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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
少なくとも２つのサンプルの間で目的のタンパク質組成を比較する方法であって、以下：
　（ａ）該少なくとも２つの異なるサンプルの各々からタンパク質の抽出物を調製する工
程；
　（ｂ）各サンプルについて１つ、実質的に化学的に同一であり、そして示差的な同位体
標識タンパク質試薬のセットを提供する工程であって、該試薬が、Ａ－Ｌ－ＰＲＧおよび
Ｌ－ＰＲＧからなる群より選択される式を有し、ここで、Ａは、捕捉試薬に選択的に結合
するアフィニティー標識であり、Ｌは、１つ以上の原子が１つ以上の安定な同位体で示差
的に標識されたリンカー基であり、そしてＰＲＧが所定のタンパク質官能基と選択的に反
応するタンパク質反応基であるかまたは酵素に対する基質である、工程；
　（ｃ）工程（ａ）の各タンパク質サンプルと、工程（ｂ）の該セットからの異なる試薬
とを反応させて、同位体標識タンパク質を提供する工程；
　（ｄ）該同位体標識タンパク質の各々を混合して、異なる同位体標識タンパク質の単一
の混合物を形成する工程；
　（ｅ）工程（ｄ）の該混合物を、該混合物中のタンパク質を分離し得る電気泳動法によ
り電気泳動する工程；および
　（ｆ）化学的消化または酵素的消化から得られる個々のペプチドに基づく質量スペクト
ルにより、２つのサンプルにおけるタンパク質の発現レベルの差を検出する工程、
を包含する、方法。
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【請求項２】
前記試薬が、式：Ａ－Ｌ－ＰＲＧを有し、そして前記サンプル中のアフィニティータグ化
タンパク質が酵素的または化学的に処理されて、それらを標識ペプチドに変換する、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
前記試薬が、式：Ｌ－ＰＲＧを有し、そして前記サンプル中の標識タンパク質が酵素的ま
たは化学的に処理されて、それらを標識ペプチドに変換する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記標識タンパク質の１つ以上のタンパク質またはペプチド部分が、タンデム質量分析に
より配列決定され、前記ペプチドの起源となった標識タンパク質を同定する、請求項１、
２、または３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
前記タンパク質が、ペプチド質量フィンガープリントにより同定され、そして前記同位体
標識ペプチドが、定量のために使用される、請求項１、２、または３のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項６】
前記サンプル中の１つ以上のタンパク質またはペプチドの量がまた、質量分析により決定
される方法であって、そして該方法はさらに、定量される該タンパク質の各々についての
既知量の１つ以上の内部標準をサンプル中に導入する工程を包含する、請求項１、２、ま
たは３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
前記放出された同位体標識タンパク質またはペプチドが、質量スペクトルによる検出前に
クロマトグラフィーにより分離される、請求項１、２、または３のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項８】
前記サンプルが、組織、細胞、血清を含む生物学的流体、脳脊髄液、尿、腹水、または上
清および種々の膜含有器官もしくは核調製物を含む準細胞画分に由来するタンパク質混合
物、あるいはクロマトグラフィー法、キャピラリー電気クロマトグラフィー法、もしくは
キャピラリー電気泳動法により分離されるタンパク質調製物からなる、請求項１、２、ま
たは３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
前記タンパク質が、任意のタンパク質染色技術により同定されるか、またはタンパク質含
有領域が、系統的な消化および抽出またはトランスブロットおよび消化の任意の組み合わ
せの後に、質量スペクトルにより局在化される、請求項１、２、または３のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１０】
