
(57)【要約】
抗原又は抗体から選択されるタンパク質のアレイの作製方法であって、 (i) (a)抗原又は (
b)抗体結合性タンパク質のいずれかを 50個以下のアミノ酸を有するペプチドと融合させて
含む融合タンパク質を組換え細胞中で発現させるステップであって、該ペプチドが SEQ ID
 NO.1のアミノ酸配列 LX1 X2 IX3 X4 X5 X6 KX7 X8 X9 X1 0　　  (SEQ ID NO. 1) (ただし X1は天然ア
ミノ酸であり、 X2はロイシン、バリン、イソロイシン、トリプトファン、フェニルアラニ
ン又はチロシンを除いた天然アミノ酸であり、 X3はフェニルアラニン又はロイシンであり
、 X4はグルタミン又はアスパラギンであり、 X5はアラニン、グリシン、セリン又はトレオ
ニンであり、 X6はグリシン又はメチオニンであり、 X7はイソロイシン、メチオニン又はバ
リンであり、 X8はグルタミン、ロイシン、バリン、チロシン又はイソロイシンであり、 X9
はトリプトファン、チロシン、バリン、フェニルアラニン、ロイシン又はイソロイシンで
あり、 X1 0はアスパラギン又はグルタミンを除いた任意の天然アミノ酸である ; また該ペ
プチドは X6に隣接するリシン残基においてビオチンリガーゼによりビオチン化することが
できる。 )を含むことを特徴とするステップ ; (ii)　融合タンパク質の該ペプチドを X6に
隣接するリシン残基においてビオチン化するステップ ; (iii)ビオチン化融合タンパク質
を単離するステップ ; (iv)アビジン又はストレプトアビジンをコートした非多孔質基板に
ビオチン化融合タンパク質を付着させるステップ ; (v) (a)融合タンパク質が抗原を含む
場合には、抗原アレイの作製を目的にステップ (i)～ (iv)を所望回数実行することにより
、又は (b)融合タンパク質が抗体結合性タンパク質を含む場合には、ステップ (iv)の前又
は後に複数種の抗体又はその結合性断片を該タンパク質に結合させることにより、基板上
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
抗 原 又 は 抗 体 か ら 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア レ イ の 作 製 方 法 で あ っ て 、
(i)　 (a)抗 原 又 は (b)抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 の い ず れ か を 50個 以 下 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ
プ チ ド と 融 合 さ せ て 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 組 換 え 細 胞 中 で 発 現 さ せ る ス テ ッ プ で あ っ て 、
該 ペ プ チ ド が SEQ ID NO.1の ア ミ ノ 酸 配 列
LX 1 X 2 IX 3 X 4 X 5 X 6 KX 7 X 8 X 9 X 1 0 　 　  (SEQ ID NO. 1)
(式 中 、 X 1 は 天 然 ア ミ ノ 酸 で あ り 、 X 2 は ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ
ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 又 は チ ロ シ ン を 除 い た 天 然 ア ミ ノ 酸 で あ り 、 X 3 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
又 は ロ イ シ ン で あ り 、 X 4 は グ ル タ ミ ン 又 は ア ス パ ラ ギ ン で あ り 、 X 5 は ア ラ ニ ン 、 グ リ シ ン
、 セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン で あ り 、 X 6 は グ リ シ ン 又 は メ チ オ ニ ン で あ り 、 X 7 は イ ソ ロ イ シ ン
、 メ チ オ ニ ン 又 は バ リ ン で あ り 、 X 8 は グ ル タ ミ ン 、 ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 チ ロ シ ン 又 は イ ソ
ロ イ シ ン で あ り 、 X 9 は ト リ プ ト フ ァ ン 、 チ ロ シ ン 、 バ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン
又 は イ ソ ロ イ シ ン で あ り 、 X 1 0 は ア ス パ ラ ギ ン 又 は グ ル タ ミ ン を 除 い た 任 意 の 天 然 ア ミ ノ
酸 で あ る ; ま た 該 ペ プ チ ド は X 6 に 隣 接 す る リ シ ン 残 基 に お い て ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ に よ り ビ
オ チ ン 化 す る こ と が で き る 。 )
を 含 む こ と を 特 徴 と す る ス テ ッ プ ;
(ii)　 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 該 ペ プ チ ド を X 6 に 隣 接 す る リ シ ン 残 基 に お い て ビ オ チ ン 化 す る
ス テ ッ プ ;
(iii)　 こ の ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る ス テ ッ プ ;
(iv)　 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た 非 多 孔 質 基 板 に 該 ビ オ チ ン 化 融 合 タ
ン パ ク 質 を 付 着 さ せ る ス テ ッ プ ;
(v)　 (a)該 融 合 タ ン パ ク 質 が 抗 原 を 含 む 場 合 に は 、 抗 原 ア レ イ の 作 製 を 目 的 に ス テ ッ プ (i
)～ (iv)を 所 望 回 数 実 行 す る こ と に よ り 、 又 は
(b)該 融 合 タ ン パ ク 質 が 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 場 合 に は 、 ス テ ッ プ (iv)の 前 又 は 後
に 複 数 種 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る こ と に よ り
基 板 上 に 少 な く と も 3種 類 の タ ン パ ク 質 か ら な る ア レ イ を 形 成 さ せ る ス テ ッ プ ;
を 含 む 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
融 合 タ ン パ ク 質 が さ ら に 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 又 は 検 出 タ グ 配 列 と
し て の 機 能 を 果 た し う る 第 2ペ プ チ ド 配 列 を 含 み 、 該 配 列 は 1～ 30ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
ペ プ チ ド 配 列 タ グ を SEQ ID NO. 1ア ミ ノ 酸 配 列 の 末 端 に 融 合 さ せ る 請 求 項 2に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ 】
ペ プ チ ド 配 列 タ グ を 、 抗 原 又 は 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 の SEQ ID NO.1融 合 側 の 反 対 側 に 融
合 さ せ る 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
ペ プ チ ド 配 列 タ グ の 少 な く と も 1個 の ア ミ ノ 酸 が ヒ ス チ ジ ン で あ る 請 求 項 2な い し 4の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
ペ プ チ ド 配 列 タ グ が 式 His-Xで 示 さ れ 、 式 中 Xは -Gly-、 -His-、 -Tyr-、 -Gly-、 -Trp-、 -Va
l-、 -Leu-、 -Ser-、 -Lys-、 -Phe-、 -Met-、 -Ala-、 -Glu-、 -Ile-、 -Thr-、 -Asp-、 -Asn-
、 -Gln-、 -Arg-、 -Cys-及 び -Pro-か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 請 求 項 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ペ プ チ ド 配 列 タ グ が 式 Y-Hisで 示 さ れ る 請 求 項 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
Yが -Gly-、 -Ala-、 -His-及 び -Tyr-よ り 選 択 さ れ る 請 求 項 7に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
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組 換 え 細 胞 が ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ を 発 現 し 、 か つ ス テ ッ プ (ii)が ビ オ チ ン の 存 在 下 に 、 ビ オ
チ ン 化 を 該 細 胞 中 in vivoで 起 こ す よ う に 、 実 行 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 先 行 請 求 項 の 任
意 の 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
組 換 え 細 胞 が ビ オ チ ン を 発 現 す る 請 求 項 9に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
ス テ ッ プ (iii)が SEQ ID NO.1の ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 で あ る さ ら な る 抗 体 又 は そ の 結 合
性 断 片 を 使 用 し て 実 行 さ れ る 先 行 請 求 項 の 任 意 の 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ス テ ッ プ (iii)が 請 求 項 2な い し 8の い ず れ か 1項 に 記 載 の ペ プ チ ド 配 列 タ グ に 対 し て 特 異 的
で あ る さ ら な る 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 使 用 し て 実 行 さ れ る 請 求 項 1な い し 10の 任 意 の 1
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
さ ら な る 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 が カ ラ ム 又 は 磁 気 ビ ー ズ 上 に 固 定 化 さ れ る か も し く は ピ
ペ ッ ト チ ッ プ 内 に 装 入 さ れ る 請 求 項 11又 は 12に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
結 合 し た 融 合 タ ン パ ク 質 を そ の 後 で pH値 を 高 め る こ と に よ り 溶 離 す る 請 求 項 13に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
ス テ ッ プ (iii)で 、 解 離 可 能 に ビ オ チ ン に 結 合 す る 分 離 材 を 使 用 し て 融 合 タ ン パ ク 質 を 溶
離 す る 請 求 項 1な い し 10の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
分 離 材 は 、 ビ オ チ ン に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー が 天 然 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン よ り
も 低 い 改 良 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
分 離 材 を 磁 気 ビ ー ズ 又 は ピ ペ ッ ト チ ッ プ に 付 着 さ せ る 請 求 項 15又 は 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
pH条 件 を 変 化 さ せ て 融 合 タ ン パ ク 質 を 分 離 材 か ら 溶 離 す る 請 求 項 15な い し 17に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ９ 】
ス テ ッ プ (iv)で 使 用 す る コ ー ト 基 板 の 一 部 の 領 域 を ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 し て 融 合 タ ン パ ク 質
が 該 領 域 に 結 合 す る の を 防 ぐ よ う に す る 先 行 請 求 項 の 任 意 の 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
SEQ ID NO.1の ペ プ チ ド が 次 の リ ス ト か ら 選 択 さ れ る 先 行 請 求 項 の 任 意 の 1項 に 記 載 の 方 法
。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(3) JP 2004-532024 A 2004.10.21



【 化 ２ 】
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【 化 ３ 】
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【 化 ４ 】
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【 化 ５ 】
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【 化 ６ 】
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【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ２ １ 】
ペ プ チ ド が 鎖 長 15ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド で あ る 先 行 請 求 項 の 任 意 の 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
ペ プ チ ド が SEQ ID NO.2
Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His Glu
(SEQ ID NO.2)
の ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
融 合 タ ン パ ク 質 が 抗 原 を 含 む 先 行 請 求 項 の 任 意 の 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
抗 原 ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て ア レ イ を 作 製 す る 請 求 項 23に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
融 合 タ ン パ ク 質 が 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 請 求 項 1な い し 22の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
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抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 が 1つ 又 は 複 数 の プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G及 び プ ロ テ イ ン Lで あ る
請 求 項 25に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 が プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G及 び プ ロ テ イ ン Lの 混 合 物 で あ る 請 求
項 26に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を そ の N末 端 で ペ プ チ ド と 融 合 す る か 、 又 は そ の C末 端 で 該 ペ プ チ ド
と 融 合 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 25な い し 27の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
ス テ ッ プ (iv)に 先 立 っ て 発 現 融 合 タ ン パ ク 質 の 同 一 性 を 確 認 す る 先 行 請 求 項 の い ず れ か 1
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
同 一 性 の 確 認 に 質 量 分 析 法 を 使 用 す る 請 求 項 29に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
内 部 対 照 と し て の 機 能 を 果 た す 融 合 タ ン パ ク 質 中 の SEQ ID NO.1ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と
に よ り タ ン パ ク 質 の 正 規 化 を 行 う 先 行 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
内 部 対 照 と し て の 機 能 を 果 た す 融 合 タ ン パ ク 質 中 の 請 求 項 1な い し 8の い ず れ か 1項 に 記 載
の ペ プ チ ド 配 列 タ グ を 検 出 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 の 正 規 化 を 行 う 先 行 請 求 項 の い ず れ
か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
ペ プ チ ド の 検 出 を 、 該 ペ プ チ ド に 対 し て 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 抗 体 に よ っ て 行 う 請 求
項 31又 は 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
免 疫 検 定 法 を 後 続 の ア レ イ の 使 用 に よ る 生 物 試 料 解 析 と 同 時 に 実 行 す る こ と に よ り タ ン パ
ク 質 の 正 規 化 を 行 う 請 求 項 31な い し 33に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
ス テ ッ プ (iv)で 使 用 す る ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た 非 多 孔 質 基 板 が ガ
ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク 素 材 で あ る 先 行 請 求 項 の 任 意 の 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
基 板 上 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 層 を 基 層 と し て そ の 上 に さ ら な る ア ク セ プ タ ー 層 を 設 け る 先
行 請 求 項 の 任 意 の 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
ア レ イ が 3～ 10,000種 類 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 先 行 請 求 項 の 任 意 の 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
各 タ ン パ ク 質 が 、 SEQ ID NO.1を 含 む ペ プ チ ド を N末 端 に 融 合 さ せ た 形 と SEQ ID NO.1を 含
む ペ プ チ ド を C末 端 に 融 合 さ せ た 形 の 両 方 の 形 で 存 在 す る 請 求 項 37に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
先 行 請 求 項 の 任 意 の 1項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
抗 原 -抗 体 結 合 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て
(vi)　 請 求 項 39に 記 載 の ア レ イ に 、 ス テ ッ プ (v)(a)の ア レ イ の 場 合 に は 抗 体 を 含 む 又 は 含
む と 推 測 さ れ る 試 料 を 、 ま た ス テ ッ プ (v)(b)の ア レ イ の 場 合 に は 抗 原 を 含 む 又 は 含 む と 推
測 さ れ る 試 料 を 、 そ れ ぞ れ 付 着 さ せ る ス テ ッ プ ; 及 び
(vii)　 基 板 上 の 結 合 抗 体 又 は 結 合 抗 原 を 検 出 す る ス テ ッ プ
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
ス テ ッ プ (vii)を ELISA法 に よ っ て 行 う 請 求 項 40に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
ス テ ッ プ (vi)及 び /又 は ス テ ッ プ (vii)の 最 中 に 融 合 タ ン パ ク 質 ア レ イ の タ ン パ ク 質 の 品 質
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及 び /又 は 密 度 を 監 視 し 続 け る 請 求 項 40及 び 41の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
SEQ ID NO.1を 含 む ペ プ チ ド の 検 出 に よ っ て 監 視 を 行 う 請 求 項 42に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
ア レ イ が 第 2ペ プ チ ド 配 列 を さ ら に 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 み 、 か つ 該 第 2ペ プ チ ド 配 列 を
検 出 す る こ と に よ っ て 監 視 を 行 う 請 求 項 42に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 該 第 2ペ プ チ ド 配 列 が 1
～ 30ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
少 な く と も い く つ か の ス テ ッ プ を 自 動 化 す る 請 求 項 1な い し 38又 は 請 求 項 40な い し 44の い
ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
す べ て の ス テ ッ プ を 自 動 化 す る 請 求 項 45に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を N末 端 又 は C末 端 で SEQ ID NO.1を 含 む 13～ 50ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド
と 融 合 さ せ て 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
SEQ ID NO.1の ペ プ チ ド が SEQ ID NO.2の ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 47に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
融 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る タ グ 配 列 と し て の 機 能 を 果 た す 1～ 20ア ミ ノ 酸 の 第 2ペ プ チ ド 配 列
を さ ら に 含 む 請 求 項 47又 は 48に 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 が プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G又 は プ ロ テ イ ン L、 も し く は そ れ ら の
混 合 物 で あ る 請 求 項 47な い し 49の い ず れ か 1項 に 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ １ 】
請 求 項 47な い し 50の い ず れ か 1項 に 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 が SEQ ID NO.9
GGC CTG AAC GAC ATC TTC GAG GCT CAG AAA ATC GAA TGG CAC GAA (SEQ ID NO.9)
の 配 列 で あ る 請 求 項 51に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
添 付 図 面 に 関 連 し て 上 文 で 詳 述 し た と お り の 方 法 、 融 合 タ ン パ ク 質 又 は 核 酸 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は タ ン パ ク 質 解 析 を 行 う た め の ア レ イ の 、 特 に 抗 体 、 抗 原 又 は 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク
質 の ア レ イ の 作 製 方 法 に 、 作 製 さ れ た タ ン パ ク 質 ア レ イ 、 該 ア レ イ を 使 用 し て 解 析 を 行 う
方 法 及 び 該 ア レ イ に 組 み 込 ま れ る 新 規 物 質 に 、 そ れ ぞ れ 関 連 す る 。 特 に 、 ア レ イ 作 製 方 法
