
(57)【要約】

　生物由来分子の同定方法を開示する。前記分子は、前

記分子について正確に同定した質量対電荷比、および、

溶出時間または荷電状態等の、少なくとも１つのさらな

る物理化学的性質に基づき同定する。さらなる物理化学

的性質を用いても良い。実験的に決定した正確質量およ

び物理化学的性質は、続いて、情報の参照用テーブルに

より比較することができる。前記参照用テーブルは、生

成されても良く、または、公知のデータベース中のデー

タにおける物理化学的性質を計算しても良い。２の異な

るサンプル中における同じ分子を認識し、および好まし

くは同定する能力は、特定の生物学的分子が、対照サン

プルと比較して実験用サンプル内で異なるように発現さ

れているかどうか、決定するために用いても良い。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 第 １ の 生 物 由 来 分 子 混 合 物 を 含 む 第 １ の サ ン プ ル を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質
を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 質 量 を 分 析 し 、 そ し て 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中
に お け る 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 第 ２ の 生 物 由 来 分 子 混 合 物 を 含 む 第 ２ の サ ン プ ル を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質
を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 質 量 を 分 析 し 、 そ し て 、 前 記 第 ２ の 混 合 物 中
に お け る 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 強 度 と 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分
子 の 強 度 と を 決 定 す る 工 程 を 含 み 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 と 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 と は
、 実 質 的 に 等 し い 質 量 対 電 荷 比 を 有 し 、 か つ 、 実 質 的 に 等 し い 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質
を 有 す る と 決 定 さ れ た も の で あ る 、
マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 第 １ の 混 合 物 お よ び ／ ま た は 前 記 第 二 の 混 合 物 が 、 複 数 の 異 な る バ イ オ ポ リ マ ー 、
タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド 、 ア ミ
ノ 酸 、 炭 水 化 物 、 糖 、 脂 質 、 脂 肪 酸 、 ビ タ ミ ン 、 ホ ル モ ン 、 DNAの 一 部 も し く は 断 片 、 cDN
Aの 一 部 も し く は 断 片 、 RNAの 一 部 も し く は 断 片 、 mRNAの 一 部 も し く は 断 片 、 tRNAの 一 部 も
し く は 断 片 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 酵 素 、 代 謝
産 物 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 、 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 、 リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 、 グ リ コ ペ プ チ ド 、 グ
リ コ プ ロ テ イ ン ま た は ス テ ロ イ ド を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 お よ び ／ ま た は 前 記 第 二 の 混 合 物 が 、 異 な る 特 性 を 有 す る 、 少 な く と も
2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800
, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, ま た は  5000の 分 子 を 含 む 、
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 が 、 非 等 モ ル の 不 均 一 複 雑 混 合 物 （ he
terogeneous complex mixture） を 含 む 、 請 求 項 １ 、 ２ ま た は ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 、 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の
混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 、 20 ppm, 19 ppm, 18 ppm, 17 ppm, 
16 ppm, 15 ppm, 14 ppm, 13 ppm, 12 ppm, 11 ppm, 10 ppm, 9 ppm, 8 ppm, 7 ppm, 6 p
pm, 5 ppm, 4 ppm, 3 ppm, 2 ppm, 1 ppm ま た は  < 1 ppmま で の 範 囲 で 決 定 す る 、 請 求 項
１ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 、 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の
混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 、 15-20 ppm, 10-15 ppm, 5-10 ppm 
ま た は  1-5 ppmま で の 範 囲 で 決 定 す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 、 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の
混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 、 0.01 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.009 マ ス ユ
ニ ッ ト , 0.008 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.007 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.006 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.005 マ ス ユ
ニ ッ ト , 0.004 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.003 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.002 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.001 マ ス ユ
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ニ ッ ト  ま た は  < 0.001 マ ス ユ ニ ッ ト ま で の 範 囲 で 決 定 す る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
下 記 工 程 の う ち 少 な く と も １ つ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
(i) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 強 度 を 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 ２
の 分 子 の 強 度 と 比 較 す る 工 程 ；
(ii) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 強 度 を 、 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第
１ の 分 子 の 強 度 と 比 較 す る 工 程 ；
(iii) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 ２ の 分 子 の 強 度 を 、 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第
２ の 分 子 の 強 度 と 比 較 す る 工 程 ；
(iv) 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 強 度 を 、 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第
２ の 分 子 の 強 度 と 比 較 す る 工 程 ； お よ び
(v) (a) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 強 度 と 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第
１ の 分 子 の 強 度 と の 比 を 、 (b) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 ２ の 分 子 の 強 度 と 前 記 第 ２
の 混 合 物 中 に お け る 第 ２ の 分 子 の 強 度 と の 比 と 比 較 す る 工 程 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 ２ の 分 子 が 、 実 質 的 に 、 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第 ２
の 分 子 と 同 じ で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 第 ２ の 分 子 が 、 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 混 合 物 に 対 し て 、 内 因 性 (endogenous)ま た は 外
因 性 (exogenous)で あ る 、 請 求 項 ８ ま た は ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １
の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 か つ
、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第
１ の 分 子 が 、 実 質 的 に 等 し い 前 記 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る と 決 定 す る 、 請 求 項 １ ～
１ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １
の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 か つ
、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第
１ の 分 子 が 、 実 質 的 に 等 し い 前 記 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る と 決 定 す る 、 請 求 項 １ １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １
の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 か つ
、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第
１ の 分 子 が 、 実 質 的 に 等 し い 前 記 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る と 決 定 す る 、 請 求 項 １ ２
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １
の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ５ の ま た は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 を さ
ら に 含 み 、 か つ 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中
に お け る 前 記 第 １ の 分 子 が 、 実 質 的 に 等 し い 前 記 第 ５ の ま た は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を
有 す る と 決 定 す る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の お よ び ／ ま た は 前 記 第 ３ の お よ び ／ ま た は 前 記 第 ４
の お よ び ／ ま た は 前 記 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 が 、 (i) 溶 出 時 間 (elution
 time)、 疎 水 性 、 親 水 性 、 移 動 時 間 (migration time)、 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時
間 (chromatographic retention time); (ii) 溶 解 度 ; (iii) 分 子 体 積 ま た は サ イ ズ ; (iv
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) 正 味 電 荷 (net charge)、 荷 電 状 態 (charge state)、 イ オ ン 電 荷 ま た は 複 合 的 な 実 測 荷 電
状 態 ; (v) 等 電 点 (pI); (vi) 解 離 定 数 (pKa); (vii) 抗 体 親 和 力 ; (viii) 電 気 泳 動 移 動
度 ; (ix) イ オ ン 化 ポ テ ン シ ャ ル ; (x) 双 極 子 モ ー メ ン ト ; (xi) 水 素 結 合 可 能 性 (hydroge
n-bonding capability) ま た は 水 素 結 合 能 力 (hydrogen-bonding capacity); お よ び  (xii
) 気 相 中 に お け る イ オ ン 移 動 度 (ion mobility)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １
４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混
合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 、 (i) フ ー リ エ 変 換 ("FT")質 量 分 析 計 ; 
(ii)フ ー リ エ 変 換 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 共 鳴 ("FTICR")質 量 分 析 計 ; (iii) 飛 行 時 間 ("TOF
")質 量 分 析 計 ; (iv) 直 交 加 速 式 (orthogonal acceleration)飛 行 時 間 ("oaTOF") 質 量 分 析
計 ; (v)磁 気 セ ク タ 質 量 分 析 計 ; (vi) 四 重 極 質 量 分 析 装 置 (quadrupole mass analyser); 
(vii) イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 装 置 ; お よ び (viii)フ ー リ エ 変 換 オ ー ビ ト ラ ッ プ (orbitra
p)、 静 電 気 的 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 共 鳴 質 量 分 析 計 ま た は 静 電 気 的 フ ー リ エ 変 換 質 量 分 析
計 の い ず れ か に よ り 質 量 分 析 す る 、 請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
(i) 前 記 第 １ の サ ン プ ル を 病 気 に 罹 っ た 生 物 か ら 採 取 し 、 か つ 、 前 記 第 ２ の サ ン プ ル を 病
気 に 罹 っ て い な い 生 物 か ら 採 取 す る か ; (ii) 前 記 第 １ の サ ン プ ル を 治 療 し た 生 物 か ら 採
取 し 、 か つ 、 前 記 第 ２ の サ ン プ ル を 治 療 し て い な い 生 物 か ら 採 取 す る か ; ま た は  (iii) 
前 記 第 １ の サ ン プ ル を 変 異 体 の 生 物 か ら 採 取 し 、 か つ 、 前 記 第 ２ の サ ン プ ル を 野 生 型 の 生
物 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 １ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る
前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 生 物 由 来 分 子 混 合 物 を 含 む １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る サ
ン プ ル を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の
第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 を 分 析 し 、 そ
し て 、 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比
を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 強 度 を 決 定 す る 工 程 を
さ ら に 含 み 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 有 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 、 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の
分 子 、 お よ び 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 は 、 実 質
的 に 等 し い 質 量 対 電 荷 比 お よ び 実 質 的 に 等 し い 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 、 お よ び 任 意 に
等 し い 前 記 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し
く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る と 決 定 す る 、
請 求 項 １ ～ １ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る
前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 混 合 物 中 に お け る 前 記 第
１ の 分 子 を 同 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る
前 記 第 １ の 分 子 は 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 強 度 が 、 前 記 第 ２ の 混
合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 強 度 と 、 あ ら か じ め 決 定 し た 量 を 超 え て 異 な る 場 合 に の
み 同 定 す る 、 請 求 項 １ ８ 、 １ ９ ま た は ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る
前 記 第 １ の 分 子 は 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 複 数 の 異 な る 分 子 の 平 均 強 度 が 、 前 記 第
２ の 混 合 物 中 に お け る 複 数 の 異 な る 分 子 の 平 均 強 度 と 、 あ ら か じ め 決 定 し た 量 を 超 え て 異
な る 場 合 に の み 同 定 す る 、 請 求 項 １ ８ 、 １ ９ ま た は ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 あ ら か じ め 決 定 し た 量 が 、  (i) 1%; (ii) 2%; (iii) 5%; (iv) 10%; (v) 20%; (vi) 
50%; (vii) 100%; (viii) 150%; (ix) 200%; (x) 250%; (xi) 300%; (xii) 350%; (xiii)
 400%; (xiv) 450%; (xv) 500%; (xvi) 1000%; (xvii) 5000%; お よ び  (xviii) 10000%か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ １ ま た は ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る
前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 が 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ
び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 、
な ら び に 、 任 意 に 前 記 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は
第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 、 お よ び 前 記 決 定 さ れ た 質 量 対 電 荷 比 を 、 分 子 の
イ ン デ ッ ク ス (index of molecules)と 比 較 す る 工 程 を 含 み 、
前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、
(i) 掲 載 さ れ た (indexed)各 分 子 の 個 性 (identity);
(ii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 ;
(iii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 、 正 確 な 質 量 ま た は 質
量 対 電 荷 比 ; お よ び
(iv) 任 意 に 、 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た も し く は 予 想 さ れ た 第 ２ の 物 理
化 学 的 性 質 お よ び ／ ま た は 、 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た も し く は 予 想 さ れ
た 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 、 お よ び ／ ま た は 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た も し
く は 予 想 さ れ た 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 、 お よ び ／ ま た は 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決
定 さ れ た も し く は 予 想 さ れ た 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 含 む 、 請 求 項 １ ８
～ ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る
前 記 第 １ の 分 子 が ペ プ チ ド を 含 み 、 か つ 、 前 記 分 子 の イ ン デ ッ ク ス が ペ プ チ ド の イ ン デ ッ
ク ス を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 ペ プ チ ド の イ ン デ ッ ク ス は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 が 、 ど の よ う に し て 断 片
化 ま た は 消 化 さ れ 、 複 数 の ペ プ チ ド を 生 じ る こ と が 可 能 で あ る か を 決 定 す る こ と に よ り 生
成 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る
前 記 第 １ の 分 子 が ペ プ チ ド を 含 み 、 か つ 、 前 記 分 子 の イ ン デ ッ ク ス が タ ン パ ク 質 の イ ン デ
ッ ク ス を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る
前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 が 、 前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は
第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 前
記 分 子 の イ ン デ ッ ク ス か ら 計 算 す る 工 程 を 含 み 、
前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、
(i) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 個 性 ; お よ び
(ii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 、 正 確 な 質 量 ま た は 質
量 対 電 荷 比 を 含 む 、 請 求 項 １ ８ ～ ２ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
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前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、 (i)タ ン パ ク 質 ま た は プ ロ テ オ ー ム (proteome)の シ ー ケ ン ス デ ー タ
ベ ー ス ; (ii) 発 現 シ ー ケ ン ス タ グ  (Expressed Sequence Tag)(EST)の デ ー タ ベ ー ス ; ま
た は  (iii) 遺 伝 子 も し く は ゲ ノ ム の デ ー タ ベ ー ス を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る
前 記 第 １ の 分 子 を 、
(i)前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お
け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 の 質 量 ま た は 質 量 対 電
荷 比 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(ii) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に
お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第
１ の 物 理 化 学 的 性 質 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(iii) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に
お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第 ２ の
物 理 化 学 的 性 質 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(iv) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に
お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第 ３ の
物 理 化 学 的 性 質 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(v) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お
け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第 ４ の 物
理 化 学 的 性 質 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(vi) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に
お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に
お け る 前 記 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 に 基 づ き 同 定 す
る 、 請 求 項 １ ８ ～ ２ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 生 物 由 来 分 子 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定
す る 工 程 、
　 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 を 分 析 し 、 そ し て 、 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定
す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 お
よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き 同 定 す る 工 程 を 含 む 、
マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 分 子 混 合 物 が 、 複 数 の 異 な る バ イ オ ポ リ マ ー 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 炭 水 化 物 、 糖 、 脂 質 、 脂 肪 酸 、
ビ タ ミ ン 、 ホ ル モ ン 、 DNAの 一 部 も し く は 断 片 、 cDNAの 一 部 も し く は 断 片 、 RNAの 一 部 も し
く は 断 片 、 mRNAの 一 部 も し く は 断 片 、 tRNAの 一 部 も し く は 断 片 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 酵 素 、 代 謝 産 物 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 、 リ ン 酸 化 ペ
プ チ ド 、 リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 、 グ リ コ ペ プ チ ド 、 グ リ コ プ ロ テ イ ン ま た は ス テ ロ イ ド を 含
む 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 第 １ の 分 子 を 定 量 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ １ ま た は ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ペ プ チ ド 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 、 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理
化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
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　 お よ び 、
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 に お け
る 、 前 記 測 定 し た 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 お よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き
同 定 す る 工 程 を 含 む 、
マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
１ も し く は そ れ 以 上 の ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は １ も し く は そ れ 以 上 の 合 成 分 子 を 含 む 内 部
標 準 を 、 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 ま た は 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 の フ ラ ク シ ョ ン (fraction)に 添 加
す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 少 な く と も 前 記 タ ン パ ク 質 の う ち い く つ か に 由 来 す る ペ プ チ ド の 混 合 物 を 準 備 す る 工 程
、
　 前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 中 に お け る 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 、 前 記 ペ
プ チ ド 混 合 物 中 に お け る ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 、 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第
１ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 に お け
る 、 前 記 測 定 し た 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 お よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き
同 定 す る 工 程 を 含 む 、
マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
１ も し く は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は １ も し く は そ れ 以 上 の 合 成 分 子 を 含 む 内
部 標 準 を 、 前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 ま た は 前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 の フ ラ ク シ ョ ン (fraction)
に 添 加 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 、 好 ま し く は １ 次 元 電 気 泳 動 法 、 多 次 元 電 気 泳 動 法 、 サ イ ズ 排 除
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 １ ま た は そ れ 以
上 の タ ン パ ク 質 を 前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 か ら 分 離 す る よ う に 分 画 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、
か つ 、 前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 か ら 分 離 し た 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 を 、 次 に 、
前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 を 与 え る よ う に 消 化 ま た は 断 片 化 す る 、 請 求 項 ３ ６ ま た は ３ ７ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 、 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 を 与 え る よ う に 消 化 ま た は 断 片 化 す る 工 程
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ６ ま た は ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
１ ま た は そ れ 以 上 の ペ プ チ ド の 第 １ の フ ラ ク シ ョ ン を 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 か ら 分 離 す る 工
程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ４ ～ ３ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の ペ プ チ ド を 、 (i) 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ("HPLC"); (ii) 
陰 イ オ ン 交 換 ; (iii) 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (iv) 陽 イ オ ン 交 換 ; (v) 陽 イ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (vi) イ オ ン 対 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (vii) ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー ; (vii) 一 次 元 電 気 泳 動 法 ; (ix) 多 次 元 電 気 泳 動 法 ; (x) サ イ ズ 排 除 ; (xi) 
ア フ ィ ニ テ ィ ー ; (xii) 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (xiii) キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー ("CEC"); (xiv) 電 気 泳 動 法 ; (xv) イ オ ン 移 動 度 分 離 法 (ion mobility sepa
ration); (xvi) 電 界 非 対 称 性 イ オ ン 移 動 度 分 離 法 (Field Asymmetric Ion Mobility Sepa
ration) ("FAIMS"); ま た は  (xvi) キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 に よ り 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 か
ら 分 離 す る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
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前 記 第 １ の フ ラ ク シ ョ ン 中 に お け る 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の ペ プ チ ド が 、 実 質 的 に 等 し い
前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 、 好 ま し く は 、 等 し い 溶 出 時 間 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 移 動 時 間 ま
た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ０ ま た は ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 を 定 量 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ４ ～ ４ ２ の い ず れ
か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
ペ プ チ ド を 含 む １ ま た は そ れ 以 上 の 同 定 さ れ た 第 １ の 分 子 と 相 関 関 係 が あ る タ ン パ ク 質 ま
た は 翻 訳 後 修 飾 (Post Translationally Modified) ("PTM")タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 工 程 を
さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ４ ～ ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
前 記 タ ン パ ク 質 ま た は 翻 訳 後 修 飾 タ ン パ ク 質 を 定 量 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ ４ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 タ ン パ ク 質 ま た は 前 記 翻 訳 後 修 飾 タ ン パ ク 質 と 相 関 関 係 が あ る と 考 え ら れ る 全 て の ペ
プ チ ド の 強 度 が 、 あ ら か じ め 決 定 さ れ た １ ま た は そ れ 以 上 の 範 囲 内 に 含 ま れ る こ と を チ ェ
ッ ク す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ ４ ま た は ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 代 謝 産 物 の 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 代 謝 産 物 を 含 む 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化
学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 代 謝 産 物 を 含 む 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 代 謝 産 物 を 含 む 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 代 謝 産 物 を 含 む 第 １ の 分 子 に お け
る 、 前 記 測 定 し た 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 お よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き
同 定 す る 工 程 を 含 む 、
マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
前 記 混 合 物 中 に お け る 前 記 代 謝 産 物 の う ち 少 な く と も 一 部 (at least some)が 、 (i) 血 漿 ;
 (ii) 尿 ; (iii) 糞 便 ; (iv) 汗 ; ま た は  (v) 呼 気 か ら の 抽 出 物 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 (i) DNAの 一 部 も し く は 断 片 を 複 数 ; (ii) RNAの 一 部 も し く は 断 片 を 複 数 ; (iii)オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 複 数 お よ び ／ も し く は オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド を 複 数 ; (iv)核 酸 を 複 数 ; (v) 
遺 伝 子 の 一 部 も し く は 断 片 を 複 数 ; (vi)リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ  (RNases)を 複 数 ; (vii) cDNA
の 一 部 も し く は 断 片 を 複 数 ; (viii) mRNAの 一 部 も し く は 断 片 を 複 数 ; ま た は  (ix) tRNA
の 一 部 も し く は 断 片 を 複 数 含 む 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定
す る 工 程 、
　 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 、 前 記 測 定 し た 第 １ の 物 理 化
学 的 性 質 お よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き 同 定 す る 工 程 を 含 む 、 マ ス ス ペ
ク ト ル 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 (i) リ ン 酸 化 ペ プ チ ド ; (ii) リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 ; (iii) グ リ コ ペ プ チ ド ; (iv) グ リ
コ プ ロ テ イ ン ; (v) 炭 水 化 物 ; (vi) 糖 ; (vii) 脂 質 ; (viii) 脂 肪 酸 ; (ix) ビ タ ミ ン ; (
x) ホ ル モ ン ; (xi) ス テ ロ イ ド ; (xii) モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ; お よ
び  (xiii) ポ リ サ ッ カ ラ イ ド を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定
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す る 工 程 、
　 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 、 前 記 測 定 し た 第 １ の 物 理 化
学 的 性 質 お よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き 同 定 す る 工 程 を 含 む 、 マ ス ス ペ
ク ト ル 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
前 記 混 合 物 が 、 異 な る 特 性 を 有 す る 、 少 な く と も 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80
, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
 3500, 4000, 4500, ま た は  5000の 分 子 を 含 む 、 請 求 項 ３ １ ～ ５ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
前 記 混 合 物 が 、 非 等 モ ル の 不 均 一 複 雑 混 合 物 （ heterogeneous complex mixture） を 含 む
、 請 求 項 ３ １ ～ ５ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 前 記 工 程 が 、 前 記 第 １ の 分 子 に お
け る 質 量 対 電 荷 比 を 、 20 ppm, 19 ppm, 18 ppm, 17 ppm, 16 ppm, 15 ppm, 14 ppm, 13 p
pm, 12 ppm, 11 ppm, 10 ppm, 9 ppm, 8 ppm, 7 ppm, 6 ppm, 5 ppm, 4 ppm, 3 ppm, 2 p
pm, 1 ppm ま た は  < 1 ppmま で の 範 囲 で 決 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ３ １ ～ ５ ２ の い ず れ
か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 前 記 工 程 が 、 前 記 第 １ の 分 子 に お
け る 質 量 対 電 荷 比 を 、 15-20 ppm, 10-15 ppm, 5-10 ppm ま た は  1-5 ppmま で の 範 囲 で 決
定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ３ １ ～ ５ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 前 記 工 程 が 、 前 記 第 １ の 分 子 に お
け る 質 量 対 電 荷 比 を 、 0.01 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.009 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.008 マ ス ユ ニ ッ ト , 0
.007 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.006 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.005 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.004 マ ス ユ ニ ッ ト , 0
.003 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.002 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.001 マ ス ユ ニ ッ ト  ま た は  < 0.001 マ ス ユ
ニ ッ ト ま で の 範 囲 で 決 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ３ １ ～ ５ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
前 記 第 １ の 分 子 を 、 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 の 効 力 に よ っ て 前 記 混 合 物 中 に お け る 他 の
分 子 か ら 分 離 す る 、 請 求 項 ３ １ ～ ５ ５ の い ず れ か に 記 載 の マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
前 記 第 １ の 分 子 を 、 時 間 的 に お よ び ／ ま た は 空 間 的 に 、 前 記 混 合 物 中 に お け る 他 の 分 子 と
分 離 す る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
前 記 第 １ の 分 子 を 、 (i) 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ("HPLC"); (ii) 陰 イ オ ン 交 換 ; (ii
i) 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (iv) 陽 イ オ ン 交 換 ; (v) 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー ; (vi) イ オ ン 対 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (vii) ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (vii) 
一 次 元 電 気 泳 動 法 ; (ix) 多 次 元 電 気 泳 動 法 ; (x) サ イ ズ 排 除 ; (xi) ア フ ィ ニ テ ィ ー ; (x
ii) 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (xiii) キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ("CEC")
; (xiv) 電 気 泳 動 法 ; (xv) イ オ ン 移 動 度 分 離 法 (ion mobility separation); (xvi) 電 界
非 対 称 性 イ オ ン 移 動 度 分 離 法 (Field Asymmetric Ion Mobility Separation) ("FAIMS"); 
ま た は  (xvi) キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 に よ り 前 記 混 合 物 中 に お け る 他 の 分 子 か ら 分 離 す
る 、 請 求 項 ５ ６ ま た は ５ ７ の い ず れ か に 記 載 の マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
少 な く と も 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 前 記 混 合 物 中 に お け る 分 子 の マ ス ス ペ ク ト ル か
ら 決 定 す る 、 請 求 項 ３ １ ～ ５ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
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前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 が 、 正 味 電 荷 (net charge)、 荷 電 状 態 (charge state)、 イ オ ン
電 荷 ま た は 複 合 的 な 実 測 荷 電 状 態 を 含 む 、 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
前 記 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測
定 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 前 記 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 は 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 と は 異
な り 、 か つ 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 は 、 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分
子 に お け る 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 な ら び に 前 記 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基
づ き 同 定 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ １ ～ ６ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
前 記 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測
定 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 前 記 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 は 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 物 理 化 学 的
性 質 と は 異 な り 、 か つ 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 は 、 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分
子 に お け る 前 記 第 １ 、 第 ２ お よ び 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 な ら び に 前 記 決 定 し た 質 量 対 電 荷
比 に 基 づ き 同 定 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
前 記 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測
定 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 前 記 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 は 前 記 第 １ 、 第 ２ お よ び 第 ３ の 物 理
化 学 的 性 質 と は 異 な り 、 か つ 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 は 、 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分
子 に お け る 前 記 第 １ 、 第 ２ 、 第 ３ お よ び 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 な ら び に 前 記 決 定 し た 質 量
対 電 荷 比 に 基 づ き 同 定 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
前 記 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ５ の ま た は さ ら な る 物 理
化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 前 記 第 ５ の ま た は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 は 前
記 第 １ 、 第 ２ 、 第 ３ お よ び 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 と は 異 な り 、 か つ 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 は 、 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分
子 に お け る 前 記 第 １ 、 第 ２ 、 第 ３ 、 第 ４ 、 第 ５ の ま た は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 な ら び に
前 記 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き 同 定 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ ５ 】
前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま
た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 が 、 (i) 溶 出 時 間 (elution time)、 疎 水 性 、
親 水 性 、 移 動 時 間 (migration time)、 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 (chromatograph
ic retention time); (ii) 溶 解 度 ; (iii) 分 子 体 積 ま た は サ イ ズ ; (iv) 正 味 電 荷 (net c
harge)、 荷 電 状 態 (charge state)、 イ オ ン 電 荷 ま た は 複 合 的 な 実 測 荷 電 状 態 ; (v) 等 電 点
(pI); (vi) 解 離 定 数 (pKa); (vii) 抗 体 親 和 力 ; (viii) 電 気 泳 動 移 動 度 ; (ix) イ オ ン 化
ポ テ ン シ ャ ル ; (x) 双 極 子 モ ー メ ン ト ; (xi) 水 素 結 合 可 能 性 (hydrogen-bonding capabil
ity) ま た は 水 素 結 合 能 力 (hydrogen-bonding capacity); お よ び  (xii) 気 相 中 に お け る
イ オ ン 移 動 度 (ion mobility)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ １ ～ ６ ４ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
１ も し く は そ れ 以 上 の 内 因 性 (endogenous)お よ び ／ ま た は １ も し く は そ れ 以 上 の 外 因 性 (e
xogenous)分 子 を 内 部 標 準 と し て 用 い る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ １ ～ ６ ５ の い ず れ か
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
前 記 内 部 標 準 は 、 少 な く と も 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 な ら び に 任 意 に 前 記 第 ２ の お
よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化
学 的 性 質 を 較 正 す る (calibrate)た め に 使 用 す る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ８ 】
前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 が 、 前 記 第 １ の 分 子 の 、 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 、
な ら び に 、 任 意 に 前 記 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は
第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 、 お よ び 前 記 決 定 さ れ た 質 量 対 電 荷 比 を 、 分 子 の
イ ン デ ッ ク ス (index of molecules)と 比 較 す る 工 程 を 含 み 、
前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、
(i) 掲 載 さ れ た (indexed)各 分 子 の 個 性 (identity);
(ii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 ;
 お よ び
(iii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 、 正 確 な 質 量 ま た は 質
量 対 電 荷 比 を 含 む 、 請 求 項 ３ １ ～ ６ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
前 記 第 １ の 分 子 が ペ プ チ ド を 含 み 、 か つ 、 前 記 分 子 の イ ン デ ッ ク ス が ペ プ チ ド の イ ン デ ッ
ク ス を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
前 記 ペ プ チ ド の イ ン デ ッ ク ス は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 が 、 ど の よ う に し て 断 片
化 ま た は 消 化 さ れ 、 複 数 の ペ プ チ ド を 生 じ る こ と が 可 能 で あ る か を 決 定 す る こ と に よ り 生
成 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
前 記 第 １ の 分 子 が ペ プ チ ド を 含 み 、 か つ 、 前 記 分 子 の イ ン デ ッ ク ス が タ ン パ ク 質 の イ ン デ
ッ ク ス を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
前 記 第 １ の 分 子 を 、
(i) 前 記 第 １ の 分 子 の 、 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 の 質 量 ま た は 質 量 対 電
荷 比 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(ii) 前 記 第 １ の 分 子 の 、 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第
１ の 物 性 値 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(iii) 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第 ２ の
物 性 値 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(iv) 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第 ３ の
物 性 値 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(v) 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第 ４ の 物
性 値 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(vi) 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に
お け る 前 記 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 性 値 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 に 基 づ き 同 定 す る 、 請 求
項 ６ ８ ～ ７ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 が 、 前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は
第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 分
子 の イ ン デ ッ ク ス か ら 計 算 す る 工 程 を 含 み 、
前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、
(i) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 個 性 ; お よ び
(ii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 、 正 確 な 質 量 ま た は 質
量 対 電 荷 比 を 含 む 、 請 求 項 ３ １ ～ ７ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、 (i)タ ン パ ク 質 も し く は プ ロ テ オ ー ム (proteome)の シ ー ケ ン ス デ ー
タ ベ ー ス ; (ii) 発 現 シ ー ケ ン ス タ グ  (Expressed Sequence Tag)(EST)の デ ー タ ベ ー ス ; 
ま た は  (iii) 遺 伝 子 も し く は ゲ ノ ム の デ ー タ ベ ー ス を 含 む 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
生 物 由 来 分 子 を マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 に よ り 同 定 す る た め に 使 用 す る イ ン デ ッ ク ス を 生 成 さ
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せ る 方 法 で あ り 、
　 生 物 由 来 分 子 の 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 前 記 生 物 由 来 分 子 に お け る 、 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 決
定 す る 工 程 、 お よ び
　 任 意 に 、 前 記 生 物 由 来 分 子 に お け る 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の
お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
生 物 由 来 分 子 を マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 に よ り 同 定 す る た め に 使 用 す る イ ン デ ッ ク ス を 生 成 さ
せ る 方 法 で あ り 、
　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 消 化 ま た は 断 片 化 に よ り 生 じ る ペ プ チ ド を 含 む 分 子 の
質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 分 子 に お け る 、 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性
質 を 決 定 す る 工 程 、 お よ び
　 任 意 に 、 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 分 子 に お け る 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は
第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 方 法
。
【 請 求 項 ７ ７ 】
生 物 由 来 分 子 を マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 に よ り 同 定 す る た め に 使 用 す る イ ン デ ッ ク ス を 生 成 さ
せ る 方 法 で あ り 、
　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 消 化 ま た は 断 片 化 に よ り 生 じ る ペ プ チ ド を 含 む 分 子 の
質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 前 記 ペ プ チ ド が 由 来 す る １ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 に お け る 、 質 量 ま た は 質 量 対 電
荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 決 定 す る 工 程 、 お よ び
　 任 意 に 、 前 記 タ ン パ ク 質 に お け る 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お
よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
前 記 分 子 に お け る 前 記 質 量 対 電 荷 比 を 、 20 ppm, 19 ppm, 18 ppm, 17 ppm, 16 ppm, 15 p
pm, 14 ppm, 13 ppm, 12 ppm, 11 ppm, 10 ppm, 9 ppm, 8 ppm, 7 ppm, 6 ppm, 5 ppm, 4
 ppm, 3 ppm, 2 ppm, 1 ppm ま た は  < 1 ppmま で の 範 囲 で 決 定 す る 、 請 求 項 ７ ５ 、 ７ ６ ま
た は ７ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
前 記 分 子 に お け る 前 記 質 量 対 電 荷 比 を 、 15-20 ppm, 10-15 ppm, 5-10 ppm ま た は  1-5 pp
mま で の 範 囲 で 決 定 す る 、 請 求 項 ７ ５ ～ ７ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
前 記 分 子 に お け る 前 記 質 量 対 電 荷 比 を 、 0.01 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.009 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.008
 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.007 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.006 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.005 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.004
 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.003 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.002 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.001 マ ス ユ ニ ッ ト  ま た は
 < 0.001 マ ス ユ ニ ッ ト ま で の 範 囲 で 決 定 す る 、 請 求 項 ７ ５ ～ ７ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま
た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 が 、 (i) 溶 出 時 間 (elution time)、 疎 水 性 、
親 水 性 、 移 動 時 間 (migration time)、 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 (chromatograph
ic retention time); (ii) 溶 解 度 ; (iii) 分 子 体 積 ま た は サ イ ズ ; (iv) 正 味 電 荷 (net c
harge)、 荷 電 状 態 (charge state)、 イ オ ン 電 荷 ま た は 複 合 的 な 実 測 荷 電 状 態 ; (v) 等 電 点
(pI); (vi) 解 離 定 数 (pKa); (vii) 抗 体 親 和 力 ; (viii) 電 気 泳 動 移 動 度 ; (ix) イ オ ン 化
ポ テ ン シ ャ ル ; (x) 双 極 子 モ ー メ ン ト ; (xi) 水 素 結 合 可 能 性 (hydrogen-bonding capabil
ity) ま た は 水 素 結 合 能 力 (hydrogen-bonding capacity); お よ び  (xii) 気 相 中 に お け る
イ オ ン 移 動 度 (ion mobility)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ５ ～ ８ ０ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ８ ２ 】
比 較 的 低 い (lower)閾 値 以 下 に 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 を 有 す る 分 子 に 対 し 、 相 対 的 に 低
い 優 先 順 位 を 割 り 当 て る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ ５ ～ ８ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
前 記 比 較 的 低 い 閾 値 が 、 (i) < 500 ダ ル ト ン ; (ii) 500-1000 ダ ル ト ン ; (iii) 1000-150
0 ダ ル ト ン ; (iv) 1500-2000 ダ ル ト ン ; (v) 2000-2500 ダ ル ト ン ; (vi) 2500-3000 ダ ル
ト ン ; お よ び  (vii) 3000-3500 ダ ル ト ン の 範 囲 で あ る 、 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
前 記 比 較 的 低 い 閾 値 が 、 6, 7, 8, 9, 10, 11 ま た は  12よ り も 少 な い ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ
プ チ ド に お け る 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 に 相 当 す る 、 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
比 較 的 高 い (upper)閾 値 以 上 に 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 を 有 す る 分 子 に 対 し 、 相 対 的 に 低
い 優 先 順 位 を 割 り 当 て る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ８ ２ 、 ８ ３ ま た は ８ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
前 記 比 較 的 高 い 閾 値 が 、 (i) 5000-5500 ダ ル ト ン ; (ii) 5500-6000 ダ ル ト ン ; (iii) 600
0-6500 ダ ル ト ン ; (iv) 6500-7000 ダ ル ト ン ; (v) 7000-7500 ダ ル ト ン ; (vi) 7500-8000
 ダ ル ト ン ; (vii) 8000-8500 ダ ル ト ン ; (viii) 8500-9000 ダ ル ト ン ; (ix) 9000-9500 
ダ ル ト ン ; (x) 9500-10000 ダ ル ト ン ; (xi) 10000-10500 ダ ル ト ン ; (xii) 10500-11000 
ダ ル ト ン ; (xiii) 11000-11500 ダ ル ト ン ; (xiv) 11500-12000 ダ ル ト ン ; (xv) 12000-12
500 ダ ル ト ン ; (xvi) 12500-13000 ダ ル ト ン ; (xvii) 13000-13500 ダ ル ト ン ; (xviii) 1
3500-14000 ダ ル ト ン ; (xix) 14000-14500 ダ ル ト ン ; (xx) 14500-15000 ダ ル ト ン ; (xxi
) 15000-15500; (xxii) 15500-16000; (xxiii) 16000-16500; お よ び  (xiv) > 16500 ダ
ル ト ン の 範 囲 で あ る 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま
た は 第 ５ の お よ び さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 計 算 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ ５ ～ ８
６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
質 量 分 析 計 で あ っ て 、
　 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 質 量 分 析 装 置 (mass analyser)
を 含 み 、
　 使 用 に お い て 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化
学 的 性 質 を 測 定 し 、 そ し て 、 任 意 に 、 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の
お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 し 、
　 か つ 、 前 記 質 量 分 析 計 は 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的
性 質 お よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き 、 そ し て 、 任 意 に 、 前 記 第 ２ の お よ
び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学
的 性 質 に 基 づ き 、 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 手 段 を さ ら に 含 む 、 質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま
た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 は 、 (i) 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー も し く は 高
速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ("HPLC")カ ラ ム ; (ii) 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ
ム ; (iii) 超 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム ; (iv) サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
カ ラ ム ; (v) ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム ; (vi) キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 ("C
E")カ ラ ム ; (vii) イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム ; (viii) １ 次 元 も し く は 多 次 元 電 気
泳 動 デ バ イ ス ; ま た は  (ix) ガ ス を 含 む ド リ フ ト チ ュ ー ブ を 用 い て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 ８
８ に 記 載 の 質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま
た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 は 、 前 記 第 １ の 分 子 の マ ス ス ペ ク ト ル か ら 計
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る 、 請 求 項 ８ ８ ま た は ８ ９ に 記 載 の 質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 ９ １ 】
前 記 物 理 化 学 的 性 質 が 、 正 味 電 荷 (net charge)、 荷 電 状 態 (charge state)、 イ オ ン 電 荷 ま
た は 複 合 的 な 実 測 荷 電 状 態 を 含 む 、 請 求 項 ９ ０ に 記 載 の 質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま
た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 が 、 (i) 溶 出 時 間 (elution time)、 疎 水 性 、
親 水 性 、 移 動 時 間 (migration time)、 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 (chromatograph
ic retention time); (ii) 溶 解 度 ; (iii) 分 子 体 積 ま た は サ イ ズ ; (iv) 正 味 電 荷 (net c
harge)、 荷 電 状 態 (charge state)、 イ オ ン 電 荷 ま た は 複 合 的 な 実 測 荷 電 状 態 ; (v) 等 電 点
(pI); (vi) 解 離 定 数 (pKa); (vii) 抗 体 親 和 力 ; (viii) 電 気 泳 動 移 動 度 ; (ix) イ オ ン 化
ポ テ ン シ ャ ル ; (x) 双 極 子 モ ー メ ン ト ; (xi) 水 素 結 合 可 能 性 (hydrogen-bonding capabil
ity) ま た は 水 素 結 合 能 力 (hydrogen-bonding capacity); お よ び  (xii) 気 相 中 に お け る
イ オ ン 移 動 度 (ion mobility)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ ８ ～ ９ １ の い ず れ か に
記 載 の 質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 、 20 ppm, 19 ppm, 18 ppm, 17 ppm, 16 ppm, 15
 ppm, 14 ppm, 13 ppm, 12 ppm, 11 ppm, 10 ppm, 9 ppm, 8 ppm, 7 ppm, 6 ppm, 5 ppm,
 4 ppm, 3 ppm, 2 ppm, 1 ppm ま た は  < 1 ppmま で の 範 囲 で 決 定 す る 、 請 求 項 ８ ８ ～ ９ ２
の い ず れ か に 記 載 の 質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 、 15-20 ppm, 10-15 ppm, 5-10 ppm ま た は  1-5 
ppmま で の 範 囲 で 決 定 す る 、 請 求 項 ８ ８ ～ ９ ３ の い ず れ か に 記 載 の 質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 、 0.01 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.009 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.0
08 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.007 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.006 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.005 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.0
04 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.003 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.002 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.001 マ ス ユ ニ ッ ト  ま た
は  < 0.001 マ ス ユ ニ ッ ト ま で の 範 囲 で 決 定 す る 、 請 求 項 ８ ８ ～ ９ ４ の い ず れ か に 記 載 の
質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
前 記 質 量 分 析 計 が 、 (i) フ ー リ エ 変 換 ("FT")質 量 分 析 計 ; (ii)フ ー リ エ 変 換 イ オ ン サ イ ク
ロ ト ロ ン 共 鳴 ("FTICR")質 量 分 析 計 ; (iii) 飛 行 時 間 ("TOF")質 量 分 析 計 ; (iv) 直 交 加 速
式 (orthogonal acceleration)飛 行 時 間 ("oaTOF") 質 量 分 析 計 ; (v)磁 気 セ ク タ 質 量 分 析 計
; (vi) 四 重 極 質 量 分 析 装 置 (quadrupole mass analyser); (vii) イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分
析 装 置 ; お よ び (viii)フ ー リ エ 変 換 オ ー ビ ト ラ ッ プ (orbitrap)、 静 電 気 的 イ オ ン サ イ ク ロ
ト ロ ン 共 鳴 質 量 分 析 計 ま た は 静 電 気 的 フ ー リ エ 変 換 質 量 分 析 計 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、
請 求 項 ８ ８ ～ ９ ５ の い ず れ か に 記 載 の 質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
主 と し て 分 子 イ オ ン ま た は 擬 分 子 イ オ ン (molecular or pseudo-molecular ions)を 生 成 す
る イ オ ン 源 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ８ ８ ～ ９ ６ の い ず れ か に 記 載 の 質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
前 記 イ オ ン 源 が 、 大 気 圧 イ オ ン 化 源 (atmospheric pressure ionization source)を 含 む 、
請 求 項 ８ ８ ～ ９ ７ の い ず れ か に 記 載 の 質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
前 記 イ オ ン 源 が 、 (i) 電 子 ス プ レ ー イ オ ン 化 (Electrospray ionisation) ("ESI")イ オ ン
源 ; (ii) 大 気 圧 化 学 イ オ ン 化 (Atmospheric Pressure Chemical Ionisation) ("APCI") 
イ オ ン 源 ; (iii) 大 気 圧 光 イ オ ン 化 (Atmospheric Pressure Photo Ionisation) ("APPI")
 イ オ ン 源 ; お よ び  (iv) 大 気 圧 マ ト リ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 着 イ オ ン 化 (Matrix Assisted 
Laser Desorption Ionisation) ("MALDI")イ オ ン 源 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９
８ に 記 載 の 質 量 分 析 計 。
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【 請 求 項 １ ０ ０ 】
前 記 イ オ ン 源 が 非 大 気 圧 イ オ ン 化 源 (non-atmospheric pressure ionization source)を 含
む 、 請 求 項 ８ ８ ～ ９ ７ の い ず れ か に 記 載 の 質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
前 記 イ オ ン 源 が 、 (i) 高 速 原 子 衝 突  ("FAB") イ オ ン 源 ; (ii) 液 体 二 次 イ オ ン 質 量 分 析 (L
iquid Secondary Ions Mass Spectrometry) ("LSIMS") イ オ ン 源 ; (iii) マ ト リ ク ス 補 助
レ ー ザ ー 脱 着 イ オ ン 化 (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation) ("MALDI") イ オ
ン 源 ; (iv) マ ト リ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 着 イ オ ン 化 (Matrix Assisted Laser Desorption)(
"MALDI")イ オ ン 源 と 、 衝 突 冷 却 イ オ ン (collisionally cooling ions)の た め の 衝 突 セ ル と
の 組 み 合 わ せ ; お よ び  (v) レ ー ザ ー 脱 着 イ オ ン 化 (Laser Desorption Ionisation) ("LDI
") イ オ ン 源 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ０ に 記 載 の 質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
質 量 分 析 計 で あ っ て 、
　 前 記 質 量 分 析 計 に よ り 分 析 さ れ る 第 １ の 分 子 を 同 定 す る た め の 同 定 手 段 を 含 み 、 前 記 同
定 手 段 は 、 使 用 時 に 分 子 の イ ン デ ッ ク ス を 参 照 し 、
　 前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、
(i) 掲 載 さ れ た (indexed)各 分 子 の 個 性 (identity);
(ii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 ;
 
