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(57)【要約】

　　【課題】

　体液試料、特に血清又は血漿中に含まれる、低分子量

タンパク質及びペプチドの濃縮方法を提供する。

　　【解決手段】　

　下記工程(a)～(e)を含む方法：

(a)　体液試料に、尿素及びチオ尿素を含む試薬１、及

び還元剤を含む試薬２を加えて混合し、ついで有機溶媒

９０%以上含む試薬３を滴下して、混合する工程；

(b)　工程（a）で得られた混合溶液を低温下で攪拌する

工程；

(c)　工程(b)で得られた攪拌溶液を低温下で遠心分離し

、上清を除去する工程；

(d)　(c)で得られた沈降物に有機溶媒及び酸を含む試薬

４を加えて混和する工程；

(e)　工程(d)で得られた混合溶液を低温下で攪拌する工

程；及び

(f)　工程(e)で得られた攪拌溶液を低温下で遠心分離し

、上清を回収する工程である。

　　【選択図】　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 体 液 試 料 中 に 含 ま れ る 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 濃 縮 方 法 で あ っ て ：

　 下 記 工 程 、

(a)　 該 体 液 試 料 に 、 尿 素 及 び チ オ 尿 素 を 含 む 試 薬 １ 、 及 び 還 元 剤 を 含 む 試 薬 ２ を 加 え て

混 合 し 、 つ い で 有 機 溶 媒 ９ ０ %以 上 含 む 試 薬 ３ に 滴 下 し て 、 混 合 す る 工 程 ；

(b)　 工 程 （ a） で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を 低 温 下 で 攪 拌 す る 工 程 ；

(c)　 工 程 (b)で 得 ら れ た 攪 拌 溶 液 を 低 温 下 で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 除 去 す る 工 程 ；

(d)　 (c)で 得 ら れ た 沈 降 物 に 有 機 溶 媒 及 び 酸 を 含 む 試 薬 ４ を 加 え て 混 和 す る 工 程 ；

(e)　 工 程 (d)で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を 低 温 下 で 攪 拌 す る 工 程 ； 及 び

(f)　 工 程 (e)で 得 ら れ た 攪 拌 溶 液 を 低 温 下 で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 回 収 す る 工 程 、

　 を 含 む 、 前 記 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

　 さ ら に 、 (g)　 工 程 (f)で 回 収 し た 上 清 を 凍 結 乾 燥 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 ３ 】

　 前 記 試 薬 ２ の 還 元 剤 が 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (DTT)、 ジ チ オ エ リ ス リ ト ー ル (DTE)、 ト

リ ス カ ル ボ キ シ ル ホ ス フ ィ ン (TCEP

HCl)、 ト リ ブ チ ル ホ ス フ ィ ン (TBP)、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (2-M E)、 2-メ ル カ プ ト エ タ

ノ ー ル ア ミ ン （ 2-M EA） 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ る 、 請 求 項

１ 又 は ２ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 前 記 体 液 試 料 が 、 血 清 、 又 は 血 漿 で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 試 薬 １ に お け る 濃 度 が 尿 素 １ ～ ８ Ｍ 、 か つ チ オ 尿 素 ０ ． ５ ～ ３ Ｍ で あ り 、 か つ 試 薬 ２ に

お け る 還 元 剤 の 濃 度 が 、 体 液 試 料 、 試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 １ m M～ ２ ０ m Mと な る 濃

度 で あ る 、 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 試 薬 １ に お け る 濃 度 が 尿 素 ３ ～ ８ Ｍ 、 か つ チ オ 尿 素 １ ～ ３ Ｍ で あ る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 ７ 】

　 試 薬 ２ に お け る 還 元 剤 が 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (DTT)、 ジ チ オ エ リ ス リ ト ー ル (DTE)、 2

-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル

(2-M E)又 は 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ 2-M EA） で あ る 場 合 に は 、 試 薬 ２ に お け る 該

還 元 剤 の 濃 度 が 、 体 液 試 料 、 試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 ５ m M～ ２ ０ m Mと な る 濃 度 で あ

り 、 該 還 元 剤 が ト リ ス （ 2-カ ル ボ キ シ エ チ ル ） ホ ス フ ィ ン 塩 酸 塩 (TCEP HCl)又 は ト リ -n-

ブ チ ル ホ ス フ ィ ン (TBP)で あ る 場 合 に は 、 試 薬 ２ に お け る 該 還 元 剤 の 濃 度 が 、 体 液 試 料 、

試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 １ m M～ １ ０ m Mと な る 濃 度 で あ る 、 請 求 項 ５ 又 は ６ 記 載 の 方

法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 試 薬 ３ の 有 機 溶 媒 が 、 ア セ ト ン 、 エ タ ノ ー ル 、 メ タ ノ ー ル 、 2プ ロ パ ノ ー ル 、 ア セ ト ニ

ト リ ル 、 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ る 、 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ 記

載 の 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

　 試 薬 ３ の 有 機 溶 媒 が ア セ ト ン で あ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 試 薬 ３ の 有 機 溶 媒 濃 度 が ９ ５ ％ 以 上 で あ る 、 請 求 項 ８ 又 は ９ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 試 薬 ３ の 有 機 溶 媒 濃 度 が ９ ８ ％ 以 上 で あ る 、 請 求 項 ８ 又 は ９ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ２ 】
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　 試 薬 ４ の 有 機 溶 媒 が 、 ア セ ト ニ ト リ ル 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 及

び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ り 、 か つ 前 記 酸 は 、 塩 酸 、 ト リ フ ル オ

ロ 酢 酸 (Ｔ Ｆ Ａ )、 ギ 酸 、 酢 酸 、 及 び ト リ ク ロ ロ 酢 酸 （ Ｔ Ｃ Ａ ） か ら な る 群 か ら 選 ば れ た も

の で あ り 、 か つ 該 有 機 溶 媒 の 濃 度 が ５ ０ ～ ９ ９ ％ で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 試 薬 ４ の 有 機 溶 媒 が 、 ア セ ト ニ ト リ ル で あ る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

　 試 薬 ４ の 酸 が 、 塩 酸 で あ り 、 そ の 濃 度 が ５ ｍ M～ ５ ０ ０ m Mで あ る 、 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３

記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ５ 】

　 試 薬 ４ に お け る 有 機 溶 媒 の 濃 度 が ６ ０ ～ ８ ０ ％ で あ る 、 請 求 項 １ ２ 、 １ ３ 又 は １ ４ 記 載

の 方 法 。

【 請 求 項 １ ６ 】

　 試 薬 ４ に お け る 有 機 溶 媒 の 濃 度 が ６ ５ ～ ７ ５ ％ で あ る 、 請 求 項 １ ２ 、 １ ３ 又 は １ ４ 記 載

の 方 法 。

【 請 求 項 １ ７ 】

　 工 程 (b)に お い て 、 工 程 （ a） で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を － ２ ０ ℃ ～ １ ０ ℃ の 低 温 下 で 、 １ 分

以 上 攪 拌 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ８ 】

　 工 程 (b)に お い て 、 工 程 （ a） で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を ０ ℃ ～ ５ ℃ の 低 温 下 で 、 ６ ０ 分 以 上

攪 拌 す る 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ９ 】

　 工 程 (e)に お い て 、 工 程 (d)で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を － ５ ℃ ～ ２ ０ ℃ の 低 温 下 で １ 分 以 上 攪

拌 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ０ 】

　 工 程 (e)に お い て 、 工 程 (d)で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を ０ ℃ ～ ５ ℃ の 低 温 下 で ６ ０ 分 以 上 攪 拌

す る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ １ 】

　 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 で 得 ら れ た 凍 結 乾 燥 物 に 、 Ｔ Ｆ Ａ 、 塩 酸 、 ギ 酸 、 酢 酸 、 及 び Ｔ Ｃ Ａ

か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 成 分 を 含 有 す る 試 薬 ５ を 加 え る こ と を 含 む 、 体 液 試 料 中 に 含 ま れ

る 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 分 析 試 料 の 作 成 方 法 。

【 請 求 項 ２ ２ 】

　 試 薬 ５ が 、 Ｔ Ｆ Ａ を ０ ． １ ～ ２ ０ ％ 含 む 、 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ３ 】

　 試 薬 ５ が 、 ギ 酸 、 酢 酸 、 Ｔ Ｃ Ａ 、 又 は こ れ ら の 混 合 物 を ０ ． １ ～ ２ ０ ％ 含 む 、 請 求 項 ２

１ 又 は ２ ２ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ４ 】

　 体 液 試 料 中 に 含 ま れ る 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 濃 縮 用 キ ッ ト で あ っ て 、 尿

素 及 び チ オ 尿 素 を 含 む 試 薬 １ 、 還 元 剤 を 含 む 試 薬 ２ 、 有 機 溶 媒 ９ ０ %以 上 含 む 試 薬 ３ 、 及

び 有 機 溶 媒 及 び 酸 を 含 む 試 薬 ４ を 含 む 、 前 記 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ２ ５ 】

　 試 薬 １ に お け る 濃 度 が 尿 素 １ ～ ８ Ｍ 、 か つ チ オ 尿 素 ０ ． ５ ～ ３ Ｍ で あ り 、 試 薬 ２ に お け

る 還 元 剤 の 濃 度 が 、 体 液 試 料 、 試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 １ m M～ ２ ０ m Mと な る 濃 度 で

あ り 、 試 薬 ３ の 有 機 溶 媒 が 、 ア セ ト ン 、 エ タ ノ ー ル 、 メ タ ノ ー ル 、 2プ ロ パ ノ ー ル 、 ア セ

ト ニ ト リ ル 、 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ り 、 試 薬 ４ の 有 機 溶 媒

が 、 ア セ ト ニ ト リ ル 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 及 び こ れ ら の 混 合 物 か

ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の で そ の 濃 度 が ５ ０ ～ ９ ９ ％ で あ り 、 か つ 前 記 酸 は 、 塩 酸 、 Ｔ Ｆ

Ａ 、 ギ 酸 、 酢 酸 、 及 び TCAか ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ る 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の キ ッ ト

。

【 請 求 項 ２ ６ 】
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　 　 試 薬 １ に お け る 濃 度 が 尿 素 ３ ～ ８ Ｍ 、 か つ チ オ 尿 素 １ ～ ３ Ｍ で あ り 、 試 薬 ２ に お け る

還 元 剤 が ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (DTT)、 ジ チ オ エ リ ス リ ト ー ル (DTE)、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ

ー ル

(2-M E)又 は 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ 2-M EA） で あ る 場 合 は 、

試 薬 ２ に お け る 該 還 元 剤 の 濃 度 が 、 体 液 試 料 、 試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 ５ m M～ ２ ０

m Mと な る 濃 度 で あ り 、 該 還 元 剤 が ト リ ス （ 2-カ ル ボ キ シ エ チ ル ） ホ ス フ ィ ン 塩 酸 塩 (TCEP

 HCl)又 は ト リ -n-ブ チ ル ホ ス フ ィ ン (TBP)で あ る 場 合 に は 、 試 薬 ２ に お け る 該 還 元 剤 の 濃

度 が 、 体 液 試 料 、 試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 １ m M～ １ ０ m Mと な る 濃 度 で あ り 、 試 薬 ３

の 有 機 溶 媒 が ア セ ト ン で あ っ て 、 そ の 濃 度 が ９ ８ ％ 以 上 で あ り 、 試 薬 ４ の 有 機 溶 媒 が 、 ア

セ ト ニ ト リ ル で あ り 、 か つ そ の 濃 度 が ６ ０ ～ ８ ０ ％ で あ る 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ２ ７ 】

　 尿 素 及 び チ オ 尿 素 を 含 む 試 薬 １ 、 還 元 剤 を 含 む 試 薬 ２ 、 有 機 溶 媒 ９ ０ %以 上 含 む 試 薬 ３

、 及 び 有 機 溶 媒 及 び 酸 を 含 む 試 薬 ４ を 含 み 、 さ ら に 請 求 項 ２ 記 載 の 濃 縮 方 法 で 得 ら れ た 凍

結 乾 燥 物 に 加 え る 、 Ｔ Ｆ Ａ 、 塩 酸 , ギ 酸 、 酢 酸 、 及 び Ｔ Ｃ Ａ か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 成 分

を 含 有 す る 試 薬 ５ を 含 む 、 体 液 試 料 中 に 含 ま れ る 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 分

析 試 料 の 作 成 用 キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 の 体 液 試 料 、 特 に 血 清 又 は 血 漿 中 に お け る 低 分 子 量 タ ン

パ ク 質 、 及 び ペ プ チ ド の 濃 縮 方 法 、 及 び 該 濃 縮 方 法 に 用 い る キ ッ ト に 関 す る も の で あ る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 近 年 、 ポ ス ト ゲ ノ ム 研 究 と し て 、 プ ロ テ オ ー ム 的 手 法 を 用 い た 研 究 が 盛 ん に 行 わ れ る よ

