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(57)【要約】
　本明細書で開示されている例示的な実施形態は、特に
、タンパク質アレイ、該アレイを作製する方法およびこ
れらを使用する方法に関する。一部の実施形態では、ヒ
トゲノムにおける遺伝子座の少なくとも５０％に相当す
る既知のタンパク質が、担体上の既知の位置にアレイ化
される。一部の実施形態では、アレイは、担体へのアフ
ィニティー結合により細胞溶解物から精製されたタンパ
ク質から作製される。一部の実施形態では、タンパク質
アレイは、抗体の結合特異性を解読するために使用され
る。一部の実施形態では、タンパク質アレイは、自己免
疫疾患を診断するために使用される。多くの他の実施形
態および一般的特徴が本明細書で開示されている。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　タンパク質Ｐ１からＰｎを含む溶解物Ｌ１からＬｎを、担体上の位置Ｓ１からＳｎに適
用する段階を含み、
　各溶解物Ｌｘは、外因性ＤＮＡ　Ｄｘを介してその中で発現されているタンパク質Ｐｘ

を含む細胞Ｃｘの溶解物であり、位置Ｓｘに適用され、
　ここで、
　Ｐ１からＰｎはすべて、互いに異なり、
　Ｓ１からＳｎはすべて、互いに異なり、
　ｎは、１より大きい整数であり、
　ｘは、１からｎまでの整数である、
タンパク質アレイを作製する方法。
【請求項２】
　タンパク質Ｐ１からＰｎを担体上の位置Ｓ１からＳｎに適用する段階を含み、
　各タンパク質Ｐｘは、外因性ＤＮＡ　Ｄｘを介して細胞Ｃｘ中で発現され、位置Ｓｘに
適用され、
　ここで、
　Ｐ１からＰｎはすべて、互いに異なり、
　Ｓ１からＳｎはすべて、互いに異なり、
　ｎは、１より大きい整数であり、
　ｘは、１からｎまでの整数である、
タンパク質アレイを作製する方法。
【請求項３】
　タンパク質が、生物の少なくとも１，０００の異なる遺伝子座を含む、請求項１または
２に記載の方法。
【請求項４】
　タンパク質が、生物のゲノムによりコードされているタンパク質の少なくとも２０パー
セントを集合的に含む、請求項１から３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　ゲノムがヒトゲノムである、請求項１から４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記溶解物の少なくとも５０パーセントについて、アレイ中の各位置に適用される溶解
物タンパク質の量が、少なくとも１００個の細胞の溶解物における全タンパク質の量であ
る、請求項１から５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　タンパク質または溶解物が、スライドガラス上のニトロセルロースに適用される、請求
項１から６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　担体が、アフィニティータグに特異的な捕捉試薬でコーティングされており、タンパク
質が前記タグを含み、捕捉試薬に結合することによって精製される、請求項１から７のい
ずれかに記載の方法。
【請求項９】
　タンパク質Ｐ１からＰｎを含む溶解物Ｌ１からＬｎを、担体上の位置Ｓ１からＳｎにお
いて含み、
　各溶解物Ｌｘは、外因性ＤＮＡ　Ｄｘを介してその中で発現されているタンパク質Ｐｘ

を含む細胞Ｃｘの溶解物であり、位置Ｓｘに適用され、
　ここで、
　Ｐ１からＰｎはすべて、互いに異なり、
　Ｓ１からＳｎはすべて、互いに異なり、
　ｎは、１より大きい整数であり、
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　ｘは、１からｎまでの整数である、タンパク質アレイ。
【請求項１０】
　タンパク質Ｐ１からＰｎを担体上の位置Ｓ１からＳｎにおいて含み、
　各タンパク質Ｐｘは、外因性ＤＮＡ　Ｄｘを介して細胞Ｃｘ中で発現され、位置Ｓｘに
適用され、
　ここで、
　Ｐ１からＰｎはすべて、互いに異なり、
　Ｓ１からＳｎはすべて、互いに異なり、
　ｎは、１より大きい整数であり、
　ｘは、１からｎまでの整数である、タンパク質アレイ。
【請求項１１】
　タンパク質が、生物の少なくとも１，０００の異なる遺伝子座を含む、請求項９または
１０に記載のタンパク質アレイ。
【請求項１２】
　タンパク質が、生物のゲノムによりコードされているタンパク質の少なくとも２０パー
セントを集合的に含む、請求項９から１１のいずれかに記載のタンパク質アレイ。
【請求項１３】
　ゲノムがヒトゲノムである、請求項９から１２のいずれかに記載のタンパク質アレイ。
【請求項１４】
　前記溶解物の少なくとも５０パーセントについて、アレイ中の各位置に適用される溶解
物タンパク質の量が、少なくとも１００個の細胞の溶解物中の全タンパク質の量である、
請求項９から１３のいずれかに記載のタンパク質アレイ。
【請求項１５】
　タンパク質または溶解物が、スライドガラス上のニトロセルロースに適用される、請求
項９から１４のいずれかに記載のタンパク質アレイ。
【請求項１６】
　タンパク質が、アフィニティータグを含み、担体中に固定化された前記アフィニティー
タグに特異的な捕捉試薬により担体に結合される、請求項９から１５のいずれかに記載の
タンパク質アレイ。
【請求項１７】
　抗体または抗体調製物の結合特異性を決定する方法であって、請求項９から１６のいず
れかに記載のタンパク質アレイへの前記抗体または前記抗体調製物の結合を決定し、前記
決定から、前記アレイ中のタンパク質に対する前記抗体または前記抗体調製物の結合特異
性を同定する段階を含む、方法。
【請求項１８】
　疾患のタンパク質バイオマーカーを決定する方法であって、１または複数の健常個体お
よび疾患に罹っている１または複数の疾患個体由来の試料の、請求項９から１６のいずれ
かに記載のタンパク質アレイへの結合を決定し、前記健常および疾患個体由来の試料の結
合の差から、前記疾患のタンパク質バイオマーカーを決定する段階を含む、方法。
【請求項１９】
　自己免疫疾患のバイオマーカーを決定する方法であって、１または複数の健常対象およ
び自己免疫疾患に罹っている１または複数の対象由来の抗体含有試料の、請求項９から１
６のいずれかに記載のタンパク質アレイへの結合を決定し、前記健常対象および前記自己
免疫疾患に罹っている対象由来の試料における前記抗体の結合の差から、前記自己免疫疾
患のタンパク質バイオマーカーを決定する段階を含む、方法。
【請求項２０】
　健常個体に存在しない抗体の存在を特徴とする疾患のバイオマーカーを決定する方法で
あって、１または複数の健常対象および前記健常個体に存在しない抗体の存在を特徴とす
る疾患に罹っている１または複数の対象由来の試料の、請求項９から１６のいずれかに記
載のタンパク質アレイへの結合を決定し、前記健常対象および前記疾患に罹っている対象
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由来の試料における前記抗体の結合の差から、前記疾患のタンパク質バイオマーカーを決
定する段階を含む、方法。
【請求項２１】
　疾患を診断する方法であって、健常個体に存在しない抗体の存在を特徴とする疾患に罹
っている可能性がある対象由来の抗体含有試料の、請求項９から１６のいずれかに記載の
タンパク質アレイへの結合を決定し、前記アレイへの前記試料中の抗体の結合から、前記
疾患の非存在または存在を決定する段階を含む、方法。
【請求項２２】
　シグナル伝達経路をモニターする方法であって、シグナル伝達経路タンパク質のタンパ
ク質を含む試料の、請求項９から１６のいずれかに記載のタンパク質アレイへの結合を決
定し、それにより、前記アレイ中のタンパク質への結合が、前記タンパク質の非存在、存
在および／または量を示す段階を含む、方法。
【請求項２３】
　請求項９から１６のいずれかに記載のタンパク質アレイへの小分子を含む試料の結合を
決定する段階を含む、前記小分子とタンパク質の間の相互作用を決定する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、２００９年９月２５日に出願された米国仮出願第６１／２４５，８５２号（
その全体が参照により本明細書に組み込まれる。）の優先権の利益を主張する。
【０００２】
　本明細書で開示されている実施形態は、タンパク質アレイ、タンパク質アレイを作製す
る方法、ならびに研究用および特に疾患を診断するためのこれらのアレイの使用の分野に
関する。
【背景技術】
【０００３】
Ｉ
　タンパク質アレイは、多くのタンパク質に基づくアッセイが、並行して行われることを
可能にする。タンパク質アレイは、個別のアッセイと比較して処理量の著しい増加をもた
らす。タンパク質アレイは典型的には、１回のアッセイ当たりの使用する試薬はより少な
く、同様に１回のアッセイ当たりの必要とする時間はより少ない。結果として、アレイは
一般に、アレイを製作する費用が考慮される場合でさえ、１回のアッセイ当たりの費用の
大きな減少をもたらす。さらに、アレイにおける複数のアッセイの同時の遂行により、個
別のアッセイの冗長性、および複数の方法で同じパラメータをアッセイする能力がもたら
され、個別のアッセイと比較して、結果の精度および正確度の向上につながる。さらに、
全ゲノムのタンパク質アレイは、プロテオームワイドなタンパク質－分子相互作用を検出
する可能性を与える。このようなゲノムワイドな調査は、いくつかの主要な用途を挙げる
と、タンパク質－タンパク質相互作用の理解、抗体結合特異性および交差反応の解読、な
らびに診断および患者層別化のためのバイオマーカーの同定のための強力な手段となる。
【０００４】
　タンパク質アレイのいくつかの主要なフォーマットが報告されている。順相タンパク質
マイクロアレイにおいて、特定の標的に対する明確に定義された特異性を有する捕捉タン
パク質が、アレイ中の定められた箇所で固定化され、標的化合物は、試料のアレイへの結
合の位置および強度によって同定および定量化される。順相アレイの主な使用は、個々の
試料を調べて、多数の異なる成分の存在および量を同時に決定することである。順相アレ
イの１つの典型的なタイプでは、アレイは、特定の抗原に対して特異的な一揃い（ｐａｎ
ｏｐｌｙ）の抗体からできており、アレイは、試料中のこれらの抗原の存在および量を測
定するために使用される。
【０００５】
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　逆相アレイでは、一揃いの試料が配列され、次いで、同定試薬、典型的には単一特異的
試薬、例えば、特定の抗原に対して特異的な抗体で精査される。逆相アレイの主な使用は
、多くの試料を１つの、または多くても数個の、成分の存在および量について特徴付けす
ることである。逆相アレイの例証的な使用は、一連の単一特異的試薬、例えば、特定の抗
原に対して特異的な抗体を、異なる細胞タイプの集合に対して選別することである。
【０００６】
　ＪｏｏｓおよびＢａｃｈｍａｎｎ（２００９年）；「Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｉｃｒｏａｒ
ｒａｙｓ：ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ　ａｎｄ　ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ」、Ｆｒｏｎｔｉｅ
ｒｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　１４：４３７６－４３８５頁；Ｃｈａｎら（２０
０４年）；「Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ　ｆｏｒ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　
ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｉｇｎａｌ　ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ　ｐａｔｈｗａｙｓ
」、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１０（１２）：１３９０－１３９６頁；Ｈａｒｔ
ｍａｎｎら（２００９年）；「Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ　ｆｏｒ　ｄｉ
ａｇｎｏｓｔｉｃ　ａｓｓａｙｓ」、Ａｎａｌ．Ｂｉｏａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．３９３：１
４０７－１４１６頁；およびＣａｒｏｎら（２００７年）；「Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｍｉｃｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｓｉｇｎａｔｕｒｅ　ｆｏｒ　Ｂ
ｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ」、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　＆　Ｃｅｌｌｕｌａｒ
　Ｐｒｏｔｅｏｍｏｃｉｓ　６．７：１１１５－１１２２頁のものを含めて、現行のタン
パク質アレイ技術のタイプ、使用法、利点および不利点について記載する、タンパク質ア
レイについてのいくつかの総説が発表されている。さらなる参考文献は、以下のＶＩＩで
提供される。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】ＪｏｏｓおよびＢａｃｈｍａｎｎ（２００９年）；「Ｐｒｏｔｅｉｎ　
ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ：ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ　ａｎｄ　ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ」、
Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　１４：４３７６－４３８５頁
【非特許文献２】Ｃｈａｎら（２００４年）；「Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ
ｓ　ｆｏｒ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｉｇｎａｌ　ｔｒａｎｓ
ｄｕｃｔｉｏｎ　ｐａｔｈｗａｙｓ」、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１０（１２）
：１３９０－１３９６頁
【非特許文献３】Ｈａｒｔｍａｎｎら（２００９年）；「Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｉｃｒｏａ
ｒｒａｙｓ　ｆｏｒ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　ａｓｓａｙｓ」、Ａｎａｌ．Ｂｉｏａｎａ
ｌ．Ｃｈｅｍ．３９３：１４０７－１４１６頁
【非特許文献４】Ｃａｒｏｎら（２００７年）；「Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｍｉｃｓ
　Ｕｓｉｎｇ　Ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｓｉｇｎａｔｕｒｅ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｍａｒ
ｋｅｒ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ」、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　＆　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｐｒｏｔ
ｅｏｍｏｃｉｓ　６．７：１１１５－１１２２頁
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　以前のタンパク質アレイは典型的には、比較的少数の精製タンパク質から構成された、
または増殖およびトランスフェクトされたＤＮＡの発現後に、インサイチュで溶解された
宿主細胞中への多数のあらかじめアレイ化されたＤＮＡの逆トランスフェクションによっ
て作製された。前者の分類のアレイは、実際に得ることができるタンパク質の数によって
、すなわち、アレイ中の各タンパク質について克服されなければならないタンパク質精製
の困難さによって制限された。後者の分類のアレイは、トランスフェクションおよび発現
の結果における不均質性によって、ならびにインサイチュで表面において溶解されるコン
フルエント細胞から得ることができるタンパク質密度の制限よって制限された。これらの
理由および様々な他の理由のために、現在利用可能なタンパク質アレイは、様々な制限お
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よび不利点を問題としており、改善されたタンパク質アレイおよび現在の技術では利用で
きない機能性を与えるアレイが必要である。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
ＩＩ
　以下の番号を付けたパラグラフは、例証として提供され、本明細書で開示される本発明
の多くの態様および実施形態のうちのいくつかを説明する。他の多くが本明細書で説明さ
れ、それらが属する技術分野の当業者に容易に明らかとなる。番号を付けたバラグラフに
おける「上記または下記のいずれか」という表現の使用は、番号を付けたパラグラフ中に
示される様々な要素が、任意の方法で組み合わせられ得ることを示し、任意のこのような
組合せに対する明示的な支持を与えるために使用される。本出願人は、本出願またはいず
れかの承継人出願もしくは関連出願における補正によって全体的または部分的に、このよ
うな省略された組合せのいずれか１つまたは複数を明示的に提示および／または請求する
権利を留保する。
【００１０】
　１．０１　対応する複数のタンパク質を含む複数の細胞溶解物を、担体上の対応する複
数の位置に適用する段階を含み、前記複数のタンパク質が、対応する複数の外因性ＤＮＡ
を介して前記対応する複数の細胞中で発現されている、タンパク質アレイを作製する方法
。
【００１１】
　１．０２　タンパク質Ｐ１からＰｎを含む溶解物Ｌ１からＬｎを、担体上の位置Ｓ１か
らＳｎに適用する段階を含み、
　各溶解物Ｌｘが、外因性ＤＮＡ　Ｄｘを介してその中で発現されているタンパク質Ｐｘ

