
(57)【要約】

【課題】　固相化された物質の分子間相互作用の判定と

質量分析とを同一支持体上で行うことができ、さらには

、質量分析の対象となる物質の量が少量及び／又は低分

子量であってもその同定を高選択的且つ高感度に行うこ

とが可能な方法を提供する。

【解決手段】(1)支持体上に固相化された、対象物質Ａ

を含む試料に対し、ブロッキング試薬と、対象物質Ａに

対する特異的結合能を有する物質Ｂとを用いることによ

って、物質Ａと物質Ｂとの相互作用を判定する工程と、

(2)物質Ｂを物質Ａから除去する工程と、(3)工程(1)に

よって相互作用すると判定された対象物質Ａを同一支持

体上で断片化する工程と、(4)断片化された対象物質Ａ

を同一支持体上で質量分析によって同定する工程とを含

み、(1)においてブロッキング試薬は、(4)における物質

Ａの質量分析による解析結果に支障を与えるマススペク

トルピークを呈さないものである、試料の解析方法。

【選択図】図５
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
（ １ ） 支 持 体 上 に 固 相 化 さ れ た 、 対 象 物 質 Ａ を 含 む 試 料 に 対 し 、
ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 と 、 前 記 対 象 物 質 Ａ に 対 す る 特 異 的 結 合 能 を 有 す る 物 質 Ｂ と を 用 い る こ
と に よ っ て 、 前 記 物 質 Ａ と 前 記 物 質 Ｂ と の 相 互 作 用 を 判 定 す る 工 程 と 、
（ ２ ） 前 記 物 質 Ａ と 相 互 作 用 し た 前 記 物 質 Ｂ を 前 記 物 質 Ａ か ら 除 去 す る 工 程 と 、
（ ３ ） 前 記 工 程 （ １ ） に よ っ て 相 互 作 用 す る と 判 定 さ れ た 前 記 対 象 物 質 Ａ を 前 記 支 持 体 上
で 断 片 化 す る 工 程 と 、
（ ４ ） 断 片 化 さ れ た 前 記 対 象 物 質 Ａ を 前 記 支 持 体 上 で 質 量 分 析 に よ っ て 同 定 す る 工 程 と を
含 み 、
前 記 （ １ ） に お い て 前 記 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 は 、 前 記 （ ４ ） に お け る 前 記 物 質 Ａ の 質 量 分 析
に よ る 解 析 結 果 に 支 障 を 与 え る マ ス ス ペ ク ト ル ピ ー ク を 呈 さ な い も の で あ る 、 試 料 の 解 析
方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 は 、
前 記 物 質 Ａ よ り も 大 き い 分 子 量 を 有 し 、 且 つ
前 記 工 程 （ ３ ） の 条 件 に よ っ て 、 前 記 物 質 Ａ か ら 生 じ る 断 片 の い か な る 断 片 が 有 す る 分 子
量 以 下 の 分 子 量 を 有 す る 断 片 を 生 じ な い 構 造 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法
。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 が ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 又 は n-オ ク チ ル -β -D-グ ル コ ピ ラ ノ シ ド で
あ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 物 質 Ａ が 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 脂 質 、 糖 鎖 、 及 び こ れ ら の 複 合 体 か ら 選 ば れ る 、 請 求
項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 物 質 Ｂ が 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 脂 質 、 糖 鎖 、 及 び こ れ ら の 複 合 体 か ら 選 ば れ る 、 請 求
項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 前 記 相 互 作 用 を 判 定 す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
試 料 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 物 質 Ｂ が 、 標 識 物 質 に よ り ラ ベ ル 化 さ れ て い る ラ ベ ル 化 分 子 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 標 識 物 質 が 蛍 光 標 識 物 質 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 支 持 体 に 、 メ ン ブ レ ン 、 プ レ ー ト 、 非 磁 性 粒 子 及 び 磁 性 粒 子 か ら 選 ば れ る 少 な く と も
１ つ が 用 い ら れ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 支 持 体 が 、 質 量 分 析 用 プ レ ー ト で あ り 、
前 記 物 質 Ａ を 含 む 試 料 を 電 気 泳 動 し た ゲ ル と 、 質 量 分 析 用 プ レ ー ト と を 、 接 触 さ せ る こ と
に よ り 、 前 記 質 量 分 析 用 プ レ ー ト 上 に 固 相 化 さ れ た 前 記 物 質 Ａ を 得 る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の
試 料 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 工 程 （ ３ ） に お い て 、 微 量 分 注 装 置 を 用 い て 、 断 片 化 の た め の 試 薬 を 添 加 す る 、 請 求
項 １ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 工 程 （ ４ ） に お い て 、 前 記 工 程 （ ３ ） で 得 ら れ た 少 な く と も １ つ の 断 片 に つ い て MS解
析 を 行 い 、 さ ら に 、 前 記 MS解 析 に よ っ て 得 ら れ た デ ー タ に お け る 少 な く と も １ つ の 断 片 に
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つ い て MS/MS解 析 を 行 う 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 工 程 （ ４ ） に お い て 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 法 に よ っ て 質 量 分 析 を 行 う 、 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
微 量 分 注 装 置 を 用 い て マ ト リ ッ ク ス 溶 液 を 添 加 す る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法
。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 臨 床 ・ 診 断 ・ 生 化 学 ・ 分 子 生 物 学 に 関 わ る 分 野 の す べ て に 関 す る 。 特 に 、 本
発 明 は 、 免 疫 化 学 反 応 を 利 用 し た 生 体 分 子 等 の 解 析 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 二 次 元 電 気 泳 動 な ど の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 離 さ れ た 生 体 分 子 等 の 解 析 方 法 と し
て 、 以 下 の 方 法 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 （ １ ） マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 質 量 分 析 法 （ MALDI-MS ） の 有 用 性 が 認
め ら れ て い る （ J. Mass Spectrom. Soc. Jpn (2003), Vol. 51, pp. 530-537） 。 ま た 、
対 象 サ ン プ ル の 保 存 性 、 あ る い は ピ エ ゾ 素 子 等 の イ ン ク ジ ェ ッ ト 技 術 を 用 い た 微 量 分 注 ・
解 析 シ ス テ ム へ の 応 用 が 可 能 で あ る と い う 利 点 か ら 、 対 象 物 質 を メ ン ブ レ ン 上 に 固 相 化 （
ブ ロ ッ ト ） し 、 直 接 メ ン ブ レ ン 上 で 解 析 す る 系 が 提 唱 さ れ て い る （ 特 表 ２ ０ ０ １ － ５ ２ １
６ ２ ３ 号 公 報 、  Molecular & Cellular Proteomics (2002) vol. 1, pp. 490-499 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 （ ２ ） 対 象 物 質 を 電 気 泳 動 等 に よ り 展 開 し 、 固 体 支 持 体 上 に 固 相 化 し た 後 、 該 対 象 物 質
に 対 し て 相 互 作 用 す る 分 子 を 反 応 さ せ 、 そ の 存 在 を 検 出 す る 方 法 が 広 く 用 い ら れ て い る （
