
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】固体支持体上に固定された離散的な生物的検出素子のアレイを用いて複合の生物
試料を識別するための方法を提供する。
【解決手段】センサーアレイに結合した成分をその表面上の質量の増加を測定することに
よって直接決定し、データ解析を神経回路網または統計学に基づいたパターン認識法を用
いて行う。好ましい態様において、特殊な条件下で試料とセンサーアレイとを接触し、非
結合性の試料成分を除去し、表面上の質量増加を決定し、パターン認識ソフトウェアを用
いて前記質量増加データと参照用基準とを比較し、可溶性成分の存在に関して液体試料を
測定する。
【選択図】　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 (a)表 面 を 含 む 固 体 支 持 体 ；
　 (b)該 表 面 の 全 部 ま た は 一 部 の 上 に 固 定 さ れ た 自 己 集 合 性 分 子 の 少 な く と も １ つ の 層 ；
及 び
　 (c)該 固 体 支 持 体 上 に 均 一 な 生 物 的 層 を 形 成 す る 生 物 的 境 界 面 を 介 し て 該 自 己 集 合 性 分
子 上 に 固 定 さ れ た 複 数 の 生 物 的 検 出 素 子 ；
を 含 む 離 散 的 な 生 物 的 検 出 素 子 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 生 物 的 検 出 素 子 が 、
　 　 (a)表 面 を 含 む 固 体 支 持 体 を 提 供 す る 工 程 ；
　 　 (b)該 表 面 の 全 部 ま た は 一 部 を 自 己 集 合 性 分 子 で 処 理 す る 工 程 ；
　 　 (c)該 自 己 集 合 性 分 子 に 生 物 的 境 界 面 を 固 定 し て 均 一 な 生 物 的 層 を 形 成 す る 工 程 ； 及
び
　 　 (d)該 生 物 的 境 界 面 に 生 物 的 検 出 素 子 を 固 定 化 す る 工 程 ；
を 含 む 方 法 に よ っ て 固 定 化 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 離 散 的 な 生 物 的 検 出 素 子 が 、 金 表 面 、 末 端 に 活 性 化 可 能 な 基 を 有 す る 長 鎖 チ オ ー ル ア ル
カ ン 類 、 疎 水 性 ／ 親 水 性 パ タ ー ン 成 形 、 EDC／ NHSカ ッ プ リ ン グ ア ミ ノ -ビ オ チ ン 、 お よ び
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 使 用 を 含 む 方 法 に よ っ て 固 定 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の
ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 固 体 支 持 体 が 、 シ リ コ ン 、 ガ ラ ス 、 雲 母 、 合 成 樹 脂 、 白 金 、 銀 、 銅 、 金 お よ び そ れ ら の
混 合 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ SA） が ほ ぼ 100％ の 表 面 カ バ レ ッ ジ を 形 成 し て お り 、 そ れ に よ り
試 料 が SA層 の 下 の 表 面 と 直 接 的 に 相 互 作 用 す る の を 防 ぐ も の で あ る 、 請 求 項 ３ ま た は ４ 記
載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ 】
　 SAが 、 密 度 60,000± 5％  SA/mm２ の 均 質 な 単 層 を 形 成 す る 、 請 求 項 ３ ～ ５ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 検 出 素 子 が 、 抗 体 、 レ ク チ ン 、 核 酸 、 糖 質 、 脂 質 、 改 変 さ れ た 生 体 分 子 、 な ら び に そ れ
ら の 混 合 物 お よ び 勾 配 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の ア レ イ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 検 出 素 子 が 、 非 生 物 的 由 来 で あ る が 、 シ ク ロ デ キ ス ト ラ ン お よ び そ の 誘 導 体 、 ロ キ サ ン
お よ び そ の 誘 導 体 、 テ ン プ レ ー ト 重 合 体 ま た は イ ン プ リ ン ト 重 合 体 、 な ら び に そ れ ら の 混
合 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 生 物 様 認 識 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記
載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 検 出 素 子 が 、 タ チ ナ タ マ メ 、 バ ン デ イ ラ エ ア ・ シ ン プ リ シ フ ォ リ ア （ Bandeiraea simpl
icifolia） BS-I、 ラ ッ カ セ イ 、 ア メ リ カ ヤ マ ゴ ボ ウ 、 イ ン ゲ ン マ メ pha-e、 コ パ ラ ミ ツ （ a
rtocarpus integrifolia） 、 ト リ テ ィ カ ム ・ ブ ル ガ リ ス （ Triticum vulgaris） 、 エ ン ド
ウ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る レ ク チ ン で あ る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ア レ
イ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 レ ク チ ン 要 素 が 、 さ ら な る レ ク チ ン も し く は レ ク チ ン 様 検 出 素 子 を 含 む よ う 拡 張 さ れ て
い る 、 お よ び ／ ま た は 他 の 生 物 的 検 出 素 子 と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ る 、 請 求 項 ７ ま た は ９
記 載 の ア レ イ 。
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【 請 求 項 １ １ 】
　 (a)表 面 を 含 む 固 体 支 持 体 の 提 供 ；
　 (b)疎 水 性 厚 膜 パ タ ー ン 成 形 ；
　 (c)該 表 面 の 全 部 ま た は 一 部 の 自 己 集 合 性 分 子 で の 処 理 ；
　 (d)ビ オ チ ン ま た は ビ オ チ ン 誘 導 体 の カ ッ プ リ ン グ ；
　 (e)ビ オ チ ン 結 合 分 子 の 結 合 ； 及 び
　 (f)該 ビ オ チ ン 結 合 分 子 を 介 す る ビ オ チ ン 化 生 物 的 検 出 素 子 の 固 定 ；
を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ア レ イ の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 試 料 を 識 別 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 離 散 的 な 生
物 的 検 出 素 子 の ア レ イ を 用 い 、 該 ア レ イ に 結 合 し た 成 分 に よ り 生 ず る 該 ア レ イ 表 面 の 質 量
ま た は 厚 さ の 増 加 を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る シ グ ナ ル パ タ ー ン に よ り 識 別 す る 方
法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 質 量 ま た は 厚 さ の 増 加 の 決 定 が 、 非 標 識 検 出 シ ス テ ム を 用 い て 行 わ れ る 、 請 求 項 12記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 方 法 の デ ー タ 解 析 が 、 神 経 回 路 網 ま た は 統 計 学 に 基 づ い た パ タ ー ン 認 識 技 術 を 用 い て 行
わ れ る 、 請 求 項 12ま た は 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 試 料 を 識 別 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 　 (a)請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 離 散 的 な 生 物 的 検 出 素 子 の ア レ イ を 用 い 、
何 ら か の 成 分 が 存 在 す る 場 合 に 該 検 出 素 子 が 該 試 料 中 の 成 分 と 結 合 で き る よ う な 条 件 下 で
該 試 料 と 該 ア レ イ と を 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 　 (b)実 質 的 に す べ て の 非 結 合 性 の 試 料 成 分 を 除 去 す る 工 程 ；
　 　 (c)表 面 上 の 該 成 分 の 質 量 ま た は 厚 さ の 増 加 を 決 定 す る こ と に よ る 該 結 合 成 分 の 直 接
的 な 検 出 を す る 工 程 ； 及 び
　 　 (d)そ れ に よ り 生 成 さ れ た 該 試 料 の パ タ ー ン と 参 照 用 基 準 と の パ タ ー ン 認 識 ソ フ ト ウ
ェ ア を 用 い た 比 較 を す る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 表 面 の 質 量 増 加 の 検 出 技 術 が 、 水 晶 発 振 子 天 秤 、 光 音 響 法 、 反 射 率 測 定 法 、 円 二 色 法 、
SAW、 お よ び 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 法 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 表 面 質 量 の 検 出 が 、 CCDカ メ ラ を 用 い た 画 像 化 様 式 に て 行 わ れ る 、 請 求 項 12～ 16の い ず
れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 試 料 が 、 疾 患 に 罹 患 し て い る 患 者 か ら 採 取 し た 試 料 で あ り 、 基 準 が 該 疾 患 を 持 た な い 個
体 に 存 在 す る パ タ ー ン で あ る 、 請 求 項 15～ 17の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 試 料 が 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 、 血 液 、 血 清 、 尿 、 乳 、 汗 、 呼 気 、 皮 膚 、 骨 髄 、 脳 脊 髄 液 、
関 節 液 、 羊 水 、 お よ び リ ン パ 液 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 組 織 ま た は 体 液 で あ る 、 請 求 項
18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 疾 患 が 、 遺 伝 性 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 関 節 炎 、 感 染 症 、 癌 、 心 疾 患 、 薬 物 乱 用 、 HIV、 B
　 SE、 お よ び 肺 疾 患 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 18ま た は 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 試 料 が 、 患 者 か ら 採 取 し た 試 料 で あ り 、 基 準 が 該 患 者 の 集 団 の 典 型 的 な 部 分 に 存 在 す る
パ タ ー ン で あ る 、 請 求 項 15～ 17の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ２ 】
　 試 料 が 、 高 血 圧 、 妊 娠 、 感 冒 、 外 傷 、 炎 症 反 応 、 軽 度 の 免 疫 抑 制 、 ド ー ピ ン グ 、 高 山 病
、 宇 宙 病 、 慢 性 疲 労 症 候 群 、 な ら び に 低 濃 度 の 毒 性 化 学 物 質 若 し く は 放 射 線 曝 露 、 月 経 周
期 若 し く は 無 症 状 性 感 染 の 影 響 か ら な る 、 頻 度 の 高 い 軽 度 の 病 気 お よ び ／ ま た は 広 汎 性 の
症 状 を 伴 う 健 康 状 態 か ら 選 択 さ れ る 病 気 ま た は 症 状 を 有 す る 患 者 か ら 採 取 さ れ た も の で あ
る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 試 料 が 、 動 物 、 微 生 物 、 真 菌 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 植 物 、 お よ び 原 生 動 物 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 生 物 ま た は 植 物 か ら 採 取 さ れ た 組 織 ま た は 抽 出 物 で あ る 、 請 求 項 12～ 17の い ず
れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 試 料 が 、 環 境 試 料 で あ り 、 基 準 が 混 入 の な い 試 料 に 存 在 す る パ タ ー ン で あ る 、 請 求 項 15
～ 17の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 環 境 試 料 が 、 空 気 、 土 壌 、 水 、 岩 、 氷 、 植 物 、 地 衣 類 、 動 物 お よ び 食 品 材 料 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 未 処 理 の ま た は 抽 出 さ れ た 試 料 で あ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 検 出 素 子 が 、 純 粋 な 形 、 混 合 の 形 、 お よ び そ れ ら の 混 合 物 に お け る 勾 配 に お い て 用 い ら
れ る 、 請 求 項 12～ 25の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ア レ イ ま た は 請 求 項 11記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ
る ア レ イ 、 お よ び 表 面 結 合 検 出 の た め の 適 当 な 手 段 を 選 択 的 に 含 む 、 診 断 用 ツ ー ル 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 12～ 26の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 の た め の 生 物 的 検 出 素 子 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ア レ イ 、 ま た は 請 求 項 11記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ
れ た ア レ イ の 、 請 求 項 12～ 26の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 の た め の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 広 範 な 特 異 性 を 有 す る 親 和 性 ア レ イ 及 び そ れ を 用 い た 複 合 試 料 の 識 別 の た め
の 定 量 的 手 法 に 関 す る 。

