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(57)【要約】
　本発明は、生体試料中のタンパク質及び細胞を含む複
合溶液中のグリカン分析のための方法及び組成物を提供
する。前記方法は、多重分析用にタンパク質及び細胞を
捕捉するための基板の調製を含む。細胞及びタンパク質
は、抗体アレイ、培養、又は直接沈着によって捕捉され
得る。本発明はさらに、病状及び疾患進行の診断及びス
クリーニングにおけるタンパク質及び細胞グリカン分析
の使用に関する。
【選択図】図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１つの試料のグリカン分析ための方法であって、
　複数の抗体がスポットされた表面を有する基板を提供する工程、
　ブロッキング溶液中で前記基板をインキュベートする工程、
　少なくとも１つの試料で前記基板をインキュベートする工程、
　前記基板に酵素放出溶液を噴霧する工程、及び
　質量分析によって前記基板をスキャンして、グリカンの存在を検出及び識別する工程、
　を含む、方法。
【請求項２】
　前記少なくとも１つの試料が、少なくとも１つのタンパク質溶液を含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項３】
　前記少なくとも１つの試料が、少なくとも１つの細胞集団を含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項４】
　前記少なくとも１つの細胞集団が、前記基板に酵素放出溶液を噴霧する工程の前に、固
定剤及びリンス剤中でインキュベートされる、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記固定剤及びリンス剤が、ホルマリン、カルノア液、パラホルムアルデヒド、エタノ
ール系固定剤、及びポリエチレングリコール系固定剤からなる群から選択される、請求項
４に記載の方法。
【請求項６】
　前記基板がガラス又はプラスチックの顕微鏡スライド又はマルチウェルプレートである
、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記ブロッキング溶液が血清である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記血清が、ＰＢＳ及び洗浄剤中の１％ＢＳＡである、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ブロッキング溶液が、３×ＰＢＳ浴及び１×水浴を含む洗浄工程で除去される、請
求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記少なくとも１つの試料が、湿度チャンバー内で室温で２時間インキュベートされる
、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記酵素放出溶液がＰＮＧａｓｅＦを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記質量分析は、マトリックス支援レーザー脱離イオン化イメージングフーリエ変換イ
オンサイクロトロン共鳴（ＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲ）質量分析、マトリックス支援レーザ
ー脱離イオン化飛行時間型（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析、走査型マイクロプローブＭ
ＡＬＤＩ（ＳＭＡＬＤＩ）質量分析、赤外線マトリックス支援レーザー脱離エレクトロス
プレーイオン化（ＭＡＬＤ－ＥＳＩ）質量分析、表面支援レーザー脱離イオン化（ＳＡＬ
ＤＩ）質量分析、脱離エレクトロスプレーイオン化（ＤＥＳＩ）質量分析、二次イオン質
量分析（ＳＩＭＳ）、及びイージーアンビエントソニックスプレーイオン化（ＥＡＳＩ）
質量分析からなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記スキャンする工程は、前記基板にＭＡＬＤＩマトリックス材料を噴霧する工程が先
行する、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
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　前記ＭＡＬＤＩマトリックス溶液が、２，５－ジヒドロキシ安息香酸、α－シアノ－４
－ヒドロキシ桂皮酸、シナピン酸、１，５－ジアミノナフタレン、及び９－アミノアクリ
ジンからなる群から選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記複数の抗体が、Ａ１ＡＴ、フェチュイン－Ａ、ヘモペキシン、Ａｐｏ－Ｊ、ＬＭＷ
キニノーゲン、ＨＭＷキニノーゲン、ａｐｏ－Ｈ、トランスフェリン、ＩｇＧ、ＩｇＭ、
ＩｇＡ、フィブロネクチン、ラミニン、セルロプラスミン、フィブリン、アンギオテンシ
ノーゲン、フィブリリン－１、ＴＩＭＰ１、トロンボスポンジン１、ガレクチン－３結合
タンパク質、補体Ｃ１Ｒ、クラステリン、ガレクチン１、α－２－マクログロブリン、ビ
タミンＤ結合タンパク質、ヒスチジンリッチ糖タンパク質、ヒスチジンリッチ糖タンパク
質、ＣＤ１０９、ＣＥＡ、カテプシン、ＡＦＰ、ＧＰ７３１、及びそれらの組み合わせか
らなる群から選択されるタンパク質に特異的に結合する、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記抗体が肝細胞癌の存在を検出するのに有用である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　少なくとも１つの細胞集団のグリカン分析ための方法であって、
　少なくとも１つの細胞集団を基板の表面に付着させる工程、
　前記少なくとも１つの細胞集団を固定及びリンスする工程、
　前記基板に酵素放出溶液を噴霧する工程、及び
　質量分析によって前記基板をスキャンして、グリカンの存在を検出及び識別する工程、
　を含む、方法。
【請求項１８】
　前記少なくとも１つの細胞集団が、培養、沈着、塗布、塗抹、又は遠心分離によって接
着される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記固定剤及びリンス剤が、ホルマリン、カルノア液、パラホルムアルデヒド、エタノ
ール系固定剤、及びポリエチレングリコール系固定剤からなる群から選択される、請求項
１７に記載の方法。
【請求項２０】
　前記基板がガラス又はプラスチックの顕微鏡スライド又はマルチウェルプレートである
、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　前記基板表面が、インジウムスズオキシドコーティング、ゼラチンコーティング、コラ
ーゲンコーティング、ポリ－Ｌ－リジンコーティング、ポリ－オルニチンコーティング、
細胞外マトリックスコーティング、タンパク質コーティング、及び表面イオン化の１又は
複数を含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２２】
　前記酵素放出溶液がＰＮＧａｓｅＦを含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２３】
　前記質量分析は、マトリックス支援レーザー脱離イオン化イメージングフーリエ変換イ
オンサイクロトロン共鳴（ＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲ）質量分析、マトリックス支援レーザ
ー脱離イオン化飛行時間型（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析、走査型マイクロプローブＭ
ＡＬＤＩ（ＳＭＡＬＤＩ）質量分析、赤外線マトリックス支援レーザー脱離エレクトロス
プレーイオン化（ＭＡＬＤ－ＥＳＩ）質量分析、表面支援レーザー脱離イオン化（ＳＡＬ
ＤＩ）質量分析、脱離エレクトロスプレーイオン化（ＤＥＳＩ）質量分析、二次イオン質
量分析（ＳＩＭＳ）、及びイージーアンビエントソニックスプレーイオン化（ＥＡＳＩ）
質量分析からなる群から選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２４】
　前記スキャンする工程は、前記基板にＭＡＬＤＩマトリックス材料を噴霧する工程が先
行する、請求項２３に記載の方法。
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【請求項２５】
　前記ＭＡＬＤＩマトリックス溶液が、２，５－ジヒドロキシ安息香酸、α－シアノ－４
－ヒドロキシ桂皮酸、シナピン酸、１，５－ジアミノナフタレン、及び９－アミノアクリ
ジンからなる群から選択される、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　タンパク質試料のグリカン分析用キットであって、
　少なくとも１つの基板であって、各基板が複数の抗体がスポットされた表面を有する、
少なくとも１つの基板、
　少なくとも１つのブロッキング溶液、
　少なくとも１つの酵素放出溶液、及び
　少なくとも１つのＭＡＬＤＩマトリックス材料、
　を含む、キット。
【請求項２７】
　前記基板がガラス又はプラスチックの顕微鏡スライド又はマルチウェルプレートである
、請求項２４に記載のキット。
【請求項２８】
　前記ブロッキング溶液が血清である、請求項２４に記載のキット。
【請求項２９】
　前記血清が、ＰＢＳ及び洗浄剤中の１％ＢＳＡである、請求項２４に記載のキット。
【請求項３０】
　前記酵素放出溶液がＰＮＧａｓｅＦを含む、請求項２４に記載のキット。
【請求項３１】
　前記ＭＡＬＤＩマトリックス溶液がα－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸である、請求項
２４に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の参照
　本出願は、２０１８年６月１日に出願された米国特許仮出願第６２／６７９，２０２号
明細書の優先権を主張し、その内容は、参照によりその全体が本明細書に援用される。
【０００２】
　連邦政府が後援する研究又は開発に関する声明
　本発明は、米国国立がん研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔ
ｅ、ＮＣＩ）によって提供された助成金番号Ｒ２１ＣＡ２２５４７４の下で米国政府の支
援を受けてなされた。米国政府は本発明において一定の権利を有する。
【背景技術】
【０００３】
　細胞表面及び分泌タンパク質のＮ－結合型グリコシル化の変化は、多くの癌で発生する
ことが知られている。実際に、これらのグリカンはしばしば癌細胞とその環境との間の相
互作用を媒介する。現在使用されている癌のバイオマーカーのほとんどは、癌胎児性抗原
（ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ａｎｔｉｇｅｎ、ＣＥＡ）などの糖タンパク質又
はＣＡ－１９－９などのグリカン自体である。ただし、タンパク質及びそのタンパク質上
のグリカンの同一性が推定されるグライコプロテオミクス（ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｏｍｉ
ｃｓ）には固有の難しさがあるため、ほとんどの糖タンパク質バイオマーカーアッセイは
、ＣＥＡの場合のようにタンパク質自体のみ、又はＣＡ－１９－９の場合は、グリカン自
体のみを対象とする。最近の研究では、特定のタンパク質上の特定のグリカンが癌のバイ
オマーカーとして機能する場合があり、多くの場合、タンパク質単独よりも優れたマーカ
ーであることが示されている。しかしながら、このグリカン情報を取得することは煩雑か
つ困難である。
【０００４】
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　現在、グリカンは、個々のタンパク質、又は血清や尿などの大きなタンパク質プールで
検査されるが、グリカン情報は取得されても、タンパク質情報は失われる。したがって、
妥協点は、グリカン結合部位を使用して１つずつ分析されたいくつかのタンパク質につい
てグリカン情報を取得できること、又はタンパク質群若しくはグリカン群（共にではなく
）についてデータを取得できることである。この問題に対処する試みである１つのアプロ
ーチは、抗体レクチンアレイの使用である。この場合、特定のタンパク質に対する抗体が
スライドガラス上にスポットされ(spotted)、捕捉された糖タンパク質上のグリカンが糖
結合タンパク質（レクチン）で調べられる。このデータは特定の構造モチーフのエビデン
スを提供するが、タンパク質におけるグリカンの多様性に対する真の洞察を提供するもの
でも、真の構造情報を提供するものでもない。
【０００５】
　複合溶液中の特定の糖タンパク質の構造グリカン情報を提供する方法の必要性が依然と
して存在する。本発明はこの必要性を満たす。
【発明の概要】
【０００６】
　一態様では、本発明は、少なくとも１つの試料のグリカン分析ための方法であって、複
数の抗体がスポットされた表面を有する基板を提供する工程、
ブロッキング溶液中で前記基板をインキュベートする工程、
少なくとも１つの試料で前記基板をインキュベートする工程、
前記基板に酵素放出溶液を噴霧する工程、及び
質量分析によって前記基板をスキャンして、グリカンの存在を検出及び識別する工程、を
含む、前記方法を提供する。
【０００７】
　一実施形態では、前記少なくとも１つの試料が、少なくとも１つのタンパク質溶液を含
む。一実施形態では、前記少なくとも１つの試料が、少なくとも１つの細胞集団を含む。
一実施形態では、前記少なくとも１つの細胞集団が、前記基板に酵素放出溶液を噴霧する
工程の前に、固定剤及びリンス剤中でインキュベートされる。一実施形態では、前記固定
剤及びリンス剤が、ホルマリン、カルノア液（Ｃａｒｎｏｙ’ｓ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）、
パラホルムアルデヒド、エタノール系固定剤、及びポリエチレングリコール系固定剤から
なる群から選択される。
【０００８】
　一実施形態では、前記基板がガラス又はプラスチックの顕微鏡スライド又はマルチウェ
ルプレートである。一実施形態では、前記ブロッキング溶液が血清である。一実施形態で
は、前記血清が、ＰＢＳ及び洗浄剤中の１％ＢＳＡである。一実施形態では、前記ブロッ
キング溶液が、３×ＰＢＳ浴及び１×水浴を含む洗浄工程で除去される。一実施形態では
、前記少なくとも１つの試料が、湿度チャンバー内で室温で２時間インキュベートされる
。一実施形態では、前記酵素放出溶液がＰＮＧａｓｅＦを含む。
【０００９】
　一実施形態では、前記質量分析は、マトリックス支援レーザー脱離イオン化イメージン
グフーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴（ＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲ）質量分析、マトリ
ックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析、走査型マ
イクロプローブＭＡＬＤＩ（ＳＭＡＬＤＩ）質量分析、赤外線マトリックス支援レーザー
脱離エレクトロスプレーイオン化（ＭＡＬＤ－ＥＳＩ）質量分析、表面支援レーザー脱離
イオン化（ＳＡＬＤＩ）質量分析、脱離エレクトロスプレーイオン化（ＤＥＳＩ）質量分
析、二次イオン質量分析（ＳＩＭＳ）、及びイージーアンビエントソニックスプレーイオ
ン化（ＥＡＳＩ）質量分析からなる群から選択される。一実施形態では、前記スキャンす
る工程は、前記基板にＭＡＬＤＩマトリックス材料を噴霧する工程が先行する。一実施形
態では、前記ＭＡＬＤＩマトリックス溶液が、２，５－ジヒドロキシ安息香酸、α－シア
ノ－４－ヒドロキシ桂皮酸、シナピン酸、１，５－ジアミノナフタレン、及び９－アミノ
アクリジンからなる群から選択される。
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【００１０】
　一実施形態では、前記複数の抗体が、Ａ１ＡＴ、フェチュイン－Ａ、ヘモペキシン、Ａ
ｐｏ－Ｊ、ＬＭＷキニノーゲン、ＨＭＷキニノーゲン、ａｐｏ－Ｈ、トランスフェリン、
ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、フィブロネクチン、ラミニン、セルロプラスミン、フィブリン
、アンギオテンシノーゲン、フィブリリン－１、ＴＩＭＰ１、トロンボスポンジン１、ガ
レクチン－３結合タンパク質、補体Ｃ１Ｒ、クラステリン、ガレクチン１、α－２－マク
ログロブリン、ビタミンＤ結合タンパク質、ヒスチジンリッチ糖タンパク質、ヒスチジン
リッチ糖タンパク質、ＣＤ１０９、ＣＥＡ、カテプシン、ＡＦＰ、ＧＰ７３１、及びそれ
らの組み合わせからなる群から選択されるタンパク質に特異的に結合する。一実施形態で
は、前記抗体が肝細胞癌の存在を検出するのに有用である。
【００１１】
　別の態様では、本発明は、少なくとも１つの細胞集団のグリカン分析ための方法であっ
て、少なくとも１つの細胞集団を基板の表面に付着させる工程、前記少なくとも１つの細
胞集団を固定及びリンスする工程、前記基板に酵素放出溶液を噴霧する工程、及び
質量分析によって前記基板をスキャンして、グリカンの存在を検出及び識別する工程、を
含む、前記方法を提供する。
【００１２】
　一実施形態では、前記少なくとも１つの細胞集団が、培養、沈着、塗布、塗抹、又は遠
心分離によって接着される。一実施形態では、前記固定剤及びリンス剤が、ホルマリン、
カルノア液（Ｃａｒｎｏｙ’ｓ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）、パラホルムアルデヒド、エタノー
ル系固定剤、及びポリエチレングリコール系固定剤からなる群から選択される。
【００１３】
　一実施形態では、前記基板がガラス又はプラスチックの顕微鏡スライド又はマルチウェ
ルプレートである。一実施形態では、前記基板表面が、インジウムスズオキシドコーティ
ング、ゼラチンコーティング、コラーゲンコーティング、ポリ－Ｌ－リジンコーティング
、ポリ－オルニチンコーティング、細胞外マトリックスコーティング、タンパク質コーテ
ィング、及び表面イオン化の１又は複数を含む。一実施形態では、前記酵素放出溶液がＰ
ＮＧａｓｅＦを含む。
【００１４】
　一実施形態では、前記質量分析は、マトリックス支援レーザー脱離イオン化イメージン
グフーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴（ＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲ）質量分析、マトリ
ックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析、走査型マ
イクロプローブＭＡＬＤＩ（ＳＭＡＬＤＩ）質量分析、赤外線マトリックス支援レーザー
脱離エレクトロスプレーイオン化（ＭＡＬＤ－ＥＳＩ）質量分析、表面支援レーザー脱離
イオン化（ＳＡＬＤＩ）質量分析、脱離エレクトロスプレーイオン化（ＤＥＳＩ）質量分
析、二次イオン質量分析（ＳＩＭＳ）、及びイージーアンビエントソニックスプレーイオ
ン化（ＥＡＳＩ）質量分析からなる群から選択される。一実施形態では、前記スキャンす
る工程は、前記基板にＭＡＬＤＩマトリックス材料を噴霧する工程が先行する。一実施形
態では、前記ＭＡＬＤＩマトリックス溶液が、２，５－ジヒドロキシ安息香酸、α－シア
ノ－４－ヒドロキシ桂皮酸、シナピン酸、１，５－ジアミノナフタレン、及び９－アミノ
アクリジンからなる群から選択される。
【００１５】
　本発明は、タンパク質試料のグリカン分析のためのキットであって、少なくとも１つの
基板であって、各基板が複数の抗体がスポットされた表面を有する、少なくとも１つの基
板、少なくとも１つのブロッキング溶液、少なくとも１つの酵素放出溶液、及び少なくと
も１つのＭＡＬＤＩマトリックス材料、を含む、前記キットに関する。
【００１６】
　一実施形態では、前記基板がガラス又はプラスチックの顕微鏡スライド又はマルチウェ
ルプレートである。一実施形態では、前記ブロッキング溶液が血清である。一実施形態で
は、前記血清が、ＰＢＳ及び洗浄剤中の１％ＢＳＡである。一実施形態では、前記酵素放
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出溶液がＰＮＧａｓｅＦを含む。一実施形態では、前記ＭＡＬＤＩマトリックス溶液がα
－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸である。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
　本発明の実施形態の以下の詳細な説明は、添付の図面と併せて読むとよりよく理解され
るであろう。しかしながら、本発明は、図面に示される実施形態の詳細な配置及び手段に
限定されないことを理解されたい。
【００１８】
【図１】図１は、本発明の例示的な方法の概要を示す図である。従来の抗体マイクロアレ
イと同様に、抗体はスライドガラスにコーティングされている。第１の工程では、スライ
ド全体に組換えＰＮＧａｓｅ　Ｆをスプレーして、抗体の固有のグリコシル化を排除し、
１時間のインキュベーション後、スライドを１×ＰＢＳで洗浄する。続いて、試料（血清
混合物やタンパク質など）をスライド全体に加え、再度洗浄し、組換えＰＮＧａｓｅ　Ｆ
をスプレーする。マトリックスを加え、ＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲＭＳを実施する。構造グ
リカン情報は、補足された各タンパク質について、スポット(spot)ごとに得られる。
【図２】図２は、本発明の例示的な方法のフローチャートを示す図である。
【図３】図３は、本発明の別の例示的な方法のフローチャートを示す図である。
【図４】図４は、グリカン－ＭＡＬＤＩイメージングの例を示す図である。遺伝的サブタ
イプＳ３（高分化型、増殖が遅い）の原発性肝癌をＭＡＬＤＩ質量イメージングで分析し
た。スライド（組織）上に空間的に配置された多数のグリカンが観察できる。
【図５Ａ】図５Ａは、抗体に捕捉されたタンパク質の検出を示す図である。順相ＨＰＬＣ
によるＡ１ＡＴのＮ結合グリカンプロファイル。主要なグリカンが示されている。
【図５Ｂ】図５Ｂは、抗体に捕捉されたタンパク質の検出を示す図である。ガラススライ
ド上にスポットされたＡ１ＡＴ及びＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲ　ＭＳによって検出されたＮ
結合型グリカン。コアフコシル化された二分岐グリカン（ｍ／ｚ＝１８０９．６３９）が
示されている。
【図５Ｃ】図５Ｃは、抗体に捕捉されたタンパク質の検出を示す図である。抗体によるＡ
１ＡＴの捕捉に続いて検出されたコアフコシル化二分岐グリカン。対照として、ヒトフェ
チュイン－Ａに対する抗体も使用した。値（０、１．０、０．１、０．０１、０．００１
、０．０００１）は、添加したタンパク質のμｇでの値である。
【図６】図６は、捕捉されたＩｇＧからＮ－グリカンを検出する実験の結果を示す図であ
る。Ｎ－グリカンは、ピーク強度（例えば、存在量）の順に列挙されている（左）。Ｉｇ
ＧのＨＰＬＣプロファイルを比較して示す（右）。
【図７】図７は、多重化アレイスライドの例を示す図である。各象限は、個々のタンパク
質に対する３２の抗体からなる。象限は同一であってもよく、異なるように処理してもよ
い。
【図８】図８は、アレイスポットの脱グリコシル化を示す図である。抗体の脱グリコシル
化の予備的エビデンス。左の画像はＰＮＧａｓｅＦ無しのアレイを示し、右の画像はＰＮ
Ｇａｓｅ　Ｆ有りのアレイを示す。スライドには、ＭＵＣ５ＡＣ、ＭＵＣ３、エンドレペ
リン、及びビオチン化ＩｇＧに対する抗体がプリントされている。付着した抗体のフコー
スは、青枯病菌レクチン（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ　ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ　ｌｅｃｔｉ
ｎ、ＲＳＬ）で検出した。ＰＮＧａｓｅ　Ｆで処理した後、全ての固有のレクチン結合が
無効になる。ビオチン化ＩｇＧからのシグナルは、ローディング・コントロールとして機
能する。
【図９】図９は、別の多重化アレイスライド及び本発明の方法の概略図を示す図である。
【図１０】図１０は、抗体に直接スポットされた脱シアル化変性Ａ１ＡＴの捕捉の結果を
示す図である。
【図１１】図１１は、７μＬの試料からのＩｇＧの捕捉を示しており、ウェルごとに１つ
の抗体がスポットされていることを示す図である。
【図１２Ａ】図１２Ａは、単純化されたＭＡＬＤＩ　ＭＳワークフローを介した内皮細胞
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（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ、ＥＣ）単一細胞層のＮ－グリカンプロファイリン
グを実証する実験の結果を示す図である。脱脂前。
【図１２Ｂ】図１２Ｂは、単純化されたＭＡＬＤＩ　ＭＳワークフローを介した内皮細胞
（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ、ＥＣ）単一細胞層のＮ－グリカンプロファイリン
グを実証する実験の結果を示す図である。脱脂後。
【図１２Ｃ】図１２Ｃは、単純化されたＭＡＬＤＩ　ＭＳワークフローを介した内皮細胞
（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ、ＥＣ）単一細胞層のＮ－グリカンプロファイリン
グを実証する実験の結果を示す図である。ＥＣの単一細胞層から得られた複雑なＮ－グリ
カンプロファイル。
【図１２Ｄ】図１２Ｄは、単純化されたＭＡＬＤＩ　ＭＳワークフローを介した内皮細胞
（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ、ＥＣ）単一細胞層のＮ－グリカンプロファイリン
グを実証する実験の結果を示す図である。細胞チャンバーの画像データ。Ｇ１ピークは、
既知のＩｇＧパターンと一致する細胞培地でも（より低いレベルで）見られることに留意
されたい。
【図１３Ａ】図１３Ａは、ＩＭＳによって検出された細胞培養における安定同位体標識（
ＳＩＬＡＣ）を実証する実験の結果を示す図である。１５Ｎ標識は、１４Ｎ又は１５Ｎグ
ルタミン培地のいずれかで１週間培養された１０，０００個の大動脈内皮細胞に適用した
。
【図１３Ｂ】図１３Ｂは、ＩＭＳによって検出された細胞培養における安定同位体標識（
ＳＩＬＡＣ）を実証する実験の結果を示す図である。１５Ｎは、３．９８９５Ｄａの質量
シフトである、複合Ｎ－グリカンの４つのＧｌｃＮＡｃ残基全てに組み込まれている。
【図１３Ｃ】図１３Ｃは、ＩＭＳによって検出された細胞培養における安定同位体標識（
ＳＩＬＡＣ）を実証する実験の結果を示す図である。標識Ｎ－グリカンＧ１ＦのＩＭＳ検
出。
【図１３Ｄ】図１３Ｄは、ＩＭＳによって検出された細胞培養における安定同位体標識（
ＳＩＬＡＣ）を実証する実験の結果を示す図である。標識Ｎ－グリカンの強力な実証する
単一スペクトル。
【図１４Ａ】図１４Ａは、免疫捕捉された糖タンパク質から放出されたＮ－グリカンのＭ
ＡＬＤＩイメージングのための新規ワークフローを示すダイアグラムを示す図である。抗
体アレイは、ニトロセルロースでコーティングされたスライドに対して、１．５μＬのス
ポットあたり２００ｎｇで抗体をスポットすることによって作成する。スライドはＢＳＡ
でブロックし、試料をそれぞれの抗体による糖タンパク質の捕捉のために添加する。
【図１４Ｂ】図１４Ｂは、免疫捕捉された糖タンパク質から放出されたＮ－グリカンのＭ
ＡＬＤＩイメージングのための新規ワークフローを示すダイアグラムを示す図である。ス
ライドアレイを、局所的な方法でのＮ－グリカンの酵素遊離及びそれに続くマトリックス
適用によって、ＭＡＬＤＩ　ＭＳＩ用に調製する。
【図１４Ｃ】図１４Ｃは、免疫捕捉された糖タンパク質から放出されたＮ－グリカンのＭ
ＡＬＤＩイメージングのための新規ワークフローを示すダイアグラムを示す図である。Ｍ
ＡＬＤＩ　ＦＴ－ＩＣＲ　ＭＳを使用してスライドをイメージングし、各ｍ／ｚピークの
全体的なスペクトル及び個々の画像を取得し、アレイ全体の２次元での各Ｎ－グリカンの
存在量を示す。
【図１５】図１５は、スポットされたタンパク質のＭＡＬＤＩ　ＭＳＩによってヒトＡ１
ＡＴ及びＩｇＧで観察されたＮ－グリカンプロファイルを示す図である。糖タンパク質を
スライドにスポットし（各５００ｎｇ）、各タンパク質のＮ－グリカンを検出するために
ＭＡＬＤＩＦＴ－ＩＣＲで画像化した。各Ｎ－グリカン種の百分率は、ピーク下面積を全
てのＮ－グリカンピーク面積の合計で除することにより計算した。各タンパク質のＮ－グ
ライコームの１％超（＞１％）を含む全ての種に対して構造案を上に示す。２つのタンパ
ク質間に見られるＮ－グリカン構造の違いは明らかである。Ｎ－グリカンの組成を、Ｎ－
アセチルグルコサミンの青色四角、マンノースの緑色丸、フコースの赤色三角、及びガラ
クトースの黄色丸で表す。
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【図１６Ａ】図１６Ａは、免疫捕捉されたＡ１ＡＴのＭＡＬＤＩ　ＭＳＩによるＮ－グリ
カン検出の結果を示す図である。Ａ１ＡＴを、ブロッキングなし（上）及び１％ＢＳＡで
ブロッキング後（下）でスライドにスポット（１μＬ）した。図示した画像データは、Ａ
１ＡＴで観察された最も多いＮ－グリカンからのものであり、ブロッキングした試料から
は有意に検出可能ではない。
【図１６Ｂ】図１６Ｂは、免疫捕捉されたＡ１ＡＴのＭＡＬＤＩ　ＭＳＩによるＮ－グリ
カン検出の結果を示す図である。Ａ１ＡＴを、隣接するスポットとして抗Ａ１ＡＴ及び抗
ＩｇＧの両方を含むウェルに１００μＬの容量で添加した。抗体の位置を強調するために
、赤色及び青色の円を追加した。
【図１６Ｃ】図１６Ｃは、免疫捕捉されたＡ１ＡＴのＭＡＬＤＩ　ＭＳＩによるＮ－グリ
カン検出の結果を示す図である。Ａ１ＡＴ標準溶液の希釈系列を１００μＬの容量でその
抗体に３連で加えた。イメージングデータを２５０μＭで取得し、スライド全体の総イオ
ン数に対して正規化した。Ｎ－グリカンシグナルは抗体スポットで見られ、糖タンパク質
が添加されるにつれて色強度の増加が観察されている。
【図１６Ｄ】図１６Ｄは、免疫捕捉されたＡ１ＡＴのＭＡＬＤＩ　ＭＳＩによるＮ－グリ
カン検出の結果を示す図である。図１６Ｃにおけるイメージングデータの定量化を、各試
料のピーク下面積を計算して実施した。各データポイントは、３つの試料の平均＋／－標
準偏差を表す。
【図１６Ｅ】図１６Ｅは、免疫捕捉されたＡ１ＡＴのＭＡＬＤＩ　ＭＳＩによるＮ－グリ
カン検出の結果を示す図である。スポットされたＡ１ＡＴ及び捕捉されたＡ１ＡＴのＮ－
グリカンプロファイルを比較し、強い一致が認められた。各Ｎ－グリカン種の百分率は、
ピーク下面積を全てのＮ－グリカンピーク面積の合計で除することにより計算した。Ａ１
ＡＴで最も多いＮ－グリカンの構造案を上に示す。Ｎ－グリカンの組成を、Ｎ－アセチル
グルコサミンの青色四角、マンノースの緑色丸、フコースの赤色三角、及びガラクトース
の黄色丸で表す。
【図１７Ａ】図１７Ａは、標準溶液及びストックヒト血清からのＡ１ＡＴ及びＩｇＧの並
行捕捉の結果を示す図である。ニトロセルロースでコーティングした顕微鏡スライドで使
用する２４ウェルモジュールのテンプレート。各ウェル内で、抗Ａ１ＡＴ及び抗ＩｇＧの
両方を１．５μＬスポットあたり２００ｎｇで隣接してスポットした。ＩｇＧ関連Ｎ－グ
リカンが各ウェルの右側に局在しているのが観察され、抗ＩｇＧによるこの糖タンパク質
の特異的捕捉を示している。
【図１７Ｂ】図１７Ｂは、標準溶液及びストックヒト血清からのＡ１ＡＴ及びＩｇＧの並
行捕捉の結果を示す図である。Ａ１ＡＴ標準物質及びＩｇＧ標準物質の両方の混合物を含
む溶液を、２つの抗体を含むウェルに３連で加えた。赤色及び青色の円は、それぞれ抗Ａ
１ＡＴ及び抗ＩｇＧの位置を示すために追加している。イメージングデータを２５０μＭ
で取得し、スライド全体の総イオン数に対して正規化した。Ａ１ＡＴ関連Ｎ－グリカンが
各ウェルの左側に局在しているのが観察され、抗Ａ１ＡＴによるこの糖タンパク質の特異
的捕捉を示している。
【図１７Ｃ】図１７Ｃは、標準溶液及びストックヒト血清からのＡ１ＡＴ及びＩｇＧの並
行捕捉の結果を示す図である。Ａ１ＡＴ標準物質及びＩｇＧ標準物質の両方の混合物を含
む溶液を、２つの抗体を含むウェルに３連で加えた。赤色及び青色の円は、それぞれ抗Ａ
１ＡＴ及び抗ＩｇＧの位置を示すために追加している。イメージングデータを２５０μＭ
で取得し、スライド全体の総イオン数に対して正規化した。Ａ１ＡＴ関連Ｎ－グリカンが
各ウェルの左側に局在しているのが観察され、抗Ａ１ＡＴによるこの糖タンパク質の特異
的捕捉を示している。
【図１７Ｄ】図１７Ｄは、標準溶液及びストックヒト血清からのＡ１ＡＴ及びＩｇＧの並
行捕捉の結果を示す図である。ストックヒト血清をＰＢＳで希釈し、１００μＬウェルあ
たりわずか１μＬの血清で各ウェルに３連で添加した。Ａ１ＡＴ及びＩｇＧの両方からの
Ｎ－グリカンシグナルが、それぞれの抗体に局在して再び検出された。Ｎ－グリカンの組
成を、Ｎ－アセチルグルコサミンの青色四角、マンノースの緑色丸、フコースの赤色三角
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、及びガラクトースの黄色丸で表す。
【図１７Ｅ】図１７Ｅは、標準溶液及びストックヒト血清からのＡ１ＡＴ及びＩｇＧの並
行捕捉の結果を示す図である。ストックヒト血清をＰＢＳで希釈し、１００μＬウェルあ
たりわずか１μＬの血清で各ウェルに３連で添加した。Ａ１ＡＴ及びＩｇＧの両方からの
Ｎ－グリカンシグナルが、それぞれの抗体に局在して再び検出された。Ｎ－グリカンの組
成を、Ｎ－アセチルグルコサミンの青色四角、マンノースの緑色丸、フコースの赤色三角
、及びガラクトースの黄色丸で表す。
【図１８Ａ】図１８Ａは、患者の血清試料中の変化したＮ－グリコシル化を検出した結果
を示す図である。上記で示すように、ストックヒト血清及び肝硬変を有する５人の患者か
らプールされた血清を、抗Ａ１ＡＴ及び抗ＩｇＧの両方を含むウェルに３連で加えた。各
ウェルに添加するために、１μＬの血清を１００μＬのＰＢＳで希釈した。イメージング
データを２５０μＭで取得し、スライド全体の総イオン数に対して正規化した。ＩｇＧ関
連Ｎ－グリカンは、既に報告されたストック血清と比較して、肝硬変試料で増加すること
が観察された。
【図１８Ｂ】図１８Ｂは、患者の血清試料中の変化したＮ－グリコシル化を検出した結果
を示す図である。ストックヒト血清及び肝硬変患者血清中のＩｇＧ　Ｎ－グリカンプロフ
ァイルは、図１８Ａからの非ガラクトシル化フコシル化二分岐Ｎ－グリカンの増加及びそ
れに続くガラクトシル化フコシル化二分岐Ｎ－グリカンの減少を示す。各Ｎ－グリカン種
の百分率は、ピーク下面積を全てのＮ－グリカンピーク面積の合計で除することにより計
算した。
【図１８Ｃ】図１８Ｃは、患者の血清試料中の変化したＮ－グリコシル化を検出した結果
を示す図である。ストックヒト血清及び肝硬変患者血清中のＩｇＧ　Ｎ－グリカンプロフ
ァイルは、図１８Ａからの非ガラクトシル化フコシル化二分岐Ｎ－グリカンの増加及びそ
れに続くガラクトシル化フコシル化二分岐Ｎ－グリカンの減少を示す。各Ｎ－グリカン種
の百分率は、ピーク下面積を全てのＮ－グリカンピーク面積の合計で除することにより計
算した。
【図１８Ｄ】図１８Ｄは、患者の血清試料中の変化したＮ－グリコシル化を検出した結果
を示す図である。Ａ１ＡＴ関連Ｎ－グリカンは、この糖タンパク質がまた、ストック血清
及び肝硬変患者血清の両方から特異的に捕捉されたことを説明するために示されている。
【図１９Ａ】図１９Ａは、Ａ１ＡＴ及びＩｇＧのＨＰＬＣプロファイルを示す図である。
Ｎ－グリカンプロファイルの直交比較のために、Ａ１ＡＴ及びＩｇＧを溶液中でＰＮＧａ
ｓｅ　Ｆで消化した後、ＨＰＬＣ分析を実施した。
【図１９Ｂ】図１９Ｂは、Ａ１ＡＴ及びＩｇＧのＨＰＬＣプロファイルを示す図である。
Ｎ－グリカンプロファイルの直交比較のために、Ａ１ＡＴ及びＩｇＧを溶液中でＰＮＧａ
ｓｅ　Ｆで消化した後、ＨＰＬＣ分析を実施した。
【図１９Ｃ】図１９Ｃは、Ａ１ＡＴ及びＩｇＧのＨＰＬＣプロファイルを示す図である。
各Ｎ－グリカン種の百分率は、ピーク面積を全てのＮ－グリカンピーク面積の合計で除す
ることにより計算した。
【図１９Ｄ】図１９Ｄは、Ａ１ＡＴ及びＩｇＧのＨＰＬＣプロファイルを示す図である。
各Ｎ－グリカン種の百分率は、ピーク面積を全てのＮ－グリカンピーク面積の合計で　除
することにより計算した。
【図２０Ａ】図２０Ａは、図１７Ｂ～図１７Ｅでそれぞれ観察されたＮ－グリカンピーク
の定量化を示す図である。各領域のピーク値下面積を求めた。バーは３つの試料の平均＋
／－標準偏差を表し、抗体バックグラウンドシグナルのシグナルを超えて各試料から有意
なＮ－グリカンシグナルが観察されたことを強調している。
【図２０Ｂ】図２０Ｂは、図１７Ｂ～図１７Ｅでそれぞれ観察されたＮ－グリカンピーク
の定量化を示す図である。各領域のピーク値下面積を求めた。バーは３つの試料の平均＋
／－標準偏差を表し、抗体バックグラウンドシグナルのシグナルを超えて各試料から有意
なＮ－グリカンシグナルが観察されたことを強調している。
【図２０Ｃ】図２０Ｃは、図１７Ｂ～図１７Ｅでそれぞれ観察されたＮ－グリカンピーク



