
(57)【要約】

本発明は分子生物学、コンビナトリアル化学、および生

化学の分野に関する。特に、本発明は複合混合物から採

取された分析物の間の分散を劇的に縮小させるための方

法およびキットを記載する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ a） 第 一 の 範 囲 の 濃 度 で 第 一 の 試 料 に 存 在 す る 複 数 の 異 な る 分 析 物 化 学 種 を 含 む 第 一
の 試 料 を 提 供 す る 工 程 ；
　 （ b） 第 一 の 試 料 を 、 少 な く と も 100の 異 な る 結 合 部 分 を 含 む 一 定 量 の ラ イ ブ ラ リ ー と 接
触 さ せ る 工 程 ；
　 （ c） 異 な る 結 合 部 分 を 持 つ 第 一 の 試 料 か ら 一 定 量 の 異 な る 分 析 物 化 学 種 を 捕 獲 し 、 か
つ 未 結 合 分 析 物 化 学 種 を 除 去 す る 工 程 ； な ら び に 、
　 （ d） 結 合 部 分 か ら 捕 獲 さ れ た 分 析 物 化 学 種 を 単 離 し て 、 第 二 の 範 囲 の 濃 度 で 第 二 の 試
料 に 存 在 す る 複 数 の 異 な る 分 析 物 化 学 種 を 含 む 第 二 の 試 料 を 生 じ さ せ る 工 程 ；
を 含 み 、 第 二 の 範 囲 の 濃 度 が 第 一 の 範 囲 の 濃 度 未 満 で あ る よ う に 、 一 定 量 の 異 な る 分 析 物
化 学 種 を 捕 獲 す る よ う に 一 定 量 の ラ イ ブ ラ リ ー を 選 択 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 第 一 の 試 料 が 少 な く と も 100、 少 な く と も 1,000、 少 な く と も 10,000、 少 な く と も 100,00
0、 少 な く と も 1,000,000、 ま た は 少 な く と も 10,000,000の 異 な る 分 析 物 化 学 種 を 含 む 、 請
求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー が 少 な く と も 1,000、 少 な く と も 10,000、 少 な く と も 100,000、 少 な く と も
1,000,000、 ま た は 少 な く と も 10,000,000の 異 な る 結 合 部 分 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 結 合 部 分 が 生 体 有 機 ポ リ マ ー を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 結 合 部 分 が 固 体 支 持 体 ま た は そ の 複 数 の 支 持 体 に 結 合 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー が 非 選 択 的 ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 異 な る 結 合 部 分 が 、 完 全 な ま た は 不 完 全 な コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー に 含 ま れ る 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 第 二 の 試 料 が 、 第 一 の 試 料 と 実 質 的 に 同 一 で あ る 分 析 物 化 学 種 の 多 様 性 を 有 す る 、 請 求
項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 試 料 が 羊 水 、 血 液 、 脳 脊 髄 液 、 関 節 内 液 、 眼 内 液 、 リ ン パ 液 、 乳 汁 、 蒸 散 血 漿 、 唾 液 ・
精 液 、 精 漿 、 血 清 、 痰 、 滑 液 、 涙 、 臍 帯 液 、 尿 、 生 検 ホ モ ジ ネ ー ト 、 細 胞 培 養 液 、 細 胞 抽
出 物 、 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト 、 条 件 培 地 、 発 酵 ブ ロ ス 、 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト お よ び こ れ ら の 誘 導
体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 二 の 試 料 中 の 分 析 物 化 学 種 を 検 出 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 未 結 合 分 析 物 の 除 去 が 、 捕 獲 さ れ た 分 析 物 を 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 す る こ と を 含 む 、 請 求 項
1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 分 析 物 が ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 複 合 炭 水 化 物 、 複 合 脂 質 、 合 成 無 機 化 合 物 お よ び 合 成 有
機 化 合 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 物 理 的 ま た は 化 学 的 特 性 に 基 づ い て 第 二 の 試 料 中 の 分 析 物 を 分 画 す る こ と を さ ら に 含 む
、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 単 離 さ れ た 分 析 物 の 少 な く と も 1つ を 同 定 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 生 体 特 異 的 結 合 部 分 を 第 二 の 試 料 と 接 触 さ せ 、 か つ 生 体 特 異 的 結 合 部 分 が 第 二 の 試 料 か
ら の 捕 獲 さ れ た 分 析 物 化 学 種 を 有 す る か 否 か を 判 断 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 生 体 有 機 ポ リ マ ー が ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び オ リ ゴ 糖 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 結 合 部 分 が 抗 体 お よ び ア プ タ マ ー か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 固 体 支 持 体 ま た は そ の 複 数 の 支 持 体 が ビ ー ズ ま た は 粒 子 の 集 団 で あ る 、 請 求 項 5記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 固 体 支 持 体 ま た は そ の 複 数 の 支 持 体 が 繊 維 、 モ ノ リ ス 、 膜 お よ び プ ラ ス チ ッ ク ス ト リ ッ
プ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 非 選 択 的 ラ イ ブ ラ リ ー が 生 殖 系 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー 、 組 換 え 結 合 タ ン パ ク 質 の フ ァ ー ジ デ
ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー 、 膜 の 結 合 特 異 性 が 予 め 選 択 さ れ な い 色 素 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 非
コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー お よ び そ の 部 分 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー が ヘ キ サ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 、 請 求 項 7記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 分 析 物 が 、 比 色 分 析 、 分 光 分 析 、 磁 気 共 鳴 解 析 、 エ リ プ ソ メ ト リ ー 解 析 、 質 量 分 析 、 電
気 泳 動 解 析 分 解 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 、 酵 素 に よ る 解 析 お よ び 配 列 解 析 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 方 法 を 用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 分 画 が 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 、 毛 細 管 電 気 泳 動 、 濾 過 お よ び 沈 殿 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 技 術 を 用 い て 分 析 物 を 分 離 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 各 ビ ー ズ ま た は 粒 子 が 実 質 的 に 異 な る 結 合 部 分 に 付 着 さ れ た 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 複 数 の 異 な る 結 合 部 分 が 同 一 の ビ ー ズ ま た は 粒 子 に 付 着 さ れ た 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ビ ー ズ ま た は 粒 子 が 1μ m未 満 の 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ビ ー ズ ま た は 粒 子 が 、 破 砕 、 粉 砕 お よ び 音 波 処 理 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 を 用 い
て 形 成 さ れ た 摩 砕 微 粒 子 ビ ー ズ で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 微 粒 子 ビ ー ズ が 天 然 ま た は 合 成 ポ リ マ ー か ら 形 成 さ れ た ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス で あ る 、
請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 粒 子 が 第 二 の 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ て 、 ア レ イ ま た は デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク を 形 成 す る 、
請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 （ i） 少 な く と も 100の 異 な る 結 合 部 分 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 容 器 ； お よ び
　 （ ii） ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 請 求 項 1の 方 法 を 実 行 す る た め の 説 明 書 ；
を 含 む 、 試 料 中 の 複 数 の 分 析 物 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 結 合 部 分 が 固 体 支 持 体 ま た は そ の 複 数 の 支 持 体 に 結 合 さ れ る 、 請 求 項 30記 載 の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー が ヘ キ サ ペ プ チ ド コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー ま た は そ の 一 部 を 含 み 、
ヘ キ サ ペ プ チ ド が 粒 子 に 付 着 す る 、 請 求 項 30記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 結 合 部 分 を 持 つ 分 析 物 を 捕 獲 す る た め の 結 合 緩 衝 液 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 30記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 結 合 部 分 か ら 捕 獲 さ れ た 分 析 物 を 溶 出 す る た め の 溶 出 緩 衝 液 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 30記
載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 少 な く と も 100の 異 な る 結 合 部 分 を 含 み 、 複 数 の 異 な る 結 合 部 分 が 同 一 の 固 体 支 持 体 ま
た は そ の 複 数 の 支 持 体 に 付 着 す る 、 ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 結 合 部 分 が コ ン ビ ナ ト リ ア ル ヘ キ サ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー ま た は そ の 一 部 を 含 む 、 請 求
項 35記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 （ a） 第 一 の 表 現 型 を 有 す る 生 物 の 第 一 の 組 か ら の 生 体 試 料 の 第 一 の 組 を 提 供 す る 工 程
；
　 （ b） 第 二 の 表 現 型 を 有 す る 生 物 の 第 二 の 組 か ら の 生 体 試 料 の 第 二 の 組 を 提 供 す る 工 程
；
　 （ c） 生 体 試 料 の 各 々 に つ い て 請 求 項 1の 方 法 を 実 行 し 、 そ れ に よ り 、 生 体 試 料 の 第 三 お
よ び 第 四 の 組 を 各 々 作 製 す る 工 程 ；
　 （ d） 生 体 試 料 の 第 三 お よ び 第 四 の 組 の 各 々 に お い て 分 析 物 化 学 種 を 検 出 す る 工 程 ；
　 （ e） 生 体 試 料 の 第 三 お よ び 第 四 の 組 に 差 示 的 に 存 在 す る 少 な く と も 1つ の 分 析 物 化 学 種
を 同 定 し 、 そ れ に よ り 、 少 な く と も 1つ の 分 析 物 化 学 種 が 第 二 の 表 現 型 か ら 第 一 の 表 現 型
を 区 別 す る た め の 生 物 マ ー カ ー で あ る 工 程 ；
を 含 む 、 診 断 生 物 マ ー カ ー を 同 定 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 工 程 （ e） が 、 生 物 マ ー カ ー プ ロ フ ァ イ ル 単 独 に お け る 生 物 マ ー カ ー の い ず れ か 1つ よ り
も 良 好 な 予 測 能 を 提 供 す る 生 物 マ ー カ ー プ ロ フ ァ イ ル を 同 定 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 37記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 （ a） 一 定 量 の 第 一 の 分 散 を 有 す る 第 一 の 複 数 の 異 な る 分 析 物 を 含 む 第 一 の 試 料 を 提 供
す る 工 程 ；
　 （ b） 複 数 の 異 な る 結 合 部 分 と 第 一 の 試 料 を 接 触 さ せ 、 各 結 合 部 分 が 所 定 の 量 で 存 在 す
る 工 程 ；
　 （ c） 異 な る 結 合 部 分 を 持 つ 第 一 の 試 料 か ら 第 一 の 異 な る 分 析 物 の 一 部 を 捕 獲 し 、 か つ
未 捕 獲 分 析 物 を 除 去 す る 工 程 ； お よ び
　 （ d） 結 合 部 分 か ら 捕 獲 さ れ た 分 析 物 を 単 離 し て 、 一 定 量 の 第 二 の 分 散 を 有 す る 第 二 の
複 数 の 異 な る 分 析 物 を 含 む 第 二 の 試 料 を 生 じ さ せ る 工 程 ；
を 含 み 、
　 複 数 の 異 な る 結 合 部 分 の 各 々 の 所 定 量 を 選 択 し て 、 所 定 量 の 異 な る 分 析 物 を 捕 獲 し 、 そ
れ に よ り 、 所 定 量 の 第 二 の 分 散 が 所 定 量 の 第 一 の 分 散 未 満 で あ る 、 試 料 中 の 分 析 物 の 相 対
的 量 を 低 下 さ せ る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 、 タ ン パ ク 質 化 学 お よ び 生 化 学 の 分 野 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
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関 連 出 願 の 相 互 参 照
　 本 願 は 、 そ の 開 示 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に そ の 全 体 を 組 み 入 れ ら れ る 、 2004年 4月 2日 に
出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/559,108号 、 2004年 6月 23日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願
第 60,582,650号 、 2004年 7月 12日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/587,585号 、 2005年 1月
12日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/643,483号 、 お よ び 2004年 3月 23日 に 出 願 さ れ た 欧
州 特 許 出 願 第 04290775.8号 の 恩 典 を 主 張 す る 一 部 継 続 出 願 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 プ ロ テ オ ミ ク ス は 、 生 物 の 全 プ ロ テ オ ー ム の 同 一 プ ロ フ ァ イ ル を 作 製 し 、 こ の 情 報 の 分
析 を 通 じ て 、 潜 在 的 診 断 お よ び 治 療 体 を 同 定 す る こ と を 求 め る も の で あ る 。 タ ン パ ク 質 混
合 物 を 分 解 す る た め の 現 在 の 技 術 は 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び 多 次 元 液 体 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を 含 む 。 こ れ ら の 技 術 の 双 方 は 質 量 分 析 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー
チ の 例 は 酵 母 に お け る 1,484の タ ン パ ク 質 の 分 解 能 お よ び 同 定 で あ る （ Washburn et al., 
Nat.Biotechnol.19（ 3） ： 242-2471（ 2001） ） 。 タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 同 定 す る 方 法 の も
う 1つ の 例 は 、 Saccharomyces cerevisiaeに お け る 4000を 超 え る タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相
互 作 用 を 同 定 し た 、 Uetz et al.（ Uetz et al., Nature 403（ 6770） ： 623-627（ 2000）
） お よ び Ito et al.（ Ito et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA 98（ 8） ： 4569-4574（ 2001
） ） に よ っ て 開 発 さ れ た 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 の 修 飾 さ れ た バ ー
ジ ョ ン で あ る 。 タ ン パ ク 質 の 分 離 お よ び 同 定 の た め の 定 量 的 な 方 法 は 、 Aebersoldお よ び
同 僚 （ Smolka et al., Anal.Biochem.297（ 1） ： 25-312（ 2001） ） に よ っ て 開 発 さ れ た 同
位 体 暗 号 化 ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ （ ICAT） で あ る 。 ICATは 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル を 定
量 す る た め の 同 位 体 的 に 正 常 ま た は 重 試 薬 で タ ン パ ク 質 を 部 位 特 異 的 に 共 有 結 合 標 識 す る
こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 複 合 タ ン パ ク 質 混 合 物 は 組 合 せ に よ り 作 製 さ れ た リ ガ ン ド の ラ イ ブ ラ リ ー で 分 離 す る こ
と も で き る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー へ の 実 体 （ entity） 分 子 の 曝 露 に 続 き 、 前 記
実 体 は ラ イ ブ ラ リ ー 中 の リ ガ ン ド に 結 合 す る こ と が で き る 。 結 合 実 体 の 検 出 は 、 精 製 さ れ
た 放 射 性 標 識 初 期 実 体 を 用 い る 場 合 に 達 成 す る こ と が で き る （ Mondorf et al., J.Peptid
e Research 52： 526-536（ 1998） ） 。 他 の 方 法 は 実 体 に 対 す る 抗 体 に よ る 検 出 を 含 む （ Bu
ettner et al., International Journal of Peptide ＆  Protein Research 47： 70-83（ 1
996） ； Furka et al., International Journal Peptide Protein Research 37（ 6） ： 487
-493（ 1991） ； お よ び Lam et al., （ 1991） 前 記 ） 。 複 数 実 体 に 対 す る リ ガ ン ド は 、 減 算
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と 組 み 合 わ せ て 、 接 着 剤 に 固 定 化 さ れ た ビ ー ズ を 用 い て 検 出 す る こ と
が で き る 。 こ れ は QuASAR方 法 と い わ れ （ 国 際 （ PCT） 特 許 出 願 WO 01/40265） 、 ウ イ ル ス お
よ び プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に 結 合 し た リ ガ ン ド を 検 出 す る の に 用 い ら れ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 FIoNAア ッ セ イ 技 術 （ Hammond et al、 国 際 （ PCT） 特 許 出 願 WO 04/007757） お よ び 他 の
コ ン ビ ナ ト リ ア ル 技 術 は リ ガ ン ド ： 実 体 相 互 作 用 を 同 定 す る こ と が で き る 。 FIoNAア ッ セ
イ 技 術 は 、 単 に 、 ラ イ ブ ラ リ ー 内 の リ ガ ン ド に 結 合 す る そ の 能 力 に 基 づ く の で は な く 、 化
学 的 、 物 理 学 的 、 生 物 学 的 お よ び /ま た は 生 化 学 的 機 能 に 基 づ い て 混 合 物 か ら タ ン パ ク 質
を 同 定 す る 。 し た が っ て 、 FIoNAの 目 標 は 、 所 望 の 特 性 を 結 合 す る リ ガ ン ド 支 持 体 を 同 定
し 、 次 い で 、 適 当 な ビ ー ズ 上 の リ ガ ン ド を 解 読 し 、 次 い で 、 ビ ー ズ を 適 当 な 量 で 合 成 し て
、 現 在 の プ ロ テ オ ミ ッ ク 方 法 を 用 い て 所 望 の 活 性 を 持 つ 1つ ま た は 少 数 の タ ン パ ク 質 を 精
製 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 複 雑 な 生 物 学 的 抽 出 物 中 の 分 析 物 の 全 分 析 は 、 個 々 の 分 析 物 の 間 の 濃 度 の 大 き な 差 に よ
っ て 妨 げ ら れ る 。 ほ と ん ど の 生 物 学 的 混 合 物 に お い て は 、 い く つ か の 分 析 物 は 高 濃 度 で 存
在 し 、 他 の も の は 痕 跡 量 の レ ベ ル で 存 在 す る に 過 ぎ な い 。 そ の 結 果 、 分 析 物 の 濃 度 は 所 与
の 分 析 方 法 の 動 的 範 囲 に 適 合 さ せ る こ と が で き な い 。 す な わ ち 、 試 料 中 の 最 も 豊 富 お よ び
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最 も 豊 富 で な い 分 析 物 化 学 種 に よ っ て 生 じ た シ グ ナ ル 強 度 の 差 は 、 一 般 に は 、 検 出 し 、 正
確 に 測 定 す る た め の 分 析 方 法 の 能 力 よ り も 広 い 。 例 え ば 、 高 度 に 濃 縮 さ れ た タ ン パ ク 質 は
、 最 も 豊 富 な タ ン パ ク 質 （ ア ル ブ ミ ン -数 10mg/ml） お よ び 最 も 豊 富 で な い タ ン パ ク 質 （ 例
え ば 、 IL-6、 1pg/ml未 満 ） の 間 の 濃 度 の 差 が 何 億 と い う 高 い フ ァ ク タ ー に 到 達 し か ね な い
ヒ ト 血 清 で 起 こ る よ う に 、 検 出 シ ス テ ム を 飽 和 さ せ る こ と が で き 、 非 常 に 低 い 濃 度 は 分 析
方 法 の 感 度 未 満 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 2つ の 方 法 は 、 現 在 、 こ の ギ ャ ッ プ を 扱 う の に 従 う 。 第 一 の も の は よ り 適 合 し た 機 器 を
設 計 す る こ と で あ り 、 第 二 の も の は 分 析 用 の 試 料 を 改 変 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 試 料 を 改 変 す る 1つ の 方 法 は 、 よ り 豊 富 な 化 学 種 の 試 料 を 枯 渇 さ せ 、 そ れ に よ り 、 よ り
豊 富 で な い 化 学 種 を 検 出 の た め に よ り 利 用 で き る よ う に す る こ と で あ る 。 こ の 方 法 は 、 例
え ば 、 試 料 中 の 特 定 の 化 学 種 に 向 け ら れ た 、 抗 体 ま た は 特 異 的 色 素 の よ う な リ ン カ ー 部 分
の 使 用 を 含 む 。 例 え ば 、 血 漿 の 場 合 に は 、 豊 富 な タ ン パ ク 質 は ア ル ブ ミ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 お よ び α -1プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む 。 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー
カ ラ ム は 高 価 で あ り 、 そ の 標 的 に 対 し て 全 く 特 異 的 で あ る の は 稀 で あ り 、 標 的 タ ン パ ク 質
と 会 合 し た タ ン パ ク 質 を 除 く と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 一 旦 最 も 豊 富 な タ ン パ ク 質 が 除 去 さ
れ れ ば 、 も う 1つ の 組 が 最 も 豊 富 と な り 、 こ れ は 、 次 い で 、 さ ら な る ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ
ム を 開 発 す る 必 要 性 を 生 じ る 。 加 え て 、 同 一 化 学 種 内 の 異 な る 組 織 お よ び 異 な る 化 学 種 か
ら の 組 織 か ら の 生 物 学 的 試 料 は 、 最 も 豊 富 な タ ン パ ク 質 の 完 全 に 異 な る 組 を 有 す る こ と が
で き る 。 こ の 方 法 は 、 い く つ か の 分 析 物 化 学 種 の 排 除 は そ れ と 相 互 作 用 す る 化 学 種 も 排 除
す る と い う 事 実 に や は り 悩 ん で い る 。 し た が っ て 、 対 象 と な り 得 る い く つ か の 化 学 種 は 排
除 さ れ る 。 か な り 豊 富 な タ ン パ ク 質 の 排 除 は い く つ か の 場 合 に お い て 役 に 立 ち 得 る が 、 こ
の ア プ ロ ー チ は 、 そ の 濃 度 が 、 依 然 と し て 、 検 出 す る た め の 機 器 の 感 度 未 満 で あ る 非 常 に
低 い 豊 富 性 の タ ン パ ク 質 の 検 出 を も た ら さ な い 。 さ ら に 、 か な り 豊 富 な 化 学 種 は い く つ か
の タ ン パ ク 質 （ あ る 状 況 に お い て は 、 数 ダ ー ス さ え ） に よ っ て 表 さ れ 、 従 っ て 、 多 数 の 特
異 的 方 法 は 、 各 異 な る 豊 富 な 化 学 種 に 取 り 込 む よ う に 設 計 さ れ な け れ ば な ら な い と 考 え ら
れ る 。 従 っ て 、 こ の 方 法 は 、 残 存 す る 分 析 物 化 学 種 の 間 の あ る 範 囲 の 濃 度 を 実 質 的 に 含 ま
な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 も う 1つ の 方 法 は 、 典 型 的 に は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 試 料 を 分 画 す る こ と で あ
る 。 こ の 方 法 の 結 果 、 分 析 物 の ク ラ ス の 同 様 な 生 化 学 的 特 性 に 基 づ く 異 な る 画 分 へ の 区 画
化 が も た ら さ れ る 。 例 え ば 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 電 荷 に 基 づ い て タ ン パ ク 質
を 画 分 に 区 画 化 し 、 他 方 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は サ イ ズ に 基 づ い て タ ン パ ク 質
を 区 画 化 す る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 方 法 は 分 析 物 の 濃 度 範 囲 を 縮 小 さ せ る こ と が で き る が 、
各 区 画 内 の 分 析 物 化 学 種 の 集 団 の 多 様 性 を 実 質 的 に 減 少 さ せ る の を 犠 牲 と す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 試 料 中 の 分 析 物 化 学 種 の 集 団 の 多 様 性 を 実 質 的 に 維 持 し つ つ 、 複 合 試 料 中 の
異 な る 分 析 物 化 学 種 の 間 の 濃 度 の 範 囲 を 圧 縮 す る 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 詳 し く は 、 前 記
方 法 は 、 よ り 豊 富 で な い 化 学 種 の 濃 度 に 対 し て よ り 豊 富 な 化 学 種 の 濃 度 を 減 少 さ せ る が 、
物 理 化 学 的 特 徴 に 基 づ い て 分 析 物 化 学 種 を 試 料 か ら 実 質 的 に 排 除 す る こ と を 含 ま な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 前 記 の よ う に 、 各 分 析 技 術 は 検 出 の 動 的 範 囲 を 有 す る 。 試 料 中 の 分 析 物 の 量 が 前 記 動 的
範 囲 を 超 え る 場 合 、 そ の シ グ ナ ル は 検 出 シ ス テ ム を 飽 和 さ せ 、 前 記 量 は 正 確 に は 測 定 す る
こ と が で き な い 。 試 料 中 の 分 析 物 の 量 が 検 出 シ ス テ ム の 感 度 範 囲 未 満 で あ る 場 合 、 分 析 物
は ま た 検 出 す る こ と が で き な い 。 さ ら に 、 豊 富 な 試 料 か ら の シ グ ナ ル は 、 よ り 豊 富 で な い
分 析 物 が 検 出 の 動 的 範 囲 内 に あ る 場 合 で さ え よ り 豊 富 で な い 分 析 物 を 検 出 す る 能 力 に 干 渉
し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 試 料 中 の 分 析 物 化 学 種 の 間 の 濃 度 の 範 囲 を 圧 縮 す る 。 こ れ は 、
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検 出 の 感 度 閾 値 を 超 え 、 他 方 、 同 時 に 、 豊 富 な 分 析 物 に よ る 検 出 シ ス テ ム の か な り 低 い 飽
和 お よ び 、 結 果 的 に 、 感 度 閾 値 を 超 え て よ り 豊 富 で な い 化 学 種 を 検 出 す る 能 力 と の 低 下 し
た 相 互 作 用 と な る よ う に 、 検 出 の た め に 提 示 さ れ た 豊 富 な 分 析 物 の 量 を 低 下 さ せ る よ う に
、 検 出 シ ス テ ム に 対 し て 増 大 し た 数 の 分 析 物 分 子 を 提 供 す る こ と を 可 能 と す る 。 結 果 は 、
試 料 中 の よ り 多 く の 分 析 物 化 学 種 を 検 出 す る 能 力 で あ る 。 こ の 方 法 を 用 い 、 質 量 分 析 に よ
っ て 血 清 か ら 少 な く と も 1.5倍 多 い 化 学 種 を 検 出 す る こ と が で き る 。 頻 繁 に は 、 こ の 数 は 2
倍 ～ 4倍 間 の 多 い 検 出 可 能 な 化 学 種 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 検 出 の た め に 試 料 を 操 作 す る 他 の 方 法 と は 対 照 的 で あ る 。 例 え ば 、 選
択 さ れ た 豊 富 な 化 学 種 の 枯 渇 は 、 試 料 中 の 広 い 数 の 化 学 種 の 濃 度 の 範 囲 を 有 意 に は 減 少 さ
せ な い 。 分 画 は 分 析 物 の 濃 度 の 範 囲 を 減 少 さ せ る が 、 区 画 の 集 団 内 の 化 学 種 の 多 様 性 を 実
質 的 に 減 少 さ せ る こ と に よ っ て そ う す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 複 合 試 料 を 、 多 く の 異 な る 結 合 部 分 を 含 む 選 択 さ れ た 量 の ラ イ ブ ラ リ ー に 曝
露 す る こ と に よ っ て こ の 結 果 を 達 成 す る 。 双 方 の 変 数 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 要 素 の 多 様 性 お よ
び 用 い る ラ イ ブ ラ リ ー の 量 は 、 本 発 明 に お い て 有 利 な よ う に 操 作 す る こ と が で き る 。 試 料
が 曝 露 さ れ る 異 な る 結 合 部 分 の 多 様 性 を 操 作 す る こ と に よ っ て 、 濃 度 の 範 囲 、 す な わ ち 、
豊 富 な お よ び 稀 な 双 方 の 化 学 種 を 通 じ て 化 学 種 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 用 い
る 異 な る 結 合 部 分 の 数 が よ り 大 き け れ ば 、 捕 獲 す る こ と が 可 能 な 試 料 集 団 内 の 化 学 種 の 数
は 大 き く な る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 量 は 、 試 料 中 の 少 な く と も よ り 豊 富 な 化 学 種 に よ っ て 結 合 部 分 が
飽 和 さ れ る よ う に 選 択 さ れ な け れ ば な ら な い 。 こ の よ う に 、 捕 獲 さ れ る 試 料 中 の 豊 富 な お
よ び 稀 な 化 学 種 の 相 対 的 量 は 元 の 試 料 中 の そ の 相 対 的 濃 度 よ り も か な り 近 い と 考 え ら れ る
。 こ の 結 果 、 濃 度 範 囲 が 圧 縮 さ れ 、 こ れ は 、 選 択 さ れ た 検 出 シ ス テ ム の 動 的 範 囲 内 に あ る
検 出 の 間 に 豊 富 な お よ び 稀 な 双 方 の 化 学 種 に よ っ て 生 じ た 非 常 に 多 数 の シ グ ナ ル を 可 能 と
す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 試 料 中 で 検 出 可 能 な 化 学 種 の 数 を 有 意 に 増 加 さ せ る こ と 、 特 に 、 試 料
内 の 新 し い 化 学 種 の 発 見 に あ る 。 結 合 部 分 の ラ イ ブ ラ リ ー の あ る 種 類 は こ の 目 的 を 達 成 す
る の に 好 ま し い 。 特 に 、 試 料 中 の 特 定 の 分 析 物 に 結 合 す る そ の 能 力 に つ き 予 め 選 択 さ れ た
多 数 の 異 な る 結 合 部 分 の ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る こ と に よ っ て こ の 目 的 を 最 良 に 達 成 す る こ
と が で き る 。 そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー を 本 明 細 書 に お い て 「 非 選 択 的 」 ラ イ ブ ラ リ ー と い
う （ そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー 中 の い く つ か の 結 合 部 分 の 結 合 特 異 性 は ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い
た 後 に 明 ら か と な り 得 る と い う 事 実 は 同 ラ イ ブ ラ リ ー を 「 選 択 的 」 と し な い ） 。 そ の よ う
な ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る と 、 識 別 な し で 集 団 を 通 じ て 化 学 種 を 捕 獲 す る 尤 度 を 増 加 さ せ る
。 し た が っ て 、 例 え ば 、 各 抗 体 が 公 知 の 結 合 パ ー ト ナ ー に 向 け ら れ る 抗 体 の ラ イ ブ ラ リ ー
は 、 各 抗 体 が 向 け ら れ る 化 学 種 の み を 選 択 し ； 対 照 的 に 、 同 一 サ イ ズ の 生 殖 系 抗 体 ラ イ ブ
ラ リ ー は 予 め 選 択 さ れ た 分 析 物 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ま な い 。 そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー は 、
試 料 中 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い な い 化 学 種 を 選 択 す る よ う で あ る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル
化 学 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 化 学 部 分 を ラ ン ダ ム に 組 み 立 て る こ と に よ っ て 、 非
選 択 的 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 選 択 的 で あ ろ う と 非 選 択 的 で あ ろ
う と 、 ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 、 捕 獲 さ れ 検 出 さ れ た 試 料 中 の 異
な る 分 析 物 化 学 種 の 数 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 結 合 部 分 の 非 選 択 的 ラ イ ブ ラ リ ー の 例
は 生 殖 系 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー 、 組 換 体 結 合 タ ン パ ク 質 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー
、 メ ン バ ー の 結 合 特 異 性 が 予 め 選 択 さ れ な い 色 素 ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 非 コ ン ビ ナ ト リ ア ル
ラ イ ブ ラ リ ー 、 種 々 の 分 類 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 、 お よ び そ れ ら の 一 部 を 含 む
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 濃 度 圧 縮 の 量 は 、 結 合 部 分 の 相 対 的 量 お よ び 試 料 中 の 分 析 物 に 依 存 す る と い う こ と も 注
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意 す べ き で あ る 。 一 方 に お い て 、 分 析 物 に 対 す る 結 合 部 分 の 相 対 的 量 は 、 結 合 部 分 が 試 料
中 の 分 析 物 の 全 て を 捕 獲 す る こ と が で き る 程 度 に 大 き く す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 分
析 物 濃 度 範 囲 の 圧 縮 は な い 。 他 方 に お い て 、 分 析 物 に 対 す る 結 合 部 分 の 相 対 的 量 は 、 各 分
析 物 化 学 種 が 結 合 す る 結 合 部 分 の 能 力 を 飽 和 す る 程 度 に 小 さ く す る こ と が で き る 。 こ の 場
合 、 理 論 的 に は 、 捕 獲 さ れ た 各 分 析 物 化 学 種 の 量 は 同 一 で あ り 、 分 析 物 濃 度 の 範 囲 は 同 等
に 圧 縮 さ れ る 。 そ の 一 方 で 、 目 標 が 可 能 な 限 り 多 く の 化 学 種 を 検 出 す る こ と に あ る 場 合 に
特 に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 両 方 の 間 に は 、 よ り 豊 富 な 化 学 種 が 結 合 部 分 を 飽 和 さ せ 、 他 方
、 よ り 豊 富 で な い 化 学 種 は 結 合 部 分 を 飽 和 さ せ な い 状 況 が あ る 。 こ の 場 合 、 豊 富 な 分 析 物
の 濃 度 の 範 囲 の 間 に は ほ と ん ど 差 が な く 、 他 方 、 よ り 豊 富 で な い 化 学 種 の 濃 度 の 差 は 依 然
と し て 残 る 。 こ の 結 果 は 、 2つ の 異 な る 試 料 ク ラ ス の 間 の 分 析 物 化 学 種 の 相 対 的 濃 度 を 比
較 す る の に 特 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 バ イ オ マ ー カ ー 発 見 に お い て は 、 2つ の 異 な る 表 現
型 状 態 （ 例 え ば 、 癌 対 非 癌 ） を 有 す る 生 物 か ら 採 取 さ れ た 試 料 を 比 較 し て 、 2つ の 状 態 の
間 に 差 示 的 に 存 在 す る 分 析 物 化 学 種 を 同 定 す る 。 稀 な 化 学 種 間 の 濃 度 の 差 を 維 持 す る こ と
に よ っ て 、 本 発 明 の 方 法 は こ れ ら の 稀 な 分 析 物 の 間 で バ イ オ マ ー カ ー を 見 出 す の を 可 能 と
す る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 試 料 中 の 分 析 物 化 学 種 に 対 す る 結 合 部 分 の 比 率 は せ い ぜ い 1：
500で あ っ て 、 よ り 好 ま し く は せ い ぜ い 1： 50ま た は せ い ぜ い 1： 5で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 試 料 中 の 分 析 物 化 学 種 の 集 団 の 多 様 性 を 実 質 的 に 維 持 し つ つ 、 複 合 試 料 中 の
異 な る 分 析 物 化 学 種 の 間 の 濃 度 の 範 囲 を 縮 小 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態
様 に お い て 、 （ a） 第 一 の 範 囲 の 濃 度 で 第 一 の 試 料 に 存 在 す る 複 数 の 異 な る 分 析 物 化 学 種
を 含 む 第 一 の 試 料 を 提 供 し ； （ b） 少 な く と も 100の 異 な る 結 合 部 分 を 含 む 一 定 量 の ラ イ ブ
ラ リ ー と 第 一 の 試 料 と を 接 触 さ せ ;（ c） 異 な る 結 合 部 分 を 持 つ 第 一 の 試 料 か ら の 異 な る 分
析 物 化 学 種 の 一 定 量 を 捕 獲 し 、 未 結 合 分 析 物 化 学 種 を 除 去 し ； な ら び に 、 （ d） 結 合 部 分
か ら 捕 獲 さ れ た 分 析 物 化 学 種 を 単 離 し て 、 第 二 の 範 囲 の 濃 度 で 第 二 の 試 料 に 存 在 す る 複 数
の 異 な る 分 析 物 化 学 種 を 含 む 第 二 の 試 料 を 生 じ さ せ る 工 程 を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。 ラ イ
ブ ラ リ ー の 量 は 、 第 二 の 範 囲 の 濃 度 が 第 一 の 範 囲 の 濃 度 未 満 で あ る よ う に 、 異 な る 分 析 物
化 学 種 の 一 定 量 を 捕 獲 す る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 第 一 の 試 料 は 少 な く と も 100、 少 な く と も 1,000、 少 な く と も 10,000、 少 な く と も 100,00
0、 少 な く と も 1,000,000、 ま た は 少 な く と も 10,000,000の 異 な る 分 析 物 化 学 種 を 含 む 。 い
く つ か の 態 様 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 少 な く と も 1,000、 少 な く と も 10,000、 少 な く と
も 100,000、 少 な く と も 1,000,000、 ま た は 少 な く と も 10,000,000の 異 な る 結 合 部 分 を 含 む
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 好 ま し く は 、 結 合 部 分 は 生 体 有 機 ポ リ マ ー を 含 む 。 好 ま し く は 、 生 体 有 機 ポ リ マ ー は ペ
プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び オ リ ゴ 糖 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 本 発 明 の も う 1
つ の 態 様 に お い て 、 結 合 部 分 は 抗 体 お よ び ア プ タ マ ー か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 結 合 部 分 は 固 体 支 持 体 ま た は そ の 複 数 の 支 持 体 に 結 合
さ れ る 。 好 ま し く は 、 固 体 支 持 体 ま た は そ の 複 数 の 支 持 体 は ビ ー ズ ま た は 粒 子 の 集 団 で あ
る 。 各 ビ ー ズ ま た は 粒 子 は 実 質 的 に 異 な る 結 合 部 分 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 複
数 の 異 な る 結 合 部 分 は 同 一 の ビ ー ズ ま た は 粒 子 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、
ビ ー ズ ま た は 粒 子 は 1μ m未 満 の 直 径 を 有 す る 。 ビ ー ズ ま た は 粒 子 は 、 破 砕 、 粉 砕 お よ び 音
波 処 理 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 を 用 い て 摩 砕 微 粒 子 ビ ー ズ で 形 成 す る こ と が で き る
。 こ の 方 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 粒 子 は 第 二 の 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ て 、 ア レ イ ま た
は デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク を 形 成 す る 。 好 ま し い 微 粒 子 ビ ー ズ は 天 然 ま た は 合 成 ポ リ マ ー か ら
形 成 さ れ る ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 固 体 支 持 体 ま た は そ の 複 数 の 支 持 体 は 繊 維
、 モ ノ リ ス 、 膜 お よ び プ ラ ス チ ッ ク ス ト リ ッ プ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。

