
(57)【要約】

タイプＩＩコラーゲンの酵素分解により生成されるペプ

チドの同定及び定量化を行うための方法であって、既知

の質量電荷比を有するカルボキシ末端の特徴付けられた

ペプチド断片を質量分析することにより、カルボキシ末

端を有するペプチドを同定する。生体サンプル内のペプ

チドの同定及び定量化は、例えば変形性関節症や関節リ

ウマチなどの病気又は生理的状態における、タンパク質

分解酵素の活性、及び酵素抑制剤の有効性を評価するの

に使用される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
コ ラ ー ゲ ン の 酵 素 的 タ ン パ ク 質 分 解 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 に 存 在 す る コ ラ ー ゲ ン に お け る 特 定 ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質
分 解 生 成 物 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 コ ラ ー ゲ ン は タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン で あ り 、
前 記 特 定 ペ プ チ ド は 、 Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 1)に よ っ て 表 わ さ れ る
Ｃ 末 端 、 及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 コ ラ ー ゲ ン は タ イ プ Ｉ コ ラ ー ゲ ン で あ り 、
前 記 特 定 ペ プ チ ド は 、 Gly-Thr-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 12)に よ っ て 表 わ さ れ る
Ｃ 末 端 、 及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 コ ラ ー ゲ ン は タ イ プ Ｉ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン で あ り 、
前 記 特 定 ペ プ チ ド は 、 Gly-Ala-Pro-Gly-Pro-Leu-Gly(SEQ ID NO: 13)に よ っ て 表 わ さ れ る
Ｃ 末 端 、 及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 コ ラ ー ゲ ン の 酵 素 的 タ ン パ ク 質 分 解 は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 の 成 果 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 コ ラ ゲ ナ ー ゼ は 、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ － １ ３ で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
薬 に 起 因 す る コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 の 変 化 を モ ニ タ リ ン グ す る ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 に 存 在 す る 、 １ つ 以 上 の 特 定 ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を
行 う ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 に 存 在 す る コ ラ ー ゲ ン の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 は 、 滑 液 、
全 血 、 血 漿 及 び 尿 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 特 定 ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 は 、 SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID N
O: 4、  SEQ ID NO: 8、  SEQ ID NO: 9、  SEQ ID NO: 10、  SEQ ID NO: 11、  SEQ ID NO: 
15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ ID NO: 17、  SEQ ID NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 
20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、  SEQ ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 
25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ ID NO: 27、  SEQ ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 
30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO: 32、  SEQ ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 
35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ ID NO: 37、  SEQ ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 
40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42、  SEQ ID NO: 43、
及 び SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 8、  SEQ ID NO: 9、  S
EQ ID NO: 10、  SEQ ID NO: 11、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ ID NO: 17、  S
EQ ID NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、  S
EQ ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ ID NO: 27、  S
EQ ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO : 32、  
SEQ ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ ID NO: 37、  
SEQ ID NO:38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42、  S
EQ ID NO: 43の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ １ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 は ヒ ト の 被 検 体 か ら の も の で あ り 、
生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-
Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(
SEQ ID NO: 2)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 は ヒ ト の 被 検 体 か ら の も の で あ り 、
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-
Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-
Gly(SEQ ID NO: 15)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含
む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 は ヒ ト の 被 検 体 か ら の も の で あ り 、
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-
Arg-Ala-Gly-Glu-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-
Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 16)、
又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 は ヒ ト の 被 検 体 か ら の も の で あ り 、
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-
Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(
SEQ ID NO: 17)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 は ウ シ の 被 検 体 か ら の も の で あ り 、
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 み 、
前 記 ペ プ チ ド は 、
Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 3)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 34)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-
Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 35)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
Gln-Gly(SEQ ID NO: 36)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 37)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
及 び Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
Gln-Gly(SEQ ID NO: 38)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 は イ ヌ の 被 検 体 か ら の も の で あ り 、
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 み 、
前 記 ペ プ チ ド は 、
Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 4)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
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Lys-Gly-Ala-Arg-GlyAsp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-P
ro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-G
ly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 18)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-
Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-AspGly-Pro-P
ro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 19)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-
Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 20)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 21)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
及 び Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
Gln-Gly(SEQ ID NO: 22)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 は ウ マ の 被 検 体 か ら の も の で あ り 、
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 み 、
前 記 ペ プ チ ド は 、
Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-PrO-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 11)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 29)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-
Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 30)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-
Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 31)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 32)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
及 び Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
Gln-Gly(SEQ ID NO: 33)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 は ネ ズ ミ の 被 検 体 か ら の も の で あ り 、
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 み 、
前 記 ペ プ チ ド は 、
Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Ala-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 8)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Ala-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 39)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-
Gly(SEQ ID NO: 40)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ 
ID NO: 41)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
及 び Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 42)と そ の
翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 は ネ コ の 被 検 体 か ら の も の で あ り 、
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 み 、
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前 記 ペ プ チ ド は 、
Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 23)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-
Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 24)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 25)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-
Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 26)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 27)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
及 び Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
Gln-Gly(SEQ ID NO: 28)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 は モ ル モ ッ ト の 被 検 体 か ら の も の で あ り 、
生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド Val-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-
Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-
Asp-Asp-Gly-Val-Ser-Gly-Ala-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 43)、 又 は
そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ の 前 に 、 前 記 サ ン プ ル 又 は 抽 出 物 内 に 存 在
す る 前 記 特 定 ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 の 派 生 物 又 は 修 飾 を 作 成 す る ス テ ッ プ を さ
ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ の 前 に 、 前 記 サ ン プ ル 又 は 抽 出 物 内 に 存 在
す る 前 記 特 定 ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 の 派 生 物 又 は 修 飾 を 作 成 す る ス テ ッ プ を さ
ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
生 体 サ ン プ ル 内 の コ ラ ー ゲ ン 分 解 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て
、
前 記 ペ プ チ ド の 相 対 分 子 量 を 測 定 す る ス テ ッ プ 、
前 記 ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 の 特 性 診 断 配 列 を 生 成 す る べ く 、 前 記 ペ プ チ ド を 衝 突 活 性 化 に よ り
断 片 化 す る ス テ ッ プ 、
前 記 ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 を 、 既 知 の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 前 記 特 性 診 断 配 列 に よ り 同 定 す る ス
テ ッ プ 、
及 び 前 記 ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 配 列 を 、 前 記 ペ プ チ ド の 相 対 分 子 量 を 有 す る 同 定 さ れ た Ｃ 末 端
配 列 と 結 合 し た と き に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 測 定 す る こ と に よ り 同 定 し 、 そ れ に よ っ て コ ラ ー
ゲ ン 分 解 ペ プ チ ド を 同 定 す る ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 Ｃ 末 端 は 、 Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 1)及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 Ｃ 末 端 は 、 Gly-Thr-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 12)及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 Ｃ 末 端 は 、 Gly-Ala-Pro-GlyPro-Leu-Gly(SEQ ID NO: 13)及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 で あ る
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こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 配 列 を 、 前 記 ペ プ チ ド の 相 対 分 子 量 を 有 す る 同 定 さ れ た Ｃ 末 端 配 列
と 結 合 し た と き に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 測 定 す る こ と に よ り 同 定 す る ス テ ッ プ は 、
同 定 さ れ た Ｃ 末 端 配 列 と 結 合 し た と き に 、 既 知 の ペ プ チ ド を 含 む デ ー タ ベ ー ス の ペ プ チ ド
の 質 量 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 測 定 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２
３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
特 有 の 診 断 用 配 列 を 同 定 す る こ と に よ り 、 ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 を 同 定 す る ス テ ッ プ は 、
配 列 Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 5)、 Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ. ID NO: 6)、 及 び Pro-Pro-G
ly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 7)と 、 そ の 配 列 の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ３ つ の 診 断 用 配 列 を 同
定 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 ３ つ の 診 断 用 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 、 約 ３ ０ １ 、 約 ４ ７ １ 、 及 び 約 ５ ６ ８ の 質 量 電 荷 比 を
有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 ３ つ の 診 断 用 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 、 約 ３ ０ １ 、 約 ４ ５ ５ 、 及 び 約 ５ ５ ２ の 質 量 電 荷 比 を
有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
既 知 の 配 列 の タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 部 分 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 （ Ｃ 末 端 ） を 有 す る コ ラ ー ゲ
ン 分 解 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
前 記 ペ プ チ ド の 相 対 分 子 量 を 測 定 す る ス テ ッ プ 、
フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 作 成 す る べ く 、 前 記 ペ プ チ ド を 断 片 化 す る ス テ ッ プ 、
前 記 ペ プ チ ド の 前 記 Ｃ 末 端 の 断 片 か ら 、 既 知 の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 同 定 す る ス テ ッ プ 、
同 定 さ れ た 前 記 ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 の 前 記 フ ラ グ メ ン ト イ オ ン か ら 、 前 記 Ｃ 末 端 の ア ミ ノ 酸
配 列 を 同 定 す る ス テ ッ プ 、
及 び 前 記 Ｃ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 前 記 ペ プ チ ド の 質 量 電 荷 比 と か ら 、 前 記 ペ プ チ ド の Ｎ 末
端 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る ス テ ッ プ 、
及 び 前 記 Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 前 記 Ｃ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 と か ら 、 前 記 ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
す る ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 コ ラ ー ゲ ン 診 断 用 ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 分 解 産 物 を 含 む こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 ペ プ チ ド の 前 記 フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 同 定 す る こ と に よ り 、 前 記 ペ プ チ ド の 翻 訳 後 修
飾 に お け る 少 な く と も １ つ の 部 位 及 び 種 類 を 決 定 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 又 は マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 コ ラ ー ゲ ン 分 解 ペ プ チ ド は 、 タ イ プ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 分 解 ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
前 記 コ ラ ー ゲ ン 分 解 ペ プ チ ド は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 分 解 ペ プ チ ド で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
前 記 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ は 、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ － １
３ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 ペ プ チ ド の 相 対 分 子 量 を 測 定 す る ス テ ッ プ 、 前 記 ペ プ チ ド を 断 片 化 す る ス テ ッ プ 、 及
び 前 記 ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 か ら 既 知 の ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 同 定 す る ス テ ッ プ は
、 タ ン デ ム 質 量 分 析 に よ り 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
分 離 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-
Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 2)と そ の 翻 訳 後 修
飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Glu-Pro-Gly-
Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 15)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Glu-Pro-Gly-Leu-Gln-
Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-
Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 16)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-
Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 17)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似
物 、
分 離 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-
Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 3)と そ の 翻 訳 後 修
飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-
Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 8)と そ の 翻 訳 後 修
飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Gly-
Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 11)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の
類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-
Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 3)と そ の 翻 訳 後 修
飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Lys-Gly-Ala-Arg- Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly
-Leu-Gln-Gly-Pro- Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Se
r-Gly- Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 34)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似
物 、
分 離 ペ プ チ ド Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-
Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-
Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 35)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 36)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 37)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 38)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-
Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 18)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物
、
分 離 ペ プ チ ド Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-
Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-
Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 19)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-
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Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 20)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 21)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 22)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-
Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 23)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物
、
分 離 ペ プ チ ド Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-
Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-
Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 24)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-
Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 25)と そ の 翻 訳 後
修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-
Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 26)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 27)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 28)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-
Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 29)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物
、
分 離 ペ プ チ ド Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-
Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-
Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 30)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-
Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 31)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 32)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 33)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Ala-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 39)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 40)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
Gln-Gly (SEQ ID NO: 41)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Val-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-
Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Val-Ser-Gly-Ala-
Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 43)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、
分 離 ペ プ チ ド Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 4
2)と そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 分 離 ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-
Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 3)、 又 は そ の
翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 ４ １ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-
Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 8)、 又 は そ の
翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
