
(57)【要約】
HTLV-I関連脊髄症 (HAM)、成人 T細胞白血病 (ATL)の診断もしくは陰性診断の支援、または
診断の実施に有意に使用し得るタンパク質バイオマーカーについて記載する。したがって
本発明の 1つの局面では、 ATL、 HAMの診断もしくは陰性診断を支援するための、またはさ
もなくば行うための方法を提供する。タンパク質バイオマーカーを検出する方法、バイオ
マーカーを検出するために使用し得るキット、および単離されたバイオマーカーもまた提
供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 (a) 試 験 試 料 中 の 、 約 2488± 5、 約 2793± 6、 2955± 6、 約 3965± 8、 約 4285± 9、 約 4425
± 8、 約 4577± 9、 約 4913± 10、 約 5202± 11、 約 5343± 11、 約 5830± 12、 約 5874± 12、 約 59
11± 12、 約 6116± 12、 約 6144± 12、 約 6366± 13、 約 7304± 15、 約 7444± 15、 約 8359± 17、
約 8609± 17、 約 8943± 18、 約 9094± 18、 約 9152± 18、 約 10113± 20、 約 11738± 23、 約 1194
8± 24、 約 12480± 25、 約 14706± 29、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 分 子 量 を 有 す る 少 な く と も 1つ の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 ；
　 (b) 検 出 を 、 HTLV-I関 連 脊 髄 症 、 成 人 T細 胞 白 血 病 の 可 能 性 の あ る 診 断 、 ま た は 陰 性 診
断 と 関 連 づ け る 段 階
を 含 む 、 HTLV-I関 連 脊 髄 症 ま た は 成 人 T細 胞 白 血 病 の 診 断 を 支 援 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 約 3965± 8、 約 4425± 8、 約 4577± 9、 約 5343± 11、 約 8359
± 17、 約 11738± 23、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 哺 乳 動 物 α 1ア ン チ ト リ プ シ ン の 11738± 23ダ ル ト ン 断 片 で
あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :4に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 226位 ～ ア ミ ノ 酸 324位 を 含 む 、 請
求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :3に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 680位 ～ ヌ ク レ オ チ ド 976
位 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 哺 乳 動 物 ハ プ ト グ ロ ビ ン の 11948± 24ダ ル ト ン 断 片 で あ る
、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :2に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 253位 ～ ア ミ ノ 酸 342位 を 含 む 、 請
求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :1に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 783位 ～ ヌ ク レ オ チ ド 105
2位 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 哺 乳 動 物 ハ プ ト グ ロ ビ ン の 19900± 40ダ ル ト ン 断 片 で あ る
、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :2に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 60位 ～ ア ミ ノ 酸 131位 を 含 む 、 請
求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :1に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 204位 ～ ヌ ク レ オ チ ド 419
位 を 含 む 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 少 な く と も 1つ の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 が 質 量 分 析 法 に よ っ て 行 わ
れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 質 量 分 析 法 が レ ー ザ ー 脱 離 質 量 分 析 法 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 質 量 分 析 法 が 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 法 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法
。
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【 請 求 項 １ ５ 】
　 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 法 が
　 (a) そ こ に 付 着 し た 吸 着 剤 を 含 む 基 材 を 提 供 す る 段 階 ；
　 (b) 試 験 試 料 を 吸 着 剤 と 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 (c) 基 材 か ら 少 な く と も 1つ の バ イ オ マ ー カ ー を 脱 離 お よ び イ オ ン 化 す る 段 階 ； お よ び
　
　 (d) 質 量 分 析 法 に よ り 、 脱 離 /イ オ ン 化 し た 少 な く と も 1つ の バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る
段 階
を 含 む 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 試 験 試 料 を 吸 着 剤 と 接 触 さ せ る 前 に 、 試 験 試 料 を 精 製 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 15
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 少 な く と も 1つ の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 が 、 免 疫 測 定 法 に よ っ て 行
わ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 免 疫 測 定 法 が 酵 素 免 疫 測 定 法 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 酵 素 免 疫 測 定 法 が 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 試 験 試 料 が 血 清 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 少 な く と も 1つ の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 が 、 該 バ イ オ マ ー カ ー の 差
次 的 発 現 を 同 定 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 1～ 29個 の バ イ オ マ ー カ ー が 検 出 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 (a) 約 2488± 5、 約 5202± 11、 約 7304± 15、 約 12480± 25、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 存 在 を 検 出 す る 段
階 、 ま た は 約 3965± 8、 5830± 12、 6366± 13、 8359± 17、 お よ び 約 9152± 18ダ ル ト ン か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 非 存 在 を 検 出 す る 段 階
； お よ び
　 (b) 検 出 を 、 成 人 T細 胞 白 血 病 の 可 能 性 の あ る 診 断 と 関 連 づ け る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 (a) 約 2793± 6、 約 4285± 9、 約 4425± 8、 約 4577± 9、 約 5343± 11、 約 5874± 12、 約 5911
± 12、 約 9094± 18、 約 10113± 20、 約 11738± 23、 約 11948± 24、 約 13369± 27、 約 14706± 2
9、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 バ イ
オ マ ー カ ー の 差 次 的 発 現 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
　 (b) 検 出 を 、 成 人 T細 胞 白 血 病 の 可 能 性 の あ る 診 断 と 関 連 づ け る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 (a) 約 4913± 10、 約 6144± 12、 お よ び 約 7444± 15ダ ル ト ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分
子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 す る 段 階 、 お よ び
　 (b) 検 出 を 、 HTLV-I関 連 脊 髄 症 の 可 能 性 の あ る 診 断 と 関 連 づ け る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 (a) 約 4577± 9、 約 8613± 17、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分
子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 差 次 的 発 現 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
　 (b) 検 出 を 、 HTLV-I関 連 脊 髄 症 の 可 能 性 の あ る 診 断 と 関 連 づ け る 段 階
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を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 免 疫 測 定 法 お よ び 質 量 分 析 法 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 に よ り 、 HTLV-I関 連 脊 髄 症
お よ び 成 人 T細 胞 白 血 病 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る HTLV-I介 在 性 疾 患 と 診 断 さ れ る 対 象 に
、 存 在 す る 、 非 存 在 で あ る 、 ま た は 差 次 的 に 発 現 さ れ る 、 約 2488± 5、 約 2793± 6、 2955±
6、 約 3965± 8、 約 4285± 9、 約 4425± 8、 約 4577± 9、 約 4913± 10、 約 5202± 11、 約 5343± 1
1、 約 5830± 12、 約 5874± 12、 約 5911± 12、 約 6116± 12、 約 6144± 12、 約 6366± 13、 約 730
4± 15、 約 7444± 15、 約 8359± 17、 約 8609± 17、 約 8943± 18、 約 9094± 18、 約 9152± 18、
約 10113± 20、 約 11738± 23、 約 11948± 24、 約 12480± 25、 約 14706± 29、 お よ び 約 19900±
40ダ ル ト ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す
る 段 階 を 含 む 、 試 験 試 料 中 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 哺 乳 動 物 α 1ア ン チ ト リ プ シ ン の 11738± 23ダ ル ト ン 断 片 で
あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :4に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 226位 ～ ア ミ ノ 酸 324位 を 含 む 、 請
求 項 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :3に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 680位 ～ ヌ ク レ オ チ ド 976
位 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 哺 乳 動 物 ハ プ ト グ ロ ビ ン の 11948± 24ダ ル ト ン 断 片 で あ る
、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :2に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 253位 ～ ア ミ ノ 酸 342位 を 含 む 、 請
求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :1に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 783位 ～ ヌ ク レ オ チ ド 105
2位 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 哺 乳 動 物 ハ プ ト グ ロ ビ ン の 19900± 40ダ ル ト ン 断 片 で あ る
、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :2に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 60位 ～ ア ミ ノ 酸 131位 を 含 む 、 請
求 項 34記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :1に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 204位 ～ ヌ ク レ オ チ ド 419
位 を 含 む 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 質 量 分 析 法 が レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 法 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 免 疫 測 定 法 が 酵 素 免 疫 測 定 法 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 酵 素 免 疫 測 定 法 が 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 (a) 約 2488± 5、 約 2793± 6、 2955± 6、 約 3965± 8、 約 4285± 9、 約 4425± 8、 約 4577± 9
、 約 4913± 10、 約 5202± 11、 約 5343± 11、 約 5830± 12、 約 5874± 12、 約 5911± 12、 約 6116
± 12、 約 6144± 12、 約 6366± 13、 約 7304± 15、 約 7444± 15、 約 8359± 17、 約 8609± 17、 約
8943± 18、 約 9094± 18、 9152± 18、 約 10113± 20、 約 11738± 23、 約 11948± 24、 約 12480±
25、 約 14706± 29、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ
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の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 保 持 で き る 、 そ こ に 付 着 し た 吸 着 剤 を 含 む 基 材 ； お よ び
　 (b)試 験 試 料 を 吸 着 剤 と 接 触 さ せ 、 吸 着 剤 に よ っ て 保 持 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す
る こ と に よ っ て タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る た め の 説 明 書
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 吸 着 剤 の 結 合 す る 表 面 を 有 し 、 気 相 イ オ ン 分 光 計 と の 使 用 に 適 合 さ せ た プ ロ ー ブ を 基 材
と す る 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 吸 着 剤 が 金 属 キ レ ー ト 吸 着 剤 で あ る 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 吸 着 剤 が 陽 イ オ ン 基 を 含 む 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 基 材 が 複 数 の 異 な る 種 類 の 吸 着 剤 を 含 む 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 吸 着 剤 が 、 バ イ オ マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 溶 離 液 で 洗 浄 し た 際 に バ イ オ マ ー カ ー が 吸 着 剤 上 に 保 持 さ れ る (1)吸 着 剤 を さ ら に 含 む
、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 哺 乳 動 物 α 1ア ン チ ト リ プ シ ン の 11738± 23ダ ル ト ン 断 片 で
あ る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :4に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 226位 ～ ア ミ ノ 酸 324位 を 含 む 、 請
求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :3に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 680位 ～ ヌ ク レ オ チ ド 976
位 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 哺 乳 動 物 ハ プ ト グ ロ ビ ン の 11948± 24ダ ル ト ン 断 片 で あ る
、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :2に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 253位 ～ ア ミ ノ 酸 342位 を 含 む 、 請
求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :1に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 783位 ～ ヌ ク レ オ チ ド 105
2位 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 哺 乳 動 物 ハ プ ト グ ロ ビ ン の 19900± 40ダ ル ト ン 断 片 で あ る
、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :2に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 60位 ～ ア ミ ノ 酸 131位 を 含 む 、 請
求 項 53記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 断 片 が 、 配 列 番 号 :1に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 204位 ～ ヌ ク レ オ チ ド 419
位 を 含 む 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 米 国 立 衛 生 研 究 所 /米 国 立 癌 研 究 所 に よ る 助 成 金 番 号 第 CA76595号 の も と 、 政
