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(57)【要約】
　検出標識の使用なしに細胞における変化を検出するた
めの方法が提供される。一実施態様において、刺激に対
する細胞の応答の検出は、１つまたは複数の細胞外マト
リックスリガンドを比色共鳴反射バイオセンサーもしく
は回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面へ固
定化する工程、およびその１つまたは複数の細胞外マト
リックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を有する細
胞をバイオセンサーに加える工程を含む。その後、細胞
における変化が、バイオセンサーへの刺激の導入前と後
に、バイオセンサーによって検出される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
（ａ）（ｉ）１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドを比色共鳴反射バイオセン
サーもしくは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面へ固定化する工程、ここで
細胞が前記１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を
有する；および細胞をバイオセンサーに加える工程、または
（ｉｉ）細胞を１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドと混合する工程、ここで
細胞が前記１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を
有する；および細胞を１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドと共に比色共鳴反
射バイオセンサーもしくは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に加える工程
、
（ｂ）細胞を刺激に曝す工程、ならびに
（ｄ）刺激に対する細胞の応答を検出する工程
を含む、刺激に対する細胞の応答の検出方法。
【請求項２】
　刺激が、Ｇタンパク質共役型受容体、イオンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、一過性受容器
電位チャネル、ホスホリパーゼＣ、受容体チロシンキナーゼ、サイトカイン、β－アレス
チン経路応答、細胞骨格再編成、エピジェネティックシグナル、またはシグナル伝達経路
の活性を調節する化合物である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　（ａ）の細胞が無血清培地中である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　刺激に対する細胞の応答の検出が、１つまたは複数の細胞外マトリックスリガンドが検
出方法に含まれない方法と比較して増強される、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
（ａ）カルシウムおよびマグネシウムを欠く緩衝生理食塩水で細胞を洗浄する工程、
（ｂ）カルシウムおよびマグネシウムを欠く緩衝生理食塩水を細胞から除去する工程、
（ｃ）等張性エチレンジアミン四酢酸キレート化剤を細胞に加える工程、
（ｄ）等張性エチレンジアミン四酢酸キレート化剤を緩衝生理食塩水で中和する工程、
（ｅ）細胞を緩衝生理食塩水で洗浄する工程、
（ｆ）細胞をバイオセンサー表面に加えて、細胞をバイオセンサーの表面に付着させる工
程
を含む、アッセイのために細胞を調製する方法。
【請求項６】
　細胞が接着モジュレーターの存在下でバイオセンサー表面に加えられる、請求項５に記
載の方法。
【請求項７】
　バイオセンサー表面が、バイオセンサー表面に固定化された１つまたは複数の細胞外マ
トリックスリガンドを有し、または細胞がバイオセンサー表面に加えられる前に、細胞が
１つまたは複数の細胞外リガンドと混合される、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　細胞外マトリックスリガンドへの、細胞の結合が検出される、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
（ａ）細胞を緩衝生理食塩水で洗浄する工程；
（ｂ）（ｉ）１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドを比色共鳴反射バイオセン
サーもしくは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面へ固定化する工程、ここで
細胞が前記１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を
有する；および細胞をバイオセンサーに加える工程；または
（ｉｉ）細胞を１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドと混合する工程、ここで
細胞が前記１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を
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有する；および細胞を１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドと共に比色共鳴反
射バイオセンサーもしくは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に加える工程
；
（ｃ）細胞を刺激に曝す工程；ならびに
（ｄ）刺激に対する細胞の応答を検出する工程
を含む刺激に対する細胞の応答の検出の方法。
【請求項１０】
　工程（ａ）の前に、
（ｉ）カルシウムおよびマグネシウムを欠く緩衝生理食塩水で細胞を洗浄する工程；
（ｉｉ）カルシウムおよびマグネシウムを欠く緩衝生理食塩水を細胞から除去する工程；
（ｉｉｉ）等張性エチレンジアミン四酢酸キレート化剤を細胞に加える工程；
（ｉｖ）等張性エチレンジアミン四酢酸キレート化剤を緩衝生理食塩水で中和する工程
が実行される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　細胞が接着モジュレーターの存在下でバイオセンサー表面に加えられる、請求項９に記
載の方法。
【請求項１２】
　刺激が、Ｇタンパク質共役型受容体、イオンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、一過性受容器
電位チャネル、ホスホリパーゼＣ、受容体チロシンキナーゼ、サイトカイン、β－アレス
チン経路応答、細胞骨格再編成、エピジェネティックシグナル、またはシグナル伝達経路
の活性を調節する化合物である、請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
（ａ）１つまたは複数の細胞外マトリックスタンパク質リガンドをマイクロタイタープレ
ートのウェルの底に固定化する工程、ここでウェルの底が比色共鳴反射バイオセンサーま
たは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーを含み、かつウェルが、試験試薬をウェル
内の１つの位置に送達することができるマイクロ流体チャネルを有する；
（ｂ）前記１つまたは複数の細胞外マトリックスタンパク質リガンドに特異的な細胞表面
受容体を有する細胞をウェルに加える工程；
（ｃ）マイクロ流体チャネルを用いて試験試薬をウェルに送達する工程、ここで試験試薬
は被検走化性物質である；
（ｄ）ウェル内での細胞の運動を検出する工程、ここでウェル内の細胞の運動が検出され
たならば、試験試薬が細胞の運動に影響している；
を含む、試験試薬が細胞の運動に影響するかどうかを決定する方法。
【請求項１４】
　試験試薬が、Ｇタンパク質共役型受容体、イオンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、一過性受
容器電位チャネル、ホスホリパーゼＣ、受容体チロシンキナーゼ、サイトカイン、β－ア
レスチン経路応答、細胞骨格再編成、エピジェネティックシグナル、またはシグナル伝達
経路の活性を調節する化合物である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
（ａ）第１の細胞を第１の比色共鳴反射バイオセンサー表面または第１の回折格子に基づ
いた導波路バイオセンサー表面に加える工程であって、バイオセンサー表面が固定化細胞
外マトリックスリガンドを含み、第１の細胞がその細胞外マトリックスリガンドに特異的
な細胞表面受容体を有する工程、第１の細胞を第１のバイオセンサーの表面に付着させる
工程、および第１の細胞についてピーク波長値またはシグナルを決定する工程；
（ｂ）第２の細胞を第２の比色共鳴反射バイオセンサー表面または第２の回折格子に基づ
いた導波路バイオセンサー表面に加える工程であって、第２のバイオセンサー表面が固定
化細胞外マトリックスリガンドを含み、第２の細胞が前記細胞外マトリックスリガンドに
特異的な細胞表面受容体を有する工程、試験化合物をバイオセンサー表面に加える工程、
第２の細胞をバイオセンサーの表面に付着させる工程、および第２の細胞についてピーク
波長値またはシグナルを決定する工程；ならびに
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（ｃ）第１の細胞について得られたピーク波長値またはシグナルを、第２の細胞について
のピーク波長値またはシグナルと比較する工程；ここで第２の細胞についてのピーク波長
値またはシグナルが、第１の細胞についてのピーク波長値またはシグナルと実質的に異な
ったならば、細胞外マトリックスリガンドへの細胞の特異的結合に試験化合物が影響して
いる
を含む、細胞外マトリックスリガンドへの細胞の特異的結合に試験化合物が影響するかど
うかを決定する方法。
【請求項１６】
　試験化合物が、Ｇタンパク質共役型受容体、イオンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、一過性
受容器電位チャネル、ホスホリパーゼＣ、受容体チロシンキナーゼ、サイトカイン、β－
アレスチン経路応答、細胞骨格再編成、エピジェネティックシグナル、またはシグナル伝
達経路の活性を調節する化合物である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
（ａ）１つまたは複数の細胞外マトリックスリガンドを比色共鳴反射バイオセンサーまた
は回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に固定化する工程；
（ｂ）細胞をバイオセンサーに加える工程、ここで細胞が前記１つまたは複数の細胞外マ
トリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を有する；
（ｃ）細胞を刺激に曝す工程；および
（ｄ）刺激に対する細胞の応答を、約２～１０マイクロメートルの分解能を有する検出装
置を用いて検出する工程
を含む、細胞変化をリアルタイムで分析する方法。
【請求項１８】
　刺激が、Ｇタンパク質共役型受容体、イオンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、一過性受容器
電位チャネル、ホスホリパーゼＣ、受容体チロシンキナーゼ、サイトカイン、β－アレス
チン経路応答、細胞骨格再編成、エピジェネティックシグナル、またはシグナル伝達経路
の活性を調節する化合物である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　細胞変化が、細胞増殖パターン、細胞死パターン、細胞運動、細胞サイズもしくは容積
、または細胞接着における変化である、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
（ａ）１つまたは複数の細胞外マトリックスリガンドを比色共鳴反射バイオセンサーまた
は回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に固定化する工程；
（ｂ）無血清培地中のバイオセンサーに細胞を加える工程、ここで細胞が、前記１つまた
は複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を有する；
（ｃ）無血清培地を洗い落とさずに、細胞を刺激に曝す工程；および
（ｄ）刺激に対する細胞の応答を検出する工程
を含む、細胞応答における変化を検出する方法。
【請求項２１】
　刺激が、Ｇタンパク質共役型受容体、イオンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、ホスホリパー
ゼＣ、受容体チロシンキナーゼ、サイトカイン、β－アレスチン経路応答、細胞骨格再編
成、エピジェネティックシグナル、またはシグナル伝達経路の活性を調節する化合物であ
る、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　比色共鳴反射バイオセンサーまたは回折格子に基づいた導波路バイオセンサー表面であ
って、２つ以上の種類の細胞外マトリックスリガンド、およびオボアルブミンまたはウシ
胎仔血清をバイオセンサーの表面に塗布し、バイオセンサーの表面を乾燥させることによ
ってバイオセンサーが調製される、バイオセンサー表面。
【請求項２３】
（ａ）（ｉ）１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドを比色共鳴反射バイオセン
サーもしくは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面へ固定化する工程、ここで
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細胞が前記１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を
有する；および細胞をバイオセンサーに加える工程；または
（ｉｉ）細胞を１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドと混合する工程、ここで
細胞が前記１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を
有する；および細胞を１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドと共に比色共鳴反
射バイオセンサーもしくは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に加える工程
；
（ｂ）細胞を試験化合物で処理する工程；
（ｃ）比色共鳴反射光の第１のＰＷＶまたはシグナルを検出する工程、および試験化合物
で処理されなかった対照細胞からの第２のＰＷＶまたはシグナルと第１のＰＷＶまたはシ
グナルを比較して、試験化合物が細胞の接着に影響するかどうかを決定する工程
を含む、細胞の接着に影響する化合物を同定する方法。
【請求項２４】
　試験化合物が、Ｇタンパク質共役型受容体、イオンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、一過性
受容器電位チャネル、またはホスホリパーゼＣの活性を調節する化合物である、請求項２
３に記載の方法。
【請求項２５】
　（ｂ）の後に、接着モジュレーターが細胞に加えられ、対照細胞もまた、接着モジュレ
ーターで処理される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
（ａ）比色共鳴反射光バイオセンサーまたは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの
表面に細胞をアプライする工程、ここで改変型ＥＣＭリガンドがバイオセンサーの表面に
固定化されている、
（ｂ）接着モジュレーターを細胞に加える工程、
（ｃ）細胞について比色共鳴反射光の第１のＰＷＶまたはシグナルを検出する工程、およ
び非改変型ＥＣＭリガンドがバイオセンサーの表面に固定化されている、比色共鳴反射光
バイオセンサーまたは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に加えられた対照
細胞からの第２のＰＷＶまたはシグナルと比較して、試験化合物が細胞の接着に影響する
かどうかを決定する工程
を含む、細胞の接着に影響する改変型細胞外マトリックス（ＥＣＭ）リガンドを同定する
方法。
【請求項２７】
（ａ）１つまたは複数の細胞外マトリックスリガンドを比色共鳴反射バイオセンサーまた
は回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に固定化する工程；
（ｂ）組換えタンパク質をコードする核酸分子でトランスフェクションされており、かつ
前記１つまたは複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を有する細
胞をバイオセンサーの表面に加える工程；
（ｃ）細胞についての第１のＰＷＶまたはシグナルを決定する工程；
（ｅ）組換えタンパク質を発現しないトランスフェクションされた細胞と比較して、組換
えタンパク質を発現するトランスフェクションされた細胞において異なる応答を引き起こ
すモジュレーターを加える工程；
（ｅ）細胞について第２のＰＷＶまたはシグナルを決定する工程、
（ｆ）第１のピーク波長値またはシグナルを第２のピーク波長値またはシグナルと比較す
る工程、ここで第２のピーク波長値またはシグナルが第１ピーク波長値またはシグナルと
実質的に異なったならば、トランスフェクションされた細胞が組換えタンパク質を発現し
ている
を含む、トランスフェクションされた細胞が組換えタンパク質を産生するかどうかを決定
する方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
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【０００１】
　本出願は、２００８年１２月１５日に出願された米国特許出願第１２／３３５，３９３
号の継続出願であり、それは全体として参照により本明細書に組みこまれる。
【０００２】