前 記 分 離 は 、 Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Gly-
Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 11)、 又 は そ の 翻 訳 後
修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
合 成 ペ プ チ ド Val-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-
Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 14)、 又 は そ の
翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-
Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 3)、 又 は そ の
翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-
Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-
Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 34)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の
類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-
Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-
Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO35)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-
Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 36)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-
Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 37)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Glu-Lys-GIy-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 38)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-
Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-
Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 18)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾
の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ １ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-
Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-
Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 19)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
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Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 20)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類
似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-
Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 21)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 22)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-
Gly-Leu-Gln-GlyPro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-S
er-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 23)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の
類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-
Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-
Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 24)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-
Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 25)、 又 は そ
の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 26)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類
似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-
Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 27)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 28)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ １ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-
Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-
Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 29)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾
の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-
Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-
Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 30)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 31)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類
似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 ６ ４ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-
Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 32)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 33)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Ala-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-
Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 39)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 40)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-
Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 41)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Val-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-
Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Val-Ser-Gly-
Ala-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 43)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID 
NO: 42)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ １ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-
Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 2)、 又 は そ の
翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Glu-Pro-
Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-
Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 15)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾
の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Glu-Pro-Gly-Leu-
Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-
Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 16)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
前 記 ペ プ チ ド は 、 Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-
Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 17)、 又 は そ の 翻 訳 後
修 飾 の 類 似 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 分 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
合 成 ペ プ チ ド Val-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-
Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 14)、 又 は そ
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の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 8、  SEQ ID NO: 9、  SEQ I
D NO: 10、  SEQ ID NO: 11、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ ID NO: 17、  SEQ I
D NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、  SEQ I
D NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ ID NO: 27、  SEQ I
D NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO: 32、  SEQ I
D NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ ID NO: 37、  SEQ I
D NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42、  SEQ I
D NO: 43、
及 び SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 8、  SEQ ID NO: 9、  S
EQ ID NO: 10、  SEQ ID NO: 11、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ ID NO: 17、  S
EQ ID NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、  S
EQ ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ ID NO: 27、  S
EQ ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO: 32、  S
EQ ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ ID NO: 37、  S
EQ ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42、  S
EQ ID NO: 43の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド を 含 ん で い る 、
コ ラ ゲ ナ ー ゼ 酵 素 活 性 の 生 体 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
前 記 生 体 マ ー カ ー を 定 量 化 す る た め の 前 記 ペ プ チ ド を 特 定 可 能 な 派 生 物 又 は 修 飾 を 作 成 す
る べ く 、 前 記 ペ プ チ ド は 派 生 化 又 は 修 飾 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の
生 体 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 8、  SEQ ID NO: 9、  SEQ I
D NO: 10、  SEQ ID NO: 11、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ ID NO: 17、  SEQ I
D NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、  SEQ I
D NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ ID NO: 27、  SEQ I
D NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO: 32、  SEQ I
D NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ ID NO: 37、  SEQ I
D NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42、  SEQ I
D NO: 43、
及 び SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 8、  SEQ ID NO: 9、  S
EQ ID NO: 10、  SEQ ID NO: 11、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ ID NO: 17、  S
EQ ID NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、  S
EQ ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ ID NO: 27、  S
EQ ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO: 32、  S
EQ ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ ID NO: 37、  S
EQ ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42、  S
EQ ID NO: 43の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド の 少 な く と も ７
つ の ア ミ ノ 酸 の Ｎ 末 端 配 列 と 直 接 的 に 接 触 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 8、  SEQ ID NO: 9、  SEQ I
D NO: 10、  SEQ ID NO: 11、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ ID NO: 17、  SEQ I
D NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、  SEQ I
D NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ ID NO: 27、  SEQ I
D NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO: 32、  SEQ I
D NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ ID NO: 37、  SEQ I
D NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42、  SEQ I
D NO: 43
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及 び SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 8、  SEQ ID NO: 9、  S
EQ ID NO: 10、  SEQ ID NO: 11、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ ID NO: 17、  S
EQ ID NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、  S
EQ ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ ID NO: 27、  S
EQ ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO: 32、  S
EQ ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ ID NO: 37、  S
EQ ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42、  S
EQ ID NO: 43の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド を 含 ん で い る コ
ラ ゲ ナ ー ゼ 酵 素 抑 制 の 生 体 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
前 記 生 体 マ ー カ ー を 定 量 化 す る た め の 前 記 ペ プ チ ド を 特 定 可 能 な 派 生 物 又 は 修 飾 を 作 成 す
る べ く 、 前 記 ペ プ チ ド は 派 生 化 又 は 修 飾 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の
生 体 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ８ １ 】
コ ラ ゲ ナ ー ゼ 酵 素 の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 減 少 さ せ る の に 使 用 さ れ る 薬 又 は 物 質 の 有 効 性
を 測 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
生 体 流 動 体 サ ン プ ル 内 の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 分 解 断 片 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ
を 含 み 、
前 記 サ ン プ ル は 、
SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 8、  SEQ ID NO: 9、  SEQ I
D NO: 10、  SEQ ID NO: 11、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ ID NO: 17、  SEQ I
D NO: 18、  SEQ ID NO : 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、  SEQ 
ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ ID NO: 27、  SEQ 
ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO: 32、  SEQ 
ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ ID NO: 37、  SEQ 
ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42、  SEQ 
ID NO: 43、
及 び SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 8、  SEQ ID NO: 9、  S
EQ ID NO: 10、  SEQ ID NO : 11、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO : 16、  SEQ ID NO: 17、
 SEQ ID NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、
 SEQ ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ ID NO: 27、
 SEQ ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO : 32
、  SEQ ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ ID NO: 37
、  SEQ ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42
、  SEQ ID NO: 43の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る こ と を
特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
前 記 分 解 断 片 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ の 前 に 、 前 記 サ ン プ ル 又 は 抽 出 物 内 の タ イ
プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 分 解 断 片 の 派 生 物 又 は 修 飾 を 作 成 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ８ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 分 解 に よ り 特 徴 付 け ら れ た 被 検 体 の 病 気 又 は 状 態 を 診 断 す る た め の
方 法 で あ っ て 、
生 体 サ ン プ ル 内 の ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 み 、
前 記 ペ プ チ ド は 、
SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 8、  SEQ ID NO: 9、  SEQ I
D NO: 10、  SEQ ID NO: 11、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ ID NO: 17、  SEQ I
D NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、  SEQ I
D NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ ID NO: 27、  SEQ I
D NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ IID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO: 32、  SEQ 
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ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ ID NO: 37、  SEQ 
ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42、  SEQ 
ID NO: 43、
及 び SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 8、  SEQ ID NO: 9、  S
EQ ID NO: 10、  SEQ ID NO: 11、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ ID NO: 17、  S
EQ ID NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、  S
EQ ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ ID NO: 27、  S
EQ ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO: 32、  S
EQ ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ ID NO: 37、  S
EQ ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42、  S
EQ ID NO: 43の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
前 記 ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ の 前 に 、 前 記 サ ン プ ル 又 は 抽 出 物 内 の 前 記
ペ プ チ ド の 派 生 物 又 は 修 飾 を 作 成 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ ３
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 分 解 に よ り 特 徴 付 け ら れ た 被 検 体 の 病 気 又 は 状 態 は 、 変 形 性 関 節 症
及 び 関 節 リ ウ マ チ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル は 、 尿 、 血 、 血 漿 及 び 滑 液 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 分 解 に よ り 特 徴 付 け ら れ た 被 検 体 の 病 気 又 は 状 態 で の コ ラ ゲ ナ ー ゼ
酵 素 の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 、 ヒ ト 又 は 動 物 の 被 験 体 内 で 、 減 少 さ せ る 又 は 無 く す る の に
使 用 さ れ る 薬 又 は 物 質 の 有 効 性 を 測 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
前 記 被 験 体 か ら の 生 体 サ ン プ ル 内 の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 分 解 ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化
を 行 う ス テ ッ プ を 含 み 、
前 記 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 分 解 ペ プ チ ド は 、
SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ
 ID NO: 17、  SEQ ID NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ
 ID NO: 22、  SEQ ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ IID NO: 25、  SEQ D NO: 26、  SEQ
 ID NO: 27、  SEQ ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ
 ID NO: 32、  SEQ ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ
 ID NO: 37、  SEQ ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ
 ID NO: 42、  SEQ ID NO: 43、
及 び SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、
 SEQ ID NO: 17、  SEQ ID NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、
 SEQ ID NO: 22、  SEQ ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、
 SEQ ID NO: 27、  SEQ ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、
 SEQ ID NO: 32、  SEQ ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO : 36
、  SEQ ID NO: 37、  SEQ ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41
、  SEQ ID NO: 42、  SEQ ID NO: 43の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
前 記 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 酵 素 は 、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 ８ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
前 記 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ は 、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ － １
、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ － ８ 、 及 び マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ
－ １ ３ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ ８ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ９ ０ 】
前 記 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 酵 素 の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 減 少 さ せ る の に 使 用 さ れ る 薬 又 は 物 質 は 、
マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 抑 制 剤 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ ８ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
軟 骨 組 織 の 損 傷 に よ り 部 分 的 に 特 徴 付 け ら れ た 哺 乳 類 に お け る 軟 骨 組 織 の 損 傷 の 生 理 的 状
態 を 測 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
マ ー カ ー ペ プ チ ド の 量 を 測 定 す る べ く 、 哺 乳 類 の 生 体 サ ン プ ル を 分 析 す る ス テ ッ プ を 含 み
、
前 記 マ ー カ ー ペ プ チ ド は 、
SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ
 ID NO: 17、  SEQ ID NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ
 ID NO: 22、  SEQ ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ
 ID NO: 27、  SEQ ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ
 ID NO: 32、  SEQ ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ
 ID NO: 37、  SEQ ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ
 ID NO: 42、  SEQ ID NO: 43、
及 び SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO:15、  SEQ ID NO: 16、  
SEQ ID NO: 17、  SEQ ID NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  
SEQ ID NO: 22、  SEQ ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  
SEQ ID NO: 27、  SEQ ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  
SEQ ID NO: 32、  SEQ ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  
SEQ ID NO: 37、  SEQ ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  
SEQ ID NO: 42、  SEQ ID NO: 43の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
前 記 マ ー カ ー ペ プ チ ド を 同 定 及 び 定 量 化 す る ス テ ッ プ は 、
前 記 マ ー カ ー ペ プ チ ド の 質 量 を 測 定 す る ス テ ッ プ 、
衝 突 活 性 化 に よ り 前 記 マ ー カ ー ペ プ チ ド を 断 片 化 す る ス テ ッ プ 、
前 記 マ ー カ ー ペ プ チ ド の 断 片 を 既 知 の 質 量 電 荷 比 に 基 づ き 同 定 す る こ と に よ り 、 Ｃ 末 端 配
列 Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID. NO: 1)及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 を 同 定 す
る ス テ ッ プ 、
マ ー カ ー ペ プ チ ド の 質 量 が 測 定 さ れ て い る Ｃ 末 端 配 列 Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ
 ID. NO: 1)及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 と 結 合 し た と き に 、 ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 配 列 を 同
定 し 、 そ れ に よ っ て マ ー カ ー ペ プ チ ド を 同 定 す る ス テ ッ プ 、
及 び 体 液 内 の マ ー カ ー ペ プ チ ド の 相 対 分 子 量 を 測 定 す る ス テ ッ プ
を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル は 、 尿 、 血 、 血 漿 及 び 滑 液 か ら 成 る 生 体 流 動 体 の 群 よ り 選 択 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
前 記 既 知 の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 断 片 は 、
約 ３ ０ １ の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 断 片 SEQ ID NO: 5、 約 ４ ５ ５ の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 断 片 SE
Q ID NO: 6、 及 び 約 ５ ５ ２ の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 断 片 SEQ ID NO: 7、 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ９ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
前 記 既 知 の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 断 片 は 、
約 ３ ０ １ の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 断 片 SEQ ID NO: 5、 約 ４ ７ １ の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 断 片 SE
Q ID NO: 6、 及 び 約 ５ ６ ８ の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 断 片 SEQ ID NO: 7、 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ９ ６ 】