は タ ン パ ク 質 解 析 又 は 結 合 解 析 用 の 一 連 の 抗 原 及 び /又 は 抗 体 を 作 製 し ア レ イ に 固 定 化 す
る 方 法 に 関 連 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
異 な る 多 数 の タ ン パ ク 質 を 表 面 基 板 に 付 着 さ せ て タ ン パ ク 質 「 ア レ イ 」 を 作 製 す る と い う
考 え 方 は 文 献 で も 広 く 開 示 さ れ て い る (た と え ば EP0063810、 WO84/03151、 US5143854の 各
明 細 書 を 参 照 )。
【 ０ ０ ０ ３ 】
最 近 、 多 様 な 種 類 の き わ め て 多 数 の タ ン パ ク 質 を 種 々 の タ イ プ の 固 体 基 板 上 に 配 列 し た チ
ッ プ を 作 製 す る と い う 構 想 へ の 関 心 が 富 に 高 ま っ て き た 。 た と え ば 抗 原 、 抗 体 、 タ ン パ ク
質 (タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 )及 び 機 能 酵 素 な ど の ア レ イ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
そ の 技 術 的 背 景 や そ う し た チ ッ プ の 潜 在 用 途 は 文 献 に 網 羅 さ れ て お り (Joos et al. Elect

10

20

30

40

50

(11) JP 2004-532024 A 2004.10.21



rophoresis 2000, 21, 2641-2650; Haab et al. Genome Biology 2000 1(6); Borrebaeck
, Immunology Today, August 2000)、 潜 在 的 効 用 の 例 は 最 近 の 多 数 の 特 許 出 願 (た と え ば W
O 00/07024、 WO 99/40434、 WO 99/39210及 び WO 00/54046)に 見 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
抗 原 ア レ イ 作 製 構 想 は EP 0063810明 細 書 (1982)で 開 示 さ れ て い る 。 そ れ に よ れ ば 、 抗 原 及
び 抗 体 を 多 孔 質 固 体 基 板 に 結 合 さ せ る こ と で 無 限 数 の 抗 原 -抗 体 相 互 作 用 を 同 時 に 行 わ せ
る こ と が で き る 。 抗 原 ア レ イ の 作 製 は ご く 少 量 の 抗 原 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 又 は 類 似 基 板
上 に 分 注 し 吸 着 さ せ る だ け で あ り 、 後 は 対 応 す る 抗 体 で プ ロ ー ブ す れ ば よ い 。 溶 液 中 又 は
プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト 中 で 行 う 固 相 酵 素 免 疫 検 定 (ELISA)法 の 場 合 と 同 様 に 、 非 特 異 的 相
互 作 用 は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)で ブ ロ ッ ク す る が 、 こ れ は 今 日 で は 標 準 技 法 と な っ て
い る 。 ま た ア レ イ の エ レ メ ン ト (又 は ス ポ ッ ト )は 拡 散 せ ず 、 膜 上 に し っ か り と 吸 着 し た と
い う 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
し か し 、 こ れ ら の エ レ メ ン ト は マ イ ク ロ ア レ イ ・ チ ッ プ 系 で 実 現 さ れ る エ レ メ ン ト よ り も
サ イ ズ が ず っ と 大 き い 。 EP0063810明 細 書 は 手 作 業 で 、 「 荷 電 液 滴 」 法 又 は リ ソ グ ラ フ ィ
ー 法 を 含 む 機 械 的 方 法 で 、 タ ン パ ク 質 を 分 注 し て タ ン パ ク 質 ア レ イ を 作 製 す る 方 法 を 開 示
し て い る 。 こ の 方 法 で は 径 500ミ ク ロ ン 未 満 の エ レ メ ン ト が 得 ら れ た (ち な み に 現 在 の 自 動
ア レ イ 作 製 シ ス テ ム で は 100ミ ク ロ ン 径 が 実 現 可 能 で あ る )。
【 ０ ０ ０ ７ 】
し か し 、 非 多 孔 質 表 面 で は な く 膜 を 使 用 し た 場 合 の 大 き な 難 点 の 1つ は 結 合 が 即 座 に 行 わ
れ な い 限 り 、 エ レ メ ン ト が 基 板 材 料 中 に 拡 散 し や す い こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
こ の 問 題 を 克 服 す る た め の 試 み も な さ れ て き た 。 US4496654明 細 書 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン で 処 理 し (そ れ を 表 面 に 吸 着 さ せ )た 円 板 紙 な ど の よ う な 多 孔 質 表 面 を 使 用 し て ビ オ チ ン
化 抗 体 を 任 意 所 望 の パ タ ー ン に 配 列 し う る よ う に す る 方 法 を 開 示 し て い る 。 円 板 紙 は BSA
ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 の 後 、 抗 原 (た と え ば ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン )で プ ロ ー ブ し 、 次 い で
酵 素 検 定 法 で 検 出 す る こ と が で き る 。 ビ オ チ ン 化 抗 体 は 即 座 に 円 板 紙 表 面 に し っ か り 結 合
す る の で 、 ス ポ ッ ト の 拡 散 も 少 な く な る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー ト し た 表 面 な ど の 「 ア ク セ プ タ ー 」 表 面 を 使 用 し
て こ の 方 法 を 実 現 す る に は 、 ア レ イ に 固 定 す る 各 抗 体 及 び 抗 原 を ビ オ チ ン 化 し た 後 に ア レ
イ に 付 着 さ せ な け れ ば な ら な い が 、 こ の 手 順 が そ の ア ビ デ ィ テ ィ ー (又 は 抗 原 を 使 用 す る
場 合 に は そ の 抗 原 性 )を 、 天 然 タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 損 ね な い と の 保 証 は な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
非 多 孔 質 表 面 の 難 点 は 、 多 様 な タ イ プ の ガ ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク な ど の 固 体 表 面 ほ ど 堅 牢
で は な い 、 従 っ て そ れ ら と 同 じ よ う に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で の 洗 浄 又 は 処 理 は で き な
い な ど で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
し か し 抗 原 及 び 抗 体 ア レ イ で は 、 タ ン パ ク 質 を 固 体 表 面 に 付 着 さ せ る と 一 般 に 抗 原 の 抗 原
性 及 び 抗 体 の ア ビ デ ィ テ ィ ー が 自 由 溶 液 中 で の 観 測 値 よ り も 低 下 す る 結 果 に な り や す い と
判 明 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
抗 原 及 び 抗 体 を 固 定 化 し よ う と す る 従 来 の 試 み (WO84/03151明 細 書 及 び 前 掲 Haab et al. 2
000を 参 照 )は 概 し て あ ま り 成 功 し な か っ た 。 WO 84/03151明 細 書 は 、 抗 体 を 顕 微 鏡 用 カ バ
ー ス リ ッ プ な ど の よ う な ガ ラ ス 表 面 に 直 接 付 着 さ せ 乾 燥 さ せ る こ と が 可 能 だ と 説 明 し て い
る 。 ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 後 に 、 こ の 場 合 は 全 細 胞 と い う 形 の 抗 原 に 接 触 さ せ る と 抗 原 は ア レ
イ に 固 定 化 し た 。 し か し WO84/03151明 細 書 は さ ら に 、 こ れ ら の 抗 体 は 溶 液 中 で 行 う 同 等 の
ELISA法 と 比 較 し て 、 よ り 高 濃 度 の 抗 原 を 付 着 さ せ る 必 要 が あ る と も 説 明 し て い る 。 ま た
抗 体 を 「 高 度 に 濃 縮 し な い と 、 所 望 の 細 胞 接 着 を 起 こ す に 足 る 高 密 度 の 抗 体 コ ー ト を 実 現
す る こ と が で き な い 」 と も 指 摘 し て い る 。 ま た 、 抗 体 を ガ ラ ス 表 面 に 吸 着 さ せ る に は か な
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り の 時 間 が か か っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
他 の 抗 原 及 び 抗 体 直 接 固 定 化 法 も 報 告 さ れ て き た 。 そ の 1つ は US5827669明 細 書 で 開 示 さ れ
て い る よ う な 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト の 形 で リ ン 酸 カ ル シ ウ ム を ろ 紙 に 吸 着 さ せ 、 そ の 上
に タ ン パ ク 質 を イ オ ン 作 用 に よ り 結 合 さ せ る 方 法 で あ る 。 発 明 者 の 報 告 に よ れ ば こ れ は 酸
性 タ ン パ ク 質 に は 無 効 で あ り 、 ま た 抗 原 が リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 層 上 で 「 配 向 性 不 良 」 に な る
。 し か し 、 こ の 方 法 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 固 定 化 に 使 用 す る と 成 功 し た と い う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
非 多 孔 質 固 体 表 面 に タ ン パ ク 質 を 固 定 化 す る 別 の 方 法 は 、 筋 肉 か ら 単 離 し た 接 着 性 の ポ リ
フ ェ ノ ー ル 性 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て タ ン パ ク 質 を 付 着 さ せ る も の で あ る (US5817470明 細 書
)。 固 体 表 面 た と え ば ポ リ ス チ レ ン 製 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト を ポ リ フ ェ ノ ー ル 性 タ ン パ ク
質 で コ ー ト す る と 、 こ の 処 理 し た 基 板 に 多 様 な 抗 原 を 結 合 さ せ 、 一 次 抗 体 と そ れ に 続 く 酵
素 標 識 二 次 抗 体 と を 使 用 す る サ ン ド イ ッ チ ELISA法 で 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
し か し 発 明 者 も 認 め て い る よ う に 、 こ の 方 法 は 固 体 表 面 へ の 抗 原 結 合 又 は 吸 着 量 に よ り 制
約 を 受 け る 。 最 終 的 に プ レ ー ト 表 面 に 強 く 結 合 す る 抗 原 の 量 は 多 数 の 因 子 た と え ば 抗 原 の
分 子 特 性 、 固 体 基 板 の 性 質 、 溶 液 中 の 抗 原 濃 度 、 固 体 表 面 の コ ー テ ィ ン グ 又 は 活 性 化 に 使
用 す る 抗 原 溶 解 用 緩 衝 液 の 特 性 な ど に よ り 異 な る 。 一 般 に 固 体 表 面 に 吸 着 す る の は コ ー テ
ィ ン グ 液 中 に 存 在 す る 抗 原 の う ち ご く 一 部 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
非 多 孔 質 表 面 へ の 抗 体 及 び 抗 原 の 直 接 付 着 も ま た 試 み ら れ 、 113種 の 抗 体 と 対 応 す る 抗 原
が 使 用 さ れ た [Haab et al. Genome Biology 1(6), 2000]。 DNAマ イ ク ロ ア レ イ 向 け に 開 発
さ れ た 技 術 に よ り 、 ポ リ -s-リ シ ン を コ ー ト し た ガ ラ ス ス ラ イ ド を 使 用 し て 抗 原 と 抗 体 を
固 定 化 す る 実 験 が 別 々 に 行 わ れ た 。 結 果 は 、 ア レ イ 抗 原 の 50%及 び ア レ イ 抗 体 の 20%が そ れ
ぞ れ 1.6μ g/ml、 0.34μ g/ml濃 度 以 下 で 対 応 リ ガ ン ド の 特 異 的 か つ 正 確 な 測 定 を 可 能 に し
た に す ぎ な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
固 体 表 面 へ の 抗 体 結 合 の こ う し た 高 失 敗 率 は 大 規 模 抗 体 ア レ イ 製 造 計 画 で は 許 さ れ な い で
あ ろ う 。 こ れ は 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ の 可 能 性 を 実 現 す る に 足 る 抗 体 /抗 原 機 能 の 維 持 と い
う 点 で 抗 原 及 び 抗 体 の 直 接 付 着 方 式 は 不 向 き で あ る と の 見 解 を 支 持 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
ビ オ チ ン 標 識 タ ン パ ク 質 用 の バ イ ン ダ ー と し て の 、 た と え ば ア ビ ジ ン 及 び ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ の 使 用 は 数 多 く の タ ン パ ク 質 に 通 用 す る こ と が よ く 知 ら れ て い る
。 こ の 場 合 は 一 般 に タ ン パ ク 質 を ま ず 単 離 し 、 次 い で ビ オ チ ン 化 す る 。 ビ オ チ ン と タ ン パ
ク 質 の 結 合 は タ ン パ ク 質 中 の 任 意 の 又 は す べ て の 活 性 リ シ ン 部 位 で 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
従 っ て 抗 原 又 は 抗 体 を こ う し た 方 法 で ビ オ チ ン 化 す る と 、 そ れ ら の N末 端 基 に も そ れ ら の
表 面 の 任 意 数 の 潜 在 活 性 リ シ ン 残 基 に も ビ オ チ ン 基 が 存 在 す る こ と に な ろ う 。 こ れ は 抗 原
及 び 抗 体 が ひ と た び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 層 に 結 合 し た ら 任 意 数 の 異 な る 配 向 を と る こ と を
、 従 っ て 、 結 合 特 性 が 多 様 に な る こ と を 意 味 す る 。 さ ら に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 介 し て
固 定 化 さ れ た 抗 原 又 は 抗 体 へ の 接 近 が 立 体 障 害 に よ り 限 定 さ れ る た め 、 概 し て 不 十 分 な 検
定 感 度 と な ろ う 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
立 体 障 害 を 緩 和 し 、 免 疫 検 定 の 感 度 を 高 め る た め に 、 抗 原 /抗 体 と ビ オ チ ン 化 部 位 の 間 に
リ ン カ ー を 入 れ る こ と が 可 能 で あ る と 判 明 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
US5811246明 細 書 は 、 免 疫 検 定 用 又 は 抗 血 清 産 生 用 の 小 さ な 合 成 ペ プ チ ド を 「 担 体 」 タ ン
パ ク 質 た と え ば ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に リ ン カ ー た と え ば 多 様 な ブ ラ ジ キ ニ ン
誘 導 体 を 介 し て 結 合 す る 方 法 を 開 示 し て い る 。 こ れ に は い く つ か の 利 点 が あ る 。 第 1に 該
ペ プ チ ド 上 の 遊 離 N末 端 基 と リ ン カ ー の 間 の 縮 合 反 応 で は 抗 体 に よ る 認 識 (免 疫 検 定 法 )又
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は 免 疫 応 答 の 誘 発 (免 疫 法 ) に 必 須 の 荷 電 残 基 が 保 持 さ れ る 。 第 2に ブ ラ ジ キ ニ ン リ ン カ ー
は そ の 後 、 該 小 ペ プ チ ド 上 の 遊 離 荷 電 基 が 保 持 さ れ る よ う に ビ オ チ ン 化 す る こ と が で き る
。 い ず れ の 場 合 も 、 リ ン カ ー の 存 在 は 免 疫 検 定 法 の 感 度 向 上 に 、 ま た 免 疫 物 質 と し て 使 用
し た 場 合 に は 免 疫 応 答 の 改 善 に 資 す る よ う に 見 受 け ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
し か し 、 ブ ラ ジ キ ニ ン 誘 導 体 の こ う し た 使 用 は ア レ イ 作 製 方 法 に さ ら な る ス テ ッ プ と 厄 介
な 問 題 を 持 ち 込 む こ と に な る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
US5723584、 US5874239、 US5932433の 各 明 細 書 及 び Beckett et al. Protein Sci. (1999) 
8(4) 921-9は 目 的 の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 に 融 合 し た ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド を 開 示 し て い
る 。 こ れ ら の ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド は 組 換 え タ ン パ ク 質 を ビ オ チ ン 化 し て 、 そ の 迅 速 な 精 製
、 固 定 化 、 標 識 又 は 検 出 を 可 能 に す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド を 特 に 抗 原 又
は 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 と 共 に 使 用 す る 又 は ア レ イ 作 製 に 使 用 す る と い っ た 提 案 は な さ れ
て い な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 出 願 人 は 、 こ れ ら の 特 許 で 使 用 さ れ て い る ペ プ チ ド が き わ め て 優 れ た 抗 原 又 は 抗 体 ア レ
イ の 作 製 を 可 能 に し 、 そ う し た ア レ イ は 非 多 孔 質 基 板 を 使 用 し て 効 率 的 に 、 か つ こ れ ら の
タ ン パ ク 質 の 結 合 ア ビ デ ィ テ ィ ー を 実 質 的 に 保 持 し な が ら 作 製 し う る こ と を 発 見 し た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の 第 1態 様 で は 、 抗 原 又 は 抗 体 か ら 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア レ イ の 作 製 方 法 が 提
供 さ れ る が 、 該 方 法 は 以 下 の ス テ ッ プ を 含 む :
(i)　 (a)抗 原 又 は (b)抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 の い ず れ か を 50個 以 下 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ
プ チ ド と 融 合 さ せ て 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 組 換 え 細 胞 中 で 発 現 さ せ る ス テ ッ プ で あ っ て 、
該 ペ プ チ ド が SEQ ID NO.1の ア ミ ノ 酸 配 列
LX 1 X 2 IX 3 X 4 X 5 X 6 KX 7 X 8 X 9 X 1 0 　 　  (SEQ ID NO. 1)
(式 、 X 1 は 天 然 ア ミ ノ 酸 で あ り 、 X 2 は ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン
、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 又 は チ ロ シ ン を 除 い た 天 然 ア ミ ノ 酸 で あ り 、 X 3 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 又
は ロ イ シ ン で あ り 、 X 4 は グ ル タ ミ ン 又 は ア ス パ ラ ギ ン で あ り 、 X 5 は ア ラ ニ ン 、 グ リ シ ン 、
セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン で あ り 、 X 6 は グ リ シ ン 又 は メ チ オ ニ ン で あ り 、 X 7 は イ ソ ロ イ シ ン 、
メ チ オ ニ ン 又 は バ リ ン で あ り 、 X 8 は グ ル タ ミ ン 、 ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 チ ロ シ ン 又 は イ ソ ロ
イ シ ン で あ り 、 X 9 は ト リ プ ト フ ァ ン 、 チ ロ シ ン 、 バ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 又
は イ ソ ロ イ シ ン で あ り 、 X 1 0 は ア ス パ ラ ギ ン 又 は グ ル タ ミ ン を 除 い た 任 意 の 天 然 ア ミ ノ 酸
で あ る ; ま た 該 ペ プ チ ド は X 6 に 隣 接 す る リ シ ン 残 基 に お い て ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ に よ り ビ オ
チ ン 化 す る こ と が で き る 。 )
を 含 む こ と を 特 徴 と す る ス テ ッ プ ;
(ii)　 融 合 タ ン パ ク 質 の 該 ペ プ チ ド を X 6 に 隣 接 す る リ シ ン 残 基 に お い て ビ オ チ ン 化 す る ス
テ ッ プ ;
(iii)　 ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る ス テ ッ プ ;
(iv)　 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た 非 多 孔 質 基 板 に ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン
パ ク 質 を 付 着 さ せ る ス テ ッ プ ;
(v)　 (a)融 合 タ ン パ ク 質 が 抗 原 を 含 む 場 合 に は 、 抗 原 ア レ イ の 作 製 を 目 的 に ス テ ッ プ (i)
～ (iv)を 所 望 回 数 実 行 す る こ と に よ り 、 又 は
(b)融 合 タ ン パ ク 質 が 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 場 合 に は 、 ス テ ッ プ (iv)の 前 又 は 後 に
複 数 種 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る こ と に よ り
基 板 上 に 少 な く と も 3種 類 の タ ン パ ク 質 か ら な る ア レ イ を 形 成 さ せ る ス テ ッ プ 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 出 願 人 は 、 抗 原 又 は 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を SEQ ID NO. 1ペ プ チ ド と 融 合 さ せ て 用 い れ
ば 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 、 タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 又 は 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 の 結 合 能 を 実
質 的 に 維 持 し な が ら 、 固 体 表 面 に 固 定 化 し う る こ と を 発 見 し た 。
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【 ０ ０ ２ ７ 】
こ れ は 、 タ ン パ ク 質 そ れ 自 体 で は な く 融 合 ペ プ チ ド を ビ オ チ ン 化 す る の で タ ン パ ク 質 を 基
板 表 面 に 付 着 さ せ て も そ の 抗 原 性 が 破 壊 さ れ る 度 合 い は 少 な い た め で あ ろ う 。 さ ら に 、 SE
Q ID NO. 1を 含 む ペ プ チ ド は 立 体 障 害 を 緩 和 し 抗 原 -抗 体 相 互 作 用 を 可 能 に す る よ う に 見
受 け ら れ る 。 こ の ペ プ チ ド リ ン カ ー が 確 実 に タ ン パ ク 質 の 末 端 領 域 に 付 着 し 、 ま た 確 実 に
