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(57)【要約】
　ここでは生体サンプル中に存在するリガンドを選択的に濃縮する方法が提供される。本
発明にしたがって、１つ又は複数の受容体担体を用いて、受容体担体の表面上で固定化さ
れた受容体と結合可能なリガンドを捕捉する。リガンドと結合した受容体担体は残留サン
プルから分離し、リガンドはその後リガンド溶出溶液で溶出することによって、リガンド
を含む溶液が結果として生じる。このリガンドを含む溶液はさらに濃縮され、リガンドサ
ンプルをもたらす。ある実施形態において、受容体担体は細胞膜の外葉上に複数の受容体
担体を備える。本発明によって獲得されたリガンドサンプルは、例えば、質量分析法とと
もに２次元ゲル電気泳動法などの公知の技術を介してリガンドプロファイリングに用いら
れる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　リガンド分子の混合物を備える１以上の特徴的なサンプルの各々のリガンドプロファイ
リング方法であって、前記方法は
ａ）前記特徴的なサンプルの各々を１以上の受容体群と接触させる段階を備え、
各受容体担体は前記リガンドが結合する複数の受容体を備え、
前記方法はさらに、
ｂ）非結合リガンド分子を洗浄するとともに前記受容体担体の各群から結合リガンド分子
を溶出することにより、別々のリガンド画分をもたらす段階と、
ｃ）前記リガンド画分を分画することにより、前記特徴的なサンプルの各々に対するリガ
ンド分子の別々のプロファイルをもたらす段階を備えることを特徴とする方法。
【請求項２】
　リガンド分子の各混合物が未知の特性又は量を有する１以上のリガンドを備えることを
特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記１以上の受容体担体群が互いに異なる又は異ならないことを特徴とする請求項１に
記載の方法。
【請求項４】
　前記受容体担体が細胞、細胞の混合物、細胞小器官、複数の受容体を備える小嚢、又は
複数の固定化された受容体を備える人工的な生体表面であることを特徴とする請求項１に
記載の方法。
【請求項５】
　前記細胞又は細胞小器官が生存している又は固定されていることを特徴とする請求項４
に記載の方法。
【請求項６】
　前記細胞が少なくとも１つの外因性の受容体を発現することを特徴とする請求項４に記
載の方法。
【請求項７】
　前記人工的な生体表面が培養ウェル、培養皿、ビーズ、又は基質の表面であることを特
徴とする請求項４に記載の方法。
【請求項８】
　前記人工的な生体表面がニトロセルロース、セルロース、デキストラン、ナイロン、金
属、プラスチック、ラテックス、アガロース、ガラス、又はシリコン物質からできている
ことを特徴とする請求項４に記載の方法。
【請求項９】
　前記受容体が細胞表面ポリペプチド、分泌ポリペプチド、受容体の細胞外ドメイン、核
酸、炭水化物、脂質、有機分子又は無機分子であることを特徴とする請求項１に記載の方
法。
【請求項１０】
　前記リガンド分子がポリペプチド又は非ポリペプチド分子であることを特徴とする請求
項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記サンプルは培養上清、溶解物、又は有機体の体液を備える生体液であることを特徴
とする請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記溶解物が細胞、細菌、ウィルス、又は有機体の組織から獲得されることを特徴とす
る請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記体液が血液、血漿、血清、溶血血液、脊髄液、尿、リンパ液、滑液、唾液、精液、
糞便、痰、涙、粘液、羊水、涙液、嚢胞液、汗腺分泌液、乳汁、又は胆汁であることを特
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徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記サンプルが健常な個人、病気にかかっている個人、又は治療中の個人から獲得され
ることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記リガンド画分を分画する段階が多重リガンド分子を連続して又は同時に検出すると
ともに定量化する段階を備えることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記リガンド分子の検出及び定量化が質量分析法又は抗体を使用する段階を備えること
を特徴とする請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記リガンド分子が前記受容体担体と接触する前後に標識分子で標識化され、前記標識
分子が直接的又は間接的に検出可能であることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　１以上のサンプル中のリガンド分子の前記標識分子が蛍光染料を備えることを特徴とす
る請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
前記標識分子がビオチンを備えるとともに、アビジン、ストレプトアビジン、ニュートラ
アビジン、及びキャプトアビジンからなる群から選択される分子を検出することによって
、前記標識分子が検出されることを特徴とする請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　未知の特性又は量を有するリガンドを備えるサンプルから多重リガンドを濃縮するキッ
トであって、前記キットは、
ａ）結合溶液と、
ｂ）洗浄溶液と、
ｃ）溶出溶液と、
ｄ）請求項１の方法に従った実験手順の使用説明書を備えることを特徴とするキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は米国特許第６０／８１９，９９０号（出願日：２００６年７月１１日）の優先
権を主張する。前出願の内容は参照することにより全体として本出願に組み込まれるもの
とする。
【０００２】
　本発明は基本的にプロテオミクスに関する。より詳細には、本発明は生体サンプルから
リガンドタンパク質を選択的に濃縮することに関する。
【背景技術】
【０００３】
　ヒトゲノム計画の完了を受けて、生物医学の焦点はゲノム配列のハイスループット解析
からゲノム配列によりコード化されたタンパク質の機能的及び構造的な研究へと移ってき
た。ヒトプロテオームに存在するタンパク質全体の数及びその機能を究明するため、及び
様々な器官、組織、生体液、又は細胞型における各タンパク質の発現量を研究するために
、様々な取り組みが行われている。プロテオーム研究の重要な目標は、特定のタンパク質
の発現及びその修飾をその表現型又は病状と関連付けることである。なぜなら、これらの
タンパク質は薬剤のターゲット、又は診断マーカとして役立つ可能性があるためである。
【０００４】
　無数の２次構造及び翻訳後に起こりえる修飾に関連するタンパク質の多様性ゆえに、プ
ロテオーム研究はゲノム研究よりも数段困難である。結果として、遺伝子アレイ技術及び
ハイスループット解析技術等のゲノム全般の解析道具があるゲノミクスとは違って、プロ
テオミクス研究は全般的にプロテオーム解析技術の道具を欠いている。プロテオーム研究
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で用いられる共通した取り組みはいわゆるタンパク質プロファイリングである。該タンパ
ク質プロファイリングでは、タンパク質の混合物を含むサンプルはある解析にかけられ、
該解析はタンパク質の１以上の物理的又は生化学的特質に従ってタンパク質の分布情報を
もたらす。現在用いられているタンパク質プロファイリング法の実施例は、２次元ゲル電
気泳動、液体クロマトグラフィ、及びタンパク質／抗体アレイである。２次元ゲル電気泳
動及び液体クロマトグラフィは、混合物中のタンパク質の大きさ及び化学的特質に従って
タンパク質混合物をプロファイルする。一方で、タンパク質／抗体アレイは、アレイ上に
点在する抗体とサンプル中の対応するタンパク質との結合を通して、生化学的な機能性に
従いタンパク質をプロファイルする。最近では、２次元ゲル電気泳動又は液体クロマトグ
ラフィ法を質量分析法と組み合わせることによって、より強力なタンパク質プロファイリ
ング技術が開発され、分離したタンパク質の同定を可能にしている。それにもかかわらず
、これらのプロテオーム方法は分解能の限界により所望の１つのサンプルから３０００程
度のたんぱく質しか発見できない。ヒト血漿及び／又はヒト血清等の複雑な生体サンプル
中には、１５０万以上の特徴的なタンパク質の分子化合物が存在すると推測され（非特許
文献１）、１つのサンプル中に存在する個々のタンパク質の相対量は１０００億－１２０
０億に至るまで様々である（非特許文献２）。最も重要な生理学的なシグナル分子の多く
は一般的には低含量タンパク質の部類に分類されるため、より高含量のタンパク質類の存
在が低含量タンパク質の検出を妨げる従来のプロテオミクス方法では低含量タンパク質の
研究は非常に困難である。このため、比較的高含量のタンパク質類を排除することによっ
て検出限界を上げるための多くの取り組みがなされてきた。例えば、アフィニティカラム
クロマトグラフィは、タンパク質プロファイリング解析の前にヒト血清中に存在するもっ
とも高含量なタンパク質のうちの６－１２のタンパク質を除去するために用いられてきた
（非特許文献３）。しかしながら、たとえ１２のもっとも豊富なタンパク質の除去が完了
しても、血清又は血漿サンプル中のタンパク質のダイナミックレンジがひと桁減少するだ
けである。アルブミン又は他の高含量タンパク質が減少すると、アルブミン又は他の高含
量タンパク質と結合する低含量タンパク質も結果として減少することになる（非特許文献
４）。高含量タンパク質の妨げを克服してある程度の成功を収めた他の手法に、細胞下分
画、アフィニティ精製、及びタンパク質及びペプチドの生理学的な特質に従ったタンパク
質及びペプチドの分画が挙げられる（非特許文献５）。本濃縮方法はインタクト細胞の膜
タンパク質をビオチニル化した後にビオチニル化された原形質膜タンパク質を濃縮するこ
と（非特許文献６）、及びリン酸化タンパク質を濃縮すること（非特許文献７）を含む。
しかしながら、膜タンパク質（細胞タンパク質全体の１／１０）及びリン酸化タンパク質
（細胞タンパク質全体の１／１０）双方の広がりを考慮すれば、上記技術を用いた濃縮の
効率は限定される。したがって、上記現在の手法は、比較的希少な又は低含量タンパク質
を効率よくプロファイルする点においてある程度の成功を収めただけに過ぎない。
【０００５】
　特定の機能のタンパク質を検出する効果的な手段の１つは、機能性に依存した技術を用
いてタンパク質を単離させることである。この手法は選択されたタンパク質の機能とは無
関係なタンパク質を除去し、一方でその後のプロファイリング研究のために関連するタン
パク質を濃縮するものである。この手法で濃縮されたタンパク質のサンプルは、タンパク
質の数が劇的に減少したため、従来の方法の分解能の範囲でも容易にプロファイルするこ
とが可能である。一例として、リガンド、受容体、又は他の結合タンパク質として機能す
るタンパク質はアフィニティ精製によって単離されてきた。公知のリガンド又は公知の受
容体のいずれかは対応するタンパク質分子を捕捉する「おとり（bait）」分子として機能
する（非特許文献８）。同様に、関連するタンパク質は、リガンド－受容体結合のアフィ
ニティ相互作用スキームで公知のおとり分子と対応する分子との間で結合するとすぐに誘
発される生物学的活動に基づいて単離されることもある（非特許文献９）。しかしながら
、このタンパク質精製法又はたんぱく質濃縮法は、目標とする分子を単離させることに限
定される。該目標分子のおとり分子は公知であるとともに、主に１つのリガンド又は受容
体の分子は一度に単離される。
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【０００６】
　リガンド又は受容体は、組織のコミュニケーションネットワークを備えるため、多細胞
組織中では重要な分子である。多くのリガンドが炎症に関連のあるバイオマーカであると
明らかにされてきた。今日まで、市場の５０％以上の薬剤がリガンド又は受容体由来であ
るか、あるいはリガンド又は受容体を標的としている。リガンド又は受容体は主に低含量
タンパク質であるため、濃縮を伴わない現在のプロテオミクス方法では見過ごされる傾向
にある。
【０００７】
【特許文献１】米国特許第６０／８１９，９９０号
【非特許文献１】Hachy DL and Chaurand P., J. Reprod Immunol. 2004 Aug; 63(1): 61
-73
【非特許文献２】”U.S. HUPO Symposium Focuses on Proteomics” Genetic Engineerin
g News 25 (7) April 1
【非特許文献３】Lee WC, Anal Biochem. 2004 Jan 1; 324(1):1-10
【非特許文献４】Sahab Z. J. et al. Analytical Biochemistry 2007 June; Shen Y. & 
J. Liao Genetic Engineering News 2006 May 26 (10): 28
【非特許文献５】Stasykt T, Proteomics. 2004 Dec; 4 (12): 3704-16; Ahmed N, J Chr
omatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci. 2005 Feb5; 815(1-2): 39-50
【非特許文献６】Zhang W. et al. Elctrophoresis, 2003, 24, 2855-2863
【非特許文献７】Saiful M. et al., Rapid Commun. Mass Spectrom. 2005; 19: 899-909
【非特許文献８】Feshchenko EA et al. Oncogene. 2004 Jun 10; 23 (27) : 4690-706. 
Erratum, et al. Oncogene. 2004 Dec 16; 23(58): 9449
【非特許文献９】Civelli O, et al. FEBS Lett. 1998 Jun 23; 430(1-2): 55-8
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　したがって、生体サンプルからのリガンド及び受容体等の低含量ながら生物学的に重要
なタンパク質を効率よく濃縮する方法を開発するのが望ましい。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は複合的なシステム（例えば体液）中に存在する適切な生体分子を１以上の受容
体担体を用いることによって選択的に濃縮する方法に関する。各受容体担体は表面上に複
数の受容体を備える。受容体担体又は担体は、細胞、下部細胞の細胞小器官、小嚢であっ
てもよい。該小嚢は細胞膜を備え、該細胞膜は複数の受容体又は複数の受容体を備える人
工生体表面を備える。本発明の好適な実施形態において、受容体担体又は担体は生細胞で
ある。外部膜と結合した細胞の受容体は生体液サンプル中に存在するリガンドを結合／捕
捉することができる。
【００１０】
　選択的リガンドの濃縮方法は一般的に以下の４つの段階を備える。すなわち、１）生体
サンプルの流体抽出物を十分な時間、受容体担体又は担体に暴露させることで、流体抽出
物中に存在する適切なリガンドを受容体担体又は担体の生体表面上で夫々の受容体と結合
させる段階と、２）リガンド－受容体の結合後に生体サンプルの流体抽出物中の非結合分
子を除去する段階と、３）リガンド溶出溶液を用いて受容体担体又は担体から受容体に結
合したリガンドを解離させる段階と、及び、４）受容体担体から濃縮されたリガンドを含
む液体を分離することにより、濃縮されたリガンドのサンプルを作り出す段階である。
【００１１】
　濃縮リガンドサンプルはリガンドプロファイリングを含む様々な目的に適している。該
リガンドはリガンドの濃縮工程前の原サンプル中に存在するとともに、所望の選択された
生物学的機能性に関連する。タンパク質プロファイリング又はリガンドプロファイリング
は、リガンドの物理的及び生化学的特質に従って、混合物中に存在するリガンドの組成及
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び量の観点から混合物の「フィンガープリント（finger-print）」情報をもたらす。濃縮
されたリガンドサンプルのプロファイリングは、１次元ゲル又は２次元ゲルの電気泳動法
、クロマトグラフィ、質量分析法、又は他の手段を用いて行われることにより、分子量、
ｐＩ、疎水性／親水性などによってリガンドを分離及び解析する。
【００１２】
　本発明によると、濃縮されたリガンドサンプルを用いたリガンドプロファイリングには
多くの実用的な用途がある。例えば、任意の有機体のリガンドのプロテオームをマッピン
グすること、個体のメタボロミクスを特徴付けるとともに個体の健康状態を判断すること
、人間の病気診断及び予後診断、薬物反応及び薬物スクリーニングのためのバイオマーカ
を同定することである。
【００１３】
　ある実施形態において、サンプル中の多重リガンドを濃縮する方法が提供される。該方
法は、ａ）複数のリガンド分子を備えるサンプルを複数の受容体担体と接触させる段階を
備え、この段階では受容体担体はリガンド分子が結合する複数の受容体を備える。該方法
はさらに、ｂ）洗浄することによって非結合リガンド分子を除去する段階と、及び、ｃ）
結合リガンド分子を受容体担体から溶出することにより、複数のリガンド分子で濃縮され
た溶液を得る段階を備える。
【００１４】
　他の実施形態において、１以上の受容体担体のリガンドをプロファイリングする方法が
提供される。該方法は、ａ）複数のリガンド分子を備えるサンプルを１以上の受容体担体
と接触させる段階を備え、該段階では受容体担体はリガンド分子が結合する複数の受容体
を備える。該方法はさらに、ｂ）洗浄することによって非結合リガンド分子を除去する段
階と、ｃ）受容体担体から結合リガンド分子を溶出することにより、リガンド分子の画分
を得る段階と、及び、ｄ）リガンド分子の画分を分画することにより、受容体担体の受容
体と結合するリガンド分子のプロファイルを得る段階を備える。
【００１５】
　他の実施形態において、リガンド分子の混合物を備える２以上の特徴的なサンプル間で
リガンドのディファレンシャルプロファイリングを行う方法が提供される。該方法は、ａ
）特徴的なサンプルの各々を受容体担体の別の群と接触させる段階を備え、該段階では各
受容体担体はリガンド分子が結合する複数の受容体を備える。該方法はさらに、ｂ）非結
合リガンド分子を洗い流すとともに受容体担体から結合リガンド分子を溶出することによ
り、別のリガンド画分を得る段階と、ｃ）リガンド画分を分画することにより、受容体担
体の受容体と結合するリガンド分子の別々のプロファイルを得る段階と、及び、ｄ）（ｃ
）で得られたプロファイルを比較することにより、特徴的なサンプル間でリガンドのディ
ファレンシャルプロファイルを得る段階を備える。
【００１６】
　他の実施形態において、細胞群のポリペプチドリガンドをプロファイルする方法が提供
される。該方法は、ａ）複数のポリペプチドリガンドを備えるサンプルを細胞へと接触さ
せる段階を備え、該段階では細胞はポリペプチドリガンドが結合する複数の受容体を備え
る。該方法はさらに、ｂ）洗浄することによって非結合分子を除去する段階と、ｃ）細胞
から結合性ポリペプチドリガンドを溶出することにより、ポリペプチドリガンド画分を得
る段階と、及び、ｄ）ポリペプチドリガンド画分を分画することにより、細胞の受容体と
結合するポリペプチド画分のプロファイルを得る段階を備える。
【００１７】
　他の実施形態において、ポリペプチドリガンドを備える２以上のサンプル間でポリペプ
チドリガンドのディファレンシャルプロファイリングを行う方法が提供される。該方法は
、ａ）ポリペプチドリガンドを備える各サンプルを細胞の別の一群と接触させる段階を備
え、該段階では細胞の各群はポリペプチドリガンドが結合する複数の受容体を備える。該
方法はさらに、ｂ）非結合分子を洗い流すとともに各細胞群から結合性ポリペプチドリガ
ンドを溶出することにより、別々のポリペプチドリガンド画分を得る段階と、ｃ）ポリペ
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プチドリガンド画分を分画することにより、細胞の受容体と結合するポリペプチドリガン
ドの別々のプロファイルを得る段階と、及び、ｄ）（ｃ）で得られたプロファイルを比較
することにより、ポリペプチドリガンドの特徴的なサンプル間でポリペプチドリガンドの
ディファレンシャルプロファイルを得る段階を備える。
【００１８】
　他の実施形態において、未知の特性又は量を有するリガンドを備えるサンプルから多様
なリガンドを濃縮するためのキットが提供される。該キットはブロッキング溶液、結合溶
液、溶出溶液、及び請求項１の方法に従った実験手順に関する使用説明書を備える。この
キットはさらに複数の受容体担体を備え、該複数の受容体担体はリガンドが結合する複数
の受容体を備える。
【００１９】
　他の実施形態において、リガンドの同じ混合物を用いて、２以上の特徴的な細胞サンプ
ル間で受容体のディファレンシャルプロファイリングを行う方法が提供される。該方法は
、ａ）リガンドの混合物の一部を細胞サンプルの各々と接触させる段階を備え、該段階で
は各細胞サンプルはリガンドが結合する複数の受容体を備える。該方法はさらに、ｂ）非
結合リガンドを洗い流すとともに細胞サンプルの各々から結合リガンドを溶離することに
より、別のリガンド画分を得る段階と、ｃ）リガンド画分を分画することにより、細胞サ
ンプルの各々の受容体と結合するリガンドの別々のプロファイルを得る段階と、及び、ｄ
）（ｃ）で得られたプロファイルを比較することにより、特徴的な細胞サンプル間の受容
体のディファレンシャルプロファイルを示すリガンドのディファレンシャルプロファイル
を得る段階を備える。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】受容体担体の表面上に受容体分子（Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４、Ｒ５及びＲ６）を
備える受容体担体を用いて、生体サンプルのなかからリガンド分子を選択的に濃縮する工
程の概略図である。
【図２】受容体担体によって生体サンプルからリガンド分子（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４、
Ｌ５及びＬ６）を選択的に濃縮する工程の概略図である。
【図３】図３ＡはＮＩＨ３Ｔ３及びヒーラ細胞によって濃縮された血清サンプル（血清Ｈ
Ｃ）のリガンドのウェスタンブロット法の１次元画像であり、図３Ｂは４人の多発性骨髄
腫患者と１人の健康体の個体におけるリガンドのディファレンシャルプロファイリングの
ウェスタンブロット法の１次元画像である。
【図４】図４Ａは２つのヒト血漿サンプルから濃縮されたリガンドを組み合わせた２次元
電気泳動ゲルの蛍光像であり、図４Ｂは、Ｃｙ５で標識されたヒト血清とＣｙ３で標識さ
れたヒト血漿の等量の混合物を用いて得られた２次元ゲルの蛍光像である。
【図５】図５Ａは図４Ａと同じであり、図５Ｂは２つのサンプルそれぞれで特異的に発現
したリガンドを表している。
【図６】１次元のＳＤＳ－ＰＡＧＥのゲル画像であり、同じヒト血漿サンプルの異なるリ
ガンドプロファイルをリガンド濃縮に用いられる受容体単体の機能として示している。
【００２１】
図１は、受容体担体の表面上に受容体分子（Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４、Ｒ５及びＲ６）を
備える受容体担体を用いて、生体サンプルのなかからリガンド分子を選択的に濃縮する工
程の概略図である。概略図に示されるリガンドの数及び受容体の対応する数は、説明目的
のためのものでしかない。リガンド及び受容体の実際の数は、細胞システム又は生体サン
プル内に存在するリガンド及び受容体の通常の数であってもよい。受容体担体は、ほんの
一例として、規則的又は不規則的な球状、規則的又は不規則的なシート状、あるいは規則
的又は不規則的な棒形状などの任意の物理的な形状を呈してもかまわない。受容体担体は
、受容体担体細胞、細胞小器官、外翻した細胞膜でできた小嚢、外翻した細胞小器官膜、
又は合成脂質であってもよい。小嚢表面は複数の受容体、又は表面を複数の受容体で固定
化された人工表面又は人工物体で固定化される。卵型の物体は受容体分子を表す。三日月
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型の物体はリガンド分子を表し、三角形の物体は非リガンド分子を表す。
【００２２】
　図２は受容体担体によって生体サンプルからリガンド分子（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４、
Ｌ５及びＬ６）を選択的に濃縮する工程の概略図である。該受容体担体は容器（ガラス瓶
など）の表面に別の生体サンプルからの受容体分子（Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４、Ｒ５及び
Ｒ６）を固定することにより準備される。概略図で示されたリガンドの数及び受容体の対
応する数は説明目的のためのものにすぎない。リガンド及び受容体の実際の数は生体サン
プル中に通常存在する数であってもよい。
卵型の物体は受容体分子を表し、三角形の物体は非受容体分子及び非リガンド分子を表す
。三日月型の物体はリガンド分子を表す。
【００２３】
　図３ＡはＮＩＨ３Ｔ３及びヒーラ細胞によって濃縮された血清サンプル（血清ＨＣ）の
リガンドのウェスタンブロット法の１次元画像である。図３Ｂは４人の多発性骨髄腫患者
と１人の健康体の個体におけるリガンドのディファレンシャルプロファイリングのウェス
タンブロット法の１次元画像で、血清由来のビオチン標識リガンドを特異的に検出するこ
とによってもたらされる。
【００２４】
　図４Ａは２つのヒト血漿サンプルから濃縮されたリガンドを組み合わせた２次元電気泳
動ゲルの蛍光像で、インタクトヒーラ細胞を受容体担体として用いることにより得られる
。２つのサンプルからの結合リガンドプロファイルを獲得するために、サンプル＃１の濃
縮されたリガンドサンプルは蛍光染料Cy３（緑の擬似色）で最小限標識されるとともに、
サンプル＃２の濃縮されたリガンドサンプルは他の染料Cy５（赤の擬似色）で最小限標識
される。２つの標識サンプルは同じ量で結合され、２次元のゲル電気泳動にかけられる。
図４Ｂは、Ｃｙ５で標識されたヒト血清とＣｙ３で標識されたヒト血漿の等量の混合物を
用いて得られた２次元ゲルの蛍光像である。図４Ｂは図４Ａの引例として用いられ、ヒー
ラ細胞を受容体担体として用いてヒト血漿中のタンパク質の小集団が選択的に濃縮されて
いることを示している（実施例８を参照）。
【００２５】
　図５Ａは図４Ａと同じである。図５Ａ中の強調された四角は特徴的な緑と赤の領域を見
るために拡大されている。該領域は２つのサンプルそれぞれで特異的に発現したリガンド
を表している（図５Ｂ）。
【００２６】
　図６は１次元のＳＤＳ－ＰＡＧＥのゲル画像であり、同じヒト血漿サンプルの異なるリ
ガンドプロファイルをリガンド濃縮に用いられる受容体単体の機能として示している。ヒ
ト血漿サンプルは、３つの異なるリガンドサンプル（ＬＨｅｌａ、ＬＭＣＦ７、及びＬＪ

