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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
試料において少なくとも１つの多成分生物学的複合体の成分間の相互作用のプロファイル
を作成する方法であって、該方法は、各多成分生物学的複合体毎に、以下：
（ａ）該試料からアリコートを提供するステップであって、該アリコートは、該多成分生
物学的複合体を含む、ステップ；
（ｂ）該多成分生物学的複合体を、生体特異的親和性分子を介して固体支持体上に固定化
させるステップであって、該生体特異的親和性分子が、該多成分生物学的複合体の第１の
成分と結合し、未結合の物質が該固体支持体より除去される、ステップ；
（ｃ）該固定化された多成分生物学的複合体を溶出洗浄の第１の系統により洗浄するステ
ップであって、系統のそれぞれの溶出洗浄における第１の溶質の濃度は増加または減少す
る濃度勾配を形成するステップ；および
（ｄ）連続した溶出洗浄において該多成分生物学的複合体の第２の成分を測定し、該連続
した溶出洗浄からの測定値を集めることにより、該試料からの該多成分生物学的複合体の
プロファイルを生成するステップ、を包むステップ
を包含する、方法。
【請求項２】
前記試料が、組織抽出物、細胞抽出物、血液、尿、リンパ液、ｉｎ ｖｉｔｒｏタンパク
質発現基質、およびそれらの派生物よりなる群から選択される請求項１に記載の方法。
【請求項３】
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前記少なくとも１つの多成分生物学的複合体が１つの多成分生物学的複合体である請求項
１に記載の方法。
【請求項４】
前記少なくとも１つの多成分生物学的複合体が複数の多成分生物学的複合体であり、それ
ぞれ生体特異性親和性試薬を介して結合された請求項１に記載の方法。
【請求項５】
前記親和性分子が、抗体、単一鎖抗体、抗体の特異的に結合したフラグメント、アフィボ
ディ、酵素、酵素基質、受容体、受容体リガンド、薬剤、核酸、およびアプタマーからな
る群から選択される請求項１に記載の方法。
【請求項６】
前記親和性分子が、前記多成分生物学的複合体と結合する前に前記固体支持体に固定化さ
れている請求項１に記載の方法。
【請求項７】
前記親和性分子が、前記多成分生物学的複合体と結合した後に前記固体支持体に固定化さ
れている請求項１に記載の方法。
【請求項８】
前記固体支持体がクロマトグラフィー樹脂である請求項１に記載の方法。
【請求項９】
前記洗浄が非フロースルーデバイスで行われる請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
前記非フロースルーデバイスが底の閉じたマイクロタイタープレートである請求項９に記
載の方法。
【請求項１１】
前記洗浄がフロースルーデバイスで行われる請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
前記フロースルーデバイスがマイクロタイタードリッププレート、フロースルーカラム、
またはフロースルーマイクロカラムである請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
前記固体支持体が、プローブ表面に付着した前記多成分生物学的複合体を捕捉するための
生体特異的親和性分子を含むＳＥＬＤＩプローブである請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
最初の洗浄で非結合材料が除去される請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
前記溶質はイオン、塩、洗浄剤、生体分子、および結合競争体からなる群から選択される
請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
試料の第２のアリコートにおける固定化された多成分生物学的複合体を第２の溶出洗浄系
統で洗浄するステップを包含する請求項１に記載の方法であって、第２の溶質が第１の溶
質と異なる、方法。
【請求項１７】
前記多成分生物学的複合体の前記第２の成分が、光学的方法、電気化学的方法、原子間力
顕微鏡、または高周波法によって検出される請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
前記多成分生物学的複合体の前記第２の成分が質量分析法によって検出される請求項１に
記載の方法。
【請求項１９】
前記質量分析法が親和性質量分析法である請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
前記親和性質量分析法がＳＥＮＤを含む請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
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ステップ（ｃ）の後で、前記生体特異的親和性分子を介して前記固体支持体上に依然固定
化されている前記多成分生物学的複合体の成分を測定するステップ、並びに、該多成分生
物学的複合体の測定値を前記プロファイルに加えるステップをさらに包含する請求項１に
記載の方法であって、それによって前記プロファイルが該多成分生物学的複合体の測定値
をさらに含む、方法。
【請求項２２】
方法であって、以下：
（ａ）生体試料のセットを提供するステップであって、該セットは少なくとも２つのサブ
セットを含み、各サブセットが異なる生物学的特性によって特徴付けられるステップ；
（ｂ）該セットにおける各試料の少なくとも１つの多成分生物学的複合体の成分の間の相
互作用プロファイルを生成するステップであって、該方法が、以下：
（ｉ）各生体試料からアリコートを提供するステップであって、該アリコートは、該多成
分生物学的複合体を含む、ステップ；
（ｉｉ）該多成分生物学的複合体を、生体特異的親和性分子を介して固体支持体上に固定
化させるステップであって、該生体特異的親和性分子が、該多成分生物学的複合体の第１
の成分と結合し、未結合の物質が該固体支持体より除去される、ステップ；
（ｉｉｉ）固定化された多成分生物学的複合体を複数の連続した溶出洗浄で洗浄するステ
ップであって、該連続した溶出洗浄における溶質の濃度は増加または減少する濃度勾配を
形成するステップ；および
（ｉｖ）該連続した溶出洗浄において該多成分生物学的複合体の第２の成分を測定し、該
溶出洗浄からの測定値を集めることにより、各試料中の少なくとも１つの多成分生物学的
複合体のプロファイルを生成するステップ、
を含むステップ；ならびに
（ｃ）それぞれのサブセットにおける該多成分生物学的複合体の成分間の相互作用の相違
を検出するために該試料のプロファイルを比較するステップ
を包含する、方法。
【請求項２３】
異なる生物学的特性が、病理学的対非病理学的、薬剤応答者対非応答者、毒性反応対無毒
反応、および疾患状態の進行者対疾患状態の非進行者からなる群から選択される請求項２
２に記載の方法。
【請求項２４】
前記異なる生物学的特性は、阻害性ＲＮＡへの曝露または阻害性ＲＮＡへの非曝露である
請求項２２に記載の方法。
【請求項２５】
ステップ（ｂ）は、ステップ（ｉｉｉ）の後に、生体特異的親和性分子を介して前記固体
支持体上に依然として固定化されている前記多成分生物学的複合体の成分を検出するステ
ップ、並びに、該多成分生物学的複合体の測定値を前記プロファイルに加えるステップを
さらに包含する請求項２２に記載の方法であって、それによって前記プロファイルが該固
体支持体からの測定値をさらに含む、方法。
【請求項２６】
前記方法は、前記試料からの第２のアリコート上でステップ（ｂ）（ｉ）～（ｉｖ）を行
うステップを包含する請求項２２に記載の方法であって、前記溶出洗浄は第２の異なる溶
質を含み、連続した溶出洗浄の第２の溶質の濃度は増加または減少する濃度勾配を形成す
る、方法。
【請求項２７】
ステップ（ｃ）は、コンピューター学習アルゴリズムをトレーニングするために前記プロ
ファイルを使用するステップを含み、該コンピューター学習アルゴリズムは、プロファイ
ルを少なくとも２つのサブセットの１つに分類する分類アルゴリズムを生成する請求項２
２に記載の方法。
【請求項２８】
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試料において少なくとも１つの多成分生物学的複合体の成分間の相互作用のプロファイル
を生成する方法であって、該方法は、それぞれの多成分生物学的複合体について、以下：
（ａ）該試料から複数のアリコートを提供するステップであって、それぞれのアリコート
は、同じ第１成分を含む多成分生物学的複合体を含むステップ；
（ｂ）該多成分生物学的複合体を、生体特異的親和性分子を介して固体支持体上に固定化
させるステップであって、該生体特異的親和性分子が、該多成分生物学的複合体の第１の
成分と結合し、未結合の物質が該固体支持体より除去される、ステップ；
（ｃ）溶出洗浄の第１の系統からの溶出洗浄により、それぞれのアリコートにおいて固定
化された多成分生物学的複合体を洗浄するステップであって、該系統の溶出洗浄における
第１の溶質の濃度は、増加または減少する濃度勾配を形成するステップ；ならびに
（ｄ）それぞれの溶出洗浄において、少なくとも１つの第２成分を測定し、該溶出洗浄か
らの測定値を集めることにより、該試料中の多成分生物学的複合体のプロファイルを生成
するステップ
を包含する、方法。
【請求項２９】
ステップ（ｃ）の後で、前記生体特異的親和性分子を介して前記固体支持体に依然として
定化されている前記多成分生物学的複合体の成分を検出するステップ、並びに、該多成分
生物学的複合体の測定値を前記プロファイルに加えるステップをさらに包含する請求項２
８に記載の方法であって、前記プロファイルが該固体支持体の測定値を含む、方法。
【請求項３０】
前記試料からの第２の複数のアリコートに対してステップ（ｃ）を実施するステップをさ
らに包含する請求項２８に記載の方法であって、前記溶出洗浄は第２の異なる溶質を含み
、連続した溶出洗浄において該第２の溶質の濃度が増加または減少する濃度勾配を形成す
る、方法。
【請求項３１】
方法であって、以下：
（ａ）生体試料のセットを提供するステップあって、該セットは少なくとも２つのサブセ
ットを含み、それぞれのサブセットは異なる生物学的特性によって特徴付けられるステッ
プ；
（ｂ）該セットのそれぞれの試料について、少なくとも１つの多成分生物学的複合体の成
分間の相互作用のプロファイルを生成するステップであって、該方法が、以下：
（ｉ）該試料から複数のアリコートを提供するステップであって、それぞれのアリコート
は、同じ第１成分を含む多成分生物学的複合体を含むステップ；
（ｉｉ）該多成分生物学的複合体を、生体特異的親和性分子を介して固体支持体上に固定
化させるステップであって、該生体特異的親和性分子が、該多成分生物学的複合体の前記
第１の成分と結合し、未結合の物質が該固体支持体より除去される、ステップ；
（ｉｉｉ）溶出洗浄の第１の系統の溶出洗浄により、それぞれのアリコートにおいて固定
化された多成分生物学的複合体を洗浄するステップであって、前記系統の溶出洗浄におけ
る第１の溶質の濃度は増加または減少する濃度勾配を形成するステップ；および
（ｉｖ）それぞれの溶出洗浄において該多成分生物学的複合体の少なくとも１つの第２の
成分を測定し、該溶出洗浄からの測定値を集めることにより、試料中の多成分生物学的複
合体のプロファイルを生成するステップ、
を含むステップ；ならびに
（ｃ）試料における該多成分生物学的複合体の成分間の相互作用の相違を検出するために
該試料のプロファイルを比較するステップと
を包含する、方法。
【請求項３２】
各試料からの第２の複数のアリコートにおける前記固定化された多成分生物学的複合体を
第２の溶出洗浄セットの１つの溶出洗浄により洗浄するステップであって、該溶出洗浄セ
ットの各要素の第２の溶質の濃度が増加または減少の濃度勾配を形成し、第２の溶質が該
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溶質とは異なるステップを包含する、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
ステップ（ｂ）は、ステップ（ｉｉｉ）の後で生体特異性親和性分子を介して前記固体支
持体上に依然として固定化されている前記多成分生物学的複合体の成分を検出するステッ
プ、並びに、該多成分生物学的複合体の測定値を前記プロファイルに加えるステップをさ
らに包含する請求項３１に記載の方法であって、それによって前記プロファイルが該固体
支持体からの測定値をさらに含む、方法。
【請求項３４】
前記試料の第２の複数のアリコート上でステップ（ｂ）（ｉ）～（ｉｖ）を行うステップ
をさらに包含する請求項３１に記載の方法であって、前記溶出洗浄は第２の異なる溶質を
含み、前記連続した溶出洗浄における第２の溶質の濃度は増加または減少する濃度勾配を
形成する、方法。
【請求項３５】
ステップ（ｃ）は、コンピューター学習アルゴリズムをトレーニングするために前記プロ
ファイルを使用するステップを含み、該コンピューター学習アルゴリズムは、プロファイ
ルを少なくとも２つのサブセットの１つに分類する分類アルゴリズムを生成する請求項３
１に記載の方法。
【請求項３６】
キットであって、以下：
（ａ）生体特異的親和性分子に結合するための手段を有するか、または生体特異的親和性
分子が結合している、少なくとも１つの固体支持体であって、該生体特異的親和性分子が
、多成分生物学的複合体の第１の成分と結合することができる、該固体支持体；
（ｂ）少なくとも１つの系統の溶出洗浄であって、各系統のそれぞれの溶出洗浄における
第１の溶質濃度は増加または減少する濃度勾配を形成し、且つ、該多成分生物学的複合体
の第２の成分を溶出させることができる該溶出洗浄；および
（ｃ）少なくとも１つのＭＳプローブであって、固体支持体とは異なり、且つ、該多成分
生物学的複合体の該第２の成分を吸着することができる該ＭＳプローブ
を備える、キット。
【請求項３７】
（ｄ）前記多成分生物学的複合体の前記第１の成分と特異的に結合する少なくとも１つの
生体特異的親和性分子をさらに備える請求項３６のキット。
【請求項３８】
前記固体支持体がクロマトグラフィー樹脂である請求項３６に記載のキット。
【請求項３９】
マルチウェルマイクロタイタープレートをさらに備える請求項３６に記載のキット。
【請求項４０】
前記マイクロタイタープレートがドリッププレートである請求項３９に記載のキット。
【請求項４１】
カラムをさらに備える請求項３６に記載のキット。
【請求項４２】
前記カラムが、重力フロー、遠心力フロー、または機械的に生みだされたフローを利用す
る請求項４１に記載のキット。
【請求項４３】
前記ＭＳプローブが該プローブ表面に結合した吸着剤を含むＳＥＬＤＩプローブである請
求項３６に記載のキット。
【請求項４４】
前記ＭＳプローブがＭＡＬＤＩプローブである請求項３６に記載のキット。
【請求項４５】
前記ＭＳプローブが該プローブ表面に結合したエネルギー吸収分子を含むＳＥＬＤＩプロ
ーブである請求項３６に記載のキット。
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【請求項４６】
前記少なくとも１つのＭＳプローブが複数のＭＳプローブである請求項３６に記載のキッ
ト。
【請求項４７】
前記少なくとも１つのＭＳプローブが、前記プローブ表面に結合したエネルギー吸収分子
を含む複数のＳＥＬＤＩプローブを備える請求項３６に記載のキット。
【請求項４８】
前記少なくとも１つのＭＳプローブが、前記プローブ表面に結合した吸着剤を含む複数の
ＳＥＬＤＩプローブを備える請求項３６に記載のキット。
【請求項４９】
前記生体特異的親和性分子が、抗体、単一鎖抗体、抗体の特異的に結合した断片、アフィ
ボディ、酵素、酵素基質、受容体、受容体リガンド、薬剤、核酸、およびアプタマーから
なる群から選択される請求項３７に記載のキット。
【請求項５０】
前記少なくとも１つの生体特異的親和性分子が複数の異なる生体特異的親和性分子であり
、それぞれの異なる生体特異的親和性分子が、異なる多成分生物学的複合体の第１の成分
と特異的に結合する請求項３７に記載のキット。
【請求項５１】
キットであって、以下：
（ａ）生体特異的親和性分子と共有結合により結合することのできる反応性表面を含むＳ
ＥＬＤＩプローブである少なくとも第１のＭＳプローブであって、該生体特異的親和性分
子が、多成分生物学的複合体の第１の成分と結合することができる、該第１のＭＳプロー
ブ；
（ｂ）少なくとも１つの系統の溶出洗浄であって、各々の系統のそれぞれの溶出洗浄にお
ける第１の溶質の濃度は増加または減少する濃度勾配を形成し、且つ、該多成分生物学的
複合体の第２の成分を溶出させることができる該溶出洗浄；および
（ｃ）少なくとも第２のＭＳプローブであって、クロマトグラフィー表面を含むＭＡＬＤ
ＩプローブまたはＳＥＬＤＩプローブであり、且つ、該多成分生物学的複合体の該第２の
