
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】　再現性の高い蛋白質の定量と、多くの蛋白質

の定量を一度に行うことができる蛋白質分析方法を提供

する。

【解決手段】　リガンドを用いた蛋白質分析方法におい

て、既知の蛋白質と複数種類のリガンドとの結合親和性

を測定し、該既知蛋白質の各リガンドに対する親和性係

数を求める蛋白質親和性測定工程と、サンプルから抽出

した未知量の複数種類蛋白質を含む溶液と前記複数種類

のリガンドを固定した支持体とを反応させ、各リガンド

に付着した蛋白質の量を定量する未知サンプル反応工程

と、前記未知サンプル反応工程の結果得られた各リガン

ドに付着した蛋白質の量と、それから得られる全てのリ

ガンドに付着した蛋白質の合計量と、前記蛋白質親和性

測定工程の結果得られたそれぞれの既知蛋白質とリガン

ドとの親和性係数を用いて、未知サンプル中の既知蛋白

質の量を算出する蛋白質量定量工程と、を有する。

【選択図】　図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 リ ガ ン ド を 用 い た 蛋 白 質 分 析 方 法 に お い て 、
　 既 知 の 蛋 白 質 と 複 数 種 類 の リ ガ ン ド と の 結 合 親 和 性 を 測 定 し 、 該 既 知 蛋 白 質 の 各 リ ガ ン
ド に 対 す る 親 和 性 係 数 を 求 め る 蛋 白 質 親 和 性 測 定 工 程 と 、
　 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た 未 知 量 の 複 数 種 類 蛋 白 質 を 含 む 溶 液 と 前 記 複 数 種 類 の リ ガ ン ド を
固 定 し た 支 持 体 と を 反 応 さ せ 、 各 リ ガ ン ド に 付 着 し た 蛋 白 質 の 量 を 定 量 す る 未 知 サ ン プ ル
反 応 工 程 と 、
　 前 記 未 知 サ ン プ ル 反 応 工 程 の 結 果 得 ら れ た 各 リ ガ ン ド に 付 着 し た 蛋 白 質 の 量 と 、 そ れ か
ら 得 ら れ る 全 て の リ ガ ン ド に 付 着 し た 蛋 白 質 の 合 計 量 と 、 前 記 蛋 白 質 親 和 性 測 定 工 程 の 結
果 得 ら れ た そ れ ぞ れ の 既 知 蛋 白 質 と リ ガ ン ド と の 親 和 性 係 数 を 用 い て 、 未 知 サ ン プ ル 中 の
既 知 蛋 白 質 の 量 を 算 出 す る 蛋 白 質 量 定 量 工 程 と 、
　 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 蛋 白 質 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 蛋 白 質 親 和 性 測 定 工 程 に お い て 、 標 準 サ ン プ ル を 用 い て そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド に 付 着
す る 蛋 白 質 の 親 和 性 係 数 を 求 め る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 蛋 白 質 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 蛋 白 質 親 和 性 測 定 工 程 に お い て 、 そ れ ぞ れ の 既 知 蛋 白 質 の 濃 度 を 段 階 的 に 変 化 さ せ
て 、 リ ガ ン ド と の 親 和 性 を そ れ ぞ れ 測 定 し 、 得 ら れ た 結 果 か ら 該 リ ガ ン ド に 付 着 す る 既 知
蛋 白 質 の 親 和 性 係 数 を 決 定 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 蛋 白 質 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 リ ガ ン ド を 用 い た 蛋 白 質 分 析 法 に お い て 、
　 フ ェ ノ タ イ プ が 既 知 で あ る サ ン プ ル か ら 抽 出 し た 蛋 白 質 と 複 数 種 類 の リ ガ ン ド と の 結 合
親 和 性 を 測 定 し 、 該 フ ェ ノ タ イ プ が 既 知 で あ る タ ン パ ク 質 の 各 リ ガ ン ド に 対 す る 親 和 性 係
数 を 求 め る フ ェ ノ タ イ プ 別 蛋 白 質 親 和 性 測 定 工 程 と 、
　 フ ェ ノ タ イ プ が 未 知 で あ る サ ン プ ル か ら 抽 出 し た 蛋 白 質 を 含 む 溶 液 と 前 記 複 数 種 類 の リ
ガ ン ド を 固 定 し た 支 持 体 と を 反 応 さ せ 、 全 て の リ ガ ン ド に 付 着 し た 複 数 種 類 の 蛋 白 質 の 合
計 量 を 定 量 す る 未 知 サ ン プ ル 反 応 工 程 と 、
　 前 記 未 知 サ ン プ ル 反 応 ス テ ッ プ の 結 果 得 ら れ た 蛋 白 質 の 合 計 量 と 前 記 フ ェ ノ タ イ プ 別 蛋
白 質 親 和 性 測 定 ス テ ッ プ の 結 果 得 ら れ た そ れ ぞ れ の フ ェ ノ タ イ プ 由 来 の 蛋 白 質 と リ ガ ン ド
と の 親 和 性 係 数 を 用 い て 、 未 知 サ ン プ ル の フ ェ ノ タ イ プ を 決 定 す る フ ェ ノ タ イ プ 決 定 工 程
を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 蛋 白 質 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 リ ガ ン ド は 、 そ れ ぞ れ の フ ェ ノ タ イ プ に 対 し 特 異 的 な 親 和 性 を 示 す リ ガ ン ド の 中 か
ら 選 ぶ こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ に 記 載 の 蛋 白 質 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 フ ェ ノ タ イ プ 別 蛋 白 質 親 和 性 測 定 工 程 に お い て 、 サ ン プ ル 中 の 蛋 白 質 濃 度 を 段 階 的
に 変 化 さ せ て 、 リ ガ ン ド と の 親 和 性 を 測 定 し 、 親 和 性 係 数 を 決 定 す る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ４ ま た は ５ に 記 載 の 蛋 白 質 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 リ ガ ン ド の 種 類 は 分 析 し た い 蛋 白 質 の 種 類 と 比 較 し て 同 数 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ ～ ６ に 記 載 の 蛋 白 質 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 リ ガ ン ド が 複 数 種 類 ご と に ス ポ ッ ト の 状 態 で 支 持 体 に 固 定 さ れ た リ ガ ン ド チ ッ プ と
し て 供 給 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ７ に 記 載 の 蛋 白 質 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 リ ガ ン ド が 芳 香 族 有 機 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ８ に 記 載 の 蛋 白 質
分 析 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 リ ガ ン ド が 特 定 の 疾 患 の 薬 効 成 分 化 合 物 、 ま た は そ の 派 生 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴
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と す る 請 求 項 １ ～ ８ に 記 載 の 蛋 白 質 分 析 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 リ ガ ン ド が ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ８ に 記 載 の 蛋 白 質 分 析