前 記 軟 骨 組 織 の 損 傷 に よ り 部 分 的 に 特 徴 付 け ら れ た 、 哺 乳 類 の 軟 骨 組 織 の 生 理 的 状 態 は 、
変 形 性 関 節 症 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
前 記 軟 骨 組 織 の 損 傷 に よ り 部 分 的 に 特 徴 付 け ら れ た 、 哺 乳 類 の 軟 骨 組 織 の 生 理 的 状 態 は 、
関 節 リ ウ マ チ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル 内 の 前 記 マ ー カ ー ペ プ チ ド の 相 対 分 子 量 を 測 定 す る ス テ ッ プ は 、
前 記 生 体 サ ン プ ル 内 に 、 既 知 の 量 の 標 準 ペ プ チ ド を 添 加 す る ス テ ッ プ 、
前 記 標 準 ペ プ チ ド の 存 在 量 ／ 応 答 の グ ラ フ 曲 線 を 得 る べ く 、 前 記 生 体 サ ン プ ル 内 の 前 記 標
準 ペ プ チ ド の 存 在 量 を 、 分 析 応 答 に 対 し て プ ロ ッ ト す る ス テ ッ プ 、
前 記 マ ー カ ー ペ プ チ ド の 存 在 量 の グ ラ フ 曲 線 を 得 る べ く 、 前 記 生 体 サ ン プ ル 内 の マ ー カ ー
ペ プ チ ド の 存 在 量 を プ ロ ッ ト す る ス テ ッ プ 、
前 記 マ ー カ ー ペ プ チ ド の 存 在 量 の グ ラ フ 曲 線 に お け る 下 側 の 領 域 を 測 定 す る ス テ ッ プ 、
及 び 前 記 生 体 サ ン プ ル 内 に お け る 前 記 マ ー カ ー ペ プ チ ド の 相 対 存 在 量 を 得 る べ く 、 前 記 マ
ー カ ー ペ プ チ ド の 存 在 量 の グ ラ フ 曲 線 に お け る 下 側 の 領 域 と 、 前 記 標 準 ペ プ チ ド の 存 在 量
の グ ラ フ 曲 線 に お け る 下 側 の 領 域 と を 比 較 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ９ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル 内 の マ ー カ ー ペ プ チ ド の 規 定 量 を 測 定 す る べ く 、
前 記 マ ー カ ー ペ プ チ ド と 内 的 標 準 ペ プ チ ド と の 分 析 に 基 づ く 反 応 を 比 較 す る ス テ ッ プ を さ
ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
前 記 内 的 標 準 ペ プ チ ド は 、 前 記 マ ー カ ー ペ プ チ ド の 同 位 体 的 に 標 識 化 さ れ た 同 族 体 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
前 記 内 的 標 準 ペ プ チ ド は 、 前 記 マ ー カ ー ペ プ チ ド と 構 造 又 は 生 物 学 的 性 質 が 類 似 し て い る
ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
コ ラ ー ゲ ン 分 解 に よ り 部 分 的 に 特 徴 付 け ら れ た 哺 乳 類 に お け る 生 理 的 状 態 の コ ラ ー ゲ ン 分
解 を 測 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
SEQ ID NO: 13断 片 及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 を 含 ん で い る ペ プ チ ド の 量 を 同 定 す る べ
く 、 哺 乳 類 の 生 体 サ ン プ ル を 分 析 す る ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
コ ラ ー ゲ ン 分 解 に よ り 部 分 的 に 特 徴 付 け ら れ た 哺 乳 類 に お け る 生 理 的 状 態 の コ ラ ー ゲ ン 分
解 を 測 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
断 片 SEQ ID NO: 12及 び SEQ ID NO: 12の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 を 含 ん で い る ペ プ チ ド の 量 を
同 定 す る べ く 、 哺 乳 類 の 生 体 サ ン プ ル を 分 析 す る ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
生 体 サ ン プ ル 内 の 標 的 コ ラ ー ゲ ン 分 解 ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ っ
て 、
生 体 サ ン プ ル を 取 得 す る ス テ ッ プ 、
前 記 生 体 サ ン プ ル を 内 的 標 準 と 混 合 さ せ る ス テ ッ プ 、
未 知 の サ ン プ ル を 内 的 標 準 と 混 合 さ せ る ス テ ッ プ 、
各 サ ン プ ル を 遠 心 分 離 す る ス テ ッ プ 、
ギ 酸 を 添 加 し つ つ 各 サ ン プ ル の 溶 解 溶 液 を 保 持 す る ス テ ッ プ 、
規 定 の 量 の 溶 解 溶 液 が 残 る ま で 遠 心 分 離 す る ス テ ッ プ 、
前 記 溶 解 溶 液 を 反 応 容 器 に 移 す ス テ ッ プ 、
窒 素 下 で 前 記 溶 解 溶 液 を 乾 燥 さ せ る ス テ ッ プ 、
各 乾 燥 さ せ た サ ン プ ル を 、 ギ 酸 を 含 ん で い る 水 中 に 溶 解 さ せ る ス テ ッ プ 、
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各 乾 燥 さ せ た サ ン プ ル を 、 オ ー ト サ ン プ ラ ー 容 器 に 移 す ス テ ッ プ 、
オ ー ト サ ン プ ラ ー 容 器 か ら の サ ン プ ル の ア リ コ ー ト を 、 Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ イ ン タ ー フ ェ ー ス 分 光
計 に 接 続 さ れ た カ ラ ム に 注 入 す る ス テ ッ プ 、
サ ン プ ル の ア リ コ ー ト を 溶 出 さ せ る ス テ ッ プ 、
約 ２ 分 間 保 持 す る ス テ ッ プ 、
前 記 カ ラ ム を 再 平 衡 さ せ る ス テ ッ プ 、
標 的 ペ プ チ ド 及 び 内 的 標 準 ペ プ チ ド の イ オ ン 対 を モ ニ タ す る ス テ ッ プ 、
各 標 的 ペ プ チ ド の イ オ ン 対 の ピ ー ク 領 域 を 統 合 す る ス テ ッ プ 、
前 記 標 的 ペ プ チ ド の 統 合 さ れ た ピ ー ク 領 域 を 標 準 化 す る ス テ ッ プ 、
各 未 知 の サ ン プ ル に お い て 、 前 記 標 準 ペ プ チ ド の 量 を 測 定 す べ く 、 前 記 標 的 ペ プ チ ド の 標
準 化 さ れ た 統 合 領 域 と 標 準 検 定 曲 線 と を 比 較 す る ス テ ッ プ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
前 記 標 的 コ ラ ー ゲ ン 分 解 ペ プ チ ド は 、
SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO. 8、  SEQ ID NO: 11、  SEQ 
ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ ID NO: 17、  SEQ ID NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  SEQ 
ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、  SEQ ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  SEQ 
ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ IID NO: 27、  SEQ ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  SEQ
 ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO: 32、  SEQ ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  SEQ
 ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ IID NO: 37、  SEQ ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  SE
Q ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42、  SEQ ID NO: 43、
及 び SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、  SEQ ID NO: 4、  SEQ ID NO. 8、  SEQ ID NO: 11、  
SEQ ID NO: 15、  SEQ ID NO: 16、  SEQ ID NO: 17、  SEQ ID NO: 18、  SEQ ID NO: 19、  
SEQ ID NO: 20、  SEQ ID NO: 21、  SEQ ID NO: 22、  SEQ ID NO: 23、  SEQ ID NO: 24、  
SEQ ID NO: 25、  SEQ ID NO: 26、  SEQ ID NO: 27、  SEQ ID NO: 28、  SEQ ID NO: 29、  
SEQ ID NO: 30、  SEQ ID NO: 31、  SEQ ID NO: 32、  SEQ ID NO: 33、  SEQ ID NO: 34、  
SEQ ID NO: 35、  SEQ ID NO: 36、  SEQ ID NO: 37、  SEQ ID NO: 38、  SEQ ID NO: 39、  
SEQ ID NO: 40、  SEQ ID NO: 41、  SEQ ID NO: 42、  SEQ ID NO: 43の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似
物 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
前 記 生 体 サ ン プ ル は 尿 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
ペ プ チ ド Gly-Ala-Pro-Gly-Pro-Leu-Gly(SEQ ID NO: 13)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
ペ プ チ ド Gly-Ala-Pro-Gly-Pro-Leu-Gly (SEQ ID NO: 13)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物
。
ペ プ チ ド Val-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-
Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 14)、 又 は そ の 翻 訳
後 修 飾 の 類 似 物 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
被 験 体 か ら タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 酵 素 的 分 解 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
３ つ の 診 断 的 配 列 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 み 、
前 記 診 断 的 配 列 は 、 配 列 Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 5)、 Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO
: 6)、 及 び Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 7)と 、 そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 を 有 し
て い る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
前 記 ３ つ の 診 断 的 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 、 約 ３ ０ １ 、 約 ４ ７ １ 、 及 び 約 ５ ６ ８ の 質 量 電 荷 比 を
有 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
前 記 ３ つ の 診 断 的 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 、 約 ３ ０ １ 、 約 ４ ５ ５ 、 及 び 約 ５ ５ ２ の 質 量 電 荷 比 を
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有 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 概 し て ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 の 方 法 に 関 す る も の で あ る 。 詳 し く は 、 コ ラ
ゲ ナ ー ゼ に よ る コ ラ ー ゲ ン の 酵 素 分 解 に よ り 生 成 さ れ る 分 解 ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 の
方 法 に 関 す る も の で あ る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 人 間 及 び 動 物 の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の コ ラ
ー ゲ ン の 酵 素 分 解 に よ り 生 成 さ れ る 特 定 ペ プ チ ド に 関 す る 。 ま た 、 そ れ ら の ペ プ チ ド を 、
生 体 サ ン プ ル 内 で の コ ラ ー ゲ ン の 酵 素 分 解 に よ り 特 徴 付 け ら れ た 変 形 性 関 節 症 や 関 節 リ ウ
マ チ の よ う な 病 気 又 は 生 理 条 件 に お け る 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 の マ ー カ ー と し て 認 識 す る 方
法 に 関 す る も の で あ る 。 ま た 、 病 気 又 は 生 理 条 件 を 治 療 又 は 調 整 す る た め に 用 い ら れ る 物
質 及 び 薬 の 、 酵 素 を 抑 制 す る 効 果 を 評 価 す る た め の ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 の 方 法 に 関
す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
概 し て 、 活 性 及 び 多 数 の コ ラ ー ゲ ン の タ ー ン オ ー バ ー は 、 健 康 な 成 人 で は 顕 著 な 特 性 と は
見 な さ れ て い な い 。 関 節 コ ラ ー ゲ ン の 成 分 で あ る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の タ ー ン オ ー バ ー
は 、 概 し て 、 関 節 リ ウ マ チ 、 変 形 性 関 節 症 、 又 は 分 解 コ ラ ー ゲ ン が 要 因 で あ る 他 の 病 気 又
は 生 理 条 件 な ど の 病 気 で 発 生 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 破 壊 は 、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ ・ フ ァ ミ リ ー の 特
定 の 酵 素 で あ る コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ り 行 わ れ る と 考 え ら れ て い た 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ は 、 ３ つ の
ペ プ チ ド ・ ス ト ラ ン ド か ら 成 っ て い る 。 例 え ば 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン は 、 ア ル フ ァ １ ：
タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン (SEQ ID NO: 44)と 呼 ば れ る ３ つ の 同 一 ペ プ チ ド ・ ス ト ラ ン ド の 三
重 螺 旋 か ら 成 っ て い る 。 コ ラ ー ゲ ン が コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ り 分 解 又 は 分 解 さ せ ら れ た と き は
、 前 記 分 解 は 特 定 の ヘ リ カ ル 内 で 行 わ れ る 。 こ の と き 、 ペ プ チ ド は 、 さ ら な る 分 解 又 は 分
解 を 受 け や す い 状 態 に 置 か れ た ま ま で あ る 。 い ず れ に せ よ 、 コ ラ ー ゲ ン 断 片 に お け る 初 め
の 分 解 結 果 は 、 最 終 的 に は タ ン パ ク 質 分 解 に よ り 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー
ゲ ン の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 分 解 は 、 結 果 と し て 、 末 尾 が Ｇ Ｐ Ｘ Ｇ Ｐ Ｑ Ｇ （ Ｘ は プ ロ リ ン 又 は ヒ ド
ロ キ シ プ ロ リ ン ） で あ る Ｃ 末 端 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド 断 片 を 生 じ さ せ る 。 Billinghurstら
は 、 こ の 初 め の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 分 解 部 分 及 び 作 成 さ れ た 抗 体 は 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 及 び ア ミ
ノ 末 端 「 ネ オ エ ピ ト ー プ （ neoepitope： 人 間 の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 分 解 に よ り 生 じ る
） 」 の 両 方 と よ く 反 応 す る と 述 べ て い る （ J. Clin. Invest. 99: 1534-1545 (1997)） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
Otternessら に よ る 米 国 特 許 第 6,030, 792号 で は 、 コ ラ ー ゲ ン 断 片 を 検 出 す る た め の 抗 体
は 、 結 果 と し て 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 分 解 を 生 じ さ せ る と 開 示 し て い る
。 Pooleら に よ る 米 国 特 許 第 6,132,976号 で は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 免 疫 学 的 検 定 測 量
に よ り 軟 骨 組 織 の 分 解 を 評 価 す る 方 法 に つ い て 開 示 し て い る 。 い ず れ に せ よ 、 従 来 の 、 ペ
プ チ ド 断 片 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 酵 素 分 解 を 検 出 す る 方 法 で
は 、 単 に 、 標 的 Ｃ 端 末 部 分 と す ぐ 隣 の ペ プ チ ド 配 列 の 存 在 を 、 そ れ ら 配 列 部 位 に 対 し て 特
異 的 な 抗 体 を 使 用 し て 測 定 す る だ け で あ っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
本 発 明 の あ る 実 施 形 態 は 、 コ ラ ー ゲ ン の 酵 素 に よ る タ ン パ ク 質 分 解 を 検 出 す る た め の 方 法
で あ っ て 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 に 存 在 す る コ ラ ー ゲ ン の 特 定 ペ プ チ ド タ ン パ ク
質 分 解 生 成 物 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 ん で い る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 前 記 コ
ラ ー ゲ ン は タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン で あ り 、 前 記 特 定 ペ プ チ ド は 、 Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gl
n-Gly(SEQ ID NO: 1)に よ っ て 表 わ さ れ る Ｃ 末 端 、 及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 し て い る 。 他
の 実 施 形 態 で は 、 前 記 コ ラ ー ゲ ン は タ イ プ Ｉ コ ラ ー ゲ ン で あ り 、 前 記 特 定 ペ プ チ ド は 、 Gl
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y-Thr-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 12)に よ っ て 表 わ さ れ る Ｃ 末 端 、 及 び そ の 翻 訳 後
修 飾 を 有 し て い る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 コ ラ ー ゲ ン は タ イ プ Ｉ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン で あ り
、 前 記 特 定 ペ プ チ ド は 、 Gly-Ala-Pro-Gly-Pro-Leu-Gly(SEQ ID NO: 13)に よ っ て 表 わ さ れ
る Ｃ 末 端 、 及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 コ ラ ー ゲ ン の 酵 素 に よ る タ ン パ ク 質 分 解 は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活
性 の 成 果 で あ る 。 前 記 コ ラ ゲ ナ ー ゼ は 、 具 体 的 に は 、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー
ゼ － １ ３ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
ま た 、 あ る 実 施 形 態 は 、 薬 （ 特 に コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 対 す る 薬 ） 、 に よ り 引 き 起 こ さ れ る コ ラ
ゲ ナ ー ゼ 活 性 の 変 化 を 、 素 早 く か つ 精 度 高 く モ ニ タ ー す る こ と を 可 能 に す る 方 法 で あ る 。
あ る 実 施 形 態 で は 、 前 記 方 法 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 に 存 在 す る 、 １ つ 以 上 の
特 定 ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う ス テ ッ プ を 含 ん で い る 。 前 記 生 体 サ ン プ ル は 、 具 体
的 に は 、 滑 液 、 全 血 、 血 漿 、 又 は 尿 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 の あ る 実 施 形 態 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ る タ ン パ ク 質 分 解 に よ り 生 じ る ペ プ チ
ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 ペ プ チ ド の 質 量 を 測 定 す べ く 、 断 片 化 さ れ た ペ プ チ ド の 特 徴 付
け ら れ た 又 は 診 断 用 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る べ く 、 及 び 添 加 さ れ た ペ
プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン 及 び 無 傷 の ペ プ チ ド の 測 定 さ れ た 分 子 量 と に 基 づ い て 、 前 記
ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 配 列 を 同 定 す る べ く 、 生 体 流 動 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の ペ プ チ ド
を タ ン デ ム 質 量 分 析 に よ り 同 定 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 流 動 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 特 定 Ｃ 末 端 配 列 Gly-
Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 1)及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド を 、 既 知
の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 前 記 Ｃ 端 末 配 列 の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 同 定 す る こ と に よ り 、 検 出
す る た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 酵 素 に よ り 分 解 し た タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の ペ プ
チ ド 断 片 の 存 在 を 確 認 す べ く 、 生 体 流 動 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 特 定 Ｃ 末 端 配 列
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 1)及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド を 検
出 す る た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-GluG
ly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 2)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド を
検 出 す る た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Leu-Lys-Gly-
Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Glu-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-
Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 15)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド を 検 出 す る
た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Ala-Arg-Gly-
Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Glu-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-
Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
Gln-Gly(SEQ ID NO: 16)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 方 法 で
あ る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Gly-Pro-Ala-
Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 17)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド を 検 出 す る
た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 3)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド を
検 出 す る た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Lys-Gly-Ala-
Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-
Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 34)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド を 検 出 す る た め
の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Ala-Arg-Gly-
Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-
Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
Gln-Gly(SEQ ID NO: 35)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 方 法 で
あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Gly-Glu-Lys-
Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ 
ID NO: 36)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Pro-Pro-Gly-
Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-
Gly(SEQ ID NO: 37)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 方 法 で あ る
。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Glu-Lys-Gly-
Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID N
O: 38)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 4)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を
行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Lys-Gly-Ala-
Arg-GlyAsp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-P
ro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-G
ly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 18)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方
法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Ala-Arg-Gly-
Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-
Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-AspGly-Pro-Pro-Gly-Pro-G
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ln-Gly(SEQ ID NO: 19)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Ala-Gly-Pro-
Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-
Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 20)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Pro-Pro-Gly-
Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-
Gly(SEQ ID NO: 21)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Glu-Lys-Gly-
Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID N
O: 22)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Lys-Gly-Ala-
Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-
Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 23)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方
法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Ala-Arg-Gly-
Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-
Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
Gln-Gly(SEQ ID NO: 24)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 25)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を
行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Ala-Gly-Pro-
Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-
Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 26)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Pro-Pro-Gly-
Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-
Gly(SEQ ID NO: 27)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Glu-Lys-Gly-
Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID N
O: 28)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Lys-Gly-Ala-
Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-
Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 29)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の
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方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-
Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 11)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行
う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Ala-Arg-Gly-
Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-
Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
Gln-Gly (SEQ ID NO: 30)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Ala-Gly-Pro-
Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-
Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 31)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Pro-Pro-Gly-
Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-
Gly (SEQ ID NO: 32)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Glu-Lys-Gly-
Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID 