　 本 発 明 は 、 複 合 試 料 の 識 別 の た め の 方 法 と し て 、 中 間 的 な 親 和 性 お よ び 特 異 性 （ 広 範 な
特 異 性 ） を 備 え た 離 散 的 な 検 出 素 子 （ sensing element） の ア レ イ を 用 い て 生 成 さ れ た 複
雑 な パ タ ー ン を 解 析 す る た め に 、 神 経 回 路 網 お よ び 統 計 ソ フ ト ウ ェ ア の 能 力 を 利 用 す る 。
ア レ イ 中 の 各 素 子 が 許 容 し う る 信 号 対 雑 音 比 を 有 す る よ う に 、 適 切 な 親 和 性 お よ び 特 異 性
を 備 え た 離 散 的 な 検 出 素 子 が 選 択 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 情 報 内 容
は 、 従 来 の 方 法 、 す な わ ち 陽 性 -陰 性 型 解 析 （ positive vs negative analysis） を 用 い て
解 析 し た 場 合 に は 無 意 味 に な る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 神 経 回 路 網 お よ び 統 計 ソ フ ト
ウ ェ ア を 非 制 限 的 に 用 い て 行 わ れ る パ タ ー ン 認 識 に 基 づ く デ ー タ 解 析 手 順 は 、 複 合 試 料 の
識 別 を 可 能 と す る た め に 、 開 発 お よ び ／ ま た は 適 合 化 す る 必 要 が あ る 。 パ タ ー ン 認 識 に よ
り 、 こ の 診 断 方 法 の 増 大 し た 情 報 内 容 を 完 全 に 利 用 す る 識 別 過 程 の 基 礎 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 こ の た め 、 特 定 の 検 出 素 子 に 結 合 し た 既 知 の 化 合 物 の 正 確 な 量 を 定 量 化 す る （ 従 来 の 診
断 法 が そ う で あ っ た よ う に ） 代 わ り に 、 結 合 し た 材 料 は 、 セ ン サ ー 表 面 上 の 厚 み ま た は 質
量 の 増 加 を 測 定 す る こ と に よ っ て 定 量 さ れ る 。 こ れ は 、 水 晶 発 振 子 天 秤 、 光 音 響 法 、 反 射
率 測 定 法 、 円 二 色 法 お よ び 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 法 （ SPR） な ど の 光 学 的 技 法 を 非 制 限 的 に
含 む 多 数 の 非 標 識 検 出 原 理 を 用 い て 達 成 し う る 。 本 方 法 の 本 質 的 な 局 面 は 、 こ の ア ッ セ イ
を 行 う た め に は 、 検 出 素 子 に 結 合 し た 成 分 を 同 定 す る 必 要 は な い と い う 事 実 で あ る 。 こ れ
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は 、 自 然 界 に 見 い だ さ れ る よ う な 複 雑 な 相 互 作 用 を 有 す る 認 識 素 子 の 使 用 を 可 能 と す る 。
試 料 は 、 パ タ ー ン 認 識 を 用 い て ア レ イ 全 体 か ら 得 ら れ る 値 の 関 連 づ け 、 お よ び 参 照 用 試 料
と の 比 較 に よ っ て 識 別 さ れ る 。 こ れ は 速 度 を 高 め 、 ア ッ セ イ を 行 う た め に 必 要 な 時 間 を 短
縮 し 、 そ れ に よ っ て コ ス ト を 削 減 さ せ る が 、 こ れ ら は す べ て 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 1つ の 態 様 に お い て 、 血 清 試 料 な ど の 複 合 試 料 を 識 別 す る た め の 診 断 用 ツ ー ル
と し て 、 レ ク チ ン の ア レ イ が 神 経 回 路 網 解 析 と と も に 用 い ら れ る 。 レ ク チ ン は 、 経 験 的 に
開 発 さ れ た 高 密 度 固 定 化 手 順 を 用 い て 、 金 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 平 面 上 に あ る ア レ イ 中 の
離 散 的 な 領 域 上 に 固 定 さ れ る 。 本 発 明 の こ の 態 様 は 、 遊 離 し た 、 ま た は 蛋 白 質 （ 糖 蛋 白 ）
、 脂 質 （ 糖 脂 質 ） お よ び 他 の 生 体 分 子 と 結 合 し た 、 レ ク チ ン に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 天 然
お よ び 合 成 の 糖 類 、 オ リ ゴ 糖 類 お よ び そ の 他 の 未 知 の リ ガ ン ド を レ ク チ ン が 認 識 す る 能 力
を 利 用 す る 。 す べ て の 生 き た 生 物 体 に 糖 質 （ carbohydrate） が 遍 在 的 に 存 在 す る こ と か ら
、 複 合 の 生 物 試 料 を 同 定 す る た め の ほ ぼ 普 遍 的 な 手 段 が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 糖 質 を 合 成
す る た め に 用 い ら れ る 複 雑 な 生 合 成 経 路 は 、 そ れ ら の 環 境 に お け る わ ず か な 変 化 に よ り 影
響 を 受 け る 。 こ れ ら の 変 化 は 、 そ の 組 成 お よ び そ れ 故 に 糖 質 の 構 造 に 一 連 の 複 雑 か つ 全 体
的 な 改 変 を も た ら す 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 従 来 の 診 断 法 に お い て ル ー チ ン 的 に 行 わ れ て い る よ う に 特 異 的 な レ ク チ ン に
結 合 し た 特 定 の 化 合 物 の 正 確 な 量 を 定 量 化 す る 代 わ り に 、 得 ら れ る 情 報 の 量 を 増 や す た め
に こ の 多 様 性 を 用 い る 。 レ ク チ ン の ア レ イ を 用 い る こ と に よ り 、 複 合 試 料 に お け る 全 体 的
な 変 化 の 同 定 が 可 能 と な り 、 こ の た め に 識 別 が 可 能 と な る 。 本 発 明 者 ら は 、 特 定 の 検 出 素
子 に 対 す る 広 範 な 親 和 性 を 有 す る 多 く の 異 な る 物 質 が 、 レ ク チ ン 上 の 認 識 部 位 と 競 合 す る
と 想 定 し て い る 。 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 生 体 分 子 上 に 存 在 す る ま だ 同 定 さ れ て い な い
認 識 能 を 利 用 す る ア ッ セ イ 方 法 の 能 力 で あ る 。 こ れ ら の 同 定 さ れ て い な い 認 識 素 子 に よ り
、 前 例 の な い 精 度 を 有 し 、 他 の ど の 診 断 用 ア ッ セ イ 方 法 に よ っ て も 現 時 点 で は 不 可 能 な 、
試 料 の 識 別 を 可 能 と す る 情 報 が 提 供 さ れ る と 思 わ れ る 。 こ の 複 雑 な 相 互 作 用 に よ り 、 コ ン
ピ ュ ー タ ー 技 術 お よ び 信 号 処 理 技 術 に お け る 急 速 な 発 展 の た め に 迅 速 に 解 析 で き る よ う に
な っ た 、 大 量 の デ ー タ が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 検 出 素 子 ア レ イ の 能 力 は 、 こ の ア ッ セ イ に
お い て よ り 多 く の 生 体 分 子 が 検 討 さ れ 、 そ れ ら の 未 知 の 認 識 機 能 が 明 ら か に な る に つ れ て
、 劇 的 に 高 ま る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 用 途 に は 、 さ ま ざ ま な 動 物 種 に 由 来 す る 血 清 を 識 別 す る た め の レ ク チ ン ア レ イ
の 使 用 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 試 験 で は 、 ア レ イ 中 の 各 レ ク チ ン に 結 合 し た 成 分 が 、 固 定 角
円 二 色 計 に よ っ て 定 量 化 さ れ る 。 こ れ ら の 実 験 か ら 得 ら れ た 反 応 は 、 人 工 的 神 経 回 路 網 の
訓 練 に 用 い ら れ た 。 適 切 な 正 規 化 法 （ normalization method） を 用 い る こ と に よ り 、 そ の
結 果 得 ら れ た 回 路 網 は 、 す べ て の 血 清 試 料 を 識 別 す る こ と が で き た 。 こ の ア ッ セ イ で は 、
複 合 の 生 物 材 料 の 一 般 的 な 同 定 に 関 す る 本 発 明 の 有 用 性 が 示 さ れ て い る 。 レ ク チ ン 親 和 性
ア レ イ の も う 1つ の 用 途 は 、 「 健 康 な 」 個 体 （ ヒ ト ） と 「 罹 患 し た 」 個 体 を 識 別 す る こ と
で あ っ た 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 軽 症 の 細 菌 感 染 症 に 伴 っ て み ら れ る よ う な 血 清 組 成 の わ ず
か な 変 化 で あ っ て も （ 適 切 な 正 規 化 法 を 用 い た 人 工 的 神 経 回 路 網 を 用 い て ） 同 定 で き る こ
と が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 SPR検 出 原 理 を 用 い て 、 レ ク チ ン に 結 合 し た 物 質
を 定 量 化 し た 。 こ の 結 果 、 試 料 の 識 別 は 、 特 定 の 非 標 識 法 に 依 存 し て お ら ず 、 非 標 識 様 式
に お い て 検 出 要 素 に 結 合 し た 物 質 を 解 放 さ せ う る 任 意 の 検 出 器 に 対 し て 普 遍 的 に 適 用 可 能
で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 化 学 セ ン サ ー の ア レ イ は 、 複 合 の 気 体 混 合 物 ま た は 匂 い を 同 定 お よ び 分 類 す る た め に 用
い る こ と が で き る （ 非 特 許 文 献 １ 、 ２ ） 。 化 学 セ ン サ ー は 一 般 に 非 特 異 的 で あ る が 、 匂 い
の 中 の 分 子 種 に 対 し て は 異 な る 選 択 性 パ タ ー ン を 有 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 視 覚 的 に 同 定
し う る 嗅 覚 の 像 を 得 る た め に 、 金 属 酸 化 物 半 導 体 の 電 解 効 果 構 造 物 に お け る さ ま ざ ま な 触
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媒 性 金 属 か ら な る 大 型 の 検 出 表 面 （ sensing surface） を 、 光 学 的 評 価 技 法 と と も に い か
に 用 い う る か が 示 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 こ の 増 加 し た 情 報 内 容 が 、 セ ン サ ー ア レ
イ に 関 す る 、 検 出 表 面 に 沿 っ て （ 連 続 的 に ） 変 化 す る 選 択 性 プ ロ フ ィ ー ル に 由 来 す る こ と
を 特 記 し て お く こ と は 重 要 で あ る 。 離 散 的 な 認 識 素 子 の 存 在 は 知 ら れ て い な い 。 こ れ ら の
セ ン サ ー か ら 信 号 パ タ ー ン を 評 価 す る た め に 、 統 計 的 手 法 ま た は 人 工 的 神 経 回 路 網 に 基 づ
く さ ま ざ ま な パ タ ー ン 認 識 法 を 用 い る こ と が で き る 。 こ う し た 装 置 は 、 種 々 の 食 品 材 料 を
分 析 す る た め に 用 い ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ４ 、 ５ ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Shurmer, H.V., 電 子 的 な 鼻 ： 哺 乳 動 物 嗅 覚 系 に 関 す る 高 感 度 か つ 識 別
性 の 代 替 物 （ An electronic nose： A sentitive and discriminating substitute for a 
mammalian oflacrtory system） 、 IEEE proc. G 137, 197～ 204, 199； Gardner
【 非 特 許 文 献 ２ 】 J.W.お よ び Bartlett, P.N.（ 編 ） 、 電 子 的 な 鼻 の た め の セ ン サ ー お よ び
知 覚 系 （ Sensors and Sensory Systems for an Electronic Nose） 、 Proc NATO Advances
 Research Workshop, Reykjavik, 1992
【 非 特 許 文 献 ３ 】 I. Lundstrom, R. Erlandsson, U. Frykman, E. Hedborg, A. Spetz, H
. Sundgren, S. Welinお よ び F. Winquist、 光 パ ル ス 法 を 用 い た 化 学 セ ン サ ー か ら の 人 工
的 「 嗅 覚 」 画 像 （ Artificial 'olfactory' images from a chemical sensor using a lig
ht-pulse technique） 、 Nature, 352, 47～ 50, 1991
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Winquist, F., Hornsten, E.G., Sundgren, H.お よ び Lundstrom, I.、
挽 き 肉 の 品 質 評 価 の た め の 電 子 的 な 鼻 の 性 能 （ Performance of an electronic nose for 
quality estimation of ground meat） 、 Meas. Sci. Technol. 4, 1493～ 1500, 1993
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Winquist, F., Hornsten, G., Holmberg, M., Nilsson, Lお よ び Lundst
rom, I.、 単 純 化 し た セ ン サ ー ア レ イ お よ び 神 経 回 路 網 を 用 い た 細 菌 の 分 類 （ Classificat
ion of bacteria using a simplified sensor array and neural net） 、 投 稿 中
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 新 た な セ ン サ ー の 概 念 　 こ れ ら の セ ン サ ー と 、 嗅 覚 系 な ど の 生 物 的 感 覚 系 の セ ン サ ー と
の 類 似 点 は 、 こ の 技 術 の 開 発 を 進 め る 上 で 概 念 的 に 重 要 で あ っ た 。 ヒ ト の 嗅 覚 に 関 す る 基
盤 は 、 嗅 球 の 受 容 細 胞 か ら 信 号 パ タ ー ン が 生 成 さ れ る こ と で あ る 。 受 容 細 胞 は 特 定 の 分 子
に 特 異 的 で は な く 、 異 な る 選 択 性 の ク ラ ス に 属 す る 。 嗅 覚 （ 匂 い を か ぐ こ と ） に 関 す る 基
盤 は 、 低 い 特 異 性 の 受 容 体 ク ラ ス の そ れ ぞ れ か ら 得 ら れ る 信 号 を 組 み 合 わ せ る こ と で あ る
と 思 わ れ る 。 こ の 結 果 と し て 生 じ る 組 み 合 わ せ 効 果 は 、 （ 受 容 体 の ク ラ ス が 比 較 的 少 数 で
あ る に も か か わ ら ず ） シ ス テ ム の 識 別 能 を 高 め る こ と に つ な が る 。 化 学 的 検 出 素 子 は 、 匂
い を 認 識 し う る が 、 生 体 分 子 お よ び 合 成 生 体 模 倣 分 子 が 有 す る 離 散 的 な 認 識 能 を 欠 い て い
る 。 上 記 の 通 り 、 化 学 セ ン サ ー は 認 識 素 子 と し て 連 続 的 勾 配 お よ び 他 の 手 法 を 用 い て お り
、 離 散 的 で は な い 。 自 然 界 は 、 生 物 的 文 脈 に お け る 認 識 能 を 進 化 さ せ た 、 離 散 的 に 同 定 可
能 な 検 出 素 子 を 用 い て い る 。 本 発 明 の 1つ の 目 的 は 、 診 断 用 ア ッ セ イ に お け る 情 報 内 容 を
増 加 さ せ る 様 式 で 、 離 散 的 な バ イ オ セ ン サ ー 素 子 を 適 用 す る こ と で あ る 。 こ れ に は 、 従 来
の 診 断 法 で は 非 常 に 不 明 確 で あ る た め に 有 用 で な い と 通 常 は 考 え ら れ て い る 広 範 な 認 識 特
性 を 備 え た 生 体 分 子 の 使 用 が 必 要 で あ る と 思 わ れ る 。 こ の 特 異 性 は 、 十 分 に 広 範 な 結 合 性
は 得 ら れ る が （ 高 い 情 報 内 容 ） 特 異 的 お よ び 非 特 異 的 な 結 合 の 間 の 区 別 は 不 可 能 で あ る よ
う に 、 す な わ ち 適 切 な 信 号 対 雑 音 比 で あ る よ う に 選 択 さ れ る 必 要 が あ る 。 同 時 に 、 生 物 的
検 出 素 子 は 、 こ の ア ッ セ イ 方 法 に 適 し た 明 確 な 結 合 特 性 を 有 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 発 明 に は 、 従 来 の ア ッ セ イ よ り も は る か に 情 報 的 に 豊 か な 生 体 認
識 素 子 の ア レ イ を 用 い て 複 合 試 料 を 識 別 す る た め の 新 た な ア ッ セ イ 方 法 の 開 発 が 含 ま れ る
。 本 発 明 の も う 1つ の 目 的 は 、 診 断 が な さ れ る 前 に 行 う 必 要 の あ る 検 査 の 数 を 減 ら し 、 そ
れ に よ っ て 治 療 開 始 に 必 要 な 時 間 な ら び に コ ス ト を 少 な く す る こ と で あ る 。 既 知 の 化 合 物
を 高 度 に 特 異 的 に 検 出 す る 標 準 的 な 診 断 用 検 査 と は 異 な り 、 本 発 明 者 ら は 、 未 知 の 化 合 物
の レ ク チ ン に 対 す る 結 合 を 検 出 す る 。 こ の た め 、 こ の 新 た な ア ッ セ イ 方 法 は 、 水 晶 発 振 子
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天 秤 や 、 光 音 響 法 、 反 射 率 測 定 法 、 円 二 色 法 お よ び 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 法 （ SPR） な ど の
光 学 的 技 法 を 非 制 限 的 に 含 む 、 特 殊 化 さ れ た 非 標 識 に 基 づ く 検 出 法 を 必 要 と す る 。 固 体 表
面 か ら 反 射 し た 偏 光 に 基 づ く す べ て の 方 法 は 、 固 体 表 面 上 の 蛋 白 質 の 厚 み の 決 定 の た め に
有 意 義 で あ る こ と が す で に 実 証 さ れ て い る 。 こ の 方 法 の 感 度 は ほ ぼ 同 じ で あ り 、 数 オ ン グ
ス ト ロ ー ム の オ ー ダ ー で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 下 記 発 明 に 関 す る 。
　 (1)　 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ た 、 広 範 な 認 識 特 性 を 有 す る 離 散 的 な 生 物 的 検 出 素 子 の
ア レ イ で あ っ て 、 該 検 出 素 子 に 結 合 さ れ て い る 成 分 に 、 該 ア レ イ の 表 面 の 厚 さ ま た は 質 量
の 増 加 に よ る シ グ ナ ル パ タ ー ン を 生 成 さ せ る こ と が で き る ア レ イ 。
　 (2)　 離 散 的 な 生 物 検 出 素 子 が 、 金 表 面 、 末 端 に 活 性 化 可 能 な 基 を 有 す る 長 鎖 チ オ ー ル
ア ル カ ン 類 、 疎 水 性 ／ 親 水 性 パ タ ー ン 成 形 、 EDC／ NHSカ ッ プ リ ン グ ア ミ ノ -ビ オ チ ン 、 お
よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 使 用 を 含 む 方 法 に よ っ て 固 定 さ れ て い る 、 上 記 (1)記 載 の ア レ
イ 。
　 (3)　 固 体 支 持 体 が 、 シ リ コ ン 、 ガ ラ ス 、 雲 母 、 合 成 樹 脂 、 白 金 、 銀 、 銅 、 金 お よ び そ
れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 上 記 (1)ま た は (2)記 載 の ア レ イ 。
　 (4)　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ SA） が ほ ぼ 100％ の 表 面 カ バ レ ッ ジ を 形 成 し て お り 、 そ れ に