を含む細胞Ｃｘの溶解物であり、位置Ｓｘに適用され、
　ここで、
　Ｐ１からＰｎは、すべて互いに異なり、
　Ｓ１からＳｎは、すべて互いに異なり、
　ｎは、１より大きい整数であり、
　ｘは、１からｎまでの整数である、
タンパク質アレイを作製する方法。
【００１２】
　実施形態では、本明細書で示されるように、ｘは、特に本明細書で他の場所に示されて
いる場合、ゲノム中の遺伝子、遺伝子座またはタンパク質コード領域の部分である。実施
形態では、本明細書で以下に示されるように、ｘは、生物の遺伝子、遺伝子座またはタン
パク質コード遺伝子のセット番号である。
【００１３】
　１．０３　タンパク質Ｐ１からＰｎを、担体上の位置Ｓ１からＳｎに適用する段階を含
み、各タンパク質Ｐｘが、外因性ＤＮＡ　Ｄｘを介して細胞Ｃｘ中で発現されて、位置Ｓ

ｘに適用され、
　ここで、
　Ｐ１からＰｎは、すべて互いに異なり、
　Ｓ１からＳｎは、すべて互いに異なり、
　ｎは、１より大きい整数であり、
　ｘは、１からｎまでの整数である、
タンパク質アレイを作製する方法。
【００１４】
　１．０４　対応する複数のタンパク質を含む複数の溶解物を、担体上の対応する複数の
位置に適用し、それにより、前記複数のタンパク質のアレイを作る段階を含み、
　前記溶解物が、対応する複数の細胞コロニーまたは培養物中で前記コロニーまたは培養
物の細胞中の対応する複数の外因性ＤＮＡを介して複数のタンパク質を発現させ、前記複
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数の細胞コロニーまたは培養物のそれぞれを溶解し、それにより、前記対応する複数のタ
ンパク質を含む対応する複数の溶解物を生成させる段階を含む方法によって生成される、
タンパク質のアレイを作製する方法。
【００１５】
　１．０５　２以上の複数のタンパク質を、対応する複数の細胞コロニーまたは培養物中
で前記コロニーまたは培養物の細胞中の対応する複数の外因性ＤＮＡを介して発現させる
段階；
　前記複数の細胞コロニーまたは培養物のそれぞれを溶解し、それにより、前記対応する
複数のタンパク質を含む対応する複数の溶解物を生成させる段階；
　前記対応する複数のタンパク質を含む前記複数の溶解物を担体上の対応する複数の位置
に適用する段階；
　それにより、前記複数のタンパク質のアレイを作る段階
を含む、タンパク質のアレイを作製する方法。
【００１６】
　２．０１　前記タンパク質が、前記細胞中で前記ＤＮＡを介して過剰発現される、上記
または下記のいずれかに記載の方法。
【００１７】
　２．０２　前記タンパク質が、前記溶解物中に高濃度で存在する、上記または下記のい
ずれかに記載の方法。
【００１８】
　２．０３　対照以外の前記タンパク質の５０、６０、７５、８０、８５、９０、９５、
９９または１００％の少なくともいずれかが、前記細胞中の全タンパク質の０．０１、０
．０２５、０．０５、０．１０、０．１５、０．２５、０．３５、０．５０、０．７５、
１．００、１．２５、１．５０、１．７５、２．００、２．２５、２．５０、２．７５、
３．００、３．５０、４．００、４．５０、５．００、５．５０、６．００、７．５０、
１０．０、１５．０または２０パーセントの少なくともいずれかである、上記または下記
のいずれかに記載の方法。
【００１９】
　２．０４　対照以外の前記タンパク質の５０、６０、７５、８０、８５、９０、９５、
９９または１００％の少なくともいずれかが、前記細胞中の前記タンパク質のいずれの外
因性発現よりも実質的に多い量で前記外因性ＤＮＡを介して前記細胞中で発現される、上
記または下記のいずれかに記載の方法。
【００２０】
　２．０５　対照以外の前記タンパク質の５０、６０、７５、８０、８５、９０、９５、
９９または１００％の少なくともいずれかが、前記細胞中の前記タンパク質のいずれかの
外因性発現の１．５、２．０、２．５、３．０、４．０、５．０、７．５、１０、１５、
２０、２５、３０、４０、５０、７５、１００、１２５、１５０、２００、２５０、３０
０、４００、５００、７５０、１，０００、１，５００倍またはそれを超える少なくとも
いずれかの量で前記細胞中で前記ＤＮＡを介して発現される、上記または下記のいずれか
に記載の方法。
【００２１】
　２．０６　対照以外の前記タンパク質の５０、６０、７５、８０、８５、９０、９５、
９９または１００％の少なくともいずれかが、前記溶解物中の全タンパク質の０．０１、
０．０２５、０．０５、０．１０、０．１５、０．２５、０．３５、０．５０、０．７５
、１．００、１．２５、１．５０、１．７５、２．００、２．２５、２．５０、２．７５
、３．００、３．５０、４．００、４．５０、５．００、５．５０、６．００、７．５０
、１０．０、１５．０または２０パーセントの少なくともいずれかである、上記または下
記のいずれかに記載の方法。
【００２２】
　２．０７　対照以外の前記溶解物の５０、６０、７５、８０、８５、９０、９５、９９
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または１００％の少なくともいずれかで、各溶解物中の各タンパク質の濃度が、１、２、
３、５、１０、１５、２０、２５、３５、５０、１００、１５０、２００、２５０、３０
０、３５０、４００、４５０、５００、６００、７００、８００または９００μｇ／ｍｌ
の少なくともいずれか、または１、２、３、５、１０、１５、２０、２５、３５、５０、
１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、６００、
７００、８００または９００ｍｇ／ｍｌの少なくともいずれかである、上記または下記の
いずれかに記載の方法。
【００２３】
　３．０１　タンパク質が、生物のゲノムによりコードされているタンパク質の２０、２
５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０
、９５または９８パーセントの少なくともいずれかを集合的に含む、上記または下記のい
ずれかに記載の方法。実施形態では、生物は哺乳動物である。実施形態では、生物は、マ
ウス、ラット、ヒツジ、ヤギ、イヌまたは霊長類のいずれか１つである。
【００２４】
　３．０２　タンパク質が、ヒトゲノムによりコードされているタンパク質の２０、２５
、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、
９５または９８パーセントの少なくともいずれかを集合的に含む、上記または下記のいず
れかに記載の方法。
【００２５】
　３．０３　アレイが、生物の１，０００、２，０００、３，０００、４，０００、５，
０００、６，０００、７，０００、８，０００、９，０００、１０，０００、１１，００
０、１２，０００、１３，０００、１４，０００、１５，０００、１６，０００、１７，
０００、１８，０００、１９，０００、２０，０００、２１，０００、２２，０００、２
３，０００、２４，０００、２５，０００、２６，０００、２７，０００、２８，０００
、２９，０００または３０，０００の異なる遺伝子座の少なくともいずれかのタンパク質
を含む、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００２６】
　３．０４　アレイが、１，０００、２，０００、３，０００、４，０００、５，０００
、６，０００、７，０００、８，０００、９，０００、１０，０００、１１，０００、１
２，０００、１３，０００、１４，０００、１５，０００、１６，０００、１７，０００
、１８，０００、１９，０００、２０，０００、２１，０００、２２，０００、２３，０
００、２４，０００、２５，０００、２６，０００、２７，０００、２８，０００、２９
，０００または３０，０００の異なるタンパク質の少なくともいずれかを含む、上記また
は下記のいずれかに記載の方法。
【００２７】
　３．０５　アレイが、前記タンパク質が適用された１，０００、２，０００、３，００
０、４，０００、５，０００、６，０００、７，０００、８，０００、９，０００、１０
，０００、１１，０００、１２，０００、１３，０００、１４，０００、１５，０００、
１６，０００、１７，０００、１８，０００、１９，０００、２０，０００、２１，００
０、２２，０００、２３，０００、２４，０００、２５，０００、２６，０００、２７，
０００、２８，０００、２９，０００または３０，０００の位置の少なくともいずれかを
含む、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００２８】
　３．０６　１ｃｍ２当たり１０、２５、５０、７５、１００、１５０、２００、２５０
、３５０、５００、７５０、１，０００、２，０００、３，０００、４，０００、５，０
００、６，０００、７，５００、１０，０００、１５，０００または２０，０００の位置
の少なくともいずれかが存在する、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００２９】
　３．０７　１ｃｍ２当たり適用された１０、２５、５０、７５、１００、１５０、２０
０、２５０、３５０、５００、７５０、１，０００、２，０００、３，０００、４，００
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０、５，０００、６，０００、７，５００、１０，０００、１５，０００または２０，０
００の溶解物の少なくともいずれかが存在する、上記または下記のいずれかに記載の方法
。
【００３０】
　３．０８　１ｃｍ２当たり適用された１０、２５、５０、７５、１００、１５０、２０
０、２５０、３５０、５００、７５０、１，０００、２，０００、３，０００、４，００
０、５，０００、６，０００、７，５００、１０，０００、１５，０００または２０，０
００の前記タンパク質の少なくともいずれかが存在する、上記または下記のいずれかに記
載の方法。
【００３１】
　３．０９　１ｃｍ２当たり１０、２５、５０、７５、１００、１５０、２００、２５０
、３５０、５００、７５０、１，０００、２，０００、３，０００、４，０００、５，０
００、６，０００、７，５００、１０，０００、１５，０００または２０，０００の位置
の少なくともいずれかが存在し、前記位置の５０、６０、７０、８０、９０または９５％
の少なくともいずれかに前記タンパク質が適用されている、上記または下記のいずれかに
記載の方法。
【００３２】
　３．１０　スポットが、直径１０－５０、２５－７５、５０－１００、７５－１５０、
１００－２００、１５０－２５０、２００－３００、２５０－３５０、３００－４００、
４００－５００、５００－７５０、４００－８００、７５０－１，０００μｍのいずれか
である、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００３３】
　３．１１　フィーチャの面積が、１０－５０、２５－７５、５０－１００、７５－１５
０、１００－２００、１５０－２５０、２００－３００、２５０－３５０、３００－４０
０、４００－５００、５００－７５０、４００－８００、７５０－１，２５０、１，００
０－２，０００、１，５００－３，０００、２，５００－５，０００μｍ２のいずれかで
ある、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００３４】
　３．１２　フィーチャ（スポット）の中心と中心の間隔が、５－１５、１０－２０、１
５－２５、２０－４０、２５－５０、２５－７５、５０－１００、７５－１５０、１００
－１５０、１２５－１７５、１５０－２２５、２００－２５０、２２５－２７５、２５０
－３５０、３００－４００または４００－５００μｍのいずれかである、上記または下記
のいずれかに記載の方法。
【００３５】
　４．０１　各溶解物中のタンパク質の濃度が、１、２、３、５、１０、１５、２０、２
５、３５、５０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、
５００、６００、７００、８００または９００マイクログラム／ｍｉｌの少なくともいず
れか、または１、２、３、５、１０、１５、２０、２５、３５、５０、１００、１５０、
２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、６００、７００、８００ま
たは９００ｍｇ／ｍｌの少なくともいずれかである、上記または下記のいずれかに記載の
方法。
【００３６】
　４．０２　対照以外の前記溶解物の５０、６０、７５、８０、８５、９０、９５、９９
または１００％の少なくともいずれかについて、溶解物タンパク質の量が、１００、１５
０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、５５０、６００、６５
０、７００、７５０、８００、８５０、９００、９５０、１，０００、１，５００、２，
０００または２，５００個の少なくともいずれかの細胞の溶解物における全タンパク質の
量である、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００３７】
　４．０３　対照以外の前記タンパク質の５０、６０、７５、８０、８５、９０、９５、