　本出願は、２００８年１２月１５日に出願された、発明の名称が「Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｆ
ｏｒ　Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ　Ｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ　ｏｆ　Ｉｏｎ　Ｃｈａｎｎｅｌ
ｓ」である米国特許出願第１２／３３５，４３３号を相互参照し、それは全体として参照
により本明細書に組みこまれる。
【０００３】
　薬物発見の科学は、生物学的物質および試験化合物のヒト細胞および組織への効果を決
定するための、より効率的なツールを必要としている。しばしば、多くの生物学的プラッ
トフォームは、いくつかは操作された細胞または標識を用いており、細胞に基づいた系に
おけるこれらの測定用に組織（organization）内に確立されている。これらのプラットフ
ォームは、一貫性のないデータセットを提供することが多い、多くの異なる読出しを必要
とする。それらは、しばしば、疾患過程に関与する特定の標的の過剰発現を含む操作され
た細胞を使用する。そのような操作された系の正味の効果は、当初求められていたものの
正反対であり、その結果（outocome）が天然または自然の応答から取り除かれる。別の場
合では、プラットフォームは、実験の結果をモニターするために標識を使用する。標識に
おける新しい化学的存在物の導入によってまた、決定するのが困難な方法における実験の
結果にかなりの効果を生じさせることができる。望まれることは、試験物質に対する自然
の細胞反応を反映する、治療用物質候補の試験のために多くの異なる型の細胞と用いるこ
とができる単一のプラットフォームである。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本発明の一実施態様により、刺激に対する細胞の応答の検出方法が提供される。方法は
、
（ｉ）１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドを比色共鳴反射バイオセンサーも
しくは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面へ固定化する工程、ここで細胞が
その１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を有する
；および細胞をバイオセンサーに加える工程；または
（ｉｉ）細胞を１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドと混合する工程、ここで
細胞がその１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を
有する、；および細胞を１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドと共に比色共鳴
反射バイオセンサーもしくは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に加える工
程を含む。どちらの場合の細胞も無血清培地中にあり得る。
細胞は刺激に曝され、刺激に対する細胞応答が検出される。刺激は、Ｇタンパク質共役型
受容体、イオンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、一過性受容器電位チャネル、ホスホリパーゼ
Ｃ、受容体チロシンキナーゼ、サイトカイン、β－アレスチン経路応答、細胞骨格再編成
、エピジェネティックシグナル、またはシグナル伝達経路の活性を調節する化合物であり
得る。刺激に対する細胞応答の検出は、１つまたは複数の細胞外マトリックスリガンドが
検出方法に含まれない方法と比較して、増強することができる。
【０００５】
　本発明の別の実施態様により、アッセイのために細胞を調製する方法が提供される。方
法は、以下の工程を含む：カルシウムおよびマグネシウムを欠く緩衝生理食塩水で細胞を
洗浄する工程；カルシウムおよびマグネシウムを欠く緩衝生理食塩水を細胞から除去する
工程；等張性エチレンジアミン四酢酸キレート化剤を細胞に加える工程；等張性エチレン
ジアミン四酢酸キレート化剤を緩衝生理食塩水で中和する工程；細胞を緩衝生理食塩水で
洗浄する工程；ならびに細胞をバイオセンサー表面に加えて、細胞をバイオセンサーの表
面に付着させる工程。細胞は、接着モジュレーターの存在下でバイオセンサー表面に加え
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ることができる。バイオセンサー表面は、それに固定化された１つもしくは複数の細胞外
マトリックスリガンドを有することができ、または細胞は、それらがバイオセンサー表面
に加えられる前に、１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドと混合される。細胞
の細胞外マトリックスリガンドへの結合を検出することができる。
【０００６】
　本発明のさらに別の実施態様により、刺激に対する細胞の応答の検出方法が提供される
。方法は、細胞を緩衝生理食塩水で洗浄する工程を含む。その後：
（ｉ）１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドを比色共鳴反射バイオセンサーも
しくは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に固定化する工程、ここで細胞が
その１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を有する
；および細胞をバイオセンサーに加える工程；または
（ｉｉ）１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドと細胞を混合する工程、ここで
細胞がその１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を
有する；および１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドと共に細胞を比色共鳴反
射バイオセンサーもしくは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に加える工程
。
細胞は刺激に曝され、刺激に対する細胞の応答が検出される。方法の列挙された工程の前
に、以下の工程を実施することができる：カルシウムおよびマグネシウムを欠く緩衝生理
食塩水で細胞を洗浄する工程；カルシウムおよびマグネシウムを欠く緩衝生理食塩水を細
胞から除去する工程；等張性エチレンジアミン四酢酸キレート化剤を細胞に加える工程；
ならびに等張性エチレンジアミン四酢酸キレート化剤を緩衝生理食塩水で中和する工程。
細胞は、接着モジュレーターの存在下でバイオセンサー表面に加えることができる。刺激
は、Ｇタンパク質共役型受容体、イオンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、一過性受容器電位チ
ャネル、ホスホリパーゼＣ、受容体チロシンキナーゼ、サイトカイン、β－アレスチン経
路応答、細胞骨格再編成、エピジェネティックシグナル、またはシグナル伝達経路の活性
を調節する化合物であり得る。
【０００７】
　本発明のさらになお別の実施態様により、試験試薬が細胞の運動に影響するかどうかを
決定する方法が提供される。方法は、１つまたは複数の細胞外マトリックスタンパク質リ
ガンドをマイクロタイタープレートのウェルの底に固定化する工程を含み、ここでウェル
の底が比色共鳴反射バイオセンサーまたは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーを含
み、かつウェルが、試験試薬をウェル内の１つの位置に送達することができるマイクロ流
体チャネルを有する。その１つまたは複数の細胞外マトリックスタンパク質リガンドに特
異的な細胞表面受容体を有する細胞が、ウェルに加えられる。試験試薬は、マイクロ流体
チャネルを用いてウェルに加えられ、ここで試験試薬は被験（suspected）走化性物質で
ある。ウェル内における細胞の運動が検出され、ウェル内の細胞の運動が検出されたなら
ば、試験試薬は細胞の運動に影響している。試験試薬は、Ｇタンパク質共役型受容体、イ
オンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、一過性受容器電位チャネル、ホスホリパーゼＣ、受容体
チロシンキナーゼ、サイトカイン、β－アレスチン経路応答、細胞骨格再編成、エピジェ
ネティックシグナル、またはシグナル伝達経路の活性を調節する化合物であり得る。
【０００８】
　本発明のまださらに別の実施態様により、試験化合物が、細胞の細胞外マトリックスリ
ガンドへの特異的結合に影響するかどうかを決定する方法が提供される。方法は、第１の
細胞を第１の比色共鳴反射バイオセンサー表面または第１の回折格子に基づいた導波路バ
イオセンサー表面に加える工程であって、バイオセンサー表面が固定化細胞外マトリック
スリガンドを含み、第１の細胞がその細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受
容体を有する工程、第１の細胞を第１バイオセンサーの表面に付着させる工程、および第
１の細胞についてピーク波長値またはシグナルを決定する工程を含む。第２の細胞を、第
２の比色共鳴反射バイオセンサー表面または第２の回折格子に基づいた導波路バイオセン
サー表面に加え、第２のバイオセンサー表面が固定化細胞外マトリックスリガンドを含み
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、第２の細胞がその細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を有し、試験
化合物をバイオセンサー表面に加え、第２の細胞をバイオセンサーの表面に付着させ、第
２の細胞についてピーク波長値またはシグナルを決定する。第１の細胞について得られた
ピーク波長値またはシグナルを、第２の細胞についてのピーク波長値またはシグナルと比
較する；第２の細胞についてのピーク波長値またはシグナルが、第１の細胞についてのピ
ーク波長値またはシグナルと実質的に異なったならば、試験化合物は、細胞外マトリック
スリガンドへの細胞の特異的結合に影響している。試験化合物は、Ｇタンパク質共役型受
容体、イオンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、一過性受容器電位チャネル、ホスホリパーゼＣ
、受容体チロシンキナーゼ、サイトカイン、β－アレスチン経路応答、細胞骨格再編成、
エピジェネティックシグナル、またはシグナル伝達経路の活性を調節する化合物であり得
る。
【０００９】
　本発明の別の実施態様により、細胞変化をリアルタイムで分析する方法が提供される。
方法は、１つまたは複数の細胞外マトリックスリガンドを比色共鳴反射バイオセンサーま
たは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に固定化する工程；細胞をバイオセ
ンサーに加える工程、ここで細胞がその１つまたは複数の細胞外マトリックスリガンドに
特異的な細胞表面受容体を有する；細胞を刺激に曝す工程；および刺激に対する細胞の応
答を、約２～１０マイクロメートルの分解能を有する検出装置を用いて検出する工程を含
む。刺激は、Ｇタンパク質共役型受容体、イオンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、一過性受容
器電位チャネル、ホスホリパーゼＣ、受容体チロシンキナーゼ、サイトカイン、β－アレ
スチン経路応答、細胞骨格再編成、エピジェネティックシグナル、またはシグナル伝達経
路の活性を調節する化合物であり得る。細胞変化は、細胞成長パターン、細胞死パターン
、細胞運動、細胞サイズもしくは容積、または細胞接着における変化であり得る。
【００１０】
　本発明のさらになお別の実施態様により、細胞応答の変化を検出する方法が提供される
。方法は、１つまたは複数の細胞外マトリックスリガンドを比色共鳴反射バイオセンサー
または回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に固定化する工程；無血清培地中
のバイオセンサーに細胞を加える工程、ここで細胞が、その１つまたは複数の細胞外マト
リックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を有する；無血清培地を洗い落とさずに、細
胞を刺激に曝す工程；および刺激に対する細胞の応答を検出する工程を含む。刺激は、Ｇ
タンパク質共役型受容体、イオンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、ホスホリパーゼＣ、受容体
チロシンキナーゼ、サイトカイン、β－アレスチン経路応答、細胞骨格再編成、エピジェ
ネティックシグナル、またはシグナル伝達経路の活性を調節する化合物であり得る。
【００１１】
　本発明のまださらに別の実施態様により、比色共鳴反射バイオセンサーまたは回折格子
に基づいた導波路バイオセンサーの表面であって、バイオセンサーが、２つ以上の種類の
細胞外マトリックスリガンド、およびオボアルブミンまたはウシ胎仔血清をバイオセンサ
ーの表面に塗布し、バイオセンサーの表面を乾燥させることによって調製される、バイオ
センサー表面が提供される。
【００１２】
　本発明のさらに別の実施態様により、細胞の接着に影響する化合物を同定する方法が提
供される。方法は、
（ｉ）１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドを比色共鳴反射バイオセンサーも
しくは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面へ固定化する工程、ここで細胞が
その１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を有する
；および細胞をバイオセンサーに加える工程；または
（ｉｉ）細胞を１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドと混合する工程、ここで
細胞がその１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を
有する；および細胞を１つもしくは複数の細胞外マトリックスリガンドと共に比色共鳴反
射バイオセンサーもしくは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に加える工程
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を含む。
細胞は、試験化合物で処理される。比色共鳴反射光の第１のＰＷＶまたはシグナルが検出
され、試験化合物で処理されなかった対照細胞からの第２のＰＷＶまたはシグナルと比較
して、試験化合物が細胞の接着に影響するかどうかを決定する。試験化合物は、Ｇタンパ
ク質共役型受容体、イオンチャネル、Ｐ１３キナーゼ、一過性受容器電位チャネル、また
はホスホリパーゼＣの活性を調節する化合物であり得る。アッセイ中、試験化合物の添加
前、または添加中、または添加後、接着モジュレーターを細胞に加えることができ、対照
細胞もまた接着モジュレーターで処理する。
【００１３】
　本発明の別の実施態様により、細胞の接着に影響する改変型細胞外マトリックス（ＥＣ
Ｍ）リガンドを同定する方法が提供される。方法は、比色共鳴反射光バイオセンサーまた
は回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に細胞をアプライする工程、ここで改
変型ＥＣＭリガンドがバイオセンサーの表面に固定化されている；接着モジュレーターを
細胞に加える工程；その細胞について比色共鳴反射光の第１のＰＷＶまたはシグナルを検
出する工程、および非改変型ＥＣＭリガンドがバイオセンサーの表面に固定化されている
、第１のＰＷＶまたはシグナルを比色共鳴反射光バイオセンサーまたは回折格子に基づい
た導波路バイオセンサーの表面に加えられた対照細胞からの第２のＰＷＶまたはシグナル
と比較して、試験化合物が細胞の接着に影響するかどうかを決定する工程を含む。
【００１４】
　本発明のさらになお別の実施態様により、トランスフェクションされた細胞が組換えタ
ンパク質を産生するかどうかを決定する方法が提供される。方法は、以下の工程を含む：
１つまたは複数の細胞外マトリックスリガンドを比色共鳴反射バイオセンサーまたは回折
格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に固定化する工程；組換えタンパク質をコー
ドする核酸分子でトランスフェクションされており、かつその１つまたは複数の細胞外マ
トリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を有する細胞を、バイオセンサーの表面に
加える工程；細胞についての第１のＰＷＶまたはシグナルを決定する工程；組換えタンパ
ク質を発現しないトランスフェクションされた細胞と比較して、組換えタンパク質を発現
するトランスフェクションされた細胞において異なる応答を引き起こすモジュレーターを
加える工程；細胞についての第２のＰＷＶまたはシグナルを決定する工程；第１ピーク波
長値またはシグナルを第２ピーク波長値またはシグナルと比較する工程；ここで第２ピー
ク波長値またはシグナルが第１ピーク波長値またはシグナルと実質的に異なったならば、
トランスフェクションされた細胞は組換えタンパク質を発現している。
【００１５】
　本発明は、刺激に対する細胞の応答をモニターする様式の１つとして細胞接着を提供す
る。多くの主要な科学情報源は、大量の細胞事象および応答がいくつかの様式の細胞接着
の１つと結びつけられることを報告している。本発明は、刺激に対する自然の応答におけ
る細胞接着をモニターするためのバイオセンサーの実施の方法を記載する。
【００１６】
　本発明は、ハイスループット生体分子相互作用分析に最もよく用いられるマイクロタイ
タープレートに基づいた、またはマイクロアレイに基づいた基礎構造（infrastructure）
と容易に適合できるフォーマットで、いかなる種類の標識もなしに高感度の細胞に基づい
たアッセイを実施することができる商業的に実現可能なハイスループットな方法を提供す
る。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】細胞－タンパク質相互作用アッセイの概略図を示す図である。
