
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】生体分子の複合混合物中のある生体分子の定量

方法を提供する。

【解決手段】少なくとも１つの識別できる成分を含む、

少なくとも２つの画分を与える、生体分子の混合物の分

画を含むの画分は、次に組合せ連続希釈に付される。続

いて生体分子は、感度閾値及び同一性情報を与える方法

により、画分中で検出及び同定される。生体分子の量は

、それぞれの希釈係数を考慮して各希釈レベルで各画分

中の生体分子の同定の数を集約することにより測定する

。正規化を目的として、この合計は、全ての希釈レベル

での全ての画分中の全ての生体分子の同定の総数で割る

ことができる。

【選択図】　　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 中 の あ る 生 体 分 子 の 定 量 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ． そ れ ぞ れ 少 な く と も １ つ の 識 別 で き る 成 分 を 含 む 、 生 体 分 子 の 混 合 物 の 分 画 の 少 な
く と も ２ つ の 画 分 を 用 意 す る こ と 、
　 ｂ ． 画 分 を 組 合 せ 連 続 希 釈 に 付 す こ と 、
　 ｃ ． 各 原 画 分 及 び 各 希 釈 画 分 中 の 生 体 分 子 を 、 感 度 閾 値 及 び 同 一 性 情 報 を 提 供 す る 方 法
に よ り 、 検 出 及 び 同 定 す る こ と 、 並 び に
　 ｄ ． そ れ ぞ れ の 希 釈 係 数 を 考 慮 し て 各 希 釈 レ ベ ル で 各 画 分 中 の 生 体 分 子 の 同 定 の 数 を 集
約 す る こ と に よ り 、 複 合 混 合 物 中 の 生 体 分 子 を 定 量 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ｄ ） の 合 計 を 、 全 て の 希 釈 レ ベ ル で の 全 て の 画 分 中 の 全 て の 生 体 分 子 の 同 定 の 総 数 で 割
る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ａ ） の 画 分 の 数 が 、 生 体 分 子 の 混 合 物 の 複 雑 さ に 依 存 す る 、 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ 】
　 ａ ） の 画 分 の 数 が 、 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 中 の 異 な る 生 体 分 子 の 濃 度 に 依 存 す る 、 請 求
項 １ ～ ２ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ａ ） の 画 分 の 数 が 、 ｃ ） の 検 出 及 び 同 定 方 法 に 依 存 す る 、 請 求 項 １ ～ ２ の い ず れ か １ 項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ｂ ） の 希 釈 レ ベ ル の 数 が 、 画 分 中 の 生 体 分 子 の 出 発 濃 度 に 依 存 す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い
ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ｂ ） の 希 釈 レ ベ ル の 数 が 、 分 画 後 の 画 分 の 数 に 依 存 す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ｂ ） の 希 釈 レ ベ ル の 数 が 、 検 出 及 び 同 定 方 法 の 検 出 限 界 に 依 存 す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い
ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 生 体 分 子 が 、 （ ｎ － １ ） 個 以 下 の 画 分 に 存 在 す る （ こ こ で 、 ｎ は 、 画 分 の 総 数 で あ り 、
か つ ｎ は 、 ２ 以 上 で あ る ） 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 生 体 分 子 が 、 ２ つ の 画 分 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 生 体 分 子 が 、 １ つ の 画 分 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ｃ ） の 検 出 及 び 同 定 方 法 が 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １
項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ｃ ） の 検 出 及 び 同 定 方 法 が 、 更 に 質 量 分 析 を 含 む 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ｃ ） の 検 出 及 び 同 定 方 法 が 、 免 疫 検 定 法 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ｃ ） の 検 出 及 び 同 定 方 法 が 、 質 量 分 析 と 組 合 せ た ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 、 請 求
項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 ｃ ） の 検 出 及 び 同 定 方 法 が 、 特 異 的 に 標 識 し た 分 子 的 実 体 に よ る 電 気 泳 動 を 含 む 、 請 求
項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ａ ） の 画 分 が 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 画 法 、 超 遠 心 分 離 法 、 タ ン パ ク 質 沈 降 法 、 又 は 免
疫 沈 降 法 に よ り 分 離 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ６ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 生 体 分 子 が 、 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 生 体 分 子 が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 生 体 分 子 が 、 炭 水 化 物 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 生 体 分 子 が 、 脂 質 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 生 体 分 子 が 、 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 生 体 分 子 が 、 リ ポ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 中 の あ る 生 体 分 子 の 定 量 方 法 で あ っ て 、 画 分 へ の 複 合
混 合 物 の 分 画 と 、 こ れ に 続 く 画 分 の 組 合 せ 連 続 希 釈 、 並 び に 明 確 な 感 度 閾 値 及 び 同 定 能 力
を 持 つ 方 法 に よ る 各 原 画 分 及 び 各 希 釈 画 分 中 の 生 体 分 子 の 検 出 を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 生 体 分 子 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 ） の 現 行 の 検 出 方 法 は 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 と 、 こ れ に
続 く 染 色 ゲ ル の 容 量 分 析 で あ る 。 し か し 、 分 析 さ れ る 生 体 分 子 の 量 を 測 定 す る こ と は 、 特
に 異 な る 試 料 中 の そ の 量 を 比 較 し よ う と す る と 困 難 で あ る 。 生 体 分 子 濃 度 に お け る 試 料 間
変 動 を 明 ら か に す る に は 、 ゲ ル を 並 行 し て 処 理 し 、 か つ ゲ ル 間 の マ ッ チ ン グ を 行 わ な け れ
ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 中 の 生 体 分 子 の 定 量 の た め の 簡 易 な 方 法 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 中 の あ る 生 体 分 子 の 定 量 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ． そ れ ぞ れ 少 な く と も １ つ の 識 別 で き る 生 体 分 子 成 分 を 含 む 、 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物
の 分 画 か ら 生 じ る 少 な く と も ２ つ の 画 分 を 用 意 す る こ と 、
　 ｂ ． 画 分 を 組 合 せ 連 続 希 釈 工 程 に 付 す こ と 、
　 ｃ ． 各 原 画 分 及 び 各 希 釈 画 分 中 の 生 体 分 子 を 、 安 定 か つ 充 分 に 明 確 な 感 度 閾 値 及 び 同 一
性 情 報 を 持 つ 方 法 に よ り 、 検 出 及 び 同 定 す る こ と 、 並 び に
　 ｄ ． そ れ ぞ れ の 希 釈 係 数 を 考 慮 し て 各 希 釈 レ ベ ル で 各 画 分 中 の 生 体 分 子 の 同 定 の 数 を 集
約 す る こ と に よ り 、 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 中 の 生 体 分 子 を 定 量 す る こ と
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 正 規 化 を 目 的 と し て 、 ｄ ） の 合 計 は 、 全 て の 希 釈 レ ベ ル （ 原 画 分 及 び 希 釈 画 分 の 希 釈 レ
ベ ル ） で の 全 て の 画 分 中 の 全 て の 生 体 分 子 の 同 定 の 総 数 で 割 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 生 体 分 子 の 定 量 の た め の 本 発 明 の 方 法 は 、 １ つ の ソ ー ス か ら の 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 中
の １ つ 以 上 の 生 体 分 子 の 、 他 の ソ ー ス か ら の 複 合 混 合 物 中 の そ れ ぞ れ の 生 体 分 子 に 比 較 し
た 相 対 的 定 量 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 は 、 細 胞 、 細 胞 培 養 上 清 、 生 物 学 的 流 体 （ 血 清 、 血 漿 、 尿 、 気 管
支 洗 浄 液 、 喀 痰 、 生 検 材 料 （ 脳 脊 髄 液 な ど ） ） を 含 む 生 物 学 的 ソ ー ス を 含 む 、 任 意 の ソ ー
ス に 由 来 し て よ い 。 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る 生 体 分 子 を 含 む 。
本 発 明 に お け る 生 体 分 子 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 糖 タ ン
パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 あ る い は 他 の 修 飾 型 又 は こ れ ら の 代 謝 物 を 含 む 、 任 意 の 生 体 分 子
で あ っ て よ い 。 検 出 及 び 同 定 方 法 は 、 単 一 型 の 生 体 分 子 に 限 定 さ れ て い て も よ い し 、 あ る
い は 一 度 に 幾 つ か の 分 類 の 生 体 分 子 を 検 出 及 び 分 析 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 分 画 方 法 は 、 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 を 識 別 で き る 画 分
に 効 率 的 に 分 離 す る も の で あ る 。 好 ま し く は 、 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 は 、 各 異 な る 生 体 分
子 が （ ｎ － １ ） 個 以 下 だ け の 画 分 に 存 在 す る （ こ こ で 、 ｎ は 、 画 分 の 総 数 で あ り 、 か つ ｎ
は 、 ２ 以 上 で あ る ） 、 識 別 で き る 画 分 に 分 画 さ れ る 。 好 ま し く は 、 異 な る 生 体 分 子 は 、 ２
つ の 異 な る 画 分 に 、 更 に 好 ま し く は １ つ の 画 分 に 存 在 す る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す
る こ と が で き る 分 画 方 法 は 、 標 的 と す る 型 の 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 の 分 離 に 適 し た 任 意 の
方 法 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 分 画 方 法 は
、 吸 着 、 重 力 若 し く は 沈 降 速 度 に 基 づ く 分 画 、 電 気 泳 動 分 画 又 は こ れ ら の 方 法 論 の 組 合 せ
を 含 む 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 的 分 子 と し て タ ン パ ク 質 の 場 合 に は 、 こ
の 群 は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 画 法 、 超 遠 心 分 離 法 、 タ ン パ ク 質 沈 降 法 、 親 和 性 精 製 法 、
又 は 免 疫 沈 降 法 を 非 限 定 的 に 含 む 。 標 的 分 子 と し て ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 消 化 物
か ら 得 ら れ る ） の 場 合 に は 、 こ の 群 は 、 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） を 非 限
定 的 に 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 画 分 は 次 に 、 組 合 せ 連 続 希 釈 に 付 さ れ る 。 組 合 せ 連 続 希 釈 に は 、 そ こ か ら 始 め る た め の
少 な く と も ２ つ の 画 分 が 必 要 で あ る 。 好 ま し く は 、 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 は 、 続 い て の 検
出 工 程 に お い て 充 分 な 数 の 異 な る 標 的 生 体 分 子 の 検 出 及 び 同 定 が 可 能 と な る の に 必 要 な 数
の 画 分 に 分 画 さ れ る 。 好 ま し く は 、 原 画 分 の 数 は 素 数 で は な く 、 更 に 好 ま し く は 、 原 画 分
の 数 は 偶 数 で あ り 、 そ し て 好 ま し く は 、 各 最 初 の 画 分 は 、 少 な く と も １ つ の 識 別 で き る 成
分 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 組 合 せ 連 続 希 釈 を 始 め る た め の 画 分 の 数 は 、 生 体 分 子 の 混 合 物 の 複 雑 さ 、 生 体 分 子 の 複
合 混 合 物 中 の 個 々 の 生 体 分 子 の 濃 度 、 分 離 方 法 の 効 率 、 並 び に 分 画 及 び 組 合 せ 連 続 希 釈 後
に 使 用 さ れ る 検 出 及 び 同 定 方 法 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 組 合 せ 連 続 希 釈 に は 、 少 な く と も １ つ の 異 な る 生 体 分 子 を 含 む 、 少 な く と も ２ つ の 異 な
る 画 分 が 組 合 せ ら れ る 。 好 ま し く は 、 ２ つ の 画 分 が 組 合 せ ら れ る 。 こ れ は 、 各 画 分 中 の 生
体 分 子 の 濃 度 と 各 画 分 の 容 量 と の ド ッ ト 積 を 全 て を 組 合 せ た 画 分 の 総 容 量 で 割 っ た 商 に よ
っ て 、 プ ー ル し た 画 分 中 の 生 体 分 子 の 濃 度 を 変 化 さ せ る 。 一 般 に 、 こ れ は 、 希 釈 画 分 中 の
ど の 生 体 分 子 成 分 で も 、 原 画 分 中 の そ れ ぞ れ の 生 体 分 子 の 最 大 濃 度 に 比 較 し て 、 そ の 濃 度
を 低 下 さ せ る 。 以 下 の 希 釈 工 程 に お い て 、 個 々 の タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 、 次 の 検 出 及 び 同 定
方 法 の 感 度 閾 値 を 下 ま わ る ま で 低 下 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 希 釈 工 程 の 数 は 、 原 画 分 中 の 生 体 分 子 の 出 発 濃 度 、 分 画 後 の 原 画 分 の 数 、 並 び に 検 出 及
び 同 定 方 法 の 検 出 限 界 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 更 に 、 検 出 及 び 同 定 方 法 を 含 む 。 こ の 検 出 方 法 は 、 明 確 な 感 度 閾 値 を 特
徴 と し 、 ま た 検 出 生 体 分 子 に 関 す る 同 一 性 情 報 を 提 供 す る 必 要 が あ る 。 そ れ に よ っ て 、 特
異 的 な 生 体 分 子 の 存 在 又 は 非 存 在 を 、 原 画 分 又 は 希 釈 画 分 に お い て 決 定 す る こ と が で き る
。 本 発 明 の 検 出 及 び 同 定 方 法 は 、 生 体 分 子 の 化 学 組 成 、 構 造 、 又 は 配 列 、 並 び に そ れ か ら
生 じ る 物 理 化 学 的 又 は 酵 素 的 性 質 に 依 存 す る こ と が あ る 。 こ れ ら は 、 特 異 的 プ ロ ー ブ と の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 特 異 的 抗 体 又 は レ ク チ ン と の 反 応 、 特 異 的 分 子 プ ロ ー ブ と の 酵
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素 又 は 化 学 反 応 、 等 電 点 、 分 子 量 、 生 体 分 子 の 酵 素 消 化 に よ り 生 じ る 断 片 の 分 子 質 量 、 Ｎ
Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル あ る い は こ れ ら の 組 合 せ を 含 む 。 タ ン パ ク 質 定 量 の 例 で は 、 本 発 明 の 検 出
及 び 同 定 方 法 は 、 一 次 元 若 し く は 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 と 質 量 分 析 と の 組 合 せ 、 免 疫 検 定 法
（ 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ） 、 質 量 分 析 と 組 合 せ た ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｇ Ｓ ／
Ｍ Ｓ ） 又 は 特 異 標 識 し た 分 子 的 実 体 （ 例 え ば 、 蛍 光 、 化 合 物 （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン ） 、 又 は
放 射 活 性 タ グ ） に よ る 電 気 泳 動 よ り な る 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 生 体 分 子 の 定 量 法 を 導 く た め に 、 各 希 釈 工 程 の そ れ ぞ れ の 希 釈 係 数 が 考 慮 さ れ る 、 各 希
釈 工 程 の 画 分 の 同 定 又 は 特 定 の 指 紋 （ ペ プ チ ド 質 量 指 紋 ） が 計 算 さ れ る 。 得 ら れ る 生 体 分
子 の 同 定 の 数 は 、 全 て の 希 釈 レ ベ ル に つ い て 集 約 さ れ る 。 正 規 化 を 目 的 と し て 、 こ の 合 計
は 、 全 て の 画 分 （ 原 画 分 及 び 希 釈 画 分 ） 中 の 全 て の 生 体 分 子 の 同 定 の 総 数 で 割 る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ６ 】
［ 式 中 、 Ｎ i は 、 希 釈 レ ベ ル ｉ で の 個 々 の 生 体 分 子 の 同 定 の 数 Ｎ で あ り 、 ｄ i は 、 そ れ ぞ れ
の 希 釈 レ ベ ル ｉ の 希 釈 係 数 ｄ で あ り 、 そ し て Ｎ t o t a l は 、 全 て の 希 釈 レ ベ ル の 全 て の 画 分
中 の 全 て の 生 体 分 子 の 同 定 の 総 数 Ｎ で あ る ］ 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 方 法 は 、 種 々 の 生 体 分 子 の 性 質 と は 独 立 で あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド
又 は 炭 水 化 物 と 同 様 に 処 理 す る こ と が で き る 。 本 方 法 の 更 に 別 の 利 点 は 、 生 体 分 子 定 量 を
目 的 と す る 更 な る 努 力 を 必 要 と す る こ と な く 、 定 量 法 を 簡 単 に 生 体 分 子 の 同 定 と 組 合 せ る
こ と で あ る 。 更 に 、 １ つ の ソ ー ス 由 来 の 生 体 分 子 の 量 を 、 別 の ソ ー ス の も の と 比 較 し よ う
と す る な ら ば 、 生 体 分 子 の 混 合 物 を 相 互 に 別 々 に 処 理 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ れ ま で 本 発 明 を 一 般 的 に 記 述 し て き た が 、 同 発 明 は 、 以 下 の 図 面 と 一 緒 に 、 説 明 だ け
を 目 的 と し て 本 明 細 書 に 含 ま れ る も の で あ り 、 か つ 特 に 断 り な い 限 り 限 定 す る と い う 意 図
の な い 、 特 定 の 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ り 更 に よ く 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 １ は 、 本 発 明 の 方 法 を 図 解 す る ： 第 １ の 工 程 に お い て 、 複 合 混 合 物 を 異 な る 画 分 に 分
画 す る 。 こ れ ら の 画 分 は 、 次 に 組 合 せ 連 続 希 釈 に 付 す 。 第 ２ の 工 程 に お い て 、 生 体 分 子 は
、 例 え ば 、 試 料 プ ー ル で の 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 と 、 こ れ に 続 く 質 量 分 析 で の 同 定 に よ り 検
出 す る 。 （ Ａ Ｕ ： 吸 収 単 位 ； ８ ～ ２ ３ ： 画 分 ）
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 図 ２ は 、 生 体 分 子 の 相 対 量 の 計 算 を 示 す 。 ｑ ： 生 体 分 子 の 相 対 量 ； Ｎ i ： 希 釈 レ ベ ル ｉ
の 個 々 の 生 体 分 子 の 同 定 の 数 Ｎ ； ｄ i ： そ れ ぞ れ の 希 釈 レ ベ ル ｉ の 希 釈 係 数 ｄ ； Ｎ t o t a l ：
全 て の 希 釈 レ ベ ル の 全 て の 画 分 中 の 全 て の 生 体 分 子 の 同 定 の 総 数 Ｎ 。 （ ス キ ー ム ： Ｎ １ ：
非 希 釈 、 Ｎ ２ ： ２ 倍 希 釈 、 Ｎ ３ ： ４ 倍 希 釈 、 Ｎ ４ ： ８ 倍 希 釈 ）
【 ０ ０ ２ １ 】
　 図 ３ は 、 レ ベ ル １ （ 希 釈 な し ） 、 レ ベ ル ２ （ ２ 倍 希 釈 ） 、 レ ベ ル ３ （ ４ 倍 希 釈 ） 、 及 び
レ ベ ル ４ （ ８ 倍 希 釈 ） か ら の 二 次 元 電 気 泳 動 ゲ ル に お け る タ ン パ ク 質 、 グ リ コ ー ゲ ン ホ ス
ホ リ ラ ー ゼ （ ａ ） 、 ビ メ ン チ ン （ ｂ ） 及 び 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク １ ０ ５ （ ｃ ） に 関 す る 同 定
の 数 を 示 す 。 値 は 、 三 重 測 定 で 行 わ れ た 実 験 か ら 合 計 し た 。 （ 対 照 ： ５ mMグ ル コ ー ス ； 高
グ ル コ ー ス ： １ ０ mM）
【 ０ ０ ２ ２ 】