NO: 33)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Ala-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 8)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を
行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Ala-Pro-Gly-
Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-
Gly (SEQ ID NO: 39)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Glu-Lys-Gly-
Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID 
NO: 40)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Gly-Glu-Pro-
Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 41)
、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Asp-Gly-Pro-
Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 42)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾
の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の 、 ペ プ チ ド 配 列 Val-Arg-Gly-
Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-
Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Val-Ser-Gly-Ala-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
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Gln-Gly (SEQ ID NO: 43)、 又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 内 の 、 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2、 ペ プ チ ド  SEQ ID 
NO: 3、 又 は ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 4を 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 活 性 の マ ー カ ー と し て 、 同 定
及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 内 の 、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 8、 ペ プ チ ド  SEQ ID
 NO: 11、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 15、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 16、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 17
、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 18、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 19、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 20、 ペ プ チ
ド  SEQ ID NO: 21、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 22、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 23、 ペ プ チ ド  SEQ I
D NO: 24、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 25、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 26、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 27
、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 28、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 29、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 30、 ペ プ チ
ド  SEQ ID NO: 31、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 32、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 33、 ペ プ チ ド  SEQ I
D NO: 34、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 35、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 36、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 37
、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 38、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 39、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 40、 ペ プ チ
ド  SEQ ID NO: 41、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 42、 及 び ペ プ チ ド SEQ ID NO: 43を 、 タ ン パ ク
質 分 解 酵 素 活 性 の マ ー カ ー と し て 、 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 内 の 、 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2、 ペ プ チ ド  SEQ ID 
NO: 3、 又 は ペ プ チ ド SEQ ID NO: 4を 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 分 解 に よ り 特 徴 付 け ら れ
た 被 験 体 の 損 傷 の 存 在 又 は 生 理 的 状 態 の マ ー カ ー と し て 、 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方
法 で あ る 。 な お 、 前 記 損 傷 又 は 生 理 的 状 態 と し て は 、 変 形 性 関 節 症 や 関 節 リ ウ マ チ が 挙 げ
ら れ る （ た だ し 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 内 の 、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 8、 ペ プ チ ド  SEQ ID
 NO: 11、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 15、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 16、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 17
、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 18、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 19、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 20、 ペ プ チ
ド  SEQ ID NO: 21、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 22、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 23、 ペ プ チ ド  SEQ I
D NO: 24、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 25、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 26、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 27
、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 28、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 29、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 30、 ペ プ チ
ド  SEQ ID NO: 31、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 32、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 33、 ペ プ チ ド  SEQ I
D NO: 34、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 35、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 36、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 37
、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 38、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 39、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 40、 ペ プ チ
ド  SEQ ID NO: 41、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 42、 及 び ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 43を 、 タ イ プ Ｉ
Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 分 解 に よ り 特 徴 付 け ら れ た 被 験 体 の 損 傷 の 存 在 又 は 生 理 的 状 態 の マ ー カ ー
と し て 、 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。 な お 、 前 記 損 傷 又 は 生 理 的 状 態 と し て
は 、 変 形 性 関 節 症 や 関 節 リ ウ マ チ が 挙 げ ら れ る （ た だ し 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い
） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 内 の 、 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2、 ペ プ チ ド  SEQ ID 
NO: 3、 又 は ペ プ チ ド SEQ ID NO: 4を 、 コ ラ ー ゲ ン の タ ン パ ク 質 分 解 に よ り 特 徴 付 け ら れ
た 病 気 又 は 生 理 的 状 態 の 治 療 又 は コ ン ト ロ ー ル に 使 用 さ れ る 薬 又 は 物 質 の 有 効 性 を 評 価 又
は モ ニ タ ー す る べ く 、 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 内 の 、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 8、 ペ プ チ ド  SEQ ID
 NO: 11、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 15、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 1 6、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 17
、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 18、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 19、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 20、 ペ プ チ
ド  SEQ ID NO: 21、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 22、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 23、 ペ プ チ ド  SEQ I
D NO: 24、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 25、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 26、 ペ プ チ ド  SEQ 1D NO: 27
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、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 28、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 29、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 30、 ペ プ チ
ド  SEQ ID NO: 31、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 32、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 33、 ペ プ チ ド  SEQ I
D NO: 34、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 35、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 36、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 37
、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 38、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 39、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 40、 ペ プ チ
ド  SEQ ID NO: 41、 ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 42、 及 び ペ プ チ ド  SEQ ID NO: 43を 、 コ ラ ー ゲ
ン の タ ン パ ク 質 分 解 に よ り 特 徴 付 け ら れ た 病 気 又 は 生 理 的 状 態 の 治 療 又 は コ ン ト ロ ー ル に
使 用 さ れ る 薬 又 は 物 質 の 有 効 性 を 評 価 又 は モ ニ タ ー す る べ く 、 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う た め
の 方 法 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 の あ る 実 施 形 態 は 、 人 間 又 は 動 物 の 生 体 サ ン プ ル 内 に 存 在 す る コ ラ ー ゲ ン の ペ プ チ
ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う 方 法 で あ る 。 「 生 体 サ ン プ ル 」 は 、 体 液 又 は 生 体 抽 出 物 か ら 得
ら れ た サ ン プ ル を 示 す 。 ま た 、 本 発 明 は 、 特 定 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 酵 素 活 性 生 成 物 の 存 在 の 測 定
、 及 び 構 造 の 同 定 を 行 う 方 法 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 （ 例 え ば 、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ － １ 、 ８
、 １ ３ ） に よ る 分 解 の 検 出 に 使 用 す る こ と が で き る 。 前 記 分 解 は 、 特 徴 付 け ら れ た フ ラ グ
メ ン ト イ オ ン を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｃ 末 端 を 衝 突 活 性 化 に よ り 断 片 化 す る こ と に よ る 生
じ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 軟 骨 組 織 の 損 傷 に よ り 特 徴 付 け ら れ た 生 理 的 な 状 態 の 診 断 及 び 予
測 を 、 コ ラ ー ゲ ン 分 解 ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 に よ り 行 う こ と が で き る 。 こ の こ と に よ
り 、 被 験 体 の 生 体 サ ン プ ル の 軟 骨 組 織 の 分 解 に よ り 特 徴 付 け ら れ た 病 気 （ 例 え ば 、 変 形 性
関 節 症 や 関 節 リ ウ マ チ ） の 症 状 及 び 徴 候 が 明 ら か に な る 。 本 発 明 は 、 特 に 、 ペ プ チ ド の 翻
訳 後 修 飾 の 類 似 物 の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う の に 有 効 で あ る 。 な お 、 本 発 明 は 、 新 し く 発 見
さ れ た ペ プ チ ド 及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 の あ る 実 施 形 態 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 （ 特 に タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ り 分 解 さ
れ た タ ン パ ク 質 ） の 検 出 及 び 測 定 を す る べ く 、 生 体 流 動 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 の ペ
プ チ ド 断 片 を 質 量 分 析 す る 方 法 に 関 す る 。 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ る タ ン パ ク 質 の 分 解 に
よ り 、 特 徴 付 け ら れ た Ｃ 末 端 ア ミ ノ 配 列 を 有 す る 分 解 ペ プ チ ド が 生 じ る 。 本 発 明 の あ る 実
施 形 態 で は 、 生 体 サ ン プ ル 内 の 質 量 が 既 知 で あ る コ ラ ー ゲ ン 分 解 ペ プ チ ド を 、 ク ロ マ ト グ
ラ フ 法 に よ り 分 離 さ せ る 。 そ し て 、 そ の 後 、 従 来 の 手 法 を 用 い て 、 質 量 分 析 計 内 で 、 衝 突
活 性 化 に よ り 断 片 化 す る 。 衝 突 活 性 化 の と き に 、 ペ プ チ ド は 特 徴 の あ る 質 量 電 荷 比 を 有 す
る 断 片 を 生 成 す る 。 例 え ば Ｃ 末 端 に 特 徴 の あ る ペ プ チ ド 断 片 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り
、 Ｃ 末 端 の 配 列 を 確 認 す る こ と が で き る 。 Ｃ 末 端 の 配 列 と 分 解 ペ プ チ ド の 質 量 を 確 認 す る
こ と に よ り 、 ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 を 推 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
ペ プ チ ド の タ ン デ ム 質 量 分 析 に よ り 決 定 さ れ た ペ プ チ ド と フ ラ グ メ ン ト イ オ ン 分 子 の 重 量
と 、 既 知 の タ ン パ ク 質 配 列 （ 及 び そ の 仮 定 さ れ る 翻 訳 後 修 飾 ） か ら 予 期 さ れ る そ れ ら と 比
較 し て 、 全 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ ペ プ チ ド の 翻 訳 後 修 飾 を 含 ん で い る ） を 決 定 す る 。 ま た 、
本 発 明 の 同 定 方 法 に よ れ ば 、 Ｃ 末 端 及 び Ｎ 末 端 配 列 を 同 定 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 、 分
解 ペ プ チ ド 全 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ ペ プ チ ド 内 に 存 在 す る プ ロ リ ン ア ミ ノ 酸 の 可 能 性 の あ る
水 酸 化 を 含 む ） が 分 か る 。 ペ プ チ ド の 同 定 は 、 ペ プ チ ド の 合 成 及 び 合 成 ペ プ チ ド が 同 様 の
分 析 デ ー タ を 示 す こ と に よ り 、 さ ら に 有 効 に な る 。 ペ プ チ ド が 一 度 同 定 さ れ る と 、 同 じ 又
は 類 似 し た 配 列 の 標 準 ペ プ チ ド を 、 生 体 サ ン プ ル 内 の 酵 素 的 に 分 解 さ れ た ペ プ チ ド の 相 対
分 子 量 を 決 定 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 定 量 化 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 活 性
を 評 価 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 病 気 の 診 断 又 は 予 測 、 及 び タ ン パ ク 質 分 解
酵 素 の 活 性 を 変 更 す る 薬 又 は 物 質 の 評 価 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
本 発 明 の あ る 実 施 形 態 は 、 コ ラ ー ゲ ン 分 解 生 成 物 の 同 定 及 び 定 量 化 の 方 法 を 提 供 す る 。 例
え ば 、 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 は 、 タ イ プ Ｉ 、 Ｉ Ｉ 、 及 び Ｉ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 分 解 生 成 物 の
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同 定 及 び 定 量 化 の 方 法 を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 生 体 サ ン プ ル 内
の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 、 特 定 の 、 新 し く 発 見 さ れ た ペ プ チ ド 分 解 生 成 物 の 検 出 及 び 定
量 化 の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 酵 素 に よ る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 分 解 に よ り 生 じ た
、 例 え ば マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ （ 特 に マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー
ゼ １ 、 ８ 、 及 び １ ３ ） の よ う な 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 分 解 生 成 物 の 存 在 を 検 出 す る の に 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
人 間 の 尿 サ ン プ ル 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の ペ プ チ ド 断 片 の 同 定 及 び 定 量 化 は
、 最 初 に 、 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-As
p-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 2)の 翻 訳 後
修 飾 の 類 似 物 （ 最 も 多 い 形 成 位 置 １ ４ ， ２ ６ は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） が 、 関
節 炎 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す と 医 学 的 に 診 断 さ れ た 人 間 の 被 験 体 に 発 見 可 能 な 量 で 存 在 す る
こ と を 示 す 。 ま た 、 次 の ペ プ チ ド Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Al
a-Gly-Glu-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-As
p-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 15)（ 最 も
多 い 形 成 位 置 １ ０ 、 １ ６ 、 ２ ５ 、 ３ １ 及 び ４ ２ は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 、 ペ
プ チ ド Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Glu-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pr
o-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gl
y-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 16)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ８ 、 １ ４ 、 ２ ３ 、 ２ ９
及 び ４ １ は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 、 及 び ペ プ チ ド Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-
Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-AlaGlu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-G
ln-Gly (SEQ ID NO: 17)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 １ ２ 及 び ２ ４ は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で
あ る ） も 、 関 節 炎 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す と 医 学 的 に 診 断 さ れ た 人 間 の 被 験 体 に 発 見 可 能 な
量 で 存 在 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 16は 、 人 間 の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・
ネ オ エ ピ ト ー プ （ neoepitope） ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
ウ シ の 尿 サ ン プ ル 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の ペ プ チ ド 断 片 の 同 定 は 、 最 初 は 、
Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 3)の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 （ 最 も
多 い 形 成 位 置 １ ４ 及 び ２ ６ は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） が 、 関 節 炎 の 症 状 及 び 徴
候 を 示 す ウ シ の 被 験 体 に 発 見 可 能 な 量 で 存 在 す る こ と を 示 す 。 次 の ペ プ チ ド も 同 様 で あ る
。 ペ プ チ ド Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Le
u-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gl
y-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 34)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 １ ０ 、 １
６ 、 ２ ５ 、 ２ ８ 及 び ４ ３ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ４ ３ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン
で あ る ） 、 ペ プ チ ド Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Le
u-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gl
y-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln- Gly (SEQ ID NO: 35)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ８ 、 １ ４
、 ２ ３ 、 ２ ９ 及 び ４ １ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ６ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で
あ る ） 、 ペ プ チ ド Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-
Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 36)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ４ 、 １ ０ 及 び ２ ２ は ４ －
ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ７ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、 ペ プ チ ド Pro-Pro-Gly-
Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-
Gly (SEQ ID NO: 37) （ 最 も 多 い 形 成 位 置 ４ 、 １ ０ 及 び ２ ０ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で
あ り 、 位 置 ５ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、 及 び ペ プ チ ド Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-
Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 38)（ 最 も 多
い 形 成 位 置 ２ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ り 、 位 置 ５ 及 び １ ７ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ
る ） 。
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【 ０ ０ ６ ０ 】
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 35は 、 ウ シ の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・
ネ オ エ ピ ト ー プ （ neoepitope） ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
同 様 に 、 イ ヌ の 尿 サ ン プ ル 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の ペ プ チ ド 断 片 の 同 定 及 び
定 量 化 に よ り 、 Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-As
p-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 4)（ 最 も 多 い 形
成 位 置 １ ４ 及 び ２ ６ は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） が 、 関 節 炎 の 症 状 及 び 徴 候 を 示
す イ ヌ の 被 験 体 に 発 見 可 能 な 量 で 存 在 す る こ と を 示 す 。 次 の ペ プ チ ド も 同 様 で あ る 。 ペ プ
チ ド Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-
Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys- Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro
-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 18)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 １ ０ 、 １ ６ 、 ２
５ 、 ３ １ 及 び ４ ３ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ８ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る
） 、 ペ プ チ ド Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-
Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-
Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 19)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ８ 、 １ ４ 、 ２ ３
、 ２ ９ 及 び ４ １ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ６ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ）
、 ペ プ チ ド Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pr
o-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 20)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ４ 、 １ ０ 及 び
２ ２ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 １ ０ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、 ペ プ チ ド
Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 21)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ 、 ８ 及 び ２ ０ は ２ ， ３ 又 は ４ －
ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ５ は ４ － ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、 及 び ペ プ チ ド Glu-
Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-GIy-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly 
(SEQ ID NO: 22)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ り 、 位 置 ５ 及 び １ ７ は ４
－ ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 19は 、 イ ヌ の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・
ネ オ エ ピ ト ー プ （ neoepitope） ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
次 の ペ プ チ ド は 、 関 節 炎 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す ネ コ の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 ペ プ チ
ド で あ る 。 ペ プ チ ド Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pr
o-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pr
o-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 23)（ 最 も 多 い 形 成 位 置