う に な っ て き た 。 こ れ は 、 遺 伝 子 産 物 で あ る タ ン パ ク 質 が 遺 伝 子 よ り も 疾 患 の 病 態 に 直 接

関 連 し て い る と 考 え ら れ る の で 、 プ ロ テ オ ー ム 解 析 は 、 ゲ ノ ム 解 析 で は 発 見 で き な か っ た

病 因 タ ン パ ク 質 や 疾 患 関 連 因 子 を 多 く 発 見 で き る と 期 待 さ れ て い る か ら で あ る 。 例 え ば 、

該 プ ロ テ オ ー ム 解 析 に よ り 、 特 定 の 疾 患 に よ っ て 誘 導 あ る い は 消 失 す る バ イ オ マ ー カ タ ン

パ ク 質 の 発 見 が 容 易 に な り 、 該 バ イ オ マ ー カ は 、 病 態 に 関 連 し て 挙 動 す る た め 、 診 断 の マ

ー カ 、 及 び 創 薬 タ ー ゲ ッ ト と な る 可 能 性 が 高 い 。 さ ら に 、 該 バ イ オ マ ー カ は 、 薬 剤 応 答 性

評 価 や 副 作 用 発 現 予 測 と い う 患 者 の 直 接 的 な 利 益 に つ な が る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 最 近 に な り 、 質 量 分 析 装 置 （ mass spectrometer:MS） の 性 能 が 向 上 し 、 M ALDI-飛 行 時 間

型 質 量 分 析 計 （ Matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight mass

spectrometry(M ALDI-TOF-MS)） 、 MS/MS質 量 分 析 計 （ タ ン デ ム 質 量 分 析 計 ： Tandem mass s

pectrometer） 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 計 (LC̶ MS質 量 分 析 計 )な ど が 実 用 化 さ れ て

い る 。 こ れ に 伴 い 、 プ ロ テ オ ー ム 解 析 は 、 タ ン パ ク 質 等 の 高 速 構 造 分 析 と と も に 、 ポ リ ペ

プ チ ド の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 超 微 量 分 析 、 従 来 、 検 出 出 来 な か っ た 極 微 量 タ ン パ ク 質 の 同 定

が 可 能 と な り 、 疾 患 関 連 因 子 の 探 索 に 強 力 な ツ ー ル と な っ て き て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 し か し 、 体 液 試 料 、 特 に 血 清 な ら び に 血 漿 の プ ロ テ オ ー ム 解 析 は 臨 床 的 に 大 き な 利 点 が

あ る に も か か わ ら ず 、 生 体 組 織 を 対 象 と し た プ ロ テ オ ー ム 解 析 に 比 べ て 遅 れ て い る 。 こ の

理 由 は 、 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン 、 グ ロ ブ リ ン な ど の 主 要 な タ ン パ ク 質 の 存 在 量 が 血 清 な ら び

に 血 漿 中 の 全 タ ン パ ク 質 の 約 ９ ９ %を 越 え て お り （ 非 特 許 文 献 １ ） 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 の

除 去 に 伴 い 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 、 及 び ペ プ チ ド 成 分 が 大 き く 損 失 す る た め で あ る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 こ れ ま で 、 血 清 な ら び に 血 漿 中 の 主 要 タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 前 処 理 技 術 が 開 発 さ れ て き

た 。 例 え ば 、 微 量 成 分 の 検 出 に 対 し 妨 害 と な る 過 剰 な タ ン パ ク 質 を 除 去 し た 溶 液 を 得 る 方

法 （ 特 許 文 献 １ 及 び ２ ） 、 タ ン パ ク 質 の 分 画 処 理 さ れ た 溶 液 を 複 数 の 電 極 を 用 い て 濃 縮 す

る 方 法 （ 特 許 文 献 ３ ） 、 有 機 溶 媒 を 使 用 し て 大 き な タ ン パ ク 質 を 沈 殿 さ せ 、 小 分 子 タ ン パ
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ク 質 を 解 離 さ せ る 、 血 清 の 主 要 タ ン パ ク 質 の 除 去 方 法 （ 非 特 許 文 献 ２ ） が あ る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 し か し 、 主 要 タ ン パ ク 質 の 除 去 に 伴 い そ れ ら の タ ン パ ク 質 に 相 互 作 用 し て い る 低 分 子 量

タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド も 損 失 し て し ま う た め 、 依 然 、 タ ン パ ク 質 の 影 響 を 受 け ず 、 高 効 率

で 再 現 性 良 く 、 体 液 試 料 、 特 に 血 清 な ら び に 血 漿 中 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド を

濃 縮 す る 方 法 の 開 発 が 求 め ら れ て い た 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ５ － １ ２ ６ ３ ７ ６

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ５ － １ ５ ６ ２ ４ ９

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ ７ － １ ３ ９ ７ ５ ９

【 非 特 許 文 献 １ 】 Tirumalai et.al. , Mol. Cell . Proteomics 2.10, 1096-1103, 2003

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Merrell . et.al . , Journal of Biomolecular Techniques 15: 238-248,

2004

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 は 、 存 在 量 の 多 い タ ン パ ク 質 の 影 響 を 受 け ず 、 高 効 率 で 再 現 性 が 良 く 、 体 液 試 料

、 特 に 血 清 な ら び に 血 漿 中 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド を 濃 縮 す る 方 法 、 及 び 該 方

法 に 使 用 す る キ ッ ト の 提 供 を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 疾 患 関 連 ペ プ チ ド の 探 索 法 の 開 発 を 行 い 、 組 織 中 の ペ プ チ ド 成 分 を 高 効

率 で 再 現 性 よ く 濃 縮 す る 方 法 を 確 立 し た 。 こ の 方 法 は 2段 階 の 行 程 か ら な り 、 正 常 組 織 と

疾 病 組 織 中 に 含 ま れ る 300～ 500種 類 の 主 要 ペ プ チ ド を 抽 出 し 、 2次 元 HPLCで 分 離 し て 定 量

的 に 比 較 す る こ と を 可 能 に し た 。 こ れ に よ っ て 糖 尿 病 モ デ ル マ ウ ス の 腎 皮 質 中 に 存 在 す る

糖 尿 病 特 異 的 な ペ プ チ ド を 単 離 、 同 定 す る こ と に 成 功 し た 。 し か し 、 ヒ ト 疾 患 へ の 応 用 を

考 え た 場 合 、 組 織 を 対 象 と し 、 例 え 組 織 中 の 診 断 マ ー カ が 発 見 で き た と し て も 、 検 査 に お

け る 患 者 の 苦 痛 や 負 担 が 大 き く 、 実 際 の 応 用 は 困 難 で あ る 。 こ れ に 対 し て 、 体 液 試 料 、 特

に 血 清 な ら び に 血 漿 中 の 診 断 マ ー カ を 発 見 す れ ば 、 採 血 す る だ け で 、 ほ と ん ど 苦 痛 を 伴 わ

ず 診 断 が で き 、 さ ら に 、 健 康 診 断 へ の 応 用 が 可 能 で と な り 、 そ の 結 果 、 疾 患 の 早 期 発 見 に

つ な が る 可 能 性 が 高 い 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 そ こ で 前 記 組 織 ペ プ チ ド 分 析 法 の 確 立 に よ っ て 得 た ノ ウ ハ ウ を も と に 、 血 清 を 対 象 と し

た 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 な ら び に ペ プ チ ド 濃 縮 法 の 開 発 を 行 っ た 。 該 方 法 の 開 発 に お い て 最

も 大 き な 問 題 点 は 、 タ ン パ ク 質 の 除 去 に 伴 い 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 や ペ プ チ ド 成 分 も 大 き

く 損 失 す る 点 で あ る 。 こ れ は 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 が 血 清 中 の 主 要 成 分 で あ る ア ル ブ ミ ン

、 グ ロ ブ リ ン な ど の キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 と 結 合 し て い る た め と 考 え ら れ る 。 そ こ で 発 明 者

ら は 様 々 な 条 件 検 討 の 結 果 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 の 影 響 を 受 け ず に 高 効 率 で 再 現 性 が 良 く

、 血 清 な ら び に 血 漿 中 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 を 濃 縮 す る 方 法 の 開 発 に 成 功 し た 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 下 記 工 程 (a)～ (f)を 含 む 、 体 液 試 料 中 に 含 ま れ る 、 低 分 子 量 タ

ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 濃 縮 方 法 を 提 供 す る 。

(a)　 該 体 液 試 料 に 、 尿 素 及 び チ オ 尿 素 を 含 む 試 薬 １ 、 及 び 還 元 剤 を 含 む 試 薬 ２ を 加 え て

混 合 し 、 つ い で 有 機 溶 媒 ９ ０ %以 上 含 む 試 薬 ３ に 滴 下 し て 、 混 合 す る 工 程 ；

(b)　 工 程 （ a） で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を 低 温 下 で 攪 拌 す る 工 程 ；

(c)　 工 程 (b)で 得 ら れ た 攪 拌 溶 液 を 低 温 下 で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 除 去 す る 工 程 ；

(d)　 (c)で 得 ら れ た 沈 降 物 に 有 機 溶 媒 及 び 酸 を 含 む 試 薬 ４ を 加 え て 混 和 す る 工 程 ；

(e)　 工 程 (d)で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を 低 温 下 で 攪 拌 す る 工 程 ； 及 び

(f)　 工 程 (e)で 得 ら れ た 攪 拌 溶 液 を 低 温 下 で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 回 収 す る 工 程 で あ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】
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　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 (g)　 工 程 (f)で 回 収 し た 上 清 を 凍 結 乾 燥 す る 工 程 を 含 む 、 体 液 試 料

中 に 含 ま れ る 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 前 記 濃 縮 方 法 を 提 供 す る 。

　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 濃 縮 方 法 で 得 ら れ た 凍 結 乾 燥 物 に 、 Ｔ Ｆ Ａ 、 塩 酸 , ギ 酸 、 酢 酸 、

及 び Ｔ Ｃ Ａ か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 成 分 を 含 有 す る 試 薬 ５ を 加 え る こ と を 含 む 、 体 液 試 料

中 に 含 ま れ る 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 分 析 試 料 の 作 成 方 法 を 提 供 す る 。

　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 尿 素 及 び チ オ 尿 素 を 含 む 試 薬 １ 、 還 元 剤 を 含 む 試 薬 ２ 、 有 機 溶 媒 ９

０ %以 上 含 む 試 薬 ３ 、 及 び 有 機 溶 媒 及 び 酸 を 含 む 試 薬 ４ を 含 む 、 体 液 試 料 中 に 含 ま れ る 、

低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 濃 縮 用 キ ッ ト を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

（ 定 義 ）

　 本 明 細 書 中 に お い て 、 「 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 」 と は 、 分 子 量 ３ ０ ,０ ０ ０ 以 下 、 好 ま し

く は 分 子 量 ２ ０ ， ０ ０ ０ 以 下 の タ ン パ ク 質 を い う 。 ま た 、 特 に 断 ら な い 限 り 「 低 分 子 量 タ

ン パ ク 質 等 」 と は 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 、 及 び ペ プ チ ド の 双 方 を 意 味 す る 。 例 を 挙 げ る と

、 極 微 量 存 在 す る ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 サ イ ト カ イ ン 等 の 生 理 活 性 タ ン

パ ク 質 、 特 に 機 能 が な い 極 微 量 の バ イ オ マ ー カ タ ン パ ク 質 、 及 び ペ プ チ ド な ど が あ る 。 こ

れ ら は 腎 臓 を 通 過 し て 尿 中 に 一 部 排 泄 さ れ る た め 、 血 液 の み な ら ず 尿 を 検 体 と し て 測 定 す

る こ と も 可 能 な 場 合 も あ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 明 細 書 中 に お い て 、 「 血 漿 」 と は 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 又 は ヘ パ リ ン な ど を 加 え て 遠 心 分 離 し た

血 液 凝 固 系 が 作 用 し 難 い 、 又 は 作 用 し な い 上 清 を い う 。

　 本 明 細 書 中 に お い て 「 血 清 」 と は 、 血 液 か ら 凝 固 成 分 を と り 除 い た 部 分 で あ る 。 新 鮮 な

血 液 を 放 置 す る と 血 液 凝 固 が お こ り 、 つ い で 血 球 な ら び に フ ィ ブ リ ン は 塊 状 に 収 縮 し 、 透

明 な 琥 珀 色 の 血 清 を 遊 離 す る 。 そ の 成 分 は ほ ぼ 血 漿 か ら フ ィ ブ リ ノ ゲ ン を 除 い た も の に あ

た る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 明 細 書 中 に お い て 、 血 清 等 の 「 主 要 タ ン パ ク 質 」 及 び 「 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 」 と は 、

血 清 中 の 比 較 的 分 子 量 の 大 き い タ ン パ ク 質 を い う 。 例 を 挙 げ る と 、 ア ル ブ ミ ン (分 子 量 66k

Da)、 免 疫 グ ロ ブ リ ン (150～ 190kDa)、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン (80kDa)、 ハ プ ト グ ロ ビ ン (＞ 85kD

a)、 リ ポ タ ン パ ク 質 (数 100kDa)な ど が あ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 明 細 書 中 に お い て 、 「 SDS」 と は 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (sodium dodecyl sulfate

)を 意 味 す る 。

　 本 明 細 書 中 に お い て 、 「 PA GE」 と は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (polyacrylamid

e gel electrophoresis)を 意 味 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 は 、 体 液 試 料 、 特 に 血 清 及 び 血 漿 に 含 ま れ る 、 比 較 的 分 子 量 の 大 き い タ ン パ ク 質