10

20

30

40

50

(5) JP 2005-189241 A 2005.7.14



実 施 例
　 実 施 例 に お い て 参 照 さ れ る 市 販 の 試 薬 は 、 特 に 断 り な い 限 り 製 造 業 者 の 指 示 書 に し た が
い 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
実 施 例 １ ：
細 胞 培 養
　 Ｉ Ｎ Ｓ － １ 細 胞 （ Asfari, Janjicら  1992） は 、 １ ０ ％ 　 Ｆ Ｃ Ｓ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン （ I
nvitrogen） 、 熱 不 活 化 ） 、 １ ０ mMヘ ペ ス 溶 液 （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） 、 １ mMピ ル ビ ン 酸 Ｎ
ａ （ シ グ マ （ Sigma） ） ； ５ ０ μ Mベ ー タ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ シ グ マ ） 、 １ ％ ペ ニ シ
リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶 液 （ シ グ マ ） 、 及 び 低 濃 度 （ ５ mM） 又 は 高 濃 度 （ １ ０ mM） の
グ ル コ ー ス （ シ グ マ ） を 補 足 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） で 培 養 し た
。 細 胞 は 大 体 、 低 グ ル コ ー ス 濃 度 で 培 養 し た 。 予 備 培 養 の た め に 、 細 胞 を 分 割 し 、 次 に 低
グ ル コ ー ス 培 地 で 細 胞 が コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 培 地 を 低
グ ル コ ー ス 又 は 高 グ ル コ ー ス 培 地 に 替 え て 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を ４ 日 間 続 け た 。 回 収 の
た め に 、 細 胞 を 最 初 に ハ ン ク ス 平 衡 塩 溶 液 （ Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） で １ 回 洗 浄 し
、 次 に 細 胞 が 丸 み を 帯 び 、 瓶 表 面 か ら 離 れ る ま で ト リ プ シ ン ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 溶 液 で １ ～ ２ 分 間
覆 っ た 。 ト リ プ シ ン ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 溶 液 を 廃 棄 し て 、 細 胞 を ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 溶 液 （ シ
グ マ ） に 懸 濁 し 、 遠 心 分 離 管 に 移 し て 、 １ ２ ０ ０ × ｇ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 こ の 後 、 再
度 同 じ 遠 心 分 離 機 パ ラ メ ー タ ー を 用 い て 、 細 胞 を Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ 中 で ３ 回 洗 浄 し た 。 上 清 を 吸 引
し て 、 廃 棄 し 、 そ し て サ イ ト ゾ ル の 調 製 に 使 用 す る ま で ペ レ ッ ト を － ８ ０ ℃ で 凍 結 貯 蔵 し
た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
サ イ ト ゾ ル の 調 製
　 全 て の 溶 液 （ Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ を 除 く ） を ４ ℃ に 冷 却 し 、 全 て の 工 程 は 、 冷 却 環 境 （ 氷 浴 ） 中 で
行 っ た 。 約 １ ０ 8 個 の 細 胞 を 細 胞 均 質 化 培 地 （ Ｃ Ｈ Ｍ ； １ ５ ０ mM　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 １ ０ mM　 Ｋ
Ｃ ｌ 、 １ ０ mMト リ ス 、 ０ ． ２ ５ Ｍ グ ル コ ー ス 、 １ mM　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） に 再 懸 濁 し
て 、 氷 上 に ２ 分 間 放 置 し た 。 こ の 細 胞 懸 濁 液 を ポ ッ タ ー ・ エ ル ヴ ェ ー ジ ェ ム (Potter-Elve
hjem)ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ー に 移 し た 。 ポ ッ タ ー ・ エ ル ヴ ェ ー ジ ェ ム ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ー の 冷 ペ
ッ ス ル を オ ー バ ー ヘ ッ ド 高 ト ル ク 電 動 機 に 取 り 付 け 、 細 胞 を １ ０ ０ ０ rpmで １ ０ ス ト ロ ー
ク を 用 い て ホ モ ジ ェ ナ イ ズ し た 。 均 質 化 の 効 率 （ ＞ ９ ０ ％ の 破 壊 細 胞 ） は 、 位 相 差 顕 微 鏡
に よ り 確 認 し た 。 細 胞 破 砕 物 及 び 核 は 、 １ ０ ０ ０ × ｇ で ５ 分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 除
去 し た 。 ミ ト コ ン ド リ ア は 、 ５ ０ ０ ０ × ｇ で の 遠 心 分 離 に よ り 分 離 し た 。 濃 縮 サ イ ト ゾ ル
画 分 は 、 最 後 に ２ ０ ０ ０ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 清 浄 な 管 に 移 す こ と に よ り 回 収 し
た 。 調 製 物 中 の 最 終 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 ２ ． ５ ～ ５ ． ０ mg/mlで あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 画
　 全 て の 分 画 工 程 は 、 Ａ Ｋ Ｔ Ａ エ ク ス プ ロ ー ラ ー １ ０ （ AKTAexplorer 10） ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー シ ス テ ム （ ア マ シ ャ ム （ Amersham） ） を 用 い て 室 温 で 行 っ た 。 サ イ ト ゾ ル 調 製 物 （
１ ０ mgの 総 タ ン パ ク 質 ） を ０ ． ４ ５ μ mミ レ ッ ク ス － Ｈ Ｖ （ Milex-HV） シ リ ン ジ 駆 動 フ ィ
ル タ ー ユ ニ ッ ト に 通 し て 、 脱 塩 カ ラ ム （ 直 列 に 連 結 さ れ た ３ 個 の ５ mlハ イ ト ラ ッ プ （ HiTr
ap） 脱 塩 カ ラ ム 、 ア マ シ ャ ム ） に 載 せ た 。 タ ン パ ク 質 は 、 緩 衝 液 Ａ （ ２ ５ mM　 Ｎ ａ Ｈ Ｐ Ｏ

4
- 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ ； １ mM　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ； ０ ． ５ mMジ チ オ エ リ ト リ ト ー ル ； １ × コ ン プ リ ー ト Ｅ

Ｄ Ｔ Ａ － フ リ ー （ Complete EDTA-free） （ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス （ Roche Diagno
stics） 製 の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル 錠 ； ｐ Ｈ は ７ ． ５ に 調 整 ） を 用 い て 、 １
． ５ ml/分 の 流 量 を 用 い て 溶 出 し た 。 タ ン パ ク 質 は 、 Ｕ Ｖ 吸 収 （ ２ ８ ０ nm） の 上 昇 と 導 電
率 の 最 低 値 を タ ン パ ク 質 画 分 の 境 界 と し て 利 用 し て 、 ２ ０ ml注 入 ル ー プ に 回 収 し た 。 次 に
タ ン パ ク 質 は 、 Ｔ Ｓ Ｋ 　 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － ５ Ｐ Ｗ 　 ７ ． ５ cm× ７ ． ５ mmカ ラ ム （ ト ー ソ ー ・ バ イ
オ セ ッ プ （ TOSOH BIOSEP） ） を １ ml/分 の 流 量 で 用 い る ア ニ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に よ り 分 離 し た 。 緩 衝 液 Ａ は 、 結 合 緩 衝 液 と し て 使 用 し 、 緩 衝 液 Ｂ （ ２ ５ mM　 Ｎ ａ Ｈ Ｐ Ｏ