主 に 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 表 ２ ０ ０ １ － ５ ２ １ ６ ２ ３ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ザ ・ マ ス ・ ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー ・ ソ サ イ エ テ ィ ー ・
オ ブ ・ ジ ャ パ ン （ Journal of the Mass Spectrometry Society of Japan） 、 第 ５ １ 巻 、
２ ０ ０ ３ 年 、 ｐ ． ５ ３ ０ － ５ ３ ７
【 非 特 許 文 献 ２ 】 モ レ キ ュ ラ ー ・ ア ン ド ・ セ ル ラ ー ・ プ ロ テ オ ミ ク ス （ Molecular & Cell
ular Proteomics ） 第 １ 巻 、 ２ ０ ０ ２ 年 、 ｐ ． ４ ９ ０ － ４ ９ ９
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 支 持 体 に 固 相 化 さ れ た 物 質 の 分 子 間 相 互 作 用 を 判 定 す る た め に 用 い ら れ る 試 薬 等 は 、 質
量 分 析 に よ る 物 質 の 同 定 解 析 を 行 う と き に 解 析 の 妨 害 と な る 。 こ の た め 、 従 来 よ り 行 わ れ
て き た 生 体 分 子 な ど の 解 析 方 法 に お い て は 、 固 相 化 さ れ た 物 質 の 分 子 間 相 互 作 用 を 判 定 す
る 工 程 と 、 固 相 化 さ れ た 物 質 の 同 定 解 析 を 行 う 工 程 と を 行 う 場 合 、 そ れ ぞ れ の 工 程 は 別 々
の 支 持 体 上 で 行 わ れ て い る 。 す な わ ち 、 同 一 試 料 を 同 条 件 で 固 相 化 さ せ た 支 持 体 を 複 数 用
意 す る か 、 或 い は そ の よ う に 固 相 化 さ れ た 一 つ の 支 持 体 を 切 り 分 け る 必 要 が あ る 。 こ の よ
う に 、 従 来 の 方 法 で は 、 支 持 体 上 の 同 一 試 料 に 対 し て 行 う こ と が で き る 処 理 の 数 が 限 ら れ
て お り 、 解 析 効 率 が 低 い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 そ こ で 本 発 明 の 目 的 は 、 固 相 化 さ れ た 物 質 の 分 子 間 相 互 作 用 の 判 定 と 質 量 分 析 と を 同 一
支 持 体 上 で 行 う こ と が で き 、 さ ら に は 、 質 量 分 析 の 対 象 と な る 物 質 の 量 が 少 量 及 び ／ 又 は
低 分 子 量 で あ っ て も そ の 同 定 を 高 選 択 的 且 つ 高 感 度 に 行 う こ と が 可 能 な 方 法 を 提 供 す る こ
と に あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 目 的 は 、 微 量 分 注 技 術 を 応 用 す る こ と で 、 一 連 の 作 業 の 大 幅 な
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省 力 化 を 図 る 系 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 発 明 を 含 む 。
＜ １ ＞ 　 （ １ ） 支 持 体 上 に 固 相 化 さ れ た 、 対 象 物 質 Ａ を 含 む 試 料 に 対 し 、
ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 と 、 前 記 対 象 物 質 Ａ に 対 す る 特 異 的 結 合 能 を 有 す る 物 質 Ｂ と を 用 い る こ
と に よ っ て 、 前 記 物 質 Ａ と 前 記 物 質 Ｂ と の 相 互 作 用 を 判 定 す る 工 程 と 、
（ ２ ） 前 記 物 質 Ａ と 相 互 作 用 し た 前 記 物 質 Ｂ を 前 記 物 質 Ａ か ら 除 去 す る 工 程 と 、
（ ３ ） 前 記 工 程 （ １ ） に よ っ て 相 互 作 用 す る と 判 定 さ れ た 前 記 対 象 物 質 Ａ を 前 記 支 持 体 上
で 断 片 化 す る 工 程 と 、
（ ４ ） 断 片 化 さ れ た 前 記 対 象 物 質 Ａ を 前 記 支 持 体 上 で 質 量 分 析 に よ っ て 同 定 す る 工 程 と を
含 み 、
前 記 （ １ ） に お い て 前 記 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 は 、 前 記 （ ４ ） に お け る 前 記 物 質 Ａ の 質 量 分 析
に よ る 解 析 結 果 に 支 障 を 与 え る マ ス ス ペ ク ト ル ピ ー ク を 呈 さ な い も の で あ る 、 試 料 の 解 析
方 法 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
＜ ２ ＞ 　 前 記 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 は 、
前 記 物 質 Ａ よ り も 大 き い 分 子 量 を 有 し 、 且 つ
前 記 工 程 （ ３ ） の 条 件 に よ っ て 、 前 記 物 質 Ａ か ら 生 じ る 断 片 の い か な る 断 片 が 有 す る 分 子
量 以 下 の 分 子 量 を 有 す る 断 片 を 生 じ な い 構 造 を 有 す る 、 ＜ １ ＞ に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 ０ ０ １ ０ 】
＜ ３ ＞ 　 前 記 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 が ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 又 は n-オ ク チ ル -β -D-グ ル コ ピ ラ
ノ シ ド で あ る 、 ＜ １ ＞ 又 は ＜ ２ ＞ に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 ０ ０ １ １ 】
＜ ４ ＞ 　 前 記 物 質 Ａ が 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 脂 質 、 糖 鎖 、 及 び こ れ ら の 複 合 体 か ら 選 ば れ
る 、 ＜ １ ＞ ～ ＜ ３ ＞ の い ず れ か に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 ０ ０ １ ２ 】
＜ ５ ＞ 　 前 記 物 質 Ｂ が 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 脂 質 、 糖 鎖 、 及 び こ れ ら の 複 合 体 か ら 選 ば れ
る 、 ＜ １ ＞ ～ ＜ ４ ＞ の い ず れ か に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 ０ ０ １ ３ 】
＜ ６ ＞ 　 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 前 記 相 互 作 用 を 判 定 す る 、 ＜ １ ＞ ～ ＜ ５ ＞ の い ず れ か に
記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 ０ ０ １ ４ 】
＜ ７ ＞ 　 前 記 物 質 Ｂ が 、 標 識 物 質 に よ り ラ ベ ル 化 さ れ て い る ラ ベ ル 化 分 子 で あ る 、 ＜ １ ＞
～ ＜ ６ ＞ の い ず れ か に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 ０ ０ １ ５ 】
＜ ８ ＞ 　 前 記 標 識 物 質 が 蛍 光 標 識 物 質 で あ る 、 ＜ ７ ＞ に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 ０ ０ １ ６ 】
＜ ９ ＞ 　 前 記 支 持 体 に 、 メ ン ブ レ ン 、 プ レ ー ト 、 非 磁 性 粒 子 及 び 磁 性 粒 子 か ら 選 ば れ る 少
な く と も １ つ が 用 い ら れ る 、 ＜ １ ＞ ～ ＜ ８ ＞ の い ず れ か に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 ０ ０ １ ７ 】
＜ １ ０ ＞ 　 前 記 支 持 体 が 、 質 量 分 析 用 プ レ ー ト で あ り 、
前 記 物 質 Ａ を 含 む 試 料 を 電 気 泳 動 し た ゲ ル と 、 質 量 分 析 用 プ レ ー ト と を 、 接 触 さ せ る こ と
に よ り 、 前 記 質 量 分 析 用 プ レ ー ト 上 に 固 相 化 さ れ た 前 記 物 質 Ａ を 得 る 、 ＜ ９ ＞ に 記 載 の 試
料 の 解 析 方 法 。
【 ０ ０ １ ８ 】
＜ １ １ ＞ 　 前 記 工 程 （ ３ ） に お い て 、 微 量 分 注 装 置 を 用 い て 、 断 片 化 の た め の 試 薬 を 添 加
す る 、 ＜ １ ＞ ～ ＜ １ ０ ＞ の い ず れ か に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 ０ ０ １ ９ 】
＜ １ ２ ＞ 　 前 記 工 程 （ ４ ） に お い て 、 前 記 工 程 （ ３ ） で 得 ら れ た 少 な く と も １ つ の 断 片 に
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つ い て MS解 析 を 行 い 、 さ ら に 、 前 記 MS解 析 に よ っ て 得 ら れ た デ ー タ に お け る 少 な く と も １
