
(57)【要約】
本発明は、高い特異性及び高い感度を有する乳癌のための腫瘍バイオマーカーを同定する
方法に関する。本発明の好ましい方法は、（ａ）被験動物からのサンプルについて、少な
くとも１種の開示されたバイオマーカーを測定すること、及び（ｂ）その測定値と乳癌の
状態とを相関させることからなる被験動物の乳癌の状態を認定することを含む。本発明は
さらに被験動物の乳癌の状態を認定するためのキットに関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ ａ ） 被 験 動 物 か ら の サ ン プ ル に つ い て 、 少 な く と も １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー を 測 定 す る
こ と 、 及 び
　 （ ｂ ） 前 記 測 定 値 と 乳 癌 の 状 態 と を 相 関 さ せ る こ と 、
を 含 ん で 成 る 被 験 動 物 の 乳 癌 を 認 定 す る 方 法 に お い て 、 前 記 バ イ オ マ ー カ ー が 、
　 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ
　 及 び 、 こ れ ら の 組 み 合 わ せ
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 （ ｃ ） 前 記 の 状 態 に 基 づ い て 被 験 動 物 の 治 療 を 管 理 す る こ と を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 被 験 動 物 の 治 療 を 管 理 す る こ と が 、 よ り 多 く の 休 息 を 命 令 す る こ と 、 手 術 を 実 施 す る こ
と 、 及 び 更 な る 措 置 を 取 ら な い こ と よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
（ ｄ ） 被 験 動 物 の 管 理 後 、 前 記 少 な く と も １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー を 測 定 す る こ と を 更 に 含
ん で 成 る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 乳 癌 の 状 態 が 、 被 験 動 物 の 癌 の リ ス ク 、 疾 病 の 有 無 、 疾 病 の 病 期 、 及 び 治 療 の 有 効 性 か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 測 定 す る こ と が 、 質 量 分 析 法 に よ り 検 出 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
　 少 な く と も １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー が 、 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ） 、 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ）
、 及 び マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ） よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 被 験 動 物 か ら の サ ン プ ル に つ い て 、 公 知 の 乳 癌 に お け る バ イ オ マ ー カ ー を 測 定 す る こ と
、 及 び 公 知 の バ イ オ マ ー カ ー の 測 定 値 及 び マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ の う ち の い ず れ か １ 種 以 上
の 測 定 値 と 、 乳 癌 の 状 態 と を 相 関 さ せ る こ と を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 公 知 の バ イ オ マ ー カ ー が 、 Ｃ Ａ １ ５ ． ３ 又 は Ｃ Ａ ２ ７ ． ２ ９ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ） 、 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ） 、 及 び マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ） を 測
定 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ １ 】
　 被 験 動 物 か ら の サ ン プ ル に つ い て 、 公 知 の 乳 癌 に お け る バ イ オ マ ー カ ー を 測 定 す る こ と
、 公 知 の バ イ オ マ ー カ ー の 測 定 値 及 び マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ の う ち の い ず れ か １ 種 以 上 の 測
定 値 と 、 乳 癌 の 状 態 と を 相 関 さ せ る こ と を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 公 知 の バ イ オ マ ー カ ー が 、 Ｃ Ａ １ ５ ． ３ 又 は Ｃ Ａ ２ ７ ． ２ ９ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 測 定 す る こ と が 、
（ ａ ） 血 液 又 は 血 液 由 来 物 質 の 被 験 動 物 の サ ン プ ル を 用 意 す る こ と 、
（ ｂ ） サ ン プ ル か ら マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ の う ち １ 種 以 上 を 、 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー と
結 合 す る 捕 捉 試 薬 を 含 有 す る 基 質 の 表 面 に 捕 捉 さ せ る こ と 、
を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 基 質 が 、 Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － Ｎ ｉ 表 面 を 含 有 す る Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ プ ロ ー ブ で あ り 、 タ ン パ ク 質 バ イ オ
マ ー カ ー が Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ に よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 基 質 が 、 マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ の う ち １ 種 以 上 と 結 合 す る 生 体 特 異 的 親 和 性 試 薬 を 含 有 す
る Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ プ ロ ー ブ で あ り 、 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ に よ り 検 出 さ れ
る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 基 質 が 、 マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｖ の う ち １ 種 以 上 と 結 合 す る 生 体 特 異 的 親 和 性 試 薬 を 含 有 す る
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で あ り 、 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 、 免 疫 測 定 法 に よ り 検 出
さ れ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 測 定 す る こ と が 、 バ イ オ マ ー カ ー （ 又 は バ イ オ マ ー カ ー 群 ） の 有 無 を 検 出 す る こ と 、 そ
の マ ー カ ー （ 又 は マ ー カ ー 群 ） の 量 を 測 定 す る こ と 、 及 び バ イ オ マ ー カ ー の タ イ プ を 認 定
す る こ と か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 少 な く と も １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー が 、 バ イ オ チ ッ プ ア レ イ を 用 い て 測 定 さ れ る 、 請 求 項
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 バ イ オ チ ッ プ ア レ イ が 、 プ ロ テ イ ン チ ッ プ ア レ イ で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 バ イ オ チ ッ プ ア レ イ が 、 核 酸 ア レ イ で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 少 な く と も １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー が 、 バ イ オ チ ッ プ ア レ イ に 固 定 化 さ れ て い る 、 請 求 項
１ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ に よ り 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 、 免 疫 測 定 法 に よ り 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 相 関 さ せ る こ と が 、 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 サ ン プ ル が 、 血 液 、 血 清 及 び 血 漿 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 （ ａ ） 被 験 動 物 か ら の サ ン プ ル に つ い て 、 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー を 測 定 す る こ と 、
を 含 ん で 成 る 方 法 に お い て 、 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー が 、
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　 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ 、 及 び
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー が 、 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ） 、 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ） 、 及 び マ ー
カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ） を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 公 知 の バ イ オ マ ー カ ー を 測 定 す る こ と を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 公 知 の バ イ オ マ ー カ ー が 、 Ｃ Ａ １ ５ ． ３ 又 は Ｃ Ａ ２ ７ ． ２ ９ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２
６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 又 は 免 疫 測 定 法 に よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ２
６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 サ ン プ ル が 、 血 液 、 血 清 及 び 血 漿 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 （ ａ ） 被 験 動 物 か ら の サ ン プ ル に つ い て 、 少 な く と も １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー を 測 定 す る
こ と 、 を 含 ん で 成 る 方 法 に お い て 、 前 記 バ イ オ マ ー カ ー が 、
　 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ 、 及 び
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ
　 及 び 、 こ れ ら の 組 み 合 わ せ
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 公 知 の バ イ オ マ ー カ ー を 測 定 す る こ と を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
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　 公 知 の バ イ オ マ ー カ ー が 、 Ｃ Ａ １ ５ ． ３ 又 は Ｃ Ａ ２ ７ ． ２ ９ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３
３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 又 は 免 疫 測 定 法 に よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ３
２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 サ ン プ ル が 、 血 液 、 血 清 及 び 血 漿 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 （ ａ ） マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ 、 及 び
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ
　 及 び 、 こ れ ら の 組 み 合 わ せ
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー と 結 合 す る 捕 捉 試 薬 、 及 び
（ ｂ ） 少 な く と も １ 種 の 前 記 バ イ オ マ ー カ ー を 含 有 す る 容 器 、
を 含 ん で 成 る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 捕 捉 試 薬 が 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー と 結 合 す る キ ッ ト で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 捕 捉 試 薬 が Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ プ ロ ー ブ で あ る キ ッ ト で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 さ ら に Ｃ Ａ １ ５ ． ３ 又 は Ｃ Ａ ２ ７ ． ２ ９ と 結 合 す る 捕 捉 試 薬 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項
３ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 第 一 の 捕 捉 試 薬 が 結 合 し な い バ イ オ マ ー カ ー の 一 つ に 結 合 す る 第 二 の 捕 捉 試 薬 を 更 に 含
ん で 成 る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 （ ａ ） マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ
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　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ 、 及 び
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー と 結 合 す る 第 一 の 捕 捉 試 薬
、 及 び
（ ｂ ） 第 一 の 捕 捉 試 薬 が 結 合 し な い 前 記 バ イ オ マ ー カ ー の う ち 少 な く と も 一 種 に 結 合 す る
第 二 の 捕 捉 試 薬 、
を 含 ん で 成 る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 少 な く と も １ 種 の 捕 捉 試 薬 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 少 な く と も １ 種 の 捕 捉 試 薬 と 結 合 す る 、 も し く は 結 合 で き る Ｍ Ｓ プ ロ ー ブ を 更 に 含 ん で
成 る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 捕 捉 試 薬 が 、 固 定 化 金 属 キ レ ー ト （ Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ） で あ る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 洗 浄 後 、 他 の バ イ オ マ ー カ ー と 比 較 し て 、 捕 捉 試 薬 に 結 合 し て い る バ イ オ マ ー カ ー の 保
持 を 選 択 的 に 可 能 に す る 洗 浄 液 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 （ ａ ） マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ 、 及 び
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー と 結 合 す る 第 一 の 捕 捉 試 薬
、 及 び
（ ｂ ） 前 記 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 前 記 捕 捉 試 薬 の 使 用 説 明 書
を 含 ん で 成 る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 捕 捉 試 薬 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 捕 捉 試 薬 と 結 合 す る 、 も し く は 結 合 で き る Ｍ Ｓ プ ロ ー ブ を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ４ ７
に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 捕 捉 試 薬 が 、 固 定 化 金 属 キ レ ー ト （ Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ） で あ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 洗 浄 後 、 他 の バ イ オ マ ー カ ー と 比 較 し て 、 捕 捉 試 薬 に 結 合 し て い る バ イ オ マ ー カ ー の 保
持 を 選 択 的 に 可 能 に す る 洗 浄 液 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 癌 の 検 出 の た め の キ ッ ト の 使 用 説 明 書 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 使 用 説 明 書 が テ ス ト サ ン プ ル を 捕 捉 試 薬 に 接 触 さ せ 、 捕 捉 試 薬 に よ り 保 持 さ れ た １ 種 以
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上 の バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 （ ａ ） マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ 、 及 び
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も ２ 種 の バ イ オ マ ー カ ー と 結 合 す る 少 な く と も １ 種
の 捕 捉 試 薬 、
を 含 ん で 成 る 製 造 品 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 公 知 の バ イ オ マ ー カ ー と 結 合 す る 捕 捉 試 薬 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 製 造
品 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 公 知 の バ イ オ マ ー カ ー が Ｃ Ａ １ ５ ． ３ 又 は Ｃ Ａ ２ ７ ． ２ ９ で あ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の
製 造 品 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 （ ａ ） そ れ ぞ れ の 捕 捉 試 薬 が 、
　 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ）
　 マ ー カ ー Ｉ Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ 、 及 び
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 異 な る バ イ オ マ ー カ ー と 結 合 し た 複 数 の 捕 捉 試 薬 、
を 含 ん で 成 る シ ス テ ム 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 ６ 日 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ６ ２ ， ４ ７ ３ 号 の 利 益 を
主 張 す る も の で あ り 、 そ の 全 内 容 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 乳 癌 の 診 断 、 予 後 、 及 び 腫 瘍 の 病 期 に お け る 進 行 度 の 同 定 に 重 要 で あ る バ イ
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オ マ ー カ ー の 検 出 及 び 同 定 に お い て 、 高 い 特 異 性 及 び 高 い 感 度 を 提 供 す る 。 乳 癌 の 患 者 に
お け る 血 漿 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル は 、 バ イ オ チ ッ プ ア レ イ 及 び Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 分 析 法 を 用 い
て 、 腫 瘍 非 罹 患 の 個 人 か ら 識 別 さ れ る 。 こ の 技 術 は 、 血 漿 サ ン プ ル を 用 い て 乳 癌 を 診 断 す
る た め の 簡 単 で あ る が 感 度 の 高 い 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 米 国 国 立 癌 研 究 所 （ Ｎ Ｃ Ｉ ） の 罹 患 率 、 及 び 国 立 健 康 統 計 セ ン タ ー （ Ｎ Ｃ Ｈ Ｓ ） の 死 亡
デ ー タ に 基 づ い て 、 米 国 癌 学 会 は 、 ２ ０ ０ ２ 年 の 米 国 に お い て 、 乳 癌 が 女 性 で 最 も 多 く 診
断 さ れ る 癌 と な る だ ろ う と 予 測 し た 。 女 性 に お け る 新 た な 癌 患 者 の う ち 、 乳 癌 は ３ １ ％ （
２ ０ ３ ， ５ ０ ０ ） の 割 合 を 占 め る と 予 想 さ れ 、 ３ ９ ， ６ ０ ０ 人 が こ の 病 気 で 死 亡 す る で あ
ろ う と 報 告 さ れ て い る （ Ｊ ｅ ｍ ａ ｌ 　 Ａ ， Ｔ ｈ ｏ ｍ ａ ｓ 　 Ａ ， Ｍ ｕ ｒ ｒ ａ ｙ 　 Ｔ ， Ｔ ｈ ｕ
ｎ 　 Ｍ ． Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ 　 ｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ｓ ， ２ ０ ０ ２ ． Ｃ Ａ 　 Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ 　 Ｊ 　 Ｃ
ｌ ｉ ｎ ． ２ ０ ０ ２ ； ５ ２ ： ２ ３ － ４ ７ ） 。 早 期 癌 を 検 出 す る た め の 発 症 前 ス ク リ ー ニ ン グ
を 、 ま だ 治 療 の 可 能 性 が あ る と 認 め ら れ る 期 間 中 に 行 え ば 、 乳 癌 に 関 連 す る 死 亡 率 を 著 し
く 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 残 念 な こ と に 、 診 断 の 時 に は 、 乳 癌 の 約 ５ ０ ％ し か 、 場 所 を
突 き 止 め る こ と が で き な い （ 米 国 国 立 癌 研 究 所 。 Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ 　 Ｎ ｅ ｔ 　 Ｐ Ｄ Ｑ 　 Ｃ ａ ｎ
ｃ ｅ ｒ 　 Ｉ ｎ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｓ ｕ ｍ ｍ ａ ｒ ｉ ｅ ｓ ． “ Ｓ ｃ ｒ ｅ ｅ ｎ ｉ ｎ ｇ 　 ｆ ｏ ｒ
　 ｂ ｒ ｅ ａ ｓ ｔ 　 ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ ” に 関 す る モ ノ グ ラ フ 、 ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ ｎ ｅ
ｔ ． ｎ ｃ ｉ ． ｎ ｉ ｈ ． ｇ ｏ ｖ ／ ｐ ｄ ｑ ． ｈ ｔ ｍ ｌ （ ２ ０ ０ １ 年 １ 月 更 新 ） ） 。 ４ ０ 歳 以 上
の 女 性 に お け る 定 期 的 な ス ク リ ー ニ ン グ 法 と し て 、 マ ン モ グ ラ フ ィ ー の 有 効 性 と そ れ の 利
用 の 推 奨 に も 関 わ ら ず 、 総 人 口 に 対 す る 乳 癌 死 亡 率 を 減 少 さ せ る こ と に お け る そ の 有 効 性
は 、 今 も な お 調 査 中 で あ る （ Ｋ ． Ａ ｎ ｔ ｍ ａ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｊ Ａ Ｍ Ａ ． １ ９ ９ ９ ； ２
８ １ ： １ ４ ７ ０ － ２ ） 。 現 在 、 乳 癌 の 検 出 へ の 利 用 に つ い て 研 究 さ れ て い る 血 清 腫 瘍 マ ー
カ ー は 、 大 集 団 に お い て 早 期 の 癌 を 検 出 す る の に 適 用 す る こ と が で き る た め の 適 切 な 感 度
及 び 特 異 性 を い ま だ に 持 ち 合 わ せ て い な い 。 Ｃ Ａ １ ５ ． ３ や Ｃ Ａ ２ ７ ． ２ ９ の よ う な Ｆ Ｄ
Ａ 承 認 腫 瘍 マ ー カ ー は 、 進 行 乳 癌 又 は 乳 癌 の 再 発 の モ ニ タ リ ン グ 治 療 法 の た め の み に 推 奨
さ れ て い る （ Ｄ ． Ｗ ． Ｃ ｈ ａ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｊ 　 Ｃ ｌ ｉ ｎ ． Ｏ ｎ ｃ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ． １ ９
９ ７ ； １ ５ ： ２ ３ ２ ２ － ２ ３ ２ ８ ） 。 単 独 で 、 又 は 現 存 の 診 断 法 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る
こ と が で き る 、 費 用 効 率 の 高 い 乳 癌 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 新 し い バ イ オ マ ー カ ー が 、
今 も な お 早 急 に 求 め ら れ て い る 。

　 以 下 の 参 考 文 献 も ま た 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 取 り 込 ま れ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Jemal A, Thomas A, Murray T., Thun M., Cancer statistics, 2002. 
CA Cancer J Clin. 2002; 52:23-47.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 National Cancer Institute. Cancer Net PDQ Cancer Information Sum
maries. Monographs on“ Screening for breast cancer.” http://cancer net. nci. nih
. gov/pdq. html (Updated January ２ ０ ０ １ 年 １ 月 更 新 ） .
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Antman K, Shea S. Screening mammography under age 50. JAMA.1999;
 281:1470-2.
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Chan DW, Beveridge RA, Muss H, Fritsche HA, Hortobagyi G, Theria
ult R, et al. Use of Truquant BR Radioimmunoassay for early detection of breast 
cancer recurrence in patients with stage II and stage III disease, J Clin. Oncol
ogy. 1997; 15:2322-2328.
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Karas M, Hillenkamp F. Laser desorption ionization of proteins w
ith molecular masses exceeding 10,000 daltons. Anal Chem. 1988; 60: 2299-2301.
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Hutchens TW, Yip TT. New desorption strategies for the massspect
rometricanalysis of micromolecules. Rapid Commun. Mass Spectrom. 1993; 7: 576-80
.
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Merchant M, Weinberger SR. Recent advancements in surface-enhanc
ed laserdesorption/ionization-time of flight-mass spectrometry. Electrophoresis.