4 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ； １ mM　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ； ０ ． ５ mMジ チ オ エ リ ト リ ト ー ル ； １ × コ ン プ リ ー ト Ｅ
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Ｄ Ｔ Ａ － フ リ ー （ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス 製 の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル
錠 ； １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ は ７ ． ５ に 調 整 ） は 、 溶 離 緩 衝 液 と し て 使 用 し た 。 試 料 を カ ラ
ム に 載 せ て 、 非 結 合 物 質 を ７ カ ラ ム 容 量 （ Ｃ Ｖ ） の 緩 衝 液 Ａ で 洗 い 流 し た 。 次 に 結 合 タ ン
パ ク 質 を ３ セ グ メ ン ト の 勾 配 （ 第 １ セ グ メ ン ト ： ３ Ｃ Ｖ 中 に ０ ～ １ １ ％ 緩 衝 液 Ｂ ； 第 ２ セ
グ メ ン ト ： １ ０ Ｃ Ｖ 中 に １ １ ～ ３ ０ ％ 緩 衝 液 Ｂ ； １ ． ５ Ｃ Ｖ 中 に ３ ０ ～ ５ ０ ％ 緩 衝 液 Ｂ ）
に よ り 溶 出 し た 。 最 後 に 、 カ ラ ム を ５ Ｃ Ｖ の ５ ０ ％ 緩 衝 液 Ｂ で 洗 浄 し た 。 １ mlの 画 分 を 回
収 し 、 合 わ せ て ８ 個 の プ ー ル と 流 出 液 を 生 成 し た 。 導 電 率 境 界 は 以 下 と し た ： Ｆ Ｔ ： 導 電
率 の 上 昇 ま で の Ｕ Ｖ ２ ８ ０ 上 昇 ； １ （ 導 電 率 上 昇 開 始 ～ １ ２ mS） ； ２ （ １ ２ ～ １ ５ mS） ；
３ （ １ ５ ～ １ ８ mS） ； ４ （ １ ８ ～ ２ １ mS） ； ５ （ ２ １ ～ ２ ４ mS） ； ６ （ ２ ４ ～ ２ ７ mS） ；
７ （ ２ ７ ～ ３ ０ mS） ； ８ （ ３ ０ ～ ４ ０ mS） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
二 次 元 電 気 泳 動
　 画 分 を 濃 縮 し て 、 Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ ２ ０ 　 Ｒ １ 材 料 （ パ ー セ プ テ ィ ブ ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ （ Pe
rSeptive Biosystems） ） １ ０ ０ mgで 充 填 し た 自 動 充 填 シ リ ン ジ 駆 動 ミ ニ カ ラ ム （ Ｍ ｏ Ｂ
ｉ Ｔ ｅ ｃ 　 Ｍ １ ０ ０ ２ ） を 用 い る 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 脱 塩 し た 。 カ ラ ム を ０ ．
１ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ Ｔ Ｆ Ａ ） １ ０ ml及 び ７ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル ／ ０ ． １ ％ Ｔ Ｆ Ａ で 洗
浄 し た 。 試 料 を 装 填 後 、 カ ラ ム を ０ ． １ ％ Ｔ Ｆ Ａ 　 １ ０ mlで 洗 浄 し て 、 ７ ０ ％ ア セ ト ニ ト
リ ル ／ ０ ． １ ％ Ｔ Ｆ Ａ 　 ２ mlで 溶 出 し た 。 次 に 溶 出 液 を ス ピ ー ド ヴ ァ ク （ SpeedVac） エ バ
ポ レ ー タ ー 中 で 乾 燥 し て 、 Ｉ Ｅ Ｆ 試 料 緩 衝 液 （ ７ Ｍ 尿 素 、 ２ Ｍ チ オ 尿 素 、 ５ ０ mMト リ ス 、
ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ２ ％ （ w/v） Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ 、 ０ ． ４ ％ （ w/v） ジ チ オ エ リ ト リ ト ー ル 、 ０ ． ５ ％
（ w/v） 両 性 電 解 質 ） に と っ た 。 タ ン パ ク 質 ０ ． ５ mgを 含 む ア リ コ ー ト を 各 画 分 か ら と っ
て お き 、 試 料 １ ～ ８ と し て 標 識 し た 。 画 分 の 残 り か ら 以 下 の 試 料 を 調 製 し た ： 試 料 ９ ： ０
． ２ ５ mg画 分 １ ＋ ０ ． ２ ５ mg画 分 ２ ； 試 料 １ ０ ： ０ ． ２ ５ mg画 分 ３ ＋ ０ ． ２ ５ mg画 分 ４ ；
試 料 １ １ ： ０ ． ２ ５ mg画 分 ５ ＋ ０ ． ２ ５ mg画 分 ６ ； 試 料 １ ２ ： ０ ． ２ ５ mg画 分 ７ ＋ ０ ． ２
５ mg画 分 ８ ； 試 料 １ ３ ： ０ ． １ ２ ５ mg画 分 １ ＋ ０ ． １ ２ ５ mg画 分 ２ ＋ ０ ． １ ２ ５ mg画 分 ３
＋ ０ ． １ ２ ５ mg画 分 ４ ； 試 料 １ ４ ： ０ ． １ ２ ５ mg画 分 ５ ＋ ０ ． １ ２ ５ mg画 分 ６ ＋ ０ ． １ ２
５ mg画 分 ７ ＋ ０ ． １ ２ ５ mg画 分 ８ ； 試 料 １ ５ ： ０ ． ０ ６ ２ ５ mg画 分 １ ＋ ０ ． ０ ６ ２ ５ mg画
分 ２ ＋ ０ ． ０ ６ ２ ５ mg画 分 ３ ＋ ０ ． ０ ６ ２ ５ mg画 分 ４ ＋ ０ ． ０ ６ ２ ５ mg画 分 ５ ＋ ０ ． ０ ６
２ ５ mg画 分 ６ ＋ ０ ． ０ ６ ２ ５ mg画 分 ７ ＋ ０ ． ０ ６ ２ ５ mg画 分 ８ 。 よ っ て 試 料 １ ～ ８ は 、 タ
ン パ ク 質 画 分 ０ ． ５ mgを 含 み 、 試 料 ９ ～ １ ２ は 、 そ れ ぞ れ こ れ ら の 試 料 の ２ 倍 希 釈 に 相 当
し 、 試 料 １ ３ 及 び １ ４ は 、 ４ 倍 希 釈 に 、 そ し て 試 料 １ ５ は 、 こ れ ら 原 画 分 の ８ 倍 希 釈 に 相
当 す る 。 等 電 点 電 気 泳 動 は 、 ２ ０ ℃ の プ ロ テ ア ン Ｉ Ｅ Ｆ セ ル （ Protean IEF Cell） （ バ イ
オ ラ ッ ド （ BioRad） ） 中 で ３ ～ １ ０ の ｐ Ｈ 範 囲 の 固 定 化 ｐ Ｈ 勾 配 （ Ｉ Ｐ Ｇ ） ス ト リ ッ プ （
Ｉ Ｐ Ｇ 　 ３ － １ ０ Ｌ ； ア マ シ ャ ム ） を 用 い て 実 行 し た 。 乾 燥 ス ト リ ッ プ は 、 ７ Ｍ 尿 素 、 ２
Ｍ チ オ 尿 素 、 ２ ％ （ w/v） Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ 、 ０ ． ４ ％ （ w/w） ジ チ オ エ リ ト リ ト ー ル 、 及 び ０ ．
５ ％ （ w/v） 両 性 電 解 質 を 含 む 溶 液 に 再 水 和 し た 。 こ の タ ン パ ク 質 画 分 を ス ト リ ッ プ の 陰
極 末 端 に カ ッ プ 装 填 し た 。 電 圧 は 、 ８ 時 間 に わ た り ５ ０ ０ ０ Ｖ ま で 直 線 的 に 上 昇 し 、 続 い
て １ ０ 時 間 ５ ０ ０ ０ Ｖ で 安 定 し た 。 こ の ス ト リ ッ プ を 、 平 衡 化 溶 液 Ｉ （ ６ Ｍ 尿 素 、 ５ ０ mM
ト リ ス ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ３ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 ２ ． ０ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ３ ０ mMジ チ オ エ リ ト リ ト ー
ル ） 及 び 平 衡 化 溶 液 II（ ６ Ｍ 尿 素 、 ５ ０ mMト リ ス ｐ Ｈ ８ ． ８ 、 ３ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 ２ ．
０ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ２ ３ Ｍ ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド ） 中 で そ れ ぞ れ １ ０ 分 間 連 続 洗 浄 す る こ と
に よ り 、 平 衡 化 及 び ア ル キ ル 化 し た 。 こ の ス ト リ ッ プ を １ １ ％ ア ク リ ル ア ミ ド ／ Ｐ Ｄ Ａ （
３ ７ ： １ ） 勾 配 ゲ ル （ ２ ４ ０ mm× ２ ０ ０ mm× １ ． ５ mm） に 載 せ た 。 タ ン パ ク 質 は 、 常 に 冷
却 （ ２ ０ ℃ ） し な が ら の Ｅ Ｔ Ｔ Ａ Ｎ 　 Ｄ ａ ｌ ｔ 電 気 泳 動 装 置 （ ア マ シ ャ ム ） で ８ ０ Ｖ 　 Ｏ
／ Ｎ で の 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
ゲ ル 染 色 及 び 加 工
　 ゲ ル は 、 ５ ０ ％ メ タ ノ ー ル ／ １ ０ ％ 酢 酸 中 で 固 定 し て 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー （ コ ロ イ ダ ル
・ ブ ル ー （ Colloidal Blue） 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 、 カ ー ル ズ バ ッ ド （ Carlsbad） 、 カ リ フ
ォ ル ニ ア 州 ） で 一 晩 染 色 し 、 続 い て 超 純 水 で 合 計 ７ 時 間 何 回 も 洗 浄 し た 。 ゲ ル を 走 査 し て
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、 １ ． ２ mmの 直 径 を 持 つ ス ポ ッ ト を 自 動 ス ポ ッ ト ピ ッ キ ン グ 装 置 を 用 い て 切 り 出 し た 。 ス
ポ ッ ト は 、 １ ０ ０ mM炭 酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム 及 び ３ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル を 含 む 溶 液 中 で 脱 染
色 し た 。 乾 燥 し た 脱 染 色 ゲ ル 断 片 を １ ０ μ g/mlト リ プ シ ン 溶 液 （ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ
ィ ク ス ） ５ μ l中 で 一 晩 室 温 で 消 化 し た 。 超 純 水 １ ０ μ lの 添 加 後 、 タ ン パ ク 質 は 、 ７ ５ ％
ア セ ト ニ ト リ ル 及 び ０ ． ３ ％ （ v/v） Ｔ Ｆ Ａ を 含 む 溶 液 ５ μ lで 抽 出 し た 。 こ の ペ プ チ ド 溶
液 を 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 標 的 上 に マ ト リ ッ ク ス と し て の α － シ ア ノ － ４ － ヒ ド ロ キ シ ケ イ 皮 酸 と
一 緒 に ス ポ ッ ト し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
質 量 分 析 及 び タ ン パ ク 質 同 定
　 ペ プ チ ド 質 量 は 、 ブ ル ー カ ー ・ ウ ル ト ラ フ レ ッ ク ス 測 定 器 （ Bruker Ultraflex Instrum
ent） （ ブ ル ー カ ー （ Bruker） 、 ブ レ ー メ ン 、 ド イ ツ ） で 、 Ａ Ｃ Ｔ Ｈ 及 び ブ ラ ジ キ ニ ン を
内 部 質 量 標 準 と し て 使 用 し て 測 定 し た 。 以 下 に 説 明 さ れ る よ う に 、 モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク ペ
プ チ ド 質 量 は 、 質 量 ス ペ ク ト ル か ら 自 動 検 出 し て 、 タ ン パ ク 質 配 列 の デ ー タ ベ ー ス （ 例 え
ば 、 ス イ ス プ ロ ッ ト （ SwissProt） 、 又 は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ ラ ッ ト ゲ ノ ム ド ラ フ ト ） か ら の 全 て の
タ ン パ ク 質 の コ ン ピ ュ ー タ 内 （ in-silico） ト リ プ シ ン 消 化 か ら 誘 導 さ れ る ペ プ チ ド の 理
論 質 量 と 比 較 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 質 量 ス ペ ク ト ル に 関 す る ピ ー ク 注 釈
　 質 量 分 析 デ ー タ は 、 測 定 器 の ベ ー ス ラ イ ン を 決 定 す る た め に 、 低 域 中 央 パ ラ メ ト リ ッ ク
ス プ ラ イ ン フ ィ ル タ ー で ２ 回 フ ィ ル タ ー に か け た 。 ベ ー ス ラ イ ン か ら の 平 滑 化 残 差 平 均 標
準 偏 差 を 、 デ ー タ に お け る 測 定 器 ノ イ ズ レ ベ ル の 推 定 値 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ベ ー ス ラ イ ン 補 正 、 及 び ノ イ ズ を 超 え る レ ベ ル 座 標 に お け る デ ー タ の 修 正 後 、 ベ ー ス ラ
イ ン か ら 最 大 偏 差 の デ ー タ 点 を 使 用 し て 、 予 想 ペ プ チ ド ピ ー ク を 検 出 す る た め の 非 線 形 （
Levenberg-Marquardt） デ ー タ フ ィ ッ テ ィ ン グ 手 順 の 種 を 蒔 い た 。 具 体 的 に は 、 こ の フ ィ
ッ ト 手 順 は 、 ピ ー ク 高 、 分 解 能 、 及 び モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク 質 量 に よ り パ ラ メ ー タ ー 化 さ れ
た 最 良 の フ ィ ッ テ ィ ン グ の 平 均 理 論 ペ プ チ ド 同 位 体 分 布 を 作 り 出 す こ と を 試 み る 。 有 意 な
フ ィ ッ ト へ の 収 斂 は 、 シ グ マ 値 を 追 跡 す る こ と に よ り 常 法 で 求 め ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 収 斂 の 成 功 後 、 デ ー タ 点 の １ ／ ３ を ラ ン ダ ム 交 換 し て の １ ６ 回 反 復 を 用 い る ブ ー ト ス ト
ラ ッ プ 手 順 を 利 用 し て 、 求 め た パ ラ メ ー タ ー の 誤 差 を 推 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 得 ら れ る フ ィ ッ ト は 、 デ ー タ か ら 引 き 算 し て 、 フ ィ ッ ト 付 近 の ノ イ ズ レ ベ ル を 、 外 挿 ノ
イ ズ レ ベ ル 及 び ピ ー ク フ ィ ッ ト か ら の 偏 差 の 合 計 に 調 整 し 、 そ し て ノ イ ズ の レ ベ ル を ５ 倍
を 超 え て 上 ま わ る 候 補 ピ ー ク を 見 い 出 す こ と が で き る ま で 、 次 の ピ ー ク を 見 い 出 す た め 、
こ の プ ロ セ ス を 繰 り 返 す 。 こ の プ ロ セ ス は 、 ５ ０ を 超 え る デ ー タ ピ ー ク が 見 い 出 さ れ た ら
終 え る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ゼ ロ 次 及 び 一 次 の 質 量 へ の 飛 行 時 間 の 変 換 は 、 検 出 内 部 標 準 ピ ー ク か ら の 直 線 外 挿 を 用
い て 補 正 し 、 そ し て モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク 質 量 値 の 信 頼 区 間 は 、 ピ ー ク と 標 準 の 質 量 の 正 確
さ か ら 推 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
コ ン ピ ュ ー タ 内 タ ン パ ク 質 消 化 物 へ の ス ペ ク ト ル ピ ー ク の 確 率 的 マ ッ チ ン グ
　 質 量 ス ペ ク ト ル の ピ ー ク 質 量 リ ス ト は 、 タ ン パ ク 質 全 体 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス に つ い て の
理 論 消 化 物 と 直 接 比 較 す る 。 各 理 論 消 化 物 に つ い て 、 ［ １ － Π （ １ － Ｎ Ｐ （ ｐ ｉ ） ） ］ c M

