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(54)【発明の名称】 多糖類の構造および配列決定

(57)【要約】
本発明は、以下の工程を包含する、糖の構造分析のため
の方法を提供する：ａ）表面上に、複数の本質的に配列
特異的な結合因子および／または本質的に部位特異的な
結合因子を提供する工程；ｂ）表面を、分析される糖ま
たは糖の複数のフラグメントを含む混合物と接触させる
工程；ｃ）結合していない糖または糖フラグメントを洗
浄または別の方法で除去する工程；ｄ）工程ｃ）で得ら
れた表面に、本質的に配列特異的なマーカーおよび／も
しくは本質的に部位特異的なマーカーまたは本質的に配
列特異的なマーカーおよび／もしくは本質的に部位特異
的なマーカーの混合物を添加する工程；ｅ）表面に結合
したマーカーの１つ以上の画像を得る工程；ならびにｆ
）画像から分析される糖のアイデンティティに関する情
報を引き出す工程。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  糖の構造分析のための方法であって、以下：

  ａ）基板の表面上に、複数の本質的に配列特異的な結合因子および／または本

質的に部位特異的な結合因子を提供する工程であって、ここで多数の該複数の本

質的に配列特異的な因子および／または本質的に部位特異的な因子が、該基板の

同一表面上に固定化されている、工程；

  ｂ）該表面を、分析される糖、または該糖の複数のフラグメントを含む混合物

と接触させる工程；

  ｃ）結合していない糖または糖フラグメントを、洗浄または別の方法で除去す

る工程；

  ｄ）工程ｃ）で得られた該表面に、本質的に配列特異的なマーカーおよび／も

しくは本質的に部位特異的なマーカー、または本質的に配列特異的なマーカーお

よび／もしくは本質的に部位特異的なマーカーの混合物を添加する工程；

  ｅ）該表面に結合した該マーカーの１つ以上の画像を得る工程；ならびに

  ｆ）該画像から分析される該糖のアイデンティティに関する情報を引き出す工

程、

を包含する、方法。

    【請求項２】  前記マーカーが、色原体結合因子であり、そして該マーカー

の画像が前記表面上に現れる色である、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  工程ｆ）が、前記表面の視検および標準との比較を包含する

、請求項１に記載の方法。

    【請求項４】  工程ｆ）が、光学フィルターの使用を包含する、請求項１に

記載の方法。

    【請求項５】  工程ｅ）が、前記画像を撮影する工程および／または該画像

をデジタル化する工程を包含する、請求項１に記載の方法。

    【請求項６】  前記本質的に配列特異的な結合因子および／または本質的に

部位特異的な結合因子が、レクチンである、請求項１に記載の方法。

    【請求項７】  前記本質的に配列特異的な結合因子および／または本質的に

部位特異的な結合因子が、抗体である、請求項１に記載の方法。
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    【請求項８】  前記本質的に配列特異的な色原体結合因子および／または本

質的に部位特異的な色原体結合因子が、着色したレクチンである、請求項２に記

載の方法。

    【請求項９】  前記本質的に配列特異的な色原体結合因子および／または本

質的に部位特異的な色原体結合因子が、蛍光性レクチンである、請求項２に記載

の方法。

    【請求項１０】  前記本質的に配列特異的な色原体結合因子および／または

本質的に部位特異的な色原体結合因子が、ビオチン標識化レクチンである、請求

項２に記載の方法。

    【請求項１１】  前記本質的に配列特異的な色原体結合因子および／または

本質的に部位特異的な色原体結合因子が、蛍光性抗体である、請求項２に記載の

方法。

    【請求項１２】  前記本質的に配列特異的な色原体結合因子および／または

本質的に部位特異的な色原体結合因子が、ビオチン標識化抗体である、請求項２

に記載の方法。

    【請求項１３】  前記本質的に配列特異的な色原体結合因子および／または

本質的に部位特異的な色原体結合因子が、酵素標識化抗体である、請求項２に記

載の方法。

    【請求項１４】  前記糖を、糖鎖を切断し得る本質的に配列特異的な因子を

用いて処理する工程をさらに包含する、請求項１に記載の方法。

    【請求項１５】  前記糖が、前記表面と接触する前に処理される、請求項１

４に記載の方法。

    【請求項１６】  前記糖が、結合していない糖の除去の後に、しかし本質的

に配列特異的な色原体結合因子を添加する前に処理される、請求項１４に記載の

方法。

    【請求項１７】  前記表面が濾紙であり、そして前記本質的に配列特異的な

薬剤が、予め規定された順序で該濾紙上に配列される、請求項１～１６のいずれ

かに記載の方法。

    【請求項１８】  糖分子アイデンティティ（ＧＭＩＤ）カードであって、請
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求項１７の方法により得られた糖構造分析データを列挙するカード。

    【請求項１９】  使用される前記本質的に配列特異的な因子が、コード番号

により表される、請求項１８に記載のＧＭＩＤカード。

    【請求項２０】  前記コード番号が、独特のコード番号である、請求項１９

に記載のＧＭＩＤカード。

    【請求項２１】  治療的に活性な薬剤の開発における、請求項１～１７のい

ずれか１項に記載の方法の使用。

    【請求項２２】  治療的に活性な薬剤のスクリーニングにおける、請求項１

～１７のいずれか１項に記載の方法の使用。

    【請求項２３】  疾患診断における、請求項１～１７のいずれか１項に記載

の方法の使用。

    【請求項２４】  食品および／または飲料の分析における、請求項１～１７

のいずれか１項に記載の方法の使用。

    【請求項２５】  遺伝的に改変された（ＧＭ）農作物および／または該作物

由来の産物の分析における、請求項１～１７のいずれか１項に記載の方法の使用

。

    【請求項２６】  予め規定された順序で、糖または糖配列もしくは糖フラグ

メントを示す複数の視覚マーカー、または別の方法で検出可能なマーカーを含む

固体支持体であって、ここで該複数の視覚マーカー、または別の方法で検出可能

なマーカーが、同一基板上で固定化される、固体支持体。

    【請求項２７】  請求項１に記載の方法において使用するための１組の本質

的に配列特異的なマーカーを選択するための方法であって、以下の工程：

  ａ）分析される糖の全部または部分的な単糖組成（ＭＣ）を得る工程；

  ｂ）該糖中に存在する該単糖に結合し得る、１組のｎ種の本質的に配列特異的

なマーカーおよび／または本質的に部位特異的なマーカーを選択する工程；

  ｃ）該組中の２つのマーカーが同一の色かまたは別の方法で検出可能な同一の

特徴を有さないことを確実にするために、工程ｂ）において得られた該本質的に

配列特異的なマーカーおよび／または本質的に部位特異的なマーカーの組を修正

する工程；ならびに
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  ｄ）前記本質的に配列特異的な結合因子もしくは本質的に部位特異的な結合因

子のいずれかとの交差反応性または他の本質的に配列特異的なマーカーもしくは

本質的に部位特異的なマーカーとの交差反応性を減少させるために、工程ｃ）に

おいて選択された該本質的に配列特異的なマーカーおよび／または本質的に部位

特異的なマーカーの組を修正する工程、

を包含する、方法。

    【請求項２８】  前記分析される糖のＭＣが、関連する糖のＭＣから推定さ

れる、請求項２７に記載の方法。

    【請求項２９】  前記分析される糖のＭＣが、該糖の完全ＭＣ分析を行うこ

とにより得られる、請求項２７に記載の方法。

    【請求項３０】  ｎが１と４との間である、請求項２７に記載の方法。

    【請求項３１】  請求項１に記載の方法において使用するための一組の本質

的に配列特異的なマーカーまたは本質的に部位特異的なマーカーを選択するため

のソフトウエアであって、以下：

  ａ）単糖組成（ＭＣ）を提供するための入力；

  ｂ）該糖中に存在する単糖に結合し得るｎ種の本質的に配列特異的なマーカー

または本質的に部位特異的なマーカーをマッチングするためのマッチングサブプ

ログラム；

  ｃ）サブプログラムｂ）によりマッチングされた一組の本質的に配列特異的な

マーカーまたは本質的に部位特異的なマーカーを修正するための修正サブプログ

ラムであって、該サブプログラムは、本質的に配列特異的な結合因子もしくは本

質的に部位特異的な結合因子のいずれかとの減少した交差反応性、または他の本

質的に配列特異的なマーカーもしくは本質的に部位特異的なマーカーとの減少し

た交差反応性に基づいて、該マーカーを選択し得る、修正サブプログラム；

  ｄ）該組中の２つのマーカーが、同一の色も、別の方法で検出可能な同一の特

徴をも有さないことを確実にし得る第２の修正サブプログラム、

を含む、ソフトウエア。

    【請求項３２】  糖の構造関連データを得るための方法であって、該方法は

、任意の順序で以下の工程：
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  ａ）該糖を、該糖鎖を切断し得る多数の本質的に配列特異的な因子と反応させ

る工程であって、ここで該配列特異的因子が、同一基板上に固定化される、工程

；

  ｂ）該糖を、該糖に結合し得る本質的に配列特異的な因子と反応させる工程；

  ｃ）直接的かまたは間接的に標識を該糖に導入する工程であって、該糖を結合

し得る標識された本質的に配列特異的な因子の使用を含む、工程；

  ｄ）切断因子が存在した反応および該切断因子が存在しなかった反応において

該標識の存在を検出する工程、

を包含する方法。

    【請求項３３】  糖の構造分析のための方法であって、以下の工程；

  ａ）糖を提供する工程；

  ｂ）該糖を多数の第１の本質的に配列特異的な因子と反応させる工程であって

、ここで該第１の本質的に配列特異的な因子が、同一の基板上に固定される、工

程；

  ｃ）該糖またはそのフラグメントを、第２の本質的に配列特異的な因子と反応

させる工程；

  ｄ）該糖またはそのフラグメントを、第３の本質的に配列特異的な因子と反応

させる工程；および

  ｅ）必要に応じて、工程ｃ～ｄを、少なくとも１つの異なる第２または第３の

本質的に配列特異的な因子を使用して繰り返す工程；

を包含し、

  ここで工程ａ）～ｅ）は、少なくとも１つの異なる第１、第２、または第３の

本質的に配列特異的な因子を使用して、同一の糖を使用する並行で独立した反応

で実行され得、ここで該糖が標識されるか、そして／または該第１、第２、およ

び／もしくは第３の本質的に配列特異的な因子のうち１つ以上が標識されるかま

たは標識を該糖に導入し、該標識が、該標識を導入する工程の後の１以上の工程

で検出され、そしてさらに、ただし該第１、第２、もしくは第３の本質的に配列

特異的な因子の少なくとも１つが切断因子である、方法。

    【請求項３４】  前記第１、第２、または第３の本質的に配列特異的な因子
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の少なくとも１つが固定化され、ここで該固定化された因子が、切断因子である

該本質的に配列特異的な因子ではない、請求項３３に記載の方法。

    【請求項３５】  前記第１の本質的に配列特異的な因子が切断因子である、

請求項３３に記載の方法。

    【請求項３６】  前記第２の本質的に配列特異的な因子が固定化される、請

求項３５に記載の方法。

    【請求項３７】  前記切断因子が、グリコシダーゼまたはグリコシルトラン

スフェラーゼであり、前記第２の本質的に配列特異的な因子がレクチンであり、

そして前記第３の本質的に配列特異的な因子が抗体である、請求項３５に記載の

方法。

    【請求項３８】  前記第３の本質的に配列特異的な因子が、切断因子または

レクチンである、請求項３３に記載の方法。

    【請求項３９】  前記糖の配列を導き出す工程をさらに包含する、請求項３

３に記載の方法。

    【請求項４０】  前記第３の本質的に配列特異的な因子が、グリコシダーゼ

またはグリコシルトランスフェラーゼである、請求項３３に記載の方法。

    【請求項４１】  全ての第１の配列特異的因子が単一の基板上に固定化され

る、請求項３３に記載の方法。

    【請求項４２】  前記第１の本質的に配列特異的な因子がレクチンおよび抗

体から選択される、請求項３２～３４または３８～４１のいずれか１項に記載の

方法。

    【請求項４３】  前記第２または第３の本質的に配列特異的な因子が、標識

化単糖ユニットを前記糖上に導入するグリコシルトランスフェラーゼである、請

求項１～４２のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項４４】  １つより多くの標識が使用され、そして各使用される標識

が独立して検出可能である、請求項３３に記載の方法。

    【請求項４５】  請求項３３に記載の方法であって、前記第２および第３の

本質的に配列特異的な因子が、同時に前記反応中に存在するが、緩衝液条件の変

化によって代るがわる活性化され、その結果、一方の該本質的に配列特異的な因
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子が、該変化により不活化されると同時に、他方の該本質的に配列特異的な因子

が活性化される、方法。

    【請求項４６】  請求項３３に記載の方法であって、数種の第３の本質的に

配列特異的な因子が同時に添加されるが、緩衝液条件の変化によって代るがわる

活性化され、その結果、該本質的に配列特異的な因子の１つ以上が、該変化によ

り不活化されると同時に、別の本質的に配列特異的な因子が活性化される、方法

。

    【請求項４７】  前記第３の本質的に配列特異的な因子の１つ以上が、グリ

コシダーゼまたはグリコシルトランスフェラーゼである、請求項４５に記載の方

法。

    【請求項４８】  前記第１または第２の本質的に配列特異的な因子の各々が

、仮想アレイにおける個別のユニット上に固定される、請求項３３に記載の方法

。

    【請求項４９】  前記アレイが、多重抗原血清学的診断アレイ（ＭＡＳＤＡ

）である、請求項４８に記載の方法。

    【請求項５０】  グリコシダーゼまたは該グリコシダーゼの等価物を使用す

る連続的消化により糖の構造を分析するための方法であって、該方法は、以下の

工程：

  ａ）該糖の還元末端をブロックする工程；

  ｂ）さらなる還元末端を、グリコシダーゼまたは該グリコシダーゼの等価物と

の該糖のインキュベーションにより露出させる工程；

  ｃ）該さらなる還元末端を標識する工程；および

  ｄ）必要に応じて、工程ａ～ｃを異なるグリコシダーゼまたは該グリコシダー

ゼの等価物を使用して繰り返す工程、

を包含する、方法。

    【請求項５１】  請求項３３に記載の糖の構造を分析する方法であって、こ

こでデータが、請求項３３および５０に記載の方法に従って集められ、そして該

データを組合せて用いて、該糖の構造情報が得られる、方法。

    【請求項５２】  １つ以上の標識が蛍光性標識である、請求項３３に記載の
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方法。