を 除 去 し 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 、 及 び ペ プ チ ド を 効 率 的 、 か つ 再 現 性 良 く 濃 縮 す る こ と が

で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 試 薬 １ ～ ４ で は 除 去 さ れ な い 中 分 子 量 か ら 高 分 子 量 （ 分 子 量

20,000～ 100,000以 上 ） の タ ン パ ク 質 を 、 ア ル ブ ミ ン 等 の 高 含 量 主 要 タ ン パ ク 質 か ら 分 離

し 、 電 気 泳 動 、 プ ロ テ オ ー ム 解 析 な ど に よ り 検 出 可 能 、 及 び ／ 又 は 定 量 可 能 な 形 態 に す る

こ と が で き る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 に お け る 体 液 試 料 と は 、 哺 乳 動 物 の 血 清 、 血 漿 、 尿 、 唾 液 、 涙 液 、 脳 脊 髄 液 、 腹

水 、 胸 水 、 及 び 各 種 細 胞 か ら 得 ら れ る 溶 液 等 で あ っ て 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は ペ

プ チ ド を 含 む 溶 液 を い い 、 特 に 血 清 、 及 び 血 漿 が 好 ま し い 。

　 本 発 明 の 工 程 (a)は 、 前 記 体 液 試 料 に 、 尿 素 及 び チ オ 尿 素 を 含 む 試 薬 １ 、 及 び 還 元 剤 を

含 む 試 薬 ２ を 加 え て 混 合 し 、 つ い で 有 機 溶 媒 ９ ０ %以 上 含 む 試 薬 ３ に 滴 下 し て 、 混 合 す る

工 程 で あ る 。
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【 ０ ０ １ ９ 】

　 該 試 薬 １ に お け る 濃 度 は 、 尿 素 が １ ～ ８ モ ル ／ リ ッ ト ル （ 以 下 、 Ｍ と 略 す 。 ） 、 好 ま し

く は ３ ～ ８ Ｍ 、 チ オ 尿 素 が ０ ． ５ ～ ３ Ｍ 、 好 ま し く は １ ～ ３ Ｍ で あ る 。 ま た 、 該 試 薬 ２ に

お け る 還 元 剤 の 濃 度 は 、 体 液 試 料 、 試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 １ m M～ ２ ０ m Mと な る 濃

度 と す る の が 好 ま し い 。 し た が っ て 、 試 薬 ２ に お け る 還 元 剤 の 濃 度 は 、 少 な く と も 該 混 合

物 中 の 濃 度 の １ ０ 倍 ～ １ ０ ０ 倍 に 、 例 え ば 、 該 還 元 剤 濃 度 を １ ０ m M～ ２ ０ ０ m M、 １ ０ m M～

１ Ｍ 、 １ ０ m M～ ２ Ｍ 、 又 は １ ０ m M～ １ ０ Ｍ と す る の が 好 ま し い 。

　 な お 、 　 該 試 薬 ２ の 還 元 剤 は 、 通 常 、 タ ン パ ク 質 等 生 体 物 質 の 還 元 に 用 い る も の で あ れ

ば 特 に 制 限 な く 使 用 す る こ と が で き る 。 例 を 挙 げ る と 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (Dithiothrei

tol:DTT)、 ジ チ オ エ リ ス リ ト ー ル 　 (Dithiothreitol:DTE)、 ト リ ス (2-カ ル ボ キ シ エ チ ル )

ホ ス フ ィ ン 塩 酸 塩 　 （ Tris(2-carboxyethyl)phosphine

HCl： TCEP HCl)、 ト リ -n-ブ チ ル ホ ス フ ィ ン （ Tri-n-butylphosphine： TBP） 、 ２ － メ ル カ

プ ト エ タ ノ ー ル （ 2-Mercaptoethanol:

2-M E)及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の が あ る 。

　 該 試 薬 ２ に お け る 還 元 剤 が ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (DTT)、 ジ チ オ エ リ ス リ ト ー ル (DTE)、 2

-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル

(2-M E)又 は 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ 2-M EA） で あ る 場 合 は 、 体 液 試 料 、 試 薬 １ 、

及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 で ５ m M～ ２ ０ m Mと な る 濃 度 と す る の が 好 ま し い 。 し た が っ て 、 該 試

薬 ２ に お け る 該 還 元 剤 の 濃 度 は ５ ０ m M～ １ ０ Ｍ 、 好 ま し く は ５ ０ m M～ １ Ｍ 、 よ り 好 ま し く

は ５ ０ m M～ １ ０ ０ m Mで あ る 。 該 試 薬 ２ に お け る 還 元 剤 が ト リ ス （ 2-カ ル ボ キ シ エ チ ル ） ホ

ス フ ィ ン 塩 酸 塩 (TCEP HCl)又 は ト リ -n-ブ チ ル ホ ス フ ィ ン (TBP)で あ る 場 合 に は 、 体 液 試

料 、 試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 で １ m M～ １ ０ m Mと な る 濃 度 と す る の が 好 ま し い 。 し た

が っ て 、 該 試 薬 ２ に お け る 該 還 元 剤 の 濃 度 は １ ０ m M～ １ ０ Ｍ 、 好 ま し く は １ ０ m M～ １ Ｍ 、

よ り 好 ま し く は １ ０ m M～ ２ ０ ０ m Mで あ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 試 薬 ３ は 、 ア セ ト ン 、 エ タ ノ ー ル 、 メ タ ノ ー ル 、 2－ プ ロ パ ノ ー ル 、 ア セ ト ニ ト リ ル 、

及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 有 機 溶 媒 、 好 ま し く は ア セ ト ン を 含 む 溶 液 で

あ る 。 該 有 機 溶 媒 の 濃 度 は 、 通 常 ９ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は

９ ８ ％ 以 上 で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 滴 下 す る 試 薬 ３ の 容 量 は 、 体 液 試 料 と 試 薬 １ 及 び ２ の 混 合 溶 液 の 少 な く と も １ ０ 倍 以 上

、 好 ま し く は ２ ０ 倍 以 上 、 特 に 好 ま し く は ３ ０ 倍 以 上 で あ る 。

　 該 工 程 (a)で は 、 試 薬 １ 及 び ２ を 加 え て 液 体 試 料 中 の タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド を 処 理 し

た 後 、 従 来 の ア セ ト ン 法 等 に お け る ア セ ト ン の 濃 度 ５ ０ ～ ７ ０ ％ よ り 、 か な り 高 い ９ ０ ％

以 上 の 有 機 溶 媒 を 含 む 試 薬 ３ に 滴 下 す る 。 こ れ に よ り 、 体 液 試 料 中 の 主 要 タ ン パ ク 質 は 変

性 し 、 従 来 の 構 造 が 壊 れ る 。 一 方 、 有 機 溶 媒 ９ ０ ％ 以 上 の 試 薬 ３ で あ っ て も 、 低 分 子 量 タ

ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド は 変 性 が な い か 、 又 は 変 性 の 度 合 い が 小 さ い 。 こ れ に よ り 、 低 分 子

量 タ ン パ ク 質 等 と 主 要 な 高 分 子 タ ン パ ク 質 が 解 離 し や す い 状 態 で 沈 殿 す る も の と 考 え ら れ

る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 の 工 程 (b)は 、 工 程 （ a） で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を 低 温 下 で 攪 拌 す る 工 程 で あ る 。

　 該 工 程 (b)に お け る 低 温 と は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 等 の 成 分 が 安 定 で あ れ ば 特 に 制 限 は

な い が 、 例 え ば － ２ ０ ℃ ～ １ ０ ℃ 、 好 ま し く は ０ ℃ ～ ５ ℃ で あ る 。 ま た 該 攪 拌 は 、 １ 分 以

上 、 好 ま し く は ６ ０ 分 ～ １ ２ ０ 分 間 、 さ ら に 好 ま し く は ６ ０ 分 ～ ９ ０ 分 間 行 う 。 ま た 、 攪

拌 は 各 種 ボ ル ッ テ ッ ク ス ミ キ サ ー 及 び ス タ ラ ー 等 の 攪 拌 機 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 の 工 程 (c)と は 、 工 程 (b)で 得 ら れ た 攪 拌 溶 液 を 低 温 下 で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 除 去

す る 工 程 で あ る 。

　 該 工 程 (c)に お け る 低 温 と は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 等 の 成 分 が 安 定 で あ れ ば 特 に 制 限 は

な い が 、 例 え ば ０ ℃ ～ １ ０ ℃ 、 好 ま し く は ０ ℃ ～ ５ ℃ で あ る 。 該 遠 心 分 離 は 、 体 液 試 料 中
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の タ ン パ ク 質 、 及 び ペ プ チ ド を 沈 降 さ せ 得 る 条 件 、 例 え ば 、 ３ ０ ０ ０ × ｇ ～ ３ ０ ０ ０ ０ ×

ｇ 、 好 ま し く は １ ０ ０ ０ ０ × ｇ ～ ２ ５ ０ ０ ０ × ｇ で 、 １ 分 間 以 上 、 好 ま し く は ５ 分 間 ～ ３

０ 分 間 行 う 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 の 工 程 (d)は 、 工 程 (c)で 得 ら れ た 沈 降 物 に 有 機 溶 媒 及 び 酸 を 含 む 試 薬 ４ を 加 え て

混 和 す る 工 程 で あ る 。

　 該 試 薬 ４ の 有 機 溶 媒 は 、 ア セ ト ニ ト リ ル 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル

及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の 、 好 ま し く は ア セ ト ニ ト リ ル で あ る 。 該

有 機 溶 媒 の 濃 度 は 、 ５ ０ ～ ９ ９ ％ 、 好 ま し く は ６ ０ ～ ８ ０ ％ で あ る 。 ま た 、 該 酸 は 、 塩 酸

、 Ｔ Ｆ Ａ 、 ギ 酸 、 酢 酸 、 及 び Ｔ Ｃ Ａ か ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ り 、 好 ま し く は 塩 酸

で あ る 。 ま た 、 該 酸 の 濃 度 は 、 前 記 主 要 タ ン パ ク 質 を 酸 変 性 さ せ 溶 け 難 く さ せ る 濃 度 で あ

る 。 例 え ば 、 塩 酸 を 用 い る 場 合 、 そ の 濃 度 は 、 通 常 １ ｍ Ｍ 以 上 、 好 ま し く は １ ｍ Ｍ ～ ３ ０

０ ｍ Ｍ 、 好 ま し く は ５ ｍ Ｍ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ 、 さ ら に 好 ま し く は ５ ｍ Ｍ ～ ２ ５ ｍ Ｍ で あ る 。 ま

た 、 こ こ で 前 記 体 液 試 料 １ 容 量 部 に 対 し 、 試 薬 ４ を ０ ． １ ～ ５ ０ ０ 容 量 部 、 好 ま し く は １

～ ２ ０ ０ 容 量 部 、 さ ら に 好 ま し く は １ ０ ～ １ ０ ０ 容 量 部 加 え る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の 工 程 (e)は 、 工 程 (d)で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を 低 温 下 で 攪 拌 す る 工 程 で あ る 。

　 該 工 程 (e)に お け る 低 温 と は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 等 の 成 分 が 安 定 で あ れ ば 特 に 制 限 は

な い が 、 例 え ば － ２ ０ ℃ ～ １ ０ ℃ 、 好 ま し く は ０ ℃ ～ ５ ℃ で あ る 。 ま た 該 攪 拌 は 、 １ 分 以

上 、 好 ま し く は ６ ０ 分 ～ １ ２ ０ 分 間 、 さ ら に 好 ま し く は ６ ０ 分 ～ ９ ０ 分 間 行 う 。 ま た 、 攪

拌 は 各 種 ボ ル ッ テ ッ ク ス ミ キ サ ー 及 び ス タ ラ ー 等 の 攪 拌 機 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 工 程 (d)で 試 薬 ４ を 加 え 、 工 程 (e)で 攪 拌 す る こ と に よ り 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ

チ ド は 溶 解 す る が 、 体 液 試 料 、 特 に 血 清 お よ び 血 漿 な ど の 高 含 量 タ ン パ ク 質 は 溶 解 し な い

。 こ れ は 、 先 に 述 べ た よ う に 、 工 程 (a)で 有 機 溶 媒 ９ ０ ％ 以 上 の 試 薬 ３ に よ り 、 主 要 タ ン

パ ク 質 は 変 性 し 、 従 来 の 構 造 が 壊 れ 、 一 方 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド は 変 性 が な

い か 、 又 は 変 性 の 度 合 い が 小 さ い た め 、 双 方 が 解 離 し や す い 状 態 に な る も の と 考 え ら れ る

。 こ こ で 試 薬 ４ を 加 え 処 理 す る こ と で 、 主 要 タ ン パ ク 質 は 溶 解 せ ず 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質