【図２】細胞－タンパク質相互作用アッセイからの結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本明細書において用いられる場合、単数形「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」、お
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よび「その（ｔｈｅ）」は、文脈が明らかに他の指図を示さない限り、複数の指示対象を
含む。
【００１９】
バイオセンサー
　本発明のバイオセンサーは、比色共鳴反射バイオセンサーであり得る。たとえば、Ｃｕ
ｎｎｉｎｇｈａｍら、「Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ　ｒｅｓｏｎａｎｔ　ｒｅｆｌｅｃｔ
ｉｏｎ　ａｓ　ａ　ｄｉｒｅｃｔ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｓｓａｙ　ｔｅｃｈｎｉ
ｑｕｅ」、Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ、８１巻、３１６～３２８
ページ、２００２年１月５日、米国特許公開第２００４／００９１３９７号、米国特許第
７，０９４，５９５号、米国特許第７，２６４，９７３号を参照されたい。比色共鳴バイ
オセンサーは表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）バイオセンサーではない。ＳＰＲバイオセン
サーは、銀、金、銅、アルミニウム、ナトリウム、およびインジウムなどの薄い金属層を
有する。金属は、適切な波長の光と共鳴する能力がある伝導帯電子を有しなければならな
い。光に曝されるＳＰＲバイオセンサー表面は、純粋な金属でなければならない。酸化物
、硫化物、および他のフィルムは、ＳＰＲに干渉する。比色共鳴バイオセンサーは、金属
層を有さず、むしろ、それらは、硫化亜鉛、二酸化チタン、酸化タンタル、および窒化ケ
イ素などの高屈折率材料の誘電性コーティングを有する。
【００２０】
　回折格子に基づいた導波路バイオセンサーは、たとえば、米国特許第５，７３８，８２
５号に記載されている。回折格子に基づいた導波路バイオセンサーは、導波路フィルム、
および入射光照射野を導波路フィルムへ、インカップルして（incouple）回折光照射野を
生じさせる回折格子を含む。導波路フィルムの有効屈折率の変化が検出される。回折格子
に基づいた導波路バイオセンサーなどの、波が装置内でかなりの距離を移動しなければな
らない装置は、本発明の空間的分解能を欠く。
【００２１】
　比色共鳴反射バイオセンサーは、蛍光タグ、比色標識、またはいかなる他の種類の検出
タグもしくは検出標識を用いることなしに、バイオセンサーの表面上で生化学的相互作用
を測定することを可能にする。バイオセンサー表面は、コリメート光および／または白色
光で照射された場合、狭い波長帯域のみを反射する（「共鳴格子効果」）ように設計され
ている光学的構造を含む。狭い波長帯域は、波長「ピーク」として記載される。生物学的
物質などの物質が、バイオセンサー表面に堆積し（deposit）、またはバイオセンサー表
面から除去された場合、「ピーク波長値」（ＰＷＶ）は変化する。読出し機器は、コリメ
ート光および／または白色光でバイオセンサー表面上の別個の位置を照射し、かつ反射光
を収集するために用いられる。収集された光は、ＰＷＶの決定のために波長分光計へ集め
られる。
【００２２】
　バイオセンサーは、その構造（バイオセンサー側を上）を底のないマイクロタイタープ
レートカートリッジの底へ接合することによってマイクロタイタープレートなどの標準的
使い捨て実験部材（item）へ組み込むことができる。一般的な実験室型カートリッジへの
バイオセンサーの組込みは、ミキサー、インキュベーター、および液体分配装置などの既
存のマイクロタイタープレート取り扱い装置との適合性にとって望ましい。バイオセンサ
ーはまた、たとえば、マイクロ流体装置、マクロ流体装置、またはマイクロアレイ装置へ
も組み込むことができる（たとえば、米国特許第７，０３３，８１９号、米国特許第７，
０３３，８２１号参照）。バイオセンサーは、１つまたは複数の細胞外試薬に曝されたと
きの細胞挙動変化またはこれらの変化の欠如をモニターするための当技術分野における周
知の方法（例えばＭｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｊｕｎ
－Ｌｉｎ　Ｇｕａｎ編、２９４巻、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ、Ｔｏｔｏｗａ、Ｎｅｗ　
Ｊｅｒｓｅｙ参照）と共に用いることができる。
【００２３】
　比色共鳴反射バイオセンサーは、サブ波長構造表面（ＳＷＳ）を含み、薄膜コーティン
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グの効果を模倣することができる非従来型の回折光学素子である。（ＰｅｎｇおよびＭｏ
ｒｒｉｓ、「Ｒｅｓｏｎａｎｔ　ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　ｆｒｏｍ　ｔｗｏ－ｄｉｍｅｎ
ｓｉｏｎａｌ　ｇｒａｔｉｎｇｓ」、Ｊ．Ｏｐｔ．Ｓｏｃ．Ａｍ．Ａ、１３巻、５号、９
９３ページ、１９９６年５月；ＭａｇｎｕｓｓｏｎおよびＷａｎｇ、「Ｎｅｗ　ｐｒｉｎ
ｃｉｐｌｅ　ｆｏｒ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｆｉｌｔｅｒｓ」、Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔ
ｔ．、６１巻、９号、１０２２ページ、１９９２年８月；ＰｅｎｇおよびＭｏｒｒｉｓ、
「 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｓｏｎａｎｔ
　ａｎｏｍａｌｉｅｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ｔｗｏ－ｄｉｍｅｎ
ｓｉｏｎａｌ　ｇｒａｔｉｎｇｓ」、Ｏｐｔｉｃｓ　Ｌｅｔｔｅｒｓ、２１巻、８号、５
４９ページ、１９９６年４月）。ＳＷＳ構造は、反射ゼロ次数および透過ゼロ次数以外の
回折次数が伝播することがないように、格子周期が入射光の波長と比較して小さい、１次
元、２次元、または３次元回折格子を含む。横方向の導波モードの伝播は支持されない。
むしろ、導波モード共鳴効果は、任意の光子がバイオセンサー構造に入る点から約３ミク
ロンの非常に局在した領域にわたって生じる。
【００２４】
　比色共鳴反射バイオセンサーの反射光または透過光は、リガンド若しくは結合パートナ
ーまたはその両方などの分子をバイオセンサー上部表面へ付加することによって調節する
ことができる。付加された分子は、その構造を通しての入射放射線の光学的経路長を増加
させ、それによって、最大反射率または透過率が生じる波長を改変する。
【００２５】
　一実施態様において、比色共鳴反射バイオセンサーは、白色光および／またはコリメー
ト光で照射された場合、単一波長または狭い波長帯域を反射する（「共鳴格子効果」）よ
うに設計されている。質量がバイオセンサーの表面上に堆積した場合、反射波長は、バイ
オセンサー上に示される光の光学経路の変化によってシフトする。
【００２６】
　検出系は、たとえば、垂直入射で、たとえば光ファイバープローブを通して、バイオセ
ンサーの小さな点を照射する光源、および同じく垂直入射で、たとえば第２の光ファイバ
ープローブを通して、反射光を収集する分光計からなる。励起／検出系とバイオセンサー
表面との間には物理的接触が存在しないため、特別なカップリングプリズムが必要とされ
ず、バイオセンサーは、たとえば、マイクロタイタープレートを含む任意の一般的に用い
られるアッセイプラットフォームへ容易に適合させることができる。単一の分光計読み（
reading）は、数ミリ秒で実行することができ、したがって、バイオセンサー表面上で並
行して起こる多数の分子相互作用を迅速に測定すること、および反応速度をリアルタイム
でモニターすることが可能である。
【００２７】
　比色共鳴反射バイオセンサーは、たとえば、高屈折率材料で構成される光回折格子、回
折格子を支持する基板層、および任意で、基板層の反対側の回折格子の表面上に固定化さ
れた１つまたは複数の特異的結合物質またはリンカーを含む。高屈折率材料は、基板層よ
り高い屈折率を有する。たとえば、米国特許第７，０９４，５９５号、米国特許第７，０
７０，９８７号を参照されたい。任意で、カバー層が回折格子表面を覆う。光回折格子は
、たとえば、硫化亜鉛、二酸化チタン、酸化タンタル、窒化ケイ素、および二酸化ケイ素
が挙げられる材料で構成され得る高屈折率誘電性膜でコーティングされる。光学的特徴を
有する回折格子の横断面（cross-sectional profile）は、任意の周期的に繰り返される
機能、たとえば、「方形波」を含み得る。光回折格子はまた、線（１次元）、正方形、円
、楕円、三角形、台形、正弦波、卵形、長方形、および六角形からなる群から選択される
形の繰返しパターンを含むことができる。本発明の比色共鳴反射バイオセンサーはまた、
高屈折率材料でコーティングされている、たとえば、プラスチックまたはエポキシで構成
される光回折格子を含むことができる。
【００２８】
　線形回折格子（すなわち、１次元回折格子）は、照射光偏光が格子周期に対して垂直に
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方向づけられている共鳴特性を有する。比色共鳴反射バイオセンサーはまた、たとえば、
２次元回折格子、たとえば、ホールまたは正方形の六角形アレイを含み得る。他の形も同
様に用いることができる。線形回折格子は、六角形アレイ回折格子と同じピッチ（すなわ
ち、高屈折率領域と低屈折率領域の間の距離）、周期、層厚み、および材料の性質を有す
る。しかしながら、光は、光学的構造へ共鳴的にカップリングされるために回折格子線に
対して垂直に偏光されなければならない。したがって、線形回折格子に対して垂直に偏光
軸と共に配向された偏光フィルターが、照射光源とバイオセンサー表面の間に挿入されな
ければならない。照射光源のほんの一部だけが正しく偏光されるため、六角形回折格子と
比較して、同量の共鳴反射光を収集するのに、より長い積分時間が必要とされる。
【００２９】
　光回折格子はまた、たとえば、より低い屈折率カバー層内に単一の一定の高さの高屈折
率領域が埋め込まれている、「段付き」断面を含み得る。高屈折率と低屈折率の交互領域
は、バイオセンサーの上部表面に平行した光導波路を提供する。
【００３０】
　本発明の比色共鳴反射バイオセンサーは、基板層の反対側の光回折格子の表面上にカバ
ー層をさらに含み得る。カバー層が存在する場合、１つまたは複数の特異的結合物質が、
回折格子の反対側のカバー層の表面上に固定化される。好ましくは、カバー層は、回折格
子を構成する材料より低い反射率を有する材料を含む。カバー層は、たとえば、（スピン
オンガラス（ＳＯＧ）を含む）ガラス、エポキシ、またはプラスチックで構成され得る。
【００３１】
　たとえば、バイオセンサーの屈折率必要条件を満たす様々なポリマーを、カバー層に用
いることができる。ＳＯＧは、その好ましい屈折率、操作の容易さ、および豊富なガラス
表面活性化技術を用いた特異的結合物質での活性化の即用性により用いることができる。
バイオセンサー表面の平面度が特定のシステム設定にとって問題とならない場合、ＳｉＮ
／ガラスの回折格子構造を、検出表面として直接用いることができ、その活性化は、ガラ
ス表面上と同じ手段を用いて行うことができる。
【００３２】
　共鳴反射はまた、光回折格子上の平坦化カバー層なしに得ることができる。たとえば、
バイオセンサーは、高屈折率材料の構造化薄膜層でコーティングされた基板のみを含むこ
とができる。平坦化カバー層を用いることなしに、（空気または水などの）周囲媒質が回
折格子を充たす。したがって、特異的結合物質は、上部表面上だけよりむしろ、特異的結
合物質に曝される光回折格子の全表面上でバイオセンサーに固定化される。
【００３３】
　一般的に、比色共鳴反射バイオセンサーは、あらゆる偏光角の光を含む白色光および／
またはコリメート光で照射することができる。バイオセンサー回折格子における繰返し特
徴（repeating features）に関する偏光角の配向は、共鳴波長を決定する。たとえば、１
組の繰返しの線と空間からなる「線形回折格子」（すなわち、１次元回折格子）バイオセ
ンサーは、別々の共鳴反射を生じることができる２つの可視偏光を有する。線に対して垂
直に偏光される光は、「ｓ偏光」と呼ばれ、線に対して平行に偏光される光は、「ｐ偏光
」と呼ばれる。入射光のｓ成分およびｐ成分の両方が、フィルターを通っていない照射ビ
ーム中に同時に存在し、それぞれが、別々の共鳴シグナルを発生する。バイオセンサーは
、一般的に、１つの偏光のみ（ｓ偏光）の性質を最適化するように設計することができ、
最適化されない偏光は、偏光フィルターによって容易に除去される。
【００３４】
　あらゆる偏光角が同じ共鳴反射スペクトルを発生するように偏光依存を除去するために
、１組の同心円状の環からなる別のバイオセンサー構造を用いることができる。この構造
において、各同心円状環の内径と外径の差は、格子周期の約２分の１に等しい。それぞれ
の連続する環は、前の環の内径より約１格子周期分大きい内径を有する。同心円状環パタ
ーンは、アレイスポットまたはマイクロタイタープレートウェルなどの単一のセンサー位
置を覆うように拡張する。それぞれ別個のマイクロアレイスポットまたはマイクロタイタ
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ープレートウェルは、それの内に中心のある別々の同心円状環パターンを有する。そのよ
うな構造の全ての偏光方向は、同じ横断面を有する。同心円構造は、偏光非依存を保つた
めに正確に中心に照射されなければならない。同心円構造の格子周期は、共鳴反射光の波
長より短い。格子周期は、約０．０１ミクロン～約１ミクロンである。格子深さは約０．
０１～約１ミクロンである。
【００３５】
　別の実施態様において、ホールまたはポストのアレイが、照射ビームがグリッドの任意
の特定の位置に集中することを必要とせずに、上記の同心円構造に極めて近似するように
配置される。そのようなアレイパターンは、等角度の３つの方向から表面上に入射する３
つのレーザービームの光学干渉によって、自動的に生じる。このパターンにおいて、ホー
ル（またはポスト）は、密にパックされた六角形のアレイの角に集中している。ホールま
たはポストはまた、各六角形の中心にも存在する。そのようなホールまたはポストの六角
形グリッドは、同じ横断面を「見る」３つの偏光方向を有する。したがって、六角形グリ
ッド構造は、任意の偏光角の光を用いて等価の共鳴反射スペクトルを提供する。よって、
望ましくない反射シグナル成分を除去するのに偏光フィルターを必要としない。ホールま
たはポストの周期は約０．０１ミクロン～約１ミクロンであり得、深さまたは高さは、約
０．０１ミクロン～約１ミクロンであり得る。
【００３６】
　検出系は、比色共鳴反射バイオセンサー、比色共鳴反射バイオセンサーへ光を向ける光
源、およびバイオセンサーから反射された光を検出する検出器を含み得る。一実施態様に
おいて、決定された閾値を超える陽性結果のみが検出を引き起こすようにフィルターを適
用することによって、読出し計測手段を単純化することが可能である。
【００３７】
　本発明の比色共鳴反射バイオセンサーのそれぞれの別個の位置における共鳴波長のシフ
トを測定することによって、どの別個の位置が、たとえば、それらの上に堆積した生物学
的物質を有するかを決定することが可能である。シフトの程度を利用して、たとえば、試
験試料における結合パートナーの量、および１つまたは複数の特異的結合物質と試験試料
の結合パートナーとの間の化学的親和性を決定することができる。
【００３８】
　比色共鳴反射バイオセンサーは、２回照射することができる。１回目の測定は、たとえ
ばバイオセンサー上に生物学的物質がない状態で、バイオセンサーの１つまたは複数の異
なる位置の反射スペクトルを決定する。２回目の測定は、たとえば１つまたは複数の細胞
をバイオセンサーにアプライした後、反射スペクトルを決定する。これらの２つの測定間
のピーク波長の差は、バイオセンサー上の細胞の存在または量の測定値である。この照射
方法は、ピーク共鳴波長のわずかな変化を有する領域を生じ得るバイオセンサーの表面の
小さな不完全性について調節することができる。この方法はまた、バイオセンサー上の細
胞物質の変動する濃度または密度について調節することもできる。
【００３９】
バイオセンサーの表面
　バイオセンサー上への１つまたは複数のリガンドの固定化は、リガンドがいかなるリン
ス手順によっても洗い流されないように、かつリガンドの試験試料中の結合パートナーへ
の結合がバイオセンサー表面によって妨げられないように実施される。１つまたは複数の
リガンドは、物理的吸着によって（すなわち、化学的リンカーを用いないで）、または化
学的結合によって（すなわち、化学的リンカーを用いて）、加えて電気化学的結合、静電
的結合、疎水性結合、および親水性結合によって、バイオセンサー表面に付着することが
できる。化学的結合は、バイオセンサー表面上でリガンドのより強い付着を生じ、表面に
結合した分子の規定された配向および立体構造を提供することができる。
【００４０】
　リガンドはまた、核酸、ペプチド、タンパク質溶液、ペプチド溶液、コンビナトリアル
ケミカルライブラリー由来の化合物を含む溶液、抗原、ポリクローナル抗体、モノクロー
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ナル抗体、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）、Ｆ（ａｂ）断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆｖ断片、
有機小分子、ウイルス、ポリマー、または生体試料などの特異的結合物質を介してバイオ
センサー表面に特異的に結合することができ、その特異的結合物質がバイオセンサーの表
面に固定化されている。
【００４１】
　さらに、リガンドは、バイオセンサー表面上の１つまたは複数の別個の位置のアレイに
配置することができ、前記表面は、マルチウェルプレートの１つまたは複数のウェル内に
