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(54)【発明の名称】 生物学的サンプル成分の精製およびディファレンシャルディスプレイ

(57)【要約】
生物学的サンプルの中間体結合親和性を有する親和性支
持体材料が提供される。本発明によって提供される材料
は、親水性マトリクスに結合した親水性リガンドを含む
親水性固体支持体であり、これは、生物学的サンプル（
例えば、細胞株、生物学的流体（例えば、血液）、また
は組織細胞溶解物）と適合性である。リガンドは、親和
特性基、および骨格から分枝した親水性基を含み得、生
物学的サンプルの成分を少なくとも部分的に分離するよ
うに構成される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  生物学的サンプルについて、生物学的サンプル成分の発現パ

ターンを決定する方法であって、該方法は、以下：

  生物学的サンプルを、生物学的サンプル適合性親水性マトリクスに結合したリ

ガンドを含む親和性支持体に適用する工程であって、該リガンドが、複数の親和

特性基を有する骨格、および該骨格から分枝した親水性基を含み、そして該リガ

ンドが、該生物学的サンプルの成分を少なくとも部分的に分離するように構成さ

れる、工程；

  該生物学的サンプルの少なくとも１つの成分を分離することにより、濃縮分画

を提供する工程；ならびに

  該濃縮分画を使用して、該生物学的サンプルについて、生物学的サンプル成分

の発現パターンを決定する工程、を包含する、方法。

    【請求項２】  前記生物学的サンプル成分がタンパク質を含む、請求項１に

記載の方法。

    【請求項３】  前記生物学的サンプル成分がヌクレオチドを含む、請求項１

に記載の方法。

    【請求項４】  請求項１に記載の方法であって、前記親水性リガンドが、以

下：

  ペプトイド骨格：ならびに

  複数の親和特性基、および該ペプトイド骨格から分枝した親水性基、を含む、

方法。

    【請求項５】  前記親水性基が、前記親和特性基と相互作用する、請求項４

に記載の方法。

    【請求項６】  前記親水性基が、前記ペプトイド骨格に沿って前記親和特性

基を交換する、請求項５に記載の方法。

    【請求項７】  請求項６に記載の方法であって、前記親和特性基が、アルキ

ル、（シクロアルキル）アルキル、（シクロヘテロアルキル）アルキル、アラル

キル、およびヘテロアラルキルからなる群から選択され、これらの各々が、オキ

ソ、チア、ハロ、アミノ、ヒドロキシ、シアノ、ニトロ、チオ、アミノカルボニ
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ル、カルボキシ、およびイミノからなる群から必要に応じて置換される、方法。

    【請求項８】  請求項７に記載の方法であって、前記親和特性基が、メチル

、ヒドロキシメチル、プロプ－２－イル、２－メチルプロピル、ピロリジルメチ

ル、メチルチオエチル、１－ヒドロキシエチル、チオメチル、アミノカルボニル

メチル、アミノカルボニルエチル、カルボキシメチル、カルボキシエチル、４－

アミノブチル、ならびに３－グアニジノプロピル、グアニジノアリール、ヒドロ

キシアリール、アミドアルキル、ホスホニルアルキル、ホスホニルアリール、オ

リゴエーテル、およびポリヒドロキシアルキルからなる群から選択される、方法

。

    【請求項９】  前記親和特性基が、必要に応じて置換されたアラルキルおよ

びヘテロアラルキルからなる群から選択される、請求項７に記載の方法。

    【請求項１０】  前記親和特性基が、フェニルメチル、ヒドロキシフェニル

メチル、イミダゾリルメチル、プリニルメチル、ピリミジニルメチル、およびイ

ンドリルメチルからなる群から選択される、請求項９に記載の方法。

    【請求項１１】  前記親和性基が、必要に応じて置換されたアミノアルキル

、トリアルキルアミノアルキルからなる群から選択される、請求項７に記載の方

法。

    【請求項１２】  前記親和特性基が、必要に応じて置換されたカルボキシラ

クトアルキルである、請求項７に記載の方法。

    【請求項１３】  前記親水性基が、アルキルオキシアルキレニル、アミノア

ルキル、アルキルアミノアルキル、４級アンモニウムアルキル、ヒドロキシアル

キル、チオアルキル、アルキルチオアルキレニル、カルボキシアルキル、アルキ

ルオキシカルボニルアルキル、およびアミノカルボニルアルキルからなる群から

選択される、請求項４に記載の方法。

    【請求項１４】  前記親水性基が、アルキルオキシアルキルである、請求項

１３に記載の方法。

    【請求項１５】  前記親水性基が、メトキシエチル、ヒドロキシエチル、１

－ヒドロキシエチル－２－ヒドロキシエチル、および２，３－ジヒドロキシプロ

ピルからなる群から選択される、請求項１４に記載の方法。
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    【請求項１６】  前記ペンダント基の約５０％が親和特性基である、請求項

４に記載の方法。

    【請求項１７】  前記ペンダント親和特性基の約３３％が、共通親和特性を

有する、請求項１６に記載の方法。

    【請求項１８】  前記ペンダント親和特性基の約６７％が、共通親和特性を

有する、請求項１６に記載の方法。

    【請求項１９】  前記ペンダント親和特性基の約１００％が、共通親和特性

を有する、請求項１６に記載の方法。

    【請求項２０】  前記親和特性基および前記親水性基が、前記骨格の窒素原

子から分枝している、請求項４に記載の方法。

    【請求項２１】  前記生物学的サンプルが、同質供給源由来である、請求項

４に記載の方法。

    【請求項２２】  前記同質供給源が、細胞株である、請求項２１に記載の方

法。

    【請求項２３】  前記生物学的サンプルが、異質供給源由来である、請求項

４に記載の方法。

    【請求項２４】  前記異質供給源が、１つ以上の組織サンプルである、請求

項２３に記載の方法。

    【請求項２５】  前記異質供給源が、１つ以上の血液サンプルである、請求

項２３に記載の方法。

    【請求項２６】  請求項４に記載の方法であって、ここで、親水性生物学的

サンプル適合性マトリクスに結合した前記親水性ペプトイドが、以下：

  疎水性固相基体上でペプトイドを合成する工程であって、該ペプトイドが、親

和特性を有するペプトイド骨格、および該ペプトイド骨格から分枝した親水性基

を含み、該ペプトイドは、生物学的サンプルの生物学的サンプル成分を少なくと

も部分的に分離するように構成される、工程；

  化学選択的連結基で該ペプトイドを終結させる工程；

  該ペプトイドを、該疎水性固相基体から切断する工程；ならびに

  該ペプトイドを、該化学選択的連結基を用いて、親水性固相基体に結合する工
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程、を包含する手順によって、調製される、方法。

    【請求項２７】  請求項４に記載の方法であって、ここで、親水性生物学的

サンプル適合性マトリクスに結合した前記親水性ペプトイドが、以下：

  疎水性固相基体上でペプトイドを合成する工程であって、該ペプトイドは、親

和特性を有するペプトイド骨格、および該ペプトイド骨格から分枝した親水性基

を含み、該ペプトイドは、生物学的サンプルの生物学的サンプル成分を少なくと

も部分的に分離するように構成される、工程；ならびに

  該疎水性基体を親水性基体に変換する工程、

を包含する手順によって、調製される、方法。

    【請求項２８】  前記疎水性基体が、疎水性保護基を除去する脱保護反応に

よって、親水性基体に変換させる、請求項２７に記載の方法。

    【請求項２９】  生物学的サンプルの表現型を比較する方法であって、該方

法が、以下：

  請求項１に記載の方法に従って、複数の生物学的サンプルの生物学的サンプル

成分の発現パターンを決定する工程；ならびに

  該生物学的サンプルの間で、該生物学的サンプル成分の発現パターンの差異を

分析する工程、を包含する、方法。

    【請求項３０】  請求項２９に記載の方法であって、ここで、前記生物学的

サンプル成分がタンパク質を含み、そして前記差異を分析する工程が、１つ以上

の該タンパク質の有無を決定する工程を包含する、方法。

    【請求項３１】  請求項３０に記載の方法であって、ここで、前記１つ以上

のタンパク質の有無を決定する工程が、１つ以上のタンパク質の存在比を決定す

る工程をさらに包含する、方法。

    【請求項３２】  請求項２９に記載の方法であって、該方法が、前記生物学

的サンプルを第２のペプトイドに適用する工程、および各ペプトイドを使用して

決定された、生物学的サンプル成分の発現パターンの差異を分析する工程、をさ

らに包含する、方法。

    【請求項３３】  請求項２９に記載の方法であって、ここで、前記生物学的

サンプルの一方が、健康な組織サンプル由来であり、そして該生物学的サンプル
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の他方が、患部組織サンプル由来である、方法。

    【請求項３４】  請求項２９に記載の方法で合って、ここで、前記生物学的

サンプルの一方が、第１型の健康な組織サンプル由来であり、そして該生物学的

サンプルの他方が、同一の細胞型の患部組織サンプル由来である、方法。

    【請求項３５】  請求項２９に記載の方法であって、前記生物学的サンプル

の一方が、第１型の患部組織サンプル由来であり、そして該生物学的サンプルの

他方が、第２型の患部組織サンプル由来である、方法。

    【請求項３６】  生物学的サンプルの複雑性を減少させる方法であって、該

方法は、以下：

  該生物学的サンプルを、請求項１に記載されるような親水性親和性支持体に適

用する工程；および

  該生物学的サンプルの生物学的サンプル成分を、該親水性支持体を使用して分

画する工程、を包含する、方法。

    【請求項３７】  前記生物学的サンプルの複雑性を減少させるために親和性

支持体を選択する工程をさらに包含する、請求項３６に記載の方法であって、該

方法が、以下：

  該生物学的サンプルの一部を、複数の親和性支持体の各々に適用する工程であ

って、該複数の親和性支持体は、生物学的サンプル成分を少なくとも部分的に分

離するように構成されたペプトイドのアレイを含み、該ペプトイドは生物学的サ

ンプル適合性マトリクスに結合される、工程；

  様々な該支持体によって達成される複雑性の減少の差異を同定する工程；なら

びに

  該差異を使用して支持体を選択する工程、を包含する、方法。

    【請求項３８】  前記複数の親和性支持体が、１つ以上の多区画格納構造体

内に設けられる、請求項３７に記載の方法。

    【請求項３９】  前記複数の親和性支持体が、複数の多区画格納構造体内に

設けられる、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４０】  前記生物学的サンプルの成分を同定する工程、および定量

する工程の少なくとも１つをさらに包含する、請求項３６に記載の方法。
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    【請求項４１】  前記同定および／または定量する工程が、質量スペクトル