１ ０ 、 １ ６ 、 ２ ５ 、 ３ １ 及 び ４ ３ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ８ は ヒ ド ロ キ
シ リ ジ ン で あ る ） 、 ペ プ チ ド Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pr
o-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pr
o-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 24)（ 最 も 多 い 形 成 位 置
８ 、 １ ４ 、 ２ ３ 、 ２ ９ 及 び ４ １ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ６ は ヒ ド ロ キ シ
リ ジ ン で あ る ） 、 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-
Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-GlyPro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 25)（
最 も 多 い 形 成 位 置 ８ 、 １ ４ 及 び ２ ６ は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 １ １ は ヒ ド
ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、 ペ プ チ ド Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-As
p-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly(SEQ ID NO: 26)（ 最 も 多 い 形
成 位 置 ４ 、 １ ０ 及 び ２ ２ は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ７ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン
で あ る ） 、 ペ プ チ ド Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pr
o-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 27)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ 、 ８ 及 び ２
０ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ５ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、 及 び ペ プ チ ド
Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-
Gly (SEQ ID NO: 28)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ り 、 位 置 ５ 及 び １ ７
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は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 24は 、 ネ コ の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・
ネ オ エ ピ ト ー プ （ neoepitope） ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
次 の ペ プ チ ド は 、 関 節 炎 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す ウ マ の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 ペ プ チ
ド で あ る 。 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-As
p-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 11)（ 最 も
多 い 形 成 位 置 ８ 、 １ ４ 及 び ２ ６ は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 １ １ は ヒ ド ロ キ
シ リ ジ ン で あ る ） 、 ペ プ チ ド Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gl
y-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-As
p-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 29)（ 最 も 多 い
形 成 位 置 １ ０ 、 １ ６ 、 ２ ５ 及 び ３ １ は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ８ は ヒ ド
ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、 ペ プ チ ド Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-As
p-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gl
y-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 30)（ 最 も 多 い 形 成
位 置 ８ 、 １ ４ 、 ２ ３ 、 ２ ９ 及 び ４ １ は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ６ は ヒ ド
ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、 ペ プ チ ド Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-As
p-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 31)（ 最 も 多 い
形 成 位 置 ４ 、 １ ０ 及 び ２ ２ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ７ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン
で あ る ） 、 ペ プ チ ド Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pr
o-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 32)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ 、 ８ 及 び ２
０ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ６ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、 及 び ペ プ チ
ド Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gl
n-Gly (SEQ ID NO: 33)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ り 、 位 置 ５ 及 び １
７ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 30は 、 ウ マ の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・
ネ オ エ ピ ト ー プ （ neoepitope） ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
次 の ペ プ チ ド は 、 ア ジ ュ バ ン ト 関 節 炎 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す ネ ズ ミ の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出
さ れ た ペ プ チ ド で あ る 。 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Ala-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Gl
u-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO
: 8)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ８ 、 １ ４ 及 び ２ ６ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 １ １ は
ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、 ペ プ チ ド Ala-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gl
y-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 39)（ 最 も 多 い 形 成
位 置 ２ 、 ８ 及 び ２ ０ は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ５ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ
る ） 、 ペ プ チ ド Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pr
o-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 40)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ り 、
位 置 ５ 、 １ ７ 及 び ４ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 、 ペ プ チ ド Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-
Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 41)（ 最 も 多
い 形 成 位 置 ３ 及 び １ ５ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 、 及 び ペ プ チ ド Asp-Gly-Pro-Se
r-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 42)（ 位 置 １ ０ は ４ － ヒ ド ロ
キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
次 の ペ プ チ ド は 、 関 節 炎 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す モ ル モ ッ ト （ guinea pig： モ ル モ ッ ト ） か
ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の ペ プ チ ド で あ る 。 Val-Arg-Gly-Asp-Ser-
Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-
Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Val-Ser-Gly-Ala-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly 
(SEQ ID NO: 43)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ８ 、 １ ４ 、 ２ ３ 、 ２ ０ 及 び ４ １ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ
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ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ６ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
翻 訳 後 修 飾 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 及 び リ ジ ン の 水 酸 化 は 、 異 な っ た 種 類 で 様 々 な レ
ベ ル で 現 わ れ る 、 と い う こ と が 知 ら れ て い る 。 当 初 の 翻 訳 さ れ た ペ プ チ ド は 、 翻 訳 後 修 飾
の 置 換 と 同 様 に 、 被 験 体 の 尿 か ら 発 見 さ れ る で あ ろ う 。 ま た 、 そ れ ら は 、 本 発 明 の 実 施 形
態 に 含 ま れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
こ れ ら の 分 解 ペ プ チ ド は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の コ ラ ゲ ナ ー ゼ （ 特 に マ ト リ ッ ク ス ・ メ
タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 さ ら に は マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ － １ ３ （ Ｎ Ｍ Ｐ １ ３
） ） に よ る 分 解 の 結 果 で あ る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2、 SEQ ID
 NO: 3、 SEQ ID NO: 4、 SEQ ID NO: 8、 SEQ ID NO: 11、 SEQ ID NO: 15、 SEQ ID NO: 16
、 SEQ ID NO: 17、 SEQ ID NO: 18、 SEQ ID NO: 19、 SEQ ID NO: 20、 SEQ ID NO: 21、 SEQ
 ID NO: 22、 SEQ ID NO: 23、 SEQ ID NO: 24、 SEQ ID NO: 25、 SEQ ID NO: 26、 SEQ ID N
O: 27、 SEQ ID NO: 28、 SEQ ID NO: 29、 SEQ ID NO: 30、 SEQ ID NO: 31、 SEQ ID NO: 32
、 SEQ ID NO: 33、 SEQ ID NO: 34、 SEQ ID NO: 35、 SEQ ID NO: 36、 SEQ ID NO: 37、 SEQ
 ID NO: 38、 SEQ ID NO: 39、 SEQ ID NO: 40、 SEQ ID NO: 41、 SEQ ID NO: 42、 SEQ ID N
O: 43、 及 び 特 に そ れ ら の 翻 訳 後 修 飾 は 、 酵 素 活 性 及 び ／ 又 は タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 破 壊
に よ り 特 徴 付 け ら れ る 病 気 又 は 状 態 の マ ー カ ー と し て 、 生 体 サ ン プ ル か ら 検 出 さ れ る 。 ペ
プ チ ド の 特 定 可 能 な 派 生 物 又 は 修 飾 も 同 様 に 、 マ ー カ ー と し て 機 能 す る 。 ま た 、 本 発 明 の
範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2、 SEQ ID NO: 3、 SEQ ID NO: 4、 SEQ ID NO: 8、 SEQ ID NO: 11、 S
EQ ID NO: 15、 SEQ ID NO: 16、 SEQ ID NO: 17、 SEQ ID NO: 18、 SEQ ID NO: 19、 SEQ ID
 NO: 20、 SEQ ID NO: 21、 SEQ ID NO: 22、 SEQ ID NO: 23、 SEQ ID NO: 24、  SEQ ID NO:
 25、 SEQ ID NO: 26、 SEQ ID NO: 27、 SEQ ID NO: 28、 SEQ ID NO: 29、 SEQ ID NO: 30、
SEQ SD NO: 31、 SEQ ID NO: 32、 SEQ ED NO: 33、 SEQ ID NO: 34、 SEQ ID NO: 35、 SEQ I
D NO: 36、 SEQ ID NO: 37、 SEQ ID NO: 38、 SEQ ID NO: 39、 SEQ ID NO: 40、 SEQ ID NO:
 41、 SEQ ED NO: 42、 SEQ ID NO: 43、 及 び そ れ ら の 翻 訳 後 修 飾 は 、 一 般 に 、 下 記 の 分 析
的 な 検 出 方 法 に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
生 体 サ ン プ ル （ 尿 、 血 漿 、 全 血 、 滑 液 ） は 、 被 験 体 か ら 集 め ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
サ ン プ ル 内 の ペ プ チ ド の 相 対 分 子 量 は 第 １ 段 階 の 質 量 分 析 に よ り 測 定 さ れ 、 そ の 後 、 ペ プ
チ ド は 断 片 化 さ れ 、 フ ラ グ メ ン ト イ オ ン は 第 ２ 段 階 の タ ン デ ム 質 量 分 析 に よ り 測 定 さ れ る
。 詳 細 に つ い て は 後 記 す る 。 例 と し て は 、 関 節 炎 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す 被 験 体 の 生 体 サ ン
プ ル 内 で ピ コ モ ル か ら ナ ノ モ ル 量 で 検 出 さ れ る ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2、 SEQ ID NO: 3及 び
SEQ ID NO: 4の 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 は 、 約 ９ ０ ０ か ら 約 １ ０ ０ ０ の 範 囲 の 質 量 電 荷 比 を 有
す る 。 ま た 、 こ の 範 囲 の プ ロ リ ン （ 他 の 例 で は リ ジ ン ） の 翻 訳 後 修 飾 に 応 じ た 質 量 電 荷 比
の 既 知 の バ リ エ ー シ ョ ン を 含 む 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の 電 荷 は ＋ ３ で あ る 。 下 記 の 実 施 例 で
さ ら に 詳 し く 説 明 す る が 、 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 翻 訳 後 修 飾 の 類
似 物 の 相 対 質 量 ／ 電 荷 は 、 ９ １ ４ ． ４ で あ り 、 電 荷 は ＋ ３ で あ る 。 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 3
か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 の 相 対 質 量 ／ 電 荷 は 、 ９ １ ８ ． ７ で あ り 、 ペ
プ チ ド SEQ ID NO: 4か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 翻 訳 後 修 飾 の 類 似 物 の 相 対 質 量 ／ 電 荷 は 、 ９
１ ３ ． ４ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
ペ プ チ ド は 、 サ ン プ ル の 生 体 基 質 成 分 か ら 従 来 の 手 法 に よ り 分 離 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 ク ロ マ ト グ ラ フ 又 は 電 気 泳 動 の 分 離 を 使 用 す る こ と が で き る 。 他 の 従 来 の 分 離 又 は ク
リ ー ン ア ッ プ 方 法 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 分 離 で は 、 標 的 集 団
の ペ プ チ ド を 含 ん で い る 溶 離 剤 は 、 従 来 の 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 質 量 分 析 イ ン タ ー フ ェ ー
ス を 介 し て 、 質 量 分 析 計 に 導 入 さ れ る 。
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【 ０ ０ ７ ５ 】
ペ プ チ ド は 、 従 来 の 手 法 を 用 い て 、 衝 突 細 胞 内 の 中 性 ガ ス に よ る 衝 突 活 性 化 に よ り 断 片 化
さ れ る 。 結 果 と し て 、 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 作 成 す る た め の 、 ペ プ チ ド の 衝 突 誘
起 解 離 が 生 じ る 。 フ ラ グ メ ン ト イ オ ン の ス ペ ク ト ラ ル を 分 析 す る 。 ペ プ チ ド は 、 Ｃ 末 端 配
列 Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 1)（ 第 ３ の 位 置 に あ る プ ロ リ ン は 翻 訳 後 修
飾 さ れ て お り 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン は 質 量 電 荷 比 に よ り 特 徴 付 け ら れ た イ オ ン を 生 成 す る
た め に 断 片 化 さ れ て い る ） を 有 す る 。 例 と し て は 、 SEQ ID NO: 1の 第 ３ の 位 置 に あ る プ ロ
リ ン は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 特 徴 付 け ら れ た 断 片 の 各 質 量 は 、 約 ｍ ／ ｚ ３ ０ １
、 ４ ７ １ 及 び ５ ６ ８ で あ る 。 こ ら れ の Ｃ 末 端 配 列 の 特 徴 付 け ら れ た 断 片 は 、 プ ロ リ ン の Ｎ
末 端 側 の ペ プ チ ド 結 合 の 顕 著 な 分 解 の 結 果 で あ る 。 Ｃ 末 端 配 列 Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-
Gly (SEQ ID NO: 1)を 有 す る ペ プ チ ド 、 即 ち 、 非 修 飾 形 態 は 、 下 記 の 配 列 の フ ラ グ メ ン ト
イ オ ン を 作 成 す る た め に 、 断 片 化 さ れ る 。 配 列 Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 5)（ 約 ３ ０ １ の
質 量 を 有 す る ） 、 配 列 Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 6)（ 約 ４ ５ ５ の 質 量 を 有 す る ）
、 及 び 配 列 Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 7)（ 約 ５ ５ ２ の 質 量 を 有 す る ） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
特 徴 付 け ら れ た 生 成 イ オ ン の 同 定 は 、 Ｃ 末 端 配 列 Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID 
NO: 1)又 は そ の 翻 訳 後 修 飾 の 存 在 を 強 く 示 す も の で あ る 。 し た が っ て 、 同 様 に 、 ペ プ チ ド
SEQ ID NO: 5、 SEQ ID NO: 6、 及 び SEQ ID NO: 7は 、 そ れ ら 自 体 が 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ
ン 分 解 の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
後 記 す る よ う に 、 生 体 サ ン プ ル 内 の 断 片 化 さ れ た ペ プ チ ド の さ ら な る 同 定 に よ り 、 関 節 症
の 症 状 及 び 徴 候 が あ る と 医 学 的 に 診 断 さ れ た ヒ ト 被 験 体 で は 、 主 な 分 解 ペ プ チ ド は 、 Leu-
Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-
Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 2)（ 位 置 １ ４ 及 び ２ ６ の プ ロ リ ン は
４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 、 及 び Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-
Gly-Glu-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly- Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp
-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-ProGly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 16)（ 位 置 ８
、 １ ４ 、 ２ ３ 及 び ４ １ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） で あ る 。 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 1
6は 、 そ の ２ つ の 中 で 最 も 多 く 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
翻 訳 後 修 飾 さ れ た ペ プ チ ド SEQ ID NO: 3及 び SEQ ID NO: 19は 、 イ ヌ か ら 最 も 多 く 検 出 さ
れ る ペ プ チ ド で あ る （ ペ プ チ ド SEQ ID NO: 19の 方 が よ り 多 く 検 出 さ れ る ） 。 翻 訳 後 修 飾
さ れ た ペ プ チ ド SEQ ID NO: 4及 び SEQ ID NO: 35は 、 ウ シ か ら 検 出 さ れ る 主 な 分 解 ペ プ チ
ド で あ る （ ペ プ チ ド SEQ ID NO: 35の 方 が よ り 多 く 検 出 さ れ る ） 。 翻 訳 後 修 飾 さ れ た ペ プ
チ ド SEQ ID NO: 24は 、 ネ コ か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ る ペ プ チ ド で あ り 、 翻 訳 後 修 飾 さ れ た
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 30は 、 ウ マ か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ る ペ プ チ ド で あ り 、 翻 訳 後 修 飾 さ
れ た ペ プ チ ド SEQ ID NO: 42は 、 ネ ズ ミ か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ る ペ プ チ ド で あ り 、 翻 訳 後
修 飾 さ れ た ペ プ チ ド SEQ ID NO: 42は 、 モ ル モ ッ ト （ guinea pig） か ら 検 出 さ れ る 主 な ペ
プ チ ド で あ る 。 な お 、 こ れ ら の 被 験 体 は 、 全 て 、 軟 骨 組 織 の 悪 化 又 は 関 節 症 の 症 状 及 び 徴
候 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
ま た 、 こ れ ら の 列 挙 し た ペ プ チ ド は 、 前 記 し た 各 動 物 の サ ン プ ル か ら 検 出 さ れ た 主 な も の
で あ り 、 よ り 好 ま し い 生 体 マ ー カ ー と し て の 役 割 を 果 た す 。 こ こ で 列 挙 さ れ た 全 て の 発 見
さ れ た ペ プ チ ド 配 列 は 、 後 記 す る よ う な 有 用 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
任 意 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 が タ ン パ ク 質 や ペ プ チ ド を 分 解 さ せ る と 、 結 果 と し て 、 特 徴 付
け ら れ た Ｃ 末 端 、 Ｎ 末 端 及 び そ れ ら の 起 こ り 得 る 翻 訳 後 修 飾 が 発 生 す る 。 こ れ は 、 ア ミ ノ
酸 配 列 内 で は 、 特 定 の 酵 素 が タ ン パ ク 質 を 特 定 の 位 置 で 分 解 さ せ る と い う 事 実 の た め で あ
る 。 特 定 の Ｃ 末 端 を 有 す る ペ プ チ ド の 断 片 化 は 、 特 定 の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 特 徴 付 け ら れ
た 断 片 の 衝 突 活 性 化 を 引 き 起 こ す 。 つ ま り 、 断 片 化 に よ り 、 各 Ｃ 末 端 は そ れ ぞ れ 自 身 の 指
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紋 を 持 つ こ と が で き る 。 し た が っ て 、 前 記 し た 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 の 結 果 生 じ た 、 特
徴 付 け ら れ た 生 成 イ オ ン に 断 片 化 さ れ る 既 知 の Ｃ 末 端 を 残 し て い る 、 任 意 の ペ プ チ ド の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 測 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
本 発 明 に 係 る 方 法 は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン か ら 生 じ る ペ プ チ ド 、 又 は 明 細 書 中 で 配 列 識
別 番 号 に よ り 記 載 さ れ て い る 他 の 特 定 ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。 本 発 明 に 係 る 分 析 方 法 は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 以 外 の タ ン パ ク 質 の 分 解 、 又 は コ ラ
ゲ ナ ー ゼ （ 特 に メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ － １ ３ ： Ｍ Ｍ Ｐ － １ ３ ） 以 外 の 酵 素 に よ り 生 成 さ れ
る 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 分 解 生 成 物 の 存 在 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 例
と し て は 、 本 発 明 に 係 る 方 法 は 、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ － １ ： （ Ｍ Ｍ Ｐ －
１ ） や マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ － ８ ： （ Ｍ Ｍ Ｐ － ８ ） の よ う な 他 の マ ト リ ッ
ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ に よ る 分 解 に よ り 生 成 さ れ る タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 の 同 定 に
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 に 係 る 方 法 に よ り ペ プ チ ド を 発 見 す る い く つ か の 実 施 例 を 以 下 に 示 す 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
《 実 施 例 １ 》
（ ウ シ 亜 科 の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の ペ プ チ ド 断 片 の 同 定 ）
変 形 性 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す ウ シ の 尿 の 中 に 存 在 す る ペ プ チ ド SEQ ID NO: 3の 翻 訳
後 修 飾 を 、 次 の 手 順 に よ り 測 定 す る 。
１ ． 変 形 性 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す と 認 め ら れ た 被 験 体 か ら 、 尿 を 収 集 す る 。
２ ． 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム に よ り 、 尿 の ｐ Ｈ を ７ ． １ に 調 整 す る 。
３ ． 予 備 の 混 合 モ ー ド の イ オ ン 交 換 逆 相 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ・ カ ラ ム を 使 用 し て 、 サ
ン プ ル を 断 片 化 す る 。
４ ． カ ラ ム か ら サ ン プ ル を 溶 出 さ せ る 。
５ ． サ ン プ ル を 乾 燥 さ せ る 。
６ ． 適 し た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ・ バ ッ フ ァ 内 で 、 水 を 加 え て サ ン プ ル を 元 に 戻 す 。
７ ． 下 記 の よ う な 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ タ ン デ ム 質 量 分 析 （ Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ － Ｍ Ｓ ） に よ り 、
サ ン プ ル を 分 析 す る 。
（ ａ ） サ ン プ ル ペ プ チ ド を 衝 突 活 性 化 に よ り 断 片 化 す る 。
（ ｂ ） ｍ ／ ｚ ３ ０ １ 、 ４ ７ １ 及 び ５ ６ ８ の 特 徴 付 け ら れ た ペ プ チ ド 断 片 を 、 主 な 断 片 と し
て 特 定 す る 。
（ ｃ ） ｍ ／ ｚ ３ ０ １ 、 ４ ７ １ 及 び ５ ６ ８ の 断 片 化 さ れ た ペ プ チ ド を 、 Leu-Gln-Gly-Pro-Al
a-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pr
o-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 3)（ 位 置 １ ４ 及 び ２ ６ の プ ロ リ ン は ４ － ヒ ド ロ キ シ
プ ロ リ ン で あ る ） の 翻 訳 後 修 飾 と し て 同 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 1)Ｃ 末 端 （ 位 置 ３ の プ ロ リ ン は 水 酸 化 さ れ て
い る ） を 有 す る 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の ペ プ チ ド の 断 片 （ SEQ ID NO: 3） を 図 １ に 示 す
。 垂 直 線 （ Ｙ 軸 ） は 、 特 定 の 質 量 電 荷 比 が 検 出 さ れ た フ ラ グ メ ン ト イ オ ン の 量 （ 強 度 ） を
示 し 、 検 出 さ れ た 全 て の イ オ ン 全 体 の パ ー セ ン ト と し て 表 さ れ て い る 。 水 平 線 （ Ｘ 軸 ） は
、 検 出 さ れ た フ ラ グ メ ン ト イ オ ン の 質 量 電 荷 比 を 示 す 。 尿 サ ン プ ル 内 の 主 な 断 片 生 成 物 は
、 ｍ ／ ｚ ３ ０ １ 、 ４ ７ １ 及 び ５ ６ ８ で あ る と 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス 内 の 全 て の タ ン パ ク 質 を 、 全 て の ペ プ チ ド 結 合 に つ い て 分 解 さ せ
る こ と に よ り （ 酵 素 の 特 異 性 は 無 い ） 、 ペ プ チ ド の Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ス ペ ク ト ラ ル 内 の フ ラ グ メ
ン ト イ オ ン を 、 シ リ コ ン 内 で 生 成 さ れ た 理 論 的 配 列 イ オ ン と 一 致 さ せ る た め に 、 ソ フ ト ウ
エ ア が 使 用 さ れ る 。 ソ フ ト ウ エ ア は 、 各 ア ミ ノ 酸 間 で 、 期 待 さ れ る ペ プ チ ド の 分 解 に 基 づ
く 、 無 傷 な ペ プ チ ド 及 び そ の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン の 観 測 さ れ た 理 論 的 な 分 子 量 を 一 致 さ せ
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る 。 ソ フ ト ウ エ ア は 、 観 測 さ れ た デ ー タ を 、 既 知 の 哺 乳 類 の タ ン パ ク 質 の 広 範 囲 な タ ン パ
ク 質 デ ー タ ベ ー ス に お け る 全 て の タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 全 て の 可 能 性 の あ る ペ プ チ ド と 一
致 さ せ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
プ ロ グ ラ ム は 、 質 量 ｍ ／ ｚ ９ １ ８ ． ７ 、 電 荷 ３ ＋ を 有 す る ペ プ チ ド （ そ の 断 片 は 、 ｍ ／ ｚ
３ ０ １ 、 ４ ７ １ 及 び ５ ６ ８ に お い て イ オ ン を 生 成 す る ） は 、 Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pr
o-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gl
y-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 3)（ 位 置 １ ４ 及 び ２ ６ の プ ロ リ ン は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン
で あ る ） の 翻 訳 後 修 飾 で あ る こ と を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
ソ フ ト ウ エ ア が 正 し い ペ プ チ ド を 決 定 す る こ と を 証 明 す る た め に 、 標 準 と な る ペ プ チ ド を
合 成 し 、 そ の Ｌ Ｃ 残 留 時 間 と Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ス ペ ク ト ル を 、 尿 内 で 検 出 さ れ た ペ プ チ ド の そ れ
と 一 致 さ せ る 。 こ う し て 、 分 析 デ ー タ は 一 致 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
《 実 施 例 ２ 》
（ ヒ ト の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の ペ プ チ ド 断 片 の 同 定 及 び 定 量 化 ）
変 形 性 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す と 診 断 さ れ た ヒ ト 被 験 体 の 尿 サ ン プ ル 内 に お け る ペ プ
チ ド SEQ ID NO: 2の 存 在 を 確 認 す る た め に 、 実 施 例 １ で 用 い ら れ た 手 法 が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
図 ２ は ヒ ト 被 験 体 に 由 来 す る サ ン プ ル 内 の ペ プ チ ド の 断 片 を 示 す 。 図 ２ に 示 す よ う に 、 ペ
プ チ ド は 、 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-As
p-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 2)（ 位 置 １
４ 及 び ２ ６ の プ ロ リ ン は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） の 翻 訳 後 修 飾 で あ る 。 ペ プ チ ド
SEQ ID NO: 2は 、 質 量 ／ 電 荷 が 、 ９ １ ４ ． ４ ／ ３ ＋ で あ る 。 断 片 は 、 ｍ ／ ｚ ３ ０ １ 、 ４ ７
１ 及 び ５ ６ ８ に お い て 、 そ れ ぞ れ SEQ. ID NO: 5、 SEQ ID NO: 6及 び SEQ ID NO: 7に 対 応
す る 、 特 徴 付 け ら れ た 生 成 イ オ ン を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
《 実 施 例 ３ 》
（ イ ヌ の 尿 サ ン プ ル の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 同 定 及 び 定 量 化 ）
変 形 性 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す と 診 断 さ れ た イ ヌ 被 験 体 か ら 得 ら れ た 尿 サ ン プ ル 内 に
お け る ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-As
p-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 4)（ 位 置 ２ ６ の
プ ロ リ ン は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） の 存 在 を 確 認 す る た め に 、 実 施 例 １ で 用 い ら
れ た 手 法 が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
図 ３ は サ ン プ ル 内 の ペ プ チ ド の 断 片 を 示 す 。 図 ３ に 示 す よ う に 、 ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド Le
u-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gl
y-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 4)（ 位 置 １ ４ 及 び ２ ６ の プ ロ リ ン
は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） の 翻 訳 後 修 飾 で あ る 。 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 4は 、 質 量
／ 電 荷 が 、 ９ １ ３ ． ４ ／ ３ ＋ で あ る 。 断 片 は 、 ｍ ／ ｚ ３ ０ １ 、 ４ ７ １ 又 は ４ ５ ５ 、 及 び ５
６ ８ 又 は ５ ５ ２ に お い て 、 そ れ ぞ れ SEQ. ID NO: 5、 SEQ ID NO: 6及 び SEQ ID NO: 7に 対
応 す る 、 特 徴 付 け ら れ た 生 成 イ オ ン を 生 成 す る 。 イ ヌ の 尿 内 の 少 な く と も ２ つ の 翻 訳 後 修
飾 形 態 に 、 同 一 の ペ プ チ ド 配 列 が 存 在 す る 。 第 １ の 形 態 で は 、 上 側 の 質 量 分 析 ス ペ ク ト ル
に 示 す よ う に 、 プ ロ リ ン － １ ４ が 水 酸 化 さ れ て い る 。 そ し て 、 第 ２ の 形 態 で は 、 下 側 の 質
量 分 析 ス ペ ク ト ル に 示 す よ う に 、 プ ロ リ ン － ２ ６ が 水 酸 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
実 施 例 １ は 、 ウ シ に 関 し て 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ っ て 分 解 す る こ と に よ り 、 ウ シ の 尿
内 に お け る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 由 来 の 特 定 の 及 び 主 な ペ プ チ ド 断 片 の 検 出 に つ い て 説 明
し て い る 。 ウ シ は 、 ア ミ ノ 配 列 Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-
Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 
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3)及 び 特 に そ れ ら の 翻 訳 後 修 飾 を 有 し て い る 。 実 施 例 ２ は 、 ヒ ト に 関 し て 、 タ ン パ ク 質 分
解 酵 素 に よ っ て 分 解 す る こ と に よ り 、 ヒ ト の 尿 内 に お け る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 由 来 の 特
定 の 及 び 主 な ペ プ チ ド 配 列 Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-
Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 2)の
検 出 に つ い て 説 明 し て い る 。 実 施 例 ３ は 、 イ ヌ に 関 し て 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ っ て 分
解 す る こ と に よ り 、 イ ヌ の 尿 内 に お け る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 由 来 の 特 定 の 及 び 主 な ペ プ
チ ド 断 片 の 検 出 に つ い て 説 明 し て い る 。 イ ヌ は 、 ア ミ ノ 配 列 Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pr
o-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gl
y-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 4)又 は そ れ ら の 翻 訳 後 修 飾 を 有 し て い る 。 全 て の ３ つ の ペ プ
チ ド は 、 位 置 ８ 、 １ ４ 及 び ２ ６ で プ ロ リ ン が ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る 、 及 び 位 置 １
１ で リ ジ ン が ４ － ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る 修 飾 を 含 む こ と が で き る 。 動 物 の 種 ご と に 独 立
し て 、 主 な ペ プ チ ド の 断 片 化 に よ り 、 約 ３ ０ １ 、 ４ ７ １ 及 び ５ ６ ８ の 質 量 電 荷 比 を 有 す る
フ ラ グ メ ン ト イ オ ン が 生 じ る と い う こ と が 知 ら れ て い る 。 も と も と の 転 写 ペ プ チ ド の 断 片
化 に よ り 、 約 ３ ０ １ 、 ４ ５ ５ 及 び ５ ５ ２ の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 特 徴 付 け ら れ た フ ラ グ メ ン
ト イ オ ン が 生 じ る 。 こ の こ と は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
他 の 特 徴 付 け ら れ た フ ラ グ メ ン ト イ オ ン は 、 与 え ら れ た 種 で 診 断 さ れ る 。 一 例 と し て 、 図
１ は 、 ３ ９ ６ 及 び １ ２ １ ９ の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 特 徴 付 け ら れ た フ ラ グ メ ン ト イ オ ン は 、
ウ シ の サ ン プ ル 内 で 検 出 さ れ た ペ プ チ ド SEQ ID NO: 3の 断 片 化 に よ り 生 じ る こ と を 示 す 。
ま た 、 図 ２ は 、 ４ ０ ７ 及 び １ ２ ２ ２ の 質 量 電 荷 比 を 有 す る 特 徴 付 け ら れ た フ ラ グ メ ン ト イ
オ ン は 、 ヒ ト の サ ン プ ル 内 で 検 出 さ れ た ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2の 断 片 化 に よ り 生 じ る こ と
を 示 す 。 ま た 、 図 ３ は 、 ３ ０ １ 、 ４ ７ １ 及 び ５ ６ ８ の 質 量 電 荷 比 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト イ
オ ン は 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で あ る 。 ま た 、 他 の 特 定 の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン は 、 そ
の 種 か ら の サ ン プ ル を 分 析 す る 際 の 有 用 性 を 有 し て い る 。 こ の こ と は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 11及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 が 、 ウ マ 由 来 の 試 料 内 で 検 出 さ れ る こ と が 予
測 さ れ る 。 こ の こ と は 実 施 例 １ ０ に お い て 詳 述 す る 。 ま た 、 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 9が 、 ウ
サ ギ 由 来 の 試 料 内 で 検 出 さ れ る こ と が 予 測 さ れ る 。 ま た 、 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 10が 、 ネ
ズ ミ 由 来 の 試 料 内 で 検 出 さ れ る こ と が 予 測 さ れ る 。 そ れ ら の ペ プ チ ド の 翻 訳 後 修 飾 も 同 様
で あ る 。 な お 、 こ れ は 、 こ れ ら の 種 が 、 タ ン パ ク 質 分 解 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す 、 及 び 関 節
症 の 病 気 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す 前 の 状 態 の 場 合 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
例 え ば 、 Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-
Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 2)の よ う な 特 定 ペ プ チ
ド が 、 ヒ ト の 生 体 流 動 体 サ ン プ ル 内 で 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 分 解 ペ プ チ ド と し て 同 定 さ
れ る こ と が 分 か っ て い る の で 、 与 え ら れ た サ ン プ ル の ペ プ チ ド の 相 対 存 在 量 は 、 被 験 体 内
に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 分 解 の 範 囲 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2、 SEQ ID NO: 3、 SEQ ID NO: 4、 SEQ ID NO: 9、 及 び SEQ ID NO: 1
0は 、 下 記 の 手 法 に よ り 同 定 及 び 定 量 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
生 体 サ ン プ ル 、 例 え ば 尿 を 、 被 験 体 よ り 収 集 す る 。 ｍ ／ ｚ が （ Ｍ ＋ ３ Ｈ ） に 対 し て 約 ９ １
８ ． ７ 、 ３ ＋ （ SEQ ID NO: 3） の 質 量 を 有 す る ペ プ チ ド （ 前 記 し た 標 的 ペ プ チ ド ） を 、 従
来 の 手 法 を 用 い て サ ン プ ル か ら 抽 出 す る 。 下 記 の 実 施 例 ４ を 参 照 さ れ た し 。 サ ン プ ル を 量
が 分 か っ て い る 合 成 ペ プ チ ド （ 内 的 標 準 と し て 知 ら れ て い る ） と 混 合 さ せ る 。 合 成 ペ プ チ
ド は 、 標 的 ペ プ チ ド の 配 列 と 非 常 に 良 く 似 た 配 列 を 有 し て い る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド Val-Le
u-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gl
y-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO. 14)を 内 的 標 準 と し て 用 い る こ と
が で き る 。 代 わ り に 、 同 一 の 配 列 の 安 定 同 位 体 標 識 ペ プ チ ド 、 又 は 非 類 似 の 構 造 の 化 合 物
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を 、 従 来 技 術 を 用 い て 、 生 体 サ ン プ ル と 混 合 さ せ 、 内 的 標 準 と し て 使 用 す る 。 分 析 の た め
、 サ ン プ ル を 準 備 し 、 Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ － Ｍ Ｓ に 導 入 す る 。 標 的 ペ プ チ ド の 存 在 は 、 ３ つ の 基 準
に よ り 確 認 さ れ る 。 １ ） 適 当 な 時 間 で Ｌ Ｃ カ ラ ム か ら 溶 出 す る 。 ２ ） 正 し い 分 子 量 で あ る
。 ３ ） 衝 突 活 性 化 に よ り 、 ｍ ／ ｚ が 約 ３ ０ １ 、 ４ ７ １ 及 び ５ ６ ８ で あ る 特 徴 付 け ら れ た 断
片 、 又 は 他 の 既 知 で あ る ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 生 成 す る 。 図 ５ は 、 代 表 的 な 、
標 的 ペ プ チ ド 及 び 内 的 標 準 の 溶 出 像 を 表 す ク ロ マ ト グ ラ ム で あ る 。 標 的 ペ プ チ ド の 量 と 、
標 準 ペ プ チ ド の 量 と の 比 較 は 、 サ ン プ ル 内 の 標 的 ペ プ チ ド の 相 対 存 在 量 を 示 す 内 的 標 準 の
量 に よ り 規 格 化 さ れ る 。 さ ら に 、 サ ン プ ル 内 で の 標 的 ペ プ チ ド の 相 対 存 在 量 を 得 る た め に
、 標 準 ペ プ チ ド の 量 を 意 味 す る 曲 線 の 下 側 の 領 域 と 、 標 的 ペ プ チ ド の 量 を 意 味 す る 曲 線 の
下 側 の 領 域 と を 比 較 す る 。 標 準 及 び 標 的 ペ プ チ ド の 領 域 は 、 サ ン プ ル 間 に お け る 抽 出 効 率
、 検 出 、 及 び 他 の 可 能 性 の あ る 変 量 の ば ら つ き を 調 整 す る た め に 、 内 的 標 準 ペ プ チ ド の 領
域 と 比 較 し て 標 準 化 さ れ る 。 も ち ろ ん 、 生 体 サ ン プ ル 内 の 標 的 ペ プ チ ド を 定 量 化 す る た め
の 許 容 範 囲 な 方 法 は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 人 の 尿 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ
ン の ペ プ チ ド 生 体 マ ー カ ー の 一 般 的 な 計 量 手 法 は 、 代 表 的 な 手 法 と し て 下 記 の 実 施 例 ４ で
詳 述 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
《 実 施 例 ４ 》
（ 人 の 尿 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の ペ プ チ ド 生 体 マ ー カ ー の 一 般 的 な 計 量 手 法
）
１ ． ま ず 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン ・ チ ュ ー ブ 内 に 、 尿 を 収 集 す る 。 サ ン プ ル は 使 用 さ れ る ま で 、
摂 氏 － ８ ０ 度 に 冷 凍 さ れ る 。
２ ． 従 来 技 術 の 標 準 的 な 手 法 を 用 い て 、 ク レ ア チ ニ ン 計 量 の た め に 、 １ ０ ０ ｍ Ｌ の 尿 を ア
リ コ ー ト す る 。
３ ． 合 成 ペ プ チ ド 標 準 を 使 用 し て ３ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ ～ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の 標 準 液 を 用 意 す る
。
４ ． 内 的 標 準 （ 類 似 ペ プ チ ド ） を 各 尿 サ ン プ ル ３ ０ ｍ Ｌ に 混 合 さ せ て 、 最 終 濃 度 が １ ． ０
ｎ Ｍ と な る よ う に 標 準 化 す る 。
５ ． 尿 溶 液 を 、 混 合 相 （ Ｒ Ｐ 及 び Ａ Ｅ Ｘ ） の 予 備 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ り 抽 出 す る 。
（ ａ ） １ ０ ｍ Ｌ の Ｍ ｅ Ｏ Ｈ に よ り カ ー ト リ ッ ジ を 平 衡 さ せ る
（ ｂ ） カ ー ト リ ッ ジ を １ ０ ｍ Ｌ の ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ Ｈ ４ ０ Ａ ｃ 　 ｐ Ｈ ７ に よ り 条 件 付 け る 。
（ ｃ ） サ ン プ ル を 入 れ る （ ｐ Ｈ ７ ）
（ ｄ ） １ ０ ｍ Ｌ の ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ Ｈ ４ ０ Ａ ｃ 　 ｐ Ｈ ７ で 洗 浄 す る 。
（ ｅ ） １ ０ ｍ Ｌ の ５ ％ 　 Ｍ ｅ Ｏ Ｈ で 洗 浄 す る 。
（ ｆ ） １ ｍ Ｌ の ５ ％ 　 ギ 酸 、 ９ ５ ％ 　 Ｍ ｅ Ｏ Ｈ で 溶 出 さ せ る
６ ． 溶 離 液 を 乾 燥 さ せ た 後 、 １ ０ ０ ｍ Ｌ の ２ ％ ギ 酸 溶 液 に よ り 戻 す 。
７ ． 溶 液 を Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ に よ り 分 析 す る 。
８ ． サ ン プ ル 内 の コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド を 、 そ れ ら の 標 準 と 対 応 し て 、 関 連 Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／
Ｍ Ｓ に よ り 定 量 化 し 、 内 的 標 準 の 対 応 の た め に 標 準 化 す る 。
９ ． 最 終 的 な ペ プ チ ド 濃 度 を ク レ ア チ ニ ン ・ レ ベ ル と な る よ う に 標 準 化 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
（ 標 準 曲 線 の 作 成 ）
１ ． コ ラ ー ゲ ン Ｉ Ｉ ペ プ チ ド の 原 液 の 作 成 ： １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 １ μ ｇ
／ ｍ Ｌ 、 及 び １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ
２ ． 内 的 標 準 の 原 液 の 作 成 ： ３ μ ｇ ／ ｍ Ｌ
３ ． ３ ０ ｍ Ｌ の 尿 に １ ０ ０ μ Ｌ の 内 的 標 準 を 添 加 す る
４ ． １ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 １ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 及 び １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 標 準 を 得
る た め に 、 そ れ ぞ れ 、 ３ ０ ０ μ Ｌ の １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 １ μ ｇ ／ ｍ Ｌ 、
及 び １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ を 、 ３ ０ ｍ Ｌ の 尿 に 添 加 す る 。 ３ ０ ｐ ｇ ／ ｍ Ｌ の 標 準 を 得 る た め に 、
９ ０ μ Ｌ の １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の 原 液 を 、 ３ ０ ｍ Ｌ の 尿 に 添 加 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
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図 ６ は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド （ SEQ ID NO: 2） を 測 定 す る た め に 使 用 さ れ る
、 ９ １ ４ ／ ５ ６ ８ イ オ ン 対 に 対 す る 抽 出 イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ ム の 比 較 を 示 す 図 で あ る 。 下
側 の ス キ ャ ン は 、 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 さ な い ヒ ト 被 験 体 の 尿 か ら は 、 ５ ． ７ 分 で 溶
出 す る ペ プ チ ド は 検 出 さ れ な い こ と を 示 す 。 真 ん 中 の ス キ ャ ン は ペ プ チ ド の 検 出 レ ベ ル を
示 し 、 上 側 の ス キ ャ ン は こ の ペ プ チ ド の 合 成 類 似 化 合 物 が 同 時 に 溶 出 す る こ と を 示 す 。 図
７ は 、 ３ ０ ｐ ｇ ／ ｍ Ｌ ～ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の 範 囲 で の 様 々 な 濃 度 の 対 照 と し て の ヒ ト の 尿
に 混 合 さ れ た タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 標 準 曲 線 を 示 す 。 正 確 な 定 量 化 の た め に 、 反 応 は こ
の 濃 度 の 範 囲 を 超 え て 直 線 状 に 延 び る 。
【 ０ １ ０ １ 】
図 ８ は 、 異 な る ４ 頭 の ウ シ の 尿 に お け る ペ プ チ ド SEQ. ID. NO: 3（ 位 置 １ ４ 及 び ２ ６ は ４
－ ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン を 有 す る ） の 翻 訳 後 修 飾 の 相 対 存 在 量 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 ペ プ
チ ド の 相 対 存 在 量 は 、 図 ４ に 示 し た グ ラ フ と 略 類 似 と な る よ う に 図 示 し た 。 曲 線 の 下 側 の
測 定 さ れ た 領 域 に よ り 決 定 さ れ る 標 的 ペ プ チ ド の 相 対 存 在 量 は 棒 グ ラ フ と 対 比 さ れ る 。 ウ
シ １ は 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す 。 ウ シ ２ は 関 節 症 の 初 期 症 状 及 び 徴 候 を 示 す 。 ウ シ ３
及 び ４ は 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 さ な い 。 標 的 ペ プ チ ド の 相 対 存 在 量 は 、 ウ シ １ は ウ シ
２ よ り も 約 ５ 倍 大 き い 。 ウ シ ２ の ペ プ チ ド SEQ. ID. NO: 3の 翻 訳 後 修 飾 は 、 ウ シ ３ 及 び ４
の そ れ よ り も 相 対 存 在 量 が 大 き い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
図 ９ は 、 ヒ ト の 尿 に お け る ペ プ チ ド SEQ. ID. NO: 2（ 位 置 １ ４ 及 び ２ ６ は ４ － ヒ ド ロ キ シ
プ ロ リ ン を 有 す る ） の 翻 訳 後 修 飾 の 相 対 存 在 量 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 図 ９ に 示 す よ う に
、 通 常 の ヒ ト の 尿 に お け る ペ プ チ ド の 相 対 存 在 量 は 検 出 さ れ な い （ ０ で 示 す ） 。 ま た 、 変
形 性 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す ヒ ト 被 験 体 の 尿 に お け る ペ プ チ ド の 相 対 存 在 量 は ８ ０ ０
０ で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
図 １ ０ は 、 変 形 性 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す ヒ ト 被 験 体 の 尿 に お け る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー
ゲ ン ・ ペ プ チ ド （ SEQ ID NO: 2） の 経 時 的 な レ ベ ル を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 ペ プ チ ド の レ
ベ ル は 、 １ ４ 日 間 で 、 ６ ０ ～ ２ ０ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ Ｌ で 変 化 す る 。 ま た 、 対 照 と し て の ヒ ト
の 尿 サ ン プ ル よ り も 、 数 値 が 高 い 。 グ ラ フ に プ ロ ッ ト さ れ た 結 果 は 、 生 体 マ ー カ ー と し て
の ペ プ チ ド の 有 効 性 と 有 用 性 を 示 す 。 生 体 マ ー カ ー の レ ベ ル の 経 時 的 な 測 定 は 、 病 気 の 進
行 は 又 は 回 復 を 示 す で あ ろ う 。 生 体 マ ー カ ー の レ ベ ル の 変 化 は 、 治 療 の 有 効 性 の 評 価 に 使
用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 図 ９ を 参 照 し て 、 Ｍ Ｍ Ｐ － １ ３ 抑 制 剤 に よ る 被 験 体 の
成 功 し た 治 療 は 、 結 果 と し て 、 患 者 か ら 採 取 し た 生 体 サ ン プ ル に お け る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー
ゲ ン ・ ペ プ チ ド の 相 対 レ ベ ル を 減 少 さ せ る で あ ろ う 。 当 然 の こ と な が ら 、 こ れ ら の 新 規 で
あ る 生 体 マ ー カ ー の 使 用 は 、 生 体 マ ー カ ー の 有 用 性 の 実 例 と な る 。 任 意 の 生 体 マ ー カ ー の
有 用 な 用 途 と 、 こ こ に 記 載 し た 同 定 及 び 定 量 化 の 方 法 は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
ま た 、 当 然 の こ と な が ら 、 当 業 者 で あ れ ば 、 認 め ら れ た 技 術 を 用 い て 、 特 徴 付 け ら れ た 及
び 特 定 可 能 な 本 発 明 の 新 規 で あ る 生 体 マ ー カ ー の 派 生 物 及 び 修 正 物 を 生 成 す る こ と が 可 能
で あ ろ う 。 例 え ば 、 SEQ ID NO: 2～ SEQ ID NO: 43で 表 さ れ る 任 意 の ペ プ チ ド 又 は そ れ ら
の 翻 訳 後 類 似 物 は 、 容 易 に 特 定 可 能 な １ つ 以 上 の 派 生 物 を 生 成 さ せ る た め に 、 酵 素 的 に 又
は 化 学 的 に 分 解 さ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 派 生 物 は 、 結 果 と し て 、 生 体 マ ー カ ー と
し て 機 能 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 例 え ば 、 SEQ ID NO: 2～ SEQ ID NO: 43で 表 さ れ る
任 意 の ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の 翻 訳 後 類 似 物 は 、 例 え ば 、 置 換 、 添 加 又 は １ つ 以 上 の ア ミ ノ
酸 残 基 を 除 去 し て 変 化 さ せ る こ と に よ り 、 修 飾 す る こ と が で き る 。 そ の 結 果 と し て 、 特 定
可 能 な 修 飾 さ れ た ペ プ チ ド は 、 生 体 マ ー カ ー と し て 機 能 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
ま た 、 ペ プ チ ド の 物 理 的 性 質 （ 例 え ば 、 疎 水 性 や 分 子 量 な ど ） を 変 更 す る こ と に よ り 、 標
的 ペ プ チ ド の 精 製 又 は 検 出 を 助 長 す る こ と が で き る こ と は 、 当 業 者 に と っ て は 容 易 に 理 解
で き る こ と で あ ろ う 。 そ れ ら の 変 更 は 、 標 的 ペ プ チ ド の 特 定 ア ミ ノ 酸 を 修 飾 す る べ く 、 生
体 流 動 体 （ 尿 や 血 を 含 む ） 又 は 生 体 流 動 体 の 抽 出 物 の 誘 導 体 化 に よ り 行 う こ と が で き る 。
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修 飾 さ れ る 位 置 は 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 又 は セ リ ン 上 の 水 酸 基 ； リ ジ ン 又 は 標 的 ペ プ チ ド
の Ｎ 末 端 上 の ア ミ ノ 基 ； ア ル ギ ニ ン 上 の グ ア ニ ジ ル （ guanidyl） 基 ； グ ル タ ミ ン 上 の カ ル
ボ ク サ ミ ジ ル （ carboxamidyl） 基 ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 及 び 標 的 ペ プ チ ド の
Ｎ 末 端 上 の カ ル ボ キ シ ル 基 を 持 つ ア ミ ノ 基 ； そ れ ら の 修 飾 に お け る 任 意 の 組 み 合 わ せ 、 で
あ る 。 た だ し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
化 学 誘 導 体 化 に よ る ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 修 飾 の 例 は 、 参 考 文 献 「 D. Knapp, Handbook of Anal
ytical Derivatization Reactions, John Wiley and Sons, Inc. (1979)」 に 記 載 さ れ て
お り 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 な お 、 こ の 参 考 文 献 は 引 用 す る こ と を も っ て 本 発 明 の 一 部
と す る 。 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 化 学 誘 導 体 化 に 使 用 さ れ る 試 薬 は 、 市 販 さ れ て い る 。 試 薬 の 製 造
者 と 知 ら れ て い る 一 例 と し て は 、 「 Pierce Chemical Company, Rockford, Illinois」 が
あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド を 含 む ア ミ ノ 酸 は 、 生 体 流 動 体 又 は 抽 出 物 内 で 、 科 学 的 不 安 定 性 に 起 因
し て 、 修 飾 さ れ る 。 修 飾 の 例 と し て は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 を イ ソ ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 変 換 す る
こ と や 、 グ ル タ ミ ン の 環 化 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 科 学 的 な 変 換 に よ り 修 飾 さ れ た ペ プ チ
ド に 対 す る 、 本 発 明 の 定 量 化 は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 短 鎖 ペ プ チ ド （ そ の 後 、 精 製 又 は 検 出 さ れ る ） を 生 成 す る べ く 、 科
学 的 又 は 酵 素 的 な 手 法 に よ り 加 水 分 解 さ れ る 。 一 例 と し て は 、 ア ミ ノ ・ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 カ
ル ボ キ シ ・ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 arg-Cプ ロ テ イ ナ ー ゼ （ 例 え ば 、 ク ロ ス ト リ パ イ ン （ Clostridi
opeptidase B） 、 asp-Nエ ン ド ペ プ チ タ ー ゼ 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 lys-Cプ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 パ
パ イ ン ・ ペ プ シ ン 、 プ ロ リ ン ・ エ ン ド ペ プ チ タ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ ・ Ｋ 、 ブ ド ウ 球 菌 性
の ペ プ チ ダ ー ゼ Ｉ 、 サ ー モ リ シ ン 、 ト ロ ン ビ ン 、 及 び ト リ プ シ ン を 含 ん で い る プ ロ テ ア ー
ゼ が 、 短 い 形 態 （ そ の 後 検 出 さ れ 、 イ ン ビ ボ で コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 の マ ー カ ー と し て 定 量 化
さ れ る ） を 生 成 す る べ く 、 標 的 ペ プ チ ド を 加 水 分 解 す る の に 使 用 さ れ る 。 参 考 文 献 「 B. K
eil, Specificity of proteolysis. Springer-Verlag Berlin-Heidelberg-NewYork, pp. 
335. (1992)」 を 参 照 さ れ た い 。 な お 、 こ の 参 考 文 献 は 引 用 す る こ と を も っ て 本 発 明 の 一
部 と す る 。 ま た 、 一 例 と し て は 、 alys-Cプ ロ テ イ ナ ー ゼ が 、 そ の 後 定 量 化 さ れ る ２ つ の 短
鎖 ペ プ チ ド を 生 成 す る べ く 、 リ ジ ン の Ｃ 末 端 側 の 標 的 ペ プ チ ド を 加 水 分 解 す る の に 使 用 さ
れ る 。 ま た 、 グ ル タ ミ ル ・ エ ン ド ペ プ チ タ ー ゼ （ Glu-C又 は V8） が 、 そ の 後 定 量 化 す る こ
と が で き る ２ つ の 短 鎖 ペ プ チ ド を 生 成 す る べ く 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 の Ｃ 末
端 側 で 標 的 ペ プ チ ド を 分 解 さ せ る の に 使 用 さ れ る 。 参 考 文 献 「 J. Birktoft and K. Bredd
an, Glutamyl endopeptidases, Methods of Enzymology, 244: 114-126 (1994)」 、 「 J. 