府 の 支 援 を 受 け て な さ れ た も の で あ る 。 政 府 は 、 本 発 明 に お い て 一 部 の 権 利 を 有 す る 。
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【 ０ ０ ０ ２ 】
関 連 出 願
　 本 出 願 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 2002年 5月 17日 に 提 出 し た 米 国 仮 特
許 出 願 第 60/380,854号 の 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 ヒ ト T細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス I型 (HTLV-I)は 、 2002年 現 在 、 世 界 中 で ほ ぼ 2千 万 人 の 人 に 感
染 し て い る と 推 定 さ れ る 。 HTLV-Iの 感 染 に よ り 、 少 な く と も 2つ の 病 態 が 起 こ り 得 る 。 例
え ば 、 HTLV-Iは 、 成 人 T細 胞 白 血 病 (ATL)、 進 行 性 リ ン パ 増 殖 性 疾 患 、 お よ び 臨 床 的 に 多 発
性 硬 化 症 に 類 似 し た 慢 性 的 な 進 行 性 神 経 変 性 疾 患 で あ る HTLV-I関 連 脊 髄 症 (HAM)（ 熱 帯 性
痙 性 対 麻 痺 と し て も 知 ら れ る ） の 病 因 微 生 物 で あ る 。 感 染 率 が 約 2%～ 約 30%の 流 行 地 で は
、 こ れ ら の 疾 患 が 死 亡 率 お よ び 罹 患 率 の 主 要 な 原 因 で あ る ［ Tajima, K., Int. Cancer 45
:237-243 (1990)］ 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ATLは 、 疾 患 の 重 症 度 お よ び 感 染 細 胞 の ク ロ ー ン 性 に 基 づ き 、 臨 床 的 に 3群 に 分 類 さ れ る
。 第 1群 、 く す ぶ り 型 白 血 病 は 、 T細 胞 の 少 ク ロ ー ン 性 増 殖 /退 行 に よ っ て 代 表 さ れ る 自 己
限 定 性 の 複 数 年 の 段 階 と し て 現 れ る 。 第 2群 、 慢 性 リ ン パ 種 状 態 は 、 多 ク ロ ー ン 性 の 増 殖 T
細 胞 集 団 を 伴 っ た よ り 急 性 の 病 型 で あ る 。 第 3群 、 急 性 臨 床 的 進 行 性 白 血 病 は 既 知 の 治 療
プ ロ フ ァ イ ル に 対 し て 抵 抗 性 で あ り 、 単 ク ロ ー ン 性 の 増 殖 T細 胞 集 団 を 特 徴 と す る 。 比 較
的 長 い 期 間 を 経 過 し た 慢 性 お よ び く す ぶ り 型 の 症 例 の 大 多 数 は 進 行 性 型 に 移 行 す る た め 、
こ れ ら の 段 階 は 進 行 性 で あ る と い う 証 拠 が い く つ か 存 在 す る ［ Kinoshita, K.ら 、 Blood 6
6(1):120-127 (1985)； Yamano, F.ら 、 Cancer 55(4):851-856(1985)］ 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 一 方 、 HAMは IL-2依 存 性 非 悪 性 T細 胞 に 起 因 す る 。 こ の 細 胞 集 団 は 、 こ の 細 胞 を 正 常 T細
胞 と 明 ら か に 区 別 す る 方 法 で 変 化 し て い る 。 HAM患 者 の HTLV-I感 染 細 胞 集 団 は 、 循 環 し て
い る 末 梢 血 単 核 細 胞 (PMBC)の 30%に 到 達 し 得 る ［ Yamano,Y.ら 、 Blood 99(1):88-94 (2002)
］ 。 こ の 細 胞 は B7/CD28の 許 容 限 界 所 要 量 を 欠 き ［ Scholz, C.ら 、 J. Immunol. 157(7):29
32-2938 (1996)］ 、 お そ ら く そ の 血 液 脳 関 門 に 進 入 す る 能 力 を 表 す 付 着 性 /侵 襲 性 の 増 大
を 示 す ［ Romero, I.A.ら 、 J. Virol. 74(13):6021-6030 (2000)； Trihn, D.ら 、 J. Biome
d. Sci. 4:47-53(1996)］ 。 こ の 疾 患 は 、 多 く の 場 合 傍 観 (bystander)細 胞 応 答 と 言 わ れ る
、 最 終 的 に 神 経 変 性 を 起 こ す 複 雑 な 免 疫 病 理 に よ っ て 起 こ る と 記 載 さ れ て い る 。 ［ Izumo,
 S.ら 、 Neuropathology 20(8):Suppl. S65-S68 (2000)］ 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 人 が HTLV-Iに 感 染 し て い る か ど う か を 判 定 す る 適 切 な 方 法 が 存 在 す る が 、 ど の 病 態 が 存
在 す る の か を 評 価 す る の に 利 用 で き る 診 断 手 段 は ほ と ん ど な い 。 例 え ば 、 HTLV-I遺 伝 子 産
物 、 HTLV-I特 異 的 抗 体 産 生 、 お よ び HTLV-I DNAの 検 出 に つ い て ア ッ セ イ す る 免 疫 測 定 法 が
利 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ で は 、 ATLと HAMと を 識 別 で き な い 。 特 定 の 病 態 を 初
期 段 階 で 識 別 す る 、 ま た は さ も な く ば 診 断 す る こ と に よ り 、 病 態 に 合 わ せ た 治 療 ま た は 他
の 療 法 が 可 能 に な り 、 か つ よ り 早 い 段 階 で 管 理 し て 疾 患 の 根 絶 の 助 け と す る 、 ま た は さ も
な く ば 予 後 を 改 善 す る こ と が 可 能 に な る 。 比 較 的 迅 速 に か つ 安 価 で 実 施 可 能 な 、 HTLV-I介
在 性 疾 患 の 病 態 を 診 断 す る 方 法 の 必 要 性 が 存 在 す る 。 本 発 明 は こ の 必 要 性 に 取 り 組 む も の
で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 概 要
　 成 人 T細 胞 白 血 病 (ATL)、 HTLV-I関 連 脊 髄 症 (HAM)の 診 断 も し く は 診 断 の 支 援 、 ま た は さ
も な く ば 陰 性 診 断 に 用 い る こ と が で き る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 見 出 し た 。 し た が っ
て 、 ATLも し く は HAMの 診 断 を 支 援 す る 、 ま た は さ も な く ば ATLも し く は HAMを 診 断 す る た め
の 方 法 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 1つ の 形 態 で は 、 診 断 を 支 援 す る ま た は さ も な く ば 診 断 す る た め の 方 法 は 、 患
者 由 来 の 試 験 試 料 中 の 少 な く と も 1つ の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 を 含 む
。 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー は 、 約 2488± 5、 約 2793± 6、 2955± 6、 約 3965± 8、 約 4285±
9、 約 4425± 8、 約 4577± 9、 約 4913± 10、 約 5202± 11、 約 5343± 11、 約 5830± 12、 約 5874
± 12、 約 5911± 12、 約 6116± 12、 約 6144± 12、 約 6366± 13、 約 7304± 15、 約 7444± 15、 約
8359± 17、 約 8609± 17、 約 8943± 18、 約 9094± 18、 約 9152± 18、 約 10113± 20、 約 11738±
23、 約 11948± 24、 約 12480± 25、 約 14706± 29、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 分 子 量 を 有 す る 。 本 方 法 は 、 検 出 を 、 HAM、 ATLの 可 能 性 の あ る 診 断 ま た は 陰
性 診 断 と 関 連 づ け る 段 階 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 で は 、 試 験 試 料 中 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る た め
の 方 法 を 提 供 す る 。 1つ の 形 態 で は 、 方 法 は 、 免 疫 測 定 法 お よ び 質 量 分 析 法 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ 得 る 。 HAMま た は ATLで あ る と 診 断 さ れ た 患 者 に お い て は 、 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ
ー カ ー は 存 在 す る 、 存 在 し な い 、 ま た は さ も な く ば 差 次 的 に 発 現 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 バ イ
オ マ ー カ ー は 、 約 2488± 5、 約 2793± 6、 2955± 6、 約 3965± 8、 約 4285± 9、 約 4425± 8、 約
4577± 9、 約 4913± 10、 約 5202± 11、 約 5343± 11、 約 5830± 12、 約 5874± 12、 約 5911± 12
、 約 6116± 12、 約 6144± 12、 約 6366± 13、 約 7304± 15、 約 7444± 15、 約 8359± 17、 約 8609
± 17、 約 8943± 18、 約 9094± 18、 9152± 18、 約 10113± 20、 約 11738± 23、 約 11948± 24、
約 12480± 25、 約 14706± 29、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子
量 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 使
用 で き る 、 さ も な く ば ATLも し く は HAMを 診 断 す る 、 ま た は さ も な く ば ATLも し く は HAMの 診
断 を 支 援 す る た め に 使 用 で き る キ ッ ト を 提 供 す る 。 本 発 明 の 1つ の 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、
約 2488± 5、 約 2793± 6、 2955± 6、 約 3965± 8、 約 4285± 9、 約 4425± 8、 約 4577± 9、 約 491
3± 10、 約 5202± 11、 約 5343± 11、 約 5830± 12、 約 5874± 12、 約 5911± 12、 約 6116± 12、
約 6144± 12、 約 6366± 13、 約 7304± 15、 約 7444± 15、 約 8359± 17、 約 8609± 17、 約 8943±
18、 約 9094± 18、 9152± 18、 約 10113± 20、 約 11738± 23、 約 11948± 24、 約 12480± 25、 約
14706± 29、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の タ ン
パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 保 持 で き る 、 そ こ に 付 着 し た 吸 着 剤 を 含 む 基 材 ； お よ び 試 験 試 料
を 吸 着 剤 と 接 触 さ せ 、 吸 着 剤 に 保 持 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る こ と に よ っ て タ ン パ
ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る た め の 説 明 書 を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 で は 、 HAMま た は ATL等 の HTLV-I介 在 性 疾 患 を 診 断 す る た め の 、 単 離 さ
れ た タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 提 供 す る 。 本 発 明 の 1つ の 形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 バ イ オ
マ ー カ ー は 、 約 2488± 5、 約 2793± 6、 2955± 6、 約 3965± 8、 約 4285± 9、 約 4425± 8、 約 45
77± 9、 約 4913± 10、 約 5202± 11、 約 5343± 11、 約 5830± 12、 約 5874± 12、 約 5911± 12、
約 6116± 12、 約 6144± 12、 約 6366± 13、 約 7304± 15、 約 7444± 15、 約 8359± 17、 約 8609±
17、 約 8943± 18、 約 9094± 18、 9152± 18、 約 10113± 20、 約 11738± 23、 約 11948± 24、 約 1
2480± 25、 約 14706± 29、 お よ び 約 19900± 400ダ ル ト ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 量
を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 ATL、 HAMを 診 断 す る も し く は ATL、 HAMの 診 断 を 支 援 す る 、 ま た は さ も
な く ば 陰 性 診 断 を す る た め の 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 試 験 試 料 中 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 を 提
供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 使 用 で
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き る 、 さ も な く ば ATLも し く は HAMを 診 断 す る 、 ま た は さ も な く ば ATLも し く は HAMの 診 断 を
支 援 す る た め に 使 用 で き る キ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 HTLV-I介 在 性 疾 患 状 態 を 診 断 す る た め の 単 離 さ れ た タ ン パ ク
質 バ イ オ マ ー カ ー を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の こ れ ら お よ び 他 の 目 的 な ら び に 利 点 は 、 本 明 細 書 の 説 明 か ら 明 ら か に な る と 思
わ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
好 ま し い 態 様 の 説 明
　 本 発 明 の 原 理 の 理 解 を 進 め る 目 的 で 、 好 ま し い 態 様 に つ い て 参 照 を 作 成 し 、 特 定 の 用 語
を 用 い て こ れ を 説 明 す る 。 上 記 に か か わ ら ず 、 こ れ に 関 し て 本 発 明 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 制
限 を 受 け な い こ と を 意 図 し 、 本 明 細 書 に 説 明 す る よ う な 本 発 明 の 変 更 お よ び さ ら な る 修 正
、 な ら び に 本 発 明 の 原 理 の さ ら な る 適 用 を 、 本 発 明 の 関 連 す る 当 業 者 が 通 常 考 え る よ う に
意 図 す る こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 HTLV-I関 連 脊 髄 症 (HAM)［ 熱 帯 性 痙 性 対 麻 痺 (TSP)と し て も 知 ら れ る ］ お よ び
成 人 T細 胞 白 血 病 (ATL)を 含 む HTLV-I介 在 性 疾 患 の 診 断 を 支 援 す る た め の 方 法 、 お よ び こ の
疾 患 を 診 断 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 本 方 法 に よ り 、 血 液 お よ び 血 清 を 含 む 生 体 液 に 由 来
す る 試 料 等 と い っ た 容 易 に 採 取 可 能 な 試 験 試 料 を 用 い た 、 疾 患 系 統 を 決 定 す る お よ び 疾 患
転 帰 を 断 定 す る た め の 迅 速 か つ 簡 便 な ア プ ロ ー チ が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 形 態 に
お い て は 、 約 50μ l以 下 の 血 液 を 解 析 す る こ と に よ り 診 断 を 行 う こ と が で き る 。 本 方 法 は
、 前 述 の 病 態 に お け る そ の 存 在 、 非 存 在 、 お よ び /も し く は 量 、 ま た は さ も な く ば 差 次 的
発 現 が 特 定 の 病 態 に 関 連 づ け ら れ 得 る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 発 見 を 活 用 す る も の で
あ る 。 し た が っ て 、 そ の よ う な タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー も ま た 本 発 明 に お い て 提 供 す る
。 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 も ま た 本 発 明 に 記 載 し 、 ATL、 HAMの 診 断 も し く は 陰 性 診
断 を 支 援 す る た め の 、 ま た は さ も な く ば 実 施 す る た め の キ ッ ト に つ い て も 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 に お い て 、 ATLま た は HAM等 の HTLV-I介 在 性 疾 患 を 診 断 す る た め の 方
法 を 提 供 す る 。 1つ の 形 態 で は 、 方 法 は 試 験 試 料 中 の 少 な く と も 1つ の バ イ オ マ ー カ ー を 検
出 す る 段 階 を 含 む 。 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー は 典 型 的 に 約 20,000ダ ル ト ン 以 下 の 分 子 量
を 有 し 、 本 発 明 の 好 ま し い 形 態 に お い て は 、 約 2488± 5、 約 2793± 6、 2955± 6、 約 3965± 8
、 約 4285± 9、 約 4425± 8、 約 4577± 9、 約 4913± 10、 約 5202± 11、 約 5343± 11、 約 5830± 1
2、 約 5874± 12、 約 5911± 12、 約 6116± 12、 約 6144± 12、 約 6366± 13、 約 7304± 15、 約 744
4± 15、 約 8359± 17、 約 8609± 17、 約 8943± 18、 約 9094± 18、 9152± 18、 約 10113± 20、 約
11738± 23、 約 11948± 24、 約 12480± 25、 約 14706± 29、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ 得 る 。 本 発 明 の さ ら な る 好 ま し い 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ
ー カ ー は 、 約 3965± 8、 約 4425± 8、 約 4577± 9、 約 5345± 11、 約 8359± 17、 約 11738± 23、
お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン か ら の 分 子 量 を 有 す る 。 次 に 検 出 を 、 HAM、 ATL、 も し く は 正
常 （ す な わ ち 、 HAMま た は ATLを 有 す る と 診 断 さ れ な い ） の 診 断 、 ま た は さ も な く ば 陰 性 診
断 と 関 連 づ け る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 検 出 」 と い う 用 語 に は 、 タ ン パ ク 質 バ
イ オ マ ー カ ー の 存 在 、 非 存 在 、 量 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ の 決 定 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 1つ の 形 態 に お い て は 、 本 方 法 を 用 い て 、 例 え ば ATL特 異 的 バ イ オ マ ー カ ー の 存
