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(57)【要約】
　試料中のタンパク質の酸化状態を評価する方法であっ
て、試料を、その中のタンパク質の少なくとも１つの還
元システイン基に選択的に結合するように適合された第
１の標識と接触させて、第１の標識された試料を形成す
るステップ；第１の標識された試料のサブ試料を形成す
るステップ；サブ試料を処理して、その中のタンパク質
の少なくとも１つの可逆的に酸化されたシステイン基を
選択的に還元して、処理されたサブ試料を形成するステ
ップ；処理されたサブ試料を、タンパク質の還元システ
イン基に選択的に結合するよう適合された第２の標識と
接触させて、第２の標識された試料を形成するステップ
；並びにタンパク質の複数の酸化状態について、第１及
び第２の標識された試料を評価するステップを含む、方
法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中のタンパク質の酸化状態を評価する方法であって、
（ａ）前記試料を、その中の前記タンパク質の還元システイン基に選択的に結合するよう
に適合された第１の標識と接触させて、第１の標識された試料を形成するステップ；
（ｂ）前記第１の標識された試料のサブ試料を形成するステップ；
（ｃ）前記サブ試料を処理して、その中の前記タンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸
化されたシステイン基を選択的に還元して、処理されたサブ試料を形成するステップ；
（ｄ）前記処理されたサブ試料を、ステップ（ｃ）中に形成された前記タンパク質の還元
システイン基に選択的に結合するよう適合された第２の標識と接触させて、第２の標識さ
れた試料を形成するステップ；並びに
（ｅ）前記タンパク質の複数の酸化状態について、前記第１及び第２の標識された試料を
評価するステップ
を含む、方法。
【請求項２】
　前記酸化状態が、可逆的に酸化された形態を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記タンパク質が、アルブミン、アルファ－２－マクログロブリン、フィブリノーゲン
ベータ鎖、ハプトグロビン、免疫グロブリンラムダ定常２、インターアルファ・トリプシ
ン阻害剤重鎖Ｈ２、セロトランスフェリン、免疫グロブリンガンマ－１重鎖、フィブリノ
ーゲンガンマ鎖及びトランスサイレチンを含むリストから選択されるタンパク質である、
請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記可逆的に酸化された形態のアルブミンが、ｃｙｓ３４に可逆的に酸化されたシステ
イン基を含む、請求項２に従属する請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記試料が体液試料である、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記試料が、血液、血漿、血清、尿、乳及び唾液を含む試料のリストから選択される、
請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記試料が細胞抽出物である、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記第１の標識が、前記還元システイン基をトラップするようにさらに適合される、請
求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記第１の標識が、前記試料が採取された後１分未満で前記試料と接触される、請求項
８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記第１の標識が、スルフヒドリル反応性化学基を含む、請求項１～９のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１１】
　前記第１の標識が、マレイミド基；ヨードアセチル又はブロモアセチル基などのハロア
セチル基；及び／又はピリジルジスルフィド基を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記第１の標識が、マレイミド、フェニル水銀、ヨードアセトアミド、ビニルピリジン
、臭化メチル又はヨードアセテート又はそれらの誘導体からなる群から選択される、請求
項１～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記第１の標識が、少なくとも３ｍＭ、３．６ｍＭ、５ｍＭ、６ｍＭ、６．２５ｍＭ、
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７ｍＭ、８ｍＭ、９ｍＭ又は１０ｍＭの濃度で使用される、請求項１～１２のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記第１の標識が、少なくとも５、１０、１５又は２０分間にわたり、前記試料と接触
される、請求項１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記第１の標識が、非標識化合物と比較して標識化合物の分離を容易にするように適合
された分離部材をさらに含む、請求項１～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記分離部材が、重量差に基づく分離を容易にする、規定の分子量を有する化合物であ
る、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記分離部材が、ポリエチレングリコールなどのポリマーである、請求項１６に記載の
方法。
【請求項１８】
　前記第１の標識が、蛍光化合物を含む、請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記サブ試料が、前記標識された試料の体積の約５０％の体積を含む、請求項１～１８
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記サブ試料を処理して、その中の前記タンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸化さ
れたシステイン基を選択的に還元するステップが、前記サブ試料を有効量のチオール含有
剤と接触させるステップを含む、請求項１～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記チオール含有剤が、前記可逆的に酸化されたシステイン基の還元にわずかに又は中
程度にのみ有利である、チオール－ジスルフィド交換反応において、前記可逆的に酸化さ
れたシステイン基と反応するように適合される、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記チオール含有剤が、１～２、１～３又は１～４の平衡定数（Ｋ）値を有する反応に
おいて、前記可逆的に酸化されたシステイン基と反応するように適合される、請求項２１
に記載の方法。
【請求項２３】
　前記チオール含有剤が、単一のチオール基を含む化合物を含む、請求項２０～２２のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記チオール含有剤が、システイン、グルタチオン（還元型）、メルカプトエタノール
、システアミン、ペニシラミン及びＮ－アセチルシステインを含む群から選択される、請
求項２０～２２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記チオール含有剤が、少なくとも２ｍＭ、４ｍＭ、６ｍＭ、８ｍＭ、１０ｍＭ、１２
ｍＭ、１２．５ｍＭ、１５ｍＭ又は２０ｍＭの最終濃度で使用される、請求項２０～２４
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　前記チオール含有剤が、少なくとも５、１０、１５、２０又は３０分間にわたり、サブ
試料と接触される、請求項２０～２５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　前記第２の標識が、前記第１の標識と同じである、請求項１～２６のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項２８】
　前記第２の標識が、前記第１の標識に使用される濃度よりも高い濃度で使用される、請
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求項１～２７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　前記第２の標識の前記濃度が、少なくとも５ｍＭ、７．５ｍＭ、１０ｍＭ、１２．５ｍ
Ｍ又は１５ｍＭである、請求項１～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　前記第２の標識が、少なくとも５、１０、１５又は２０分間にわたり、前記処理された
サブ試料と接触される、請求項１～２９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　前記タンパク質の複数の酸化状態について、前記第１及び第２の標識された試料を評価
するステップが、前記第１及び第２の標識された試料をサイズベースの分離に適用するこ
とを含む、請求項１～３０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　前記タンパク質の同定された酸化状態の量を定量化するステップをさらに含む、請求項
１～３１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　前記酸化状態が、相対的に定量化される、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記酸化状態が、前記第１又は第２の標識からのシグナルの強度を参照することにより
定量化される、請求項３２又は３３に記載の方法。
【請求項３５】
　活性酸素種（ＲＯＳ）に曝された試料中のタンパク質の酸化状態に対する前記ＲＯＳの
影響をモニタリングするための方法であって、
（ａ）前記試料を、その中の前記タンパク質の還元システイン基に選択的に結合するよう
に適合された第１の標識と接触させて、第１の標識された試料を形成するステップ；
（ｂ）前記第１の標識された試料のサブ試料を形成するステップ；
（ｃ）前記サブ試料を処理して、その中の前記タンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸
化されたシステイン基を選択的に還元して、処理されたサブ試料を形成するステップ；
（ｄ）前記処理されたサブ試料を、ステップ（ｃ）中に形成された前記タンパク質の還元
システイン基に選択的に結合するよう適合された第２の標識と接触させて、第２の標識さ
れた試料を形成するステップ；
（ｅ）前記タンパク質の複数の酸化状態について、前記第１及び第２の標識された試料を
評価するステップ；並びに
（ｆ）ステップ（ｅ）の前記評価を前記ＲＯＳの前記影響と関連づけるステップ
を含む、方法。
【請求項３６】
　前記ＲＯＳが、スーパーオキシド、ヒドロキシルラジカル、ペルオキシルラジカル、ア
ルコキシルラジカル、ヒドロペルオキシルラジカル、次亜塩素酸、過酸化水素、オゾン、
一重項酸素及びペルオキシナイトライトを含む群から選択される、請求項３５に記載の方
法。
【請求項３７】
　対象におけるＲＯＳに関連する病理を評価する方法であって、
（ａ）前記対象からの試料を、その中の前記タンパク質の還元システイン基に選択的に結
合するように適合された第１の標識と接触させて、第１の標識された試料を形成するステ
ップ；
（ｂ）前記第１の標識された試料のサブ試料を形成するステップ；
（ｃ）前記サブ試料を処理して、その中の前記タンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸
化されたシステイン基を選択的に還元して、処理されたサブ試料を形成するステップ；
（ｄ）前記処理されたサブ試料を、ステップ（ｃ）中に形成された前記タンパク質の還元
システイン基に選択的に結合するよう適合された第２の標識と接触させて、第２の標識さ
れた試料を形成するステップ；
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（ｅ）前記タンパク質の複数の酸化状態について、前記第１及び第２の標識された試料を
評価するステップ；並びに
（ｆ）ステップ（ｅ）の前記評価を前記ＲＯＳに関連する病理と関連づけるステップ
を含む、方法。
【請求項３８】
　前記ＲＯＳに関連する病理が、脳卒中、心臓発作、加齢性変性症、アテローム性動脈硬
化症、末梢血管閉塞性疾患、高血圧、アルコール性肝疾患、狭心症、肺気腫及び気管支炎
、慢性閉塞性肺疾患、糖尿病、癌、肝臓移植関連疾患などの臓器移植、冠状動脈性心臓病
／心不全、脳卒中／神経外傷、心血管疾患、高血圧、低酸素症、胎児ジストレス症候群、
睡眠時無呼吸、肥満、骨粗しょう症、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、後天性免疫不全
症候群（ＡＩＤＳ）、慢性疲労症候群、筋肉損傷、脳震盪、並びにアルツハイマー病及び
パーキンソン病を含むがこれらに限定されない神経変性疾患を含む群から選択される、請