前記サンプル中の複数のタンパク質またはペプチドが検出および同定される、請求項１、
２、または３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
前記サンプル中の前記タンパク質またはペプチドの１つ以上が、化学的または酵素的に処
理されて、標識と反応し得る官能基を露出する工程をさらに包含する、請求項１、２、ま
たは３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
前記ＰＲＧが、特定のタンパク質官能基と選択的に反応するタンパク質反応基であり、そ
して複数のタンパク質またはペプチドが、単一のサンプル中で検出および分離される、請
求項１、２、または３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
タンパク質またはペプチドとの反応に対して異なる特異性を有する、２つ以上の実質的に
化学的に同一であり、そして示差的な同位体標識タンパク質反応性試薬が提供され、そし
て分析される各サンプルと反応される、請求項１２に記載の方法。
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【請求項１４】
前記サンプル中の前記タンパク質またはペプチドの全てが検出および同定される、請求項
１３に記載の方法。
【請求項１５】
２つ以上の異なるサンプル中の１つ以上のタンパク質またはペプチドの相対量が決定され
る方法であって、そして該方法はさらに、前記示差的な標識サンプルを合わせる工程、該
合わせたサンプルから同位体標識成分を捕捉する工程、および示差的な標識タンパク質ま
たはペプチドの相対量を測定する工程を包含する、請求項１、２、または３のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項１６】
１つ以上の異なるサンプル中の膜タンパク質の相対量を決定する、請求項１、２、または
３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
異なるサンプルが、異なる器官または異なる準細胞画分から得られたタンパク質を含む、
請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
異なるサンプルが、異なる環境条件または栄養条件、異なる化学的刺激または物理的刺激
に応答してか、あるいは異なる時点で発現されたタンパク質またはペプチドを表す、請求
項１５に記載の方法。
【請求項１９】
絶対タンパク質濃度が、既知量の重水素化ペプチド標準または非重水素化ペプチド標準と
の比較により推定され、ここで、この標準は、化学的合成によって導かれるか、または生
物学的サンプルから単離される、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
複数のサンプルが、異なる数の重原子を含有するＰＲＧによって標識され、その結果、複
数のサンプルが、単一のゲル上で分離され得、そして同時に分析され得る、請求項１に記
載の方法。
【請求項２１】
特定の情報を有することが以前に知られている特に目的とするタンパク質が、１Ｄゲルま
たは２Ｄゲル上の位置に基づいて分析され、ここで、これらのタンパク質は、疾患マーカ
ーおよびコントロールタンパク質を含み得る、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
特定のタンパク質の翻訳後修飾状態が、ゲル分析によりモニターされる、請求項１に記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、溶解物、細胞抽出物、または組織抽出物のような複雑なタンパク質サンプル
の間で、タンパク質組成の差異を検出するためのプロセスに関連する。より具体的には、
本発明は、このような差異を検出することが可能である少なくとも２つの標識された試薬
を使用するゲル電気泳動を用いてタンパク質組成物を分析するためのプロセスに関連する
。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　２次元（２Ｄ）電気泳動は、細胞溶解物またはオルガネラに由来するような、タンパク
質の複雑な混合物の定量分析に関して、長きに亘り頼みの綱であった。タンパク質を定量
