化学的スピーシーズとともにイ
ンキュベートすることも可能である。または、別個の組のコロイドを、マルチウェルプレ
ート中へ分散されるように、別々のコンパートメントに提供してもよい。コロイドに個別
に付着するスピーシーズとしては、抗体、既知薬剤、薬剤候補、標的化タンパク質、タン
パク質の断片、タンパク質相互作用モジュール、またはｃＤＮＡライブラリーの産物が含
まれていてもよい。
【００１１】
本発明のもう１つの観点からは、ＳＡＭを含むコロイド粒子、ならびに当該コロイド粒子
に結合パートナーを固定化するための、説明書を含むパッケージを含むキットが提供され
る。
【００１２】
本発明のもう１つの観点からは、２つのパッケージを有するキットが提供されるが、第１
のパッケージには当該粒子について固定化された第１スピーシーズをもつコロイド粒子が
含まれ、第２のパッケージには当該粒子について固定化された第２スピーシーズをもつコ
ロイド粒子が含まれる。
【００１３】
本発明のもう１つの観点からは、別個の生物学的または化学的スピーシーズを空間的にア
ドレス可能な仕方で示すチップを含むキットが提供される。当該チップとのインキュベー
ションの前または後に、対象となる特徴未解明のタンパク質をコロイドに付着させる。次
いで、当該チップ上の部位へのタンパク質の別個の結合またはタンパク質結合のパターン
を検出する。
【００１４】
本発明のもう１つの観点から、ある方法が提供されるが、当該方法には、各々が異なる化
学的、生化学的、または生物学的官能基を提示する少なくとも２つの表面領域を試料に曝
す工程、当該試料の少なくとも１つの成分と少なくとも２つの当該表面領域の各々との間
の特徴的な相互作用を示す、少なくとも２つの当該表面領域との当該試料の相互作用パタ
ーンを決定する工程が含まれる。
【００１５】
本発明のもう１つの観点から、ある方法が提供されるが、当該方法には、固定相上で混合
物の少なくとも２つの成分を分離すること、流体で当該固定相から少なくとも第１成分を
溶出すること、当該流体を換えること、ある表面へ第１成分の少なくとも一部を固定化す
ること、当該表面を推定結合パートナーに曝すこと、および第１成分の少なくとも一部と
当該推定結合パートナーとの間の結合相互作用を決定することが含まれる。
【００１６】
本発明のもう１つの観点から、ある方法が提供されるが、当該方法には、固定相上で混合
物の少なくとも２つの成分を分離すること、流体で当該固定相から少なくとも第１成分を
溶出すること、コロイドへ第１成分の少なくとも一部を固定化すること、当該コロイドを
ある表面上に固定化された推定結合パートナーに曝すこと、および当該第１成分の少なく
とも一部と当該推定結合パートナーとの間の結合相互作用を決定することが含まれる。
【００１７】
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本発明の他の長所、新規な特徴、および目的は、概略的であり安分比例で描くようには意
図されていない添付図面と併せて論考すれば、次の本発明の詳細な説明により明らかにな
るだろう。さまざまな図で図解されている同一のまたはほぼ同一の各成分は、図中では単
一の数字で表示される。平明にするために、すべての図において必ずしもすべての成分が
標号されているわけではなく、通常の当業者が本発明を理解するために図解が必要でない
場合には、本発明の各実施態様におけるすべての成分が必ずしも示されているわけではな
い。
【００１８】
発明の詳細な説明
定義：
「低分子」とは、本明細書で使用される場合、５キロダルトン以下、より典型的には１キ
ロダルトン以下の分子を意味する。本明細書で使用される場合、「低分子」からはタンパ
ク質が除外される。
【００１９】
「候補薬剤」という用語は、本明細書で使用される場合、ヒト、動物、または植物に用い
られる任意の医療用物質を指す。この定義には、化合物類似体、天然に存在する医薬品、
合成医薬品、組換え体の医薬品、ホルモン、抗微生物剤、神経伝達物質などが含まれる。
これには、異常な凝集により特徴づけられる神経変性疾患、もしくは他の疾患の治療また
はそれらの予防のための薬剤としての使用が評価されるはずの任意の物質または前駆体（
天然に存在するか、合成されたものであるか、組換え体であるかは問わない）が含まれる
。典型的には、本発明のスクリーニング検定のような、検定における活性によって評価を
行う。
【００２０】
各種の粒子が本発明において使用可能である。例えば、「流体懸濁可能粒子」とは、本発
明の目的のために使用される流体（典型的には水溶液）中において、単独で懸濁状態を保
つようにできる粒子、あるいは磁場、電磁場を適用したり、撹拌、震盪、振動、超音波処
理、遠心分離、渦動、または類似のもののような撹拌を適用することにより、溶液状態に
維持することが可能な粒子、を意味する。「磁気的に懸濁可能」粒子は、磁場を適用する
ことにより流体中に懸濁状態を維持できるものである。電磁気的に懸濁可能粒子とは、電
磁場を適用することにより流体中に懸濁状態を維持できるものである（例えば、電荷を有
する粒子、または電荷を有するように修飾された粒子）。「自己懸濁可能粒子」とは、例
えば磁場の援助無しに、少なくとも１時間、それが使われる流体（典型的には水溶液）中
で懸濁状態のままであるほどに、サイズおよび／または質量が十分小さい粒子である。他
の自己懸濁可能粒子は、本発明によると、援助無しに、５時間、１日、１週間、または１
ヵ月間、懸濁状態のままである。
【００２１】
「タンパク質」および「ペプチド」とは、当該技術分野では周知の用語であり、各々に含
まれるアミノ酸の数については、当該技術分野では厳密には定義されていない。本明細書
で使用する場合、これらの用語には、当該技術分野における通常の意味が与えられる。一
般的には、ペプチドとは、長さが約１００アミノ酸以下のアミノ酸配列であるが、３００
アミノ酸までの配列を含んでいてもよい。タンパク質とは、一般には、少なくとも１００
アミノ酸の分子であると考えられている。
【００２２】
本明細書で使用する場合、「金属結合タグ（標識）」は、キレートにより配位している金
属に固着され得る一群の分子を指す。このような分子の適当な群としては、複数のヒスチ
ジンおよび複数のシステイン（「ポリアミノ酸タグ」）を非限定的に含むアミノ酸配列が
含まれる。金属結合タグには、以下に定義するヒスチジンタグが含まれる。
【００２３】
本明細書で使用する場合、「金属を配位するキレート」またはキレートにより配位された
金属とは、当該金属上の利用可能な全配位部位が充たされておらず、金属結合タグによる
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結合のために利用可能ないくつかの配位部位が残されている、キレート剤により配位され
た金属を指す。
【００２４】
本明細書で使用する場合、「金属結合タグ／金属／キレート連結」とは、金属結合タグに
対して固定化されている第１スピーシーズと、キレートに対して固定化されている第２ス
ピーシーズとの連結であって、当該キレートが当該金属結合タグが配位している金属に配
位する連結であると定義される。参考文献により本明細書に含まれるものとされるＢａｍ
ｄａｄらの米国特許第５６２０８５０号には、模範的なな連結が記載されている。
【００２５】
「シグナル伝達構成要素」とは、特定の試料中または特定の場所でその存在を示すことが
できる構成要素を意味する。本発明のシグナル伝達構成要素としては、人間の肉眼により
同定できるもの、個々は目に見えないが十分な量あればヒトの肉眼により確認できると思
われるもの（例えば、コロイド粒子）、可視的に（すなわち、肉眼あるいは電子顕微鏡ま
たは類似物を含む顕微鏡により）または分光法的に、容易に測定できるような量または波
長範囲内で電磁放射線を吸収または放出する構成要素、電子的にまたは電気化学的に測定
可能な構成要素（「電子シグナル伝達構成要素」、例えば、適切な活性化エネルギーに曝
露すると特徴的な酸化／還元パターンを示すレドックス活性分子）、またはその類似物が
あり得る。例えば、染料、色素、レドックス活性分子のような電気活性分子、蛍光成分（
定義によりリン光成分を含む）、上方制御（ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ）リン光体、化
学発光構成要素、電気化学発光構成要素、または西洋ワサビペルオキシダーゼおよびアル
カリホスファターゼを含む酵素結合シグナル伝達成分が含まれる。「シグナル伝達構成要
素の前駆体」とは、単独ではシグナル伝達能力を有しないが、もう１つのスピーシーズと
化学的、電気化学的、電気的、磁気的、または物理的相互作用することにより、シグナル
伝達構成要素になる構成要素である。例えば、もう１つの分子と化学的相互作用するとき
だけ、特定の検出可能波長内の放射線を放出する能力を有する発色団が含まれる。シグナ
ル伝達構成要素の前駆体は、本明細書で使用される場合、「シグナル伝達構成要素」と区
別可能であるが、「シグナル伝達構成要素」の定義内に含まれる。
【００２６】
本明細書で使用される場合、あるスピーシーズのもう１つのスピーシーズまたはある物品
の表面に関する状況において、「固着される、または固着されるように適応される」とは
、当該スピーシーズが、共有付着、特定の生物学的結合（例えば、ビオチン／ストレプト
アビジン）を経る付着、キレート／金属結合のような配位結合、または類似のものを経て
、化学的にまたは生化学的に連結されることを意味する。例えば、この状況における「固
着される」とは、ポリスチレンビーズ上に合成されたペプチドのような結合スピーシーズ
、ビーズに共有的に付着するプロテインＡのようなタンパク質に結合する抗体に特異的に
生物学的に共役する結合スピーシーズ、ある表面に共有的に固着された結合パートナー（
例えば、ＧＳＴの場合はグルタチオン）に今度は特異的に生物学的に結合されるＧＳＴま
たはファージのような分子の一部を（遺伝子工学を経て）形成する結合スピーシーズなど
を非限定的に含む、複数の化学的連結、複数の化学的／生物学的連結などが含まれる。も
う１つの例として、チオールに共有的に連結された成分は、チオールが金に共有的に結合
するので、金表面に固着されるように適応される。同様に、金属結合タグをもつスピーシ
ーズは、その分子も金属を配位するキレートを提示する表面に共有的に付着された分子を
もつ（チオール／金結合のような）表面に固着されるように適応される。ある表面が特定
のヌクレオチド配列を有し、あるスピーシーズが相補的ヌクレオチド配列を有するならば
、当該スピーシーズも当該表面に固着されるように適応される。
【００２７】
「共有的に固着される」とは、１つまたは１つ以上の共有結合を経て固着される以外の何
者でもない。例えば、金表面に今度は固着されているカルボン酸提示アルキルチオールに
、EDC／NHS化学を経て、共有的に共役されているスピーシーズは、その表面に共有的に固
着されている。
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【００２８】
「特異的に固着される（または結合される）」または「特異的に固着される（または結合
される）ように適応される」とは、「固着される、または固着されるように適応される」
の定義に関して上述したように、あるスピーシーズが、もう１つの試料または表面へ化学
的にまたは生化学的に連結されることを意味するが、すべての非特異的結合は除かれる。
【００２９】
「非特異的結合」とは、本明細書で使用される場合、生化学の分野における通常の意味が
与えられる。
「コロイド」とは、本明細書で使用される場合、例えば、無機または有機質、ポリマー性
、セラミック、半導体性、金属性（例えば、金）、非金属性、結晶性、非晶質、半導体性
ナノクリスタル、またはそれらの組合せである材料からできているものを含むナノ粒子、
すなわち、非常に小さな自己懸濁性または流体懸濁性粒子を意味する。本発明に従って使
われるコロイド粒子は、典型的にはどの次元でも２５０ｎｍ以下の断面、より典型的には
どの次元でも１００ｎｍ以下の断面、そして大部分の場合約２－３０ｎｍの断面である。
本発明での使用に適しているコロイドの１クラスは、断面が１０－３０ｎｍであり、そし
てもう１つは、断面が約２－１０ｎｍである。本明細書で使われる場合、この用語には生
化学の分野で普通に用いられる定義が含まれる。
【００３０】
本明細書で使用する場合、もう１つの成分に「対して固定化される」成分は、他の成分に
固着されるか、または他の成分に間接的に固着されるかのいずれかであり、例えば、他の
成分も固着されている第３成分に固着されることによるか、さもなければ他の成分と移行
的に会合していることによるものである。例えば、前記シグナル伝達構成要素が前記結合
スピーシーズに固着されている場合、前記シグナル伝達構成要素が当該結合スピーシーズ