Houmard and G. Drapeau, Stapylococcal protease: a proteolytc enzyme specific for
 glutamoyl bonds, Proceedings of the National Academy of Science of the United S
tates of America, 69: 3506-3509 (1972)」 を 参 照 さ れ た い 。 な お 、 こ の 参 考 文 献 は 引 用
す る こ と を も っ て 本 発 明 の 一 部 と す る 。 本 発 明 は 、 標 的 ペ プ チ ド の 加 水 分 解 生 成 物 の 検 出
及 び 定 量 化 （ 本 明 細 書 で は 上 記 の プ ロ テ ア ー ゼ の 使 用 に よ り 具 現 化 さ れ た ） 、 を 含 む が 、
そ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 さ ら に 、 定 量 化 す る た め の 短 鎖 ペ プ チ ド を 生 成 す べ く 、
ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 残 基 に 隣 接 し た 標 的 ペ プ チ ド を 分 解 さ せ る の に ギ 酸 を 使 用 す る こ と が で
き る 。 参 考 文 献 「 Li, A. et al., CAeemical cleavage at aspartyl residuesforproteir
 identification, Anal. Chem, 73: 5395-402 (2001)」 を 参 照 さ れ た い 。 な お 、 こ の 参 考
文 献 は 引 用 す る こ と を も っ て 本 発 明 の 一 部 と す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
以 上 、 本 発 明 に 係 る ペ プ チ ド の 修 飾 及 び 派 生 物 に つ い て 説 明 し た 。 な お 、 こ こ で は 、 当 業
者 に と っ て は 自 明 な 全 て の 可 能 性 の あ る 修 飾 及 び 派 生 物 は 挙 げ て は い な い が 、 本 発 明 は 、
こ れ ら の 検 出 及 び ／ 又 は 定 量 化 、 及 び 本 発 明 に 係 る ペ プ チ ド の 他 の 任 意 の 修 飾 及 び 派 生 物
を 含 む 。 ま た 、 本 発 明 は 、 生 体 マ ー カ ー と し て の 定 量 化 さ れ る べ く 使 用 さ れ る 、 そ れ ら の
派 生 又 は 修 飾 さ れ た ペ プ チ ド を 含 む 。
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【 ０ １ １ ０ 】
本 発 明 で の 分 析 方 法 は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 以 外 の コ ラ ー ゲ ン の 破 壊 の 生 体 マ ー カ ー と
し て の 役 割 を 果 た す ペ プ チ ド の 、 同 定 及 び 定 量 化 に 使 用 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド 配 列
Gly-Thr-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 12)は 、 ペ プ チ ド ・ デ ー タ ベ ー ス に よ る 分 析
に 基 づ く 、 タ イ プ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 分 解 の 結 果 と し て 得 ら れ る 、 予 期
さ れ る 生 体 マ ー カ ー ・ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 配 列 で あ る 。 図 １ １ は 、 合 成 さ れ た SEQ ID NO: 1
2の 衝 突 活 性 化 に よ り 得 ら れ る フ ラ グ メ ン ト イ オ ン の 特 性 を 示 す 。 タ イ プ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 破
壊 ペ プ チ ド は 、 生 体 サ ン プ ル 内 で 、 特 徴 付 け ら れ た フ ラ グ メ ン ト イ オ ン （ 非 水 酸 化 形 態 で
は ｍ ／ ｚ ３ ０ １ 及 び ４ ５ ５ 、 水 酸 化 形 態 で は ｍ ／ ｚ ３ ０ １ 及 び ４ ７ １ ） に 基 づ く 、 本 発 明
に 係 る 方 法 を 用 い て 同 定 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 図 １ ２ は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン
の 酵 素 分 解 に よ り 得 ら れ る ペ プ チ ド Ｃ 末 端 配 列 Gly-Ala-Pro-Gly-Pro-Leu-Gly (SEQ ID NO
: 13)に よ り 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に よ り 分 析 し た 際 に 、 同 定 可 能 な 特 徴 付 け ら れ た フ ラ グ
メ ン ト イ オ ン を 生 成 す る こ と を 示 し て い る 。 タ イ プ Ｉ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の フ ィ ン ガ ー プ リ ン
ト ・ フ ラ グ メ ン ト イ オ ン は 、 非 水 酸 化 形 態 で は ｍ ／ ｚ ２ ８ ６ 及 び ４ ４ ０ で あ り 、 水 酸 化 形
態 で は ｍ ／ ｚ ２ ８ ６ 及 び ４ ７ １ で あ る 。 図 １ ２ で は 、 特 に タ イ プ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 及 び タ イ プ
Ｉ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 由 来 の 破 壊 ペ プ チ ド を そ れ ぞ れ 同 定 す る の に 用 い ら れ る 特 徴 付 け ら れ た
フ ラ グ メ ン ト イ オ ン だ け を 同 定 す る の で は な く 、 本 発 明 に 係 る 方 法 を 任 意 の コ ラ ー ゲ ン の
特 徴 付 け ら れ た 分 解 生 成 物 の 同 定 に 広 く 用 い る こ と が で き る と い う 事 実 を 実 証 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
《 実 施 例 ５ 》
（ タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ 生 体 マ ー カ ー ・ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 方 法 の 他 の 実 施 例 ）
〈 サ ン プ ル 作 成 〉
１ ． 標 準 検 定 曲 線 を 作 成 す る た め 、 標 準 的 な ヒ ト の 女 性 （ ３ ０ 歳 ） の 尿 ２ ｍ Ｌ を 、 ５ ０ ｎ
ｇ の 内 的 標 準 に 混 合 さ せ る 。 内 的 標 準 は 、 ５ ｎ ｇ ～ １ ０ ０ ｎ ｇ の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・
３ ０ ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2（ ２ ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン ） 、 及 び ４ ５ ア ミ ノ 酸 ペ プ チ
ド SEQ ID NO: 16（ ５ ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン ） ペ プ チ ド （ Ｎ ＝ ２ ） を 含 ん で い る 、 重 水 素 で
置 換 さ れ た ３ ０ ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2及 び ４ ５ ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 16
） で あ る 。
２ ． 未 知 の 尿 サ ン プ ル （ ２ ｍ Ｌ ） を 内 的 標 準 ５ ０ ｎ ｇ に 混 合 さ せ る 。 標 準 尿 及 び 未 知 の 尿
を 、 Centricona細 胞 膜 遠 心 分 離 フ ィ ル タ 装 置 （ YM-3,2mL capacity with 3000 MW cut off
, Millipore Co. , Bedford, MA） に セ ッ ト す る 。 そ し て 、 Speedfugea （ HSC, 10KA, Sav
ant Instruments, Farmingdale, NY） を 使 用 し て 、 水 冷 し つ つ 、 ５ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ （ ５ ０ ０
０ ｇ ） で 遠 心 分 離 す る 。 尿 を ろ 過 す る 前 に 、 各 Centriconaを 、 ５ ０ ｕ Ｌ の １ ％ ギ 酸 溶 液 に
よ り 、 予 め 湿 ら す 。
３ ． 尿 の ９ ０ ％ が 遠 心 分 離 に よ り ろ 過 さ れ た 後 、 ２ ０ ０ ｕ Ｌ の 残 留 溶 解 溶 液 が 保 存 容 器 内
に 残 る 。 容 器 に 、 １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） の ギ 酸 を 含 ん で い る １ ｍ Ｌ の 水 を 添 加 し た 後 、 さ ら に 、
約 ２ ０ ０ ｕ Ｌ の 溶 解 溶 液 が 残 る ま で 遠 心 分 離 す る 。
４ ． 保 存 容 器 内 の 溶 解 溶 液 を 反 応 容 器 に 移 し 、 窒 素 下 で 、 乾 燥 さ せ る 。 各 乾 燥 し た サ ン プ
ル を 、 １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） の ギ 酸 を 含 ん で い る １ ０ ０ ｕ Ｌ の 水 に 溶 解 さ せ る 。 そ し て 、 Ｈ Ｐ オ
ー ト サ ン プ ラ ー 容 器 に 移 す 。 ろ 過 さ れ た も の は 廃 棄 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
（ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ）
１ ． オ ー ト サ ン プ ラ ー 容 器 由 来 の ア リ コ ー ト ・ サ ン プ ル （ ２ ０ ｕ Ｌ ） を 、 Betasil C-18カ
ラ ム （ ThermoHypersil-Keystone Co. , Bellefonte, PA, 5 micron particle size, 200 
x 2 mm） に 注 入 す る 。 前 記 カ ラ ム は 、 Rheas 2000 HPLCシ ス テ ム （ Leap Technologies, Ca
rrbore, NC） に 接 続 さ れ て お り 、 ABI Sciex 4000 MS/MSス ペ ク ト ロ メ ー タ と イ ン タ ー フ ェ
ー ス で 接 続 さ れ て い る 。
２ ． 移 動 相 （ Ａ ＝ 水 ／ １ ％ ギ 酸 ； Ｂ ＝ ア セ ト ニ ト リ ル ／ １ ％ ギ 酸 ） の Ｂ を 、 ５ ％ か ら ３ ５
％ に ラ ン ピ ン グ す る （ ５ 分 で 行 い 、 そ の 後 ２ 分 保 つ ） こ と に よ り 、 溶 出 物 が 得 ら れ る 。
３ ． 次 の サ ン プ ル を 注 入 す る 前 に 、 カ ラ ム を 、 ラ ン ピ ン グ に よ り Ｂ の 勾 配 を ５ ％ 戻 す こ と
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で 、 再 び 平 衡 に す る （ ０ ． ５ 分 で 行 い 、 そ の 後 ４ ． ５ 分 保 つ ） 。
４ ． ３ つ の イ オ ン 対 （ 1039/301、 1039/471、 1039/568； 1040/306、 1040/476、 1040/573；
914/301、 914/471、 914/568； 916/306、 916/476、 916/573） は 、 そ れ ぞ れ 、 ４ つ の ペ プ チ
ド （ 45mer (5OH) (SEQ ID NO: 16)、 d5-45mer (5OH) (SEQ ID NO: 16)、 30mer (20H) (SE
Q ID NO: 2)、 及 び  d5-30mer (2OH) (SEQ ID NO: 2)内 的 標 準 ） を 、 ２ ０ ０ ｍ ｓ の 滞 留 時
間 で 、 低 解 像 モ ー ド で モ ニ タ す る 。
５ ． 各 ペ プ チ ド に お け る ３ つ の イ オ ン 対 の 合 成 ピ ー ク 領 域 は 、 Sciex Analyst 1.2ソ フ ト
ウ エ ア に よ り 測 定 さ れ 、 合 計 さ れ る 。 ２ つ の 分 析 ペ プ チ ド の 合 成 ピ ー ク 領 域 は 、 重 水 素 で
置 換 さ れ た 内 的 標 準 ペ プ チ ド の 合 計 さ れ た 合 成 ピ ー ク 領 域 に よ り 標 準 化 さ れ る 。 そ し て 、
未 知 の サ ン プ ル に お け る 30mer (SEQ ID NO: 2)及 び 45mer (SEQ ID NO: 16)タ イ プ Ｉ Ｉ コ
ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド の 量 を 測 定 す べ く 、 標 準 検 定 曲 線 と 比 較 さ れ る
【 ０ １ １ ３ 】
Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 分 析 に よ る 各 サ ン プ ル の 分 析 は 重 複 し て 行 う 。
【 ０ １ １ ４ 】
実 施 例 ５ に お い て 説 明 し た 方 法 は 、 ヒ ト の 尿 サ ン プ ル を 用 い て 説 明 さ れ た が 、 そ の 結 果 は
、 実 施 例 ６ で 詳 述 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 下 記 の 実 施 例 ７ ～ １ ２ で 説 明 さ れ る 他 の 種 の 尿 に
お け る ペ プ チ ド ・ 生 体 マ ー カ ー の 同 定 及 び 定 量 化 に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 特 定 の
種 の 標 準 ペ プ チ ド が 、 他 の 種 の ペ プ チ ド ・ 生 体 マ ー カ ー の 存 在 を 試 験 す る 際 に 用 い る こ と
が で き る の は 、 当 業 者 に と っ て 自 明 の こ と で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
《 実 施 例 ６ 》
（ ヒ ト の 尿 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 ）
ヒ ト の 尿 内 に 存 在 す る さ ら な る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド 断 片 の 同 定 及 び 定 量 化 は
、 実 施 例 ５ で 説 明 し た 手 法 に よ り 行 わ れ る 。 下 記 の ペ プ チ ド は 、 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を
示 す と 医 学 的 に 診 断 さ れ た ヒ ト 被 験 体 か ら 、 検 出 可 能 な 量 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Glu-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 15)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 １ ０ 、 １ ６ 、 ２ ５ 、
３ １ 及 び ４ ２ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 、
Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Glu-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-
Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 16)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ８ 、 １ ４ 、 ２ ３ 、 ２ ９ 及 び ４
１ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 、
及 び Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-
Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 17)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 １ ２ 及 び ２
４ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 。
【 ０ １ １ ７ 】
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 16は 、 ヒ ト の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・
ネ オ エ ピ ト ー プ ・ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
《 実 施 例 ７ 》
（ ウ シ の 尿 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 ）
ウ シ の 尿 内 に 存 在 す る さ ら な る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド 断 片 の 同 定 及 び 定 量 化 は
、 実 施 例 ５ で 説 明 し た 手 法 に よ り 行 わ れ る 。 下 記 の ペ プ チ ド は 、 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を
示 す と 医 学 的 に 診 断 さ れ た ウ シ 被 験 体 か ら 、 検 出 可 能 な 量 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 34)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 １ ０ 、 １ ６ 、 ２ ５ 、
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２ ８ 及 び ４ ３ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ４ ３ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
及 び Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-
Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-
Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 35)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ８ 、 １ ４ 、 ２ ３ 、 ２ ９ 及
び ４ １ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ６ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 35は 、 ウ シ の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・
ネ オ エ ピ ト ー プ ・ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
《 実 施 例 ８ 》
（ イ ヌ の 尿 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 ）
イ ヌ の 尿 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド 断 片 の 同 定 及 び 定 量 化 は 、 実 施 例
５ で 説 明 し た 手 法 に よ り 行 わ れ る 。 下 記 の ペ プ チ ド は 、 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す と 医
学 的 に 診 断 さ れ た イ ヌ 被 験 体 か ら 、 検 出 可 能 な 量 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 18)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 １ ０ 、 １ ６ 、 ２ ５ 、
３ １ 及 び ４ ３ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ８ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-
Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 19)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ８ 、 １ ４ 、 ２ ３ 、 ２ ９ 及 び ４
１ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ６ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-
Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 20)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ４ 、 １ ０ 及 び ２ ２ は ４ －
ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 １ ０ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 21)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ 、 ８ 及 び ２ ０ は ３ 又 は ４ － ヒ ド
ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ５ は ４ － ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
及 び Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
Gln-Gly (SEQ ID NO: 22)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ り 、 位 置 ５ 及 び
１ ７ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 。
【 ０ １ ２ ２ 】
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 19は 、 イ ヌ の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・
ネ オ エ ピ ト ー プ ・ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
《 実 施 例 ９ 》
（ ネ コ の 尿 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 ）
ネ コ の 尿 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド 断 片 の 同 定 及 び 定 量 化 は 、 実 施 例
５ で 説 明 し た 手 法 に よ り 行 わ れ る 。 下 記 の ペ プ チ ド は 、 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す と 医
学 的 に 診 断 さ れ た ネ コ 被 験 体 か ら 、 検 出 可 能 な 量 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 23)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 １ ０ 、 １ ６ 、 ２ ５ 、
３ １ 及 び ４ ３ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ８ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-
Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 24)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ８ 、 １ ４ 、 ２ ３ 、 ２ ９ 及 び ４
１ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ６ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-
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Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 25)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ８ 、 １
４ 及 び ２ ６ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 １ １ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-
Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 26)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ４ 、 １ ０ 及 び ２ ２ は ４ －
ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ７ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 27)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ 、 ８ 及 び ２ ０ は ４ － ヒ ド ロ キ シ
プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ５ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
及 び Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
Gln-Gly (SEQ ID NO: 28)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ り 、 位 置 ５ 及 び
１ ７ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 24は 、 ネ コ の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・
ネ オ エ ピ ト ー プ ・ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
《 実 施 例 １ ０ 》
（ ウ マ の 尿 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 ）
ウ マ の 尿 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド SEQ ID NO: 11の 存 在 の 確 認 、 及
び さ ら な る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド 断 片 の 同 定 及 び 定 量 化 は 、 実 施 例 ５ で 説 明 し
た 手 法 に よ り 行 わ れ る 。 下 記 の ペ プ チ ド は 、 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す と 医 学 的 に 診 断
さ れ た ウ マ 被 験 体 か ら 、 検 出 可 能 な 量 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
Lys-Gly-Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-
Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 29)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 １ ０ 、 １ ６ 、 ２ ５ 、
３ １ 及 び ４ ３ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ８ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
Ala-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-
Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 30)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ８ 、 １ ４ 、 ２ ３ 、 ２ ９ 及 び ４
１ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ６ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-
Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 31)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ４ 、 １ ０ 及 び ２ ２ は ４ －
ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ７ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 32)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ 、 ８ 及 び ２ ０ は ４ － ヒ ド ロ キ シ
プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ６ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
及 び Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-
Gln-Gly (SEQ ID NO: 33)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ り 、 位 置 ５ 及 び
１ ７ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 30は 、 ウ マ の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・
ネ オ エ ピ ト ー プ ・ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