するための従来の方法は、このゲルのイメージ解析を実施することである。これらのタン
パク質は、タンパク質を染色することによってか、オートラジオグラフィーによってか、
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または、特定のタンパク質について特異的な抗体を使用すること（ウェスタンブロット）
によって、検出され得る。ゲル上のあるスポットまで移動したタンパク質量を定量するた
めの強力なソフトウェアが開発されてきたが、このゲルが完全に再生可能でありる場合で
も、そしてこのソフトウェアが重なり合うスポットおよび平坦でないバックグラウンドの
曖昧さを解決し得る場合でも、この様な分析によってどれほど多くの情報が得られるかと
いうことについては、限界が存在する。近年、質量分析技術は、ＰＣＴ国際出願ＷＯ００
／１１２０８において公開され、この中では、定量化が質量分析法で実施されているため
に、安定な同位体が、任意の種類のゲルおよび画像分析についての要件をかいくぐるタン
パク質の各々に由来するペプチドに取り込まれている。しかし、タンパク質が先立って消
化される場合に、タンパク質の化学的改変に関連するほとんど全ての情報が消失しており
、かつ検出されるペプチドを共有する様々なタンパク質についての定量的な情報は、まと
めて検出されてしまう。
【０００３】
　タンパク質は、事実上のどの生物学的プロセスの制御および実行についても必須である
。タンパク質の合成速度およびそのタンパク質の半減期、従って、それらの発現レベルは
また、転写後に制御される。さらに、タンパク質の活性は、転写後の改変、特に、タンパ
ク質のリン酸化によって調節され、そしてＤＮＡおよびタンパク質を含む他の分子とタン
パク質との結合に依存する。従って、タンパク質の発現レベルもその活性状態も、遺伝子
配列から、または対応するｍＲＮＡ転写物の発現レベルからも自明ではない。従って、生
物学系の完全な記述が、その系を構成するタンパク質の同一性および活性の状態を示す指
標を含むことが所望される。細胞または組織において発現されるタンパク質の大規模（完
全に全範囲に及ぶ）分析は、プロテオーム解析と称される。プロテオーム解析によって、
細胞の構造、機能、および発生における差異を検出およびモニターすることが可能となる
。正常細胞と異常細胞（例えば、癌腫細胞）との間のタンパク質が含有量における差異を
決定する能力は、価値ある診断ツールである。
【０００４】
　現在において、タンパク質分析ツールは、現在の利用可能であるゲノム技術のスロープ
ットおよびレベルに到達していない。プロテオーム解析の最も一般的な実行は、２Ｄゲル
電気泳動（２ＤＥ）およびそれれらの別個のタンパク質種のそれに続く同定（特に、質量
分析法）による複雑なタンパク質サンプルの分離に基く。このアプローチは、強力な質量
分析技術の発達ならびに、タンパク質およびペプチドの質量スペクトルと、配列データベ
ースとを関連付け、そしてそれによって最終的にタンパク質を同定するコンピュータアル
ゴリズムの発達によって、大革新された。この技術は、従来のタンパク質染色法（銀染色
を含む）によって検出可能である、本質的に任意のタンパク質の同定を可能する感度レベ
ルに到達している。２ＤＥ／ＭＳｎ法において、タンパク質は、２ＤＥゲルの染色された
スポットのデンシトメトリー、その後の質量分析法（ＭＳ）、タンデム質量分析法（ＭＳ
ＭＳまたはＭＳ２）あるいは複数ラウンドの質量分析法（ＭＳ）ｎによって定量される。
あるいは、この染色工程は省かれ得、そして、これらのタンパク質は、質量分析法、例え
ば、１Ｄゲルからのスライスごとの抽出物、または２Ｄゲルのピースごとの抽出物の分析
によってか、または、このようなゲルからの消化物がトランスブロッティングによって付
着されたメンブレンをスキャンすることによって、検出され得る（Ｂｉｅｎｖｅｎｕｔら
，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７１：４８００－４８０７，１９９９）。
【０００５】
　ゲル電気泳動において、タンパク質は、変性条件下にあるポリアクリルアミドゲル中の
タンパク質混合物の電気泳動により、質量の差異に従って個々の成分に分離され得る。１
次元ゲル電気泳動および２次元電気泳動は、タンパク質を研究するための標準的なツール