(11) JP 2021-526654 A 2021.10.7

10

20

30

40

50

の定量化を示す図である。各領域のピーク値下面積を求めた。バーは３つの試料の平均＋
／－標準偏差を表し、抗体バックグラウンドシグナルのシグナルを超えて各試料から有意
なＮ－グリカンシグナルが観察されたことを強調している。
【図２０Ｄ】図２０Ｄは、図１７Ｂ～図１７Ｅでそれぞれ観察されたＮ－グリカンピーク
の定量化を示す図である。各領域のピーク値下面積を求めた。バーは３つの試料の平均＋
／－標準偏差を表し、抗体バックグラウンドシグナルのシグナルを超えて各試料から有意
なＮ－グリカンシグナルが観察されたことを強調している。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　本発明は、生体試料中のタンパク質及び細胞を含む複合溶液中のグリカン分析のための
方法及び組成物を提供する。前記方法は、多重分析用にタンパク質及び細胞を捕捉するた
めの基板の調製を含む。細胞及びタンパク質は、抗体アレイ、培養、又は直接沈着によっ
て捕捉され得る。本発明はさらに、病状及び疾患進行の診断及びスクリーニングにおける
タンパク質及び細胞グリカン分析の使用に関する。
【００２０】
　定義
　別段の定義がない限り、本明細書で使用される全ての技術用語及び科学用語は、本発明
が関連する当業者によって通常理解されるのと同じ意味を有する。本明細書に記載されて
いるものと類似又は同等の任意の方法及び材料を本発明の試験の実施に使用することがで
きるが、例示的な材料及び方法が本明細書に記載されている。本発明を説明及び特許請求
する際に、以下の用語が使用される。
【００２１】
　本明細書で使用される用語は、特定の実施形態を説明することのみを目的としており、
限定することを意図するものではないことも理解されたい。
【００２２】
　単数の冠詞「１つ（ａ／ａｎ）」は、本明細書では、冠詞の文法的目的語の１又は複数
（すなわち、少なくとも１つ）を指すために使用される。例として、「１つの要素」は、
１つの要素又は複数の要素を意味する。
【００２３】
　量や経時的持続時間などの測定可能な値を指すときに本明細書で使用される「約」は、
特定の値から±４０％又は±２０％又は±１０％、±５％、±１％、又は±０．１％の非
限定的な変動を包含することを意味し、このような変動は適切である。
【００２４】
　生物、組織、細胞、又はそれらの構成要素の文脈で使用される場合の「異常」という用
語は、「正常な」（予測される）それぞれの特性を示す生物、組織、細胞、又はそれらの
成分から、少なくとも１つの観察可能又は検出可能な特性（例えば、年齢、処置、日数）
が異なる生物、組織、細胞、又はその構成要素を指す。１つの細胞又は組織タイプでは正
常又は予測される特性は、別の細胞又は組織タイプでは異常である場合がある。
【００２５】
　「バイオマーカー」及び「マーカー」という用語は、本明細書では互換的に使用される
。それらは、生物学的プロセス、生物学的事象、及び／又は病的状態の特徴的な指標であ
る物質を指す。
【００２６】
　「身体試料」又は「生体試料」という句は、本明細書ではその最も広い意味で使用され
る。試料は、本発明のバイオマーカーをアッセイし得る任意の生物学的組織又は流体のも
のであり得る。このような試料の例には、血液、唾液、口腔塗抹標本、糞便、リンパ液、
尿、婦人科液、生検、羊水、及び塗抹標本が挙げられるが、これらに限定されない。本質
的に液体である試料は、本明細書では「体液」と称される。身体試料は、例えば、ある領
域を擦き取る又は拭き取るか、又は針を使用して体液を吸引することを含む、様々な技術
によって患者から得ることができる。様々な身体試料を採取するための方法は、当技術分
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野で周知である。多くの場合、試料は「臨床試料」、すなわち患者に由来する試料となる
。このような試料には、細胞を含む又は含まない体液、例えば、血液（例えば、全血、血
清、又は血漿）、尿、唾液、組織又は細針生検試料、及び公知の診断、治療、及び／又は
結果の履歴を付したアーカイブ試料が挙げられるが、これらに限定されない。生体試料又
は身体試料には、組織学的目的で採取された凍結切片などの組織の切片も含まれ得る。試
料には、生体試料又は身体試料ルを処理することによって得られた任意の材料も包含され
る。派生材料には、試料から単離された細胞（又はそれらの子孫）、試料から抽出された
タンパク質又は核酸分子が含まれるが、これらに限定されない。生体試料又は身体試料の
処理は、濾過、蒸留、抽出、濃縮、干渉成分の不活性化、試薬の添加などのうちの１又は
複数を含み得る。
【００２７】
　本明細書で使用される場合、「炭水化物」という用語は、多価アルコールのアルデヒド
又はケトン誘導体のクラスのいずれかを含むことを意図している。したがって、炭水化物
には、デンプン、セルロース、ガム、及び糖類が含まれる。説明のために、「糖」又は「
グリカン」という用語は本明細書の他の場所で使用されているが、これは限定することを
意図するものではない。本明細書で提供される方法は、任意の炭水化物を対象とし得るも
のであり、特定の炭水化物の使用は、その炭水化物のみに限定することを意味するもので
はないことが意図されている。
【００２８】
　本明細書で使用される場合、「細胞表面糖タンパク質」という用語は、糖タンパク質を
指し、その少なくとも一部は細胞の外面に存在する。いくつかの実施形態では、細胞表面
糖タンパク質は、グリカン構造の少なくとも１つが細胞の外面に存在するように細胞表面
に配置されるタンパク質である。
【００２９】
　本発明の文脈において、「対照」という用語は、対象を特徴付けるために使用される場
合、非限定的な例として、健康な対象、そうでない場合は疾患を診断されていない患者を
指す。「対照試料」という用語は、健康な対象から、又は正常な結腸などの非疾患組織か
ら得られた１又は複数の試料を指す。
【００３０】
　「対照又は参照標準」という用語は、本発明の１又は複数のマーカー（又はバイオマー
カー）の１又は複数のマーカー（又はバイオマーカー）発現産物を含まないか、又は正常
、低、若しくは高レベルで含む材料を説明し、対照又は参照標準が、試料を比較可能な比
較基準として機能する。
【００３１】
　「差次的に増加したレベル」とは、対照と比較して少なくとも１％、２％、３％、４％
、５％、１０％以上(% or more)、例えば、５％、１０％、２０％、３０％、４０％、又
は５０％、６０％、７０％、８０％、９０％以上(% higher or more)、及び／又は０．５
倍、１．１倍、１．２倍、１．４倍、１．６倍、１．８倍以上(fold higher or more)の
バイオマーカーレベルを指す。
【００３２】
　「差次的に減少したレベル」とは、対照と比較して少なくとも１％、２％、３％、４％
、５％、１０％以上(% or more)、例えば、５％、１０％、２０％、３０％、４０％、又
は５０％、６０％、７０％、８０％、９０％以下(% lower or less)、及び／又は０．９
倍、０．８倍、０．６倍、０．４倍、０．２倍、０．１倍以下(fold or less)のバイオマ
ーカーレベルを指す。
【００３３】
　「疾患」とは、動物が恒常性を維持できず、疾患が改善されない場合、動物の健康が悪
化し続ける動物の健康状態である。対照的に、動物の「障害」は、動物が恒常性を維持で
きる健康状態であるが、動物の健康状態は、障害がない場合よりも好ましくない健康状態
である。治療せずに放置しても、障害が必ずしも動物の健康状態をさらに低下させるとは
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限らない。
【００３４】
　疾患又は障害の徴候又は症状の重症度、そのような徴候又は症状が患者によって経験さ
れる頻度、又はその両方が軽減される場合、疾患又は障害は「緩和」される。
【００３５】
　「有効量」及び「薬学的有効量」という用語は、所望の生物学的結果を提供するのに充
分な量の薬剤を指す。その結果は、疾患又は障害の兆候、症状、又は原因の軽減及び／又
は緩和、あるいは生物システムの他の望ましい変化であり得る。個々の場合における適切
な有効量は、日常的な実験を用いて当業者によって決定され得る。
【００３６】
　本明細書で使用される場合、「内因性」は、生物、細胞、組織、又はシステムから、又
はそれらの内部で生成される任意の材料を指す。
【００３７】
　本明細書で使用される「発現」という用語は、そのプロモーターによって駆動される特
定のヌクレオチド配列の転写及び／又は翻訳として定義される。
【００３８】
　１又は複数のバイオマーカーの「レベル」は、試料中のバイオマーカーの絶対的又は相
対的な量又は濃度を意味する。「レベル」という用語は、試料中のバイオマーカーのグリ
コシル化の絶対量又は相対量も指す。
【００３９】
　当技術分野で公知であり、本明細書で使用されるように、「グリカン」は糖（例えば、
オリゴ糖及び多糖）である。グリカンは、本明細書では「連結」とも称されるグリコシド
結合によって典型的に結合された糖残基のモノマー又はポリマーであり得る。いくつかの
実施形態において、「グリカン」、「オリゴ糖」、及び「多糖」という用語は、複合糖質
（例えば、糖タンパク質、糖脂質、又はプロテオグリカン）の炭水化物部分を指すために
使用され得る。グリカンには、天然の糖残基（例えば、グルコース、Ｎ－アセチルグルコ
サミン、Ｎ－アセチルノイラミン酸、ガラクトース、マンノース、フコース、ヘキソース
、アラビノース、リボース、キシロースなど）及び／又は修飾糖（例えば、２’－フルオ
ロリボース、２’－デオキシリボース、ホスホマンノース、６’－スルホＮ－アセチルグ
ルコサミンなど）が含まれ得る。「グリカン」という用語には、糖残基のホモポリマー及
びヘテロポリマーが含まれる。「グリカン」という用語はまた、複合糖質のグリカン成分
（例えば、糖タンパク質、糖脂質、プロテオグリカンなど）を包含する。この用語はまた
、切断されたかそうでない場合は複合糖質から放出されたグリカンを含む、遊離グリカン
を包含する。
【００４０】
　本明細書で使用される場合、「抗体アレイ」という用語は、アレイ基板に連結された複
数の異なる抗体のいずれかと相互作用するタンパク質上のグリカンを同定するために使用
されるツールを指す。いくつかの実施形態において、抗体アレイは、本明細書において「
抗体スポット（antibody spots）」と呼ばれる、複数の固定化抗体を含む。いくつかの実
施形態では、グリカンアレイは、少なくとも２、少なくとも５、少なくとも１０、少なく
とも２０、少なくとも３０、少なくとも４０、少なくとも５０、少なくとも６０、少なく
とも７０、少なくとも８０、少なくとも９０、少なくとも１００、少なくとも１５０、少
なくとも３５０、少なくとも１０００、又は少なくとも１５００の抗体スポットを含む。
いくつかの実施形態において、抗体アレイは、抗体スポットの所望のセットを提示するよ
うにカスタマイズされ得る。
【００４１】
　本明細書で使用される「複合糖質」という用語は、少なくとも１つの糖部分が少なくと
も１つの他の部分に共有結合している全ての分子を包含する。この用語は、例えば、Ｎ結
合型糖タンパク質、Ｏ結合型糖タンパク質、糖脂質、プロテオグリカンなどを含む、共有
結合した糖部分を有するすべての生体分子を具体的に包含する。
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【００４２】
　「グリコフォーム」という用語は、本明細書では、特定の形態の複合糖質を指すために
使用される。すなわち、複合糖質の一部である同じ骨格部分（例えば、ポリペプチド、脂
質など）が、異なるグリカン又はグリカンのセットに連結される可能性がある場合、複合
糖質のそれぞれの異なるバージョン（すなわち、前記骨格がグリカンの特定のセットに連
結されている）は、「グリコフォーム」と称される。
【００４３】
　本明細書で使用される「グリコシダーゼ」という用語は、グリカン中の連続する糖の間
、又は糖と骨格部分との間（例えば、糖と糖タンパク質のペプチド骨格との間）の共有結
合を切断する物質を指す。いくつかの実施形態において、グリコシダーゼは酵素である。
特定の実施形態において、グリコシダーゼは、１又は複数のポリペプチド鎖を含むタンパ
ク質（例えば、タンパク質酵素）である。特定の実施形態において、グリコシダーゼは、
化学的切断剤である。
【００４４】
　「糖タンパク質調製物」は、その用語が本明細書で使用される場合、個々の糖タンパク
質分子のセットを指し、それぞれ、特定のアミノ酸配列（アミノ酸配列が少なくとも１つ
のグリコシル化部位を含む）及び少なくとも１つのグリコシル化部位に共有結合している
少なくとも１つのグリカンを含む。糖タンパク質調製物内の特定の糖タンパク質の個々の
分子は、通常、同一のアミノ酸配列を有するが、少なくとも１つのグリコシル化部位の占
有率及び／又は少なくとも１つのグリコシル化部位に連結されたグリカンの同一性が異な
る場合がある。すなわち、糖タンパク質調製物は、特定の糖タンパク質の単一のグリコフ
ォームのみを含み得るが、より典型的には、複数のグリコフォームを含む。同じ糖タンパ
ク質の異なる調製物は、存在するグリコフォームの同一性（例えば、ある調製物に存在す
るグリコフォームが別の調製物には存在しない場合がある）及び／又は異なるグリコフォ
ームの相対量が異なる場合がある。
【００４５】
　本明細書で使用される「レクチン」という用語は、炭水化物に対して特異的な結合親和
性を有する任意のアミノ酸及びペプチド結合ベースの化合物を包含する。典型的には、レ
クチンは、特定の炭水化物結合を特徴とする自然界に見られる非抗体ポリペプチドに関連
している。「レクチン」という用語は、機能的断片及びその誘導体を含み、後者の用語は
、抗体の文脈で使用される同じ用語と同様に定義される。
【００４６】
　「測定する（こと）」若しくは「測定」又は「検出する（こと）」若しくは「検出」と
は、臨床試料又は対象由来の試料内の特定の物質の存在、不在、分量又は量（有効量であ
り得る）を評価することを意味し、そのような物質の定性的又は定量的濃度レベルの導出
を含むか、そうでない場合は対象の臨床パラメーターの値又は分類を評価することを含む
。
【００４７】
　本明細書で使用される「Ｎ－グリカン」という用語は、複合糖質から放出されたが、そ
れ以前は窒素結合を介して複合糖質に連結されていた糖のポリマーを指す。Ｎ結合型グリ
カンは、Ｎ／Ｘ（プロリンを除く任意のアミノ酸）／Ｓ又はＴ（セリン又はスレオニン）
の保存されたタンパク質構造モチーフ内のアスパラギン残基で窒素結合を介して複合糖質
に結合しているグリカンである。Ｎ－結合型グリカンには様々な種類があるが、通常は共
通のコア五糖（Ｍａｎ）3（ＧｌｃＮＡｃ）（ＧｌｃＮＡｃ）に基づく。
【００４８】
　物に適用される「天然に存在する」とは、その物が自然界に存在し得るという事実を指
す。例えば、自然界の供給源から単離することができ、人為的に意図的に改変されていな
い、生物（ウイルスを含む）に存在するポリペプチド又はポリヌクレオチド配列は、天然
に存在する配列である。
【００４９】
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　「核酸」とは、デオキシリボヌクレオシド又はリボヌクレオシドで構成されているかど
うか、及びホスホトリエステル、ホスホルアミデート、シロキサン、カーボネート、カル
ボキシメチルエステル、アセトアミデート、カルバメート、チオエーテル、架橋ホスホル
アミデート、架橋メチレンホスホネート、ホスホロチオエート、メチルホスホネート、ホ
スホロジチオエート、架橋ホスホロチオエート又はスルホン結合、及びそのような結合の
組み合わせなどのホスホジエステル結合又は修飾された結合で構成されているかどうかに
関わらず、任意の核酸を意味する。核酸という用語はまた、生物学的に存在する５つの塩
基（アデニン、グアニン、チミン、シトシン、及びウラシル）以外の塩基から構成される
核酸も具体的に含む。「核酸」という用語は、通常、大きなポリヌクレオチドを指す。
【００５０】
　本明細書では、ポリヌクレオチド配列を説明するために従来の表記法を使用している。
一本鎖ポリヌクレオチド配列の左端は５’末端であり、二本鎖ポリヌクレオチド配列の左
側方向は、５’方向と称される。
【００５１】
　新生ＲＮＡ転写物へのヌクレオチドの５’から３’の付加の方向は、転写方向と称され
る。ｍＲＮＡと同じ配列を持つＤＮＡ鎖を「コード鎖」と称する。ＤＮＡの参照点の５’
に位置するＤＮＡ鎖上の配列は、「上流配列」と称される。ＤＮＡ上の参照点の３’にあ
るＤＮＡ鎖上の配列は、「下流配列」と称される。
【００５２】
　本明細書で使用される「Ｏ－グリカン」という用語は、複合糖質から放出されたが、そ
れ以前は酸素結合を介して複合糖質に連結されていた糖のポリマーを指す。Ｏ－結合型グ
リカンは、酸素結合を介して複合糖質に結合しているグリカンである。Ｏ－結合型グリカ
ンは通常、Ｎ－アセチル－Ｄ－ガラクトサミン（ＧａｌＮＡｃ）又はＮ－アセチル－Ｄ－
グルコサミン（ＧｌｃＮＡｃ）を介して糖タンパク質に結合し、Ｌ－セリン（Ｓｅｒ）又
はＬ－スレオニン（Ｔｈｒ）のヒドロキシル基に結合する。一部のＯ－結合型グリカンに
は、アセチル化や硫酸化などの修飾もある。場合によっては、Ｏ－結合型グリカンはフコ
ース又はマンノースを介して糖タンパク質に結合し、Ｌ－セリン（Ｓｅｒ）又はＬ－スレ
オニン（Ｔｈｒ）のヒドロキシル基に結合する。
【００５３】
　「前癌性」又は「前新生物性（腫瘍性）」という用語及びそれらの均等物は、悪性形質
転換を受けている任意の細胞増殖性障害を意味すると解釈されるべきである。そのような
状態の例として、結腸直腸細胞増殖性障害との関連で、高度の異形成を伴う細胞増殖性障
害及び以下のクラスの腺腫が挙げられる：レベル１：ポリープ頭部内の粘膜筋層から粘膜
下組織への悪性腺の貫通、レベル２：同じ粘膜下浸潤があるが、頭部と茎部の接合部に存
在する、レベル３：茎部の浸潤、及びレベル４：結腸壁への接続部での茎基部への浸潤。
場合によっては、前新生物性は腫瘍を形成する正常組織を説明するために使用される。
【００５４】
　本明細書で使用される場合、「素因」は、細胞増殖性障害に感受性であるという特性を
指す。細胞増殖性障害の素因を有する対象は、細胞性増殖性障害を有さないが、細胞性増
殖性障害を有する可能性が高い対象である。
【００５５】
　「ポリヌクレオチド」は、核酸の一本鎖又は平行鎖及び逆平行鎖を意味する。したがっ
て、ポリヌクレオチドは、一本鎖又は二本鎖のいずれかの核酸であり得る。本発明の文脈
において、通常存在する核酸塩基についての以下の略語が使用される。「Ａ」はアデノシ
ン、「Ｃ」はシチジン、「Ｇ」はグアノシン、「Ｔ」はチミジン、「Ｕ」はウリジンを指
す。
【００５６】
　「オリゴヌクレオチド」という用語は、典型的には、通常約６０ヌクレオチド以下の短
いポリヌクレオチドを指す。ヌクレオチド配列がＤＮＡ配列（すなわち、Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ
）によって表される場合、「Ｔ」が「Ｕ」に置換されるＲＮＡ配列（すなわち、Ａ、Ｕ、
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Ｇ、Ｃ）が含まれることが理解されよう。
【００５７】
　本明細書で使用される場合、「予後を提供する」という用語は、重症度、期間、回復の
可能性などの予測を含む、結腸直腸癌の予想される経過及び結果の予測を提供することを
指す。この方法はまた、例えば、状態が依然として早期にあるかどうか、又は状態が積極
的な治療が効果がない段階に進んだかどうかを示すことによって、適切な治療計画を考案
するために使用され得る。
【００５８】
　バイオマーカーの「参照レベル」は、バイオマーカーのレベル、例えば、特定の病状、
表現型、又はその欠如、並びに病状、表現型、又は欠如の組み合わせを示すグリカンのタ
イプのレベルを意味する。バイオマーカーの「陽性」参照レベルは、特定の病状又は表現
型を示すレベルを意味する。バイオマーカーの「陰性」参照レベルは、特定の病状又は表
現型の欠如を示すレベルを意味する。
【００５９】
　本明細書で使用される場合、「糖」という用語は、１又は複数の単糖基を含むポリマー
を指す。したがって、糖類には、単糖類、二糖類、三糖類、及び多糖類（又はグリカン）
が含まれる。グリカンは分岐又は分岐し得る。グリカンは、脂質やタンパク質（複合糖質
として）などの非糖部分に共有結合していることが理解される。これらの共有結合体には
、糖タンパク質、糖ペプチド、ペプチドグリカン、プロテオグリカン、糖脂質、及びリポ
多糖が含まれる。こうした記載は説明の目的で提供されているため、これらの用語のいず
れかを使用することも、限定することを意図するものではない。複合糖質の一部として見
出されるグリカンに加えて、グリカンはまた、遊離形態であり得る（すなわち、別の部分
から分離され、結合していない）。
【００６０】
　本明細書で使用される「特異的に結合する」という用語は、別の分子又は特徴を認識し
て結合するが、試料中の他の分子又は特徴を実質的に認識しない又は結合しない抗体など
の分子を意味する。
【００６１】
　本明細書で使用される「標準対照値」は、所定のグリカンレベルを指す。標準対照値は
、試料中に存在する目的のグリカンの量を比較するために、本発明の方法の使用に適して
いる。標準対照として機能する確立された試料は、性別、年齢、民族性、病歴など、背景
が合理的に一致する平均的で健康な人に典型的な、目的のグリカンの平均量を与える。標
準対照値は、目的のバイオマーカー及び試料の性質によって異なる場合がある。
【００６２】
　本明細書で使用される場合、「対象」という用語は、ヒト又は別の哺乳動物（例えば、
霊長類、イヌ、ネコ、ヤギ、ウマ、ブタ、マウス、ラット、ウサギなど）を指す。本発明
の多くの実施形態では、対象はヒトである。そのような実施形態では、対象はしばしば「
個人」又は「患者」と称される。「個人」及び「患者」という用語は、特定の年齢を示す
ものではない。
【００６３】
　範囲：本開示全体を通して、本発明の様々な態様は範囲形式で提示される場合がある。
範囲形式での説明は、単に便宜上及び簡潔にするためのものであり、本発明の範囲に対す
る柔軟性のない制限として解釈されるべきではないことを理解されたい。したがって、範
囲の説明は、その範囲内の個々の数値だけでなく、全ての可能な部分的範囲を具体的に開
示していると見なされるべきである。例えば、１～６などの範囲の記述は、１～３、１～
４、１～５、２～４、２～６、３～６などの部分的範囲並びにその範囲内の個々の数値（