在 ま た は 非 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 、 ATLを 診 断 す る ま た は ATLの 診 断 を 支 援 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 約 2488± 5、 約 5202± 11、 約 7304± 15、 約 12480± 25、 お よ び 約 19900± 4
0ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー の う ち の 少 な く と も 1つ の 存 在 を 、 ATLの 可 能 性 の あ る 診 断 と
関 連 づ け る こ と が で き る 。 さ ら に 、 約 3965± 8、 約 5830± 12、 約 6366± 13、 約 8359± 17、
お よ び 9152± 18ダ ル ト ン の 分 子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 非 存 在 を 、 ATLの
可 能 性 の あ る 診 断 と 関 連 づ け る こ と が で き る 。 加 え て 、 約 5345± 11ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー
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カ ー の 非 存 在 ま た は 以 下 に 記 載 す る よ う な 差 次 的 発 現 を 、 ATLの 可 能 性 の あ る 診 断 と 関 連
づ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 本 方 法 を 用 い て 、 例 え ば HAM特 異 的 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の
存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 、 HAMを 診 断 す る ま た は HAMの 診 断 を 支 援 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 対 象 由 来 の 試 験 試 料 中 の 、 約 4913± 10、 約 6144± 12、 お よ び 約 7444± 15ダ ル ト ン の
分 子 量 を 有 す る 少 な く と も 1つ の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 存 在 を 、 HAMの 可 能 性 の あ る
診 断 と 関 連 づ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 選 択 し た タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 高 発 現 ま た は 低 発
現 等 の 差 次 的 発 現 を 特 定 の 病 態 と 関 連 づ け る こ と が で き る 。 差 次 的 に 発 現 さ れ る と は 、 本
明 細 書 で は 、 他 と 比 較 し て あ る 病 態 で タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 高 レ ベ ル も し く は 低 レ
ベ ル で 見 出 さ れ る こ と 、 ま た は タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 1つ も し く は 複 数 の 病 態 に お
い て 高 頻 度 で 見 出 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 本 発 明 の 1つ の 形 態 に お い て 、 ATLを 有 す る 対 象
由 来 の 試 験 試 料 中 の 選 択 し た タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー は 、 健 常 人 と 比 較 し て 上 昇 し て い
る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 ATLを 有 す る 個 人 由 来 の 試 験 試 料 中 に は 健 常 人 と 比 較 し て 、 約 2
793± 6ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー は 約 2倍 存 在 し 、 約 4425± 8ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー は
約 7倍 存 在 し 、 約 4577± 9ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー は 約 23倍 存 在 し 、 約 5874± 11ダ ル ト ン
の バ イ オ マ ー カ ー は 約 3倍 存 在 し 、 約 9094± 18ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー は 約 4倍 存 在 し 、
約 10113± 20ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー は 約 3倍 存 在 し 、 約 11738± 23ダ ル ト ン の バ イ オ マ
ー カ ー は 約 3倍 存 在 し 、 約 11948± 24ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー は 約 2倍 存 在 し 、 約 13369±
27ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー は 約 2倍 存 在 し 、 約 14706± 29ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー は 約
2倍 存 在 し 、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー は 約 4倍 存 在 す る 。 本 発 明 の 別
の 形 態 で は 、 ATLを 有 す る 試 験 対 象 に お け る 選 択 し た バ イ オ マ ー カ ー は 、 健 常 人 と 比 較 し
て 減 少 し て い る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 ATLを 有 す る 個 人 由 来 の 試 験 試 料 中 で は 健 常 人 と
比 較 し て 、 約 4290± 9ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー は 約 3倍 低 く 、 約 5345± 11ダ ル ト ン の バ イ
オ マ ー カ ー は 約 10倍 低 く 、 お よ び 5914± 12ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー は 約 4倍 低 い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 選 択 し た バ イ オ マ ー カ ー の 高 発 現 ま た は 低 発 現 を 、 HAMの 診 断 ま た は 陰 性 診 断 と 関 連 づ
け る こ と も で き る 。 例 え ば 、 HAMを 有 す る 個 人 由 来 の 試 験 試 料 中 に は 健 常 人 と 比 較 し て 、
約 4577± 9ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー は 約 3倍 存 在 し 、 約 8613± 17ダ ル ト ン お よ び 約 19900
± 40ダ ル ト ン の バ イ オ マ ー カ ー は 約 2倍 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 し た が っ て 、 試 験 試 料 を 少 な く と も 1つ の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 存 在 、 非 存 在 、
ま た は 量 に つ い て 解 析 す る こ と が 、 診 断 に 役 立 つ 、 ま た は ATL、 HAMの 診 断 を 行 う 支 援 と な
る 、 ま た は 陰 性 診 断 を 行 う 支 援 と な る こ と が わ か る 。 診 断 を 行 う た め に 、 単 一 の バ イ オ マ
ー カ ー を 用 い る こ と も で き る が 、 存 在 、 非 存 在 、 ま た は 量 の い く つ か の 組 み 合 わ せ に 関 し
て 2個 、 3個 、 4個 、 5個 、 6個 、 7個 、 8個 、 9個 、 ま た は 29個 す べ て と い っ た そ れ 以 上 の バ イ
オ マ ー カ ー を 解 析 す る こ と が 好 ま し い 。 し た が っ て 、 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 バ イ オ
マ ー カ ー を 検 出 す る こ と が で き る ば か り で な く 、 1個 ～ 6個 、 1個 ～ 9個 、 1個 ～ 29個 、 ま た
は い く つ か の 組 み 合 わ せ を 検 出 し て 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 解 析 す る こ と が で き る 。 さ
ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 し て い な い 他 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 本 明 細 書 に 開 示 し た タ
ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の い ず れ か と 組 み 合 わ せ て 、 ATL、 HAMの 診 断 、 も し く は 陰 性 診 断
に 役 立 て る ま た は さ も な く ば そ の 診 断 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 試 験 試 料 は 、 多 種 多 様 な 供 給 源 か ら 得 る こ と が で き る 。 試 料 は 典 型 的 に 、 ATLも し く は H
AMに 関 し て 試 験 す る 、 ATLも し く は HAMの 危 険 性 が 考 え ら れ る 、 ATLも し く は HAMを 有 す る と
考 え ら れ る 対 象 も し く は 患 者 、 ま た は ATLも し く は HAMを 診 断 す る こ と が 望 ま れ る 任 意 の 試
験 対 象 に 由 来 す る 生 体 液 か ら 得 る 。 好 ま し い 生 体 液 は 血 液 ま た は 血 清 で あ る 。 バ イ オ マ ー
カ ー が 見 出 さ れ 得 る 他 の 生 体 液 に は 、 例 え ば 、 唾 液 、 涙 、 リ ン パ 液 、 痰 、 粘 液 、 肺 /気 管
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支 洗 浄 液 、 尿 、 ま た は 他 の 類 似 の 体 液 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 試 験 試 料 は 、 例 え ば 哺 乳 動 物
等 の 動 物 か ら 、 好 ま し く は ヒ ト か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 は 、 様 々 な 方 法 に よ り 行 う こ と が
で き る 。 し た が っ て 、 試 験 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 方 法 も 本 明 細 書 に お い て 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 1つ の 形 態 に お い て 、 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 は 、 気 相 イ オ ン 分 光 計 を
用 い た 気 相 イ オ ン 分 光 測 定 法 に よ り バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。 本 方 法 は 、 本
明 細 書 に 記 載 す る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー 等 の バ イ オ マ ー カ ー を 有 す る 試 験 試 料 を 、 バ
イ オ マ ー カ ー と 吸 着 剤 と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 そ の 上 に 吸 着 剤 を 含 む 基 材 と 接 触
さ せ る 段 階 、 お よ び 気 相 イ オ ン 分 光 測 定 法 に よ り 吸 着 剤 に 結 合 し て い る バ イ オ マ ー カ ー を
検 出 す る 段 階 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 多 種 多 様 な 吸 着 剤 を 用 い る こ と が で き る 。 吸 着 剤 に は 、 疎 水 基 、 親 水 基 、 陽 イ オ ン 基 、
陰 イ オ ン 基 、 金 属 イ オ ン キ レ ー ト 基 、 も し く は 抗 原 性 バ イ オ マ ー カ ー 特 異 的 に 結 合 す る 抗
体 、 ま た は そ れ ら の い く つ か の 組 み 合 わ せ （ 「 混 合 型 」 吸 収 剤 等 ） が 含 ま れ る 。 疎 水 基 を
含 む 例 示 的 な 吸 着 剤 に は 、 C 1 -C 1 8 脂 肪 族 炭 化 水 素 等 の 脂 肪 族 炭 化 水 素 を 有 す る 基 質 、 お よ
び フ ェ ニ ル 基 を 含 む 芳 香 族 炭 化 水 素 機 能 基 を 有 す る 基 質 が 含 ま れ る 。 親 水 基 を 含 む 例 示 的
な 吸 着 剤 に は 、 酸 化 ケ イ 素 、 ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー
ル 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ア ガ ロ ー ス 、 も し く は セ ル ロ ー ス 等 の 親 水 性 ポ リ マ ー が 含 ま れ る 。 陽
イ オ ン 基 を 含 む 例 示 的 な 吸 着 剤 に は 、 二 級 ア ミ ン 、 三 級 ア ミ ン 、 ま た は 四 級 ア ミ ン の 基 質
が 含 ま れ る 。 陰 イ オ ン 基 を 含 む 例 示 的 な 吸 着 剤 に は 、 硫 酸 陰 イ オ ン の 基 質 、 お よ び カ ル ボ
ン 酸 陰 イ オ ン ま た は リ ン 酸 陰 イ オ ン の 基 質 が 含 ま れ る 。 金 属 イ オ ン キ レ ー ト 基 を 含 む 例 示
的 な 吸 着 剤 に は 、 銅 、 ニ ッ ケ ル 、 コ バ ル ト 、 亜 鉛 、 鉄 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 お よ び カ ル シ ウ ム
等 の 金 属 イ オ ン と 配 位 共 有 結 合 を 形 成 し 得 る 1つ ま た は 複 数 の 電 子 供 与 基 を 有 す る 有 機 分
子 が 含 ま れ る 。 抗 体 を 含 む 例 示 的 な 吸 着 剤 に は 、 本 明 細 書 に 提 供 す る バ イ オ マ ー カ ー の い
ず れ か に 特 異 的 で あ り 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ っ て 容 易 に 作 製 す る こ と が で き る 抗 体 が
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら な る 形 態 で は 、 基 材 は 、 気 相 イ オ ン 分 光 計 に 取 り 外 し 可 能 に 挿 入 で き る プ ロ ー ブ の
形 態 で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 基 材 は そ の 表 面 上 に 吸 着 剤 を 有 す る ス ト リ ッ プ の 形 態 で あ っ
て よ い 。 本 発 明 の さ ら に 他 の 形 態 で は 、 基 材 を 第 2基 材 の 上 に 設 置 し 、 気 相 イ オ ン 分 光 計
に 取 り 外 し 可 能 に 挿 入 で き る プ ロ ー ブ を 形 成 し て も よ い 。 例 え ば 、 基 材 は マ ー カ ー を 結 合
す る た め の 機 能 基 を 有 す る 重 合 体 ビ ー ズ ま た は ガ ラ ス ビ ー ズ 等 の 固 相 の 形 態 で あ っ て よ く
、 こ れ を 第 2基 材 の 上 に 設 置 し て プ ロ ー ブ を 形 成 す る こ と が で き る 。 第 2基 材 は 、 ス ト リ ッ
プ 、 ま た は 所 定 の 位 置 に 一 連 の ウ ェ ル を 有 す る プ レ ー ト の 形 態 で あ っ て よ い 。 本 発 明 の こ
の 形 態 に お い て は 、 マ ー カ ー を 第 1基 材 に 吸 収 さ せ 第 2基 材 に 移 す こ と が で き 、 次 に こ れ を
気 相 イ オ ン 分 光 計 に よ る 解 析 に 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 プ ロ ー ブ は 、 気 相 イ オ ン 分 光 計 に 取 り 外 し 可 能 に に 挿 入 で き る 限 り は 、 円 形 、 楕 円 形 、
正 方 形 、 長 方 形 、 も し く は 他 の 多 角 形 、 ま た は 他 の 所 望 の 形 を 含 む 、 多 種 多 様 な 所 望 の 形
の 形 態 で あ っ て よ い 。 プ ロ ー ブ は ま た 、 気 相 イ オ ン 分 光 計 の 吸 気 装 置 お よ び 検 出 器 と の 使
用 に 適 合 さ せ る 、 ま た は さ も な く ば 設 定 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 手 動 で プ ロ ー ブ を
再 配 置 す る 必 要 の な い 、 プ ロ ー ブ を 連 続 し た 位 置 に 水 平 方 向 お よ び /ま た は 垂 直 方 向 に 動
か す よ う な 、 水 平 方 向 お よ び /ま た は 垂 直 方 向 に 移 動 可 能 な 運 搬 台 に は め 込 む よ う に 、 プ
ロ ー ブ を 適 合 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 プ ロ ー ブ を 形 成 す る 基 材 は 、 様 々 な 吸 着 剤 を 支 持 し 得 る 多 種 多 様 な 材 料 か ら 作 製 す る こ
と が で き る 。 例 示 的 な 材 料 に は 、 ガ ラ ス お よ び セ ラ ミ ッ ク 等 の 絶 縁 材 ； シ リ コ ン ・ ウ エ ハ
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ー 等 の 半 絶 縁 材 ； 導 電 材 （ ニ ッ ケ ル 、 真 ち ゅ う 、 ス チ ー ル 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 金 、 ま た は 導
電 性 ポ リ マ ー 等 の 金 属 を 含 む ） ； 有 機 ポ リ マ ー ； バ イ オ ポ リ マ ー ； ま た は そ れ ら の 組 み 合
わ せ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 基 材 の 性 質 に 依 存 し て 、 基 材 表 面 が 吸 着 剤 を 形 成 し て も よ い 。
他 の 場 合 に は 、 基 材 表 面 を 修 飾 し て そ の 上 に 所 望 の 吸 着 剤 を 組 み 入 れ て も よ い 。 プ ロ ー ブ
を 形 成 す る 基 材 の 表 面 は 、 基 材 が そ れ 自 体 で バ イ オ マ ー カ ー に 結 合 で き な い 場 合 に は 、 マ
ー カ ー に 結 合 し 得 る 吸 着 剤 に 結 合 す る よ う に プ ロ ー ブ を 処 理 す る ま た は さ も な く ば 調 節 す
る こ と が で き る 。 ま た は 、 所 望 の バ イ オ マ ー カ ー に 結 合 す る 本 来 の 能 力 を 亢 進 す る よ う に
、 基 材 の 表 面 を 処 理 す る ま た は さ も な く ば 調 節 す る こ と も 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 使 用 に 適
し た 他 の プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 国 際 公 開 公 報 第 01/25791号 （ Tai-Tungら ） お よ び 国 際 公 開 公
報 第 01/71360号 （ Wrightら ） に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 吸 着 剤 は 、 連 続 的 ま た は 非 連 続 的 な パ タ ー ン を 含 む 多 種 多 様 な パ タ ー ン で プ ロ ー ブ 基 材
上 に 設 置 す る こ と が で き る 。 1種 類 の 吸 着 剤 ま た は 2種 類 以 上 の 吸 着 剤 を 基 材 表 面 上 に 設 置
す る こ と が で き る 。 パ タ ー ン は 、 線 、 円 等 の 曲 線 、 ま た は 所 望 さ れ か つ 当 技 術 分 野 で 周 知