a t c h e s （ こ こ で 、 Ｎ は 、 消 化 物 中 の ペ プ チ ド の 数 で あ り 、 Ｐ （ ｐ ｉ ） は 、 配 列 デ ー タ ベ ー
ス 中 の 全 て の ペ プ チ ド の カ ウ ン ト に よ り 割 っ た ピ ー ク の モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク 質 量 に 関 す る
信 頼 区 間 と 一 致 す る ペ プ チ ド の 数 で あ り 、 そ し て ｃ Ｍ ａ ｔ ｃ ｈ ｅ ｓ は 、 消 化 物 と 質 量 ス ペ
ク ト ル の 間 の 一 致 の 数 で あ る ） を 計 算 す る 。 こ の 値 は 、 消 化 物 と ス ペ ク ト ル の 間 の 擬 陽 性
一 致 が 得 ら れ る 確 率 に 比 例 す る こ と を 証 明 す る こ と が で き る 。 確 率 値 は 、 ス ペ ク ト ル ピ ー
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ク か ら 高 い 有 意 性 で 一 致 が 得 ら れ る よ う に 更 に フ ィ ル タ ー に か け る 。 同 定 の 第 １ ラ ウ ン ド
後 、 同 一 条 件 下 で 獲 得 さ れ る 質 量 ス ペ ク ト ル に つ い て の 同 定 の 偏 差 を 使 用 す る こ と に よ り
、 質 量 へ の 飛 行 時 間 の 変 換 の 第 ２ 及 び 第 ３ 次 条 件 を 補 正 す る 。 得 ら れ る 質 量 値 は 、 ほ ぼ １
０ ppm未 満 の 絶 対 偏 差 を 持 つ 。 次 に こ れ ら の 質 量 値 は 、 最 終 ラ ウ ン ド の マ ッ チ ン グ に 使 用
す る が 、 こ こ で は 、 ０ ． ０ １ ／ Ｎ Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓ （ ボ ン フ ェ ロ ー ニ （ Bonferroni） 補 正
に よ る １ ％ 有 意 レ ベ ル ） 未 満 の Ｐ ｍ ｉ ｓ ｍ を 持 つ 全 て の 一 致 が 許 容 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
デ ー タ ベ ー ス 分 析
　 デ ー タ ベ ー ス 中 の 各 タ ン パ ク 質 に つ い て 、 本 試 験 に お い て 分 析 し た ２ Ｄ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル
当 た り の 同 定 の 数 を カ ウ ン ト し た 。 本 実 施 例 で は 、 希 釈 レ ベ ル １ を 対 照 と し て 設 定 し た 。
次 に 、 以 下 の 値 を 導 い た ：
　 ・ 　 希 釈 レ ベ ル １ に お け る 同 定 の 数 （ 非 希 釈 試 料 、 試 料 １ ～ ８ ） ＝ Ｎ 1