10

20

30

40

50

(8) JP 2007-530947 A 2007.11.1



【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 第 一 の 試 料 に 接 触 す る ラ イ ブ ラ リ ー は 非 選 択 的 ラ イ ブ
ラ リ ー で あ る 。 多 く の 非 選 択 的 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 本 発 明 の 方 法 を 実 行 す る こ と が で
き る 。 好 ま し い 非 選 択 的 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 生 殖 系 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー 、 組 換 体 結 合 タ ン パ ク
質 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー 、 メ ン バ ー の 結 合 特 異 性 が 予 め 選 択 さ れ な い 色 素
ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 非 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 、
お よ び そ れ ら の 一 部 か ら な る 群 よ り 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 好 ま し く は 、 異 な る 結 合 部 分 は 完 全 な ま た は 完 全 で な い コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー
に 含 ま れ る 。 好 ま し い コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は ヘ キ サ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 1つ の 態 様 に お い て 、 第 二 の 試 料 は 、 第 一 の 試 料 と 実 質 的 に 同 一 な 分 析 物 化 学
種 の 多 様 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 多 く の 試 料 を 用 い て 、 本 発 明 の 方 法 を 実 行 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に
お い て 、 試 料 は 羊 水 、 血 液 、 脳 脊 髄 液 、 関 節 内 液 、 眼 内 液 、 リ ン パ 液 、 乳 汁 、 蒸 散 血 漿 、
唾 液 ・ 精 液 、 精 漿 、 血 清 、 痰 、 滑 液 、 涙 、 臍 帯 液 、 尿 、 生 検 ホ モ ジ ネ ー ト 、 細 胞 培 養 液 、
細 胞 抽 出 物 、 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト 、 条 件 培 地 、 発 酵 ブ ロ ス 、 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト お よ び こ れ ら
の 誘 導 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 第 二 の 試 料 中 の 分 析 物 化 学 種 を 検 出 す る 工 程 を
含 む 。 好 ま し く は 、 分 析 物 の 検 出 は 、 比 色 分 析 、 分 光 分 析 、 磁 気 共 鳴 解 析 、 エ リ プ ソ メ ト
リ ー 解 析 、 質 量 分 析 、 電 気 泳 動 解 析 分 解 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 、 酵 素 に よ る 解 析 お よ
び 配 列 解 析 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 を 用 い る こ と に よ っ て な さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 任 意 で 、 本 発 明 の 方 法 は 、 さ ら に 、 物 理 的 ま た は 化 学 的 特 性 に 基 づ い て 第 二 の 試 料 中 の
分 析 物 を 分 画 す る 工 程 、 ま た は 単 離 さ れ た 分 析 物 の 少 な く と も 1つ を 同 定 す る 工 程 を 含 む
。 好 ま し く は 、 分 析 物 の 分 画 は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 、 毛 細 管 電 気 泳 動 、 濾 過
お よ び 沈 殿 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 技 術 を 用 い て 分 析 物 を 分 離 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 1つ の 態 様 に お い て 、 前 記 方 法 は 、 さ ら に 、 生 体 特 異 的 結 合 部 分 を 第 二 の 試 料
と 接 触 さ せ 、 次 い で 、 生 体 特 異 的 結 合 部 分 が 第 二 の 試 料 か ら 分 析 物 化 学 種 を 捕 獲 し た か 否
か を 判 断 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 未 結 合 分 析 物 の 除 去 は 、 捕 獲 さ れ た 分 析 物 を 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 す る 工 程 を 含 む こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 異 な る 分 析 物 を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に
お い て 、 分 析 物 は ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 複 合 炭 水 化 物 、 複 合 脂 質 、 合 成 無 機 化 合 物 お よ び
合 成 有 機 化 合 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 診 断 バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て
、 前 記 方 法 は （ a） 第 一 の 表 現 型 を 有 す る 生 物 の 第 一 の 組 か ら 生 体 試 料 の 第 一 の 組 を 提 供
し ； （ b） 第 二 の 表 現 型 を 有 す る 生 物 の 第 二 の 組 か ら の 生 体 試 料 の 第 二 の 組 を 提 供 し ； （ c
） 生 体 試 料 の 各 々 に つ き 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た （ 請 求 項 1） 試 料 中 の 異 な る 分 析 物 化 学
種 の 間 の 濃 度 の 範 囲 を 縮 小 さ せ る 方 法 を 実 行 し 、 そ れ に よ り 、 各 々 、 生 体 試 料 の 第 三 お よ
び 第 四 の 組 を 作 製 し ； （ d） 生 体 試 料 の 第 三 お よ び 第 四 の 組 の 各 々 に お い て 分 析 物 化 学 種
を 検 出 し ； な ら び に 、 （ e） 生 体 試 料 の 第 三 お よ び 第 四 の 組 に 差 示 的 に 存 在 す る 少 な く と
も 1つ の 分 析 物 化 学 種 を 同 定 し 、 そ れ に よ り 、 少 な く と も 1つ の 分 析 物 化 学 種 は 第 二 の 表 現
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型 か ら 第 一 の 表 現 型 を 識 別 す る た め の マ ー カ ー で あ る 工 程 を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て
、 こ の 方 法 の 工 程 （ e） は 、 バ イ オ マ ー カ ー プ ロ フ ァ イ ル 単 独 に お け る バ イ オ マ ー カ ー の
い ず れ か 1つ よ り も 良 好 な 予 測 能 を 提 供 す る バ イ オ マ ー カ ー プ ロ フ ァ イ ル を 同 定 す る 工 程
を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 試 料 中 の 分 析 物 の 相 対 的 量 を 低 下 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の
好 ま し い 態 様 に お い て 、 前 記 方 法 は （ a） 一 定 量 の 第 一 の 分 散 を 有 す る 第 一 の 複 数 の 異 な
る 分 析 物 を 含 む 第 一 の 試 料 を 提 供 し ； （ b） 第 一 の 試 料 を 複 数 の 異 な る 結 合 部 分 と 接 触 さ
せ 、 各 結 合 部 分 は 所 定 の 量 で 存 在 し ； （ c） 異 な る 結 合 部 分 を 持 つ 第 一 の 試 料 か ら 第 一 の
異 な る 分 析 物 の 一 部 を 捕 獲 し 、 未 捕 獲 分 析 物 を 除 去 し ； な ら び に 、 （ d） 結 合 部 分 か ら 捕
獲 さ れ た 分 析 物 を 単 離 し て 、 所 定 量 の 第 二 の 分 散 を 有 す る 第 二 の 複 数 の 異 な る 分 析 物 を 含
む 第 二 の 試 料 を 生 じ さ せ る 工 程 を 含 む 。 複 数 の 異 な る 結 合 部 分 の 各 々 の 所 定 量 は 、 異 な る
分 析 物 の 所 定 量 を 捕 獲 し 、 そ れ に よ り 、 所 定 量 の 第 二 の 分 散 が 所 定 量 の 第 一 の 分 散 未 満 で
あ る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の 複 数 の 分 析 物 を 検 出 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 本 発 明 の
好 ま し い 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 少 な く と も 100の 異 な る 結 合 部 分 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含
む 容 器 、 お よ び 本 発 明 の 方 法 を 実 行 す る ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る た め の 説 明 書 を 含 む 。 好 ま
し く は 、 結 合 部 分 は 固 体 支 持 体 ま た は そ の 複 数 の 支 持 体 に 結 合 さ れ る 。 ま た 、 ラ イ ブ ラ リ
ー は ヘ キ サ ペ プ チ ド コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー ま た は そ の 一 部 を 含 む こ と も で き 、 ヘ
キ サ ペ プ チ ド は 粒 子 に 付 着 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 任 意 で 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 結 合 部 分 を 持 つ 分 析 物 を 捕 獲 す る た め の 結 合 緩 衝 液 、 ま た
は 捕 獲 さ れ た 分 析 物 を 結 合 部 分 か ら 溶 出 さ せ る た め の 溶 出 緩 衝 液 を 含 む 。 本 発 明 の さ ら な
る キ ッ ト 態 様 は 、 当 業 者 が 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 方 法 の 変 形 の い ず れ か を 実 施 す る の を
可 能 と す る 任 意 の 機 能 的 成 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 結 合 部 分 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー も 提 供 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ラ
イ ブ ラ リ ー は 少 な く と も 100の 異 な る 結 合 部 分 を 含 み 、 複 数 の 異 な る 結 合 部 分 が 同 一 の 固
体 支 持 体 ま た は そ の 複 数 の 支 持 体 に 付 着 さ れ る 。 好 ま し く は 、 結 合 部 分 は コ ン ビ ナ ト リ ア
ル ヘ キ サ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー ま た は そ の 一 部 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
定 義
　 他 の 箇 所 で 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 中 で 用 い る 全 て の 技 術 的 お よ び 科 学 的 用 語 は 、 本
発 明 が 属 す る 当 業 者 に よ っ て 通 常 理 解 さ れ る 意 味 を 有 す る 。 以 下 の 文 献 は 本 発 明 で 用 い ら
れ る 用 語 の 多 く の 一 般 的 定 義 を 当 業 者 に 与 え る ： Singleton et al., Dictionary of Micr
obiology and Molecular Biology（ 2 n d  ed. 1994） ； The Cambridge Dictionary of Scie
nce and Technology（ Walker ed.,1988） ； The Glossary of Genetics, 5t h  ed.,R.Riege
r et al.（ eds.） , Springer Verlag（ 1991） ； お よ び Hale ＆  Marham, The Harper Coll
ins Dictionary of Biology（ 1991） 。 本 明 細 書 中 で 用 い る よ う に 、 以 下 の 用 語 は 他 の 箇
所 で 特 定 さ れ な い 限 り そ れ ら に 帰 属 さ れ る 意 味 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 分 析 物 」 と は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た よ う に 洗 浄 溶 液 と の 接 触 に よ っ て 完 全 に は 破
壊 さ れ な い よ う に 本 発 明 の 結 合 部 分 に 結 合 す る こ と が で き る い ず れ の 分 子 部 位 も い う 。 「
捕 獲 さ れ た 分 析 物 」 は 、 洗 浄 溶 液 と の 接 触 後 に 本 発 明 の 結 合 部 分 に よ っ て 結 合 さ れ る い ず
れ か の 分 析 物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 吸 着 剤 」 と は 分 析 物 （ 例 え ば 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド ） に 結 合 す る こ と が で き る い ず れ の
物 質 も い う 。 「 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 吸 着 剤 」 と は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 典 型 的 に は 用 い
ら れ る 物 質 を い う 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 吸 着 剤 は 、 例 え ば 、 イ オ ン 交 換 物 質 、 金 属 キ レ ー
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タ ー 、 疎 水 性 相 互 作 用 吸 着 剤 、 親 水 性 相 互 作 用 吸 着 剤 、 色 素 、 お よ び 混 合 態 様 の 吸 着 剤 （
例 え ば 、 疎 水 性 引 力 /静 電 反 発 吸 着 剤 ） を 含 む 。 「 生 体 特 異 的 吸 着 剤 」 と は 、 生 体 分 子 、
例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 核 酸 分 子 、 ア ミ ノ 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 単 純 糖 、 多 糖 、 脂 肪 酸 、 脂
質 、 ス テ ロ イ ド ま た は こ れ ら の コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 例 え ば 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質
、 糖 脂 質 ） を 含 む 吸 着 剤 を い う 。 あ る 例 に お い て は 、 生 体 特 異 的 吸 着 剤 は 多 タ ン パ ク 質 複
合 体 、 生 物 学 的 膜 ま た は ウ イ ル ス の よ う な マ ク ロ 分 子 構 造 で あ り 得 る 。 生 体 特 異 的 吸 着 剤
の 例 は 抗 体 、 受 容 体 タ ン パ ク 質 、 レ ク チ ン お よ び 核 酸 に 結 合 し た 固 体 支 持 体 で あ る 。 生 体
特 異 的 吸 着 剤 は 、 典 型 的 に は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 吸 着 剤 よ り も 標 的 分 析 物 に 対 し て 高 い
特 異 性 を 有 す る 。 SELDIで 用 い ら れ る 吸 着 剤 の さ ら な る 例 は 米 国 特 許 第 6,225,047号 で 見 出
す こ と が で き る （ Hutchens and Yip,「 Use of retentate chromatography to generate d
ifference maps」 2001年 5月 1日 ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 結 合 部 分 は 、 気 体 状 、 水 性 お よ び 有 機 懸 濁 液 お よ び エ マ ル ジ ョ ン を 含 む 分 子 相 互 作 用 の
形 成 と 適 合 し た い ず れ か の 物 理 的 状 態 、 最 も 好 ま し く は 液 体 状 態 の 本 発 明 を 用 い て 検 出 可
能 な 分 析 物 と 共 に 存 在 し 、 そ れ と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 固 体 支 持 体 」 と は 、 粒 子 （ 例 え ば 、 ビ ー ズ ） 、 繊 維 、 モ ノ リ ス 、 膜 、 フ ィ ル タ ー 、 プ
ラ ス チ ッ ク ス ト リ ッ プ な ど を 含 む い ず れ の 不 溶 性 物 質 も い う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ 」 と は ポ リ ペ プ チ ド の 捕 獲 に 適 合 し た バ イ オ チ ッ プ を い う 。
多 く の タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ は 当 技 術 分 野 に お い て 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら は 、 例 え ば
、 Ciphergen Biosystems（ Fremont,CA） 、 Packard BioScience Company（ Meriden CT） 、
Zyomyx（ Hayward,CA） お よ び Phylos（ Lexington,MA） に よ っ て 生 産 さ れ る タ ン パ ク 質 バ イ
オ チ ッ プ を 含 む 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ の 例 は 以 下 の 特 許 ま た は 特 許 出 願 に
記 載 さ れ て い る ： 米 国 特 許 第 6,225,047号 （ Hutchens and Yip,「 Use of retentate chrom
atography to generate difference maps」 ,2001年 5月 1日 ） ； 国 際 公 報 WO 99/51773（ Kui
melis and Wagner,「 Addressable protein arrays」 ,1999年 10月 14日 ） ； 国 際 公 報 WO 00/
04389（ Wagner et al.,「 Arrays of protein-capture agents and methods of use there
of」 ,2000年 7月 27日 ） お よ び 国 際 公 報 WO 00/56934（ Englert et al.,「 Continuous porou
s matrix arrays」 ,2000年 9月 28日 ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 表 面 増 強 さ れ た 正 味 の 脱 着 」 ま た は 「 SEND」 は 、 プ ロ ー ブ 表 面 に 付 着 さ れ た エ ネ ル ギ
ー 吸 収 分 子 の 層 を 含 む プ ロ ー ブ （ 「 SEND」 プ ロ ー ブ ） の 使 用 を 含 む SELDIの バ ー ジ ョ ン で
あ る 。 付 着 は 、 例 え ば 、 共 有 ま た は 非 共 有 化 学 結 合 に よ る こ と が で き る 。 伝 統 的 な MALDI
と は 異 な り 、 SENDに お け る 分 析 物 は 、 脱 着 /イ オ ン 化 の た め の エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 の 結 晶
性 マ ト リ ッ ク ス 内 に 捕 獲 さ れ る こ と を 必 要 と し な い 。 「 エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 」 （ EAM） と
は 、 レ ー ザ ー 脱 着 /イ オ ン 化 源 か ら エ ネ ル ギ ー を 吸 収 し 、 そ の 後 、 そ れ と 接 触 す る 分 析 物
分 子 の 脱 着 お よ び イ オ ン 化 に 寄 与 す る こ と が で き る 分 子 を い う 。 前 記 フ レ ー ズ は 、 し ば し
ば 「 マ ト リ ッ ク ス 」 と い わ れ る MALDIで 用 い る 分 子 を 含 み 、 桂 皮 酸 誘 導 体 、 シ ナ ピ ン 酸 （
「 SPA」 ） 、 シ ア ノ -ヒ ド ロ キ シ -桂 皮 酸 （ 「 CHCA」 ） お よ び ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 、 フ ェ
ル ラ 酸 、 ヒ ド ロ キ シ ア セ ト フ ェ ノ ン 誘 導 体 、 な ら び に そ の 他 を 明 示 的 に 含 む 。 そ れ は SELD
Iで 用 い ら れ る EAMも 含 む 。 あ る 態 様 に お い て 、 エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 は 線 状 ま た は 架 橋 ポ リ
マ ー 、 例 え ば 、 ポ リ メ タ ク リ レ ー ト に 一 体 化 さ れ る 。 例 え ば 、 組 成 物 は α -シ ア ノ -4-メ タ
ク リ ロ イ ル オ キ シ 桂 皮 酸 お よ び ア ク リ レ ー ト の コ ポ リ マ ー で あ り 得 る 。 も う 1つ の 態 様 に
お い て 、 組 成 物 は α -シ ア ノ -4-メ タ ク リ ロ イ ル オ キ シ 桂 皮 酸 、 ア ク リ レ ー ト お よ び 3-（ ト
リ -メ ト キ シ ） シ リ ル プ ロ ピ ル メ タ ク リ レ ー ト の コ ポ リ マ ー で あ る 。 も う 1つ の 態 様 に お い
て 、 組 成 物 は α -シ ア ノ -4-メ タ ク リ ロ イ ル オ キ シ 桂 皮 酸 お よ び オ ク タ デ シ ル メ タ ク リ レ ー
ト （ 「 C18 SEND」 ） を 含 む コ ポ リ マ ー で あ る 。 SENDは 米 国 特 許 第 5,719,060号 お よ び WO 03
/64594に さ ら に 記 載 さ れ て い る （ Kitagawa,「 Monomers And Polymers Having Energy Abs
orbing Moieties Of Use In Desorption/Ionization Of Analytes」 ,2003年 8月 7日 ） 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
　 SEAC/SENDは 、 試 料 提 示 表 面 に 結 合 部 分 お よ び エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 が 共 に 付 着 し た SELDI
の バ ー ジ ョ ン で あ る 。 従 っ て 、 SEAC/SENDプ ロ ー ブ は 、 外 部 マ ト リ ッ ク ス に 適 用 す る 必 要
性 な し で ア フ ィ ニ テ ィ ー 捕 獲 お よ び 脱 着 を 通 じ て の 分 析 物 の 捕 獲 を 可 能 と す る 。 C18 SEND
バ イ オ チ ッ プ は 、 結 合 部 分 と し て 機 能 す る C18部 分 、 お よ び エ ネ ル ギ ー 吸 収 部 分 と し て 機
能 す る CHCA部 分 を 含 む SEAC/SENDの バ ー ジ ョ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ciphergen Biosystemsに よ っ て 製 造 さ れ る タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ は 、 ア ド レ ス 可 能 な
位 置 に お い て そ れ に 付 着 し た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は 生 体 特 異 的 吸 着 剤 を 有 す る 表 面 を
含 む 。 Ciphergen ProteinChip（ 登 録 商 標 ） ア レ イ は NP20、 H4、 H50、 SAX-2、 Q10、 WCX-2
、 CM10、 IMAC-30、 LSAX-30、 LWCX-30、 IMAC-40、 PS-10お よ び PS-20を 含 む 。 こ れ ら の タ ン
パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ は 、 ス ト リ ッ プ の 形 態 の ア ル ミ ニ ウ ム 基 板 を 含 む 。 前 記 ス ト リ ッ プ の
表 面 は 二 酸 化 ケ イ 素 で 被 覆 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 NP-20バ イ オ チ ッ プ の 場 合 に は 、 酸 化 ケ イ 素 は 親 水 性 吸 着 剤 と し て 機 能 し て 、 親 水 性 タ
ン パ ク 質 を 捕 獲 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 H4、 H50、 SAX-2、 WCX-2、 IMAC-3、 PS-10お よ び PS-20バ イ オ チ ッ プ は 、 さ ら に 、 バ イ オ
チ ッ プ の 表 面 に 物 理 的 に 付 着 し た 、 ま た は バ イ オ チ ッ プ の 表 面 に シ ラ ン を 通 じ て 共 有 結 合
し た ヒ ド ロ ゲ ル の 形 態 の 機 能 性 化 さ れ た 架 橋 ポ リ マ ー を 含 む 。 H4バ イ オ チ ッ プ は 疎 水 性 結
合 に 対 し て イ ソ プ ロ ピ ル 機 能 性 を 有 す る 。 H50バ イ オ チ ッ プ は 、 疎 水 性 結 合 の た め の ノ ニ
ル フ ェ ノ キ シ -ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） メ タ ク リ レ ー ト を 有 す る 。 SAX-2バ イ オ チ ッ プ
は ア ニ オ ン 交 換 の た め の 第 四 級 ア ン モ ニ ウ ム 機 能 性 を 有 す る 。 WCX-2バ イ オ チ ッ プ は カ チ
オ ン 交 換 の た め の カ ル ボ キ シ レ ー ト 機 能 性 を 有 す る 。 IMAC-3バ イ オ チ ッ プ は ニ ト リ ロ ト リ
酢 酸 を 通 じ て 固 定 化 さ れ る 銅 イ オ ン 、 ま た は 配 位 共 有 結 合 の た め の IDAを 有 す る 。 PS-10バ
イ オ チ ッ プ は 、 共 有 結 合 の た め の タ ン パ ク 質 上 の 基 に 反 応 す る こ と が で き る ア シ ル -イ ミ
ダ ゾ ー ル 官 能 基 を 有 す る 。 PS-20バ イ オ チ ッ プ は タ ン パ ク 質 と の 共 有 結 合 の た め の エ ポ キ
シ ド 官 能 基 を 有 す る 。 PS-シ リ ー ズ の バ イ オ チ ッ プ は 、 抗 体 、 受 容 体 、 レ ク チ ン 、 へ パ リ
ン 、 プ ロ テ イ ン A、 ビ オ チ ン /ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど の よ う な 生 体 特 異 的 吸 着 剤 を チ ッ プ
表 面 に 結 合 さ せ る の に 有 用 で あ り 、 そ こ で は 、 そ れ は 試 料 か ら 分 析 物 を 特 異 的 に 捕 獲 す る
よ う に 機 能 す る 。 LSAX-30（ ア ニ オ ン 交 換 ） 、 LWCX-30（ カ チ オ ン 交 換 ） お よ び IMAC-40（
金 属 キ レ ー ト ） バ イ オ チ ッ プ は 、 そ の 表 面 の 機 能 性 化 さ れ た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 有 す る 。
そ の よ う な バ イ オ チ ッ プ は 、 WO 00/66265（ Rich et al.（ 「 Probes for a Gas Phase Ion
 Spectrometer」 ,2000年 11月 9日 ） ； WO 00/67293（ Beecher et al.,「 Sample Holder wit
h Hydrophobic Coating for gas phase Mass Spectrometer」 ,2000年 11月 9日 ） ； 米 国 特
許 出 願 第 09/908,518号 （ Pohl et al.,「 Latex Based Adsorbent Chip」 ,2002年 7月 16日 ）
お よ び 米 国 特 許 出 願 第 60/350,110号 （ Um et al.,「 Hydrophobic Surface Chip」 ,2001年 1
1月 8日 ） に さ ら に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 気 相 イ オ ン 分 光 器 」 と は 、 気 相 イ オ ン を 検 出 す る 装 置 を い う 。 気 相 イ オ ン 分 光 器 は 気
相 イ オ ン を 供 給 す る イ オ ン 源 を 含 む 。 気 相 イ オ ン 分 光 器 は 、 例 え ば 、 質 量 分 析 器 、 イ オ ン
移 動 度 分 光 器 、 お よ び 全 イ オ ン 電 流 測 定 デ バ イ ス を 含 む 。 「 気 相 イ オ ン 分 光 測 定 」 と は 、
気 相 イ オ ン を 検 出 す る た め の 気 相 イ オ ン 分 光 器 の 使 用 を い う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 質 量 分 析 器 」 と は 、 気 相 イ オ ン の 質 量 対 電 荷 比 率 に 翻 訳 す る こ と が で き る パ ラ メ ー タ
ー を 測 定 す る 気 相 イ オ ン 分 光 器 を い う 。 質 量 分 析 器 は 、 一 般 に は 、 イ オ ン 源 お よ び 質 量 ア
ナ ラ イ ザ ー を 含 む 。 質 量 分 析 器 の 例 は 時 間 飛 行 、 磁 気 セ ク タ ー 、 四 極 フ ィ ル タ ー 、 イ オ ン
ト ラ ッ プ 、 イ オ ン サ イ ク ロ ト ン 共 鳴 、 静 電 セ ク タ ー ア ナ ラ イ ザ ー お よ び こ れ ら の ハ イ ブ リ
ッ ド で あ る 。 「 質 量 分 析 測 定 」 と は 、 気 相 イ オ ン を 検 出 す る た め の 質 量 分 析 測 定 の 使 用 を
い う 。
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【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 文 脈 で の 「 プ ロ ー ブ 」 ま た は 「 質 量 分 析 器 プ ロ ー ブ 」 と は 、 質 量 分 析 器 の よ う
な 気 相 イ オ ン 分 光 器 に 分 析 物 に 由 来 す る イ オ ン を 導 入 す る の に 用 い る こ と が で き る デ バ イ
ス を い う 。 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 一 般 に は 、 分 析 物 が イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー の 源 に 提 示 さ れ る 試
料 提 示 表 面 を 含 む 固 体 基 板 （ 可 撓 性 ま た は 剛 性 い ず れ か ） を 含 む 。 「 SELDIプ ロ ー ブ 」 と
は 、 表 面 に 付 着 さ れ た （ 「 結 合 部 分 」 と も い う ） 吸 着 剤 を 含 む プ ロ ー ブ を い う 。 「 吸 着 剤
表 面 」 と は 、 吸 着 剤 が 結 合 す る 表 面 を い う 。 「 化 学 的 に 選 択 性 の 表 面 」 と は 、 例 え ば 、 共
有 ま た は 配 位 共 有 結 合 を 形 成 す る 反 応 を 介 し て 、 結 合 部 分 に 結 合 す る こ と が で き る 吸 着 剤
ま た は 反 応 性 部 分 い ず れ か に 結 合 す る 表 面 を い う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 SELDI MSプ ロ ー ブ 」 と は 、 表 面 に 付 着 さ れ た 吸 着 剤 を 含 む プ ロ ー ブ を い う 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 文 脈 で の 「 分 散 」 と は 、 テ ス ト 試 料 中 の 分 析 物 の 濃 度 の 数 学 的 分 散 を い う 。 分
散 の 縮 小 は 、 統 計 学 的 に 有 意 な （ p＞ 0.05） も の で あ る 。 最 も 単 純 な 用 語 に お い て 、 分 散
は 、 少 な く と も 1つ の 検 出 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ る テ ス ト 試 料 中 の 全 て の 分 析 物 濃 度 の 標
準 偏 差 の 二 乗 で あ る 。 好 ま し い 検 出 方 法 は マ ス ス ペ ク ト ロ ス コ ピ ー で あ り 、 こ こ に 、 検 出
可 能 な 分 析 物 の 量 は デ ィ テ ク タ ー に よ っ て 同 定 さ れ た 質 量 ピ ー ク 直 下 の 面 積 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 洗 浄 緩 衝 液 」 と は 、 洗 浄 し 、 吸 着 剤 表 面 か ら 未 結 合 物 質 を 除 去 す る の に 用 い る こ と が
で き る 溶 液 を い う 。 洗 浄 緩 衝 液 は 、 典 型 的 に は 、 特 定 の 範 囲 内 に pHを 緩 衝 化 し て も 、 ま た
は 緩 衝 化 し な く て も よ い 塩 、 洗 剤 を 含 み 、 任 意 で 、 表 面 ま た は 複 合 体 か ら 外 因 的 に 会 合 し
た 物 質 を 除 去 す る の に 有 用 な 他 の 成 分 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 溶 出 緩 衝 液 」 と は 、 結 合 部 分 お よ び 会 合 し た 分 析 物 を 解 離 さ せ る こ と が で き る 溶 液 を
い う 。 い く つ か の 状 況 に お い て 、 溶 出 緩 衝 液 は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト が 複 合 体 中 で 会 合 し た 場 合
に 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 間 の 相 互 作 用 を 破 壊 す る こ と が で き る 。 洗 浄 緩 衝 液 に 関 し て は 、 溶 出 緩
衝 液 は 、 別 々 に 、 ま た は 混 合 物 と し て 用 い ら れ る 洗 剤 、 塩 、 有 機 溶 媒 な ど を 含 む こ と が で
き る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら の 後 者 の 試 薬 は 、 洗 浄 緩 衝 液 中 よ り も 溶 出 緩 衝 液 中 で よ り 高 い
濃 度 で 存 在 し 、 溶 出 緩 衝 液 を 分 子 相 互 作 用 に 対 し て よ り 破 壊 的 と す る 。 分 子 相 互 作 用 を 破
壊 す る こ の 能 力 は 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 と い い 、 溶 出 緩 衝 液 は 洗 浄 緩 衝 液 よ り も 大 き な
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 当 業 者 が 、 複 合 混 合 物 中 に 見 出 さ れ る 対 象 と な る 分 析 物 の 濃 度 範 囲 を 縮 小 さ
せ る の を 可 能 と す る キ ッ ト お よ び 方 法 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 方 法 は 、 分 析
物 特 異 的 試 薬 を 用 い て 先 行 技 術 の 方 法 よ り も 優 れ た 特 別 な 利 点 を 有 す る 。 な ぜ な ら ば 、 そ
れ ら は 、 未 知 の 構 成 要 素 を 有 し 、 存 在 す る 異 な る 分 析 物 の 数 （ 10 3 を 超 え る ） お よ び （ 10 3