方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 リ ガ ン ド が ア プ タ マ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ８ に 記 載 の 蛋 白 質 分 析 方
法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 蛋 白 質 の 定 量 技 術 に 関 す る も の で あ る 。 特 に プ ロ テ オ ー ム 解 析 に 関 す る も の
で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 従 来 よ り 、 い わ ゆ る プ ロ テ イ ン チ ッ プ と 呼 ば れ る 蛋 白 質 を ガ ラ ス 基 板 上 に 固 定 し た チ ッ
プ が 知 ら れ て い る (例 え ば 特 許 文 献 １ 参 照 。 )。 こ れ は 、 例 え ば 抗 体 な ど の 蛋 白 質 を ガ ラ ス
基 板 上 に 並 べ 、 こ れ ら と 結 合 す る 蛋 白 を 解 析 す る こ と に よ っ て 、 蛋 白 質 の 定 量 を 行 う 蛋 白
質 分 析 方 法 で あ る 。 一 般 的 に 抗 体 は 特 定 の 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 す る の で 、 プ ロ テ イ ン チ
ッ プ 上 の １ つ の ス ポ ッ ト に １ 種 類 の 蛋 白 質 が 固 定 さ れ る と 考 え ら れ る 。 そ し て 、 基 板 上 に
多 種 類 の 抗 体 を 固 定 す る こ と に よ っ て 、 １ つ の サ ン プ ル か ら 得 ら れ る 非 常 に 多 種 類 の 蛋 白
質 の 定 量 が 実 現 で き る こ と と な る 。 こ の よ う な 分 析 手 順 を 用 い た プ ロ テ イ ン チ ッ プ は 、 １
つ の 細 胞 の 中 の 蛋 白 質 の 全 体 像 を 捕 ら え る い わ ゆ る “ プ ロ テ オ ー ム 解 析 ” に 有 望 な 技 術 だ
と 考 え ら れ て き た 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2003－ 130877号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し な が ら 、 実 際 に ガ ラ ス な ど の 基 板 上 に 抗 体 な ど の 蛋 白 質 を 固 定 化 し て み る と 、 そ
の 状 態 が 非 常 に 不 安 定 で あ る こ と が わ か っ て き た 。 抗 体 な ど の 蛋 白 質 は 水 素 結 合 な ど で 非
常 に 複 雑 な 立 体 構 造 を 形 成 す る こ と に よ っ て 機 能 す る 。 し か し 、 基 板 上 に 固 定 し た 状 態 で
、 そ の 活 性 が 持 続 す る こ と が 難 し い こ と が わ か っ て き た の で あ る 。 ま た 、 基 板 上 に 多 種 類
の 抗 体 を 固 定 し 同 時 に 蛋 白 質 と の 結 合 反 応 を 起 こ す こ と が 前 提 と な る た め に 、 ア フ ィ ニ テ
ィ の そ ろ っ た 抗 体 、 ま た は 蛋 白 質 を 多 種 類 調 整 す る 必 要 が 出 て く る 。 こ れ が 非 常 に 面 倒 な
作 業 と な り 、 実 質 的 に 有 効 な プ ロ テ イ ン チ ッ プ を 作 製 す る こ と が 難 し い 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ の 点 を 克 服 す べ く ペ プ チ ド チ ッ プ と 呼 ば れ る 比 較 的 少 な い 量 の ア ミ ノ 酸 鎖 を ガ ラ ス 基
板 上 に 固 定 し た チ ッ プ で 蛋 白 質 を 分 析 す る 方 法 が 提 案 さ れ た 。 こ の 方 法 は 、 前 述 の プ ロ テ
イ ン チ ッ プ で 用 い る 蛋 白 質 に 比 べ て 遥 か に 低 分 子 の ア ミ ノ 酸 鎖 を 用 い る こ と に よ っ て 、 上
記 課 題 を 克 服 す る 技 術 で あ る 。 つ ま り 、 基 板 上 に 安 定 し た 活 性 で 固 定 す る こ と が で き 、 か
つ 、 多 種 類 /多 量 の 生 産 が 可 能 な 原 料 と し て ペ プ チ ド を 用 い る こ と で 上 記 課 題 を 解 決 し よ
う と し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し な が ら 、 こ の ペ プ チ ド チ ッ プ な ど の 低 分 子 化 合 物 を 基 板 上 に 固 定 し た チ ッ プ を 用
い る と 別 の 課 題 が 発 生 す る 。 そ れ は 、 ペ プ チ ド な ど の ス ポ ッ ト す る 原 料 が 、 プ ロ テ イ ン チ
ッ プ で 用 い ら れ た 抗 体 な ど の 蛋 白 質 に 比 べ て 特 異 性 が 極 め て 低 く 、 実 質 的 に 蛋 白 質 の 定 量
に は 使 え な い 場 合 が あ る と い う こ と で あ る 。 こ の 課 題 を 克 服 す る べ く 、 よ り 特 異 性 の 高 い
ペ プ チ ド を 探 索 す る 技 術 な ど が 研 究 開 発 さ れ て い る が 、 本 質 的 に 抗 体 な ど の 高 分 子 に 比 べ
て 特 異 性 が 低 い 点 に は 改 良 の 余 地 が あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 本 発 明 に よ る 第 １ の 蛋 白 質 分 析 方 法 は 、 リ ガ ン ド を 用 い た 蛋
白 質 分 析 方 法 に お い て 、
　 既 知 の 蛋 白 質 と 複 数 種 類 の リ ガ ン ド (蛋 白 質 と 結 合 す る 分 子 )と の 結 合 親 和 性 を 測 定 し 、
該 既 知 蛋 白 質 の 各 リ ガ ン ド に 対 す る 親 和 性 係 数 を 求 め る 蛋 白 質 親 和 性 測 定 工 程 と 、
　 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た 未 知 量 の 複 数 種 類 蛋 白 質 を 含 む 溶 液 と 前 記 複 数 種 類 の リ ガ ン ド を
固 定 し た 支 持 体 と を 反 応 さ せ 、 各 リ ガ ン ド に 付 着 し た 蛋 白 質 の 量 を 定 量 す る 未 知 サ ン プ ル
反 応 工 程 と 、
　 前 記 未 知 サ ン プ ル 反 応 工 程 の 結 果 得 ら れ た 各 リ ガ ン ド に 付 着 し た 蛋 白 質 の 量 と 、 そ れ か
ら 得 ら れ る 全 て の リ ガ ン ド に 付 着 し た 蛋 白 質 の 合 計 量 と 、 前 記 蛋 白 質 親 和 性 測 定 工 程 の 結
果 得 ら れ た そ れ ぞ れ の 既 知 蛋 白 質 と リ ガ ン ド と の 親 和 性 係 数 を 用 い て 、 未 知 サ ン プ ル 中 の
既 知 蛋 白 質 の 量 を 算 出 す る 蛋 白 質 量 定 量 工 程 と 、
　 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 蛋 白 質 分 析 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 上 記 蛋 白 質 分 析 方 法 で は 、 予 め 精 製 し た 蛋 白 質 と リ ガ ン ド チ ッ プ と の 結 合 実 験 を 行 い 、
そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド に 結 合 す る 蛋 白 質 の 結 合 親 和 性 を 求 め 、 そ の 親 和 性 係 数 を 用 い た 連 立
方 程 式 を 解 く こ と に よ り 蛋 白 質 の 定 量 を 実 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 上 記 親 和 性 係 数 は 、 標 準 サ ン プ ル を 用 い て そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド に 付 着 す る 蛋 白 質 か ら 求
め る こ と が で き 、 ま た 、 既 知 蛋 白 質 の 濃 度 を 必 要 に 応 じ て 段 階 的 に 変 化 さ せ 、 そ れ ぞ れ の
蛋 白 質 の 濃 度 に お け る リ ガ ン ド に 付 着 す る 蛋 白 質 か ら 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に よ る 第 ２ の 蛋 白 質 分 析 方 法 は 、 リ ガ ン ド を 用 い た 蛋 白 質 分 析 法 に お い