ｕｒｋａｔ）をそれぞれ得るために、３つの異なる細胞株（ヒーラ、ＭＣＦ７、及びジャ
ーカット）を受容体担体として用いて濃縮された。各リガンドサンプルはその後、１次元
のＳＤＳ－ＰＡＧＥにかけられ、レーンＬＨｅｌａ、ＬＭＣＦ７、及びＬＪｕｒｋａｔそ
れぞれで示されるプロファイルを得る。レーンＬＣＨｅｌａ、ＬＣＭＣＦ７、及びＬＣＪ

ｕｒｋａｔは５ミリリットルのＰＢＳで培養後に、ヒーラ、ＭＣＦ７、及びＪｕｒｋａｔ
細胞から溶出されたタンパク質のプロファイルを表す（実施例９を参照）。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　本発明の様々な様態、特性、実施形態の詳細な記載は添付図と関連して提供される。添
付図は以下に簡潔に記載されている。図は説明的なもので、必ずしも一定の縮尺で描かれ
たものではない。図は本発明の様々な様態または特性を説明するもので、全体において又
は一部において、本発明の１以上の実施形態又は実施例を説明するものであってもよい。
特定の要素又は特性について言及する１つの図で用いられる引用数字、引用文字、及び／
又は引用記号は、別の図で用いられ、同様の要素や特性を言及するものであってもよい。
【００２８】
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　簡単な要約及び詳細に関して、暗黙のうちに又は明確に別の方法で理解されたり又は記
載されたりしない限り、単数形の単語は複数形の単語を包含するとともに、複数形の単語
は単数形の単語を包含することを理解されたい。さらに、本記載の任意の所定の要素につ
いて、暗黙のうちに又は明確に別の方法で理解されたり又は記載されたりしない限り、そ
の要素に列挙された可能性のある候補又は代替物は、個別に又は互いに任意の組み合わせ
で一般的に用いられることもあることを理解されたい。さらに、暗黙のうちに又は明確に
別の方法で理解されたり又は記載されたりしない限り、上記のような候補又は代替物は単
なる例示に過ぎず、限定的なものではないことを理解されたい。また、さらに、暗黙のう
ちに又は明確に別の方法で理解されたり又は記載されたりしない限り、本発明と関連して
ここで提供される任意の形状、数字、又は量は概算であるということ、及び数値域は範囲
を定義する最小限の数及び最大限の数を含むということを理解されたい。加えて、暗黙の
うちに又は明確に別の方法で理解されたり又は記載されたりしない限り、許容された、公
開の、又は制約のない任意の言語は、比較的許容された言語から限定的な言語、周知の言
語から閉鎖的な言語、制約のない言語から範囲が限定された言語をそれぞれ包含すること
を理解されたい。ほんの一例として、「備えている」という単語は、「備えている」、「
本質的に～からなっている」、及び／又は「「からなっている」という類の言葉を包含す
ることもある。
【００２９】
　本発明の理解を促進するために、様々な用語が本明細書中に記載されるか又は用いられ
ている。これらの様々な用語の対応する記載又は使用は、これらの用語の対応する言語的
又は文法的な変化又は形式に基本的に適用されることを理解されたい。本明細書中に記載
の概要又は対応する概要の使用又は任意の用語の使用について、その用語が一般的でない
又は特有な方法で用いられている際には、適用されない、又は完全には適用されないこと
があることも理解されたい。本発明は特定の実施形態の記載を理由に本明細書中で用いら
れる専門用語又はその記載に限定されるものではないことも同様に理解されたい。さらに
、本発明は本明細書中に記載された本発明の実施形態又は記載された本発明の応用例に限
定されるものではなく、それ自体は変化することもあるということを理解されたい。
【００３０】
　一般的に、「生体表面」という用語は表面又は基質のことについて言及する。該表面又
は基質上では、複数の受容体が非共有結合的又は共有結合的のどちらかで固定される又は
固定可能であることにより、サンプル中に存在するリガンドと相互作用する。生体表面は
壁細胞、細胞膜の外部表面又は内部表面、細胞小器官膜、組織、リポゾーム又はミセルの
外部表面など自然のままのものでもよく、又は非生体物質の表面など人工的なものでもか
まわない。該非生体物質とは、ウェル、プレート、粒子、ビーズ、ファイバ、基質、多孔
質構造、棒、膜、チップ等の物理的な形状であってもよい。該物質は以下からなるリスト
から選択されても良い。すなわち、セファロース、アガロース、ラテックス、デキストラ
ン、脂質単分子層、脂質二重層、金属、金属酸化物、ガラス、セラミック、クォーツ、プ
ラスチック、シリコン、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリエチレン、ポリプロピ
レン、ポリマ、コロイド、ポリカーボネート、ポリテトラフルオロエチレン、酸化ケイ素
、窒化ケイ素、セルロースアセテート膜、ニトロセルロース膜、ナイロン膜及びポリプロ
ピレン膜、非晶質炭化ケイ素、不定形酸化物、ポリイミド、ポリメタクリル酸メチル、及
びシリコンエラストマーなどである。生体表面がリガンド分子を含む又は含むと思われる
溶液から、遠心分離、濾過、沈殿、磁場、親和性の獲得といった従来の分離方法によって
分離可能である限り、生体表面は表面及び基質以外のさらに他の形状であってもよい。生
体表面の1つの実施例は生体サンプルに存在するリガンドと相互作用可能な受容体タンパ
ク質に埋め込まれた細胞膜の外葉である。人工生体表面の1つの実施例はアッセイウェル
、アッセイプレート又はアッセイビーズの表面、又はカラム内部の基質で、該カラムは生
体サンプル中に存在するリガンドと相互作用可能な固定化タンパク質でコーティングされ
た物質を含む。
【００３１】
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　一般的に、「受容体」という用語は、タンパク質、タンパク質複合体、ペプチド、ペプ
チド複合体、核酸、代謝産物及び副産物、又は細胞によって与えられた有機分子、又は上
記のごとく生体表面に固定されるとともに生体液などの溶液中に存在するリガンドと相互
作用可能な有機分子について言及する。例えば、「受容体」は成長因子又はサイトカイン
のための細胞膜受容体分子であってもよい。「受容体」は細胞外ドメイン、膜受容体分子
のリガンド結合ドメインのみを含む切頭した膜受容体分子であってもかまわない。「受容
体」はリガンドタンパク質であってもよく、該リガンドタンパク質は溶液中の膜受容体分
子の可溶性の細胞外ドメインと結合可能である。さらに、受容体はサンプル中の抗原に対
して抗体として機能する膜タンパク質又は膜ペプチドであってもよい。逆に、受容体はサ
ンプル中に存在する抗原に対して抗体として機能する膜タンパク質又はペプチドであって
もかまわない。制約のない実施例としてではあるが、多重に固定化されたポリペプチドを
有するアフィニティクロマトグラフィの基質、又は可溶性基質に結合した単離細胞膜画分
、又はインタクト細胞は、本発明によって包含される受容体を含む表面の実施形態である
。
【００３２】
　一般的に、「受容体担体」という用語は複数の受容体分子を運搬する物質について言及
し、受容体はサンプル中のリガンド分子と相互作用可能である。上記で定めた生体表面は
受容体担体の1つの形状である。
【００３３】
　一般的に、「リガンド」という用語は、準備された又は自然発生するサンプル中に存在
するタンパク質、ポリペプチド、ペプチド、核酸、代謝産物及び副産物、有機分子又は無
機分子である。例えば、好ましくは実験環境又は工業環境中の公知のポリペプチドの混合
物は、自然発生する生体液又は生体物質の抽出物と同様に、「リガンド」の源として本明
細書中に包含される。機能的観点から、「リガンド」は、人工的な又は自然発生的な生体
表面上の受容体分子の１以上の部位と結合可能な分子である。「リガンド」は、成長因子
、サイトカイン、受容体の可溶性の細胞外ドメイン、可溶性ポリペプチド、又は生体表面
上に固定された別のポリペプチド又はタンパク質と結合可能な有機体中の他の分子であっ
ても良い。制約のない実施例として、タンパク質、ペプチド、糖類／炭水化物、脂質、ス
テロイド又はステロイドホルモン、核酸は、本発明によって包含されるリガンドの実施形
態である。
【００３４】
　サンプル中にあるとされる想定上のリガンドをプロファイリングするために、当業者は
「受容体」及び「リガンド」という用語が公知の生理的機能を有する又は有さないという
ことを理解するであろう。
【００３５】
　一般的に、「バイオマーカ」という用語はある特徴又は特徴の組み合わせについて言及
するものである。該特徴は通常の生物学的工程、発病過程、又は治療的介入に対する薬理
反応として客観的に測定及び評価可能である。
【００３６】
　「有機体」という用語は単細胞の有機体又は多細胞の有機体について言及し、該多細胞
の有機体とは植物種、動物、又はヒトである。動物については、多細胞の有機体とは無脊
椎動物又は脊椎動物であってもよい。典型的には、多細胞の有機体は以下からなる群から
選択される。すなわち、ウシ、ニワトリ、シチメンチョウ、マウス、アルガリ、ラット、
イノシシ（一般的には昆虫、ぜん虫、魚、マウス、ラット、犬、猫、乳牛、山羊、ニワト
リ、ブタ）及びヒトである。
【００３７】
　一般的に、「生体液」という用語は、本発明に記載されたリガンドとして生物学的に関
連した分子（タンパク質、ペプチド、核酸、ステロイド又はステロイドホルモン、糖類／
又は炭水化物、脂質、他の小さな分子を含むが、これらに限定されるものではない）を含
む又は含むと思われるすべての流体について言及するものである。生体液は公知又は未知
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の多重リガンドを含む溶液、又は公知又は未知の多重リガンドを含む混合物であってもか
まわない。生体液の典型的な実施例は以下から選択される体液を含む。すなわち、血液、
血漿、血清、溶血血液、脊髄液、尿、リンパ液、滑液、唾液、精液、糞便、痰、脳脊髄液
、涙、粘液、羊水、涙液、嚢胞液、汗腺分泌物、胆汁、乳などである。「生体液」の追加
的な実施例は、細胞、組織、細菌、又はウィルスから獲得された溶解物と同様に、培養細
胞、培養組織、培養細菌、及び培養ウィルスの培地上清を含む。細胞及び組織は上記の任
意の単細胞又は多細胞に由来することもある。
【００３８】
　一般的に、「サンプル」という用語はすべての生物学的標本又は生物学的種の誘導体に
ついて言及する。該生物学的種の誘導体は本発明に記載のリガンドとして生物学的に関連
した分子（タンパク質、ペプチド、核酸、ステロイド、又はステロイドホルモン、糖類、
脂質、他の小さな分子を含むが、これらに限定されるわけではない）を含む又は含むと思
われる。標本は公知又は未知の多重リガンド、あるいは公知又は未知の多重リガンドを含
む混合物を有することもある。標本は生体液；植物、菌類、動物又はヒト由来の組織；細
菌、植物、菌類、動物又はヒト由来の細胞；ウィルス及び他の微生物；溶解物；上記生物
学的標本の画分又は誘導体；又は、上記の生物学的標本を含む自然発生的な物質（水、土
壌、空気など）であってもよい。
【００３９】
　一般的に、「分析方法」は、本発明を用いて濃縮されたリガンド分子を同定し、数量化
し、識別し、又は特徴付けるために用いられるすべての実験的手法及び手順について言及
するものである。分析方法は、ほんの一例として、液体クロマトグラフィ、ガス・クロマ
トグラフィ、ゲル電気泳動、質量分析法（ＭＳ）、濃度測定、比色分析法、分光分析法、
磁気エネルギ放射、核磁気共鳴（ＮＭＲ）、及びこれらの組み合わせを含む。未知の小さ
な有機分子であるリガンドを分析するために、様々なクロマトグラフィ方法などの分析化
学で用いられる従来の方法を用いて、各個別要素を分離するとともに単離し、ＭＳ、ＮＭ
Ｒ、元素分析、ＩＲ、ＵＶ／Ｖｉｓなどの組み合わせによって各個別要素を分析すること
が可能である。
【００４０】
　一般的に、プロテオミクス法とは、本発明を用いて濃縮されたタンパク質及びペプチド
を同定し、数量化し、識別し、又は特徴付けるために用いられるすべての実験的手法及び
手順について言及するものである。プロテオミクス法の中には、Current Protocols in P
rotein Sciences, 2007, by John Wiley and Sons, Inc. に記載されているものもある。
プロテオミクス法は1次元ゲル電気泳動（１－Ｄ　ＧＥ）及び染色法、2次元ゲル電気泳動
（２－Ｄ　ＧＥ）及び染色法、2次元ディファレンスゲル内電気泳動（２－Ｄ　ＤＩＧＥ
）、キャピラリー電気泳動法（ＣＥ）、ウェスタンブロット分析、ＥＬＩＳＡ、タンパク
質マイクロアレイ、逆相タンパク質マイクロアレイ、液体クロマトグラフィ、質量分析法
、同位体コード・アフィニティー・タグ法（ＩＣＡＴ）、相対及び絶対定量用同重体タグ
（ｉＴＲＡＱ）、細胞培養液中のアミノ酸を用いた安定同位体標識法（ＳＩＬＡＣ）表面
増強レーザ脱離イオン化飛行時間質量分析法（ＳＥＬＤＩ－ＴｏＦ）、及びこれらの組み
合わせを、ほんの一例として備える。
【００４１】
　受容体を用いることにより濃縮されたリガンドサンプルを提供するための、生体サンプ
ルから生物学的リガンドを選択的に濃縮する方法が以下に記載される。本発明によれば、
濃縮されたサンプルはリガンドのプロファイルに役立つ。該リガンドは元の生体サンプル
中に存在するとともに前記担体上の受容体に特有である。リガンドプロファイリングは、
先の段落に記載されていたような任意の公知の分析方法又はプロテオミクス法を用いるこ
とによって実行される。リガンドプロファイル情報は、ほんの一例として、様々な病気、
病期及び病気の進行のバイオマーカ及び薬剤スクリーニングのバイオマーカを同定する多
様な用途に用いられる。
【００４２】
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　リガンド－受容体の相互作用が多細胞有機体における信号伝達にとって必須であること
は周知である。多細胞の有機体にとって、外部信号は１以上のリガンド分子の形状であり
、該リガンド分子は有機体全体を通って有機体の体液により運搬される。リガンド又は複
数のリガンドが対応する受容体又は複数の受容体を有する標的細胞によって捕捉されると
、特徴的な細胞活動が外部信号に反応して行われる。ヒトのような複合的な多細胞有機体
では、任意の生理反応又は病的反応は、標的細胞上の各受容体に結合することを通して無
数のリガンドによって組織化されやすい。往々にして、これらリガンドは特定の病気又は
病変のバイオマーカの特徴として機能する。生体リガンドは、生体液中に存在する担体タ
ンパク質など比較的含有量が豊富な他の共通タンパク質と比較すると、基本的にはごく少
量で存在する。したがって、これらリガンドの選択的濃縮及びその後の同定は、細胞の機
