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(54)【発明の名称】 前立腺癌マーカー

(57)【要約】
本発明は、前立腺癌、良性前立腺肥大、および陰性の診
断を識別するために有用な有機生体分子マーカー（例え
ば、タンパク質）を提供する。本発明はまた、前立腺癌
または良性前立腺肥大の診断における補助のための方法
であって、以下：ａ）被験体由来のサンプルにおいて少
なくとも１つのタンパク質マーカーを検出する工程：ｂ
）該マーカーの検出と、前立腺癌、良性前立腺肥大の可
能性のある診断、または陰性診断とを相関させる工程で
あって、ここでこの相関は、各診断における該マーカー
の相対的検出性を考慮する工程、を包含する、方法を提
供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  前立腺癌または良性前立腺肥大の診断における補助のための

方法であって、以下：

  ａ）被験体由来のサンプルにおいて少なくとも１つのタンパク質マーカーを検

出する工程であって、ここで該タンパク質マーカーが以下：

    マーカーＳＰ１：９４０２．６８±８．９７Ｄａ、

    マーカーＳＰ２：２６１５５．３０±２０２．０１Ｄａ、

    マーカーＳＰ３：５４９７９．２７±４０８．７８Ｄａ、

    マーカーＳＰ４：９７５２．３０±１５．０８Ｄａ、

    マーカーＳＰ５：８７６６．９３±１４．４４Ｄａ、

    マーカーＳＰ６：６２７７．９７±１２．３６Ｄａ、および

    マーカーＳＰ７：２７８１．７２±４．４１Ｄａ、

から選択される、工程；ならびに

  ｂ）該マーカーの検出と、前立腺癌、良性前立腺肥大の可能性のある診断、ま

たは陰性診断とを相関させる工程であって、ここでこの相関は、各診断における

該マーカーの相対的検出性を考慮する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項２】  前記サンプルが精漿である、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  前記サンプルが、血液、血清、尿、前立腺液、精液（ｓｅｍ

ｉｎａｌ  ｆｌｕｉｄ）、精液（ｓｅｍｅｎ）、および前立腺組織からなる群よ

り選択される、請求項１に記載の方法。

    【請求項４】  気相イオン分光分析によって前記マーカーを検出する工程を

包含する、請求項１に記載の方法。

    【請求項５】  気相イオン分光分析が、レーザー脱離質量分析である、請求

項４に記載の方法。

    【請求項６】  イムノアッセイによって前記マーカーを検出する工程を包含

する、請求項１に記載の方法。

    【請求項７】  複数の前記マーカーを検出する工程を包含する、請求項１ま

たは４に記載の方法。
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    【請求項８】  少なくともタンパク質２を検出する工程を包含する、請求項

１または４に記載の方法。

    【請求項９】  請求項８に記載の方法であって、タンパク質１、ならびにタ

ンパク質４、タンパク質５、タンパク質６、およびタンパク質７から選択される

第３のマーカーの少なくともいずれかまたは両方を検出する工程をさらに包含す

る、方法。

    【請求項１０】  前記第３のマーカーがタンパク質５である、請求項９に記

載の方法。

    【請求項１１】  請求項５に記載の方法であって、以下：

  ｉ）質量分析を用いて前記サンプル上でデータを生成し、質量／荷電比に関す

るシグナルの強度を示す工程、

  ｉｉ）コンピューター読み取り可能な形式にデータを変換する工程、

  ｉｉｉ）プログラム可能なデジタルコンピューターを用いてアルゴリズムを実

行する工程であって、ここで該アルゴリズムは、該コンピューター読み取り可能

なデータと、ＣａＰ、ＢＰＨまたは陰性診断の診断を示すデータとの間の適合緊

密性を決定する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項１２】  サンプルにおいて少なくとも１つのタンパク質マーカーを

検出する方法であって、ここで該タンパク質マーカーが以下：

    マーカーＳＰ１：９４０２．６８±８．９７Ｄａ、

    マーカーＳＰ２：２６１５５．３０±２０２．０１Ｄａ、

    マーカーＳＰ３：５４９７９．２７±４０８．７８Ｄａ、

    マーカーＳＰ４：９７５２．３０±１５．０８Ｄａ、

    マーカーＳＰ５：８７６６．９３±１４．４４Ｄａ、

    マーカーＳＰ６：６２７７．９７±１２．３６Ｄａ、および

    マーカーＳＰ７：２７８１．７２±４．４１Ｄａ、

から選択され、

ここで該方法は、気相イオン分光分析によって該マーカーを検出する工程を包含

する、方法。
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    【請求項１３】  前記気相イオン分光分析が、レーザー脱離／イオン化質量

分析である、請求項１２に記載の方法。

    【請求項１４】  請求項１３に記載の方法であって、以下：

  ｉ）質量分析を用いて前記サンプル上でデータを生成し、質量／荷電比に関す

るシグナルの強度を示す工程、

  ｉｉ）コンピューター読み取り可能な形式にデータを変換する工程、および

  ｉｉｉ）プログラム可能なデジタルコンピューターを用いてアルゴリズムを実

行する工程であって、ここで該アルゴリズムは、前記マーカーを提示する該コン

ピューター読み取り可能なデータにおけるシグナルを検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項１５】  請求項１２に記載の方法であって、さらに、前記マーカー

の検出前に、サイズ排除クロマトグラフィーによって前記サンプルを分画する工

程、および該マーカーを含む画分を収集する工程、

を包含する、方法。

    【請求項１６】  請求項１２に記載の方法であって、該方法はさらに、前記

マーカーの検出前に、陰イオン交換クロマトグラフィーによって前記サンプルを

分画する工程、および該マーカーを含む画分を収集する工程、

を包含する、方法。

    【請求項１７】  請求項１３に記載の方法であって、ここで、レーザー脱離

／イオン化質量分析が、以下：

  ｉ）質量分析を用いた使用に適したプローブであって、これに結合した吸着剤

を含むプローブを準備する工程；

  ｉｉ）前記マーカーを該吸着剤と接触させる工程；および

  ｉｉｉ）該プローブからの該マーカーを脱離およびイオン化し、そして質量分

析を用いて該脱離／イオン化されたマーカーを検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項１８】  請求項１３に記載の方法であって、ここで、レーザー脱離

／イオン化質量分析が、以下：

  ｉ）基質であって、これに付着した吸着剤を含む基質を準備する工程；
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  ｉｉ）前記マーカーを該吸着剤と接触させる工程；

  ｉｉｉ）質量分析での使用に適したプローブ上の基質であって、これに付着し

た吸着剤を含む基質を配置する工程；および

  ｉｖ）該プローブからの該マーカーを脱離およびイオン化し、そして質量分析

を用いて該脱離／イオン化されたマーカーを検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項１９】  前記吸着剤が、親水性吸着剤または金属キレート吸着剤

である、請求項１７に記載の方法。

    【請求項２０】  前記吸着剤が、酸化シリコンを含む親水性吸着剤である、

請求項１９に記載の方法。

    【請求項２１】  前記吸着剤が、ニッケルを含む、金属キレート吸着剤であ

る、請求項１９に記載の方法。

    【請求項２２】  前記吸着剤が前記マーカーに特異的に結合する抗体を含む

、請求項１７に記載の方法。

    【請求項２３】  精製されたタンパク質であって、以下：

    マーカーＳＰ１：９４０２．６８±８．９７Ｄａ、

    マーカーＳＰ２：２６１５５．３０±２０２．０１Ｄａ、

    マーカーＳＰ３：５４９７９．２７±４０８．７８Ｄａ、

    マーカーＳＰ４：９７５２．３０±１５．０８Ｄａ、

    マーカーＳＰ５：８７６６．９３±１４．４４Ｄａ、

    マーカーＳＰ６：６２７７．９７±１２．３６Ｄａ、および

    マーカーＳＰ７：２７８１．７２±４．４１Ｄａ、

から選択される、精製されたタンパク質。

    【請求項２４】  請求項２３に記載の精製されたタンパク質であって、以下

：サイズ排除クロマトグラフィーによって前記マーカーを含むサンプルを分画す

る工程、および該マーカーを含む画分を収集する工程、ならびに／または陰イオ

ン交換クロマトグラフィーによって該マーカーを含むサンプルを分画する工程、

および該マーカーを含む画分を収集する工程、

を包含する、プロセスによって生成された、タンパク質。
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    【請求項２５】  キットであって、以下：

  （１）基質に結合した吸着剤であって、該吸着剤が、以下：

    マーカーＳＰ１：９４０２．６８±８．９７Ｄａ、

    マーカーＳＰ２：２６１５５．３０±２０２．０１Ｄａ、

    マーカーＳＰ３：５４９７９．２７±４０８．７８Ｄａ、

    マーカーＳＰ４：９７５２．３０±１５．０８Ｄａ、

    マーカーＳＰ５：８７６６．９３±１４．４４Ｄａ、

    マーカーＳＰ６：６２７７．９７±１２．３６Ｄａ、および

    マーカーＳＰ７：２７８１．７２±４．４１Ｄａ、

から選択される、タンパク質マーカーを保持する、吸着剤；ならびに

  （２）サンプルを該吸着剤と接触させること、および該吸着剤によって保持さ

れるマーカーを検出することによって該マーカーを検出するための、説明書、

を備える、キット。

    【請求項２６】  請求項２５に記載のキットであって、前記基質は、前記吸

着剤が結合した表面を有する気相イオン分光分析のためのプローブである、キッ

ト。

    【請求項２７】  前記吸着剤が、親水性吸着剤を含む、請求項２６に記載の

キット。

    【請求項２８】  前記親水性吸着剤が、酸化ケイ素を含む、請求項２７に記

載のキット。

    【請求項２９】  請求項２５に記載のキットであって、さらに、以下（１）

溶出液であって、該溶出液で洗浄されるとき、前記マーカーが、前記吸着剤上に

保持されている、溶出液、または（２）該吸着剤とマーカーとの接触後に該溶出

液を用いて該吸着剤を洗浄するための説明書、を備えるキット。

    【請求項３０】  前立腺癌または良性前立腺肥大の診断における補助のため

の方法であって、以下：

  ａ）被験体由来のサンプルにおいて少なくとも１つのタンパク質マーカーを検

出する工程であって、ここで該タンパク質マーカーが以下：

    マーカーＣＬ１：８，４９４．３０±１０．２４Ｄａ、
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    マーカーＣＬ２：９，６１４．６２±５２．１９Ｄａ、

    マーカーＣＬ３：２８，４７２±１２７．４０Ｄａ、および

    マーカーＣＬ４：３３，３８６．８５±１６０．４７Ｄａ、

から選択される、工程；ならびに

  ｂ）該マーカーの検出と、前立腺癌、良性前立腺肥大の可能性のある診断、ま

たは陰性診断とを相関させる工程であって、ここでこの相関は、各診断における

該マーカーの相対的検出性を考慮する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項３１】  前記サンプルが前立腺組織抽出物である、請求項３０に記

載の方法。

    【請求項３２】  前記サンプルが、血液、血清、尿、前立腺液、精液（ｓｅ

ｍｉｎａｌ  ｆｌｕｉｄ）、精液（ｓｅｍｅｎ）、精漿および前立腺組織からな

る群より選択される、請求項３０に記載の方法。

    【請求項３３】  気相イオン分光分析によって前記マーカーの存在または非

存在を検出する工程を包含する、請求項３０に記載の方法。

    【請求項３４】  気相イオン分光分析が、レーザー脱離質量分析である、請

求項３３に記載の方法。

    【請求項３５】  イムノアッセイによって前記マーカーの存在または非存在

を検出する工程を包含する、請求項３０に記載の方法。

    【請求項３６】  複数のマーカーを検出する工程を包含する、請求項３０に

記載の方法。

    【請求項３７】  少なくともマーカーＣＬ１またはマーカーＣＬ２を検出す

る工程を包含する、請求項３０に記載の方法。

    【請求項３８】  請求項３０に記載の方法であって、マーカーＣＬ３および

マーカーＣＬ４の量を測定する工程、ならびにマーカーＣＬ３に対するマーカー

ＣＬ４の量の比を決定する工程、を包含する、方法。

    【請求項３９】  請求項３０に記載の方法であって、以下：

  ｉ）質量分析を用いて前記サンプル上でデータを生成し、質量／荷電比に関す

るシグナルの強度を示す工程、
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  ｉｉ）コンピューター読み取り可能な形式にデータを変換する工程、

  ｉｉｉ）プログラム可能なデジタルコンピューターを用いてアルゴリズムを実

行する工程であって、ここで該アルゴリズムは、該コンピューター読み取り可能

なデータと、ＣａＰ、ＢＰＨまたは陰性診断の診断を示すデータとの間の適合緊

密性を決定する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項４０】  タンパク質マーカーを検出する方法であって、ここで該タ

ンパク質マーカーが以下：

    マーカーＣＬ１：８，４９４．３０±１０．２４Ｄａ、

    マーカーＣＬ２：９，６１４．６２±５２．１９Ｄａ、

    マーカーＣＬ３：２８，４７２±１２７．４０Ｄａ、および

    マーカーＣＬ４：３３，３８６．８５±１６０．４７Ｄａ、

から選択され、

ここで該方法は、気相イオン分光分析によって該マーカーを検出する工程を包含

する、方法。

    【請求項４１】  前記気相イオン分光分析が、レーザー脱離／イオン化質量

分析である、請求項４０に記載の方法。

    【請求項４２】  請求項４１に記載の方法であって、以下：

  ｉ）質量分析を用いて前記サンプル上でデータを生成し、質量／荷電比に関す

るシグナルの強度を示す工程、

  ｉｉ）コンピューター読み取り可能な形式にデータを変換する工程、および

  ｉｉｉ）プログラム可能なデジタルコンピューターを用いてアルゴリズムを実

行する工程であって、ここで該アルゴリズムは、前記マーカーを提示する該コン

ピューター読み取り可能なデータにおけるシグナルを検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項４３】  請求項４０に記載の方法であって、さらに、以下：

  ｉ）前記マーカーの検出前に、前記サンプルと、該マーカーを保持する吸着剤

を含む基質とを接触させて、保持されていないサンプルを取り除くことによって

、該マーカーを含むサンプルを分画する工程；および
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  ｉｉ）質量分析の間に該吸着剤から保持されたマーカーを脱離およびイオン化

する工程、

を包含する、方法。

    【請求項４４】  請求項４４に記載の方法であって、前記基質は、プローブ

表面上の前記吸着剤を含む質量分析プローブである、方法。

    【請求項４５】  請求項４４に記載の方法であって、前記基質が、樹脂であ

り、そして前記サンプルの分画後に、該樹脂が、前記吸着剤によって保持される

マーカーとともに、質量分析による脱離およびイオン化のための質量分析プロー

ブ上に配置されている、方法。

    【請求項４６】  前記吸着剤が、親水性吸着剤または金属キレート吸着剤か

ら選択される、請求項４３に記載の方法。

    【請求項４７】  前記吸着剤が、強力な陰イオン交換吸着剤またはニッケル

キレート吸着剤である、請求項４３に記載の方法。

    【請求項４８】  精製されたタンパク質であって、以下：

    マーカーＣＬ１：８，４９４．３０±１０．２４Ｄａ、

    マーカーＣＬ２：９，６１４．６２±５２．１９Ｄａ、

    マーカーＣＬ３：２８，４７２±１２７．４０Ｄａ、および

    マーカーＣＬ４：３３，３８６．８５±１６０．４７Ｄａ、

から選択される、精製されたタンパク質。

    【請求項４９】  キットであって、以下：

  （１）基質に結合した吸着剤であって、該吸着剤が、以下：

    マーカーＣＬ１：８，４９４．３０±１０．２４Ｄａ、

    マーカーＣＬ２：９，６１４．６２±５２．１９Ｄａ、

    マーカーＣＬ３：２８，４７２±１２７．４０Ｄａ、および

    マーカーＣＬ４：３３，３８６．８５±１６０．４７Ｄａ、

から選択される、タンパク質マーカーを保持する、吸着剤；ならびに

  （２）サンプルを該吸着剤と接触させること、および該吸着剤によって保持さ

れるマーカーを検出することによって該マーカーを検出するための、説明書、

を備える、キット。
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    【請求項５０】  請求項４９に記載のキットであって、前記基質は、前記吸