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-508326 A 2006.3.9



 2000; 21:1164-67.
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Wright Jr GL, Cazares LH, Leung S-M, Nasim S, Adam B-L, Yip T-T,
 et al. ProteinChipＴ Ｍ  surface enhanced laser desorption/ionization (SELDI) mas
s spectrometry: a novel protein biochip technology for detection of prostate can
cer biomarkers in complex protein mixtures. Prostate Cancer Prostate Dis. 1999; 
2: 264-76.
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Hlavaty JJ, Partin AW, Kusinitz F, Shue MJ, Stieg M, Bennett K, 
Briggman JV. Mass spectroscopy as a discovery tool for identifying serum markers
 for prostate cancer. Clin. Chem. [Abstract]. 2001; 47:1924-26.
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Paweletz CP, Trock B, Pennanen M, Tsangaris T, Magnant C, Liot
ta LA, et al. Proteomic patterns of nipple aspirate fluids obtained by SELDI-TOF
: potential for new biomarkers to aid in the diagnosis of breast cancer. Dis Mar
kers. 2001; 17:301- 7.
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Vlahou A, Schellhammer PF, Medrinos S, Patel K, Kondylis FI, G
ong L, et al. Development of a novel proteomic approach for the detection of tra
nsitional cell carcinoma of the bladder in urine. Am J Pathol. 2001; 158:1491-50
2.
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Patricoin EF III, Ardekani AM, Hitt BA, Levine PJ, Fusaro VA, 
Steinberg SM, et al. Use of proteomic patterns in serum to identify ovarian canc
er. The Lancet. 2002; 359:572-577.
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Zhang Z, Page G, Zhang H. Applying Classification Separability
 Analysis to Microarray Data, in Proc. of Critical Assessment of Techniques for 
Microarray Data Analysis (CAMDA'00), Kluwer Academic Publishers, 2001.
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Vapnik VN, Statistical Learning Theory, John Wiley & Sons, Inc
., New York, 1998.
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Efron B and Tibshirani R. Bootstrap Methods for Standard Error
s, Confidence Intervals, and Other Measures of Statistical Accuracy. Statistical
 Science. 1986; 1:54- 75.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 異 な る 臨 床 病 期 に お け る 腫 瘍 サ ン プ ル 中 に 異 な っ た 形 で 存 在 す る 、 新 し い タ
ン パ ク 質 マ ー カ ー を 初 め て 提 供 す る も の で あ る 。 患 者 の サ ン プ ル に お け る こ れ ら の マ ー カ
ー の 測 定 値 は 、 単 独 で あ る い は 組 み 合 わ せ て 、 診 断 医 が ヒ ト 癌 の 異 な る 臨 床 病 期 に お け る
予 想 さ れ る 診 断 と 相 関 す る こ と が で き る 情 報 を 提 供 す る 。 こ れ は 、 浸 潤 前 癌 に つ い て の バ
イ オ マ ー カ ー を 同 定 し よ う と す る 際 に 特 に 重 要 で あ り 、 し た が っ て 、 こ の よ う な 診 断 は 生
命 を 救 う と 考 え ら れ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 マ ー カ ー は 、 い く つ か の 点 に お い て 特 徴 付 け る こ と が で き る 。
　 特 に 、 一 つ の 態 様 で は 、 本 発 明 の マ ー カ ー は 、 本 明 細 書 で 特 定 さ れ て い る 条 件 下 で 、 特
に マ ス ス ペ ク ト ル 分 析 に よ り 決 定 さ れ る よ う な 分 子 量 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。
　 他 の 態 様 で は 、 当 該 マ ー カ ー は 、 マ ー カ ー の ス ペ ク ト ル ピ ー ク の 大 き さ （ 面 積 を 含 む ）
及 び ／ 又 は 形 の よ う な マ ー カ ー の マ ス ス ペ ク ト ル ・ シ グ ネ チ ャ ー （ ｓ ｉ ｇ ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ ）
の 特 性 、 隣 接 す る ピ ー ク の 近 接 性 、 大 き さ 及 び 形 を 含 む 特 性 等 に よ り 特 徴 付 け る こ と が で
き る 。
　 さ ら に 他 の 態 様 で は 、 当 該 マ ー カ ー は 、 親 和 性 結 合 特 性 、 特 に 特 定 の 条 件 下 に お け る Ｉ
Ｍ Ａ Ｃ － Ｎ ｉ 吸 着 剤 に 対 す る 結 合 力 に よ り 特 徴 付 け る こ と が で き る 。
　 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 本 発 明 の マ ー カ ー は 、 こ の よ う な 態 様 、 す な わ ち 分 子 量 、 マ
ス ス ペ ク ト ル ・ シ グ ネ チ ャ ー 、 及 び Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － Ｎ ｉ 吸 着 結 合 の そ れ ぞ れ に よ っ て 特 徴 付 け
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る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー は 、 本 明 細 書 に お い て 、 マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ と し て
指 定 さ れ た 以 下 の も の を 含 む 。 質 量 分 析 法 に よ り 測 定 さ れ た 分 子 量 も ま た 、 各 マ ー カ ー に
つ い て 特 定 さ れ る 。
　 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ） ： 約 ４ ． ３ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ） ： 約 ８ ． １ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ） ： 約 ８ ． ９ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｖ ： 約 ４ ． ５ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｖ ： 約 ４ ． ０ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ ： 約 ８ ． ３ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ ： 約 １ ７ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ ： 約 １ ８ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｘ ： 約 １ ０ ． ２ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｘ ： 約 ６ ． ０ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ ： 約 ８ ． ４ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ ： 約 ７ ． ５ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ ： 約 ９ ． ４ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ ： 約 １ ６ ． ３ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ も 、 マ ス ス ペ ク ト ル ・ シ グ ネ チ ャ ー に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 マ ー カ
ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ の そ れ ぞ れ の マ ス ス ペ ク ト ル を 、 図 １ Ａ ～ １ Ｎ に そ れ ぞ れ 示 す 。
　 ま た 、 マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ の そ れ ぞ れ も 、 本 明 細 書 に 明 記 し て い る よ う に 、 リ ン 酸 緩 衝
生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し た 後 、 Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － Ｎ ｉ 吸 着 剤 と の 結 合 力 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 つ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
　 （ ａ ） 被 験 動 物 か ら の サ ン プ ル に つ い て 、 少 な く と も １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー を 測 定 す る
こ と 、
（ た だ し 、 こ の マ ー カ ー は 、 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ） 、 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ） 、 マ ー カ ー
Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ） 、 マ ー カ ー Ｉ Ｖ 、 マ ー カ ー Ｖ 、 マ ー カ ー Ｖ Ｉ 、 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ 、 マ ー カ
ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、 マ ー カ ー Ｉ Ｘ 、 マ ー カ ー Ｘ 、 マ ー カ ー Ｘ Ｉ 、 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ 、 マ ー カ ー Ｘ Ｉ
Ｉ Ｉ 、 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ 、 及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ） 、 及 び
　 （ ｂ ） こ の 測 定 値 と 乳 癌 の 状 態 と を 相 関 さ せ る こ と 、
か ら な る 被 験 動 物 の 乳 癌 の 状 態 を 認 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 方 法 で は 、 当 該 測 定 工 程
は サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 有 無 を 検 出 す る こ と か ら な り 、 他 の 方 法 で は 、 当 該 測 定 工 程 は
サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー （ 又 は マ ー カ ー 群 ） の 量 を 測 定 す る こ と か ら な り 、 他 の 方 法 で は 、
当 該 測 定 工 程 は サ ン プ ル 中 の バ イ オ マ ー カ ー の タ イ プ を 認 定 す る こ と か ら な る 。
　 あ る 方 法 で は 、 当 該 測 定 工 程 は サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 有 無 を 検 出 す る こ と か ら な り 、
他 の 方 法 で は 、 当 該 測 定 工 程 は サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー （ 又 は マ ー カ ー 群 ） の 量 を 測 定 す る
こ と か ら な り 、 他 の 方 法 で は 、 当 該 測 定 工 程 は 、 サ ン プ ル 中 の バ イ オ マ ー カ ー の タ イ プ を
認 定 す る こ と か ら な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 当 該 測 定 工 程 が 、 血 液 又 は 血 液 由 来 物 質 で あ る 被 験 動 物 の サ ン プ ル を
タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー と 結 合 す る 捕 捉 試 薬 か ら な る 基 質 の 表 面 に 沈 着 さ せ る こ と か ら
な る 方 法 に も 関 す る 。 被 験 動 物 の サ ン プ ル は 、 状 況 に 応 じ て 、 そ の よ う な 沈 着 工 程 の 前 に
分 画 （ 例 え ば ｐ Ｈ 勾 配 に お い て ） し て も よ く 、 そ の 回 収 さ れ 、 及 び 選 択 さ れ た フ ラ ク シ ョ
ン を 当 該 基 質 に 沈 着 さ せ て も よ い 。 当 該 血 液 由 来 物 質 と し て は 、 例 え ば 血 清 や 血 漿 が 挙 げ
ら れ る 。 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 当 該 基 質 は Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － Ｎ ｉ 表 面 か ら な る Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ プ
ロ ー ブ で あ り 、 そ の 中 で 当 該 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー が Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ に よ り 検 出 さ れ る 。
他 の 実 施 の 形 態 で は 、 当 該 基 質 は 、 上 記 の よ う に 同 定 さ れ た マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ な ど に 結
合 す る 生 体 特 異 的 親 和 性 試 薬 か ら な る Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ プ ロ ー ブ で あ り 、 そ の 中 で 当 該 タ ン パ ク
質 バ イ オ マ ー カ ー が Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ に よ り 検 出 さ れ る 。 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 当 該 基 質 は 、 上
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記 の よ う に 同 定 さ れ た マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ の う ち １ 種 以 上 と 結 合 す る 生 体 特 異 的 親 和 性 試
薬 か ら な る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で あ り 、 そ の １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー
が 免 疫 測 定 法 に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 あ る 実 施 の 形 態 で 、 当 該 方 法 は 、 さ ら に 当 該 方 法 に よ り 決 定 さ れ た 状 態 に 基 づ い て 、 被
験 動 物 の 治 療 を 管 理 す る こ と か ら な る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 の 結 果 が 結 論 に 達 し な い 、
も し く は 状 態 の 確 認 が 必 要 で あ る と い う 根 拠 が あ る 場 合 、 医 師 は さ ら に 検 査 を す る よ う 命
令 す る こ と が で き る 。 ま た 、 状 態 が 手 術 が 妥 当 で あ る こ と を 示 す 場 合 は 、 医 師 は 患 者 の 手
術 を 計 画 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 検 査 の 結 果 が 陽 性 で あ る 、 例 え ば 状 態 が 末 期 の 乳 癌
で あ る 場 合 、 あ る い は 、 さ も な け れ ば 状 態 が 深 刻 で あ る 場 合 、 更 な る 措 置 は 何 ら 是 認 さ れ
な い と す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 そ の 結 果 が 、 治 療 が 成 功 し た こ と を 示 す 場 合 、 更 な る
管 理 は 必 要 な い と す る こ と が で き る 。
　 ま た 本 発 明 は 、 被 験 動 物 の 管 理 後 、 少 な く と も １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー を 再 び 測 定 す る 方
法 も 提 供 す る 。 こ の よ う な 場 合 、 被 験 動 物 の 治 療 を 管 理 す る 工 程 は 、 そ の 後 得 ら れ た 結 果
に 応 じ て 繰 り 返 さ れ 、 及 び ／ 又 は 変 更 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 「 乳 癌 の 状 態 」 と い う 用 語 は 、 患 者 の 疾 病 の 状 態 の こ と を い う 。 乳 癌 の 状 態 の 種 類 は 、
例 え ば 被 験 動 物 の 癌 の リ ス ク 、 疾 病 の 有 無 、 患 者 の 疾 病 の 病 期 、 及 び 疾 病 の 治 療 の 有 効 性
を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 他 の 状 態 及 び そ れ ぞ れ の 状 態 の 程 度 は 当 該 技 術 分 野 で 周
知 で あ る 。
　 本 発 明 の マ ー カ ー は 、 各 種 の 分 画 技 術 、 例 え ば 、 質 量 分 析 法 と 併 用 し た ク ロ マ ト グ ラ フ
分 離 法 を 用 い る こ と に よ り 、 あ る い は 従 来 の 免 疫 測 定 法 に よ り 、 サ ン プ ル 中 の 他 の タ ン パ
ク 質 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 当 該 分 離 方 法 は 、 質 量 分 析 プ
ロ ー ブ の 表 面 が 当 該 マ ー カ ー と 結 合 す る 吸 着 剤 か ら な る 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化
（ Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ ） 質 量 分 析 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 比 較 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル が 、 乳 癌 で あ る と 診 断 さ れ
た 患 者 、 及 び 公 知 の 腫 瘍 性 疾 患 に 罹 患 し て い な い 患 者 か ら 、 プ ロ テ イ ン チ ッ プ ・ バ イ オ マ
ー カ ー ・ シ ス テ ム を 用 い て 作 成 さ れ る 。 バ イ オ マ ー カ ー の 一 部 は 、 教 師 付 き 分 析 法 よ り 得
ら れ た 共 同 研 究 の 結 果 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 。 好 ま し い 分 析 法 は 、 統 合 最 大 分 離 可 能 度 分
析 （ Ｕ ｎ ｉ ｆ ｉ ｅ ｄ 　 Ｍ ａ ｘ ｉ ｍ ｕ ｍ 　 Ｓ ｅ ｐ ａ ｒ ａ ｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ 　
（ Ｕ Ｍ Ｓ Ａ ） ） ア ル ゴ リ ズ ム の 線 形 バ ー ジ ョ ン を 実 行 す る Ｐ ｒ ｏ Ｐ ｅ ａ ｋ （ ３ Ｚ 　 Ｉ ｎ ｆ
ｏ ｒ ｍ ａ ｔ ｉ ｃ ｓ ， サ ウ ス カ ロ ラ イ ナ 州 ） 、 及 び バ イ オ マ ー カ ー ・ パ タ ー ン ・ ソ フ ト ウ ェ
ア Ｖ ４ ． ０ （ Ｂ Ｐ Ｓ ） （ サ イ フ ァ ー ジ ェ ン 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） に お い て 実 行 さ れ る 分 類
木 と 回 帰 木 法 （ Ｃ ｌ ａ ｓ ｓ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ａ ｎ ｄ 　 Ｒ ｅ ｇ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 Ｔ ｒ ｅ
ｅ （ Ｃ Ａ Ｒ Ｔ ） ） が 挙 げ ら れ る 。
　 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 こ の 分 析 法 は 、 乳 癌 の 患 者 と 癌 に 罹 患 し て い な い コ ン ト ロ ー
ル 間 の 識 別 に 最 も 寄 与 し て い る ピ ー ク を 選 別 す る た め に 、 単 独 で 及 び 相 互 に 比 較 し て 用 い
ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 他 の 態 様 で は 、 当 該 バ イ オ マ ー カ ー は 精 製 さ れ 、 同 定 さ れ た 。 選 択 さ れ た バ イ オ マ ー カ
ー は 、 腫 瘍 マ ー カ ー で あ る Ｃ Ａ １ ５ ． ３ と Ｃ Ａ ２ ７ ． ２ ９ と 共 に 、 多 変 量 ロ ジ ス テ ィ ッ ク
回 帰 に よ り 、 個 別 に 及 び 組 み 合 わ せ て 評 価 さ れ た 。
　 こ れ ら の マ ー カ ー の 絶 対 的 な 正 体 （ ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｔ ｙ ） は ま だ 分 か っ て い な い が 、 こ の
よ う な 知 識 は 、 患 者 の サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー を 測 定 す る の に 必 要 で は な い 。 な ぜ な ら 、 マ
ー カ ー は 、 例 え ば 、 質 量 や 親 和 性 に よ り 十 分 特 徴 付 け ら れ る か ら で あ る 。 分 子 量 及 び 結 合
性 が こ れ ら の マ ー カ ー の 特 徴 で あ り 、 検 出 も し く は 単 離 の 手 段 を 制 限 す る も の で は な い こ
と を 特 筆 し て お く 。 さ ら に 、 本 明 細 書 で 記 述 さ れ て い る 方 法 又 は 当 該 技 術 分 野 で 周 知 で あ
る 他 の 方 法 を 用 い て 、 当 該 マ ー カ ー の 絶 対 的 な 正 体 （ ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｔ ｙ ） を 決 定 す る こ と
が で き る 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
　 癌 の 検 出 及 び 診 断 に お け る 好 ま し い 方 法 は 、 被 験 動 物 の サ ン プ ル 中 の 、 少 な く と も １ 種
以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る こ と 、 及 び こ の １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ
マ ー カ ー の 検 出 と 癌 の 診 断 と を 相 関 さ せ る こ と か ら な る 。 た だ し 、 そ の 相 関 は 、 そ れ ぞ れ
の 診 断 に お い て 正 常 な 被 験 動 物 と 比 較 し な が ら 、 １ 種 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮
し 、 ま た 、 当 該 １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 マ ー カ ー は 、 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ） 、 マ ー カ ー Ｉ Ｉ
（ Ｂ Ｃ ２ ） 、 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ） 、 マ ー カ ー Ｉ Ｖ 、 マ ー カ ー Ｖ 、 マ ー カ ー Ｖ Ｉ 、 マ
ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ 、 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、 マ ー カ ー Ｉ Ｘ 、 マ ー カ ー Ｘ 、 マ ー カ ー Ｘ Ｉ 、 マ ー カ ー
Ｘ Ｉ Ｉ 、 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ 、 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ 、 及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 。
　 検 出 に お け る 好 ま し い 方 法 で は 、 乳 癌 の 臨 床 病 期 に つ い て の 診 断 及 び 決 定 は 、 被 験 動 物
の サ ン プ ル 中 の 、 少 な く と も １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る こ と （ た だ
し 、 当 該 タ ン パ ク 質 マ ー カ ー は 、 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ） 、 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ） 、 マ ー
カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ） 、 及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 選 択 さ れ る ） 、 及 び こ の １ 種 以 上 の
タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 と 乳 癌 の 診 断 と を 相 関 さ せ る こ と （ た だ し 、 そ の 相 関 は
、 そ れ ぞ れ の 診 断 に お い て 正 常 な 被 験 動 物 と 比 較 し な が ら 、 １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ
マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る ） か ら な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 検 出 に お け る 好 ま し い 方 法 で は 、 乳 癌 の 最 初 期 の 臨 床 病 期 に つ い て の 診 断 及 び 決 定 は 、
被 験 動 物 の サ ン プ ル 中 の 、 少 な く と も １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る こ
と （ た だ し 、 当 該 タ ン パ ク 質 マ ー カ ー は 、 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ） 、 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２
） 、 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ） 、 及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 選 択 さ れ る ） 、 及 び こ の １
種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 と 乳 癌 の 診 断 と を 相 関 さ せ る こ と （ た だ し 、 そ
の 相 関 は 、 そ れ ぞ れ の 診 断 に お い て 正 常 な 被 験 動 物 と 比 較 し な が ら 、 １ 種 以 上 の タ ン パ ク
質 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る ） か ら な る 。 当 該 マ ー カ ー は 、 乳 癌 の 最 も 早 い 段 階 で
あ る ス テ ー ジ ０ 期 に て 検 出 さ れ る の が 好 ま し い 。 当 該 マ ー カ ー を 早 期 に 検 出 す る 感 度 及 び
特 異 度 を 示 す 結 果 は 、 以 下 に 示 す 実 施 例 に 記 述 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 複 数 の 当 該 バ イ オ マ ー カ ー が 検 出 さ れ 、 好 ま し く は 少 な
く と も １ 種 の 当 該 バ イ オ マ ー カ ー が 検 出 さ れ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ２ 種 の 当 該 バ イ
オ マ ー カ ー が 検 出 さ れ 、 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も ３ 種 の 当 該 バ イ オ マ ー カ ー が 検 出 さ
れ る 。 最 も 好 ま し い マ ー カ ー を 以 下 に 示 す 。
　 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ） ： 約 ４ ． ３ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ） ： 約 ８ ． １ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ） ： 約 ８ ． ９ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 持 つ
　 癌 の 異 な る 悪 性 度 を 診 断 及 び 識 別 す る た め の 好 ま し い 方 法 で は 、 当 該 方 法 は 、 生 物 学 的
マ ー カ ー の 第 一 セ ッ ト を 表 す 第 一 デ ー タ セ ッ ト を 作 成 す る た め に 、 バ イ オ チ ッ プ ア レ イ を
用 い る こ と 、 被 験 動 物 の サ ン プ ル 中 の 少 な く と も １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を
検 出 す る 第 一 デ ー タ セ ッ ト を 評 価 す る こ と 、 及 び 正 常 な 被 験 動 物 と 比 較 し な が ら 、 １ 種 以
上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 と 癌 の 進 行 性 悪 性 度 と を 相 関 さ せ る こ と か ら な る 。
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 で は 、 当 該 方 法 は 、 癌 の 異 な る 悪 性 度 を 診 断 及 び 識 別 す る た め に 使
用 さ れ る １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る こ と か ら な る 。 た だ し 、 当 該 １
種 以 上 の タ ン パ ク 質 マ ー カ ー は 、 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ） 、 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ） 、 マ ー
カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ） 、 マ ー カ ー Ｉ Ｖ 、 マ ー カ ー Ｖ 、 マ ー カ ー Ｖ Ｉ 、 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ 、 マ
ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、 マ ー カ ー Ｉ Ｘ 、 マ ー カ ー Ｘ 、 マ ー カ ー Ｘ Ｉ 、 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ 、 マ ー カ ー
Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ 、 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ 、 及 び こ れ ら の 組 み 合 わ せ よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 乳 癌 の 異 な る 悪 性 度 を 診 断 及 び 識 別 す る 方 法 を 提 供 す る 。 当
該 方 法 は 、 被 験 動 物 の サ ン プ ル 中 の 少 な く と も １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検
出 す る こ と 、 及 び こ の １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 と 乳 癌 の 診 断 と を 相 関
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さ せ る こ と か ら な る 。 た だ し 、 そ の 相 関 は 、 そ れ ぞ れ の 診 断 に お い て 正 常 な 被 験 動 物 と 比
較 し な が ら 、 １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 。
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 癌 の 異 な る 悪 性 度 を 識 別 す る た め に １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー が 使
用 さ れ る 。 ま た 、 癌 を 診 断 す る た め の 公 知 の 癌 バ イ オ マ ー カ ー 、 例 え ば 乳 癌 の マ ー カ ー で
あ る Ｃ Ａ １ ５ ． ３ 及 び Ｃ Ａ ２ ７ ． ２ ９ を １ 種 以 上 組 み 合 わ せ て 、 癌 の 異 な る 悪 性 度 を 識 別
す る た め の １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー も 提 供 す る 。 乳 癌 の よ う な 癌 に 罹 患 し や す い 、 あ る い は
癌 に 罹 患 し て い る 患 者 か ら の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル と 正 常 な 被 験 動 物 の も の と 比 較 す る
た め に 、 １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 使 用 す る の が 好 ま し い 。
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 患 者 の サ ン プ ル が 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 尿 、 組 織 、 細 胞 、 器 官
及 び 膣 液 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 好 ま し い 検 出 方 法 は 、 バ イ オ チ ッ プ ア レ イ を 用 い る こ と を 含 む 。 本 発 明 に 有 用 な バ イ オ
チ ッ プ ア レ イ と し て は 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ 及 び 核 酸 ア レ イ が 挙 げ ら れ る 。 １ 種 以 上 の マ ー
カ ー を 当 該 バ イ オ チ ッ プ ア レ イ に 固 定 化 し 、 そ の マ ー カ ー の 分 子 量 を 検 出 す る た め に そ れ
を レ ー ザ ー イ オ ン 化 す る 。 マ ー カ ー の 分 析 は 、 例 え ば 、 全 イ オ ン 流 に 対 し て 正 規 化 さ れ る
許 容 限 界 強 度 （ ｔ ｈ ｒ ｅ ｓ ｈ ｏ ｌ ｄ 　 ｉ ｎ ｔ ｅ ｎ ｓ ｉ ｔ ｙ ） に 対 す る 当 該 １ 種 以 上 の マ ー
カ ー の 分 子 量 に よ る 。 ピ ー ク 強 度 の 範 囲 を 減 少 さ せ る た め に 対 数 変 換 を 用 い て 、 検 出 す る
マ ー カ ー の 数 を 制 限 す る の が 好 ま し い 。
　 他 の 好 ま し い 方 法 で は 、 バ イ オ チ ッ プ ア レ イ に 固 定 化 し た 被 験 動 物 の サ ン プ ル に つ い て
の デ ー タ は 、 前 記 の バ イ オ チ ッ プ ア レ イ を レ ー ザ ー イ オ ン 化 し て 、 質 量 ／ 電 荷 比 の 信 号 強
度 を 検 出 し 、 そ の デ ー タ を コ ン ピ ュ ー タ に 読 み 込 み 可 能 な 形 式 に 変 換 し 、 乳 癌 に 罹 患 し て
い る 患 者 に 存 在 し 、 癌 に 罹 患 し て い な い 被 験 動 物 コ ン ト ロ ー ル に は 存 在 し な い マ ー カ ー を
表 す 信 号 を 検 出 す る た め の ユ ー ザ ー ・ イ ン プ ッ ト ・ パ ラ メ ー タ に 従 っ て 、 そ の デ ー タ を 分
類 す る ア ル ゴ リ ズ ム を 実 行 す る こ と に よ り 作 成 さ れ る 。
　 好 ま し く は 、 当 該 バ イ オ チ ッ プ の 表 面 は 、 例 え ば イ オ ン 性 、 ア ニ オ ン 性 で あ り 、 陽 イ オ
ン 及 び 陰 イ オ ン の 混 合 物 か ら な る 固 定 化 さ れ た ニ ッ ケ ル イ オ ン か ら な り 、 １ 種 以 上 の 抗 体
、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 の 核 酸 よ り 構 成 さ れ 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の フ ラ グ メ ン
ト あ る い は ア ミ ノ 酸 プ ロ ー ブ よ り 構 成 さ れ 、 あ る い は フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ
リ ー よ り 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 他 の 好 ま し い 方 法 で は 、 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 法 を 用 い て １ 種 以 上 の 当 該 マ
ー カ ー が 検 出 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 吸 着 剤 が 結 合 し た 質 量 分 析 計 の 使 用 に 適 し た プ ロ ー ブ
を 供 与 す る こ と 、 被 験 動 物 の サ ン プ ル を そ の 吸 着 剤 に 接 触 さ せ る こ と 、 当 該 マ ー カ ー 又 は
マ ー カ ー 群 を 当 該 プ ロ ー ブ か ら 脱 離 及 び イ オ ン 化 す る こ と 、 及 び 質 量 分 析 計 を 用 い て そ の
脱 離 ／ イ オ ン 化 さ れ た マ ー カ ー を 検 出 す る こ と か ら な る 。
　 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 法 は 、 吸 着 剤 が 結 合 し た 基 質 を 供 与 す る こ と 、 被 験 動
物 の サ ン プ ル を そ の 吸 着 剤 に 接 触 さ せ る こ と 、 吸 着 剤 が 結 合 し た 質 量 分 析 計 の 使 用 に 適 し
た プ ロ ー ブ に そ の 基 質 を 設 置 す る こ と 、 当 該 マ ー カ ー 又 は マ ー カ ー 群 を プ ロ ー ブ か ら 脱 離
及 び イ オ ン 化 す る こ と 、 及 び 質 量 分 析 計 を 用 い て そ の 脱 離 ／ イ オ ン 化 さ れ た マ ー カ ー 又 は
マ ー カ ー 群 を 検 出 す る こ と か ら な る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 他 の 態 様 で は 、 乳 癌 の 診 断 を さ ら に 補 助 す る た め に 、 以 下 に 示 す 種 々 の 組 成 物 が 提 供 さ
れ る ：
　 マ ー カ ー Ｉ 及 び マ ー カ ー Ｉ Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ よ り 選 択 さ れ る 一 種 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー か ら な
る 組 成 物 、
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ 及 び マ ー カ ー Ｉ ， Ｉ Ｉ Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ よ り 選 択 さ れ る 一 種 以 上 の バ イ オ マ ー カ
ー か ら な る 組 成 物 、
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ 及 び マ ー カ ー Ｉ ， Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｖ ～ Ｘ Ｉ Ｖ よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 種 以
上 の バ イ オ マ ー カ ー か ら な る 組 成 物 、
　 マ ー カ ー Ｉ Ｖ 及 び マ ー カ ー Ｉ ， Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ Ｉ ， Ｖ ～ Ｘ Ｉ Ｖ よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 一
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種 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー か ら な る 組 成 物 、
　 マ ー カ ー Ｖ 及 び マ ー カ ー Ｉ ， Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ Ｉ ， Ｉ Ｖ 、 Ｖ Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ よ り 選 択 さ れ る 少 な く
と も 一 種 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー か ら な る 組 成 物 、
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ 及 び マ ー カ ー Ｉ ， Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ Ｉ ， Ｉ Ｖ 、 Ｖ ～ Ｘ Ｉ Ｖ よ り 選 択 さ れ る 一 種 以
上 の バ イ オ マ ー カ ー か ら な る 組 成 物 、
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ 及 び マ ー カ ー Ｉ ， Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ Ｉ ， Ｉ Ｖ 、 Ｖ 、 Ｖ Ｉ ， Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ よ
り 選 択 さ れ る 一 種 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー か ら な る 組 成 物 、
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 及 び マ ー カ ー Ｉ ， Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ Ｉ ， Ｉ Ｖ 、 Ｖ 、 Ｖ Ｉ ， Ｖ Ｉ Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ よ
り 選 択 さ れ る 一 種 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー か ら な る 組 成 物 、
　 マ ー カ ー Ｉ Ｘ 及 び マ ー カ ー Ｉ ， Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ Ｉ ， Ｉ Ｖ 、 Ｖ 、 Ｖ Ｉ ， Ｖ Ｉ Ｉ ， Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ ， Ｘ
～ Ｘ Ｉ Ｖ よ り 選 択 さ れ る 一 種 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー か ら な る 組 成 物 、
　 マ ー カ ー Ｘ 及 び マ ー カ ー Ｉ ～ Ｉ Ｘ ， Ｘ Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ よ り 選 択 さ れ る 一 種 以 上 の バ イ オ マ ー
カ ー か ら な る 組 成 物 、
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ 及 び マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ ， Ｘ Ｉ Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ よ り 選 択 さ れ る 一 種 以 上 の バ イ オ マ
ー カ ー か ら な る 組 成 物 、
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ 及 び マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ ， Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ よ り 選 択 さ れ る 一 種 以 上 の バ
イ オ マ ー カ ー か ら な る 組 成 物 、
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ 及 び マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｉ ， Ｘ Ｉ Ｖ よ り 選 択 さ れ る 一 種 以 上 の バ イ オ マ
ー カ ー か ら な る 組 成 物 、
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ 及 び マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ よ り 選 択 さ れ る 一 種 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー か
ら な る 組 成 物 。 こ れ ら の 組 成 物 に お い て 、 当 該 マ ー カ ー は 、 実 質 的 に 純 粋 で あ る 及 び ／ 又
は 、 例 え ば 血 清 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る マ ー カ ー の 質 量 値 に つ い て は 、 ス ペ ク ト ル 装 置 に お け る 質 量
の 正 確 性 は 、 そ の 開 示 さ れ た 分 子 量 の 値 の 約 ± ０ ． １ ５ ％ 以 内 で あ る と み な さ れ る 。 さ ら
に 、 そ の よ う に 認 識 さ れ て い る 装 置 の 正 確 性 の ば ら つ き に つ い て は 、 分 光 質 量 の 決 定 は 、
約 ４ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ ｍ ／ ｄ ｍ （ た だ し 、 ｍ は 質 量 で あ り 、 ｄ ｍ は ０ ． ５ の ピ ー ク 高 さ に お
け る マ ス ス ペ ク ト ル の ピ ー ク 幅 で あ る ） の 分 解 能 限 度 の 範 囲 内 で 変 動 す る こ と が で き る 。
質 量 分 析 装 置 及 び そ れ ら の 操 作 に 関 連 す る こ の よ う な 質 量 の 正 確 性 及 び 分 解 能 の ば ら つ き
は 、 マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ の そ れ ぞ れ に お け る 質 量 に 記 載 さ れ て い る 「 約 」 と い う 用 語 を 用
い る こ と に よ り 反 映 さ れ る 。 ま た 、 こ の よ う な 質 量 の 正 確 性 及 び 分 解 能 の ば ら つ き 、 及 び
マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ の そ れ ぞ れ に お け る 質 量 に 関 す る こ の よ う な 「 約 」 と い う 用 語 の 意 味
は 、 被 験 動 物 の 性 別 及 び ／ 又 は 民 族 性 及 び 特 定 の 癌 も し く は そ の 起 源 や 病 期 に よ り 存 在 す
る か も し れ な い 当 該 マ ー カ ー の 変 種 も 包 含 す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 用 い る 乳 癌 の た め の 当 該 バ イ オ マ ー カ ー の 発 見 で は 、 好 ま し い 期 日 の 分
析 は 、 検 出 さ れ る マ ー カ ー の 数 を 制 限 す る た め に 、 ピ ー ク 強 度 範 囲 を 減 少 さ せ る た め の 対
数 変 換 に よ る も の で あ り 、 各 サ ン プ ル の ピ ー ク 強 度 か ら 得 ら れ た デ ー タ を 個 々 の ポ イ ン ト
と し て 、 三 次 元 成 分 空 間 に 投 影 す る 。 こ の 成 分 空 間 は 、 ピ ー ク 強 度 の 線 形 結 合 で あ る 。 各
成 分 空 間 は 、 お よ そ 二 つ の 事 前 に 指 定 さ れ た デ ー タ グ ル ー プ が 、 コ ン ピ ュ ー タ モ ニ タ ー 上
の 双 方 向 性 三 次 元 デ ィ ス プ レ イ に よ り 決 定 さ れ た 最 大 分 離 を 達 成 す る 方 向 に 一 致 す る 。 そ
れ ぞ れ の 質 量 ピ ー ク に お け る 有 意 性 ス コ ア を 計 算 し 、 そ れ ぞ れ の 質 量 ピ ー ク は 、 二 つ の 事
前 に 指 定 さ れ た デ ー タ グ ル ー プ の 最 大 分 離 に 対 す る 集 団 寄 与 率 に 従 っ て ラ ン ク 付 け ら れ る
。 有 意 性 ス コ ア は プ ラ ス で も マ イ ナ ス で も よ く 、 プ ラ ス の ス コ ア は 、 癌 に 罹 患 し て い る 患
者 の サ ン プ ル か ら 得 ら れ た 対 応 す る 質 量 ピ ー ク の 発 現 の 増 加 に 相 関 し 、 マ イ ナ ス の ス コ ア
は 、 癌 に 罹 患 し て い る 患 者 の サ ン プ ル か ら 得 ら れ た 対 応 す る 質 量 ピ ー ク の 発 現 の 減 少 に 相
関 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 固 定 化 さ れ た 分 子 は 、 各 バ イ オ マ ー カ ー の 質 量 ピ ー ク を 検 出 す る た め に レ ー ザ ー イ オ ン
化 さ れ 、 当 該 １ 種 以 上 の マ ー カ ー の 質 量 ピ ー ク は 、 全 イ オ ン 流 に 対 し て 正 規 化 さ れ た 許 容
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限 界 強 度 に つ い て 解 析 さ れ る 。 選 択 さ れ た 質 量 ピ ー ク は 、 約 ２ Ｋ ～ 約 １ ５ ０ Ｋ の 間 で あ る
の が 好 ま し い 。
　 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 定 率 の バ イ オ マ ー カ ー サ ン プ ル が 、 中 央 値 及 び 平 均 ラ ン ク が
ピ ー ク ご と に 決 定 さ れ る 質 量 ピ ー ク の 解 析 中 ラ ン ダ ム に 除 外 さ れ る 。 こ の 解 析 は 、 少 な く
と も 約 １ ０ ０ 回 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 癌 の 進 行 段 階 を 検 出 し 、 識 別 す る た め の バ イ オ マ ー カ ー
を 表 す 質 量 ピ ー ク を 予 測 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 正 常 な 被 験 動 物 と 癌
に 罹 患 し て い る 被 験 動 物 か ら サ ン プ ル を 得 る こ と 、 及 び 、 当 該 サ ン プ ル の 質 量 ピ ー ク を 評
価 す る た め の バ イ オ チ ッ プ ア レ イ を 提 供 す る こ と （ た だ し 、 当 該 バ イ オ チ ッ プ ア レ イ は 、
化 学 修 飾 さ れ た 金 属 親 和 性 表 面 か ら な り 、 当 該 表 面 に は 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 又 は そ れ
ら の フ ラ グ メ ン ト か ら な る 群 の う ち 少 な く と も １ 種 に 選 択 的 に 結 合 す る こ と が で き る 複 数
の 分 子 が 安 定 的 に 結 合 し て い る ） 、 バ イ オ マ ー カ ー の 第 一 セ ッ ト を 表 す 第 一 デ ー タ セ ッ ト
を 得 る た め に 、 正 常 な 被 験 動 物 と 癌 患 者 の 被 験 動 物 か ら の サ ン プ ル を 用 い る こ と 、 被 験 動
物 の サ ン プ ル 中 の 少 な く と も １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 第 一 デ ー タ
セ ッ ト を 評 価 す る こ と 、 及 び 、 正 常 な 被 験 動 物 と 比 較 し な が ら 、 １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ
イ オ マ ー カ ー の 検 出 と 乳 癌 の よ う な 癌 の 進 行 性 の 悪 性 度 と を 相 関 さ せ る こ と か ら な る 。
　 一 つ の 態 様 で は 、 コ ン ト ロ ー ル デ ー タ セ ッ ト が 作 成 さ れ る が 、 こ れ は 、 正 常 な 被 験 動 物
を 表 す バ イ オ マ ー カ ー の コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト を 作 成 す る こ と 、 当 該 バ イ オ マ ー カ ー の コ ン
ト ロ ー ル セ ッ ト を 表 す コ ン ト ロ ー ル デ ー タ セ ッ ト を 作 成 す る た め に バ イ オ チ ッ プ ア レ イ を
用 い る こ と 、 及 び 、 ど の 質 量 ピ ー ク が 癌 の 進 行 の 異 な る 悪 性 度 を 識 別 す る バ イ オ マ ー カ ー
を 表 す か を 予 測 す る た め に 、 第 一 デ ー タ セ ッ ト 及 び コ ン ト ロ ー ル デ ー タ セ ッ ト を 比 較 す る
こ と か ら な る 。
　 他 の 態 様 で は 、 当 該 方 法 は さ ら に 、 癌 に 罹 患 し て い る 患 者 を 表 す バ イ オ マ ー カ ー の 第 二
の セ ッ ト を 作 成 す る こ と 、 第 一 ス テ ー ジ の 癌 を 表 す 第 二 の デ ー タ セ ッ ト を 作 成 す る た め に
バ イ オ チ ッ プ ア レ イ を 用 い る こ と 、 及 び 、 ど の 質 量 ピ ー ク が 癌 の 進 行 の 第 一 ス テ ー ジ 及 び
第 二 ス テ ー ジ を 識 別 す る バ イ オ マ ー カ ー を 表 す か を 予 測 す る た め に 、 第 二 の デ ー タ セ ッ ト
と コ ン ト ロ ー ル デ ー タ セ ッ ト を 比 較 す る こ と か ら な る 。
　 当 該 方 法 は 、 悪 性 癌 の あ る ス テ ー ジ を 表 す 任 意 の 有 望 な バ イ オ マ ー カ ー の 質 量 ピ ー ク を
予 測 す る た め に 使 用 さ れ る デ ー タ セ ッ ト が 得 ら れ る ま で 、 少 な く と も １ 回 以 上 繰 り 返 さ れ
る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 乳 癌 の 異 な る 病 期 を 表 す 複 数 の デ ー タ セ ッ ト を 含 む バ イ
オ マ ー カ ー デ ー タ ベ ー ス が 構 築 さ れ 、 そ の テ ス ト デ ー タ セ ッ ト と 当 該 デ ー タ ベ ー ス を 比 較
す る こ と に よ り 、 乳 癌 の 少 な く と も １ つ の 病 期 を 検 出 す る た め の 有 望 な バ イ オ マ ー カ ー で
あ る 質 量 ピ ー ク が 予 測 さ れ る 。
　 当 該 デ ー タ ベ ー ス は 、 乳 癌 の 任 意 の 病 期 を 検 出 し 、 異 な る 癌 の 異 な る 病 期 を 識 別 す る 有
望 な バ イ オ マ ー カ ー を 評 価 し 、 予 測 す る た め の デ ー タ ベ ー ス か ら デ ー タ を マ イ ニ ン グ す る