    【請求項５３】  請求項３３に記載の方法によるデータを使用して、糖の配

列マップを作製する方法であって、以下の方法：

  ａ）請求項３３に記載の方法を使用して、認識配列の三つ組を収集する工程；

  ｂ）型１の三つ組を同定する工程であって、該三つ組が配列（第１の認識部位

）－（グリコシダーゼ）－（第２の認識部位）の三つ組である、工程；

  ｃ）型２の三つ組を同定する工程であって、該三つ組みが配列（グリコシダー

ゼ）－（第１の認識部位）－（第２の認識部位）の三つ組である、工程；

  ｄ）類似性に従って該三つ組を分類する工程；

  ｅ）該三つ組を異なるグリコシダーゼ認識部位と比較する工程；

  ｆ）該三つ組を該糖上での出現順に整列させる工程；

  ｇ）該グリコシダーゼ認識部位を整列させる工程；

  ｈ）該三つ組に対する適合性をチェックする工程；

  ｉ）グリコシダーゼの認識配列ならびに第１および第２の本質的に配列特異的

な因子の認識配列を、単一ファイル順に整列させる工程；ならびに

  ｊ）該認識配列（部位）を多糖配列に翻訳する工程、

を包含する方法。

    【請求項５４】  請求項５３に記載の糖の配列マップを作製する方法であっ

て、

以下の工程：

  ｋ）重複の問題を訂正する工程；

  ｌ）配列を出力する工程；

  ｍ）全ての利用可能なデータをチェックし、それにより実際の糖配列のモデル

を作製する工程、

をさらに包含する、方法。

    【請求項５５】  工程ｍ）が、請求項５１に従って、請求項３２に記載の方

法により得られるデータを使用して、糖の配列マップをさらに作製するさらなる

データをチェックする工程を包含する、請求項５４に記載の方法。

    【請求項５６】  予め規定された順序で、糖または糖配列もしくはフラグメ
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ントを示す複数の検出可能なマーカーを含む固体支持体であって、ここで該予め

規定された順序は、検出される結合パターンが、検出可能なマーカーと該糖また

は糖配列もしくはフラグメントとの相互作用により、決定されることを可能にす

る、固体支持体。

    【請求項５７】  請求項５６に記載の固体支持体であって、前記糖または糖

配列もしくはフラグメントを結合するための複数の固定化因子をさらに含み、こ

こで前記結合パターンが、該糖または糖配列もしくはフラグメントへの該固定化

因子の結合と該糖または糖配列もしくはフラグメントへの前記マーカーの結合と

の組合せにより決定される、固体支持体。

    【請求項５８】  糖の構造分析のための方法であって、以下：

  ａ）表面上に、複数の本質的に配列特異的な結合因子および／または本質的に

部位特異的な結合因子を提供する工程であって、ここで各因子が、複数の糖の１

つのクラスに特異的であり、その結果、該複数の因子が特定の糖配列についての

絶対配列特異性を有さない、工程；

  ｂ）該表面を、分析される糖、または該糖の複数のフラグメントを含む混合物

と接触させる工程；

  ｃ）結合していない糖または糖フラグメントを洗浄するかまたは他の方法で除

去する工程；

  ｄ）工程ｃ）において得られた該表面に、本質的に配列特異的なマーカーおよ

び／もしくは本質的に部位特異的なマーカー、または本質的に配列特異的なマー

カーおよび／もしくは本質的に部位特異的なマーカーの混合物を添加する工程；

  ｅ）該表面に結合した該マーカーの１つ以上の画像を得る工程；ならびに

  ｆ）該画像から、分析される該糖のアイデンティティーに関する情報を引き出

す工程、

を包含する、方法。

    【請求項５９】  糖の構造分析のための方法であって、以下：

  ａ）表面上に、複数の本質的に配列特異的な結合因子および／または本質的に

部位特異的な結合因子を提供する工程であって、ここで各因子が、複数の糖の１

つのクラスに特異的であり、その結果、該複数の因子が特定の糖配列についての
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絶対配列特異性を有さない、工程；

  ｂ）該表面を、分析される糖、または該糖の複数のフラグメントを含む混合物

と接触させる工程；

  ｃ）結合していない糖または糖フラグメントを洗浄するかまたは他の方法で除

去する工程；

  ｄ）工程ｃ）で得られた該表面に、本質的に配列特異的なマーカーおよび／も

しくは本質的に部位特異的なマーカー、または本質的に配列特異的なマーカーお

よび／もしくは本質的に部位特異的なマーカーの混合物を添加する工程；

  ｅ）該表面に結合した該マーカーの１つ以上の画像を得る工程；ならびに

  ｆ）該画像から、分析される該糖のアイデンティティーに関連する情報を引き

出す工程、

を包含する、方法。

    【請求項６０】  糖の配列を少なくとも部分的に決定する方法であって、以

下：

  複数の固定化因子の、該糖または該糖フラグメントへの結合パターン、および

複数のマーカーの、該糖または該糖フラグメントへの結合のパターンを決定する

工程であって、ここで該パターンは、請求項１から１７のいずれかに記載の方法

に従って決定される、工程；および

  該結合のパターンを組み合わせることにより少なくとも部分的な配列情報を形

成する工程、

を包含する、方法。

    【請求項６１】  糖の配列を少なくとも部分的に決定するための機械で読み

取り可能なコードであって、

  複数の固定化因子の、該糖もしくは該糖フラグメントへの結合パターンおよび

複数のマーカーの、該糖もしくは該糖フラグメントへの結合のパターンを決定す

るため；ならびに該結合のパターンを組合せることにより少なくとも部分的な配

列情報を形成するためのコードであって、ここで該パターンが請求項１から１７

のいずれかに記載の方法に従って決定される、コード、

を含む、コード。
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    【請求項６２】  糖分子アイデンティティー（ＧＭＩＤ）カードであって、

前記固定化因子の、前記糖または糖フラグメントへの結合パターンおよび前記マ

ーカーの、該糖または該糖フラグメントへの結合のパターンを含み、ここで該パ

ターンが、該糖または該糖フラグメントの同定特徴であり、そして請求項１～１

７のいずれかに記載の方法に従って決定される、カード。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、糖鎖（例えば、タンパク質（プロテオグリカン、糖タンパク質）も

しくは脂質に付着してか、または遊離の糖のいずれかとして生じる糖）の構造分

析の分野に関する。

      【０００２】

  （概論）

  オリゴ糖および多糖は、互いにグリコシド結合で連結される単糖（糖（ｓｕｇ

ａｒ））単位からなる。この糖鎖は、ＤＮＡまたはタンパク質の鎖と同様に、似

ていない２つの末端を有する。糖鎖の場合、これらは、還元末端（直鎖状糖分子

のアルデヒド基に対応する）および非還元末端である。しかし、タンパク質およ

びＤＮＡとは異なり、糖はまた、糖における本質的に各々の糖単位が任意の分岐

点として役立って、分岐し得る。

      【０００３】

  糖に結合する多数のタンパク質が存在する。これらの多くのタンパク質は、特

定の短いオリゴ糖配列に特異的に結合する。レクチンは、植物から単離された、

糖に結合するタンパク質である。本出願の目的のために、用語「レクチン」はま

た、動物種由来の糖結合タンパク質（例えば、「哺乳動物レクチン」）を包含す

る。抗体は、特定の分子構造を特異的に認識するタンパク質である。抗体はまた

、レクチンが行うように、糖構造を認識し得る。グリコシダーゼは、糖鎖内のグ

リコシド結合を切断する酵素である。また、グリコシダーゼは、特定のオリゴ糖

配列を特異的に認識し得る。グリコシルトランスフェラーゼは、糖鎖を切断する

が、新たに作製された末端のうちの１つに糖単位をさらに転移させる、酵素であ

る。

      【０００４】

  多糖の構造決定技術は、タンパク質分析技術およびＤＮＡ分析技術ほど早くは

発達していない。これは、ＤＮＡ関連研究の分野における基本的発見に引き続い

て、ＤＮＡの重要性がひどく過小評価されてきたことが認識されたという事実に
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起因する。これにより、ＤＮＡ分析方法およびＤＮＡ自体についての数十年間の

熱心な研究をもたらした。さらに、これまで改善および単純化されたＤＮＡ分析

方法の進展にともなって、タンパク質の構造および機能の分析の技術は、ますま

す多くのＤＮＡ技術由来ツールを使用し始めた。例えば、タンパク質の構造決定

は通常、逆方向遺伝学技術（例えば、タンパク質配列の小さな画分を得ることお

よび対応するｍＲＮＡ配列から残りのタンパク質アミノ酸配列を推定すること）

によって行われる。ｍＲＮＡ配列は今日では、大部分の場合、データベースにお

いて利用可能である、ヒトを含む多数の種のｍＲＮＡ配列の大きな部分として容

易に入手可能である。

      【０００５】

  大部分の哺乳動物タンパク質の非常に重要な部分、すなわち、それらの付着し

た糖およびグリカンの分析は一般に、ＤＮＡ分析技術およびタンパク質分析技術

においてなされた進歩と比較してゆっくりであった。

      【０００６】

  糖分子（ｇｌｙｃｏｍｏｌｅｃｕｌｅ）の重要性は、ペニシリンの発見によっ

て強調される。ペニシリンは、細菌細胞壁における糖分子合成のインヒビターで

あり、そしておそらく、今日までに発見されたうちで最も成功した抗生物質であ

る。

      【０００７】

  別の例は、ヘパリンの医学的使用である。ヘパリンは、血液凝固を阻害し、そ

して今日医学において広範に使用されるグリカンである。医学的に重要な糖分子

のさらなる例としては、以下が挙げられる：グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）、

ヘパラン硫酸、サイトカイン（例えば、ＩＬ－８、ＴＮＦ）、ケモカイン（例え

ば、酸性線維芽細胞増殖因子）および種々の増殖因子。上記のサイトカイン、ケ

モカインおよび増殖因子はまた、ＧＡＧおよび他の多糖に結合し得、それゆえ、

これらはレクチンであると考えられ得る。

      【０００８】

  多糖の構造決定は、糖生物学（ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ）の発展のために基

本的に重要なことである。糖生物学における研究は、上記の細菌細胞壁、血液グ
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リカン、ウイルス疾患（例えば、ＨＩＶ感染）、自己免疫疾患（例えば、インス

リン依存性糖尿病および慢性関節リウマチ）に関与する増殖因子および細胞表面

レセプター構造、ならびに癌において生じるような異常な細胞増殖のような多岐

にわたる対象に関する。

      【０００９】

  医学の他の分野において、コンタクトレンズ、人工皮膚の提供、補綴物の開発

と同様に、多糖は、良好な候補材料である。さらに、多糖は、多数の非医学分野

（例えば、製紙産業）において用いられる。さらに、もちろん、食品産業および

製薬産業は、多量の種々の多糖およびオリゴ糖を使用する。

      【００１０】

  上記の全ての分野では、品質管理、研究における構造決定、および構造－機能

解析を行う目的で、改善された糖分析技術の必要性が存在する。

      【００１１】

  進歩した分析方法は、何年も前に、タンパク質およびＤＮＡの配列決定の分野

において導入されている。ＤＮＡおよびタンパク質を構成する成分は、１種類の

みの連結（ＤＮＡにおける５’から３’へのリン酸架橋、およびタンパク質にお

けるペプチド結合）によって互いに連結されている。ＤＮＡは、４種類のみの異

なる成分（核酸）を含み、一方、タンパク質は約２０の異なる成分（アミノ酸）

を含む。改変されたアミノ酸が存在するとはいえ、タンパク質は、ＤＮＡテンプ

レートを用いて、遺伝暗号に従って最初に合成されなければならない。それゆえ

、新たに合成されるタンパク質に存在するアミノ酸の数および種類は、遺伝暗号

に表される制限されたレパートリーのアミノ酸に制限される。この暗号は、わず

かな相違が存在するが、全ての生物形態について普遍的である。

      【００１２】

  上記の構造的理由から、タンパク質およびＤＮＡの構造分析は今日、熟練者を

必要としない、単純で、迅速、かつ比較的安価な手順である。

      【００１３】

  対照的に、糖構造の多数の分析方法が開発されており、各々はそれ自体の欠点

を伴う。使用される方法の洗練度合いにかかわらず、１つの技術を用いることに
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よって多糖の、またはオリゴ糖でさえも、配列全体を決定することは、今日可能

でない。この困難性についてはいくつかの理由が存在する。第１に、糖は、温度

と独立して合成される。構造情報がなければ、それゆえ、研究者は、構築単位が

今日公知の糖単位のいずれかから選択されるとみなさなければならない。さらに

、これらの単位は、合成の間に、例えば、硫酸基の付加によって改変され得る。

      【００１４】

  第２に、糖単位間の連結は、幾重にも折り畳まれる。糖は、連結されている糖

単位がヘキソースであるならば、Ｃ１原子、Ｃ２原子、Ｃ３原子、Ｃ４原子また

はＣ６原子のいずれかに連結され得る。さらに、Ｃ１原子への連結は、α配置ま

たはβ配置のいずれかであり得る。

      【００１５】

  第３に、糖は分岐し得る。このことは、それらの構造を、そして同一の数およ

び種類の糖単位を有する、可能な構造の数をさらに複雑にする。

      【００１６】

  第４の困難性は、糖単位は、ヒドロキシル基の位置のみによって互いに異なり

得る（エピマー）ので、多くの糖の間の構造の相違が微小であるという事実によ

って表される。

      【００１７】

  （先行技術）

  糖の構造分析のための多数の方法が開発された。

      【００１８】

  ＷＯ  ９３／２４５０３は、方法を開示し、ここでは、単糖単位は、単糖を還

元末端でそのケト形態またはアルデヒド形態へと変換し、次いで、オリゴ糖鎖に

おけるこの単糖と次の単糖との間のグリコシド結合をヒドラジンを用いて切断す

ることによって、オリゴ糖の還元末端から逐次除去される。遊離の単糖は、オリ

ゴ糖鎖から分離され、そしてクロマトグラフィー方法によって同定される。次い

で、このプロセスは、全ての単糖が切断されるまで繰り返される。

      【００１９】

  ＷＯ  ９３／２２６７８は、それらの基本構造を仮定し、次いで、多数の配列
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決定ツール（例えば、グリコシダーゼ）から、最大量の構造情報を与えると予測

されるツールを選択することによって未知のオリゴ糖を配列決定する方法を開示

する。この方法は、オリゴ糖構造についてのいくつかの基本情報（通常、単糖組

成）を必要とする。この方法はまた、配列決定試薬を用いた反応が高価でかつ時

間がかかり、それゆえ、これらの費用を低下させる方法についての必要性が存在

するという事実を例示する。

      【００２０】

  ＷＯ  ９３／２２６７８は、ＶＬＳＩチップ上に固定されたモノリシックプロ

ーブアレイ（例えば、オリゴデオキシヌクレオチド）をプローブすることによっ

て分子を検出するための方法を開示する。この刊行物は、固定された表面に多数

のプローブが結合され得、そして分析物とのそれらの反応が、ＶＬＳＩチップ上

の論理回路を用いて種々の方法によって検出され得ることを教示する。

      【００２１】

  ＥＰ  ４２１，９７２は、オリゴ糖の一つの末端を標識し、標識されたオリゴ

糖をアリコートに分け、各アリコートを異なる試薬混合物（例えば、グリコシダ

ーゼの混合物）で処理し、異なる反応混合物をプールし、次いで、クロマトグラ

フィー方法を用いて反応産物を分析することによってオリゴ糖を配列決定するた

めの方法を開示する。Ｎ結合型グリカンは糖鎖がタンパク質に連結している点で

共通の構造を有するので、この方法は、Ｎ結合型グリカンのみに有用である。Ｏ

結合型グリカンはより変動し、そしてこの方法は、より大きな多様性をその基本

構造に有するそのようなオリゴ糖には未だに適応されていない。

      【００２２】

  それゆえ、本発明の目的は、上記の先行技術の方法に付随する全ての課題を克

服する、糖の構造分析のための方法を提供することである。

      【００２３】

  従って、本発明は、最終的な結果を達成するために、異なる技術で得られた結

果を合わせる必要なく、１つの技術によって糖の上記の構造分析を提供する。

      【００２４】

  本発明の方法は、オリゴ糖ならびに多糖の構造分析に適切である。
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      【００２５】