となっている。円筒型ゲルまたはスラブ（ｓｌａｂ）ゲルを介する、１次元ＳＤＳ（ドデ
シル硫酸ナトリウム）電気泳動によって、試験するサンプル中の主要なタンパク質のみが
明らかになる。２次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動（２Ｄ　ＰＡＧＥ）は、１つの目
の次元で等電点をあわせること（すなわち、電荷）によって、そして、２つ目の次元でサ
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イズ（大きさ）によって分析することによって、タンパク質を分離し、この２Ｄ　ＰＡＧ
Ｅは、そのサンプル中に多くのタンパク質が存在する場合には重要である、高い解像倍率
（解像検出力）を提供する。このタンパク質は、１次元にゲルにおいては、バンドとして
、２次元ゲルにおいては、スポット（点）として、それぞれ移動する。分離されたタンパ
ク質は、タンパク質特異的色素を使用する染色、タンパク質媒介性銀沈殿、放射性標識し
たタンパク質のオートラジオグラフィー検出、蛍光標識した化合物との共有結合またはそ
れらとの非共有結合のような種々の方法によって可視化される。電気泳動の直後に、得ら
れたゲルパターンは、肉眼、写真による画像取り込みまたは電子画像取り込み（例えば、
冷却した電荷結合素子（ＣＣＤ））によって可視化され得る。様々な細胞または細胞発生
の様々な段階に由来するタンパク質のサンプルを比較するために、様々なサンプルの各々
が、現在においては、１つの１次元ゲルまたは別個の２次元ゲルの別個のレーンにおいて
泳動される。比較は、肉眼による調査また電子画像（例えば、デジタル化された、１次元
またはた２次元のゲルのコンピュータ支援画像解析）によって行われる。このような研究
の目的は、しばしば、無数のタンパク質のうちどのタンパク質においてコントロールサン
プルと１以上の実験サンプルとの間の発現レベルにおける変化を検出され得るかというこ
とを決定することである。
【０００６】
　２次元ゲル電気泳動は、タンパク質の複雑な混合物を読み解くための強力なツールであ
る。しかし、タンパク質の移動度における差異は、僅かであり得る。このゲルにおける不
完全性は、正確な観察を干渉し得る。不完全性を最小化するために、市販される電気泳動
システムによって提供されるゲルは、厳密な精度をもって調製されている。精細なコント
ロール用いた場合でさえも、２つのゲルは同一であることはない。これらのゲルは、ｐＨ
勾配または一様性において相互に異なり得る。さらに、１回の泳動から次の泳動への電気
泳動条件は、異なり得る。様々なゲルの自動アライメントのためのコンピュータソフトウ
ェアが開発されている。しかし、これらのソフトウェアパッケージのうちの全ては、２次
元ゲルにおける次元の１つまたは両方の線形膨張写像または線形縮小写像（ｌｉｎｅａｒ
　ｅｘｐａｎｓｉｏｎ　ｏｒ　ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ）に基く。このソフトウェアは、
これらのゲルにおける局所的な歪みの調整において困難性を有する。このような限界を乗
り越えるための理想的な方法は、ゲル電気泳動の前に２つのサンプルを合わせ、これらの
２つのサンプルがその分析段階で相互に識別され得ることを仮定することである。
【０００７】
　１つのサンプルが第１の色素で染色され、かつ、第２のサンプルが第２の色素で染色さ
れる、少なくとも２つのサンプルに由来するタンパク質組成を分析するためのプロセスを
提供することが、米国特許第６，０４３，０２５号および同第６，１２７，１３４号にお
いて提案されている。次いで、これらのサンプルは、１Ｄゲル電気泳動プロセスまたは２
Ｄ電気泳動プロセスのいずれかによって分離され、複数のスポットへのタンパク質分離を
達成する。次いで、目的にスポットは、その色素の蛍光強度における差異を決定するため
に分析され、それによって、各サンプルからタンパク質濃度を決定する。このカメラは、
放射される光線の波長によって２つの色素間を識別し得るが、これらの色素の間のスペク
トルの重なり合いの少量の部分に起因して、動的範囲が損なわれ得る。この定量が正確で
あるために、２種のタンパク質が、正確に、同一スポットに移動するべきであり、理想的
には、その改変されていないタンパク質と同一位置に移動されるべきである。いくつかの
例において、そのタンパク質の少数の割り合いは、それらの色素で最初に染色されている