て 、
　 フ ェ ノ タ イ プ が 既 知 で あ る サ ン プ ル か ら 抽 出 し た 蛋 白 質 と 複 数 種 類 の リ ガ ン ド と の 結 合
親 和 性 を 測 定 し 、 該 フ ェ ノ タ イ プ が 既 知 で あ る タ ン パ ク 質 の 各 リ ガ ン ド に 対 す る 親 和 性 係
数 を 求 め る フ ェ ノ タ イ プ 別 蛋 白 質 親 和 性 測 定 工 程 と 、
　 フ ェ ノ タ イ プ が 未 知 で あ る サ ン プ ル か ら 抽 出 し た 蛋 白 質 を 含 む 溶 液 と 前 記 複 数 種 類 の リ
ガ ン ド を 固 定 し た 支 持 体 と を 反 応 さ せ 、 全 て の リ ガ ン ド に 付 着 し た 複 数 種 類 の 蛋 白 質 の 合
計 量 を 定 量 す る 未 知 サ ン プ ル 反 応 工 程 と 、
　 前 記 未 知 サ ン プ ル 反 応 ス テ ッ プ の 結 果 得 ら れ た 蛋 白 質 の 合 計 量 と 前 記 フ ェ ノ タ イ プ 別 蛋
白 質 親 和 性 測 定 ス テ ッ プ の 結 果 得 ら れ た そ れ ぞ れ の フ ェ ノ タ イ プ 由 来 の 蛋 白 質 と リ ガ ン ド
と の 親 和 性 係 数 を 用 い て 、 未 知 サ ン プ ル の フ ェ ノ タ イ プ を 決 定 す る フ ェ ノ タ イ プ 決 定 工 程
を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 蛋 白 質 分 析 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 サ ン プ ル 中 の タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 を 厳 密 に 定 量 す る も の で は な く 、 上 記 の 方 法 を 用 い て サ
ン プ ル 中 の タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 の 量 的 な プ ロ フ ァ イ ル を 見 る こ と に よ っ て 、 サ ン プ ル の フ ェ
ノ タ イ プ を 決 定 す る こ と も で き る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 再 現 性 の 高 い 蛋 白 質 の 定 量 が で き る と い う 効 果 が あ る 。 ま た 、 多 く の
蛋 白 質 の 定 量 を 一 度 に 行 う こ と が で き る と い う 効 果 も あ る 。 さ ら に 、 投 薬 前 診 断 な ど に 適
用 で き る フ ェ ノ タ イ プ 判 定 が 蛋 白 質 の 定 量 を も と に 行 う こ と が で き る と い う 効 果 も あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 以 下 、 図 面 に 基 づ い て 本 発 明 の 好 適 な 実 施 態 様 例 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ＜ 実 施 態 様 例 １ ＞
　 図 １ は 、 本 発 明 の 分 析 方 法 で 用 い る リ ガ ン ド チ ッ プ の 一 例 を 模 式 的 に 表 す 図 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 図 １ に 示 す リ ガ ン ド チ ッ プ に は リ ガ ン ド Ｘ (LX)と リ ガ ン ド Ｙ (LY)と リ ガ ン ド Ｚ (LZ)と が
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基 板 上 に 固 定 さ れ て お り 、 そ こ に Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ の ３ 種 類 の 蛋 白 質 が 結 合 し て い る 。 リ ガ ン ド
Ｘ は 蛋 白 質 Ａ と 蛋 白 質 Ｂ に 対 し て 親 和 性 が 高 く 、 リ ガ ン ド Ｙ は 蛋 白 質 Ａ と 蛋 白 質 Ｃ に 対 し
て 親 和 性 が 高 く 、 リ ガ ン ド Ｚ は 蛋 白 質 Ｂ と 蛋 白 質 Ｃ に 対 し て 親 和 性 が 高 い 。 こ の よ う に リ
ガ ン ド で は 抗 体 な ど の 高 分 子 に 比 べ て 、 蛋 白 質 と の 親 和 性 は 非 特 異 的 に な る の が 一 般 的 で
あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 測 定 し よ う と し て い る 未 知 量 の 蛋 白 質 を 含 む サ ン プ ル に 例 え ば 蛍 光 標 識 を し て 、 図 １ に
あ る よ う な リ ガ ン ド チ ッ プ に 滴 下 し た 場 合 、 そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド (LX、 LY及 び LZ)の ス ポ ッ
ト の 蛍 光 輝 度 を 測 定 し て も 、 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ の 蛋 白 質 の 定 量 は 不 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 分 析 方 法 で は 、 予 め 精 製 し た Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ の ３ 種 類 の 蛋 白 質 と 図 １ の リ ガ
ン ド チ ッ プ と の 結 合 実 験 を 行 い 、 そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド に 結 合 す る 蛋 白 質 の 割 合 を 求 め 、 そ
の 親 和 性 係 数 を 用 い た 連 立 方 程 式 を 解 く こ と に よ り 、 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ の そ れ ぞ れ の 蛋 白 質 の 定
量 を 実 現 す る こ と が で き る 。 具 体 的 な 実 験 手 順 お よ び 定 量 方 法 は 後 述 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 リ ガ ン ド と し て は 、 芳 香 族 有 機 化 合 物 を 用 い る こ と が で き 、 ま た 市 販 薬 の 薬 効 成 分 と し
て 利 用 さ れ て い る 低 分 子 化 合 物 や そ の 派 生 化 合 物 、 ま た 、 例 え ば 数 十 個 の ペ プ チ ド が つ な
が っ て い る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 リ ガ ン ド と し て 機 能 す る Ｄ Ｎ Ａ や Ｒ Ｎ Ａ の 一 本 鎖 (い
わ ゆ る ア プ タ マ ー )を 用 い る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 リ ガ ン ド と し て 、 ビ オ チ ン 、 塩
酸 イ リ ノ テ カ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド 、 チ オ テ パ 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ル
ボ コ ン 、 シ タ ラ ビ ン 、 シ タ ラ ビ ン オ ク ホ ス フ ァ ー ト 、 エ ノ シ タ ビ ン 、 リ ン 酸 フ ル ダ ラ ビ ン
、 塩 酸 ゲ ム シ タ ビ ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン リ ボ シ ド 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ
ル 、 ド キ シ フ ル リ ジ ン 、 硫 酸 ビ ン ク リ ス チ ン 、 硫 酸 ビ ン ブ ラ ス チ ン な ど を 挙 げ る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 い ず れ の リ ガ ン ド を 使 う 場 合 で も 、 リ ガ ン ド と 基 板 の 間 に い わ ゆ る リ ン カ ー と 呼
ば れ る 細 長 い 鎖 状 の 分 子 (例 え ば 一 般 式 (CH2)nの 化 合 物 )を 挿 入 す る と 蛋 白 質 と リ ガ ン ド と