ビ オ チ ン 化 部 位 を 含 む よ う に す る と 、 機 能 に 必 須 で あ る タ ン パ ク 質 上 の 部 位 は ほ と ん ど 影
響 を 受 け な い よ う に 見 受 け ら れ る 。 こ う し た 融 合 体 は 抗 原 又 は 抗 体 ア レ イ を 使 用 す る 解 析
方 法 と の 関 連 で は 特 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
非 多 孔 質 表 面 へ の タ ン パ ク 質 付 着 態 様 (ス テ ッ プ iv)、 細 胞 溶 解 物 か ら の タ ン パ ク 質 単 離 態
様 (ス テ ッ プ iii)及 び ビ オ チ ン 化 の 方 法 (ス テ ッ プ ii)に 一 貫 し て 同 じ 融 合 ペ プ チ ド を 使 用
す る の は 、 本 書 で 開 示 す る 方 法 が 初 め て で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 書 で 使 用 す る 技 術 及 び 学 術 用 語 は 特 に 明 記 し な い 限 り す べ て 当 業 者 が 一 般 に 理 解 し て い
る と お り の 意 味 と す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
「 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 」 は 本 書 で は 、 抗 体 領 域 に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る タ ン パ ク
質 又 は そ の 混 合 物 を い う 。 そ う し た タ ン パ ク 質 の 例 は プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン L及 び プ ロ
テ イ ン Gで あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 本 発 明 で は 抗 体 ア レ イ の 作 製 に 使 用 さ れ る 。 抗 体 は 抗 体 結 合 性 タ
ン パ ク 質 た と え ば プ ロ テ イ ン A、 G及 び /又 は L又 は １ つ 又 は 複 数 の そ う し た タ ン パ ク 質 を 含
む 混 合 物 な ど に 結 合 す る が 、 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 自 体 は リ ン カ ー を 介 し て 基 板 表 面 の ス
テ ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー ト 層 に 固 定 化 さ れ る 。 天 然 プ ロ テ イ ン A、 G及 び Lは ビ オ チ ン 化
処 理 し た 市 販 品 が あ り 、 そ う し た 市 販 品 は 基 板 表 面 の ス テ ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー ト 層 に
付 着 さ せ る こ と が で き る も の の 、 本 出 願 人 は こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 本 発 明 の よ う に C及 び N
末 端 で ビ オ チ ン 化 タ グ と 融 合 さ せ る と 、 多 様 な タ イ プ の 抗 体 を き わ め て 効 果 的 に 結 合 さ せ
う る こ と を 発 見 し た 。 こ れ も ま た 立 体 因 子 が 緩 和 さ れ る 結 果 で あ る か 、 又 は タ ン パ ク 質 上
の 結 合 部 位 が す べ て 容 易 に 利 用 で き る よ う に な る た め で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
加 え て 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す れ ば 、 ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 は ス テ ッ プ (iv)で 、 ア ビ
ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た 基 板 に 付 着 さ せ る と す ぐ に 捕 捉 さ れ る た め 、 観
測 可 能 な 拡 散 が ご く わ ず か な 、 き わ め て 離 散 的 な ス ポ ッ ト が 基 板 上 に 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
50個 以 下 の ア ミ ノ 酸 を 有 し 、 SEQ ID NO. 1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド の 具 体 例 は US57
23584、 US5874239及 び US5932433の 各 明 細 書 に 記 載 さ れ て お り 、 そ れ ら の 明 細 書 の 内 容 は
参 照 指 示 に よ り 本 書 に 組 み 込 ま れ る 。 前 記 参 考 文 献 に 記 載 の ペ プ チ ド 例 を 以 下 に 掲 げ る :
【 ０ ０ ３ ４ 】
【 化 １ 】
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【 化 ３ 】
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【 ０ ０ ３ ７ 】
【 化 ４ 】
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【 化 ５ 】
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【 ０ ０ ３ ９ 】
【 化 ６ 】
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【 ０ ０ ４ ０ 】
SEQ ID NO.1を 含 む こ れ ら の ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 は ス テ ッ プ (i)の 融 合 タ ン パ ク 質 産 生 用
の ペ プ チ ド の 好 例 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
特 に 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 産 生 方 法 に 使 用 さ れ る ペ プ チ ド は 13～ 20ア ミ ノ 酸 好 ま し く
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は 約 15ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 産 生 へ の 使 用 が 特 に 好 ま し い ペ プ チ ド は 前 掲 SEQ ID NO. 78に 示
す 15ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 断 片 で あ る 。 特 に 好 ま し い の は SEQ ID NO. 2の ア ミ ノ 酸 配 列
Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His Glu
(SEQ ID NO. 2)
の ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
こ の ペ プ チ ド は AviTag(商 標 )と 称 し 、 ま た こ の 配 列 を コ ー ド す る DNAベ ク タ ー は Avidity I
nc.か ら 商 品 名 pAN-4、 pAN-5及 び pAN-6(タ ン パ ク 質 の N末 端 に SEQ ID NO. 2の ペ プ チ ド を 付
着 さ せ た 融 合 タ ン パ ク 質 の 産 生 に 好 適 )、 そ れ に pAC-4、 pAC-5及 び pAC-6 (タ ン パ ク 質 の C
末 端 に SEQ ID NO. 2の ペ プ チ ド を 付 着 さ せ た 融 合 タ ン パ ク 質 の 産 生 に 好 適 )で 市 販 さ れ て
い る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー の 配 列 は 以 下 そ れ ぞ れ SEQ ID NO.3、 SEQ ID NO.4、 SEQ ID NO.5
、 SEQ ID NO.6、 SEQ ID NO.7及 び SEQ ID NO.8と し て 示 す (図 7～ 12)。 こ れ ら の ベ ク タ ー は
さ ら に 、 ク ロ ー ニ ン グ 補 助 用 の ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 blaを 含 む 。 た だ し 、 AviTag(商 標
)配 列 は 他 の ベ ク タ ー 系 に 導 入 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
ビ オ チ ン 化 に は 色 々 な in vivo又 は in vitro方 法 が あ る 。 た と え ば 発 現 宿 主 中 で の ビ オ チ
ン リ ガ ー ゼ の 同 時 発 現 、 細 胞 溶 解 物 へ の ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ の 添 加 又 は 精 製 タ ン パ ク 質 へ の
ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ の 添 加 な ど で あ る 。 本 発 明 の 方 法 の 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 発 現 宿
主 中 で ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ を 同 時 発 現 さ せ れ ば 、 細 胞 溶 解 物 か ら タ ン パ ク 質 を 単 離 す る 前 に
in vivoで 融 合 ペ プ チ ド の リ シ ン 残 基 を 酵 素 的 に ビ オ チ ン 化 し う る と い う 原 理 を 利 用 す る
。 通 常 in vitro法 を 用 い る 場 合 に は 、 発 現 タ ン パ ク 質 を ま ず 細 胞 溶 解 物 か ら 単 離 し 、 次 い
で 周 知 の 手 段 に よ り in vitroで 化 学 的 に ビ オ チ ン 化 し な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 資 源 の 無
駄 と ラ ン ダ ム ・ ビ オ チ ン 化 が 生 じ る 結 果 と な る 。 多 数 の ビ オ チ ン 化 部 位 を も つ タ ン パ ク 質
は 捕 捉 表 面 へ の 結 合 の 配 向 も 度 合 い も 予 測 不 能 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 の 利 点 は 、 諸 々 の 発
現 タ ン パ ク 質 が 同 じ リ ン カ ー 上 の 同 じ 残 基 を 介 し て ア レ イ に 均 一 に 付 着 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
従 っ て 、 本 発 明 の ス テ ッ プ (i)で 使 用 す る 組 換 え 細 胞 は 、 ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ を も 発 現 す る
よ う に 、 ま た ビ オ チ ン を も 含 む よ う に 組 み 換 え て 、 後 の 図 1で 図 解 す る よ う に ス テ ッ プ (ii
)が 該 細 胞 内 で in vivoで 行 わ れ る よ う に す る の が ふ さ わ し い 。 図 1の DNA(1) は 抗 原 又 は 抗
体 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ク ロ ー ン 遺 伝 子 で あ る の が ふ さ わ し い が 、 こ れ を SEQ ID N
O.1の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 (3)を 含 む ベ ク タ ー (2) (pAN-4、 pAN-5、 pAN-6又 は pAC-4
、 pAC-5、 pAC-6な ど )中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 次 い で サ ブ ク ロ ー ン 遺 伝 子 を 、 該 ベ ク
タ ー を 導 入 し た 発 現 系 た と え ば E. coli中 で 、 抗 原 又 は 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 (5)を SEQ ID
 NO.1の ペ プ チ ド (6)と 融 合 さ せ て 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 (4)と し て 発 現 さ せ る 。 構 成 的 に 発
現 し た ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ の 存 在 下 に in vivoで 発 現 さ せ る と 、 融 合 ペ プ チ ド (6)上 の リ シ ン
残 基 は 酵 素 的 に ビ オ チ ン 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
細 胞 が ビ オ チ ン を 産 生 し な い 場 合 に は 、 細 胞 を 培 地 に 加 え て 所 望 の 結 果 を う む よ う に し て
も よ い 。 こ れ は 本 発 明 の 方 法 に 要 す る ス テ ッ プ 数 を 減 ら す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の 方 法 へ の 使 用 に 特 に 好 適 な 宿 主 細 胞 は Avidity Inc.(米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 デ ン
バ ー )の 市 販 E. coli株 AVB100、 AVB101及 び AVB99で あ る 。 こ れ ら の 菌 株 は ど れ も 染 色 体 中
に birA遺 伝 子 を 安 定 的 に 組 み 込 ん で あ る た め ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ を 発 現 す る 。 AVB100の 場 合
に は 、 L-ア ラ ビ ノ ー ス に よ る 誘 導 で BirAタ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 が 実 現 さ れ よ う 。 AVB101 E
. coli B株 は ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ を 過 剰 発 現 す る pACYC184 ColE1和 合 性 プ ラ ス ミ ド を 含 み 、
細 胞 中 の ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ 濃 度 が 高 ま る と 融 合 タ ン パ ク 質 の in vivo完 全 ビ オ チ ン 化 が 実
現 す る 。 代 替 宿 主 細 胞 は 、 ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ (pBirAcm)を 過 剰 発 現 す る IPTG-誘 導 性 birA遺
伝 子 を 有 す る プ ラ ス ミ ド pACYC184を 収 め た AVB99 (Avidity Inc.) E. coli菌 株 (XL1-Blue)
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で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ス テ ッ プ (i)で 産 生 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 は 常 法 で 単 離 し in vitroで ビ オ チ ン 化 し て も よ
い 。 SEQ ID NO.1ペ プ チ ド の 構 造 か ら し て 、 ビ オ チ ン 化 は SEQ ID NO.1内 の X 6 に 隣 接 す る リ
シ ン で 確 実 に 起 こ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 SEQ ID NO.1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド は 本 発 明 の
方 法 の ス テ ッ プ (iii)で 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る 手 段 と し て も 使 用 さ れ る 。 組 換 え DNA技
術 を 用 い る タ ン パ ク 質 発 現 技 術 は 周 知 で あ る 。 し か し 、 発 現 す る 各 タ ン パ ク 質 は ア ミ ノ 酸
配 列 が 異 な る し 、 少 な か ら ぬ 配 列 は 選 択 宿 主 中 で の 発 現 が 困 難 で あ り 、 あ る い は 疎 水 性 で
あ る た め 不 溶 性 で あ り 、 又 は 宿 主 に と っ て 有 害 で あ る 。 最 も 単 純 な 細 菌 発 現 系 に あ っ て さ
え 、 目 的 タ ン パ ク 質 を 天 然 活 性 状 態 に 保 っ た ま ま で は 破 壊 し に く い 封 入 体 が し ば し ば 形 成
さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
今 日 で は 目 的 タ ン パ ク 質 を 別 の タ ン パ ク 質 /ペ プ チ ド 配 列 (タ グ )と 融 合 し て 、 発 現 に 続 く
精 製 工 程 の 助 け に す る が 慣 行 と な っ て い る 。 そ う し た 融 合 体 発 現 系 に は 今 日 広 く 使 用 さ れ
て い る 例 あ り 、 ま た い く つ か の 業 者 が す で に 商 業 化 し て い る 例 も あ る 。 そ の 種 の 融 合 ペ プ
チ ド 配 列 は タ ン パ ク 質 配 列 の ア ミ ノ 末 端 又 は カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 結 合 さ せ 、 特 異 的 抗 体 又
は ア フ ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 で 認 識 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
発 現 タ ン パ ク 質 は 細 胞 残 屑 か ら 可 溶 化 し な け れ ば な ら な い が 、 そ れ は 非 生 理 的 pH値 又 は カ
オ ト ロ ピ ッ ク 試 薬 の 使 用 な ど を 含 む 過 酷 な 条 件 を 必 要 と す る 場 合 も あ る の で 、 ア フ ィ ニ テ
ィ ー 精 製 工 程 は そ う し た 条 件 に も 耐 え ら れ る ほ ど 頑 強 で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
発 現 融 合 タ ン パ ク 質 の 単 離 又 は 精 製 手 段 と し て こ の 配 列 を 使 用 す る と 、 追 加 の 精 製 用 タ グ
は 不 要 に な る 。 従 っ て 、 こ の 配 列 は 二 重 の 目 的 を は た す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
場 合 に よ っ て は 、 発 現 融 合 タ ン パ ク 質 の 単 離 又 は 精 製 手 段 と し て さ ら な る ペ プ チ ド 配 列 タ
グ を 使 用 す る の が 望 ま し い か も し れ な い 。 そ う し た 配 列 は 鎖 長 1～ 30ア ミ ノ 酸 で あ る の が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
図 13に 示 す よ う に 、 ペ プ チ ド 配 列 タ グ の 配 列 (20)は 抗 原 又 は 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 の N末
端 又 は C末 端 領 域 に 配 置 し て も よ い 。 し か し 、 抗 原 又 は 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 の SEQ ID NO
.1融 合 側 の 反 対 側 に 配 置 す る の が 好 ま し い 。 追 加 の ペ プ チ ド 配 列 タ グ を SEQ ID NO.1と 同
じ 末 端 領 域 に 配 置 す る と き は 、 SEQ ID NO.1の 遊 離 端 に 融 合 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
多 数 の ペ プ チ ド 配 列 タ グ が 公 知 で あ る 。 本 発 明 の 目 的 に 適 う ペ プ チ ド 配 列 タ グ の 例 は US45
69794A、 EP0282042Bの 各 明 細 書 で 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら 明 細 書 の 内 容 は 参 照 指 示 に よ る
本 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
ペ プ チ ド 配 列 タ グ は 少 な く と も 1個 の ア ミ ノ 酸 ヒ ス チ ジ ン を 含 む の が 好 ま し い 。 ペ プ チ ド
配 列 タ グ は 式 His-Xで 示 さ れ る の が な お 好 ま し い が 、 式 中 Xは -Gly-、 -His-、 -Tyr-、 -Gly-
、 -Trp-、 -Val-、 -Leu-、 -Ser-、 -Lys-、 -Phe-、 -Met-、 -Ala-、 -Glu-、 -Ile-、 -Thr-、 -
Asp-、 -Asn-、 -Gln-、 -Arg-、 -Cys-及 び -Pro-か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
あ る い は 、 ペ プ チ ド 配 列 タ グ は 式 Y-Hisで 示 さ れ る が 、 式 中 Yは -Gly-、 -Ala-、 -His-及 び -
Tyr-よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
特 に 好 適 な ペ プ チ ド 配 列 タ グ は EP0282042B明 細 書 で 開 示 さ れ て お り 、 好 ま し い 例 は ヘ キ サ
Hisタ グ で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ９ 】
本 発 明 の 方 法 の 一 実 施 態 様 で は ス テ ッ プ (iii)を 、 SEQ ID NO.1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ
チ ド に 対 し て 特 異 的 で あ る さ ら な る 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 使 用 し て 実 行 す る 。 前 記 の
さ ら な る 抗 体 は 、 常 法 に よ り 、 SEQ ID NO.1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド (7)に 対 し て 産
生 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 方 法 を 図 2に 図 解 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
前 記 の さ ら な る 抗 体 は 抗 融 合 体 抗 体 (8)で あ り 、 カ ラ ム 、 磁 気 ビ ー ズ (9)又 は ピ ペ ッ ト チ ッ
プ に 固 定 化 す る こ と が で き る 。 固 定 化 の 方 法 は 、 抗 動 物 種 抗 体 (10)で あ る の が ふ さ わ し い
二 次 抗 体 を 使 用 す る 方 法 、 又 は 文 献 記 載 の 他 の 方 法 た と え ば ビ ー ズ (9)に 結 合 さ せ た プ ロ
テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G又 は プ ロ テ イ ン Lな ど の よ う な 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 方
法 が あ る 。 こ の 方 式 は 自 動 化 に 、 ま た き わ め て 多 数 の 、 た だ し 少 量 の 、 新 規 融 合 タ ン パ ク
質 の 同 時 並 行 的 な 単 離 に 大 い に 適 す る 。 結 合 融 合 タ ン パ ク 質 (4)は 細 胞 溶 解 物 か ら 分 離 し
、 次 い で pHを 7.0か ら 9.0に 引 き 上 げ て 溶 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
代 替 実 施 態 様 で は 、 ビ オ チ ン に 対 し あ る 程 度 の ア フ ィ ニ テ ィ ー を も つ が ビ オ チ ン を か な り
容 易 に 解 離 す る よ う な 分 離 材 を 用 い て 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る 。 分 離 材 は 、 天 然 の ア ビ
ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン よ り も ビ オ チ ン に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー を 弱 く し た 改 良 型 の
ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る の が ふ さ わ し い 。 そ う し た 分 離 材 の 具 体 例 と し て
は Molecular Probes社 (米 国 オ レ ゴ ン 州 ユ ー ジ ン )か ら CaptAvidin(商 標 )と し て 市 販 さ れ て
い る 改 良 型 ア ビ ジ ン が あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
こ の 実 施 態 様 で は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 常 法 に よ り 培 地 由 来 の 細 胞 残 屑 、 界 面 活 性 剤 及 び 塩
な ど か ら 、 細 胞 溶 解 混 合 物 の pHを 6.0に 引 き 下 げ 、 次 い で  (a)磁 気 ビ ー ズ 又 は (b)ピ ペ ッ ト
チ ッ プ に 付 着 さ せ た CaptAvidin(商 標 )を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 で 単 離 す る 。 後 は 結 合