分析を含む、請求項４０に記載の方法。

    【請求項４２】  請求項３９に記載の方法であって、該方法が、以下：

  前記生物学的サンプルを第１の多区画格納構造体に適用する工程であって、こ

こで１つ以上のコンパートメントが複数の親和性支持体を含む、工程；

  該第１の多区画格納構造体の異なるコンパートメント内の支持体によって達成

される複雑性の減少の差異を同定する工程；

  該差異を使用して、該第１の多区画格納構造体から、支持体含有コンパートメ

ントを選択する工程；

  該生物学的サンプル成分の混合サンプルを、第２の多区画格納構造体に適用す

る工程であって、ここで別個のコンパートメントが、該第１の多区画格納構造体

から選択された支持体含有コンパートメントからの１つ以上の支持体を含む、工

程；

  該第１の多区画格納構造体から選択された支持体含有コンパートメントの異な

る支持体によって達成される複雑性の減少の差異を同定する工程；ならびに

  前記アレイから支持体を選択し、そして該差異を使用して、該第２の多区画格

納構造体で表す工程、を包含する、方法。

    【請求項４３】  生物学的サンプルの複雑性を減少させるためのキットであ

って、該キットが、以下：

  複数の親和性支持体であって、該複数の親和性支持体が、請求項１に記載され

るような生物学的サンプル適合性マトリクスに結合した親水性リガンドのアレイ

を含み、該生物学的サンプル適合性マトリクスに結合した親水性リガンドが、が

コンパートメント収容構造体の別個のコンパートメント内に設けられる、親和性

支持体、を備える、キット。

    【請求項４４】  請求項４３に記載のキットであって、ここで、前記親水性

リガンドの各々が、以下：

  ペプトイド骨格；ならびに

  複数の親和特性基、および該ペプトイド骨格から分枝した親水性基、を含む、

キット。
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    【請求項４５】  前記多区画格納構造体が、ウェルプレートを含む、請求項

４４に記載のキット。

    【請求項４６】  前記ウェルプレートが、フリットウェルプレートである、

請求項４５に記載のキット。

    【請求項４７】  前記多区画格納構造体が、パターン化チップを含む、請求

項４４に記載のキット。

    【請求項４８】  前記チップが、Ｓｉ、Ａｕ、Ａｌおよびガラスから選択さ

れる材料の基体を含む、請求項４７に記載のキット。

    【請求項４９】  親水性ペプトイドであって、該ペプトイドが、以下：

  ペプトイド骨格；ならびに

  複数の親和特性基、および該ペプトイド骨格から分枝した親水性基、を含み、

ここで、該ペンダント親和特性基の約５０％が、親和特性基である、親水性ペプ

トイド。

    【請求項５０】  前記ペンダント親和特性基の約３３％が、共通親和特性を

有する、請求項４９に記載のペプトイド。

    【請求項５１】  前記ペンダント親和特性基の約６７％が、共通親和特性を

有する、請求項４９に記載のペプトイド。

    【請求項５２】  前記ペンダント親和特性基の約１００％が、共通親和特性

を有する、請求項４９に記載のペプトイド。

    【請求項５３】  前記親水性基が、前記親和特性基と相互作用する、請求項

４９に記載のペプトイド。

    【請求項５４】  前記親水性基が、前記ペプトイド骨格に沿って前記親和特

性基を交換する、請求項５３に記載のペプトイド。

    【請求項５５】  前記ペプトイドが、化学選択的連結基を使用して、生物学

的サンプル適合性マトリクスに結合される、請求項４９に記載のペプトイド。

    【請求項５６】  請求項４に記載の方法であって、前記親水性生物学的サン

プル適合性マトリクスに結合した親水性ペプトイドが、以下：

  疎水性固相基体上でペプトイドを合成する工程であって、該ペプトイドが、親

和特性を有するペプトイド骨格、およびペプトイド骨格から分枝する親水性基を
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含み、ここで、該ペンダント基の約５０％が親和特性基であり、該ペプトイドが

、生物学的サンプルの生物学的サンプル成分を少なくとも部分的に分離するよう

に構成される、工程；

  化学選択的連結基で該ペプトイドを終結させる工程；

  該ペプトイドを、該疎水性固相基体から切断する工程；ならびに

  該ペプトイドを、該化学選択的連結基を用いて、親水性固相基体に結合する工

程、を包含する手順によって、調製される、方法。

    【請求項５７】  前記ペンダント親和特性基の約３３％が、共通親和特性を

有する、請求項５６に記載の方法。

    【請求項５８】  前記ペンダント親和特性基の約６７％が、共通親和特性を

有する、請求項５６に記載の方法。

    【請求項５９】  前記ペンダント親和特性基の約１００％が、共通親和特性

を有する、請求項５６に記載の方法。

    【請求項６０】  請求項４に記載の方法であって、前記親水性生物学的サン

プル適合性マトリクスに結合した親水性ペプトイドが、以下：

  疎水性固相基体上でペプトイドを合成する工程であって、該ペプトイドが、親

和特性を有するペプトイド骨格、および該ペプトイド骨格から分枝する親水性基

を含み、ここで、該ペンダント基の約５０％が親和特性基であり、該ペプトイド

が、生物学的サンプルの生物学的サンプル成分を少なくとも部分的に分離するよ

うに構成される、工程；ならびに

  前記疎水性基体を親水性基体に変換する工程、を包含する手順によって調製さ

れる、方法。

    【請求項６１】  前記ペンダント親和特性基の約３３％が、共通親和特性を

有する、請求項６０に記載の方法。

    【請求項６２】  前記ペンダント親和特性基の約６７％が、共通親和特性を

有する、請求項６０に記載の方法。

    【請求項６３】  前記ペンダント親和特性基の約１００％が、共通親和特性

を有する、請求項６０に記載の方法。

    【請求項６４】  前記疎水性基体が、疎水性保護基を除去する脱保護反応に
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よって、親水性基体に変換される、請求項６０に記載の方法。

    【請求項６５】  生物学的サンプルを処理する方法であって、該方法が、以

下：

  生物学的サンプルを複数の親和性支持体に適用する工程であって、該支持体の

各々は親水性リガンドを含み、該リガンドは、生物学的サンプル適合性親水性マ

トリクスに結合され、該リガンドは、複数の親和特性基、および骨格から分枝し

た親水性基を含み、そして生物学的サンプルの生物学的成分を少なくとも部分的

に分離するように構成される、工程；ならびに

  並行して、該サンプルの成分を、該親和性支持体を使用して分画し、濃縮分画

を生成する工程、を包含する、方法。

    【請求項６６】  前記濃縮分画が、前記親和性支持体に結合しない生物学的

サンプルの部分を含む、請求項６５に記載の方法。

    【請求項６７】  前記濃縮分画が、前記親和性支持体に最初に結合する生物

学的サンプルの部分を含む、請求項６５に記載の方法。

    【請求項６８】  前記濃縮分画が、前記親和性支持体から単一溶離分画とし

て溶離する生物学的サンプルの部分を含む、請求項６７に記載の方法。

    【請求項６９】  前記濃縮分画が、前記親和性支持体から複数の溶離分画と

して溶離する生物学的サンプルの部分を含む、請求項６７に記載の方法。

    【請求項７０】  請求項６５に記載の方法であって、前記親水性リガンドの

各々が、以下：

  ペプトイド骨格；ならびに

  複数の親和特性基、および該ペプトイド骨格から分枝した親水性基、を含む、

方法。

    【請求項７１】  生物学的サンプルを処理する方法であって、該方法が、以

下：

  該生物学的サンプルを、親水性リガンドを含む第１の親和性支持体に適用する

工程であって、該リガンドが、生物学的サンプル適合性親水性マトリクスに結合

され、該リガンドが、複数の親和特性基、および骨格から分枝した親水性基を含

み、そして、該生物学的サンプルとの第１の親和性相互作用に従って、生物学的
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サンプルの成分を少なくとも部分的に分離するように構成される、工程；

  該生物学的サンプルの成分を、該第１の親和性支持体を使用して分画して、濃

縮分画を提供する工程；

  該濃縮分画を、親和性リガンドを含む第２の親和性支持体に適用する工程であ

って、該第２のリガンドが、生物学的サンプル適合性親水性マトリクスに結合さ

れ、該リガンドが、複数の親和特性基、および骨格から分枝した親水性基を含み

、そして、該生物学的サンプルとの第２の親和性相互作用に従って、生物学的サ

ンプルの成分を少なくとも部分的に分離するように構成される、工程；ならびに

  該濃縮サンプル分画の生物学的サンプル成分を、該第２の親和性支持体を使用

して分画して、２倍に濃縮された分画を提供する工程、を包含する、方法。

    【請求項７２】  請求項７１に記載の方法であって、前記親水性リガンドの

各々が、以下：

  ペプトイド骨格；ならびに

  複数の親和特性基、および該ペプトイド骨格から分枝した親水性基、を含む、

方法。

    【請求項７３】  請求項７１に記載の方法であって、該方法が、１つ以上の

追加の親和性支持体を使用する、すでに濃縮された分画の１つ以上の追加の適用

および分画をさらに包含し、該１つ以上の追加の支持体の各々は、親水性リガン

ドを含み、該１つ以上の追加のリガンドは、生物学的サンプル適合性親水性マト

リクスに結合され、該１つ以上の追加のリガンドは、複数の親和特性基、および

骨格から分枝した親水性基を含み、そして、該すでに濃縮された分画とのさらな

る親和性相互作用に従って、生物学的サンプルの成分を少なくとも部分的に分離

するように構成される、方法。



(12) 特表２００３－５１３２８３

【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の背景）

  本発明は、生物学的サンプルの精製ならびにこのような生物学的サンプルの成

分のディファレンシャルディスプレイおよび分析のための、技術ならびに材料に

関する。１つの実施形態において、本発明は、タンパク質精製およびプロテオー

ム（ｐｒｏｔｅｏｍｅ）ディファレンシャルディスプレイに関する。

      【０００２】

  生物学的サンプルの成分（例えば、タンパク質、核酸など）を精製するための

現在の方法論は、いくつかの市販の親水性固体支持体に頼っている。従来のクロ

マトグラフィー支持体としては、陰イオン交換支持体（例えば、ジエチルアミノ

エチル（ＤＥＡＥ）Ｓｅｐｈａｒｏｓｅなど）、陽イオン交換支持体（例えば、

カルボキシメチル官能基を有するもの）、逆相支持体および疎水性相互作用支持

体が、挙げられる。これらの材料は、生物学的サンプルの成分（例えば、タンパ

ク質）を非常に大まかにしか区別し得ず、従って、生物学的サンプルの成分（特

に、同様の陰イオン性、陽イオン性などの特徴のタンパク質）を分離するその能

力が、制限される。

      【０００３】

  現在利用可能な他の分離技術は、非常に特異的である。例えば、抗体、タンパ

ク質、糖などをベースとする、親和性クロマトグラフィー支持体が利用可能であ

り、例えば、Ｕｓｅ  ｏｆ  ａｎｔｉｂｏｄｙ  ｆｒａｇｍｅｎｔｓ  ｉｎ  ｉ

ｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ  ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ：ｃｏｍｐａｒｉ

ｓｏｎ  ｏｆ  ＦＶ  ｆｒａｇｍｅｎｔｓ，ＶＨ  ｆｒａｇｍｅｎｔｓ  ａｎｄ

  ｐａｒａｌｏｇ  ｐｅｐｔｉｄｅｓ、Ｂｅｒｒｙ，Ｍ．Ｊ．；Ｄａｖｉｅｓ，

Ｊ．、Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．（１９９２）５９７（１～２）２３９～４５

に記載される。しかし、まさに、従来のクロマトグラフィー支持体が大まか過ぎ

て、代表的には生物学的サンプルを含む化学物質の複合混合物の限定された分離

以上のものは提供できないのと同様に、従来の親和性支持体は、特異的過ぎて、

対応する特定の標的または抗原以外は、このような混合物の多くの成分の有用な
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分離は提供できない。