求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　対象におけるＲＯＳに関連する病理に対する治療的介入の有効性を評価する方法であっ
て、
（ａ）前記対象からの試料を、その中の前記タンパク質の還元システイン基に選択的に結
合するように適合された第１の標識と接触させて、第１の標識された試料を形成するステ
ップ；
（ｂ）前記第１の標識された試料のサブ試料を形成するステップ；
（ｃ）前記サブ試料を処理して、その中の前記タンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸
化されたシステイン基を選択的に還元して、処理されたサブ試料を形成するステップ；
（ｄ）前記処理されたサブ試料を、ステップ（ｃ）中に形成された前記タンパク質の還元
システイン基に選択的に結合するよう適合された第２の標識と接触させて、第２の標識さ
れた試料を形成するステップ；
（ｅ）前記タンパク質の複数の酸化状態について、前記第１及び第２の標識された試料を
評価するステップ；並びに
（ｆ）ステップ（ｅ）の前記評価を、前記介入の存在下及び不存在下での前記ＲＯＳに関
連する病理と関連づけるステップ
を含む、方法。
【請求項４０】
　前記介入が、ＲＯＳに関連する病理に治療効果を有することを意図した薬剤の投与を含
む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　試料中のタンパク質の酸化状態を評価するためのキットであって、
（ａ）前記試料中の前記タンパク質の還元システイン基に選択的に結合するように適合さ
れた第１の標識；及び
（ｂ）前記試料中の前記タンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸化されたシステイン基
を選択的に還元するための試薬
を含む、キット。
【請求項４２】
　前記試薬での処理によって形成された前記タンパク質の還元システイン基に選択的に結
合するように適合された第２の標識をさらに含む、請求項４１に記載のキット。
【請求項４３】
　前記第１及び第２の標識が同じである、請求項４２に記載のキット。
【請求項４４】
　前記試料を受け取るために適合された基材をさらに含む、請求項４１に記載のキット。
【請求項４５】
　前記基材が、前記第１の標識をさらに含む、請求項４４に記載のキット。
【請求項４６】
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　前記基材が吸収紙である、請求項４４に記載のキット。
【請求項４７】
　前記基材が乾燥血液スポットカードである、請求項４４に記載のキット。
【請求項４８】
　前記乾燥血液スポットカードから血液試料の少なくとも一部を抽出するように適合され
た抽出試薬をさらに含む、請求項４４に記載のキット。
【請求項４９】
　前記結合したタンパク質を前記試料から選択的に溶出するように適合されたタンパク質
単離試薬をさらに含む、請求項４４に記載のキット。
【請求項５０】
　試料収集デバイスをさらに含む、請求項４４に記載のキット。
【請求項５１】
　請求項１～４０のいずれか１つの方法に従って、その中の前記試薬を利用するための説
明書をさらに含む、請求項４１～５０のいずれか一項に記載のキット。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、試料中のタンパク質の酸化状態を評価する方法に関する。本発明はまた、タ
ンパク質酸化、特に活性酸素種（ＲＯＳ）によって引き起こされる修飾を検出する方法及
びキット、並びに本明細書に記載の方法の他の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　ヒトでは、病気及び生理的動揺（例えば、低酸素、熱、運動、栄養）は、細胞機能に影
響を与える活性酸素種（ＲＯＳ）の生成をもたらし得る。ＲＯＳが細胞機能にどのように
影響するかは、そのタイプ（例えば、ヒドロキシルラジカル）及び細胞の位置によって異
なる。例えば、膜で生成されたヒドロキシルラジカルは、脂質の過酸化を開始し得、十分
に重度の場合、結果として生じる膜漏出性は、細胞壊死を引き起こし得る。
【０００３】
　ＲＯＳの生物学的影響に対する関心の結果として、血液及び尿におけるバイオマーカー
が特定されている。例えば、酸化ストレスのバイオマーカーとして一般的に使用される血
漿Ｆ２イソプロスタンは、ヒドロキシルラジカルなどの高度なＲＯＳの作用から生じる脂
質分解産物である。
【０００４】
　タンパク質はまた、ヒドロキシルラジカルなどの高度なＲＯＳの標的であり、タンパク
質機能に対する有害な結果でタンパク質に不可逆的な損傷を与え得る。このタイプのタン
パク質酸化を検出するために一般的に使用される血漿アッセイは、タンパク質カルボニル
アッセイである。カルボニル誘導体は、ヒドロキシルラジカルなどのＲＯＳによって直接
、又は炭水化物上の反応性カルボニル誘導体との二次反応によって間接的に形成される。
【０００５】
　不可逆的な酸化損傷に加えて、タンパク質機能はシステイン残基のチオール基の酸化に
よって影響を受け得る。チオール基の酸化は、複数のタンパク質の機能に影響を与えるこ
とが示されており、増殖、分化、壊死及び収縮を含む、様々な細胞経路への影響に関連づ
けられている。チオール基は、過酸化水素などの穏やかな酸化剤によって酸化され得、炎
症反応中に産生されるＲＯＳである次亜塩素酸による酸化の影響も特に受けやすい。した
がって、チオール基を含有する血漿タンパク質は、タンパク質チオール酸化の潜在的なバ
イオマーカーである。例えば、血漿タンパク質のチオール基の大半は酸化されているが、
ヒト血清アルブミンのシステイン３４のチオール基は部分的にしか酸化されていない。
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【０００６】
　ＨＰＬＣは、ｃｙｓ３４の酸化に基づいてアルブミンを３つの形態：還元状態（－ＳＨ
）；（可逆的に）還元状態に再変換できる酸化状態（－ＳＯＨ、－ＳＳＸ、ここで、Ｘは
主にシステイン、ホモシステイン、又はグルタチオン）；及び生物学的に不可逆的な酸化
状態（－ＳＯ２Ｈ、－ＳＯ３Ｈ）、に分離するために使用されている。ＨＰＬＣを使用す
ると、運動、老化、血液透析患者、慢性腎臓病、糖尿病、睡眠時無呼吸、及び肝硬変の後
にｃｙｓ３４の酸化が増加することが示されている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　ｃｙｓ３４の酸化状態は、血漿中の酸化ストレスを追跡するのに役立つようであるが、
ＨＰＬＣ技術は広く使用されているわけではない。広く受け入れられていない理由の１つ
として、分析には高価なＨＰＬＣ装置及び関連する分析技術を利用する必要があることが
考えられる。
【０００８】
　本発明が開発されたのは、この背景及びそれに関連する課題及び困難に対処するためで
ある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
発明の概要
　第１の態様によれば、本発明は、試料中のタンパク質の酸化状態を評価する方法を提供
し、方法は、
（ａ）試料を、その中のタンパク質の少なくとも１つの還元システイン基に選択的に結合
するように適合された第１の標識と接触させて、第１の標識された試料を形成するステッ
プ；
（ｂ）第１の標識された試料のサブ試料を形成するステップ；
（ｃ）サブ試料を処理して、その中のタンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸化された
システイン基を選択的に還元して、処理されたサブ試料を形成するステップ；
（ｄ）処理されたサブ試料を、ステップ（ｃ）中に形成されたタンパク質の還元システイ
ン基に選択的に結合するよう適合された第２の標識と接触させて、第２の標識された試料
を形成するステップ；並びに
（ｅ）タンパク質の複数の酸化状態について、第１及び第２の標識された試料を評価する
ステップ
を含む。
【００１０】
　別の態様によれば、本発明はまた、ＲＯＳに曝された試料中のタンパク質の酸化状態に
対するＲＯＳの効果をモニタリングするための手段を提供し、方法は、
（ａ）試料を、その中のタンパク質の少なくとも１つの還元システイン基に選択的に結合
するように適合された第１の標識と接触させて、第１の標識された試料を形成するステッ
プ；
（ｂ）第１の標識された試料のサブ試料を形成するステップ；
（ｃ）サブ試料を処理して、その中のタンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸化された
システイン基を選択的に還元して、処理されたサブ試料を形成するステップ；
（ｄ）処理されたサブ試料を、ステップ（ｃ）中に形成されたタンパク質の還元システイ
ン基に選択的に結合するよう適合された第２の標識と接触させて、第２の標識された試料
を形成するステップ；
（ｅ）タンパク質の複数の酸化状態について、第１及び第２の標識された試料を評価する
ステップ；並びに
（ｆ）ステップ（ｅ）の評価をＲＯＳの効果と関連づけるステップ
を含む。
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【００１１】
　別の態様によれば、本発明はまた、対象におけるＲＯＳに関連する病理を評価する方法
を提供し、方法は、
（ａ）対象からの試料を、その中のタンパク質の少なくとも１つの還元システイン基に選
択的に結合するように適合された第１の標識と接触させて、第１の標識された試料を形成
するステップ；
（ｂ）第１の標識された試料のサブ試料を形成するステップ；
（ｃ）サブ試料を処理して、その中のタンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸化された
システイン基を選択的に還元して、処理されたサブ試料を形成するステップ；
（ｄ）処理されたサブ試料を、ステップ（ｃ）中に形成されたタンパク質の還元システイ
ン基に選択的に結合するよう適合された第２の標識と接触させて、第２の標識された試料
を形成するステップ；
（ｅ）タンパク質の複数の酸化状態について、第１及び第２の標識された試料を評価する
ステップ；並びに
（ｆ）ステップ（ｅ）の評価をＲＯＳに関連する病理と関連づけるステップ
を含む。
【００１２】
　別の態様によれば、本発明はまた、対象におけるＲＯＳに関連する病理に対する治療的
介入の有効性を評価する方法を提供し、方法は、
（ａ）対象からの試料を、その中のタンパク質の少なくとも１つの還元システイン基に選
択的に結合するように適合された第１の標識と接触させて、第１の標識された試料を形成
するステップ；
（ｂ）第１の標識された試料のサブ試料を形成するステップ；
（ｃ）サブ試料を処理して、その中のタンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸化された
システイン基を選択的に還元して、処理されたサブ試料を形成するステップ；
（ｄ）処理されたサブ試料を、ステップ（ｃ）中に形成されたタンパク質の還元システイ
ン基に選択的に結合するよう適合された第２の標識と接触させて、第２の標識された試料
を形成するステップ；
（ｅ）タンパク質の複数の酸化状態について、第１及び第２の標識された試料を評価する
ステップ；並びに
（ｆ）ステップ（ｅ）の評価を、介入の存在下及び不存在下でのＲＯＳに関連する病理と
関連づけるステップ
を含む。
【００１３】
　別の態様によれば、本発明はまた、試料中のタンパク質の酸化状態を評価するためのキ
ットを提供し、キットは、
（ａ）試料中のタンパク質の少なくとも１つの還元システイン基に選択的に結合するよう
に適合された第１の標識；及び
（ｂ）試料中のタンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸化されたシステイン基を選択的
に還元するための試薬
を含む。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】マルペグ（malpeg）標識技術の図式表示である。Ａｉ．血漿試料で利用可能なチ
オール（－Ｓ－Ｈ）は、最初にマルペグでトラップされる。Ａｉｉ．試料は２つに分割さ
れ、２番目の試料の可逆的に酸化されたチオール（－Ｓ－Ｓ－Ｘ）は、チオール－ジスル
フィド交換反応によって還元チオールに変換される。Ａｉｉｉ．還元チオールはマルペグ
で標識される。Ｂ．電気泳動後、マルペグに結合したアルブミンは、非結合アルブミンか
ら約５０００Ｄａ分離される。試料１について、バンドＡはＲＡを表し、バンドＢはＯＡ
Ｒ及びＯＡＩを表す。試料２について、バンドＣはＲＡ及びＯＡＲを表し、バンドＤはＯ
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ＡＩを表す。
【図２】マルペグを使用した異なる酸化型のアルブミンの分離を示す。試料１．方法（手
順１）に記載されるようにマルペグとインキュベートした血漿。試料２．方法（手順２）
に記載されるようにシステインでの処理後にマルペグとインキュベートした血漿。試料３
．マルペグとインキュベートされていない血漿。試料４．マルペグとインキュベートされ
ていない市販のヒトアルブミン。試料５　方法（手順１）に記載されるようにマルペグと
インキュベートした市販のヒトアルブミン。バンドの成分：Ａ、ＲＡ；Ｂ、ＯＡＲ及びＯ
Ａｉ；Ｃ、ＲＡ、ＯＡＲ；Ｄ、ＯＡｉ；Ｅ、ＲＡ、ＯＡＲ及びＯＡｉ；Ｆ、ＲＡ、ＯＡＲ