等 は 溶 解 し て 、 双 方 を 分 離 す る こ と が 可 能 に な る 。 な お 、 工 程 (a)及 び (d)の 試 薬 １ ～ ４ で

不 溶 化 し な い 中 高 分 子 ～ 高 分 子 タ ン パ ク 質 も 、 高 含 量 の 主 要 タ ン パ ク 質 か ら 解 離 さ れ る の

で 、 解 析 す る こ と が 可 能 に な る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 の 工 程 (f)と は 、 工 程 (e)で 得 ら れ た 攪 拌 溶 液 を 低 温 下 で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 回 収

す る 工 程 で あ る 。

　 該 工 程 (f)に お け る 低 温 と は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 等 の 成 分 が 安 定 で あ れ ば 特 に 制 限 は

な い が 、 例 え ば ０ ℃ ～ １ ０ ℃ 、 好 ま し く は ０ ℃ ～ ５ ℃ で あ る 。 該 遠 心 分 離 は 、 体 液 試 料 中

の タ ン パ ク 質 、 及 び ペ プ チ ド を 沈 降 さ せ 得 る 条 件 、 例 え ば 、 ３ ０ ０ ０ × ｇ 以 上 、 好 ま し く

は １ ０ ０ ０ ０ × ｇ ～ ２ ５ ０ ０ ０ × ｇ で 、 １ 分 間 以 上 、 好 ま し く は ５ 分 間 ～ ３ ０ 分 間 行 う こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 該 工 程 (f)で 得 ら れ た 上 清 が 、 本 発 明 の 方 法 で 得 ら れ た 体 液 試 料 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質

等 の 濃 縮 物 で あ り 、 こ の ま ま プ ロ テ オ ー ム 解 析 等 に 用 い る こ と が で き る 。

　 本 発 明 の 工 程 (g)は 、 付 加 的 な 工 程 で あ っ て 、 工 程 (f)で 回 収 し た 上 清 を 凍 結 乾 燥 す る 工

程 で あ る 。 該 凍 結 乾 燥 を 行 う こ と に よ り 、 体 液 試 料 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 を 安 定 的 に 保

存 で き る と と も に 、 分 析 方 法 に 応 じ て 所 望 の 溶 媒 に 、 所 望 の 濃 度 で 溶 か し て 解 析 を 行 う こ

と が で き る 。 な お 、 該 凍 結 乾 燥 は 、 本 発 明 で 濃 縮 す る 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 を 壊 さ な い も

の で あ れ ば 、 特 に 制 限 な く 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 は 、 さ ら に 前 記 方 法 で 得 ら れ た 凍 結 乾 燥 物 に 、 Ｔ Ｆ Ａ 、 塩 酸 、 ギ 酸 、 酢 酸 、 及 び

Ｔ Ｃ Ａ か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 成 分 を 含 有 す る 試 薬 ５ を 加 え る こ と を 含 む 、 体 液 試 料 中 に

10

20

30

40

50



(9) JP  WO2009/019889  A1  2009.2.12

含 ま れ る 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 分 析 試 料 の 作 成 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く

は 、 試 薬 ５ は 、 Ｔ Ｆ Ａ を ０ ． １ ～ ２ ０ ％ 含 む 。 好 ま し く は 、 試 薬 ５ は 、 ギ 酸 、 酢 酸 、 Ｔ Ｃ

Ａ 、 又 は こ れ ら の 混 合 物 を ０ ． １ ～ ２ ０ ％ 含 む 。 試 薬 ５ は 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 メ タ ノ ー ル

、 ア セ ト ニ ト リ ル 、 プ ロ パ ノ ー ル 、 ア セ ト ン 、 又 は こ れ ら の 混 合 物 を 含 む 種 々 の 溶 媒 と す

る こ と が で き る 。 該 作 成 方 法 で は 、 前 記 体 液 試 料 １ 容 量 部 に 対 し 、 試 薬 ５ を ０ ． ０ １ ～ １

０ ０ 容 量 部 、 好 ま し く は ０ ． １ ～ １ ０ ０ 容 量 部 、 さ ら に 好 ま し く は ５ ～ １ ０ ０ 容 量 部 加 え

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 体 液 試 料 中 に 含 ま れ る 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 濃 縮 用

キ ッ ト を 提 供 す る 。 該 キ ッ ト は 、 尿 素 及 び チ オ 尿 素 を 含 む 試 薬 １ 、 還 元 剤 を 含 む 試 薬 ２ 、

有 機 溶 媒 ９ ０ %以 上 含 む 試 薬 ３ 、 及 び 有 機 溶 媒 及 び 酸 を 含 む 試 薬 ４ を 含 む 。 該 キ ッ ト で 用

い る 試 薬 は 、 こ れ ま で 説 明 し た 本 発 明 の 方 法 で 用 い る 試 薬 １ ～ ４ と 同 じ で あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 濃 度 が 尿 素 １ ～ ８ Ｍ 、 か つ チ オ 尿 素 ０ ． ５ ～ ３ Ｍ の 試 薬

１ 、 還 元 剤 を 先 に 記 載 し た 濃 度 で 含 む 試 薬 ２ で あ り 、 ア セ ト ン 、 エ タ ノ ー ル 、 メ タ ノ ー ル

、 2プ ロ パ ノ ー ル 、 ア セ ト ニ ト リ ル 、 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 有 機 溶

媒 を ９ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 含 む 試 薬 ３ 、 ア セ ト ニ ト リ ル 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ

ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 有 機 溶 媒 ５ ０ ～ ９

９ ％ 、 及 塩 酸 、 Ｔ Ｆ Ａ 、 ギ 酸 、 酢 酸 、 及 び TCAか ら な る 群 か ら 選 ば れ た 酸 を 含 む 試 薬 ４ を

含 む も の で あ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 濃 度 が 尿 素 ３ ～ ８ Ｍ 、 か つ チ オ 尿 素 １ ～ ３ Ｍ の 試 薬 １ 、 還

元 剤 の 濃 度 が １ ０ ～ ３ ０ ０ ｍ Ｍ の 試 薬 ２ 、 有 機 溶 媒 が ア セ ト ン で あ っ て 、 そ の 濃 度 が ９ ８

％ 以 上 で あ る 試 薬 ３ 、 有 機 溶 媒 が ア セ ト ニ ト リ ル で あ り 、 か つ そ の 濃 度 が ６ ０ ～ ８ ０ ％ で

あ る 試 薬 ４ を 含 む も の で あ る 。 hosi

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 記 試 薬 １ ～ ４ 、 及 び 試 薬 ５ 、 す な わ ち 濃 縮 さ れ た 低 分 子 量 タ ン パ

ク 質 等 の 凍 結 乾 燥 物 に 加 え る 、 Ｔ Ｆ Ａ 、 塩 酸 、 ギ 酸 、 酢 酸 、 及 び Ｔ Ｃ Ａ か ら な る 群 か ら 選

ば れ た 成 分 を 含 有 す る 試 薬 ５ を 含 む 、 体 液 試 料 中 に 含 ま れ る 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ

プ チ ド の 分 析 試 料 作 成 用 キ ッ ト を 提 供 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 次 に 、 実 施 例 に 基 づ き 本 発 明 を 詳 細 、 か つ 具 体 的 に 説 明 す る 。 な お 、 下 記 実 施 例 は 本 発

明 の 説 明 を 意 図 す る も の で あ っ て 、 い か な る 意 味 に お い て も 本 発 明 の 保 護 範 囲 を 制 限 す る

も の で は な い 。 本 発 明 の 保 護 範 囲 は 、 本 件 出 願 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 記 載 に よ り 限 定 さ れ る

も の で あ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ ５ 】

（ 実 施 例 １ ） 　 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の 濃 縮

　 本 実 施 例 で は 、 ヒ ト 血 清 を 用 い て 本 発 明 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の 濃 縮 を 行 っ た 。 図 1

に 、 本 実 施 例 の 実 施 手 順 の フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 。 な お 、 こ こ に 記 載 さ れ た 「 低 分 子 量 タ

ン パ ク 質 等 」 と は 、 分 子 量 ２ 万 以 下 の タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 及 び 本 発 明 の 方 法 で は 除 去

さ れ な い 中 分 子 量 ～ 高 分 子 量 タ ン パ ク 質 を 意 味 し 、 血 清 中 に お け る ア ル ブ ミ ン 等 の 主 要 高

分 子 タ ン パ ク 質 の ほ と ん ど 含 ま な い 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 実 施 例 で は 、 体 液 試 料 と し て 血 清 20μ lを 用 い 、 試 薬 １ (7M尿 素 , 2Mチ オ 尿 素 ) 36μ l

と 試 薬 (200m M DTT) 4μ l /を 加 え 、 Vortexで 混 和 し た 。 そ の 際 、 該 血 清 、 試 薬 １ 、 及 び

試 薬 ２ は 全 て 4℃ に 冷 や し て 使 用 し た 。 つ い で 該 混 合 溶 液 に 、 4℃ に 冷 却 し た 高 純 度 ア セ ト

ン か ら な る 1.8 mlの 試 薬 ３ に 滴 下 し 、 該 滴 下 後 す ぐ に vortexを 用 い て 混 和 し 、 つ い で 4℃

の 環 境 で 1時 間 撹 拌 し た 。 該 攪 拌 後 、 該 混 合 溶 液 を 冷 却 遠 心 機 に よ り 4℃ で １ ５ 分 間 遠 心 分

離 し （ 19,000× g） 、 得 ら れ た 上 清 を 完 全 に 除 去 し た 。 つ い で 、 残 留 沈 殿 物 に 4℃ の 試 薬 ４
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 (ア セ ト ニ ト リ ル 70%, 塩 酸 12 m M、 残 部 水 ) 400μ lを 加 え 、 4℃ で 1時 間 撹 拌 し た の ち 、 該

混 合 溶 液 を 冷 却 遠 心 機 を 用 い て 4℃ で １ ５ 分 間 遠 心 分 離 し （ 19,000× g） 、 得 ら れ た 上 清 を

低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の 濃 縮 溶 液 と し て 回 収 し た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 次 い で 、 該 濃 縮 を 凍 結 乾 燥 し 、 得 ら れ た 凍 結 乾 燥 物 に 試 薬 5 (99.9% H 2 O, 0.1% TFA) 80

μ lを 加 え て 溶 解 し た 。

　 同 様 の 方 法 で 、 血 清 5μ l と SPM 4μ g の 混 合 物 、 血 清 １ ０ μ l、 及 び 血 清 5μ lを 処 理

し て 解 析 用 サ ン プ ル を 得 た 。 な お 、 処 理 す る 血 清 量 を 変 え た の で 、 血 清 量 20μ lの 場 合 と

溶 媒 １ ～ 溶 媒 5の 量 が 同 じ 比 に な る よ う に 変 化 さ せ た 。 例 え ば 、 血 清 量 が 10μ lの 場 合 の 試

薬 １ ～ 試 薬 5の 量 は 、 試 薬 １ を 18μ l, 試 薬 ２ を 2μ l, 試 薬 ３ を 0.9ml, 試 薬 ４ を 200μ l,

か つ 試 薬 5を 80μ lと し た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

（ 実 施 例 ２ ） 　 Tricine-SDS-PA GEに よ る 本 発 明 の 評 価

　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 濃 縮 溶 液 の 試 料 と し て 評 価 を 、 低 分 子 用 電 気 泳 動 （ Tricine-SDS-PA

GE） で 分 離 し 、 ク ー マ シ ー 染 色 す る こ と で 行 っ た 。

　 使 用 し た サ ン プ ル は 、 実 施 例 １ の 方 法 で 得 ら れ た 血 清 濃 縮 溶 液 、 未 処 理 の 血 清 、 標 準 ペ

プ チ ド 混 合 物 （ SPM)、 未 処 理 血 清 と SPMの 混 合 液 で あ る 。 こ こ で 用 い た SPMは 、 馬 心 臓 グ ロ

ブ リ ン の 臭 化 シ ア ン に よ る 分 解 物 で あ っ て 、 分 子 量 16,949、 14,404、 10,700、 8,159、 6,2

14、 及 び 2,512の 6種 類 の ペ プ チ ド 断 片 を 含 む 混 合 物 で あ る 。 電 気 泳 動 に お け る 分 子 量 マ ー

カ と し て 用 い ら れ る 、 GEヘ ル ス ケ ア バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 の 試 薬 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 前 記 Tricine-SDS-PA GEで 用 い た ゲ ル の 組 成 は 下 記 表 １ に 記 載 し た と お り で あ る 。
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 ま た 、 該 Tricine-SDS-PA GEは 次 の 条 件 で お こ な っ た (参 考 文 献 ７ )。