た め の 有 望 な バ イ オ マ ー カ ー で あ る 質 量 ピ ー ク を 予 測 す る た め に 使 用 さ れ る 。
　 他 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 乳 癌 の よ う な 腫 瘍 の 浸 潤 前 に 存 在 す る 有 望 な バ イ オ マ ー
カ ー を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る 質 量 ピ ー ク の デ ー タ セ ッ ト を 得 る こ と に よ り 、 癌 患 者 か
ら の 組 織 サ ン プ ル を 分 析 し 、 正 常 な 被 験 動 物 の も の と 比 較 す る 。
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 以 下 に 記 述 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 定 義
　 特 に 明 記 し な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 用 語 及 び 科 学 用 語 は 、 本 発 明 が
属 す る 分 野 に お け る 当 業 者 に よ り 一 般 に 理 解 さ れ て い る 意 味 を 持 つ 。 以 下 の 参 考 文 献 は 、
本 発 明 で 使 用 さ れ て い る 多 く の 用 語 の 一 般 的 な 定 義 を 当 業 者 に 提 供 す る ： Ｓ ｉ ｎ ｇ ｌ ｅ ｔ
ｏ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｄ ｉ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｒ ｙ 　 ｏ ｆ 　 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 ａ ｎ ｄ
　 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ （ ２ ｎ ｄ 　 ｅ ｄ ． １ ９ ９ ４ ） ； Ｔ ｈ ｅ 　 Ｃ ａ ｍ ｂ
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ｒ ｉ ｄ ｇ ｅ 　 Ｄ ｉ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｒ ｙ 　 ｏ ｆ 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ
ｇ ｙ （ Ｗ ａ ｌ ｋ ｅ ｒ 　 ｅ ｄ ． ， １ ９ ８ ８ ） ； Ｔ ｈ ｅ 　 Ｇ ｌ ｏ ｓ ｓ ａ ｒ ｙ 　 ｏ ｆ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ
ｔ ｉ ｃ ｓ ， ５ ｔ ｈ 　 Ｅ ｄ ． ， Ｒ ． Ｒ ｉ ｅ ｇ ｅ ｒ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， （ ｅ ｄ ｓ ． ） ， Ｓ ｐ ｒ ｉ
ｎ ｇ ｅ ｒ 　 Ｖ ｅ ｒ ｌ ａ ｇ （ １ ９ ９ １ ） ； 及 び Ｈ ａ ｌ ｅ 　 ＆ 　 Ｍ ａ ｒ ｈ ａ ｍ ， Ｔ ｈ ｅ 　 Ｈ ａ
ｒ ｐ ｅ ｒ 　 Ｃ ｏ ｌ ｌ ｉ ｎ ｓ 　 Ｄ ｉ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｒ ｙ 　 ｏ ｆ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ （ １ ９ ９ １ ）
。 本 明 細 書 で 使 わ れ て い る よ う に 、 以 下 の 用 語 は 、 特 に 明 記 し な い 限 り 記 載 さ れ た 意 味 を
持 つ 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 装 置 」 と は 、 気 相 イ オ ン を 検 出 す る 装 置 の こ と を い う 。 気 相 イ オ
ン 分 光 分 析 装 置 は 、 気 相 イ オ ン を 供 給 す る イ オ ン 源 を 含 む 。 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 装 置 と し
て は 、 例 え ば 質 量 分 析 計 、 イ オ ン 移 動 度 分 光 計 及 び 全 イ オ ン 電 流 測 定 装 置 が 挙 げ ら れ る 。
「 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 」 と は 、 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 装 置 を 用 い て 気 相 イ オ ン を 検 出 す る こ
と を い う 。
　 「 質 量 分 析 計 」 と は 、 質 量 電 荷 比 に 変 換 す る こ と が で き る 気 相 イ オ ン の パ ラ メ ー タ を 測
定 す る 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 装 置 の こ と を い う 。 質 量 分 析 計 は 、 一 般 に イ オ ン 源 及 び 質 量 分
析 器 を 含 む 。 質 量 分 析 計 と し て は 、 例 え ば 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計 、 磁 場 型 質 量 分 析 計 、 四
重 極 型 質 量 分 析 計 、 イ オ ン ト ラ ッ プ 型 質 量 分 析 計 、 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 共 鳴 質 量 分 析 計
、 扇 形 静 電 分 析 器 及 び そ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド 型 が 挙 げ ら れ る 。 「 質 量 分 析 」 と は 、 質 量 分
析 計 を 用 い て 気 相 イ オ ン を 検 出 す る こ と を い う 。
　 「 レ ー ザ ー 脱 離 質 量 分 析 計 」 と は 、 検 体 を 脱 離 、 気 化 及 び イ オ ン 化 さ せ る 手 段 と し て レ
ー ザ ー 光 の エ ネ ル ギ ー を 利 用 す る 質 量 分 析 計 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 タ ン デ ム 質 量 分 析 計 」 と は 、 イ オ ン 混 合 物 中 の イ オ ン を 含 む イ オ ン の ｍ ／ ｚ に 基 づ く
識 別 も し く は 測 定 に お け る 二 つ の 連 続 す る 段 階 を 実 行 す る こ と が で き る 任 意 の 質 量 分 析 計
の こ と を い う 。 こ の 語 句 は 、 空 間 的 に 直 列 な イ オ ン の ｍ ／ ｚ に 基 づ く 識 別 も し く は 測 定 に
お け る 二 つ の 連 続 す る 段 階 を 実 行 す る こ と が で き る 二 つ の 質 量 分 析 器 を 有 す る 質 量 分 析 計
を 包 含 す る 。 さ ら に こ の 語 句 は 、 時 間 的 に 直 列 な イ オ ン の ｍ ／ ｚ に 基 づ く 識 別 も し く は 測
定 に お け る 二 つ の 連 続 す る 段 階 を 実 行 す る こ と が で き る 一 つ の 質 量 分 析 器 を 有 す る 質 量 分
析 計 を 包 含 す る 。 従 っ て 、 こ の 語 句 は 、 Ｑ ｑ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 計 、 イ オ ン ト ラ ッ プ 型 質 量
分 析 計 、 イ オ ン ト ラ ッ プ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 計 、 Ｔ Ｏ Ｆ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 計 、 フ ー リ エ 変 換
イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 共 鳴 質 量 分 析 計 、 扇 形 静 電 － 扇 形 磁 場 質 量 分 析 計 及 び こ れ ら の 組 み
合 わ せ を 明 ら か に 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 質 量 分 析 器 」 と は 、 質 量 電 荷 比 に 変 換 す る こ と が で き る 気 相 イ オ ン の パ ラ メ ー タ を 測
定 す る た め の 手 段 か ら な る 質 量 分 析 計 の 部 分 組 立 品 の こ と を い う 。 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計
で は 、 当 該 質 量 分 析 器 は 、 イ オ ン 光 学 組 立 品 、 飛 行 管 及 び イ オ ン 検 出 器 か ら な る 。
　 「 イ オ ン 源 」 と は 、 気 相 イ オ ン を 供 給 す る 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 装 置 の 部 分 組 立 品 の こ と
を い う 。 一 つ の 実 施 の 形 態 で は 、 当 該 イ オ ン 源 は 、 脱 離 ／ イ オ ン 化 プ ロ セ ス を 介 し て イ オ
ン を 供 給 す る 。 こ の よ う な 実 施 の 形 態 は 、 一 般 に 、 イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー 源 （ 例 え ば レ ー ザ
ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 源 ） と 条 件 検 索 が 可 能 で あ る 関 係 に あ る プ ロ ー ブ と 、 常 圧 、 も し く は 減
圧 下 に お け る 同 時 通 信 で 、 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 装 置 の 検 出 器 を 、 位 置 的 に 接 合 さ せ る プ ロ
ー ブ イ ン タ ー フ ェ ー ス か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 検 体 を 固 相 か ら 脱 離 し 、 イ オ ン 化 す る た め の イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー の 形 態 と し て は 、 （ １
） レ ー ザ ー 光 エ ネ ル ギ ー ； （ ２ ） 高 速 原 子 （ 高 速 原 子 衝 撃 に お い て 使 用 さ れ る ） ； （ ３ ）
放 射 性 核 種 の β 分 解 に よ り 生 成 さ れ る 高 エ ネ ル ギ ー 粒 子 （ プ ラ ズ マ 脱 離 に お い て 使 用 さ れ
る ） ； 及 び （ ４ ） 二 次 イ オ ン を 生 成 す る 一 次 イ オ ン （ 二 次 イ オ ン 質 量 分 析 に お い て 使 用 さ
れ る ） が 挙 げ ら れ る 。 固 相 の 検 体 の た め の イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー に お け る 好 ま し い 形 態 と し
て は 、 レ ー ザ ー 光 （ レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 に お い て 使 用 さ れ る ） が 挙 げ ら れ 、 特 に 窒 素
レ ー ザ ー 、 Ｎ ｄ － Ｙ ａ ｇ レ ー ザ ー 、 及 び 他 の パ ル ス レ ー ザ ー 源 が 好 ま し い 。 「 フ ル エ ン ス
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」 と は 、 条 件 検 索 さ れ た 画 像 の 単 位 面 積 あ た り に つ き 供 給 さ れ る エ ネ ル ギ ー の こ と を い う
。 レ ー ザ ー 光 の よ う な 高 フ ル エ ン ス 源 は 、 約 １ ｍ Ｊ ／ ｍ ｍ ２ か ら ５ ０ ｍ Ｊ ／ ｍ ｍ ２ を 供 給
す る 。 典 型 的 に は 、 サ ン プ ル は プ ロ ー ブ の 表 面 に 設 置 さ れ 、 そ の プ ロ ー ブ は プ ロ ー ブ イ ン
タ ー フ ェ ー ス に 接 合 さ れ 、 そ の プ ロ ー ブ 表 面 は イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー に よ り 衝 撃 が 与 え ら れ
る 。 当 該 エ ネ ル ギ ー は 、 検 体 分 子 を そ の 表 面 か ら 気 相 へ と 脱 離 さ せ 、 そ れ を イ オ ン 化 す る
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 検 体 の た め の イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー の 他 の 形 態 と し て は 、 例 え ば 、 （ １ ） 気 相 の ニ ュ ー ト
ラ ル （ ｎ ｅ ｕ ｔ ｒ ａ ｌ ） を イ オ ン 化 す る 電 子 ； （ ２ ） 気 相 、 固 相 又 は 液 相 の ニ ュ ー ト ラ ル
か ら イ オ ン 化 を 誘 導 す る た め の 強 い 電 場 ； 及 び （ ３ ） 気 相 、 固 相 又 は 液 相 の ニ ュ ー ト ラ ル
の 化 学 イ オ ン 化 を 誘 導 す る た め の イ オ ン 化 粒 子 又 は 電 場 と 中 性 化 学 物 質 と の 組 み 合 わ せ を
適 用 す る ソ ー ス が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 の 文 中 に お け る 「 プ ロ ー ブ 」 と は 、 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 装 置 （ 例 え ば 質 量 分 析 計
） の プ ロ ー ブ イ ン タ ー フ ェ ー ス を 接 合 さ せ 、 及 び イ オ ン 化 及 び 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 装 置 に
導 入 さ せ る た め の イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー を 検 体 に 供 給 す る た め に 利 用 さ れ る デ バ イ ス の こ と
を い う 。 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 一 般 に 検 体 が イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー 源 を 供 給 さ れ る 面 を 提 供 す る
サ ン プ ル か ら な る 固 体 の 基 質 （ 弾 力 性 の あ る 基 質 で も 弾 力 性 の 無 い 基 質 で も ど ち ら で も よ
い ） よ り 構 成 さ れ る 。
　 「 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 法 」 、 す な わ ち 「 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 」 と は 、 気 相 イ オ ン 分
光 分 析 装 置 の プ ロ ー ブ イ ン タ ー フ ェ ー ス と 接 合 す る Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ プ ロ ー ブ の 表 面 に 検 体 が 捕
捉 さ れ る 、 脱 離 ／ イ オ ン 化 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 （ 例 え ば 質 量 分 析 ） に お け る 方 法 の こ と を
い う 。 「 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ 」 で は 、 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 装 置 は 、 質 量 分 析 計 で あ る 。 Ｓ Ｅ
Ｌ Ｄ Ｉ 技 術 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ７ １ ９ ， ０ ６ ０ 号 明 細 書 （ Ｈ ｕ ｔ ｃ ｈ ｅ ｎ ｓ 　 ａ ｎ
ｄ 　 Ｙ ｉ ｐ ） 及 び 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ２ ５ ， ０ ４ ７ 号 明 細 書 （ Ｈ ｕ ｔ ｃ ｈ ｅ ｎ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　
Ｙ ｉ ｐ ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 表 面 増 強 ア フ ィ ニ テ ィ ー キ ャ プ チ ャ ー 法 」 す な わ ち 「 Ｓ Ｅ Ａ Ｃ 」 は 、 吸 収 性 表 面 か ら
な る プ ロ ー ブ （ Ｓ Ｅ Ａ Ｃ プ ロ ー ブ ） を 使 用 す る Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ の 変 形 で あ る 。 「 吸 着 性 表 面 」
と は 、 吸 着 剤 が 結 合 し て い る 表 面 の こ と を い う （ 「 捕 捉 試 薬 」 又 は 「 親 和 性 試 薬 」 と も 呼
ば れ る ） 。 吸 着 剤 は 検 体 （ 例 え ば 、 タ ー ゲ ッ ト の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 ） を 結 合 さ せ る こ
と が で き る 任 意 の 物 質 で あ る 。 「 ク ロ マ ト グ ラ フ 吸 着 剤 」 と は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 典
型 的 に 使 用 さ れ る 物 質 の こ と を い う 。 ク ロ マ ト グ ラ フ 吸 着 剤 と し て は 、 例 え ば イ オ ン 交 換
物 質 、 金 属 キ レ ー ト （ 例 え ば 、 ニ ト リ ロ 酢 酸 又 は イ ミ ノ ニ 酢 酸 ） 、 固 定 化 金 属 キ レ ー ト 、
疎 水 性 相 互 作 用 吸 着 剤 、 親 水 性 相 互 作 用 吸 着 剤 、 色 素 、 単 純 生 体 分 子 （ 例 え ば ヌ ク レ オ チ
ド 、 ア ミ ノ 酸 、 単 純 糖 質 及 び 脂 肪 酸 ） 及 び 混 合 型 吸 着 剤 （ 例 え ば 、 疎 水 性 誘 引 ／ 静 電 反 発
吸 着 剤 ） が 挙 げ ら れ る 。
　 「 生 体 特 異 的 吸 着 剤 」 と は 、 例 え ば 核 酸 分 子 （ 例 え ば ア プ タ マ ー ） 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 多
糖 、 脂 質 、 ス テ ロ イ ド 、 あ る い は こ れ ら の 抱 合 体 （ 例 え ば 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク
質 、 糖 脂 質 、 核 酸 （ 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ ） － タ ン パ ク 質 抱 合 体 ） の 生 体 分 子 か ら な る 吸 着 剤 の こ
と を い う 。 あ る 場 合 で は 、 当 該 生 体 特 異 的 吸 着 剤 は 、 多 タ ン パ ク 質 複 合 体 の よ う な 高 分 子
構 造 体 、 生 体 膜 あ る い は ウ ィ ル ス と す る こ と が で き る 。 生 体 特 異 的 吸 着 剤 と し て は 、 例 え
ば 抗 体 、 受 容 体 タ ン パ ク 質 、 及 び 核 酸 が 挙 げ ら れ る 。 生 体 特 異 的 吸 着 剤 は 、 典 型 的 に は ク
ロ マ ト グ ラ フ 吸 着 剤 よ り も タ ー ゲ ッ ト の 検 体 に 対 す る 特 異 性 が 高 い 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ に 使 用 さ
れ る 吸 着 剤 の 更 な る 例 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ２ ５ ， ０ ４ ７ 号 明 細 書 （ Ｈ ｕ ｔ ｃ ｈ ｅ ｎ ｓ 　
ａ ｎ ｄ 　 Ｙ ｉ ｐ ， 　 “ Ｕ ｓ ｅ 　 ｏ ｆ 　 ｒ ｅ ｔ ｅ ｎ ｔ ａ ｔ ｅ 　 ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ ａ ｔ ｏ ｇ ｒ ａ ｐ ｈ
ｙ 　 ｔ ｏ 　 ｇ ｅ ｎ ｅ ｒ ａ ｔ ｅ 　 ｄ ｉ ｆ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 ｍ ａ ｐ ｓ ” ２ ０ ０ １ 年 ５ 月 １ 日 ）
中 に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 あ る 実 施 の 形 態 で は 、 Ｓ Ｅ Ａ Ｃ プ ロ ー ブ は 、 最 適 な 吸 着 剤 を 提 供 す る た め に 修 飾 す る こ
と が で き る 、 事 前 に 活 性 化 さ れ た 表 面 と し て 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 任 意 の プ ロ ー ブ に は 、
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共 有 結 合 に よ り 生 体 分 子 と 結 合 す る こ と が き る 、 反 応 部 分 が 備 わ っ て い る 。 エ ポ キ シ ド 及
び カ ル ボ ジ イ ミ ド ゾ ー ル （ ｃ ａ ｒ ｂ ｏ ｄ ｉ ｉ ｍ ｉ ｄ ｉ ｚ ｏ ｌ ｅ ） が 、 抗 体 や 細 胞 受 容 体 の
よ う な 生 体 特 異 的 吸 着 剤 と 共 有 結 合 す る の に 有 用 な 反 応 部 分 で あ る 。
　 「 吸 着 」 と は 、 吸 着 剤 又 は 捕 捉 試 薬 に 対 す る 検 体 の 検 出 可 能 な 非 共 有 結 合 の こ と を い う
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 表 面 増 強 ニ ー ト 脱 離 法 （ Ｓ ｕ ｒ ｆ ａ ｃ ｅ － Ｅ ｎ ｈ ａ ｎ ｃ ｅ ｄ 　 Ｎ ｅ ａ ｔ 　 Ｄ ｅ ｓ ｏ ｒ
ｐ ｔ ｉ ｏ ｎ ） 」 す な わ ち 「 Ｓ Ｅ Ｎ Ｄ 」 は 、 プ ロ ー ブ の 表 面 に 化 学 結 合 さ れ る エ ネ ル ギ ー 吸
収 分 子 か ら な る プ ロ ー ブ （ Ｓ Ｅ Ｎ Ｄ プ ロ ー ブ ） を 使 用 す る 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ の 変 形 で あ る 。 「
エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 」 （ Ｅ Ａ Ｍ ） と は 、 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 源 か ら の エ ネ ル ギ ー を 吸
収 す る こ と が で き 、 そ の 後 、 検 体 分 子 に 接 触 し て そ の 検 体 分 子 の 脱 離 及 び イ オ ン 化 に 寄 与
す る こ と が で き る 分 子 の こ と を い う 。 こ の 語 句 は 、 し ば し ば 「 マ ト リ ッ ク ス 」 と 呼 ば れ る
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ に 使 用 さ れ る 分 子 を 包 含 し 、 ケ イ 皮 酸 誘 導 体 、 シ ナ ピ ン 酸 （ Ｓ Ｐ Ａ ） ， シ ア ノ
－ ヒ ド ロ キ シ － ケ イ 皮 酸 （ Ｃ Ｈ Ｃ Ａ ） 及 び ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 、 フ ェ ル ラ 酸 、 ヒ ド ロ キ
シ ア セ ト フ ェ ノ ン 誘 導 体 な ど を 明 ら か に 包 含 す る 。 ま た 、 こ の 語 句 は 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ に 使 用
さ れ る Ｅ Ａ Ｍ も 包 含 す る 。 Ｓ Ｅ Ｎ Ｄ に つ い て は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ７ １ ９ ， ０ ６ ０ 号 明 細 書
及 び ２ ０ ０ ２ 年 ９ 月 ４ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 公 開 第 ６ ０ ／ ４ ０ ８ ， ２ ５ ５ 号 明 細 書
（ Ｋ ｉ ｔ ａ ｇ ａ ｗ ａ ， “ Ｍ ｏ ｎ ｏ ｍ ｅ ｒ ｓ 　 Ａ ｎ ｄ 　 Ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ ｓ 　 Ｈ ａ ｖ ｉ ｎ ｇ 　
Ｅ ｎ ｅ ｒ ｇ ｙ 　 Ａ ｂ ｓ ｏ ｒ ｂ ｉ ｎ ｇ 　 Ｍ ｏ ｉ ｅ ｔ ｉ ｅ ｓ 　 Ｏ ｆ 　 Ｕ ｓ ｅ 　 Ｉ ｎ 　 Ｄ ｅ ｓ ｏ
ｒ ｐ ｔ ｉ ｏ ｎ ／ Ｉ ｏ ｎ ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｏ ｆ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｔ ｅ ｓ ” ） に さ ら に 記 述 さ れ て
い る 。
　 「 表 面 増 強 感 光 結 合 及 び 放 出 法 （ Ｓ ｕ ｒ ｆ ａ ｃ ｅ － Ｅ ｎ ｈ ａ ｎ ｃ ｅ ｄ 　 Ｐ ｈ ｏ ｔ ｏ ｌ ａ
ｂ ｉ ｌ ｅ 　 Ａ ｔ ｔ ａ ｃ ｈ ｍ ｅ ｎ ｔ 　 Ａ ｎ ｄ 　 Ｒ ｅ ｌ ｅ ａ ｓ ｅ ） 」 す な わ ち 「 Ｓ Ｅ Ｐ Ａ Ｒ 」
は 、 検 体 に 共 有 結 合 す る こ と が で き 、 次 い で 光 （ 例 え ば レ ー ザ ー 光 ） 照 射 後 、 プ ロ ー ブ の
部 分 に お け る 感 光 結 合 が 切 断 さ れ る こ と に よ り 検 体 が 脱 離 す る こ と が で き る 表 面 に 結 合 す
る 部 分 を 有 す る プ ロ ー ブ を 使 用 す る 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ の 変 形 で あ る 。 Ｓ Ｅ Ｐ Ａ Ｒ に つ い て は 、
米 国 特 許 第 ５ ， ７ １ ９ ， ０ ６ ０ 号 明 細 書 に さ ら に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 溶 離 剤 」 又 は 「 洗 浄 液 」 と は 、 吸 着 性 表 面 へ の 検 体 の 吸 着 に 影 響 を 及 ぼ す 、 あ る い は
そ れ を 改 変 す る 及 び ／ 又 は 非 結 合 物 質 を 当 該 表 面 か ら 除 去 す る た め に 使 用 さ れ る 薬 剤 、 典
型 的 に は 溶 液 の こ と を い う 。 溶 離 剤 の 溶 離 性 は 、 例 え ば ｐ Ｈ 、 イ オ ン 強 度 、 疎 水 性 、 カ オ
ト ロ ピ ッ ク 効 果 の 度 合 い 、 洗 浄 強 度 及 び 温 度 に よ っ て 左 右 さ れ る 可 能 性 が あ る 。
　 「 検 体 」 と は 、 検 出 し た い サ ン プ ル に お け る 任 意 の 構 成 要 素 の こ と を い う 。 こ の 用 語 は
、 サ ン プ ル 中 の １ 種 の 構 成 要 素 だ け で な く 複 数 の 構 成 要 素 に お い て も 言 及 す る こ と が で き
る 。
　 ア フ ィ ニ テ ィ ー キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ の 吸 着 性 表 面 に 吸 着 さ れ る サ ン プ ル の 「 複 雑 度 」
と は 、 吸 着 さ れ る 、 異 な る タ ン パ ク 質 種 の 数 を 意 味 す る 。
　 「 分 子 結 合 パ ー ト ナ ー 」 及 び 「 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 」 と は 、 特 異 的 結 合 を 示 す 分 子 ペ
ア 、 典 型 的 に は 生 体 分 子 ペ ア の こ と を い う 。 分 子 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 受 容 体 と リ ガ ン ド 、
抗 体 と 抗 原 、 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン 、 及 び ビ オ チ ン と ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 む が 、 こ れ に
限 定 さ れ な い 。
　 「 モ ニ タ リ ン グ 」 と は 、 連 続 的 に 変 わ る パ ラ メ ー タ の 変 化 を 記 録 す る こ と を い う 。
　 「 バ イ オ チ ッ プ 」 と は 、 一 般 に 、 吸 着 剤 が 結 合 す る 平 面 状 の 表 面 を 有 す る 固 体 の 基 質 の
こ と を い う 。 当 該 バ イ オ チ ッ プ の 表 面 は 、 し ば し ば 複 数 の ア ド レ ス 可 能 な 場 所 を 含 み 、 そ
の そ れ ぞ れ の 場 所 に は 吸 着 剤 が 結 合 さ れ る 。 バ イ オ チ ッ プ は 、 プ ロ ー ブ イ ン タ ー フ ェ ー ス
と 接 合 す る よ う に な っ て お り 、 従 っ て 、 プ ロ ー ブ と し て も 機 能 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ 」 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 捕 捉 に 適 合 し た バ イ オ チ ッ プ の こ と
を い う 。 タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ に つ い て は 、 多 く の も の が 当 当 該 技 術 に 説 明 さ れ て お り
、 そ れ ら は 例 え ば 、 サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 （ フ レ モ ン ト 、 カ リ フ ォ ル ニ
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ア 州 ） 、 パ ッ カ ー ド ・ バ イ オ サ イ エ ン ス 社 （ メ リ デ ン 、 コ ネ チ カ ッ ト 州 ） 、 ザ イ オ ミ ク ス
社 （ Ｚ ｙ ｏ ｍ ｙ ｘ （ ヘ ー ワ ー ド 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） ） 及 び フ ァ イ ロ ス 社 （ Ｐ ｈ ｙ ｌ ｏ ｓ
（ レ キ シ ン ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） ） に よ り 製 造 さ れ る タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ が 含
ま れ る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ の 例 は 、 以 下 の 特 許 又 は 特 許 出 願 書 に 記 載 さ
れ て い る ： 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ２ ５ ， ０ ４ ７ 号 明 細 書 （ Ｈ ｕ ｔ ｃ ｈ ｅ ｎ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｙ ｉ ｐ
， “ Ｕ ｓ ｅ 　 ｏ ｆ 　 ｒ ｅ ｔ ｅ ｎ ｔ ａ ｔ ｅ 　 ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ ａ ｔ ｏ ｇ ｒ ａ ｐ ｈ ｙ 　 ｔ ｏ 　 ｇ ｅ ｎ
ｅ ｒ ａ ｔ ｅ 　 ｄ ｉ ｆ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 ｍ ａ ｐ ｓ ” ， ２ ０ ０ １ 年 ５ 月 １ 日 ） ； 国 際 公 開 第 Ｗ
Ｏ 　 ９ ９ ／ ５ １ ７ ７ ３ 号 明 細 書 （ Ｋ ｕ ｉ ｍ ｅ ｌ ｉ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｗ ａ ｇ ｎ ｅ ｒ ， “ Ａ ｄ ｄ ｒ
ｅ ｓ ｓ ａ ｂ ｌ ｅ 　 ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 ａ ｒ ｒ ａ ｙ ｓ ” ， １ ９ ９ ９ 年 １ ０ 月 １ ４ 日 ） 、 米 国 特
許 第 ６ ， ３ ２ ９ ， ２ ０ ９ 号 明 細 書 （ Ｗ ａ ｇ ｎ ｅ ｒ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， “ Ａ ｒ ｒ ａ ｙ ｓ 　 ｏ ｆ
　 ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ － ｃ ａ ｐ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 ａ ｇ ｅ ｎ ｔ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ 　 ｏ ｆ 　 ｕ
ｓ ｅ 　 ｔ ｈ ｅ ｒ ｅ ｏ ｆ ” ， ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 １ １ 日 ） ； 及 び 国 際 公 開 第 Ｗ Ｏ 　 ０ ０ ／ ５ ６
９ ３ ４ 号 明 細 書 （ Ｅ ｎ ｇ ｌ ｅ ｒ ｔ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， “ Ｃ ｏ ｎ ｔ ｉ ｎ ｕ ｏ ｕ ｓ 　 ｐ ｏ ｒ ｏ ｕ
ｓ 　 ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ 　 ａ ｒ ｒ ａ ｙ ｓ ” ， ２ ０ ０ ０ 年 ９ 月 ２ ８ 日 ） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 に よ り 製 造 さ れ る タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ は 、
ク ロ マ ト グ ラ フ 吸 着 剤 も し く は 生 体 特 異 的 吸 着 剤 が 、 ア ド レ ス 可 能 な 場 所 に 結 合 し た 表 面
か ら な る 。 サ イ フ ァ ー ジ ェ ン の プ ロ テ イ ン チ ッ プ （ Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登 録 商 標 ）
） ア レ イ と し て は 、 Ｎ Ｐ ２ ０ ， Ｈ ４ ， Ｈ ５ ０ ， Ｓ Ａ Ｘ － ２ ， Ｗ Ｃ Ｘ － ２ ， Ｃ Ｍ － １ ０ ， Ｉ
Ｍ Ａ Ｃ － ３ ， Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － ３ ０ ， Ｌ Ｓ Ａ Ｘ － ３ ０ ， Ｌ Ｗ Ｃ Ｘ － ３ ０ ， Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － ４ ０ ， Ｐ Ｓ
－ １ ０ ， Ｐ Ｓ － ２ ０ 及 び Ｐ Ｇ － ２ ０ が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ は 、
細 長 い 切 れ （ ス ト リ ッ プ ） 状 の ア ル ミ ニ ウ ム 基 質 か ら な る 。 こ の ス ト リ ッ プ の 表 面 は 、 二
酸 化 ケ イ 素 で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る 。
　 Ｎ Ｐ － ２ ０ バ イ オ チ ッ プ の 場 合 、 酸 化 ケ イ 素 は 親 水 性 の タ ン パ ク 質 を 捕 捉 す る た め の 親
水 性 吸 着 剤 と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Ｈ ４ ， Ｈ ５ ０ ， Ｓ Ａ Ｘ － ２ ， Ｗ Ｃ Ｘ － ２ ， Ｃ Ｍ － １ ０ ， Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － ３ ， Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － ３ ０
， Ｐ Ｓ － １ ０ 及 び Ｐ Ｓ － ２ ０ の バ イ オ チ ッ プ は 、 さ ら に 物 理 的 に バ イ オ チ ッ プ の 表 面 に 結
合 す る 、 あ る い は シ ラ ン を 介 し て バ イ オ チ ッ プ の 表 面 に 共 有 結 合 す る ヒ ド ロ ゲ ル 状 の 機 能
付 与 さ れ た 架 橋 ポ リ マ ー か ら な る 。 Ｈ ４ バ イ オ チ ッ プ は 、 疎 水 結 合 の た め の イ ソ プ ロ ピ ル
官 能 基 を 有 し 、 Ｈ ５ ０ バ イ オ チ ッ プ は 、 疎 水 結 合 の た め の ノ ニ ル フ ェ ノ キ ポ リ （ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル ） メ タ ク リ レ ー ト を 有 し 、 Ｓ Ａ Ｘ － ２ バ イ オ チ ッ プ は 、 陰 イ オ ン 交 換 の た め の
第 四 級 ア ン モ ニ ウ ム 官 能 基 を 有 し 、 Ｗ Ｃ Ｘ － ２ 及 び Ｃ Ｍ － １ ０ バ イ オ チ ッ プ は 、 陽 イ オ ン
交 換 の た め の カ ル ボ ン 酸 官 能 基 を 有 し 、 Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － ３ 及 び Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － ３ ０ バ イ オ チ ッ プ は
、 Ｃ ｕ ２ ＋ や Ｎ ｉ ２ ＋ の よ う な 遷 移 金 属 イ オ ン を キ レ ー ト 化 に よ り 吸 着 す る ニ ト リ ロ 酢 酸
官 能 基 を 有 す 。 こ の よ う な 固 定 化 金 属 イ オ ン は 、 配 位 結 合 に よ り ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質
を 吸 着 さ せ る こ と が で き る 。 Ｐ Ｓ － １ ０ バ イ オ チ ッ プ は 、 タ ン パ ク 質 上 の 共 有 結 合 の た め
の 基 と 反 応 す る こ と が で き る カ ル ボ イ ミ ド ゾ ー ル （ ｃ ａ ｒ ｂ ｏ ｉ ｍ ｉ ｄ ｉ ｚ ｏ ｌ ｅ ） 官 能
基 を 有 し 、 Ｐ Ｓ － ２ ０ バ イ オ チ ッ プ は 、 タ ン パ ク 質 と 共 有 結 合 す る た め の エ ポ キ シ ド 官 能
基 を 有 す 。 一 連 の Ｐ Ｓ バ イ オ チ ッ プ は 、 抗 体 、 受 容 体 、 レ ク チ ン 、 ヘ パ リ ン 、 プ ロ テ イ ン
Ａ ， ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の よ う な 生 体 特 異 的 吸 着 剤 を サ ン プ ル か ら の 検 体 を 特
異 的 に 捕 捉 す る 機 能 を 有 す る チ ッ プ 表 面 に 結 合 さ せ る の に 有 用 で あ る 。 Ｐ Ｇ － ２ ０ バ イ オ
チ ッ プ は 、 プ ロ テ イ ン Ｇ が 結 合 す る Ｐ Ｓ － ２ ０ チ ッ プ で あ る 。 Ｌ Ｓ Ａ Ｘ － ３ ０ （ 陰 イ オ ン
交 換 ） 、 Ｌ Ｗ Ｃ Ｘ － ３ ０ （ 陽 イ オ ン 交 換 ） 及 び Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － ４ ０ （ 金 属 キ レ ー ト ） バ イ オ チ
ッ プ は 、 表 面 に 機 能 付 与 さ れ た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 有 す 。 こ の よ う な バ イ オ チ ッ プ は 、 Ｗ
Ｏ 　 ０ ０ ／ ６ ６ ２ ６ ５ （ Ｒ ｉ ｃ ｈ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， “ Ｐ ｒ ｏ ｂ ｅ ｓ 　 ｆ ｏ ｒ 　 ａ 　 Ｇ ａ ｓ
　 Ｐ ｈ ａ ｓ ｅ 　 Ｉ ｏ ｎ 　 Ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ｏ ｍ ｅ ｔ ｅ ｒ ” ， ２ ０ ０ ０ 年 １ １ 月 ９ 日 ） ； Ｗ Ｏ 　
０ ０ ／ ６ ７ ２ ９ ３ （ Ｂ ｅ ｅ ｃ ｈ ｅ ｒ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， “ Ｓ ａ ｍ ｐ ｌ ｅ 　 Ｈ ｏ ｌ ｄ ｅ ｒ 　 ｗ
ｉ ｔ ｈ 　 Ｈ ｙ ｄ ｒ ｏ ｐ ｈ ｏ ｂ ｉ ｃ 　 Ｃ ｏ ａ ｔ ｉ ｎ ｇ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｇ ａ ｓ 　 Ｐ ｈ ａ ｓ ｅ 　 Ｍ ａ
ｓ ｓ 　 Ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ｏ ｍ ｅ ｔ ｅ ｒ ” ， ２ ０ ０ ０ 年 １ １ 月 ９ 日 ） ； 米 国 特 許 出 願 公 開 第 ２ ０
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０ ３ ０ ０ ３ ２ ０ ４ ３ Ａ １ 号 明 細 書 （ Ｐ ｏ ｈ ｌ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｐ ａ ｐ ａ ｎ ｕ ， 　 “ Ｌ ａ ｔ ｅ ｘ 　
Ｂ ａ ｓ ｅ ｄ 　 Ａ ｄ ｓ ｏ ｒ ｂ ｅ ｎ ｔ 　 Ｃ ｈ ｉ ｐ ” ， ２ ０ ０ ２ 年 ７ 月 １ ６ 日 ） 及 び 米 国 特 許 出
願 公 開 第 ６ ０ ／ ３ ５ ０ ， １ １ ０ 号 明 細 書 （ Ｕ ｍ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， “ Ｈ ｙ ｄ ｒ ｏ ｐ ｈ ｏ ｂ ｉ
ｃ 　 Ｓ ｕ ｒ ｆ ａ ｃ ｅ 　 Ｃ ｈ ｉ ｐ ” ， ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ８ 日 ） に さ ら に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 反 応 培 地 又 は バ イ オ チ ッ プ の よ う な 基 質 上 に 捕 捉 さ れ る 際 に 、 検 体 は 、 例 え ば 気 相 イ オ
ン 分 光 分 析 法 、 光 学 的 方 法 、 電 気 化 学 的 方 法 、 原 子 間 力 顕 微 鏡 法 、 及 び 高 周 波 法 よ り 選 択
さ れ る 各 種 検 出 方 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で は 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 法 に
つ い て 記 述 す る 。 特 に 関 心 が あ る の は 質 量 分 析 法 、 と り わ け Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ を 利 用 す る こ と で
あ る 。 光 学 的 方 法 は 、 例 え ば 蛍 光 、 発 光 、 化 学 発 光 、 吸 光 度 、 反 射 率 、 透 過 率 、 複 屈 折 、
も し く は 屈 折 率 （ 例 え ば 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 、 偏 光 解 析 法 、 共 振 ミ ラ ー 法 、 グ レ ー テ ィ
ン グ ・ カ ッ プ ラ ・ ウ ェ イ ブ ガ イ ド 法 （ ｇ ｒ ａ ｔ ｉ ｎ ｇ 　 ｃ ｏ ｕ ｐ ｌ ｅ ｒ 　 ｗ ａ ｖ ｅ ｇ ｕ ｉ
ｄ ｅ 　 ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ） 又 は 干 渉 分 光 法 ） の 検 出 を 含 む 。 光 学 的 方 法 と し て は 、 光 学 顕 微 鏡
法 （ 共 焦 点 及 び 非 共 焦 点 ） 、 画 像 法 及 び 非 画 像 法 が 挙 げ ら れ る 。 様 々 な フ ォ ー マ ッ ト の 免
疫 測 定 法 （ 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） は 、 固 相 に 捕 捉 さ れ る 検 体 を 検 出 す る の に 人 気 の 高 い 方 法
で あ る 。 電 気 化 学 的 方 法 と し て は 、 電 解 電 流 法 や 電 流 測 定 法 が 挙 げ ら れ る 。 高 周 波 法 と し
て は 、 多 極 共 鳴 分 光 分 析 法 （ ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ ｐ ｏ ｌ ａ ｒ 　 ｒ ｅ ｓ ｏ ｎ ａ ｎ ｃ ｅ 　 ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ
ｏ ｓ ｃ ｏ ｐ ｙ ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 文 中 で 使 わ れ て い る 「 マ ー カ ー 」 と は 、 コ ン ト ロ ー ル 被 験 動 物 （ 例 え ば 診 断 が
陰 性 で あ っ た 被 験 動 物 、 検 出 で き な か っ た 癌 を 有 す る 被 験 動 物 、 正 常 な 被 験 動 物 又 は 健 康
な 被 験 動 物 ） か ら 採 取 さ れ た 比 較 可 能 な サ ン プ ル と 比 較 し て 、 ヒ ト 癌 を 有 す る 患 者 か ら 採
取 さ れ た サ ン プ ル 中 に 異 な っ た 形 で 存 在 す る （ 特 定 の 、 明 ら か な 分 子 量 を 持 つ ） ポ リ ペ プ
チ ド の こ と を い う 。
　 「 異 な っ た 形 で 存 在 」 と い う 語 句 は 、 コ ン ト ロ ー ル 被 験 動 物 と 比 較 し て 、 ヒ ト 癌 を 有 す
る 患 者 か ら 採 取 さ れ た サ ン プ ル 中 に 存 在 す る マ ー カ ー の 量 及 び ／ 又 は 頻 度 の 相 違 の こ と を
い う 。 例 え ば 、 マ ー カ ー は 、 コ ン ト ロ ー ル 被 験 動 物 の サ ン プ ル と 比 較 し て 、 ヒ ト 癌 患 者 の
サ ン プ ル 中 で 、 高 い 濃 度 、 あ る い は 低 い 濃 度 で 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 ま
た 、 マ ー カ ー は 、 コ ン ト ロ ー ル 被 験 動 物 の サ ン プ ル と 比 較 し て 、 ヒ ト 癌 患 者 の サ ン プ ル 中
で 、 高 い 頻 度 、 あ る い は 低 い 頻 度 で 検 出 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 マ ー カ ー は
、 量 、 頻 度 、 あ る い は そ の 両 方 の 点 か ら み て 、 異 な っ た 形 で 存 在 す る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 一 つ の サ ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド 量 が 、 他 方 の サ ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド 量 と 比 べ て 統
計 的 に 有 意 に 異 な る 場 合 は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 二 つ の サ ン プ ル 間 で 異 な っ た 形 で 存 在 す る 。
例 え ば 、 他 方 の サ ン プ ル に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 、 少 な く と も 約 １ ２ ０ ％ 、 少
な く と も 約 １ ３ ０ ％ 、 少 な く と も 約 １ ５ ０ ％ 、 少 な く と も 約 １ ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ２ ０
０ ％ 、 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ５ ０ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ０ ０ ％ 、 少 な く と
も 約 ９ ０ ０ ％ 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ ０ ０ ％ 多 く 存 在 す る 場 合 、 あ る い は 一 つ の サ ン
プ ル 中 に は 検 出 す る こ と が で き 、 他 方 で は 検 出 す る こ と が で き な い 場 合 は 、 ポ リ ペ プ チ ド
は 二 つ の サ ン プ ル 間 で 異 な っ た 形 で 存 在 す る 。
　 ま た 、 ヒ ト 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 頻 度 が 、 コ ン ト ロ ー ル サ
ン プ ル と 比 較 し て 統 計 的 に 有 意 に 高 い 、 あ る い は 低 い 場 合 は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 二 つ の サ
ン プ ル セ ッ ト 間 で 異 な っ た 形 で 存 在 す る 。 例 え ば 、 他 方 の サ ン プ ル セ ッ ト と 比 較 し て 、 １
つ の サ ン プ ル セ ッ ト 中 に 少 な く と も 約 １ ２ ０ ％ 、 少 な く と も 約 １ ３ ０ ％ 、 少 な く と も 約 １
５ ０ ％ 、 少 な く と も 約 １ ８ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ２ ０ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ％ 、 少 な く
と も 約 ５ ０ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ０ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ９ ０ ０ ％ 、 あ る い は 少 な く と も 約
１ ０ ０ ０ ％ 高 頻 度 、 あ る い は 低 頻 度 に ポ リ ペ プ チ ド が 観 察 さ れ る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド は 二
つ の サ ン プ ル セ ッ ト 間 で 異 な っ た 形 で 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 診 断 」 と は 、 病 態 の 有 無 あ る い は 性 質 を 同 定 す る こ と を 意 味 す る 。 診 断 法 は 、 そ の 感
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度 及 び 特 異 度 で 異 な る 。 診 断 検 査 の 「 感 度 」 は 、 検 査 で 陽 性 反 応 を 示 す 罹 患 者 の 割 合 で あ
る （ 「 真 の 陽 性 者 」 の 割 合 ） 。 当 該 検 査 に よ り 検 出 さ れ な い 罹 患 者 は 「 偽 陰 性 者 」 で あ る
。 罹 患 し て な く 、 当 該 検 査 に お い て 陰 性 反 応 を 示 す 被 験 動 物 は 「 真 の 陰 性 者 」 と 呼 ば れ る
。 診 断 検 査 の 「 特 異 度 」 は 、 １ か ら 偽 陽 性 率 を 引 い た 値 で あ る 。 こ こ で 「 偽 陽 性 」 率 は 、
検 査 で 陽 性 反 応 を 示 す 非 罹 患 者 の 割 合 と し て 定 義 さ れ る 。 特 定 の 診 断 法 は 、 状 態 に つ い て
決 定 的 な 診 断 を 提 供 す る も の で は な い か も し れ な い が 、 そ の 方 法 が 診 断 を 補 助 す る 陽 性 の
表 示 を 提 供 す れ ば 、 そ れ で 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 マ ー カ ー の 「 テ ス ト 量 」 と は 、 テ ス ト さ れ る サ ン プ ル 中 に 存 在 す る マ ー カ ー の 量 の こ と
を い う 。 テ ス ト 量 は 、 絶 対 量 （ 例 え ば μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で も 相 対 量 （ 例 え ば 信 号 の 相 対 強 度 ）
で も ど ち ら で も よ い 。
　 マ ー カ ー の 「 診 断 量 」 と は 、 ヒ ト 癌 の 診 断 と 一 致 す る 被 験 動 物 サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の
量 の こ と を い う 。 診 断 量 は 、 絶 対 量 （ 例 え ば μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で も 相 対 量 （ 例 え ば 信 号 の 相 対
強 度 ） で も ど ち ら で も よ い 。
　 マ ー カ ー の 「 コ ン ト ロ ー ル 量 」 と は 、 任 意 の 量 あ る い は マ ー カ ー の テ ス ト 量 に 対 し て 比
較 さ れ る べ き 量 の 範 囲 の こ と を い う 。 例 え ば 、 マ ー カ ー の コ ン ト ロ ー ル 量 は 、 ヒ ト 癌 に 罹
患 し て い な い 人 に お け る マ ー カ ー の 量 で あ る か も し れ な い 。 コ ン ト ロ ー ル 量 は 、 絶 対 量 （
例 え ば μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で も 相 対 量 （ 例 え ば 信 号 の 相 対 強 度 ） で も ど ち ら で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 抗 体 」 と は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 群 、 あ る い は そ れ ら の
フ ラ グ メ ン ト に よ り 実 質 的 に コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド リ ガ ン ド の こ と を い い 、 そ れ
は エ ピ ト ー プ （ 例 え ば 抗 原 ） に 特 異 的 に 結 合 し 、 認 識 す る 。 認 識 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺
伝 子 と し て は 、 κ 及 び λ の Ｌ 鎖 の 定 常 領 域 に お け る 遺 伝 子 、 α 、 γ 、 δ 、 ε 及 び μ の Ｈ 鎖
の 定 常 領 域 に お け る 遺 伝 子 、 及 び 無 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 可 変 領 域 に お け る 遺 伝 子 が 挙 げ
ら れ る 。 抗 体 は 、 例 え ば 無 処 置 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と し て 、 あ る い は 各 種 ペ プ チ ダ ー ゼ を 用
い る 消 化 に よ り 産 生 さ れ た 、 よ く 特 徴 付 け ら れ て い る 多 数 の フ ラ グ メ ン ト と し て 存 在 し て
い る 。 こ れ は 、 例 え ば Ｆ ａ ｂ ’ 及 び Ｆ （ ａ ｂ ） ’ ２ フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 本 明 細 書 で 使 用
さ れ る 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 完 全 な 抗 体 を 改 変 す る こ と に よ り 産 生 さ れ た 、 あ る い は 組
み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 を 用 い て 新 た に 合 成 さ れ た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト も 包 含 す る 。 こ の 用 語 は 、 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 あ る い は 単 鎖 抗 体 も
包 含 す る 。 抗 体 の 「 Ｆ ｃ 」 部 と は 、 Ｈ 鎖 の 定 常 領 域 ド メ イ ン で あ る Ｃ Ｈ １ ， Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ
Ｈ ３ の １ 種 以 上 か ら な る が 、 Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 を 含 ま な い 免 疫 グ ロ ブ リ ン に お け る Ｈ 鎖 の 部
位 の こ と を い う 。
　 「 免 疫 測 定 法 」 と は 、 抗 原 （ 例 え ば マ ー カ ー ） に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い る 測 定 法
の こ と を い う 。 免 疫 測 定 法 は 、 抗 原 を 単 離 す る 、 対 象 と す る 、 及 び ／ 又 は 定 量 す る た め に
、 特 定 の 抗 体 の 特 異 的 な 結 合 性 を 利 用 す る こ と に よ り 特 徴 付 け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 抗 体 に 「 特 異 的 に （ あ る い は 選 択 的 に ） 結 合 す る 」 又 は 「 特 異 的 に （ あ る い は 選 択 的 に
） 免 疫 反 応 す る 」 と い う 語 句 は 、 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド に つ い て 言 及 す る 場 合 、 異 種 の
タ ン パ ク 質 の 集 団 及 び 他 の 生 物 製 剤 中 に 当 該 タ ン パ ク 質 が 存 在 し て い る こ と を 決 定 す る 結
合 反 応 の こ と を い う 。 従 っ て 、 指 定 さ れ た 免 疫 測 定 の 条 件 下 で は 、 指 定 さ れ た 抗 体 は 、 バ
ッ ク グ ラ ン ド の 少 な く と も ２ 倍 特 定 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 実 質 的 に サ ン プ ル 中 に 存 在 す
る 他 の タ ン パ ク 質 に 対 し 、 有 意 な 量 結 合 す る こ と は な い 。 こ の よ う な 条 件 下 で の 抗 体 へ の
特 異 的 な 結 合 に は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 に つ い て 選 択 さ れ る 抗 体 を 要 す る か
も し れ な い 。 例 え ば 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 あ る い は ヒ ト の よ う な 特 定 の 種 か ら 産 生 さ れ た マ
ー カ ー Ｂ ｒ １ と 反 応 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 マ ー カ ー Ｂ ｒ １ と 特 異 的 に 免 疫 反 応 し 、
多 形 性 変 異 体 及 び マ ー カ ー Ｂ ｒ １ の 対 立 遺 伝 子 を 除 く 他 の タ ン パ ク 質 と は 特 異 的 に 免 疫 反
応 し な い ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の み が 得 ら れ る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の 選 択 は 、
他 の 種 か ら マ ー カ ー Ｂ ｒ １ 分 子 と 交 差 反 応 す る 抗 体 を 取 り 除 く こ と に よ り 達 成 さ れ る だ ろ
う 。 特 定 の タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 免 疫 反 応 す る 抗 体 を 選 択 す る た め に 、 各 種 の イ ム ノ ア ッ