着剤が結合した表面を有する気相イオン分光分析のためのプローブである、キッ

ト。

    【請求項５１】  前記吸着剤が、親水性吸着剤または金属キレート吸着剤を

含む、請求項５０に記載のキット。

    【請求項５２】  前記吸着剤が、陰イオン性交換吸着剤を含む、請求項５０

に記載のキット。

    【請求項５３】  前記吸着剤が、ニッケル金属キレート吸着剤を含む、請求

項５０に記載のキット。

    【請求項５４】  請求項４９に記載のキットであって、さらに、以下（１）

溶出液であって、該溶出液で洗浄されるとき、前記マーカーが、前記吸着剤上に

保持されている、溶出液、または（２）該吸着剤と該マーカーとの接触後に該溶

出液を用いて該吸着剤を洗浄するための説明書、を備えるキット。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （関連出願に対する相互参照）

  本願は、２０００年３月２０日に出願された仮出願Ｕ．Ｓ．Ｓ．Ｎ．６０／１

９０，７２５に対する優先権を主張し、この開示は、本明細書中にその全体が参

考として援用される。

      【０００２】

  （連邦政府によって支持された研究および開発の元で行なわれた発明に対する

権利に関する声明）

  本発明は、国立癌研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｉｎｓｔｉｔｕ

ｔｅ）によって与えられる助成金番号１  ＵＯ１  ＣＡ８５０６７－１の元で政

府の支持によって行なわれた。政府は、この発明において特定の権利を有し得る

。

      【０００３】

  （発明の背景）

  前立腺癌は、男性における最も共通した癌の形態である。これは、代表的に高

齢の男性を苦しめるが、全ての年齢の男性を苦しめ得る。毎年多数の男性が、前

立腺癌で死亡し、そしてこれは、男性における癌の死亡の第２の主要な原因であ

る。患者における前立腺癌の初期の診断は、死亡の可能性を減少させる。

      【０００４】

  診断試験の効果は、その特異性および選択性に依存する。すなわち、真の陽性

診断、真の陰性診断、偽の陽性診断および偽の陰性診断の相対的な比率は、どの

くらいであろうか。任意の状態についての真の陽性および真の陰性の比率を増加

する方法は、所望の医学的目的である。前立腺癌の場合、本発明の診断試験は、

これらが、多数の偽の陽性結果および偽の陰性結果を提供するという点で、完全

に満足のいくものではない。

      【０００５】

  慣用的に、前立腺癌は、マーカーとして前立腺特異的抗原（ＰＳＡ）を使用し

て診断される。一般的には、４ｎｇ／ｍｌを超えるＰＳＡレベルが、前立腺癌を
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示唆し、これに対して、１０ｎｇ／ｍｌを超えるレベルは、前立腺癌を高度に示

唆するものである。しかし、癌が、その初期段階にある場合、いくつかの前立腺

癌患者は、診断の時点で正常なＰＳＡレベルを示す。従来のＰＳＡ試験は、異常

なＰＳＡのレベルを検出するが、従来のＰＳＡ試験は、前立腺癌がその初期段階

にある場合、前立腺癌の存在を検出し得ない。この結果は、偽の陰性診断を生じ

る。従来のＰＳＡ試験が、いくつかの場合において（例えば、疾患の初期段階に

おいて）前立腺癌の存在を診断し得ないことは、患者に対して有害であり得る。

さらに、血清において上昇したレベルのＰＳＡを有する多数の患者は、前立腺癌

を有さないが、その代わりに良性前立腺肥大（ＢＰＨ）（すなわち、良性腫瘍）

を有する。この結果は、偽の陽性診断を生じる。ヒトが、前立腺癌を有するか否

かを決定するために、ＢＰＨではなく、他の抗体および／または前立腺組織の生

検を使用するさらなる免疫アッセイが行なわれる。これらのさらなる試験は、患

者およびそれらの医療提供者にとって時間がかかりそして高価である。

      【０００６】

  より優れた診断が、診断試験の特異性および選択性を増加するように、単独で

かまたは組み合わせて使用され得るより多くの診断マーカーの発見に由来すると

いういくつかのコンセンサスが医学会に存在する。

      【０００７】

  （発明の要旨）

  いくつかの有機生体分子（例えば、タンパク質）は、陰性の診断に対する前立

腺癌（「ＣａＰ」）または良性前立腺肥大（「ＢＰＨ」）におけるマーカーとし

て機能することが発見されている。陰性の診断と比較して、マーカーは、多様に

、より頻繁に検出されるか、より頻繁に検出されないか、または差次的に検出さ

れる。患者のサンプル中での単独でかまたは組み合わせたこれらのマーカーの測

定は、診断者が、前立腺癌、良性前立腺癌肥大、または陰性の診断（例えば、正

常または無疾患）のありうる診断と相関し得るという情報を提供する。全てのマ

ーカーは、分子量によって特徴付けられる。これらは、例えば、質量分析と結合

させたクロマトグラフィー分離によって、サンプル中の他のタンパク質および他

の有機生体分子から分析され得る。好ましい実施形態において、分析する方法は
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、質量分析プローブの表面が、分析物の脱離およびイオン化において能動的な役

割を果たす、表面強化レーザー脱離／イオン化（Ｓｕｒｆａｃｅ－Ｅｎｈａｎｃ

ｅｄ  Ｌａｓｅｒ  Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ質量分析を含

む。

      【０００８】

  第１のセットのマーカーは、精漿において同定された。マーカーセット１は、

以下を含む：マーカーＳＰ１：９．４０２．６８±８．９７Ｄａ、ｐＩ約５；マ

ーカーＳＰ２：２６，１５５．３０±２０２．０１Ｄａ、ｐＩ約５；マーカーＳ

Ｐ３：５４，９７９．２７±４０８．７８Ｄａ；ｐＩ約９；マーカーＳＰ４：９

．７５２．３０±１５．０８Ｄａ；マーカーＳＰ５：８７，６６．９３±１４．

４４Ｄａ；マーカーＳＰ６：６２，７７．９７±１２．３６Ｄａおよびマーカー

ＳＰ７：２，７８１．７２±４．４１Ｄａ、ｐＩ約９。陰性の診断と比較して、

ＳＰ１は、ＣａＰにおいてより頻繁に検出され、そしてＢＰＨにおいてより頻繁

に検出されない（例えば、未検出）。ＳＰ２は、ＣａＰおよびＢＰＨにおいてよ

り頻繁に検出される。ＳＰ３は、ＣａＰにおいてより頻繁に検出され、そしてＢ

ＰＨにおいてより頻繁に検出されない。ＳＰ４は、ＣａＰおよびＢＰＨの両方に

おいてより頻繁に検出されない。ＳＰ５、ＳＰ６およびＳＰ７は、ＣａＰにおい

てより頻繁に検出されず（例えば、未検出）、そしてＰＨＢにおいてより頻繁に

検出されない。

      【０００９】

  第２のセットのマーカーは、レーザー捕獲顕微解剖に由来する前立腺上皮細胞

溶解物において同定された。マーカーセット２は、以下を含む：マーカーＣＬ１

：８，４９４．３０±１０．２４Ｄａ、Ｍａｒｋｅｒ  ＣＬ２：９．６１４．６

２±５２．１９Ｄａ；マーカーＣＬ３：２８，４７２±１２７．４０Ｄａ、およ

びマーカーＣＬ４：３３，３８６．８５±１６０．４７Ｄａ。これらのマーカー

は、中性のｐＨでの溶出液を用いて洗浄される陰イオン交換または金属キレート

吸着体に結合する能力、培地濃度における塩、および低濃度での非イオン性界面

活性剤によってさらに特徴付けられる。これは、これらが中性のｐＨにおいて負

に荷電していることを示す。陰性の診断と比較して、マーカーＣＬ１およびマー
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カーＣＬ２は、ＣａＰおよびＢＰＨの両方においてより頻繁に検出される（ＣＬ

２は、陰性の診断において検出されない）。マーカーＣＬ３およびＣＬ４は、全

ての３つの状態において検出される。しかし、約０．４を超えるマーカーＣＬ４

：ＣＬ３の比率は、ＣａＰと強力に相関する。

      【００１０】

  これらのマーカーの絶対的な同一性は、現在のところ知られていないが、この

ような知識は、患者サンプル中においてそれらを測定するために必要ではない。

なぜなら、これらは、質量および親和性特徴によって十分に特徴付けられるため

である。分子量および相対的なｐＩは、これらのマーカーの特徴的な性質である

が、検出または単離の手段に対する制限ではないことを指摘する。さらに、一旦

部分的なアミノ酸配列が得られると、これらの絶対的な同一性は、タンパク質デ

ータベースにおける配列を適合することによって決定され得る。

      【００１１】

  １つの局面において、本発明は、前立腺癌または良性前立腺肥大の診断におけ

る補助のための方法を提供する。この方法は、以下の方法を包含する：ａ）被験

体からのサンプル中のマーカーセット１またはマーカーセット２（本明細書中に

定義されるような）から選択される少なくとも１つのタンパク質マーカーを検出

する工程；およびｂ）マーカーの検出を、前立腺癌、良性前立腺肥大または陰性

の診断のありうる診断と相関させる工程であって、ここで、この相関は、各診断

におけるマーカーの相対的な検出性を考慮する工程。

      【００１２】

  特定の実施形態において、サンプルは、精漿、血液、血清、尿、前立腺液、精

液、および前立腺組織から選択され得る。他の実施形態において、マーカーは、

気相イオン分光分析、またはより詳細には、レーザー脱離質量分析によって、検

出される。別の実施形態において、マーカーは、免疫アッセイによって検出され

る。他の実施形態において、この方法は、複数のマーカーを検出する工程を包含

する。他の実施形態において、この方法は、少なくともマーカーＳＰ２を検出す

る工程、またはＳＰ１ならびにＳＰ４、ＳＰ５、ＳＰ６およびＳＰ７から選択さ

れる第３のマーカーの少なくともいずれかもしくは両方をさらに検出する工程を
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包含する。別の実施形態において、この方法は、マーカーＣＬ１および／または

ＣＬ２を検出する工程を包含する。別の実施形態において、この方法は、マーカ

ーＣＬ３およびマーカーＣＬ４の量を測定する工程、およびマーカーＣＬ３に対

するマーカーＣＬ４の量の比率を決定する工程を包含する。別の実施形態におい

て、この方法は、以下の工程を包含する：ｉ）質量／電荷の比率についてのシグ

ナルの強度を示す質量分析を用いてサンプルに関するデータを作成する工程；ｉ

ｉ）コンピューター読み出し可能な形態にデータを変換する工程；およびｉｉｉ

）プログラム可能なデジタルコンピューターを用いてアルゴリズムを実行する工

程であって、このアルゴリズムは、このコンピューター読み出し可能なデータと

ＣａＰ、ＢＰＨまたは陰性の診断の診断を示すデータとの間の適合の密接性を決

定する。

      【００１３】

  １つの局面において、この発明は、サンプル中のマーカーセット１またはマー

カーセット２から少なくとも１つのタンパク質マーカーを検出するための方法を

提供し、ここで、この方法は、気相イオン分光分析によってマーカーを検出する

工程を包含する。

      【００１４】

  別の実施形態において、この方法は、以下の工程を包含する：ｉ）質量／電荷

の比率についてのシグナルの強度を示す質量分析を用いてサンプルに関するデー

タを作成する工程；ｉｉ）コンピューター読み出し可能な形態にデータを変換す

る工程；およびｉｉｉ）プログラム可能なデジタルコンピューターを用いてアル

ゴリズムを実行する工程であって、このアルゴリズムは、コンピューター読み出

し可能なデータにおけるマーカーを示すシグナルを検出する。

      【００１５】

  別の実施形態において、この方法は、マーカーを検出する前に、サイズ除外ク

ロマトグラフィーによってサンプルを分画する工程およびマーカーを含む画分を

収集する工程をさらに包含する。別の実施形態において、この方法は、マーカー

を検出する前に、陰イオン交換クロマトグラフィーによってサンプルを分画する

工程およびマーカーを含む画分を収集する工程をさらに包含する。
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      【００１６】

  別の実施形態において、この方法は、以下の工程をさらに包含する：ｉ）マー

カーを検出する前に、マーカーを保持する吸着体を含む基質とサンプルを接触さ

せそして保持していないサンプルを除去することによってマーカーを含むサンプ

ルを分画する工程；ならびにｉｉ）質量分析の間に、吸着体から保持されたマー

カーを脱離およびイオン化する工程。この方法の特定の実施形態において、この

基質は、プローブ表面に吸着体を含む質量分析プローブである。別の実施形態に

おいて、この基質は樹脂であり、そしてサンプルを分画した後、マーカーが吸着

体によって保持される樹脂は、質量分析による脱着およびイオン化のための質量

分析プローブ上に配置される。別の実施形態において、この吸着体は、親水性吸

着体（例えば、陰イオン吸着体）および金属キレート吸着体（例えば、ニッケル

キレート吸着体）から選択される。

      【００１７】

  レーザー脱離／イオン化質量分析に関する１つの実施形態において、この方法

は、以下の方法を包含する：ｉ）プローブに付着された吸着体を含む、質量分析

を用いる使用に適合されたプローブを提供する工程；ｉｉ）マーカーをこの吸着

体と接触させる工程；ならびにｉｉｉ）プローブからマーカーを脱離およびイオ

ン化させる工程および質量分析を用いて脱着／イオン化されたマーカーを検出す

る工程。別の実施形態において、この方法は、以下の工程を包含する：ｉ）基質

に付着された吸着体を含む基質を提供する工程；ｉｉ）マーカーをこの吸着体と

接触させる工程；ｉｉｉ）基質に接着された吸着体を含む、質量分析を用いた使

用に適合されたプローブ上に基質を配置する工程；そしてｉｖ）プローブからマ

ーカーを脱着およびイオン化する工程ならびに質量分析を用いて脱着／イオン化

したマーカーを検出する工程。他の実施形態において、吸着体は、親水性吸着体

（例えば、酸化ケイ素）または金属キレート吸着体（例えば、ニッケルキレート

）である。別の実施形態において、吸着体は、マーカーに特異的に結合する抗体

を含む。

      【００１８】

  別の局面において、本発明は、マーカーセット１またはマーカーセット２のタ
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ンパク質マーカーから選択される精製されたタンパク質を提供する。１つの実施

形態において、精製されたタンパク質は、サイズ除外クロマトグラフィーによっ

てマーカーを含むサンプルを分画する工程およびマーカーを含む画分を収集する

工程；ならびに／または陰イオン交換クロマトグラフィーによってマーカーを含

むサンプルを分画する工程およびマーカーを含む画分を収集する工程を包含する

プロセスによって産生される。

      【００１９】

  別の局面において、本発明は、以下を含むキットを提供する：（１）基質に付

着した吸着体であって、ここで、吸着体は、マーカーセット１またはマーカーセ

ット２から選択されるタンパク質マーカーを保持する；および（２）サンプルを

吸着体と接触させることによってマーカーを検出し、そして吸着体によって保持

されたマーカーを検出するための説明書。本発明の１つの実施形態において、基

質は、吸着体が付着する表面を有する気相イオン分光分析のためのプローブであ

る。この吸着体は、例えば、親水性吸着体（例えば、酸化ケイ素）であり得る。

別の実施形態において、このキットは、（１）溶出液（ここで、マーカーは、溶

出液を用いて洗浄される場合に、吸着体に保持される）、または（２）マーカー

を用いて吸着体を収集した後に、溶出液を用いて吸着体を洗浄するための説明書

、を備える。

      【００２０】

  （特定の実施形態の説明）

  （Ｉ．定義）

  他に定義されない限り、本明細書中に使用される全ての技術用語および科学用

語は、この発明が所属する当業者によって一般に理解される意味を有する。以下

の参考文献は、当業者にこの発明において使用される多数の用語の一般的な定義

を提供する：Ｓｉｇｌｅｔｏｎら、Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ  ｏｆ  Ｍｉｃｒｏｂ

ｉｏｌｏｇｙ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（第２版、１９９

４年）；Ｔｈｅ  Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ  Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ  ｏｆ  Ｓｃｉｅ