融 合 タ ン パ ク 質 を 磁 気 ビ ー ズ 又 は ミ ニ カ ラ ム か ら 、 pHを 6.0か ら 9.5に 高 め て 溶 離 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
ス テ ッ プ (iv)の 前 に 、 発 現 し た 融 合 タ ン パ ク 質 の 同 一 性 を 確 認 す る の が 好 ま し い 。 あ る 特
定 の 手 法 で は 、 ご く 少 量 (10μ l)の 単 離 融 合 タ ン パ ク 質 を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト か ら
取 り 出 す 。 こ の 試 料 を ト リ プ シ ン で (周 知 の 方 法 に よ り )消 化 す る 。 得 ら れ た ペ プ チ ド 抽 出
物 を 脱 塩 し 、 ZipTip(商 標 )(Millipore社 、 米 国 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 )又 は 等 価 物 を 使 用 し
て 濃 縮 し た 後 に 質 量 分 析 計 で 分 析 す る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 配 列 は 判 明 し て い る の で 、 そ の
同 一 性 の 確 認 は 通 常 は ペ プ チ ド の 同 定 を 目 的 と し た MALDI質 量 分 析 計 に よ る 同 定 で 十 分 で
あ る 。 こ の 手 法 は タ ン パ ク 質 研 究 に 広 く 使 用 さ れ て お り 、 ま た T. Rabilloud (Ed.) Prote
ome Research: 2D gel electrophoresis and identification methodsで 要 約 さ れ て い る
。 さ ら に 、 こ の 手 法 は 自 動 化 が 可 能 で あ り 、 Amersham Pharmacia Biotech、 Bio Rad、 Abi
Med及 び Genomic Solutions (WO　 07/4852A1明 細 書 )な ど を 含 む 数 社 か ら 多 数 の 商 業 シ ス テ
ム が 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
同 様 に 、 ス テ ッ プ (iv)の 前 に 、 各 発 現 タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 可 能 な 場 合 に は 正 規 化 し て エ レ
メ ン ト 間 の ば ら つ き を 除 去 す る の が 好 ま し い 。 タ ン パ ク 質 濃 度 の ば ら つ き が 大 き い と タ ン
パ ク 質 ア レ イ か ら 得 ら れ た デ ー タ の 解 釈 が 困 難 に な る [タ ン パ ク 質 免 疫 検 定 法 や タ ン パ ク
質 ア レ イ の 定 量 面 及 び 検 定 感 度 の 定 義 は Ekins, Clinical Chemistry (1998) 44:9 2015-2
030; US5807755明 細 書 ; 及 び US5432099明 細 書 を 参 照 ]。 タ ン パ ク 質 の 正 規 化 は 全 タ ン パ ク
質 濃 度 の 決 定 又 は 内 部 対 照 の 使 用 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 の 方 法 の 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 融 合 体 タ グ を 内 部 対 照 と し て 使 用 し 、 融 合 タ
ン パ ク 質 中 の SEQ ID NO.1を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 の ペ プ チ ド に 対 し 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す
る 抗 体 に よ り 検 出 す る 。 あ る い は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を さ ら な る ペ プ チ ド 配 列 タ グ と 共 に 発
現 さ せ 、 こ れ を 内 部 対 照 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 そ う し た タ グ は 、 ビ オ チ ン 化 融 合
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タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て 発 現 さ せ る 前 記 の さ ら な る ペ プ チ ド 配 列 タ グ た と え ば 前 述 の ヘ キ
サ Hisタ グ な ど で も よ い 。 こ の タ グ 付 き 融 合 タ ン パ ク 質 は 適 当 な 抗 体 た と え ば 抗 Hisタ グ 抗
体 を 使 用 し て 検 出 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
こ れ は 、 後 続 の ア レ イ に よ る 生 物 試 料 解 析 と 同 時 に 又 は そ の 最 中 に 古 典 的 な サ ン ド イ ッ チ
免 疫 検 定 法 を 実 行 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
ビ オ チ ン 化 融 合 ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 使 用 す れ ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 含 量 を μ lあ た り
で 、 ま た 全 タ ン パ ク 質 量 の 比 と し て 、 求 め る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は ヒ ツ ジ ・ ポ リ ク ロ
ー ナ ル 一 次 抗 体 と 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 二 次 抗 体 [た と え ば ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 +Alexa 488 (M
olecular Probes社 、 米 国 ユ ー ジ ン )]と の サ ン ド イ ッ チ を 使 用 し て 実 行 さ れ よ う 。 こ の 使
用 蛍 光 色 素 は 生 物 試 料 に 対 す る 二 次 抗 体 に 使 用 さ れ る い ず れ の 色 素 と も ス ペ ク ト ル が 異 な
る 。 ど ち ら の 方 法 も す で に 自 動 化 用 に 最 適 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 発 明 の 方 法 の ス テ ッ プ (iv)で 使 用 さ れ る ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た
非 多 孔 質 基 板 は ガ ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク 素 材 で あ る の が ふ さ わ し い 。 そ う し た 基 板 は 小 さ
な 凝 縮 ア レ イ の 作 製 に 好 適 で あ る 。 こ れ は 重 要 で あ る 。 生 物 試 料 は 一 般 に き わ め て 希 少 で
、 従 っ て き わ め て 貴 重 だ か ら で あ る 。 タ ン パ ク 質 ア レ イ で は 目 的 物 を 収 め る 表 面 積 を 極 小
に す る 必 要 が あ る が 、 そ の 一 方 で 要 求 さ れ る 検 定 感 度 を な お 実 現 し う る よ う に す る の が 好
ま し い 。 加 え て 、 ア レ イ の 抗 原 又 は 抗 体 が 高 濃 度 で あ れ ば 、 検 定 法 に 使 用 し た と き に S/N
比 が 改 善 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
さ ら に 、 非 多 孔 質 表 面 は 膜 な ど を 含 む 多 孔 質 表 面 基 板 に 比 し て 、 物 理 的 に よ り 堅 牢 で あ り
、 自 動 化 に も 十 分 適 す る し 、 ま た 蛍 光 ス キ ャ ナ ー に よ る 画 像 化 に 際 し て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
が 低 く な る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
非 多 孔 質 表 面 は 常 法 に よ り ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー ト し て も よ い 。 た と え
ば 非 多 孔 質 表 面 た と え ば ポ リ ス チ レ ン 製 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト へ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の
固 定 化 は 技 術 上 周 知 で あ る 。 そ の 最 も 単 純 な 形 式 で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 溶 液 を 該 表 面
に 数 時 間 接 触 さ せ て お く 。 次 い で 、 未 結 合 タ ン パ ク 質 を 洗 浄 除 去 し 、 プ ラ ス チ ッ ク 表 面 上
の 残 留 活 性 部 分 を BSA又 は 等 価 物 で ブ ロ ッ ク す る 。 こ の 方 式 は 受 動 的 か も し れ な い が 、 効
果 的 で あ る 。 ポ リ ス チ レ ン 又 は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 表 面 へ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 非 共 有 結
合 は WO98/37236明 細 書 に 記 載 の と お り 、 安 定 性 も 高 温 や 高 濃 度 の カ オ ト ロ ピ ッ ク 試 薬 に 対
す る 耐 性 も 高 い よ う で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
ア ビ ジ ン は Manning et al. Biochemistry 16: 1364-1370 (1977)の 記 載 に 従 い ア ビ ジ ン の
N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 活 性 エ ス テ ル を 使 用 し て ガ ラ ス に 化 学 的 に 付 着 さ せ る こ と が
で き る し 、 ま た Jasiewicz et al. Exp. Cell Res. 100: 213-217 (1976)の 記 載 に 従 い カ
ル ボ ジ イ ミ ド ・ ベ ー ス の カ ッ プ リ ン グ 方 法 に よ り ナ イ ロ ン に 付 着 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
別 の 方 法 で は 、 高 分 子 化 合 物 た と え ば ビ オ チ ン -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド =エ ス テ ル 、
N-ビ オ チ ニ ル -6-ア ミ ノ カ プ ロ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド =エ ス テ ル 、 ス ル
ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル -2-(ビ オ チ ン ア ミ ド )エ チ ル -1,3-ジ チ オ プ ロ ピ オ ナ ー ト な ど を ビ オ ン
チ ン 化 し 、 好 適 表 面 の コ ー テ ィ ン グ に 使 用 す る 。 次 い で EP0620438明 細 書 で 開 示 さ れ て い
る 要 領 で 、 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 第 2層 と し て コ ー ト し 、 高 分 子 化 合 物 に 付
着 さ せ た ビ オ チ ン リ ン カ ー と の 結 合 を 介 し て 保 持 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
基 板 表 面 の ビ オ チ ン 層 を 介 し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 付 着 さ せ る 方 法 は WO 98/59243明 細
書 で さ ら に 展 開 さ れ た 。 同 明 細 書 は 化 学 的 手 段 に よ り 又 は 365nmで の 光 活 性 化 に よ り ビ オ
チ ン を 表 面 に 付 着 さ せ る 方 法 を 開 示 し て い る 。 そ の 利 点 は 特 定 表 面 領 域 の マ ス キ ン グ が 可
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能 に な る こ と で あ る 。 こ う し た ア プ ロ ー チ は 、 ビ オ チ ン が ガ ラ ス 表 面 に 共 有 結 合 し う る 一
方 で 、 処 理 し た 基 板 領 域 内 だ け の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と は 非 共 有 結 合 す る と い う 意 味 で 巧
妙 で あ る 。 こ れ は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 「 ア ク セ プ タ ー 」 タ ン パ ク 質 の パ タ ー ン を 基 板 上 に
必 要 に 応 じ て 作 成 し う る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
し か し 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 非 多 孔 質 基 板 の 全 表 面 を ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン で コ ー ト し 、 次 い で 結 合 に 不 必 要 な 領 域 は 、 た と え ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)
の 添 加 な ど に よ り 、 ブ ロ ッ ク す る 。 従 っ て 、 融 合 タ ン パ ク 質 と 基 板 と の 非 特 異 的 相 互 作 用
は 少 な く な る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
ガ ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク 表 面 に 直 接 付 着 さ せ た タ ン パ ク 質 は 固 体 表 面 上 の 荷 電 基 又 は 固 体
表 面 の 活 性 部 分 (一 般 的 に は ガ ラ ス 中 の シ ラ ノ ー ル 基 又 は ポ リ ス チ レ ン 上 の 荷 電 表 面 残 基 )
と の 相 互 作 用 に よ り 非 共 有 結 合 で 固 定 化 さ れ る 。 ガ ラ ス 及 び プ ラ ス チ ッ ク 表 面 へ の 抗 原 又
は 抗 体 の そ う し た 非 特 異 的 吸 着 は そ の 抗 原 性 又 は 抗 原 結 合 能 を そ れ ぞ れ 著 し く 減 じ る 。 従
っ て ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 層 は 、 第 1に ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 を 結 合 さ せ (
同 時 精 製 さ れ る 非 ビ オ チ ン 化 タ ン パ ク 質 は 結 合 し な い の で 、 さ ら な る 精 製 ス テ ッ プ を 可 能
に す る )、 第 2に 高 密 度 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 層 に よ り ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 基 板 表
面 と の 望 ま し く な い 非 特 異 的 相 互 作 用 か ら 防 護 す る と い う 二 重 の 役 目 を 果 た す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
ス テ ッ プ (iv)で 融 合 タ ン パ ク 質 を 基 板 上 の ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 付 着 さ せ る
と 、 非 常 に 堅 固 な 、 た だ し 非 共 有 的 な 結 合 が 起 こ る 。 好 ま し く は 、 非 多 孔 質 基 板 は ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン で コ ー ト す る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン へ の ビ オ チ ン の 結 合 は 多 価 で あ り 、 基 板
表 面 に 直 接 結 合 し た 抗 原 に 比 し て 、 き わ め て 強 い 結 合 力 が 得 ら れ る 。 ひ と た び タ ン パ ク 質
を 付 着 さ せ て ア レ イ を 作 製 す る と 、 そ の 結 合 は 十 分 に 強 い た め 、 広 範 囲 に わ た る 厳 し い 洗
浄 に 耐 え ら れ る し 融 合 タ ン パ ク 質 を そ れ ほ ど 失 う こ と も な い 。 こ れ を 図 解 し た の が 図 3で
あ る 。 ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 (4)は ア レ イ 基 板 (12)の 表 面 に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (14)
と の 堅 固 な 非 共 有 的 相 互 作 用 を 介 し て 付 着 す る 。 好 ま し い 実 施 例 で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン (14)を 基 板 に 非 共 有 結 合 さ せ る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 分 子 が 結 合 し て い な い ア レ イ 基 板
上 の 部 位 は BSA又 は 他 の 表 面 改 質 剤 (13)で ブ ロ ッ ク す る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 融 合 ペ プ チ ド (
6)表 面 の ビ オ チ ン 標 識 (7)を 介 し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (14)と 結 合 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
さ ら に 、 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 層 は 基 板 表 面 に 直 接 付 着 し て い る か ビ オ チ ン 化
リ ン カ ー を 介 し て 付 着 し て い る か に か か わ ら ず 、 き わ め て 安 定 で あ り 、 乾 燥 保 存 が き き 、
ま た 加 熱 し 又 は 攻 撃 的 な 試 薬 で 処 理 し て も (大 部 分 の 抗 原 又 は 抗 体 と 違 っ て )明 白 な 機 能 喪
失 を 伴 う こ と が な い 。 必 要 な ら 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 層 を 土 台 に し て そ の 上 に さ ら な る 「
ア ク セ プ タ ー 」 層 を 設 け る こ と も で き る 。 そ う し た 層 は 他 の 、 周 知 の 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク
質 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
本 発 明 の ア レ イ は 、 ビ オ チ ン 結 合 用 の 多 価 部 位 を 有 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 凝 縮 効 果 を
利 用 す る と い う 利 点 が あ ろ う 。 こ れ は 抗 原 、 抗 体 両 ア レ イ と ビ オ チ ン と の 相 互 作 用 を 4倍
に す る 。 従 っ て ア レ イ の 各 エ レ メ ン ト 内 の 抗 原 又 は 抗 体 濃 度 を 増 す こ と が で き る が 、 そ れ
は 同 じ シ グ ナ ル を 実 現 し な が ら mm 2 あ た り エ レ メ ン ト 数 を 増 加 さ せ う る こ と 意 味 し (定 量 面
の 検 討 は US5807755及 び 5432099明 細 書 を 参 照 )、 ま た 固 体 表 面 の 利 用 表 面 積 が 小 さ く て 済
む こ と を 意 味 す る 。 そ の 利 点 は 生 物 試 料 の 必 要 量 が 少 な く な る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
ア レ イ が 顕 微 鏡 フ ォ ー マ ッ ト 上 に 配 列 し た 抗 原 か ら な る と き は 、 き わ め て 多 数 の 抗 原 を 、
た と え ば 3～ 10,000種 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む の が ふ さ わ し い 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、
ア レ イ を 使 用 し て 実 行 し よ う と す る 解 析 の 内 容 や 対 象 物 に 応 じ て 、 多 様 な 源 泉 か ら 生 成 さ
せ 、 又 は 獲 得 す る こ と が で き よ う 。 し か し 、 各 タ ン パ ク 質 は 2つ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 形 で
、 1つ は C末 端 に 付 着 さ せ た SEQ ID NO.1を 含 む ペ プ チ ド を 有 し 、 も う 1つ は N末 端 に 付 着 さ
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せ た SEQ ID NO.1を 含 む ペ プ チ ド を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 の 形 で 発 現 さ せ る の が 好 ま し い
。 そ う す れ ば 、 そ れ ぞ れ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 相 補 性 抗 体 に 対 す る 相 対 的 な 抗 原 性 を 評 価 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 た と え ば プ ロ テ イ ン A、 G及 び Lな ど の 使 用 は 広 範 に 報 告 さ れ て き た
。 そ う し た タ ン パ ク 質 は 抗 体 へ の 結 合 が 十 分 に 堅 固 で あ る た め 、 分 離 及 び 検 出 法 へ の 使 用
が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 多 様 な 種 類 の 抗 体 の 保 存 領 域 に 結 合 す る こ と が 知 ら
れ て い る 。 本 発 明 の 方 法 を 抗 体 ア レ イ の 作 製 に 使 用 す る と き 、 抗 体 の 結 合 は SEQ ID NO.1
を 含 む ペ プ チ ド と 融 合 さ せ た 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 の 層 を 設 け る こ と で 実 現 さ れ る 。 こ の
層 は ビ オ チ ン 化 タ グ 付 き プ ロ テ イ ン A、 G及 び Lの 混 合 物 か ら な る の が 好 ま し く 、 ま た そ の
な か に C末 端 で 融 合 し た も の あ れ ば 、 N末 端 で 標 識 し た も の も あ る の が 好 ま し い 。 抗 体 結 合
性 タ ン パ ク 質 の 混 合 物 を 創 出 す る こ と に よ り 、 ほ ぼ ど の よ う な 抗 体 (た と え ば ポ リ ク ロ ー
ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 二 本 鎖 断 片 又 は 単 鎖 抗 体 、 及 び そ の 中 に プ ロ テ イ ン A、 G又 は L部
位 が 存 在 す る か あ る い は 組 み 込 ま れ た 抗 体 活 性 フ ァ ー ジ な ど )の 付 着 で も 可 能 に す る 汎 用
ア ク セ プ タ ー が 創 出 さ れ る 。 ア レ イ に は 任 意 の 抗 体 を 、 抗 体 の 前 処 理 又 は 修 飾 の 必 要 も な
く 、 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
そ う し た 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を ス テ ッ プ (iv)で ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー
ト 表 面 に 付 着 さ せ る と 、 き わ め て 高 密 度 の 結 合 タ ン パ ク 質 (多 価 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結
合 す る ビ オ チ ン 化 タ グ 付 き タ ン パ ク 質 )が 得 ら れ る 。 こ の 方 法 に は 、 た だ 1個 の ア ミ ノ 酸 残
基 が ビ オ チ ン 化 さ れ る が 、 そ れ は 融 合 ペ プ チ ド の 一 部 を な す た め 、 レ ク チ ン 表 面 の 抗 体 結
合 部 位 は 利 用 可 能 の ま ま 残 さ れ る と い う 利 点 が あ る 。 こ れ ら の 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 固
体 表 面 上 に 第 2層 を 効 果 的 に 創 出 す る 。 結 合 融 合 体 タ グ 付 き プ ロ テ イ ン A、 G及 び Lか ら な る
こ の 層 は 任 意 の 抗 体 に 対 応 す る 汎 用 ア ク セ プ タ ー 表 面 と し て 機 能 し 、 該 ア ク セ プ タ ー は 任