成分を吸着することができる該第２のＭＳプローブ
を備える、キット。
【請求項５２】
（ｄ）前記多成分生物学的複合体の前記第１の成分と特異的に結合する少なくとも１つの
生体特異的親和性分子をさらに備える請求項５１に記載のキット。
【請求項５３】
前記親和性分子は、抗体、単一鎖抗体、抗体の特異的に結合した断片、アフィボディ、酵
素、酵素基質、受容体、受容体リガンド、薬剤、核酸、およびアプタマーからなる群から
選択される請求項５２に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願に対する相互参照）
　本出願は、２００２年７月２４日に出願された米国仮特許出願第６０／３９８，６４１
号および２００３年２月６日に出願された米国仮特許出願第６０／４４５，５３６号に関
連したものである。
【０００２】
　（連邦政府後援の研究開発によってなされた本発明に対する権利に関する声明）
　適用不可
　（発明の分野）
　本発明は、質量分析法の分野に関し、特に保持クロマトグラフィーと質量分析技術との
組み合わせとを利用したタンパク質構造分析の分野に関する。
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【背景技術】
【０００３】
　（背景）
　タンパク質－タンパク質相互作用は、タンパク質がその（１つまたは複数の）機能を発
揮する重要な手段である。現在、タンパク質－タンパク質相互作用検出法がいくつか存在
している。これらのうち、免疫共沈降（ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、１９８８年、抗体
、実験マニュアル、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）、
酵母２－ハイブリッドスクリーンニング（ＦｉｅｌｄｓおよびＳｏｎｇ、１９８９年、Ｎ
ａｔｕｒｅ，３４０：２４５－２４６）、およびファージディスプレイライブラリースク
リーニング（Ｓｍｉｔｈ、１９８５年、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２８：１３　１５－１３１７
）が、最も一般に使用されている。しかしながら、これらの方法には重大な制限がある。
免疫共沈降では、目的とするタンパク質が、ビーズ上に固定化されたそれ自身の抗体によ
り沈降する可能性がある。目的とするタンパク質と共免疫共沈降を起こす他の任意のタン
パク質では、該タンパク質が既知の場合はその抗体によりブロッティングを行うか、また
は該タンパク質が新規なタンパク質である場合は精製と配列決定とにより同定することが
可能である。しかしながら、この方法はタンパク質－タンパク質相互作用の大規模スクリ
ーニングには適用することができない。
【０００４】
　酵母２－ハイブリッドスクリーンニングは、タンパク質－タンパク質相互作用を検出す
るために近年開発された技術である。単一酵母２－ハイブリッドスクリーンニング分析で
は相互作用を起こしている多くのタンパク質を検出可能であるが、偽陽性と偽陰性結果を
示す傾向がある。また、多くのタンパク質－タンパク質相互作用は、追加の細胞性因子の
存在下、または翻訳後改変の後にのみ生じるが、これらは酵母には存在しない場合もある
。したがって、酵母２－ハイブリッドスクリーンニングでは、哺乳類細胞でのみ起こる多
くの重要なタンパク質－タンパク質相互作用を同定し損なう。タンパク質－タンパク質相
互作用のファージディスプレイスクリーニングも同様な制限を受ける。
【０００５】
　したがって、基礎研究および臨床医学の両者において、特に高い処理能力を有する手法
で、多数のタンパク質とそれらの相互作用とを迅速かつ詳細に分析可能な改善された手法
が必要とされている。このような手法は、異なる細胞型、または異なる生理学的もしくは
病理学的状態下での同じ細胞型におけるタンパク質発現、タンパク質翻訳後改変、および
タンパク質－タンパク質相互作用の全般的なパターンをモニタリングする場合に極めて有
用である。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　（発明の要旨）
　本発明は、多成分の生物学的複合体成分間における相互作用を評価するため、および特
に異なる試料間の成分の相互作用における相違を検出するための方法および物品を提供す
る。この方法は、ビーズあるいはバイオチップなどの１つの固体支持体上に、成分の１つ
を通して、特に生体特異性親和性試薬を用いることにより多成分の生物学的複合体を捕捉
する過程を含む。その後、この複合体を一連のストリンジェンシーを変化させた（例えば
増加させた）緩衝液で洗浄する。この一連の洗浄は、洗浄溶液内における溶質の濃度が増
加または減少することを特徴とする勾配を形成する。この洗浄溶液を回収する。その後、
洗浄液について任意の洗浄溶液により複合体の成分の１つが洗い落とされたかどうかを測
定するために試験される。１つの試料対別の試料で、ストリンジェンシーの異なる洗浄に
より１つの成分が洗い落とされた場合は、複合体におけるこの成分と別の成分との間の相
互作用はこの２試料で異なっていることを示す。同様に、この複合体をストリンジェンシ
ーを増加させた一連の緩衝液で洗浄した後に、該複合体の保持された成分を直接検出でき
る。１つの試料対別の試料で、同様なストリンジェンシーの洗浄後、複合体の残留成分が
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異なる場合は、この複合体内の相互作用がこの２試料で異なっていることを示す。
【０００７】
　したがって、第１の態様において、本発明は、試料の少なくとも１つの多成分生物学的
複合体における成分間の相互作用のプロファイルを作成するための方法であって、この方
法は、各複合体について、以下のステップを包含する：（ａ）試料よりアリコートを提供
するステップであって、アリコートが生体特異性親和性分子を介して固体支持体上に固定
化された試料由来の多成分生物学的複合体を含み、親和性分子が複合体の第１の成分と結
合し、未結合の物質が固体支持体から除去されるステップ；（ｂ）溶出洗浄の第１系列に
より固定化された複合体を洗浄するステップであって、系列での各溶出洗浄における第１
の溶質の濃度が増加または減少する濃度勾配を形成するステップ；および（ｃ）連続的な
溶出洗浄で第２の成分を測定するステップであって、それによって試料からの複合体のプ
ロファイルが溶出洗浄からの測定値を含むステップ。一実施態様において、本方法はステ
ップ（ｂ）の後で、生体特異性親和性分子を介して支持体上に依然固定化されている複合
体の成分を測定するステップであって、それによってプロファイルが複合体の測定値をさ
らに含むステップを包含する。
【０００８】
　一実施態様において、試料は、組織抽出物、細胞抽出物、血液、尿、リンパ液、インビ
トロタンパク質発現媒質、およびその派生物よりなる群から選択される。別の実施態様に
おいて、少なくとも１つの複合体は、１つの複合体または複数の複合体であり、各々は生
体特的親和性試薬を介して結合している。別の実施態様において、親和性分子は複合体と
結合する前に固体支持体に固定化さる。別の実施態様において、親和性分子は抗体、単一
鎖抗体、抗体の特異的結合フラグメント、アフィボディ、酵素、酵素基質、受容体、受容
体リガンド、薬剤、核酸、またはアプタマーから選択される。別の実施態様において、親
和性分子は複合体と結合した後に固体支持体に結合される。別の実施態様において、固体
支持体はクロマトグラフィー樹脂である。別の実施態様において、洗浄はマイクロタイタ
ープレート、フロースルーカラム、またはフロースルーマイクロカラムなどのフロースル
ーデバイス中で行われる。別の実施態様においては、洗浄はクローズドボトムドマイクロ
タイタープレートなどの非フロースルーデバイス中で行われる。別の実施態様において、
固体支持体はプローブの表面に付着した複合体を捕捉するための生体特異的捕捉試薬を含
むＳＥＬＤＩプローブである。別の実施態様においては、第１の洗浄で非結合材料が除去
される。
【０００９】
　別の実施態様において、溶質は、イオン（例えば、水素イオン、金属イオン、無機原子
もしくは分子のイオン、または有機分子のイオン）、塩、洗浄剤、有機分子または溶媒（
例えば、グリセロール、アセトニトリル、トリエタノールアミン、メルカプトエタノール
、ヘキサンなど）、生体分子、または結合競合体から選択される。
【００１０】
　別の実施態様において、本方法は、試料の第２のアリコートにおける固定化された複合
体を第２の溶出洗浄系列で洗浄するステップであって、第２の溶質が第１の溶質と異なる
ステップを包含する。別の実施態様において、第２の成分は光学的方法、電気化学的方法
、原子間力顕微鏡、または高周波法により検出される。別の実施態様において、第２の成
分が質量分析法（例えば、親和性質量分析および／またはＳＥＮＤ）により検出される。
【００１１】
　別の態様において、本発明は、以下のステップを包含する方法を提供する：（ａ）生体
試料のセットを用意するステップであって、このセットが少なくとも２つのサブセットを
含み、各サブセットが異なる生物学的特徴により特性づけられるステップ；（ｂ）セット
内の各試料の少なくとも１つの多成分生物学的複合体の成分の間の相互作用プロファイル
を生成するステップであって、試料の複合体のプロファイルを生成するステップが、（ｉ
）この試料よりアリコートを提供するステップであって、このアリコートが生体特異的親
和性分子を介して固体支持体上に固定化された試料由来の多成分生物学的複合体を含み、
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この親和性分子がこの複合体の第１の成分と結合し、未結合の物質がこの固体支持体から
除去されるステップ；（ｉｉ）固定化された複合体を複数の連続溶出洗浄により洗浄する
ステップであって、連続溶出洗浄における溶質の濃度が増加または減少する濃度勾配を形
成するステップ；および（ｉｉｉ）連続的な溶出洗浄で第２の成分を測定するステップで
あって、それによって試料のプロファイルが各アリコートからの溶出洗浄溶液からの測定
値を含むステップとを包含するステップ；ならびに（ｃ）試料のプロファイルを比較し各
サブセットの成分間の相互作用の相違を検出するステップ。
【００１２】
　別の実施態様において、ステップ（ｂ）はステップ（ｉｉ）の後で、生体特異的親和性
分子を介して支持体上に依然固定化されている複合体の成分を測定するステップであって
、それによってプロファイルが支持体からの測定値をさらに含むステップをさらに包含す
る。
【００１３】
　別の実施態様において、本方法は、試料からの第２のアリコートに対してステップ（ｉ
）－（ｉｉｉ）を実施するステップであって、溶出洗浄が第２の別の溶質を含み、連続溶
出洗浄における第２の溶質の濃度は増加または減少する濃度勾配を形成するステップをさ
らに包含する。
【００１４】
　本方法の一実施態様において、様々な生物学的特性は、病理学的対非病理学的、薬剤応
答者対薬剤非応答者、毒性反応対無毒性反応、および疾患状態の進行者対疾患状態の非進
行者より選択される。別の実施態様において、種々の生物学的特性は、インヒビターＲＮ
Ａへの曝露または阻害ＲＮＡへの非曝露である。
【００１５】
　別の実施態様において、比較するステップはコンピューター学習アルゴリズムをトレー
ニングするためにプロファイルを使用するステップを含み、コンピューター学習アルゴリ
ズムが、プロファイルを少なくとも２つのサブセットの１つに分類する分類アルゴリズム
を生成する。
【００１６】
　別の実施態様において、本発明は、試料の少なくとも１つの多成分生物学的複合体にお
ける成分間の相互作用のプロファイルを作成するための方法であって、この方法は、各複
合体について、以下の工程を包含する：（ａ）この試料より複数のアリコートを提供する
ステップであって、各アリコートが生体特異的親和性分子を介して固体支持体上に固定化
された試料由来の多成分生物学的複合体を含み、この親和性分子がこの複合体の第１の成
分と結合し、未結合の物質がこの固体支持体から除去されるステップ；（ｂ）各アリコー
トの固定化された複合体を第１の溶出洗浄系列からの溶出洗浄により洗浄するステップで
あって、系列の溶出洗浄における第１の溶質の濃度が増加または減少する濃度勾配を形成
するステップ；および（ｃ）各溶出洗浄で少なくとも１つの第２の成分を測定するステッ
プであって、それによって試料のプロファイルが各アリコートからの溶出洗浄からの測定
値を含むステップ。
【００１７】
　一実施態様において、本方法はステップ（ｂ）の後で、この生体特異的親和性分子を介
してこの支持体上に依然固定化されているこの複合体の成分を測定するステップであって
、それによってこのプロファイルがこの支持体の測定値をさらに含むステップをさらに包
含する。
【００１８】
　別の実施態様において、本方法は、試料からの第２の複数のアリコートに対してステッ
プ（ｂ）を実施するステップであって、溶出洗浄が第２の別の溶質を含み、連続溶出洗浄
における第２の溶質の濃度は増加または減少する濃度勾配を形成するステップをさらに包
含する。
【００１９】
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　別の態様において、本発明は、以下のステップを包含する方法を提供する：（ａ）生体
試料のセットを準備するステップであって、このセットが少なくとも２つのサブセットを
含み、各サブセットが異なる生物学的特性を特徴とするステップ；（ｂ）セット内の各試
料の少なくとも１つの多成分生物学的複合体の成分の間の相互作用プロファイルを生成す
るステップであって、試料の複合体のプロファイルを生成するステップが、（ｉ）この試
料より複数のアリコートを提供するステップであって、各アリコートが生体特異的親和性
分子を介して固体支持体上に固定化された試料由来の同じ多成分生物学的複合体を含み、
この親和性分子がこの複合体の第１の成分と結合し、未結合の物質がこの固体支持体から
除去されるステップ；（ｉｉ）各アリコートの固定化された複合体を第１の溶出洗浄系列
の溶出洗浄により洗浄するステップであって、系列の溶出洗浄における第１の溶質の濃度
が増加または減少する濃度勾配を形成するステップ；および（ｉｉｉ）各溶出洗浄で少な
くとも第２の成分を測定するステップであって、それによって試料中の複合体のプロファ
イルが各アリコートからの溶出洗浄からの測定値を含むステップとを包含するステップ；
ならびに（ｃ）試料のプロファイルを比較し試料の成分間の相互作用の相違を検出するス
テップ。
【００２０】
　一実施態様において、本方法は、各試料からの第２の複数のアリコートにおける固定化
された複合体を第２の溶出洗浄セットの１つの溶出洗浄により洗浄するステップであって
、溶出洗浄セットの各要素の第２の溶質の濃度が増加または減少する濃度勾配を形成し、
第２の溶質が第１の溶質とは異なるステップを包含する。
【００２１】
　別の実施態様において、ステップ（ｂ）は、ステップ（ｉｉ）の後で、生体特異的親和
性分子を介して支持体上に依然固定化されている複合体の成分を測定するステップであっ
て、それによってプロファイルが支持体からの測定値をさらに含むステップをさらに包含
する。
【００２２】
　別の実施態様において、本方法は、試料からの複数の第２のアリコートに対してステッ
プ（ｉ）－（ｉｉｉ）を実施するステップであって、溶出洗浄が第２の別の溶質を含み、
連続溶出洗浄における第２の溶質の濃度は増加または減少する濃度勾配を形成するステッ
プをさらに包含する。
【００２３】
　別の実施態様において、本方法は、試料のプロファイルを比較し、試料の成分間の相互
作用の相違を検出するステップを包含する。
【００２４】
　別の態様において、本発明は、以下を備えるキットを提供する：（ａ）第１の親和性分
子と結合する手段を有する、あるいは第１の親和性分子が結合している少なくとも１つの
固体支持体；（ｂ）少なくとも１つの溶出洗浄系列であって、各系列の各溶出洗浄におけ
る第１の溶質の濃度が増加または減少する濃度勾配を形成する系列；および（ｃ）固体支
持体とは異なる少なくとも１つのＭＳプローブ。一実施態様において、キットは、さらに
（ｄ）第１の多成分生物学的複合体の第１の成分と特異的に結合する少なくとも１つの生
体特異的親和性分子を備える。
【００２５】
　別の実施態様において、この固体支持体はクロマトグラフィー樹脂である。別の実施態
様において、本キットは、ドリッププレートなどのマルチウェルマイクロタイタープレー
トをさらに備える。別の実施態様において、キットはさらに例えば、ガラスカラムなどの
クロマトグラフィーカラムを備える。このカラムは、重力流、遠心フロー、または機械的
に生みだされたフローを利用することができる。別の実施態様において、ＭＳプローブは
、プローブ表面に結合した吸着剤および／またはプローブ表面に付着したエネルギー吸着
分子を含む、ＭＡＬＤＩプローブまたはＳＥＬＤＩプローブである。別の実施態様におい
て、少なくとも１つの親和性分子は、複数の異なる親和性分子であり、それぞれの異なる