      【０００４】

  従って、現在利用可能なこれらの分離の選択肢はいずれも、生物学的細胞サン

プルおよび組織サンプルに代表的に見出される生物学的サンプル成分の複合混合

物の分離において特に有効というわけではない。現在の新規クロマトグラフィー

材料の開発は、ペプチド－樹脂複合体、タンパク質－樹脂複合体、または低分子

－樹脂複合体のスクリーニングをベースとしている。しかし、これらのアプロー

チは、多様性、生物学的安定性／化学的安定性および大スケール産生に関して、

制限を有する。

      【０００５】

  生物学的サンプル成分の分離への別の可能なアプローチは、電気泳動（特に、

二次元ゲル電気泳動）の使用を介する。二次元ゲルは、生物学的サンプル（例え

ば、細胞溶解物または組織サンプル）について泳動され得、１つの次元でｐＨに

基づいて分離し、そしてもう１つの次元で分子量に基づいて分離する。しかし、

この技術は、混合物中の非常に豊富なタンパク質が、より豊富でないタンパク質

をしばしば隠すという事実に起因して、厳しい特異性の制限を有する。さらに、

この技術は、低処理量しか有しておらず、そして大スケール産生には適さない。

      【０００６】

  複合生物学的サンプルから生物学的成分を分離および精製することに加え、そ

のサンプル成分を特徴付けることもまた、有用である。異なる表現型を有する２

つの生物学的サンプルの成分の比較によって、そのサンプル間の差異の源の同定

が可能であり得る。例えば、健常組織サンプルと同じ型の疾患組織サンプルのこ

のような示差的分析を実施することによって、その疾患の原因を同定すること、

および／またはその疾患の表現型症状を特徴付けることが、可能であり得る。こ

のアプローチは、遺伝子（核酸）レベルで重要な注意を払われており、そして「

遺伝学」の分野の発展が見受けられる。

      【０００７】

  この遺伝学的アプローチの１つの特定の適用が、Ｍ．Ｒ．Ｍａｒｔｚｅｎら、

Ａ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｇｅｎｏｍｉｃｓ  Ａｐｐｒｏａｃｈ  ｆｏｒ  
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Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ  Ｇｅｎｅｓ  ｂｙ  ｔｈｅ  Ａｃｔｉｖｉｔｙ  ｏｆ

  Ｔｈｅｉｒ  Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｖｏｌ．２８６、Ｎｏｖｅ

ｍｂｅｒ  ５，１９９９に記載されており、この論文は、本明細書中で参考とし

て援用される。しかし、このアプローチは、診断適用および薬物開発適用にこの

アプローチ自体を加えないかもしれない。

      【０００８】

  このアプローチは、遺伝子産物（タンパク質レベル）では、ほとんど注意を払

われていない。しかし、より最近では、「プロテオミクス（ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ

ｓ）」の分野が発達し始めている。示差的遺伝子発現を分析するプロテオミクス

アプローチは、魅力的である。異なる生物学的サンプルにおける遺伝子の差異と

、その関連する細胞、組織、または生物において観察される異なる表現型（例え

ば、疾患状態に対する健常状態）との間に相関関係が存在し得るが、遺伝子の差

異は、必ずしも遺伝子発現の差異としてその差異を表さない。一方、プロテオミ

クスは、研究中のサンプルのタンパク質の構成に基づく分析に重点を置くことに

よって、遺伝子発現の差異を直接取り扱う。しかし、プロテオミクスアプローチ

の有効性は、現在利用可能な物質および技術が研究中の生物学的サンプルを高い

分離能でディファレンシャルディスプレイすることを提供する能力によって、制

限される。例えば、Ｋａｕｖａｒら（例えば、米国特許第５，５９９，９０３号

、Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ  ｏｆ  ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ  ａｎａｌｏｇｓ  

ａｎｄ  ｐａｒａｌｏｇ  ｐａｎｅｌｓ  ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ  ｇｌｕｔａｔ

ｈｉｏｎｅ  ｍｉｍｉｃｓ  ａｓ  ａｆｆｉｎｉｔｙ  ｌｉｇａｎｄｓ  ａｎｄ

  ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ  ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ  ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ；

国際特許出願番号ＷＯ  ９１０６３５６、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ａｎｄ  ｋｉｔｓ  

ｔｏ  ｉｄｅｎｔｉｆｙ  ａｎａｌｙｔｅ－ｂｉｎｄｉｎｇ  ｌｉｇａｎｄｓ  

ｕｓｉｎｇ  ｐａｒａｌｏｇ  ｐａｎｅｌｓ；国際特許出願番号ＷＯ  ８９０９

０８８、Ｐａｒａｌｏｇ  ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ  ｆｏｒ  ａｆｆｉｎｉｔｙ  

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ｔｈｅｉｒ  ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄ  ｔ

ｈｅｉｒ  ｕｓｅ；およびＰａｒａｌｏｇ  ｃｈｒｏｍａｔｇｒａｐｈｙ、Ｋａ

ｕｖａｒ，Ｌａｗｒｅｎｃｅ  Ｍ．ら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（１９９０
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）８（２）２０４～９は、タンパク質混合物を分離することにおける使用のため

の、クロマトグラフィー支持体上に載せられたペプチドの使用を記載している。

しかし、これらのペプチドベースの分離材料は、タンパク分解性分解を受け、従

って、有用性が制限されている。

      【０００９】

  従って、生物学的サンプル成分混合物の改良された分離を容易にし、ならびに

プロテオミクス分析の有効性を高める、技術および材料の開発が望ましい。

      【００１０】

  （発明の要旨）

  上記のことを達成するために、本発明は、非常に大まかな結合親和性しか有さ

ないかまたは非常に特異的な結合親和性を有する従来の材料と比較して、生物学

的サンプルについて中間の結合親和性を有する、親和性支持体材料を提供する。

本発明により提供される材料の中には、生物学的サンプルと適合性である親水性

マトリクスに結合した親水性リガンドから構成される、親水性固体支持体がある

。本発明に適用可能な適切な生物学的サンプルは、事実上すべての型または供給

源であり得る。これらの型または供給源としては、例えば、以下が挙げられる：

規定された細胞株（例えば、腫瘍細胞株、細菌、ウイルス感染細胞、レプリコン

など）由来の細胞；生物学的液体（例えば、血液、尿、唾液、または粘液）；生

物学的表面から、例えば、洗浄（ｗａｓｈ）（例えば、洗浄（ｌａｖａｇｅ））

または綿棒（例えば、パパニコラウ染色塗抹標本または咽喉培養物）から収集さ

れた細胞；ならびに組織サンプル由来の細胞（例えば、疾患組織および／または

非疾患「正常」組織の生検から得た細胞）。これらの生物学的サンプルは、均質

（すなわち、単一の供給源由来）であっても、または不均質（すなわち、２つ以

上の関連しない供給源由来）であってもよい。本明細書中に記載されるリガンド

は、骨格から垂れ下がった親和性特性基および親水性基を含み得、そして上記に

規定されるような生物学的サンプルの成分を少なくとも部分的に分離するように

形成され得る。このような親和性特性基および親水性基は、本明細書中で以下に

記載される方法を使用して選択され得る。

      【００１１】
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  本発明による親和性支持体は、種々の技術および装置において用いられて、複

雑な生物学的サンプルの改善された分離を達成し得、それにより、生物学的サン

プル成分の分離、分画、濃縮、精製、発現産物の決定および比較、ならびに他の

生物学的サンプルの処理技術および分析技術の結果を増強し得る。さらに、親和

性支持体は、新規なタンパク質精製のような適用のために生物学的サンプルを処

理する際に有用なキット中に含まれ得る。

      【００１２】

  本発明のいくつかの実施形態では、この親和性支持体の親水性リガンドは、ペ

プトイド骨格から張り出した（ｐｅｎｄｅｎｔ）親和性特性基および親水性基の

両方を有するペプトイドであり得る。種々のペプトイド構造、ならびに適切な特

性を有するペプトイドおよび適切な範囲の特性を有するペプトイドのアレイを設

計および作製するためのパラメーターもまた提供される。

      【００１３】

  １つの局面では、本発明は、生物学的サンプルについての生物学的サンプル成

分の発現パターンを提供するための方法を提供し、この方法は、生物学的サンプ

ルを、生物学的サンプルに適合可能なマトリクスに結合された１以上のリガンド

に適用する工程を包含する。このリガンドは、骨格から張り出した複数の親和性

特性基および親水性基を含み得、そして生物学的サンプルの生物学的サンプル成

分を少なくとも部分的に分離するように形成され得る。このサンプルの成分は、

１以上の親水性リガンドを用いて分画されて濃縮分画を提供し得、そして生物学

的サンプルについての生物学的サンプル成分の発現パターンは、濃縮された分画

を用いて決定され得る。

      【００１４】

  他の実施形態では、本発明は、生物学的サンプル表現型を比較する方法、生物

学的サンプルの複雑さを低減する方法、多数の親和性支持体で生物学的サンプル

を一次元および二次元の両方で大規模に並行処理する方法、ならびにこれらの方

法を達成する際に有用な親和性支持体を取り込んだ材料およびキットを提供する

。本発明に従って親和性支持体（特に、ペプトイド骨格から張り出した親和性特

性基および親水性基の両方を有し、親水性マトリクスに結合されたペプトイドを
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含む支持体）を作製する方法もまた提供される。

      【００１５】

  本発明のこれらおよび他の特徴および利点は、例によって、本発明の原理を例

示する、本発明の以下の明細書および添付の図面にさらに詳細に提示される。

      【００１６】

  （発明の実施形態の詳細な説明）

  本発明の親和性支持体材料ならびに関連する技術および装置は、ここで、いく

つかの実施形態を参照して記載される。記載された実施形態の重要な特性および

特徴は、本文および添付の図面において構造において例示される。本発明をこれ

らの実施形態に関連して記載するが、本発明は、これらの実施形態に限定される

とは意図されないことが理解されるべきである。一方、添付の特許請求の範囲に

よって規定されるような、本発明の趣旨および範囲内に含まれ得るような、代替

物、改変物および等価物を包含することが意図される。以下の説明では、多数の

特定の詳細が、本発明の完全な理解を提供するために示される。本発明は、これ

らの特定の詳細のいくつかまたは全てを伴わずに実施され得る。他の例では、周

知のプロセス操作は、本発明を不必要に不明確にしないように、詳細には記載さ

れていない。

      【００１７】

  （１．序論）

  本発明は、従来の材料と比較して、生物学的サンプルについての中間でかつ制

御可能な結合親和性を有する親和性支持体材料を提供する。本明細書中で使用さ

れる場合、「中間でかつ制御可能な結合親和性支持体材料」とは、タンパク質－

タンパク質相互作用、タンパク質－オリゴヌクレオシド（オリゴヌクレオチド）

相互作用またはオリゴヌクレオシド（オリゴヌクレオチド）－オリゴヌクレオシ

ド（オリゴヌクレオチド）相互作用に類似した、イオン性相互作用、ファンデル

ワールス相互作用および水素結合相互作用の組み合わせによって、生物学的サン

プルの構成成分と、相互作用し得る材料をいう。従って、タンパク質およびヌク

レオチド化学の分野の当業者は、本発明の支持体材料が、生物学的サンプルの成

分を分離するための先行技術によって教示される材料とは有意に異なることを認
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識する。なぜなら、先行技術によって教示される材料は、単に、生物学的サンプ