よ り も 大 き な オ ー ダ ー の ） 存 在 す る 濃 度 の 動 的 範 囲 双 方 に お い て 複 雑 で あ る 試 料 中 の 分 析
物 の 濃 度 の 範 囲 の 縮 小 を 可 能 と す る か ら で あ る 。 結 果 と し て 、 主 張 さ れ る 発 明 を 用 い る と
、 血 液 、 血 漿 お よ び 血 清 を 含 む 、 生 物 学 的 源 か ら の 多 く の 流 体 に 存 在 す る 多 数 の 低 存 在 量
タ ン パ ク 質 か ら な る 「 デ ィ ー プ プ ロ テ オ ー ム 」 の 同 時 分 析 を 可 能 と す る （ 図 5参 照 ） 。 従
っ て 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 の よ う な 分 子 の 複 合 混 合 物 の 分 析 的 調 製 に お い て 用 途 を 有
す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 分 析 物 の 濃 度 の 範 囲 、 ま た は 濃 度 の 分 散 の 縮 小 は 、 好 ま し く は 、 合 成 さ れ た 、 ま た は 不
活 性 な 支 持 体 に 結 合 さ れ た 、 規 定 さ れ た サ イ ズ お よ び 多 様 性 の 結 合 部 分 ラ イ ブ ラ リ ー を 利
用 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 多 様 な 分 析 物 を 含 有 す る 溶 液 に 導 入 す る と 、 主 張 さ れ た
発 明 の 結 合 部 分 が 溶 液 の 分 析 物 に 結 合 す る と 考 え ら れ る 。 豊 富 な 分 析 物 は 、 そ の 各 結 合 部
分 の 容 量 を 飽 和 さ せ る の に 必 要 な 量 を は る か に 超 え た 量 で 存 在 す る と 考 え ら れ る 。 従 っ て
、 こ れ ら の 豊 富 な 分 析 物 の 合 計 量 の 高 い パ ー セ ン テ ー ジ は 未 結 合 の ま ま 残 る と 考 え ら れ る
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。 逆 に 、 微 量 の 分 析 物 の よ り 少 な い 量 は 、 こ れ ら の 分 子 が そ の 利 用 で き る 結 合 部 分 の 全 て
を 飽 和 し な い こ と を 意 味 し ； 従 っ て 、 微 量 分 析 物 の 出 発 量 の よ り 大 き な パ ー セ ン テ ー ジ は
、 豊 富 な 分 析 物 と 比 較 し て 、 そ の 各 結 合 部 分 に 結 合 し た ま ま で あ る と 考 え ら れ る 。 非 結 合
分 析 物 は 洗 浄 に よ っ て 除 去 で き る 。 結 合 し た 分 析 物 が 結 合 部 分 か ら 溶 出 す る と 、 出 発 物 質
に 対 し て 、 溶 出 さ れ た 物 質 中 の 低 下 し た 相 対 量 の 豊 富 な 分 析 物 が あ る 。 対 照 的 に 、 微 量 分
析 物 の 量 は 出 発 物 質 に 対 し て 溶 出 さ れ た 物 質 に お い て 増 大 す る 。 分 析 物 の 相 対 的 濃 度 の こ
の 付 随 す る 改 変 の 結 果 、 溶 出 さ れ た 物 質 が 得 ら れ 、 こ こ に 、 溶 液 中 に 存 在 す る も し 全 て で
は な い が 多 く の 分 析 物 は 単 一 分 析 で 、 あ る い は 出 発 物 質 で あ て は ま る よ り も 少 数 の 分 析 工
程 で 検 出 す る こ と が で き る 。 血 清 中 に お い て 、 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン は 豊 富 で あ り 、 多 く の
補 体 会 合 タ ン パ ク 質 、 ホ ル モ ン -結 合 タ ン パ ク 質 が 中 間 濃 度 で 存 在 し 、 他 方 、 パ ラ ク リ ン
因 子 お よ び 細 胞 マ ー カ ー は 微 小 濃 度 で 存 在 し 得 る 。 本 発 明 を 用 い 、 血 清 中 で 観 察 さ れ た 一
定 範 囲 の 分 析 物 存 在 量 は 低 下 し 、 も し ほ と ん ど ま た は 全 て で は な い が 多 く の 対 象 と な る 分
析 物 が 分 析 さ れ る の を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 主 張 さ れ た 発 明 を 用 い る 試 料 の 調 製 は 簡 単 で あ る 。 対 象 と な る 分 析 物 を 吸 着 し た 後 、 分
析 物 は 任 意 で 洗 浄 さ れ て 、 未 結 合 分 析 物 を 除 去 す る 。 次 い で 、 例 え ば 、 溶 出 緩 衝 液 を 適 用
す る こ と に よ っ て 、 吸 着 さ れ た 分 析 物 を 結 合 部 分 か ら 溶 出 す る 。 得 ら れ た 溶 液 は 結 合 部 分
を 含 ま な い 全 て の 対 象 と な る 分 析 物 を 含 有 す る 。 し か し な が ら 、 元 の 複 合 混 合 物 と は 異 な
り 、 得 ら れ た 溶 液 が 存 在 す る 分 析 物 濃 度 の 範 囲 は 比 較 的 小 さ い 。 高 存 在 量 分 析 物 の 濃 度 は
減 少 さ れ て お り 、 低 存 在 量 分 析 物 の 濃 度 は 元 の 複 合 混 合 物 に 対 し て 増 加 さ れ て い る か ら で
あ る 。 分 析 物 の 濃 度 の 範 囲 、 ま た は 分 析 物 の 間 の 濃 度 範 囲 の こ の 修 飾 は 、 得 ら れ た 溶 液 中
の 分 析 物 の よ り 大 き な パ ー セ ン テ ー ジ が 、 広 く 異 な る 濃 度 で 存 在 す る 成 分 を 有 す る 複 合 混
合 物 の 直 接 的 分 析 に 必 要 な 検 出 デ バ イ ス の 再 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン な し で 検 出 さ れ る の を 可
能 と す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 結 合 部 分 に 結 合 し た 分 析 物 は 、 質 量 分 析 器 で 用 い る
の に 適 し た プ ロ ー ブ ま た は タ ン パ ク 質 チ ッ プ へ 直 接 的 に 溶 出 さ れ る 。 分 析 に お い て 助 け る
た め に 、 こ れ ら の 態 様 で 用 い る 溶 出 緩 衝 液 は 質 量 分 析 器 で 用 い る の に 適 し た マ ト リ ッ ク ス
物 質 を 含 む こ と が で き る 。 ま た は 、 マ ト リ ッ ク ス 物 質 は 、 プ ロ ー ブ ま た は チ ッ プ 上 へ の 分
析 物 の 沈 積 に 引 き 続 い て 分 析 物 に 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の 好 ま し い 態 様 に お
い て 、 バ イ オ チ ッ プ 上 の マ ト リ ッ ク ス 物 質 を 含 む SENDま た は SEAC/SENDバ イ オ チ ッ プ を 用
い る 。 こ れ ら の 好 ま し い 態 様 は 、 溶 出 緩 衝 液 に 含 ま せ る べ き 、 ま た は バ イ オ チ ッ プ 上 へ の
沈 積 に 引 き 続 い て 適 時 の い く つ か の 時 点 に お い て 分 析 物 に 導 入 す べ き マ ト リ ッ ク ス 物 質 の
必 要 性 を 軽 減 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 各 々 が 複 合 混 合 物 に 存 在 す る 単 一 の ま た は 低 パ ー セ ン テ ー ジ の 対 象 と な る 分 析 物 を 認 識
す る 複 数 の 結 合 部 分 を 提 供 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 は 、 複 合 混 合 物 の 組 成 が 、 検 出 デ バ
イ ス の 最 小 の 再 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン に て 、 ま た は 再 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン 無 し に 検 出 さ れ る
の を 可 能 と す る 。 こ れ は 、 そ う で な け れ ば 検 出 で き な い と 考 え ら れ る 化 学 種 の 検 出 を 含 む
。 な ぜ な ら ば 、 そ れ ら は 高 存 在 量 分 析 物 に よ っ て マ ス ク さ れ た か 、 ま た は 分 析 の 方 法 に よ
っ て 検 出 さ れ る あ ま り に も 低 い 濃 度 で 存 在 し た か の い ず れ か だ か ら で あ る 。 こ れ は 、 複 数
の 再 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン 、 お よ び /ま た は 複 数 の チ ャ ネ ル 、 お よ び /ま た は 複 数 の 検 出 工 程
、 ま た は 多 く の 複 合 混 合 物 に 存 在 す る 大 き な 濃 度 範 囲 の 分 析 物 に よ っ て 必 要 と さ れ る 高 価
か つ 無 駄 な 分 画 技 術 に 対 す る 必 要 性 に よ っ て 検 出 工 程 が そ う で な け れ ば 制 限 さ れ る と 考 え
ら れ る 高 ス ル ー プ ッ ト 分 析 技 術 に 対 し て 多 大 な 利 点 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 低 存 在 量 分 析 物
の 相 対 的 濃 度 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 、 本 発 明 は 、 痕 跡 量 に て 試 料 に 存 在 す る に 過 ぎ な
い 分 析 物 の 検 出 を 可 能 と す る 。 血 清 を 例 と し て 用 い 、 い く つ か の ホ ル モ ン の よ う な あ る 分
析 物 は 濃 縮 さ れ て い な い 血 清 中 に 痕 跡 量 で の み 存 在 す る 。 ア ル ブ ミ ン の よ う な 他 の 分 析 物
は 豊 富 で あ り 、 マ イ ク ロ モ ル 濃 度 ～ ミ リ モ ル 濃 度 の 範 囲 の 量 で 存 在 す る 。 本 発 明 は 、 高 存
在 量 分 析 物 に 対 し て 低 存 在 量 分 析 物 を 濃 縮 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 を 用 い る 例 示 的 血 清 試 料
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の 調 製 に お い て は 、 ホ ル モ ン の 濃 度 は 、 ア ル ブ ミ ン お よ び 他 の 高 存 在 量 分 析 物 の 濃 度 に 対
し て 増 大 さ れ る 。 血 清 か ら の 低 お よ び 高 存 在 量 分 析 物 の 濃 度 を 一 緒 に よ り 近 く す る こ と に
よ っ て 、 分 析 物 の 組 成 は 、 分 析 物 を 検 出 す る の に 用 い る 分 析 機 器 の 1つ の み ま た は 少 数 の
み の 感 度 設 定 を 用 い て 定 性 的 に お よ び 定 量 的 に の 双 方 で 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 同 一 の ア プ ロ ー チ に よ っ て 、 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 不 純 物 含 有 量 に お け る 許 容 性 が 非 常
に 制 限 さ れ る 精 製 さ れ た 治 療 タ ン パ ク 質 の よ う な 生 物 学 的 試 料 に 存 在 す る 痕 跡 量 の タ ン パ
ク 質 を 測 定 す る の を 可 能 と す る 。 例 え ば 、 細 胞 培 養 上 清 か ら の 精 製 さ れ た 抗 体 は 、 抗 体 の
発 現 で 用 い る 細 胞 か ら の 痕 跡 量 の 異 な る タ ン パ ク 質 を 含 有 し 得 る 。 こ れ ら の 後 者 は 存 在 す
べ き で は な く 、 一 般 に は 、 特 異 的 ELISA法 に よ っ て 検 出 さ れ る 。 し か し な が ら 、 不 純 物 の
濃 度 が 非 常 に 低 い 場 合 に は 、 免 疫 化 学 的 テ ス ト は 効 果 的 で は な い 。 も し 分 析 す べ き 試 料 を
ま ず 本 発 明 に 従 っ て 処 理 す れ ば 、 痕 跡 量 の タ ン パ ク 質 不 純 物 は 有 意 に 濃 縮 さ れ 、 従 っ て 、
正 規 の 化 学 的 ま た は 免 疫 化 学 的 方 法 に よ っ て 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
I.試 料 中 の 相 対 的 分 析 物 濃 度 の 低 下
A.
　 本 発 明 の テ ス ト 試 料 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る よ う に 、 テ ス ト 試 料 に 存 在 す る 分 析 物 が
本 発 明 の 結 合 部 分 と 接 触 す る の を 可 能 と す る い ず れ か の 形 態 で あ り 得 る 。 適 当 な テ ス ト 試
料 は 気 体 、 粉 末 、 液 体 、 懸 濁 液 、 エ マ ル ジ ョ ン 、 透 過 性 ま た は 粉 砕 さ れ た 固 体 な ど を 含 む
。 好 ま し く は 、 テ ス ト 溶 液 は 液 体 で あ る 。 テ ス ト 試 料 は 、 源 か ら 直 接 的 に 採 取 す る こ と が
で き 、 い ず れ の 予 備 的 操 作 も な し で 本 発 明 の 方 法 で 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 水 試 料
は 帯 水 層 か ら 直 接 的 に 採 取 し 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て 直 接 的 に 処 理 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ま た は 、 元 の 試 料 は 種 々 の 方 法 で 調 製 し て 、 テ ス ト の た め に そ の 安 定 性 を 増 強 す る こ と
が で き る 。 そ の よ う な 試 料 調 製 は 、 あ る 種 の 分 析 物 の 枯 渇 、 濃 縮 、 粉 砕 、 抽 出 、 パ ー コ レ
ー シ ョ ン な ど を 含 む 。 例 え ば 、 固 体 試 料 を 粉 末 ま で 粉 砕 し 、 次 い で 、 水 性 ま た は 有 機 溶 媒
を 用 い て 抽 出 す る こ と が で き る 。 粉 末 か ら の 抽 出 物 を 、 次 い で 、 本 発 明 の 方 法 に 供 す る こ
と が で き る 。 気 体 状 試 料 は 溶 液 を 通 気 さ せ 、 ま た は 浸 透 さ せ て 、 本 発 明 の 方 法 に 液 体 を 供
す る に 先 立 っ て 気 体 の 成 分 を 液 体 に 溶 解 さ せ お よ び /ま た は 濃 縮 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 テ ス ト 試 料 は 、 好 ま し く は 、 少 な く と も 4つ の 対 象 と な る 分 析 物 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 8、 15、 20、 50、 100、 1,000、 100,000、 1,000,000、 10,000,000ま た は そ れ 以 上 の
対 象 と な る 分 析 物 を 含 有 す る 。 い く つ か の 状 況 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い る 操 作 に
適 し た テ ス ト 試 料 は 何 百 ま た は 何 千 の 対 象 と な る 分 析 物 を 含 む こ と が で き る 。 好 ま し く は
、 テ ス ト 試 料 に 存 在 す る 分 析 物 の 濃 度 は 少 な く と も 大 き さ が 1オ ー ダ ー 、 よ り 好 ま し く は
、 大 き さ が 少 な く と も 2、 3、 4ま た は そ れ 以 上 の オ ー ダ ー に わ た る 。 一 旦 本 発 明 の 方 法 に
供 さ れ れ ば 、 少 な く と も 1つ の 検 出 方 法 に よ っ て 検 出 可 能 な 分 析 物 に つ い て の こ の 濃 度 範
囲 は 少 な く と も 2の フ ァ ク タ ー 、 よ り 好 ま し く は 10、 20、 50、 100、 1000ま た は そ れ 以 上 の
フ ァ ク タ ー だ け 減 少 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 テ ス ト 試 料 は い ず れ か の 適 当 な 方 法 を 用 い て 収 集 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 環 境 の 試
料 は 浸 漬 し 、 拾 い 、 掬 い 、 吸 引 し 、 ま た は 捕 獲 す る こ と に よ っ て 収 集 す る こ と が で き る 。
生 物 学 的 試 料 は 拭 き 取 り 、 掻 き 落 し 、 外 科 的 に 摘 出 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 皮 下 注 射 な
ど で 収 集 す る こ と が で き る 。 各 場 合 に お け る 収 集 方 法 は 、 試 料 源 お よ び 状 況 に 大 い に 依 存
し 、 収 集 の 多 く の 代 替 と な る 適 当 な 技 術 が 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
1.生 物 学 的 テ ス ト 試 料
　 テ ス ト 試 料 は 、 空 気 、 水 、 土 、 抽 出 物 な ど の よ う な 環 境 試 料 を 含 む 対 象 と な る 分 析 物 を
潜 在 的 に 含 む い ず れ の 源 か ら も 採 取 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 好 ま し い テ ス ト 試 料 は 生
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物 学 的 試 料 、 好 ま し く は 生 物 学 的 流 体 で あ る 。 本 発 明 で 操 作 す る こ と が で き る 生 物 学 的 試
料 は 羊 水 、 血 液 、 脳 脊 髄 液 、 関 節 内 液 、 眼 内 液 、 リ ン パ 液 、 乳 汁 、 蒸 散 血 漿 、 唾 液 ・ 精 液
、 精 漿 、 血 清 、 痰 、 滑 液 、 涙 、 臍 帯 液 、 尿 、 生 検 ホ モ ジ ネ ー ト 、 細 胞 培 養 液 、 細 胞 抽 出 物
、 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト 、 条 件 培 地 、 発 酵 ブ ロ ス 、 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト お よ び こ れ ら の 誘 導 体 を
含 む 。 生 物 学 的 試 料 中 の 対 象 と な る 分 析 物 は タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 核 酸 お よ び 多 糖 を 含 む 。
さ ら に 詳 し く は 、 対 象 と な る 分 析 物 は 、 動 物 に 通 常 存 在 し 、 ま た は 癌 、 ウ イ ル ス 感 染 、 寄
生 虫 感 染 、 細 菌 感 染 な ど の よ う な 病 気 ま た は 感 染 状 態 に 関 連 す る 細 胞 代 謝 産 物 で あ る 。 特
に 対 象 と な る 分 析 物 は 、 細 胞 ス ト レ ス に 対 す る マ ー カ ー で あ る も の で あ る 。 動 物 が ス ト レ
ス 下 に あ る こ と を 示 す 分 析 物 は 、 あ る 種 の 精 神 病 、 心 筋 梗 塞 お よ び 感 染 を 含 む 多 数 の 病 気
状 態 の 初 期 イ ン ジ ケ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 対 象 と な る 分 析 物 は 動 物 に と っ て 外 来 性 で あ る が 、 動 物 組 織 に 見 出 さ れ る も の も 含 む 。
こ の 点 に 関 し て 特 に 関 心 対 象 の 分 析 物 は 、 そ の 多 く が 異 な る エ ナ ン チ オ マ ー と し て 存 在 す
る 抗 生 物 質 、 お よ び 感 染 性 生 物 に よ っ て 生 産 さ れ 、 ま た は 環 境 か ら 動 物 に 隔 離 さ れ 得 る ト
キ シ ン を 含 む 治 療 薬 物 を 含 む 。 試 料 は 、 例 え ば 、 卵 白 ま た は 大 腸 菌 （ E.coli） 抽 出 物 で あ
り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
2.環 境 テ ス ト 試 料
　 環 境 試 料 は 本 発 明 で 用 い ら れ る 好 ま し い テ ス ト 試 料 の も う 1つ の ク ラ ス で あ る 。 好 ま し
い 環 境 試 料 は 土 、 ダ ス ト 、 ふ け 、 天 然 お よ び 合 成 繊 維 、 水 、 植 物 物 質 、 動 物 の 糞 な ど を 含
む 。 環 境 試 料 中 の 好 ま し い 分 析 物 は 天 然 お よ び 合 成 ト キ シ ン 、 肥 料 、 除 草 剤 お よ び 殺 虫 剤
、 な ら び に 細 菌 に つ い て の マ ー カ ー 、 お よ び 対 象 と な る 剤 に 特 徴 的 な 構 造 タ ン パ ク 質 の よ
う な ウ イ ル ス 剤 を 含 む 。 環 境 テ ス ト 試 料 に 求 め ら れ る 特 に 好 ま し い 分 析 物 は ト キ シ ン 、 特
に 、 ボ ツ リ ヌ ス 、 リ シ ン 、 炭 疽 ト キ シ ン な ど の よ う な ト キ シ ン で あ る 。 環 境 テ ス ト 試 料 に
存 在 す る 対 象 と な る 病 気 関 連 分 析 物 は 完 全 な ビ リ オ ン な ら び に ボ ツ リ ヌ ス 、 エ ボ ラ 、 HIV
、 SARS、 炭 疽 、 ペ ス ト 、 マ ラ リ ア 、 天 然 痘 、 ウ シ 海 綿 状 脳 障 害 に 関 連 す る プ リ オ ン 、 ス ク
ラ ピ ー 、 変 種 CJDな ど の 特 徴 的 な タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 例 示 的 環 境 試 料 は 、 水 の 天 然 に 生 じ る も の の よ う な 天 然 環 境 を 含 む 多 数 の 源 か ら 得 る こ
と が で き る 。 水 の 天 然 に 生 じ る も の は 、 例 え ば 、 大 洋 、 湖 、 海 、 川 、 沼 、 池 、 三 角 州 、 ま
た は 湾 で あ り 得 る 。 ま た は 、 環 境 抽 出 物 は 、 水 処 理 セ ン タ ー か ら の 抽 出 物 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ま た は 、 環 境 試 料 は 建 物 の よ う な 人 造 環 境 か ら 採 取 す る こ と が で き る 。 建 物 は い ず れ か
の 人 造 建 物 で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 建 物 は 天 然 痘 、 炭 疽 の よ う な 一 つ ま た は 複 数 の 生 物
学 的 病 原 体 、 あ る い は サ リ ン 、 ソ マ ン 、 神 経 毒 、 爆 発 性 化 学 物 質 、 殺 虫 剤 、 VX、 お よ び 発
泡 剤 の よ う な 一 つ ま た は 複 数 の 毒 性 剤 で 汚 染 さ れ て い る も の で あ る 。 環 境 試 料 を 得 る た め
の 方 法 は 、 建 物 の 表 面 の 乾 式 拭 き 取 り 、 ま た は 当 業 者 に 公 知 の 適 当 な 溶 媒 を 用 い て の 建 物
の 表 面 の 湿 式 拭 き 取 り を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
B.
　 本 発 明 の 適 当 な 結 合 部 分 は 染 料 お よ び ト リ ア ジ ン の よ う な 小 さ な 有 機 分 子 、 お よ び ペ プ
チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ 糖 ま た は 脂 質 の よ う な 生 体 ポ リ マ ー を 含 む
。 本 発 明 の 結 合 部 分 は 抗 体 の よ う な 100KDaま た は そ れ 以 上 の 分 子 量 を 有 す る 分 子 で あ っ て
よ い が 、 好 ま し く は 、 10KDa、 よ り 好 ま し く は 1KDa程 度 、 望 ま し く は 1KDa未 満 、 例 え ば 、 7
50Da、 500Da、 ま た は 250Da未 満 の 範 囲 の 分 子 量 を 持 つ よ り 小 さ な 分 子 で あ る 。 理 想 的 に は
、 本 発 明 の 結 合 部 分 は 不 溶 性 粒 状 物 質 に 結 合 さ れ る 。 各 不 溶 性 粒 子 は 、 好 ま し く は 、 同 一
結 合 部 分 の い く つ か の コ ピ ー を 運 び 、 各 粒 子 の タ イ プ は 異 な る 結 合 部 分 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 結 合 部 分 は 溶 液 、 懸 濁 液 、 ま た は 固 体 支 持 体 へ の 設 置 を 含 む 分 析 物 と 結 合 部 分
と の 接 触 を 可 能 と す る い ず れ か の 他 の 状 況 に お け る も の で あ り 得 る 。
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適 当 な 結 合 部 分