10

20

30

40

50

(21) JP 2006-508326 A 2006.3.9



セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 固 相 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 免 疫 測 定 法 が 、 タ ン パ ク 質 と
特 異 的 に 免 疫 反 応 す る 抗 体 を 選 択 す る た め に 日 常 的 に 使 用 さ れ る （ 特 定 の 免 疫 反 応 性 を 決
定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る イ ム ノ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト 及 び 条 件 の 記 述 に つ い て
は 、 例 え ば 、 Ｈ ａ ｒ ｌ ｏ ｗ 　 ＆ 　 Ｌ ａ ｎ ｅ ， 　 Ａ ｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄ ｉ ｅ ｓ ， 　 Ａ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ
ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 　 Ｍ ａ ｎ ｕ ａ ｌ （ １ ９ ８ ８ ） を 参 照 す る ） 。 特 異 的 又 は 選 択 的 反 応 は 、 典 型 的
に は バ ッ ク グ ラ ン ド シ グ ナ ル あ る い は ノ イ ズ の 少 な く と も ２ 倍 、 さ ら に 典 型 的 に は バ ッ ク
グ ラ ン ド の １ ０ 倍 か ら １ ０ ０ 倍 以 上 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は 、 乳 癌 の た め の 腫 瘍 バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る た め の 、 高 い 特 異 性 及 び 高 い 感
度 を 有 す る 方 法 に 関 す る 。
　 乳 癌 の 病 期 に 関 連 す る １ ５ （ １ ４ ） 種 の バ イ オ マ ー カ ー が 同 定 さ れ た 。 当 該 １ ４ 種 の バ
イ オ マ ー カ ー に お け る タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト は 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ （ 表 面 強
調 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 ） プ ロ テ イ ン チ ッ プ ／ マ ス ス ペ ク ト ル の 強 度 ピ ー ク と し て 表 さ
れ 、 分 子 質 量 が 以 下 に 示 す 値 の あ た り に 集 中 し て い る 。
　 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ） ： 　 ４ ２ ８ ３ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ） ： 　 ８ １ ２ ６ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ） ： 　 ８ ９ ３ ２ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｉ Ｖ ： 　 ４ ４ ６ ５ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｖ ： 　 ４ ０ ６ ０ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ ： 　 ８ ３ ２ ２ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ ： 　 １ ７ ０ ４ ６ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ ： 　 １ ７ ６ ９ ６ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｉ Ｘ ： 　 １ ０ ２ ４ ０ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｘ ： 　 ５ ８ ９ １ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ ： 　 ８ ４ ２ ６ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ ： 　 ７ ５ ４ １ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ ： 　 ９ ４ １ ３ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ ： 　 １ ６ ２ ４ ４ ダ ル ト ン
　 マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ の こ れ ら の 質 量 は 、 開 示 さ れ て い る Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ － 質 量 分 析 の プ ロ ト
コ ル に よ り 決 定 さ れ た 規 定 値 の ０ ． １ ５ ％ 以 内 の 範 囲 で 正 確 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 我 々 は 、 マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ が 、 コ ン ト ロ ー ル 被 験 動 物 と 比 較 し て 、 ヒ ト 乳 癌 に 罹 患 し
て い る 患 者 か ら 採 取 し た サ ン プ ル 中 の 量 及 び ／ 又 は 頻 度 の 面 で 以 下 の よ う に 異 な っ た 形 で
存 在 す る こ と を 発 見 し 、 特 に 、 癌 患 者 の サ ン プ ル 中 で マ ー カ ー が 上 方 制 御 さ れ る （ す な わ
ち 、 コ ン ト ロ ー ル 被 験 動 物 か ら の サ ン プ ル と 比 較 し 、 乳 癌 患 者 の サ ン プ ル 中 の 濃 度 が 上 昇
す る ） 、 あ る い は マ ー カ ー が 下 方 制 御 さ れ る （ す な わ ち 、 コ ン ト ロ ー ル 被 験 動 物 か ら の サ
ン プ ル と 比 較 し 、 乳 癌 患 者 の サ ン プ ル 中 の 濃 度 が 低 下 す る ） こ と を 発 見 し た 。
　 マ ー カ ー Ｉ （ Ｂ Ｃ １ ） ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 下 方 制 御 さ れ る
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ２ ） ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 上 方 制 御 さ れ る
　 マ ー カ ー Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｂ Ｃ ３ ） ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 上 方 制 御 さ れ る
　 マ ー カ ー Ｉ Ｖ ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 上 方 制 御 さ れ る
　 マ ー カ ー Ｖ ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 上 方 制 御 さ れ る
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 上 方 制 御 さ れ る
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 上 方 制 御 さ れ る
　 マ ー カ ー Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 上 方 制 御 さ れ る
　 マ ー カ ー Ｉ Ｘ ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 下 方 制 御 さ れ る
　 マ ー カ ー Ｘ ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 下 方 制 御 さ れ る
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 上 方 制 御 さ れ る
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 下 方 制 御 さ れ る
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　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 上 方 制 御 さ れ る
　 マ ー カ ー Ｘ Ｉ Ｖ ： 　 癌 患 者 の サ ン プ ル に お い て 上 方 制 御 さ れ る
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ と 乳 癌 の 有 無 の 関 連 は 、 様 々 な 病 期 に お け る 腫 瘍 の 切 除 及 び 治 療 を
す る 前 の 乳 癌 を 有 す る 患 者 （ ｎ ＝ １ ０ ３ ） 、 良 性 の 乳 房 疾 患 を 有 す る 女 性 （ ｎ ＝ ２ ５ ） 及
び 公 知 の 腫 瘍 性 疾 患 を 有 し て な い 女 性 健 常 者 （ ｎ ＝ ４ １ ） に お い て 確 立 さ れ た 。 乳 癌 の 異
な る 病 期 を 識 別 す る バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ る 当 該 方 法 が 高 い 特 異 度 及
び 高 い 感 度 を 有 す る こ と は 、 こ れ ら の バ イ オ マ ー カ ー の う ち ３ 種 （ ４ ２ ８ ３ （ Ｂ Ｃ １ ） ，
８ １ ２ ６ （ Ｂ Ｃ ２ ） ， 及 び ８ ９ ３ ２ （ Ｂ Ｃ ３ ） ） の み を 使 用 す る こ と に よ り 強 調 さ れ 、 異
な る 病 期 の 乳 癌 患 者 の う ち ９ ３ ％ が 正 確 に 同 定 さ れ た （ ス テ ー ジ ０ ／ Ｉ 期 （ ９ ３ ％ ） 、 ス
テ ー ジ Ｉ Ｉ 期 （ ８ ５ ％ ） 及 び ス テ ー ジ Ｉ Ｉ Ｉ 期 （ ９ ４ ％ ） ） 。 １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー （ Ｂ
Ｃ ３ ） の み を 使 用 し た 場 合 で も 、 ス テ ー ジ ０ ／ Ｉ 期 （ ８ ８ ％ ） 、 ス テ ー ジ Ｉ Ｉ 期 （ ７ ８ ％
） 及 び ス テ ー ジ Ｉ Ｉ Ｉ 期 （ ９ ２ ％ ） を 示 し 、 乳 癌 患 者 の う ち ８ ５ ％ の 正 確 な 同 定 が 達 成 さ
れ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 特 に 、 乳 癌 に 罹 患 し て い る も し く は 罹 患 し て い な い 被 験 動 物 か ら の １ ６ ９ の 血 清 サ ン プ
ル に お け る タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル の 同 時 分 析 が 実 施 さ れ 、 そ の 結 果 、 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ た 方 法 が 高 い 特 異 性 及 び 高 い 選 択 性 を 有 す る こ と が 実 証 さ れ た 。 被 験 動 物 の １ ６ ９ の 血
清 サ ン プ ル か ら 、 ３ 種 の 識 別 バ イ オ マ ー カ ー が 同 定 さ れ 、 こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り 、 癌
に 罹 患 し て い な い コ ン ト ロ ー ル か ら の 乳 癌 の 検 出 に お い て 、 高 い 感 度 （ ９ ３ ％ ） 及 び 高 い
特 異 度 （ ９ １ ％ ） の 両 方 が 達 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 記 の よ う に 、 マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ は 、 吸 着 剤 に 対 す る 親 和 性 、 特 に 以 下 で 説 明 す る 実
施 例 の 概 説 の 項 目 で の プ ロ テ イ ン チ ッ プ 分 析 で 指 定 さ れ て い る 条 件 下 に お け る 固 定 化 Ｎ ｉ
キ レ ー ト （ Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ） 基 質 表 面 に 対 す る 結 合 に 基 づ い て 特 徴 付 け る こ と も で き る 。 こ の 条
件 は 、 以 下 の 条 件 を 含 む 。 ３ ０ μ ｌ の ８ Ｍ 尿 素 、 １ ％ Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ．
４ ） を ２ ０ μ ｌ の 血 清 サ ン プ ル に 加 え 、 そ の 希 釈 サ ン プ ル を ４ ℃ で １ ５ 分 間 ボ ル テ ッ ク ス
し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で １ ： ４ ０ の 比 で 希 釈 す る 。 固 定 化 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー キ ャ プ チ ャ ー チ ッ プ （
Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ３ ） を メ ー カ ー （ サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ）
の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 、 ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ｉ Ｓ Ｏ ４ で 活 性 化 し 、 ９ ６ － ウ ェ ル ・ バ イ オ プ ロ セ
ッ サ （ サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 用 い て 、 そ の 希 釈
し た 血 清 サ ン プ ル を ５ ０ μ ｌ ず つ 、 プ ロ テ イ ン チ ッ プ ア レ イ 上 の 各 ス ポ ッ ト に 分 注 す る 。
プ ラ ッ ト フ ォ ー ム シ ェ ー カ ー 上 で ６ ０ 分 間 室 温 に て 結 合 さ せ た 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ で
５ 分 間 の ア レ イ の 洗 浄 を ２ 回 行 い 、 そ の 後 １ ０ ０ μ ｌ の ｄ Ｈ ２ Ｏ で ２ 回 リ ン ス す る 。 結 合
は 、 質 量 リ ー ダ ー で 検 出 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 説 明 す る 、 特 定 の タ ン パ ク 質 マ ー
カ ー を Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － Ｎ ｉ 吸 着 剤 と 結 合 す る と し て 特 徴 付 け る こ と が で き る こ と は 、 当 該 マ ー
カ ー と こ の よ う な 条 件 下 で 処 理 し た 血 清 サ ン プ ル と の 結 合 が 検 出 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る た め の 以 下 に 示 す 本 発 明 の 具 体 的 な 例 は 、 本 発 明 を 限 定 す る
あ る い は 解 釈 す る こ と を 意 図 し て い る も の で は 決 し て な い 。 乳 癌 の 早 期 発 見 を 可 能 と す る
血 清 バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る た め に 、 ス テ ー ジ ０ 期 と Ｉ 期 の 癌 患 者 か ら の 試 料 の タ ン パ
ク 質 プ ロ フ ァ イ ル を 癌 に 罹 患 し て い な い コ ン ト ロ ー ル か ら の も の と 比 較 し た 。 次 に 選 択 さ
れ た バ イ オ マ ー カ ー に つ い て 、 バ イ オ マ ー カ ー 選 択 プ ロ セ ス に 含 ま れ て い な い ス テ ー ジ Ｉ
Ｉ 期 及 び Ｉ Ｉ Ｉ 期 の 乳 癌 患 者 か ら の デ ー タ を 用 い て 試 験 し た 。 複 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 パ タ
ー ン の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ・ プ ロ フ ァ イ リ ン グ に よ り 、 大 量 の 有 望 な マ ー カ ー を 同 時 に ス ク
リ ー ニ ン グ す る こ と が 非 常 に 容 易 に な る 。 Ｕ Ｍ Ｓ Ａ ア ル ゴ リ ズ ム は 、 あ ら か じ め 定 義 さ れ
た 二 つ の 診 断 グ ル ー プ の 分 離 に 対 す る 寄 与 に 応 じ て 、 多 数 の ピ ー ク を 集 合 的 に ラ ン ク 付 け
す る た め の 効 率 的 な モ デ ル を 提 供 し た 。 Ｐ ｒ ｏ Ｐ ｅ ａ ｋ ブ ー ト ス ト ラ ッ プ モ ジ ュ ー ル を 用
い て ラ ン ダ ム 摂 動 （ ｒ ａ ｎ ｄ ｏ ｍ 　 ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｒ ｂ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） を 導 入 し 、 上 位 に ラ ン ク
付 け さ れ た ピ ー ク の 一 貫 性 を 検 査 す る た め に 、 こ れ を 複 数 回 実 行 し 、 複 数 回 の 実 行 か ら 計
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算 さ れ た ラ ン ク の 標 準 偏 差 に よ り そ れ を 判 断 し た 。 そ の 成 績 が 単 な る 偶 然 と み な さ れ な い
た め の ピ ー ク の ラ ン ク に お け る 標 準 偏 差 の カ ッ ト オ フ 値 の 上 限 を 確 立 す る た め に 、 実 際 の
デ ー タ 分 布 を シ ミ ュ レ ー ト す る 、 ラ ン ダ ム に 作 成 さ れ た デ ー タ セ ッ ト に 同 じ ブ ー ト ス ト ラ
ッ プ 手 順 を 適 用 し た 。 こ の 「 シ ミ ュ レ ー ト さ れ た ピ ー ク 」 か ら の ラ ン ク の 標 準 偏 差 の 最 小
値 は 、 ピ ー ク が 無 作 為 の 偶 然 に よ り 得 ら れ る 可 能 性 の 一 貫 性 の 程 度 を 示 す 。 こ の 最 小 値 は
、 更 に 検 討 す る た め に 、 元 の １ ４ ７ の ピ ー ク を 上 位 に ラ ン ク 付 け さ れ た １ ５ の ピ ー ク の サ
ブ セ ッ ト ま で に 減 ら す た め に 手 助 け と な る カ ッ ト オ フ と し て 用 い た 。 こ の よ う な ピ ー ク の
成 績 は 、 デ ー タ に お け る 無 作 為 な ア ー テ ィ フ ァ ク ト に 起 因 す る も の と は な り に く い と 考 え
ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 簡 単 に す る た め に 、 複 合 指 数 は 、 単 純 多 変 量 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 に よ り 導 き 出 さ れ た 。
こ れ ら の 選 択 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を さ ら に バ リ デ ー ト す る と き は 、 よ り 複 雑 な 非 線 形 分
類 モ デ ル を 利 用 し て 、 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー を 組 み 合 わ せ て も よ い 。 注 意 深 く ス ク リ ー ニ
ン グ さ れ 、 検 査 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー に つ い て 複 雑 な モ デ リ ン グ 法 を 利 用 す る こ と に よ り
、 一 般 に 多 数 の 質 量 ピ ー ク か ら の 生 デ ー タ に 関 し て そ の よ う な 方 法 を 直 接 適 用 す る よ り も
頑 強 な 成 績 が 提 供 さ れ る は ず で あ る 。 選 択 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー の 識 別 能 は 、 ス テ ー ジ Ｉ
Ｉ ～ Ｉ Ｉ Ｉ 期 の デ ー タ を 個 々 の テ ス ト セ ッ ト と し て 用 い る こ と に よ り 実 証 さ れ た 。 成 績 の
ブ ー ト ス ト ラ ッ プ ・ ク ロ ス バ リ デ ー シ ョ ン 評 価 に よ り 、 将 来 の デ ー タ に わ た る 、 こ れ ら の
バ イ オ マ ー カ ー の 一 般 化 可 能 性 （ ｇ ｅ ｎ ｅ ｒ ａ ｌ ｉ ｚ ａ ｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙ ） に つ い て 統 計 的 信
頼 度 が 提 供 さ れ る 。 選 択 さ れ た こ の ３ 種 の バ イ オ マ ー カ ー に つ い て 、 こ れ ら の マ ー カ ー の
濃 度 と 腫 瘍 サ イ ズ 又 は リ ン パ 節 転 移 間 に お け る 有 意 な 相 関 は 何 も み ら れ な か っ た 。 従 っ て
、 こ れ ら の マ ー カ ー の 識 別 能 は 、 腫 瘍 の 進 行 よ り も そ れ の 悪 性 を 反 映 し て い る 可 能 性 が 非
常 に 高 い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 わ れ て い る 「 腫 瘍 の 病 期 」 又 は 「 腫 瘍 の 進 行 」 と は 、 腫 瘍 の 異 な る 臨 床 病
期 の こ と を い う 。 腫 瘍 の 臨 床 病 期 は 、 医 学 の 分 野 で 確 立 さ れ て い る 様 々 な パ ラ メ ー タ に よ
り 定 義 さ れ る 。 そ の パ ラ メ ー タ の 例 と し て は 、 形 態 、 腫 瘍 サ イ ズ 、 患 者 の 体 内 へ の 転 移 の
度 合 い な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 ヒ ト 癌 は 、 前 悪 性 状 態 か ら 悪 性 そ し て 最 終 的 に 患 者 を 死 に 至 ら し め る 転 移 性 疾 患 へ の 進
行 を 含 む 多 段 階 の プ ロ セ ス で あ る よ う に み え る 。 ヒ ト に お け る 疫 学 的 研 究 は 、 あ る 病 態 が
悪 性 腫 瘍 の リ ス ク の 増 加 に 関 連 し て い る の を 受 け て 、 そ れ を 「 前 癌 性 」 で あ る と 規 定 し た
。 癌 予 防 戦 略 と し て 、 前 浸 潤 性 病 変 を 検 出 し 、 取 り 除 く 前 例 が あ る 。 例 え ば 、 子 宮 頚 部 の
異 形 成 及 び 上 皮 内 癌 は 、 細 胞 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 子 宮 頚 癌 の 予 防 に 利 用 さ れ て 成
功 し た 前 癌 性 の 例 で あ る 。 残 念 な こ と に 、 乳 房 は 、 子 宮 頚 部 ほ ど 簡 単 に サ ン プ ル 採 取 で き
な い の で 、 乳 房 の 前 癌 性 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 開 発 に は 、 子 宮 頚 癌 を 検 出 す る た め
に 現 在 使 用 さ れ て い る 細 胞 形 態 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ 法 よ り も 複 雑 な 手 段 を 要 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 前 癌 性 乳 房 疾 患 も 、 異 型 の 異 常 増 殖 か ら 上 皮 内 癌 （ 前 浸 潤 性 癌 ） へ 、 そ し て 最 終 的 に は
広 が り 、 転 移 し 、 患 者 を 死 に 至 ら し め る 浸 潤 性 癌 ま で の 見 か け 上 の 形 態 的 進 行 に よ っ て 特
徴 付 け ら れ る 。 乳 房 バ イ オ プ シ ー に つ い て の 注 意 深 い 組 織 学 的 検 査 に よ り 、 他 の も の で は
な く 、 こ の よ う な 特 徴 の い く つ か を 要 す る 中 間 ス テ ー ジ が 実 証 さ れ た 。 詳 細 な 疫 学 的 研 究
に よ り 、 異 な る 形 態 の 病 変 が 異 な る 速 さ で 、 （ リ ス ク の 低 い ） 異 型 の 異 常 増 殖 か ら 患 者 に
お い て 高 い 確 率 で 浸 潤 性 癌 に 進 行 す る 面 皰 性 非 浸 潤 性 乳 管 癌 （ Ｄ Ｃ Ｉ Ｓ ） ま で 様 々 な 形 で
進 行 す る こ と が 確 立 さ れ た （ Ｌ ｏ ｎ ｄ ｏ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ １ ； Ｐ ａ ｇ ｅ 　 ｅ ｔ 　
ａ ｌ ． ， １ ９ ８ ２ ； Ｐ ａ ｇ ｅ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ８ ５ ； Ｐ ａ ｇ ｅ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９
９ １ ； 及 び Ｐ ａ ｇ ｅ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ７ ８ ） 。 家 族 歴 も ま た 、 乳 癌 の 発 症 に お け る 重
要 な 危 険 因 子 で あ り 、 前 癌 性 病 変 の 相 対 リ ス ク を 増 加 さ せ る （ Ｄ ｕ ｐ ｏ ｎ ｔ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ
． ， １ ９ ８ ５ ； Ｄ ｕ ｐ ｏ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ， １ ９ ９ ３ ； 及 び Ｌ ｏ ｎ ｄ ｏ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ， １
９ ９ １ ） 。 特 に 関 心 が あ る の は 、 非 面 皰 性 上 皮 内 癌 が 、 コ ン ト ロ ー ル グ ル ー プ と 比 較 し て
乳 癌 の 相 対 リ ス ク が １ ０ 倍 以 上 増 加 し た こ と に 関 連 し て い る こ と で あ る （ Ｏ ｔ ｔ ｅ ｓ ｅ ｎ