　 次 い で 、 サ ン プ ル を 展 開 し た ゲ ル を 取 り だ し 、 ク ー マ シ ー 染 色 を 行 っ た 。 ク ー マ シ ー 染

色 の 試 薬 な ら び に 方 法 は 以 下 の 通 り で あ る 。

試 薬 １ （ 染 色 液 ：

30%メ タ ノ ー ル , 10%酢 酸 ,　 0.1% [w/v] Coomassie R-350, 残 部 水 ）

試 薬 ２ （ 脱 色 液 ： 30%メ タ ノ ー ル , 10%酢 酸 ,

残 部 水 ）

【 ０ ０ ４ １ 】

　 染 色 手 順 は 、 電 気 泳 動 後 に ゲ ル 板 か ら ゲ ル を 外 し 、 表 面 が 平 滑 で 清 浄 な 容 器 に 移 し た 。

次 い で 、 ゲ ル が 浸 る 程 度 に 試 薬 １ を 加 え 、 20分 間 振 と う し 、 振 と う 後 の 試 薬 １ を 除 去 し た

。 そ の 後 、 試 薬 ２ を ゲ ル が 浸 る 程 度 加 え 、 適 度 に バ ッ ク グ ラ ン ド が 薄 く な る ま で 振 と う し

た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 得 ら れ た 結 果 を 図 2に 示 す 。 レ ー ン (a)は SPM 4μ g、 レ ー ン (b)は 未 処 理 血 清 0.5μ l、 レ
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ー ン (c)は 血 清 5μ lと SPM 4μ g の 混 合 物 を 実 施 例 １ の 方 法 で 処 理 し た も の 、 レ ー ン (d)

は 血 清 5μ lを 実 施 例 １ の 方 法 で 処 理 し た も の 、 レ ー ン (e)は 血 清 10μ lを 実 施 例 １ の 方 法 で

処 理 し た 結 果 で あ る 。 電 気 泳 動 パ タ ー ン の 上 の 表 に 血 清 量 、 SPM量 、 実 施 例 １ の 処 理 を し

た か 否 か を 示 し て い る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 レ ー ン (d) は レ ー ン (b) の 10倍 量 の 血 清 5μ lを 分 析 し て い る が 、 本 発 明 の 方 法 で 処 理 し

て い る た め 、 タ ン パ ク 質 成 分 が ほ と ん ど 除 去 さ れ て い る こ と が わ か る 。 ま た 、 レ ー ン (d)

は レ ー ン (b) と 比 較 し て 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の 成 分 が 濃 く 検 出 さ れ 、 レ ー ン (d)の 2倍 量

の 血 清 を 本 発 明 の 方 法 で 処 理 し た レ ー ン (e)の 結 果 で は 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の 成 分 が レ

ー ン (d)の 約 2倍 の 濃 さ で 検 出 さ れ た 。 レ ー ン (c)は レ ー ン (a) と 等 量 の SPM 4μ gと 血 清 5μ

lの 混 合 物 を 実 施 例 １ に よ り 濃 縮 し た 結 果 で あ る 。 レ ー ン (c)と レ ー ン (a)の SPMの バ ン ド を

比 較 し て 、 す べ て の バ ン ド が ほ ぼ 同 じ 濃 さ で 検 出 さ れ た 。 こ の こ と よ り 、 低 分 子 量 タ ン パ

ク 質 等 の 濃 縮 効 率 が ほ ぼ 100%に 近 い こ と が 確 認 で き た 。 か か る 結 果 か ら 、 本 発 明 の 方 法 は

SPMを 効 率 よ く 回 収 で き 、 高 効 率 に 血 清 中 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 を 濃 縮 す る こ と が で き

た 。 ま た 、 濃 縮 す る 血 清 量 を 2倍 す る こ と で 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の 成 分 も 約 2倍 に 濃 縮

で き た こ と か ら 、 試 料 中 の ペ プ チ ド の 量 的 な 情 報 を 維 持 し た ま 濃 縮 で き て い る と 考 え ら れ

る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 の 影 響 を 受 け ず 、 量 的 な 情 報 を 維 持 し た

ま ま 高 効 率 で 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 を 濃 縮 で き る 方 法 で あ る こ と が 判 る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

（ 実 施 例 ３ ） 　 逆 相 HPLCに よ る 本 発 明 の 評 価

　 実 施 例 １ の 方 法 に よ り 濃 縮 し た 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の サ ン プ ル を 逆 相 HPLCで 分 析 し

た 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 (A)は 溶 出 時 間 20～ 70 分 の 分 析 結 果 、 (B) は (A) の 溶 出 時 間 30

～ 40 分 の ク ロ マ ト 強 度 を 5 倍 に 拡 大 し た 結 果 で あ る 。 ま た 、 黒 色 の ク ロ マ ト は 未 処 理 血

清 0.5μ l、 灰 色 の ク ロ マ ト は 血 清 5μ lを 実 施 例 １ の 方 法 で 処 理 し た サ ン プ ル を 分 析 し た も

の で あ る 。 該 逆 相 HPLCで は 、 溶 出 時 間 が 早 い 方 (40分 以 前 )に 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 が 濃 縮

さ れ 、 溶 出 時 間 の 遅 い 方 (40分 以 降 )に 分 子 量 の 高 い タ ン パ ク 質 等 が 濃 縮 さ れ る 傾 向 が あ る

。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 灰 色 の ク ロ マ ト は 黒 色 の ク ロ マ ト の 10倍 量 の 血 清 5μ lを 実 施 例 １ の 方 法 に よ り 低 分 子 量

タ ン パ ク 質 等 を 濃 縮 し た 結 果 で あ る 。 (A)の 灰 色 と 黒 色 の ク ロ マ ト を 比 較 し て 、 灰 色 の ク

ロ マ ト は 溶 出 時 間 40分 以 降 の ピ ー ク が ほ と ん ど な く な っ て い る 。 こ の 結 果 か ら 、 ア ル ブ ミ

ン 等 の 主 要 高 分 子 タ ン パ ク 質 等 が ほ と ん ど 除 去 さ れ た こ と が わ か る 。 ま た 、 (B) で は 黒 色

の ク ロ マ ト で は ほ と ん ど ピ ー ク が 検 出 で き て い な い が 、 灰 色 の ク ロ マ ト で は 沢 山 の ピ ー ク

が 検 出 で き て い る 。 こ の 結 果 か ら 血 清 中 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 が 濃 縮 さ れ て い る こ と が

わ か る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

（ 実 施 例 ４ ） 　 本 発 明 の 方 法 の 再 現 性 の 確 認

　 本 発 明 の 方 法 に よ る 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の 濃 縮 再 現 性 を 確 認 す る た め に 、 同 一 血 清 各

10μ lを 実 施 例 １ の 手 順 で 独 立 し て 6回 濃 縮 し 、 そ れ ぞ れ Tricine-SDS- PA GEで 分 析 し た 。

そ の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 図 ４ か ら わ か る よ う に 、 す べ て の レ ー ン で 共 通 の バ ン ド が 確 認 で

き 、 個 々 の バ ン ド が ほ ぼ 同 じ 濃 さ な ら び に 太 さ で 検 出 さ れ た 。 こ の 結 果 か ら 、 本 発 明 の 方

法 は 高 い 再 現 性 で 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 を 濃 縮 で き る こ と が 確 認 で き た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

（ 実 施 例 ５ ） 　 本 発 明 の 方 法 で 濃 縮 さ れ た 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の 同 定

　 実 施 例 １ の 方 法 で 濃 縮 し た 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 を Tricine-SDS-PA GEを 用 い て 展 開 し 、

明 確 に バ ン ド と し て 確 認 で き る 主 要 な ペ プ チ ド 、 及 び 除 去 さ れ な か っ た タ ン パ ク 質 の 同 定

を 行 っ た 。 以 下 に そ の 方 法 と 結 果 を 示 す 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

（ 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の 分 離 ）

　 ま ず 、 サ ン プ ル と し た 血 清 10μ lを 実 施 例 １ の 方 法 で 処 理 し て 得 た 濃 縮 溶 液 を Tricine-S
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DS-PA GEで 分 離 し 、 ク ー マ シ ー 染 色 後 、 同 定 す る バ ン ド を 切 り 出 し て 複 数 の ゲ ル 片 を 得 た

。 該 ゲ ル 片 を ア セ ト ニ ト リ ル 50%含 有 50m M重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 で 完 全 に 脱 色 し た 。 該

ゲ ル 片 を 蒸 留 水 で 洗 浄 後 、 100％ ア セ ト ニ ト リ ル 中 に て 15分 脱 水 し 、 遠 心 エ バ ポ レ ー タ ー

で 60分 乾 燥 し た 。 乾 燥 し た ゲ ル 片 に 、 25 m M Tris-HCl (pH 9.0)に 溶 か し た 0.5 ng/μ lの

ト リ プ シ ン (ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 株 式 会 社 ) 10～ 30μ l を 加 え て 氷 中 で 45分

吸 収 さ せ た 。 そ の 後 、 余 分 な ト リ プ シ ン 溶 液 を 除 去 し 、 50

m M Tris-HCl pH 9.0 を ゲ ル が 浸 る 程 度 ま で 加 え て 、 37℃ で 18時 間 ゲ ル 内 消 化 を 行 っ た 。

酵 素 消 化 終 了 後 、 ゲ ル 片 の ま わ り の 溶 液 を 完 全 に 回 収 し 、 氷 中 で 一 時 保 存 し た 。 さ ら に 、

ま だ ゲ ル 内 に 残 っ て い る ペ プ チ ド 断 片 を 回 収 す る た め に 、 50% ア セ ト ニ ト リ ル 含 有 5％ ギ

酸 溶 液 を 該 ゲ ル が 浸 る 程 度 加 え 、 室 温 で 20分 攪 拌 し た 。 攪 拌 後 、 そ の 上 清 を 先 に 得 て 保 存

し て お い た 溶 液 に 加 え た 。 該 溶 液 を LC-MS*装 置 で 測 定 し 、 タ ン パ ク 質 同 定 用 ソ フ ト ウ ェ ア

(SEQ UEST SEARCH: サ ー モ フ ィ ッ シ ャ ー 株 式 会 社 )を 用 い て デ ー タ ベ ー ス 検 索 を 行 っ た 。

*LC-MS: Liquid Chromatography - Mass Spectrometry

　 　 　 　

Liquid Chromatography : Nanospace SI-2 (株 式 会 社 資 生 堂 )

　 　 　 　

Mass Spectrometry : LCQ-DECA (サ ー モ フ ィ ッ シ ャ ー 株 式 会 社 製 )

【 ０ ０ ４ ９ 】

（ 解 析 の 結 果 ）

　 図 ５ に 、 分 離 し た 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の バ ン ド を 示 し 、 表 ２ に 同 定 し た 結 果 を 示 す 。

図 ５ の 左 側 に は 各 バ ン ド の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の 分 子 量 、 右 側 に 同 定 し た バ ン ド 番 号 を

示 す 。 表 ２ の バ ン ド 番 号 は 図 ５ の バ ン ド 番 号 と 対 応 し 、 そ の 分 子 量 は 同 定 さ れ た タ ン パ ク

質 、 及 び ペ プ チ ド の デ ー タ ベ ー ス 上 の 分 子 量 を 示 し 、 タ ン パ ク 質 等 の 名 称 は 同 定 さ れ た タ

ン パ ク 質 、 及 び ペ プ チ ド 名 を 示 し て い る 。 図 ５ の Tricine-SDS-PA GEの 結 果 か ら 判 る よ う に

、 分 子 量 20,000以 上 の タ ン パ ク 質 と 、 分 子 量 20,000 以 下 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 が 同 定

さ れ て い る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】
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【 表 ２ 】

【 ０ ０ ５ １ 】

　 な お 、 図 ５ で 一 つ の バ ン ド と し て 示 さ れ て い る が 、 表 ２ に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 切 り

出 し た 各 ゲ ル 片 中 に は 、 実 際 に 同 定 さ れ た 複 数 の タ ン パ ク 質 、 及 び ペ プ チ ド が 存 在 し た 。

こ の 結 果 、 得 ら れ た 濃 縮 物 中 に は 、 数 多 く の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 が 含 ま れ て い る と 考 え 50
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ら れ る 。 ま た 、 図 ５ の バ ン ド 番 号 １ １ は 、 右 側 の 分 子 量 か ら 見 積 も る と 分 子 量

約 11,000で あ る 。 し か し 、 同 定 さ れ た 複 数 の タ ン パ ク 質 中 に 見 積 も り の 分 子 量 よ り 明 ら か

に 大 き い 分 子 量 47,000の タ ン パ ク 質 が 含 ま れ て い た 。 こ れ は 、 タ ン パ ク 質 の 切 れ た 断 片 が

同 定 さ れ た こ と 示 し て い る 。 こ の 結 果 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の 領 域 の ほ と ん ど の バ ン ド

に タ ン パ ク 質 の 切 れ た 断 片 が 含 ま れ て い る こ と が わ か っ た 。 該 タ ン パ ク 質 の 断 片 に は 細 胞

の 壊 死 、 ア ポ ト ー シ ス に よ っ て 血 流 に 放 た れ る も の が 含 ま れ る （ 参 考 文 献 ２ ） 。 そ の た め

、 生 体 内 の 様 々 な 情 報 を 反 映 し て い る と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 図 ５ の 番 号 2の バ ン ド は 、 該 バ ン ド の 濃 さ か ら 約 2μ gで あ り 、 含 ま れ る タ ン パ ク 質 は ア

ル ブ ミ ン と 同 定 さ れ た 。 該 ア ル ブ ミ ン は 健 常 者 の 血 清 10μ l中 に 約 600μ g存 在 す る （ 参 考

文 献 ２ ） 。 こ の 結 果 、 タ ン パ ク 質 の 代 表 で あ る ア ル ブ ミ ン の 約 99.7%が 除 去 さ れ た こ と が

わ か っ た 。 ま た 、 表 ２ の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 等 の 領 域 の 番 号 13の バ ン ド の ア ポ リ ポ タ ン パ