及びＯＡｉ；Ｇ、ＲＡ、及びＯＡＲ；Ｈ、ＯＡｉ。
【図３】血漿をチオール／ジスルフィド交換剤又は還元剤とインキュベートした後のアル
ブミンバンドのシフトを示すゲルの画像である。アルブミンは、システイン（レーン１）
、グルタチオン（レーン２）、Ｎ－アセチルシステイン（レーン３）、メルカプトエタノ
ール（レーン４）、ＤＴＴ（レーン５）及びＴＣＥＰ（レーン６）について、１０ｍＭの
濃度で３０分間インキュベートした。インキュベーション後、１２．５ｍＭのマルペグを
１５分間にわたって添加した。
【図４】アルブミンを定量するための蛍光分析の使用を示す。ヒトアルブミンをゲルに充
填し、タンパク質を蛍光画像化（Ａ）、定量化（Ｂ）、及び標準曲線を生成（Ｃ）した。
蛍光画像化されたゲルのシグナルプロファイルは、ゲル画像の下に示される。Ｂｉはマル
ペグの不存在下でのアルブミンを示し、Ｂｉｉはマルペグに結合したアルブミンを示し、
Ｂｉｉｉは標識されていないアルブミンを示す。
【図５】試料の調製及び収集の影響（血液の試料採取直後（ＢＩ）、血漿の調製直後（Ｐ
Ｉ）、凍結血漿の解凍直後（Ｔｈ）、及び室温で２．５時間後（ＲＴ）のマルペグによる
処理後のアルブミン酸化のレベル）を示すグラフである。＊は直後と有意に異なるものを
表す。値は平均±ＳＥで表される。（ｎ＝３）。
【図６】タンパク質の酸化に対する過酸化水素又は次亜塩素酸による処理の効果を示す一
連のグラフである。血漿試料は、未処理（Ｕ）、０．５ｍＭ（Ｈ０．５）又は５ｍＭ（Ｈ
５）過酸化水素、０．５ｍＭ（Ｃ０．５）又は５ｍＭ（Ｃ５）次亜塩素酸で処理した。（
Ａ）総アルブミンチオール酸化、（Ｂ）任意単位のタンパク質カルボニル（ａｕ）、（Ｃ
）可逆的に酸化されたアルブミン、及び（Ｄ）不可逆的に酸化されたアルブミンのレベル
を示す。＊は未処理と有意に異なるものを表す。＃は同等の過酸化水素濃度と有意に異な
るものを表す。（ｎ＝３～４）
【図７】アルブミン酸化に対する運動の効果を示す一連のグラフである。毛細血管血液試
料は、運動前（Ｐｒｅ）、及び運動後にＶＯ２Ｐｅａｋに収集された。（Ａ）総酸化アル
ブミン、（Ｂ）可逆的に酸化されたアルブミン、及び（Ｃ）不可逆的に酸化されたアルブ
ミンのレベル。＊は運動前の値と有意に異なるものを表す。値は平均±ＳＥで表される。
（ｎ＝６）
【図８Ａ】一連のグラフである。図８Ａは、（ｉ）未処理試料中の総アルブミン（Ａ）及
び他の血液タンパク質（Ｂ）を示し、図８Ｂは、マルペグで処理された試料における（ｉ
ｉ）酸化アルブミン（Ｃ）及び還元アルブミン（Ｄ）を示し、図８Ｃは、マルペグで処理
され、システインで還元された試料における、不可逆的に酸化されたアルブミン（Ｅ）並
びに可逆的に酸化及び還元されたアルブミン（Ｆ）を示す。試料は、実施例４に従ってキ
ャピラリー電気泳動を使用して処理された。
【図８Ｂ】一連のグラフである。図８Ａは、（ｉ）未処理試料中の総アルブミン（Ａ）及
び他の血液タンパク質（Ｂ）を示し、図８Ｂは、マルペグで処理された試料における（ｉ
ｉ）酸化アルブミン（Ｃ）及び還元アルブミン（Ｄ）を示し、図８Ｃは、マルペグで処理
され、システインで還元された試料における、不可逆的に酸化されたアルブミン（Ｅ）並
びに可逆的に酸化及び還元されたアルブミン（Ｆ）を示す。試料は、実施例４に従ってキ
ャピラリー電気泳動を使用して処理された。
【図８Ｃ】一連のグラフである。図８Ａは、（ｉ）未処理試料中の総アルブミン（Ａ）及
び他の血液タンパク質（Ｂ）を示し、図８Ｂは、マルペグで処理された試料における（ｉ
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ｉ）酸化アルブミン（Ｃ）及び還元アルブミン（Ｄ）を示し、図８Ｃは、マルペグで処理
され、システインで還元された試料における、不可逆的に酸化されたアルブミン（Ｅ）並
びに可逆的に酸化及び還元されたアルブミン（Ｆ）を示す。試料は、実施例４に従ってキ
ャピラリー電気泳動を使用して処理された。
【図９】アルブミン酸化に対する中密度及び高密度の運動の効果を示すグラフである。中
密度及び高密度の運動の両方の前後に、マルペグが埋め込まれた乾燥血液スポットカード
に指穿刺血液試料が収集された。グラフは、試料中の可逆的に酸化されたアルブミンのパ
ーセンテージを示す。
【図１０】アルブミン酸化に対する炎症性皮膚治療の効果を示すグラフである。治療の前
後に、マルペグが埋め込まれた乾燥血液スポットカードに指穿刺血液試料が収集された。
グラフは、試料中の可逆的に酸化されたアルブミンのパーセンテージを示す。
【図１１】訓練を受けていない個人におけるアルブミン酸化に対する筋肉損傷の効果を示
すグラフである。ウェイトトレーニングの前及びウェイトトレーニング後４日間で、マル
ペグが埋め込まれた乾燥血液スポットカードに指穿刺血液試料が収集された。グラフは、
試料中の可逆的に酸化されたアルブミンのパーセンテージを示す。
【図１２】２回の４日間の運動期間にわたる中強度及び高強度運動の両方の後の患者にお
ける、不可逆的及び可逆的アルブミン酸化の両方に対する運動の効果を示すグラフである
。中密度及び高密度の運動期間の両方の前後に、マルペグが埋め込まれた乾燥血液スポッ
トカードに指穿刺血液試料が収集された。
【図１３】患者のアルブミン酸化に対する病気の影響を示すグラフである。９日間にわた
り、マルペグが埋め込まれた乾燥血液スポットカードに指穿刺血液試料が収集された。
【図１４】異なる有酸素運動レベルの２人の患者における可逆的アルブミン酸化に対する
有酸素運動の効果を示すグラフである。運動の前後に、マルペグが埋め込まれた乾燥血液
スポットカードに指穿刺血液試料が収集された。
【図１５】グレード１のふくらはぎ筋肉損傷を有する患者における可逆的アルブミン酸化
レベルの経時的な変化を示すグラフである。筋肉損傷後１０日間にわたり、マルペグが埋
め込まれた乾燥血液スポットカードに指穿刺血液試料が収集された。
【図１６】ＣＦＳを有する個人（ｎ＝１２）及び健康な座りがちな個人（ｎ＝１２）にお
ける血液中のタンパク質酸化レベルに対する等尺性収縮の効果を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
発明の詳細な説明
　第１の態様によれば、本発明は、試料中のタンパク質の酸化状態を評価する方法を提供
し、方法は、
（ａ）試料を、その中のタンパク質の少なくとも１つの還元システイン基に選択的に結合
するように適合された第１の標識と接触させて、第１の標識された試料を形成するステッ
プ；
（ｂ）第１の標識された試料のサブ試料を形成するステップ；
（ｃ）サブ試料を処理して、その中のタンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸化された
システイン基を選択的に還元して、処理されたサブ試料を形成するステップ；
（ｄ）処理されたサブ試料を、ステップ（ｃ）中に形成されたタンパク質の還元システイ
ン基に選択的に結合するよう適合された第２の標識と接触させて、第２の標識された試料
を形成するステップ；並びに
（ｅ）タンパク質の複数の酸化状態について、第１及び第２の標識された試料を評価する
ステップ
を含む。
【００１６】
　好ましくは、酸化状態は、可逆的に酸化された形態を含む。
【００１７】
　好ましくは、酸化状態は不可逆的に酸化された形態を含む。