つ の 断 片 に つ い て MS/MS解 析 を 行 う 、 ＜ １ ＞ ～ ＜ １ １ ＞ の い ず れ か に 記 載 の 試 料 の 解 析 方
法 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
＜ １ ３ ＞ 　 前 記 工 程 （ ４ ） に お い て 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 法 に よ っ て 質 量 分 析 を 行 う 、 ＜ １ ＞ ～ ＜
１ ２ ＞ の い ず れ か に 記 載 の 試 料 の 解 析 方 法 。
【 ０ ０ ２ １ 】
＜ １ ４ ＞ 　 微 量 分 注 装 置 を 用 い て マ ト リ ッ ク ス 溶 液 を 添 加 す る 、 ＜ １ ３ ＞ に 記 載 の 試 料 の
解 析 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 固 相 化 さ れ た 物 質 の 分 子 間 相 互 作 用 の 判 定 と 質 量 分 析 と を 同 一 支 持 体
上 で 行 う こ と が で き 、 さ ら に は 、 質 量 分 析 の 対 象 と な る 物 質 の 量 が 少 量 及 び ／ 又 は 低 分 子
量 で あ っ て も そ の 同 定 を 高 選 択 的 且 つ 高 感 度 に 行 う こ と が 可 能 な 方 法 を 提 供 す る こ と が で
き る 。 ま た 、 本 発 明 に よ る と 、 微 量 分 注 技 術 を 応 用 す る こ と で 、 一 連 の 作 業 の 大 幅 な 省 力
化 を 図 る 系 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 主 に 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に お い て 、 質 量 分 析 を 妨 害 し な い ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 を 用
い る 試 料 の 染 色 方 法 を 用 い て 試 料 を 解 析 す る 方 法 で あ る 。 本 発 明 の 解 析 方 法 は 、 （ １ ） 支
持 体 上 に 固 相 化 さ れ た 、 物 質 Ａ を 含 む 試 料 に 対 し て 、 質 量 分 析 を 妨 害 し な い ブ ロ ッ キ ン グ
試 薬 と 、 物 質 Ａ に 対 す る 特 異 的 結 合 物 質 を 用 い て 染 色 す る こ と に よ り 、 物 質 Ａ と 物 質 Ｂ と
の 相 互 作 用 を 判 定 す る 工 程 と 、 （ ２ ） 物 質 Ａ と 相 互 作 用 し た 物 質 Ｂ を 除 去 す る 工 程 と 、 （
３ ） 前 記 （ １ ） に よ っ て 相 互 作 用 す る と 判 定 さ れ た 、 試 料 中 の 物 質 Ａ を 同 一 支 持 体 上 で 断
片 化 す る 工 程 と 、 （ ４ ） 断 片 化 さ れ た 物 質 Ａ を 、 同 一 支 持 体 上 で 質 量 分 析 に よ っ て 同 定 す
る 工 程 と を 含 む 。 な お 本 発 明 に お い て 、 染 色 す る と は 、 色 を 付 け る 形 態 に 限 定 さ れ ず 、 特
定 の 条 件 下 で 可 視 化 す る こ と に よ っ て 認 識 す る こ と が で き る 形 態 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
（ １ ） 試 料 の 染 色 工 程
　 本 発 明 に お い て ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 と は 、 解 析 対 象 と な る 物 質 が 固 相 化 さ れ た 支 持 体 上 に
、 そ の 物 質 に 対 す る 特 異 的 結 合 物 質 が 非 特 異 的 に 結 合 す る の を 防 止 す る 物 質 で あ る 。 そ し
て 、 質 量 分 析 を 妨 害 し な い ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 と は 、 質 量 分 析 の 支 障 と な る マ ス ス ペ ク ト ル
ピ ー ク を 呈 さ な い ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 で あ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る ブ ロ ッ
キ ン グ 試 薬 は 、 同 定 解 析 の 対 象 と な る 物 質 に 由 来 す る ピ ー ク 範 囲 内 に 検 出 さ れ な い も の で
あ る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 の ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 は 、 同 定 解 析 の 対 象 と な る 物 質 よ り も 大 き
い 分 子 量 を 有 し 、 且 つ 同 定 解 析 の 対 象 と な る 物 質 を 断 片 化 す る こ と が で き る 条 件 、 す な わ
ち 後 述 の 工 程 （ ３ ） に お け る 条 件 に よ っ て 、 そ の 物 質 か ら 生 じ る 得 る 断 片 が 有 す る 分 子 量
以 下 の 分 子 量 を 有 す る 断 片 を 生 じ な い 構 造 を 持 つ 物 質 で あ る 。
　 こ の よ う な ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 と し て は 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン （ PVP） や 、 n-オ ク チ ル -
β -D-グ ル コ ピ ラ ノ シ ド 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 は 、 適 当 な 溶 媒 に 溶 解 し て 使 用 す る 。 通 常 、 後 述 す る 物 質 Ｂ （ 抗 体 等
） と と も に 溶 解 し て 使 用 す る 。 溶 媒 と し て は 、 TBSバ ッ フ ァ な ど を 用 い る と 良 い 。 ブ ロ ッ
キ ン グ 試 薬 の 濃 度 と し て は 、 使 用 す る ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 の 量 に も 依 る が 、 ０ ． １ ～ ５ %(w/
v)で 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン （ PVP） の 場 合 で あ れ ば 、 ０ ．
２ ５ %(w/v)程 度 を 用 い る と 良 い 。 ま た 、 使 用 す る ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 溶 液 の 量 と し て は 、 試
料 の 種 類 や 、 溶 解 し て い る ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 や 物 質 Ｂ の 量 等 に も 依 る た め 特 に 限 定 さ れ な
い が 、 通 常 は メ ン ブ レ ン １ cm 2 当 た り １ ０ mlを 超 え な い 量 で 用 い る 。 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 溶
液 は 通 常 、 少 な い 量 が 好 ま し く 用 い ら れ る た め 、 そ の 量 の 下 限 値 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、
例 え ば ０ ． ２ ml、 よ り 好 ま し く は ０ ． ０ ９ ml程 度 で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 一 方 、 従 来 か ら ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 等 に お い て 用 い ら れ る ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 は 、 Ｂ Ｓ Ａ
、 ス キ ム ミ ル ク 、 カ ゼ イ ン 、 血 清 、 界 面 活 性 剤 等 で あ る 。 こ れ ら は 低 分 子 で あ っ た り 、 或
い は 、 酵 素 消 化 が 行 わ れ る こ と に よ り 分 解 さ れ て 低 分 子 の 断 片 が 生 じ た り す る も の で あ る
。 こ の た め 、 こ れ ら の 従 来 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 行 っ た 後 に 同 定 対 象 と な る 物 質 を 同
一 支 持 体 上 で 質 量 分 析 に 供 す る と 、 同 定 解 析 の 対 象 と な る 物 質 の ピ ー ク 範 囲 内 に 夾 雑 物 と
し て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 工 程 に お け る 試 料 の 染 色 の た め の そ の 他 の 条 件 と し て は 、 通 常 行 わ れ る 染 色 方 法 に お
け る 条 件 を 用 い れ ば よ い 。 具 体 的 に は 、 対 象 物 質 Ａ を 含 む 試 料 が 固 相 化 さ れ た 支 持 体 を 用
意 し ； こ の 支 持 体 上 の 試 料 に 対 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 と 、 対 象 物 質 Ａ に 対 す る 特 異 的 結 合
能 力 を 有 す る 物 質 Ｂ と を 添 加 し ； 物 質 Ａ と 物 質 Ｂ と の 相 互 作 用 を 判 定 す る こ と に よ り 行 う