の 反 応 が よ り 良 好 と な る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 分 析 方 法 の 詳 細 を 説 明 す る 前 に 、 具 体 的 に リ ガ ン ド チ ッ プ の 作 製 方 法 の 一 例 を 述 べ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 以 下 の 例 で は 、 基 板 は ガ ラ ス を 用 い 、 基 板 と リ ガ ン ド の 固 定 に 、 マ レ イ ミ ド 基 と チ オ ー
ル 基 と の 共 有 結 合 を 用 い て い る 。 基 板 と し て は 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト で の 塗 布 が で き る 材 質 か
ら な り 、 リ ガ ン ド と 蛋 白 質 と の 反 応 を 妨 げ な い も の で あ れ ば い ず れ も 使 用 可 能 で あ る 。 例
え ば 、 ガ ラ ス の 他 に プ ラ ス チ ッ ク 基 板 や 繊 維 素 材 な ど の 平 面 的 な 支 持 体 等 を 用 い る こ と も
で き る 。 さ ら に 言 う と 、 本 発 明 の 蛋 白 質 分 析 方 法 は イ ン ク ジ ェ ッ ト を 用 い て リ ガ ン ド チ ッ
プ を 作 製 す る 製 造 法 に 限 ら ず 、 例 え ば 、 い わ ゆ る “ ピ ン 法 ” と 呼 ば れ る 金 属 の ピ ン を 用 い
た 機 械 で ス ポ ッ ト を 基 板 に 固 定 さ せ る 方 法 を 用 い て 製 造 し て も よ い 。 ま た 、 基 板 と リ ガ ン
ド の 固 定 方 式 は 、 下 記 の 例 の よ う な 共 有 結 合 に 限 ら ず 、 例 え ば イ オ ン 結 合 や 分 子 間 力 に よ
る 結 合 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ［ ガ ラ ス 基 板 の 洗 浄 ］
　 合 成 石 英 の ガ ラ ス 基 板 (サ イ ズ ： 25mm× 75mm× １ mm、 飯 山 特 殊 ガ ラ ス 社 製 )を 耐 熱 、 耐 ア
ル カ リ の ラ ッ ク に 入 れ 、 所 定 の 濃 度 に 調 製 し た 超 音 波 洗 浄 用 の 洗 浄 液 に 浸 し た 。 一 晩 洗 浄
液 中 で 浸 し た 後 、 20分 間 超 音 波 洗 浄 を 行 っ た 。 続 い て 基 板 を 取 り 出 し 、 軽 く 純 水 で す す い
だ 後 、 超 純 水 中 で 20分 間 超 音 波 洗 浄 を 行 っ た 。 次 に 80℃ に 加 熱 し た １ Ｎ 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム
水 溶 液 中 に 10分 間 基 板 を 浸 し た 。 再 び 純 水 洗 浄 と 超 純 水 洗 浄 を 行 い 、 リ ガ ン ド チ ッ プ 用 の
石 英 ガ ラ ス 基 板 を 用 意 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ［ 表 面 処 理 ］
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　 シ ラ ン カ ッ プ リ ン グ 剤 KBM-603(信 越 シ リ コ ー ン 社 製 )を 、 １ ％ の 濃 度 と な る よ う に 純 水
中 に 溶 解 さ せ 、 ２ 時 間 室 温 で 攪 拌 し た 。 続 い て 先 に 洗 浄 し た ガ ラ ス 基 板 を シ ラ ン カ ッ プ リ
ン グ 剤 水 溶 液 に 浸 し 20分 間 室 温 で 放 置 し た 。 ガ ラ ス 基 板 を 引 き 上 げ 軽 く 純 水 で 表 面 を 洗 浄
し た 後 窒 素 ガ ス を 基 板 の 両 面 に 吹 き 付 け て 乾 燥 さ せ た 。 次 に 乾 燥 し た 基 板 を 120℃ に 加 熱
し た オ ー ブ ン 中 で 1時 間 ベ ー ク し 、 カ ッ プ リ ン グ 剤 処 理 を 完 結 さ せ 、 基 板 表 面 に ア ミ ノ 基
を 導 入 し た 。 次 い で 同 仁 化 学 研 究 所 社 製 の N-マ レ イ ミ ド カ プ ロ イ ロ キ シ ス ク シ イ ミ ド (N-(
6-Maleimidocaproyloxy)succinimido、 以 下 EMCSと 略 す )を 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド と エ タ
ノ ー ル の 1:1混 合 溶 媒 中 に 最 終 濃 度 が 0.3 mg/mlと な る よ う に 溶 解 し た EMCS溶 液 を 用 意 し た
。 ベ ー ク の 終 了 し た ガ ラ ス 基 板 を 放 冷 し 、 調 製 し た EMCS溶 液 中 に 室 温 で ２ 時 間 浸 し た 。 こ
の 処 理 に よ り 、 シ ラ ン カ ッ プ リ ン グ 剤 に よ っ て 表 面 に 導 入 さ れ た ア ミ ノ 基 と EMCSの ス ク シ
イ ミ ド 基 が 反 応 し 、 ガ ラ ス 基 板 表 面 に マ レ イ ミ ド 基 が 導 入 さ れ た 。 EMCS溶 液 か ら 引 き 上 げ
た ガ ラ ス 基 板 を 、 先 述 の EMCSを 溶 解 し た 混 合 溶 媒 を 用 い て 洗 浄 し 、 さ ら に エ タ ノ ー ル に よ
り 洗 浄 し た 後 、 窒 素 ガ ス 雰 囲 気 下 で 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ［ リ ガ ン ド ］
　 チ ッ プ に 固 定 す る リ ガ ン ド を 純 水 に 溶 解 し 、 そ れ ぞ れ 、 最 終 濃 度 (イ ン ク 溶 解 時 )10μ Ｍ
と な る よ う に 分 注 し た 後 、 凍 結 乾 燥 を 行 い 、 水 分 を 除 い た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ［ BJプ リ ン タ ー に よ る DNA吐 出 、 お よ び 基 板 へ の 結 合 ］
　 グ リ セ リ ン 7.5wt％ 、 チ オ ジ グ リ コ ー ル 7.5wt％ 、 尿 素 7.5wt％ 、 ア セ チ レ ノ ー ル EH(川 研
フ ァ イ ン ケ ミ カ ル 社 製 )1.0wt％ を 含 む 水 溶 液 を 用 意 し た 。 続 い て 、 先 に 用 意 し た リ ガ ン ド
溶 液 を 上 記 の 混 合 溶 媒 に 規 定 濃 度 と な る よ う に 溶 解 し た 。 得 ら れ た リ ガ ン ド 溶 液 を バ ブ ル
ジ ェ ッ ト プ リ ン タ ー (商 品 名 ： BJF-850 キ ヤ ノ ン 社 製 )用 イ ン ク タ ン ク に 充 填 し 、 印 字 ヘ ッ
ド に 装 着 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 な お こ こ で 用 い た バ ブ ル ジ ェ ッ ト プ リ ン タ ー は 平 板 へ の 印 刷 が 可 能 な よ う に 改 造 を 施 し
た も の で あ る 。 ま た こ の バ ブ ル ジ ェ ッ ト プ リ ン タ ー は 、 所 定 の フ ァ イ ル 作 成 方 法 に 従 っ て
印 字 パ タ ー ン を 入 力 す る こ と に よ り 、 約 ５ ピ コ リ ッ ト ル の Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を 約 120マ イ ク ロ メ
ー ト ル ピ ッ チ で ス ポ ッ テ ィ ン グ す る こ と が 可 能 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 続 い て 、 こ の 改 造 バ ブ ル ジ ェ ッ ト プ リ ン タ ー を 用 い て 、 １ 枚 の ガ ラ ス 基 板 に 対 し て 、 印
字 操 作 を 行 い 、 リ ガ ン ド チ ッ プ を 作 製 し た 。 印 字 が 確 実 に 行 わ れ て い る こ と を 確 認 し た 後
、 30分 間 加 湿 チ ャ ン バ ー 内 に 静 置 し 、 ガ ラ ス 基 板 表 面 の マ レ イ ミ ド 基 と リ ガ ン ド 中 の チ オ
ー ル 基 と を 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ［ 洗 浄 ］
　 30分 間 の 反 応 後 、 100mMの NaClを 含 む 10mMの リ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)に よ り 表 面 に 残 っ た リ