ク 質 C-IIは 健 常 者 血 清 10μ l中 に 約 0.3μ gし か 存 在 し な い （ 参 考 文 献 ３ ） 。 従 っ て 、 ア ポ

リ ポ タ ン パ ク 質 C-IIは 血 清 の 主 要 成 分 で は な い (図 1参 照 )。 該 血 清 中 の ア ル ブ ミ ン と ア ポ

リ ポ タ ン パ ク 質 C-IIの 濃 度 を 比 較 す る と 、 ア ル ブ ミ ン は ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 C-IIの 約 2,00

0倍 濃 度 で 存 在 す る 。 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 濃 縮 を 行 っ た 結 果 、 濃 度 差 が 約 2,000倍 の ア ル

ブ ミ ン と ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 C-IIが 電 気 泳 動 で 同 時 に 検 出 で き た 。 こ の こ と は 、 ア ル ブ ミ

ン が ほ と ん ど 除 去 さ れ 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 C-IIが 効 率 よ く 濃 縮 さ れ た こ と を 示 し て い る

。

【 ０ ０ ５ ３ 】

（ 比 較 例 １ ） 　 従 来 法 と の 比 較 ・ ア セ ト ン 沈 殿 法

　 本 発 明 の 方 法 と 比 較 し て 、 従 来 の 一 般 的 な ペ プ チ ド 抽 出 法 （ 濃 縮 法 ） で あ る （ １ ） ア セ

ト ン 沈 殿 法 と （ ２ ） 限 外 ろ 過 法 の タ ン パ ク 質 の 除 去 効 率 と ペ プ チ ド の 抽 出 効 率 の 評 価 を 行

っ た 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

（ ア セ ト ン 沈 殿 法 ）

　 ア セ ト ン 沈 殿 法 で は 、 ア セ ト ン の 溶 媒 和 に よ っ て タ ン パ ク 質 分 子 表 面 の 水 和 水 を 奪 う た

め 、 結 果 と し て タ ン パ ク 質 の 溶 解 度 が 減 少 し 、 タ ン パ ク 質 同 士 が 結 合 し 沈 殿 す る 。 タ ン パ

ク 質 は 溶 媒 と の 水 和 に よ り 安 定 な 立 体 構 造 を 形 成 し て い る た め 高 濃 度 の 有 機 溶 媒 に よ り 沈

殿 し 易 い 。 こ れ に 対 し て ペ プ チ ド は 一 般 的 に 立 体 構 造 を 持 た な い で 溶 解 し て い る た め 沈 殿

し に く い 。 ア セ ト ン 沈 殿 法 は こ の 有 機 溶 媒 存 在 下 に お け る 溶 解 度 の 違 い を 利 用 し 、 ペ プ チ

ド だ け を 可 溶 性 画 分 と し て 抽 出 す る 方 法 で あ る 。 従 っ て 、 血 清 を ア セ ト ン 溶 媒 に 滴 下 す る

と 、 タ ン パ ク 質 は 沈 殿 し 、 ペ プ チ ド の み を 可 溶 性 画 分 と し て 回 収 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

（ ア セ ト ン 沈 殿 法 の 手 順 ）

　 本 比 較 例 に お い て 、 ア セ ト ン 沈 殿 法 は 松 尾 や Chertovら の 方 法 を 参 考 に し て 行 っ た （ 参

考 文 献 ４ 及 び ５ ） 。 図 ６ に ア セ ト ン 沈 殿 法 の フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 。

　 サ ン プ ル と し て 、 ペ プ チ ド の 抽 出 効 率 を 評 価 す る た め に SPMを 混 合 し た 血 清 と 混 合 し て

い な い 血 清 を 使 用 し た 。 ま ず 、 血 清 と ７ M 尿 素 / 2 Mチ オ 尿 素 を 1： 1で 混 合 し 血 清 を 希 釈

し た 。 該 希 釈 血 清 10μ lを 4℃ に 冷 や し た 75% ア セ ト ン 90μ lに ゆ っ く り 滴 下 し 、 4℃ で １ 時

間 攪 拌 し た 。 そ の 後 、 19,000× g, 4℃ で 15分 間 遠 心 分 離 を 行 い 、 可 溶 性 画 分 を 回 収 し 凍 結

乾 燥 し た 。 該 凍 結 乾 燥 物 を PA GE用 サ ン プ ル 緩 衝 液 20μ lで 溶 解 し 、 Tricine-SDS-PA GEで 分

解 析 し た 。 な お 、 前 記 PA GE用 サ ン プ ル 緩 衝 液 の 組 成 は 50m M Tris-HCl(pH6.8), 50m M DTT,

0.5% SDS, 10% グ リ セ ロ ー ル と し た 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 血 清 を ７ M 尿 素 / 2Mチ オ 尿 素 で 希 釈 す る こ と で 、 タ ン パ ク 質 が 変 性 す る 。 こ の こ と に

よ り 、 プ ロ テ ア ー ゼ も 失 活 し 、 そ の 影 響 を 軽 減 で き る （ 参 考 文 献 ５ ） 。 ま た 、 キ ャ リ ア タ

ン パ ク 質 も 変 性 し 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 と 結 合 し た ペ プ チ ド を 回 収 で き る と 考 え た 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

（ 結 果 と 評 価 ）
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　 ア セ ト ン 沈 殿 法 に よ り 血 清 か ら 抽 出 し た ペ プ チ ド を Tricine-SDS-PA GEで 分 離 し 、 ク ー マ

シ ー 染 色 し た 結 果 を 図 ７ に 示 す 。 レ ー ン (a)は SPM 8μ g、 レ ー ン (b)は 未 処 理 血 清 0.5μ l

、 レ ー ン (c)は 血 清 5μ lと SPM 8μ g の 混 合 物 を ア セ ト ン 沈 殿 法 で 処 理 し た も の 、 レ ー ン (

d)は 血 清 5μ l を ア セ ト ン 沈 殿 法 で 処 理 し た も の 、 レ ー ン (e)は SPM 8μ g を ア セ ト ン 沈 殿

法 で 処 理 し た も の を 分 析 し た 結 果 で あ る 。 電 気 泳 動 パ タ ー ン の 上 に 血 清 量 、 SPM量 、 ア セ

ト ン 沈 殿 法 の 処 理 を し た か 否 か を 示 し た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 レ ー ン (d) は レ ー ン (b) の 10倍 量 の 血 清 5μ lを 分 析 し た 結 果 で あ る が 、 ア セ ト ン 沈 殿

法 で 処 理 し た た め 、 タ ン パ ク 質 (分 子 量 20,000以 上 ) が ほ と ん ど 除 去 さ れ て い る 。 さ ら

に 、 レ ー ン (d) は レ ー ン (b) と 比 較 し て ペ プ チ ド 成 分 (分 子 量 20,000以 下 ) が 濃 く 検 出

さ れ た こ と か ら ペ プ チ ド 成 分 が 濃 縮 さ れ た こ と が わ か る 。 し か し 、 一 方 で は レ ー ン (b)で

分 子 量 14,000か ら 17,000に 観 測 さ れ て い た 2本 の バ ン ド が ア セ ト ン 沈 殿 に よ り 消 失 し て い

る 。 ま た 、 レ ー ン (a)、 レ ー ン (c)、 レ ー ン (e)は 等 量 の SPM 8μ gを 含 み 、 レ ー ン (c)の サ ン

プ ル に の み 血 清 5μ lを 加 え た 。 SPMの み を ア セ ト ン 沈 殿 法 で 処 理 し た レ ー ン (e)は SPMす べ

て の 成 分 が 効 率 よ く 回 収 で き た 。 し か し 、 SPMに 血 清 を 加 え た レ ー ン (c)は SPM中 の 分 子 量

6,000の 成 分 以 外 が ア セ ト ン 沈 殿 法 に よ り 損 失 さ れ 検 出 さ れ て い な い 。 こ の こ と か ら 、 ７ M

 尿 素 / 2M チ オ 尿 素 で 血 清 を 希 釈 し て い る に も か か わ ら ず 、 SPMは キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 と

結 合 し て 一 緒 に 除 去 さ れ た と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 以 上 、 図 ５ か ら 明 な よ う に 、 ア セ ト ン 沈 殿 法 を 用 い て ペ プ チ ド 抽 出 す る と 、 血 清 中 の 2

種 類 の メ ジ ャ ー ペ プ チ ド (分 子 量 14,000、 17,000)が 損 失 し 、 か つ あ ら か じ め 血 清 に 加 え た

SPMが 損 失 し た こ と か ら 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い る ペ プ チ ド の 抽 出 は で き な い

と 考 え ら れ る 。 つ ま り 、 血 清 中 に 存 在 す る ペ プ チ ド の 量 的 な 情 報 を 維 持 し た ま ま で ペ プ チ

ド を 抽 出 す る こ と は 困 難 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

（ 比 較 例 ２ ） 　 従 来 法 と の 比 較 ・ 限 外 ろ 過 法

　 限 外 ろ 過 法 と は 、 一 定 サ イ ズ 以 下 の 分 子 を 通 し 、 そ れ 以 上 の サ イ ズ の 分 子 を 通 さ な い 限

外 ろ 過 膜 を 用 い て ペ プ チ ド を 抽 出 す る 方 法 で あ る 。 血 清 を 限 外 ろ 過 膜 で ろ 過 を す る と 、 理

想 的 に は タ ン パ ク 質 は 、 ろ 過 膜 を 通 過 で き ず に 濃 縮 さ れ 、 ペ プ チ ド だ け が 通 過 す る 。 従 っ

て 、 ペ プ チ ド 成 分 だ け を ろ 液 と し て 分 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。 限 外 ろ 過 法 は ハ イ ス ル ー

プ ッ ト で 簡 便 な 方 法 で あ る た め 、 血 清 な ら び に 血 漿 か ら ペ プ チ ド を 抽 出 す る の に 最 も 使 用

さ れ て い る 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

（ 限 外 ろ 過 法 の 手 順 ）

　 本 比 較 例 に お い て 、 限 外 ろ 過 法 は Tirumalaiら や Harperら の 方 法 を 参 考 に し て 行 っ た （

参 考 文 献 ２ 及 び ６ ） 。 図 ８ に 限 外 ろ 過 法 の フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 。

　 限 外 ろ 過 膜 は 洗 浄 後 に 使 用 し た 。 該 洗 浄 は 25m M 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム / 20% ア セ ト ニ ト

リ ル を 、 限 外 ろ 過 膜 （ MICROCO N Y M-30 , Millipore社 製 : 阻 止 分 子 量 30,000） に の せ 、

軽 く 攪 拌 し た 後 、 3,000× g で 5分 間 遠 心 し 、 ろ 液 を 除 去 す る こ と で 行 っ た 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 サ ン プ ル と し て 、 ペ プ チ ド の 濃 縮 効 率 を 評 価 す る た め に SPMを 混 合 し た 血 清 と 混 合 し て

い な い 血 清 を 使 用 し た 。 該 血 清 と 25m M 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム / 20% ア セ ト ニ ト リ ル を 1： 5

で 混 ぜ て 血 清 を 希 釈 し た 。 該 希 釈 血 清 を 洗 浄 後 の 限 外 ろ 過 膜 に の せ 、 3,000× g、 4℃ で 15

分 間 遠 心 分 離 し 、 得 ら れ た ろ 液 を 回 収 し て 凍 結 乾 燥 し た 。 該 凍 結 乾 燥 物 を PA GE用 サ ン プ ル

緩 衝 液 20μ lで 溶 解 し 、 Tricine-SDS-PA GEで 分 析 し た 。 該 PA GE用 サ ン プ ル 緩 衝 液 の 組 成 は 5

0m M Tris-HCl(pH6.8), 50m M DTT, 0.5% SDS, 10% グ リ セ ロ ー ル と し た 。 該 血 清 を 25m M 重

炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム / 20% ア セ ト ニ ト リ ル で 希 釈 す る 理 由 は 血 清 の 粘 性 を 下 げ て 、 ペ プ チ

ド の ろ 過 膜 へ の 吸 着 を 軽 減 す る た め で あ る （ 参 考 文 献 ６ ） 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

（ 結 果 と 評 価 ）
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　 前 記 限 外 ろ 過 法 に よ り 、 血 清 か ら 抽 出 し た ペ プ チ ド を Tricine-SDS-PA GEで 分 析 し た 結 果