ｎｃｅ  ａｎｄ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｗａｌｋｅｒ編、１９８８年）；Ｔｈ

ｅ  Ｇｌｏｓｓａｒｙ  ｏｆ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，第５版、Ｐ．Ｒｉｅｇｅｒら
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（編）、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ  Ｖｅｒｌａｇ（１９９１）；およびＨａｌｅ＆Ｍａ

ｒｈａｍ，Ｔｈｅ  Ｈａｒｐｅｒ  Ｃｏｌｌｉｎｓ  Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ  ｏ

ｆ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（１９９１）。本明細書中で使用される場合、以下の用語は

、他に特定されない限り、それらに帰する意味を有する。

      【００２１】

  本発明の文脈における「マーカー」とは、有機生体分子（特に、ポリペプチド

）であって、前立腺癌を有さない被験体（例えば、陰性診断、正常な被験体また

は健常な被験体）から採取した同等のサンプルと比較した場合に、前立腺癌また

は良性前立腺肥大を有する患者から採取したサンプル中に差次的に存在する、有

機生体分子をいう。例えば、マーカーは、陰性診断を有する患者のサンプルと比

較して、前立腺癌患者のサンプル中に増加したレベルまたは減少したレベルで存

在する、（特定の見かけの分子量を有する）ポリペプチドであり得る；。

      【００２２】

  「有機生体分子」とは、生物学的起源の有機分子（例えば、ステロイド、アミ

ノ酸、ヌクレオチド、糖、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、複合糖質または脂

質）をいう。

      【００２３】

  句「差次的に存在する」とは、前立腺癌を有さない（例えば、良性前立腺肥大

を有する）患者から採取した同等のサンプルと比較した場合に、前立腺癌を有す

る患者から採取したサンプル中に存在する（特定の見かけの分子量の）ポリペプ

チドの量の差異をいう。ポリペプチドは、一方のサンプル中のそのポリペプチド

の量がもう一方のサンプル中のそのポリペプチドの量と有意に異なる場合に、そ

の２つのサンプル間で差次的に存在する。例えば、ポリペプチドは、そのポリペ

プチドがもう一方のサンプル中の存在するより少なくとも約１５０％多く、少な

くとも約２００％多く、少なくとも約５００％多く、または少なくとも約１００

０％多く存在する場合か、あるいはそのポリペプチドが一方のサンプル中で検出

可能であるがもう一方では検出可能ではない場合に、その２つのサンプル間で差

次的に存在する。前立腺癌を有さない被験体（例えば、良性前立腺肥大の患者）

と比較した場合に、前立腺癌患者から採取したサンプル中に差次的に存在する任
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意のポリペプチドが、マーカーとして使用され得る。

      【００２４】

  「診断（の）」とは、病状の存在または性質を同定することを意味する。診断

法は、その感度および特異性が異なる。診断アッセイの「感度」は、試験陽性で

ある罹患個体のパーセンテージ（「真の陽性」のパーセント）である。このアッ

セイにより検出されない罹患個体は、「偽陰性」である。このアッセイにおいて

罹患していない被験体および試験陰性である被験体は、「真の陰性」と呼ばれる

。診断アッセイの「特異性」は、１－偽陽性率であり、この「偽陽性」率は、試

験陽性であるその疾患を有さないものの比率として規定される。特定の診断法は

、決定的な状態診断を提供しないかもしれないが、診断を補助する陽性の指標を

その方法が提供する場合、その方法は十分である。

      【００２５】

  マーカーの「試験量」とは、試験されるサンプル中に存在するマーカーの量を

いう。試験量は、絶対量（例えば、μｇ／ｍｌ）または相対量（例えば、シグナ

ルの相対強度）のいずれかであり得る。

      【００２６】

  マーカーの「診断量」とは、前立腺癌の診断と一致する被験体サンプル中のマ

ーカーの量をいう。診断量は、絶対量（例えば、μｇ／ｍｌ）または相対量（例

えば、シグナルの相対強度）のいずれかであり得る。

      【００２７】

  マーカーの「コントロール量」は、マーカーの試験量に対して比較されるべき

任意の量または量の範囲であり得る。例えば、マーカーのコントロール量は、前

立腺癌患者、ＢＰＨ患者、または前立腺癌でもＢＰＨでもないヒトにおけるマー

カー（例えば、精液塩基性（ｓｅｍｉｎａｌ  ｂａｓｉｃ）タンパク質）の量で

あり得る。コントロール量は、絶対量（例えば、μｇ／ｍｌ）または相対量（例

えば、シグナルの相対強度）のいずれかであり得る。

      【００２８】

  「プローブ」とは、イオン化供給源（例えば、レーザー脱離／イオン化供給源

）に対して問い合わせ可能な（ｉｎｔｅｒｒｏｇａｔａｂｌｅ）関係で、かつ気
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相イオン分光光度計の検出器と周囲圧力または周囲より低い圧力にて同時係合し

て、位置的に連動している場合に、分析物由来のイオンをその分光光度計中に導

入するために使用され得る、デバイスをいう。本明細書中で使用される場合、こ

の「プローブ」は、代表的には、プローブインターフェースと可逆的に係合可能

（例えば、取り外し可能に挿入可能）であり、このプローブインターフェースは

、このプローブを、イオン化供給源と問い合わせ可能な関係でかつ検出器と連絡

して、配置する。プローブは、一般的に、分析物がイオン化供給源に提示される

、サンプル提示表面を含む基材を備える。

      【００２９】

  「基材」または「プローブ基材」は、（例えば、付着、沈着などにより）吸着

剤が備えられ得る、固相をいう。

      【００３０】

  「イオン化供給源」とは、イオン化エネルギーをプローブのサンプル提示表面

に向けて、分析物を脱離し、そしてプローブ表面から気相へと分析物をイオン化

する、デバイスをいう。好ましいイオン化供給源は、（レーザー脱離／イオン化

にて使用される）レーザーであり、特に、窒素レーザー、Ｎｄ－Ｙａｇレーザー

および他のパルスレーザー供給源である。他のイオン化供給源としては、（高速

原子ボンバードメントにて使用される）高速原子、（プラスマ脱離にて使用され

る）プラスマエネルギー、および（二次イオン質量分析法にて使用される）二次

イオンを生成する一次イオンが挙げられる。

      【００３１】

  「気相イオン分光光度計」とは、気相イオンを検出する装置をいう。本発明の

文脈において、気相イオン分光光度計は、気相イオンを生成するために使用され

るイオン化供給源を備える。気相イオン分光光度計としては、例えば、質量分析

計、イオン移動度分光光度計、および総イオン流測定デバイスが挙げられる。

      【００３２】

  「気相イオン分光法」とは、プローブのサンプル提示表面上に提示された分析

物から気相イオンを生成するためにイオン化供給源を使用する工程、および気相

イオン分光光度計を用いてその気相イオンを検出する工程を包含する、方法をい
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う。

      【００３３】

  「質量分析計」とは、気相イオンの質量対電荷比へと翻訳され得るパラメータ

ーを測定する、気相イオン分光光度計をいう。質量分析計は、一般に、入口シス

テム、イオン化供給源、イオン光学アセンブリ、質量分析計、および検出器を備

える。質量分析計の例は、飛行時間質量分析計、磁気セクター質量分析計、四極

フィルター質量分析計、イオン捕捉質量分析計、イオンサイクロトロン共鳴質量

分析計、静電セクター分析計質量分析計およびこれらの混成物である。

      【００３４】

  「質量分析法」とは、プローブのサンプル提示表面上に提示された分析物から

気相イオンを生成するためにイオン化供給源を使用する工程、および質量分析計

を用いてその気相イオンを検出する工程を包含する、方法をいう。

      【００３５】

  「レーザー脱離質量分析計」とは、分析物を脱離、揮発およびイオン化するた

めの手段としてレーザーを使用する、質量分析計をいう。

      【００３６】

  「吸着剤」とは、マーカーを吸着することができる任意の物質をいう。用語「

吸着剤」は、本明細書において、マーカーが曝露される単一の物質（「一重吸着

剤」）（例えば、化合物または官能基）、およびマーカーが曝露される複数の異

なる物質（「多重吸着剤」）の両方をいうために使用される。多重吸着剤中の吸

着物質は、「吸着種」と呼ばれる。例えば、プローブ基材上の位置付け可能な位

置が、異なる結合特徴を有する多くの異なる吸着種（例えば、アニオン交換物質

、金属キレート剤、または抗体）により特徴付けられる、多重吸着剤を含み得る

。基材物質自体もまた、マーカーを吸着することに寄与し得、そして「吸着剤」

の一部と見なされ得る。

      【００３７】

  「吸着」または「保持」とは、溶離剤（選択性閾値改変剤）または洗浄溶液を

用いての洗浄の前または後のいずれかの、吸着剤とマーカーとの間の検出可能な

結合をいう。
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      【００３８】

  「溶離剤」または「洗浄溶液」とは、吸着剤へのマーカーの吸着を媒介するた

めに使用され得る、薬剤をいう。溶離剤および洗浄溶液はまた、「選択性閾値改

変剤」とも呼ばれる。溶離剤および洗浄溶液は、未結合物質をプローブ基材表面

から洗浄および除去するために使用され得る。

      【００３９】

  「分解する」、「分解」、または「マーカーの分解」とは、サンプル中の少な

くとも１つのマーカーの検出をいう。分解は、分離およびその後の差次的検出に

よるサンプル中の複数のマーカーの検出を含む。分解は、混合物中の他のすべて

のマーカーからのマーカーの完全分離を必要とはしない。むしろ、少なくとも２

つのマーカー間の区別を可能にする任意の分離が、十分である。

      【００４０】

  「検出する」とは、検出されるべき対象物の存在、非存在、または量を同定す

ることをいう。

      【００４１】

  用語「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」が、アミノ酸残基

のポリマーをいうために、本明細書中で互換可能に使用される。これらの用語は

、１つ以上のアミノ酸残基が、対応する天然に存在するアミノ酸のアナログまた

は模倣物である、アミノ酸ポリマーに適用され、そして天然に存在するアミノ酸

ポリマーに適用される。ポリペプチドは、例えば、糖タンパク質を形成するため

の糖質残基の付加によって、改変され得る。用語「ポリペプチド」、「ペプチド

」および「タンパク質」は、糖タンパク質および非糖タンパク質を含む。

      【００４２】

  「検出可能部分」または「標識」とは、分光光度的手段、光化学的手段、生化

学的手段、免疫化学的手段、または化学的手段によって検出可能である、組成物

をいう。例えば、有用な標識としては、３２Ｐ、３５Ｓ、蛍光色素、電子濃密（

ｅｌｅｃｔｒｏｎ－ｄｅｎｓｅ）試薬、（例えば、ＥＬＩＳＡにおいて一般的に

使用されるような）酵素、ビオチン－ストレプトアビジン、ジゴキシゲニン、ハ

プテン、および抗血清またはモノクローナル抗体が入手可能であるタンパク質、
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または標的に対して相補的な配列を有する核酸分子が挙げられる。この検出可能

部分は、しばしば、サンプル中の結合した検出可能部分の量を定量するために使

用され得る、測定可能なシグナル（例えば、放射性シグナル、発色シグナル、ま

たは蛍光シグナル）を発生する。この検出可能部分は、共有結合によってか、ま

たはイオン結合、ファンデルワールス結合もしくは水素結合のいずれかを介して

、プライマーもしくはプローブ中に組込まれ得るか、またはプライマーもしくは

プローブに結合され得る（例えば、放射性ヌクレオチドの組み込み、またはスト

レプトアビジンにより認識されるビオチン化ヌクレオチドの組み込み）。この検

出可能部分は、直接検出可能であっても、または間接的に検出可能であってもよ

い。間接検出は、その検出可能部分に、第２の直接検出可能部分または第２の間

接検出可能部分を結合することを包含し得る。例えば、この検出可能部分は、結

合パートナー（例えば、ビオチン（ストレプトアビジンの結合パートナーである

）、またはヌクレオチド配列（それが特異的にハイブリダイズし得る相補的配列

の結合パートナーである））のリガンドであり得る。この結合パートナーは、そ

れ自体が直接検出可能であり得、例えば、抗体は、それ自体が、蛍光分子により

標識され得る。この結合パートナーはまた、間接的に検出可能であってもよく、

例えば、相補的ヌクレオチド配列を有する核酸は、その後他の標識核酸分子を用

いたハイブリダイゼーションを介して検出可能である、分枝型ＤＮＡ分枝の一部

であり得る。（例えば、Ｐ．Ｄ．ＦａｈｒｌａｎｄｅｒおよびＡ．Ｋｌａｕｓｎ

ｅｒ，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ６：１１６５（１９８８）を参照のこと

）。このシグナルの定量は、例えば、シンチレーション計数、デンシトメトリー

、またはフローサイトメトリーによって、達成される。

      【００４３】

  「抗体」とは、エピトープ（例えば、抗原）に特異的に結合しそしてエピトー

プを認識する、免疫グロブリン遺伝子またはそのフラグメントによって実質的に

コードされた、ポリペプチドリガンドをいう。認識される免疫グロブリン遺伝子

としては、κ軽鎖定常領域遺伝子、およびλ軽鎖定常領域遺伝子、α重鎖定常領

域遺伝子、γ重鎖定常領域遺伝子、δ重鎖定常領域遺伝子、ε重鎖定常領域遺伝

子、およびμ重鎖定常領域遺伝子、ならびに無数の免疫グロブリン可変領域遺伝
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子が挙げられる。抗体は、例えば、インタクトな免疫グロブリンとしてか、また

は種々のペプチダーゼによる消化によって生成された多数の十分に特徴付けられ

たフラグメントとして、存在する。これとしては、例えば、Ｆａｂ’フラグメン

トおよびＦ（ａｂ）’２フラグメントが挙げられる。用語「抗体」は、本明細書

中で使用される場合、抗体全体の改変により生成されたかまたは組換えＤＮＡ方

法を使用して新規に合成されたかのいずれかである、抗体フラグメントもまた包

含する。この用語はまた、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗

体、ヒト化抗体、または単鎖抗体もまた包含する。抗体の「Ｆｃ」部分は、１つ

以上の重鎖定常領域ドメイン、ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３を含むが重鎖可変領

域は含まない、免疫グロブリン重鎖の一部をいう。

      【００４４】

  「免疫アッセイ」は、抗原を特異的に結合するために抗体を使用する、アッセ

イである。この免疫アッセイは、その抗原を単離、標的化、および／または定量

するために特定の抗体の特異的結合特性を使用することによって特徴付けられる

。  タンパク質またはペプチドをいう場合、句、抗体に「特異的に（もしくは選

択的に）結合する」または抗体と「特異的（もしくは選択的に）免疫反応性であ

る」とは、タンパク質および他の生物物質の不均質集団中のそのタンパク質の存

在を決定する、結合反応をいう。従って、指定の免疫アッセイ条件下で、特定の

抗体は、バックグラウンドの少なくとも２倍、特定のタンパク質に結合するが、

そのサンプル中に存在する他のタンパク質に十分な量では実質的には結合しない

。そのような条件下での抗体への特異的結合は、特定のタンパク質についてのそ

の特異性について選択された抗体を必要とし得る。例えば、特定の種（例えば、

ラット、マウス、またはヒト）由来の精液塩基性タンパク質に対して惹起された

ポリクローナル抗体が、精液塩基性タンパク質と特異的に免疫反応性であるが他

のタンパク質（精液塩基性タンパク質の多型改変体および対立遺伝子を除く）と

は特異的に免疫反応性ではないポリクローナル抗体のみを得るために選択され得

る。この選択は、他の種由来の精液塩基性タンパク質分子と交差反応する抗体を

差引くことによって達成され得る。種々の免疫アッセイ形式が、特定のタンパク

質と特異的に免疫反応する抗体を選択するために使用され得る。例えば、固相Ｅ
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ＬＩＳＡ免疫アッセイが、タンパク質と特異的に免疫反応性である抗体を選択す