(11) JP 2021-518907 A 2021.8.5

10

20

30

40

50

【００１８】
　好ましくは、酸化状態は、可逆的及び不可逆的に酸化された形態を含む。
【００１９】
　好ましくは、タンパク質は、アルブミン、アルファ－２－マクログロブリン、フィブリ
ノーゲンベータ鎖、ハプトグロビン、免疫グロブリンラムダ定常２、インターアルファ・
トリプシン阻害剤重鎖Ｈ２、セロトランスフェリン、免疫グロブリンガンマ－１重鎖、フ
ィブリノーゲンガンマ鎖及びトランスサイレチンを含むリストから選択されるタンパク質
である。
【００２０】
　タンパク質がアルブミンであり、酸化状態が可逆的に酸化された形態を含む場合、可逆
的に酸化された形態は、好ましくは、ｃｙｓ３４に可逆的に酸化されたシステイン基を含
む。
【００２１】
　好ましくは、タンパク質は、魚又は哺乳動物タンパク質などの動物タンパク質である。
さらにより好ましくは、タンパク質は、ヒトタンパク質である。
【００２２】
　好ましくは、試料は、哺乳動物、好ましくはヒトの体液試料などの、体液試料である。
より好ましくは、試料は、血液、血漿、血清、尿、乳及び唾液を含む試料のリストから選
択される。試料はまた、細胞抽出物、又は組織試料若しくはその抽出物などの生物学的材
料に由来するいくつかの他の調製物であってもよい。試料はまた、ミトコンドリア又は別
の細胞内小器官を含有する試料などの細胞の一部であり得る。
【００２３】
　試料はまた、単一のタンパク質又は複数のタンパク質を含んでもよい。試料が複数のタ
ンパク質を含む場合、本発明の方法を使用して、試料中の複数のタンパク質の酸化状態を
評価することができる。例えば、この方法を使用して、試料内のどのタンパク質が酸化さ
れ、どのタンパク質が酸化されていないかを示すプロファイルを作成できる。
【００２４】
　好ましくは、第１の標識はさらに、標識と還元システイン基との間に形成された結合が
還元剤で切断され得ないように、還元システイン基をトラップするように適合される。
【００２５】
　第１の標識が還元システイン基をトラップするように適合されている場合、試料が採取
された後、可能な限り早く試料と接触させることが好ましい。例えば、第１の標識は、試
料が採取される１、２、３、４、又は５分未満で試料と接触させてもよい。この点につい
て、出願人は、驚くべきことに、その中のタンパク質の酸化状態を評価する前の試料の取
り扱いが、酸化状態の任意の評価の精度に影響を与え得ることを発見した。
【００２６】
　好ましくは、第１の標識は、スルフヒドリル反応性化学基を含む。さらにより好ましく
は、第１の標識は、マレイミド基；ヨードアセチル又はブロモアセチル基などのハロアセ
チル基；及び／又はピリジルジスルフィド基を含む。
【００２７】
　第１の標識は、マレイミド、フェニル水銀、ヨードアセトアミド、ビニルピリジン、臭
化メチル又はヨードアセテート又はそれらの誘導体からなる群から選択されてもよい。好
ましくは、この成分は、ヨードアセトアミド又はマレイミド又はそれらの誘導体である。
【００２８】
　好ましくは、第１の標識は、試料と接触させる場合、少なくとも５、１０、１５又は２
０分間にわたり、少なくとも３ｍＭ、３．６ｍＭ、５ｍＭ、６ｍＭ、６．２５ｍＭ、７ｍ
Ｍ、８ｍＭ、９ｍＭ又は１０ｍＭの濃度で使用される。
【００２９】
　好ましくは、第１の標識は、非標識化合物と比較して標識化合物の分離を容易にするよ
うに適合された分離部材をさらに含む。
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【００３０】
　分離部材は、重量差に基づく分離を容易にする、規定の分子量を有する化合物であって
もよい。さらにより好ましくは、分離部材は、ポリエチレングリコールなどのポリマーで
ある。したがって、例えば、第１の薬剤はペグ化されていてもよい。
【００３１】
　分離部材はまた、画像化することができる蛍光化合物であってもよい。
【００３２】
　第１の標識はまた、質量分析又は別の類似の方法論による同定を容易にする質量タグ（
mass tag）又は標識であり得る。適切な質量タグの例には、ビオチン－マレイミド、ヨー
ドアセトアミド及びＮ－エチルマレイミドが含まれる。第１の標識はまた、抗原であって
もよい。
【００３３】
　好ましくは、サブ試料は、標識された試料の体積の約５０％の体積を含む。
【００３４】
　好ましくは、サブ試料を処理して、その中のタンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸
化されたシステイン基を選択的に還元することは、サブ試料を有効量のチオール含有剤と
接触させるステップを含む。好ましくは、チオール含有剤は、可逆的に酸化されたシステ
イン基の還元にわずかに又は中程度にのみ有利である、チオール－ジスルフィド交換反応
において、可逆的に酸化されたシステイン基と反応するように適合される。この点につい
て、チオール含有剤は、８又は９未満、より好ましくは４、５、６、又は７未満の平衡定
数（ｐＫａ）値を有する反応において、可逆的に酸化されたシステイン基と反応するよう
に適合されてもよい。
【００３５】
　好ましくは、チオール含有剤は、単一のチオール基を含む化合物を含む。
【００３６】
　好ましくは、チオール含有剤は、システイン、グルタチオン（還元型）、メルカプトエ
タノール、システアミン、ペニシラミン及びＮ－アセチルシステインを含む群から選択さ
れる。
【００３７】
　本発明の目的のために、「選択的に還元する」という語句で使用される場合、「選択的
に」という用語は、可逆的に酸化されたシステイン基が、試料中の任意の不可逆的に酸化
されたシステイン基よりも優先的に還元されることを意味する。好ましくは、「選択的に
還元する」という用語は、試料中の任意の不可逆的に酸化されたシステイン基の測定可能
な還元がないことを意味する。本発明の１つの特定の形態において、「選択的に還元する
」という用語は、可逆的に酸化されたシステイン基のサブセットのみが還元されることを
意味し、例えば、アルブミンについて、システイン残基３４は、アルブミン中の他の可逆
的に酸化されたシステイン基に対して選択的に還元される。
【００３８】
　好ましくは、チオール含有剤は、少なくとも２ｍＭ、４ｍＭ、６ｍＭ、８ｍＭ、１０ｍ
Ｍ、１２ｍＭ、１２．５ｍＭ、１５ｍＭ又は２０ｍＭの最終濃度で使用される。
【００３９】
　好ましくは、チオール含有剤は、少なくとも５、１０、１５、２０又は３０分間にわた
り、サブ試料と接触される。
【００４０】
　好ましくは、第２の標識はさらに、その間に形成された結合が還元剤で切断され得ない
ように、還元システイン基をトラップするように適合される。
【００４１】
　好ましくは、第２の標識は、スルフヒドリル反応性化学基を含む。さらにより好ましく
は、第２の標識は、マレイミド基；ヨードアセチル又はブロモアセチル基などのハロアセ
チル基；及び／又はピリジルジスルフィド基を含む。
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【００４２】
　好ましくは、第２の標識は、第１の標識に関連して本明細書に記載されるような分離部
材をさらに含む。
【００４３】
　好ましくは、第２の標識は、第１の標識と同じ反応化学／結合特性を有する。
【００４４】
　好ましくは、第２の標識は、第１の標識と区別可能である。例えば、第２の標識は、異
なる抗原、質量、吸光度又は蛍光タグを組み込んでもよい。
【００４５】
　好ましくは、第２の標識は、第１の標識に使用される濃度よりも高い濃度で使用される
。さらにより好ましくは、第２の標識の濃度は、処理されたサブ試料と接触させる場合、
少なくとも５、１０、１５又は２０分間にわたり、少なくとも５ｍＭ、７．５ｍＭ、１０
ｍＭ、１２．５ｍＭ又は１５ｍＭであってもよい。
【００４６】
　タンパク質の複数の酸化状態について、第１及び第２の標識された試料を評価するステ
ップは、第１及び第２の標識の選択に少なくとも部分的に依存して変化するであろう。好
ましくは、評価するステップは、第１及び第２の標識された試料を電気泳動などのサイズ
ベースの分離に適用することを含む。
【００４７】
　好ましくは、本発明の方法は、定量的である。したがって、方法は、タンパク質の同定
された酸化状態の量を定量化するステップをさらに含んでもよい。
【００４８】
　好ましくは、酸化状態は、相対的に定量化される。
【００４９】
　好ましくは、酸化状態は、試料中のタンパク質の総量のパーセンテージなどのパーセン
テージとして定量化される。好ましくは、酸化状態は、酸化されるタンパク質のパーセン
テージとして定量化される。
【００５０】
　好ましくは、酸化状態は、第１又は第２の標識からのシグナルの強度を参照することに
より定量化される。
【００５１】
　第１及び第２の標識された試料を評価する１つの特に有用な手段は、タンパク質試料を
ＰＡＧＥに適用し、次いで標識からのシグナルをゲル上の特定のタンパク質バンドで測定
できるため、ＰＡＧＥなどのゲル電気泳動である。第１及び第２の標識された試料を評価
するための別の適切な技術は、ＰＡＧＥ電気泳動と同じ分離原理を使用するが、ゲル又は
ポリマーを充填したキャピラリーチューブで実施される、高速タンパク質分析技術である
キャピラリー電気泳動である。標識のタイプに応じて、他の視覚化手段には、イムノブロ
ッティング、ホスホイメージング又はルミイメージングが含まれる。
【００５２】
　ＰＡＧＥの代替技術は、免疫沈降又はラテラルフローストリップ（対象の単一タンパク
質が単離されている場合）、タンパク質又は抗体アレイ（多数のタンパク質がタンパク質
チップ上に単離されている場合）、並びに質量分析及び／又はクロマトグラフィーであり
、ここで、（例えば、多次元クロマトグラフィーによって）単一又は総タンパク質抽出物
が分析される。質量分析及びタンパク質又は抗体アレイは、非常にマイクロアレイに似て