例えば、１、２、２．７、３、４、５、５．３、及び６など）を具体的に開示していると
見なされるべきである。これは、範囲の幅に関係なく適用される。
【００６４】
　説明
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　本発明は、複合混合物中に見られる何百及び何千の個々のタンパク質及び細胞のグリカ
ン分析を可能にする新規の方法及び装置に部分的に基づいている。前記方法は、抗体アレ
イを使用した特定のタンパク質の捕捉、捕捉されたタンパク質の高活性組換えＰＮＧａｓ
ｅ　Ｆによる処理、及び質量分析によるスポットごとの特定の捕捉タンパク質のグリカン
分析に関する。前記方法はまた、抗体アレイを使用した細胞の捕捉又は基板への細胞の沈
着、細胞の固定及び処理、並びに質量分析による細胞のグリカン分析にも関する。特定の
場合において、これらの方法は、様々な疾患又は障害に関連するバイオマーカーを検出す
るための診断プラットフォームとして有用である。したがって、本発明は、癌などの疾患
の検出、診断、及び予後のためのグリカン分析用の組成物及び方法を提供する。
【００６５】
　様々な実施形態において、タンパク質及び細胞は、質量分析を使用してプロファイリン
グされる。別の実施形態では、タンパク質及び細胞は、マトリックス支援レーザー脱離イ
オン化（ＭＡＬＤＩ）を使用してプロファイリングされる。別の実施形態では、タンパク
質及び細胞は、質量分析を使用して特徴付けられる。別の実施形態では、タンパク質及び
細胞は、ＭＡＬＤＩフーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴（ＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲ）
質量分析を使用して特徴付けられる。別の実施形態では、タンパク質及び細胞は、ＭＡＬ
ＤＩ飛行時間型（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析を使用して特徴付けられる。
【００６６】
　抗体アレイ中のタンパク質のグリカン分析
　本発明は、何百もの個々の糖タンパク質標的についての構造的グリカン情報の生成を可
能にする抗体アレイを部分的に提供する。前記抗体アレイは、特定のタンパク質の捕捉、
捕捉されたタンパク質の高活性組換えＰＮＧａｓｅ　Ｆによる処理、及び質量分析による
スポットごとの特定の捕捉タンパク質のグリカン分析を可能にする効率的なワークフロー
を利用する。本発明はまた、抗体アレイ上に捕捉され得る多くのタンパク質から構造的グ
リカン情報を決定するためのプラットフォームを提供する。
【００６７】
　ここで図１及び図２を参照すると、タンパク質のグリカン分析のための例示的なワーク
フローの方法１００の工程を列挙する概略図及びフローチャートがそれぞれ示されている
。方法１００は、工程１０２から始まり、この工程で複数の抗体がスポットされた表面を
有する基板が提供される。前記基板は、ガラス又はプラスチックの顕微鏡スライド又はマ
ルチウェルプレートなどの任意の適切な基板であり得る。工程１０４において、前記基板
はブロッキング溶液中でインキュベートされる。前記ブロッキング溶液は、ＰＢＳ及び洗
浄剤中の１％ＢＳＡなどの血清溶液であり得、インキュベーションは１時間であり得る。
工程１０６において、前記基板は、少なくとも１つの試料中でインキュベートされる。い
くつかの実施形態では、前記試料はタンパク質試料である。前記タンパク質試料は、湿度
チャンバー内で室温で２時間インキュベートしてもよい。工程１０８において、前記基板
は、酵素放出溶液で噴霧される。前記基板にＰＮＧａｓｅＦを噴霧し、一晩インキュベー
トしてもよい。工程１１０において、前記基板は、グリカンの存在を検出及び識別するた
めに、質量分析によってスキャンされる。特定の実施形態では、前記基板は、ＰＢＳ浴、
ＰＢＳ及び洗浄剤浴、水浴、及びそれらの組み合わせなどにより工程間で洗浄される。
【００６８】
　前記基板上にスポットされた抗体アレイにより、数百から数千の異なるタンパク質の捕
捉とグリカン分析が可能になる。したがって、本発明の抗体アレイは、それぞれが目的の
１つのタンパク質に特異的な数百から数千の異なる抗体を含むことができる。特定の実施
形態において、本発明の抗体アレイは、目的の分泌されたタンパク質に特異的に結合する
。
【００６９】
　抗体のスポッティングは、任意の適切な技術によって達成可能であり、インクジェット
印刷、ファインプリントスポッティング、機能化基板へのフローパターニング、機能化ガ
ラス基板へのコンタクト印刷、コーティングされた基板（ニトロセルロースコーティング
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など）でのインキュベーション、又はエポキシコーティングされたガラス基板若しくはポ
リアミンガラス基板を使用した非常に細かいフィーチャ解像度の印刷用針若しくはストリ
ップによるマイクロ印刷が挙げられるが、これらに限定されない。
【００７０】
　抗体アレイは、任意のグリッド又はパターンで配置され得る。特定の実施形態において
、個々の抗体スポットは、行及び／又は列のアレイにおいて横方向及び縦方向に間隔を置
いて配置される。一実施形態では、個々の抗体スポットは、分離して約１０～１００μｍ
で規則的に間隔を空けられている。一実施形態では、抗体アレイは、約１０～１０００，
０００の個々の抗体スポットを含む。別の実施形態では、抗体アレイは、約５００～５０
０，０００個の個々の抗体スポットを含む。別の実施形態では、抗体アレイは、約１００
～１００，０００の個々の抗体スポットを含む。一実施形態では、抗体アレイは、１ｃｍ
2あたり約２００個の抗体スポット～１ｃｍ2あたり約２０，０００個の抗体スポットの密
度の抗体スポットを含む。様々な実施形態において、抗体スポットの配列は、ウェルスラ
イドモジュールなどの１又は複数のグリッドの使用によって支援され得る。
【００７１】
　特定の実施形態では、各スポットは単一の特異的抗体を含む。別の実施形態では、各ス
ポットは、２、３、５、１０、又はそれ以上の異なる抗体を含む。これらの実施形態にお
いて、特徴の範囲内の特定の抗体への特異的結合は、捕捉剤の第２のセット上の異なる検
出可能な標識を使用することによって決定され得、各標識は特定の抗体に対応する。
【００７２】
　様々な実施形態において、抗体アレイは、抗体、抗体断片、又はそれらの組み合わせを
含み得る。そのような抗体には、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、Ｆａｂ及び
それらの一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）断片、二重特異性抗体、ヘテロコンジュゲート、ヒト及
びヒト化抗体が含まれる。そのような抗体は、ハイブリドーマ培養、細菌又は哺乳動物細
胞培養での組換え発現、及びトランスジェニック動物での組換え発現を含む、様々な方法
で産生され得る。製造方法の選択は、所望の抗体構造、抗体上の炭水化物部分の重要性、
培養や精製の容易さ、及びコストを含むいくつかの要因に依存する。全長抗体、Ｆａｂ断
片及びＦｖ断片などの抗体断片、並びに異なる種からの成分を含むキメラ抗体を含む、多
くの異なる抗体構造を標準的な発現技術を使用して生成可能である。
【００７３】
　任意の適切な質量分析イメージング技術を使用してもよい。非限定例としては、マトリ
ックス支援レーザー脱離イオン化イメージングフーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴（
ＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲ）質量分析、マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型
（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析、走査型マイクロプローブＭＡＬＤＩ（ＳＭＡＬＤＩ）
質量分析、赤外線マトリックス支援レーザー脱離エレクトロスプレーイオン化（ＭＡＬＤ
－ＥＳＩ）質量分析、表面支援レーザー脱離イオン化（ＳＡＬＤＩ）質量分析、脱離エレ
クトロスプレーイオン化（ＤＥＳＩ）質量分析、二次イオン質量分析（ＳＩＭＳ）、イー
ジーアンビエントソニックスプレーイオン化（ｅａｓｙ　ａｍｂｉｅｎｔ　ｓｏｎｉｃ　
ｓｐｒａｙ　ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ、ＥＡＳＩ）質量分析などが挙げられる。様々な実施
形態において、基板に、質量分析イメージングの直前にマトリックス溶液を噴霧してもよ
い。２，５－ジヒドロキシ安息香酸、α－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸、シナピン酸、
１，５－ジアミノナフタレン、９－アミノアクリジンなどを含むがこれらに限定されない
任意の適切な溶液を使用してもよい。
【００７４】
　前記方法では抗体アレイの使用を説明しているが、当業者によって理解されるように、
目的のタンパク質に親和性を有する任意の適切な捕捉分子を使用してタンパク質を捕捉で
きることを理解されたい。例えば、抗体は、１又は複数の抗原、アプタマー、アフィボデ
ィ、タンパク質、ペプチド、核酸、カーボンナノチューブ、及びそれらの断片で置換又は
補足することができる。前記捕捉分子はまた、アレイパターンに限定されず、所望の任意
の形状又は形態で提供され得る。
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【００７５】
　細胞集団のグリカン分析
　本発明はまた、少なくとも１つの細胞集団からの構造的グリカン情報の生成を可能にす
る方法を部分的に提供する。いくつかの実施形態では、前記少なくとも１つの細胞集団は
、本明細書の他の場所に記載されている抗体アレイを介して選択的に捕捉される。いくつ
かの実施形態において、前記少なくとも１つの細胞集団は、基板に付着している。様々な
実施形態において、前記方法は、少なくとも１つの細胞集団を固定及び脱脂し、前記少な
くとも１つの細胞集団を高活性組換えＰＮＧａｓｅ　Ｆで処理し、質量分析によってスポ
ットごとに前記少なくとも１つの細胞集団に対してグリカン分析を実施する効率的なワー
クフローを利用する。
【００７６】
　図２を参照すると、方法１００は、細胞分析に適合し得るものであり、工程１０２の複
数の抗体は、所望の細胞集団に結合するように選択可能であり、工程１０６の少なくとも
１つの試料は、少なくとも１つの細胞集団を含む。例えば、抗ＣＤ４抗体を使用して試料
からＣＤ４陽性Ｔ細胞を捕捉し、抗ＣＤ８抗体を使用して試料からＣＤ８陽性Ｔ細胞を捕
捉することが可能である。工程１０６に続き、工程１０８の前に、前記少なくとも１つの
細胞集団が固定され、リンスされる。固定剤及びリンス剤は、ホルマリン、カルノア液、
パラホルムアルデヒド、エタノール系固定剤、ポリエチレングリコール系固定剤などを含
むがこれらに限定されない任意の適切な薬剤であり得る。リンスは、捕捉されていない粒
子を一掃するのに役立つだけでなく、分析対象を選択的に除去して、Ｎ－グリカンの検出
を促進する。例えば、前記適切な薬剤は、細胞の形態を破壊することなく、細胞を固定及
び脱脂する。
【００７７】
　図３を参照すると、付着した細胞集団のグリカン分析のための例示的なワークフローの
方法２００の工程を列挙するフローチャートが示されている。方法２００は、工程２０２
から始まり、少なくとも１つの細胞集団が、基板の表面に付着される。前記少なくとも１
つの細胞集団は、培養、細胞スラリーの沈着、塗布、塗抹、遠心分離（例えば、サイトス
ピン）などを含むがこれらに限定されない、任意の適切な方法で付着させることができる
。前記基板は、ガラス又はプラスチックの顕微鏡スライド又はマルチウェルプレートなど
の任意の適切な基板であり得る。様々な実施形態において、基板表面は、細胞接着を増強
するために機能化又はコーティングされ得る。例えば、基板表面は、インジウムスズオキ
シドコーティング、ゼラチンコーティング、コラーゲンコーティング、ポリ－Ｌ－リジン
コーティング、ポリ－オルニチンコーティング、細胞外マトリックスコーティング、タン
パク質コーティング（カドヘリン、免疫グロブリン、セレクチン、ムチン、インテグリン
など）、表面イオン化などされ得る。工程２０４において、前記少なくとも１つの細胞集
団が固定され、リンスされる。適切な固定剤及びリンス剤として、ホルマリン、カルノア
液、パラホルムアルデヒド、エタノール系固定剤、ポリエチレングリコール系固定剤など
が挙げられるがこれらに限定されない。工程２０６において、前記基板は、酵素放出溶液
で噴霧される。前記基板にＰＮＧａｓｅＦを噴霧し、一晩インキュベートしてもよい。工
程２０８において、前記基板は、グリカンの存在を検出及び識別するために、質量分析に
よってスキャンされる。特定の実施形態では、前記基板は、ＰＢＳ浴、ＰＢＳ及び洗浄剤
浴、水浴、及びそれらの組み合わせなどにより工程間で洗浄される。
【００７８】
　前記少なくとも１つの細胞集団は、血液、リンパ液、尿、婦人科用体液、組織生検、羊
水、骨髄吸引液などを含むがこれらに限定されない任意の所望の供給源から得てもよい。
前記細胞の集団はまた、白血病、膀胱癌、骨癌、脳及び脊髄腫瘍、脳幹神経膠腫、乳癌、
肺癌、リンパ腫、子宮頸癌、結腸癌、結腸直腸癌、食道癌、消化器癌、肝細胞（肝臓）癌
、腎臓（腎細胞）癌、黒色腫、口腔癌、卵巣癌、前立腺癌などを含むがこれらに限定され
ない疾患又は障害を有する供給源から得てもよい。
【００７９】
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　様々な実施形態において、前記少なくとも１つの細胞集団を培養して、細胞数を拡大す
るか、前記少なくとも１つの細胞集団を基板表面に付着させるか、又はその両方を行うこ
とができる。当業者によって理解されるように、直接沈着は、接着細胞株及び浮遊細胞株
に使用可能である一方、基板表面での細胞の培養は、接着細胞株に適している。通常、細
胞は培地と接触して増殖する。培地は一般に、必要に応じて追加の成分が補充された基本
培地を含む。基礎培地は、細胞に炭素及び／又はビタミン及び／又はミネラルの必須の供
給源を供給する培地である。基礎培地はタンパク質を含む場合と含まない場合がある。細
胞増殖を支持する培地製剤として、イーグル最小必須培地、ＡＤＣ－１、ＬＰＭ（ウシ血
清アルブミンフリー）、Ｆ１０（ＨＡＭ）、Ｆ１２　（ＨＡＭ）、ＤＣＣＭ１、ＤＣＣＭ
２、ＲＰＭＩ　１６４０、ＢＧＪ培地（フィットン－ジャクソン改変（Ｆｉｔｔｏｎ－Ｊ
ａｃｋｓｏｎ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ）有り又は無し）、イーグル基礎培地（Ｂａｓ
ａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ　Ｅａｇｌｅ）（アール平衡塩添加ＢＭＥ）、ダルベッコ改変イーグ
ル培地（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ）（無血
清ＤＭＥＭ）、山根培地、ＩＭＥＭ－２０、グラスゴー改変イーグル培地（Ｇｌａｓｇｏ
ｗ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ）（ＧＭＥＭ）、ライボビッ
ツ（Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ）Ｌ－１５培地、マッコイ５Ａ培地、Ｍ１９９培地（アール平衡
塩添加Ｍ１９９Ｅ）、Ｍ１９９培地（ハンクス平衡塩添加Ｍ１９９Ｈ）、イーグル最小必
須培地（アール平衡塩添加ＭＥＭ－Ｅ）、イーグル最小必須培地（ハンクス平衡塩添加Ｍ
ＥＭ－Ｈ）、及びイーグル最小必須培地（非必須アミノ酸添加ＭＥＭ－ＮＡＡ）などが挙
げられるが、これらに限定されない。さらに、追加の成分が培地に添加され得ることが認
識される。そのような成分として、抗生物質、抗真菌剤、アルブミン、増殖因子、アミノ
酸、及び細胞培養のために当技術分野で公知の他の成分が挙げられるが、これらに限定さ
れない。培地に添加され得る抗生物質として、ペニシリン及びストレプトマイシンが挙げ
られるが、これらに限定されない。しかしながら、本発明は、本発明の細胞を培養するた
めの任意の１つの培地に限定されると決して解釈されるべきではない。むしろ、組織培養
において本発明の細胞を支持可能な任意の培地を使用してもよい。細胞は、約１００細胞
／ｍＬ、５００細胞／ｍＬ、１，０００細胞／ｍＬ、５，０００細胞／ｍＬ、１０，００
０細胞／ｍＬ、１５，０００細胞／ｍＬ、２０，０００細胞／ｍＬなどを含むがこれらに
限定されない任意の所望の密度で培養することができる。
【００８０】
　前記少なくとも１つの細胞集団は、任意のグリッド又はパターンで配置され得る。特定
の実施形態において、個々の細胞集団は、行及び／又は列のアレイにおいて横方向及び縦
方向に間隔を置いた領域に配置される。一実施形態では、個々の細胞集団は、分離して約
１０～１００μｍで規則的に間隔を空けられた領域に配置される。一実施形態では、前記
細胞の領域は、約１０～１０００，０００の個々の細胞領域を含む。別の実施形態では、
前記細胞の領域は、約５００～５００，０００個の個々の細胞領域を含む。別の実施形態
では、前記細胞の領域は、約１００～１００，０００の個々の細胞領域を含む。一実施形
態では、前記細胞の領域は、領域あたり約１００細胞～約１００，０００細胞の密度の細
胞を含む。様々な実施形態において、細胞領域の配列は、ウェルスライドモジュールなど
の１又は複数のグリッドの使用によって支援され得る。
【００８１】
　細胞の培養は、細胞又は細胞集団を拡大して、ゲノム分析又は発現分析などの所望の分
析方法に充分な数の細胞を生成するのに有用である。
【００８２】
　任意の適切な質量分析イメージング技術を使用してもよい。非限定例としては、マトリ
ックス支援レーザー脱離イオン化イメージングフーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴（
ＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲ）質量分析、マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型
（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析、走査型マイクロプローブＭＡＬＤＩ（ＳＭＡＬＤＩ）
質量分析、赤外線マトリックス支援レーザー脱離エレクトロスプレーイオン化（ＭＡＬＤ
－ＥＳＩ）質量分析、表面支援レーザー脱離イオン化（ＳＡＬＤＩ）質量分析、脱離エレ
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クトロスプレーイオン化（ＤＥＳＩ）質量分析、二次イオン質量分析（ＳＩＭＳ）、イー
ジーアンビエントソニックスプレーイオン化（ＥＡＳＩ）質量分析などが挙げられる。様
々な実施形態において、基板に、質量分析イメージングの直前にマトリックス溶液を噴霧
してもよい。２，５－ジヒドロキシ安息香酸、α－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸、シナ
ピン酸、１，５－ジアミノナフタレン、９－アミノアクリジンなどを含むがこれらに限定
されない任意の適切な溶液を使用してもよい。
【００８３】
　グリカン分析
　Ｎ結合型グリカンの分析には、ほとんどの場合、精製された個々のタンパク質又はタン
パク質の複合混合物の分析が含まれる。グリカンは多くの生物学的プロセスで多面的な役
割を果たし、異常なグリコシル化は多くの病気に関連している。グリカンは、その他の機
能において、細胞増殖、細胞質分裂、分化、転写調節、シグナル伝達、リガンド－受容体
結合、細胞と他の細胞との相互作用、細胞外マトリックス、細菌及びウイルス感染などの
機能に関与するタンパク質の翻訳後修飾である。グリカンの誤制御及び構造変化は、ヒト
に影響を与えるほとんどの病気で発生する。
【００８４】
　本発明によって検出可能なグリカンには、直鎖及び分岐オリゴ糖、並びに天然に存在す
る合成グリカンが含まれる。例えば、前記グリカンは、糖アミノ酸、糖ペプチド、糖脂質
、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）、糖タンパク質、細胞全体、細胞成分、複合糖質、糖
模倣体、糖リン脂質アンカー、グリコシルホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）結合複
合糖質、細菌性リポ多糖、及びエンドトキシンであり得る。グリカンには、Ｎ－グリカン
、β－グリカン、糖脂質、及び糖タンパク質も含まれ得る。
【００８５】
　場合によっては、本発明によって検出可能なグリカンは、２以上の糖単位を含む。本発
明のグリカンには、例えば、アロース、アルトロース、アラビノース、グルコース、ガラ
クトース、グロース、フコース、フルクトース、イドース、リキソース、マンノース、リ
ボース、タロース、キシロース、又は他の糖単位含む、任意のタイプの糖単位が存在し得
る。そのような糖単位は、様々な修飾及び置換基を有し得る。例えば、糖単位は、ヒドロ
キシ置換基、カルボキシレート置換基、及びメチレンヒドロキシ置換基の代わりに様々な
置換基を有し得る。したがって、低級アルキル部分は、本発明のグリカン中の糖単位のヒ
ドロキシ置換基、カルボン酸置換基、及びメチレンヒドロキシ置換基からの水素原子のい
ずれかを置換し得る。例えば、アミノアセチルは、本発明のグリカン中の糖単位のヒドロ
キシ置換基、カルボン酸置換基、及びメチレンヒドロキシ置換基からの水素原子のいずれ
かを置換し得る。
【００８６】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、糖タンパク質の糖プロファイルを決定する
ことを含み得る。特性は、未変化の糖タンパク質のグリカンを分析することによって決定
され得る。決定され得る前記グリカンの特性には、糖構造の一部又は全部の質量、糖の化
学単位の電荷、糖の化学単位の同一性、糖の化学単位のコンフォメーション、糖の総電荷
、糖の硫酸塩の総数、アセテートの総数、リン酸塩の総数、カルボン酸塩の存在と数、ア
ルデヒド又はケトンの存在と数、糖の色素結合、糖の置換基の組成比、アニオン性糖と中
性糖の組成比、ウロン酸の存在、酵素感受性、糖の化学単位間の結合、電荷、分岐点、分
岐の数、各分岐の化学単位の数、分岐又は非分岐糖のコア構造、各分岐の疎水性及び／又