るために慣用的に使用される（例えば、特異的免疫反応性を決定するために使用

され得る免疫アッセイの形式および条件の説明に関して、ＨａｒｌｏｗおよびＬ

ａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ（１

９８８）を参照のこと）。代表的には、特異的反応または選択的反応は、バック

グラウンドのシグナルまたはノイズの少なくとも２倍であり、より代表的には、

バックグラウンドの１０倍を超えて１００倍までである。

      【００４５】

  （ＩＩ．気相イオン分光光度法）

  １つの局面において、本発明は、前立腺癌を有する患者、良性前立腺肥大を有

する患者および負の診断を有する患者に由来するサンプル中に差次的に存在する

、マーカーを検出するための方法を提供する。記載されたマーカーのうちの任意

の１つまたは組み合わせが、本発明のこの局面の範囲内にあり、そして検出され

得る。これらのマーカーを検出するための方法は、多くの適用を有する。例えば

、１つのマーカーまたはマーカーの組み合わせが、前立腺癌とＢＰＨとの間を区

別するために測定され得、従って、患者における前立腺癌の診断における補助物

質として有用である。別の実施例において、これらのマーカーを検出するための

本発明の方法は、これらのマーカーの発現を調節する化合物についてアッセイす

るためおよびこの化合物を同定するために、インビトロで前立腺癌細胞に適用さ

れ得るか、または前立腺癌についてのインビボ動物モデルに適用され得る。この

検出法の１つの実施形態において、それらのマーカーは、気相イオン分光光度計

によって検出される。好ましい実施形態において、それらのマーカーは、質量分

析法によって検出され、そして特に、レーザー脱離質量分析法によって検出され

る。

      【００４６】

  本発明における使用に適切なプローブが、例えば、米国特許第５，６１７，０

６０号（ＨｕｔｃｈｅｎｓおよびＹｉｐ）およびＷＯ  ９８／５９３６０（Ｈｕ

ｔｃｈｅｎｓおよびＹｉｐ）に記載される。１つの実施形態において、吸着剤を

含む基材が、プローブの形態であり得、このプローブは、気相イオン分光光度計
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に取り外し可能に挿入可能である。例えば、基材は、その表面上に吸着剤を備え

た小片の形態であり得る。別の実施形態において、吸着剤を含む基材は、プロー

ブを形成するように別の基材上に配置され得、このプローブは、気相イオン分光

光度計に取り外し可能に挿入可能である。例えば、吸着剤を含む基材は、固相（

例えば、マーカーを結合するための官能基を備えた、ポリマー性またはガラスビ

ーズ）であり得、この固相は、その後、プローブを形成するように第２の基材上

に配置され得る。例えば、その第２の基材は、小片の形態、または位置付け可能

な所定の位置で一連のウェルを有するプレートの形態であり得る。この実施形態

の１つの利点は、このマーカーが、１つの物理的状況で第１の基材に吸着され得

、そして第２の基材へと移され得、その後それが、気相イオン分光光度計による

分析のために提示され得ることである。そのプローブは、それが気相イオン分光

光度計に取り外し可能に挿入可能である限り、任意の形状であり得る。

      【００４７】

  プローブはまた、気相イオンスペクトロメーターの入口システムおよび検出器

との使用に適応され得る。例えば、プローブは、水平に、垂直にそして／または

回転的に移動可能なカートリッジにマウントするために適応され得、このカート

リッジは、そのプローブの手動による再ポジショニングを必要とすることなく、

このプローブを首尾よい位置に移動させる。

      【００４８】

  プローブ基板は、好ましくは、吸着剤を支持し得る材料から作製される。例え

ば、プローブ基板材料としては、絶縁材料（例えば、ガラス、セラミック）、半

絶縁材料（例えば、シリコンウェーハ）、または電気伝導性の材料（例えば、金

属（例えば、ニッケル、黄銅、鋼、アルミニウム、金、または電気伝導性ポリマ

ー）、有機ポリマー、生体ポリマー、あるいはそれらの任意の組み合わせが挙げ

られるが、これらに限定されない。

      【００４９】

  プローブ基板表面は、マーカーを結合するような状態にされ得る。例えば、１

つの実施形態において、プローブ基板の表面は、その表面上に吸着剤を配置する

ような状態にされ得る（例えば、化学的または物理的に（例えば、粗雑化））。
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吸着剤は、マーカーと結合するための官能基を含む。いくつかの実施形態におい

て、基板材料自体もまた、吸着特性に寄与し得、そして「吸着剤」の部分とみな

され得る。

      【００５０】

  多くの異なる吸着剤は、それらが、本発明のマーカーを結合するために適切な

結合特性を有する限り、使用され得る。これらの吸着剤は、疎水性基、親水性基

、カチオン性基、アニオン性基、金属イオンキレート化基、または抗原に特異的

に結合する抗体、あるいはそれらの組み合わせ（時折、「混合様式の」吸着剤と

呼ばれる）を含み得る。疎水性基を含む例示的な吸着剤としては、脂肪族炭化水

素（例えば、Ｃ１～Ｃ１８脂肪族炭化水素）を有するマトリクスおよび芳香族炭

化水素官能基（他といえば、フェニル基）を有するマトリクスが挙げられる。親

水性基を含む例示的な吸着剤としては、酸化ケイ素（すなわち、ガラス）、また

は親水性ポリマー（例えば、ポリエチレングリコール、デキストラン、アガロー

スまたはセルロース）が挙げられる。カチオン性基を含む例示的な吸着剤として

は、二級アミン、三級アミンまたは四級アミンのマトリクスが挙げられる。アニ

オン性基を含む例示的な吸着剤としては、スルフェートアニオン（ＳＯ３
－）の

マトリクス、およびカルボキシレートアニオン（すなわち、ＣＯＯ－）またはホ

スフェートアニオン（ＯＰＯ３
－）のマトリクスが挙げられる。金属キレート基

を含む例示的な吸着剤としては、金属イオン（例えば、銅、ニッケル、コバルト

、亜鉛、鉄、および他の金属イオン（例えば、アルミニウムおよびカルシウム）

と配位共有結合を形成する１以上の電子ドナー基を有する有機分子が挙げられる

。抗体を含む例示的な吸着剤は、本明細書中に提供されるマーカーの任意の１つ

に特異的である抗体を含む。好ましい実施形態において、吸着剤は、マーカーを

富化および同定するために使用された吸着剤と、実質的に類似するかまたは同じ

である。

      【００５１】

  １つの有用なチップは、Ｎｏｒｍａｌ  Ｐｈａｓｅチップであり、これは、Ｃ

ｉｐｈｅｒｇｅｎ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，Ｃ

Ａ）から入手可能である。このＮｏｒｍａｌ  Ｐｈａｓｅチップは、基板表面上
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に酸化ケイ素（ＳｉＯ２）を含む親水性吸着剤を有する。酸化ケイ素は、多くの

周知の方法のいずれかによってその表面に適用され得る。これらの方法としては

、例えば、蒸着（例えば、スパッターコーティング）が挙げられる、このような

プローブのための好ましい厚さは、約９０００オングストロームである。

      【００５２】

  別の有用なチップは、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．

（Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）製のＳＡＸ１  ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐＴＭであ

る。このＳＡＸ１  ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐは、ＳｉＯ２をコートしたアルミニ

ウム基板から製造される。このプロセスにおいて、蒸留水中の第四アンモニウム

ポリスチレンミクロスフェアの懸濁液を、このチップの表面上に沈着させる（１

ｍＬ／スポット、２回）。風乾（室温、５分）後、このチップを、脱イオン水で

リンスし、そして再度風乾する（室温、５分）。

      【００５３】

  別の有用なチップは、ＩＭＡＣ３（Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ  Ｍｅｔａｌ  Ａ

ｆｆｉｎｉｔｙ  Ｃａｐｔｕｒｅ、表面上のニトリロ三酢酸）チップ（これもま

た、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．から入手可能である

）。このチップは、以下のように製造される：５－メタクリルアミド－２－（Ｎ

，Ｎ－ビスカルボキシメチルアミノ（ｂｉｓｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈａｙｌａｍ

ｉｎｏ））ペンタン酸（７．５重量％）、アクリロイルトリ－（ヒドロキシメチ

ル）メチルアミン（７．５重量％）、およびＮ，Ｎ’－メチレンビスアクリルア

ミド（０．４重量％）を、光開始剤として－（－）リボフラビン（０．０２重量

％）を使用して、光重合化する。このモノマー溶液を、粗いエッチングしたガラ

スコート基板上に沈着させ（０．４ｍＬ、２回）、そして近ＵＶ露光システム（

Ｈｇショートアークランプ、３６５ｎｍで２０ｍＷ／ｃｍ２）で５分間照射する

。この表面を、塩化ナトリウム（１Ｍ）溶液で洗浄し、次いで脱イオン水で２回

洗浄する。

      【００５４】

  Ｎｉ（ＩＩ）を含むＩＭＡＣ３は、以下のように活性化される。表面を、Ｎｉ

ＳＯ４の溶液で処理し（５０ｍＭ、１０ｍＬ／スポット）、そして高振動数ミキ
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サー上で１０分間混合する。ＮｉＳＯ４溶液を除去した後、この処置プロセスを

繰り返す。最後に、この表面を、脱イオン水流（１５秒／チップ）で洗浄する。

      【００５５】

  吸着剤を、連続パターンまたは不連続ターンでプローブ基板上に配置し得る。

連続性の場合、１以上の吸着剤が、基板表面上に配置され得る。複数の型の吸着

剤を使用する場合、基板表面は、１以上の結合特性が一次元または二次元の勾配

において変化するように、コートされ得る。不連続性である場合、複数の吸着剤

が、基板表面上の所定のアドレス可能な位置に配置され得る。これらのアドレス

可能な位置は、任意のパターンで配列され得るが、好ましくは、規則的なパター

ン（例えば、線、直交アレイ、または規則的な曲線（例えば、円））にある。各

々のアドレス可能な位置は、同じかまたは異なる吸着剤を含み得る。図６におい

て、吸着剤の不連続性のスポットを含むプローブが示される。これらのスポット

は、質量分析法の間に、エネルギー源（例えば、レーザー）が、各スポットに差

次的に指向されて（すなわち、「アドレスする」）分析物を脱着されるという点

で、「アドレス可能」である。

      【００５６】

  プローブは、基板材料および／または吸着剤の選択に依存して、任意の適切な

方法を使用して製造され得る。例えば、金属基板の表面は、金属表面の誘導体化

を可能にする材料でコートされ得る。より詳細には、金属表面は、酸化ケイ素、

酸化チタンまたは金でコートされ得る。次いで、表面を、二官能性リンカーで誘

導体化され得、そのリンカーの一端は、表面上の官能基と共有結合し得、他端は

、吸着剤として機能する基でさらに誘導体化され得る。別の例において、結晶シ

リコンから精製される多孔性シリコン表面が、マーカーを結合するための吸着剤

を含むように化学的に改変され得る。なお別の例において、ヒドロゲル骨格を有

する吸着剤が、モノマー溶液のインサイチュ重合化によって基板表面上に直接形

成され得、このモノマー溶液は、例えば、吸着剤として選択した官能基を含む、

置換アクリルアミドモノマー、置換アクリレートモノマー、またはそれらの誘導

体を含む。

      【００５７】
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  吸着剤を含むプローブ基板は、サンプルと接触する。サンプルは、好ましくは

、生物学的流体サンプルである。生物学的流体サンプルの例としては、血液、血

清、尿、前立腺液、精液（ｓｅｍｉｎａｌ  ｆｌｕｉｄ）、精液（ｓｅｍｅｎ）

、精漿、および前立腺組織（例えば、上皮組織（その抽出物を含む））が挙げら

れる。

      【００５８】

  サンプルは、溶離液中に可溶化され得るかまたは溶離液と混合され得る。次い

で、吸着剤を含むプローブ基板は、任意の技術を使用して溶液と接触し、これら

の技術としては、液浴（ｂａｔｈｉｎｇ）、浸漬（ｓｏａｋｉｎｇ）、液浸（ｄ

ｉｐｐｉｎｇ）、スプレー、洗浄またはピペッティングなどが挙げられる。一般

に、約１μｌ～５００μｌ中に数アットモル～１００ピコモルのマーカーを含む

サンプルの容量が、吸着剤に結合するために十分である。

      【００５９】

  サンプルは、吸着剤を含むプローブ基板と、その吸着剤にマーカーが結合する

のを可能にするのに十分な期間接触し得る。代表的には、サンプルと吸着剤を含

む基板とは、約３０秒～約１２時間、そして好ましくは約３０秒～約１５分の期

間接触される。

      【００６０】

  サンプルが吸着剤を含むプローブ基板と接触する温度は、特定のサンプルおよ

び選択されたプローブの関数であり得る。代表的に、サンプルは、周囲温度およ

び圧力条件下でプローブ基板に接触される。しかし、いくつかのサンプルについ

て、変更された温度（代表的には、４℃～３７℃）および圧力条件が、望ましく

あり得、これらの条件は、当業者によって決定可能である。

      【００６１】

  吸着剤を含むプローブ基板が、サンプルまたはサンプル溶液と接触した後、プ

ローブ基板表面上の結合されていない材料を洗い流し、結合された材料のみが基

板表面上に残ることが好ましい。プローブ基板表面の洗浄は、例えば、基板表面

を溶離液または洗浄溶液で液浴、浸漬、液浸、リンス、スプレーまたは洗浄する

ことによって達成され得る。微量流体プロセスが、好ましくは、洗浄液（例えば
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、溶離液）がプローブ上の吸着剤の小さいスポットに導入される場合に使用され

る。代表的に、洗浄溶液は、０℃～１００℃の間、好ましくは４℃～３７℃の間

の温度であり得る。

      【００６２】

  任意の適切な洗浄溶液または溶離剤が、プローブ基板表面を洗浄するために使

用され得る。例えば、有機溶液または水溶液が使用され得る。好ましくは、水溶

液が使用される。例示的な水溶液は、ＨＥＰＥＳ緩衝液、Ｔｒｉｓ緩衝液、リン

酸緩衝化生理食塩水などが挙げられる。特定の洗浄溶液または溶離剤の選択は、

他の実験条件（例えば、使用する吸着剤または検出されるマーカーの型）に依存

し、そして当業者によって決定され得る。例えば、吸着剤として親水性基および

スルホン酸基を含むプローブ（例えば、ＳＡＸ１  ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐＴＭ

アレイ）を使用する場合、次いで、ＨＥＰＥＳ緩衝液のような水溶液が、好まし

くあり得る。別の例において、吸着剤として金属結合基を有するプローブ（例え

ば、Ｎｉ（ＩＩ）ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐＴＭアレイ）を使用する場合、次いで

、リン酸緩衝化生理食塩水のような水溶液が、好ましくあり得る。なお別の例に

おいて、疎水性基を含むプローブ（例えば、Ｈ４  ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐＴＭ

）を使用する場合、次いで、水が、洗浄溶液として好ましくあり得る。

      【００６３】

  エネルギー吸収分子（例えば、溶液中の）が、プローブ基板表面上に結合され

たマーカーまたは他の分子に適用され得る。スプレー、ピペッティングまたは液

浸が使用され得る。これは、結合されていない材料がプローブ基板表面から洗い

流された後に行われ得る。エネルギー吸収分子とは、気相イオン質量分析計にお

けるエネルギー源からのエネルギーを吸収し、それによって、プローブ表面から

のマーカーまたは他の物質の脱離を補助する分子である。例示的なエネルギー吸

収分子としては、ケイ皮酸誘導体、シナピン酸およびジヒドロキシ安息香酸が挙

げられる。

      【００６４】

  マーカーがプローブに結合された後、これは、気相イオン質量分析計を使用し

て検出される。プローブ上の吸着剤に結合されたマーカーまたは他の物質は、気
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相イオン質量分析計を使用して分析され得る。マーカーの量および特徴は、気相