の 他 の 形 も し く は パ タ ー ン の 形 態 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 プ ロ ー ブ を 作 製 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の よ う に 、 基 材 材 料 お よ び /ま た は 吸 着
剤 の 選 択 に 依 存 す る こ と に な る 。 例 え ば 、 基 材 が 金 属 で あ る 場 合 、 基 材 は そ の 上 に 載 せ る
吸 着 剤 に 依 存 し て 調 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 基 材 表 面 を 、 金 属 表 面 を 誘 導 体 化 し 吸 着 剤 を 形
成 し 得 る 酸 化 ケ イ 素 、 酸 化 チ タ ン 、 ま た は 金 等 の 材 料 で 被 覆 し て も よ い 。 次 に 基 材 表 面 を
、 一 方 が 表 面 の 機 能 基 と 共 有 結 合 等 の 結 合 を し 、 リ ン カ ー の も う 一 方 の 末 端 が 吸 着 剤 と し
て 機 能 す る 基 に よ っ て さ ら に 誘 導 体 化 さ れ 得 る 二 機 能 性 リ ン カ ー を 用 い て 誘 導 体 化 す る こ
と が で き る 。 さ ら な る 例 と し て 、 結 晶 シ リ コ ン か ら 作 製 さ れ た 多 孔 性 シ リ コ ン 表 面 を 含 む
基 材 を 、 マ ー カ ー を 結 合 す る た め の 吸 着 剤 を 含 む よ う に 化 学 的 に 修 飾 す る こ と が で き る 。
さ ら に 、 例 え ば 、 置 換 ア ク リ ル ア ミ ド も し く は ア ク リ ル 単 量 体 、 ま た は 吸 着 剤 と し て 選 択
し た 機 能 基 を 含 む そ れ ら の 誘 導 体 を 含 む 単 量 体 溶 液 を 原 位 置 で 重 合 す る こ と に よ り 、 ヒ ド
ロ ゲ ル 骨 格 を 有 す る 吸 着 剤 を 基 材 表 面 上 で 直 接 形 成 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 形 態 に お い て 、 プ ロ ー ブ は サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ （ Ci
phergen Biosystens, Inc.） （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 パ ロ ア ル ト ） か ら 入 手 可 能 な チ ッ プ 等
の チ ッ プ で あ っ て よ い 。 チ ッ プ は 、 親 水 性 、 疎 水 性 、 陰 イ オ ン 交 換 、 陽 イ オ ン 交 換 、 固 定
化 金 属 親 和 性 、 ま た は 前 活 性 化 タ ン パ ク 質 チ ッ プ ア レ イ で あ っ て よ い 。 疎 水 性 チ ッ プ は 、
逆 相 相 互 作 用 に よ っ て タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 長 鎖 脂 肪 族 表 面 を 含 む PtoteinChip H4で あ っ
て よ い 。 親 水 性 チ ッ プ は 、 二 酸 化 ケ イ 素 基 材 表 面 を 含 む PtoteinChip NP1お よ び NP2で あ っ
て よ い 。 陽 イ オ ン 交 換 タ ン パ ク 質 チ ッ プ ア レ イ は 、 陽 イ オ ン 性 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る カ ル
ボ ン 酸 表 面 を 有 す る 弱 い 陽 イ オ ン 交 換 ア レ イ で あ る PtoteinChip WCX2で あ っ て よ い 。 ま た
は チ ッ プ は 、 二 酸 化 ケ イ 素 被 覆 ア ル ミ ニ ウ ム 基 材 か ら 作 製 さ れ た SAX1（ 強 力 な 陰 イ オ ン 交
換 ） PtoteinChip、 ま た は 陰 イ オ ン 性 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 大 容 量 四 級 ア ン モ ニ ウ ム 表 面
を 有 す る PtoteinChip SAX2等 の 陰 イ オ ン 交 換 タ ン パ ク 質 チ ッ プ ア レ イ で あ っ て よ い 。 さ ら
な る 有 用 な チ ッ プ は 、 表 面 上 に ニ ト リ ロ 三 酢 酸 を 有 す る 固 定 化 金 属 親 和 性 捕 獲 チ ッ プ (IMA
C3)で あ っ て よ い 。 さ ら に 別 の 場 合 に は 、 ア ミ ノ 基 と 共 有 結 合 的 に 反 応 す る カ ル ボ ニ ル ジ
イ ミ ダ ゾ ー ル 表 面 を 含 む PtoteinChip PS1が 利 用 で き 、 ま た は ア ミ ン 基 お よ び チ オ ー ル 基
と 共 有 結 合 的 に 反 応 す る エ ポ キ シ 表 面 を 含 む PtoteinChip PS2を 利 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 法 の 1つ の 形 態 に お い て 、 プ ロ ー ブ を 試 験 試 料 と 接 触 さ せ る 。 試
験 試 料 は 、 本 明 細 書 に 前 記 し た よ う な 生 体 液 試 料 で あ る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 の 好 ま し
い 形 態 に お い て 、 試 料 は 血 清 試 料 で あ る 。 必 要 に 応 じ て 、 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 前 に 、 試
料 を 溶 離 液 に 溶 解 す る か ま た は 溶 離 液 と 混 合 す る こ と が で き る 。 浴 浸 漬 、 浸 漬 、 液 浸 、 噴
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霧 、 洗 浄 、 分 注 、 ま た は 他 の 所 望 の 方 法 を 含 む 多 種 多 様 な 技 法 に よ っ て 、 プ ロ ー ブ を 試 験
試 料 と 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ の 吸 着 剤 が 試 験 試 料 液 と 好 ま し く 接 触 で き る よ
う に 、 方 法 を 実 施 す る 。 試 料 中 の 1つ ま た は 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー の 濃 度 は 変 動 し 得 る が
、 吸 着 剤 に 結 合 さ せ る た め に 、 約 1μ l～ 約 500μ l溶 液 中 に 約 1ア ト モ ル ～ 約 100ピ コ モ ル の
マ ー カ ー を 含 む 量 の 試 験 試 料 を 接 触 さ せ る こ と が 一 般 に 望 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー が 吸 着 剤 に 結 合 す る の に 可 能 な 十 分 な 時 間 、 試 料 と プ ロ ー ブ を 相 互 に 接
触 さ せ る 。 こ の 時 間 は 試 料 の 性 質 、 バ イ オ マ ー カ ー の 性 質 、 吸 着 剤 の 性 質 、 お よ び バ イ オ
マ ー カ ー を 溶 解 し た 溶 液 の 性 質 に 依 存 し て 変 動 し 得 る が 、 典 型 的 に は 試 料 と 吸 着 剤 を 約 30
秒 間 ～ 約 12時 間 、 好 ま し く は 約 30秒 間 ～ 約 15分 間 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 プ ロ ー ブ を 試 料 に 接 触 さ せ る 際 の 温 度 は 、 試 料 の 性 質 、 バ イ オ マ ー カ ー の 性 質 、 吸 着 剤
の 性 質 、 お よ び バ イ オ マ ー カ ー を 溶 解 し た 溶 液 の 性 質 に 依 存 す る こ と に な る 。 一 般 に 、 外
界 の 温 度 お よ び 圧 力 お よ び 条 件 下 で 、 試 料 を プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 し か し
、 温 度 お よ び 圧 力 は 必 要 に 応 じ て 変 更 し て よ い 。 例 え ば 、 温 度 は 約 4℃ ～ 約 37℃ で 変 更 で
き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 マ ー カ ー が 吸 着 剤 、 ま た は 吸 着 剤 を 用 い な い 場 合 に は 基 材 表 面 に 結 合 す る の に 十 分 な 時
間 、 試 料 を プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ た 後 、 結 合 し た 物 質 の み が そ れ ぞ れ の 表 面 に 残 存 す る よ う
に 、 非 結 合 の 物 質 を 基 材 ま た は 吸 着 剤 表 面 か ら 洗 浄 除 去 す る 。 洗 浄 は 、 例 え ば 、 浴 浸 漬 、
浸 漬 、 液 浸 、 リ ン ス 、 噴 霧 す る こ と に よ り 、 ま た は さ も な く ば そ れ ぞ れ の 表 面 を 溶 離 液 も
し く は 他 の 洗 浄 液 を 用 い て 洗 浄 す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 溶 離 液 等 の 洗 浄 液
を プ ロ ー ブ 上 の 吸 着 剤 の 小 さ な 部 位 に 挿 入 す る 場 合 に は 、 マ イ ク ロ フ ル イ デ ィ ク ス （ micr
ofluidics） 過 程 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 洗 浄 液 の 温 度 は 変 動 し 得 る が 、 典 型 的 に 約 0℃
～ 約 100℃ 、 好 ま し く は 約 4℃ お よ び 約 37℃ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 多 種 多 様 な 洗 浄 液 を 使 用 し て 、 プ ロ ー ブ 基 材 表 面 を 洗 浄 す る こ と が で き る 。 洗 浄 液 は 、
有 機 溶 液 ま た は 水 溶 液 で あ っ て よ い 。 例 示 的 な 水 溶 液 は 、 HEPES緩 衝 液 、 Tris緩 衝 液 、 リ
ン 酸 緩 衝 食 塩 水 、 ま た は 当 業 者 に 周 知 の 他 の 類 似 の 緩 衝 液 を 含 む 緩 衝 液 で あ っ て よ い 。 特
定 の 洗 浄 液 の 選 択 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の 性 質 お よ び 用 い る 吸 着 剤 の 性 質 に 依 存 す る こ と に
な る 。 例 え ば 、 SCXI PtoteinChip(登 録 商 標 )ア レ イ の よ う に 、 プ ロ ー ブ が 吸 着 剤 と し て 疎
水 基 お よ び ス ル ホ ン 基 を 含 む 場 合 に は 、 HEPES緩 衝 液 等 の 水 溶 液 を 用 い る こ と が で き る 。
さ ら な る 例 と し て 、 Ni(II) PtoteinChip(登 録 商 標 )ア レ イ の よ う に 、 プ ロ ー ブ が 吸 着 剤 と
し て 金 属 結 合 基 を 含 む 場 合 に は 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 等 の 水 溶 液 が 好 ま し い 。 さ ら な る 例 と
し て 、 HF PtoteinChip(登 録 商 標 )ア レ イ の よ う に 、 プ ロ ー ブ が 吸 着 剤 と し て 疎 水 基 を 含 む
場 合 、 水 が 好 ま し い 洗 浄 液 と な り 得 る 。 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 溶 液 中 に 存 在 す る よ う な エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 を 、 プ ロ ー ブ の 基 材 表 面 上 に 結 合 し て い る
バ イ オ マ ー カ ー ま た は 他 の 物 質 に 添 加 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 エ ネ ル ギ ー
吸 収 分 子 」 と は 、 気 相 イ オ ン 分 光 計 の エ ネ ル ギ ー 源 か ら の エ ネ ル ギ ー を 吸 収 す る 分 子 を 指
し 、 こ れ は マ ー カ ー ま た は 他 の 物 質 の プ ロ ー ブ 表 面 か ら の 脱 離 を 支 援 し 得 る 。 例 示 的 な エ
ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 に は 、 桂 皮 酸 誘 導 体 、 シ ナ ピ ン 酸 、 ジ ヒ ド ロ 安 息 香 酸 、 お よ び 当 業 者 に
周 知 の 他 の 類 似 の 分 子 が 含 ま れ る 。 エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 は 、 好 ま し く は 非 結 合 の 物 質 を プ
ロ ー ブ 基 材 表 面 か ら 洗 浄 除 去 し た 後 に 、 例 え ば 噴 霧 、 分 注 、 ま た は 液 浸 を 含 む 、 試 料 と プ
ロ ー ブ 基 材 と の 接 触 に つ い て 本 明 細 書 で 先 に 考 察 し た 多 種 多 様 な 技 法 に よ り 添 加 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 マ ー カ ー を 適 切 に プ ロ ー ブ に 結 合 さ せ た 後 、 気 相 イ オ ン 分 光 計 を 用 い て 、 マ ー カ ー を 検
出 、 定 量 す る こ と が で き る 、 お よ び /ま た は さ も な く ば そ の 特 徴 を 決 定 す る こ と が で き る
。 当 技 術 分 野 で 周 知 の よ う に 、 気 相 イ オ ン 分 光 計 に は 、 例 え ば 、 質 量 分 析 計 、 イ オ ン 移 動
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度 分 光 計 、 お よ び 全 イ オ ン 電 流 測 定 装 置 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 質 量 分 析 計 を 用 い て 、 プ ロ ー ブ の 基 材 表 面 に 結 合 し て い る バ
イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 。 表 面 に マ ー カ ー の 結 合 し た プ ロ ー ブ を 、 質 量 分 析 計 の 吸 気 装 置
に 挿 入 す る こ と が で き る 。 次 に 、 レ ー ザ ー 、 高 速 原 子 衝 撃 、 プ ラ ズ マ 、 ま た は 当 業 者 に 周
知 の 他 の 適 切 な イ オ ン 源 等 の イ オ ン 源 に よ り 、 マ ー カ ー を イ オ ン 化 す る こ と が で き る 。 生
じ た イ オ ン は 典 型 的 に イ オ ン 光 学 ア セ ン ブ リ に よ り 収 集 さ れ 、 次 に 質 量 分 析 器 に よ り 通 過
す る イ オ ン が 分 散 お よ び 解 析 さ れ る 。 質 量 分 析 器 か ら 抜 け 出 た イ オ ン は 、 検 出 器 に よ っ て
検 出 さ れ る 。 検 出 器 は 、 検 出 し た イ オ ン の 情 報 を 質 量 電 荷 比 に 変 換 す る 。 マ ー カ ー の 検 出
お よ び /ま た は 定 量 は 典 型 的 に 、 シ グ ナ ル 強 度 の 検 出 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 好 ま し い 形 態 に お い て 、 質 量 分 析 計 は レ ー ザ ー 脱 離 飛 行 時 間 型 質 量 分
析 計 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計 (SELDI-TOF-M
S)を 使 用 す る 。 SELDIで は 、 分 析 物 を 載 せ る 表 面 が 、 分 析 物 の 捕 獲 お よ び /ま た は 脱 離 に お
い て 積 極 的 な 役 割 を 果 た す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 当 技 術 分 野 で 周 知 の よ う に 、 レ ー ザ ー 脱 離 質 量 分 析 法 で は 、 マ ー カ ー の 結 合 し た プ ロ ー
ブ を 吸 気 装 置 に 挿 入 す る 。 レ ー ザ ー イ オ ン 源 に よ り 、 マ ー カ ー は 脱 離 し て 気 相 内 に イ オ ン
化 さ れ る 。 生 じ た イ オ ン は イ オ ン 光 学 ア セ ン ブ リ に よ っ て 収 集 さ れ る 。 イ オ ン は 、 飛 行 時
間 型 質 量 分 析 器 に お い て 比 較 的 短 い 高 電 圧 電 場 を 通 過 し 加 速 さ れ 、 高 真 空 チ ャ ン バ ー 内 へ
の ド リ フ ト が 可 能 に な る 。 加 速 さ れ た イ オ ン は 、 異 な る 時 間 で 、 高 真 空 チ ャ ン バ ー の 遠 端
の 高 感 度 検 出 器 表 面 に 衝 突 す る が 、 こ れ は 所 与 の イ オ ン に 特 有 で あ り 再 現 性 が 得 ら れ る 。
飛 行 時 間 は イ オ ン 質 量 の 関 数 で あ る た め 、 イ オ ン 化 と 衝 突 と の 間 の 経 過 時 間 を 用 い て 、 特
定 質 量 の 分 子 の 有 無 を 同 定 す る こ と が で き る 。 相 対 量 ま た は 絶 対 量 で の バ イ オ マ ー カ ー の
定 量 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の 示 す シ グ ナ ル 強 度 を 、 対 照 量 の バ イ オ マ ー カ ー ま た は 当 技 術 分
野 で 周 知 の 他 の 標 準 物 質 と 比 較 す る こ と に よ っ て 達 成 し 得 る 。 レ ー ザ ー 脱 離 飛 行 時 間 型 質
量 分 析 計 の 成 分 を 、 本 明 細 書 に 記 載 す る お よ び /ま た は 当 業 者 に 周 知 の 、 脱 離 、 加 速 、 検
出 、 ま た は 時 間 測 定 の 様 々 な 手 段 を 用 い る 他 の 成 分 と 組 み 合 わ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 お よ び /ま た は 定 量 は 、 マ ト リ ッ ク ス 支
援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 法 (MALDI)に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 MALDIは ま た 、 固 体 相
か ら 気 相 へ の 直 接 的 な 生 物 試 料 の 気 化 お よ び イ オ ン 化 を 提 供 す る 。 当 技 術 分 野 に お い て 周
知 の よ う に 、 好 ま し く は こ の 過 程 に お い て 分 析 物 の 分 解 を 防 ぐ た め 、 所 望 の 分 析 物 を 含 む
試 料 を 、 分 析 物 と 共 に 結 晶 化 す る 基 質 に 溶 解 す る か ま た は さ も な く ば 懸 濁 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 形 態 で は 、 イ オ ン 移 動 度 分 光 計 を 用 い て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る バ イ オ マ ー
カ ー を 検 出 お よ び 特 徴 づ け す る こ と が で き る 。 イ オ ン 移 動 度 分 光 計 の 原 理 は 、 イ オ ン の 異
な る 移 動 度 に 基 づ く 。 具 体 的 に は 、 イ オ ン 化 に よ っ て 生 じ た 試 料 の イ オ ン は 、 例 え ば 質 量
、 電 荷 、 ま た は 形 状 の 違 い に よ り 、 電 場 の 影 響 下 で チ ュ ー ブ 内 を 異 な る 速 度 で 移 動 す る 。
イ オ ン （ 典 型 的 に 電 流 の 形 態 で ） は 検 出 器 に 記 録 さ れ 、 次 に こ れ を 用 い て 試 料 中 の マ ー カ
ー ま た は 他 の 物 質 が 同 定 さ れ 得 る 。 イ オ ン 移 動 度 分 光 計 の 1つ の 利 点 は 、 大 気 圧 で 作 動 し
得 る 点 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 別 の 態 様 で は 、 全 イ オ ン 電 流 測 定 器 を 用 い て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る バ イ オ マ ー カ ー を 検
出 お よ び 特 徴 づ け る こ と が で き る 。 例 え ば 、 プ ロ ー ブ が 単 一 種 類 の マ ー カ ー の み の 結 合 を
可 能 に す る 界 面 化 学 を 有 す る 場 合 に 、 こ の 装 置 を 用 い る こ と が で き る 。 単 一 種 類 の マ ー カ