ル成分との（例えば、電荷に基づく）非常に一般的かつ制御不能な相互作用を、

または非常に特異的かつ制御された（例えば、抗体に基づく）結合親和性を用い

るが、これらの極端なものの中間のものはないからである。一般に、本発明によ

って提供される支持体は、代表的には１つの官能基に基づく一般的樹脂（例えば

、陰イオン交換樹脂または陽イオン交換樹脂）および単一の特異的標的構成成分

について選択されたいくつかの官能基の特定の組み合わせに基づく高度に特異的

な親和性樹脂の特性を合わせる。本明細書中に記載される支持体は、多くの官能

基を有するが、平均して、これらは、先行技術の高度に特異的なアレイよりも特

異的が低く規定され得る。それゆえ、この支持体は依然として、多くの場合に高

親和性を生じるが、親和性樹脂よりも広い特異性を有し得る。

      【００１８】

  本発明によって提供される材料の中には、生物学的サンプル（例えば、細胞株

、血液もしくは組織に由来するサンプルまたは細胞溶解産物）と適合可能な親水

性マトリクスに結合された親水性リガンドから構成される親水性固体支持体があ

る。生物学的サンプルに適合可能な親水性マトリクスは、生物学的サンプルの成

分とマトリクスとの間の相互作用を実質的に最小にするに効果的なマトリクスで

ある。従って、本明細書中に記載されるような適合可能なマトリクスは、タンパ

ク質分解性分解に対して耐性であり、そして生物学的サンプルの成分（例えば、

タンパク質）による比較的低い非特異的結合（ときどき、タンパク質吸着に耐性

とも呼ばれる）を提供することが化学の分野の当業者によって認識される。リガ

ンドは、骨格から張り出した親和性特性基および親水性基を含み得、そして生物

学的サンプルの成分を少なくとも部分的に分離するように形成される。

      【００１９】

  本発明に従う親和性支持体は、種々の技術および装置において使用され、複雑

な生物学的サンプルの改善された分離を達成し得、そしてそれによって生物学的

成分の分離、分画、濃縮、精製、発現産物の決定および比較、ならびに他の生物

学的サンプルの処理技術の結果を増強し得る。さらに、この親和性支持体は、生

物学的サンプルの処理に有用なキットに含まれ得る。
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      【００２０】

  生物学的成分（例えば、タンパク質）を固相連結リガンドに曝露するために、

この固相は、高い親水性特性を有さなければならない。さもなければ、非特異的

な結合が生じ、そして低度の分離が得られる。従って、本発明は、広範な種々の

化学官能性または化学特性を提示するように構成され得るリガンド分子を提供し

、これは、親水性状況下での生物学的サンプルに対する中間の結合親和性を有す

る親和性分離支持体内への組み込みに適切である。この親水性状況は、親水性特

性および親和性特性の基を分子骨格に挿入することによって提供される。親水性

基の機能は、しばしば疎水性である多様な側鎖の存在下で、親和性リガンドの実

質的な水溶性を提供することである。この親水性基はまた、大きい疎水性パッチ

を妨げることによって、この親和性リガンドの凝集を妨げる。水溶性は、生物学

的サンプル成分（特に、タンパク質）の分離に使用される、親水性固体支持体の

効率的な誘導体化を可能にする。

      【００２１】

  適切な親和性支持体は、高い親水性特性を保持しなければならないが、リガン

ドの合成は、一般的に、有機的な環境を必要とする。従って、以下に詳細に記載

されるように、本発明は、有機溶媒中で、かつ疎水性樹脂（例えば、ポリスチレ

ン）上での固相有機合成によって、多様なリガンドを合成する方法を提供する。

次いで、これらのリガンドは切断され、そして水性緩衝液中に溶解されて、生物

学的サンプルの適用に適切な親水性基体（例えば、セファロース）へのそれらの

結合を容易にする。本発明に従って、有機溶媒中で、かつ疎水性樹脂上での固相

有機合成によってリガンドを合成し、そしてその後、この樹脂を親水性基体へ変

換することもまた可能であり、これは、ある基体から別の基体へのリガンドの転

移の必要性を排除する。他の方法は、同時係属中の米国特許出願第０８／８２８

，１９５号（１９９７年、３月２１日出願）に記載され、これは、その全体とし

て、かつ全ての目的のために、本明細書中で参考として援用される。

      【００２２】

  （２．ペプトイド）

  本発明のいくつかの実施形態において、この親和性支持体の親水性リガンドは
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、「ペプトイド」であり得、これらは、それらの骨格に結合する親和性特性の基

および親水性基の両方を有する。一般的にいえば、「ペプトイド」は、ポリ（Ｎ

置換型グリシン）であり、これは、タンパク質の骨格構造を有するが、従来のア

ミノ酸基とは全くまたは一部異なる結合基を有する。ペプトイドは、当該分野で

公知であり、そして種々の刊行物（米国特許第５，８７７，２７８号、同第５，

９７７，３０１号、同第５，８３１，００５号および同第５，８１１，３８１号

（これらの各々は、全ての目的のために本明細書中で参考として援用される）を

含む）に記載される。上記のように、本発明に従うリガンドは、親水性特性およ

び親和性特性の基をリガンドの分子骨格に挿入することによって、親水性特性を

与えられ得る。

      【００２３】

  本発明に従う親和性ペプトイドは、生物学的サンプルのタンパク質成分の分離

、精製および他の処理に特に適用可能である。本開示の他の箇所では、種々のタ

ンパク質処理技術に関連する親水性ペプトイドの構造、合成および適用に焦点を

当てるが、本発明は、本明細書中に提供される原理に従う、中間の親和性クロマ

トグラフィー支持体を用いた生物学的サンプル成分の処理に、より一般的に適用

可能であることが理解されるべきである。従って、本発明は、生物学的サンプル

適合性マトリクスに結合される、ペプトイド以外の親水性リガンド分子、および

タンパク質以外の生物学的サンプル成分（核酸、脂質などを含む）の処理のため

のそれらの使用を包含することが意図される。

      【００２４】

  ペプトイドは、クロマトグラフィー支持体材料の特に良好な候補である。これ

らは、コンビナトリアル合成に受け入れやすく、そして利用可能な何百もの異な

る側鎖を用いて、支持体特性を精巧に調整ことが可能である。ペプトイドは、プ

ロテアーゼ安定性であり、例えば、粗細胞溶解物と共に、そのようなサンプルに

通常存在するプロテアーゼによる有意な分解の危険性を伴わずして、使用され得

る。これらは、化学的および熱的に安定であり、これは、支持体の再生および再

利用を可能にする。さらに、ペプトイドは、比較的単純な固定化化学を有し、こ

れは、ラージスケールの生産のために容易にスケールアップされる。



(21) 特表２００３－５１３２８３

      【００２５】

  図１は、本発明の１つの実施形態に従う、親水性ペプトイド１００を示す。こ

の示された実施形態において、メトキシエチル側鎖１０１０は、親水性エレメン

ト１０６として使用される。この側鎖は、安価でかつ保護を必要としないので、

所望される。あるいは、とりわけ、ヒドロキシルモノマー（例えば、ヒドロキシ

エチルアミン１０３、１－ヒドロキシエチル－２－ヒドロキシエチルアミン１０

４および２，３－ジヒドロキシプロピルアミン１０５）が、使用され得る。図１

に示される実施形態において、親水性エレメント１０６は、各特性（親和性）エ

レメント１０７の間に挿入されるが、これは、親水性基および親和性基が、リガ

ンドの水溶性を確実にする機能を達成する任意の構成にある骨格１０２分散され

得る場合には、必要ではない。

      【００２６】

  もちろん、特定のペプトイド中の親水性基の数は、そのペプトイド中に含まれ

る親和性基の親水性／疎水性特性に依存する。親水性および疎水性の親和性基の

配置は、高度に両親媒性のペプトイド構造が回避されるようにあるべきである。

このような構造は、凝集してミセルを形成し得、従って、その基体との効率的な

分離および／または結合を達成する、それらの能力を損なう。合成の間、ペプト

イドリガンド１００は、代表的に、有機合成反応を容易にするために親水性基体

に結合される（示さず）。リガンド１００はまた、化学選択的な連結基１０８（

例えば、マレイミドプリオピオニル）を有する。これは、リガンドの遊離Ｎ末端

に結合され、親水性支持体へのその後の結合を可能にする。一旦、有機合成が完

了されると、ペプトイドリガンド１００は、疎水性樹脂から切断され得、そして

水性緩衝液に溶解され、水性の生物学的サンプルの敵容易適切な親水性支持体（

例えば、セファロース）へのその結合を容易にする。

      【００２７】

  上記のように、このペプトイドリガンドは、適切な化学選択的末端基（例えば

、マレイミドプロピオニルのようなマレイミド）を有し得る。これは、親水性支

持体の表面上に提示されるチオールと反応して共有結合を形成し得る。リガンド

上の他の可能な末端基としては、ヒドラジド（これは、支持体上のアルデヒド部
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分またはケトン部分と反応して共有結合を形成し得る）；アミノオキシ（これは

、支持体上のアルデヒド部分またはケトン部分（あるいは合成的な等価物）と反

応して共有結合を形成し得る）；アルデヒド（これは、ヒドラジド基またはアミ

ノオキシ基と反応して共有結合を形成し得る）；ジスルフィド（これは、チオー

ル基と反応して共有結合を形成し得る）；チオール（これは、ジスルフィド基ま

たはマレイミド基と反応して共有結合を形成し得る）、アジド、ホスフィン、ま

たはアビジン（これは、支持体上のビオチン部分と反応して安定な非共有結合複

合体を形成し得る）が挙げられる。もちろん、この特徴の他の適切な結合の組み

合わせ（つまり、支持体結合ペプトイドリガンドがその正常な操作条件下で供さ

れる処理の間で、その結合を維持するのに十分安定であるこれらの組み合わせ）

もまた、可能である。さらに、表面化学分野に当業者は、ペプトイドリガンド上

の上記に列挙した末端基が、その表面上の反応性基として機能し得、そしてこの

反応性の表面基がまた、末端ペプトイドリガンド基として機能することを理解す

る。

      【００２８】

  あるいは、上記のように、疎水性基体は、親水性基体へ変換され得、これは、

ある基体から別の基体へのペプトイドの転移の必要性を排除する。例えば、この

基体は、種々の除去可能な疎水性部分であり得る。１つの実施形態において、疎

水性基体は、アルキルシリルエーテル（例えば、ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシラ

ン（ＴＢＤＭＳ））で保護されたヒドロキシアルキルアシルアミドを使用して形

成される。これは、標準的な条件を使用して除去されて、疎水性基体を提供し得

る。

      【００２９】

  図２Ａおよび図２Ｂは、疎水性基体上に親水性リガンドからなる親和性支持体

を生成するための２つのプロセスを示す。図２Ａのプロセスにおいて、２１０（

リガンド２１４）は、上記のようなペプトイドまたは別の適切な分子であり得、

これは、疎水性基体２１２（例えば、ポリスチレン）上に合成される。化学選択

的連結基（Ｒ1）２１６は、疎水性基体結合リガンド２１４の遊離Ｎ末端に結合

される。Ｃ末端または任意の適切な側鎖もまた、この化学選択的連結基の結合点
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として作用し得る。有機合成の完了後、リガンド２１４は疎水性基体２１２から