よ り 試 料 が SA層 の 下 の 表 面 と 直 接 的 に 相 互 作 用 す る の を 防 ぐ も の で あ る 、 上 記 (1)～ (3)の
い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア レ イ 。
　 (5)　 SAが 、 密 度 60,000± 5％  SA/mm２ の 均 質 な 単 層 を 形 成 す る 、 上 記 (1)～ (3)の い ず れ
か 一 つ に 記 載 の ア レ イ 。
　 (6)　 検 出 素 子 が 、 抗 体 、 レ ク チ ン 、 核 酸 、 糖 質 、 脂 質 、 改 変 さ れ た 生 体 分 子 、 な ら び
に そ れ ら の 混 合 物 お よ び 勾 配 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 上 記 (1)～ (5)の い ず れ か 一 つ
に 記 載 の ア レ イ 。
　 (7)　 検 出 素 子 が 、 非 生 物 的 由 来 で あ る が 、 シ ク ロ デ キ ス ト ラ ン お よ び そ の 誘 導 体 、 ロ
キ サ ン お よ び そ の 誘 導 体 、 テ ン プ レ ー ト 重 合 体 ま た は イ ン プ リ ン ト 重 合 体 、 な ら び に そ れ
ら の 混 合 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 生 物 様 認 識 性 を 有 す る 、 上 記 (1)～ (5)の い ず れ か 一
つ に 記 載 の ア レ イ 。
　 (8)　 検 出 素 子 が 、 タ チ ナ タ マ メ 、 バ ン デ イ ラ エ ア ・ シ ン プ リ シ フ ォ リ ア （ Bandeiraea 
simplicifolia） BS-I、 ラ ッ カ セ イ 、 ア メ リ カ ヤ マ ゴ ボ ウ 、 イ ン ゲ ン マ メ pha-e、 コ パ ラ ミ
ツ （ artocarpus integrifolia） 、 ト リ テ ィ カ ム ・ ブ ル ガ リ ス （ Triticum vulgaris） 、 エ
ン ド ウ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る レ ク チ ン で あ る 、 上 記 (1)～ (7)の い ず れ か 一 つ に 記 載 の
ア レ イ 。
　 (9)　 レ ク チ ン 要 素 が 、 さ ら な る レ ク チ ン も し く は レ ク チ ン 様 検 出 素 子 を 含 む よ う 拡 張
さ れ て い る 、 お よ び ／ ま た は 他 の 生 物 的 検 出 素 子 と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ る 、 上 記 (6)～ (
8)の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア レ イ 。
　 (10)　 (a)金 表 面 の 提 供 ；
　 　 　 　 (b)疎 水 性 厚 膜 パ タ ー ン 成 形 ；
　 　 　 　 (c)末 端 に 活 性 化 可 能 な 基 を 有 す る 長 鎖 チ オ ー ル ア ル カ ン 類 で の 処 理 ；
　 　 　 　 (d)EDC／ NHSに よ る 該 表 面 の 活 性 化 ；
　 　 　 　 (e)過 剰 の ア ミ ノ -ビ オ チ ン に よ る 活 性 化 表 面 の カ ッ プ リ ン グ ；
　 　 　 　 (f)ビ オ チ ン ま た は ビ オ チ ン 誘 導 体 に よ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 固 定
を 含 む 、 上 記 (1)～ (9)の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア レ イ の 製 造 方 法 。
　 (11)　 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ た 離 散 的 な 生 物 的 検 出 素 子 の ア レ イ を 用 い て 複 合 の 生 物
試 料 を 識 別 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 セ ン サ ー ア レ イ に 結 合 し た 成 分 が 、 該 ア レ イ 表 面 の
質 量 ま た は 厚 さ の 増 加 を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る シ グ ナ ル パ タ ー ン を 生 成 す る 方
法 。
　 (12)　 質 量 ま た は 厚 さ の 増 加 の 決 定 が 、 非 標 識 検 出 シ ス テ ム を 用 い て 行 わ れ る 、 上 記 (1
1)記 載 の 方 法 。
　 (13)　 方 法 の デ ー タ 解 析 が 、 神 経 回 路 網 ま た は 統 計 学 に 基 づ い た パ タ ー ン 認 識 技 術 を 用
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い て 行 わ れ る 、 上 記 (11)ま た は (12)記 載 の 方 法 。
　 (14)　 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ た 離 散 的 な 生 物 的 検 出 素 子 の ア レ イ を 用 い て 複 合 の 生 物
試 料 を 識 別 し 、 可 溶 性 成 分 の 有 無 に 関 し て 液 体 試 料 を 検 討 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 何 ら
か の 成 分 が 存 在 す る 場 合 に 該 検 出 素 子 が 該 試 料 中 の 成 分 と 結 合 で き る よ う な 条 件 下 で の 該
試 料 と 該 セ ン サ ー ア レ イ と の 接 触 、 実 質 的 に す べ て の 非 結 合 性 の 試 料 成 分 の 除 去 、 表 面 上
の 該 成 分 の 質 量 ま た は 厚 さ の 増 加 を 決 定 す る こ と に よ る 該 結 合 成 分 の 直 接 的 な 検 出 、 そ れ
に よ り 生 成 さ れ た 該 試 料 の パ タ ー ン と 参 照 用 基 準 と の パ タ ー ン 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い た
比 較 を 含 む 方 法 。
　 (15)　 ア レ イ が 、 上 記 (1)～ (9)の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア レ イ で あ る 、 上 記 (11)～ (14)
の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
　 (16)　 表 面 の 質 量 増 加 の 検 出 技 術 が 、 水 晶 発 振 子 天 秤 、 光 音 響 法 、 反 射 率 測 定 法 、 円 二
色 法 、 SAW、 お よ び 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 法 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 上 記 (11)～ (15)の
い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
　 (17)　 表 面 質 量 の 検 出 が CCDカ メ ラ を 用 い た 画 像 化 様 式 に て 行 わ れ る 、 上 記 (11)～ (16)
の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
　 (18)　 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 シ グ ナ ル パ タ ー ン に よ り 疾 患 が 診 断 さ れ 、 試 料 が
患 者 試 料 で あ り 、 基 準 が 該 疾 患 を 持 た な い 個 体 に 存 在 す る パ タ ー ン で あ る 、 上 記 (11)～ (1
7)の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 を 含 む 診 断 法 。
　 (19)　 患 者 試 料 が 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 、 血 液 、 血 清 、 尿 、 乳 、 汗 、 呼 気 、 皮 膚 、 骨 髄 、
脳 脊 髄 液 、 関 節 液 、 羊 水 、 お よ び リ ン パ 液 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 組 織 ま た は 体 液 で あ
る 、 上 記 (18)記 載 の 方 法 。
　 (20)　 疾 患 が 、 遺 伝 性 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 関 節 炎 、 感 染 症 、 癌 、 心 疾 患 、 薬 物 乱 用 、
HIV、 BSE、 お よ び 肺 疾 患 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 上 記 (18)ま た は (19)記 載 の 方 法 。
　 (21)　 全 般 的 健 康 状 態 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 シ グ ナ ル パ タ ー ン に よ り 特 定 の 健 康 状
態 で あ る こ と が 診 断 さ れ 、 試 料 が 患 者 試 料 で あ り 、 基 準 が そ の 集 団 の 典 型 的 な 部 分 に 存 在
す る パ タ ー ン で あ る 、 上 記 (11)～ (20)の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 を 含 む 診 断 法 。
　 （ 22） 　 全 般 的 健 康 状 態 が 、 高 血 圧 、 妊 娠 、 感 冒 、 外 傷 、 炎 症 反 応 、 軽 度 の 免 疫 抑 制 、
ド ー ピ ン グ 、 高 山 病 、 宇 宙 病 、 慢 性 疲 労 症 候 群 、 な ら び に 低 濃 度 の 毒 性 化 学 物 質 ま た は 放
射 線 曝 露 、 月 経 周 期 お よ び 無 症 状 性 感 染 の 影 響 か ら な る 、 頻 度 の 高 い 軽 度 の 病 気 お よ び ／
ま た は 広 汎 性 の 症 状 を 伴 う 健 康 状 態 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 上 記 (21)記 載 の 方 法 。
　 (23)　 生 物 体 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 シ グ ナ ル パ タ ー ン が 特 定 の 生 物 体 に 特 有 で あ り
、 試 料 が 特 定 の 生 物 体 由 来 の 生 物 試 料 で あ り 、 基 準 が 該 生 物 体 に お い て 通 常 認 め ら れ る パ
タ ー ン で あ る 、 上 記 (11)～ (17)の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 を 含 む 同 定 法 。
　 (24)　 生 物 試 料 が 、 動 物 、 微 生 物 、 真 菌 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 植 物 、 お よ び 原 生 動 物 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 組 織 ま た は 抽 出 物 で あ る 、 上 記 (23)記 載 の 方 法 。
　 (25)　 毒 性 化 合 物 が 混 入 し た 試 料 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 シ グ ナ ル パ タ ー ン に
よ り 混 入 材 料 が 診 断 さ れ 、 試 料 が 環 境 試 料 で あ り 、 基 準 が 混 入 の な い 試 料 に 存 在 す る パ タ
ー ン で あ る 、 上 記 (11)～ (17)の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 を 含 む 同 定 法 。
　 (26)　 環 境 試 料 が 、 空 気 、 土 壌 、 水 、 岩 、 氷 、 植 物 、 地 衣 類 、 動 物 お よ び 食 品 材 料 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 未 処 理 の ま た は 抽 出 さ れ た 試 料 で あ る 、 上 記 (25)記 載 の 方 法 。
　 (27)　 検 出 素 子 が 、 純 粋 な 形 、 混 合 の 形 、 お よ び そ れ ら の 混 合 物 に お け る 勾 配 に お い て
用 い ら れ る 、 上 記 (11)～ (26)の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
　 (28)　 上 記 (1)～ (9)の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア レ イ ま た は 上 記 (10)記 載 の 方 法 に よ り 製
造 さ れ る ア レ イ 、 お よ び 表 面 結 合 検 出 の た め の 適 当 な 手 段 を 選 択 的 に 含 む 、 診 断 用 ツ ー ル
。
　 (29)　 上 記 (11)～ (27)の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 の た め の 検 出 素 子 の 使 用 。
　 (30)　 上 記 (1)～ (9)の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア レ イ 、 ま た は 上 記 (10)記 載 の 方 法 に よ り
製 造 さ れ た ア レ イ の 、 診 断 解 析 を 目 的 と す る 使 用 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 生 物 的 検 出 素 子 　 蛋 白 質 は 、 種 々 の リ ガ ン ド と 特 異 的 お よ び 可 逆 的 に 結 合 す る 能 力 を 有
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す る 。 例 え ば 酵 素 は 基 質 お よ び 阻 害 剤 と 結 合 し 、 糖 質 、 蛋 白 質 お よ び 低 分 子 な ど の 種 々 の
抗 原 と 結 合 す る 抗 体 が 産 生 さ れ う る 。 も う 1つ の ク ラ ス の 蛋 白 質 で あ る レ ク チ ン は 、 糖 類
と の 結 合 能 を 有 し 、 酵 素 活 性 は 持 た な い 。 受 容 体 は 、 広 範 囲 の リ ガ ン ド と 、 高 度 の 親 和 性
お よ び 特 異 性 を も っ て 結 合 す る 。 自 然 界 は 、 特 定 の 目 的 の た め に 適 切 な 親 和 性 お よ び 特 異
性 を 備 え た 、 特 殊 な 目 的 の た め の 蛋 白 質 を 進 化 さ せ て 維 持 し て い る 。 し た が っ て 、 生 物 的
ま た は 合 成 的 な 生 体 模 倣 検 出 素 子 を 使 用 す る こ と は 、 生 物 的 意 義 を 持 つ 変 化 を 同 定 す る た
め の 最 も 適 切 な 手 法 で あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 本 発 明 の バ イ オ セ ン サ
ー 親 和 性 ア レ イ を 、 レ ク チ ン を 用 い て 検 討 す る こ と を 選 択 し た 。 本 発 明 者 ら は レ ク チ ン に
関 し て 説 明 し 、 本 発 明 の 用 途 に お い て 、 こ の ク ラ ス の 蛋 白 質 が 、 一 般 的 に 用 い ら れ て い る
免 疫 に 基 づ く 診 断 法 よ り も は る か に 優 れ て い る い く つ か の 利 点 を 挙 げ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 生 物 的 認 識 素 子 と し て の レ ク チ ン 　 以 前 に 記 述 さ れ て い る 通 り 、 レ ク チ ン は 糖 質 お よ び
類 似 し た 構 造 を 有 す る 化 合 物 と 結 合 す る （ 分 子 お よ び ツ ー ル と し て の レ ク チ ン （ Lectins 
as molecules and tools） 、 Lis, H.お よ び Sharon, N. Ann. Rev. Biochem., 55, 35～ 67
, 1986； Advances in Lectin Research  Vo. 1, Franz, H.編 、 Springer-Verlag, Berlin
, 187pp., 1987） 。 ま た 、 レ ク チ ン は 、 細 胞 を 凝 集 さ せ る 能 力 を 有 し 、 多 糖 類 お よ び 糖 蛋
白 を 沈 降 さ せ 、 非 免 疫 由 来 で あ る 。 こ れ は 、 そ れ ら の 構 造 が オ リ ゴ マ ー で あ り 、 通 常 は サ
ブ ユ ニ ッ ト 1つ 当 た り 1つ の 糖 結 合 部 位 を 含 む と い う 事 実 の た め で あ る 。 こ の 点 で 、 レ ク チ
ン は 抗 体 と 同 様 の 凝 集 能 を 有 す る 。 ま た 、 そ れ ら は 低 分 子 量 化 合 物 に よ る 阻 害 が 可 能 で あ
り 、 レ ク チ ン の 場 合 に は 、 そ れ ら は 単 糖 類 、 オ リ ゴ 糖 類 な ど の 低 分 子 の 糖 質 ま た は そ れ ら
を 含 む 巨 大 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 第 1に 、 レ ク チ ン は 、 例 え ば 抗 体 お よ び 酵 素 と 比 べ て 、 高 度 の 交 差 反 応 性 を 備 え 、 広 範
な ス ペ ク ト ル に わ た り 明 確 な 結 合 特 異 性 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 そ れ ら は 安 定 で あ り 、 広 範
な 親 和 性 お よ び 特 異 性 を 有 す る 。 こ れ に 加 え て 、 100種 を 超 え る レ ク チ ン の 特 徴 が 明 ら か
に さ れ て い る 。 今 日 で は 、 レ ク チ ン が 発 生 過 程 お よ び 動 物 成 体 に お い て 種 々 の 細 胞 間 相 互
作 用 を 媒 介 す る こ と が 判 明 し て い る （ Drickamer, K.お よ び Taylor, M.E.、 動 物 レ ク チ ン
の 生 物 学 （ Biology of Animal Lectins） 、 Annu. Rev. Cell Biol., 9： 237～ 64, 1993）
。 こ れ は 、 レ ク チ ン の 発 現 パ タ ー ン が 、 発 生 過 程 の 全 体 を 通 じ て 、 広 範 な 環 境 変 化 に 応 じ
て 変 化 す る こ と を 示 す デ ー タ に よ っ て 裏 づ け ら れ る ［ Varki, A.、 オ リ ゴ 多 糖 の 生 物 的 役
割 ： 理 論 は す べ て 正 し い （ Biological roles of oligosaccharides： all of the theorie
s are correct） 、 Glycobioiogy, 3： 97～ 130, 1993］ 。 炎 症 に 反 応 し て 起 こ る 免 疫 系 に
よ る セ レ ク チ ン を 介 し た 細 胞 -細 胞 間 認 識 ［ Lasky, L.A.、 セ レ ク チ ン ： 炎 症 時 の 細 胞 特 異
的 糖 質 情 報 の 通 訳 者 （ Selectins： interpreters of cell-specific carbohydrate inform
ation during inflammation） 、 Science 258： 964～ 969, 1992］ 、 お よ び 受 精 時 の 精 子 -
細 胞 間 認 識 ［ Miller, D.J., Macek, M.B., Shur, B.D.、 精 子 表 面 b1,4-ガ ラ ク ト シ ル ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ と 卵 コ ー ト ZP3と の 間 の 相 補 性 が 精 子 -卵 結 合 を 媒 介 す る （ Complementarit
y between sperm surface b1,4-galactosyltransferase and egg coat ZP3 mediates spe
rm-egg binding） 、 Nature 357： 589～ 593, 1992］ に お け る オ リ ゴ 糖 の 関 与 は そ の い く つ
か の 例 で あ る 。 グ リ コ シ ド お よ び グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 発 現 の 変 化 が 正 常 発 生
を 妨 げ る こ と も 知 ら れ て い る 。 し か し 、 ス テ ー ジ 特 異 的 お よ び 組 織 特 異 的 な 発 生 過 程 に 対
す る 個 々 の 単 糖 類 残 基 お よ び オ リ ゴ 多 糖 鎖 の 個 々 の 寄 与 を 規 定 す る こ と は こ れ ま で 不 可 能
で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 1つ の 目 的 は 、 複 雑 で 基 礎 的 な 発 達 過 程 を 詳 細 に 記 述 す る た め に 用 い ら れ う る
複 合 試 料 を 識 別 し う る と い う 本 ア ッ セ イ 方 法 の 能 力 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 第 2に 、 レ ク チ ン の 研 究 は 糖 質 の そ れ と 密 接 に 関 連 し て お り 、 糖 鎖 生 物 学 と 呼 ば れ て い
る （ 糖 蛋 白 （ Glycoproteins） 、 Hughes, R.C., outline Studies in Biology, Chapman a
nd Hall, London and New York, 95pp, 1983） 。 グ リ コ シ ル 化 は 、 自 然 界 で は プ ロ テ ア ー