　 ・ 　 希 釈 レ ベ ル ２ に お け る 同 定 の 数 （ ２ 倍 希 釈 、 試 料 ９ ～ １ ２ ） ＝ Ｎ 2

　 ・ 　 希 釈 レ ベ ル ３ に お け る 同 定 の 数 （ ４ 倍 希 釈 、 試 料 １ ３ 、 １ ４ ） ＝ Ｎ 3

　 ・ 　 希 釈 レ ベ ル ４ に お け る 同 定 の 数 （ ８ 倍 希 釈 、 試 料 １ ５ ） ＝ Ｎ 4

【 ０ ０ ３ ６ 】
　 予 想 さ れ る と お り 、 多 く の タ ン パ ク 質 で は Ｎ 値 は 、 層 か ら 層 へ お お よ そ ２ 倍 低 下 し た 。
希 釈 係 数 を 明 ら か に す る た め に 、 及 び 各 タ ン パ ク 質 に つ い て の 大 ざ っ ぱ な 絶 対 量 を 導 く た
め に 、 定 量 値 ｑ を 以 下 の と お り 計 算 し た ：
　 　 　 ｑ 　 ＝ 　 （ Ｎ 1 ＋ ２ × Ｎ 2 ＋ ４ × Ｎ 3 ＋ ８ × Ｎ 4 ） ／ 全 て の 希 釈 レ ベ ル で の 同 一 ソ ー ス
の 全 て の 試 料 に つ い て の 同 定 タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 総 数
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 同 一 ソ ー ス の 全 て の 試 料 に つ い て の 同 定 の 総 数 で 割 る こ と は 、 タ ン パ ク 質 濃 度 に お け る
試 料 間 変 動 を 明 ら か に す る た め に 導 入 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 各 タ ン パ ク 質 に つ い て 、 両 方 の 混 合 試 料 （ 高 及 び 低 グ ル コ ー ス ） の ｑ 値 を 計 算 し て 比 較
し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 以 下 の ３ 種 の タ ン パ ク 質 を 、 本 定 量 方 法 の 実 行 可 能 性 の 説 明 の た め の 実 施 例 と し て 選 択
し た ： グ リ コ ー ゲ ン ホ ス ホ リ ラ ー ゼ （ 肝 臓 型 ） ； ビ メ ン チ ン 、 及 び 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク １
０ ５ （ 表 １ 、 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】
表 １ ： ３ 種 の 実 施 例 タ ン パ ク 質 の ３ 回 の 実 験 で 得 ら れ た サ イ ト ゾ ル 中 に 存 在 す る タ ン パ ク
質 の 相 対 量 （ ｑ 値 ）
【 ０ ０ ４ ２ 】
実 施 例 ２ ： コ ラ ー ゲ ン ア ル フ ァ Ｉ （ IV）
　 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 患 者 ３ 名 と イ ン ス リ ン 感 受 性 患 者 ３ 名 （ 白 人 、 女 性 ） か ら の 血 清 試 料
を 後 述 の と お り 分 画 し た 。 肥 満 度 指 数 （ Body Mass Index） （ Ｂ Ｍ Ｉ ） と 、 オ イ グ リ セ ミ
ッ ク － 高 イ ン ス リ ン 血 症 ク ラ ン プ （ Euglycemic-Hyperinsulinemic Clamp） 方 法 （ Garvey
ら , Diabetes 34 (1985) 222-234） に よ り 求 め た グ ル コ ー ス 廃 棄 速 度 （ Glucose Disposal
 Rate） （ Ｇ Ｄ Ｒ ） を 表 ２ に 示 す 。 組 合 せ 連 続 希 釈 は 、 本 特 許 出 願 に 記 載 さ れ る よ う に 実
施 し て 、 生 じ た 試 料 を 後 述 の と お り 二 次 元 Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ ２
Ｄ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） に 付 し た 。 検 出 可 能 な タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト 全 て を 各 ゲ ル か ら 切 り 出 し た 。
タ ン パ ク 質 を ト リ プ シ ン で 消 化 し て 、 生 じ た ペ プ チ ド を マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー イ オ ン
化 飛 行 時 間 質 量 分 析 （ Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight M
ass Spectrometry） （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ ） に 付 し た 。 タ ン パ ク 質 同 定 は 、 後 述 の よ う に ペ
プ チ ド 質 量 指 紋 分 析 に よ り 実 現 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 リ ス ト を 実 施 例 １ に 記 載 さ れ た よ う
に 比 較 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ４ 】
表 ２ ： 被 験 者 ６ 名 の 肥 満 度 指 数 （ Ｂ Ｍ Ｉ ） 及 び オ イ グ リ セ ミ ッ ク 高 イ ン ス リ ン 血 症 ク ラ ン
プ 方 法 に よ り 求 め た グ ル コ ー ス 廃 棄 速 度 （ Ｇ Ｄ Ｒ ） 。 １ ５ を 超 え る Ｇ Ｄ Ｒ が 、 イ ン ス リ ン
抵 抗 性 の 決 定 の 区 切 点 と 考 え ら れ る た め 、 パ ネ ル の 左 側 の 患 者 は 、 イ ン ス リ ン 感 受 性 （ Ｉ
Ｓ ） と し て 、 そ し て 右 側 は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 （ Ｉ Ｒ ） と し て 分 類 さ れ る 。 こ れ ら の 個 人 か
ら の 血 漿 は 、 組 合 せ 連 続 希 釈 と 、 続 く ２ Ｄ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 ス ポ ッ ト 切 り 出 し 、 ト リ プ シ ン 消
化 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ そ し て 最 終 的 に ペ プ チ ド 質 量 指 紋 比 較 法 に よ る タ ン パ ク 質 同 定 に よ
っ て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
試 料 調 製
　 プ ロ テ オ ミ ク ス 技 術 を 適 用 す る こ と に よ り 、 ヒ ト 血 漿 中 の イ ン ス リ ン 抵 抗 性 （ Insulin 
Resistance） マ ー カ ー を 探 索 す る た め の 方 法 を 確 立 し た 。 血 漿 は 、 約 １ ０ 個 の 高 存 在 量 タ
ン パ ク 質 を 含 み 、 こ れ ら が 、 総 タ ン パ ク 質 量 の 約 ９ ８ ％ に 相 当 す る た め 、 プ ロ テ オ ミ ク ス
技 術 に よ り 分 析 す る こ と が 困 難 で あ る 。 高 存 在 量 タ ン パ ク 質 で あ る 、 ア ル ブ ミ ン と 抗 体 鎖
は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を 適 用 す る こ と に よ り 除 去 し て 、 流 出 画 分 を イ オ ン 交 換 体 で 分
画 し た 。 説 明 し た ス キ ー ム は 、 ３ つ の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 の マ ト リ ッ ク ス ブ ル ー 、 プ
ロ テ イ ン Ｇ 及 び イ オ ン 交 換 を 含 み 、 そ し て 再 現 性 が 高 い 。 全 て の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程
は 、 Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ シ ス テ ム （ フ ァ ル マ シ ア （ Pharmacia） ） で 実 行 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
ミ メ テ ィ ッ ク ブ ル ー （ Mimetic blue） で の 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る ア ル ブ ミ ン の
除 去 及 び プ ロ テ イ ン Ｇ で の 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 除 去
　 ヒ ト 血 漿 を 、 対 照 と な る 個 人 ３ 名 及 び II型 糖 尿 病 の 患 者 ３ 名 か ら 採 取 し た 。 プ ロ テ ア ー
ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル （ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス 、 マ ン ハ イ ム 、 ド イ ツ ） を 血 漿
に 加 え た （ ５ ０ mlに １ 錠 ） 。 血 漿 は 、 ２ ５ mM　 Ｍ Ｅ Ｓ 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ で ３ 倍 希 釈 す る こ と に
よ り 塩 濃 度 を 低 下 さ せ 、 ｐ Ｈ を 約 ６ ． ０ に 調 整 し た 。 ２ つ の カ ラ ム 、 ミ メ テ ィ ッ ク ブ ル ー
Ｓ Ａ 　 Ｐ ６ Ｘ Ｌ （ ５ ０ ml、 プ ロ メ テ ィ ッ ク ・ バ イ オ サ イ エ ン シ ー ズ 社 （ ProMetic BioScie
nces Ltd.） ） 及 び ハ イ ト ラ ッ プ ・ プ ロ テ イ ン Ｇ 　 Ｈ Ｐ （ HiTrap Protein G HP） （ ５ ml、
ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン シ ー ズ （ Amersham Biosciences） ） を 連 続 し て つ な ぎ 、 ２ ５
mM　 Ｍ Ｅ Ｓ 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ で 平 衡 化 し た 。 血 漿 タ ン パ ク 質 約 １ ｇ に 対 応 す る 容 量 （ １ ５ ml、
６ ６ mg/ml） を ０ ． ２ ２ μ mフ ィ ル タ ー に よ り 濾 過 し て 、 ミ メ テ ィ ッ ク ブ ル ー カ ラ ム に ５ ml
/分 で 適 用 し た 。 こ の カ ラ ム の 流 出 液 が 直 接 プ ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム に 載 る た め 、 後 の カ ラ ム
か ら の 流 出 画 分 を 集 め た （ 約 １ ２ ０ mg） 。 ２ つ の カ ラ ム を ２ ５ mM　 Ｍ Ｅ Ｓ 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ 　
１ ０ ０ mlで 洗 浄 し 、 次 に こ れ ら を 分 離 し た 。 ミ メ テ ィ ッ ク ブ ル ー カ ラ ム は 、 ５ ０ mMト リ ス
－ Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 中 の ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の 段 階 的 勾 配 で 溶 出 し 、 プ ロ テ イ ン Ｇ は 、 １ ０
０ mMグ リ シ ン － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ２ ． ８ で 溶 出 し 、 そ し て 溶 出 液 は １ Ｍ ト リ ス 塩 基 で 中 和 し た
。 流 出 画 分 と ２ つ の 溶 出 液 は 、 二 次 元 ゲ ル に よ り 分 析 し て 、 タ ン パ ク 質 は Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ
Ｓ に よ り 同 定 し た 。 ミ メ テ ィ ッ ク ブ ル ー か ら の 溶 出 液 で は 、 主 と し て 完 全 長 及 び 断 片 化 ア
ル ブ ミ ン を 検 出 し た 。 プ ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム か ら の 溶 出 液 で は 、 主 と し て 重 鎖 及 び 軽 鎖 Ｉ ｇ
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鎖 を 検 出 し た 。 他 の 血 漿 タ ン パ ク 質 の 多 く は 、 流 出 画 分 中 に 回 収 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る タ ン パ ク 質 分 画
　 ミ メ テ ィ ッ ク ブ ル ー 及 び プ ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム か ら の 流 出 及 び 洗 浄 画 分 を 合 わ せ て 、 ２ Ｍ
ト リ ス 塩 基 で ｐ Ｈ ８ ． ０ に 調 整 し 、 ハ イ ト ラ ッ プ Ｑ 　 Ｈ Ｐ カ ラ ム （ HiTrap Q HP column）