ガ ン ド 溶 液 を 洗 い 流 し 、 ガ ラ ス 基 板 表 面 に リ ガ ン ド が 固 定 し た リ ガ ン ド チ ッ プ を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 続 い て 図 ２ に 示 し た 本 実 施 態 様 例 の 実 験 手 順 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま ず 、 既 知 の 蛋 白 質 に 対 す る そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド の 親 和 性 を 測 定 す る 。 既 知 の 蛋 白 質 を
準 備 す る 方 法 は い ろ い ろ あ る が 、 例 え ば 微 生 物 に ベ ク タ ー な ど を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る
こ と に よ っ て 大 量 の 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る (蛋 白 質 の 発 現 (201))。 こ の 方 法 で
発 現 で き な い 蛋 白 質 は 、 タ ー ゲ ッ ト と し て い る 蛋 白 質 が 発 現 し て い る 細 胞 を 集 め て き て あ
る 程 度 の 量 (例 え ば １ ナ ノ モ ル )の タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 を 確 保 す る 。 必 要 量 の 蛋 白 質 が 得 ら れ
た 後 で 、 タ ー ゲ ッ ト と し て い る 蛋 白 質 を 精 製 (202)す る 。 蛋 白 質 の 精 製 に は 、 例 え ば 液 体
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー や 電 気 泳 動 な ど の 技 術 を 用 い る こ と が で き る 。 次 に 精 製 し た 蛋 白 質 を
標 識 (203)す る 。 標 識 物 質 は 、 従 来 は 放 射 性 同 位 体 を 用 い て い た が 、 最 近 で は 人 体 に 害 の
な い 蛍 光 分 子 を 用 い る こ と が 多 い 。 こ の 時 点 で 既 知 の 蛋 白 質 が 純 粋 な 状 態 で 標 識 さ れ て い
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る 。 そ し て 、 こ の 蛋 白 質 の 濃 度 (モ ル 濃 度 )は 既 知 と な っ て い る 。 理 想 と し て は 203の 標 識
工 程 は 再 現 性 の 高 い 方 法 が 好 ま し い 。 つ ま り 、 既 知 蛋 白 質 の 各 分 子 に 対 し て 常 に 同 一 量 、
あ る い は 実 質 的 に 同 一 量 の 標 識 分 子 が 付 着 す る こ と が 好 ま し く 、 そ の よ う な 状 態 が 得 ら れ
る よ う に 標 識 条 件 を 設 定 す る と よ い 。 上 記 濃 度 が 既 知 と な っ て い る 蛋 白 質 を 標 準 サ ン プ ル
と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 標 識 付 き の 純 粋 な 蛋 白 質 を チ ッ プ に ア プ ラ イ し (204)、 チ ッ プ
上 に 固 定 さ れ た 多 種 類 の リ ガ ン ド と の 結 合 反 応 を さ せ る 。 図 ２ に チ ッ プ の 例 を 示 す が 、 例
え ば 64個 の ス ポ ッ ト が そ れ ぞ れ 異 な る 種 類 の リ ガ ン ド に 相 当 す る 。 そ し て 、 リ ガ ン ド と 結
合 し な い 蛋 白 質 を 除 く た め に 十 分 洗 浄 (205)し た 後 で 、 標 識 物 質 の 量 を 測 定 を 行 う こ と に
よ っ て 、 ス テ ッ プ 202で 精 製 し た タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 の そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド に 対 す る 親 和 性
係 数 が 求 め ら れ る (206)。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 上 の 工 程 201か ら 205を 定 量 し た い 蛋 白 質 の 数 だ け 行 う 。 例 え ば 図 １ の 例 の 場 合 、 蛋 白
質 Ａ か ら 蛋 白 質 Ｃ ま で ３ 回 行 う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 次 に 蛋 白 質 分 析 を 行 う サ ン プ ル か ら 蛋 白 質 を 抽 出 す る (207)。 こ の 時 、 抽 出 さ れ る 蛋 白
質 は 、 サ ン プ ル の 中 に 存 在 す る 複 数 の 種 類 の 蛋 白 質 で あ り 、 こ の 抽 出 さ れ た 様 々 な 種 類 の
蛋 白 質 の 定 量 を 同 時 に 行 う こ と が で き る 点 に 本 発 明 の 意 義 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 抽 出 さ れ た 複 数 種 類 の 蛋 白 質 は 、 203と 同 じ 手 順 で 標 識 分 子 を 付 加 さ れ (208)、 チ ッ プ に
ア プ ラ イ (209)さ れ る 。 そ し て 、 205と 同 じ 手 順 で リ ガ ン ド に 結 合 し な い 蛋 白 質 を 洗 浄 に よ
っ て 除 去 し (210)、 標 識 物 質 を 定 量 す る こ と に よ っ て 、 リ ガ ン ド に 結 合 す る 蛋 白 質 の 合 計
量 が 求 め る こ と が で き る (211)。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 最 終 的 に 、 ス テ ッ プ 206の 結 果 得 ら れ る タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 毎 の リ ガ ン ド に 対 す る 親 和 性
係 数 を も と に ス テ ッ プ 211の 結 果 得 ら れ る リ ガ ン ド に 結 合 す る 蛋 白 質 の 合 計 量 を 解 析 し 、
そ れ ぞ れ の 蛋 白 質 の 定 量 を 行 う 。 (212)
　 タ ー ゲ ッ ト と す る 蛋 白 質 が Ｎ 種 類 、 リ ガ ン ド の 種 類 が Ｍ 種 類 存 在 し 、 そ れ ぞ れ の 蛋 白 質
と そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド と の 親 和 性 係 数 を ａ i j (１ ≦ ｉ ≦ Ｎ 、 １ ≦ ｊ ≦ Ｍ )、 そ れ ぞ れ の リ ガ
ン ド に 結 合 す る 蛋 白 質 の 合 計 量 を Ｖ j  (１ ≦ ｊ ≦ Ｍ )、 求 め る べ き そ れ ぞ れ の 蛋 白 質 の 量 を
Ｘ i  (１ ≦ ｉ ≦ Ｎ )と す る 。 す る と 、 以 下 に 示 す 式 が 成 り 立 つ 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ こ で 、 Ｖ j  (１ ≦ ｊ ≦ Ｍ )は 例 え ば 図 ２ の リ ガ ン ド チ ッ プ の 場 合 、 64個 の ス ポ ッ ト の 標
識 物 質 の 定 量 結 果 で 、 Ｍ は 64と な る 。 例 え ば 蛍 光 分 子 を 標 識 物 質 と す る と 、 共 焦 点 ス キ ャ
ナ ー な ど で 読 み 取 っ た 蛍 光 画 像 か ら そ れ ぞ れ の ス ポ ッ ト の 蛍 光 値 を 使 っ て Ｖ j  (１ ≦ ｊ ≦
Ｍ )を 算 出 す る 。 親 和 性 係 数 ａ i j  (１ ≦ ｉ ≦ Ｎ 、 １ ≦ ｊ ≦ Ｍ )は 基 準 濃 度 (例 え ば １ mol/l)
の i番 目 タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 を リ ガ ン ド チ ッ プ に 反 応 さ せ た 時 の j番 目 の リ ガ ン ド に 対 す る 結
合 量 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 (数 １ )の 式 は 、 ａ i j と Ｖ j が 既 知 で 、 Ｘ i  (１ ≦ ｉ ≦ Ｎ )を 求 め る 式 と 見 る と 、 線 形 連 立