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親和性分子は異なる複合体の第１の成分に特異的に結合している。別の実施態様において
、少なくとも１つのＭＳプローブは、複数のＭＳプローブである。別の実施態様において
、少なくとも１つのＭＳプローブは、プローブ表面にエネルギー吸収分子が結合している
複数のＳＥＬＤＩプローブより成る。別の実施態様において、少なくとも１つのＭＳプロ
ーブはプローブ表面に結合した吸着剤を含む複数のＳＥＬＤＩプローブよりなる。別の実
施態様において、親和性分子は抗体、単一鎖抗体、抗体の特異的に結合したフラグメント
、アフィボディ、酵素、酵素基質、受容体、受容体リガンド、薬剤、核酸、またはアプタ
マーより選択される。
【００２６】
　別の態様において、本発明は、以下を備えるキットを提供する：（ａ）生体特異的親和
性分子と共有結合することができる反応表面を含むＳＥＬＤＩプローブである少なくとも
第１のＭＳプローブ；（ｂ）少なくとも１つの溶出洗浄系列であって、各系列の各溶出洗
浄における第１の溶質の濃度が増加または減少する濃度勾配を形成する系列；および（ｃ
）クロマトグラフィー表面を含む、ＭＡＬＤＩプローブまたはＳＥＬＤＩプローブである
少なくとも１つの第２のＭＳプローブ。一実施態様において、本キットは、（ｄ）第１の
多成分生物学的複合体の第１の成分と特異的に結合する少なくとも１つの生体特異的親和
性分子をさらに備える。別の実施態様において、親和性分子は抗体、単一鎖抗体、抗体の
特異的に結合したフラグメント、アフィボディ、酵素、酵素基質、受容体、受容体リガン
ド、薬剤、核酸、またはアプタマーより選択される。
【００２７】
　（詳細な説明）
　（Ｉ．序論）
　本発明は、多成分生物学的複合体の異なる成分の間の相互作用を特徴付ける方法を提供
する。すべてのレベルの生物学的機能は、インビボタンパク質－タンパク質相互作用に依
存している。相互作用はひとつのタンパク質が第２のタンパク質と相互作用するバイナリ
ーであり得るか、あるいは複数のタンパク質が一度に相互作用し「機能的単位」（６つの
サブユニットで構成されるＴＮＦａ受容体のように）を形成する多面性を有し得る。本発
明は、バイナリーおよび多面的タンパク質－タンパク質相互作用の両方に焦点を当てる。
【００２８】
　本方法は、複合体の１つの成分に特異的に結合する生体特性親和性試薬を使用して、固
体支持体上の試料より多成分生物学的複合体を捕捉することを伴う。未結合の物質は一般
に平衡緩衝液により除去される。その後、捕捉された複合体は、溶質の濃度が増加または
減少する勾配、すなわち異なるストリンジェンシーを形成した一連の溶出洗浄により連続
的に洗浄され、その洗浄液が回収される。各洗浄液は、親和性分子と結合していない複合
体の溶出成分を検出するための分析に供される。溶出成分が検出され、連続的溶出洗浄に
おいて溶出した成分の質量、元素組成、吸光係数、濃度、ｐＩ、などの物理的性質または
生化学的性質が測定される。
【００２９】
　あるいは、固定化された残留複合体成分を直接または間接的に測定し、試料から残留複
合体のプロファイルを得ることができる。このように、複合体からの成分溶出下で、マル
チサブユニット複合体のサブユニットの存在、および洗浄溶液のストリンジェンシーの両
者を測定することができる。
【００３０】
　さらに、本方法は多重化が可能である。このような方法では、捕捉された複合体を異な
るアリコートに分割してもよく、それぞれのアリコートは、異なる濃度の溶質により形成
される勾配で一連の溶出洗浄に供され得る。あるいは様々な親和性分子を使用して、試料
から異なる多成分生物学的複合体を捕捉することができ、そして、これらの複合体は、成
分の相互作用をマップするために同一または異なる系列の溶出洗浄に供され得る。
【００３１】
　複合体の様々な成分を検出するために、本方法はそれ自体が重要である。しかしながら
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、これは以下に述べる異なるクラスの試料、例えば病理学的試料および非病理学的試料に
おける複合体を比較し、どのように複合体から成分が溶出されるかの相違を明らかにする
ことにより、成分の間で相互作用の形質に相違があるかどうかを判定する比較試験に特に
有用である。例えば、病理学的状態よりも非病理学的な状態では、特定の成分を溶出させ
るのによりストリンジェンシーの高い洗浄を必要とするという事実によって証明されるよ
うに、非病理学的な状態では、病理学的状態よりも１つの複合体のこの特定の成分がこの
複合体により強固に結合することが分かる。
【００３２】
　本発明で示される方法の利点は、迅速性、使いやすさ、複数の相互作用の同時的走査（
ハイスループットの多重化）、およびネイティブなタンパク質質量、またはペプチドのフ
ィンガープリント質量のいずれかに基づく（ビーズ上での酵素的消化後の）発現相違相互
作用マップ（Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　
Ｍａｐｓ）を生成する能力などである。
【００３３】
　図４を参照すると、ステップ４ａにおいて、生体特異性親和性試薬を通して１つの多成
分生物学的複合体が固体支持体上に固定化されている試料のアリコートが提供される。一
般に、固体支持体はアフィニティクロマトグラフィに適したクロマトグラフィー樹脂とな
るであろう。あるいは、固体支持体がバイオチップであることも可能である。
【００３４】
　一実施形態において、本方法は複合体分子がインサイチュ（すなわち、バイオチップの
表面上）で発現するステップを含み、これによりこの複合体は発現／アセンブリ上で直接
捕捉される。この分子は捕捉ビーズまたは樹脂の存在下でも発現できる。
【００３５】
　この親和性分子は、この複合体の１つの成分と特異的に結合する。（図では、それは卵
形の成分と結合している。）固体支持体への固定化は、直接の場合もあるし、間接的の場
合もある。直接捕捉では、固体支持体は親和性分子で誘導体化され、複合体は試料より直
接固体支持体上に捕捉される。間接的な捕捉では、未結合の親和性分子が複合体に結合し
、続いて、例えば、親和性分子と結合する別の捕捉分子を用いて親和性分子＋複合体が固
体支持体上に捕捉される。例えば、生体特異的親和性分子はＩｇＧ分子であり得、固体支
持体は、プロテインＡ、プロテインＧ、または抗ＩｇＧ抗体で誘導体化可能である。
【００３６】
　支持体が樹脂またはビーズの場合、固体支持体と接触し、つづいて固体支持体から溶出
された任意の物質を底面に接するようにウェルの口に液体を滴下可能なように設計された
ドリッププレートであり得るマイクロタイタープレートのウェル内で、この樹脂またはビ
ーズが良好に操作される。あるいは、樹脂またはビーズは、ガラスまたはプラスチックな
どで、重力、遠心分離、またはその他のタイプの機械的方法もしくは電気的方法による連
続フローまたは中間的フローが可能なカラム内で良好に取り扱いできる。カラムは、例え
ば、スピンカラム、低圧クロマトグラフィーカラム、および高圧クロマトグラフィーカラ
ム（例えば、ＨＰＬＣ）が挙げられる。
【００３７】
　捕捉時、未結合の物質が固体支持体から除去される。一般に、これは平衡緩衝液による
洗浄によって行われる。しかしながら、未結合の物質を支持体から滴り落とすことも可能
である。
【００３８】
　図４、ステップ４ｂで示される本実施形態の次のステップで、捕捉された複合体は、増
加するストリンジェンシーの一連の洗浄を受ける。洗浄は一連の少なくとも２つの洗浄（
この例では、３つの洗浄）を形成する。共に、この系列における洗浄は、異なるストリン
ジェンシーの勾配を形成する。具体的には、系列内の洗浄は、洗浄における特定の溶質濃
度が異なっている。例えば、この系列は、水性緩衝液中の塩濃度の増加または減少を基礎
としたイオン強度に従って増加または減少させることができる。濃度の増加する一連の洗
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浄は、０．１Ｎ　ＮａＣｌ－０．２Ｎ　ＮａＣｌ－０．４Ｎ　ＮａＣｌでもよい。濃度の
減少する一連の洗浄は、減少した濃度の銅またはマグネシウムなどの結合に必要な金属イ
オンを含んでもよい。以下に述べるように、溶質は、イオン相互作用（イオン強度および
ｐＨの両方）、水構造、疎水性相互作用、カオトロピズム、または親和性相互作用（例え
ば、別の成分と結合している成分と競争する分子）に基づいて、洗浄溶液のストリンジェ
ンシーを変化させることができる。あるいは、一連の洗浄は、複数の溶質の濃度を変える
ことができる。これらの洗浄は、この複合体からの成分の１つを溶出する場合もあるし、
しない場合もある。しかしながら、一連の洗浄を与えることによって、特定の成分を溶出
させるのに必要なストリンジェンシーを検査することができる。洗浄は、さらなる分析の
ために回収される。
【００３９】
　図４、ステップ４ｃで示される本実施形態の次のステップでは、回収された溶出洗浄は
、親和性試薬と結合していない複合体の成分の１つを測定するために分析される。測定は
定性的または定量的に可能である。例えば、洗浄の１つにおける成分の存在または非存在
を単に測定することができるのみである。あるいは、いくつかの標準と比較して、溶液の
成分の量が「多い」または「少ない」かどうかを大まかに測定することが可能である。あ
るいは、使用される検出方法により成分の量をさらに明確に定量することが可能である。
【００４０】
　別の実施形態において、固体支持体上に残っている成分は、溶出プロセスのいずれかの
ステップで検出することができる。好ましい実施形態では、固体支持体は質量分析プロー
ブなどのバイオチップであり、さらに、残留成分は、アフィニティ質量分析によって検出
される。固体支持体がビーズである場合、残留成分は、高いストリンジェンシー洗浄を使
用して溶出させることができ、以下に述べる方法で洗浄中のこの成分を検出できる。
【００４１】
　この成分は、気相イオンスペクトロメトリー法、光学的方法、電気化学的方法、原子間
力顕微鏡、高周波法などの任意の検出法の選定により、溶出洗浄中で測定することができ
る。しかしながら、気相イオンスペクトロメトリーの形式の質量分析法が特に有用である
。質量分析法が分析物の検出および質量の両方を提供するので、その質量情報に基づいて
分析物を区別することができる。すなわち、成分の質量に相当する信号の存在に基づいて
、溶出洗浄中に特定の成分が存在するかどうかを判定することができる。
【００４２】
　あらゆる形式の質量分析法を利用してもよい。しかしながら、ＭＡＬＤＩとＳＥＬＤＩ
は特に有用である。特に、分析物を最も良好に捕捉することが確認されているクロマトグ
ラフィー表面を有するＳＥＬＤＩプローブを用いて成分を都合よく検出することができる
。
【００４３】
　多成分生物学的複合体は、溶質によりそれぞれ異なる複数の溶出勾配を使用して、有用
に検査することができる。例えば、ｐＨ勾配、塩勾配、および洗浄剤勾配に基づいて成分
の相互作用を試験することができる。生成されたデータにより、相互作用のプロファイル
またはマップを構成するマトリックスが作成される（例えば図２のマップ参照）。このよ
うなマトリックスには、それぞれの成分においてそれぞれの溶出洗浄で検出された成分量
を含むセルを含めることができる。得られた成分（例えば、タンパク質）相互作用マップ
により、試験を行った特定の試料における成分の相互作用の特徴が得られる。
【００４４】
　本明細書に述べた方法は、特に成分相互作用相違マッピングに有用である。相互作用相
違マッピングは、異なる表現型によって特徴付けられた試料間で、成分の相互作用に相違
があるかどうかを判定するのに有用である。本質的に、本実施形態における方法は、異な
る試料の両方において上述の方法を用いて、目的とする成分における成分相互作用マップ
を生成し、このマップを比較して、成分間の相互作用の相違を決定することを含む。この
方法を図５および６に示す。両図は同じプロセスを示すが、異なる結果が得られている。
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【００４５】
　図５、ステップ５ａ（および図６、ステップ６ａ）を参照すると、異なるの複数試料か
らの多成分複合体は、固体支持体上に固定化される（例えば、物理的に分離される）。試
料は、目的とするあらゆる表現型形質とも異なる可能性がある。しかしながら、有用な生
物学的特徴（例えば、表現型形質）は、病理学的状態　対　非病理学的な状態（例えば、
癌対癌ではない）、薬剤応答者　対　薬無応答者、有毒反応　対　無毒反応、および疾患
状態の進行者　対　疾患状態の非進行者などである。試料は、通常の遺伝的な変異に関連
したもの（種の変異、品種変異、性別変異、食物変異など）などのナチュラルな手段によ
って誘導してもよく、あるいは遺伝子ノックアウト、ｓｉＲＮＡ誘導転写阻害、または表
現型の変化を誘発させる有機化合物または無機化合物による処理などの、生物学的システ
ムの操作によって試料を生成させてもよい。
【００４６】
　別の実施形態では、比較すべき試料を異なる条件に暴露する。例えば、１つの試料は、
アンチセンスＲＮＡ、リボザイム、またはＲＮＡｉなどの特定のｍＲＮＡの発現を阻害す
る抑制性核酸に暴露されている、細胞またはインビトロ翻訳システムでもよい。その他の
試料は、抑制性核酸に暴露されていないが、同じタイプの細胞またはインビトロ翻訳シス
テム由来でもよい。
【００４７】
　複数の試料は、２つという少ない試料であってもよい（例えば、１つの病理試料と１つ
の非病理試料）。しかしながら、臨床的に有用な情報を得ることを目的とする場合、それ
ぞれのクラスの試料の多くの試料を使用しなければならない。例えば、それぞれのクラス
から少なくとも１０、少なくとも１００、あるいは少なくとも１０００の試料を使用して
もよい。
【００４８】
　それぞれの試料は、上述のように成分相互作用について分析される。これを図５ステッ
プ５ｂと５ｃ（および図６、ステップ６ｂと６ｃ）に示す。異なるクラスからのデータを
比較すると、異なるタイプの相互作用が検出され得る。例えば、図５、ステップ５ｃの最
後の対のパネルに示したように、２つの試料において異なるストリンジェンシーのもとで
特定の成分が溶出されることが分かる。これは、異なる試料の成分の間での相互作用の特
性が異なっていることを示している。あるいは、図６、ステップ６ｃの最後のパネルに示
したように、異なる試料において、その成分は同じ溶出洗浄で溶出するが、異なる質量を
有することが測定され得る。これは、この成分は２つの試料間で異なった状態、例えば１
つは翻訳後修飾（例えば、リン酸化、グリコシル化、アシル化、ビオチン化、および開裂
）されているが、一方はそうでない状態にあることを示している。
【００４９】
　成分間での相互作用の相違パターンは、未知の試料をある１つまたはの別のクラス（例
えば、病理学的または非病理学的）へと分類するのに有用である。このような分類は、臨
床目的（例えば診断の目的）に有用である。これらの目的のために、それぞれの試料にお
いて複数の異なる複合体の複数の異なる成分をプロファイルすることは有用である。いず
れかのクラスに未知の試料を分類するための分類アルゴリズムを生成させるため、これら
のプロファイルによって得られたデータマトリックスを使用して、上述のように学習アル
ゴリズムをトレーニングすることができる。例えば、癌検査のための被験者からの未知の
試料について、成分の相互作用をプロファイルすることができる。このプロファイルをこ
の癌の分類アルゴリズムに提供することができる。試料で測定された相互作用パターン基
づいて、この分類アルゴリズムは、被験者の癌の有無を判断する。
【００５０】
　本発明はまた、相互作用プロファイルを生みだす第２の方法も検討する。この第２の方
法によると、多成分生物学的複合体は、複合体の１つの成分と特異的に結合する生体特異
的親和性試薬を介して、固体支持体に再び固定化される。しかしながら、本実施形態では
、一連の洗浄で同じ固体支持体を洗浄する代わりに、固体支持体を複数のアリコートに分
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割し、それぞれのアリコートを一連の溶出洗浄の異なる１つで洗浄する。もちろん、単一
のバッチの平衡化固体支持体を複数のアリコートに分割するか、または、別個の複数のア
リコートを作成することが可能である。重要なことは、固体支持体に固定化された複合体
を含む複数のアリコートを提供することであり、このアリコートは、独立した洗浄に供さ
れ得る。
【００５１】
　本方法を図７に示す。図７、ステップ７ａは、固体支持体上での複合体の捕捉と未結合
の物質の除去を示している。ステップ７ｂで、固体支持体は複数のアリコート（ここでは
８個）に分割され、マルチウェルマイクロタイタードリッププレートの異なるウェル内に
置かれる。ここで、楔印の幅の増加で表した勾配を形成している８つの異なる一連の溶出
洗浄の１つで、それぞれのウェルを洗浄する。これにより複合体から溶出された成分を含