（ ５ ml、 ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン シ ー ズ ） に 適 用 し て 、 ５ ０ mMト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ
８ ． ０ で ５ ml/分 で 平 衡 化 し た 。 こ の カ ラ ム を 、 ５ ０ mMト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 中 の
０ ～ １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の 上 昇 塩 濃 度 の 直 線 勾 配 で 溶 出 し た 。 ５ ml画 分 を 回 収 し て 、 １ － Ｄ ゲ
ル に よ り 分 析 し た 。 総 タ ン パ ク 質 約 ５ ０ mgを こ の カ ラ ム か ら 回 収 し た 。 ゲ ル 分 析 に 基 づ い
て 、 画 分 を プ ー ル す る こ と に よ り 、 各 プ ー ル が 総 タ ン パ ク 質 約 ５ mgを 含 む よ う に 、 ８ 個 の
プ ー ル を 形 成 し た 。 こ の プ ー ル を ウ ル ト ラ フ リ ー － １ ５ 遠 心 分 離 フ ィ ル タ ー （ Ultrafree-
15 Centrifugal Filter） （ ５ ｋ Ｍ Ｗ Ｃ Ｏ 、 ミ リ ポ ア （ Millipore） ） で 濃 縮 し て 、 ８ 個 の
プ ー ル の そ れ ぞ れ を ２ － Ｄ ゲ ル に よ り 分 析 し た 。 各 ゲ ル か ら 約 ４ ０ ０ ス ポ ッ ト を 切 り 出 し
て 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
２ Ｄ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
　 固 定 化 ｐ Ｈ 勾 配 （ Ｉ Ｐ Ｇ ） ス ト リ ッ プ は 、 ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン シ ー ズ （ ウ プ サ
ラ 、 ス ウ ェ ー デ ン ） か ら 購 入 し た 。 ア ク リ ル ア ミ ド は 、 バ イ オ ソ ル ブ （ Biosolve） （ フ ァ
ル ケ ン ス ワ ー ド （ Valkenswaard） 、 オ ラ ン ダ ） か ら 入 手 し 、 そ し て ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル 調 製 の た め の 他 の 試 薬 は 、 バ イ オ ラ ッ ド ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ （ Bio-Rad Laboratories） （
ハ ー キ ュ リ ー ズ （ Hercules） 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 米 国 ） か ら 入 手 し た 。 Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ は ロ
シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス （ マ ン ハ イ ム 、 ド イ ツ ） か ら 、 尿 素 は ア プ リ ケ ム （ Appliche
m） （ ダ ル ム シ ュ タ ッ ト （ Darmstadt） 、 ド イ ツ ） か ら 、 チ オ 尿 素 は フ ル カ （ Fluka） （ ブ
ッ ク ス （ Buchs） 、 ス イ ス ） か ら 、 そ し て ジ チ オ エ リ ト リ ト ー ル は メ ル ク （ Merck） （ ダ ル
ム シ ュ タ ッ ト ） か ら 入 手 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 総 タ ン パ ク 質 ０ ． ５ mgの 試 料 を 、 試 料 カ ッ プ 中 そ の 塩 基 性 及 び 酸 性 末 端 で ３ － １ ０ 　 Ｎ
Ｌ 　 Ｉ Ｐ Ｇ ス ト リ ッ プ に 適 用 し た 。 等 電 点 電 気 泳 動 は ２ ０ ０ Ｖ で 開 始 し 、 電 圧 は 、 コ ン ピ
ュ ー タ 制 御 電 源 を 用 い て ３ Ｖ /分 で ５ ０ ０ ０ Ｖ ま で 徐 々 に 上 昇 さ せ て 、 更 に ６ 時 間 一 定 に
保 持 し た 。 第 ２ の 次 元 の 分 離 は 、 １ ２ ％ 一 定 Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ １ ８ ０ × ２
０ ０ × １ ． ５ mm） 上 で ゲ ル 当 た り ４ ０ mAで 実 行 し た 。 ５ ％ リ ン 酸 を 含 む ４ ０ ％ メ タ ノ ー ル
中 で １ ２ 時 間 の タ ン パ ク 質 固 定 後 、 ゲ ル は コ ロ イ ド 状 ク ー マ シ ー ブ ル ー （ ノ ー ベ ッ ク ス （
Novex） 、 サ ン ジ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 米 国 ） で ２ ４ 時 間 染 色 し た 。 過 剰 の 染 料 は 、
Ｈ 2 Ｏ で ゲ ル か ら 洗 浄 し 、 そ し て ゲ ル は 、 ア グ フ ァ ・ デ ュ オ ス キ ャ ン （ Agfa DUOSCAN） デ
ン シ ト メ ー タ （ 分 解 能 ４ ０ ０ ） で 走 査 し た 。 ゲ ル の 電 子 画 像 を フ ォ ト シ ョ ッ プ （ Photosho
p） （ ア ド ビ （ Adobe） ） ソ フ ト ウ ェ ア で 記 録 し た 。 画 像 は 、 ｔ ｉ ｆ ｆ （ 約 ５ Ｍ バ イ ト ／ フ
ァ イ ル ） 及 び ｊ ｐ ｅ ｇ （ 約 ５ ０ Ｋ バ イ ト ／ フ ァ イ ル ） フ ォ ー マ ッ ト で 保 存 し た 。 ゲ ル は 、
Ｍ Ｓ 分 析 に 使 用 す る ま で ４ ℃ に 保 持 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ
　 選 択 し た １ ． ２ mm直 径 の ス ポ ッ ト を 、 手 製 の ス ポ ッ ト ピ ッ カ ー （ ヨ ー ロ ッ パ 特 許 出 願 EP
 1,384,994に 記 載 ） で 切 り 出 し 、 ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 入 れ て 、 各 ゲ ル
片 を 、 サ イ バ イ （ 登 録 商 標 ） － ウ ェ ル （ CyBi T M -Well） 装 置 （ サ イ ビ オ 社 （ Cybio AG） 、
イ ェ ー ナ （ Jena） 、 ド イ ツ ） 中 で ５ ０ mM重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 中 の ３ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル １
０ ０ μ lに よ り 脱 染 色 し た 。 脱 染 色 後 、 ゲ ル 片 を Ｈ 2 Ｏ 　 １ ０ ０ μ lで ５ 分 間 洗 浄 し 、 ス ピ
ー ド ヴ ァ ク （ speedvac） エ バ ポ レ ー タ ー 中 で 加 熱 す る こ と な く ４ ５ 分 間 乾 燥 し た 。 各 乾 燥
ゲ ル 片 は 、 ト リ プ シ ン （ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス 、 マ ン ハ イ ム 、 ド イ ツ ） ５ ０ ngを
含 む １ mM重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム ５ μ lで 再 水 和 し た 。 室 温 で １ ６ 時 間 後 、 ０ ． ３ ％ ト リ フ ル
オ ロ 酢 酸 を 含 む ５ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル ２ ０ μ lを 各 ゲ ル 片 に 加 え た 。 ゲ ル 片 は 、 絶 え ず 振
盪 し な が ら １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ペ プ チ ド 混 合 物 （ １ ． ５ μ l） は 、 ０ ． ０ ２ ５
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％ α － シ ア ノ － ４ － ヒ ド ロ キ シ ケ イ 皮 酸 （ シ グ マ （ Sigma） ） か ら な り 、 か つ 標 準 ペ プ チ
ド の 脱 Ａ ｒ ｇ － ブ ラ ジ キ ニ ン （ シ グ マ 、 ２ ０ nM、 ９ ０ ４ ． ４ ６ ８ １ Da） 及 び 副 腎 皮 質 刺 激
ホ ル モ ン 断 片 １ ８ ～ ３ ９ （ シ グ マ 、 ２ ０ nM、 ２ ４ ６ ５ ． １ ９ ８ ９ Da） を ６ ５ ％ エ タ ノ ー ル
、 ３ ２ ％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 及 び ０ ． ０ ３ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 中 に 含 む マ ト リ ッ ク ス 溶 液 １
μ lと 同 時 に 、 ア ン カ ー チ ッ プ （ AnchorChip） （ 登 録 商 標 ） に 適 用 し た 。 試 料 の 適 用 は 、
サ イ バ イ － ウ ェ ル 装 置 に よ り 実 行 し た 。 試 料 は 、 飛 行 時 間 質 量 分 析 機 （ ウ ル ト ラ フ レ ッ ク
ス （ Ultraflex） Ｔ Ｏ Ｆ － Ｔ Ｏ Ｆ 、 ブ ル ー カ ー ・ ダ ル ト ニ ク ス （ Bruker Daltonics） ） で
リ フ レ ク ト ロ ン モ ー ド で 分 析 し た 。 ２ ０ kVの 加 速 電 圧 を 使 用 し た 。 タ ン パ ク 質 は 、 ペ プ チ
ド － 質 量 マ ッ チ ン グ に 基 づ い て 同 定 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 質 量 ス ペ ク ト ル の ピ ー ク 注 釈
　 質 量 分 析 デ ー タ は 、 測 定 器 の ベ ー ス ラ イ ン を 決 定 す る た め に 、 低 域 中 央 パ ラ メ ト リ ッ ク
ス プ ラ イ ン フ ィ ル タ ー で ２ 回 フ ィ ル タ ー に か け る 。 ベ ー ス ラ イ ン か ら の 平 滑 化 残 差 平 均 標
準 偏 差 を 、 デ ー タ に お け る 測 定 器 ノ イ ズ レ ベ ル の 推 定 値 と し て 使 用 す る 。 ベ ー ス ラ イ ン 補
正 、 及 び ノ イ ズ を 超 え る レ ベ ル 座 標 に お け る デ ー タ の 修 正 後 、 ベ ー ス ラ イ ン か ら 最 大 偏 差
の デ ー タ 点 を 使 用 し て 、 予 想 ペ プ チ ド ピ ー ク を 検 出 す る た め の 非 線 形 （ Levenberg-Marqua
rdt） デ ー タ フ ィ ッ テ ィ ン グ 手 順 の 種 を 蒔 い た 。 具 体 的 に は 、 こ の フ ィ ッ ト 手 順 は 、 ピ ー
ク 高 、 分 解 能 、 及 び モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク 質 量 に よ り パ ラ メ ー タ ー 化 さ れ た 最 良 の フ ィ ッ テ
ィ ン グ の 平 均 理 論 ペ プ チ ド 同 位 体 分 布 を 作 り 出 す こ と を 試 み る 。 有 意 な フ ィ ッ ト へ の 収 斂
は 、 シ グ マ 値 を 追 跡 す る こ と に よ り 常 法 で 求 め ら れ る 。 収 斂 の 成 功 後 、 デ ー タ 点 の １ ／ ３
を ラ ン ダ ム 交 換 し て の １ ６ 回 反 復 を 用 い る ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 手 順 を 利 用 し て 、 求 め た パ ラ
メ ー タ ー の 誤 差 を 推 定 す る 。 得 ら れ る フ ィ ッ ト は 、 デ ー タ か ら 引 き 算 し て 、 フ ィ ッ ト 付 近
の ノ イ ズ レ ベ ル を 、 外 挿 ノ イ ズ レ ベ ル 及 び ピ ー ク フ ィ ッ ト か ら の 偏 差 の 合 計 に 調 整 し 、 そ
し て ノ イ ズ の レ ベ ル を ５ 倍 を 超 え て 上 ま わ る 候 補 ピ ー ク を 見 い 出 す こ と が で き る ま で 、 次
の ピ ー ク を 見 い 出 す た め 、 こ の プ ロ セ ス を 繰 り 返 す 。 こ の プ ロ セ ス は 、 ５ ０ を 超 え る デ ー
タ ピ ー ク が 見 い 出 さ れ た ら 終 え る 。 ゼ ロ 次 及 び 一 次 の 質 量 へ の 飛 行 時 間 の 変 換 は 、 検 出 内
部 標 準 ピ ー ク か ら の 直 線 外 挿 を 用 い て 補 正 し 、 そ し て モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク 質 量 値 の 信 頼 区
間 は 、 ピ ー ク と 標 準 の 質 量 の 正 確 さ か ら 推 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
コ ン ピ ュ ー タ 内 タ ン パ ク 質 消 化 物 へ の ス ペ ク ト ル ピ ー ク の 確 率 的 マ ッ チ ン グ
　 質 量 ス ペ ク ト ル の ピ ー ク 質 量 リ ス ト は 、 タ ン パ ク 質 全 体 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス に つ い て の
理 論 消 化 物 と 直 接 比 較 す る 。 各 理 論 消 化 物 に つ い て 、 ［ １ － Π （ １ － Ｎ Ｐ （ ｐ ｉ ） ） ］ c M