方 程 式 の 形 を し て い る 。 一 般 に (数 １ )の 形 の 線 形 連 立 方 程 式 は 、 Ｍ が Ｎ 以 上 で 、 行 列 ａ i j
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 (１ ≦ ｉ ≦ Ｎ 、 １ ≦ ｊ ≦ Ｍ )の ラ ン ク が Ｎ 、 か つ 行 列 ａ i j  (１ ≦ ｉ ≦ Ｎ 、 １ ≦ ｊ ≦ Ｍ )と ベ
ク ト ル Ｖ j  (１ ≦ ｊ ≦ Ｍ )を つ な げ て 作 っ た 行 列 (拡 大 係 数 行 列 )の ラ ン ク が Ｎ の 時 解 く こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 具 体 的 に は 、 リ ガ ン ド の 種 類 が 定 量 し よ う と し て い る 蛋 白 質 の 数 以 上 あ り 、 か つ そ れ ぞ
れ の リ ガ ン ド の タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 に 対 す る 特 異 性 が 高 い ほ ど 、 こ の 連 立 方 程 式 の 解 は 存 在
す る 可 能 性 が 高 く 、 そ れ が Ｘ i  (１ ≦ ｉ ≦ Ｎ )、 つ ま り サ ン プ ル 中 に 含 ま れ る タ ー ゲ ッ ト 蛋
白 質 の 濃 度 (量 )と な り 、 好 ま し い 。 言 い 換 え る と 、 連 立 方 程 式 の 解 が 得 ら れ る 程 度 に 高 い
特 異 性 が 得 ら れ る リ ガ ン ド と タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 の 濃 度 (量 )と の 組 み 合 わ せ を 選 択 す る こ と
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 な お 、 こ の 実 施 態 様 例 は 、 そ れ ぞ れ の 蛋 白 質 と リ ガ ン ド の 結 合 量 の 関 係 が 線 形 性 で あ る
こ と を 条 件 と し て 設 定 し て い る 。 つ ま り 、 図 １ の 例 で 述 べ る と 、 「 蛋 白 質 Ａ ～ Ｃ の そ れ ぞ
れ を 単 独 で リ ガ ン ド セ ッ ト に 反 応 さ せ た 場 合 と 蛋 白 質 Ａ ～ Ｃ を 混 合 し て リ ガ ン ド セ ッ ト に
反 応 さ せ た 場 合 と は 結 合 す る 蛋 白 質 の 量 が 同 じ 」 、 か つ 、 「 定 数 倍 の 濃 度 の 蛋 白 質 を リ ガ
ン ド セ ッ ト に 反 応 さ せ る と 定 数 倍 の 結 合 量 が 得 ら れ る 」 と い う 条 件 の も と に 蛋 白 質 の 定 量
を 行 っ て い る 。 例 え ば 、 先 に 述 べ た リ ガ ン ド の 特 異 性 が 発 揮 さ れ 、 か つ 蛋 白 質 の 濃 度 が こ
の 線 形 性 に 関 す る 条 件 を 満 た す 程 度 に 十 分 低 く し て 反 応 を 行 う こ と が で き る 。 こ れ に 対 し
て 、 蛋 白 質 同 士 の 相 互 作 用 が あ り 、 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 蛋 白 質 に リ ガ ン ド と は 関 係 な
い 蛋 白 質 が 結 合 す る 場 合 （ 例 え ば 、 蛋 白 質 濃 度 が 高 す ぎ る 場 合 ） な ど は 上 記 の 条 件 を 満 た
す こ と が で き な く な る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 線 形 性 が 有 効 で は な い 場 合 、 (数 １ )は 以 下 に 示 す (数 ２ )の 式 の よ う な 一 般 的 な 関 数 式 に
な る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
【 数 ２ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ の 関 数 の 形 そ の も の を 決 定 す る た め に は 非 常 に 多 く の 実 験 を 行 う 必 要 が あ る 。 よ っ て
、 変 数 の 数 、 つ ま り タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 の 数 が 多 い 場 合 、 (数 １ )の よ う な 線 形 性 が 有 効 で な
い 場 合 、 リ ガ ン ド セ ッ ト へ の 蛋 白 質 結 合 合 計 量 か ら 個 々 の 蛋 白 質 の 量 を 見 積 も る こ と は 現
実 的 で は な く な る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 次 に 、 ａ i j  (１ ≦ ｉ ≦ Ｎ 、 １ ≦ ｊ ≦ Ｍ )を 求 め る 方 法 を 図 ３ を 使 っ て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 親 和 性 係 数 ａ i j は 単 位 濃 度 (例 え ば １ モ ル /１ リ ッ ト ル )の ｉ 番 目 の 蛋 白 質 が ｊ 番 目 の リ
ガ ン ド に 付 着 す る 量 を 示 し て い る 。 ａ i j は 、 標 準 サ ン プ ル を 用 い て 、 そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド
に 付 着 す る 蛋 白 質 結 合 量 を 測 定 す る こ と に よ り 求 め る こ と が で き る 。 ま た 、 一 度 で も よ い
が 、 よ り 好 ま し い 方 法 と し て は 、 標 準 サ ン プ ル を 用 い て 濃 度 の 異 な る 蛋 白 質 溶 液 を チ ッ プ
に ア プ ラ イ す る 実 験 を 複 数 回 行 い 、 統 計 的 に 求 め る 方 法 が あ る 。 例 え ば 図 ３ に 示 す よ う に
、 複 数 回 の 実 験 を 行 い 回 帰 分 析 を 行 う こ と に よ っ て よ り 精 度 が 良 い ａ i j を 得 る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 図 ３ に お い て 、 横 軸 は チ ッ プ に ア プ ラ イ す る 既 知 の 蛋 白 質 の 濃 度 、 単 位 は 例 え ば μ mol/
lで あ り 、 縦 軸 は 例 え ば 蛍 光 標 識 物 質 の 量 を 示 し 、 具 体 的 に は 蛍 光 ス キ ャ ナ ー で 読 み 取 っ
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た 蛍 光 強 度 を 意 味 す る (図 ２ の ス テ ッ プ 205、 ス テ ッ プ 211の い ず れ の ス テ ッ プ に お い て も
同 じ 標 識 物 質 の 測 定 方 法 を す る 。 )。 図 ３ に 示 し た 実 験 で は 、 全 く 蛋 白 質 を チ ッ プ に ア プ
ラ イ し な い 実 験 を １ 回 、 １ μ mol/lの 蛋 白 質 溶 液 を ア プ ラ イ し た 実 験 お よ び ２ μ mol/lの 蛋
白 質 溶 液 を ア プ ラ イ し た 実 験 を そ れ ぞ れ 10回 ず つ 実 施 し 、 そ の 結 果 に 基 づ い て 回 帰 分 析 を
す る こ と に よ っ て 蛋 白 質 の リ ガ ン ド に 対 す る 親 和 性 係 数 を よ り 正 確 な も の と し て 求 め て い
る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 な お 、 チ ッ プ 上 の 蛍 光 量 の 読 み 取 り 手 段 と 、 読 み 取 っ た 値 に 基 づ い て 予 め 設 定 さ れ た プ
ロ グ ラ ム に 従 っ て 先 の 連 立 方 程 式 の 解 を 求 め る 計 算 を 行 う コ ン ピ ュ ー タ と を 少 な く と も 用
い て 定 量 操 作 を 自 動 化 す る こ と が で き る 。 こ の 自 動 化 シ ス テ ム は 以 下 の 各 実 施 態 様 例 に も
適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ＜ 実 施 態 様 例 ２ ＞
　 実 施 態 様 例 １ は リ ガ ン ド が タ ー ゲ ッ ト と な る 既 知 の 蛋 白 質 以 外 に は 親 和 性 が 低 い 場 合 の
実 験 手 順 で あ る 。 し か し 、 通 常 リ ガ ン ド の 特 異 性 は 低 い 場 合 が 多 い の で 、 想 定 し て い る 既