切断され、そして親水性基体２１８（例えば、チオセファロース）に、その化学

選択的連結基２１６を介して再結合される。もちろん、親水性基体および疎水性

基体は、当業者に明らかなように、種々の材料から作製され得る。

      【００３０】

  あるいは、化学選択性（ｃｈｅｍｏｓｅｌｅｃｔｉｖｅ）連結基が存在しない

が、第１のプロセス２１０におけるように、図２Ｂのプロセス２２０に従って、

リガンド２２４が疎水性基体２２２上で合成される。有機合成の完了に続いて、

疎水性基体２２２が改変され、疎水性基体２２２を親水性基体２２２ｍに変換す

る。例えば、この基体は、利用可能なヒドロキシル部分上の保護基（例えば、－

ＯＳｉＲ3）の存在によって、疎水性にされ得た。この場合、基体は、保護基の

除去によって親水性の状態に変換されて、有機合成の完了に続いて自由なヒドロ

キシル（－ＯＨ）基を提供し得る。この代替のプロセスにおいて、切断および再

結合は必要ではない。

      【００３１】

  上記のように、ペプトイドは、クロマトグラフィー支持体材料のための特に良

好な候補である。なぜなら、部分的に、合成プロセス間に利用可能な数百もの多

様な側鎖の中から選択することによって、支持体の特性を精功に変更することが

可能であるからである。従って、ペプトイドは、タンパク質中に見出される主要

な化学官能基のいくつかを模倣するために、使用され得る。特定の分離を実施す

るためのもっとも良好なペプトイドを決定するために、複数の親和性を有するペ

プトイドのアレイを有することが所望される。次いで、生物学的サンプル（例え

ば、細胞溶解物）が、ペプチドのアレイに対して平行に流され得、そして分離結

果が比較された。次いで、最も良好な性能を有するペプトイド（単数または複数

）が、実際の分離においての使用のために選択され得る。

      【００３２】

  複数の親和性を有するペプトイドのアレイを組み立てるための１つの技術は、

タンパク質中に共通して見出される１つ以上の特性を代表する物理化学（ｐｈｙ

ｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ）的な特性を有する側鎖を同定し、次いで、親水性側
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鎖と組合せて、種々の順列でこれらの側鎖を組合せることである。本発明に従う

１つのこのようなアプローチは、５つの異なる物理化学的な特性（カチオン性、

アニオン性、極性、脂肪族性および芳香族性）を示す５つの異なる側鎖が、２５

個の１２量体のアレイに組み込まれる。このアプローチのために選択された５つ

の側鎖を以下に示す：

      【００３３】

【化１】

他の適切な側鎖は、有機化学および生物化学分野の当業者に明らかである。

      【００３４】

  ２５個の１２量体は、以下の表１ＡおよびＢに示される行列（ｍａｔｒｉｘ）

に従って構築された：

      【００３５】

【表１】

  表１Ａは、親和性特性のそれぞれが、低レベル（１２量体中の１２個の側鎖中

の２個）、中レベル（１２個の中の４個）、および高レベル（１２個中の６個）
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でのアレイを表す（１５個の１２量体）ことを示す。図１Ｂは、アレイが５つの

異なる特性の全ての２つの特性の組合せをどのように含むのかを示す（１０個の

１２量体）。アレイのリガンドは、図３Ａ～Ｃに模式的に示される。図３Ａのリ

ガンドは、顕著なアニオン性の特性を有する。図３Ｂのリガンドは、顕著な疎水

性の特徴を有する（リガンドのうちの５個は、強いアニオン性および疎水性に特

性の両方を有する）。図３Ｃのリガンドは、顕著なカチオン性の特性を有する。

      【００３６】

  上記のアレイは、本発明に従って合成されるペプトイドに可能な複数の親和性

の代表である。親和性特性のそれぞれを示す親和性基は、使用され得るいくつか

の可能な側鎖のただの例である。上記のように、数百の多様な側鎖がペプトイド

合成において利用可能であり、これには、例えば、多くの天然またはノル－アミ

ノ酸、非天然アミノ酸、ヌクレオチド塩基、酵素補因子、または糖から誘導され

るものが挙げられる。さらに、等比体積および／または等電子的特性を有する、

公知のアミノ酸側鎖および／またはヌクレオチド塩基の側鎖、あるいはそれらの

代用物が使用され得る。非天然アミノ酸側鎖の例は、米国特許第５，６５６，６

６０号に記載され、本明細書中に参考として援用される。

      【００３７】

  他の可能な側鎖は、以下から誘導されるものであるが、これらに限定されない

：酢酸ヒドラジド（ａｃｅｔｉｃｈｙｄｒａｄｉｄｅ）、Ｎ－アセチルエチレン

ジアミン、１－アダマンタミン（１－ａｄａｍａｎｔａｍｉｎｅ）、２－アダマ

ンタミン・ＨＣＬ、１－アダマンタンメチルアミン、アラニン、β－アラニン、

アラニンアミド、アリルアミン、Ｏ－アリルヒドロキシルアミン、３－アミノ－

１，２－プロパンジオール、２－アミノ－１，３－プロパンジオール、４－アミ

ノ－１－ベンジルピペリジン、２－アミノ－１－ブタノール、４－アミノ－１－

ブタノール、６－アミノ－１－インダノン、５－アミノ－１－ナフトール、５－

アミノ－１－ペンタノール、２－アミノ－１－フェニルエタノール、３－アミノ

－１－プロパノール、５－アミノ－２－メトキシピリジン、１－アミノ－２－プ

ロパノール、アミノアセトニトリル、４－アミノベンズアミド、４－メチルベン

ジルシアニド、４－アミノビフェニル、４－アミノ酪酸、６－アミノカプロン酸
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、１－アミノシクロヘキサン－２，３－ジオール、１－アミノシクロヘキサン－

３，４，５－トリオール、トランス－４－アミノシクロヘキサノール、アミノジ

フェニルメタン、３－アミノ－Ｎ’，Ｎ’－ジデシルプロパンアミド、３－アミ

ノ－Ｎ’，Ｎ’－ジヘキシルプロパンアミド、３－アミノ－Ｎ’，Ｎ’－ジオク

チルプロパンアミド、３－アミノ－Ｎ’，Ｎ’－ジフェネチルプロパンアミド、

２－アミノエタノール、Ｎ－（アミノエチル）カルバゾール、２－アミノエチル

メタクリレート、４－（２－アミノエチル）モルホリン、（２－アミノエチル）

フェニルアミン、アミノメチルホスホネート、２－（２－アミノエチル）ピリジ

ン、アミノエチル－５－（２，３－ジクロロチオフェニル）スルホンアミド、Ｎ

－アミノエチルチミン、２－（２－アミノエトキシ）エタノール、６－アミノガ

ラクトース、２－アミノヘプタン、１－アミノインダン、２－アミノインダン、

５－アミノインダン、５－アミノインドール、４－アミノメチルベンゼンスルホ

ン酸、２－（アミノメチル）ベンズイミダゾール、４－（アミノメチル）安息香

酸、（アミノメチル）シクロヘキサン、トランス－４－（アミノメチル）シクロ

ヘキサンカルボン酸、（アミノメチル）シクロプロパン、２－（アミノメチル）

ピリジン、３－（アミノメチル）ピリジン、４－（アミノメチル）ピリジン、５

－アミノメチル－２－ナフタレンスルホン酸、２－アミノ－５－メチルオクタン

、２，２－アミノメチルフェニルチオベンジルアルコール、１－アミノナフタレ

ン、２－アミノナフタレン、１－（４－アミノフェニル）－エチルアミン、４－

アミノフェニルフェニルエーテル、２－（４－アミノフェニル）－エチルアミン

、２，４－（アミノフェニル）エチルアミン、２－アミノプロパン－１，３－ジ

オール（２－ａｍｉｎｐｒｏｐａｎ－１，３－ｄｉｏｌ）、３－アミノプロパノ

ール、１－（３－アミノプロピル）－２－ピロリジノン、１－（３－アミノプロ

ピル）イミダゾール、４－（３－アミノプロピル）モルホリン、３－アミノピリ

ジン、４－アミノスチレン、アミルアミン、アニリン、アルギニン、アスパラギ

ン酸、ベンゼンスルホニルヒドラジド、１，４－ベンゾジオキサン－６－アミン

、安息香酸ヒドラジド（ｂｅｎｚｏｉｃｈｙｄｒａｚｉｄｅ）、ベンジルカルバ

ゼート、Ｎ－ベンジル－２－フェネチルアミン、ベンジルアミン、Ｏ－ベンジル

ヒドロキシルアミン、ビフェニルアミン、１，４－ビス（３－アミノプロピル）
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ピペラジン、３，５－ビス（トリフルオロメチル）ベンジルアミン、３－ブトキ

シプロピルアミン、ｔ－ブチルカルバゼート、４－ｔ－ブチルシクロヘキシルア

ミン、Ｏ－ｔ－ブチルヒドロキシルアミン、ｔ－ブチルアミン、ブチルアミン、

４－ブチルアニリン、４－ｓｅｃ－ブチルアニリン、３－クロロアニリン、４－

クロロアニリン、２－クロロ－６－フルオロベンジルチオエチルアミン、２－（

２－クロロフェニル）エチルアミン、２－（３－クロロフェニル）エチルアミン

、２－（４－クロロフェニル）エチルアミン、５－クロロチオフェン－２－スル

ホニルヒドラジド、シクロへプチルアミン、２－（１－シクロヘキセニル）エチ

ルアミン、シクロヘキシルアミン、４－シクロヘキシルアニリン、シクロペンチ

ルアミン、シクロプロピルアミン、システアミン、２－（デシル）－ドデシルア

ミン、デシルアミン、デヒドロアビエチルアミン、１，４－ジアミノブタン、ト

ランス－１，４－ジアミノシクロヘキサン、Ｎ，Ｎ－ジ－（２－アミノエチル）

アミン、１，５－ジアミノナフタレン、１，３－ジアミノプロパン－２－オール

、１，３－ジアミノプロパン、Ｎ，Ｎ－ジベンジルグリシンアミド、３，４－ジ

クロロベンジルアミン、Ｎ，Ｎ－ジヘキシルグリシンアミド、２，３－ジヒドロ

キシプロピルアミン、６，７－ジメトキシ－１，２，３，４－テトラヒドロイソ

キノリン、４，４’－ジメトキシベンズヒドリルグリシンアミド、２，３－ジメ

トキシベンジルアミン、３，５－ジメトキシベンジルアミン、２，４－ジメトキ

シベンジルアミン、３，４－ジメトキシフェネチルアミン、３－ジメチルアミノ

プロピルアミン、３，４－ジメチルアニリン、Ｎ，Ｎ－ジメチルエチレンジアミ

ン、２，４－ジメチルブチルアミン、３，７－ジメチルオクチルアミン、３，３

－ジフェニル－２－プロペンアミン、１，２－ジフェニルエチルアミン、２，２

－ジフェニルエチルアミン、３，３－ジフェニルプロピルアミン、ドデシルアミ

ン、エピネフリン、エタノールアミン、３－エトキシプロピルアミン、２－（４

－エトキシ）フェネチルアミン、エチルアミン、４－エチルアニリン、エチレン

ジアミン、２，２’－（エチレンジオキシ）ビス（エチルアミン）、２－エチル

ヘキシルアミン、２－エチルピペコリネート、１－エチルプロピルアミン、α－

エチルトリプタミン、９－フルオレンアミン、４－フルオロベンジルアミン、Ｎ

－（２－フルオロフェニル）ピペラジン、フルフリルアミン、Ｄ－グルコサミン
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、グリシンアミド、グリシン、グリシン－β－ナフチルアミド、グアニジノエチ