能及び調節への理解を大いに高めることになる。一例として、関節中にある様々な細胞の
滑液中のリガンドを同定することにより、関節炎の新しい治療法及び正確な診断のバイオ
マーカの考案に新しい重要な情報が生物学者にもたらされることもある。
【００４３】
　多くのプロテオミクス技術はハイスループット解析の影響を受けやすいため（質量分析
法を併用する２次元ゲル電気泳動法など）、生体サンプルから選択的に濃縮した低含量リ
ガンドを上記解析にかけると、リガンドの相対量、及び物理的又は生化学的特性に従って
、生体サンプル中に存在する上記リガンドのプロファイルが可能となる。例えば、病態の
サンプルと非病態のサンプル間のリガンドプロファイルを比較することにより、治療標的
又は診断バイオマーカとして役立つ病気に関連したリガンドを容易に同定する。
【００４４】
　本発明は１つの又は複数の受容体担体を用いて生体サンプル中に存在する適切なリガン
ドを選択的に濃縮するための方法を提供し、各受容体担体は表面上に複数の受容体を備え
る。１つの様態において、この方法は生体液を一定時間、受容体担体又は複数の受容体担
体に暴露する段階を備え、これによって生体液中に存在する適切なリガンドが受容体担体
又は担体の生体表面上でそれぞれの受容体と結合する。この方法はさらに、リガンド／受
容体の結合後に残りの生体液から受容体担体又は担体を除去する段階と、リガンドの溶出
溶液を用いて受容体担体又は担体から受容体と結合したリガンドを解離させる段階と、及
び、濃縮されたリガンドを含む液体を受容体担体又は担体から分離させることにより、濃
縮されたリガンドサンプルを得る段階を備える。
【００４５】
　受容体担体又は担体はその表面の少なくとも一部が生体表面である物質又は物体であっ
てもよい。受容体担体又は担体は、細胞、細胞小器官、複数の受容体を備える膜を備える
小嚢、又は複数の受容体を備える生体表面を備える人工的な固形物質であってもかまわな
い。受容体担体又は担体は液体の吸引又は遠心分離などの任意の公知技術によって液体か
ら容易に分離されてもよい。図１はほんの一例として、本発明のリガンド濃縮工程を例証
したものである。
【００４６】
　本発明のある実施形態において、各受容体担体は公知の特性を有する細胞、公知の組織
の特性を有する細胞、又は公知の種の特性を有する細胞である。好ましくは、受容体担体
は公知の特性を有する細胞、又は公知の組織の特性を有する細胞である。受容体がリガン
ド分子を結合させることが可能な限り、細胞は生細胞、アポトーシス細胞、又は死細胞、
又は固定細胞であってもよい。細胞は原核性又は真核性であってもよい。細胞は、ほんの
一例として、動物細胞、植物細胞、細菌体、酵母細胞、又は真菌細胞であってもよい。細
胞が動物に由来するものであれば、任意の脊椎動物又は任意の無脊椎動物からの細胞であ
ってもよい。脊椎動物の実施例は、ヒト、マウス、ラット、ブタ、ウシ、サル、ウサギ、
ニワトリなどを含むが、これらに限定されるものではない。無脊椎動物の実施例は、ショ
ウジョウバエ、ゼブラフィッシュ、ぜん虫などを含むが、これらに限定されるものではな
い。細胞はほんの一例として、ヒーラ、ＰＣ３、ＣＯＳ細胞などの接着細胞であってもよ
く、又はＪｕｒｋａｔ、ＨＬ－６０細胞などの懸濁細胞であってもよい。細胞はほんの一
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例として、一次細胞タイプ又は不死化細胞タイプに属する。
【００４７】
　本発明のある実施形態において、各受容体担体は表面上に少なくとも１つの受容体を発
現させるよう遺伝子が組み込まれた細胞である。該受容体は細胞の表面上の所望の量に対
して自然には発現されない。受容体と結合するリガンドの効率的な濃縮が可能となるほど
の、多くの受容体が発現されるわけでもなく、又は十分な量が発現されるわけでもない。
細胞表面上にある受容体が外因性で発現することにより、組み換え細胞がリガンドを選択
的に濃縮することが可能になる。例えば、ヒーラ細胞は通常、ヒト神経成長因子（ｈＮＧ
Ｆ）の受容体の表面発現に乏しい（Grob et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 1983 No
v 15 80 (22):6819-6823）。結果として、ｈＮＧＦはヒーラ細胞を用いては濃縮すること
ができない。ヒーラ細胞表面上で大量のｈＮＧＦ受容体を発現させるベクターでヒーラ細
胞を安定的にトランスフェクションすることにより、ヒーラ細胞のリガンド濃縮能力はｈ
ＮＧＦにも拡大可能である。
【００４８】
　本発明の他の実施形態において、受容体担体は様々な細胞型の混合物である。細胞の各
型は表面上で様々な受容体を発現させる。受容体担体として様々な型の細胞をプールする
と、１以上の細胞型に存在する十分な量の所望の受容体が１つの生体サンプルの多様なリ
ガンドを濃縮する可能性が高まる。例えば、ヒーラ細胞は、血小板由来成長因子（ＰＤＧ
Ｆ）を最低限量発現させるとともに上皮細胞増殖因子（ＥＧＦ）を大量に発現させる。そ
の一方で、ＮＩＨ３Ｔ３細胞はＥＧＦ受容体を最低限量発現させるとともにＰＤＦＧ受容
体を大量に発現させる。ヒーラ細胞及びＮＩＨ３Ｔ３細胞の双方を受容体担体としてプー
ルすることにより、ＥＧＦ及びＰＤＦＧは所定の生体サンプルから効率的に濃縮されるこ
とが可能である。
【００４９】
　本発明の他の実施形態において、１以上の哺乳類発現ベクター中の複数の受容体遺伝子
が細胞に導入されることにより、細胞表面上の対応する受容体が外因性で発現することが
可能となる。これにより組み替え遺伝子が各々のリガンドを濃縮することが可能となる。
受容体遺伝子は２以上の受容体遺伝子から受容体遺伝子ライブラリまで多岐に渡る。該受
容体遺伝子ライブラリはすべてではないにせよほとんどの受容体をエンコードし、そのリ
ガンドは所望である。例えば、ヒーラ細胞は通常はヒト神経成長因子（ｈＨＧＦ）の受容
体の細胞表面発現に乏しく（Grob et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 1983 Nov 15 8
0 (22):6819-6823）、インターロイキン－６（ＩＬ－６、Hess et al. J. Immunology, 2
000, 165: 1939-1948）の受容体の細胞表面発現は極めて少ない。ｈＮＧＦ受容体及びＩ
Ｌ－６受容体を発現させるベクターでヒーラ細胞集団を安定的にトランスフェクションす
ることにより、ヒーラ細胞を濃縮するリガンドの能力はｈＮＧＦ及びＩＬ－６にも及ぶよ
うに拡大可能である。さらに、公知の細胞表面受容体の分画又はすべてを集団で発現させ
る発現ベクターのライブラリを用いてヒーラ細胞又は任意の他の細胞型に該ベクターをト
ランスフェクションすることによって、リガンドの濃縮能力を拡大することができる。受
容体の全体の目録は、Izhar, B., et al. Sci. STKE 2003 (187) の９ページ目、及び、
付録Ａで見ることができる。
【００５０】
　受容体遺伝子はプラスミドベクターに配されたり又はウィルスゲノムに組み込まれたり
することが可能である。受容体遺伝子はレトロウィルス感染症又はレンチウィルス感染症
などのトランスフェクションウィルス感染症によって受容体担体として細胞に導入される
ことが可能である。
【００５１】
　本発明の他の実施形態において、各受容体担体は細胞小器官の表面上に複数の受容体を
備える細胞小器官である。細胞小器官は細胞核、小胞体、ゴルジ体、ミトコンドリア、リ
ソソーム、エンドソーム、ペルオキシソーム、葉緑体、シナプス小胞、クラスリン被覆小
胞、メラノソーム、大量の細胞顆粒、又はCurrent Protocols in Cell Biology, 2005 by
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 John Wiley and Sons. に記載の他の任意の細胞小器官であってもよい。標的細胞小器官
は、Current Protocols in Cell Biology, 2005 by John Wiley and Sons. に記載の方法
に従って又は他のところに単離されてもよい。Sigma (St. Louis, Missouri) 及びBiovis
ion（Mountain View, CA）は特定の細胞小器官を単離させるすぐに使用可能なキットを販
売している。異なる細胞からプールされた同じ細胞小器官を用いて濃縮されたリガンドの
スペクトルを増加させることが可能である。
【００５２】
　本発明の他の実施形態において、各受容体担体は細胞小器官であって、該細胞小器官は
細胞小器官の表面上の生体液中に存在する適切なリガンドと結合可能な複数の受容体を備
える。受容体の少なくとも一部は細胞に人為的に導入された外因性の発現ベクターから発
現する。この実施形態において、細胞小器官は外因性の受容体を発現させるよう遺伝的に
組み換えられた細胞から作られ、外因性の受容体の少なくとも一部は細胞小器官の表面上
に配される。
【００５３】
　本発明の他の実施形態において、受容体担体は小嚢からなる。細胞膜又は細胞小器官膜
の内部表面が小嚢の外部表面となるように、該小嚢の膜は外翻した細胞膜又は外翻した細
胞小器官膜でできている。細胞膜又は細胞小器官膜の内部表面上の多くのタンパク質は、
細胞膜又は細胞小器官膜の外部表面上で結合するリガンド／受容体によって発生した信号
を信号伝達工程中に細胞質又は細胞小器官の内部に伝達することに関与している（Philip
s MR, Biochem Soc Trans. 2005 Aug; 33(pt 4): 657-61）。真核細胞または原核細胞の
外翻した原形質膜から小嚢を作る方法が以下の文献に記載されている。すなわち、van de
r Meulen JA et al. Biochem Biophys Acta. 1981 May 20; 643(3):601-15; Kinoshita T
 et al. J Cell Biol. 1979 Sep; 82(3): 688-96; Kalish DI et al. Biochem Biophys A
cta. 1978 Jan 4; 506(1): 97-110; Jacobson BS et al. Biochim Biophys Acta. 1978 J
an 4; 506(1): 81-96; Cohen CM et al. J Cell Biol. 1977 Oct; 75(1): 119-34; Lange
 Y et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 1977 Apr; 74(4): 1538-42; Jascobson BS et al
. Science. 1977 Jan 21; 195(4275): 302-4; Harford et. al. Proc Natl Acad Sci U S
 A. 1981 Mar; 78(3): 1557-61; HouY., et al. J Biol Chem. 2000 Jul 7; 275(27): 20
280-7; Scarborough GA, Methods Enzymol 1989; 174: 667-76. である。異なる細胞から
プールされた同一の外翻した細胞膜又は細胞小器官膜を用いて、濃縮されたリガンドのス
ペクトルを増やすことが可能である。
【００５４】
　本発明の他の実施形態において、各受容体担体は、外翻した細胞膜又は外翻した細胞小
器官膜である。該外翻した細胞膜又は外翻した細胞小器官膜は、外翻した膜の表面上にあ
る生体液中に存在する適切なリガンドと結合可能な複数の受容体を備え、少なくとも１つ
の受容体が細胞に人為的に導入された外因性発現ベクターから発現される。この実施形態
において、外翻された膜は外因性の受容体を発現させるために遺伝的に組み替えられた細
胞から作られ、少なくとも１つの外因性の受容体が外翻した膜の表面上に配される。
【００５５】
　本発明の他の実施形態において、受容体担体は膜を備える人為的に作られた小嚢であっ
て、該小嚢は複数の受容体を備える。この種の受容体担体は、所望の受容体分子の存在下
でリポゾームなどの人工的な小嚢を作りだす一般的な技術（Zawada Z. Cell Mol Biol Le
tt. 2004; 9(4A): 603-15）を用いることによって形成可能である。
【００５６】
　本発明の他の実施形態において、各受容体担体は表面を有する物質又は物体であって、
少なくともその一部は生体サンプル中に存在する適切なリガンドと結合可能な複数の受容
体で固定化される（図２）。その物質又は物体はタンパク質、ペプチド又は他の受容体分
子を固定化可能な任意の物質から作られる。上記のような物質の実施例は、プラスチック
、シリコン、ナイロン、金属、紙、アガロース、ラテックス、又はこれらの組み合わせ、
又はタンパク質及び他の受容体分子の固定化を促進する機能性表面を有する生体表面と列
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挙される他の物質を含むが、これらに限定されるものではない。物質又は物体の物理的形
状は、膜、ビーズ、ファイバ、ロッド、基質、多孔性構造体、粒子、チップ、ウェル、小
瓶、又は同様の容器などでもかまわない。受容体は濃縮される標的リガンドを含む生体液
以外の別の生体サンプルからのものであってもよい。他の生体サンプルはその内部の受容
体が固定化に利用できるように処理されてもかまわない。細胞質中に存在するタンパク質
などの水溶性のタンパク質はそれぞれの結合パートナーとの相互作用を介して機能性を発
揮する。水溶性タンパク質の結合パートナーを単離させるために、水溶性タンパク質が固
定化されるか又は適切な物質又は物体上に埋め込まれることにより、本発明の受容体担体
が形成される。固定化工程は一般的には受容体の構成を変化させるほど粗すぎるものであ
ってはならず、その場合はリガンド結合に悪影響を与えかねない。他方で、受容体の固定
化は十分に堅固で、その結果、結合リガンドが溶出緩衝液で溶出する前に関連性のない分
子が洗い流される際、受容体が固定されたままでなければならない。固定化された受容体
と物質又は表面下の対象材料との関連性は、非共有結合性相互作用、共有結合、又はその
組み合わせに起因する。タンパク質の機能性を保存するタンパク質の固定化方法はよく知
られている。上記方法の実施例は、タンパク質の共有結合及びビオチン化タンパク質のス
トレプトアビジン上での固定（Ruiz-Taylor et al. PNAS 2001, 98:852-857; Ruiz-Taylo
r et al. 2001）、活性アミノ基によって官能化された表面へのタンパク質の共有結合（M