。 従 っ て 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 は 、 物 質 Ｂ が 非 特 異 的 に 結 合 し 得 る
、 支 持 体 上 の 部 位 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き る も の で あ っ て 、 物 質 Ａ の 質 量 分 析 に よ る 解
析 結 果 に 支 障 を 与 え る マ ス ス ペ ク ト ル ピ ー ク を 呈 さ な い も の で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 に お
け る ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 は 、 物 質 Ａ よ り も 大 き い 分 子 量 を 有 し 、 且 つ 、 物 質 Ａ を 断 片 化 す る
こ と が で き る 条 件 下 に お い て 物 質 Ａ か ら 生 じ 得 る い か な る 断 片 が 有 す る 分 子 量 以 下 の 分 子
量 を 有 す る 断 片 を 生 じ な い 構 造 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 対 象 物 質 Ａ と し て は 、 具 体 例 に は 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 脂 質 、 糖 鎖 、 及 び こ れ ら の 複 合
体 か ら 選 ば れ る 。
　 物 質 Ｂ は 、 対 象 物 質 Ａ に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 物 質 で あ り 、 通 常 は 、 対 象 物 質
Ａ と の 免 疫 化 学 的 反 応 に よ り 物 質 Ａ － 物 質 Ｂ 複 合 体 を 形 成 し う る 物 質 で あ る 。 具 体 例 に は
、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 脂 質 、 糖 鎖 、 及 び こ れ ら の 複 合 体 か ら 選 ば れ る 。 さ ら に 物 質 Ｂ は 、
標 識 物 質 に よ り ラ ベ ル 化 さ れ て い る ラ ベ ル 化 分 子 で あ っ て も よ い 。 標 識 物 質 と し て は 、 蛍
光 標 識 物 質 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 物 質 Ｂ は 、 適 宜 、 溶 液 な ど に 含 ま せ て 用 い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 支 持 体 に は 、 メ ン ブ レ ン 、 プ レ ー ト 、 非 磁 性 粒 子 、 磁 性 粒 子 等 か ら 選 ば れ る 少 な く と も
１ つ が 用 い ら れ る 。 メ ン ブ レ ン を 用 い る 場 合 、 物 質 Ａ を 含 む 試 料 は 、 電 気 的 に メ ン ブ レ ン
に 転 写 さ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。 メ ン ブ レ ン と し て は 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ リ ド
（ Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ ） 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ エ チ レ ン 等 の 有 機 合 成 高 分 子 及 び そ
の 誘 導 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ポ リ ア ミ ド と し て は 、 ナ イ ロ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 プ レ ー ト と し て は 、 ガ ラ ス 製 プ レ ー ト 、 樹 脂 製 プ レ ー ト 、 金 属 製 プ レ ー ト 等 が 挙 げ ら れ
る 、 こ の よ う な プ レ ー ト を 用 い る 場 合 は 、 物 質 Ａ を 含 む 試 料 の 電 気 泳 動 後 の ゲ ル や 、 物 質
Ａ を 含 む 試 料 が 転 写 さ れ た メ ン ブ レ ン を 、 プ レ ー ト の 表 面 に 接 触 さ せ て 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 質 量 分 析 を 用 い る た め 、 前 記 支 持 体 に は 好 ま し く は 金 属 製 プ レ ー ト 、 例 え ば
質 量 分 析 用 サ ン プ ル プ レ ー ト が 用 い ら れ る 。 支 持 体 と し て 質 量 分 析 用 サ ン プ ル プ レ ー ト を
用 い た 場 合 は 、 相 互 作 用 判 定 後 、 同 一 支 持 体 上 で 質 量 分 析 が 可 能 と な る 点 で 好 ま し い 。 こ
の と き 、 質 量 分 析 用 サ ン プ ル プ レ ー ト 上 に 固 相 化 さ れ た 物 質 Ａ は 、 物 質 Ａ を 含 む 試 料 を 電
気 泳 動 し た ゲ ル と 、 質 量 分 析 用 サ ン プ ル プ レ ー ト と を 接 触 さ せ て 得 た も の と す る こ と が で
き る 。 ま た 、 質 量 分 析 用 サ ン プ ル プ レ ー ト に 、 物 質 Ａ を 含 む 試 料 を （ 電 気 泳 動 後 の ゲ ル 等
か ら ） メ ン ブ レ ン に 転 写 し た も の を 貼 り 付 け る 等 行 う こ と に よ っ て 固 着 さ せ て 得 た も の で
あ っ て も 良 い 。 な お 固 着 に は 導 電 性 両 面 粘 着 テ ー プ 等 を 用 い た 固 定 を 行 う と 良 い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 、 非 磁 性 粒 子 を 用 い た 支 持 体 と し て は 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド ゲ ル や 合 成 ポ リ マ ー 等
を 用 い た 支 持 体 が 用 い ら れ る 。 磁 性 粒 子 を 用 い た 支 持 体 と し て は 、 電 気 泳 動 後 の 被 転 写 支
持 体 と し て の 支 持 体 の 基 本 構 造 に 通 電 性 の 磁 性 金 属 を 使 用 し た も の 等 が 用 い ら れ る 。 さ ら
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に 、 ア ビ デ ィ テ ィ ー を 向 上 さ せ る 目 的 の ス ペ ー サ ー を 結 合 さ せ た 磁 性 粒 子 を 支 持 体 に し た
も の 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 特 に 本 工 程 が 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 行 わ れ る と き に 有 用 で あ る 。 従 っ て こ
の 場 合 、 支 持 体 上 に 固 相 化 さ れ た 物 質 Ａ の 具 体 例 と し て は 、 タ ン パ ク 質 を 電 気 泳 動 し た 後
メ ン ブ レ ン に 転 写 し た も の が 挙 げ ら れ 、 物 質 Ｂ の 具 体 例 と し て は 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 そ し
て 、 物 質 Ａ と 物 質 Ｂ と の 抗 原 抗 体 反 応 を 確 認 す る こ と に よ っ て 両 物 質 間 の 相 互 作 用 を 判 定
す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 な お 、 本 工 程 に お い て 、 物 質 間 の 相 互 作 用 を 判 定 す る と は 、 支 持 体 上 に 固 相 化 さ れ た 試
料 中 の 物 質 Ａ が あ ら か じ め 想 定 さ れ た も の で あ っ て 、 想 定 さ れ た 物 質 Ａ に 対 す る 特 異 的 結
合 物 質 Ｂ を 作 用 さ せ る こ と に よ っ て 、 物 質 Ａ の 支 持 体 上 の 位 置 を 確 認 す る 形 態 と ； 物 質 Ａ
が 未 知 の 物 質 で あ っ て 、 可 能 性 の あ る 様 々 な 物 質 Ｂ を 作 用 さ せ る こ と に よ っ て 、 物 質 Ａ に
作 用 さ せ た 物 質 Ｂ の う ち ど れ が 特 異 的 に 結 合 し た か を 判 定 す る と と も に 物 質 Ａ の 位 置 を 確
認 す る 形 態 と の 両 方 を 含 む 意 味 で 用 い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 工 程 に お い て は 、 微 量 分 注 装 置 を 用 い て 支 持 体 上 に 溶 液 を 添 加 し て も 良 い し 、 支 持 体
を 溶 液 に 浸 漬 し て も 良 い 。 微 量 分 注 装 置 と し て は 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト 法 の 機 構 を 搭 載 し た 装
置 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 装 置 と し て は 、 CHIP-1000（ 島 津 製 作 所 製 ） な ど が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 工 程 に お い て は 、 微 量 分 注 装 置 を 用 い る こ と に よ り 、 添 加 さ れ る 溶 液 の 量 を 大 幅 に 制