  本発明の方法は、自動化のためにさらに適切であり、従って、所定のオリゴ糖

または多糖を独自に同定するために本質的に充分な情報を提供する、単純かつ迅

速なアッセイを提供する。

      【００２６】

  本発明はさらに、所定のオリゴ糖または多糖の配列を同定するための方法を提

供する。

      【００２７】

  本発明のさらなる目的および利点は、説明が進むにつれて明白になる。

      【００２８】

  （発明の要旨）

  本発明は主に、糖の構造分析のための方法に関し、この方法は、

  ａ）表面上に、複数の本質的に配列特異的な結合因子および／または本質的に

部位特異的な結合因子を提供する工程；

  ｂ）この表面を、分析される糖、または複数のこの糖のフラグメントを含む混

合物と接触させる工程；

  ｃ）結合していない糖または糖フラグメントを、洗浄または別の方法で除去す

る工程；

  ｄ）工程（ｃ）で得られた表面に、本質的に配列特異的なマーカーおよび／も

しくは本質的に部位特異的なマーカー、または本質的に配列特異的なマーカーお

よび／もしくは本質的に部位特異的なマーカーの混合物を添加する工程；

  ｅ）この表面に結合したこのマーカーの１つ以上の画像を得る工程；ならびに

  ｆ）この画像から分析されるこの糖のアイデンティティに関する情報を引き出

す工程、

を包含する。

      【００２９】

  本発明の方法の好ましい実施形態では、本質的に配列特異的なマーカーおよび

／または本質的に部位特異的なマーカーは色原体結合因子である。用語「色原体

結合因子」は、本明細書中で使用される場合、糖に結合し、かつ異なる色または
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別の方法で検出可能なマーカーを有し、その結果、糖への結合後に、この糖がこ

の色または他のマーカーを獲得する、全ての因子を含む。可視範囲に固有の、容

易に観察可能な色を有する化学構造に加えて、使用される他のマーカーとしては

、蛍光基、ビオチンタグ、酵素（これは、着色産物の形成をもたらす反応におい

て用いられ得る）、磁性マーカーおよび同位体マーカーなどが挙げられる。検出

可能なマーカーの上記のリストは、例示の目的のみであり、そして限定的である

ことも網羅的であることも決して意図していない。同様の傾向で、用語「色」は

また、本明細書中で（例えば、上記の方法の工程（ｅ）の状況において）使用さ

れる場合、任意の検出可能なマーカーを含む。

      【００３０】

  本発明の方法の好ましい実施形態では、構造の情報は、単純に表面を視覚検査

することおよび標準と比較することによって獲得される。あるいは、別の好まし

い実施形態では、工程（ｆ）は光学フィルターの使用を包含する。さらに好まし

い実施形態では、表面上に現れる色の画像は写真術により捕捉され、次いでデジ

タル化される。

      【００３１】

  本発明の方法は、任意の適切な本質的に配列特異的な結合因子を用いて行なわ

れ得るが、本発明は、特に本質的に配列特異的な結合因子および／または本質的

に部位特異的な結合因子としてレクチンの使用に関する。本発明の別の好ましい

実施形態では、本質的に配列特異的な結合因子および／または本質的に部位特異

的な結合因子は抗体であった。

      【００３２】

  本質的に配列および／または部位に特異的な様式で、糖に結合する任意の適切

な着色した（または他の方法で検出可能な）物質は、本質的に配列および／また

は部位に特異的な色原体結合因子として使用され得る。しかし、概して、本質的

に配列および／または部位に特異的な色原体結合因子は、色原体のレクチンまた

は色原体抗体である。１つの好ましい本発明の実施形態では、色原体結合因子は

着色したレクチンである。なおさらに好ましい実施形態は、蛍光性またはビオチ

ンで標識したレクチンまたは抗体を必要とする。さらに好ましい実施形態では、
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本質的に配列特異的な色原体結合因子は、酵素で標識した抗体である。

      【００３３】

  別の局面では、本発明の方法は、糖を、そこに結合した後に糖鎖を切断し得る

本質的に配列特異的な因子で処理する工程をさらに含有する。この処理は、糖が

表面と接触する前に、行なわれ得る。あるいは、結合していない糖の除去の後、

この処理は行なわれ得るが、本質的に配列特異的な色原体結合因子を加える前に

行なう。

      【００３４】

  特に好ましい本発明の方法の実施形態では、表面はフィルターペーパーであり

、そして本質的に配列特異的な因子は、予め定義された順序でこのフィルターペ

ーパー上で整列した。

      【００３５】

  別の局面では、本発明は糖分子アイデンティティー（ＧＭＩＤ）カードを提供

し、本発明の方法の直前の好ましい実施形態に従って獲得した糖構造分析データ

を列挙する。好ましい実施形態では、使用された本質的に配列特異的な試薬は、

コードナンバーによって、ＧＭＩＤカードに示される。ＧＭＩＤカードの別の好

ましい実施形態では、分析で使用された本質的に配列特異的な試薬の組合せは、

独特のコードナンバーで示される。

      【００３６】

  本発明はまた、予め定義された順序で、糖または糖配列もしくは糖フラグメン

トを示す可視のまたは検出し得る複数のマーカーを含有する固形支持体に関する

。

      【００３７】

  別の局面では、本発明はまた、上記記載の方法で使用するための本質的に配列

特異的色原体結合因子のセットを選択する方法を含み、この方法は、以下の工程

を包含する：

  ａ）分析される糖の全てのまたは部分的な単糖組成（ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒ

ｉｄｅ  ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ）（ＭＣ）を獲得する工程；

  ｂ）この糖に存在する単糖に結合し得る本質的に配列および／または部位に特
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異的なｎ種のマーカーのセットを選択する工程；

  ｃ）このセット中の２つのマーカーが同じ色または他の方法で検出し得るマー

カーを有さないことを確かめるために、工程ｂ）で得られた本質的に配列および

／または部位に特異的なマーカーのセットを修正する工程；

  ｄ）本質的に配列および／または部位に特異的な結合因子、あるいは他の本質

的に配列および／または部位に特異的なマーカーのいずれかとの交差反応性を減

少させるために、工程ｃ）で選択された本質的に配列および／または部位に特異

的なマーカーのセットを修正する工程；

  この方法の１つの好ましい実施形態では、分析される糖のＭＣは、関連した糖

のＭＣから予測される。別の好ましい実施形態では、分析される糖のＭＣは、こ

の糖の完全なＭＣ分析を行なうことによって獲得される。この方法の別の好まし

い実施形態では、ｎは１と４との間の値を有する。

      【００３８】

  本発明はまた、上記記載の糖構造分析の方法で使用するための、本質的に配列

特異的マーカーのセットを選択するソフトウェアにも関し、以下を含む：

  ａ）単糖組成（ＭＣ）の供給のためのインプット；

  ｂ）この糖に存在する単糖に結合し得るｎ種の本質的に配列または部位特異的

なマーカーにマッチングさせるマッチングサブプログラム；

  ｃ）サブプログラムｂ）により、マッチングされた本質的に配列または部位に

特異的なマーカーのセットを修正するための修正サブプログラムであって、この

サブプログラムは、本質的に配列または部位に特異的な結合因子または他の本質

的に配列または部位特異的なマーカーのどちらかとの減少した交差反応性に基づ

いて当該マーカーを選択し得る、修正サブプログラム；

  ｄ）このセットの２つのマーカーが、同じ色も他の方法で検出される特徴も有

さないと保証し得る第２修正サブプログラム。

      【００３９】

  本発明はまた、糖の構造関連データを獲得するための方法に関し、任意の順序

で、以下の工程を包含する

ａ）糖鎖を切断し得る本質的に配列特異的な因子と糖を反応させる工程、
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ｂ）糖に結合し得る本質的に配列特異的な因子と糖を反応させる工程、

ｃ）糖に結合し得る標識された本質的に配列特異的な因子の使用を含み、直接ま

たは間接的のいずれかで標識を糖に導入する工程、および

ｄ）切断因子が存在する反応および切断因子が存在しない反応中において、標識

の存在を検出する工程。

      【００４０】

  本発明はさらに、糖の構造分析法に関連し、次の工程を含有する：

ａ）糖を調達する工程；

ｂ）糖を第１の本質的に配列特異的な因子と反応させる工程；

ｃ）糖またはそのフラグメントを第２の本質的に配列特異的な因子と反応させる

工程、

ｄ）糖またはそのフラグメントを第３の本質的に配列特異的な因子と反応させる

工程、

ｅ）必要に応じて、少なくとも１つの異なる第２または第３の本質的に配列特異

的な因子を用いて、工程ｃからｄを繰り返す工程；

ただし、糖は標識されおよび／または１以上のこの第１、第２、および／もしく

は第３の本質的に配列特異的な因子が標識されるかまたは糖に標識を導入し、そ

して、この標識がそれが導入された工程に続く１以上の工程で検出されるという

条件で、そして、少なくとも１つの第１、第２、または第３の本質的に配列特異

的な因子は切断因子であるというさらなる条件で、

  ここで工程ａ）からｅ）は、並行した独立の反応で同じ糖を用いて、少なくと

も１つの異なる第１、第２、または第３の本質的に配列特異的な因子を用いて、

行なわれ得る。この標識は好ましくは蛍光標識である。

      【００４１】

  本発明はまた方法に関連し、ここで、少なくとも１つの第１、第２、または第

３の本質的に配列特異的な因子が固定化されていて、ここで、当該固定化因子は

切断因子である本質的に配列特異的な因子ではない。

      【００４２】

  さらに第１の本質的に配列特異的な因子が切断因子である方法は、本発明の範
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囲内に含まれる。

      【００４３】

  また、第２の本質的に配列特異的な因子が固定化される方法は、本発明の範囲

内に含まれる。好ましい実施形態では、切断因子は、グリコシダーゼまたはグリ

コシルトランスフェラーゼであり得、第２の本質的に配列特異的な因子はレクチ

ンであり、そして第３の本質的に配列特異的な因子は抗体である。

      【００４４】

  好ましい実施形態では、第３の本質的に配列特異的な因子はレクチンである。

さらに第３の本質的に配列特異的な因子が切断因子である方法は、本発明の範囲

内に含まれる。

      【００４５】

  本発明はまた、糖の配列を導き出す工程をさらに包含する方法に関連する。

      【００４６】

  本発明はさらに、第３の本質的に配列特異的な因子がグリコシダーゼまたはグ

リコシルトランスフェラーゼである方法に関連する。

      【００４７】

  本発明の上記の方法の好ましい実施形態では、多くの第１の配列特異的な因子

は同じ基板に固定化される。好ましくは、全ての第１の配列特異的な因子は単一

の基板に固定化される。

      【００４８】

  本発明の方法で使用される第１の本質的に配列特異的な因子は、好ましくは、

レクチンおよび抗体から選択される。第２または第３の本質的に配列特異的な因

子は、好ましくは、標識された単糖ユニットを糖上に導入するグリコシルトラン

スフェラーゼである。

      【００４９】

  この方法の別の好ましい当該方法の実施形態では、１より多くの標識が用いら

れ、用いられた標識のそれぞれは、独立して検出し得る。

      【００５０】

  本発明はまた、当該方法に関連し、第２および第３の本質的に配列特異的な因
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子は反応中に同時に存在するが、緩衝液条件の変化によって代わるがわる活性化

され、その結果、１以上の当該の本質的に配列特異的な因子はその変化によって

不活性化され、同時に他の本質的に配列特異的な因子は活性化される。

      【００５１】

  さらに好ましくは、いくつかの第３の本質的に配列特異的な因子は、同時に加

えられ得るが、緩衝液条件の変化によって代わるがわる活性化され、結果として

、１以上の本質的に配列特異的な因子はその変化によって不活性化され、同時に

別の本質的に配列特異的な因子は活性化される。好ましくは、１以上の第３の本

質的に配列特異的な因子はグリコシダーゼまたはグリコシルトランスフェラーゼ

である。

      【００５２】

  本発明はまた、第１または第２の本質的に配列特異的な因子の各々が仮想アレ

イの別々のユニットに固定される方法に関する。このアレイは好ましくはＭＡＳ

ＤＡアレイである。

      【００５３】

  さらに本発明は、グリコシダーゼまたはそれに同等なものを用いた連続的な消

化によって糖の構造を分析する方法に関する。好ましい実施形態では、連続的な

消化によって糖の構造を分析する方法は以下の工程を含有する。

ａ）糖の還元末端をブロックする工程；

ｂ）当該の糖をグリコシドまたはそれと同等なものとインキュベートすることに

よって、さらなる還元末端を露出させる工程、

ｃ）このさらなる還元末端を標識する工程、

ｄ）必要に応じて、異なるグリコシダーゼまたはそれと同等なものを用いて、工

程ａ～ｃを繰り返す工程。

      【００５４】

  さらに、本発明は、さらに上記に記載される糖の構造を分析する方法に関し、

ここで、糖の構造関連データを獲得する上記の方法に従って、データを集め、そ

してこのデータを組合せて用いて、糖の構造情報が得られる。

      【００５５】
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  本発明はまた、糖の構造関連のデータを獲得する上記の方法に従って獲得され

たデータを用いて、糖の配列マップを作製する方法に関し、この方法は以下の工

程を包含する

ａ）上記の方法を用いて認識配列の三つ組（ｔｒｉｐｌｅｔ）を集める工程

ｂ）１型の三つ組を同定する工程であって、その三つ組は配列（第１認識部位）

－（グリコシダーゼ）－（第２認識部位）の三つ組である工程、

ｃ）２型の三つ組を同定する工程であって、その三つ組は配列（グリコシダーゼ

）－（第１認識部位）－（第２認識部位）の三つ組である工程、

ｄ）当該の三つ組を類似性に従って、分類する工程、

ｅ）三つ組を種々のグリコシダーゼ認識部位と比較する工程、

ｆ）糖上の発生順に三つ組を整理する、

ｇ）グリコシダーゼ認識部位を整理させる工程、

ｈ）三つ組に対する適合性をチェックする工程、

ｉ）単一ファイル順に、グリコシダーゼの認識配列ならびに第１および第２の本

質的に配列特異的な因子の認識配列を整列させる工程、

ｊ）認識配列（部位）を多糖配列に翻訳する。

      【００５６】

  さらに、本発明は、糖の配列マップを作成する方法に関し、この方法は、さら

に以下の工程：

  ｋ）重複の問題を補正する工程

  ｌ）配列を出力する工程

  ｍ）すべての利用可能なデータに対してチェックする工程

を包含し、これによって、実際の糖配列のモデルを作成する。

      【００５７】

  本発明はまた、糖の配列マップを作成する上記方法に関し、ここで、工程ｍ）

が、糖の構造関連データを得るための上記方法に従って得られる相加物（ａｄｄ

ｉｔｉｏｎａｌ）に対してチェックする工程を包含し、それによってさらに、糖

の配列マップを作成する。

      【００５８】
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  本発明はまた、糖の構造を分析するための装置に関し、この装置は、各第１の