が固着されているコロイド粒子に固着されている場合、前記シグナル伝達構成要素が当該
結合スピーシーズが固着されているデンドリマーまたはポリマーに固着されている場合な
どに、当該シグナル伝達構成要素は結合スピーシーズに対して固定化されている。もし第
１コロイド粒子の表面に固着されているスピーシーズが、ある構成要素に付着し、そして
第２コロイド粒子の表面上のスピーシーズが同じ構成要素に付着し、そこでの当該構成要
素が、単一構成要素、複数スピーシーズの複合構成要素、細胞、もう１つの粒子などであ
ってもよいならば、当該コロイド粒子はもう１つのコロイド粒子に対して固定化されてい
る。
【００３１】
「試料」という用語は、結合パートナーなどの被検体を含むことが疑われる任意の媒体を
指し、望ましくはその存在または量が決定されるものである。試料には、生物学的試料（
細胞、細胞ライゼート、組織、血清、血液または生物学的来源からの他の液体など）、生
化学試料（ｃＤＮＡライブラリーからの産物など）、環境試料（土壌抽出物など）、合成
材料が含まれている生物学的または非生物学的な任意の他の媒体であってもよく、これら
は本発明に従って有利に評価することが可能である。
【００３２】
「構造的に予め決定された試料」とは、本明細書で使われる場合、その化学的または生物
学的な配列または構造が予め決定されている構造である試料を意味し、神経変性疾患のよ
うな特定のプロセスと当該構造が関連するかどうかを試験するように設計された検定にお
いて用いられる。例えば、「構造的に予め決定された試料」には、ペプチド配列、ファー
ジディスプレイライブラリー中のランダムペプチド配列、およびその類似物が含まれる。
【００３３】
ある特定の成分を「含むと疑われる試料」は、それについては当該成分の含量が不明であ
る試料を意味する。当該試料は、当該特定成分を含むことが不明でもよく、または当該特
定成分を含むことがわかっているが、量が不明であってもよい。
【００３４】
本明細書で使われる場合、「金属結合タグ（標識）」は、キレートにより配位されている
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金属に固着されるようになることが可能な一群の分子を指す。そのような分子の適当な群
は、典型的には約２～約１０のアミノ酸残基のアミノ酸配列を含む。これらには、複数の
ヒスチジンおよび複数のシステイン（「ポリアミノ酸タグ」）が含まれるが、これに限定
されるものではない。こうした結合タグがヒスチジンを含む場合、この結合タグは、「ポ
リヒスチジントラクト（管）」、「ヒスチジンタグ」または「ＨＩＳ－タグ」と呼称され
ることがあり、そしてペプチド、タンパク質または核酸の、アミノ末端またはカルボキシ
末端のいずれか、または任意の露出領域に存在可能である。６ないし１０残基のポリヒス
チジントラクトが、本発明における使用には好ましい。また、当該ポリヒスチジントラク
トは、対象となるタンパク質に添加された多数の連続ヒスチジン残基であるとして機能的
に定義され、これにより、金属キレートカラム上での当該生成タンパク質のアフィニティ
ー精製、またはもう１つの分子（例えば、ＨＩＳ－タグと反応性の抗体）との相互作用に
よるタンパク質末端の同定が可能になる。
【００３５】
「金属を配位できる成分（ｍｏｉｅｔｙ）」は、本明細書で使われる場合、金属結合タグ
またはキレートのような、金属原子上に少なくとも２つの配位部位を占めることができる
任意の分子を意味する。
【００３６】
「アフィニティータグ」には、技術分野における通常の意味が与えられる。アフィニティ
ータグには、例えば、金属結合タグ、ＧＳＴ（ＧＳＴ／グルタチオン結合クリップ中の）
、およびストレプトアビジン（ビオチン／ストレプトアビジン結合中の）が含まれる。本
明細書のさまざまな箇所で、特定のアフィニティータグが、結合相互作用との関連で記載
されている。本発明には、アフィニティータグを用いるいずれの態様においても、本明細
書に記載されている任意のアフィニティータグから選択することを含む、一連の個々の態
様が含まれることは、言うまでもない。
【００３７】
本明細書で使われる「分子ワイヤー」とは、ＳＡＭコート電極に遭遇する流体が当該電極
と電気的に通信する能力を高めるワイヤーを意味する。これには、導電性分子が含まれ、
上述したように、および以下でさらに十分に例示するように、当該電極との通信を可能に
するＳＡＭ中にデフェクト（欠陥、傷）を起すこともあり得る分子も含まれる。追加の分
子ワイヤーの非限定的リストには、２－メルカプトピリジン、２－メルカプトベンゾチア
ゾール、ジチオスレイトール、１，２－ベンゼンジチオール、１，２－ベンゼンジメタン
チオール、ベンゼン－エタンチオール、および２－メルカプトエチルエーテルが含まれる
。単分子層の導電性は、当該電極の平面で導電性を促進する分子の添加により高めること
も可能である。導電性ＳＡＭｓは、非限定的に、１）硫黄が末端のポリ（エチニルフェニ
ル）鎖；２）ベンゼン環が末端のアルキルチオール；３）ＤＮＡ塩基が末端のアルキルチ
オール；４）単分子層中へ充填されにくい任意の硫黄末端スピーシーズ；５）上記のすべ
てに、非特異的吸着を阻止するためのエチレングリコールユニットまたはメチル基のいず
れかが末端のアルキルチオールスペーサー分子をプラスしたものまたはマイナスしたもの
、から構成されてもよい。チオール類は、ＳＡＭの容易な形成における金に対するチオー
ル類の親和性のため、挙げられている。米国特許第５６２０８２０号および他の参考文献
から、当該技術分野では公知なように、他の分子でチオール類を代替することができる。
分子ワイヤーは、それらのバルクまたは他の構造のために、典型的には、他の比較的密に
充填されたＳＡＭ中に欠陥を生じさせ、曝される流体に対してＳＡＭが表面をきつく塞い
でしまわないようにしている。分子ワイヤーは、密に充填された自己集合構造体を崩壊さ
せ、それにより欠陥が生じ、当該表面に曝される流体が当該表面と電気的に通信すること
が可能になる。この状況においては、表面に接触するか、トンネル現象または類似の現象
が生じるほど表面に十分接近することにより、当該流体は当該表面と電気的に通信する。
【００３８】
用語「生物学的結合」は、相互の親和性または結合能力を示す分子における対応するペア
間の相互作用を指し、典型的には、特異的または非特異的な結合または相互作用を指し、
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生化学的、生理学的、および／または薬学的相互作用が含まれる。生物学的結合は、タン
パク質、核酸、糖タンパク質、炭水化物、ホルモンおよびその類似物を含む分子のペア間
に生じる相互作用の１類型を定義する。具体的な例には、抗体／抗原、抗体／ハプテン、
酵素／基質、酵素／阻害物質、酵素／補因子、結合タンパク質／基質、担体タンパク質／
基質、レクチン／炭水化物、受容体／ホルモン、受容体／エフェクター、核酸の相補鎖、
タンパク質／核酸リプレッサー／インデューサー、リガンド／細胞表面受容体、ウイルス
／リガンドなどが含まれる。
【００３９】
用語「結合（結合する、結合すること）」または「結合される（結合した）」とは、相互
の親和性または結合能力を示す分子における対応するペア間の相互作用、典型的には、特
異的または非特異的な結合または相互作用を指し、生化学的、生理学的、および／または
薬学的な相互作用が含まれる。生物学的結合は、タンパク質、核酸、糖タンパク質、炭水
化物、ホルモンおよび類似物を含む分子のペア間に生じる相互作用の１タイプを定義する
。具体的な例には、抗体／抗原、抗体／ハプテン、酵素／基質、酵素／阻害物質、酵素／
補因子、結合タンパク質／基質、担体タンパク質／基質、レクチン／炭水化物、受容体／
ホルモン、受容体／エフェクター、核酸の相補鎖、タンパク質／核酸リプレッサー／イン
デューサー、リガンド／細胞表面受容体、ウイルス／リガンドなどが含まれる。
【００４０】
用語「結合パートナー」は、特定の分子との結合を受けることが可能な分子を指す。生物
学的結合パートナーがその例である。例えば、プロテインＡは生体分子ＩｇＧの結合パー
トナーであり、そして逆も同様である。
【００４１】
用語「決定すること（測定すること）」は、例えば、分光分析法、偏光解析法、圧電測定
、イムノアッセイ、電気化学測定、および類似のものによる、スピーシーズの定量的また
は定性的分析を指す。また、「決定すること」とは、スピーシーズ間の相互作用を検出ま
たは定量することを意味し、例えば、２つのスピーシーズ間の結合を検出することを意味
する。
【００４２】
用語「自己集合単分子層」（ＳＡＭ）は、表面上に自然に化学吸着された分子の比較的規
則正しい集合であって、その中で当該分子が相互にほぼ平行で、かつ当該表面に概ね垂直
に配向されている集合を指す。各分子は、当該表面に接着する官能基、および当該単分子
層中の隣接分子と相互作用する部分を含んでなり、比較的規則正しい配列を形成する。い
ずれも参考文献により本明細書に援用されている、Ｌａｉｂｉｎｉｓ，Ｐ．Ｅ．；Ｈｉｃ
ｋｍａｎ，Ｊ．；Ｗｒｉｇｈｔｏｎ，Ｍ．Ｓ．；Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅｓ，Ｇ．Ｍ．Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２４５，８４５（１９８９），Ｂａｉｎ，Ｃ．；Ｅｖａｌｌ，Ｊ．；Ｗｈｉｔ
ｅｓｉｄｅｓ，Ｇ．Ｍ．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１１，７１５５－７１６４（１
９８９），Ｂａｉｎ，Ｃ．；Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅｓ，Ｇ．Ｍ．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏ
ｃ．１１１，７１６４－７１７５（１９８９）を参照されたい。
【００４３】
用語「自己集合混合単分子層」は、不均質な自己集合単分子層、すなわち、少なくとも２
つの異なる分子の比較的規則正しい集合からできているものを指す。
本発明のいくつかの実施態様は、表面（コロイド粒子の表面など）上の自己集合単分子層
（ＳＡＭｓ）、およびＳＡＭｓでコートされた表面を有するコロイド粒子のような物品を
構成する。一組の好ましい態様では、合成分子で完全に形成されたＳＡＭｓは、表面また
は表面の領域を完全に覆い、例えば、コロイド粒子の表面を完全に覆う。この文脈におけ
る「合成分子」とは、天然に存在しない分子であり、人間の指令の下、あるいは人間が創
作したまたは人間が指令した制御の下に合成されたものを意味する。この文脈における「
完全に覆う」とは、ＳＡＭによる完全で直接的な被覆を妨げるタンパク質、抗体、または
他のスピーシーズが、直接接触する表面または領域の部分がないことを意味する。すなわ
ち、好ましい態様では、当該表面または領域は、その全体にわたって、天然に存在しない
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分子（すなわち、合成分子）から完全になるＳＡＭを含む。当該ＳＡＭを、表面で最密充
填ＳＡＭｓを形成するＳＡＭ形成スピーシーズ、または当該ＳＡＭを通じて電子通信を促
進できる分子ワイヤーまたは他のスピーシーズ（ＳＡＭに参加できる傷促進スピーシーズ
を含め）と組み合わせられたこれらのスピーシーズ、またはＳＡＭに参加できる他のスピ
ーシーズ、およびこれらの任意の組み合わせ、から完全に作製することも可能である。当
該ＳＡＭに参加するスピーシーズのすべては、当該表面に（任意で共有的に）結合する官
能基（例えば、金表面に共有的に結合するはずのチオール）を含むことが好ましい。ある
表面上の自己集合単分子層は、本発明に従って、本質的に任意の化学的または生物学的官
能基を提示（露出）することができるスピーシーズ（例えば、金が表面の場合のチオール
スピーシーズ）の混合物から構成されてもよい。例えば、それらには、非特異的吸着に抵
抗するためトリエチレングリコール末端スピーシーズ（例えば、トリエチレングリコール
末端チオール類）、およびアフィニティータグの結合パートナーが末端の（例えば、ニッ
ケル原子と複合した場合、ヒスチジン標識結合スピーシーズのような金属結合標識スピー
シーズを捕捉するニトリロ三酢酸のように金属を配位できるキレートが末端の）他のスピ
ーシーズ（例えば、チオール類）が含まれてもよい。このような仕方で、本発明は、コロ
イド表面または任意の他の表面にある本質的に任意の化学的または生物学的なスピーシー
ズの濃度を厳密に制御するための方法を提供する。本発明の多くの実施態様において、自
己集合単分子層は金コロイド粒子上に形成される。
【００４４】
「キット」は、例えば単一検定で、一緒に使用されるように設計および構築される一連の
構成要素を意味する。キットの構成要素は組み合わせてアレンジされ、例えば、一緒に包