御 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト 法 の 機 構 を 搭 載 し た 装 置 の 場 合 、 一 個 の イ
ン ク ジ ェ ッ ト 吐 出 部 か ら １ 回 の 分 注 操 作 に つ き 添 加 さ れ る 試 薬 量 を 、 例 え ば １ ０ ０ ｐ ｌ 程
度 に 制 御 す る こ と が で き る 。 イ ン ク ジ ェ ッ ト の 機 構 に よ っ て は 、 こ れ よ り さ ら に 少 な い 量
に 制 御 す る こ と も で き る 。 ま た 、 吐 出 を 繰 り 返 す こ と が で き る た め 、 試 薬 量 を 分 注 す る 量
の 上 限 も 特 に 限 定 さ れ な い 。 特 定 の １ つ の 領 域 に 対 し て は 、 例 え ば ナ ノ リ ッ ト ル レ ベ ル 、
通 常 １ ０ ０ ｎ ｌ 程 度 の 試 薬 量 を 分 注 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 抗 体 溶 液 等 、 希 少 か つ 高
価 な 試 薬 で あ っ て も 必 要 最 低 限 の 使 用 量 し か 消 費 し な い た め 、 大 幅 な コ ス ト ダ ウ ン を 図 る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 微 量 分 注 装 置 に よ っ て 、 例 え ば １ ０ ０ ｐ ｌ 程 度 の 吐 出 に よ っ て ７ ８ ０ ０ μ ｍ ２ 程 度 の 極
小 の 分 注 範 囲 を 生 じ る 。 こ の 分 注 範 囲 は 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト の 機 構 に よ っ て さ ら に 小 さ い 範
囲 に 限 局 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト 吐 出 部 の 支 持 体 上 の 相 対 位 置 を 変 え
る こ と に よ り 分 注 位 置 を ず ら し て い く こ と が で き る た め 、 任 意 の 領 域 に 溶 液 を 分 注 す る こ
と が で き る 。 こ の た め 、 分 注 範 囲 の 上 限 も 特 に 限 定 さ れ な い 。 特 定 の 領 域 に ア レ イ と し て
分 注 す る 場 合 は 、 例 え ば １ ｍ ｍ ２ あ た り ４ ～ １ ０ ０ ス ポ ッ ト 分 注 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 同 一 支 持 体 上 に 溶 液 を 添 加 す べ き 領 域 を ２ つ 以 上 設 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。 従
っ て 、 同 一 支 持 体 上 で も 異 な る 領 域 で 別 種 の 溶 液 を 添 加 す る こ と が 可 能 に な り 、 相 互 作 用
の 判 定 を 効 率 よ く 行 う こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ の よ う に 微 量 分 注 装 置 は 、 微 量 の 溶 液 を 添 加 す る こ と が で き る た め 、 支 持 体 上 に お け
る 所 望 の 極 小 領 域 の み を 処 理 す る こ と が 可 能 に な る 。 こ の た め 、 大 量 検 体 処 理 が 容 易 に な
り 、 ひ い て は 、 相 互 作 用 す る 分 子 を 確 実 に 同 定 す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト （ 高 効 率 ） 相
互 作 用 ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
（ ２ ） 物 質 Ｂ の 除 去 工 程
　 本 工 程 に お い て は 、 前 述 の 工 程 （ １ ） に よ っ て 物 質 Ａ と 相 互 作 用 す る と 判 定 さ れ た 物 質
Ｂ を 、 物 質 Ａ か ら （ す な わ ち 支 持 体 か ら ） 除 去 す る 。 　 物 質 Ｂ を 除 去 す る 方 法 と し て は 、
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物 質 Ａ 及 び 物 質 Ｂ の 組 み 合 わ せ 等 を 考 慮 し 、 適 宜 行 え ば よ い 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 グ リ
シ ン － 塩 酸 （ 例 え ば ｐ Ｈ ２ ． ０ ） 溶 液 を 用 い て 洗 浄 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 こ
の 洗 浄 は 、 通 常 室 温 で 行 わ れ る が 、 ５ ０ ℃ 程 度 ま で 温 度 を 上 げ て 行 っ て も 良 い 。 温 度 を 上
げ る こ と に よ り 、 除 去 効 率 を 上 げ る こ と が 可 能 で あ る 。 本 工 程 を 行 う こ と に よ っ て 、 後 述
の 工 程 （ ４ ） の 質 量 分 析 に お い て 解 析 対 象 と な る 物 質 Ａ を 高 感 度 に 同 定 す る こ と が 可 能 に
な る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 本 工 程 で 物 質 Ｂ が 除 去 さ れ る た め 、 前 工 程 （ １ ） で 可 視 化 に よ っ て 判 定 し た 支 持
体 上 の 位 置 に お い て 、 物 質 Ａ が 見 え な く な る 場 合 が あ る 。 こ の 場 合 、 本 工 程 の 後 、 後 述 の
工 程 （ ３ ） の 前 に 、 支 持 体 上 の 物 質 Ａ を 含 む 試 料 を 適 当 な 染 色 剤 で 染 色 す る こ と が で き る
。 （ た だ し 、 こ こ で い う 染 色 と は 、 工 程 （ １ ） に お い て 試 料 中 か ら 物 質 Ａ の み を 検 出 す る
た め の 染 色 と は 別 の 工 程 で あ る 。 ） 染 色 剤 と し て は 、 後 述 の 工 程 （ ４ ） の 解 析 に 支 障 を 与
え な い も の を 適 宜 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 染 色 剤 と し て は 、 Direct Blue 71（ シ
グ マ 社 製 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の 染 色 操 作 に よ っ て 、 物 質 Ａ を 含 む 試 料 が 染 色 さ れ る 。
そ し て 、 こ の よ う に 染 色 剤 で 染 色 さ れ た 支 持 体 上 の 位 置 の う ち 、 工 程 （ １ ） で 判 定 さ れ た
位 置 （ す な わ ち 物 質 Ａ の 位 置 ） を 、 後 述 の 工 程 （ ３ ） に お け る 断 片 化 を 行 う た め の 目 印 と
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 な お 、 前 工 程 （ １ ） に お け る 可 視 化 を 蛍 光 物 質 に よ り 行 っ た 場 合 は 、 染 色 剤 に よ る 処 理
を 行 っ て も 良 い し 、 行 わ な く て も 良 い 。 前 工 程 （ １ ） で 蛍 光 物 質 に よ る 可 視 化 を 行 っ た 場
合 、 本 工 程 に 先 立 っ て 、 前 工 程 （ １ ） で 得 ら れ た 支 持 体 の 蛍 光 イ メ ー ジ 画 像 を と り 、 そ の
後 、 本 工 程 の 物 質 Ｂ の 除 去 を 行 う 。 そ し て 、 予 め と っ て お い た 蛍 光 イ メ ー ジ に お け る 蛍 光
ス ポ ッ ト と 同 じ 支 持 体 上 の 位 置 を 、 後 述 の 工 程 （ ３ ） に お け る 断 片 化 を 行 う た め の 目 印 と
す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ の よ う に 工 程 （ １ ） に お い て 蛍 光 物 質 に よ る 可 視 化 を
行 っ た 場 合 、 染 色 剤 に よ る 処 理 は 必 ず し も 必 要 で は な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
（ ３ ） 断 片 化 工 程
　 本 工 程 に お い て は 、 公 知 の 方 法 に 基 づ い た 断 片 化 を 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 ト リ プ
シ ン 消 化 な ど を 行 う と よ い 。 本 発 明 に お い て は 、 本 工 程 の 条 件 に よ っ て 低 分 子 量 の 断 片 を
生 じ な い 構 造 を 有 す る ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 を 用 い て い る た め 、 工 程 （ １ ） に よ っ て 相 互 作 用
を 示 し た 物 質 の 、 同 じ 支 持 体 上 に お け る 同 じ 位 置 で 断 片 化 処 理 を 行 っ て も 、 そ の 位 置 に 存
在 し う る ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 か ら 、 後 の 工 程 （ ４ ） の 質 量 分 析 の 支 障 と な る マ ス ス ペ ク ト ル