10

20

30

40

50

(9) JP 2006-349690 A 2006.12.28



ゼ 防 御 な ど の あ る 程 度 一 般 的 な も の 、 血 清 か ら の 蛋 白 質 の 除 去 な ど の シ グ ナ ル 伝 達 機 構 な
ど の 特 定 の ク ラ ス の 蛋 白 質 を 指 向 す る も の 、 お よ び 細 胞 接 着 な ど の あ る 程 度 高 度 に 特 異 的
な も の な ど 、 広 範 な 目 的 で 広 く 用 い ら れ て い る 。 ま た 糖 質 は 、 制 御 機 構 と し て 、 細 胞 の 局
在 化 の た め 、 別 の 細 胞 種 に よ る 1つ の 細 胞 種 の 特 異 的 細 胞 表 面 認 識 の た め 、 血 清 か ら の 特
定 の 糖 形 態 の 除 去 の た め の シ グ ナ ル と し て 働 き 、 お そ ら く は 蛋 白 分 解 に 対 す る 防 御 を 提 供
す る こ と に よ っ て 蛋 白 質 フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 補 助 す る （ Pareth, R.B.、 蛋 白 質 の 機 能 に 対
す る グ リ コ シ ル 化 の 影 響 （ Effects of glycosylation on protein function） 、 Curr. Op
in. Struct. Biol. 1： 750～ 54, 1991） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 糖 質 は 、 他 の い か な る 生 体 オ リ ゴ マ ー よ り も 数 桁 多 い 潜 在 的 な 情 報 内 容 を 含 ん で い る 。
例 え ば 、 糖 の 六 量 体 お よ び ア ミ ノ 酸 の 六 量 体 に 関 し て 可 能 な 構 造 の 数 を 算 出 し て み る と 、
そ の 数 値 は >1.05× 10１ ２ お よ び 4.6× 10４ で あ る 。 こ の 差 は 7桁 を 上 回 る 。 し た が っ て 、
糖 類 は 明 ら か に 、 生 物 界 に お い て 単 一 の 源 に よ る 多 様 性 を 最 も 多 く 提 供 す る （ Laine, R.A
.、 Invited Commentary in Glyco-Forum section Glycobiology 1994 8, 759～ 767） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 レ ク チ ン は 、 種 々 の 病 原 体 に 対 す る 防 御 に も 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 動 物 に お
け る マ ン ノ ー ス 結 合 性 レ ク チ ン は 、 そ れ ら の 表 面 に 高 濃 度 の マ ン ノ ー ス を 含 む 病 原 体 と の
抗 体 非 依 存 的 な 結 合 を 媒 介 す る 。 こ れ ら の 単 糖 類 は 、 一 般 に 、 哺 乳 動 物 系 に お け る 血 清 ま
た は 細 胞 表 面 糖 蛋 白 の 末 端 部 位 に は 認 め ら れ な い 。 こ の 認 識 事 象 は 、 補 体 カ ス ケ ー ド を 惹
起 し う る ［ Ikeda, K., Sannoh, T., Kawasaki, T.お よ び Yamashima, I.（ 1987） J. Biol.
 Chem. 262： 7451～ 7454］ 。 植 物 レ ク チ ン も 、 共 生 性 窒 素 固 定 菌 の マ メ 科 植 物 の 根 へ の 付
着 、 お よ び 真 菌 性 病 原 体 に 対 す る 植 物 の イ ン ト エ ー （ int eh） 防 御 に 関 与 す る こ と が 示 さ
れ て い る （ Bohlool, B.B.お よ び Schmidt, E.L.（ 1974） Science 185： 269～ 71） 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 第 3に 、 多 く の 病 原 体 は 、 そ れ ら の 宿 主 に 侵 入 す る た め に 糖 質 -レ ク チ ン 相 互 作 用 を 用 い
て い る 。 例 え ば 、 細 菌 お よ び ア メ ー バ な ど の 腸 内 寄 生 虫 は 、 上 皮 細 胞 に 対 す る 生 物 体 の 糖
特 異 的 付 着 を 媒 介 し 、 そ れ に よ っ て 感 染 を 促 進 す る （ Liener, I.E., Sharon, N., Goldst
ein, I.J.編 （ 1986） 、 レ ク チ ン ： 特 性 、 機 能 な ら び に 生 物 学 お よ び 医 学 に お け る 応 用 （ T
he Lectins： Properties, functions and applications in biology and medicine） 、 Ne
w York: Academic.） 。 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ ミ ク ソ ウ イ ル ス ） お よ び セ ン ダ イ ウ イ
ル ス （ パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス ） な ど の ウ イ ル ス は 、 シ ア ル 酸 を 含 む 受 容 体 を 標 的 細 胞 の 表 面
に 結 合 さ せ て ウ イ ル ス -細 胞 相 互 作 用 を 惹 起 す る た め に 、 赤 血 球 凝 集 蛋 白 質 を 用 い て い る
（ Paulsson, J.C.、 動 物 ウ イ ル ス と 細 胞 表 面 受 容 体 と の 相 互 作 用 （ Interaction of anima
l viruses with cell surface receptors） 、 受 容 体 （ The Receptor） （ 第 2巻 ） （ P.M. C
onn編 ） 中 、 Academic Press, New York, pp131～ 219, 1985） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 目 的 は 、 細 胞 内 に 侵 入 す る た め に 糖 質 ま た は レ ク チ ン を 用 い る 疾 患
の 病 因 を 検 討 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 セ レ ク チ ン な ど の 糖 質 結 合 蛋 白 質 は 、 炎 症 を 含 む 免 疫 応 答 に お い て 極 め て 重 要 な 役 割 を
果 た す と 考 え ら れ て い る （ Springerら 、 1991 Nature 349： 196～ 197； Philips.ら 、 1990 
Science 250： 1130～ 32） 。 特 異 的 な 糖 質 リ ガ ン ド が 同 定 さ れ て お り 、 そ れ ら の セ レ ク チ
ン 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は 他 の レ ク チ ン と の 相 互 作 用 を 介 し て 、 炎 症 抑 制 、 免 疫 抑 制 な ど の
た め に 用 い ら れ て い る （ Gaetaら 、 1990年 6月 15日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 07／ 538,85
3号 に 相 当 す る US-A-5,576,305； Ippolitoら 、 1992年 5月 26日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第
07／ 889,017号 に 相 当 す る US-A-5,374,655） 。 そ の 他 の 糖 蛋 白 も 、 哺 乳 動 物 の 免 疫 応 答 の
抑 制 に 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Smithら 、 1992年 10月 2日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 出
願 第 07／ 956,043号 に 相 当 す る US-A-5,453,272） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 目 的 は 、 免 疫 お よ び 炎 症 反 応 に お け る セ レ ク チ ン お よ び 他 の レ ク チ
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ン を 非 制 限 的 に 含 む レ ク チ ン の よ り 巧 妙 な 認 識 機 能 を 詳 細 に 描 写 す る た め に 、 本 ア ッ セ イ
方 法 を 用 い る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 第 4に 、 多 数 の 糖 類 お よ び 糖 結 合 蛋 白 質 の 広 い 分 布 お よ び 即 時 的 な 利 用 可 能 性 を 、 そ れ
ら の 自 然 界 の 全 体 に わ た る 偏 在 性 と 組 み 合 わ せ る こ と は 、 溶 液 中 お よ び 細 胞 表 面 上 の 糖 質
を 検 討 す る た め の 試 薬 と し て の そ れ ら の 広 範 な 使 用 に つ な が る 。 そ れ ら は 最 初 、 血 液 型 の
分 類 の た め （ Lisお よ び Sharon） 、 細 胞 の 同 定 お よ び 分 離 の た め （ Sharon, N. 1983、 Adv.
 Immunol. 34： 213～ 98） に 用 い ら れ た 。 標 識 さ れ た レ ク チ ン は 、 ゲ ル 上 に て 分 離 さ れ た
糖 蛋 白 を 直 接 的 ま た は ブ ロ ッ テ イ ン グ 後 に 検 出 す る た め の 試 薬 と し て 役 に 立 つ （ Rohringe
r, R., Holden, D.W. 1985 Anal. Biochem. 144： 118～ 27） 。 固 定 さ れ た レ ク チ ン は 、 イ
ン ス リ ン 受 容 体 （ Hedo, J.A., Harrison, L.C., Roth, J. 1981 Biochemistry 20： 3385
～ 93） お よ び 他 の 多 く の 蛋 白 質 な ど の 糖 蛋 白 の 分 離 の た め に 日 常 的 に 用 い ら れ て い る 。 レ
ク チ ン は 胸 腺 細 胞 お よ び 脾 細 胞 な ど の 細 胞 を 分 離 す る た め に 広 く 用 い ら れ て い る （ Reisne
r, Y, Sharon, N. 1984 Methods Enzymol.108： 168～ 79； Maekawa, M., Nishimune, Y. 1
985 Biol. Reprod. 32： 419～ 25） 。 レ ク チ ン を 用 い て 多 数 の 細 菌 が 分 類 さ れ て い る （ Doy
le, R.J., Keller, K.F. 1984 Can. J. Microbiol. 3： 4～ 9； DeLucca, A.J.II 1984 Can
. J. Microbiol. 3： 1100～ 4） 。 特 異 的 な 糖 残 基 の 存 在 に よ っ て 霊 長 類 を 非 霊 長 類 か ら 区
別 す る こ と が で き る ［ Spiro, R.G.お よ び Bhoyroo, V.D（ 1984） J. Biol. Chem. 259： 985
8～ 9866；  Galili, U., Shohet, S.B., Kobrin, E. Kobrin, E., Stuls, C.L.M.お よ び Ma
cher, B.A.（ 1988） J. Biol. Chem. 263, 17755～ 17762） 。 こ れ ら の 用 途 は 、 可 溶 性 生 体
分 子 ま た は 細 胞 も し く は 細 胞 小 器 官 の い ず れ か に 付 着 し た 糖 質 を 特 異 的 に 同 定 し う る 特 定
の レ ク チ ン の 能 力 に 堅 固 に 依 存 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 第 5に 、 ほ と ん ど の 細 胞 は 、 膜 糖 蛋 白 お よ び 糖 脂 質 （ 真 核 生 物 に お い て ） ま た は 多 糖 類
（ 原 核 生 物 に お い て ） の 形 態 で 糖 鎖 コ ー テ ィ ン グ を 有 す る 。 真 核 生 物 で は 、 細 胞 種 お よ び
グ ル コ ー ス 濃 度 な ど の 環 境 因 子 が 、 種 お よ び 組 織 の 両 方 に 関 し て 特 異 的 な 、 グ リ コ シ ル 化
の 程 度 お よ び 種 類 の 決 定 に 主 要 な 役 割 を 果 た し て い る （ Parekh, R.B., Dwek, R.A., Thom
as, J.R., Opdennakker, G., Rademacher, T.W.（ 1989） Biochemistry 28： 7644～ 7662；
Goochee, C.F.お よ び Monica, T.（ 1990） Bio/Technology 8： 421～ 427） 。 さ ら に 、 そ れ
ぞ れ の 個 々 の 酵 素 反 応 は 完 了 す る こ と も 、 完 了 せ ず に 糖 形 態 ま た は グ リ コ シ ル 化 さ れ た 変
種 の 蛋 白 質 を 生 じ る こ と も あ る （ Rademacherら 、 Ann. Rev. Biochem., 1988 57： 789～ 83
8） 。 こ れ ら の 因 子 は 、 糖 質 構 造 に 、 イ ン ビ ボ で 認 め ら れ 、 そ れ ら の 分 析 を 困 難 に し て い
る 莫 大 な 不 均 質 性 を 生 じ さ せ る 。 し か し 、 場 合 に よ っ て は 、 異 な る 形 態 の 相 対 的 な 濃 度 が
、 特 定 の 健 康 お よ び 疾 患 状 態 に お い て 特 殊 な 様 式 で 異 な る こ と が 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、
こ の こ と は 、 天 然 の 糖 蛋 白 の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン が 妊 娠 な ど の 生 理 的 変 化 お よ び 慢 性 関