意 の 抗 体 を 、 直 接 ビ オ チ ン 化 す る 必 要 も な く 、 受 け 入 れ る  (図 6)。 こ れ は 時 間 と 抗 体 の 節
約 に な る し 、 ま た 対 応 す る 抗 原 に 対 す る 抗 体 結 合 の 劣 化 と い う 可 能 性 を 一 掃 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 モ ル 過 剰 量 の 抗 体 を ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド +抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 (
プ ロ テ イ ン A、 G又 は Lな ど )融 合 体 と 予 混 合 し 、 最 高 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に こ の
抗 体 -抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー ト し た ア レ イ 基 板 に 直
接 付 着 さ せ る 。 あ る い は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー ト し た ア レ イ 基 板 に ビ オ チ ン 化 抗 体 結
合 性 タ ン パ ク 質 融 合 体 を ま ず 付 着 さ せ 、 次 い で 個 別 抗 体 を コ ー ト 基 板 表 面 に 付 着 さ せ て ア
レ イ を 作 製 す る よ う に し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
い ず れ の 方 法 で 作 製 さ れ る ア レ イ も 、 観 測 可 能 な 拡 散 が ご く わ ず か な 、 き わ め て 離 散 的 な
ス ポ ッ ト を 含 む た め 、 検 定 目 的 に 適 っ た 良 好 な ア レ イ が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
本 発 明 の 方 法 を 用 い て 得 ら れ る ア レ イ は 抗 原 -抗 体 結 合 を 検 出 す る 方 法 に 使 用 す る の が ふ
さ わ し い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
従 っ て 第 2態 様 で は 、 本 発 明 は 抗 原 -抗 体 結 合 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 (vi)第 1態 様 の 方
法 を 用 い て 得 ら れ た ア レ イ に 、 ス テ ッ プ (v)(a)の ア レ イ の 場 合 に は 抗 体 を 含 む 又 は 含 む と
推 測 さ れ る 試 料 を 、 ま た ス テ ッ プ (v)(b)の ア レ イ の 場 合 に は 抗 原 を 含 む 又 は 含 む と 推 測 さ
れ る 試 料 を 、 そ れ ぞ れ 付 着 さ せ る ス テ ッ プ 、 及 び (vii)基 板 上 の 結 合 抗 体 又 は 抗 原 を 検 出
す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 発 明 の 方 法 の ス テ ッ プ (vi)及 び (vii)は 慣 用 の や り 方 で 、 周 知 の 免 疫 検 定 法 た と え ば 標
識 特 に 蛍 光 標 識 二 次 抗 体 を 使 用 す る サ ン ド イ ッ チ ELISA法 を 含 む 種 々 の ELISA法 な ど を 用 い
て 行 う の が ふ さ わ し い 。 こ れ を 抗 原 ア レ イ の 場 合 に つ い て 図 解 し た の が 図 4で あ る 。 ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン (14)を 介 し て ア レ イ 基 板 (12)に 結 合 し た 抗 原 (4)の 検 出 に は 好 適 な 一 次 抗
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体 (15)を 使 用 す る 。 シ グ ナ ル の 増 幅 に は 標 識 (17)を 結 合 し た 好 適 な 二 次 抗 体 を 用 い る 。 好
ま し い 実 施 態 様 で は 該 標 識 は Alexa 488な ど の よ う な 蛍 光 色 素 で あ る が 、 任 意 数 の 他 タ イ
プ の 公 知 標 識 で も よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
タ ン パ ク 質 ア レ イ は タ ン パ ク 質 解 析 装 置 の 使 用 中 、 品 質 特 に タ ン パ ク 質 密 度 を 監 視 し 続 け
る の が ふ さ わ し い 。 こ れ は 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に 沿 っ て 、 SEQ ID NO.1を 含 む ペ プ
チ ド 又 は 前 述 の ヘ キ サ Hisタ グ な ど の よ う な さ ら な る ペ プ チ ド 配 列 タ グ 、 も し く は 内 部 標
準 と し て の こ の 機 能 を 前 述 の プ レ ア レ イ 段 階 タ ン パ ク 質 正 規 化 の 場 合 と 同 様 に 果 た す 他 の
任 意 好 適 な タ グ を 使 用 し て 実 現 す る 。 多 数 の タ ン パ ク 質 調 製 物 に 由 来 す る 抗 原 を 基 板 表 面
に 配 列 し 終 え た ら 、 次 は そ の ア レ イ を 使 用 し て 抗 体 品 質 の 評 価 (WO 99/39210を 参 照 )又 は
血 清 試 料 中 の 抗 体 力 価 の 測 定 (Joos et al. Electrophoresis 2000, 21, 2641-2650)を 行
う こ と が で き る 。 こ れ ら の 例 で は 、 一 次 試 料 に 内 部 標 準 を 加 え る こ と に よ り ア レ イ 内 の 異
な る エ レ メ ン ト 間 の タ ン パ ク 質 相 対 量 を 求 め る こ と が で き る 。 内 部 標 準 と し て 好 ま し い の
は 融 合 ペ プ チ ド に 対 し て 生 成 さ せ た ヒ ツ ジ ・ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 こ れ を 一 次 抗 体
溶 液 (抗 体 又 は 血 清 )に 添 加 し て 、 一 次 試 料 に 対 す る 標 識 二 次 抗 体 と は ス ペ ク ト ル 的 に 区 別
さ れ る 好 適 な 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 抗 ヒ ツ ジ 二 次 抗 体 に よ っ て 検 出 す る 。 市 販 ス ラ イ ド イ メ
ー ジ ャ ー を 使 用 し て 二 色 画 像 を 生 成 し 、 各 エ レ メ ン ト に 対 応 す る シ グ ナ ル を 融 合 タ ン パ ク
質 由 来 の シ グ ナ ル で 正 規 化 す る 。 プ レ ア レ イ 段 階 の タ ン パ ク 質 含 量 の 正 規 化 と 組 み 合 せ れ
ば 、 ば ら つ き の 少 な い ア レ イ を 生 成 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
前 記 方 法 は 好 ま し く は 少 な く と も い く つ か の ス テ ッ プ を 、 最 も 好 ま し く は す べ て の ス テ ッ
プ を 自 動 化 し て 、 ス ル ー プ ッ ト を 高 め 、 作 業 時 間 の 短 縮 及 び コ ス ト 低 減 を は か る よ う に す
る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
多 数 の 新 規 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 抗 原 ア レ イ を 作 製 す る 以 上 は 、 作 製 方 法 を 実 行 可 能 に す
る に は 最 小 限 の ス テ ッ プ で タ ン パ ク 質 を 固 定 化 し な け れ ば な ら な い 。 ビ オ チ ン 化 が 容 易 か
つ 特 異 的 に 行 え て 、 し か も 検 定 目 的 の 結 合 性 タ ン パ ク 質 と し て だ け で な く 精 製 手 段 や 品 質
監 視 用 の 内 部 対 照 と し て の 役 目 も 果 た す よ う な ペ プ チ ド の 使 用 こ そ が そ う し た 方 法 を も た
ら す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
本 発 明 の 方 法 は 多 様 な タ ン パ ク 質 コ レ ク シ ョ ン を 固 定 化 す る 際 に 汎 用 手 順 、 最 小 限 の ス テ
ッ プ 及 び 最 大 限 の 配 向 予 測 性 の 実 現 を 可 能 に す る 。 本 発 明 の 方 法 は 大 規 模 な 、 た と え ば ハ
イ ス ル ー プ ッ ト ・ ス ク リ ー ニ ン グ の 実 行 な ど に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
本 発 明 は 第 3態 様 で は 第 1態 様 の 方 法 を 使 用 し て 得 ら れ る 非 多 孔 質 基 板 の タ ン パ ク 質 ア レ イ
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
前 記 の 方 法 に 使 用 さ れ る い く つ か の 要 素 は 新 規 で あ り 、 従 っ て 本 発 明 の さ ら な る 態 様 を 構
成 す る 。 本 発 明 は 特 に 第 4態 様 で 、 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を N又 は C末 端 で SEQ ID NO.1を 含
む 13～ 50ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド た と え ば SEQ ID NO.2の ペ プ チ ド と 融 合 さ せ た 融 合 タ ン パ ク
質 を 提 供 す る 。 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 特 に プ ロ テ イ ン A、 G又 は Lで あ り 、 そ れ ら の 混 合
物 で あ る の が 好 ま し い 。 該 融 合 タ ン パ ク 質 は 前 述 の よ う に さ ら な る ペ プ チ ド 配 列 タ グ た と
え ば ヘ キ サ Hisタ グ 又 は 周 知 の 別 の 好 適 な 配 列 タ グ を 追 加 的 に 含 ん で も よ い 。 そ う し た 配
列 タ グ は 抗 原 又 は 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 の N又 は C末 端 に 配 置 し て も よ い が 、 抗 原 又 は 抗 体
結 合 性 タ ン パ ク 質 の 、 SEQ ID NO.1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 融 合 す る 側 と は 反 対 側 に 配 置 す る の
が 好 ま し い 。 配 列 タ グ は 、 SEQ ID NO.1と 同 じ 末 端 領 域 に 配 置 す る 場 合 に は SEQ ID NO.1の
遊 離 端 に 融 合 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
本 発 明 の 第 5態 様 は 、 第 4態 様 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 特 に こ の 場
合 に は 、 該 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 は 次 の SEQ ID NO.9の 配 列 で あ る の が ふ さ わ し い 。
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【 ０ ０ ９ ４ 】
GGC CTG AAC GAC ATC TTC GAG GCT CAG AAA ATC GAA TGG CAC GAA (SEQ ID NO.9)
発 明 の 詳 細 な 説 明
ス テ ッ プ 1: ク ロ ー ニ ン グ
す べ て の 発 現 遺 伝 子 を cDNA調 製 物 か ら 各 pAN及 び pACシ リ ー ズ ・ ベ ク タ ー (米 国 Avidity Inc
.)に 直 接 ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は そ れ ぞ れ N末 端 及 び C末 端 融 合 タ ン パ ク 質
の 発 現 に 使 用 し た 。 使 用 融 合 ペ プ チ ド 配 列 は 前 記 SEQ ID NO.2で あ っ た 。 イ ン サ ー ト 配 列
は DNA配 列 解 析 に よ り 確 認 し た が 、 解 析 は 377 (PE Corporation Inc.)及 び MagaBase (Amer
sham Pharmacia Biotech)装 置 に よ り 、 メ ー カ ー の 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
ス テ ッ プ 2: 発 現
融 合 タ ン パ ク 質 は す べ て 、 厳 重 に 抑 制 し た Trcプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 発 現 さ せ た が 、 IPT
G誘 導 性 で あ る 。 タ ン パ ク 質 は す べ て 、 birA遺 伝 子 を 染 色 体 に 安 定 的 に 組 み 込 ん だ 菌 株 AVB
100(Avidity Inc.; 米 国 コ ロ ラ ド 州 )す な わ ち E. coli K12株 [MC1061 araD139 delta(ara-
leu)7696 delta(lac)l74 galU galK hsdR2(r K - m K + ) mcrB1 rpsL(Str

r )]で 発 現 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
L-ア ラ ビ ノ ー ス に よ る 誘 導 で BirAタ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 を 実 現 し た 。 安 定 的 に 組 み 込 ま れ
た birA遺 伝 子 は 抗 生 物 質 の 維 持 を 必 要 と し な か っ た し 、 ま た AVB100と IPTG誘 導 性 ベ ク タ ー
た と え ば pAC及 び pAC (Avidity Inc.)と の 併 用 は 目 的 の 発 現 遺 伝 子 と BirAレ ベ ル を 別 々 に
制 御 す る こ と を 可 能 に し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
菌 株 AVB99 (avidity Inc.)も ま た 使 用 し た が 、 こ れ は ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ (pBirAcm)を 過 剰
発 現 さ せ る た め に IPTG誘 導 性 birA遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ド pACYC184を 導 入 し た E. c
oli株 (XL1-Blue)で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
菌 株 AVB101 (avidity Inc.)も ま た 使 用 し た が 、 こ れ は ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ (pBirAcm)を 過 剰
発 現 さ せ る た め に IPTG誘 導 性 birA遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ド pACYC184を 導 入 し た E. c
oli B株 (hsdR, lon11, sulA1)で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ 、 融 合 タ ン パ ク 質 両 方 の 発 現 は IPTG(1mM)で 誘 導 し た 。 ビ オ チ ン は 誘 導
時 に 濃 度 50μ Mと な る よ う に 加 え た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
ス テ ッ プ 3: 精 製
ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 を 2つ の 別 々 の 方 法 で 単 離 し た 。 こ れ ら の 方 法 は 択 一 的 に 使 用
す る か 、 又 は 超 高 純 度 調 製 品 が 必 要 と さ れ る 場 合 に は 2段 階 法 と し て 併 用 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
a)　 抗 融 合 ペ プ チ ド 抗 体 を 使 用 す る 精 製
C末 端 融 合 ペ プ チ ド に 対 す る 部 分 精 製 マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 入 手 し 、 C及 び N末 端
融 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ウ サ ギ で 産 生 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
i)　 第 1の 方 法 で は 、 抗 C末 端 マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 表 面 を ト シ ル 化 で 活 性 化 し
た 2.4ミ ク ロ ン 径 磁 気 ビ ー ズ (Dynal Biotech ASA; ノ ル ウ ェ ー )に 、 次 の 要 領 で 直 接 付 着 さ
せ た :
コ ー テ ィ ン グ 手 順 。 Dynabeads M-280 Tosylactivatedを ピ ペ ッ テ ィ ン グ と 約 1分 間 の ボ ル
テ ッ ク ス に よ り 再 懸 濁 し 直 ち に ピ ペ ッ ト で 反 応 チ ュ ー ブ に 注 入 し た 。 ビ ー ズ と 溶 液 を 分 離
す る た め に マ グ ネ ッ ト (Dynal MPC)で ビ ー ズ を 集 め 上 清 を 除 い た 。 上 清 は ビ ー ズ を か き 乱
さ な い よ う に 除 い た 。 ビ ー ズ を 十 分 な 容 量 の 0.1M燐 酸 Na緩 衝 液 pH7.4に 再 懸 濁 し 2分 間 穏 や
か に 混 ぜ た 。 再 び マ グ ネ ッ ト を 使 用 し て 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 き 、 洗 浄 ビ ー ズ を 同 容 量 の 0.
1M燐 酸 Na緩 衝 液 pH7.4に 再 懸 濁 し 所 望 の 濃 度 と し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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好 適 な 抗 体 を 0.1M燐 酸 Na緩 衝 液 pH7.4中 に 透 析 し た 。 抗 体 の 量 は 3μ g-抗 体 /10 7 Dynabeads 
(約 20μ g/mg)で あ り 、 ビ ー ズ を 1分 間 ボ ル テ ッ ク ス し て 再 懸 濁 し た 。 混 合 物 を 37℃ で 16～ 2
4時 間 、 ゆ っ く り と チ ル ト 回 転 さ せ な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 1
～ 4分 間 マ グ ネ ッ ト を 使 用 し て 磁 気 ビ ー ズ を 集 め 、 上 清 を 除 い た 。 コ ー ト し た ビ ー ズ を 4回
洗 浄 し た 。 内 訳 は × 1 PBS(燐 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 )pH7.4+0.1%(w/v) BSAに よ り 4℃ で 5分 間 を
2回 、 0.2M Tris-HCl pH8.5+0.1(w/v) BSAに よ り 20℃ で 24時 間 又 は 37℃ で 4時 間 を 1回 (Tris
は 遊 離 ト シ ル 基 を ブ ロ ッ ク す る )、 最 後 に × 1 PBS pH7.4+0.1%(w/v) BSAに よ り 4℃ で 5分 間
を 1回 で あ る 。 Dynabeads M-280 Tosylactivatedの 抗 体 コ ー テ ィ ン グ 手 順 は 以 上 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
目 的 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 氷 冷 × 1 PBS pH7.4 + 1% NP-40+プ ロ テ ア ー ゼ イ
ン ヒ ビ タ ー で 15分 間 溶 解 し た 後 、 溶 解 物 を 2,000× gで 3分 間 遠 心 に か け た 。 溶 解 物 を プ レ
ク リ ア し た 。 こ れ に は (1.5ml Eppendorfチ ュ ー ブ 中 で )氷 冷 溶 解 物 を 、 好 適 な 抗 体 を プ レ
コ ー ト し た Dynabeadsと 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る (0.5mg Dynabeads/1× 10 6 細 胞 の 溶 解 物 )
と い う 方 法 を 用 い た 。 Dynabeadsを 1.5ml氷 冷 PBS+1%NP-40で 3回 洗 浄 し た 。 洗 浄 は 、 各 洗 浄
ス テ ッ プ が 終 わ る た び に Dynal MPC (Magnetic Particle Concentrator)を 使 用 し て ビ ー ズ
を 内 壁 に 集 め な が ら 実 行 し た 。 pHを 9.0超 に 調 整 し て 融 合 タ ン パ ク 質 -抗 体 -磁 気 ビ ー ズ 複
合 体 を 破 壊 し た 。 MPCで 上 清 を ビ ー ズ か ら 分 離 し 、 検 定 で 全 タ ン パ ク 質 濃 度 、 融 合 ペ プ チ
ド 濃 度 を 求 め 、 ま た タ ン パ ク 質 を PerSeptive Voyager MALDI(以 下 を 参 照 )使 用 の 質 量 分 析
法 で 同 定 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
ii)　 第 2の 方 法 で は 、 抗 体 を Dynal磁 気 ビ ー ズ に 間 接 的 に 、 あ ら か じ め メ ー カ ー が ビ ー ズ
表 面 に 固 定 化 し て お い た プ ロ テ イ ン Aと プ ロ テ イ ン Gを 介 し て 付 着 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
Dynabeads-プ ロ テ イ ン Aと Dynabeads-プ ロ テ イ ン Gの 混 合 物 を 1～ 2分 間 ボ ル テ ッ ク ス し て 再
懸 濁 さ せ た 。 前 述 の マ グ ネ チ ッ ク ・ ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン を 使 用 し て ビ ー ズ を 集 め 、 上 清 を
除 い た 。 0.01%の Tween 20と 0.1%(w/v) BSAと を 添 加 し た 0.5mlの 0.1M燐 酸 Na緩 衝 液 pH7.0を
加 え 、 洗 浄 操 作 を 3回 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
洗 浄 Dynabeadsに 抗 体 を 加 え 、 穏 や か に か き 混 ぜ な が ら 10～ 40分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
マ グ ネ チ ッ ク ・ ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン を 使 用 し て 上 清 を 除 い た 。 0.01%の Tween 20と 0.1%(w/
v) BSAと を 添 加 し た 0.5mlの 0.1M燐 酸 Na緩 衝 液 pH7.0に ビ ー ズ を 2回 再 懸 濁 さ せ て タ ン パ ク
質 を 安 定 化 し た 。 上 清 を 除 き 、 ビ ー ズ を 前 記 要 領 で 調 製 し た 細 胞 溶 解 物 の 混 合 液 に 加 え た
。 融 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 を 2～ 8℃ で 10分 間 ～ 1時 間 行 っ た 。 Dynabeads-プ ロ テ イ ン G当 初 容
量 μ lあ た り 約 25μ gの 目 的 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 過 剰 量 の タ ン パ ク 質 を 確 保 す る よ う に し
た 。 マ グ ネ チ ッ ク ・ ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン を 使 用 し て 融 合 タ ン パ ク 質 -Ig Dynabeads-プ ロ テ
イ ン G複 合 体 か ら 界 面 活 性 剤 と 細 胞 溶 解 物 と を 含 む 上 清 を 分 離 し 、 × 1 PBS (pH7.4) + 0.0
1% Tween 20で 3回 洗 浄 し た 。 融 合 タ ン パ ク 質 -Ig Dynabeads-プ ロ テ イ ン G/A複 合 体 か ら 結
合 融 合 タ ン パ ク 質 を 溶 離 す る に は 、 pHを 9.0超 に 調 整 し 、 精 製 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む よ う
に な っ た 上 清 を 分 離 す る の が 最 善 で あ っ た 。 マ グ ネ チ ッ ク ・ ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン を 使 用 し
て 磁 気 ビ ー ズ か ら 上 清 を 分 離 し 、 検 定 で 全 タ ン パ ク 質 濃 度 、 融 合 ペ プ チ ド 濃 度 を 求 め 、 ま
た タ ン パ ク 質 を PerSeptive Voyager MALDI(以 下 を 参 照 )使 用 の 質 量 分 析 法 で 同 定 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
iii)　 別 の 実 施 例 で は 、 プ ロ テ イ ン A、 G及 び Lの 混 合 物 を 、 好 適 に 調 製 し た ピ ペ ッ ト チ ッ
プ に 固 定 化 し た 。 0.01% Tween 20と 0.1%(w/v)BSAと を 添 加 し た 50mM Tris-HCl緩 衝 液 (pH8.