むかまたは含まない８つの溶出洗浄が生成する。続いて、それぞれの溶出洗浄の含有量を
検出する（図７、ステップ７ｃ参照）。
【００５２】
　本実施形態の方法はまた、第１の方法で述べた手法を用いることで、試料間の成分相互
作用相違を検出するのに使用することもできる。これらの方法を、図８および９に示す。
【００５３】
　この事例では、表現型Ａと表現型Ｂの試料からの複合体は、固体支持体上に捕捉されて
いる（図８、ステップ８ａと図９、ステップ９ａ参照）。それぞれは４つのアリコートに
分割され、それぞれのアリコートはマイクロタイタープレートの異なるウェルに加えられ
る（図８、ステップ８ｂと図９、ステップ９ｂ）。それぞれの表現型の４つのアリコート
は、一連の勾配の１つの緩衝液で洗浄される（図８、ステップ８ｂと図９、ステップ９ｂ
の溶出洗浄１－４）。溶出洗浄中の成分が検出される（図８、ステップ８ｃと図９、ステ
ップ９ｃ）。再び、１つの成分が異なる洗浄（図８、ステップ８ｃ）、または同一の洗浄
において溶出するが、異なる分子量を有することが分かる（図９、ステップ９ｃ）。
【００５４】
　再び、これらの方法のパラメータを変更することも可能である。例えば、表現型Ａを呈
する複数の異なる試料、および表現型Ｂを呈する複数の異なる試料上で本方法を実施する
ことができる。固体支持体を複数のアリコートのセットに分割することができ、異なる溶
質を含む勾配洗浄でそれぞれのセットを洗浄することもできる。例えば、ｐＨ勾配で第１
のアリコートセットを、塩勾配で第２のアリコートセットを、および洗浄剤勾配で第３の
アリコートセットを洗浄することができる。
【００５５】
　（ＩＩ．多成分生物学的複合体、または親和性分子を伴うこの成分の結合）
　多成分生物学的複合体は、生体分子のさまざまな対象集団を含む複合混合物中に一般に
認められる。多成分生物学的複合体の４次構造とこれらの成分の相互作用を分析するため
には、はじめに分析を妨害する可能性のあるこのような混入物から複合体を単離する必要
がある。これは、目的とする多成分生物学的複合体の１つ以上の成分と特異的に結合する
親和性または「ベイト」分子を利用することにより最も都合よく達成される。適切な親和
性分子としては、複合体に存在する１つ以上の抗原成分に対応した抗体、受容体、酵素、
および多成分生物学的複合体自体が酵素である場合には、多成分生物学的複合体に関連す
る活性のための基質、が挙げられる。親和性分子はその結合を増強し、多成分生物学的複
合体を保持するために修飾することができる。例えば、多成分生物学的複合体－関連酵素
よって生成物に転換されることを遅延または阻害するために、基質を化学修飾することが
できる。
【００５６】
　多成分生物学的複合体は、溶液中で遊離しているか、または固体支持体上に結合してい
る、いずれかの状態の本発明の親和性分子と結合することができる。多成分生物学的複合
体を単離し分析する第１のステップとして、多成分生物学的複合体と溶液中で遊離した親
和性分子との間の結合に続いて、一般に親和性分子が固体支持体に固定化される。
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【００５７】
　本発明を用いて試験を行うべき多成分生物学的複合体を回収するための適当な生物学的
供給源としては、例えば、組織溶解物、細胞溶解物、体液、またはインビトロ翻訳システ
ムなどの生体試料からの抽出物などが挙げられる。試料は液体形態で、特定の組織、臓器
または生物体由来の細胞溶解物から得られることが好ましい。
【００５８】
　（ＩＩＩ　固体支持体上への親和性分子の固定化）
　上述のように、目的とする多成分生物学的複合体は、親和性分子の複合体への最初の結
合とそれに続く固体支持体への親和性分子の固定化により単離することができる。あるい
は、親和性分子は固体支持体上にまず固定化させ、続いて多成分生物学的複合体を固定化
されている親和性分子に結合させることができる。多成分生物学的複合体と親和性分子と
の間の結合が可能な任意の適切な方法も使用できる。例えば、親和性分子を単純に混合す
るか、試料と結合させることができる。
【００５９】
　適切な方法であれば、どのようなものでも、固体支持体への親和性分子の固定化に使用
できる。例えば、水浴、浸漬、液浸、噴霧、洗浄、あるいはピペット操作などがある。一
般に、約１μｌから５００μｌ中、数アトモルから１００ピコモルを含む試料容量はこの
支持体に結合させるのに十分である。この試料は、多成分生物学的複合体の結合が可能と
なるのに十分な一定時間、親和性分子と接触する必要がある。一般には、試料と親和性分
子は、約３０秒から約１２時間の間接触しているが、好ましくは約３０秒から約１５分の
間接触している。一般に、試料は、常温常圧下で親和性分子と接触する。しかしながら、
いくつかの試料では、修正された温度（一般に４℃から３７℃）と圧力条件が望ましい可
能性がある。これらの条件は当業者により決定できる。
【００６０】
　さらに、この試料を溶離液中に入れるか混合させて可溶化させ、前述の手法のいずれか
を使用をして、溶離液と試料の溶液をこの支持体または遊離の親和性分子と接触させるこ
とにより、この試料を支持体または遊離の親和性分子と接触させることができる。多成分
生物学的複合体を親和性分子に結合させる前に試料を溶離液にさらすことは、試料と同時
にこの溶離液と接触させている間に親和性分子の選択性に変化を生じる影響がある。親和
性分子に結合し、そしてこれにより保持されるこの試料のこれらの成分は、親和性分子の
選択性を修正する溶出特性の存在しない条件において親和性分子に結合するすべての成分
ではなく、試料と会合している特定の溶離液の存在下で、親和性分子と結合するこれらの
成分のみを含む。
【００６１】
　試料は、目的とする複合体に結合するのに十分な一定時間、親和性分子に接触させる必
要がある。一般には、試料は親和性分子と約３０秒から約１２時間との間、接触させられ
る。試料は親和性分子と約３０秒から約１５分間接触させられることが好まししい。
【００６２】
　試料が親和性分子と接触する際の温度は、特定の試料と選択された親和性分子との関数
である。一般には、接触は常温常圧下で行われる。しかしながら、いくつかの試料では、
修正された温度（一般に４℃から３７℃）と圧力条件が好ましい可能性があり、これらの
条件は当業者により容易に決定できる。
【００６３】
　親和性分子は、生体試料の残留成分が遊離して残っている間に、多成分生物学的複合体
の固定化が可能な固体支持体に結合しており、以下に述べるように、１回（または複数の
）洗浄ステップによる除去に利用可能である。固定化されるべき多成分生物学的複合体を
含む生体試料中で、固体支持体は、不溶性の、あるいは不溶性を付与する能力のあるあら
ゆる表面であり得る。例えば、１つの実施形態では主に平坦面に結合する親和性分子を利
用する。より好ましくは、親和性分子は微粒子またはビーズに結合する。さらに他の実施
形態では、支持体および任意の会合により生体試料から捕捉試薬／分析物の単離を可能と
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する特定の物性を有する固体支持体を利用する。例えば、特定の抗体で誘導した磁性微粒
子を使用できる。誘導された磁性微粒子のスラリーは、生体試料より作製することができ
る。続いて、ビーズと多成分生物学的複合体は磁性体により単離される。固体支持体はま
た、親和性表面を有するＳＥＬＤＩ－ＭＳプローブでもあり得る。その表面のそれぞれは
目的とする多成分生物学的複合体を特異的に認識する親和性分子を含む。本発明で使用さ
れるそれぞれの固体支持体は、異なる多成分生物学的複合体を認識することが可能な様々
な親和性分子を固定化することができる。
【００６４】
　（ＩＶ．成分を差別的に溶出させるための、結合した多成分性複合体の洗浄）
　目的の多成分生物学的複合体は、本願において以前に述べた生体分子の任意の結合より
構成することができる。多成分生物学的複合体の成分間の相互作用としては、キレート化
合物を生成するような共有結合、イオン結合、疎水結合、アロステリック結合、配位結合
をはじめとするあらゆるタイプを含めることができる。目的とする多成分生物学的複合体
で見出される可能性のある成分例は、ペプチド、タンパク質、核酸、炭水化物、多糖体、
核酸断片、ペプチド断片、およびタンパク質断片などの上に示した生体高分子の断片、な
どが挙げられるが、これに限定されるものではない。目的とする多成分生物学的複合体は
、実際にはタンパク質－ＤＮＡ複合体、受容体－リガンド複合体、および酵素－基質複合
体などのように異質であることが多い。
【００６５】
　（Ａ．洗浄溶液）
　多成分生物学的複合体を含む試料に頻繁に見出される不純物を除去するため、分析目的
に設計された選択的溶出を行う前に、固定化された目的とする多成分生物学的複合体を第
１にマイルドな洗浄溶液で処理する必要がある。一般に、第１の洗浄溶液は生理学的ｐＨ
とイオン強度を有するもので、洗浄は常温常圧下で行われる。特定の状況下では、例えば
、目的とする多成分生物学的複合体の成分が、特定のストリンジェンシーで溶出洗浄が行
われた後も依然として固定化されている場合は、ストリンジェント洗浄が実施すべき唯一
の洗浄ステップである。目的とする多成分生物学的複合体成分が、最もストリンジェント
な洗浄後でも固体支持体に固定化された親和性分子と会合したままであることが予期され
る場合は、好ましく利用する固体支持体は吸着表面が多成分生物学的複合体と特異的に結
合している親和性分子で構成されるＭＳプローブ、最も好ましくはＳＥＬＤＩ　ＭＳプロ
ーブである。
【００６６】
　（Ｂ．洗浄溶液特性の変更と溶出洗浄溶液の調製）
　未結合の成分を固体支持体より除去後、この溶液中の特定の溶質濃度の増加または減少
に基づいた、強度の増加または減少した勾配を形成した一連の洗浄（液）でこの支持体を
洗浄する。それに応じて、それぞれそれに続く洗浄溶液はストリンジェンシーが増加し、
これにより、より弱い溶液は弱く結合した成分を脱離させ、強い溶液はより強固に結合し
た成分を脱離させる。結合した複合体を、それぞれその後の洗浄は以前の洗浄よりもより
ストリンジェントである一連の洗浄にさらすことにより、成分は最も弱い結合から最も強
固な結合まで、逐次連続的に洗い出される。
【００６７】
　一般に、洗浄溶液は多成分生物学的複合体と親和性分子の間での吸収の閾値が選択的に
変更されている。多成分生物学的複合体の結合成分を脱着させ溶出させる溶離液の能力は
、その溶出特性に依存する。様々な溶離液は、非常に異なる溶出特性、いくぶん異なる溶
出特性、または微妙に異なる溶出特性を示す可能性がある。
【００６８】
　本発明の重要な態様は、第１に固定化された目的とする多成分生物学的複合体から不純
物を除去するため、次に分析のためにこの固定化された複合体から相違的に成分を溶出さ
せるために使用する洗浄溶液の処方である。さらに、溶出した成分のその多成分生物学的
複合体に関連する特定の複合体を溶出させ、どのタイプの生体分子の相互作用が重要であ
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るかを解明する溶出洗浄溶液の特性である。本セクションでは、効率的な初期洗浄に修正
でき、続いて多成分生物学的複合体から成分溶出を誘発させることのできる本発明の洗浄
溶液についていくつかの方法の概略を述べる。
【００６９】
　洗浄溶液の洗浄ストリンジェンシーを増加させるために、緩衝液と他の添加物を洗浄溶
液へ添加することができる。アフィニティクロマトグラフィ表面から分子を溶出させるた
めに利用する様々な洗浄溶液は、従来技術において公知である。洗浄溶液には、ｐＨをベ
ースとする溶離液（例えば、酸と塩基）、イオン強度をベースとする溶離液（例えば、塩
）、水構造をベースとした溶離液（例えば、尿素またはカオトロピック塩溶液（例えば、
チオシアン酸ナトリウム））、洗浄剤ベースの溶離液（例えば、ＣＨＡＰＳ、ＴＷＥＥＮ
、ＳＤＳとＮＰの４０）、疎水性ベースの溶離液（例えば、有機溶媒、チオフィリック塩
、およびアセトニトリル）、生体分子をベースとする溶離液（例えば、アミノ酸、ヌクレ
オチド、単純な糖、脂肪酸、およびこれらの高分子）、および結合競争的溶離液が挙げら
れるが、これに限定されるものではない。結合競争的溶離液には、溶質として他の成分と
結合する成分と競争する分子が含まれる。結合競争因子は、例えば、薬剤候補ｄｒｕｇ　
ｃａｎｄｉｄａｔｅなどの小さな有機分子でもよい。
【００７０】
　特定の洗浄溶液または添加剤の選択は、実験条件（例えば、利用される親和性分子、ま
たは検出すべき多成分生物学的複合体の種類）に依存し、当業者により決定される。
【００７１】
　適切な洗浄は、上述のカテゴリーのいずれかより、２つ以上の前述の洗浄の組み合わせ
からあるいは選択することができる。複数の溶出特性をベースとすると、２つ以上の前述
の洗浄を含む洗浄は、多成分生物学的複合体に対する親和性分子の選択性を変更できる。
【００７２】
　（Ｃ．２つのパラメータの変動性）
　親和性分子を選択することにより異なる結合特性を提供する能力、および異なる洗浄に
よる洗浄により異なる溶出特性を提供する能力により、それぞれ多成分生物学的複合体が
親和性分子と結合する際の選択性に個別に影響を及ぼす能力がある２つの別個のパラメー
タの変動性が許容される。これらの２つのパラメータを幅広く変えられることができると
いう事実は、本発明による方法が、多くの異なるタイプの多成分生物学的複合体を結合し
、これゆえに検出するために有用であるような広い範囲の結合親和性を保証する。
【００７３】
　特定の試料の分析に利用される親和性分子および洗浄の選択は、たとえ１つ（または複
数）の多成分生物学的複合体の性質が未知であっても、試料の特性および評価を行う特定
の多成分生物学的複合体または多成分生物学的複合体のクラスに依存すると予想される。
一般に、特に分析すべき試料の組成が未知であるときには、多様な結合特性と多様な溶出
特性を示すシステムを提供するのに有利である。幅広い範囲の選択特性を呈するシステム
を提供することによって、目的とする多成分生物学的複合体が１つ以上の親和性分子によ
って保持される可能性が著しく増大する。
【００７４】
　化学的または生化学的分析の当業者は、広範囲の結合と溶出特性を呈するシステムを提
供し、多成分生物学的複合体を最も優れた分離能を提供する結合および溶出特性を観察す
ることにより、特定の多成分生物学的複合体を保持するために有用な選択性条件を測定す
ることが可能である。
【００７５】
　本発明は幅広い範囲の選択性条件を含むシステムを提供するので、所定の多成分生物学
的複合体における最適な結合と溶出特性を当業者が求めることは、過度の実験を必要とせ
ずに容易に達成される。
【００７６】
　（Ｄ．洗浄溶液による親和性分子の洗浄）
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　多成分生物学的複合体を含む試料に親和性分子を接触させ、その親和性分子を固体支持
体に固定化した後に、多成分生物学的複合体を第１の洗浄溶液、および本発明のあらゆる
数の溶出洗浄溶液で洗浄することができる。一般に、多次元分析を提供するためには、そ
れぞれの親和性分子位置を、少なくとも試料由来の不純物を除去するための第１の洗浄溶
液と１回分の溶出洗浄溶液で洗浄する。多成分生物学的複合体を洗浄することにより、一
般に特定の親和性分子に保持された複合体成分集団が修飾される。複合体成分の結合特性
と溶出洗浄溶液の溶出特性との組み合わせは、溶出洗浄後、親和性分子を介する固体支持
体に関して、いずれの成分が保持されるかを制御する選択性条件を提供する。このように
、洗浄ステップは、多成分生物学的複合体から成分を選択的に除去する。
【００７７】
　洗浄ステップは、多様なテクニックを用いて実行することができる。例えば、上で述べ
たように、試料は、試料を親和性分子と接触させる前に、第１の洗浄中にまたはこの洗浄
液を添加することで可溶化させることができる。試料を親和性分子に接触させる前または
同時に、試料を第１の洗浄溶液にさらすことは、多成分生物学的複合体を親和性分子に結
合させ、続いて第１の洗浄溶液でこの親和性分子を洗浄することと同じ正味の効果を有し
ている。多成分生物学的複合体が親和性分子に結合した後、この複合体を１つ以上の溶出
洗浄溶液で洗うことができる。
【００７８】
　そこに結合した多成分生物学的複合体を持つ親和性分子の洗浄は、洗浄中の親和性分子
とそこに結合する多成分生物学的複合体を有する基質の水浴、ソーキング、または浸漬す
ること、あるいは洗浄液によりこの基質の上を水洗、噴霧または洗浄することにより達成
できる。
【００７９】
　上述の方法は、親和性分子が複数のあらかじめ決定されたアドレス可能な位置に提供さ
れる場合も有用である。しかしながら、多成分生物学的複合体が親和性分子と複数の位置
で結合している場合は、洗浄ステップは、代わりにより系統的かつ効率的なアプローチを
利用して行うとよい。すなわち、洗浄液で第１の位置にある親和性分子を洗浄することに
より、続いて第１の親和性分子に保持されているその多成分生物学的複合体成分を脱着・