本質的に配列特異的な因子が、平面構造の特定領域に位置付けられているような

、平面構造における第１の本質的に配列特異的な因子のアレイを提供する。この

装置はさらに、分析物をこのアレイと反応させるための手段、洗浄手段、１以上

の第２および第３の本質的に配列特異的な因子を、このアレイと反応させるため

の手段、ならびにこの糖またはこの第２または第３の本質的に配列特異的な因子

に関連した標識を検出するための検出手段を提供する。

      【００５９】

  別の局面では、本発明は、糖の構造を分析するための装置を提供し、この装置

は、ビーズの多数のアリコートを備え、各アリコートは、異なる第１の本質的に

配列特異的な因子を有する。この装置はさらに、個々に分析物をビーズのアリコ

ートと反応させるための手段、洗浄手段、１以上の第２および第３の本質的に配

列特異的な因子を、このアリコートと反応させるための手段、ならびにこの糖ま

たはこの第２または第３の本質的に配列特異的な因子に関連した標識を検出する

ための検出手段を提供する。

      【００６０】

  本発明の方法を使用して、オリゴ糖または多糖の構造を研究し得る。本発明の

方法はまた、このようなオリゴ糖または多糖が、他の分子（例えば、ペプチド、

タンパク質、または脂質）に結合されている場合にも使用され得る。詳細には、

本発明の方法は、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）（ヘパリン、ヘパラン硫酸、

コンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸などを含む）の構造的研究のために使用さ

れ得る。

      【００６１】

  本発明の上記および他の特徴および利点のすべてが、以下の例示的かつ非制限

的なその好ましい実施形態の実施例からさらに理解される。

      【００６２】

  （発明の詳細な説明）

  明確さの目的のために、本明細書中で使用されるいくつかの用語を、本明細書

の以下において説明する。
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      【００６３】

  「本質的に配列特異的な因子」は、糖に結合し得る因子を意味し、この結合は

通常、配列特異的である（すなわち、この因子は、特定の単糖単位の配列にのみ

結合する）。しかし、この配列特異性は絶対的でなくとも良く、同様にこの因子

は、他の関連配列（例えば、１つ以上の糖が、欠失、変換、または挿入された単

糖配列）に結合し得る。この因子はまた、所定の単糖配列に加えて、１つ以上の

関連のない配列（すなわち、単糖）に結合し得る。本質的に配列特異的な因子は

、通常、タンパク質（例えば、レクチン、糖特異的な抗体、またはグリコシダー

ゼもしくはグリコシルトランスフェラーゼ）である。レクチンの例としては、以

下の植物から単離されるレクチンが挙げられる：

      【００６４】

【化１】

  上述のレクチンの例に加えて、他の生物学的に活性な化合物（例えば、サイト
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カイン、ケモキネシス、および増殖因子）もまた、ＧＡＧおよび他の多糖に結合

する能力を有しており、従って、本発明の目的では、レクチンであるとみなされ

る。

      【００６５】

  グリコシダーゼの例としては、α－ガラクトシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ

、Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼ、α－マンノシダーゼ、β－マンノシダーゼ

、α－フコシダーゼなどが挙げられる。これらの酵素のいくつかは、その単離の

供給源に依存して、異なる特異性を有し得る。

      【００６６】

  上記の酵素は、例えば、Ｏｘｆｏｒｄ  Ｇｌｙｃｏｓｙｓｔｅｍｓ  Ｌｔｄ．

、Ａｂｉｎｇｄｏｎ、ＯＸ１４  １ＲＧ、ＵＫ、Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ

  Ｃｏ．、Ｓｔ．Ｌｏｉｓ，Ｍｏ．、ＵＳＡ、またはＰｉｅｒｃｅ、ＰＯＢ．１

１７．Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、６１１０５  ＵＳＡから、市販されている。

      【００６７】

  「切断因子」は、その認識配列で糖鎖を切断する、本質的に配列特異的な因子

である。代表的な切断因子は、グリコシダーゼ（エキソグリコシダーゼおよびエ

ンドグリコシダーゼを含む）およびグリコシルトランスフェラーゼである。しか

し、グリコシド結合を切断し得る化学試薬もまた、それらが本質的に配列特異的

である限り、切断試薬として供され得る。用語「切断因子（ｃｌｅａｖｉｎｇ  

ａｇｅｎｔまたはｃｌｅａｖａｇｅ  ａｇｅｎｔ）」は、本明細書の文脈におい

て、用語「切断し得る本質的に配列特異的な因子」と同義である。

      【００６８】

  「認識配列」は、本質的に配列特異的な因子によって認識される単糖の配列で

ある。認識配列は、通常、２～４単糖単位を含む。認識配列の例は、Ｇａｌβ１

－３ＧａｌＮＡｃであり、これは、Ａｒａｃｈｉｓ  ｈｙｐｏｇａｅａから精製

されたレクチンによって認識される。本質的に配列特異的な因子によって特異的

に認識される場合、単一の単糖は、本開示の目的のために、認識配列として規定

され得る。

      【００６９】
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  「糖」は、直鎖または分枝した、任意のオリゴ糖または多糖である。この用語

は、本明細書中上記および本明細書中下記においては、この糖が多糖、およびグ

リカンの糖構造なども含むという点で、当該分野におけるその一般的意味とは異

なって使用される。

      【００７０】

  「マッピング」は、多糖鎖において特定の予め規定されたパターンの連続した

順序を規定すること、糖の配列の獲得（すなわち、糖の基礎単位すべての完全な

決定）を最終的に生じるプロセスを意味する。

      【００７１】

  「配列マップ」は、糖において生じるような、認識部位の順序付けられた連続

物である。

      【００７２】

  「単糖」は、例えば、ヘキソース、テトロース、またはペントースのような、

単一の糖単位である。単糖の特定の例としては、ガラクトース（Ｇａｌ）、Ｎ－

アセチル－ガラクトサミン（ＧａｌＮＡｃ）、マンノース（Ｍａｎ）、グルコー

ス（Ｇｌｃ）などが挙げられる。

      【００７３】

  本発明の好ましい実施形態では、本明細書中上記に記載され、そして本明細書

中以下で例証される方法は、治療的活性薬剤またはその活性フラグメントの構造

を決定することによって、治療薬剤についてスクリーニングするために使用され

得る。従って、本発明は、治療的活性薬剤のスクリーニングにおける、上記方法

の使用に関する。

      【００７４】

  さらに好ましい実施形態では、本発明の分析方法およびマッピング方法はさら

に、治療的活性薬剤を最適化するにおいて有用である。なぜなら、この方法は、

種々の治療的活性薬剤のグリコシル化程度の評価、およびそれらの間の比較を可

能にするからである。例えば、グリカン鎖の非還元末端のガラクトースは、循環

系からの糖タンパク質（この中で、グリカン鎖は不可欠な部分である）の迅速な

クリアランスと関連付けられ得ることが、当該分野において周知である。次いで
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、これは、治療的活性薬剤として使用される場合に、これらの糖タンパク質に関

連して、劇的な薬物動態学的パラメーターをもたらし得る。従って、本発明はま

た、治療的活性薬剤の開発および最適化における上記方法の使用に関する。

      【００７５】

  別の好ましい実施形態では、本発明は、疾患の診断における本明細書中に記載

の方法の使用に関する。本発明の分析方法の診断的使用の１例は、微生物病原体

のアイデンティティを決定するための、細菌から単離されたリポ多糖類（ＬＰＳ

）の比較および／または同定である。本発明の方法を使用することによる、異な

る微生物ＬＰＳサンプルの比較を、本明細書中以下で実施例６において例証する

。

      【００７６】

  なおさらに好ましい実施形態では、本発明は、食品および／または飲料の分析

における本発明の方法の使用に関する。このような分析は、その種起源を決定す

るために、食品または飲料のサンプルと既知の標準との比較するためのＧＭＩＤ

方法の使用を包含し得る。例として、異なる起源の乳汁サンプルのＧＭＩＤ分析

を、本明細書中以下の実施例５に例証する。さらなる例は、食品および飲料調製

物における細菌夾雑物の検出および同定である（例えば、本明細書中以下で実施

例６に記載されるＬＰＳ分析）。

      【００７７】

  さらに好ましい実施形態では、本発明は、遺伝子操作された（ＧＭ）農作物お

よびそれに由来する産物の分析における、本明細書中上記に記載された方法の使

用を提供する。ＧＭ作物の例としては、ヒト化抗体（この抗体は、糖タンパク質

である）を産生する作物、ならびに、改変されたデンプンまたは他の多糖を産生

する作物が挙げられる。

      【００７８】

  本発明は、糖鎖の分析のための方法を提供する。本発明は、生物学的反応機構

（例えば、短いオリゴ糖配列を認識し得る薬剤、および酵素に関する機構を含む

）を使用する。先行技術の方法と対照的に、本発明は、多数の反応（すなわち、

情報量の豊富な分析）を使用する。このことは、本発明の方法が、大部分の先行
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技術の方法（例えば、ポストソース分解マトリックス支援レーザー脱離／イオン

化質量分析（ｐｏｓｔ  ｓｏｕｒｃｅ  ｄｅｃａｙ  ｍａｔｒｉｘ－ａｓｓｉｓ

ｔｅｄ  ｌａｓｅｒ  ｄｅｓｏｒｂｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ  ｍａｓｓ

  ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）（ＰＳＤ  ＭＡＬＤＩ－ＭＳ）、ＨＰＬＣ－ＭＳ

、または質量分析と組合せられた高速原子衝撃のような）において使用された高

額な技術の使用を完全に排除することを可能にする。

      【００７９】

  本発明の好ましい実施形態に従って、糖（還元末端にて標識）と第１の本質的

に配列特異的な因子との反応後に、検出工程を実施する。標識の存在は、この糖

における、第１の本質的に配列特異的な因子についての認識部位ａの存在を示す

。この工程は、どのレクチン結合部位が糖において存在するかに関する情報を利

用者に提供するということに留意することが重要である。第２の本質的に配列特

異的な因子（これは、その認識部位ｂで糖を切断する）との反応後に、この検出

工程を繰り返す。標識の不在は、この第１および第２の認識部位の配列が、ａ－

ｂ－還元末端であることを示す。

      【００８０】

  本発明の方法をさらに例示するために、ここで本発明者らは、第１の本質的に

配列特異的因子が、認識部位ａを有するレクチンであると仮定する。分析される

糖は、標識されない。第２の工程では、特定の糖配列ｂを認識する標識化抗体を

添加する。ここで検出工程を実施し、この検出工程は、抗体が糖を認識したか否

かを示す。この場合、使用されるレクチンとは独立して、すべての反応が陽性で

ある。結合していない抗体を洗い流した後、グリコシダーゼを添加する。グリコ

シダーゼは、認識配列ｃを有する。第２の検出工程を実施する。シグナルを喪失

したすべての反応において、認識部位の配列は、ｂ－ｃ－ａまたはａ－ｃ－ｂの

いずれかであるに相違ない。他方、シグナルが残存する場合には、認識部位の配

列は、ｃ－ｂ－ａ、ａ－ｂ－ｃ、ｂ－ａ－ｃ、またはｃ－ａ－ｂのいずれかであ

り得る。

      【００８１】

  本発明の上記実施形態において、これらの部位と還元末端との関係は、確立さ
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れていない。しかし、糖が標識されている第一の上記実施形態と、第二の本質的

に配列特異的な因子が標識されているすぐ上に記載の実施形態との組合せは、そ

の情報を容易に提供する。従って、本発明のさらなる実施形態において、糖は、

その還元末端において標識される。次いで、第一工程において、これが種々のレ

クチンに結合する。第二工程において、標識された抗体が結合される。レクチン

および抗体は、互いに独立して検出され得る異なる標識により標識される。従っ

て、ここで両方の標識が、第一および第二の検出工程において互いに独立して検

出され得る。第三工程において、グリコシダーゼが添加される。ここで、第三お

よび第四の検出工程が実施されて、各反応における両方の標識の存在を確認する

。両方の標識が、グリコシダーゼの添加前に存在した場合には、多くの可能性が

ある。第一に、両方の標識がグリコシダーゼの添加の後にも残る場合には、認識

部位の配列は、ｃ－ａ－ｂ－還元末端である。第二に、両方がグリコシダーゼの

添加後に失われる場合には、認識部位の配列は、ａ－ｃ－ｂ－還元末端でなけれ

ばならない。第三に、糖標識が残り、そして抗体標識が失われる場合には、認識

部位の配列は、ｂ－ｃ－ａ－還元末端でなければならない。第四に、抗体標識が

残り、そして糖標識が失われる場合には、認識部位の配列は、ａ－ｂ－ｃ－還元

末端またはｂ－ａ－ｃ－還元末端のいずれかであり得る。

      【００８２】

  糖が最初に切断因子で消化され、そして引き続く工程において結合剤と反応す

る、類似のセットの反応が、実施され得る。

      【００８３】

  例えば、好ましい実施形態において、還元末端において標識された糖が、第一

の本質的に配列特異的な因子（これは、認識配列ａを有するグリコシダーゼであ

り得る）と反応する。コントロール反応において、標識された糖は、未処理のま

まにされる。次いで、これらの反応は独立して、固定化された第二の本質的に配

列特異的な因子（これは、認識配列ｂを有するレクチンであり得る）とさらに反

応する。結合していない糖を洗浄除去した後に、検出工程を行う。標識の存在は

、部位ｂが糖に存在することを示す。第一の本質的に配列特異的な因子が存在し

た反応と、第一の本質的に配列特異的な因子が存在しなかった独立したコントロ
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ール反応とを比較することにより、標識の存在に対するグリコシダーゼの効果が

決定され得る。例えば、認識配列ｂを有するレクチンへの結合の後に、コントロ

ール反応においては標識が検出されるが、第一の本質的に配列特異的な因子が認

識配列ａを有するグリコシダーゼである反応においては検出されない場合は、認

識部位の配列は、ｂ－ａ－還元末端である。他方で、標識が、コントロール反応

とグリコシダーゼ反応との両方において存在する場合には、このことは、認識部

位の配列がａ－ｂ－還元末端であることを示す。認識部位ａは、糖の内側に位置

しなくてもよい。すなわち、糖配列の内部に存在しなくてもよい。

      【００８４】

  本発明の上記実施形態は、複数の第一の本質的に配列特異的な因子を用いて使

用され得る。これらは、独立した反応において、コントロール反応とともに通常

使用される。１つより多い第一の本質的に配列特異的な因子を、１つの反応にお

いて使用することもまた、可能である。反応の多様性は、構造に関連する得られ

る情報の量を増大させる。

      【００８５】

  本発明のさらなる実施形態において、標識されていない糖が使用される。認識

配列ａを有するグリコシダーゼでの消化の後に、この糖は、固定化されたレクチ

ンと反応する。結合していない糖を洗浄除去した後に、認識部位ｃを有する標識

抗体を、結合した糖フラグメントと反応させる。結合していない抗体の洗浄除去

後の、標識の検出は、ｃがレクチンを結合している糖フラグメントに位置するこ

とを示す。結合部位の配列は、ｃ－ｂ－ａまたはｂ－ｃ－ａのいずれかであり得

る。認識部位の配列に対する還元末端の位置は、この反応を用いては決定され得

ない。コントロール（グリコシダーゼを用いない）反応において標識が検出され

るがグリコシダーゼを用いる反応においては検出されないことは、認識部位の配

列がｂ－ａ－ｃであることを示す。この実施形態においてまた、異なるグリコシ

ダーゼ（単独および／または組合せで）、異なるレクチン、ならびに／あるいは

異なる抗体を使用する、さらなる独立した反応が、得られる情報の量を増大させ

る。

      【００８６】
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  第三の本質的に配列特異的な因子が切断工程を提供する、さらに上に記載した