【 ０ ０ ７ １ 】
　 結 合 部 分 は 「 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー 」 の 一 部 で あ っ て よ く 、 前 記 ペ プ チ ド
は フ ァ ー ジ コ ー ト の 一 部 と し て 提 示 さ れ る 。 （ 例 え ば 、 Tang, Xiao-Bo, et al.； J.Bioch
em； 1997； pp.686-690； vol.122,No.4） 。 フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 へ の ペ プ チ ド の 提 示 は 、 小
さ な ペ プ チ ド の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 迅 速 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能
と し 、 こ れ は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に や は り 有 利
で あ る 方 法 で あ る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 フ ァ ー ジ タ ン パ ク 質 コ ー ト の
一 部 と し て 結 合 部 分 を 発 現 す る よ う に 組 換 え に よ り 操 作 さ れ て い る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ か
ら 形 成 さ れ る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ を 用 い 、 結 合 部 分 の ラ イ ブ ラ リ ー を 容 易 に 構 築 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 結 合 部 分 は 可 溶 性 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 分 子 で あ っ て も よ い 。 可 溶 性 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 分 子
は 、 好 ま し く は 、 結 合 部 分 が 相 補 的 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ る の を 可 能 と す る 捕 獲 部 分 を 含
む 。 可 溶 性 結 合 部 分 の 態 様 は 、 典 型 的 に は 、 試 料 に 接 触 さ せ 、 結 合 部 分 を 固 体 支 持 体 に 結
合 ま た は 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ た 複 合 体 を 単 離 す る に 先 立 っ て 対 象 と な る 分 析 物
に 結 合 さ れ る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は 、 19の 天 然 に 生 じ る ア ミ ノ 酸 の よ う な キ
ラ ル 原 子 を 含 有 す る 基 本 構 成 要 素 か ら 構 成 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 結 合 部 分 は 、 当 業 者 に 公 知 の い ず れ か の 技 術 を 用 い て 製 造 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 結 合 部 分 は 化 学 的 に 合 成 し 、 天 然 源 か ら 収 穫 し 、 ま た は 生 体 有 機 ポ リ マ ー で あ る
結 合 部 分 の 場 合 に は 、 組 換 え 技 術 を 用 い て 製 造 さ れ る 。 こ の 後 者 の 理 由 で 、 15個 、 10個 、
8個 、 6個 ま た は 4個 ま た は そ れ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ プ チ ド は 特 に 有 利 で あ る 。 と い
う の は 、 そ れ ら は 組 換 え ま た は 固 相 化 学 技 術 を 用 い て 容 易 に 製 造 さ れ る か ら で あ る 。 さ ら
に 、 化 学 的 に 合 成 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 Fodor et al.,Science 251： 767-773
（ 1991） お よ び Houghten et al.,Nature 354： 84-86（ 1991） に 記 載 さ れ て い る 。 結 合 部
分 の 補 充 体 の 多 様 性 は 、 結 合 部 分 の 長 さ （ 個 々 の 結 合 部 分 に お け る ア ミ ノ 酸 の 数 ） の 能 力
に 対 す る 異 な る ア ミ ノ 酸 の 数 の 結 果 で あ る よ う な 、 分 裂 -カ ッ プ リ ン グ -再 結 合 （ split-co
uple-recombine） 固 相 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 合 成 、 Lam et al.,Nature 354,82-84（ 1991） 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 核 酸 は も う 1つ の 好 ま し い 生 体 有 機 ポ リ マ ー 結 合 部 分 で あ る 。 ペ プ チ ド に 関 し て は 、 核
酸 は 、 当 業 者 に 周 知 の 合 成 ま た は 組 換 え 技 術 を 用 い て 製 造 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 好
ま し い 核 酸 結 合 部 分 は 長 さ が 少 な く と も 4個 、 よ り 好 ま し く は 6個 、 8個 、 10個 、 15個 ま た
は 20個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 核 酸 結 合 部 分 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は 代 謝 産 物 の よ う な 特 異
的 分 子 標 的 に 結 合 す る 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 の DNAま た は RNAの 分 子 （ 例 え ば 、 ア プ タ マ ー ）
を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 オ リ ゴ 糖 結 合 部 分 は 本 発 明 の 一 部 と し て や は り 考 え ら れ る 。 オ リ ゴ 糖 結 合 部 分 は 長 さ が
好 ま し く は 少 な く と も 5の 単 糖 単 位 、 よ り 好 ま し く は 長 さ が 8、 10、 15、 20、 25ま た は そ れ
以 上 の 単 糖 単 位 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 生 体 ポ リ マ ー 結 合 部 分 は 液 体 で あ り 得 る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る よ う に 、 用 語 「 脂 質 」 と
は 、 疎 水 性 ま た は 両 親 培 性 部 分 を い う 。 従 っ て 、 結 合 部 分 の 脂 質 ラ イ ブ ラ リ ー も 本 発 明 の
方 法 お よ び キ ッ ト で の 使 用 が 考 え ら れ る 。 適 当 な 脂 質 は C14～ C50脂 肪 族 、 ア リ ー ル 、 ア リ
ー ル ア ル キ ル 、 ア リ ー ル ア ル ケ ニ ル 、 ま た は ア リ ー ル ア ル キ ニ ル 部 分 を 含 み 、 こ れ は 、 窒
素 、 硫 黄 、 酸 素 お よ び リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む
こ と が で き る 。 他 の 適 当 な 脂 質 は ホ ス ホ グ リ セ リ ド 、 グ リ コ シ ル グ リ セ リ ド 、 ス フ ィ ン ゴ
脂 質 、 ス テ ロ ー ル 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン ま た は ホ ス フ ァ チ ジ ル プ ロ パ ノ ー ル
ア ミ ン を 含 む 。 結 合 部 分 の 液 体 ラ イ ブ ラ リ ー は 長 さ が 好 ま し く は 少 な く と も 5の 単 位 、 長
さ が よ り 好 ま し く は 少 な く と も 8、 10、 15、 20、 25、 50ま た は そ れ 以 上 の 単 位 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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　 小 さ な 有 機 分 子 も 本 発 明 の 結 合 部 分 と し て や は り 考 え ら れ る 。 典 型 的 に は 、 そ の よ う な
分 子 は 分 析 物 と の イ オ ン 性 、 疎 水 性 ま た は 親 和 性 相 互 作 用 を 可 能 と す る 特 性 を 有 す る 。 小
さ な 有 機 結 合 部 分 は モ ノ -、 ジ -お よ び ト リ -メ チ ル ア ミ ノ エ チ ル 基 、 モ ノ -、 ジ -お よ び ト
リ -エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル 基 、 ス ル ホ ニ ル 、 ホ ス ホ リ ル 、 フ ェ ニ ル 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル 基 な
ど の よ う な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー プ ロ セ ス で 伝 統 的 に 用 い ら れ る 化 学 基 を 含 む 。 例 え ば 、 ラ
イ ブ ラ リ ー は ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン （ 例 え ば 、 Bunin et al.,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 91:470
8-4712（ 1994） 参 照 ） お よ び ペ プ ト イ ド （ 例 え ば 、 Simon et al.,Proc.Natl.Acad.Sci.US
A 89:9367-9371（ 1992） ） を 用 い る こ と が で き る 。 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 結 合 部 分 は
色 素 ま た は ト リ ア ジ ン 誘 導 体 で あ る 。 こ の リ ス ト は 断 じ て 限 定 的 な も の で は な い 。 と い う
の は 、 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 の 結 合 部 分 と し て 用 い る の に 適 合 し た イ オ ン 性 、 疎 水 性 ま
た は 親 和 性 特 性 を 持 つ 何 千 の 化 学 官 能 基 を 容 易 に 認 識 す る か ら で あ る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル
結 合 部 分 ラ イ ブ ラ リ ー の 生 産 お よ び 使 用 は 後 に よ り 詳 細 に 議 論 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 結 合 部 分 は 支 持 体 に 予 め 結 合 し た も の を 購 入 す る こ と が で き 、 支 持 体 上 で 合 成 す る こ と
が で き 、 ま た は 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 支 持 体 上 に 間 接 的 に 付 着 、 ま た は 直 接 的 に 固 定 化 す
る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Harlow and Lane,Antibodies, Cold Spring Harbor Laborator
y, Cold Spring Harbor, NY（ 1988） ； Biancala et al., Letters in Peptide Science 7
（ 291） ： 297（ 2000） ； MacBeath et al., Science 289： 1760-1763（ 2000） ； Cass et a
l.,編 ,Proceedings of the Thirteenth American Peptide Symposium； Leiden,Escom, 97
5-979（ 1994） ； 米 国 特 許 第 5,576,220号 ； Cook et al., Tetrahedron Letters 35： 6777-
6780（ 1994） ； お よ び Fodor et al.,Science 251（ 4995） ： 767-773（ 1991） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー
　 本 発 明 の 1つ の 態 様 に お い て 、 結 合 部 分 の ラ イ ブ ラ リ ー は コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ
ー ま た は そ の 一 部 で あ る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 全 て の 可 能 な 組 合 せ に
お い て 多 数 の 化 学 的 （ 基 本 構 成 要 素 ） を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 化 学 合 成 ま た は 生 物
学 的 合 成 い ず れ か に よ っ て 生 じ た 化 合 物 の 集 団 で あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ
ー の よ う な 完 全 な 線 状 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 所 与 の 化 合 物 の 長 さ （ す な
わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 に お け る ア ミ ノ 酸 の 数 ） に つ い て の 各 可 能 な 方 法 で 化 学 的 基 本
構 成 要 素 （ ア ミ ノ 酸 ） の 組 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 。 例 え ば 、 も し 基 本 構
成 要 素 の 数 が 5で あ っ て 、 構 築 体 が 5つ の メ ン バ ー か ら 構 成 さ れ る な ら ば 、 可 能 な 線 状 組 合
せ の 数 は 5 5 ま た は 3,125の メ ン バ ー の も の で あ る 。 こ の 場 合 、 基 本 構 成 要 素 （ A、 B、 C、 D
お よ び E） は 、 A-A-A-A-A； A-A-A-A-B； A-A-A-A-C； A-A-A-B-A； A-A-A-B-B； A-A-A-B-C； .
....； A-A-B-A-A； A-A-B-A-B； A-A-B-A-C； .....； E-E-E-E-C； E-E-E-E-D； E-E-E-E-Eの
よ う に 線 状 に 組 み 立 て る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の も う 1つ の 形 態 は 足 場 ベ ー ス の も の で あ る 。 こ れ ら の
構 築 体 は 、 基 本 構 成 要 素 に よ っ て 置 換 で き る 位 置 を 含 む 単 一 中 心 分 子 ま た は コ ア に 基 づ く
。 そ の 例 は 、 そ の 上 に 数 個 の 置 換 基 を 結 合 さ せ る こ と が で き る ト リ ク ロ ロ -ト リ ア ジ ン （ 3
つ の 置 換 可 能 な 位 置 ） に よ っ て 与 え ら れ る 。 も し 置 換 基 の 数 が 3で あ れ ば 、 可 能 な 組 合 せ
の 数 は 10で あ る 。 ま た 、 各 置 換 基 の 相 対 的 位 置 を 考 え る こ と が で き ;こ の 場 合 、 組 合 せ の
数 は よ り 大 き い 。
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【 ０ ０ ８ １ 】
　 第 三 の レ ベ ル と し て 、 線 状 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 足 場 ベ ー ス の ラ イ ブ ラ リ ー
と 組 み 合 わ せ る こ と が で き 、 こ の 後 者 の 置 換 基 は コ ン ビ ナ ト リ ア ル 線 状 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 何 百 万 の 化 学 化 合 物 を 、 化 学 基 本 構 成 要 素 の そ の よ う な 組 合 せ 混 合 を 通 じ て 合 成 す る こ
と が で き る 。 ペ プ チ ド 結 合 部 分 に つ い て は 、 長 さ は 好 ま し く は 15個 、 10個 、 8個 、 6個 ま た
は 4個 の ア ミ ノ 酸 に 限 定 さ れ る 。 本 発 明 の 核 酸 形 成 部 分 は 少 な く と も 4個 、 よ り 好 ま し く は
6個 、 8個 、 10個 、 15個 、 ま た は 少 な く と も 20個 の ヌ ク レ オ チ ド の 好 ま し い 長 さ を 有 す る 。
オ リ ゴ 糖 は 好 ま し く は 長 さ が 少 な く と も 5の 単 糖 単 位 、 よ り 好 ま し く は 8、 10、 15、 20、 25
ま た は そ れ 以 上 の 単 糖 単 位 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は 完 全 ま た は 不 完 全 で あ っ て よ い 。 生 体 ポ リ マ ー の 完 全
な コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は 、 所 与 の ポ リ マ ー の 長 さ お よ び 組 成 に つ い て の モ ノ マ
ー の 各 可 能 な 順 列 の 代 表 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 。 不 完 全 な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 所 与 の ポ
リ マ ー の 長 さ に つ い て の モ ノ マ ー の 一 つ ま た は 複 数 の 可 能 な 順 列 を 欠 く ラ イ ブ ラ リ ー で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ペ プ チ ド 結 合 部 分 は 主 張 さ れ る 発 明 の 好 ま し い 態 様 で あ る 。 主 張 さ れ る 発 明 で 用 い る の
に 適 し た ペ プ チ ド 結 合 部 分 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え ば
、 「 分 裂 、 カ ッ プ リ ン グ 、 お よ び 再 結 合 」 方 法 （ 例 え ば 、 Furka et al., Int. J. Peptid
e Protein Res.,37： 487-493（ 1991） ； Houghton et al., Nature 354： 84-88（ 1991） ；
Lam et al.,Nature,354： 82-84（ 1991） ； 国 際 特 許 出 願 WO 92/00091； お よ び 米 国 特 許 第 5
,010,175号 、 同 第 5,133,866号 お よ び 同 第 5,498,538号 参 照 ） ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 公
知 の 他 の ア プ ロ ー チ 。 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の 発 現 も ま た Devlin et al.,Science,249： 4
04-406（ 1990） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル お よ び 合 成 化 学 技 術 は 、 各 々 が ユ ニ ー ク な
構 造 を 有 す る 、 何 百 万 の メ ン バ ー を 含 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す つ こ と が で き る （ Lam 
et al.,Nature 354： 82-84（ 1991） お よ び 国 際 （ PCT） 特 許 出 願 WO 92/00091） 。 例 え ば 、
天 然 ア ミ ノ 酸 の う ち 18で 作 成 さ れ た 線 状 ヘ キ サ マ ー リ ガ ン ド の ラ イ ブ ラ リ ー は 34× 10 6 の
異 な る 構 造 を 含 む 。 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ お よ び 異 性 体 も ま た 含 ま れ る 場 合 、 潜 在 的 構 造 の 数
は 現 実 に は 制 限 さ れ な い 。 さ ら に 、 そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー の 各 メ ン バ ー は 、 異 な る 分 子
に 結 合 す る 容 量 を 潜 在 的 に 保 有 す る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー は ビ ー ズ
の よ う な 固 体 支 持 体 上 で 合 成 す る こ と が で き る か 、 ま た は 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と が
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で き 、 各 ビ ー ズ は 本 質 的 に そ の 表 面 に 何 百 万 の ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の コ ピ ー を 有 す る 。
異 な る ビ ー ズ は 異 な る ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー に 結 合 さ せ る こ と が で き 、 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン
バ ー を 結 合 さ せ る の に 用 い る ビ ー ズ の 合 計 数 は 多 い の で 、 ビ ー ズ 結 合 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ
ー に 結 合 す る こ と が で き る 異 な る 分 子 の 潜 在 的 数 は 膨 大 な も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 Hammond et al.の US 2003/0212253（ 2003年 11月 13日 ） は 、 以 下 の ラ イ ン に 沿 っ た コ ン
ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 記 載 す る 。 ペ プ チ ド 結 合 部 分 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 天 然 ア ミ ノ 酸
に 対 す る 増 大 し た 安 定 性 を 提 供 す る ア ミ ノ 酸 か ら 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 シ ス テ
イ ン 、 メ チ オ ニ ン お よ び ト リ プ ト フ ァ ン は ラ イ ブ ラ リ ー か ら 省 略 す る こ と が で き 、 2-ナ フ
チ ル ア ラ ニ ン お よ び ノ ル ロ イ シ ン の よ う な 非 天 然 ア ミ ノ 酸 は 含 ま れ る 。 N末 端 ア ミ ノ 酸 は D
-異 性 体 で あ っ て よ く 、 ま た は ア ミ ノ -ペ プ チ ダ ー ゼ の 存 在 下 で よ り 大 き な 生 化 学 的 安 定 性
を 提 供 す る よ う に ア セ チ ル 化 す る こ と が で き る 。 結 合 部 分 の 密 度 は 、 標 的 分 子 に 対 し て 十
分 な 結 合 を 提 供 す る の に 十 分 で な け れ ば な ら な い が 、 結 合 部 分 が 標 的 分 子 よ り は む し ろ そ
れ 自 体 と 反 応 す る よ う に あ ま り 高 く て は な ら な い 。 支 持 体 の 乾 燥 重 量 1グ ラ ム 当 た り 0.1μ
モ ル ～ 500μ モ ル の 結 合 部 分 密 度 が 望 ま し く 、 よ り 好 ま し く は 、 支 持 体 の 1グ ラ ム 当 た り 10
μ モ ル ～ 100μ モ ル の 結 合 部 分 密 度 が 望 ま れ る 。 6merの ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は Toyopearl
-AFア ミ ノ 650M樹 脂 に 合 成 さ れ た （ Tosohaas,Montgomeryville,Pa） 。 樹 脂 ビ ー ズ の サ イ ズ
は ビ ー ズ 当 た り 60～ 130mmの 範 囲 で あ っ た 。 出 発 樹 脂 の 初 期 置 換 は 、 Fmoc-Ala-OHお よ び Bo
c-Ala-OH（ 1： 3.8の モ ル 濃 度 比 率 ） の 混 合 物 の 結 合 に よ っ て 達 成 さ れ た 。 結 合 の 後 、 Boc
保 護 基 を 十 分 に 正 味 の TFAで 除 去 し た 。 次 い で 、 得 ら れ た 脱 保 護 ア ミ ノ 基 を ア セ チ ル 化 し
た 。 ペ プ チ ド 鎖 を 、 樹 脂 ビ ー ズ 上 の 残 存 す る Fmoc-Ala-OH部 位 を 介 し て 組 み 立 て た 。 標 準
的 な Fmoc合 成 戦 略 を 使 用 し た 。 1つ の 態 様 に お い て 、 典 型 的 な 実 験 で は 、 6グ ラ ム の Fmoc-A
la-（ Ac-Ala-） Toyopearl樹 脂 を 20％ ピ ペ ル ジ ン /DMF（ 2× 20分 ） で 脱 保 護 し 、 次 い で 、 DM
F（ 8回 ） で 洗 浄 し 、 18の 別 々 の 反 応 容 器 に 等 し く 分 け た 。 各 別 々 の 容 器 に お い て は 、 単 一
の Fmoc-ア ミ ノ 酸 を 4～ 7時 間 で 樹 脂 （ BOP/NMM、 5～ 10倍 過 剰 ） に 結 合 さ せ た 。 個 々 の 樹 脂
を 洗 浄 し 、 「 分 裂 /混 合 」 ラ イ ブ ラ リ ー 技 術 を 用 い て 組 み 合 わ せ た （ Furka et al.,Int. J
. Peptide Protein Res.,37： 487-493（ 1991） ； Lam et al.,Nature,354,82-84（ 1991）
； 国 際 特 許 出 願 WO 92/00091（ 1992） ； 米 国 特 許 第 5,010,175号 ； 米 国 特 許 第 5,133,866号
； お よ び 米 国 特 許 第 5,498,538号 ） 。 脱 保 護 お よ び 結 合 の サ イ ク ル は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 完
了 す る ま で 反 復 し た （ ヘ キ サ マ ー ラ イ ブ ラ リ ー に つ い て は 6サ イ ク ル ） 。 最 終 Fmocは 、 最
後 の 結 合 サ イ ク ル の 間 に 、 別 々 の 反 応 容 器 中 の 20％ ピ ペ リ ジ ン /DMFを 用 い て ペ プ チ ド 樹 脂
か ら 除 去 し た 。 側 鎖 保 護 基 は TFA処 理 （ TFA： H.sub.20： フ ェ ノ ー ル 、 90： 5： 5） に て 2時
間 で 除 去 し た 。 樹 脂 を 広 く 洗 浄 し 、 真 空 下 で 乾 燥 し た 。 達 成 さ れ た ペ プ チ ド 密 度 は 、 典 型
的 に は 、 0.06～ 0.12ミ リ モ ル /g樹 脂 の 範 囲 に あ る 。 ア ミ ノ 酸 は Lま た は D-立 体 異 性 体 ま た
は ラ セ ミ 体 い ず れ か で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ペ プ チ ド リ ガ ン ド -樹 脂 ビ ー ズ 複 合 体 の ペ プ チ ド 組 成 の 配 列 決 定 お よ び ペ プ チ ド 組 成 を
確 認 し 、 樹 脂 の 置 換 の 程 度 は Commonwealth Biotechnologies, Inc.,Richmond,Vaに お け る
定 量 的 ア ミ ノ 酸 分 析 に よ っ て 計 算 し た 。 配 列 決 定 は 、 Hewlett Packard G1005Aを 用 い る エ
ド マ ン 分 解 に よ っ て 、 Protein Technologies Laboratories, Texas A＆ M Universityで 行
っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 用 の デ バ イ ス は 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 357 MP
S,390 MPS,Advanced Chem Tech,Louisville KY,Symphony,Rainin,Woburn,MA,433A Applie
d Biosystems, Foster City,CA,9050 Plus,Millipore,Bedford,MA参 照 ） 。 加 え て 、 多 数
の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー そ れ 自 体 は 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 ComGenex,Princet
on,N.J.,Tripos,Inc.,St.Louis,MO,3D Pharmaceuticals, Exton,PA,Martek Biosciences,
 Columbia, MDな ど 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 い く つ か の ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
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の 表 面 で 発 現 さ れ て 、 大 き な 容 易 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る ラ イ ブ ラ リ ー を 生 じ る 。 「 フ ァ
ー ジ 方 法 」 （ Scott and Smith, Science 249： 386-390, 1990； Cwirla, et al., Proc.Na
tl.Acad.Sci.,87： 6378-6382,1990； Devlin et al., Science, 49： 404-406,1990） を 用
い 、 非 常 に 大 き な ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る こ と が で き る （ 10 6 ～ 10 8 化 学 実 体 ） 。 第 二 の ア
プ ロ ー チ は 主 と し て 化 学 的 方 法 を 用 い 、 そ の う ち Geysen方 法 （ Geysen et al., Molecular
 Immunology 23： 709-715, 1986； Geysen et al., J.Immunologic Method 102： 259-274,
 1987） お よ び Fodor et al.（ Science 251： 767-773,1991） の 方 法 が 例 で あ る 。 Furka et
 al.（ Biochemistryの 第 14回 国 際 会 議 ,第 5巻 ,ア ブ ス ト ラ ク ト FR： 013,1988； Furka, Int.
 J. Peptide Protein Res.37： 487-493,1991） ,Houghton（ 1986年 12月 に 発 行 さ れ た 米 国
特 許 第 4,631,211号 ） お よ び Rutter et al.（ 1991年 4月 23日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 5,010
,175号 ） は 、 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て テ ス ト す る こ と が で き る ペ プ チ ド の
混 合 物 を 産 生 さ せ る 方 法 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 化 学 的 多 様 性 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の 他 の 化 学 も 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う
な 化 学 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 PCT公 報 WO 91/19735） 、 コ ー
ド さ れ た ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 PCT公 報 WO 93/20242） 、 ラ ン ダ ム 生 体 オ リ ゴ マ ー （ 例 え ば 、
PCT公 報 WO 92/00091） 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,288,514号 ） 、 ヒ ダ ン
ト イ ン 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン お よ び ジ ペ プ チ ド の よ う な ダ イ バ ー ソ ー マ ー （ Hobbs et al., 
Proc.Nat.Acad.Sci.USA 90： 6909-6913（ 1993） ） 、 ビ ニ ル 性 ポ リ ペ プ チ ド （ Hagihara et
 al., J.Amer.Chem.Soc.114： 6568（ 1992） ） 、 グ ル コ ー ス ス カ フ ォ ー ル デ ィ ン グ で の 非
ペ プ チ ド ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク ス （ Hirschmann et al., J.Amer.Chem.Soc.114： 9217-921
8（ 1992） ） 、 小 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー の 同 様 な 有 機 合 成 （ Chen et al., J.Amer.Chem.Soc.
116： 2661（ 1994） ） 、 オ リ ゴ カ ル バ メ ー ト （ Cho et al., Science 261： 1303（ 1993） ）
、 お よ び /ま た は ペ プ チ ジ ル ホ ス ホ ネ ー ト （ Campbell et al., J.Org.Chem.59： 658（ 1994
） ） 、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー （ Ausubel, Berger and Sambrook,全 て 前 記 ） 、 ペ プ チ ド 核 酸 ラ
イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,539,083号 参 照 ） 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 Vaugh
n et al., Nature Biotechnology, 14（ 3） ： 309-314（ 1996） お よ び PCT/US96/10287参 照
） 、 炭 水 化 物 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 Liang et al., Science, 274： 1520-1522（ 1996）
お よ び 米 国 特 許 第 5,593,853号 ） 、 小 有 機 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン
、 Baum C＆ EN,1月 18日 ,33頁 （ 1993） ； イ ソ プ レ ノ イ ド ,米 国 特 許 第 5,569,588号 ； チ ア ゾ
リ ジ ノ ン お よ び メ タ チ ア ザ ノ ン 、 米 国 特 許 第 5,549,974号 ； ピ ロ リ ジ ン 、 米 国 特 許 第 5,525
,735号 お よ び 同 第 5,519,134号 ； モ ル ホ リ ノ 化 合 物 、 米 国 特 許 第 5,506,337号 ； な ら び に ベ
ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 同 第 5,288,514号 な ど 参 照 ） を 含 む 。
【 ０ ０ ９ １ 】
リ ン カ ー 部 分
　 本 発 明 の 結 合 部 分 は 、 任 意 で 、 固 体 支 持 体 へ の 結 合 部 分 の 標 的 化 お よ び 可 逆 的 結 合 を 可
能 と す る リ ン カ ー 部 分 を 含 む 。 例 示 的 リ ン カ ー 部 分 は 、 エ ピ ト ー プ お よ び his-タ グ を 含 み
、 こ れ は 生 体 分 子 に 結 合 さ れ て 、 捕 獲 さ れ て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 形 成 す る 。 こ れ ら の 場 合
に お い て 、 第 XA因 子 ま た は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ に 対 し て 特 異 的 な も の （ Invitrogen, San Di
ego,Calif.） の よ う な 切 断 可 能 リ ン カ ー 配 列 を 、 任 意 で 、 生 体 分 子 お よ び 捕 獲 部 分 の 間 に
含 め て 、 融 合 分 子 の 成 分 の 単 離 お よ び /ま た は 分 離 を 容 易 と す る こ と が で き る 。 デ ザ イ ナ
ー リ ガ ン ド に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン も ま た リ ン カ ー 部 分 と し て 用
い る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Deisenhofer, J., Biochemstry 20（ 1981） 2361-2370参 照 ）
。 多 く の 他 の 同 等 な リ ン カ ー 部 分 が 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 参 照 に よ り
本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Hochuli, Chemische Industrie,12： 69-90（ 1989） ； Hochul
i, Genetic Engineering, Principle and Methods,12： 87-98（ 1990） ,Plenum Press,N.Y
.； お よ び Crowe, et al.（ 1992） OIAexpress： The High Level Expression ＆  Protein P
urification System, QIAGEN, Inc.Chatsworth, Calif.参 照 。 吸 着 す べ き 生 体 分 子 の 抗 原
決 定 基 お よ び 他 の 特 徴 的 特 性 も ま た 捕 獲 部 分 タ グ と し て 働 く こ と も で き る 。 例 示 的 リ ン カ
ー 部 分 は ポ リ -ヒ ス チ ジ ン （ ポ リ -his） ま た は ポ リ -ヒ ス チ ジ ン -グ リ シ ン （ ポ リ -his-gly
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） タ グ ； flu HAタ グ ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 抗 体 12CA5［ Field et al.,Mol.Cell.Biol.,8
： 2159-2165（ 1988） ］ ； c-mycタ グ お よ び そ れ に 対 す る 8F9、 3C7、 6E10、 G4、 B、 B7お よ
び 9E10抗 体 （ Evan et al., Molecular and Cellular Biology, 5： 3610-3616（ 1985） ）
； お よ び 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 D（ gDタ グ お よ び そ の 抗 体 （ Paborsky et al., Pr
otein Engineering, 3（ 6） ： 547-553（ 1990） ） を 含 む 。 他 の タ グ ポ リ ペ プ チ ド は Flag-
ペ プ チ ド （ Hopp et al., BioTechnology, 6： 1204-1210（ 1988） ） ； KT3エ ピ ト ー プ ペ プ
チ ド （ Martin et al., Science, 255： 192-194（ 1992） ） ； α -チ ュ ー ブ リ ン エ ピ ト ー プ
ペ プ チ ド （ Skinner et al., J.Biol.Chem.,266： 15163-15166（ 1991） ） ； お よ び T7遺 伝
子 10タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド タ グ （ Lutz-Freyermuth et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA,87： 6
393-6397（ 1990） ） を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
C.
　 テ ス ト 試 料 に 存 在 す る 分 析 物 は 、 テ ス ト 試 料 を 、 各 結 合 部 分 が そ の 対 応 す る 分 析 物 に 結
合 す る の を 可 能 と す る 条 件 下 で 結 合 部 分 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 捕 獲 さ れ る 。 前 記 の よ
う に 、 結 合 部 分 は テ ス ト 試 料 と 直 接 的 に 接 触 さ せ る こ と が で き る か 、 あ る い は 結 合 部 分 は
ま ず デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 、 SELDIプ ロ ー ブ 、 ま た は 不 溶 性 ポ リ マ ー ビ ー ズ 、 膜 ま た は 粉 末
の よ う な 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 結 合 部 分 が ビ ー ズ ラ イ ブ ラ リ ー の 一 部 で あ る 場 合 に は 、 血 清 の よ う な 複 合 体 試 料 に つ い
て の 試 料 容 量 に 対 す る ビ ー ズ 容 量 の 比 率 は 、 例 え ば 、 1： 150お よ び 1： 1の 間 と す る こ と が
で き る 。 試 料 に 対 す る ビ ー ズ の 比 率 が よ り 小 さ く な れ ば 、 低 存 在 量 ま た は 稀 な 分 析 物 化 学
種 の 相 対 的 濃 度 を 増 加 さ せ る 能 力 は よ り 大 き く な る 。 1： 10の 一 定 の ビ ー ズ ： 試 料 容 量 に
お い て 、 血 清 で 用 い る ビ ー ズ の 容 量 は 少 な く と も 0.0005mlお よ び 15mlの ビ ー ズ の 間 と す る
こ と が で き る （ 0.020mlを 含 む ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 テ ス ト 試 料 に 接 触 さ せ る に 先 立 っ て 、 結 合 部 分 を 固 体 支 持 体 に 結
合 さ せ る 。 こ の 代 替 態 様 に お い て 、 固 体 支 持 体 は 、 結 合 部 分 が 分 析 物 に 結 合 す る の を 可 能
と す る の に 十 分 な 時 間 の 間 テ ス ト 試 料 と 単 に 接 触 さ せ 、 次 い で 、 固 体 支 持 体 を 、 分 析 物 お
よ び 結 合 部 分 の 間 の 複 合 体 の 形 成 を 介 し て 分 析 物 が そ れ に 結 合 し た テ ス ト 試 料 か ら 取 り 出
す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 結 合 部 分 は リ ン カ ー 部 分 を 含 む 。 こ の 態 様 に お い て 、 結 合 部 分 は
、 テ ス ト 試 料 に 存 在 す る 分 析 物 が 結 合 部 分 に 結 合 す る の を 可 能 と す る よ う に 、 テ ス ト 試 料
に 直 接 接 触 さ せ る 。 十 分 な 時 間 が 経 過 し た 後 、 結 合 部 分 の 捕 獲 部 分 に 対 す る 相 補 的 捕 獲 部
分 を 含 む 固 体 支 持 体 を テ ス ト 試 料 に 接 触 さ せ る 。 こ れ は 、 結 合 部 分 が 、 結 合 し た 分 析 物 を
残 し つ つ 、 捕 獲 部 分 を 介 し て 結 合 支 持 体 と 結 合 す る の を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 結 合 部 分 と テ ス ト 試 料 と の 接 触 は 、 2つ を 混 合 し 、 テ ス ト 試 料 を 結 合 部 分 上 へ 拭 い 取 り
、 テ ス ト 試 料 を そ れ に 結 合 し た 結 合 部 分 を 有 す る 固 体 支 持 体 へ 流 す こ と に よ っ て 、 お よ び
当 業 者 に 明 白 な 他 の 方 法 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 結 合 部 分 お よ び 分 析 物 は 、 結 合
部 分 が 試 料 と の 結 合 平 衡 に 到 達 す る の を 可 能 と す る の に 十 分 な 時 間 の 間 接 触 し て 維 持 さ れ
る 。 典 型 的 な 実 験 室 条 件 下 で 、 こ れ は 少 な く と も 10分 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
固 体 支 持 体
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 許 容 さ れ る 支 持 体 は 広 く 変 化 し 得 る 。 支 持 体 は 多 孔 性 ま た は 非 多 孔
性 で あ り 得 る 。 そ れ は 連 続 ま た は 非 連 続 、 可 撓 性 ま た は 非 可 撓 性 で あ り 得 る 。 支 持 体 は セ
ラ ミ ッ ク 、 ガ ラ ス 、 金 属 、 有 機 ポ リ マ ー 材 料 を 含 む 種 々 の 物 質 、 ま た は そ の 組 合 せ で 作 成
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 好 ま し い 支 持 体 は 粒 状 ま た は ビ ー ズ 化 支 持 体 、 （ 繊 維 ウ ェ ブ の よ う な ） 織 布 ま た は 不 織
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布 、 微 多 孔 性 繊 維 、 微 多 孔 性 膜 、 中 空 繊 維 ま た は チ ュ ー ブ の よ う な 有 機 ポ リ マ ー 支 持 体 を
含 む 。 シ リ ケ ー ト お よ び カ ル ボ ネ ー ト （ 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ） の よ う な ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド お よ び 鉱 物 支 持 体 も 用 い る こ と が で き る 。 織 布 お よ び 不 織 布 は 規 則 的 ま た
は 不 規 則 的 物 理 的 配 置 の 表 面 を 有 す る こ と が で き る 。 特 に 好 ま し い 態 様 は 、 球 状 ま た は 不
規 則 的 形 状 の ビ ー ズ ま た は 粒 子 の 形 態 の 固 体 支 持 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 多 孔 性 材 料 が 有 用 で あ る 。 な ぜ な ら ば 、 そ れ ら は 大 き な 表 面 積 を 提 供 す る か ら で あ る 。
多 孔 性 支 持 体 は 合 成 ま た は 天 然 、 有 機 ま た は 無 機 で あ り 得 る 。 少 な く と も 約 1.0ナ ノ メ ー
ト ル （ nm） の 直 径 、 お よ び 少 な く と も 約 0.1立 方 セ ン チ メ ー ト ル /グ ラ ム （ cm 3 /g） の ポ ア
容 量 の ポ ア を 有 す る 多 孔 性 構 造 を 持 つ 適 当 な 固 体 。 好 ま し く は 、 ポ ア 直 径 は 少 な く と も 約
30nmで あ る 。 な ぜ な ら ば 、 よ り 大 き な ポ ア は 拡 散 に 対 し て よ り 制 限 的 で な い か ら で あ る 。
好 ま し く は 、 ポ ア 容 量 は 、 ポ ア を 囲 う よ り 大 き な 表 面 積 の た め よ り 大 き な 潜 在 的 容 量 に つ
き 少 な く と も 約 0.5cm 3 /gで あ る 。 好 ま し い 多 孔 性 支 持 体 は 、 ア ガ ロ ー ス 、 親 水 性 ポ リ ア ク
リ レ ー ト 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ミ ネ ラ ル オ キ サ イ ド お よ び セ フ ァ ロ ー ス の よ う な 粒 状 、 ま た は
ビ ー ズ 化 支 持 体 を 含 み 、 こ れ は 、 球 状 お よ び 不 規 則 な 形 状 の ビ ー ズ お よ び 粒 子 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 か な り の 利 点 に つ い て は 、 結 合 部 分 に 対 す る 支 持 体 は 好 ま し く は 親 水 性 で あ る 。 好 ま し
く は 、 親 水 性 ポ リ マ ー は 水 膨 潤 性 で あ っ て 、 分 析 物 の よ り 大 き な 浸 潤 を 可 能 と す る 。 そ の
よ う な 支 持 体 の 例 は セ ル ロ ー ス 、 修 飾 さ れ た セ ル ロ ー ス 、 ア ガ ロ ー ス 、 架 橋 さ れ た デ キ ス
ト ラ ン 、 ア ミ ノ -修 飾 架 橋 デ キ ス ト ラ ン 、 グ ア ー ガ ム 、 修 飾 さ れ た グ ア ー ガ ム 、 キ サ ン タ
ン ガ ム 、 ロ ー カ ス ト ビ ー ン ガ ム お よ び ヒ ド ロ ゲ ル の よ う な 天 然 多 糖 を 含 む 。 他 の 例 は ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ア ク リ レ ー ト 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル （ PVA） お よ び 修 飾 さ れ た ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 架 橋 合 成 親 水 性 ポ リ マ ー を 含 む 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 固 体 支 持 体 へ の 結 合 部 分 の 結 合 は 、 種 々 の メ カ ニ ズ ム を 介 し て 達 成 す る こ と が で き る 。
固 体 支 持 体 は 、 従 前 に 調 製 さ れ た 結 合 部 分 を 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 十 分
に 調 製 さ れ た 結 合 部 分 で 誘 導 体 化 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 前 駆 体 分 子 を 固 体 支 持 体 に
結 合 さ せ 、 引 き 続 い て 、 第 一 の 前 駆 体 分 子 に よ っ て 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ た 成 長 す る 鎖 に
さ ら な る 前 駆 体 分 子 を 加 え る こ と に よ っ て 固 体 支 持 体 上 に 形 成 す る こ と が で き る 。 固 体 支
持 体 上 で の 吸 着 剤 の 形 成 の こ の メ カ ニ ズ ム は 、 結 合 部 分 が ポ リ マ ー 、 特 に 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 多 糖 分 子 の よ う な 生 体 ポ リ マ ー で あ る 場 合 に 特 に 有 用 で あ る 。
生 体 ポ リ マ ー 吸 着 剤 は 、 順 次 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 を 用 い て 、 モ ノ マ ー 成 分 （
例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 単 糖 ） を 、 固 体 支 持 体 に 結 合 し た 第 一 の モ ノ マ ー
成 分 に 加 え る こ と に よ っ て 提 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,445,934号 （ Fod
or et al.） 参 照 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 あ る 態 様 、 例 え ば 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー に お い て は 、 各 固 体 支 持 体 、 例 え ば
、 各 ビ ー ズ は そ れ に 結 合 し た 唯 1つ の 結 合 部 分 を 有 す る こ と が で き る （ コ ン ビ ナ ト リ ア ル
化 学 の 制 限 内 ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 し か し な が ら 、 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 各 固 体 支 持 体 は 複 数 の 結 合 し た 異 な る 結 合 部
分 を 有 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は 分 裂 ・ プ
ー ル プ ロ セ ス を 用 い て 製 造 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は そ れ が 結 合 し た ビ ー ズ
か ら 切 断 し 、 混 合 し 、 次 い で 、 ビ ー ズ に よ る ペ プ チ ド の い ず れ の ソ ー テ ィ ン グ も な し で 、
ビ ー ズ の 新 し い 組 に 結 合 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 、 各 ビ ー ズ は 結 合 し た 多 く の
異 な る 結 合 部 分 を 有 す る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ
ー の 複 数 の 異 な る メ ン バ ー が 同 一 固 体 支 持 体 に 結 合 し た 結 合 部 分 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ
ブ ラ リ ー を 提 供 す る 。 わ ず か 1つ 、 お よ び 10、 100、 1000、 10,000、 1,000,000、 1,000,000
,000ま た は そ れ 以 上 の 数 の 異 な る 結 合 部 分 を 単 一 の 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き る
。 あ る 態 様 に お い て 、 固 体 支 持 体 は ビ ー ズ の 形 態 で あ り 、 単 一 の 異 な る 結 合 部 分 タ イ プ が
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各 ビ ー ズ に 結 合 し て い る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド 結 合 部 分 ラ イ ブ ラ リ ー に お い て は 、 ア ミ ノ 酸
の 1つ の 可 能 な 順 列 を 表 す ペ プ チ ド は 1つ の ビ ー ズ に 結 合 し 、 も う 1つ の 可 能 な 順 列 を 表 す
ペ プ チ ド は も う 1つ の ビ ー ズ に 結 合 し な ど な ど で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 結 合 部 分 は 、 可 逆 的 ま た は 非 可 逆 的 相 互 作 用 を 用 い て 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 任 意 で 、 ス ペ ー サ ー 基 を 通 じ て 、 結 合 部 分 に 化 学 的 に 結 合 す る ヒ ド ロ キ シ
ル 、 カ ル ボ キ シ ル 、 ス ル フ ヒ ド リ ル ま た は ア ミ ノ 基 の よ う な 少 な く と も 1つ の 反 応 性 官 能
基 を 含 む 支 持 体 を 用 い て 、 非 可 逆 的 相 互 作 用 を な す こ と が で き る 。 適 当 な 官 能 基 は N-ヒ ド
ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ス ル ホ ニ ル エ ス テ ル 、 ヨ ー ド ア セ チ ル 基 、 ア ル デ ヒ ド 、
エ ポ キ シ 、 イ ミ ダ ゾ リ ル カ ル バ メ ー ト 、 お よ び 臭 化 シ ア ン お よ び 他 の ハ ロ ゲ ン 活 性 化 支 持
体 を 含 む 。 そ の よ う な 官 能 基 を 、 種 々 の 公 知 の 技 術 に よ っ て 支 持 体 に 提 供 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 ガ ラ ス 表 面 を 公 知 の 方 法 に て ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ エ ト キ シ シ ラ ン で 誘 導 体 化
す る こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 結 合 部 分 は 、 当 業 者 に 公 知 の よ う に 、 合 成
の 間 に 支 持 体 に 結 合 さ れ る （ 例 え ば 、 固 相 ペ プ チ ド お よ び 核 酸 合 成 ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ま た は 、 固 体 支 持 体 お よ び 結 合 部 分 の 間 の 可 逆 的 相 互 作 用 は 、 固 体 支 持 体 お よ び /ま た
は 結 合 部 分 と 会 合 し た リ ン カ ー 部 位 を 用 い て な す こ と が で き る 。 本 発 明 で 用 い る の に 適 し
た 種 々 の リ ン カ ー 部 位 は 公 知 で あ り 、 そ の い く つ か を 先 に 議 論 し た 。 多 様 な 剤 を 結 合 す る
た め の リ ン カ ー 部 位 の 使 用 は 、 こ の 通 常 の 技 術 を 適 用 し て 、 日 常 的 な さ ら な る 実 験 な し で
、 本 発 明 で 用 い る よ う に 適 し た 固 体 支 持 体 /結 合 部 分 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 当 業 者
に 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
微 粒 子 固 体 支 持 体
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 は 直 径 が 1000μ m未 満 、 好 ま し く は 100μ m未 満 、 10μ m未 満 、 1μ m
未 満 ま た は 0.1μ m未 満 で あ る 小 さ な ビ ー ズ 化 微 粒 子 固 体 支 持 体 を 利 用 す る 。 そ の よ う な 支
持 体 は 、 典 型 的 に は 、 機 械 的 な 摩 砕 に よ っ て 、 ま た は そ う で な け れ ば よ り 大 き な ビ ー ズ を
粉 末 コ ン シ ス テ ン シ ー ま で 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 形 成 さ せ る 。 微 粒 子 固 体 支 持 体 が 望 ま
し い 。 な ぜ な ら ば 、 そ れ ら は よ り 大 き な ビ ー ズ と 比 較 し て 増 大 し た 容 量 に 対 す る 表 面 積 の
比 率 を 保 有 す る か ら で あ る 。 微 粒 子 固 体 支 持 体 も ま た 、 本 発 明 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ
ラ リ ー を 含 有 す る の に 必 要 な 支 持 体 の 容 量 を 減 少 さ せ 、 そ れ に よ り 、 よ り 複 雑 か つ 効 果 的
な ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る の を 可 能 と す る 。 し か し な が ら 、 現 存 の 機 器 を 用 い る と 、 用 い る
フ ィ ル タ ー 系 の フ リ ッ ト サ イ ズ に お け る 制 限 の た め 、 非 常 に 小 さ な （ ＜ 10μ m） ビ ー ズ 上
で コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 合 成 す る の は 困 難 で あ る 。 こ の 問 題 を 克 服 す る た め に
、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は 、 次 い で 、 機 械 的 粉 砕 、 破 砕 、 ま た は そ の 音 波 処 理 に
よ っ て 断 片 化 し て 、 粉 末 ま た は 微 粒 子 の 集 団 を 形 成 す る こ と が で き る ビ ー ズ 上 で 塊 状 合 成
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 こ れ ら の 技 術 を 用 い 、 異 な る 結 合 部 分 に 結 合 し た 微 粒 子 固 体 支 持 体 を 製 造 す る こ と が で
き る 。 こ れ ら は 、 今 度 は 、 徹 底 的 に 混 合 し て 、 よ り 大 き な ま た は 種 々 の サ イ ズ の 異 な る ビ
ー ズ を 混 合 す る こ と に 対 し て 、 よ り 均 一 な 組 成 を 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 微 粒 子 固 体 支 持 体 は 活 性 化 さ れ た 表 面 に 共 有 結 合 さ せ て 、 エ ポ キ シ 基 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス
ク シ ン イ ミ ド 、 ジ メ チ ル 3,3’ -ジ チ オ プ ロ ピ オ ン イ ミ デ ー ト 、 ま た は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド
を 介 し て 「 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 」 ま た は チ ッ プ を 作 成 し て 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ
ー の リ ガ ン ド と で 、 ま た は リ ガ ン ド が そ の 上 で 合 成 さ れ る ポ リ マ ー の ベ ー ス マ ト リ ッ ク ス
と で 化 学 的 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 架 橋 を 介 し て ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の
N末 端 ア ミ ノ 基 へ 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 表 面 の 非 反 応 架 橋 基 を メ ル カ プ ト -エ タ ノ ー ル の よ う な 小 さ な 化 学 物 質 と 反 応 さ せ て 、
さ ら な る 反 応 性 を 妨 げ る こ と が で き る 。 加 え て 、 表 面 を さ ら に 処 理 し て 、 タ ン パ ク 質 の 非
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特 異 的 接 着 を 妨 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 微 粒 子 固 体 支 持 体 に 結 合 し た 結 合 部 分 に 結 合 し た 標 的 分 子 は 、 1ま た は 種 々 の 方 法 で 、
例 え ば 異 な る 塩 濃 度 お よ び pHに お い て 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 低 pH、 低 ま
た は 高 イ オ ン 強 度 、 強 カ オ ト ロ ー プ 、 ア セ ト ニ ト リ ル /ギ 酸 な ど の 溶 液 中 で 溶 出 さ せ る こ
と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 溶 出 し た 標 的 分 子 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば 、 質 量 分 析 測 定 、 SDS-PAGE、
毛 細 管 電 気 泳 動 を 含 む い く つ か の 方 法 に よ っ て 、 ま た は 等 電 点 電 気 泳 動 を 介 し て pIに よ っ
て 、 分 子 量 に 従 っ て タ ン パ ク 質 組 成 に つ き 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ま た は 、 標 的 分 子 は 電 気 泳 動 を 介 し て 溶 出 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 態 様 に お い て 、 結
合 し た 標 的 分 子 を 含 有 す る 微 粒 子 固 体 支 持 体 は 、 Laemmli緩 衝 液 の よ う な 適 当 な 溶 液 で 浸
漬 さ せ 、 タ ン パ ク 質 を SDS-PAGE分 析 に よ っ て 分 解 す る こ と が で き る 。 代 替 緩 衝 液 は 尿 素 を
含 み 、 タ ン パ ク 質 は 電 気 泳 動 に よ っ て 等 電 点 電 気 泳 動 ゲ ル に 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ま た は 、 微 粒 子 固 体 支 持 体 は 増 量 剤 と で 調 合 し 、 圧 縮 し て 錠 剤 形 態 と す る こ と が で き る
。 こ の フ ォ ー マ ッ ト に お い て は 、 そ れ は 直 接 的 に 試 料 溶 液 に 加 え る こ と が で き る か 、 あ る
い は そ の 代 わ り に 、 ま ず 緩 衝 液 に 懸 濁 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 微 粒 子 固 体 支 持 体 は ア ガ ロ ー ス ま た は ア ク リ ル ア ミ ド の よ う な 溶 液 に 入 れ 、 繊 維 上 の 架
橋 剤 と の 重 合 反 応 を 介 し て ゲ ル 自 体 に 架 橋 さ せ 、 ま た は 相 互 に 架 橋 さ せ て 、 モ ノ リ シ ッ ク
材 料 を 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ま た は 、 微 粒 子 固 体 支 持 体 は 接 着 剤 の 薄 膜 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 も う 1つ の ア プ ロ ー チ は 、 微 粒 子 固 体 支 持 体 の 多 孔 性 マ ト リ ッ ク ス へ の 捕 獲 で あ る 。 そ
の よ う な マ ト リ ッ ク ス は 、 お そ ら く は 、 融 解 ブ ロ ー イ ン グ 段 階 の 間 に 一 体 化 さ れ る 粒 子 と
共 に 不 織 繊 維 ま た は 布 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 所 望 に 応 じ て 、 微 粒 子 は 膜 の 単 一 シ ー ト ま た は ス タ ッ ク に 一 体 化 さ せ て 、 適 当 な 所 望 の
結 合 容 量 を 達 成 す る こ と が で き 、 こ こ に 、 微 粒 子 固 体 支 持 体 は カ レ ン ダ ー か け ま た は 水 素
に よ る 絡 み 合 い （ hydroentaglement） に よ っ て 層 の 間 に 捕 獲 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 膜 組 成 物 は ポ リ エ ス テ ル お よ び ポ リ プ ロ ピ レ ン 繊 維 お よ び メ ッ シ ュ を 含 む 天 然 ま た は 合
成 源 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 勿 論 、 当 業 者 で あ れ ば 、 本 セ ク シ ョ ン に 記 載 さ れ た 技 術
の 多 く は 一 般 的 に 本 発 明 の 他 の 態 様 に 適 用 で き る こ と に 気 が つ い て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
1.未 結 合 分 析 物 の 除 去
　 本 発 明 の 特 徴 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 う 分 析 物 の 処 理 が 、 好 ま し く は 、 分
析 物 濃 度 の 間 の 分 散 を 縮 小 さ せ る こ と に 加 え て 、 結 合 し た 分 析 物 を 濃 縮 し 、 部 分 的 に 精 製
す る 。 こ の 特 徴 の 最 大 限 の 実 行 は 、 任 意 で 、 固 体 支 持 体 上 の 結 合 部 分 に 結 合 し た 分 析 物 か
ら い ず れ の 未 結 合 分 析 物 も 洗 浄 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 未 結 合 分 析 物 の 洗 浄 除 去 は 、 好 ま し く は 、 結 合 部 分 に 結 合 し た 分 析 物 を 温 和 な 洗 浄 溶 液
と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 温 和 な 洗 浄 溶 液 は 、 分 析 物 を 元 来 含 有 す る テ ス ト 試
料 で 頻 繁 に 見 出 さ れ る 汚 染 物 お よ び 未 結 合 分 析 物 を 除 去 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 典 型 的 に
は 、 洗 浄 溶 液 は 生 理 学 的 pHお よ び イ オ ン 強 度 で あ っ て 、 洗 浄 は 温 度 お よ び 圧 力 の 雰 囲 気 条
件 下 で 実 行 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
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　 本 発 明 で 用 い る の に 適 し た 洗 浄 溶 液 の 調 合 は 、 過 度 な 実 験 な し で 当 業 者 に よ っ て 実 行 さ
れ 得 る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 方 法 を 含 む 、 汚 染 物 を 除 去 す る 方 法 は 、 例 え ば 、 Scop
es, Protein Purification： Principles and Practice（ 1982） ； Ausubel, et al.（ 1987
） お よ び 定 期 刊 行 別 冊 ） ； Current Protocols in Molecular Biology； Deutscher（ 1990
） 「 Guide to Protein Purification」 Methods in Enzymology, vol.182,お よ び こ の シ リ
ー ズ に お け る 他 の 巻 に お い て 公 表 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
D.
　 結 合 し た 分 析 物 は 結 合 部 分 か ら 溶 出 さ せ 、 種 々 の 方 法 を 用 い て 、 好 ま し く は 、 結 合 部 分
お よ び 分 析 物 の 間 の 相 互 作 用 を 破 壊 す る 水 性 溶 出 緩 衝 液 を 用 い る こ と に よ っ て 単 離 す る こ
と が で き る 。 カ オ ト ロ ー プ お よ び 有 機 溶 媒 の よ う な 変 性 剤 を 含 め た い ず れ か の 適 当 な 溶 出
緩 衝 液 を こ の 目 的 で 用 い る こ と が で き る 。 例 示 的 な 溶 出 緩 衝 液 は 、 非 常 に 低 い ま た は 高 い
イ オ ン 強 度 の 水 性 塩 溶 液 、 洗 剤 溶 液 、 お よ び 有 機 溶 媒 を 含 む 。 競 合 的 に 本 発 明 の 結 合 部 分
に 結 合 す る 剤 の 溶 液 お よ び 懸 濁 液 も ま た 溶 出 緩 衝 液 で 用 い る こ と も で き 、 た だ し 、 そ の よ
う な 競 合 的 結 合 剤 は 対 象 と な る 分 析 物 の 引 き 続 い て の 収 集 ま た は 分 析 に 干 渉 し な い も の と
す る 。 選 択 さ れ た 溶 出 緩 衝 液 は 高 度 に 適 用 特 異 的 で あ っ て 、 周 知 の ド メ イ ン に お い て 、 ま
た は 日 常 的 な 実 験 を 通 じ て 通 常 に 入 手 で き る 材 料 を 介 し て 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 同 定 さ れ
得 る （ 例 え ば 、 Scopes, Protein Purification： Principles and Practice（ 1982） ； お
よ び Deutscher（ 1990） 「 Guide to Protein Purification」  Methods in Enzymology vol
.182,お よ び こ の シ リ ー ズ に お け る 他 の 巻 参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 典 型 的 な シ ー ク エ ン ス は （ 主 要 な イ オ ン 交 換 相 互 作 用 に よ っ て 吸 着 さ れ る タ ン パ ク 質 を
収 集 す る た め の ） 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 引 き 続 い て 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ 主 と し て 疎 水 性 会
合 に よ る タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の た め の 溶 離 剤 ） 、 引 き 続 い て の 2.5へ の pHの 降 下 （ 変 形 緩
衝 液 ） 、 最 後 に 、 グ ア ニ ジ ン -HClに よ る 洗 浄 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 適 当 な 溶 出 緩 衝 液 の 例 は 、 pH緩 衝 液 溶 液 の よ う な 、 分 析 物 お よ び /ま た は 結 合 部 分 の 表
面 電 化 を 修 飾 す る も の を 含 む 。 酸 性 の 修 飾 を 介 し て 表 面 電 荷 を 破 壊 す る の に 用 い ら れ る pH
緩 衝 溶 液 は 、 好 ま し く は 、 酸 性 の 範 囲 に お け る 、 す な わ ち 、 7未 満 の 、 好 ま し く は 、 6.8、
6.5、 6.0、 5.5、 5.0、 4.0、 ま た は 3.0未 満 の pHに お い て ； 7よ り も 大 き い 、 好 ま し く は 、 7
.5、 8.0、 8.3、 8.5、 9.0、 9.3、 10.0ま た は 11.0よ り も 大 き な pHに お い て 塩 基 性 範 囲 に お
い て 溶 液 の pHを 維 持 す る の に 十 分 に 強 い 緩 衝 液 で あ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 溶 出 緩 衝 液 は
pH3に お け る 9M尿 素 、 pH11に お け る 9M尿 素 、 ま た は 6.66％ MeCN/13.33％ IPA/79.2％ H2O/0.8
TFAの 混 合 物 を 含 む こ と が で き る 。 1つ の 方 法 対 も う 1つ の 方 法 の 選 択 は 、 均 等 化 さ れ た 試
料 で 用 い ら れ る 分 析 方 法 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ま た は 、 分 析 物 お よ び /ま た は 結 合 部 分 の 電 荷 特 徴 を マ ス ク す る た め の 十 分 な イ オ ン 強
度 を 有 す る 高 塩 濃 度 の 溶 液 を 用 い る こ と が で き る 。 多 価 イ オ ン 、 例 え ば 、 ア ル カ リ 土 類 ま
た は 遷 移 金 属 対 イ オ ン を も つ ス ル フ ェ ー ト お よ び ホ ス フ ェ ー ト は こ の 点 に 関 し て 特 に 好 ま
し い が 、 一 つ ま た は 複 数 の 一 価 に 解 離 す る 塩 も ま た 本 発 明 で 用 い る の に 適 し て お り 、 但 し
、 得 ら れ る 溶 液 の イ オ ン 強 度 は 少 な く と も 0.1、 好 ま し く は 0.25モ ル l - 1 、 0.3モ ル l - 1 、 0.
35モ ル l - 1 、 0.4モ ル l - 1 、 0.5モ ル l - 1 、 0.75モ ル l - 1 、 1.0モ ル l - 1 ま た は そ れ よ り 大 き い モ
ル l - 1 で あ る も の と す る 。 そ の 例 と し て 、 多 く の タ ン パ ク 質 分 析 物 /結 合 部 分 の 相 互 作 用 は
そ の 環 境 の イ オ ン 強 度 の 変 化 に 対 し て 感 受 性 で あ る 。 し た が っ て 、 結 合 し た 分 析 物 を 塩 溶
液 、 好 ま し く は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム の よ う な 無 機 塩 溶 液 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 分 析 物
を 結 合 部 分 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 分 析 物 が 結 合 し た 固 体 支 持 体 を 溶 出 緩 衝
液 に 漬 け 、 浸 透 さ せ 、 ま た は 浸 漬 さ せ る こ と を 含 む 種 々 の 方 法 に よ っ て 、 あ る い は 緩 衝 溶
液 を 固 体 支 持 体 上 に す す ぎ 、 ス プ レ イ し 、 ま た は 洗 浄 す る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で
き る 。 そ の よ う な 処 理 は 、 固 体 支 持 体 に 結 合 し た 結 合 部 分 か ら 分 析 物 を 放 出 さ せ る 。 次 い
で 、 分 析 物 を 溶 出 緩 衝 液 か ら 回 収 す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ２ ６ 】
　 グ ア ニ ジ ン お よ び 尿 素 の よ う な カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 は 、 結 合 部 分 お よ び 結 合 し た 分 析 物 の
周 り の 水 の 包 み の 構 造 を 破 壊 し 、 分 析 物 お よ び 結 合 部 分 の 間 の 複 合 体 を 解 離 さ せ る 。 本 発
明 の 溶 出 緩 衝 液 で 用 い る の に 適 し た カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 溶 液 は 適 用 特 異 的 で あ っ て 、 日 常 的
な 実 験 を 介 し て 当 業 者 が 調 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 適 当 な カ オ ト ロ ピ ッ ク 溶 出 緩 衝
液 は 0.1～ 9Mの 濃 度 範 囲 の 尿 素 ま た は グ ア ニ ジ ン を 含 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 洗 剤 ベ ー ス の 溶 出 緩 衝 液 は 、 表 面 張 力 お よ び 分 子 複 合 体 の 構 造 に 関 し て 親 和 性 分 子 の 選
択 性 を 修 飾 す る 。 溶 出 緩 衝 液 と し て 用 い ら れ る 適 当 な 洗 剤 は イ オ ン 性 お よ び 非 イ オ ン 性 洗
剤 を 共 に 含 む 。 非 イ オ ン 性 洗 剤 は 溶 液 の 誘 電 定 数 を 修 飾 す る こ と に よ っ て 分 子 間 の 疎 水 性
相 互 作 用 を 破 壊 し 、 他 方 、 イ オ ン 性 洗 剤 は 均 一 な 電 荷 を 付 与 す る よ う に 一 般 的 に 各 分 子 を
被 覆 し 、 被 覆 さ れ た 分 子 が 被 覆 分 子 の よ う に 反 発 す る よ う に す る 。 例 え ば 、 イ オ ン 性 洗 剤
ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） は 、 均 一 な 負 の 電 荷 を 付 与 す る よ う に タ ン パ ク 質 を 被 覆
す る 。 非 イ オ ン 性 洗 剤 の 例 は ト リ ト ン X-100、 TWEEN、 NP-40お よ び オ ク チ ル -グ リ コ シ ド を
含 む 。 双 子 イ オ ン 性 洗 剤 の 例 は CHAPSを 含 む 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 溶 液 の 誘 電 定 数 の 修 飾 を 介 し て 疎 水 性 相 互 作 用 を 破 壊 す る も う 1つ の ク ラ ス の 洗 剤 様 化
合 物 は 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 な ら び に エ タ ノ ー ル 、 プ ロ パ ノ ー
ル 、 ア セ ト ニ ト リ ル お よ び グ リ セ ロ ー ル の よ う な 有 機 溶 媒 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 溶 出 緩 衝 液 は 、 質 量 分 析 器 で 用 い る の に 適 し た マ ト リ ッ ク ス 材 料 を 含
む 。 マ ト リ ッ ク ス 材 料 は 溶 出 緩 衝 液 に 含 め る こ と が で き る 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 は 、
任 意 で 、 タ ン パ ク 質 ま た は バ イ オ チ ッ プ の よ う な 、 質 量 分 析 器 プ ロ ー ブ へ 直 接 的 に 分 析 部
位 か ら の 分 析 物 を 溶 出 さ せ る こ と を 含 む 。 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 結 合 部 分 か ら の 溶
出 の 後 に 、 マ ト リ ッ ク ス を 分 析 物 と 混 合 す る こ と が で き る 。 な お 他 の 態 様 は 、 タ ン パ ク 質
チ ッ プ 上 に 予 め 配 置 さ れ た エ ネ ル ギ ー 吸 収 マ ト リ ッ ク ス を 含 む SENDま た は SEAC/SENDタ ン
パ ク 質 チ ッ プ へ 直 接 的 に 分 析 物 を 溶 出 さ せ る こ と を 含 む 。 こ れ ら の 後 者 の 態 様 に お い て 、
さ ら な る マ ト リ ッ ク ス 材 料 を 溶 出 緩 衝 液 中 に 存 在 さ せ る 必 要 性 は な い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 で 適 当 な 他 の 溶 出 緩 衝 液 は 前 記 し た 緩 衝 液 成 分 の 組 合 せ を 含 む 。 前 記 し た 溶 出 緩
衝 液 成 分 の 2ま た は そ れ か ら 調 合 さ れ た 溶 出 緩 衝 液 は 、 複 数 溶 出 特 徴 に 基 づ い て 複 合 体 の
サ ブ ユ ニ ッ ト の 間 の 分 子 相 互 作 用 の 選 択 性 を 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 を 用 い て 単 離 さ れ た 分 析 物 は 、 テ ス ト 試 料 に 元 来 存 在 す る 分 析 物 の 濃 度 の 範 囲 ま
た は 濃 度 分 散 未 満 で あ る 分 析 物 の 濃 度 の 範 囲 ま た は 分 析 物 の 間 の 濃 度 分 散 を 有 す る 。 例 え
ば 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い る 操 作 の 後 、 単 離 さ れ た 分 析 物 は 、 テ ス ト 試 料 を 本 明 細 書 中 に 記
載 さ れ た 方 法 の い ず れ か に 供 す る に 先 立 っ て 、 テ ス ト 試 料 に 存 在 す る 同 一 の 分 析 物 の 間 の
濃 度 分 散 よ り も 、 少 な く と も 2つ の フ ァ ク タ ー 、 よ り 好 ま し く は 、 10、 20、 25、 50、 100、
1000ま た は そ れ 以 上 の フ ァ ク タ ー だ け 減 少 し た 、 分 析 物 の 濃 度 の 範 囲 、 ま た は 他 の 単 離 さ
れ た 分 析 物 の 範 囲 か ら の 濃 度 分 散 を 有 す る と 考 え ら れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 を 最
小 量 の 溶 出 緩 衝 液 で 実 行 し て 、 溶 出 緩 衝 液 に お け る 単 離 さ れ た 分 析 物 の 濃 度 を 最 大 化 す る
の を 確 実 と す る 。 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 1つ の 単 離 さ れ た 分 析 物 の 濃 度 は 、 先 に テ
ス ト 試 料 に お け る よ り も 溶 出 緩 衝 液 に お い て よ り 高 い と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 捕 獲 さ れ た 分 析 物 を 単 離 し た 後 、 分 子 量 、 等 電 点 、 ま た は 化 学 物 質 ま た は 生 化 学 リ ガ ン
ド に 対 す る 親 和 性 の よ う な い く つ か の 化 学 的 ま た は 物 理 的 特 性 に 基 づ い て 濃 縮 ま た は 分 画
に よ っ て 分 析 物 を さ ら に 処 理 す る こ と が で き る 。 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 脂 質 お よ び 多 糖 の た
め の 分 画 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 Scopes, Protein Purification
： Principles and Practice（ 1982） ； Sambrook et al.,Molecular Cloning--A Laborato
ry Manual（ 2nd ed.） Vol.1-3, Cold Spring Harbor Labotatory, Cold Spring Harbor P
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ress、 N.Y.,（ Sambrook） （ 1989） ； お よ び Current Protocols in Molecular Biology, F
.M.Ausubel et al.,eds., Current Protocols, Greene Publishing Associates, Inc.と J
ohn Wiley ＆  Sons, Inc.と の 合 弁 会 社 ,（ 1994　 別 冊 ） （ Ausubel） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
E.
　 分 析 物 が 溶 出 さ れ 、 結 合 部 分 か ら 開 放 さ れ て 単 離 さ れ た 後 、 当 業 者 に 利 用 で き る い ず れ
か の 技 術 を 用 い て 分 析 物 を 検 出 し 、 定 量 し 、 ま た は そ う で な け れ ば 特 徴 付 け る こ と が で き
る 。 本 発 明 の 分 析 技 術 を 複 合 テ ス ト 試 料 に 適 用 す る 特 徴 は 、 元 の テ ス ト 試 料 で 見 出 さ れ る
分 析 物 濃 度 の 大 き な 範 囲 に 対 し て 単 離 さ れ た 分 析 物 に つ い て の 分 析 物 濃 度 に お け る 分 散 の
動 的 縮 小 で あ る 。 分 析 物 濃 度 範 囲 の こ の 縮 小 は 、 元 の テ ス ト 試 料 で 見 出 さ れ た 分 析 物 の か
な り 大 き な パ ー セ ン テ ー ジ は 、 元 の テ ス ト 試 料 そ れ 自 体 を 用 い る 分 析 物 検 出 で 利 用 さ れ る
と 考 え ら れ る 検 出 デ バ イ ス を 再 度 キ ャ リ ブ レ ー ト す る こ と な く 検 出 さ れ 、 特 徴 付 け ら れ る
こ と を 可 能 と す る 。 達 成 さ れ た 分 析 物 濃 度 範 囲 の 現 実 の 縮 小 は 、 元 の テ ス ト 試 料 の 性 質 、
お よ び 用 い る 結 合 部 分 の 性 質 お よ び 多 様 性 を 含 む 種 々 の 因 子 に 依 存 す る 。 一 般 に は 、 本 明
細 書 中 に 記 載 さ れ た 技 術 を 用 い る 分 析 物 濃 度 分 散 の 縮 小 は 、 機 器 の 再 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン
な し で 単 離 さ れ た 分 析 物 の 少 な く と も 25％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 30％ 、 40％ 、 50％
、 60％ 、 70％ 、 75％ ま た は 80％ が 検 出 さ れ る の が 可 能 と す る の に 十 分 で あ る 。 理 想 的 に は
、 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た 分 析 物 の 少 な く と も 90％ 、 95％ 、 98％ ま た は そ れ が 機 器 の 再 キ ャ
リ ブ レ ー シ ョ ン な し で 検 出 さ れ る の を 可 能 と す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 技 術 を 用 い て 単 離 さ れ た 分 析 物 の 検 出 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た い
ず れ か の 適 当 な 方 法 を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 色 素 を 用 い る 比 色 ア ッ セ イ
法 は 広 く 利 用 で き る 。 ま た は 、 検 出 は 分 光 学 的 に 達 成 す る こ と が で き る 。 分 光 デ ィ テ ク タ
ー は 屈 折 率 の 変 化 ； 紫 外 線 お よ び /ま た は 可 視 光 線 吸 収 、 ま た は 反 応 成 分 を 検 出 す る た め
の 適 当 な 波 長 で の 励 起 後 に お け る 蛍 光 に 依 拠 す る 。 例 示 的 な 検 出 方 法 は 蛍 光 定 量 法 、 吸 光
度 反 射 率 、 お よ び 透 過 率 ス ペ ク ト ロ ス コ ピ ー を 含 む 。 複 屈 折 、 屈 折 率 、 ま た は 回 折 率 の 変
化 を 用 い て 複 合 体 の 形 成 ま た は 反 応 の 進 行 を モ ニ タ ー す る こ と も で き る 。 分 子 相 互 作 用 を
検 出 す る た め の 特 に 有 用 な 技 術 は 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 、 エ リ プ ソ メ ト リ ー 、 共 鳴 鏡 技 術 、
格 子 結 合 導 波 管 技 術 、 お よ び 多 極 共 鳴 ス ペ ク ト ロ ス コ ピ ー を 含 む 。 こ れ ら の 技 術 お よ び そ
の 他 は 周 知 で あ り 、 過 度 な 実 験 な し で 、 当 業 者 に よ っ て 本 発 明 に 容 易 に 適 用 さ れ 得 る 。 こ
れ ら の 方 法 お よ び そ の 他 の 多 く は 、 例 え ば 、 「 Spectrochemical Analysisi」 Ingle, J.D.
and Crouch, S.R., Prentice Hall Publ.（ 1988） お よ び 「 Analytical Chemistry」 Vol.7
2,No.17に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 検 出 の 好 ま し い 方 法 は マ ス ス ペ ク ト ロ ス コ ピ ー に よ る も の で あ る 。 マ ス ス ペ ク ト ロ ス コ
ピ ー 技 術 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 マ ト リ ッ ク ス 援 助 レ ー ザ ー 脱 着 （ MALDI） 、 連
続 ま た は パ ル ス エ レ ク ト ロ ス プ レ イ （ ESI） お よ び 関 連 方 法 （ 例 え ば 、 IONSPRAYま た は THE
RMOSPRAY） 、 ま た は マ シ ブ ク ラ ス タ ー イ ン パ ク ト （ MCI） の よ う な イ オ ン 化 （ I） 技 術 を 含
み ； こ れ ら の イ オ ン 源 は 線 状 ま た は 非 線 状 反 射 時 間 飛 行 （ TOF） 、 単 一 ま た は 複 数 四 極 、
単 一 ま た は 複 数 の 磁 気 セ ク タ ー 、 フ ー リ エ 変 換 イ オ ン サ イ ク ロ ト ン 共 鳴 （ FTICR） 、 イ オ
ン 捕 獲 、 お よ び そ の 組 合 せ （ 例 え ば 、 イ オ ン -捕 獲 /時 間 飛 行 ） を 含 む 検 出 フ ォ ー マ ッ ト に
マ ッ チ さ せ る こ と が で き る 。 イ オ ン 化 で は 、 多 数 の マ ト リ ッ ク ス /波 長 組 合 せ （ MALDI） ま
た は 溶 媒 組 合 せ （ ESI） を 使 用 す る こ と が で き る 。 サ ブ ア ト モ ル レ ベ ル の 分 析 物 が 、 例 え
ば 、 ESI（ Valaskovic, G.A.et al.,（ 1996） Science 273： 1199-1202） ま た は MALDI（ Li,
 L.et al.,（ 1996） J.Am.Chem.Soc.118： 1662-1663） 質 量 分 析 測 定 を 用 い て 検 出 さ れ て い
る 。 ES質 量 分 析 測 定 は Fenn et al.（ J.Phys.Chem.88,4451-59（ 1984） ； PCT出 願 WO 90/14
148） に よ っ て 導 入 さ れ て お り 、 現 行 の 適 用 は 最 近 の レ ビ ュ ー 論 文 に ま と め ら れ て い る （ R
.D.Smith et al.,Anal.Chem.62,882-89（ 1990） お よ び B.Ardrey, Electrospray Mass Spe
ctrometry, Spectroscopy Europe, 4、 10-18（ 1992） ） 。 MALDI-TOF質 量 分 析 測 定 は Hille
nkamp et al.に よ っ て 導 入 さ れ て い る （ 「 Matrix Assisted UV-Laser Desorption/Ioniza
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tion： A New Approach to Mass Spectrometry of Large Biomolecules」 , Biological Ma
ss Spectrometry（ Burlingame and McCloskey editors） , Elsevier Science Publishers
, Amsterdam, pp.49-60,1990） 。 ESIに 関 し て は 、 フ ェ ム ト モ ル 量 の 試 料 に お け る 分 子 量
の 決 定 は 、 質 量 の 計 算 で 用 い る こ と が で き る 複 数 の イ オ ン ピ ー ス の 存 在 の た め 非 常 に 正 確
で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 分 析 方 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,020,208号 で 議 論 さ れ て い
る レ ー ザ ー 脱 着 /イ オ ン 化 の た め に 増 強 さ れ た 表 面 （ SELDI） を 利 用 す る 。 マ ス ス ペ ク ト ロ
ス コ ピ ー は 本 発 明 の 態 様 に お け る 検 出 の 特 に 好 ま し い 方 法 で あ り 、 質 量 分 析 器 の プ ロ ー ブ
ま た は バ イ オ チ ッ プ へ の 直 接 的 な 分 析 物 の 溶 出 が 起 こ り 、 あ る い は そ こ で は 、 溶 出 緩 衝 液
は マ ト リ ッ ク ス 物 質 を 含 有 し 、 あ る い は 結 合 部 分 か ら の 分 析 物 の 溶 出 後 に マ ト リ ッ ク ス 材
料 と 組 み 合 わ さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 広 く 用 い ら れ る 検 出 の も う 1つ の 方 法 は 、 対 象 と な る 分 析 物 の 一 つ ま た は 複 数 の 物 理 学
的 特 性 に 基 づ く 電 気 泳 動 分 離 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 分 析 物 の 分 析 の た め
の 特 に 好 ま し い 態 様 は 二 次 元 電 気 泳 動 で あ る 。 好 ま し い 適 用 は 第 一 の 次 元 に お け る 等 電 点
に よ っ て 、 お よ び 第 二 の 次 元 に お け る サ イ ズ に よ っ て 分 析 物 を 分 離 す る 。 分 析 物 の 電 気 泳
動 分 析 の た め の 方 法 は 調 べ る べ き 分 析 物 に 応 じ て 広 く 変 化 す る が 、 所 与 の 分 析 物 に 適 し た
特 別 な 電 気 泳 動 方 法 を 突 き 止 め る た め の 技 術 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
II.バ イ オ マ ー カ ー の 同 定
　 本 発 明 の も う 1つ の 態 様 は 、 病 気 、 感 染 ま た は 汚 染 の 診 断 用 の バ イ オ マ ー カ ー の 同 定 に
お け る 前 記 し た ビ ー ズ 化 結 合 部 分 ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 で あ る 。 バ イ オ マ ー カ ー は 前 記 し た
試 料 の い ず れ か で 同 定 す る こ と が で き る が 、 好 ま し く は 、 生 き た 生 物 、 最 も 好 ま し く は ヒ
ト か ら 採 取 さ れ た 血 液 、 尿 、 脳 脊 髄 液 等 の よ う な 試 料 か ら 同 定 さ れ る 。 バ イ オ マ ー カ ー が
同 定 で き る い く つ か の 方 法 が あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 「 バ イ オ マ ー カ ー 」 は 、 生 物 学 的 試 料 に 存 在 し 、 生 体 試 料 か ら 単 離 す る こ と が で き る か
、 ま た は 生 体 試 料 中 で 測 定 す る こ と が で き る タ ン パ ク 質 お よ び そ の 断 片 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ
ペ プ チ ド 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 ,炭 水 化 物 、 脂 質 、 核 酸 、
有 機 ま た は 無 機 化 学 物 質 、 天 然 ポ リ マ ー 、 お よ び 小 分 子 の よ う な 実 質 的 に い ず れ の 生 物 学
的 化 合 物 で も あ る 。 さ ら に 、 バ イ オ マ ー カ ー は 全 無 傷 分 子 で あ り 得 る か 、 あ る い は そ れ は
、 例 え ば 、 部 分 的 に 機 能 的 で あ る か 、 あ る い は 例 え ば 、 抗 体 ま た は 他 の 特 異 的 タ ン パ ク 質
に よ っ て 認 識 で き る そ の 部 分 で あ り 得 る 。 バ イ オ マ ー カ ー は エ ピ ト ー プ 特 異 的 抗 体 で あ り
得 る 。 も し バ イ オ マ ー カ ー の 測 定 可 能 な 態 様 が 、 生 き た 生 物 に お け る 特 定 の 病 気 ま た は 水
体 に お け る 汚 染 の レ ベ ル の よ う な 、 与 え ら れ た 表 現 型 に 関 連 す れ ば 、 前 記 バ イ オ マ ー カ ー
は 情 報 的 と 考 え ら れ る 。 そ の よ う な 測 定 可 能 な 態 様 は 、 例 え ば 、 個 体 か ら の 生 物 学 的 試 料
中 の バ イ オ マ ー カ ー の 存 在 、 非 存 在 、 ま た は 濃 度 、 お よ び /ま た は バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ
フ ァ イ ル の 一 部 と し て の そ の 存 在 を 含 む こ と が で き る 。 バ イ オ マ ー カ ー の そ の よ う な 測 定
可 能 な 態 様 は 、 本 明 細 書 中 に お い て は 「 特 徴 」 と 定 義 さ れ る 。 特 徴 は 、 バ イ オ マ ー カ ー が
例 え ば 、 公 知 の 同 一 性 の も の で あ っ て も な く て も よ い バ イ オ マ ー カ ー の 2ま た は そ れ 以 上
の 測 定 可 能 な 態 様 の 比 率 で あ っ て も よ い 。 「 バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル 」 は 少 な く と
も 2つ の そ の よ う な 特 徴 を 含 み 、 そ こ で は 前 記 特 徴 は 、 例 え ば 、 核 酸 お よ び 炭 水 化 物 の よ
う な 同 一 ま た は 異 な る ク ラ ス の バ イ オ マ ー カ ー に 対 応 す る こ と が で き る 。 バ イ オ マ ー カ ー
の プ ロ フ ァ イ ル は 少 な く と も 3、 4、 5、 10、 20、 30ま た は そ れ 以 上 の 特 徴 を 含 む こ と も で
き る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル は 何 百 、 ま た は 何 千 さ え の 特
徴 を 含 む 。 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル は 少 な く と も 1つ の 内
部 標 準 の 少 な く と も 1つ の 測 定 可 能 な 態 様 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 「 表 現 型 」 は 、 遺 伝 的 メ ー キ ャ ッ プ お よ び 環 境 の 影 響 双 方 に よ っ て 決 定 さ れ る 、 生 物 の
観 察 可 能 な 物 理 的 ま た は 生 化 学 的 特 長 で あ る 。 ま た は 、 本 発 明 の 文 脈 で は 、 表 現 型 は 天 然
の 非 生 物 態 様 に 関 連 さ せ る こ と も で き 、 例 え ば 、 水 体 の 表 現 型 は 物 理 的 ま た は 化 学 的 い ず
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れ か で 検 出 可 能 な 水 体 の 態 様 を 含 む 。 例 え ば 、 そ れ が 生 命 を 維 持 で き る か 否 か 、 も し 維 持
で き れ ば い ず れ の タ イ プ の 生 命 で あ る か を 問 わ ず 、 水 温 、 酸 性 度 、 ミ ネ ラ ル 含 有 量 、 酸 素
含 有 量 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 「 表 現 型 変 化 」 は 、 与 え ら れ た 表 現 型 に 関 連 す る パ ラ メ ー タ ー の 検 出 可 能 な 変 化 で あ る
。 例 え ば 、 表 現 型 変 化 は 体 液 中 の バ イ オ マ ー カ ー の 増 加 ま た は 減 少 を 含 む こ と が で き 、 そ
こ で は 、 前 記 変 化 は 病 気 状 態 と 関 連 付 け ら れ る 。 表 現 型 変 化 は 、 さ ら に 、 バ イ オ マ ー カ ー
の 測 定 可 能 な 態 様 の 変 化 で は な い 患 者 の 与 え ら れ た 状 態 の 検 出 可 能 な 態 様 の 変 化 を 含 む こ
と も で き る 。 例 え ば 、 表 現 型 の 変 化 は 、 体 温 、 呼 吸 速 度 、 拍 動 、 血 圧 、 ま た は 他 の 生 理 学
的 パ ラ メ ー タ ー の 検 出 可 能 な 変 化 を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な 変 化 は 当 業 者 に 周 知 の
慣 用 的 技 術 を 用 い る 臨 床 的 観 察 お よ び 測 定 を 介 し て 決 定 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 で
用 い る よ う に 「 慣 用 的 技 術 」 は 、 本 発 明 に し た が っ て バ イ オ マ ー カ ー プ ロ フ ァ イ ル を 得 る
こ と な く 表 現 型 変 化 に 基 づ い て 個 体 を 分 類 す る 技 術 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 化 学 種 ま た は 組 織 中 の 診 断 バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る た め に 主 張 さ れ た 発 明 を 用 い る の
に は 、 少 な く と も 2つ の 生 体 試 料 の 利 用 性 を 必 要 と す る 。 提 供 さ れ た 生 体 試 料 は 、 同 一 個
体 か ら 異 な っ た 時 点 に 採 取 さ れ た 、 対 照 群 、 お よ び テ ス ト 群 対 照 群 お よ び テ ス ト 個 体 、 あ
る い は 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か で あ る い ず れ か の 他 の 順 列 か ら の も の で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 得 ら れ た 各 生 体 試 料 は 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た ビ ー ズ 化 結 合 部 分 ラ イ ブ ラ リ ー で 処 理 さ
れ る 。 こ の よ う に し て 、 よ り 推 定 的 バ イ オ マ ー カ ー が 、 以 下 の 本 明 細 書 中 に お け る 実 施 例
セ ク シ ョ ン に 記 載 さ れ て い る よ う に 分 析 用 に 入 手 可 能 で あ る 。 こ れ は 、 結 合 部 分 ラ イ ブ ラ
リ ー が 試 料 に 存 在 す る 分 析 物 の 濃 度 範 囲 の 分 散 を 狭 く し 、 そ れ に よ り 、 低 存 在 量 お よ び 高
存 在 量 分 析 物 双 方 が 検 出 さ れ る の を 可 能 と す る こ と か ら 起 こ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 結 合 部 分 ラ イ ブ ラ リ ー で の 処 理 後 、 結 合 部 分 が 結 合 し た 生 体 試 料 の 各 々 に つ い
て の 分 析 物 を 溶 出 し 、 別 々 に プ ー ル す る 。 次 い で 、 プ ー ル さ れ た 試 料 を 分 析 し て 、 試 料 中
の 通 常 の 分 析 物 の い ず れ が 異 な る 発 現 （ 1つ の 生 体 試 料 対 生 体 試 料 に お け る 増 強 さ れ た 発
現 ） を 呈 す る か 、 あ る い は 他 の 生 体 試 料 で は 発 現 さ れ な い が 、 1つ の 生 体 試 料 で 発 現 さ れ
る か を 決 定 す る 。 そ の よ う な 異 な る 発 現 を 表 示 す る 分 析 物 は 、 表 現 型 の 変 化 、 ま た は 各 生
体 試 料 の 源 の 間 で 観 察 さ れ る 差 の た め の 推 定 的 バ イ オ マ ー カ ー と 考 え ら れ る 。 次 い で 、 更
な る 統 計 的 お よ び 分 析 的 テ ス ト を 行 っ て 、 バ イ オ マ ー カ ー を 、 所 望 の 程 度 の 確 実 性 で も っ
て バ イ オ マ ー カ ー を 表 現 型 変 化 に 相 関 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る の に 用 い る 分 析 的 分 析 の 好 ま し い 方 法 は 、 一 般 に 本 発 明 の 結
合 部 分 に 結 合 す る 分 析 物 を 同 定 す る た め の 前 記 し た 方 法 と 同 一 で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
III.キ ッ ト
　 ま た 、 本 発 明 は 、 当 業 者 が 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 技 術 を 実 行 す る の を 可 能 と す る 成 分
を 含 有 す る キ ッ ト も 含 む 。 こ の 目 的 で の キ ッ ト の 最 も 基 本 は 複 数 の 結 合 部 分 を 供 す る こ と
で あ り 、 各 結 合 部 分 は 異 な る 分 析 物 の 所 定 量 を 捕 獲 す る よ う 選 択 さ れ た 量 で あ る 。 本 発 明
の い く つ か の キ ッ ト 組 成 物 に お い て は 、 結 合 部 分 は 固 体 支 持 体 、 好 ま し く は 、 不 溶 性 ビ ー
ズ に 結 合 さ れ る よ う 適 用 さ れ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 固 体 支 持 体 お よ び 結 合 部 分 は 別 々 に
供 給 さ れ る 。 別 々 に 供 給 さ れ る 場 合 、 結 合 部 分 お よ び /ま た は 固 体 支 持 体 は 、 本 発 明 の オ
ペ レ ー タ ー が 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 発 明 を 実 行 す る コ ー ス の 間 に 結 合 部 分 を 固 体 支 持
体 に 結 合 さ せ る の を 可 能 と す る 捕 獲 部 分 を 含 む 。 別 々 の 結 合 部 分 お よ び 固 体 支 持 体 を 提 供
す る キ ッ ト は 、 任 意 で 、 結 合 部 分 を 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る 反 応 を 実 行 す る の に 必 要 な 更
な る 試 薬 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 試 料 の 調 製 お よ び 分 析 物 の 単 離 の た め の 成 分 を 保 持 す る 複 数 の 容 器
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も 含 む 。 こ の 性 質 の 例 示 的 成 分 は 、 分 析 物 に 特 異 的 に 結 合 し た 結 合 部 分 か ら 未 結 合 物 質 を
除 去 す る の に 十 分 な 一 つ ま た は 複 数 の 溶 液 、 お よ び 結 合 部 分 に よ っ て 特 異 的 に 結 合 さ れ た
分 析 物 を 放 出 す る の に 十 分 な 少 な く と も 1つ の 溶 出 溶 液 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 キ ッ ト 態 様 は 、 任 意 で 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 結 合 部 分 の ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る た め の
説 明 書 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 こ れ ま で の 発 明 は 明 瞭 性 お よ び 理 解 の た め の 説 明 お よ び 例 と し て 幾 分 詳 細 に 記 載 し て き
た が 、 あ る 変 形 、 変 化 、 修 飾 お よ び 同 等 物 の 置 換 は 、 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 必 ず し
も 逸 脱 す る こ と な く な す こ と が で き る の は 本 発 明 の 教 示 に 照 ら し て 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か
で あ る と 思 わ れ る 。 そ の 結 果 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 態 様 は 種 々 の 修 飾 、 変 化 等 に 供 さ
れ 、 本 発 明 の 範 囲 は 単 に 添 付 の 請 求 項 の 範 囲 を 参 照 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 当 業 者
で あ れ ば 、 変 化 さ せ 、 改 変 し 、 ま た は 修 飾 し て 実 質 的 に 同 様 な 結 果 を 生 じ さ せ る 種 々 の 非
臨 界 的 パ ラ メ ー タ ー を 容 易 に 認 識 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の エ レ メ ン ト の 各 々 を 複 数 態 様 を 含 む も の と し て 本 明 細 書 中 に 記 載 す る が 、 特 記
し な い 限 り 、 本 発 明 の 与 え ら れ た エ レ メ ン ト の 態 様 の 各 々 は 本 発 明 の 他 の エ レ メ ン ト の 態
様 の 各 々 と 共 に 用 い る こ と が で き 、 各 そ の よ う な 使 用 は 本 発 明 の 区 別 さ れ る 態 様 を 形 成 す
る 意 図 の も の で あ る こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 前 記 開 示 か ら 認 識 で き る よ う に 、 本 発 明 は 広 く 種 々 の 適 用 を 有 す る 。 本 発 明 は 以 下 の 実
施 例 に よ っ て さ ら に 説 明 さ れ 、 前 記 実 施 例 は 説 明 的 に す ぎ ず 、 断 じ て 本 発 明 の 定 義 お よ び
範 囲 を 限 定 す る 意 図 の も の で は な い 。
【 ０ １ ５ １ 】
実 施 例