。染色されていないタンパク質からの染色されたタンパク質の任意の分離が存在する場合
、そのいくつかの蛍光発光するタンパク質が、いくつかの関連のない染色されていないタ
ンパク質とともに移動し得、そのタンパク質が電気泳動後に同定される場合、誤った識別
を生じる。
【０００８】
　マイクロキャピラリー液体クロマトグラフィー（μＬＣ）およびデータベース検索と併
せて自動データ依存型エレクトロスプレーイオン化（ＥＳＩ）タンデム質量分析法（ＭＳ
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ｎ）のための方法および装置の開発によって、ゲル分離されたタンパク質の同定の（検出
）感度および速度が有意に増加された。プロテオーム解析に対する２ＤＥ／ＭＳｎアプロ
ーチの代替案として、複雑なタンパク質混合物の消化によって生成されたペプチド混合物
のタンデム質量分析法による直接的な分析が提案されてきた（Ｄｕｃｒｅｔら，Ｐｒｏｔ
．Ｓｃｉ．７：７０６－７１９，１９９８）。タンデムμＬＣ／ＭＳＭＳはまた、ゲル電
気泳動分離をすることなしに、混合物から直接的に個々のタンパク質を大規模同定するの
ために首尾よく利用されている（Ｙａｔｅｓら，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，
１４６：１７－２６，２０００；Ｌｉｎｋら，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１７：６
７６－８２，１９９９；Ｏｐｉｔｅｋら，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６４：１５１８－１５２
４，１９９７）。これらのアプローチは、劇的にタンパク質同定を加速する一方で、その
分析されたタンパク質の絶対量または相対量は容易に決定されず、そしてこれらの方法は
、２ＤＥ／ＭＳＭＳアプローチが直面する動的範囲（動的レンジ）の問題を実質的に軽減
することを示したわけではない（Ｇｙｇｉら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ　１７：９３９０－５，２０００）。従って、複雑なサンプル中での低存在度のタ
ンパク質はまた、それらのタンパク質を事前に増幅することなしにμＬＣ／ＭＳＭＳ法に
よって分析することは困難である。
【０００９】
　従来のタンパク質染色法または蛍光染色法を用いる染色強度に基いて、ＳＤＳ　ＰＡＧ
Ｅまたは２Ｄ　ＰＡＧＥの後に、複雑な混合物中のタンパク質を定量することに対する代
替案は、目的の領域に局在するタンパク質染色剤を使用することである。タンパク質分解
消化の後に次いで、このペプチドは、安定同位体を用いて、例えば、変性したニコチノイ
ルオキシスクシンイミド（ｎｉｃｏｔｉｎｏｙｌｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ）を用い
て標識され（Ｍｕｎｃｈｂａｃｈ，Ｑｕａｄｒｏｎｉ，ＭｉｏｔｔｏおよびＪａｍｅｓ，
Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．Ａ，２０００）、これによって、質量分析法が、定量のために使用
されることを可能にする。このアプローチは、得られるタンパク質の比は、それらのスポ
ットが如何に注意深くそのゲルから切り取られたかに依存するという欠点を被っている。
また、コントロールサンプルおよび実験的サンプルは、別個のゲル上で分離されねばなら
ない。
【００１０】
　あるいは、同位体標識にされたアミノ酸前駆体が、タンパク質分解消化に先立って、こ
れらの２つのサンプルのどちらか１つに特異的に導入され得る（ＳｅｃｈｉおよびＣｈａ
ｉｔ，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，２４：５１５０－８，１９９８，Ｃｈｅｎ，Ｓｍｉｔｈお
よびＢｒａｄｂｕｒｙ，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７２：１１３４－１１４３，２０００）。
このアプローチは、タンパク質が標識されたアミノ酸前駆体により標識されていないアミ
ノ酸前駆体がほぼ完全に置き換えられることを可能にする培養条件から単離されなければ
ならなという欠点を被っており、そうでない場合、各ペプチドの強度が通常よりも大きく