(iii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 、 正 確 な 質 量 ま た は 質
量 対 電 荷 比 ; お よ び
(iv) 任 意 に 、 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 、 第 ２ の お よ
び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学
的 性 質 を 含 む 、
質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 前 記 質 量 分 析 計 に よ り 保 存 さ れ も し く は 生 成
さ れ 、 お よ び ／ ま た は 、 前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 遠 隔 的 に 、 好 ま し く
は イ ン タ ー ネ ッ ト に よ り 、 保 存 さ れ も し く は 生 成 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ２ に 記 載 の 質 量 分 析
計 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
質 量 分 析 計 で あ っ て 、
　 前 記 質 量 分 析 計 に よ り 分 析 さ れ る 第 １ の 分 子 を 同 定 す る た め の 同 定 手 段 を 含 み 、 前 記 同
定 手 段 は 、 使 用 時 に 分 子 の イ ン デ ッ ク ス を 参 照 し 、
　 前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、
(i) 掲 載 さ れ た (indexed)各 分 子 の 個 性 (identity);お よ び
(ii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷
比 を 含 み 、
　 か つ 、 前 記 同 定 手 段 は 、 前 記 イ ン デ ッ ク ス 中 に お け る 前 記 分 子 の 、 質 量 ま た は 質 量 対 電
荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を さ ら に 決 定 し 、 そ し て 、 任 意 に 、 前 記 イ ン デ ッ ク ス 中
に お け る 前 記 分 子 の 、 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は
第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を を さ ら に 決 定 す る 、
質 量 分 析 計 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、 (i)タ ン パ ク 質 ま た は プ ロ テ オ ー ム (proteome)の シ ー ケ ン ス デ ー タ
ベ ー ス ; (ii) 発 現 シ ー ケ ン ス タ グ  (Expressed Sequence Tag)(EST)の デ ー タ ベ ー ス ; ま
た は  (iii) 遺 伝 子 も し く は ゲ ノ ム の デ ー タ ベ ー ス を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ４ に 記 載 の 質 量 分
析 計 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
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　 少 な く と も 前 記 タ ン パ ク 質 の う ち い く つ か に 由 来 す る ペ プ チ ド 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 タ ン パ ク 混 合 物 中 に お け る 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 前 記 ペ プ チ
ド 混 合 物 中 に お け る ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 、 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の
物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 、
　 任 意 に 、 前 記 タ ン パ ク 混 合 物 中 に お け る 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 前
記 ペ プ チ ド 混 合 物 中 に お け る 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 、 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比
以 外 の 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は
さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、 お よ び
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 測 定 し た 、 前 記 タ ン パ ク 混 合 物 中
に お け る 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 中 に お け る ペ プ
チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 、 な ら び に
前 記 正 確 に 決 定 し た 前 記 第 １ の ペ プ チ ド の 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き 、 な ら び に 任 意 に 前 記 第
２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る
物 理 化 学 的 性 質 に 基 づ き 同 定 す る 工 程 を 含 む 、
マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 タ ン パ ク 質 の 同 定
、 タ ン パ ク 質 の 定 量 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 高 分 解 能 マ ス ス ペ ク ト ル 、 プ ロ テ オ ー ム (proteomic
s)、 ゲ ノ ム (genomics)お よ び バ イ オ 情 報 科 学 (bioinformatics)に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー お よ び 薬 学 研 究 に お け る ゲ ノ ム の (genomic)お よ び プ ロ テ オ ー ム の (
proteomic)情 報 の 重 要 性 の 増 大 お よ び 発 展 は 、 多 く の 革 新 的 な テ ク ノ ロ ジ ー の 発 展 を 刺 激
し て き た 。 転 写 プ ロ フ ァ イ リ ン グ ま た は 遺 伝 子 発 現 分 析 等 の テ ク ノ ロ ジ ー プ ラ ッ ト フ ォ ー
ム は 、 細 胞 生 理 学 に お け る よ り 良 い 理 解 、 な ら び に 、 遺 伝 子 発 現 (mRNA)と 内 部 お よ び 環 境
刺 激 に 対 す る 細 胞 応 答 と の 間 の 相 関 関 係 の 発 展 を 可 能 に す る 。 J.L. DeRisi et al., Expl
oring the metabolic and genetic control of gene expression on a genomic scale, S
cience 278:680-686 (1997); F.P. Roth et al., Finding DNA regulatory motifs withi
n unaligned noncoding sequences clustered by whole-genome mRNA Quantitation, Nat
. Biotechnol. 16:939-945 (1998)を 参 照 の こ と 。 内 部 刺 激 は 遺 伝 子 変 異 お よ び 病 的 状 態
を 含 み 、 同 時 に 、 外 部 刺 激 は 、 環 境 状 態 （ 例 え ば 、 温 度 、 pH、 オ ス モ ル 濃 度 等 ） ま た は 化
学 濃 度 （ 例 え ば 、 薬 物 、 ホ ル モ ン 、 毒 素 等 ） の 変 化 を 含 む 。 遺 伝 子 発 現 の 概 要 が 、 コ ン デ
ィ シ ョ ン の 変 動 に 応 じ て ど の よ う に 動 力 学 的 に 変 化 す る か に つ い て の 理 解 は 、 新 規 治 療 標
的 、 治 療 お よ び 疾 患 進 行 ／ 退 行 マ ー カ ー （ バ イ オ マ ー カ ー ） の 同 定 お よ び 発 展 に つ い て 有
用 な 洞 察 を 与 え る こ と が で き る 。 発 現 の 概 要 に お け る 変 化 の 解 明 は 、 巨 視 的 レ ベ ル に お け
る 多 数 の 生 化 学 的 プ ロ セ ス に お け る さ ら に 多 大 な 理 解 を 可 能 に す る で あ ろ う 。 遺 伝 子 発 現
解 析 技 術 は 、 mRNAレ ベ ル で の 変 化 を 測 定 し 、 か つ 、 そ の 変 化 を 、 与 え ら れ た 刺 激 に 対 す る
細 胞 応 答 特 性 と 関 連 付 け る 。 こ の 分 野 は 、 DNA配 列 の 発 展 と と も に 顕 著 に 広 が っ て い る  (
例 え ば 、 カ ナ ダ 国 Santa Claraの Affymetrix社 に よ り 市 販 さ れ て い る GeneChip(商 標 )配 列 )
。 し か し な が ら 、 こ の 分 野 に お け る 研 究 は 、 測 定 さ れ た mRNAレ ベ ル と 、 mRNAに よ り エ ン コ
ー ド さ れ た 実 際 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル と の 間 に は 、 し ば し ば 程 度 の 低 い 相 関 関 係 し か な い
こ と を 示 し て き た 。 S.P. Gygi et al., Correlation between protein and mRNA abundan
ce in yeast, Mol. Cell. Biol. 19:1720-1730 (1999); L.M. Hartford and D.R. Morris
, Post-transcriptional gene regulation, Wiley-Liss Inc (1997); and A. Varshavsky
, The N-end rule: functions, mysteries, uses, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:121
42-12149 (1996)を 参 照 の こ と 。 こ の 不 一 致 は 、 種 々 の 転 写 概 要 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム (transc
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riptional profiling platforms)に わ た る 実 験 再 現 性 の 乏 し さ 、 細 胞 区 画 化 (cellular co
mpartmentalization)の 効 果 、 転 写 効 率 、 転 写 後 修 飾 、 お よ び タ ン パ ク 質 劣 化 シ ス テ ム (pr
otein degradation systems)等 の 種 々 の 要 因 に 帰 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 プ ロ テ オ ー ム の 定 量 に 対 す る 進 歩 し た ア プ ロ ー チ は 、 細 胞 プ ロ セ ス に 関 係 す る タ ン パ ク
質 を 直 接 試 験 す る こ と に よ り 、 現 存 す る ゲ ノ ム の ア プ ロ ー チ を 補 完 す る で あ ろ う 。 こ れ ら
二 つ の テ ク ノ ロ ジ ー の 結 合 は 、 ゲ ノ ム お よ び プ ロ テ オ ー ム (proteome)ネ ッ ト ワ ー ク の 機 能
的 構 造 の よ り 完 全 な 概 念 的 理 解 に つ な が り 、 細 胞 生 理 学 の さ ら に 包 括 的 な 展 望 を 可 能 に す
る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 プ ロ テ オ ー ム 研 究 に お け る 二 つ の 普 遍 的 な 目 標 は 、 設 定 条 件 下 で 与 え ら れ た 細 胞 中 に 存
在 す る タ ン パ ク 質 の 定 性 的 な 同 定 、 お よ び 、 前 記 条 件 の 変 化 に 伴 う 前 記 タ ン パ ク 質 の 相 対
レ ベ ル の 定 量 的 な 決 定 で あ る 。 残 念 な が ら 、 最 近 の プ ロ テ オ ー ム 分 野 に お け る 分 析 的 ア プ
ロ ー チ の 大 多 数 は 、 定 性 的 情 報 ま た は 初 歩 的 レ ベ ル の 定 量 的 情 報 で あ る 。 タ ン パ ク 質 の 相
対 発 現 レ ベ ル を 定 量 的 に 測 定 す る 、 信 頼 性 が あ っ て 正 確 な 方 法 は 、 欠 如 し て い る 。 こ の 定
量 的 情 報 を 引 き 出 す 能 力 は 、 プ ロ テ オ ー ム に 対 し て 決 定 的 で あ り 、 そ し て 、 薬 物 の 発 見 お
よ び 発 達 の 向 上 、 診 断 上 の ／ 予 後 の 試 験 に 基 づ く 新 規 タ ン パ ク 質 の 発 達 、 な ら び に 薬 物 治
療 戦 略 の 効 力 の モ ニ タ ー を 助 け る に 十 分 で あ る （ バ イ オ マ ー カ ー ） 。 存 在 す る 、 タ ン パ ク
質 の 同 定 と 関 連 す る 方 法 の い く つ か 、 お よ び 、 タ ン パ ク 質 定 量 の た め に デ ザ イ ン さ れ た 最
近 の テ ク ノ ロ ジ ー に つ い て 簡 単 に 述 べ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 一 段 式 (single stage)お よ び タ ン デ ム 型 (tandem)マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 の 両 方 の 、 タ
ン パ ク 質 お よ び ヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス を 用 い た 上 で の 細 胞 内 タ ン パ ク 質 同 定 に 対 す る
有 用 性 は 、 広 く 報 告 さ れ て い る 。 一 段 式 マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 で は 、 装 置 の 選 択 肢 は 、
こ れ ま で 、 マ ト リ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 着 イ オ ン 化 (Matrix Assisted Laser Desorption Io
nisation) (MALDI)飛 行 時 間 (Time of Flight)質 量 分 析 計 （ TOF-MS ま た は  MALDI-TOF） で
あ っ た 。 こ の MALDI装 置 は 、 一 価 の 電 荷 を 有 す る ペ プ チ ド イ オ ン の 、 質 量 が 正 確 に 20 か ら
 50 ppmで あ る マ ス ス ペ ク ト ル を 特 徴 的 に 生 成 す る 。 ペ プ チ ド イ オ ン の 質 量 値 に つ い て 生
成 さ れ た リ ス ト は 、 次 に 、 任 意 の 多 数 の 、 前 述 し た タ ン パ ク 質 同 定 の た め の サ ー チ エ ン ジ
ン に 提 供 さ れ る  (Mann et al., Use of mass spectrometric molecular weight informat
ion to identify proteins in sequence databases, Biological Mass Spectr. 22(6): 3
38-45 (1993); Henzel et al., Identification of 2-D Gel Proteins at the femtomole
 level by Molecular Mass Searching of Peptide Fragments in a Protein Sequence Da
tabase, Techniques in Protein Chemistry V, John Crabb ed., (1994); and Pappin et
 al., Peptide Mass Fingerprinting using MALDI-TOF mass spectrometry, Current Bio
logy 3:327-332 (1993)を 参 照 の こ と )。 当 業 者 は 、 こ の タ ン パ ク 質 同 定 方 法 を 、 ペ プ チ ド
マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン テ ィ ン グ (Peptide Mass Fingerprinting) ("PMF")と 名 付 け た 。 ペ
プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン テ ィ ン グ は シ ン プ ル な 混 合 物 中 に お け る 多 数 の タ ン パ ク 質 の
同 定 を 促 進 す る こ と が 示 さ れ た (Jensen et al., Anal. Chem. 69(23): 4741-50 (1997))
に も 関 わ ら ず 、 こ の 技 術 に お け る 正 確 性 の 限 界 は 、 複 雑 な 混 合 物 に 適 用 し た 際 に は 不 明 確
さ に つ な が り 、 そ し て 、 擬 陽 性 帰 属 (false positive assignments)の 可 能 性 は 容 認 で き な
い レ ベ ル ま で 上 昇 す る 。 さ ら に 、 ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン テ ィ ン グ は 、 定 量 的 分 析
に 対 し て は 、 MALDIイ オ ン 化 プ ロ セ ス に 関 係 す る イ オ ン 抑 制 問 題 (ion suppression proble
ms)の た め に 、 信 頼 度 の 高 い 使 用 が で き な い 。 タ ン パ ク 質 分 析 に 採 用 さ れ て き た 他 の 質 量
分 析 計 の 設 計 の 中 で は 、 三 段 式 四 重 極 (triple-stage quadrupole) (TSQ)装 置 お よ び 四 重
極 イ オ ン ト ラ ッ プ (QIT)装 置 が あ る 。 両 方 の タ イ プ の 装 置 は 、 い ず れ も MS/MS応 用 法 (MS/MS
 applications、 後 述 す る )に 好 適 で あ る が 、 質 量 の 正 確 性 は 50 か ら  100 ppmに 限 定 さ れ
る 傾 向 が あ り 、 か つ 、 設 計 に お け る ス キ ャ ン の 性 質 に 依 存 し て 、 感 度 が 低 い 。 QIT装 置 は
、 さ ら に 、 比 較 的 限 定 さ れ た 電 荷 容 量 を 有 し 、 か つ 、 そ れ ゆ え に 、 有 す る ダ イ ナ ミ ッ ク レ
ン ジ が 限 定 さ れ て い る 。

10

20

30

40

50

(17) JP 2005-513481 A 2005.5.12



【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン テ ィ ン グ に 代 わ る ア プ ロ ー チ は 、 タ ン デ ム 型 マ ス ス ペ ク
ト ル 測 定 方 法 (MS/MS)に 関 係 す る 。 タ ン パ ク 質 の タ ン デ ム 型 マ ス ス ペ ク ト ル に よ る 同 定 は
、 プ ロ テ オ ラ イ ズ さ れ た (proteolyzed)タ ン パ ク 質 断 片 の １ セ ッ ト の 第 １ 次 マ ス ス ペ ク ト
ル の 中 か ら 選 択 さ れ た 各 前 駆 イ オ ン か ら 生 成 さ れ た 生 成 物 イ オ ン (product ions)に お け る
、 マ ス ス ペ ク ト ル の 取 得 お よ び 分 析 に 関 係 す る 。 こ の 追 加 の 情 報 は 、 見 か け の 質 量 が 同 一
で あ る 異 な っ た タ ン パ ク 質 断 片 を 、 そ れ ら の 生 成 物 イ オ ン ス ペ ク ト ル に よ り 区 別 す る こ と
が で き る た め 、 有 用 で あ る 。 MS/MSデ ー タ も ま た 、 タ ン パ ク 質 断 片 前 駆 イ オ ン の ア ミ ノ 酸
シ ー ケ ン ス を 演 繹 す る た め に 使 用 可 能 で あ り 、 そ し て 、 結 果 と し て 得 ら れ る シ ー ケ ン ス は
、 タ ン パ ク 質 同 定 の た め に 、 タ ン パ ク 質 ま た は 翻 訳 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の デ ー タ ベ ー ス と
比 較 さ れ る 。 タ ン デ ム 型 マ ス ス ペ ク ト ル に よ る 同 定 は 、 ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト
に よ り 生 成 さ れ た 個 性 (identity)を 確 認 す る 第 １ 次 シ ー ケ ン ス デ ー タ を 提 供 す る こ と に よ
り 、 MALDI-TOFに 基 づ く タ ン パ ク 質 同 定 の 信 頼 性 を 顕 著 に 向 上 さ せ る 。 Wilm and Mann, Er
ror-tolerant identification of peptides in sequence databases by peptide sequenc
e tags, Anal. Chem. 66:4390-4399 (1994); W. Hines et al., Pattern-Based Algorith
m for Peptide Sequencing from Tandem High Energy Collision-Induced Dissociation 
Mass Spectra, J. Am. Soc. Mass Spectrom, 3:326-336 (1992); V. Dancik et al., De 
Novo Peptide Sequencing via Tandem Mass Spectrometry: A Graph-Theoretical Approa
ch, RECOMB, 135-144 (1999); and Yates et al., U.S. Patent No. 5,538,897を 参 照 の
こ と 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 フ ラ グ メ ン ト ス ペ ク ト ル を 公 知 の タ ン パ ク 質 シ ー ケ ン ス と 迅 速 に 相 関 付 け る た め の シ ス
テ ム の 提 供 に 有 用 で あ る と は 言 え 、 こ れ ら 自 動 化 プ ロ セ ス 中 に お け る ア ル ゴ リ ズ ム は 、 全
て の ス ペ ク ト ル に 対 し て 最 も 可 能 性 の 高 い も の を 帰 属 し 、 そ し て 、 ユ ー ザ は 、 ペ プ チ ド MS
/MSデ ー タ か ら 擬 陽 性 が 生 成 す る 可 能 性 を 補 う た め に 、 同 一 の タ ン パ ク 質 断 片 に 対 す る 複
数 の 独 特 な ペ プ チ ド 帰 属 に 依 存 し な け れ ば な ら な い 。 MS/MSに 基 づ く タ ン パ ク 質 同 定 の 戦
略 は 、 ユ ー ザ が 定 義 し た 基 準 を 満 足 す る 、 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド イ オ ン 分 析 に お け る MSお よ
び MS/MSモ ー ド 間 の 自 動 切 換 え と 関 連 付 け る こ と が で き る 。 MS/MSモ ー ド へ の 切 換 え は 、 MS
モ ー ド に お け る デ ー タ 採 取 を 中 断 し 、 そ し て 、 一 度 に は １ つ の 前 駆 体 イ オ ン し か 分 析 で き
な い た め に 、 こ の シ ス テ ム に お け る 正 味 の 処 理 量 は 限 定 さ れ る 。 プ ロ テ オ ー ム と 同 程 度 に
複 雑 な 混 合 物 の 第 １ 次 ス ペ ク ト ル に お け る 全 て の イ オ ン の MS/MS分 析 は 、 極 度 に 時 間 と サ
ン プ ル を 消 費 す る で あ ろ う 。 プ ロ テ オ ー ム の ケ ー ス の よ う な 複 雑 な 不 均 質 混 合 物 に お け る
総 合 的 な タ ン パ ク 質 適 用 範 囲 を 達 成 す る た め に 、 MS/MS切 換 え は 極 め て 頻 繁 に 起 こ る 必 要
が あ り 、 か つ 、 そ の こ と が 、 MSお よ び MS/MSデ ー タ の 両 方 の 質 に 欠 陥 を 生 じ さ せ る 。 仮 試
験 的 同 定 の 質 に 欠 陥 を 生 じ さ せ る こ と は 、 MSス ペ ク ト ル に お け る 実 験 の 定 量 的 な 正 確 さ を
顕 著 に 減 少 さ せ る 。 ペ プ チ ド MS/MSス ペ ク ト ル に お け る 質 に 欠 陥 を 生 じ さ せ る こ と は 、 特
に 、 混 合 物 の 構 成 要 素 が 等 モ ル 量 で は 存 在 せ ず 、 か つ 、 い く つ か の タ ン パ ク 質 に 由 来 す る
イ オ ン の 数 が 少 な い プ ロ テ オ ー ム で は 、 擬 陽 性 同 定 (false positive identifications)の
生 成 す る 可 能 性 を 顕 著 に 増 加 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 多 く の 科 学 者 が 、 2-Dタ ン パ ク 質 ゲ ル を 抽 出 し ま た は 詳 細 に 分 析 し 、 か つ 、 分 離 し た タ
ン パ ク 質 を 、 キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン お よ び 可 能 な 同 定 の た め に 、 上 述 の 方 法 に よ り 質 量
分 析 に か け て き た 。 例 え ば 、  H. Nakayama, et al., Capillary column high-performanc
e liquid chromatographic -electrospray ionization triple-stage mass spectrometri
c analysis of proteins separated by two-dimensional polyacrylamide gel electroph
oresis. Application to cerebellar protein mapping, J. Chrom. A 730:279-287 (1996
); S.M. Hanash, Biomedical applications of two-dimensional electrophoresis using
 immobilized pH gradients: current status, Electrophoresis 21:1202-1209 (2000); 
A. Pandey, M. Mann, Proteomics to study genes and genomes, Nature 405:837-846 (2
000); M.P. Washburn, J.R. Yates, Analysis of the microbial proteome, Curr. Opin.
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 Microbiol. 3:292-297 (2000); H. Langen et al., Two-dimensional map of the prote
ome of Haemophilus influenzae, Electrophoresis, 21:411-429 (2000)を 参 照 の こ と 。
こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド 手 法 は 、 極 め て 感 度 が 高 い が 、 2Dゲ ル そ れ 自 体 の 分 解 能 力 (resol
ving capacity)に よ り 制 限 を 受 け 、 か つ 、 ゲ ル 上 に お け る 個 々 の ス ポ ッ ト に 対 し て 冗 長 な
抽 出 お よ び 分 析 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 プ ロ テ オ ー ム の 熟 練 者 ら に よ っ て 提 案 さ れ た １ つ の ア プ ロ ー チ は 、 フ ー リ エ 変 換 イ オ ン
サ イ ク ロ ト ロ ン 共 鳴 (FTICR; L. Li et al., High-throughput peptide identification f
rom protein digests using data-dependent multiplexed tandem FTICR Mass spectrome
try coupled with capillary liquid chromatography, Anal. Chem. 73:3312-33222 (200
1); Y. Shen et al., High-Throughput Proteomics Using High-Efficiency Multiple-Ca
pillary Liquid Chromatography with On-Line High-Performance ESI FTICR Mass Spect
rometry, Anal. Chem. 73:3011-3021 (2001)を 参 照 の こ と )等 の マ ス ス ペ ク ト ル 技 術 と 連
結 し た 、 与 え ら れ た プ ロ テ オ ー ム の 全 て の 構 成 タ ン パ ク 質 の 酵 素 的 な 消 化 に よ る 複 雑 な ペ
プ チ ド 混 合 物 の 生 成 と 、 続 い て の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 に 関 係 す る 。 こ れ は 非 常
に 有 望 な ア プ ロ ー チ で あ る が 、 FTICRに 要 求 さ れ る 機 器 が 非 常 に 高 価 で あ る 。 FTICRス ペ ク
ト ロ メ ー タ は 、 ５ ０ ０ 万 ド ル 以 上 の コ ス ト を 要 す る こ と も あ り 、 そ の こ と が 、 こ の 方 法 を
広 い 日 常 的 な 使 用 に お い て 非 実 用 的 に し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 も う １ つ は 、 多 次 元 タ ン パ ク 質 同 定 テ ク ノ ロ ジ ー (Multi-Dimensional Protein Identif
ication Technology) ("MudPIT")と 呼 ば れ て い る タ ン デ ム 式 マ ス ス ペ ク ト ル 技 術 で あ る (A
. Link et al., Direct Analysis of Protein Complexes Using Mass Spectrometry, Nat
. Biotechnol. 17:676-682 (1999); M.P. Washburn et al., Large-Scale Analysis of t
he Yeast Proteome by Multidimensional Protein Identification Technology, Nat. Bi
otechnol. 19:242-247 (2001))。 こ の 技 術 は 、 事 実 上 、 タ ン デ ム 式 マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 に
先 立 ち 、 細 分 化 前 の サ ン プ ル に 適 用 す る 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 一 種 で あ り 、 タ ン パ ク 質
発 現 レ ベ ル の 変 化 を モ ニ タ ー す る た め に 適 切 で あ る こ と は 示 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 プ ロ テ オ ー ム は 一 般 的 に 極 め て 複 雑 で あ る 。 そ れ ら プ ロ テ オ ー ム は 、 何 千 も の タ ン パ ク
質 を 含 み 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 は 、 相 対 濃 度 に お い て ５ ま た は ６ 種 類 の 強 度 に 変 化 す る こ と
も あ る 。 ゲ ノ ム と は 異 な り 、 プ ロ テ オ ー ム は ダ イ ナ ミ ッ ク で あ る 。 す な わ ち 、 細 胞 の プ ロ
テ オ ー ム を 形 成 す る タ ン パ ク 質 は 細 胞 の 化 学 的 男 y簿 異 物 理 的 環 境 に 応 答 し て 変 化 す る 。
翻 訳 後 プ ロ セ ス は 、 細 胞 タ ン パ ク 質 の 機 能 形 成 を コ ン ス タ ン ト に 修 飾 し 、 そ し て 、 こ の レ
ベ ル の タ ン パ ク 質 発 現 は 、 多 数 の 異 な る 刺 激 に 影 響 さ れ る 。 転 写 概 要 （ mRNAを 試 験 す る も
の ） は 、 そ の よ う な 動 的 系 (dynamic system)の 解 読 に お い て は 使 用 が 限 定 さ れ る 。 し た が
っ て 、 プ ロ テ オ ー ム 中 に お け る 実 際 の タ ン パ ク 質 の 直 接 的 な 定 性 的 お よ び 定 量 的 分 析 が 、
細 胞 ス ケ ー ル に お け る タ ン パ ク 質 機 能 の 理 解 を 達 成 す る た め に 要 求 さ れ る 。 以 下 の セ ク シ
ョ ン で は 、 タ ン パ ク 質 情 報 を 定 量 的 に 得 る た め に 最 近 使 用 さ れ て い る 方 法 に つ い て 詳 述 す
る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 2-Dゲ ル 上 で 分 離 し た タ ン パ ク 質 の 、 非 蛍 光 色 素 （ ク ー マ シ ー ブ ル ー 、 フ ァ ー ス ト グ リ
ー ン ） 、 蛍 光 色 素 （ シ プ ロ 赤 (Sypro Red)、 シ プ ロ オ レ ン ジ (Sypro Orange)） 、 お よ び コ
ロ イ ド 金 属 染 料 （ 銀 、 金 ） に よ る 染 色 等 の い く つ か の 生 化 学 的 技 術 が 、 タ ン パ ク 質 の 相 対
量 を 定 量 す る た め に 用 い ら れ て い る 。 こ れ ら 染 色 技 術 は 、 不 十 分 な 定 量 精 度 お よ び 正 確 さ
に よ り 制 限 を 受 け る 。 な ぜ な ら ば 、 各 タ ン パ ク 質 に 多 様 な 量 の 染 料 が 組 み 込 ま れ て お り 、
か つ 、 染 色 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 ゲ ル マ ト リ ク ス の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 か ら 分 離 す る こ
と が 難 し い か ら で あ る 。 細 胞 で の タ ン パ ク 質 合 成 中 に お け る 放 射 性 ラ ベ ル ま た は 代 謝 性 ラ
ベ ル （ 1 4 C-ア ミ ノ 酸 、 3 H-ル シ ン (lucine)、 3 5 S-メ チ オ ニ ン ） の 導 入 等 の 他 の 技 術 は 、 古
典 的 な 染 色 技 術 に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ に 関 連 す る こ れ ら の 問 題 点 の い く ら か を
克 服 す る こ と が で き る 。 残 念 な こ と に 、 放 射 性 ラ ベ ル に は 時 間 が か か り 、 高 価 で あ り 、 そ
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し て 、 例 え ば 結 晶 、 組 織 ま た は 腫 瘍 等 の ヒ ト 由 来 サ ン プ ル に 対 し て は 実 用 的 で な い （ ま た
は め っ た に 許 可 さ れ な い ） 。 し た が っ て 、 放 射 性 ラ ベ ル は 実 用 的 な 選 択 肢 で は な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ゲ ル に 基 づ く 技 術 に 関 連 す る 欠 点 を 克 服 す る た め に 、 他 の 研 究 者 ら は 、 種 々 の 、 マ ス ス
ペ ク ト ル に 基 づ く 方 法 を 使 用 し て い る 。 こ の よ う な 方 法 の １ つ に お い て は 、 細 胞 に お い て
異 な る 条 件 下 で 成 長 し た タ ン パ ク 質 の 相 対 質 量 の 正 確 な 定 量 を 行 な う た め に 、 MS-同 位 体
ラ ベ ル 技 術 を 使 用 す る 。 こ の 方 法 で は 、 1 5 N等 の 安 定 同 位 体 を 細 胞 成 長 培 地 内 に 導 入 す る
。 細 胞 成 長 プ ロ セ ス 中 に お い て 生 産 さ れ た 、 1 5 Nを エ ン リ ッ チ し た タ ン パ ク 質 は 、 続 い て
、 未 処 理 の (unaltered)タ ン パ ク 質 と 、 こ れ ら 二 種 類 を 混 合 し こ れ ら を 同 時 に 分 析 す る こ
と に よ り 比 較 す る 。 対 応 す る 1 5 N標 識 ペ プ チ ド は 、 そ れ ら の 1 4 N対 と 比 較 す る 。 な ぜ な ら ば
、 そ れ ら は 、 予 想 さ れ る 質 量 シ フ ト 以 外 に は ほ と ん ど 同 一 の 物 理 的 性 質 を 有 し て い る か ら
で あ る 。 こ の 戦 略 は 、 天 然 の お よ び 同 位 体 で エ ン リ ッ チ し た 「 対 の 」 ペ プ チ ド 間 の 量 的 な
相 違 を 明 瞭 か つ 正 確 に 記 録 す る こ と を 可 能 に す る (Y. Oda, et al., Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 96:6591-6596 (1999))。 し か し な が ら 、 こ の 戦 略 は 、 効 用 が 限 ら れ て い る 。 な ぜ
な ら ば 、 そ れ が 、 プ ロ テ オ ー ム 自 体 に 同 位 体 が 組 み 込 ま れ る た め に 十 分 な 時 間 の 長 さ の た
め に 、 タ ン パ ク 質 単 離 に 先 立 ち 、 エ ン リ ッ チ さ れ た 安 定 同 位 体 培 地 に よ る 処 理 を 要 求 す る
か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 最 近 、 こ の 欠 点 を 克 服 す る も う １ つ の ア プ ロ ー チ が 提 示 さ れ た (Gygi, S. P., et al., 
Quantitative analysis of complex protein mixtures using isotope-coded affinity t
ags, Nat. Biotechnol. 17:994-999 (1999); Griffin, T.J., et al., Quantitative pro
teomic analysis using a MALDI quadrupole time-of-flight mass spectrometer, Anal.
 Chem., 73:978-986 (2001))。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 重 い 、 お よ び 軽 い 同 位 体 コ ー ド 親 和 性
タ グ (isotope-coded affinity tags) (ICAT)を 付 し た 誘 導 タ ン パ ク 質 混 合 物 に 関 係 す る 。
こ れ ら の タ グ は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 共 有 結 合 し て お り 、 そ し て 、 ビ オ チ ン 等 の 高 親 和
性 部 分 を 運 び 、 そ れ は 、 タ グ を 付 し て い な い 物 質 と の 単 離 手 段 と し て 働 く 。 前 記 タ ン パ ク
質 は 、 続 い て 消 化 さ れ 、 そ し て 、 タ グ を 付 し た ペ プ チ ド は 、 続 い て の 定 量 的 分 析 の た め に
親 和 力 を 精 製 さ れ る 。 親 和 力 を 精 製 し た フ ラ ク シ ョ ン は 、 タ ン デ ム 式 マ ス ス ペ ク ト ル 測 定
方 法 を 用 い た シ ー ケ ン ス 同 定 に か け ら れ 、 そ し て 、 同 時 に 、 複 雑 な (complex)、 対 照 用 の (
control)お よ び 実 験 用 の (experimental)タ ン パ ク 質 混 合 物 に 由 来 す る 個 々 の タ ン パ ク 質 の
相 対 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る た め に 分 析 さ れ る 。 こ の 技 術 に お け る 初 期 の 発 展 は 、 そ れ が か
な り 強 固 で あ り 、 か つ 広 く 適 用 可 能 で あ る こ と を 示 し た 。 し か し な が ら 、 こ の 方 法 は 、 不
完 全 な タ グ 付 加 お よ び 親 和 力 精 製 ス テ ッ プ に 関 連 す る 低 収 率 に 悩 ま さ れ て い る 。 こ の ア プ
ロ ー チ の も う １ つ の 問 題 点 は 、 少 な く と も １ つ の フ リ ー な シ ス テ イ ン 基 を 含 む タ ン パ ク 質
に 対 し て し か 有 用 で な い こ と で あ る 。 こ の 落 と し 穴 の 一 例 は 、 35%の イ ー ス ト リ ボ ソ ー ム
タ ン パ ク 質 が シ ス テ イ ン フ リ ー で あ り 、 か つ 、 そ れ ゆ え に 、 ICATテ ク ノ ロ ジ ー を 用 い て 同
定 ま た は 定 量 で き な い と い う 事 実 に よ り 例 証 さ れ て い る 。 さ ら に 、 こ れ ら タ グ を 付 し た ペ
プ チ ド は 、 感 度 の 高 い (sensitive)MS/MS分 析 に よ り 分 析 で き る 質 量 を 有 し て い な け れ ば な
ら な い 。 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー お よ び 薬 学 の 研 究 お よ び 発 展 に お け る ゲ ノ ム の (genomic)、
プ ロ テ オ ー ム の (proteomic)お よ び 代 謝 の (metabolomic)情 報 の 重 要 性 の 高 ま り が 、 多 数 の
革 新 的 技 術 の 発 展 を 刺 激 し て き た 。 ラ イ フ サ イ エ ン ス に お け る 多 数 の 分 析 研 究 の 共 通 の 目
標 は 、 生 物 由 来 の 複 雑 な 化 学 的 混 合 物 中 に お け る 化 学 的 成 分 の 定 性 的 同 定 で あ り 、 そ し て
、 そ れ ら 混 合 物 中 に お け る 化 学 的 成 分 の 相 対 存 在 量 (relative abundance)の 定 量 的 測 定 で
あ る 。 さ ら に 目 指 す 目 標 は 、 そ の よ う な 混 合 物 中 に お け る 、 特 定 の 疾 患 の 適 応 症 (indicat
ion of a particular disease)に 使 用 で き る 化 学 種 ま た は バ イ オ マ ー カ ー の 発 見 で あ る 。
こ の よ う な 研 究 は 、 代 謝 の お よ び プ ロ テ オ ー ム の 分 野 に お い て 鍵 と な る 役 割 を 演 じ る が 、
ラ イ フ サ イ エ ン ス の 他 の 分 野 ま で 容 易 に 拡 張 す る こ と が で き る 。 そ れ ら バ イ オ マ ー カ ー は
、 し ば し ば 、 治 療 標 的 と し て 、 ま た は 少 な く と も 特 定 疾 患 治 療 の た め に 開 発 さ れ た 薬 物 候
補 の 効 力 の 指 標 と し て 働 き 得 る 化 学 種 ま た は 生 物 学 的 経 路 に つ い て の 情 報 を 提 供 す る 。 こ
れ ら バ イ オ マ ー カ ー 発 見 の 研 究 は 、 一 般 的 に 、 複 雑 な 生 物 学 的 混 合 物 の 二 つ の 群 (populat
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ions)を 比 較 す る こ と と 関 係 し て い る 。 こ れ ら サ ン プ ル 群 の １ つ は 、 典 型 的 に は 、 「 対 照
」 状 態 （ 通 常 の 、 未 処 理 の 、 疾 患 に 罹 っ て い な い 等 ） の 典 型 で あ り 、 そ し て 、 第 ２ の サ ン
プ ル 群 は 、 典 型 的 に は 、 「 実 験 用 」 状 態 （ 異 常 な 、 処 理 済 の 、 疾 患 に 罹 っ た 等 ） の 典 型 で
あ る 。 こ れ ら バ イ オ マ ー カ ー 発 見 実 験 に お け る 第 １ の 目 標 は 、 二 つ の 面 を 有 す る 。 第 １ に
、 前 記 二 つ の サ ン プ ル 群 中 に お け る 各 成 分 は 、 そ れ ら の 相 対 発 現 レ ベ ル が 変 化 し た か ど う
か 決 定 す る た め に 、 前 記 二 つ の サ ン プ ル の 状 態 間 に お い て 統 計 的 に 有 意 な 方 法 で 定 量 的 に
測 定 し な け れ ば な ら な い 。 第 ２ の 目 標 は 、 そ の 発 現 レ ベ ル が 変 化 し た 各 成 分 を 統 計 的 に 有
意 な 方 法 で 定 性 的 に 同 定 す る こ と で あ り 、 そ し て 、 一 般 的 に 、 前 記 サ ン プ ル 群 中 に お け る
可 能 な 限 り 多 数 の 化 学 成 分 を 定 性 的 に 同 定 す る こ と で あ る 。 こ の ア プ リ ケ ー シ ョ ン の た め
に 開 発 す る 分 析 方 法 は 、 感 度 が 高 く 、 か つ 、 混 合 物 中 に お け る 化 学 成 分 を 広 ダ イ ナ ミ ッ ク
レ ン ジ (wide dynamic range)に わ た っ て 測 定 可 能 な こ と が 理 想 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 し た が っ て 、 非 常 に 複 雑 な 生 物 学 的 混 合 物 に お け る 化 学 成 分 を 、 総 合 的 か つ 定 量 的 な 方
法 に よ り 、 お よ び 好 ま し く は 総 合 的 で 定 量 的 か つ 総 合 的 で 定 性 的 な 方 法 に よ り 比 較 す る こ
と を 可 能 に す る 、 比 較 的 高 速 で か つ 費 用 対 効 果 の 高 い 分 析 方 法 の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 一 側 面 に よ れ ば 、
　 第 １ の 生 物 由 来 分 子 混 合 物 を 含 む 第 １ の サ ン プ ル を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質
を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 質 量 を 分 析 し 、 そ し て 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中
に お け る 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 第 ２ の 生 物 由 来 分 子 混 合 物 を 含 む 第 ２ の サ ン プ ル を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質
を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 質 量 を 分 析 し 、 そ し て 、 前 記 第 ２ の 混 合 物 中
に お け る 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 強 度 と 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分
子 の 強 度 と を 決 定 す る 工 程 を 含 み 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 と 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 と は
、 実 質 的 に 等 し い 質 量 対 電 荷 比 を 有 し 、 か つ 、 実 質 的 に 等 し い 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質
を 有 す る と 決 定 さ れ た も の で あ る 、
マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 前 記 第 １ の 混 合 物 お よ び ／ ま た は 前 記 第 二 の 混 合 物 は 、 複 数 の 異 な る バ イ オ ポ リ マ ー 、
タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド 、 ア ミ
ノ 酸 、 炭 水 化 物 、 糖 、 脂 質 、 脂 肪 酸 、 ビ タ ミ ン 、 ホ ル モ ン 、 DNAの 一 部 も し く は 断 片 、 cDN
Aの 一 部 も し く は 断 片 、 RNAの 一 部 も し く は 断 片 、 mRNAの 一 部 も し く は 断 片 、 tRNAの 一 部 も
し く は 断 片 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 酵 素 、 代 謝
産 物 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 、 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 、 リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 、 グ リ コ ペ プ チ ド 、 グ
リ コ プ ロ テ イ ン ま た は ス テ ロ イ ド を 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 前 記 第 １ の 混 合 物 お よ び ／ ま た は 前 記 第 二 の 混 合 物 は 、 好 ま し く は 、 異 な る 特 性 を 有 す
る 、 少 な く と も 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500,
 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, ま た は  5000
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の 分 子 を 含 む 。 好 ま し く は 、 前 記 第 １ の 混 合 物 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 は 、 非 等
モ ル の 不 均 一 複 雑 混 合 物 （ heterogeneous complex mixture） を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 、 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２
の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 は 、 好 ま し く は 、 20 ppm, 19 ppm, 18
 ppm, 17 ppm, 16 ppm, 15 ppm, 14 ppm, 13 ppm, 12 ppm, 11 ppm, 10 ppm, 9 ppm, 8 p
pm, 7 ppm, 6 ppm, 5 ppm, 4 ppm, 3 ppm, 2 ppm, 1 ppm ま た は  < 1 ppmま で の 範 囲 で 決
定 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 、 お よ
び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 は 、 15-20 ppm, 1
0-15 ppm, 5-10 ppm ま た は  1-5 ppmま で の 範 囲 で 決 定 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 第 １ の 混
合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 、 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お
け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 は 、 0.01 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.009 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.008
 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.007 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.006 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.005 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.004
 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.003 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.002 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.001 マ ス ユ ニ ッ ト  ま た は
 < 0.001 マ ス ユ ニ ッ ト ま で の 範 囲 で 決 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 前 記 第 １ の 分 子 の 定 量 は 、 下 記 工 程 の う ち 少 な く と も １ つ に 関 係 し て い て も 良 い 。
(i) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 強 度 を 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 ２
の 分 子 の 強 度 と 比 較 す る 工 程 ；
(ii) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 強 度 を 、 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第
１ の 分 子 の 強 度 と 比 較 す る 工 程 ；
(iii) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 ２ の 分 子 の 強 度 を 、 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第
２ の 分 子 の 強 度 と 比 較 す る 工 程 ；
(iv) 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 強 度 を 、 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第
２ の 分 子 の 強 度 と 比 較 す る 工 程 ； お よ び
(v) (a) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 強 度 と 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 第
１ の 分 子 の 強 度 と の 比 を 、 (b) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 ２ の 分 子 の 強 度 と 前 記 第 ２
の 混 合 物 中 に お け る 第 ２ の 分 子 の 強 度 と の 比 と 比 較 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 第 ２ の 分 子 は 、 好 ま し く は 、 実 質 的 に 、 前 記 第 ２ の 混 合 物
中 に お け る 第 ２ の 分 子 と 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 前 記 第 ２ の 分 子 は 、 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 混 合 物 に 対 し て 、 内 因 性 (endogenous)ま た は
外 因 性 (exogenous)で あ っ て も 良 い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 方 法 は 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第
１ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 か
つ 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記
第 １ の 分 子 が 、 実 質 的 に 等 し い 前 記 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る と 決 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 方 法 は 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第
１ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 か
つ 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記
第 １ の 分 子 が 、 実 質 的 に 等 し い 前 記 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る と 決 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 方 法 は 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第
１ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 か
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つ 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記
第 １ の 分 子 が 、 実 質 的 に 等 し い 前 記 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る と 決 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 方 法 は 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第
１ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ５ の ま た は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 を
さ ら に 含 み 、 か つ 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び 前 記 第 ２ の 混 合 物
中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 が 、 実 質 的 に 等 し い 前 記 第 ５ の ま た は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質
を 有 す る と 決 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の お よ び ／ ま た は 前 記 第 ３ の お よ び ／ ま た は 前 記 第
４ の お よ び ／ ま た は 前 記 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 は 、 好 ま し く は 、 (i) 溶
出 時 間 (elution time)、 疎 水 性 、 親 水 性 、 移 動 時 間 (migration time)、 ま た は ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 保 持 時 間 (chromatographic retention time); (ii) 溶 解 度 ; (iii) 分 子 体 積 ま
た は サ イ ズ ; (iv) 正 味 電 荷 (net charge)、 荷 電 状 態 (charge state)、 イ オ ン 電 荷 ま た は
複 合 的 な 実 測 荷 電 状 態 ; (v) 等 電 点 (pI); (vi) 解 離 定 数 (pKa); (vii) 抗 体 親 和 力 ; (vii
i) 電 気 泳 動 移 動 度 ; (ix) イ オ ン 化 ポ テ ン シ ャ ル ; (x) 双 極 子 モ ー メ ン ト ; (xi) 水 素 結
合 可 能 性 (hydrogen-bonding capability) ま た は 水 素 結 合 能 力 (hydrogen-bonding capaci
ty); お よ び  (xii) 気 相 中 に お け る イ オ ン 移 動 度 (ion mobility)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の
混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 は 、 (i) フ ー リ エ 変 換 ("FT")質 量 分 析 計
; (ii)フ ー リ エ 変 換 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 共 鳴 ("FTICR")質 量 分 析 計 ; (iii) 飛 行 時 間 ("T
OF")質 量 分 析 計 ; (iv) 直 交 加 速 式 (orthogonal acceleration)飛 行 時 間 ("oaTOF") 質 量 分
析 計 ; (v)磁 気 セ ク タ 質 量 分 析 計 ; (vi) 四 重 極 質 量 分 析 装 置 (quadrupole mass analyser)
; (vii) イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 装 置 ; お よ び (viii)フ ー リ エ 変 換 オ ー ビ ト ラ ッ プ (orbit
rap)、 静 電 気 的 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 共 鳴 質 量 分 析 計 ま た は 静 電 気 的 フ ー リ エ 変 換 質 量 分
析 計 の い ず れ か に よ り 質 量 分 析 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 前 記 第 １ の サ ン プ ル は 実 験 用 の サ ン プ ル を 含 ん で い て も 良 く 、 そ し て 、 前 記 第 ２ の サ ン
プ ル は 対 照 サ ン プ ル を 含 ん で い て も 良 い 。 例 え ば 、 前 記 第 １ の サ ン プ ル は 病 気 に 罹 っ た 生
物 か ら 採 取 し て も 良 く 、 そ し て 前 記 第 ２ の サ ン プ ル は 病 気 に 罹 っ て い な い 生 物 か ら 採 取 し
て も 良 い 。 そ の 他 、 前 記 第 １ の サ ン プ ル は 治 療 し た 生 物 か ら 採 取 し て も 良 く 、 そ し て 、 前
記 第 ２ の サ ン プ ル は 治 療 し て い な い 生 物 か ら 採 取 し て も 良 い 。 さ ら な る 選 択 肢 と し て は 、
前 記 第 １ の サ ン プ ル は 変 異 体 の 生 物 か ら 採 取 し て も 良 く 、 そ し て 、 前 記 第 ２ の サ ン プ ル は
野 生 型 の 生 物 か ら 採 取 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け
る 前 記 第 １ の 分 子 は 、 同 定 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 実 施 形 態 は 、 ３ 、 ４ 、 ５ ま た は そ れ 以 上 の 異 な る サ ン プ ル を 分 析 お よ び 定 量 で き る よ う
に 企 図 し て い る 。 そ れ に 応 じ 、 前 記 方 法 に お い て は 、
　 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 生 物 由 来 分 子 混 合 物 を 含 む １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る サ
ン プ ル を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の
第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 を 分 析 し 、 そ
し て 、 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比
を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
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　 お よ び 、
　 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 強 度 を 決 定 す る 工 程 を
さ ら に 含 み 、
　 前 記 第 １ の 混 合 物 有 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 、 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の
分 子 、 お よ び 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 は 、 実 質
的 に 等 し い 質 量 対 電 荷 比 お よ び 実 質 的 に 等 し い 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 、 お よ び 任 意 に
等 し い 前 記 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し
く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る と 決 定 し て も 良 い 。 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前
記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は
前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 は 、 続 い て 同 定 し て も
良 い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 前 記 第 １ の 分 子 の 同 定 は 、 同 じ 環 境 下 に お い て 、 あ ら か じ め 決 定 さ れ た 閾 値 よ り も 大 き
な 、 異 な る 式 (expression)が 存 在 す る 場 合 に の み 実 行 し て も 良 い 。 例 え ば 、 実 験 用 サ ン プ
ル 中 に 存 在 す る 分 子 は 、 対 照 サ ン プ ル よ り も 高 い （ ま た は 低 い ） 濃 度 が 存 在 す る 場 合 に の
み 同 定 し て も 良 い 。 例 え ば 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は
前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 は 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の
分 子 の 強 度 が 、 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 強 度 と 、 あ ら か じ め 決 定 し
た 量 を 超 え て 異 な る （ 正 方 向 に ま た は 負 方 向 に ） 場 合 に の み 同 定 し て も 良 い 。 そ の 他 、 前
記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前
記 第 １ の 分 子 は 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 複 数 の 異 な る 分 子 の 平 均 強 度 が 、 前 記 第 ２
の 混 合 物 中 に お け る 複 数 の 異 な る 分 子 の 平 均 強 度 と 、 あ ら か じ め 決 定 し た 量 を 超 え て 異 な
る 場 合 に の み 同 定 し て も 良 い 。 い ず れ の ケ ー ス に お い て も 、 前 記 あ ら か じ め 決 定 し た 量 は
、  (i) 1%; (ii) 2%; (iii) 5%; (iv) 10%; (v) 20%; (vi) 50%; (vii) 100%; (viii) 15
0%; (ix) 200%; (x) 250%; (xi) 300%; (xii) 350%; (xiii) 400%; (xiv) 450%; (xv) 50
0%; (xvi) 1000%; (xvii) 5000%; お よ び  (xviii) 10000%か ら な る 群 か ら 選 択 し て も 良 い
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 分 子 は 、 デ ー タ ベ ー ス を 参 照 す る こ と に よ り 同 定 し て も 良 い 。
例 え ば 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中
に お け る 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 が 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の
分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 前 記 第 １ の 物 理 化 学
的 性 質 、 な ら び に 、 任 意 に 前 記 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び
／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 、 お よ び 前 記 決 定 さ れ た 質 量 対 電 荷 比 を
、 分 子 の イ ン デ ッ ク ス (index of molecules)と 比 較 す る 工 程 を 含 み 、
前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、
(i) 掲 載 さ れ た (indexed)各 分 子 の 個 性 (identity);
(ii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 ;
(iii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 、 正 確 な 質 量 ま た は 質
量 対 電 荷 比 ; お よ び
(iv) 任 意 に 、 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た も し く は 予 想 さ れ た 第 ２ の 物 理
化 学 的 性 質 お よ び ／ ま た は 、 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た も し く は 予 想 さ れ
た 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 、 お よ び ／ ま た は 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た も し
く は 予 想 さ れ た 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 、 お よ び ／ ま た は 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決
定 さ れ た も し く は 予 想 さ れ た 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 含 ん で い て も 良 い
。 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け
る 前 記 第 １ の 分 子 は ペ プ チ ド を 含 ん で い て も 良 く 、 そ し て 、 前 記 分 子 の イ ン デ ッ ク ス は ペ
プ チ ド の イ ン デ ッ ク ス を 含 ん で い て も 良 い 。 前 記 ペ プ チ ド の イ ン デ ッ ク ス は 、 １ ま た は そ
れ 以 上 の タ ン パ ク 質 が 、 ど の よ う に し て 断 片 化 ま た は 消 化 さ れ 、 複 数 の ペ プ チ ド を 生 じ る
こ と が 可 能 で あ る か を 決 定 す る こ と に よ り 生 成 さ れ た も の で あ っ て も 良 い 。 そ の 他 、 前 記
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第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 前 記
第 １ の 分 子 は ペ プ チ ド を 含 ん で い て も 良 く 、 そ し て 、 前 記 分 子 の イ ン デ ッ ク ス が タ ン パ ク
質 の イ ン デ ッ ク ス を 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 他 の 一 実 施 形 態 に よ れ ば 、 前 記 デ ー タ の う ち 少 な く と も い く つ か を 計 算 し て も 良 い 。 そ
れ に 応 じ 、 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物
中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 は 、 前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ
び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学
的 性 質 を 前 記 分 子 の イ ン デ ッ ク ス か ら 計 算 す る 工 程 を 含 み 、
前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、
(i) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 個 性 ; お よ び
(ii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 、 正 確 な 質 量 ま た は 質
量 対 電 荷 比 を 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 前 記 分 子 の イ ン デ ッ ク ス は 、  (i)タ ン パ ク 質 ま た は プ ロ テ オ ー ム (proteome)の シ ー ケ ン
ス デ ー タ ベ ー ス ; (ii) 発 現 シ ー ケ ン ス タ グ  (Expressed Sequence Tag)(EST)の デ ー タ ベ
ー ス ; ま た は  (iii) 遺 伝 子 も し く は ゲ ノ ム の デ ー タ ベ ー ス を 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 正 確 な 質 量 お よ び 他 の 物 理 化 学 的 性 質 の 両 方 を 含 む デ ー タ ベ ー ス を 参
照 し 、 他 の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 前 記 デ ー タ ベ ー ス 中 の デ ー タ か ら 計 算 す る こ と を 企 図 す る
。 例 え ば 、 前 記 デ ー タ ベ ー ス は 、 分 子 の リ ス ト お よ び そ れ ら の 正 確 な 質 量 と 保 持 時 間 を 含
ん で い て も 良 く 、 そ し て 、 解 離 定 数 (pKa)等 の 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 を 計 算 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お け
る 前 記 第 １ の 分 子 は 、
(i)前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お
け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 の 質 量 ま た は 質 量 対 電
荷 比 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(ii) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に
お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第
１ の 物 理 化 学 的 性 質 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(iii) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に
お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第 ２ の
物 理 化 学 的 性 質 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(iv) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に
お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第 ３ の
物 理 化 学 的 性 質 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(v) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に お
け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第 ４ の 物
理 化 学 的 性 質 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(vi) 前 記 第 １ の 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の 混 合 物 中 に
お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に
お け る 前 記 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 に 基 づ き 同 定 し
て も 良 い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 、 他 の 一 側 面 に よ れ ば 、
　 生 物 由 来 分 子 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定
す る 工 程 、
　 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 を 分 析 し 、 そ し て 、 前 記 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定
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す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 お
よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き 同 定 す る 工 程 を 含 む 、
マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 前 記 分 子 混 合 物 は 、 好 ま し く は 、 複 数 の 異 な る バ イ オ ポ リ マ ー 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド
、 ポ リ ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 炭 水 化 物 、 糖 、
脂 質 、 脂 肪 酸 、 ビ タ ミ ン 、 ホ ル モ ン 、 DNAの 一 部 も し く は 断 片 、 cDNAの 一 部 も し く は 断 片
、 RNAの 一 部 も し く は 断 片 、 mRNAの 一 部 も し く は 断 片 、 tRNAの 一 部 も し く は 断 片 、 ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 酵 素 、 代 謝 産 物 、 ポ リ サ ッ カ ラ
イ ド 、 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 、 リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 、 グ リ コ ペ プ チ ド 、 グ リ コ プ ロ テ イ ン ま た
は ス テ ロ イ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 前 記 第 １ の 分 子 は 、 さ ら に 定 量 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 他 の 一 側 面 に よ れ ば 、
　 ペ プ チ ド 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 、 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理
化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 に お け
る 、 前 記 測 定 し た 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 お よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き
同 定 す る 工 程 を 含 む 、
マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 １ も し く は そ れ 以 上 の ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は １ も し く は そ れ 以 上 の 合 成 分 子 を 含 む 内
部 標 準 を 、 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 ま た は 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 の フ ラ ク シ ョ ン (fraction)に 添
加 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 他 の 一 側 面 に よ れ ば 、
　 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 少 な く と も 前 記 タ ン パ ク 質 の う ち い く つ か に 由 来 す る ペ プ チ ド の 混 合 物 を 準 備 す る 工 程
、
　 前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 中 に お け る 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 、 前 記 ペ
プ チ ド 混 合 物 中 に お け る ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 、 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第
１ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 に お け
る 、 前 記 測 定 し た 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 お よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き
同 定 す る 工 程 を 含 む 、
マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 １ も し く は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は １ も し く は そ れ 以 上 の 合 成 分 子 を 含 む
内 部 標 準 を 、 前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 ま た は 前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 の フ ラ ク シ ョ ン (fractio
n)に 添 加 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 は 、 あ ら か じ め 分 画 し て も 良 い 。 例 え ば 、 前 記 方 法 に お い て は 、
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前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 分 画 す る 工 程 、 好 ま し く は 、 １ 次 元 電 気 泳 動 法 、 例 え ば 1Dゲ ル 、
多 次 元 電 気 泳 動 法 、 例 え ば 2Dゲ ル 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 １ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 を 前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 か
ら 分 離 す る よ う に 分 画 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 か つ 、 前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 か ら 分 離 し た
前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 を 、 次 に 、 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 を 与 え る よ う に 消 化 ま
た は 断 片 化 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 は 、 あ ら か じ め タ ン パ ク 質 の 分 画 を 何 ら
行 な う こ と 無 く 消 化 し て も 良 く 、 そ し て 、 そ れ ゆ え に 、 前 記 方 法 は 、 前 記 タ ン パ ク 質 混 合
物 を 、 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 を 与 え る よ う に 消 化 ま た は 断 片 化 す る 工 程 を さ ら に 含 ん で い て
も 良 い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 前 記 ペ プ チ ド は 、 質 量 分 析 に 先 立 ち 分 画 し て も 良 い 。 前 記 方 法 は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の
ペ プ チ ド の 第 １ の フ ラ ク シ ョ ン を 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 か ら 分 離 す る 工 程 を さ ら に 含 ん で い
て も 良 い 。 前 記 １ ま た は そ れ 以 上 の ペ プ チ ド は 、 (i) 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ("HPLC
"); (ii) 陰 イ オ ン 交 換 ; (iii) 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (iv) 陽 イ オ ン 交 換 ; 
(v) 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (vi) イ オ ン 対 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (vii) 
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (vii) 一 次 元 電 気 泳 動 法 ; (ix) 多 次 元 電 気 泳 動 法 ; (x) サ イ ズ 排
除 ; (xi) ア フ ィ ニ テ ィ ー ; (xii) 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (xiii) キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳
動 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ("CEC"); (xiv) 電 気 泳 動 法 ; (xv) イ オ ン 移 動 度 分 離 法 (ion mobil
ity separation); (xvi) 電 界 非 対 称 性 イ オ ン 移 動 度 分 離 法 (Field Asymmetric Ion Mobil
ity Separation) ("FAIMS"); ま た は  (xvi) キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 に よ り 前 記 ペ プ チ ド
混 合 物 か ら 分 離 し て も 良 い 。 好 ま し く は 、 前 記 第 １ の フ ラ ク シ ョ ン 中 に お け る 前 記 １ ま た
は そ れ 以 上 の ペ プ チ ド は 、 実 質 的 に 等 し い 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 、 好 ま し く は 、 等 し
い 溶 出 時 間 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 移 動 時 間 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 を 有 す る 。 そ
れ ゆ え に 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の ペ プ チ ド を 、 例 え ば 、 溶 出 時
間 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 移 動 時 間 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 に 基 づ き 、 ペ プ チ ド の
プ ー ル (pool)か ら 分 離 す る た め に 用 い て も 良 い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 前 記 ペ プ チ ド は 、 さ ら に 定 量 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 に よ れ ば 、 同 定 さ れ た １ ま た は そ れ 以 上 の ペ プ チ ド と 相 関 関 係 が
あ る タ ン パ ク 質 ま た は 翻 訳 後 修 飾 (Post Translationally Modified) ("PTM")タ ン パ ク 質
を 同 定 し て も 良 い 。 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は 翻 訳 後 修 飾 タ ン パ ク 質 は 、 さ ら に 、 そ れ 自 体 を
定 量 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 前 記 同 定 プ ロ セ ス に お い て は 、 種 々 の 改 良 を 企 図 し て い る 。 一 の 改 良 は 、 前 記 タ ン パ ク
質 ま た は 前 記 翻 訳 後 修 飾 タ ン パ ク 質 と 相 関 関 係 が あ る と 考 え ら れ る 全 て の ペ プ チ ド の 強 度
が 、 あ ら か じ め 決 定 さ れ た １ ま た は そ れ 以 上 の 範 囲 内 に 含 ま れ る （ す な わ ち 、 前 記 強 度 が
矛 盾 し な い ） こ と を チ ェ ッ ク す る 工 程 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド に 加 え 、 本 発 明 は 、 代 謝 産 物 の 分 析 に 特 に 好 適 で あ る 。 他 の
一 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、
　 代 謝 産 物 の 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 代 謝 産 物 を 含 む 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化
学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 代 謝 産 物 を 含 む 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 代 謝 産 物 を 含 む 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 代 謝 産 物 を 含 む 第 １ の 分 子 に お け
る 、 前 記 測 定 し た 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 お よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き
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同 定 す る 工 程 を 含 む 、
マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 前 記 代 謝 産 物 の う ち 少 な く と も 一 部 (at least some)は 、 血 漿 お
よ び ／ ま た は 尿 お よ び ／ ま た は 糞 便 お よ び ／ ま た は 汗 お よ び ／ ま た は 呼 気 か ら 抽 出 し て も
良 い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 他 の 一 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、
　 (i) DNAの 一 部 も し く は 断 片 を 複 数 ; (ii) RNAの 一 部 も し く は 断 片 を 複 数 ; (iii)オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 複 数 お よ び ／ も し く は オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド を 複 数 ; (iv)核 酸 を 複 数 ; (v) 
遺 伝 子 の 一 部 も し く は 断 片 を 複 数 ; (vi)リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ  (RNases)を 複 数 ; (vii) cDNA
の 一 部 も し く は 断 片 を 複 数 ; (viii) mRNAの 一 部 も し く は 断 片 を 複 数 ; ま た は  (ix) tRNA
の 一 部 も し く は 断 片 を 複 数 含 む 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定
す る 工 程 、
　 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 、 前 記 測 定 し た 第 １ の 物 理 化
学 的 性 質 お よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き 同 定 す る 工 程 を 含 む 、 マ ス ス ペ
ク ト ル 測 定 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 他 の 一 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、
　 (i) リ ン 酸 化 ペ プ チ ド ; (ii) リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 ; (iii) グ リ コ ペ プ チ ド ; (iv) グ リ
コ プ ロ テ イ ン ; (v) 炭 水 化 物 ; (vi) 糖 ; (vii) 脂 質 ; (viii) 脂 肪 酸 ; (ix) ビ タ ミ ン ; (
x) ホ ル モ ン ; (xi) ス テ ロ イ ド ; (xii) モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ; お よ
び  (xiii) ポ リ サ ッ カ ラ イ ド を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定
す る 工 程 、
　 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 お よ び 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 、 前 記 測 定 し た 第 １ の 物 理 化
学 的 性 質 お よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き 同 定 す る 工 程 を 含 む 、 マ ス ス ペ
ク ト ル 測 定 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 前 記 混 合 物 は 、 好 ま し く は 、 異 な る 特 性 を 有 す る 、 少 な く と も 2, 5, 10, 20, 30, 40, 
50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 200
0, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, ま た は  5000の 分 子 を 含 む 。 前 記 好 ま し い 実 施 形 態 は
、 非 等 モ ル の 不 均 一 複 雑 混 合 物 （ heterogeneous complex mixture） に 対 す る 使 用 に 特 に
好 適 で あ る
　 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 前 記 工 程 は 、 好 ま し く は 、 前 記
第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 、 20 ppm, 19 ppm, 18 ppm, 17 ppm, 16 ppm, 15 ppm
, 14 ppm, 13 ppm, 12 ppm, 11 ppm, 10 ppm, 9 ppm, 8 ppm, 7 ppm, 6 ppm, 5 ppm, 4 p
pm, 3 ppm, 2 ppm, 1 ppm ま た は  < 1 ppmま で の 範 囲 で 決 定 す る こ と を 含 む 。 好 ま し く は
、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 前 記 工 程 は 、 前 記 第 １ の 分 子 に
お け る 質 量 対 電 荷 比 を 、 15-20 ppm, 10-15 ppm, 5-10 ppm ま た は  1-5 ppmま で の 範 囲 で
決 定 す る こ と を 含 む 。 好 ま し く は 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す
る 前 記 工 程 は 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 、 0.01 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.009 マ
ス ユ ニ ッ ト , 0.008 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.007 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.006 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.005 マ
ス ユ ニ ッ ト , 0.004 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.003 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.002 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.001 マ
ス ユ ニ ッ ト  ま た は  < 0.001 マ ス ユ ニ ッ ト ま で の 範 囲 で 決 定 す る こ と を 含 む 。