0)中 、 室 温 で 60分 間 、 抗 体 を ピ ペ ッ ト チ ッ プ と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 コ ー ト し た ピ ペ ッ ト
チ ッ プ を 次 い で 、 3ピ ペ ッ ト 容 量 の 0.01% Tween 20 + 0.1%(w/v)BSA添 加 50mM Tris-HCl緩
衝 液 (pH8.0)で す す い だ 。 200μ lの 細 胞 溶 解 物 を ピ ペ ッ ト 底 か ら 手 作 業 で 、 又 は ロ ボ ッ ト
・ ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン を 用 い て 数 回 吸 引 し 、 ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 が 確 実 に 抽 出 さ れ
る よ う に し た 。 細 胞 溶 解 物 を 捨 て た 。 ピ ペ ッ ト チ ッ プ を 3倍 容 量 の 0.01% Tween 20 + 0.1%
(w/v)BSA添 加 10mM Tris-HCl緩 衝 液 (pH8.0)で す す い だ 。 結 合 融 合 タ ン パ ク 質 を 1/2ピ ペ ッ
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ト 容 量 の 0.01% Tween 20添 加 50mM炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム HCl緩 衝 液 (pH10.0)中 に 、 こ の 溶 離
液 を ピ ペ ッ ト 底 ま で 穏 や か に 吸 い 上 げ る こ と に よ り 、 溶 離 し た 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 溶
出 液 は 後 述 の 要 領 で 検 定 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
iv)　 別 の 好 ま し い 方 法 で は ヘ キ サ Hisタ グ を 加 え て 代 替 ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 築
し た 。 こ の ヘ キ サ His融 合 ペ プ チ ド は し ば し ば 標 準 精 製 方 法 に 使 用 さ れ て お り 、 当 業 者 に
は 周 知 で あ る 。 一 般 に 細 胞 は 細 胞 湿 量 グ ラ ム あ た り 5mlの 緩 衝 液 に 溶 解 し た 。 溶 解 緩 衝 液
組 成 : × 1 NBB (20mM Tris CL、 100mM NaCl、 5mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH8.0)、 1/100容 量 の 10m
g/mlリ ゾ チ ー ム 、 1/100容 量 の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル (Calbiochemプ ロ テ ア ー
ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル セ ッ ト 3)、 10mMベ ー タ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 + × 1界 面 活 性 剤
カ ク テ ル (Novagen; 米 国 マ ジ ソ ン )。 細 胞 は 30～ 37℃ で 15分 間 溶 解 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
細 胞 タ ン パ ク 質 は 、 尿 素 を 加 え て 最 終 濃 度 6M及 び 2Mの チ オ 尿 素 と す る こ と で 変 性 さ せ た 。
こ の 溶 液 を 0.22ミ ク ロ ン の フ ィ ル タ ー に 通 し て 清 澄 化 し 、 つ い で ニ ッ ケ ル ア ガ ロ ー ス マ ト
リ ッ ク ス (ド イ ツ Qiagen社 の NTA)に 直 接 付 着 さ せ た 。 タ ン パ ク 質 を こ の ニ ッ ケ ル ア ガ ロ ー
ス ビ ー ズ と 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 非 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 遠 心 で 除 去 し た 。 6M尿 素 及 び
2M尿 素 を 添 加 し た 10倍 容 量 の 溶 解 緩 衝 液 で ビ ー ズ を 3回 洗 浄 し た 。 最 終 洗 浄 後 、 洗 浄 緩 衝
液 を 50%取 り 除 き 、 次 い で 10mMベ ー タ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 添 加 し た 20mM Tris HCl、 10
0mM NaCl (pH8.0)緩 衝 液 で 希 釈 し た 。 こ の ス テ ッ プ を 3回 繰 り 返 し た 。 最 後 に 、 ビ ー ズ を 1
0倍 容 量 の 緩 衝 液 す な わ ち 20mM Tris HCl、 100mM NaCl (pH8.0)(尿 素 /チ オ 尿 素 無 添 加 )で
洗 浄 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
タ ン パ ク 質 を 、 種 々 の 濃 度 の イ ミ ダ ゾ ー ル を 加 え た 緩 衝 液 [20mM Tris HCl、 100mM NaCl (
pH8.0)]で 数 回 溶 離 し た 。 結 合 タ ン パ ク 質 の 溶 離 に 使 用 し た イ ミ ダ ゾ ー ル の 一 般 的 な 濃 度
範 囲 は 20mM～ 500mMで あ っ た 。 溶 離 タ ン パ ク 質 を 含 む 画 分 を 合 せ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
b)　 CaptAvidin(商 標 )(Molecular Probes社 、 米 国 オ レ ゴ ン 州 )を 使 用 す る 精 製
別 の 実 験 で は 、 好 適 表 面 に 固 定 化 さ れ た 新 種 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 商 品 CaptAvidin(商 標 )
を 使 用 し て ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 し た 。 こ の 改 良 型 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で は 、
ビ オ チ ン 結 合 部 位 の チ ロ シ ン 残 基 が ニ ト ロ 化 さ れ て い る た め に 10 1 5 M - 1 ～ 10 9 M - 1 の Kaと の
き わ め て 強 力 な 非 共 有 結 合 を 弱 め る 。 従 っ て ビ オ チ ン と CaptAvidin(商 標 )と の 会 合 は 後 述
の よ う に pHを 9～ 10へ と 高 め る こ と に よ り 破 壊 す る こ と が で き る :
i)　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 CaptAvidin(商 標 )タ ン パ ク 質 を ト シ ル 化 磁 気 ビ ー ズ (Dynal B
iotech ASA; ノ ル ウ ェ ー )に 付 着 さ せ 、 前 述 の 要 領 で 洗 浄 し 調 製 し た 。 CaptAvidin(商 標 )
を コ ー ト し た ビ ー ズ を 0.01% Tween 20と 0.1%(w/v) BSAと を 添 加 し た 50mMク エ ン 酸 リ ン 酸
緩 衝 液 pH4.0で 3回 洗 浄 し 、 上 清 を 捨 て た 。 細 胞 溶 解 混 合 物 を 前 述 の 要 領 で 調 製 し 、 pHを 5.
0に 調 整 し た 。 CaptAvidin(商 標 )コ ー ト ・ ビ ー ズ を 、 0.5mg Dynabeads/1× 10 6 細 胞 溶 解 物
の 割 合 で 加 え た 。 こ の 溶 液 を 10～ 60分 間 穏 や か に 撹 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 マ グ
ネ チ ッ ク ・ ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン (Dynal Biotech ASA;ノ ル ウ ェ ー )に よ り 磁 気 ビ ー ズ を 集 め
て 上 清 を 除 き 、 0.01% Tween 20添 加 10mM Tris-HCl緩 衝 液 pH8.0で 3回 洗 い 、 上 清 を 捨 て た
。
【 ０ １ １ ３ 】
0.01% Tween 20添 加 50mM炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム HCl緩 衝 液 pH10.0を 加 え 、 懸 濁 液 を 室 温 で 15
分 間 穏 や か に か き 混 ぜ る こ と に よ り 、 ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 を CaptAvidin(商 標 )コ ー
ト ・ ビ ー ズ か ら 脱 離 さ せ た 。 マ グ ネ チ ッ ク ・ ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン に よ り 磁 気 ビ ー ズ を 除 き
、 ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 上 清 を 残 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
ii) 別 の 実 施 例 で は 磁 気 ビ ー ズ の 代 用 と し て ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 結 合 CaptAvidin (商 標 ) (M
olecular Probes Inc.; 米 国 オ レ ゴ ン 州 )と 等 容 量 の Sepharose(登 録 商 標 )CL-4Bア ガ ロ ー
ス (Amersham Pharmacia Biotech Ltd.; 英 国 )と の 混 合 物 の ミ ニ カ ラ ム を 作 製 し 、 カ ラ ム
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床 体 積 を 大 き く す る よ う に し た 。 ミ ニ カ ラ ム は 前 記 混 合 物 を 0.01% Tween 20添 加 50mMク エ
ン 酸 リ ン 酸 緩 衝 液 pH4.0に 懸 濁 さ せ 、 そ の 懸 濁 液 を ピ ペ ッ ト チ ッ プ に 注 入 し て 作 製 し た 。
細 胞 溶 解 混 合 物 か ら の ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 の 分 離 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー で 行 っ た 。 非 結 合 物 質 は 10カ ラ ム 容 量 の 0.01% Tween 20添 加 10mM Tris-HCl緩 衝 液 pH8
.0で カ ラ ム か ら 溶 離 し 、 ま た ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 は 2カ ラ ム 容 量 の 0.01% Tween 20
添 加 50mM炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム HCl緩 衝 液 pH10.0で カ ラ ム か ら 溶 離 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
iii)　 さ ら に 別 の 実 験 で は 、 CaptAvidin(商 標 )ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ を ピ ペ ッ ト チ ッ プ 内 に 固
定 化 し 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 と 溶 離 を 前 述 の 要 領 で 行 っ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
ス テ ッ プ 4: タ ン パ ク 質 の 同 定
発 現 さ せ 、 精 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 を ペ プ チ ド ・ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 で 同 定 し た 。 Rabi
lloud (Ed.), Proteome Researchで 概 説 さ れ て い る 方 法 を 用 い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を ト リ
プ シ ン で 消 化 し 、 得 ら れ た ペ プ チ ド 溶 液 を ZipTip(商 標 )(Millipore社 ; 米 国 マ サ チ ュ ー セ
ッ ツ 州 )逆 相 カ ラ ム で 脱 塩 濃 縮 し 、 マ ト リ ッ ク ス 溶 液 で 希 釈 し 、 タ ー ゲ ッ ト プ レ ー ト に 付
着 さ せ 、 PerSeptive Boyager(商 標 ) MALDI質 量 分 析 計 で 解 析 し た 。 得 ら れ た ペ プ チ ド 質 量
ス ペ ク ト ル を 、 ExPASy検 索 ア ル ゴ リ ズ ム (ス イ ス GeneBio社 )を ウ ェ ブ サ イ ト (www.expasy.c
om)経 由 で 使 用 し て 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 予 想 ペ プ チ ド フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト と 比 較 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
ス テ ッ プ 5: タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ (正 規 化 )
精 製 融 合 タ ン パ ク 質 3～ 5μ lを ス ト ッ ク 液 か ら 分 取 し て 全 タ ン パ ク 質 含 量 を 検 定 し た が 、
検 定 に は 、 タ ン パ ク 質 試 料 中 に 界 面 活 性 剤 が 存 在 す る た め 、 Bradford検 定 法 で は な く BCA
法 を 使 用 し た 。 ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 免 疫 検 定 法 に よ り 次 の 要 領 で 求 め た : 
精 製 融 合 タ ン パ ク 質 3～ 5μ lを ス ト ッ ク 液 か ら 分 取 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た
黒 色 の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (米 国 Beckton Dickson社 )に 入 れ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 ウ ェ ル を 0.01% Tween 20添 加 50mM Tris-HCl緩 衝 液 pH8.0で 3回 洗 浄 し た 。 同 じ 緩 衝 液 +1%
(w/v) BSAで ウ ェ ル を 30分 間 ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 し 、 次 い で 0.01% Tween 20添 加 50mM Tris-H
Cl緩 衝 液 pH8.0で 3回 す す い だ 。 こ う し た 固 定 化 し た ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 ウ サ ギ
で 産 生 さ せ 0.01% Tween 20+0.1%(w/v) BSA添 加 50mM Tris-HCl緩 衝 液 pH8.0で 希 釈 し た 抗 N
末 端 又 は 抗 C末 端 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ ェ ル を 緩 衝 液 で 3回 す す ぎ
、 次 い で Alexa 488 (Molecular Probes Inc.; 米 国 オ レ ゴ ン 州 )で 標 識 し た マ ウ ス 抗 ウ サ
ギ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で プ ロ ー ブ し 、 シ グ ナ ル を PerkinElmer Flight蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ
ー で 測 定 し た 。 US 5723584、 US5874239及 び US5932433に 記 載 の 発 現 系 を 使 用 し て 発 現 さ せ
た 既 知 量 の グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に よ る 標 準 曲 線 を 使 用 し て 、 ウ ェ ル あ た り
0.1～ 500μ g-融 合 タ ン パ ク 質 の 範 囲 内 で 校 正 を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
ス テ ッ プ 6: タ ン パ ク 質 ア レ イ の 作 製
a)　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た 顕 微 鏡 ス ラ イ ド の 創 出
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た 顕 微 鏡 ス ラ イ ド を ま ず 、 多 様 な 市 販 ス ラ イ ド リ ー ダ ー に
よ り 、 480nmの 励 起 波 長 と 520nmの 放 射 波 長 を 使 用 し て 画 像 化 し 、 コ ー テ ィ ン グ の 均 一 性 を
評 価 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
b)　 抗 原 ア レ イ の 作 製
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た ス ラ イ ド を × 1リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 pH7.3で 再 水 和 し た
。 先 端 径 100～ 150ミ ク ロ ン の ソ リ ッ ド ピ ン (Biorobotics社 ; 英 国 ケ ン ブ リ ッ ジ )を 使 用 し
て 手 作 業 及 び ロ ボ ッ ト シ ス テ ム で 濃 度 約 1μ g/μ lの 精 製 ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 を ス ラ
イ ド 表 面 に ス ポ ッ ト し た 。 ス ラ イ ド を 湿 度 制 御 環 境 中 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 次 い で ス ラ イ ド を 一 般 に は 0.01% (v/v) Tween 20添 加 × 1 PBS (pH7.3)で 洗 浄 し 、 次 い
で ス ラ イ ド を 1% (w/v) BSAと 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 し た 。 ス ラ イ ド
を 0.01% (w/v) Tween 20添 加 × 1 PBS (pH7.3)で す す ぎ 、 次 い で 選 択 一 次 抗 体 を 0.01%(w/v
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)Tween 20 + 0.1%(w/v)BSA添 加 × 1 PBS (pH7.3)で 、 又 は 生 物 試 料 由 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
を 含 む 複 合 タ ン パ ク 質 混 合 物 た と え ば 希 釈 血 清 試 料 で 、 1:400希 釈 し た 。 次 い で ス ラ イ ド
を 0.01%(w/v)Tween + 0.1%(w/v)BSA添 加 × 1 PBS (pH7.3)で す す ぎ 、 適 当 な 二 次 抗 体 [た と
え ば 血 清 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 検 出 す る た め の Alexa 488 (Molecular Probes社 )標 識 マ ウ
ス 抗 ヒ ト IgGモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ]と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で ス ラ イ ド の Alexa 488を 4
80/520nmの 励 起 /放 射 波 長 で 画 像 化 し た が 、 数 多 く の そ う し た 二 次 抗 体 に は 他 に も 多 様 な
標 識 (比 色 、 代 替 蛍 光 、 放 射 性 同 位 体 又 は 化 学 発 光 な ど の 標 識 )を 使 用 で き る こ と は 当 業 者
に は 自 明 で あ る 。 得 ら れ た 結 果 の 一 例 を 図 5に 示 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
c)　 抗 体 ア レ イ の 作 製
汎 用 抗 体 ア ク セ プ タ ー 層 の 創 出
Streptococcus aureus由 来 の プ ロ テ イ ン A、 G及 び Lを 前 述 の よ う に 発 現 ベ ク タ ー (pAN-4、 p
AN-5、 pAN-6、 pAC-4、 pAC-5及 び pAC-6)中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 発 現 さ せ 、 精 製 し て 、 や は
り 前 述 の よ う に in vivoビ オ チ ン 化 C-及 び N-末 端 融 合 タ ン パ ク 質 を 共 に 得 た 。 ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン ・ コ ー ト 顕 微 鏡 ス ラ イ ド を プ ロ テ イ ン A、 G及 び Lの 融 合 タ ン パ ク 質 (C-末 端 、 N-末
端 両 融 合 体 )混 合 物 の × 1 PBS (pH7.3)溶 液 (濃 度 1mg/ml)で コ ー ト し た 。 ス ラ イ ド を 湿 度 制
御 環 境 中 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド を 2mMア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 添 加 × 1 P
BS (pH7.3)で 洗 浄 し た 後 、 密 閉 容 器 に 入 れ て (乾 燥 を 防 ぐ た め )湿 り 空 気 中 4℃ で 用 時 ま で
保 存 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
抗 体 ア レ イ の 印 刷
汎 用 抗 体 ア ク セ プ タ ー 層 を 使 用 し て 、 多 様 な 種 類 の 抗 体 及 び プ ロ テ イ ン A、 G又 は L結 合 部
位 を 含 む よ う 遺 伝 子 組 換 え で 産 生 し た フ ァ ー ジ 分 子 を 付 着 さ せ る よ う に し た 。 抗 体 調 製 品
を 0.01% (w/v) Tween添 加 × 1 PBS (pH7.3)で 濃 度 0.2～ 10mg/mlに 希 釈 す る 。 こ の 抗 体 溶 液
を 汎 用 抗 体 ア ク セ プ タ ー 層 へ と 、 先 端 径 100～ 150ミ ク ロ ン の ソ リ ッ ド ピ ン (Biorobotics社
; 英 国 ケ ン ブ リ ッ ジ )を 使 用 し て 手 作 業 及 び ロ ボ ッ ト シ ス テ ム で 付 着 さ せ た 。 次 い で ス ラ
イ ド を 0.01% (w/v) Tween添 加 × 1 PBS (pH7.3)に 溶 解 し た 1% BSAで ブ ロ ッ ク し た 。 ス ラ イ
ド を 0.01% (w/v) Tweenと 2mMア ジ 化 ナ ト リ ウ ム と を 添 加 し た × 1 PBS (pH7.3) で す す い だ
後 、 密 閉 容 器 に 入 れ て (乾 燥 を 防 ぐ た め )湿 り 空 気 中 4℃ で 用 時 ま で 保 存 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
抗 原 ア レ イ の 場 合 と 同 様 の ス キ ャ ニ ン グ に よ り 、 図 6に 示 す よ う な 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
ス テ ッ プ 7:　 複 合 タ ン パ ク 質 混 合 物 の 蛍 光 色 素 に よ る 標 識
一 般 に 、 タ ン パ ク 質 試 料 は 生 物 試 料 に 応 じ て 多 様 な 緩 衝 液 及 び 界 面 活 性 剤 中 で 可 溶 化 し て
調 製 し た 。 2D電 気 泳 動 ゲ ル の 第 1次 元 向 け タ ン パ ク 質 の 調 製 に 使 用 さ れ る の と 同 じ よ う な
非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 や 8M尿 素 の 使 用 を 必 要 と す る よ う な 攻 撃 的 な 可 溶 化 手 順 が 求 め ら れ