イオン質量分析計を使用して決定され得る。目的のマーカーに加えて、他の物質

もまた、気相イオン質量分析計によって検出され得る。

      【００６５】

  １つの実施形態において、質量分析計が、プローブ上のマーカーを検出するた

めに使用され得る。代表的な質量分析計において、マーカーを有するプローブは

、この質量分析計の入口システムに導入される。次いで、分析物は、レーザー、

高速原子ボンバードメントまたは高エネルギープラズマのような脱離源によって

脱離される。この生成された、脱離され揮発された種は、使用したイオンまたは

この脱離事象の直接的な結果としてイオン化される中性物質（ｎｅｕｔｒａｌ）

からなる。発生したイオンは、イオン光学アセンブリによって収集され、次いで

、質量分析計が、この通過するイオンを分散させそして分析する。質量分析計を

出たイオンは、検出器によって検出される。次いで、この検出器は、その検出さ

れたイオンの情報を、質量電荷比に変換する。マーカーまたは他の物質の存在の

検出は、代表的に、シグナル強度の検出を含む。次いで、これは、プローブに結

合されたマーカーの量および特徴を反映し得る。

      【００６６】

  好ましい実施形態において、レーザー脱離飛行時間型質量分析計が、本発明の

プローブと共に使用される。レーザー脱離質量分析計において、結合した分析物

を有するプローブが、入口システムに導入される。この分析物は、イオン化源か

らのレーザーによって、脱離されそして気相にイオン化される。この発生したイ

オンは、イオン光学アセンブリによって収集され、次いで、飛行時間型質量分析

計において、イオンは、短い高電圧場を通って加速され、そして高真空チャンバ

に押し流される。高真空チャンバの遠位端で、加速されたイオンは、異なる時間

で高感度の検出器表面に衝突する。飛行時間はイオンの質量の関数であるので、

イオン形成とイオン検出器の衝撃との間の経過時間を使用して、特定の質量電荷

比の分子の存在または非存在を同定し得る。当業者が理解するように、レーザー

脱離飛行時間型質量分析計の任意のこれらの構成要素は、脱離、加速、検出、時

間の測定などの種々の手段を使用する質量分析計のアセンブリにおいて、本明細
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書中に記載の他の構成要素と組み合わせられ得る。

      【００６７】

  別の実施形態において、イオン移動度分光計を使用して、マーカーを検出およ

び特徴付け得る。イオン移動度分光計の原理は、イオンの異なる移動度に基づく

。詳細には、イオン化によって生じたサンプルのイオンは、例えば、質量、電荷

または形状におけるそれらの差異に起因して、異なる速度で、電場の影響下にあ

る管を通って移動する。イオン（代表的には、電流の形態にある）は、検出器に

登録され、次いで、この検出器を使用して、サンプル中のマーカーまたは他の物

質を同定し得る。イオン移動度分光計の１つの利点は、それが、大気圧下で作動

し得ることである。

      【００６８】

  なお別の実施形態において、総イオン電流測定デバイスを使用して、マーカー

を検出および特徴付け得る。プローブが、単一の型のマーカーのみが結合される

のを可能にする表面化学を有する場合に、このデバイスが、使用され得る。単一

の型のマーカーがプローブに結合される場合、イオン化されたマーカーから発生

した総電流は、マーカーの性質を反映する。次いで、マーカーによって生じた総

イオン電流は、保存された既知の化合物の総イオン電流と比較され得る。次いで

、マーカーの特性が、決定され得る。

      【００６９】

  マーカーの脱離および検出によって得られたデータは、プログラム可能なデジ

タルコンピューターの使用によって分析され得る。コンピュータープログラムは

、一般に、コードを保存する読み取り可能な媒体を備える。特定のコードは、メ

モリーに充填され、メモリーは、プローブ上の各特徴の位置、その特徴にある吸

着剤の同定、および吸着剤を洗浄するために使用された溶出条件を含む。この情

報を使用して、次いで、プログラムは、特定の選択的特性（例えば、使用した吸

着剤および溶離剤の型）を規定する、プローブ上の特徴のセットを同定し得る。

コンピューターはまた、プローブ上の特定のアドレス可能な位置から受け取られ

た種々の分子量でのシグナルの強度についてのデータを、インプットとして受け

取るコードを備える。このデータは、検出されたマーカーの数（必要に応じて、
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検出された各々のマーカーについてのシグナルの強度および決定された分子量を

含む）を示し得る。

      【００７０】

  データ分析は、検出されたマーカーのシグナル強度（例えば、ピークの高さ）

を検出する工程、および「外れているもの（ｏｕｔｅｒｌｉｅｒ）」（所定の統

計的分布から偏向するデータ）を除去する工程を包含し得る。例えば、観察され

たピークは、正規化され得、このプロセスによって、いくつかの参照に対する各

々のピークの高さが計算される。例えば、参照は、装置および化学物質（例えば

、エネルギー吸収分子）によって発生されたバックグラウンドノイズであり得、

これを、目盛りゼロに設定する。次いで、各マーカーまたは他の物質について検

出されたシグナル強度は、所望の尺度にある相対強度（例えば、１００）の形態

で提示される。あるいは、標準をサンプルに共に容認し、その結果、標準由来の

ピークが、検出された各マーカーまたは他のマーカーについて観察されたシグナ

ルの相対強度を計算するための参照として使用され得る。

      【００７１】

  コンピューターによって、得られたデータを、表示のために種々の形式へと変

換し得る。「スペクトルビューまたは保持マップ（ｓｐｅｃｔｒｕｍ  ｖｉｅｗ

  ｏｒ  ｒｅｔｅｎｔａｔｅ  ｍａｐ）」として言及される１つの形式では、標

準的なスペクトルビューが表示され得、ここではこのビューが、各々の特定の分

子量で検出器に到達するマーカーの量を示す。「ピークマップ」として言及され

る別の形式では、ピーク高および質量の情報のみがスペクトルビューから保持さ

れ、より明瞭な画像を生じ、そしてほぼ同一の分子量を有するマーカーが、より

容易に観察されることを可能とする。「ゲルビュー」として言及される、さらに

別の形式では、ピークビューからの各々の質量が、各ピーク高に基づいてグレー

スケール画像へと変換され得、電気泳動ゲルにおけるバンドと類似した外観を生

じる。「３－Ｄオーバーレイ」として言及される、さらに別の形式では、相対す

るピーク高における僅かな変化を研究するために、いくつかのスペクトルが重ね

合わせられ得る。「差異マップビュー」として言及される、さらに別の形式では

、２つ以上のスペクトルが比較され得、固有のマーカーおよびサンプル間でアッ
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プレギュレートまたはダウンレギュレートされるマーカーを都合良く強調表示す

る。任意の２つのサンプルからのマーカープロフィール（スペクトル）が、視覚

的に比較され得る。

      【００７２】

  （ＩＩＩ．マーカーを検出する方法）

  （Ａ．マーカーの特徴付け）

  前立腺癌と、良性前立腺肥大と、陰性の診断とを識別するにおいて有用な、２

セットのマーカーが同定された。第１セットは、精漿において同定された。第２

セットは、前立腺上皮組織由来の細胞溶解産物において同定された。

      【００７３】

  （１．マーカーセット：１  精漿）

  前立腺癌または良性前立腺肥大を診断するために有用な第１セットのマーカー

は、質量分析法によって決定される場合に、以下の分子量を有する：マーカーＳ

Ｐ１：９，４０２．６８±８．９７Ｄａ，マーカーＳＰ２：２６，１５５．３０

±２０２．０１Ｄａ，マーカーＳＰ３：５４，９７９．２７±４０８．７８Ｄａ

，マーカーＳＰ４：９，７５２．３０±１５．０８Ｄａ，マーカーＳＰ５：８７

，６６．９３±１４．４４Ｄａ，マーカーＳＰ６：６２，７７．９７±１２．３

６ＤａおよびマーカーＳＰ７：２，７８１．７２±４．４１Ｄａ。

      【００７４】

  これらのマーカーはさらに、以下のように特徴付けられる。精漿をまず、約３

０ｋＤより大きな分子量を有するタンパク質を排除するマトリクスを使用するサ

イズ排除スピンクロマトグラフィーによって分画した。ＳＰ４およびＳＰ５は、

それらが順相吸着チップを用いるＳＥＬＤＩ質量分析法によってさらに分画され

なくとも検出され得るに十分な程、富化されている。サイジングカラムからの画

分を、強アニオン交換アフィニティースピンカラムに適用し、そしてｐＨ９．０

～ｐＨ４．０の範囲のｐＨ勾配を使用して、２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ、０．４Ｍ  Ｎ

ａＣｌ、０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ  １００の溶出剤で溶出することによるさらな

る分画にこの画分を供した。マーカーＳＰ１およびＳＰ２は、低ｐＩ（約５）を

示す後期画分に溶出された。マーカーＳＰ３およびＳＰ７は、約９のｐＩを示す
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初期画分に溶出された。これらのマーカーは、順相吸着チップを用いるＳＥＬＤ

Ｉ質量分析法によって検出された。

      【００７５】

  （２．マーカーセット：２  細胞溶解産物）

  前立腺癌、良性前立腺肥大および陰性の診断を診断するために有用な第２セッ

トのマーカーは、質量分析法によって決定される場合に、以下の分子量を有する

：マーカーＣＬ１：８，４９４．３０±１０．２４Ｄａ，マーカーＣＬ２：９，

６１４．６２±５２．１９Ｄａ，マーカーＣＬ３：２８，４７２±１２７．４０

Ｄａ，およびマーカーＣＬ４：３３，３８６．８５±１６０．４７Ｄａ。

      【００７６】

  これらのマーカーはさらに、以下のように特徴付けられる。レーザー捕捉顕微

解剖（ｌａｓｅｒ  ｃａｐｔｕｒｅ  ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ）によっ

て単離された前立腺上皮細胞からの細胞溶解産物を分画し、そして保持クロマト

グラフィー（ｒｅｔｅｎｔａｔｅ  ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）によって分

析した。この方法では、試験サンプルを、付着される２つの吸着剤（強アニオン

交換吸着剤またはニッケルキレート吸着剤）のうちの１つを含む基材に適用した

。この吸着剤を、２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．５），０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ

  １００，０．５Ｍ  ＮａＣｌの第１溶出剤で洗浄して、チップへのタンパク質

の結合を可能にし、そして水の第２溶出剤で洗浄して、結合していない物質を除

去した。吸着剤上に保持されたマーカーを、ＳＥＬＤＩ質量分析法によって検出

した。４つのマーカーは、この２つの吸着剤のいずれかによって分解され得る。

しかし、マーカーＣＬ１およびＣＬ２は、アニオン交換吸着剤においてより良好

に分解され、そしてマーカーＣＬ３およびＣＬ４は、金属キレート吸着剤におい

てより良好に分解された。これらのマーカーは、中性ｐＨでアニオン交換吸着剤

に結合したので、このことは、これらのマーカーが中性ｐＨで負に荷電されてい

ることを意味する。

      【００７７】

  （Ｂ．マーカーについてのサンプル供給源）

  これらのマーカーは、患者または被験体に由来する多くの異なるサンプルにお
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いて検出され得る。これらのサンプルは、好ましくは、生物学的液体サンプルで

ある。本発明において有用な生物学的液体サンプルの例としては、血液、血清、

尿、前立腺液、精液（ｓｅｍｉｎａｌ  ｆｌｕｉｄ）、精液（ｓｅｍｅｎ）、精

漿、および前立腺組織（例えば、上皮組織（その抽出物を含む））が挙げられる

。

      【００７８】

  マーカーセット１のマーカーは精漿において発見されたので、精漿は、本発明

の方法のために好ましいサンプル供給源である。さらに、精漿サンプルを試験す

ることは、侵襲性手順（例えば、患者に針を挿入すること）を必要としない。

      【００７９】

  マーカーセット２のマーカーは、前立腺上皮由来の細胞溶解産物において発見

されたので、この組織は、本発明の方法のために好ましいサンプル供給源である

。より詳細には、このサンプルは、この組織のレーザー捕捉顕微解剖によって収

集された。従って、これは、本発明の方法のためのサンプルを得るための好まし

い方法である。

      【００８０】

  （Ｃ．マーカーの検出）

  サンプルを得た後に、任意の適切な方法を使用して、試験される被験体由来の

サンプル中においてマーカーを検出し得る。例えば、気相イオン分光法またはイ

ムノアッセイが使用され得る。

      【００８１】

  （１．気相イオン分光法）

  好ましい実施形態では、本発明のマーカーは、気相イオン分光法を使用して、

そしてより好ましくは、質量分析法を使用して、そしてさらにより好ましくは、

表面増強レーザー脱離／イオン化質量分析法（ｓｕｒｆａｃｅ－ｅｎｈａｎｃｅ

ｄ  ｌａｓｅｒ  ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ  ｍａｓｓ  ｓ

ｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；「ＳＥＬＤＩ」）を使用して検出される。ＳＥＬＤＩ

は、生体分子についての気相イオン分光法の改善された方法である。ＳＥＬＤＩ

では、分析物を適用する表面が、分析物の捕捉、脱離および／または脱離におい
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て活性な役割を果たす。生体分子についての気相イオン分光法の１つの一般的方

法は、ＭＡＬＤＩ（マトリクス補助レーザー脱離／イオン化（ｍａｔｒｉｘ－ａ

ｓｓｉｓｔｅｄ  ｌａｓｅｒ  ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ）

）質量分析法である。ＭＡＬＤＩでは、分析物は代表的にマトリクス材料と混合

され、このマトリクス材料は乾燥に際して、この分析物を捕捉する結晶を形成す

る。マトリクス材料は、エネルギー源からのエネルギー（これは、さもなくば、

二分子分析物を断片化する）を吸収する。

      【００８２】

  （ａ）サンプルの調製）

  （（ｉ）前分画）

  １つの実施形態では、気相イオン分光法に供する前に、サンプルを前分画し得

る。前分画は、複雑性の低い分析用サンプルを提供するという利点を有する。他

方で、これは、分析プロセスにおいて余分な工程を導入する。このことは、例え

ば、臨床設定において非魅力的であり得る。サンプルは、当該分野において公知

の任意の手段（サイズ分画およびクロマトグラフィー分画が挙げられるが、これ

らに限定されない）によって、前分画され得る。

      【００８３】

  １つの実施形態では、気相イオン分光法による分析の前に、精漿サンプルを前

分画し得る。好ましい分画方法としては、ゲル排除クロマトグラフィーによる最

初の分画が挙げられる。分子量が３０ｋＤより大きい分子を排除するサイジング

カラムは、このために特に有用である。次いで、種々のサイズの画分を、直接的

に試験し得るか、またはアニオン交換クロマトグラフィーに基づく第２分画工程

に供し得る。アニオン交換Ｑスピンカラムを使用することにより、マーカーＳＰ

１、ＳＰ２、ＳＰ３およびＳＰ７は、培地濃度（例えば、約０．１Ｍ～０．６Ｍ

）に対して低い塩を有する低強度緩衝液（例えば、約１０ｍＭ～５０ｍＭ  Ｔｒ

ｉｓ，ＨＥＰＥＳまたはＰＢＳ）および低濃度の非イオン性界面活性剤（例えば

、約０．０５～０．２％のＴｒｉｔｏｎＸ  １００）を用いて溶出され得る。特

に有用な緩衝液は、２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ、０．５Ｍ  ＮａＣｌおよび０．１％  

ＴｒｉｔｏｎＸ  １００である。マーカーＳＰ１およびＳＰ２は、約ｐＨ５で溶
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出し、そしてマーカーＳＰ３およびＳＰ７は、約ｐＨ９で溶出する。１つの実施

形態では、これらのマーカーは、ｐＨ勾配を使用して溶出される。

      【００８４】

  （（ｉｉ）保持クロマトグラフィー）

  別の実施形態では、サンプルを、気相イオン分光法の前に保持クロマトグラフ

ィーによって生体クロマトグラフィーチップ（ｂｉｏ－ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ

ｐｈｉｃ  ｃｈｉｐ）上で分画する。好ましいチップは、Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｃｈ

ｉｐＴＭ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（Ｐａｌｏ  

Ａｌｔｏ，ＣＡ）から入手可能）である。上記のように、チップまたはプローブ

は、質量分析計において使用するために適合される。チップは、その表面に付着

した吸着剤を含む。この吸着剤は、特定の適用において、インサイチュクロマト

グラフィー樹脂として機能し得る。基本操作では、サンプルを、溶出剤溶液中に

おいて吸着剤に適用する。洗浄条件下において吸着剤が親和性を有する分子が、

この吸着剤に結合する。吸着剤に結合しない分子は、洗浄で取り除かれる。吸着

剤はさらに、種々のレベルのストリンジェンシーのもとで洗浄され得、その結果

分析物は、分析のために適切なレベルまで保持または溶出される。次いで、エネ

ルギー吸収分子が、吸着剤スポットに対して添加されて、脱離およびイオン化を

さらに容易にし得る。分析物は、吸着剤からの脱離、イオン化、および検出器に

よる直接的な検出によって検出される。従って、保持クロマトグラフィーは、伝

統的なクロマトグラフィーでは親和性物質から溶出される物質を検出するのに対

して、この親和性物質によって保持される分析物を検出するという点で、伝統的

なクロマトグラフィーとは異なる。

      【００８５】

  マーカーセット１のマーカーを分解するために有用な吸着剤は、親水性吸着剤

であり、そして特に、酸化シリコン（順相）吸着剤である。サイジングと、次ぐ

アニオン交換クロマトグラフィーとによって前分画された精漿は、洗浄される必

要なく、順相吸着剤の表面に直接的に適用され得る。代わりに、このサンプルを

、この表面上において乾燥させる。これは、前分画工程によって、マーカーがさ

らなる分画を伴わずに分解され得るに十分な数のタンパク質が取り除かれること



(40) 特表２００３－５３２０５５

が理由である。次いで、エネルギー吸収分子を適用し得る。

      【００８６】

  少なくともマーカーＳＰ１およびＳＰ２について有用な別の吸着剤は、アニオ

ン交換吸着剤である。これは、これらのタンパク質が約５のｐＩを有することが

理由である。従って、これらは、中性ｐＨの溶出剤で洗浄される場合に、アニオ

ン交換吸着剤に結合することが予期される。マーカーＳＰ３およびＳＰ７は、約

９のｐＩを有する。従って、これらは、中性ｐＨで正に荷電されることが予期さ

れる。従って、これらのマーカーはまた、中性ｐＨの緩衝液で洗浄されるカチオ

ン性吸着剤において分解され得る。

      【００８７】

  マーカーセット２のマーカーを分解するために有用な吸着剤は、アニオン交換

吸着剤である。この表面は、培地に対して低い塩および低濃度の非イオン性界面

活性剤を含む、中性ｐＨの緩衝液で有益に洗浄される。好ましい表面は、Ｃｉｐ

ｈｅｒｇｅｎ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．からのＳＡＸ－１である。この

表面は、四級アンモニウムイオンを含む強アニオン交換樹脂である。

      【００８８】

  マーカーセット２のマーカーについて有用な別の吸着剤は、金属キレート吸着

剤であり、そして特にニッケルである。この表面もまた、培地に対して低い塩お

よび低濃度の非イオン性界面活性剤を含む、中性ｐＨの緩衝液で有益に洗浄され

る。好ましい表面は、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．か

らのＩＭＡＣ３である。ＩＭＡＣ３は、ニッケルキレート吸着剤を含む。

      【００８９】

  本発明の任意のマーカーについて有用な別の吸着剤は、マーカーを特異的に結

合する抗体である。１つ以上のマーカーに結合する抗体を含むチップは、マーカ

ーではないもの（これは、この抗体に結合せず、かつ検出プロセスにおいて「ノ

イズ」として機能する）を取り除くために、特に有用である。

      【００９０】

  当業者に明らかであるように、異なるマーカーは、吸着剤および溶出剤の異な

る組み合わせを使用して、容易に分解され得る。
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      【００９１】

  （（ｉｉｉ）ＭＡＬＤＩ）

  別の実施形態では、サンプルを、マトリクス材料と混合し得、そして伝統的な

ＭＡＬＤＩによって分析し得る。この場合、サンプル／マトリクス混合物を、不

活性な質量分析計プローブの表面に塗布する。ＭＡＬＤＩ方法は、ほぼ確実に、

使用前の精製を必要とする－ＭＡＬＤＩの分解力は、サンプル中の分析物の複雑

度によって制限される。

      【００９２】

  （（ｉｖ）分析前のマーカー改変）

  別の実施形態では、検出前にマーカーを改変して、その分子量を変更する。こ

れらの方法は、検出のあいまい性を減少させ得る。例えば、分析前にマーカーを

、タンパク質分解性消化に供し得る。任意のプロテアーゼが使用され得る。マー

カーを、多数の別個のフラグメントへと切断する可能性が高いプロテアーゼ（例

えば、トリプシン）が、特に有用である。消化から生じるフラグメントは、マー

カーについてのフィンガープリントとして機能することによって、その間接的な

検出を可能にする。これは特に、問題のマーカーと混乱され得る類似の分子量を

有するマーカーが存在する場合に、特に有用である。また、タンパク質分解性の

断片化は、高分子量マーカーについて有用である。なぜなら、より小さなマーカ

ーは、質量分析法によって、より容易に分解されるからである。

      【００９３】

  別の実施形態では、マーカーは、分子マーカーに特異的に結合する特定の分子

量のタグ（これは、それらをさらに識別する）を付着させることによって改変さ

れ得る。

      【００９４】

  （ｂ）レーザー脱離／イオン化質量分析法の性能）

  マーカーが、気相イオン分光法によって決定された後に、マーカーの試験量を

決定し得る。例えば、目的のマーカーの分子量で、シグナルが提示される。提示

されたシグナルの強度または大きさに基づいて、試験されるサンプル中のマーカ

ーの量を決定し得る。サンプル中のマーカーの試験量は、絶対単位で測定される
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必要はないが、それがマーカーのコントロール量と定性的または定量的に比較さ

れ得る限りにおいて相対的単位であり得る、ということに留意のこと。例えば、

検出されるマーカーの量は、バックグラウンドノイズに基づいて、相対強度で提

示され得る。好ましくは、マーカーの試験量およびコントロール量は、同一条件

下で測定される。

      【００９５】

  所望される場合には、マーカーの絶対量を、キャリブレーションによって決定

し得る。例えば、精製された既知のマーカーを、プローブ表面上の異なる吸着剤

スポットに対して漸増量で添加し得る。次いで、各スポットからのピークを獲得

し得、そして各スポットにおける精子の塩基性タンパク質の濃度に対するグラフ

にプロットし得る。濃度に対するピーク強度のプロットから、試験される任意の

サンプル中におけるマーカーの絶対量が決定され得る。

      【００９６】

  （２．イムノアッセイ検出）

  検出方法の別の実施形態では、イムノアッセイを使用して、サンプル中のマー

カーを定性的または定量的に検出および分析し得る。この方法は、以下の工程を

包含する：（ａ）マーカーに特異的に結合する抗体を提供する工程；（ｂ）この

抗体とサンプルを接触させる工程；および（ｃ）サンプル中のマーカーに結合し

た抗体の複合体の存在を検出する工程。

      【００９７】

  マーカーに特異的に結合する抗体を調製するために、精製されたマーカーまた

はその核酸配列が使用され得る。マーカーについての核酸配列およびアミノ酸配

列は、これらのマーカーのさらなる特徴付けによって得られ得る。例えば、各マ

ーカーは、多くの酵素（例えば、トリプシン、Ｖ８プロテアーゼなど）でマッピ

ングされるペプチドであり得る。各マーカーからの消化フラグメントの分子量を

使用して、種々の酵素によって生成される消化フラグメントの分子量と一致する

配列についてデータベース（例えば、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔデータベース）を検索

し得る。この方法を使用して、他のマーカーの核酸配列およびアミノ酸配列は、

これらのマーカーがデータベース中の既知のタンパク質である場合に同定され得
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る。

      【００９８】

  あるいは、タンパク質は、タンパク質ラダー配列決定を使用して配列決定され

得る。タンパク質ラダーは、例えば、分子を断片化し、そして酵素学的消化また

はフラグメントの末端から単一のアミノ酸を連続的に取り除く他の方法にフラグ

メントを供することによって、生成され得る。タンパク質ラダーを調製する方法

は、例えば、国際公開ＷＯ  ９３／２４８３４（Ｃｈａｉｔら）および米国特許

第５，７９２，６６４号（Ｃｈａｉｔら）に記載される。次いで、このラダーを

、質量分析法によって分析する。ラダーフラグメントの質量における差異によっ

て、この分子の末端から取り除かれたアミノ酸を同定する。

      【００９９】

  マーカーが、データベース中の既知のタンパク質ではない場合、核酸配列およ

びアミノ酸配列は、このマーカーのアミノ酸配列の一部であるとしても、その見

識を使用して決定され得る。例えば、縮重プローブを、マーカーのＮ末端アミノ

酸配列に基づいて作製し得る。次いで、これらのプローブを使用して、マーカー

が初めに検出されたサンプルから作製された、ゲノムライブラリーまたはｃＤＮ

Ａライブラリーをスクリーニングし得る。陽性クローンを同定し得、増幅し得、

そしてこれらの組換えＤＮＡ配列を、周知技術を使用してサブクローン化し得る

。例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｆｏｒ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅｌら，Ｇｒｅｅｎ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａ

ｓｓｏｃ．ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ  １９８９）および

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａ

ｌ，第２版（Ｓａｍｂｒｏｏｋら，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌ

ａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＮＹ  １９８９）を参照のこと。

      【０１００】

  精製されたマーカーまたはその核酸配列を用いることにより、当該分野におい

て公知の任意の適切な方法を使用して、マーカーに特異的に結合する抗体を調製

し得る。例えば、Ｃｏｌｉｇａｎ，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ

  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（１９９１）；Ｈａｒｌｏｗ＆Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏ
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ｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ（１９８８）；Ｇｏｄｉｎ

ｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａ

ｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ（第２版、１９８６）；およびＫｏｈｌｅｒ＆Ｍｉｌｓ

ｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ  ２５６：４９５－４９７（１９７５）を参照のこと。

このような技術としては、ファージまたは類似のベクター中における組換え抗体

のライブラリーから抗体を選択することによる抗体の調製、ならびに、ウサギま

たはマウスを免疫することによるポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体

の調製が挙げられるが、これらに限定されない（例えば、Ｈｕｓｅら，Ｓｃｉｅ

ｎｃｅ  ２４６：１２７５－１２８１（１９８９）；Ｗａｒｄら，Ｎａｔｕｒｅ

  ３４１：５４４－５４６（１９８９）を参照のこと）。

      【０１０１】

  抗体を提供した後、マーカーを、多数の任意の十分認知された免疫学的結合ア

ッセイを使用して検出および／または定量し得る（例えば、米国特許第４，３６

６，２４１号；同第４，３７６，１１０号；同第４，５１７，２８８号；および

同第４，８３７，１６８号を参照のこと）。有用なアッセイとしては、例えば、

酵素免疫アッセイ（ＥＩＡ）（例えば、酵素結合イムノソルベント検定法（ＥＬ

ＩＳＡ））、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）、ウェスタンブロットアッセイ、また

はスロットブロットアッセイ（ｓｌｏｔ  ｂｌｏｔ  ａｓｓａｙ）が挙げられる

。一般的なイムノアッセイの概説については、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｃｅｌｌ

  Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  ｉｎ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，

第３７巻（Ａｓａｉ編，１９９３）；Ｂａｓｉｃ  ａｎｄ  Ｃｌｉｎｉｃａｌ  

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｓｔｉｔｅｓ＆Ｔｅｒｒ編，第７版，１９９１）もまた

参照のこと。

      【０１０２】

  一般的に、被験体から得られたサンプルを、マーカーに特異的に結合する抗体

と接触させ得る。必要に応じて、抗体とサンプルとの接触の前に、抗体を固体支

持体に固定して、洗浄および引き続く複合体の単離を容易にし得る。固体支持体

の例としては、例えば、マイクロタイタープレート、スティック、ビーズ、また

はマイクロビーズの形態のガラスまたはプラスチックが挙げられる。抗体はまた
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、プローブ基材または上記のＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐＴＭアレイに付着され得る

。サンプルは、好ましくは、被験体から採取された生物学的液体サンプルである

。生物学的液体サンプルの例としては、血液、血清、尿、前立腺液、精液（ｓｅ

ｍｉｎａｌ  ｆｌｕｉｄ）、精液（ｓｅｍｅｎ）、精漿、および前立腺組織（例

えば、上皮組織（その抽出物を含む））が挙げられる。好ましい実施形態では、

生物学的液体は精漿を含む。サンプルは、抗体にサンプルを接触させる前に、適

切な溶出剤で希釈され得る。

      【０１０３】

  サンプルと抗体とをインキュベートした後、この混合物を洗浄し、そして形成

された抗体－マーカー複合体を検出し得る。これは、洗浄された混合物と検出試

薬とをインキュベートすることによって達成され得る。この検出試薬は、例えば

、検出可能な標識で標識された二次抗体であり得る。例示的な検出可能な標識と

しては、磁器ビーズ（例えば、ＤＹＮＡＢＥＡＤＳＴＭ）、蛍光色素、放射性標

識、酵素（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ｈｏｒｓｅ  ｒａｄｉｓｈ  

ｐｅｒｏｘｉｄｅ）、アルカリホスファターゼ、およびＥＬＩＳＡにおいて通常

使用される他の酵素）、および比色定量標識（例えば、金コロイド、または着色

されたガラスもしくはプラスチックのビーズ）が挙げられる。あるいは、サンプ

ル中のマーカーは、間接的なアッセイ（ここでは、例えば、標識された二次抗体

を使用して、結合されたマーカー特異的な抗体を検出する）を使用して、および

／または競合アッセイもしくは阻害アッセイ（ここでは、例えば、マーカーの別

個のエピトープに結合するモノクローナル抗体を、混合物と、同時にインキュベ

ートする）を使用して、検出され得る。

      【０１０４】

  アッセイ全体を通して、インキュベーション工程および／または洗浄工程が、

試薬の各組み合わせの後に必要とされ得る。インキュベーション工程は、約５秒

間から数時間まで変動し得、好ましくは、約５分間から約２４時間まで変動し得

る。しかし、インキュベーション時間は、アッセイの形式、マーカー、溶液の容

量、濃度などに依存する。通常、アッセイは周囲温度で実施されるが、アッセイ

は、一定範囲の温度（例えば、１０℃～４０℃）にわたって実施され得る。
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      【０１０５】

  イムノアッセイ技術は、当該分野において周知であり、そしてこの適用可能な

技術の一般的概説が、前出のＨａｒｌｏｗ＆Ｌａｎｅにおいて見出され得る。

      【０１０６】

  イムノアッセイを使用して、被験体由来のサンプル中におけるマーカーの試験

量を決定し得る。第１に、サンプル中のマーカーの試験量は、上記のイムノアッ

セイ方法を使用して検出され得る。マーカーがサンプル中に存在する場合、これ

は、上記の適切なインキュベーション条件下でマーカーに特異的に結合する抗体

と抗体－マーカー複合体を形成する。抗体－マーカー複合体の量は、標準に対し

て比較することによって決定され得る。上記のように、マーカーの試験量は、測

定の単位がコントロール量と比較され得る限りにおいて、絶対単位で測定される

必要はない。

      【０１０７】

  （ＩＶ．マーカーを使用する診断方法）

  マーカーセット１またはマーカーセット２のマーカーは、単独でか、このセッ

ト中の他のマーカーとの組み合わせにおいてか、このセットのいずれかにおける

マーカーとの組み合わせにおいてか、または全く他のマーカー（例えば、ＰＳＡ

、または前立腺特異的膜抗原）と共に使用されて、前立腺癌、良性前立腺肥大、

または陰性の診断の診断を補助し得る。合わせて使用されると、それらは、単一

のマーカー単独よりも多くの情報を診断医に対して提供する傾向にあり、真の陽

性および真の陰性の診断の割合を増加させ、そして偽陽性または偽陰性の診断の

割合を減少させる。

      【０１０８】

  特定の実施形態において、マーカーの量を定量することなく、マーカーの存在

または非存在を検出することは有用である。この情報は、マーカーが、ＣａＰと

、ＢＰＨと、陰性診断との間の検出の頻度における差違を示すので有用である。

他の実施形態において、マーカーの存在または非存在を検出することはまた、マ

ーカーを定量することを包含する。この情報は、いくつかの目的に関して有用で

ある。第１に、個々のマーカーは、弱いピークに基づく特定の状態においてわず
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かに検出可能であり得るが、強いピークに基づく他の状態において容易に検出可