10

20

30

40

50

(28) JP 2005-513481 A 2005.5.12



【 ０ ０ ５ ６ 】
　 前 記 第 １ の 分 子 は 、 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 、 例 え ば 、 溶 出 ／ 保 持 時 間 の 効 力 に よ っ
て 前 記 混 合 物 中 に お け る 他 の 分 子 か ら 分 離 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 前 記 第 １ の 分 子 は 、 時 間 的 に お よ び ／ ま た は 空 間 的 に 、 前 記 混 合 物 中 に お け る 他 の 分 子
と 分 離 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 第 １ の 分 子 は 、 (i) 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ("HPLC"); (ii) 陰
イ オ ン 交 換 ; (iii) 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (iv) 陽 イ オ ン 交 換 ; (v) 陽 イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (vi) イ オ ン 対 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (vii) ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー ; (vii) 一 次 元 電 気 泳 動 法 ; (ix) 多 次 元 電 気 泳 動 法 ; (x) サ イ ズ 排 除 ; (xi) ア
フ ィ ニ テ ィ ー ; (xii) 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ; (xiii) キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー ("CEC"); (xiv) 電 気 泳 動 法 ; (xv) イ オ ン 移 動 度 分 離 法 (ion mobility separa
tion); (xvi) 電 界 非 対 称 性 イ オ ン 移 動 度 分 離 法 (Field Asymmetric Ion Mobility Separa
tion) ("FAIMS"); ま た は  (xvi) キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 に よ り 前 記 混 合 物 中 に お け る 他
の 分 子 か ら 分 離 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 実 施 形 態 は 、 さ ら に 、 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 （ 例 え ば 、 正 味 電 荷 (net charge)、 荷
電 状 態 (charge state)、 イ オ ン 電 荷 ま た は 複 合 的 な 実 測 荷 電 状 態 ） を 、 前 記 混 合 物 中 に お
け る 分 子 の マ ス ス ペ ク ト ル か ら 決 定 す る こ と を 企 図 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 前 記 方 法 は 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 を
測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 ん で い て も 良 く 、 前 記 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 は 前 記 第 １ の 物 理 化
学 的 性 質 と は 異 な り 、 か つ 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 は 、 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分
子 に お け る 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 な ら び に 前 記 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基
づ き 同 定 す る こ と を さ ら に 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 前 記 方 法 は 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 を
測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 ん で て い も 良 く 、 前 記 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 は 前 記 第 １ お よ び 第
２ の 物 理 化 学 的 性 質 と は 異 な り 、 か つ 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 は 、 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分
子 に お け る 前 記 第 １ 、 第 ２ お よ び 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 な ら び に 前 記 決 定 し た 質 量 対 電 荷
比 に 基 づ き 同 定 す る こ と を さ ら に 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 前 記 方 法 は 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 を
測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 ん で い て も 良 く 、 前 記 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 は 前 記 第 １ 、 第 ２ お
よ び 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 と は 異 な り 、 か つ 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 は 、 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分
子 に お け る 前 記 第 １ 、 第 ２ 、 第 ３ お よ び 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 な ら び に 前 記 決 定 し た 質 量
対 電 荷 比 に 基 づ き 同 定 す る こ と を さ ら に 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 前 記 方 法 は 、
　 前 記 混 合 物 中 に お け る 前 記 第 １ の 分 子 の 、 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 ５ の ま た は さ ら な る 物
理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 ん で い て も 良 く 、 前 記 第 ５ の ま た は さ ら な る 物 理
化 学 的 性 質 は 前 記 第 １ 、 第 ２ 、 第 ３ お よ び 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 と は 異 な り 、 か つ 、
　 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 は 、 前 記 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分
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子 に お け る 前 記 第 １ 、 第 ２ 、 第 ３ 、 第 ４ 、 第 ５ の ま た は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 な ら び に
前 記 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き 同 定 す る こ と を さ ら に 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／
ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 は 、 (i) 溶 出 時 間 (elution time)、 疎 水 性
、 親 水 性 、 移 動 時 間 (migration time)、 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 (chromatogra
phic retention time); (ii) 溶 解 度 ; (iii) 分 子 体 積 ま た は サ イ ズ ; (iv) 正 味 電 荷 (net
 charge)、 荷 電 状 態 (charge state)、 イ オ ン 電 荷 ま た は 複 合 的 な 実 測 荷 電 状 態 ; (v) 等 電
点 (pI); (vi) 解 離 定 数 (pKa); (vii) 抗 体 親 和 力 ; (viii) 電 気 泳 動 移 動 度 ; (ix) イ オ ン
化 ポ テ ン シ ャ ル ; (x) 双 極 子 モ ー メ ン ト ; (xi) 水 素 結 合 可 能 性 (hydrogen-bonding capab
ility) ま た は 水 素 結 合 能 力 (hydrogen-bonding capacity); お よ び  (xii) 気 相 中 に お け
る イ オ ン 移 動 度 (ion mobility)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て も 良 い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 １ も し く は そ れ 以 上 の 内 因 性 (endogenous)お よ び ／ ま た は １ も し く は そ れ 以 上 の 外 因 性
(exogenous)分 子 を 内 部 標 準 と し て 用 い て も 良 い 。 前 記 内 部 標 準 は 、 少 な く と も 前 記 第 １
の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 な ら び に 任 意 に 前 記 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第
４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 較 正 す る (calibrate)た め
に 使 用 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 は 、 前 記 第 １ の 分 子 の 、 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質
、 な ら び に 、 任 意 に 前 記 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た
は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 、 お よ び 前 記 決 定 さ れ た 質 量 対 電 荷 比 を 、 分 子
の イ ン デ ッ ク ス (index of molecules)と 比 較 す る 工 程 を 含 ん で い て も 良 く 、
前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、
(i) 掲 載 さ れ た (indexed)各 分 子 の 個 性 (identity);
(ii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 ;
 お よ び
(iii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 、 正 確 な 質 量 ま た は 質
量 対 電 荷 比 を 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 前 記 第 １ の 分 子 は ペ プ チ ド を 含 み 、 か つ 、 前 記 分 子 の イ ン デ ッ ク ス は ペ プ チ ド の イ ン デ
ッ ク ス を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 前 記 ペ プ チ ド の イ ン デ ッ ク ス は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 が 、 ど の よ う に し て 断
片 化 ま た は 消 化 さ れ 、 複 数 の ペ プ チ ド を 生 じ る こ と が 可 能 で あ る か を 決 定 す る こ と に よ り
生 成 さ れ た も の で あ っ て も 良 い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 前 記 第 １ の 分 子 は ペ プ チ ド を 含 ん で い て も 良 く 、 そ し て 、 前 記 分 子 の イ ン デ ッ ク ス は タ
ン パ ク 質 の イ ン デ ッ ク ス を 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 第 １ の 分 子 は 、
(i) 前 記 第 １ の 分 子 の 、 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 の 質 量 ま た は 質 量 対 電
荷 比 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(ii) 前 記 第 １ の 分 子 の 、 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第
１ の 物 性 値 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(iii) 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第 ２ の
物 性 値 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(iv) 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第 ３ の
物 性 値 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(v) 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に お け る 前 記 第 ４ の 物
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性 値 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 ; お よ び ／ ま た は
(vi) 前 記 第 １ の 分 子 の 、 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 、 掲 載 さ れ た 分 子 に
お け る 前 記 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 性 値 と 比 較 し た 際 の 近 似 性 に 基 づ き 同 定 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 前 記 工 程 は 、 前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の
お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理
化 学 的 性 質 を 分 子 の イ ン デ ッ ク ス か ら 計 算 す る 工 程 を 含 み 、
前 記 イ ン デ ッ ク ス は 、
(i) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 個 性 ; お よ び
(ii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 、 正 確 な 質 量 ま た は 質
量 対 電 荷 比 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 前 記 イ ン デ ッ ク ス は 、 タ ン パ ク 質 も し く は プ ロ テ オ ー ム (proteome)の シ ー ケ ン ス デ ー タ
ベ ー ス 、 発 現 シ ー ケ ン ス タ グ  (Expressed Sequence Tag)(EST)の デ ー タ ベ ー ス 、 ま た は 遺
伝 子 も し く は ゲ ノ ム の デ ー タ ベ ー ス を 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 他 の 一 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 生 物 由 来 分 子 を マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 に よ り 同 定 す る た
め に 使 用 す る イ ン デ ッ ク ス を 生 成 さ せ る 方 法 で あ り 、
　 生 物 由 来 分 子 の 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 前 記 生 物 由 来 分 子 に お け る 、 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 決
定 す る 工 程 、 お よ び
　 任 意 に 、 前 記 生 物 由 来 分 子 に お け る 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の
お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 他 の 一 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 生 物 由 来 分 子 を マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 に よ り 同 定 す る た
め に 使 用 す る イ ン デ ッ ク ス を 生 成 さ せ る 方 法 で あ り 、
　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 消 化 ま た は 断 片 化 に よ り 生 じ る ペ プ チ ド を 含 む 分 子 の
質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 分 子 に お け る 、 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性
質 を 決 定 す る 工 程 、 お よ び
　 任 意 に 、 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 分 子 に お け る 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は
第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 方 法
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 他 の 一 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 生 物 由 来 分 子 を マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 に よ り 同 定 す る た
め に 使 用 す る イ ン デ ッ ク ス を 生 成 さ せ る 方 法 で あ り 、
　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 消 化 ま た は 断 片 化 に よ り 生 じ る ペ プ チ ド を 含 む 分 子 の
質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、
　 前 記 ペ プ チ ド が 由 来 す る １ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 に お け る 、 質 量 ま た は 質 量 対 電
荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を 決 定 す る 工 程 、 お よ び
　 任 意 に 、 前 記 タ ン パ ク 質 に お け る 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お
よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 分 子 に お け る 前 記 質 量 対 電 荷 比 は 、 20 ppm, 19 ppm, 18 ppm, 17 ppm
, 16 ppm, 15 ppm, 14 ppm, 13 ppm, 12 ppm, 11 ppm, 10 ppm, 9 ppm, 8 ppm, 7 ppm, 6
 ppm, 5 ppm, 4 ppm, 3 ppm, 2 ppm, 1 ppm ま た は  < 1 ppmま で の 範 囲 で 決 定 す る 。 好 ま
し く は 、 前 記 分 子 に お け る 前 記 質 量 対 電 荷 比 は 、 15-20 ppm, 10-15 ppm, 5-10 ppm ま た
は  1-5 ppmま で の 範 囲 で 決 定 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 分 子 に お け る 前 記 質 量 対 電 荷 比 は 、
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0.01 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.009 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.008 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.007 マ ス ユ ニ ッ ト , 0
.006 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.005 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.004 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.003 マ ス ユ ニ ッ ト , 0
.002 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.001 マ ス ユ ニ ッ ト  ま た は  < 0.001 マ ス ユ ニ ッ ト ま で の 範 囲 で 決
定 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／
ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 は 、 (i) 溶 出 時 間 (elution time)、 疎 水 性
、 親 水 性 、 移 動 時 間 (migration time)、 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 (chromatogra
phic retention time); (ii) 溶 解 度 ; (iii) 分 子 体 積 ま た は サ イ ズ ; (iv) 正 味 電 荷 (net
 charge)、 荷 電 状 態 (charge state)、 イ オ ン 電 荷 ま た は 複 合 的 な 実 測 荷 電 状 態 ; (v) 等 電
点 (pI); (vi) 解 離 定 数 (pKa); (vii) 抗 体 親 和 力 ; (viii) 電 気 泳 動 移 動 度 ; (ix) イ オ ン
化 ポ テ ン シ ャ ル ; (x) 双 極 子 モ ー メ ン ト ; (xi) 水 素 結 合 可 能 性 (hydrogen-bonding capab
ility) ま た は 水 素 結 合 能 力 (hydrogen-bonding capacity); お よ び  (xii) 気 相 中 に お け
る イ オ ン 移 動 度 (ion mobility)か ら な る 群 か ら 選 択 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 比 較 的 低 い (lower)閾 値 以 下 に 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 を 有 す る 分 子 に 対 し 、 相 対 的 に
低 い 優 先 順 位 を 割 り 当 て て も 良 い 。 実 際 に は 、 そ の よ う な 分 子 は 事 実 上 無 視 し て も 良 い 。
前 記 比 較 的 低 い 閾 値 は 、 (i) < 500 ダ ル ト ン ; (ii) 500-1000 ダ ル ト ン ; (iii) 1000-150
0 ダ ル ト ン ; (iv) 1500-2000 ダ ル ト ン ; (v) 2000-2500 ダ ル ト ン ; (vi) 2500-3000 ダ ル
ト ン ; お よ び  (vii) 3000-3500 ダ ル ト ン の 範 囲 で あ っ て も 良 い 。 前 記 比 較 的 低 い 閾 値 は
、 例 え ば 、 6, 7, 8, 9, 10, 11 ま た は  12よ り も 少 な い ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ プ チ ド に お け
る 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 に 相 当 し て も 良 い 。 比 較 的 高 い (upper)閾 値 以 上 に 質 量 ま た は
質 量 対 電 荷 比 を 有 す る 分 子 に 対 し て も ま た 、 相 対 的 に 低 い 優 先 順 位 を 割 り 当 て て も 良 い 。
前 記 比 較 的 高 い 閾 値 は 、 (i) 5000-5500 ダ ル ト ン ; (ii) 5500-6000 ダ ル ト ン ; (iii) 600
0-6500 ダ ル ト ン ; (iv) 6500-7000 ダ ル ト ン ; (v) 7000-7500 ダ ル ト ン ; (vi) 7500-8000
 ダ ル ト ン ; (vii) 8000-8500 ダ ル ト ン ; (viii) 8500-9000 ダ ル ト ン ; (ix) 9000-9500 
ダ ル ト ン ; (x) 9500-10000 ダ ル ト ン ; (xi) 10000-10500 ダ ル ト ン ; (xii) 10500-11000 
ダ ル ト ン ; (xiii) 11000-11500 ダ ル ト ン ; (xiv) 11500-12000 ダ ル ト ン ; (xv) 12000-12
500 ダ ル ト ン ; (xvi) 12500-13000 ダ ル ト ン ; (xvii) 13000-13500 ダ ル ト ン ; (xviii) 1
3500-14000 ダ ル ト ン ; (xix) 14000-14500 ダ ル ト ン ; (xx) 14500-15000 ダ ル ト ン ; (xxi
) 15000-15500; (xxii) 15500-16000; (xxiii) 16000-16500; お よ び  (xiv) > 16500 ダ
ル ト ン の 範 囲 で あ っ て も 良 い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／
ま た は 第 ５ の お よ び さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 は 、 計 算 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 他 の 一 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、
　 質 量 分 析 計 で あ っ て 、
　 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 質 量 分 析 装 置 (mass analyser)
を 含 み 、
　 使 用 に お い て 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化
学 的 性 質 を 測 定 し 、 そ し て 、 任 意 に 、 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の
お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 し 、
　 か つ 、 前 記 質 量 分 析 計 は 、 少 な く と も 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 前 記 第 １ の 物 理 化 学 的
性 質 お よ び 前 記 正 確 に 決 定 し た 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き 、 そ し て 、 任 意 に 、 前 記 第 ２ の お よ
び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学
的 性 質 に 基 づ き 、 前 記 第 １ の 分 子 を 同 定 す る 手 段 を さ ら に 含 む 、 質 量 分 析 計 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／
ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 は 、 (i) 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー も し く は
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高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ("HPLC")カ ラ ム ; (ii) 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ
ラ ム ; (iii) 超 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム ; (iv) サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー カ ラ ム ; (v) ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム ; (vi) キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 (
"CE")カ ラ ム ; (vii) イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム ; (viii) １ 次 元 も し く は 多 次 元 電
気 泳 動 デ バ イ ス ; ま た は  (ix) ガ ス を 含 む ド リ フ ト チ ュ ー ブ を 用 い て 測 定 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／
ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 は 、 付 加 的 に ／ 択 一 的 に 、 前 記 第 １ の 分 子
の マ ス ス ペ ク ト ル か ら 計 っ て も 良 い 。 例 え ば 、 正 味 電 荷 (net charge)、 荷 電 状 態 (charge 
state)、 イ オ ン 電 荷 ま た は 複 合 的 な 実 測 荷 電 状 態 を 、 測 定 す る か 、 ま た は 、 マ ス ス ペ ク ト
ル ピ ー ク に お け る 質 量 対 電 荷 比 分 離 の 効 力 に よ り 、 マ ス ス ペ ク ト ル か ら 決 定 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 前 記 第 １ の お よ び ／ ま た は 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／
ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 は 、 (i) 溶 出 時 間 (elution time)、 疎 水 性
、 親 水 性 、 移 動 時 間 (migration time)、 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 (chromatogra
phic retention time); (ii) 溶 解 度 ; (iii) 分 子 体 積 ま た は サ イ ズ ; (iv) 正 味 電 荷 (net
 charge)、 荷 電 状 態 (charge state)、 イ オ ン 電 荷 ま た は 複 合 的 な 実 測 荷 電 状 態 ; (v) 等 電
点 (pI); (vi) 解 離 定 数 (pKa); (vii) 抗 体 親 和 力 ; (viii) 電 気 泳 動 移 動 度 ; (ix) イ オ ン
化 ポ テ ン シ ャ ル ; (x) 双 極 子 モ ー メ ン ト ; (xi) 水 素 結 合 可 能 性 (hydrogen-bonding capab
ility) ま た は 水 素 結 合 能 力 (hydrogen-bonding capacity); お よ び  (xii) 気 相 中 に お け
る イ オ ン 移 動 度 (ion mobility)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て も 良 い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 は 、 好 ま し く は 、 20 ppm, 19 ppm, 18 ppm, 17 p
pm, 16 ppm, 15 ppm, 14 ppm, 13 ppm, 12 ppm, 11 ppm, 10 ppm, 9 ppm, 8 ppm, 7 ppm,
 6 ppm, 5 ppm, 4 ppm, 3 ppm, 2 ppm, 1 ppm ま た は  < 1 ppmま で の 範 囲 で 決 定 す る 。 好
ま し く は 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷 比 は 、 15-20 ppm, 10-15 ppm, 5-10 ppm 
ま た は  1-5 ppmま で の 範 囲 で 決 定 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 第 １ の 分 子 に お け る 質 量 対 電 荷
比 は 、 0.01 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.009 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.008 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.007 マ ス ユ ニ
ッ ト , 0.006 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.005 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.004 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.003 マ ス ユ ニ
ッ ト , 0.002 マ ス ユ ニ ッ ト , 0.001 マ ス ユ ニ ッ ト  ま た は  < 0.001 マ ス ユ ニ ッ ト ま で の 範
囲 で 決 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 前 記 質 量 分 析 計 は 、 フ ー リ エ 変 換 ("FT")質 量 分 析 計 、 フ ー リ エ 変 換 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ
ン 共 鳴 ("FTICR")質 量 分 析 計 、 飛 行 時 間 ("TOF")質 量 分 析 計 、 直 交 加 速 式 (orthogonal acce
leration)飛 行 時 間 ("oaTOF") 質 量 分 析 計 、 磁 気 セ ク タ 質 量 分 析 計 、 四 重 極 質 量 分 析 装 置 (
quadrupole mass analyser)、 イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 装 置 ま た は フ ー リ エ 変 換 オ ー ビ ト
ラ ッ プ (orbitrap)、 静 電 気 的 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 共 鳴 質 量 分 析 計 ま た は 静 電 気 的 フ ー リ
エ 変 換 質 量 分 析 計 を 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 前 記 質 量 分 析 計 は 、 好 ま し く は 、 主 と し て 分 子 イ オ ン ま た は 擬 分 子 イ オ ン (molecular o
r pseudo-molecular ions)を 生 成 す る イ オ ン 源 を さ ら に 含 む 。 前 記 イ オ ン 源 は 、 大 気 圧 イ
オ ン 化 源 (atmospheric pressure ionization source)、 例 え ば 、 電 子 ス プ レ ー イ オ ン 化 (E
lectrospray ionisation) ("ESI")イ オ ン 源 、 大 気 圧 化 学 イ オ ン 化 (Atmospheric Pressure
 Chemical Ionisation) ("APCI") イ オ ン 源 、 大 気 圧 光 イ オ ン 化 (Atmospheric Pressure P
hoto Ionisation) ("APPI") イ オ ン 源 ま た は 、 大 気 圧 マ ト リ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 着 イ オ ン
化 (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation) ("MALDI")イ オ ン 源 を 含 ん で い て も
良 い 。 そ の 他 、 前 記 イ オ ン 源 は 、 非 大 気 圧 イ オ ン 化 源 (non-atmospheric pressure ioniza
tion source)、 例 え ば 、 高 速 原 子 衝 突  ("FAB") イ オ ン 源 、 液 体 二 次 イ オ ン 質 量 分 析 (Liqu
id Secondary Ions Mass Spectrometry) ("LSIMS") イ オ ン 源 、 マ ト リ ク ス 補 助 レ ー ザ ー
脱 着 イ オ ン 化 (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation) ("MALDI") イ オ ン 源 、 マ
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ト リ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 着 イ オ ン 化 (Matrix Assisted Laser Desorption)("MALDI")イ オ
ン 源 と 、 衝 突 冷 却 イ オ ン (collisionally cooling ions)の た め の 衝 突 セ ル と の 組 み 合 わ せ
、 ま た は 、 レ ー ザ ー 脱 着 イ オ ン 化 (Laser Desorption Ionisation) ("LDI") イ オ ン 源 を 含
ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 他 の 一 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、
　 質 量 分 析 計 で あ っ て 、
　 前 記 質 量 分 析 計 に よ り 分 析 さ れ る 第 １ の 分 子 を 同 定 す る た め の 同 定 手 段 を 含 み 、 前 記 同
定 手 段 は 、 使 用 時 に 分 子 の イ ン デ ッ ク ス を 参 照 し 、
　 前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、
(i) 掲 載 さ れ た (indexed)各 分 子 の 個 性 (identity);
(ii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 ;
 