装（パッケージ）される。
【００４５】
「パッケージ」は、他の容器または外界と離れた状態で内容物を維持する容器を意味する
。例えば、第１成分を含む第１パッケージおよび第２成分を含む第２パッケージにより定
義されるキットには、それぞれの成分を含む２つの別々のパッケージが含まれていてもよ
く、またはその中にそれぞれの成分を相互に分離して維持できる（例えばそれらの使用前
に）２つの区画を含む単一ユニットが含まれていてもよい。
【００４６】
「固定相」は、本明細書で使われる場合、クロマトグラフィー科学の技術における当業者
により適用される意味と同様に使用される。固定相は、例えば、カラム、液体、ガスまた
は超臨界流体クロマトグラフィーで使われる任意の固定相であってもよい。例として、ア
ルミナ、シリカゲルおよびイオン交換樹脂が含まれる。「固定相」には、均質の固体物質
、または例えば液相でコートされた下層の支持体が含まれる。
【００４７】
発明の詳細な説明
「神経変性疾患における異常タンパク質凝集の迅速かつ高感度検出」の標題でＢａｍｄａ
ｄらにより２０００年１月２５日に出願された国際特許出願番号ＰＣＴ／ＵＳ００／０１
９９７（２０００年７月２７日国際特許出願公開００／４３７９１として公開）、「非コ
ロイド構造体上のスピーシーズとコロイド固定化スピーシーズの相互作用」の標題でＢａ
ｍｄａｄらにより２０００年１月２１日に出願された国際特許出願番号ＰＣＴ／ＵＳ００
／０１５０４（２０００年７月２７日国際特許出願公開００／４３７８３として公開）、
「非コロイド構造体上のスピーシーズとコロイド固定化スピーシーズの相互作用」の標題
でＢａｍｄａｄらにより２０００年６月２３日に出願された共同所有の同時係属米国特許
出願番号第０９／６０２７７８号；および「タンパク質凝集の迅速かつ高感度検出」の標
題でＢａｍｄａｄらにより２０００年８月３日に出願された共同所有の同時係属米国特許
出願番号第０９／６３１８１８号は、いずれも参照により本明細書に含まれるものとする
。
【００４８】
本発明の１つの観点からは、１つの結合パートナーがナノ粒子に付着し、そして他方が表
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面に付着するような、２つの結合パートナー間における相互作用の検出が意図される。本
発明で使用される表面は、マイクロタイタープレート、チップ、ガラスプレート、電極、
ビーズおよび他のコロイドを非限定的に含む結合スピーシーズに固着することが可能であ
る任意のタイプの固体支持体でもよく、当該スピーシーズに固着することに適応可能であ
る任意のタイプの固体支持体でもよい。当該表面は、結合が生じるとシグナルが生じる検
知表面でもよく、あるいは、当該表面に入手可能なコロイド粒子に対する付着スピーシー
ズが存在してもよく、補助的なシグナル伝達能力を使用することなく、当該結合相互作用
を観察することができる。例えば、当該表面がもう１つのコロイドである場合、当該コロ
イドが補助的シグナル伝達エレメントを有している必要はない。それら２つのコロイド上
における２つの固定化スピーシーズの結合により、当該コロイド同士は引き寄せられるこ
とができ、それにより、当該溶液の色が桃色から青色へ変化する。しかし、場合によって
は、当該コロイドが、検出されることが可能な補助的シグナル伝達構成要素を有すること
が好ましいだろう。
【００４９】
２つの結合パートナーの相互作用をさまざまな方法を用いて検出する方法が本明細書には
記載されている。これらには、結合パートナーが付着しているナノ粒子の固有の光学性質
を検出することを含んでもよく、または当該結合パートナーの片方または両方に付着され
ているシグナル伝達構成要素を検出することによってもよい。好ましい実施態様では、推
定結合パートナーおよび補助シグナル伝達構成要素の両方が、共通のナノ粒子へ対するよ
うに、共通の基質へ付着する。もう１つの態様では、検出されるものは、ある表面上への
コロイド金粒子の塊状集積である。結合スピーシーズをもつコロイド金粒子は、それと同
系統の結合パートナーを提示する表面上に凝集し、そして金粒子の当該塊状集積は、その
表面を赤く着色し得る。あるいは、推定結合スピーシーズは、シリコンまたはガリウム砒
化物の半導体性ナノ結晶のような、半導体性材料からできている粒子に付着させてもよい
。この場合、各推定結合スピーシーズは、異なるサイズの一組のナノ粒子に付着させる。
これらのナノ粒子は、当該粒子のサイズによって示差的に蛍光を発する。このようにして
、当該粒子サイズを示す特定の蛍光シグナルを検出し、次いでそれを付着された結合スピ
ーシーズに関連させることによって、当該表面固定化スピーシーズにどの粒子固定化スピ
ーシーズが結合したかを決定することも可能である。
【００５０】
なおもう１つの態様では、推定結合スピーシーズおよびシグナル伝達構成要素は、共通の
ナノ粒子に付着する。ナノ粒子に付着させることができるシグナル伝達構成要素の例は、
電子的または電気化学的シグナルを配達可能な、蛍光成分、蛍光タンパク質、酵素、染料
、および酸化還元活性成分が、非限定的に含まれる。粒子上のスピーシーズと表面上のス
ピーシーズとの間の結合相互作用は、次いで、当該粒子付着シグナル伝達構成要素を検出
することにより検出される。
【００５１】
結合スピーシーズは、単一表面に、または各種の表面に、または単一表面上の異なる部分
に、固着されてもよい。処理能力の大きいスクリーニングを容易にするために、当該表面
は、マルチウエルプレートの異なるウエル、複数の電極、ある表面上の領域群、またはチ
ップ上における別個の領域群のような、個々に空間的にアドレス可能な領域を含んでもよ
い。例えば、複数の電極は、マルチウエルプレートの個々のウエル中に配置してもよく、
あるいはチップは、複数の試料をチップのような単一表面上で同時に試験可能なように、
マトリックス中へ分けてもよい。図７は、各試料の個別の分析用に、その中に異なる試料
を置くことも可能な個別のウエル８１０を含む、マルチウエルプレートを図解したもので
ある。
【００５２】
結合パートナーは、それ自体が表面に付着、または固定化される必要はない。例えば、結
合パートナーは、例えば、ポリマー、デンドリマー、またはハプテンに固着させることも
可能であり、それはシグナル伝達構成要素を有しても有していなくてもよい。
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【００５３】
当業者により認められているように、生物学的結合検定を実施する前に、表面付着を容易
にするために、推定結合スピーシーズを精製すること、またはアフィニティータグでそれ
らを誘導体化することは、必ずしも可能または実用的であるとは限らない。それ故、粗混
合物中に存在する、標的スピーシーズと推定結合パートナーとの結合現象を検出するため
の方法が利用できれば、大きな改善となるはずである。本発明は、混合物の成分を分離す
ること、そして分離された成分を、空間的にアドレス可能なチップのような、固体基質、
または固体基質の異なる領域に付着させること、を意図する。コロイド粒子に付着されて
いる１つ以上のタイプの推定結合パートナーは、次いで、前記の分離された成分へ導入可
能で、そして当該分離成分と当該推定結合パートナーとの間の相互作用を決定することも
可能である。
【００５４】
もう１つの観点からは、本発明は、混合物の成分を分離し、そして分離された成分をコロ
イド粒子に付着させること、を意図する。ある表面上に存在するか、それに付着されてい
る１つまたは１つ以上のタイプの推定結合パートナーは、次いで、当該分離成分を提示す
るコロイド粒子へ導入することができ、そして当該分離成分と当該推定結合パートナーと
の間の相互作用を決定することも可能である。
【００５５】
もう１つの観点からは、本発明は、クロマトグラフィーを使用して混合物の成分を分離す
ることを意図する。当該クロマトグラフィーカラムからの溶離液中に含まれる分離された
成分は、別個の場所で収集され、そして表面に固着される。これらの表面付着成分は、次
いで、推定結合パートナーを提示するように誘導体化されているコロイドへ導入される。
次いで、当該コロイド固有の性質を検出することによって、または当該コロイド粒子にや
はり付着されているシグナル伝達エレメントの存在を検出することによって、コロイド固
定化スピーシーズと表面結合スピーシーズとの間の結合相互作用が決定される。あるいは
、当該溶出成分はコロイド上に固定化することも可能で、そして当該コロイドと、既知ま
たは未知いずれかの結合パートナーで提示された表面との間の相互作用を決定可能である
。
【００５６】
本発明の１つの態様では、混合物は２つまたはそれ以上の成分に分離されてもよい。当該
混合物は、結合パートナーまたは対象の他の化合物を含む任意の物質であってもよい。混
合物から分離される成分は、ｃＤＮＡライブラリーの産物、タンパク質、受容体、核酸、
抗体、または薬剤のような、既知スピーシーズまたは特徴未解明のスピーシーズの結合パ
ートナーであってもよく、そしてある表面上に付着させ、そして薬剤または他の化学的ま
たは生物学的スピーシーズを含むコロイド粒子との相互作用について試験をしてもよい。
【００５７】
１つの態様では、粗混合物はクロマトグラフィーにより分離されることも可能である。溶
出された画分は、非特異的吸着または特異的相互作用のいずれかによって、分離された成
分を捕捉するように設計されたビーズを含むバイアル（小瓶）中に個別に集めてもよい。
透析膜により隔てられた２つのコンパートメントを有するように、当該バイアルを設計し
てもよい。上のコンパートメントは、ビーズを含み、そして溶出された画分を受ける。下
のコンパートメントは、緩衝液交換を容易にするために、貯水槽に露出する。当該溶出緩
衝液が結合緩衝液に対して透析される場合、当該緩衝液は換られ、混合物の分離成分は当
該ビーズに付着するようになる。
【００５８】
ビーズは、クロマトグラフィーカラム中で使われるものと同じタイプでも、異なるタイプ
でもよい。吸着または共有的な付着を通じて、ビーズに生物学的および化学的なスピーシ
ーズを付着させるためのいくつかの技術が、当業者に公知である。共役プロトコールを容
易にするため化学官能基で誘導体化されたビーズの選択物、およびグルタチオン、ＮＴＡ
－Ｎｉ、ビオチンおよび類似物のような普通に使われるアフィニティータグの結合パート
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ナーを提示するビーズは、商業的に入手可能である。
【００５９】
ここで推定結合スピーシーズを提示し、そしてなお別々のバイアル中に保持されているビ
ーズは、次に、ビーズ固定化スピーシーズの結合パートナーであってもよい、固定化スピ
ーシーズをもつナノ粒子に露出される。
【００６０】
ナノ粒子固定化スピーシーズのビーズ固定化スピーシーズへの結合は、当該ナノ粒子の固
有の性質を検出することにより、または付着されたシグナル伝達構成要素を検出すること
により、検出される。例えば、使用するナノ粒子が金コロイドである場合、当該ビーズ上
への金粒子の塊状集積により当該ビーズが赤色に着色されるので、当該ビーズへの当該コ
ロイドの結合は明瞭に確認できる。あるいは、当該ナノ粒子は、補助的に検出可能なシグ
ナル伝達エレメントを提示するように誘導体化することも可能である。シグナル伝達構成
要素は、蛍光性成分、天然に蛍光性のタンパク質、フェロセン誘導体のような電気活性ま
たは酸化還元活性成分、または西洋ワサビペルオキシダーゼのようなシグナル伝達酵素類
または上方制御（ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ）リン光体を含んでもよい。
【００６１】
好ましい態様では、シグナル伝達構成要素および推定結合スピーシーズはいずれも、共通
のナノ粒子へ付着される。
特に好ましい態様では、シグナル伝達構成要素は、ナノ粒子の表面に形成される自己集合
単分子層中へ取込まれる。あるいは、結合相互作用は、当該ナノ粒子の固有の性質を検出
することにより検出される。半導体材料から形成されるナノ粒子は、当該粒子のサイズに
依存して示差的に蛍光を発する。
【００６２】
もう１つの態様では、当該スピーシーズは、クロマトグラフィービーズ（例えば、イオン
交換樹脂）の表面上に非特異的に吸着され得る。吸着ビーズは、デキストラン、ＤＥＡＥ
，ｑ－セファロース、アガロースおよびポリスチレンを取込んでいるものを含んでもよい
。吸着ビーズは、非常に多様な結合パートナーへの固着を容易にするために、荷電スピー
シーズでコートされていてもよい。特定の付着を示すビーズは、例えば、ＮＴＡ，ストレ
プトアビジン、ビオチン、グルタチオン、プロテインＡ、およびプロテインＧを有するこ
とも可能である。ビーズは、結合パートナーが便宜にも固着されてもよい表面を提供する