検出させ、さらにその後、第２の親和性分子に保持されている多成分生物学的複合体を脱
着・検出させることにより、洗浄ステップを実行することができる。言い換えると、すべ
ての親和性分子は第１の洗浄に一緒にさらされ、そしてその後、それぞれの親和性分子位
置から放出された多成分生物学的複合体を別々に分析することができる。必要ならば、そ
れぞれの親和性分子位置から放出された多成分生物学的複合体の検出後、それぞれの親和
性分子位置における第２段階の溶出洗浄を実施し、これに続いて第２の段階の検出および
／または分析を行ってもよい。すべての親和性分子位置を洗浄するステップと、後に続く
それぞれの親和性分子位置において放出された成分の脱着と検出は、複数の異なる溶出洗
浄液について繰り返し行うことができる。このように、全体の配列は、試料における多成
分生物学的複合体の特性を効率的に測定するために利用される。
【００８０】
　本発明の方法を用いて、複合体を抽出するのに利用した溶出洗浄溶液の溶出特性に基づ
いて、多成分生物学的複合体のあらゆる所定の成分の結合特性に関するデータを集めるこ
とができる。
【００８１】
　（Ｖ．ＳＥＬＤＩ　ＭＳプローブ上での溶出成分の吸着）
　本発明の方法を使用して相互作用相違マップを生成するために、分析すべき多成分生物
学的複合体の成分を本発明のＭＳプローブに吸着させてもよい。一般に原理の１つに生体
分子の結合のための多数のアドレス可能な吸着位置を保有する好ましい特性のため、ＳＥ
ＬＤＩ－ＭＳプローブがこの目的に使用される。ＳＥＬＤＩ－ＭＳプローブは、前身のＭ
ＡＬＤＩと異なり、１つにプローブ上に複数の吸着剤を装備することができる。この多重
フォーマットにより、上述のような高スループット設定において、試料の高度にリファイ
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ンされた効率的な分析が可能である。ＳＥＬＤＩ－ＭＳプローブで使用される異なる吸着
剤は、大きく異なる結合特性、幾分か異なる結合特性、微妙に異なる結合特性をもたせる
ことができる。
【００８２】
　大きく異なる結合特性を示す吸着剤は、一般に誘引のベースまたは相互作用のモードが
異なる。誘引の基礎は一般に化学的または生物学的な分子認識の機能である。吸着剤と生
体分子との間の誘引のベースには、例えば、（１）塩促進相互作用、例えば、疎水性相互
作用、チオフィリック相互作用、および固定化された色素相互作用、（２）親水性相互作
用の場合などの水素結合性および／またはファンデルワールス力相互作用、および電荷移
動相互作用、（３）イオン電荷相互作用、特に陽イオン、または陰イオン電荷相互作用な
どの静電相互作用、（４）吸着剤上で金属イオンと配位共有結合を形成する（すなわち、
配位錯体形成）分析物の能力、（５）酵素活性部位結合、（６）可逆性の共有結合相互作
用、例えば、ジスルフィド交換相互作用、（６）糖タンパク質相互作用、（７）生体特異
性相互作用、または（８）上述のモードの相互作用の２つ以上の組み合わせ、が挙げられ
る。すなわち、吸着剤は２つ以上の誘引ベースを示すことが可能で、このため「混合機能
性」吸着剤として知られている。ＳＥＬＤＩ－ＭＳプローブに関連して利用される代表的
な吸着剤の化学を以下に述べる。
【００８３】
　（Ａ．塩促進相互作用吸着剤）
　塩促進相互作用を観察するために有用な吸着剤は、疎水性相互作用吸着剤などである。
疎水性相互作用吸着剤の例として、脂肪族炭化水素類、特にＣ１－Ｃ１８脂肪族炭化水素
類を有する基質、フェニル基などの芳香族炭化水素官能基類を有する基質などがある。分
析物と結合する疎水性相互作用吸着剤は、アミノ酸残基に暴露された無電荷の溶媒、特に
フェニルアラニンとトリプトファンなどの一般に無極性芳香族および疎水性アミノ酸残基
と呼ばれるアミノ酸残基などである。疎水性相互作用吸着剤と結合すると予想される分析
物の特別な事例は、リゾチームおよびＤＮＡなどである。特定の理論に束縛されることを
望まなければ、ＤＮＡ中の芳香族ヌクレオチド、特にピリジンとピリミジン基によって、
そのＤＮＡは疎水性相互作用吸着剤に結合すると考えられている。
【００８４】
　塩促進相互作用を観察するために有用な別の吸着剤は、チオフィリック相互作用吸着剤
、例えば、Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，Ｉｌｌｉｎｏｉｓから市販されているチオ
フィリック吸着剤の１つのタイプであるＴ－ＧＥＬＴＭなどである。チオフィリック相互
作用吸着剤には、例えばＩｇＧなどの免疫グロブリンを結合する。
【００８５】
　塩促進相互作用を観察するために有用な第３の吸着剤として、固定化された色素相互作
用吸着剤などが挙げられる。固定化された色素相互作用吸着剤としては、例えば、Ｐｈａ
ｒｍａｃｉａ／Ａｍｉｃｏｎから入手できるＣＩＢＡＣＨＲＯＮＴＭブルーなどの固定化
されて色素基質などがある。固定化された色素相互作用吸着剤は、一般にタンパク質とＤ
ＮＡと結合する。固定化された色素相互作用吸着剤に結合するタンパク質の特定の事例の
１つは、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）である。
【００８６】
　（Ｂ．親水性の相互作用吸着剤）
　親水性相互作用をベースとした水素結合および／またはファンデルワールス力を観察す
るために有用な吸着剤としては、例えば酸化ケイ素（すなわち、ガラス）などの順相吸着
剤を含む表面が挙げられる。順相または酸化ケイ素表面は、官能基として作用する。さら
に、ポリエチレングリコール、デキストラン、アガロース、またはセルロースなどの親水
性ポリマーで改質された表面を含む吸着剤も親水性相互作用吸着剤として機能する。親水
性相互作用を介して結合するアミノ酸残基の１つ基または組み合わせは水素結合またはフ
ァンデルワールス力を含むため、ほとんどのタンパク質は、親水性相互作用吸着剤と結合
すると予想される。



(21) JP 4587954 B2 2010.11.24

10

20

30

40

50

【００８７】
　（Ｃ．静電気相互作用吸着剤）
　静電気的またはイオン性電荷相互作用を観察するために有用な吸着剤としては、例えば
、硫酸塩陰イオン（すなわち、ＳＯ－

３）の基質、およびカルボン酸塩陰イオン（すなわ
ち、ＣＯＯ－）、またはリン酸陰イオン（－ＯＰＯ３－）などの陰イオン性吸着剤などが
挙げられる。しかしながら、カルボン酸塩陰イオンを持つ基質では、そのｐＫａをこえる
ｐＨでのみマイナスの電荷を有している。ｐＫａよりも低いｐＨでは、この基質は本質的
に中性の電荷を示す。好ましい陰イオン性吸着剤には、硫酸塩とカルボン酸塩陰イオンと
リン酸陰イオンとの組み合わせを有する基質である陰イオン性吸着剤も含まれる。この組
み合わせは、ｐＨに応じて連続的に変化することが可能なマイナスの電荷強度を提供する
。これらの吸着剤は、例えば、ＲＮＡ分解酵素とミオグロビンなどのプラスの電荷を有す
るタンパク質や高分子を引き寄せて結合する。特定の理論に束縛されることを望まなけれ
ば、吸着剤と、リジン残基、アルギニン残基、およびヒスチジル残基をはじめとするプラ
スの電荷を有するアミノ酸残基との間の静電的相互作用は結合相互作用に起因すると考え
られている。
【００８８】
　静電気的またはイオン性電荷相互作用を観察するために有用な他の吸着剤としては、陽
イオン性吸着剤などが挙げられる。陽イオン性吸着剤の特定の事例は、２級、３級、４級
アミン類の基質などである。４級アミン類は吸着条件下では永続的にプラスの電荷である
。しかしながら、しかし、２級および３級アミン類は、ｐＨ依存性の電荷を有する。ｐＫ
ａ未満のｐＨでは、２級および３級アミンはプラス電荷を有し、ｐＫａをこえるｐＨでは
これらのアミンはマイナス電荷を示す。好ましい陽イオン性吸着剤としては、異なる２級
、３級、そして４級アミンの組み合わせを有する基質である陽イオン性吸着剤も挙げられ
る。この組み合わせは、ｐＨに応じて連続的に変化することが可能なプラス電荷の強度を
提供する。陽イオン性相互作用吸着剤は、アスパラギン酸とグルタミン酸残基などのアミ
ノ酸残基にさらされた溶媒を有するタンパク質を含む分子上の陰イオン性部位と結合する
。
【００８９】
　イオン相互作用吸着剤（陰イオン性および陽イオン性の両者）の場合は、陰イオンと陽
イオンの両方を含む混合したモードのイオン性吸着剤を利用することがしばしば好ましい
。このような吸着剤は、ｐＨに応じて連続的な緩衝能力を提供する。この連続的な緩衝能
力により、特にｐＨ範囲が２から１１までの異なる緩衝成分を有する溶離液への分析物の
組み合わせの暴露を可能となる。この結果固定化された滴定可能なプロトン交換基によっ
て規定される吸着剤上での局所ｐＨ環境が生み出される。このようなシステムは、等電点
電気泳動として知られる固体相分離テクニックに相当する。
【００９０】
　さらに、静電気的相互作用を観察するために有用なその他の吸着剤としては、双極子－
双極子相互作用吸着剤などが挙げられるが、その相互作用は静電的であるが、形式電荷、
あるいは滴定可能なタンパク質供与体または受容体ではないものが含まれる。
【００９１】
　（Ｄ．配位共有結合性相互作用吸着剤）
　金属イオンを持つ配位共有結合を形成する能力を観察するために有用な吸着剤としては
、基質ベアリング、例えば２価および３価の金属イオン、などが挙げられる。固定化され
た金属イオンキレート剤の基質は、１つ以上の電子供与体基を有する合成有機分子を備え
、それは遷移金属イオンにより配位共有結合性相互作用のベースを形成する。１固定化さ
れた金属イオンキレート剤として作用する次電子供与体基としては、酸素、窒素およびイ
オウが含まれる。金属イオンは固定化された金属イオンキレート剤と結合し、電子供与基
と相互作用するためのいくつかの残存部位を持つ金属イオン錯体を生じる。好ましい金属
イオンとしては、一般に銅、ニッケル、コバルト、亜鉛、鉄などの遷移金属イオン、およ
びＡｌ、Ｃａなどのその他の金属イオンなどが挙げられる。特定の理論に束縛されること
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を望まなければ、金属イオンは、ペプチド、タンパク質、または核酸中の特定のアミノ酸
残基と選択的に相互作用すると考えられている。一般に、このような相互作用に関連した
アミノ酸残基には、ヒスチジン残基、チロシン残基、トリプトファン残基、システイン残
基、およびアスパラギン酸およびグルタミン酸などの酸素基を含むアミノ酸残基が挙げら
れる。例えば、固定化された鉄のイオンはホスホセリン、ホスホチロシン、およびホスホ
スレオニン残基と相互作用する。固定化された金属イオンに依存して、上述のアミノ酸残
基の十分な局所濃度を有するこれらのタンパク質のみがこの吸着剤によって保持される。
金属イオンとタンパク質との間のいくつかの相互作用は、従来の手段ではタンパク質をこ
の複合体から切り離すことができないほど強い。
【００９２】
　（Ｅ．酵素－活性部位相互作用吸着剤）
　酵素活性部位結合相互作用を観察するために有用な吸着剤としては、タンパク質分解酵
素（トリプシンなど）、脱リン酸酵素、リン酸化酵素、およびヌクレアーゼが挙げられる
。この相互作用は、酵素上の触媒結合部位を有する分析物（一般に生体高分子）における
酵素結合部位の配列－特異的相互作用である。このタイプの酵素結合部位としては、例え
ば、配列中にリジン－リジンまたはリジン－アルギニン対を有するタンパク質とペプチド
と相互作用するトリプシンの活性部位が挙げられる。より具体的には、ダイズトリプシン
阻害剤は、固定化されたトリプシンの吸着剤と相互作用し、結合する。
【００９３】
　（Ｆ．可逆的共有結合性相互作用吸着剤）
　可逆的共有結合性相互作用を観察するために有用な吸着剤は、ジスルフィド交換交互作
用吸着剤などである。ジスルフィド交換相互作用吸着剤としては、固定化されたスルフヒ
ドリル基、例えばメルカプトエタノールまたは固定化されたジチオスレイトールなどが挙
げられる。この相互作用は、吸着剤と分析物上のシステイン残基に暴露された溶媒との間
の共有ジスルフィド結合の形成に基づく。このような吸着剤は、減少したイオウ化合物を
含むように修正された塩基を含んでいるシステイン残基と核酸を有するタンパク質または
ペプチドと結合する。
【００９４】
　（Ｇ．糖タンパク質相互作用吸着剤）
　糖タンパク質相互作用を観察するために有用な吸着剤としては、糖タンパク質相互作用
吸着剤が挙げられ、これには市販されているＣＯＮＣＯＮＡＶＡＬＩＮＴＭなど、固定化
されたレクチンを有する吸着剤（すなわち、オリゴ糖を保有するタンパク質）などが挙げ
られる。このような吸着剤は、高分子上の炭水化物部分の分子認識を含む相互作用をベー
スとして機能する。糖タンパク質相互作用吸着剤と相互作用し結合する分析物の例として
は、糖タンパク質類、特にヒスチジンの豊富な糖タンパク質、全細胞と単離された細胞レ
ベル下分画などが挙げられる。
【００９５】
　（Ｈ．生体特異的相互作用吸着剤）
　生体特異的相互作用を観察するために有用な吸着剤は、一般に「生体特異的親和性吸着
剤」と呼ばれている。生体特異的親和性吸着剤の例は、特定の生体分子と特異的に相互作
用し結合する任意の吸着剤である。生体特異的親和性吸着剤としては、例えば、固定化抗
体、固定化された単鎖抗体、抗体の固定化された特異的結合断片；固定化されたアフィボ
ディ、ＤＮＡ結合タンパク質と結合する固定化ＤＮＡ、ＤＮＡ、およびＲＮＡ；固定化さ
れた酵素、タンパク質および酵素と結合する固定化された基質または阻害薬；薬物結合タ
ンパク質と結合する固定化薬物；受容体と結合する固定化された配位子；配位子に結合す
る固定化された受容体；ＤＮＡおよびＲＮＡ結合タンパク質と結合する固定化されたＲＮ
Ａ；固定化されたアプタマー、ビオチンおよびビオチン化された分子と結合する固定化さ
れたアビジンまたはストレプトアビジン；脂質結合タンパク質と結合する固定化されたリ
ン脂質細胞膜および小胞が挙げられる。生体特異的相互作用吸着剤は、上で述べたものの
ような、既知の特定の相互作用に依存している。吸着剤が利用できる生体特異的相互作用
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のその他の例は、当業者に容易に識別でき、本発明により意図される。
【００９６】
　溶出成分の捕捉に利用される、もしくは適用可能な場合には、本発明の洗浄ステップの
ための固体支持体として働くＭＳプローブは、本発明の質量分析装置の導入口システムお
よび検出器などの様々な部品との使用に適合するような形状にできる。例えば、このプロ
ーブを連続的に変化した位置にプローブを水平方向および／または垂直方向に移動させる
、水平方向におよび／または垂直方向に並進可能なキャリッジに装着させるように適合さ
せることができる。これにより、手によるプローブの再位置決めの必要なしに、吸着剤表
面の異なる位置に結合した成分の分析が可能である。プローブは市販されており、購入可
能である（例えば、ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標），Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ，フレモント、カリフォルニア州）。このプローブは、多様な材料で構成
されてもよい。プローブ材料は、質量分析装置のイオン化源への曝露の結果として、試料
成分と反応しないこと、ならびにプローブの表面に位置する試料を構成する分子種および
吸着剤を外部に放出しないことが必要である。プローブ材料としては、絶縁材料（例えば
、酸化ケイ素などのガラス、プラスティック、セラミックなど）、半導体材料（例えば、
シリコンウェハー）、導電性材料（例えば、ニッケル、黄銅、鋼鉄、アルミニウム、金の
ような金属、あるいは導電性高分子）、有機高分子、生体高分子、またはこれらの任意の
組み合わせが挙げられるがこれに限定されるものではない。プローブ材料は、固体または
多孔性であってもよい。本発明の実施形態において利用に適したプローブ材料は、例えば
、米国特許第５，６１７，０６０号明細書（ＨｕｔｃｈｅｎｓおよびＹｉｐ）および国際
公開第９８／５９３６０号パンフレット（ＨｕｔｃｈｅｎｓおよびＹｉｐ）でも記載され
ている。
【００９７】
　（ＶＩ．ロードされたＳＥＬＤＩ－ＭＳプローブの調製および質量分析法による分析）
　（Ａ．試料調製）
　ＭＳ分析の前に、ＭＳ基質材料を、ＭＳプローブ上の吸着剤に結合した試料に添加しな
ければならない。ＭＳ基質は、イオン化源、例えば、気相イオンスペクトロメーターから
のエネルギーの吸収を補助することができ、さらにプローブ表面から試料成分の脱離を補
助することができる。ＭＳ－基質は、吸着剤に結合した目的とする分子のイオン化および
気化が可能であり、さらに、イオン化源のエネルギーの一部を吸収することができ、これ
によりイオン化源による分析すべき試料分子の断片化を防止する任意の適切な材料である
。基質の吸収スペクトルは、使用されるレーザパルスの周波数とオーバーラップする必要
がある。基質は、同時にイオン化エネルギーの沈滞を可能にしながら、安定性を保つ必要
がある。基質は、分析する試料と反応（修飾）するべきではない。また分析期間と不相応