acBeath G, Schreiber SL, Science 2000, 289:1760-1763; Zhu H., et al. nat Genet 2
000, 26:283-289; Arenkov P et al. Anal Biochem 2000, 278:123-131）、
及び反応性アルデヒド基で官能化された表面上での酸化糖タンパク質の共有結合固定化で
ある。リガンド分子の非特異的な吸収作用を最小化又は回避する一方で（Prime KL, et a
l. Science 1991, 252:1164-1167）、所望のリガンドの固定化を維持するように、物質又
は物体の表面を設計する方法も同様に公知である。表面上にタンパク質を共有結合的に又
は非共有結合的に固定化する他の実施例は以下の文献で見られる（Prime KL, et al. Sci
ence 1991, 252:1164-1167, Kenausis GL, et al. J Phys Chem. B 2000, 104:3298-3309
, MacBeath, G. et al., J. Am. Chem. Soc. 1999, 121:7967-7968; Hergenrother, PJ e
t al. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122:7849-7850; Falsey JR et al. Bioconjugate Chem 
2001, 12:346-353; Houseman BT et al. Nat. Biotechnol. 2002, 20:270-274; Macbeath
 G et al. Science 2000, 289:1760-1763; Zhu H et al. Nat. Genet. 2000, 26:283-289
; Wang D et al. Nat. Biocheminol. 2002, 20:275-280; and Sun X et al. Bioconjugat
e Chem. 2006, 17:52-57）。
【００５７】
 　ある実施形態において、受容体担体の生体表面上に固定化された受容体は、受容体の
細胞外タンパク質又は細胞外ドメインからなる。大部分の受容体の細胞外ドメインはリガ
ンド結合に関与するとともに、通常は水溶液に溶解する。固定化は共有結合又は非共有結
合を通して行われる。受容体の細胞外タンパク質及び細胞外ドメインは、細胞表面からタ
ンパク質を放出するプロテアーゼ（トリプシン及び他の適切な酵素など）によって細胞表
面のタンパク質を切断することで作られる。例えば、プロテアーゼＴＡＣＥは細胞膜から
ＴＮＦαの細胞外ドメインを特異的に放出するシェダーゼとして作用する。当業者はタン
パク質の切断のための1以上の適切なプロテアーゼ又は他の酵素を容易に選択するであろ
う。様々なプロテアーゼがBarret, A. J., Rawling, N.D. & Woessner, J.F. Handbook o
f Proteolytic Enzyme 2nd Edn (Academic Press, San Diego, 2004、及び、Puente X. e
t al, Nature Genetics 4:544-558, 2003に記載されている。
【００５８】
　好ましくは、受容体の細胞外ドメインはその生体表面と共有的に結合する。上記の方法
において、様々な溶出条件を用いることにより、リガンドが結合する受容体の細胞外ドメ
インからリガンド分子を確実に解離させるとともに、本発明の溶出段階の間、リガンド分
子の回復を完了させることが可能である。
【００５９】
　受容体の細胞外タンパク質及び細胞外ドメインからなる受容体単体は、１つの細胞株、
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又は複数の細胞株、又は１つの型の細胞又は複数の型の細胞からもたらされる。複数の型
の細胞からの受容体の細胞外タンパク質又は細胞外ドメインを含むプールされた受容体担
体は、受容体をより広範に切断し、したがって、リガンドをより広範に濃縮することが可
能である。
【００６０】
　他の実施形態において、受容体担体は、可溶性の分泌タンパク質、又は従来リガンドポ
リペプチドと呼ばれたものからなる。可溶性の分泌タンパク質は成長因子、サイトカイン
、及びケモカイン（付録Ｂ参照）を有する。特定の受容体の細胞外ドメインは細胞シェダ
ーゼによって細胞膜から放出され、生体液中に至る。さらに、受容体の細胞外ドメインは
様々な他の自然な生理学的、病理学、生態学的事象（例えば、アポトーシス、壊死、腫瘍
の成長、及び転移）によって生体液中に放出される。生体液中の受容体の細胞外ドメイン
は対応するリガンドと結合し、したがって細胞外ドメインは対応する固定化されたリガン
ドによって濃縮可能である。この種の受容体担体を用いることによって、初期の診断で発
見するために、癌細胞から血清又は他の生体液に脱離した受容体の細胞外ドメインを濃縮
することが可能である。固定化に用いられる分泌タンパク質は自然発生的な完全な又は部
分的なリガンドポリペプチドであって、該リガンドポリペプチドは受容体又はその混合物
と結合可能である。あるいは、固定化に用いられる分泌タンパク質は、人為的に生成され
た完全な又は部分的なリガンドポリペプチドであって、該リガンドポリペプチドは受容体
又はその混合物と結合可能である。細胞幅の可溶性の分泌タンパク質を作るために、まず
、ポリＡ ＲＮＡを分泌タンパク質が翻訳される標的細胞の膜結合型リボソームから単離
させる。細胞分泌タンパク質は試験管内翻訳を行うことによって獲得可能であり、該試験
管内翻訳には分泌タンパク質用に濃縮された獲得済みのポリＡ ＲＮＡを用いる。上記の
ような方法は、Diehn M. et al, Nature Genetics 2000, 25:58-62 に記載されている。
分泌タンパク質はリガンドポリペプチド又は受容体であってもよい。しかしながら、受容
体分子は水溶液に溶けにくい傾向がある。したがって、試験管内翻訳の後に可溶性の分泌
タンパク質を獲得することによって、標的細胞からリガンドポリペプチドが獲得され、受
容体担体に由来する生体表面上での固定化がさらに促進されることになる。
【００６１】
　本発明のさらなる他の実施形態において、受容体担体は中空ファイバ、ゲル、又は組織
などの多孔質物質などの基質に固定されている。固定された受容体担体は適切なサンプル
中に存在する各々のリガンドと相互に作用することが可能である。本発明の好適な実施形
態において、固定された受容体担体は組織基質内の細胞であり、該組織は固定されること
もあれば固定されないこともある。この組織が本発明の目的にかなうためには、この組織
は、細胞膜又は組織基質と緩く結合した任意の細胞外を自由に流動するタンパク質又は細
胞外タンパク質を除去する又は固定する処置を行う必要がある。この結果、上記タンパク
質がその後のリガンド濃縮工程に干渉しないようになる。前処理は組織を適切な緩衝剤で
広範囲に洗浄することを含むか又は適切な固化剤で組織を固定させることを含む。組織が
１つの器官の場合、洗浄、リガンド分子の運搬、及び溶出には、かん流が用いられること
もある。
【００６２】
　本発明の適切なサンプルは一般的にはリガンドを備える又は備えると考えられている均
一な溶液である。リガンドは自然の形状、又はビオチン化されるなどの化学修飾された形
状、又は安定同位体、放射性同位体、又は蛍光色素などで標識されてもよい。生体サンプ
ルが均質で適切な濃度であれば、そのままでも適している。生体サンプルが適するものと
なる前に前処理が施されることもある。典型的なサンプルの前処理とは、サンプルを均質
化すること、ろ過、遠心分離などの公知の方法を介してサンプルから任意の不溶性物質を
除去すること、及び／又は公知の方法を介して適切に希釈又は濃縮することを含む。例え
ば、組織サンプルは均質化されたり、膜ろ過されたり、又は不溶性物質を除去するために
濃縮されるとともに適切なサンプルを得るために適正に希釈されたりしてもよい。また、
血液サンプルは血球を除去するために濃縮されたり、その後、適切なサンプルをもたらす
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適正な希釈が行われたりしてもよい。
【００６３】
　生体サンプルの典型的な実施例は、血液、血漿、血清、溶血血液、脊髄液、尿、リンパ
液、滑液、唾液、精液、羊水、涙液、嚢胞液、汗腺分泌液、及び胆汁などの体液を含む。
生体サンプルのさらなる実施例は、細胞、細菌、又はウィルスなどの特定の部分又は全体
から獲得された培地の浮遊物及び溶解物だけでなく、組織、培養細胞、細菌、及びウィル
スを備える。
【００６４】
　適切なサンプルがもたらされると、該サンプルは複数の受容体担体を有する管内で複数
の受容体担体を用いて一定の十分な時間、インキュベートされる。これにより、サンプル
中に存在するリガンドが受容体担体上の受容体と結合する。典型的な培養時間は、１０分
程度から２時間程度である。培養温度は好ましくは４度から３７度付近である。生体サン
プル中の非リガンドタンパク質が受容体担体の表面に非特異的に結合するのを最小限に抑
えるために、ＢＳＡ又はＩｇＧ又は他の公知のタンパク質を適切な量（例えば１－１０ｍ
ｇ／ｍＬ）含むブロッキング溶液を、約４度から３７度の温度で３０分から２時間程度、
受容体担体を用いて任意で培養してもかまわない。ブロッキング溶液はその後受容体担体
から除去される。ＢＳＡ、ＩｇＧは関連性のないタンパク質としてさらに導入されるが、
ＢＳＡ、ＩｇＧはその公知の特性及び公知の物理的かつ生化学的な特性ゆえに、下流分析
中の他のリガンドと容易に区別され得るとともに、相補的な分子（抗ＢＳＡ、又は抗Ｉｇ
Ｇ）によって除去可能である。受容体担体によって濃縮が行われる前の生体サンプル中の
リガンド分子を標識化すると、標識分子が不足するので、ブロッキングタンパク質（ＢＳ
Ａ及びＩｇＧ）による下流分析中の干渉が排除される。受容体担体はその後上記の適切な
サンプルで培養される。
【００６５】
　リガンドがひとたび受容体と十分に結合すると、固体又は半固体から液体を分離させる
ために用いられる任意の公知の手順を用いて、残りのサンプルはリガンドと接続する受容
体担体から分離される。上記方法の実施例は、固体－液体混合物の遠心分離及びバキュー
ム装置を用いた液体段階での吸引を備える。任意で又は好ましくは、分離された受容体担
体はさらにＰＢＳ緩衝剤又は他の溶液を用いて１度以上洗浄される。該他の溶液は、残っ
た非リガンドタンパク質又は受容体担体と結合する他の成分を除去するためにリガンド／
受容体結合を分離するものではない。
【００６６】
　好ましくは、受容体担体は細胞である。より好ましくは、受容体担体は生細胞である。
生細胞は表面上に多様な機能的な受容体を有するものと予測され、したがって、適切なサ
ンプル中に存在する生物学的に関連したリガンドの大部分を補足する可能性が高い。様々
な方法を用いて生細胞の受容体担体のリガンド結合能力を最大限化することが可能である
。ある方法では、適切なサンプルで培養する前に細胞を飢餓状態に置く。これによって、
細胞培養で用いられる血清中に存在する同様のリガンドの占有に起因して、受容体が適切
なサンプル中のリガンドと接近できずに結合できなくなる事態を回避する。好ましくは、
細胞は適切なサンプルを用いて培養する前に、無血清培地又は血清の少ない培地で１時間
から一晩程度、飢餓状態に置く。好ましくは、受容体担体と適切なサンプルを混合させる
前に、細胞の任意の培養地は適切な方法を用いて除去及び洗浄される。接着細胞の場合、
培地は吸引によって除去されることもある。懸濁液中の細胞の場合、培地は遠心分離によ
って除去されることもある。
【００６７】
　生細胞などの受容体担体及び適切なサンプルのインキュベートは、受容体の内在化を最
小に留めるために４度程度の低温で行われるのが好ましい（PNAS 89 2854-2858, 1992; A
m. J Physiol 129, F46-F52）。４度での一般的な時間は１０分から２時間程度である。
インキュベーションの後、リガンドと結合した細胞は、遠心分離（浮遊状態の細胞の）又
は液体段階（接着細胞の）での吸引のどちらかを用いて残余サンプルから分離される。任
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な緩衝剤を用いて１度以上洗浄されることにより、受容体担体と結合する残余非リガンド
タンパク質を除去する。
【００６８】
　受容体担体と結合するリガンドは次に、リガンドが溶出した溶液中のリガンド結合した
受容体を適温で（４度から３７度程度）、十分な時間（５分から３０分程度）インキュベ
ートすることによって、受容体から解離する。リガンドと受容体は通常、疎水性相互作用
（ファンデルワールス相互作用）、水素結合、静電相互作用、又はこれらの組み合わせな
どの物理的相互作用によって結合される。一般的に、物理的相互作用にかかる力が最大に
なるのは、受容体－リガンド複合体が生理的ｐＨ及びイオン強度を有する水性緩衝液中に
あるときである。したがって、ｐＨ、又はイオン強度、又はその両方が生理的状態から逸
脱すると、リガンド－受容体の結合は弱められる。加えて、カオトロープと呼ばれる特定
の物質は、受容体とリガンド間の物理的な相互作用を弱めるために共通して用いられる。
適切な溶出溶液を的確に選択できるかどうかは、リガンドと受容体の相互作用の特質次第
である。
【００６９】
　一般的に、本発明に適した溶出溶液は、リガンド構造に化学的に損傷を与えることなく
リガンド－受容体の相互作用を弱めることが可能なものである。適切な溶出溶液は受容体
担体から受容体を抽出しないほうが好ましい。一般的には、適切な溶出溶液は、生理的ｐ
Ｈ（ｐＨ２．５－３、またはｐＨ９．５－１１．５）とは実質的に異なるｐＨを有する緩
衝剤である。さらに一般的には、適切な溶出溶液はカオトロープ剤を備える、ｐＨ２．５
－３、又はｐＨ９．５－１１である。受容体が細胞である場合、１５０ｍＭ程度の塩化ナ
トリウム等の追加塩も等浸透圧状態で細胞を維持するための溶出溶液の構成要素の１つで
ある。当業者は適切な溶出溶液を容易に導き出すであろう。細胞に基づいた受容体担体の
溶出溶液の１つの実施例は、５０－１００ｍＭのグリシン及び１５０ｍＭの塩化ナトリウ
ムを備えるｐＨ２．５－３．０の緩衝剤である。この緩衝剤は、タンパク質構造に永久に
影響を与えることなく、大部分のタンパク質－タンパク質相互作用を分離する。表１はリ
ガンド溶出溶液の実施例を列挙している。実施例の中には、受容体担体として生細胞から
リガンドを溶出するために適したものもある。
【００７０】
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【表１】