節 リ ウ マ チ な ど の 疾 患 に よ っ て も 影 響 さ れ る 理 由 の 説 明 に も な る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ れ に 加 え て 、 個 々 の 単 糖 類 と CRDと の 間 の 相 互 作 用 は 、 レ ク チ ン の 糖 蛋 白 に 対 す る 親
和 性 が 生 じ る 原 因 と し て は あ ま り に 弱 い こ と が 知 ら れ て い る 。 オ リ ゴ マ ー 性 レ ク チ ン （ 多
価 ） に は 、 多 分 枝 型 オ リ ゴ 糖 類 に 関 す る 特 異 性 お よ び 親 和 性 を い ず れ も 高 め る 糖 質 認 識 部
位 （ CRD） が 集 中 し て い る 。 こ れ ら の 効 果 は 十 分 に は 解 明 さ れ て い な い が 、 CRDの 密 度 に 生
物 的 意 義 が あ る こ と は 明 ら か で あ る 。 こ の た め 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 付 加 的 な パ ラ メ ー
タ ー に よ り 、 本 ア ッ セ イ の 情 報 内 容 を さ ら に 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ は 、 複 合 の 生
物 試 料 の 全 体 的 な 状 態 に お け る 変 化 の 後 に レ ク チ ン が 有 用 な こ と を 示 す と 考 え ら れ る 。 こ
の 豊 富 な 多 様 性 に よ り 、 そ れ か ら 選 択 さ れ る セ ン サ ー 素 子 に ほ と ん ど 無 限 の 範 囲 が 提 供 さ
れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 糖 質 に 対 す る レ ク チ ン の 多 価 性 は 、 そ れ ら の 生 物 活 性 に 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 し た
が っ て 、 本 発 明 の 1つ の 目 的 は 、 試 料 の 識 別 の た め の 、 連 続 的 お よ び 非 連 続 的 な ら び に 均
質 お よ び 不 均 質 な 形 式 に お け る 、 表 面 上 の レ ク チ ン の 濃 度 勾 配 の 適 用 に あ る と 考 え ら れ る
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。 こ れ に よ り 、 認 識 過 程 に 対 す る 結 合 部 位 の 密 度 の 影 響 に 関 す る 基 礎 的 な 理 解 を 得 る た め
の 独 特 な ツ ー ル が 提 供 さ れ る 。 当 業 者 は 、 走 査 お よ び 画 像 化 様 式 の た め に 反 射 率 測 定 法 、
円 二 色 法 お よ び SPRを 適 合 さ せ る た め の 方 法 を 利 用 で き る 。 こ れ に よ り 付 加 的 な ア ッ セ イ
用 パ ラ メ ー タ ー も 提 供 さ れ 、 こ の た め レ ク チ ン 親 和 性 ア レ イ の 情 報 内 容 は 増 加 し 、 そ れ に
よ っ て そ れ ら が 複 合 試 料 を 識 別 す る 能 力 も 改 善 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 診 断 用 ア ッ セ イ 方 法 　 現 在 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に 基 づ く 診 断 法 は 市 場 に お い て 主 流 で あ る
が 、 に も か か わ ら ず 、 レ ク チ ン に は 従 来 の イ ム ノ ア ッ セ イ を 上 回 る い く つ か の 利 点 が あ る
。 レ ク チ ン は 大 部 分 の 生 物 形 態 に 存 在 し て お り 、 よ り 重 要 な こ と に 、 そ れ ら は 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を 合 成 し な い 植 物 、 微 生 物 お よ び ウ イ ル ス な ど の 生 物 形 態 に お い て 認 め ら れ る 。 明 ら
か に 、 レ ク チ ン の 生 物 的 機 能 は 免 疫 系 の そ れ に 先 行 し て お り 、 そ の 多 く は 現 時 点 で は 不 明
で あ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 検 出 素 子 は 、 同 定 お よ び 分 類 の 目 的 に 、 よ り 有 用 で あ る と
考 え ら れ る 。 異 な る ク ラ ス の レ ク チ ン 同 士 に 認 め ら れ る 高 度 の 相 同 性 は 、 こ れ ら の 蛋 白 質
が 進 化 を 通 じ て 保 存 さ れ て き た こ と を 示 し て お り 、 そ れ ら が 生 物 体 に お け る 重 要 な 機 能 を
持 つ こ と を 強 く 示 す 所 見 で も あ る 。 も う 1つ の 違 い は 、 レ ク チ ン は 構 造 的 に 多 様 で あ る が
、 一 方 、 抗 体 は 構 造 的 に 類 似 し て い る こ と で あ る 。 こ の 構 造 的 な 多 様 性 は 、 ア ッ セ イ 形 式
の 柔 軟 性 を 高 め る と 思 わ れ る 、 そ れ に 対 応 す る 安 定 性 の 多 様 性 を も た ら す （ 抗 体 は そ れ ら
の 構 造 的 類 似 性 の た め に 同 様 の 条 件 下 で は 変 性 す る 傾 向 が あ る ） 。 し た が っ て 、 レ ク チ ン
は 抗 体 の 多 価 性 と 酵 素 の 構 造 的 多 様 性 を 兼 ね 備 え て い る 。 糖 質 の 代 謝 お よ び 糖 の 輸 送 に 関
与 す る も の な ど の よ う に 、 糖 質 と 結 合 す る 他 の 蛋 白 質 も 存 在 す る 。 一 般 に 、 こ れ ら の 蛋 白
質 は 1つ の 糖 質 の み と 結 合 し 、 レ ク チ ン と は 極 め て 異 な る 目 的 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 血 液 、 血 清 、 痰 、 尿 な ど の 体 液 に お け る 特 定 の 抗 原 、 ハ プ テ ン お よ び 同 様 の 物 質 の 検 出
は 、 研 究 的 お よ び 臨 床 的 な 環 境 の い ず れ に お い て も 非 常 に 重 要 で あ る 。 こ の よ う な リ ガ ン
ド の 検 出 は し ば し ば 種 々 の 罹 患 状 態 と の 関 連 づ け が 可 能 で あ り 、 そ の 結 果 と し て 、 診 断 に
お い て 、 疾 患 の 発 生 に 関 す る 基 礎 的 な 理 解 を 得 る た め に 、 な ら び に 治 療 的 処 置 の 有 効 性 を
モ ニ タ ー す る た め に 、 非 常 に 重 要 で あ る 。 疾 患 を 診 断 お よ び 治 療 す る 能 力 が 高 く 、 現 在 も
常 に 高 ま っ て い る こ と は 、 診 断 用 検 査 に 対 す る 需 要 の 爆 発 的 な 増 加 を も た ら し た 。 1回 の
ア ッ セ イ 当 た り の コ ス ト は 低 下 し て い る が 、 一 方 、 実 施 さ れ る 検 査 の 件 数 は 劇 的 に 増 加 し
て い る 。 こ れ は 一 部 に は 利 用 可 能 な 検 査 の 数 が 増 え い る こ と に 起 因 し 、 一 部 に は 医 療 従 事
者 が 、 彼 ら に 対 し て 訴 訟 （ 医 療 過 誤 訴 訟 ） が 行 わ れ る 際 に 自 ら の 行 為 を 正 当 化 し う る 必 要
性 が あ る こ と に 起 因 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 し た が っ て 、 水 性 試 料 中 の リ ガ ン ド を 検 出 す る た め の 改 良 さ れ た 方 法 が 常 に 求 め ら れ て
い る 。 特 に 好 ま し い 方 法 ま た は ア ッ セ イ は 、 よ り 迅 速 で 、 よ り 柔 軟 で 、 実 施 お よ び 製 造 が
よ り 容 易 で あ る こ と に 加 え て 、 製 造 コ ス ト が 低 い も の で あ る 。 さ ら に 、 HIVお よ び ウ シ 海
綿 状 脳 症 （ BSE） な ど の 病 原 体 に 関 す る 診 断 用 ア ッ セ イ を 開 発 す る た め に 必 要 な 時 間 を 短
縮 す る と 思 わ れ る 方 法 に 対 す る 需 要 も 高 ま っ て い る 。 医 療 費 の 増 加 の た め に 、 新 し い 、 迅
速 で 、 よ り 有 効 な 診 断 方 法 の 開 発 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 一 般 に 、 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 抗 体 、 抗 体 断 片 ま た は さ ら に は ペ プ チ ド 、 テ ン プ レ ー ト 重
合 体 な ど の 抗 体 結 合 部 位 を 模 し た 人 工 的 に 作 製 さ れ た 素 子 な ど の 蛋 白 質 と 、 そ れ ら に と っ
て 特 異 的 な 物 質 で あ る リ ガ ン ド と の 間 の 免 疫 的 反 応 （ 以 下 で は 抗 体 認 識 と 呼 ぶ ） に 基 づ く
。 免 疫 反 応 は 、 そ れ ら の 高 い 特 異 性 、 お よ び そ れ 故 に こ の 特 徴 を 利 用 す る た め に 生 じ た 多
数 の 機 構 を 特 徴 と す る 。 目 標 は 、 で き る だ け 少 な い 数 の ア ッ セ イ を 用 い て 絶 対 的 な 特 異 性
で 特 定 の 状 態 を 同 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 伝 統 的 な 不 均 質 前 方 ア ッ セ イ （ heterogenous forward assay） で は 、 抗 体 は 、 微 粒 子 、
マ イ ク ロ タ イ タ ー 用 ウ ェ ル 、 パ ド ル （ paddle） な ど の 固 相 上 に 固 定 さ れ る 。 続 い て 試 料 を
固 定 さ れ た 抗 体 と 接 触 さ せ 、 試 料 中 に 存 在 し て い れ ば リ ガ ン ド が 結 合 す る 。 結 合 し た 物 質
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は 検 出 さ れ 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に そ れ と 関 連 し た 実 体 と し て 定 量 化 さ れ る 。 こ の よ う な
検 出 可 能 な 実 体 に は 、 蛍 光 分 子 、 化 学 発 光 分 子 、 酵 素 、 同 位 体 、 微 粒 子 な ど が 含 ま れ る 。
競 合 、 間 接 的 競 合 な ど の 多 く の 変 種 が 開 発 さ れ て い る 。 当 業 者 に は 、 こ れ ら の ア ッ セ イ を
用 い て 結 合 し た 物 質 の 量 を 定 量 化 す る た め の 種 々 の 方 法 が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ の ほ か に 、 蛋 白 質 （ レ ク チ ン 、 受 容 体 な ど ） 、 核 酸 、 糖 類 、 脂 質 お よ び
／ ま た は 合 成 ／ 組 換 え 生 体 模 倣 化 合 物 な ど の 広 範 囲 に わ た る 認 識 素 子 を 用 い て 絶 対 的 な 特
異 性 に 対 す る 同 じ 需 要 に 基 づ い て 、 そ の 他 の 診 断 用 ア ッ セ イ も 利 用 し う る 。 疾 患 を 特 異 的
に 同 定 す る た め に 、 顕 微 鏡 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 電 気 泳 動 を 非 制 限 的 に 含 む 広 範 囲
に わ た る 基 礎 的 技 法 も 開 発 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 1つ の 目 的 は 、 診 断 用 ア ッ セ イ の 情 報 内 容 を 増 加 さ せ る た め に 、 低 い 親 和 性 を
有 す る 検 出 素 子 の ア レ イ に 依 拠 し た 試 料 識 別 の た め の ア ッ セ イ 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る
。 本 ア ッ セ イ 方 法 は 、 微 妙 な 変 化 を 識 別 す る こ と が で き 、 こ の た め 極 め て 重 要 な 可 能 性 の
あ る 健 康 状 態 の 変 化 を 早 期 に 同 定 す る こ と を 可 能 と す る 。 場 合 に よ っ て は 、 従 来 の ア ッ セ
イ に 用 い ら れ る 検 出 素 子 も 適 用 可 能 で あ る と 思 わ れ る 。 し か し 、 ほ と ん ど の 場 合 に は 、 こ
れ ら の 試 薬 の 特 異 性 は 使 用 す る に は 高 す ぎ る と 思 わ れ る 。 し た が っ て 、 親 和 性 お よ び 特 異
性 の 適 切 な 組 み 合 わ せ を 有 す る 試 薬 を 単 離 す る た め に 新 た な ス ク リ ー ニ ン グ 手 順 が 開 発 さ
れ る と 考 え ら れ 、 そ れ は 本 発 明 の 目 的 で も あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 ア ッ セ イ 方 法 は 、 疾 患 の 同 定 、 宿 主 （ ヒ ト 、 動 物 、 植 物 お よ び 微 生 物 を 非 制 限 的 に 含
む ） 内 に お け る 疾 患 自 体 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 変 化 の 同 定 を 非 制 限 的 に 含 む 、 複 合 試 料