は電荷／電荷密度、分岐糖のコアにおけるＧｌｃＮＡｃ及び／又はフコースの有無、分岐
糖の拡張コアにおけるマンノースの数、糖類の分岐鎖上のシアル酸の有無、糖類の分岐鎖
上のガラクトースの有無が含まれる。
【００８７】
　グリカンの特性は、当技術分野で公知の任意の手段によって特定され得る。例えば、分
子量は、質量分析を含むいくつかの方法によって決定することが可能である。グリカンの
分子量を決定するための質量分析の使用は、当技術分野で周知である。質量分析は、生成
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された断片の質量を正確に報告するため（例えば、酵素的切断によって）、またわずかな
試料濃度しか必要としないため、グリカンなどのポリマーを特徴付ける強力なツールとし
て使用されてきた。
【００８８】
　それらを特徴づけるためにグリカンを分析するための任意の分析方法は、グリカンの任
意の試料に対して実施可能であり、そのような分析方法には、本明細書に記載されるもの
が含まれる。本明細書で使用される場合、グリカン又は他の分子を「特徴付ける」とは、
その同一性、構造、組成、又は量を決定するために使用され得るデータを取得することを
意味する。この用語が複合糖質に関連して使用される場合、それはまた、グリコシル化部
位、グリコシル化部位占有率、グリカン及び／又は複合糖質の非糖部分の同一性、構造、
組成、又は量、並びに特定のグリコフォームの同一性と量を含み得る。これらの方法には
、例えば、質量分析、核磁気共鳴（ＮＭＲ）（例えば、２Ｄ－ＮＭＲ）、電気泳動、及び
クロマトグラフィー法が含まれる。質量分析法の例として、高速原子衝撃質量分析（ＦＡ
Ｂ－ＭＳ）、液体クロマトグラフィー質量分析（ＬＣ－ＭＳ）、液体クロマトグラフィー
タンデム質量分析（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）、マトリックス支援レーザー脱離イオン化質量分
析（ＭＡＬＤＩ－ＭＳ）、マトリックス支援レーザー脱離イオン化タンデム質量分析（Ｍ
ＡＬＤＩ－ＭＳ／ＭＳ）などが挙げられる。ＮＭＲ法には、例えば、相関分光法（ＣＯＳ
Ｙ）、二次元核磁気共鳴分光法（ＴＯＣＳＹ）、核オーバーハウザー効果分光法（ＮＯＥ
ＳＹ）が含まれる。電気泳動には、例えば、レーザー誘導蛍光を用いたキャピラリー電気
泳動（ＣＥ－ＬＩＦ）、キャピラリーゲル電気泳動（ＣＧＥ）、キャピラリーゾーン電気
泳動（ＣＺＥ）、ＣＯＳＹ、ＴＯＣＳＹ、及びＮＯＥＳＹが含まれ得る。
【００８９】
　質量分析イメージングは、様々なペプチド、タンパク質、脂質、及び代謝物を組織切片
の基礎となる組織病理学と相関させる目的で使用されてきた強力なツールである。質量分
析の急速な進歩を利用して、質量分析イメージングは糖鎖生物学研究の限界を推し進める
ことができる。質量分析イメージングは、レクチン組織化学の補完的手法としての使用を
サポートする従来の方法に比べていくつかの利点を提供する。１つの重要な利点は、タン
デム質量分析と組み合わせたマトリックス支援レーザー脱離イオン化（ＭＡＬＤＩ）イメ
ージングにより、試料中のグリカンに関する詳細な構造情報が明らかになることである。
質量分析イメージングにより、幅広い分子量を検出できる。また、高い質量分解能により
、分子量が近い２つのピークを区別可能であるため、検出の特異性が向上する。さらに、
１つの画像で数十又は数百のグリカンをフェムトモルレベルで検出可能であるため、低濃
度の分子を検出できる。したがって、ＭＡＬＤＩイメージングは、組織グリカンのハイス
ループット分析を容易にする。ＭＡＬＤＩイメージングは、定量アッセイを実施する際に
も使用できる。ＭＡＬＤＩイメージングのもう１つの重要な利点は、分析対象の事前知識
がない場合でも未知の化合物を検出できることである。したがって、この手法はバイオマ
ーカー創出研究に特に適している。
【００９０】
　ＭＡＬＤＩは、従来のイオン化法でイオン化すると壊れやすく断片化する傾向があるタ
ンパク質、ペプチド、糖などの生体分子の分析に使用するのに適したソフトイオン化質量
分析技術である。
【００９１】
　通常、ＭＡＬＤＩは２段階のプロセスを含む。第１の工程では、紫外線（ＵＶ）レーザ
ービームによって脱着がトリガーされる。マトリックス材料がＵＶレーザー放射を吸収す
ることにより、マトリックス材料の上層が焼灼され、高温のプルームが生成される。ホッ
トプルームには、中性ーイオン化マトリックス分子、プロトン化ー脱プロトン化マトリッ
クス分子、マトリックスクラスター、及びナノ液滴といった、多くの種が含まれる。第２
のステップでは、分析対象分子は、高温プルーム内でイオン化され、例えば、プロトン化
又は脱プロトン化される。
【００９２】
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　前記マトリックス材料は、ＵＶレーザー放射を吸収可能な結晶化分子を含む。通常のマ
トリックス材料には、α－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸、２，５－ジヒドロキシ安息香
酸、２，５－ジヒドロキシ安息香酸／　２－ヒドロキシ－５－メトキシ安息香酸、２，４
，６－トリヒドロキシアセトフェノン、６－アザ－２－チオチミン、３－ヒドロキシピコ
リン酸、３－アミノキノリン、アントラニル酸、５－クロロ－２－メルカプトベンゾチア
ゾール、２，５－ジヒドロキシアセトフェノン、フェルラ酸、及び２－（４－ヒドロキシ
フェニルアゾ）安息香酸が含まれるが、これらに限定されない。前記マトリックス材料の
溶液は、高度に精製された水及びアセトニトリルやエタノールなどの有機溶媒で作成され
る。いくつかの実施形態では、少量のトリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）を溶液に加えてもよい
。
【００９３】
　次に、前記マトリックス溶液を分析対象、例えばタンパク質試料と混合してもよい。次
に、この溶液をＭＡＬＤＩプレートに堆積させると、溶媒が気化し、ＭＡＬＤＩ結晶に埋
め込まれた分析対象分子を含む再結晶マトリックスのみが残る。
【００９４】
　この方法で検出されるグリカンの特性は、グリカン又はユニットの任意の構造特性であ
り得る。例えば、グリカンの特性は、グリカンの分子量又は長さであり得る。他の実施形
態では、前記特性は、置換基又は単位の組成比、多糖類の基本的な構成要素のタイプ、疎
水性、酵素感受性、親水性、二次構造及び立体配座（すなわち、ヘリックスの位置）、置
換基の空間分布、化学単位間の結合、分岐点の数、分岐多糖のコア構造、あるセットの修
飾と別のセットの修飾の比率（すなわち、それぞれの位置での硫酸化、アセチル化、又は
リン酸化の相対量）、及びタンパク質の結合部位であり得る。
【００９５】
　他のタイプの特性を識別する方法は、当業者には容易に識別可能であり、通常、特性の
タイプ及びグリカンのタイプに依存し得る。そのような方法には、キャピラリー電気泳動
（ＣＥ）、ＮＭＲ、質量分析（ＭＡＬＤＩとＥＳＩの両方）、及び蛍光検出を備えた高速
液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）が含まれる、これらに限定されない。例えば、疎水
性は逆相高圧液体クロマトグラフィー（ＲＰ－ＨＰＬＣ）を使用して決定され得る。酵素
感受性は、グリカンを酵素に曝露し、そのような曝露後に存在する断片数を決定すること
によって特定され得る。キラリティーは円二色性を使用して決定され得る。タンパク質結
合は、質量分析、等温熱量測定、及びＮＭＲによって決定され得る。結合は、ＮＭＲ及び
／又はキャピラリー電気泳動を使用して決定され得る。酵素的修飾（分解ではない）は、
酵素分解と同様の方法で、すなわち、基板を酵素に曝露し、ＭＡＬＤＩ－ＭＳを使用して
基板が修飾されているかどうかを決定することによって決定され得る。例えば、スルホト
ランスフェラーゼは、硫酸基を、８０Ｄａの付随的増加を有するオリゴ糖鎖に転移するこ
とが可能である。立体配座は、モデリング及び核磁気共鳴（ＮＭＲ）によって決定され得
る。硫酸化の相対量は、組成分析によって決定するか、ラマン分光法によって概算され得
る。
【００９６】
　一実施形態によれば、本発明は、抗体アレイによって捕捉されたタンパク質からグリカ
ンをプロファイリングするために開発された質量分析イメージング技術を提供する。捕捉
されたタンパク質に離型剤を噴霧して、グリカンを放出することが可能である。一般的な
酵素放出剤には、トリプシン、エンドグリコシダーゼＨ（Ｅｎｄｏ　Ｈ）、エンドグリコ
シダーゼＦ（ＥｎｄｏＦ）、Ｎ－グリカナーゼＦ（ＰＮＧａｓｅ　Ｆ）、ＰＮＧａｓｅ　
Ａ、Ｏ－グリカナーゼ、及び／又は１又は複数のプロテアーゼ（例えば、トリプシン又は
ＬｙｓＣ）が含まれるが、これらに限定されないか、若しくは化学的に放出される（例え
ば、無水ヒドラジン（Ｎ）又は還元性若しくは非還元性ベータ除去（Ｏ）の使用）。
【００９７】
　他の実施形態では、特にＭＡＬＤＩ－ＭＳが分析に使用される場合、グリカンを修飾し
て、グリカンのイオン化を改善することが可能である。このような変更には、過メチル化
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が含まれる。グリカンのイオン化を増加させる別の方法は、ＭＳ又は液体クロマトグラフ
ィー検出のためにグリカンを疎水性化学物質（ＡＡ、ＡＢ標識など）に結合させることで
ある。他の実施形態では、スポット法を使用して、シグナル強度を改善することが可能で
ある。
【００９８】
　本発明によって観察されるように、重要なシグナルのほとんどを含む実用的なｍ／ｚ範
囲は、これらよりも制限され得る。実用的な範囲には、約ｍ／ｚ４００、約ｍ／ｚ５００
、約ｍ／ｚ６００、及び約ｍ／ｚ７００の下限が含まれ、約ｍ／ｚ４０００、約ｍ／ｚ３
５００（特に陰イオンモードの場合）、約ｍ／ｚ３０００（特に陰イオンモードの場合）
、特に、少なくとも約ｍ／ｚ２５００（陰又は陽イオンモード）及び陽イオンモードの場
合は約ｍ／ｚ２０００（陽イオンモード分析の場合）の上限が含まれる。前記範囲は試料
グリカンのサイズによって異なる。分岐又は多糖類の含有量が多い試料、又はシア（リ）
ル化レベルが高い試料は、陰イオンモードで説明したように、上限が高い範囲で分析可能
である。上限及び下限を組み合わせて、最大サイズ及び最小サイズの範囲、又は最小下限
及び最小上限、並びに他の制限を同様にサイズが増加する順に形成可能である。
【００９９】
　本開示の方法は、多種多様な生体試料から得られたタンパク質試料に適用され得る。生
体試料は、本開示に従って分析される前又は後に、１又は複数の分析及び／又は精製工程
に供してもよい。例えば、いくつかの実施形態において、生体試料中のグリカンは、例え
ば、質量分析又はＮＭＲによる分析を容易にし得る１又は複数の検出可能なマーカー又は
他の薬剤で標識される。様々な分離及び／又は単離工程のいずれかを、本開示に従って生
体試料に適用してもよい。
【０１００】
　診断方法
　グリコシル化の変化は、多くの病気に関連している。通常、これらの変化は、タンパク
複合混合物のグリカン分析を通じて、又はいくつかの特定の個々のタンパク質の分析を通
じて観察される。様々な実施形態において、本発明はまた、その存在又はレベル（絶対的
又は相対的）が特定の病状（特定の疾患に対する感受性を含む）及び／又はそのようなグ
リカンの濃度の経時変化と相関している可能性がある１又は複数の特定のグリカンを検出
することによって、病状若しくは障害状態又は病状若しくは障害状態の進行を診断するた
めの方法を提供する。
【０１０１】
　検出されたグリカン及び検出されたグリコシル化の変化は、様々な早期の疾患及び／又
は癌の検出、治療、及び／又は予防に向けて使用することができる。いくつかの実施形態
では、そのようなグリカンの存在は、癌の存在を示し、例えば、疾患が寛解しているのか
、又はより侵攻性になっているのかなど、そのような疾患の予後に関する情報を提供する
ことができる。癌の家族歴があり、よって疾患を発症するリスクが高い患者は、疾患の傾
向をモニタリングするために定期的に検査することができる。
【０１０２】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、対象の疾患又は状態を診断する方法であっ
て、対象からの生体試料に存在するグリカンを検出する工程、前記対象のグリカンプロフ
ァイルを確立する工程、前記対象からの前記グリカンプロファイルを正常試料又は罹患試
料からのグリカンプロファイルと比較する工程、及び前記対象が疾患又は状態を有するか
どうかを判断する工程を含み、グリカンは、本明細書の他の場所に記載されている現在開
示されている方法を使用して検出される、前記方法を提供する。
【０１０３】
　例えば、いくつかの実施形態では、前記方法は、肝細胞癌（ＨＣＣ）を示すグリコシル
化パターンを有する目的のタンパク質を捕捉するための抗体アレイを提供する。それによ
り、抗体アレイは、限定されるものではないが、以下の１又は複数に特異的に結合する抗
体を含み得る：Ａ１ＡＴ、フェチュイン－Ａ、ヘモペキシン、Ａｐｏ－Ｊ、ＬＭＷキニノ
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ーゲン、ＨＭＷキニノーゲン、ａｐｏ－Ｈ、トランスフェリン、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ
、フィブロネクチン、ラミニン、セルロプラスミン、フィブリン、アンギオテンシノーゲ
ン、フィブリリン－１、ＴＩＭＰ１、トロンボスポンジン１、ガレクチン－３結合タンパ
ク質、補体Ｃ１Ｒ、クラステリン、ガレクチン１、α－２－マクログロブリン、ビタミン
Ｄ結合タンパク質、ヒスチジンリッチ糖タンパク質、ヒスチジンリッチ糖タンパク質、Ｃ
Ｄ１０９、ＣＥＡ、カテプシン、ＡＦＰ、及びＧＰ７３。対象の生体試料からのタンパク
質の捕捉とその後のグリカン分析により、前記対象がＨＣＣを有するかどうか、及びＨＣ
Ｃの現在の進行段階を判断できる。
【０１０４】
　診断は、病気や状態を有する、又は有すると思われる人において行うことができる。診
断は、病気や状態のリスクがあると思われる人でも行うことができる。「リスクを有する
人」とは、前記疾患又は状態を有する遺伝的素因を持っている人、あるいは前記疾患又は
状態を発症するリスクを高める可能性のある要因に曝されている人である。
【０１０５】
　癌の早期発見は、その効率的な治療に不可欠である。診断技術の進歩にもかかわらず、
悪性細胞が周囲の組織に浸潤するか、全身に転移するまで、癌の多くの症例は診断及び治
療されていない。現在の診断アプローチは癌の検出に大きく貢献しているが、それでも感
度と特異性に問題がある。
【０１０６】
　本発明の１又は複数の実施形態によれば、本明細書で提供される方法を使用して行い得
る癌診断のタイプは、必ずしも限定されないことが理解されよう。本明細書の目的のため
に、癌は任意の癌であり得る。本明細書で使用される場合、「癌」という用語は、リンパ
系又は血流を介して身体の他の部分に広がる可能性がある異常で制御されていない細胞分
裂によって引き起こされる任意の悪性増殖又は腫瘍を意味する。
【０１０７】
　癌は、転移性癌又は非転移性（例えば、限局性）癌であり得る。本明細書で使用される
場合、「転移性癌」という用語は、癌の細胞が転移した癌を指し、例えば、癌は、癌細胞
の転移を特徴とする。本明細書に記載されるように、転移は、局所転移又は遠隔転移であ
り得る。
【０１０８】
　一実施形態によれば、本発明は、対象からのグリカンプロファイルを正常試料又は罹患
試料からのグリカンプロファイルと比較すること及び対象の試料が疾患又は状態を有する
かどうかを決定することを含む、対象における疾患又は状態を診断するために本明細書に
開示される方法を使用して調製されたグリカンプロファイルの使用を提供する。
【０１０９】
　本発明の方法によれば、「癌」又は「腫瘍」という用語はまた、副腎癌、胆道癌、膀胱
癌、脳腫瘍、乳癌、子宮頸癌、絨毛癌、結腸癌、子宮内膜癌、食道癌、肝外胆管癌、胃癌
、頭頸部癌、上皮内新生物、腎臓癌、白血病、リンパ腫、肝臓癌、肺癌（例えば、小細胞
及び非小細胞）、黒色腫、多発性骨髄腫、神経芽細胞腫、口腔癌、卵巣癌、膵臓癌、前立
腺癌、直腸癌、肉腫、皮膚癌、小腸癌、精巣腫瘍、甲状腺癌、子宮癌、尿道癌、及び腎癌
、並びにその他の癌腫及び肉腫を含むが、これらに限定されない。
【０１１０】
　癌の種類の広範なリストには、急性リンパ芽球性白血病（成人）、急性リンパ芽球性白
血病（小児）、急性骨髄性白血病（成人）、急性骨髄性白血病（小児）、副腎皮質癌、副
腎皮質癌（小児）、エイズ関連癌、エイズ関連リンパ腫、肛門癌、星状細胞腫（小児小脳
）、星状細胞腫（小児脳）、基底細胞癌、胆管癌（肝外）、膀胱癌、膀胱癌（小児）、骨
癌（骨肉腫／悪性線維性組織球腫）、脳幹神経膠腫（小児）、脳腫瘍（成人）、脳腫瘍－
脳幹神経膠腫（小児）、脳腫瘍－小脳星状細胞腫（小児）、脳腫瘍－脳星状細胞腫／悪性
神経膠腫（小児）、脳腫瘍－上衣腫（小児）、脳腫瘍－髄芽腫（小児）、脳腫瘍－テント
上原始神経外胚葉性腫瘍（小児）、脳腫瘍－視覚経路及び視床下部神経膠腫（小児）、乳
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癌（女性、男性、小児）、気管支腺腫／カルチノイド（小児）、バーキットリンパ腫、カ
ルチノイド腫瘍（小児）、カルチノイド腫瘍（胃腸）、原発部位不明の癌腫（成人及び小
児）、中枢神経系リンパ腫（原発性）、小脳星状細胞腫（小児）、脳星状細胞腫／悪性神
経膠腫（小児）、子宮頸癌、慢性リンパ性白血病、慢性骨髄性白血病、慢性骨髄増殖性疾
患、結腸癌、結腸直腸癌（小児）、皮膚Ｔ細胞リンパ腫、子宮内膜癌、上衣腫（小児）、
食道癌、食道癌（小児）、ユーイング肉腫ファミリー腫瘍、頭蓋外胚細胞腫瘍（小児）、
性腺外胚細胞腫瘍、肝外胆管がん、眼がん（眼内黒色腫及び網膜芽細胞腫）、胆嚢がん、
胃癌、胃癌（小児）、消化管カルチノイド腫瘍、消化管間質腫瘍（ＧＩＳＴ）、胚細胞腫
瘍（頭蓋外（小児）、性腺外、卵巣）、妊娠性絨毛腫瘍、神経膠腫（成人）、神経膠腫（
小児：脳幹、脳星状細胞腫、視覚経路及び視床下部）、有毛細胞白血病、頭頸部癌、肝細
胞（肝臓）癌（成人原発及び小児原発）、ホジキンリンパ腫（成人及び小児）、妊娠中の
ホジキンリンパ腫、下咽頭癌、視床下部及び視覚経路神経膠腫（小児）、眼内黒色腫、膵
島細胞癌（内分泌膵臓）、カポジ肉腫、腎臓（腎細胞）癌、腎臓癌（小児）、喉頭癌、喉
頭癌（小児）、白血病－急性リンパ芽球性（成人及び小児）、白血病、急性骨髄性（成人
及び小児）、白血病－慢性リンパ性、白血病－慢性骨髄性、白血病－有毛細胞、口唇癌及
び口腔癌、肝臓癌（成人原発及び小児原発）、肺がん－非小細胞、肺がん－小細胞、リン
パ腫－ＡＩＤＳ関連、リンパ腫－バーキットリンパ腫、リンパ腫－皮膚Ｔ細胞、リンパ腫
－ホジキンリンパ腫（成人、小児、及び妊娠中）、リンパ腫－非ホジキンリンパ腫（成人
、小児、及び妊娠中）、リンパ腫－原発性中枢神経系、ワルデンストレームマクログロブ
リン血症、骨／骨肉腫の悪性線維性組織球腫、髄芽腫（小児期）、黒色腫、黒色腫－眼内
（眼）、メルケル細胞癌、中皮腫（成人）悪性、中皮腫（小児）、潜在性原発を伴う転移
性扁平上皮頸部癌、多発性内分泌腺腫症候群（小児）、多発性骨髄腫／形質細胞新生物、
菌状息肉腫、骨髄異形成症候群、骨髄異形成／骨髄増殖性疾患、骨髄性白血病、慢性骨髄
性白血病（成人及び小児）、急性多発性骨髄腫、慢性骨髄増殖性疾患、鼻腔及び副鼻腔癌
、鼻咽頭癌、鼻咽頭癌（小児）、神経芽細胞腫、非小細胞肺癌、口腔癌（小児）、口腔癌
及び口唇癌、中咽頭癌、骨肉腫／骨の悪性線維性組織球腫、卵巣癌（小児）、卵巣上皮癌
、卵巣胚細胞腫瘍、卵巣低悪性度腫瘍、膵臓癌、膵臓癌（小児）、膵臓癌－膵島細胞、副
鼻腔及び鼻腔癌、副甲状腺癌、陰茎癌、褐色細胞腫、松果体芽細胞腫及びテント上原始神
経外胚葉性腫瘍（小児）、下垂体腫瘍、形質細胞新生物／多発性骨髄腫、胸膜肺芽腫、妊
娠期乳癌、原発性中枢神経系リンパ腫、前立腺癌、直腸癌、腎細胞（腎臓）癌、腎細胞（
腎臓）癌（小児）、腎盂及び尿管－移行上皮癌、網膜芽細胞腫、横紋筋肉腫（小児）、唾
液腺癌、唾液腺癌（小児）、ユーイング肉腫ファミリー腫瘍、カポジ肉腫、肉腫－軟部組
織（成人及び小児）、肉腫－子宮、セザリー症候群、皮膚癌（非黒色腫）、皮膚癌（小児
）、皮膚癌（黒色腫）、皮膚癌－メルケル細胞、小細胞肺癌、小腸癌、軟部肉腫（成人及
び小児）、扁平上皮がん、潜在性原発を伴う転移性扁平上皮頸部癌、胃癌、胃癌（小児）
、テント上原始神経外胚葉性腫瘍（小児）、精巣癌、胸腺腫（小児）、胸腺腫及び胸腺癌
、甲状腺癌、甲状腺癌（小児）、腎盂及び尿管の移行上皮癌、絨毛性腫瘍、妊娠期尿管及
び腎盂の移行上皮癌、尿道癌、子宮癌－子宮内膜、子宮肉腫、膣癌、視覚経路及び視床下
部神経膠腫（小児）、外陰癌、ワルデンストレームマクログロブリン血症、及びウィルム
ス腫瘍が含まれまるが、これに限定されない。
【０１１１】
　特定のグリカンに結合したグリカンキャリアタンパク質
　本発明はさらに、タンパク質の特異的精製によって、例えば、免疫沈降などの親和性法
又は配列決定によって、ペプチドの配列決定及び認識を含む糖ペプチド、したがってグリ
カンに結合した捕捉されたタンパク質の質量分析配列決定によって、一体型（細胞結合／
膜貫通）癌組織又は細胞放出タンパク質からなど、本発明の抗体アレイによって捕捉され
たタンパク質のいずれかに付着したグリカンを同定し、グリカン構造に特定の担体タンパ
ク質を割り当てる方法に関する。
【０１１２】
　いくつかの実施形態において、癌の決定されたグリコシル化マーカーは、１又は複数の
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糖タンパク質バイオマーカー、すなわち、特定のタイプの癌に特異的な糖タンパク質を同
定及び単離するために使用され得る。疾患の糖タンパク質バイオマーカーは、癌のグリコ
シル化マーカーを有する。癌の糖タンパク質バイオマーカーの単離は、レクチン又はモノ
クローナル抗体を使用して実施可能である。
【０１１３】
　タンパク質のグリコシル化は、正常又は病状を示し得る。したがって、捕捉されたタン
パク質又は捕捉されたタンパク質のセット（全グライコームなど）のグリコシル化の分析
に基づく診断目的のための方法が提供される。本明細書で提供される方法は、特定のタン
パク質のグリコシル化又はグリコシル化のパターンの変化を引き起こすか、その結果とな
る任意の疾患又は状態の診断に使用することができる。そして、これらのパターンを「正
常」及び／又は「疾患」パターンと比較して、対象の診断及び治療を開発することができ
る。例えば、提供される方法は、癌、炎症性疾患、良性前立腺肥大症（ＢＰＨ）などの診