【００７１】
　受容体からのリガンドの解離に続いて、溶出したリガンドを含む溶出溶液は、ほんの一
例として、遠心分離、ピペット操作、吸引などの適切な手段を用いて分離される。使用さ
れる溶出溶液が酸性又はアルカリ性のいずれかである場合、リガンドを備える分離した溶
出溶液は濃縮アルカリ溶液又は濃縮酸性溶液のいずれかを用いて速やかに中性にしてタン
パク質の分解を防ぐ必要がある。例えば、ｐＨ２．５－３の溶出溶液がリガンドの解離に
用いられる場合、１ＭのｐＨ８．５のトリス緩衝液又はヘペス緩衝剤を用いて溶出された
リガンド溶液を中性にする。他方で高塩濃度を備える溶出溶液が用いられる場合、溶出し
たリガンド溶液は一般的に透析を介して脱塩されることによって、例えばタンパク質の沈
殿を防ぐ。必要とあれば、膜ろ過、スピードバック（Speed-Vac）及び凍結乾燥を用いる
蒸発、又はタンパク質沈殿など任意の適切な公知の濃縮方法を利用することにより、分離
した溶出溶液は少量に濃縮される。
【００７２】
　受容体が担体と共有結合していない細胞又は細胞小器官などの受容体担体は、溶出段階
中に受容体分子又は他のタンパク質、ペプチド分子又は非タンパク質／ペプチド分子を受
容体担体から取り除く。このようにして、受容体担体から取り除かれた分子は濃縮された
リガンド分子が存在する溶出したサンプルに不要な異質分子を導入する。生体サンプルか
ら濃縮された分子と、受容体担体から取り除かれた又はブロッキング工程によって導入さ
れた異質分子を区別するために、ある手法ではリガンド濃縮と結合する受容体担体にすべ
ての分子を晒す前に、リガンド分子を含む生体サンプル中のすべての分子に標識分子を用
いて標識化する。この手法によってリガンド分子を濃縮した後、回復したリガンド分子は
上記のプロテオミクス方法及び分析化学方法などの様々な分離方法によって分離可能であ
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るとともに、標識の存在を検知することにより特異的に同定可能である。受容体担体又は
ブロッキング溶液から取り除かれた異質分子は標識の存在を欠くために、検出不可能であ
る。
【００７３】
　標識化された濃縮リガンド分子をプロファイリングするとともに検出する方法では、ま
ず1次元又は2次元電気泳動を通してリガンド分子を分離し、続いてニトロセルロース紙な
どの基質上にリガンド分子を移動させる。リガンド分子はその後、標識分子に対して相補
的な分子によって直接的に（又は間接的に）検出される。
【００７４】
　標識分子はその相補的な分子によって直接的又は間接的に検出可能な任意の分子である
。好ましくは、標識は小さな分子で、該小さな分子のリガンド分子への添加は、受容体担
体上でのリガンド分子と受容体分子の結合の妨げにならない。直接的に検出される標識分
子の実施例は、フルオレセイン、Alexa fluor dyes、Cy dyesなどの蛍光プローブ、及び
、Handbook of Fluorescent Probes, Ninth edition by Richard P. Haugland などに記
載される多くの他のプローブを備えるが、これらに限定されるものではない。相補的な分
子により間接的に検出される標識分子の実施例は、ビオチン、フルオレセイン、又はジゴ
キシゲニンあるいはHandbook of Fluorescent Probes, Ninth edition by Richard P. Ha
ugland などに記載される他のハプテンを備えるが、これらに限定されるものではない。
ビオチンは商業的に利用され得る相補的な分子のアビジン、ストレプトアビジン、CaptAv
idin及びNeutrAvidinによって検出可能である。フルオレセイン及びジゴキシゲニンは、
商業的に利用され得る互いに特異的な相補的な分子によって検出可能である。ビオチン及
び蛍光色素のような様々な標識のためのリガンド標識方法は、Handbook of Fluorescent 
Probes, Ninth edition by Richard P. Hauglandなどに記載され、又はMolecular Probes
（Eugene, Oregon) 及びPierce（Rockford, IL）などのメーカーによって提供される。
【００７５】
　標識検出は検出分子を相補的な分子と直接的に結合させることによって行われる。検出
分子は、発色基質、化学発光基質又は蛍光基質などの基質を蒸着させることが可能な蛍光
分子又は酵素であってもよい。検出分子及び基質は、Handbook of Fluorescent Probes, 
Ninth edition by Richard P. Hauglandなどに記載されている。その実施例は、アビジン
／ストレプトアビジンと結合したＣｙ３（又はＣｙ５）、アビジン／ストレプトアビジン
と結合した西洋ワサビペルオキシターゼ（ＨＲＰ）、アビジン／ストレプトアビジンと結
合したアルカリホスホターゼ（ＡＰ）、抗ＦＩＴＣ抗体と結合したＣｙ３（又はＣｙ５）
、抗ジゴキシゲニン抗体と結合したＨＲＰ（又はＡＰ）である。相補的な分子も、増幅を
行うために、ビオチン又は他のハプテン（フルオレセインあるいはジゴキシゲニン等）の
ような分子を通して検出分子と間接的に結合可能である。酵素と結合したビオチン又はハ
プテンに対する抗体と結合した酵素が、その後、アビジン／ストレプトアビジン、アビジ
ン－ハプテン・キメラなどの相補的な分子を検出するために用いられる。増幅を大きくす
るために、ビオチン及びアビジン／ストレプトアビジン又は他のハプテン（フルオレセイ
ン、ジゴキシゲニン及びこれらの抗体）の多重的な層が構築され、続いて、これらの層が
、酵素結合したアビジン／ストレプトアビジン又は酵素結合したビオチン、あるいはハプ
テン又はハプテンと結合した酵素に対する抗体と結合した酵素によって検出される。
【００７６】
　検出はその後、基質としての蛍光分子、基質としての発色分子、又は酵素のための基質
としての化学発光分子のいずれかから開始される。Ausabel et al., eds., in the Curre
nt Protocol of Molecular Biology series of laboratory technique manuals. 1987-19
97 Current-Protocols, 1994-1997 John Wiley and Sons, Inc を参照にされたい。今日
に至るまで、KPL（Gaithersburg, MD）、Pierce（Rockford, IL）及び、Amesco（Solon, 
OH）などの多くの商業的メーカーが、標的分子のピコグラム以下、さらにはフェムトグラ
ムの単位での検出が可能なＨＲＰ及びＡＰの基質を提供している。血清又は血漿サンプル
中に存在するもっとも低含量なタンパク質の濃縮が１ミリリットル当たり数ピコグラムで
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あることを考慮すると、理論上は、１００ｕＬの血清サンプル又は血漿サンプルが十分な
量の低含量タンパク質に与えられることにより、該低含量タンパク質は大量生産されてい
る基質によって検出される。しかしながら、高含量タンパク質の存在は低含量タンパク質
が検出されるのを隠すことになる。本発明による高含量タンパク質の除去は低含量タンパ
ク質が検出される可能性を劇的に高めるものである。というのも、リガンド分子の種類は
プロテオームよりもずっと少なく、ほとんどの場合、低含量タンパク質に属するからであ
る。
【００７７】
　濃縮されたリガンドサンプルは様々な用途に適している。そのような目的の１つは、特
に所望のリガンドの分離である。この場合、濃縮されたリガンドサンプルは予備的な精製
段階として機能する。他の目的は濃縮されたリガンドを用いてリガンドをプロファイリン
グすることである。該リガンドは、リガンド濃縮工程前に元サンプル中に存在するととも
に、所望に選択された生理学的機能性に関連する。タンパク質のプロファイリングは、混
合物内のタンパク質の含量、完全性、及び修飾状態の観点から見て、タンパク質混合物の
「フィンガープリント」情報をもたらす。タンパク質プロファイリングに用いられる技術
は、タンパク質の物理的及び生化学的な特徴に共通して基づく。物理的及び生化学的な特
徴は分子量、等電点（ＰＩ）、及びタンパク質の疎水性／親水性を含むが、これらに限定
されるものではない。
【００７８】
　濃縮されたリガンドサンプルのプロファイリングは、先に記載された分析法及びプロテ
オーム方法の任意の又は１つの組み合わせによって行われる。所望のリガンドがタンパク
質又はペプチドの特性を有している場合、好適なプロファイリング方法は、先に記載のプ
ロテオーム方法（例えば、１次元又は２次元ゲル電気泳動法、クロマトグラフィ、又は分
子量、ＰＩ、疎水性／親水性、及び／又はCurrent Protocol in Protein Science, 2005 
by John Wiley & Sonsに記載された他の方法）の任意又は１つの組み合わせである。好ま
しくは、プロファイリングは質量分析法とともに２次元ゲル電気泳動法を、及びウェスタ
ンブロット法とともに１次元又は２次元ゲル電気泳動法を用いることにより実施される（
図６参照）。他の適切なプロファイリング方法は、Lambert J. et al., Anal. Chem. 200
5, 77, 3771-3788 で記載された表面増強レーザ脱離イオン化飛行時間質量分析法（ＳＥ
ＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ）、液体クロマトグラフィ質量分析法（ＬＣ／ＭＳ）、及びキャピ
ラリー電気泳動法（ＣＥ）－ＭＳである。
【００７９】
　あるいは、２つのサンプル間又は複数のサンプル間での液体の違いは、２次元ディファ
レンシャルゲル電気泳動法中の２次元の微分を用いることで同定可能である（２－Ｄ　Ｄ
ＩＧＥ）。この方法において、各濃縮されたリガンドサンプルはまず独自の標識で最小限
及び共有結合的に標識化される。標識は独特の放射波長又は励起波長を有する蛍光標識が
好ましい。２以上のサンプルからの標識化されたリガンドはその後ともに混合され、２－
Ｄ　ＤＩＧＥによって分離にかけられる。異なる蛍光信号を備えるタンパク質スポットは
、識別され、切り出され、消化され、及び最終的には質量分析法により同定される（van 
den Bergh G, Arckens L. 2004. Curr Opin Biotechnol. 15(1): 38-43; Baker MA et al
., 2005. Proteomics. 5(4): 1003-12; Friedman DB et al., Proteomics. 4(3):793-811
; Zhou G et al., 2002, Mol Cell Proteomics. 1(2): 117-24）。蛍光標識を直接検出す
る感度が十分でない場合、標識の信号増幅システムが上記のごとく実行される。しかしな
がら、異なるサンプルからの濃縮リガンドがともに混合及び分離された場合、各々が１つ
のサンプルを標識化する異なる標識が必要となる。これらの標識は対応する相補的な分子
によってその後検出される。該相補的な分子は夫々特徴的な検出分子で標識化されている
。増幅システムはローリング・サークル増幅システムであってもよい（Zhou H et al., G
enome Biol. 204, 5(4): R28）。増幅システムを用いて２次元ゲル上でポリペプチドリガ
ンドを分析するためには、ポリペプチドを２次元ゲルからニトロセルロース／ナイロン膜
に移動させるとともに、ウェスタンブロット法によって標識化されたポリペプチドを検出
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するのが好ましい。
【００８０】
　当業者には容易に想到可能であるように、プロファイリング用途の濃縮されたリガンド
サンプルは過剰な受容体又は受容体担体を用いることによって獲得されるのが好ましく、
その結果、サンプル中の特定のリガンドの濃縮が利用可能な受容体の数によって制限され
なくなる。受容体の量は、上記のごとく発現ベクターを細胞にトランスフェクションする
ことで大量の受容体を人為的に発現させることによって過剰に作成可能である。受容体担
体の量は大量の受容体担体を用いることによって過剰に作ることが可能である。「過剰な
状態」をもたらすために必要な受容体担体の量は、異なる量の受容体担体を用いて適切な
サンプルを濃縮し、その後濃縮されたサンプルをプロファイリングすることによって決定
される。サンプルのリガンドプロファイリングが使用された受容体担体の量とは無関係の
場合、使用された受容体担体の量は過剰である。
【００８１】
あるいは、比較的低濃度のサンプルを用いて、受容体または受容体担体が確実に過剰であ
るようにしてもよい。例えば、大量のリガンドを含むサンプルを倍数希釈で希釈すること
も可能である。希釈化の各段階は検査され、受容体の「過剰な状態」をもたらすために必
要な希釈係数は、一定数の受容体担体を有するサンプルの希釈物を濃縮して、その後濃縮
されたサンプルをプロファイリングすることによって決定される。サンプルのリガンドプ
ロファイリングが使用された希釈係数に比例する場合、受容体担体の量は過剰となる。
【００８２】
　本発明に従って濃縮されたリガンドサンプルを用いたリガンドプロファイリングには、
多くの実用的な用途がある。リガンドプロファイリングは、例えば、病的又は非病的な状
態、あるいは「感情的な」状態などを含む所定の生理学的状態における任意の有機体のリ
ガンドプロテオームを策定するために用いることも可能である。同じ生体液ながら異なる
細胞に基づいた受容体担体から獲得された濃縮リガンドサンプルのリガンドプロファイリ
ングを比較することによって、病気または生理学的機能に関連のある任意の欠落した受容
体を容易に同定することができる。
【００８３】
　本発明のある実施形態において、本発明に従ったリガンドファイリングを用いることに
よって、特定の病気、病状のリガンドプロファインリングの特徴を示す病態を検出し、又
は新しい病気又は病変に関連するバイオマーカあるいは新しい病気の標的を発見する。こ
のような発見は往々にして「ディファレンシャルプロファイリング」と呼ばれる方法を用
いる。該ディファレンシャルプロファイリングとは、特定の病気又は病状からの生体サン
プルから得られたリガンドプロファイリングを、健康状態など対照群からのリガンドプロ
ファイリングと比較することである。本発明を活用して検出される病態の実施例は、糖尿
病、関節炎、コレステロール値の上昇（又は減少）、心臓病又は脳卒中などの循環器疾患
、貧血（例えば、鎌状赤血球貧血）、癌、肝臓病（例えば、肝炎）、エイズ、腎臓病、組
織破壊（例えば、心筋梗塞）、アルツハイマー病及びパーキンソン病などの神経変性疾患
、牛海綿状脳症（ＢＳＥ）などの感染性海綿状脳症（ＴＳＥ）、多発性硬化症（ＭＳ）、
アレルギー、蕁麻疹、アレルギー喘息及び老化などの自己免疫疾患を含むが、これらに限
定されるわけではない。
【００８４】
　ある実施形態において、リガンドのディファレンシャルプロファイリングは、アテロー
ム性動脈硬化症患者及び健康な個人からの血清又は血漿を生体サンプルとして、及び、内
皮細胞を受容体担体として用いることによって行われる。アテローム性動脈硬化症患者及
び健康な個人間で結果として生じたリガンドのディファレンシャルプロファイリングを用
いることによって、アテローム性動脈硬化症を回避又は抑制する見込みのある新しい標的
を導き出す。さらに、リガンドのディファレンシャルプロファイリングは受容体として平
滑筋細胞を用い、健康な個人及び心臓発作前後の心臓発作患者からの血清サンプルのリガ
ンドを比較することによって、心臓発作の早期検出のための新しいバイオマーカを同定す
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ることが可能である。
【００８５】
　リガンドのディファレンシャルプロファイリングは同様に肥満の回避及び治療のための
新しい食欲抑制分子の同定にも応用可能である。視床下部が満腹制御中枢であることを考
慮すれば、したがって、新しい食欲抑制分子を発見する手法の１つは視床下部の細胞を受
容体担体として用いて、同じ個人の空腹状態及び満腹状態の血清及び血漿サンプル間のリ
ガンドプロファイリングを比較することである。視床下部のリガンドの量は空腹状態より
も満腹状態時に増加し、該リガンドは食欲抑制分子の候補である。リガンドのディファレ
ンシャルプロファイリングはさらに、受容体として視床下部の細胞を用いて肥満体及び正
常体の個人の血清または血漿間で行われることによって、肥満の新しい治療手段として役
立つ特異的に発現したリガンドを発見することが可能である。
【００８６】
　リガンドのディファレンシャルプロファイリングを応用して、初期の癌診断マーカを同
定することも可能である。多くの癌細胞は制御不能な増殖を維持する自己分泌システムを
発症させる。上記のような自己分泌システムにおいて、癌細胞はある増殖因子を分泌する
。該増殖因子は通常の細胞には本来存在せず、同じ癌細胞上で受容体を刺激する。つまり
、新しく分泌された増殖因子は初期癌の診断バイオマーカとして役立つことになる。この
ようなバイオマーカは、例えば、癌患者及び健康体な個人間の血清、又は癌細胞を受容体
担体として用いて同じ患者の癌手術前後の血清などの生体液のディファレンシャルプロフ
ァイリングによって特定可能である。
【００８７】
　ディファレンシャルプロファイリングは同様にオーファン受容体の新規なリガンドを特
定することにも応用可能である。これは所望のオーファン受容体のリガンドを含むと思わ
れる生体液を２つの細胞集団（オーファン受容体を発現する細胞と発現しない細胞）の各
々と接触させることによって実現され、２つの別々のリガンドプロファイルを得ることが
できる。細胞を発現するオーファン受容体のリガンドプロファイル中に存在し、オーファ
ン受容体のヌル細胞のリガンドプロファイル中には存在しないリガンドは、オーファン受
容体のリガンドである可能性がある。
【００８８】
　本発明のディファレンシャルリガンドの他の実施形態において、薬剤スクリーニング方
法が提供され、該方法は、１）本発明に従って受容体を用いて薬剤候補が存在しない生体
サンプルから濃縮された対照リガンドサンプルを作る段階と、２）段階１のように同じ受
容体担体を用いて薬剤候補が存在する生体液から濃縮された標的リガンドサンプルを作る
段階と、３）適切なプロファイリング方法を用いて濃縮された対照リガンドサンプルのプ
ロファイルを決定する段階と、４）同じプロファイリング方法を用いて濃縮された標的リ
ガンドサンプルのプロファイルを決定する段階と、及び、５）上記２つのプロファイルを
比較して薬剤候補の効果を評価する段階を備える。
【００８９】
　本発明のディファレンシャルプロファイリングのさらなる他の実施形態において、治療
評価効果方法が提供され、該方法は、１）本発明に従って受容体担体を用いて、治療前の
患者の生体液から濃縮された対照リガンドサンプルを作る段階と、２）段階１のように同
じ受容体担体を用いて、治療後の同じ患者の同じ種類の生体液から濃縮された治療リガン
ドサンプルを作る段階と、３）適切なプロファイリング方法を用いて濃縮された対照リガ
ンドサンプルのプロファイルを決定する段階と、４）同じプロファイリング方法を用いて
濃縮された治療リガンドサンプルのプロファイルを決定する段階と、及び、５）上記２つ
のプロファイルを比較するとともに各プロファイルと患者の治療結果との相互関係を示す
ことによって、治療の効果を評価するバイオマーカを同定する段階を備える。
【００９０】
　本発明のさらなる他の実施形態において、公知のリガンドプロファイルを有する生体液
を用いて標的細胞上の受容体をプロファイリングする方法が提供される。この方法におい
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て、生体液はまず受容体担体として対照細胞を用いてプロファイルされることによって、
対照リガンドプロファイルが生成される。該対照リガンドプロファイルは間接的に対照細
胞の受容体プロファイルを次々と与える。同じ生体液はその後、受容体担体として標的細
胞を用いてプロファイルされる。対照細胞及び標的細胞からのリガンドプロファイルが比
較される。標的細胞によってもたらされたリガンドプロファイルから欠落した任意のリガ
ンドは、標的細胞上の対応する受容体が検出できないほどの量であるか、または該受容体
が欠けていることを示唆する。逆に、標的細胞によってもたらされたリガンドプロファイ
ルからの追加された任意のリガンドは、標的細胞上の新しい受容体の存在を示唆する。こ
の方法は、対照細胞（健康体の細胞など）の受容体プロファイルと異常細胞又は病態と関
連する細胞の受容体プロファイルを比較することによって、病気又は病態の発見に応用さ
れる。
【００９１】
＜実施例１　ヒーラ細胞及びＮＩＨ３Ｔ３細胞を受容体担体として用いるヒト血清サンプ
ルのリガンド濃縮＞
　１０－ｃｍの培養皿のヒーラ細胞又はＮＩＨ３Ｔ３細胞の密集単層が血清を含まない１
０ｍＬのＤＭＥＭ培養物でまず洗浄され、その後血清を含まない１０ｍＬのＤＭＥＭ培養
物で再度満たされる。続いて、組織培養インキュベータ内で１時間インキュベートする。
インキュベート後、ＤＭＥＭ培養物が除去され、ヒーラ細胞が非常に冷たいＰＢＳでもう
一度洗浄される。その後、非常に冷たいＰＢＳ又はわずか４度のＰＢＳ中の２．５ｍｇ／
ＬのＩｇＧ又は２－１０ｍｇ／ｍＬのＢＳＡでインキュベータにおいて３０分間インキュ
ベートされることによって、リガンド濃縮のための「準備された」ヒーラ細胞又はＮＩＨ
３Ｔ３が得られる。上記液体が除去された後、準備された細胞はＰＢＳ中で１：２０又は
１：５０に希釈された２ｍＬのヒト血清を用いてインキュベータで温度４度で３０分間培
養されることにより、リガンド－受容体結合が可能になる。液体はその後、吸引によって
リガンドと結合した細胞から除去される。リガンドと結合した細胞は、残った非結合タン
パク質及び非特定結合タンパク質を除去するためにＰＢＳで１－３度洗浄される。リガン
ドと結合した細胞はその後、１．５ｍＬの溶出緩衝液（５０ｍＬのグリシン、１５０ｍＭ
又は５００ｍＭのＮａＣＬの塩化ナトリウム）中において４度で１０分間インキュベート
されることにより、細胞膜からリガンドを解離させる。リガンドを含む溶出緩衝液はその
後ヒーラ細胞又はＮＩＨ３Ｔ３細胞から除去され、残留ヒーラ細胞又はＮＩＨ３Ｔ３細胞
を廃棄するために遠心分離機にかけられ、ＨＥＰＥＳによってｐＨ７．５に中和される。
【００９２】
＜実施例２　ヒーラ細胞を受容体担体として用いるＥＧＦ濃縮＞
　実施例１の記載に従って、スパイクした（spiked）組み換えＥＧＦを有する１００μＬ
のヒト血清は、非常に冷たいＰＢＳで２ｍＬに希釈され（１：２０の希釈）、リガンド濃
縮の遮断薬としてＩｇＧを用いて準備されたヒーラ細胞に加えられる。血清及び組み換え
ＥＧＦを含まない非常に冷たい２ｍＬのＰＢＳが対照として同時に用いられる。５００ｍ
Ｍの塩化ナトリウム及び５０ｍＭのグリシンの溶液（ｐＨ３．０）がリガンド溶出に用い
られる。
【００９３】
　以下のサンプルが濃縮工程中に獲得される。すなわち、１）血清及びスパイクＥＧＦで
インキュベートされたヒーラ細胞からの溶出リガンド（EnriSerumEGF）、２）ＰＢＳでイ
ンキュベートされたヒーラ細胞からの溶出溶液（対照）、３）ヒーラ細胞（SerumEGF）に
よるインキュベーション前及びヒーラ細胞による３０分のインキュベーション後のスパイ
クＥＧＦ溶液を有する血清の１：２０希釈物である（PostSerumEGF）。血清の１：１０希
釈物は、実験に用いない血清中に存在するＥＧＦの濃度の量を計るために用いられる。上
記サンプルの各々からの１００μＬの溶液は、ヒトＥＧＦ酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）
開発キットを用いて各サンプル中に存在するＥＧＦの濃度を定量化するために使用される
。各サンプル中のＥＧＦの全体量は、由来する濃度及び各サンプルの全体積に基づいて計
算される。各サンプル中の全体のタンパク質の濃度は、Ｑｕａｎｔ－ｉＴタンパク質測定
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キット（Invitrogen, CA）により定量化される。溶出リガンドサンプル中に存在するＩｇ
Ｇの量は、ゲル電気泳動法、その後のＬｕｍｉｔｅｉｎ（Biotium, CA）を用いたタンパ
ク染料によって推定される。回復したリガンドタンパク質の濃度は、全体のタンパク質の
濃度から溶出リガンドサンプル中のＩｇＧの濃度を差し引くことにより推定される。リガ
ンドタンパク質の推定濃度は血清由来の溶出リガンドの実際の濃度よりも高くなる。これ
は、推定値が溶出中のヒーラ細胞から減らされたタンパク質を排除していないためである
。したがって、実施の濃縮のフォールド（fold）は、表２で報告された値よりも高くなる
。
【００９４】
　表２に示すごとく、ヒーラ細胞の密集平板培地のＥＧＦの回復率は７３％である。濃縮
リガンドサンプル中のＥＧＦの割合は０．００１８％で、これは全ての回復リガンドタン
パク質の総量がわずか１０μｇに過ぎないと推定されるためである。非濃縮血清中のＥＧ
Ｆの割合と比較すると（０．０００００４８％）、ＥＧＦはヒーラ細胞による１度の濃縮
段階を経て３７５倍に濃縮されている。
【００９５】
【表２】