本発明の実施形態と、第一の本質的に配列特異的な因子が切断工程を提供する、

すぐ上に記載した実施形態とは、実質的に等価であることが明らかである。本発

明の両方の実施形態間の差異は、さらに上に記載した実施形態においては、切断

因子の効果が第三の本質的に配列特異的な因子と反応する前に標識の存在を検出

することにより観察され得るのに対し、すぐ上に記載した実施形態においては、

この切断試薬の効果を決定するために、切断因子を用いないコントロール反応を

使用しなければならないことである。それにもかかわらず、異なる実施形態によ

り得られる情報の範囲は、実質的に等しい。なぜなら、これらの実施形態は、そ

こからの認識部位（すなわち、三つ組）の情報および配列を、整列させるための

方法であるからである。

      【００８７】

  上記実施例は、糖が直鎖状であり、そしてグリコシダーゼが糖配列内に認識部

位を有するという仮定に基づく。しかし、グリコシダーゼに対する認識部位の、

糖の内部での存在は、通常、他のレクチンとの反応の分析から、容易に確認可能

である。レクチンを用いる任意の反応における２つの標識のいずれかが、グリコ

シダーゼの添加後に失われる場合には、このグリコシダーゼは、糖の内部に認識

部位を有さなければならない。

      【００８８】

  本質的に配列特異的な因子として、グリコシルトランスフェラーゼが使用され

得る。グリコシルトランスフェラーゼは、特定の配列パターン（認識配列）に従

って、糖配列の特定の点に、糖質ユニットを付加する。従って、反応において使

用される単糖が標識される場合には、新たな標識がこの糖鎖に導入され得、これ

は、グリコシルトランスフェラーゼに対する認識部位の存在を示す。もちろん、

グリコシルトランスフェラーゼにより導入される標識は、使用される他の標識か

ら区別可能であるべきである。

      【００８９】

  上記のように、標識抗体を用いるセットの反応を実施する場合は、この抗体は

、大部分の反応において結合し得るが、ほんのわずかな例外が存在し得る。この
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ことは、レクチンと抗体との糖認識配列間のオーバーラップの可能性に起因する

。このような場合には、特定のレクチンを用いる反応が、ネガティブである。次

いで、この情報を使用して、３～７の糖質ユニットの伸長を推定し得る。なぜな

ら、レクチンおよび抗体の認識配列は、各々２～４の糖質ユニットであるからで

ある。

      【００９０】

  あるいは、上記第一および第二の検出工程は、これら２つの検出間に妨害がな

い場合には、同時に実施され得る。

      【００９１】

  さらなる実施例として、第一の一連の反応において、レクチンとの第一の反応

が、末端標識された多糖鎖の部位ａにおいて起こり、そしてグリコシダーゼとの

第二の反応が、多糖鎖の部位ｂにおいて起こる場合には、第三の本質的に配列特

異的な因子を用いる反応は、部位ｃにおいて、第二の標識を導入し、これは、第

一の標識から区別可能であり得る。従って、両方の標識の存在は、これら３つの

部位の配列が、ｂ－ａ－ｃ－還元末端またはｂ－ｃ－ａ－還元末端のいずれかで

あることを示す。

      【００９２】

  他方で、第一の標識のみが検出される場合には、２つの可能性が存在する：（

１）第三の本質的に配列特異的な因子に対する認識部位が、多糖に存在しない、

または（２）その認識部位を含む多糖の部分が、第二の本質的に配列特異的な因

子により切断された。

      【００９３】

  このことは、第二の本質的に配列特異的な因子が、省略されるか、または切断

を可能にしない緩衝条件下で使用される、第二の一連の反応により、確認され得

る。この第二の一連の反応において、第二の標識が、第三の本質的に配列特異的

な因子との反応の後に検出されない場合には、このことは、この第三の本質的に

配列特異的な因子が、糖において結合部位を欠くことを示す。他方で、第二の標

識の存在は、切断部位が、第一の本質的に配列特異的な因子に対する部位と第三

の本質的に配列特異的な因子との部位の間に位置することを示す。すなわち、糖
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の上の部位の配列は、ｃ－ｂ－ａ－還元末端である。

      【００９４】

  本発明の方法においては、これらの反応を、後の反応を先の反応の結果に依存

させて連続して実施する必要はない。むしろ、本発明は、複数の反応を、上記推

定が単一のセットの反応において可能であるように、実施する方法を提供する。

例えば、１つのセットの反応において、異なる第一の本質的に配列特異的な因子

が、各反応について同一である第二および第三の本質的に配列特異的な因子とと

もに使用される。第二のセットの反応が、平行して実施され、これによってこれ

らの反応は、第二の本質的に配列特異的な因子（これは、省略または不活化され

る）を除いて、第一のセットの反応と同一である。

      【００９５】

  しかし、中間の検出工程において得られる情報を有利に使用して、本質的に配

列特異的な因子の特定の選択を、以下の工程で、排除し得る。分析されるべき糖

に認識部位を有さない、本質的に配列特異的な因子は、第二または第三の本質的

に配列特異的な因子として使用される場合には、情報を提供しないことが明らか

である。従って、糖が標識される、本発明の実施形態においては、糖が第一の本

質的に配列特異的な因子と結合した後に実施される検出の結果を使用して、糖が

結合した第一の本質的に配列特異的な因子の数から、第二の本質的に配列特異的

な因子を選択し得る。

      【００９６】

  本発明のなお別の実施形態において、第三の本質的に配列特異的な因子を添加

することは、上記のように検出工程が完了して情報が得られた後に、異なる因子

を用いて繰り返される。第三の因子が初めて添加された後に、両方の標識が存在

するままである反応については、上記のような結果の解釈に関する同じ考慮が、

適用される。標識の１つのみが残る場合には、それにもかかわらず、切断因子が

第一の本質的に配列特異的な因子の認識部位と、標識（または還元末端）を有す

る本質的に配列特異的な因子の認識部位との間を切断するか否かを、推定し得る

。この場合には、残っている標識もまた、異なる第三の本質的に配列特異的な因

子との反応の後に、失われる。



(37) 特表２００２－５４４４８５

      【００９７】

  本発明のさらなる実施形態において、異なる第二の本質的に配列特異的な因子

が添加され得、これは、第一のセットの反応において添加された、第二の本質的

に配列特異的な因子の標識と異なるかまたは同一である標識を、保有し得る。次

いで、糖鎖を切断する、別の第三の本質的に配列特異的な因子の添加が、さらな

る情報を提供する。

      【００９８】

  本発明のなおさらなる実施形態において、２種以上の異なる第二の本質的に配

列特異的な因子が添加され、各々が、その独自の標識を有し、この標識は、使用

される他の任意の標識とは独立して検出可能である。次いで、切断因子の添加の

後に失われる標識の種類は、単一の第二の本質的に配列特異的な因子のみが使用

される実験に関する上記考慮と同様に、第二の本質的に配列特異的な因子の結合

部位の位置に関する情報を提供する。

      【００９９】

  当業者に明らかであるように、十分に多数の上記のような反応を実施すること

によって、反応のフィンガープリントが得られ得、これは、特定の糖に対して特

異的である。さらに、上に概説したように得られる部分的な配列情報を、糖の完

全な配列に「折り畳む（ｃｏｌｌａｐｓｅ）」ことが可能である。反応の数が非

常に大きくなり得るので（以下に詳述するように）、本発明の方法は、先行技術

の方法のように、オリゴ糖の分析に限定されない。本発明の方法をまた使用して

、多糖類（すなわち、多数の糖質ユニットを有する大きな糖）の構造を決定し得

る。

      【０１００】

  本発明の１つの実施形態において、第一の本質的に配列特異的な因子は、レク

チンである。第一の本質的に配列特異的な因子はまた、抗体または別の配列特異

的な因子であり得る。

      【０１０１】

  本発明の別の実施形態は、異なる配列特異性を有する、多数のレクチンまたは

糖特異的抗体を提供し、これらは、現在オリゴヌクレオチドアレイを形成するた
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めに使用されるチップと類似の、超大規模集積（ＶＬＳＩ）回路チップのような

基板上に、アレイとして固定化される。このようなチップを作製するための方法

、およびこのチップに試薬を結合させるための方法は、例えば、ＷＯ９３／２２

６７８に記載されている。

      【０１０２】

  別の実施形態において、本発明は、固定化された第一の本質的に配列特異的な

因子の仮想アレイを提供する。ＭＡＳＤＡ粒子を使用する、このような仮想アレ

イの例は、本発明者のＰＣＴ出願ＩＬ－９７／００１０５（その全体が本明細書

中に参考として援用される）に記載される。この第一の本質的に配列特異的な因

子は、別個の反応（例えば、２５の異なる反応）においてＭＡＳＤＡ粒子上に固

定化される。次いで、仮想アレイの各部分が、いずれかの同じ第二の本質的に配

列特異的な因子と反応し得る。この反応は、好ましくは、各ＭＡＳＤＡ反応から

アリコートを除去し、これらのアリコートを混合し、そしてこの混合物を第二の

本質的に配列特異的な因子と反応させることにより、なされる。仮想アレイの部

分を異なる第二の本質的に配列特異的な因子と反応させることが所望である場合

には、全てのＭＡＳＤＡ反応を分離したままにし得るか、または仮想アレイの画

分が、単一の第二の本質的に配列特異的な因子との反応のために、混合物に合わ

せられ得、一方でこの仮想アレイの他の部分が、別の第二の本質的に配列特異的

な因子との反応のために、分離したままにされる。同じ様式で、仮想アレイの部

分はまた、第三の本質的に配列特異的な因子との反応のために、合わせられても

分離されたままにされてもよい。

      【０１０３】

  あるいは、ビーズが、固定化剤として使用され得る。ペプチドおよびタンパク

質を結合する目的のための多数の異なるビーズが、当該分野において記載されて

いる。例えば、ＰｉｅｒｃｅカタログＯ－２２２～Ｏ－２３１頁およびＴ－１５

５～Ｔ－２００頁を参照のこと。好ましくはレクチンである、第１の本質的に配

列特異的な因子が、ビーズに結合され得る。この方法の利点は、ビーズが後にア

リコートに分割され、そして異なる第２の本質的に配列特異的な因子および／ま

たは第２の本質的に配列特異的な因子と反応され、それによって本発明の方法に
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よって提供される情報量をさらに増やすということである。

      【０１０４】

  種々の本質的に配列特異的な因子についての反応条件は、当該分野で公知であ

る。あるいは、当業者は、各々の本質的に配列特異的な因子を用いて、一連の試

験を容易に実行し得、種々の反応条件下で、その結合活性を測定する。有利なこ

とには、特定の本質的に配列特異的な因子が反応する反応条件、およびそれが不

活性のままである条件の知識は、いくつかの本質的に配列特異的な試薬が存在す

る反応を制御するために使用され得る。例えば、第２の配列特異的試薬および第

３の配列特異的試薬が、反応物に同時に添加され得るが、反応条件における変化

により、第２の本質的に配列特異的な因子のみが、活性にさせられ得る。次いで

、反応条件におけるさらなる変化は、第２の本質的に配列特異的な因子を不活性

化し、そして第３の本質的に配列特異的な因子を活性化するために、選択され得

る。反応条件のいくつかの例示的な例は、以下の表１に列挙されている。表１に

列挙されるｐＨおよび温度のデータに加えて、他の因子（例えば、金属（例えば

、Ｚｎ）または陽イオン（例えば、Ｍｎ、Ｃａ、Ｎａ）の塩（例えば、塩化ナト

リウム塩）の存在）が、最適な反応条件、または特定の本質的に配列特異的な因

子が活性であり、一方、他が不活性である条件を見出すために調査され得る。

      【０１０５】

【表１】
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第１の本質的に配列特異的な因子の固定化は、タンパク質の官能基（例えば、ア

ミノ基、カルボキシ基、ヒドロキシ基またはチオール基）を利用し得る。例えば

、ガラス支持体が、上記のＰＣＴ公開に記載されるように、エポキシシランとの

反応によって、エポキシド基で官能基化され得る。このエポキシド基は、アミノ

基（例えば、リジン残基の遊離ε－アミノ基）と反応する。別の機構は、電気性

金属（ｅｌｅｃｔｒｏｍｅｔａｌ）物質（例えば、金）での表面の変換に存する

。これはまた、上記ＰＣＴ公開に記載されている。このような物質は、チオール

基との安定な結合体を形成するので、タンパク質は、システイン残基の遊離チオ

ール基によって直接的に、このような物質に連結され得る。あるいは、チオール

基は、従来の化学によってか、または１以上のチオール基および遊離アミノ基と

反応する基を含む分子（例えば、システインのＮ－ヒドロキシスクシンイミジル

エステル）と反応させることによって、タンパク質に導入され得る。また、チオ

ール切断性架橋剤（例えば、ジチオビス（スクシンイミジルプロピオネート））

が、タンパク質のアミノ基と反応され得る。次いで、スルフヒドリル剤での還元
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は、架橋剤の遊離チオール基を露出させる。

      【０１０６】

  標識は、従来の手段によって、本質的に配列特異的な因子または糖に導入され

得る。標識としては、その機能と相互作用しない糖または本質的に配列特異的な

因子に結合した任意の検出性基が挙げられる。標識は、ペルオキシダーゼおよび

ホスファターゼのような酵素であり得る。原則として、グルコースオキシダーゼ

およびβ－ガラクトシダーゼのような酵素もまた、使用され得る。次いで、糖が

、このような酵素と反応する単糖単位を含む場合、改変され得るということを考

慮しなければならない。さらに、使用され得る標識としては、蛍光標識（例えば

、フルオレセイン、テキサスレッド（Ｔｅｘａｓ  Ｒｅｄ）、ルシファーイエロ

ー（Ｌｕｃｉｆｅｒ  Ｙｅｌｌｏｗ）、ローダミン、ナイルレッド（Ｎｉｌｅ－

ｒｅｄ）、テトラメチル－ローダミン－５－イソチオシアネート、１．６－ジフ

ェニル－１，３，５－ヘキサトリエン、シス－Ｐａｒｉｎａｒｉｃ酸、フィコエ

リトリン（Ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ）、アロフィコシアニン（Ａｌｌｏｐｈ

ｙｃｏｃｙａｎｉｎ）、４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡ

ＰＩ）、Ｈｏｅｃｈｓｔ  ３３２５８、２－アミノベンズアミドなど）が挙げら

れる。さらなる標識としては、電子が密な金属（例えば、金）、リガンド、ハプ

テン（例えば、ビオチン）、放射性標識などが挙げられる。

      【０１０７】

  糖を標識する例としては、以下が挙げられる：

  １．還元端に対する着色標識の使用（例えば、クマリン－１２０）

  ２．14Ｃ放射性標識糖＋グリコシダーゼ（配列特異的糖合成）の使用

  ３．3Ｈ放射性標識糖＋グリコシダーゼ（配列特異的糖合成）の使用

  ４．蛍光標識糖＋グリコシダーゼ（配列特異的糖合成）の使用

  ５．蛍光標識レクチンまたはｍＡｂの使用

  ６．蛍光標識された着色ｍＡｂまたは酵素連結ｍＡｂの使用

  ７．ビオチン端標識の使用

  ８．特殊な糖配列の作製およびこの糖配列を特異的に認識する抗体またはレク

チンの使用。
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      【０１０８】

  酵素標識の検出、酵素検出が慣用的に使用される他の技術は、ＥＬＩＳＡの当

該分野において周知である。酵素は、市販されている（例えば、Ｐｉｅｒｃｅの

ような会社から）。

      【０１０９】

  蛍光標識は、特定の波長での励起、および異なる波長での検出を必要とする。

蛍光検出の方法は、当該分野において周知であり、そして多くの文献および書物

に記載されている。この題目に関する刊行物の選択は、Ｐｉｅｒｃｅの１９９４

カタログのＯ－１２４～０－１２６頁に見出され得る。蛍光標識は、Ｓｉｇｍａ

または上記のＰｉｅｒｃｅのような会社から市販されている。

      【０１１０】

  タンパク質および糖に対するカップリング標識は、当該分野で周知の技術であ

る。例えば、糖を蛍光標識または放射性標識で標識するための市販のキットは、

Ｏｘｆｏｒｄ  Ｇｌｙｃｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ａｂｉｎｇｄｏｎ，ＵＫから入手可