を 図 ９ に 示 す 。 （ A） は ク ー マ シ ー 染 色 し た 結 果 、 （ B） は 銀 染 色 し た 結 果 で あ る 。 該 銀 染

色 は ク ー マ シ ー 染 色 の ２ ０ ～ ３ ０ 倍 の 感 度 で あ る 。 レ ー ン (A1), 及 び レ ー ン (B1)は SPM 4

μ g、 レ ー ン (A2)及 び レ ー ン (B2)は 未 処 理 血 清 0.5μ l、 レ ー ン (A3)は 血 清 5μ l と SPM

4μ g の 混 合 物 を 限 外 ろ 過 法 で 処 理 し た も の 、 レ ー ン (A4) 及 び レ ー ン (B3)は 血 清 5μ l を

限 外 ろ 過 法 で 処 理 し た も の 、 レ ー ン (A5)及 び レ ー ン (B4)は 血 清 10μ l を 限 外 ろ 過 法 で 処

理 し た も の 、 レ ー ン (A6)及 び レ ー ン (B5)は 血 清 100μ l を 限 外 ろ 過 法 で 処 理 し た サ ン プ ル

を 分 析 し た 結 果 で あ る 。 該 電 気 泳 動 パ タ ー ン の 上 に 血 清 量 、 SPM量 、 限 外 ろ 過 法 の 処 理 を

し た か 否 か を 示 し て い る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

(A) ク ー マ シ ー 染 色 に よ る 評 価

　 レ ー ン (A3) は 、 レ ー ン (A1)と 等 量 の SPM 4μ gと レ ー ン (A2)の 10倍 量 の 血 清 5μ lの 混 合

物 を 限 外 ろ 過 で 処 理 し た 結 果 で あ る 。 タ ン パ ク 質 と SPMが と も に 検 出 さ れ な か っ た こ と か

ら 、 タ ン パ ク 質 が 完 全 に 除 去 さ れ た と 共 に SPMも 完 全 に 除 去 さ れ た こ と が わ か る 。 ま た 、

レ ー ン (A4)、 レ ー ン (A5)、 及 び レ ー ン (A6)は 、 そ れ ぞ れ 5μ l、 10μ l、 100μ lの 血 清 を 限

外 ろ 過 法 で 処 理 し た 結 果 で あ る 。 レ ー ン (A4)、 レ ー ン (A5)、 及 び レ ー ン (A6)の す べ て に タ

ン パ ク 質 と ペ プ チ ド の 両 方 が 検 出 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 限 外 ろ 過 法 は タ ン パ

ク 質 の 除 去 効 率 が 非 常 に 高 い が 、 ペ プ チ ド の 抽 出 効 率 は 非 常 に 悪 い こ と が わ か っ た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

(B) 銀 染 色 に よ る 評 価

　 レ ー ン (B3)、 レ ー ン (B4)、 及 び レ ー ン (B5)は 、 そ れ ぞ れ 5μ l、 10μ l、 100μ lの 血 清 を

限 外 ろ 過 法 で 処 理 し た 結 果 で あ る 。 レ ー ン (B5)の 血 清 100μ lの 処 理 物 の み に ペ プ チ ド が 検

出 さ れ た 。

そ の レ ー ン (B5)と 未 処 理 血 清 0.5μ lの レ ー ン (B2)を 比 較 す る と 、 タ ン パ ク 質 が 完 全 に 除 去

さ れ て い る こ と が わ か る 。 ま た 、 ペ プ チ ド 成 分 を 比 較 す る と 血 清 の 量 が 1 / 200の レ ー ン (

B2)の 方 が 多 く の バ ン ド が 検 出 さ れ 、 ペ プ チ ド の 抽 出 効 率 が 0.5%以 下 で あ る こ と が わ か る

。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 上 記 (A)と (B)の 結 果 か ら 、 限 外 ろ 過 法 は 、 タ ン パ ク 質 の 完 全 除 去 が 可 能 で あ る が 、 ペ プ

チ ド の 抽 出 効 率 は 0.5%以 下 で 非 常 に 悪 い こ と が わ か っ た 。

　 従 来 か ら 限 外 ろ 過 膜 と タ ン パ ク 質 が 吸 着 し て タ ン パ ク 質 が 損 失 す る こ と が 知 ら れ て い る

。 こ の こ と か ら 、 限 外 ろ 過 法 に よ る ペ プ チ ド の 抽 出 効 率 が 悪 い 原 因 は 、 ろ 過 膜 と ペ プ チ ド

の 吸 着 、 さ ら に は キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 に 結 合 し た ペ プ チ ド が キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 と 共 に 膜

上 で 濃 縮 さ れ 、 大 部 分 の ペ プ チ ド が ろ 過 膜 を 通 過 で き な い た め と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 考 察 　 （ 本 発 明 の 方 法 、 ア セ ト ン 沈 殿 法 、 及 び 限 外 ろ 過 法 の 比 較 ）

　 血 清 と SPMの 混 合 物 を ペ プ チ ド 抽 出 後 に Tricine-SDS PA GE で 分 析 し 、 ペ プ チ ド 抽 出 法 の

タ ン パ ク 質 の 除 去 効 率 を 調 べ る と と も に 、 SPMの 残 量 で ペ プ チ ド の 抽 出 効 率 を 評 価 し た 。

従 来 法 の ア セ ト ン 沈 殿 法 と 限 外 ろ 過 法 は 共 に タ ン パ ク 質 の 除 去 効 率 は 高 か っ た が 、 両 方 法

共 に SPMを 大 部 分 損 失 し た （ 唯 一 、 ア セ ト ン 沈 殿 法 で SPM中 の 分 子 量 6,000の ペ プ チ ド だ け

が 抽 出 さ れ た ） 。 SPMの 損 失 の 理 由 と し て 、 ア セ ト ン 沈 殿 法 で は キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 に 吸

着 し て い る ペ プ チ ド が 回 収 で き な い こ と 、 限 外 ろ 過 法 は こ れ に 加 え て ろ 過 膜 に よ る ペ プ チ

ド の 損 失 が 大 き い こ と が 原 因 と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 こ れ ら の 問 題 点 を 解 決 す る た め に 本 発 明 の 方 法 を 開 発 し 、 (1) Tricine-SDS-PA GE, (2)

逆 相 HPLC を 用 い て タ ン パ ク 質 の 除 去 効 率 、 ペ プ チ ド の 抽 出 効 率 を 評 価 し た 。 ま た 、 (3)

Tricine-SDS-PA GEを 用 い て 再 現 性 を 評 価 し た 。 さ ら に 、 (4)本 発 明 の 方 法 で 濃 縮 さ れ た 主

要 な ペ プ チ ド の 同 定 を し た 。 (1) Tricine-SDS-PA GEの 結 果 か ら タ ン パ ク 質 の 除 去 効 率 は 高

く 、 従 来 法 で は 回 収 で き な か っ た SPMの す べ て を 回 収 で き た 。 こ の こ と か ら キ ャ リ ア タ ン

パ ク 質 の 影 響 を 受 け ず に 高 効 率 に ペ プ チ ド を 濃 縮 で き る こ と が わ か っ た 。 (2) 逆 相 HPLCの
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結 果 か ら も 本 発 明 の 方 法 は タ ン パ ク 質 の 除 去 効 率 は 高 く 、 多 く の ペ プ チ ド ピ ー ク が 検 出 で

き 効 率 よ く ペ プ チ ド が 濃 縮 で き る こ と が 確 認 で き た 。 ま た 、 (3) Tricine-SDS-PA GEの 結 果

か ら 、 本 発 明 の 方 法 は 高 い 再 現 性 で ペ プ チ ド を 抽 出 で き て い る こ と が わ か っ た 。 さ ら に (4

) 本 発 明 の 方 法 で 濃 縮 さ れ た 主 要 な ペ プ チ ド の 同 定 の 結 果 か ら 、 本 発 明 の 方 法 で 得 た 濃 縮

物 中 に は 、 主 要 成 分 だ け で も 多 く の ペ プ チ ド が 存 在 し 、 そ の 中 に 生 体 内 の 様 々 な 情 報 を 持

つ タ ン パ ク 質 の 断 片 が 含 ま れ て い る こ と が わ か っ た 。 さ ら に 、 血 清 タ ン パ ク 質 の 主 成 分 で

あ る ア ル ブ ミ ン の 99.7%が 除 去 で き 、 血 清 中 に ア ル ブ ミ ン の 1 / 2,000量 し か 存 在 し な い ア

ポ リ ポ タ ン パ ク 質 C-IIを 効 率 よ く 濃 縮 で き て い る こ と が わ か っ た 。 本 方 法 は 有 機 溶 媒 と 酸

を 使 っ て い る た め 本 方 法 に よ り タ ン パ ク 質 が 切 断 さ れ て そ の 断 片 が 人 為 的 に 生 成 さ れ る こ

と も 懸 念 さ れ る が 、 SPMが 非 常 に 効 率 よ く 抽 出 で き て い る こ と か ら 考 え る と そ の 可 能 性 は

無 い 。 ま た 、 試 薬 ４ の 塩 酸 に よ る 影 響 が 考 え ら れ る が 塩 酸 濃 度 120m Mで も 切 断 は 確 認 さ れ

な か っ た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 本 発 明 に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 除 去 効 率 が 高 く 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質

に 吸 着 し て い る ペ プ チ ド も 含 め て 、 量 的 な 情 報 を 維 持 し た ま ま 高 効 率 で 再 現 性 よ く ペ プ チ

ド を 濃 縮 で き る 方 法 が 得 ら れ た と 考 え ら れ る 。

　 こ れ ら の 結 果 を 図 １ ０ に 要 約 し た 。 レ ー ン ３ 、 ８ 、 及 び １ ３ の 比 較 か ら 明 ら か な よ う に

、 本 発 明 の 方 法 で は 、 SPMも 効 率 よ く 回 収 さ れ て い る 。 こ れ に 対 し 、 ア セ ト ン 沈 殿 法 （ A）

、 及 び 限 外 ろ 過 法 （ F） で は 、 SPMは ほ と ん ど 回 収 さ れ て い な い 。 ま た 、 ア セ ト ン 沈 殿 法 、

及 び 限 外 ろ 過 法 で は 、 血 清 中 の キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 に 吸 着 さ れ た SPMが 、 キ ャ リ ア タ ン パ

ク 質 と と も に 除 去 さ れ た も の と 考 え ら れ る 。 ま た 、 SPM以 外 の 血 清 由 来 の ペ プ チ ド も 本 発

明 の 方 法 に よ り 最 も 多 く 濃 縮 さ れ て い る こ と が 分 か る 。 ま た 、 レ ー ン ４ 、 ９ 、 及 び １ ４ の

比 較 よ り 、 本 発 明 の 方 法 は 、 ア セ ト ン 沈 殿 法 、 及 び 限 外 ろ 過 法 に 比 べ て 血 清 由 来 の ペ プ チ

ド の 回 収 率 が 非 常 に 高 い こ と が 分 か る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】
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【 ０ ０ ７ １ 】

　 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 濃 縮 す る こ と が 困 難 な キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 低 分 子 量 タ

ン パ ク 質 、 及 び ペ プ チ ド を 効 率 よ く 濃 縮 す る こ と が 出 来 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 に

よ り 、 液 体 試 料 、 特 に 血 清 及 び 血 漿 中 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 な ど を 、 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ ー 、 質 量 分 析 、 電 気 泳 動 、 N M R, ESR、 各 種 分 光 法 な ど に よ り 分 析 す る こ と が 可 能 に な る

。 す な わ ち 、 本 発 明 の 方 法 は 、 血 清 な ら び に 血 漿 等 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 な ど を 対 象 と し

た 診 断 、 診 断 マ ー カ の ス ク リ ー ニ ン グ 、 医 薬 品 開 発 な ど の 医 療 分 野 で 、 幅 広 く 応 用 す る こ

と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 方 法 は 、 自 動 化 が 容 易 で あ り 、 血 液 中 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質

等 の 自 動 分 析 装 置 の 開 発 を 可 能 に す る も の で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ７ ２ 】

【 図 １ 】 実 施 例 １ の 実 施 手 順 を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。

【 図 ２ 】 実 施 例 １ で 得 ら れ た 濃 縮 溶 液 を Tricine-SDS-PA GEで 分 離 し 、 ク ー マ シ ー 染 色 を 行

っ た 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。

【 図 ３ 】 実 施 例 １ の 方 法 に よ り 濃 縮 し た サ ン プ ル を 逆 相 HPLCで 分 析 し た 結 果 を 示 す デ ー タ

で あ る 。

【 図 ４ 】 本 発 明 の 方 法 の 濃 縮 再 現 性 を 示 す 、 Tricine-SDS-PA GEの 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。

【 図 ５ 】 サ ン プ ル 血 清 を 実 施 例 １ の 方 法 で 処 理 し て 得 た 濃 縮 溶 液 を 、 Tricine-SDS-PA GEで

分 離 し 、 ク ー マ シ ー 染 色 し た 写 真 で あ る 。 そ れ ぞ れ の バ ン ド に つ い て ペ プ チ ド 等 が 同 定 さ

れ た 。

【 図 ６ 】 比 較 例 １ で 実 施 し た ア セ ト ン 沈 殿 法 の フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 。

【 図 ７ 】 ア セ ト ン 沈 殿 法 に よ り 血 清 か ら 抽 出 し た ペ プ チ ド を Tricine-SDS-PA GEで 分 離 し 、

ク ー マ シ ー 染 色 し た 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。

【 図 ８ 】 比 較 例 ２ で 実 施 し た 限 外 ろ 過 法 の フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 。

【 図 ９ 】 限 外 ろ 過 法 に よ り 、 血 清 か ら 抽 出 し た ペ プ チ ド を Tricine-SDS-PA GEで 分 離 し 、 ク

ー マ シ ー 染 色 し た 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。

【 図 １ ０ 】 本 発 明 の 方 法 、 ア セ ト ン 沈 殿 法 及 び 限 外 ろ 過 法 の 効 果 を 、 Tricine-SDS-PA GEの

結 果 か ら 比 較 し た も の 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 】 【 図 １ ０ 】