a t c h e s （ こ こ で 、 Ｎ は 、 理 論 消 化 物 中 の ペ プ チ ド の 数 で あ り 、 Ｐ （ ｐ ｉ ） は 、 配 列 デ ー タ
ベ ー ス 中 の 全 て の ペ プ チ ド の カ ウ ン ト に よ り 割 っ た ピ ー ク の モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク 質 量 に 関
す る 信 頼 区 間 と 一 致 す る ペ プ チ ド の 数 で あ り 、 そ し て ｃ Ｍ ａ ｔ ｃ ｈ ｅ ｓ は 、 消 化 物 と 質 量
ス ペ ク ト ル の 間 の 一 致 の 数 で あ る ） を 計 算 す る 。 こ の 値 は 、 消 化 物 と ス ペ ク ト ル の 間 の 擬
陽 性 一 致 が 得 ら れ る 確 率 に 比 例 す る こ と を 証 明 す る こ と が で き る 。 確 率 値 は 、 ス ペ ク ト ル
ピ ー ク か ら 高 い 有 意 性 で 一 致 が 得 ら れ る よ う に 更 に フ ィ ル タ ー に か け る 。 同 定 の 第 １ ラ ウ
ン ド 後 、 同 一 条 件 下 で 獲 得 さ れ る 質 量 ス ペ ク ト ル に つ い て の 同 定 の 偏 差 を 使 用 す る こ と に
よ り 、 質 量 へ の 飛 行 時 間 の 変 換 の 第 ２ 及 び 第 ３ 次 の 条 件 を 補 正 す る 。 得 ら れ る 質 量 値 は 、
ほ ぼ １ ０ ppm未 満 の 絶 対 偏 差 を 持 つ 。 次 に こ れ ら の 質 量 値 は 、 最 終 ラ ウ ン ド の マ ッ チ ン グ
に 使 用 す る が 、 こ こ で は 、 ０ ． ０ １ ／ Ｎ Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓ （ ボ ン フ ェ ロ ー ニ 補 正 に よ る １
％ 有 意 レ ベ ル ） 未 満 の Ｐ m i s m を 持 つ 全 て の 一 致 が 許 容 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
結 果
　 コ ラ ー ゲ ン ア ル フ ァ Ｉ （ IV） （ コ ラ ー ゲ ン IV； ス イ ス プ ロ ッ ト （ Swissprot） ア ク セ ッ
シ ョ ン 番 号 Ｐ １ ２ １ ０ ９ ； Ｏ ０ ０ １ １ ７ ； Ｏ ０ ０ １ １ ８ ； Ｑ １ ４ ０ ４ ０ ； Ｑ １ ４ ０ ４ １ ；
Ｑ １ ６ ２ ５ ８ ） は 、 専 ら イ ン ス リ ン 抵 抗 性 患 者 ２ 名 （ Ｉ Ｒ ２ 及 び Ｉ Ｒ ３ 、 表 ３ を 参 照 の こ
と ） に お い て 検 出 さ れ た 。 １ 名 の 患 者 （ Ｉ Ｒ ２ ） で は 、 ス ポ ッ ト は 第 ２ レ ベ ル （ ２ 倍 希 釈
試 料 ） で 検 出 さ れ た が 、 一 方 第 ２ の 患 者 （ Ｉ Ｒ ３ ） で は 、 タ ン パ ク 質 は 、 第 ４ レ ベ ル （ ８