る 試 料 も 多 か っ た 。 可 溶 化 で は た と え ば 7M尿 素 +2Mチ オ 尿 素 か 又 は 8M尿 素 を 添 加 し た 4% CH
APS、 50mM PBS (pH7.6)を 含 む 溶 液 に 試 料 を 混 ぜ て ホ モ ジ ナ イ ズ す る 必 要 が あ っ た 。 第 一
級 ア ミ ノ 基 た と え ば TRIS及 び グ リ シ ン を 含 む 緩 衝 液 は 結 合 反 応 を 阻 害 す る の で 、 使 用 を 避
け た 。 低 濃 度 (<2%)の 殺 生 剤 た と え ば ア ジ 化 物 又 は チ メ ロ サ ー ル な ど の 存 在 は タ ン パ ク 質
の 標 識 付 け に 影 響 し な か っ た 。 可 溶 化 タ ン パ ク 質 を 10,000× gで 遠 心 に か け て 細 胞 残 屑 や
非 可 溶 化 物 質 を 除 去 し 、 た だ ち に 混 合 物 を 標 識 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
生 物 試 料 由 来 の 複 合 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 蛍 光 色 素 で 標 識 し て か ら 前 述 の 要 領 で 抗 体 ア レ イ
と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う が 、 こ の 方 法 に は 他 の 標 識 た と え ば 放 射
性 標 識 、 化 学 発 光 色 素 及 び 可 視 色 素 な ど も 応 用 で き る 。 さ ら に 、 他 の 蛍 光 色 素 も ま た 応 用
可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 英 国 Amersham Pharmacia Biotech Ltd.の Cy3及 び Cy5一 官 能 基 色
素 を 使 用 す る 。 複 合 タ ン パ ク 質 混 合 物 の 色 素 標 識 は 結 果 が 予 測 で き な い た め 、 生 物 試 料 の
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タ イ プ ご と に 最 適 化 し な け れ ば な ら な か っ た 。 特 に 色 素 分 子 が ア ミ ン 基 を も つ 残 基 を 介 し
て タ ン パ ク 質 に 結 合 す る と 、 し ば し ば あ る 種 の タ ン パ ク 質 で は 抗 原 性 が 弱 ま り 機 能 抗 体 に
よ る 認 識 が 無 理 に な る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
メ ー カ ー 推 奨 の 方 法 は 1mgの タ ン パ ク 質 を 色 素 /タ ン パ ク 質 (D/P)最 終 モ ル 比 1～ 4ま で 標 識
す る よ う 工 夫 さ れ て い る 。 そ の 前 提 と な る 平 均 タ ン パ ク 質 分 子 量 は 155,000 Daで あ る 。 本
発 明 で は 、 平 均 D/P比 が 2～ 3を 超 え る と 多 く の 研 究 対 象 タ ン パ ク 質 で 抗 原 抗 体 反 応 が 妨 げ
ら れ る と 判 明 し た 。 D/P比 は タ ン パ ク 質 濃 度 と 緩 衝 液 pH値 を 変 更 す る だ け で 調 節 し う る こ
と も 判 明 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
タ ン パ ク 質 濃 度 と 反 応 pH値 を 変 更 す る と 、 反 応 系 の 標 識 効 率 が 著 し く 変 化 し た 。 標 識 効 率
は pH 9で 最 大 と な り 、 pH値 を 7.6に 下 げ る と D/P比 は 1～ 3に 低 下 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 高
め る と 標 識 効 率 が 高 ま っ た の で 、 タ ン パ ク 質 濃 度 の 調 節 も ま た 重 要 で あ る と 判 明 し た 。 単
一 タ ン パ ク 質 種 の 10μ g/μ l濃 度 以 下 の 溶 液 で は D/P比 は 10～ 14で あ る の で 、 よ り ふ さ わ し
い 濃 度 は 0.1～ 1.0μ g/μ lで あ る と 判 明 し た 。 代 表 的 な 方 法 は 次 の と お り で あ っ た : 前 述
の 要 領 で 調 製 し た 複 合 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 0.2% CHAPS添 加 × 1 PBS緩 衝 液 で い く つ か 濃 度
に 希 釈 し 、 平 均 タ ン パ ク 質 種 濃 度 が 1.0μ g/μ lと な る よ う に し た (全 タ ン パ ク 質 濃 度 は 50
～ 100μ g/μ lの 範 囲 で あ っ た )。 タ ン パ ク 質 溶 液 を 室 温 で 30分 間 、 た え ず 穏 や か に か き 混
ぜ な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 標 識 タ ン パ ク 質 は 抗 体 ア レ イ と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 前
に 過 剰 な 未 結 合 色 素 か ら 分 離 し な け れ ば な ら な い 。 メ ー カ ー は 未 結 合 タ ン パ ク 質 か ら の 分
離 に ゲ ル 透 過 法 を 推 奨 し て い る 。 し か し 、 難 溶 性 の 膜 結 合 タ ン パ ク 質 が 存 在 す る た め 、 こ
の ス テ ッ プ は 単 に 過 剰 量 の グ リ シ ン を 溶 液 に 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ る と い う 方 法 で 代 用 し
た 。 標 識 タ ン パ ク 質 溶 液 を さ ら に 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 残 留 遊 離 色 素 を 確 実 に 除 去 す
る よ う に し た 。 標 識 タ ン パ ク 質 は さ ら な る 操 作 を 加 え ず に 2～ 8℃ で 保 存 し た 。 遊 離 色 素 の
除 去 に は 、 SM-2ビ ー ズ (Bio-Rad社 ; 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )と 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る と
い う Unlu et al. (1997)の 方 法 も 用 い た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
最 終 色 素 /タ ン パ ク 質 (D/P)比 は 次 の よ う に し て 推 定 し た : 標 識 タ ン パ ク 質 溶 液 の 一 部 を 希
釈 し て 最 大 吸 光 度 が 0.5～ 1.5AUと な る よ う に し た 。 色 素 と タ ン パ ク 質 の モ ル 濃 度 を 計 算 し
た 。 吸 光 係 数 は タ ン パ ク 質 の 種 類 ご と に 異 な ろ う が 、 複 合 混 合 物 に 用 い る 妥 当 な 平 均 値 で
あ る 。 各 タ ン パ ク 質 に 対 す る 平 均 結 合 色 素 分 子 数 の 比 は 次 の よ う に し て 計 算 し た :
Cy5/タ ン パ ク 質 比 は Cy5、 タ ン パ ク 質 混 合 物 そ れ ぞ れ の 650nm、 280nmで の モ ル 吸 光 係 数 を 2
50,000 M - 1 cm - 1 、 170,000M - 1 cm - 1 と し て 計 算 し た 。 計 算 で は 、 メ ー カ ー の 製 品 デ ー タ シ ー
ト に 従 っ て Cy5色 素 の 280nmで の 吸 光 度 (650nmで の 吸 光 度 の 約 5%)に つ い て 補 正 を 行 っ た 。 [
Cy5色 素 ]=(A650)/250000、 [タ ン パ ク 質 ]=[A280-(0.05 x A650)]/170000、 最 終 (D/P)=[色
素 ]/[タ ン パ ク 質 ]、 最 終 (D/P)= [0.68 x (A650)]/[A280-(0.05 x A650)]。
【 ０ １ ２ ９ 】
Cy3/タ ン パ ク 質 比 は Cy3、 タ ン パ ク 質 混 合 物 そ れ ぞ れ の 552nm、 280nmで の モ ル 吸 光 係 数 を 1
50,000 M - 1 cm - 1 、 170,000M - 1 cm - 1 と し て 計 算 し た 。 計 算 で は 、 メ ー カ ー の 製 品 デ ー タ シ ー
ト に 従 っ て Cy5色 素 の 280nmで の 吸 光 度 (552nmで の 吸 光 度 の 約 8%)に つ い て 補 正 を 行 っ た 。 [
Cy3色 素 ]=(A552)/150000、 [抗 体 ]=[A280-(0.08 x A552)]/170000、 最 終 (D/P)=[色 素 ]/[抗
体 ]、 最 終 (D/P)= [1.13 x (A552)]/[A280-(0.08 x A552)]。
【 ０ １ ３ ０ 】
ス テ ッ プ 8: 抗 体 ア レ イ の 使 用 に よ る タ ン パ ク 質 発 現 の 判 定
Cy3標 識 タ ン パ ク 質 と Cy5標 識 タ ン パ ク 質 を 、 前 記 の よ う に し て 求 め た 色 素 /タ ン パ ク 質 比
を 基 に し て 等 モ ル 量 混 合 し た 。 こ の 混 合 物 100μ lを 、 あ ら か じ め 数 ス ラ イ ド 容 量 の 0.01% 
Tween添 加 × 1 PBS (pH7.6)で す す い で お い た 抗 体 ア レ イ と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 標 識 タ ン
パ ク 質 混 合 物 を 英 国 特 許 出 願 GB0028647.6明 細 書 (未 公 開 )に 従 っ た 自 動 ス ラ イ ド プ ロ セ ッ
サ ー に よ り 30℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で ス ラ イ ド を 10ス ラ イ ド 容 量 の 0.01% T
ween添 加 × 1 PBS (pH7.6)で す す い だ 。 ス ラ イ ド を 遠 心 で 乾 燥 さ せ 、 た だ ち に 市 販 ス ラ イ
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ド イ メ ー ジ ャ ー に に よ り メ ー カ ー の 操 作 手 順 に 従 っ て 画 像 化 し た 。 Cy3及 び Cys5標 識 タ ン
パ ク 質 の 比 を 解 析 し 、 多 数 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 た と え ば ア ク チ ン 及 び GAPDHで 正 規 化 し
た 。 こ の 正 規 化 方 式 は ほ ぼ 同 じ 要 領 で 調 製 し た 組 織 試 料 又 は 他 生 物 試 料 に は 好 適 で あ る が
、 異 な る 組 織 タ イ プ と 他 生 物 試 料 の 間 で の 適 用 に は 注 意 を 要 す る 。 と い う の は 、 全 細 胞 中
の 各 タ ン パ ク 質 含 量 は 組 織 に よ り 大 き く 異 な る か ら で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
タ ン パ ク 質 ア レ イ は そ の 可 能 性 が 長 年 検 討 さ れ て き た し 、 ま た 大 い に 必 要 と さ れ る ツ ー ル
で あ る こ と も 明 ら か で あ る 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 、 精 製 、 検 定 、 そ し て 特 に 非 多 孔 質 固 体 表
面 へ の 付 着 と い っ た 課 題 は い ず れ も 解 決 が 困 難 な 課 題 と な っ て い る 。 本 発 明 は US5723584
、 US5874239及 び US5932433の 各 特 許 明 細 書 で 開 示 さ れ て い る ベ ク タ ー 技 術 の 新 規 活 用 に よ
り 、 研 究 者 が こ れ ら の 技 法 を 上 首 尾 に 適 用 す る こ と を 可 能 に す る よ う な 抗 体 ア レ イ 、 抗 原
ア レ イ を 共 に 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
以 上 言 及 し た 諸 々 の 参 考 文 献 は 参 照 指 示 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 当 業 者 に は 自 明
で あ ろ う が 、 本 発 明 は そ の 範 囲 と 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 他 の 変 更 態 様 が 可 能 で あ る 。
明 細 書 で は 本 発 明 を 好 ま し い 個 別 実 施 態 様 と の 関 連 で 説 明 し た が 、 当 然 な が ら 請 求 の 範 囲
に 記 載 の 本 発 明 は そ う し た 個 別 実 施 態 様 に 不 当 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 実 際 、 以 下 の
請 求 項 の 範 囲 に は 、 当 業 者 に は 自 明 で あ る 本 発 明 の 多 様 な 変 更 態 様 が 包 含 さ れ る も の と す
る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ３ 】
【 図 １ 】 抗 原 で あ る か 又 は 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 た と え ば プ ロ テ イ ン A、 G又 は Lで あ る タ
ン パ ク 質 の 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 で き る よ う な 形 で の 発 現 の 図 解 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 実 施 態 様 に 基 づ く 、 抗 タ グ 抗 体 の 使 用 に よ る 細 胞 残 屑 か ら の 融 合 タ ン パ
ク 質 の 単 離 を 図 解 し て い る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 実 施 態 様 に 基 づ く 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た 基 板 表 面 へ の 発 現
融 合 タ ン パ ク 質 の 付 着 を 図 解 し て い る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の 実 施 態 様 に 基 づ く 、 Alexa 488な ど 蛍 光 マ ー カ ー で 標 識 し た 二 次 抗 体 を
使 用 す る 古 典 的 サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に よ る 結 合 抗 原 の 検 出 を 図 解 し て い る 。
【 図 ５ 】 融 合 ペ プ チ ド を GSTと 融 合 し て 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を い く つ か の 濃 度 で 、 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 に 配 列 す る と い う 一 連 の 実 験 の 結 果 で あ り 、
実 験 に 使 用 し た 最 低 濃 度 は 500pg/ス ポ ッ ト に 相 当 す る 。 図 の パ ネ ル (a)は 485nmの 励 起 波 長
と 520nmの 放 射 波 長 を 使 用 す る 市 販 ス キ ャ ナ ー で 生 成 し た 画 像 で あ る 。 こ の 例 で は 本 文 記
載 の と お り 二 次 抗 体 を Alexa 488で 標 識 し て い る 。 パ ネ ル (b)は  (a)の 反 転 画 像 で あ り 、 見
易 く し て い る 。 パ ネ ル (c)は 濃 度 500pg/ス ポ ッ ト の 融 合 タ ン パ ク 質 ア レ イ 基 板 の 拡 大 図 で
あ る 。 こ れ ら の ス ポ ッ ト の S/N比 は 、 検 出 限 界 (S/N比 3:1)が 10～ 50 pg-タ ン パ ク 質 /ス ポ ッ
ト と な る こ と を 示 し て い る 。
【 図 ６ 】 パ ネ ル (a)は 、 C及 び N末 端 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 し た プ ロ テ イ ン A、 G及 び L (
18)の 溶 液 を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た ス ラ イ ド (12)と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 方 法
の 図 解 で あ る 。 (a) C及 び N末 端 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 し た プ ロ テ イ ン A、 G及 び L (18)
の 溶 液 を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た ス ラ イ ド (12)と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抗 体 (1
9)は ソ リ ッ ド ピ ン 装 置 な ど を 使 用 し て 配 列 す れ ば 、 き わ め て 離 散 的 な ス ポ ッ ト と し て ス ラ
イ ド に 付 着 さ せ る こ と が で き る 。 抗 体 は 二 価 の タ ン パ ク 質 結 合 性 タ ン パ ク 質 (プ ロ テ イ ン A
、 G又 は L)に 高 密 度 で 結 合 す る 。 こ れ は Alexa 488で 標 識 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 の 結 合 に よ
り 例 証 さ れ た し 、 ま た 画 像 は ス ラ イ ド を 放 射 波 長 485nm、 励 起 波 長 520nmで ス キ ャ ン し た 得
た [挿 入 パ ネ ル (b)]。
【 図 ７ 】 Avidity Inc.か ら 入 手 可 能 な pAN-4 DNAベ ク タ ー の 構 造 で あ り 、 S-Dボ ッ ク ス (ASG
GA)は 太 字 で 、 開 始 メ チ オ ニ ン コ ド ン は 斜 体 +下 線 で 、 SEQ ID NO.2ペ プ チ ド を コ ー ド す る
配 列 は 下 線 で 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 blaは 太 字 で 、 ま た lacl q は 太 字 +下 線 で 、 そ れ ぞ
れ 示 す 。
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【 図 ８ 】 Avidity Inc.か ら 入 手 可 能 な pAN-5 DNAベ ク タ ー の 構 造 で あ り 、 注 釈 は 図 7の 場 合
と ほ ぼ 同 じ で あ る 。
【 図 ９ 】 Avidity Inc.か ら 入 手 可 能 な pAN-6 DNAベ ク タ ー の 構 造 で あ り 、 注 釈 は 図 7の 場 合
と ほ ぼ 同 じ で あ る 。
【 図 １ ０ 】 Avidity Inc.か ら 入 手 可 能 な pAC-4 DNAベ ク タ ー の 構 造 で あ り 、 注 釈 は 図 7の 場
合 と ほ ぼ 同 じ で あ る 。
【 図 １ １ 】 Avidity Inc.か ら 入 手 可 能 な pAC-5 DNAベ ク タ ー の 構 造 で あ り 、 注 釈 は 図 7の 場
合 と ほ ぼ 同 じ で あ る 。
【 図 １ ２ 】 Avidity Inc.か ら 入 手 可 能 な pAC-6 DNAベ ク タ ー の 構 造 で あ り 、 注 釈 は 図 7の 場
合 と ほ ぼ 同 じ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 抗 原 で あ る か 又 は 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 た と え ば プ ロ テ イ ン A、 G又 は Lで あ る
タ ン パ ク 質 の 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 で き る よ う な 形 で の 発 現 の 図 解 で あ り 、 第 2ペ プ チ ド
配 列 タ グ の 2つ の 代 替 位 置 を 示 し て い る 。
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト （ コ レ ク ト バ ー ジ ョ ン ） 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 6月 30日 (2003.6.30)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
抗 原 又 は 抗 体 か ら 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア レ イ の 作 製 方 法 で あ っ て 、
(i)　 (a)抗 原 又 は (b)抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 の い ず れ か を 50個 以 下 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ
プ チ ド と 融 合 さ せ て 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 組 換 え 細 胞 中 で 発 現 さ せ る ス テ ッ プ で あ っ て 、
該 ペ プ チ ド が SEQ ID NO.1の ア ミ ノ 酸 配 列
LX 1 X 2 IX 3 X 4 X 5 X 6 KX 7 X 8 X 9 X 1 0 　 　  (SEQ ID NO. 1)
(式 中 、 X 1 は 天 然 ア ミ ノ 酸 で あ り 、 X 2 は ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ
ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 又 は チ ロ シ ン を 除 い た 天 然 ア ミ ノ 酸 で あ り 、 X 3 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
又 は ロ イ シ ン で あ り 、 X 4 は グ ル タ ミ ン 又 は ア ス パ ラ ギ ン で あ り 、 X 5 は ア ラ ニ ン 、 グ リ シ ン
、 セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン で あ り 、 X 6 は グ リ シ ン 又 は メ チ オ ニ ン で あ り 、 X 7 は イ ソ ロ イ シ ン
、 メ チ オ ニ ン 又 は バ リ ン で あ り 、 X 8 は グ ル タ ミ ン 、 ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 チ ロ シ ン 又 は イ ソ
ロ イ シ ン で あ り 、 X 9 は ト リ プ ト フ ァ ン 、 チ ロ シ ン 、 バ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン
又 は イ ソ ロ イ シ ン で あ り 、 X 1 0 は ア ス パ ラ ギ ン 又 は グ ル タ ミ ン を 除 い た 任 意 の 天 然 ア ミ ノ
酸 で あ る ; ま た 該 ペ プ チ ド は X 6 に 隣 接 す る リ シ ン 残 基 に お い て ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ に よ り ビ
オ チ ン 化 す る こ と が で き る 。 )
を 含 む こ と を 特 徴 と す る ス テ ッ プ ;
(ii)　 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 該 ペ プ チ ド を X 6 に 隣 接 す る リ シ ン 残 基 に お い て ビ オ チ ン 化 す る
ス テ ッ プ ;
(iii)　 こ の ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る ス テ ッ プ ;
(iv)　 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た 非 多 孔 質 基 板 に 該 ビ オ チ ン 化 融 合 タ
ン パ ク 質 を 付 着 さ せ る ス テ ッ プ ;
(v)　 (a)該 融 合 タ ン パ ク 質 が 抗 原 を 含 む 場 合 に は 、 抗 原 ア レ イ の 作 製 を 目 的 に ス テ ッ プ (i