知 の 蛋 白 質 以 外 の 蛋 白 質 が 付 着 す る こ と も 十 分 考 え ら れ る 。 こ の 場 合 に も 本 発 明 の 蛋 白 質
分 析 方 法 が 実 施 で き る よ う に 改 良 し た 実 験 手 順 が 実 施 態 様 例 ２ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 想 定 し て い る 既 知 の 蛋 白 質 以 外 の 蛋 白 質 (＝ 非 タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 )が 付 着 し た 場 合 、 (数
１ )の 式 は (数 ３ )の 式 の よ う な 形 に な る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 数 ３ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 (数 ３ )の 式 で 、 Ｋ ・ Ｃ j(１ ≦ ｊ ≦ Ｍ )は 、 ｊ 番 目 の リ ガ ン ド に 付 着 す る 、 標 準 的 な 細 胞 (
サ ン プ ル )か ら 得 ら れ る 非 タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 の 全 付 着 量 で 、 Ｋ が 標 準 サ ン プ ル の 蛋 白 質 合
計 量 、 Ｃ iが 単 位 濃 度 の リ ガ ン ド に 付 着 す る 非 タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 の 付 着 量 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 ４ に 本 実 施 態 様 例 の 実 験 手 順 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま ず ス テ ッ プ 701か ら ス テ ッ プ 707で 標 準 細 胞 (サ ン プ ル )に 含 ま れ る 全 蛋 白 質 単 位 濃 度 あ
た り の 非 タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 の 付 着 量 (Ｃ j)を 測 定 す る
　 ス テ ッ プ 701： ま ず 、 標 準 細 胞 (サ ン プ ル )か ら 蛋 白 質 の 抽 出 を 行 う
　 ス テ ッ プ 702： 次 に 抽 出 し た 蛋 白 質 の 合 計 量 (質 量 )を 測 定 す る 。 こ の 時 抽 出 し た 蛋 白 質
は 様 々 な 種 類 の も の が 混 じ っ て い る の で モ ル 数 は 推 定 で き な い
　 ス テ ッ プ 703： 次 に タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 の 除 去 を 行 う 。 こ の ス テ ッ プ は 例 え ば 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー な ど の 手 段 を 用 い て 行 う が 、 厳 密 に タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 を 除 く の は 非 常 に 難 し
い
　 ス テ ッ プ 704： 残 っ た 非 タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 に 標 識 を す る 。 蛍 光 標 識 が 好 ま し く 用 い ら れ
る
　 ス テ ッ プ 705： 標 識 さ れ た 非 タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 を チ ッ プ に ア プ ラ イ す る
　 ス テ ッ プ 706： リ ガ ン ド と 蛋 白 質 の 非 特 異 的 な 結 合 を 洗 浄 す る こ と に よ っ て 、 除 去 す る
　 ス テ ッ プ 707： 標 識 物 質 の 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 Ｋ ・ Ｃ jを 測 定 す る 。 ス テ ッ プ
702で 蛋 白 質 の 合 計 質 量 を 測 定 し て お い た の で 、 全 蛋 白 質 単 位 濃 度 あ た り の 非 タ ー ゲ ッ ト
蛋 白 質 の 付 着 量 (Ｃ j)が 求 ま る 。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
　 次 に ス テ ッ プ 708か ら ス テ ッ プ 713の 手 順 で 、 サ ン プ ル の 蛋 白 質 合 計 量 を 求 め る 。 こ の 手
順 は 基 本 的 に 図 ２ の ス テ ッ プ 207か ら ス テ ッ プ 211と 同 じ 手 順 で あ る が 、 ス テ ッ プ 709で サ
ン プ ル 中 の 蛋 白 質 合 計 量 を 測 定 す る 点 が 異 な る 。 こ の ス テ ッ プ で サ ン プ ル の 蛋 白 質 合 計 質
量 を 求 め る こ と が で き 、 サ ン プ ル の Ｋ が 決 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 最 終 的 に 、 そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド と そ れ ぞ れ の 蛋 白 質 と の 親 和 性 は 、 図 ２ の 手 順 を 用 い て
求 め て る と 、 (数 ３ )の Ｘ i 以 外 の 項 が 決 定 で き 、 サ ン プ ル 中 の タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 の 定 量 が
で き る (ス テ ッ プ 714)。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ＜ 実 施 態 様 例 ３ ＞
　 本 実 施 態 様 例 の 方 法 は 、 先 の 実 施 態 様 例 と 異 な り 、 サ ン プ ル 中 の 蛋 白 質 を 厳 密 に 定 量 す
る も の で は な く 、 サ ン プ ル 中 の タ ー ゲ ッ ト 蛋 白 質 の 量 的 な プ ロ フ ァ イ ル を 見 る こ と に よ っ
て 、 サ ン プ ル の フ ェ ノ タ イ プ を 決 定 す る 技 術 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 実 施 態 様 例 で 想 定 し て い る 異 な る フ ェ ノ タ イ プ と し て は 、 例 え ば が ん 細 胞 の 抗 が ん 剤
感 受 性 の 異 な る タ イ プ 、 転 移 可 能 性 の 異 な る ガ ン の タ イ プ な ど 、 特 定 の 症 例 の 異 な る 経 過
を 辿 る 細 胞 な ど で あ る 。 特 に 抗 が ん 剤 の 中 に は 重 篤 な 副 作 用 を 起 こ す も の が 少 な く な い 。
患 者 へ 投 与 す る 前 に こ の 副 作 用 の 有 無 を 判 定 す る こ と が で き れ ば 非 常 に 有 用 な 技 術 と な る
。 本 発 明 に よ る リ ガ ン ド チ ッ プ を 用 い る と 、 特 定 の 抗 が ん 剤 が 効 く 患 者 や 副 作 用 の 少 な い
患 者 な ど の 判 定 が 可 能 に な り 、 飛 躍 的 に 薬 の 効 果 が あ が る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ま ず 、 ス テ ッ プ 801か ら ス テ ッ プ 808に か け て 既 知 の フ ェ ノ タ イ プ の 細 胞 か ら 抽 出 さ れ る
蛋 白 質 と リ ガ ン ド の 結 合 プ ロ フ ァ イ ル を 求 め 、 辞 書 (809)を 作 製 す る 。 そ し て 、 ス テ ッ プ 8
10か ら ス テ ッ プ 815に か け て 未 知 の フ ェ ノ タ イ プ の 細 胞 か ら 抽 出 さ れ る 蛋 白 質 と リ ガ ン ド
の 結 合 プ ロ フ ァ イ ル を 求 め 、 そ れ ぞ れ の 結 果 を 辞 書 (809)と 照 ら し 合 わ せ る 。 ど の 既 知 フ
ェ ノ タ イ プ の 可 能 性 が 最 も 高 い か を 推 定 す る こ と に よ っ て 未 知 フ ェ ノ タ イ プ を 判 定 す る 。
な お 、 ス テ ッ プ 801か ら ス テ ッ プ 808は 判 別 し た い フ ェ ノ タ イ プ の 数 と 同 じ 回 数 実 施 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ス テ ッ プ 801か ら ス テ ッ プ 807、 及 び ス テ ッ プ 810か ら ス テ ッ プ 816は 基 本 的 に 図 ４ の ス テ