な速度で昇華してはならない。最後に、基質は試料材料のイオン化を可能とする適切な化
学特性を有する必要がある。一般的なＭＳ－基質としては、ヒドロキシケイ皮酸（ＣＨＣ
Ａ）、シナピン（ｓｉｎａｐｉｎｉｃ）酸、ゲンチジン酸、トランス－３－インドールア
クリル酸（ＩＡＡ）、桂皮酸、ニコチン酸、およびバニリン酸が挙げられる。ＭＳ基質に
関するさらなる説明については、例えば、米国特許第５，７１９，０６０号明細書（Ｈｕ
ｔｃｈｅｎｓおよびＹｉｐ）参照。
【００９８】
　任意の適切な方法でＭＳ基質を多成分生物学的複合体成分に加えることができる。例え
ば、ＭＳ基質を試料と混合し、この混合物を吸着剤表面に配置する。別の実施例では、吸
着剤表面を試料と接触させる前にＭＳ基質を吸着剤表面に配置できる。別の実施例では、
吸着剤表面をＭＳ基質と接触させる前に試料を吸着剤表面に配置できる。続いて、吸着剤
表面に結合した成分は、以下に詳細を述べるように脱着され、イオン化され、検出される
。
【００９９】
　あるいは、プローブは、エネルギー吸収分子層がプローブ表面に付着しているＳＥＮＤ
プローブでも可能である。このプローブはＳＥＮＤプローブ単独でも可能であり、あるい
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は吸着剤を含み得、そしてＳＥＡＣとＳＥＮＤモードとの両方で機能し得る。
【０１００】
　（Ｂ．脱着／イオン化、および検出）
　ＭＳプローブの吸着剤表面で結合した多成分生物学的複合体成分は、質量分析法を用い
て脱着しイオン化され得る。あらゆる好ましいイオン化質量分析装置、例えば気相イオン
スペクトロメーターを、吸着剤と結合した異なる多成分生物学的複合体成分が分離される
ことが可能となる限り利用できる。代表的な質量分析装置では、吸着剤と結合した多成分
生物学的複合体成分を運ぶＭＳプローブは、質量分析装置の導入口システム内に導入され
る。成分は続いて、レーザ、高速原子衝撃、高エネルギープラズマ、エレクトロスプレー
イオン化、熱スプレーイオン化、液体２次イオンＭＳ、電場脱離などの脱着源により脱着
される。生成した脱着気化された化学種は、脱離事象の直接的な結果としてイオン化され
た既製のイオンまたは中性物質より構成される。生成したイオンは、イオン光学アセンブ
リにより収集され、次いで、質量分析装置により通過するイオンが分散され、分析される
。質量分析装置を出るイオンは、適切な検出器によって検出される。続いて、検出器は検
出されたイオンの情報を質量電荷比に変換する。多成分生物学的複合体成分の存在の検出
には、一般に信号強度の検出が含まれる。質量分析装置のあらゆる部品（例えば、脱離源
、質量分析装置、検出器など）は、本明細書中で述べた、あるいはその他本発明の実施形
態における従来技術において既知のその他の適切な部品と結合することができる。
【０１０１】
　本発明の実施形態では、レーザ脱離飛行時間型質量分析装置が使用されることが好まし
い。レーザ脱離質量分析法では、多成分生物学的複合体成分を含むプローブ吸着剤が、導
入口システムに導入される。経路成分は、イオン化源からレーザにより、気相内へ脱離し
イオン化される。生成されたイオンは、イオン光学アセンブリーにより回収され、続いて
飛行時間型質量分析計に収集され、イオンを短い高圧フィールドを通して加速させ、高真
空チャンバー内で浮遊させる。高真空チャンバー内の遠端部において、加速されたイオン
は、高感度な検出器表面に異なる時間に衝突する。飛行時間はイオンの質量の関数である
ので、イオンの形成とイオンの検出器衝突との間経過時間を、特定の質量電荷比の経路成
分の有無の同定のために利用できる。
【０１０２】
　別の実施形態において、多成分生物学的複合体成分を検出するためにイオン移動度スペ
クトロメーターを使用できる。イオン移動度スペクトロメーターの原理はイオン移動度の
相違に基づいている。特に、イオン化により生成した試料のイオンは電場の影響下にある
チューブを通り、その相違、例えば、質量、電荷、または形状により異なる速度で移動す
る。イオン（一般には電流形態）は検出器で記録され、試料中の通過成分を同定するため
に利用できる。イオン移動度スペクトロメーターの利点の１つは、大気圧で操作すること
が可能なことである。
【０１０３】
　（ＶＩＩ　試験データおよび参照データとの比較、ならびに相違マップの生成）
　試験試料中の多成分生物学的複合体が正常であるかどうかを判定するために、試験試料
中の多成分生物学的複合体成分の脱離および検出によって生成されたデータを対照データ
と比較することができる。対照データとは、多成分生物学的複合体において欠陥のまった
く認められないことが判明している正常な細胞またはヒトからの同等の試料より得られる
データをいう。分析されるそれぞれの多成分生物学的複合体成分について、正常試料から
同じ成分の参照量を測定する。正常な細胞または集団で認められる成分の量的変動が反映
されるように、複数の正常細胞またはヒトから採取した有意な数の試料に基づいて、それ
ぞれの成分の対照量が測定されることが好ましい。
【０１０４】
　特定の成分の対照量と比較してこの成分の試験量が有意に増加、または減少した場合は
、これは試験試料は相当する多成分生物学的複合体に欠陥があるということを示す陽性指
標である。例えば、多成分生物学的複合体に関連する成分の試験量が、対照量と比較して
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少なくとも１．５倍、２倍、５倍、あるいは１０倍増加または減少すると、この試験試料
はその多成分生物学的複合体に欠陥を有していることを示している。いくつかの状況では
、欠陥が重度である場合、多成分生物学的複合体のある成分が検出できない可能性がある
。
【０１０５】
　（ＶＩＩＩ．用途）
　上述のデータ分析方法を使用すると、本発明により、複合体成分の間での結合親和性の
微妙な変化を含むあらゆる多成分生物学的複合体の組成の変化を検出することが可能とな
る。成分結合と複合体組成のこのような変化は、疾患状態と関連することが多い。疾患状
態と関連する多成分生物学的複合体の組成および成分親和性の変化の事例としては、血友
病、糖尿病、および多くの形態の癌が挙げられる。
【０１０６】
　多成分生物学的複合体から放出された、それぞれの成分を抽出する溶出洗浄溶液の特性
を監視することによって、本発明は、多成分生物学的複合体内の個々の成分間の複合体内
親和性を評価するための洗練された方法も提供する。この評価は、ＳＥＬＤＩ－ＭＳプロ
ーブの使用によりさらに強化される。ＳＥＬＤＩ－ＭＳプローブにより、どのＳＥＬＤＩ
－ＭＳプローブ吸着剤がどの成分と結合するか、およびどのような親和性を示すかを記録
することにより、個々の多成分生物学的複合体成分の結合特性に関するより詳細な見識を
提供できる様々な吸着剤の化学情報が得られる。
【０１０７】
　（定義）
　他に定義のない限り、本明細書中で使用されたすべての技術的および科学的用語は、本
発明が属する分野の当業者により一般に理解されている意味を有する。以下の参考文献は
、本発明で使用した多くの用語の一般的な定義を当業者に提供する。シングルトンら（Ｓ
ｉｎｇｌｅｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．），微生物学および分子生物学用語辞書（Ｄｉｃｔｉｏ
ｎａｒｙ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ）第２版、１９９４年；ケンブリッジ科学技術用語辞典（Ｔｈｅ　Ｃａｍｂｒｉｄｇ
ｅ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）ウ
ォーカー編、１９８８年（Ｗａｌｋｅｒ　ｅｄ．，１９８８）；遺伝学用語集、第５版、
Ｒ．リーガーら編（Ｔｈｅ　Ｇｌｏｓｓａｒｙ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，５ｔｈ　Ｅｄ
．，Ｒ．Ｒｉｅｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），スプリンガー出版社（Ｓｐｒｉｎｇ
ｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ）１９９１年；ならびにヘイルおよびマルハム（Ｈａｌｅ＆Ｍａｒｈ
ａｍ），ハーパーコリンズ生物学辞典（Ｔｈｅ　Ｈａｒｐｅｒ　Ｃｏｌｌｉｎｓ　Ｄｉｃ
ｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｙ）１９９１年。本明細書で使用される以下の用語
は、別に指定のない限りこれらの文献で定義された意味となる。
【０１０８】
　「気相イオンスペクトロメーター」は、気相イオンを検出する装置を指す。気相イオン
スペクトロメーターは、気相イオンを供給するイオン化源を備える。気相イオンスペクト
ロメーターとしては、例えば質量分析装置、イオン移動度スペクトロメーター、およびト
ータルイオン流計測装置が含まれる。「気相イオンスペクトロメトリー」は、気相イオン
を検出するための気相イオンスペクトロメーターの使用を意味する。
【０１０９】
　「質量分析装置」は、気相イオンの質量電荷比に変換することのできるパラメータを測
定する気相イオン気相イオンスペクトロメーターを表す。質量分析装置は一般にイオン化
源および質量分析計を備える。質量分析装置の例としては、飛行時間型、磁場セクター、
四重極フィルター、イオントラップ、イオンサイクロトロン共鳴、静電セクターアナライ
ザー、およびこれらのハイブリッドが挙げられる。「質量分析法」は、気相イオンを検出
するための質量分析装置の使用を意味する。
【０１１０】
　「レーザ脱離質量分析装置」は、分析物を脱着し、揮発させ、イオン化させるためにレ
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ーザエネルギーを利用する質量分析装置を表す。
【０１１１】
　「タンデム質量分析装置」は、２つの連続するステージでｍ／ｚベースの識別を行う能
力があり、あるいはイオン混合物中のイオン類を含むイオンの測定を行うあらゆる質量分
析装置を表す。この表現には、２つの連続するステージでｍ／ｚベースの識別を行うこと
の可能な、あるいは空間がタンデムでイオンの測定を行うことの可能な、２つの質量分析
計を有する質量分析装置が含まれる。この表現には、さらに２つの連続するステージでｍ
／ｚベースの識別を行うことの可能な、あるいは時間がタンデムでイオンの測定を行うこ
との可能な、１つの質量分析計を有する質量分析装置も含まれる。従って、この表現には
明らかにＱｑ－ＴＯＦ質量分析装置、イオントラップ質量分析装置、イオントラップＴＯ
Ｆ質量分析装置、ＴＯＦ－ＴＯＦ質量分析装置、フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴
質量分析装置、静電セクター－磁場セクター質量分析装置、およびこれらの組み合わせが
含まれる。
【０１１２】
　「質量分析計」は、気相イオンの質量電荷比に変換することのできるパラメータを測定
する手段を備える質量分析装置のサブアセンブリーを表す。飛行時間型質量分析装置では
、質量分析計はイオン分光アセンブリー、飛行チューブ、およびイオン検出器を備える。
【０１１３】
　「イオン化源」は、気相イオンを提供する気相イオンスペクトロメーターのサブアセン
ブリーを表す。一実施形態において、イオン化源は脱離／イオン化プロセスを通してイオ
ンを提供する。このような実施形態では、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）に対して呼び掛け可能な（ｉｎｔｅｒｒｏｇａｔａｂｌｅ）関係
、および気相イオンスペクトロメーターの検出器との大気圧または準大気圧下での同時通
信に、１つのプローブを位置的に関与させるプローブインターフェースが含まれる。
【０１１４】
　固相から分析物を脱離／イオン化させるためのイオン化エネルギー形態には、例えば、
（１）レーザーエネルギー、（２）高速原子（高速原子衝撃に利用される）、（３）放射
性核種のβ崩壊を介して生成された高エネルギー粒子（プラズマ脱離に利用される）、お
よび（４）２次イオンを生成する１次イオン（２次イオン質量分析法で利用される）が挙
げられる。固相分析物のためのイオン化エネルギーの好ましい形態は、レーザー（レーザ
脱離／イオン化で使用される）、特に窒素レーザー、Ｎｄ－Ｙａｇレーザー、およびその
他のパルスレーザー源である。「フルエンス」は、呼び掛けされたイメージの単位面積当
たりに送達されたエネルギーを表す。レーザーのような高フルエンス源は、約１ｍＪ／ｍ
ｍ２から５０ｍＪ／ｍｍ２を送達する。一般に、試料はプローブの表面に配置され、この
プローブは、プローブインターフェースと連結され、プローブ表面はイオン化エネルギー
に衝突される。このエネルギーにより、分析分子が表面から気相内へ脱離され、イオン化
される。
【０１１５】
　分析のためのイオン化エネルギーのその他の形式としては、例えば、（１）気相中性物
質をイオン化する電子、（２）気相、固相、または液相中性物質からイオン化を誘発する
強い電場、および（３）固相、気相、および液相中性物質の化学イオン化を誘発するため
に中性化学物質とイオン化粒子または電場との組み合わせを印加する源が挙げられる。
【０１１６】
　本発明の文脈における「プローブ」は、気相イオンスペクトロメーター（例えば、質量
分析装置）のプローブインターフェースに関与し、そしてイオン化および質量分析装置な
どの気相イオンスペクトロメーターへの導入のために、分析物にイオン化エネルギーを与
えることに適用させたデバイスを表す。「プローブ」は一般に、分析物がイオン化エネル
ギー源に与えられる試料提示表面を含む固体基質（柔軟または硬い）を備える。「ＭＳプ
ローブ」は質量分析装置のためのプローブである。
【０１１７】
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　「表面増強親和性捕捉」（「ＳＥＡＣ」）または「親和性捕捉質量分析」は、吸着剤表
面を含むプローブ（「ＳＥＡＣプローブ」または「親和性捕捉プローブ」）の使用が関与
するＳＥＬＤＩの一種である。「吸着剤表面」は、吸着剤（「捕捉試薬」または「親和性
試薬」とも呼ばれる）が結合する表面を表す。吸着剤は、分析物（例えば標的ポリペプチ
ドまたは核酸）と結合する能力のあるあらゆる物質である。「クロマトグラフィー吸着剤
」は、一般にクロマトグラフィーで使用する物質をいう。クロマトグラフィー吸着剤には
、例えば、イオン交換材料、金属キレート剤（例えば、ニトリロ酢酸またはイミノ二酢酸
）、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、単純な
生体分子（例えば、ヌクレオチド、アミノ酸、単純な糖、および脂肪酸）、および混合モ
ード吸着剤（例えば、疎水性誘引／静電相反吸着剤）、が挙げられる。「生体特異性吸着
剤」は、生体分子、例えば、核酸分子（例えば、アプタマー）、ポリペプチド、多糖類、
脂質、ステロイド、またはこれらの結合体（例えば、糖タンパク質、リポタンパク質、糖
脂質）を含む吸着剤を意味する。特定の例においては、生体特異性吸着剤は、複数タンパ
ク質の複合体、生体膜、またはウイルスなどの高分子構造であることができる。生体特異
性吸着剤は一般に、クロマトグラフィー吸着剤よりも標的分析物に対してより高い特異性
を有している。ＳＥＬＤＩに使用するのための吸着剤に関するさらなる例は、米国特許６
，２２５，０４７号明細書（Ｈｕｔｃｈｅｎｓ　ａｎｄ　Ｙｉｐ，「Ｕｓｅ　ｏｆ　ｒｅ
ｔｅｎｔａｔｅ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　ｔｏ　ｇｅｎｅｒａｔｅ　ｄｉｆｆｅ
ｒｅｎｃｅ　ｍａｐｓ，」５月１日，２００１）で見られる。いくつかの実施形態におい
て、ＳＥＡＣプローブは、選定される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、あるプローブは、共有結合性を通して生
体分子と結合する能力がある反応部分を提供される。エポキシドとカルボジイミダゾール
は、抗体または細胞受容体などの生体特異性吸着剤と共有結合する有用な反応部分である
。
【０１１８】
　「アフィボディ（Ａｆｆｙｂｏｄｙ）」または「Ａｆｆｉｂｏｄｙ（登録商標）」は、
細菌性受容体構造に由来する小さな頑健なタンパク質を意味し、事実上あらゆる分子部分
と結合するために操作され得る。アフィボディはアフィボディ（Ａｆｆｉｂｏｄｙ），Ｔ
ｅｋｎｉｋｒｉｎｇｅｎ　３０，ｆｌｏｏｒ　６，Ｂｏｘ　７００　０４，ストックホル
ムＳＥ－１００４４、スウェーデン、電話：４６－０８－７９０－６５９５，ファックス
：４６－０８－７９０－６５３８より市販されており、米国特許第５，８３１，０１２号
の主題である。
【０１１９】
　「特異的結合」という表現は、生体分子の異種集団における抗原決定基の存在の決定要
素である結合反応を意味する。分子がバックグランド分子のモル量の少なくとも２倍のモ