　 本 実 施 例 は 、 前 記 し た 本 発 明 の 1つ の 態 様 が ど の よ う に し て 複 合 生 物 学 的 試 料 、 こ の 場
合 、 ヒ ト 血 清 に 適 応 で き る か を 説 明 す る 。 本 実 施 例 に お い て は 、 血 清 タ ン パ ク 質 濃 度 の 分
散 の 縮 小 は 、 血 清 タ ン パ ク 質 を 不 溶 性 ビ ー ズ に 結 合 さ せ た ヘ キ サ ペ プ チ ド に 選 択 的 に 吸 着
さ せ る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 1× 10 6 を 超 え る ヘ キ サ ペ プ チ ド の 可 能 な 順 列 は 、 前 記 実
施 例 の 結 合 部 分 集 団 に お い て 、 分 裂 、 組 換 え お よ び プ ー ル ビ ー ズ の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ
ブ ラ リ ー の 形 態 で 表 さ れ る 。 こ の フ ォ ー マ ッ ト に お い て は 、 ア ル ブ ミ ン の よ う な 高 存 在 量
血 清 分 析 物 が ヘ キ サ ペ プ チ ド 結 合 部 分 に 結 合 さ れ る が 、 特 定 の 結 合 部 分 の 飽 和 と 同 等 な レ
ベ ル ま で に 過 ぎ な い 。 対 照 的 に 、 低 存 在 量 血 清 分 析 物 は そ の 全 体 に お い て ほ と ん ど 結 合 し
て い る 。 低 存 在 量 分 析 物 を 認 識 す る 結 合 部 分 の 量 は 限 定 的 で な い か ら で あ る 。 こ の 選 択 的
結 合 の 結 果 は 、 高 存 在 量 分 析 物 を 選 択 的 に 除 去 す る こ と を 求 め る 方 法 に お い て 固 有 の 低 存
在 量 分 析 物 を 失 う 危 険 性 な し で 、 用 い ら れ る 結 合 部 分 に よ っ て 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 に つ
い て の 分 析 物 濃 度 の 範 囲 の 縮 小 で あ る 。 そ の 結 果 、 前 記 方 法 を 用 い て 単 離 さ れ た 血 清 分 析
物 の 大 き な パ ー セ ン テ ー ジ は 、 検 出 デ バ イ ス の 再 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン な し で 1バ ッ チ 分 析
で 検 出 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 未 処 理 血 清 に お い て 同 一 分 析 物 を 検 出 す る た め に は 検
出 デ バ イ ス は 反 復 し て 再 キ ャ リ ブ レ ー ト さ れ な け れ ば な ら な い 、 血 清 テ ス ト 試 料 中 の 同 一
分 析 物 を 検 出 す る 場 合 に 表 さ れ る 状 況 と は 対 照 的 で あ る 。 こ の 例 に お い て は 、 30mL血 清 は
4℃ 、 14,000rpmに お い て 15分 間 遠 心 し 、 全 て の 脂 質 物 質 は 注 意 深 く 頂 部 層 か ら 除 去 さ れ た
。 残 り の 血 清 は 0.8μ mフ ィ ル タ ー 、 次 い で 、 0.45μ mフ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し た 。 500μ
lの こ の 濾 過 し た 血 清 を 非 同 等 対 照 試 料 と し て 取 っ て お い た 。 （ 20％ メ タ ノ ー ル 中 で 一 晩
、 つ い で 、 140mM塩 化 ナ ト リ ウ ム pH7を 含 有 す る 20mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 中 で 一 晩 膨
潤 さ せ 、 3回 洗 浄 し て 微 粒 子 物 質 を 除 去 し た ） ほ ぼ 1mLの ヘ キ サ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 3
つ の 重 力 流 カ ラ ム の 各 々 に 小 分 け し た 。 ヘ キ サ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の 各 ア リ コ ッ ト を 、
温 和 に 攪 拌 し つ つ 、 7.6mLア リ コ ッ ト の 濾 過 血 清 と 共 に 室 温 に て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 カ ラ ム を 排 出 し 、 収 集 し た 容 量 は フ ロ ー ス ル ー を 表 し た 。 1mL
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の フ ロ ー ス ル ー を 分 析 用 に 貯 蔵 し た 。 次 い で 、 カ ラ ム を 直 ち に 20mLの ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ 20
mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 140mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH＝ 7） で 洗 浄 し た 。 最 初 の 1mLの 洗 浄 を
分 析 の た め に 加 え て 収 集 し た 。 洗 浄 の 後 、 三 通 り の カ ラ ム 各 々 か ら の 数 個 の 200uLア リ コ
ッ ト の 樹 脂 を 除 去 し 、 次 に 記 載 す る よ う に 処 理 し た 。 各 通 り か ら の 1つ の 200μ lア リ コ ッ
ト の 樹 脂 に 対 し 、 試 料 を （ 500uL 4× LDS、 200uL 10× DTT、 お よ び 300uL dH2Oを 混 合 す る
こ と に よ っ て 調 製 し た ） 200uL 2× LDS緩 衝 液 ＋ DTT還 元 剤 と 共 に 90℃ に て 10分 間 加 熱 し た
。 試 料 を 冷 却 し た 後 、 そ れ を 2,000rpmに お い て 1分 間 遠 心 し た 。 上 清 を 収 集 し 、 1D-ゲ ル 分
析 の た め に -20℃ で 貯 蔵 し た 。 各 通 り か ら の 第 二 の 200uLア リ コ ッ ト の 樹 脂 に 対 し 、 試 料 を
温 和 に 攪 拌 し つ つ 、 バ ッ チ フ ォ ー マ ッ ト に て 400uLの ア リ コ ッ ト の 6M尿 素 と 共 に 1時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 試 料 を 2,000rpmに お い て 1分 間 遠 心 し て 、 ヘ キ サ マ ー リ ガ ン ド
ビ ー ズ ラ イ ブ ラ リ ー を ペ レ ッ ト 化 し 、 上 清 を SELDI-質 量 分 析 測 定 に よ っ て 分 析 用 に 収 集 し
た 。 各 通 り か ら の 第 三 の 200uLア リ コ ッ ト の 樹 脂 に 対 し 、 試 料 を 温 和 に 攪 拌 し つ つ バ ッ チ
様 式 に て 400uLの 6MGuHClと 共 に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 試 料 を 2,000rpmに て 1
分 間 遠 心 し て 、 ヘ キ サ マ ー リ ガ ン ド ビ ー ズ ラ イ ブ ラ リ ー を ペ レ ッ ト 化 し 、 SELDI質 量 分 析
測 定 に よ る 分 析 の た め に 上 清 を 収 集 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 SELDI-質 量 分 析 測 定 分 析 の た め に 保 持 さ れ た 全 て の 試 料 は 、 引 き 続 い て 、 IMAC-Cu　 タ
ン パ ク 質 チ ッ プ ア レ イ で 処 理 し た 。 50uLの 100mM CuSO 4 と 共 に 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、
表 面 に Cuを 充 填 す る こ と に よ っ て 、 IMACア レ イ を ま ず 調 製 し た 。 一 定 に 振 盪 し つ つ イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン を 室 温 で 行 っ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 後 、 ア レ イ を 蒸 留 水 で す す ぐ こ
と に よ っ て 過 剰 な CuSO 4 を 除 去 し た 。 次 い で 、 充 填 さ れ た IMAC-Cuア レ イ を 、 一 定 に 振 盪 し
つ つ 、 100mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム pH4.0で 室 温 に て 5分 間 中 和 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の
後 に 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム を 除 去 し 、 IMAC-Cuア レ イ を 蒸 留 水 で す す い だ 。 室 温 に て 一 定 に 振
盪 し つ つ 、 次 に 、 IMAC-Cuア レ イ を 150ul結 合 緩 衝 液 （ 0.1M NaPO 4 、 0.5M NaCl、 pH7） で 2
回 5分 間 予 備 コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ を 行 っ た 。 予 備 コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ の 後 、 こ の 緩 衝 液 を
除 去 し 、 新 鮮 な 90ulア リ コ ッ ト の 結 合 緩 衝 液 を 加 え 、 続 い て 、 均 等 化 実 験 か ら の さ ら な る
10ulの 試 料 を 加 え た （ 100ulの 合 計 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 容 量 ） 。 次 い で 、 試 料 を 一 定 に 振
盪 し つ つ IMAC-Cuア レ イ 上 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 過 剰
の 試 料 容 量 を 除 去 し 、 ア レ イ を 150uLの 結 合 緩 衝 液 で 3回 洗 浄 し た ； 一 定 に 攪 拌 し つ つ 5分
間 の 各 洗 浄 。 最 終 の 洗 浄 の 後 、 IMAC-Cuア レ イ を 150uLの 蒸 留 水 で 2回 す す ぎ 、 次 い で 、 乾
燥 し た 。 最 終 工 程 と し て ,1uLの （ 50％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 0.5％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 中 の ） 50
％ 飽 和 SPAを 各 ス ポ ッ ト に 加 え 、 乾 燥 し 、 次 い で 、 マ ト リ ッ ク ス の 添 加 を さ ら な る 1ulの 50
％ SPAで 反 復 し た 。 次 い で 、 前 記 ア レ イ は SELDI質 量 分 析 測 定 に よ る 分 析 の た め に 用 意 が で
き た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 均 等 化 の 前 お よ び 後 に お け る 濾 過 し た 血 清 の SELDI質 量 分 析 測 定 の 比 較 を 図 6～ 8に 示 す
。 質 量 分 析 測 定 に よ る 試 料 の 分 析 は ピ ー ク 高 さ の 増 大 し た 均 一 性 、 お よ び 観 察 さ れ た ピ ー
ク の 数 の 増 大 を 示 し た 。 豊 富 な 分 子 の 減 少 は 天 然 試 料 に お い て ピ ー ク を 隠 し た イ オ ン 抑 制
を や は り 減 少 さ せ た 。 こ の 方 法 は 、 本 発 明 の 方 法 に 付 さ れ ず 元 の 複 合 溶 液 を 用 い る 検 出 可
能 な 分 析 物 の 数 よ り も 、 少 な く と も 0.5、 お そ ら く 1、 2、 3ま た は そ れ 以 上 の オ ー ダ ー の 大
き さ だ け 、 血 清 の よ う な 複 合 溶 液 中 で の 検 出 可 能 な 分 析 物 の 数 を 増 加 さ せ る と 予 測 さ れ る
。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 700,000と 少 な い 異 な る メ ン バ ー を 有 す る ヘ キ サ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー は 64,000,000
の メ ン バ ー ま た は 3,000,000の メ ン バ ー の ラ イ ブ ラ リ ー と し て 血 清 に つ い て 同 様 な 結 果 を
生 じ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 （ 表 １ ） 均 等 化 ビ ー ズ で 処 理 し な か っ た 血 清 か ら の S/N比 ＞ 3で の タ ン パ ク 質 の ピ ー ク 検
出
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【 ０ １ ５ ６ 】
　 （ 表 ２ ） 均 等 化 ビ ー ズ で の 処 理 の 後 に お け る 血 清 か ら の S/N比 ＞ 3で の タ ン パ ク 質 の ピ ー
ク 検 出
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【 ０ １ ５ ７ 】