の 識 別 を 要 す る 広 範 囲 の 用 途 に 拡 張 す る こ と が で き る 。 複 合 試 料 に は 、 生 物 材 料 お よ び ／
ま た は 飲 料 、 乾 物 な ど の よ う な 食 品 材 料 （ 望 ま し く な い 微 生 物 の 増 殖 、 鮮 度 、 物 理 的 障 害
に 関 す る 品 質 管 理 を 非 制 限 的 に 含 む ） な ど を 非 制 限 的 に 含 む 分 解 産 物 、 な ら び に 空 気 、 土
壌 お よ び 水 の 試 料 に お け る 菌 叢 （ 微 生 物 の 含 有 量 お よ び 組 成 を 無 限 定 的 に 含 む ） 、 汚 染 物
質 お よ び そ れ ら の 分 解 産 物 に 関 す る 環 境 試 料 の 制 御 が 含 ま れ る 。 こ の 方 法 お よ び そ れ に 基
づ く ア ッ セ イ は 、 ヨ ー グ ル ト 、 ビ ー ル 、 ワ イ ン な ど 、 肉 汁 を 無 限 定 的 に 含 む 発 酵 工 程 、 遺
伝 子 組 換 え 細 菌 な ど か ら 得 ら れ る イ ン ス リ ン な ど の 微 生 物 過 程 に よ っ て 生 産 さ れ る 生 物 的
化 合 物 な ど の 産 物 が 生 産 さ れ る 発 酵 工 程 、 な ら び に 調 味 料 な ど の た め に 製 造 さ れ る 香 辛 料
お よ び 動 物 用 食 品 材 料 の 製 造 に 用 い ら れ る 発 酵 工 程 を 観 測 す る た め に も 用 い う る と 考 え ら
れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 血 圧 な ど の 全 般 的 健 康 状 態 を 調 べ る た め に 用 い ら れ る 現 在 の 診 断 用 検 査
の 手 法 で は 、 限 定 的 な 情 報 し か 得 ら れ な い 。 ま た 、 こ れ ら の 検 査 は 全 般 的 健 康 状 態 に 関 す
る 有 用 な 情 報 を 提 供 す る も の の 、 疾 患 を 同 定 す る た め の 十 分 な 情 報 は 提 供 せ ず 、 疾 患 を 早
期 に 検 出 す る た め に 必 要 な 、 微 妙 な 変 化 を 十 分 に 検 出 し う る ほ ど に は 鋭 敏 で は な い 。 し た
が っ て 、 実 施 す る 必 要 の あ る 特 異 的 な 検 査 の 数 を 減 ら す た め に 、 罹 患 し て い る 患 者 の 病 気
の 種 類 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 、 罹 患 状 態 の 同 定 の た め の 新 た な 方 法 を 開 発 す る こ と に は
需 要 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 目 的 は 、 病 気 を 早 期 に 同 定 し 、 そ れ に よ っ て こ れ ま で 可 能 で あ っ た
と 思 わ れ る よ り も 早 期 に 治 療 を 開 始 で き る よ う に す る 努 力 を 補 助 す る た め に 全 般 的 健 康 状
態 を 観 測 す る た め の 改 良 さ れ た 技 法 に 関 す る 方 法 お よ び ア ッ セ イ を 提 供 す る こ と で あ る 。
疾 患 の 早 期 治 療 に よ り 、 医 療 費 が 減 ら せ る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 予 防 的 医 療
の 図 式 に お い て も 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 同 様 の 状 況 は 、 食 品 材 料 お よ び 環 境 試 験 に も
存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 広 範 な 認 識 特 異 性 を 有 す る 離 散 的 認 識 素 子 と 、 コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い た 人 工 的 神 経 回 路
網 デ ー タ 分 析 と の 併 用 に 基 づ く こ の 診 断 方 法 は 、 適 切 な 特 異 性 （ 信 号 対 雑 音 比 ） を 備 え た
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離 散 的 な 合 成 生 体 模 倣 認 識 素 子 と と も に 用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら は 改 変 さ れ た 生 物 材
料 か ら 作 ら れ た も の で も 、 従 来 の テ ン プ レ ー ト 技 法 な ど に よ っ て 重 合 性 材 料 か ら 作 ら れ た
も の で も よ い 。 本 発 明 の こ の 態 様 は 、 有 機 溶 媒 、 高 温 ま た は 低 温 、 酸 性 ま た は 塩 基 性 の 溶
液 お よ び 塩 類 を 非 制 限 的 に 含 む 従 来 の 生 物 的 検 出 素 子 の 結 合 親 和 性 お よ び ／ ま た は 特 異 性
を 破 壊 ま た は 劇 的 に 抑 制 す る と 思 わ れ る ア ッ セ イ 条 件 を 必 要 と す る 用 途 に お い て 特 に 有 用
で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ れ ら の 検 出 技 法 は 、 シ リ コ ン ウ ェ ー ハ ま た は 平 面 ガ ラ ス な ど の 平 坦 表 面 に 対 す る 再 現
性 が 高 い 高 密 度 固 定 化 法 を 必 要 と す る 。 こ れ ら の 検 出 技 法 と 適 合 し う る そ の 他 の 表 面 に は
、 合 成 樹 脂 、 シ リ コ ン 、 雲 母 お よ び ガ ラ ス 表 面 で あ っ て 金 属 コ ー テ ィ ン グ が な さ れ た も の
ま た は な さ れ て い な い も の の 両 方 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 標 準 的 な 固 定 手 順 で は 、 信 号 対
雑 音 比 が 不 適 切 で あ る た め に 全 体 的 な 再 現 性 は 乏 し い 。 生 物 活 性 の 高 い 保 持 性 を 有 し て 生
体 分 子 を 高 密 度 に 固 定 し 、 同 時 に 非 特 異 的 結 合 ア ッ セ イ を 最 小 限 に 抑 え る こ と を 可 能 と す
る 方 法 が 開 発 さ れ た 。 増 加 し た 感 度 お よ び 低 下 し た 非 特 異 的 結 合 に よ り 、 こ の ア ッ セ イ 方
法 に 不 可 欠 で あ る 高 い 信 号 対 雑 音 比 が 達 成 さ れ る 。 本 発 明 者 ら は 現 在 、 ほ ぼ 100％ の 表 面
カ バ ー 率 で あ る と 考 え て い る 。 こ れ は 、 金 属 表 面 と の 直 接 的 な 相 互 作 用 を 予 防 し 、 本 質 的
に 均 質 な 相 互 作 用 基 質 を 提 供 し 、 表 面 密 度 を 最 大 に す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 方 法 は 、 血 液 、 血 清 、 唾 液 、 痰 、 尿 な ど の 体 液 を 非 制 限 的 に 含 む 、 複 合 試 料 を 他 の 由
来 物 か ら 識 別 し 、 そ れ に よ っ て 既 知 の 参 照 用 基 準 と の 複 雑 な 相 関 づ け （ パ タ ー ン 認 識 プ ロ
グ ラ ム を 用 い て の ） を 可 能 と す る た め に 用 い う る と 考 え ら れ る 。 空 気 、 土 壌 、 水 な ど 、 食
品 材 料 な ど の ほ か 、 そ れ に 関 す る 適 切 な 検 出 素 子 を 見 い だ し う る 人 工 物 質 な ど の 環 境 試 料
を 、 こ の 方 法 を 用 い て 分 析 し う る 、 す な わ ち 、 問 題 の 試 料 に 関 し て 適 切 な 信 号 対 雑 音 比 を
得 る こ と が で き る 、 と 考 え ら れ る 。 同 程 度 に 迅 速 に 、 ま た は 同 程 度 に 高 い 費 用 対 効 果 で 、
試 料 を 識 別 し う る 分 析 手 法 は 、 現 在 は 存 在 し え な い 。 本 発 明 の 1つ の 重 要 な 目 的 は 、 認 識
素 子 に 存 在 す る 未 知 の 認 識 機 能 を 利 用 し う る 本 方 法 の 能 力 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 本 レ ク チ ン ア レ イ に 結 合 し た 物 質 を 同 定 す る た め の 試 み を ま だ 何 ら 行 っ
て い な い が 、 生 体 分 子 の 同 定 に 関 す る 当 業 者 に は 、 こ の 種 の 分 析 を 行 う た め の 種 々 の 方 法
が 利 用 可 能 で あ る 。 こ れ は 本 発 明 の 主 た る 目 的 で は な い が 、 治 療 法 の 開 発 お よ び ／ ま た は
治 療 薬 の 開 発 に お い て 補 助 と な る 可 能 性 の あ る 、 生 じ た 変 化 の 性 質 を 理 解 す る た め に 有 用
で あ る こ と が 判 明 す る 可 能 性 も あ る 。 さ ら に 、 蛋 白 質 、 脂 質 、 糖 質 お よ び 核 酸 や 、 遺 伝 子
操 作 を 加 え ら れ た 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ た も の な ど の 改 変 さ れ た 生 体 分 子 、 な ら び に シ ク ロ
デ キ ス ト ラ ン 、 テ ン プ レ ー ト 重 合 体 お よ び イ ン プ リ ン ト 重 合 体 な ど の 分 子 認 識 に 用 い ら れ
る 合 成 分 子 を 非 制 限 的 に 含 む 、 こ の ア ッ セ イ 方 法 に 必 要 と さ れ る 特 性 を 示 す 任 意 の 認 識 素
子 も 、 こ の 方 式 （ regimen） に お い て 用 い う る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 目 的 は 、 生 体 分 子 を 固 定 す る た め に 用 い ら れ る 複 合 型 の 手 法 で あ り
、 こ れ に は 特 殊 な 表 面 （ 金 ） 、 疎 水 性 厚 膜 パ タ ー ン 成 形 、 末 端 に カ ル ボ ン 酸 基 を 有 す る 自
己 集 合 性 長 鎖 チ オ ー ル 、 お よ び 経 験 的 に 決 定 さ れ た EDC／ NHS固 定 手 順 が 含 ま れ る 。 こ れ ら
は す べ て 個 々 に 用 い ら れ て き た が 、 こ れ ら の 種 々 の 技 法 を 単 一 の 統 一 的 な 手 順 に ま と め た
固 定 手 順 は 存 在 し て い な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 国 際 公 開 公 報 第 95／ 29692号 、 国 際 公 開 公 報 第 95／ 15175号 、 国 際 公 開 公 報 第 95／ 28962
号 、 国 際 公 開 公 報 第 95／ 07462号 、 カ ナ ダ 特 許 第 2,133,772号 、 米 国 特 許 第 4,289,747号 、
米 国 特 許 第 4,389,392号 、 米 国 特 許 第 4,298,689号 お よ び 国 際 公 開 公 報 第 95／ 26634号 な ど
、 診 断 的 お よ び 治 療 的 目 的 の た め に 広 範 囲 に わ た る 生 物 検 出 素 子 を 用 い る 多 数 の 特 許 が 開
示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 発 明 は す べ て 、 単 一 の 疾 患 （ ま た は 密 接 に 関 連 し た 疾 患 群 ） を 同
定 す る た め に 、 そ れ が 抗 体 で あ る に せ よ レ ク チ ン で あ る に せ よ 、 何 ら か の 検 出 素 子 の 特 有
の 特 異 性 を 用 い て い る 。 特 異 的 反 応 を 増 強 し 、 非 特 異 的 反 応 を 抑 制 す る た め に 多 大 な 試 み
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が な さ れ て い る が 、 こ れ は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 本 発 明 と は 極 め て 対 照 的 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 国 際 公 開 公 報 第 92／ 19975号 は 、 糖 類 特 異 的 な 標 識 用 試 薬 を 用 い て 、 複 合 の 混 合 物 に お
い て 、 蛍 光 分 子 に よ る 糖 蛋 白 を 標 識 す る た め の 方 法 を 記 載 し て い る 。 標 識 さ れ た 蛋 白 質 の
こ の 混 合 物 は 分 離 さ れ 、 パ タ ー ン 認 識 技 法 に よ っ て バ ン ド 形 成 パ タ ー ン が 分 析 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 者 ら の 発 明 は 、 こ の 発 明 に 比 べ て い く つ か の 利 点 が あ る 。 第 1に 、 ア ッ セ イ の 時
間 、 労 力 、 コ ス ト お よ び 複 雑 さ を 少 な く す る 分 離 段 階 が 含 ま れ て い な い 。 第 2に 、 認 識 素
子 が 使 わ れ て い な い た め 、 ア ッ セ イ の 柔 軟 性 が 制 限 さ れ る 。 第 3に 、 認 識 素 子 が 使 わ れ て
い な い た め 、 既 知 ま た は 未 知 で あ る 結 合 機 能 の 分 析 は 不 可 能 で あ る 。 最 後 に 、 ア ッ セ イ を
拡 張 す る こ と が で き ず 、 パ タ ー ン 認 識 プ ロ グ ラ ム を 十 分 に 利 用 す る と い う ア ッ セ イ の 能 力
が 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