同位体クラスターを覆うように広がり、感度および定量を損なってしまう。
【００１１】
　近年、タンパク質のシステイン含有ペプチドへの安定同位体の取り込みと、これらの改
変されたペプチドをアフィニティ精製して、その後に、質量分析法によって、それらのタ
ンパク質を検出する能力とを合わせた、コードアフィニティタグ（ＩＣＡＴＴＭ）に関連
するアプローチが開発された（Ｇｙｇｉら，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，１７：９
９４－９，１９９９）。この方法を実施するための有用な試薬は、ＩＣＡＴＴＭブランド
のもとで、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）
から市販されている。タンパク質は、代表的には、少数のシステイン残基を有するので、
タンパク質分解性消化の際、産生される少数のペプチドのサブセットに焦点をあて、最も
多く存在するタンパク質の数のペプチドに圧倒されることなしにプロテオームへさらと突
き進むことを可能にすることによって、大多数のタンパク質を同定することが可能である
。定量が質量分析法によって実施されるので、２つ以上のサンプルが、分析前に一緒にさ
れ得、その結果、人工的なサンプル処理での差異は、それがシステイン改変の後に生じる
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限りにおいてその結果に影響を与えない。
【００１２】
　しかし、特定の場合に、実験から得られる情報を制限する技術に基づき、上記のＩＣＡ
Ｔ試薬に対するいくつかの限界が存在する。このシステイン含有ペプチドは、タンパク質
（または相同性タンパク質のクラス）を一様に同定するのに十分に長いはずである。各ペ
プチドは、別個に精製されるので、ＭＳｎ技術が、より単純なペプチド質量フィンガープ
リンティング（ｐｅｐｔｉｄｅ　ｍａｓｓ　ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ）（ＰＭＦ）
技術の代わりに、ペプチドが由来するタンパク質を同定するために使用される。システイ
ン含有ペプチドが由来するタンパク質のインタクトな分子量についての情報、またはこの
タンパク質がリン酸化によって化学的に改変されているか否かに関するする情報は保持さ
れていない。最終的に、システインを含有していないタンパク質からは情報はなんら得ら
れない。
【００１３】
　本発明は、質量分析定量法と２Ｄ電気泳動の解像検出力とを合わせ、その結果、複雑な
混合物を含む２以上のサンプルにおけるタンパク質組成における差異が、単一の２Ｄゲル
から決定され得る。ＩＣＡＴ試薬技術の現在の状態に対するこの伸展によって、前述した
限界の各々が克服される。タンパク質は、既に述べたように、同じＩＣＡＴ試薬技術を使
用することによって改変される。しかし、２Ｄゲルによるタンパク質の分離の全ての利点
は、保存される。ＩＣＡＴ試薬標識ペプチドの分析自体によっては、それらが由来するタ
ンパク質の化学的改変についての情報はなんら生じないが、ゲル上のタンパク質の位置は
、タンパク質が改変されたか否かを示してる。また、化学的に改変されたペプチド自体が
同じスポットに存在し、従って、そのＩＣＡＴ試薬標識ペプチドは、なお、改変された種
の各々の相対量の定量化のために使用され得る。さらに、任意の長さのＩＣＡＴ試薬含有
ペプチドは、ここでは、任意のスポットが非常に少ないタンパク質を含有しているので、
情報を与え得る。また、これによって、ＰＭＦの使用がこれらのタンパク質（そのゲル上
の同一のスポットに存在し得る任意の非システイン含有タンパク質を含む）を同定するこ
とを可能する。これらの技術は、さらに、２以上のサンプル（例えば、実験から得られた
サンプルおよびコントロールサンプル）の同時処理を可能にする。技術おけるこれと同じ
組み合わせはまた、１Ｄ　ＳＤＳ　ＰＡＧＥゲル分析、１Ｄ等電集束ゲルなどのような低
解像度ゲルシステムにも適用可能である。
【００１４】
　（発明の要旨）
　本発明は、１つのユニット操作内で、２以上のサンプルに由来するタンパク質混合物中
の、タンパク質またはタンパク質機能についての高速で、定量的な分析のための、１Ｄゲ
ル電気泳動および２Ｄゲル電気泳動ならびに質量分析法に基づく方法を提供する。従って
、どのタンパク質が、実験サンプルとコントロールサンプルとの間の発現レベルにおいて