【００９６】
＜実施例３　ＰＤＧＦａａ濃縮の効率が細胞表面上で多数のＰＤＧＦ受容体アルファと関
連する＞
　高い発現量のＰＤＧＦ受容体アルファを有するＮＩＨ３Ｔ３細胞と、低発現量のＰＤＧ
Ｆ受容体アルファを有するヒーラ細胞間のＰＤＧＦａａの濃縮効率を比較するために、実
施例１の記載に従って、４００ｐｇのスパイクした組み換えＰＤＧＦを有する１００μＬ
のヒト血清を非常に冷たいＰＢＳで２ｍＬに希釈し（１：２０）、リガンドを濃縮するブ
ロッキング工程を経ずに準備されたヒーラ細胞及びＮＩＨ３Ｔ３細胞に加える。血清及び
組み換えＰＤＧＦを持たない非常に冷たい２ｍＬのＰＢＳが対照として同時に用いられる
。１５０ｍＭの塩化ナトリウム及び５０ｍＭのグリシンの溶液（ｐＨ３．０）がリガンド
溶出に用いられる。リガンドの溶出後、ヒーラ細胞及びＮＩＨ３Ｔ３細胞から細胞溶解物
が作られ、ＰＤＧＦ受容体アルファの発現量の違いを確認する。
【００９７】
　以下のサンプルが獲得される。すなわち、１）血清及びスパイクＰＤＧＦａａによって
インキュベートされたヒーラ細胞からの溶出リガンド（EnriSHela）、２）血清及びスパ
イクＰＤＧＦａａによってインキュベートされたＮＩＨ３Ｔ３細胞からの溶出リガンド（
EnriSNIH3T3）、３）ＰＢＳによってインキュベートされたヒーラ細胞から溶出された対
照（ControlHela）、４）ＰＢＳによってインキュベートされたＮＩＨ３Ｔ３細胞から溶
出された対照（Control NIH3T3）である。上記サンプルはPall Life Sciences社（East H
ills, NY）のMicrosep 10k Omegaを用いた膜ろ過により濃縮され、１００μＬ－２００μ
Ｌの濃縮サンプルがもたらされる。上記サンプルの各々からの７５μＬの濃縮用液を用い
ることによって、ヒト／マウスのＰＤＧＦ－ＡＡ免疫測定キット（R&D Systems, MN）で
各サンプル中に存在するＰＤＧＦの量を定量化する。血清の１：１０希釈物７５μＬは、
実験に未使用の血清中に存在するＰＤＧＦａａの濃度を定量化するために用いられる。Ｐ
ＤＧＦａａの全体量は各サンプルの濃度及び総量に基づいて計算される。各サンプル中の
全タンパク質の濃度はＱｕａｎｔ－ｉＴタンパク質測定キット（Invitrogen, CA）によっ
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て定量化される。このタンパク質の濃度値は、血清由来の濃縮リガンドの実際の濃度より
高くなる。これは、濃度値が溶出中のヒーラ細胞又はＮＩＨ３Ｔ３細胞から脱離したタン
パク質を排除していないためである。したがって、実際の濃縮のフォールドは、ここで報
告された値よりも高くなる。
【００９８】
　表３で示されるごとく、ＰＤＧＦａａの濃縮時において、ＮＩＨ３Ｔ３細胞はヒーラ細
胞よりも効率的である。
【００９９】
【表３】