ル量、より一般には１０から１００倍結合する場合に、分子は抗原決定基と特異的に結合
すると言われている。例えば、固相ＥＬＩＳＡイムノアッセイは、抗原の抗原決定基と特
異的に結合する抗体を選択するために一般に使用される（例えば、特異的結合を決定する
ために使用され得るイムノアッセイの形式および条件の記載については、Ｈａｒｌｏｗお
よびＬａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９
８８）参照）。ＥＬＩＳＡフォーマットおよび抗原決定基と特異的に結合している抗体で
は、少なくとも２倍のバックグランド信号、より一般には１０～１００倍をこえるバック
グランド信号を生成する。
【０１２０】
　好ましい実施形態において、親和性質量分析法では、ＳＥＬＤＩプローブの吸着剤表面
に分析物を含む液体試料を塗布する操作が含まれる。吸着剤に対する親和性を有するポリ
ペプチドなどの分析物は、プローブ表面に結合する。一般に、続いて保持された分子を残
して未結合分子を除去するため表面を洗浄する。分析物の保持範囲は、使用される洗浄液
のストリンジェンシーに依存する。次に、エネルギー吸収材料（例えば基質）を吸着剤表
面に塗布する。続いて、保持された分子はレーザ脱離／イオン化質量分析法によって検出
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される。
【０１２１】
　ＳＥＬＤＩはタンパク質プロファイリングに有用であり、この方法では１つまたは複数
の異なるＳＥＬＤＩ表面を用いて、試料中のタンパク質が検出される。次に、タンパク質
プロファイリングは、異なる試料のタンパク質プロファイルを比較し、試料間におけるタ
ンパク質発現の相違を検出する、相違マッピングに有用である。
【０１２２】
　「吸着」は、分析物の吸着剤または捕捉試薬に対する検出可能な非共有結合性結合を表
す。
【０１２３】
　「表面増強ニート脱離」または「ＳＥＮＤ」は、プローブ表面に付着したエネルギー吸
収分子層を備えるプローブ（「ＳＥＮＤプローブ」）の使用を含むＳＥＬＤＩの一種であ
る。例えば、付着は共有結合または非共有結合性化学的結合によるものであることができ
る。ＳＥＮＤにおける分析物は、従来のＭＡＬＤＩと異なり、脱離／イオン化のためのエ
ネルギー吸収分子の結晶基質内では捕捉されない。「エネルギー吸収分子」（「ＥＡＭ」
）は、レーザ脱離／イオン化源からエネルギーを吸収し、その後、それと接触する分析物
分子の脱離およびイオン化に寄与する能力がある分子を意味する。この表現は、「基質」
呼ばれることが多いＭＡＬＤＩに使用される分子を含み、明らかにケイ皮酸誘導体、シナ
ピン（ｓｉｎａｐｉｎｉｃ）酸（「ＳＰＡ」）、シアノ－ヒドロキシ－ケイ皮酸（「ＣＨ
ＣＡ」）、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、同様
な他の物質が含まれる。それはＳＥＬＤＩで使用されるＥＡＭも含む。ある実施形態にお
いては、エネルギー吸収分子が線状、または架橋ポリマー、例えばポリメタクリレートに
組み込まれている。例えば、組成はα－シアノ－４－メタクリルオキシケイ皮酸とアクリ
レートの共重合体であることができる。別の実施形態において、この組成は、α－シアノ
－４－メタクリルオキシケイ皮酸と、アクリレートと、３－（トリメトキシ）シリルプロ
ピルメタクリレートとの共重合体である。別の実施形態において、この組成は、α－シア
ノ－４－メタクリルオキシケイ皮酸とオクタデシルメタクリレートからなる共重合体（「
Ｃ１８ＳＥＮＤ」）である。ＳＥＮＤは米国特許第５，７１９，０６０号明細書、および
２００２年９月４日に出願された米国特許出願第６０／４０８，２５５号明細書（キタガ
ワＫｉｔａｇａｗａ，「分析物の脱離／イオン化に利用されるエネルギー吸収部分を有す
るモノマーおよびポリマー」「Ｍｏｎｏｍｅｒｓ　Ａｎｄ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ　Ｈａｖｉ
ｎｇ　Ｅｎｅｒｇｙ　Ａｂｓｏｒｂｉｎｇ　Ｍｏｉｅｔｉｅｓ　Ｏｆ　Ｕｓｅ　Ｉｎ　Ｄ
ｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｏｆ　Ａｎａｌｙｔｅｓ」）に、より詳細
に議論されている。
【０１２４】
　「表面増強感光性付着および遊離」または「ＳＥＰＡＲ」は、分析物と共有結合できる
表面に付着し、次いで、例えばレーザー光などによる露光後にこの部分中の感光性結合を
切断することで分析物を放出する部分を有するプローブの使用を含むＳＥＬＤＩの一種で
ある。ＳＥＰＡＲは、米国特許第５，７１９，０６０号明細書でより詳しく述べられる。
【０１２５】
　ＳＥＡＣ／ＳＥＮＤは捕捉試薬およびエネルギー吸収分子の両者が、試料を提示する表
面に付着するＳＥＬＤＩの一種である。したがってＳＥＡＣ／ＳＥＮＤプローブは、外部
基質の適用の必要なしに親和性捕捉および脱離を介して分析物の捕捉が可能である。Ｃ１
８　ＳＥＮＤバイオチップは、捕捉試薬として機能するＣ１８部分とエネルギー吸収部分
として機能するＣＨＣＡ部分とを含むＳＥＡＣ／ＳＥＮＤの一種である。
【０１２６】
　「溶離液」または「洗浄溶液」とは、吸着剤表面に対して分析物の吸着に影響及ぼすか
または修正するため、および／または未結合の物質を表面から除去するために使用する代
表的には溶液である試薬をいう。溶離液の溶出特性は、例えば、ｐＨ、イオン強度、疎水
性、カオトロピズムの程度、界面活性強度および温度に依存する。
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【０１２７】
　「分析物」とは、検出が望まれる試料の任意の成分をいう。この用語は試料中の単一成
分または複数の成分をいい得る。
【０１２８】
　親和性捕捉プローブの吸着面に吸着された試料の「複雑さ」とは、吸着される異なるタ
ンパク質種の数を意味する。
【０１２９】
　「分子結合パートナー」および「特異的結合パートナー」とは、分子対、代表的には特
異的な結合を示す生体分子対をいう。分子結合パートナーとしては、受容体とリガンド、
抗体と抗原、ビオチンとアビジンおよびビオチンとストレプトアビジンが挙げられるが、
これらに限定されない。
【０１３０】
　「多成分生物学的複合体」とは、異なる遺伝子、同じヌクレオチド配列の読み取りフレ
ームを含む種々の遺伝的要素、種々の分子量または体積を有する種々の遺伝的要素ならび
に改変体をスプライスする種々のｍＲＮＡの生成物を含む転写後処理を受けた改変体また
は種々のクラスの生体分子に属し、このクラスがタンパク質、単糖、炭水化物、脂質と脂
肪およびヌクレオチドと核酸である、異なる遺伝的要素によりコードされている２つ以上
の成分を含む任意の生体分子複合体をいう。
【０１３１】
　「小さな有機分子」とは、一般的に医薬品で使用されている有機分子と比較し得るサイ
ズの有機分子をいう。本明細書で使用される小さな有機分子は代表的には、約５０００Ｄ
ａまで、約２５００Ｄａまで、約２０００Ｄａまで、約１０００Ｄａまでの大きさの範囲
である。
【０１３２】
　「平衡洗浄」または「初期洗浄溶液」とは、偶発的に結合（一般にその適用が設計され
たもの以外に関する機序を介した結合を意味する）しているか、またはまったく結合して
いない試料の分画のみを除去するために設計された洗浄溶液をいう。代表的に、最初の洗
浄溶液は、室温で生理学的イオン強度およびｐＨを有するものである。対照的に、「溶出
洗浄溶液」は、固体支持体に結合した試料の一部またはすべてを解離させるために設計さ
れた洗浄溶液である。「溶出洗浄」は代表的に、生理学的条件とは異なるイオン強度およ
び／もしくはｐＨ値を有するか、または生体分子の相互作用を中断するように設計された
付加成分を有する（すなわちそれらは初期洗浄溶液よりも、よりストリンジェントな溶液
である）。生体分子の相互作用を中断する代表的な付加成分としては、カオトロピック塩
、グリセリン、両性イオンを含む多価イオンおよび両性電解試薬などが挙げられるが、こ
れらに限定されない。
【０１３３】
　本発明の文脈中での「ストリンジェント」とは、所定の多サブユニット複合体で存在す
るいくつかまたはすべての生体分子相互作用に対する所定の溶液の中断特性をいう。溶液
のストリンジェンシーの増加は、例えば、多サブユニット複合体の生体分子の相互作用を
中断することのできる１つの様式におけるその組成の変化、すなわち、「初期洗浄溶液」
のために存在する条件から離れて、溶液の化学的および／または物理的特性を変化させる
ことをいう。
【０１３４】
　「ｐＨベースの溶離液」とは、ｐＨ（すなわち電荷）に基いた吸着剤の選択性を改変さ
せる溶離液である。それらとしては、公知のｐＨ緩衝液、酸性溶液および塩基性溶液が挙
げられる。特定のｐＨ緩衝液を用いて所定の吸着剤に結合した分析物を洗浄することによ
り、電荷は改変され得、従って特定のｐＨ緩衝液の存在下での吸着剤と分析物間の結合強
度は検証され得る。溶離液のｐＨでは、吸着剤に対して他の物質ほど競争的でないこれら
の分析物は、溶離液のｐＨにおいて吸着剤とより強く結合する分析物のみの結合を残して
、吸着剤から脱離し、溶離する。ｐＨベースの溶離液のストリンジェンシーは、酸または
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塩基の濃度に依存する。
【０１３５】
　「イオン強度に基いた溶離液」とは、種々のタイプの塩溶液を含むイオン強度および濃
度について吸着剤の選択性を改変させる溶離液である。溶離液における可溶化された塩の
量は、溶離液のイオン強度に影響を及ぼし、それに応じて吸着剤の結合能を改変する。低
濃度の塩を含む溶離液は、イオン強度に関連して、吸着剤の結合能をわずかに改変させる
。高濃度の塩を含む溶離液は、イオン強度に関連して、吸着剤の結合能を大きく改変させ
る。
【０１３６】
　「水構造に基いた溶離液」とは、尿素およびカオトロピック塩溶液を含む水構造または
濃度の変化により、吸着剤の選択性を改変させる溶離液である。代表的には、尿素溶液と
しては、例えば、濃度が０．１Ｍから８Ｍまでの範囲の溶液が挙げられる。溶離液を提供
するために使用され得るカオトロピック塩としては、チオシアン酸ナトリウムが挙げられ
る。水構造ベースの溶離液は、水和による変化または水構造と結合することにより分析物
と結合する吸着剤の能力を改変する。このタイプの溶離液としては例えば、グリセリン、
エチレングリコールおよび有機溶媒が挙げられる。カオトロピック陰イオンは無極性成分
の水溶性を増加させ、これにより分析物と吸着剤との間の疎水性相互作用を減少させる。
【０１３７】
　「洗浄剤に基いた溶離液」とは、表面張力および分析物の構造に関して吸着剤の選択性
を改変する溶離液であり、洗浄剤および界面活性剤が挙げられる。溶離液としての使用に
適切な洗浄剤としては、ＣＨＡＰＳ，ＴＷＥＥＮおよびＮＰ－４０などのイオン性および
非イオン性洗浄剤が挙げられる。洗浄剤ベースの溶離液は、洗浄剤の疎水性基および親水
性基が導入される場合、疎水性相互作用が改変されるので、分析物と結合する吸着剤の能
力を改変する。分析物と吸着剤との間、および分析物内での疎水性相互作用が改変され、
電荷基、例えばＳＤＳなどのイオン性洗浄剤によるタンパク質変性が導入される。
【０１３８】
　「疎水性に基いた溶離液」とは、比誘電率に関連して吸着剤の選択性を改変させる溶離
液であり、これらの溶離液は疎水性相互作用に関連して吸着剤の選択性を改変させる。こ
の能力で機能する適切な溶離液の例としては、有機溶媒（例えば、プロパノール、アセト
ニトリル、エチレングリコールおよびグリセリン）、チオフィリック塩類（ｔｈｉｏｐｈ
ｉｌｉｃ　ｓａｌｔ）（例えば、硫酸アンモニウム）および上述のような洗浄剤などが挙
げられる。溶離液としてのアセトニトリルの使用は、逆相クロマトグラフィーにおいて代
表的である。溶離液へのエチレングリコールの含有は、チオフィリック吸着剤による塩促
進相互作用由来の免疫グロブリンの溶離に効果的である。
【０１３９】
　「モニタリング」とは、連続的に変化するパラメータの変動を記録することをいう。
【０１４０】
　Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓによって製造されたタンパク質バイオチッ
プは、アドレス可能な位置にクロマトグラフィー吸着剤または生体特異的吸着剤を付着さ
せた表面で構成される。Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標）アレ
イとしては、ＮＰ２０、Ｈ４、Ｈ５０、ＳＡＸ－２、Ｑ１０、ＷＣＸ－２、ＣＭ１０、Ｉ
ＭＡＣ－３、ＩＭＡＣ３０、ＬＳＡＸ－３０、ＬＷＣＸ－３０、ＩＭＡＣ－４０、ＰＳ－
１０、ＰＳ－２０およびＰＧ－２０が挙げられる。これらのタンパク質バイオチップは、
ストリップの形状でアルミニウム基質を含む。このストリップの表面は二酸化ケイ素でコ
ートされている。
【０１４１】
　ＮＰ－２０バイオチップの場合、酸化ケイ素は、親水性タンパク質を補足するための親
水性吸着剤として機能する。
【０１４２】
　Ｈ４、Ｈ５０、ＳＡＸ－２、Ｑ１０、ＷＣＸ－２、ＣＭ１０、ＩＭＡＣ－３、ＩＭＡＣ
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３０、ＰＳ－１０およびＰＳ－２０バイオチップは、さらにバイオチップの表面に物理的
に付着、またはバイオチップの表面にシランを介して共有結合的に付着した、ヒドロゲル
の形式で官能基化された架橋ポリマーで構成されている。Ｈ４バイオチップは疎水性結合
のためのイソプロピル官能基を有する。Ｈ５０バイオチップは、疎水性結合のためのノニ
ルフェノキシ－ポリ（エチレングリコール）メタクリレートを有する。ＳＡＸ－２および
Ｑ１０バイオチップは、陰イオン交換のための４級アンモニウム官能基を有する。ＷＣＸ
－２およびＣＭ１０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する。
ＩＭＡＣ－３およびＩＭＡＣ３０バイオチップは、キレート化によって、Ｃｕ＋＋および
Ｎｉ＋＋などの遷移金属イオンを吸着させるニトリロ酢酸官能基を有する。これらの固定
化された金属イオンは、配位結合によって、ペプチドおよびタンパク質の吸着を可能にす
る。ＰＳ－１０バイオチップは、共有結合のためのタンパク質上の官能基と反応し得るカ
ルボジイミダゾール官能基を有する。ＰＳ－２０バイオチップは、タンパク質との共有結
合のためにエポキシド官能基を有する。ＰＳシリーズのバイオチップは、抗体、受容体、
レクチン、ヘパリン、タンパク質Ａ、ビオチン／ストレプトアビジンなどの生体特異性吸
着剤を、試料から分析物を特異的に捕捉するために機能するチップ表面に結合させる場合
に有用である。ＰＧ－２０バイオチップは、タンパク質Ｇが付着しているＰＳ－２０チッ
プである。ＬＳＡＸ－３０（陰イオン交換）、ＬＷＣＸ－３０（陽イオン交換）およびＩ
ＭＡＣ－４０（金属キレート）バイオチップは、その表面に官能性ラテックスビーズを有
する。このようなバイオチップは、ＷＯ００／６６２６５（Ｒｉｃｈら、「Ｐｒｏｂｅｓ
　ｆｏｒ　ａ　Ｇａｓ　Ｐｈａｓｅ　Ｉｏｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ」、２０００年
１１月９日）；ＷＯ００／６７２９３（Ｂｅｅｃｈｅｒら、「Ｓａｍｐｌｅ　Ｈｏｌｄｅ
ｒ　ｗｉｔｈ　Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ　Ｃｏａｔｉｎｇ　ｆｏｒ　Ｇａｓ　Ｐｈａｓｅ
　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ」、２０００年１１月９日）；米国特許出願第０
９／９０８，５１８号（Ｐｏｈｌら、「Ｌａｔｅｘ　Ｂａｓｅｄ　Ａｄｓｏｒｂｅｎｔ　
Ｃｈｉｐ」、２００２年７月１６日）および米国特許出願第６０／３５０，１１０号（Ｕ
ｍら、「Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｃｈｉｐ」、２００１年１１月８日
）にさらに記載されている。
【０１４３】
　バイオチップ上で捕捉されると、分析物を、例えば、気相イオンスペクトロメトリー法
、光学的方法、電気化学的方法、原子間力顕微鏡および高周波法から選択される種々の検
出方法によって検出することができる。気相イオンスペクトロメトリー法は本明細書中に
記載される。特に興味深いものは、質量分析法の使用であり、特にＳＥＬＤＩである。光
学的方法としては例えば、蛍光、発光、化学発光、吸光度、反射率、透過率、複屈折係数
または屈折係数の検出（例えば、表面プラズモン共鳴、偏光解析法、共振ミラー法、回折
格子カプラー導波路法（ｇｒａｔｉｎｇ　ｃｏｕｐｌｅｒ　ｗａｖｅｇｕｉｄｅ　ｍｅｔ
ｈｏｄ）または干渉分光法）が挙げられる。光学的方法としては、顕微鏡（共焦点および
非共焦点の両方）、イメージング法、および非イメージング法が挙げられる。種々のフォ
ーマットのイムノアッセイ（例えば、ＥＬＩＳＡ）は、固相上に捕捉された分析物の検出
に一般的な方法である。電気化学的方法としては、電解電流計法および電流測定法が挙げ