断に使用することができる。
【０１１４】
　診断は、病気や状態を有する、又は有すると思われる人において行うことができる。診
断は、病気や状態のリスクがあると思われる人でも行うことができる。「リスクを有する
人」とは、前記疾患又は状態を有する遺伝的素因を持っている人、あるいは前記疾患又は
状態を発症するリスクを高める可能性のある要因に曝されている人である。
【０１１５】
　本発明は、癌に関連するグリコシル化マーカーを提供する。一実施形態では、グリコシ
ル化マーカーは、別の表現型状態（例えば、疾患を有さない）の個人（個体）と比較して
、ある表現型状態（例えば、疾患を有する）の個人から採取された試料中に示差的に存在
する有機生体分子である。異なる個人におけるバイオマーカーの平均又は中央値の発現レ
ベル（グリコシル化レベルを含む）が統計的に有意であると計算された場合、バイオマー
カーは２個人間に異なって存在する。バイオマーカーは、単独で又は組み合わせて、個人
が１つの表現型状態又は別の表現型状態に属する相対リスクの測定値を提供する。したが
って、それらは、疾患、疾患の重症度、薬物の治療効果、及び薬物毒性の診断のためのマ
ーカーとして有用である。
【０１１６】
　一実施形態では、本発明の方法は、試験個体に由来する生体試料から複数のバイオマー
カーの測定値のセットを取得すること、対照個体に由来する生体試料から複数のバイオマ
ーカーの測定値のセットを取得すること、試験試料及び対照試料間で各バイオマーカーの
測定値を比較すること、及び試験値及び参照値とも称される対照値の間で大幅に異なるバ
イオマーカーを特定することによって、実施される。
【０１１７】
　測定値及び参照値を比較するプロセスは、本発明のバイオマーカーの測定値及び参照値
のタイプに適切な任意の簡便な方法で実施可能である。例えば、「測定」は、定量的又は
定性的な測定技術を使用して実施可能であり、測定値及び参照値を比較するモードは、使
用する測定技術によって異なり得る。例えば、定性的比色分析を使用してバイオマーカー
レベルを測定する場合、レベルは、着色反応生成物の強度を視覚的に比較することによっ
て、又は着色反応生成物の濃度測定若しくは分光測定からのデータを比較することによっ
て（例えば、測定装置から算出される棒グラフなどの数値データやグラフィックデータを
比較することによって）比較してもよい。しかしながら、本発明の方法で使用される測定
値は、最も一般的には定量値（例えば、濃度の定量測定）であると考えられる。他の例で
は、測定値は定性値である。定性的測定と同様に、比較は、数値データを検討することに
よって、又はデータの表現を検討する（例えば、棒グラフや折れ線グラフなどのグラフィ
ック表現を検討する）ことによって行うことができる。
【０１１８】
　測定値は、通常、参照値の少なくとも約９５％である場合、参照値以上であると実質的
に見なされる。測定値が参照値の約９５％未満の場合、測定値は参照値未満と見なされる
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。測定値が参照値より少なくとも約５％大きい場合、測定値は参照値よりも大きいと見な
される。
【０１１９】
　比較のプロセスは、手動（方法の実施者による目視検査など）でもよく、自動化しても
よい。例えば、アッセイ装置（化学発光シグナルを測定するためのルミノメーターなど）
は、測定値を所望のバイオマーカーの参照値と比較することを可能にする回路及びソフト
ウェアを含み得る。あるいは、別の装置（例えば、デジタルコンピューター）を使用して
、測定値と参照値とを比較してもよい。比較のために自動化された装置は、測定されるバ
イオマーカーの保存された参照値を含み得るか、又は測定値を同時に測定された参照試料
から得られた参照値と比較し得る。
【０１２０】
　前記バイオマーカーをスクリーニングするための方法は、癌において、並びに癌に進行
する組織の様々な異形成段階において示差的にグリコシル化されるバイオマーカーを見つ
けることができる。スクリーニングされたバイオマーカーは、癌のスクリーニング、リス
クアセスメント、予後、疾患の特定、病期の診断、及び治療標的の選択に使用され得る。
【０１２１】
　本発明の方法によれば、様々な段階又はフェーズでの癌の進行は、試料から得られた１
又は複数のバイオマーカーのグリコシル化段階を決定することによって診断することがで
きる。癌の各段階での試料からのバイオマーカーのグリコシル化段階を、組織の細胞増殖
障害がない試料から単離された１又は複数のバイオマーカーのグリコシル化段階と比較す
ることにより、試料中の癌の特定のステージを検出できる。一実施形態では、グリコシル
化段階は、高グリコシル化であり得る。別の実施形態において、グリコシル化段階は、低
グリコシル化であり得る。
【０１２２】
　生体試料
　本発明は、生体試料に由来するタンパク質溶液の分析に関する。いくつかの実施形態に
おいて、目的の生体試料は、良性及び／又は悪性の癌組織又は腫瘍などの癌性組織から供
給される。
【０１２３】
　一実施形態では、前記組織は、液体組織、細胞及び／又は多細胞固形腫瘍などのヒト組
織又は組織部分であり、別の実施形態では、組織溶液に処理可能なヒト固形組織である。
前記組織は、細胞表面に関連する局在化マーカーなどの細胞内及び細胞外を含む、組織か
らの特定のグリカンマーカー構造の分析及び／又は標的化に使用され得る。個々の細胞型
の癌又は腫瘍には、白血病やリンパ腫などの血液由来の腫瘍が含まれる一方、固形腫瘍に
は、胃腸管組織などの固形組織、肝臓、腎臓、脾臓、膵臓、肺、性腺などの他の内臓、及
び卵巣、睾丸、前立腺などの関連臓器に由来する固形腫瘍が含まれる。本発明はさらに、
個々に又は多細胞的に提示された癌細胞からのマーカーを明らかにする。前記癌細胞には
、腫瘍／癌から放出された転移細胞、並びに白血病及び／又はリンパ腫などの血球由来の
癌が含まれる。固形組織腫瘍からの転移は、特定の特徴を持つ別のクラスの癌試料を形成
する。
【０１２４】
　本発明に従って分析される癌組織材料は、本発明では、組織材料又は単に細胞とも称さ
れる。なぜなら、全ての組織が細胞を含むが、本発明は、単細胞及び／又は多細胞で発現
された癌細胞及び／又は固形腫瘍を別個の特徴として対象にすることができるからである
。本発明はさらに、癌材料と比較される正常組織材料を明らかにする。本発明は、特に、
形質転換された組織又は疑わしい癌試料の状態を明らかにするための本発明による方法に
関する。この場合、前記試料に相関するシグナルの特定の構造の発現が、正常組織での発
現に対応すると推定される発現レベルと比較するか、同一患者の同じ組織の健康な部分の
組織試料など、同じ組織の標準試料の発現レベルと比較する。
【０１２５】
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　本発明は、いくつかの実施形態において、同一患者の癌組織及び対応する正常組織の両
方からのマーカー構造及び／又はグリカンプロファイルの分析を対象とする。なぜなら、
グリコシル化の一部には、例えば、（糖タンパク質／炭水化物の）グリコシル化における
先天性障害及び／又はグリカン蓄積症などのまれなグリコシル化関連疾患に関連する個々
の変化が含まれるからである。本発明はさらに、本発明による方法による特定の状態（例
えば、原発性癌、転移性、癌に関連する良性形質転換）を所望により有する特定の癌及び
／又は癌のサブタイプにおいて、グライコームにおける特定の構造／構造基又はグリカン
基の重要性及び／又は変化を分析することを検証する方法に関する。
【０１２６】
　診断検査
　一実施形態では、本発明のバイオマーカー（例えば、グリカン）を使用する診断検査は
、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なく
とも９５％、少なくとも９８％、及び約１００％の感度及び特異性を示す。場合によって
は、本発明のスクリーニングツールは、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくと
も８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、及び約１００％の
高感度を示す。
【０１２７】
　一実施形態では、感度は、約７５％～約９９％、約８０％～約９０％、又は約８０％～
約８５％である。他の実施形態では、特異性は、約７５％～約９９％、約８０％～約９０
％、又は約８０％～約８５％である。
【０１２８】
　別の実施形態では、本発明は、癌、例えば膵臓癌の早期発見のためのリスクのある集団
のスクリーニングを可能にする。さらに、特定の局面において、本発明は、新生物性（腫
瘍性）（例えば、悪性）を良性（すなわち、非癌性）の細胞増殖性障害から区別すること
を可能にする。
【０１２９】
　予後診断法は、癌患者又は癌のリスクのある患者を特定するために使用できる。このよ
うな患者には、内視鏡的ポリープ切除術又は摘除術を含む追加の適切な治療又は予防オプ
ションが提供され、必要に応じて、外科的処置、化学療法、放射線、生物学的反応修飾因
子、又は他の治療法が提供される。そのような患者はまた、結腸内視鏡検査、仮想結腸内
視鏡検査、ビデオカプセル内視鏡検査、ＰＥＴ－ＣＴ、分子画像診断、又は他の画像診断
技術の頻度の増加を含むがこれらに限定されない、さらなる診断又はモニタリング手順に
関する推奨を受ける場合がある。
【０１３０】
　本発明の方法による対象の診断に続いて、癌と診断された、又は癌などの増殖性疾患を
有するリスクがあると診断された対象は、疾患に対して治療することができる。前記対象
は、進行及び有効性をモニタリングするために、治療全体を通して診断検査を受けること
ができる。
【実施例】
【０１３１】
　以下の実施例を参照することにより、本発明をさらに詳細に説明する。これらの実施例
は、説明のみを目的として提供されており、特に明記されていない限り、限定することを
意図したものではない。したがって、本発明は、以下の実施例に限定されると決して解釈
されるべきではなく、むしろ、本明細書で提供される教示の結果として明らかになる全て
の変形を包含すると解釈されるべきである。
【０１３２】
　さらなる説明なしに、当業者は、前述の説明及び以下の例示的な実施例を使用して、本
発明の化合物を製造及び利用し、特許請求される方法を実施することができると考えられ
る。したがって、以下の実施例は、本発明の例示的な実施形態を具体的に指摘するもので
あり、本開示の残りの部分を限定するものとして解釈されるべきではない。
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【０１３３】
　実施例１：ＭＡＬＤＩイメージング質量分析を使用したグリカン分析（ＭＡＬＤＩ－Ｉ
ＭＳ）
　下記研究は、ＭＡＬＤＩ－ＩＭＳを使用した組織のグリカン分析のための新たな方法を
提供する。この方法は、分析前の組織タンパク質の顕微解剖及び可溶化の必要性を回避す
る。ＭＡＬＤＩ－ＩＭＳは広く見直されており、通常マトリックス溶液（シナピン酸やジ
ヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢ）など）を組織切片に直接沈着させ、可溶性分子を組織から
抽出してマトリックスと共結晶化するスキームを採用している。マトリックスは組織切片
全体に適用されるため、脱着はグリッドパターンの特定の「ポイント」を標的にしてデー
タをラスタライズできる。得られたスペクトルを使用して、組織切片の表面から直接、数
百の分析対象の２次元分子マップを生成できる。これらの分子マップは、これらの分子の
相対的な存在量及び空間分布を表示する。したがって、ＭＡＬＤＩ組織プロファイリング
には、質量分析の分子詳細を分子組織学とリンクさせ、組織薄切片内の既知の位置に相関
する質量スペクトルを生成する能力を有する。ＭＡＬＤＩ－ＩＭＳ適用のほとんどは、タ
ンパク質、脂質、及び薬物代謝物のプロファイリングに重点を置いているが、グリカンは
重視されていない。本明細書では、組換えエンドグリコシダーゼＰＮＧａｓｅ　Ｆの分子
コーティングが、ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織にスプレーされ、組織
からＮ結合型グリカンを除去するために使用される。図４は、ＨＣＣ組織及び隣接組織に
対するこの方法論の例を示しており、同定されたＮ結合型グリカンのうち６つだけ（１０
０超のうち）を示している。悪性組織に関連する特定のグリカンパターンが観察可能であ
ることは明らかである。重要なことに、それらは組織内に局在化しており、組織内の特定
の領域に各グリカンの局在化のレベルを付与できる。
【０１３４】
　組織上のグリカンの空間的局在化により、スライドの特定の領域に捕捉されたグリカン
の識別が可能になる。基本的な方法を図１に示す。この方法論の重要な特徴は、特定のタ
ンパク質の抗体捕捉及びＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲ　ＭＳによるＮ結合型グリカンの分析（
ＰＮＧａｓｅ　Ｆによる酵素放出後）である。スライドガラスにスポットした純粋なタン
パク質をどの程度簡便に検出できるかを判断するために、システムの絶対感度は、スライ
ドガラスに純粋な糖タンパク質をスポットした後、ＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲＭＳを使用し
て決定した。図５Ａ～図５Ｃは、グリカン検出の感度に関する予備的なエビデンスを示し
ている。スポットしたα１抗トリプシン（Ａ１ＡＴ）は、重要な構造グリカン情報を有す
る糖タンパク質であることから使用された。図５Ａは、０、１、又は２つのシアル酸を有
する二分岐グリカンの存在を強調する、Ａ１ＡＴのＨＰＬＣグリカンプロファイルを示し
ている。さらに、少量のコアフコシル化二分岐グリカンが存在する。図５Ｂは、スライド
ガラス上に直接スポットした後の、マイナーピーク、コアフコシル化二分岐グリカン（ｍ
／ｚ＝１８０９．６３９）の検出を示す。重要なのは、０．１ｎｇのスポットしたタンパ
ク質で、このグリカンを検出可能なことである。Ａ１ＡＴで最も豊富なグリカンであるジ
シアル化二分岐ピークが、コアフコシル化二分岐グリカンに対して約１２：１の比率で検
出されたことに注目されたい。
【０１３５】
　図５Ｃは、抗体を使用して捕捉されたＡ１ＡＴ上のグリカンを検出する能力を強調して
いる。簡潔には、Ａ１ＡＴに対する抗体をスポットあたり３００ｎｇの濃度でスポットし
、スライドを洗浄し、ＰＢＳ中の２％ＢＳＡで一晩ブロックした。特異性対照として、ヒ
トフェチュイン－Ａに対する抗体も３００ｎｇ／スポットの濃度でスポットした。スライ
ドにＰＮＧａｓｅＦをスプレーして、捕捉抗体の固有のグリコシル化を除去し、洗浄した
。スポットを様々な量のＡ１ＡＴ（１．０μｇ～０．０００１μｇ）で覆い、１時間イン
キュベートした後、スライドをＰＢＳで洗浄し、ＰＮＧＡｓｅ　Ｆをスプレーし、再度１
時間インキュベートし、マトリックスをスプレーし、ＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲ　ＭＳで分
析した。図５Ｃに示すように、コアフコシル化二分岐グリカン（１８０９．６３９）は、
０．１ｎｇの捕捉されたＡ１ＡＴから検出可能である。Ａ１ＡＴが添加されていない場合
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（０と表示）、又はフェチュインＡに対する抗体がコーティングされた領域（非特異的タ
ンパク質）にＡ１ＡＴがスポットされている場合、非常に弱いシグナルが見られる。純粋
なタンパク質と同様に、モノ及びジシアル化二分岐グリカンは、コアフコシル化二分岐ピ
ークに対して１２：１の比率で観察された（図示せず）。また、最低レベルのタンパク質
のシグナル対ノイズ比は優れており、ＭＳ強度は二分岐グリカンでは１００，０００を超
え、陰性対照スポットでは本質的にゼロである。このスポットにはタンパク質が含まれて
いなかったが、「陰性対照」スポットには脱グリコシル化されたタンパク質が含まれてい
る。
【０１３６】
　正常血清から捕捉された免疫グロブリンＧから検出された最も豊富なタイプのＮ－グリ
カンを図６に示す。これらのグリカンは同定されることが期待されたものであり（主に二
等分及び二分岐）、慢性疾患について評価されたグリカンパネルと一致している。比較の
ために、ＰＮＧａｓｅＦ消化及び２－ＡＡ標識された精製（変性）ＩｇＧからＨＰＬＣに
よって検出された最も豊富なＮ－グリカンを図６の右側のパネルに示す。このゲル変性ワ
ークフローには、２日間の準備期間を必要とした。全体として、抗体アレイ法によるＩｇ
Ｇのスライド捕捉のアプローチは、最小限の試料（１μＬ）を使用し、低コストの抗体及
び迅速な準備及びアッセイ時間（６時間という短時間）で、報告されたものと一致するデ
ータをもたらした。ＩｇＧ機能を調節することが知られているより炎症性のＮ－グリカン
（例えば、Ｇ０グループ）及びシアル化Ｎ－グリカンを容易に検出することが可能である
。
【０１３７】
　溶液評価における場合と比較して（対応のあるスチューデントのＴ検定とブランド－ア
ルトマン検定によってピークごとに決定）、同等のグリカン分析で１００ｎｇ未満の免疫
捕捉糖タンパク質のＮ結合型グリカン分析を実施する能力。さらに、シグナル対ノイズ比
は少なくとも１０倍である。
【０１３８】
　本研究では、システムが最適化され、スポットされた抗体及びＭＳ条件の正しいレベル
が決定され、直接グリカン分析との最高レベルの感度、特異性、及び一致が可能になる。
本研究の実験変数は、以下を含む：スポットされた抗体の量、洗浄条件に追加された抗原
の量、ＰＮＧＡｓｅＦ濃度、及びインキュベーション条件（時間）。目的の最初の２つの
タンパク質には、ヒトＩｇＧ（ｈＩｇＧ）及びＡ１ＡＴが含まれ、ｈＩｇＧは、非常によ
く特徴付けられている単一のグリコシル化部位を有する。Ａ１ＡＴは３つのグリコシル化
部位を有し、同様に特徴づけられている。Ａ１ＡＴ又はｈＩｇＧのいずれかに対する抗体
は、図５Ｂ及び図５Ｃに示されるように、３００ｎｇ～０．１ｎｇまでの濃度でスライド
ガラス上にスポットされる。以前の抗体アレイ研究では、パラメーターには、スポットサ
イズが約８０～１００μｍ、沈着量が３５０ｐＬ、及び最終濃度がスポットあたり約７０
ｎｇの抗体が含まれていた。捕捉抗体の固有のグリコシル化を除去するためのＰＮＧＡｓ
ｅＦ処理後、抗体スポット（Ａ１ＡＴ又はｈＩｇＧのいずれか）をそれぞれのタンパク質
又は特異性を制御する別のタンパク質（Ａ１ＡＴ抗体上のＩｇＧ、逆もまた同様）で覆う
。全ての場合において、蛍光標識された（ＩＲＥ－８００色素）タンパク質が使用され、
これにより、スキャナーでイメージングすることにより、タンパク質が抗体に結合したか
どうかを迅速に判断できる。さらに、スライドに添加される抗原のレベルは異なるが、全
ての場合において、飽和量のタンパク質が最終的に使用される。本明細書での論理は、飽
和量の抗体捕捉タンパク質からグリカンを調べることである。スライドはいくつかの方法
を使用して洗浄される。最初の実験では１ＸＰＢＳのみを使用するが、ＰＢＳは最大０．
５％のＴｗｅｅｎ（登録商標）２０で試験される（最終洗浄は常に水）。正確な洗浄条件
は経験的に決定され、結合の最大度及び結合の特異性に基づいて最適な条件が選択される
（例えば、Ａ１ＡＴが抗ＩｇＧ領域に結合しない、逆もまた同様）。タンパク質はＩＲＥ
－８００色素で標識されているため、これはＬｉ－Ｃｏｒ　ＯｄｙｓｓｅｙＣＬｘリーダ
ーを使用して検出される。
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【０１３９】
　続いて、ＨＴＸ　ＴＭ－Ｓｐｒａｙｅｒ（商標）を使用してスライドにＰＮＧａｓｅＦ
（０．１μｇ／μＬ）を噴霧し、３７°Ｃの高湿度下で１時間から一晩の時間範囲内でイ
ンキュベートする。最適な時間は、遊離タンパク質で観察されたものと同一のグリカンプ
ロファイルを維持しながら、スポット間の変動性の最低レベルを与えるインキュベーショ
ン時間である。
【０１４０】
　ＭＡＬＤＩマトリックスＣＨＣＡ（５０％ＡＣＮ／０．１％ＴＦＡ中７ｍｇ／ｍＬ）は
、ＴＭ噴霧器を使用してスライドに噴霧される。続いて、ＭＡＬＤＩＦＴＩＣＲを使用し
てグリカンを検出する（７Ｔ　ｓｏｌａｒｉＸ、Ｂｒｕｋｅｒ　Ｄａｌｔｏｎｉｃｓ社）
（ブロードバンドモード：ｍ／ｚ　４９５～５０００、陽イオンモード、空間分解能：２
０μｍ、スポットあたりのレーザーショットの数：２０、データはｆｌｅｘｉｍａｇｉｎ
ｇソフトウェアバージョン４．１で表示される）。全ての場合において、試料は２０の複
製で分析され（少なくとも）、平均値が比較に使用される。溶液中のグリカン分析は、Ｍ
ＡＬＤＩ　ＦＴ－ＩＣＲでの直接分析と順相ＨＰＬＣ（グリカンを蛍光色素で標識した後
）の両方で分析される。同様に、これはスライドベースの分析と一致するように２０回の
繰り返しで行われる。最初の作業には、ＰＢＳで希釈したタンパク質が含まれるが、動物
の血清を利用して、潜在的な血清効果をテストし、血清使用の洗浄条件を最適化する。
【０１４１】
　抗体で捕捉された抗原からの正確なグリカン情報に必要な条件を決定するために、結果
を、この目的の「判断基準」と見なされる溶液内消化及び直接ＭＳ分析の方法と比較する
。そのために、Ａ１ＡＴ又はｈＩｇＧの各タンパク質について、上位１０個のグリカンに
パーセンタイルを与え、各グリカンには総グリカンのパーセンテージを与える。例えば、
図５ＡのＨＰＬＣ分析では、ジシアル化二分岐グリカンは総グリカンプールの４５％を表
す一方、モノシアル化二分岐グリカンは３１％を表し、以下同様である（１０個のピーク
の合計は１００％である）。グリカンのこのパーセンタイルは、ＨＰＬＣ、直接ＭＳ、及
び本研究によって分析されたグリカンに対して行われる。全ての場合において、分析は（
少なくとも）２０回の繰り返しで行われるため、記述統計は、方法を比較するためにピー
クごとに（１０個のピーク全てについて）使用される。最初に、データの分布、バイアス
、及び変動を、ブランド－アルトマンプロット（ＢＡ－Ａプロット）によって調べる。続
いて、対応のあるスチューデントｔ検定（Ｇｒａｐｈ－ｐａｄ　Ｐｒｉｓｍ　７．０を使
用）を使用して、各方法の各グリカンピークの平均値を比較する。さらに、各方法からの
各ピークの複製を使用して、各方法の変動係数（ＣＶ）を決定する。２０％のＣＶは許容
可能と見なされる。全ピークの検査は、全ての値の対数変換（一部のピークは他のピーク
よりもはるかに豊富であるため、データを正規化するのに役立つ）及び係数相関分析（ピ
アソン相関係数）及びＢ－Ａプロットを使用して比較した、直接ＭＳ分析及び現行の方法