変化しているかを推定するために、１つのゲルのみが実施されなくてはならない。これは
、質量分析法によってこの定量が決定されるためである。この分析方法は、定量、および
特に、細胞および組織における、全体のタンパク質発現プロフィールについての定量分析
（すなわち、プロテオームの定量分析）のために使用され得る。細胞、組織、または生物
学的流体の発現レベルが、刺激（例えば、薬物の投与または潜在的な毒性物質との接触）
によってか、環境変化（例えば、栄養レベル、温度、時間経過）によってか、または状態
変化またはそのサンプルが由来する、細胞、組織、もしくは器官の条件もしくは細胞の条
件もしくは状態（例えば、疾患状態、悪性度、部位特異的変異、遺伝子ノックアウト）に
よって影響されるようなタンパク質についてスクリーニングするため、そして、それを同
定するために、本方法はまた使用される得る。このようなスクリーニングにおいて同定さ
れるタンパク質が、変化した状態のためのマーカーとして機能し得る。例えば、正常細胞
と悪性細胞のタンパク質発現プロフィールの比較によって、その存在または非存在がその
悪性度の特性および診断上の特徴であるようなタンパク質の同定が得られる。
【００１５】
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　本明細書中における方法はまた、生物学的流体（例えば、血液）、または細胞もしくは
組織における、所定のタンパク質またはタンパク質機能の、存在、非存在、欠失、または
過剰を検出するための種々の臨床的分析および診断的分析を実施するために使用され得る
。この方法は、タンパク質の複雑な混合物、すなわち、５以上の別個のタンパク質または
タンパク質機能を含む混合物の分析において、特に有用である。この方法はまた、具体的
に較正された基準が標識されたときに、絶対的であり、定量的な変化を調べるために使用
され得る。
【００１６】
　ＰＣＴ特許出願公開（ＷＯ　００／１１２０８）において説明されるような技術と同様
に、本発明は、複雑な混合物からのペプチドフラグメントの選択的単離を可能にする、ア
フィニティ標識タンパク質反応試薬または非アフィニティ標識タンパク質反応試薬のいず
れかであり得る同位体によって標識されたタンパク質を使用する。第１に、このコントロ
ールサンプルおよび実験的サンプルは、ＩＣＡＴ試薬の異なる同位体試薬で別個に標識さ
れ、次いで、一緒にされている。２つ以上のサンプルのタンパク質成分の分離は、１Ｄゲ
ル電気泳動または２Ｄゲル電気泳動、これに続くタンパク質分解によって達成される。こ
の単離されたペプチドフラグメントまたは反応産物は、これらの混合物中のタンパク質の
存在の特性である。単離されたペプチドは、質量分析法（ＭＳ）技術によって特徴付けら
れる。最多量のタンパク質は、ペプチド質量フィンガープリンティングによって同定され
得る。あるいは、単離されたペプチドの配列は、現在利用可能な配列データベース検索技
術を適用することによって、タンデムＭＳ（ＭＳｎ）技術を使用して決定される得、この
配列決定されたペプチドが由来するタンパク質が、同定され得る。本発明のプロセスにお
いて使用される試薬は、様々サンプルにおけるタンパク質の相対量の質量分析法によって
定量決定を促進する単離されたペプチドの差次的同位体標識化を提供する。また、既知の
濃度の内部標準として差次的同位体標識された試薬を使用することによって、サンプル中
に存在する１以上のタンパク質または反応産物の絶対量を定量的決定を促進する。
【００１７】
　一般的に、本発明のプロセスにおいて使用される親和性標識化タンパク質反応試薬は、
３つの部分を有する：タンパク質反応基（ＰＲＧ）に、リンカー基（Ｌ）：Ａ－Ｌ－ＰＲ
Ｇを介して共有結合された親和性標識（Ａ）。このリンカーは、（例えば、リンカー内の
１つ以上の原子を、それらの安定な同位体に置換することによって）差示的に同位体標識
され得る。例えば、水素原子は重水素原子と、または１２Ｃは１３Ｃと置換され得る。
【００１８】
　本発明のプロセスにおいて使用される非親和性標識化タンパク質反応試薬は、２つの部
分を有する：タンパク質反応基（ＰＲＧ）およびリンカー基（Ｌ）：Ｌ－ＰＲＧ（これは
、上記で記載されるとおりである）。
【００１９】
　親和性標識Ａは、分子ハンドルとして機能し、捕捉試薬（ＣＲ）に、共有結合的または
非共有結合的に選択的に結合する。ＣＲへの結合は、Ａを用いて標識されたペプチドの単