(10) JP 2013-506138 A 2013.2.21

10

20

30

40

50

９９または１００％の少なくともいずれかについて、外因性ＤＮＡを介して発現された前
記タンパク質の量が、タンパク質が発現された１００、１５０、２００、２５０、３００
、３５０、４００、４５０、５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００
、８５０、９００、９５０、１，０００、１，５００、２，０００または２，５００個の
細胞中で前記外因性ＤＮＡを介して発現された前記タンパク質の量の少なくともいずれか
である、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００３８】
　５．０１　前記細胞が、真核細胞である、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００３９】
　５．０２　前記細胞が、原核細胞である、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００４０】
　５．０３　細胞が、ＨＥＫ２９３、ＣＯＳ、ＣＶ１、ＢＨＫ、ＣＨＯ、ＨｅＬａ、ＬＴ
ＫまたはＮＩＨ　３Ｔ３細胞のいずれか１種または複数である、上記または下記のいずれ
かに記載の方法。
【００４１】
　５．０４　細胞が、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞である、上記または下記のいずれかに記載の方
法。
【００４２】
　６．０１　１種または複数の前記外因性ＤＮＡがそれぞれ、前記タンパク質の１つをコ
ードしている、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００４３】
　６．０２　１種または複数の前記外因性ＤＮＡがそれぞれ、前記タンパク質の１つをコ
ードし、それぞれこのような外因性ＤＮＡにおけるそれぞれこのようなタンパク質が、ｃ
ＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、または合成ＤＮＡによってコードされている、上記または下記の
いずれかに記載の方法。
【００４４】
　６．０３　１種または複数の前記外因性ＤＮＡが、前記タンパク質の１つをコードして
いるＤＮＡに作動可能に結合された、前記細胞における転写に有効なシス作用エレメント
を含む発現コンストラクトである、上記または下記のいずれかに記載の方法。実施形態で
は、シス作用エレメントはプロモーターを含む。
【００４５】
　６．０４　１種または複数の前記外因性ＤＮＡが、前記タンパク質の１つをコードして
いるＤＮＡに作動可能に連結された、前記細胞における転写に有効なプロモーター（およ
び、場合によって、他のシス作用遺伝エレメント）を含む発現コンストラクトであり、前
記１種または複数の外因性ＤＮＡのそれぞれにおいて前記タンパク質をコードしている前
記ＤＮＡが、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡまたは合成ＤＮＡである、上記または下記のいずれ
かに記載の方法。
【００４６】
　６．０５　前記プロモーターが、ＣＭＶ、ＳＶ４０またはＭＭＴＶプロモーターのいず
れか１種または複数である、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００４７】
　６．０６　１種または複数の前記外因性ＤＮＡが、付着、固定化、捕捉、精製、検出お
よび／または定量化のいずれか１つまたは複数のために有効なタグ配列に正しい読取り枠
で融合した前記アレイのためのタンパク質のアミノ酸配列を実質的に含むキメラタンパク
質をコードしている、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００４８】
　６．０７　前記タグが、ＧＳＴ、ＨＡ、Ｖ５、ＨＩＳ、ＤＤＫ（またはＦＬＡＧ）また
はｍｙｃタグのいずれか１種または複数である、上記または下記のいずれかに記載の方法
。
【００４９】
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　６．０８　前記タグが、ｍｙｃ／ＦＬＡＧタグである、上記または下記のいずれかに記
載の方法。
【００５０】
　６．０９　前記発現コンストラクトが、ｐＣＭＶ６－エントリー発現ベクターである、
上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００５１】
　６．１０　前記外因性ＤＮＡが、前記タンパク質アレイのためのタンパク質をコードし
ている内因性遺伝子の発現の非相同組み換え活性化のためのコンストラクトを含む、上記
または下記のいずれかに記載の方法。
【００５２】
　６．１１　前記外因性ＤＮＡが、前記アレイのためのタンパク質をコードしている内因
性遺伝子の発現の相同組み換え活性化のためのコンストラクトを含む、上記または下記の
いずれかに記載の方法。
【００５３】
　７．０１　担体が、本明細書で他に記載または列挙されている任意の担体である、上記
または下記のいずれかに記載の方法。
【００５４】
　７．０２　担体が、ニトロセルロースを含む、上記または下記のいずれかに記載の方法
。
【００５５】
　７．０３　前記担体が、ニトロセルロースコーティングスライドガラスを含む、上記ま
たは下記のいずれかに記載の方法。
【００５６】
　８．０１　タンパク質が、担体への適用前に溶解物から精製される、上記または下記の
いずれかに記載の方法。
【００５７】
　８．０２　タンパク質が、担体への適用前に、５０％、６０％、７０％、７５％、８０
％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％純度の少なくともいずれかまで精
製される、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００５８】
　８．０３　タンパク質が、担体への適用前に、担体に適用される全タンパク質の５０％
、６０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％
の少なくともいずれかであるように精製される、上記または下記のいずれかに記載の方法
。
【００５９】
　８．０４　タンパク質が、担体への適用前にアフィニティークロマトグラフィーにより
精製される、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００６０】
　８．０５　タンパク質が、アフィニティータグを含み、担体への適用前にアフィニティ
ータグに特異的なアフィニティークロマトグラフィーにより精製される、上記または下記
のいずれかに記載の方法。
【００６１】
　８．０６　タンパク質が、ペプチドアフィニティータグを含み、担体への適用前にペプ
チドアフィニティータグに特異的なアフィニティークロマトグラフィーにより精製される
、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００６２】
　８．０７　タンパク質が、ＤＤＫアフィニティータグを含み、担体への適用前にＤＤＫ
タグに特異的な抗体を用いてイムノアフィニティークロマトグラフィーにより精製される
、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００６３】
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　９．０１　タンパク質が、担体への適用後に溶解物から精製される、上記または下記の
いずれかに記載の方法。
【００６４】
　９．０２　タンパク質が、５０％、６０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％
、９５％、９７％、９８％、９９％またはそれを超える均質な純度の少なくともいずれか
まで、担体への適用後に精製される、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００６５】
　９．０３　タンパク質が、担体上に固定化された全タンパク質の５０％、６０％、７０
％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％の少なくともい
ずれかであるように、担体への適用後に精製される、上記または下記のいずれかに記載の
方法。
【００６６】
　９．０４　タンパク質が、外因性ＤＮＡを介して発現されるタンパク質に特異的な担体
上のアフィニティー部分へ結合させ、未結合物質を除去することによって、担体への適用
後に精製される、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００６７】
　９．０５　タンパク質が、アフィニティータグを含み、該タグに特異的な担体上のアフ
ィニティー部分へ結合させ、未結合物質を除去することによって、担体への適用後に精製
される、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００６８】
　９．０６　タンパク質が、ペプチドアフィニティータグを含み、該ペプチドタグに特異
的なアフィティー部分に結合させ、未結合物質を除去することによって、担体への適用後
に精製される、上記または下記のいずれかに記載の方法。
【００６９】
　９．０７　タンパク質が、ＤＤＫアフィニティータグを含み、ＤＤＫアフィニティータ
グに特異的なアフィニティー部分に結合させ、未結合物質を除去することによって、担体
への適用後に精製される、上記または下記のいずれかに記載の方法。実施形態では、ＤＤ
Ｋ特異的アフィニティータグは、ＤＤＫ－特異的抗体である。
【００７０】
　１０．０１　上記方法のいずれかにより作製された、上記または下記のいずれかに記載
のタンパク質アレイ。
【００７１】
　１０．０２　１，０００、２，０００、３，０００、４，０００、５，０００、６，０
００、７，０００、８，０００、９，０００、１０，０００、１１，０００、１２，００
０、１３，０００、１４，０００、１５，０００、１６，０００、１７，０００、１８，
０００、１９，０００、２０，０００、２１，０００、２２，０００、２３，０００、２
４，０００、２５，０００、２６，０００、２７，０００、２８，０００、２９，０００
または３０，０００の異なるタンパク質の少なくともいずれかを含む、上記または下記の
いずれかに記載のタンパク質アレイ。
【００７２】
　１０．０３　生物のゲノムの１，０００、２，０００、３，０００、４，０００、５，
０００、６，０００、７，０００、８，０００、９，０００、１０，０００、１１，００
０、１２，０００、１３，０００、１４，０００、１５，０００、１６，０００、１７，
０００、１８，０００、１９，０００、２０，０００、２１，０００、２２，０００、２
３，０００、２４，０００、２５，０００、２６，０００、２７，０００、２８，０００
、２９，０００または３０，０００の異なる遺伝子座の少なくともいずれかを含む、上記
または下記のいずれかに記載のタンパク質アレイ。
【００７３】
　１０．０４　生物のゲノムによりコードされているタンパク質の２０、２５、３０、３
５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、また
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は９８パーセントの少なくともいずれかを含む、上記または下記のいずれかに記載のタン
パク質アレイ。
【００７４】
　１０．０５　１ｃｍ２当たり適用される１０、２５、５０、７５、１００、１５０、２
００、２５０、３５０、５００、７５０、１，０００、２，０００、３，０００、４，０
００、５，０００、６，０００、７，５００、１０，０００、１５，０００または２０，
０００の溶解物の少なくともいずれかが存在する、上記または下記のいずれかに記載のタ
ンパク質アレイ。
【００７５】
　１０．０６　１ｃｍ２当たり前記外因性ＤＮＡを介して発現された１０、２５、５０、
７５、１００、１５０、２００、２５０、３５０、５００、７５０、１，０００、２，０
００、３，０００、４，０００、５，０００、６，０００、７，５００、１０，０００、
１５，０００または２０，０００の前記タンパク質の少なくともいずれかが存在する、上
記または下記のいずれかに記載のタンパク質アレイ。
【００７６】
　１０．０７　前記タンパク質が適用される位置の２５、５０、６０、７５、８０、８５
、９０、９５、９９または１００％の少なくともいずれかについて、前記外因性ＤＮＡを
介して発現された前記タンパク質の量が、それぞれの前記タンパク質が発現された１００
、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、５５０、６００
、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９００、９５０、１，０００、１，５００
、２，０００または２，５００個の細胞中で前記外因性ＤＮＡを介して発現された前記タ
ンパク質の量の少なくともいずれかである、上記または下記のいずれかに記載のタンパク
質アレイ。
【００７７】
　１０．０８　アラインメントマーカーを含む、上記または下記のいずれかに記載のタン
パク質アレイ。
【００７８】
　１１．０１　抗体を上記または下記のいずれかに記載のタンパク質アレイと接触させ、
それへの抗体の結合を決定する段階を含む、１種または複数の抗体のタンパク質への抗体
特異性および／または交差反応を決定する方法。実施形態では、タンパク質アレイは、上
記または下記のいずれかに記載のゲノムによりコードされているタンパク質すべての実質
的な部分を含む。
【００７９】
　１１．０２　抗体調製物を上記または下記のいずれかに記載のタンパク質アレイと接触
させ、それへの該調製物中の抗体の結合を決定する段階を含む、抗体調製物の１つもしく
は複数の特異性および／または１つもしくは複数の交差反応性を決定する方法。実施形態
では、抗体調製物は、全細胞抗血清である。実施形態では、タンパク質アレイは、上記ま
たは下記のいずれかに記載のゲノムによりコードされているタンパク質の実質的な部分を
含む。
【００８０】
　１１．０３　抗体または抗体調製物の上記または下記のいずれかに記載のタンパク質ア
レイへの結合を決定し、このように決定したアレイへの結合から、それにより特異的に結
合したタンパク質を同定する段階を含む、抗体または抗体調製物の結合特異性を決定する
方法。実施形態では、タンパク質アレイは、上記または下記のいずれかに記載のゲノムに
よりコードされているタンパク質の実質的な部分を含む。
【００８１】
　１１．０４　１または複数の健常個体および疾患に罹っている１または複数の疾患個体
由来の試料の上記または下記のいずれかに記載のタンパク質アレイへの結合を決定し、健
常および疾患個体由来の試料における結合の差から該疾患のタンパク質バイオマーカーを
決定する段階を含む、疾患のタンパク質バイオマーカーを決定する方法。実施形態では、
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タンパク質アレイは、上記または下記のいずれかに記載のゲノムによりコードされている
タンパク質の実質的な部分を含む。
【００８２】
　１１．０５　１または複数の健常対象および自己免疫疾患に罹っている１または複数の
対象由来の抗体含有試料の上記または下記のいずれかに記載のタンパク質アレイへの結合
を決定し、健常対象および自己免疫疾患に罹っている対象由来の試料における抗体の結合
の差から該自己免疫疾患のタンパク質バイオマーカーを決定する段階を含む、自己免疫疾
患のバイオマーカーを決定する方法。実施形態では、タンパク質アレイは、上記または下
記のいずれかに記載のゲノムによりコードされているタンパク質の実質的な部分を含む。
【００８３】
　１１．０６　１または複数の健常対象および健常個体に存在しない抗体の存在を特徴と
する疾患に罹っている１または複数の対象由来の試料の上記または下記のいずれかに記載
のタンパク質アレイへの結合を決定し、健常対象および該疾患に罹っている対象由来の試
料における抗体の結合の差から該疾患のタンパク質バイオマーカーを決定する段階を含む
、健常個体に存在しない抗体の存在を特徴とする疾患のバイオマーカーを決定する方法。
実施形態では、タンパク質アレイは、上記または下記のいずれかに記載のゲノムによりコ
ードされているタンパク質の実質的な部分を含む。
【００８４】
　１１．０７　疾患に罹っている可能性がある対象由来の抗体含有試料の上記または下記
のいずれかに記載のタンパク質アレイへの結合を決定し、該アレイへの該試料中の抗体の
結合から該疾患の非存在または存在を決定する段階を含む、健常個体に存在しない抗体の
存在を特徴とする疾患を診断する方法。実施形態では、タンパク質アレイは、上記または
下記のいずれかに記載のゲノムによりコードされているタンパク質の実質的な部分を含む
。
【００８５】
　１１．０８　シグナル伝達経路タンパク質のタンパク質を含む試料の上記または下記の
いずれかに記載のタンパク質アレイへの結合を決定し、それにより、前記結合が、前記タ
ンパク質の非存在、存在および／または量を示す、シグナル伝達経路をモニターする方法
。実施形態では、試料は、全細胞溶解物である。実施例では、試料は、外因性ＤＮＡを介
するタンパク質発現が、前記シグナル伝達経路のタンパク質を変更し得る細胞を含む。実
施形態では、前記タンパク質の豊富さ、翻訳後修飾、または安定性のいずれか１つまたは
複数における変化がモニターされる。実施形態では、タンパク質の結合は、１種または複
数のタンパク質特異的抗体を用いて検出される。実施形態では、タンパク質アレイへの結
合は、外因性ＤＮＡを介して発現されたタンパク質と１つまたは複数のシグナル伝達経路
の内因性タンパク質との間の機能的関係を解読するために用いられる。実施形態では、い
くつかの決定は連続して行われ、もう１つのシグナル伝達経路におけるタンパク質の状態
の変化がモニターされる。
【００８６】
　１１．０９　小分子を含む試料の上記または下記のいずれかに記載のタンパク質アレイ
への結合を決定する段階を含む、前記小分子とタンパク質の間の相互作用を決定する方法
。実施形態では、小分子は、小有機分子、脂肪、脂肪酸、脂肪酸エステル、脂質、糖、グ
リカン、核酸、ポリヌクレオチド、アミノ酸、ペプチドもしくはポリペプチド、または任
意の他の小分子のいずれか１つまたは複数である。実施形態では、小分子は、検出可能な
標識で検出可能に標識される。実施形態では、小分子の結合は、アレイに結合した小分子
に結合する二次作用物質を用いて検出される。
【００８７】
ＩＩＩ
　語、用語および句は一般に、本明細書で別に定義され得る場合を除いて、それらが属す
る当業者に対するそれらの通常の意味に従って本明細書で使用される。明確にするために
、特定の用語および句の例示的説明が以下に示される。これらの例示的説明は、本明細書
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で記載される本発明を理解する助けとしてのみ示されるものであって、それらは、本発明
を限定するものではなく、本発明を過度に限定すると決して理解されるべきでない。
【００８８】
　溶解物Ｌ１からＬｎは、１からｎ（ここで、ｎは少なくとも２である。）まで連続的に
番号を付けた、複数のｎ個の溶解物を示す。溶解物の一部は、同じであってもよく、すべ
て異なっていてもよい。
【００８９】
　Ｃ１からＣｎの細胞（一般に、細胞の個体群）は、１からｎ（ここで、ｎは少なくとも
２である。）まで連続的に番号を付けた、複数のｎ個の細胞（一般に、ｎの細胞個体群）
を示す。細胞の一部は同じであってもよく、すべて異なっていてもよい。
【００９０】
　タンパク質Ｐ１からＰｎは、１からｎ（ここで、ｎは少なくとも２である。）まで連続
的に番号を付けた、複数のｎのタンパク質を示す。タンパク質の一部は、同じであっても
よく、すべて異なっていてもよい。
【００９１】
　位置Ｓ１からＳｎは、１からｎ（ここで、ｎは少なくとも２である。）まで連続的に番
号を付けた、複数のｎ個の位置（一般に、アレイにおける）を示す。タンパク質の一部は
、同じであってもよく、それらはすべて異なっていてもよい。タンパク質の一部またはす
べてのアイデンティティは知られていても、知られていなくてもよい。
【００９２】
　ＤＮＡ　Ｄ１からＤｎは、１からｎ（ここで、ｎは少なくとも２である。）まで連続的
に番号を付けた、複数のｎ個のＤＮＡを示す。ＤＮＡの一部は、同じであってもよく、す
べて異なっていてもよい。ＤＮＡの一部またはすべてのアイデンティティは知られていて
も、知られていなくてもよい。
【００９３】
　これらの指定とともに用いられる「それぞれ」（および「対応する」）という用語は、
それらの間の対応を意味する。例えば、位置Ｓ１からＳｎでＤＮＡ　Ｄ１からＤｎを介し
てタンパク質Ｐ１からＰｎを発現する細胞Ｃ１からＣｎの溶解物Ｌ１からＬｎはそれぞれ
、位置Ｓ１でＤＮＡ　Ｄ１を介してタンパク質Ｐ１を発現する細胞Ｃ１の溶解物Ｌ１、位
置Ｓ２でＤＮＡ　Ｄ２を介してタンパク質Ｐ２を発現する細胞Ｃ２の溶解物Ｌ２など、位
置ＳｎでＤＮＡ　Ｄｎを介してタンパク質Ｐｎを発現する細胞Ｃｎの溶解物Ｌｎまでを意
味する。
【００９４】
　本明細書で用いられる抗体には、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体ならびにそ
れらの誘導体が含まれ、限定されるものではないが、以下：例えば、Ｗｉｎｔｅｒら（１
９９１年）Ｎａｔｕｒｅ３４９：２９３－２９９頁および米国特許第４，８１６，５６７
号に記載されているハイブリッド（キメラ）抗体分子のフラグメントを含むＦ（ａｂ）２