ー が プ ロ ー ブ に 結 合 す る 場 合 、 イ オ ン 化 し た バ イ オ マ ー カ ー か ら 生 じ た 全 電 流 は マ ー カ ー
の 性 質 を 反 映 す る 。 次 に 、 バ イ オ マ ー カ ー に よ っ て 生 じ た 全 イ オ ン 電 流 を 、 既 知 化 合 物 の
保 存 し て あ る 全 イ オ ン 電 流 と 比 較 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 バ イ オ マ ー カ ー の 特 徴 が 決
定 さ れ 得 る 。
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【 ０ ０ ４ ９ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー の 脱 離 お よ び 検 出 に よ っ て 作 成 さ れ た デ ー タ は 、 プ ロ グ ラ ム 可 能 な デ ジ
タ ル コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い て 解 析 す る こ と が で き る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 一 般 に
、 コ ー ド を 保 存 す る 可 読 媒 体 を 含 む 。 プ ロ ー ブ 上 の 各 特 徴 の 位 置 、 そ の 特 徴 の 存 在 す る 吸
着 剤 の 同 一 性 、 お よ び 吸 着 剤 を 洗 浄 す る た め に 用 い た 溶 出 条 件 を 含 む あ る 種 の コ ー ド を 、
メ モ リ に 供 す る こ と が で き る 。 次 に こ の 情 報 を 用 い て 、 用 い た 吸 着 剤 お よ び 溶 離 液 の 種 類
等 の 特 定 の 選 択 特 性 を 規 定 し て 、 プ ロ グ ラ ム で プ ロ ー ブ 上 の 一 連 の 特 徴 を 同 定 す る こ と が
で き る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー は ま た 、 入 力 と し て 、 プ ロ ー ブ 上 の 特 定 の ア ド レ ス 可 能 位 置 か ら
受 け 取 る 様 々 な 分 子 量 に お け る シ グ ナ ル 強 度 で デ ー タ を 受 け 取 る コ ー ド を 含 む 。 こ の デ ー
タ は 検 出 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー の 数 を 示 し 得 り 、 状 況 に 応 じ て 検 出 さ れ た 各 バ イ オ マ ー カ
ー の シ グ ナ ル 強 度 お よ び 決 定 さ れ た 分 子 量 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 デ ー タ 解 析 に は 、 検 出 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー の シ グ ナ ル 強 度 （ 例 え ば 、 ピ ー ク の 高 さ 、
ピ ー ク の 面 積 ） を 決 定 す る 段 階 、 お よ び 「 外 れ 値 （ outerliers） 」 （ 所 定 の 統 計 的 分 布 か
ら 外 れ た デ ー タ ） を 除 去 す る 段 階 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 あ る 参 照 に 対 す る 各 ピ ー ク の 高 さ
を 算 出 す る 過 程 に よ っ て 、 観 察 さ れ た ピ ー ク を 標 準 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 参 照 は
装 置 お よ び 化 学 物 質 （ 例 え ば エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 ） に よ っ て 生 じ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ
ズ で あ っ て よ く 、 こ れ を 目 盛 り の ゼ ロ と 設 定 す る 。 次 に シ グ ナ ル 強 度 を 各 バ イ オ マ ー カ ー
つ い て 検 出 す る こ と が で き 、 ま た は 他 の 物 質 を 所 望 の 目 盛 り の 相 対 強 度 （ 例 え ば 100） の
形 態 で 表 す こ と が で き る 。 ま た は 、 標 準 物 質 に よ る ピ ー ク を 参 照 と し て 用 い て 、 検 出 さ れ
る 各 バ イ オ マ ー カ ー ま た は 他 の マ ー カ ー で 観 察 さ れ る シ グ ナ ル の 相 対 強 度 を 計 算 で き る よ
う に 、 試 料 内 に 標 準 物 質 を 含 め て も よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ ー は 、 結 果 と し て 得 ら れ た デ ー タ を 様 々 な 表 示 型 式 に 変 換 す る こ と が で き
る 。 「 ス ペ ク ト ル 図 ま た は リ テ ン テ ー ト マ ッ プ （ retentate map） 」 と 称 さ れ る 1つ の 例 示
的 な 型 式 で は 、 そ れ ぞ れ 特 定 の 分 子 量 に お い て 検 出 器 に 到 達 し た バ イ オ マ ー カ ー の 量 を 示
す 、 標 準 的 な ス ペ ク ト ル 図 が 示 さ れ 得 る 。 「 ピ ー ク マ ッ プ 」 と 称 さ れ る 別 の 例 示 的 な 型 式
で は 、 ス ペ ク ト ル 図 か ら ピ ー ク の 高 さ お よ び 質 量 情 報 の み が 抽 出 さ れ 、 よ り 明 瞭 な 像 が 得
ら れ 、 ほ ぼ 等 し い 分 子 量 を 有 す る マ ー カ ー が よ り 容 易 に 見 え る よ う に な る 。 「 ゲ ル 図 」 と
称 さ れ る さ ら に 別 の 型 式 で は 、 ピ ー ク 図 の 各 質 量 が 各 ピ ー ク の 高 さ に 基 づ き 濃 淡 の 像 に 変
換 さ れ 、 電 気 泳 動 ゲ ル 上 の バ ン ド に 類 似 し た 形 が 得 ら れ る 。 「 3-Dオ ー バ ー レ イ 」 と 称 さ
れ る さ ら な る 例 示 的 型 式 で は 、 い く つ か の ス ペ ク ト ル が 重 ね ら れ 、 相 対 的 な ピ ー ク の 高 さ
で 微 妙 な 変 化 を 検 討 す る こ と が で き る 。 「 相 違 マ ッ プ 図 」 と 称 さ れ る さ ら な る 例 示 的 型 式
で は 、 一 意 的 な バ イ オ マ ー カ ー ま た は 試 料 間 で 上 方 制 御 さ れ た ま た は 下 方 制 御 さ れ た バ イ
オ マ ー カ ー を 都 合 よ く 強 調 し 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の ス ペ ク ト ル を 比 較 す る こ と が で き る
。 任 意 の 2つ の 試 料 に 由 来 す る バ イ オ マ ー カ ー プ ロ フ ァ イ ル （ ス ペ ク ト ル ） を 、 視 覚 的 に
比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 記 の 表 示 型 式 の い ず れ か を 用 い て 、 特 定 の 分 子 量 を 有 す る バ イ オ マ ー カ ー が 試 料 か ら
検 出 さ れ る か ど う か を シ グ ナ ル 表 示 か ら 容 易 に 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 シ グ
ナ ル 強 度 か ら 、 プ ロ ー ブ 表 面 に 結 合 し た マ ー カ ー の 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 試 験 試 料 は 、 気 相 イ オ ン 分 光 測 定 に 供 す る 前 に 前 処 理 し て も よ い 。 例 え ば 、 解 析 の た め
に よ り 単 純 な 試 料 が 提 供 さ れ る よ う に 、 試 料 を 精 製 ま た は さ も な く ば 前 分 画 す る こ と が で
き る 。 試 験 試 料 に 存 在 す る 生 体 分 子 の 任 意 の 精 製 手 順 は 、 大 き さ 、 電 荷 、 お よ び 機 能 等 の
生 体 分 子 の 特 定 に 基 づ き 得 る 。 精 製 法 に は 、 遠 心 分 離 、 電 気 泳 動 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
透 析 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。 当 技 術 分 野 で 周 知 の よ う に 、 電 気 泳 動 を 使
用 し て 、 大 き さ お よ び 電 荷 に 基 づ き 生 体 分 子 を 分 離 す る こ と が で き る 。 電 気 泳 動 手 順 は 当
業 者 に 周 知 で あ り 、 こ れ に は 等 電 点 電 気 泳 動 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル 電 気 泳 動 (SDS-PAGE)、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 、 お よ び 電 気 泳 動 の 他 の 周 知 の 方 法
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が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 精 製 段 階 は 、 サ イ ズ 分 画 、 電 荷 に よ る 分 画 、 お よ び 分 離 す る 生 体 分 子 の 他 の 特 性 に よ る
分 画 を 含 む ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 画 技 法 に よ っ て 達 成 し て も よ い 。 当 技 術 分 野 で 周 知 の よ
う に 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 系 は 固 定 相 お よ び 移 動 相 を 含 み 、 分 離 は 分 離 す る 生 体 分 子 と 種
々 の 相 と の 相 互 作 用 に 基 づ く 。 本 発 明 の 好 ま し い 形 態 に お い て は 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 手 順 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 手 順 に は 、 分 配 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 吸 着 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お
よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ
る 。 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で は 、 サ イ ズ 分 画 カ ラ ム に よ り 、 分 子 量 が 約 20,000ダ
ル ト ン を 超 え る 分 子 を 排 除 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 形 態 に お い て は 、 気 相 イ オ ン 分 光 測 定 に 供 す 前 に 、 リ テ ン テ ー ト ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 バ イ オ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー チ ッ プ 上 で 試 料 を 精 製 す る か ま た は さ
も な く ば 分 画 す る 。 好 ま し い チ ッ プ は 、 サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ （ カ リ フ ォ
ル ニ ア 州 、 パ ロ ア ル ト ） か ら 入 手 可 能 な PtoteinChip(商 標 )で あ る 。 上 記 の よ う に 、 チ ッ
プ ま た は プ ロ ー ブ を 質 量 分 析 計 で の 使 用 に 適 合 さ せ る 。 チ ッ プ は 、 そ の 表 面 に 付 着 し た 吸
着 剤 を 含 む 。 あ る 適 用 に お い て 、 こ の 吸 着 剤 は イ ン サ イ チ ュ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 と
し て 機 能 し 得 る 。 操 作 に お い て 、 試 料 を 溶 離 液 中 で 吸 着 剤 に 添 加 す る 。 そ れ に 対 し て 吸 着
剤 が 親 和 性 を 有 す る 分 子 は 、 洗 浄 条 件 下 で 吸 着 剤 に 結 合 す る 。 吸 着 剤 に 結 合 し な い 分 子 は
、 洗 浄 に よ り 除 去 さ れ る 。 解 析 す る の に 適 当 な レ ベ ル ま で 分 析 物 が 保 持 さ れ る ま た は 溶 出
さ れ る よ う に 、 様 々 な レ ベ ル の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で 吸 着 剤 を さ ら に 洗 浄 す る こ と が で き
る 。 次 に 、 エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 を 吸 着 部 分 に 添 加 し 、 さ ら に 脱 離 お よ び イ オ ン 化 を 促 進 す
る こ と が で き る 。 吸 着 剤 か ら の 脱 離 、 イ オ ン 化 、 お よ び 検 出 器 に よ る 直 接 的 検 出 に よ り 、
分 析 物 が 検 出 さ れ る 。 し た が っ て 、 リ テ ン テ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 従 来 の ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー で は 親 和 性 物 質 か ら 溶 出 さ れ た 物 質 が 検 出 さ れ る の に 対 し 、 親 和 性 物 質 に よ っ
て 保 持 さ れ た 分 析 物 が 検 出 さ れ る 点 で 、 従 来 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と は 異 な る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 形 態 で は 、 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー を 、 免 疫 測 定 手 順 に よ り 定 性 的
に ま た は 定 量 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。 免 疫 測 定 法 は 典 型 的 に 、 試 験 試 料 を 、 バ イ オ マ
ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る ま た は さ も な く ば こ れ を 認 識 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ
び 試 料 中 の バ イ オ マ ー カ ー に 結 合 し た 抗 体 の 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。 バ イ オ
マ ー カ ー は 、 HAMま た は ATLか ら 選 択 さ れ る HTLV-I介 在 性 疾 患 で あ る と 診 断 さ れ る 対 象 に 、
存 在 す る 、 非 存 在 で あ る 、 ま た は 差 次 的 に 発 現 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー で あ る こ と が 好 ま し
い 。 さ ら に 、 バ イ オ マ ー カ ー は 、 約 2488± 5、 約 2793± 6、 2955± 6、 約 3965± 8、 約 4285±
9、 約 4425± 8、 約 4577± 9、 約 4913± 10、 約 5202± 11、 約 5343± 11、 約 5830± 12、 約 5874
± 12、 約 5911± 12、 約 6116± 12、 約 6144± 12、 約 6366± 13、 約 7304± 15、 約 7444± 15、 約
8359± 17、 約 8609± 17、 約 8943± 18、 約 9094± 18、 9152± 18、 約 10113± 20、 約 11738± 23
、 約 11948± 24、 約 12480± 25、 約 14706± 29、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 分 子 量 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 の 好 ま し い 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質
バ イ オ マ ー カ ー は 、 約 3965± 8、 約 4425± 8、 約 4577± 9、 約 5343± 11、 約 8359± 17、 約 117
38± 23、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 量 を 有 す る 。 免 疫 測
定 手 順 は 、 競 合 的 ま た は 非 競 合 的 酵 素 免 疫 測 定 法 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 (ELISA)、 放
射 性 免 疫 測 定 法 (RIA)、 お よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 含 む 、 抗 体 /抗 原 複 合 体 の 認 識 が 関
与 す る 、 当 業 者 に 周 知 の 多 種 多 様 な 免 疫 測 定 手 順 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ
法 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 Harlowお よ び Laneに よ る 「 Antibodies: A Laboratory
 Manual」 (1988)； 「 Immunoassays: A Practical Approach」 Oxford University Press, 
Gosling, J.P.(編 ) (2001)、 お よ び /ま た は 定 期 的 に 改 正 さ れ る 「 Current Ptorocols in 
Molecular Biology」 （ Ausbelら ） に 十 分 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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　 本 明 細 書 に 記 載 す る 免 疫 測 定 法 で 使 用 す る 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て よ く 、 単
離 さ れ た ま た は さ も な く ば 精 製 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 様 々 な 動 物 に 注 射 す る 段 階 、 お よ
び 血 清 中 に 産 生 さ れ た 抗 体 を 単 離 す る 段 階 を 含 む 、 当 業 者 に 周 知 の 手 順 に よ っ て 得 る こ と
が で き る 。 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ く 、 そ の 作 製 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ り
、 単 離 さ れ た ま た は さ も な く ば 精 製 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 例 え ば マ ウ ス に 注 射 す る 段 階
、 抗 血 清 を 産 生 す る 脾 臓 細 胞 を 単 離 す る 段 階 、 こ の 細 胞 を 腫 瘍 細 胞 と 融 合 し て ハ イ ブ リ ド
ー マ を 形 成 す る 段 階 、 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 を 含 む 。 本 明 細 書
に 前 記 し た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 、 お よ び 遠 心 分 離 手 順 を 含 む 当 業 者 に 周 知 の 技
法 に よ っ て 、 ま ず バ イ オ マ ー カ ー を 同 様 に 精 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 手 順 は 、 タ
ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 大 き さ 、 電 荷 、 溶 解 度 、 選 択 し た 成 分 へ の 結 合 親 和 性 、 こ れ ら
の 組 み 合 わ せ 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 他 の 特 徴 も し く は 特 性 を 活 用 し 得 る 。 そ の よ う な 方 法
は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 「 Current Protocols in Protein Science」 J. Wiley a