(iii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 、 正 確 な 質 量 ま た は 質
量 対 電 荷 比 ; お よ び
(iv) 任 意 に 、 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 、 第 ２ の お よ
び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学
的 性 質 を 含 む 、
質 量 分 析 計 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 イ ン デ ッ ク ス は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 前 記 質 量 分 析 計 に よ り 保 存 さ
れ も し く は 生 成 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 、 前 記 イ ン デ ッ ク ス は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 遠 隔
的 に 、 好 ま し く は イ ン タ ー ネ ッ ト に よ り 、 保 存 さ れ も し く は 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 他 の 一 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、
　 質 量 分 析 計 で あ っ て 、
　 前 記 質 量 分 析 計 に よ り 分 析 さ れ る 第 １ の 分 子 を 同 定 す る た め の 同 定 手 段 を 含 み 、 前 記 同
定 手 段 は 、 使 用 時 に 分 子 の イ ン デ ッ ク ス を 参 照 し 、
　 前 記 イ ン デ ッ ク ス が 、
(i) 掲 載 さ れ た (indexed)各 分 子 の 個 性 (identity);お よ び
(ii) 掲 載 さ れ た 各 分 子 の 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た ま た は 予 想 さ れ た 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷
比 を 含 み 、
　 か つ 、 前 記 同 定 手 段 は 、 前 記 イ ン デ ッ ク ス 中 に お け る 前 記 分 子 の 、 質 量 ま た は 質 量 対 電
荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 を さ ら に 決 定 し 、 そ し て 、 任 意 に 、 前 記 イ ン デ ッ ク ス 中
に お け る 前 記 分 子 の 、 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は
第 ５ の も し く は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を を さ ら に 決 定 す る 、
質 量 分 析 計 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 イ ン デ ッ ク ス は 、 (i)タ ン パ ク 質 ま た は プ ロ テ オ ー ム (proteome)の シ
ー ケ ン ス デ ー タ ベ ー ス ; (ii) 発 現 シ ー ケ ン ス タ グ  (Expressed Sequence Tag)(EST)の デ
ー タ ベ ー ス ; ま た は  (iii) 遺 伝 子 も し く は ゲ ノ ム の デ ー タ ベ ー ス を 含 む 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 他 の 一 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、
　 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 少 な く と も 前 記 タ ン パ ク 質 の う ち い く つ か に 由 来 す る ペ プ チ ド 混 合 物 を 準 備 す る 工 程 、
　 前 記 タ ン パ ク 混 合 物 中 に お け る 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 前 記 ペ プ チ
ド 混 合 物 中 に お け る ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 、 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の
物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 、
　 任 意 に 、 前 記 タ ン パ ク 混 合 物 中 に お け る 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 前
記 ペ プ チ ド 混 合 物 中 に お け る 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 、 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比
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以 外 の 第 ２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は
さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 を 測 定 す る 工 程 、
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 質 量 対 電 荷 比 を 正 確 に 決 定 す る 工 程 、 お よ び
　 前 記 ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 を 、 少 な く と も 、 前 記 測 定 し た 、 前 記 タ ン パ ク 混 合 物 中
に お け る 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 中 に お け る ペ プ
チ ド を 含 む 第 １ の 分 子 の 質 量 ま た は 質 量 対 電 荷 比 以 外 の 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 、 な ら び に
前 記 正 確 に 決 定 し た 前 記 第 １ の ペ プ チ ド の 質 量 対 電 荷 比 に 基 づ き 、 な ら び に 任 意 に 前 記 第
２ の お よ び ／ ま た は 第 ３ の お よ び ／ ま た は 第 ４ の お よ び ／ ま た は 第 ５ の も し く は さ ら な る
物 理 化 学 的 性 質 に 基 づ き 同 定 す る 工 程 を 含 む 、
マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 混 合 物 中 に 存 在 す る バ イ オ ポ リ マ ー を 同 定 お よ び ／ ま た は 定 量 す
る 分 析 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 バ イ オ ポ リ マ ー は 、 タ ン パ ク 質 で あ っ て も 良 い 。 調 査 す る 混
合 物 は 、 各 成 分 の 保 持 時 間 を 記 録 し て い る 間 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 分 離 工 程 に よ り 分 画 し
て も 良 い 。 前 記 バ イ オ ポ リ マ ー が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 は 、 各 フ ラ ク シ ョ ン は 、 ペ プ チ ド
混 合 物 を 得 る た め に 、 続 い て 酵 素 消 化 に か け て も 良 い 。 こ れ ら ペ プ チ ド プ ー ル は 、 続 い て
、 各 成 分 の 保 持 時 間 を 記 録 し て い る 間 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 分 離 工 程 に よ り 分 画 し て も 良
い 。 各 フ ラ ク シ ョ ン は 、 続 い て 、 前 記 ペ プ チ ド の 質 量 お よ び 面 積 (areas)を 決 定 す る た め
に 、 質 量 分 析 に か け て も 良 い 。 こ れ ら 処 理 工 程 を 通 じ て 、 種 々 の 内 部 標 準 お よ び 較 正 用 物
質 (calibrants)を 、 前 記 工 程 の 性 能 お よ び 再 現 性 を モ ニ タ ー す る た め に 前 記 サ ン プ ル 内 に
導 入 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 調 査 す る サ ン プ ル に つ い て 、 適 切 な デ ー タ ベ ー ス を 計 算 に よ り 構 築 し て も 良 い 。 こ の デ
ー タ ベ ー ス は 、 調 査 す る サ ン プ ル に 含 ま れ る と 仮 定 さ れ る タ ン パ ク 質 の シ ー ケ ン ス を 収 集
し た も の を 含 ん で い て も 良 く 、 そ し て 、 公 知 の お よ び ／ ま た は 仮 定 さ れ る 翻 訳 後 修 飾 を 含
ん で い て も 良 い 。 前 記 デ ー タ ベ ー ス は 、 続 い て 、 (a) 用 い た 実 験 的 パ ラ メ ー タ に 基 づ き 、
タ ン パ ク 質 の 保 持 時 間 を 、  (b) 用 い た 実 験 的 パ ラ メ ー タ に 基 づ き 、 酵 素 消 化 に よ り 生 成
し た ペ プ チ ド を 、  (c) 用 い た 実 験 的 パ ラ メ ー タ に 基 づ く ペ プ チ ド の 保 持 時 間 を 、 お よ び (
d) 前 記 ペ プ チ ド の 質 量 を 、 予 測 す る こ と に よ り 拡 張 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 前 記 実 験 デ ー タ は 、 生 成 さ せ た デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る 。 各 デ ー タ ポ イ ン ト は 、 前 記 混
合 物 中 の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 相 関 関 係 の 統 計 学 的 有 意 性 に 基 づ き 、 １ つ の ペ プ チ ド に 帰
属 す る 。 さ ら に 、 前 記 帰 属 し た ペ プ チ ド の 面 積 は 、 ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は 翻 訳 後 修 飾 ペ
プ チ ド の 相 対 変 化 を 決 定 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 混 合 物 と 比 較 す る 。 最 終 的 に 、 こ の 分 析
か ら 得 ら れ た 定 量 的 情 報 を 、 前 記 タ ン パ ク 質 帰 属 を 検 証 す る た め に 用 い て も 良 い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 方 法 は 、 混 合 物 中 の 複 数 の 生 物 学 的 分 子 に お け る 正 確 な 質 量 の キ ャ
ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン の た め に 用 い 、 特 に 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 前 記 生 物 学 的 分 子 を キ ャ ラ
ク タ ラ イ ズ す る 場 合 、 そ の よ う に し て 前 記 混 合 物 に お け る 成 分 の う ち １ ま た は そ れ 以 上 を
同 定 お よ び ／ ま た は 定 量 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 一 揃 い の バ イ オ ポ リ マ ー 候 補 の う ち 、 ど の メ ン バ ー が 、 サ ン プ ル で あ る バ イ オ ポ リ マ ー
の 混 合 物 中 に 存 在 す る か を 決 定 す る た め に 、 １ つ の 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、
(a) 任 意 に 、 前 記 サ ン プ ル バ イ オ ポ リ マ ー の 混 合 物 を １ ま た は そ れ 以 上 の 分 画 工 程 に か け
、 複 数 の サ ン プ ル バ イ オ ポ リ マ ー フ ラ ク シ ョ ン を 得 る 工 程 、
(b) 複 数 の 前 記 サ ン プ ル バ イ オ ポ リ マ ー を 選 択 的 に 消 化 し 、 サ ン プ ル 断 片 の 混 合 物 を 含 む
消 化 物 を 得 る 工 程 、
(c) 前 記 消 化 物 を １ ま た は そ れ 以 上 の 文 各 工 程 に か け 、 複 数 の サ ン プ ル 断 片 フ ラ ク シ ョ ン
を 得 る 工 程 、
(d) １ ま た は そ れ 以 上 の フ ラ ク シ ョ ン 中 に 存 在 す る こ こ の サ ン プ ル 断 片 に お け る 正 確 な 質
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量 を 決 定 す る 工 程 、
(e) 各 個 の サ ン プ ル 断 片 が 分 画 さ れ た 特 定 の サ ン プ ル 断 片 フ ラ ク シ ョ ン に 基 づ き 、 １ ま た
は そ れ 以 上 の 物 理 化 学 的 性 質 を 個 々 の サ ン プ ル 断 片 に 帰 す る 工 程 、
(f) 任 意 に 、 前 記 サ ン プ ル バ イ オ ポ リ マ ー が 分 画 さ れ た 特 定 の サ ン プ ル バ イ オ ポ リ マ ー フ
ラ ク シ ョ ン に 基 づ き 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 物 理 化 学 的 性 質 を 、 前 記 サ ン プ ル 断 片 が 由 来 し
た 前 記 サ ン プ ル バ イ オ ポ リ マ ー に 帰 す る 工 程 、 お よ び
(g) 前 記 サ ン プ ル 断 片 に お け る 前 記 正 確 な 質 量 お よ び 帰 し た 物 理 化 学 的 性 質 を 、 前 記 サ ン
プ ル 中 に い く ら か の 可 能 性 を も っ て 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 一 揃 い の 候 補 バ イ オ ポ リ
マ ー に 由 来 す る 候 補 断 片 に お け る 、 前 記 正 確 な 質 量 お よ び 帰 し た 物 理 化 学 的 性 質 と 比 較 す
る こ と に よ り 、 個 々 の サ ン プ ル 断 片 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 任 意 に 、 前 記 サ ン プ ル 断 片 が 由 来 し た 前 記 サ ン プ ル バ イ オ ポ リ マ ー に お い て 帰 し た 物 理
化 学 的 性 質 は 、 前 記 候 補 バ イ オ ポ リ マ ー に お け る 物 理 化 学 的 性 質 と 比 較 し 、 そ し て 、 前 記
断 片 の 混 合 物 中 に お け る １ ま た は そ れ 以 上 の 断 片 の 工 程 (g)に お け る 同 定 に 基 づ き 、 前 記
サ ン プ ル 中 に １ つ の 候 補 バ イ オ ポ リ マ ー が 存 在 す る と 同 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 好 ま し く は 、 候 補 断 片 に お け る 前 記 正 確 な 質 量 お よ び 物 理 化 学 的 性 質 は 、 前 記 サ ン プ ル
中 に い く ら か の 可 能 性 を も っ て 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 一 揃 い の 候 補 バ イ オ ポ リ マ ー
に 由 来 す る 、 計 算 さ れ た 断 片 マ ッ プ 中 に 保 存 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 方 法 は 、 個 々 の サ ン プ ル 断 片 に お け る 前 記 正 確 な 質 量 を 前
記 個 々 の サ ン プ ル 断 片 に お け る 前 記 帰 し た 物 理 化 学 的 性 質 と 相 関 関 係 付 け る サ ン プ ル 断 片
マ ッ プ を 生 成 す る 工 程 を 含 む 。 前 記 個 々 の サ ン プ ル 断 片 の 同 定 は 、 前 記 サ ン プ ル 断 片 マ ッ
プ を 計 算 さ れ た 断 片 マ ッ プ と 比 較 す る こ と に よ り 行 な う 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 任 意 に 、 既 知 の 量 の １ ま た は そ れ 以 上 の 参 照 用 バ イ オ ポ リ マ ー を 、 前 記 サ ン プ ル 断 片 に
お け る 前 記 正 確 な 質 量 を 決 定 す る 前 に お け る 任 意 の 時 点 で 添 加 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 参
照 用 バ イ オ ポ リ マ ー は 、 前 記 複 数 の サ ン プ ル バ イ オ ポ リ マ ー の 選 択 的 消 化 に 先 立 ち 添 加 す
る 。 好 ま し く は 、 前 記 参 照 用 バ イ オ ポ リ マ ー の 物 理 化 学 的 性 質 は 公 知 で あ り 、 そ し て 、 前
記 サ ン プ ル バ イ オ ポ リ マ ー が 分 画 さ れ た 前 記 特 定 の サ ン プ ル バ イ オ ポ リ マ ー フ ラ ク シ ョ ン
に 帰 し た 前 記 物 理 化 学 的 性 質 を 評 価 す る た め に 使 用 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 他 の 一 実 施 形 態 で は 、 個 々 の サ ン プ ル 断 片 お よ び 参 照 用 バ イ オ ポ リ マ ー 断 片 の 相 対 量 を
決 定 す る 。 好 ま し く は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 参 照 用 バ イ オ ポ リ マ ー を 、 複 数 の サ ン プ ル バ
イ オ ポ リ マ ー 混 合 物 、 サ ン プ ル バ イ オ ポ リ マ ー フ ラ ク シ ョ ン 、 消 化 物 、 ま た は サ ン プ ル 断
片 フ ラ ク シ ョ ン 中 に 加 え る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 上 述 の 方 法 で は 、 前 記 正 確 な 質 量 は 、 好 ま し く は 、 マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 に よ り 決 定 す る
。 好 ま し く は 、 前 記 方 法 は 、 測 定 し た フ ラ グ メ ン ト イ オ ン か ら 第 二 次 MS/MSマ ス ス ペ ク ト
ル を 得 る こ と な く 行 な う 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 物 理 化 学 的 性 質 の 中 で は 、 好 ま し い 実 施 形 態 に し た が っ て 採 用 さ れ る の は 、 pI、 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 、 電 気 泳 動 移 動 度 、 イ オ ン 電 荷 、 イ オ ン 化 ポ テ ン シ ャ ル 、 親 水 性 、
疎 水 性 、 双 極 子 モ ー メ ン ト 、 サ イ ズ 、 水 素 結 合 可 能 性 、 お よ び 抗 体 親 和 力 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 好 ま し い 実 施 形 態 の 前 記 方 法 に お い て 採 用 さ れ る 少 な く と も １ の 工 程
は 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 前 記 好 ま し い 実 施 形 態 に お け る 方 法 は 、 前 記 バ イ オ ポ リ マ ー が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 に
特 に 好 適 で あ る 。 前 記 方 法 は 、 好 ま し く は 、 少 な く と も 100, 1000 も し く は  5,000ま た は
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そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 を 含 む 混 合 物 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 複 雑 な タ ン パ ク 質 混 合 物 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 お よ び 定
量 す る た め の 分 析 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 方 法 は 、
　 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 、 そ れ に 関 係 す る 保 持 時 間 お よ び ／ ま た は 移 動 時 間 を 記 録 し て い る
間 に 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 分 離 工 程 に か け る 工 程 、
　 得 ら れ た フ ラ ク シ ョ ン 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 消 化 し 、 タ ン パ ク 質 断 片 の 混
合 物 を 得 る 工 程 、
　 得 ら れ た 混 合 物 を 、 そ れ に 関 係 す る 保 持 時 間 お よ び ／ ま た は 移 動 時 間 を 記 録 し て い る 間
に 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 分 離 工 程 に か け る 工 程 、
　 得 ら れ た フ ラ ク シ ョ ン 中 に お け る 個 々 の タ ン パ ク 質 断 片 の 質 量 を マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 に
よ り 正 確 に 測 定 す る 工 程 、 お よ び 、
　 個 々 の タ ン パ ク 質 断 片 を 、 前 記 タ ン パ ク 質 断 片 に お け る 前 記 測 定 し た 質 量 お よ び 保 持 時
間 お よ び ／ ま た は 移 動 時 間 を 計 算 値 と 比 較 す る こ と に よ り 同 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 方 法 は 、 個 々 の タ ン パ ク 質 断 片 の 相 対 量 を マ ス ス ペ
ク ト ル 応 答 に 基 づ き 決 定 す る 工 程 を 含 む 。 他 の 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 個 々 の タ ン パ ク 質 の
相 対 量 は 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 同 定 を 補 助 す る た め に 使 用 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 上 述 の 実 施 形 態 で は 、 保 持 時 間 お よ び ／ ま た は 移 動 時 間 は 、 好 ま し く は 、 高 速 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 、 お よ び イ オ ン 移 動 度 マ ス ス ペ ク ト ル の 適 切 な モ ー ド か ら 得 る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 一 実 施 形 態 に よ れ ば 、 ア ミ ノ 酸 修 飾 お よ び そ の 相 対 量 を 同 定 お よ び 測 定 し て も 良 い 。 一
実 施 形 態 を 、 タ ン パ ク 質 混 合 物 の 分 析 に つ い て 、 以 下 に さ ら に 詳 し く 述 べ る 。 調 査 す る 特
定 の バ イ オ ポ リ マ ー に 対 し 適 切 で あ る と 知 ら れ て い る 修 飾 と と も に 、 前 記 好 ま し い 実 施 形
態 に お け る 方 法 は 、 RNA、 DNAお よ び ポ リ サ ッ カ ラ イ ド に も 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 混 合 物 中 に お け る バ イ オ ポ リ マ ー の 同 定 お よ び 定 量 の た め の 方 法 を 開 示 す る 。 前 記 バ イ
オ ポ リ マ ー は 、 タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド 、 核 酸 、 ま た は ポ リ サ ッ カ ラ イ ド で あ っ て も
良 く 、 好 ま し く は タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド ま た は 核 酸 で あ り 、 そ し て 、 最 適 に は タ ン
パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド で あ る 。 前 記 方 法 は 、 非 常 に 複 雑 な 混 合 物 に 由 来 す る １ ま た は そ れ
以 上 の 生 体 分 子 、 例 え ば ゲ ノ ム 中 に 存 在 す る 核 酸 お よ び プ ロ テ オ ー ム 中 に 存 在 す る タ ン パ
ク 質 を 同 定 お よ び 定 量 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 一 実 施 形 態 に よ れ ば 、 高 分 子 の 選 ば れ た 部 分 の み を 開 裂 さ せ る 、 試 薬 に よ る 高 分 子 の 選
択 的 開 裂 、 例 え ば 、 制 限 酵 素 に よ る 核 酸 の 開 裂 、 選 択 的 ペ プ チ ダ ー ゼ に よ る タ ン パ ク 質 の
開 裂 、 お よ び 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ に よ る ポ リ サ ッ カ ラ イ ド の 開 裂 を 提 供 す る 。 ペ プ チ ダ ー ゼ
の 中 で は 、 採 用 可 能 な の は 、 ト リ プ シ ン 、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ － LysC、 エ ン ド プ ロ テ ア ー
ゼ － ArgC、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ  GluC、 お よ び キ モ ト リ プ シ ン で あ る 。 好 ま し く は 、 前 記
選 択 的 開 裂 に 続 い て 、 得 ら れ た 断 片 の 、 少 な く と も 第 １ の 物 理 化 学 的 性 質 に 基 づ く 分 離 、
お よ び 、 任 意 に 、 第 ２ の 、 第 ３ の ま た は さ ら な る 物 理 化 学 的 性 質 に 基 づ く さ ら な る 分 離 を
行 な う 。 続 い て 、 前 記 断 片 の 質 量 を 高 精 密 で 測 定 し 、 そ し て 、 そ の 結 果 を 、 予 期 さ れ る 断
片 の 正 確 な 質 量 お よ び 物 理 化 学 的 性 質 に つ い て の 情 報 を 含 む デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る こ と
に よ り 、 前 記 方 法 は 前 記 断 片 の 同 定 に 到 達 す る 。 前 記 断 片 の 個 性 (identity)お よ び 量 (qua
ntity)か ら 、 前 記 バ イ オ ポ リ マ ー の 個 性 お よ び 初 期 量 (original quantity)を 決 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 の ケ ー ス で は 、 前 記 方 法 は 、 ペ プ チ ド 断 片 を 同 定 し 、 お よ び そ れ ら を 公 知 の
タ ン パ ク 質 に 帰 属 す る た め に 、 前 記 ペ プ チ ド 断 片 の 前 記 正 確 な 質 量 を 、 前 記 ペ プ チ ド 断 片
の １ ま た は そ れ 以 上 の 物 理 化 学 的 性 質 と 併 用 す る 。 こ の 方 法 は 、 プ ロ テ オ ー ム 中 に お け る
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タ ン パ ク 質 の 詳 細 な イ オ ン マ ッ プ を 創 造 す る た め に 用 い ら れ る 。 こ れ ら イ オ ン マ ッ プ は 、
同 時 に 、 前 記 プ ロ テ オ ー ム 中 の タ ン パ ク 質 に 関 す る 正 確 な 同 定 お よ び 定 量 的 な 情 報 を 生 成
す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 酵 素 的 に ま た は 化 学 的 に 誘 導 さ れ た ペ プ チ ド の 質 量 は 、 好 ま し く は 約 10 ppmの 正 確 性 で
、 最 適 に は 約 5 ppmま で の 正 確 性 で 、 そ し て 、 特 に 好 ま し く は 、 約 1～ 約 5 ppmま で の 、 ま
た は そ れ よ り 少 量 の 正 確 性 で 、 測 定 ま た は 決 定 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 前 記 イ オ ン マ ッ プ に 含 ま れ る の は 、 そ れ ら 酵 素 的 に ま た は 化 学 的 に 誘 導 し た ペ プ チ ド の
、 前 記 実 験 的 パ ラ メ ー タ の 範 囲 内 で 定 義 し た １ ま た は そ れ 以 上 の 物 理 化 学 的 性 質 に 関 す る
情 報 で あ る 。 こ の 物 理 化 学 的 情 報 は 、 前 記 正 確 な 質 量 、 疎 水 性 ／ 親 水 性 、 お よ び 正 味 電 荷
を 含 ん で い て も 良 い が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 前 記 サ ン プ ル 混 合 物 中 の 前 記 タ ン
パ ク 質 は 、 あ ら か じ め 分 画 し て も 良 く 、 ま た は 、 サ イ ズ 排 除 、 陽 イ オ ン 交 換 、 陰 イ オ ン 交
換 、 ヘ パ リ ン 、 セ フ ァ ロ ー ス 等 の 、 し か し こ れ ら に 限 定 さ れ な い カ ラ ム マ ト リ ク ス の 使 用
を 通 じ る こ と を 含 む 、 任 意 の 数 の 異 な る 方 法 に よ り 分 画 し て も 良 い 。 こ の 分 画 は 、 前 記 タ
ン パ ク 質 混 合 物 の 酵 素 的 ま た は 化 学 的 消 化 に 先 立 ち お よ び ／ ま た は そ れ に 続 き 起 こ っ て も
良 い 。 こ の 分 画 は 、 そ の よ う に し て 帰 属 し た 特 徴 と と も に 、 １ ま た は そ れ 以 上 の サ ブ フ ラ
ク シ ョ ン を 生 成 さ せ る た め に 用 い て も 良 く 、 そ れ を 、 続 い て 消 化 お よ び ／ ま た は さ ら に 分
画 し て も 良 い 。 こ の 分 画 お よ び 分 離 工 程 は 、 追 加 の 情 報 を 提 供 し 、 そ れ は 前 記 イ オ ン マ ッ
プ に 追 加 さ れ 、 そ し て 同 定 お よ び 定 量 ア ル ゴ リ ズ ム に イ ン プ ッ ト さ れ 、 そ れ に よ り 、 研 究
の 厳 重 さ が さ ら に 増 す で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 内 部 標 準 の 任 意 の 混 合 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 存 在 量 の 定 量 手 段 を 提 供 し 、 そ
れ に よ り 、 サ ン プ ル 中 に お け る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 絶 対 的 な 定 量 を 達 成 す る 。 複
雑 な 混 合 物 中 に お け る タ ン パ ク 質 存 在 量 の 相 対 的 な 定 量 は 、 異 な っ た 条 件 下 （ 例 え ば 、 疾
患  vs 非 疾 患 、 治 療 済  vs 未 治 療 ） で 生 成 さ れ た イ オ ン マ ッ プ の 比 較 に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 そ の よ う に 、 混 合 物 、 特 に 複 雑 な 混 合 物 中 に お け る タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ペ プ チ ド
を 同 定 お よ び 定 量 す る た め の 総 合 的 な 方 法 を 提 供 し 、 そ れ に よ り 、 実 験 的 に 誘 導 さ れ た 高
精 度 の 分 子 質 量 の シ リ ー ズ を 、 理 論 的 分 子 質 量 か ら 構 成 さ れ た デ ー タ ベ ー ス と 相 関 付 け 、
比 較 す る 。 分 子 質 量 に 加 え 、 前 記 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ペ プ チ ド に お け る １ ま た は そ
れ 以 上 の 物 理 化 学 的 性 質 ま た は 特 徴 を 、 前 記 タ ン パ ク 質 ／ ペ プ チ ド 混 合 物 を デ ー タ ベ ー ス
ま た は タ ン パ ク 質 デ ー タ セ ッ ト と 相 関 付 け 、 お よ び 検 証 す る た め に 用 い る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 分 析 さ れ る 、 前 記 サ ン プ ル 混 合 物 中 に お け る タ ン パ ク 質 は 、 一 次 元 も し く は 多 次 元 電 気
泳 動 お よ び ／ ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば サ イ ズ 排 除 、 陰 イ オ ン 交 換 、 陽 イ オ ン 交
換 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ま た は そ れ ら の 任 意 の 組 合 わ せ に よ り 分 離 し 、 そ し て 、 得 ら れ た 各 サ
ブ セ ッ ト (subset)を 、 特 別 な 意 図 を 持 っ て 酵 素 的 ま た は 化 学 的 処 理 に か け 、 そ の よ う に し
て 得 ら れ る ペ プ チ ド か ら 意 図 す る サ ブ シ ー ケ ン ス を 生 成 さ せ て も 良 い 。 各 サ ブ セ ッ ト か ら
得 ら れ た ペ プ チ ド は 、 続 い て 、 分 離 装 置 が 好 ま し く は 直 接 ま た は 間 接 的 に 連 結 さ れ た 質 量
分 析 計 に よ り 、 質 量 分 析 に か け て も 良 い 。 さ ら に 詳 し く は 、 電 子 ス プ レ ー イ オ ン 化 マ ス ス
ペ ク ト ル 測 定 に 関 し て は 、 分 離 ／ 濃 縮 装 置 に お け る 溶 出 経 路 は 、 前 記 質 量 分 析 計 の イ オ ン
源 に 直 接 連 結 さ れ て い て も 良 い 。 ナ ノ 電 子 ス プ レ ー イ オ ン 化 マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 に 関 し て
は 、 分 離 ／ 濃 縮 装 置 か ら の 溶 出 物 は 、 ナ ノ 電 子 ス プ レ ー エ ミ ッ タ ー 内 に 、 ま た は そ の 流 体
表 示 部 (fluid registration)に お け る 任 意 の 結 合 部 品 内 に 直 接 投 入 し て も 良 い 。 MALDIマ
ス ス ペ ク ト ル 測 定 に 関 し て は 、 分 離 ／ 濃 縮 装 置 か ら の 溶 出 物 は 、 時 間 で 分 離 し た フ ラ ク シ
ョ ン 内 に 、 ま た は 、 MALDI標 的 に 対 す る UVも し く は 蛍 光 等 の 方 法 に よ る ピ ー ク 検 出 に よ っ
て 選 択 し た フ ラ ク シ ョ ン 内 に 、 直 接 投 入 し て も 良 い 。 全 て の 事 例 に お い て 、 究 極 の 成 果 は
、 実 験 的 に 誘 導 し た 複 数 の 質 量 対 電 荷 値 を 生 成 す る こ と で あ り 、 溶 出 ／ 検 出 時 間 は 、 ペ プ
チ ド の イ オ ン 化 に 先 立 ち 用 い る 予 備 分 離 ／ 濃 縮 装 置 に よ り 指 示 さ れ た 、 溶 出 の た め の 強 制
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力 に 基 づ い て い る 。 ピ ー ク ピ ッ キ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム は 、 酵 素 的 に ま た は 化 学 的 に 処 理 さ れ
た タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 プ ー ル の 各 サ ブ セ ッ ト に お け る 計 算 さ れ た 分 子 質 量 マ ッ プ
を 再 構 成 し 、 そ の 中 に 含 ま れ る の は 、 前 記 サ ブ セ ッ ト の 生 成 に 関 し て 、 直 接 関 係 の あ る 全
て の 情 報 の リ ス ト で あ る 。 よ り 詳 し く は 、 含 ま れ る の は 、 少 々 例 を 挙 げ れ ば 、 １ ま た は 複
数 の 無 傷 の タ ン パ ク 質 に お け る 分 子 質 量 範 囲 、 １ ま た は 複 数 の 無 傷 の タ ン パ ク 質 に お け る
正 味 電 荷 、 お よ び 、 １ ま た は 複 数 の 無 傷 の タ ン パ ク 質 に お け る 親 和 力 で あ る 。 さ ら に 、 イ
オ ン 化 に 先 立 ち 酵 素 的 に ま た は 化 学 的 に 処 理 し た ペ プ チ ド プ ー ル か ら 分 離 し た 各 サ ブ シ ー
ケ ン ス の 正 味 電 荷 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 お よ び 電 気 泳 動 移 動 度 を 含 む 性 質 が 含 ま れ て い て も
良 い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 さ ら に 、 既 知 の 濃 度 の １ ま た は 複 数 の 対 照 を 、 任 意 に 、 選 択 し た 分 離 緩 衝 器 内 に ペ プ チ
ド の イ オ ン 化 に 先 立 ち 直 接 、 ま た は 、 予 備 分 離 ／ 濃 縮 し た ペ プ チ ド サ ブ セ ッ ト 内 に 直 接 、
含 ま せ 配 置 し て も 良 い 。 好 ま し く は 、 前 記 対 照 は 、 ほ ぼ 等 モ ル で あ り 、 お よ び 、 分 離 ／ 濃
縮 補 助 マ ト リ ク ス と 相 互 作 用 し な い タ イ プ で あ る 。 前 記 対 照 の 既 知 濃 度 で の 添 加 は 、 同 定
し た タ ン パ ク 質 の 定 量 を 容 易 に す る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 同 定 は 、 多 数 の 異 な る 非 重 複 的 な タ ン パ ク 質 ま た は ヌ ク レ オ チ ド の シ ー ケ ン ス デ ー タ ベ
ー ス 、 例 え ば Genbank, SWISS-PROT, EMBLE, TREMBLE, Pdb, Genseq等 の よ う な も の の う ち
任 意 の も の を 用 い て 達 成 し て も 良 い 。 こ れ ら デ ー タ ベ ー ス は 、 酵 素 的 ま た は 化 学 的 に 消 化
さ れ た 多 数 の 異 な る タ ン パ ク 質 の う ち 任 意 の も の に お け る 高 正 確 性 の 分 子 質 量 マ ッ プ を 予
想 し 、 実 験 的 に 誘 導 さ れ た デ ー タ と 比 較 す る た め に 用 い て も 良 い 。 一 実 施 形 態 に お い て は
、 分 子 質 量 が 計 算 さ れ た 、 統 計 学 的 に 直 接 関 係 す る 多 数 の ペ プ チ ド を 有 す る タ ン パ ク 質 は
、 前 記 方 法 に お け る 予 想 が 候 補 タ ン パ ク 質 で あ る と 同 定 さ れ た も の と 実 質 的 に 等 し い 。 各
候 補 タ ン パ ク 質 に 対 し 、 ラ ン ク 付 け さ れ た 予 想 さ れ る タ ン パ ク 質 リ ス ト を 生 じ る 前 記 方 法
の 予 想 に 対 す る そ れ ら の 正 確 性 に 基 づ き 、 複 数 の ペ プ チ ド 分 子 質 量 が 同 定 さ れ る 。 前 記 ラ
ン ク 付 け さ れ た タ ン パ ク 質 リ ス ト に お い て 同 定 し た ペ プ チ ド は 、 続 い て 、 例 え ば 前 記 ペ プ
チ ド の 親 水 性 ／ 疎 水 性 、 塩 基 性 ／ 酸 性 値 を 含 む キ ャ ラ ク タ ラ イ ズ さ れ た 物 理 化 学 的 性 質 と
の 比 較 に お け る そ れ ら の 近 似 性 に よ り 、 交 差 相 関 さ せ る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 分 析 に
お け る 多 段 階 式 反 復 工 程 を 提 供 し 、 そ の 場 合 、 質 量 の 正 確 性 は 第 １ の 分 析 で 評 価 し 、 続 い
て 、 前 記 サ ン プ ル 混 合 物 が ど の よ う に 分 画 さ れ ま た は キ ャ ラ ク タ ラ イ ズ さ れ た か に 依 存 す
る 、 親 水 性 、 正 味 電 荷 、 お よ び タ ン パ ク 質 正 味 電 荷 ま た は サ イ ズ を 含 む 種 々 の 決 定 し た 物
理 化 学 的 性 質 に よ り 相 関 関 係 を 評 価 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 異 な る 条 件 下 に お け る 、 ま た は 異 な る 供 給 源 に 由 来 す る 混 合 物 の キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ
ン に よ り 、 本 発 明 に お け る 前 記 方 法 は 、 非 等 モ ル の 不 均 一 複 雑 タ ン パ ク 質 混 合 物 か ら 、 タ
ン パ ク 質 の 濃 度 、 ア ッ プ お よ び ／ ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 、 複 合 体 形 成 、 翻 訳 後 修
飾 、 お よ び タ ン パ ク 質 プ ロ セ シ ン グ を 決 定 す る 手 段 を 提 供 す る 。 技 術 の あ る 熟 練 者 は 、 続
い て 、 治 療 的 に ま た は 診 断 的 に 関 連 す る 標 的 を 、 研 究 、 ス ク リ ー ニ ン グ ま た は 調 整 (inter
vention)の た め に 決 定 お よ び ／ ま た は 同 定 す る た め に 、 得 ら れ た 情 報 を 利 用 し て も 良 い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 代 謝 の 、 ま た は プ ロ テ オ ー ム の 、 ま た は 他 の ラ イ フ サ イ エ ン ス 上
の 比 較 実 験 の 分 野 内 に エ ン カ ウ ン ト さ れ て も 良 い よ う な 、 ２ ま た は そ れ 以 上 の 複 雑 な 化 学
混 合 物 に 含 ま れ る 化 学 成 分 の 相 対 レ ベ ル を 定 量 的 に 比 較 す る 手 段 を 提 供 す る 。 少 な く と も
一 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 に お け る 前 記 方 法 は 、 各 化 学 混 合 物 内 に お け る １ ま た は
そ れ 以 上 の 化 学 成 分 を 定 性 的 に 同 定 す る た め に 使 用 で き る 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 一 実 施 形 態 は 、 混 合 物 内 に お け る 各 化 学 成 分 の ２ ま た は そ れ 以 上 の 物 理 化 学 的 性 質 を 測
定 す る 工 程 を 含 み 、 そ れ ら の 性 質 の う ち １ つ は 、 マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 に よ り 決 定 し た そ の
正 確 な 質 量 で あ る 。 他 の 物 理 化 学 的 性 質 は 、 例 え ば 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 特 別 に 定 義 し た
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 に お け る 溶 出 順 序 (order of elution)、 正 味 電 荷 、 pI、 pKa、 お
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よ び 抗 体 親 和 力 を 含 む 。 各 成 分 に つ い て 測 定 し た 情 報 に お け る 前 記 正 確 な 質 量 お よ び 物 理
化 学 的 性 質 の コ レ ク シ ョ ン は 、 各 混 合 物 中 の 各 成 分 に 対 し 顕 著 な 特 徴 (distinguishing si
gnature)を 提 供 す る 。 最 後 に 、 本 発 明 に お け る 前 記 方 法 は 、 各 混 合 物 中 の 各 化 学 成 分 に お
け る マ ス ス ペ ク ト ル シ グ ナ ル 強 度 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ピ ー ク 面 積 を 測 定 す る 工 程 を
含 む 。 好 ま し く は 、 こ の 強 度 ま た は ピ ー ク 面 積 測 定 は 、 正 確 な 質 量 に 基 づ く 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 前 述 の 通 り 、 比 較 的 ラ イ フ サ イ エ ン ス 実 験 に お け る 高 度 に 望 ま し い 課 題 は 、 生 物 由 来 サ
ン プ ル の ２ ま た は そ れ 以 上 の 混 合 物 中 に お け る 任 意 の 化 学 成 分 が 、 各 混 合 物 に 共 通 な 他 の
化 学 成 分 に 対 す る 相 対 的 な そ れ ら の 存 在 量 に お い て 、 変 化 し た か ど う か を 決 定 す る こ と で
あ る 。 本 発 明 に お け る 前 記 方 法 は 、 各 サ ン プ ル 混 合 物 に 共 通 な 化 学 成 分 が 、 そ れ ら の 物 理
化 学 的 性 質 の 顕 著 な 特 徴 に 基 づ き 符 号 す る こ と を 可 能 に す る 。 符 号 を 達 成 す る た め に は 、
各 成 分 の 化 学 的 個 性 が 公 知 で あ る こ と は 必 要 と し な い 。 各 化 学 成 分 に お け る 前 記 正 確 な 質
量 お よ び 物 理 化 学 的 性 質 の 特 徴 に よ り 、 そ の 化 学 成 分 を 前 記 混 合 物 中 に お け る 他 の 化 学 成
分 か ら 一 意 的 に 区 別 で き る こ と の み が 必 要 で あ る 。 符 号 し た 各 化 学 成 分 に お け る 相 対 存 在
量 の 決 定 は 、 第 １ に 、 化 学 成 分 の 存 在 量 を 、 第 ２ の 内 因 性 (endogenous)化 学 成 分 の 存 在 量
に 対 し て 相 対 的 に 決 定 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 前 記 第 ２ の 内 因 性 化 学 成 分 は 、 両 方 の
混 合 物 に 共 通 で 、 前 記 ２ の サ ン プ ル の 状 態 を 比 較 し た 場 合 に 、 そ の 相 対 存 在 量 レ ベ ル に お
い て 、 統 計 的 に 有 意 な 方 法 に よ り 、 変 化 し て い な い と 決 定 さ れ た も の で あ る 。 そ れ ら の 性
質 を 有 す る 内 因 性 化 学 成 分 は 、 内 部 標 準 と し て 働 く 。 各 混 合 物 中 に お い て 符 号 し た 各 化 学
成 分 の 、 各 混 合 物 中 に お け る 同 一 の 内 因 性 内 部 標 準 に 対 す る 相 対 的 な 比 は 、 続 い て 、 各 混
合 物 中 に お け る 各 化 学 成 分 の 相 対 存 在 量 レ ベ ル の 相 違 を 提 供 す る た め に 比 較 す る 。 い く つ
か の 例 で は 、 各 化 学 混 合 物 に 対 す る 、 内 部 標 準 と し て の 外 因 性 (exogenous)化 学 種 の 添 加
が 、 回 収 (recovery)、 適 用 可 能 な 場 合 は 酵 素 的 消 化 の 効 果 、 正 確 な 質 量 の 測 定 、 お よ び ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お け る 溶 出 時 間 の 補 正 (correction)に 対 す る 評 価 を 容 易 に す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 い く つ か の ラ イ フ サ イ エ ン ス 実 験 に お い て は 、 前 記 混 合 物 中 に お け る 化 学 成 分 は 、 化 学
成 分 の 、 十 分 に キ ャ ラ ク タ ラ イ ズ さ れ た リ ス ト に 強 制 的 に 帰 属 さ れ る (constrained)こ と
が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 プ ロ テ オ ー ム の 実 験 に お い て は 、 研 究 し よ う と す る タ ン パ ク 質
は 、 特 定 の 組 織 か ら 発 せ ら れ る と 知 ら れ て い る も の 、 ま た は 、 十 分 に キ ャ ラ ク タ ラ イ ズ さ
れ た フ ラ ク シ ョ ン 、 ま た は 、 特 定 の 組 織 に お け る プ ロ テ オ ー ム の サ ブ セ ッ ト で も 良 い 。 そ
の よ う な サ ン プ ル ま た は サ ン プ ル の サ ブ フ ラ ク シ ョ ン 中 に 含 ま れ て い る 可 能 性 の あ る タ ン
パ ク 質 は 、 多 く の ケ ー ス で は 実 質 的 に 公 知 で あ る 。 そ れ ゆ え に 、 選 択 的 ペ プ チ ダ ー ゼ を 用
い て そ の よ う な タ ン パ ク 質 混 合 物 を 酵 素 的 に 消 化 し た 場 合 に 生 産 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 予
想 し て も 良 く 、 そ し て 、 そ れ ら ポ リ ペ プ チ ド に お け る 正 確 な 質 量 お よ び 多 数 の 物 理 化 学 的
性 質 を 計 算 し て も 良 い 。 好 ま し い 方 法 は 、 混 合 物 中 に お け る 未 知 な 各 ポ リ ペ プ チ ド の 、 経
験 的 に 測 定 し た 正 確 な 質 量 お よ び 物 理 化 学 的 性 質 を 、 前 記 混 合 物 中 に お い て 理 論 的 に 含 ま
れ て い る 可 能 性 が あ る 各 ポ リ ペ プ チ ド の 、 前 記 計 算 し た 正 確 な 質 量 お よ び 物 理 化 学 的 性 質
と 比 較 す る こ と を 可 能 に す る 。 未 知 の 混 合 物 中 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 化 学 的 個 性 は 、 そ
れ を 、 前 記 混 合 物 中 に 理 論 的 に 含 ま れ て い る 可 能 性 が あ る ポ リ ペ プ チ ド の 正 確 な 質 量 お よ
び 物 理 化 学 的 性 質 と 比 較 し た 際 の 、 近 似 性 に よ り 確 か め て も 良 い 。 一 般 的 に 、 あ る ポ リ ペ
プ チ ド は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 に つ い て 特 有 で あ る 。 し た が っ て 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 同
定 は 、 一 般 的 に 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 母 体 で あ る タ ン パ ク 質 の 独 自 の 同 定 を も 提 供 す る 。
あ る タ ン パ ク 質 の 同 定 は 、 そ の タ ン パ ク 質 に 特 有 な 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド が 同 定 さ れ た 場 合
、 さ ら に 確 実 に な る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 研 究 に お い て は 、 本 発 明 に お け る 他 の 一 実 施 形 態 が 、 研 究 し よ う と す る 混 合
物 中 に 理 論 的 に 含 ま れ て い る 可 能 性 が あ る 、 強 制 的 に 帰 属 さ れ た (constrained)タ ン パ ク
質 の グ ル ー プ ま た は そ の サ ブ セ ッ ト の 翻 訳 後 修 飾 形 態 の 検 出 を 可 能 に す る 。 こ の 方 法 は 、
さ ら に 、 前 記 混 合 物 中 に 理 論 的 に 含 ま れ て い る 可 能 性 が あ る 前 記 強 制 的 に 帰 属 さ れ た タ ン
パ ク 質 の グ ル ー プ 、 ま た は １ も し く は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 か ら 生 じ る そ れ ら の サ ブ セ
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ッ ト に お け る 修 飾 形 態 の 検 出 を 提 供 す る 。 こ の 実 施 形 態 は 、 測 定 し た ポ リ ペ プ チ ド の 正 確
な 質 量 お よ び 物 理 化 学 的 性 質 の デ ー タ セ ッ ト (data set)の 全 体 を 、 質 量 が 正 確 な 量 に お い
て 異 な り 、 そ の 差 異 が 、 翻 訳 後 修 飾 、 ま た は 、 前 記 強 制 的 に 帰 属 さ れ た 各 タ ン パ ク 質 か ら
理 論 的 に 発 せ ら れ る 可 能 性 の あ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 置 換 、 ま た は 研 究 し よ う と す る
未 知 混 合 物 中 に 理 論 的 に 含 ま れ る 可 能 性 の あ る そ れ ら の サ ブ セ ッ ト に お け る 質 量 の 差 に 対
応 す る 、 追 加 の ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 試 験 す る 。 そ れ ら 候 補 物 質 で あ る 、 こ の 初 期 タ ン パ
ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 お よ び ア ミ ノ 酸 置 換 形 態 の そ れ ぞ れ の デ ー タ セ ッ ト に お け る 個 性 は 、 そ
れ の 、 計 算 に よ る 他 の 物 理 化 学 的 性 質 と の 一 致 に よ り さ ら に 確 認 し て も 良 い 。 例 え ば 、 ポ
リ ペ プ チ ド の リ ン 酸 化 形 態 は 、 リ ン 酸 基 の 付 加 に 一 致 す る 正 確 な 質 量 の 差 を 示 す だ け で な
く 、 そ れ は 、 哺 乳 類 の 系 中 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 非 リ ン 酸 化 形 態 が 、 セ リ ン 、 チ ロ シ
ン 、 ま た は ト レ オ ニ ン の う ち １ つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 場 合 に の み 起 こ り や す い 傾 向 が あ る 。
細 菌 （ バ ク テ リ ア ） の 傾 注 で は 、 こ の ア ミ ノ 酸 リ ス ト は 、 ヒ ス チ ジ ン を 含 む よ う に 拡 張 可
能 で あ る 。 最 後 に 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の リ ン 酸 化 形 態 は 、 非 リ ン 酸 化 形 態 よ り も 親 水 性 で
あ る こ と が 予 期 さ れ 、 そ し て 、 そ れ ゆ え に 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 に お い て わ ず か
に 短 い 溶 出 時 間 を 示 す こ と が 予 期 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 前 記 好 ま し い 実 施 形 態 に お け る 前 記 方 法 は 、 混 合 物 中 に お け る 異 な る 化 学 成 分 が 、 第 １
に 、 １ 次 元 ま た は 多 次 元 の 明 確 に 定 義 さ れ た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 、 分 離 さ れ 、 ま た は 部
分 的 に 分 離 さ れ 、 そ れ に よ り 成 分 が 連 続 的 に か つ 再 現 性 の あ る 方 法 で 流 出 し 、 混 合 物 の 分
析 に 好 適 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 に は 、 種 々 の マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 シ ス テ ム を 採 用 す る こ と が で き る 。 理 想
的 に は 、 質 量 に お け る 高 正 確 性 、 高 感 度 お よ び 高 分 解 能 を 有 す る 質 量 分 析 計 を 採 用 す る 。
そ の よ う な 質 量 分 析 計 に お け る 質 量 分 析 装 置 (mass analyzer)は 、 四 重 極 、 飛 行 時 間 、 イ
オ ン ト ラ ッ プ 、 磁 気 セ ク タ も し く は FT-ICRま た は そ れ ら の 組 合 わ せ を 含 む が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 理 想 的 に は 、 前 記 質 量 分 析 計 に お け る イ オ ン 源 は 、 主 と し て サ ン プ ル の 分 子
イ オ ン ま た は 擬 分 子 イ オ ン を 、 お よ び 少 し の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 発 生 す る 。 そ の よ う な
イ オ ン 源 の 例 は 、 対 既 達 イ オ ン 化 源 （ 例 え ば 、 電 子 ス プ レ ー お よ び 大 気 化 学 イ オ ン 化 (atm
ospheric chemical ionization)） お よ び マ ト リ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 着 イ オ ン 化 ("MALDI")
を 含 む 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 理 想 的 に は 、 前 記 質 量 分 析 計 は 、 化 学 種 の 質 量 を 、 そ の 正 確 な ま た は 計 算 さ れ た 質 量 か
ら 20 ppmの 範 囲 内 の 正 確 性 で 、 よ り 好 ま し く は 、 そ の 正 確 な ま た は 計 算 さ れ た 質 量 か ら 10
 ppmの 範 囲 内 の 正 確 性 で 、 最 適 に は 、 そ の 正 確 な ま た は 計 算 さ れ た 質 量 か ら 5 ppmの 範 囲
内 の 正 確 性 で 、 正 確 に 測 定 す る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 理 想 的 に は 、 前 記 質 量 分 析 装 置 は 、 マ ス ス ペ ク ト ル の シ グ ナ ル 強 度 ま た は ピ ー ク 面 積 が
量 的 に 対 応 し て い る こ と を 確 実 に す る た め に 、 全 て の マ ス ス ペ ク ト ル を 、 同 時 に 、 お よ び
、 前 記 混 合 物 中 の 複 数 の 成 分 に つ い て 十 分 な ス ペ ク ト ル が 得 ら れ る 周 波 数 で 、 サ ン プ リ ン
グ お よ び 記 録 す る の が 良 い 。 こ の こ と は 、 全 て の 質 量 に つ い て 得 ら れ た 溶 出 時 間 が 、 前 記
質 量 分 析 装 置 に よ り 修 正 さ れ ま た は 歪 め ら れ て い な い こ と を も 確 実 に す る で あ ろ う し 、 そ
し て 、 そ の こ と は 、 定 量 的 測 定 が 、 過 渡 信 号 の 存 在 量 を 測 定 す る 必 要 性 に よ り 妥 協 さ れ て
い な い と い う こ と を 確 実 に す る こ と を も 助 け る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 複 雑 な 化 学 混 合 物 中 に お け る 各 化 学 成 分 が 、 そ の 正 確 な 質 量 お よ
び １ ま た は そ れ 以 上 の 追 加 の 物 理 化 学 的 性 質 の 測 定 に よ り 、 高 度 に 特 異 的 な 方 法 で キ ャ ラ
ク タ ラ イ ズ で き る と い う 事 実 を 利 用 す る 。 こ の 高 度 に 特 異 的 な 情 報 は 、 異 な る 化 学 的 混 合
物 に 共 通 の 化 学 成 分 を 符 号 さ せ 、 そ し て 量 的 に 比 較 す る こ と を 可 能 に す る 。 い く つ か の 実
験 に お い て は 、 サ ン プ ル 混 合 物 中 に お け る 化 学 成 分 が 、 十 分 に キ ャ ラ ク タ ラ イ ズ さ れ た 化
学 成 分 リ ス ト に 強 制 的 に 帰 属 さ れ る こ と が 知 ら れ て お り 、 前 記 化 学 成 分 中 に お け る 前 記 化
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学 成 分 を 定 性 的 に 同 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 前 記 好 ま し い 実 施 形 態 に お け る 前 記 方 法 は 、 種 々 の 広 範 な ラ イ フ サ イ エ ン ス 実 験 に 適 用
で き る が 、 タ ン パ ク 質 混 合 物 の 定 性 的 ま た は 定 量 的 キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン に 対 す る そ の
適 用 に つ い て の 記 述 は 例 示 で あ る 。 前 記 タ ン パ ク 質 混 合 物 の 組 成 は シ ン プ ル で も 良 い が 、
少 な く と も 100の タ ン パ ク 質 ま た は 1,000以 上 の タ ン パ ク 質 を 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 前 記 方 法 の 一 実 施 形 態 は 、 下 記 工 程 、 す な わ ち 、
　 タ ン パ ク 質 混 合 物 を １ ま た は そ れ 以 上 の 分 離 工 程 に よ り 分 離 す る と 同 時 に 、 採 取 し た 各
フ ラ ク シ ョ ン の 物 理 化 学 的 性 質 を 記 録 す る 工 程 、
　 得 ら れ た フ ラ ク シ ョ ン 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 を 、 選 択 的 ペ プ チ ダ ー ゼ に よ り 消 化 し 、
タ ン パ ク 質 断 片 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 混 合 物 を 得 る 工 程 、
　 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド 混 合 物 を １ ま た は そ れ 以 上 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 工 程 に か け
る と 同 時 に 、 関 連 す る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 溶 出 時 間 を 記 録 す る 工 程 、
　 得 ら れ た フ ラ ク シ ョ ン 中 に お け る 個 々 の ポ リ ペ プ チ ド の 質 量 を マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 に よ
り 正 確 に 測 定 す る 工 程 、
　 個 々 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 そ れ ら の 測 定 し た 正 確 な 質 量 お よ び １ ま た は そ れ 以 上 の 物 理 化
学 的 性 質 を 、 研 究 し よ う と す る サ ン プ ル に 対 応 す る 強 制 的 に 帰 属 さ れ た タ ン パ ク 質 リ ス ト
と 理 論 的 に 関 連 付 け る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド の 計 算 し た 正 確 な 質 量 お よ び 物 理 化 学 的
性 質 と 比 較 す る こ と に よ り 同 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 い く つ か の 状 況 で は 、 ２ の 異 な る 生 物 由 来 サ ン プ ル 混 合 物 中 に お け る 各 タ ン パ ク 質 の 相
対 レ ベ ル を 定 量 的 に 比 較 す る こ と が 重 要 で あ る 。 例 え ば 、 前 記 ２ の タ ン パ ク 質 混 合 物 は 、
疾 患  対  正 常 ま た は 治 療 済  対  未 治 療 等 の 、 生 物 体 に お け る ２ の 異 な る 状 態 に 対 応 し て い
て も 良 い 。 上 記 に よ り 得 ら れ た 情 報 は 、 そ の よ う な 定 量 的 評 価 を 容 易 に す る 。 同 様 の 生 物
に 由 来 し 、 そ し て 、 良 い 分 析 手 法 に 従 い 、 ほ ぼ 同 じ 方 法 で 調 製 さ れ た こ の タ イ プ の 混 合 物
は 、 化 学 組 成 の ほ と ん ど の 部 分 に お い て 定 性 的 お よ び 定 量 的 に 非 常 に 似 て い る 。 一 般 的 に
、 そ の よ う な 混 合 物 中 に お け る ほ と ん ど の タ ン パ ク 質 は 、 定 性 的 に 同 じ で あ り 、 そ し て 、
そ れ ら は 同 じ 相 対 存 在 量 で 存 在 す る 。 そ れ ら タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 内 因
性 の 内 部 標 準 に 相 当 し 、 そ れ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 、 お よ び 、 そ れ ゆ え に 、 比 較 さ れ る ２ の
サ ン プ ル 中 に お け る そ れ ら の 相 対 存 在 量 が 変 化 し た タ ン パ ク 質 の 、 発 見 お よ び 定 量 的 測 定
を 容 易 に す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 一 実 施 形 態 に よ れ ば 、 前 記 方 法 は 、 比 較 さ れ る １ ま た は そ れ 以 上 の 混 合 物 に 共 通 な ポ リ
ペ プ チ ド を 、 そ れ ら の 際 立 っ て 特 徴 的 で あ る 正 確 な 質 量 お よ び 物 理 化 学 的 性 質 に 基 づ き 、
符 号 さ せ る こ と を 含 む 。 符 号 を 達 成 す る た め に は 、 各 ポ リ ペ プ チ ド の 化 学 的 個 性 が 公 知 で
あ る こ と は 必 要 で な い 。 各 ポ リ ペ プ チ ド に お け る 物 理 化 学 的 性 質 の 特 徴 が 、 混 合 物 中 に お
け る 他 の ポ リ ペ プ チ ド と 一 意 的 に 区 別 で き る こ と の み が 必 要 で あ る 。 い く つ か の 内 因 性 ポ
リ ペ プ チ ド は 、 そ れ ら が 内 部 標 準 と し て 的 確 で あ る か ど う か 決 定 す る た め に テ ス ト し て も
良 い 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 前 記 混 合 物 中 に お け る 他 の 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る そ の 相 対
存 在 量 レ ベ ル が 、 他 の 重 要 な サ ン プ ル 状 態 の 混 合 物 に お け る 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 存 在 量 の 割
合 と 比 較 し た 場 合 に 、 統 計 学 的 に 有 意 な 方 法 に お い て 異 な ら な け れ ば 、 内 部 標 準 と し て 的
確 で あ る 。 各 混 合 物 中 に お け る 各 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 量 の 、 各 混 合 物 に 共 通 で あ る 意 図 し
た 内 部 標 準 の 存 在 量 と 比 較 し た 割 合 を 、 決 定 し て も 良 い 。 こ の 割 合 は 、 混 合 物 間 に お い て
符 号 し た 各 ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 、 そ の 相 対 発 現 レ ベ ル が 、 比 較 し よ う と す る サ ン プ ル 状
態 間 で 変 化 し た か ど う か を 決 定 す る た め に 、 比 較 し て も 良 い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 複 雑 な サ ン プ ル 混 合 物 は 、 例 え ば 、 遠 心 分 離 等 の よ う な 種 々 の 物 理 的 工 程 を 用 い て 、 ま
た は 、 １ 次 元 も し く は 多 次 元 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば 、 サ イ ズ 排 除 、 陰 イ オ ン
交 換 、 陽 イ オ ン 交 換 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 順 相 、 逆 相 も し く は そ れ ら の 組 合 わ せ 等 の 使 用 を 通
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じ て 分 離 し て も 良 い 。 こ れ ら 分 離 工 程 は 、 マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 工 程 に お い て 、 オ フ ラ イ ン
ま た は オ ン ラ イ ン で 行 な っ て も 良 い 。 バ イ オ ポ リ マ ー 、 例 え ば タ ン パ ク 質 の 調 査 に お い て
、 前 記 分 離 は 、 任 意 に 、 酵 素 消 化 に 先 立 ち 無 傷 の タ ン パ ク 質 に つ い て 、 お よ び 、 タ ン パ ク
質 消 化 生 成 物 に つ い て 行 な っ て も 良 い 。 前 記 分 離 工 程 の 第 １ の 目 標 は 、 明 確 に 定 義 さ れ た
、 か つ 再 現 性 の あ る 方 法 で 、 フ ラ ク シ ョ ン を 生 産 す る こ と で あ る 。 多 く の ケ ー ス で は 、 こ
れ ら 分 離 工 程 は 、 定 義 可 能 な 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る サ ン プ ル フ ラ ク シ ョ ン を 生 産 す る で
あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 一 実 施 形 態 は 、 混 合 物 中 に お け る 各 化 学 成 分 の ２ ま た は そ れ 以 上 の 物 理 化 学 的 性 質 を 測
定 す る 工 程 を 含 み 、 そ れ ら の 性 質 の う ち １ つ は 、 マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 に よ り 決 定 さ れ た そ
の 正 確 な 質 量 で あ る 。 ２ の 異 な る 混 合 物 に 共 通 な 化 学 成 分 を 、 こ の 正 確 な 質 量 お よ び 物 理
化 学 的 性 質 情 報 の 顕 著 な 特 性 に 基 づ き 、 符 号 さ せ 、 そ し て 、 定 量 的 に 比 較 す る こ と が 可 能
に な る 。 こ れ ら 化 学 成 分 は 、 さ ら に 、 そ れ ら の 測 定 さ れ た 正 確 な 質 量 お よ び 物 理 化 学 的 性
質 を 、 研 究 し よ う と す る 化 学 混 合 物 に 対 応 す る と 知 ら れ て い る 強 制 的 に 帰 属 さ れ た 化 学 種
の リ ス ト に お け る 計 算 さ れ た 正 確 な 質 量 お よ び 物 理 化 学 的 性 質 と 符 号 さ せ る こ と が で き る
場 合 は 、 定 量 的 に 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 生 物 由 来 の 多 く の 化 学 混 合 物 中 に お け る 複 数 の 化 学 種 が 、 そ れ ら 自 体 に お い て い く ら か
の 質 量 許 容 差 範 囲 内 で 一 意 的 で あ る 、 計 算 さ れ た 分 子 質 量 を 有 す る 。 一 意 的 な 特 徴 を 、 正
確 な 質 量 測 定 の み に 基 づ い て 混 合 物 中 の 化 学 成 分 に 帰 属 す る こ と は 、 マ ス ス ペ ク ト ル 測 定
工 程 が 内 在 す る マ ス エ ラ ー が 、 そ の 成 分 と 、 質 量 に お い て 同 じ で あ る 混 合 物 中 の 他 の 成 分
と を 区 別 す る の に 十 分 な 場 合 は 、 可 能 で あ る
　 生 物 由 来 の 複 雑 な 混 合 物 中 の 化 学 成 分 に お け る 一 意 的 で 特 徴 的 な 情 報 を 提 供 で き る 追 加
の 物 理 化 学 的 性 質 は 、 例 え ば 、 溶 解 度 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 正 味 電 荷 、 pI、 pKa、 分 子 体 積
、 お よ び 抗 体 親 和 力 で あ る 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ の い く つ か は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離
に お い て 測 定 さ れ た 化 学 成 分 の 溶 出 順 序 と 関 連 付 け る こ と が で き る 。 そ の よ う な 顕 著 に 特
徴 的 な 物 理 化 学 的 性 質 の １ つ は 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 に お け る 溶 出 順 序 で あ り 、
そ れ は 、 化 学 成 分 の 疎 水 性 の 基 準 で あ る 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 ま た は 相 対 保 持 時
間 と 正 確 な 質 量 と の 組 み 合 わ せ は 、 し ば し ば 、 複 雑 な 代 謝 産 物 混 合 物 ま た は タ ン パ ク 質 消
化 物 混 合 物 中 に お け る 化 学 成 分 を 一 意 的 に 区 別 す る に 十 分 で あ り 、 し た が っ て 、 そ の 相 対
存 在 量 を 、 第 ２ の 混 合 物 中 に お け る 類 似 の 成 分 と 定 量 的 に 比 較 す る こ と が 可 能 と な る 。 こ
の コ ン セ プ ト は 、 未 知 サ ン プ ル に お け る 成 分 が が 特 定 の タ ン パ ク 質 リ ス ト に 強 制 的 に 帰 属
さ れ る と 知 ら れ て い る 場 合 は 、 タ ン パ ク 質 消 化 物 混 合 物 中 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 実 際 の
定 量 的 同 定 を 含 む と こ ろ ま で 拡 張 す る こ と が で き る 。 こ の ケ ー ス で は 、 公 知 の ポ リ ペ プ チ
ド 標 準 に 対 す る 未 知 ポ リ ペ プ チ ド の 溶 出 順 序 を 、 そ の 疎 水 性 を 評 価 す る た め に 用 い る 。 こ
の 疎 水 性 の 測 定 値 は 、 続 い て 、 前 記 混 合 物 中 に 理 論 上 含 ま れ る 可 能 性 が あ る 全 て の ポ リ ペ
プ チ ド に お け る 理 論 上 の 疎 水 性 と 比 較 す る こ と が で き る 。 こ の 疎 水 性 強 制 力 (constraint)
と 正 確 な 質 量 と の 組 み 合 わ せ は 、 前 記 未 知 ポ リ ペ プ チ ド を 一 意 的 に 同 定 す る た め に 使 用 し
て も 良 い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 他 の 一 例 で は 、 顕 著 な 化 学 的 特 徴 と し て 有 用 な 物 理 化 学 的 性 質 は 、 等 電 点 (pI)で あ る 。
無 傷 の タ ン パ ク 質 は 、 (pI)に 基 づ き 、 電 気 泳 動 的 に 分 画 し て も 良 い 。 小 分 子 お よ び ポ リ ペ
プ チ ド は 、 pIに 基 づ き 、 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 適 切 な 条 件 下 で 分 画 し て も 良 い
。 未 知 の 化 学 種 に お け る PIの 測 定 値 は 、 重 要 な 混 合 物 中 に 理 論 的 に 含 ま れ て い る 可 能 性 の
あ る 化 学 種 に お け る pIの 計 算 値 と 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 さ ら に 他 の 一 例 で は 、 顕 著 な 化 学 的 特 徴 と し て 有 用 な 物 理 化 学 的 性 質 は 、 マ ス ス ペ ク ト
ル 測 定 工 程 に お い て 確 認 さ れ た 荷 電 状 態 で あ る 。 こ れ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 顕 著 な 特 徴 と し
て 特 別 な 数 値 で あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 ポ リ ペ プ チ ド イ オ ン の 荷 電 状 態 (2 + , 3 + , 4 + , 等 )が
、 そ の シ ー ケ ン ス の 長 さ お よ び そ の シ ー ケ ン ス に 含 ま れ る 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 の 数 か ら 評 価 可
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能 で あ る と い う こ と を 経 験 的 に 決 定 し た 。 例 え ば 、 そ の よ う な 情 報 は 、 前 記 重 要 な 混 合 物
中 に 理 論 的 に 含 ま れ て い る 可 能 性 の あ る １ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 前 記 未 知 ポ リ ペ プ チ ド
の 測 定 し た 正 確 な 質 量 と 一 致 す る 場 合 に 、 正 確 な ポ リ ペ プ チ ド が 同 定 さ れ る こ と を 可 能 に
す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 こ こ で 、 本 願 を 通 じ て 使 用 す る い く つ か の 用 語 の 意 味 を 定 義 す る 。 「 AEX」 と は 、 陰 イ
オ ン 交 換 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Anion Exchange High Performance Liquid Chroma
tography)を 表 す 。 「 面 積 」 と は 、 測 定 し た ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 対 し て 時 間 で 積 分 し た マ
ス ス ペ ク ト ル シ グ ナ ル で あ る 。 「 面 積 比 」 と は 、 与 え ら れ た サ ン プ ル （ 実 験 用 等 ） に お け
る あ る ペ プ チ ド に 由 来 す る 前 記 面 積 を 、 他 の １ の サ ン プ ル （ 対 照 用 等 ） に お け る あ る ペ プ
チ ド に 由 来 す る 面 積 で 割 り 算 し た 商 で あ る 。 「 B&B」 と は 、 ブ ル ア ン ド ブ リ ー ズ 値 (Bull a
nd Breese value)で あ り 、 疎 水 性 の 基 準 で あ る 。 H.B. Bull, K. Breese, Hydrophobicity
 estimates for proteins and peptides, Arch. Biochem. Biophys. 161:665-670 (1974)
を 参 照 の こ と 。 「 カ リ ブ レ ー シ ョ ン ロ ッ ク マ ス 」 と は 、 質 量 の 正 確 性 を 向 上 さ せ る た め に
、 質 量 測 定 に お け る デ ー タ 取 得 中 の 揺 ら ぎ を 補 正 す る た め に 分 析 物 を 用 い る 場 所 の こ と で
あ る 。 「 CAM」 と は 、 カ ル ボ キ サ ミ ド メ チ ル 基 を 表 し 、 通 常 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド
を 、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ま た は ジ チ オ ト レ イ ト ー ル 等 の 還 元 剤 で 、 続 い て ア ル キ ル 化 剤
2-ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド で 処 理 す る こ と に よ り 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 結 合 さ れ る 化 学 的 部 分
で あ る 。 「 候 補 タ ン パ ク 質 」 と は 、 そ れ に 対 し 、 統 計 学 的 に 有 意 な 数 の ペ プ チ ド が 質 量 の
み に よ り 帰 属 で き る タ ン パ ク 質 で あ る 。 「 CEX」 と は 、 陽 イ オ ン 交 換 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー (Cation Exchange High Performance Liquid Chromatography)を 表 す 。 「 荷 電 状
態 」 と は 、 質 量 分 析 計 の イ オ ン 源 中 に お け る イ オ ン 化 （ イ オ ン 形 成 ） 工 程 中 に お い て 、 ペ
プ チ ド 分 子 に 結 合 し た プ ロ ト ン 数 で あ る 。 「 複 合 イ オ ン マ ッ プ 」 と は 、 イ オ ン マ ッ ピ ン グ
実 験 に お い て 、 同 定 お よ び 定 性 分 析 さ れ た (qualified)全 て の ペ プ チ ド お よ び 全 て の タ ン
パ ク 質 の 、 全 て の 測 定 さ れ た 物 理 化 学 的 性 質 お よ び 面 積 の リ ス ト で あ る 。 「 複 合 UML」 と
は 、 任 意 の タ イ プ の 一 意 的 マ ス リ ス ト (Unique Mass Lists) (UMLs)の 比 較 に よ り 生 成 さ れ
た 、 非 重 複 的 な リ ス ト で あ る 。 前 記 複 合 UMLに は 、 各 ペ プ チ ド の 状 態 が 、 そ れ ら の UMLsの
関 数 と し て 含 ま れ る 。 こ の 工 程 は 、 さ ら な る 複 合 UMLsを 生 成 す る た め に 繰 り 返 す こ と が で
き る 。 「 圧 縮 UML」 と は 、 １ の 複 合 UMLに お い て 分 割 さ れ た (intersected)部 分 で あ り 、 そ
の １ ま た は 複 数 の 領 域 は 、 メ ジ ア ン 値 で あ る 。 「 デ ー タ ベ ー ス 」 と は 、 研 究 し よ う と す る
プ ロ テ オ ー ム 中 に 存 在 す る と 仮 定 さ れ た タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ペ プ チ ド の シ ー ケ ン ス
の コ レ ク シ ョ ン で あ り 、 そ れ ら 各 々 の 物 理 化 学 的 性 質 を 全 て 含 む 。 「 内 因 性 参 照 タ ン パ ク
質 」 と は 、 全 て の サ ン プ ル 中 に 存 在 す る と 仮 定 さ れ る 内 因 性 の タ ン パ ク 質 で あ り 、 実 験 パ
ラ メ ー タ を 標 準 化 す る た め に 用 い ら れ る 。 「 HPLCイ ン デ ッ ク ス 」 と は 、 疎 水 性 の 基 準 の こ
と で あ る 。 Biochemistry, 25:5425 (1986)を 参 照 の こ と 。 「 強 度 値 」 と は 、 イ オ ン 検 出 の
最 小 閾 値 を 越 え る 任 意 の イ オ ン の 、 全 て の 荷 電 状 態 に お け る 全 て の 同 位 体 に つ い て の 、 全
て の 質 量 中 心 マ ス ス ペ ク ト ル シ グ ナ ル (centroided mass spectral signals)の 合 計 で あ る
。 「 内 部 参 照 タ ン パ ク 質 (Internal Reference Protein) (IRP)」 と は 、 研 究 す る サ ン プ ル
内 に 導 入 さ れ る 外 因 性 (exogenous)タ ン パ ク 質 で あ り 、 実 験 パ ラ メ ー タ を 標 準 化 す る た め
に 用 い る 。 「 内 部 標 準 (Internal Standard) (IS)」 と は 、 既 知 の 分 子 量 お よ び 濃 度 を 有 す
る 外 因 性 の ペ プ チ ド で あ り 、 最 終 分 離 に 先 立 ち 、 ペ プ チ ド フ ラ ク シ ョ ン に 直 ち に 添 加 さ れ
る 。 「 イ オ ン マ ッ プ 」 と は 、 イ オ ン マ ッ ピ ン グ 実 験 に お い て 、 同 定 お よ び 定 性 分 析 さ れ た
(qualified)、 単 一 の タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 全 て の ペ プ チ ド の 、 全 て の 測 定 さ れ た 物 理 化
学 的 性 質 お よ び 面 積 の リ ス ト で あ る 。 「 物 理 化 学 的 性 質 」 と は 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ま
た は 他 の 生 物 学 的 分 子 に お い て 、 そ の 分 離 ま た は 記 述 の 基 礎 と し て 働 く 、 そ れ ら に お け る
任 意 の 測 定 可 能 な 特 徴 で あ る 。 「 翻 訳 後 修 飾 (Post-Translational Modification(s)) (PT
M)」 と は 、 タ ン パ ク 質 に お い て 、 そ の 個 々 の ア ミ ノ 酸 か ら の ア セ ン ブ リ (assembly)に 続 い
て 起 こ る 全 て の 変 化 で あ る 。 「 翻 訳 後 修 飾 (PTM)候 補 」 と は 、 翻 訳 後 修 飾 の 仮 説 を 支 持 す
る 物 理 化 学 的 性 質 が 変 化 す る ペ プ チ ド で あ る 。 「 プ ロ テ オ ー ム 」 と は 、 生 細 胞 中 に お い て
、 適 切 な 時 点 で 任 意 の 所 定 の 地 点 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 「 定 性 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム
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(Qualification Algorithm)」 と は 、 任 意 の UML、 複 合 UML、 イ オ ン マ ッ プ 、 お よ び ／ ま た
は 複 合 イ オ ン マ ッ プ に 含 ま れ る 実 験 値 を 用 い る 計 算 ツ ー ル で あ り 、 そ し て 、 そ れ を 、 １ ま
た は 複 数 の デ ー タ ベ ー ス に 由 来 す る 計 算 値 と 比 較 し 、 そ れ に よ っ て 、 １ ま た は 複 数 の 混 合
物 中 に お け る ペ プ チ ド 、 お よ び そ れ に よ り タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。 「 定 性 分 析 タ ン パ ク 質
(Qualified Protein)」 と は 、 そ れ に 対 し 、 質 量 以 外 の 物 理 化 学 的 性 質 に よ り 、 統 計 学 的
に 有 意 な 数 の ペ プ チ ド が さ ら に 帰 属 で き る タ ン パ ク 質 で あ る 。 「 特 徴 的 ペ プ チ ド (Signatu
re peptide)」 と は 、 質 量 の み に 基 づ き 、 あ る タ ン パ ク 質 に 対 し 帰 属 で き る ペ プ チ ド で あ
る 。 「 一 意 的 マ ス リ ス ト (Unique Mass List) (UML)」 と は 、 質 量 、 面 積 、 保 持 時 間 、 荷 電
状 態 等 の よ う な 、 イ オ ン マ ッ ピ ン グ 実 験 か ら 得 ら れ た 数 値 の 、 非 重 複 的 な リ ス ト で あ る 。
「 一 意 的 マ ス リ ス ト ブ ラ ウ ザ (UMLB)」 と は 、 任 意 の ２ の UMLs、 複 合 UMLsま た は 複 合 イ オ ン
マ ッ プ を 、 そ れ ら の 相 対 的 状 態 を 決 定 す る た め に 比 較 お よ び 標 準 化 す る よ う に デ ザ イ ン さ
れ た ソ フ ト ウ ェ ア ツ ー ル で あ る 。 「 一 意 的 マ ス リ ス ト ジ ェ ネ レ ー タ (UMLG)」 と は 、 デ ー タ
ポ イ ン ト の 非 重 複 的 な リ ス ト を 抽 出 す る た め に 、 イ オ ン マ ッ ピ ン グ 実 験 か ら 生 成 さ れ た 生
デ ー タ に 応 答 し (interrogates)、 そ し て 整 理 す る (reduces)、 ユ ー ザ が 定 義 可 能 な ソ フ ト
ウ ェ ア ツ ー ル で あ る 。 「 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 、 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 」 と は 、 ２ の
生 理 学 的 状 態 間 に お け る ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 存 在 量 の 変 化 で あ る 。 「 検 証 タ ン パ
ク 質 (Validated protein)」 と は 、 ２ の 実 験 間 に お い て そ の ペ プ チ ド が 全 て 定 量 的 に 追 跡
さ れ る 定 性 分 析 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 こ こ で 、 本 発 明 の 種 々 の 実 施 形 態 に つ い て 、 単 な る 例 示 に よ り 、 そ し て 、 添 付 図 面 を 参
照 し な が ら 記 述 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 図 １ Ａ ～ １ Ｆ は 、 特 異 な タ ン パ ク 質 発 現 を イ オ ン マ ッ ピ ン グ に よ り 分 析 す る 方 法 の フ ロ
ー チ ャ ー ト を 示 す 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 図 ２ は 、 内 部 標 準 と し て 使 用 可 能 な ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)に お け る ト リ プ シ ン の フ
ラ グ メ ン ト を 採 集 す る た め の 、 逆 相 HPLCカ ラ ム に お け る 、 疎 水 性 対 保 持 時 間 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 図 ３ は 、 ３ の 断 片 ペ プ チ ド イ オ ン に つ い て 、 イ オ ン 強 度 対 ス ペ ク ト ロ メ ー タ に 導 入 さ れ
た BSA量 の プ ロ ッ ト を 示 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 図 ４ は 、 ２ の 混 合 物 の 組 成 を 詳 述 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 図 ５ は 、 混 合 物 B/混 合 物 Aに つ い て の 、 存 在 量 の 、 測 定 値 対 理 論 値 の ヒ ス ト グ ラ ム を 示
す 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 図 ６ は 、 BSAの 一 意 的 マ ス リ ス ト を 示 す 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 図 ７ Ａ は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン に つ い て 掲 載 し た タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス を 示 し 、 図 ７
Ｂ に 続 く 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 図 ８ は 、 BSAタ ン パ ク 質 消 化 物 に つ い て 、 測 定 お よ び 計 算 に よ る 符 号 の 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 図 ９ Ａ ～ ９ Ｆ は 、 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。 そ し て 、
　 図 １ ０ は 、 ラ ッ ト の 尿 代 謝 の 比 較 研 究 を 示 す 。
【 ０ １ ５ １ 】
［ 大 腸 菌 ( )］
　 そ れ ら の 中 に お け る あ る 程 度 の 質 量 許 容 値 範 囲 内 で 、 計 算 さ れ た 分 子 質 量 が 一 意 的 で あ
る 実 質 的 数 の ペ プ チ ド が 存 在 す る 。 明 ら か に 、 測 定 用 デ バ イ ス が よ り 正 確 で あ れ ば 、 そ れ
ら の タ イ プ の ペ プ チ ド の 多 数 に お け る 同 定 の チ ャ ン ス は よ り 良 く な る 。 測 定 デ バ イ ス に お
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い て 、 内 在 す る マ ス エ ラ ー の 範 囲 内 に 隣 接 物 が な い ペ プ チ ド は 、 そ れ ら に 対 応 す る 親 タ ン
パ ク 質 に 対 し 、 正 確 質 量 サ イ ン イ オ ン (Accurate Mass Signature Ions)と し て 参 照 さ れ る
。 こ の 点 に つ い て 説 明 す る た め に 、 大 腸 菌 に お け る プ ロ テ オ ー ム の 非 重 複 的 な タ ン パ ク 質
デ ー タ ベ ー ス を 、 下 記 の イ ン デ ッ ク ス ア ル ゴ リ ズ ム (Indexing Algorithm)を 用 い て 掲 載 す
る 。 大 腸 菌 プ ロ テ オ ー ム の 全 体 を シ リ カ 中 で 分 析 し た と こ ろ 、 ト リ プ シ ン 消 化 に お い て 期
待 さ れ る 生 成 物 に つ い て 、 191,777の 理 論 的 ペ プ チ ド が 生 成 さ れ た 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の
う ち 、 分 子 質 量 が 500か ら 5000の 間 で あ り 、 開 裂 ミ ス (missed cleavage)が １ つ ま で で あ る
も の の み を レ ポ ー ト す る た め に 、 イ ン デ ク サ (Indexer)を セ ッ ト し た 。 計 算 さ れ る 理 論 的
な 物 理 化 学 的 性 質 は 、 予 想 保 持 時 間 お よ び 予 想 荷 電 状 態 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 掲 載 さ れ た デ ー タ ベ ー ス は 、 こ れ ら の ペ プ チ ド に つ い て 、 そ れ ら に 対 応 す る 正 確 な 質 量
の 5 ppmの 範 囲 内 で 一 意 的 で あ る （ す な わ ち 、 前 記 デ ー タ ベ ー ス 内 で 5 ppmの 範 囲 内 の 質 量
を 有 す る ペ プ チ ド が な い ） か ど う か 照 会 す る 。 こ の 照 会 の 結 果 と し て 、 非 重 複 的 な 大 腸 菌
デ ー タ ベ ー ス 中 に お い て 、 4234の 注 釈 付 タ ン パ ク 質 の う ち 4023(95％ )を 同 定 す る 20,455の
ペ プ チ ド の リ ス ト が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 前 記 シ リ カ 中 分 析 は 、 各 個 の タ ン パ ク 質 か ら サ イ ン イ オ ン の 正 確 な 質 量 測 定 を 生 成 さ せ
る こ と に よ り 、 大 腸 菌 プ ロ テ オ ー ム 中 タ ン パ ク 質 の 95％ を 定 性 的 に 同 定 で き る と い う 能 力
を 示 す 。 し か し な が ら 、 こ れ は 、 細 胞 溶 解 物 全 体 の 実 験 的 な 酵 素 消 化 に よ り 、 前 記 プ ロ テ
オ ー ム 中 の 全 て の タ ン パ ク 質 か ら 全 て の 理 論 的 サ イ ン ペ プ チ ド (signature peptides)が 生
産 で き る と い う こ と を 意 味 し な い 。 典 型 的 に は 、 酵 素 的 ま た は 化 学 的 に 断 片 か さ れ た タ ン
パ ク 質 に お け る 任 意 の タ イ プ の マ ス ス ペ ク ト ル 分 析 は 、 シ ー ケ ン ス の 20か ら 60％ の 範 囲 を
カ バ ー す る こ と に つ な が り 、 そ れ ゆ え に 、 プ ロ テ オ ー ム 中 に お け る 可 能 な 限 り 多 数 の タ ン
パ ク 質 を 定 性 的 に 同 定 す る こ と が 目 標 で あ る な ら ば 、 タ ン パ ク 質 あ た り の サ イ ン イ オ ン 数
を 増 加 さ せ る こ と が 重 要 と な る 。 ト リ プ シ ン 処 理 し た 大 腸 菌 プ ロ テ オ ー ム （ 開 裂 ミ ス が １
ま で ） の ケ ー ス で は 、 ペ プ チ ド の 10.6 %し か サ イ ン イ オ ン で は な い 。 し た が っ て 、 サ ン プ
ル が さ ら に 複 雑 に な っ た 場 合 、 タ ン パ ク 質 あ た り の サ イ ン イ オ ン 数 を ど の よ う に し て 増 加
さ せ ら れ る か が 問 題 と な る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 あ た り の サ イ ン イ オ ン 数 を 増 加 さ せ る た め に 、 好 ま し い 実 施 形 態 に お け る 方
法 は 、 追 加 の 物 理 化 学 的 性 質 、 好 ま し く は 疎 水 性 を 利 用 し た 第 ２ の 分 画 方 法 を 採 用 す る 。
各 ア ミ ノ 酸 が 定 義 さ れ た 分 子 質 量 を 有 す る よ う に 、 各 々 は 、 定 義 さ れ た 疎 水 性 を も 有 し 、
そ し て 、 適 切 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム お よ び 溶 媒 シ ス テ ム 、 典 型 的 に は 逆 相 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 、 こ の 性 質 に 従 い 分 離 で き る 。 ペ プ チ ド の 疎 水 性 は 、 ペ プ チ ド シ
ー ケ ン ス 中 の 各 ア ミ ノ 酸 に お け る 疎 水 性 値 を 合 計 し て 計 算 し て も 良 い 。 い く つ か の 例 で は
、 前 記 数 値 は 、 前 記 合 計 に 、 ペ プ チ ド 長 に 直 接 関 係 す る 補 正 係 数 を 掛 け る こ と に よ り 補 正
す る 。 そ の よ う に 、 ペ プ チ ド の 疎 水 性 は 、 第 ２ の 物 理 化 学 的 定 数 、 す な わ ち 第 ２ の 物 理 化
学 的 性 質 で あ る と 考 え ら れ る 。 無 傷 参 照 タ ン パ ク 質 (Intact Reference Protein)の 正 確 な
質 量 分 析 か ら 生 成 さ れ る 疎 水 性 曲 線 を 用 い る こ と に よ り 、 非 重 複 的 な 大 腸 菌 デ ー タ ベ ー ス
に 掲 載 さ れ た 各 理 論 的 ペ プ チ ド を 、 計 算 さ れ た 疎 水 性 お よ び 理 論 的 保 持 時 間 に つ い て 帰 属
す る こ と が で き る 。 次 に 、 前 記 デ ー タ ベ ー ス を 、 イ オ ン に つ い て 、 そ れ が 、 い く ら か の 保
持 時 間 ウ ィ ン ド ウ 内 に お い て 一 意 的 (疎 水 性 サ イ ン イ オ ン )で あ る か ど う か 照 会 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 前 記 保 持 時 間 ウ ィ ン ド ウ を +/- 2.5分 に セ ッ テ ィ ン グ し 、 そ し て 、 全 て
の 正 確 質 量 サ イ ン イ オ ン を 前 記 デ ー タ ベ ー ス か ら 除 き 、 そ し て 次 に 、 前 記 掲 載 さ れ た 非 重
複 的 な 大 腸 菌 デ ー タ ベ ー ス に つ い て 照 会 す る と 、 結 果 と し て 74,239の 疎 水 性 サ イ ン イ オ ン
(38.7%)が 得 ら れ た 。 質 量 お よ び 疎 水 性 の ２ の 物 理 化 学 的 性 質 を 組 合 わ せ る こ と に よ り 、
そ れ ら が 由 来 す る タ ン パ ク 質 に つ い て 一 意 的 で あ る 94,671の ペ プ チ ド が 同 定 さ れ る 。 掲 載
さ れ た 非 重 複 的 な 大 腸 菌 デ ー タ ベ ー ス に 対 す る そ れ ら 94,671の イ オ ン に つ い て 照 会 す る と
、 結 果 と し て 、 前 記 4234の タ ン パ ク 質 の う ち 100％ が 同 定 さ れ た 。 研 究 し よ う と す る プ ロ
テ オ ー ム の 複 雑 性 （ 大 腸 菌 で は 4,234、 酵 母 で は 6,173、 ヒ ト で は 35,000以 上 ） に 依 存 し て
、 最 小 シ ー ケ ン ス カ バ ー 範 囲 (minimum sequence coverage)を 一 定 の 許 容 可 能 な ユ ー ザ 定
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義 レ ベ ル ま で 上 げ る た め に 、 タ ン パ ク 質 あ た り の サ イ ン イ オ ン 数 を さ ら に 増 加 さ せ る こ と
が 必 要 な 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 こ れ が 必 要 な 場 合 、 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 第 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 、 例 え ば 盗 電 点 (pI)等
を 採 用 す る 。 各 ア ミ ノ 酸 が 定 義 さ れ た 分 子 質 量 お よ び 疎 水 性 を 有 す る よ う に 、 各 々 は 、 定
義 さ れ た pIを も 有 し 、 そ し て 、 適 切 な 溶 出 度 (elution gradient)お よ び バ ッ フ ァ 組 成 を 有
す る イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 離 で き る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド の pIを 物 理 化 学
的 性 質 と し て 採 用 す る 場 合 、 酵 素 的 に 誘 導 し た ペ プ チ ド プ ー ル は 、 第 １ に イ オ ン 交 換 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 離 す る 。 正 確 な 質 量 お よ び 物 理 化 学 的 性 質 の 分 析 は 、 ペ プ チ ド イ
オ ン を 、 各 塩 フ ラ ク シ ョ ン 内 に 存 在 す る １ ま た は 複 数 の 無 傷 参 照 タ ン パ ク 質 と 識 別 し 、 そ
れ に よ り 、 各 々 に つ い て pI範 囲 を 提 供 す る 。 PI許 容 値 ウ ィ ン ド ウ は 、 続 い て 、 各 フ ラ ク シ
ョ ン に つ い て 帰 属 す る こ と が で き る 。 次 に 、 前 記 掲 載 さ れ た 非 重 複 的 な 大 腸 菌 タ ン パ ク 質
デ ー タ ベ ー ス を 、 イ オ ン に つ い て 、 そ れ が 、 い く ら か の pI許 容 値 ウ ィ ン ド ウ 内 に お い て 、
そ れ ら 自 体 に 対 し て 一 意 的 (pIサ イ ン イ オ ン )で あ る か ど う か 照 会 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 前 記 pI許 容 値 ウ ィ ン ド ウ を +/- 2 pIユ ニ ッ ト ま で に セ ッ テ ィ ン グ し 、 全 て の 正 確 な 質
量 お よ び 疎 水 性 サ イ ン イ オ ン を 除 き 、 そ し て 次 に 、 掲 載 さ れ た 非 重 複 的 な 大 腸 菌 デ ー タ ベ
ー ス を 照 会 し た と こ ろ 、 結 果 と し て 、 16,470の  pIサ イ ン イ オ ン (8.6%)が 得 ら れ た 。 前 記
３ の 物 理 化 学 的 性 質 を 組 合 わ せ た と こ ろ 、 そ れ ら が 由 来 す る タ ン パ ク 質 に 対 し て 一 意 的 な
111,141の ペ プ チ ド が 得 ら れ た 。 こ れ ら 111,141の イ オ ン を 、 前 記 掲 載 さ れ た 非 重 複 的 な 大
腸 菌 デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 証 し た と こ ろ 、 4234の タ ン パ ク 質 (100％ )が 同 定 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ３ の 物 理 化 学 的 性 質 を 採 用 す る こ と に よ っ て も 所 望 の レ ベ ル の シ ー ケ ン ス カ バ ー 範 囲 に
届 か な け れ ば 、 例 え ば ペ プ チ ド の 荷 電 状 態 等 の 第 ４ の 物 理 化 学 的 性 質 を 用 い る こ と が で き
る 。 正 確 質 量 LCMS分 析 の た め に 特 定 の バ ッ フ ァ シ ス テ ム （ 典 型 的 に は pH < 2） を 与 え る と
、 ペ プ チ ド イ オ ン に お け る １ ま た は 複 数 の 荷 電 状 態 を 、 ペ プ チ ド 長 、 組 成 お よ び シ ー ケ ン
ス に よ り 決 定 で き る で あ ろ う 。 多 数 の 異 な る 参 照 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 多 数 の ペ プ チ ド の
、 マ ス ス ペ ク ト ル の お よ び 物 理 化 学 的 性 質 の 分 析 を 通 じ て 、 本 発 明 者 ら は 、 ペ プ チ ド イ オ
ン の 荷 電 状 態 （ 2 + , 3 + , 4 + 等 ） が シ ー ケ ン ス お よ び 長 さ か ら 予 測 で き る こ と を 経 験 的 に 決
定 し た 。 一 例 と し て 、 前 記 シ ー ケ ン ス が 18を 超 え る ア ミ ノ 酸 長 を 有 し 、 か つ 、 内 部 塩 基 性
残 基 を ９ 位 に 含 む 場 合 、 そ れ に 伴 う 、 そ の ペ プ チ ド の 重 み 付 け さ れ た 荷 電 状 態 は 、 2.5 +/
- 0.2と 予 測 さ れ る 。 こ の 、 経 験 的 に 誘 導 さ れ た 荷 電 状 態 法 則 を 用 い る と 、 前 記 好 ま し い
実 施 形 態 に お け る 前 記 方 法 は 、 前 記 掲 載 さ れ た 非 重 複 的 大 腸 菌 タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス 中
に お け る 191,777の 理 論 的 な ペ プ チ ド の 各 々 に 対 し て 理 論 的 な 荷 電 状 態 を 帰 属 し 、 そ し て
、 荷 電 状 態 サ イ ン イ オ ン の リ ス ト を 生 成 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 任 意 に 、 タ ン パ ク 質 あ た り の サ イ ン イ オ ン 数 を さ ら に 増 加 さ せ る
た め に 、 追 加 の 分 離 方 法 論 を 採 用 す る 。 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド 分 画 分 野 の 熟 練 者 に は
、 複 雑 な サ ン プ ル を さ ら に 分 画 す る た め に 種 々 の 異 な る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 テ ク ノ ロ
ジ ー を 採 用 で き る こ と は 自 明 で あ る 。 そ の よ う な 分 離 テ ク ノ ロ ジ ー は 、 ゲ ル 透 過 （ サ イ ズ
排 除 ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 陽 イ オ ン お よ び 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 キ ャ ピ ラ
リ ー 電 気 泳 動 、 盗 電 点 電 気 泳 動 法 (isoelectric focusing)、 な ら び に 多 数 の 形 態 の ア フ ィ
ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 前 記 分 離 方 法 は 、 無 傷 タ
ン パ ク 質 お よ び そ れ か ら 誘 導 さ れ る ペ プ チ ド 断 片 の 両 方 に 対 し て 適 用 で き る 。 好 ま し く は
、 分 離 の 各 連 続 的 ラ ウ ン ド は 、 調 査 し よ う と す る プ ロ テ オ ー ム 中 の 全 て の タ ン パ ク 質 が 十
分 な サ イ ン イ オ ン を 有 し 、 ペ プ チ ド 同 定 の 望 ま し い レ ベ ル を 達 成 す る ま で 、 そ れ ら が 発 せ
ら れ る タ ン パ ク 質 に 一 意 的 な サ イ ン イ オ ン 数 を 増 加 さ せ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 質 量 分 析 計 の 分 解 能 が 低 下 す る と 、 与 え ら れ た レ ベ ル の サ イ ン イ オ ン を 維 持 す る た め に
、 物 理 化 学 的 性 質 の 数 お よ び ／ ま た は そ れ ら が 測 定 も し く は 計 算 さ れ る 分 析 の レ ベ ル が 上
昇 し な け れ ば な ら な い こ と は 自 明 で あ る 。 こ の 理 由 の た め に 、 前 記 質 量 分 析 計 は 、 費 用 お
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よ び 処 理 量 に お け る 実 用 的 な 制 約 条 件 の 範 囲 内 で 、 可 能 な 限 り 最 高 の 分 解 能 を 有 し て い る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
［ イ オ ン マ ッ ピ ン グ 工 程 ］
　 こ こ で 、 好 ま し い イ オ ン マ ッ ピ ン グ の 一 例 を 、 「 シ リ カ 中 の 」 タ ン パ ク 質 消 化 に 関 し て
述 べ る 。 分 析 し よ う と す る 混 合 物 を 形 成 す る 重 要 な タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 シ ー ケ ン ス を 、
任 意 の い く つ か の 公 知 の 自 動 化 方 法 に よ り 試 験 し 、 用 い る 酵 素 が 前 記 タ ン パ ク 質 を そ の 場
所 で 開 裂 す る と 見 込 ま れ る 開 裂 部 位 を 同 定 す る 。 プ ロ グ ラ ム は 、 消 化 に よ り 得 ら れ る と 予
期 さ れ る ペ プ チ ド 断 片 の 質 量 を 計 算 す る 目 的 で ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ に よ り 入 手 可 能 で あ
り 、 例 え ば 、 MS-Digestは  (http://) prospector.ucsf.edu/ucsfhtml3.4/msdigest.htm.
に あ る 。 前 記 重 要 な タ ン パ ク 質 は 、 あ る 生 物 の ゲ ノ ム の 全 体 で あ っ て も 良 く 、 そ し て 、 そ
の シ ー ケ ン ス は 、 容 易 に 入 手 可 能 な ゲ ノ ム の お よ び プ ロ テ オ ー ム の デ ー タ ベ ー ス か ら 誘 導
し て も 良 い 。 用 い ら れ る １ ま た は 複 数 の 酵 素 に よ り 生 成 さ れ る と 予 期 さ れ る 前 記 ペ プ チ ド
断 片 は 、 「 オ ン ザ フ ラ イ (on the fly)」 で 計 算 し 、 そ し て 、 イ オ ン マ ッ ピ ン グ 実 験 に お い
て 保 存 さ れ て い る 結 果 と 比 較 し て も 良 く 、 お よ び ／ ま た は 、 前 記 予 期 さ れ る フ ラ グ メ ン ト
に お け る デ ー タ を あ ら か じ め 計 算 し 、 さ ら に 保 存 し 、 そ し て 、 イ オ ン マ ッ ピ ン グ 実 験 の 結
果 得 ら れ た デ ー タ を 、 前 記 保 存 し た デ ー タ と 、 そ れ が 生 成 さ れ る 速 度 と ほ ぼ 同 じ 速 度 で 比
較 し て も 良 い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て は 、 少 な く と も １ の ポ リ ペ プ チ ド の 理 論 的 イ オ ン マ ッ プ を
創 造 す る 方 法 は 、 下 記 工 程 の う ち １ 以 上 を 含 む 。 す な わ ち 、
　 任 意 に 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の シ ー ケ ン ス を 翻 訳 す る 工 程 （ 例 え ば 、 DNAデ ー タ ベ ー ス を 取
得 し 、 そ し て 、 そ れ を タ ン パ ク 質 ま た は ESTデ ー タ ベ ー ス に 翻 訳 す る 工 程 ） 、
　 ペ プ チ ド が 誘 導 さ れ る 天 然 タ ン パ ク 質 に つ い て 予 期 さ れ る 分 子 重 量 お よ び pIを 計 算 す る
工 程 、
　 各 ペ プ チ ド を 、 前 記 天 然 の 親 タ ン パ ク 質 に お け る MWお よ び pIに 対 し 関 連 付 け る 工 程 、
　 公 知 の ト リ プ シ ン 基 質 パ タ ー ン を 用 い て シ リ カ 中 ト リ プ シ ン 消 化 を 行 な う 工 程 （ 予 期 さ
れ る ト リ プ シ ン パ タ ー ン に つ い て リ フ ァ レ ン ス を 提 供 す る ） 、
　 任 意 に 、 得 ら れ た 各 断 片 に つ い て 、 理 論 的 な 、 正 確 な 質 量 お よ び ／ ま た は １ も し く は 複
数 の 質 量 対 電 荷 比 を 計 算 す る 工 程 、
　 任 意 に 、 「 質 量 分 析 可 能 な (Mass Scrutable)」 質 量 の 閾 値 を セ ッ ト す る 工 程 （ 例 え ば 、
 >8,000ダ ル ト ン お よ び  <500ダ ル ト ン で あ る 。 約 8,000ダ ル ト ン を 大 き く 超 え る 質 量 は 、
ア ミ ノ 酸 組 成 物 の 同 定 に 必 要 な 分 解 能 に 関 係 し て 、 計 る こ と が 難 し い 。 約 ５ の ア ミ ノ 酸 よ
り も 短 い ペ プ チ ド は 、 多 く の 診 断 的 使 用 に お い て 普 遍 的 す ぎ る 。 ） 、
　 任 意 に 、 計 算 さ れ た 開 裂 ミ ス に つ い て 閾 値 を セ ッ ト す る 工 程 （ 開 裂 ミ ス に つ い て リ フ ァ
レ ン ス を 提 供 す る ） 、
　 任 意 に 、 全 て の ま た は い く つ か の ペ プ チ ド に つ い て 疎 水 性 イ ン デ ッ ク ス を 計 算 す る 工 程
（ 例 え ば 、 ブ ル ア ン ド ブ リ ー ズ 法 に よ っ て ） 、
　 任 意 に 、 全 て の ま た は い く つ か の ペ プ チ ド に つ い て pIを 計 算 す る 工 程 、
　 任 意 に 、 全 て の ま た は い く つ か の ペ プ チ ド に つ い て 理 論 的 電 荷 を 計 算 す る 工 程 、
　 任 意 に 、 前 記 デ ー タ ベ ー ス 中 の 各 天 然 親 タ ン パ ク 質 に つ い て 注 釈 を 維 持 す る 工 程 （ 例 え
ば 、 タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス は 、 翻 訳 後 修 飾 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 (splice variants)等 の
知 識 を 組 み 込 ん で も 良 い ） 、
　 任 意 に 、 天 然 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 部 位 の 全 て を 計 算 す る 工 程 （ こ れ は 、 ワ ー ル ド ワ イ
ド ウ ェ ブ 経 由 で 、 例 え ば 、 www.expasy.org/prosite/ (http:// プ ロ ト コ ー ル 使 用 )で プ ロ
サ イ ト リ ソ ー ス を 用 い る こ と に よ り 、 ま た は 、 同 様 の プ ロ グ ラ ム を ロ ー カ ル コ ン ピ ュ ー タ
で 作 動 さ せ る こ と に よ り 、 行 な っ て も 良 い ） 、
　 任 意 に 、 天 然 タ ン パ ク 質 の 全 て の グ リ コ シ ル 化 部 位 を 計 算 す る 工 程 （ こ れ は 、 ワ ー ル ド
ワ イ ド ウ ェ ブ 経 由 で 、 例 え ば 、 www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/ (http:// プ ロ ト コ
ー ル 使 用 )で netOglycリ ソ ー ス を 用 い る こ と に よ り 、 行 な っ て も 良 い ） 、 で あ る 。
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【 ０ １ ６ ０ 】
　 図 １ は 、 前 記 イ オ ン マ ッ ピ ン グ 工 程 中 で 着 手 し た 工 程 の フ ロ ー ダ イ ヤ グ ラ ム を 示 す 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 図 １ で 示 し た 工 程 は 、 対 照 サ ン プ ル 、 お よ び 、 １ ま た は 複 数 の 無 傷 参 照 タ ン パ ク 質 サ ン
プ ル を 伴 う 実 験 用 サ ン プ ル の 評 価 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 こ の 工 程 の 各 側 面 に つ い て 、 以 下 で さ ら に 詳 し く 述 べ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
［ 対 照 サ ン プ ル ／ 実 験 用 サ ン プ ル ］
　 イ オ ン マ ッ ピ ン グ は 、 複 雑 な 混 合 物 中 の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 な ら び に ／ ま た
は 、 １ も し く は そ れ 以 上 の 対 照 お よ び 実 験 用 サ ン プ ル 源 か ら 採 取 さ れ る タ ン パ ク 質 の 相 対
発 現 レ ベ ル を 定 量 的 に 比 較 す る た め に 用 い て も 良 い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
［ 無 傷 タ ン パ ク 質 混 合 物 の 単 離 お よ び 予 備 分 画 ］
　 イ オ ン マ ッ ピ ン グ 研 究 の 目 標 が 、 ２ の 異 な る サ ン プ ル 中 に お け る タ ン パ ク 質 の 相 対 発 現
レ ベ ル を 定 量 的 に 比 較 す る こ と で あ れ ば 、 続 い て 、 同 量 の 複 雑 な タ ン パ ク 質 混 合 物 が １ ま
た は そ れ 以 上 の 対 照 お よ び 実 験 用 サ ン プ ル 源 か ら 単 離 さ れ る で あ ろ う 。 そ れ ら 無 傷 タ ン パ
ク 質 混 合 物 は 、 任 意 の 数 の 供 給 源 、 少 々 例 を 挙 げ れ ば 、 細 胞 溶 解 物 全 体 、 部 分 的 分 画 タ ン
パ ク 質 複 合 物 、 お よ び 細 胞 レ ベ ル 下 の 細 胞 小 器 官 (sub-cellular organelles)を 含 む 供 給
源 か ら 誘 導 し て も 良 い 。 １ ま た は そ れ 以 上 の 対 照 お よ び 実 験 用 供 給 源 か ら 採 取 し た 無 傷 タ
ン パ ク 質 混 合 物 は 、 こ の 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 多 数 の 異 な る 方 法 論 、 例 え ば 、 １ 次
元 ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 、 液 相 等 電 点 電 気 泳 動 法 (liquid phase iso-
electric point focusing)、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 １ 次 元 ま た は 多 次 元 の
陰 イ オ ン ま た は 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び 分 割
遠 心 分 離 (partitioning centrifugation)を 含 む が こ れ ら に 限 ら れ な い 方 法 論 の う ち 任 意
の 数 の 方 法 論 に よ り 分 画 し て も 良 い 。 複 雑 な 無 傷 タ ン パ ク 質 混 合 物 の 分 画 は 、 前 記 好 ま し
い 実 施 形 態 に お け る １ ま た は 複 数 の 方 法 を 用 い て 同 定 お よ び ／ ま た は 定 量 的 に 比 較 で き る
タ ン パ ク 質 の ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 向 上 さ せ る １ つ の 方 法 で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
［ 既 知 量 の 無 傷 タ ン パ ク 質 混 合 物 サ ン プ ル ］
　 同 量 の 無 傷 複 雑 タ ン パ ク 質 混 合 物 は 、 続 い て の 定 量 的 比 較 を 単 純 化 す る た め に 、 未 処 理
の お よ び ／ ま た は 分 画 し た 対 照 お よ び 実 験 用 サ ン プ ル 源 か ら 単 離 す る の が 良 い 。
【 ０ １ ６ ６ 】
［ １ ま た は 複 数 の 、 無 傷 （ 外 因 性 ） タ ン パ ク 質 内 部 標 準 の 添 加 ］
　 研 究 し よ う と す る 複 雑 な タ ン パ ク 質 混 合 物 に 天 然 に 含 ま れ て い な い こ と が 知 ら れ て い る
、 同 量 の 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 無 傷 タ ン パ ク 質 を 、 対 照 お よ び 実 験 用 サ ン プ ル に 、 １ ま た
は 複 数 の 内 部 標 準 と し て 添 加 し て も 良 い 。 そ れ ら 無 傷 タ ン パ ク 質 内 部 標 準 は 、 イ オ ン マ ッ
ピ ン グ 研 究 に お い て 、 い く つ か の 有 用 な 精 度 管 理 チ ェ ッ ク (quality control checks)を 提
供 す る 。 内 部 標 準 タ ン パ ク 質 お よ び 天 然 タ ン パ ク 質 の 消 化 に よ り 生 産 さ れ た ペ プ チ ド の 相
対 レ ベ ル は 、 前 記 対 照 お よ び 実 験 用 の 複 雑 な タ ン パ ク 質 混 合 物 が 、 同 様 の 効 率 で 消 化 、 還
元 、 お よ び 誘 導 さ れ た こ と の 基 準 を 提 供 す る 。 １ ま た は 複 数 の 内 部 標 準 タ ン パ ク 質 の 消 化
に よ り 生 産 さ れ た 前 記 ペ プ チ ド は 、 続 い て の ペ プ チ ド 分 離 工 程 に お い て ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 保 持 時 間 の 再 現 性 を モ ニ タ ー し 、 お よ び 質 量 測 定 の 正 確 性 を モ ニ タ ー す る マ ー カ ー と し
て も 働 く 。
【 ０ １ ６ ７ 】
［ 無 傷 タ ン パ ク 質 内 部 標 準 ブ ラ ン ク サ ン プ ル (Intact Protein Internal Standard(s) Bla
nk Sample)の 創 造 ］
　 前 記 対 照 お よ び 実 験 用 サ ン プ ル 中 に お い て １ ま た は 複 数 の 内 部 標 準 と し て 用 い る 、 １ ま
た は 複 数 の 無 傷 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル の そ れ ぞ れ は 、 前 記 対 照 お よ び 実 験 用 サ ン プ ル の イ オ
ン マ ッ ピ ン グ 分 析 に 組 み 込 ま れ た 、 同 じ 消 化 、 還 元 、 お よ び 誘 導 化 工 程 に 、 な ら び に 、 同
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じ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び イ オ ン 化 条 件 に か け る の が 良 い 。 こ の こ と は 、 前 記 内 部 標 準
に 関 連 す る ペ プ チ ド の 同 定 を 可 能 に す る 。 そ れ は 、 続 い て の 定 性 的 同 定 お よ び ／ ま た は 定
量 的 比 較 工 程 か ら 排 除 す べ き バ ッ ク グ ラ ウ ン ド イ オ ン の 同 定 を も 可 能 に す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
［ タ ン パ ク 質 混 合 物 の 化 学 的 ／ 酵 素 的 消 化 ］
　 前 記 対 照 お よ び 実 験 用 の 複 雑 な 無 傷 タ ン パ ク 質 混 合 物 か ら 、 お よ び 前 記 内 部 標 準 無 傷 タ
ン パ ク 質 混 合 物 か ら 、 ペ プ チ ド 断 片 を 生 成 さ せ る た め に 、 任 意 の 数 の 前 述 の 方 法 論 を 用 い
る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 断 片 か に お け る そ の よ う な 方 法 論 は 、 酵 素 的 ま た は 化 学 的 消
化 を 含 ん で い て も 良 い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
［ 任 意 の １ 次 元 ま た は 多 次 元 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 ］
　 マ ス ス ペ ク ト ル 分 析 に 先 立 ち 、 前 記 対 照 、 実 験 用 お よ び 内 部 標 準 ／ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド タ
ン パ ク 質 混 合 物 の 消 化 に お い て 生 産 さ れ た 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 の 複 雑 性 を 減 少 さ せ る た め
に 、 １ 次 元 ま た は 多 次 元 液 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 方 法 論 を 適 用 し て も 良 い 。 そ れ ら 液
相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 方 法 論 は 、 陰 イ オ ン も し く は 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ("CEC")、 ま た は
そ れ ら の 任 意 の 組 合 わ せ 、 ま た は 他 の 、 前 述 し た 、 非 等 モ ル 不 均 一 複 雑 混 合 物 中 に 含 ま れ
る ペ プ チ ド の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 に 関 連 す る 先 行 技 術 を 含 ん で い て も 良 い 。 そ れ ら 液
体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 方 法 論 は 、 前 記 ペ プ チ ド プ ー ル の サ ブ フ ラ ク シ ョ ン を 生 産 す る
こ と と 、 直 接 連 結 し て い る か 、 ま た は 独 立 に 用 い て も 良 い 。 典 型 的 に は 、 最 終 の 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 は 、 正 確 な 質 量 測 定 が 可 能 な 質 量 分 析 計 に お け る イ オ ン 源 と 、 直 接 イ
ン タ ー フ ェ ー ス で 連 続 し て い る の が 良 い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
［ 任 意 の 、 注 入 量 補 正 の た め の 内 部 標 準 Bの 添 加 ］
　 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ス ス ペ ク ト ル 測 定 (LC-MS)分 析 に 先 立 ち 、 同 量 の １ ま た は そ
れ 以 上 の 内 部 標 準 化 合 物 を 各 サ ン プ ル 混 合 物 に 添 加 し て も 良 い 。 こ の 、 任 意 の １ ま た は 複
数 の 内 部 標 準 に お け る 第 １ の 目 的 は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 注 入 量 の 変 動 を 補 正 す る こ と で
あ る が 、 し か し 、 そ れ は 、 さ ら に 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 標 準 お よ び 質 量 正 確 性 確
認 標 準 と し て も 働 く こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
［ 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 正 確 な 質 量 の 分 析 ］
　 前 記 対 照 、 実 験 用 、 そ し て 内 部 標 準 ブ ラ ン ク タ ン パ ク 質 サ ン プ ル の 消 化 か ら 生 産 さ れ た
ペ プ チ ド プ ー ル の 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 に お け る 最 終 段 階 は 、 正 確 な 質 量 の 測 定 が
可 能 な 質 量 分 析 計 と 直 接 連 結 し て い る 。 理 論 的 に 計 算 さ れ た 質 量 に 対 し 、 10× 百 万 分 の 一
(ppm)以 内 の 質 量 分 析 正 確 性 を ル ー チ ン に 沿 っ て (routinely)提 供 可 能 な 質 量 分 析 計 が 良 い
。 し か し な が ら 、 ル ー チ ン の 質 量 測 定 正 確 性 は 、 理 論 的 に 計 算 さ れ た 質 量 に 対 し 5 ppmに
等 し い か ま た は そ れ 未 満 が 望 ま し い 。 こ の 正 確 な 質 量 分 析 工 程 が 可 能 な タ イ プ の 質 量 分 析
計 と し て は 、 少 々 例 を 挙 げ れ ば 、 飛 行 時 間 、 フ ー リ エ 変 換 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン レ ゾ ナ ン
ス 、 ま た は 磁 気 セ ク タ を 含 む 。
【 ０ １ ７ ２ 】
［ 一 意 的 マ ス リ ス ト ジ ェ ネ レ ー タ を 用 い た 工 程 の 結 果 ］
　 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 正 確 な 質 量 の 情 報 は 、 一 意 的 マ ス リ ス ト ジ ェ ネ レ ー タ (U
nique Mass List Generator)を 用 い て 処 理 す る 。 そ れ は 、 他 の LC-MS分 析 か ら 同 様 の 方 法
に よ り 誘 導 さ れ た リ ス ト と 比 較 可 能 な 一 意 的 イ オ ン の リ ス ト を 生 成 さ せ る た め に 、 数 あ る
中 で も 特 に 、 質 量 正 確 性 、 荷 電 状 態 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ピ ー ク 強 度 お よ び 面 積 、 な ら び
に 、 計 算 さ れ た 疎 水 性 に 基 づ く 閾 値 基 準 (threshold criteria)を 用 い る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
［ 内 部 標 準 成 分 の 同 定 お よ び 定 量 ］
　 前 記 任 意 の １ ま た は 複 数 の 無 傷 タ ン パ ク 質 内 部 標 準 、 な ら び に 、 前 記 対 照 物 、 実 験 用 お
よ び 内 部 標 準 ／ ブ ラ ン ク サ ン プ ル に 添 加 し た 前 記 任 意 の １ ま た は 複 数 の 消 化 後  "B" 内 部
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標 準 に 由 来 す る ペ プ チ ド 消 化 生 成 物 の 両 方 は 、 そ れ ら サ ン プ ル の 各 々 に つ い て 生 成 さ れ た
一 連 の 一 意 的 マ ス リ ス ト 情 報 内 に お い て 同 定 し 、 そ し て 、 天 然 ペ プ チ ド の 候 補 イ オ ン と し
て 考 慮 し な い よ う に フ ラ グ を 付 け る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
［ 天 然 ペ プ チ ド ピ ー ク 面 積 に お け る 内 部 標 準 B補 正 ］
　 前 記 一 意 的 マ ス リ ス ト ジ ェ ネ レ ー タ に よ っ て 同 定 し た 各 成 分 の ピ ー ク 面 積 は 、 前 記 任 意
の  "B" 内 部 標 準 に お け る ピ ー ク 面 積 と の 比 率 を 見 る こ と に よ り 、 LC-MS注 入 量 偏 差 に つ い
て 補 正 す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
［ 一 意 的 マ ス リ ス ト ブ ラ ン ク 補 正 に つ い て の 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド イ オ ン リ ス ト の 編 集 ］
　 無 傷 タ ン パ ク 質 内 部 標 準 ブ ラ ン ク サ ン プ ル (Intact Protein Internal Standard(s) Bla
nk Sample)中 に お い て 同 定 さ れ た 全 て の 非 内 部 標 準 イ オ ン は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド イ オ ン と
し て 企 図 し 、 そ し て 、 排 除 リ ス ト 内 に 編 集 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
［ 一 意 的 マ ス リ ス ト か ら の 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド イ オ ン の 除 去 ］
　 前 記 無 傷 タ ン パ ク 質 内 部 標 準 ブ ラ ン ク サ ン プ ル 中 に お い て 同 定 し た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド イ
オ ン は 、 対 照 お よ び 実 験 用 サ ン プ ル の 一 意 的 マ ス リ ス ト 中 に お い て 、 天 然 ペ プ チ ド 候 補 イ
オ ン と し て の 考 慮 か ら 除 去 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
［ タ ン パ ク 質 内 部 標 準 か ら の 相 対 消 化 効 率 の 評 価 ］
　 消 化 に 先 立 ち 前 記 対 照 お よ び 実 験 用 サ ン プ ル に 添 加 し た 、 前 記 １ ま た は 複 数 の 無 傷 タ ン
パ ク 質 内 部 標 準 (Intact Protein Internal Standard(s))に 関 係 し た ペ プ チ ド イ オ ン の ピ
ー ク 面 積 は 、 前 記 対 照 お よ び 実 験 用 サ ン プ ル 中 に お け る 多 数 の 天 然 ペ プ チ ド イ オ ン の ピ ー
ク 面 積 と 比 較 し 、 両 方 の サ ン プ ル が 比 較 可 能 な 効 率 で 消 化 さ れ て い る こ と を 決 定 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
［ 対 照 サ ン プ ル お よ び 実 験 用 サ ン プ ル 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド に つ い て の 、 内 部 標 準 補 正 し た
正 確 な 質 量 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ピ ー ク 面 積 の 比 較 ］
　 前 記 対 照 サ ン プ ル 中 に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 補 正 後 に 残 っ た 一 意 的 マ ス リ ス ト ペ プ チ
ド イ オ ン に つ い て の 、 内 部 標 準 補 正 し た 正 確 な 質 量 の ピ ー ク 面 積 は 、 前 記 実 験 用 サ ン プ ル
中 の 一 意 的 マ ス リ ス ト ペ プ チ ド イ オ ン に つ い て 同 様 に 補 正 し た 正 確 な 質 量 の ピ ー ク 面 積 と
比 較 す る 。 比 較 し た ペ プ チ ド イ オ ン は 、 ユ ー ザ の 定 義 に よ る 正 確 な 質 量 、 お よ び ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 閾 値 基 準 に 従 っ て 符 号 さ せ る 。 実 験 用 サ ン プ ル ペ プ チ ド イ オ ン に つ い
て 、 対 照 用 サ ン プ ル ペ プ チ ド と 符 号 さ せ た 際 の ピ ー ク 面 積 比 値 が 、 ユ ー ザ 定 義 に よ る 発 現
レ ベ ル 閾 値 基 準 よ り も 高 い か ま た は 低 い 場 合 、 ま た は 、 実 験 用 サ ン プ ル ペ プ チ ド イ オ ン が
対 照 サ ン プ ル ペ プ チ ド イ オ ン に 対 し て 符 合 し な い 場 合 、 続 い て 、 前 記 実 験 用 サ ン プ ル ペ プ
チ ド イ オ ン は 、 そ れ が 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 定 性 的 に 同 定 す る た め の さ ら な る 努 力 の た め
に 、 フ ラ グ を 付 け る 。 実 験 用 サ ン プ ル ペ プ チ ド イ オ ン に つ い て 、 対 照 サ ン プ ル ペ プ チ ド イ
オ ン と 符 合 さ せ た 際 の ピ ー ク 面 積 比 値 が 、 ユ ー ザ 定 義 に よ る 発 現 レ ベ ル 閾 値 基 準 の 範 囲 内
で あ る 場 合 は 、 続 い て 、 そ れ が 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 定 性 的 に 同 定 す る た め の さ ら な る 努
力 を 続 け て も 良 い し 、 続 け な く て も 良 い 。
【 ０ １ ７ ９ 】
［ 生 物 学 的 に 重 要 な 定 性 的 同 定 ］
　 実 験 用 サ ン プ ル ペ プ チ ド イ オ ン に つ い て 、 対 照 サ ン プ ル ペ プ チ ド イ オ ン と 符 合 さ せ た 際
の ピ ー ク 面 積 比 値 が 、 ユ ー ザ 定 義 に よ る 発 現 レ ベ ル 閾 値 基 準 の 範 囲 内 で あ る 場 合 は 、 続 い
て 、 そ れ が 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 定 性 的 に 同 定 す る た め の さ ら な る 努 力 を 、 そ の 情 報 が 生
物 学 的 に 重 要 で あ る か 、 ま た は 、 そ う で な く と も こ の 研 究 の 目 標 に 関 係 す る と 考 え ら れ る
場 合 は 、 続 け て も 良 い 。 そ う で な い 場 合 は 、 前 記 実 験 用 サ ン プ ル ペ プ チ ド イ オ ン に つ い て
決 定 さ れ た 分 析 情 報 は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 に 記 録 し 、 そ れ が 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 定 性 的 に
同 定 す る た め の さ ら な る 努 力 は 行 な わ な い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
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［ 一 意 的 マ ス リ ス ト イ オ ン に つ い て の 、 高 度 な 質 量 正 確 性 の ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ
ン ト (PMF)デ ー タ ベ ー ス サ ー チ の 実 行 ］
　 定 性 的 同 定 に か け た 実 験 用 サ ン プ ル ペ プ チ ド イ オ ン は 、 非 重 複 的 タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー
ス に 対 し て サ ー チ す る 。 デ ー タ ベ ー ス サ ー チ は 、 前 記 実 験 用 サ ン プ ル ペ プ チ ド イ オ ン に お
け る 質 量 測 定 の 正 確 性 に よ り 、 お よ び 、 前 記 実 験 用 サ ン プ ル 中 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 の 供
給 源 に つ い て 公 知 で あ っ て も 良 い １ ま た は そ れ 以 上 の 物 理 化 学 的 性 質 に よ り 、 制 限 さ れ る
。 関 連 す る 物 理 化 学 的 性 質 は 、 少 々 例 を 挙 げ れ ば 、 サ ン プ ル 源 の 生 物 体 、 細 胞 レ ベ ル 下 の
サ ン プ ル フ ラ ク シ ョ ン 、 タ ン パ ク 質 分 子 量 の 範 囲 、 お よ び タ ン パ ク 質 の pIを 含 ん で い て も
良 い 。
【 ０ １ ８ １ 】
［ 各 仮 試 験 的 PMFタ ン パ ク 質 同 定 と 一 致 す る 全 て の 一 意 的 マ ス リ ス ト ペ プ チ ド に つ い て の
、 重 複 的 リ ス ト の タ ビ ュ レ ー ト ま た は 形 成 ］
　 PMFデ ー タ ベ ー ス サ ー チ を 通 じ て 仮 試 験 的 に 同 定 し 、 同 じ タ ン パ ク 質 と 関 連 付 け た 実 験
用 サ ン プ ル の 一 意 的 マ ス リ ス ト ペ プ チ ド は 、 各 仮 試 験 的 に 同 定 し た タ ン パ ク 質 に つ い て 重
複 的 リ ス ト を 形 成 す る た め に 、 一 ま と め に す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
［ 各 仮 試 験 的 ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト タ ン パ ク 質 同 定 と 一 致 す る 全 て の ペ プ チ ド
に つ い て 、 何 ら か の 発 現 レ ベ ル シ フ ト が あ る 場 合 の 決 定 ］
　 同 一 の タ ン パ ク 質 同 定 と 一 致 す る と 同 定 し た 、 各 実 験 用 サ ン プ ル ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル
シ フ ト を 比 較 す る 。 全 て の 前 記 ペ プ チ ド に つ い て 前 記 発 現 レ ベ ル シ フ ト が 一 致 す る 場 合 、
続 い て 、 追 加 の 定 性 的 同 定 確 認 、 例 え ば 保 持 時 間 の 二 重 チ ェ ッ ク を 行 な っ て も 良 い 。 前 記
発 現 レ ベ ル シ フ ト が 不 一 致 の 場 合 、 続 い て 、 全 て の 前 記 ペ プ チ ド 、 ま た は 、 少 な く と も 発
現 レ ベ ル シ フ ト に お い て 不 一 致 で あ る １ も し く は 複 数 の 前 記 ペ プ チ ド は 、 LC-MS/MS分 析 の
た め に フ ラ グ を 付 け て も 良 い 。
【 ０ １ ８ ３ 】
［ ブ ル ア ン ド ブ リ ー ズ 較 正 曲 線 の 生 成 ］
　 仮 試 験 的 PMF同 定 に つ い て 確 認 す る た め の 任 意 の テ ス ト は 、 各 実 験 用 サ ン プ ル ペ プ チ ド
に つ い て 測 定 し た ブ ル ア ン ド ブ リ ー ズ 疎 水 性 ／ 親 水 性 が 、 前 記 PMF同 定 が 正 し い 場 合 に 前
記 ペ プ チ ド が 有 す る べ き で あ る 理 論 的 な ブ ル ア ン ド ブ リ ー ズ 疎 水 性 ／ 親 水 性 と 一 致 す る か
ど う か に 基 づ く 。 こ の た め に 、 公 知 の 内 部 標 準 ペ プ チ ド の 理 論 的 ブ ル ア ン ド ブ リ ー ズ イ ン
デ ッ ク ス を 、 LC-MS保 持 時 間 に 対 し て プ ロ ッ ト し 、 各 実 験 用 サ ン プ ル ペ プ チ ド に つ い て 測
定 し た ブ ル ア ン ド ブ リ ー ズ イ ン デ ッ ク ス を そ れ に よ り 決 定 で き る 較 正 曲 線 を 生 成 さ せ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
［ 仮 試 験 的 ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 同 定 の 、 定 性 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム (Qualifying 
Algorithm)の 適 用 を 通 じ て の テ ス ト ］
　 前 記 PMF同 定 結 果 の さ ら な る 検 証 に 用 い る こ と の で き る 種 々 の 情 報 を 関 連 付 け る 。 全 体
的 に ま た は 部 分 的 に 前 記 PMFデ ー タ ベ ー ス サ ー チ を 制 限 す る た め に 、 多 数 の 中 で も 、 サ ン
プ ル 源 生 物 体 、 細 胞 レ ベ ル 下 サ ン プ ル フ ラ ク シ ョ ン 、 タ ン パ ク 質 分 子 量 範 囲 、 お よ び タ ン
パ ク 質 の pI等 の 情 報 を 用 い て も 良 い 。 各 仮 試 験 的 PMF同 定 を さ ら に 検 証 す る た め に 、 追 加
の 物 理 化 学 的 性 質 情 報 を 、 定 性 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム (qualifying algorithm)の 使 用 を 通 じ て
試 験 し て も 良 い 。 例 え ば 、 前 記 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 各 一 意 的 マ ス リ ス ト ペ プ チ ド に つ い て の
ブ ル ア ン ド ブ リ ー ズ イ ン デ ッ ク ス の 測 定 値 対 理 論 値 の 一 致 の ス コ ア を 付 け る た め に 用 い て
も 良 く 、 各 一 意 的 マ ス リ ス ト ペ プ チ ド に つ い て の pIの 測 定 値 対 理 論 値 の 一 致 の ス コ ア を 付
け る た め に 用 い て も 良 く 、 開 裂 ミ ス お よ び ペ プ チ ド 荷 電 状 態 情 報 の 一 致 の ス コ ア を 付 け る
た め に 用 い て も 良 く 、 ヒ ス チ ジ ン 含 有 ペ プ チ ド お よ び 荷 電 状 態 情 報 の 一 致 の ス コ ア を 付 け
る た め に 用 い て も 良 く 、 シ ス テ イ ン 含 有 ペ プ チ ド お よ び 測 定 さ れ た 修 飾 シ ス テ イ ン ア ミ ノ
酸 含 有 関 連 ペ プ チ ド の 存 在 の 一 致 の ス コ ア を 付 け る た め に 用 い て も 良 く 、 な ら び に ／ ま た
は 、 メ チ オ ニ ン 含 有 ペ プ チ ド お よ び 測 定 さ れ た 酸 化 メ チ オ ニ ン 含 有 関 連 ペ プ チ ド の 存 在 の
一 致 の ス コ ア を 付 け る た め に 用 い て も 良 い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
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［ 一 意 的 マ ス リ ス ト か ら の 、 仮 試 験 的 に 同 定 し た 質 量 の 除 去 、 お よ び 、 仮 試 験 的 同 定 タ ン
パ ク 質 リ ス ト の 創 造 ］
　 こ こ で 、 デ ー タ 整 理 工 程 (data reduction process)に お い て 、 全 て の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
お よ び 任 意 の 内 部 標 準 関 連 イ オ ン を 、 前 記 実 験 用 サ ン プ ル 一 意 的 マ ス リ ス ト か ら 除 去 す る
。 こ の 研 究 の 目 標 に よ れ ば 、 前 記 実 験 用 サ ン プ ル 一 意 的 マ ス リ ス ト は 、 前 記 対 照 サ ン プ ル
一 意 的 マ ス リ ス ト イ オ ン と 比 較 し て 明 白 な 発 現 レ ベ ル 差 異 を 有 し 、 そ れ が ユ ー ザ 定 義 に よ
る 閾 値 基 準 よ り も 上 ま た は 下 で あ る イ オ ン の み を 含 む よ う に 、 さ ら に 制 限 し て も 良 い 。 ど
ち ら の ケ ー ス に お い て も 、 残 っ た 実 験 用 サ ン プ ル 一 意 的 マ ス リ ス ト イ オ ン は 、 前 記 定 性 分
析 ア ル ゴ リ ズ ム 基 準 を 満 足 す る も の 、 お よ び 前 記 定 性 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム 基 準 を 満 足 し な い
も の に 細 分 す る 。 前 記 定 性 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム 基 準 を 満 足 し な い イ オ ン は 、 仮 試 験 的 同 定 タ
ン パ ク 質 リ ス ト (Tentatively Identified Protein List)に 移 動 す る 。 そ れ ら の イ オ ン は
、 一 般 的 に は 、 LC-MS/MS分 析 に よ り さ ら に 定 性 分 析 し な い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
［ 一 意 的 マ ス リ ス ト 中 に お け る 未 同 定 質 量 か ら の 、 孤 立 マ ス リ ス ト の 創 造 ］
　 前 記 定 性 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム 基 準 を 満 足 し な い 実 験 用 サ ン プ ル 一 意 的 マ ス リ ス ト イ オ ン は
、 孤 立 マ ス リ ス ト (Orphan Mass List)に 移 動 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
［ 仮 試 験 的 に 同 定 し た タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 (PTM)変 異 体 に つ い て の 、 孤 立 マ ス リ ス ト
の サ ー チ ］
　 孤 立 マ ス リ ス ト イ オ ン は 、 、 特 に 、 そ れ ら が 前 記 仮 試 験 的 に 同 定 し た タ ン パ ク 質 の 翻 訳
後 修 飾 変 異 体 と し て 計 上 で き る か ど う か を 評 価 す る た め に 、 PMFサ ー チ に 再 度 か け る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
［ 定 性 分 析 し た PTMヒ ッ ト の 、 孤 立 マ ス リ ス ト か ら 仮 試 験 的 同 定 タ ン パ ク 質 リ ス ト へ の 移
動 ］
　 仮 試 験 的 同 定 タ ン パ ク 質 の PTM変 異 体 基 準 を 満 足 す る 孤 立 マ ス リ ス ト イ オ ン は 、 定 性 分
析 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 検 証 し 、 そ し て 、 前 記 孤 立 マ ス リ ス ト か ら 前 記 仮 試 験 的 同 定 タ ン
パ ク 質 リ ス ト へ 移 動 す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
［ 残 り の 孤 立 マ ス の 、 LC-MS/MS分 析 の た め の 算 入 リ ス ト (Include List)へ の 設 置 ］
　 仮 試 験 的 同 定 タ ン パ ク 質 の PTM変 異 体 基 準 ま た は 続 い て の 定 性 分 析 基 準 を 満 足 し な い 孤
立 マ ス リ ス ト イ オ ン は 、 LC-MS/MS分 析 の た め に フ ラ グ を 付 け る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
［ さ ら な る 検 証 を 必 要 と す る 、 未 同 定 の 孤 立 マ ス 、 お よ び 、 仮 試 験 的 タ ン パ ク 質 IDペ プ チ
ド マ ス に つ い て の 、 LC-MS/MS分 析 ］
　 未 同 定 孤 立 マ ス 、 お よ び 、 さ ら な る 検 証 の た め に フ ラ グ を 付 け た 任 意 の 他 の ペ プ チ ド マ
ス は 、 続 い て 、 LC-MS/MSに よ り 分 析 す る 。
【 ０ １ ９ １ 】
［ タ ン パ ク 質 シ ー ケ ン ス デ ー タ ベ ー ス サ ー チ ま た は ESTデ ー タ ベ ー ス サ ー チ ま た は デ ・ ノ
ボ (de novo)シ ー ケ ン ス の LC-MS/MS結 果 ］
　 LC-MS/MS分 析 の 結 果 は 、 前 記 MS/MS分 析 工 程 に お け る ペ プ チ ド シ ー ケ ン ス 情 報 を 利 用 し
た ソ フ ト ウ ェ ア ツ ー ル に よ り 処 理 す る 。 ソ フ ト ウ ェ ア ツ ー ル は 、 少 々 例 を 挙 げ れ ば 、 タ ン
パ ク 質 シ ー ケ ン ス デ ー タ ベ ー ス サ ー チ 用 、 発 現 シ ー ケ ン ス タ グ (EST)デ ー タ ベ ー ス サ ー チ
用 、 お よ び デ ・ ノ ボ サ ー チ 用 の ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む 。
【 ０ １ ９ ２ 】
［ 仮 試 験 的 タ ン パ ク 質 IDリ ス ト お よ び LC-MS/MS分 析 結 果 の ア ッ プ デ ー ト ］
　 前 記 LC-MS/MS分 析 か ら 仮 試 験 的 に 同 定 し た タ ン パ ク 質 は 、 前 記 仮 試 験 的 同 定 タ ン パ ク 質
リ ス ト に 加 え る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
［ 仮 試 験 的 に 同 定 し た タ ン パ ク 質 お よ び 孤 立 ペ プ チ ド マ ス リ ス ト に つ い て の 、 イ オ ン マ ッ
プ お よ び ア ー カ イ ブ 結 果 の 生 成 ］
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　 前 記 仮 試 験 的 同 定 タ ン パ ク 質 、 そ れ ら に 対 応 す る ペ プ チ ド 断 片 、 お よ び 前 記 孤 立 ペ プ チ
ド マ ス リ ス ト イ オ ン に つ い て の 、 全 て の 物 理 化 学 的 性 質 デ ー タ お よ び 定 量 的 発 現 レ ベ ル デ
ー タ は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 で ア ー カ イ ブ に 入 れ ら れ 、 そ し て 、 研 究 す る 対 照 お よ び 実 験 用 サ
ン プ ル に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 に お け る 差 異 を 示 す 種 々 の イ オ ン マ ッ プ フ ォ ー マ ッ ト を デ ィ
ス プ レ イ す る た め に 好 適 な 状 態 に す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
［ 定 性 分 析 (Qualification)］
　 実 験 的 に 誘 導 し た 一 意 的 マ ス (unique mass)は 、 任 意 の １ ま た は 複 数 の 内 部 参 照 タ ン パ
ク 質 (IRP)を 単 独 で 消 化 す る こ と に よ り 定 性 分 析 で き る 。 再 度 、 前 記 IRPsを 、 比 較 対 象 と
な る 得 ら れ た 各 UMLに つ い て 三 段 階 で 走 ら せ 、 そ し て 、 特 定 の ユ ー ザ 定 義 パ ラ メ ー タ お よ
び 閾 値 を 用 い て 圧 縮 す る 。 こ こ で 述 べ る 大 腸 菌 デ ー タ セ ッ ト に つ い て の 一 例 で は 、 そ れ ら
の パ ラ メ ー タ は 、 +/- 5-ppm、 2 分 間 、 お よ び  +/- 0.5 荷 電 状 態 に セ ッ ト す る 。 デ ー タ 圧
縮 が 多 数 の 異 な る 重 複 的 な チ ェ ッ ク を 提 供 す る 間 、 ず っ と 同 じ IRPsを 用 い る 。 第 １ に 、 前
記 消 化 は ど の よ う に し て 再 現 可 能 で あ る か ； 第 ２ に 、 前 記 シ ス テ イ ン 変 異 は ど の よ う に し
て 再 現 可 能 で あ る か ； お よ び 第 ３ に 、 前 記 イ オ ン 化 効 率 は ど の よ う に し て 再 現 可 能 で あ る
か 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ の 全 て は 、 IRP正 確 質 量 LCMS分 析 物 に お け る デ ー タ セ ッ ト の 前 記
圧 縮 デ ー タ を 、 他 の も の に お け る そ れ ら と 比 較 す る こ と に よ り 定 性 分 析 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 正 確 な 質 量 お よ び 荷 電 状 態 に よ り IRPペ プ チ ド と 符 合 す る 全 て の 一 意 的 マ ス の 保 持 時 間
は 、 続 い て 、 各 ペ プ チ ド の 理 論 的 疎 水 性 に 対 し プ ロ ッ ト し 、 結 果 と し て 、 保 持 時 間 を 疎 水
性 と 関 連 付 け る 線 型 方 程 式 (linear equation)を 得 て も 良 い （ 図 ２ 参 照 ） 。 こ の 方 程 式 を
持 つ こ と は 、 前 記 複 合 UMLに お い て 、 実 験 的 疎 水 性 を 、 実 験 的 に 誘 導 し た 各 一 意 的 マ ス の
保 持 時 間 に つ い て 計 算 す る こ と を 可 能 に す る 。 さ ら に 、 す で に 確 立 し た 前 記 荷 電 状 態 ル ー
ル を 持 つ こ と は 、 前 記 掲 載 し た 非 重 複 的 タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス 中 に お け る 各 ペ プ チ ド の
理 論 的 荷 電 状 態 に つ い て 計 算 す る こ と を 可 能 に す る 。 定 性 分 析 は 、 そ れ ゆ え に 、 全 て の 実
験 的 に 誘 導 し た 物 理 化 学 的 性 質 を 、 あ る 生 物 体 の プ ロ テ オ ー ム 中 の 全 て の ペ プ チ ド に お け
る そ れ ら の 理 論 的 物 理 化 学 的 性 質 に 対 し ラ ン ク 付 け す る こ と に 関 係 し て い て も 良 い 。 大 腸
菌 デ ー タ セ ッ ト に 関 し て は 、 そ れ ら の 物 理 化 学 的 性 質 は 、 正 確 な 質 量 、 疎 水 性 お よ び 荷 電
状 態 で あ っ て も 良 い 。 前 記 定 性 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 す る 前 に 、 前 記 複 合 UMLは 、 前 記
掲 載 し た 非 重 複 的 タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス に 対 し 、 正 確 な 質 量 に つ い て サ ー チ す る 。 正 確
な 質 量 に つ い て の サ ー チ は 、 ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト で あ る と 考 え る こ と が で き
る 。 こ こ で 、 ユ ー ザ は 、 許 容 量 値 を 、 異 な る 正 確 質 量 サ ー チ パ ラ メ ー タ か ら 選 択 し 、 そ し
て イ ン プ ッ ト す る 。 大 腸 菌 デ ー タ セ ッ ト に 関 し て は 、 前 記 正 確 質 量 サ ー チ パ ラ メ ー タ は 、
質 量 正 確 性 は  +/- 10ppm、 符 合 す る ペ プ チ ド の 最 小 数 は 3、 お よ び 開 裂 ミ ス  = 0に セ ッ ト
し た 。 他 の パ ラ メ ー タ と し て は 、 少 々 例 を 挙 げ れ ば 、 シ ー ケ ン ス カ バ ー 範 囲 (sequence co
verage)、 無 傷 タ ン パ ク 質 分 子 量 範 囲 、 無 傷 タ ン パ ク 質 pI、 ペ プ チ ド pI、 ペ プ チ ド 修 飾 す
な わ ち リ ン 酸 化 物 、 糖 、 お よ び 非 特 異 的 な 開 裂 を 含 ん で い て も 良 い 。 さ ら に 、 ユ ー ザ は 、
減 算 的 反 復 処 理 (subtractive reiteration)の セ ク シ ョ ン に 示 す よ う に 、 異 な る イ テ レ ー
シ ョ ン (iterations)に 対 し 、 異 な る パ ラ メ ー タ を 選 択 す る こ と が で き る 。 こ こ で 、 前 記 仮
試 験 的 同 定 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 各 イ テ レ ー シ ョ ン に 対 し 、 適 切 な 正 確 質 量 サ ー チ パ ラ メ ー タ
を 適 用 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
［ 度 数 ジ ェ ネ レ ー タ ］
　 度 数 ジ ェ ネ レ ー タ (Frequency Generator)は 、 第 １ に 、 各 仮 試 験 的 同 定 (Tentative Iden
tification (TID))に 対 し 、 前 記 ユ ー ザ 定 義 の 許 容 値 ウ ィ ン ド ウ 下 で 前 記 分 析 工 程 の 各 物
理 化 学 的 性 質 に つ い て ヒ ッ ト し た タ ン パ ク 質 数 に 関 し て 、 注 釈 を 付 け る 。 大 腸 菌 の 実 験 に
つ い て は 、 そ れ ら 度 数 値 は 、 (Freq A M , Freq H P L C i , Freq C S )で あ っ た 。 実 験 的 に 誘 導 し た
、 RT 45.00分 間 に お い て 計 算 し た MH +  1795.9523、 か つ 、 計 算 し た 実 験 的 荷 電 状 態 2.90の
条 件 で は 、 7の 異 な る タ ン パ ク 質 が 、 正 確 質 量 許 容 値 10 ppmの 範 囲 内 で ヒ ッ ト し た 。 し か
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し な が ら 、 ３ の 許 容 値 ウ ィ ン ド ウ は 、 正 確 質 量 に つ い て 、 0-5 ppm, 5-7.5 ppm お よ び  7.
5 か ら  10 ppmか ら 選 択 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
許 容 値  = 10 ppm
AM w i n d o w s  に 対 す る 計 数
x = 5　 　 　 　 7.5 か ら  10 ppm
y = 2.5　 　 　 5 か ら  7.5 ppm
z = 1　 　 　 　 0 か ら  5 ppm
【 ０ １ ９ ８ 】
　 こ の 場 合 、 前 記 許 容 値 ウ ィ ン ド ウ 0-5 ppm範 囲 内 の 5の TIDsに つ い て は 、 前 記 Freq A M  は 5
、 前 記 許 容 値 ウ ィ ン ド ウ が 5-7.5 ppmの 間 で は 6、 そ し て 、 前 記 許 容 値 ウ ィ ン ド ウ が 7.5-10
 ppmの 間 で は 7で あ っ た 。 前 記 ラ ン ク 付 け を さ ら に 分 離 す る た め 、 各 仮 試 験 的 同 定 (TID)は
、 TIDが そ の 中 に 収 ま る 許 容 値 ウ ィ ン ド ウ に 基 づ き 、 重 み 付 け フ ァ ク タ ー (weighing facto
r)を 受 け 取 る 。 本 実 施 例 で は 、 5ヒ ッ ト お よ び 7ヒ ッ ト 間 に 多 大 な 相 違 は な か っ た が 、 し か
し な が ら 、 重 み 付 け フ ァ ク タ ー を 各 許 容 値 ウ ィ ン ド ウ に 帰 属 す る 場 合 、 高 い 質 の (<5 ppm)
正 確 質 量 TIDを 、 低 い 質 の (>7.5 ppm)そ れ か ら さ ら に 分 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ
う に 、 各 許 容 値 ウ ィ ン ド ウ は 、 ユ ー ザ 定 義 の 重 み 付 け フ ァ ク タ ー AM W e i g h t e d に 帰 属 さ れ る
（ x, y, お よ び  z は 前 記 の 通 り で あ る ） 。 本 実 施 例 で は 、 1, 2.5 お よ び  5の 重 み 付 け フ
ァ ク タ ー は 、 許 容 値 ウ ィ ン ド ウ の 0-5 ppm, 5-7.5 ppm お よ び  7.5-10 ppmに そ れ ぞ れ 帰 属
さ れ た 。 Freq A M  * AM W i n d o w の 積 を 採 用 す る と 、 ス コ ア が 5,6,7 か ら  5,15,35に 変 化 し 、
よ り 低 い 質 の TIDを よ り 高 い 質 の そ れ か ら 明 確 に 大 き く 隔 て る 。 （ 後 に 、 よ り 低 い ス コ ア
が よ り 良 い 理 由 が 明 ら か に な る 。 ） ス コ ア リ ン グ を さ ら に 調 整 す る た め に 、 他 の 一 の 重 み
付 け フ ァ ク タ ー TIDS W e i g h t e d A M を 含 め て も 良 い 。 こ の 計 数 は 、 各 個 の TIDに お け る Freq A M
を そ の 最 大 (Maximum) Freq A M で 割 る こ と に よ り 、 ス コ ア を 補 正 す る 。 本 実 施 例 に つ い て は
、 計 算 さ れ た TIDS W e i g h t e d A M は 、 Freq A M が 5で あ る も の に つ い て は 3.57で あ り 、 そ れ が 6で
あ る も の に つ い て は 5.14で あ り 、 Freq A M が 7で あ る も の に つ い て は 7で あ っ た 。 し た が っ て
、 各 許 容 値 ウ ィ ン ド ウ に お い て 、 ど れ だ け の 数 の タ ン パ ク 質 が 仮 試 験 的 に 同 定 さ れ た か と
い う 点 に お い て 、 大 き な 広 が り は な く 、 係 数 TIDS W e i g h t e d A M の ス コ ア に 対 す る 影 響 は 、 AM