10

20

30

40

50

(24) JP 2006-508326 A 2006.3.9



　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ２ ； Ｐ ａ ｇ ｅ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ８ ２ ） 。 相 対 リ ス ク の 増 加 の
ほ か に 、 以 下 に 示 す 二 つ の 理 由 も 、 Ｄ Ｃ Ｉ Ｓ が 前 癌 性 で あ る と い う 概 念 を サ ポ ー ト す る 。
１ ） 乳 癌 が こ の よ う な 患 者 に 発 生 す る 場 合 、 そ れ は Ｄ Ｃ Ｉ Ｓ が 発 見 さ れ た の と 同 じ 乳 房 の
同 じ 領 域 に い つ も 発 生 す る 。 ２ ） Ｄ Ｃ Ｉ Ｓ は し ば し ば 浸 潤 性 乳 癌 に 隣 接 す る 組 織 に 存 在 す
る （ Ｏ ｔ ｔ ｅ ｓ ｅ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ２ ； Ｓ ｃ ｈ ｗ ａ ｒ ｔ ｚ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９
９ ２ ） 。 こ れ ら の 理 由 に よ り 、 Ｄ Ｃ Ｉ Ｓ が 、 女 性 の 浸 潤 性 乳 癌 の 発 症 に お け る 律 速 段 階 に
相 当 す る 可 能 性 が 極 め て 高 い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
Ｉ ． 好 ま し い 実 施 の 形 態 の 例
　 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 １ 種 以 上 の マ ー カ ー 、 例 え ば マ ー カ ー ４ ２ ８ ３ （
Ｂ Ｃ １ ） ， ８ １ ２ ６ （ Ｂ Ｃ ２ ） 及 び ８ ９ ３ ２ （ Ｂ Ｃ ３ ） を 用 い て ヒ ト 癌 の 診 断 を 補 助 す る
た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の マ ー カ ー は 、 ヒ ト 癌 の 診 断 を 補 助 す る 際 に 単 独 で 、 あ る
い は 任 意 の セ ッ ト 中 の 他 の マ ー カ ー も し く は 全 く 異 な る マ ー カ ー （ 例 え ば Ｃ Ａ １ ５ ． ３ や
Ｃ Ａ ２ ７ ． ２ ９ ） と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。 当 該 マ ー カ ー は 、 ヒ ト 癌 患 者 （
例 え ば 乳 癌 患 者 ） 及 び ヒ ト 癌 を 検 出 す る こ と が で き な い 正 常 な 被 験 動 物 か ら の サ ン プ ル 中
に 異 な っ た 形 で 存 在 す る 。 例 え ば 、 当 該 マ ー カ ー の い く つ か は 正 常 な 被 験 動 物 と 比 べ て ヒ
ト 癌 患 者 に お い て 、 高 い 濃 度 で 発 現 す る 及 び ／ 又 は 高 い 頻 度 で 存 在 す る 。 従 っ て 、 人 に お
け る １ 種 以 上 の こ れ ら の マ ー カ ー の 検 出 は 、 そ の 人 が ヒ ト 癌 を 有 し て い る か も し れ な い 可
能 性 に つ い て 有 用 な 情 報 を 提 供 し 、 ま た 腫 瘍 の 臨 床 病 期 を 決 定 す る こ と が で き る と 考 え ら
れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の よ う に し て 、 本 発 明 の 実 施 の 形 態 は 、 （ ａ ） バ イ オ チ ッ プ ア レ イ を 用 い て 生 物 学 的
マ ー カ ー の 第 一 セ ッ ト を 表 す 第 一 デ ー タ セ ッ ト を 作 成 し ； （ ｂ ） 被 験 動 物 の サ ン プ ル 中 の
少 な く と も １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 第 一 デ ー タ セ ッ ト を 評 価 し ；
（ ｃ ） １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 と 正 常 な 被 験 動 物 と を 比 較 し て 癌 の 進
行 性 悪 性 病 期 と を 相 関 さ せ る こ と に よ り 、 癌 の 異 な る 悪 性 病 期 を 診 断 及 び 識 別 す る た め の
方 法 を 含 む 。 こ の 相 関 は 、 コ ン ト ロ ー ル （ 例 え ば ヒ ト 癌 を 検 出 す る こ と が で き な い 正 常 な
被 験 動 物 ） の マ ー カ ー 又 は マ ー カ ー 群 の 量 と 比 較 し た サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー 又 は マ ー カ ー
群 の 量 を 考 慮 し て も よ い し （ マ ー カ ー 又 は マ ー カ ー 群 の 上 方 制 御 あ る い は 下 方 制 御 ） 、 テ
ス ト サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 有 無 及 び コ ン ト ロ ー ル 中 の 同 じ マ ー カ ー の 検 出 の 頻 度 を 考 慮
し て も よ い し 、 被 験 動 物 が ヒ ト 癌 を 有 し て い る か い な い か の 決 定 を 容 易 に す る こ の よ う な
フ ァ ク タ ー を 両 方 考 慮 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 、 任 意 の 適 切 な サ ン プ ル を 被 験 動 物 か ら 得 る こ と が で き る 。
サ ン プ ル は 、 好 ま し く は 被 験 動 物 か ら の 血 清 サ ン プ ル で あ る 。 必 要 な ら ば 、 サ ン プ ル は 、
マ ー カ ー の 検 出 能 を 増 強 さ せ る た め に 上 記 の よ う に 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ ー
カ ー ４ ２ ８ ３ （ Ｂ Ｃ １ ） ， ８ １ ２ ６ （ Ｂ Ｃ ２ ） ， 及 び ８ ９ ３ ２ （ Ｂ Ｃ ３ ） の 検 出 能 を 増 加
さ せ る た め に 、 被 験 動 物 か ら の 血 清 サ ン プ ル は 、 好 ま し く は 、 例 え ば チ バ ク ロ ン ブ ル ー ア
ガ ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 単 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 陰 イ オ ン
交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど に よ り 分 画 す る こ と が で き る 。 プ レ 分 画 の プ ロ ト コ ル の よ う
な サ ン プ ル の 調 製 は 任 意 で あ り 、 用 い ら れ る 検 出 法 に 応 じ て マ ー カ ー の 検 出 能 を 増 強 さ せ
る 必 要 が な い か も し れ な い 。 例 え ば 、 も し サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 有 無 を 検 出 す る た め に
マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 使 用 す る な ら ば 、 サ ン プ ル の 調 製 は 不 要 で あ る か も し
れ な い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー 又 は マ ー カ ー 群 を 検 出 す る た め に 、 任 意 の 適 切 な 方 法 を 用 い る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 法 や 免 疫 測 定 法 を 上 記 の よ う に 使 用 す る こ と が
で き る 。
こ れ ら の 方 法 を 用 い て 、 １ 種 以 上 の マ ー カ ー を 検 出 す る こ と が で き る 。 サ ン プ ル は 、 複 数
の マ ー カ ー の 有 無 に つ い て 試 験 さ れ る の が 好 ま し い 。 単 独 の マ ー カ ー よ り も 複 数 の マ ー カ
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ー の 有 無 を 検 出 す る 方 が 、 診 断 医 に よ り 多 く の 情 報 を 与 え る こ と に な る と 考 え ら れ る 。 具
体 的 に 、 サ ン プ ル 中 の 複 数 の マ ー カ ー の 検 出 は 、 真 の 陽 性 診 断 及 び 真 の 陰 性 診 断 の 割 合 を
増 加 さ せ 、 ま た 偽 陽 性 診 断 又 は 偽 陰 性 診 断 の 割 合 を 減 少 さ せ る と 考 え ら れ る 。
　 次 に 、 マ ー カ ー 又 は マ ー カ ー 群 の 検 出 を ヒ ト 癌 の 推 定 診 断 と 相 関 さ せ る 。 あ る 実 施 の 形
態 で は 、 マ ー カ ー の 量 を 測 ら ず に 、 単 な る マ ー カ ー の 有 無 の 検 出 が 有 用 で あ り 、 そ の 検 出
と ヒ ト 癌 の 推 定 診 断 及 び 腫 瘍 の 臨 床 病 期 の 決 定 と を 相 関 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ
れ ら の バ イ オ マ ー カ ー の う ち ３ 種 （ マ ー カ ー ４ ２ ８ ３ （ Ｂ Ｃ １ ） ， ８ １ ２ ６ （ Ｂ Ｃ ２ ） ，
及 び ８ ９ ３ ２ （ Ｂ Ｃ ３ ） ） の み を 使 用 す る こ と に よ り 、 ９ ３ ％ の 乳 癌 患 者 が 以 下 の 病 期 に
お い て 正 確 に 同 定 さ れ た ： ス テ ー ジ ０ ／ Ｉ 期 （ ９ ３ ％ ） 、 ス テ ー ジ Ｉ Ｉ 期 （ ８ ５ ％ ） 及 び
ス テ ー ジ Ｉ Ｉ Ｉ 期 （ ９ ４ ％ ） 。 １ 種 の バ イ オ マ ー カ ー （ Ｂ Ｃ ３ ） の み を 使 用 し て も 、 ス テ
ー ジ ０ ／ Ｉ 期 （ ８ ８ ％ ） 、 ス テ ー ジ Ｉ Ｉ 期 （ ７ ８ ％ ） 及 び ス テ ー ジ Ｉ Ｉ Ｉ 期 （ ９ ２ ％ ） を
示 し 、 ８ ５ ％ の 乳 癌 患 者 が 正 確 に 同 定 さ れ た 。 こ う し て 、 試 験 さ れ る 被 験 動 物 に お け る １
種 以 上 の こ れ ら の マ ー カ ー の 単 な る 検 出 に よ り 、 そ の 被 験 動 物 が 腫 瘍 の 異 な る 臨 床 病 期 に
進 行 し て い る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 マ ー カ ー の 検 出 が 、 マ ー カ ー の 検 出 と ヒ ト 癌 の 推 定 診 断 と を 相 関
さ せ る た め に 、 マ ー カ ー を 定 量 す る こ と を 関 与 さ せ る こ と が で き る 。 従 っ て 、 検 査 さ れ る
被 験 動 物 に お い て 検 出 さ れ る マ ー カ ー の 量 が コ ン ト ロ ー ル 量 と 比 較 し て 高 い 場 合 は 、 検 査
さ れ る 当 該 被 験 動 物 が 、 ヒ ト 癌 を 有 し て い る 可 能 性 が よ り 高 い 。
　 同 様 に 、 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 マ ー カ ー の 検 出 が さ ら に 、 当 該 マ ー カ ー の 量 が 正 常 な 被
験 動 物 か ら の 血 清 サ ン プ ル 中 に 含 ま れ る 量 よ り も ヒ ト 癌 患 者 か ら の 血 清 サ ン プ ル 中 に 含 ま
れ る 量 が 少 な い 場 合 に お け る 、 マ ー カ ー の 検 出 と ヒ ト 癌 の 推 定 診 断 と を 相 関 さ せ る た め に
、 マ ー カ ー を 定 量 す る こ と を 関 与 さ せ る こ と が で き る 。 従 っ て 、 検 査 さ れ る 被 験 動 物 に お
い て 検 出 さ れ る マ ー カ ー の 量 が コ ン ト ロ ー ル 量 と 比 較 し て 低 い 場 合 は 、 検 査 さ れ る 当 該 被
験 動 物 が 、 ヒ ト 癌 を 有 し て い る 可 能 性 が よ り 高 い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 マ ー カ ー を 定 量 す る 時 は 、 そ れ を コ ン ト ロ ー ル と 比 較 す る こ と が で き る 。 コ ン ト ロ ー ル
は 、 例 え ば ヒ ト 癌 を 検 出 す る こ と が で き な い 正 常 な 被 験 動 物 の 比 較 で き る サ ン プ ル 中 に 存
在 す る マ ー カ ー 量 の 平 均 値 も し く は 中 央 値 で も よ い 。 コ ン ト ロ ー ル 量 は 、 テ ス ト 量 を 測 定
す る 場 合 と 同 じ あ る い は 実 質 的 に 同 様 の 実 験 条 件 下 で 測 定 さ れ る 。 例 え ば 、 テ ス ト サ ン プ
ル を 被 験 動 物 の 血 清 サ ン プ ル か ら 取 得 し 、 マ ー カ ー を 特 定 の プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 す る 場
合 、 マ ー カ ー の コ ン ト ロ ー ル 量 は 同 じ プ ロ ー ブ を 用 い て 患 者 の 血 清 サ ン プ ル か ら 決 定 さ れ
る の が 好 ま し い 。 マ ー カ ー の コ ン ト ロ ー ル 量 は 、 多 数 の ヒ ト 癌 を 有 し て い な い 正 常 な 被 験
動 物 か ら の サ ン プ ル に 基 づ い て 決 定 さ れ る の が 好 ま し く 、 そ う す る こ と に よ り 、 そ の 集 団
の マ ー カ ー 量 の ば ら つ き が 反 映 さ れ る 。
　 質 量 分 析 に よ り 作 成 さ れ た デ ー タ は 、 次 に コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 分 析 す る こ
と が で き る 。 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 質 量 分 析 計 か ら の 信 号 を コ ン ピ ュ ー タ に 読 み 込 み 可 能 な 形
式 に 変 換 す る コ ー ド に よ り 構 成 す る こ と が で き る 。 ま た 、 当 該 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 当 該 信 号
が 本 発 明 の マ ー カ ー あ る い は 他 の 有 用 な マ ー カ ー に 相 当 す る 信 号 に お け る 「 ピ ー ク 」 を 表
し て い る か ど う か を 決 定 す る た め の 信 号 の 分 析 に 、 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 す る コ ー ド を 含 む
こ と も で き る 。 ま た 、 当 該 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 テ ス ト サ ン プ ル か ら の 信 号 を 、 「 正 常 な 」 及
び ヒ ト 癌 の 特 徴 を 示 す 典 型 的 な 信 号 と 比 較 す る ア ル ゴ リ ズ ム を 実 行 し 、 ま た そ の 二 つ の 信
号 間 の 適 合 の 接 近 性 を 決 定 す る コ ー ド を 含 む こ と も で き る 。 当 該 ソ フ ト ウ ェ ア は ま た 、 ど
の テ ス ト サ ン プ ル が 最 も 接 近 し て い る か を 示 す コ ー ド も 含 む こ と が で き 、 こ れ に よ り 推 定
診 断 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 、 す な わ ち 本 明 細 書 に 記 述 さ れ て い る 方 法 に よ れ ば 、 悪 性 腫 瘍 に 進 行 す る 前 浸 潤
性 腫 瘍 の 原 因 に な る バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る こ と に よ り 、 前 浸 潤 性 腫 瘍 、 あ る い は 良 性
の 腫 瘍 で さ え も 診 断 が 可 能 か も し れ な い 。 同 定 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー の タ イ プ 及 び バ イ オ
マ ー カ ー の 量 は 、 前 浸 潤 性 腫 瘍 か ら 悪 性 段 階 の 腫 瘍 へ の ジ ャ ン プ と 相 関 し て い る 可 能 性 が
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あ る 。 そ の 腫 瘍 が 浸 潤 性 に な る 前 に 、 直 ち に そ の 腫 瘍 を 切 除 す る よ う な 治 療 法 、 あ る い は
化 学 療 法 や 放 射 線 療 法 の よ う な 治 療 法 を 実 行 す る こ と が で き る 。 前 浸 潤 性 バ イ オ マ ー カ ー
の 同 定 は 、 例 え ば 乳 癌 に お け る マ ン モ グ ラ ム の 利 用 の よ う な 従 来 の 方 法 を 用 い る 診 断 に 利
用 す る こ と が で き る 。
　 こ う し て 、 本 発 明 は 、 こ の よ う な 腫 瘍 に 関 連 す る バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る こ と に よ り
前 浸 潤 性 腫 瘍 の 迅 速 な 同 定 を 提 供 し 、 そ れ に よ り 患 者 は 救 命 治 療 が 与 え ら れ る か も し れ な
い 。 さ ら に 、 癌 患 者 の 長 期 治 療 の 費 用 も 削 減 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 癌 患 者 及 び コ ン ト ロ ー ル の 被 験 動 物 の サ ン プ ル 中 に 異
な っ た 形 で 存 在 す る タ ン パ ク 質 マ ー カ ー の 発 見 、 及 び こ の 発 見 を ヒ ト 癌 の 診 断 を 補 助 す る
方 法 、 及 び 腫 瘍 の 病 期 の 進 行 を 同 定 す る 方 法 へ の 適 用 に 基 づ く 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 マ ー
カ ー の い く つ か は 、 コ ン ト ロ ー ル （ 例 え ば ヒ ト 癌 を 検 出 す る こ と が で き な い 女 性 ） と 比 較
し て 、 ヒ ト 癌 患 者 か ら の サ ン プ ル 中 に お い て 、 高 い 濃 度 及 び ／ 又 は 高 い 頻 度 で 検 出 さ れ る
。 従 っ て 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、 テ ス ト サ ン プ ル 中 に 検 出 さ れ る １ 種 以 上 の マ ー カ ー
の 量 、 又 は テ ス ト サ ン プ ル 中 の １ 種 以 上 の マ ー カ ー の 単 な る 検 出 が 、 検 査 さ れ た 被 験 動 物
が ヒ ト 癌 を 有 し て い る か 否 か の 可 能 性 に 関 す る 有 用 な 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 マ ー カ ー は 、 他 に も 多 く の 用 途 が あ る 。 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ
ン ビ ボ に お け る 当 該 マ ー カ ー の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 当 該
マ ー カ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の 化 合 物 は 患 者 に 対 す る ヒ ト 癌 の 治 療 や 予 防 に 有 用
で あ る か も し れ な い 。 他 の 例 で は 、 ヒ ト 癌 の 任 意 の 治 療 に 対 す る 反 応 を モ ニ タ ー す る た め
に 、 マ ー カ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 他 の 例 で は 、 当 該 マ ー カ ー を 遺 伝 に 関 す る
研 究 に 用 い る こ と が き る 。 例 え ば 、 任 意 の マ ー カ ー は 、 遺 伝 学 的 に 関 連 し て い る か も し れ
な い 。 こ れ は 、 例 え ば 、 家 族 が ヒ ト 癌 の 経 歴 を 有 し て い る ヒ ト 癌 患 者 の 集 団 か ら の サ ン プ
ル を 分 析 す る こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 そ の 結 果 を 次 に 、 例 え ば 家 族 が ヒ ト 癌 の
経 歴 を 有 し て い な い ヒ ト 癌 患 者 か ら 得 ら れ た デ ー タ と 比 較 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 学 的
に 関 連 し て い る マ ー カ ー は 、 家 族 が ヒ ト 癌 の 経 歴 を 有 す る 被 験 動 物 が ヒ ト 癌 に 罹 患 し や す
い か ど う か を 決 定 す る 手 段 と し て 使 用 さ れ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は ヒ ト 癌 患 者 と コ ン ト ロ ー ル （ 例 え ば ヒ ト 癌 を 検 出 す る こ と が で
き な い 女 性 ） の サ ン プ ル 中 に 異 な る 形 で 存 在 す る マ ー カ ー を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す
る 。 こ の マ ー カ ー は 多 数 の 生 体 サ ン プ ル 中 に 検 出 す る こ と が で き る 。 サ ン プ ル は 、 好 ま し
く は 生 体 液 の サ ン プ ル で あ る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な 生 体 液 の サ ン プ ル と し て は 、 例 え ば
血 液 、 血 清 、 血 漿 、 乳 頭 吸 引 液 、 尿 、 涙 、 唾 液 な ど が 挙 げ ら れ る 。 全 て の マ ー カ ー が 血 清
中 に 検 出 さ れ る の で 、 血 清 が 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に お け る 好 ま し い サ ン プ ル 源 で あ る 。
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た １ 種 以 上 の マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 、 任 意 の 適 切 な 方 法 を 用 い
る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 質 量 分 析 法 （ 例 え ば レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析
法 ） 、 蛍 光 法 （ 例 え ば サ ン ド イ ッ チ 免 疫 測 定 法 ） 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 、 偏 光 解 析 法 及
び 原 子 間 力 顕 微 鏡 法 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 当 該 分 離 方 法 は 、 質 量 分 析 プ ロ ー ブ の 表 面 が 、 マ ー カ ー が 結
合 す る 吸 着 剤 よ り 構 成 さ れ る 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 （ Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ ） 質 量 分 析 法
に 関 連 す る 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ は 、 化 学 修 飾 さ れ た 表 面 （ Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登 録 商 標 ）
ア レ イ 、 サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 、 フ レ モ ン ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） に タ
ン パ ク 質 が 選 択 的 に 吸 着 さ れ 、 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 す る こ と に よ り 不 純 物 が 取 り 除 か れ る と
い う 親 和 性 に 基 づ く 質 量 分 析 法 で あ る 。 異 な る 表 面 を 有 す る ア レ イ と 洗 浄 条 件 と を 組 み 合
わ せ る こ と に よ り 、 高 速 、 高 分 解 ク ロ マ ト グ ラ フ 分 離 が チ ッ プ 上 で 達 成 さ れ る （ Ｍ ． Ｍ ｅ
ｒ ｃ ｈ ａ ｎ ｔ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｒ ｏ ｐ ｈ ｏ ｒ ｅ ｓ ｉ ｓ ， ２ ０ ０ ０ ； ２ １ ： １ １
６ ４ － ６ ７ ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｔ Ｏ Ｆ － Ｍ Ｓ は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 提 供 す
る 。 他 の 多 く の タ イ プ の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 発 現 デ ー タ の よ う に 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ デ ー タ
は 、 小 さ い サ ン プ ル サ イ ズ （ 検 体 の 数 ） に 対 し て 、 多 数 の 変 数 （ マ ス ピ ー ク ） に よ り し ば
し ば 特 徴 付 け ら れ る 。 疾 患 に 関 連 す る バ イ オ マ ー カ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に こ の よ
う な デ ー タ を 分 析 す る 際 の 重 要 な 問 題 点 は 、 限 ら れ た 数 の サ ン プ ル か ら で き る だ け 多 く の
情 報 を 抽 出 す る こ と 、 及 び 成 績 が デ ー タ に お け る 疾 患 と 関 連 が な い ア ー テ ィ フ ァ ク ト に よ
り 主 に 影 響 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー の 選 択 を 回 避 す る こ と で あ る 。 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク
ス 手 段 の 効 果 的 で 適 切 な 使 用 が 、 非 常 に 重 要 と な っ て く る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 乳 癌 の 早 期 発 見 の た め の 有 望 な 血 清 バ イ オ マ ー カ ー を ス
ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 固 定 化 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー プ ロ テ イ ン チ ッ プ ア レ イ 及 び Ｓ Ｅ Ｌ
Ｄ Ｉ が ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 乳 癌 を 有 し て い る あ る い
は 有 し て い な い 患 者 か ら 全 部 で １ ６ ９ の 遡 及 的 血 清 サ ン プ ル を ジ ョ ー ン ズ ・ ホ プ キ ン ス 臨
床 化 学 血 清 バ ン ク （ Ｊ ｏ ｈ ｎ ｓ 　 Ｈ ｏ ｐ ｋ ｉ ｎ ｓ 　 Ｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ
ｙ 　 Ｓ ｅ ｒ ｕ ｍ 　 Ｂ ａ ｎ ｋ ｓ ） か ら 入 手 し 、 同 時 に 分 析 し た 。 キ レ ー ト 化 さ れ た 金 属 （ ヒ
ス チ ジ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 シ ス テ イ ン 又 は リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 を 介 し て ） に 結 合 し た タ ン
パ ク 質 を Ｐ Ｂ Ｓ － Ｉ Ｉ マ ス リ ー ダ ー （ サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 、 フ レ モ ン
ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） 上 で 分 析 し た 。 複 合 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル は 、 収 集 さ れ た バ イ
オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 手 段 を 用 い て 分 析 し た 。 ス テ ー ジ ０ ～ Ｉ 期 の 乳 癌 患 者 と 癌 を 有 し て
い な い コ ン ト ロ ー ル （ 健 康 ＋ 良 性 ） と の 最 適 な 分 離 に 対 し て 一 貫 し て 有 意 に 寄 与 し た こ と
を 根 拠 と し て 、 ３ 種 の バ イ オ マ ー カ ー パ ネ ル を 選 択 し た 。 次 に 、 こ の 選 択 さ れ た バ イ オ マ
ー カ ー の 有 効 性 を ス テ ー ジ Ｉ Ｉ ～ Ｉ Ｉ Ｉ 期 の 乳 癌 患 者 か ら の 個 々 の デ ー タ を 用 い 、 ブ ー ト
ス ト ラ ッ プ の ク ロ ス バ リ デ ー シ ョ ン に よ り 検 査 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
Ｉ Ｉ ． マ ー カ ー の 調 製
　 サ ン プ ル は バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 を 行 う 前 に 調 製 す る の が 好 ま し い 。 典 型 的 に は 、 こ れ
は 検 査 さ れ る べ き 被 験 動 物 か ら の サ ン プ ル を 収 集 す る こ と に 関 与 す る 。 サ ン プ ル は 、 被 験
動 物 か ら の 任 意 の 生 体 サ ン プ ル と す る こ と が で き る 。 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 尿 、 リ ン パ 液 、
あ る い は 管 の 洗 浄 液 な ど の 生 体 液 又 は そ れ ら の 由 来 物 質 が 好 ま し く 、 サ ン プ ル が 血 清 で あ
る の が 最 も 好 ま し い 。
　 サ ン プ ル を プ レ 分 画 し 、 バ イ オ マ ー カ ー を 含 ん で い る と 決 定 さ れ た フ ラ ク シ ョ ン を 集 め
る の が 有 用 で あ る か も し れ な い 。 プ レ 分 画 の 方 法 と し て は 、 例 え ば サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヘ パ リ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 逐 次 抽 出 法 、 ゲ ル 電 気 泳 動 法 及 び 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 挙 げ
ら れ る 。 検 体 も ま た 検 出 を 行 う 前 に 改 変 し て も よ い 。 こ れ ら の 方 法 は 、 さ ら に 分 析 を 行 う
場 合 、 サ ン プ ル を 単 純 化 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 分 析 を 行 う 前 に ア ル ブ ミ ン の よ う
な 多 量 の タ ン パ ク 質 を 血 液 か ら 除 去 す る こ と が 有 用 で あ る か も し れ な い 。 し か し 、 本 発 明
の マ ー カ ー は 、 血 液 か ら 血 清 を 単 離 し た 後 は 、 そ れ 以 上 分 画 を 行 わ な い で も Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ に
よ り 検 出 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 一 つ の 実 施 の 形 態 で は 、 サ ン プ ル は 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 利 用 し て サ ン プ
ル 中 の タ ン パ ク 質 の サ イ ズ に 従 っ て プ レ 分 画 す る こ と が で き る 。 入 手 で き る サ ン プ ル 量 が
少 な い 生 体 サ ン プ ル に つ い て は 、 サ イ ズ セ レ ク シ ョ ン ス ピ ン カ ラ ム を 用 い る の が 好 ま し い
。 例 え ば 、 Ｋ ３ ０ ス ピ ン カ ラ ム （ プ リ ン ス ト ン ・ セ パ レ ー シ ョ ン （ Ｐ ｒ ｉ ｎ ｃ ｅ ｔ ｏ ｎ 　
Ｓ ｅ ｐ ａ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） 、 サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 な ど か ら 入 手 で き る ）
を 使 用 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 カ ラ ム か ら 溶 離 さ れ る 最 初 の フ ラ ク シ ョ ン （ フ ラ ク シ
ョ ン １ ） は 高 分 子 量 の タ ン パ ク 質 の 割 合 が 高 く 、 フ ラ ク シ ョ ン ２ は 高 分 子 量 の タ ン パ ク 質
の 割 合 が そ れ よ り 低 く 、 フ ラ ク シ ョ ン ３ は 高 分 子 量 の タ ン パ ク 質 の 割 合 が さ ら に 低 く 、 フ
ラ ク シ ョ ン ４ は 高 分 子 量 の タ ン パ ク 質 の 割 合 が 最 も 低 く 、 こ の よ う に 、 後 に な る ほ ど 高 分
子 量 の タ ン パ ク 質 の 割 合 が 低 く な る 。 次 に 各 フ ラ ク シ ョ ン は 、 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 法 に よ
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り マ ー カ ー の 検 出 に つ い て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 サ ン プ ル は 、 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り プ レ 分 画 す
る こ と が で き る 。 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 帯 電 特 性 に お お ざ っ ぱ に 従 っ て サ
ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の プ レ 分 画 を す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｑ 陰 イ オ ン 交 換 樹 脂 （ 例
え ば Ｑ 　 Ｈ ｙ ｐ ｅ ｒ Ｄ 　 Ｆ ， Ｂ ｉ ｏ ｓ ｅ ｐ ｒ ａ ） を 用 い る こ と が で き 、 サ ン プ ル は 、 異 な
る ｐ Ｈ の 溶 離 剤 で 連 続 し て 溶 離 す る こ と が で き る （ 図 ３ 及 び 実 施 例 、 セ ク シ ョ ン Ｖ Ｉ 　 Ｂ
参 照 ） 。 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 よ り 負 に 帯 電 し た サ ン プ ル 中 の 生 体 分 子 を
他 の タ イ プ の 生 体 分 子 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 高 い ｐ Ｈ の 溶 離 剤 で 溶 離 さ れ た タ ン パ
ク 質 は 、 弱 く 負 に 帯 電 し て い る こ と が 多 く 、 ま た 、 低 い ｐ Ｈ の 溶 離 剤 で 溶 離 さ れ る フ ラ ク
シ ョ ン は 、 強 く 負 に 帯 電 し て い る こ と が 多 い 。 従 っ て 、 サ ン プ ル の 複 雑 度 を 減 少 さ せ る ほ
か に 、 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 結 合 特 性 に 従 っ て タ ン パ ク 質 を 分 離 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 サ ン プ ル は 、 ヘ パ リ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り プ レ 分 画
す る こ と が で き る 。 ヘ パ リ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 ヘ パ リ ン と の 親 和 性 相 互 作 用 及 び 帯
電 特 性 に も 基 づ い て 、 サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の プ レ 分 画 を す る こ と が で き る 。 硫 酸 化 ム コ
多 糖 で あ る ヘ パ リ ン は 、 正 に 帯 電 し た 部 分 を 有 す る マ ー カ ー に 結 合 し 、 サ ン プ ル は 、 異 な
る ｐ Ｈ の 溶 離 剤 も し く は 塩 濃 度 の 溶 離 剤 で 連 続 し て 溶 離 す る こ と が で き る 。 低 い ｐ Ｈ の 溶
離 剤 で 溶 離 さ れ た マ ー カ ー は 弱 く 正 に 帯 電 し て い る こ と が 多 く 、 高 い ｐ Ｈ の 溶 離 剤 で 溶 離
さ れ る マ ー カ ー は 、 強 く 正 に 帯 電 し て い る こ と が 多 い 。 従 っ て 、 ヘ パ リ ン ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー も ま た 、 サ ン プ ル の 複 雑 度 を 減 少 さ せ 、 結 合 特 性 に 従 っ て マ ー カ ー を 分 離 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 サ ン プ ル は 、 サ ン プ ル 中 に 多 量 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 、 あ
る い は マ ー カ ー の 検 出 を 妨 げ る か も し れ な い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る こ と に よ り プ レ 分 画 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 血 清 サ ン プ ル 中 に は 血 清 ア ル ブ ミ ン が 多 量 に 存 在 し 、 マ ー カ ー
の 分 析 を 分 か り に く く し て い る か も し れ な い 。 従 っ て 、 血 清 サ ン プ ル は 、 血 清 ア ル ブ ミ ン
を 除 去 す る こ と に よ り 、 プ レ 分 画 す る こ と が で き る 。 血 清 ア ル ブ ミ ン は 、 血 清 ア ル ブ ミ ン
に 特 異 的 に 結 合 す る 吸 着 剤 か ら な る 基 質 を 用 い て 除 去 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 チ バ ク
ロ ン ブ ル ー ア ガ ロ ー ス （ 血 清 ア ル ブ ミ ン に 対 す る 高 い 親 和 性 を 有 す る ） や 抗 血 清 ア ル ブ ミ
ン 抗 体 か ら な る カ ラ ム を 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば 、 図 ２ と ４ を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 サ ン プ ル は 、 特 定 の 特 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 例 え ば グ リ
コ シ ル 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と に よ り プ レ 分 画 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 血
清 サ ン プ ル は 、 レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム （ 糖 に 対 す る 高 い 親 和 性 を 有 す る ） に
サ ン プ ル を 通 過 さ せ る こ と に よ り 、 分 画 す る こ と が で き る 。 グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 は 、
レ ク チ ン カ ラ ム に 結 合 し 、 非 グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 は フ ロ ー と と も に 通 過 す る 。 次 に グ
リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 は 、 糖 、 例 え ば Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン を 含 む 溶 離 剤 に よ り レ ク
チ ン カ ラ ム か ら 溶 離 さ れ 、 更 な る 分 析 の た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 血 清 サ ン プ ル を プ レ 分 画 す る の に 適 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 吸 着 剤 は 、 多 く の タ イ プ が 存 在
す る 。 サ ン プ ル を プ レ 分 画 す る た め に 使 用 で き る 別 の タ イ プ の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー の 例 と し て は 、 単 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ス ピ ン カ ラ ム が 挙 げ ら れ る 。 こ の カ ラ ム は 、 基 本 的 な
タ ン パ ク 質 又 は 正 に 帯 電 し た タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 結 合 し た タ ン パ ク 質 は 次 に 、 変 性 剤
を 含 む 溶 離 剤 又 は 高 い ｐ Ｈ の 溶 離 剤 を 用 い て カ ラ ム か ら 溶 離 さ れ る 。
　 こ の よ う に 、 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の 結 合 特 性 、 あ る い は サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の
特 性 に 基 づ い て 、 サ ン プ ル の 複 雑 度 を 減 少 さ せ る 方 法 は た く さ ん あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 サ ン プ ル は 逐 次 抽 出 プ ロ ト コ ル を 用 い て 分 画 す る こ と が で
き る 。 逐 次 抽 出 法 で は 、 サ ン プ ル か ら 異 な る タ イ プ の 生 体 分 子 を 抽 出 す る た め に 、 サ ン プ
ル を 一 連 の 吸 着 剤 に 接 触 さ せ る 。 例 え ば 、 特 定 の タ ン パ ク 質 を 抽 出 す る た め に 、 サ ン プ ル
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を 第 一 吸 着 剤 に ア プ ラ イ し 、 非 吸 着 性 タ ン パ ク 質 （ す な わ ち 第 一 吸 着 剤 に 結 合 し な か っ た
タ ン パ ク 質 ） を 含 む 溶 離 液 を 回 収 す る 。 次 に 、 そ の フ ラ ク シ ョ ン を 第 二 の 吸 着 剤 に 接 触 さ
せ る 。 こ れ に よ り 、 様 々 な タ ン パ ク 質 が フ ラ ク シ ョ ン か ら さ ら に 抽 出 さ れ る 。 こ の 第 二 の
フ ラ ク シ ョ ン は 、 次 に 第 三 の 吸 着 剤 に 接 触 さ せ 、 同 様 に し て 、 逐 次 溶 離 液 を 次 の 吸 着 剤 に
接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 サ ン プ ル の 逐 次 抽 出 を 実 行 す る た め に 、 任 意 の 適 切 な 物 質 及 び 方 法 を 用 い る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 異 な る 吸 着 剤 か ら な る 一 連 の ス ピ ン カ ラ ム を 用 い る こ と が で き る 。 他 の 例 で
は 、 底 に 異 な る 吸 着 剤 を 含 む マ ル チ ウ ェ ル を 用 い る こ と が で き る 。 他 の 例 で は 、 気 相 イ オ
ン 分 光 分 析 装 置 の 使 用 に 適 応 し た プ ロ ー ブ の 表 面 が 、 生 体 分 子 に 結 合 す る た め の 吸 着 剤 か
ら な る プ ロ ー ブ 上 で 逐 次 抽 出 を 実 行 す る こ と が で き る 。 本 実 施 の 形 態 で は 、 当 該 プ ロ ー ブ
上 で 第 一 吸 着 剤 に サ ン プ ル を ア プ ラ イ し 、 次 に 溶 離 剤 で そ れ を 洗 浄 す る 。 第 一 吸 着 剤 に 結
合 し な い マ ー カ ー は 、 溶 離 剤 で 除 去 さ れ る 。 こ の フ ラ ク シ ョ ン 中 に 存 在 す る マ ー カ ー は 、
当 該 プ ロ ー ブ 上 の 第 二 吸 着 剤 に ア プ ラ イ す る こ と が で き 、 同 様 に し て 、 逐 次 溶 離 液 を 次 の
吸 着 剤 に ア プ ラ イ す る 。 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 装 置 の プ ロ ー ブ 上 で 逐 次 抽 出 を 行 う 長 所 は 、