nd Sons, New York, NY, Coliganら (編 ) (2002)； Harris, E.L.V.お よ び S. Angal、 「 Pro
tein purification applications: a practical approcach」 Oxford University Press N
ew York, MY (1990)に 見 出 す こ と が で き る 。 抗 体 が 提 供 さ れ た な ら ば 、 本 明 細 書 に 前 記 し
た 免 疫 測 定 法 に よ り 、 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 お よ び /ま た は 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 免 疫 測 定 法 の 特 定 の 手 順 は 当 業 者 に 周 知 で あ る が 、 ま ず 試 験 対 象 か ら 本 明 細 書 で 前 記 し
た よ う な 試 料 を 得 る こ と に よ り 免 疫 測 定 法 を 行 う こ と が で き る 。 抗 体 /タ ン パ ク 質 バ イ オ
マ ー カ ー 複 合 体 の 洗 浄 お よ び 次 の 単 離 を 容 易 に す る た め 、 抗 体 を 試 料 と 接 触 さ せ る 前 に 、
抗 体 を 固 相 支 持 体 に 固 定 す る こ と が で き る 。 固 相 支 持 体 の 例 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 こ れ
に は 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト と い っ た 形 態 の ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク が 含
ま れ る 。 抗 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る ProteinChip(商 標 )等 の プ ロ ー ブ 基 材 に 付 着 さ せ て
も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 試 験 試 料 を 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 混 合 物 を 洗 浄 し 、 抗 体 -マ ー カ ー 複 合 体 を 検
出 す る こ と が で き る 。 検 出 は 、 洗 浄 し た 混 合 物 を 検 出 試 薬 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 例 え
ば 色 ま た は 他 の 指 標 の 出 現 を 観 察 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 検 出 試 薬 は 、 例 え ば 、
検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 し た 二 次 抗 体 で あ っ て よ い 。 例 示 的 な 検 出 可 能 な 標 識 に は 、 磁 気 ビ
ー ズ （ 例 え ば DYNABEADS(商 標 )） 、 蛍 光 色 素 、 放 射 標 識 、 酵 素 （ 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び 酵 素 免 疫 測 定 手 順 で 一 般 に 用 い ら れ る 他
の 酵 素 ） 、 お よ び コ ロ イ ド 金 、 色 ガ ラ ス 、 も し く は プ ラ ス チ ッ ク ビ ー ズ 等 の 比 色 標 識 が 含
ま れ る 。 ま た は 、 例 え ば 二 次 標 識 抗 体 を 用 い て 結 合 し た マ ー カ ー 特 異 的 抗 体 を 検 出 す る 間
接 的 ア ッ セ イ 法 を 用 い て 、 お よ び /ま た は マ ー カ ー の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 混 合 物 と 同 時 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 競 合 も し く は 阻 害 ア ッ セ イ 法 に よ り 、
試 料 中 の マ ー カ ー を 検 出 す る こ と も で き る 。 抗 体 -マ ー カ ー 複 合 体 の 量 は 、 標 準 物 質 と の
比 較 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ア ッ セ イ の 間 、 そ れ ぞ れ の 試 料 の 組 み 合 わ せ の 後 に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び /ま た
は 洗 浄 段 階 が 必 要 と さ れ 得 る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 は 約 5秒 ～ 数 時 間 、 好 ま し く 約 5分
～ 24時 間 で 変 動 し 得 る 。 し か し イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、 特 定 の 免 疫 測 定 法 、 バ イ オ マ
ー カ ー 、 お よ び ア ッ セ イ 条 件 に 依 存 す る こ と に な る 。 通 常 、 ア ッ セ イ は 外 気 温 度 で 行 う が
、 約 0℃ ～ 約 40℃ 等 の 範 囲 で 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 で は 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 し た バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る た
め に 使 用 し 得 る キ ッ ト を 提 供 す る 。 例 え ば キ ッ ト を 用 い て 、 HAM、 ATLの 診 断 、 も し く は 陰
性 診 断 を す る 、 ま た は そ れ ら の 診 断 を 支 援 す る た め に 有 利 に 使 用 し 得 る 、 本 明 細 書 に 記 載
の 任 意 の 1つ ま た は 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る こ と が で き る 。 1つ の 態 様 に お い て 、
キ ッ ト は 、 好 ま し く は 本 明 細 書 に 記 載 し た 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー へ
の 結 合 に 適 し た 吸 着 剤 を そ の 上 に 含 む 基 材 、 お よ び 本 明 細 書 に 記 載 す る 試 験 試 料 を 吸 着 剤
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と 接 触 さ せ 、 吸 着 剤 に よ っ て 保 持 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る こ と に よ っ て バ イ オ マ
ー カ ー を 検 出 す る た め の 説 明 書 を 含 み 得 る 。 あ る 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 例 え ば 気 相 イ オ ン
分 光 測 定 を 使 用 し て 、 溶 離 液 と 吸 着 剤 の 組 み 合 わ せ に よ り タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 検
出 を 可 能 に す る 溶 離 液 、 ま た は 溶 離 液 を 作 製 す る た め の 説 明 書 を 含 み 得 る 。 そ の よ う な キ
ッ ト は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 物 質 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、
キ ッ ト は 、 そ の 上 に 吸 着 剤 を 含 む 第 1基 材 （ 例 え ば 、 吸 着 剤 で 機 能 化 し た 粒 子 ） 、 お よ び
第 1基 材 が そ の 上 に 設 置 さ れ て 、 気 相 イ オ ン 分 光 計 に 取 り 外 し 可 能 に 挿 入 で き る プ ロ ー ブ
を 形 成 し 得 る 第 2基 材 を 含 み 得 る 。 他 の 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 基 材 上 に 吸 着 剤 を 有 す る 、
取 り 外 し 可 能 に 挿 入 で き る プ ロ ー ブ の 形 態 で あ る 単 一 の 基 材 を 含 み 得 る 。 さ ら に 別 の 態 様
で は 、 キ ッ ト は 前 分 画 ス ピ ン カ ラ ム （ 例 え ば 、 K-30サ イ ズ 排 除 カ ラ ム ） を さ ら に 含 ん で も
よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 キ ッ ト は 、 ラ ベ ル ま た は 別 の 挿 入 物 の 形 態 を し た 、 パ ラ メ ー タ を 適 切 に 操 作 す る た め の
説 明 書 を さ ら に 含 み 得 る 。 例 え ば キ ッ ト は 、 消 費 者 ま た は 他 の 個 人 に 、 試 料 を プ ロ ー ブ と
接 触 さ せ た 後 い か に し て プ ロ ー ブ を 洗 浄 す る か の 情 報 を 与 え る 標 準 的 説 明 書 を 有 し 得 る 。
さ ら な る 例 と し て 、 キ ッ ト は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 複 雑 性 を 減 少 さ せ る た め に 試 料 を 前
分 画 す る た め の 説 明 書 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を 含
ん で よ い 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 材 料 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 キ
ッ ト は 、 上 記 の 前 分 画 ス ピ ン カ ラ ム 、 お よ び ラ ベ ル ま た は 別 の 挿 入 物 の 形 態 を し た 、 パ ラ
メ ー タ を 適 切 に 操 作 す る た め の 説 明 書 を さ ら に 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 で は 、 HTLV-I介 在 性 疾 患 病 態 を 診 断 す る た め の 単 離 さ れ た ま た
は さ も な く ば 精 製 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 単 離 さ れ た タ ン
パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー 」 と い う 用 語 は 、 そ の 天 然 環 境 中 に 存 在 し な い タ ン パ ク 質 バ イ オ マ
ー カ ー を 指 す こ と を 意 図 す る 。 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 脂 質 、 核 酸 、 炭 水 化 物 、 お よ び 他
の タ ン パ ク 質 等 の 、 天 然 状 態 で タ ン パ ク 質 に 付 随 す る 混 入 物 か ら 分 離 さ れ る 。 こ の 用 語 に
は 、 天 然 環 境 か ら 分 離 ま た は 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 が 含 ま れ 、 さ ら に タ ン パ ク 質 単 離 体 お
よ び 化 学 的 に 合 成 さ れ た タ ン パ ク 質 も 含 ま れ る 。 本 発 明 の 1つ の 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク
質 バ イ オ マ ー カ ー は 、 HAMま た は ATl等 の HTLV-I介 在 性 疾 患 病 態 と 診 断 さ れ る 対 象 に お い て
、 存 在 す る 、 非 存 在 で あ る 、 お よ び /ま た は 差 次 的 に 発 現 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 は 典 型 的 に
、 約 20,000ダ ル ト ン 以 下 の 分 子 量 を 有 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い 形 態 に 、 タ ン パ ク 質 バ イ オ
マ ー カ ー は 、 約 2488± 5、 約 2793± 6、 2955± 6、 約 3965± 8、 約 4285± 9、 約 4425± 8、 約 45
77± 9、 約 4913± 10、 約 5202± 11、 約 5343± 11、 約 5830± 12、 約 5874± 12、 約 5911± 12、
約 6144± 12、 約 6116± 12、 約 6366± 13、 約 7304± 15、 約 7444± 15、 約 8359± 17、 約 8609±
17、 約 8943± 18、 約 9094± 18、 約 9152± 18、 約 10113± 20、 約 11738± 23、 約 11948± 24、
約 12480± 25、 約 14706± 29、 お よ び 約 19900± 40ダ ル ト ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子
量 を 有 す る 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 は 金 属 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 明 細 書 に 定 義 す る 「 金
属 結 合 タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば Cu 2 + 、 Zn 2 + 、 Ni 2 + 、 お よ び Mg 2 + 等 の 金 属 イ オ ン
を 含 む 金 属 へ の 結 合 親 和 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ こ で 、 特 定 の 実 施 例 に 対 す る 参 照 を 作 成 し 、 上 記 の 構 成 お よ び 方 法 に つ い て 説 明 す る
。 実 施 例 は 好 ま し い 態 様 を 説 明 す る た め に 提 供 す る も の で あ り 、 こ れ に よ り 本 発 明 の 特 許
請 求 の 範 囲 が 制 限 さ れ な い こ と を 意 図 す る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
実 施 例 1
HTLV-I感 染 患 者 の 血 清 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ リ ン グ へ の SELDI-TOF質 量 分 析 法 の 適 用
材 料 お よ び 方 法
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試 料 の 取 得 お よ び 調 製



　 同 意 を 得 た 後 に 、 個 人 か ら 全 血 を 採 取 し た 。 血 液 を 10 cc血 清 分 離 バ キ ュ テ イ ナ ー チ ュ
ー ブ に 収 集 し 、 3750 rpmで 5分 間 遠 心 分 離 し て 血 清 画 分 を 分 離 し た 。 血 清 は 直 ち に 氷 中 に
移 し た 。 次 い で 試 料 を 500μ l画 分 ず つ 分 注 し 、 6時 間 以 内 に -70℃ で 保 存 し た 。 各 画 分 の 解
析 前 の 凍 結 融 解 は 1回 に 限 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 分 類 論 理 に 用 い た ア ル ゴ リ ズ ム は 累 積 確 率 に 基 づ く 。 本 質 的 に 、 各 ク ラ ス タ ー の 全 発 生
率 （ 全 試 料 集 団 に お い て ど の 位 の 頻 度 で ピ ー ク が 現 れ る か ） 、 群 発 生 率 （ 特 定 の 群 の 試 料
の う ち 何 %が ピ ー ク を 有 す る か ） を 考 慮 に 入 れ 、 お よ び 発 現 デ ー タ に 関 し て は 強 度 の 変 動
係 数 (CV%)も 考 慮 に 入 れ た 別 々 の プ ロ フ ァ イ ル を 、 発 現 デ ー タ お よ び 存 在 /非 存 在 (P/A)デ
ー タ に つ い て 作 成 す る 。 さ ら に 、 P/Aデ ー タ に 関 し て は 、 ピ ー ク m/z=5000の 発 生 率 が 、 ATL
(50%)、 HAM(10%)、 正 常 (5%)で の ピ ー ク m/z=2000と 比 較 し て ATLに よ り よ り 比 重 を 置 い た AT
L(100%)、 HAM(2%)、 正 常 (0%)と な る よ う に 、 ク ラ ス タ ー の 変 動 性 の 程 度 を 算 出 す る 関 数 を
作 成 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
結 果
群 1
　 本 明 細 書 に 記 載 す る タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 ATLお よ び HAMに 特 異 的 な 特 徴 的 発
現 「 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 」 を 表 し た 。 本 実 施 例 で は 、 NIH由 来 の 血 清 試 料 の 一 群 を 用 い た
。 こ の 群 を 、 ATL（ n=15） 、 HAM（ n=30） 、 正 常 （ n=30） に 予 め 分 類 し た 。 臨 床 的 重 症 度 に
関 し て 初 期 段 階 で の 選 択 は 行 っ て お ら ず 、 対 照 は HTLV-Tに 感 染 し て い な い と 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 信 頼 で き る 疾 患 診 断 お よ び 初 期 検 出 に 関 す る 臨 床 ア プ ロ ー チ の 重 要 な 局 面 は 再 現 性 で あ
る 。 SELDI過 程 に お い て 、 再 現 性 に 必 須 の い く つ か の 段 階 を 開 発 し た 。 装 置 の 実 行 の 初 期
化 お よ び モ ニ タ リ ン グ を 可 能 に す る 標 準 的 な 較 正 段 階 の 域 を 超 え た 最 適 実 行 パ ラ メ ー タ を
確 立 し た 。 こ れ は 、 プ ー ル し た 血 清 標 準 物 質 中 に 常 に 存 在 す る 3つ の ピ ー ク （ m/z 5914± 1
2、 7764± 16、 9284± 19） が 正 確 な 所 定 の 基 準 で 示 さ れ る よ う に 、 レ ー ザ ー 強 度 、 検 出 器
電 位 、 お よ び 検 出 器 電 流 を 調 整 す る こ と に よ っ て 達 成 し た 。 具 体 的 に は 、 3つ の ピ ー ク の
全 て の 分 解 値 が 400を 超 え る こ と が 必 要 で あ り 、 シ グ ナ ル と ノ イ ズ の 比 率 が m/z 5914で は
≧ 40で あ り 、 m/z 7764お よ び 9284で は ≧ 80で あ る 。 こ れ ら の 基 準 を 用 い て 、 2つ の そ の よ
う な 装 置 を 同 期 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 2つ め の 検 討 事 項 は 、 盲 目 的 お よ び 無 作 為 に （ 不 偏 的 に ） 試 料 の 解 析 を 行 う こ と で あ る
。 こ れ を 達 成 す る た め に グ リ ッ ド を 引 く ； 血 清 タ ン パ ク 質 の 親 和 性 捕 獲 に 用 い る PtoteinC
hip(登 録 商 標 )は そ れ ぞ れ 8ス ポ ッ ト を 有 し 、 96ウ ェ ル 型 式 で 単 位 当 た り 12チ ッ プ で 処 理 さ
れ る 。 3つ 組 ま た は 臨 床 状 態 と グ リ ッ ド の 位 置 の 偏 り を 防 ぐ た め 、 グ リ ッ ド 内 に 試 料 を 指
定 す る 自 家 プ ロ グ ラ ム を 作 成 し た 。 す べ て の 試 料 の 処 理 お よ び 配 列 し た チ ッ プ の 解 読 は 、
48時 間 で 行 わ れ る 。 処 理 段 階 に 盲 目 的 な 個 人 に よ っ て 試 料 が グ リ ッ ド 位 置 に 指 定 さ れ 、 分
類 段 階 に お い て コ ー ド が 明 か さ れ た 。 各 試 料 は 3つ 組 で 処 理 し 、 値 を 平 均 し て か ら 解 析 し
た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ス ペ ク ト ル デ ー タ の 再 現 性 は 、 図 1Aお よ び 1Bを 参 照 す る こ と に よ っ て 認 め ら れ る 。 図 1A
は 、 記 載 し た 3つ の 異 な る 装 置 で 処 理 し た 同 じ 血 清 試 料 の SELDIプ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。 図 1B
は 、 各 ク ラ ス に よ る 3つ の 別 々 の 代 表 的 な 個 人 の ス ペ ク ト ル を 示 す 。 同 一 試 料 の ス ペ ク ト