だけでなく、その上でコロイド粒子装飾が迅速かつ容易に決定される基質を提供すること
も可能である。ビーズはまた、付加的な補充力を必要とせずに重力により、電極のような
第２表面へ、固着されたコロイドを運搬するための乗り物（ｖｅｈｉｃｌｅ）を提供する
ことも可能である。
【００６３】
本発明のもう１つの態様では、ビーズへの成分の結合を容易にするために、ビーズおよび
クロマトグラフィー的に分離された成分を含むバイアルに、試薬を添加する。例えば、当
該溶液のｐＨを変化させるため、当該画分に作用物質を加えることも可能である。ＥＤＣ
／ＮＨＳのような化学的共役物質を加えて、例えば、カルボン酸塩を提示するビーズへの
当該成分の共有結合を容易にすることも可能である。
【００６４】
本発明のもう１つの態様では、クロマトグラフィー的に分離されている成分を、空間的に
アドレス可能な表面またはチップ上の異なる場所に付着させ、次いで本明細書に記載され
ているように相互作用を検出する。１つの態様では、当該表面は実質的に平坦であり、そ
れにより、推定結合パートナーを有するコロイドの均質集団が当該表面とインキュベート
可能であり、そして特定の場所に対するコロイドの結合を検出する。もう１つの態様では
、別々のコロイド混合物と各場所とのインキュベーションを容易にするために、当該表面
を輪郭づけすることも可能である。当該表面の各場所は、当該コロイド粒子へ付着された
スピーシーズへ結合することも可能な同一のまたは異なる成分を提示してもよい。
【００６５】
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本発明のさらにもう１つの態様では、第２コロイド粒子を使ってもよい。画分を別々の場
所に収集し、当該コロイド表面へ分離された成分の結合を容易にするように適応されてい
るコロイドへ導入することも可能である。例えば、露出カルボン酸塩を示す自己集合単分
子層で誘導体化されたコロイドは、ＥＤＣ／ＮＨＳのような共役化学親和力を用いて、露
出アミンをもつ成分に共有的に連結も可能である。その表面に標的スピーシーズを結合さ
せるために、抗体をもつコロイドを使用してもよい。ニトリロ三酢酸基およびニッケルを
もつ自己集合単分子層で修飾されたコロイドは、ヒスチジン標識スピーシーズ（Ｈｉｓ標
識ペプチドおよび核酸が非限定的に含まれる）を選択的に結合するのに使うことも可能で
ある。
【００６６】
検定されるスピーシーズの出所は、それに対する結合パートナーは不明であり、候補の大
きなプールから同定されなければならない、精製された成分であってもよい。例えば、あ
る薬剤が、ある特定の疾患状態に対する治療効果をもつことはわかっているが、その作用
の標的が不明なこともありえる。この場合、当該薬剤は、補助的シグナル伝達能力をもっ
てももたなくてもよいコロイド粒子に、付着する。その結合パートナー（類）を同定する
ために、その特定の疾患状態に関連する出所に由来する細胞または組織を、細胞由来生体
分子の混合物を生じるように処理することが可能である。当該混合物の成分は、次いで、
カラムクロマトグラフィーを含む各種の既知技術により分離可能である。精製された成分
またはずっと少数の成分を含む混合物のいずれかを含む溶出画分は、別々に収集される。
当該溶出緩衝液は、例えば、適当な結合緩衝液を生じるように当該流体を交換するかまた
は希釈することにより、交換することが可能であり、そして分離された画分からの成分は
、好ましくは空間的にアドレス可能な、しかし必ずしもそうでなくてもよい、固体支持体
へ別々に接着することも可能である。当該薬剤をもつコロイド粒子を含む溶液を、次いで
、推定結合パートナーをもつ固体支持体とインキュベートすることが可能である。特定の
固体支持体への当該コロイドのどのような結合も、検出可能であり、そしてその正体を同
定するために、通常の当業者に公知の技術を用いて、当該固定化結合パートナーを分析す
ることが可能である。
【００６７】
あるいは、検定される当該スピーシーズの出所は、細胞溶解物、土壌試料、植物抽出物、
天然物を含む任意の混合物、草本の混合物、または水試料のような混合物でよい。例えば
、特定の生体分子が、ある解明された疾患過程に不可欠なことがわかっている場合がある
ため、この疾患関連生体分子に結合し、そしてその作用を遮断するはずの作用物質を見出
すことは有益である。この場合、当該疾患関連生体分子は、補助的シグナル伝達構成要素
をもってももたなくてもよい一組のコロイド粒子に、付着させることも可能である。医療
物質を含有することも可能な粗混合物を、次いで、上記のように分離し、ビーズまたは他
の固体基質へ接着させ、そしてコロイド結合スピーシーズと相互作用するそれらの能力に
ついて別々に試験することも可能である。本発明の方法を使用しなければ、これは、時間
も、経費も、労力もかかる方法であるはずである。
【００６８】
同様に、もしある混合物が医療性質を有すると考えられる場合、細胞または組織内の作用
の標的は、同様の仕方で決定されてもよい。本発明の非特異的固着方法は、特徴未解明の
結合パートナーの提示を可能にするかも知れない。このようにして、天然試料からの膨大
な量の未知タンパク質および他の生物学的に活性な化合物を、特定の生物学的および化学
的活性について、迅速にスクリーン可能である。
【００６９】
一旦、ある混合物が得られたら、好ましくはクロマトグラフィーを通して、異なる成分に
分けることも可能である。使われるクロマトグラフィー手順は、当該技術分野で知られて
いるものでよい。例えば、サイズ排除ビーズおよび吸着ビーズを含め、各種の異なる基質
または固定相を、当該混合物の成分を分離するために、用いることができる。例えば、細
胞溶解物中の対象となる成分を、クロマトグラフィーカラム中の固定相上に吸着させ、そ
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してサイズ、質量比に対する電荷、および構造といった相違に基づいて当該カラムから選
択的に溶離させることも可能である。これは、ｐＨ、塩含量、およびイオン強度のような
因子類を変えることによって、移動相を換えることにより、行うことも可能である。溶離
液の連続アリコートを収集可能で、その際の各アリコートは、独特なものであるスピーシ
ーズまたはスピーシーズ群を含むこともあり得る。各アリコートに含まれるスピーシーズ
は、次いで、ある表面に固着させてもよい。もしあるアリコートが１つ以上の対象の結合
スピーシーズを含んでいるならば、それら異なるスピーシーズのさらなる分離を達成する
ために、異なる条件下または異なるカラムで、さらに分離をしてもよい。
【００７０】
当該混合物の異なる成分のアリコートが得られた後、それらのアリコート中に含まれる可
能性もある被疑結合パートナーは、上記の表面のような固体基質に再結合させることも可
能である。
【００７１】
好ましい態様では、当該スピーシーズは、クロマトグラフィー分離を実施するのに用いた
同じタイプのビーズ上に吸着させてもよい。当該カラムから得られた試料は非結合性溶離
緩衝液中にあるだろうから、例えば、結合緩衝液へ交換することにより当該緩衝液を交換
し、それにより対象のスピーシーズが当該ビーズ上に吸着できるようにすることが、好ま
しい。これは、溶離緩衝液の結合緩衝液への交換を可能にする透析膜を通して完成しても
よい。一旦当該緩衝液が交換されたら、ビーズを各アリコートに添加して、そして対象の
スピーシーズを当該表面に吸着または反応させてもよい。ビーズはまた、当該緩衝液の交
換前に、添加してもよい。当該ビーズ上の当該スピーシーズの表面密度が増加するように
、好ましくは少数のビーズが使われる。
【００７２】
それらに固定化された対象のスピーシーズをもつビーズは、当該コロイド粒子と当該表面
との間に相互作用があるかどうかを決定するために、コロイド粒子とインキュベートして
もよい。
【００７３】
本発明はまた、推定結合パートナーが付着されているか、または別途付着可能である、使
用準備済セットの粒子を作製することも意図する。粒子のこのような集合は、プローブラ
イブラリーを構成し、これを、診断薬または薬剤スクリーニング用キットに組み込んでも
よい。スピーシーズを提示するコロイドのこのライブラリーは、次いで、例えば、１）特
定の疾患状態と関連する分子または構造体の存在に対する組織標本または細胞；２）単一
のまたは多数の推定結合パートナーを提示するバイオチップ；３）コロイドまたはビーズ
に付着された既知または未知の生体分子を含む溶液；または４）薬剤候補の存在または不
在での上記のいずれかまたはすべて：をプローブするために使用可能である。
【００７４】
もう１つの観点からは、第１スピーシーズに固着されたコロイド粒子を含む第１パッケー
ジ、および第２スピーシーズに固着されたコロイド粒子を含む第２パッケージを有するキ
ットが提供される。当該キットは、第１スピーシーズ、第２スピーシーズ、または両方に
対する結合パートナーを、連続してまたは並行して検出するために使用してもよい。ある
いは、当該キットは、マルチウエルプレートフォーマット中に、特定の作用物質を予め結
合させたコロイドの別個の集合を含ませることも可能である。この場合、当該キットは、
ユーザーが提供する対象となる特定のタンパク質を、当該ユーザーが固定化してもよいコ
ロイドのセットも提供するはずである。当該ユーザーは、次いで、マルチウエルプレート
の各ウエルに対象となる当該タンパク質のアリコートを添加し、そして対象の当該タンパ
ク質の結合パートナーを決定してもよい。コロイドに固定化可能なスピーシーズには、例
えば、任意の核酸、タンパク質、ペプチド、抗体、ｃＤＮＡライブラリーにより作製され
た成分、前述のタンパク質相互作用モチーフ、薬剤候補、酵素、およびこれらの類似物が
含まれる。
【００７５】
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前記プローブライブラリーの成分は、本発明の方法を用いて作製することも可能である。
例えば、混合物はクロマトグラフィー的に分離可能であり、そして誘導体化コロイドは当
該画分を入れたバイアルに添加可能である。あるいは、当該画分を、分画された成分の付
着を容易にするために、誘導体化されているコロイドのセットに添加することも可能であ
る。それから、推定結合パートナーをここで提示することも可能な当該コロイドを包装し
、キットの一部として利用可能にする。
【００７６】
もう１つの実施態様では、推定結合パートナーの付着を容易にするために誘導体化されて
いる粒子を含むキット、および推定結合パートナーを固定化するための説明書が、提供さ
れる。
【００７７】
本発明のもう１つの観点からは、既知スピーシーズへ結合するための、対象のタンパク質
の能力を決定することにより、未知機能のタンパク質の系統的な特徴解明を容易にするこ
とも可能な方法が記載される。そうした既知スピーシーズには、化学化合物、薬剤または
薬剤候補、細胞、タンパク質、タンパク質ドメイン、ペプチド、およびＰＮＡｓのような
それらの非天然変異を含む核酸またはＤ－アミノ酸からできているペプチドを、非限定的
に含んでもよい。
【００７８】
コロイド粒子を用いる結合パートナーおよび薬剤候補の検出のための技術は、「タンパク
質凝集の迅速かつ高感度検出」との標題でＢａｍｄａｄらにより２０００年８月３日に出
願された共同所有の同時係属米国特許出願番号第０９／６３１８１８号、およびＢａｍｄ
ａｄらによる国際特許出願番号ＰＣＴ／ＵＳ００／０１９９７、に記載されており、いず
れも参考文献によって本明細書に援用される。これらの技術を用いて、効率的な薬剤スク
リーニングを容易にし、被疑化合物の種類を絞るために、各種のスピーシーズを同時にま
たはバッチでスクリーンできる検定を実施することが有益であろう。加えて、一旦特定の
物質が同定された場合、もし当該物質の特定の成分を特定の標的として分離そして同定す
ることができれば、さらに有用な情報が得られる可能性がある。
【００７９】
図１は、別々の領域１００および１１０に分けられている、表面１０１の図を提供する。
領域１００に付着しているのが、第１結合スピーシーズ１２０である。領域１１０に付着
しているのは、結合スピーシーズ１２０とは異なる第２結合スピーシーズ１３０である。
結合パートナー１６０を含むコロイド粒子１５０は、全表面１０１にわたってインキュベ
ートされる。適当にインキュベーションした後に、結合スピーシーズ１６０および１２０
との間で結合が生じ、これにより、当該コロイド粒子１５０の一部が表面１００へ固定さ
れる。結合スピーシーズ１６０および１３０との間には結合が生じておらず、それゆえ、
どのコロイド粒子も表面１１０へは固定されない。結合されたコロイド粒子は表面１００
上に観察できる。
【００８０】
図２は、非結合コロイド粒子が濯ぎ去られた後の図１と同じ表面を示す。コロイド粒子は
表面１００に付着して残っているが、表面１１０上には装飾は全く生じていない。これは