　 こ れ ら の 生 物 的 検 出 素 子 を 、 表 面 質 量 に 基 づ く 光 学 画 像 化 技 術 と 整 合 さ せ る こ と は 非 常
に 難 し い 。 標 準 的 な 固 定 化 手 順 で 得 ら れ る 全 体 的 な 再 現 性 は 乏 し い た め 、 本 発 明 者 ら は 、
表 面 パ タ ー ン 成 形 お よ び 固 定 化 技 術 を 組 み 合 わ せ る 高 度 に 特 殊 化 さ れ た 手 順 を 開 発 し た （
図 1） 。 集 積 化 さ れ た ア ッ セ イ 形 式 は 厚 膜 表 面 パ タ ー ン 成 形 、 自 己 集 合 性 単 層 、 効 率 的 カ
ッ プ リ ン グ 化 学 お よ び ビ オ チ ン -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 組 み 合 わ せ て い る 。 本 手 順 で は 、
金 コ ー ト さ れ た シ リ コ ン ウ ェ ー ハ ま た は ガ ラ ス を 、 露 出 さ れ た 金 表 面 上 に カ ル ボ キ シ 末 端
を 有 す る 自 己 集 合 性 の 長 鎖 チ オ ー ル ア ル カ ン と 組 み 合 わ せ て 成 形 す る た め 、 テ フ ロ ン （ 登
録 商 標 ） に 基 づ く 独 自 の 厚 膜 印 刷 用 イ ン ク （ Cel-line、 USA） を 用 い て い る 。 記 載 さ れ た
通 り （ Martensson, J., Arwin, H.、 基 質 層 相 互 作 用 を 含 む 金 上 の 蛋 白 質 層 に 関 す る 立 体
的 円 二 色 法 デ ー タ の 解 釈 （ Interpretation of spectroscopic ellipsometric data on pr
otein layers on gold including substrate-layer interaction） （ 1995） 、 Langmuir 1
1： 963～ 968） の 蒸 着 に よ り 、 研 磨 さ れ た シ リ コ ン ウ ェ ー ハ （ Wacker Chemie、 Germany）
ま た は ガ ラ ス に 金 コ ー ト を 施 し た 。 続 い て 、 こ れ ら の 表 面 に 、 厚 膜 技 術 （ Cell-line、 USA
） を 用 い て 独 自 の 疎 水 性 コ ー テ ィ ン グ に よ る パ タ ー ン 成 形 を 施 し た 。 こ の 疎 水 性 厚 膜 パ タ
ー ン 成 形 は 種 々 の 試 薬 の 位 置 を 非 常 に 単 純 化 さ せ 、 そ れ は ア ッ セ イ 手 順 の 全 体 的 再 現 性 を
劇 的 に 改 良 す る こ と に つ な が っ た 。 ウ ェ ー ハ は 、 EtOH中 に て 超 音 波 処 理 を 行 っ た 後 に 、 HS
-(CH２ )１ ６ -COOH（ エ タ ノ ー ル 中 に て 1mM） に よ っ て 処 理 し た 。 表 面 を EtOHに よ っ て す す
ぎ 洗 い し 、 続 い て EtOH中 に て 超 音 波 処 理 を 行 い 、 最 後 に 再 び EtOH中 に て す す ぎ 洗 い を 行 っ
た 。 続 い て 、 NHS（ 0.2mM） お よ び EDC（ 0.8mM） を 用 い て 蒸 留 水 中 に て 室 温 で 60分 間 、 表 面
を 活 性 化 さ せ た 。 表 面 を 蒸 留 水 で 簡 単 に す す ぎ 洗 い し 、 窒 素 ガ ス を 吹 き つ け て 乾 燥 さ せ た
。 ア ミ ノ -ビ オ チ ン （ Molecular Probes、 USA） を 添 加 し （ 100mM重 炭 酸 緩 衝 液 、 pH 8.5中
に て 1mM） 、 室 温 で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 表 面 を 蒸 留 水 で 簡 単 に す す ぎ 洗 い し た 後
、 50μ g／ mlの ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Molecular Probes、 USA） を 含 む HBST（ 150mM NaCl、
0.1％ tween 20お よ び 20mM Hepes, pH7.4） に て 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 表 面 を
洗 浄 し 、 ビ オ チ ン 化 さ れ た 選 択 対 象 の 生 体 分 子 50μ g／ ml（ HBST中 に 希 釈 ） を 適 切 な も の
に 適 用 し 、 室 温 で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 概 略 を 図 1に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 目 的 は 、 生 体 分 子 を 固 定 す る た め に 用 い る 複 合 型 の 手 法 で あ り 、 こ
れ に は 特 殊 な 表 面 （ 金 ） 、 疎 水 性 厚 膜 パ タ ー ン 成 形 、 末 端 に カ ル ボ ン 酸 基 を 有 す る 自 己 集
合 性 長 鎖 チ オ ー ル 、 お よ び 経 験 的 に 決 定 さ れ た EDC／ NHS固 定 化 手 順 が 含 ま れ る 。 こ れ ら は
す べ て 個 々 に 用 い ら れ て き た が 、 こ れ ら の 種 々 の 技 法 を 単 一 の 統 一 的 な 手 順 に ま と め た 固
定 手 順 は 存 在 し て い な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 固 定 化 手 順 は 、 放 射 性 標 識 が な さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン の
量 を 定 量 化 す る こ と に よ っ て 経 験 的 に 最 適 化 さ れ た 。 SAお よ び HSAに は 、 S３ ５ 蛋 白 質 標 識