からの全てのピークの分析後に行われる。全ての場合において、ｐ＜０．０５が有意であ
ると見なされる。
【０１４２】
　捕捉の確認は、ｈＩｇＧ及びＡ１ＡＴの両方をＩＲＥ－８００色素で標識することによ
って達成される。このように、抗体への抗原の結合は、Ｌｉ－Ｃｏｒ　Ｏｄｙｅｓｓｅｙ
ＣＬｘプレートリーダーを使用して示され得る。
【０１４３】
　シアル酸：従来のＭＡＬＤＩ－ＴＯＦベースの方法の１つの主要な問題は、イオン化中
のシアル酸の損失である。ＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲでは、ソース構成及び冷却ガスにより
、この損失は最小限に抑えられるが、２以上のシアル酸を含む構造を検出することは困難
である。現行の方法のこの問題に対処するために、ＦＦＰＥ組織のＮ－グリカン質量分析
イメージングのためのシアル酸の結合特異的インサイチュエチル化誘導体化からなる最近
開発された方法が利用される。この方法は、結合特異的な方法でシアル酸の安定化を成功
させることを可能にし、それによって検出範囲を拡大するだけでなく、生物学的関連性を
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追加する。これは穏やかな化学反応であり、糖タンパク質調製物の溶液又はスライド上で
簡便に行うことが可能である。
【０１４４】
　スポット間拡散：懸念される問題の１つは、スポット密度及びあるスポットから次のス
ポットへのグリカン情報の拡散である。これは、Ａ１ＡＴ又はｈＩｇＧの比較捕捉を使用
して試験される。これら２つのタンパク質を使用する論理は、それらが非常に異なるグリ
カンプロファイルを有するということである。ヒトＩｇＧには、ガラクトース残基を欠く
コアフコシル化二分岐グリカンが約３０％含まれているほか、かなりの部分はガラクトー
ス残基が１つしかない。これらの構造はＡ１ＡＴには見られないため、スポットクロスコ
ンタミネーションが発生していないことを示す指標として使用され得る。ＰＮＧａｓｅ　
Ｆを適用するためのＴＭ噴霧器の使用は、拡散の問題を減らすのに役立つと期待される。
【０１４５】
　抗体の効率的な脱グリコシル化が起こったエビデンス：抗体の効率的な脱グリコシル化
、それにより捕捉抗体からのシグナルが見られないことを確かにするために、グリカン検
出の特異性のコントロールとして機能する試料が追加されていない捕捉スライドが利用さ
れる。
【０１４６】
　抗体特異性のエビデンス：抗体の特異性を調べるために、ＰＮＧａｓｅ　Ｆを噴霧して
グリカンを除去する代わりに、トリプシンを噴霧してスポットごとのタンパク質分析を可
能にする。これは、抗体結合の特異性を確認するためにも使用される。ペプチドプロファ
イルは、ＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲによって評価されるか、ＬＣ－ＭＳ（Ｏｒｂｉｔｒａｐ
　Ｅｌｉｔｅ社）によってオフスライド（ｏｆｆ－ｓｌｉｄｅ）で評価される。
【０１４７】
　オフスライド分析との相関：オンスライド（ｏｎ－ｓｌｉｄｅ）タンパク質及びオフス
ライドタンパク質の間には相関関係が確立されている。これは、噴霧されたＰＮＧａｓｅ
　Ｆの量及びインキュベーション時間、並びに抗体スポットサイズ及び抗体濃度を変える
ことによって最適化される。
【０１４８】
　実際のスポッティングのバリエーション：抗体のスポッティングは、ＩＲＥ－８００色
素標識抗体を使用して６連で調べて、Ｌｉ－Ｃｏｒ　ＯｄｙｓｓｅｙＣＬｘプレートリー
ダーで直接検査することにより抗体がどれだけ均一にスポットされているかを判断できる
。
【０１４９】
　複数のＮ－グリカン異性体が可能であり、特に分岐及び多フコシル化種の場合、可能で
ある。最初の作業では、エキソグリコシダーゼを利用して異性体の分解を促す（例えば、
コア対外腕のフコシル化など）。エキソグリコシダーゼは、溶液中の遊離グリカン及びタ
ンパク質マイクロアレイ内の糖タンパク質の両方に使用できる。イオン移動度ＭＳ法の使
用は追加オプションである。
【０１５０】
　質量分析プラットフォーム：ＭＡＬＤＩ－ＦＴＩＣＲ機器は最大の感度を提供する。条
件が最適化されると、アッセイでは、ｒａｐｉｆｌｅＸ　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ（５ミクロ
ン以下のレーザースポットサイズ機能を備えた新しいプラットフォーム）を含む線形及び
／又は反射体測定が可能なＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ（ＡｕｔｏｆｌｅＸ　ＩＩＩ、一般的なＭ
ＡＬＤＩ－ＴＯＦ機器）を使用できる。
【０１５１】
　グリカン分析の感度は、配列された抗体で捕捉された抗原のレベルに直接関係している
。予備的な結果では、１ｎｇの抗体からグリカンが検出された。スポットサイズのバラン
スをさらにとることで、少なくとも１～１０ｎｇのタンパク質を確実に捕捉できる。
【０１５２】
　実施例２：抗体で捕捉された血清タンパク質の質量分析
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　以下の研究では、肝細胞癌（ＨＣＣ）でグリコシル化が変化することから特に興味深い
３２のタンパク質を調べる。８×４アレイを使用すると、様々な方法で処理できる４つの
象限を有する単一のスライドを作成され得る。第１象限にはＰＮＧａｓｅＦを噴霧しない
ままとし、第２象限にはＰＮＧａｓｅＦの代わりにトリプシンを噴霧してタンパク質の捕
捉を確認する。スポットされた抗体の効率的な脱グリコシル化をコントロールするために
、第３象限を血清なしでインキュベートする。第４象限は、完全な実験セットとして使用
される。タンパク質は複合混合物（ヒト血清）から補足され、グリカンデータは補足され
た個々のタンパク質から生成される。Ｎ－結合型グリカン分析は、健康な血清を用いた２
０回の分析から得られ、複数回の分析からのピーク定量の変動は２０％未満である（ピー
クごとに）。
【０１５３】
　実験計画：抗体は、ロボットアレイヤー（２４７０、Ａｕｓｈｏｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅ
ｍｓ社、マサチューセッツ州ビレリカ）を使用して顕微鏡スライド（ＰＡＴＨ、Ｇｒａｃ
ｅ　Ｂｉｏ－Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社、オレゴン州ベンド）にコーティングされる。
各スライドには、アレイ間の間隔が２．２５ｍｍの８×４グリッドに配置された１２８個
のスポットが含まれている。プリント後、疎水性の境界線をスライド（ＳｌｉｄｅＩｍ－
ｐｒｉｎｔｅｒ、Ｔｈｅ　Ｇｅｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ社、カリフォルニア州サンフランシス
コ）にインプリントして、アレイを分離し、各スライドで複数の別々の試料をインキュベ
ートできるようにする。図７に示すように、最初の３つの象限は３連の分析に使用でき、
最後のアレイは非ＰＮＧａｓｅＦ対照又は他のスライドのタンパク質同定用のトリプシン
対照のいずれかに使用される。複数のスライドが分析に使用され、グリカンがスライド間
で比較される。
【０１５４】
　統計的考察：本研究の目的は、捕捉されたタンパク質の再現性のある分析を確実にする
ことである。２０回繰り返されるタンパク質試料分析により、スポットからスポットへ、
及びスライドからスライドへの複製データが生成される。上位１０個のグリカンの分析は
、各グリカンのパーセンタイル及び再現性とＣＶとを決定するために使用される値に使用
される。この分析では、２０％のＣＶが許容できると見なされる。
【０１５５】
　糖タンパク質：スライドに配置された抗体のリストには、Ａ１ＡＴ、フェチュイン－Ａ
、ヘモペキシン、Ａｐｏ－Ｊ、ＬＭＷキニノーゲン、ＨＭＷキニノーゲン、ａｐｏ－Ｈ、
トランスフェリン、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、フィブロネクチン、ラミニン、セルロプラ
スミン、フィブリン、アンギオテンシノーゲン、フィブリリン－１、ＴＩＭＰ１、トロン
ボスポンジン１、ガレクチン－３結合タンパク質、補体Ｃ１Ｒ、クラステリン、ガレクチ
ン１、α－２－マクログロブリン、ビタミンＤ結合タンパク質、ヒスチジンリッチ糖タン
パク質、ヒスチジンリッチ糖タンパク質、ＣＤ１０９、ＣＥＡ、カテプシン、ＡＦＰ、及
びＧＰ７３が含まれる。
【０１５６】
　血清：精製Ａ１ＡＴのグリカン分析を事前に実施したＨＣＣ患者（ｎ＝９）からのアー
カイブされた血清のセットに加えて、市販の正常なヒト血清（Ｓｉｇｍａ、Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌｓ）を使用する。対照血清は、アッセイの再現性を確立するために２０回繰り返して
使用される。
【０１５７】
　質量分析：全体的な方法及びワークフローは、図１に示す通りである。唯一の違いは、
スライド上の特定の場所にタンパク質をスポットする代わりに、スライド全体を希釈血清
とともにインキュベートすることである。簡潔には、ヒト血清をバッファー（０．１％Ｔ
ｗｅｅｎ（登録商標）２０、０．１％Ｂｒｉｊ（登録商標）３５、種特異的ブロッキング
抗体、及びプロテアーゼ阻害剤を含む１×ＰＢＳ）で２倍に希釈し、抗体アレイ上で４°
Ｃで一晩インキュベートする。続いて、スライドを１×ＰＢＳで３回洗浄し、図１のよう
に処理する。以前と同様に、アレイセクションはグリカン特異性を示すためにＰＮＧａｓ
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ｅＦで「未処理」とする。
【０１５８】
　グリカン分析の検証：この大きなアレイでは、精製タンパク質の溶液中のグリカン分析
を通じてグリカンデータが検証される。ほとんどのタンパク質は商用ベンダーから購入可
能であるため、溶液中の分析でスライドベースの分析を検証できる。結果はまた、ＭＡＬ
ＤＩ－ＦＴＩＣＲ　ＭＳを介して、レクチンマイクロアレイシステムを使用したレクチン
分析を介して観察された結果と比較される。
【０１５９】
　データ解析：ＭＳスペクトルは、抗体で捕捉されたタンパク質ごとに生成される。デー
タはＳＣｉＬｓソフトウェアパッケージにインポートされ、各複製のグリカン分布を決定
する。これから、各ピークの変動係数（ＣＶ）が決定される。
【０１６０】
　グリカンを含むシアル酸の検出、スポットからスポットへのシグナルのブリーディング
、抗体特異性の証拠などの問題を回避するために調整を行う。シアル酸含有タンパク質の
場合、これは、シアル酸の結合特異的インサイチュエチル化誘導体化によって処理される
。スポット間の汚染の問題は、既知のグリカン（ＩｇＧやＡ１ＡＴなど）の比較を可能に
する場所にスポットを配置することによってモニタリングされる。さらに、複製アレイ（
他の象限）にトリプシンを噴霧して、スポットごとにタンパク質を捕捉できるようにする
。使用する洗浄条件がストリンジェント性が低い場合、バックグラウンドが増加する場合
がある。観察された高レベルの非特異的結合については、０．００１～０．１％のＴｗｅ
ｅｎ（登録商標）２０を含むＰＢＳの形態よりストリンジェントな洗浄条件を使用し、続
いてＭｉｌｌｉ－Ｑ（登録商標）水で最後にリンスする。対照として、捕捉抗体からのグ
リカンシグナルについて対照に血清を添加せずにアレイを試験する（図８に示されるもの
と同様）。
【０１６１】
　本研究では、スライドガラス上の抗体を介して捕捉された複数のタンパク質に対してグ
リカン分析を実施可能であることを小規模に検証する。癌で観察されたグリカンの変化の
多くはレクチンでは簡単に検出できないため、これを行う能力はバイオマーカーの発見と
検証に多大な影響を及ぼす。さらに、このアッセイの簡単かつ迅速な性質には、大きな翻
訳の可能性があり、独立したバイオマーカープラットフォームとなる可能性がある。
【０１６２】
　実施例３：免疫細胞サブタイプに適用されるＮ－グリカン分析の開発
　白血球のグリカン分析は、主に個々の細胞株、例えばＴＨＰ－１単球に依然として限定
されており、ＩｇＧプロファイリングに類似した免疫細胞のグリカンプロファイリングを
可能にする方法は報告されていない。以下の研究は、Ｇｌｙｃｏ－Ｃｅｌｌ　Ｔｙｐｅｒ
と称される細胞Ｎ－グリカンプロファイリングの方法を提供し、指示された抗体捕捉を用
いたスライド上の特定の細胞タイプの捕捉と、確立されたワークフローを使用したグリカ
ン放出及び分析を含む。本研究では、明確に定義されたＢ細胞株、Ｔ細胞株、及びマクロ
ファージ細胞株を利用する。Ｆｉｃｏｌｌ（登録商標）コレクションにより血液から分離
された総白血球も評価する。
【０１６３】
　特定の細胞標的に対する抗体は、特定の細胞タイプを捕捉するために最初に使用される
様々なレベル（１００～５００ｎｇ）でスライドに適用される。抗ＣＤ４（ＭＡＢＦ４１
７、抗体ＣＤ４抗体（ヒト）、ＰＥ、クローンＯＫＴ４）を使用してＣＤ４＋Ｔ細胞を捕
捉し、抗ＣＤ８（ＭＡＢＦ１６７６、抗ＣＤ８（ヒト）ＰＥ、クローンＳＫ１抗体）を使
用してＣＤ８＋Ｔ細胞を捕捉し、抗ＣＤ１９（ＣＢＬ５８２、抗ＣＤ１９抗体、クローン
ＨＤ３７）を使用してＢ細胞を捕捉し、抗ＣＤ１４を使用して単球（ＭＡＢ１２１９、抗
ＣＤ１４抗体、クローン２Ｄ－１５Ｃ）を捕捉する。
【０１６４】
　最初に、作業を培養細胞株で行う。ＣＤ４＋Ｔ細胞はＳｕｐ－Ｔ１細胞である（ＡＴＣ
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Ｃ＃ＳＵＰ－Ｔ１［ＶＢ］（ＡＴＣＣ（登録商標）ＣＲＬ－１９４２）。ＣＤ８細胞はＴ
ＡＬＬ－１０４細胞である（ＡＴＣＣ（登録商標）ＣＲＬ－１１３８６）。Ｂ細胞はＣ１
Ｒ（ｎｅｏ）細胞である（ＡＴＣＣ（登録商標）ＣＲＬ－２３６９（商標））。単球はＴ
ＨＰ－１細胞株である（ＡＴＣＣ（登録商標）ＴＩＢ－２０２（商標））。全白血球（す
なわち、ＰＢＭＣ）は、Ｆｉｃｏｌｌ（登録商標）コレクションチューブと分画遠心分離
を使用して血漿から分離される。
【０１６５】
　前記抗体は、本明細書の他の場所で説明されているワークフローを使用してスライドに
付着させる。細胞集団とのインキュベーション後、スライドを最初にＰＢＳでリンスする
。次の工程では、中性緩衝ホルマリンで固定した後、固定液及び脱脂液の両方を兼ねる細
胞の形態を破壊しないカルノア液でリンスする。Ｆｉｃｏｌｌ（登録商標）層からの総Ｐ
ＢＭＣは、細胞培養スライドと同様に、スライド上に直接塗抹し、乾燥する。培養細胞の
抗体濃縮の有効性は、細胞塗抹標本（上記のように固定及び洗浄）のＮ－グリカンシグネ
チャーをＨＰＬＣによる従来の糖鎖分析と比較することによって評価される。評価した抗
体のほとんどについて、ＰＢＭＣのＦｉｃｏｌｌ（登録商標）画分を使用して、構成免疫
細胞集団を同時に糖鎖タイプ（ｇｌｙｃｏ－ｔｙｐｅ）解析できる。
【０１６６】
　本研究は、細胞の捕捉及びグリカンの検出に必要な抗体の最小量を決定する。分析は３
連で行い、変動係数（ＣＶ）を各ピーク（各糖タンパク質から）に対して計算する。１０
％のＣＶは許容可能と見なされる。
【０１６７】
　本研究はまた、アレイの結果を液相分析の結果と比較する。細胞型のグリカン分析は「
オフスライド」で実行され、スライドで検査されるのと同じ方法でＭＡＬＤＩＦＴ－ＩＣ
Ｒによって検査される。結果は、複製スポット間で１５％＜ＣＶのグリカンの存在と１０
０％一致することを示すと予想される（平均値を使用）。すなわち、溶液ベースの分析で
グリカンが観察された場合、「オンスライド」で検出する必要がある。全ての場合におい
て、溶液ベースの分析は比較の判断基準として機能する。１５％＜ＣＶは、溶液ベースの
分析で通常観察される範囲内であるため、許容できると見なされる。
【０１６８】
　グリカン分析の感度は、配列された抗体で捕捉された細胞の数に直接関係している。予
備的な結果では、標準糖タンパク質からのグリカンは１ｎｇの抗体から検出できた。細胞
数は、各培養細胞タイプのＬＯＩを決定するために滴定され、これを達成するためにスポ
ットする必要がある抗体の量で評価される。ＰＮＧａｓｅＦ処理前の捕捉及びリンス中の
細胞の完全性の維持は、抗体結合後のホルマリンでの固定によって達成される。
【０１６９】
　実施例４：スライド上の細胞株の直接Ｎ－グリカン分析
　Ｎ－グリカンプロファイルは、培養細胞の簡単な試料調製から得ることができる。初代
大動脈内皮細胞（Ｐｒｉｍａｒｙ　Ａｏｒｔｉｃ　Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　Ｃｅｌｌｓ
、ＡＴＣＣ）は、細胞増殖のために８つのチャンバーを備えたスライド上で増殖させた。
細胞を１ｍＬあたり５ｋ、１０ｋ、及び２０ｋの密度でプレーティングした。細胞を７日
間増殖させた。細胞を中性緩衝ホルマリンで固定し、顕微鏡で画像化し、脱脂も行う固定
剤であるカルノア液を使用して脱脂した（図１２Ａ～図１２Ｄ）。データは、細胞が形態
を破壊することなくスライド上の所定の位置に留まっていることを示している。次に、細
胞をＰＮＧａｓｅ　Ｆ（ＨＴＸ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）の薄い分子層でコーティ
ングし、２時間消化し、ＭＡＬＤＩｍａｔｒｉｘの薄い皮膜でコーティングした。細胞は
、フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴（Ｆｏｕｒｉｅｒ　Ｔｒａｎｓｆｏｒｍ　Ｉｏ
ｎ　Ｃｙｃｌｏｔｒｏｎ　Ｒｅｓｏｎａｎｃｅ、ＦＴ－ＩＣＲ）質量分析計に結合された
ＭＡＬＤＩによって、質量電荷比４９９～５，０００、過渡現象１．２０秒の陽イオン広
帯域モードで分析した。図１２Ｃは、複雑なＮ－グリカンプロファイルが単層の細胞から
得られることを示している。ほとんどのＮ－グリカンは溶媒ブランクに見られない（図１
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２Ｄ）。高次空間分解能の飛行時間型計器は、培養物からの単一細胞の標的イメージング
を可能にする。
【０１７０】
　安定同位体標識は、ＭＡＬＤＩＩＭＳによって単一細胞層から検出可能な細胞培養で調
べた（図１３Ａ～図１３Ｄ）。内皮細胞を調製し、１ｍＬあたり１０ｋでプレーティング
した。ただし、Ｎ１５標識グルタミン（アミド側鎖）を使用して、全てのＧｌｃＮａｃ、
シアル酸、及びＧａｌＮａｃに安定同位体を組み込んだ。細胞は５日後の増殖において差
を示さなかった（図１３Ａ）。ｍ／ｚ　１８０９　Ｇ２Ｆの天然の安定な同位体は、完全
な取り込みの検出を示した。単一スペクトルの検査は、単一スペクトルレベルでの強度が
全体的な強度に類似していることを示唆した。これは、ＭＡＬＤＩ　ＩＭＳによって検出
された簡略化されたワークフローの組み合わせを使用して、Ｎ－グリコシル化の定量的変
化を検出できることを実証する。
【０１７１】
　実施例５：直接グリカン測定のためのスライド上の培養細胞の分析
　次の研究では、培養又は捕捉されたＨＥｋ２９３、ＣＨＯ、及びヒト大動脈内皮細胞を
分析し、固体基板上で培養又は捕捉された最小量の細胞からグリカンプロファイルを生成
する。このワークフローにより、グリカンプロファイルの作成に必要な時間を要する作業
が不要になり、必要な細胞の数が大幅に削減される。全ての場合において、細胞の総数は
、細胞タイプのグリカンプロファイルの迅速な決定を可能にする全てのタイプのＮ－グリ
カンからのシグナルと比較され、予備データに基づくと、最低５０個のＮ－グリカンが検
出されると予想される。細胞培養の場合、プレートに播種された細胞は１，０００～２０
，０００細胞／ｍＬの範囲で変化する。捕捉された細胞については、細胞スラリー、塗布
、塗抹、及び細胞を固体基板に適用するためのサイトスピンなどの日常的な組織学的手法
が検討される。
【０１７２】
　培養又は捕捉された細胞の場合、検出可能性は、細胞培養と互換性のあるコーティング
及び顕微鏡のスライド領域への細胞の付着によって決定される。ガラス及びインジウムス
ズ酸化物でコーティングされたスライド（ＭＡＬＤＩ　ＴＯＦに使用）は、全てのラボで
幅広い用途が評価されている。取り外し可能な接着性レチクルをスライド（例えば、Ｆｌ
ｅｘＷｅｌｌ、Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ社）上に配
置し、続いてゼラチン、コラーゲン、又は細胞接着を促進する化学物質（ポリ－Ｌ－リジ
ン、ポリオルニチン）などの細胞培養用コーティングを行う。Ｎ－グリカンの検出を制限
する分析対象の選択的除去は、固定液及び脱脂液の両方を兼ねる細胞の形態を破壊しない
カルノア液を使用するなどの洗浄技術を使用して行われる。細胞形態を破壊しない他の溶
液には、中性緩衝ホルマリン、パラホルムアルデヒド、及びエタノールとポリエチレング
リコールとに基づく細胞診固定液が含まれる。
【０１７３】
　本研究では、細胞層に噴霧したＰＮＧａｓｅ　Ｆの効果、消化時間、及びマトリックス
コーティングについても検討している。細胞が形態を保持していることを確認するために
、各工程の前後に細胞を検査する。これにより、細胞の下流の高空間分解能イメージング
も容易になる。シグナルは、標準的なプロトコルで細胞ペレットをプロファイリングして
得られたシグナルと比較する。通常、グリカンプロファイルは、６５×２５ｍｍのスライ
ド領域で１時間未満で検出される。細胞培養作業の場合、試験は、別々の培養皿で独立し
て増殖する少なくとも６つの複製で行う。組織学的方法によって捕捉された細胞について
、複製は、比較のために同じ供給源からの六連で検査される。
【０１７４】
　標的グリカンの単純化された定量化のためのアプローチの適応を検討する。安定同位体
標識及び無標識アプローチを、ＩＭＳによって検出可能な細胞培養について試験すること
により、遺伝子操作や合成経路の変化によって影響を受けるグリカンプロファイルの詳細
な研究が容易になる。初代細胞は、アミド部位で15Ｎ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｉｓｏｔｏ
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ｐｅｓ社）で標識されたグルタミンを使用して増殖する。これにより、15Ｎ標識がＧｌｃ
ＮＡｃ残基、シアル酸、及びＮ－アセチルガラクトサミン（ＧａｌＮＡｃ）に組み込まれ
る。このアプローチは、新たなＮ－グリカン代謝回転、新たな修飾ＧｌｃＮＡｃ及びＳＩ
Ａキャッピング、及び新たなＧａｌＮＡｃ拡張（主にＯ－結合型）に関与するすべてのコ
アＧｌｃＮＡｃにタグを付け、残基の変化ごとに０．９９７０Ｄａシフトをもたらす。15