ルアミン、グアニジノプロピルアミン、グアニジノブチルアミン、２－（４－グ

アニジノ）フェネチルアミン、２，２，３，３，４－ヘプタフルオロブチルアミ

ン（２，２，３，３，４－ｈｅｐｔａｆｌｕｏｒｏｂｕｔｙｌａｍｉｎｅ）、へ

プチルアミン、１，６－ヘキサンジアミン、１，６－ヘキサンジアミン、３－ヘ

キセニルアミン、ヘキシルアミン、２－（ヘキシル）オクチルアミン、ヒスタミ

ン、３－ヒドロキシチラミン、インドリン、４－ヨードアニリン、イソアミルア

ミン、イソブチルアミン、３－イソプロポキシプロピルアミン、イソプロピルア

ミン、４－イソプロピルアニリン、４－メトキシベンゼンスルホニルヒドラジド

、４－メトキシベンジルカルバゼート、２－メトキシベンジルアミン、３－メト

キシベンジルアミン、４－メトキシベンジルアミン、２－メトキシエチルアミン

、メトキシアミン（ｍｅｔｈｏｘｙｌａｍｉｎｅ）、２－メトキシフェネチルア

ミン、３－メトキシフェネチルアミン、４－メトキシフェネチルアミン、３－メ

トキシプロピルアミン、メチルヒドラジン、メチルヒドラジノカルボキシレート

（ｍｅｔｈｙｌｈｙｄｒａｚｉｎｅｏｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ）、Ｎ－メチル－

２，２－ジフェニルエチルアミン、メチルアミン、α－（メチルアミノメチル）

－ベンジルアルコール、４－メチルベンジルアミン、α－メチルベンジルアミン

、２－メチルブチルアミン、３，４－（メチレンジオキシ）アニリン、３，４－

メチレンジオキシフェネチルアミン、β－メチルフェネチルアミン、４－メチル

フェネチルアミン、シス－ミリタニルアミン（ｃｉｓ－ｍｙｒｉｔａｎｙｌａｍ

ｉｎｅ）、１－（ナフチル）エチルアミン、１－ナフタレンメチルアミン、ニコ

チン酸ヒドラジド（ｎｉｃｏｔｉｎｉｃｈｙｄｒａｚｉｄｅ）、４－ニトロ安息

香酸ヒドラジド（４－ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｏｉｃｈｙｄｒａｚｉｄｅ）、ｐ－ニ

トロフェネチルアミン、３－ノネニルアミン、ノニルアミン、２－ノルボルニル

アミン、ノルエフェドリン、ノルフェニルエフリン（ｎｏｒｐｈｅｎｙｌｅｐｈ

ｒｉｎｅ）、オクトパミン、オクチルアミン、２，２，３，３，３－ペンタフル

オロプロピルアミン、フェネルジンスルフェート、２－フェネチルアミン、２－

（フェノキシ）エチルアミン、３－フェノキシ－２－ヒドロキシプロピルアミン

、３－（フェニル）プロパルギルアミン、１－フェニル－１，２，３，４－テト
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ラヒドロイソキノリン、４－フェニル－１，２，３，４－テトラヒドロイソキノ

リン、３－フェニル－１－プロピルアミン、５－フェニル－Ｏ－アニシジン、フ

ェニル酢酸ヒドロジド（ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｉｃｈｙｄｒａｚｉｄｅ）、フェ

ニルアラニン、４－フェニルブチルアミン、Ｌ－フェニルエフリン、４－フェニ

ルセミカルバジド、１－ピペラジンカルボキシレート、ピペリジン、ピペロニル

アミン、プロパルギルアミン、プロピルアミン、４－プロピルアニリン、セリン

、スペルミン、スペルミジン、１，２，３，４－テトラヒドロ－１－ナフチルア

ミン、テトラヒドロフルフリルアミン、１，２，３，４－テトラヒドロイソキノ

リン、２－チオフェン－メチルアミン、ｐ－トルエンスルホンヒドラジド、ｐ－

トルイジン、４－（トリフルオロメチル）ベンジルアミン、３，４，５－トリメ

トキシベンジルアミン、２，４，６－トリメトキシベンジルアミン、２，４，６

－トリメチルベンゼンスルホニルヒドラジド、トリプタミン、ホスホ－チラミン

、チラミン、ベラトリルアミン、ｍ－キセニルアミン、ｍ－キシリレンジアミン

、およびｐ－キシリレンジアミン。

      【００３８】

  本明細書中で参考として援用される以下の文献はまた、使用され得る側鎖のさ

らなる例を提供する：米国特許第５，８７７，２７８号、同第５，８１１，３８

７号、同第５，４４７，９１６号、同第５，４８０，８７１号、同第５，９１９

，９６７号、ならびに国際特許出願第ＷＯ９１／１９７３５号、同第ＷＯ９６／

４０２０２号、同第ＷＯ９６／４０７５９号、同第ＷＯ９７／１９１０６号、同

第ＷＯ９４／０３４８３号、同第ＷＯ９５／０４０７２号、同第ＷＯ９８／０９

６４１号、同第ＷＯ９８／５２６２０号、同第ＷＯ９７／１０８８７号および同

第ＷＯ９９／３１１２４号。

      【００３９】

  本発明に従う親水性ペプトイドを合成するための親和性基として使用され得る

側鎖としては、以下が挙げられる：アルキル、（シクロアルキル）アルキル、（

シクロヘテロアルキル）アルキル、アラルキル、およびヘテロアラルキルの群か

ら選択される基（それぞれ、必要に応じて以下で置換されている：オキソ、チア

、ハロ、アミノ、ヒドロキシ、シアノ、ニトロ、チオ、アミノカルボニル、カル
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ボキシ、およびイミノ）。アルキル基、（シクロアルキル）アルキル基、（シク

ロヘテロアルキル）アルキル基は、さらに以下から選択され得る：メチル、ヒド

ロキシメチル、プロプ－２－イル、２－メチルプロピル、ピロリジルメチル、メ

チルチオエチル、１－ヒドロキシエチル、チオエチル、アミノカルボニルメチル

、アミノカルボニルエチル、カルボキシメチル、カルボキシエチル、４－アミノ

ブチル、ならびに３－グアニジノプロピル、グアニジノアリール、ヒドロキシア

リール、アミドアルキル、ホスホニルアルキル、ホスホニルアリール、オリゴエ

ーテル、およびポリヒドロキシアルキル。アラルキル基およびヘテロアラルキル

基は、さらに以下から選択され得る：フェニルアルキル、ヒドロキシフェニルア

ルキル、イミダゾリルアルキル、プリニルアルキル、ピリミジニルアルキル、お

よびインドリルアルキル。糖の例としては、以下が挙げられ、任意の適切な原子

で結合される：フラノシルアルキル、ピラノシルアルキル、フラノシル、または

ピラノシル。本発明に従う親水性ペプトイドを合成するための親水性基として使

用され得る側鎖としては、以下の群から選択される基が挙げられる：アルキルオ

キシアルキル、ヒドロキシアルキル、チオアルキル、アルキルチオアルキル、ア

ルキルスルフィニルアルキル、アルキルオキシカルボニルアルキル、およびアミ

ノカルボニルアルキル。この側鎖は、例えば、以下のうちの１つでさらに置換さ

れ得る：メトキシエチル、ヒドロキシエチル、１，３－ジヒドロキシプロプ－２

－イル、２－（ヒドロキシメチル）－１，３－ジヒドロキシプロプ（ｄｉｈｙｄ

ｒｏｘｏｘｙｐｒｏｐ）－２－イル、および２，３－ジヒドロキシプロピル、ア

ルキルスルホキシドアルキル、ならびにＣｈａｐｍａｎ，Ｒ．Ｇ．；Ｏｓｔｕｎ

ｉ，Ｅ．；Ｔａｋａｙａｍａ，Ｓ．；Ｈｏｌｍｌｉｎ，Ｒ．Ｅ．；Ｙａｎ，Ｌ．

；Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅｓ，Ｇ．Ｍ．；Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．２０００，

１２２，８３０３－８３０４において報告されるか、または記載される技術を用

いて同定された側鎖。

      【００４０】

  （３．キット）

  本発明はまた、一連の親和性特性を有する、本発明に従う複数の親水性クロマ

トグラフィー支持体を含むキットを提供する。１つの実施形態においては、親和
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性クロマトグラフィーのためのスクリーニングキットが提供される。図４は、本

発明のこのような実施形態に従うキットを図示する。このキット４００は、上記

のような中間の親和性の親水性クロマトグラフィー支持体のアレイ４０２を含む

。アレイ４０２からの支持体は、親和性クロマトグラフィーを行うために適切な

容器４０４に分配される。この容器４０４は、多区画格納構造の別々の区画であ

り得る。このような構造の１つの代表的な形式は、ミニチュア親和性クロマトグ

ラフィーに適合される９６ウェルプレートであり、これらのウェルは底部で閉じ

られていないが、代わりに、ミニチュア親和性クロマトグラフィーに適する、例

えばフリッティングされたウェルプレートである。このようなミニチュアクロマ

トグラフィーのフリッティングされたウェルプレートは、当業者に公知である。

      【００４１】

  操作において、生物学的サンプル（例えば、細胞溶解物）は、容器４０４中の

支持体４０２に適用され得、そして溶出物は、サンプル中の標的の生物学的サン

プル成分４０８に対して最良の分離を提供する支持体についてスクリーニングす

るために、電気泳動ゲル上で電気泳動され得る。次いで、支持体が選択され、そ

してこの生物学的サンプルの大規模な処理のために使用され得る。本発明は、こ

のようなキットに構成される場合、親和性分離を行うために望ましい親和性特性

を有する支持体を効率的に決定するために、生物学的サンプルの並行処理を有利

に可能にするということに留意されるべきである。

      【００４２】

  適切なクロマトグラフィー条件は、当業者に周知である。この条件はまた、所

望の分離のための親和性クロマトグラフィー支持体と条件との最適な組み合わせ

を決定するために、容器の異なるセットにわたって変化し得る。タンパク質を分

離するために使用される、ペプトイドリガンドに基づく親水性支持体のアレイの

ためのサンプル条件は、以下の通りであり得る：

      【００４３】

【表２】
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  もちろん、他の条件（例えば、洗浄、ｐＨ、および勾配の使用および選択）が