存在し、マルチウェルプレートまたはマイクロアレイの１つまたは複数の表面を含む。リ
ガンドのアレイは、表面が１つまたは複数の別個の位置を含み、それぞれが異なるリガン
ドを有するように、マイクロウェルプレート内のバイオセンサー表面上に１つまたは複数
のリガンドを含む。たとえば、アレイは、１個、１０個、１００個、１，０００個、１０
，０００個、または１００，０００個、またはそれ以上の別個の位置を含み得る。このよ
うに、マルチウェルプレートまたはマイクロアレイの各ウェルは、マルチウェルプレート
の他のウェルから分離した１つまたは複数の別個の位置のアレイをその内に有し得、それ
によって、複数の異なる試料を１つのマルチウェルプレート上で処理することが可能にな
る。任意の１つのウェル内のアレイ（複数可）は、同じマイクロタイタープレートの任意
の他のマイクロタイターウェルに見出されるアレイ（複数可）と同じ、または異なり得る
。
【００４２】
　リガンドのバイオセンサー表面への固定化はまた、たとえば、以下の機能的リンカーへ
の結合を介して影響を受け得る：ニッケル基、アミン基、アルデヒド基、酸基、アルカン
基、アルケン基、アルキン基、芳香族基、アルコール基、エーテル基、ケトン基、エステ
ル基、アミド基、アミノ酸基、ニトロ基、ニトリル基、糖質基（carbohydrate group）、
チオール基、有機リン酸基、脂質基、リン脂質基、またはステロイド基。さらに、リガン
ドは、物理的吸着、化学的結合、電気化学的結合、静電気的結合、疎水性結合または親水
性結合、および免疫捕獲（immunocapture）方法によってバイオセンサーの表面に固定化
することができる。
【００４３】
　本発明の一実施態様において、バイオセンサーは、たとえば、ニッケル基、アミン基、
アルデヒド基、酸基、アルカン基、アルケン基、アルキン基、芳香族基、アルコール基、
エーテル基、ケトン基、エステル基、アミド基、アミノ酸基、ニトロ基、ニトリル基、糖
質基、チオール基、有機リン酸基、脂質基、リン脂質基、またはステロイド基などのリン
カーでコーティングすることができる。たとえば、アミン表面は、いくつかの種類のリン
カー分子を付着するために用いることができ、一方、アルデヒド表面は、追加のリンカー
なしにタンパク質を直接、結合するために用いることができる。ニッケル表面は、組み込
まれたヒスチジン（「ｈｉｓ」）タグを有する分子を結合するために用いることができる
。ニッケル活性化表面を用いた「ｈｉｓタグ付き」分子の検出は、当技術分野においてよ
く知られている（Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅｓ、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６８、４９０、（１９９
６））。
【００４４】
　リンカー、リガンド、および特異的結合物質は、各ウェルが、それに固定化された同じ
リンカー、リガンド、および／または特異的結合物質を有するように、バイオセンサーの
表面に固定化することができる。あるいは、各ウェルが、リンカー、リガンド、および／
または特異的結合物質の異なる組合せを含むことができる。
【００４５】
　リガンドは、バイオセンサーの表面に固定化されたリンカーまたは特異的結合物質へ、
特異的または非特異的に結合することができる。あるいは、バイオセンサーの表面は、リ
ンカーまたは特異的結合物質を有し得ず、リガンドは、バイオセンサー表面に非特異的に
結合することができる。
【００４６】
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　１つまたは複数の特異的結合物質またはリンカーのバイオセンサー上への固定化は、特
異的結合物質またはリンカーが、リンス手順によって洗い流されないように、かつ試験試
料中のリガンドへの結合がバイオセンサー表面によって妨げられないように、実施される
。様々な型のマイクロアレイおよびバイオセンサーで用いる、たとえばガラスへの特異的
結合物質の共有結合のために、いくつかの異なる種類の表面化学ストラテジーが実行され
ている。これらの同じ方法が、本発明のバイオセンサーに容易に適応させることができる
。１つまたは複数の特異的結合物質を結合するための正しい官能基を含むようにするバイ
オセンサーの表面調製は、バイオセンサー製造プロセスの不可欠な部分である。
【００４７】
　１つまたは複数の特異的リガンドは、物理的吸着（すなわち、化学的リンカーを用いな
いで）によって、または化学的結合（すなわち、化学的リンカーを用いて）、加えて電気
化学的結合、静電的結合、疎水性結合、および親水性結合によって、バイオセンサー表面
に付着することができる。化学的結合は、バイオセンサー表面上にリガンドのより強い付
着を生じ、表面結合した分子の規定された配向および立体構造を提供することができる。
【００４８】
　リガンドのプラスチック、エポキシ、または高屈折率材料への固定化は、本質的にはガ
ラスへの固定化について記載されているように、実施することができる。しかしながら、
酸洗浄工程は、そのような処理が、特異的結合物質が固定化されている材料を損傷する場
合、除外することができる。
【００４９】
リガンド
　リガンドは、別の分子に結合する分子である。リガンドと特異的結合物質は、類似用語
である。リガンドは、たとえば、核酸、ペプチド、細胞外マトリックスリガンド（表１参
照）、タンパク質溶液、ペプチド溶液、一本鎖または二本鎖ＤＮＡ溶液、ＲＮＡ溶液、Ｒ
ＮＡ－ＤＮＡハイブリッド溶液、コンビナトリアルケミカルライブラリー由来の化合物を
含む溶液、抗原、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）、
Ｆ（ａｂ）断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆｖ断片、有機小分子、細胞、ウイルス、細菌、
ポリマー、または生体試料であり得る。生体試料は、たとえば、血液、血漿、血清、消化
管分泌物、組織または腫瘍のホモジネート、滑液、糞便、唾液、痰、嚢胞液、羊水、脳脊
髄液、腹水、肺洗浄液、精液、リンパ液、涙、または前立腺液であり得る。ポリマーは、
ハイドロゲル、デキストラン、ポリリジン（ポリ－ｌ－リジンおよびポリ－ｄ－リジンを
含む）、ポリ－ｐｈｅ－リジン、およびポリ－ｇｌｕ－リジンを含むポリアミノ酸および
それらの誘導体からなる分子あたり複数の活性部位を有する長鎖分子の群から選択される
。本発明の一実施態様において、リガンドは細胞外マトリックスタンパク質リガンドであ
る。
【００５０】
　好ましくは、１つまたは複数のリガンドが、バイオセンサー上の１つまたは複数の別個
の位置のアレイに配置される。リガンドのアレイは、表面が多数の別個の位置を含み、そ
れぞれが異なるリガンドまたは異なる量のリガンドを有するように、本発明のバイオセン
サーの表面上に１つまたは複数のリガンドを含む。たとえば、アレイは、１個、１０個、
１００個、１，０００個、１０，０００個、または１００，０００個の別個の位置を含む
ことができる。そのようなバイオセンサー表面は、１つまたは複数のリガンドが典型的に
は、ｘ－ｙ座標において規則的なグリッドパターンで配列されるため、アレイと呼ばれる
。しかしながら、本発明のアレイは、任意の型の規則的または不規則的パターンで１つま
たは複数のリガンドを含むことができる。たとえば、別個の位置は、１つまたは複数のリ
ガンドのスポットのアレイを規定することができる。アレイスポットは、直径が約５０～
約５００ミクロンであり得る。アレイスポットはまた、直径が約１５０～約２００ミクロ
ンであり得る。１つまたは複数のリガンドは、それらの特異的受容体に結合することがで
きる。
【００５１】
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　本発明のバイオセンサー上のアレイは、１つまたは複数のリガンドの微小滴を、たとえ
ば回折格子表面またはカバー層表面上の位置のｘ－ｙグリッド上へ置くことによって、作
製することができる。バイオセンサーが、１つまたは複数の結合パートナーを含む試験試
料、たとえば、リガンドについての受容体を有する細胞に曝された場合、結合パートナー
は、選択的に（preferentially）、結合パートナーに対して高親和性を有するリガンドを
含むマイクロアレイ上の別個の位置に引きつけられるであろう。別個の位置の一部は、そ
れらの表面上へ結合パートナーを集め、一方、他の位置は集めないであろう。
【００５２】
　リガンドは、本発明のバイオセンサーの表面に加えられる結合パートナーに、特異的に
結合する。リガンドは、その結合パートナーに特異的に結合するが、バイオセンサーの表
面に加えられた他の結合パートナーを実質的に結合しない。たとえば、リガンドが抗体で
あり、その結合パートナーが特定の抗原である場合、抗体は特定の抗原を特異的に結合す
るが、他の抗原を実質的に結合しない。結合パートナーは、たとえば、核酸、ペプチド、
タンパク質溶液、ペプチド溶液、細胞外マトリックスタンパク質受容体、インテグリン（
表１参照）、一本鎖または二本鎖ＤＮＡ溶液、ＲＮＡ溶液、ＲＮＡ－ＤＮＡハイブリッド
溶液、コンビナトリアルケミカルライブラリー由来の化合物を含む溶液、抗原、ポリクロ
ーナル抗体、モノクローナル抗体、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）、Ｆ（ａｂ）断片、Ｆ（ａｂ
’）２断片、Ｆｖ断片、有機小分子、細胞、ウイルス、細菌、ポリマー、または生体試料
であり得る。生体試料は、たとえば、血液、血漿、血清、消化管分泌物、組織または腫瘍
のホモジネート、滑液、糞便、唾液、痰、嚢胞液、羊水、脳脊髄液、腹水、肺洗浄液、精
液、リンパ液、涙、および前立腺液であり得る。本発明の一実施態様において、結合パー
トナーは、バイオセンサー上に固定化されたリガンドを結合することができる受容体であ
り、受容体は細胞の表面上にある。
【００５３】
　マイクロタイタープレートは、生化学アッセイに用いられる最も一般的なフォーマット
であるが、マイクロアレイは、貴重な試薬の容量を最小限にしながら、１度に測定するこ
とができる生化学的相互作用の数を最大限にするための手段としてますます多く見られる
。本発明のバイオセンサー上へのマイクロアレイスポッターでのリガンドのアプライによ
って、１０，０００リガンド／インチ２のリガンド密度を得ることができる。照射ビーム
の焦点を合わせて単一のマイクロアレイ位置を調べることによって、バイオセンサーは、
標識を含まないマイクロアレイ読出しシステムとして用いることができる。
【００５４】
　さらに、マイクロアレイ実施態様とマイクロタイタープレート実施態様の両方は、１つ
または複数のリガンドがバイオセンサー表面上の１つまたは複数の別個の位置のアレイに
配置されるように組み合わせることができ、前記表面は、マイクロタイタープレートの１
つまたは複数のウェル内に存在し、かつマイクロタイタープレートの１つまたは複数の表
面、好ましくは底表面を含む。リガンドのアレイは、表面が１つまたは複数の別個の位置
を含み、それぞれが異なるリガンドまたは異なる量のリガンドを有するように、マイクロ
タイタープレートウェル内のセンサー表面上に１つまたは複数のリガンドを含む。たとえ
ば、アレイは、１個、１０個、１００個、１，０００個、１０，０００個、または１００
，０００個の別個の位置を含むことができる。このように、マイクロタイタープレート実
施態様の各ウェルは、それの内に、マイクロタイタープレート実施態様の他のウェルから
分離した１つまたは複数の別個の位置のアレイを有することができ、それによって、分離
したウェルごとに１つまたは複数の試料という、複数の異なる試料を本発明の１つのマイ
クロタイタープレート上で処理することが可能になる。任意の１つのウェル内のアレイ（
複数可）は、同じマイクロタイタープレートの任意の他のマイクロタイターウェル中に見
出されるアレイ（複数可）と同じ、または異なり得る。
【００５５】
液体含有容器
　本発明の回折格子は、内部表面、たとえば、液体含有容器の底表面を含むことができる
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。液体含有容器は、たとえば、マイクロタイタープレートウェル、試験管、ペトリ皿、ま
たはマイクロ流体チャネルであり得る。本発明の一実施形態は、任意の型のマイクロタイ
タープレートへ組み込まれているバイオセンサーである。たとえば、バイオセンサーは、
各反応「スポット」が別個の試験試料に曝され得るように、反応容器の壁をバイオセンサ
ー表面の上に構築することによって、マイクロタイタープレートの底表面へ組み込むこと
ができる。したがって、各個々のマイクロタイタープレートウェルは、別々の反応容器と
して機能することができる。それゆえに、別々の化学反応を、反応液体が混合されること
なく、隣接したウェル内で起こすことができ、化学的に別個の試験溶液を個々のウェルに
アプライすることができる。
【００５６】
　本発明のバイオセンサーまたは回折格子を底のないマイクロタイタープレートの底表面
に取り付けるためのいくつかの方法を用いることができ、たとえば、接着性付着、超音波
溶接、およびレーザー溶接が挙げられる。
【００５７】
　医薬品のハイスループットスクリーニング研究所、分子生物学研究所、および診断アッ
セイ研究所のための最も一般的なアッセイフォーマットは、マイクロタイタープレートで
ある。プレートは、グリッドに配置された約２個、６個、８個、２４個、４８個、９６個
、３８４個、１５３６個、３４５６個、９６００個、またはそれ以上の個々の反応容器を
含むことができる、標準サイズのプラスチックカートリッジである。これらのプレートの
標準機械的構造により、液体分配、ロボットプレート操作、および検出系は、この一般的
なフォーマットで作動するように設計される。本発明のバイオセンサーは、標準マイクロ
タイタープレートの底表面へ組み込むことができる。バイオセンサー表面は大きい領域に
組み立てることができること、および読出し系はバイオセンサー表面と物理的に接触しな
いことから、任意数の個々のバイオセンサー領域を規定することができ、これは照射光学
系の焦点分解能、およびバイオセンサー表面を横断して照射／検出プローブを走査するｘ
－ｙステージによってのみ限定される。
【００５８】
バイオセンサーを用いる方法
　本発明のバイオセンサーを用いて、１つまたはいくつかのリガンド／結合パートナー相
互作用を並行して研究することができる。１つまたは複数のリガンドのそれらのそれぞれ
の結合パートナーへの結合を、標識の使用なしに、表面上に固定化された１つまたは複数
のリガンドを有するバイオセンサーへ１つまたは複数の結合パートナーをアプライするこ
とによって、検出することができる。本発明の一実施態様において、１つまたは複数のリ
ガンドは、１つまたは複数の細胞外マトリックスタンパク質リガンドであり、その１つま
たは複数の結合パートナーは細胞上の受容体であって、その受容体（たとえば、インテグ
リン）は、細胞外マトリックスタンパク質リガンドに特異的である。バイオセンサーは光
で照射され、光の反射波長の最大値、または透過波長の最小値が、バイオセンサーから検
出される。回折格子に基づいた導波路バイオセンサーからシグナルが検出され、比色共鳴
反射バイオセンサーと同様の方法で互いに、または対照と比較される。本明細書に記載さ
れた全てのアッセイまたは方法は、比色共鳴反射バイオセンサーおよび回折格子に基づい
た導波路バイオセンサーで実施することができる。１つまたは複数のリガンドがそれらの
それぞれの結合パートナーに結合しているならば、光の反射波長は、１つまたは複数のリ
ガンドがそれらのそれぞれの結合パートナーに結合していない状況と比較して、シフトす
る。１つまたは複数のリガンドを含む１つまたは複数の別個の位置のアレイでバイオセン
サーがコーティングされている場合、光の反射波長の最大値または透過波長の最小値が、
バイオセンサーの各別個の位置から検出される。
【００５９】
　本発明の一実施形態において、様々なリガンド、たとえば、ＥＣＭリガンドは、本発明
のバイオセンサー上にアレイフォーマットで固定化することができる。その後、バイオセ
ンサーを、ＥＣＭリガンド受容体、たとえば、インテグリンまたは接着斑タンパク質を有
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する細胞などの結合パートナーを含む興味のある試験試料と接触させる。リガンドに特異
的に結合する細胞のみがバイオセンサー上に固定化される。いったん結合したならば、細
胞は、結合していない細胞と違って、刺激に対して応答する。酵素または蛍光標識の使用
は必要とされない。ハイスループット応用のため、バイオセンサーは、複数のアレイの１
つに配置することができ、特異的結合物質のアレイを含むいくつかのバイオセンサーが１
つのアレイに配置される。そのような複数のアレイの１つは、たとえば、一度に多数のア
ッセイを実行するためにマイクロタイタープレートへ浸漬することができる。別の実施態
様において、バイオセンサーは、生化学的物質のインビボ検出のためにファイバープロー
ブの先端に存在することができる。あるいは、細胞をＥＣＭリガンドと混合し、または細
胞とＥＣＭの混合物として得られ、その後、バイオセンサー表面に加えることができる。
【００６０】
　本発明の一実施態様により、細胞成長パターン、細胞死パターンの変化、細胞運動の変
化、細胞サイズもしくは容積の変化、または細胞接着の変化などの細胞変化の直接的検出
が可能になり、それは、それらが、比色共鳴反射バイオセンサーまたは回折格子に基づい
た導波路バイオセンサーを用いてリアルタイムに、かつ放射測定標識、比色測定標識、ま
たは蛍光標識を組み込む必要性なしに、または（必要に応じて標識を用いることができる
が）それらからの干渉なしに、起こるからである。細胞が撹乱された場合、細胞挙動およ
び形態の変化を検出することができる。その後、細胞変化は、ＢＩＮＤ　Ｓｃａｎｎｅｒ
（商標）（すなわち、比色共鳴反射バイオセンサーシステム）などの高速、高分解能機器
、およびデータを定量化するための対応するアルゴリズムを用いてリアルタイムに検出す
ることができる。たとえば、米国特許第６，９５１，７１５号および米国特許公開第２０
０４／０１５１６２６号を参照されたい。この方法、装置、およびコンピュータ分析を組
み合わせることによって、細胞挙動を、リアルタイムに（すなわち、細胞が刺激に対して
応答している瞬間、および細胞が刺激に対して応答している間中、好都合かつ便利に、細
胞反応を観察し、定量化する）、標識を含まない様式で、好都合にモニターすることがで
きる。
【００６１】