、非常に迅速に１０、１００又は１０００ものタンパク質をスキャンする機会を提供する
。
【００５３】
　本発明は、活性酸素種（ＲＯＳ）に曝された試料中のタンパク質の酸化状態に対するＲ
ＯＳの効果をモニタリングするための手段を提供し、方法は、
（ａ）試料を、その中のタンパク質の少なくとも１つの還元システイン基に選択的に結合
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するように適合された第１の標識と接触させて、第１の標識された試料を形成するステッ
プ；
（ｂ）第１の標識された試料のサブ試料を形成するステップ；
（ｃ）サブ試料を処理して、その中のタンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸化された
システイン基を選択的に還元して、処理されたサブ試料を形成するステップ；
（ｄ）処理されたサブ試料を、ステップ（ｃ）中に形成されたタンパク質の還元システイ
ン基に選択的に結合するよう適合された第２の標識と接触させて、第２の標識された試料
を形成するステップ；
（ｅ）タンパク質の複数の酸化状態について、第１及び第２の標識された試料を評価する
ステップ；並びに
（ｆ）ステップ（ｅ）の評価をＲＯＳの効果と関連づけるステップ
を含む。
【００５４】
　ＲＯＳは、正常な細胞機能の態様を改変することができる任意の活性酸素分子であって
もよい。好ましくは、ＲＯＳは、スーパーオキシド、ヒドロキシルラジカル、ペルオキシ
ルラジカル、アルコキシルラジカル、ヒドロペルオキシルラジカル、次亜塩素酸、過酸化
水素、一酸化窒素、タウリンクロラミン、次亜臭素酸、オゾン、一重項酸素及びペルオキ
シナイトライトを含む群から選択される。
【００５５】
　脳卒中、心臓発作、及び加齢性変性症などの多くの重要な病理は、ＲＯＳ産生に関連し
ている。したがって、本発明はまた、対象におけるＲＯＳに関連する病理を評価する方法
を提供し、方法は、
（ａ）対象からの試料を、その中のタンパク質の少なくとも１つの還元システイン基に選
択的に結合するように適合された第１の標識と接触させて、第１の標識された試料を形成
するステップ；
（ｂ）第１の標識された試料のサブ試料を形成するステップ；
（ｃ）サブ試料を処理して、その中のタンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸化された
システイン基を選択的に還元して、処理されたサブ試料を形成するステップ；
（ｄ）処理されたサブ試料を、ステップ（ｃ）中に形成されたタンパク質の還元システイ
ン基に選択的に結合するよう適合された第２の標識と接触させて、第２の標識された試料
を形成するステップ；
（ｅ）タンパク質の複数の酸化状態について、第１及び第２の標識された試料を評価する
ステップ；並びに
（ｆ）ステップ（ｅ）の評価をＲＯＳに関連する病理と関連づけるステップ
を含む。
【００５６】
　ＲＯＳに関連する病理は、脳卒中、心臓発作、加齢性変性症、又はアテローム性動脈硬
化症、末梢血管閉塞性疾患、高血圧、肝疾患、アルコール性肝疾患、腎臓病、クローン病
、狭心症、肺気腫及び気管支炎、慢性閉塞性肺疾患、糖尿病、癌、肝臓移植関連疾患など
の臓器移植、冠状動脈性心臓病／心不全、脳卒中／神経外傷、心血管疾患、冠状動脈閉塞
性肺疾患、高血圧、低酸素症、胎児ジストレス症候群、ジストロフィー、関節リウマチ、
筋萎縮性側索硬化症、嚢胞性線維症、敗血症（重症敗血症を含む）、急性呼吸窮迫症候群
、睡眠時無呼吸、肥満、骨粗しょう症、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、後天性免疫不
全症候群（ＡＩＤＳ）、慢性疲労症候群、筋肉損傷、脳震盪、並びにアルツハイマー病及
びパーキンソン病を含むがこれらに限定されない神経変性疾患を含むリストから選択され
る疾患を含む群から選択されてもよい。
【００５７】
　本発明の方法はまた、ＲＯＳに関連する病理に対する治療的介入の効果を評価するため
に使用され得る。したがって、本発明はまた、対象におけるＲＯＳに関連する病理に対す
る治療的介入の有効性を評価する方法を提供し、方法は、
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（ａ）対象からの試料を、その中のタンパク質の少なくとも１つの還元システイン基に選
択的に結合するように適合された第１の標識と接触させて、第１の標識された試料を形成
するステップ；
（ｂ）第１の標識された試料のサブ試料を形成するステップ；
（ｃ）サブ試料を処理して、その中のタンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸化された
システイン基を選択的に還元して、処理されたサブ試料を形成するステップ；
（ｄ）処理されたサブ試料を、ステップ（ｃ）中に形成されたタンパク質の還元システイ
ン基に選択的に結合するよう適合された第２の標識と接触させて、第２の標識された試料
を形成するステップ；
（ｅ）タンパク質の複数の酸化状態について、第１及び第２の標識された試料を評価する
ステップ；並びに
（ｆ）ステップ（ｅ）の評価を、介入の存在下及び不存在下でのＲＯＳに関連する病理と
関連づけるステップ
を含む。
【００５８】
　介入は異なってもよく、ＲＯＳに関連する病理に治療効果を有することを意図した薬剤
の投与が含まれる。
【００５９】
　本発明の方法は、方法を実行するために必要な一連の試薬を含むキットを使用して好都
合に実施され得る。したがって、本発明はまた、試料中のタンパク質の酸化状態を評価す
るためのキットを提供し、キットは、
（ａ）試料中のタンパク質の還元システイン基に選択的に結合するように適合された第１
の標識；及び
（ｂ）試料中のタンパク質の少なくとも１つの可逆的に酸化されたシステイン基を選択的
に還元するための試薬
を含む。
【００６０】
　好ましくは、キットは、試薬での処理によって形成されたタンパク質の還元システイン
基に選択的に結合するように適合された第２の標識をさらに含む。好ましくは、第１及び
第２の標識は同じである。
【００６１】
　好ましくは、キットは、試料を受け取るための基材をさらに含み、好ましくは、基材は
、第１の標識を含み、全血試料からのタンパク質の少なくとも１つの還元システイン基に
結合するように適合される。好ましくは、基材は、濾紙などの吸収紙である。好ましくは
、基材は、少なくとも１つの試料識別子をさらに含む。
【００６２】
　好ましくは、キットは、試料収集デバイスをさらに含む。好ましくは、試料収集デバイ
スは、毛細血管血液試料の収集を可能にするように適合される。好ましくは、試料収集デ
バイスは、皮膚穿刺デバイスである。好ましくは、試料収集デバイスは、患者の踵、指又
は耳たぶからの毛細血管血液試料の収集を可能にするように適合された手持ち式デバイス
である。好ましくは、試料収集デバイスは、ランセットである。
【００６３】
　好ましくは、基材は、Perkin Elmar 226 Spot Saver Cardなどの乾燥血液スポットカー
ドである。好ましくは、第１の標識は、乾燥血液スポットカードに埋め込まれる。好まし
くは、試料は、指穿刺試料などの全血試料である。或いは、基材は、赤血球などの他の全
血成分から試料中の１つ以上のタンパク質を分離するための分離膜を含む。
【００６４】
　好ましくは、キットは、乾燥血液スポットカードから血液試料の少なくとも一部を抽出
するように適合された抽出試薬をさらに含む。好ましくは、キットは、結合したタンパク
質を試料から分離するように適合されたタンパク質単離試薬をさらに含む。
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【００６５】
　好ましくは、キットは、本明細書に記載の方法に従って、その中の試薬を利用するため
の説明書をさらに含む。
【００６６】
総則
　当業者は、本明細書に記載された発明が、具体的に記載されたもの以外の変更及び修正
を受け入れる余地があることを理解するであろう。
【００６７】
　本発明は、そのような全ての変更及び修正を含むことを理解されたい。本発明はまた、
本明細書で個別に又は集合的に参照又は示される全てのステップ、特徴、組成物及び化合
物、並びに任意の及び全ての組み合わせ又は任意の２つ以上のステップ若しくは特徴を含
む。
【００６８】
　本発明は、本明細書に記載の特定の実施形態又は例によって範囲が限定されるものでは
なく、これらは例示のみを目的とする。機能的に同等の産物、組成物、及び方法は、本明
細書に記載されるように、明らかに本発明の範囲内である。
【００６９】
　本明細書に引用される全ての刊行物（特許、特許出願、学術論文、実験室マニュアル、
書籍、又はその他の文書を含む）の全開示は、参照により本明細書に組み込まれる。参考
文献のいずれかが、先行技術を構成すること、又は本発明が関連する分野で働く人の一般
的な共通知識の一部であることを承認するものではない。
【００７０】
　本明細書全体を通して、文脈に別段の要求がない限り、「含む（comprise）」という語
、又は「含む（comprises）」又は「含んでいる（comprising）」などの変形は、所定の
整数又は整数のグループを含むことを意味するが、他のいかなる整数又は整数のグループ
も除外することを意味するものではないと理解されよう。
【００７１】
　本明細書で使用される選択された用語の他の定義は、本発明の詳細な説明内に見出され
、全体を通して適用され得る。別段定義しない限り、本明細書で使用される他の全ての科
学及び技術用語は、本発明が属する技術分野の当業者に一般に理解されているのと同じ意
味を有する。
【実施例】
【００７２】
実施例
　以下の方法は、上記の発明を使用する方法をより完全に説明するとともに、本発明の様
々な態様を実行するために企図される最良の形態を説明するのに役立つ。これらの方法は