、生化学およびタンパク質精製分野における当業者に明らかであるように使用さ

れ得る。ゲル電気泳動のための条件およびパラメータ（すなわち、ゲルの組成、

緩衝液、標識など）もまた、当該分野において周知である。

      【００４４】

  本発明に従うキットはまた、ナノスケールのチップ（例えば、ケイ素、ガラス

上の金、またはガラス上のアルミニウムで構成されるチップ）上に分散された親

水性支持体のアレイを有し得るということもまた留意されるべきである。この点

において、本発明は、以下に記載されるような技術を実施し得る：米国仮特許出

願第６０／１４１，４６９号、同第６０／２０９，７１１号、米国特許第５，７

４４，３０５号および同第５，８７４，２１９号（これらのすべては、本明細書

中に参考として援用される）。

      【００４５】

  （４．適用）

  本発明に従う親和性支持体は、同業者に周知の方法に従って親和性クロマトグ

ラフィーカラムに装填され得、次いで種々の目的のための分離を行うために使用

され得る。これらの適用としては、生物学的サンプル成分（例えば、タンパク質

）の精製ならびに示差的なタンパク質発現パターン（例えば、プロテオミック（

ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ））の決定および比較が挙げられる。これらの技術は、他の

研究および生産の適用の中で、診断および薬物開発において有用な手段を提供す

る。
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      【００４６】

  （生物学的サンプル成分の発現パターンの決定および比較）

  図５は、本発明のプロテオミック適用の例を図示する。生物学的サンプル５０

２は、上記のような、生物学的サンプルに適合性の親水性マトリックス（基体）

に結合した親水性リガンドで構成される、親水性親和性支持体５０４に適用され

る。このリガンドは、少なくとも部分的に生物学的サンプルの成分を分離するよ

うに構成された骨格からぶら下がる、親和性特性基および親水性基を含む。サン

プルの生物学的サンプル成分は、親水性支持体により分画され、濃縮分画５０６

を与える。この濃縮分画５０６は、親和性支持体に結合しない適用された生物学

的サンプルの一部か、またはより頻繁には、初めは結合するが、次に支持体から

溶出される、適用された生物学的サンプルの一部であり得る。次いで、この濃縮

分画５０６は、生物学的サンプル成分の発現パターン５０８、およびおそらくこ

の生物学的サンプルの他の性質５１０（例えば、タンパク質発現レベルおよびタ

ンパク質の正体）を決定するために分析される。

      【００４７】

  発現パターンは、この親水性親和性支持体を用いるクロマトグラフィーにより

得られた濃縮分画を、電気泳動ゲル上で電気泳動することにより決定され得る。

標識（例えば、放射性標識または色素）は、生物学的サンプル成分（例えば、タ

ンパク質）の分離バンドが完了したゲルの処理の後に見られ得るように、ゲルに

ロードする前に濃縮分画に添加され得る。

      【００４８】

  本発明の親和性支持体を用いる親和性クロマトグラフィーから得られた濃縮分

画から、生物学的サンプルの他の性質を決定するために使用される技術としては

、質量分析（ＭＳ）、バイオ情報科学（得られたデータの生物学的情報および生

化学的情報の関係データベースとの比較）、高分子構造分析技術（例えば、本明

細書中に参考として援用される、米国特許出願第０９／５８０，３８０（２００

０年５月２６日出願）に記載される技術）が挙げられる。

      【００４９】

  このプロテオミック（ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ）アプローチは、種々の異なる方法
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で実施され得る。親和性支持体に適用される生物学的サンプルは、単一のサンプ

ルであっても、または異なる生物学的供給源（例えば、細胞株、組織サンプル、

血液のような生物学的流体など）から得られる２以上の異なるサンプルであって

もよい。同様に、１以上の生物学的サンプルが（別個に）適用される親和性支持

体は、単一の支持体であっても、異なる特性を有する２以上の支持体であっても

よい。また、使用されるクロマトグラフィーの条件は、変化し得る。

      【００５０】

  従って、表現パターンは、単一の親和性支持体で実施される単一の生物学的サ

ンプルのために得られ得る。または、サンプルは、多数の異なるクロマトグラフ

ィー条件を使用して、複数の支持体上で実施され得、そしてこれらの表現パター

ンは、所与のサンプルを処理するのに最良の支持体および／または条件を決定す

るために比較され得る。上記のように、本発明は、このような決定を作製するた

めのキットを提供する。

      【００５１】

  さらに、複数の生物学的サンプルは、１以上の親和性支持体上で実施され得、

そしてサンプルにおける表現型の差異に関連する表現差異を決定するために、こ

れらの表現パターンは、比較され得る。例えば、同じ組織の健康サンプルおよび

疾患サンプルは、疾患状態の表現型を解明しようと試みる際に、この様式で処理

され得る。または異なる型だが、同じ疾患状態を患った組織は、この様式で処理

され得、この疾患状態に関連する病原体が、異なる組織において明とされるかど

うかを決定する。

      【００５２】

  （複雑さの減少（生物学的サンプル成分の精製を含む））

  本発明に従った親水性親和性支持体もまた使用して、親和性クロマトグラフィ

ーを実施することによる生物学的サンプルの複雑さを減少し得る。生物学的サン

プルを、本発明に従った親水性親和性支持体に適用する結果として、生物学的サ

ンプルの成分の分画を生じる。このようなアプローチを使用して、生物学的サン

プルからタンパク質のような成分を分離し、そして精製する。このような分離を

実施するために適切な特定の支持体は、本発明によって提供されるキットを参照
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して、上述のように選択され得る。

      【００５３】

  このアプローチの１つの特定の実施形態は、２段階のプロセスを含む。この実

施形態に従って、生物学的サンプルは、多区画格納構造に適用され得、ここで、

１以上の成分は、上記のように生物学的サンプル成分のために、中間範囲の親和

性を有するペプトイドのアレイから複数のペプトイドを含む。この方法において

、サンプルの良好な分離または複雑さの減少を達成するのに適切な親和性特性を

有するペプトイドは、主にグループで同定され得る。多区画格納構造の異なる区

画において、ペプトイドによって達成される複雑さの減少の程度に基づいて、多

区画格納構造の区画からのペプトイドは、さらなる処理のために選択され得る。

      【００５４】

  次いで、同じ生物学的サンプルの別のサンプルは、分離区画を有する第２多区

画格納構造に適用され得、この分離区画は、第１多区画格納構造から選択された

ペプトイド含有区画のペプトイドを含む。上記のように、この処理のための条件

およびパラメータは、生化学分野およびタンパク質精製分野の当業者に容易に明

らかとなる。

      【００５５】

  次いで、第２多区分含有構造に含まれる異なるペプトイドによって達成される

複雑さの減少における相違が、決定され得、そして最良の複雑さの減少を提供す

るペプトイドが、特定の生物学的サンプル成分のさらなる処理のために選択され

得る。この方法で、タンパク質の分離および精製を実施するための最適な親和性

基体が、効果的に決定され得る。

      【００５６】

  生物学的サンプルの複雑さの減少における本発明のさらなる適用は、例えば、

市販のＩＣＡＴTMの処理（Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅ

ｒ  Ｃｉｔｙ，ＣＡ）を使用して、生物学的サンプルのマススペクトルベースの

同定および定量のためのサンプルの調製に存在し得る。この方法において、ＩＣ

ＡＴ手順の前に複雑な生物学的サンプルを分画して、ＩＣＡＴの結果として少量

のサンプル成分が得られ得る。このＩＣＡＴ手順は、以下の資料にさらに記載さ
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れ、これらの各々は、全ての目的のために本明細書中でその全体が参考として援

用される：Ｍｅａｓｕｒｉｎｇ  ｇｅｎｅ  ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ｂｙ  ｑｕ

ａｎｔｉｔａｔｉｖｅ  ｐｒｏｔｅｏｍｅ  ａｎａｌｙｓｉｓ  Ｇｙｇｉ  ＳＰ

，Ｒｉｓｔ  Ｂ，Ａｅｂｅｒｓｏｌｄ  Ｒ，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｏｐｉｎｉｏｎ  

ｉｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １１：（４）３９６－４０１  ＡＵＧ  ２

０００；および国際特許出願第ＷＯ  ００／１１２０８号。

      【００５７】

  （連続処理）

  本発明はまた、本発明に従った親水性親和性支持体を使用する生物学的サンプ

ルを連続的に処理するための方法を提供し、分離プロセスにおいて複数の支持体

を使用することによって向上した分離を提供する。使用され得る支持体は、上記

のようなキットの使用によって選択され得る。生物学的サンプルは、上記のよう

な第１親水性親和性支持体に適用され得、そして質の高いフラクションを提供す

るために分画され得る。次いで、この高い質のフラクションは、第２親和性支持

体に適用され得、そしてさらに質の高いフラクションを提供するためにさらに分

画され得る。このプロセスは、所望される程度の多回数で繰り返され得、各分画

での質の高いフラクションは、次の親和性支持体と適合性の新しい緩衝液で脱塩

されそして配置される。

      【００５８】

  （間接的なアッセイ）

  目的のタンパク質に対する抗体が公知の場合、ＥＬＩＳＡまたは他の抗体ベー

スのアッセイ（例えば、ラジオイムノアッセイ、「ＲＩＡ」）を実施して、本発

明に従ってペプトイド親和性支持体で充填されるクロマトグラフィーカラムが、

目的のタンパク質と結合して、そして放出し得るかどうかを決定し得た。

      【００５９】

  （ＭＰＬＣ）

  本発明に従ってペプトイド親和性支持体を、クロマトグラフィーカラム（例え

ば、中圧（＜１５０ｐｓｉ．）液体クロマトグラフィー（ＭＰＬＣ）カラム）に

充填し、そして標準勾配溶出モードで使用し得る。従って、分離されるべきサン
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プルは、１セットの非溶出（または低溶出）条件下でカラムに充填され得、そし

て目的の分析物は、溶出溶媒または緩衝液の勾配を実施することによって溶出さ

れ得る。これにより、複雑なサンプルが分画されるのを可能にする。

      【００６０】

  （実施例）

  以下の実施例は、本発明に従った親水性親和性クロマトグラフィーの支持体の

合成および特性、それらの成分、ならびに適用に関しての詳細を提供する。以下

は、単に代表例であり、本発明は、これらの実施例に記載される詳細によって限

定されない。

      【００６１】

  （実施例１．親水性支持体上のペプトイドの調製）

  図６、パートＡのペプトイドの合成において例示および記載されるように、ペ

プトイドを、Ｒｉｎｋアミドポリスチレン樹脂上で調製した。この合成手順はま

た、Ｆｉｇｌｉｏｚｚｉ，Ｇ．Ｍ．，Ｇｏｌｄｓｍｉｔｈ，Ｒ．，Ｎｇ，Ｓ．Ｃ

．，Ｂａｎｖｉｌｌｅ，Ｓ．Ｃ．，Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎ，Ｒ．Ｎ．Ｍｅｔｈｏ

ｄｓ  Ｅｎｚｙｍｏｌ．１９９６，２６７，４３７－４４７に報告されており、

この開示は、全ての目的のために本明細書中で参考として援用される。

      【００６２】

  切断の前に、Ｒｉｎｋ樹脂上のペプトイドを、Ｎ－ＦＭＯＣ－アミノヘキサン

酸（０．４Ｍ）、ＨＯＢＴ（０．４Ｍ）、ＤＩＣ（０．４４Ｍ）を用いて、３５

℃で１時間処理した。ニンヒドリン試験により青色呈色ビーズが示される場合、

２重カップリングを実施した。ＦＭＯＣ保護基を除去するためのピペラジン処理

の後、ビーズを、３－マレイミドプロピオン酸（０．４Ｍ）、ＤＩＣ（０．４４

Ｍ）を用いて３５℃で１時間処理した。９５％ＴＦＡ［ｖ／ｖ］（Ｈ2Ｏ中）を

使用して樹脂から切断した後、得られた溶液を濾過し、Ｈ2Ｏと混合し、凍結し

、そして凍結乾燥した。得られた生成物を、１００％ＡｃＯＨ中に溶解し、凍結

し、凍結乾燥し、そしてさらに９５％［ｖ／ｖ］ＣＨ3ＣＮ（Ｈ2Ｏ中）に溶解し

、凍結し、そして凍結乾燥した。

      【００６３】
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  ペプトイドの純度を、ＨＰＬＣおよび質量分析を用いて評価して、代表的に９