Ｎ標識は、ＩＭＳによる下流検出のための細胞培養条件で行われる。図１３Ａ～図１３Ｄ
は、ヒト初代内皮細胞培養物への15Ｎ標識のＩＭＳ検出を示している。
【０１７５】
　無標識定量法は、単一の標的グリカンとして、又はマトリックススプレーに追加され、
内部標準としてスライドに捕捉された細胞に噴霧される重同位体標識グリカンの混合物と
して、スパイクされた重同位体標識グリカンによって試験される。これにより、細胞条件
全体の標準と比較した定量化が可能になる。次に、一般的なグリカンの混合物が検量線と
して検出される。このアプローチでは、細胞にスポットされた標準グリカン（グリカン放
出なし）を、独立した外部検量線としてスポットされたグリカンと比較する。細胞にスポ
ットし細胞からのシグナルと比較することで、試料マトリックスによるイオン抑制効果の
評価が可能になる。細胞ベースの作業のための無標識法の感度は、ＩＭＳによる細胞標的
化と、特定の数の細胞を含むようにレーザーサイズを調整し、細胞数を段階的に減らして
検出限界、定量限界、及び再現性を決定することによって決定される。グリカンの量は、
総タンパク質含有量及び／又は細胞数に対して外挿される。
【０１７６】
　本研究は、組織上で得られた同等のプロファイルをもたらす細胞の最小量を示している
。予備データでは、生物学的作業のために６０％の培養密度まで１週間の培養を要した５
，０００個の細胞から複雑なシグナルが検出された。これにより、３．３Ｅ６のＦＴ－Ｉ
ＣＲからのシグナル数が提供される。細胞密度実験及び細胞捕捉実験中のグリカンプロフ
ァイルの評価では、１５％未満のＣＶが許容可能と見なされ、現在の組織上及び溶液中の
結果と一致している。検出限界は、固体基板上の細胞密度として計算される。
【０１７７】
　実施例６：抗体アレイの質量分析イメージングによる患者の生体液からの多重化Ｎ－糖
タンパク質バイオマーカー発見のための新規プラットフォーム
　マトリックス支援レーザー脱離イオン化質量分析イメージング（ＭＡＬＤＩ　ＭＳＩ）
ワークフロー及び抗体アレイを使用した血清からのＮ－糖タンパク質分析のための新規プ
ラットフォームについて説明する。血清Ｎ－糖タンパク質は、スライドガラス上の抗体に
よって特異的に免疫捕捉され、タンパク質特異的かつ多重化された方法でＮ－グリカン分
析を可能にする。この技術の開発は、２つの豊富かつよく研究されたヒト血清糖タンパク
質であるα１－アンチトリプシン及び免疫グロブリンＧの特性評価に焦点を当てている。
精製標準溶液及び１マイクロリットルのヒト血清を使用して、両方の糖タンパク質を免疫
捕捉し、続いてＰＮＧａｓｅＦによってＮ－グリカンを放出することができる。Ｎ－グリ
カンは、捕捉の特異性を維持しながら、濃度依存的にＭＡＬＤＩＦＴ－ＩＣＲ質量分析計
で検出される。重要なことに、スライドベースの抗体捕捉によって検出されたＮ－グリカ
ンは、スポットされた標準グリカンの直接分析によって決定されたものと同一であった。
概念実証として、ワークフローを肝硬変患者の血清試料に適用し、ＩｇＧＮ－グリカンの
特徴的な増加を正確に検出した。抗体アレイからのタンパク質特異的Ｎ－グリカン分析へ
のこの新規アプローチは、検証済みの抗体が存在する任意の糖タンパク質を含むようにさ
らに拡張してもよい。さらに、このプラットフォームは、抗体アレイで分析できるあらゆ
る生体液又は生体試料の分析に適合させ得る。
【０１７８】
　グリコシル化は、最も一般的な翻訳後修飾の１つであり、多くの場合、アスパラギン（
Ｎ結合型）又はセリン／スレオニン（Ｏ結合型）残基へのオリゴ糖（グリカン）の共有結
合による付加からなる。Ｎ結合型グリカンは、癌やその他の疾患の進行に伴って変化する
ことが確立されており（Ｋａｉｌｅｍｉａ　ＭＪ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔｉｃａ
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ｌ　ａｎｄ　ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２０１７，　４０９
（２），　３９５－４１０；Ａｄａｍｃｚｙｋ　Ｂ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｃｈｉｍｉ
ｃａ　ｅｔ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ　Ａｃｔａ　（ＢＢＡ）－Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｓｕｂｊ
ｅｃｔｓ，　２０１２，　１８２０（９），　１３４７－１３５３；Ｋｕｚｍａｎｏｖ　
Ｕ　ｅｔ　ａｌ．，　ＢＭＣ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ，　２０１３，　１１（１），　３１；
Ｏｈｔｓｕｂｏ　Ｋ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｅｌｌ，　２００６，　１２６（５），　８５
５－８６７）、研究によると、糖タンパク質のＮ型グリカン成分は、タンパク質単独より
も特定の疾患バイオマーカーとして機能する場合がある（Ａｄａｍｃｚｙｋ　Ｂ　ｅｔ　
ａｌ．，　Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ　ｅｔ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ　Ａｃｔａ　（ＢＢＡ）
－Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｓｕｂｊｅｃｔｓ，　２０１２，　１８２０（９），　１３４７－１
３５３；Ｍｅａｎｙ　ＤＬ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ
，　２０１１，　８（１），　７）。これは、肝癌のバイオマーカーとしてのフコシル化
α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）の成功で示されているが（Ｔａｎｉｇｕｃｈｉ　Ｎ，　
Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，　２００８，　８（１６），　３２０５－３２０８；Ａｏｙａｇ
ｉ　Ｙ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃａｎｃｅｒ：　Ｉｎｔｅｒｄｉｓｃｉｐｌｉｎａｒｙ　Ｉｎ
ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｓｏｃｉｅｔｙ，　１９９８，　８３（１０），　２０７６－２０８２）、それで
も、タンパク質バイオマーカーに存在するほとんどのＮ－グリカンは依然として探索され
ていない。Ｎ－グリカン及びそれらの担体タンパク質を分析するための現在の技術は、し
ばしば時間がかかるか、又は大量のサンプルを必要としており（Ｋａｉｌｅｍｉａ　ＭＪ
　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ａｎｄ　ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ，　２０１７，　４０９（２），　３９５－４１０；Ｋｕｚｍａｎｏｖ　
Ｕ　ｅｔ　ａｌ．，　ＢＭＣ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ，　２０１３，　１１（１），　３１；
　Ｍａｒｉｎｏ　Ｋ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｂｉｏｌｏｇ
ｙ，　２０１０，　６（１０），　７１３；Ｇｅｙｅｒ　Ｈ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｃ
ｈｉｍｉｃａ　ｅｔ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ　Ａｃｔａ　（ＢＢＡ）－Ｐｒｏｔｅｉｎｓ
　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，　２００６，　１７６４（１２），　１８５３－１８
６９）、これは、新規疾患バイオマーカーの発見のために多数の患者試料を分析する能力
を制限する。ハイスループット法はまた、炭水化物の構造モチーフを同定するために異な
るレクチン結合を利用している（Ｒｅａｔｉｎｉ　ＢＳ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔ
ｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２０１６，　８８（２３），　１１５８４－１１５９
２；Ｃｈｅｎ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　ｍｅｔｈｏｄｓ，　２００７，　４
（５），　４３７；Ｈｉｒａｂａｙａｓｈｉ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏ
ｆ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２００８，　１４４（２），　１３９－１４７）。こ
れらのアプローチは、ほとんどのレクチンの可変で低い結合親和性に限定されており、真
の構造組成又はグリカン担体（つまり、Ｎ－グリカン、Ｏ－グリカン、又はスフィンゴ糖
脂質）情報を報告するために使用することはできない（Ｒｅａｔｉｎｉ　ＢＳ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２０１６，　８８（２３），　
１１５８４－１１５９２；Ｃｈｅｎ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　ｍｅｔｈｏｄ
ｓ，　２００７，　４（５），　４３７；Ｈｉｒａｂａｙａｓｈｉ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．，
　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２００８，　１４４（２），　
１３９－１４７）。
【０１７９】
　マトリックス支援レーザー脱離イオン化（ＭＡＬＤＩ）質量分析イメージング（ＭＳＩ
）の技術は、組織切片全体の分析対象の検出及び位置特定のための強力な技術となるため
に、最近の数十年で出現した（Ｃａｐｒｉｏｌｉ　ＲＭ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔ
ｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　１９９７　６９（２３），　４７５１－４７６０；Ｓ
ｅｅｌｅｙ　ＥＨ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２０１１，　２８６（２９），　２５４５９－２５４６６；Ｂｕｃ
ｈｂｅｒｇｅｒ　ＡＲ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
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　２０１７，　９０（１），　２４０－２６５；Ｂａｌｌｕｆｆ　Ｂ　ｅｔ　ａｌ．，　
Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　ｃｅｌｌ　ｂｉｏｌｏｇｙ，　２０１１，　１
３６（３），　２２７；Ｗａｌｃｈ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ　ａｎｄ　ｃｅｌｌ　ｂｉｏｌｏｇｙ，　２００８，　１３０（３），　４２１）。こ
の手法は、組織試料全体の分析対象の強度の２次元ヒートマップを作成する。組織切片中
のＮ－グリカンの空間分析のためにこれまでに開発された方法は、世界中の多くの研究室
によって実装及び適応されている。（Ｐｏｗｅｒｓ　ＴＷ　ｅｔ　ａｌ．，　ＰｌｏＳ　
ｏｎｅ，　２０１４，　９（９），　ｅ１０６２５５；　Ｄｒａｋｅ　ＲＲ　ｅｔ　ａｌ
．，　Ｉｎ　Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　ｃａｎｃｅｒ　ｒｅｓｅａｒｃｈ，　２０１７，
　（Ｖｏｌ．　１３４，　ｐｐ．　８５－１１６）．　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ；
Ｐｏｗｅｒｓ　ＴＷ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　
２０１３，　８５（２０），　９７９９－９８０６；Ｐｏｗｅｒｓ　Ｔ　ｅｔ　ａｌ．，
　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，　２０１５，　５（４），　２５５４－２５７２；Ｈｅｉ
ｊｓ　Ｂ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２０１６，
　８８（１５），　７７４５－７７５３；Ｇｕｓｔａｆｓｓｏｎ　ＯＪ　ｅｔ　ａｌ．，
　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ａｎｄ　ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
　２０１５，　４０７（８），　２１２７－２１３９）。Ｎ－グリカンの酵素的放出に依
存するあらゆる方法に共通しているように、Ｎ－グリカンのシグネチャーをそれらのキャ
リアタンパク質にリンクさせることは依然として労力を要する作業であり、広範な追加分
析が必要である（Ｈｅｉｊｓ　Ｂ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ，　２０１６，　８８（１５），　７７４５－７７５３；Ａｎｇｅｌ　ＰＭ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　Ｉｎ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，　２０１７，　（ｐｐ．　
２２５－２４１）．　Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　ＮＹ）。ＭＡ
ＬＤＩ　ＭＳＩがスライド上の組織の固体表面からＮ－グリカンを検出できることを利用
して、Ｎ－グリカンプロファイルはスライドベースの抗体マイクロアレイで捕捉された標
的糖タンパク質から検出できると仮定された。アレイに沿って検出されたＮ－グリカンの
位置は、それらがどの免疫捕捉糖タンパク質から放出されたかを示すため、この仮定はＮ
－グリカンシグネチャーをそれらのタンパク質にリンクする際のギャップを埋める。以下
の研究は、ＭＡＬＤＩ　ＭＳＩの局在及び患者試料で使用する抗体アレイのタンパク質捕
捉特異性を組み合わせることにより、糖タンパク質バイオマーカーを発見するための新し
いプラットフォームを報告する。
【０１８０】
　ここで、材料及び方法について説明する。
【０１８１】
　材料
　ニトロセルロースでコーティングされた顕微鏡スライド（ＰＡＴＨマイクロアレイスラ
イド）及びウェルスライドモジュール（ＰｒｏＰｌａｔｅ（登録商標）Ｍｕｌｔｉ－Ａｒ
ｒａｙ　Ｓｌｉｄｅ　Ｓｙｓｔｅｍ、２４ウェル）は、Ｇｒａｃｅ　Ｂｉｏ－Ｌａｂｓ社
（オレゴン州ベンド）から入手した。トリフルオロ酢酸、α－シアノ－４－ヒドロキシ桂
皮酸、オクチル－β－Ｄ－グルコピラノシド、ヒトα１－アンチトリプシン、及びストッ
クヒト血清は、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ社（ミズーリ州セントルイス）から入手した
。ＨＰＬＣグレードの水、ＨＰＬＣグレードのアセトニトリル、ウシ血清アルブミン（Ｂ
ＳＡ）、及びリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）は、Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
社（ニューハンプシャー州ハンプトン）から入手した。タンパク質標識用のＩＣＧＮＨＳ
エステルは、カスタムＩＲＤｙｅ８００ＣＷ誘導体としてＬｉ－ｃｏｒＢｉｏｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ社（ネブラスカ州リンカーン）から入手した。ペプチド－Ｎ－グリコシダーゼＦ（
ＰＮＧａｓｅＦ）Ｐｒｉｍｅ（商標）は、前述のように自家クローン化、発現、及び精製
した（Ｐｏｗｅｒｓ　ＴＷ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ，　２０１３，　８５（２０），　９７９９－９８０６）。抗ヒトＡ１ＡＴはＧｅｎｗ
ａｙＢｉｏｔｅｃｈ社（カリフォルニア州サンディエゴ）から入手した。ヒト免疫グロブ
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リンＧはＪａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ社（ペンシルベニア州ウェスト
・グローブ）から、抗ヒトＩｇＧはＢｅｔｈｙｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社（Ｍｏｎ
ｔｇｏｍｅｒｙ、ＴＸ）から入手した。肝硬変患者の血清は、Ａｍｉｔ　Ｓｉｎｇａｌ博
士（テキサス大学サウスウエスタンメディカルセンター（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　
Ｔｅｘａｓ　Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔｅｒｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ、ＴＸ）、テキ
サス州ダラス）から入手した。血清試料は、ＵＴＳＷ治験審査委員会によって承認された
研究プロトコルを介して取得され、各被験者から書面によるインフォームドコンセントが
得られた。肝硬変の診断は、肝臓の組織学又は臨床、検査、及び肝代償不全又は門脈圧亢
進症の画像によるエビデンスに基づくものであった。各患者は正常な超音波検査を受け、
血清ＡＦＰが上昇した場合、ＣＴ又はＭＲＩは肝腫瘤を示さなかった。これらの試料に関
する患者の詳細は、Ｗａｎｇ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄｓ，　２０１８，　４６２，　５９－６４に記載されて
いる。
【０１８２】
　マイクロアレイの準備
　ニトロセルロースでコーティングされた顕微鏡スライドが得られ、２４ウェルスライド
モジュールをスライドにクリップしてウェルを作成した。抗体は、１．５μＬスポットあ
たり２００ｎｇでウェルに手動でスポットした。次に、ワイプオール（Ｗｙｐａｌｌ　Ｘ
６０）ペーパータオル及び蒸留水で飽和させた２巻のキムワイプ（ＫｉｍＷｉｐｅ）で裏
打ちした１２×９×３．５ｃｍのウエスタンブロットインキュベーションボックスから作
られた湿度チャンバー内で、スポットを４°Ｃで一晩接着させた。次に、スライドを室温
で風乾し、１×ＰＢＳ（以下「ＰＢＳ－ＯＧＳ」）中の０．１％オクチル－β－Ｄ－グル
コピラノシドでリンスして、スライドから未結合のタンパク質を全て除去した。
【０１８３】
　試料調製及びグリカン放出
　スライドを１％ＢＳＡ（ＰＢＳ－ＯＧＳで調製）で１時間穏やかに振とうしながらブロ
ックした。次に、スライドをＰＢＳ浴（３分間×２回）及び再蒸留水浴（１分間×１回）
で洗浄し、空気乾燥させた。乾燥した時点で、試料をウェルに加え、穏やかに振とうしな
がら湿度チャンバー内で室温で２時間インキュベートした。全ての試料をＰＢＳで希釈し
、１００μＬの試料量をウェルに加えた。次に、スライドをＰＢＳ－ＯＧＳ浴（１分間×
１回）、ＰＢＳ浴（３分間×２回）、及び再蒸留水浴（１分間×１回）で洗浄し、空気乾
燥させた。スライドからウェルモジュールを取り外した後、追加のリンスを水で行って、
残留塩を全て除去した。捕捉されたタンパク質からＮ－グリカンを切断するため、ＰＮＧ
ａｓｅＦ　Ｐｒｉｍｅ（商標）（０．１μｇ／μＬ、ＨＰＬＣグレードの水で調製）を自
動噴霧器（Ｍ３　ＴＭ－Ｓｐｒａｙｅｒ、ＨＴＸ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社、ノース
カロライナ州チャペルヒル）を使用して適用し、４５°Ｃ、１０ｐｓｉ、流速２５μＬ／
分、速度１２００ｍｍ／分で１５パスの噴霧パラメーターで局在化を維持した。次に、ス
ライドを、細胞培養皿で作られた湿度チャンバー内で、ワイプオール（Ｗｙｐａｌｌ　Ｘ
６０）ペーパータオル及び蒸留水で飽和させた２巻のキムワイプ（ＫｉｍＷｉｐｅ）を使
用して３７℃で一晩インキュベートした。
【０１８４】
　質量分析試料の調製及びイメージング
　ＭＡＬＤＩマトリックスα－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸（ＣＨＣＡ、５０％アセト
ニトリル／０．１％トリフルオロ酢酸中７ｍｇ／ｍＬ）を、同じ自動噴霧器（Ｍ３　ＴＭ
－Ｓｐｒａｙｅｒ、ＨＴＸ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社、ノースカロライナ州チャペル
ヒル）を使用してスライドに適用した。アプリケーションパラメーターは、７７°Ｃ、１
０ｐｓｉ、速度１３００ｍｍ／分、流量１００μＬ／分で２パスであった。スライドは、
マトリックス支援レーザー脱離イオン化（ＭＡＬＤＩ）ソースを備えたｓｏｌａｒｉＸ　
Ｌｅｇａｃｙ（商標）７Ｔ　ＦＴ－ＩＣＲ（Ｂｒｕｋｅｒ　Ｄａｌｔｏｎｉｃｓ社）質量
分析計で画像化した。サンプリングは、２５μｍのレーザースポットサイズで２０００Ｈ
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ｚで動作するＳｍａｒｔＢｅａｍＩＩ（商標）レーザーを使用して行った。画像は、ピク
セルあたり２００のレーザーショットで２５０μＭラスターのスマートウォークパターン
を使用して収集した。試料は、５００～５０００のｍ／ｚ範囲内の５１２ｋｗｏｒｄの時
間領域を使用して、陽イオンブロードバンドモードで分析した。ｍ／ｚ＝１５０１で５８
，０００のオンスライド分解能が計算された。
【０１８５】
　データ解析
　Ｎ－グリカンの局在及び強度の画像は、ＦｌｅｘＩｍａｇｉｎｇ　ｖ４．１（Ｂｒｕｋ
ｅｒ　Ｄａｌｔｏｎｉｃｓ社）を使用して視覚化され、ＦｌｅｘＩｍａｇｉｎｇにインポ
ートされたデータは０．９８ＩＣＲ低減ノイズ閾値値に低減された。画像は総イオン電流
に対して正規化され、Ｎ－グリカンのピークは理論上の質量値に基づいて手動で選択した
。次に、データをＳＣｉＬＳ　Ｌａｂソフトウェア２０１７ａ（Ｂｒｕｋｅｒ　Ｄａｌｔ
ｏｎｉｃｓ社）にインポートして、個々のスポットのピークを定量化した。各スポットは
一意の領域に指定され、目的の質量のピーク値下領域が各領域からＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥ
ｘｃｅｌにエクスポートされた。
【０１８６】
　ＨＰＬＣ直交確認
　放出された標識Ｎ－グリカンのＨＰＬＣ分析は、前述のようにＷａｔｅｒｓ　Ａｌｌｉ
ａｎｃｅＨＰＬＣシステムを使用して実行した（Ｃｏｍｕｎａｌｅ　ＭＡ　ｅｔ　ａｌ．
，　ＰｌｏＳ　ｏｎｅ，　２０１０，　５（８），　ｅ１２４１９）。
【０１８７】
　結果について説明する。
【０１８８】
　特定の糖タンパク質捕捉及び質量分析イメージング（ＭＳＩ）のための新規のワークフ
ローを図１４Ａ～図１４Ｃに図示する。このワークフローは、組織のＮ－グリカンイメー
ジング用の同様のＭＡＬＤＩ　ＭＳＩワークフロー（Ｐｏｗｅｒｓ　ＴＷ　ｅｔ　ａｌ．
，　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２０１３，　８５（２０），　９７
９９－９８０６）に基づいており、主要な３工程からなる。第１工程（図１４Ａに示され
る）は、それらの抗体スポットに局在化された抗体スポッティング及び糖タンパク質捕捉
を含む。第２工程（図１４Ｂ）は、局在化された方法でのＮ－グリカンの酵素的放出及び
スライドのマトリックスコーティングからなり、放出されたグリカンをそれらの放出領域
に捕捉する。図１４Ｃは、スライドのＭＡＬＤＩ　ＭＳＩ分析の第３工程を示し、ここで
、全体的なスペクトルが、各ｍ／ｚピークに相関する画像で得られる。ＭＡＬＤＩ　ＭＳ
Ｉから取得した画像は、スライド全体のＮ－グリカンの存在量を色の濃さで示し、検出さ
れた各Ｎ－グリカンのヒートマップを作成する。これにより、免疫捕捉された糖タンパク
質から放出されたＮ－グリカンをアレイタイプの形式で視覚化でき、目的のＮ－グリカン
をタンパク質担体にリンクさせることができる。
【０１８９】
　最初の実験を、充分に特徴付けられたＮ－グリコシル化部位を有するヒト血清中の豊富
な糖タンパク質であるヒトα１－アンチトリプシン（Ａ１ＡＴ）及び免疫グロブリンＧ（
ＩｇＧ）を使用して行った（Ｃｏｍｕｎａｌｅ　ＭＡ　ｅｔ　ａｌ．，　ＰｌｏＳ　ｏｎ
ｅ，　２０１０，　５（８），　ｅ１２４１９；Ｃｌｅｒｃ，　Ｆ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇ
ｌｙｃｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　ｊｏｕｒｎａｌ，　２０１６，　３３（３），　３０９－
３４３；ＭｃＣａｒｔｈｙ　Ｃ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｏ
ｍｅ　ｒｅｓｅａｒｃｈ，　２０１４，　１３（７），　３１３１－３１４３；Ｍｉｔｔ
ｅｒｍａｙｒ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｏｍｅ　ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ，　２０１１，　１０（８），　３８２０－３８２９；Ｓａｌｄｏｖａ　Ｒ　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｏｍｅ　ｒｅｓｅａｒｃｈ，　２０
１５，　１４（１０），　４４０２－４４１２）。これらの糖タンパク質は、図１５及び
図１９Ａ～図１９Ｄに示されるように、固有のＮ－グリカンプロファイルを示すＨＰＬＣ
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直交が確認される互いに異なるＮ－グリカンプロファイルを有する。図１５のＮ－グリカ
ンプロファイルは、スポットされたＡ１ＡＴ及びＩｇＧのＭＡＬＤＩ　ＭＳＩから取得さ
れ、検出された全てのＮ－グリカンが全体のグリカンシグナルの１％超を含むことを示し
ている。これらのＮ－グリカンの提案される構造が示され、この糖タンパク質のＨＰＬＣ
直交特性（図１９Ａ～図１９Ｄ）並びに他の文献ソース（Ｍｉｔｔｅｒｍａｙｒ　Ｓ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｏｍｅ　ｒｅｓｅａｒｃｈ，　２０１
１，　１０（８），　３８２０－３８２９；Ｓａｌｄｏｖａ　Ｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊｏ
ｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｏｍｅ　ｒｅｓｅａｒｃｈ，　２０１５，　１４（１０）
，　４４０２－４４１２）に基づいて割り当てられるＩｇＧ　Ｎ－グリカン上のコアフコ
ース結合を有する。糖タンパク質の抗体捕捉は、他のアレイフォーマットで使用される免
疫測定手順と同様に実施した（Ｃｈｅｎ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　ｍｅｔｈ
ｏｄｓ，　２００７，　４（５），　４３７；Ｗａｎｇ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．，　ＰＲＯＴ
ＥＯＭＩＣＳ－Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，　２０１３，　７（５－
６），　３７８－３８３）。抗体は、スポットあたり２００ｎｇで手動でピペッティング
され、各スポットは１．５μＬの容量であった。ウェルは、クリップオン（ｃｌｉｐ－ｏ
ｎ）ウェルモジュール及びウェル内にスポットされた抗体を使用して作成した。スライド
又は他の抗体への非特異的結合を防ぐために、スライドを１％ＢＳＡでブロックした。図
１６Ａは、タンパク質をスライドに直接スポットした後、未結合のタンパク質を除去する
ために洗浄した際に、スライドがＡ１ＡＴ結合を防ぐのに十分にブロックされていること
を示している。Ａ１ＡＴを１００μＬのサンプルと同様に添加した場合、図１６Ｂに示す
ように、その抗体に対する捕捉特異性は、抗Ａ１ＡＴに局在するＡ１ＡＴ　Ｎ－グリカン
で見られたが、隣接する抗ＩｇＧスポットでは見られなかった。ウェル内のスポットされ
た抗Ａ１ＡＴ（赤）及び抗ＩｇＧ（青）の位置を示すために円を追加した。図１６Ｃには
、抗体に添加した一連の希釈Ａ１ＡＴが含まれており、糖タンパク質の捕捉の成功及び捕
捉スポットに局在するＮ－グリカンの検出を示している。主なＮ－グリカンシグネチャー
は、ｍ／ｚ＝２２８９．７３４６（Ｈｅｘ５ＨｅｘＮＡｃ４ＮｅｕＡｃ２＋３Ｎａ）から
のものであり、これを図１６Ｃに示す。このグリカンは、Ａ１ＡＴの総グリカンプールの
約４７％に相当し、このピークは、捕捉されたタンパク質５０ｎｇで簡単に観察できる。
この事は、そのグリカンの約１６フェムトモルと相関しており、このプラットフォームの
感度を強調している。各スポット内のＮ－グリカンシグナル強度は、ピーク下面積を使用
して定量化した。図１６Ｄに示すように、免疫捕捉されたＡ１ＡＴからのＮ－グリカンシ
グナルが濃度依存的に検出され、抗体（２００ｎｇでスポット）が飽和するとシグナルプ
ラトーが観察された。この捕捉された糖タンパク質で検出された最も豊富なＮ－グリカン
のプロファイルは、スポットされた糖タンパク質で見られたものと強い一致を示した（図
１６Ｅ）。ただし、ｍ／ｚ＝１８０９．６９２３（Ｈｅｘ５ｄＨｅｘ１ＨｅｘＮＡｃ４＋
Ｎａ）のＮ－グリカンは、捕捉抗体が非常に豊富であり、スポットプロファイルと捕捉プ
ロファイルとの比較を混乱させるため、この分析から除外した。Ａ１ＡＴのＮ－グリカン
プロファイルの直交分析をＨＰＬＣで行った（図１９Ａ～図１９Ｄ）。
【０１９０】
　このプラットフォームが複数の糖タンパク質標的を同時に分析するための多重化アレイ
になる可能性を説明するために、２つの糖タンパク質を比較捕捉することを試験した。ヒ
トＡ１ＡＴ及びＩｇＧを使用し、２つのタンパク質に対する抗体を、図１７Ａに示すよう
に、各ウェル内に並べてスポットした。標準Ａ１ＡＴ及び標準ＩｇＧの両方を含む混合物
を、抗体の位置を示すために赤及び青の円を追加した図１７Ｂ及び図１７Ｃに示される濃
度で３連の１００μＬ容量でウェルに加えた。Ｎ－グリカンは、図４Ｂに示すＡ１ＡＴに
固有のＮ－グリカンシグネチャー（ｍ／ｚ＝２２８９．７８９８、Ｈｅｘ５ＨｅｘＮＡｃ
４ＮｅｕＡｃ２＋３Ｎａ）及び図４ＣのＩｇＧに固有のＮ－グリカンシグネチャー（ｍ／
ｚ＝１４８５．５３３５、Ｈｅｘ３ｄＨｅｘ１ＨｅｘＮＡｃ４＋Ｎａ）を有する個々の捕
捉スポットに局在する両方の糖タンパク質から検出された。これらの画像のタンパク質シ
グナルを抗体バックグラウンドシグナルと比較するための定量化を図２０Ａ～図２０Ｄに