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-189241 A 2005.7.14



倍 組 合 せ 希 釈 ） で ２ 回 検 出 さ れ た 。 同 定 の 数 は 、 希 釈 係 数 と 共 に 増 加 し （ こ の 場 合 に は 、
そ れ ぞ れ １ と ４ ） 、 そ し て そ れ ぞ れ 試 料 で 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 総 数 に つ い て
補 正 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 コ ラ ー ゲ ン IVレ ベ ル は ま た 、 免 疫 検 定 法 （ バ イ オ ト リ ン （ Biotrin） コ ラ ー ゲ ン IV　 Ｅ
Ｉ Ａ ； カ タ ロ グ 番 号 Ｂ Ｉ Ｏ ８ ２ ； バ イ オ ト リ ン （ Biotrin） 、 ダ ブ リ ン 、 ア イ ル ラ ン ド ）
を 供 給 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に よ り 使 用 す る こ と に よ っ て 測 定 し た 。 ２ つ の 検 定 法 か ら の 結
果 は 、 表 ３ に お い て 比 較 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
表 ３ ： 組 合 せ 連 続 希 釈 か ら の 結 果 と 免 疫 検 定 法 か ら の 結 果 と の 比 較 。
Ｉ Ｓ ＝ イ ン ス リ ン 感 受 性 患 者 、 Ｉ Ｒ ＝ イ ン ス リ ン 抵 抗 性 患 者 。
組 合 せ 連 続 希 釈 ： 同 定 の 数 は 、 希 釈 係 数 と 総 ス ポ ッ ト カ ウ ン ト に つ い て 調 整 し た 。
免 疫 検 定 法 （ コ ラ ー ゲ ン IV　 Ｅ Ｉ Ａ ） ： コ ラ ー ゲ ン IVレ ベ ル は 、 バ イ オ ト リ ン ・ コ ラ ー ゲ
ン IV　 Ｅ Ｉ Ａ に よ り 測 定 し た 。 与 え ら れ た 結 果 は 、 二 重 反 復 測 定 の 平 均 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 記 載 さ れ た プ ロ テ オ ミ ク 方 法 論 の 検 出 の 限 界 は 、 約 １ ５ ０ ng/mlの 免 疫 検 定 法 の 限 界 を
上 ま わ る 。 こ の レ ベ ル よ り 上 で 、 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と が で き 、 記 載 さ れ た 同 定 方 法
と 対 に し た 組 合 せ 連 続 希 釈 に よ り 粗 く 定 量 す る こ と が で き る 。 絶 対 定 量 化 は 観 察 さ れ て い
な い が 、 幾 つ か の 順 位 相 関 が 存 在 す る 、 即 ち 、 最 高 レ ベ ル と ２ 番 目 に 高 い レ ベ ル の 試 料 が
正 し く 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 プ ロ テ オ ミ ク ス 型 大 規 模 タ ン パ ク 質 同 定 と 組 合 せ た 、 組 合 せ 連 続 希 釈 法 は 、 並 行 し て 数
百 の タ ン パ ク 質 を 定 量 す る た め の 、 及 び （ 例 え ば 、 バ イ オ マ ー カ ー の 同 定 研 究 の た め に ）
デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル タ ン パ ク 質 発 現 分 析 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 、 濃 度 が 顕 著 に 異
な る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 、 効 率 的 な 手 段 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 実 施 態 様 は 以 下 の と お り で あ る 。
１ ． 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 中 の あ る 生 体 分 子 の 定 量 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ． そ れ ぞ れ 少 な く と も １ つ の 識 別 で き る 成 分 を 含 む 、 生 体 分 子 の 混 合 物 の 分 画 の 少 な
く と も ２ つ の 画 分 を 用 意 す る こ と 、
　 ｂ ． 画 分 を 組 合 せ 連 続 希 釈 に 付 す こ と 、
　 ｃ ． 各 原 画 分 及 び 各 希 釈 画 分 中 の 生 体 分 子 を 、 感 度 閾 値 及 び 同 一 性 情 報 を 提 供 す る 方 法
に よ り 、 検 出 及 び 同 定 す る こ と 、 並 び に
　 ｄ ． そ れ ぞ れ の 希 釈 係 数 を 考 慮 し て 各 希 釈 レ ベ ル で 各 画 分 中 の 生 体 分 子 の 同 定 の 数 を 集
約 す る こ と に よ り 、 複 合 混 合 物 中 の 生 体 分 子 を 定 量 す る こ と
を 含 む 方 法 。
２ ． ｄ ） の 合 計 を 、 全 て の 希 釈 レ ベ ル で の 全 て の 画 分 中 の 全 て の 生 体 分 子 の 同 定 の 総 数 で
割 る 、 上 記 １ の 方 法 。
３ ． ａ ） の 画 分 の 数 が 、 生 体 分 子 の 混 合 物 の 複 雑 さ に 依 存 す る 、 上 記 １ 又 は ２ の 方 法 。
４ ． ａ ） の 画 分 の 数 が 、 生 体 分 子 の 複 合 混 合 物 中 の 異 な る 生 体 分 子 の 濃 度 に 依 存 す る 、 上
記 １ ～ ２ の い ず れ か １ の 方 法 。
５ ． ａ ） の 画 分 の 数 が 、 ｃ ） の 検 出 及 び 同 定 方 法 に 依 存 す る 、 上 記 １ ～ ２ の い ず れ か １ の
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方 法 。
６ ． ｂ ） の 希 釈 レ ベ ル の 数 が 、 画 分 中 の 生 体 分 子 の 出 発 濃 度 に 依 存 す る 、 上 記 １ ～ ５ の い
ず れ か １ の 方 法 。
７ ． ｂ ） の 希 釈 レ ベ ル の 数 が 、 分 画 後 の 画 分 の 数 に 依 存 す る 、 上 記 １ ～ ５ の い ず れ か １ の
方 法 。
８ ． ｂ ） の 希 釈 レ ベ ル の 数 が 、 検 出 及 び 同 定 方 法 の 検 出 限 界 に 依 存 す る 、 上 記 １ ～ ５ の い
ず れ か １ の 方 法 。
９ ． 生 体 分 子 が 、 （ ｎ － １ ） 個 以 下 の 画 分 に 存 在 す る （ こ こ で 、 ｎ は 、 画 分 の 総 数 で あ り
、 か つ ｎ は 、 ２ 以 上 で あ る ） 、 上 記 １ ～ ８ の い ず れ か １ の 方 法 。
１ ０ ． 生 体 分 子 が 、 ２ つ の 画 分 に 存 在 す る 、 上 記 １ ～ ８ の い ず れ か １ の 方 法 。
１ １ ． 生 体 分 子 が 、 １ つ の 画 分 に 存 在 す る 、 上 記 １ ～ ８ の い ず れ か １ の 方 法 。
１ ２ ． ｃ ） の 検 出 及 び 同 定 方 法 が 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を 含 む 、 上 記 １ ～ １ １ の い ず れ か
１ の 方 法 。
１ ３ ． ｃ ） の 検 出 及 び 同 定 方 法 が 、 更 に 質 量 分 析 を 含 む 、 上 記 １ ２ の 方 法 。
１ ４ ． ｃ ） の 検 出 及 び 同 定 方 法 が 、 免 疫 検 定 法 を 含 む 、 上 記 １ ～ １ １ の い ず れ か １ の 方 法
。
１ ５ ． ｃ ） の 検 出 及 び 同 定 方 法 が 、 質 量 分 析 と 組 合 せ た ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 、
上 記 １ ～ １ １ の い ず れ か １ の 方 法 。
１ ６ ． ｃ ） の 検 出 及 び 同 定 方 法 が 、 特 異 的 に 標 識 し た 分 子 的 実 体 に よ る 電 気 泳 動 を 含 む 、
上 記 １ ～ １ １ の い ず れ か １ の 方 法 。
１ ７ ． ａ ） の 画 分 が 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 画 法 、 超 遠 心 分 離 法 、 タ ン パ ク 質 沈 降 法 、 又
は 免 疫 沈 降 法 に よ り 分 離 さ れ る 、 上 記 １ ～ １ ６ の い ず れ か １ の 方 法 。
１ ８ ． 生 体 分 子 が 、 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 上 記 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ の 方 法 。
１ ９ ． 生 体 分 子 が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 上 記 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ の 方 法 。
２ ０ ． 生 体 分 子 が 、 炭 水 化 物 で あ る 、 上 記 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ の 方 法 。
２ １ ． 生 体 分 子 が 、 脂 質 で あ る 、 上 記 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ の 方 法 。
２ ２ ． 生 体 分 子 が 、 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 、 上 記 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ の 方 法 。
２ ３ ． 生 体 分 子 が 、 リ ポ タ ン パ ク 質 で あ る 、 上 記 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ の 方 法 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ０ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 方 法 を 示 す 。
【 図 ２ 】 生 体 分 子 の 相 対 量 の 計 算 を 示 す 。
【 図 ３ 】 タ ン パ ク 質 、 グ リ コ ー ゲ ン ホ ス ホ リ ラ ー ゼ （ ａ ） 、 ビ メ ン チ ン （ ｂ ） 及 び 熱 シ ョ
ッ ク タ ン パ ク １ ０ ５ （ ｃ ） に 関 す る 同 定 の 数 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

(16) JP 2005-189241 A 2005.7.14



フロントページの続き

(51)Int.Cl.7                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｇ０１Ｎ  33/50                         Ｇ０１Ｎ  33/483   　　　Ｚ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/566                        Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｐ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/68                         Ｇ０１Ｎ  33/566   　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/68    　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  27/26    ３１５Ｈ          　　　　　

(72)発明者  シュテファン・エヴァース
            ドイツ国、デー－７９３７９　ミュルハイム、パウラ－ヘレンヴェッガー－シュトラーセ　２３
(72)発明者  ハノー・ランゲン
            ドイツ国、デー－７９５８５　シュタイネン、イム・ヴェルフィッシュビュール　２７／４
Ｆターム(参考) 2G045 BB07  BB10  BB20  BB41  CA26  CB01  CB03  CB08  DA12  DA13 
　　　　 　　        DA30  DA36  DA44  DA60  DA62  FA36  FB02  FB03  FB05  FB06 
　　　　 　　        JA01 

(17) JP 2005-189241 A 2005.7.14



【 外 国 語 明 細 書 】

1. Title of Invention
      Quantitation by serial combinatorial dilution
2. Detailed Description of Invention
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(18) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(19) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(20) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(21) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(22) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(23) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(24) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(25) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(26) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(27) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(28) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(29) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(30) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(31) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(32) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(33) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(34) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(35) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(36) JP 2005-189241 A 2005.7.14



　
　
　
　
　
　
　

3. Brief Description of Drawings
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2. Representative Drawing
   None
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