W i n d o w に お け る そ れ と 同 程 度 で ス コ ア に 大 き く 影 響 し な い 。 Freq A M  * AM W i n d o w  * TIDS W e
i g h t e d A M の 積 を 採 用 す る と 、 ス コ ア は 5,15,35 か ら  17.85, 77.1, 245に 変 化 す る 。 し か
し な が ら 、 許 容 値 ウ ィ ン ド ウ １ の 範 囲 内 で １ の TIDし か 存 在 し な い 場 合 、 デ ー タ 整 理 の た
め に 選 択 し た ど の 物 理 化 学 的 性 質 に お い て も 、 こ の 係 数 は 、 そ れ を 集 団 (pack)の 残 り か ら
明 確 に 分 離 す る 。 特 定 の 物 理 化 学 的 性 質 に 対 す る 最 終 の ユ ー ザ 定 義 重 み 付 け フ ァ ク タ ー は
、 そ の 性 質 が 最 終 ス コ ア 上 に 有 す る 重 み で あ る 。 す な わ ち 、 全 ス コ ア の 50％ が 正 確 質 量 に
基 づ い て い れ ば 、 AM W e i g h t  = 1/5で あ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
度 数 重 み 付 け (frequency weighting)の た め の 係 数
a = 6　 　 　 　 AMの 重 み 付 け (Weight_AM)
b = 2　 　 　 　 HPLCの 重 み 付 け (Weight_HPLC)
c = 2　 　 　 　 CSの 重 み 付 け (Weight_CS)
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 し た が っ て 、 最 終 重 み 付 け ラ ン ク (final Weighted Rank)に お け る AM値 の 式 は 、 下 記 の
通 り で あ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
1/(AM+HPLC+CS) = (AMW e i g h t e d  * AM F r e q  * TIDS W e i g h t e d  * AM W i n d o w ).
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 同 じ 論 理 が 、 デ ー タ 整 理 に 用 い る 、 全 て の 選 択 さ れ た 物 理 化 学 的 性 質 に 当 て は ま り 、 結
果 と し て 、 最 終 重 み 付 け ラ ン ク は 、 7の TIDsの う ち 2に つ い て 0.1795と な り 、 そ の 次 の 最 も
隣 接 し た ス コ ア は 0.156と な る 。 前 記 2の TIDsの ス コ ア 0.1795は 、 同 じ タ ン パ ク 質 の ２ の ア
イ ソ フ ォ ー ム か ら 誘 導 さ れ た 同 じ ペ プ チ ド に 由 来 す る と い う こ と は 特 記 す べ き で あ る 。 こ
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の 、 仮 試 験 的 に 同 定 し た 正 確 質 量 お よ び 物 理 化 学 的 性 質 (Accurate Mass Physico-chemica
l Properties TID)を 検 証 す る た め に 、 前 記 正 確 質 量 お よ び 保 持 時 間 を 、 算 入 リ ス ト 中 に
置 き 、 そ し て 、 MS/MSを 行 な っ た 。 こ の MS/MSサ ー チ は 、 結 果 と し て 、 一 意 的 マ ス を 、 明 確
に 、 か つ 曖 昧 で な く 、 tufAお よ び Bに 帰 属 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 も う １ つ 追 加 の 重 み 付 け フ ァ ク タ ー で あ る 「 確 率 重 み 付 け フ ァ ク タ ー (Probability Wei
ghing Factor)」 が あ る 。 こ れ は 、 通 常 、 デ フ ォ ル ト を １ つ 選 択 す る こ と に よ り セ ッ ト さ
れ る 係 数 で あ る 。 全 て の TIDsが 、 最 も 低 い 物 理 化 学 許 容 値 ウ ィ ン ド ウ (Physico-chemical 
Tolerance Window)の 範 囲 内 で の み 符 合 し た 場 合 、 下 記 重 み 付 け フ ァ ク タ ー を 採 用 し 、 高
い 確 率 で 全 て の TIDsが 擬 陽 性 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
AM = 0.2
HPLCi = 0.5
CS = 0.33
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 反 復 的 サ ー チ シ ス テ ム (reiterative searching system)中 で は 、 こ れ ら は 、 開 裂 ミ ス 、
点 変 異 、 修 飾 等 を 含 む 一 意 的 マ ス で あ っ て も 良 い 。 こ の 条 件 が 満 た さ れ る 場 合 、 前 記 確 率
値 に 対 し ユ ー ザ 定 義 の 係 数 を 掛 け る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 こ の 技 術 分 野 の 熟 練 者 に と っ て は 、 他 の 物 理 化 学 的 性 質 も 同 様 に ラ ン ク 付 け で き る こ と
は 明 白 で あ る 。 そ の よ う な 他 の 物 理 化 学 的 性 質 は 、 少 々 例 を 挙 げ れ ば 、 無 傷 タ ン パ ク 質 の
Mwお よ び pI、 ペ プ チ ド の pI、 な ら び に 、 ペ プ チ ド 修 飾 に 関 係 す る 正 確 質 量 の 相 違 で あ っ て
も 良 い 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 前 述 の 通 り 、 前 記 度 数 ジ ェ ネ レ ー タ は 、 結 果 と し て 各 TIDを 重 み 付 け ラ ン ク (Weighted R
ank)に 帰 属 す る 、 単 な る ラ ン キ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム (Ranking Algorithm)で あ る 。 前 記 重 み
付 け ラ ン ク は 、 前 記 非 重 複 的 タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス 中 に お け る 最 も 可 能 性 の 高 い 候 補 ペ
プ チ ド シ ー ケ ン ス の 、 一 定 の 保 持 時 間 で の 溶 出 に お け る 、 一 定 の 荷 電 状 態 を 有 す る 一 定 の
正 確 質 量 に 対 し 、 確 率 を 本 質 的 に 帰 属 す る 、 確 率 ス コ ア に 外 挿 す る こ と も で き る 。 TIDを
さ ら に 検 証 す る た め に 、 ユ ー ザ は 定 性 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム (Qualification Algorithm)を 走
ら せ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
［ 定 性 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム ］
　 前 記 定 性 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ユ ー ザ が 、 任 意 の ２ の サ ン プ ル セ ッ ト 、 典 型 的 に は 対 照
お よ び 実 験 用 に 由 来 す る 、 度 数 を 確 定 し た TIDsを 、 比 較 お よ び 定 性 分 析 す る た め に 、 一 定
の パ ラ メ ー タ を セ ッ ト す る こ と を 可 能 に す る 。 前 記 ア ル ゴ リ ズ ム を 活 性 化 す る た め に 、 前
記 ユ ー ザ は 、 第 １ に 、 符 合 の た め に パ ラ メ ー タ を セ ッ ト ア ッ プ す る 。 大 腸 菌 由 来 の tufA実
施 例 で は 、 定 性 分 析 パ ラ メ ー タ (qualification parameters)は 、 こ れ ら の 符 合 ペ ア (match
ed pairs)に お い て の み 、 マ ス エ ラ ー が 5 ppm未 満 、 保 持 時 間 の 差 異 が 2分 間 未 満 、 ABS Fre
q <=4、 お よ び 確 率 ス コ ア >70%と な る よ う に セ ッ ト し た 。 第 １ に 、 度 数 を 確 定 し た デ ー タ
を 、 タ ン パ ク 質 に よ り 、 次 に MH+に よ り 、 次 に サ ン プ ル に よ り 分 類 し た 。 符 合 ペ ア (matchi
ng pairs)に つ い て の そ れ ら の み を パ ス し た 。 こ れ は 、 さ ら に シ ー ケ ン ス に よ り 、 次 に サ
ン プ ル に よ り 分 類 す る こ と に よ っ て 達 成 し た 。 次 に 、 質 量 お よ び 保 持 時 間 の 差 異 お よ び 標
準 化 面 積 比 (normalized area ratios)に つ い て 計 算 を 行 な っ た 。 計 算 は 、 常 に 、 実 験 用 の
結 果 を 対 照 用 の そ れ で 割 る こ と に 基 づ い て い る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 一 度 こ れ を 達 成 す る と 、 前 記 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 各 符 合 ペ ア に つ い て ABS Freqを 生 成 す る
。 こ の ABS Freqは 、 Freq A M , Freq H P L C i お よ び Freq C S の 最 小 値 (Min Value)に 等 し い 。 前 記
ユ ー ザ 定 義 に よ る 定 性 分 析 パ ラ メ ー タ を パ ス し た 全 て の 符 合 ペ ア は 、 イ オ ン マ ッ プ サ マ リ
レ ポ ー ト (IonMap Summary Report)に 移 す 。
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【 ０ ２ １ ０ 】
［ イ オ ン マ ッ ピ ン グ 実 験 に 由 来 す る 孤 立 ペ プ チ ド イ オ ン に つ い て を 目 標 と す る タ ン デ ム マ
ス ス ペ ク ト ル 測 定 ］
　 前 記 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 詳 述 し た 通 り に イ オ ン マ ッ プ を 生 成 さ せ た 後 、 典 型 的 に
は 、 良 い 質 量 正 確 性 を 示 す が 、 種 々 の タ ン パ ク 質 お よ び ヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス に 由 来
す る 公 知 の タ ン パ ク 質 と 相 関 付 け ら れ な い い く つ か の イ オ ン が 存 在 す る 。 こ れ ら 「 孤 立 (o
rphan)」 ペ プ チ ド イ オ ン に つ い て リ ス ト を 生 成 さ せ る 。 そ の リ ス ト は 、 続 い て 、 算 入 リ ス
ト と し て 一 連 の LC-MS/MS実 験 を 行 な う た め に 提 示 し て も 良 い 。 そ れ ら の 実 験 は 、 孤 立 ペ プ
チ ド イ オ ン フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン (fragmentation)デ ー タ を 提 供 す る で あ ろ う 。 そ の デ ー
タ は 、 続 い て 、 そ れ ら ペ プ チ ド の 個 性 (identity)を 確 認 す る た め に 、 デ ・ ノ ボ 方 法 お よ び
／ ま た は デ ー タ ベ ー ス サ ー チ ソ フ ト ウ ェ ア (database searching software)を 用 い て 試 験
し て も 良 い 。 前 記 孤 立 ペ プ チ ド は 、 続 い て 、 翻 訳 後 修 飾 を 伴 う か ま た は 伴 わ ず に 、 そ れ ら
に 対 応 す る 親 タ ン パ ク 質 と 相 関 付 け て も 良 い 。
【 ０ ２ １ １ 】
［ 大 域 解 析 ］
　 大 域 解 析 (global analysis)は 、 プ ロ テ オ ー ム ま た は プ ロ テ オ ー ム サ ブ セ ッ ト 中 に 置 け
る 全 て の タ ン パ ク 質 の 同 定 を 試 み る 。 さ ら に 、 そ れ は 、 ２ ま た は そ れ 以 上 の プ ロ テ オ ー ム
ま た は プ ロ テ オ ー ム サ ブ セ ッ ト 中 に お け る そ れ ら タ ン パ ク 質 の 相 対 レ ベ ル の 測 定 手 段 を 提
供 す る 。 そ の 最 も シ ン プ ル な 形 態 で は 、 ２ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 混 合 物 を 化 学 的 ま
た は 酵 素 的 に 、 再 現 可 能 な 方 法 で 断 片 化 し 、 対 応 す る ペ プ チ ド 混 合 物 を 形 成 さ せ る 。 そ れ
ら ペ プ チ ド は 、 続 い て 、 分 離 し 、 そ し て 、 LC-MS分 析 工 程 で 正 確 に 質 量 測 定 す る 。 前 記 一
意 的 マ ス リ ス ト ジ ェ ネ レ ー タ の ア ル ゴ リ ズ ム は 、 そ れ ら 混 合 物 中 の ペ プ チ ド に 関 係 す る 正
確 質 量 の 総 合 的 な リ ス ト を 抽 出 し 、 そ し て 、 そ れ ら ペ プ チ ド の 相 対 強 度 を 測 定 す る 。 定 性
分 析 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 前 記 初 期 混 合 物 中 の 前 記 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 物 理 化 学 的
性 質 情 報 と 組 合 わ せ た 正 確 質 量 情 報 を 用 い 、 そ し て 、 各 一 意 的 マ ス リ ス ト ペ プ チ ド を 、 そ
れ が 由 来 す る 前 記 タ ン パ ク 質 に 帰 属 す る 。 さ ら に 、 こ の 工 程 は 、 各 ペ プ チ ド が 示 す 相 対 レ
ベ ル を 測 定 す る 。 そ れ は 、 前 記 ペ プ チ ド が 由 来 す る 前 記 タ ン パ ク 質 の 相 対 レ ベ ル に 比 例 す
る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 こ れ ら の イ オ ン の う ち 、 ユ ー ザ が 特 定 し た 重 複 性 お よ び 閾 値 基 準 を 満 足 し な い も の は 、
シ ー ケ ン ス 情 報 を 誘 導 す る た め に 、 LC-MS/MSに よ り 分 析 し て も 良 い 。 そ の シ ー ケ ン ス 情 報
は 、 追 加 の タ ン パ ク 質 同 定 情 報 を 提 供 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 も し く は DNAデ ー タ ベ ー ス
に 対 し て サ ー チ す る か 、 ま た は 、 デ ・ ノ ボ シ ー ケ ン シ ン グ 方 法 を 用 い て 分 析 し て も 良 い 。
前 記 大 域 解 析 工 程 は 、 ２ ま た は そ れ 以 上 の プ ロ テ オ ー ム ま た は プ ロ テ オ ー ム サ ブ セ ッ ト サ
ン プ ル 中 に お け る 同 定 さ れ た ま た は 未 同 定 の タ ン パ ク 質 に つ い て 、 総 合 的 か つ 再 現 性 の あ
る 記 述 を 提 供 す る 。 そ れ は 、 前 記 サ ン プ ル に お け る タ ン パ ク 質 組 成 の 定 性 的 お よ び 定 量 的
相 違 を 示 す た め に 用 い て も 良 い 。 　 　 　
【 ０ ２ １ ３ 】
［ ア ッ プ ／ ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ］
　 こ の タ イ プ の 解 析 は 、 ユ ー ザ が 、 ２ の サ ン プ ル 間 に お け る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 発
現 レ ベ ル の 差 異 に 対 し て 、 閾 値 を セ ッ ト し 、 そ し て 、 特 に 、 前 記 ユ ー ザ 定 義 に よ る あ ら か
じ め セ ッ ト し た 閾 値 か ら 外 れ る ペ プ チ ド イ オ ン を 同 定 お よ び 定 性 分 析 す る こ と を 可 能 に す
る 。 こ の タ イ プ の 解 析 は 、 大 域 解 析 の サ ブ セ ッ ト で あ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
［ 微 分 解 析 (Differential Analysis)］
　 こ の タ イ プ の 解 析 は 、 特 に 、 ユ ー ザ が 、 ２ の 条 件 （ 対 照 お よ び 実 験 用 ） の う ち １ に 対 し
て 一 意 的 で あ る ペ プ チ ド イ オ ン を 同 定 お よ び 定 性 分 析 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ の タ イ プ
の 解 析 は 、 大 域 解 析 の サ ブ セ ッ ト で あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
［ 翻 訳 後 修 飾 ］
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　 こ の タ イ プ の 解 析 は 、 特 に 、 翻 訳 後 修 飾 ペ プ チ ド イ オ ン に つ い て 相 対 発 現 レ ベ ル を 同 定
お よ び レ ポ ー ト す る で あ ろ う 。 こ の タ イ プ の 解 析 は 、 大 域 解 析 の サ ブ セ ッ ト で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
［ タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ］
　 こ の タ イ プ の 解 析 は 、 特 に 、 ユ ー ザ が 指 示 し た 、 掲 載 さ れ る サ ブ セ ッ ト デ ー タ ベ ー ス (i
ndexed subset database)の 創 造 に 働 く １ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 に つ い て 、 相 対 発 現 レ
ベ ル を 同 定 お よ び レ ポ ー ト す る で あ ろ う 。 こ の タ イ プ の 解 析 は 、 大 域 解 析 の サ ブ セ ッ ト で
あ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
［ 相 対 的 化 学 量 論 ］
　 前 記 大 域 解 析 工 程 は 、 同 定 お よ び 定 性 分 析 さ れ た タ ン パ ク 質 の 相 対 レ ベ ル を 決 定 し 、 そ
れ ら タ ン パ ク 質 の 測 定 レ ベ ル は 、 こ れ も ま た 同 定 お よ び 定 性 分 析 さ れ た 任 意 の ユ ー ザ 定 義
タ ン パ ク 質 に 対 し て 比 較 す る た め に 、 選 択 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 相 対 的 化 学 量 論 が
得 ら れ る と 、 レ ス ポ ン ス フ ァ ク タ ー の 差 異 (response factor differences)測 定 に お け る
相 対 面 積 比 (relative area ratio)補 正 に 使 用 可 能 な MSイ オ ン 化 レ ス ポ ン ス フ ァ ク タ ー を
発 展 さ せ る た め に 、 各 タ ン パ ク 質 に お け る サ イ ン ペ プ チ ド を 合 成 お よ び 分 析 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 こ の 技 術 分 野 の 熟 練 者 に と っ て は 、 大 域 解 析 を 行 な う こ と が で き る の で あ れ ば 、 任 意 の
タ イ プ の サ ブ セ ッ ト 解 析 を 行 な う こ と が で き る こ と は 自 明 で あ ろ う 。
【 ０ ２ １ ９ 】
［ 同 定 お よ び 定 量 ア ル ゴ リ ズ ム の セ ッ ト ア ッ プ ］
　 同 定 お よ び 定 量 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ユ ー ザ に よ り 、 単 一 の ま た は 反 復 的 工 程 と し て セ ッ ト
ア ッ プ す る こ と が で き る 。 ユ ー ザ イ ン タ ー フ ェ ー ス を 通 じ て 、 ユ ー ザ は 、 MS（ お よ び 、 あ
れ ば MS/MS） 応 答 (interrogations)に つ い て の 、 厳 重 な サ ー チ （ イ テ レ ー シ ョ ン ） の 数 、
お よ び 、 PASSES（ 反 復 的 分 析 (reiterative analysis)の サ イ ク ル ） の 数 を 選 択 し て も 良 い
。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 前 記 ユ ー ザ は 、 ど れ だ け の 数 の PASSESが 望 ま し い か 、 な ら び に 、 各 PASSに つ い て 、 同 定
お よ び 定 量 ア ル ゴ リ ズ ム に つ い て の イ テ レ ー シ ョ ン を ど れ だ け の 数 用 い る か を イ ン プ ッ ト
す る 。 以 下 に リ ス ト す る の は 、 各 PASSの 各 イ テ レ ー シ ョ ン に お け る い く つ か の 物 理 化 学 的
性 質 の 例 で あ る 。 前 記 イ ン タ ー フ ェ ー ス は 、 好 ま し く は 、 各 PASSの 各 イ テ レ ー シ ョ ン に 対
し 厳 重 な パ ラ メ ー タ を セ ッ テ ィ ン グ す る こ と に よ り 、 ユ ー ザ が サ ー チ ア ル ゴ リ ズ ム を コ ン
ト ロ ー ル す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
［ パ ラ メ ー タ ］ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ［ １ ま た は 複 数 の 例 示 ］
供 給 源 等 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 全 て の 分 類 、 イ ー ス ト 、 ヒ ト 、 大 腸 菌
タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 　 　 　 　 　 　 　 　 （ ユ ー ザ 定 義 ）
非 重 複 的 デ ー タ ベ ー ス 　 　 　 　 　 　 　 タ ン パ ク 質 、 翻 訳 さ れ た ゲ ノ ム DMA
さ い ぼ う れ べ る 下 の 位 置 　 　 　 　 　 　 ER、 ゴ ル ジ 体 、 細 胞 質 等
タ ン パ ク 質 分 子 量 範 囲 * 　 　 　 　 　 　 全 部 、 0-50、 50-100、 >100、 お よ び 閾 値
タ ン パ ク 質 等 電 点 範 囲 * 　 　 　 　 　 　 全 部 、 0-4、 4-8、 8-12、 お よ び 閾 値
ペ プ チ ド 分 子 範 囲 　 　 　 　 　 　 　 　 　 全 部 、 開 始 お よ び 停 止 質 量 範 囲 (kDa)、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 な ら び に 閾 値
ペ プ チ ド 等 電 点 範 囲 * 　 　 　 　 　 　 　 全 部 、 0-4、 4-8、 8-12、 お よ び 閾 値
符 合 に 必 要 な ペ プ チ ド 数 　 　 　 　 　 　 ユ ー ザ 定 義
質 量 正 確 性 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ユ ー ザ 定 義
開 裂 ミ ス 数 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ユ ー ザ 定 義
修 飾 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 CAM、 リ ン 酸 化 等
非 特 異 的 開 裂 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 yes / no
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（ yesの 場 合 、 サ ブ チ リ シ ン (subtlisin)、 キ モ ト リ プ シ ン 等 を 選 択 す る ）
点 変 異 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 yes / no
（ ユ ー ザ 定 義 ： 置 換 、 欠 失 等 ）