　ＳＲＵ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．ＢＩＮＤ（商標）ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｗ
ｏｂｕｒｎ、ＭＡ）などの比色共鳴反射バイオセンサーは、ナノスケール生物学的システ
ムからの質量付加に関しての表面への変化を測定する能力を有する。比色共鳴反射バイオ
センサーが用いられてきた適用および方法は、機器の分解能が向上しているため、変化し
ている。以前には、比色共鳴反射バイオセンサー表面に付着した細胞の量の測定が主要な
目的であった。しかしながら、細胞のかなり低い分解能の画像を見るとはいえ、細胞が、
占有されたピクセルの数、シグナル／ピクセルの強度、各ピクセルのＰＷＶの変化などに
関して異なるシグナルを示したことは注目された。これらのデータの変動性を低下させよ
うと試みながら、変動性が、個々の細胞、および刺激に対するそれらの異なる形態学的応
答の内にあることが明らかになった。これらの細胞事象をさらに調査するために、ＢＩＮ
Ｄ　Ｓｃａｎｎｅｒ（商標）（すなわち、比色共鳴反射バイオセンサーシステム）のより
高分解能バージョンが構築された。走査器は、以前に用いられた走査器より高い分解能レ
ンズを有する。レンズは、約２～５、２～１０、２～１５、２～２０、２～５０、２～１
００、２～２００、または２～３００マイクロメートルの分解能を有する。さらに、より
良い分解能においてリアルタイムで細胞変化を分析するための方法が開発された。
【００６２】
　本発明の別の実施態様により、細胞遊走および走化性を検出する方法が提供される。特
に、細胞は、比色共鳴反射光バイオセンサーの一端において、ウェル内またはアレイフォ
ーマット中で生育することができる。細胞を含むバイオセンサーの端は、任意で、走化性
物質が置かれている反対側の端から、半透膜またはマイクロ流体チャネルの使用を介して
、隔離することができる。その後、画像分光計、または代替として、バイオセンサーの複
数の位置から読み取るために移動することができる光ファイバープローブで構成される検
出系を用いて、細胞の位置を検出し、次に、細胞遊走速度の算出を可能にすることができ



(19) JP 2012-511909 A 2012.5.31

10

20

30

40

50

る。
【００６３】
　本発明のさらなる実施形態により、細胞成長パターンの変化を検出する方法が提供され
る。簡単に述べると、細胞は、比色共鳴反射光バイオセンサー上で生育することができる
；ＰＷＶが検出される；試験試薬が細胞にアプライされる；ＰＷＶが検出される；および
最初のＰＷＶと後のＰＷＶを比較することができ、後のＰＷＶに対する最初のＰＷＶとの
差は、細胞増殖パターンの変化を示す。ＰＷＶの差は細胞増殖パターンの変化と相関する
。
【００６４】
　細胞成長パターンの変化は、細胞形態、細胞接着、細胞遊走、細胞増殖、および細胞死
からなる群から選択することができる。１つの型の原核細胞もしくは真核細胞、または２
つ以上の型の真核細胞もしくは原核細胞がバイオセンサー上で生育することができる。バ
イオセンサーは、マイクロタイターウェル、マイクロタイタープレート、試験管、ペトリ
皿、およびマイクロ流体チャネルからなる群から選択される容器の内部表面を含むことが
できる。
【００６５】
　本発明のバイオセンサーはまた、光の反射波長のシフトを測定することによって、アレ
イを規定する１つまたは複数の別個の位置に結合している試料由来の結合パートナーの量
を検出および定量化する能力がある。たとえば、１つまたは複数の別個の位置における波
長シフトは、他の別個の位置における陽性対照および陰性対照と比較して、結合している
特異的結合物質の量を決定することができる。重要なことには、多数のそのような１つま
たは複数の別個の位置は、バイオセンサー表面上に配置することができ、バイオセンサー
は、約２個、６個、８個、２４個、４８個、９６個、３８４個、１５３６個、３４５６個
、９６００個、またはそれ以上のウェルのマイクロタイタープレートなどの容器の内部表
面を含むことができる。例として、９６個のバイオセンサーが保持固定具（holding fixt
ure）に付着しており、各バイオセンサーが約１００個の別個の位置を含む場合、約９６
００個の生化学的アッセイを同時に実行することができる。
【００６６】
検出系
　検出系は、バイオセンサー、バイオセンサーへ光を向ける光源、およびバイオセンサー
から反射された光を検出する検出器を含むことができる。一実施態様において、決められ
た閾値を超える陽性結果のみが検出を引き起こすようにフィルターの適用によって読出し
計測手段を単純化することが可能である。
【００６７】
　光源は、比色共鳴反射バイオセンサーをその上部表面、すなわち、１つまたは複数の特
異的結合物質が固定化されている表面から、またはその底表面から照射することができる
。本発明のバイオセンサーのそれぞれの別個の位置における共鳴波長のシフトを測定する
ことによって、どの別個の位置が、それらに結合した結合パートナーを有するかを決定す
ることが可能である。シフトの程度を利用して、試験試料中の結合パートナーの量、およ
び１つまたは複数の特異的結合物質と試験試料の結合パートナーとの間の化学的親和性を
決定することができる。
【００６８】
　バイオセンサーは２回、照射することができる。１回目の測定は、１つまたは複数の特
異的結合物質がバイオセンサー上に固定化されている、バイオセンサーアレイの１つまた
は複数の別個の位置の反射スペクトルを決定する。２回目の測定は、１つまたは複数の結
合パートナーがバイオセンサーにアプライされた後で、反射スペクトルを決定する。これ
らの２つの測定間のピーク波長の差は、バイオセンサー、またはバイオセンサーの１つも
しくは複数の別個の位置に特異的に結合している結合パートナーの量の測定値である。こ
の照射方法は、ピーク共鳴波長のわずかな変動を有する領域を結果として生じ得る、バイ
オセンサーの表面における小さな不均一性について調節することができる。この方法はま
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た、バイオセンサー上に固定化された特異的結合物質の変動する濃度または分子量につい
ても調節することができる。
【００６９】
　バイオセンサー表面を照射する、および反射光を収集するための検出系の１つの型は、
たとえば、光源に接続している６つの照射光ファイバー、および分光計に接続した単一の
収集光ファイバーを含むプローブである。ファイバーの数は重要ではなく、任意の数の照
射ファイバーまたは収集ファイバーが可能である。ファイバーは、収集ファイバーが束の
中央にあって、６つの照射ファイバーによって囲まれるように、束になるように配置され
る。ファイバー束の先端は、照射の焦点をバイオセンサーの表面上へ合わせるコリメーテ
ィングレンズに接続する。
【００７０】
　このプローブ配置において、照射ファイバーおよび収集ファイバーは、並んでいる。し
たがって、コリメーティングレンズが光の焦点をバイオセンサー表面上に合わせるように
正しく調整された場合、６つの明確に規定された照射の円領域および中央の暗領域が観察
される。バイオセンサーは光を散乱せず、むしろ、コリメートビームを反射するため、収
集ファイバーに入射する光はなく、共鳴シグナルは観察されない。６つの照射領域が中央
領域に重なるまでコリメーティングレンズの焦点をぼかすことによってのみ、光が収集フ
ァイバーへ反射される。焦点をぼかされ、わずかにコリメートされない光のみがシグナル
を生じることができるため、バイオセンサーは、単一の入射角で照射されず、様々な入射
角で照射される。様々な入射角は、結果として、共鳴波長の混合を生じる。したがって、
他に可能でない限り、より広い共鳴ピークが測定される。
【００７１】
　それゆえに、照射ファイバープローブおよび収集ファイバープローブが同じ光学経路を
空間的に共有することが、望ましい。いくつかの方法を用いて、照射光学経路および収集
光学経路を同一場所に配置することができる。たとえば、光をバイオセンサーに向ける光
源に第１の端で接続している単一の照射ファイバー、およびバイオセンサーから反射され
た光を検出する検出器に第１の端で接続している単一の収集ファイバーは、それぞれ、照
射器および収集器の両方として働くことができる第３のファイバープローブに、それらの
第２の端で接続することができる。第３のファイバープローブは、直角（normal angle）
の入射角でバイオセンサーに向けられ、逆伝播する照射光シグナルおよび反射光シグナル
を支持する。
【００７２】
　別の検出方法は、（光源に接続している）単一の照射ファイバーを（検出器に接続して
いる）収集ファイバーに対して９０度の角度で配置することを可能にするビームスプリッ
ターの使用を含む。光は、照射ファイバープローブを通して、ビームスプリッターへ向け
られ、そのビームスプリッターは光をバイオセンサーへ向ける。反射光は、ビームスプリ
ッターに向けて戻され、そのビームスプリッターは光を収集ファイバープローブへ向ける
。ビームスプリッターは、照射光および反射光が、ビームスプリッターとバイオセンサー
の間の共通の光学経路を共有するのを可能にし、それによって、完全にコリメートされた
光をその焦点をぼかすことなく用いることができる。
【００７３】
角度走査
　本発明の検出系は、バイオセンサー表面のコリメートされた白色光照射、および反射ビ
ームの共鳴ピークの光学分光測定に基づいている。バイオセンサーの表面上の分子結合は
、ピーク波長値のシフトによって示され、一方、波長の増加は、分子吸収の増加に対応し
ている。
【００７４】
　理論モデリングおよび実験データに示されているように、共鳴ピーク波長は、検出光ビ
ームの入射角に強く依存する。共鳴ピーク波長の角度依存のため、入射白色光は、よくコ
リメートされる必要がある。光ビームの角分散は、共鳴ピークを広げ、バイオセンサー検
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出感度を低下させる。加えて、分光計測からのシグナルの質は、光源の出力および検出器
の感度に依存する。高いシグナルノイズ比を得るために、各検出位置について過度に長い
積分時間が必要とされ得、よって、バイオセンサープレートを読み出しするための全時間
を長くする。チューナブルレーザー源は、回折格子共鳴の検出に用いることができるが、
高価である。
【００７５】
　本発明の一実施態様において、バイオセンサーの照射のためにレーザービームを、およ
び反射ビーム出力の測定のために光検出器を用いることによってこれら不利な点に取り組
む。走査ミラー装置を、レーザービームの入射角を変化させるために用いることができ、
光学系を、入射レーザービームのコリメーションを維持するために用いる。たとえば、「
Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｓｃａｎｎｉｎｇ」（Ｇｅｒａｌｄ　Ｆ．Ｍａｒｃｈａｌｌ編、Ｍａｒ
ｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ（１９９１）を参照されたい。いかなる型のレーザー走査も用いる
ことができる。たとえば、１秒あたり約２ライン～約１，０００ラインの速度で走査線を
発生することができる走査装置が、本発明に有用である。本発明の一実施態様において、
走査装置は、１秒あたり約５０ラインから約３００ラインまで走査する。
【００７６】
　一実施態様において、反射光ビームは、レーザー走査光学系の一部を通過し、単一の光
検出器によって測定される。レーザー源は、たとえば、７８０ｎｍ、７８５ｎｍ、８１０
ｎｍ、または８３０ｎｍの波長を有するダイオードレーザーであり得る。これらのような
レーザーダイオードは、１５０ｍＷまでの出力レベルで容易に利用でき、それらの波長は
Ｓｉフォトダイオードの高感度に対応する。このように、検出器は、フォトダイオードバ
イオセンサーに基づくことができる。光源は、光を走査装置に供給し、その走査装置は光
を光学系へ向ける。光学系は光をバイオセンサーへ向ける。光は、バイオセンサーから光
学系へ反射され、その後、その光学系は光を光シグナル検出器へ向ける。一実施態様にお
いて、走査ミラーがその角度位置を変化させるにつれて、表面上のレーザービームの入射
角は、ミラー角度変位の名目２倍、変化する。走査ミラー装置は、線形検流計であり得、
それは、約２Ｈｚから最高約１２０Ｈｚまでの周波数および約１０度～約２０度の機械的
走査角で作動する。この例において、単一の走査は、約１０ミリ秒内で完了することがで
きる。共鳴検流計または多角形走査器もまた用いることができる。角度走査のための単純
な光学系は、１対のレンズからなり得、それらのレンズの間に共通の焦点を有する。光学
系は、レーザーコリメーションおよび反射光ビームの収集のために最適化された性能を実
現するように設計することができる。
【００７７】
　角度分解能は、検流計仕様および反射光サンプリング周波数に依存する。３０秒（arcs
ec）の検流計分解能と仮定すれば、バイオセンサー角度走査についての機械的な対応する
分解能は６０秒、すなわち、０．０１７度である。加えて、１００キロサンプル／秒のサ
ンプリングレートと仮定すれば、１０ミリ秒内で２０度走査である。結果として、定量化
工程は、１０００サンプルについて２０度、すなわち、１サンプルあたり０．０２度であ
る。この例において、ＰｅｎｇおよびＭｏｒｒｉｓ（Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄｅｍ
ｏｎｓｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｓｏｎａｎｔ　ａｎｏｍａｌｉｅｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆ
ｒａｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ｔｗｏ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｇｒａｔｉｎｇｓ、Ｏｐ
ｔｉｃｓ　Ｌｅｔｔ．、２１：５４９（１９９６））によって示されているように、０．
２度の共鳴ピーク幅が、１０データ点によって網羅され、それらのデータ点のそれぞれが
検出系の分解能に対応する。
【００７８】
　そのような検出系の利点には以下が挙げられる：レーザービームによる入射光の優れた
コリメーション、レーザーダイオードの高ビーム出力による高シグナルノイズ比、分光計
の代わりとしての単一要素光検出器による低コスト、および角度走査による共鳴ピークの
高分解能。
【００７９】
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細胞接着および細胞応答アッセイ
　インテグリンは、細胞外マトリックス（ＥＣＭ）と相互作用し、細胞内シグナルを媒介
する細胞表面受容体である。インテグリンは、細胞骨格、細胞運動性、細胞周期の制御、
細胞のインテグリン親和性（cellular of integrin affinity）の制御、細胞のウイルス
への付着、細胞の他の細胞またはＥＣＭへの付着に関与している。インテグリンはまた、
シグナル伝達、細胞が１種のシグナルまたは刺激を別のものへ細胞内および細胞間で変換
するプロセスにも関与する。インテグリンは、情報をＥＣＭから細胞へ、および情報を細
胞から他の細胞へ（たとえば、他の細胞上のインテグリンを介して）またはＥＣＭへ伝達
することができる。インテグリンおよびそれらのＥＣＭリガンドのリストは、表１に示さ
れているように、Ｔａｋａｄａら、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　８：２１５（２００
７）に見出すことができる。
【００８０】
【表１】
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【表２】

【００８１】
　ＥＣＭと相互作用する他の細胞表面受容体には、接着斑タンパク質が挙げられる。接着
斑タンパク質。接着斑タンパク質は、細胞の細胞骨格をＥＣＭに接続する大きな複合体を
形成する。接着斑タンパク質には、たとえば、タリン、α－アクチニン、フィラミン、ビ
ンキュリン、接着斑キナーゼ、パキシリン（paxilin）、パルビン、アクトパキシン、ネ
キシリン、フィンブリン、Ｇ－アクチン、ビメンチン、シンテニン、および多数の他のも
のが挙げられる。
【００８２】
　さらに他の細胞表面受容体には、表面抗原分類（ＣＤ）分子を含む、ＥＣＭと相互作用
することができるものを挙げることができるが、それらに限定されない。ＣＤ分子は、様
々な様式で働き、細胞についての受容体またはリガンドとして働くことが多い。ＥＣＭと
相互作用する他の細胞表面受容体には、カドヘリン、アドヘリン、およびセレクチンが挙
げられる。
【００８３】
　ＥＣＭは、細胞に支持および足場を提供すること、お互いからの組織の分離、および細
胞内情報伝達の制御を含む多くの機能を有する。ＥＣＭは、線維性タンパク質およびグリ
コサミノグリカンで構成される。グリコサミノグリカンは、通常、ＥＣＭタンパク質に結
合してプロテオグリカン（たとえば、ヘパリン硫酸プロテオグリカン、コンドロイチン硫
酸プロテオグリカン、ケラチン硫酸プロテオグリカンが挙げられる）を形成する糖質ポリ
マーである。プロテオグリカンとして見出されないグリコサミノグリカンは、ヒアルロン
酸である。ＥＣＭタンパク質として、たとえば、（線維性、線維付随性（facit）、短鎖
、基底膜、および他の型のコラーゲンを含む）コラーゲン、フィブロネクチン、エラスチ
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ン、およびラミニンが挙げられる（ＥＣＭタンパク質の追加の例について表１参照）。本
明細書で有用なＥＣＭリガンドには、ＥＣＭタンパク質、グリコサミノグリカン、プロテ
オグリカン、およびヒアルロン酸が挙げられる。
【００８４】
　「特異的に結合する（ｂｉｎｄｓ）」、「特異的に結合する（ｂｉｎｄ）」、または「
に特異的な」とは、細胞表面受容体、たとえば、インテグリンまたは接着斑タンパク質な
どが同族の細胞外マトリックスリガンドに、他の非特異的分子に対してより大きい親和性
で結合することを意味する。非特異的分子は、細胞受容体には実質的に結合しない。たと
えば、インテグリンα４／β１は、ＥＣＭリガンドフィブロネクチンを特異的に結合する
が、非特異的ＥＣＭリガンドのコラーゲンまたはラミニンを特異的には結合しない。本発
明の一実施態様において、細胞外マトリックスリガンドが表面、たとえば、バイオセンサ
ー表面に固定化されている場合、細胞表面受容体の細胞外マトリックスリガンドへの特異