、２つの当該表面間の観察可能な相違を提示している。使用する検出方法によっては、濯
ぎが不要なこともある。
【００８１】
本発明のいくつかの態様では、コロイド粒子の表面に形成される自己集合単分子層（ＳＡ
Ｍｓ）を利用する。好ましくは、ＳＡＭに参画するスピーシーズのすべては、当該表面に
選択的に共有的に結合する官能基、非特異的吸着に抵抗する官能基、および生体分子また
は薬剤候補の付着を容易にする官能基が含まれる。好ましい態様では、自己集合単分子層
は金コロイド上に形成される。自己集合単分子層（コロイド粒子上に形成されるか、別の
表面上に形成されるかは問わない）は、チオールスピーシーズの混合物（金が表面の場合
）を含んでなってもよく、この混合物には、非特異的吸着に抵抗するためトリエチレング
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リコール末端チオール類、およびアフィニティータグの結合パートナーが末端のチオール
類（例えば、金属を配位できるキレートが末端のチオール類（例えば、ニッケル原子と複
合化した場合、ヒスチジン標識結合スピーシーズを捕捉するニトリロ三酢酸））が含まれ
る。同様に、自己集合単分子層は、シリコンまたは半導体材料を含む粒子上に形成される
ことも可能である。
【００８２】
本発明の方法で使用してもよい固体基質の例には、ビーズ、ならびにチップのような平坦
な基質も含まれる。チップは、結合パートナーを固着可能な、任意の均一にコートされた
基質であってもよい。チップは、スピーシーズの固着を容易にするように、容易に修飾可
能である、金またはシリコンでコートされてもよい。チップは、導電性または非導電性の
いずれでもよい、自己集合単分子層（ＳＡＭ）を含んでもよく、また、チップは、１つの
電極であっても、一連の別個の電極であってもよい。もしＳＡＭがチップ上で使われるな
らば、それには、便利なアフィニティータグの結合パートナー（核酸を含む）、または当
該表面へのスピーシーズの共有共役を容易にするような機能性基（例えばＥＤＣ／ＮＨＳ
化学親和力による）が取り込まれてもよい。
【００８３】
もう１つの態様で、ＰＣボードの一部を限定可能な電極を表面として使ってもよく、そし
てＳＡＭは、当該ＰＣボードの金コートされたパッド上に形成されてもよい。ＰＣボード
上にＳＡＭを形成させる１つの方法は、例えば、チタニウムまたはニッケルの接着層で当
該ボードの領域をコートし、次いで金コーティングを行うことである。さらに、ＳＡＭは
、上記のように当該金層に加えてもよい。
【００８４】
もう１つの態様では、試料、混合物または化合物の「相互作用フィンガープリント」を作
製してもよい。さらに、これらの相互作用フィンガープリントを他のフィンガープリント
と比較して、当該２つの試料間の類似点または相違点を決定することも可能である。２以
上の別々の表面またはある表面上の別々の領域を、生体分子アレイのような１つまたはそ
れ以上の成分で誘導体化し、そして提示することも可能である。単一の化合物、薬剤、薬
剤候補、細胞溶解物、薬剤候補の混合物などを、前記２つまたはそれ以上の表面へ曝露し
、当該試料中の成分間に特徴的な、および当該表面上の１つまたはそれ以上の領域との、
相互作用を決定することが可能である。相互作用の特徴は、非結合から完全結合までの範
囲にあることがあり得、またその間のいずれの値を含むこともあり得る。当該表面または
複数の表面上の異なるアドレス可能な領域は、当該試料に対して異なる推定結合パートナ
ーを提示することもあり得るので、結果は、アドレス可能な場所のそれぞれで異なる可能
性もある。複数のアドレス可能な場所での結合相互作用の量を記録することによって、結
合相互作用の「等高線図」または「相互作用パターン」を作製することが可能である。当
該相互作用パターンは、アドレス可能な場所またはその近傍における特徴的な相互作用の
尺度により「ｚ」軸成分を表すことが可能なことから、三次元的と称してもよい。アドレ
ス可能な領域の各々で異なる程度の相互作用を示すこの相互作用パターンを記録し、その
後、同一のまたは異なる試料に曝露された場合に、同一の、同様な、または異なる表面か
ら作られる同様な相互作用パターンと比較することも可能である。それゆえ、同じような
三次元相互作用景色は、同じような組成物または、例えば、同じような薬剤活性を示して
いる可能性もある。一旦、特定の相互作用パターンが作製されれば、それらは、任意の新
たに作製される相互作用パターンを比較してもよい、ライブラリーを形成することも可能
である。
【００８５】
本発明のもう１つの観点からは、コロイドへの化学的または生物学的なスピーシーズの制
御されかつ特異的な付着のための方法が提供される。１つの態様では、当該コロイド粒子
へ、固体基質へ、または両方へ結合パートナーを固着させるために、ＳＡＭを使うことも
可能である。ＳＡＭの使用は、コロイドへの各種の結合パートナーを固着させる効率的で
特異的な方法を提供する。ＳＡＭを用いる共有付着の１つの方法は、ＥＤＣ／ＮＨＳ化学
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親和力によるものである。もう１つの方法は、キレート／金属／金属結合タグ連結を用い
る。金属結合タグ／金属／キレート連結が使われる配置では、キレートは、コロイド上の
ＳＡＭの一部を形成してもよく、そしてシグナル伝達構成要素に共有的に付着してもよい
。キレートは、金属を配位するが、しかし当該金属上に少なくとも２つの開放配位部位を
残す。ポリアミノ酸タグのような金属結合タグは、当該結合スピーシーズ中へ取込むこと
も可能で、当該金属への金属結合タグの配位により、当該結合スピーシーズに前記コロイ
ドまたはシグナル伝達構成要素へ固着する能力を与える。適当なキレートの例は、ニトリ
ロ三酢酸、２，２´－ビス（サリチリデンアミノ）－６，６´－デメチルジフェニル、ま
たは１，８－ビス（ア－ピリジル）－３，６－ジチアオクタンを含む。別の固定化技術で
は、結合スピーシーズは末端システインをもち、そしてそれにより、当該コロイドの金表
面へ固着することも可能である。
【００８６】
実質的には任意の生物学的スピーシーズを、コロイド粒子または固体支持体のいずれの上
にも固定化可能である。例えば、ＳＡＭを当該コロイドの表面に形成させ、そして各種の
スピーシーズを当該ＳＡＭに付着させてもよい。ＳＡＭを形成するのに使える方法のいく
つかは、米国特許第５６２０８５０号中、および「非コロイド構造体上のスピーシーズと
コロイド固定化スピーシーズの相互作用」の標題でＢａｍｄａｄらにより２０００年６月
２３日に出願された米国特許出願番号第０９／６０２７７８号；および「タンパク質凝集
の迅速かつ高感度検出」の標題でＢａｍｄａｄらにより２０００年８月３日に出願された
共同所有、同時係属米国特許出願番号第０９／６３１８１８号に記載されており、いずれ
も参考文献によって本明細書に援用される。ＳＡＭは、ヒスチジン標識タンパク質を効果
的に捕捉するのに使用可能な、ニトリロ三酢酸Ｎｉ++（ＮＴＡ／Ｎｉ++）残基（またはト
リエチレングリコール末端チオール）を末端にもつチオールを、含んでもよい。ＳＡＭは
また、標準的なEDC／NHS化学を経て非修飾タンパク質の共役を可能にするカルボン酸基を
、取込んでもよい。それらのタンパク質は、標識された成分に付着させることになるので
、標識する必要はない。加えて、ＳＡＭは、結合現象が生じたシグナル伝達のために使わ
れる成分を含んでもよい。シグナル伝達成分は、結合パートナーが関与する相互作用を検
出させやすくするのに役立つ、例えば、荷電性、電気活性、または蛍光性化合物であって
もよい。フェロセンのようなメタロセンは、本発明の感度を増加するのを助けるであろう
シグナル伝達構成要素の例である。コロイド粒子は、多数の異なるシグナル伝達構成要素
ならびに多数の異なる結合スピーシーズを含むことも可能である。
【００８７】
上で論考したように、第１結合パートナーをチップまたはビーズのような表面へ固定化し
、そして第２結合パートナーをコロイド粒子へ固定化してもよい。第１結合パートナーお
よび第２結合パートナーは両方とも、既知または未知のいずれでもよい。例えば、既知ス
ピーシーズをビーズの表面上に固定化し、一方、一連の未知スピーシーズ、例えば、混合
物から分離された成分を、一連のコロイド上へ固定化し、続いて、当該コロイド粒子上の
未知スピーシーズと当該ビーズ表面上の既知スピーシーズとの間の結合相互作用を決定す
る検定を行ってもよい。あるいは、当該コロイド粒子上に固定化された結合パートナーが
既知で、一方、当該ビーズ表面上に固定化されている結合パートナーが未知であってもよ
い。当該コロイド粒子および当該ビーズ表面の両者の上の結合パートナーが未知である場
合、または当該コロイド粒子および当該ビーズ表面の両者の上の結合パートナーが既知で
ある場合のように、本手順をさまざまな入れ替えることも利用できる。
【００８８】
もう１つの態様で、本発明は、競合的検定を取込んでもよい。例えば、コロイド上にまた
は表面上に固定化されてない薬剤または推定薬剤を、その表面上の結合部位を競合する可
能性がある結合スピーシーズを含むコロイド粒子とともに、インキュベートしてもよい。
この仕方で、非付着薬剤の結合活性は、当該コロイド粒子と当該露出表面との間の結合の
欠如により判断してもよい。それ故、正の結果は、シグナルの欠如または減少により示す
ことも可能である。
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【００８９】
もう１つの態様では、異なる結合パートナーへ固着された各種のコロイドは、１つまたは
それ以上の表面に添付された他の結合パートナーにより検定してもよい。試験されるコロ
イドの各々のシグナル伝達方法が異なる場合、当該表面上のコロイドタイプのいずれか１
つの間の結合現象が選択的に決定されることも可能である。例えば、１つのコロイド粒子
が第１の波長で発光する成分を含み、そして第２のコロイドタイプが第２波長で発光する
成分を含んでもよい。適切なインキュベーションの後、当該表面をコロイド付着について
調べることが可能である。もし第１波長の光がバックグラウンド閾値以上に当該表面に存
在するなら、その場合、第１コロイドタイプが当該表面へうまく結合されており、一方、
検出された光が第２波長のものである場合、第２コロイドタイプと当該表面との間でうま
く結合が起っていたことになる。このタイプの分析は、どのコロイド固着結合スピーシー
ズが、当該表面に添付された結合スピーシーズに最も容易に結合されるかを決定するのに
、競合的に使用してもよく、または、あるいは、２つまたはそれ以上の結合スピーシーズ
の、第３のまたは多くの結合スピーシーズを提示する表面との結合活性を、同時に試験す
るためのスクリーニング技術として使用してもよい。長時間にわたるシグナルの変化をモ
ニターすることによって、結合相互作用の動態を研究し、そして記録することも可能であ
る。この検定に使われるコロイド粒子は、シグナル伝達成分を含んでいても、いなくても
よく、そして異なるコロイド粒子の結合効率は、当該装飾表面の色、形、サイズ、または
他の検出可能な特徴における差によって、観察も可能である。
【００９０】
【実施例】
実施例１
本実施例は、コロイドならびに平坦な基質上にＳＡＭｓを形成するための方法を述べる。
次のように、本質的に任意のスピーシーズの選択的付着のための自己集合単分子層で、表
面をコートすることが可能である。
【００９１】
１つの特定の技術では、始めに、１．５ｍｌの商業的に入手可能な金コロイド（Ａｕｒｏ
　Ｄｙｅ）をマイクロフュージ（小型遠心分離機）中、高速で１０分間の遠心分離により
ペレット化する。当該ペレットは１００μＬの貯蔵緩衝液（クエン酸ナトリウムおよびＴ
ｗｅｅｎ－２０）中に再懸濁する。９０μＭニトリロ三酢酸（ＮＴＡ）－チオール、９０
μＭフェロセン－チオール、および５００μＭカルボキシ－末端チオールを含む１００μ
Ｌのジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）溶液を、次いで、添加する。当該チオール溶液中で
３時間インキュベーションした後、当該コロイドをペレット化し、その上清を捨てる。当
該コロイドは次に、ＤＭＦ中４００μＭトリエチレングリコール末端チオールの１００μ
Ｌ中、５５℃で２分間、３７℃で２分間、５５℃で１分間、３７℃で２分間、次いで室温
で１０分間インキュベートする。当該コロイドを次いでペレット化し、そして１００μｌ
のリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）を加える。当該コロイドは次に、前記コロイド貯蔵緩衝液
中１８０μＭ　ＮｉＳＯ4で１：１に希釈する。１００μＬのＨｉｓ－標識ペプチドをＰ
ＢＳ中１００μＭで、コロイドを提示する１００μＬのＮＴＡ－Ｎｉ（ＩＩ）に加え、そ