ピ ー ク を 呈 す る 断 片 を 生 じ さ せ る こ と な く 、 解 析 対 象 と な る 物 質 を 適 切 に 断 片 化 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 同 一 試 料 に 対 し て 異 な る 複 数 の 処 理 を 行 う こ と が で き
る た め 、 解 析 効 率 が 高 い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ま た 、 本 工 程 で 用 い ら れ る 断 片 化 の た め の 試 薬 、 例 え ば ト リ プ シ ン 溶 液 等 は 、 微 量 分 注
装 置 を 用 い て 添 加 す る こ と が で き る 。 微 量 分 注 装 置 に つ い て は 、 上 述 の 工 程 （ １ ） に お い
て 述 べ た と お り で あ る 。 従 っ て 、 工 程 （ １ ） に お い て 相 互 作 用 を 示 し た 対 象 物 質 が 存 在 す
る 所 望 の 微 小 領 域 に つ い て 断 片 化 処 理 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
（ ４ ） 質 量 分 析 工 程
　 本 工 程 に お い て は 、 質 量 分 析 装 置 に よ っ て 、 上 記 工 程 （ １ ） ～ （ ３ ） と 同 一 の 支 持 体 上
の 同 一 の 位 置 で 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 工 程 に よ っ て そ の 位 置 に 存 在 し う る
ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 も 同 時 に 測 定 さ れ る こ と も あ る 。 し か し な が ら 、 本 工 程 に お い て は 、 同
定 す べ き 物 質 の 解 析 に 必 要 な マ ス ス ペ ク ト ル の ピ ー ク 範 囲 内 に ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 の ピ ー ク
は 検 出 さ れ な い 。 な ぜ な ら 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 が 、 同 定 解 析 の
対 象 と な る 物 質 よ り も 大 き い 分 子 量 を 有 し 、 且 つ 工 程 （ ３ ） に お け る 断 片 化 条 件 に よ っ て
、 同 定 解 析 の 対 象 と な る 物 質 か ら 生 じ る 断 片 が 有 す る 分 子 量 以 下 の 分 子 量 の 断 片 を 生 じ な
い 構 造 を 有 す る も の に 工 夫 さ れ て い る た め で あ る 。 従 っ て 、 本 工 程 に お い て は 、 ブ ロ ッ キ
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ン グ 試 薬 が 同 定 す べ き 物 質 の 解 析 に 支 障 を 与 え る こ と は な い 。 こ の よ う に 本 発 明 の 解 析 の
方 法 は 、 工 程 （ １ ） か ら 工 程 （ ４ ） ま で を 、 同 一 支 持 体 上 の 同 一 位 置 に お い て 行 う こ と が
で き る た め 、 解 析 の 効 率 が 大 変 高 い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ま た 、 前 記 工 程 （ ２ ） で 、 対 象 物 質 Ａ に 結 合 し て い た 物 質 Ｂ が 除 去 さ れ て い る こ と に よ
り 、 本 工 程 で 測 定 対 象 と な る 質 量 範 囲 に 物 質 Ｂ が 検 出 さ れ な い た め 、 解 析 対 象 と な る 物 質
Ａ の 質 量 分 析 を 高 感 度 に 行 う こ と が で き る 。 従 っ て 、 支 持 体 上 の 物 質 Ａ の 量 が 少 量 で あ っ
て も 同 定 が 可 能 と な る 。 例 え ば 、 物 質 Ａ が 1pmol～ 20pmol程 度 の 量 （ 物 質 Ａ が タ ン パ ク 質
で あ る 場 合 は 、 電 気 泳 動 に お け る レ ー ン 当 り の 量 に 相 当 ） で も そ の 解 析 が 可 能 と な る 。 微
量 分 注 装 置 を 用 い た 場 合 な ど 、 さ ら に 少 量 の 物 質 Ａ を 解 析 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば
100fmol程 度 の 量 で も 解 析 が 可 能 で あ る 。 な お 、 こ こ に 示 し た 量 よ り 多 量 の 物 質 Ａ で あ っ
て も 、 そ の 解 析 が 可 能 で あ る こ と は い う ま で も な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の よ う に 工 程 （ １ ） に お け る ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 の 工 夫 や 工 程 （ ２ ） に お け る 物 質 Ｂ の
除 去 に よ り 、 本 工 程 で は 高 感 度 に 解 析 を 行 う こ と が で き る 。 従 っ て 、 MS解 析 の み な ら ず MS
/MS解 析 も 可 能 と な る 。 す な わ ち 、 前 記 工 程 （ ３ ） で 得 ら れ た 少 な く と も １ つ の 断 片 に つ
い て MS解 析 を 行 い 、 さ ら に 、 前 記 MS解 析 に よ っ て 得 ら れ た デ ー タ に お け る 少 な く と も １ つ
の 断 片 に つ い て MS/MS解 析 を 行 う こ と が 可 能 と な る 。 こ の よ う に MS/MS解 析 が 可 能 に な る こ
と に よ っ て 、 MS解 析 だ け で は 十 分 な デ ー タ が 得 る こ と が で き な い よ う な 物 質 に つ い て も 同
定 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 MS解 析 だ け で は 十 分 な デ ー タ が 得 る こ と が で き な い 物 質 と し て は 、 そ の 物 質 の 分 子 量 や
特 性 が 関 係 す る が 、 特 に 低 分 子 量 の も の が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 10kDa～ 60kDa程 度 の 分 子
量 、 あ る い は そ れ 以 下 の 分 子 量 の 物 質 で あ る 。 具 体 的 に は 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 の GroES
（ 10kDa） な ど が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 GroESに つ い て 工 程 （ １ ） ～ （ ３ ） の 操 作 を 行 っ た
後 MS測 定 を 行 う と 、 得 ら れ る マ ス ス ペ ク ト ル に お い て GroES由 来 の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト
の ピ ー ク は ３ 本 で あ り 、 十 分 な 同 定 に 至 ら な い 。 し か し な が ら 、 こ の う ち の １ つ の ペ プ チ
ド フ ラ グ メ ン ト に 対 し MS/MS測 定 を 行 う と 、 さ ら な る 情 報 を 入 手 す る こ と が で き る た め 、
十 分 な 同 定 解 析 を 行 う こ と が 可 能 に な る 。 す な わ ち 、 物 質 Ａ の 分 子 量 が 10kDa～ 60kDa程 度
、 あ る い は そ れ 以 下 の 低 分 子 量 で あ っ て も 、 MS/MS測 定 に よ っ て 十 分 な 同 定 解 析 が 可 能 に
な る 。 な お 、 物 質 Ａ の 分 子 量 が こ こ に 示 し た よ り も 大 き い 分 子 量 で あ っ て も 、 そ の 解 析 が
可 能 で あ る こ と は い う ま で も な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ま た 、 本 工 程 に お い て は レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 質 量 分 析 法 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 こ
の 場 合 、 断 片 化 さ れ た 物 質 が 存 在 す る 位 置 に 対 し て レ ー ザ ー を 照 射 し 、 マ ス ス ペ ク ト ル を
得 る 。 さ ら に 、 本 工 程 に お い て は 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 質 量 分 析 法 （
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 法 ） を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 こ の 場 合 、 処 理 さ れ た 物 質 に 対 し 、 好 ま し く は
微 量 分 注 装 置 を 用 い て マ ト リ ク ス 溶 液 を 重 ね て 分 注 し 、 そ の 分 注 位 置 に 対 し て レ ー ザ ー を
照 射 し 、 マ ス ス ペ ク ト ル を 得 る 。 微 量 分 注 装 置 を 用 い る と 、 質 量 分 析 の 対 象 が 微 小 な 範 囲
に 限 定 さ れ る た め 、 こ の と き に 得 ら れ る マ ス ス ペ ク ト ル に お い て は 、 所 望 の 領 域 以 外 か ら