ッ プ 708か ら ス テ ッ プ 713と 同 じ 手 順 で あ る 。 異 な る 部 分 は 、 ス テ ッ プ 804と ス テ ッ プ 813の
「 蛋 白 質 の 濃 度 を 調 整 す る ス テ ッ プ 」 で あ る 。 基 本 的 に は サ ン プ ル 由 来 蛋 白 質 の リ ガ ン ド
結 合 プ ロ フ ァ イ ル を 求 め る 一 連 の ス テ ッ プ で は 、 ス テ ッ プ 805(及 び ス テ ッ プ 814)の チ ッ プ
に ア プ ラ イ す る 前 の 蛋 白 質 の 濃 度 は い ず れ の サ ン プ ル に お い て も 一 定 に す る 。 こ の た め ス
テ ッ プ 802(及 び ス テ ッ プ 811)で 求 め た 蛋 白 質 の 合 計 質 量 を 基 に 濃 度 を 調 整 す る 。 こ れ が ス
テ ッ プ 804及 び ス テ ッ プ 813で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 但 し 、 蛋 白 質 の 合 計 質 量 の 測 定 に も 誤 差 が 生 じ る 可 能 性 が あ り 、 ま た 、 タ ー ゲ ッ ト 蛋 白
質 の 量 も 変 動 す る 可 能 性 が あ る 。 そ こ で 、 ス テ ッ プ 804に 限 っ て は 、 例 え ば 基 準 濃 度 が １
μ ｇ /ｌ と す る と 、 ２ 倍 の 誤 差 範 囲 の 0.5μ ｇ /ｌ ～ ２ μ ｇ /ｌ の 濃 度 の 幅 で 数 種 類 の 調 整 を
行 う こ と も で き る 。 こ の よ う に 複 数 の 異 な る 濃 度 の デ ー タ を 集 め 、 １ つ の サ ン プ ル か ら よ
り 多 く の デ ー タ を 蓄 積 、 809の 辞 書 を 拡 充 す る こ と に よ っ て 、 817の フ ェ ノ タ イ プ 判 定 を よ
り 高 い 確 率 で 行 う こ と が で き る よ う に な る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 最 終 的 に 、 そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド と そ れ ぞ れ の 蛋 白 質 と の 親 和 性 は 、 図 ２ に 示 し た 手 順 を
用 い て 求 め る こ と が で き る 。 な お 、 本 発 明 に お け る リ ガ ン ド は 、 そ れ ぞ れ の フ ェ ノ タ イ プ
に 対 し て 特 異 的 で あ る リ ガ ン ド を 選 択 す る と 良 い 。 す な わ ち 、 各 フ ェ ノ タ イ プ 由 来 の 蛋 白
質 に 対 し 、 そ れ ぞ れ 異 な る リ ガ ン ド を 用 い る こ と に よ り 、 そ れ ぞ れ の 蛋 白 質 の 量 的 な プ ロ
フ ァ イ ル が 高 い 精 度 で 行 う こ と が で き 、 し た が っ て 、 フ ェ ノ タ イ プ 判 定 が よ り 高 い 確 率 で
行 う こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ６ １ 】
　 最 後 に フ ェ ノ タ イ プ 判 定 ス テ ッ プ (ス テ ッ プ 817)を 概 念 図 を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 図 ６ は 、 例 え ば 図 １ の よ う に リ ガ ン ド が ３ 種 類 あ る 場 合 の 例 を 示 す 。 例 え ば 既 知 の フ ェ
ノ タ イ プ と し て 、 肺 が ん の 患 者 の 中 で 、 あ る 抗 が ん 剤 が 効 く 患 者 の 細 胞 と 効 か な い 患 者 の
細 胞 の ２ つ の タ イ プ を 選 択 す る 。 ３ 種 類 の リ ガ ン ド に 結 合 す る 蛋 白 質 の 合 計 量 を 測 定 し 、
各 リ ガ ン ド へ の 結 合 量 を ｘ ｙ ｚ 軸 に そ れ ぞ れ 振 り 分 け る と 、 図 ６ の よ う に ３ 次 元 空 間 の １
点 と な り 、 例 え ば 白 い 点 を 抗 が ん 剤 が 効 く 患 者 の 細 胞 の 測 定 値 、 黒 い 点 を 抗 が ん 剤 が 効 か
な い 患 者 の 細 胞 の 測 定 値 が 得 ら れ た と す る 。 こ の と き 、 タ イ プ が 未 知 の 肺 が ん 患 者 か ら 採
取 し た 細 胞 か ら 蛋 白 質 を 抽 出 、 リ ガ ン ド と の 結 合 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 し た 結 果 、 星 形 の 点
(測 定 値 )が 得 ら れ た と す る 。 こ の 結 果 よ り 、 こ の 肺 が ん 患 者 に 対 し て 抗 が ん 剤 が 効 く か 効
か な い か を 判 定 す る の が フ ェ ノ タ イ プ 判 定 ス テ ッ プ で あ り 、 図 ６ の 例 で い う と 抗 が ん 剤 は
効 く と 判 断 す る こ と が で き る 。 な お リ ガ ン ド が Ｍ 種 類 の 場 合 は 図 ６ の 次 元 は Ｍ 次 元 と な る
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 分 析 方 法 は 、 こ の フ ェ ノ タ イ プ 判 定 ス テ ッ プ (ス テ ッ プ 817)に お い て い
わ ゆ る “ 教 師 付 き ” パ タ ー ン 認 識 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 。 具 体 的 に は 、 フ ェ ノ タ イ プ 決 定
ス テ ッ プ に お い て 用 い る パ タ ー ン 認 識 ア ル ゴ リ ズ ム と し て は 、 例 え ば k-th Nearest Neigh
borマ ッ チ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム 、 ベ イ ズ 判 定 ア ル ゴ リ ズ ム 、 分 類 木 、 ニ ュ ー ラ ル ネ ッ ト 、 Ｓ
Ｖ Ｍ (Support Vector Machine)や ブ ー ス テ ィ ン グ な ど の 方 法 を 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 以 上 の よ う に 、 本 発 明 の 分 析 方 法 に よ り 、 未 知 サ ン プ ル の フ ェ ノ タ イ プ を 決 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ま た 、 上 記 実 施 形 態 に お い て は 、 リ ガ ン ド チ ッ プ を 用 い て 分 析 す る 方 法 を 具 体 例 と し て
挙 げ た が 、 こ れ に 限 ら ず 、  HYPERLINK "http://bio.hitachi-sk.co.jp/luminex/index2.h
tml" http://bio.hitachi-sk.co.jp/luminex/index2.htmlに 開 示 さ れ る よ う な ビ ー ズ 状 の
球 面 の 支 持 体 を 用 い て 分 析 を 行 な っ て も よ い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の リ ガ ン ド チ ッ プ を 表 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 蛋 白 質 分 析 方 法 の 実 験 手 順 を 表 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 蛋 白 質 と リ ガ ン ド の 親 和 性 係 数 を 求 め る 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 考 慮 し た 時 の 蛋 白 質 定 量 の 実 験 手 順 を 表 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 蛋 白 質 定 量 に 基 づ く フ ェ ノ タ イ プ 判 定 の 実 験 手 順 を 表 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 フ ェ ノ タ イ プ 判 定 ス テ ッ プ の 概 念 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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