して０．５時間インキュベートする。遊離の非付着ペプチドを除去するために、当該コロ
イドを、次いで、ペレット化し、そしてその上清を捨てる。当該コロイドペレットは、次
に、１００μＬ　ＰＢＳ中に再懸濁する。
【００９２】
平坦基質上にＳＡＭを形成する１つの方法は次のとおりである：顕微鏡用ガラススライド
に、Ｔｉ（チタン）の層、続いてＡｕ（金）の層を吹き付ける。各電極は、１０％メチル
末端チオール（ＨＳ－（ＣＨ2）15ＣＨ3）、４０％トリエチレングリコール末端チオール
，ＨＳ（ＣＨ2）11（ＣＨ2ＣＨ2）3ＯＨ，（式）および５０％ポリ（エチニルフェニル）
チオール（Ｃ16Ｈ10Ｓ）を含む３００μＬのＤＭＦ溶液と、６０秒から数時間に及ぶ時間
、室温でインキュベートする。２ｍｌの４００μＭトリエチレングリコール末端チオール
を、次いで、当該チップを含むシンチレーションバイアルに加え、そして当該バイアルを
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、次のように水浴中で熱サイクルする（５５℃で２分間；３７℃で２分間；５５℃で１分
間；３７℃で２分間、次いで室温で１０分間）。電極は、ＥｔＯＨ、次いで滅菌ＰＢＳに
浸漬し、濯ぐ。
【００９３】
実施例２
本実験では、ある低分子を示す金コロイドは、当該低分子が認識したタンパク質を提示し
たビーズに、特異的に結合した。当該ビーズ上への金コロイドの塊状集積はそれらを赤く
着色したので、当該結合現象は直接観察により容易に検出された。
【００９４】
ストレプトアビジンでコートされたビーズは商業的に購入した。コロイドは、上の実施例
１におけるように、自己集合単分子層で誘導体化した。これらのコロイド上に形成された
ＳＡＭｓは、ｉ）非特異的結合に抵抗するためのトリエチレングリコール、ｉｉ）ストレ
プトアビジンに特異的に結合するビオチン、およびｉｉｉ）ヒスチジン標識タンパク質を
捕捉する、Ｎｉ++（ＮＴＡ－Ｎｉ++）で複合体化されたニトリロ三酢酸、を末端にもつチ
オール類を取込んだ。
【００９５】
負の対照として使うために、ＮＴＡ－Ｎｉだけを提示し、タンパク質ビオチンを提示しな
いコロイドを調製した。
マイクロタイタープレートの各ウエルに、５μＬの商業的に入手可能のストレプトアビジ
ンでコートされたビーズを加えた。１つのウエル中に、単一ストレプトアビジンビーズお
よび５μＬのプロテインＡでコートされたビーズを加えた。２５μＬの０．０１ｍｇ／ｍ
Ｌのヒスチジン標識グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）タンパク質を、１
００μＬのＮＴＡ－Ｎｉ／ビオチン提示コロイドに加えた。負の対照として使うために、
２５μＬのヒスチジン標識ＧＳＴを、ＮＴＡ－Ｎｉだけ（ビオチンなし）を提示するコロ
イドに添加した。８０μＬの当該コロイド溶液を、前記ビーズを含むウエルに加えた。
【００９６】
２時間後、ビオチンを示したコロイドは、ストレプトアビジンビーズ上に塊状集積し、そ
してそれらを鮮赤色に着色し、そして当該コロイド溶液のバックグラウンドの桃色は消失
していた（図８を参照）。ストレプトアビジンビーズおよび、ＮＴＡ－Ｎｉを示すがビオ
チンを示さないコロイドを含む、ウエル中の溶液は、桃色を呈した。４０倍の倍率で、当
該ビーズは無色のままであることが観察され、当該コロイド上のスピーシーズと当該ビー
ズ上のスピーシーズとの間の結合は生じなかったことを示している（図９参照）。図１０
は、プロテインＡビーズのバックグラウンド中に単一ストレプトアビジンビーズを含むウ
エル中では、ビオチン提示コロイドに結合された一方、付近の対照ビーズは結合されなか
ったことを示す。
【００９７】
実施例３
上記の実験で使用したビーズは、次いで、ビーズ・コロイド相互作用が当該コロイドに付
着させた蛍光成分を用いても検出可能なことを証明するために、使用された。上記のコロ
イドは、ヒスチジン標識ＧＳＴをもつように誘導体化された。蛍光標識をもつ抗ＧＳＴ抗
体を、当該コロイドに別々に加え、ＰＢＳで濯ぎ、次いでストレプトアビジンビーズまた
は対照ビーズに添加した。ビーズは、次いで、蛍光顕微鏡下４０倍の倍率で視覚化した。
図１１は、ビーズならびに浮遊コロイドが蛍光を発しているのを示す。対照ビーズは全く
蛍光を発しなかった。
【００９８】
実施例４
本実験は、第１のものがビーズ上に固定化され、そして第２のものがＳＡＭコート金コロ
イド上に固定化されている場合、それら２つのタンパク質間における相互作用の検出を証
明する。次のように、商業的に入手可能なＮＴＡ－Ｎｉ++ビーズにヒスチジン標識ＧＳＴ
を付着させた。１００μＬのＮＴＡ－Ｎｉ++ビーズをＰＢＳ中で濯ぎ、次いで２００μＬ
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のＰＢＳ中に再懸濁した。２０μＬの当該スラリーを清浄なエッペンドルフ管に移し、そ
れに１００μＬのヒスチジン標識ＧＳＴを１ｍｇ／ｍｌで添加した。ＧＳＴとインキュベ
ートしなかったＮＴＡ－Ｎｉ++ビーズのアリコートを、負の対照として保存した。４０分
間のインキュベーション期間の後、過剰のタンパク質を除去するために、当該ビーズをＰ
ＢＳ中で濯ぎ、遠心分離によりペレット化し、次いで１００μＬ中に再懸濁した。コロイ
ドは、ヒスチジン標識タンパク質を捕捉するためのＮＴＡ－Ｎｉ++と、非特異的結合への
抵抗を援助するためのトリエチレングリコールとを、提示するＳＡＭｓで誘導体化した。
５００μＬの当該コロイドは、次いで、それらのＦｃ部分へ結合することによって抗体を
捕捉する、０．０１ｍｇ／ｍＬのプロテインＧのヒスチジン標識断片を含む溶液の１００
μＬとインキュベートした。過剰のプロテインＧを除去するために、コロイドは、濯ぎ、
そしてペレット化した。当該プロテインＧ提示コロイドは、次いで、１００μＬの抗ＧＳ
Ｔ抗体と１ｍｇ／ｍｌでインキュベートした。当該コロイドはＰＢＳで濯いだ。当該抗Ｇ
ＳＴ提示コロイドは、次いで、当該ＧＳＴ提示ビーズと混合し、そして結合が生じるよう
にさせた。１０分以内に、ＧＳＴを提示したビーズは、当該抗体所持コロイドが当該ビー
ズ上に塊状集積するにつれて、赤く着色するようになり始めた。ここで図１２を参照する
と、Ｃ６，Ｃ７およびＣ８とマークされている写真は陽性に相当する；抗ＧＳＴ提示コロ
イドとインキュベートされたＧＳＴ提示ビーズ。Ｄ６，Ｄ７およびＤ８と標識されている
写真は負の対照に相当し、それらは、ＧＳＴと予め結合されてないＮＴＡビーズとインキ
ュベートされた抗ＧＳＴ提示コロイドである。Ｅ６，Ｅ７およびＥ８と標識されている写
真も再度陽性で、そして抗ＧＳＴを提示するコロイドと混合された、ＧＳＴを提示するビ
ーズに相当する。シリーズＣおよびＥ間の相違は、シリーズＥで使われたコロイドが、シ
リーズＣで撮影されているビーズで使われたような１００μＬでなく、１０μＬのプロテ
インＧとインキュベートされたことである。
【００９９】
実施例５
本実験は、ＳＡＭコートコロイド上に固定化された第１スピーシーズとビーズ上に固定化
された第２スピーシーズであって、そこでの第２スピーシーズが全細胞溶解物から直接ビ
ーズ固定化されている、それらのスピーシーズ間の相互作用の検出を証明する。
【０１００】
コンピテントＢＬ２１細胞を、Ｈｉｓ－標識ＧＳＴをコードする発現プラスミドで形質転
換した。標準的な分子生物学技術の当業者にはよく知られているように、当該細胞を増殖
し、ＬＢを接種するために用い、そして当該コードタンパク質を発現するように誘導した
。負の対照として使用するため、ＢＬ２１細胞のアリコートを発現プラスミドで形質転換
せず、そして、選択抗体の存在下で増殖させなかったこと以外は、上記のように増殖しそ
して誘導した。細胞は、ペレット化し、そして標準的溶解緩衝液と混合することにより、
続いて超音波処理により、溶解した。当該粗細胞溶解物に、商業的に入手可能なＮＴＡ－
Ｎｉ++ビーズを添加し、そして4度で１時間インキュベートし、当該Ｈｉｓ－標識タンパ
ク質を当該ビーズに結合させるようにした。ビーズは次いでペレット化し、ＰＢＳ中に再
懸濁し、そして（上記のように調製された）抗ＧＳＴを提示したコロイドと混合した。１
時間のインキュベーション期間の後、ビーズを倍率４０倍で調べた。結果は写真撮影し、
そして図１３に示す。本実験の結果は、シートが「ＳＢ１３３　１０ｍｉｎ」と標識され
ているところで始まる。各写真は、「＋」または「－」で、およびインキュベーション時
間で標識されている。陽性は、ＧＳＴ発現プラスミドで形質転換された細胞に対応し、そ
して陰性は、形質転換されなかった細胞に対応するが、それ以外は同様に処理した。
【０１０１】
実施例６
本実施例は、平坦チップに付着された第１タンパク質スピーシーズと、蛍光成分を提示す
るコロイドに付着した第２スピーシーズとの間の相互作用の検出を証明する。本明細書で
は、コロイドに付着されるかまたは溶液中で遊離ないずれかの、蛍光的に標識された抗体
へのチップ固定化ＧＳＴの結合を、比較する。
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【０１０２】
ＳＡＭｓは、２．５％ＮＴＡ－Ｎｉ++が９７．５％トリエチレングリコールのバックグラ
ウンド中で提示されるように、金コート平坦チップ上に形成された。一連のＮＴＡ－Ｎｉ
++チップは、Ｈｉｓ－標識ＧＳＴと予め結合させた。ＮＴＡ－Ｎｉ++－ＳＡＭコートされ
たコロイドを、調製し、そしてＨｉｓ－標識プロテインＧと予め結合させ、次いで緑色フ
ルオレセイン標識化抗ＧＳＴ抗体とインキュベートした。当該ＧＳＴ提示チップの半数は
、前記蛍光抗体所持コロイドとインキュベートした（図１４の上部を参照）、一方他の半
数は、前記蛍光抗ＧＳＴと直接インキュベートした（図１５の上部を参照）。対照（図１
４および１５の下半分）は、トリエチレングリコール末端ＳＡＭｓで誘導体化されそして
ＮＴＡ－Ｎｉ++を提示しないチップである。各図には、添加された２つの異なる濃度の抗
ＧＳＴに相当する、２つの陽性が存在する。チップは、蛍光顕微鏡により倍率４０倍で、
分析しそして写真撮影した。
【０１０３】
予示的実施例
実施例７－１２により、本発明の追加態様を例証する予示的実施例が以下に提供される。
【０１０４】
実施例７
薬剤候補を含むと言われる土壌試料からの抽出液を、図４に図解されるように、クロマト
グラフィーカラム２２０上に吸着させる。クロマトグラフィーカラム２２０は、抽出液１
１０中に溶解するかあるいは懸濁することも可能な、対象のスピーシーズを吸着するポリ
スチレン樹脂ビーズ２３０を含む。当該化合物が当該ビーズ上に懸濁された後、溶出溶剤
を当該カラム中に通過させ、そして当該溶出溶剤のｐＨを長時間変化させる。溶出溶剤が
カラム２２０を通過するにつれて、異なる時間で当該ビーズから化合物が選択的に除去さ
れる。溶出溶剤のｐＨが変わるにつれて、第１アリコートはＡバイアルに，第２はＢバイ
アルに，第３はＣバイアルに、そして以下同様に収集される。このように、対象の化合物
が当該カラムから溶出された後、各バイアルには、薬剤候補の可能性がある、異なるスピ
ーシーズが含まれる。
【０１０５】
図５は、溶出緩衝液を結合緩衝液に交換し、そして樹脂ビーズを当該バイアルに添加した
後、図４に示すのと同じバイアルを例示する。当該ビーズは、上記の分離過程で使われた
ものと同じタイプのポリスチレン樹脂ビーズである。当該ビーズを添加する前に、当該溶
出溶剤を、透析膜上で結合溶剤と交換する。交換が完了した後、当該ビーズを添加しても
よく、すると当該薬剤候補は当該ビーズの表面に固定化される。対象の固定化標的分子を
含む懸濁性コロイド粒子を含む流体を、当該バイアルの各々に添加する。当該ビーズを３
０分間ないし２時間インキュベートする。結合パートナーの結合を促進するために、当該
バイアルを撹拌してもよい。適当なインキュベーション期間の後、当該バイアルの各々に
含まれるビーズを、コロイド粒子により装飾されていたかどうかを確かめるために、試験
する。当該ビーズのいずれかが装飾されていた場合、当該標的分子と元の混合物のある成
分との間で結合現象が生じていたことを示している可能性がある。当該成分が、当該標的
分子の生物学的活性を遮断するための薬剤として使用できることを、本相互作用は示して
いる可能性もある。あるいは、当該成分は、健康状態と当該標的タンパク質の存在と相関
された疾患状態とを区別するための診断検定に使用することも可能である。
【０１０６】
実施例８
次のものは、疾患を診断しそして治療するための総合的方法であり、どのように本発明が
使用可能であるかの実施例である。癌と関連する細胞は、その表面上に、ある種の受容体
をしばしば独占的に発現するかまたは過剰発現することが、知られている。これらの癌関
連細胞表面受容体は、腫瘍マーカーとして知られている。ＨＥＲ／２ｎｅｕのような腫瘍