的結合は、細胞を細胞外マトリックスリガンドに、およびそれによって、表面に固定化し
、それにより、細胞が通常の細胞アッセイ洗浄手順によって表面から洗い流されない。
【００８５】
　本発明の一実施態様により、細胞表面受容体のそれらの同族ＥＣＭリガンドについての
特異的認識を測定するための比色共鳴反射バイオセンサーテクノロジー、または、たとえ
ば、回折格子に基づいた導波路バイオセンサーテクノロジーを含む他のバイオセンサーテ
クノロジーの使用が提供され、ここでＥＣＭリガンドはバイオセンサー表面に固定化され
ている。インテグリンなどの細胞表面受容体の、バイオセンサーに固定化されているＥＣ
Ｍリガンドへの結合を通して、細胞をバイオセンサー表面に特異的に固定化することによ
って、細胞のバイオセンサーへの結合および刺激に対する細胞の応答が、バイオセンサー
表面に非特異的に固定化されている細胞と比較して、劇的に変化する。すなわち、刺激に
対する細胞の応答の検出は、細胞がＥＣＭリガンド結合を介してバイオセンサーに固定化
される場合、大いに増強または増大される。本発明の一実施態様において、細胞は無血清
培地中にある。無血清培地は、約１０％、５％、４％、３％、２％、１％、０．５％、ま
たはそれ未満の血清を含む。無血清培地は、約０％の血清、または約０％～約１％の血清
を含むことができる。本発明の一実施態様において、１つまたは複数の型のＥＣＭリガン
ドがバイオセンサー表面に固定化されているバイオセンサー表面に、細胞が加えられる。
本発明の別の実施態様において、細胞は、１つまたは複数の型のＥＣＭリガンドと組み合
わされ、その後、バイオセンサーの表面に加えられる。
【００８６】
　本発明の一実施態様において、ＥＣＭリガンドが精製される。精製されたＥＣＭリガン
ドは、細胞物質、他の型のＥＣＭリガンド、化学的前駆体、ＥＣＭリガンドの調製に用い
られる化学物質、またはそれらの組合せを実質的に含まないＥＣＭリガンド調製物である
。他の型のＥＣＭリガンド、細胞物質、培地、化学的前駆体、ＥＣＭリガンドの調製に用
いられる化学物質等を実質的に含まないＥＣＭリガンド調製物は、約３０％未満、約２０
％未満、約１０％未満、約５％未満、約１％未満、またはそれ未満の他のＥＣＭリガンド
、培地、化学的前駆体、および／または調製に用いられる他の化学物質を有する。したが
って、精製されたＥＣＭリガンドは、約７０％、約８０％、約９０％、約９５％、約９９
％、またはそれ以上純粋である。精製されたＥＣＭリガンドは、７０％未満純粋であるＥ
ＣＭリガンドの非精製、または半精製の調製物または混合物、たとえば、ウシ胎仔血清を
含まない。本発明の一実施態様において、ＥＣＭリガンドは精製されず、ＥＣＭタンパク
質および非ＥＣＭタンパク質の混合物を含む。非精製ＥＣＭリガンド調製物の例として、
ウシ胎仔血清、ウシ血清アルブミン、およびオボアルブミンが挙げられる。
【００８７】
　たとえば、フィブロネクチンリガンドに結合し、コラーゲンまたはラミニンリガンドに
は結合しないことが知られている、α４／β１インテグリン受容体を発現する細胞は、コ
ラーゲンまたはラミニン表面上で観察されるＰＷＶシフトより約８～１０倍大きい、フィ
ブロネクチンコーティング化ウェル上でのＰＷＶシフトを生じる。コラーゲンまたはラミ
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ニンが固定化されているバイオセンサー表面上でのα４／β１インテグリン受容体を発現
する細胞についてのＰＷＶシフトは、ＢＳＡコーティング化対照ウェル上で観察されるバ
ックグラウンド細胞付着シグナルに似ている。
【００８８】
　本発明の一実施態様において、細胞のＥＣＭリガンドへの結合の検出は、ＥＣＭリガン
ドが、細胞の表面上に存在する細胞表面受容体、たとえばインテグリンまたは接着斑タン
パク質に特異的である場合、約２倍、約３倍、約４倍、約５倍、約６倍、約７倍、約８倍
、約９倍、約１０倍、約１５倍、約２０倍、またはそれ以上（または２倍から２０倍の間
の任意の範囲）、増加する。本発明の別の実施態様において、刺激に対する細胞応答の検
出は、細胞表面受容体、たとえば、インテグリンに特異的であるＥＣＭリガンドによって
細胞がバイオセンサー表面に固定化されている場合、約２倍、約３倍、約４倍、約５倍、
約６倍、約７倍、約８倍、約９倍、約１０倍、約１５倍、約２０倍、またはそれ以上（ま
たは２倍から２０倍の間の任意の範囲）、増加する。
【００８９】
　具体的な例において、バイオセンサー表面に固定化されたＥＣＭリガンドへの細胞の細
胞受容体関与の欠如は、結果として、細胞が、バイオセンサーと物理的に接触し、バイオ
センサー上へ非特異的に接着することを生じ得る。しかしながら、特異的細胞受容体／Ｅ
ＣＭリガンド結合の欠如によって、結合もしくは刺激応答が検出されず、または実質的に
低下した結合もしくは刺激（たとえば、ＰＷＶのシフト）が検出される。細胞表面受容体
の活性化に導く条件を最適化することによって、本発明は、インテグリンなどの細胞表面
受容体のそれらのＥＣＭリガンドへの増加したレベルでの結合に関与することができる。
細胞の接着シグナル伝達について異なるＥＣＭを異なる緩衝液条件（たとえば、ｐＨ、塩
、細胞栄養分）を用いて試験することによって、最適化を行うことができる。試験器具内
の細胞密度が試験され、細胞の健康は、接着能力の保有について評価される。これらの方
法は、細胞健康および培養維持の分野の当業者によく知られている。この最適化によって
、ＧＰＣＲ、サイトカイン、またはケモカインなどの異なる刺激に対する細胞応答のシグ
ナルの増加が生じる。
【００９０】
　バイオセンサー上での生細胞のＥＣＭリガンドへの特異的結合、および刺激に対する細
胞の応答は、本発明の方法によって検出することができる。本発明のアッセイは、たとえ
ば１つまたは複数のＥＣＭリガンドをバイオセンサーの表面、たとえばＴｉＯ２コーティ
ング化ポリスチレンであり得る表面上に固定化する工程であって、バイオセンサーが１つ
または複数のマイクロプレートウェルの底表面として存在する工程を含むことができる。
ＴｉＯ２でコーティングされていないバイオセンサーの表面のいかなる部分も、たとえば
、オボアルブミンまたはウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）でブロッキングすることができる
。本発明の一実施態様において、オボアルブミンまたはＢＳＡと共に１つまたは複数のＥ
ＣＭリガンドの組合せをバイオセンサーに加え、保存のために乾燥させる。その後、バイ
オセンサーを、しばらく経ってアッセイに用いるために再び湿らせることができる。たと
えば、フィブロネクチン、ラミニン、およびコラーゲンをオボアルブミンと組み合わせて
、バイオセンサーに塗布し、保存のために乾燥させることができる。あるいは、α４／β
１インテグリンを結合するＲＧＤ（Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ）タンパク質などの様々なイ
ンテグリンを結合することが知られているポリペプチドの組合せを、バイオセンサーの表
面上にオボアルブミンまたはＦＢＳと共に固定化し、その後の使用のために乾燥させるこ
とができる。様々なインテグリンを結合することが知られた他のポリペプチドには、α１
１／β１インテグリンを結合するコラーゲンに見出されるＧＦＯＧＥＲタンパク質、およ
びコラーゲンに見出されるＤＧＥＡタンパク質が挙げられる。
【００９１】
　細胞を、表面へ加え、任意である期間インキュベートしてもよい。細胞は、任意で、接
着モジュレーターの存在下でバイオセンサーに加えることができる。接着モジュレーター
は、細胞のバイオセンサー表面に接着する能力を増加または減少させることができ、たと
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えば、１つまたは複数の抗体、金属、インテグリン、ＥＣＭリガンド、有機小分子、タン
パク質、または細胞受容体タンパク質であり得る。結合細胞の非結合細胞からの識別が目
によって行われる場合には、表面に結合しない細胞を洗い流すことができる。結合細胞の
非結合細胞からの識別がバイオセンサーを用いて行われる場合には、非結合細胞の表面か
らの洗浄は必要ではない。結合細胞は、比色、発光、蛍光、または他の手段によって検出
することができる。結合細胞は細胞数または細胞質量によって定量化することができる。
【００９２】
　任意の型のバイオセンサーを本発明の方法に用いることができる。比色共鳴反射バイオ
センサーが用いられる場合、細胞受容体－ＥＣＭリガンド相互作用（たとえば、細胞表面
受容体のバイオセンサーの表面上のＥＣＭリガンドへの特異的結合）はＥＣＭコーティン
グ化バイオセンサーの固有吸光度のピーク波長（ＰＷＶ）のシフトを促進し、アッセイは
、非結合細胞を洗い流すこと、またはリガンド結合した細胞（すなわち、バイオセンサー
表面に結合した細胞）をリガンド結合していない細胞（すなわち、バイオセンサー表面に
結合していない細胞）から識別するためにいかなる型の標識の付加にも依存しない。アッ
セイは、マイクロプレートフォーマット、たとえば、約９６個、約３８４個、約１５３６
個、約３４５６個、約９６００個、またはそれ以上のウェルを有するマイクロプレート内
で実施され、ウルトラハイスループットスクリーニング（ｕＨＴＳ）様式で細胞接着を改
変する小分子または生物製剤のラージスケールスクリーニングキャンペーンを実施する機
会を提供する。ｕＨＴＳ様式は、約５０，０００個より多い、約７５，０００個より多い
、約１００，０００個より多い化合物、またはそれ以上を迅速にスクリーニングすること
を指し、典型的には、１５３６ウェルプレートのフォーマット、または非常に多数の条件
または有機小分子などの試験試薬の経済的な試験を可能にする他の方法であり得る。
【００９３】
　たとえば、受容体チロシンキナーゼ、ＧＰＣＲ、一過性受容器電位チャネル、ホスホリ
パーゼＣ、シグナル伝達経路（たとえば、Ｐ１３キナーゼ）、サイトカイン、β－アレス
チン経路応答、細胞骨格再編成、エピジェネティックシグナル（たとえば、エピジェネテ
ィックモジュレーター（たとえばヒストンデアセチラーゼ）の変化が、シグナル伝達の変
化、および細胞のＥＣＭ相互作用、核受容体、転写因子、代謝酵素の下流変化を引き起こ
すことができる）、およびイオンチャネル応答を通して作用する、様々な細胞外刺激によ
って促進される生細胞シグナル伝達事象を測定する能力は、細胞とバイオセンサーの間で
のＥＣＭ界面カップリング（すなわち、細胞表面受容体（たとえばインテグリン）を有す
る細胞の、バイオセンサーの表面に固定化されたＥＣＭリガンドへの固定化）の存在に依
存することができる。すなわち、バイオセンサー表面に固定化されているＥＣＭリガンド
への特異的結合を介してバイオセンサーに特異的に固定化される細胞の非存在下において
、刺激に対するこれらの細胞応答は、検出されず、または弱くのみ検出されるであろう。
細胞を刺激することができる化合物には、たとえば、ホルモン、成長因子、分化因子、モ
ルフォゲン、サイトカイン、ケモカイン、インスリン、ＥＧＦ、ＡＴＰ、ＵＴＰ、カルバ
モイルコリン（carbanoylcoline）、アセチルコリン、エピネフリン、ムスカリン、モル
浸透圧濃度変化を引き起こす化合物、膜脱分極を引き起こす化合物、小分子試験化合物、
ウイルス、抗体、ポリペプチド、抗原、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、一本
鎖抗体（ｓｃＦｖ）、Ｆ（ａｂ）断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆｖ断片、有機小分子（有
機小分子は１００ダルトン（Ｄ）より大きく、かつ約２，５００ダルトン（Ｄ）未満の分
子量を有し得る；一実施態様において、小分子は、２０００Ｄ未満、または１５００Ｄ未
満、または１０００Ｄ未満、または５００Ｄ未満である）、細胞、細菌、および生体試料
、たとえば、血液、血漿、血清、消化管分泌物、組織または腫瘍のホモジネート、滑液、
糞便、唾液、痰、嚢胞液、羊水、脳脊髄液、腹水、肺洗浄液、精液、リンパ液、涙、およ
び前立腺液が挙げられる。
【００９４】
　細胞表面受容体、たとえばインテグリン受容体などを有する細胞の存在を、細胞表面受
容体がＥＣＭリガンドに特異的に結合している場合のみ検出するバイオセンサーの能力に
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より、細胞アッセイを均一のフォーマットで行うことが可能になる。すなわち、アッセイ
表面への細胞添加後すぐに、リガンド付加されていない（すなわち、結合していない）細
胞を洗浄する必要なしに、結合した細胞の検出、たとえば比色共鳴反射率検出が続く。
【００９５】
　本発明は、長い洗浄依存性の伝統的プロトコールを回避した再構築された系で細胞外刺
激に対する細胞応答を測定する均一なアッセイを提供する。現在、ＦＬＩＰＲ（Ｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｔ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ）などのハイスループット
スクリーニングキャンペーンに用いられる典型的な細胞に基づいたアッセイは、長い洗浄
依存性工程を必要とする。たとえば、伝統的アッセイは以下の工程を含んだ：
１）完全培地における一晩の細胞プレーティング
２）飢餓緩衝液（starvation buffer）での細胞洗浄
３）２～４時間の飢餓
４）様々なリガンドでの細胞刺激。
【００９６】
　本発明の均一なアッセイは、（ハンクス緩衝生理食塩水などの）カルシウムおよびマグ
ネシウムを実質的に欠く緩衝生理食塩水で細胞を洗浄する工程を含むことができる。カル
シウムおよびマグネシウムを実質的に欠く、または欠く緩衝生理食塩水は、約１％未満、
約０．５％未満、約０．０１％未満、約０．００１％未満、またはそれ未満のカルシウム
およびマグネシウムを含む。緩衝生理食塩水は、細胞から除去され、等張性エチレンジア
ミン四酢酸キレート化剤が細胞に加えられる。等張性エチレンジアミン四酢酸キレート化
剤は、カルシウムおよびマグネシウムを欠く緩衝生理食塩水で中和される。前の工程は任
意で実施される。細胞は、カルシウムおよびマグネシウムを任意で欠いている、緩衝生理
食塩水で洗浄される。バイオセンサーは、表面に固定化された１つまたは複数のＥＣＭリ
ガンドを有し、ＥＣＭリガンドは、細胞の１つまたは複数の細胞表面受容体に特異的であ
る。細胞を、バイオセンサー表面に加え、バイオセンサーの表面に付着させる。任意で、
細胞を、接着モジュレーターの存在下または非存在下でバイオセンサー表面に加えること
ができる。任意で、バイオセンサー表面は、それに固定化された１つまたは複数の細胞外
マトリックスリガンドを有することができる。任意で、細胞を、それらをバイオセンサー
表面に加える前に、１つまたは複数の細胞外リガンドと混合し、または混合物として得る
。細胞は、その１つまたは複数のＥＣＭリガンドに特異的な細胞表面受容体を有すること
ができる。
【００９７】
　細胞が細胞表面受容体、たとえばインテグリンなどを通して（かつ非特異的相互作用を
通してではなく）特異的に接着した場合のシグナル応答の増大は、細胞応答を測定する他
の標識を含まない系、または標識依存系と比較して重要な利点である。
【００９８】
　本発明の方法は、個々の成分が、特定の細胞機能を促進するために必要とされる、また
は発見される可能性があるため、それらを戻すことによって複雑な生物学的応答を再構築
するのに用いることができる。すなわち、精製されたＥＣＭリガンドをバイオセンサー上
に固定化し、その後、インテグリン受容体などの細胞表面受容体を有する細胞をバイオセ
ンサー上に蒔く。実行可能な（viable）ＥＣＭリガンドの細胞表面受容体への相互作用が
確立される場合、細胞接着に影響を及ぼす細胞外刺激に対する細胞応答が、正シフトか負
シフトかのいずれかを示す（細胞表面受容体および関連接着斑部位のさらなる関与（正シ
フト）または離脱を反映する可能性が高い）。ここから、任意の他のＥＣＭリガンドまた
は刺激の所与の細胞応答への寄与は、試験中の精製されたＥＣＭリガンドまたは刺激の添
加によって容易に評価することができる。
【００９９】
　バイオセンサー、たとえば比色共鳴反射バイオセンサーまたは回折格子に基づいた導波
路バイオセンサー上で特定の細胞表面受容体／細胞外マトリックス相互作用を一意的にモ
ニターする能力によって、たくさんの固有の生物学的過程を研究することが可能になる。
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たとえば、インテグリンは、細胞遊走および走化性に直接関係している。したがって、組
み込まれたマイクロフルイディクスを有する、特別に設計されたマイクロプレートを用い
て、通常のウェルが周囲のウェルへ走化性材料の勾配を送達する系を作製することができ
る。周囲のウェルに加えられた、特異的な細胞表面受容体／ＥＣＭリガンド結合を通して
接着した細胞は、周囲のウェルに入る勾配に応答してのサイトカインおよび遊走性質の活
性化についてモニターすることができる。走化性物質に引かれる細胞は、マイクロ流体チ
ャネルの侵入点の周りに集積し、正のＰＷＶシグナルを生じるが（ウェルのその位置でモ
ニターされる）、その物質から反発する細胞は、ＰＷＶシグナルの低下を示すであろう。
そのような系は、走化性を起こすことが知られている任意の細胞型に用いることができ、
その細胞型として、接着細胞に加えて、血小板、好中球、単球などの浮遊細胞が挙げられ
る。
【０１００】
　適用可能である別の系は、リガンド依存性イオンチャネルを含むイオンチャネルに関す
る。インテグリンはイオンチャネルを制御することができ、高分子複合体を形成する。さ
らに、リガンド依存性イオンチャネルは、フィードバックし、インテグリン活性化および
／または発現を調節することができる。したがって、インテグリン相互作用を一意的にモ
ニターする能力は、リガンド依存性イオンチャネルで観察される効果に関わることができ
る。
【０１０１】
　たとえば、細胞を、特異的なＥＣＭリガンド（細胞はそれに対する相補的インテグリン
または他のタンパク質を含む）を通してバイオセンサー表面に固定化し、静止状態のシグ
ナルをとることができる。細胞培地のイオンの条件を改変すること、または他のイオンチ
ャネル刺激の添加によって、モル浸透圧濃度またはイオンチャネル活性（電位開口型およ
びリガンド開口型の両方）を変化させたことの結果として細胞容積の変化が生じる。たと
えば、高浸透圧は、細胞容積の増加を引き起こすが、低浸透圧はより小さい細胞容積を生