【０１００】
＜実施例４　塩分濃度の増加がヒーラ細胞からのＰＤＧＦ溶出効率を高める＞
　ＰＤＧＦａａの溶出効率を最適化するために、塩分濃度で変化する２つの溶出緩衝液が
実施例３で示されたＰＤＧＦ及びヒーラ細胞システムを用いて検査される。低塩濃度溶出
緩衝液は１５０ｍＭの塩化ナトリウム、５０ｍＭのグリシン（ｐＨ３．０）を含み、一方
で高塩濃度溶出緩衝液は５００ｍＭの塩化ナトリウム、５０ｍＭのグリシン（ｐＨ３．０
）を含む。
【０１０１】
　表４に示されるごとく、高塩濃度溶出緩衝液はヒーラ細胞からＰＤＧＦを溶出する際、
低塩濃度溶出緩衝液よりも効率的である。
【０１０２】

【表４】

【０１０３】
＜実施例５　ＰＤＧＦａａ濃度と回復率の関係＞
　濃縮のために用いられるリガンド濃度とリガンドの回復率との関係を調べるために、実
施例３に記載の手順に従って、異なるＰＤＧＦ濃度又は異なるＰＤＧＦの総量を有する同
じ１００μＬ血清由来の３つのサンプルは、ヒーラ細胞を用いてリガンド濃縮に使用され
る。これら３つのサンプルは、１）１２５ｐｇ／ｍＬのＰＤＧＦを含む２ｍＬの１：２０
血清希釈物（サンプル１）、２）３２５ｐｇ／ｍＬのＰＤＧＦを含むスパイクＰＤＧＦａ
ａを有する２ｍＬの１：２０血清希釈物（サンプル２）、３）１３０ｐｇ／ｍＬのＰＤＧ
Ｆを含む３２５ｐｇ／ｍＬのスパイクＰＤＧＦを有する５ｍＬの１：５０血清希釈物であ
る（サンプル３）。
【０１０４】
　サンプル５で示されるごとく、ＰＤＧＦａａの回復率は濃縮に用いられるＰＤＧＦａａ
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の濃度に比例し、ＰＤＧＦａａの総量には無関係である。しかしながら、回復したＰＤＧ
Ｆの総量は、ＰＤＧＦａａの濃度及びヒーラ細胞に暴露されたＰＤＧＦａａの総量に関連
している。
【０１０５】
【表５】

【０１０６】
＜実施例６　血清由来のリガンドを特異的に検出するための濃縮前のビオチンによる血清
ポリペプチド／タンパク質の標識化＞
　１００マイクロリットル（１００μＬ）のヒト血清が３００μＬのＰＢＳ及び１００μ
Ｌの０．５Ｍ重炭酸ナトリウム（ｐＨ８．５）と混合されることによって、約１０ｍｇ／
ｍＬのタンパク質濃度及びｐＨ８．５の血清反応液を誘導する。８０マイクロリットルの
２０ｍｇ／ｍＬビオチン－ＸＸ－ＳＥ（Biotium, Hayward, CA）がその後この血清反応溶
液に滴状加えられ、続いて、室温で１時間軽く揺らす。１００マイクロリットルの１．５
ＭのＬ－リジン（ｐＨ８．５）がそのあとに反応を止めるために加えられる。
【０１０７】
　ビオチン－標識化された血清溶液は２ｍＬのＰＢＳとの混合前にｐＨを７－７．５で調
節するために１２０μＬのヘペス（ｐＨ７－７．５）で中和されるか（図３Ａ）、又は２
ｍＬのＰＢＳで直接混合されるか（図３Ｂ）のいずれかであり、上記ビオチン－標識化さ
れた血清溶液は、ＢＳＡ溶液によってブロックされる準備されたヒーラ細胞又はＮＩＨ３
Ｔ３細胞に加えられる。ヒーラ細胞又はＮＩＨ３Ｔ３細胞のリガンドはその後、実施例１
に従って誘導される。
【０１０８】
　それぞれ２０ミクロリットルのリガンドサンプルは、トリス緩衝液中のBio-Rad（Hercu
les, CA）から事前に４－１５％の勾配にされたアクリルアミドゲルを用いて、１次元の
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ電気泳動法にかけられる。ＳＤＳ－ＰＡＧＥは、トリス／グリシン緩衝
液（２０ｍＭのグリシン、２．５ｍＭのトリス及び０．１％のＳＤＳ）をランニング緩衝
剤として用いるとともに、一定電流を１時間半の間、３５ｍＡにして、Bio-RadからのMin
i-Protean３ゲル電気泳動システムを行う。電気泳動法の後、ゲル上のタンパク質はニト
ロセルロース紙に転写される。これは、氷上の転写緩衝液（２０ｍＭのトリス、１５０ｍ
Ｍのグリシン、２０％のメタノール及び０．０３８％のＳＤＳ）中でMini-Proteanの３ウ
ェスタンブロット転写システムに３５０ｍＡで２時間かけられることによりなされる。
【０１０９】
　転写されたタンパク質（ブロット）を備えるニトロセルロース紙は、その後、ＨＲＰ共
役ストレプトアビジンで１時間インキュベートされる前に、ＴＢＳＴ（１０ｍＭでｐＨ８
．０のトリス、１５０ｍＭの塩化ナトリウム、０．０５％のTween-20）中の３％ミルクで
ブロックされる。ＴＢＳＴで３－５回洗浄された後で、ブロットはPerkin Elmer（Waltha
m, MA）のWestern Lightening System を用いて改良され、化学発光シグナルがAmersham 
Hyperfilm（登録商標）のＥＣＬ（buckinghamshire, UK）によって獲得される。
【０１１０】
＜実施例７　ヒト血清サンプルにおける特異的リガンドプロファイリング＞
　４人の多発性骨髄腫患者（患者＃１－４）及び１人の健康な個人（血清ＨＣ）がビオチ
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ンにより標識化されるとともに、受容体担体としてＮＩＨ３Ｔ３細胞を用いて実施例６に
記載のリガンド濃縮にかけられた。図３Ｂに示されたごとく、多発性骨髄腫患者のビオチ
ン標識化されたリガンドのプロファイルは、健康体の個人のプロファイルと比較して、「
Ｘ」の位置に移動した上昇したタンパク質量を共有する。
【０１１１】
＜実施例８　２次元電気泳動法を用いる２つのヒト血漿サンプルのリガンドのディファレ
ンシャルプロファイリング＞
　リガンドサンプルＬ＃１及びＬ＃２は、５ｍＬの１：５０ヒト血漿希釈剤（サンプル＃
１又はサンプル＃２）及び、実施例１に従って阻害剤として２ｍｇ/ｍＬのＢＳＡを備え
る１０－ｃｍの培養皿中の受容体担体としてのヒーラ細胞の密集単層の各々から獲得され
る。該リガンドサンプルＬ＃１及びＬ＃２の各々は、トリクロロ酢酸（ＴＣＡ）によって
タンパク質沈澱を起こしやすい。Ｌ＃１のタンパク質沈澱は１０μＬの２次元の溶解緩衝
液（３０ｍＭでｐＨ８．８のトリス－ＨＣＬ、７Ｍの尿素、２Ｍのチオ尿素及び４％のＣ
ＨＡＰＳ）で再懸濁され、その後、試薬メーカーから提供されたＣｙｄｙｅの標識化の手
順に従って、GE Heathcare（Piscataway, NJ）のＣｙ３で最小限に標識化される。Ｌ＃２
のタンパク質沈澱は同様に１０μＬの２次元の溶解緩衝液で再懸濁されるが、メーカーの
推奨する手順に従って、同じくGE HeathcareのＣｙ５を用いて標識化されてもよい。
【０１１２】
　等電点電気泳動法（ＩＥＦ）の次元に関して、Ｃｙ３及びＣｙ５標識化されたサンプル
の総量は等体積で混合され、続いて２０μＬの２Ｘ２次元サンプル緩衝液（ＩＥＦ用の８
Ｍの尿素、１３０ｍＭのＤＴＴ、４％のｗ／ｖ ＣＨＡＰＳ及び２％のｖ／ｖ Pharmalyte
（登録商標）が３－１０）が獲得される。その結果生じる混合タンパク懸濁液は、１２０
μＬのDestreak溶液（７Ｍ尿素、２Ｍチオ尿素、４％のＣＨＡＰＳ、１％のｗ／ｖ ブロ
モフェノール・ブルー、GE Healthcare（カタログナンバー：１７－６００３－１９）の
１００ｍＭのDestreak試薬、及び２％のPharmalyte）及び、１００μＬの再水和緩衝液（
８Ｍの尿素、４％のＣＨＡＰＳ、１％のｗ／ｖ ブロモフェノール・ブルー、１％のPharm
alyte、及び２ｍｇ／ｍＬのＤＴＴ）によってさらに混合され、総体積が２６０μＬとな
る。混合を通して混合物は回転する。浮遊物（２５０μＭ）は、GE HealthcareのＩＰＧ
ストリップ（ＩＥＦ用の１３ｃｍ、ｐＨ３－１０リニア）に重層される。ＩＥＦは機械メ
ーカーであるGE Healthcareによって推奨される標準条件を用いて、合計して２５０００
ボルト－時間で実行される。
【０１１３】
　ＩＥＦの後、ＩＰＧストリップは、１０ｍＬの平衡緩衝液１（５０ｍＭでｐＨ８．８の
トリス－ＨＣＬ、６Ｍの尿素、３０％のｖ／ｖ グリセロール、２％のＳＤＳ、１０ｍｇ
／ｍＬのＤＴＴ、及び１％のｗ／ｖ ブロモフェノール・ブルー）を用いて軽く揺らしな
がら１５分間インキュベートする。ＩＰＧストリップはその後、１０ｍＬの平衡緩衝液２
（５０ｍＭでｐＨ８．８のトリス－ＨＣＬ、６Ｍの尿素、３０％のｖ／ｖ グリセロール
、２％のＳＤＳ、４５ｍｇ／ｍＬのヨードアセトアミド、及び１％のｗ／ｖ ブロモフェ
ノール・ブルー）を用いて軽く揺らしながら１０分間インキュベートする。ＩＰＧストリ
ップはＳＤＳゲル液体緩衝材（１９２ｍＭグリシン、２５ｍＭトリス及び０．１％ＳＤＳ
）で１回洗い流し、その後、９％－１２％勾配のＳＤＳゲル（１８×１６ｃｍ、１－ｍｍ
の厚み）に挿入される。ストリップはその後、０．５％のアガロースシール溶液で覆われ
る。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ電気泳動法は、ブロモフェノール・ブルーがゲルの底部に達するま
で１６度で行われる。その結果は図４、５及び６で示される。
【０１１４】
　電気泳動後、２次元ゲルは洗浄されるとすぐにGE HealthcareのTyphoon Trioゲルスキ
ャナを用いてスキャンされる。画像はゲルスキャナメーカーによって提供されるImageQua
nt及びDecyderソフトウェアを用いて解析される。
【０１１５】
　図４で示される如く、受容体担体としてのヒーラ細胞はヒト血漿からの小集団のタンパ
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ク質を効率的に濃縮し、したがって、解析されるタンパク質の複雑性を劇的に減少させる
。こうして、受容体としてのヒーラ細胞はサンプル内部の低含量タンパク質を個別に検出
する感度を増加させる。図４で示される如く、濃縮プロテインの大部分は低量タンパク質
であり、元のヒト血清サンプル中に高含量タンパク質があるため、濃縮工程なしでは検出
不可能である。同様に図４で示されるごとく、濃縮タンパク質の大部分は５０ｋｄよりも
小さく、リガンドタンパク質の特性は低分子量になる傾向があるということを示している
。
【０１１６】
　図５はこの濃縮方法の一貫性を示している。これは、異なるヒト血漿サンプルから獲得
されたリガンドタンパク質プロファイルがリガンドタンパク質のほとんどと類似するため
である。該リガンドタンパク質は等量で存在するものの、圧倒的多数のリガンドタンパク
質は発現量によって変化する。このことは、この濃縮方法がバイオマーカの候補範囲を監
視用に非常に管理しやすい少数に限定することを示している。
【０１１７】
＜実施例９　３つの異なる種類の細胞を受容体として用いるヒト血漿サンプルのリガンド
濃縮＞
　３つの細胞株（ヒーラ、ＭＣＦ７、及びJurkat）は受容体担体として個別に用いられる
ことによって、ヒト血漿サンプルを濃縮する（血漿３）。結果として生じたリガンドサン
プルの１次元ゲル解析は、３つの細胞株膜受容体のプロファイルが異なった結果、サンプ
ル間で異なるリガンドプロファイルを示している（図６）。ヒーラはヒトの子宮頸部腺癌
由来の上皮細胞である。ＭＣＦ７はヒトの乳腺腺癌由来の上皮状細胞である。Jurkatはヒ
トの白血病Ｔ細胞株である。
【０１１８】
　ヒーラ細胞又はＭＣＦ７細胞を受容体担体として用いたリガンド濃縮は、ブロッキング
剤として２ｍｇ／ｍＬのＢＳＡを用いて実施例１の手順に従って行うことにより、リガン
ドサンプルＬＨｅｌａ又はＬＭＣＦ７を得る。任意の溶出リガンドタンパク質が受容体担
体のヒーラ細胞又はＭＣＦ７細胞由来かどうかを決定するために、同じ細胞が血漿サンプ
ルでのインキュベーションに用いられたのと同じ条件下でＰＢＳによって同様にインキュ
ベートされることによって、結果として対照サンプルＬＣＨＥＬＡ又はＬＣＭＣＦ７が生
じる。
【０１１９】
　Jurkatは懸濁細胞株であるため、細胞株を用いたリガンド濃縮はわずかに修正した手順
を用いて実行された。簡潔にいえば、２．７×１０７のJurkat細胞が２つの１０ｍＬの遠
心分離管に均一に分けられ、その後、遠心分離にかけられる。各遠心分離管中の血清を含
むＲＰＭＩ培地は除去され、続いて血清を含まない１０ｍＬのＲＰＭＩ培地で再び満たす
。細胞を含む遠心分離管は組織培養インキュベータ内で１時間インキュベートされる。次
にJurkat細胞の両方の管は非常に冷たいＰＢＳで一度洗浄され、その後、４度という非常
に冷たいＰＢＳ中で５ｍＬの２ｍｇ／ｍＬのＢＳＡを用いて揺らしながら３０分インキュ
ベートする。Jurkat細胞の両方の遠心分離管を再度沈降させることによりＢＳＡ溶液を除
去する。管＃１のJurkat細胞を非常に冷たいＰＢＳ中に希釈された５ｍＬの１：５０ヒト
血漿３の中で再懸濁する。一方で、管＃２中のJurkat細胞は、ブランク対照として非常に
冷たいＰＢＳ中で再懸濁する。両管はその後、揺らしながら３０分間、４度で培養される
ことによって、血漿希釈液中のリガンドが各々の受容体と結合可能となるか又は細胞膜結
合タンパク質（もしあるとすれば）がＰＢＳ緩衝液中で解離可能となる。管は再度遠心分
離機にかけられ、各管の浮遊物が除去される。次に、各管の細胞は残留非結合タンパク質
を除去するため、ＰＢＳで一度洗浄される。リガンドを細胞膜から溶出するために、１．
５ｍＬの非常に冷たい溶出緩衝液（５０ｍＭでｐＨ３．０のグリシン、及び１５０ｍＭの
塩化ナトリウム）が各管に追加され、その結果生じる細胞懸濁液を揺らしながら１０分間
、４度でインキュベートされる。管＃１中のリガンドを含む溶出緩衝液及び管＃２中の溶
出溶液はその後、遠心分離によりJurkat細胞から各々回収されるとともに、Microsep 10K
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 Omega（Pall Life Science, New York）を用いて５０－１００μＬの体積に濃縮される
。この結果、リガンドサンプルＬＪｕｒｋａｔ及びJurkat細胞対照サンプルＬＣＪｕｒｋ