の 不 必 要 な シ グ ナ ル 、 す な わ ち バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 低 減 す る こ と が で き る 。 ま た 、 （ １ ）
及 び /又 は （ ２ ） の 工 程 に お い て 、 同 一 支 持 体 上 で 複 数 の 処 理 を 行 っ た 場 合 、 マ ト リ ク ス
溶 液 の 分 注 や レ ー ザ ー 照 射 を 、 処 理 が 行 わ れ た 複 数 の 位 置 の そ れ ぞ れ に 対 し て 行 う こ と に
よ っ て 、 解 析 の た め の 一 連 の 作 業 の 大 幅 な 省 力 化 が 可 能 に な る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
＜ 実 施 例 １ ＞
　 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA； Bovine Serum Albumin） を 、 0.5、 1、 2、 5、 10、 及 び 20 pmol
/bandに つ い て SDS-PAGE を 行 っ た 後 、 疎 水 性 の メ ン ブ レ ン に 転 写 し 、 転 写 し た メ ン ブ レ ン
を サ ン プ ル プ レ ー ト へ 固 定 し た 。 こ の よ う に 、 電 気 泳 動 後 の ゲ ル を メ ン ブ レ ン 上 に 転 写 す
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る 過 程 を 模 式 的 に 示 し た 図 を 図 １ に 示 す 。 転 写 し た メ ン ブ レ ン に 対 し 、 Rapid Immunodete
ction Method (Millipore Application Note RP562)の プ ロ ト コ ル に 準 じ て ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト を 行 っ た 。 た だ し 本 実 施 例 で は 、 Rapid Immunodetection Methodに お い て 実 際 に 用
い ら れ る 界 面 活 性 剤 を 用 い ず に 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン （ PVP-40； シ グ マ 社 製 ） を 用 い て
行 っ た 。 す な わ ち 、 PVPを 用 い て 固 体 支 持 体 を ブ ロ ッ キ ン グ し 、 蛍 光 標 識 さ れ た BSA抗 体 （
Anti-BSA） を 用 い て 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ り 陽 性 バ ン ド を 検 出 し た 。 こ の と き 得 ら れ た 結 果
を 図 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 メ ン ブ レ ン を グ リ シ ン － 塩 酸 （ pH2.0） 水 溶 液 に 浸 漬 し 、 こ の 陽 性 バ ン ド に お い て BSAに
結 合 し て い る BSA抗 体 を 除 去 し た 。 工 程 除 去 後 の メ ン ブ レ ン を 図 ３ に 示 す 。 そ の 後 、 タ ン
パ ク 質 の ス ポ ッ ト を 染 色 し た 。 染 色 後 の メ ン ブ レ ン を 図 ４ に 示 す 。 染 色 さ れ た ス ポ ッ ト の
う ち 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 で 検 出 し た 陽 性 バ ン ド に 対 し 微 量 分 注 装 置 （ 島 津 製 作 所 製 CHIP-100
0） を 用 い て 酵 素 消 化 を 行 っ た 。 そ の 後 、 0.5、 1、 2、 5、 及 び 10 pmol/bandの ５ つ の バ ン
ド に つ い て 、 質 量 分 析 装 置 （ 島 津 製 作 所 製 AXIMA） を 用 い て 直 接 メ ン ブ レ ン 上 で PMF解 析 を
行 っ た 。 こ の と き 得 ら れ た マ ス ス ペ ク ト ル を 図 ５ ［ Ａ ］ （ ａ ） ～ （ ｅ ） 及 び 図 ５ ［ Ｂ ］ （
ａ ） ～ （ ｅ ） に 示 す 。 以 下 、 本 実 施 例 に お い て 行 わ れ た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 抗 体 除 去 、
及 び 消 化 の プ ロ ト コ ル に つ い て 具 体 的 に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
［ メ ン ブ レ ン の 乾 燥 ］
　 １ ． メ ン ブ レ ン を 、 １ ０ ０ ％ メ タ ノ ー ル に １ ０ 秒 間 浸 漬 し た 。
　 ２ ． ブ ロ ッ ト を 濾 紙 上 に １ ５ 分 間 載 置 し た 。
　 ３ ． ブ ロ ッ ト を バ キ ュ ー ム チ ャ ン バ ー 内 に ３ ０ 分 間 放 置 し た 。
　 ４ ． ブ ロ ッ ト を ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ５ ． ブ ロ ッ ト を ラ ボ ベ ン チ 上 に 置 き 、 室 温 で ２ 時 間 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
［ 免 疫 検 出 ］
　 １ ． ブ ロ ッ ト を 、 0.25%(w/v)の ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン （ PVP-40； シ グ マ 社 製 ） と 一 次 抗
体 と を 含 む TBSバ ッ フ ァ に １ 時 間 浸 漬 し た 。 こ の と き 、 ブ ロ ッ ト １ cm 2 に 対 し て 0.09ml の T
BSバ ッ フ ァ を 用 い た 。
　 ２ ． TBSを 用 い て ブ ロ ッ ト を 10秒 間 洗 浄 し た 。 こ の と き 、 ブ ロ ッ ト １ cm 2 に 対 し て 0.9ml
の TBSバ ッ フ ァ を 用 い た 。 こ の 洗 浄 操 作 を ２ 回 繰 り 返 し た 。
　 ３ ． ブ ロ ッ ト を 、 0.25%(w/v)の ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン （ PVP-40； シ グ マ 社 製 ） と 二 次 抗
体 と を 含 む TBSバ ッ フ ァ に １ 時 間 浸 漬 し た 。 こ の と き 、 ブ ロ ッ ト １ cm 2 に 対 し て 0.09ml の T
BSバ ッ フ ァ を 用 い た 。
　 ４ ．  TBSを 用 い て ブ ロ ッ ト を 10秒 間 洗 浄 し た 。 こ の と き 、 ブ ロ ッ ト １ cm 2 に 対 し て 0.9ml
の TBSバ ッ フ ァ を 用 い た 。 こ の 洗 浄 操 作 を ２ 回 繰 り 返 し た 。
　 ５ ． ブ ロ ッ ト を Milli-Q water（ ミ リ ポ ア 社 製 ） で リ ン ス し た 。
　 ６ ． ブ ロ ッ ト を ラ ボ ベ ン チ 上 に 置 き 、 室 温 で 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
 [抗 体 の 除 去 ]
　 １ ． ブ ロ ッ ト を 0.2Mグ リ シ ン (pH 2.0)水 溶 液 に 10分 間 浸 漬 し た 。 こ の と き 、 ブ ロ ッ ト １
cm 2 に 対 し て 0.09ml の TBSバ ッ フ ァ を 用 い た 。 こ の 操 作 を ３ 回 繰 り 返 し た 。
　 ２ ． ブ ロ ッ ト を Milli-Q water（ ミ リ ポ ア 社 製 ） で リ ン ス し た 。
　 ３ ． ブ ロ ッ ト を ラ ボ ベ ン チ 上 に 置 き 、 室 温 で 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
[プ ロ テ イ ン ス ポ ッ ト の 染 色 ]
　 １ ． メ ン ブ レ ン を 染 色 液 に 浸 漬 し 、 ７ 分 間 静 か に 振 と う し た 。
　 ２ ． メ ン ブ レ ン を 洗 浄 液 に 浸 漬 し 、 ５ 分 間 静 か に 振 と う し た 。 こ の 操 作 を ３ 回 行 っ た 。
　 ３ ． メ ン ブ レ ン を 水 に 数 分 間 浸 漬 し 、 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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[メ ン ブ レ ン 上 で の ト リ プ シ ン 消 化 ]
　 １ ． 染 色 を 行 っ た メ ン ブ レ ン を MSプ レ ー ト 上 に 両 面 導 電 テ ー プ を 用 い て 貼 り 付 け た 。
　 ２ ． 化 学 イ ン ク ジ ェ ッ ト プ リ ン タ ー に セ ッ ト し た 。
　 ３ ． メ ン ブ レ ン に ウ ェ ッ テ ィ ン グ 溶 液  7nlを プ リ ン ト し た 。
　 ４ ． ト リ プ シ ン 溶 液 2nlを 25回 プ リ ン ト し た 。 （ 全 50nl）
　 ５ ． MSプ レ ー ト を 装 置 か ら 除 去 し 、 湿 潤 条 件 下 、 ３ ０ ℃ で 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ６ ． MSプ レ ー ト を 化 学 イ ン ク ジ ェ ッ ト プ リ ン タ ー に 戻 し 、 マ ト リ ッ ク ス 溶 液 4nlを 25回
プ リ ン ト し た 。 （ 全 100nl）
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 図 ５ に お い て は 、 横 軸 に 質 量 ／ 電 荷 (Mass/Charge)、 縦 軸 に イ オ ン の 相 対 強 度 (%Int)を