およびＦ（ａｂ）フラグメント；例えば、Ｉｎｂａｒら（１９７２年）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ
ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　６９：２６５９－２６６２頁およびＥｈｒｌｉｃｈら（
１９８０年）Ｂｉｏｃｈｅｍ　１９：４９０１－４０９６頁に記載されているＦｖ分子（
非共有ヘテロ二量体）；例えば、Ｈｕｓｔｏｎら（１９８８年）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａ
ｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３頁に記載されている単鎖Ｆｖ分子（
ｓＦｖ）；二量体および三量体の抗体フラグメントコンストラクト；例えば、Ｐａｃｋら
（１９９２年）Ｂｉｏｃｈｅｍ　３１：１５７９－１５８４頁およびＣｕｍｂｅｒら（１
９９２年）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　１４９Ｂ：１２０－１２６頁に記載されているミ
ニボディ（ｍｉｎｉｂｏｄｙ）；例えば、Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら（１９８８年）Ｎａｔｕ
ｒｅ　３３２：３２３－３２７頁；Ｖｅｒｈｏｅｙａｎら（１９８８年）Ｓｃｉｅｎｃｅ
　２３９：１５３４－１５３６頁；および１９９４年９月２１日に発行された英国特許公
開第ＧＢ２，２７６，１６９号に記載されているヒト化抗体分子；ならびに、このような
分子から得られる任意の機能性フラグメント、例えば、抗原結合特性を保持するフラグメ
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ントが挙げられる。
【００９５】
　抗原は、典型的には抗体Ｔ細胞または他の抗原結合抗体、Ｔ細胞受容体または他の抗原
結合免疫系分子に結合することによって体内で免疫応答を誘発する任意の作用物質を示す
ために、本明細書で広く用いられる。抗原は典型的には、１つまたは複数のエピトープを
有する。
【００９６】
　本明細書で用いられるアレイは一般に、別々の位置の規則的な配列を指す。タンパク質
アレイは典型的には、別々の位置におけるタンパク質の規則的な配列である。しばしば、
タンパク質アレイは、１つまたは複数の位置に配置されたタンパク質を有する表面上の一
組の別々の位置を含む。典型的には、位置、特に、その中に配置されたタンパク質を有す
るものは、アレイ中の既知の箇所にあり、位置は典型的には、空間的アドレス、例えば、
二次元デカルト座標系におけるｘ、ｙ座標に類似の、２次元の単位名称を有する。明らか
に、アレイは、任意の所望の幾何学で作製することができ、他のアドレスを指定する体系
を用いて、アレイ中の位置および／またはタンパク質の固有の箇所を示すことができる。
実施形態では、アレイ中のタンパク質の一部またはすべては、既知のタンパク質である。
【００９７】
　ＤＮＡは、天然起源のＤＮＡ、例えば、標識を組み入れている、異常塩基を有するＤＮ
Ａ、または化学的に修飾されたＤＮＡの修飾形態を含む、ポリデオキシリボヌクレオチド
を意味するために本明細書で用いられる。本明細書で多くの実施例および例証がＤＮＡと
いう用語を用いて書かれるが、他のポリヌクレオチド、例えば、ＲＮＡもほぼ同じように
用いることができる。さらに、ＲＮＡが宿主細胞に導入される場合、典型的にはそれはＤ
ＮＡに変換され、したがって、外因性ＤＮＡを介して表されるその表現には、ＲＮＡの導
入から生じる表現が含まれる。
【００９８】
　ＤＤＫは、ＦＬＡＧとして商業的に知られているペプチドタグを示すために本明細書で
用いられる。ＤＤＫおよびＦＬＡＧという用語は、本明細書で同義的に用いられる。
【００９９】
　エピトープは、抗体によって認識される（結合される）抗原の個別の特異的な特徴（構
造的特徴）である。抗原は、１つまたは複数のエピトープを含む。異なる抗体は、所与の
抗原上の同じまたは異なるエピトープに結合し得る。タンパク質抗原上のエピトープは、
アミノ酸配列の連続的または非連続的部分によって規定され得る。
【０１００】
　組換えタンパク質は、分子的なクローニング技術を用いて生成されるタンパク質、例え
ば、外因性ポリヌクレオチド（外因性ＤＮＡなど）を介して発現されるタンパク質を意味
するために本明細書で用いられる。本明細書で別により詳細に検討されるように、外因性
ポリヌクレオチドを介するタンパク質の発現は、そのタンパク質をコードしているポリヌ
クレオチドを宿主細胞中に導入するまたはプロモーター活性化または他の方法などによっ
て外因性遺伝子の発現増加を生じさせるポリヌクレオチドを宿主細胞中に導入することに
よって生じさせ得る。
【０１０１】
　本明細書で用いられる特異的結合パートナーは、標的に特異的に結合する作用物質を示
す。特異的結合は、その作用物質が、抗原、または抗原内のエピトープなどの標的を、他
の非標的物質と区別し得ることを示す。抗原に特異的な抗体およびその抗原は、特異的結
合パートナーの一例である。特異的結合パートナーは、バックグラウンドノイズ、典型的
には非特異的結合の作用を超えて標的を検出するために使用され得るという意味で特異的
である。例えば、タンパク質の特異的結合パートナーは、そのタンパク質の配列またはト
ポロジカルな構造などの特異的特徴を検出し得る。特異的特徴は、例えば、アミノ酸の規
定された順序または規定された化学的部分であり得る。例えば、タンパク質に特異的に結
合する抗体は、タンパク質の短いアミノ酸配列に特異的であってもよく、特異的アミノ酸
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修飾、例えば、チロシンのリン酸化（ホスホチロシン）に特異的であってもよく、または
、特に、タンパク質における特定の炭水化物立体配置（グリカン構造）に特異的であって
もよい。
【０１０２】
　担体は、タンパク質が適用されてアレイを形成することができる表面を提供する構造を
意味するために本明細書で広く用いられる。典型的には、担体は固体であり、アレイを作
製し、およびそれを使用するために必要とされる取り扱いに対して構造的に安定である。
担体は、１つまたは複数の構成要素、例えば、堅さのためにスライドガラス、およびアレ
イ中のタンパク質を固定化するためのニトロセルロース「パッド」を有し得る。
【０１０３】
ＩＶ
【図面の簡単な説明】
【０１０４】
【図１】モジュラーアレイ配置を示す概略図であり、サブアレイの拡大図は、二通りの試
料および対照の配置を示す。
【図２Ａ】Ｓｃｈｏｔｔニトロセルロースコーティングガラス製担体スライド上に二通り
でスポットした（全部で７５００スポット）３７２０の溶解物のタンパク質アレイを示す
図である。全タンパク質を視覚化するためにコロイド状金で染色した後のアレイを示す。
【図２Ｂ】Ｓｃｈｏｔｔニトロセルロースコーティングガラス製担体スライド上に二通り
でスポットした（全部で７５００スポット）３７２０の溶解物のタンパク質アレイを示す
図である。各溶解物中で外因性ＤＮＡを介して発現されたタンパク質を視覚化するために
抗ＦＬＡＧ抗体を免疫染色した後のアレイを示す。
【図３】外因性ＤＮＡを介して細胞中でタンパク質を発現するｐＣＭＶ６－エントリー発
現ベクターの概略図である。この図は、真核細胞中の強い転写のためのＣＭＶプロモータ
ー、真核細胞中の複製のＳＶ４０起点、ＤＤＫ－ｍｙｃタグコード領域、クローニングの
ための複数の制限部位を有する領域、それぞれ、原核生物および真核生物における抗生物
質耐性を与えるカナマイシン／ネオマイシン耐性遺伝子、真核生物における転写ポリアデ
ニル化のためのポリアデニル化シグナル、および原核生物におけるＤＮＡ複製のための複
製のｆｉ細菌起点を含む、このベクターの主要な機能性を示す。
【図４Ａ】Ｓｃｈｏｔｔニトロセルロースコーティングガラス製担体スライド上に二通り
にスポットした３７２０の溶解物のタンパク質アレイへの特徴付け抗ｐ５３抗体の結合の
特異性を示す図である。各溶解物中で外因性ＤＮＡを介して発現されるタンパク質を視覚
化するために抗ＦＬＡＧ抗体で免疫染色した後のアレイを示す。
【図４Ｂ】Ｓｃｈｏｔｔニトロセルロースコーティングガラス製担体スライド上に二通り
にスポットした３７２０の溶解物のタンパク質アレイへの特徴付け抗ｐ５３抗体の結合の
特異性を示す図である。この図は、抗ｐ５３抗体で免疫染色した後のアレイを示す。矢印
で強調された陽性溶解物が１つある。交差反応は検出されなかった。
【図４Ｃ】Ｓｃｈｏｔｔニトロセルロースコーティングガラス製担体スライド上に二通り
にスポットした３７２０の溶解物のタンパク質アレイへの特徴付け抗ｐ５３抗体の結合の
特異性を示す図である。ｐ５３抗体に結合するスポットを有するアレイの断面の拡大図を
示す。（Ｃ）中の上側パネルは、対照タンパク質の連続希釈液を含めて、拡大領域におけ
る抗ＦＬＡＧ免疫染色を示す。（Ｃ）中の下側パネルは、ｐ５３抗体（矢印で強調）に結
合する二通りのスポットの反応を示す。
【図５Ａ】全細胞免疫化により生成したモノクローナル抗体を解読するためのタンパク質
アレイの使用を例証する図である。モノクローナル抗体によるアレイの免疫染色を示す。
陽性シグナルは、破線の四角および矢印で示される。差し込み図は、高倍率での陽性領域
を示し、二通りのＥ－カドヘリンＩ陽性シグナルは、矢印で強調されている。
【図５Ｂ】全細胞免疫化により生成したモノクローナル抗体を解読するためのタンパク質
アレイの使用を例証する図である。Ｅ－カドヘリンＩに対するモノクローナル抗体の特異
性を確認するウェスタンブロット分析の結果を示す。
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【図６】タンパク質溶解物アレイを用いる乳癌バイオマーカーの同定を例証する図である
。　左側パネルは、乳癌患者からの血清によるアレイの免疫染色の結果を示す。陽性反応
領域は、矢印で強調されて、破線の四角内で強調されており、拡大領域Ａ、ＢおよびＣで
拡大して示される。　右側パネルは、正常対照血清で免疫染色する対照を示す。拡大領域
Ａ、ＢおよびＣは、左側パネルで示される拡大領域Ａ、ＢおよびＣに対応する。対照血清
は、乳癌患者由来の血清により免疫染色される位置を免疫染色しないが、対照血清中の自
己抗体の反応は、アレイの様々な位置でＣにおいて見ることができる。
【図７】抗ＤＤＫ抗体を用いるハイスループットイムノアフィニティ精製により１０の無
作為に選択された全細胞溶解物から精製された１０のｍｙｃ－ＦＬＡＧ（ＤＤＫ）タグ付
きタンパク質のＳＤＳ－ＰＡＧＥによる均質性を示す図である。
【図８】その中でＦＬＡＧ－タグ付きタンパク質が抗ＦＬＡＧコーティング担体上に固定
化され、他のタンパク質は洗い流されて、精製タンパク質のアレイを作る、担体上精製の
工程を用いてアレイを作製する実施形態の概略図である。
【図９Ａ】抗ＦＬＡＧ抗体コーティングニトロセルロース担体上の溶解物由来のＦＬＡＧ
タグ付きタンパク質の担体上イムノアフィニティー精製を示す図である。抗－ＦＬＡＧ抗
体コーティング担体上で作製されたアレイの小領域を示す。（Ａ）および（Ｂ）の両方で
、上側挿入図は、アレイのこの部分でスポットされたｍｙｃを視覚化する抗ｍｙｃ抗体に
よる免疫染色を示し；下側挿入図は、ＦＬＡＧタグを含まないタンパク質の（非特異的）
結合を示す抗ベータアクチン抗体による免疫染色を示す。
【図９Ｂ】抗ＦＬＡＧ抗体コーティングニトロセルロース担体上の溶解物由来のＦＬＡＧ
タグ付きタンパク質の担体上イムノアフィニティー精製を示す図である。抗ＦＬＡＧ抗体
コーティングなしで作製されたアレイに一致する小領域を示す。（Ａ）および（Ｂ）の両
方で、上側挿入図は、アレイのこの部分でスポットされたｍｙｃを視覚化する抗ｍｙｃ抗
体による免疫染色を示し；下側挿入図は、ＦＬＡＧタグを含まないタンパク質の（非特異
的）結合を示す抗ベータアクチン抗体による免疫染色を示す。
【０１０５】
　表１は、本明細書で記載される本発明の様々な実施形態によってアレイを作製する一般
的な方法を示す概略図である。
【０１０６】
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【表１】

【０１０７】
　表２は、溶解物から精製したタンパク質を用いてアレイを作製する実施形態の概略図で
ある。実施形態では、タンパク質は、ＤＤＫエピトープでタグが付けられて、抗ＤＤＫ抗
体を用いるイムノアフィニティーにより精製される。
【０１０８】
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【表２】

【０１０９】
　表３は、担体上のタンパク質のインサイチュ精製を用いてアレイを作製する実施形態の
概略図である。
【０１１０】
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【表３】