マーカーの作用を、それらに強く結合する分子で遮断すると、腫瘍増殖が遅くされ、また
排除されることが示されている。少数の腫瘍マーカーが同定されているものの、もっと多
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くが存在すると研究者は理論づけているが、しかしまだ不明のままである。本発明の方法
は、腫瘍マーカーを検出するために、そしてまた、それらの活性を遮断するための薬剤を
スクリーンするためにも、使用可能である。そうした検定を実施するための１つの方法は
次のとおりである。
【０１０７】
腫瘍マーカーとして知られる細胞表面受容体は、体内の未知リガンドと相互作用する。本
明細書に記載されているように、細胞または細胞膜は、溶解し、分画し、そしてその内容
物を、ＳＡＭ－修飾コロイドに付着させることも可能である。当該コロイドは、補助シグ
ナル伝達成分も提示するように、誘導体化しても、しなくてもよい。健康細胞および疾患
関連細胞は、候補リガンド所持コロイドのバッチからの同一アリコートと、別々にインキ
ュベートされることになる。次いで、非疾患関連細胞への結合と比較した場合、疾患関連
細胞に示差的に結合するコロイドの集団を探すことが可能である。この示差的結合は、当
該コロイド固定化リガンドが当該細胞上の腫瘍マーカーの結合パートナーであることを、
意味する。
【０１０８】
当該コロイドに付着した画分の保存部分を、次いで、当該腫瘍マーカーの結合パートナー
を同定しそして特徴解明するために、分析することが可能である。当該結合パートナーで
誘導体化されたコロイドは、疾患の存在をシグナルするための診断検定に使用してもよく
、あるいは、当該結合パートナーは、当該腫瘍マーカーの生物学的活性を遮断するための
診断薬として使用することも可能である。
【０１０９】
あるいは、前記溶解物から単離された結合パートナーは、次のものを含むさまざまな薬剤
スクリーニング戦略で、使用可能である。健康な細胞および疾患関係細胞を、薬剤候補お
よび当該結合パートナーをもつコロイドと、インキュベートしてもよい。当該細胞へのコ
ロイド結合の消失は、当該候補薬剤が、当該腫瘍マーカーに直接結合したか、あるいは、
当該細胞表面でのその発現に間接的に影響したか、のいずれかであることを示す可能性が
ある。In vitro（試験管内）薬剤スクリーニング検定では、当該結合パートナーをもつコ
ロイドを、溶液中に遊離で、あるいは、例えば、平坦な基質または、ビーズまたはコロイ
ドのような粒子であってもよい表面に付着された、候補薬剤を含む溶液中でインキュベー
トしてもよい。本明細書におよび、いずれも参考文献によって本明細書に援用される、Ｂ
ａｍｄａｄらにより「タンパク質凝集の迅速かつ高感度検出」の標題で２０００年１月２
５日に出願された国際特許出願番号第ＰＣＴ／ＵＳ００／０１９９７号中、および２００
０年１月２１日に出願された国際特許出願番号第ＰＣＴ／ＵＳ００／０１５０４号中、お
よび共同所有、同時係属米国特許出願番号第０９／６３１８１８号中、およびＢａｍｄａ
ｄらによる「非コロイド構造体上のスピーシーズとコロイド固定化スピーシーズの相互作
用」の標題の共同所有の同時係属米国特許出願番号第０９／６０２７７８号、に記載され
ている検出方法を、次いで、当該コロイドに結合された結合パートナーに結合される薬剤
候補を同定するために、使用することも可能である。例えば、土壌試料からの画分を、Ｅ
ＤＣ／ＮＨＳ共役を経てコロイドへ付着させ、そして腫瘍マーカーに対する結合パートナ
ーをもつコロイドを含む溶液に別々に添加することも可能である。前記腫瘍マーカーの結
合パートナーと相互作用するエレメントを含む溶液は、桃色から青色に変わるはずである
。あるいは、薬剤候補は、ビーズ上へコンビナトリアルな方法により合成してもよい。各
々が異なる薬剤候補をもつこれらのビーズは、次いで、当該腫瘍マーカーの結合パートナ
ーをもつコロイドとインキュベートすることも可能である。この場合、当該コロイド上の
スピーシーズと当該ビーズ上のスピーシーズとの間の結合は、当該コロイド上のシグナル
伝達エレメントを経て、または当該同族体薬剤を提示するビーズ上へのコロイドの凝集を
視覚的に観察することにより、検出することも可能である。
【０１１０】
実施例９
本発明のもう１つの側面で、化学的化合物、タンパク質、ペプチド、相互作用ドメインお
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よび核酸のようなある種の既知スピーシーズへ結合する、それらの能力に従ってタンパク
質を特徴解明することも可能である。タンパク質の結合能力を決定することは、治療標的
として、その対象のタンパク質の機能を割当てること、およびその可能性を決定すること
の、欠くことのできない部分である。対象である何らかの特定のタンパク質に対しタンパ
ク質結合パートナーとなり得るものの数は多く、それゆえ、例えば、チップ表面上に便利
にも展示することはできない。しかし、タンパク質相互作用は、いくつかの異なるタンパ
ク質中に存在する、反復性の認識モチーフまたはドメインにより、仲介されることがしば
しばある。タンパク質相互作用モチーフは、その親タンパク質の関係においてよりも、別
個のユニットとして発現された場合でさえも、それらの機能性構造を典型的には保持して
おり、そしてそれ故、独立の機能性ユニットとして合成し、または発現し、そしてチップ
上に固定化することも可能である。特徴未解明のタンパク質の機能に関する重要な手がか
りを、他の生体分子（具体的にはそれらのタンパク質内の認識モチーフ）との、当該タン
パク質の相互作用を決定することにより収集することも可能である。
【０１１１】
各種のタンパク質相互作用ドメインまたは認識モチーフが、文献に報告されており、そし
て当業者に知られている。例えば、「タンパク質機能チップ」の一部として、タンパク質
を特徴解明するのに使うことができる、タンパク質相互作用モジュールの例を、以下に説
明する。
【０１１２】
不連続のタンパク質相互作用モチーフは、細胞質シグナル伝達タンパク質類を補充する、
Ｓｒｃホモロジー２ドメイン（ＳＨ２）により例示される。例えば、Ｇｒｂ－２およびＮ
ｃｋは、ＳＨ２およびＳＨ３ドメインを含み、それらはプロリンリッチな配列を認識し、
そして、追加のタンパク質が、活性化受容体チロシンキナーゼへ補充されるのを可能にす
るための、アダプタータンパク質として作用する。ＰＤＺドメインは、受容体の内面上の
ある種のＣ－末端配列に結合し、そして受容体クラスタリングに重要と考えられている。
ＰＴＢドメインは、ＳＨ２ドメインに似ているが、ｐＹ－含有モチーフ周囲の異なる特定
の残基に結合する。ＦＨＡドメインはホスホトレオニン含有ペプチドに結合し、一方１４
－３－３ドメインはホスホセリン含有モチーフに結合する。ＰＨドメインは、ホスホイノ
シチドに結合し、シグナル伝達タンパク質の膜会合を可能にする。ＦＹＶＥドメインも、
ＰＩ3Ｐのような脂質ヘッドグループに結合する。デスドメイン、ＤＥＤ、ＢＡＤおよび
ＣＡＲＤドメイン類は、アポトーシスを誘発するタンパク質・タンパク質相互作用の肝要
な成分であるモチーフである。機能性ドメインまたは結合モチーフには、デスドメイン、
ＳＨ２およびＳＨ３、クリングルドメイン、ＲＧＤモチーフ、酸性活性化ドメイン、およ
びポリグルタミンリピート（反復配列）、アルマジロモチーフ、Ｇｒｂ２ドメイン、酵素
基質、タンパク質の細胞質尾部、ＭＵＣ１リピート、ＷＷモチーフおよびポリプロリン配
列が、非限定的に含まれる。また、本発明に、現在公知の、または発見されるであろう、
他のドメインまたはモチーフを取込むことももちろん可能である。
【０１１３】
本発明のデバイスは、単一の手順で複数の分子相互作用を特徴解明するように、配置・形
成してもよい。例えば、１つまたは１つ以上の空間的にアドレス可能な領域をもつタンパ
ク質アレイチップのような表面を、各空間的にアドレス可能な領域がタンパク質認識モジ
ュールのような異なる固定化スピーシーズを示すように、作製することも可能である。特
徴未解明のタンパク質のような固定化スピーシーズを、コロイド粒子に付着させ、そして
それから前記チップとインキュベートすることも可能である。対象のタンパク質が結合す
る空間的アドレスは、各種の技術により見分けることが可能である。例えば、特定の領域
におけるコロイドの塊状集積は、その場所を赤くすることも可能である。あるいは、当該
コロイドは、電極上に形成された機能性ドメインチップとともに使用するための電気活性
成分のようなシグナル伝達構成要素で、誘導体化してもよい。加えて、コロイドは、蛍光
成分または蛍光タンパク質のような光学的に発光性の化合物を含むように、構築または修
飾することも可能である。インキュベーション期間の後、未結合のコロイド粒子を除くた
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め、当該チップ表面を濯ぐ、すると残存蛍光の空間的パターンは、対象のタンパク質が結
合しているモチーフの正体を明らかにすることも可能である。結合されたコロイド粒子は
、視覚的に、または機器、例えば、電極または光学検出器、の助けを借りて検出が可能で
ある。これらのおよび他の技術は、当該特徴解明プロセスの一部または全部の自動化を提
供することもあり得る。
【０１１４】
最小相互作用モチーフは、典型的にはそれらの機能性構造を保持しており、そしてそれ故
、独立のユニットとして合成または発現され、そしてチップまたは粒子のような表面上に
固定化することも可能である。便利にも、これらのモチーフは、これらのタグに対する結
合パートナーを示す表面への結合を容易にするために、アフィニティータグで修飾するこ
とも可能である。例えば、ＮＴＡ－Ｎｉ（ＩＩ）自己集合単分子層は、ヒスチジンタグで
修飾されているモチーフを固定化するために、金コート基質上に作製することも可能であ
る。マスキング、マイクロ密着プリンティング、または物理的単離技術（すなわち、親水
性対疎水性）を、別々のアフィニティー標識スピーシーズを表面上の異なる領域へ付着さ
せるために用いることも可能である。
【０１１５】
本発明は、ペプチド、タンパク質の断片または混合物、核酸およびそれらの複合体、化学
物質、薬剤候補、薬剤および細胞が、非限定的に含まれる、タンパク質以外の成分をもつ
表面をインキュベートすることを予期している。これらの成分は、精製された形でも、ま
たは、細胞溶解物およびそれらの断片、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡライブラリー、薬剤また
は化合物ライブラリー、天然物試料、および類似物から由来してもよい。
【０１１６】
実施例１０
本発明のもう１つの観点から、本技術を変形したものが、特定の疾患状態で失われている
きわめて重要な機能性を同定するために使われる。この場合、機能性モジュールのライブ
ラリーを提示するチップを、光学的に発光性の成分のようなシグナル伝達能力ももつコロ
イド粒子の付着を容易にするように修飾されている、タンパク質の混合プールとインキュ
ベートする。当該タンパク質プールの成分は、結合が生じるように、表面固定化モジュー
ルと相互作用することが可能にされる。次いで、コロイドを加え、そして前記固定化スピ
ーシーズと相互作用した当該タンパク質にコロイドが結合することが可能になる。例えば
、前記タンパク質プールは、ＮＴＡ－Ｎｉ提示コロイドがそれらに結合できように、ヒス
チジンタグとともに発現されていてもよい。洗浄工程の後、三次元相互作用マップを、空
間的にアドレス可能な表面の各場所における光放射を測定することにより、作製する。特
定の疾患状態で失われるきわめて重要な機能性を決定するために、健康なセットの細胞ま
たは組織からの三次元相互作用マップは、特定の疾患状態に存在する細胞または組織から
由来したタンパク質の結合により作製された相互作用マップに比較される。
【０１１７】
実施例１１
本発明のもう１つの観点からは、成分を、一組の推定結合パートナーを提示する空間的に
アドレス可能な表面と、溶液中で相互作用させることを可能にする。相互作用パターンま
たはマップを作製するために、相互作用のレベルが、各空間場所で検出される。例えば、
空間的にアドレス可能なチップが、生体分子アレイを提示するように、誘導体化される。
溶液中の一組の成分と当該表面とが相互作用することが可能になり、そして相互作用パタ
ーンを作製するために、各場所での結合スピーシーズのレベルを決定する。当該アレイ中
で固定化されたスピーシーズまたは溶液中に存在するスピーシーズは、タンパク質、タン
パク質断片、タンパク質相互作用ドメインまたはモチーフ、核酸、薬剤または薬剤候補か
ら構成されてもよい。
【０１１８】
化学化合物は、このようにして特徴解明が可能である。例えば、薬剤候補となり得る化合
物を、タンパク質モチーフチップと相互作用することを可能にする。その結果の相互作用