ａｔの各々が生じる。
【０１２０】
　１０マイクロリットル（１０μＬ）の３つのリガンドサンプル、ＬＨｅｌａ、ＬＭＣＦ

７、及び、ＬＪｕｒｋａｔが、各々の３つの対照溶液ＬＣＨＥＬＡ、ＬＣＭＣＦ７、及び
ＬＣＪｕｒｋａｔ（１０μＬ）とともに実施例６に記載の１次元ＳＤＳ－ＰＡＧＥにかけ
られる。
【０１２１】
　図６に示すとごく、異なる受容体担体を有する同じヒト血漿サンプルから濃縮されたリ
ガンドサンプルは、異なるリガンドプロファイルを示しており、各種類の細胞の異なる膜
受容体プロファイルを示唆している。ＬＪｕｒｋａｔのリガンドタンパク質のプロファイ
ルは、ＬＨｅｌａ及びＬＭＣＦ７のリガンドタンパク質のプロファイルと大きく異なる。
一方で、ＬＨｅｌａ及びＬＭＣＦ７のリガンドタンパク質のプロファイルは互いに似てい
る。これは、ヒーラ細胞及びＭＣＦ７細胞の形態及び機能が同一であること、及びJurkat
細胞との関連性が薄いことにより説明される。ＬＣＨＥＬＡ及びＬＣＭＣＦ７のレーンで
はタンパク質結合がないため、ＬＣＨＥＬＡ及びＬＣＭＣＦ７上で示されるすべてのタン
パク質はヒト血漿由来である一方で、ＬＣＪｕｒｋａｔのレーン上で示されるように、わ
ずか３０ｋＤより大きい程度のタンパク質だけが元々はヒト血漿であると考えられている
。
【０１２２】
　タンパク質を選択的に濃縮する方法が本明細書中に記載されてきた。上記方法は生体サ
ンプル中に存在する高濃縮で機能的に重要なリガンドを含むリガンドサンプルを提供する
。このように提供されるリガンドサンプルを、例えば、関心のある１以上のリガンドのさ
らなる単離、又は質量分析法とともに２次元ゲル電気泳動法を用いたリガンドプロファイ
リングに使用してもかまわない。上記リガンドプロファイリングには多くの用途があり、
例えば、病気の診断、生原体の検出、及び薬剤スクリーニングに用いられる。
【０１２３】
　本発明が適用可能な様々な改良及び工程は、本発明が対象としている当業者にとっては
明細書を再考すればすぐに容易に理解できるものである。様々な引用文献、公開公報、米
国又は海外の仮特許及び非特許出願、及び／又は米国又は海外の特許が本明細書中で確認
されているが、その各々は参照することにより、全体として本発明に組み込まれるもので
ある。本発明は当然のことながら、いかなる特定の理解、信念、理論、根本的な前提、及
び／又は実施例あるいは机上の例とも結びつくものではないものの、本発明の様々な様態
及び特性は、理解、信念、理論、根本的な前提、及び／又は実施例あるいは机上の例に関
して説明又は記載されている。本発明の様々な様態及び特性は、本明細書に記載の様々な
実施形態及び実施例に関連して記載されているものの、当然のことながら本発明は付加さ
れた請求項の全範囲内で保護を受ける権利を有する。
【０１２４】
（付録Ａ）
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（付録Ａの続き－１）
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【０１２６】
（付録Ａの続き－２）



(33) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１２７】
（付録Ａの続き－３）



(34) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１２８】
（付録Ａの続き－４）



(35) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１２９】
（付録Ａの続き－５）



(36) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１３０】
（付録Ａの続き－６）



(37) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１３１】
（付録Ａの続き－７）



(38) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１３２】
（付録Ａの続き－８）



(39) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１３３】
（付録Ａの続き－９）



(40) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１３４】
（付録Ａの続き－１０）



(41) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１３５】
（付録Ａの続き－１１）



(42) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

40
【０１３６】
（付録Ａの続き－１２）



(43) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１３７】
（付録Ａの続き－１３）



(44) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１３８】
（付録Ａの続き－１４）



(45) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１３９】
（付録Ａの続き－１５）



(46) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１４０】
（付録Ａの続き－１６）



(47) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

【０１４１】
（付録Ａの続き－１７）



(48) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１４２】
（付録Ａの続き－１８）



(49) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30



(50) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１４３】
（付録Ａの続き－２０）



(51) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１４４】
（付録Ａの続き－２１）



(52) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１４５】
（付録Ａの続き－２２）



(53) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

40【０１４６】
（付録Ａの続き－２３）



(54) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１４７】
（付録Ａの続き－２４）



(55) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１４８】
（付録Ａの続き－２５）



(56) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

40
【０１４９】
（付録Ａの続き－２６）



(57) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１５０】
（付録Ａの続き－２７）



(58) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

40
【０１５１】
（付録Ａの続き－２８）



(59) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１５２】
（付録Ａの続き－２９）



(60) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１５３】
（付録Ａの続き－３０）



(61) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１５４】
（付録Ａの続き－３１）



(62) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１５５】
（付録Ａの続き－３２）



(63) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１５６】
（付録Ａの続き－３３）



(64) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１５７】
（付録Ａの続き－３４）



(65) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１５８】
（付録Ａの続き－３５）



(66) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１５９】
（付録Ａの続き－３６）



(67) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１６０】
（付録Ａの続き－３７）



(68) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１６１】
（付録Ａの続き－３８）



(69) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１６２】
（付録Ａの続き－３９）



(70) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１６３】
（付録Ａの続き－４０）



(71) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１６４】
（付録Ａの続き－４１）



(72) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１６５】
（付録Ａの続き－４２）



(73) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１６６】
（付録Ａの続き－４３）



(74) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１６７】
（付録Ａの続き－４４）



(75) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１６８】
（付録Ａの続き－４５）



(76) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１６９】
（付録Ａの続き－４６）



(77) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１７０】
（付録Ａの続き－４７）



(78) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１７１】
（付録Ａの続き－４８）



(79) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１７２】
（付録Ａの続き－４９）



(80) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１７３】
（付録Ａの続き－５０）



(81) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１７４】
（付録Ａの続き－５１）



(82) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１７５】
（付録Ａの続き－５２）



(83) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

40
【０１７６】
（付録Ａの続き－５３）



(84) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１７７】
（付録Ａの続き－５４）



(85) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１７８】
（付録Ａの続き－５５）



(86) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１７９】
（付録Ａの続き－５６）



(87) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１８０】
（付録Ａの続き－５７）



(88) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１８１】
（付録Ａの続き－５８）



(89) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１８２】
（付録Ａの続き－５９）



(90) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１８３】
（付録Ａの続き－６０）



(91) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１８４】
（付録Ａの続き－６１）



(92) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１８５】
（付録Ａの続き－６２）



(93) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１８６】
（付録Ａの続き－６３）



(94) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１８７】
（付録Ａの続き－６４）



(95) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１８８】
（付録Ａの続き－６５）



(96) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１８９】
（付録Ａの続き－６６）



(97) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１９０】
（付録Ａの続き－６７）



(98) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１９１】
（付録Ａの続き－６８）



(99) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１９２】
（付録Ａの続き－６９）



(100) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１９３】
（付録Ａの続き－７０）



(101) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１９４】
（付録Ａの続き－７１）



(102) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１９５】
（付録Ａの続き－７２）



(103) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１９６】
（付録Ａの続き－７３）



(104) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１９７】
（付録Ｂ）

【０１９８】
（付録Ｂの続き－１）



(105) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０１９９】
（付録Ｂの続き－２）



(106) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０２００】
（付録Ｂの続き－３）



(107) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０２０１】
（付録Ｂの続き－４）



(108) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０２０２】
（付録Ｂの続き－５）



(109) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０２０３】
（付録Ｂの続き－６）



(110) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

40
【０２０４】
（付録Ｂの続き－７）



(111) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０２０５】
（付録Ｂの続き－８）



(112) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０２０６】
（付録Ｂの続き－９）



(113) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０２０７】
（付録Ｂの続き－１０）



(114) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０２０８】
（付録Ｂの続き－１１）



(115) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０２０９】
（付録Ｂの続き－１２）



(116) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０２１０】
（付録Ｂの続き－１３）



(117) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

【０２１１】
（付録Ｂの続き－１４）



(118) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

【図１】 【図２】



(119) JP 2009-543555 A 2009.12.10

【図３】 【図４】

【図５】 【図６】



(120) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

20

30

40

【国際調査報告】



(121) JP 2009-543555 A 2009.12.10

10

フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MT,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(
BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BH,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,
CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KN,K
P,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RS,RU
,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,SV,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,ZA,ZM,ZW

Ｆターム(参考) 4B063 QA18  QQ03  QQ06  QQ08  QQ10  QQ15  QQ79  QR48  QR56  QR77 
　　　　 　　        QR82  QS16  QS33  QX02  QX04 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA20  AA30  BA10  CA01  CA11  CA40  EA50  GA20 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	search-report
	overflow