能である。タンパク質を標識するためのそれらの使用のための試薬および説明書

は、上記のＰｉｅｒｃｅから入手可能である。

      【０１１１】

  カップリングは、通常、官能基（例えば、ヒドロキシ基、アルデヒド基、ケト

基、アミノ基、スルフヒドリル基、カルボン酸などの基）を使用することによっ

て実施される。これらの基と反応する多数の標識（例えば、蛍光標識）が、市販

されている。さらに、一方の側で標識と反応し、そして他方でタンパク質または

糖と反応する二重官能性架橋剤が、用いられ得る。架橋剤の使用は、タンパク質

または糖の機能の喪失を防ぐために有利であり得る。しかし、タンパク質または

糖のネイティブな機能の保持を可能にする、任意の適切なカップリング技術が、

同等に用いられ得る。

      【０１１２】

  しかし、多くの種々の公開されている方法が、タンパク質を所定の支持体にカ

ップリングさせるために、または標識をタンパク質または糖にカップリングさせ

るために使用され得ることは、当業者にとって自明である。
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      【０１１３】

  標識の検出は、当該分野で公知のような任意の適切な手段によって実施され得

る。いくつかの検出方法は、上記のＷＯ９３／２２６７８（この開示は、その全

体において本明細書中に援用される）に記載されている。本発明の特に適切な方

法は、上記刊行物中に記載されているＣＣＤ検出方法である。この方法は、特定

の振動数で光を吸収し、それによりＶＬＳＩ表面への試験光源の通過をブロック

し、その結果、ＣＣＤセンサが、標識剤が結合した領域における減少した光量を

検出する標識と組み合わせて、使用され得る。この方法はまた、このような標識

が励起振動数にて光を吸収するという事実を利用する蛍光標識とともに使用され

得る。あるいは、ＣＣＤセンサは、励起後に、蛍光標識の放射を検出するために

使用され得る。励起光からの放射シグナルの分離は、異なる波長について異なる

感度を有するセンサを使用することによってか、または時間的な分離によってか

、あるいはその両方の組合せによってかのいずれかで達成され得る。

      【０１１４】

  本発明は、ここで、以下の実施例によりさらに例示される。

      【０１１５】

  （実施例１）

  （第１の配列特異的因子および第２の配列特異的因子として抗体を使用する糖

分子分析）

  本実施例は、本発明に従って糖分子を分析する技術をさらに例示する。第１の

配列特異的因子および第２の配列特異的因子として、抗体を使用する。以下の表

は、例示の目的のために示される２つの異なる糖（ＨＳおよびＮＳ）との反応の

結果を示す。

      【０１１６】

  この糖の構造は、以下の通りである：

ＭＦＬＮＨ－ＩＩ（ＨＳ）：

      【０１１７】

【化２】
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  表２は、糖と、第１の本質的に配列特異的な因子および第２の本質的に配列特

異的な因子（これは、Ｔ抗原、Ｌｅｗｉｓx（Ｌｅx）、またはＬｅｗｉｓb抗原

（Ｌｅb）に対する抗体である）との間の反応の結果を示す。第１の本質的に配

列特異的な因子は、マトリクス、好ましくは固相微粒子上に固定化される。第２

の本質的に配列特異的な因子は、蛍光剤（すなわち、ナイルレッドまたは緑色）

で標識される。さらに、糖の還元端は、第２の本質的に配列特異的な因子に対す

るマーカーとして作用する、ナイルレッドまたは緑色標識とは明確に識別可能な

標識を使用して標識される。表２は、糖であるＨＳについての反応を示し、一方

、表３は、糖であるＮＳに対する反応を示す。

      【０１１８】

【表２】
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      【０１１９】

【表３】

  要約すると、以下のシグナルは、ここで、第１の本質的な配列特異的因子（欄

）として示された抗体を使用する場合に、糖であるＨＳまたはＮＳ（列）の反応

において検出可能である。

      【０１２０】

【表４】

  標識が検出され、そして結果が各反応について記録された後に、第３の本質的

な配列特異的因子が添加される。この実施例において、第３の本質的に配列特異

的な因子を用いる２つの独立した反応が、使用される。糖分子を保有する固相は

、ここで、α１，２－フコシダーゼまたはエキソβガラクトシダーゼ（第３の本

質的に配列特異的な因子）との反応のために、アリコートに有利に分割され得る

。あるいは、第１の本質的に配列特異的な因子および第２の本質的に配列特異的

な因子を用いる３セットの反応が、実施され得る。

      【０１２１】

  表５：

  α１－３，４フコシダーゼ適用後の反応：

      【０１２２】
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【表５】

  表６：

  Ｄ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ（ＥＣ３．２．１．２３カタログ番号１０８８７１

８（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ，６８２９８  Ｍａｎｎｈｅｉｍ

，Ｇｅｒｍａｎｙより））からのＥｘｏβガラクトシダーゼ適用後の反応

      【０１２３】

【表６】

  表７

  αｌ－２フコシダーゼ適用後の反応：

      【０１２４】

【表７】

  上記に例示される集められたデータから、糖分子同一性（ＧＭＩＤ）カードが

ここで作成され得る。そのような情報の例は、糖ＨＳに関して表８にそして糖Ｎ

Ｓに関して表９に列挙される。



(47) 特表２００２－５４４４８５

      【０１２５】

  表８

      【０１２６】

【表８】

  表９

      【０１２７】

【表９】

  第２および第３の本質的に配列特異的な因子の同一性は、そのようなデータの

列挙に開示される必要はない。比較目的に対して、特定のコード数（上記の表中

の１、２または３）が常に試薬の特定の組合せを同定することが十分である。

      【０１２８】

  （実施例２）
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  （還元末端の連続標識に関するスキーム）

  上記の説明および実施例に示されるように、本発明の方法は、その還元末端で

探索される糖の標識を有利に使用する。しかし、この標識技術は、糖内の部位に

延長され得、従ってより多くの情報を提供することによって本発明の方法に寄与

する。エンドグリコシダーゼを用いた切断、続く還元末端の標識によって鎖内の

糖の標識が可能であるように、それゆえ糖鎖内に標識還元末端を得ることが可能

である。還元末端は、本来の還元末端と比較して、第１、第２および第３の本質

的に配列特異的な因子に対する結合部位に必然的に接近するので、内部に作製さ

れた標識還元末端は、さらなる情報を提供する。さらに、以下にさらに記載され

る方法に従う還元末端の連続標識によって、探索される糖鎖上の連続した順序に

おいて異なるグリコシダーゼに関する部位を同定することが可能である。

      【０１２９】

  還元末端を連続標識する方法は、ここに、以下の工程でより詳細に記載される

：

  １．ブロッキング：

  還元末端を有する多糖を、ＮａＢＨ4／ＮａＯＨを含む溶液（ｐＨ  １１．５

）中でインキュベートする。

      【０１３０】

  この処理は、還元末端をブロックし、その結果、ここで多糖は還元末端（ＲＥ

）を欠く。

      【０１３１】

  ２．露出：

  工程１の多糖を、エンドグリコシダーゼを用いて処理する。このエンドグリコ

シダーゼに対する切断部位が多糖内に存在する場合、新規の還元末端が多糖の切

断によって作製される。この溶液はここで、２つの糖：エンドグリコシダーゼ部

位において新規に露出されるＲＥを有するフラグメントおよびＲＥがブロックさ

れる第２のフラグメントを含む。

      【０１３２】

  ３：還元末端の標識
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  この反応は、例えば、２－アミノベンズアミド（Ｏｘｆｏｒｄ  Ｇｌｙｃｏｓ

ｙｓｔｅｍｓ  Ｉｎｃ．（１９９４年、カタログ６２頁）による糖の標識のため

のキット形態で市販される）を用いて実行され得る。高濃度の水素かつ高温度（

Ｈ＋／Ｔ）条件下での反応、続く還元が完了した後、この混合物は２つのフラグ

メントを含み、これらのうちの１つはその還元末端で標識されているが、もう一

方は、還元末端がブロックされているという事実に起因して標識されないままで

ある。

      【０１３３】

  還元末端を標識する別の方法は、還元的アミノ化による方法である。アリール

アミン基を含む蛍光化合物を、還元末端のアルデヒド官能性を用いて反応させる

。次いで、生じるＣＨ＝Ｎ二重結合を、例えば、水素化ホウ素ナトリウムを用い

てＣＨ2－Ｎ単結合に還元する。この技術は、Ｇｌｙｋｏ  Ｉｎｃ．、Ｎｏｖａ

ｔｏ、ＣＡ、ＵＳＡから入手可能なＦＡＣＥ（フルオロホア（ｆｌｕｏｒｏｐｈ

ｏｒｅ）補助の炭水化物電気泳動）キットの一部であり、例えば、Ｇｌｙｋｏ、

Ｉｎｃ．カタログ８～１３頁（これは本明細書中に参考として援用される）に詳

述される。

      【０１３４】

  ４．第２のエンドグリコシダーゼを用いた反応

  ここで、第２のエンドグリコシダーゼを糖混合物と反応させ得る。新規の反応

混合物はここで、３つのフラグメントを有する。１つ目はインタクトな還元末端

を有し、２つ目は２－アミノベンズイミドによって標識される還元末端を有し、

そして３つ目はブロックされた還元末端を有する。

      【０１３５】

  （実施例３）

  （本質的に配列特異的な因子を用いた連続反応からの構造情報の誘導）

  本実施例は、本発明の方法、すなわち上記にさらに記載されるような反応セッ

トを用いることによる糖の構造に関するデータの作成をさらに例示する。本実施

例はさらに、配列情報が上記の反応セットから推定され得ることを示す。

      【０１３６】
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  いくつかの場合、使用される試薬は、刊行されたデータ（例えば、カタログか

ら取得）まさに予想されるように反応し得ない。例えば、以下にさらに記載され

るようなレクチンシロバナヨウシュチョウセンアサガオ凝集素が、結合ＧｌｕＮ

ａｃとしてＳｉｇｍａカタログに列挙される。しかし、以下にさらに詳述される

反応において、ＤＳＡは、クマリン１２０誘導体化Ｇｌｃ（Ｇｌｃ－ＡＭＣ）に

結合することが示された。これらの化合物間の構造類似性が原因で、Ｇｌｃ－Ａ

ＭＣは全ての目的に対してＧｌｃＮａｃのように作用するようである。さらに、

以下の結果から明らかなように、使用されるエンドガラクトシダーゼは、ガラク

トース残基のみでなく、残りの糖に対してＧｌｃ－ＡＭＣ基を連結する結合もま

た切断する。

      【０１３７】

  本発明の実施で使用される本質的に配列特異的な因子が、いくつかの場合、刊

行された材料（例えば、カタログ）中で提供された因子の特異性と異なる良好な

特異性を有することが明らかである。そのような反応は、既知の構造の糖を用い

た本発明の方法を使用することによって、迅速に同定され得る。次いでこの見出

された結果を予想された結果と比較し得、そしてその差違によって、使用される

本質的に配列特異的な因子の異なる特異性の同定を可能にする。次いで、本質的

に配列特異的な因子の良好な特異性における刊行されたデータからのそのような

多様性を、これらの因子を用いた未知の糖構造のさらなる分析のために貯蔵し得

る。

      【０１３８】

  以下に、本発明の方法を、末端標識五糖（ｐｅｎｔａｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）

および種々のレクチンおよびグリコシダーゼを用いて例示する。五糖は、構造Ｇ

ａｌ－β（１，４）［Ｆｕｃ－α（１，３）］－ＧｌｃＮＡｃ－β（ｌ，３）－

Ｇａｌβ（ｌ，４）－Ｇｌｃを有する。五糖は、ＧｌｕＮＡｃ位で分岐し、それ

ぞれ３位および４位において五糖に結合したフコースおよびガラクトースを有す

る。五糖は、その還元末端（Ｇｌｕ）でクマリン－１２０（７－アミノ－４－メ

チルクマリン、例えば、Ｓｉｇｍａ、カタログ番号Ａ９８９１から入手可能）を

用いて標識される。カップリング反応は、アリールアミン官能性を用いた還元末
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端の標識に関する上記のように実施され得る。クマリン－１２０は、３１２ｎｍ

励起される場合、青色蛍光を発する。第１および第２の本質的に配列特異的な因

子として、エンド－β－ガラクトシダーゼ（ＥＧ，Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａ

ｎｎｈｅｉｍ）およびエキソ－１，３－フコシダーゼ（ＦＤ，Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌ

ａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ）が使用される。両試薬に関する反応条件は、エキソ－

１，３－フコシダーゼに関するＮＥＢカタログ中に記載されるような条件である

。

      【０１３９】

  ３つの反応を実行した。第１は、フコシダーゼ（ＦＤ）およびエンド－ガラク

トシダーゼ（ＥＧ）を含み、第２はＦＤのみを含み、そして第３はＥＧのみを含

んだ。酵素を欠く第４の反応を、コントロールとした。

      【０１４０】

  酵素が糖を消化したことを確認するために、種々の反応を、薄層クロマトグラ

フィー（ＴＬＣ）を用いてサイズ分離する。

      【０１４１】

  分離後、ＴＬＣプレート上の糖は、プレートを紫外線に対して曝露することに

よって検出され得る。この結果は、以下の例示に示す。

      【０１４２】

【化３】

  反応４において、グリコシダーゼは添加せず、その結果糖はインタクトであり

かつプレート上で小さい距離でのみ移動する。反応２のフラグメントは、分子量

が２番目であるが、反応１および３のフラグメントは、等しいようにみえる。こ

れらのデータから、糖上のグリコシダーゼ部位の配列は、ＦＤ－－ＥＧ－－還元
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末端（クマリン標識）であると結論付けられ得る。

      【０１４３】

  ここで上記の五糖を、上記にさらに記載されるような反応セットによって試験

する。第１および第２の本質的に配列特異的な因子であるレクチンを使用した。

レクチン（ウナギ凝集素（ＡＡＡ）カタログ番号Ｌ４１４１、ピーナッツ凝集素

（ＰＮＡ）カタログ番号Ｌ０８８１、ヒマシ油レクチン（Ｒｉｃｉｎｕｓ  ｃｏ

ｍｍｕｎｉｓ）凝集素（ＲＣＡ  Ｉ）カタログ番号Ｌ９１３８、レンズマメレク

チン凝集素（ＬＣＡ）カタログ番号Ｌ９２６７、アルブスプレカトリウス（Ａｒ

ｂｕｓ  Ｐｒｅｃａｔｏｒｉｕｓ）凝集素（ＡＰＡ）カタログ番号Ｌ９７５８）

は、Ｓｉｇｍａから入手可能である。レクチンはまた、他の企業から入手可能で

ある。例えば、ＲＣＡ  Ｉは、Ｐｉｅｒｃｅ（カタログ番号３９９１３）から入

手可能であり得る。レクチンを、ブロッティングによってニトロセルロースフィ

ルター上に固定化する。

      【０１４４】

  反応緩衝液は、ｌｍＭ  ＣａＣｌおよび１ｍＭ  ＭｇＣｌを有するリン酸緩衝

化生理食塩水（ＰＢＳ）である。レクチンの結合後、フィルターを反応緩衝液中

１％  ＢＳＡを用いてブロックした。コントロールとして、レクチンなしの反応

および１０μｇ  ＢＳＡを固定化タンパク質として用いる反応を使用した。

      【０１４５】

  反応結果を表１０に示す。プラス（＋）は、３１２ｎｍの蛍光の存在を示し、

これは、クマリン標識還元末端の存在を示す。表の番号１～４は、上記に定義さ

れるような反応を示す。

      【０１４６】

  表１０

      【０１４７】

【表１０】
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  表１０（反応４－コントロール）に列挙されるような結果より、レクチンＡＡ