【 手 続 補 正 書 】

【 提 出 日 】 平 成 22年 3月 10日 (2010.3.10)

【 手 続 補 正 １ 】

【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲

【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文

【 補 正 方 法 】 変 更

【 補 正 の 内 容 】

【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 体 液 試 料 中 に 含 ま れ る 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 濃 縮 方 法 で あ っ て ：

　 下 記 工 程 、

(a)　 該 体 液 試 料 に 、 尿 素 及 び チ オ 尿 素 を 含 む 試 薬 １ 、 及 び 還 元 剤 を 含 む 試 薬 ２ を 加 え て

混 合 し 、 つ い で 、 ア セ ト ン 、 エ タ ノ ー ル 、 メ タ ノ ー ル 、 2 -プ ロ パ ノ ー ル 、 ア セ ト ニ ト リ ル

、 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 有 機 溶 媒 を ９ ０ %以 上 含 む 試 薬 ３ に 滴 下 し

て 、 混 合 す る 工 程 ；

(b)　 工 程 （ a） で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を 低 温 下 で 攪 拌 す る 工 程 ；

(c)　 工 程 (b)で 得 ら れ た 攪 拌 溶 液 を 低 温 下 で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 除 去 す る 工 程 ；

(d)　 (c)で 得 ら れ た 沈 降 物 に 、 ア セ ト ニ ト リ ル 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ パ ノ

ー ル 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 有 機 溶 媒 、 並 び に 酸 を 含 む 試 薬 ４ を 加 え

て 混 和 す る 工 程 ；

(e)　 工 程 (d)で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を 低 温 下 で 攪 拌 す る 工 程 ； 及 び

(f)　 工 程 (e)で 得 ら れ た 攪 拌 溶 液 を 低 温 下 で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 回 収 す る 工 程 、

　 を 含 む 、 前 記 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

　 さ ら に 、 (g)　 工 程 (f)で 回 収 し た 上 清 を 凍 結 乾 燥 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
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。

【 請 求 項 ３ 】

　 前 記 試 薬 ２ の 還 元 剤 が 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (DTT)、 ジ チ オ エ リ ス リ ト ー ル (DTE)、 ト

リ ス カ ル ボ キ シ ル ホ ス フ ィ ン (TCEP HCl)、 ト リ ブ チ ル ホ ス フ ィ ン (TBP)、 2-メ ル カ プ ト エ

タ ノ ー ル (2-M E)、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ 2-M EA） 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る

群 か ら 選 ば れ た も の で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 前 記 体 液 試 料 が 、 血 清 、 又 は 血 漿 で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 試 薬 １ に お け る 濃 度 が 尿 素 １ ～ ８ Ｍ 、 か つ チ オ 尿 素 ０ ． ５ ～ ３ Ｍ で あ り 、 か つ 試 薬 ２ に

お け る 還 元 剤 の 濃 度 が 、 体 液 試 料 、 試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 １ m M～ ２ ０ m Mと な る 濃

度 で あ る 、 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 試 薬 １ に お け る 濃 度 が 尿 素 ３ ～ ８ Ｍ 、 か つ チ オ 尿 素 １ ～ ３ Ｍ で あ る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 ７ 】

　 試 薬 ２ に お け る 還 元 剤 が 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (DTT)、 ジ チ オ エ リ ス リ ト ー ル (DTE)、 2

-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (2-M E)又 は 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ 2-M EA） で あ る 場 合

に は 、 試 薬 ２ に お け る 該 還 元 剤 の 濃 度 が 、 体 液 試 料 、 試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 ５ m M

～ ２ ０ m Mと な る 濃 度 で あ り 、 該 還 元 剤 が ト リ ス （ 2-カ ル ボ キ シ エ チ ル ） ホ ス フ ィ ン 塩 酸 塩

 (TCEP HCl)又 は ト リ -n-ブ チ ル ホ ス フ ィ ン (TBP)で あ る 場 合 に は 、 試 薬 ２ に お け る 該 還 元

剤 の 濃 度 が 、 体 液 試 料 、 試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 １ m M～ １ ０ m Mと な る 濃 度 で あ る 、

請 求 項 ５ 又 は ６ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 試 薬 ３ の 有 機 溶 媒 が ア セ ト ン で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

　 試 薬 ３ の 有 機 溶 媒 濃 度 が ９ ５ ％ 以 上 で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ８ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 試 薬 ３ の 有 機 溶 媒 濃 度 が ９ ８ ％ 以 上 で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ８ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 ア セ ト ニ ト リ ル 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら

な る 群 か ら 選 ば れ た 前 記 酸 は 、 塩 酸 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (Ｔ Ｆ Ａ )、 ギ 酸 、 酢 酸 、 及 び ト リ

ク ロ ロ 酢 酸 （ Ｔ Ｃ Ａ ） か ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ り 、 か つ 前 記 試 薬 ４ の 有 機 溶 媒 の

濃 度 が ５ ０ ～ ９ ９ ％ で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 試 薬 ４ の 有 機 溶 媒 が 、 ア セ ト ニ ト リ ル で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 試 薬 ４ の 酸 が 、 塩 酸 で あ り 、 そ の 濃 度 が ５ ｍ M～ ５ ０ ０ m Mで あ る 、 請 求 項 １ １ 又 は １ ２

記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

　 試 薬 ４ に お け る 有 機 溶 媒 の 濃 度 が ６ ０ ～ ８ ０ ％ で あ る 、 請 求 項 １ 、 １ ２ 又 は １ ３ 記 載 の

方 法 。

【 請 求 項 １ ５ 】

　 試 薬 ４ に お け る 有 機 溶 媒 の 濃 度 が ６ ５ ～ ７ ５ ％ で あ る 、 請 求 項 １ 、 １ ２ 又 は １ ３ 記 載 の

方 法 。

【 請 求 項 １ ６ 】

　 工 程 (b)に お い て 、 工 程 （ a） で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を － ２ ０ ℃ ～ １ ０ ℃ の 低 温 下 で 、 １ 分

以 上 攪 拌 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ７ 】

　 工 程 (b)に お い て 、 工 程 （ a） で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を ０ ℃ ～ ５ ℃ の 低 温 下 で 、 ６ ０ 分 以 上
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攪 拌 す る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ８ 】

　 工 程 (e)に お い て 、 工 程 (d)で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を － ５ ℃ ～ ２ ０ ℃ の 低 温 下 で １ 分 以 上 攪

拌 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ９ 】

　 工 程 (e)に お い て 、 工 程 (d)で 得 ら れ た 混 合 溶 液 を ０ ℃ ～ ５ ℃ の 低 温 下 で ６ ０ 分 以 上 攪 拌

す る 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ０ 】

　 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 で 得 ら れ た 凍 結 乾 燥 物 に 、 Ｔ Ｆ Ａ 、 塩 酸 、 ギ 酸 、 酢 酸 、 及 び Ｔ Ｃ Ａ

か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 成 分 を 含 有 す る 試 薬 ５ を 加 え る こ と を 含 む 、 体 液 試 料 中 に 含 ま れ

る 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 分 析 試 料 の 作 成 方 法 。

【 請 求 項 ２ １ 】

　 試 薬 ５ が 、 Ｔ Ｆ Ａ を ０ ． １ ～ ２ ０ ％ 含 む 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ２ 】

　 試 薬 ５ が 、 ギ 酸 、 酢 酸 、 Ｔ Ｃ Ａ 、 又 は こ れ ら の 混 合 物 を ０ ． １ ～ ２ ０ ％ 含 む 、 請 求 項 ２

０ 又 は ２ １ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ３ 】

　 体 液 試 料 中 に 含 ま れ る 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 濃 縮 用 キ ッ ト で あ っ て 、 尿

素 及 び チ オ 尿 素 を 含 む 試 薬 １ 、 還 元 剤 を 含 む 試 薬 ２ 、 ア セ ト ン 、 エ タ ノ ー ル 、 メ タ ノ ー ル

、 2 -プ ロ パ ノ ー ル 、 ア セ ト ニ ト リ ル 、 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 有 機 溶

媒 を ９ ０ %以 上 含 む 試 薬 ３ 、 並 び に ア セ ト ニ ト リ ル 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ

パ ノ ー ル 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 有 機 溶 媒 及 び 酸 を 含 む 試 薬 ４ を 含 む

、 前 記 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ２ ４ 】

　 試 薬 １ に お け る 濃 度 が 尿 素 １ ～ ８ Ｍ 、 か つ チ オ 尿 素 ０ ． ５ ～ ３ Ｍ で あ り 、 試 薬 ２ に お け

る 還 元 剤 の 濃 度 が 、 体 液 試 料 、 試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 １ m M～ ２ ０ m Mと な る 濃 度 で

あ り 、 試 薬 ３ の 有 機 溶 媒 が 、 ア セ ト ン 、 エ タ ノ ー ル 、 メ タ ノ ー ル 、 2プ ロ パ ノ ー ル 、 ア セ

ト ニ ト リ ル 、 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ り 、 試 薬 ４ の 有 機 溶 媒

が 、 ア セ ト ニ ト リ ル 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 及 び こ れ ら の 混 合 物 か

ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の で そ の 濃 度 が ５ ０ ～ ９ ９ ％ で あ り 、 か つ 前 記 酸 は 、 塩 酸 、 Ｔ Ｆ

Ａ 、 ギ 酸 、 酢 酸 、 及 び TCAか ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の キ ッ ト

。

【 請 求 項 ２ ５ 】

　 　 試 薬 １ に お け る 濃 度 が 尿 素 ３ ～ ８ Ｍ 、 か つ チ オ 尿 素 １ ～ ３ Ｍ で あ り 、 試 薬 ２ に お け る

還 元 剤 が ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (DTT)、 ジ チ オ エ リ ス リ ト ー ル (DTE)、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ

ー ル (2-M E)又 は 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ 2-M EA） で あ る 場 合 は 、

試 薬 ２ に お け る 該 還 元 剤 の 濃 度 が 、 体 液 試 料 、 試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 ５ m M～ ２ ０

m Mと な る 濃 度 で あ り 、 該 還 元 剤 が ト リ ス （ 2-カ ル ボ キ シ エ チ ル ） ホ ス フ ィ ン 塩 酸 塩 (TCEP

 HCl)又 は ト リ -n-ブ チ ル ホ ス フ ィ ン (TBP)で あ る 場 合 に は 、 試 薬 ２ に お け る 該 還 元 剤 の 濃

度 が 、 体 液 試 料 、 試 薬 １ 、 及 び 試 薬 ２ の 混 合 物 中 １ m M～ １ ０ m Mと な る 濃 度 で あ り 、 試 薬 ３

の 有 機 溶 媒 が ア セ ト ン で あ っ て 、 そ の 濃 度 が ９ ８ ％ 以 上 で あ り 、 試 薬 ４ の 有 機 溶 媒 が 、 ア

セ ト ニ ト リ ル で あ り 、 か つ そ の 濃 度 が ６ ０ ～ ８ ０ ％ で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ２ ６ 】

　 尿 素 及 び チ オ 尿 素 を 含 む 試 薬 １ 、 還 元 剤 を 含 む 試 薬 ２ 、 ア セ ト ン 、 エ タ ノ ー ル 、 メ タ ノ

ー ル 、 2 -プ ロ パ ノ ー ル 、 ア セ ト ニ ト リ ル 、 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 有

機 溶 媒 を ９ ０ %以 上 含 む 試 薬 ３ 、 並 び に ア セ ト ニ ト リ ル 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ

プ ロ パ ノ ー ル 及 び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 有 機 溶 媒 及 び 酸 を 含 む 試 薬 ４ を

含 み 、 さ ら に 請 求 項 ２ 記 載 の 濃 縮 方 法 で 得 ら れ た 凍 結 乾 燥 物 に 加 え る 、 Ｔ Ｆ Ａ 、 塩 酸 , ギ

酸 、 酢 酸 、 及 び Ｔ Ｃ Ａ か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 成 分 を 含 有 す る 試 薬 ５ を 含 む 、 体 液 試 料 中

に 含 ま れ る 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 分 析 試 料 の 作 成 用 キ ッ ト 。
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[问题] 提供了一种用于浓缩包含在体液样品中，特别是血清或血浆中的
低分子量蛋白质和肽的方法。 [解决方案] 一种方法，包括以下步骤（a）
至（e）： （a）在体液样品中添加含有尿素和硫脲的试剂1和含有还原
剂的试剂2并混合，然后滴下含有90％以上的有机溶剂的试剂3并进行混
合的步骤。 （b）在低温下搅拌步骤（a）中获得的混合溶液； （c）将
步骤（b）中获得的搅拌溶液在低温下离心以除去上清液的步骤； （d）
在（c）中得到的沉淀物中添加并混合含有有机溶剂和酸的试剂4的工
序。 （e）在低温下搅拌步骤（d）中获得的混合溶液；和 （f）这是将
步骤（e）中获得的搅拌溶液在低温下离心并收集上清液的步骤。 [选择
图]无
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