(27) JP 4335526 B2 2009.9.30

10

20

30

40

50

パターンは、当該化合物の活性の指紋である。相互作用パターンのライブラリーは、既知
薬剤の活性の指紋を採取するために、作製することも可能である。相互作用パターンは、
次いで、まだ特徴解明されていない化合物について作製される。これらの新しい相互作用
パターンは、次いで、その特徴が未解明な化合物の活性に対する指標を得るため、既知薬
剤の基準相互作用パターン（すなわち、指紋）と比較される。
【０１１９】
本発明の特徴は、細胞の活性プロファイルが薬剤候補での処置に応答してどのように変化
するかを、決定するために使用してもよい。もう１つの態様で、細胞成分をある薬剤に曝
露し、そして次に、推定結合パートナーを提示する空間的にアドレス可能なチップと相互
作用することを可能にする。この場合、その結果得られる相互作用パターンは、薬剤の不
在下での相互作用パターンに比較した場合、当該細胞成分の結合パターンにおける変化を
反映する。薬剤処置による示差的結合効果を反映するこれらの細胞成分相互作用パターン
も、既知薬剤の活性を未知薬剤候補に比較するのに使用可能である。
【０１２０】
１つの実施態様において、化合物薬剤ライブラリーは、例えば、相互作用モチーフへの細
胞産物の結合を相互作用させるための、２つまたはそれ以上の他の成分の能力に対する、
ある薬剤の影響を決定することにより、特徴解明される。例えば、腫瘍細胞系から由来の
タンパク質を、シグナル伝達コロイドに付着させ、そして癌に関連づけられている固定化
モチーフを示す、相互作用チップのような、表面とインキュベートする。その三次元相互
作用景観を、次いで、当該細胞産物が薬剤候補で処理された後に作製された相互作用パタ
ーンと比較する。このことは、ある種の相互作用または相互作用の群を、阻害する、亢進
する、または別のやり方で変更するための、それらの能力について、化合物ライブラリー
の迅速な特徴解明を、容易にすることも可能である。特徴解明は、新規に（ｄｅ　ｎｏｖ
ｏ）実施してもよく、または特徴未解明の薬剤で処理された細胞産物により作製された相
互作用パターンを、既知の薬剤または他の生物学的に活性な化合物により作製された相互
作用パターンと比較することにより、実施してもよい。このようにして、ある薬剤候補は
、その結合相互作用を既知薬剤のものと比較することに基づき、例えば、「タキソール様
」または「エンドスタチン様」であると、決定することも可能である。相互作用チップは
、タンパク質、核酸、ペプチド、薬剤、低分子、および類似物を提示することも可能であ
る。本発明は、どれか１つの疾患に関係する、特定の相互作用モチーフまたはタンパク質
または薬剤の固定化に限定されることを、意図しない。
【０１２１】
本発明はまた、疾患細胞のものに比べて健康細胞により産生される成分の結合パターンの
間の相違を描写するために、または多数の疾患の間の同じようなタンパク質標的を決定す
るために、タンパク質であってもよい、表面固定化スピーシーズと細胞成分との間の相互
作用パターンを作製することを見込む。細胞タンパク質は、当該チップと別々に、または
一緒に、インキュベートしてもよい。すなわち、特定の遺伝子産物に独特である相互作用
パターンを作製するために、タンパク質は、別々にシグナル伝達コロイドに付着させ、そ
して続けて当該チップとインキュベートしてもよい。あるいは、一組の遺伝子産物をコー
ドするｃＤＮＡライブラリーまたはそれらのサブセットを、発現されるタンパク質のシグ
ナル伝達コロイドへの付着を容易にするように設計された発現ベクター中へ挿入する。タ
ンパク質を、成長させ、そして宿主細胞中で発現させることも可能である。場合によって
は、宿主細胞の本来のタンパク質と、当該ｃＤＮＡライブラリーによりコードされるタン
パク質とが相互作用することが望ましいこともある。これらの場合、当該ｃＤＮＡは、商
業的に入手可能なテトラサイクリン誘導性発現ベクターのような、調節可能発現ベクター
中へ挿入されることになろう。このようにして、当該ｃＤＮＡタンパク質のレベルは当該
宿主細胞のタンパク質のレベルに匹敵するように、条件を決定することも可能である。
【０１２２】
コロイド付着の前に、当該発現タンパク質は、相互作用チップとインキュベートする。タ
ンパク質の群は、それらが認識するモチーフまたは化合物を示す、空間アドレス上に蓄積
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するはずである。表面を濯ぎ、そしてシグナル伝達コロイドを次いで添加する。各部位で
タンパク質に付着するコロイドの数は、その場所で示される構成要素に結合しているタン
パク質の数に比例する。
【０１２３】
本発明はまた、コロイドを取込まない技術を用いる相互作用パターンの検出を見込む。こ
れらには、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）、水晶結晶微量天秤（ＱＣＭ）、ならびに当該
アレイチップと相互作用することもあり得る成分を標識する方法が、非限定的に含まれる
。例えば、各タンパク質成分が緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）融合タンパク質として発現
されるように、ｃＤＮＡライブラリーを作製することも可能である。このようにして、当
該結合タンパク質と会合した蛍光を直接検出することが可能である。
【０１２４】
実施例１２
もう１つの側面で、強化シグナル増幅を達成可能である。例えば、固定化成分を、タンパ
ク質チップのような表面上に、当該表面へ第１相互作用スピーシーズを付着させることに
より、提供することも可能である。推定結合パートナーのような固定化スピーシーズを、
連結構成要素も含む、コロイド粒子に付着させる。コロイド粒子は、次いで、当該固定化
スピーシーズが当該表面上の固定化成分と相互作用するように、当該表面上でインキュベ
ートされる。濯ぎの前に、当該連結構成要素と相互作用するための２つまたはそれ以上の
結合部位を含む、架橋化合物を加えてもよい。当該架橋化合物は、シグナル伝達構成要素
も含んでよい。すると、当該架橋化合物は、２つまたはそれ以上のコロイド粒子上の連結
構成要素と結合することによって、多数のコロイド粒子を統合し、ネットワークを形成す
ることが可能である。架橋形成が起るための適切な時間をかけた後、すべての非結合コロ
イド粒子、非付着コロイドネットワークおよび非結合架橋化合物を、当該表面から濯ぎ去
ることも可能である。当該表面に結合されたすべてのコロイド粒子は、次いで、コロイド
粒子のネットワークを直接観察することにより、あるいは当該コロイド粒子または架橋化
合物のいずれかの、存在、不在または相対強度を検出することにより、検出してもよい。
【０１２５】
あるいは、架橋化合物を添加する前に、非結合コロイドを当該表面から濯いでもよい。連
結構成要素を含む第２タイプのコロイド粒子、および選択的にシグナル伝達構成要素（し
かし固定化スピーシーズでない）を、次いで、加えてもよい。いずれのタイプのコロイド
粒子も一緒に連結できる架橋化合物も、添加される。当該架橋化合物はシグナル伝達構成
要素を含んでもよい。コロイドのネットワークが、次いで、当該表面上で発達するが、そ
の一部は、固定化成分および固定化スピーシーズとの間の相互作用を経て、当該表面へ結
合してもよい。非結合材料は、次いで、濯ぎ去り、そして上記のように結合現象を検出す
ることも可能である。
【０１２６】
各種の連結構成要素／架橋化合物ペアを用いてもよい。当該架橋化合物は、多価であって
、そして異なるコロイド粒子に付着されている２つまたはそれ以上の連結構成要素に結合
できなければならない。好ましくは、当該架橋化合物は、可動性リンカーへ付着され、そ
して例えば、２つの隣接するコロイド粒子間に生じる可能性がある何らかの立体障害作用
を避けるのを助けるために、ポリマー中へ取込まれてもよい。当該連結構成要素は、架橋
化合物との結合のために１つの部位をもつだけが必要で、そして好ましくは、コロイド粒
子に容易に付着される。連結構成要素／架橋化合物ペアのいくつかの例は、ビオチン／ス
トレプトアビジン、ヒスチジン標識ペプチド／ＮＴＡ／Ｎｉ（ＩＩ）およびＤＮＡ／ＤＮ
Ａである。
【０１２７】
ある実施態様では、第１固定化成分をタンパク質チップ表面に付着する。推定結合パート
ナーを、固定化スピーシーズとして、金コロイド粒子へ付着し、そして当該コロイド粒子
もビオチン成分をもつ。当該コロイド粒子は、次いで、タンパク質チップとともにインキ
ュベートされる。当該チップ表面を濯がずに、ビオチンに対して４つの結合部位をもつ、



(29) JP 4335526 B2 2009.9.30

10

20

30

40

50

蛍光的に標識されたストレプトアビジンを添加する。当該ストレプトアビジンは、検出可
能な蛍光シグナルを提供し、そしてまた、コロイドのネットワークを架橋するのにも役立
ち、単一のタンパク質／タンパク質という僅かな相互作用により当該表面に結合されてい
るコロイドのネットワークをもたらす。インキュベーション時間は、当該ネットワークが
検出可能なサイズへ成長するのを可能にするように、変えてもよい。当該ネットワークが
形成された後、すべての非結合コロイドならびに非結合コロイドネットワークを、当該表
面から濯ぎ去ることが可能である。すべての残ったコロイド粒子のネットワークおよび蛍
光的に標識されたストレプトアビジンは、蛍光検出器により検出も可能な、当該シグナル
を大きく増幅するのに役立つ。
【０１２８】
当該蛍光成分を遺伝子組み換えすることも可能だが、必ずしも必要ではない。例えば、任
意の蛍光基を用いることが可能で、そして、ＳＡＭを形成するためのチオールを経ること
を含む、多数の方法を用いて付着させてもよい。このようにして、対象のタンパク質へシ
グナル伝達構成要素を遺伝子組み換えという、厄介で、時に煩わしい工程を回避する。加
えて、一般的支持体粒子へシグナル伝達構成要素を付着するための能力は、タンパク質性
でも、または合成のものでも、任意の分子へシグナル伝達エレメントの「付着」を可能に
する。さらに、当該蛍光基は、対象の分子へ直接分子的に結合する必要はなく、そしてそ
れ故、対象の当該分子の活性が、当該蛍光標識の存在により、変化させられる可能性はよ
り少ないであろう。
【０１２９】
本明細書にリストされたすべてのパラメーターは模範的であることを意味し、そして実際
のパラメーターは、本発明の方法および装置が使用される個々の適用例に依存することを
、当業者は容易に理解するはずである。そのため、前掲の諸実施態様は、例示的に提示し
ただけであり、付帯の請求事項およびそれらの均等物の範囲内で、別途その際具体的に記
載されるように、本発明を実行することも可能である。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、当該表面の各部分に付着された、異なる結合スピーシーズをもつ別々
の部分に分けられた表面を図解する。懸濁中のコロイド粒子は、当該表面の一方の部分に
付着されたスピーシーズと選択的に相互作用しており、そして他方とは相互作用していな
い。
【図２】　図２は、非結合コロイド粒子が当該表面から濯ぎ去られた後の、図１に図解し
た表面を示す。
【図３】　図３は、混合物が分離カラム中で分離され、当該混合物からの異なる成分の連
続的なアリコートが順次収集されていることを概略図的に図示する。
【図４】　図４は、図３に示した処置により得られたアリコート中への、被疑結合パート
ナーを含む、コロイド粒子の添加を概略図的に図示する。
【図５】　図５は、コロイド装飾ビーズ、具体的には、タンパク質／タンパク質相互作用
を経てビーズに連結されたコロイドの写真（倍率４０倍）のコピーである。
【図６】　図６は、図７に示される実験における負の対照の写真（倍率４０倍）のコピー
である。
【図７】　図７は、別々にアドレス可能な検定領域を提供するマルチウエルプレートを示
す。
【図８】　図８は、同系列タンパク質を示すビーズ上へ塊状集積する小分子を示し、当該
ビーズを赤色に着色する金コロイドの写真のコピーである。
【図９】　図９は、図８に示される実験の負の対照の写真のコピーであり、ビーズはラン
ダムタンパク質を示し、当該コロイド表面上に提示された小分子の当該結合パートナーは
示されなかった。
【図１０】　図１０は、前記同系列タンパク質を示す単一ビーズを、ランダムタンパク質
を示すビーズのバックグラウンド中へ混合した実験の写真のコピーであり、その単一ビー
ズ上へのコロイドの選択的塊状集積を示す。
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【図１１】　図１１は、ビーズ上に固定化されたスピーシーズの結合パートナーおよび蛍
光成分の両方をコロイドが示した実験の、蛍光顕微鏡写真のコピーである。
【図１２】　図１２は、第１タンパク質がコロイド固定化され、そして第２がビーズ固定
化された、複数セットのタンパク質・タンパク質結合実験の写真のコピーである。
【図１３】　図１３は、全細胞可溶化物から直接、第１タンパク質がコロイド固定化され
、第２のタンパク質がビーズ固定化された、複数セットのタンパク質・タンパク質結合実
験における写真のコピーである。
【図１４】　図１４は、ＳＡＭコートされたコロイドの写真のコピーであり、蛍光的に標
識された抗体、抗ＧＳＴ、その同族体リガンドへの結合、ＧＳＴ（ＮＴＡ－ＳＡＭコート
されたチップ上に固定化されている）を示す。
【図１５】　図１５は、図１４に示されるものに対する比較実験の写真のコピーであり、
蛍光的に標識された抗ＧＳＴ、溶液中の遊離のもの、その同系列リガンドに結合している
もの、ＧＳＴ（ＮＴＡ－ＳＡＭコートされたチップ上に固定化されている）示される。

【図１】

【図２】

【図３】
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