【発明を実施するための形態】
【０１１１】
Ｖ
　本明細書で記載される本発明の実施形態により、特に、タンパク質アレイ、タンパク質
アレイを作製する方法、タンパク質アレイを使用する方法およびタンパク質アレイを組み
込む装置が提供される。特定の実施形態では、特に、タンパク質－タンパク質相互作用を
決定する、抗体特異性を検証し、および交差反応性種を同定する、抗体特異性を解読し、
およびバイオマーカーを同定する、疾患を診断する、ならびに患者個体群を層別化する方
法が提供される。
【０１１２】
　本明細書で実施形態においてさらに例証されるように、アレイ中のタンパク質は、細胞
溶解物中に含まれる。実施形態では、溶解物は、タンパク質が外因性ＤＮＡを介して発現
される細胞から作られる。実施形態では、溶解物は、外因性ＤＮＡを介してタンパク質を
過剰発現する細胞から作られる。実施形態では、異なる過剰発現タンパク質を含む溶解物
は、タンパク質の同定がアレイ中のそれらの位置により知られるように、アレイ中の特定
の位置に適用される。様々な実施形態では、過剰発現されたタンパク質の構造および／ま
たは機能は、知られていても、いなくてもよい。実施形態では、外因性ＤＮＡは、外因性
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遺伝子の過剰発現を活性化する。実施形態では、外因性ＤＮＡは、タンパク質をコードし
ている。実施形態では、外因性ＤＮＡは、ｃＤＮＡを含み、ｃＤＮＡがコードしているタ
ンパク質の過剰産生を引き起こす。実施形態では、細胞は哺乳動物細胞である。実施形態
では、細胞はヒト細胞である。実施形態では、タンパク質は哺乳動物タンパク質である。
実施形態では、タンパク質はヒトタンパク質である。実施形態では、アレイは、規定数の
遺伝子を含む。実施形態では、アレイは、ヒトゲノムなどのゲノムによりコードされてい
るタンパク質の規定部分を含む。
【０１１３】
　実施形態では、タンパク質は、固定化前に溶解物から精製される。実施形態では、タン
パク質は、アフィニティータグを含む融合タンパク質であり、イムノアフィニティー精製
により精製され、次いで、アレイにおいて固定化される。実施形態では、タンパク質は、
ＦＬＡＧアフィニティータグを含み、抗ＦＬＡＧ抗体を用いてイムノアフィニティーによ
り精製される。
【０１１４】
　実施形態では、タンパク質は、アフィニティー試薬コーティング担体への結合による適
用後にインサイチュで溶解物から精製される。実施形態では、タンパク質は、アフィニテ
ィー試薬に結合するアフィニティータグを含む融合タンパク質であり、該タンパク質は、
アフィニティータグとアフィニティー試薬の間の相互作用によって、アフィニティー試薬
でコーティングされた担体に特異的に結合しており、溶解物中の非結合タンパク質は該担
体から除去される。実施形態では、アフィニティータグはＦＬＡＧタグであり、アフィニ
ティー試薬は抗ＦＬＡＧ抗体である。
【０１１５】
　実施形態では、タンパク質アレイは、タンパク質－タンパク質相互作用を決定するため
に使用される。実施形態では、アレイは、タンパク質が特異的に結合するおよび／または
それが交差反応するタンパク質を同定する、決定するおよび／または定量化するために使
用される。
【０１１６】
　実施形態では、タンパク質アレイは、特に、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体
、ならびに抗体誘導体を含む、抗体の特異性および／または交差反応性を決定するために
使用される。実施形態では、アレイは、抗体を解読する、すなわち、抗体が結合するタン
パク質を、例えば、特に、そのタンパク質が知られていない場合に、同定するために使用
される。
【０１１７】
　実施形態では、タンパク質アレイは、自己免疫血清中の抗体が結合するタンパク質を決
定するために使用される。実施形態では、自己免疫疾患は、いずれか１種または複数のＬ
ｕｐｕｓ、ＲＡまたはＭＳである。
【０１１８】
　実施形態では、タンパク質アレイは、健常および／または疾患の自己免疫マーカーを同
定するために使用される。実施形態では、タンパク質アレイは、健常および／または疾患
の自己免疫マーカーを決定するために使用される。実施形態では、自己免疫マーカーは、
自己免疫疾患または癌に対するマーカーである。実施形態では、自己免疫疾患は、いずれ
か１種または複数のＬｕｐｕｓ、ＲＡまたはＭＳである。
【０１１９】
　実施形態では、タンパク質アレイは、非タンパク質物質のタンパク質への結合を決定す
るために使用される。実施形態では、タンパク質アレイは、非タンパク質物質のタンパク
質結合パートナーを同定するために使用される。
【０１２０】
　アレイ作製方法
　実施形態では、アレイは、タンパク質の集団の各タンパク質について、該タンパク質を
含む細胞溶解物を調製し、該溶解物を担体上の１つの位置に適用することによって形成さ
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れ、ここで、各タンパク質についての溶解物は、異なる位置に適用され、該溶解物の適用
は担体上に該タンパク質のアレイを形成し、該タンパク質は、該溶解物が作られる細胞中
で外因性ＤＮＡを介して発現されている。図１は、本発明の実施形態によって細胞溶解物
からアレイを作製する一般的なスキームを示す。図１は、表１に示される実施形態の一般
的方法によって作製された２次元タンパク質アレイを示す。表２は、タンパク質が、アレ
イを形成する前に溶解物から精製される実施形態によってアレイを作製する方法を示す。
表３は、タンパク質が、インサイチュアフィニティー法によってアレイを形成した後に精
製される実施形態によってアレイを作製する方法を示す。
【０１２１】
　本明細書で記載される本発明の態様では、実施形態は、生物のゲノム中の遺伝子により
発現されるタンパク質の実質的な部分を包含するアレイに関する。特定の実施形態はさら
に、タンパク質が、担体への適用前に宿主細胞中の外因性ＤＮＡを介して過剰発現される
アレイに関する。特定のさらなる実施形態は、アレイ中のタンパク質の濃度が、それが発
現される宿主細胞におけるよりも高いアレイに関し、実施形態では、アレイ中のタンパク
質の濃度が、それが外因性ＤＮＡを介して発現される宿主細胞中にあるよりも高いアレイ
に関する。
【０１２２】
　本明細書で例証されるように、実施形態においてアレイを作製する方法は、外因性ＤＮ
Ａ（または他のポリヌクレオチド）を介して細胞中でタンパク質を発現させ、該細胞を溶
解し、および該溶解物（またはそれから精製されたタンパク質）を担体に適用してアレイ
を形成する任意の適切な方法を用い得る。様々な例証的な実施形態によって、タンパク質
を発現させ、溶解物を作製し、および溶解物（または精製タンパク質）を担体に適用して
アレイを形成する方法は、以下により詳細に説明され、実施例でさらに例証される。
【０１２３】
　アレイのためのタンパク質
　本明細書で記載される本発明の実施形態におけるアレイのためのタンパク質は、宿主細
胞中の外因性ポリヌクレオチド、しばしばＤＮＡを介して得られる。実施形態では、宿主
細胞は真核細胞である。実施形態では、細胞は哺乳動物である。実施形態では、本明細書
で別にさらに検討されるように、それらはヒト細胞である。ポリヌクレオチド、例えば、
実施形態において宿主細胞中でタンパク質を発現するＤＮＡは、ライブラリーのメンバー
である。この点に関して、ライブラリーという用語は、ポリヌクレオチド、例えば、ＤＮ
Ａの１つの集合または組を意味する。実施形態では、ライブラリーは、哺乳動物のゲノム
、例えば、マウス、ラット、ヤギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、サル、ゴリラまたはヒト
のゲノムなどのゲノムの固有の遺伝子座、遺伝子、タンパク質コード遺伝子または領域、
オープンリーディングフレームなどの規定した数を含み得る。
【０１２４】
　この点に関して、「遺伝子座」（「ｌｏｃｕｓ」または「ｇｅｎｅ　ｌｏｃｕｓ」）は
、染色体上の別個の位置を指す。遺伝子座は、一緒にスプライスされ得るすべての可能な
エクソンを含む、ゲノム内の規定された染色体領域に対するヌクレオチド配列によって正
確に地図化される。代替エクソンの利用および／または示差的スプライシングのために、
２以上の転写が単一のゲノム遺伝子座から始まり得る。したがって、各固有の遺伝子座は
、それぞれ同じ固有の遺伝子座から始まる異なる転写のためのポリヌクレオチドを含む複
数の発現クローンで表され得る。本明細書で用いられるとおりの遺伝子座を含むタンパク
質によって、タンパク質が、それらがそこでコードされている遺伝子座に対応することが
意味される。
【０１２５】
　ヒトゲノム中の遺伝子、タンパク質コード遺伝子、固有の遺伝子座などの全数は、進行
中の研究の問題である。例えば、Ｎａｔｕｒｅ　４３１、９３１－９４５頁（２００４年
１０月２１日）およびヒトゲノムの数が記載されているその刊行物中の他の論文を参照さ
れたい。ＮＣＢＩは、本明細書でＲｅｆｅｒｅｎｃｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｃｏｌｌｅｃ
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ｔｉｏｎ（「ＲｅｆＳｅｑ」）と称されるヒトゲノム由来のヌクレオチド配列の総合的で
、統合的な非冗長性セットを維持する。この集合は、細心の注意を払ってキュレートされ
（ｃｕｒａｔｅｄ）、継続して更新されており、例えば、Ｐｒｕｉｔｔ　ＫＤ、Ｋａｔｚ
　ＫＳ、Ｓｉｃｏｔｔｅ　Ｈ、Ｍａｇｌｏｔｔ　ＤＲ、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ．　２
０００年１月；１６（１）：４４－４７頁；Ｐｒｕｉｔｔ　ＫＤ、Ｍａｇｌｏｔｔ　ＤＲ
、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　２００１年１月１日；２９（１）：１３７－１
４０頁；Ｔｈｅ　ＮＣＢＩハンドブック［インターネット］、Ｂｅｔｈｅｓｄａ（ＭＤ）
：Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｌｉｂｒａｒｙ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（米国）、Ｎａｔｉｏｎ
ａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ、
２００２年１０月、第１７章、Ｔｈｅ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（Ｒｅｆ
Ｓｅｑ）Ｐｒｏｊｅｃｔ（ｈｔｔｐ：／／ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｅｎｔｒ
ｅｚを介して入手できる）に記載されている。タンパク質を発現するポリヌクレオチドの
配列、並びに多数の遺伝子座および遺伝子は、ＲｅｆＳｅｑおよび他のデータベース、例
えば、ＧｅｎＢａｎｋ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＧｅｎＳｅｑ、ＥＭＢＬ、ＵｎｉＰｒｏｔ
、ＡＳＤ、ＩＭＧＴ、ＩＰＤ、ＩＰＩで確認され得る。
【０１２６】
　実施形態では、このようなライブラリーは、ゲノムにおける固有の遺伝子座の実質的な
部分、例えば、ヒトゲノムなどのゲノムにおける固有の遺伝子座の５、１０、２０、２５
、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、
９５、９７、９９％（および間の値）の少なくともいずれかを含む。実施形態では、この
ようなライブラリーは、ゲノムにおける遺伝子の実質的な部分、例えば、ヒトゲノムなど
のゲノムにおける遺伝子の２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６
５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、９７、９９％以上（および間の値）の少なく
ともいずれかを含み得る。実施形態では、このようなライブラリーは、ゲノムにおける遺
伝子の実質的な部分、例えば、ヒトゲノムなどのゲノムにおけるタンパク質コード遺伝子
の５、１０、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７
５、８０、８５、９０、９５、９７、９９％以上（および間の値）の少なくともいずれか
を含み得る。
【０１２７】
　実施形態では、このようなライブラリーは、ポリヌクレオチド、例えば、ＤＮＡを、固
有の遺伝子座、遺伝子、タンパク質コード遺伝子、オープンリーディングフレームなどの
特定の数について、例えば、５，０００、６，０００、７，０００、８，０００、９，０
００、１０，０００、１１，０００、１２，０００、１３，０００、１４，０００、１５
，０００、１６，０００、１７，０００、１８，０００、１９，０００、２０，０００、
２１，０００、２２，０００、２４，０００、２６，０００、２８，０００、３０，００
０、３５，０００、４０，０００の遺伝子座、遺伝子、タンパク質コード遺伝子、オープ
ンリーディングフレームなどの少なくともいずれかを含む。
【０１２８】
　サブアレイ
　実施形態では、タンパク質アレイは、特に、タンパク質が細胞周期の間にもしくは発生
の間に発現される場合、一般的なタンパク質の特徴、例えば、機能的または構造的特徴、
またはそれが生物において発現される場合、もしくはそれが細胞にある場合に、その所与
の代謝経路への関与、その疾患への関係などに基づいてサブアレイに構成される。実施形
態では、アレイおよび／またはサブアレイは、特定の疾患への関与によって関係づけられ
るタンパク質をグループ化し得る。実施形態では、アレイおよび／またはサブアレイは、
膜内外（原形質膜）；Ｇタンパク質共役受容体；Ｇタンパク質共役受容体、非嗅覚；Ｇタ
ンパク質共役受容体、嗅覚；ホルモン受容体；ステロイドホルモン受容体；神経伝達受容
体；酵素；キナーゼ；細胞質；オルガネラ、細胞核；核膜；小胞体；ミトコンドリア；リ
ソソーム；細胞骨格；免疫系；組織型（例えば、胸部、前立腺、脳、心臓など）；イオン
チャネル；核ホルモン受容体、シトクロムｐ４５０；ホスホターゼ；プロテアーゼ；ホス
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ホジエステラーゼ；タンパク質輸送；ＡＴＰ結合カセット（ＡＮＣ）；サイトカイン；ホ
メオボックスおよびＨＯＸ遺伝子；インテグリン；トランスポータ；ＤｅｘＨ／Ｄタンパ
ク質ファミリー（ＲＮＡ代謝）などのタンパク質をグループ化し得る。
【０１２９】
　外因性ＤＮＡを介するタンパク質産生
　実施形態では、タンパク質は、溶解物が外因性ＤＮＡを介して作製される細胞中で発現
される、すなわち、細胞中の、およびそれによる溶解物中の、タンパク質の量が、実質的
に外因性ＤＮＡによって生じる。実施形態では、タンパク質は、外因性ＤＮＡを介して細
胞中で過剰発現され、それにより、タンパク質が、外因性ＤＮＡの存在および作用がない
場合に細胞が産生する量を超えて細胞中で産生されることが意味される。実施形態では、
タンパク質は、細胞中で内生的に生成されるが、これは、外因性ＤＮＡを介する細胞を介
して顕著により高いレベルで生成される。実施形態では、タンパク質は、外因性ＤＮＡを
介して、その非存在で産生される量を実質的に超える量で過剰産生される。実施形態では
、タンパク質は、外因性ＤＮＡなしで細胞中で産生される量の１．２、１．５、２．０、
２．５、３．０、３．５、４．０、４．５、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０、
１０、２５、５０、７５、１００、１５０、２００、２５０、３００、４００、５００、
７５０、１，０００、２，０００、３，０００、５，０００、７，５００、１０，０００
倍またはそれを超える少なくともいずれかの量で産生される。
【０１３０】
　タンパク質を発現するための外因性ＤＮＡ
　外因性ＤＮＡによって、ゲノムにおけるその天然設定における天然起源のＤＮＡでない
；すなわち、その非改変外因性設定における非改変外因性遺伝子でないＤＮＡが意味され
る。典型的には、外因性ＤＮＡは、周知の組換えＤＮＡ技術を介して細胞中に導入される
ＤＮＡである。しばしば、外因性ＤＮＡは、その天然形態において、突然変異タンパク質
としておよび／または融合タンパク質としてのいずれかで、発現されるタンパク質をコー