　 複 合 試 料 の 分 析 を 助 け る た め に 、 こ の 方 法 は 濃 度 の 差 を 減 少 さ せ る の に 有 用 で あ る 。 ヒ
ト 血 漿 は 分 析 す る こ と が 最 も 複 雑 で 困 難 な 物 質 の 1つ で あ り :タ ン パ ク 質 は 10 1 0 を 超 え る 濃
度 範 囲 で 存 在 し （ Anderson and Anderson） ； こ の 範 囲 を 減 少 さ せ る と 微 量 タ ン パ ク 質 の
分 析 を 助 け る 。 こ の 方 法 の 条 件 下 で 、 リ ガ ン ド ラ イ ブ ラ リ ー と の 血 漿 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン は 、 未 処 理 出 発 物 質 の 分 析 と 比 較 し て 、 検 出 で き 、 引 き 続 い て 分 析 で き る タ ン パ ク 質 の
数 を 増 加 さ せ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
A.
　 凍 結 さ れ プ ー ル さ れ た ヒ ト 血 小 板 貧 弱 血 漿 （ PPP） を 37℃ で 解 凍 し 、 0.8μ mお よ び 0.45
μ mの フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し た 。 EACA-Alaス ペ ー サ ー を 持 つ Toyopearl 650Mア ミ ノ 樹
脂 （ 65μ m平 均 直 径 ,～ 2× 10 6 ビ ー ズ /ml； 　 Tosoh Biosciences, Montgomeryville, PA）
上 の ヘ キ サ マ ー ペ プ チ ド リ ガ ン ド の ほ ぼ 1mlの ラ イ ブ ラ リ ー の 四 通 り を 、 各 々 、 回 転 さ せ
つ つ 9mlの 血 漿 と 共 に 室 温 に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 樹 脂 を 排 出 し 、 1mlの ク エ ン 酸
緩 衝 液 （ 20mMシ ト レ ー ト 、 140mM NaCl, pH7.0） で 洗 浄 し た 。 こ の 洗 浄 溶 液 、 な ら び に 負
荷 血 漿 お よ び 初 期 フ ロ ー ス ル ー の 試 料 を 保 持 し た 。 ビ ー ズ ラ イ ブ ラ リ ー を 引 き 続 い て 20カ
ラ ム 容 量 の シ ト レ ー ト で 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 試 料 2お よ び 4か ら の 100μ lの 樹 脂 を 等 容 量 （ 100μ l） の 2× LDS緩 衝 液 ＋ DTT（ Invitroge
n, Carlsbad,CA） と 共 に 90℃ に て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 遠 心 し た 。 上 清 を 集 め 、 分 析
の た め に 保 存 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 1～ 4通 り か ら の 200μ lの 樹 脂 を 400μ lの 6M GuHClま た は 400μ lの 6M尿 素 と 共 に バ ッ チ 方
式 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 樹 脂 を 排 出 し 、 フ ロ ー ス ル ー を 分 析 用 に 収 集 し た 。 溶 出
物 中 の GuHClお よ び 尿 素 濃 度 は 以 下 の よ う に し て G-25カ ラ ム に て 1M尿 素 ま で 低 下 さ せ た 。 G
-25カ ラ ム を 200μ lの 1M尿 素 で 2回 5分 間 平 衡 化 し 、 次 い で 、 2,000rpmに お い て 3分 間 遠 心 し
た 。 20μ lの 尿 素 お よ び GuHCl試 料 を 試 験 管 に 加 え 、 同 一 条 件 下 で 再 度 遠 心 し た 。 フ ロ ー ス
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ル ー を 集 め た 。
【 ０ １ ６ １ 】
B.
　 初 期 PPP、 フ ロ ー ス ル ー お よ び 洗 浄 を ク エ ン 酸 緩 衝 液 で 1： 25に 、 次 い で 、 2× 試 料 緩 衝
液 で 1： 2に 希 釈 し た 。 14μ lの 処 理 さ れ た GuHClお よ び 尿 素 上 清 を 5μ lの 4× LDS緩 衝 液 ＋ 2
μ lの DTT還 元 剤 中 で 90℃ に て 10分 間 加 熱 し た 。 2つ の ウ ェ ル に 試 料 2お よ び 4か ら の ほ ぼ 10
μ lの ビ ー ズ を 負 荷 し た 。 23μ lの 残 り の 試 料 の 各 々 を 200Vに お い て MOPS緩 衝 液 中 で 4～ 12
％ Bis-Trisゲ ル （ NuPage, Invitrogen） に 泳 動 さ せ た 。 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て ゲ ル を Si
mply Blue（ Invitrogen） で 染 色 し た 。 結 果 を 図 1お よ び 4に 示 す 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 元 の 血 漿 中 で 目 に 見 え な い い く つ か の バ ン ド が 処 理 し た 試 料 で は 存 在 し 、 他 方 、 元 の 血
漿 に 存 在 し た 非 常 に 強 い ア ル ブ ミ ン バ ン ド （ ～ 64kD） は 実 質 的 に 低 下 し た 。 こ れ ら の 結 果
は 、 記 載 さ れ た 方 法 が こ の 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ る タ ン パ ク 質 の 濃 度 範 囲 を 減 少 さ せ 、 そ
れ に よ り 、 出 発 物 質 の 分 析 と 比 較 し て 、 検 出 し 、 分 析 す る こ と が で き る タ ン パ ク 質 の 数 を
増 加 さ せ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ６ ３ 】