表 す 。 ［ Ｂ ］ は 、 ［ Ａ ］ に お け る 1300-2000(Mass/Charge)の ス ペ ク ト ル を 拡 大 し た も の で
あ る 。 さ ら に 図 ５ ［ Ａ ］ 及 び ［ Ｂ ］ に お い て 、 （ ａ ） は 10 pmol/band、 （ ｂ ） は 5 pmol/b
and、 （ ｃ ） は 2 pmol/band、 （ ｄ ） は 1 pmol/band、 （ ｅ ） は 0.5 pmol/bandに つ い て の ス
ペ ク ト ル で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
＜ 参 考 実 験 例 ＞
　 抗 体 除 去 及 び 抗 体 除 去 後 の 染 色 を 行 わ な か っ た 以 外 は 上 述 の 実 施 例 １ と 同 様 の 操 作 を 行
う こ と に よ っ て 、 図 ６ ［ Ａ ］ （ ａ ） ～ （ ｅ ） 及 び 図 ６ ［ Ｂ ］ （ ａ ） ～ （ ｅ ） の マ ス ス ペ ク
ト ル を 得 た 。 図 ６ に お い て は 、 横 軸 に 質 量 ／ 電 荷 (Mass/Charge)、 縦 軸 に イ オ ン の 相 対 強
度 (%Int)を 表 す 。 ［ Ｂ ］ は 、 ［ Ａ ］ に お け る 1300-2000(Mass/Charge)の ス ペ ク ト ル を 拡 大
し た も の で あ る 。 さ ら に 図 ６ ［ Ａ ］ 及 び ［ Ｂ ］ に お い て 、 （ ａ ） は 10 pmol/band、 （ ｂ ）
は 5 pmol/band、 （ ｃ ） は 2 pmol/band、 （ ｄ ） は 1 pmol/band、 （ ｅ ） は 0.5 pmol/bandに
つ い て の ス ペ ク ト ル で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 質 量 分 析 及 び デ ー タ ベ ー ス 検 索 に よ る 同 定 は 、 BSA由 来 ペ プ チ ド の マ ス ス ペ ク ト ル ピ ー
ク を ４ ～ ６ 本 得 る こ と で 可 能 と な る 。 抗 体 除 去 操 作 を 行 っ た 本 実 施 例 １ に よ る と 、 2pmol/
band、 1pmol/bandの 濃 度 の 少 量 の BSAで あ っ て も 、 そ の 同 定 が 可 能 で あ っ た 。 な お 、 抗 体
除 去 を 行 わ な か っ た 参 考 実 施 例 で は 、 5mol/bandよ り 大 き い 濃 度 の BSAを 用 い た 場 合 に 、 質
量 分 析 に よ る 同 定 が 可 能 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
＜ 実 施 例 ２ ＞
　 大 腸 菌 の 可 溶 性 画 分 （ 100 mg） を 用 い て 等 電 点 電 気 泳 動 （ pH 4.0-7.0） を 行 っ た 。 二 次
元 目 に  SDS-PAGE（ 12.5%） を 行 っ た 。 そ の 後 、 メ ン ブ レ ン に 転 写 し た 。 転 写 し た メ ン ブ レ
ン に 対 し 、 上 記 実 施 例 １ に お け る 乾 燥 法 と 同 じ 操 作 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 乾 燥 さ せ た メ ン ブ レ ン に 対 し 、 一 次 抗 体 と し て GroES抗 体 を 使 用 し た 以 外 は 上 記 実 施 例
１ と 同 様 の 操 作 を 行 う こ と に よ っ て 免 疫 検 出 を 行 い 、 蛍 光 イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー を 用 い て
、 メ ン ブ レ ン 上 の GroESス ポ ッ ト を 検 出 し た 。 こ の と き 得 ら れ た 結 果 を 図 ７ に 示 す 。
　 そ の 後 、 上 記 実 施 例 １ と 同 じ 操 作 を 行 う こ と に よ っ て 抗 体 を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 Direct Blue 71（ シ グ マ 社 製 ） を 用 い て 上 記 実 施 例 １ と 同 様 に プ ロ テ イ ン ス ポ ッ ト を 染
色 し た 。 染 色 後 の メ ン ブ レ ン を 図 ８ に 示 す 。 蛍 光 イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー で 検 出 し た ス ポ ッ
ト （ 図 ７ 中 に マ ー ク ） と Direct Blue 71で 染 色 さ れ た ス ポ ッ ト （ 図 ８ 中 に 検 出 ス ポ ッ ト 周
辺 を マ ー ク ） を 重 ね 合 わ せ 、 重 な っ た ス ポ ッ ト を 確 認 す る こ と で GroESス ポ ッ ト を 確 認 し
た 。 確 認 し た GroESス ポ ッ ト に 対 し 、 上 記 実 施 例 １ と 同 様 に CHIP-1000を 用 い て 酵 素 消 化 を
行 い 、 さ ら に こ の ス ポ ッ ト に 対 し 、 CHIP-1000を 用 い て マ ト リ ッ ク ス 溶 液 を 添 加 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 質 量 分 析 装 置 （ 島 津 製 作 所 製 AXIMA-QIT） に よ り MS測 定 を 行 っ た 。 こ の と き 得 ら れ た マ
ス ス ペ ク ト ル を 図 ９ に 示 す 。
　 図 ９ 中 、 横 軸 は 質 量 ／ 電 荷 (Mass/Charge)を 表 し 、 縦 軸 は イ オ ン の 相 対 強 度 を 表 す 。 ま
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た 、 ＊ 印 で マ ー ク し た ３ つ の ピ ー ク は 、 GroESに 由 来 す る ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト の イ オ ン
ピ ー ク で あ る 。 こ の ３ つ の ピ ー ク を 基 に mascotデ ー タ ベ ー ス (http://www.matrixscience.
com/)に よ る 検 索 を 行 っ た 。 し か し な が ら 、 候 補 と な る タ ン パ ク 質 が 多 数 存 在 し 、 同 定 を
行 う こ と が で き な か っ た 。 そ こ で 、 こ れ ら ３ つ の ピ ー ク の う ち 、 1495.5(Mass/Charge)の
イ オ ン ピ ー ク を 示 す ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に つ い て 、 AXIMA-QITに よ る MS/MS測 定 を 行 っ た
。 そ し て 、 mascotデ ー タ ベ ー ス に よ る 検 索 を 行 っ た 。 （ 検 索 条 件 は 、 以 下 の と お り で あ る
。 Taxonomy: All entries, Enzyme: Trypsin, Peptide tol. : ± 0.3 Da, MS/MS tol. : 
± 0.4 Da, Peptide charge: +1, Monoisotopic, Instrument: MALDI-QIT-TOF） 検 索 の 結
果 、 十 分 な ス コ ア と シ ー ケ ン ス カ バ レ ー ジ （ ス コ ア ４ ６ 、 １ ４ ％ シ ー ケ ン ス カ バ レ ー ジ ）
で 同 定 す る こ と に 成 功 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
【 図 １ 】 本 実 施 例 １ に お い て 、 電 気 泳 動 後 の ゲ ル を メ ン ブ レ ン 上 に 転 写 す る 過 程 を 模 式 的
に 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 実 施 例 １ に お い て 、 Ｂ Ｓ Ａ を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 検 出 し た 後 の メ ン ブ
レ ン で あ る 。
【 図 ３ 】 本 実 施 例 １ に お い て 、 Ｂ Ｓ Ａ 抗 体 を 除 去 し た 後 の メ ン ブ レ ン で あ る 。
【 図 ４ 】 本 実 施 例 １ に お い て 、 タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト を 染 色 し た 後 の メ ン ブ レ ン で あ る 。
【 図 ５ 】 本 実 施 例 １ に お い て 得 ら れ た マ ス ス ペ ク ト ル で あ る 。
【 図 ６ 】 参 考 実 施 例 に お い て 得 ら れ た マ ス ス ペ ク ト ル で あ る 。
【 図 ７ 】 本 実 施 例 ２ に お い て 、 GroESを ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 検 出 し た 後 の メ ン ブ
レ ン で あ る 。
【 図 ８ 】 本 実 施 例 ２ に お い て 、 GroES抗 体 除 去 及 び タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 染 色 を 行 っ た 後
の メ ン ブ レ ン で あ る 。
【 図 ９ 】 本 実 施 例 ２ に お い て 得 ら れ た MSス ペ ク ト ル で あ る 。

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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