、決して本発明の真の範囲を限定するのに役立つものではなく、むしろ例示の目的で提示
されるものと理解される。
【００７３】
実施例１－運動後のアルブミンチオール酸化の定量的評価。
１．材料／方法
（ａ）参加者
　１８～３２歳の健康な成人が参加し、西オーストラリア大学（University of Western 
Australia）の人間倫理委員会によって倫理が承認された。
【００７４】
（ｂ）材料
　全体を通して二重脱イオン（ＤＤＩ）水を使用した。タンパク質分子量標準は、Bio-Ra
d（オーストラリア）から購入した。別段明記しない限り、全ての化学物質及び試薬はSig
ma-Aldrich（Castle Hill、オーストラリア）から入手した。ポリエチレングリコールマ
レイミド（malpeg），５０００ｇ／ｍｏｌは、JenKem Technology（米国）から購入した
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。
【００７５】
（ｃ）血液試料の調製及び保管
　アルブミンチオール酸化の分析のために、血液９部を、ＤＤＩ水中にｐＨ７．４で希釈
された、６２．５ｍＭのマルペグ、４０ｍＭのイミダゾール、及び１５４ｍＭのＮａＣｌ
で構成されるトラッピング溶液１部を含有するＫ３ＥＤＴＡチューブ（Minicollectチュ
ーブK3EDTA；Greiner Bio-One、オーストリア）に収集した。総血漿アルブミンの分析の
ために、トラッピング溶液なしで、追加の血液を第２のＫ３ＥＤＴＡチューブに収集した
。チューブを短時間ボルテックスし、次いで、遠心分離（３０００ｇ、１０分間）し、血
漿を収集した。トラッピング溶液を含まない血漿は直ちに液体窒素で凍結して－８０℃で
保存し、一方、トラッピング溶液を含む血漿は室温で２０分間インキュベートした後、凍
結して保存した。
【００７６】
　ゲル上にマルペグを含む及び含まないヒトアルブミンの同定のために、０．５ｍＭ（ｗ
／ｖ）のＳＤＳ及び０．５ｍＭのＴｒｉｓ（ｐＨ７．４）を含有するＳＤＳ／Ｔｒｉｓ緩
衝液中に０．９ｍＭの市販のヒト血清アルブミン（ＨＳＡ；Sigma）を調製した。ＨＳＡ
試料９部を、ＤＤＩ水にｐＨ７．４で希釈された、６２．５ｍＭのポリエチレングリコー
ルマレイミド（Malpeg、５０００ｇ／ｍｏｌ、JenKem Technology、米国）、４０ｍＭの
イミダゾール、及び１５４ｍＭのＮａＣｌから構成されるトラッピング溶液１部に添加し
た。トラッピング溶液を含まない試料は直ちに液体窒素で凍結して－８０℃で保存し、一
方、トラッピング溶液（Malpeg）の存在下で収集された血漿は凍結して保存する前に室温
で３０分間インキュベートした。
【００７７】
（ｄ）試料の調製
　マルペグを含有する血漿又はＨＳＡ試料を３７℃で撹拌しながら解凍し、２つの２．５
μｌのアリコートに分割した。
【００７８】
　手順Ｉは、０．５％のＳＤＳ及び０．５ｍＭのＴｒｉｓ（ｐＨ７．４）を含有するＳＤ
Ｓ／Ｔｒｉｓ緩衝液（２４５μｌ）をアリコート１（試料１；図１ａ）に添加することを
含んでいた。
【００７９】
　手順ＩＩは、２．５μｌの２０ｍＭのＬ－システイン（ｐＨ３）をアリコート２に添加
すること、室温で３０分間インキュベートすること、次いで５μｌの２５ｍＭのマルペグ
を添加してさらに室温で１５分間インキュベートすることを含んでいた。９５μｌのＳＤ
Ｓ／Ｔｒｉｓ緩衝液（試料２、図１ａ）にサブアリコート（４μｌ）を添加した。
【００８０】
（ｅ）ゲル電気泳動
　ゲルは、ミニタンパク質プレート（Bio-Rad）を使用して手動でキャストした。簡潔に
は、Laemmli法［１］に従って、１６％分離ゲルを作製した。蛍光イメージングのために
、１％（ｖ／ｖ）の２，２，２－トリクロロエタノール［２］を添加した。分離ゲルが重
合した後、４％濃縮ゲルを分離ゲル上に注ぎ、重合後、ゲルを使用前に少なくとも３時間
、冷暗室で保管した。
【００８１】
　試料（５μｌの試料１及び５μｌの試料２）を、ＤＤＩ水中、０．５ＭのＴＲＩＳ（ｐ
Ｈ６．８）、３％（ｗ／ｖ）のＳＤＳ、３０％（ｖ／ｖ）のグリセロール、及び０．０３
％（ｗ／ｖ）のブロモフェノールブルーを含む、等量のローディングバッファーと混合し
た。５μｌのアリコートをゲル上に充填し、ゲルを２５０Ｖで１時間４５分にわたり冷暗
室で泳動した。電気泳動後、ＤＤＩ水でゲルを２回洗浄した。ゲルをＵＶトランスイルミ
ネーター（ChemiDoc（商標）、Biorad）上に５分間置き、Image Lab（商標）ソフトウェ
ア、Ｂｉｏｒａｄで可視化した。ゲルの画像はＮＩＨ　ＩｍａｇｅＪソフトウェア［バー
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ジョン1.48v；［３］］を使用して分析した。画像を反転し、バックグラウンドの減算、
並びにスペックル及びノイズの編集後、ゲルからの各レーンのシグナルプロファイルをプ
ロットした（Image Jユーザーガイド1.46r、２０１２）。各ピーク下面積は、台形公式を
使用して計算し、各バンドの強度を得た［２］。
【００８２】
（ｆ）タンパク質カルボニルアッセイ
　血漿アルブミン上に形成されたカルボニル基は、陽性対照及び陰性対照での試料の処理
を含むイムノブロッティングで決定された。血漿試料を６％ＳＤＳで１：１２０に希釈し
た。陽性対照試料は、５０ｍＭのＨＯＣｌと１：１で１時間インキュベートし、次いで、
６％（ｗ／ｖ）ＳＤＳで１：６０に希釈した。希釈した試料又は陽性対照１部を、１０ｍ
Ｍジニトロフェニルヒドラジン（１０ｍＭ　ＤＮＰＨ／１０％（ｗ／ｖ）ＴＦＡ）１部に
添加した。陰性対照試料は、１０％（ｗ／ｖ）ＴＦＡの同じ条件で、ＤＮＰＨは使用せず
にインキュベートした。１５分間のインキュベーション後、中和溶液（３０％グリセロー
ル／２Ｍ　Ｔｒｉｓ）１部をＤＮＰＨ及び陰性対照で処理した試料に添加した。次いで、
処理した試料を還元条件下で１０倍に希釈し、５μｌの処理した試料をステインフリーＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥ（Biorad、４－２０％Mini-PROTEAN（登録商標）TGX Stain-Free（商標）
Precast Gels）で分離し、１０分間、２．５Ａ、最大２５Ｖに設定した条件を使用して、
ニトロセルロース膜（Biorad、Trans-Blot（登録商標）Turbo（商標）Mini Nitrocellulo
se Transfer Packs）に移した（Biorad、Trans-Blot（登録商標）Turbo（商標）Transfer
 System）。
【００８３】
　続いて膜をＴｒｉｓ緩衝生理食塩水Ｔｗｅｅｎ２０（ＴＢＳＴ）中で５回、各３分間（
５×３分間）洗浄し、ＴＢＳＴ／０．５％（ｗ／ｖ）無脂肪粉乳でブロックした。１時間
後、膜をＴＢＳＴで洗浄し（５×３分間）、次いで、ポリクローナルウサギ抗ＤＮＰ抗体
（ＴＢＳＴ／０．５％（ｗ／ｖ）無脂肪粉乳で１：２００００に希釈）でインキュベート
した。冷室で一晩インキュベートした後、膜をＴＢＳＴで洗浄し（５×３分間）、次いで
、室温で１時間、ホースラディッシュペルオキシダーゼ共役ヤギ抗ウサギＩｇＧ（ＴＢＳ
Ｔ／０．５％無脂肪粉乳で１：２５０００に希釈）で処理した。ＥＣＬウエスタンブロッ
ト検出試薬（Bio-rad、Clarity Western ECL基材）を使用して、カルボニル化アルブミン
を可視化する前に、ＴＢＳＴ（５×３分）で最終洗浄を実施した。
【００８４】
　カルボニル密度をステインフリーゲル（ローディングコントロール）からのアルブミン
の蛍光シグナルの量で割った値を使用し、アルブミンのカルボニル化をレシオメトリック
値として作表した。すなわち、比率＝カルボニル化アルブミンの任意量／アルブミンの任
意量、である。アルブミンカルボニルのアッセイ間の変動係数（標準偏差÷平均）は８．
６％（ｎ＝９）であり、７％～１８％の範囲の変動係数を有する以前のカルボニル方法と
類似していた（Dayhoff-Brannigan et al．2008[5]; Matthaiou et al．2014[6]）。
【００８５】
（ｉ）統計分析
　別段明記しない限り、全てのデータは平均値±ＳＥとして提示される。平均値は、ｔ検
定又は一元配置分散分析を使用して、必要に応じて反復測定と比較した。有意性はｐ＜０
．０５で認めた。
【００８６】
２．結果
（ａ）方法の開発
　血漿アルブミンチオールの酸化状態の定量分析には、ｃｙｓ－３４をマルペグでマレイ
ミド標識し、次いで、標識アルブミンをＳＤＳ－ＰＡＧＥで非標識アルブミンから分離す
る（図１及び２）。特に、試料１は、還元（ＲＡ）及び酸化アルブミン（ＯＡ；図１ｂ）
のパーセンテージを分析するために使用された。試料２を使用して、可逆的酸化型（ＯＡ
Ｒ）及び不可逆的酸化型（ＯＡＩ；図１ｂ）のアルブミンのパーセンテージを計算した。
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試料１では、上部バンド（図２のＡ）は還元アルブミン（ＲＡ）であり、下部バンド（図
２のＢ）は可逆的及び不可逆的に酸化されたアルブミン（ＯＡＲ及びＯＡＩ）であった。
試料２では、上部バンド（図２のＣ）は還元アルブミン（ＲＡ）及び可逆的に酸化された
アルブミン（ＯＡＲ）であり、下部バンド（図２のＡ）は不可逆的に酸化されたアルブミ
ン（ＯＡＩ）であった。異なる形態のアルブミンのパーセンテージは、次のように計算さ
れた。
１．減少したアルブミンのパーセンテージ（％ＲＡ）＝バンドＡ／（バンドＡ＋バンドＢ
）×１００
２．不可逆的に酸化されたアルブミンのパーセンテージ（％ＯＡＩ）＝バンドＤ／（バン
ドＤ＋バンドＥ）×１００
３．可逆的に酸化されたアルブミンのパーセンテージ（％ＯＡＲ）＝１００－％ＲＡ－％
ＯＡＩ
【００８７】
　技術は、マルペグによるｃｙｓ３４のチオールの標識付けに依存する。室温で少なくと