　 多 く の プ ロ テ オ ミ ッ ク 適 応 に お い て 、 試 料 調 製 の 最 初 の 工 程 の 1つ は ア ル ブ ミ ン お よ び I
gGの 除 去 で あ る 。 と い う の は 、 こ れ ら の 高 存 在 量 タ ン パ ク 質 は よ り 低 い 存 在 量 の 化 学 種 検
出 を マ ス ク す る か ら で あ る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 除 去 は し ば し ば そ れ ら
に 会 合 し た 微 量 な 化 学 種 も し ば し ば 除 去 し 、 ま た 、 試 料 の 喪 失 に も 関 連 す る 。 分 析 前 に Ig
Gの 枯 渇 を 必 要 と し な い 試 料 調 製 の 方 法 を 有 す る の が 有 益 で あ る と 考 え ら れ る 。 こ の 実 施
例 は 、 IgGの 除 去 が 、 無 傷 血 漿 で 検 出 さ れ な い タ ン パ ク 質 化 学 種 を 可 視 化 す る の に 必 要 で
な い こ と を 示 す 。 LDS-PAGEで 検 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の パ タ ー ン を 、 IgGsを 枯 渇 さ せ た 、 お
よ び IgGを 枯 渇 さ せ て い な い 血 漿 に お い て 比 較 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
A.
　 凍 結 し プ ー ル し た ヒ ト 血 小 板 貧 弱 血 漿 （ PPP） を 37℃ に て 解 凍 し 、 0.8お よ び 0.45μ mの
フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し た 。 IgGを 以 下 の よ う に し て 血 漿 か ら 除 去 し た 。 5mlの プ ロ テ イ
ン G セ フ ァ ロ ー ス  Fast-Flow樹 脂 （ Amersham,T＆ S） を Bio-Radカ ラ ム に 充 填 し 、 10mlの 濾
過 さ れ た PPPを （ 蠕 動 ポ ン プ に よ っ て 制 御 さ れ た ） 10cm/h流 速 で 加 え 、 フ ロ ー ス ル ー を 集
め た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 EACA-Alaス ペ ー サ ー を 伴 う Toyopearl 650Mア ミ ノ 樹 脂 （ 65μ m平 均 直 径 ,～ 2× 10 6 ビ ー ズ
/ml； Tosoh Biosciences, Montgomeryville,PA） 上 の ヘ キ サ マ ー ペ プ チ ド リ ガ ン ド の ほ ぼ
1mlラ イ ブ ラ リ ー を 9mlの フ ロ ー ス ル ー （ 前 記 ） と 共 に 1時 間 /室 温 /回 転 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 に 形 成 さ れ た 血 餅 を 手 で 除 去 し た 。 樹 脂 を 排 出 し 、 1mlの ク
エ ン 酸 緩 衝 液 （ 20mMシ ト レ ー ト , 140mM NaCl, pH7.0） 、 続 い て 、 10mlの T-シ ト レ ー ト （
ク エ ン 酸 緩 衝 液 ＋ 0.05％ 　 Tween-20） お よ び 10mlの ク エ ン 酸 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 。 フ ロ ー ス
ル ー お よ び 最 初 の 1mlの 洗 浄 を 分 析 の た め に 集 め た 。 樹 脂 を 3つ の ほ ぼ 等 し い 200μ lの ア リ
コ ッ ト に 分 け た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 1つ の 樹 脂 ア リ コ ッ ト を 等 容 量 （ 200μ l） の 2× LDS緩 衝 液 ＋ DTT（ Invitrogen, Carlsbad
, CA） と 共 に 90℃ に て 10分 間 加 熱 し 、 遠 心 し た 。 上 清 を 集 め 、 分 析 の た め に 保 存 し た 。 残
り の 樹 脂 ア リ コ ッ ト を バ ッ チ 方 式 に て 500μ lの 6M GuHClま た は 500μ lの 6M尿 素 と 共 に 1時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 樹 脂 を 排 出 し 、 フ ロ ー ス ル ー を 分 析 の た め に 集 め た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 溶 出 物 中 の GuHClお よ び 尿 素 の 濃 度 は 6Mか ら 1M濃 度 ま で 低 下 し 、 こ れ は G-25カ ラ ム 上 で
の 緩 衝 液 交 換 に よ る 元 の 容 量 の 半 分 で あ る （ 2× 濃 縮 ） 。
【 ０ １ ６ ８ 】
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B.
　 初 期 PPP、 IgG-枯 渇 PPP、 フ ロ ー ス ル ー お よ び 洗 浄 、 な ら び に GuHClお よ び 尿 素 上 清 の 試
料 を LDS緩 衝 液 ＋ DTT還 元 剤 中 で 90℃ に て 10分 間 加 熱 し た 。 LDS緩 衝 液 、 GuHCl、 お よ び 尿 素
溶 出 物 の 最 終 希 釈 は 、 各 々 、 0.25× 、 1× 、 お よ び 1× で あ っ た 。 PPP、 IgG-枯 渇 血 漿 、 フ
ロ ー ス ル ー 、 お よ び 洗 浄 を 50× 希 釈 し た 。 プ ロ テ イ ン G LDSお よ び グ リ シ ン 溶 出 物 を 2× LD
S緩 衝 液 ＋ DTTと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 23μ lの 各 試 料 を 200Vに お い て MOPS緩 衝 液 中 で 4
～ 12％ Bis-Trisゲ ル で 泳 動 さ せ た 。 そ れ か ら IgGを 除 去 し な か っ た 前 記 方 法 に 従 っ て よ り
早 く 調 製 さ れ た 血 漿 の 試 料 を 同 様 に 泳 動 さ せ た 。 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 、 ゲ ル を Simply B
lue、 続 い て 、 SioverQuestで 染 色 し た 。 デ ー タ を 図 2に 示 す 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 出 発 、 フ ロ ー ス ル ー 、 お よ び 洗 浄 試 料 に お い て は 、 MW50お よ び 25KDa（ 低 下 し た 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の サ イ ズ ） に お け る タ ン パ ク 質 の 明 瞭 な 減 少 が あ る が 、 ゲ ル 上 で
可 視 化 さ れ た IgGの 有 り お よ び 無 し に て 、 血 漿 か ら の LDS-PAGE溶 出 物 の 有 意 な 差 は な い 。
尿 素 お よ び GuHCl試 料 か ら の シ グ ナ ル は 試 料 取 り 扱 い 論 点 の た め 区 別 さ れ な い 。 こ れ ら の
デ ー タ は 、 IgGを 除 去 す る 明 白 な 効 果 は な い こ と を 示 す 。 恐 ら く は 独 立 し た 分 析 の た め に I
gGを 除 去 し 、 保 持 す る の は 好 ま し い 他 の 理 由 が あ り 得 る 。 し か し な が ら 、 除 去 は こ の 方 法
に よ っ て 微 量 タ ン パ ク 質 を 分 析 す る の に 必 要 な よ う に は 見 え な い 。
【 ０ １ ７ ０ 】