能であり得る。第２に、特定のマーカー（例えば、ＣＬ３およびＣＬ４）は、全

ての状態において頻繁に検出されるが、それらの相対比は、ＣａＰとＢＰＨまた

は正常のいずれかとの間で劇的に異なる。

      【０１０９】

  当然のことながら、診断医により、診断試験が、特異性および感受性の程度に

より測定されることが理解される。大部分の診断試験は、あらゆる真の陽性診断

のための、陽性の結果を提供する能力におけるある欠陥、ならびにあらゆる真の

陰性診断のための、陰性の結果を提供する能力におけるある欠陥を欠点としても

つ。しかし、完全には特異的でもなく、感受性でもない試験は、診断において有

用である。なぜなら、それらは、特定の診断をより可能性の高いものにするから

である。例えば、マーカーＳＰ１は、ＣａＰが陽性の全サンプル中の８９％、お

よび陰性のサンプルのわずか２２％において検出される。従って、ＳＰ１の検出

は、これが可能なＣａＰの診断を提供する点で有用である。ＳＰ１の検出の失敗

はまた、これが可能な陰性診断を提供するという点で有用である。さらに、他の

マーカーと組み合わせて用いると、診断医はＣａＰまたは陰性診断における信頼

性を増大させる。このことを考慮して、マーカーは、以下のように出現率分布を

有する。

      【０１１０】

  （Ａ．マーカーＳｅｔ：１  精漿）

  図１は、ＣａＰ、ＢＰＨおよび陰性診断におけるマーカーＳＰ１からＳＰ７の

検出のチャートである。このチャートを用いて、診断医は、１以上のマーカーの

検出と、種々のレベルの信頼性を有する種々の診断とを相関させ得る。陰性診断

と比較して、ＳＰ１は、ＣａＰにおいてより頻繁に検出され、ＢＰＨにおいては

それほど頻繁に検出されない（例えば、検出されない）。ＳＰ２は、ＣａＰおよ

びＢＰＨにおいてより頻繁に検出される。ＳＰ３は、ＣａＰにおいてより頻繁に

検出され、ＢＰＨにおいてはあまり頻繁に検出されない。ＳＰ４は、ＣａＰおよ

びＢＰＨ両方においてあまり頻繁に検出されない。ＳＰ５、ＳＰ６およびＳＰ７

はＣａＰにおいてあまり頻繁に検出されず（例えば、検出されない）、ＢＰＨに
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おいてあまり頻繁に検出されない。

      【０１１１】

  ＳＰ２は、最も識別力のある単一のマーカーであり、ＣａＰサンプルの１００

％、ＢＰＨサンプルの０％、および正常サンプルの１１％において検出される。

ＳＰ１およびＳＰ３は、ＢＰＨにおいて検出されなかったが、それらの検出は、

この状態の可能性を排除するために有用である。従って、ＳＰ１、ＳＰ２および

ＳＰ３の３つ全ての検出は、ＣａＰと非常に相関しており、ＢＰＨとは負に相関

する。ＳＰ５、ＳＰ６およびＳＰ７は、ＣａＰにおいて検出されなかった。従っ

て、それらの検出は、この診断の可能性を排除する傾向にある。良性の前立腺肥

大は、陽性に診断することがより困難である。しかし、この状態は、ＳＰ２、Ｓ

Ｐ４、ＳＰ５、ＳＰ６およびＳＰ７の検出と、ならびにＳＰ１およびＳＰ３の検

出の欠如と最も強く相関する。

      【０１１２】

  （Ｂ．マーカーＳｅｔ：２  細胞溶解物）

  図３は、ＣａＰ、ＢＰＨおよび陰性診断におけるマーカーＣＬ１からＣＬ４の

検出のチャートである。陰性診断と比較して、マーカーＣＬ１およびマーカーＣ

Ｌ２は、ＣａＰおよびＢＰＨの両方においてより頻繁に検出される（ＣＬ２は、

陰性診断において検出されない）。従って、これらのマーカーのいずれかまたは

両方の検出は、病理的診断と正に相関する。

      【０１１３】

  マーカーＣＬ３およびＣＬ４は、３つの状態全てにおいて検出される。図５Ａ

および５Ｂは、試験される種々の組織サンプルにおけるＣＬ３およびＣＬ４のチ

ャートおよび比のグラフを示す（平均の比を含む）。このグラフを、図５Ｂの棒

グラフにおいて示す。相対量を、ピーク高またはピーク面積のいずれかにより気

相イオン分光計（ｇａｓ  ｐｈａｓｅ  ｉｏｎ  ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）に

おいて決定し得る。好ましくは、この決定は、内部標準（例えば、全てのサンプ

ルに存在する１１４００Ｄのピーク）に対して正規化される。理解され得るよう

に、０．４より大きいＣＬ４：ＣＬ３の比は、ＣａＰと正に相関する。この診断

の信頼性は、この比が少なくとも０．７５および少なくとも１．０である場合に
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増大する。

      【０１１４】

  （Ｃ．マーカーの検出：コントロールとの比較）

  マーカーの検出は、通常、試験データとコントロールとを比較することを包含

する。このコントロールは、「正常」量の較正のため、および正常量もしくはコ

ントロール量に対してマーカーの量を定量するために有用であり得る。例えば、

正常状態および病的状態の両方において存在するマーカーが、コントロール量と

比較して、１．５倍、２倍、５倍、または１０倍増大するか否かを知るために有

用であり得る。

      【０１１５】

  １つの実施形態において、このコントロール量は、正常患者由来の匹敵するサ

ンプルに存在するマーカーの量であり得る。このコントロール量は、試験量を測

定することにおける実験条件と同じまたは実質的に同様な実験条件下で測定され

る。例えば、試験サンプルが被験体の精漿から得られ、マーカーが特定のプロー

ブを用いて検出される場合、マーカーのコントロール量は、好ましくは、同じプ

ローブを用いて患者の精漿サンプルから決定される。マーカーのコントロール量

は前立腺癌を有さない被験体（例えば、ＢＰＨまたは陰性診断患者）に由来する

多くのサンプルに基づいて決定されることが好ましく、その結果、この量は、そ

の集団におけるマーカー量の変動を反映する。

      【０１１６】

  （Ｄ．コンピューターによる相関）

  質量分析により生成されるデータは、通常、コンピューターソフトウェアによ

り分析される。このソフトウェアは、質量分析器からのシグナルをコンピュータ

ー読み取り可能な形態に変換するコードを含み得る。このソフトウェアはまた、

シグナルが、本発明のマーカーまたは他の有用なマーカーに対応するシグナルに

おけるピークを示すか否かを決定するために、シグナルの分析にアルゴリズムを

適用するコードを含み得る。このソフトウェアはまた、試験サンプル由来のシグ

ナルと、「正常」、「ＢＰＨ」、および「ＣａＰ」に特徴的な代表的シグナルと

を比較するアルゴリズムを実行し、２つのシグナル間の適合の近似を決定するコ
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ードを含み得る。このソフトウェアはまた、試験サンプルが、最も近似し、それ

により、有望な診断を提供することを示すコードを含み得る。

      【０１１７】

  （Ｖ．キット）

  なお別の実施形態において、本発明は、前立腺癌の診断を補助するためのキッ

トを提供する。ここで、このキットは、本発明のマーカーを検出するために用い

られ得る。例えば、このキットは、上記のマーカーのいずれか１つまたはその組

み合わせを検出するために用いられ得る。これらのマーカーは、前立腺癌患者、

ＢＰＨ患者および正常患者のサンプルに示差的に存在する。本発明のキットは、

多くの適用を有する。例えば、このキットは、被験体が前立腺癌、ＢＰＨを有す

るか否か、または陰性診断を有するか否かを区別し、従って前立腺癌診断を補助

するために用いられ得る。別の例において、このキットは、前立腺癌について、

インビトロでの前立腺細胞、またはインビボでの動物モデルにおけるマーカーの

発現を調節する化合物を同定するために用いられ得る。

      【０１１８】

  １つの実施形態において、キットは、（ａ）基材（その上に吸着剤を含む）で

あって、ここで、この吸着剤は、マーカーを結合させるために適切である基材；

および（ｂ）洗浄溶液または洗浄溶液を作製するための説明書であって、ここで

、吸着剤と洗浄溶液との組み合わせは、気相イオン分光計を用いたマーカーの検

出を可能にする。このようなキットは、上記の物質から調製され得、そしてこれ

らの物質（例えば、プローブ基質、吸着剤、洗浄溶液など）の先の議論は、この

節に対して十分に適用可能であり、繰り返す必要はない。

      【０１１９】

  いくつかの実施形態において、このキットは、第１の基材（その上に吸着剤を

含む）（例えば、吸着剤で官能化された粒子）および第２の基材（その上に第１

の基材が、気相イオン分光計に取り外し可能に挿入され得るプローブを形成する

ように配置され得る）を含む。他の実施形態において、このキットは、基材の上

に吸着剤を有する、取り外し可能に挿入され得るプローブの形態にある単一の基

材を含み得る。
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      【０１２０】

  必要に応じて、このキットは、標識または別個の挿入物の形態で、適切な操作

パラメーターについての説明書をさらに含み得る。例えば、キットは、精漿サン

プルをプローブ上で接触させた後に、このプローブを洗浄する方法を消費者に知

らせる標準的な説明書を有し得る。

      【０１２１】

  別の実施形態において、キットは、（ａ）マーカーに特異的に結合する抗体；

および（ｂ）検出試薬を含む。このようなキットは、上記の物質から調製され得

、そしてこの物質（例えば、抗体、検出試薬、固定化支持体など）に関する先の

議論はこの節に十分適用可能であり、繰り返す必要はない。

      【０１２２】

  いずれの実施形態においても、このキットは、試験サンプルを標準的なコント

ロール情報と比較して、サンプルにおいて検出されるマーカーの試験量が前立腺

癌の診断と矛盾がない診断量であるか否かを決定し得るように、標準的な情報ま

たはコントロール情報を必要に応じてさらに含む。

      【０１２３】

  （実施例）

  以下の実施例は、前立腺癌または良性前立腺肥大との正の相関または負の相関

を有する２セットのマーカーの同定を示す。第１のセットを、精漿のサンプルか

ら決定した。第２のセットのマーカーを、レーザー捕捉顕微解剖により、単離し

た細胞溶解物のサンプルから決定した。

      【０１２４】

  （組織および精液標本）

  組織および精子標本を、バージニア前立腺癌組織および体液バンク（Ｖｉｒｇ

ｉｎｉａ  Ｐｒｏｓｔａｔｅ  Ｃａｎｃｅｒ  ｔｉｓｓｕｅ  ａｎｄ  ｂｉｏｌ

ｏｇｉｃａｌ  ｆｌｕｉｄ  ｂａｎｋ）から得た。前立腺組織標本を、手術時に

獲得し、液体窒素中で迅速に凍結し、そして－８０℃で保存した。精子を、イン

フォームドコンセントの後にＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ  ｏｆ  Ｕｒｏｌｏｇｙに来

た患者から収集した。精子サンプルを、以前に記載されたように処理し、－８０
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℃で保存した。精子サンプルを収集後にすぐに処理するか、または処理するまで

－８０℃で保存した。処理のために、精子サンプルを、１２３ｍＭ  ＮａＣｌ、

５ｍＭ  ＫＣｌ、１ｍＭ  ＭｇＳＯ４、３７ｍＭ  Ｔｒｉｓ、１ｍＭ  ＥＤＴＡ

および２．５ｍＭのセリンプロテアーゼインヒビターカクテル（ＰＭＳＦまたは

ＰＥＦＡＢＬＯＣ）を含む希釈緩衝液（ｐＨ８．０）１／２容積と混合した。次

いで、このサンプルを、確実に完全に混合するためにボルテックスにかけ、２５

，０００×Ｇで５分間遠心分離し、そして上清を、１００μｌから５００μｌの

アリコートに分け、そして－８０℃で保存した。

      【０１２５】

  （ＩＩ．レーザー捕捉顕微解剖）

  正常細胞および前立腺癌細胞の集団を、本質的に、Ｅｍｍｅｒｔ－Ｂｕｃｋら

、「Ｌａｓｅｒ  Ｃａｐｔｕｒｅ  ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ」，Ｓｃｉ

ｅｎｃｅ  １９９６；２７４：９９８－１００１に記載されるように、ＰｉｘＣ

ｅｌｌＴＭ  Ｌａｓｅｒ  Ｃａｐｔｕｒｅ  Ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ  

Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（Ａｒｃｔｕｒｕｓ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｉｎｃ．

，Ｍｏｕｎｔａｉｎ  Ｖｉｅｗ，ＣＡ）を用いて凍結組織切片から獲得した。米

国特許第５，８４３，６４４号（Ｌｉｏｔｔａら）および米国特許第５，８４３

，６５７号（Ｌｉｏｔｔａら）もまた参照のこと。

      【０１２６】

  （ＩＩＩ．レーザー脱着／イオン化質量分析）

  サンプルを、レーザー脱着／イオン化質量分析により分析した。用いたシステ

ムは、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（Ｐａｌｏ  Ａｌ

ｔｏ，ＣＡ）から得たＰＢＳＩまたはＰＢＳＩＩであった。これらのシステムは

、３３７．１ｎｍの窒素レーザーを用いる。パルス幅は、４ナノ秒である。この

システムの最大エネルギー出力は、約１５０μＪ／パルスである。しかし、これ

らの研究において、約１～２５μＪ／パルスの光エネルギーを用いた。

      【０１２７】

  （ＩＶ．精漿におけるマーカー）

  （Ａ．精漿を処理するためのプロトコル）
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  （１．精子および精漿）

  精子サンプル（２０μｌ）を（ＰＢＳ中の８Ｍ尿素、１％  ＣＨＡＰＳ  ３０

μｌ中に）希釈し、シバクロンブルースピンカラム（ｃｉｂｒａｃｏｎ  ｂｌｕ

ｅ  ｓｐｉｎ  ｃｏｌｕｍｎ）を用いることによりアルブミンを枯渇させた。精

漿（ＳＰ）サンプル（２０μｌ  ＳＰ）を（９．５Ｍ尿素、２％  ＣＨＡＰＳ、

５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ  ｐＨ９．５を含む緩衝液３０μｌを用いて）希釈し、続い

て、５０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ中、１：９でさらに希釈した。各サンプル型について

、５μｌをＳＡＸ，Ｃｕ－ＩＭＡＣまたはＭｉｘｅｄ  Ｍｏｄｅ（陰イオン性表

面および疎水性表面）ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐＴＭアレイ上にスポットし、そし

てマトリクスとしてシナピン酸を用いて質量分析を行った。

      【０１２８】

  （２．精漿の調製）

１．精漿サンプルを回収し、細胞を遠心分離し、そしてプロテアーゼインヒビタ

ーを添加した。サンプルをアリコートにわけ、－７０℃で保存した。

２．タンパク質濃度をＢＣＡ法により決定し、そして結合緩衝液中で２３ｍｇ／

ｍｌの濃度に希釈することにより各サンプルについて標準化した（以下を参照の

こと）。

３．サンプルを素早く１４Ｋで２分間遠心分離した後、上清を結合緩衝液（１０

０μｌの容量中、２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ（ｐＨ９．０）、０．４Ｍ  ＮａＣｌ、お

よび０．１％  Ｔｒｉｔｏｎ  Ｘ１００を含む）において希釈した。（９０μｌ

の濃縮した精漿、１０μｌの５Ｍ  ＮａＣｌ、１μｌの１０％  Ｔｘ１００）次

いで、サンプルを、氷上に３０分間静置した。

      【０１２９】

  （３．サイズ選択カラムの調製およびサイズ分画）

１．Ｋ３０スピンカラムの出口キャップを取り外す。カラムを２ｍｌのスクリュ

ーキャップ試験管に挿入する。

２．スピンカラムの頂部キャップを開ける。カラムを３０００ｒｐｍ（７２０ｇ

）で３分間室温で遠心分離する。カラムマトリクスは、下側に充填され、そして

半乾燥であるが、ひび割れはないはずである。
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３．スピンカラムを新しい２ｍｌの試験管に移す。希釈した精漿３０μｌをカラ