も１５分間インキュベートした６．２５ｍＭマルペグの濃度は、最大標識化に十分である
と見なされた。
【００８８】
　可逆的に酸化されたｃｙｓ３４を測定するために、チオール－ジスルフィド交換反応を
使用してｃｙｓ３４にチオールを生成し、次いで、これをマルペグで標識できた。システ
イン、還元型グルタチオン、Ｎ－アセチルシステイン及びメルカプトエタノールは、適切
なチオール－ジスルフィド交換試薬であったが、ジチオスレイトール及びＴＣＥＰは適し
ていなかった（図３）。システインは、その後の全ての実験でチオール－ジスルフィド交
換試薬として使用された。少なくとも１５分間インキュベートされた少なくとも１０ｍＭ
のシステイン濃度は、可逆的に酸化されたチオールのより最大の標識を構成するのに十分
であった。システインとインキュベートした後、１２．５ｍＭのマルペグと少なくとも１
５分間インキュベートすることは、ｃｙｓ３４の新しく露出したチオール基を標識するの
に十分であった。
【００８９】
　アルブミンの相対酸化を定量化するために、２，２，２－トリクロロエタノールと反応
したタンパク質の蛍光イメージングを使用して、完全な分離を達成した（図４ｂｉｉ、ｉ
ｉｉ）。２μｇまでのアルブミン充填の蛍光イメージングでは、アルブミン含有量とゲル
バンド密度（図４）との間に線形関係があった。この線形関係は、マルペグに結合した、
及び結合していない、アルブミンの相対蛍光強度を使用して、相対酸化を計算できること
を意味していた。この概念と一致して、マルペグが添加されていないアルブミンの蛍光強
度（２２．５±０．７、任意単位、ｎ＝４）は、マルペグに結合した、及び結合していな
いアルブミンの両方を含有する、試料１（２２．７±０．５、任意単位、ｎ＝４）及び試
料２（２２．５±０．６、任意単位、ｎ＝４）の蛍光強度の合計と同等であった。蛍光イ
メージング技術を使用した血漿アルブミンの計算された酸化は、それぞれ２．７％（ｎ＝
１２）及び４．７％（ｎ＝１２）の、アッセイ内及びアッセイ間変動係数で再現可能であ
った。
【００９０】
（ｂ）血漿試料の収集及び調製。
　タンパク質のチオール基は酸化に敏感であるため、試料の調製中に人工的な酸化が発生
する可能性がある。しかし、ｃｙｓ３４のチオール基をマルペグと反応させると酸化が防
がれる。マルペグが、収集されてすぐの血液；遠心分離後の血漿；解凍したての血漿；及
び室温で２．５時間後の血漿、に添加される、３つの試料調製技術が試験された。全ての
血漿試料で、マルペグが添加された血液試料のアルブミン酸化レベルと比較して、酸化が
増加した（図５）。
【００９１】
（ｃ）クロマトグラフィー技術との比較
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　クロマトグラフィーベースの技術は、酸化型のアルブミンの割合を測定するために使用
されてきた。Turell et al[4]によって説明されるクロマトグラフィー技術を使用すると
、ウシ血清アルブミン試料は３６±０．７％（ｎ＝５）酸化されたと推定されるのに対し
、マルペグ技術を使用すると、酸化レベルは４２±０．１％（ｎ＝５）であると推定され
た。２つの測定値に相違があるため、ウシ血清アルブミン試料は、チオール基を完全に酸
化するために使用された過酸化水素で処理された。クロマトグラフィーを使用すると、ア
ルブミン試料は６８±１．８％（ｎ＝５）酸化されたのに対し、マルペグ技術を使用する
と、酸化レベルは９８±０．１％（ｎ＝５）であると推定された。これらの観察は、Ture
ll et al.のクロマトグラフィー技術がアルブミン酸化の程度を過小評価していたことを
示唆している。
【００９２】
（ｄ）アルブミン酸化方法のタンパク質カルボニルアッセイとの比較
　アルブミン酸化方法の感受性を、２つの活性酸素種、過酸化水素及び次亜塩素酸を使用
したタンパク質カルボニルアッセイと比較した。過酸化水素の場合、０．５ｍＭ及び５ｍ
Ｍの濃度では、アルブミンＣｙｓ３４酸化が有意に増加し、タンパク質カルボニル形成は
有意に増加しなかった（図６）。同様の酸化パターンが次亜塩素酸でも明らかであり、ア
ルブミンＣｙｓ３４酸化は有意に増加したが、タンパク質カルボニル形成は有意に増加し
なかった（図６Ａ及び６Ｂ）。同等の濃度で、次亜塩素酸は過酸化水素よりも多くのアル
ブミンの酸化を引き起こした。
【００９３】
　過酸化水素及び次亜塩素酸の両方が、可逆的及び不可逆的に酸化されたアルブミンの増
加を引き起こした（図６Ｃ）。しかし、５ｍＭの次亜塩素酸は、０．５ｍＭの場合よりも
可逆的に酸化されたアルブミンの有意に低い増加を引き起こした。この明らかな不一致は
、考察で扱われる。
【００９４】
（ｅ）適用：運動後のヒトアルブミンチオール酸化の定量的評価。
　ゲルベースの方法のアッセイの感受性は、運動後のヒト血漿アルブミンチオール酸化を
測定することによって試験した。参加者は、５０ワットの初期強度でＶＯ２Ｐｅａｋ定常
サイクリング運動試験を実施し、随意の消耗まで、又は参加者が必要な出力を正常に維持
できなくなるまで、３分間隔で強度を３０ワットずつ増加させた。毛細血管血液試料は、
運動の前後に収集された。運動直後、酸化アルブミンが増加し、運動後３０分までに運動
前のレベルに戻った（図７）。酸化されたアルブミンの増加は、不可逆的に酸化されたア
ルブミンではなく、可逆的に酸化されたアルブミンの増加の結果であった（図７）。
【００９５】
　明らかであるように、本発明の精神及び範囲から逸脱することなく、実施例の様々な変
更及び同等の形態が提供され得る。これには、全ての修正、代替構造、及び同等物ととも
に、添付の特許請求の範囲内の修正が含まれる。
【００９６】
実施例２－慢性疲労症候群を有する個人のタンパク質酸化レベル
１．材料／方法
（ａ）参加者
　健康なボランティア（ｎ＝１２）及び慢性疲労症候群に罹患している人（ｎ＝１２）は
、エルゴメーターで片側膝伸展を伴う最大強度の３０秒間にわたる自発性収縮を３回実施
し、伸展の間に１２０秒回復を設けた。膝の角度は７０度に固定された。
【００９７】
　血液試料は、運動直前、運動直後、運動後１５分、運動後３０分に採取した。
【００９８】
　参加者は、試験前の４８時間にわたり、アルコール、カフェイン、及び鎮痛剤の摂取を
控えることが求められた。参加者は、試験前日の午後１０時からの断食を求められた。全
ての試験は午前９時に開始した。
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【００９９】
（ｂ）材料
　全体を通して二重脱イオン（ＤＤＩ）水を使用した。タンパク質分子量標準は、Bio-Ra
d（オーストラリア）から購入した。別段明記しない限り、全ての化学物質及び試薬はSig
ma-Aldrich（Castle Hill、オーストラリア）から入手した。ポリエチレングリコールマ
レイミド（malpeg），５０００ｇ／ｍｏｌは、JenKem Technology（米国）から購入した
。
【０１００】
（ｃ）血液試料の調製及び保管
　アルブミンチオール酸化の分析のために、血液９部を、ＤＤＩ水中にｐＨ７．４で希釈
された、６２．５ｍＭのマルペグ、４０ｍＭのイミダゾール、及び１５４ｍＭのＮａＣｌ
で構成されるトラッピング溶液１部を含有するＫ３ＥＤＴＡチューブ（Minicollectチュ
ーブＫ３ＥＤＴＡ；Greiner Bio-One、オーストリア）に収集した。総血漿アルブミンの
分析のために、トラッピング溶液なしで、追加の血液を第２のＫ３ＥＤＴＡチューブに収
集した。チューブを短時間ボルテックスし、次いで、遠心分離（３０００ｇ、１０分間）
し、血漿を収集した。トラッピング溶液を含まない血漿は直ちに液体窒素で凍結して－８
０℃で保存し、一方、トラッピング溶液を含む血漿は室温で２０分間インキュベートした
後、凍結して保存した。
【０１０１】
　ゲル上にマルペグを含む及び含まないヒトアルブミンの同定のために、０．５ｍＭ（ｗ
／ｖ）のＳＤＳ及び０．５ｍＭのＴｒｉｓ（ｐＨ７．４）を含有するＳＤＳ／Ｔｒｉｓ緩
衝液中に０．９ｍＭの市販のヒト血清アルブミン（ＨＳＡ；Sigma）を調製した。ＨＳＡ
試料９部を、ＤＤＩ水にｐＨ７．４で希釈された、６２．５ｍＭのポリエチレングリコー
ルマレイミド（Malpeg、５０００ｇ／ｍｏｌ、JenKem Technology、米国）、４０ｍＭの
イミダゾール、及び１５４ｍＭのＮａＣｌから構成されるトラッピング溶液１部に添加し
た。トラッピング溶液を含まない試料は直ちに液体窒素で凍結して－８０℃で保存し、一
方、トラッピング溶液（Malpeg）の存在下で収集された血漿は凍結して保存する前に室温
で３０分間インキュベートした。
【０１０２】
（ｄ）試料の調製
　マルペグを含有する血漿又はＨＳＡ試料を３７℃で撹拌しながら解凍し、２つの２．５
μｌのアリコートに分割した。
【０１０３】
　手順Ｉは、０．５％のＳＤＳ及び０．５ｍＭのＴｒｉｓ（ｐＨ７．４）を含有するＳＤ
Ｓ／Ｔｒｉｓ緩衝液（２４５μｌ）をアリコート１（試料１；図１ａ）に添加することを
含んでいた。
【０１０４】
　手順ＩＩは、２．５μｌの２０ｍＭのＬ－システイン（ｐＨ３）をアリコート２に添加
すること、室温で３０分間インキュベートすること、次いで５μｌの２５ｍＭのマルペグ
を添加してさらに室温で１５分間インキュベートすることを含んでいた。９５μｌのＳＤ
Ｓ／Ｔｒｉｓ緩衝液（試料２、図１ａ）にサブアリコート（４μｌ）を添加した。
【０１０５】
（ｅ）ゲル電気泳動
　ゲルは、ミニタンパク質プレート（Bio-Rad）を使用して手動でキャストした。簡潔に
は、Laemmli法［１］に従って、１６％分離ゲルを作製した。蛍光イメージングのために
、１％（ｖ／ｖ）の２，２，２－トリクロロエタノール［２］を添加した。分離ゲルが重
合した後、４％濃縮ゲルを分離ゲル上に注ぎ、重合後、ゲルを使用前に少なくとも３時間
、冷暗室で保管した。
【０１０６】
　試料（５μｌの試料１及び５μｌの試料２）を、ＤＤＩ水中、０．５ＭのＴＲＩＳ（ｐ