)～ (iv)を 所 望 回 数 実 行 す る こ と に よ り 、 又 は
(b)該 融 合 タ ン パ ク 質 が 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 場 合 に は 、 ス テ ッ プ (iv)の 前 又 は 後
に 複 数 種 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る こ と に よ り
基 板 上 に 少 な く と も 3種 類 の タ ン パ ク 質 か ら な る ア レ イ を 形 成 さ せ る ス テ ッ プ ;
を 含 む 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
SEQ ID NO.1の ペ プ チ ド が 以 下 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 ：
【 化 １ 】
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【 化 ２ 】
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ３ 】
抗 原 又 は 抗 体 か ら 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア レ イ の 作 製 方 法 で あ っ て 、
(i)　 (a)抗 原 又 は (b)抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 の い ず れ か を 50個 以 下 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ
プ チ ド 又 は 13個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る そ の 断 片 と 融 合 さ せ て 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 組 換
え 細 胞 中 で 発 現 さ せ る ス テ ッ プ で あ っ て 、 該 ペ プ チ ド が 以 下 か ら 選 択 さ れ る 配 列 ：
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【 化 ４ 】
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【 化 ５ 】
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【 化 ６ 】
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【 化 ７ 】
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【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
を 含 む こ と を 特 徴 と す る ス テ ッ プ ;
(ii)　 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 該 ペ プ チ ド を ビ オ チ ン 化 す る ス テ ッ プ ;
(iii)　 こ の ビ オ チ ン 化 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る ス テ ッ プ ;
(iv)　 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た 非 多 孔 質 基 板 に 該 ビ オ チ ン 化 融 合 タ
ン パ ク 質 を 付 着 さ せ る ス テ ッ プ ;
(v)　 (a)該 融 合 タ ン パ ク 質 が 抗 原 を 含 む 場 合 に は 、 抗 原 ア レ イ の 作 製 を 目 的 に ス テ ッ プ (i
)～ (iv)を 所 望 回 数 実 行 す る こ と に よ り 、 又 は
(b)該 融 合 タ ン パ ク 質 が 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 場 合 に は 、 ス テ ッ プ (iv)の 前 又 は 後
に 複 数 種 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る こ と に よ り
基 板 上 に 少 な く と も 3種 類 の タ ン パ ク 質 か ら な る ア レ イ を 形 成 さ せ る ス テ ッ プ ;
を 含 む 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
融 合 タ ン パ ク 質 が さ ら に 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 又 は 検 出 タ グ 配 列 と
し て の 機 能 を 果 た し う る 第 2ペ プ チ ド 配 列 を 含 み 、 該 配 列 は 1～ 30ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
第 ２ ペ プ チ ド 配 列 を SEQ ID NO. 1ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 請 求 項 3の ペ プ チ ド の 末 端 に 融 合 さ せ
る 請 求 項 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
第 ２ ペ プ チ ド 配 列 を 、 抗 原 又 は 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 の SEQ ID NO.1の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は
請 求 項 3の ペ プ チ ド の 融 合 側 の 反 対 側 に 融 合 さ せ る 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ペ プ チ ド 配 列 タ グ の 少 な く と も 1個 の ア ミ ノ 酸 が ヒ ス チ ジ ン で あ る 請 求 項 4な い し 6の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
ペ プ チ ド 配 列 タ グ が 式 His-Xで 示 さ れ 、 式 中 Xは -Gly-、 -His-、 -Tyr-、 -Gly-、 -Trp-、 -Va
l-、 -Leu-、 -Ser-、 -Lys-、 -Phe-、 -Met-、 -Ala-、 -Glu-、 -Ile-、 -Thr-、 -Asp-、 -Asn-
、 -Gln-、 -Arg-、 -Cys-及 び -Pro-か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 請 求 項 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
ペ プ チ ド 配 列 タ グ が 式 Y-Hisで 示 さ れ る 請 求 項 7に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
Yが -Gly-、 -Ala-、 -His-及 び -Tyr-よ り 選 択 さ れ る 請 求 項 9に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
組 換 え 細 胞 が ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ を 発 現 し 、 か つ ス テ ッ プ (ii)が ビ オ チ ン の 存 在 下 に 、 ビ オ
チ ン 化 を 該 細 胞 中 in vivoで 起 こ す よ う に 、 実 行 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 10の い
ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
組 換 え 細 胞 が ビ オ チ ン を 発 現 す る 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ス テ ッ プ (iii)が SEQ ID NO.1の ペ プ チ ド 又 は 請 求 項 3の ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 で あ る さ
ら な る 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 使 用 し て 実 行 さ れ る 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 1項 に 記 載 の
方 法 。

(161) JP 2004-532024 A 2004.10.21



【 請 求 項 １ ４ 】
ス テ ッ プ (iii)が 請 求 項 4な い し 10の い ず れ か 1項 に 記 載 の 第 ２ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 特 異
的 で あ る さ ら な る 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 使 用 し て 実 行 さ れ る 請 求 項 4な い し 10の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
さ ら な る 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 が カ ラ ム 又 は 磁 気 ビ ー ズ 上 に 固 定 化 さ れ る か も し く は ピ
ペ ッ ト チ ッ プ 内 に 装 入 さ れ る 請 求 項 13又 は 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
結 合 し た 融 合 タ ン パ ク 質 を そ の 後 で pH値 を 高 め る こ と に よ り 溶 離 す る 請 求 項 15に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ス テ ッ プ (iii)で 、 解 離 可 能 に ビ オ チ ン に 結 合 す る 分 離 材 を 使 用 し て 融 合 タ ン パ ク 質 を 溶
離 す る 請 求 項 1な い し 12の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
分 離 材 は 、 ビ オ チ ン に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー が 天 然 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン よ り
も 低 い 改 良 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る 請 求 項 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
分 離 材 を 磁 気 ビ ー ズ 又 は ピ ペ ッ ト チ ッ プ に 付 着 さ せ る 請 求 項 17又 は 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
pH条 件 を 変 化 さ せ て 融 合 タ ン パ ク 質 を 分 離 材 か ら 溶 離 す る 請 求 項 17な い し 18に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ １ 】
ス テ ッ プ (iv)で 使 用 す る コ ー ト 基 板 の 一 部 の 領 域 を ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 し て 融 合 タ ン パ ク 質
が 該 領 域 に 結 合 す る の を 防 ぐ よ う に す る 請 求 項 1～ 20の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
ペ プ チ ド が 鎖 長 15ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 1～ 21の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ペ プ チ ド が SEQ ID NO.2
Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His Glu
(SEQ ID NO.2)
の ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
融 合 タ ン パ ク 質 が 抗 原 を 含 む 請 求 項 1～ 23の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
抗 原 ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て ア レ イ を 作 製 す る 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
融 合 タ ン パ ク 質 が 抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 請 求 項 1な い し 23の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 が 1つ 又 は 複 数 の プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G及 び プ ロ テ イ ン Lで あ る
請 求 項 26に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 が プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G及 び プ ロ テ イ ン Lの 混 合 物 で あ る 請 求
項 23に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を そ の N末 端 で ペ プ チ ド と 融 合 す る か 、 又 は そ の C末 端 で 該 ペ プ チ ド
と 融 合 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 26な い し 28の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
ス テ ッ プ (iv)に 先 立 っ て 発 現 融 合 タ ン パ ク 質 の 同 一 性 を 確 認 す る 請 求 項 1～ 29の い ず れ か 1
項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ １ 】
同 一 性 の 確 認 に 質 量 分 析 法 を 使 用 す る 請 求 項 30に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
内 部 対 照 と し て の 機 能 を 果 た す 融 合 タ ン パ ク 質 中 の SEQ ID NO.1ペ プ チ ド 又 は 請 求 項 3の ペ
プ チ ド を 検 出 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 の 正 規 化 を 行 う 請 求 項 1～ 31の い ず れ か 1項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
内 部 対 照 と し て の 機 能 を 果 た す 融 合 タ ン パ ク 質 中 の 請 求 項 4な い し 10の い ず れ か 1項 に 記 載
の ペ プ チ ド 配 列 タ グ を 検 出 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 の 正 規 化 を 行 う 請 求 項 1～ 32の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
ペ プ チ ド の 検 出 を 、 該 ペ プ チ ド に 対 し て 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 抗 体 に よ っ て 行 う 請 求
項 32又 は 33に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
免 疫 検 定 法 を 後 続 の ア レ イ の 使 用 に よ る 生 物 試 料 解 析 と 同 時 に 実 行 す る こ と に よ り タ ン パ
ク 質 の 正 規 化 を 行 う 請 求 項 32な い し 34の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
ス テ ッ プ (iv)で 使 用 す る ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー ト し た 非 多 孔 質 基 板 が ガ
ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク 素 材 で あ る 請 求 項 1～ 35の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
基 板 上 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 層 を 基 層 と し て そ の 上 に さ ら な る ア ク セ プ タ ー 層 を 設 け る 請
求 項 1～ 36の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
ア レ イ が 3～ 10,000種 類 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 請 求 項 1～ 37の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ９ 】
各 タ ン パ ク 質 が 、 SEQ ID NO.1を 含 む ペ プ チ ド 又 は 、 請 求 項 3の ペ プ チ ド を N末 端 に 融 合 さ
せ た 形 と SEQ ID NO.1を 含 む ペ プ チ ド 又 は 請 求 項 3の ペ プ チ ド を C末 端 に 融 合 さ せ た 形 の 両
方 の 形 で 存 在 す る 請 求 項 38に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 1～ 39の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ １ 】
抗 原 -抗 体 結 合 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て
(vi)　 請 求 項 40に 記 載 の ア レ イ に 、 ス テ ッ プ (v)(a)の ア レ イ の 場 合 に は 抗 体 を 含 む 又 は 含
む と 推 測 さ れ る 試 料 を 、 ま た ス テ ッ プ (v)(b)の ア レ イ の 場 合 に は 抗 原 を 含 む 又 は 含 む と 推
測 さ れ る 試 料 を 、 そ れ ぞ れ 付 着 さ せ る ス テ ッ プ ; 及 び
(vii)　 基 板 上 の 結 合 抗 体 又 は 結 合 抗 原 を 検 出 す る ス テ ッ プ
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
ス テ ッ プ (vii)を ELISA法 に よ っ て 行 う 請 求 項 41に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
ス テ ッ プ (vi)及 び /又 は ス テ ッ プ (vii)の 最 中 に 融 合 タ ン パ ク 質 ア レ イ の タ ン パ ク 質 の 品 質
及 び /又 は 密 度 を 監 視 し 続 け る 請 求 項 41及 び 42の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
SEQ ID NO.1を 含 む ペ プ チ ド の 検 出 に よ っ て 監 視 を 行 う 請 求 項 43に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
ア レ イ が 第 2ペ プ チ ド 配 列 を さ ら に 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 み 、 か つ 該 第 2ペ プ チ ド 配 列 を
検 出 す る こ と に よ っ て 監 視 を 行 う 請 求 項 43に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 該 第 2ペ プ チ ド 配 列 が 1
～ 30ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】

(163) JP 2004-532024 A 2004.10.21



少 な く と も い く つ か の ス テ ッ プ を 自 動 化 す る 請 求 項 1な い し 39又 は 請 求 項 41な い し 45の い
ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
す べ て の ス テ ッ プ を 自 動 化 す る 請 求 項 46に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 を N末 端 又 は C末 端 で SEQ ID NO.1又 は 請 求 項 3の ペ プ チ ド を 含 む 13～
50ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド と 融 合 さ せ て 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
SEQ ID NO.1の ペ プ チ ド 又 は 請 求 項 3の ペ プ チ ド が SEQ ID NO.2の ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 48
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
融 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る タ グ 配 列 と し て の 機 能 を 果 た す 1～ 20ア ミ ノ 酸 の 第 2ペ プ チ ド 配 列
を さ ら に 含 む 請 求 項 48又 は 49に 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ １ 】
抗 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 が プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G又 は プ ロ テ イ ン L、 も し く は そ れ ら の
混 合 物 で あ る 請 求 項 48な い し 50の い ず れ か 1項 に 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
請 求 項 48な い し 51の い ず れ か 1項 に 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 が SEQ ID NO.9
GGC CTG AAC GAC ATC TTC GAG GCT CAG AAA ATC GAA TGG CAC GAA (SEQ ID NO.9)
の 配 列 で あ る 請 求 項 52に 記 載 の 核 酸 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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一种产生选自抗原或抗体的蛋白质阵列的方法，包括步骤：（i）融合包
含（a）抗原或（b）与具有不超过50个氨基酸的肽融合的抗体结合蛋白
在重组细胞中表达蛋白质，其中肽包含SEQ ID NO。1のアミノ酸配列
LX 1 X 2 IX 3 X 4 X 5 X 6 KX 7 X 8 X 9 X 10 （SEQ ID NO.1 ）（其
中，X &lt;子&gt; 1 &lt;/子&gt;是一种天然氨基酸，X &lt;子&gt; 2 &lt;/子
&gt;是除了亮氨酸，缬氨酸，异亮氨酸，色氨酸，苯丙氨酸或酪氨酸天然
氨基酸，X &lt;子&gt;3 &lt;/子&gt;是苯丙氨酸或亮氨酸，X &lt;子&gt; 4 
&lt;/子&gt;是谷氨酰胺或天冬酰胺，X &lt;子&gt; 5 &lt;/子&gt;是丙氨酸，
甘氨酸，丝氨酸或苏氨酸，X &lt;子&gt; 6 &lt;/子&gt;是甘氨酸或甲硫氨酸
和一个，X 7 是异亮氨酸，蛋氨酸或缬氨酸，X 8 是谷氨酰胺，亮氨酸，
缬氨酸，酪氨酸，或异亮氨酸，X 9 色氨酸，酪氨酸，缬氨酸，苯丙氨
酸，亮氨酸或异亮氨酸，X 10 是除天冬酰胺或谷氨酰胺的可选天然氨基
酸;而且，肽可以在与X 6 相邻的赖氨酸残基处用生物素连接酶生物素
化。步骤，其特征在于它包括：a）;隔离（ⅲ）生物素化融合蛋白;（ⅱ）
的步骤在邻近所述融合蛋白X 6 的肽的赖氨酸残基的生物素化（iv）将生物素化的融合蛋白与抗生物素蛋白或链霉抗生物素蛋白包
被的无孔基质连接;（v）（a）如果融合蛋白含有抗原，为了制备抗原阵列，进行步骤（i） - （iv）所需次数，或（b）如果融合蛋
白是抗体结合蛋白该方法包括在步骤（iv）之前或之后通过将多种类型的抗体或其结合片段与蛋白质结合而在基底上形成至少三种
类型蛋白质的阵列的步骤方法。
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