られる。高周波法は、多極共鳴分光法が挙げられる。
【０１４４】
　質量分析法におけるデータ生成は、イオン検出器によるイオンの検出により始まる。代
表的なレーザ脱離質量分析計は、３３７．１ｎｍの窒素レーザを使用することができる。
有用なパルス幅は約４ナノ秒である。一般に、約１－２５μＪのパワー出力が使用される
。検出器に衝突するイオンにより電位が発生し、アナログ信号をデジタル方式で捕捉する
高速タイムアレイ記録装置によりデジタル化される。ＣｉｐｈｅｒｇｅｎのＰｒｏｔｅｉ
ｎＣｈｉｐ（登録商標）システムでは、これを達成するためにアナログデジタルコンバー
ター（ＡＤＣ）を使用する。ＡＤＣは一定の時間間隔で時間依存的ビンに検出器出力を積
算する。時間間隔は代表的には、１～４ナノ秒長である。さらに、最終的に分析された飛
行時間型スペクトルは代表的には、試料に対するイオン化エネルギーの単一パルス由来の
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信号を表わしておらず、むしろ多数のパルスからの信号の総和を表している。これにより
ノイズが低減され、ダイナミックレンジを増加させる。この飛行時間型データは次いで、
データ処理に供される。ＣｉｐｈｅｒｇｅｎのＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標）ソフ
トウェアにおけるデータ処理としては代表的には、ＴＯＦ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が挙げられる。
【０１４５】
　ＴＯＦからＭ／Ｚへの変換には、飛行時間の質量電荷比（Ｍ／Ｚ）に変換するアルゴリ
ズムの適用が含まれる。このステップでは、信号は時間ドメインから質量ドメインに変換
される。すなわち、それぞれの飛行時間型は、質量電荷比またはＭ／Ｚに変換される。校
正は内部または外部で行うことができる。内部校正では、分析試料は公知のＭ／Ｚの分析
物を１つ以上含む。これらの一塊の分析物を代表する飛行時間における信号ピークは、公
知のＭ／Ｚに割り当てられる。これらの割当てられたＭ／Ｚ比に基づいて、飛行時間をＭ
／Ｚに変換する数学的関数のためのパラメーターが計算される。外部校正では、事前の内
部校正により得られた飛行時間をＭ／Ｚに変える関数を内部校正なしに飛行時間スペクト
ルに適用する。
【０１４６】
　ベースライン減算は、スペクトルを乱す人為的な再現性のある装置オフセットを削除す
ることによってデータの定量性を改善する。ピーク幅などのパラメータを取り入れたアル
ゴリズムを利用してスペクトルベースラインを計算し、続いて質量分析スペクトルからベ
ースラインを差し引くステップが含まれる。
【０１４７】
　高周波ノイズ信号は、平滑化関数（ｓｍｏｏｔｈｉｎｇ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ）の適用に
より除去される。代表的な平滑化関数は、それぞれの時間依存的ビンに対する移動平均関
数を適用する。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変動する可変幅デジタルフィルターであり、一般に飛行時間の
増加とともに幅が広くなる。例えば、ＷＯ００／７０６４８、２０００年１１月２３日（
Ｇａｖｉｎら、「Ｖａｒｉａｂｌｅ　Ｗｉｄｔｈ　Ｄｉｇｉｔａｌ　Ｆｉｌｔｅｒ　ｆｏ
ｒ　Ｔｉｍｅ－ｏｆ－ｆｌｉｇｈｔ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ」）を参照の
こと。
【０１４８】
　コンピュータは得られたスペクトルを表示するため種々のフォーマットに変換すること
ができる。「スペクトル図またはリテンテートマップ（ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｖｉｅｗ　ｏ
ｒ　ｒｅｔｅｎｔａｔｅ　ｍａｐ）」と呼ばれる１つのフォーマットでは、標準的なスペ
クトル図が表示され得、そのスペクトル図では、それぞれの特定の分子量において検出器
に到達した分析物の量を表す。「ピークマップ（ｐｅａｋ　ｍａｐ）」と呼ばれる別のフ
ォーマットでは、スペクトル図からピーク高さおよび質量情報のみが保持され、より明瞭
なイメージを産生し、およびほぼ同じ分子量の分析物をより容易に可視化できる。さらに
「ゲルビュー（ｇｅｌ　ｖｉｅｗ）」と呼ばれる別のフォーマットでは、ピーク図からの
それぞれの質量をそれぞれのピークの高さに基いて、グレースケールイメージに変換でき
、その結果、電気泳動ゲル上のバンドに類似した外観が生じる。さらに「３Ｄオーバーレ
イ（３－Ｄ　ｏｖｅｒｌａｙｓ）」と呼ばれる別のフォーマットでは、相対ピーク高さの
わずかな変化を調べ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。さらに
「差分マップビュー（ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｍａｐ　ｖｉｅｗ）」と呼ばれる別のフォ
ーマットでは、２つ以上のスペクトルを比較し、独自の分析物、および試料間でアップダ
ウン規制された分析物を好都合なことに強調することができる。
【０１４９】
　分析は一般に分析物からの信号を表すスペクトル中のピークの同定を含む。当然のこと
ながら、ピークの選択は視覚的に行うことができる。しかしながら、ソフトウェアは、ピ
ークの検出を自動で可能なＣｉｐｈｅｒｇｅｎのＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標）ソ
フトウェアの一部として利用できる。一般に、このソフトウェアは、選択された閾値をこ
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える信号対ノイズ比を有する信号を同定し、ピーク信号の中心におけるピークの量を標識
することにより機能する。１つの有用な用途において、質量スペクトルのいくつかの選択
された割合で存在する同一のピークを同定するために多数のスペクトルを比較する。この
ソフトウェアの１バージョンでは、種々のスペクトルで現れる規定された質量範囲内のす
べてのピークを集め、質量（Ｍ／Ｚ）クラスターの中心点の近くにあるすべてのピークに
対して質量（Ｍ／Ｚ）を割り当てる。
【０１５０】
　１つ以上のスペクトルからのピークデータを、例えば、各行は特定の質量スペクトル、
各列は質量により規定されたスペクトル中のピークを表し、各セルは特定のスペクトルの
ピーク強度を含む表計算ソフトを開発することにより、さらに詳細な分析に提供し得る。
種々の統計学的またはパターン認識アプローチをデータに適用し得る。
【０１５１】
　本発明の実施形態において生成されるスペクトルは、分類モデルを使用するパターン認
識プロセスを用いて分類することができる。一般に、スペクトルは、分類アルゴリズムが
求められる少なくとも２つの異なるグループ由来の試料を表す。例えば、そのグループは
、病理学的対非病理学的（例えば、癌対非癌）、薬剤応答者対薬剤非応答者、毒性反応対
無毒性反応、疾患状態の進行者対疾患状態の非進行者、表現型状態あり対表現型状態なし
、である可能性がある。
【０１５２】
　いくつかの実施形態では、「公知試料」などの試料を用いて生成されるスペクトル（例
えば、マススペクトルまたは飛行時間スペクトル）由来のデータは、従来モデルを「トレ
ーニングする」ために使用できる。「公知試料」は事前に分類される試料である。このス
ペクトル由来の、分類モデルを形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」と呼ばれ得る。一度トレーニングされると、分類モデルは、未知試料を用いて
生成されたスペクトル由来のデータのパターンを認識できる。以降、この分類モデルを未
知試料をクラス分類するため使用することができる。これは、例えば、特定の生体試料が
、ある生物学的条件（例えば、疾患対非疾患）に関連があるか否かを予測する場合に有用
である可能性がある。
【０１５３】
　分類モデルを形成するために使用されるこのトレーニングデータセットは、生データあ
るいは処理データで構成してもよい。いくつかの実施形態では、生データは飛行時間スペ
クトルまたは質量スペクトルから直接得ることができ、上述のように必要に応じて「事前
処理」してもよい。
【０１５４】
　分類モデルは、そのデータ内に存在する目的のパラメータに基いて、複数のクラスにデ
ータ本体を分離することを試みる任意の適切な統計的分類（または「学習」）法を利用し
て形成できる。分類方法は、監視、または非監視で行う。監視および非監視の分類プロセ
スの例は、Ｊａｉｎ，「Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉ
ｏｎ：Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ」，ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ　ｏｎ　Ｐａｔｔｅｒ
ｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　Ｍａｃｈｉｎｅ　Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｃｅ，　Ｖｏｌ
．２２，Ｎｏ．１，２０００年１月で記載されており、その全体が参照として本願明細書
に援用される。
【０１５５】
　監視分類では、公知のカテゴリーの例を含むトレーニングデータは学習機構に呈示され
、そこでそれぞれの公知のクラスを定義する関連性の１つ以上のセットを学習する。新し
いデータは、続いて、学習機構に適用され、学習した関連性を使用してこの新しいデータ
を分類する。監視分類プロセスの例としては、線形回帰プロセス（例えば、多重線形回帰
（ＭＬＲ）、部分最小二乗（ｐａｒｔｉａｌ　ｌｅａｓｔ　ｓｑｕａｒｅ）（ＰＬＳ）回
帰および主成分回帰（ＰＣＲ））、二分決定木（例えば、ＣＡＲＴ－分類および回帰ツリ
ーなどの再帰的分配プロセス（ｒｅｃｕｒｓｉｖｅ　ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ　ｐｒｏ
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ｃｅｓｓ））、逆伝達ネットワークなどの人工神経ネットワーク、判別分析（例えば、Ｂ
ａｙｅｓｉａｎ分類またはＦｉｓｃｈｅｒ分析）、ロジスティック分類および支持ベクタ
ー分類（支持ベクターマシン）などが挙げられる。
【０１５６】
　好ましい監視分類方法は、再帰的分配プロセスである。再帰的分配プロセスでは、未知
試料から得られたスペクトルを分類するために、再帰的分配ツリーを利用する。再帰的分
配プロセスに関するさらなる詳細は、２０００年１１月１６日出願の米国仮特許出願第６
０／２４９，８３５号、２０００年１２月１１日出願の同第６０／２５４，７４６号、２
００１年１１月１５日出願の米国特許本出願第０９／９９９，０８１号および２００２年
２月２５日出願の同第１０／０８４，５８７号に記載されている。これらすべての米国仮
特許出願および本特許出願は、全ての目的に関してその全体が参照として援用される。
【０１５７】
　他の実施形態において、この生成された分類モデルは、非監視の学習方法を使用して形
成され得る。非監視の分類では、トレーニングデータセットに由来するスペクトルを事前
に分類することなしに、トレーニングデータセットの類似性を基に分類を学習することを
試みる。非監視の学習方法としてはクラスター分析が挙げられる。クラスター分析では、
データを「クラスター」に、もしくは理想的には互いに非常に類似した構成要素を有する
が、他のクラスターの構成要素とはあまり類似していないと予想される群に分割すること
を試みる。次に、データ項目間の距離を測定する距離関数を用いて類似度を計測し、さら
に互いに緊密なデータ項目を一緒にクラスターとする。クラスター形成テクニックとして
は、ＭａｃＱｕｅｅｎ’ｓ　Ｋ－ｍｅａｎｓアルゴリズムおよびＫｏｈｏｎｅｎ’ｓ　Ｓ
ｅｌｆ－Ｏｒｇａｎｉｚｉｎｇ　Ｍａｐアルゴリズムが挙げられる。
【０１５８】
　分類モデルはあらゆる適切なデジタルコンピュータ上で形成され、そして使用される。
適切なデジタルコンピュータとしては、Ｕｎｉｘ（登録商標）、Ｗｉｎｄｏｗｓ（登録商
標）（商標）あるいはＬｉｎｕｘ（商標）をベースとしたオペレーティングシステムなど
の任意の標準または特別なオペレーティングシステムを使用するマイクロ、ミニ、あるい
は、大型コンピュータが挙げられる。使用されるデジタルコンピュータは、目的のスペク
トルを得るために使用する質量分析装置から物理的に分離してもよく、質量分析装置と連
結してもよい。
【０１５９】
　本発明の実施形態に従ったトレーニングデータセットおよび分類モデルは、デジタルコ
ンピュータによって実行されるか、または使用されるコンピュータコードにより具現化す
ることができる。コンピュータコードは任意の適切なコンピュータ読み取り可能メディア
に保存でき、そのメディアとしては、光学式または磁気ディスク、スティック、テープな
どのが挙げられ、Ｃ、Ｃ＋＋、ビジュアルベーシックなどを含む任意の適切なコンピュー
タプログラム言語により記述できる。
【０１６０】
　本明細書に引用されるすべての出版物および特許出願は、それぞれの出版物または特許
出願が個々に具体的に参照として援用されることが示されるように、参照として本明細書
に援用される。
【０１６１】
　前述の発明は、明瞭性および理解のために、説明および実施例を介して、ある程度詳細
に記載されたが、当業者には、本発明の教示内容に照らして、添付されている特許請求の
範囲の精神および範囲から逸脱することなく、いくつかの変更および修正を本発明になし
得ることは容易に明らかである。
【０１６２】
　上に提供した開示から理解し得るように、本発明には多種多様な用途を有する。したが
って、以下の実施例は、説明のために提示されるものであり、決して本発明を限定するも
のと解釈されることを意図しない。当業者は、本質的に類似した結果を生み出すように変
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【図面の簡単な説明】
【０１６３】
【図１】図１は固定化されたベイト分子（ｂａｉｔ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）に結合している
多成分生物学的複合体を示すイラストである。一度結合し、固定化された多成分生物学的
複合体は、固定化された成分からこの複合体のサブユニットが差次的に切り離され、スト
リンジェンシーの増加する溶出洗浄溶液で洗浄されたものとして示される。切り離された
サブユニットは、タンパク質チップアレイ上に捕捉されていることが示され、質量分析法
によって分析される。固定化されたベイト分子と結合したままの多成分生物学的複合体の
成分は、遊離された成分に代わって、あるいはそれに加えて質量分析法よっても分析され
得る。
【図２】図２は分析すべき多成分生物学的複合体内に存在する分子の相互作用の種類を図
示する生化学的形質マップを得るための方法論を示す。
【図３】図３は多成分生物学的複合体内における分子の相互作用に基づく疾患状態の診断
を可能とする方法論を示す。図中、疾病組織からの多成分生物学的複合体は、多成分生物
学的複合体内で生体分子の相互作用の性質または大きさが変化したために疾患のない状態
では存在する失われた成分として表示される。結合の増加に加え減少によって、あるいは
親和性の変化に起因する成分の異常な結合により疾患状態を生じ得ると認識される。
【図４】図４は、成分間の相互作用をマップするための固定化された多成分生物学的複合
体を含む単一アリコート上で勾配を形成する連続的な溶出洗浄セットを使用する方法を示
す。
【図５】図５は、図４の方法を使用して異なる種類の試料間における成分の発現相互作用
相違マップを生成する方法を示す。これは、試料間で異なる洗浄において溶出されるべき
１つの成分を示す。
【図６】図６は、異なる種類の試料間における成分の発現相互作用相違マップを生成する
ための図４の手法を利用する方法を示す。これは、試料間で同一の洗浄において一成分が
溶出されることを示すが、１つの試料の変性のため異なる質量を呈する。
【図７】図７は、成分間の相互作用をマップするための同一の固定化された多成分生物学
的複合体を含む異なったアリコート上で勾配を形成する一連の溶出洗浄を利用する方法を
示す。
【図８】図８は、図７の方法を使用して異なる種類の試料間における成分の発現相互作用
相違マップを生成する方法を示す。これは、試料間で異なる洗浄で一成分が溶出されるこ
とを示す。
【図９】図９は、図７の方法を使用して異なる種類の試料間における成分の発現相互作用
相違マップを生成する方法を示す。これは、試料間で同一の洗浄において一成分が溶出さ
れることを示すが、１つの試料の変性のため異なる質量を呈する。
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