ドしている。この点に関して実施形態では、外因性ＤＮＡは、以下により詳細に検討され
るように、発現ベクターまたはコンストラクトの形態で細胞中に導入される。外因性ＤＮ
Ａはまた、発現されるタンパク質、例えば、非相同的組換えで作用するＲＡＧＥコンスト
ラクトをコードしない活性化因子ＤＮＡであり得る。それは、発現されるタンパク質に対
する遺伝子の一部のみを含む活性化因子ＤＮＡ、例えば、相同的組換えによる遺伝子活性
化のためのコンストラクトであり得る。それは、タンパク質をコードしているコンストラ
クト、例えば、発現コンストラクトであり得、この場合に、そのコード領域は、中断され
ていなくても、中断されていてもよい。また、それは、アレイのための１種または複数の
タンパク質の所望の量の、細胞における産生を生じさせる他の外因性ＤＮＡであってもよ
い。
【０１３１】
　発現ベクター
　実施形態では、アレイのためのタンパク質は、そのタンパク質をコードし、そのタンパ
ク質のコード配列が、所望の転写および最終的には、宿主細胞におけるタンパク質の産生
をもたらす発現調節配列（シス作用調節配列とも呼ばれる）に作動可能に結合される発現
ベクター（発現コンストラクトとも呼ばれる）である外因性ＤＮＡを介して細胞中で発現
される。実施形態では、細胞中でエピソーム要素として存続するものなどの発現ベクター
は、自発的に複製する。実施形態では、宿主細胞ＤＮＡとともに複製するものなどの発現
ベクターは、宿主細胞ＤＮＡ中に一体化する。任意の適切な発現調節配列は、細胞中でタ
ンパク質を産生するために用いることができる。このような発現調節配列には、限定され
るものではないが、プロモーター、エンハンサー、リボソーム相互作用部位（リボソーム
結合部位など）、ポリアデニル化部位、転写スライス配列、転写終結配列、ｍＲＮＡを安
定化させる配列、ならびに宿主細胞における外因性ＤＮＡを介するタンパク質の産生に所
望の効果を生じさせ、制御し、促進し、増加させおよび／または達成する他の配列が含ま
れる。このような調節配列は、宿主適合性、誘導発現、高ｍＲＮＡコピー数、および他の
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望ましい効果について選択され得る。実施形態では、この点に関して有用なプロモーター
には、細菌宿主のためのｔｒｐ、ｌａｃ、ｔａｃ、またはＴ７プロモーター；酵母のため
のアルファ因子、アルコールオキシダーゼ、またはＰＧＨプロモーター、ならびに真核細
胞、例えば、哺乳動物細胞のためのＭＭＴＶ；ＳＶ４０；ＣＭＶ、およびＲＳＶ「プロモ
ーター」が含まれる。
【０１３２】
　本発明の特定の実施形態で有用な具体的な発現ベクターである、ｐＣＭＶ６－エントリ
ーが、図３で概略を示している。
【０１３３】
　外因性ＤＮＡの細胞中への導入
　任意の適切な系または方法を使用して、本発明の実施形態においてアレイを作製するた
めのタンパク質の発現のために細胞中にＤＮＡまたは他のポリヌクレオチドを導入するこ
とができる。この点に関して使用され得るＤＮＡおよび他のポリヌクレオチドを導入する
ための、以下にさらに列挙される参考文献に記載されたもののような多くの周知の方法が
ある。本明細書で記載される本発明の実施形態で使用され得る、それらにおよび別に記載
される適切な方法の中で、リン酸カルシウム沈殿、電気せん孔、注入、ＤＥＡＥ－デキス
トラン－仲介トランスフェクション、リポソームとの融合、細胞中へのその吸収を増強さ
せる作用物質との結合、およびウイルス形質導入がある。細胞へ入った後に、ＤＮＡ（ま
たは他のポリヌクレオチド）が、染色体外でまたは宿主細胞の染色体（複数可）中に統合
されて存続する細胞中へＤＮＡおよび他のポリヌクレオチドを導入する方法が使用され得
る。ＤＮＡ、または他のポリヌクレオチドは、周知の方法に従って、一時的に、構造的に
および／または誘導的に発現され得る。細胞中に導入されるポリヌクレオチドがＤＮＡで
ない場合、それは、ＤＮＡにコピーされ、そのＤＮＡは最終的に、目的のタンパク質を発
現するためのテンプレートである場合がしばしばである。
【０１３４】
　細胞
　上記のように、目的のタンパク質を発現する細胞は、外因性ＤＮＡ（または他のポリヌ
クレオチド）を宿主細胞中に導入し、そのＤＮＡを受け入れた細胞を選択し、細胞をクロ
ーン的に繁殖させ、それらが目的のタンパク質を発現することを確認し、次いで、保存す
る、および／または所望のアレイを作製するのに十分な溶解物を作るために細胞の十分な
個体群を生成させるために細胞をさらに展開することによって作られ得る。例えば、以下
にさらに列挙される分子クローニングについての参考文献に示された方法などの適切な方
法が当技術分野で周知であり常法である。
【０１３５】
　実施形態では、アレイを作製するためのタンパク質は、任意の適切な細胞型、例えば、
限定されるものではないが、細菌、植物または動物細胞、酵母または哺乳動物細胞、なら
びにヒト細胞、たとえば、ＣＯＳ、ＣＶ１、ＢＨＫ、ＣＨＯ、ＨｅＬａ、ＬＴＫ、ＮＩＨ
３Ｔ３、２９３、およびＨＥＫ２９３細胞（ＨＥＫ２９３Ｔ細胞など）を含む、原核細胞
または真核細胞で作製され得る。
【０１３６】
　溶解物
　溶解物は、任意の適切な方法を用いて細胞から作製され得る。実施形態では、この溶解
物法は、タンパク質の所望の構造的および／または機能的特徴を保存する。多くのこのよ
うな方法は当業者に周知である。例えば、溶解物は、例えば、ＲＩＰＡ緩衝液、ＳＤＳを
含有する溶解緩衝液、低張性溶解緩衝液などを含めて、洗浄剤を含まない緩衝液および洗
浄剤を含む緩衝液を用いて作製され得る。細胞を溶解する方法は、当技術分野で周知であ
り、限定されるものではないが、それらには、洗浄剤溶解、超音波溶解、および圧力下溶
解（フレンチプレス）などが含まれる。
【０１３７】
　実施形態では、アレイ中溶解物の少なくとも２０、３０、４０、５０、６０、７０、８
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０、９０、９５または１００％における各溶解物中のタンパク質の濃度は、１、２、３、
５、１０、１５、２０、２５、３５、５０、１００、１５０、２００、２５０、３００、
３５０、４００、４５０、５００、６００、７００、８００もしくは９００マイクログラ
ム／ｍｌ、１、２、３、５、１０、１５、２０、２５、３５、５０、１００、１５０、２
００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、６００、７００、８００もし
くは９００ｍｇ／ｍｌ、または１、２、３、４、もしくは５グラム／ｍｌの少なくともい
ずれかである。
【０１３８】
　実施形態では、アレイ中の溶解物の少なくとも２０、３０、４０、５０、６０、７０、
８０、９０、９５または１００％において組換えＤＮＡを介して発現されるタンパク質の
濃度は、溶解物中全タンパク質の０．０１、０．０５、０．１０、０．２０、０．５０、
０．７５、１．００、２．００、３．００、４．００、５．００、１０．０、１５．０、
２０．０パーセントの少なくともいずれかである。
【０１３９】
　実施形態では、溶解物濃度は、０．２－４ｍｇ／ｍｌであり、外因性ＤＮＡを介して発
現されるタンパク質は、全タンパク質の０．１から２％である。
【０１４０】
　組換えタンパク質がアレイへの適用前に精製される実施形態では、アレイに適用される
タンパク質の少なくとも２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、９５または
１００％について適用緩衝液中組換えタンパク質の濃度は、１、２、３、５、１０、１５
、２０、２５、３５、５０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００
、４５０、５００、６００、７００、８００もしくは９００マイクログラム／ｍｌ、１、
２、３、５、１０、１５、２０、２５、３５、５０、１００、１５０、２００、２５０、
３００、３５０、４００、４５０、５００、６００、７００、８００もしくは９００ｍｇ
／ｍｌ、または１、２、３、４、もしくは５グラム／ｍｌの少なくともいずれかである。
【０１４１】
　担体
　アレイは、１つのパーツまたはいくつかのパーツのいずれにおいても、任意の適切な担
体上で作製され得る。実施形態では、固体担体は、不溶性マトリックスである任意の材料
であることができ、硬質または半硬質の表面を有することができる。実施形態では、担体
は、アレイを作製するために、タンパク質を適用する担体として機能するために適切な数
ある膜材料の中でも、ニトロセルロース、ナイロンなどの膜である。このような膜担体は
、独立して立っていることができても、またはそれら自体支持されていてもよい（例えば
、スライドガラス上のニトロセルロース膜材料）。実施形態では、担体は、ガラス（スラ
イドガラスなど）、シリコン（集積回路およびＭＥＭデバイスにおける元素の表面を含む
）、およびプラスチック（プラスチックプレート、例えば、マイクロタイタープレート（
例えば、９６－ウェル、３８４－ウェルのマイクロタイタープレート）を含む）、ならび
に他の受容力をもつものであり得る。
【０１４２】
　例示的な固体担体には、限定されるものではないが、ニトロセルロースなどの基板（例
えば、スライドガラス上の膜におけるまたはマイクロタイターウェル形態における）；ポ
リ塩化ビニル（例えば、ガラス上またはマイクロタイターウェル中のシート）；ポリスチ
レンラテックス（例えば、ガラス上またはマイクロタイタープレート中のビーズ）；ポリ
フッ化ビニリデン；ジアゾ化紙；ナイロン膜；活性化ビーズ、磁気応答性ビーズなどが含
まれる。特定の担体には、プレート、ペレット、ディスク、キャピラリー、中空繊維、ニ
ードル、ピン、固体繊維、セルロースビーズ、細孔ガラスビーズ、シリカゲル、場合によ
ってジビニルベンゼンで架橋されたポリスチレンビーズ、グラフト化コポリビーズ、ポリ
アクリルアミドビーズ、ラテックスビーズ、場合によってＮ，Ｎ’－ビス－アクリロイル
エチレンジアミンで架橋されたジメチルアクリルアミドビーズ、および疎水性ポリマーで
コーティングされたガラス粒子が含まれる。
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【０１４３】
　実施形態では、タンパク質は、共有および／または非共有結合を介して担体上に結合さ
れる。実施形態では、タンパク質は、非修飾形態で結合され得る、またはそれらは修飾さ
れて結合もしくは結合後の除去を促進し得る、または両方であり得る。実施形態では、タ
ンパク質は修飾されて、ガラス、ポリリシン、ポリスチレン、ポリアクリレート、ポリイ
ミド、ポリアクリルアミド、ポリエチレン、ポリビニル、ポリジアセチレン、ポリフェニ
レンビニレン、ポリペプチド、多糖類、ポリスルホン、ポリピロール、ポリイミダゾール
、ポリチオフェン、ポリエーテル、エポキシド、シリカガラス、シリカゲル、シロキサン
、ポリホスフェート、ヒドロゲル、アガロース、セルロース、および／または他の担体、
コーティングもしくはフィルムへの結合を促進または可能にし得る。
【０１４４】
　これらの中で、Ｓｃｈｏｔｔ　Ｎｅｘｔｅｒｉｏｎニトロセルローススライドなどのニ
トロセルロースでコーティングされたスライドガラスがある。
【０１４５】
　溶解物の担体への適用
　タンパク質、例えば、外因性遺伝子を介して発現される溶解物中のタンパク質は、様々
な方法でアレイに適用され得る。実施形態では、それらは、マイクロアレイプリンターを
用いて適用される。マイクロアレイプリンターは、試料をスポットするためのプリンティ
ングチップアーキテクチャ（ｐｒｉｎｔｉｎｇ　ｔｉｐ　ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ）お
よび機構によって３グループ：クイルピン（ｑｕｉｌｌ　ｐｉｎ）（スプリットピン）、
圧電（インクジェット）スポッター、およびソリッドピンに区別され得る（Ｂａｒｂｕｌ
ｏｖｉｃＮａｄら、２００６年）。Ａｕｓｈｏｎによって開発されたソリッドピンアレイ
ヤー（ｓｏｌｉｄ　ｐｉｎ　ａｒｒａｙｅｒ）は、細胞溶解物などの複雑な混合物をプリ
ントするために特別に設計されており、粘性タンパク質溶液で十分機能して、スライド上
に均一なスポットを生成する（Ｓｐｕｒｒｉｅｒら、２００８年）。このスポッターによ
る均一性は、コロイド金で染色されたアレイを示す図２Ａで示されるように、非常に良好
である。スポットにおける全タンパク質は、アレイにわたって均一であり、各サブアレイ
における濃度シリーズは、適切なスケーリングを示し、これは同様に、アレイにわたって
均一である。
【０１４６】
　アレイ幾何学およびスポット密度
　アレイは、多種多様なフォーマット、寸法、モジュール性で作製することができ、多種
多様な、特に、位置、タンパク質、フィーチャ、フィーチャサイズ、フィーチャ間隔、フ
ィーチャ占有率、対照、アラインメントマーカーおよび基準によって作製することができ
る。
【０１４７】
　実施形態では、アレイ中１ｃｍ２当たり１０、２５、５０、７５、１００、１５０、２
００、２５０、３５０、５００、７５０、１，０００、２，０００、３，０００、４，０
００、５，０００、６，０００、７，５００、１０，０００、１５，０００、または２０
，０００の位置の少なくともいずれかが存在する。
【０１４８】
　実施形態では、１ｃｍ２当たりアレイ上の異なる位置に適用される１０、２５、５０、
７５、１００、１５０、２００、２５０、３５０、５００、７５０、１，０００、２，０
００、３，０００、４，０００、５，０００、６，０００、７，５００、１０，０００、
１５，０００、または２０，０００の溶解物の少なくともいずれかが存在する。
【０１４９】
　実施形態では、１ｃｍ２当たりアレイ上の異なる位置に適用される、外因性ＤＮＡを介
して発現される１０、２５、５０、７５、１００、１５０、２００、２５０、３５０、５
００、７５０、１，０００、２，０００、３，０００、４，０００、５，０００、６，０
００、７，５００、１０，０００、１５，０００、または２０，０００のタンパク質の少
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なくともいずれかが存在する。
【０１５０】
　実施形態では、前記位置の５０、６０、７０、８０、９０または９５％の少なくともい
ずれかに適用される前記タンパク質を有するアレイ上１ｃｍ２当たり１０、２５、５０、
７５、１００、１５０、２００、２５０、３５０、５００、７５０、１，０００、２，０
００、３，０００、４，０００、５，０００、６，０００、７，５００、１０，０００、
１５，０００、または２０，０００の位置の少なくともいずれかが存在する。
【０１５１】
　実施形態では、溶解物および／またはタンパク質は、直径１０－５０、２５－７５、５
０－１００、７５－１５０、１００－２００、１５０－２５０、２００－３００、２５０
－３５０、３００－４００、４００－５００、５００－７５０、４００－８００、７５０
－１，０００μｍのいずれかであるスポット（フィーチャ）に適用される。
【０１５２】
　実施形態では、アレイ中溶解物またはタンパク質を含むフィーチャの面積は、１０－５
０、２５－７５、５０－１００、７５－１５０、１００－２００、１５０－２５０、２０
０－３００、２５０－３５０、３００－４００、４００－５００、５００－７５０、４０
０－８００、７５０－１，２５０、１，０００－２，０００、１，５００－３，０００、
２，５００－５，０００μｍ２のいずれかである。
【０１５３】
　実施形態では、アレイ中のフィーチャ（スポット）の中心と中心の間隔が、５－１５、
１０－２０、１５－２５、２０－４０、２５－５０、２５－７５、５０－１００、７５－
１５０、１００－１５０、１２５－１７５、１５０－２２５、２００－２５０、２２５－
２７５、２５０－３５０、３００－４００または４００－５００μｍのいずれかである。
【０１５４】
　実施形態では、タンパク質スポットサイズは、直径１１０から３００μｍである。実施
形態では、アレイ上の中心と中心の間隔または位置および／もしくはタンパク質は、１５
０－２５０μｍである。
【０１５５】
　結合を検出するアレイの使用
　タンパク質アレイ中のタンパク質への作用物質の結合を検出および／または測定するた
めに任意の適切な方法論が使用され得る。実施形態では、固相アッセイが使用される。実
施形態では、サンドイッチアッセイが使用される。実施形態では、放射測定、熱量測定、
化学発光および／または蛍光定量に基づくアッセイが使用される。抗体結合アッセイに関