　 リ ス ト さ れ て い な い 、 追 加 の 物 理 化 学 的 性 質 の う ち 、 任 意 の 、 ま た は 全 て も の 。 *印 は
、 ユ ー ザ 定 義 値 で あ る 。 示 し た 値 は 単 な る 例 示 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
［ 開 裂 ミ ス 数 に つ い て の ル ー ル ］
　 ト リ プ シ ン が ペ プ チ ド 結 合 を Rお よ び Kの 後 に お い て 優 先 的 に 開 裂 す る た め に 、 開 裂 ミ ス
を 有 す る 任 意 の ペ プ チ ド は N- お よ び C- 末 端 の 間 に 余 分 な 塩 基 性 残 基 を 有 す る で あ ろ う と
い う 事 実 に 基 づ き 、 開 裂 ミ ス に つ い て ル ー ル を 定 義 し て も 良 い 。 こ れ に よ れ ば ：
1.　 　 １ の 2+ ペ プ チ ド イ オ ン が 存 在 し 、 3+ 対 イ オ ン (companion ion)が 存 在 し な い 場 合
は 、 開 裂 ミ ス が 存 在 し な い 可 能 性 が あ り ; 
2.　 　 １ の 2+ ペ プ チ ド イ オ ン が 存 在 し 、 3+ 対 イ オ ン が 存 在 し な い 場 合 は 、 １ の 開 裂 ミ ス
が あ る か も 知 れ ず ; 
3.　 　 １ の 2+ ペ プ チ ド イ オ ン が 存 在 し 、 3+ 対 イ オ ン が 存 在 し な い 場 合 は 、 ２ の 開 裂 ミ ス
は あ り そ う も な く ; 
4.　 　 １ の 2+ ペ プ チ ド イ オ ン が 存 在 し 、 １ の 3+ 対 イ オ ン が 存 在 す る 場 合 は 、 開 裂 ミ ス が
存 在 し な い 可 能 性 が あ り ; 
5.　 　 １ の 2+ ペ プ チ ド イ オ ン が 存 在 し 、 同 定 し た シ ー ケ ン ス が KPま た は RPを 有 す る 場 合
は 、 前 記 2+ペ プ チ ド イ オ ン は 、 3+対 イ オ ン を 有 す る 可 能 性 が あ り ;
6.　 　 １ の 3+ペ プ チ ド イ オ ン が 存 在 し 、 2+対 イ オ ン が 存 在 し な い 場 合 は 、 １ の 開 裂 ミ ス が
存 在 す る 可 能 性 が あ り ;
7.　 　 １ の 3+ペ プ チ ド イ オ ン が 存 在 し 、 １ の 2+対 イ オ ン が 存 在 す る 場 合 は 、 １ ま た は ２ の
開 裂 ミ ス が 存 在 す る 可 能 性 が 非 常 に 高 く ;
8.　 　 １ の 3+ペ プ チ ド イ オ ン が 存 在 し 、 １ の 2+対 イ オ ン が 存 在 す る 場 合 は 、 開 裂 ミ ス が 存
在 し な い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
［ リ ン 酸 化 に つ い て の ル ー ル ］
　 リ ン 酸 化 さ れ た ペ プ チ ド を 定 性 分 析 す る た め に 算 入 す る 必 要 が あ る で あ ろ う い く つ か の
パ ラ メ ー タ を 定 義 す る た め に 、 ル ー ル を 公 式 化 し て も 良 い :
1.　 　 前 記 ペ プ チ ド は 、 リ ン 酸 化 可 能 な ア ミ ノ 酸 （ セ リ ン 、 セ リ ン 、 チ ロ シ ン 、 ヒ ス チ ジ
ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ） を 有 し て い な け れ ば な ら ず ;
2.　 　 前 記 ペ プ チ ド イ オ ン は 、 79.9994原 子 質 量 ユ ニ ッ ト (atomic mass units)よ り も 大 き
い 、 リ ン 酸 化 さ れ た 対 イ オ ン を 有 し て い る の が 良 く ;
3.　 　 前 記 ペ プ チ ド は 、 リ ン 酸 化 モ チ ー フ （ 例 え ば 、 ...GXDP...） を 有 し て い る の が 良 く
;
4.　 　 前 記 リ ン 酸 化 さ れ た 対 イ オ ン は 、 逆 相 C 1 8 -カ ラ ム か ら 、 よ り 早 く 溶 出 す る の が 良 く
;お よ び
5.　 　 非 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド イ オ ン の 疎 水 性 が よ り 高 い 場 合 に 、 リ ン 酸 化 対 (phosphorylate
d companion)と 比 較 し た 際 の 保 持 時 間 の 差 異 が よ り 大 き い 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
［ そ の 他 の ス コ ア リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム (Scoring Algorithm Alternative)］
　 さ ら な る ア ル ゴ リ ズ ム 上 の ア プ ロ ー チ を 以 下 に 例 示 す る 。 こ れ に よ り 、 数 値 は 、 各 々 の
符 合 し た ／ 相 関 付 け ら れ た 特 性 に 帰 属 さ れ 、 公 知 ペ プ チ ド ／ タ ン パ ク 質 対 実 験 用 タ ン パ ク
質 ／ ペ プ チ ド の 理 論 的 ／ 計 算 的 デ ー タ ベ ー ス か ら 、 タ ン パ ク 質 ／ ペ プ チ ド に つ い て の 符 合
ス コ ア (match score)を 誘 導 す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
［ ア ル ゴ リ ズ ム ］
パ ー ト １ 　 デ ー タ セ ッ ト の 生 成 :
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*　 　  ス ム ー ス 、 セ ン タ ー 、 お よ び ロ ッ ク マ ス 補 正
*　 　  荷 電 状 態 決 定
*　 　  分 子 質 量 計 算
*　 　  候 補 タ ン パ ク 質 ／ ペ プ チ ド 対 (matches)の 初 期 ヒ ッ ト リ ス ト (initial hit list)を
生 成 さ せ る た め の 、 デ ー タ ベ ー ス の サ ー チ