ル 間 の ば ら つ き は 質 量 指 定 に 対 し て 0.2パ ー セ ン ト 未 満 で あ り 、 発 現 振 幅 は 15～ 20%CVを 示
し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

　 試 料 ご と お よ び ク ラ ス ご と に 異 な る 個 々 の ピ ー ク を 同 定 す る 課 題 は 、 任 意 の ハ イ ス ル ー
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SELDI-TOF-MC/分 類 ア ル ゴ リ ズ ム

ス ペ ク ト ル デ ー タ の 再 現 性

異 な る タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の ピ ー ク 発 掘



プ ッ ト 質 量 分 析 法 に 基 づ く プ ロ テ オ ミ ク ス ア プ ロ ー チ の 主 要 部 分 で あ る 。 優 先 順 位 づ け お
よ び 順 位 づ け は 、 ク ラ ス に お け る 存 在 ま た は 非 存 在 お よ び 相 対 的 発 現 レ ベ ル に 基 づ い て 達
成 さ れ る 。 バ イ オ マ ー カ ー ・ ウ ィ ザ ー ド ・ ユ ー テ ィ リ テ ィ （ Ciphergen Biosystems） を 用
い て 、 分 類 解 析 の た め の デ ー タ を 調 製 し た 。 す べ て の デ ー タ セ ッ ト を 較 正 お よ び 標 準 化 し
た 後 、 各 群 の 少 な く と も 10%に 存 在 す る 一 貫 し た ピ ー ク セ ッ ト ま た は ク ラ ス タ ー を 、 0.2%
の 質 量 枠 に 基 づ き 作 成 す る 。 各 ピ ー ク セ ッ ト に 対 し て 強 度 値 が 報 告 さ れ 、 群 間 の 相 違 を 同
定 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 上 記 し た よ う に 、 ピ ー ク は 、 ATL、 HAM、 ま た は 正 常 に
お い て 多 く ま た は 少 な く 発 現 さ れ る こ と に 基 づ き 同 定 さ れ る 。 さ ら に 、 ATL、 HAM、 ま た は
対 照 ク ラ ス に 特 異 的 に 存 在 す る と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 選 択 過 程 を 用 い て 、 ATLお よ び HAMに 関 し て 多 く の 潜 在 的 分 類 子 ピ ー ク を 見 出 し た （
全 部 で 63ピ ー ク ） 。 い く つ か の 種 類 の 異 な る ピ ー ク 事 象 を ス コ ア リ ン グ し た ： 1) ピ ー ク
が 特 定 の ク ラ ス に お い て 高 発 現 ま た は 低 発 現 さ れ た ； 2)正 常 か ら HAMそ し て ATLへ と 、 ピ ー
ク が 次 第 に 現 れ た 、 ま た は そ の 逆 で あ っ た ； 3) 特 定 の ク ラ ス に お い て の み ピ ー ク が 存 在
し た 、 ま た は 欠 損 し て い た 。 こ れ ら の バ イ オ マ ー カ ー の 例 を 図 2お よ び 3に 示 し 、 本 明 細 書
で 考 察 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 分 類 ツ リ ー と 回 帰 ツ リ ー 法 (CART)に よ る 解 析 を 用 い て 、 診 断 バ イ オ マ ー カ ー と し て の 個
々 の ピ ー ク の 有 用 性 の 検 証 に 取 り 組 ん だ 。 CART解 析 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 例 え ば Br
eiman, L、 Friedman, J.、 Olshen, R.、 お よ び Stone, C.J. (1984) Classification and 
Regression Trees, Chapman and Hall, Mew Yorkに 記 載 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に 記 載 し た
よ う に 決 定 し た ピ ー ク 値 （ 全 部 で 63ピ ー ク ） を 入 力 し 、 各 ク ラ ス に 対 し て フ ィ ッ ト 値 の 割
当 を 求 め た 。 結 果 を 表 1に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 （ 表 １ ） CARTで 決 定 し た SELDIプ ロ フ ァ イ リ ン グ の 分 類 比 率
ク ラ ス は 、 ATL(A)、 HAM(H)、 お よ び 正 常 (N)で あ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 表 1を 参 照 す る と 、 ATLか ら 正 常 を （ 約 19900± 40、 約 11738± 23、 約 5202± 11、 約 4577±
9、 約 4425± 8、 お よ び 約 3965± 8ダ ル ト ン の 分 子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の
示 す 6つ の ピ ー ク を 用 い て 、 ATLの 100%お よ び 正 常 の 100%が 正 確 に 同 定 さ れ た ） ま た は HAM
か ら 正 常 を （ 約 11738± 23、 約 7444± 15、 約 6144± 12、 約 4577± 9、 約 5343± 11、 お よ び 約
9152± 18ダ ル ト ン の 分 子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 示 す 6つ の ピ ー ク を 用 い
て 、 HAMの 90%お よ び 正 常 の 80%が 正 確 に 同 定 さ れ た ） 識 別 す る 能 力 が 非 常 に 高 か っ た 。 3方
向 の 解 析 で は 、 個 々 の ク ラ ス の 同 定 は 教 訓 的 解 析 よ り も 劣 る が 、 依 然 と し て 高 か っ た （ 約
19900± 40、 約 11738± 23、 約 9094± 18、 約 7444± 15、 約 6144± 12、 約 5914± 12、 約 4577±
9、 約 4425± 8、 お よ び 約 3965± 8ダ ル ト ン の 分 子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の
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示 す 9つ の ピ ー ク を 用 い て 、 ATLの 93.3%、 HAMの 80%、 お よ び 正 常 の 70%が 正 確 に 同 定 さ れ た
） 。 CART解 析 か ら 、 最 も 変 動 す る 重 要 性 を 含 む ピ ー ク 値 も 示 さ れ た 。 こ れ ら の 値 は 、 精 製
目 的 で 視 覚 的 に 検 証 し た 後 に 標 的 と さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 図 2、 3、 お よ び 4の ピ ー ク を そ れ ぞ れ CARTア プ ロ ー チ に よ り 使 用 し た 。 興 味 深 い こ と に
、 ウ イ ル ス 添 加 を 分 類 子 と し て 使 用 し た 場 合 、 疾 患 特 異 的 ピ ー ク は ど れ も 有 意 に 関 連 性 が
な か っ た 。 し た が っ て 、 疾 患 特 異 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 宿 主 由 来 に よ る も の で あ り 、 ウ
イ ル ス に 直 接 由 来 す る も の で は な い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

ATL　  100％ が 正 確 に 分 類 さ れ た
HAM　  75％ が 正 確 に 分 類 さ れ た
正 常 　 100％ が 正 確 に 分 類 さ れ た
【 ０ ０ ７ ９ 】
群 2
　 群 1に 対 し て 記 載 し た 実 験 を 、 群 1と 同 様 に 取 得 し て 調 製 し た よ り 大 き な 試 料 数 で 繰 り 返
し た 。 試 験 群 2は 、 48 ATL、 60 HAM、 お よ び 50正 常 対 照 か ら な る 。 ど の ピ ー ク が 潜 在 的 に
有 用 な 分 類 子 で あ る か に つ い て ユ ー ザ ー 定 義 の 基 準 を 決 定 す る 、 群 1に つ い て 上 記 し た バ
イ オ マ ー カ ー ・ ウ イ ザ ー ド ・ ユ ー テ ィ リ テ ィ を 、 群 2に お い て も 使 用 し た 。 こ の 選 択 過 程
に よ り 、 表 2に 見 ら れ る よ う に 、 ATLお よ び HAMに 対 し て 多 く の 潜 在 的 分 類 子 ピ ー ク が 見 出
さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 表 2は 、 群 間 で 差 次 的 に 発 現 さ れ る 、 存 在 す る 、 ま た は 非 存 在 で あ る 、 群 2に お い て 選 択
さ れ た ピ ー ク を 示 す 。 選 択 さ れ た ピ ー ク の そ れ ぞ れ に 対 し て 認 め ら れ た 質 量 （ ダ ル ト ン ）
を 示 す 。 そ れ ぞ れ に 対 し 、 高 発 現 /低 発 現 さ れ る ピ ー ク の 全 体 的 普 及 率 お よ び ク ラ ス 特 異
的 発 現 倍 率 を 示 す 。 群 間 で の 存 在 ま た は 非 存 在 を 示 す ピ ー ク の 分 子 量 （ ダ ル ト ン ） を 、 群
特 異 的 普 及 率 と 共 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 （ 表 ２ ）
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【 ０ ０ ８ ２ 】
　 群 1と 全 く 同 様 に 、 分 類 ツ リ ー と 回 帰 ツ リ ー 法 (CART)に よ る 解 析 を 用 い て 、 診 断 バ イ オ
マ ー カ ー と し て の 個 々 の ピ ー ク の 有 用 性 の 検 証 に 取 り 組 ん だ 。 CARTソ フ ト ウ ェ ア 束 は 、 類
似 の 順 位 づ け 過 程 を 用 い て ク ラ ス 間 を 識 別 す る 能 力 に つ い て ピ ー ク を 評 価 し 、 次 に 各 ク ラ
ス に 対 し て フ ィ ッ ト 値 の 割 当 を 適 用 す る 。 可 能 性 の あ る 多 く の ツ リ ー が 訓 練 お よ び ク ロ ス
確 認 か ら 生 じ 、 こ れ ら を 分 類 の 成 功 に 関 し て 順 位 づ け た 。 最 も 性 能 の 優 れ た 訓 練 ツ リ ー を
盲 検 試 験 セ ッ ト に 供 し 、 最 も 高 い 分 類 比 率 を 有 す る 最 終 的 な ツ リ ー を 選 択 し た 。 ア ル ゴ リ
ズ ム は 同 様 に 、 3つ の 図 式 に よ る 分 離 を 対 象 と し た ； ATL対 正 常 ； ATL対 HAM＋ 正 常 ； お よ び
HAM対 正 常 。 ツ リ ー 決 定 は 、 選 択 し た ピ ー ク の 発 現 に 関 す る 単 純 な 数 的 閾 値 を 用 い て 作 動
す る 。 こ の 過 程 を 説 明 す る た め 、 ATL対 正 常 ツ リ ー に お け る 各 分 配 ピ ー ク に つ い て の 散 布
図 で の 実 際 の 相 対 値 を 図 5Bに 示 す 。 こ の 決 定 ツ リ ー に お い て 、 11.7 kDの ピ ー ク は ATLと 正
常 を 効 率 的 に 識 別 す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ の 群 で の 最 も 優 れ た 分 離 は 8つ の ピ ー ク
を 用 い て 達 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 訓 練 セ ッ ト の 5倍 ク ロ ス 確 認 を 用 い て 、 正 常 か ら ATLを 識 別 す る 能 力 は 、 94%の 感 度 お よ
び 97%の 特 異 性 で 達 成 さ れ た 。 盲 検 試 験 セ ッ ト で は 、 ATLの 90%が 正 確 に 分 類 さ れ (9/10)、
正 常 の 100%が 正 確 に 分 類 さ れ る (10/10)と い う 結 果 で あ っ た 。 非 ATLか ら ATLを 識 別 す る こ
と も 有 用 で あ る が 、 最 も 有 用 な 臨 床 的 分 離 は ATL、 HAM、 お よ び 正 常 間 で の 分 離 で あ る 。 こ
の 分 離 を 達 成 す る た め 、 2つ の 教 訓 的 ツ リ ー 、 ATL対 HAM＋ 正 常 お よ び HAM対 正 常 を 使 用 し た
。 回 帰 ツ リ ー 解 析 の 適 用 に よ り 、 図 6に 示 す ツ リ ー が 得 ら れ た 。
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【 ０ ０ ８ ４ 】
　 図 6Aを 参 照 す る と 、 ATL対 HAM＋ 正 常 の ク ロ ス 確 認 お よ び 訓 練 か ら 、 91%の 感 度 お よ び 75%
の 特 異 性 と い う 結 果 が 得 ら れ た 。 盲 検 試 験 セ ッ ト で は 、 ATLの 正 確 な 分 類 90% (9/10)、 HAM
お よ び 正 常 の 正 確 な 分 類 90%が 達 成 さ れ た 。 同 様 に 、 HAM対 正 常 の ク ロ ス 確 認 お よ び 訓 練 で
は 、 図 6Bに 見 ら れ る よ う に 90%の 感 度 お よ び 75%の 特 異 性 と い う 結 果 が 得 ら れ た 。 こ の 群 で
の 盲 検 試 験 セ ッ ト の 結 果 は 、 さ ら に 図 6Bに 見 ら れ る よ う に 、 HAMの 正 確 な 分 類 90%お よ び 正
常 の 正 確 な 分 類 70%が 達 成 さ れ た 。 図 6Cに 示 す 組 み 合 わ せ ツ リ ー の 決 定 構 造 を 参 照 す る と
、 2つ の ツ リ ー を 組 み 合 わ せ て 一 連 で 実 行 し た 場 合 、 ATLの 正 確 な 分 類 90% (9/10)、 HAMの
正 確 な 分 類 70%(7/10)、 お よ び 正 常 の 正 確 な 分 類 70%(7/10)が 達 成 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 が
単 純 な 分 類 ツ リ ー と 回 帰 ツ リ ー 法 を 用 い て 達 成 さ れ 得 た こ と に 留 意 さ れ た い 。 こ の 設 計 の
単 純 性 か ら 、 ATL群 に 重 要 で あ る タ ン パ ク 質 ピ ー ク プ ロ フ ァ イ ル が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 群 1と 同 様 に 、 ウ イ ル ス 添 加 を 分 類 子 と し て 用 い た 場 合 、 疾 患 特 異 的 ピ ー ク は ど れ も 有
意 に 関 連 性 が な か っ た 。 し た が っ て 、 疾 患 特 異 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 宿 主 由 来 に よ る も
の で あ り 、 ウ イ ル ス に 直 接 由 来 す る も の で は な い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
実 施 例 2
HTLVバ イ オ マ ー カ ー ピ ー ク の 精 製 お よ び 同 定

　 SELDI指 定 ピ ー ク を 同 定 す る た め の 精 製 図 式 を 開 発 し た 。 単 離 お よ び 精 製 の 標 的 と す る
試 料 を 、 所 望 の タ ン パ ク 質 /ペ プ チ ド の 発 現 に つ い て 最 も 大 き な 差 を 有 す る 試 料 を 示 す SEL
DIプ ロ フ ァ イ ル に よ っ て 決 定 す る 。 精 製 /同 定 図 式 を 通 し て 比 較 が 得 ら れ る よ う に 、 精 製
お よ び 解 析 を 対 に 対 し て 適 用 す る 。 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー /質 量 分 析 /質 量 分 析 (LC/MS/M
S)に よ り バ イ オ マ ー カ ー を 単 離 お よ び 精 製 す る 前 に 、 ま ず バ イ オ マ ー カ ー を ド デ シ ル 硫 酸
ナ ト リ ウ ム 12%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ SDS-PAGE） に よ り 単 離 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ゲ ル 内 ト リ プ シ ン 消 化 の た め 、 SDS-PAGEゲ ル ス ラ イ ス を 1～ 2 mmの 立 方 体 に 切 断 し 、 500
μ l超 純 粋 H 2 Oで 3回 洗 浄 し 、 100%ア セ ト ニ ト リ ル 中 で 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ゲ ル を
銀 染 色 し た 場 合 に は 、 製 造 業 者 の 説 明 に 従 っ て SilverQuest(商 標 )脱 染 溶 液 を 使 用 し 、 ま
ず 染 色 を 除 去 し た 。 物 質 を ス ピ ー ド バ ッ ク 内 で 完 全 に 乾 燥 さ せ 、 12.5 ng/μ l改 変 シ ー ク
エ ン シ ン グ 等 級 ト リ プ シ ン 溶 液 （ Promega） 中 で 再 水 和 し 、 氷 浴 中 で 約 45分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 次 に 過 剰 の ト リ プ シ ン 溶 液 を 除 去 し 、 十 分 な 50 mM炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 pH 8.0
で 置 換 し て ゲ ル ス ラ イ ス を 覆 う が 、 典 型 的 に こ れ は 50μ Lで あ っ た 。 消 化 は 37℃ で 一 晩 行
う こ と も 可 能 で あ る 。 25μ Lの 50%ア セ ト ニ ト リ ル 、 5%ギ 酸 で ペ プ チ ド を 2回 抽 出 し 、 ス ピ
ー ド バ ッ ク 内 で 乾 燥 さ せ た 。 ペ プ チ ド を 5%ア セ ト ニ ト リ ル 、 0.5%ギ 酸 、 0.005% ヘ プ タ フ
ル オ ロ 酪 酸 （ 緩 衝 液 A） 中 に 再 懸 濁 し 、 3～ 6μ Lを 70μ M ID、 15 cmマ ジ ッ ク C18逆 相 キ ャ ピ
ラ リ ー カ ラ ム に 供 し た 。 5%～ 80%ア セ ト ニ ト リ ル 勾 配 （ 緩 衝 液 A＋ 95%ア セ ト ニ ト リ ル ） で
ペ プ チ ド を 溶 出 し 、 ThermoFinnigan LCQ DECA XP イ オ ン ト ラ ッ プ タ ン デ ム 質 量 分 析 計 で
陽 イ オ ン モ ー ド で 解 析 し た 。 各 ス キ ャ ン に つ い て 、 最 も 高 い 強 度 の イ オ ン 3つ を ms/ms解 析
に 供 し た 。 NCBIの 非 冗 長 タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス の イ ン デ ッ ク ス 付 き ヒ ト サ ブ セ ッ ト デ ー
タ ベ ー ス を 用 い て 、 Sequest(商 標 )で 配 列 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 上 記 し た よ う に 、 精 製 /同 定 図 式 を 通 し て 比 較 が 得 ら れ る よ う に 、 精 製 お よ び 解 析 を 対
に 対 し て 適 用 す る 。 具 体 的 に は 、 上 記 の よ う に バ イ オ マ ー カ ー を 単 離 し た 後 、 ま ず 対 の 試
料 を 、 SELDIの オ ン チ ッ プ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 過 程 を エ ミ ュ レ ー ト す る オ フ チ ッ プ Cu 2 +

ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム と 反 応 さ せ た 。 ま た こ の 段 階 に よ っ て 、 血 清 グ ロ ブ リ ン が 大 幅 に 減
少 す る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 濃 縮 し た 試 料 を SELDIで 確 認 し 、 次 に 一 次 元 SDS PAGEに 供 し て 銀
染 色 し た （ 図 8） 。 標 的 と す る 大 き さ の 範 囲 内 に あ る 目 に 見 え て 差 次 的 に 発 現 さ れ る バ ン
ド を 対 で 切 り 出 し 、 熱 ス プ レ ー タ ン デ ム 質 量 分 析 に 連 結 し た キ ャ ピ ラ リ ー LCに よ っ て 解 析
し た 。
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【 ０ ０ ８ ９ 】
　 実 施 例 1の 群 1で 考 察 し た 図 4は 、 ATLに 特 異 的 な 19.9 kDピ ー ク の SELDI ス ペ ク ト ル の 一