じる。イオンチャネルの開口および閉口は、細胞膜を横断するイオン流をもたらし、これ
もまた細胞容積変化を生じることが報告されている。この容積測定の細胞変化は、細胞が
細胞表面受容体を介して最適化ＥＣＭリガンド上に繋ぎ止められたとき、バイオセンサー
によって測定することができる。
【０１０２】
　さらに、インテグリンとＧＰＣＲ（内因性および過剰発現の両方）または受容体チロシ
ンキナーゼ（ＲＴＫ）シグナル伝達との間に関連がある。実際、受容体のインテグリンフ
ァミリーは、ＲＴＫに関連づけられる細胞分裂シグナル伝達経路を制御する上で重要な役
割を果たしている。ＧＰＣＲは、それらのシグナル伝達経路を介して、最終的には、ＲＴ
Ｋによって共有される同じ経路に収束する。実際、ＧＰＣＲシグナル伝達障害が白血球の
不完全な接着を生じる、遺伝的欠損が記載されている（Ｂｌｏｏｄ（１０１）４４３７～
４４４５（２００３））。したがって、インテグリンと細胞外マトリックスタンパク質と
の特異的相互作用の変化をモニターする能力を、ＧＰＣＲおよびＲＴＫの応答をモニター
するために用いることができる。
【０１０３】
　たとえば、炎症中、サイトカインおよびケモカインは、血流から動きの速い単球および
他の循環細胞の、炎症組織を囲む血管壁（内皮細胞）上への誘引を統合する（orchestrat
e）、よく組織化された多受容体系に関与する。この過程は、最初、循環細胞をセレクチ
ン媒介性低親和細胞接着を通して減速させ、最終的には、細胞を炎症組織を囲む内皮へイ
ンテグリンを介して付着させることによって引き起こされる。多くの異なる型のＧＰＣＲ
を介して作用するケモカインは、インテグリン受容体の開口へと導く、インサイドアウト
シグナル伝達を促進し、そのインテグリン受容体は通常、閉口した立体構造で存在してい
る（これにより、たいていの血液細胞が非粘着性）。それらのインテグリンの開口によっ
て、単球が、血管細胞接着分子（ＶＣＡＭ）のようないくつかのインテグリンリガンドと
接触し、血管細胞接着分子の発現は炎症内皮において一過性にアップレギュレートされる
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。付着後、単球は、インテグリン受容体をＶＣＡＭから離脱させ、血管壁を通過して、最
初の場所で炎症プロセスを引き起こす微生物因子を攻撃する。
【０１０４】
　別の実施態様において、成長因子は、細胞外マトリックスを結合し、細胞増殖、分化、
および活性化を制御する。成長因子がＧＰＣＲまたはＲＴＫを介して作用するメカニズム
のかなりの部分は、有糸分裂中の細胞形態変化、または転移中の細胞遊走および浸潤を促
進し、インテグリンの関与のレベルの制御を含む。異なる型のＥＣＭリガンドをバイオセ
ンサーに固定化し、潜在的成長因子をバイオセンサーの表面に加える。異なるコーティン
グ間で特定のＰＷＶシフト差を観察することができる。あるいは、ＥＣＭリガンドを表面
に固定化しているバイオセンサーに細胞を加える。細胞は、細胞表面受容体を介してＥＣ
Ｍリガンドに特異的に結合する。細胞を、異なる成長因子で処理し、細胞の応答を、たと
えば、ＰＷＶシフトの検出によって、検出する。
【０１０５】
　本発明の一実施態様により、試験化合物が細胞の細胞外マトリックスリガンドへの特異
的結合に影響するかどうかを決定する方法が提供される。方法は、第１の細胞集団を、マ
イクロタイタープレートウェルなどの第１の比色共鳴反射バイオセンサーまたは回折格子
に基づいた導波路バイオセンサー表面に加える工程を含む。バイオセンサー表面は、固定
化された細胞外マトリックスリガンドを含み、第１の細胞集団がその細胞外マトリックス
リガンドに特異的な細胞表面受容体を有する。第１の細胞を第１のバイオセンサーの表面
に付着させ、第１の細胞についてのピーク波長値またはシグナルを決定する。
【０１０６】
　第２の細胞集団を、第２のマイクロタイタープレートウェルなどの第２の比色共鳴反射
バイオセンサーまたは回折格子に基づいた導波路バイオセンサー表面に加える。第２のバ
イオセンサー表面は、固定化された細胞外マトリックスリガンドを含む。第２の細胞集団
は、その細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を有する。試験化合物を
第２のバイオセンサー表面に加え、第２の細胞を第２のバイオセンサーの表面に付着させ
る。第２の細胞についてのピーク波長値またはシグナルを決定する。第１の細胞について
得られたピーク波長値またはシグナルを、第２の細胞についてのピーク波長値またはシグ
ナルと比較する。第２の細胞についてのピーク波長値またはシグナルが、第１の細胞につ
いてのピーク波長値またはシグナルと実質的に異なるならば、その試験化合物は、細胞の
細胞外マトリックスリガンドへの特異的結合に影響している。
【０１０７】
　本発明の別の実施態様により、細胞の接着に影響する化合物を同定する方法が提供され
る。１つまたは複数の細胞外マトリックスリガンドを比色共鳴反射バイオセンサーまたは
回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に固定化し、細胞は、その１つまたは複
数の細胞外マトリックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を有している。細胞をバイオ
センサーに加える。あるいは、細胞を１つまたは複数の細胞外マトリックスリガンドと混
合し、または細胞とＥＣＭの混合物として得、細胞は、その１つまたは複数の細胞外マト
リックスリガンドに特異的な細胞表面受容体を有している。その後、細胞を、１つまたは
複数の細胞外マトリックスリガンドと共に比色共鳴反射バイオセンサーまたは回折格子に
基づいた導波路バイオセンサーの表面に加える。細胞を試験化合物で処理する。比色共鳴
反射率光の第１のＰＷＶまたはシグナルを検出し、試験化合物で処理されなかった対照細
胞からの第２ＰＷＶまたはシグナルと比較して、試験化合物が細胞の接着に影響している
かどうかを決定する。試験化合物は、Ｇタンパク質共役型受容体、イオンチャネル、Ｐ１
３キナーゼ、一過性受容器電位チャネル、またはホスホリパーゼＣの活性を調節する化合
物であり得る。任意で、細胞を試験化合物で処理した後、細胞の接着に影響することが知
られている作用物質を試験細胞および対照細胞に加えることができる。調節するとは、タ
ンパク質または化合物の活性が変化する、たとえば、抑制され、または増加することを意
味する。
【０１０８】
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　本発明の別の実施態様により、細胞の接着に影響する改変型ＥＣＭリガンドを同定する
方法が提供される。フィブロネクチンおよびコラーゲンのようなＥＣＭリガンドは大きな
タンパク質性物質である。細胞インテグリンは、より大きなタンパク質コンテクストの必
要性または厳しい条件なしに、ＥＣＭリガンドの特定のアミノ酸配列に結合する。したが
って、改変型ＥＣＭリガンドは、非常に短いペプチド（たとえば、ＲＧＤモチーフを含む
ポリペプチド）のみであり得、またはＩｇＧのＦｃ領域などの別のタンパク質に融合する
ことができる。改変型ＥＣＭリガンドは、細胞上の特定のインテグリンまたは接着タンパ
ク質を結合することが知られているわずかに改変されたアミノ酸配列であり得る。改変さ
れた配列の目的は、それを治療適用により扱いやすくする、特異性を変化させずに細胞結
合の強度を低下させる、特異性をより良く／より密接にする、整形外科用品、ステント、
または身体的インプラントなどの他の材料の付着へ細胞を適応させる、選択的細胞型の付
着のために整形外科用品、ステント、または他の身体的インプラントを改変することであ
り得る。
【０１０９】
　改変型ＥＣＭリガンドがバイオセンサーの表面に固定化されている比色共鳴反射光バイ
オセンサーまたは回折格子に基づいた導波路バイオセンサーの表面に、細胞をアプライす
る。細胞の接着に影響することが知られている作用物質を細胞に加える。その細胞につい
ての比色共鳴反射光の第１のＰＷＶまたはシグナルを検出し、非改変型ＥＣＭリガンドが
バイオセンサーの表面に固定化されている比色共鳴反射光バイオセンサーまたは回折格子
に基づいた導波路バイオセンサーの表面に加えられた対照細胞からの第２のＰＷＶまたは
シグナルと比較して、試験化合物が細胞の接着に影響するかどうかを決定する。
【０１１０】
　本発明の別の実施態様により、トランスフェクションされた細胞が組換えタンパク質を
産生するかどうかを決定する方法が提供される。細胞が、タンパク質をコードする核酸で
トランスフェクションされる場合、細胞は、細胞がそのタンパク質を実際に発現するかど
うかを決定するために試験されなければならない。細胞の表面に発現するタンパク質と相
互作用することが知られた１つまたは複数の型の細胞外マトリックスリガンドまたは同族
タンパク質を、比色共鳴反射バイオセンサーまたは回折格子に基づいた導波路バイオセン
サーの表面に固定化することができる。組換えタンパク質をコードする核酸分子でトラン
スフェクションされており、かつその１つまたは複数の細胞外マトリックスリガンドに特
異的な細胞表面受容体を有する細胞を、バイオセンサーの表面に加える。あるいは、トラ
ンスフェクションされた細胞を、１つまたは複数の種類の細胞外マトリックスリガンドと
混合し、またはそれらとの混合物として得、その後、バイオセンサーの表面に加えること
ができる。第１のＰＷＶまたはシグナルを決定する。組換えタンパク質を発現しないトラ
ンスフェクションされた細胞と比較して、組換えタンパク質を発現するトランスフェクシ
ョンされた細胞における異なる応答を引き起こすモジュレーターを、バイオセンサーに加
える。たとえば、特定のＧタンパク質共役型受容体（ＧＰＣＲ）または受容体チロシンキ
ナーゼ（ＲＴＫ）を過剰発現するようにトランスフェクションされた細胞を、バイオセン
サーを用いて、ＧＰＣＲまたはＲＴＫ、それぞれへの既知のリガンドに対する特異的応答
について試験することができる。さらに、いずれのトランスフェクションされた細胞系も
、トランスフェクションされていない「親の」細胞系に関する既知のリガンド（複数可）
を用いての応答と比較することができる。第２のＰＷＶまたはシグナルをその細胞につい
て決定する。第１のピーク波長値またはシグナルを、第２のピーク波長値またはシグナル
と比較する。第２のピーク波長値またはシグナルが第１ピーク波長値またはシグナルと実
質的に異なるならば、トランスフェクションされた細胞は組換えタンパク質を発現してい
る。第２のＰＷＶまたはシグナルの決定前に、追加の工程を実施することができる。たと
えば、選択培地（たとえば、抗生物質を含む培地）および第２のＰＷＶまたはシグナルを
決定することができる。本発明の一実施態様において、ＰＷＶを、高分解能走査器（走査
器は約１ミクロン～約３００ミクロンの分解能を有する）を用いて決定する。
【０１１１】
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　本明細書のどこかで言及された全ての特許、特許出願、および他の科学的または技術的
文書は、全体として参照により組み込まれる。本明細書で例示的に記載された本発明は、
適切には、本明細書で具体的に開示されていない任意の要素（複数可）、限定（複数可）
の非存在下で実施することができる。したがって、たとえば、本明細書でのどの場合にお
いても、用語「含む」、「から本質的になる」、および「からなる」のいずれも、それら
の通常の意味を保持しながら、他の２つの用語のいずれとでも置き換えることができる。
用いられている用語および表現は、説明の用語として用いられ、限定の用語として用いら
れるのではなく、そのような用語および表現の使用において、示された、および記載され
た特徴またはそれらの部分のいかなる等価物も排除するという意図はなく、様々な改変が
主張された本発明の範囲内で可能であることが認識される。このように、本発明が実施態
様によって具体的に開示されているが、本明細書に開示された概念の任意の特徴、改変、
およびバリエーションが、当業者によって用いられる可能性があること、ならびにそのよ
うな改変およびバリエーションが説明および添付された特許請求の範囲によって定義され
た本発明の範囲内にあるとみなされることは理解されるべきである。
【０１１２】
　加えて、本発明の特徴または態様が、マーカッシュ群または代替物の他のグループ化に
よって記載される場合、本発明はまた、マーカッシュ群または他の群のメンバーの任意の
個々のメンバーまたはサブグループによっても記載されることは認識されるであろう。
【実施例１】
【０１１３】
　細胞－タンパク質相互作用および他の細胞相互作用を研究するための現行の技術は、そ
れらが放射性同位元素または蛍光標識工程、洗浄工程、ブロッキング工程、および検出工
程を含む多くの工程を含み得るため、時間がかかり、かつ大きな労力を要する。たとえば
、表２を参照されたい。細胞－タンパク質相互作用および他の細胞相互作用を研究するた
めの現行の技術はまた、大量の高価な試薬を用い得る。本発明は、通常の方法より速く、
かつ通常の方法より少ない試薬の使用を必要とする細胞相互作用を決定するための組成物
および方法を提供する。
【０１１４】
　本方法および組成物は、タンパク質を含む特定の結合物質に対する細胞特異性、細胞遊
走、細胞走化性、特異的結合物質－細胞の相互作用、細胞－細胞外マトリックスの相互作
用、および細胞－細胞の相互作用を同定するための、標識を含まない、単純で、ハイスル
ープットなアッセイを提供する。
【０１１５】
　本発明の一実施態様において、方法および組成物は、細胞アッセイにおいて著しく試薬
の使用量を低減することができる。試薬使用量は、マイクロタイタープレートホールウェ
ルアッセイと比較して少なくとも１００分の１まで、低減することができる。より重要な
ことには、本発明の単純な画像細胞アッセイが、現行の時間がかかって、大きな労力を要
する細胞遊走アッセイおよび細胞走化性アッセイに、より高い精度および再現性を以て、
取って代わることができる。
【０１１６】
　比色共鳴反射光バイオセンサーテクノロジーは、バイオセンサー表面と相互作用する生
体分子および生体細胞による光学的性質の変化に非常に感度が高い。この特徴は、生体分
子と、細胞表面受容体または細胞表面マーカーなどの細胞表面上に結合した生体分子との
間の相互作用を含む、生体分子間の相互作用を調査するなどの生物学的適用においてこれ
らのバイオセンサーについて大きな利点を提供する。比色共鳴反射光バイオセンサーテク
ノロジーは生物的相互作用を直接検出するため、蛍光標識、放射性同位元素標識、または
酵素および生物学的モチーフなどの生物学的タグが必要とされない。比色共鳴反射光バイ
オセンサー細胞付着アッセイは、分子と細胞表面上のそのカウンターパートとの間の相互
作用を直接検出する新規な方法を提供する。比色共鳴反射光バイオセンサー細胞付着アッ
セイの原理は、固定化された標的分子と細胞表面上のそのカウンターパートとの間の親和
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結合が、細胞がバイオセンサー表面と相互作用するように導き、この相互作用を検出する
ことができる、というものである。
【０１１７】
　本発明の一実施態様は、比色共鳴反射光バイオセンサーを含む容器を提供し、比色共鳴
反射光バイオセンサーは容器の内部表面を構成する。たとえば、比色共鳴反射光バイオセ
ンサーは、容器の底表面を構成することができる。２つ以上の特異的結合物質などの１つ
または複数の特異的結合物質は、比色共鳴反射光バイオセンサーを含む容器の内部表面上
の２つ以上の別個の位置に固定化される。２つ以上の別個の位置に異なる量の１つの特異
的結合物質があってもよい。たとえば、容器は、マイクロタイターウェル、試験管、ペト
リ皿、またはマイクロ流体チャネルを含むことができる。本発明の一実施態様により、１
つまたは複数のマイクロタイターウェルを含むマイクロタイタープレートが提供され、１
つまたは複数のマイクロタイターウェルの底表面は比色共鳴反射光バイオセンサーを含む
。１つまたは複数の特異的結合物質は、各マイクロタイターウェルの底表面上の２つ以上
の別個の位置に固定化することができる。
【０１１８】
　本発明は、１つまたは複数の型の細胞の、１つまたは複数の特異的結合物質への結合を
検出する方法を提供する。本発明の一実施態様において、１つまたは複数の型の細胞を容
器の内部表面にアプライする。任意の型の細胞を用いることができ、たとえば、原核細胞
、真核細胞、人工細胞、細胞膜、または人工細胞膜が挙げられる。細胞は、たとえば、培
養中の接着細胞として、または培養中の浮遊細胞として生育することができる。容器の内
部表面は、比色共鳴反射光バイオセンサーを含み、２つ以上の特異的結合物質が、比色共
鳴反射光バイオセンサーを含む容器の内部表面上の２つ以上の別個の位置に固定化されて
いる。容器は光で照射され、それぞれの別個の位置についての１つまたは複数のピーク波
長値（ＰＷＶ）が検出される。ピーク波長値（ＰＷＶ）は、バイオセンサーに結合してい
る結合物質および／または細胞の相対的測定値である。１つまたは複数の細胞が特異的結
合物質に結合しているならば、ＰＷＶは、１つまたは複数の細胞が結合している別個の位
置においてシフトする。ＰＷＶは、たとえば、結合した特異的結合物質を有しないバイオ
センサーの部分、または結合した特異的結合物質のみを有するバイオセンサーの部分、ま
たは所与のベースラインＰＷＶと比較して、シフトする。
【０１１９】
　１つまたは複数の特異的結合物質は、たとえば、比色共鳴反射光バイオセンサーを含む
容器の内部表面上の別個の位置のアレイに配置することができる。別個の位置は、直径が
約５０～５００ミクロンのマイクロアレイスポットを規定することができる。１つまたは
複数の特異的結合物質は、容器の内部表面上にランダムに配置することができる。１つま
たは複数の特異的結合物質は、たとえば、物理的吸着、化学的結合、電気化学的結合、静
電気的結合、疎水性結合、および親水性結合などの方法によって、比色共鳴反射光バイオ
センサーを含む容器の内部表面上に固定化することができる。
【０１２０】
　本発明の別の実施態様により、１つまたは複数の細胞の特異的結合物質への結合を検出
する方法が提供される。方法は、２つ以上の特異的結合物質などの１つまたは複数の特異
的結合物質を、容器の内部表面上の２つ以上の別個の位置に固定化する工程であって、容
器の内部表面が比色共鳴反射光バイオセンサーを含む工程、および容器を光で照射する工
程を含む。それぞれの別個の位置についての１つまたは複数のピーク波長値が決定される
。１つまたは複数の細胞を容器の内部表面にアプライする。容器は光で照射され、それぞ