《 実 施 例 １ １ 》
（ ネ ズ ミ の 尿 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 ）
下 記 の ペ プ チ ド は 、 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す と 医 学 的 に 診 断 さ れ た ネ ズ ミ 被 験 体 か ら
、 検 出 可 能 な 量 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
Ala-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-
Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 39)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ 、 ８ 及 び ２ ０ は ４ － ヒ ド ロ キ シ
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プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ５ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 、
Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-
Gly (SEQ ID NO: 40)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ２ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ り 、 位 置 ５ 及 び １ ７
は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 、
Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ
 ID NO: 41)（ 位 置 ３ 及 び １ ５ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 、
及 び Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ser-Asp-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 42)（ 最
も 多 い 形 成 位 置 １ ０ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ） 。
【 ０ １ ３ １ 】
ペ プ チ ド SEQ ID NO: 42は 、 ネ ズ ミ の 尿 か ら 最 も 多 く 検 出 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン
・ ネ オ エ ピ ト ー プ ・ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
《 実 施 例 １ ２ 》
（ モ ル モ ッ ト の 尿 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 ）
モ ル モ ッ ト の 尿 内 に 存 在 す る タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン ・ ペ プ チ ド 断 片 の 同 定 及 び 定 量 化 は 、
実 施 例 ５ で 説 明 し た 一 般 的 な 手 法 に よ り 行 わ れ る 。 下 記 の ペ プ チ ド は 、 関 節 症 の 症 状 及 び
徴 候 を 示 す と 医 学 的 に 診 断 さ れ た モ ル モ ッ ト 被 験 体 か ら 、 検 出 可 能 な 量 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
Val-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Arg-Ala-Gly-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-
Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Val-Ser-Gly-Ala-Asp-Gly-Pro-
Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 43)（ 最 も 多 い 形 成 位 置 ８ 、 １ ４ 、 ２ ３ 、 ２ ０ 及 び ４
１ は ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ り 、 位 置 ２ ６ は ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン で あ る ） 。
【 ０ １ ３ ４ 】
以 上 説 明 し た よ う に 、 SEQ ID NO: 2、 SEQ ID NO: 3、 SEQ ID NO: 4、 SEQ ID NO: 8、 SEQ 
ID NO: 9、 SEQ ID NO: 10、 SEQ ID NO: 11、 SEQ ID NO: 15、 SEQ ID NO: 16、 SEQ ID NO:
 17、 SEQ ID NO: 18、 SEQ ID NO: 19、 SEQ ID NO: 20、 SEQ ID NO: 21、 SEQ ID NO: 22、
SEQ ID NO: 23、 SEQ ID NO: 24、 SEQ ID NO: 25、 SEQ ID NO: 26、 SEQ ID NO: 27、 SEQ I
D NO: 28、 SEQ ID NO: 29、 SEQ ID NO: 30、 SEQ ID NO: 31、 SEQ ID NO: 32、 SEQ ID NO:
 33、 SEQ ID NO: 34、 SEQ ID NO: 35、 SEQ ID NO: 36、 SEQ ID NO: 37、 SEQ ID NO: 38、
SEQ ID NO: 39、 SEQ ID NO: 40、 SEQ ID NO: 41、 SEQ ID NO: 42、 及 び SEQ ID NO: 43で
表 さ れ る 、 特 定 の タ ン パ ク 質 分 解 ペ プ チ ド 及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 分 離 及 び
測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
あ る 動 物 の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の タ ン パ ク 質 分 解 に よ り 形 成 さ れ た 特 定 の 種 の 完 全 な ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に よ り 測 定 で き る の で 、 ま た 、 他 の コ ラ ー ゲ ン の タ ン パ
ク 質 分 解 に よ り 形 成 さ れ た 他 の 特 定 の ペ プ チ ド を 測 定 す る の に 一 般 的 に 適 用 さ れ る 方 法 は
開 示 さ れ て い る の で 、 な の で 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 内 に お け る 特 定 の ペ プ チ ド を
同 定 又 は 定 量 化 す る の に は 、 多 く の 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
こ こ で 開 示 し た 特 定 ペ プ チ ド の 検 出 に 使 用 さ れ る タ ン デ ム 質 量 分 析 方 法 は 、 他 の 特 定 タ ン
パ ク 質 分 解 ペ プ チ ド の 同 定 又 は 定 量 化 に 用 い る こ と も で き る 。 こ の 方 法 は 、 既 存 の 方 法 に
よ り 検 出 さ れ る 通 常 の Ｃ 末 端 を 共 有 し て い る ペ プ チ ド ・ フ ァ ミ リ ー だ け で は な く 、 タ ン パ
ク 質 分 解 に よ り 形 成 さ れ た ペ プ チ ド の 同 定 又 は 定 量 化 を す る こ と が で き る と い う 点 で 、 従
来 の 免 疫 学 よ り も 優 れ て い る 。 そ し て 、 こ の 方 法 は 、 ペ プ チ ド の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 又 は 定
量 化 を 確 実 に 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 異 な る 哺 乳 類 の 分 離 さ れ た 抗 体 を 作 成 す る 必 要 は
無 い 。 分 光 分 析 方 法 は 、 サ ン プ ル を 処 理 又 は 抽 出 す る こ と に よ り 、 上 記 し た 派 生 物 及 び 修
飾 を 使 用 し て 、 ペ プ チ ド の 派 生 物 又 は 修 飾 を 生 成 す る べ く （ 又 は 、 そ れ ら を 標 準 と し て 使
用 す る べ く ） 、 ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
他 の ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 方 法 が 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 ク ロ マ ト グ ラ
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フ ィ を 使 用 し て 又 は 使 用 し な い で 行 わ れ る 、 紫 外 分 光 法 、 電 気 化 学 分 析 、 又 は 蛍 光 に よ る
方 法 が 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 既 知 の 順 序 付 け 法 も 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 ま た
、 特 定 ペ プ チ ド の 配 列 又 は そ れ ら の 翻 訳 後 修 飾 を 認 識 す る こ と が で き る 、 免 疫 特 定 抗 体 （
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 又 は 他 の 放 射 免 疫 測 定 技 術 を 使 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 捕 獲 抗 体 を 使
用 し て 又 は 使 用 し な い で 行 わ れ る 、 ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 に 対 す る ネ オ エ ピ ト ー プ ・ 抗 体 は 、
配 列 の 一 部 に 接 触 す る Ｃ 末 端 ネ オ エ ピ ト ー プ ・ 抗 体 及 び 捕 獲 抗 体 を 使 用 す る 現 在 の Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ 方 法 よ り も 、 優 れ た 検 出 感 度 及 び 選 択 性 を 提 供 す る 。 一 例 と し て 、 １ つ の ペ プ チ ド の
Ｎ 末 端 に 接 触 す る ネ オ エ ピ ト ー プ ・ 抗 体 は 、 ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 行 う の に 用 意 さ
れ 使 用 さ れ る 。 抗 体 が 、 ７ つ の ヒ ト の ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 Ｎ 末 端 配 列 に 対 し て 接 触 す る 場
合 、 又 は ヒ ト の ペ プ チ ド （ SEQ ID NO: 2を 有 す る ） の ア ミ ノ 酸 Ｎ 末 端 配 列 に 対 し て 接 触 す
る 場 合 は 、 そ の 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド の 一 意 的 な 同 定 を 提 供 す る こ と が で き る 。 そ の 理 由
は 、 ネ コ の ペ プ チ ド （ SEQ ID NO: 23及 び SEQ ID NO: 25） 、 イ ヌ の ペ プ チ ド （ SEQ ID NO:
 18及 び SEQ ID NO: 4） 、 ウ マ の ペ プ チ ド （ SEQ ID NO: 29及 び SEQ ID NO: 11） 、 ウ シ の
ペ プ チ ド （ SEQ ID NO: 34及 び SEQ ID NO: 3） 、 に 対 応 す る そ れ ら の 末 端 部 分 は 保 存 さ れ
て い る の で 、 生 体 サ ン プ ル 又 は 生 体 抽 出 物 の ソ ー ス が 既 知 で あ る 限 り 、 こ れ ら の ペ プ チ ド
を 明 確 に 同 定 す る こ と が で き る 。 抗 体 を 短 鎖 Ｎ 末 端 配 列 と 直 接 接 触 さ せ る 場 合 、 ペ プ チ ド
の 積 極 的 な 同 定 は 、 例 え ば 第 ２ の 抗 体 を Ｃ 末 端 に 直 接 接 触 さ せ る 方 法 や 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 方 法 な ど の 他 の 技 術 を 使 用 す る 必 要 が あ る 。 必 要 な 抗 体 を 作 成 す る 技 術 は 、 従 来
技 術 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 ら に よ り 使 用 さ れ た 、 分 解 ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 に
抗 体 （ Ｎ 末 端 に 抗 体 を 形 成 す る の に 利 用 さ れ る ） を 直 接 形 成 す る 方 法 が あ る （ Otterness 
et al, supra） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
こ こ で 開 示 し た タ ン デ ム 質 量 分 析 を 使 用 す る こ と に よ り 、 他 の コ ラ ー ゲ ン （ 他 の 動 物 の コ
ラ ー ゲ ン を 含 む 。 ま た 、 タ イ プ Ｉ 及 び タ イ プ Ｉ Ｉ Ｉ を 含 む ） の タ ン パ ク 質 分 解 に よ り 生 成
し た 特 定 の ペ プ チ ド を 容 易 に 確 定 す る こ と が で き る 。 そ し て 、 こ れ ら の 特 定 ペ プ チ ド は 任
意 の 従 来 の 方 法 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
ま た 、 前 記 し た 実 施 例 は 、 尿 サ ン プ ル 内 の ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 を 含 む 。 ペ プ チ ド は
、 血 、 血 漿 又 は 滑 液 な ど の 他 の 生 体 流 動 体 サ ン プ ル 又 は 抽 出 物 に お い て 、 検 出 す る こ と が
で き る 。 ま た 、 組 織 の サ ン プ ル （ 例 え ば 関 節 の 周 囲 の 組 織 ） を 生 検 な ど に よ り 取 得 し 、 従
来 技 術 に よ り ペ プ チ ド を 分 離 さ せ る こ と も で き る 。 本 発 明 に 係 る 方 法 に よ る 生 体 マ ー カ ー
の 同 定 及 び 定 量 化 は 、 組 織 サ ン プ ル の 同 定 及 び 定 量 化 に 適 用 す る こ と も で き る 。 し た が っ
て 、 こ こ で 使 用 さ れ た よ う に 、 生 体 サ ン プ ル は 、 生 体 マ ー カ ー の 同 定 又 は 定 量 化 を す る こ
と が で き る 任 意 の 体 液 や 体 内 組 織 の サ ン プ ル を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
こ の ペ プ チ ド の 定 量 化 は 、 変 形 性 関 節 症 や 関 節 リ ウ マ チ な ど の 病 気 の 診 断 及 び 予 測 に 使 用
す る こ と が で き る 。 ま た 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 に よ り 特 徴 付 け ら れ た 病 気 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 酵
素 活 性 又 は 生 理 的 状 態 の モ ニ タ と 、 コ ラ ー ゲ ン 分 解 を 抑 制 す る た め の 薬 又 は 物 質 （ 例 え ば
マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 抑 制 剤 。 特 に 、 コ ラ ー ゲ ン 分 解 を 抑 制 す る の 薬 又 は
物 質 ） の 評 価 に 使 用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 生 体 サ ン プ ル 内 の 、 ペ プ チ ド SEQ ID
 NO: 2、 SEQ ID NO: 3、 SEQ ID NO: 4、 SEQ ID NO: 8、 SEQ ID NO: 9、 SEQ ID NO: 10、 S
EQ ID NO: 11、 SEQ ID NO: 15、 SEQ ID NO: 16、 SEQ ID NO: 17、 SEQ ID NO: 18、 SEQ ID
 NO: 19、 SEQ ID NO: 20、 SEQ ID NO: 21、 SEQ ID NO: 22、 SEQ ID NO: 23、 SEQ ID NO: 
24、 SEQ ID NO: 25、 SEQ ID NO: 26、 SEQ ID NO: 27、 SEQ ID NO: 28、 SEQ ID NO: 29、 S
EQ ID NO: 30、 SEQ ID NO: 31、 SEQ ID NO: 32、 SEQ ID NO: 33、 SEQ ID NO: 34、 SEQ ID
 NO: 35、 SEQ ID NO: 36、 SEQ ID NO: 37、 SEQ ID NO: 38、 SEQ ID NO: 39、 SEQ ID NO: 
40、 SEQ ID NO: 41、 SEQ ID NO: 42、 SEQ ID NO: 43及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ
コ ラ ー ゲ ン の タ ン パ ク 質 分 解 が 特 徴 付 け ら れ た 病 気 又 は 状 態 の 生 体 マ ー カ ー で あ る 。 生 体
マ ー カ ー ・ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 定 量 化 は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 分 解 に よ り 特 徴 付 け ら れ
た 病 気 又 は 状 態 の 診 断 又 は 予 測 に 用 い る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ４ １ 】
さ ら に 、 生 体 サ ン プ ル 内 の 、 生 体 マ ー カ ー ・ ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2、 SEQ ID NO: 3、 SEQ 
ID NO: 4、 SEQ ID NO: 8、 SEQ ID NO: 9、 SEQ ID NO: 10、 SEQ ID NO: 11、 SEQ ID NO: 1
5、 SEQ ID NO: 16、 SEQ ID NO: 17、 SEQ ID NO: 18、 SEQ ID NO: 19、 SEQ ID NO: 20、 SE
Q ID NO: 21、 SEQ ID NO: 22、 SEQ ID NO: 23、 SEQ ID NO: 24、 SEQ ID NO: 25、 SEQ ID 
NO: 26、 SEQ ID NO: 27、 SEQ ID NO: 28、 SEQ ID NO: 29、 SEQ ID NO: 30、 SEQ ID NO: 3
1、 SEQ ID NO: 32、 SEQ ID NO: 33、 SEQ ID NO: 34、 SEQ ID NO: 35、 SEQ ID NO: 36、 SE
Q ID NO: 37、 SEQ ID NO: 38、 SEQ ID NO: 39、 SEQ ID NO: 40、 SEQ ID NO: 41、 SEQ ID 
NO: 42、 SEQ ID NO: 43及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 活 性 及 び ／ 又 は 量
を 阻 害 す る 薬 又 は 他 の 物 質 の 有 効 性 を モ ニ タ 又 は 評 価 を す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。
前 記 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 は 、 分 解 生 成 物 で あ る ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2、 SEQ ID NO: 3、 SE
Q ID NO: 4、 SEQ ID NO: 8、 SEQ ID NO: 9、 SEQ ID NO: 10、 SEQ ID NO: 11、 SEQ ID NO:
 15、 SEQ ID NO: 16、 SEQ ID NO: 17、 SEQ ID NO: 18、 SEQ ID NO: 19、 SEQ ID NO: 20、
SEQ ID NO: 21、 SEQ ID NO: 22、 SEQ ID NO: 23、 SEQ ID NO: 24、 SEQ ID NO: 25、 SEQ I
D NO: 26、 SEQ ID NO: 27、 SEQ ID NO: 28、 SEQ ID NO: 29、 SEQ ID NO: 30、 SEQ ID NO:
 31、 SEQ ID NO: 32、 SEQ ID NO: 33、 SEQ ID NO: 34、 SEQ ID NO: 35、 SEQ ID NO: 36、
SEQ ID NO: 37、 SEQ ID NO: 38、 SEQ ID NO: 39、 SEQ ID NO: 40、 SEQ ID NO: 41、 SEQ I
D NO: 42、 SEQ ID NO: 43及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 を 生 成 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
本 発 明 に 係 る 生 体 マ ー カ ー の 典 型 的 な 使 用 は 、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 抑 制
剤 （ Ｍ Ｍ Ｐ ｉ ） の 活 性 の モ ニ タ 又 は 評 価 を す る の に 使 用 す る こ と で あ る 。 生 体 流 動 体 サ ン
プ ル 内 の 、 SEQ ID NO: 2、  SEQ ID NO: 3、 SEQ ID NO: 4、 SEQ ID NO: 8、 SEQ ID NO: 9
、 SEQ ID NO: 10、 SEQ ID NO: 11、 SEQ ID NO: 15、 SEQ ID NO: 16、 SEQ ID NO: 17、 SEQ
 ED NO: 18、 SEQ ID NO: 19、 SEQ ID NO: 20、 SEQ ID NO: 21、 SEQ ID NO: 22、 SEQ ID N
O: 23、 SEQ ID NO: 24、 SEQ ID NO: 25、 SEQ ID NO: 26、 SEQ ID NO: 27、 SEQ ID NO: 28
、 SEQ ID NO: 29、 SEQ ED NO: 30、 SEQ ID NO: 31、 SEQ ID NO: 32、 SEQ ID NO: 33、 SEQ
 ID NO: 34、 SEQ ID NO: 35、 SEQ ID NO: 36、 SEQ ID NO: 37、 SEQ ID NO: 38、 SEQ ID N
O: 39、 SEQ ED NO: 40、 SEQ ID NO: 41、 SEQ ID NO: 42、 SEQ ID NO: 43で 表 さ れ る ペ プ
チ ド 及 び そ の 翻 訳 後 修 飾 の 同 定 及 び 定 量 化 は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 分 解 及 び イ ン ビ ボ で
の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 酵 素 （ 例 え ば Ｍ Ｍ Ｐ － １ ３ ） の 相 対 的 な 活 性 を 指 し 示 す こ と が で き る 。 タ
イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 分 解 物 の 病 気 又 は 生 理 的 状 態 （ 病 理 学 的 性 質 、 Ｍ Ｍ Ｐ 抑 制 剤 （ 例 え ば
、 Ｍ Ｍ Ｐ － １ ３ 抑 制 剤 ） の 効 果 的 な 量 の 薬 理 学 的 な 投 与 ） は 、 例 え ば ヒ ト 被 験 体 の 生 体 流
動 体 サ ン プ ル 内 で 、 ペ プ チ ド Leu-Gln-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pr
o-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly (SEQ ID NO: 2)
の 減 少 又 は 除 去 を も た ら す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ３ 】
【 図 １ 】 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す ウ シ 被 験 体 の 尿 の タ ン デ ム 質 量 分 析 に よ り 生 成 さ れ
た 、 Ｃ 末 端 配 列 （ SEQ ID NO: 1） を 有 す る ペ プ チ ド SEQ ID NO : 3の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン
を 示 す 。
【 図 ２ 】 変 形 性 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す と 医 学 的 に 診 断 さ れ た ヒ ト 被 験 体 の 尿 の タ ン
デ ム 質 量 分 析 に よ り 生 成 さ れ た 、 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 示 す 。
【 図 ３ 】 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す イ ヌ 被 験 体 の 尿 の タ ン デ ム 質 量 分 析 に よ り 生 成 さ れ
た 、 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 4の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 示 す 。
【 図 ４ 】 タ ン デ ム 質 量 分 析 に よ り 生 成 さ れ た 、 ヒ ト の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 合 成 標 準 ペ プ
チ ド の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 示 す 。
【 図 ５ 】 変 形 性 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す と 医 学 的 に 診 断 さ れ た ヒ ト 被 験 体 の 尿 の タ ン
デ ム 質 量 分 析 に よ り 測 定 さ れ た 、 内 的 標 準 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 14と 、 タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー
ゲ ン の 標 的 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2と の 抽 出 イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の 比 較 を 示 す 。
【 図 ６ 】 変 形 性 関 節 症 の 症 状 及 び 徴 候 を 示 す と 医 学 的 に 診 断 さ れ た ヒ ト 被 験 体 の 尿 の タ ン
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デ ム 質 量 分 析 に よ り 測 定 さ れ た 、 変 形 性 関 節 症 （ bottom） の 症 状 及 び 徴 候 を 示 さ な い と 医
学 的 に 診 断 さ れ た ヒ ト 被 験 体 の 尿 の タ ン デ ム 質 量 分 析 に よ り 測 定 さ れ た 、 及 び タ イ プ Ｉ Ｉ
コ ラ ー ゲ ン の 合 成 標 準 ペ プ チ ド に 混 合 さ れ た 変 形 性 関 節 症 （ middle） の 症 状 及 び 徴 候 を 示
さ な い と 医 学 的 に 診 断 さ れ た ヒ ト 被 験 体 の 尿 の タ ン デ ム 質 量 分 析 に よ り 測 定 さ れ た 、 タ イ
プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の 標 的 ペ プ チ ド SEQ ID NO: 2の 抽 出 イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の 比 較 を 示
す 。
【 図 ７ 】 ３ ０ ｐ ｇ ／ ｍ Ｌ ～ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の 濃 度 で 標 準 的 な ヒ ト の 尿 に 混 合 さ れ た 、 ヒ
ト の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 合 成 ペ プ チ ド の 標 準 曲 線 を 示 す 。
【 図 ８ 】 ウ シ の 尿 内 の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 標 的 ペ プ チ ド SEQ. ID. NO: 3の 相 対 存 在 量 を
表 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 ヒ ト の 尿 内 の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 標 的 ペ プ チ ド SEQ. ID. NO: 2の 相 対 存 在 量 を
表 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ 】 ヒ ト の 尿 内 の タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 標 的 ペ プ チ ド SEQ. ID. NO: 2の 相 対 存 在 量
を 表 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ １ 】 タ ン デ ム 質 量 分 析 に よ り 生 成 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 合 成 ペ プ チ ド SEQ ID
 NO: 12の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 タ ン デ ム 質 量 分 析 に よ り 生 成 さ れ た 、 タ イ プ Ｉ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 合 成 ペ プ チ ド SE
Q ID NO: 13の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

(46) JP 2005-507877 A 2005.3.24



【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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