パ ー ト ２ 　 ス コ ア リ ン グ :

*　 　  タ ン パ ク 質 Mwに よ る 、 ヒ ッ ト リ ス ト の ソ ー ト
タ ン パ ク 質 の Mwが SEC許 容 値 の 範 囲 内 で あ る 場 合 は ス コ ア を 2倍 に 増 加 さ せ 、 タ ン パ ク 質 の
Mwが SEC許 容 値 の 範 囲 外 で あ る 場 合 は 、 ス コ ア を 0.5倍 に 減 少 さ せ る
*　 　  タ ン パ ク 質 pIに よ る 、 ヒ ッ ト リ ス ト の ソ ー ト
タ ン パ ク 質 の pIが CEX/AEX許 容 値 の 範 囲 内 で あ る 場 合 は ス コ ア を 2倍 に 増 加 さ せ 、 タ ン パ ク
質 の pIが CEX/AEX許 容 値 の 範 囲 外 で あ る 場 合 は 、 ス コ ア を 0.5倍 に 減 少 さ せ る
*　 　  ppm質 量 差 異 に よ る 、 ペ プ チ ド ヒ ッ ト (Peptide Hits)の ソ ー ト
ppm質 量 差 異 が 、 ロ ッ ク マ ス に よ り 補 正 し た 最 も 近 接 す る 内 部 標 準 に お け る 質 量 差 異 の 範
囲 内 で あ る 場 合 、 ス コ ア を 4倍 に 増 加 さ せ る
ppm質 量 の 正 確 性 が 5 ppmの 範 囲 内 で あ る 場 合 、 ス コ ア を 3倍 に 増 加 さ せ る
ppm質 量 の 正 確 性 が 7.5 ppmの 範 囲 内 で あ る 場 合 、 ス コ ア を 1.5倍 に 増 加 さ せ る
ppm質 量 の 正 確 性 が 10 ppmの 範 囲 内 で あ る 場 合 、 ス コ ア を そ の ま ま 残 す
ppm質 量 の 正 確 性 が 10 ppmの 範 囲 外 で あ る 場 合 、 続 い て ス コ ア を 0.5倍 に 減 少 さ せ る
*　 　  ブ ル ア ン ド ブ リ ー ズ 値 に よ る 、 ペ プ チ ド ヒ ッ ト の ソ ー ト
B&Bが 、 内 部 標 準 の ± 1000の 範 囲 内 で あ る 場 合 、 ス コ ア を 3倍 に 増 加 さ せ る
B&Bが 、 内 部 標 準 の ± 2000の 範 囲 内 で あ る 場 合 、 ス コ ア を 2倍 に 増 加 さ せ る
B&Bが 、 内 部 標 準 の ± 3000の 範 囲 内 で あ る 場 合 、 ス コ ア を そ の ま ま 残 す
B&Bが 、 内 部 標 準 の ± 3000の 範 囲 外 で あ る 場 合 、 ス コ ア を 0.5倍 に 減 少 さ せ る
*　 　  ペ プ チ ド pIの 、 内 部 標 準 に 対 す る 比 較
pIが 、 CEX/AEX分 離 に 関 し て 、 ユ ー ザ 定 義 の 内 部 標 準 許 容 値 の 範 囲 内 で あ る 場 合 、 ス コ ア
を 2倍 に 増 加 さ せ る
pIが 、 CEX/AEX分 離 に 関 し て 、 ユ ー ザ 定 義 の 内 部 標 準 許 容 値 の 範 囲 外 で あ る 場 合 、 ス コ ア
を 0.5倍 に 減 少 さ せ る
*　 　  開 裂 ミ ス に よ る 、 ペ プ チ ド ヒ ッ ト の ソ ー ト
2+が 存 在 し 、 そ れ に 対 す る 、 電 荷 が 増 加 し た (multiply charged)対 イ オ ン が な く 、 そ し て
開 裂 ミ ス が 0の 場 合 、 ス コ ア を 3倍 に 増 加 さ せ る
2+が 存 在 し 、 そ れ に 対 す る 、 電 荷 が 増 加 し た (multiply charged)対 イ オ ン が な く 、 そ し て
開 裂 ミ ス が 1の 場 合 、 ス コ ア を そ の ま ま 残 す
2+が 存 在 し 、 そ れ に 対 す る 、 電 荷 が 増 加 し た (multiply charged)対 イ オ ン が な く 、 そ し て
開 裂 ミ ス が 2の 場 合 、 ス コ ア を 0.5倍 に 減 少 さ せ る
2+イ オ ン と と も に 3+の 対 イ オ ン が 存 在 し 、 そ し て 開 裂 ミ ス が 存 在 し な い 場 合 、 ス コ ア を そ
の ま ま 残 す
2+イ オ ン と と も に 3+の 対 イ オ ン が 存 在 し 、 そ し て K/Pま た は RPが 存 在 す る 場 合 、 ス コ ア を 1
.5倍 に 増 加 さ せ る
2+イ オ ン が 存 在 し 、 3+の 対 イ オ ン が 存 在 せ ず 、 そ し て K/Pま た は RPが 存 在 す る 場 合 、 ス コ
ア を そ の ま ま 残 す
3+イ オ ン と と も に １ の 開 裂 ミ ス が 存 在 し 、 そ し て 2+の 対 (counterpart)が 存 在 し な い 場 合
、 ス コ ア を そ の ま ま 残 す
3+イ オ ン と と も に １ ま た は ２ の 開 裂 ミ ス が 存 在 し 、 そ し て 2+の 対 (counterpart)が 存 在 す
る 場 合 、 ス コ ア を 2倍 に 増 加 さ せ る
*　 　  ヒ ス チ ジ ン 含 有 ペ プ チ ド に よ る ソ ー ト
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「 ヒ ス チ ジ ン 」 が 存 在 し な い 場 合 、 ス コ ア を そ の ま ま 残 す
「 ヒ ス チ ジ ン 」 が 存 在 し 、 そ し て 、 異 な る 荷 電 状 態 の 対 イ オ ン が 存 在 す る 場 合 、 ス コ ア を
1.5倍 に 増 加 さ せ る
「 ヒ ス チ ジ ン 」 が 存 在 し 、 そ し て 、 異 な る 荷 電 状 態 の 対 イ オ ン が 存 在 し 、 か つ 開 裂 ミ ス が
存 在 し な い 場 合 、 ス コ ア を 3倍 に 増 加 さ せ る
「 ヒ ス チ ジ ン 」 が 存 在 し 、 そ し て 、 異 な る 荷 電 状 態 の 対 イ オ ン が 存 在 し な い 場 合 、 ス コ ア
を そ の ま ま 残 す
複 数 の ヒ ス チ ジ ン が 存 在 す る か 、 ま た は ヒ ス チ ジ ン が １ も し く は 複 数 の 開 裂 ミ ス と 共 に 存
在 し 、 そ し て 、 電 荷 が 増 加 し た (multiply charged)対 イ オ ン が 存 在 し な い 場 合 、 ス コ ア を
2倍 に 増 加 さ せ る
*　 　  シ ス テ イ ン 含 有 ペ プ チ ド に よ る ソ ー ト
「 シ ス テ イ ン 」 が 存 在 し 、 そ し て 修 飾 さ れ て い る (modified)場 合 、 ス コ ア を そ の ま ま 残 す
「 シ ス テ イ ン 」 が 存 在 し 、 そ し て 修 飾 さ れ て お ら ず (not modified)、 か つ 、 溶 出 が よ り 早
く 修 飾 型 シ ス テ イ ン と 符 合 す る 他 の イ オ ン も 存 在 し な い 場 合 、 ス コ ア を 0.5倍 に 減 少 さ せ
る
「 シ ス テ イ ン 」 が 存 在 し 、 そ し て 修 飾 さ れ て お ら ず (not modified)、 か つ 、 溶 出 が よ り 早
く 修 飾 型 シ ス テ イ ン と 符 合 す る 他 の イ オ ン が 存 在 す る 場 合 、 ス コ ア を 2倍 に 増 加 さ せ る
複 数 の シ ス テ イ ン が 存 在 し 、 そ し て 修 飾 さ れ た も の が 存 在 し な い 場 合 、 ス コ ア を 2倍 に 増
加 さ せ る
*　 　  メ チ オ ニ ン 酸 化 物 (Met Ox)の ソ ー ト
１ ま た は そ れ 以 上 の 「 Met Ox」 が 存 在 し 、 そ し て 、 遅 れ て 溶 出 す る 、 １ ま た は そ れ 以 上 の
メ チ オ ニ ン が 酸 化 さ れ て い な い 同 じ シ ー ケ ン ス と 質 量 が 符 合 す る イ オ ン が 存 在 す る 場 合 、
ス コ ア を 2倍 に 増 加 さ せ る
*　 　  全 て の ス キ ャ ン か ら 得 ら れ た 、 ユ ー ザ 定 義 に よ り あ ら か じ め セ ッ ト し た 閾 値 を パ ス
す る 、 ヒ ッ ト を 合 計 す る
（ す な わ ち 、 ユ ー ザ 定 義 に よ り あ ら か じ め セ ッ ト し た 閾 値 を 越 え る ス コ ア の み が パ ス す る
で あ ろ う ）
*　 　  リ ピ ー ト イ オ ン （ 典 型 的 な ピ ー ク 幅 を 定 義 す る 、 最 も 近 接 す る ２ の ス キ ャ ン ま た は
多 数 の ス キ ャ ン ） が 存 在 す る 場 合 、 最 高 ス コ ア を 有 す る ヒ ッ ト の み を 算 入 す る
*　 　  最 終 ス コ ア を 、 カ バ ー 範 囲 の 増 加 (coverage increases)と し て 増 加 さ せ る
*　 　  得 ら れ た 、 タ ン パ ク 質 に つ い て の 昇 順 で の サ マ リ ヒ ッ ト リ ス ト (Summary Hit List)
を ソ ー ト し 、 確 率 ス コ ア を 計 算 す る

パ ー ト ３ 　 定 量 :

*　 　  全 て の 同 位 体 に つ い て 合 計 し た 強 度 を 含 む 、 同 定 し た 各 タ ン パ ク 質 に つ い て の 分 子
質 量 を プ ロ ッ ト し 、 そ し て 、 結 果 と し て 得 ら れ た イ オ ン マ ッ プ を セ ー ブ す る
*　 　  各 イ オ ン マ ッ プ の 相 対 強 度 を 、 対 照 タ ン パ ク 質 に お け る そ れ に 対 し 比 較 す る
*　 　  内 部 対 照 タ ン パ ク 質 と 比 較 し た 擬 濃 度 レ ベ ル (pseudo concentration level)を 計 算
す る
【 ０ ２ ２ ６ 】
 上 記 ア ル ゴ リ ズ ム 中 で は 、 前 記 デ ー タ ベ ー ス は 、 技 術 の あ る 熟 練 者 に 対 し 公 知 で あ り 認
め ら れ て い る 、 多 数 の 方 法 ま た は プ ロ グ ラ ム の う ち 、 任 意 の も の に よ り サ ー チ し て も 良 い
。 そ の よ う な 方 法 に つ い て 例 示 す れ ば 、 K.R. Clauser et al., Anal. Chem. 71:2871-288
2 (1999); M. Mann, M. Wilm, Anal. Chem. 66:4390-4399 (1994); P.A. Pevzner et al.
, Genome Res. 11:290-299 (2001); J.A. Taylor, R.S. Johnson, Rapid Comm. Mass Spe
c., 11:1067-1075 (1997); S. Altschul et al., Nucl. Acids Res. 25:3389-3402 (1997
); お よ び  B.A. Gaeta, Biotechniques 28:436-440 (2000)に よ り 記 述 さ れ て い る 方 法 を
含 む が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
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　 前 記 好 ま し い 実 施 形 態 に 従 え ば 、 通 常 の 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 お よ び 組 換 え DNA技 術
を 、 こ の 分 野 に お け る 技 術 の 範 囲 内 で 採 用 し て も 良 い 。 そ の よ う な 技 術 は 、 全 て 文 献 中 で
説 明 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Sambrook et al, "Molecular Cloning:  A Laboratory Manual
" (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes I-III [Ausubel, R. M.
, ed. (1994)]; "Cell Biology: A Laboratory Handbook" Volumes I-III [J. E. Celis,
 ed. (1994))]; "Current Protocols in Immunology" Volumes I-III [Coligan, J. E., 
ed. (1994)]を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 全 て の ア ミ ノ 酸 残 基 シ ー ケ ン ス は 、 そ の 中 に 式 で 示 さ れ て お り 、 そ の 式 に お け る 左 か ら
右 向 き の 方 向 は 、 ア ミ ノ 末 端 か ら カ ル ボ キ シ 末 端 の 通 常 の 方 向 に 沿 っ て い る 。 ア ミ ノ 酸 残
基 シ ー ケ ン ス の 始 点 ま た は 終 点 に お け る ダ ッ シ ュ ま た は 省 略 記 号 は 、 さ ら な る １ ま た は そ
れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 シ ー ケ ン ス と の ペ プ チ ド 結 合 を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
［ イ オ ン マ ッ ピ ン グ の 適 用 ］
　 前 記 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 種 々 の 適 用 方 法 、 例 え ば 、 薬 物 の 発 見 、 患 者 の 診 断 お よ び モ
ニ タ リ ン グ 等 に 用 い て も 良 い 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
［ 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド 多 型 (Single Nucleotide Polymorphism (SNP))の 発 見 ］
　 イ オ ン マ ッ ピ ン グ は 、 2'-デ オ キ シ -5'-リ ボ 核 酸 (DNA)の 多 型 の 同 定 に 用 い る こ と が で き
る 。 重 要 な DNAを 、 重 要 な 真 核 生 物 ま た は 原 核 生 物 の 細 胞 の 集 団 (populations)か ら 採 取 し
、 そ し て 、 文 献 の 記 述 に 従 っ て 増 幅 に か け て も 良 い (Genome Res 1999 May;9(5):499-505)
。 続 い て 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 賢 明 な 使 用 を 通 じ て 、 結 果 と し て 得 ら れ た 断 片 は 、
分 離 し 、 そ し て 、 １ 次 元 ま た は 多 次 元 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と マ ス ス ペ ク ト ル 測 定
と の 組 み 合 わ せ に よ り 、 そ れ ら の 正 確 な 質 量 を 記 録 し て も 良 い 。 前 記 重 要 な 集 団 か ら 分 け
ら れ た 重 要 な 断 片 は 、 全 て の カ ラ ム 流 出 物 が 直 接 質 量 分 析 計 の ソ ー ス (source)に 直 接 入 り
込 ま な い よ う に 、 連 続 的 に 採 取 す る こ と も で き る 。 そ れ ら 採 取 し た プ ー ル は 、 追 加 の 増 幅
、 消 化 、 お よ び イ オ ン マ ッ ピ ン グ の ラ ウ ン ド を 通 過 し 、 最 終 的 に 、 前 記 重 要 な 集 団 に 対 し
一 意 的 な 多 型 を 含 む 特 定 の 遺 伝 子 ま た は そ の 領 域 を 同 定 す る で あ ろ う 。 最 終 的 に は 、 前 記
多 型 の 特 定 の シ ー ケ ン ス 位 置 が 望 ま れ る 場 合 、 続 い て 、 出 発 原 料 の シ ー ケ ン ス （ 例 え ば 、
ゲ ノ ム 全 体 、 １ ま た は 複 数 の 染 色 体 全 体 、 そ れ ら の サ ブ セ ッ ト 、 特 定 遺 伝 子 、 ま た は そ れ
ら の サ ブ セ ッ ト ） に つ い て の 知 識 の 賢 明 な 適 用 、 １ ま た は 複 数 の 制 限 酵 素 の 選 択 、 一 連 の
消 化 に お い て 生 成 さ れ た 種 々 の 断 片 の 溶 出 時 間 、 お よ び そ れ ら の 正 確 な 質 量 を 、 観 測 さ れ
た １ ま た は 複 数 の 保 持 時 間 お よ び １ ま た は 複 数 の 質 量 に お け る １ ま た は 複 数 の 断 片 を 生 成
す る た め の 前 記 断 片 の オ リ ジ ナ ル シ ー ケ ン ス が 何 で あ る か の 計 算 に 用 い る こ と が で き る で
あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ １ 】
［ 遺 伝 子 型 の 同 定 (Genotyping)］
　 イ オ ン マ ッ ピ ン グ は 、 遺 伝 子 型 の 同 定 に 用 い る こ と が で き る 。 単 一 塩 基 拡 張 (single ba
se extension) (SBE)ア ッ セ イ を 用 い て も 良 く 、 そ し て 、 こ れ は 、 あ ら か じ め 文 献 中 に 記
述 さ れ て い る (Clin Chem. 2001 Feb;47(2):164-72)。 し か し な が ら 、 こ の 拡 張 テ ク ノ ロ ジ
ー に 対 す る イ オ ン マ ッ ピ ン グ の 適 用 の 利 点 は 、 工 程 の 比 較 対 応 に よ り 明 ら か に な る で あ ろ
う 。 重 要 な 多 型 遺 伝 子 は 、 同 時 に 増 幅 さ せ て も 良 い 。 し か し 、 １ ま た は 複 数 の 特 定 の 対 立
遺 伝 子 お よ び ホ モ 接 合 体 対 ヘ テ ロ 接 合 体 を 決 定 す る た め の ア ッ セ イ の 数 は 、 与 え ら れ た 飛
行 時 間 機 器 (time of flight instrument)の マ ス ウ ィ ン ド ウ に 、 ま た は 、 １ も し く は 複 数
の 特 定 の 抗 体 複 合 体 の 蛍 光 も し く は 蛍 光 偏 光 (fluorescence polarization)に 限 定 さ れ る
。 イ オ ン マ ッ ピ ン グ は 、 同 時 に 検 出 で き る ア ッ セ イ の 数 を 劇 的 に 増 加 さ せ る で あ ろ う 。 そ
れ ら 核 酸 は 、 １ 次 元 ま た は 多 次 元 の 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)、 例 え ば 、 陰 イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 続 き 、 イ オ ン 対 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と マ ス ス ペ ク ト ル 測
定 と の 組 み 合 わ せ に よ り 、 分 離 し て も 良 い 。 前 記 SBEア ッ セ イ が 、 正 確 に 同 じ 質 量 （ 与 え
ら れ た イ オ ン マ ッ ピ ン グ 工 程 に お け る 質 量 正 確 性 の 範 囲 内 で ） 、 お よ び 、 １ ま た は 複 数 の
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正 確 に 同 じ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 を 有 す る ２ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 を 生 成 す る ポ テ
ン シ ャ ル を 有 し て い た 場 合 の み 、 前 記 ２ （ ま た は そ れ 以 上 ） の ア ッ セ イ は 、 同 時 に 分 析 す
る こ と が で き な い 。 そ の よ う な 潜 在 的 な 対 立 は 、 あ ら か じ め 、 前 記 拡 張 し た 核 酸 に つ い て
計 算 し た １ ま た は 複 数 の 質 量 お よ び １ ま た は 複 数 の 保 持 時 間 の 賢 明 な 使 用 を 通 じ て 、 計 算
で き る 。 し た が っ て 、 そ れ ら の 互 い に 抵 触 す る ア ッ セ イ を 分 離 実 験 中 に お い て 管 理 す る か
、 ま た は 、 増 幅 領 域 を 、 抵 触 し な い ア ッ セ イ を 生 成 す る よ う に 変 え る こ と が で き る 。 ど の
ケ ー ス で も 、 質 量 分 析 計 に お い て 各 拡 張 し た 核 酸 か ら 生 成 し た シ グ ナ ル 強 度 は 、 定 量 分 析
、 例 え ば 、 接 合 子 の 特 徴 (zygosity)の 決 定 の 基 礎 と し て 用 い て も 良 い 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
［ 転 写 プ ロ フ ァ イ リ ン グ ］
　 イ オ ン マ ッ ピ ン グ は 、 一 般 に 転 写 プ ロ フ ァ イ リ ン グ と 呼 ば れ る 遺 伝 子 発 現 の モ ニ タ リ ン
グ に 用 い て も 良 い 。 こ の 技 術 は 、 す で に 文 献 に 記 述 さ れ て い る ((Science 270, 467-470, 
(1995))。 そ こ で は 、 分 離 手 段 は 、 相 補 的 に 固 定 化 さ れ た 核 酸 の 配 列 で あ り 、 そ し て 、 検
出 は 、 in vivoま た は in vitro系 か ら 生 成 し た 蛍 光 ラ ベ ル さ れ た 核 酸 が 、 そ れ ら 配 列 と 交
雑 し 、 そ し て 、 続 い て の 非 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 除 去 に お い て 蛍 光 を 発 す る た め に 背 後
に 残 さ れ る と き に 終 わ る 。 イ オ ン マ ッ ピ ン グ は 、 前 記 in vivoお よ び in vitro系 か ら 生 成
し た 核 酸 の 分 離 お よ び 同 定 の 両 方 に つ い て 、 よ り 優 れ た 代 替 と し て 用 い る こ と が で き る 。
そ れ ら 核 酸 は 、 １ 次 元 ま た は 多 次 元 の 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)、 例 え ば 、 陰 イ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 続 き 、 イ オ ン 対 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と マ ス ス ペ ク ト ル
測 定 と の 組 み 合 わ せ に よ り 、 分 離 し て も 良 い 。 前 記 分 子 の １ ま た は 複 数 の 保 持 時 間 を 、 そ
れ ら の 正 確 な 質 量 に つ い て の 知 識 と 組 合 わ せ て 、 ど の 写 し (transcripts)が 、 お よ び 、 各
々 が お よ そ ど れ だ け の 相 対 量 で 、 前 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 し て い た か を 同 定 す る た め に 用 い
て も 良 い 。 各 々 か ら 生 成 さ れ た シ グ ナ ル 面 積 お よ び ／ ま た は 強 度 は 、 サ ン プ ル 間 の 定 量 的
比 較 の 基 礎 と し て 用 い て も 良 い 。 そ れ ら 核 酸 の タ グ を 付 し た バ ー ジ ョ ン を 生 成 さ せ る こ と
が 可 能 で あ り 、 そ れ は 、 そ れ ら の 分 子 を ポ ジ テ ィ ブ イ オ ン モ ー ド 質 量 分 析 に よ り 検 出 す る
こ と を 可 能 に す る で あ ろ う 。 そ し て 、 こ の こ と は 、 信 頼 性 お よ び 感 度 の 両 方 を 向 上 さ せ る
で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
［ 代 謝 (Metabolomics)］
　 全 て の 異 な る タ イ プ の 臨 床 サ ン プ ル に 由 来 す る 代 謝 産 物 の プ ロ フ ィ ー ル を 同 定 お よ び 定
量 す る た め の 方 法 。 代 謝 産 物 の イ オ ン マ ッ ピ ン グ は 、 本 出 願 の 前 記 好 ま し い 実 施 形 態 に お
け る 記 述 と 同 様 の 技 術 を 用 い て 行 な う こ と が で き る 。 代 謝 産 物 を 同 定 お よ び 定 量 す る た め
に 、 ２ ま た は そ れ 以 上 の 臨 床 サ ン プ ル の セ ッ ト を 比 較 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 薬 物 代
謝 産 物 は 、 多 く の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 技 術 を 用 い て 臨 床 サ ン プ ル （ 治 療 済  対  未 治 療
） か ら 抽 出 す る こ と が で き る 。 そ れ ら サ ン プ ル は 、 続 い て 、 イ オ ン マ ッ プ を 生 成 さ せ る た
め に 、 質 量 分 析 計 に イ ン タ ー フ ェ ー ス に よ り 接 続 さ れ た 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分
析 し 、 前 記 サ ン プ ル 中 の 全 て の 代 謝 産 物 に つ い て の 、 正 確 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間
、 お よ び 正 確 な 質 量 に つ い て の 情 報 を 得 て も 良 い 。 さ ら に 、 小 分 子 代 謝 産 物 の 物 理 化 学 的
性 質 は 、 そ れ ら 代 謝 産 物 イ オ ン マ ッ プ の 生 成 を 補 助 す る た め に 用 い て も 良 い 。 相 対 的 お よ
び 絶 対 的 定 量 情 報 は 、 LC/MS実 験 に よ り 生 成 さ れ た 選 択 イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ ム (selected i
on chromatogram (SIC))情 報 か ら 抽 出 し て も 良 い 。 代 謝 産 物 の 相 対 的 定 量 は 、 異 な る 条 件
（ す な わ ち 、 疾 患  対  非 疾 患 、 治 療 済  対  未 治 療 、 変 異 体  対  野 生 型 ） で 生 成 さ れ た 代 謝
産 物 イ オ ン マ ッ プ の SICピ ー ク 積 分 デ ー タ を 比 較 す る こ と に よ り 行 な う こ と が で き る 。 そ
れ ら の 各 イ オ ン マ ッ プ に 由 来 す る 代 謝 産 物 の 絶 対 的 定 量 を 行 な う た め に 、 公 知 の 内 部 標 準
を 組 み 込 ん で も 良 く 、 そ し て 、 較 正 曲 線 を 生 成 さ せ て も 良 い 。 こ の 情 報 は 、 続 い て 、 そ の
イ オ ン マ ッ プ 中 の 全 て の 代 謝 産 物 の 絶 対 的 定 量 を 得 る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
［ ペ プ チ ド (Peptidomics)］
　 全 て の 異 な る タ イ プ の 生 物 学 的 サ ン プ ル に 由 来 す る 、 対 生 物 活 性 ペ プ チ ド の プ ロ フ ィ ー
ル を 、 同 定 お よ び 定 量 す る た め の 方 法 。 前 記 ペ プ チ ド の イ オ ン マ ッ ピ ン グ は 、 本 出 願 の 前