Ａ、ＰＮＡ、ＤＳＡおよびＲＣＡ－Ｉが糖に結合することは明らかである。従っ

て、フコース、Ｇａｌ（１－３）ＧｌｃＮＡｃ、ＧｌｃＮＡｃおよびガラクトー

ス／ＧａｌＮＡｃは、糖の中に存在しなければならない。なぜなら、ＡＡＡ、Ｐ

ＮＡ、ＤＳＡおよびＲＣＡ－Ｉによって認識されるそれぞれの糖構造が存在する

からである。上記のグリコシダーゼフコシダーゼおよびエンド－β－ガラクトシ

ダーゼが、糖の中の切断配列を認識することはさらに明らかである。これらの配

列は、それぞれ、Ｆｕｃ（１－３／１－４）ＧｌｃＮＡｃおよびＧｌｃＮＡｃβ

（１－３）Ｇａｌβ（１－３／４）Ｇｌｃ／ＧｌｃＮＡｃである。

      【０１４８】

  両方のグリコシダーゼ部位がフコース糖と還元末端との間に位置することがさ

らに推測され得る。なぜなら、ＡＡＡ（これはフコースに結合する）が固定化さ

れたレクチンとして使用される場合、上記末端は、いずれかのグリコシダーゼに

よって切断されるからである。一方、ＤＳＡを用いた反応により、ＧｌｃＮＡｃ

単糖がグリコシダーゼ部位と還元末端との間に配置されるか、またはＧｌｃが直

接クマリンに結合するかのいずれかの推測が可能になる。なぜなら、ＤＳＡが固

定化因子として使用される場合、いずれのグリコシダーゼも還元末端を切断しな

いからである。

      【０１４９】

  さらに、ＰＮＡを固定化因子として用いる反応は、エンド－βガラクトシダー

ゼが使用される場合（反応１および３）のみ、還元末端が切断されることを示す
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。これは、エンド－βガラクトシダーゼ部位が、ＰＮＡに関する部位と還元末端

との間に位置することを示す。一方、フコシダーゼ部位は、ＰＮＡ部位と糖のも

う一方の末端との間に配置されなければならない。

      【０１５０】

  上記のデータを考慮すると、ここで以下のように糖の配列を提案することが可

能になる：

      【０１５１】

【化４】

  上記の実験は、本発明の方法が相対的に少ない反応に基づいて種々のデータ（

配列情報を含む）を生み出し得ることを明らかに示す。配列情報におけるいくつ

かの詳細は、上記糖におけるフコースとＧｌｃＮＡｃとの間の（１－３）または

（１－４）関連のように、完全ではあり得ない。五糖の単糖組成が既知であった

場合、上記の分析は上記五糖の全ての詳細を生じたであろう。それにもかかわら

ず、単糖組成のデータの非存在下でさえ得られた情報は、先行技術の方法と比較

して非常に正確である。

      【０１５２】

  （実施例４）

  （部分的または完全な配列情報の導出）

  本発明の方法は、自動化に適切している。従って、上記の工程（例えば、実施

例１～３）を、混合、アリコート、反応および検出のための自動化システムを用

いて実行し得る。次いで、このような自動化プロセスによって得たデータを、さ

らに、部分的または完全な配列情報に情報をマッピングすることを「崩壊（ｃｏ

ｌｌａｐｓｅ）」させるために、さらにプロセシングし得る。このようなデータ

プロセシングのための方法を、以下にさらに記載する。

      【０１５３】

  すべてのデータを収集した後、比較を、グルコシダーゼの添加の前に反応体か

ら得た検出シグナルからグルコシダーゼの添加の後（およびグルコシダーゼとの
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反応の後）に得たシグナルとの間で行う。グルコシダーゼとの反応後に消失した

それらのシグナルを、マークする。これは、それらのシグナルのリストを調製す

ることによって有益に行われ、このリストは、第１リストとして本明細書中の後

で言及される。多糖上の２つの部位の同一性を、今や、各々のこのようなデータ

全体について達成し得る。（必要に応じて仮想的）アレイにおける位置は、第１

の本質的に配列特異的な因子を示す。シグナルを、グリコシダーゼとの反応より

前に検出する場合、その因子についての認識部位は、多糖中に存在しなければな

らない。シグナル（例えば、第２の本質的な配列特異的因子に関連するシグナル

）の消失は、ここで、第１および第２の本質的に配列特異的因子の認識部位の間

のグリコシダーゼの切断を示す。従って、認識部位の配列は、（第１の本質的な

配列特異的因子）－（グリコシダーゼ）－（第２の本質的に配列特異的因子）で

ある。還元末端についてのシグナルが、グリコシダーゼを用いる消化の後になお

存在する場合、還元末端に関する認識配列の相対的順序が、達成され得る；そう

でなければ、両方の可能性（ａ－ｂ－ｃおよびｃ－ｂ－ａ）を、考慮しなければ

ならない。例示の目的のために、用語「第１の本質的に配列特異的因子の認識部

位」とは、以下の「第１認識部位」で示され、用語「第２の本質的に配列特異的

因子についての認識部位」は、「第２認識部位」と示され、そして用語「グリコ

シダーゼについての認識部位」は、「グリコシダーゼ」と示される。

      【０１５４】

  上記の型の認識部位の三つ組の第２のリスト（型１三つ組）を作成することが

、可能である：

  （第１認識部位）－（グリコシダーゼ）－（第２認識部位）。

      【０１５５】

  同じ理由で、第３のリスト（型２三つ組）を、ここで、（必要に応じて仮想的

）アレイ位置に対して作成し得、ここで、すべてのシグナルは、グリコシダーゼ

の添加の後残ったままである：

  （グリコシダーゼ）－（第１認識部位）－（第２認識部位）。

      【０１５６】

  明らかに、十分な数の三つ組は、その配列の条件で分子を規定し、すなわち、
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見出されたすべての三つ組を含む糖の１つの配列が唯一あり得る。より低い数の

三つ組は、分子長上の情報が利用可能である場合に必要とされ得る。必要な三つ

組の数は、分子の総糖含有量が公知である場合により低くさえあり得る。糖分子

重量および総単糖含有量の両方を、当業者に周知の先行技術の方法から得ること

ができる。

      【０１５７】

  配列情報を得るプロセス、すなわち、三つ組を認識部位のマップへ崩壊させる

プロセスを、以下に記載する。

      【０１５８】

  三つ組認識部位の第２リストおよび第３リストを、同一（３つの認識部位の３

つが同一）、高類似（３つの認識部位の２つが同一）、および低類似（３つの認

識部位の１つが同一）と評価する。例示の目的のために、ここで、多糖が、直線

状の多糖（例えば、グリカンヘパリンの糖部分）であると想定する。

      【０１５９】

  次いで、上記の第２および第３リストを使用して、それから三つ組のリストの

セットを調製する。ここで、このリストのセット中の各リストは、同じグリコシ

ダーゼ認識配列を共有する三つ組を含む。特定のグリコシダーゼ認識配列を含有

するすべての三つ組を第２のグリコシダーゼ認識配列を含有するすべての三つ組

と比較することによって、ここで、多糖配列を４つの領域に分割することができ

る。この４つの領域は、分子の第１末端からグリコシダーゼ１まで（フラグメン

ト  ａ）、グリコシダーゼ１からグリコシダーゼ２まで（フラグメント  ｂ）、

およびグリコシダーゼ２から分子の第２末端まで（フラグメント  ｃ）の範囲で

ある：

  （第１末端）（グリコシダーゼ１）（グリコシダーゼ２）（第２末端）。

      【０１６０】

  異なるグリコシダーゼ部位を有する、型２の三つ組内の同一な認識部位（ここ

で、この認識部位は、それぞれのグリコシダーゼ部位に関して同一の方向で位置

する）は、この位置に依存して、領域ａまたはｃのいずれか内の位置についての

候補である。異なるグリコシダーゼ部位を有する、型２の三つ組内の同一な認識
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部位（ここで、この認識部位は、異なる方向で位置する（例えば、１つの三つ組

では、還元末端の方向、その他の三つ組においては、非還元末端の方向））は、

領域ｂ内、すなわち、２つのグリコシダーゼ部位の間の位置についての候補であ

る。

      【０１６１】

  異なるグリコシダーゼ部位を有する、型１の三つ組内の同一な認識部位は、領

域ａ（またはｃ）における第１または第２の認識部位の１つの位置についての候

補であり、そしてこの第１または第２の認識部位のその他は、領域ｃ（またはａ

）に位置する。つまり、第１または第２の認識部位の１つが、領域ａに位置する

場合、この第１または第２の認識部位のその他は、領域ｂに位置し、その逆も同

様である。この第１または第２の認識部位のなかで、領域ｂに位置し得るものは

ない。

      【０１６２】

  異なるグリコシダーゼ部位を有する、型１の三つ組内の同一な認識部位（ここ

で、所与の認識部位は、還元末端の方向で、そしてその他の三つ組において、非

還元末端の方向で、三つ組の１つに位置する）は、領域ｂ内の認識部位の位置に

ついての候補である。

      【０１６３】

  三つ組内の多くの認識部位について上記の位置関係を達成したけれども、認識

配列の全体は、今や、理論的理由を用いて特定の順序で配列され得る。この段階

は、配列マップといわれる。十分な数の認識配列が、配置される場合、糖の完全

配列を、それから得ることができる。この方法が、糖の分子量を決定する場合、

鎖長は、知られていない。従って、種々の認識部位の間の重複の程度が、十分で

ない場合、さらなる糖単位が存在し得る配列における領域があり得る。このよう

な糖単位は、それらが、使用される本質的に配列特異的因子のいずれかの認識部

位内にある場合、検出され得ない。しかし、全配列情報をまた、この糖の分子量

を第１に得ることによってこの場合において得ることができ、その鎖長、および

第２のその総単糖含量を示す。

      【０１６４】
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  配列マップにおける格差を縮める別の可能性は、実施例２の方法であり、ここ

で、グリコシダーゼによる配列分解を使用して、配列情報を引き出す。

      【０１６５】

  糖における分岐点の存在は、上記の概略のような方法を複雑にし得る。それに

対する１つの改善法は、グリコシダーゼを使用してこの分子の画分を調製し、そ

してこれらの部分的構造を分析することである。このような部分的構造における

分岐の程度は、明らかに、全分子においてよりは低い。さらに、分岐点を特異的

に認識する試薬を、使用し得る。このような試薬の例としては、例えば、上記の

実施例１に使用された抗体である。これらの抗体の各々は、少なくとも１つの分

岐点を含有する糖配列に結合する。さらに，分岐状糖構造を認識する特定の酵素

およびレクチンが、利用可能である。例えば、酵素プラナーゼ（ｐｕｌｌａｎａ

ｓｅ）（ＥＣ  ３．２．１．４１）は、分岐構造を認識する。さらに、抗体は、

分岐状糖構造を抗原として使用することによって、産生され得る。さらに、分岐

状構造を含む特定の糖構造に結合するペプチドを産生することが、可能である（

例えば、Ｄｅｎｇ  ＳＪ，ＭａｃＫｅｎｚｉｅ  ＣＲ，Ｓａｄｏｗｓｋａ  Ｊ，

Ｍｉｃｈｎｉｅｗｉｃｚ  Ｊ，Ｙｏｕｎｇ  ＮＭ，Ｂｕｎｄｌｅ  ＤＲ，Ｎａｒ

ａｎｇ；Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ  ｏｆ  ａｎｔｉｂｏｄｙ  ｓｉｎｇｌｅ－ｃｈａ

ｉｎ  ｖａｒｉａｂｌｅ  ｆｒａｇｍｅｎｔｓ  ｗｉｔｈ  ｉｍｐｒｏｖｅｄ  

ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ  ｂｉｎｄｉｎｇ  ｂｙ  ｐｈａｇｅ  ｄｉｓｐｌａ

ｙ．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９，９５３３－３８，１９９４を参照のこと

）。

      【０１６６】

  さらに、炭水化物が存在する構造の認識は、多くの場合、分岐点の存在を正確

に予期する。例えば、Ｎ結合グリカンは、オックスフォード  Ｇｌｙｃｏｓｙｓ

ｔｅｍｓ  ｃａｔａｌｏｇの６頁に列挙されるように、限定された数の構造を有

する。これらの構造は、モノアンテナからペンタアンテナの範囲である。より複

雑な構造は、添加されたさらなる糖残渣とより単純な構造で似ている。従って、

モノアンテナ構造が同定される場合、より複雑な構造における分岐点のすべてを

予測することが、可能であり、単純に、さらなる残渣を同定し、そしてこれらの
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データをＮ結合グリカン構造のライブラリーと比較することによる。

      【０１６７】

  さらに、本発明の方法に従って集められたデータを分析することによって、理

論的に分岐点の存在および位置を推論することが可能である。例えば、２つの認

識部位（ａおよびｂと示される）が異なる分岐上に存在する場合、部位が還元末

端と分岐点との間に位置するグリコシダーゼで消化することは、還元末端マーカ

ーの損失を生じる。しかし、認識部位ａおよびｂの両方についてのマーカーは、

残ったままである。分岐点と認識部位との間に位置するグリコシダーゼを使用す

る場合、認識部位ｂについてのマーカーおよび還元末端マーカーは、切断される

。分岐点の可能性を考慮しない場合、これは、認識部位ｂが、認識部位ａと還元

末端との間に位置することを示す。しかし、認識部位ｂと分岐点との間に位置す

るグリコシダーゼが使用される場合、還元末端マーカーおよび認識部位ａは、切

断される。再び、分岐の可能性を考慮しない場合、これは、認識部位ａが、還元

末端と認識部位ｂとの間に位置することを示す。これらの推論は、明らかに、互

いに不適合であり、認識部位ａおよびｂが２つの異なる分岐上に位置すると想定

する場合、ただ解決され得るのみである。この分岐点は、認識部位ａおよびｂと

第１の上記のグリコシダーゼとの間に位置する。使用される他の上記のグリコシ

ダーゼは、各分岐上（分岐点とそれぞれの認識部位（ａまたはｂ）との間）に位

置する。

      【０１６８】

  従って、本発明の方法において分岐構造を認識する因子を本質的に配列特異的

部位としてを使用する場合、糖分子における分岐点の存在および位置に関する情

報を導くことが、可能である。次いで、この情報は、構造の各分岐の配列マップ

を構築するために使用され、全分岐構造の配列マップを所与し得る。次いで、こ

のような構造における格差は、本発明に従って、非分岐の糖の場合のように、す

なわち、さらなる試薬を使用することによって、グリコシダーゼで消化すること

（それによって、格差が存在する分子の領域は、本発明の方法に従うさらなる分

析のために特異的に単離される）によって、そして上記にさらに記載されるよう

な配列的グリコシダーゼ消化によって縮められ得る。
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      【０１６９】