気 相 イ オ ン 分 光 分 析 装 置 を 用 い て 、 逐 次 抽 出 プ ロ ト コ ル の 各 ス テ ー ジ に お い て 様 々 な 吸 着
剤 と 結 合 す る マ ー カ ー を 直 接 分 析 す る こ と が で き る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 高 分 解 能 電 気 泳 動 法 、 例 え ば 一 次 元 又 は 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳
動 法 に よ り 、 サ ン プ ル 中 の 生 体 分 子 を 分 離 す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー を 含 む フ ラ ク シ ョ
ン を 単 離 す る こ と が で き 、 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 法 に よ り さ ら に そ れ を 分 析 す る こ と が で き
る 。 １ 種 以 上 の マ ー カ ー を 含 む 生 体 分 子 ス ポ ッ ト の 二 次 元 ア レ イ を 作 成 す る た め に 、 二 次
元 ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 用 い る の が 好 ま し い （ 例 え ば 、 Ｊ ｕ ｎ ｇ ｂ ｌ ｕ ｔ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｔ ｈ ｉ ｅ
ｄ ｅ ， Ｍ ａ ｓ ｓ 　 Ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ． Ｒ ｅ ｖ ． １ ６ ： １ ４ ５ － １ ６ ２ （ １ ９ ９ ７ ） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 法 は 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る （
例 え ば 、 Ｄ ｅ ｕ ｔ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ 　 ｅ ｄ ． ， Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ 　 Ｉ ｎ 　 Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　
ｖ ｏ ｌ ． １ ８ ２ ． 参 照 ） 。 典 型 的 に は 、 サ ン プ ル 中 の 生 体 分 子 は 、 例 え ば 等 電 点 電 気 泳 動
法 に よ っ て 分 離 さ れ る 。 そ の 間 、 正 味 荷 電 が ゼ ロ （ す な わ ち 等 電 点 ） で あ る ス ポ ッ ト に 達
す る ま で ｐ Ｈ 勾 配 に よ っ て サ ン プ ル 中 の 生 体 分 子 が 分 離 さ れ る 。 こ の 第 一 分 離 工 程 に よ り
、 生 体 分 子 の 一 次 元 ア レ イ が 得 ら れ る 。 一 次 元 ア レ イ の 生 体 分 子 は 、 第 一 分 離 工 程 で 使 用
し た も の と 一 般 に 異 な る 技 術 を 用 い て さ ら に 分 離 さ れ る 。 例 え ば 、 第 二 の 様 相 で は 、 ド デ
シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） の 存 在 下 で ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法
の よ う な ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て 、 等 電 点 電 気 泳 動 法 に よ り 分 離 さ れ た 生 体 分 子
を さ ら に 分 離 す る 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル は 、 生 体 分 子 の 分 子 質 量 に 基 づ い て さ ら に 分 離
す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 法 は 、 複 合 混 合 物 内 の １ ， ０ ０ ０ ～
２ ０ ０ ， ０ ０ ０ Ｄ ａ の 範 囲 の 分 子 質 量 に お け る 化 学 的 に 異 な る 生 体 分 子 を 分 離 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 二 次 元 ア レ イ で の 生 体 分 子 は 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 任 意 の 適 切 な 方 法 を 用 い て 検
出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ゲ ル 中 の 生 体 分 子 は 、 標 識 又 は 染 色 （ 例 え ば ク マ シ ー ブ ル
ー 又 は 銀 染 色 ） す る こ と が で き る 。 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 、 １ 種 以 上 の 本 発 明 の マ ー カ ー の
分 子 量 に 相 当 す る ス ポ ッ ト が 生 成 さ れ る な ら ば 、 そ の ス ポ ッ ト を 、 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 法
に よ り さ ら に 分 析 す る 。 例 え ば 、 ス ポ ッ ト を ゲ ル か ら 切 り 取 り 、 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 法 に
よ り そ れ を 分 析 す る 。 あ る い は 、 電 界 を 与 え る こ と に よ り 、 生 体 分 子 を 含 む ゲ ル を 不 活 性
膜 に 移 す こ と も で き る 。 次 に 、 マ ー カ ー の 分 子 量 に ほ ぼ 相 当 す る 膜 上 の ス ポ ッ ト を 気 相 イ
オ ン 分 光 分 析 法 に よ り 分 析 す る こ と が で き る 。 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 法 で は 、 ス ポ ッ ト は 、
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ や Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ （ 例 え ば Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登 録 商 標 ） ア レ イ を 用 い て ）
の よ う な 任 意 の 適 切 な 技 術 を 用 い て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
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　 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 の 前 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ （ 例 え ば ト リ プ シ ン ） の よ う な 切 断 剤 を 用 い
て 、 ス ポ ッ ト 中 の 生 体 分 子 を よ り 小 さ い フ ラ グ メ ン ト に 切 断 す る の が 望 ま し い か も し れ な
い 。 生 体 分 子 を 小 断 片 に 消 化 す る こ と に よ り 、 ス ポ ッ ト 中 の 生 体 分 子 の マ ス フ ィ ン ガ ー プ
リ ン ト が 供 与 さ れ 、 こ れ は 必 要 な ら ば 、 マ ー カ ー の 同 一 性 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と
が で き る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 極 性 、 帯 電 、 サ イ ズ の よ う な 異 な る 物 理 的 特 性 に 基 づ い て
サ ン プ ル 中 の 生 体 分 子 の 混 合 物 を 分 離 す る た め に 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ
Ｃ ） を 用 い る こ と が で き る 。 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 装 置 は 、 典 型 的 に は 移 動 相 の 貯 蔵 槽 、 ポ ン プ 、 イ ン
ジ ェ ク タ ー 、 分 離 カ ラ ム 及 び 検 出 器 よ り 構 成 さ れ る 。 サ ン プ ル 中 の 生 体 分 子 は 、 サ ン プ ル
の ア リ コ ッ ト を カ ラ ム に 注 入 す る こ と に よ り 分 離 さ れ る 。 混 合 物 中 の 異 な る 生 体 分 子 は 、
移 動 液 相 と 固 定 相 と の 間 の 分 配 挙 動 が 異 な る た め に 、 異 な る 速 度 で カ ラ ム を 通 過 す る 。 １
種 以 上 の マ ー カ ー の 分 子 量 及 び ／ 又 は 物 理 的 特 性 に 相 当 す る フ ラ ク シ ョ ン を 収 集 す る こ と
が で き る 。 こ の フ ラ ク シ ョ ン は 、 次 に マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 法 に
よ り 分 析 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 以 下 で 詳 し く 説 明 す る Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 又 は Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ （
例 え ば Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登 録 商 標 ） ア レ イ を 用 い て ） の い ず れ か 一 方 を 用 い て 、
当 該 ス ポ ッ ト を 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 状 況 に 応 じ て 、 マ ー カ ー は 、 そ の 分 解 能 を 改 善 す る た め も し く は そ の 同 一 性 を 決 定 す る
た め に 、 分 析 前 に 改 変 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 当 該 マ ー カ ー は 、 分 析 前 に タ ン パ ク 質
分 解 さ せ て も よ く 、 任 意 の プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い る こ と が で き る 。 ト リ プ シ ン の よ う な プ ロ
テ ア ー ゼ は 、 マ ー カ ー を 不 連 続 の 数 の フ ラ グ メ ン ト に 切 断 す る こ と が 多 い の で 、 特 に 有 用
で あ る 。 消 化 に よ り 生 成 し た フ ラ グ メ ン ト は 、 マ ー カ ー の フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト と し て 機 能
し 、 こ れ に よ り 間 接 的 に そ れ ら を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 同 じ よ う な 分 子 質 量 を
有 す る マ ー カ ー が 複 数 存 在 し 、 問 題 と な っ て い る マ ー カ ー が 混 同 さ れ る か も し れ な い 場 合
に 、 特 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 よ り 小 さ い マ ー カ ー の 方 が 質 量 分 析 に よ り 簡 単 に 分 離 さ れ る
の で 、 タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 断 片 化 は 、 高 分 子 量 の マ ー カ ー に も 有 用 で あ る 。 他 の 例 で は
、 検 出 分 解 能 を 改 善 す る た め に 、 生 体 分 子 を 改 変 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 陰 イ オ ン 性
吸 着 剤 （ 例 え ば 陽 イ オ ン 交 換 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登 録 商 標 ） ア レ イ ） へ の 結 合 を 改
善 す る た め 及 び 検 出 分 解 能 を 改 善 す る た め に 、 糖 タ ン パ ク 質 か ら 末 端 シ ア ル 酸 残 基 を 除 去
す る た め に ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 用 い る こ と が で き る 。 他 の 例 で は 、 さ ら に マ ー カ ー を 識 別
で き る よ う に 、 分 子 マ ー カ ー と 特 異 的 に 結 合 す る 特 定 の 分 子 量 の タ グ を 結 合 さ せ る こ と に
よ り 、 マ ー カ ー を 改 変 す る こ と が で き る 。 状 況 に 応 じ て 、 そ の よ う な 改 変 さ れ た マ ー カ ー
を 検 出 し た 後 、 改 変 さ れ た マ ー カ ー の 物 理 化 学 的 特 性 を プ ロ テ イ ン デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば
Ｓ ｗ ｉ ｓ ｓ Ｐ ｒ ｏ ｔ ） に お い て 適 合 さ せ る こ と に よ り 、 マ ー カ ー の 同 一 性 を さ ら に 決 定 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
Ｉ Ｉ Ｉ ． マ ー カ ー の 捕 捉
　 バ イ オ マ ー カ ー は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 任 意 の バ イ オ チ ッ プ 、 マ ル チ ウ ェ ル マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト 、 又 は 樹 脂 の よ う な 固 体 の 担 体 に 固 定 化 さ れ た 捕 捉 試 薬 を 用 い て 捕 捉 さ
れ る の が 好 ま し い 。 特 に 、 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー は 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ プ ロ テ イ ン バ イ オ チ ッ
プ 上 に 捕 捉 さ れ る の が 好 ま し い 。 捕 捉 は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ の 表 面 上 か 生 体 特 異 的 表 面 上 で
行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー を 捕 捉 し 、 検 出 す る た め に 、 反 応 性 表 面 か ら
な る 任 意 の Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ プ ロ テ イ ン バ イ オ チ ッ プ を 用 い る こ と が で き る 。 し か し 、 本 発 明 の
バ イ オ マ ー カ ー は 、 固 定 化 金 属 キ レ ー ト に よ く 結 合 す る 。 従 っ て 、 Ｃ ｕ ２ ＋ や Ｎ ｉ ２ ＋ の
よ う な 遷 移 金 属 イ オ ン を キ レ ー ト 化 に よ り 吸 着 す る ニ ト リ ロ 酢 酸 官 能 基 を 有 す る Ｉ Ｍ Ａ Ｃ
－ ３ 及 び Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － ３ ０ バ イ オ チ ッ プ が 、 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー を 補 足 す る 好 ま し い Ｓ
Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ バ イ オ チ ッ プ で あ る 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ バ イ オ チ ッ プ も ま た 、 当 該 バ イ オ マ ー カ ー を 特
異 的 に 捕 捉 す る 抗 体 を 用 い て 誘 導 体 化 す る こ と が で き る 、 あ る い は 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 結 合
す る プ ロ テ イ ン Ａ や プ ロ テ イ ン Ｇ の よ う な 捕 捉 試 薬 を 用 い て 誘 導 体 化 す る こ と が で き る 。
次 に 、 特 定 の 抗 体 を 用 い て 溶 液 中 の バ イ オ マ ー カ ー を 捕 捉 す る こ と が で き 、 そ の 捕 捉 さ れ
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た マ ー カ ー は 、 捕 捉 試 薬 を 介 し て チ ッ プ 上 で 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 一 般 に 、 血 清 の よ う な 、 バ イ オ マ ー カ ー を 含 む サ ン プ ル を 、 バ イ オ チ ッ プ の 活 性 表 面 上
に 結 合 さ せ る た め に 十 分 な 時 間 、 サ ン プ ル を 配 置 す る 。 次 に 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 の よ
う な 適 切 な 溶 離 剤 を 用 い て 結 合 し な か っ た 分 子 を 表 面 か ら 洗 浄 す る 。 一 般 に 、 溶 離 剤 が よ
り 厳 し い も の で あ る ほ ど 、 タ ン パ ク 質 は 洗 浄 後 で も 保 持 さ れ て い る よ う に よ り 堅 く 結 合 し
て い な け れ ば な ら な い 。 次 に 、 そ の 保 持 さ れ た タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー は 適 切 な 方 法 に
よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
Ｉ Ｖ ． マ ー カ ー の 検 出 及 び 特 徴 づ け
　 Ａ ． 分 光 分 析 法
　 プ ロ テ イ ン バ イ オ チ ッ プ の 表 面 に 捕 捉 さ れ た 検 体 は 、 当 該 技 術 分 野 に 公 知 で あ る 任 意 の
方 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 と し て は 、 例 え ば 質 量 分 析 法 、 蛍 光 法 、 表 面
プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 、 偏 光 解 析 法 及 び 原 子 間 力 顕 微 鏡 法 が 挙 げ ら れ る 。 質 量 分 析 法 、 特 に Ｓ
Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 質 量 分 析 法 が 、 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 に 対 し 特 に 有 用 な 方 法 で あ る 。 好
ま し く は 、 レ ー ザ ー 脱 離 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計 を 本 発 明 の 実 施 の 形 態 で 用 い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 法 、 す な わ ち Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ は 、
し ば し ば マ ト リ ッ ク ス と 呼 ば れ る 、 プ ロ ー ブ の 表 面 か ら タ ン パ ク 質 を そ の ま ま 脱 離 さ せ る
た め の エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 を 用 い る 質 量 分 析 法 で あ る 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ は 、 例 え ば 米 国 特 許 第
５ ， １ １ ８ ， ９ ３ ７ 号 明 細 書 （ Ｈ ｉ ｌ ｌ ｅ ｎ ｋ ａ ｍ ｐ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ） 及 び 米 国 特 許 第 ５
， ０ ４ ５ ， ６ ９ ４ 号 明 細 書 （ Ｂ ｅ ａ ｖ ｉ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｃ ｈ ａ ｉ ｔ ） に 記 載 さ れ て い る 。 Ｍ
Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ で は 、 サ ン プ ル は 典 型 的 に は マ ト リ ッ ク ス 物 質 と 混 合 さ れ 、 不 活 性 プ ロ ー
ブ の 表 面 に 配 置 さ れ る 。 模 範 的 な エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 と し て は 、 ケ イ ヒ 皮 酸 誘 導 体 、 シ ナ
ピ ン 酸 （ Ｓ Ｐ Ａ ） ， シ ア ノ － ヒ ド ロ キ シ － ケ イ 皮 酸 （ Ｃ Ｈ Ｃ Ａ ） 及 び ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息 香
酸 が 挙 げ ら れ る 。 他 の 適 切 な エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 マ ト リ ッ ク ス
は 乾 燥 さ せ 、 検 体 分 子 を 封 入 す る 結 晶 を 形 成 さ せ る 。 次 に そ の 検 体 分 子 を レ ー ザ ー 脱 離 ／
イ オ ン 化 質 量 分 析 法 に よ り 検 出 す る 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ は 、 上 記 の 調 製 方 法 を 用 い て サ ン
プ ル の 複 雑 度 が か な り 減 少 さ れ れ ば 、 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る の に 有 用 で あ る
。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 法 、 す な わ ち Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ は 、 複 合 混 合
物 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 の よ う な 生 体 分 子 を 分 画 及 び 検 出 す る た め の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ に お け
る 改 良 体 に 相 当 し 、 本 発 明 の 好 ま し い 方 法 で あ る 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ は 、 プ ロ テ イ ン バ イ オ チ ッ
プ に 結 合 し た 捕 捉 試 薬 を 用 い て そ の プ ロ テ イ ン バ イ オ チ ッ プ の 表 面 に タ ン パ ク 質 の よ う な
生 体 分 子 を 捕 捉 す る 質 量 分 析 法 で あ る 。 典 型 的 に は 、 結 合 し な い 分 子 は 、 検 査 す る 前 に プ
ロ ー ブ の 表 面 か ら 洗 浄 す る 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 技 術 は 、 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登 録 商 標 ） シ
ス テ ム の 一 部 と し て 、 サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 、 フ レ モ ン ト 、 カ リ フ ォ ル
ニ ア 州 か ら 入 手 で き る 。 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登 録 商 標 ） ア レ イ は Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ で の 使
用 に 特 に 適 応 し て い る 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ７ １ ９ ， ０ ６ ０ 号 明 細 書 （
” Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ａ ｐ ｐ ａ ｒ ａ ｔ ｕ ｓ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｄ ｅ ｓ ｏ ｒ ｐ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ａ ｎ ｄ
　 Ｉ ｏ ｎ ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｏ ｆ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｔ ｅ ｓ ” ， Ｈ ｕ ｔ ｃ ｈ ｅ ｎ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｙ ｉ
ｐ ， １ ９ ９ ８ 年 ２ 月 １ ７ 日 ） 、 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ２ ５ ， ０ ４ ７ 号 明 細 書 （ ” Ｕ ｓ ｅ 　 ｏ ｆ
　 Ｒ ｅ ｔ ｅ ｎ ｔ ａ ｔ ｅ 　 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ ａ ｔ ｏ ｇ ｒ ａ ｐ ｈ ｙ 　 ｔ ｏ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｒ ａ ｔ ｅ 　 Ｄ ｉ
ｆ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 Ｍ ａ ｐ ｓ ” ， Ｈ ｕ ｔ ｃ ｈ ｅ ｎ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｙ ｉ ｐ ， ２ ０ ０ １ 年 ５ 月 １
日 ） 及 び Ｗ ｅ ｉ ｎ ｂ ｅ ｒ ｇ ｅ ｒ ら の 　 Ｅ ｎ ｃ ｙ ｃ ｌ ｏ ｐ ｅ ｄ ｉ ａ 　 ｏ ｆ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｔ ｉ
ｃ ａ ｌ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ ， 　 Ｒ ． Ａ ． Ｍ ｅ ｙ ｅ ｒ ｓ ， ｅ ｄ ． ， ｐ ｐ １ １ ９ １ ５ － １ １
９ １ ８ 　 Ｊ ｏ ｈ ｎ 　 Ｗ ｉ ｌ ｅ ｙ 　 ＆ 　 Ｓ ｏ ｎ ｓ 　 Ｃ ｈ ｉ ｃ ｈ ｅ ｓ ｔ ｅ ｒ ， ２ ０ ０ ０ 中 の “
Ｔ ｉ ｍ ｅ － ｏ ｆ － ｆ ｌ ｉ ｇ ｈ ｔ 　 ｍ ａ ｓ ｓ 　 ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ｏ ｍ ｅ ｔ ｒ ｙ ” に 記 載 さ れ て い
る 。
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【 ０ ０ ８ ５ 】
　 基 質 表 面 上 の マ ー カ ー は 、 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 法 を 用 い て 脱 離 及 び イ オ ン 化 す る こ と が
で き る 。 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 計 は 、 基 質 上 の マ ー カ ー を 分 解 す る こ と が で き れ ば 、 任 意 の
適 切 な も の を 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 気 相 イ オ ン 分 光 分 析 計 は マ ー カ ー の 定
量 が で き る も の で あ る 。 好 ま し く は 、 プ ロ テ イ ン バ イ オ チ ッ プ 上 に 捕 捉 さ れ た マ ー カ ー は
、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る レ ー ザ ー 脱 離 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計 を 用 い て 検 出 さ れ る 。
　 レ ー ザ ー 脱 離 質 量 分 析 法 で は 、 マ ー カ ー を 含 む 基 質 又 は プ ロ ー ブ は イ ン レ ッ ト シ ス テ ム
に 導 入 さ れ る 。 マ ー カ ー は イ オ ン 源 か ら の レ ー ザ ー 光 に よ り 気 相 中 に 脱 離 及 び イ オ ン 化 さ
れ る 。 生 成 さ れ た イ オ ン は 、 イ オ ン ・ オ プ テ ィ ッ ク ・ ア セ ン ブ リ （ ｉ ｏ ｎ 　 ｏ ｐ ｔ ｉ ｃ 　
ａ ｓ ｓ ｅ ｍ ｂ ｌ ｙ ） に よ り 収 集 さ れ 、 次 い で 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計 に お い て 、 イ オ ン は 短
時 間 の 高 圧 領 域 を 通 っ て 加 速 さ れ 、 高 真 空 チ ャ ン バ ー へ と 漂 流 さ れ る 。 高 真 空 チ ャ ン バ ー
の 末 端 部 で は 、 こ の 加 速 さ れ た イ オ ン が 高 感 度 の 検 出 器 の 表 面 を 異 な る 時 間 に 衝 突 す る 。
こ の 飛 行 時 間 は イ オ ン の 質 量 に お け る 機 能 な の で 、 帯 電 率 に 対 す る 特 定 の 質 量 の マ ー カ ー
の 有 無 を 確 認 す る た め に 、 イ オ ン が 形 成 さ れ て か ら イ オ ン 検 出 器 に 衝 突 す る ま で の 経 過 時
間 を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 マ ー カ ー を 検 出 す る た め に イ オ ン 移 動 度 分 光 計 を 用 い る こ と が で
き る 。 イ オ ン 移 動 度 分 光 計 の 原 理 は 、 こ の イ オ ン の 異 な る 移 動 度 に 基 づ い て い る 。 具 体 的
に 、 イ オ ン 化 に よ り 生 成 さ れ た サ ン プ ル の イ オ ン は 、 例 え ば 質 量 、 帯 電 あ る い は 形 状 の 違
い に よ り 、 電 界 の 影 響 を 受 け た 管 の 中 を 異 な る 速 度 で 移 動 す る 。 こ の イ オ ン （ 典 型 的 に は
電 流 の 形 の ） は 検 出 器 に 登 録 さ れ 、 そ れ は そ の 後 マ ー カ ー あ る い は サ ン プ ル 中 の 他 の 物 質
を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 イ オ ン 移 動 度 分 光 法 の 長 所 は 、 常 圧 で 操 作 が 可
能 で あ る こ と で あ る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 マ ー カ ー を 検 出 し 、 特 徴 付 け る た め に 全 イ オ ン 電 流 測 定 装
置 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 装 置 は 、 基 質 が １ 種 の マ ー カ ー の み を 有 す る 場 合 に 使 用 す
る こ と が で き る 。 １ 種 の マ ー カ ー が 基 質 上 に あ る 場 合 、 イ オ ン 化 さ れ た マ ー カ ー か ら 生 成
さ れ た 全 電 流 は 、 マ ー カ ー の 量 及 び 他 の 特 徴 を 反 映 す る 。 マ ー カ ー よ り 生 成 さ れ た 全 イ オ
ン 流 は 、 次 に コ ン ト ロ ー ル （ 例 え ば 公 知 の 化 合 物 の 全 イ オ ン 流 ） と 比 較 す る こ と が で き る
。 マ ー カ ー の 量 及 び 他 の 特 徴 は 次 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 Ｂ ． 免 疫 測 定 法
　 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー を 検 出 及 び 分 析 す る た め に 免 疫 測 定 法 を 用
い る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 （ ａ ） マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る こ と
； （ ｂ ） サ ン プ ル を そ の 抗 体 に 接 触 さ せ る こ と ； 及 び （ ｃ ） そ の サ ン プ ル に つ い て そ の マ
ー カ ー に 結 合 し た 抗 体 の 複 合 体 の 有 無 を 検 出 す る こ と か ら な る 。
　 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 調 製 す る た め に 、 精 製 さ れ た マ ー カ ー 又 は そ の 核 酸
配 列 を 用 い る こ と が で き る 。 マ ー カ ー に つ い て の 核 酸 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 こ れ ら の
マ ー カ ー を さ ら に 特 徴 付 け る こ と に よ っ て 入 手 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 各 マ ー カ ー は
、 多 く の 酵 素 （ 例 え ば ト リ プ シ ン 、 Ｖ ８ プ ロ テ ア ー ゼ な ど ） を 用 い て マ ッ ピ ン グ さ れ た ペ
プ チ ド に す る こ と が で き る 。 各 マ ー カ ー か ら 消 化 に よ り 生 成 さ れ た フ ラ グ メ ン ト の 分 子 量
を 用 い て Ｓ ｗ ｉ ｓ ｓ Ｐ ｒ ｏ ｔ デ ー タ ベ ー ス の よ う な デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し 、 そ の 各 種 酵 素
に よ り 生 成 さ れ た 消 化 フ ラ グ メ ン ト の 分 子 量 と 一 致 す る 配 列 を 得 る こ と が で き る 。 こ の 方
法 を 用 い て 、 他 の マ ー カ ー の 核 酸 及 び ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 、 も し そ の マ ー カ ー が デ ー タ ベ ー
ス に お け る 公 知 の タ ン パ ク 質 な ら ば 、 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 あ る い は 、 プ ロ テ イ ン ・ ラ ダ ー ・ シ ー ク エ ン ス 法 を 用 い て タ ン パ ク 質 の 塩 基 配 列 を 決 定
す る こ と が で き る 。 プ ロ テ イ ン ・ ラ ダ ー は 、 例 え ば 分 子 を 断 片 化 し 、 そ の フ ラ グ メ ン ト を
酵 素 消 化 す る こ と に よ り 、 あ る い は フ ラ グ メ ン ト の 末 端 か ら 単 一 ア ミ ノ 酸 を 連 続 的 に 除 去
す る 他 の 方 法 に よ り 作 成 す る こ と が で き る 。 プ ロ テ イ ン ・ ラ ダ ー の 作 成 方 法 は 、 例 え ば 国
際 公 開 第 Ｗ Ｏ 　 ９ ３ ／ ２ ４ ８ ３ ４ 号 明 細 書 （ Ｃ ｈ ａ ｉ ｔ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ） 及 び 米 国 特 許 第
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５ ， ７ ９ ２ ， ６ ６ ４ 号 明 細 書 （ Ｃ ｈ ａ ｉ ｔ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ） に 記 述 さ れ て い る 。 ラ ダ ー ・
フ ラ グ メ ン ト は 、 次 に 質 量 分 析 法 に よ り 分 析 さ れ る 。 ラ ダ ー ・ フ ラ グ メ ン ト の 質 量 の 差 に
よ り 、 分 子 の 末 端 か ら 除 去 さ れ た ア ミ ノ 酸 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 マ ー カ ー が デ ー タ ベ ー ス に お い て 未 知 の タ ン パ ク 質 な ら ば 、 核 酸 及 び ア ミ ノ 酸 の 配 列 は
、 た と え マ ー カ ー の 一 部 の ア ミ ノ 酸 配 列 で も そ の 知 識 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 マ ー カ ー の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 変 性 プ ロ ー ブ を 作 成 す る こ と が で き る 。
こ れ ら の プ ロ ー ブ を 用 い て 、 次 に 、 マ ー カ ー を 最 初 に 検 出 し た サ ン プ ル か ら 作 成 し た ゲ ノ
ム ラ イ ブ ラ リ ー あ る い は ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 陽 性
ク ロ ー ン を 同 定 し 、 増 幅 し 、 そ し て よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ｃ ｕ ｒ ｒ ｅ ｎ ｔ 　 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｏ ｃ ｏ ｌ ｓ 　 ｆ ｏ ｒ
　 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ （ Ａ ｕ ｓ ｕ ｂ ｅ ｌ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ 　
Ｐ ｕ ｂ ｌ ｉ ｓ ｈ ｉ ｎ ｇ 　 Ａ ｓ ｓ ｏ ｃ ． ａ ｎ ｄ 　 Ｗ ｉ ｌ ｅ ｙ － Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 　
１ ９ ８ ９ ） 、 及 び Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｃ ｌ ｏ ｎ ｉ ｎ ｇ ： Ａ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 　 Ｍ
ａ ｎ ｕ ａ ｌ ， ３ ｒ ｄ 　 Ｅ ｄ ． （ Ｓ ａ ｍ ｂ ｒ ｏ ｏ ｋ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｃ ｏ ｌ ｄ 　 Ｓ ｐ ｒ ｉ ｎ
ｇ 　 Ｈ ａ ｒ ｂ ｏ ｒ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ ， Ｎ Ｙ 　 ２ ０ ０ １ ） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 当 該 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 任 意 の 適 切 な 方 法 を 用 い て 、 精 製 さ れ た マ ー カ ー 又 は そ の 核
酸 配 列 を 使 用 し 、 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 作 成 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ｃ
ｏ ｌ ｉ ｇ ａ ｎ ， Ｃ ｕ ｒ ｒ ｅ ｎ ｔ 　 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｏ ｃ ｏ ｌ ｓ 　 ｉ ｎ 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ （ １
９ ９ １ ） ； Ｈ ａ ｒ ｌ ｏ ｗ 　 ＆ 　 Ｌ ａ ｎ ｅ ， 　 Ａ ｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄ ｉ ｅ ｓ ： Ａ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ
ｏ ｒ ｙ 　 Ｍ ａ ｎ ｕ ａ ｌ （ １ ９ ８ ８ ） ； Ｇ ｏ ｄ ｉ ｎ ｇ ， 　 Ｍ ｏ ｎ ｏ ｃ ｌ ｏ ｎ ａ ｌ 　 Ａ ｎ ｔ ｉ
ｂ ｏ ｄ ｉ ｅ ｓ ： Ｐ ｒ ｉ ｎ ｃ ｉ ｐ ｌ ｅ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｐ ｒ ａ ｃ ｔ ｉ ｃ ｅ （ ２ ｄ 　 ｅ ｄ ． １ ９ ８
６ ） ； 及 び Ｋ ｏ ｈ ｌ ｅ ｒ 　 ＆ 　 Ｍ ｉ ｌ ｓ ｔ ｅ ｉ ｎ ， Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 ２ ５ ６ ： ４ ９ ５ － ４ ９
７ （ １ ９ ７ ５ ） 参 照 ） 。 こ の よ う な 方 法 に は 、 フ ァ ー ジ あ る い は 同 様 の ベ ク タ ー を 用 い て
、 組 み 換 え 抗 体 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 抗 体 を 選 択 す る こ と に よ り 抗 体 を 作 成 す る 方 法 、 及 び
免 疫 ラ ッ ト 又 は 免 疫 マ ウ ス に よ り ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 成 す る
方 法 が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い （ 例 え ば 、 Ｈ ｕ ｓ ｅ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ
ｃ ｅ 　 ２ ４ ６ ： １ ２ ７ ５ － １ ２ ８ １ （ １ ９ ８ ９ ） ； Ｗ ａ ｒ ｄ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ
ｅ 　 ３ ４ １ ： ５ ４ ４ － ５ ４ ６ （ １ ９ ８ ９ ） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 抗 体 が 提 供 さ れ た 後 は 、 当 該 技 術 分 野 に 公 知 で あ る 任 意 の 適 切 な 免 疫 結 合 法 （ ｉ ｍ ｍ ｕ
ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｃ ａ ｌ 　 ｂ ｉ ｎ ｄ ｉ ｎ ｇ 　 ａ ｓ ｓ ａ ｙ ） を 用 い て マ ー カ ー を 検 出 及 び ／ 又 は
定 量 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ， ３ ６ ６ ， ２ ４ １ ； ４ ， ３ ７ ６ ， １ １ ０ ；
４ ， ５ １ ７ ， ２ ８ ８ ； 及 び ４ ， ８ ３ ７ ， １ ６ ８ 号 明 細 書 参 照 ） 。 有 用 な 測 定 法 と し て は 、
例 え ば 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） の よ う な 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｉ Ａ ） 、 放
射 性 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） ， ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 及 び ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 が 挙 げ ら れ る
。 こ れ ら の 方 法 も ま た 、 例 え ば 、 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ 　 ｉ ｎ 　 Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ： Ａ
ｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄ ｉ ｅ ｓ 　 ｉ ｎ 　 Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ， ｖ ｏ ｌ ｕ ｍ ｅ 　 ３ ７ （ Ａ ｓ ａ ｉ
， ｅ ｄ ． １ ９ ９ ３ ） ； Ｂ ａ ｓ ｉ ｃ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　
（ Ｓ ｔ ｉ ｔ ｅ ｓ 　 ＆ 　 Ｔ ｅ ｒ ｒ ， ｅ ｄ ｓ ． ， ７ ｔ ｈ 　 ｅ ｄ ． １ ９ ９ １ ） ； 及 び Ｈ ａ ｒ ｌ ｏ
ｗ 　 ＆ 　 Ｌ ａ ｎ ｅ ， ｓ ｕ ｐ ｒ ａ に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 一 般 に 、 被 験 動 物 か ら 得 ら れ た サ ン プ ル は 、 マ ー カ ー と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 接 触 さ
せ る こ と が で き る 。 状 況 に 応 じ て 、 抗 体 は 洗 浄 及 び 次 の 工 程 で あ る 複 合 体 の 単 離 を 容 易 に
す る た め に 、 抗 体 と サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 前 に 抗 体 を 固 体 の 担 体 に 固 定 す る こ と が で き る
。 固 体 の 担 体 と し て は 、 例 え ば マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 ス テ ィ ッ ク 、 ビ ー ズ 、 あ る い
は マ イ ク ロ ビ ー ズ の 形 状 の ガ ラ ス あ る い は プ ラ ス チ ッ ク が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 抗 体 は 上 記
の プ ロ ー ブ 基 質 又 は Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登 録 商 標 ） ア レ イ に 結 合 さ せ る こ と も で き
る 。 サ ン プ ル は 、 好 ま し く は 被 験 動 物 か ら 採 取 し た 生 体 液 で あ る 。 生 体 液 の サ ン プ ル と し