０％より高いことを示した。次いで、得られた産物を、ｐＨ７で緩衝化されたＮ

ａＨ2ＰＯ4（０．１Ｍ）に溶解して、そしてチオセファロース樹脂に添加した。

マレイミドペプトイドの添加の前後の遊離チオールの量を、エルマン試薬（ＤＴ

ＮＢ）を用いて決定した。残存遊離チオールが、初量の遊離チオールの１０％未

満であった場合、この残存遊離チオールを、マレイミドでキャッピングした。

      【００６４】

  この操作を各々の樹脂について繰り返して、親水性固体支持体に貼り付けたペ

プトイドのアレイを得た。

      【００６５】

  （実施例２．作製された親水性親和性支持体の評価）

  ペプトイドを付着した各々の固相をカラムに詰めて、そして細胞溶解物でロー

ドした。特定の期間の後、このカラムをローディング緩衝液で洗浄した。この樹

脂結合タンパク質を、種々の溶出緩衝液を用いて溶出した。回収された分画をポ

リアクリルアミドゲル電気泳動を用いて分析した。

      【００６６】

  多才なこれらの材料を、４つの基準を用いて評価した：再現性、結合能、濃縮

および特異性。これらの評価において用いられたこの種々のペプトイドの構造は

、図３Ａ～Ｃに見られる。

      【００６７】

  図７は、ＨｅＬａ細胞溶解物の３回のローディング、洗浄および溶出後のペプ

トイド／セファロースカラムの溶出産物再現性を示す。このゲルは、高度の再現

性を示す。

      【００６８】

  図８は、ＨｅＬａ細胞溶解物のタンパク質セットに関して、ペプトイドセファ

ロースカラムのＥＢ８２２４およびＥＢ８２２５の結合能を示す。ＥＢ８２２５

が、細胞溶解物の１１％を結合した一方、ＥＢ８２２４は、細胞溶解物の７％を

結合した。これは、これらの支持体が、細胞溶解物の複雑度を有意に減少し得る

こと、ならびに異なるリガンドの実証されている相違する性質、およびそれらの
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それぞれの異なるタンパク質分画を結合する能力を実証する。特異性および濃縮

のための能力はまた、溶出分画中の分離されたバンドがロード分画（全細胞溶解

物）よりも何倍も濃縮されており、そしてこれらのバンドはまた、これらはロー

ドにおいては分離されないが、溶出において分離され得ることで実証される。

      【００６９】

  図９は、プロテオームの異なる表示の乳癌組織（低転移性対高転移性）におい

て、ペプトイドセファロースカラムＥＢ８２１７－８２２１の濃縮および特異性

を示す。支持体のアレイを使用して、高転移性生物学的サンプルおよび低転移性

生物学的サンプル（細胞溶解物の場合）のタンパク質を分画化し、そしてタンパ

ク質の存在または非存在および多量の特異的タンパク質についてのタンパク質の

発現のパターン（プロテオーム）における違いを見ることによりこれらの表現型

間の違いを分析した。このゲルは、本発明に従う支持体のアレイを用いて達成で

きる結合親和性の程度を、例えば、ＥＢ８２２０とＥＢ８２２１との間で観察さ

れた特異性の違いにより証明されたように、実証する。さらに、樹脂および／ま

たはそれらの設計の性質のために、この結果は、ロードされた細胞溶解物中のタ

ンパク質のサブセットがあり、これは、ある樹脂に結合するが、任意の他の樹脂

に結合しないことを実証する。従って、本発明は、実質的に分離可能な様式にお

いてプロテオームの間隔を補う能力を提供する。

      【００７０】

  このゲルはまた、支持体ＥＢ８２２０により提供される発現パターンにおいて

高転移性組織サンプルと低転移性組織サンプルとの間の発現の観察可能な違いに

より証明されるように本発明に従う親和性物質が、本実施例において、生物学的

サンプルの構成要素を濃縮しかつ高転移性組織および低転移性組織の間のタンパ

ク質発現における違いの分析を可能にする能力を実証する。ＥＢ８２２０の場合

において、低転移性組織サンプルは、高転移性組織よりも特定のタンパク質の発

現がより高いことが見られ得る。このような発見は、研究者が、例えば、転移性

の抑制において同定されたタンパク質についての可能な役割を調査することを許

容する。

      【００７１】
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  （実施例３．選択的に結合する支持体リガンドの同定）

  本発明に従って調製された４つのペプトイドベースの親和性支持体を用いて、

粗細胞溶解物からタンパク質を精製した。図１０において、０１、０２、０３お

よび０４として識別された本実施例において使用された４つのカラムは、図３Ａ

および３Ｃにおいて、それぞれＥＢ８２０１、ＥＢ８２０２、ＥＢ８２０３およ

びＥＢ８２０４として識別されたカラムであった。このタンパク質ＦＧＦ（線維

芽細胞増殖因子）に対して選択的に結合するペプトイドを位置付けた。各々の異

なるカラムをＦＧＦ含有細胞溶解物と共にロードし、そして表１に上記されたカ

チオン条件を用いて流した。このカラムからの素通り分画（ＦＴ）および最初の

結合分画、次いで溶出分画（溶出液）をＦＧＦ標準物と共にゲル電気泳動に供し

た。ＦＧＦ（図４ｂ、レーン１０）に選択的に結合しているペプトイドリガンド

（図４ｂ、レーン６；ｂＦＧＦ）を、図１０に示されたように決定した。

      【００７２】

  （実施例４．平行処理）

  ｂＦＧＦの過剰発現を有する酵母抽出物の細胞溶解物を、本発明に従ういくつ

かの異なる媒介親和性クロマトグラフィー支持体で、平行して処理した。次いで

、ロード、素通り、および溶出液を、上記のように電気泳動ゲルに流した。結果

および溶出条件を、図１１に示す。図１１における説明は、各々のゲルパネルの

下にある重要な英数字の参照を提供するカラムおよび条件を示す。種々の条件は

、表１に記載され、そして種々のカラムの組成物は、図３Ａ～３Ｃ中に例証する

。

      【００７３】

  この結果は、研究目的のタンパク質が、本発明に従う１工程親和性精製プロセ

スを利用して精製され得ることを証明する。このプロセスは、市販の樹脂を用い

る標準的なクロマトグラフィーが関与する時間および障害を克服する。本発明の

技術は、研究のための新規のタンパク質の迅速な研究精製を達成し得る。

      【００７４】

  （結論）

  本発明が、明確な理解の目的のためにある程度詳細に記載されているが、特定
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の変化および改変は、添付の特許請求の範囲の範囲内で行われ得ることは明らか

である。例えば、本発明の開示は、ペプトイドの使用を強調するが、本発明の範

囲は、それほど限定されないで、そして適切な特性を有する他の分子および本明

細書中に記載されたような作用がまた用いられることを理解するべきである。本

発明のプロセスおよび器具の両方を組み合わせる代替的な方法があることもまた

注意するべきである。従って、本発明の実施形態は、例示としてみなされ、そし

て限定的ではなく、そして本発明は、本明細書中に提供される内容に限定されな

いが、添付の特許請求の範囲および等価物の範囲内の改変であり得る。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、本発明の１つの実施形態による親水性ペプトイドの構造を模式的に示

す。

    【図２】

  図２Ａおよび図２Ｂは、本発明によって親水性親和性クロマトグラフィー支持

体を合成するための代替的プロセスを模式的に示す。

    【図３Ａ】

  図３Ａ～図３Ｃは、本発明の１つの実施形態による２５個の１２マーペプトイ

ドのアレイの分子構造を模式的に示す。

    【図３Ｂ】

  図３Ａ～図３Ｃは、本発明の１つの実施形態による２５個の１２マーペプトイ

ドのアレイの分子構造を模式的に示す。

    【図３Ｃ】

  図３Ａ～図３Ｃは、本発明の１つの実施形態による２５個の１２マーペプトイ

ドのアレイの分子構造を模式的に示す。

    【図４】

  図４は、本発明の１つの実施形態によるキットおよびその操作態様を模式的に

示す。

    【図５】

  図５は、本発明の１つの実施形態によって示差的タンパク質発現（プロテオミ
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ック（ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ））分析を実施するためのプロセスを模式的に示す。

    【図６】

  図６は、本発明の１つの実施形態によって親水性基体上で親水性ペプトイドを

合成するためのプロセスを模式的に示す。

    【図７】

  図７は、本発明による支持体を用いて調製されたクロマトグラフィーカラムの

再現性を例示する電気泳動ゲルを示す。

    【図８】

  図８は、本発明による支持体を用いて調製されたクロマトグラフィーカラムの

結合能力を例示する電気泳動ゲルを示す。

    【図９】

  図９は、本発明による支持体を用いて調製されたクロマトグラフィーカラムに

よって達成可能な特異性および濃縮を例示する電気泳動ゲルを示す。

    【図１０】

  図１０は、本発明による、細胞溶解産物中のタンパク質に選択的に結合するペ

プトイドリガンドの同定を例示する電気泳動ゲルを示す。

    【図１１】

  図１１は、本発明による細胞溶解産物の並行処理の結果を例示する電気泳動ゲ

ルを示す。
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【図１】
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【図２】
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【図３Ａ】
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【図３Ｂ】
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【図３Ｃ】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７】

【図８】
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【図９】



(53) 特表２００３－５１３２８３

【図１０】
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【図１１（１）】
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【図１１（２）】
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【国際調査報告】
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/10.C G01N30/48.R G01N30/88.E G01N33/48.A G01N33/566 G01N37/00.102

F-TERM分类号 2G045/BA13 2G045/BB03 2G045/CA25 2G045/CA26 2G045/CB01 2G045/CB03 2G045/CB07 2G045
/DA12 2G045/DA13 2G045/DA14 2G045/DA36 2G045/FB03 2G045/FB06 2G045/FB15 2G045/HA09 
2G045/HA16 2G052/AA28 2G052/AB18 2G052/AB20 2G052/AD26 2G052/AD46 2G052/DA08 2G052
/ED07 2G052/ED11 2G052/GA22 2G052/GA24 2G052/GA30 4B029/AA07 4B029/AA23 4B029/AA27 
4B029/BB16 4B029/BB20 4B029/FA15 4D017/AA11 4D017/BA07 4D017/CA13 4D017/CA14 4D017
/CB01 4D017/DA03 4D017/EA05 4G066/AB27B 4G066/AC14C 4G066/AE05B 4G066/AE05C 4G066
/CA54 4G066/DA11 4G066/DA12 4G066/EA02

优先权 60/163110 1999-11-02 US
60/169160 1999-12-06 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

提供了对生物样品具有中等结合亲和力的亲和支持材料。 本发明提供的
材料是亲水性固体载体，其包含结合至亲水性基质的亲水性配体，该亲
水性基质是生物样品（例如细胞系，生物流体（例如血液））。 ，或组
织细胞裂解液）。 配体可以包括从支架分支的亲和特征基团和亲水基
团，并且被配置为至少部分地分离生物样品的组分。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/ace4718d-8088-48e4-bd8b-4fe146453078
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/026859364/publication/JP2003513283A?q=JP2003513283A