　 先 の 実 施 例 は 、 未 希 釈 か つ 未 分 画 の ヒ ト 血 漿 に て の 記 載 さ れ た 方 法 の 有 用 性 を 示 し た 。
臨 床 的 診 断 に お い て は 、 出 発 試 料 は し ば し ば 血 漿 で は な く 血 清 で あ る 。 以 下 の 実 施 例 に は
、 分 析 用 の 血 清 を 調 製 す る た め の 記 載 さ れ た 方 法 の 使 用 の 可 能 性 を 示 す 。
【 ０ １ ７ １ 】
A.
　 ヒ ト 血 液 の 5つ の 7ml試 験 管 を 4℃ に て 一 晩 凝 固 さ せ た 。 凝 固 し た 血 液 を Sorvall遠 心 機 RT
7で 4,000rpmに お い て 5分 間 遠 心 し 、 血 清 を 集 め 、 0.8お よ び 0.45μ mフ ィ ル タ ー を 通 し て 濾
過 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
B.
1.Tentaゲ ル ベ ー ス の ラ イ ブ ラ リ ー イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
　 15mlの 円 錐 試 験 管 中 の 250μ lの Tentaゲ ル ラ イ ブ ラ リ ー ［ Glyス ペ ー サ ー 付 の TentaGel M
 NH 2  10μ m（ Rapp Polymer） ラ イ ブ ラ リ ー （ Peptides International, Louisville, KY）
-10μ m平 均 直 径 ,～ 5.6× 10 8 ビ ー ズ /ml］ を 2.25ml（ 1： 9 v/v） 血 清 と 共 に 室 温 （ RT） に て
1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 樹 脂 を 4000rpmに て 2分 間 遠 心 し 、 上 清 を 分 析 の た め に 保 存 し
た （ FT Tenta） 。 振 盪 し 、 次 い で 、 2mlの エ ッ ペ ン ド ル フ 試 験 管 中 で 4,000rpmに お い て 2分
間 遠 心 す る こ と に よ っ て 、 ビ ー ズ を 1.25mlク エ ン 酸 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 。 分 析 の た め に 洗 浄
を 保 存 し た （ W Tenta） 。 ビ ー ズ を さ ら な る 4× 1.25mlク エ ン 酸 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 。 ビ ー ズ
を 3つ の ほ ぼ 75μ lア リ コ ッ ト に 分 け た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 1つ の 樹 脂 ア リ コ ッ ト を 75μ lの 2× LDS/DTTと 共 に 90℃ に て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
ビ ー ズ を 遠 心 し 、 上 清 を -20℃ で 貯 蔵 し た 。 他 の も の を 200μ lの 6M尿 素 ま た は 6Mの GuHClと
共 に 室 温 に て 1.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 初 期 お よ び 未 結 合 血 清 画 分 を シ ト レ ー ト 1： 25
、 次 い で 、 2× LDS/DTTで 1： 2希 釈 し た 。 試 料 を 90℃ に て 10分 間 加 熱 し 、 次 い で 、 -20℃ に
て 凍 結 さ せ た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
2.Toyopearlベ ー ス の ラ イ ブ ラ リ ー イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
　 ほ ぼ 1mlの Toyopearlラ イ ブ ラ リ ー （ 65μ m平 均 直 径 , ～ 2× 10 6 ビ ー ズ /ml； Tosoh Biosci
ences, Montgomeryville, PA） を 9mlの 血 清 と 共 に 1時 間 /室 温 /回 転 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 200μ lの 樹 脂 を 200μ lの 2× （ LDS緩 衝 液 ＋ DTT還 元 剤 ） と 共 に 90℃ に て 10分 間 加 熱 し た
。 上 清 を 収 集 し 、 分 析 の た め に -20℃ に て 保 存 し た 。 200μ lの 樹 脂 を バ ッ チ 方 式 に て 400μ
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実 施 例 4.ヒ ト 血 清 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 の 範 囲 の 縮 小

血 清 調 製

血 液 調 製



l（ v/v） 6M尿 素 と 共 に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 フ ロ ー ス ル ー を 分 析 の た め に 集 め 、 室
温 に 維 持 し た 。 200μ lの 樹 脂 を バ ッ チ 方 式 に て 400μ lの 6M GuHclと 共 に 1時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 フ ロ ー ス ル ー を 分 析 の た め に 集 め 、 室 温 に 維 持 し た 。 初 期 の お よ び 未 結 合 血 清
画 分 を シ ト レ ー ト で 1： 25、 次 い で 、 2× LDS/DTTで 1： 2希 釈 し た 。 試 料 を 90℃ に て 10分 間
加 熱 し 、 次 い で 、 -20℃ に て 凍 結 さ せ た 。 200μ lの 血 清 お よ び 200μ lの 各 未 結 合 画 分 を 分
析 の た め に Analytical Chemistryに 送 付 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
C.
　 14μ lの 1M尿 素 お よ び GuHCl試 料 を 5μ lの 4× LDS緩 衝 液 お よ び 2μ lの 10× DTTと 共 に 90℃
に て 10分 間 加 熱 し た 。 凍 結 さ れ た LDS試 料 を 90℃ に て 10分 間 再 度 加 熱 し た 。 20μ lの 各 試 料
を ウ ェ ル 当 た り 2つ の 4～ 12％ 　 Bis Trisゲ ル に 負 荷 し た 。 色 素 の 先 端 が ゲ ル の 底 部 に 到 達
す る ま で 、 200Vに お い て 、 ゲ ル を MOPS実 行 緩 衝 液 で 泳 動 さ せ た 。 ゲ ル を 製 造 業 者 の 指 示 に
従 っ て Simply Blueタ ン パ ク 質 染 料 で 染 色 し 、 H 2 Oで 脱 染 色 し た 。 ゲ ル を 図 3に 示 す 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 き 、 血 清 中 で 目 に 見 え る バ ン ド の 数 の 実 質 的
増 加 が あ る （ レ ー ン 2を レ ー ン 3お よ び 8と 比 較 さ れ た し ） 。 バ ン ド の パ タ ー ン は 血 漿 と の
ラ イ ブ ラ リ ー の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で 得 ら れ た パ タ ー ン と 非 常 に 似 て い る （ レ ー ン 3、 図 3
を レ ー ン 7、 図 1と 比 較 さ れ た し ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の 方 法 で の 血 清 試 料 の 調 製 は
、 LDS-PAGEに よ っ て 分 析 で き る バ ン ド の 数 を 増 加 さ せ 、 出 発 血 清 と 比 較 し た 溶 出 物 中 の 最
も 豊 富 な タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 減 少 さ せ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 前 記 発 明 を 明 瞭 性 お よ び 理 解 の た め に 説 明 お よ び 例 と し て 幾 分 詳 細 に 記 載 し た が 、 添 付
の 請 求 項 の 範 囲 の 精 神 お よ び 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く あ る 種 の 変 形 お よ び 修 飾 を そ れ に 対
し て な す こ と が で き る の は 本 発 明 の 教 示 に 照 ら し て 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か で あ る と 思 わ れ
る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 引 用 し た 全 て の 刊 行 物 お よ び 特 許 出 願 は 、 あ た か も 各 個 々 の 刊 行 物 ま た は
特 許 出 願 が 具 体 的 に か つ 個 々 に 示 さ れ て 、 引 用 に よ り 一 体 化 さ れ る よ う に 、 参 照 に よ り 本
明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ９ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル リ ガ ン ド ラ イ ブ ラ リ ー と 血 漿 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
の 結 果 を 示 す 分 析 を 示 す 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 実 施 例 2に 記 載 さ れ た 方 法 に し た が っ て 血 漿 と
共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 図 ２ 】 ラ イ ブ ラ リ ー と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 先 立 っ て の IgGの 除 去 の 有 り お よ び 無 し
で の 血 漿 の 比 較 で あ る 。 実 験 は 実 施 例 3に 記 載 し た よ う に 行 っ た 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル リ ガ ン ド ラ イ ブ ラ リ ー と 血 清 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
と の 結 果 を 示 す 。 実 験 は 実 施 例 4に 従 っ て 行 っ た 。
【 図 ４ 】 プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム 濃 縮 す る た め の PAGE分 析 で あ る 。 左 の パ ネ ル は ク ー マ シ ー ブ
ル ー 染 料 で 染 色 し ;右 側 の パ ネ ル は Silver Questで 染 色 し た 同 一 ゲ ル で あ る 。
【 図 ５ 】 （ 質 量 に 基 づ く ） 血 液 画 分 の グ ラ フ 表 示 で あ り 、 多 数 の 低 存 在 量 タ ン パ ク 質 の 追
跡 性 質 を 強 調 す る 。
【 図 ６ 】 均 等 化 ビ ー ズ で の 処 理 の 前 お よ び 後 に お け る 試 料 の 質 量 分 析 測 定 比 較 で あ る 。 質
量 の 範 囲 は 2.5kDa～ 10kDaで あ る 。 実 験 は 実 施 例 1に し た が っ て 行 っ た 。
【 図 ７ 】 均 等 化 ビ ー ズ で の 処 理 の 前 お よ び 後 に お け る 試 料 の 比 較 で あ る 。 質 量 の 範 囲 は 2k
Da～ 30kDaで あ る 。 実 験 は 実 施 例 1に 従 っ て 行 っ た 。
【 図 ８ 】 均 等 化 ビ ー ズ で の 処 理 の 前 お よ び 後 に お け る 試 料 の 比 較 で あ る 。 質 量 の 範 囲 は 30
kDa～ 180kDaで あ る 。 実 験 は 実 施 例 1に 従 っ て 行 っ た 。
【 図 ９ 】 本 発 明 の イ ー ク オ ー サ イ ザ ー ビ ー ズ 概 念 の 1つ の 態 様 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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