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て は 、 例 え ば 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 乳 頭 吸 引 液 、 尿 、 涙 、 唾 液 な ど が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い
実 施 の 形 態 で は 、 生 体 液 は 血 清 か ら な る 。 こ の サ ン プ ル は 、 抗 体 と 接 触 さ せ る 前 に 、 適 切
な 溶 離 剤 で 希 釈 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 サ ン プ ル を 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 は 、 こ の 混 合 物 を 洗 浄 し 、 形 成 さ れ た 抗
体 と マ ー カ ー の 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 洗 浄 し た 混 合 物 を 検 出 試 薬 と と
も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 遂 行 す る こ と が で き る 。 こ の 検 出 試 薬 は 、 例 え ば 検 出
可 能 な ラ ベ ル で 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 で も よ い 。 模 範 的 な 検 出 可 能 な ラ ベ ル と し て は 、 電 磁
ビ ー ズ （ 例 え ば Ｄ Ｙ Ｎ Ａ Ｂ Ｅ Ａ Ｄ Ｓ （ 登 録 商 標 ） ） 、 蛍 光 色 素 、 放 射 標 識 、 酵 素 （ 例 え ば
ホ ー ス ラ デ ィ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 及 び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 一 般 に
使 用 さ れ る 他 の 酵 素 ） 、 及 び 金 コ ロ イ ド 、 着 色 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク ビ ー ズ の よ う な 比 色
標 識 （ ｃ ｏ ｌ ｏ ｒ ｉ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｃ 　 ｌ ａ ｂ ｅ ｌ ） が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は 、 結 合 し た マ ー
カ ー 特 異 的 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 例 え ば 二 次 の 標 識 抗 体 を 使 用 す る 間 接 的 測 定 法 を 用 い
て 、 及 び ／ 又 は 、 例 え ば 、 マ ー カ ー の 特 有 の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
混 合 物 と と も に 同 時 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 競 合 試 験 法 又 は 阻 止 試 験 法 を 用 い て サ ン プ ル 中
の マ ー カ ー を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ れ ら の ア ッ セ イ の 間 、 そ れ ぞ れ の 試 薬 を 組 み 合 わ せ た 後 は 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び
／ 又 は 洗 浄 工 程 を 要 す る か も し れ な い 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 は 、 約 ５ 秒 か ら 数 時 間 ま
で と 様 々 で あ り 、 好 ま し く は 、 約 ５ 分 か ら 約 ２ ４ 時 間 で あ る 。 し か し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 時 間 は ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト 、 マ ー カ ー 、 溶 液 の 量 、 濃 度 等 に 応 じ て 変 わ る 。 ア ッ セ イ
は １ ０ ℃ ～ ４ ０ ℃ の よ う な 温 度 範 囲 に わ た っ て 実 行 す る こ と が で き る が 、 通 常 は 常 温 で 行
わ れ る 。
　 免 疫 測 定 法 は 、 サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 有 無 及 び サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 量 を 決 定 す る
た め に 用 い る こ と が で き る 。 ま ず 、 サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の テ ス ト 量 を 上 記 の 免 疫 測 定 法
を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 も し マ ー カ ー が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る な ら ば 、 上 記 の 適
切 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 下 で マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て 、 抗 体 と マ ー
カ ー の 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。 抗 体 と マ ー カ ー の 複 合 体 の 量 は 、 標 準 品 と 比 較 す る こ と に よ
り 決 定 す る こ と が で き る 。 標 準 品 は 、 例 え ば 公 知 の 化 合 物 あ る い は サ ン プ ル 中 に 存 在 す る
こ と が 公 知 で あ る 他 の タ ン パ ク 質 と す る こ と が で き る 。 上 記 の よ う に 、 マ ー カ ー の テ ス ト
量 は 、 そ の 測 定 単 位 が コ ン ト ロ ー ル と 比 較 す る こ と が 可 能 な ら ば 、 絶 対 単 位 で 測 定 す る 必
要 は 無 い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 サ ン プ ル に つ い て の こ れ ら の マ ー カ ー を 測 定 す る 方 法 は 、 多 く の 用 途 が あ る 。 例 え ば 、
ヒ ト 癌 の 診 断 又 は 予 後 診 断 を 補 助 す る た め に 、 １ 種 以 上 の マ ー カ ー を 測 定 す る こ と が で き
る 。 他 の 例 で は 、 癌 の 治 療 に 対 す る 被 験 動 物 の 反 応 を モ ニ タ ー す る た め に 、 こ の マ ー カ ー
の 検 出 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 他 の 例 で は 、 イ ン ビ ボ あ る い は イ ン ビ ト ロ に お け る こ
れ ら の マ ー カ ー の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 を 測 定 す る た め 及 び 同 定 す る た め に 、 こ の マ ー カ
ー を 検 出 す る 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 例 で は 、 腫 瘍 の 進 行 に お け る 異 な る
段 階 を 識 別 す る た め に バ イ オ マ ー カ ー が 使 用 さ れ 、 従 っ て 、 適 切 な 治 療 及 び 腫 瘍 の 転 移 の
度 合 い を 決 定 す る の に 役 立 つ 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
Ｖ ． デ ー タ 分 析
　 質 量 分 析 に よ る デ ー タ 作 成 は 、 イ オ ン 検 出 器 に よ り イ オ ン を 検 出 す る こ と か ら 始 ま る 。
典 型 的 な レ ー ザ ー 脱 離 質 量 分 析 計 は ３ ３ ７ ． １ ｎ ｍ の 窒 素 レ ー ザ ー を 使 用 す る こ と が で き
る 。 有 用 な パ ル ス 幅 は 約 ４ ナ ノ 秒 で あ り 、 一 般 に 約 １ ～ ２ ５ Ｊ の 出 力 が 使 用 さ れ る 。 検 出
器 に 衝 突 す る イ オ ン は 電 位 を 生 成 し 、 そ れ は ア ナ ロ グ 信 号 を デ ジ タ ル 化 し て 捕 集 す る 高 速
時 間 配 列 記 録 装 置 に よ り デ ジ タ ル 化 さ れ る 。 サ イ フ ァ ー ジ ェ ン の Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ
（ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム は 、 こ れ を 実 行 す る た め に ア ナ ロ グ ・ デ ジ タ ル ・ コ ン バ ー タ （ Ａ Ｄ
Ｃ ） を 使 用 す る 。 Ａ Ｄ Ｃ は 、 一 定 時 間 ご と に 検 出 器 の ア ウ ト プ ッ ト を 時 間 依 存 性 ビ ン （ ｔ
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ｉ ｍ ｅ － ｄ ｅ ｐ ｅ ｎ ｄ ｅ ｎ ｔ 　 ｂ ｉ ｎ ｓ ） に 統 合 す る 。 時 間 間 隔 は 、 典 型 的 に は １ か ら ４
ナ ノ 秒 で あ る 。 さ ら に 、 最 終 的 に 分 析 さ れ る 飛 行 時 間 ス ペ ク ト ル は 、 典 型 的 に は サ ン プ ル
に 対 す る イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー の 単 一 パ ル ス か ら の 信 号 で は な く 、 多 数 の パ ル ス か ら の 信 号
の 合 計 を 表 す 。 こ れ は ノ イ ズ を 減 少 さ せ 、 ダ イ ナ ミ ッ ク ・ レ ン ジ を 増 加 さ せ る 。 こ の 飛 行
時 間 デ ー タ は 、 次 に デ ー タ 処 理 さ れ る 。 サ イ フ ァ ー ジ ェ ン の Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登
録 商 標 ） ソ フ ト ウ ェ ア で は 、 デ ー タ 処 理 は 典 型 的 に は 、 Ｔ Ｏ Ｆ か ら Ｍ ／ Ｚ へ の 変 換 、 ベ ー
ス ラ イ ン 減 算 、 高 周 波 ノ イ ズ フ ィ ル タ リ ン グ を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ｔ Ｏ Ｆ か ら Ｍ ／ Ｚ へ の 変 換 は 、 飛 行 時 間 を 質 量 電 荷 比 （ Ｍ ／ Ｚ ） に 変 換 す る ア ル ゴ リ ズ
ム の 適 用 に 関 連 す る 。 こ の 工 程 で は 、 信 号 は 、 タ イ ム ・ ド メ イ ン か ら マ ス ・ ド メ イ ン に 変
換 さ れ る 。 す な わ ち 、 各 飛 行 時 間 は 、 質 量 電 荷 比 （ Ｍ ／ Ｚ ） に 変 換 さ れ る 。 キ ャ リ ブ レ ー
シ ョ ン は 内 部 か ら あ る い は 外 部 か ら 行 う こ と が で き る 。 内 部 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン で は 、 分
析 さ れ る サ ン プ ル に 、 公 知 の Ｍ ／ Ｚ の 検 体 が １ 種 以 上 含 ま れ る 。 こ れ ら の 集 団 の 検 体 を 表
す 飛 行 時 間 に お け る 信 号 ピ ー ク に 、 公 知 の Ｍ ／ Ｚ が 付 与 さ れ る 。 こ れ ら の 付 与 さ れ た Ｍ ／
Ｚ 比 に 基 づ い て 、 飛 行 時 間 を Ｍ ／ Ｚ に 変 換 す る 数 学 関 数 に よ っ て パ ラ メ ー タ が 算 出 さ れ る
。 外 部 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン で は 、 事 前 の 内 部 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン に よ っ て 作 成 さ れ た よ う
な 飛 行 時 間 を Ｍ ／ Ｚ に 変 換 す る 関 数 が 、 内 部 キ ャ リ ブ ラ ン ト （ ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｎ ａ ｌ 　 ｃ ａ ｌ
ｉ ｂ ｒ ａ ｎ ｔ ） を 使 用 し な い で 飛 行 時 間 ス ペ ク ト ル に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ベ ー ス ラ イ ン 減 算 は 、 ス ペ ク ト ル を 乱 す 、 人 工 的 で 再 現 可 能 な 装 置 の オ フ セ ッ ト を 排 除
す る こ と に よ り デ ー タ の 定 量 化 を 改 善 す る 。 こ れ は 、 ピ ー ク 幅 の よ う な パ ラ メ ー タ を 組 み
入 れ る ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ス ペ ク ト ル ベ ー ス ラ イ ン を 算 出 し 、 次 に マ ス ス ペ ク ト ル か ら
そ の ベ ー ス ラ イ ン を 差 し 引 く こ と に 関 連 す る 。
　 高 周 波 ノ イ ズ 信 号 は 、 平 滑 化 関 数 を 適 用 す る こ と に よ り 排 除 さ れ る 。 典 型 的 な 平 滑 化 関
数 は 、 移 動 平 均 機 能 を 各 時 間 依 存 性 ビ ン （ ｔ ｉ ｍ ｅ － ｄ ｅ ｐ ｅ ｎ ｄ ｅ ｎ ｔ 　 ｂ ｉ ｎ ） に 適
用 さ れ る 。 改 良 版 で は 、 移 動 平 均 フ ィ ル タ ー は 、 例 え ば ピ ー ク バ ン ド 幅 の 関 数 と し て フ ィ
ル タ ー の バ ン ド 幅 が 異 な る 可 変 幅 の デ ジ タ ル フ ィ ル タ ー で あ り 、 一 般 に 飛 行 時 間 が 増 加 す
る に つ れ て 広 く な る （ 例 え ば 、 国 際 公 開 第 Ｗ Ｏ 　 ０ ０ ／ ７ ０ ６ ４ ８ 号 明 細 書 、 ２ ０ ０ ０ 年
１ １ 月 ２ ３ 日 （ Ｇ ａ ｖ ｉ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， “ Ｖ ａ ｒ ｉ ａ ｂ ｌ ｅ 　 Ｗ ｉ ｄ ｔ ｈ 　 Ｄ ｉ ｇ ｉ
ｔ ａ ｌ 　 Ｆ ｉ ｌ ｔ ｅ ｒ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｔ ｉ ｍ ｅ － ｏ ｆ － ｆ ｌ ｉ ｇ ｈ ｔ 　 Ｍ ａ ｓ ｓ 　 Ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ
ｒ ｏ ｍ ｅ ｔ ｒ ｙ ” ） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ は 、 得 ら れ た ス ペ ク ト ル を 、 デ ィ ス プ レ イ の た め の 様 々 な フ ォ ー マ ッ ト に
変 換 す る こ と が で き る 。 「 ス ペ ク ト ル 図 又 は 保 持 マ ッ プ （ ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ｕ ｍ 　 ｖ ｉ ｅ ｗ 　
ｏ ｒ 　 ｒ ｅ ｔ ｅ ｎ ｔ ａ ｔ ｅ 　 ｍ ａ ｐ ） 」 と 呼 ば れ る 一 つ の フ ォ ー マ ッ ト で は 、 標 準 ス ペ ク
ト ル 図 を 表 示 す る こ と が で き 、 そ の 中 で そ の 図 は 、 特 定 の 分 子 量 ご と に 検 出 器 に 到 達 し た
検 体 の 量 を 示 す 。 「 ピ ー ク マ ッ プ 」 と 呼 ば れ る 他 の フ ォ ー マ ッ ト で は 、 ス ペ ク ト ル 図 か ら
ピ ー ク の 高 さ 及 び 質 量 の 情 報 の み が 保 持 さ れ 、 よ り き れ い な 画 像 を 生 み 出 し 、 ほ ぼ 同 じ 分
子 量 を 持 つ 検 体 を よ り 簡 単 に 認 識 す る こ と が で き る 。 「 ゲ ル 図 」 と 呼 ば れ る さ ら に 他 の フ
ォ ー マ ッ ト で は 、 そ れ ぞ れ の ピ ー ク の 高 さ に 基 づ い て 、 ピ ー ク 図 か ら の そ れ ぞ れ の 質 量 を
濃 淡 画 像 に 変 換 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 、 外 観 が 電 気 泳 動 ゲ ル 上 の バ ン ド の よ う に 見 え
る 。 「 ３ Ｄ オ ー バ ー レ イ 」 と 呼 ば れ る さ ら に 他 の フ ォ ー マ ッ ト で は 、 相 対 的 な ピ ー ク の 高
さ の わ ず か な 変 化 を 観 察 す る た め に 、 い く つ か の ス ペ ク ト ル を 重 ね 合 わ せ る こ と が で き る
。 「 相 違 マ ッ プ 図 」 と 呼 ば れ る さ ら に 他 の フ ォ ー マ ッ ト で は 、 独 特 の 検 体 及 び サ ン プ ル 間
に お い て 上 方 制 御 あ る い は 下 方 制 御 さ れ る 検 体 を 簡 便 に 強 調 表 示 す る こ と に よ り 、 ２ つ 以
上 の ス ペ ク ト ル を 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 分 析 は 一 般 に 、 検 体 か ら の 信 号 を 表 す ス ペ ク ト ル に お け る ピ ー ク の 同 定 に 関 連 す る 。 ピ
ー ク の 選 択 は 、 も ち ろ ん 視 覚 的 に 行 う こ と が で き る 。 し か し 、 ピ ー ク の 検 出 を 自 動 化 す る
こ と が で き る サ イ フ ァ ー ジ ェ ン の Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ウ ェ ア の 一
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部 と し て ソ フ ト ウ ェ ア を 利 用 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 こ の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 選 択 さ れ
た 閾 値 よ り も 高 い 信 号 対 雑 音 比 を 持 つ 信 号 を 同 定 し 、 ピ ー ク 信 号 の 中 心 に あ る ピ ー ク の 質
量 を 標 識 す る こ と に よ り 機 能 す る 。 一 つ の 有 用 な 適 用 で は 、 選 択 さ れ た あ る 割 合 の マ ス ス
ペ ク ト ル 中 に 存 在 す る 同 一 の ピ ー ク を 同 定 す る た め に 、 多 く の ス ペ ク ト ル が 比 較 さ れ る 。
こ の ソ フ ト ウ ェ ア の 一 つ の バ ー ジ ョ ン は 、 指 定 さ れ た 質 量 範 囲 内 の 様 々 な ス ペ ク ト ル 中 に
現 れ た 全 て の ピ ー ク を 集 め て 、 質 量 （ Ｍ ／ Ｚ ） 集 団 の 中 間 点 に 近 い 全 て の ピ ー ク に 、 質 量
（ Ｍ ／ Ｚ ） を 付 与 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 １ つ 以 上 の ス ペ ク ト ル か ら の ピ ー ク デ ー タ は 、 例 え ば 、 各 行 が 特 定 の マ ス ス ペ ク ト ル を
表 し 、 各 列 が そ の 質 量 に よ り 規 定 さ れ た ス ペ ク ト ル の ピ ー ク を 表 し 、 各 セ ル が そ の 特 定 の
ス ペ ク ト ル に お け る ピ ー ク の 強 度 を 含 む 集 計 表 を 作 製 す る こ と に よ り 、 さ ら に 分 析 す る こ
と が で き る 。 様 々 な 統 計 的 ア プ ロ ー チ 又 は パ タ ー ン 認 識 的 ア プ ロ ー チ を そ の デ ー タ に 適 用
す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 実 施 の 形 態 で 生 成 さ れ た ス ペ ク ト ル は 、 分 類 モ デ ル を 使 用 す る パ タ ー ン 認 識 処
理 を 用 い て 分 類 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 ス ペ ク ト ル は 少 な く と も 二 つ の 異 な る グ ル ー
プ か ら の サ ン プ ル を 表 し 、 そ の た め の 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム が 探 求 さ れ る 。 そ の グ ル ー プ は 、
例 え ば 病 的 対 非 病 的 （ 例 え ば 、 癌 対 非 癌 ） 、 薬 物 反 応 者 対 薬 物 非 反 応 者 、 毒 性 反 応 対 非 毒
性 反 応 、 病 期 が 進 行 す る 人 対 病 期 が 進 行 し な い 人 、 表 現 型 条 件 が あ る 人 対 表 現 型 条 件 が な
い 人 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 あ る 実 施 の 形 態 で は 、 「 公 知 の サ ン プ ル 」 の よ う な サ ン プ ル を 用 い て 生 成 さ れ た ス ペ ク
ト ル （ 例 え ば マ ス ス ペ ク ト ル 又 は 飛 行 時 間 ス ペ ク ト ル ） か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 次 に 分 類
モ デ ル を 「 訓 練 （ ｔ ｒ ａ ｉ ｎ ） 」 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 「 公 知 の サ ン プ ル 」
は 事 前 に 分 類 さ れ た サ ン プ ル で あ る 。 ス ペ ク ト ル か ら 得 ら れ 、 分 類 モ デ ル を 作 成 す る た め
に 使 用 さ れ る デ ー タ は 、 「 ト レ ー ニ ン グ デ ー タ セ ッ ト 」 と 呼 ぶ こ と が で き る 。 い っ た ん 訓
練 さ れ る と 、 分 類 モ デ ル は 、 未 知 の サ ン プ ル を 用 い て 生 成 さ れ た ス ペ ク ト ル か ら 得 ら れ た
デ ー タ の パ タ ー ン を 認 識 す る こ と が で き る 。 こ の 分 類 モ デ ル は 、 次 に 未 知 の サ ン プ ル を い
く つ か の ク ラ ス に 分 類 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 例 え ば あ る 生 体 サ ン プ
ル が 、 特 定 の 生 物 学 的 条 件 （ 例 え ば 罹 患 し て い る 対 罹 患 し て い な い ） に 関 連 し て い る か ど
う か を 予 測 す る の に 有 用 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 分 類 モ デ ル を 作 成 す る た め に 使 用 さ れ る ト レ ー ニ ン グ デ ー タ セ ッ ト は 、 生 デ ー タ 又 は 事
前 に 処 理 さ れ た デ ー タ よ り 構 成 さ れ て も よ い 。 あ る 実 施 の 形 態 で は 、 生 デ ー タ は 飛 行 時 間
ス ペ ク ト ル 又 は マ ス ス ペ ク ト ル か ら 直 接 得 る こ と が で き 、 次 い で 、 状 況 に 応 じ て 上 記 の よ
う に そ れ を 「 事 前 に 処 理 」 し て も よ い 。
　 分 類 モ デ ル は 、 デ ー タ 中 に 存 在 す る 目 的 の パ ラ メ ー タ に 基 づ い て デ ー タ 本 体 を ク ラ ス に
分 類 し よ う と す る 任 意 の 適 切 な 統 計 的 な 分 類 （ 又 は 「 学 習 」 ） 法 を 用 い て 作 成 す る こ と が
で き る 。 分 類 法 は 、 教 師 付 き で も 教 師 な し で も ど ち ら で も よ い 。 教 師 付 き 分 類 及 び 教 師 な
し 分 類 処 理 の 例 は 、 Ｊ ａ ｉ ｎ ， “ Ｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ｐ ａ ｔ ｔ ｅ ｒ ｎ 　 Ｒ ｅ ｃ ｏ ｇ
ｎ ｉ ｔ ｉ ｏ ｎ ： Ａ 　 Ｒ ｅ ｖ ｉ ｅ ｗ ” ， Ｉ Ｅ Ｅ Ｅ 　 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ 　 ｏ ｎ 　 Ｐ ａ
ｔ ｔ ｅ ｒ ｎ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｍ ａ ｃ ｈ ｉ ｎ ｅ 　 Ｉ ｎ ｔ ｅ ｌ ｌ ｉ ｇ ｅ ｎ ｃ ｅ ，
Ｖ ｏ ｌ ． ２ ２ ， Ｎ ｏ ． １ ， Ｊ ａ ｎ ｕ ａ ｒ ｙ 　 ２ ０ ０ ０ に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 教 師 付 き 分 類 で は 、 公 知 の カ テ ゴ リ ー の 例 を 含 む ト レ ー ニ ン グ デ ー タ が 、 公 知 の ク ラ ス
を そ れ ぞ れ 規 定 す る １ セ ッ ト 以 上 の 関 連 性 を 学 習 す る 学 習 機 構 に 提 供 さ れ る 。 新 し い デ ー
タ は 学 習 機 構 に 適 用 さ れ て も よ く 、 次 に 学 習 さ れ た 関 連 性 を 用 い て そ の 新 し い デ ー タ を 分
類 す る 。 教 師 付 き 分 類 処 理 と し て は 、 例 え ば 、 線 形 回 帰 処 理 （ 例 え ば 、 多 重 線 形 回 帰 （ Ｍ
Ｌ Ｒ ） 、 部 分 最 小 二 乗 （ Ｐ Ｌ Ｓ ） 回 帰 、 及 び 主 成 分 回 帰 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） ） 、 二 分 決 定 木 （ 例 え
ば 、 Ｃ Ａ Ｒ Ｔ （ 分 類 木 と 回 帰 木 ） の よ う な 再 帰 的 分 割 処 理 ） 、 バ ッ ク プ ロ パ ゲ ー シ ョ ン ・
ネ ッ ト ワ ー ク の よ う な 人 工 神 経 ネ ッ ト ワ ー ク 、 判 別 分 析 （ 例 え ば 、 ベ イ ズ 分 類 器 （ Ｂ ａ ｙ
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ｅ ｓ ｉ ａ ｎ 　 ｃ ｌ ａ ｓ ｓ ｉ ｆ ｉ ｅ ｒ ） 又 は フ ィ ッ シ ャ ー 分 析 ） 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 分 類 器 （
ｌ ｏ ｇ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ 　 ｃ ｌ ａ ｓ ｓ ｉ ｆ ｉ ｅ ｒ ） 及 び サ ポ ー ト ・ ベ ク ト ル 分 類 器 （ Ｓ ｕ ｐ ｐ ｏ
ｒ ｔ 　 ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ 　 ｍ ａ ｃ ｈ ｉ ｎ ｅ ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 好 ま し い 教 師 付 き 分 類 法 は 、 再 帰 的 分 割 処 理 で あ る 。 再 帰 的 分 割 処 理 は 、 未 知 の サ ン プ
ル か ら 得 ら れ る ス ペ ク ト ル を 分 類 す る た め に 再 帰 的 分 割 木 が 用 い ら れ る 。 再 帰 的 分 割 処 理
に つ い て は 、 米 国 特 許 仮 出 願 公 開 第 ６ ０ ／ ２ ４ ９ ， ８ ３ ５ 号 明 細 書 （ 出 願 日 ： ２ ０ ０ ０ 年
１ １ 月 １ ６ 日 ） 及 び 第 ６ ０ ／ ２ ５ ４ ， ７ ４ ６ 号 明 細 書 （ 出 願 日 ： ２ ０ ０ ０ 年 １ ２ 月 １ １ 日
） 及 び 米 国 特 許 本 出 願 公 開 第 ０ ９ ／ ９ ９ ９ ， ０ ８ １ 号 明 細 書 （ 出 願 日 ： ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月
１ ５ 日 ） 及 び 第 １ ０ ／ ０ ８ ４ ， ５ ８ ７ 号 明 細 書 （ 出 願 日 ： ２ ０ ０ ２ 年 ２ 月 ２ ５ 日 ） に さ ら
に 詳 し く 説 明 さ れ て い る 。 こ れ ら 全 て の 米 国 特 許 仮 出 願 及 び 本 出 願 は 、 あ ら ゆ る 目 的 で 、
本 明 細 書 に そ の ま ま 参 照 と し て 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 作 成 さ れ る 分 類 モ デ ル を 、 教 師 な し 学 習 法 を 用 い て 作 成 す る こ と
が で き る 。 教 師 な し 分 類 法 は 、 ト レ ー ニ ン グ デ ー タ セ ッ ト が 得 ら れ た ス ペ ク ト ル を 事 前 に
分 類 し な い で 、 ト レ ー ニ ン グ デ ー タ セ ッ ト に お け る 類 似 性 に 基 づ い て 分 類 法 を 学 習 し よ う
と す る 。 教 師 な し 学 習 法 は ク ラ ス タ ー 分 析 を 含 む 。 ク ラ ス タ ー 分 析 は デ ー タ を 「 集 落 （ ク
ラ ス タ ー ） 」 す な わ ち 、 理 想 的 に は 互 い に 非 常 に 似 て お り 、 他 の 集 落 の 要 素 と は 非 常 に 異
な っ て い る 要 素 を 有 す る グ ル ー プ に 分 類 し よ う と す る 。 次 に 、 デ ー タ ア イ テ ム 間 の 距 離 を
測 定 す る あ る 距 離 メ ト リ ッ ク を 用 い て 類 似 性 を 測 定 し 、 互 い に 距 離 が 近 い デ ー タ ア イ テ ム
を 集 め て 集 落 に す る 。 ク ラ ス タ リ ン グ の 方 法 と し て は 、 Ｍ ａ ｃ Ｑ ｕ ｅ ｅ ｎ の Ｋ － 平 均 ア ル
ゴ リ ズ ム 及 び Ｋ ｏ ｈ ｏ ｎ ｅ ｎ の 自 己 組 織 化 マ ッ プ ア ル ゴ リ ズ ム が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 分 類 モ デ ル は 、 任 意 の 適 切 な デ ジ タ ル コ ン ピ ュ ー タ 上 で 作 成 し 、 使 用 す る こ と が で き る
。 適 切 な デ ジ タ ル コ ン ピ ュ ー タ と し て は 、 ユ ニ ッ ク ス 、 ウ ィ ン ド ウ ズ （ 登 録 商 標 ） 、 リ ナ
ッ ク ス （ 登 録 商 標 ） ベ ー ス の オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム な ど の 、 任 意 の 標 準 オ ペ レ ー テ ィ
ン グ シ ス テ ム 又 は 専 門 オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム を 用 い る マ イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タ 、 ミ ニ コ
ン ピ ュ ー タ 及 び 大 型 コ ン ピ ュ ー タ が 挙 げ ら れ る 。 使 用 さ れ る こ の デ ジ タ ル コ ン ピ ュ ー タ は
、 関 心 が あ る ス ペ ク ト ル を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ る 質 量 分 析 計 と 物 理 的 に 分 離 さ れ て い
て も よ い し 、 連 結 さ れ て い て も よ い 。
　 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に よ る ト レ ー ニ ン グ デ ー タ セ ッ ト 及 び 分 類 モ デ ル は 、 デ ジ タ ル コ ン
ピ ュ ー タ に よ り 実 行 さ れ る 、 あ る い は 使 用 さ れ る コ ン ピ ュ ー タ コ ー ド に よ り 統 合 す る こ と
が で き る 。 こ の コ ン ピ ュ ー タ コ ー ド は 、 光 デ ィ ス ク 、 磁 気 デ ィ ス ク 、 ス テ ィ ッ ク 、 テ ー プ
な ど 、 任 意 の 適 切 な コ ン ピ ュ ー タ 可 読 の 媒 体 に 保 存 す る こ と が で き 、 且 つ Ｃ ， Ｃ ＋ ＋ 、 ビ
ジ ュ ア ル ベ ー シ ッ ク な ど の 、 任 意 の 適 切 な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ミ ン グ 言 語 で 書 き 込 む こ
と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 マ ー カ ー の 脱 離 及 び 検 出 に よ り 作 成 さ れ た デ ー タ は 、 任 意 の 適 切 な 手 段 を 用 い て 分 析 す
る こ と が で き る 。 一 つ の 実 施 の 形 態 で は 、 プ ロ グ ラ ム 可 能 な デ ジ タ ル コ ン ピ ュ ー タ を 利 用
し て 、 デ ー タ が 分 析 さ れ る 。 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 一 般 に コ ー ド を 保 存 す る 可 読 媒 体
を 含 む 。 あ る コ ー ド は 、 プ ロ ー ブ 上 の そ れ ぞ れ の 特 徴 づ け る も の の 場 所 、 そ の 特 徴 づ け る
も の に 対 す る 吸 着 剤 の 同 一 性 及 び そ の 吸 着 剤 を 洗 浄 す る た め に 用 い ら れ る 溶 離 条 件 を 含 む
メ モ リ ー に 専 念 す る こ と が で き る 。 ま た 、 コ ン ピ ュ ー タ も イ ン プ ッ ト と し て 、 プ ロ ー ブ 上
の 特 定 の ア ド レ ス 可 能 な 場 所 か ら 受 け 取 る 、 様 々 な 分 子 質 量 に 対 す る 信 号 の 強 度 に 関 す る
デ ー タ を 受 け 取 る コ ー ド を 含 む 。 こ の デ ー タ は 、 各 マ ー カ ー に よ り 生 成 さ れ た 信 号 の 強 度
を 含 み 、 検 出 さ れ た マ ー カ ー の 数 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 デ ー タ 分 析 は 、 検 出 さ れ る マ ー カ ー の 信 号 強 度 （ 例 え ば ピ ー ク の 高 さ ） を 決 定 す る 工 程
及 び 「 外 れ 値 」 （ 所 定 の 統 計 的 分 布 か ら 逸 脱 し た デ ー タ ） を 取 り 除 く 工 程 を 含 む こ と が で
き る 。 観 察 さ れ た ピ ー ク は 正 規 化 す る こ と が で き 、 そ れ に よ り あ る 基 準 に 対 す る そ れ ぞ れ
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の ピ ー ク の 高 さ が 算 出 さ れ る 。 例 え ば 、 基 準 は 装 置 や 化 学 物 質 （ 例 え ば エ ネ ル ギ ー 吸 収 分
子 ） に よ り 生 成 さ れ た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ と す る こ と が で き る 。 こ れ は ス ケ ー ル に お
い て ゼ ロ に 設 定 さ れ る 。 次 に 各 マ ー カ ー 又 は 他 の 生 体 分 子 に つ い て 検 出 さ れ た 信 号 強 度 を
所 望 の ス ケ ー ル （ 例 え ば １ ０ ０ ） に お け る 相 対 強 度 の 形 で 表 示 す る こ と が で き る 。 あ る い
は 、 サ ン プ ル に つ い て 標 準 品 （ 例 え ば 血 清 タ ン パ ク 質 ） を 承 認 し 、 各 マ ー カ ー 又 は 他 の 検
出 さ れ る マ ー カ ー に つ い て 観 察 さ れ る 信 号 の 相 対 強 度 を 算 出 す る た め に 、 そ の 標 準 品 の ピ
ー ク を 基 準 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ は 、 得 ら れ た デ ー タ を 、 デ ィ ス プ レ イ の た め の 様 々 な フ ォ ー マ ッ ト に 変 換
す る こ と が で き る 。 「 ス ペ ク ト ル 図 又 は 保 持 マ ッ プ （ ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ｕ ｍ 　 ｖ ｉ ｅ ｗ 　 ｏ ｒ
　 ｒ ｅ ｔ ｅ ｎ ｔ ａ ｔ ｅ 　 ｍ ａ ｐ ） 」 と 呼 ば れ る 一 つ の フ ォ ー マ ッ ト で は 、 標 準 ス ペ ク ト ル
図 を 表 示 す る こ と が で き 、 そ の 中 で そ の 図 は 、 特 定 の 分 子 量 ご と に 検 出 器 に 到 達 し た マ ー
カ ー の 量 を 示 す 。 「 ピ ー ク マ ッ プ 」 と 呼 ば れ る 他 の フ ォ ー マ ッ ト で は 、 ス ペ ク ト ル 図 か ら
ピ ー ク の 高 さ 及 び 質 量 の 情 報 の み が 保 持 さ れ 、 よ り き れ い な 画 像 を 生 み 出 し 、 ほ ぼ 同 じ 分
子 量 を 持 つ マ ー カ ー を よ り 簡 単 に 認 識 す る こ と が で き る 。 「 ゲ ル 図 」 と 呼 ば れ る さ ら に 他
の フ ォ ー マ ッ ト で は 、 そ れ ぞ れ の ピ ー ク の 高 さ に 基 づ い て 、 ピ ー ク 図 か ら の そ れ ぞ れ の 質
量 を 濃 淡 画 像 に 変 換 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 、 外 観 が 電 気 泳 動 ゲ ル 上 の バ ン ド の よ う に
見 え る 。 「 ３ Ｄ オ ー バ ー レ イ 」 と 呼 ば れ る さ ら に 他 の フ ォ ー マ ッ ト で は 、 相 対 的 な ピ ー ク
の 高 さ の わ ず か な 変 化 を 観 察 す る た め に 、 い く つ か の ス ペ ク ト ル を 重 ね 合 わ せ る こ と が で
き る 。 「 相 違 マ ッ プ 図 」 と 呼 ば れ る さ ら に 他 の フ ォ ー マ ッ ト で は 、 独 特 の マ ー カ ー 及 び サ
ン プ ル 間 に お い て 上 方 制 御 あ る い は 下 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー を 簡 便 に 強 調 表 示 す る こ と に
よ り 、 ２ つ 以 上 の ス ペ ク ト ル を 比 較 す る こ と が で き る 。 任 意 の 二 つ の サ ン プ ル か ら の マ ー
カ ー プ ロ フ ァ イ ル （ ス ペ ク ト ル ） は 、 視 覚 的 に 比 較 し て も よ い 。 さ ら に 他 の フ ォ ー マ ッ ト
で は 、 ス ポ ッ ト フ ァ イ ア ・ ス キ ャ タ ・ プ ロ ッ ト （ Ｓ ｐ ｏ ｔ ｆ ｉ ｒ ｅ 　 Ｓ ｃ ａ ｔ ｔ ｅ ｒ 　 Ｐ
ｌ ｏ ｔ ） を 用 い る こ と が で き 、 こ れ は 検 出 さ れ る マ ー カ ー を 点 で プ ロ ッ ト し 、 プ ロ ッ ト の
一 つ の 軸 は 検 出 さ れ た マ ー カ ー の 見 か け の 分 子 を 示 し 、 他 方 の 軸 は 検 出 さ れ た マ ー カ ー の
信 号 強 度 を 示 す 。 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル に つ い て 、 検 出 さ れ た マ ー カ ー 及 び サ ン プ ル 中 に 存
在 す る マ ー カ ー の 量 を コ ン ピ ュ ー タ 可 読 媒 体 に 保 存 す る こ と が で き る 。 こ の デ ー タ は 次 に
コ ン ト ロ ー ル （ 例 え ば 、 ヒ ト 癌 を 検 出 す る こ と が で き な い 女 性 な ど の コ ン ト ロ ー ル 中 に 検
出 さ れ た マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル 又 は 量 ） と 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
Ｖ ． 被 験 動 物 の 状 態 の 決 定
　 任 意 の バ イ オ マ ー カ ー が 個 別 的 に 、 乳 癌 の 状 態 の 決 定 を 補 助 す る の に 有 用 で あ る 。 ま ず
、 被 験 動 物 の サ ン プ ル 中 の 選 択 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 本 明 細 書 に 記 述 し た 方 法 （ 例 え ば
、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － Ｎ ｉ バ イ オ チ ッ プ 上 で 捕 捉 し 、 次 に 質 量 分 析 法 に よ り 検 出 す る
） を 用 い て 測 定 す る 。 次 に 、 そ の 測 定 値 を 診 断 量 又 は 乳 癌 の 状 態 を 癌 に 罹 患 し て い な い 状
態 か ら 識 別 す る コ ン ト ロ ー ル と 比 較 す る 。 診 断 量 は 、 特 定 の バ イ オ マ ー カ ー が 癌 に 罹 患 し
て い な い 状 態 と 比 較 す る と 、 癌 の 状 態 に お い て 上 方 制 御 又 は 下 方 制 御 さ れ る と い う 本 明 細
書 で の 情 報 を 反 映 す る 。 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る よ う に 、 使 用 さ れ る 特 定 の 診 断
量 は 、 診 断 医 の 好 み に 応 じ て 、 診 断 検 査 の 感 度 又 は 特 異 度 が 増 加 す る よ う に 調 整 す る こ と
が で き る 。 従 っ て 、 テ ス ト 量 と 診 断 量 を 比 較 す る こ と に よ り 、 乳 癌 の 状 態 が 示 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 個 々 の バ イ オ マ ー カ ー は 有 用 な 診 断 マ ー カ ー で あ る が 、 バ イ オ マ ー カ ー を 組 み 合 わ せ る
と 、 単 独 の マ ー カ ー よ り も 予 測 値 が 高 く な る こ と が 分 か っ て い る 。 よ り 具 体 的 に は 、 マ ー
カ ー Ｂ Ｃ １ 、 Ｂ Ｃ ２ 及 び Ｂ Ｃ ３ が 、 単 独 で も 組 み 合 わ せ て で も 、 最 も 高 い 識 別 力 を 示 す バ
イ オ マ ー カ ー で あ る 。
　 こ の バ イ オ マ ー カ ー を 組 み 合 わ せ て 使 用 す る た め に は 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 ア ル ゴ リ ズ
ム が 有 用 で あ る 。 テ ス ト デ ー タ よ り 診 断 ア ル ゴ リ ズ ム を 作 成 す る た め に Ｕ Ｍ Ｓ Ａ ア ル ゴ リ
ズ ム が 特 に 有 用 で あ る 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Ｚ ． Ｚ ｈ ａ ｎ ｇ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ａ ｐ ｐ ｌ
ｙ ｉ ｎ ｇ 　 ｃ ｌ ａ ｓ ｓ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｓ ｅ ｐ ａ ｒ ａ ｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙ 　 ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ
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ｓ 　 ｔ ｏ 　 ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ａ ａ ｒ ｙ 　 ｄ ａ ｔ ａ に 開 示 さ れ て い る 。 （ Ｉ ｎ ： Ｌ ｉ ｎ ， Ｓ Ｍ ， Ｊ
ｏ ｈ ｎ ｓ ｏ ｎ ， Ｋ Ｆ ， ｅ ｄ ｓ ． Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ 　 ｏ ｆ 　 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ａ ｒ ｒ ａ ｙ 　 ｄ ａ ｔ ａ
　 ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ ： ｐ ａ ｐ ｅ ｒ ｓ 　 ｆ ｒ ｏ ｍ 　 Ｃ Ａ Ｍ Ｄ Ａ 　 ’ ０ ０ ． Ｂ ｏ ｓ ｔ ｏ ｎ ： Ｋ
ｌ ｕ ｗ ｅ ｒ 　 Ａ ｃ ａ ｄ ｅ ｍ ｉ ｃ 　 Ｐ ｕ ｂ ｌ ｉ ｓ ｈ ｅ ｒ ｓ ， ２ ０ ０ １ ： １ ２ ５ － １ ３ ６ ； ａ
ｎ ｄ 　 Ｚ ． Ｚ ｈ ａ ｎ ｇ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｆ ｉ ｓ ｈ ｉ ｎ ｇ 　 Ｅ ｘ ｐ ｅ ｄ ｉ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 － ａ 　
Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｖ ｉ ｓ ｅ ｄ 　 Ａ ｐ ｐ ｒ ｏ ａ ｃ ｈ 　 ｔ ｏ 　 Ｅ ｘ ｔ ｒ ａ ｃ ｔ 　 Ｐ ａ ｔ ｔ ｅ ｒ ｎ ｓ 　
ｆ ｒ ｏ ｍ 　 ａ 　 Ｃ ｏ ｍ ｐ ｅ ｎ ｄ ｉ ｕ ｍ 　 ｏ ｆ 　 Ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 Ｐ ｒ ｏ ｆ ｉ ｌ ｅ ｓ
． 　 Ｉ ｎ 　 Ｌ ｉ ｎ 　 Ｓ Ｍ ， 　 Ｊ ｏ ｈ ｎ ｓ ｏ ｎ ， Ｋ Ｆ ， ｅ ｄ ｓ ． Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ａ ｒ ｒ ａ ｙ 　 Ｄ
ａ ｔ ａ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ 　 Ｉ Ｉ ： Ｐ ａ ｐ ｅ ｒ ｓ 　 ｆ ｒ ｏ ｍ 　 Ｃ Ａ Ｍ Ｄ Ａ 　 ’ ０ １ ． Ｂ ｏ
ｓ ｔ ｏ ｎ ： Ｋ ｌ ｕ ｗ ｅ ｒ 　 Ａ ｃ ａ ｄ ｅ ｍ ｉ ｃ 　 Ｐ ｕ ｂ ｌ ｉ ｓ ｈ ｅ ｒ ｓ ， ２ ０ ０ ２ ）
【 ０ １ １ ３ 】
　 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 操 作 者 が 所 望 す る 特 定 の 特 異 度 及 び 感 度 に 合 わ せ た 多 変 量 分 類 （
診 断 ） ア ル ゴ リ ズ ム を 生 成 す る 。 次 に 、 乳 癌 の 状 態 を 決 定 す る た め に そ の 分 類 ア ル ゴ リ ズ