(22) JP 2021-518907 A 2021.8.5

10

20

30

40

50

Ｈ６．８）、３％（ｗ／ｖ）のＳＤＳ、３０％（ｖ／ｖ）のグリセロール、及び０．０３
％（ｗ／ｖ）のブロモフェノールブルーを含む、等量のローディングバッファーと混合し
た。５μｌのアリコートをゲル上に充填し、ゲルを２５０Ｖで１時間４５分にわたり冷暗
室で泳動した。電気泳動後、ＤＤＩ水でゲルを２回洗浄した。ゲルをＵＶトランスイルミ
ネーター（ChemiDoc（商標）、Biorad）上に５分間置き、Image Lab（商標）ソフトウェ
ア、Bioradで可視化した。ゲルの画像はNIH ImageJソフトウェア［バージョン1.48v；［
３］］を使用して分析した。画像を反転し、バックグラウンドの減算、並びにスペックル
及びノイズの編集後、ゲルからの各レーンのシグナルプロファイルをプロットした（Imag
e Jユーザーガイド1.46r、２０１２）。各ピーク下面積は、台形公式を使用して計算し、
各バンドの強度を得た［２］。
【０１０７】
２．結果
　図１６は、ＣＦＳを有する個人（ｎ＝１２）及び健康な座りがちな個人（ｎ＝１２）に
おける血液中のタンパク質酸化レベルに対する等尺性収縮の影響を示す。運動前（ｐｒｅ
）、及び運動後０、１５及び３０分の時点で血液を採取した。データは平均として示され
、エラーバーは平均の標準誤差を示す。＊は健康な参加者とＣＦＳ参加者の間の有意差（
ｐ＜０．０５）を示す。＃は、運動前の測定からの有意性（ｐ＜０．０５）を示す。
【０１０８】
　健康な参加者は、血漿アルブミンＣｙｓ３４の酸化状態の収縮後の増加を経験した。同
様の増加は、既知の慢性疲労症候群を有する参加者では見られなかった。結果は、慢性疲
労症候群を有する個人の血液における反復的な等尺性収縮に対する異常な反応があったこ
とを示した。
【０１０９】
実施例３－可逆的に酸化されたアルブミンのレベルに対する様々なストレッサーの影響
１．材料／方法
（ａ）材料
　全体を通して二重脱イオン（ＤＤＩ）水を使用した。タンパク質分子量標準は、Bio-Ra
d（オーストラリア）から購入した。別段明記しない限り、全ての化学物質及び試薬はSig
ma-Aldrich（Castle Hill、オーストラリア）から入手した。ポリエチレングリコールマ
レイミド（malpeg），２０００ｇ／ｍｏｌは、JenKem Technology（米国）から購入した
。Perkin Elmar 226 Protein save 5スポットカードが使用された。
【０１１０】
（ｂ）OxiMetric乾燥血液スポットカードの調製手順
　１００ｍＬの４０ｍＭイミダゾールを１．５ｍＬマイクロフュージチューブ内の１２．
５ｍｇのメトキシポリエチレングリコールに添加した。チューブをおよそ２分間ボルテッ
クスした。得られたトラッピング剤は、６２．５ｍＭの最終メトキシポリエチレングリコ
ール濃度を有する透明溶液であった。
【０１１１】
　調製したトラッピング剤５μＬを、血液カード上の５つのスポットそれぞれの中心にピ
ペットで滴下した。トラッピング剤を広げて、各血液スポットの指定された円領域のおよ
そ３／４をカバーした。トラッピング剤を含浸させた血液カードを、乾燥剤と共に供給さ
れた気密容器に入れ、少なくとも２時間乾燥させ、使用するまで同じ容器に保管した。
【０１１２】
（ｃ）血液カード及び指穿刺試料採取
　トラッピング剤を含む血液カードを乾燥剤容器から取り出し、円が上を向くようにして
平らな面に置いた。容器は再封された。ランスキャップを外してランセットを準備した。
採取部位を穿刺する前に約２０秒間擦り、ランセットを穿刺部位にしっかりと置き、リリ
ースボタンを押して皮膚を穿刺した。穿刺部位を穏やかに圧迫して、一滴の血液を採取し
た。血液カードの円の中心に、１滴又は２滴の血液をつけた。試料は、日付、時刻及び試
料識別子でラベル付けした。カードの上部を折って、収集した試料スポットの上を覆うよ
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うに包み、カードを乾燥剤容器に戻した。
【０１１３】
　血液カードは、提供された乾燥剤容器に入れて、室温で数ヶ月間保管できる。乾燥剤の
色がオレンジから青に変化したら、乾燥剤容器を交換しなければならない。
【０１１４】
（ｄ）Cibracron Blueアルブミン単離方法及びチオール酸化分析
血液カードからの血液抽出
　各血液カードの各スポットの中心に４．５ｍｍの穴をあけた。各４．５ｍｍ血液カード
ディスクを９６ウェルプレートの個別のウェルに配置した。血液カードディスクを含有す
る各ウェルに、１００μｌの２０ｍＭリン酸緩衝液、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０（ｐＨ７
．１）を添加した。プレートミキサー上で、プレートを室温で２時間インキュベートした
。
【０１１５】
可逆的酸化分析のためのシステインによる還元
　４０μＬのアリコートを、血液カード試料を含有する各ウェルから０．５ｍＬのマイク
ロフュージチューブに移した。１０ｍＭのシステイン溶液は、３．５ｍｇのＬ－システイ
ン塩酸塩を１００μＬのＤＤＩと１．５ｍｌのマイクロフュージチューブ内で混合するこ
とにより調製し、これを溶解するまで３０秒間穏やかにボルテックスして、２００ｍＭの
システイン含有量を有する溶液を提供した。２００ｍＭ溶液を（ＤＤＩで）１：２０に希
釈して、最終濃度１０ｍＭのシステイン溶液を得た。４０ｕＬの１０ｍＭシステイン溶液
を４０ｕＬの血液カード試料に添加し、試料をボルテックス上で、室温で３０分間インキ
ュベートして、全てのチオールを還元させた。
【０１１６】
可逆／不可逆分析のためのＭａｌ－ＰＥＧ２０００による標識
　試料をボルテックスから取り出し、８０μＬの１２．５ｍＭメトキシポリエチレングリ
コール２０００溶液（４０ｍＭイミダゾールｐＨ７．４中の１２．５ｍＭメトキシポリエ
チレングリコール２０００）を各試料に添加し、試料をボルテックス上で、室温で３０分
間インキュベートした。
【０１１７】
シバクロンブルーを使用したアルブミンの単離
　シバクロンブルーの５μＬアリコートを０．５ｍＬマイクロフュージチューブにアリコ
ートした。４５μＬの２０ｍＭリン酸緩衝液を添加し、チューブを軽くたたくことで穏や
かに混合した。チューブを１分間遠心分離し、上清を除去して廃棄した。血液カードディ
スク溶液４０μＬ及び還元血液カードディスク溶液１６０μＬをシバクロンブルーに添加
し、チューブを軽くたたくことで穏やかに混合した。チューブを室温で１０分間インキュ
ベートし、チューブを軽くたたくことで穏やかに混合した。チューブを１分間遠心分離し
、上清（未結合のタンパク質全体を含有する）を除去して廃棄した。１００μＬの２０ｍ
Ｍリン酸緩衝液をシバクロンブルーゲルに添加し、穏やかに混合してから遠心分離し、次
いで、上清を除去及び廃棄して、残留する不要な全血成分を洗い流した。結合したアルブ
ミンは、２５μＬの１．４Ｍ塩化ナトリウムをチューブに添加し、チューブを軽くたたい
て穏やかに混合することで溶出した。チューブを遠心分離し、上清を除去し、０．５ｍＬ
マイクロフュージチューブに保管した。保存上清試料は、比較的精製されたアルブミンを
含有していた。
【０１１８】
ゲル電気泳動及びチオール分析
　精製したアルブミン溶液を等量の試料緩衝液（すなわち、２０μＬの試料緩衝液を含む
２０μｌのアルブミン溶液）と混合した。試料をボルテックスし、次いで、２０μＬの試
料を１６％ポリアクリルアミドゲル上に充填した。ゲルを１８０Ｖ、７０ｍＡで２時間に
わたって泳動した。ゲルは、５分間の曝露を使用してChemiDoc MP Imagingシステムで画
像化した。画像Ｊを使用して、総アルブミンに対する酸化アルブミンの比率を定量化した
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。総アルブミンに対する酸化アルブミンの比率＝［酸化バンドの強度／（還元バンド＋酸
化バンドの強度）］×１００
【０１１９】
（ｅ）統計分析
　別段明記しない限り、全てのデータは平均値±ＳＥとして提示される。平均値は、ｔ検
定又は一元配置分散分析を使用して、必要に応じて反復測定と比較した。有意性はｐ＜０
．０５で認めた。
【０１２０】
２．結果
可逆的に酸化されたアルブミンのレベルに対する運動の効果
　１人の参加者が５ｋｍのランニングを実施した。運動強度は、ランニング速度を上げる
ことによって変更され、中強度と高強度の間で２倍になった。各ランニングの２４時間後
に血液試料を採取した。中強度のランニングと高強度のランニングとの間に２日間の安静
期間をとった。
【０１２１】
　図９は、ベースライン試料と比較して、中強度及び高強度の運動療法で検出された可逆
的に酸化されたアルブミンの量の増加を示す。図９はまた、実施された運動の強度と、血
液試料中に存在する可逆的に酸化されたアルブミンの量との相関関係を示す。
【０１２２】
可逆的に酸化されたアルブミンレベルに対する炎症性皮膚治療の効果
　２４歳の女性患者は、顔にマイクロニードル治療を受けた。血液試料は、治療前（ベー
スライン試料）、及び治療が完了してから２４時間後に収集した。
【０１２３】
　図１０は、ベースライン試料と比較した、治療後の可逆的に酸化されたアルブミンの顕
著な（１５％）増加を示す。
【０１２４】
可逆的に酸化されたアルブミンのレベルに対する筋肉損傷の効果
　訓練を受けていない参加者は、５ｋｇのウェイトで６回の反復（二頭筋カール）を４セ
ット実施した。血液試料は、運動を実施する前、及び運動後４日間にわたって毎日採取し
た。図１１は、患者試料が持続的な筋肉損傷を示す高い酸化ストレスを示したことを示す
。患者の酸化ストレスプロファイルは、４日目に運動前のレベルに回復していなかった。
【０１２５】
運動後の可逆的及び不可逆的な酸化レベル
　１人の参加者が４日間の有酸素運動試験を２期間実施した。２期間は２週間の安静で区
切られた。運動強度（ランニング時間及び速度）は、２日目及び４日目に増加し、各運動
期間の４日目に最高強度であった。全ての試料は、運動の２４時間後に取得された。
【０１２６】
　図１２は、中強度及び高強度の両方の運動後に採取した試料で測定された、可逆的に酸
化されたアルブミンの量の大幅な増加を示す。中強度又は高強度の運動後の不可逆的に酸
化されたアルブミンのレベルに、対応する最小限の変化が観察された。
【０１２７】
病気中の酸化ストレス
　急性副鼻腔炎に罹患していると考えられた１人の男性対象。試料はおよそ２４時間離し
て午前中に採取された。
【０１２８】
　図１３は、病気の期間中の患者における可逆的に酸化されたアルブミン及び不可逆的に
酸化されたアルブミンの両方の増加を示す。
【０１２９】
可逆的に酸化されたアルブミンのレベルに対する有酸素運動の効果
　有酸素運動の程度が異なる２人の患者が運動プログラムを受けた。患者１は良好な有酸
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素運動をしていると分類され、患者２は不良な有酸素運動をしていると分類された。運動
プログラムは、５ｋｍのランニング、２０分のサッカー５回、及び１００ｍのスプリント
で構成された。運動プログラムの開始前及びプログラムの完了時に患者から試料を採取し
た。
【０１３０】
　図１４は、運動前後の患者１における可逆的に酸化されたアルブミンのレベル間の最小
の違いを示す。運動後の患者２では、可逆的に酸化されたアルブミンが大幅に増加した。
【０１３１】
筋肉損傷回復中の可逆的に酸化されたアルブミンのレベル
　患者はテニスをしてふくらはぎの損傷が持続していた。患者は筋肉が非常に痛いと訴え
、大幅な力の喪失を経験した。理学療法士は、筋肉損傷の診断を確認し、１～２週間の回
復期間を推奨した。血液試料は、損傷の２４時間後から開始して１０日間にわたって定期
的に患者から採取した。
【０１３２】
　図１５は、損傷後２日目の可逆的に酸化されたアルブミンの量のピークを示す。可逆的
に酸化されたアルブミンの量の一定の減少が１０日目まで観察された。プロファイルは、
理学療法士の報告及び推奨と一致している。
【０１３３】
実施例４－キャピラリー電気泳動を使用してタンパク質の相対酸化レベルを測定する方法
１．材料／方法
（ａ）材料
　全体を通して二重脱イオン（ＤＤＩ）水を使用した。タンパク質分子量標準は、Bio-Ra
d（オーストラリア）から購入した。別段明記しない限り、全ての化学物質及び試薬はSig
ma-Aldrich（Castle Hill、オーストラリア）から入手した。ポリエチレングリコールマ
レイミド（malpeg），５０００ｇ／ｍｏｌは、JenKem Technology（米国）から購入した
。
【０１３４】
（ｂ）血液試料の調製及び保管
　アルブミンチオール酸化の分析のために、血液９部を、ＤＤＩ水中にｐＨ７．４で希釈
された、６２．５ｍＭのマルペグ、４０ｍＭのイミダゾール、及び１５４ｍＭのＮａＣｌ
で構成されるトラッピング溶液１部を含有するＫ３ＥＤＴＡチューブ（Minicollectチュ
ーブＫ３ＥＤＴＡ；Greiner Bio-One、オーストリア）に収集した。総血漿アルブミンの
分析のために、トラッピング溶液なしで、追加の血液を第２のＫ３ＥＤＴＡチューブに収
集した。チューブを短時間ボルテックスし、次いで、遠心分離（３０００ｇ、１０分間）
し、血漿を収集した。トラッピング溶液を含まない血漿は直ちに液体窒素で凍結して－８
０℃で保存し、一方、トラッピング溶液を含む血漿は室温で２０分間インキュベートした
後、凍結して保存した。
【０１３５】
（ｃ）血漿試料の調製及び保管
　マルペグを含有するトラップされた血漿試料を３７℃で撹拌しながら解凍し、２つの５
μｌのアリコートに分割した。
【０１３６】
　試料は、以下のプロトコルを使用して調製した。
【０１３７】
　試料１（トラップ）－５μｌのトラップされた血漿（６．２５ｍＭ　ＰＥＧ）を４９０
μｌのＳＤＳ／Ｔｒｉｓ緩衝液で希釈した。０．５ｕＬの１００ｕＭシステイン（ＤＤＩ
　Ｈ２Ｏで１／２に希釈した２００ｍＭストック）を添加した。次いで、試料を氷上に置
くか、又は－８０℃で保存する。
【０１３８】
　試料２（トラップ及び還元）－５μｌのトラップ血漿（６．２５ｍＭ　ＰＥＧ）を５μ
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）に添加した。試料を３０分間ボルテックスして、可逆的に酸化されたアルブミンを還元
した。次いで、１０μＬの２５ｍＭ　１０Ｋ　ＰＥＧを添加し、試料を１５分間ボルテッ
クスして、ＰＥＧをアルブミンに結合させた。３ｕＬの１００ｍＭシステインを添加した
。最後に、４．６μｌの試料を９５μｌのＳＤＳ／Ｔｒｉｓで希釈した。次いで、試料を
氷上に置くか、又は－８０℃で保存した。
【０１３９】
（ｅ）LabChip Protein Expressプロトコルでのキャピラリー電気泳動
　次いで、試料をLabChip GXIIに充填し、LabChip Protein Expressプロトコルを使用し
て、アルブミン濃度およそ０．０２３ｍｇ／ｍｌで実行した。
【０１４０】
結果
　図８Ａは、未処理血漿試料中の総アルブミン（Ａ）及び他の血液タンパク質（Ｂ）を示
す。図８Ｂは、マルペグで処理された試料における酸化アルブミン（Ｃ）及び還元アルブ
ミン（Ｄ）を示す。図８Ｃは、第１のマルペグ処理ステップ、還元ステップ（システイン
による）、及び第２のマルペグ処理ステップを受けた試料における、不可逆的に酸化され
たアルブミン（Ｅ）並びに可逆的に酸化及び還元されたアルブミン（Ｆ）を示す。
【０１４１】
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