れの別個の位置について、１つまたは複数のピーク波長値が検出される。ピーク波長を比
較する。１つまたは複数の細胞が特異的結合物質に結合しているならば、ＰＷＶは、特異
的結合物質が結合している別個の位置でシフトする。
【０１２１】
　実施例において、線形回折格子比色共鳴反射光バイオセンサーを内部表面として含むマ
イクロタイターウェルは、バイオセンサーの表面上に固定化された１μｌの抗ヒトＣＤ３
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たい。マイクロタイターウェルを走査し、抗体コーティングを分析した。図２を参照され
たい。ジャーカット細胞（１×１０５）のバイオセンサー表面との２０分間のインキュベ
ーション後、マイクロタイターウェルを走査し、細胞接着パターンを、図２に示されてい
るように、観察した。
【０１２２】
　このアッセイにより、ジャーカット細胞が、９６マイクロプレートバイオセンサーから
のウェルの内側をａｈＣＤ３でコーティングされている別個の位置と相互作用すること、
および抗マウスＣＤ３モノクローナル抗体でコーティングされている別個の位置からは検
出可能なシグナルが観察されなかったことが明らかに示された。
【０１２３】
　これらの細胞付着アッセイは、たとえば、細胞接着、遊走、走化性、および浸潤に関与
している分子を同定するために用いることができる。このアッセイはまた、たとえば、細
胞接着、遊走、走化性、および細胞浸潤を制御する細胞表面分子を同定するために用いる
ことができる。さらに、これらのアッセイは、細胞－細胞相互作用、細胞－マトリックス
相互作用、および細胞－分子相互作用を研究するための新規なツールを提供することがで
きる。競合細胞付着アッセイは、細胞相互作用に関与する分子を特異的に標的にする化合
物を同定するための薬学的薬物スクリーニングについての新規なツールを提供することが
できる。
【０１２４】
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【表３】

【実施例２】
【０１２５】
洗浄を含まないＣＢＡプロトコールの開発：ＣＨＯ細胞およびＨＥＫ細胞を飢餓培地へ直
接、プレーティングすること
　バイオセンサーテクノロジーを用いる細胞に基づいたアッセイについての最初の確立さ
れたプロトコールは、細胞洗浄および細胞飢餓と呼ばれる２つの重要な工程に主に頼って
いる。
【０１２６】
　細胞収集工程が、現在、ラージスケールの培養物のトリプシン処理によって行われるの
で、これらの工程はアッセイ時間を低減するのに重要である。細胞収集工程は、現在、ラ
ージスケールの培養物のトリプシン処理によって行われる。細胞単層のトリプシン処理は
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、効果的かつ再現性があり、たいていの細胞系に容易に適応することができる。特に、ト
リプシン媒介型細胞収集工程は、添加（supplemented）組織培地を、二価陽イオンを含ま
ない緩衝液（ハンクス緩衝生理食塩水、ＨＢＳＳ）中で組織培養フラスコから洗い流し、
続いて、ＥＤＴＡの存在下で細胞接合部のトリプシン処理を行う２段階プロセスである。
Ｃａ＋＋の非存在は、細胞－細胞（細胞型に依存して、接着結合、ギャップ結合、および
密着結合）接触を媒介するタンパク質－タンパク質相互作用事象、ならびにインテグリン
および他のＥＭＣ受容体によって媒介される細胞－基質（細胞外、ＥＣＭ）相互作用を弱
め、および／または破壊する。全ての他の膜貫通受容体と共にこれらの膜貫通成分のタン
パク質溶解は、細胞外刺激に応答することができない均一な細胞懸濁液を生じる。
【０１２７】
　異なる動物源（ウシ、ウマ、および仔ウシまたは胎仔のいずれか、など）由来の必須の
血清補体を追加した各細胞系のための適切な細胞培地での一晩の細胞プレーティングによ
って、細胞が、モル浸透圧濃度平衡の、ｐＨ調節された、アミノ酸リッチ、ビタミンリッ
チ、糖リッチ、および成長因子リッチな培地中で生育することが保証される。これにより
、バイオセンサープレート上にプレーティングされた細胞の完全回復、続いてトリプシン
処理による収集が可能になる。
【０１２８】
　細胞が膜貫通タンパク質の完全補体（full complement）を再確立し、細胞－細胞およ
び細胞－基質相互作用を回復しているが、成長因子リッチな培地の存在は、ホルモン、サ
イトカイン、成長因子、およびＰＩ－３キナーゼ／Ａｋｔ経路、Ｒａｓスーパーファミリ
ーの低分子量Ｇタンパク質／ＭＡＰ／Ｅｒｋ／ＪＮＫキナーゼ経路などの経路を通してシ
グナルを発生する任意の細胞外刺激に対する成長因子受容体（ＲＴＫおよびＧＰＣＲ）応
答または細胞応答によって促進される細胞刺激をマスクし得る。他方、アミノ酸の存在は
、ｍＴｏｒ／Ａｋｔ／Ｓ６キナーゼ経路の活性化を引き起こし、これらのＡＧＣキナーゼ
を通してのシグナル伝達を鈍らせる。
【０１２９】
　したがって、述べたように、添加培地の除去は、所与の標的または経路がバイオセンサ
ーテクノロジーを通して扱いやすいかどうかを確立するための実現可能性研究を広げる重
要な工程である。
【０１３０】
　化合物および／またはリガンド試験の前にマイクロタイターバイオセンサープレートを
洗浄する必要性に関していくつかの問題が生じる。精密な細胞ウォッシャーまたは自動液
体処理方法（ＡＬＨ）の欠如によって、プレートの各ウェルにおいて容量可変が生じ、そ
れが、次には、試験される化合物の希釈可変を生じ、正確な直接的ウェル間の比較を実行
することを不可能にさせる。しかしながら、ＡＬＨシステムを用いる正確なプレート洗浄
は、結果として、プレートあたり１２～２５分かかり得る長時間のプロトコールとなる。
細胞洗浄および細胞飢餓のボトルネック工程を克服するために、本発明者らは、代替プロ
トコール：ａ）トリプシンを用いる細胞収集工程を回避すること、およびｂ）まだトリプ
シン収集に依存するが、細胞が浮遊状態で維持されながら、正常に接着細胞が回復するの
を可能にすることを研究した。これらの選択肢によって、本発明者らが栄養低下または枯
渇の培地および成長因子低下または枯渇の培地中に細胞をプレーティングすることが可能
になった。すなわち、細胞を、飢餓緩衝液中に直接、プレーティングすることができる。
【０１３１】
　Ｖｅｒｓｅｎｅ収集されたＣＨＯ細胞およびＨＥＫ細胞を、以下のような血清コーティ
ングあり、またはなしの飢餓培地にプレーティングした。約８０％コンフルエントな細胞
単層をＣａ＋＋およびＭｇ＋＋を欠くＨＢＳＳで穏やかに洗浄した。細胞を２～３分間、
ＨＢＳＳ中に置いておいた後、緩衝液を吸引し、細胞を３７℃で約１０分間、等張性Ｖｅ
ｒｓｅｎｅ溶液（Ｇｉｂｃｏ）で処理した。細胞を、さらに２分間、軽くたたくことによ
ってフラスコから離した。Ｖｅｒｓｅｎｅを、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、５ｍＭのグルコー
ス、２ｍＭのＣａ＋＋およびＭｇ＋＋、ならびに１％のペニシリン／ストレプトマイシン
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抗生物質（ＳＭ）を含む１０容積のＨＢＳＳ中にそれを希釈することによって中和し、細
胞を遠心沈殿させ、ＳＭで１回洗浄し、その後、２５μｌのＳＭを含む３８４個のセンサ
ー上にプレーティングした。細胞を遠心沈殿し、様々な時間の間、付着させた。
【０１３２】
　陽性刺激対照は、（１）インスリンおよびＡＴＰまたは（２）ＵＴＰを含み、それらは
、それぞれ、内因的に発現したＲＴＫ型およびＧＰＣＲ型の受容体を刺激する。これらの
刺激は、洗浄および飢餓後、完全培地中に一晩プレーティングされた細胞において、１０
０ｐｍから３００ｐｍまでの範囲である強いＰＷＶシフトを生じる。ポリ－Ｄ－リジン（
ＰＤＬ）プレコーティングも血清プレコーティングもないバイオセンサープレート上の添
加ＨＢＳＳ中にプレーティングされたＶｅｒｓｅｎｅ収集された細胞は、＜２０ｐＭのシ
フトを有する対照ウェル（刺激なし）と全て区別できなかった。ＰＤＬプレコーティング
ありで、血清プレコーティングなしのセンサープレート上の添加ＨＢＳＳ中にプレーティ
ングされたＶｅｒｓｅｎｅ収集された細胞の刺激応答は、＜２０ｐＭのシフトを有する対
照ウェル（刺激なし）と区別できなかった。増加した血清濃度でコーティングされた（Ｐ
ＤＬプレコーティングなし）のＴｉＯ２バイオセンサープレートセンサー上の添加ＨＢＳ
Ｓ中にプレーティングされたＶｅｒｓｅｎｅ収集された細胞の、刺激に対する細胞応答は
、反応速度、シフトの大きさ、およびＥＣ５０値に関して、完全培地中での一晩プレーテ
ィングされた細胞と事実上区別できないＰＶＷシフト応答を生じた。
【０１３３】
　トリプシン収集されたＣＨＯ細胞およびＨＥＫ細胞を、様々な血清コーティング濃度を
有する飢餓培地中にプレーティングした。約８０％コンフルエントな細胞単層をＨＢＳＳ
で穏やかに洗浄し、その後、２～５分間、トリプシン処理した。トリプシン処理を完全培
地で停止させ、細胞を遠心沈殿し、完全培地中に再懸濁し、その後、５０ｍｌのＦａｌｃ
ｏｎチューブ内の完全培地中（約１００Ｋ細胞／ｍｌ）、室温で（３７℃でのインキュベ
ーションも行うことができる）「回復」させた。
【０１３４】
　７時間後、細胞を遠心沈殿し、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、５ｍＭのグルコース、２ｍＭの
Ｃａ＋＋およびＭｇ＋＋、ならびに１％のＰｅｎ／Ｓｔｒｅｐ（ＳＭ）を含むＨＢＳＳで
２回洗浄し、その後、２５μｌのＳＭを含む３８４個のセンサー上にプレーティングした
。細胞を遠心沈殿し、一晩、付着させた。
【０１３５】
　この様式でプレーティングされた細胞は、完全培地中にプレーティングされた細胞と区
別できないように見え、強い応答を示した。刺激についてのＰＷＶシフト応答の速度、Ｐ
ＷＶシフトの大きさまたは振幅、およびＥＣ５０用量は、ＡＴＰ（２５ｕＭ）、ＵＴＰ（
１００ｕＭ）、ＥＧＦ（５０ｎＭ）、インスリン（１．５ｕＭ）、プロスタグランジン（
１００ｐＭ）、およびムスカリン（１０ｕＭ）に対して試験された。応答は、科学文献に
報告された一般的な一晩プレーティング条件に見られる応答の約６０％～１２０％の範囲
であった。
【０１３６】
　細胞洗浄の工程を回避し、ワークフローを改善することに加えて、洗浄を含まないプロ
トコールは、より重要なことには、１５３６ウェル以上のプレートを用いるＨＴＳフォー
マットのバイオセンサーの使用を可能にするだろう。可動範囲（working volume）の半分
にＥＣＭリガンド（複数可）コーティングを加え、続いて、残りの半分に細胞を加え、続
いて、化合物を添加することは、１５３６ウェルプレートの使用を洗浄を含まない３工程
追加のプロトコールへと単純化する。
【０１３７】
　他のアプローチは、本明細書に記載されたプロトコールでは付着してシグナルを与える
ことができない細胞についての代替物を提供することができた。他の賢明な完全培地中の
低血清（０．２５％）における細胞プレーティングにより、感受性細胞または新たに解凍
された細胞を助ける可能性がある（そのままの液体Ｎ２ストックをプレーティングして、
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アッセイすること）。完全培地の希釈が、細胞を飢餓状態にし、リン酸化シグナル伝達経
路を低下させるのに十分であることが判明し得る。本発明の方法により、感受性初代細胞
の性能を増強するのに飢餓緩衝液培地における有効量の血清の含有が必要でなくなる。
【０１３８】
　様々な濃度のフィブロネクチンおよびコラーゲンで比色共鳴反射バイオセンサーをコー
ティングすることによって、飢餓緩衝液中への直接的細胞プレーティングが、以下の細胞
型について実行可能であることが確認されている：とりわけ、ＣＨＯ－Ｋ１、ＨＥＫ－２
９３、ＴＨＰ－１（内在性受容体）、ならびに組換え細胞ｍＰ－Ｍ４、ｍＰ－Ｍ５、ｍＰ
－ＥＴ、およびＣＨＯ－Ｍ３。
【０１３９】
　細胞型および表面コーティングに依存して、「洗浄なし」の短時間プレーティングプロ
トコールを用いる細胞応答は、約１０～３００ｐｍのシフト、または約１００～２００ｐ
ｍシフト、または約＞１５０ｐｍシフトを与える。
【実施例３】
【０１４０】
比色共鳴反射バイオセンサーのコラーゲンコーティングおよび保存：ｍＰ－Ｍ４細胞を用
いた性能評価
　細胞外マトリックス（ＥＣＭ）タンパク質コラーゲン（ＣＯＬＬ）での比色共鳴反射バ
イオセンサーのコーティング、および得られたコーティング化バイオセンサーの保存につ
いての条件を評価した。他の初代細胞でもよいが、とりわけ、筋肉細胞、肝細胞、脊髄神
経節、胚性肺細胞、シュワン細胞の付着を媒介する培養基質としてコラーゲンＩが同定さ
れている。コラーゲンは、１４　Ｃｈｅｍ－１細胞に特異的なＥＣＭリガンドである。こ
れらの細胞は、ムスカリン性ＧＰＣＲ　Ｍ４を過剰発現し、新たに堆積したコラーゲンコ
ーティング化比色共鳴反射バイオセンサー上にプレーティングされた場合、用量依存的に
カルバコールに応答する。
【０１４１】
　３つの異なる比色共鳴反射３８４ウェルバイオセンサープレートを、２連で異なる濃度
のコラーゲンでコーティングした。プレートを乾燥した状態で保存し、またはグリセロー
ル中に保存し、または新たに作製した。新たに作製したコラーゲンプレートを、作製して
乾燥させたプレート、および作製して６０％グリセロール溶液中に保存したプレートと比
較する。
【０１４２】
　裸の比色共鳴反射ＴｉＯ２　３８４ウェルバイオセンサープレートを２分間、血漿処理
した。ＥＣＭタンパク質は、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈから購入した。コラーゲンは、
濾過滅菌された、０．１Ｍ酢酸中１ｍｇ／ｍｌのタンパク質の、試験される細胞培養物で
ある、仔ウシ皮膚溶液由来であった。フィブロネクチンは、試験されるヒト血漿細胞培養
物由来であった。
【０１４３】
　プレートを１×ＰＢＳで１５分間、水和させ、Ｂｉｏｔｅｋプレートウォッシャーを用
いて１×ＰＢＳで洗浄した。ＥＣＭコーティング溶液（２５ｍｌ／ウェル）をウェルに加
えた。ＥＣＭコーティング溶液、ＰＤＬコーティング溶液、およびＦＢＳコーティング溶
液を、１×ＰＢＳ中に滅菌状態に調製する。コラーゲンはいくつかの濃度（０．６２、１
．２５、２．５、５．０、１０．０、２０．０ｕｇ／ｍｌ）で、ＰＤＬは２ｍｇ／ｍｌで
、ＦＢＳは２％で用いた。コラーゲンをプレート上に３７℃で２時間、コーティングし、
その後、プレートウォッシャーを用いて１×ＰＢＳで洗浄した。バイオセンサーを、ＰＢ
Ｓ中０．２％ＢＳＡで、室温で３０分間、ブロッキングし、その後、プレートウォッシャ
ーを用いて１×ＨＢＢＳで洗浄した。２５ｍｌの飢餓緩衝液（２ｍＭのＣａ＋＋およびＭ
ｇ＋＋、５ｍＭのグルコース［最終１０ｍＭ］、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ペニシリンおよ
びストレプトマイシン１％ｖ／ｖ、ならびに０．０１％のＢＳＡを添加したＨＢＳＳ）を
プレートに加え、ＰＷＶをウェルについて決定した。これは、飢餓緩衝液ベースラインで
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【０１４４】
　細胞単層を組織培養（ＴＣ）フラスコ内で一晩、生育させ、洗浄した。細胞を、トリプ
シン処理によって３７℃で約５～６分間、剥離した。ｍＰ－Ｍ４およびｍＰ－Ｍ５の付着
は、特に、ポリスチレンＴＣフラスコに対して強固だった。トリプシンを完全培地で中和
し、細胞を遠心沈殿させた。細胞を完全培地（８０～９０％の培養密度でフラスコあたり
約２５ｍｌ）中に再懸濁し、ＴＣインキュベーター内で３～４時間、インキュベートした
。細胞を遠心沈殿させ、飢餓緩衝液中に再懸濁した。その後、プレーティングのために細
胞の読取りを行った。
【０１４５】
　飢餓緩衝液中の細胞懸濁液（２５ｍｌ）（約４０，０００細胞）を３８４バイオセンサ
ープレートのウェルに加えた。細胞プレートを、細胞付着を助けるために遠心機で回転さ
せた（２分間）。細胞を、３７℃で３時間のインキュベーション中、バイオセンサープレ
ートに再付着させた。ＰＷＶをウェルについて決定した。これは細胞付着の読取りである
。２５μｌのカルバコール溶液（細胞刺激）をバイオセンサープレートのウェルに加えた
。Ｍ１～Ｍ５のムスカリン性受容体を発現する細胞のカルバコールでの処理は、結果とし
て、５００ｐｍから２０００ｐｍまでの範囲で正のＰＷＶシフトを生じる。細胞は、ＧＰ
ＣＲ受容体を介してカルバコールに結合し、バイオセンサーは、ＰＷＶのシフトによって
ＧＰＣＲ結合事象に対する細胞応答を検出することができる。
【０１４６】
　乾燥保存のための１つおよびグリセロール保存のための１つである、２つのプレートを
細胞アッセイの２日前にコーティングした。第３のプレートを、細胞アッセイの日に「新
鮮に」作製した。１０ｍＭから始まり１１の濃度を網羅するカルバコールの連続希釈溶液
（１／３）＋緩衝液対照を含み、各濃度が重複した（duplicate）カラムのセットとして
ロードされた、単一の深いウェルの化合物プレートを作製した。
【０１４７】
　コラーゲンでコーティングされたバイオセンサーは、ＰＤＬコーティングおよびＦＢＳ
コーティング表面と比較してより低いＥＣ５０濃度を有する、ｍＰ－Ｍ４細胞のより優れ
た性能を生じる表面を提供する。細胞シフトは、新鮮なコラーゲンプレートおよびグリセ
ロール保存コラーゲンプレートと比較して、乾燥沈着したコラーゲン上で著しく高いが、
より弱いＥＣ５０応答を示す。グリセロール保存コラーゲンコーティング化プレートは、
新たに作製されたコラーゲンプレートと類似した結果を有する。これらの実験により、Ｍ
ｐ－Ｍ４細胞に関して、新たに作製されたＰＤＬ表面については、乾燥沈着させているも
のについての１０分の１のＥＣ５０濃度が観察されたことが示される。－２０℃における
グリセロール保存プレートは、新たに作製されたプレートと同じ性能を示す。
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摘要(译)

提供了一种用于在不使用检测标签的情况下检测细胞中的变化的方法。在一个实施方案中，检测细胞对刺激的反应包括基于比色共
振反射生物传感器或衍射光栅将一种或多种细胞外基质配体固定到波导生物传感器的表面，和将具有对一种或多种细胞外基质配体
特异的细胞表面受体的细胞添加到生物传感器中。随后，在将刺激引入生物传感器之前和之后，生物传感器检测细胞的变化。
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