ム を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 も ま た 、 被 験 動 物 の サ ン プ ル 中 の 選 択 さ れ た バ イ オ
マ ー カ ー （ 例 え ば 、 マ ー カ ー Ｂ Ｃ １ 、 Ｂ Ｃ ２ 及 び Ｂ Ｃ ３ ） を 測 定 す る こ と に 関 連 す る 。 こ
れ ら の 測 定 値 に つ い て 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム を 実 行 す る 。 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 乳 癌 の 状 態 を
示 す 指 標 ス コ ア を 生 成 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 例 と し て 提 供 さ れ る も の で あ り 、 限 定 す る こ と を 意 図 し て い な い 。 今
ま で 具 体 的 な 例 を 提 供 し て き た が 、 上 記 の 記 述 は 例 示 で あ っ て 制 限 的 な も の で は な い 。 先
に 説 明 し た 実 施 の 形 態 に お け る 任 意 の １ つ 以 上 の 特 質 は 、 任 意 の 方 法 に よ り 、 本 発 明 の 任
意 の 他 の 実 施 の 形 態 に お け る １ つ 以 上 の 特 質 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 明
細 書 を 精 査 す れ ば 、 本 発 明 に お け る 多 く の 変 形 が 当 業 者 に と っ て 明 ら か と な る だ ろ う 。 従
っ て 、 本 発 明 の 範 囲 は 、 上 記 の 説 明 を 参 照 し て 決 定 さ れ る べ き で は な く 、 添 付 の 特 許 請 求
の 範 囲 を 参 照 し て 、 そ れ ら の 同 等 物 の 全 容 と と も に 決 定 さ れ る べ き で あ る 。
　 本 出 願 に 引 用 さ れ た 全 て の 出 版 物 及 び 特 許 文 献 は 、 個 々 の 出 版 物 又 は 特 許 文 献 が そ の よ
う に 個 別 に 示 さ れ て い る の と 同 程 度 の あ ら ゆ る 目 的 で 、 そ の 全 内 容 は 本 明 細 書 に 参 照 と し
て 取 り 込 ま れ る 。 各 種 の 参 考 文 献 を 本 明 細 書 に 引 用 す る こ と に よ り 、 本 出 願 者 ら は 任 意 の
特 定 の 参 考 文 献 が 本 発 明 の 「 先 行 技 術 」 で あ る と は 認 め な い 。
【 ０ １ １ ５ 】
実 施 例
概 説
　 以 下 の 実 施 例 で は 、 以 下 に 示 す 材 料 と 方 法 が 使 用 さ れ た 。
サ ン プ ル
　 遡 及 的 血 清 サ ン プ ル は 、 臨 床 試 験 に お け る ジ ョ ー ン ズ ・ ホ プ キ ン ス ・ ジ ョ イ ン ト ・ コ ミ
テ ィ ー （ Ｊ ｏ ｈ ｎ ｓ 　 Ｈ ｏ ｐ ｋ ｉ ｎ ｓ 　 Ｊ ｏ ｉ ｎ ｔ 　 Ｃ ｏ ｍ ｍ ｉ ｔ ｔ ｅ ｅ 　 ｏ ｎ 　 Ｃ ｌ ｉ
ｎ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ｉ ｇ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） が 承 認 し た プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 ジ ョ ー ン ズ
・ ホ プ キ ン ス の 臨 床 化 学 血 清 バ ン ク か ら 入 手 し た 。 本 試 験 に は 、 全 部 で １ ６ ９ の 検 体 が 含
ま れ た 。 癌 グ ル ー プ は 、 異 な る 臨 床 病 期 （ ス テ ー ジ ０ 期 （ ｎ ＝ ４ ） 、 ス テ ー ジ Ｉ 期 （ ｎ ＝
３ ８ ） 、 ス テ ー ジ Ｉ Ｉ 期 （ ｎ ＝ ３ ７ ） 及 び ス テ ー ジ Ｉ Ｉ Ｉ 期 （ ｎ ＝ ２ ４ ） ） の 乳 癌 患 者 か
ら １ ０ ３ の 血 清 サ ン プ ル よ り 構 成 さ れ た 。 診 断 は 病 理 学 的 に 確 認 し 、 検 体 は 治 療 前 に 入 手
し た 。 こ れ ら の 患 者 の う ち 、 ６ 名 の 年 齢 の 情 報 が 入 手 で き な か っ た 。 残 り ９ ６ 名 の 患 者 の
年 齢 は ３ ４ 歳 か ら ８ ７ 歳 の 範 囲 に わ た り 、 中 央 値 は ５ ６ 歳 だ っ た 。 癌 に 罹 患 し て い な い コ
ン ト ロ ー ル グ ル ー プ は 、 ２ ５ 名 の 良 性 の 乳 房 疾 患 （ Ｂ Ｎ ） 及 び ４ １ 名 の 健 康 な 女 性 （ Ｈ Ｃ
） か ら の 血 清 よ り 構 成 さ れ た 。 ２ １ 名 の 健 康 な 女 性 か ら は 、 正 確 な 年 齢 の 情 報 を 入 手 で き
な か っ た 。 残 り ２ ０ 名 の 健 康 な 女 性 の 年 齢 は ３ ９ 歳 か ら ５ ７ 歳 の 範 囲 に わ た り 、 中 央 値 は
４ ５ 歳 だ っ た 。 良 性 状 態 の グ ル ー プ の 年 齢 は ２ １ 歳 か ら ７ ８ 歳 の 範 囲 に わ た り 、 中 央 値 は
４ ８ 歳 だ っ た 。 全 て の サ ン プ ル は 、 使 用 す る ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
プ ロ テ イ ン チ ッ プ 分 析
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　 ２ ０ μ ｌ の 各 血 清 サ ン プ ル に 、 ３ ０ μ ｌ の ８ Ｍ の 尿 素 、 １ ％ の Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ
（ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） を 加 え た 。 混 合 液 は ４ ℃ で １ ５ 分 間 ボ ル テ ッ ク ス し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で １ ： ４ ０ の
比 と な る よ う に 希 釈 し た 。 固 定 化 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー キ ャ プ チ ャ ー チ ッ プ （ Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ３ ）
は 、 メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 （ サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州
） に 従 っ て 、 ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ｉ Ｓ Ｏ ４ で 活 性 化 さ せ た 。 ５ ０ μ ｌ の 希 釈 し た サ ン プ ル を 、 ９
６ ウ ェ ル バ イ オ プ ロ セ ッ サ （ サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州
） を 用 い て プ ロ テ イ ン チ ッ プ ア レ イ 上 の ス ポ ッ ト に そ れ ぞ れ ア プ ラ イ し た 。 プ ラ ッ ト フ ォ
ー ム シ ェ ー カ ー 上 で 室 温 に て ６ ０ 分 間 結 合 さ せ た 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ で ５ 分 間 の ア レ
イ の 洗 浄 を ２ 回 行 い 、 次 に １ ０ ０ μ ｌ の ｄ Ｈ ２ Ｏ で ２ 回 す ば や く リ ン ス し た 。 風 乾 し た 後
、 ５ ０ ％ の ア セ ト ニ ト リ ル 及 び ０ ． ５ ％ の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 で 調 製 し た ０ ． ５ μ ｌ の 飽 和
シ ナ ピ ン 酸 （ Ｓ Ｐ Ａ ） を 各 ス ポ ッ ト に ２ 回 ア プ ラ イ し た 。 キ レ ー ト 化 し た 金 属 （ ヒ ス チ ジ
ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 シ ス テ イ ン 又 は リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 を 介 し て ） に 結 合 し た タ ン パ ク 質
は 、 Ｐ Ｂ Ｓ － Ｉ Ｉ マ ス リ ー ダ ー で 検 出 し た 。 強 度 を ２ ４ ０ 、 検 出 器 の 感 度 を ８ に し て 、 ８
０ の レ ー ザ ー シ ョ ッ ト を 平 均 化 す る こ と に よ り 、 デ ー タ を 収 集 し た 。 再 現 性 は ２ つ の 代 表
的 な 血 清 サ ン プ ル （ 一 つ は 健 常 コ ン ト ロ ー ル か ら 、 も う 一 つ は 癌 患 者 か ら ） を 用 い て 評 価
し た 。 二 つ の バ イ オ プ ロ セ ッ サ の そ れ ぞ れ に お い て 、 一 つ の Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － Ｎ ｉ チ ッ プ の ８ ベ
イ ト 表 面 の 全 て に 、 各 血 清 サ ン プ ル を ス ポ ッ ト し た 。 変 動 係 数 は 、 選 択 さ れ た マ ス ピ ー ク
に つ い て 評 価 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 及 び 生 物 統 計 学
　 ２ Ｋ ～ １ ５ ０ Ｋ 間 の Ｍ ／ Ｚ を 有 す る 認 定 さ れ た マ ス ピ ー ク （ Ｓ ／ Ｎ ＞ ５ 、 及 び ０ ． ３ ％
の ク ラ ス タ ー ・ マ ス ・ ウ ィ ン ド ウ （ ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ｅ ｒ 　 ｍ ａ ｓ ｓ 　 ｗ ｉ ｎ ｄ ｏ ｗ ） ） を 選 択
し 、 プ ロ テ イ ン チ ッ プ ・ ソ フ ト ウ ェ ア ３ ． ０ （ サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 、
カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 用 い て ピ ー ク 強 度 を 全 イ オ ン 流 に 対 し て 正 規 化 し た 。 更 な る 事 前 の
処 理 工 程 は 、 目 的 の ス ペ ク ト ル （ Ｍ ／ Ｚ ＝ ２ ｋ Ｄ ～ １ ５ ０ ｋ Ｄ ） の 全 て の 範 囲 に わ た っ て
、 よ り 一 貫 性 の あ る レ ベ ル の デ ー タ の ば ら つ き を 得 る た め に 、 ピ ー ク 強 度 の デ ー タ に 適 用
さ れ た 対 数 変 換 が 含 ま れ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 二 つ の 診 断 グ ル ー プ の 最 適 な 分 離 に 対 す る そ れ ぞ れ の ピ ー ク の 寄 与 率 を 計 算 し 、 ラ ン ク
付 け る た め に 、 ソ フ ト ウ ェ ア ・ パ ッ ケ ー ジ ・ Ｐ ｒ ｏ Ｐ ｅ ａ ｋ （ ３ Ｚ 　 Ｉ ｎ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｔ ｉ
ｃ ｓ 、 サ ウ ス カ ロ ラ イ ナ 州 ） を 使 用 し た 。 Ｐ ｒ ｏ Ｐ ｅ ａ ｋ は 、 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ 分 析
に お い て 使 用 し た こ と が 最 初 に 報 告 さ れ た 統 合 最 大 分 離 可 能 度 分 析 （ Ｕ ｎ ｉ ｆ ｉ ｅ ｄ 　 Ｍ
ａ ｘ ｉ ｍ ｕ ｍ 　 Ｓ ｅ ｐ ａ ｒ ａ ｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ （ Ｕ Ｍ Ｓ Ａ ） ） ア ル ゴ リ ズ
ム の 線 形 バ ー ジ ョ ン を 実 行 す る （ Ｚ ． Ｚ ｈ ａ ｎ ｇ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ａ ｐ ｐ ｌ ｙ ｉ ｎ ｇ 　 Ｃ
ｌ ａ ｓ ｓ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｓ ｅ ｐ ａ ｒ ａ ｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ 　 ｔ ｏ 　 Ｍ
ｉ ｃ ｒ ｏ ａ ｒ ｒ ａ ｙ 　 Ｄ ａ ｔ ａ ， ｉ ｎ 　 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． ｏ ｆ 　 Ｃ ｒ ｉ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ａ ｓ ｓ ｅ ｓ
ｓ ｍ ｅ ｎ ｔ 　 ｏ ｆ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｉ ｑ ｕ ｅ ｓ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ａ ｒ ｒ ａ ｙ 　 Ｄ ａ ｔ ａ 　
Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ （ Ｃ Ａ Ｍ Ｄ Ａ 　 ’ ０ ０ ） ， Ｋ ｌ ｕ ｗ ｅ ｒ 　 Ａ ｃ ａ ｄ ｅ ｍ ｉ ｃ 　 Ｐ ｕ ｂ ｌ
ｉ ｓ ｈ ｅ ｒ ｓ ， ２ ０ ０ １ ） 。 Ｕ Ｍ Ｓ Ａ ア ル ゴ リ ズ ム の 鍵 と な る 特 性 は 、 二 つ の デ ー タ の ク
ラ ス が 最 も よ く 分 離 さ れ る 方 向 を 同 定 す る た め に 、 デ ー タ 分 布 情 報 を 構 造 的 リ ス ク 最 小 化
学 習 （ ｓ ｔ ｒ ｕ ｃ ｔ ｕ ｒ ａ ｌ 　 ｒ ｉ ｓ ｋ 　 ｍ ｉ ｎ ｉ ｍ ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ － ｌ ｅ ａ ｒ ｎ ｉ ｎ ｇ
） ア ル ゴ リ ズ ム に 組 み 入 れ た こ と で あ る （ Ｖ ａ ｐ ｎ ｉ ｋ 　 Ｖ Ｎ ， 　 Ｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ａ
ｌ 　 Ｌ ｅ ａ ｒ ｎ ｉ ｎ ｇ 　 Ｔ ｈ ｅ ｏ ｒ ｙ ， Ｊ ｏ ｈ ｎ 　 Ｗ ｉ ｌ ｅ ｙ 　 ＆ 　 Ｓ ｏ ｎ ｓ ， Ｉ ｎ ｃ ．
， Ｎ ｅ ｗ 　 Ｙ ｏ ｒ ｋ ， １ ９ ９ ８ １ ４ ） 。 こ の 方 向 は 、 元 の 変 数 の 一 次 結 合 （ 加 重 和 ） と し
て 表 さ れ る 。 こ の 結 合 に お け る そ れ ぞ れ の 変 数 に 割 り 当 て ら れ た 重 み は 、 二 つ の デ ー タ ク
ラ ス の 分 離 に 対 す る 変 数 の 寄 与 率 を 測 定 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 Ｐ ｒ ｏ Ｐ ｅ ａ ｋ は ３ 種 の Ｕ Ｍ Ｓ Ａ ベ ー ス の 分 析 モ ジ ュ ー ル を 提 供 す る 。 第 一 の モ ジ ュ ー
ル は 、 そ れ ぞ れ の 検 体 を 個 々 の 点 と し て ３ 次 元 の 成 分 空 間 に 投 影 す る 成 分 分 析 モ ジ ュ ー ル
で あ る 。 こ の 成 分 （ 軸 ） は 、 元 の ス ペ ク ト ル ピ ー ク 強 度 の 一 次 結 合 で あ る 。 こ の 軸 は 、 二
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つ の 事 前 に 規 定 し た デ ー タ グ ル ー プ が 最 大 の 分 離 可 能 度 を 達 成 す る 方 向 に 相 当 す る 。 二 つ
の デ ー タ グ ル ー プ 間 の 分 離 は 、 双 方 向 性 ３ Ｄ デ ィ ス プ レ イ で 点 検 す る こ と が で き る 。 第 二
の モ ジ ュ ー ル は 、 そ れ ぞ れ の ピ ー ク に つ い て の 有 意 性 ス コ ア を 計 算 し 、 二 つ の 事 前 に 規 定
し た デ ー タ グ ル ー プ の 最 大 の 分 離 に 対 す る そ れ ら の 集 積 さ れ た 寄 与 率 に 従 っ て ラ ン ク 付 け
す る た め の Ｕ Ｍ Ｓ Ａ を 適 用 す る た め に 後 進 ス テ ッ プ ワ イ ズ 変 数 選 択 （ ｂ ａ ｃ ｋ ｗ ａ ｒ ｄ 　
ｓ ｔ ｅ ｐ ｗ ｉ ｓ ｅ 　 ｓ ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ） プ ロ セ ス を 用 い る ス テ ッ プ ワ イ ズ ・ セ レ ク シ ョ
ン ・ モ ジ ュ ー ル で あ る 。 ス コ ア の 絶 対 値 が デ ー タ 分 離 に 対 す る 相 対 的 な 重 要 度 を 表 す の に
対 し 、 正 の ス コ ア 及 び 負 の ス コ ア は 、 罹 患 グ ル ー プ に つ い て 相 当 す る マ ス ピ ー ク の 発 現 レ
ベ ル が 相 対 的 に 増 加 し た 及 び 減 少 し た こ と を そ れ ぞ れ 示 す 。 デ ー タ 中 の 関 係 の な い ア ー テ
ィ フ ァ ク ト の み に 基 づ い た ピ ー ク の 選 択 を 避 け る た め に 、 第 三 の Ｐ ｒ ｏ Ｐ ｅ ａ ｋ の モ ジ ュ
ー ル 、 す な わ ち ブ ー ト ス ト ラ ッ プ は 、 毎 回 両 方 の グ ル ー プ か ら 定 率 の サ ン プ ル を ラ ン ダ ム
に 除 去 す る 操 作 を 複 数 回 実 行 す る た め の Ｕ Ｍ Ｓ Ａ を 繰 り 返 す ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 手 順 を 使 用
す る 。 中 央 値 及 び 平 均 ラ ン ク 、 及 び 相 当 す る 標 準 偏 差 が ピ ー ク ご と に 推 定 さ れ る 。 有 望 な
バ イ オ マ ー カ ー は 、 中 央 値 及 び 平 均 ラ ン ク が 上 位 で あ り 、 標 準 偏 差 の ラ ン ク が 最 小 で あ る
ピ ー ク で あ る べ き で あ る 。 目 的 物 の 選 択 基 準 を 確 立 す る 方 法 と し て は 、 同 じ ブ ー ト ス ト ラ
ッ プ 手 順 が 、 実 際 の デ ー タ の 分 布 を ピ ー ク か ら ピ ー ク へ 順 次 シ ミ ュ レ ー ト す る ラ ン ダ ム デ
ー タ セ ッ ト に も 適 用 さ れ る 。 一 貫 性 の あ る 成 績 を 有 す る ピ ー ク を 選 択 す る た め の 標 準 偏 差
の ラ ン ク に 関 す る 統 計 的 に 適 切 な カ ッ ト オ フ 値 を 設 定 す る た め に 、 実 際 の デ ー タ か ら の 結
果 を シ ミ ュ レ ー ト さ れ た デ ー タ か ら の も の と 比 較 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ２ ０ 】
乳 癌 を 早 期 段 階 で 検 出 す る バ イ オ マ ー カ ー の 同 定
　 乳 癌 を 早 期 段 階 で 検 出 す る こ と が で き る 有 望 な バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る た め に 、 ス テ
ー ジ ０ ～ Ｉ 期 の 乳 癌 患 者 か ら の 検 体 の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル を 癌 に 罹 患 し て い な い コ ン
ト ロ ー ル の も の と 比 較 し た 。 分 析 は 、 Ｐ ｒ ｏ Ｐ ｅ ａ ｋ の 三 種 全 て の モ ジ ュ ー ル を 用 い 、 複
数 回 繰 り 返 し て 行 っ た 。 こ の 繰 り 返 し の 過 程 で 、 元 の 完 全 な ス ペ ク ト ル は 、 二 つ の 選 択 さ
れ た 診 断 グ ル ー プ 間 の 最 適 な 分 離 に お い て 高 レ ベ ル の 有 意 性 を 一 貫 し て 実 証 す る マ ス ピ ー
ク の 小 さ い サ ブ セ ッ ト ま で に 削 減 さ れ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー の 小 さ い パ ネ ル を 選 択 し 、 ス テ ー ジ Ｉ Ｉ 期 及 び Ｉ Ｉ Ｉ 期 の 癌 患 者 か ら の
デ ー タ を 用 い て 、 そ の マ ー カ ー の 乳 癌 検 出 能 を 個 別 的 に 試 験 し た 。 そ の 全 部 の デ ー タ セ ッ
ト に 基 づ い て 、 多 変 量 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 を 用 い て 複 合 指 数 を 導 き 出 し た 。 二 標 本 ｔ 検 定
か ら の ｐ 値 を 含 む 記 述 統 計 を 推 定 し た 。 次 に 、 選 択 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー と 複 合 指 数 に つ
い て 受 診 者 動 作 特 性 （ Ｒ Ｏ Ｃ ） 曲 線 分 析 を 実 行 し た 。 ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 手 順 を 用 い て 、 感
度 及 び 特 異 度 の よ う な 複 合 指 数 の 成 績 評 価 基 準 を 推 定 し た （ Ｅ ｆ ｒ ｏ ｎ 　 Ｂ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｔ
ｉ ｂ ｓ ｈ ｉ ｒ ａ ｎ ｉ 　 Ｒ ． Ｂ ｏ ｏ ｔ ｓ ｔ ｒ ａ ｐ 　 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｓ ｔ ａ ｎ ｄ ａ
ｒ ｄ 　 Ｅ ｒ ｒ ｏ ｒ ｓ ， Ｃ ｏ ｎ ｆ ｉ ｄ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｖ ａ ｌ ｓ ， ａ ｎ ｄ 　 Ｏ ｔ ｈ ｅ ｒ
　 Ｍ ｅ ａ ｓ ｕ ｒ ｅ ｓ 　 ｏ ｆ 　 Ｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ａ ｃ ｃ ｕ ｒ ａ ｃ ｙ ． Ｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｓ
ｔ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ． １ ９ ８ ６ ； １ ： ５ ４ － ７ ５ ） 。 こ の 手 順 で は 、 感 度 及 び 特
異 度 を 計 算 す る た め の ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 及 び テ ス ト セ ッ ト に よ り 複 合 指 数 を 導 き 出 す た
め に 、 ラ ン ダ ム リ サ ン プ リ ン グ に よ り 、 患 者 の デ ー タ セ ッ ト の 全 て を ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト
に 分 割 し た 。 こ の リ サ ン プ リ ン グ プ ロ セ ス は 何 度 も 繰 り 返 し た 。 感 度 及 び 特 異 度 に お け る
ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 推 定 を 作 成 す る た め に 、 複 数 回 の 実 行 に よ り 得 ら れ た 結 果 を 最 後 に 集 約
し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ２ ２ 】
ピ ー ク 検 出 及 び デ ー タ 処 理
　 Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － Ｎ ｉ ２ ＋ チ ッ プ 上 に 保 持 さ れ た 血 清 タ ン パ ク 質 は 、 Ｐ Ｂ Ｓ － Ｉ Ｉ マ ス リ ー ダ
ー で 分 析 し た 。 全 部 で １ ４ ７ の ２ Ｋ Ｄ を 超 え る Ｍ ／ Ｚ を 有 す る 定 量 化 し た マ ス ピ ー ク （ Ｓ
／ Ｎ ＞ ５ 、 及 び ０ ． ３ ％ の ク ラ ス タ ー ・ マ ス ・ ウ ィ ン ド ウ （ ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ｅ ｒ 　 ｍ ａ ｓ ｓ 　
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ｗ ｉ ｎ ｄ ｏ ｗ ） ） を 選 択 し た 。 ２ Ｋ Ｄ に 満 た な い Ｍ ／ Ｚ の ピ ー ク は 、 マ ト リ ッ ク ス か ら の
干 渉 を 排 除 す る た め に 除 外 さ れ る 。 オ ー ル ・ イ ン ・ １ ・ プ ロ テ イ ン 標 準 品 （ Ａ ｌ ｌ 　 Ｉ ｎ
　 １ 　 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 Ｓ ｔ ａ ｎ ｄ ａ ｒ ｄ （ サ イ フ ァ ー ジ ェ ン ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 、 カ
リ フ ォ ル ニ ア 州 ） ） を 用 い て 外 部 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン に よ り ０ ． １ ％ の 質 量 の 正 確 性 が 達
成 さ れ た 。 こ の よ う な 分 析 か ら 得 ら れ た 代 表 的 な ス ペ ク ト ル を 図 ２ に 示 す 。 対 数 変 換 を ピ
ー ク 強 度 値 に 適 用 し た 。 図 ３ の プ ロ ッ ト は 、 対 数 変 換 に よ る ば ら つ き 低 減 及 び 同 等 化 の 効
果 を 示 す 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ２ ３ 】
早 期 癌 及 び 癌 に 罹 患 し て い な い コ ン ト ロ ー ル に 基 づ く バ イ オ マ ー カ ー の 選 択
　 乳 癌 を 早 期 に 検 出 す る 可 能 性 が あ る バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る た め に 、 早 期 癌 の 罹 患 者
を 陽 性 グ ル ー プ （ ス テ ー ジ ０ ～ Ｉ 期 、 ｎ ＝ ４ ２ ） 及 び 癌 に 罹 患 し て い な い コ ン ト ロ ー ル を
陰 性 グ ル ー プ （ Ｈ Ｃ ＋ Ｂ Ｎ 、 ｎ ＝ ６ ６ ） と し て 用 い 、 Ｕ Ｍ Ｓ Ａ を 実 行 し た 。 ま ず 、 １ ４ ７
の マ ス ピ ー ク 全 て の 一 次 結 合 か ら 導 き 出 さ れ た Ｕ Ｍ Ｓ Ａ を 用 い て 、 二 つ の グ ル ー プ 間 の 分
離 可 能 度 を 試 験 し た 。 早 期 癌 は 、 全 て の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル を 比 較 し た 際 に 、 癌 に 罹
患 し て い な い グ ル ー プ か ら 分 離 す る こ と が で き た 。 図 ４ Ａ は 、 Ｕ Ｍ Ｓ Ａ 成 分 ３ Ｄ 空 間 に お
け る 早 期 癌 に 罹 患 し て い る グ ル ー プ （ 淡 色 ） と 癌 に 罹 患 し て い な い グ ル ー プ （ 濃 色 ） を プ
ロ ッ ト し た も の で あ る 。
　 一 貫 し て 良 い 成 績 を 示 す バ イ オ マ ー カ ー を 選 択 す る た め に 、 Ｐ ｒ ｏ Ｐ ｅ ａ ｋ ブ ー ト ス ト
ラ ッ プ モ ジ ュ ー ル を 用 い て Ｕ Ｍ Ｓ Ａ を 繰 り 返 し 適 用 し 、 毎 回 ３ ０ ％ の 除 外 率 で 合 計 １ ０ ０
回 行 っ た 。 同 様 の 手 順 を 、 シ ミ ュ レ ー ト さ れ た ラ ン ダ ム デ ー タ セ ッ ト に も 適 用 し た 。 シ ミ
ュ レ ー ト さ れ た デ ー タ か ら 導 き 出 さ れ た 最 小 標 準 偏 差 は ７ だ っ た 。 実 験 デ ー タ で は 、 １ ５
の マ ス ピ ー ク が こ の 値 よ り も 小 さ い 標 準 偏 差 を 有 し て い た 。 こ の マ ス ピ ー ク の サ ブ セ ッ ト
は 、 さ ら に 分 析 す る た め に 、 候 補 バ イ オ マ ー カ ー と し て 選 択 し た 。 こ れ ら の 平 均 ラ ン ク 及
び 相 当 す る 標 準 偏 差 を プ ロ ッ ト し た も の を 図 ４ に 示 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 こ の 削 減 さ れ た 候 補 バ イ オ マ ー カ ー の セ ッ ト に つ い て 、 そ れ ら の ピ ー ク を さ ら に ラ ン ク
付 け る た め に 、 Ｐ ｒ ｏ Ｐ ｅ ａ ｋ の ス テ ッ プ ワ イ ズ ・ セ レ ク シ ョ ン ・ モ ジ ュ ー ル を 適 用 し た
。 １ ５ の ピ ー ク （ 表 ４ 参 照 ） に お け る 相 対 的 有 意 性 ス コ ア の 絶 対 値 を 降 順 に プ ロ ッ ト し た
も の を 図 ８ Ａ に 示 す 。 こ れ に よ り 、 最 初 の ６ つ の ピ ー ク が 二 つ の グ ル ー プ 間 の 大 部 分 の 分
離 可 能 度 に 寄 与 し て い る こ と が 分 か る 。 こ れ ら の ６ つ の ピ ー ク の う ち ４ つ が 特 徴 的 で あ る
。 他 の ２ つ は 、 そ の 特 徴 的 な ピ ー ク の う ち の ２ つ の 二 重 荷 電 の 形 態 で あ る こ と が 、 Ｐ ｒ ｏ
ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ ソ フ ト ウ ェ ア ３ ． ０ を 用 い て 確 認 さ れ た 。 こ の ピ ー ク の 二 重 荷 電 の 形 態
と １ 重 荷 電 の 形 態 の 両 方 の 認 識 は 、 そ れ ら が そ の 選 択 さ れ た ２ つ の 診 断 グ ル ー プ を 識 別 す
る の に 重 要 で あ る こ と を 示 唆 す る 。 こ の 二 重 荷 電 の 形 態 を 取 り 除 き 、 ４ つ の 特 徴 的 な ピ ー
ク を 再 結 合 し 、 ス テ ッ プ ワ イ ズ ・ セ レ ク シ ョ ン を 用 い て 再 び 評 価 し た 。 再 び 算 出 し た 相 対
的 有 意 性 ス コ ア を プ ロ ッ ト し た も の を 図 ６ Ｂ に 示 す 。 上 位 ス コ ア の ３ つ の ピ ー ク （ Ｂ Ｃ １
、 Ｂ Ｃ ２ 及 び Ｂ Ｃ ３ と 称 さ れ る ） は 、 最 終 的 に 乳 癌 の 検 出 に 有 望 な バ イ オ マ ー カ ー と し て
選 択 さ れ た 。 Ｂ Ｃ １ は 下 方 制 御 （ ス コ ア 値 が 負 ） さ れ 、 Ｂ Ｃ ２ 及 び Ｂ Ｃ ３ は 上 方 制 御 （ ス
コ ア 値 が 正 ） さ れ て い る よ う に 観 察 さ れ た 。 こ れ ら ３ 種 の バ イ オ マ ー カ ー を 用 い た ス テ ー
ジ ０ ～ Ｉ 期 の 乳 癌 と 癌 に 罹 患 し て い な い コ ン ト ロ ー ル と を 比 較 す る ３ Ｄ プ ロ ッ ト を 図 ４ Ｂ
に 示 す 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ２ ５ 】
選 択 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー の 評 価
　 こ れ ら ３ 種 の バ イ オ マ ー カ ー の 記 述 統 計 を 表 １ に 記 載 す る 。 図 ７ は Ｒ Ｏ Ｃ 分 析 の 結 果 を
示 す 。 こ の ３ 種 の バ イ オ マ ー カ ー の う ち 、 Ｂ Ｃ ３ が 最 も 個 別 的 な 診 断 力 を 示 し た 。 癌 患 者
の 臨 床 病 期 を 含 む 診 断 グ ル ー プ に わ た る Ｂ Ｃ ３ の 寄 与 を プ ロ ッ ト し 、 こ れ を 図 ８ Ａ に 示 す
。 診 断 グ ル ー プ を 識 別 す る た め に 、 ０ ． ８ の カ ッ ト オ フ 値 で Ｂ Ｃ ３ の み を 用 い た 際 の 感 度
及 び 特 異 度 を 表 ２ Ａ に 記 載 す る 。
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　 対 数 変 換 し た ピ ー ク 強 度 の 推 定 Ｃ Ｖ は 、 Ｂ Ｃ １ に つ い て は ６ ％ 、 Ｂ Ｃ ２ に つ い て は ７ ％
、 そ し て Ｂ Ｃ ３ に つ い て は １ ３ ％ だ っ た （ デ ー タ は 図 示 せ ず ） 。 こ の ３ 種 の バ イ オ マ ー カ
ー の う ち 、 Ｂ Ｃ ３ が 最 も 高 い １ ３ ％ の Ｃ Ｖ を 有 し て い た 。 こ れ に 対 し 、 癌 患 者 に お け る Ｂ
Ｃ ３ の 平 均 値 は 、 癌 に 罹 患 し て い な い コ ン ト ロ ー ル の 平 均 値 よ り も ほ ぼ ９ ０ ％ 高 か っ た （
表 １ の デ ー タ の 基 づ い て 算 出 ） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ２ ７ 】
３ 種 の 選 択 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 組 み 合 わ せ た 使 用
　 図 ９ は 、 ペ ア に し た バ イ オ マ ー カ ー の 全 て の 組 み 合 わ せ に お け る 、 癌 に 罹 患 し て い な い
コ ン ト ロ ー ル に 対 す る 全 臨 床 病 期 の 癌 患 者 の 分 布 を 比 較 し た も の で あ る 。 こ の 観 察 に 基 づ
い て 、 ３ 種 の 選 択 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 組 み 合 わ せ る た め に 多 変 量 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰
を 使 用 し 、 単 一 値 の 複 合 指 数 を 作 成 し た 。 こ の 複 合 指 数 の 記 述 統 計 は 、 表 １ に 付 加 す る 。
様 々 な 診 断 グ ル ー プ に わ た る 分 布 を プ ロ ッ ト し 、 こ れ を 図 ８ Ｂ に 示 す 。 複 合 指 数 の Ｒ Ｏ Ｃ
曲 線 分 析 に よ り 、 個 々 の バ イ オ マ ー カ ー か ら の も の と 比 較 し て 非 常 に 改 善 さ れ た Ａ Ｕ Ｃ が
提 供 さ れ た （ 図 ７ ） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 複 合 指 数 の 診 断 成 績 を 推 定 す る た め に ブ ー ト ス ト ラ ッ プ ・ ク ロ ス バ リ デ ー シ ョ ン を 使 用
し た （ ２ ０ 回 実 行 ； そ れ ぞ れ の 実 行 に お い て 、 複 合 指 数 を 導 出 す る た め に ７ ０ ％ の サ ン プ
ル を ラ ン ダ ム に 選 択 し 、 残 り の ３ ０ ％ を 検 査 し た ） 。 推 定 感 度 及 び 推 定 特 異 度 を 表 ２ Ｂ に
記 載 す る 。
　 ま た 、 ｐ Ｔ （ 腫 瘍 サ イ ズ ） 及 び ｐ Ｎ （ リ ン パ 節 転 移 ） の カ テ ゴ リ ー に 関 し て 、 こ の ３ 種
の 有 望 な バ イ オ マ ー カ ー の レ ベ ル も 評 価 し た 。 有 意 な 相 関 は 何 も み ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ０ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ３ １ 】
Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登 録 商 標 ） ア レ イ 及 び Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ － 質 量 分 析 法 を 用 い た 血 清 プ
ロ テ オ ミ ク ス の 分 析 に よ る 乳 房 の 上 皮 内 癌 の 検 出
　 乳 癌 を 有 し て い る 及 び 有 し て い な い 女 性 か ら の １ ６ ９ の 血 清 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 プ ロ
フ ァ イ ル を 分 析 し 、 ３ 種 の タ ン パ ク 質 （ ８ ． ９ Ｋ Ｄ 、 ８ ． １ Ｋ Ｄ 、 ４ ． ３ Ｋ Ｄ ） の パ ネ ル
が 、 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と に よ り 、 高 い 感 度 （ ス テ ー ジ ０ ～ Ｉ Ｉ Ｉ 期 ： ９ ３ ％ ） 及 び
高 い 特 異 度 （ 健 康 な コ ン ト ロ ー ル ＋ 良 性 ： ９ １ ％ ） で 乳 癌 を 検 出 す る こ と が で き る こ と を
確 認 し た 。 こ の ３ 種 の マ ー カ ー の う ち 、 ８ ． ９ Ｋ Ｄ の タ ン パ ク 質 が 最 も 良 い 成 績 を 示 し 、
８ ５ ％ の 感 度 及 び ９ １ ％ の 特 異 度 を 達 成 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 非 浸 潤 性 乳 管 癌 （ Ｄ Ｃ Ｉ Ｓ ） 及 び 上 皮 内 小 葉 癌 （ Ｌ Ｃ Ｉ Ｓ ） は 、 非 浸 潤 性 乳 癌 に お け る
最 初 期 の 形 態 （ ス テ ー ジ ０ 期 ） で あ る 。 こ の 早 期 に お い て 乳 癌 で あ る と 診 断 さ れ た 女 性 は
ほ と ん ど １ ０ ０ ％ 治 療 す る こ と が で き る 。 乳 癌 の 早 期 検 出 に つ い て こ れ ら の マ ー カ ー を バ
リ デ ー ト す る た め に 、 共 同 研 究 し て い る 機 関 に よ り 収 集 さ れ た 血 清 を 用 い て こ の ３ 種 の 事
前 に 同 定 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー の 能 力 を 評 価 し た 。 こ の サ ン プ ル 集 団 は 、 １ ７ 名 の Ｄ Ｃ Ｉ
Ｓ を 有 す る 女 性 、 １ 名 の Ｌ Ｃ Ｉ Ｓ を 有 す る 女 性 、 ８ 名 の 良 性 乳 癌 を 有 す る 女 性 及 び ４ ０ 名
の 年 齢 を マ ッ チ ン グ し た 、 外 見 上 健 康 な コ ン ト ロ ー ル （ ４ ５ ～ ６ ５ 歳 ） か ら 構 成 さ れ た 。
タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル は 、 Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － Ｎ ｉ （ 固 定 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー キ ャ プ チ ャ ー ） プ
ロ テ イ ン チ ッ プ ア レ イ を 用 い 、 上 記 と 同 じ 実 験 条 件 下 で ３ つ 作 成 し た 。 二 標 本 ｔ 検 定 を 用
い て 、 ３ 種 の タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ に つ い て の 対 数 の 相 対 強 度 を 異 な る 診 断 グ ル ー プ 間 で
比 較 し た 。 ３ つ の マ ー カ ー の う ち 二 つ （ ８ ． ９ Ｋ Ｄ 及 び ８ ． １ Ｋ Ｄ ） の 発 現 パ タ ー ン は 前
の 結 果 と 一 致 し た 。 こ れ ら ２ つ の バ イ オ マ ー カ ー の ｐ 値 及 び Ｒ Ｏ Ｃ 曲 線 下 面 積 を 表 ３ に ま
と め た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ４ 】
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　 本 発 明 を 特 定 の 実 施 の 形 態 を 参 照 し て 詳 し く 説 明 し た が 、 当 然 の こ と な が ら 、 当 業 者 は
こ の 開 示 を 考 慮 し て 、 本 発 明 の 精 神 及 び 範 囲 内 で 改 変 を 行 う こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ５ 】
【 図 １ 】 図 １ Ａ ～ Ｎ は マ ー カ ー Ｉ ～ Ｘ Ｉ Ｖ の マ ス ス ペ ク ト ル を そ れ ぞ れ 示 し た も の で あ る
。 こ れ ら の 図 の 中 で 、 指 定 さ れ た マ ー カ ー の マ ス ス ペ ク ト ル ピ ー ク は 、 矢 印 で 示 さ れ た ス
ペ ク ト ル の 範 囲 内 に 示 さ れ る 。 図 の 表 示 は 、 参 照 さ れ る ス ペ ク ト ル の 上 に そ れ ぞ れ 配 置 さ
れ る 。
【 図 ２ 】 Ｉ Ｍ Ａ Ｃ － Ｎ ｉ ２ ＋ チ ッ プ 上 に 保 持 さ れ た 血 清 タ ン パ ク 質 の Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 分 析 よ り
得 ら れ た 代 表 的 な 質 量 ピ ー ク ス ペ ク ト ル を 示 し た も の で あ る 。 上 段 は ス ペ ク ト ル 図 を 示 し
、 下 段 は ４ ， ０ ０ ０ ～ １ ０ ， ０ ０ ０ 間 の Ｍ ／ Ｚ （ 質 量 依 存 速 度 ） の 同 じ ス ペ ク ト ル に お け
る 疑 似 ゲ ル 図 を 示 す 。
【 図 ３ 】 デ ー タ の ば ら つ き の 削 減 及 び 平 衡 化 に お け る 対 数 変 換 の 結 果 を 示 し た も の で あ る
。
【 図 ４ 】 癌 に 罹 患 し て い な い コ ン ト ロ ー ル （ 白 抜 き 四 角 ） に 対 す る 乳 癌 （ 黒 い 四 角 ） の ス
テ ー ジ ０ ～ Ｉ 期 に つ い て の 三 次 元 Ｕ Ｍ Ｓ Ａ 成 分 プ ロ ッ ト を 示 し た も の で あ る 。 　 図 ４ Ａ は
、 全 １ ４ ７ ピ ー ク に お け る 線 形 結 合 よ り 導 き 出 さ れ た Ｕ Ｍ Ｓ Ａ を 用 い て 達 成 さ れ た 分 離 の
結 果 を 示 し た も の で あ る 。 　 図 ４ Ｂ は 、 三 つ の 選 択 さ れ た ピ ー ク を 用 い た 線 形 結 合 よ り 導
き 出 さ れ た Ｕ Ｍ Ｓ Ａ を 用 い て 達 成 さ れ た 分 離 の 結 果 を 示 し た も の で あ る 。
【 図 ５ 】 Ｐ ｒ ｏ Ｐ ｅ ａ ｋ ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 分 析 よ り 導 き 出 さ れ た 上 位 の 平 均 ラ ン ク と 最 小
ラ ン ク の 標 準 偏 差 を 持 つ １ ５ の ピ ー ク を 示 す グ ラ フ で あ る 。 ７ ． ０ に あ る 横 線 は 、 ラ ン ダ
ム に 作 成 し た 、 元 の デ ー タ の 分 布 を シ ミ ュ レ ー ト す る デ ー タ セ ッ ト に 同 じ 手 順 を 適 用 さ せ
て 計 算 し た 最 小 ラ ン ク の 標 準 偏 差 で あ る 。
【 図 ６ 】 ス テ ー ジ ０ ～ Ｉ 期 の 乳 癌 と 癌 に 罹 患 し て い な い コ ン ト ロ ー ル と の 間 の 分 離 に 対 す
る 寄 与 に 基 づ い て 選 択 さ れ た ピ ー ク に つ い て の 相 対 的 有 意 性 ス コ ア の 絶 対 値 の プ ロ ッ ト を
示 す グ ラ フ で あ る 。 　 図 ６ Ａ は 、 Ｐ ｒ ｏ Ｐ ｅ ａ ｋ ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 分 析 よ り 選 択 さ れ た 、
ラ ン ク 標 準 偏 差 が ７ ． ０ よ り 小 さ い 、 １ ５ ピ ー ク の 結 果 を 示 し た も の で あ る 。 　 図 ６ Ｂ は
、 図 ５ Ａ よ り 選 ば れ た 上 位 ４ ピ ー ク を 再 評 価 し た ス コ ア を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 Ｂ Ｃ １ ， Ｂ Ｃ ２ 及 び Ｂ Ｃ ３ の 受 信 者 動 作 特 性 （ Ｒ Ｏ Ｃ ） 曲 線 分 析 及 び ロ ジ ス テ ィ
ッ ク 回 帰 よ り 導 き 出 さ れ た 複 合 指 数 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 個 々 の バ イ オ マ ー カ ー と 複 合 指
数 と の Ａ Ｕ Ｃ （ 曲 線 下 面 積 ） 比 較 よ り 得 ら れ た ｐ 値 は 、 図 中 に 記 載 し た 。
【 図 ８ 】 癌 患 者 の 臨 床 病 期 を 含 む 全 て の 診 断 グ ル ー プ に わ た る 、 選 択 さ れ た バ イ オ マ ー カ
ー （ 又 は マ ー カ ー 群 ） の 分 布 を 示 す 散 乱 プ ロ ッ ト で あ る 。 　 図 ８ Ａ は 、 Ｂ Ｃ ３ の み を 用 い
て 得 ら れ た 結 果 を 示 す 散 乱 プ ロ ッ ト で あ る 。 　 図 ８ Ｂ は 、 Ｂ Ｃ １ ， Ｂ Ｃ ２ 及 び Ｂ Ｃ ３ を 用
い た 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 よ り 導 き 出 さ れ た 複 合 指 数 の 結 果 を 示 す 散 乱 プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ９ 】 全 て の 患 者 サ ン プ ル の 分 布 を 表 す ２ 次 元 散 乱 プ ロ ッ ト を 示 す ３ 枚 の パ ネ ル で あ る
。
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【 図 １ － Ａ 】

【 図 １ － Ｂ 】

【 図 １ － Ｃ 】

【 図 １ － Ｄ 】

【 図 １ － Ｅ 】

【 図 １ － Ｆ 】

【 図 １ － Ｇ 】

【 図 １ － Ｈ 】

【 図 １ － Ｉ 】

【 図 １ － Ｊ 】

【 図 １ － Ｋ 】

【 図 １ － Ｌ 】
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【 図 １ － Ｍ 】

【 図 １ － Ｎ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】
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摘要(译)

本发明涉及一种以高特异性和高灵敏度鉴定乳腺癌肿瘤生物标志物的方
法。本发明的优选方法包括以下步骤：（a）测量至少一种公开的来自测
试动物的样品的生物标志物;和（b）测量将测量值与乳腺癌的状况相关
联的测试包括乳腺癌在动物中的状况。本发明进一步涉及用于鉴定试验
动物中乳腺癌状况的试剂盒。
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