(44) JP 2021-526654 A 2021.10.7

10

20

30

40

50

示す。捕捉の特異性は、反対側の抗体及び周囲のスライド自体にタンパク質特異的なＮ－
グリカンシグナルがないことによって観察した。このプラットフォームの目標はバイオマ
ーカー発見のための生体試料への適用であるため、保存ヒト血清は、より複雑な混合物か
らの糖タンパク質Ａ１ＡＴ及びＩｇＧの比較捕捉にも使用した。市販のヒト血清をＰＢＳ
（１：１００）で希釈し、前述のようにＡ１ＡＴ抗体及びＩｇＧ抗体の両方を含むウェル
に添加した。図１７Ｄ及び図１７Ｅは、わずか１μＬの血清から捕捉された両方の糖タン
パク質に関連するＮ－グリカンの特徴を示しており、これもまた、捕捉の大きな特異性を
示している。
【０１９１】
　この新しいプラットフォームのアプリケーションは、患者の生体液試料から捕捉された
タンパク質のＮ－グリカンの疾患固有の変化の発見である。概念実証として、肝硬変の５
人の患者から血清をプールし、プールした試料１μＬを３連ずつアレイに添加した。血清
試料は、ウェルに加える前にＰＢＳで１：１００に希釈した。糖タンパク質は、図１８Ａ
～図１８Ｄに示すイメージングデータ及びＩｇＧの全体的なＮ－グリカンプロファイルを
有する検出可能なレベルの別個のＮ－グリカンを有するそれらの抗体によって、再び特異
的に捕捉された。特に、ｍ／ｚ＝１４８５．５３２８（Ｈｅｘ３ｄＨｅｘ１ＨｅｘＮＡｃ
４＋Ｎａ）のＩｇＧ非ガラクトシル化Ｎ－グリカンの増加が、保存ヒト血清と比較して肝
硬変血清で観察されたことを図１８Ａ～図１８Ｃに示す。この特定のＮ－グリカンは、肝
硬変血清で増加することが以前に報告されており（Ｍｅｈｔａ　ＡＳ　ｅｔ　ａｌ．，　
Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｖｉｒｏｌｏｇｙ，　２００８，　８２（３），　１２５９－１
２７０；Ｌａｍｏｎｔａｇｎｅ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，　ＰｌｏＳ　ｏｎｅ，　２０１３，
　８（６），　ｅ６４９９２）、この新しいプラットフォームはそれらの発見との一致を
示した。ガラクトシル化二分岐Ｎ－グリカン（ｍ／ｚ＝１８０９．６２９３、Ｈｅｘ５ｄ
Ｈｅｘ１ＨｅｘＮＡｃ４＋Ｎａ及び１６４７．５５４５Ｈｅｘ４ｄＨｅｘ１ＨｅｘＮＡｃ
４＋Ｎａ）のその後の減少も観察された（図１８Ｂ及び図１８Ｃ）。図１８Ｄに示される
ように、Ａ１ＡＴはまた、結合特異性を失うことなく、これらの肝硬変サンプルから首尾
よく捕捉された。この実験は、バイオマーカーの目的で疾患に関連するＮ－グリカンの変
化を検出するために、このプラットフォームを患者の試料に適用する将来の可能性を示し
ている。さらに、これらの結果は、最小限の試料消費を必要とする臨床的に適切な方法で
の生体液試料からのタンパク質特異的Ｎ－グリカン分析のための新しいＭＡＬＤＩＭＳＩ
プラットフォームの開発を示している。
【０１９２】
　ここでは、生体試料からタンパク質特異的な方法でＮ－グリカンを多重化検出するため
の新しい質量分析イメージング（ＭＳＩ）プラットフォームについて説明する。この技術
の開発は、ＭＡＬＤＩＭＳＩの組織切片からＮ－グリカンを酵素的に放出するための確立
されたプロトコルに基づいた（Ｐｏｗｅｒｓ　ＴＷ　ｅｔ　ａｌ．，　ＰｌｏＳ　ｏｎｅ
，　２０１４，　９（９），　ｅ１０６２５５；Ｐｏｗｅｒｓ　ＴＷ　ｅｔ　ａｌ．，　
Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２０１３，　８５（２０），　９７９９
－９８０６）。ＭＳＩによる検出を伴う２次元分析により、スライドベースの抗体アレイ
に沿ったＮ－グリカンシグナルのキャリアタンパク質へのマッピングが可能になる。この
プラットフォームでは、ＥＬＩＳＡと同様に、複雑な生体混合物から糖タンパク質標的を
特異的に捕捉するために抗体が不可欠である。しかし、ＥＬＩＳＡとは異なり、質量分析
は異なるＮ－グリカンの高感度で特異的な検出を提供するため、この方法論には二次抗体
やレクチンは必要ない。抗体の捕捉により、ＭＳ分析前の試料クリーンアップの必要性も
なくなる（Ｋａｉｌｅｍｉａ　ＭＪ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ａｎｄ　
ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２０１７，　４０９（２），　３
９５－４１０；Ｋｕｚｍａｎｏｖ　Ｕ　ｅｔ　ａｌ．，　ＢＭＣ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ，　
２０１３，　１１（１），　３１；Ｓｏｎｇ　Ｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔｉｃａ
ｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２０１５，　８７（１５），　７７５４－７７６２；Ｒｕｈ
ａａｋ　ＬＲ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２００
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８，　８０（１５），　６１１９－６１２６；Ｒｅｉｄｉｎｇ　ＫＲ　ｅｔ　ａｌ．，　
Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２０１４，　８６（１２），　５７８４
－５７９３）。さらに、罹患血清に存在するヘテロ親和性抗体による特異性の喪失に関す
る典型的な問題は観察されなかったが、これは、この技術の重要な利点である（Ｂｏｌｓ
ｔａｄ　Ｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｅｓｔ　ｐｒａｃｔｉｃｅ　＆　ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃ
ｌｉｎｉｃａｌ　ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　＆　ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，　２０１３
，　２７（５），　６４７－６６１）。抗体捕捉は、以前はＭＡＬＤＩＭＳ分析のために
単一の標的タンパク質を捕捉するために使用されていた（Ｄａｒｅｂｎａ　Ｐ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２０１８，　６４（９），　１３１
９－１３２６；Ｐｏｍｐａｃｈ　Ｐ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ，　２０１６，　６２（１），　２７０－２７８）。しかしながら、本発明の新規
多重化技術は、１回のイメージング実行で潜在的に数百又は数千の異なるＮ－糖タンパク
質の分析のために拡張することが可能である。アレイ上の各糖タンパク質に局在する可能
性のある数百のＮ－グリカン種を示すスペクトルが収集されるため、実行ごとに膨大な量
のデータが生成される。したがって、この方法は、多くの標的タンパク質にわたるＮ－グ
リコシル化を同時に特性評価するための有力な機能を有する。
【０１９３】
　この新しい方法は、既存のＮ－グリカンバイオマーカー検出技術の機能を拡張する。レ
クチンマイクロアレイは、バイオマーカー設定でのＮ－グリカンの変化の検出に使用され
てきた（Ｃｈｅｎ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　ｍｅｔｈｏｄｓ，　２００７，
　４（５），　４３７；Ｙｕｅ　Ｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　＆　Ｃｅｌ
ｌｕｌａｒ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，　２００９，　８（７），　１６９７－１７０７；
Ｎａｇａｒａｊ　ＶＪ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　ｂｉｏｐｈ
ｙｓｉｃａｌ　ｒｅｓｅａｒｃｈ　ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，　２００８，　３７
５（４），　５２６－５３０；Ｐａｔｗａ　ＴＨ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔｉｃａ
ｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２００６，　７８（１８），　６４１１－６４２１）。しか
しながら、本発明の新規ＭＳＩ検出方法は、そのような分析から取得できる情報の量を大
幅に増やす。レクチンはＮ－グリカンの構造モチーフに結合するが、ＭＡＬＤＩ　ＭＳＩ
検出は、Ｎ－グリカンに可能性のある組成情報を提供する。この方法は、例えばイオン移
動度などの他の機器の使用に容易に適合させることができ、これにより、Ｎ－グリコフォ
ームの構成に関する報告が可能となるであろう。さらに、ＭＡＬＤＩ　ＭＳＩは、各糖タ
ンパク質捕捉スポットの完全なマススペクトルを取得し、標的化レクチン分析でプローブ
される少数の選択とは対照的に、糖タンパク質標的ごとに数百のＮ－グリカン質量をプロ
ーブ可能になる。各タンパク質に存在するグリカンの不均一性の検出は、グリカン比の計
算に使用でき、臨床的に利用できるタンパク質の全体的なグリコシル化における重要な変
化を表している場合がある（Ｃａｌｌｅｗａｅｒｔ　Ｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ
　ｍｅｄｉｃｉｎｅ，　２００４，　１０（４），　４２９；Ｖｅｒｈｅｌｓｔ　Ｘ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，　２０１７，　２
３（１１），　２７５０－２７５８）。前述のように、組織のＭＳＩ分析は、疾患の存在
下でのＮ－グリカンの変化を解明するために使用されてきた（Ｐｏｗｅｒｓ　Ｔ　ｅｔ　
ａｌ．，　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，　２０１５，　５（４），　２５５４－２５７２
；Ｋｕｎｚｋｅ　Ｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，　２０１７，　８（４０
），　６８０１２；Ｗｅｓｔ　ＣＡ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｐｒｏｔ
ｅｏｍｅ　ｒｅｓｅａｒｃｈ，　２０１８，　１７（１０），　３４５４－３４６２；Ｓ
ｃｏｔｔ　ＤＡ　ｅｔ　ａｌ．，　ＰＲＯＴＥＯＭＩＣＳ－Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｐｐｌ
ｉｃａｔｉｏｎｓ，　２０１９，　１３（１），　１８０００１４）。組織ベースの分析
は、予後診断や病理学的検査によく使用されるが、血清やその他の生体液のように、疾患
を早期発見するためのアクセス可能な材料としては使用されない。本発明の新しいバイオ
マーカーの発見及び検証のプラットフォームは、血清や尿などの容易に利用可能な患者の
体液で簡単に使用される。
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【０１９４】
　より多くの抗体を追加して、分析ごとにより多くの糖タンパク質をプローブできるよう
にしてもよい。この改善は、結合親和性及び特異性の両方において、これらの抗体の品質
によって制限されるであろう。抗体に存在するＮ－グリカンを除去して、バックグラウン
ドシグナルを制限してもよい。この手法は、検出されたグリカンの追加の構造情報や、よ
り臨床的にアクセス可能なＭＳＩ機器のために、他の質量分析プラットフォームに適用可
能である。Ｎ－グリカンだけでなくペプチドの質量分析イメージングを使用して、各抗体
での糖タンパク質結合特異性を確認できる。
【０１９５】
　本研究で調査されたＭＳＩプラットフォームは、バイオマーカー発見ツールとしての有
用性と、容易に利用可能な臨床生体液試料中の多くの疾患の新しいスクリーニングプラッ
トフォームとしての有用性を示している。このプラットフォームは、わずか１μＬのヒト
血清から捕捉された糖タンパク質上のＮ－グリカンを検出することができ、患者の試料消
費を最小限に抑えてその有効性を示す。Ｎ－グリカン及びその疾患進行における役割は、
生物医学研究の重要な新しいフロンティアとして急速に認識されるようになりつつある。
ただし、この新しい手法のアプリケーションは、Ｎ－グリカンや生体液試料だけにとどま
らず、このプラットフォームは、細胞上清などの液体で使用すること、他のクラスのグリ
カンや翻訳後修飾をプローブすることなども可能であろう。
【０１９６】
　本明細書で引用された全ての特許、特許出願、及び刊行物の開示は、参照によりその全
体が本明細書に援用される。
【０１９７】
　本発明は特定の実施形態を参照して開示されてきたが、本発明の他の実施形態及び変形
は、本発明の真の精神及び範囲から逸脱することなく、当業者によって考案され得ること
は明らかである。添付の特許請求の範囲は、そのようなすべての実施形態及び同等の変形
を含むと解釈されることを意図している。
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