10

20

30

40

50

(63) JP 2005-513481 A 2005.5.12



記 好 ま し い 実 施 形 態 に お け る 記 述 と 同 様 の 技 術 を 用 い て 行 な う こ と が で き る 。 対 生 物 活 性
ペ プ チ ド を 同 定 お よ び 定 量 す る た め に 、 ２ ま た は そ れ 以 上 の 生 物 学 的 サ ン プ ル の セ ッ ト を
比 較 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 対 生 物 活 性 ペ プ チ ド は 、 多 く の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離
技 術 を 用 い て 臨 床 サ ン プ ル （ す な わ ち 、 疾 患  対  非 疾 患 、 治 療 済  対  未 治 療 、 お よ び 野 生
型  対  変 異 体 ） か ら 抽 出 す る こ と が で き る 。 そ れ ら 対 生 物 活 性 ペ プ チ ド サ ン プ ル は 、 続 い
て 、 ペ プ チ ド イ オ ン マ ッ プ を 生 成 さ せ る た め に 、 質 量 分 析 計 に イ ン タ ー フ ェ ー ス に よ り 接
続 さ れ た 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 析 し 、 前 記 サ ン プ ル 中 の 全 て の ペ プ チ ド に つ い
て の 、 正 確 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 、 お よ び 正 確 な 質 量 に つ い て の 情 報 を 得 て も 良
い 。 さ ら に 、 そ れ ら 対 生 物 活 性 ペ プ チ ド の 分 子 量 、 等 電 点 等 の 物 理 化 学 的 性 質 は 、 そ れ ら
ペ プ チ ド イ オ ン マ ッ プ の 生 成 を さ ら に 補 助 す る た め に 用 い て も 良 い 。 相 対 的 お よ び 絶 対 的
定 量 情 報 は 、 LC/MS実 験 に よ り 生 成 さ れ た 選 択 イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ ム (Selected Ion Chrom
atogram ("SIC"))情 報 か ら 抽 出 し て も 良 い 。 ペ プ チ ド の 相 対 的 定 量 は 、 異 な る 条 件 下 （ す
な わ ち 、 疾 患  対  非 疾 患 、 治 療 済  対  未 治 療 、 変 異 体  対  野 生 型 ） で 生 成 さ れ た ペ プ チ ド
イ オ ン マ ッ プ の SICピ ー ク 積 分 デ ー タ を 比 較 す る こ と に よ り 行 な う こ と が で き る 。 そ れ ら
の 各 イ オ ン マ ッ プ に 由 来 す る ペ プ チ ド の 絶 対 的 定 量 を 行 な う た め に 、 公 知 の 内 部 標 準 を 組
み 込 ん で も 良 く 、 そ し て 、 較 正 曲 線 を 生 成 さ せ て も 良 い 。 こ の 情 報 は 、 続 い て 、 そ の イ オ
ン マ ッ プ 中 の 全 て の 対 生 物 活 性 ペ プ チ ド の 絶 対 的 定 量 を 得 る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
［ タ ン パ ク 質 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ ］
　 全 て の 異 な る タ イ プ の 生 物 学 的 サ ン プ ル に 由 来 す る タ ン パ ク 質 の プ ロ フ ィ ー ル を 同 定 お
よ び 定 量 す る た め の 方 法 を 企 図 す る 。 無 傷 タ ン パ ク 質 の イ オ ン マ ッ ピ ン グ は 、 本 出 願 の 前
記 好 ま し い 実 施 形 態 に お け る 記 述 と 同 様 の 技 術 を 用 い て 行 な っ て も 良 い 。 無 傷 タ ン パ ク 質
を 同 定 お よ び 定 量 す る た め に 、 ２ ま た は そ れ 以 上 の 生 物 学 的 サ ン プ ル の セ ッ ト を 比 較 し て
も 良 い 。 例 え ば 、 無 傷 タ ン パ ク 質 は 、 多 く の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 技 術 を 用 い て 臨 床 サ
ン プ ル （ す な わ ち 、 疾 患  対  非 疾 患 、 治 療 済  対  未 治 療 、 お よ び 野 生 型  対  変 異 体 ） か ら
抽 出 し て も 良 い 。 そ れ ら 無 傷 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル は 、 続 い て 、 タ ン パ ク 質 イ オ ン マ ッ プ を
生 成 さ せ る た め に 、 質 量 分 析 計 に イ ン タ ー フ ェ ー ス に よ り 接 続 さ れ た 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ り 分 析 し 、 前 記 サ ン プ ル 中 の 全 て の タ ン パ ク 質 に つ い て の 、 正 確 な ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 保 持 時 間 、 お よ び 正 確 な 質 量 に つ い て の 情 報 を 得 て も 良 い 。 さ ら に 、 そ れ ら タ ン パ
ク 質 の 分 子 量 、 等 電 点 等 の 物 理 化 学 的 性 質 は 、 そ れ ら 無 傷 タ ン パ ク 質 イ オ ン マ ッ プ の 生 成
を さ ら に 補 助 す る た め に 用 い て も 良 い 。 相 対 的 お よ び 絶 対 的 定 量 情 報 は 、 LC/MS実 験 に よ
り 生 成 さ れ た 選 択 イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ ム (Selected Ion Chromatogram ("SIC"))情 報 か ら
抽 出 し て も 良 い 。 無 傷 タ ン パ ク 質 の 相 対 的 定 量 は 、 異 な る 条 件 下 （ す な わ ち 、 疾 患  対  非
疾 患 、 治 療 済  対  未 治 療 、 変 異 体  対  野 生 型 ） で 生 成 さ れ た タ ン パ ク 質 イ オ ン マ ッ プ の SI
Cピ ー ク 積 分 デ ー タ を 比 較 す る こ と に よ り 行 な う こ と が で き る 。 そ れ ら の 各 イ オ ン マ ッ プ
に 由 来 す る タ ン パ ク 質 の 絶 対 的 定 量 を 行 な う た め に 、 公 知 の 内 部 標 準 を 組 み 込 ん で も 良 く
、 そ し て 、 較 正 曲 線 を 生 成 さ せ て も 良 い 。 こ の 情 報 は 、 続 い て 、 そ の イ オ ン マ ッ プ 中 の 全
て の 無 傷 タ ン パ ク 質 の 絶 対 的 定 量 を 得 る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 下 記 の 、 非 制 限 的 な 、 単 な る 例 示 と し て 提 示 す る 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ
り 、 さ ら に よ く 理 解 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 こ の 実 施 例 は 、 本 発 明 に お け る 前 記 好 ま
し い 実 施 形 態 を よ り 完 全 に 例 示 す る た め に 提 示 さ れ て お り 、 そ し て 、 決 し て 、 本 発 明 の 範
囲 を 限 定 す る も の と 解 釈 す べ き で な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ３ ７ 】
［ 一 般 的 手 順 ］
　 全 て の タ ン パ ク 質 お よ び 複 雑 タ ン パ ク 質 混 合 物 は 、 8.0 Mの 尿 素 を 含 む 0.4 M炭 酸 水 素 ア
ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 (pH 8.5)中 に 懸 濁 さ せ た 。 タ ン パ ク 質 は 、 DTTを 最 終 濃 度 4.5 mMま で 添
加 し て 還 元 し 、 そ し て 、 摂 氏 50℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 還 元 後 、 ヨ ー ド ア セ ト ア
ミ ド を 最 終 濃 度 10 mMま で 加 え 、 そ し て 、 暗 所 中 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と
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に よ り 、 シ ス テ イ ン 残 基 を ア ル キ ル 化 し た (alkyalated)。 こ の 反 応 は 、 水 に よ り 、 最 終 尿
素 濃 度 2Mま で 希 釈 し 、 そ し て 、 ト リ プ シ ン を 最 終 濃 度 4%（ w/w、 酵 素 対 タ ン パ ク 質 ） ま で
加 え 、 そ し て 、 摂 氏 37℃ で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 酢 酸 を 最 終 濃 度 2%ま で 加 え 、 こ の
ト リ プ シ ン 消 化 を 終 了 さ せ た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 正 確 質 量 LCMS分 析 は 、 イ ン タ ー フ ェ ー ス に よ り Waters CapLC HPLC Systemに 接 続 さ れ た
直 交 加 速 式 飛 行 時 間 質 量 分 析 計 (Q-TOF 2、 Micromass Ltd.社 、 英 国 マ ン チ ェ ス タ ー )に よ
り 行 な っ た 。 前 記 Q-TOF 2は 、 噴 霧 器 の 先 端 に お い て ロ ッ ク マ ス ス タ ン ダ ー ド の 溶 液 の 共
添 加 を 容 易 に す る 、 特 別 仕 様 の 三 軸 噴 霧 器 (triaxial sprayer)を 取 り 付 け た （ 内 径 ： ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 溶 出 物 、 中 径 ： ロ ッ ク マ ス 、 外 径 ： 噴 霧 ガ ス ） 。 ロ ッ ク マ ス ス タ ン ダ ー ド
と し て は 、 一 般 に 、 [Glu 1 ]-フ ィ ブ リ ノ ペ プ チ ド  Bの 、 １ マ イ ク ロ リ ッ ト ル あ た り 2.0ピ コ
モ ル の 溶 液 を 用 い た 。 前 記 機 器 は 、 W-オ プ テ ィ ク ス モ ー ド に お い て 、 17,000の 分 解 能 （ FW
HM定 義 ） で 操 作 し た 。 前 記 Q-TOF 2は 、 300お よ び 2000の 質 量 対 電 荷 範 囲 を 超 え る デ ー タ を
取 得 す る よ う に セ ッ ト し た 。 ス ペ ク ト ル 捕 捉 時 間 は 1.9秒 、 内 部 ス キ ャ ン 遅 延 時 間 は 0.1秒
で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 各 サ ン プ ル の 100マ イ ク ロ リ ッ ト ル を 、 セ プ タ ム で キ ャ ッ プ し た バ イ ア ル 内 に ピ ペ ッ ト
で 注 入 し 、 そ し て 、 CapLCの 、 冷 や し た （ 4℃ ） オ ー ト サ ン プ ラ ー プ レ ー ト 内 に 設 置 し た 。
注 入 の 再 現 性 を モ ニ タ ー す る た め に 、 1.0 ピ コ モ ル /マ イ ク ロ リ ッ ト ル の ロ イ エ ン ケ フ ァ
リ ン (Leu-Enkaphlin)溶 液 を 5マ イ ク ロ リ ッ ト ル 、 各 バ イ ア ル 内 に 内 部 標 準 と し て 加 え た 。
移 動 相 Aは 、 2% 酢 酸  / 0.05% TFA / 5% ア セ ト ニ ト リ ル で あ り 、 移 動 相 Bは 、 2% 酢 酸 / 0.
05% TFA/ 95% ア セ ト ニ ト リ ル で あ っ た 。 オ ン ラ イ ン ペ プ チ ド 分 離 に は 、 0.320 ×  150 mm
 の C 1 8  Waters Symmetry(商 標 )カ ラ ム を 採 用 し 、 濃 度 勾 配 は 、 1-40% B で 120 分 間 、  50-
90% B で 1分 間 、 90% Bの 定 組 成 で 15 分 間 、 続 い て 、 次 の 注 入 に 先 立 ち 初 期 条 件 で 30分 間
と し た 。
た 。 前 記 濃 度 勾 配 は 、 毎 分 3.5マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 流 速 で 展 開 し 、 そ し て 、 前 記 ロ ッ ク マ
ス 溶 液 は 、 毎 分 0.25マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 流 速 で 添 加 し た 。 全 て の サ ン プ ル は 、 注 入 か ら 注
入 の 間 に 持 ち 越 し が な い こ と を 確 実 に す る た め に 、 各 注 入 後 、 ブ ラ ン ク を 挿 入 し て 三 重 に
走 ら せ た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 ロ ッ ク マ ス 補 正 、 お よ び 、 重 要 な 混 合 物 中 に お け る 成 分 を +/- 5 ppmの 範 囲 内 で 正 確 に
質 量 測 定 す る た め に 、 Q-TOF 2 MassLynxソ フ ト ウ ェ ア の 、 カ ス タ マ イ ズ し た イ ン プ リ メ ン
テ ー シ ョ ン を 用 い た 。 各 ス ペ ク ト ル 中 、 各 成 分 に 関 連 す る 全 て の 荷 電 状 態 に 由 来 す る 同 位
体 ク ラ ス タ ー シ グ ナ ル 強 度 は 、 そ の 成 分 に 対 応 す る MH+単 一 同 位 体 イ オ ン に 対 応 す る 強 度
数 に 崩 壊 さ せ た 。 こ の 正 確 質 量 単 一 同 位 体 ピ ー ク 情 報 の 強 度 は 、 各 成 分 の ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル に わ た っ て 合 計 し 、 そ の 存 在 量 を 定 量 し た 。 こ の 存 在 量 測 定 は 、 前
記 サ ン プ ル 中 に 加 え た 内 部 標 準 の 存 在 量 に 対 し 、 お よ び ／ ま た は 、 適 切 な 内 部 標 準 で あ る
と 決 定 さ れ た １ も し く は そ れ 以 上 の 内 因 性 化 学 成 分 も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 量 に 対 し
、 さ ら に 補 正 し た 。 内 因 性 化 学 成 分 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 存 在 量 レ ベ ル が 、 前 記 混
合 物 中 に お け る 他 の 特 定 の 化 学 成 分 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 相 対 的 に 、 統 計 学 的 に 有
意 な 方 法 で 変 化 し な い 場 合 に 、 内 部 標 準 と し て 適 切 で あ る と す る 。 こ の 場 合 、 同 じ 化 学 成
分 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 量 比 を 、 定 量 的 に 比 較 す る 他 の サ ン プ ル 混 合 物 に お け る そ れ
と 比 較 す る 。 あ る 化 学 成 分 の 、 内 因 性 内 部 標 準 と し て の 適 切 性 は 、 下 記 式 に し た が っ て 試
験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 　 (A I S  / A C C ) C o n t r o l  / (A I S  / A C C ) E x p e r i m e n t   ～   1.0
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 式 中 、 A I S  は 、 前 記 対 照 サ ン プ ル お よ び 前 記 実 験 用 サ ン プ ル の 両 方 の 中 に 見 ら れ る 候 補
内 因 性 内 部 標 準 の 存 在 量 で あ り 、 そ し て 、 A C C  は 、 こ れ も ま た 前 記 対 照 お よ び 実 験 用 サ ン
プ ル の 両 方 に 共 通 な 第 ２ 成 分 の 存 在 量 で あ る 。 候 補 内 因 性 内 部 標 準 の 存 在 量 を 、 前 記 対 照
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お よ び 実 験 用 サ ン プ ル 中 の 複 数 の 第 ２ 成 分 の 存 在 量 に 対 し て テ ス ト し た と き 、 前 記 比 が ほ
ぼ １ に 近 い 場 合 、 そ れ は 十 分 な 内 因 性 内 部 標 準 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 結 果 と し て 得 ら れ た 正 確 質 量 、 強 度 、 荷 電 状 態 、 お よ び ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 情
報 は 、 各 化 学 成 分 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 、 一 意 的 マ ス リ ス ト と 呼 ば れ る コ ン パ イ ル
中 に 記 録 し た 。 同 じ 混 合 物 に つ い て の 繰 り 返 し 分 析 か ら 得 ら れ た 情 報 は 、 測 定 情 報 を 統 計
的 に 妥 当 な 方 法 で 結 合 し た 、 圧 縮 ま た は 複 合 的 一 意 的 マ ス リ ス ト 中 に 保 持 し た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 下 記 の 定 量 的 同 定 例 に お い て 、 未 知 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び そ れ ゆ え に そ れ が 由 来 す る
タ ン パ ク 質 の 個 性 を 確 認 す る た め に 、 ２ の 物 理 化 学 的 性 質 、 疎 水 性 お よ び 荷 電 状 態 を 、 正
確 質 量 測 定 と と も に 用 い た 。 両 方 の 物 理 化 学 的 性 質 に 対 し て 、 そ れ ら の 性 質 の 測 定 値 お よ
び 計 算 値 を 比 較 し た 場 合 の 近 似 性 を 、 対 応 す る 正 確 質 量 測 定 と 組 合 わ せ て 、 与 え ら れ た 未
知 ペ プ チ ド を 同 定 す る た め に 用 い た 。 図 ２ は 、 前 述 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 条 件 下 に お い て
分 離 さ れ た 公 知 の ト リ プ シ ン 性 BSAペ プ チ ド 混 合 物 に つ い て 、 観 測 さ れ た 保 持 時 間 お よ び
対 応 す る 計 算 さ れ た 疎 水 性 測 定 の 関 係 を 示 す 。 こ の サ ン プ ル 中 で は 、 与 え ら れ た ペ プ チ ド
の HPLCイ ン デ ッ ク ス 値 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 組 成 に 基 づ く そ の 疎 水 性 の 基 準 で あ る 。 各 サ ン プ
ル に つ い て 内 部 標 準 と し て BSAを 用 い る 場 合 、 疎 水 性 関 係 が 、 複 雑 ペ プ チ ド 混 合 物 中 に お
け る 未 知 の ペ プ チ ド の HPLC値 を 見 積 も る た め に 用 い ら れ る 。 複 雑 混 合 物 中 に お け る 未 知 ペ
プ チ ド の 同 定 は 、 評 価 し た HPLCイ ン デ ッ ク ス 値 を 、 注 釈 が 付 け ら れ た ペ プ チ ド イ ン デ ッ ク
ス 中 に お け る 公 知 の ペ プ チ ド の 理 論 的 HPLCイ ン デ ッ ク ス 値 と 比 較 し 、 測 定 し た 正 確 質 量 か
ら 許 容 範 囲 内 の マ ス エ ラ ー で 、 最 も 良 い 一 致 に 基 づ い て 決 定 す る 。 例 え ば 、 予 期 さ れ る HP
LCイ ン デ ッ ク ス 値 か ら 15ユ ニ ッ ト の 範 囲 内 で 一 致 す る ペ プ チ ド は 、 最 も 高 い 信 頼 性 で ス コ
ア を 付 け 、 15～ 30ユ ニ ッ ト の 間 で 一 致 す る も の は 、 よ り 低 い ス コ ア を 付 け る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 未 知 ペ プ チ ド の 同 定 が 、 予 期 さ れ る 疎 水 性 値 お よ び 正 確 質 量 情 報 に よ り で き な い 場 合 は
、 続 い て 、 可 能 性 の あ る 候 補 ペ プ チ ド 数 を 単 一 の ペ プ チ ド 同 定 ま で 減 ら す た め に 、 追 加 の
物 理 化 学 的 性 質 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 追 加 の 物 理 化 学 的 性 質 は 、 荷 電 状 態 で
あ る 。 よ り 詳 し く は 、 未 知 ペ プ チ ド に つ い て 測 定 し た 荷 電 状 態 を 、 注 釈 付 ペ プ チ ド イ ン デ
ッ ク ス に 由 来 す る 、 与 え ら れ た ペ プ チ ド 候 補 に つ い て 計 算 さ れ た 荷 電 状 態 と 比 較 す る こ と
が で き る 。 ペ プ チ ド の 荷 電 状 態 測 定 値 （ 複 合 的 に 観 測 さ れ る 荷 電 状 態  (composite observ
ed charge state)） は 、 下 記 式 に し た が っ て 計 算 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 　 Composite Observed Charge State = (C1 * I C 1 ) + (C 2 * I C 2 ) + (Cn* I C n ) / (I C 1 + 
I C 2  + I C n )
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 式 中 、 I c n は 、 各 ペ プ チ ド に 関 連 す る 各 荷 電 状 態 C n の 強 度 に 等 し い 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 重 要 な 各 サ ン プ ル に 関 連 す る プ ロ テ オ ー ム サ ブ セ ッ ト 中 の 、 各 ペ プ チ ド に 注 釈 付 け ら れ
る 荷 電 状 態 計 算 値 は 、 下 記 法 則 に 従 っ て 計 算 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 内 部 塩 基 性 残 基 ／ ユ ー ザ 定 義 が 無 い も の に 対 し て は 、 ペ プ チ ド 長 が <12で あ る 場 合 、 荷
電 状 態 計 算 値 を 2.00-2.05の 範 囲 と し 、 ペ プ チ ド 長 が >12お よ び <17の 場 合 、 荷 電 状 態 計 算
値 を 2.00-2.20の 範 囲 と し 、 ペ プ チ ド 長 が >18お よ び <25の 場 合 、 荷 電 状 態 計 算 値 を 2.00-2.
30の 範 囲 と し 、 そ し て 、 ペ プ チ ド 長 が >25の 場 合 、 荷 電 状 態 計 算 値 を 2.50-3.00の 範 囲 と す
る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 内 部 塩 基 性 残 基 ／ ユ ー ザ 定 義 残 基 が １ で あ る （ Nま た は C末 端 に お け る 残 基 が ４ 以 内 ） も
の に 対 し て は 、 ペ プ チ ド 長 が <12で あ る 場 合 、 荷 電 状 態 計 算 値 を 2.15-2.25の 範 囲 と し 、 ペ
プ チ ド 長 が >12お よ び <25の 場 合 、 荷 電 状 態 計 算 値 を 2.00-2.25ま た は 2.75-3.00の 範 囲 と し
、 そ し て 、 ペ プ チ ド 長 が >25の 場 合 、 荷 電 状 態 計 算 値 を 2.00-2.35ま た は 2.85-3.00の 範 囲
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と す る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 内 部 塩 基 性 残 基 ／ ユ ー ザ 定 義 残 基 が ２ で あ る （ Nま た は C末 端 に お け る 残 基 が ４ 以 内 ） も
の に 対 し て は 、 ペ プ チ ド 長 が <12で あ る 場 合 、 荷 電 状 態 計 算 値 を 2.00-2.20ま た は 2.50-2.7
0の 範 囲 と し 、 ペ プ チ ド 長 が >12お よ び <25の 場 合 、 荷 電 状 態 計 算 値 を 2.25-2.35ま た は 2.8-
3.25の 範 囲 と し 、 そ し て 、 ペ プ チ ド 長 が >25の 場 合 、 荷 電 状 態 計 算 値 を 2.30-2.50ま た は 3.
00-4.00の 範 囲 と す る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 内 部 塩 基 性 残 基 ／ ユ ー ザ 定 義 残 基 が ３ で あ る （ Nま た は C末 端 に お け る 残 基 が ４ 以 内 ） も
の に 対 し て は 、 ペ プ チ ド 長 が <12で あ る 場 合 、 荷 電 状 態 計 算 値 を 2.10-2.30ま た は 2.70-3.0
0の 範 囲 と し 、 ペ プ チ ド 長 が >12お よ び <25の 場 合 、 荷 電 状 態 計 算 値 を 2.25-2.50ま た は 3.00
-3.50の 範 囲 と し 、 そ し て 、 ペ プ チ ド 長 が >25の 場 合 、 荷 電 状 態 計 算 値 を 2.50-2.70ま た は 3
.20-4.50の 範 囲 と す る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
［ 実 施 例 １ 　 単 一 タ ン パ ク 質 の 分 析 (BSA)］
［ 定 性 分 析 ］
　 タ ン パ ク 質 を 定 性 的 に 分 析 す る 能 力 を 示 す た め に 、 １ ピ コ モ ル の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ト
リ プ シ ン 消 化 物 を 、 正 確 質 量 LC-MSに よ り 三 重 に 分 析 し た 。 同 じ 溶 液 を 、 前 記 正 確 質 量 LC-
MS同 定 を 検 証 す る た め に 、 LC-MS-MS/MS獲 得 モ ー ド に 依 存 す る 通 常 デ ー タ に よ り 操 作 す る Q
-TOF 2で も 分 析 し た 。 各 ペ プ チ ド に つ い て の 、 正 確 質 量 、 強 度 、 荷 電 状 態 お よ び ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 保 持 時 間 は 、 三 重 の 分 析 か ら 達 成 さ れ た 測 定 を 表 す 複 合 一 意 的 マ ス リ ス ト (com
posite Unique Mass List)中 に コ ン パ イ ル し た 。 図 ６ に 、 こ の リ ス ト を 示 す 。 反 復 的 注 入
に お い て ペ プ チ ド の 符 合 に 用 い た 基 準 は 、 正 確 質 量 許 容 値 が 平 均 値 か ら +/- 5 ppmの 範 囲
内 で な け れ ば な ら ず 、 保 持 時 間 許 容 値 が 平 均 値 か ら +/- 2分 、 お よ び 荷 電 状 態 許 容 値 は +/-
 0.35と し た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 結 果 と し て 得 ら れ た 複 合 UMLは 、 続 い て 、 タ ン パ ク ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)に つ い て 生
成 さ れ た 、 掲 載 さ れ た ペ プ チ ド の デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 符 合 さ せ た 。 図 ７ Ａ お よ び ７ Ｂ に
、 こ の デ ー タ ベ ー ス を 示 す 。 掲 載 し た ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Q-TOF 2に お い て 採 用 し た 質 量 測
定 範 囲 （ m/z 300か ら 2000） に お い て 質 量 対 電 荷 比 に 矛 盾 が 無 く 、 か つ 、 開 裂 ミ ス が １ ま
た は ０ で あ る ト リ プ シ ン 性 ペ プ チ ド の み を レ ポ ー ト す る た め に セ ッ ト し た 。 掲 載 し た ア ル
ゴ リ ズ ム は 、 各 ペ プ チ ド を 、 そ の MH + イ オ ン の 正 確 質 量 、 そ の 疎 水 性 測 定 値 と し て の HPLC
イ ン デ ッ ク ス (Browne, C. A., Bennet, H. P. J. and Solomon S. (1982) Anal. Biochem
. Vol. 124, pp. 201.)、 ペ プ チ ド pI、 開 裂 ミ ス の 数 お よ び 位 置 、 塩 基 性 残 基 の 数 お よ び
位 置 、 ペ プ チ ド 長 、 度 数 指 標 値 (frequency index value)、 お よ び ア ミ ノ 酸 シ ー ケ ン ス 、
な ら び に 、 無 傷 タ ン パ ク 質 分 子 の 重 量 お よ び pIに つ い て 掲 載 し 、 そ し て 注 釈 を 付 け た 。 前
記 度 数 指 標 値 は 、 そ の ペ プ チ ド の +/- 5 ppmの 範 囲 内 の 質 量 を 有 す る 、 全 掲 載 デ ー タ ベ ー
ス (entire Indexed Database)に お け る ペ プ チ ド 数 を 表 し た 。 BSAに つ い て の 掲 載 デ ー タ ベ
ー ス は 、 99の ペ プ チ ド を 含 む 。 こ れ ら ペ プ チ ド の い ず れ も 、 +/- 5ppmレ ベ ル で 同 重 体 (iso
baric)で は な か っ た 。 図 ８ に 、 実 験 的 に 測 定 し 、 そ し て BSAに つ い て 掲 載 さ れ た デ ー タ ベ
ー ス と 符 合 さ せ た 、 MH + イ オ ン の 一 意 的 マ ス リ ス ト を 示 す 。 27の イ オ ン の 全 て が 、 そ れ ら
の 正 確 質 量 、 疎 水 性 、 お よ び 荷 電 状 態 に 基 づ き 、 64％ の シ ー ケ ン ス カ バ ー 範 囲 を 与 え て 、
BSAタ ン パ ク 質 と 符 合 し て い た 。 そ れ ら の 正 確 質 量 お よ び 物 理 化 学 的 性 質 に 基 づ き 帰 属 し
た 、 そ れ ら 27の ペ プ チ ド の う ち 11の 個 性 は 、 こ れ も ま た LC-MS-MS/MSに よ り 確 認 し た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 サ ン プ ル の 取 扱 い お よ び 分 析 工 程 に お け る ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ お よ び 定 量 的 な 再 現 性 を
評 価 す る た め に 、 BSA単 一 タ ン パ ク 質 混 合 物 を さ ら に 用 い た 。 そ れ に よ れ ば 、 ア ン ビ ッ ク
／ 尿 素 緩 衝 液 (Ambic/Urea buffer)中 に 、 無 傷 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 、 1マ イ ク ロ リ ッ ト ル
あ た り 10, 100, 1000, 5000,お よ び 10,000フ ェ ム ト モ ル 濃 度 で 懸 濁 さ せ た 。 こ れ ら ５ の サ
ン プ ル は 、 そ れ ぞ れ DTTで 還 元 し 、 シ ス テ イ ン を ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド で 誘 導 し 、 そ し て 、
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各 々 を 、 前 述 の よ う に 、 ト リ プ シ ン に よ り ３ ７ ℃ で 終 夜 消 化 し た 。 BSA消 化 物 の 濃 度 に つ
い て は 、 三 重 の 注 入 を 行 な っ た 。 結 果 と し て 得 ら れ た マ ス ク ロ マ ト グ ラ ム は 、 前 述 の よ う
に し て 処 理 し 、 そ し て 、 ペ プ チ ド の 、 質 量 1399.6931, 1502.6189お よ び 2491.2649の MH+イ
オ ン に つ い て の シ グ ナ ル 強 度 は 、 濃 度 の 関 数 と し て 図 ３ 中 に プ ロ ッ ト し た 。 各 ペ プ チ ド の
ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ は 、 振 幅 の ３ 倍 以 上 に お い て 直 線 的 で あ っ た 。 こ の 応 答 の 直 線 性 も ま
た 、 消 化 化 学 お よ び 質 量 測 定 工 程 が 再 現 可 能 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
［ 実 施 例 ２ 　 14の ペ プ チ ド の 混 合 物 の 分 析 ］
［ 定 性 分 析 　 単 一 混 合 物 ］
　 前 記 方 法 に お け る 、 中 程 度 に 複 雑 な 混 合 物 中 の 全 て の タ ン パ ク 質 を 定 量 的 に 同 定 す る 能
力 を 示 す た め に 、 図 ４ 中 に リ ス ト し た 市 販 の タ ン パ ク 質 か ら な る 14の タ ン パ ク 質 の モ デ ル
系 を 分 析 し た 。 全 て の タ ン パ ク 質 は 、 さ ら に 精 製 す る こ と な く 用 い た 。 各 タ ン パ ク 質 の ス
ト ッ ク 溶 液 は 、 ア ン ビ ッ ク ／ 尿 素 緩 衝 液 中 、 150ピ コ モ ル ／ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 濃 度 （ 売
主 の 秤 量 に し た が っ て ） で 調 製 し た 。 続 い て 、 そ れ ら ス ト ッ ク 溶 液 の 一 定 体 積 を 、 図 ４ に
定 義 す る ２ の 異 な る 混 合 物 を 生 成 す る た め に 集 め た 。 一 旦 集 め た 後 、 各 混 合 物 を 種 々 の 体
積 の ア ン ビ ッ ク ／ 尿 素 で 希 釈 し 、 最 終 的 な 一 定 体 積 値 を 保 持 し た 。 各 混 合 物 は 、 DTTで 還
元 し 、 シ ス テ イ ン 残 基 を ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド で 誘 導 し 、 そ し て 、 各 混 合 物 を 、 そ れ ぞ れ 、
前 述 の よ う に 、 ３ ７ ℃ で 終 夜 消 化 し た 。 各 混 合 物 は 、 前 述 と 同 様 の LC-MS正 確 質 量 分 析 に
か け 、 そ し て 、 デ ー タ は 前 述 と 同 様 に 処 理 し た 。 開 裂 ミ ス が １ ま で の も の を 集 め る と 、 総
数 487の ペ プ チ ド が 、 前 記 14の タ ン パ ク 質 の 混 合 物 に お け る ト リ プ シ ン 消 化 か ら 理 論 的 に
可 能 で あ る と 計 算 さ れ た 。 混 合 物 Aの 正 確 質 量 分 析 は 、 総 数 125の ペ プ チ ド を 生 成 し 、 そ れ
は 、 そ の 理 論 的 デ ー タ ベ ー ス と 符 合 し た 。 シ ー ケ ン ス カ バ ー 範 囲 の 高 さ は 、 前 記 混 合 物 中
の タ ン パ ク 質 に お い て 67%程 度 で あ っ た 。 図 ９ Ａ ～ Ｆ に 、 そ れ ら 125の ペ プ チ ド の 正 確 質 量
お よ び 物 理 化 学 的 性 質 に つ い て の 、 測 定 値  対  計 算 値 情 報 を 示 す 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
［ 定 量 分 析 　 14の タ ン パ ク 質 の 混 合 物 ］
　 図 ５ に 、 混 合 物 B（ 太 線 ） お よ び A（ 影 付 ） 中 に お け る タ ン パ ク 質 の 相 対 存 在 量 の 、 測 定
値  対  理 論 値 の ヒ ス ト グ ラ ム フ ォ ー マ ッ ト を 示 す 。 図 ４ に 、 両 混 合 物 の 理 論 的 タ ン パ ク 組
成 を 示 す 。 タ ン パ ク 質 フ ェ チ ュ イ ン (Fetuin)は 、 混 合 物 Aお よ び Bの 両 方 で 同 じ 濃 度 で あ っ
た 。 フ ェ チ ュ イ ン に 関 連 す る ペ プ チ ド を 、 前 記 ２ の 混 合 物 の 定 量 的 比 較 を 標 準 化 す る た め
に 、 内 因 性 内 部 標 準 と し て 用 い た 。 全 て の 相 対 存 在 量 測 定 値 は 、 理 論 的 存 在 量 の 20％ の 範
囲 内 で あ っ た 。 こ の こ と は 、 こ の 方 法 に よ り 、 比 較 的 複 雑 な 混 合 物 中 に お け る タ ン パ ク 質
ま た は 他 の 化 学 種 の 相 対 存 在 量 変 化 を モ ニ タ リ ン グ す る 際 の 正 確 性 を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
［ 実 施 例 ３ 　 微 生 物 (Bacterial)プ ロ テ オ ー ム の 分 析 ］
［ 菌 株 (Bacterial Strains)お よ び 成 長 条 件 ］
　 大 腸 菌 (Escherichia coli)株 MC4100に お け る そ れ ぞ れ ２ の 1L培 養 物 を 、 0.2%の グ ル コ ー
ス を 補 充 し た M9最 小 培 地 (minimal medium)中 、 １ つ は 許 容 温 度 の 37℃ (MCLT)で 、 他 方 は 非
許 容 温 度 の 42℃ (MCHT)で 、 同 時 に 培 養 し た 。 細 胞 は 、 中 対 数 期 （ O.D. 450 nmで 決 定 し た
） ま で 成 長 さ せ 、 そ し て 、 500 mLチ ュ ー ブ 中 、 4℃ に お い て 、 1000× gで 30分 間 遠 心 分 離 す
る こ と に よ り 収 穫 し た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
［ 細 胞 溶 解 (Cell Lysis)お よ び 消 化 ］
　 細 胞 は 、 6M 尿 素 、 10 mM ト リ ス 、 1 mM DTTの pH 8.0混 合 物 を 用 い 、 23℃ で 20分 間 穏 や
か に 攪 拌 し て 溶 解 さ せ た 。 細 胞 の 残 骸 は 、 続 い て 、 4℃ に お い て 20,000× gで 20分 間 か け て
遠 心 分 離 沈 殿 さ せ 、 そ の 上 清 を ピ ペ ッ ト で 収 集 し た 。 そ の 、 タ ン パ ク 質 を 含 ん だ 上 清 を 、
Smithら の ビ シ ン コ ニ ン 酸 法 (bicinchoninic acid method)(Anal. Biochem. 150:74-85, 1
985)に よ り 、 全 タ ン パ ク 質 濃 度 に つ い て ア ッ セ イ し た 。 こ の デ ー タ は 、 前 記 上 清 を 、 全 タ
ン パ ク 質 量 が 各 々 2.9 mgで あ る 部 分 標 本 (aliquot)サ ン プ ル に 分 け る た め に 用 い た 。 各 サ
ン プ ル に 、 2.2 μ L の  30 mg/mL ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (Sigma)、 8 M 尿 素 お よ び 400 mM 炭
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酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム 、 pH 8.0中 を 、 HPLCイ ン デ ッ ク ス 値 の 計 算 を 容 易 に す る た め に 、 保 持
時 間 標 準 と し て 添 加 し た 。 ボ ル テ ッ ク ス で 混 合 し た 後 、 各 サ ン プ ル を 4℃ に 冷 や し 、 そ し
て 、 ク ロ ロ ホ ル ム ／ メ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ た 。 そ れ ら の ペ レ ッ ト を 、 8 M 尿 素 お よ び 400 
mM 炭 酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム 、 pH 8.0中 に 溶 解 さ せ 、 そ し て 、 還 元 （ ジ チ オ ト レ イ ト ー ル 、 S
igma） 、 ア ル キ ル 化 （ ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 、 Sigma） に か け 、 そ し て 、 200 μ Lに 希 釈 し た
。 前 記 サ ン プ ル は 、 20 μ gの ブ タ ト リ プ シ ン (Promega)を 加 え 、 37℃ で 終 夜 消 化 し た 。 こ
の サ ン プ ル は 、 続 い て 、 水 を 加 え 、 最 終 体 積 1000 μ Lま で 希 釈 し 、 消 化 タ ン パ ク 質 の 最 終
濃 度 ‾60 pmol/μ L、 お よ そ 1 pmol/μ L の  BSAを 含 む よ う に し た 。 そ れ ら サ ン プ ル は 、 プ
ロ ピ レ ン PCRチ ュ ー ブ 中 、 各 200 μ Lに 等 分 し (aliquoted)、 分 析 す る ま で 、 － 80℃ で 保 存
し た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 例 示 目 的 で 、 前 記 低 温 サ ン プ ル を 対 照 、 お よ び 前 記 高 温 サ ン プ ル を 実 験 用 と み な す 。 各
サ ン プ ル は 、 三 重 に 走 ら せ 、 結 果 と し て 得 ら れ た 一 意 的 マ ス リ ス ト (UML)を 、 前 述 の よ う
に し て １ の 複 合 UMLに 圧 縮 し た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 圧 縮 後 、 前 記 対 照 お よ び 実 験 用 サ ン プ ル に つ い て の 前 記 複 合 UMLは 、 13,722お よ び 15,24
2の 観 測 MH+イ オ ン を そ れ ぞ れ 含 ん で い た 。 そ れ ら ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 量 は 、 両 サ ン プ ル に
お い て 内 因 性 で あ っ た タ ン パ ク 質 FTS1お よ び REC-Cに 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 標 準
化 し 、 そ し て 、 実 験 条 件 に よ り 変 化 し て い な い と 決 定 し た 。 各 複 合 UMLは 、 正 確 質 量 お よ
び 物 理 化 学 的 性 質 に 基 づ き 、 掲 載 さ れ た 非 重 複 的 大 腸 菌 デ ー タ ベ ー ス と 符 合 さ せ た 。 こ の
非 重 複 的 大 腸 菌 デ ー タ ベ ー ス は 、 大 腸 菌 プ ロ テ オ ー ム に 含 ま れ る と 信 じ ら れ て い る 4234の
タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 約 190,000の ト リ プ シ ン 性 ペ プ チ ド （ １ の 開 裂 ミ ス は 許 容 ） を 含 む
。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 正 確 質 量 、 疎 水 性 お よ び 荷 電 状 態 の 符 合 基 準 の 適 用 後 、 大 腸 菌 プ ロ テ オ ー ム 中 の タ ン パ
ク 質 に 一 意 的 に 帰 属 で き る 総 数 12,542お よ び 13,987の ペ プ チ ド が 、 前 記 対 照 お よ び 実 験 用
サ ン プ ル 中 に そ れ ぞ れ 同 定 さ れ た 。 タ ン パ ク 質 を 的 確 に 同 定 す る た め に は 最 低 限 ２ の ペ プ
チ ド が 必 要 で あ る と い う こ と に 基 づ き 、 2,985の タ ン パ ク 質 （ プ ロ テ オ ー ム の 70.5%） を 、
前 記 対 照 サ ン プ ル 中 に 仮 試 験 的 に 同 定 し 、 そ し て 、 3,127の タ ン パ ク 質 （ プ ロ テ オ ー ム の 7
3.9%） を 、 前 記 実 験 用 サ ン プ ル 中 に 仮 試 験 的 に 同 定 し た 。 対 照  対  実 験 用 の 比 較 を 行 な っ
た 結 果 、 2,743の タ ン パ ク 質 が 両 条 件 に 共 通 で あ り 、 242が 対 照 に 一 意 的 で あ り 、 そ し て 、
384は 実 験 用 に 一 意 的 で あ っ た 。 両 サ ン プ ル に 共 通 で あ っ た 2,743の タ ン パ ク 質 の う ち 、 2,
249の タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ら の 相 対 存 在 量 に お い て 150%未 満 異 な る こ と が 観 測 さ れ 、 そ し
て 、 331の タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ら の 相 対 存 在 量 に お い て 150%を 越 え て 、 し か し 450%未 満 異
な る こ と が 観 測 さ れ た 。 両 混 合 物 に 共 通 で あ っ た 163の タ ン パ ク 質 の 全 て は 、 そ れ ら の 相
対 存 在 量 に お い て 450%を 越 え て 異 な る こ と が 観 測 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 本 研 究 に お い て 特 に 重 要 な こ と は 、 タ ン パ ク 質 GroELお よ び GroEsが 、 非 許 容 温 度 で 成 長
さ せ た 際 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 、 二 つ の 十 分 に キ ャ ラ ク タ ラ イ
ズ さ れ た 大 腸 菌 シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 で あ る 、 と い う 事 実 で あ る 。 こ れ ら タ ン パ ク 質 の 両
方 は 、 前 記 混 合 物 中 に お い て 同 定 さ れ 、 そ し て 、 そ れ ら の 同 定 は 、 続 い て の デ ー タ に 依 存
す る LC-MS-MS/MS分 析 に よ り 確 認 さ れ た 。 前 記 デ ー タ は 、 前 記 実 験 用 サ ン プ ル 対 前 記 対 照
サ ン プ ル で 、 GroELお よ び GroEsタ ン パ ク 質 の 存 在 量 が そ れ ぞ れ 3.0お よ び 6.1倍 増 加 し た こ
と を 示 し 、 そ れ は 予 期 さ れ た 変 化 と 一 致 し た 。 伸 長 因 子 タ ン パ ク 質 で あ る タ ン パ ク 質 TufA
は 、 従 来 は 、 温 度 に よ り 影 響 さ れ る こ と は 知 ら れ て い な か っ た 。 し か し な が ら 、 そ れ は 、
前 記 実 験 用 サ ン プ ル 中 に お い て 、 相 対 存 在 量 で 2.1倍 の 増 加 を 示 し た 。 TufAは 、 さ ら に 、
前 記 方 法 に よ り 生 成 さ せ る こ と の で き る デ ー タ の 質 の 例 と し て 働 く 。 8の ペ プ チ ド の 全 て
が 、 56%の シ ー ケ ン ス カ バ ー 範 囲 を 提 供 す る TufAペ プ チ ド で あ る と 同 定 さ れ た 。 そ れ ら 各
ペ プ チ ド の 相 対 存 在 量 は 、 発 現 に お い て 、 わ ず か 8%の 変 化 係 数 の み で 、 2.1倍 の 変 化 を 示
し た 。
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【 ０ ２ ６ ４ 】
［ ラ ッ ト に お け る 容 量 ／ 応 答 代 謝 研 究 ］
　 専 売 薬 物 候 補 (proprietary drug candidate)を 投 与 し た ２ 匹 の ラ ッ ト を 用 い て 研 究 を 行
な っ た 。 １ 匹 の ラ ッ ト は 「 低 い 」 用 量 の 前 記 薬 物 を 与 え 、 そ し て 、 第 ２ の ラ ッ ト は 、 「 高
い 」 用 量 の 同 じ 薬 物 を 与 え た 。 規 定 時 間 後 、 尿 サ ン プ ル を 両 方 の ラ ッ ト か ら 収 集 し た 。 尿
サ ン プ ル 調 製 は 、 正 確 質 量 の LC-MS分 析 に 先 立 ち 、 際 蒸 留 水 で ４ 倍 に 希 釈 す る こ と に よ り
行 な っ た 。 LC-MS分 析 条 件 は 、 前 述 の 通 り で あ る 。 低 用 量 お よ び 高 用 量 の 両 方 の サ ン プ ル
を 、 三 重 に 分 析 し た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 前 記 高 用 量 お よ び 低 用 量 の ラ ッ ト 尿 サ ン プ ル に つ い て の 複 合 一 意 的 マ ス リ ス ト は 、 2,67
4お よ び 2,827の 一 意 的 マ ス を 、 そ れ ぞ れ 含 ん で い た 。 そ れ ら 一 意 的 マ ス の う ち 1,164は 、
全 て 前 記 高 用 量 お よ び 低 用 量 サ ン プ ル に 共 通 で あ る こ と が 見 出 さ れ 、 そ し て 、 そ れ ら の 正
確 質 量 お よ び 保 持 時 間 特 性 に 基 づ き 符 合 さ せ る こ と が で き た 。 全 て の 成 分 の レ ベ ル は 、 前
述 の よ う に 、 内 因 性 内 部 標 準 と し て 的 確 で あ る と さ れ た 共 通 化 学 成 分 に 標 準 化 し た 。 前 記
高 用 量 お よ び 低 用 量 サ ン プ ル 間 で 符 合 し た 全 て の 化 学 成 分 の 相 対 存 在 量 を 、 定 量 的 に 比 較
し た 。 図 １ ０ に 、 そ れ ら 符 合 し た 代 謝 産 物 の う ち 、 相 対 存 在 量 に お い て ４ 倍 を 越 え る 変 化
を 示 し た 27の サ ブ セ ッ ト リ ス ト を 示 す 。 前 記 三 重 の 測 定 結 果 の 統 計 的 分 析 は 、 そ れ ら 定 量
的 測 定 が 0.005未 満 の p-ス コ ア を 有 し て い た こ と を 示 し た 。 そ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の 方
法 が 、 ２ の 複 雑 な 代 謝 サ ン プ ル 中 に お け る 化 学 成 分 の 相 対 存 在 量 を 定 量 す る 効 果 的 な 手 段
で あ る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 本 実 施 例 は 、 前 記 重 要 な 成 分 を 、 定 量 的 比 較 に 先 立 ち 定 性 的
に 同 定 す る こ と が 不 必 要 で あ る こ と を 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ６ ６ 】
【 図 １ Ａ 】 特 異 な タ ン パ ク 質 発 現 を イ オ ン マ ッ ピ ン グ に よ り 分 析 す る 方 法 の フ ロ ー チ ャ ー
ト を 示 す 。
【 図 １ Ｂ 】 特 異 な タ ン パ ク 質 発 現 を イ オ ン マ ッ ピ ン グ に よ り 分 析 す る 方 法 の フ ロ ー チ ャ ー
ト を 示 す 。
【 図 １ Ｃ 】 特 異 な タ ン パ ク 質 発 現 を イ オ ン マ ッ ピ ン グ に よ り 分 析 す る 方 法 の フ ロ ー チ ャ ー
ト を 示 す 。
【 図 １ Ｄ 】 特 異 な タ ン パ ク 質 発 現 を イ オ ン マ ッ ピ ン グ に よ り 分 析 す る 方 法 の フ ロ ー チ ャ ー
ト を 示 す 。
【 図 １ Ｅ 】 特 異 な タ ン パ ク 質 発 現 を イ オ ン マ ッ ピ ン グ に よ り 分 析 す る 方 法 の フ ロ ー チ ャ ー
ト を 示 す 。
【 図 １ Ｆ 】 特 異 な タ ン パ ク 質 発 現 を イ オ ン マ ッ ピ ン グ に よ り 分 析 す る 方 法 の フ ロ ー チ ャ ー
ト を 示 す 。
【 図 ２ 】 内 部 標 準 と し て 使 用 可 能 な ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)に お け る ト リ プ シ ン の フ ラ
グ メ ン ト を 採 集 す る た め の 、 逆 相 HPLCカ ラ ム に お け る 、 疎 水 性 対 保 持 時 間 を 示 す 。
【 図 ３ 】 ３ の 断 片 ペ プ チ ド イ オ ン に つ い て 、 イ オ ン 強 度 対 ス ペ ク ト ロ メ ー タ に 導 入 さ れ た
BSA量 の プ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ４ 】 ２ の 混 合 物 の 組 成 を 詳 述 す る 。
【 図 ５ 】 混 合 物 B/混 合 物 Aに つ い て の 、 存 在 量 の 、 測 定 値 対 理 論 値 の ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す
。
【 図 ６ Ａ 】 BSAの 一 意 的 マ ス リ ス ト を 示 す 。
【 図 ６ Ｂ 】 BSAの 一 意 的 マ ス リ ス ト を 示 す 。
【 図 ６ Ｃ 】 BSAの 一 意 的 マ ス リ ス ト を 示 す 。
【 図 ７ Ａ 】 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン に つ い て 掲 載 し た タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス を 示 す 。
【 図 ７ Ｂ 】 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン に つ い て 掲 載 し た タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス を 示 す 。
【 図 ７ Ｃ 】 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン に つ い て 掲 載 し た タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス を 示 す 。
【 図 ７ Ｄ 】 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン に つ い て 掲 載 し た タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス を 示 す 。
【 図 ８ Ａ 】 BSAタ ン パ ク 質 消 化 物 に つ い て 、 測 定 お よ び 計 算 に よ る 符 号 の 結 果 を 示 す 。
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【 図 ８ Ｂ 】 BSAタ ン パ ク 質 消 化 物 に つ い て 、 測 定 お よ び 計 算 に よ る 符 号 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ９ Ａ 】 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。
【 図 ９ Ｂ 】 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。
【 図 ９ Ｃ 】 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。
【 図 ９ Ｄ 】 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。
【 図 ９ Ｅ 】 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。
【 図 ９ Ｆ 】 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。
【 図 ９ Ｇ 】 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。
【 図 ９ Ｈ 】 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。
【 図 ９ Ｉ 】 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。
【 図 ９ Ｊ 】 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。
【 図 ９ Ｋ 】 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。
【 図 ９ Ｌ 】 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。
【 図 ９ Ｍ 】 タ ン パ ク 質 の 定 性 的 符 号 に つ い て 詳 述 す る 。
【 図 １ ０ 】 ラ ッ ト の 尿 代 謝 の 比 較 研 究 を 示 す 。
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【 図 １ Ｃ 】 【 図 １ Ｄ 】

【 図 １ Ｅ 】 【 図 １ Ｆ 】
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【 図 ２ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ Ａ 】
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【 図 ６ Ｂ 】 【 図 ６ Ｃ 】

【 図 ７ Ａ 】 【 図 ７ Ｂ 】
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【 図 ７ Ｃ 】 【 図 ７ Ｄ 】

【 図 ８ Ａ 】 【 図 ８ Ｂ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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数据的物理化学特性。识别并优选识别两种不同样品中的相同分子的能
力可用于确定特定生物分子是否在实验样品中相对于对照样品表达不
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