  まとめると、糖の配列を決定し、そして／または本発明に従ってこの糖の構造

をマッピングするための方法は、以下の工程を包含する：

１．型１および型２の三つ組を収集する工程

２．類似性に従ってこの三つ組を区別する工程

３．異なるグリコシダーゼ認識部位と三つ組を比較する工程

４．糖上の発生の順序でこの三つ組を配置する工程

５．グリコシダーゼ認識部位を配置する工程

６．この三つ組に対する適合性をチェックする工程

７．単一の縦列順序でグリコシダーゼならびに第１および第２の本質的に配列特

異的因子の認識配列を配置する工程

８．認識配列（部位）を多糖配列に翻訳する工程

９．「重複」問題を補正する工程

１０．配列を出力する工程

１１．すべての利用可能なデータに対してチェックする工程。

      【０１７０】

  上記の工程５を実行した後、グリコシダーゼ部位の予備順序が達成された。工

程６において、ここで、各三つ組について、それに基づく予測が、その順序に一

致するか否かをチェックする。次いで、このデータにおける不一致に基づいて、

三つ組のデータに適合する新規のモデルを、作成する。次いで、このモデルを、

すべての三つ組のデータに対して試験する。さらに、この三つ組を含む認識部位

に関するさらなる方向情報を抽出するために、さらなる反応を実行し得る。

      【０１７１】

  上記の工程８の後（ここで、順次に配置された認識部位が、正確な単糖単位の

配列に翻訳される）、この糖配列のモデルを示唆し得る。このモデルを試験する

ために、多くの質問を回答する必要がある。これらの第１は、同じ配列マップを

なお有する最小配列であるが何かということである。この段階において、利用可

能な場合、分子量および単糖組成に関する情報を考慮しない。このアプローチは

、できるだけ少ない不一致で利用可能なデータのすべてのすべてを組み込む配列
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の作成にめったに役立たない。この点において、回答すべき第２の質問は、最小

配列がなおその点で利用可能なデータ（任意の分子量および単糖組成データを除

く）のすべてと一致するかということである。答えるべき第３の質問は、達成さ

れる場合の配列マップに一致する他の配列が存在するかということである。次い

で、肯定的に、さらなる配列を、以下の質問を用いて試験し得る：各々の配列モ

デルが、三つ組情報と一致する方法、さらなる任意のデータ（例えば、分子量、

単糖組成および生物学において公知のモデル糖構造に関する情報）と一致する方

法。

      【０１７２】

  最終的に、次いで、上記に記載される工程１～１０に従って、最も良好である

と見出した配列モデルを、分子量および糖の構造的組成ならびに生物学的に既存

の類似の構造からの想定を認識する前に、すべての三つ組、単糖組成に対して試

験する。このように繰り返して試験することによって、利用可能なデータと配列

モデルとの間の不一致が同定され、可能な場合、この配列モデルは、より良好に

データを示すように適用される。

      【０１７３】

  （実施例５）

  （ミルクサンプルの糖分子同一性（ＧＭＩＤ）分析）

  本実施例の目的は、ミルクサンプルの分析および比較に対するＧＭＩＤ技術の

適用を実証することである。

      【０１７４】

  （Ａ．膜および第１層のレクチン）

  本明細書中以下に記載される実験に使用される支持表面は、ニトロセルロース

膜である。この膜を、以下の通りに調製した：

  １．ニトロセルロース膜を、切断し、そしてそれらの上表面に、９×６の正方

形のアレイ（各々３ｍｍ2の正方形）になるように印を付けた。次いで、この膜

を吸取り紙の上に置き、そして各々の膜の左上の正方形に、ペンで印を付けた。

      【０１７５】

  ２．凍結乾燥したレクチンを、水中に再懸濁して、１ｍｇ／ｍｌの最終濃度に
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した。この再懸濁したレクチン（およびコントロール溶液：５％ウシ血清アルブ

ミン）を、ボルテックスにより混合して、そして各溶液の１μｌを、代表的なブ

ロットの以下の例示的な表示において影により示される、ブロット上の２８の正

方形のうちの１つに添加した。

      【０１７６】

【化５】

  本実験に使用されたレクチンを、表１１に列挙する。

      【０１７７】

【表１１】
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  ３．調製されたブロットを、９０ｍｍのペトリ皿に置いた。

      【０１７８】

  ４．このブロットを、各ペトリ皿に、１０ｍｌの任意のブロッキング溶液（当

業者に周知である）（例えば、５％ウシ血清アルブミン）を添加することによっ

てブロックした。

      【０１７９】

  ５．ブロッキング溶液中にブロットを含むディッシュを、回転台上で室温で２

時間回転（５０ｒｐｍ）させることによって（または回転させずに、４℃で一晩

）、穏やかに攪拌した。

      【０１８０】

  ６．次いで、このブロットを、各ペトリ皿に１０ｍｌの洗浄溶液を添加するこ

とによって洗浄した。任意の市販の緩衝化溶液（例えば、リン酸緩衝化生理食塩

水）が、洗浄工程を実行するために使用され得る。このディッシュを、５分間、

穏やかに回転（５０ｒｐｍ）させることによって洗浄した。この手順を、合計３
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回行い、古い洗浄溶液を廃棄して、そして新鮮な溶液に、各時点で交換した。

      【０１８１】

  （Ｂ：ミルクサンプルの添加）

  使用されたミルクサンプルは、以下の通りであった：

  １．Ｒａｍａｔ  ｈａＧｏｌａｎ  ｄａｉｒｉｅｓ，Ｉｓｒａｅｌから入手さ

れる、ウシＵＨＴの日持ちする（ｌｏｎｇ－ｌｉｆｅ）ミルク（３％脂肪）（ロ

ット５２２１０４）；

  ２．Ｍｅｃｈｅｋ  ｄａｉｒｉｅｓ，Ｉｓｒａｅｌから入手される、低温殺菌

したヤギミルク（ロット１および２）；

  ３．２と同様に入手される、非低温殺菌ヤギミルク（ロット３および４）。

      【０１８２】

  このミルクサンプルを、１０容量／容量％に希釈して、およそ５ｍｌの各サン

プルを、別々のブロットに適用した。

      【０１８３】

  二連のブロットを、前述のミルクサンプルの各々から調製した。さらに、さら

なる１対のブロットを、糖を添加することなく調製した（陰性コントロール）。

      【０１８４】

  次いで、このブロットを、攪拌しながら、室温で１時間インキュベートした。

      【０１８５】

  （Ｃ．着色されたレクチン）

  試験したミルクの単糖組成の先行知識から、および本明細書中以下の実施例７

に記載されるアルゴリズムに基づくコンピュータプログラムの適用によって、以

下の着色されたレクチン（ＣｏｎＡ、ＶＶＡ）を選択した。

      【０１８６】

  これらの２つのレクチンの混合物を、各々の着色されたレクチンの濃度が２ｍ

ｇ/ｍｌになるように、洗浄溶液中に調製した。

      【０１８７】

  ５００μｌの各レクチン混合物を、上記のように調製されたブロット上でイン

キュベートした。フルオレセインの蛍光を５２０ｂｍで測定すること、およびビ
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オチン化レクチンの場合には、ＨＲＰ－ストレプトアビジン溶液とのビオチンの

反応に従い生じたＴＭＢ青色のシグナルを測定することの両方によって、各ブロ

ットを読み取った。

      【０１８８】

  ＦＩＴＣ標識レクチンおよびビオチン標識レクチンについて得られた結果を、

それぞれ、表１２および１３に示す。これらの表において示された結果を、０～

３の目盛りにおいて測定する。ここで０は、ノイズレベル未満のシグナルを示し

、そしてここで１～３の結果は、非糖コントロールにおいて得られた結果の差し

引きに従って、陽性シグナル（ノイズを超える）を示す。

      【０１８９】

  低温殺菌ヤギミルク（ロット１および２）、非低温殺菌ヤギミルク（ロット３

および４）ならびにウシミルクについてのこれらの結果から得られた糖分子同一

性（ＧＭＩＤ）カードを、図１（それぞれＡ～Ｅ）に示す。レクチン１～２４の

位置を、各カード１の上に、左から右に１つの列に示す。

      【０１９０】

  （Ｄ．結果の解釈）

  ウシミルクサンプルは、ＧＭＩＤを生じた。このことにより、サンプル中の多

糖が、以下に特異的なレクチンについて陽性の結果を生じる糖を含むことが示さ

れる：

ａ．グルコース／マンノース（ＣｏｎＡ、ＰＳＡおよびＬＣＡ）；

ｂ．ＧｌｃＮａｃ（ＷＧＡおよびＤＳＡ）。

      【０１９１】

  低温殺菌ヤギミルクサンプルは、以下について陽性の結果を生じた：

ａ．グルコース／マンノース（ｃｏｎＡ、ＰＳＡおよびＬＣＡ）；

ｂ．ＧｌｃＮａｃ（ＤＳＡ）。

試験したロット間でレクチンの反応性における差異は、観察されなかった。

      【０１９２】

  非低温殺菌ヤギミルクサンプルは、以下について陽性の結果を与えた：

ａ．グルコース／マンノース（ＣｏｎＡ、ＰＳＡおよびＬＣＡ）；
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ｂ．ＧｌｃＮａｃ（ＤＳＡ）。

      【０１９３】

  要約すると、ウシミルクは、ウシミルクのみがＷＧＡと反応するという点でヤ

ギミルクとは異なった。低温殺菌ヤギミルクサンプルと非低温殺菌ヤギミルクサ

ンプルとの間には、シグナル強度が低温殺菌サンプルにおいて有意に低かったと

いう例外を除いて、本質的に差異が存在しなかった。

      【０１９４】

【表１２】



(67) 特表２００２－５４４４８５

      【０１９５】

【表１３】
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  （実施例６）

  （リポ多糖の糖分子アイデンティティ（ＧＭＩＤ）分析）

  ＧＭＩＤ分析を、Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ

，Ｍｉｓｓｏｕｒｉ，ＵＳＡ）（ＬＰＳ番号１、７、１０、１５および１６）か
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ら入手した５つの異なる細菌リポ多糖において、本質的に、上記の実施例５に記

載されるような方法を使用して行った。使用された着色されたレクチンは、ＥＣ

Ｌ、ＷＧＡ、ＶＶＡおよびＳＢＡであった。

      【０１９６】

  サンプルＬＰＳ番号１、７、１０、１５および１６について得られたＧＭＩＤ

カードを、図２（それぞれ、Ａ～Ｅ）に示す。ＧＭＩＤカードが、異なるリポ多

糖の各々について独特な「フィンガープリント」を提供し、そして細菌を含むサ

ンプル中のこれらの化合物、またはそれらの産物の混合物の存在を同定するため

に使用され得ることが、この図から理解され得る。

      【０１９７】

  （実施例７）

  （着色されたレクチンを選択するための方法）

  多数の因子は、実施例５および６に例示される多糖分析の方法における使用の

ために着色されたレクチンを選択する場合に考慮に入れられなければならない。

識別可能な色または他の検出性マーカーを有するように選択されたレクチンの各

々に対する必要性、ならびにレクチン間の相互作用を低減させる必要性が、これ

らの考慮に入る。着色されたマーカーの選択における使用のためのアルゴリズム

を例示するフローチャートを、図３に示す。図３に示されるアルゴリズムは、ｎ

個の着色されたレクチン（または他の検出性マーカー）の選択により開始され（

１０１）、上記の最初の選択は、分析されるべき糖の部分的単糖組成または完全

な単糖組成について得られた情報に従って行なわれる。次の工程１０２において

、選択されたレクチンの色は、選択された色の同一性／非同一性を調べるために

試験される。選択された基に同一色が存在する場合、このプロセスは、工程１０

３に進行し、そうでなければ、このフローは、工程１０４に進行する。工程１０

３において、独特ではない色を有することが見出されたレクチンの１つは、同じ

結合カテゴリーに属する別のレクチン（すなわち、同じ単糖結合特異性を有する

もの）により交換される；このフローは、工程１０２に進行する。工程１０４に

おいて、ｎ個の選択されたレクチンは、互いの任意の交差反応性、および本明細

書中上記の実施例５の方法の第１段階において使用される着色されていないレク
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チンとの任意の交差反応性を検出するために試験される。交差反応性が見出され

る場合、このプロセスは、工程１０５に続き、そうでなければこのフローは、工

程１０６に進行し、ここでアルゴリズムが終了する。工程１０５において、別の

レクチンと交差反応することが決定されたレクチンの１つは、交差反応しないレ

クチンによって交換される；次いで、このフローは、１０２に進行する。このア

ルゴリズムは、工程１０６で終了する。

      【０１９８】

  小さなｎの値に関して、および単純な単糖組成を有する糖に関して、上記のア

ルゴリズムが、オペレータ自身により、選択手順の各工程を通して手動で作動す

ることによって適用され得ることが強調されるべきである。あるいは（および特

に、ｎが大きな数であるか、または単糖組成がより複雑である場合には）、本明

細書中上記のアルゴリズムプロセスは、上記プロセスを実行するように設計され

たコンピュータアルゴリズムによって行なわれ得る。

      【０１９９】

  上記の実施例は、本明細書中に記載される方法の有用性を実証した。しかし、

それらは、例示のみの目的のために加えられた。本質的に配列特異的な因子にお

いて、そのための反応条件において、固定化の技術において、および一連の標識

において、多くのバリエーションが使用され、そして本発明の範囲を全く超える

ことなく、反応工程および検出工程がもたらされ得ることは、当業者に明らかで

ある。

【図面の簡単な説明】

  本発明は、好ましい実施形態の詳細な説明および添付の図面から、より明確に

理解される。

    【図１】

  図１は、低温殺菌ヤギ乳汁（ＡおよびＢ）、未低温殺菌ヤギ乳汁（ＣおよびＤ

）およびウシ乳汁（Ｅ）について得られた、糖分子アイデンティティ（Ｇｌｙｃ

ｏｍｏｌｅｃｕｌｅ  ｉｄｅｎｔｉｔｙ）（ＧＭＩＤ）カードの図解である。

    【図２】

  図２は、種々のリポ多糖類サンプルについて得られたＧＭＩＤカードの模写で
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る。カードＡ～Ｅは、それぞれ、ＬＰＳ番号１、７、１０、１５、および１６に

対応する。

    【図３】

  図３は、着色したレクチンのセットを選択するためのアルゴリズムを図解する

、高レベル論理フローチャートである。

【図１】
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【図２】
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【図３】
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【国際調査報告】
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摘要(译)

本发明提供了一种用于糖的结构分析的方法，包括以下步骤：a）表面上
的多种基本上序列特异性的结合剂和/或基本上位点特异性的结合剂。 提
供粘合剂； b）使表面与糖或包含待分析糖的多个片段的混合物接触； 
c）洗涤或以其他方式除去未结合的糖或糖片段。 d）在步骤c）中获得
的表面基本上是序列特异性和/或基本上位点特异性的或基本上序列特异
性和/或基本上位点特异性的。 添加不同标记物的混合物； e）获得一个
或多个表面结合标记物的图像；以及f）从图像中得出有关所分析糖的身
份的信息。
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