10

20

30

40

50

(15) JP 2006-349690 A 2006.12.28

発 明 の 詳 細 な 説 明
実 施 例 1



試 薬 （ SLR） を 用 い 、 製 造 者 （ Amersham、 UK） の 推 奨 に 従 っ て 放 射 性 標 識 を 施 し た 。 二 重
標 識 の た め に は 、 HSAに ま ず ビ オ チ ン に よ る 光 学 標 識 、 透 析 し た 後 で SLRに よ り 標 識 し た 。
標 識 蛋 白 質 （ 通 常 10７ cpm／ 蛋 白 質 μ g） を 、 非 標 識 蛋 白 質 で 希 釈 し て ウ ェ ル に 添 加 し た 。
固 定 さ れ た 材 料 の 量 を フ ジ ホ ス ホ イ メ － ジ ャ ー （ Fuji Phosphorimager） を 用 い て 定 量 化
し た 。 こ の 手 順 の 再 現 性 は 高 か っ た （ n＝ 10、 標 準 偏 差 ＝ 5％ ） 。 表 面 密 度 の 算 出 お よ び 他
の 所 見 か ら 、 SAが 表 面 上 に 密 着 し た 単 層 と し て 存 在 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 AFMな ら び
に 円 二 色 法 実 験 か ら 、 表 面 が 極 め て 均 一 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 さ ら に 本 発 明 者 ら は
、 放 射 性 標 識 デ ー タ を 用 い て 、 SAの 充 填 密 度 が 60,000 SA／ mm２ で あ る と 算 出 し て い る 。
こ れ は 理 論 的 な 充 填 値 で あ る 50,000 SA／ mm２ よ り も 20％ 高 く 、 こ れ ら の 実 験 に 用 い ら れ
た 金 表 面 の 粗 さ に よ る も の と 考 え ら れ る 。 金 の 粒 子 サ イ ズ が 20nm（ 表 面 の 原 子 間 力 顕 微 鏡
像 か ら 決 定 ） で あ る こ と は 、 到 達 可 能 な 面 積 に し て 70,000 SA／ mm２ に 相 当 す る 。 十 分 な
ア ッ セ イ 再 現 性 を 達 成 す る た め 、 お よ び CRD密 度 勾 配 の 効 果 を 検 討 す る た め に は 、 再 現 性
の 高 い 固 定 が 絶 対 的 に 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の 手 順 を 用 い て 、 8つ の ビ オ チ ン 化 レ ク チ ン ： タ チ ナ タ マ メ 、 バ ン デ イ ラ エ ア ・ シ ン
プ リ シ フ ォ リ ア （ Bandeiraea simplicifolia） BS-I、 ラ ッ カ セ イ 、 ア メ リ カ ヤ マ ゴ ボ ウ 、
イ ン ゲ ン マ メ pha-e、 コ パ ラ ミ ツ （ artocarpus integrifolia） 、 ト リ テ ィ カ ム ・ ブ ル ガ リ
ス （ Triticum vulgaris） 、 エ ン ド ウ の ア レ イ の パ タ ー ン 成 形 を 行 っ た 。 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、
ブ タ お よ び ヒ ト （ DAKO、 Denmark） の プ ー ル 血 清 を HBSTに て 1： 4に 希 釈 し 、 各 ウ ェ ル に 5μ
lを 加 え た 。 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 試 料 を 緩 衝 液 で 洗 い 、 続 い て 蒸 留 水 で 簡 単
に 洗 っ た （ 円 二 色 測 定 を 妨 害 す る 過 剰 な 塩 類 を 除 去 す る た め ） 。 続 い て 試 料 を 、 ア プ ラ イ
ド フ ィ ジ ク ス （ Applied Physics） 社 の 研 究 所 で 製 造 さ れ た 走 査 型 固 定 角 円 二 色 計 の XYス
テ ー ジ 上 に 配 置 し た （ Arwin, H., Lundstrom, I.、 生 物 医 学 的 分 析 の た め の 表 面 配 向 光 学
法 （ Surface orienited optical methods for biomedical analysis） （ 1988） Methods i
n Enzymology 137： 366～ 381； Jin, G., Tengvall, P., Lundstrom, I., Arwin, H、 生 体
分 子 相 互 作 用 の 可 視 化 の た め の 画 像 偏 光 解 析 法 に 基 づ く バ イ オ セ ン サ ー 概 念 （ A biosenso
r concept based on imaging ellipsometry for visualization of biomolecular intera
ctions） （ 1995） 、 Analytical Biochemistry, 232:69～ 72） 。 本 装 置 は 、 平 面 偏 光 が 適
切 な 角 度 で 試 料 表 面 に 当 た る よ う な 様 式 で 配 置 さ れ た 絞 り 、 偏 光 子 お よ び 多 次 4分 の 1減 速
プ レ ー ト （ multi-order quarter-retardation plate） 板 を 備 え た 670nmダ イ オ ー ド レ ー ザ
ー （ Melles Griot、 Sweden） か ら な る 。 反 射 光 は 光 ダ イ オ ー ド を 用 い て 測 定 し た 。 試 料 の
位 置 を 調 節 す る た め 、 お よ び 光 ダ イ オ ー ド か ら 得 ら れ た デ ー タ を 蓄 積 す る た め に コ ン ピ ュ
ー タ ー を 用 い た 。 レ ー ザ ー か ら の 光 点 の サ イ ズ は 1mm２ の オ ー ダ ー で あ り 、 こ れ に よ っ て
最 大 解 像 度 が 規 定 さ れ る 。 続 い て 、 試 料 を 走 査 す る こ と に よ り 、 表 面 に 吸 着 さ れ た 蛋 白 質
の 分 布 お よ び 量 を 評 価 ま た は 可 視 化 で き る と 思 わ れ る 。 本 装 置 は 最 大 20× 20mmの 領 域 を 最
大 解 像 度 200× 200ピ ク セ ル で 走 査 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 実 験 的 な 配 列 を 図 2に 模 式 的
に 示 し た 。 デ ー タ を 定 量 化 す る た め に 、 実 験 で 得 ら れ た 生 の 数 値 を 、 画 像 解 析 プ ロ グ ラ ム
Transform（ Spyglass、 U.S.A.） ま た は NIH Imageで 処 理 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ の よ う な 1つ の 実 験 で 得 ら れ た デ ー タ を 図 3に 示 す 。 こ の デ ー タ を 、 8種 の レ ク チ ン に
対 応 す る 8つ の ノ ー ド か ら な る 3層 人 工 的 神 経 回 路 網 に 入 力 し た 。 1回 目 の 実 行 で は 、 未 処
理 の 生 デ ー タ が 入 力 さ れ 、 訓 練 に よ っ て 直 ち に 収 束 に 至 っ て お り 、 す な わ ち 、 こ の 回 路 は
試 料 間 の 識 別 が 可 能 で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

　 こ れ ら の 試 験 で は 、 8つ の ビ オ チ ン 化 レ ク チ ン ： タ チ ナ タ マ メ 、 バ ン デ イ ラ エ ア ・ シ ン
プ リ シ フ ォ リ ア （ Bandeiraea simplicifolia） BS-I、 ラ ッ カ セ イ 、 ア メ リ カ ヤ マ ゴ ボ ウ 、
イ ン ゲ ン マ メ pha-e、 コ パ ラ ミ ツ （ artocarpus integrifolia） 、 ト リ テ ィ カ ム ・ ブ ル ガ リ
ス （ Triticum vulgaris） 、 エ ン ド ウ か ら な る 同 じ ア レ イ を 用 い て 、 罹 患 し た ヒ ト お よ び
健 常 者 の 血 清 試 料 を 対 比 さ せ て 分 析 し た 。 こ の 場 合 に は 、 パ タ ー ン 成 形 さ れ て い な い 金 （
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ス パ ッ タ リ ン グ に よ っ て 50nm厚 の 金 を 蒸 着 し た ） で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ガ ラ ス （ 0.3mm厚
の ガ ラ ス ） の 表 面 を 、 本 質 的 に は 上 記 の 通 り お よ び ア ミ ノ -ビ オ チ ン の カ ッ プ リ ン グ を 含
め て 調 製 し た 。 続 い て 、 こ の 表 面 を フ ァ ル マ シ ア バ イ オ セ ン サ ー （ Pharmacia Biosensor
） 社 の BIAcoreに 挿 入 し た 。 泳 動 条 件 は 2μ l／ 分 、 25℃ と し 、 泳 動 緩 衝 液 は HBSTと し た 。 S
Aと ビ オ チ ン 化 レ ク チ ン と の 結 合 は 、 50μ g／ ml溶 液 を そ れ ぞ れ 4μ l、 連 続 的 に 注 入 す る こ
と に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ヒ ト 血 清 は ル ン ド （ Lunds） 大 学 病 院 の 感 染 症 科 （ Infectious Diseases Department）
か ら 入 手 し た 。 参 照 用 血 清 は 健 康 志 願 者 か ら 採 取 し た （ 20人 ） 。 罹 患 者 の 血 清 試 料 （ 8人
） は す べ て 臨 床 的 な 細 菌 感 染 症 を 有 す る こ と が 同 定 さ れ た 。 血 清 は HBSTで 4： 1に 希 釈 し 、
30μ lを 注 入 し た 。 注 入 が 完 了 し た 後 に 、 参 照 用 ユ ニ ッ ト （ RU） に お け る 値 を 求 め た 。 再
生 用 溶 液 を 注 入 す る こ と に よ っ て 表 面 を ビ オ チ ン に 関 し て 再 生 し た 。 続 い て 、 次 の 結 合 試
験 を 開 始 す る た め に 、 SAお よ び ビ オ チ ン 化 レ ク チ ン を 連 続 的 に 注 入 し た 。 血 清 試 料 の す べ
て が 8種 の レ ク チ ン す べ て に よ っ て 分 析 さ れ る ま で 、 こ の 過 程 を 繰 り 返 し た 。 こ の よ う な 1
つ の 実 験 の 結 果 を 図 4に 示 す 。 健 常 者 の 参 照 用 血 清 試 料 と の 比 較 に よ り 、 8人 の 罹 患 者 の う
ち 7人 が 罹 患 し て い る こ と が 明 ら か に 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 当 初 、 こ れ ら の 試 験 に 関 す る 抗 体 の 使 用 を 企 図 し た 。 し か し 、 本 発 明 者 ら
は 、 親 和 性 お よ び 特 異 性 の 適 切 な 組 み 合 わ せ を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 見 い だ す こ と
が で き な か っ た 。 こ れ は 、 こ れ ら の 抗 体 を 選 択 す る た め に 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 手 順 、 ま
た は 広 範 な 交 差 反 応 性 を 持 つ 抗 体 が 抑 制 さ れ た た め で あ っ た 可 能 性 が あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
【 図 １ ａ 】 8カ 所 の 検 出 領 域 を 用 い る 固 定 化 手 順 の 模 式 図 。
【 図 １ ｂ 】 2× 96カ 所 の 検 出 部 を 用 い る 固 定 化 手 順 の 模 式 図 。
【 図 ２ 】 固 定 角 走 査 型 円 二 色 計 の 模 式 図 。
【 図 ３ 】 動 物 血 清 反 応 の チ ャ ー ト 。
【 図 ４ 】 健 常 者 と 罹 患 者 の 反 応 を 対 比 さ せ た チ ャ ー ト
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【 図 １ ａ 】 【 図 １ ｂ 】

【 図 ２ 】 【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】
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