致 を 示 す 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 溶 出 し た 画 分 を SDS PAGEで 分 離 し 、 SyproRubyで 可 視 化 し た 。
特 異 的 な 20 kDの バ ン ド を ゲ ル か ら 切 り 出 し た 。 試 料 か ら イ ミ ダ ゾ ー ル を 予 め 除 去 す る こ
と に よ っ て 回 収 過 程 を 改 善 し 、 そ の 後 SELDI IMAC3チ ッ プ と 相 互 作 用 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 同 様 の 手 順 を 用 い て 、 11.9 kD断 片 を 精 製 し た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 SELDIア フ ィ ニ テ ィ
ー チ ッ プ 表 面 に つ い て 使 用 し た 条 件 と 同 じ 条 件 下 で 、 ATLと 正 常 血 清 の 対 を バ ッ チ で IMAC 
Cu2+ビ ー ズ と 反 応 さ せ た 。 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 、 還 元 PBS（ pH＝ 5） を 用 い て 単 一 バ ッ チ
で 溶 出 し た 。 pHを 7.0に 調 整 し 、 試 料 を 6%/16%勾 配 ゲ ル に 供 し た 。 ゲ ル を フ ァ ス ト シ ル バ
ー (Fast Silver)で 染 色 し 、 バ ン ド を 発 色 さ せ た 。 推 定 上 の 11.7 kDピ ー ク （ 矢 印 ） を 含 む
染 ま っ た ゲ ル の 領 域 を 図 7に 示 す 。 バ ン ド を 切 り 出 し 、 ゲ ル 内 で 消 化 し 、 LC/MC/MCに 供 し
た 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 こ の 項 で 考 察 し た こ れ ら の ペ プ チ ド 同 一 性 の そ れ ぞ れ を 、 提 唱 さ れ る 質 量 と 一 致 す る 配
列 範 囲 に よ っ て 支 持 し 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る バ ン ド か ら 切 り 出 し た 。 SDS-PAGEゲ ル ス ラ イ
ス を 1～ 2 mmの 立 方 体 に 切 断 し 、 500μ L超 純 粋 H 2 Oで 3回 洗 浄 し 、 100%ア セ ト ニ ト リ ル 中 で 4
5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ゲ ル を 銀 染 色 し た 場 合 に は 、 製 造 業 者 の 説 明 に 従 っ て SilverQ
uest(商 標 )脱 染 溶 液 を 使 用 し 、 ま ず 染 色 を 除 去 し た 。 物 質 を ス ピ ー ド バ ッ ク 内 で 完 全 に 乾
燥 さ せ 、 12.5 ng/μ L改 変 シ ー ク エ ン シ ン グ 等 級 ト リ プ シ ン 溶 液 （ Promega） 中 で 再 水 和 し
、 氷 浴 中 で 約 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 過 剰 の ト リ プ シ ン 溶 液 を 除 去 し 、 十 分 な 50
 mM炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 pH 8.0で 置 換 し て ゲ ル ス ラ イ ス を 覆 う が 、 典 型 的 に こ れ は 50μ Lで
あ っ た 。 消 化 は 37℃ で 一 晩 行 う こ と も 可 能 で あ る 。 25μ Lの 50%ア セ ト ニ ト リ ル 、 5%ギ 酸 で
ペ プ チ ド を 2回 抽 出 し 、 ス ピ ー ド バ ッ ク 内 で 乾 燥 さ せ た 。 ペ プ チ ド を 5%ア セ ト ニ ト リ ル 、 0
.5%ギ 酸 、 0.005% ヘ プ タ フ ル オ ロ 酪 酸 （ 緩 衝 液 A） 中 に 再 懸 濁 し 、 3～ 6μ Lを 70μ M ID、 15
 cmマ ジ ッ ク C18逆 相 キ ャ ピ ラ リ ー カ ラ ム に 供 し た 。 5%～ 80%ア セ ト ニ ト リ ル 勾 配 （ 緩 衝 液 A
＋ 95%ア セ ト ニ ト リ ル ） で ペ プ チ ド を 溶 出 し 、 ThermoFinnigan LCQ DECA XP イ オ ン ト ラ ッ
プ タ ン デ ム 質 量 分 析 計 で 陽 イ オ ン モ ー ド で 解 析 し た 。 各 ス キ ャ ン に つ い て 、 最 も 高 い 強 度
の イ オ ン 3つ を ms/ms解 析 に 供 し た 。 NCBIの 非 冗 長 タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス の イ ン デ ッ ク ス
付 き ヒ ト サ ブ セ ッ ト デ ー タ ベ ー ス を 用 い て 、 Sequest(商 標 )で 配 列 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ の ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 19.9 kDお よ び 11.9 kDの 断 片 （ す な わ ち 、 長 さ ま た は そ の 部
分 ） が 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 2の 連 続 し た 半 分 ず つ を 表 す こ と が 同 定 さ れ た （ 図 9） 。 哺 乳 動 物
ハ プ ト グ ロ ビ ン の 配 列 を 配 列 番 号 :2に 記 載 し 、 こ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 配 列 番 号 :1に 記 載 す る 。 興 味 深 い こ と に 、 プ ロ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 一 意 的 な
共 通 配 列 が ハ プ ト グ ロ ビ ン 2に 存 在 し 、 そ の 切 断 に よ っ て 2つ の 断 片 が 生 じ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 図 9を 参 照 し て 、 哺 乳 動 物 ハ プ ト グ ロ ビ ン の ペ プ チ ド Aお よ び Bは 、 同 定 過 程 の 支 援 と し
て 上 記 し た よ う に 質 量 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ 、 19900± 40中 に 見 出 さ れ る 。 哺 乳 動 物 ハ プ
ト グ ロ ビ ン の ペ プ チ ド Aは （ 配 列 番 号 :11に 記 載 ） 、 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 60位 か ら ア ミ ノ
酸 71位 に お よ ぶ 。 哺 乳 動 物 ハ プ ト グ ロ ビ ン の ペ プ チ ド Bは （ 配 列 番 号 :5に 記 載 ） 、 配 列 番
号 :2の ア ミ ノ 酸 119位 か ら ア ミ ノ 酸 131位 に お よ ぶ 。 哺 乳 動 物 ハ プ ト グ ロ ビ ン の ペ プ チ ド A
の ア ミ ノ 末 端 か ら ペ プ チ ド Bの カ ル ボ キ シ ル 末 端 の 配 列 は 、 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 60位 か
ら ア ミ ノ 酸 131位 に お よ び 、 配 列 番 号 :1に 記 載 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 204位
～ ヌ ク レ オ チ ド 419位 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 さ ら に 図 9を 参 照 し て 、 哺 乳 動 物 ハ プ ト グ ロ ビ ン ペ プ チ ド Cお よ び Dは 、 こ れ も ま た 同 定
過 程 の 支 援 と し て 上 記 の よ う に 質 量 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ た が 、 11948± 24タ ン パ ク 質 バ
イ オ マ ー カ ー 中 に 見 出 さ れ る 。 哺 乳 動 物 ハ プ ト グ ロ ビ ン の ペ プ チ ド Cは （ 配 列 番 号 :6に 記
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載 ） 、 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 253位 か ら ア ミ ノ 酸 263位 に お よ ぶ 。 哺 乳 動 物 ハ プ ト グ ロ ビ ン
の ペ プ チ ド Dは （ 配 列 番 号 :7に 記 載 ） 、 配 列 番 号 :1の ア ミ ノ 酸 333位 か ら ア ミ ノ 酸 342位 に
お よ ぶ 。 哺 乳 動 物 ハ プ ト グ ロ ビ ン の ペ プ チ ド Cの ア ミ ノ 末 端 か ら ペ プ チ ド Dの カ ル ボ キ シ ル
末 端 の 配 列 は 、 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 253位 か ら ア ミ ノ 酸 342位 に お よ び 、 配 列 番 号 :1に 記
載 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 783位 ～ ヌ ク レ オ チ ド 1052位 に よ っ て コ ー ド さ れ
る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 11.7 kDピ ー ク は 上 記 の 手 順 に よ っ て 、 図 9の 図 に 見 ら れ る よ う に α 1ア ン チ ト リ プ シ ン
イ ン ヒ ビ タ ー の 断 片 と し て 同 定 さ れ た 。 哺 乳 動 物 α 1ア ン チ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 :4に 記 載 し 、 こ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 配 列
番 号 :3に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 さ ら に 図 9を 参 照 し て 、 ペ プ チ ド A、 B、 お よ び Cは 、 同 定 過 程 の 支 援 と し て 上 記 の よ う に
質 量 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ た が 、 11.7 kD断 片 中 に 見 出 さ れ る 。 ペ プ チ ド Aは （ 配 列 番 号 :8
に 記 載 ） 、 ア ミ ノ 酸 226位 か ら ア ミ ノ 酸 241位 に お よ ぶ 。 ペ プ チ ド Bは （ 配 列 番 号 :9に 記 載
） 、 ア ミ ノ 酸 299位 か ら ア ミ ノ 酸 305位 に お よ ぶ 。 ペ プ チ ド Cは （ 配 列 番 号 :10に 記 載 ） 、 ア
ミ ノ 酸 315位 か ら ア ミ ノ 酸 324位 に お よ ぶ 。 し た が っ て 、 ペ プ チ ド Aの ア ミ ノ 末 端 か ら ペ プ
チ ド Cの カ ル ボ キ シ ル 末 端 の 配 列 は 、 配 列 番 号 :4の ア ミ ノ 酸 226位 か ら ア ミ ノ 酸 324位 に お
よ び 、 配 列 番 号 :3に 記 載 し た 哺 乳 動 物 α 1ア ン チ ト リ プ シ ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ
オ チ ド 680位 ～ ヌ ク レ オ チ ド 976位 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 を 図 お よ び 上 記 の 記 載 に お い て 詳 細 に 説 明 し 記 載 し た が 、 こ れ は 特 徴 を 説 明 す る
も の で あ っ て 制 限 す る も の で な い と 考 え る べ き で あ り 、 好 ま し い 態 様 の み を 示 し 説 明 し た
の で あ っ て 、 本 発 明 の 趣 旨 の 範 囲 内 に 入 る 全 て の 変 更 お よ び 修 正 の 保 護 を 要 求 す る こ と を
理 解 す べ き で あ る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 引 用 し た す べ て の 参 考 文 献 は 当 技 術 分 野 に お け る
技 術 の レ ベ ル を 示 し 、 そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
【 図 １ Ａ 】 実 施 例 1で 考 察 し た 、 3つ の 異 な る 機 器 で 処 理 し た タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル の 高
い 再 現 性 を 示 す 。 す べ て の 品 質 管 理 実 験 に 用 い た プ ー ル し た 血 清 (QC)の 一 定 分 割 量 を 、 3
つ の 別 個 の 機 器 で SELDI質 量 分 析 に よ り 処 理 し た 。 そ れ ぞ れ 、 サ イ フ ァ ー ジ ェ ン タ ン パ ク
質 バ イ オ マ ー カ ー シ ス テ ム ・ バ ー ジ ョ ン IIで あ る 。
【 図 １ Ｂ 】 実 施 例 1に 詳 述 し た 、 SELDIに 由 来 す る タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル の 高 い 再 現 性 を
示 す 。 各 ク ラ ス に 対 し て 3つ の 個 々 の 例 を 示 し 、 結 果 は 全 イ オ ン 電 流 に 対 し て 標 準 化 し た
。 縦 軸 の 目 盛 り の ふ れ は 検 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の 相 対 量 を 表 す 。 横 軸 は 質 量 を 指 定 す る 。
ATL、 成 人 T細 胞 白 血 病 ； HAM、 HTLV-I関 連 脊 髄 症 、 正 常 、 正 常 対 照 。
【 図 ２ 】 実 施 例 1お よ び 2に 記 載 し た 、 ク ラ ス 特 異 的 ピ ー ク の SELDIス ペ ク ト ル を 示 す 。 ATL
に 一 意 的 な ピ ー ク （ 4577、 矢 印 ） お よ び ATLに 存 在 し な い ピ ー ク （ 3965、 矢 印 ） を 示 す 。
ク ラ ス は 、 ATL(A)、 HAM(H)、 お よ び 正 常 (N)で あ る 。
【 図 ３ 】 実 施 例 1お よ び 2に 記 載 し た 、 ゲ ル 図 と し て の SELDIデ ー タ を 示 す 。 ATLに 存 在 し な
い ピ ー ク （ 5345） 、 お よ び 全 て の ク ラ ス に お い て 異 な っ た レ ベ ル で 発 現 さ れ る ピ ー ク （ 11
,738） を 示 す 。
【 図 ４ 】 実 施 例 1お よ び 2に 記 載 し た 、 ATL特 異 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 異 な っ た SELDIス ペ ク
ト ル を 示 す 。 ATL、 成 人 T細 胞 白 血 病 ； HAM、 HTLV-I関 連 脊 髄 症 、 正 常 、 正 常 対 照 。
【 図 ５ Ａ 】 正 常 対 照 か ら ATLを 識 別 す る た め の 決 定 ツ リ ー グ ラ フ を 示 す 。 初 期 の 一 次 の 分
割 （ 11.7 kD） を 円 で 示 す 。 そ れ に 続 く 各 分 割 を 四 角 で 示 す 。 終 端 ノ ー ド を 経 路 末 端 の 四
角 と し て 示 す 。 5倍 ク ロ ス 確 認 で の 訓 練 に よ り 、 94%の 感 度 お よ び 97%の 特 異 性 と い う 結 果
が 得 ら れ た 。
【 図 ５ Ｂ 】 図 5Aの 一 次 お よ び 二 次 ツ リ ー 決 定 ノ ー ド に つ い て の 散 布 図 を 示 す 。 散 布 図 は 、
訓 練 セ ッ ト の 各 決 定 事 象 に つ い て の 発 現 値 の 相 対 的 変 動 を 示 す 。 決 定 分 離 を 横 線 で 示 す ；
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試 料 を 、 示 し た 値 に 基 づ き 選 択 さ れ る 二 次 ノ ー ド に 照 会 さ せ る 。
【 図 ６ Ａ 】 実 施 例 2に 詳 述 し た 、 ATLを HAMお よ び 正 常 か ら 識 別 す る た め の 決 定 ツ リ ー を 示
す 。 一 次 決 定 分 割 を 円 で 示 す （ ノ ー ド 1） 。 二 次 分 割 を 四 角 で 示 し （ ノ ー ド 2） 、 終 端 決 定
ビ ン を 分 岐 末 端 の 四 角 と し て 示 す （ 終 端 ノ ー ド 1、 2、 お よ び 3） 。
【 図 ６ Ｂ 】 実 施 例 2に 詳 述 し た 、 HAMを 正 常 か ら 識 別 す る た め の 決 定 ツ リ ー を 示 す 。 一 次 決
定 分 割 を 円 で 示 す （ ノ ー ド 1） 。 二 次 決 定 分 割 を 四 角 で 示 し （ ノ ー ド 2お よ び 3） 、 終 端 決
定 ビ ン を 末 端 の 四 角 と し て 示 す （ 終 末 ノ ー ド 1、 2、 お よ び 3） 。
【 図 ６ Ｃ 】 実 施 例 2に 詳 述 し た 、 図 6Aと 6Bの ツ リ ー を 組 み 合 わ せ て 得 ら れ た 決 定 ツ リ ー を
示 す 。 ATLを HAM＋ 正 常 か ら 分 離 す る た め に 開 発 し た ツ リ ー と 、 HAMを 正 常 か ら 分 離 す る た
め に 開 発 し た ツ リ ー を 直 列 で 使 用 し 、 分 離 試 験 デ ー タ セ ッ ト を 分 類 し た 。 一 次 決 定 ノ ー ド
に 示 す よ う に （ 第 1分 割 ） 、 全 試 験 セ ッ ト （ 10 ATL、 10 HAM、 お よ び 10正 常 ） を ツ リ ー に
挿 入 し た 。 矢 印 は 、 決 定 後 の 試 料 の 経 路 を 示 す 。 終 端 ビ ン を 終 端 ノ ー ド に 示 し 、 試 料 を 示
す 。 終 端 ビ ン に お い て 誤 分 類 さ れ た 試 料 を 星 印 ( * )で 示 す 。 続 く 順 序 は 、 第 1分 割 、 第 2分
割 、 第 3分 割 、 第 4分 割 、 お よ び 第 5分 割 で あ る 。
【 図 ７ 】 11.7 kDピ ー ク （ 矢 印 ） の 周 囲 の 領 域 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル お よ び リ テ ン テ ー ト マ
ッ プ を 示 す 。 上 の パ ネ ル は TOF発 現 プ ロ フ ァ イ ル で あ り 、 下 の パ ネ ル は 同 じ デ ー タ を 示 す
リ テ ン テ ー ト マ ッ プ で あ る 。 表 示 の よ う に 、 各 患 者 の 種 類 の 対 を 示 す ； 成 人 T細 胞 白 血 病
（ ATL-1、 ATL-2） 、 HTLV-I関 連 脊 髄 症 （ HAM-1、 HAM-2） 、 お よ び 正 常 （ Nor-1、 Nor-2） 。
【 図 ８ 】 12 kDタ ン パ ク 質 バ ン ド を 示 す SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 示 す 。 全 て 実 施 例 2
に 記 載 し た よ う に 、 ATL(A)お よ び 正 常 (N)血 清 対 を IMAC Cu 2 + カ ラ ム と 反 応 さ せ て 結 合 し た
タ ン パ ク 質 を 溶 出 し 、 SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に 供 し 、 フ ァ ス ト シ ル バ ー で 染 色 し た
。
【 図 ９ 】 実 施 例 2に 詳 述 し た 、 質 量 分 析 /質 量 分 析 (MS/MS)に よ り 同 定 し た ペ プ チ ド 同 一 性
を 示 す 。 ヒ ト α 1ア ン チ ト リ プ シ ン の 11.7 kD領 域 内 に 見 出 さ れ た 3つ の ペ プ チ ド （ A、 B、
お よ び C） の 位 置 を 、 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド の 配 列 と 共 に 示 す 。 Aペ プ チ ド は 2回 認 め ら れ た
。 ヒ ト ハ プ ト グ ロ ビ ン 2の 19.9 kD断 片 内 の ペ プ チ ド Aお よ び Bの 位 置 、 な ら び に 同 タ ン パ ク
質 の 11.9 kD断 片 内 の ペ プ チ ド Cお よ び Dの 位 置 を さ ら に 示 す 。 Bペ プ チ ド は 7回 認 め ら れ た
。 ヒ ト ハ プ ト グ ロ ビ ン 2内 に 同 定 さ れ た 領 域 の そ れ ぞ れ は 、 2つ の 別 の ペ プ チ ド で 達 成 さ れ
た 。 同 定 さ れ た 各 ペ プ チ ド に 対 し て 、 相 互 相 関 (Xcorr)、 差 分 相 関 (dCn)、 お よ び イ オ ン 普
及 (Ions)を 示 す 。
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【 図 １ 】
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【 図 ３ 】
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