連する特定の実施形態では、例えば、ＲＩＡ（ラジオイムノアッセイ）、ＥＬＩＳＡ（酵
素結合免疫吸着法）、ＥＩＡ（酵素免疫アッセイ）、免疫蛍光アッセイ、および免疫沈澱
アッセイなどを含む、任意の適切な免疫アッセイが使用され得る。実施形態では、直接標
識法も使用され、ここで、作用物質は直接標識されて、アレイ中のタンパク質への結合は
、直接結合した標識を検出および／または測定することによって決定される。実施形態で
は、間接標識法が使用され、ここで、作用物質の結合は、作用物質の部分ではなく、およ
びアレイ上のタンパク質の部分でない検出部分との相互作用によって検出される。例えば
、間接ＥＬＩＳＡでは、アレイ中のタンパク質への抗体の結合は、一次抗体に結合する標
識二次抗体によって検出される。実施形態で有用である、熱量測定、放射測定および蛍光
定量の検出可能マーカーには、限定されるものではないが、ローダミンまたはローダミン
誘導体、ビオチン、アビジン、ストレパビジン、蛍光化合物（Ｃｙ３、Ｃｙ５、Ａｌｅｘ
ａ－５５５、Ａｌｅｘａ－６４７、Ｄｙｌｉｇｈｔ－５４９またはＤｙｌｉｇｈｔ－６４
９ａなど）、化学発光化合物（ジメチルアクリジニウムエステルなど）などが含まれる。
【０１５６】
　実施形態では、酵素免疫アッセイが検出のために使用され得る。タンパク質アレイに容
易に適用され得る様々なこのようなアッセイが周知であるとともに、当技術分野で日常的
に用いられており、例えば、Ｖｏｌｌｅｒ，Ａ．、「Ｔｈｅ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｌｉｎｋｅ
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ｄ　Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　Ａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）」、１９７８年、Ｄｉａｇ
ｎｏｓｔｉｃ　Ｈｏｒｉｚｏｎｓ　２、１－７、Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｓ　Ｑｕａｒｔｅｒｌｙ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ、Ｗａｌｋｅｒｓｖｉ
ｌｌｅ、Ｍｄ．；Ｖｏｌｌｅｒ，Ａ．ら、１９７８年、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐａｔｈｏｌ．３
１、５０７－５２０頁；Ｂｕｔｌｅｒ，Ｊ．Ｅ．、１９８１年、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏ
ｌ．７３、４８２－５２３頁；およびＭａｇｇｉｏ，Ｅ（編）、１９８０年、Ｅｎｚｙｍ
ｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ、Ｆｌａ．に
記載されたものなどがある。
【０１５７】
　ＥＬＩＳＡは、酵素反応を用いて、熱産生もしくは蛍光発生基質から着色（吸収性）も
しくは蛍光生成物、または化学発光基質から発光を生じさせる。１種または複数の酵素が
用いられ得る。単純な実施では、発色基質に作用する酵素が、抗体に結合している。この
結合体は、例えば、マイクロタイターディッシュウェルに固定化されたタンパク質とイン
キュベートされる。インキュベーション後、アレイ中のタンパク質に結合しなかった結合
体は、洗い流される。シグナル生成性、例えば、発色基質が添加され、一定期間ウェル中
でインキュベートされて、マイクロタイタープレートウェル中のタンパク質に結合したい
ずれの酵素結合体も着色生成物を生成し得るようにする。反応の直線領域では、生じた色
の量は、結合した結合体の量に比例する。タンパク質アレイについて、反応の生成物は一
般に、表面上に沈殿するまたは表面に結合し、そのため、それは、抗体が結合している場
所から拡散しない。酵素反応の使用は、各結合事象からのシグナルを大きく増幅する。Ｅ
ＬＩＳＡは、さらなる増幅のために２種以上の酵素を用い得る。非常に多種多様なＥＬＩ
ＳＡが、当技術分野に知られており、本明細書で記載されているタンパク質アレイととも
に使用するために容易に適合させ得る。
【０１５８】
　多くの酵素が、実施形態で用いられ得るＥＬＩＳＡで成功裏に使用されてきており、限
定されるものではないが、リンゴ酸脱水素酵素、ブドウ球菌ヌクレアーゼ、デルタ－５－
ステロイドイソメラーゼ、酵母アルコール脱水素酵素、アルファ－グリセロホスフェート
、脱水素酵素、トリオースリン酸イソメラーゼ、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、
アルカリホスファターゼ、アスパラギナーゼ、グルコースオキシダーゼ、ベータ－ガラク
トシダーゼ、リボヌクレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース－６－リン酸脱水
素酵素、グルコアミラーゼおよびアセチルコリンエステラーゼが挙げられる。
【０１５９】
　これらの酵素（および他の酵素）のための任意の適切な基質および標識、例えば、限定
されるものではないが、それぞれ、着色、蛍光および化学発光生成物を生じさせる、（上
記のとおりの）熱産生、蛍光発生、生物発光および化学発光基質が、ＥＬＩＳＡで使用さ
れ得る。放射性標識もまた使用することができる。実施形態で有用な蛍光標識には、限定
されるものではないが、以下が含まれる：フルオレセインイソチオシアネート、ローダミ
ン、フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタルアルデヒドお
よびフルオレサミン。実施形態で有用な化学発光標識には、限定されるものではないが、
ルミノール、イソルミノール、セロマティックアクリジニウムエステル、イミダゾール、
アクリジニウム塩およびシュウ酸エステルが含まれる。実施形態で有用な生物発光標識に
は、限定されるものではないが、ルシフェリン、ルシフェラーゼおよびイクオリンが含ま
れる。任意の適切な標識を用いることができ、上記は、ＥＬＩＳＡおよびこの点に関して
有効であり得る他の結合アッセイで開発され、用いられてきた、よく知られているより有
効な標識のほんの一部である。
【０１６０】
　結合パートナーを選別するタンパク質アレイの使用
　アレイ中でポリペプチド（タンパク質）と反応するまたはそれに結合する任意の種類の
試料または物質（本明細書で作用物質と呼ばれる）の相互作用が、特定され得る。実施形
態では、アレイは、アレイ中のタンパク質への結合、例えば、試料（およびその成分）ま
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たは作用物質（候補結合性化合物または抗体など）の結合を検出するために使用される。
この点に関して具体的な使用が、以下に説明される。
【０１６１】
　実施形態では、作用物質は、アレイ中のタンパク質の特異的結合パートナー、例えば、
抗体、受容体リガンド、アプタマー、ポリペプチド、および他の結合性分子である。作用
物質は、ポリペプチドを修飾する酵素または他の物質、例えば、キナーゼ（タンパク質を
リン酸化する）であり得る。作用物質は、タンパク質（ポリペプチド）に結合し得る任意
の物質または部分を含むことができ、限定されるものではないが、単独でまたは組み合せ
て、化合物；生物分子、例えば、ポリペプチド（アミノ酸）、脂質、核酸（ヌクレオチド
およびポリヌクレオチド）、および炭水化物；無機分子；有機分子などが挙げられる。
【０１６２】
　抗体が結合するタンパク質を同定するタンパク質アレイの使用
　実施形態では、本明細書で記載されるタンパク質アレイは、抗体が結合するタンパク質
を選別および同定するために使用され得る。抗体は、それらの特異性のために、診断およ
び治療目的に広範に用いられる。現行のアッセイ法における制限のために、これらの抗体
が相互作用する抗原は、すべてが知られているわけではない。
【０１６３】
　抗体が抗原に対して生成する場合、得られる抗体は一般に、その抗原に対して特異的で
あると特徴付けられる。タンパク質抗原の場合、タンパク質は典型的には、個々の抗体が
特異的に結合する１つまたは複数のエピトームを含む。タンパク質中のエピトームは、タ
ンパク質の連続的部分によってだけでなく、タンパク質の三次元配座の近傍に折り畳まれ
ているタンパク質の非連続領域によっても形成され得る。抗体の、例えば、タンパク質へ
の結合特異性は、同じまたは類似のエピトープを有する他のタンパク質への交差反応によ
って複雑にされ得る。交差反応性は、抗体が分析および治療の目的に使用される場合の両
方で、重要な問題であり得る。
【０１６４】
　エピトープを規定するアミノ酸配列が、異なるタンパク質中で生じるために、このよう
な交差反応が起こることもある。これは、同じ一次転写の、示差的にスプライスされた変
異体で、または単に、その配列が２つのタンパク質で独立して生じるために起こり得る。
交差反応性タンパク質は、同じ細胞および組織型で、ならびにスプライス変化が組織特異
的な仕方で生じる場合に生じるように、異なる型で生じ得る。
【０１６５】
　一般に、診断アッセイなどの検出アッセイまたは治療における使用のために抗体の特異
性を理解することは重要である。多くの目的にとって、その特異的標的との抗体の相互作
用およびその交差反応性を特徴付けることは重要である。抗体とプロテオーム全部との相
互作用を決定する方法はなかったので、抗体交差反応性の全体的な理解は、現行の技術を
用いて容易に得ることができなかった。ほぼ同じことが、タンパク質パートナーに結合す
る他のタンパク質（および非タンパク質作用物質）の相互作用について当てはまる。
【０１６６】
　本明細書で記載される実施形態では、タンパク質アレイは、一次抗原以外のタンパク質
への交差反応について抗体を選別するために、特に、所与のゲノムでコードされているタ
ンパク質の実質的な部分との相互作用の理解を得るために使用され得る。この点に関して
実施形態では、本明細書で記載される全ゲノムアレイは特に有用である。ほぼ同じことが
、タンパク質に結合する他の種類の作用物質に当てはまる。
【０１６７】
　疾患のバイオマーカーを同定するタンパク質アレイの使用
　特定の実施形態では、本明細書で記載されるタンパク質アレイは、自己免疫疾患および
他の疾患、例えば、癌によって産生される抗体を検出するために使用され得る。自己免疫
状態では、対象は、自己抗原に対して免疫応答を引き起こし、これらの抗体はしばしば、
疾患の診断および予後のために有用なマーカーである。このような自己抗体に対するコグ
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ネイト抗原が知られていないこともあり、この場合、実施形態では、本明細書で記載され
るタンパク質アレイは、このようなタンパク質結合自己抗体が結合するタンパク質を決定
するために使用され得る。他の場合、コグネイト抗体は少なくとも部分的に知られており
、本明細書で記載されるタンパク質アレイは、自己抗体を決定、特徴付けおよび／または
測定するために使用され得る。
【０１６８】
　既知または未知のタンパク質に結合する抗体について、実施形態では、本明細書で記載
されるタンパク質アレイは、このような自己抗体の非存在、存在および／または量を決定
するために使用され得る。例えば、この点に関して本発明の特定の実施形態によれば、自
己免疫状態のリスクがあるまたはそれに実際に罹っている対象などの、対象由来の抗血清
、血液成分、体液、および／または細胞（いくつかを挙げると）は、試料中の自己免疫抗
体を特徴付けし、それにより、対象における健康、リスクまたは実際の疾患などを診断す
るために、本明細書で記載されるタンパク質アレイに適用されて、それらが結合する標的
抗原（タンパク質）を決定し、および／またはアレイ中の特定のタンパク質に結合する試
料中の自己抗体の非存在、存在および／または量を決定することができる。
【０１６９】
　同様に、この点に関して本発明の特定の実施形態によれば、疾患の非存在下で一般に見
られない抗体の産生を引き起こす疾患のリスクがあるまたは実際に罹っている対象などの
、対象由来の抗血清、血液成分、体液、および／または細胞（いくつかを挙げると）は、
試料中の抗体を特徴付けし、それにより、対象における健康、リスクまたは実際の疾患な
どを診断するために、本明細書で記載されるタンパク質アレイに適用されて、それらが結
合する標的抗原（タンパク質）を決定し、および／またはアレイ中の特定のタンパク質に
結合する試料中の自己抗体の非存在、存在および／または量を決定することができる。
【０１７０】
　上記の説明および下記の実施例は、本明細書で開示される本発明の様々な実施形態を例
証する。多種多様なさらなる態様、特徴および実施形態が、それに関係する当業者への本
開示を読むことから明らかであり、それらはすべて、本明細書で開示される本発明の範囲
内にあることが理解されるべきである。
【実施例】
【０１７１】
Ｖ
　以下の実施例により、本明細書で記載される本発明の様々な態様によるタンパク質マイ
クロアレイの例証的な実施形態およびこれらのいくつかの具体的な利用が記載される。こ
れらの実施例は、本明細書で記載される本発明を限定するものでは決してない。
【０１７２】
［実施例１］
　ヒトタンパク質遺伝子の約５０％の適用範囲を有するタンパク質マイクロアレイ
　本発明の実施形態により、ゲノム中タンパク質コード遺伝子のすべての実質的な部分を
有するアレイが提供される。国際ヒトゲノムシークエンシングコンソーシアム（Ｉｎｔｅ
ｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｃｏｎｓｏｒ
ｔｉｕｍ）は、ヒトゲノム中に約２０，０００－２５，０００のタンパク質コード遺伝子
があると推定している（Ｓｔｅｉｎ、２００４年）。以下の実施例は、約３，５００－１
０，０００の個人のヒトゲノムから約１０，０００－２０，０００のスポットを有するタ
ンパク質アレイの製造および使用を例証する。アレイは、以下に記載されるように哺乳動
物発現ベクターｐＣＭＶ６－エントリー中にクローン化した確認されたヒトｃＤＮＡのＯ
ｒｉＧｅｎｅ，Ｉｎｃ．ライブラリーを用いて製造した。
【０１７３】
［実施例２］
　ヒトタンパク質を発現させるためのｐＣＭＶ－エントリーベクター
　アレイのためのタンパク質は、ｐＣＭＶ－エントリー発現ベクターを介して発現させた
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（図３に概略を示している）。ベクターは、それを、タンパク質アレイを作製するために
哺乳動物宿主細胞中で哺乳動物タンパク質を過剰発現するために特に有効にさせるいくつ
かの特徴を有する。それは、真核細胞における効率的なエピソーム複製に有効な複製の起
点（ＳＶ４０Ｏｒｉ）、および細菌における複製のための起点を含む。それは、ＣＭＶプ
ロモーター、マルチクローニング領域、およびポリアデニル化シグナルを含む、哺乳動物
細胞における都合のよいクローニングおよび効率的な発現のための発現カセットを含む。
発現カセットは、Ｃ－末端ｍｙｃ－ＤＤＫタグ付きタンパク質を発現するためにポリアデ
ニル化シグナルの直ぐ上流にｍｙｃおよびＤＤＫエピトープも含む。タグは、組換え技術
によって発現されたタンパク質を検出および精製するために有効で、都合のよい部分であ
る。ベクターは、細菌宿主における（およびインビトロでの）効率的な転写のためのマル
チクローニング領域の上流にＴ７プロモーターを含む。それは、哺乳動物および細菌の宿
主細胞（それぞれ、カナマイシンおよびネオマイシン耐性遺伝子）における選択のための
薬剤耐性マーカーを発現するための第２の発現カセットを含む。またそれは、タグ付き融
合タンパク質のＣＭＶ発現の３’領域におけるＣ－末端ｍｙｃおよびＤＤＫタグ配列を含
む。それは、同様に細菌細胞における繁殖のための複製の起点を含む。（ＦＬＡＧは、Ｄ
ＤＫの商標名である。）
【０１７４】
［実施例３］
　過剰発現溶解物
　１２，０００を超える過剰発現溶解物を、ｐＣＭＶ－エントリーベクター中にクローン
化したヒトｃＤＮＡを用いて作製し、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞中で過剰発現させ、それらを抗
Ｆｌａｇ免疫ブロット分析により確認した。発現プロファイル分析物も、適切な翻訳後修
飾がこの発現系で生じることを示した。溶解物すべてについての発現プロファイルを調べ
、個別に注釈付けした。図２は、８つの無作為に選択した溶解物の発現プロファイルを示