ムマトリクスの中心にゆっくりとアプライする。サンプルはマトリクスの側方に

流れ落ちないようにする。

４．３０００ｒｐｍで３分間カラムを遠心分離する。分画したタンパク質は、収

集チューブ中にある。これは、画分１である。

５．スピンカラムを新しい試験管に移す。３０μｌの結合緩衝液（２０ｍＭ  Ｔ

ＲＩＳ  ｐＨ９、０．４Ｍ  ＮａＣｌ、０．１％  Ｔｘ）をカラムに添加し、上

記のように遠心分離する。これは、画分２である。

６．工程５を繰り返し、２以上の画分を収集する。

７．合計で４画分を収集する。画分を氷上に保存する。

      【０１３０】

  （４．タンパク質分画のための陰イオン交換カラムの調製）

１．上記のサイズ選択からの画分１と２を合わせ、そして画分３と４を合わせる

。総容量を結合緩衝液で１２０μｌに合わせる（すなわち、合計約５０～６０μ

ｌ容量を有し、６０～７０μｌの結合緩衝液を添加する）。これは、ＵＮ（非分

画）とラベルをつける。

２．アニオン交換Ｑカラムの出口キャップを取り外す。２ｍｌの試験管に挿入し

、頂部のキャップを開ける。

３．カラムを１０００ｒｐｍ（８０ｇ）で１分間遠心分離する。カラムマトリク

スは充填されるが、ひび割れはないはずである。

４．カラムを新しい２ｍｌ試験管に移す。合わせた画分サンプル（合計２つ、す

なわち画分１と２、および画分３と４を有する）の９０μｌをアプライする。サ

ンプルをマトリクスの中心にゆっくりとアプライする。室温で５分間インキュベ

ートする。

５．カラムを１０００ｒｐｍで１分間遠心分離する。収集カラム中のタンパク質

は、フロースルー画分である。これらのタンパク質は、カラムに結合しない。な

ぜなら、それらは、結合緩衝液中で中性または正の正味の電荷を有するからであ

る。あるいは、それらは通り抜け得る。なぜなら、樹脂の受容力が満たされてい

るからである。
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６．タンパク質の捕捉を最大にするために、溶出液をカラムに再びアプライし、

室温で３分間インキュベートし、上記のように遠心分離する。このフロースルー

は、画分Ｑ１である。

７．カラムを新しい試験管に移す。カラムを１００μｌの結合緩衝液で洗浄し、

室温で３分間インキュベートし、上記のように遠心分離する。この工程を繰り返

す。合計２００μｌを収集し、画分Ｑ２とする。

８．カラムを第３の試験管に移す。１００μｌの溶出緩衝液Ａ（ｐＨ８．０）を

アプライし、室温で３分間インキュベートし、上記のように遠心分離する。これ

は画分Ｑ３である。

９．引き続く画分のためにこの過程を溶出緩衝液（緩衝液Ｂ～Ｅ、ｐＨ７～４）

を用いて続ける。

１０．各サンプルについて、１６の画分をサイズカラムおよび陰イオンカラムの

後に採取する。ＵＮ（１＋２）、ｎ１（１＋２）、Ｑ２（１＋２）、Ｑ４（１＋

２）、Ｑ５（１＋２）、Ｑ６（１＋２）、Ｑ７（１＋２）、ＵＮ（３＋４）、Ｑ

１（３＋４）、Ｑ２（３＋４）、Ｑ３（３＋４）、Ｑ４（３＋４）、Ｑ５（３＋

４）、Ｑ６（３＋４）、Ｑ７（３＋４）。

（５．精漿画分のＳＥＬＤＩ処理）

１．各画分２μｌを順相チップ（ｎｏｒｍａｌ  ｐｈａｓｅ  ｃｈｉｐ）にスポ

ットする。スポットする前に、各アレイの周りに疎水性の輪を書く。これを完全

に乾燥させた後、０．５％  ＴＦＡ、および０．６％ＴｒｉｔｏｎＸ１００を含

有する５０％アセトニトリルを溶媒として用いて、２回、０．５μｌマトリクス

をスポットする。

２．このチップを、低分子読み取りのためのフィルターを用いてレーザー強度１

５、感度１０で、および高分子収集のためのフィルターを用いてレーザー強度５

０で読み取る。組み合わせた平均スペクトルについて７０ショットを収集する（

７領域に対して１０ショット。すなわち、２０～８０）。

      【０１３１】

  （６．結果）

  各読み取りについてのスペクトルを検討し、フィルターを用いる（５０および
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１５０が、それぞれＬ－１５およびＬ５０について適切である）。５×ノイズの

設定を用いて自動ピーク同定モードを用いる。

      【０１３２】

  データを９つのＣＡＰ（前立腺癌腫）、９つのＢＰＨ（良性前立腺肥大）、お

よび９つのＮＲ（正常前立腺）から収集した。データを、１回に１画分、分析し

た。７つの潜在的な生体マーカーを観察した。図２Ａ～２Ｇは、陰性、ＢＰＨお

よびＣａＰサンプルからの代表的なトレースを示す。これは、以下のマーカーを

示す：マーカーＳＰ１：９，４０２．６８±８．９７Ｄａ、マーカーＳＰ２：２

６，１５５．３０±２０２．０１Ｄａ、マーカーＳＰ３：５４，９７９．２７±

４０８．７８Ｄａ、マーカーＳＰ４：９，７５２．３０±１５．０８Ｄａ、マー

カーＳＰ５：８７，６６．９３±１４．４４Ｄａ、マーカーＳＰ６：６２，７７

．９７±１２．３６ＤａおよびマーカーＳＰ７：２，７８１．７２±４．４１Ｄ

ａ。

  （Ｖ．前立腺上皮組織からの細胞溶解物におけるマーカー）

  前立腺上皮組織細胞溶解物からのマーカーを、金属キレート吸着剤または疎水

性吸着剤を用いて、ＳＥＬＤＩにより同定した。合計２０００～３０００の顕微

解剖した細胞を、緩衝液中５Ｍ  グアニジウムイソチオシアネートまたは０．１

％  ＴｒｉｔｏｎＸ１００を含有する２０ｍＭ  ＨＥＰＥＳの５～１０μｌに溶

解した。次いで、溶解物全体を、ＩＭＡＣ３（ニッケル金属キレート）またはＳ

ＡＸ２（強力なアニオン交換物質：４級アンモニウム）ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ

ＴＭアレイにスポットし、洗浄した。質量分析は、エネルギー吸収分子について

α－シアノ－４－ヒドロキシシナミン酸を用いてＳＥＬＤＩ  ＰＢＳ  Ｉにおい

て行った。チップおよび質量分析計を、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅ

ｍｓ，Ｉｎｃ．（Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）から得た。

      【０１３３】

  （Ａ．ＩＭＡＣ３  ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ）

  （１．プロトコル）

１．チップ上の各吸着スポットの周りに疎水性の輪を書く。

２．１０μｌの５０ｍＭ  ＮｉＳＯ４をロードする。チップを、振盪しながら５
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分間湿潤チャンバ中でインキュベートする。繰り返す。

３．チップをＤＩ  Ｈ２Ｏでスポットの周りを１０秒洗浄し、過剰な水を除去す

る。

４．５μｌの結合緩衝液（２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ  ｐＨ７．５、０．１％  Ｔｒｉ

ｔｏｎＸ１００、０．５Ｍ  ＮａＣｌ）をロードする。チップを、振盪しながら

５分間湿潤チャンバ中でインキュベートする。

５．キムワイプ（登録商標）で注意深く結合緩衝液を除去する。

６．顕微解剖した細胞（５００～１０００ショット）を５μｌの２０ｍＭ  ＨＥ

ＰＥＳ＋０．１％  ＮＰ－４０中に、キャップの上で直接溶解する。溶解緩衝液

を、溶解が生じるまで細胞の上部で上下にピペッティングする。細胞溶解物を１

分間ボルテックスし、遠心分離する。

７．溶解物全体（５μｌ）をスポットの上にスポットし、湿潤チャンバ中で３０

分～１時間インキュベートする。

８．各スポットを、５μｌの結合緩衝液で５回またはバルクで洗浄する。

９．５μｌの水で２回洗浄する。

１０．スポットがまだ湿潤である間に、０．０６％  Ｔｘを含有する５０％  Ａ

ＣＮ、０．５％  ＴＦＡ中のＳＰＡまたはＣＨＣＡを０．５μｌ、２回スポット

する。

１１．風乾する。

      【０１３４】

  （２．ＳＥＬＤＩリーダーデータ収集）

１．レーザー強度１５、３０および５０（フィルターなし）においてＣｉｐｈｅ

ｒｇｅｎ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ  ＰＢＳＩでピークを収集し、ＰＢＳＩＩにつ

いては、レーザー強度２３０および２６０、検出感度１０でピークを収集した。

７０ショットを収集し、平均をとった。

２．ピーク強度の正規化を、内部標準を用いて行った：すなわち、全ての標本に

おいて同じレベルにか、または同じレベルあたりに存在するピークを試験した。

注：ＬＣＭサンプルは、１００ショットを平均し、これは、２０００～３０００

細胞に等しい。
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      【０１３５】

  （Ｂ．ＳＡＸ－１  ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ）

  （１．プロトコル）

１．アレイ上の各吸着スポットの周りに疎水性の輪を書く。

２．５μｌの２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ  ｐＨ７．５＋０．１％  ＴｒｉｔｏｎＸ１０

０（結合緩衝液）をロードする。チップを、３０分間湿潤チャンバ中でインキュ

ベートする。もう一度繰り返す。

３．顕微解剖した細胞を５μｌの５Ｍ  ＧＩＴＣ緩衝液中に、キャップの上で直

接溶解する。溶解緩衝液を、溶解が生じるまで細胞の上部で上下にピペッティン

グする。

４．溶解物を、計１０μｌに、結合緩衝液で１：１０に希釈する。４μｌの溶解

物をスポットし、湿潤チャンバ中で３０分～１時間インキュベートする。過剰な

サンプルを除去し、別の４μｌの溶解物を用いて繰り返す。

５．各スポットを、５μｌの結合緩衝液（２０ｍＭ  ＴＲＩＳ  ｐＨ７．５、０

．１％  ＴＸ１００）で５回洗浄する。５μｌの水で２回洗浄する。

６．スポットがまだ湿潤である間に、５０％  ＡＣＮ、０．５％  ＴＦＡ中のＣ

ＨＣＡを０．５μｌ、２回スポットする。

７．風乾する。

      【０１３６】

  （２．ＳＥＬＤＩリーダー収集データおよび結果）

１．ピークを、フィルターおよび検出器感度１０を用いてＰＢＳＩについてはレ

ーザー強度１０および１５で収集した。６０ショットを収集した。

      【０１３７】

  （Ｃ．結果）

  図４Ａ～４Ｃは、陰性、ＢＰＨおよびＣａＰサンプルにおける代表的な形跡を

示す。これは、以下の有用なマーカーを示す：マーカーＣＬ１：８，４９４．３

０±１０．２４Ｄａ、マーカーＣＬ２：９，６１４．６２±５２．１９Ｄａ、マ

ーカーＣＬ３：２８，４７２±１２７．４０Ｄａ、およびマーカーＣＬ４：３３

，３８６．８５±１６０．４７Ｄａ。図５Ａは、種々のサンプルにおけるＣＬ４
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：ＣＬ３の相対比を示すチャートを示す。図５Ｂは、統計学的なエラーバーとと

もに、これらの比を示す棒グラフである。

      【０１３８】

  本発明は、前立腺癌患者および前立腺癌を有さない被験体（例えば、良性前立

腺肥大患者）のサンプルに示差的に存在するマーカーを用いて、前立腺癌診断を

補助するための新規な物質および方法を提供する。特定の例が提供されてきたが

、上記の説明は、例示であって限定ではない。上記の実施形態の任意の１以上の

特徴は、本発明における任意の他の実施形態の１以上の特徴と任意の様式で組合

され得る。さらに、本発明の多くのバリエーションは、本明細書に鑑みて当業者

に明らかになる。従って、本発明の範囲は、上記の説明を参照しなくとも決定さ

れるべきであるが、代わりに、均等物の全範囲とともに、添付の特許請求の範囲

を参照して決定されるべきである。

      【０１３９】

  本出願に引用される全ての刊行物および特許文献は、個々の刊行物または特許

文献各々が個々に示されているのと同様に、全ての目的のためにその全体が本明

細書中に参考として援用される。本明細書中の種々の参考文献の引用により、本

出願人は、特定の文献が本発明の先行技術であるとは認めない。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、前立腺癌（ＣＡＰ）、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）および正常、または

異常な診断（ＮＲ）の各々を有する患者からのサンプル中の精漿におけるマーカ

ーセット１（ＳＰ１－ＳＰ７）の７つのマーカーのセットの検出のためのチャー

トを示す。質量分析による見かけの分子量もまた、信頼性のある間隔を有して与

えられる。

    【図２Ａ】

  図２Ａは、前立腺癌（ＣＡＰ）、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）および正常（ＮＰ

）を比較するマーカーＳＰ１の正常な相表面由来の代表的な質量分析トレースを

示す。

    【図２Ｂ】
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  図２Ｂは、前立腺癌（ＣＡＰ）、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）および正常（ＮＰ

）を比較するマーカーＳＰ２の正常な相表面由来の代表的な質量分析トレースを

示す。

    【図２Ｃ】

  図２Ｃは、前立腺癌（ＣＡＰ）、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）および正常（ＮＰ

）を比較するマーカーＳＰ３の正常な相表面由来の代表的な質量分析トレースを

示す。

    【図２Ｄ】

  図２Ｄは、前立腺癌（ＣＡＰ）、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）および正常（ＮＰ

）を比較するマーカーＳＰ４の正常な相表面由来の代表的な質量分析トレースを

示す。

    【図２Ｅ】

  図２Ｅは、前立腺癌（ＣＡＰ）、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）および正常（ＮＰ

）を比較するマーカーＳＰ５の正常な相表面由来の代表的な質量分析トレースを

示す。

    【図２Ｆ】

  図２Ｆは、前立腺癌（ＣＡＰ）、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）および正常（ＮＰ

）を比較するマーカーＳＰ６の正常な相表面由来の代表的な質量分析トレースを

示す。

    【図２Ｇ】

  図２Ｇは、前立腺癌（ＣＡＰ）、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）および正常（ＮＰ

）を比較するマーカーＳＰ７の正常な相表面由来の代表的な質量分析トレースを

示す。

    【図３】

  図３は、前立腺癌（ＣＡＰ）、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）および正常、または

陰性診断（ＮＰｒ）の各々を有する患者由来のサンプルにおけるレーザー捕獲顕

微解剖によって単離された前立腺上皮細胞溶解物におけるマーカーセット１（Ｃ

Ｌ１～ＣＬ４）の４つのマーカーのセットの検出を示すチャートである。質量分

析による見かけの分子量もまた、信頼性のある間隔を有して与えられる。
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    【図４Ａ】

  図４Ａは、前立腺癌（ＣＡＰまたはＣＰＡ）、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）およ

び正常（ＮＲ）におけるマーカーＣＬ１の陰イオン交換またはニッケルキレート

表面からの代表的な質量分析トレースを示す。図４Ａは、マーカーＣＬ１を示す

。

    【図４Ｂ】

  図４Ｂは、前立腺癌（ＣＡＰまたはＣＰＡ）、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）およ

び正常（ＮＲ）におけるマーカーＣＬ２の陰イオン交換またはニッケルキレート

表面からの代表的な質量分析トレースを示す。図４Ｂは、マーカーＣＬ２を示す

。

    【図４Ｃ】

  図４Ｃは、前立腺癌（ＣＡＰまたはＣＰＡ）、良性前立腺肥大（ＢＰＨ）およ

び正常（ＮＲ）におけるマーカーＣＬ３およびＣＬ４の陰イオン交換またはニッ

ケルキレート表面からの代表的な質量分析トレースを示す。図４Ｃは、マーカー

ＣＬ３およびＣＬ４を示す。

    【図５Ａ】

  図５Ａは、個々のＣａＰ、ＢＰＨおよび正常なサンプル中のマーカーＣＬ３お

よびマーカーＣＬ４の相対量のチャートである。

    【図５Ｂ】

  図５Ｂは、正常（ＮＰ）、ＢＰＨおよびＣａＰにおけるＣＬ４：ＣＬ３の平均

比率の棒グラフである。

    【図６】

  図６は、基質１０１および吸着体１０２の非連続的なスポットを含むプローブ

を示す。このプローブは、気相イオン分光分析に分離可能に挿入可能である。各

スポットは、分析物を脱離するためのエネルギー供給源によって、アドレス可能

である。
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【図１】
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【図２Ａ】
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【図２Ｂ】
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【図２Ｃ】
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【図２Ｄ】
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【図２Ｅ】
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【図２Ｆ】
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【図２Ｇ】
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【図３】
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【図４Ａ】
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【図４Ｂ】
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【図４Ｃ】
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【図５Ａ】
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【図５Ｂ】

【図６】
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【国際調査報告】
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