す。
【０１７５】
　大部分の組換えタンパク質の発現レベルは、その内因性対応パートナーよりも少なくと
も１００倍高く、図２に示す。この過剰発現のレベルは、宿主細胞それ自体由来のバック
グラウンドに対して非常に高いシグナル対ノイズ比を与える。
【０１７６】
　抗Ｆｌａｇ免疫ブロットの全体の成功率は約９５％である。
【０１７７】
［実施例４］
　ニトロセルローススライド上への過剰発現溶解物のプリント
　過剰発現溶解物をＳｃｈｏｔｔニトロセルローススライド上にプリントした。図１は、
全体の配置およびサブアレイの仕様を示す。図に示されるように、各スライドをサブアレ
イ、典型的にはスライド当たり４０サブアレイに分割した。図における拡大領域は、各サ
ブアレイの配置を示す。図に示されるように、各サブアレイは、以下の対照およびマーカ
ーを有した：精製ＢＳＡ－ｃｙ３およびＢＳＡ－ｃｙ５方向マーカー；精製マウスおよび
ウサギＩｇＧ（陽性対照）；空ｐＣＭＶ－エントリーベクターＤＮＡでトランスフェクト
したＨＥＫ２９３Ｔ細胞の溶解物（陰性対照）、精製ＧＳＴ－ｍｙｃ－Ｆｌａｇ融合タン
パク質の参照希釈シリーズ（サブアレイ溶解物中外因性組換えタンパク質発現を定量化す
るための参照濃度曲線を確立する。）。ＧＳＴ－ｍｙｃ－ＦＬＡＧ濃度シリーズからのシ
グナルは、ｍｙｓ－ＦＬＡＧタグ付きタンパク質発現を決定するためのシグナル強度対濃
度の標準曲線を確立するために役立った。
【０１７８】
　ピンスポッター、特にＡｕｓｈｏｎ　２４７０アレイスポッターを用いて、Ｓｃｈｏｔ
ｔニトロセルロース標準マイクロアレイスライド上にアレイを作製した。９，０００スポ
ット（フィーチャ）（各２００－３００ピコリットル）を、１１０μｍピンを用いて標準
スライド上２１ｍｍ×５１ｍｍニトロセルロースパッド上にプリントした。１６，０００
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スポットを８５μｍピンでプリントした。２２，０００と同数の１５０－２００ピコリッ
トルのスポットを、いくらか大きいニトロセルロースパッド（２１ｍｍ×６０ｍｍ）上に
８５μｍピンを用いてスライド上にプリントした。周囲の分析物理論（ａｍｂｉｅｎｔ　
ａｎａｌｙｔｅ　ｔｈｅｏｒｙ）と一致して、検出感度はスポットサイズの減少とともに
増加した（Ｅｋｉｎｓ、１９８９年）。シグナルの均一性は、１１０μｍスポットより８
５μｍスポットについてより大きかったが、シグナル強度は、ほぼ同じであった。アレイ
製作の詳細を以下に示す。
【０１７９】
　スライド種類：　　　　　　　　　　　Ｓｈｏｔｔ　ＮＣスライド
　Ａｕｓｈｏｎアレイヤーピンサイズ　　８５μｍ
　Ｓｌｉｄｅ　ＮＣパッド寸法：　　　　２１ｍｍ×６０ｍｍ
　全サブアレイ：　　　　　　　　　　　４８（４列×１２行）
　サブアレイサイズ：　　　　　　　　　４２００μｍ×４４００μｍ
　サブアレイ寸法：　　　　　　　　　　２１列（水平）×２２行（垂直）
　メジアンスポット直径：　　　　　　　約１５０μｍ
　スポットの中心と中心の間隔：　　　　　２００μｍ
　サブアレイ間の距離：　　　　　　　　２００μｍ
　試料当たり複製物：　　　　　　　　　２
【０１８０】
　これらの仕様に作製したスライドは、２２，１７６のフィーチャ（スポット）、例えば
、二通りの１０，４６４の固有のタンパク質スポット（溶解物など）および１，２４８の
対照フィーチャを含み得る。
【０１８１】
　１％ＮＰ－４０を含有するＲＩＰＡ緩衝液中溶解物を、ソリッドピンスポッターを用い
てニトロセルローススライド上にスポットした。例えば、Ｃｈａｎら、２００４年および
Ｎｉｓｈｉｚｕｋａら、２００３年に記載された溶液などの、他の洗浄剤またはカオトロ
ピック試薬を含有する溶液などの他の溶液をプリンティングに使用し得る。溶解物をソー
スプレートから直接スポットし、スポッティングのすべては、試料濃縮物への蒸発作用を
最小化するために調整環境において７０％相対湿度で行った。これは、約９，０００のス
ポットのアレイをプリントするために十分機能した。
【０１８２】
　より大きいアレイについて、製作時間は、１つのプレートから、連続的にまたは並行し
て行う代わりに、いくつかのソースプレートからスポットすることによって同じに保つこ
とができる。アレイ製作中の濃縮への蒸発作用をさらに最小化するために、溶解物をいく
つかのソースプレートに分配し、並行してスポットすることができ、したがって、試料の
いずれも、悪影響を及ぼすほど長時間曝露されない。代替または追加として、４％グリセ
ロール（または他の安定剤および抗蒸発剤）をスポットする緩衝液に添加することができ
る。
【０１８３】
［実施例５］
　チップ品質の評価
　タンパク質アレイの品質を、全タンパク質を評価するためにコロイド金で染色すること
によって評価し、組換えタンパク質を評価する抗Ｆｌａｇ免疫染色によって、コロイド金
による染色は、アレイにわたって全タンパク質についてスポット形態の高い均一性を示す
（図３に示される。）。図３Ｂおよび図５Ａに見られるように、抗ＦＬＡＧ抗体による免
疫染色は、アレイにわたってＦＬＡＧ－ｍｙｃ融合タンパク質の結合を示した。抗ＦＬＡ
Ｇ結合の量の変動性は、宿主細胞における融合タンパク質発現の差に伴う溶解物中の濃度
の差を反映する。精製ＧＳＴ－ｍｙｃ－Ｆｌａｇ融合タンパク質を、溶解物中の融合タン
パク質の濃度を決定する参照標準として役立つようにアレイに適用した。希釈シリーズは
、図１のアレイの拡大領域においてグラフで示し、希釈シリーズの均一性は、図４Ｃの右
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上パネルに見ることができる。
【０１８４】
［実施例６］
　溶解物アレイを用いる抗体特異性の同定
　抗体特異性はしばしば、抗体の診断および治療の用途に重要な特徴であると同様に、分
子生物学研究および治療抗体開発に重要である。交差反応性は、例えば、Ｔａｂｒｉｚｉ
ら、（２００９年）に記載されるように、生物学的研究に対して偽陽性および治療抗体処
置に対して副作用を引き起こし得る。本明細書で開示される本発明の実施形態は、抗体の
一次特異性および交差反応性の同定および／または特徴付けを含む、抗体特異性の同定お
よび確認のための過剰発現溶解物マイクロアレイの使用を含む。アレイはさらに、他の種
類の分子のみならず、他のタンパク質の結合特異性および交差反応性を調査、同定および
確認するために使用され得る。
【０１８５】
　この点に関して例証として、前に特徴付けしたｐ５３に対するポリクローナル抗体を、
３７００の別個のｍｙｃ－ＦＬＡＧヒト融合タンパク質を含む３７００を超える過剰発現
溶解物を含む溶解物アレイに対して選別した。ｐ５３抗体は、ｐ５３発現溶解物およびＨ
ＥＫ２９３Ｔ宿主細胞の内因性ｐ５３の両方と反応した。過剰発現溶解物からのシグナル
は、バックグラウンドのＨＥＫ２９３Ｔ発現からのシグナルより１０倍を超えて大きい。
【０１８６】
　さらに、抗体は、バックグラウンドを明らかに超えるが、ｐ５３溶解物への結合よりは
小さいレベルでいくつかの他の溶解物に結合した。さらなる調査により、これらの溶解物
のいくつかにおけるより高いｐ５３シグナルは、抗ｐ５３抗体への外因性タンパク質の交
差反応性ではなく外因性タンパク質によるｐ５３発現の促進によることが示された。同様
の結果が、マウスモノクローナル抗ｐ５３抗体を使用して得られた。
【０１８７】
　図４に示した結果は、過剰発現溶解物アレイは、タンパク質の相互作用特異性および交
差反応性を研究するためにおよび他のタンパク質、例えば、特に外因性タンパク質の発現
に対する多数のタンパク質の過剰発現の効果（別個におよび／または互いに協調して）を
決定するために使用され得ることを示す。
【０１８８】
［実施例７］
　全細胞免疫化により生成したモノクローナル抗体の解読
　全細胞免疫化は、モノクローナル抗体、例えば、バイオマーカーアッセイおよび癌治療
のための高度に特異的なモノクローナル抗体を生成させるために使用され得る。しかし、
全細胞免疫化技術のより広範な使用は、初期に得られるモノクローナル抗体の標的を決定
する困難さによって妨げられる。しばしばこの作業は、非常に費用がかかり、実施するた
めに数年を必要とする。
【０１８９】
　実施形態では、過剰発現溶解物マイクロアレイチップを使用して、タンパク質結合作用
物質のタンパク質結合標的、例えば、全細胞免疫化技術によって生成したモノクローナル
抗体の細胞タンパク質結合特異性を迅速に決定することができる。結合特異性または結合
パートナー（抗体など）の特異性の決定は、本明細書で解読と呼ばれる。
【０１９０】
　この点に関して実施形態は、マウスをＭＣＦ－７乳癌細胞で免疫することによって最初
に得られた市販の抗Ｅ－カドヘリン抗体の標的の同定によって例証される（Ｓｈｉｍｏｙ
ａｍａら、１９８９年）。免疫染色データは、その標的が３７００を超える異なる遺伝子
から明らかに際立つことを示す（図５Ａ）。この結論は、ウェスタンブロット分析によっ
てさらに支持される（図５Ｂ）。
【０１９１】
［実施例８］
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　腫瘍バイオマーカーの発見
　様々なタンパク質が、疾患の指標として働き、治療法を開発するための目標点の代わり
となる。腫瘍に対する癌患者によって産生された自己抗体は、疾患の価値ある診断および
予後指標となり得る一クラスのタンパク質を示す。このようなタンパク質が示す可能性は
、一部はヒト血清における自己抗体を特徴付けることの困難さのために、実現されてこな
かった。
【０１９２】
　この困難さを克服することを期待して、ＳＥＲＥＸ（組換え発現クローニングによる抗
原の血清学的同定）およびＳＥＲＰＡ（血清学的プロテオーム分析）（Ｇｕｎａｗａｒｄ
ａｎａおよびＤｉａｍａｎｄｉｓ、２００７年）などの様々な方法が開発されてきたが、
これらはすべて、かなりの不利点を有する。
【０１９３】
　ＳＥＲＥＸは、各クローンについて明確な注釈をもつ幅広い適用範囲をもたらし得るが
；しかし、それは、原核生物のｃＤＮＡ発現ライブラリー選別に基づく。結果として、選
別のために使用される組換えタンパク質は、翻訳後修飾をまったく有さない。さらに、こ
の技術は、発見段階で多数の患者の血清試料を試験することを困難にする。
【０１９４】
　ＳＥＲＰＡは、免疫ブロッティングおよびＭＳによって自己抗体標的を同定する。本質
的に、自己抗体を含有する血清は、２－Ｄ　ＩＥＦ／ＳＤＳ　ＰＡＧＥを受けたヒト組織
溶解物中のコグネイト抗原を検出するプローブとして使用される。次いで、血清中で自己
抗体に結合するゲル中のタンパク質抗原は、質量分析によって同定される。この手法は、
タンパク質を過酷に変性する状態に置き、検出無感度および非再生可能性の不利を招く。
さらに、典型的にはウェスタンブロットおよび検出工程の実施に関与する他のタンパク質
が混入して、この手法が提供する限られたデータ－ＩＥＰ、サイズおよび質量スペクトル
から抗原を同定することは困難である可能性がある。
【０１９５】
　本明細書で記載される実施形態は、自己抗体のタンパク質抗原を同定および特徴付けす
るためのＳＥＲＥＸおよびＳＥＲＰＡなどの方法の限界を克服する。実施形態では、タン
パク質アレイは、各遺伝子に対する明確な注釈を有し、その結果、タンパク質は、アレイ
中の各箇所で知られる。さらに、実施形態では、アレイ中のタンパク質は、ＨＥＫ２９３
Ｔ発現系で産生され、翻訳後に十分処理される。
【０１９６】
　このような実施形態は、乳癌患者における自己抗体の同定によって示される。マイクロ
アレイスライドは、乳癌患者または年齢の一致した健常患者からの血清とともにインキュ
ベートし、次いで、免疫染色して、患者血清中の自己抗体がマイクロアレイ中のタンパク
質に結合した場所を視覚化する。結果により、異なるヒト血清に対する別個の自己抗体免
疫反応パターンが明らかとなる（図６に示される。）。
【０１９７】
［実施例９］
　精製タンパク質アレイ－ワンステップ免疫精製
　以前の研究は、抗Ｆｌａｇイムノアフィニティー精製技術が、自然条件下で過剰発現溶
解物からＦｌａｇタグ付き複数サブユニットタンパク質複合体を単離するために使用され
得ることを示した（Ｃｈｉａｎｇら、１９９３年；Ｇｌｏｅｃｋｎｅｒら、２００９年）
。本発明者らは、この手法を適用して、ＨＥＫ２０９３Ｔ細胞中ｐＣＭＶ６－エントリー
ベクターを用いて発現されたＦＬＡＧ－ｍｙｃタグ付きタンパク質を単離した。この一般
的な手法を、表２および表３に概略的に示し、１０の無作為に選択した溶解物についての
結果を図７に示す。この手法は、限定されるものではないが、Ｈｉｓ、ｍｙｃ、ＦＬＡＧ
、Ｖ５、ＧＳＴ、Ｔ７、ＨＳＶ、ＶＳＶ－ｇ、Ｇｌｕ－Ｇｌｕ、ＨＡ、Ｅ－タグなどを含
む、任意のエピトープタグとともに使用され得る。
【０１９８】
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［実施例１０］
　オンチップ精製
　オンチップ精製は、本明細書で記載されるマイクロアレイを製造するために使用され得
る。オンチップ精製を用いてタンパク質アレイを作製する一般的なスキームを表３および
図８に示している。
【０１９９】
　この実施例では、ＤＤＫエピトープおよび抗ＤＤＫ抗体（ＦＬＡＧエピトープおよび抗
ＦＬＡＧ抗体）を用いる１０，４６４の精製ヒト組換えタンパク質を有するタンパク質ア
レイの製造が記載されている。Ｆｌａｇは、高度に免疫原性ペプチドである。Ｆｌａｇエ
ピトープタグと抗Ｆｌａｇ抗体との相互作用は、例外的に強く、特異的である（Ｃｈｉａ
ｎｇおよびＲｏｅｄｅｒ、１９９３年）。高品質抗Ｆｌａｇ抗体は、マウス、ウサギ、ヤ
ギおよびさらにニワトリを含む、異なる種で生産した。このような抗体は、市販されてお
り（ＯｒｉＧｅｎｅ，Ｉｎｃ．製の抗体など）、しばしば免疫沈澱分析に使用されて、高
品質の抗Ｆｌａｇマウスモノクローナル抗体およびウサギポリクローナル抗体を与える。
【０２００】
　オンチップ精製の有効性を、図９に示す。ｐＣＭＶ６－エントリーベクターを介してＨ
ＥＫ２９３Ｔ細胞中で発現されたＦＬＡＧ－ｍｙｃタグ付きタンパク質を含むＨＥＫ２９
３Ｔ細胞溶解物、または空ｐＣＭＶ６－エントリーベクター形質転換細胞の溶解物（陰性
対照）を、コーティングしていないニトロセルローススライド（陰性対照）および抗ＦＬ
ＡＧ抗体でコーティングしたニトロセルローススライド上にスポットした。次いで、スラ
イドを、固定化ＦＬＡＧ－ｍｙｃタグ付きタンパク質を視覚化するために抗ｍｙｃ抗体に
よってまたは非タグ付き細胞タンパク質に相当するアクチンを視覚化するために抗ベータ
－アクチン抗体によって精査した。
【０２０１】
　図９に示すように、抗ｍｙｃ抗体結合は、ｍｙｃ－ＦＬＡＧタグ付きタンパク質が、緊
密で、比較的均一な濃く染色するスポットにおいて抗ＦＬＡＧでコーティングしたニトロ
セルローススライドに結合する一方、それは、より広く拡散し、あまり濃くないスポット
においてコーティングしていないスライドに結合することを明らかにした。スライドのい
ずれかのタイプにおいても抗ｍｃｙ抗体による陰性対照の染色はなかった。抗ＦＬＡＧで
コーティングしたスライド上のスポットの抗ベータアクチン免疫染色はなく、ブロッキン
グ工程が非特異的結合を防止するために有効であること、および大部分の細胞タンパク質
が、スライド上に溶解物をスポットした後に効率的に洗い流されることを示した。コーテ
ィングしていないスライドに結合する抗ｍｙｃ抗体は、暗色の環を有する拡散したスポッ
ト中において大部分の細胞タンパク質の結合を示した。
【０２０２】
　オンチップのワンステップイムノアフィニティー精製は、任意のタグ付きタンパク質と
ともに使用することができ、したがって、タグ付き融合タンパク質を発現するベクターを
用いて外因性ＤＮＡを介して産生されるタンパク質に広く適用され得る。様々なタグが、
この目的にＤＤＫ（ＦＬＡＧ）と同様に使用され得る。
【０２０３】
ＶＩＩ
　以下の参考文献および本明細書で別に引用した参考文献は、特に、それらが本明細書で
参照される特定の主題に関して、それらの全体が本明細書で明示的に組み込まれる。
【０２０４】
　本発明の実施形態の実施に有用であり得る、ポリヌクレオチド、外因性遺伝子の発現、
発現ベクター、形質転換細胞におけるタンパク質産生についての情報は、実施形態が属す
る当技術分野で周知であり、広く利用できる。このような情報は、例えば、以下の参考文
献に見出すことができる。
【０２０５】
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