離を促進する。特定の実施形態において、Ａは、ストレプトアビジンまたはアビジンであ
る。親和性タグ化された物質（これらのいくつかは、同位体標識され得る）の親和性単離
の後、Ａと捕捉試薬との間の相互作用は、単離された物質のＭＳ分析を可能にするために
、崩壊ままたは破壊される。利用される場合、親和性標識は、置換リガンド（これは、遊
離ＡまたはＡの誘導体であり得る）の添加によってか、または溶媒条件（例えば、溶媒の
型またはｐＨ）もしくは温度条件の変更によって捕捉試薬から置換され得るか、あるいは
リンカーは、化学的、酵素的、熱的または光化学的に切断され、ＭＳ分析のために単離さ
れる物質を放出し得る。
【００２０】
　本明細書中で具体的に提供されるＰＲＧ基の型としては、タンパク質官能基と選択的に
反応するＰＲＧ基が挙げられ、共有結合または非共有結合を形成し、特異的部位でタンパ
ク質をタグ化する。特定の実施形態において、ＰＲＧは特定のタンパク質基に対して特異
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的反応性（例えば、メルカプト基に対する特異性）を有する基であり、そして錯体混合物
において選択的にタンパク質をタグ化するために一般的に有用である。メルカプト基特異
的試薬は、システインを含むタンパク質をタグ化する。
【００２１】
　本発明のプロセスにおいて有用な例示的な試薬は、以下の一般式を有する：
　Ａ－Ｂ１－Ｘ１－（ＣＨ２）ｎ－［Ｘ２－（ＣＨ２）ｍ］Ｘ－Ｘ３－（ＣＨ２）ｐ－Ｘ
４－Ｂ２－ＰＲＧ
ここで、
　Ａは、必要に応じて存在し、そして親和性標識であり；
　ＰＲＧは、タンパク質反応基であり；
　Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およびＸ４は、互いに独立して、かつＸ２はリンカー基における他の
Ｘ２に独立して、Ｏ、Ｓ、ＮＨ、ＮＲ、ＮＲＲ’＋、ＣＯ、ＣＯＯ、ＣＯＳ、Ｓ－Ｓ、Ｓ
Ｏ、ＳＯ２、ＣＯ－ＮＲ’、ＣＳ－ＮＲ’、Ｓｉ－Ｏ、アリールまたはジアリール基から
選択され得るか、あるいはＸ１～Ｘ４は、非存在であり得るが、好ましくは、Ｘ１～Ｘ４

の少なくとも１つは存在し；
　Ｂ１およびＢ２は、互いに独立して、ＡまたはＰＲＧ基のリンカーへの結合を促進し得
るか、またはリンカーからのこれらの基の望まない切断を防ぎ得る付加的部分であり、そ
して例えば、ＣＯＯ、ＣＯ、ＣＯ－ＮＲ’、ＣＳ－ＮＲ’から選択され得、そして１つ以
上のＣＨ２基を単独もしくは他の基（例えば、（ＣＨ２）ｑ－ＣＯＮＲ’、（ＣＨ２）ｑ

－ＣＳ－ＮＲ’、または（ＣＨ２）ｑ）との組合せで含み得；
　ｎ、ｍ、ｐおよびｑは、０～約１００の値を有し得る自然数であり、好ましくは、ｎ、
ｍ、ｐまたはｑのうちの１つは０ではなく、そしてｘはまた、０～約１００の範囲にわた
り得る自然数であり、ここで、ｎ＋ｘｍ＋ｐ＋ｑの合計は、好ましくは、約１００未満で
あり、そしてより好ましくは約２０未満であり；
　Ｒは、アルキル、アルケニル、アルキニル、アルコキシまたはアリール基であり；そし
て
　Ｒ’は、水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、アルコキシまたはアリール基であ
る。
【００２２】
　リンカーのＣＨ２基の１つ以上は、必要に応じて、小さな（Ｃ１～Ｃ６）のアルキル基
、アルケニル基、またはアルコキシ基、アリール基で置換され得るか、あるいはイオン化
を促進する官能基（例えば、永続的に正電荷または負電荷を有する酸性基または塩基性基
）で置換され得る。リンカー内のＣＨ２基を結合する１つ以上の単結合は、二重結合また
は三重結合で置換され得る。好ましいＲおよびＲ’アルキル基、アルケニル基、アルキニ
ル基またはアルコキシ基は、１～約６炭素原子を有する小さな基である。
【００２３】
　リンカー内の１つ以上の原子は、実質的に化学的に同一であるが、同位体的に識別可能
な１つ以上の試薬を生成するために、安定な同位体で置換され得る。例えば、リンカー内
の１つ以上の水素は、同位体的に重い試薬を生成するために、重水素で置換され得る。
【００２４】
　１つの例示的な実施形態において、リンカーは、親和性タグを除去するために切断され
得る基を含む。切断可能なリンカー基が使用される場合、これは、代表的に、親和性標識
化ペプチドがＣＲと共に親和性標識を使用して単離された後に切断される。この場合、好
ましくは、リンカー内の任意の同位体標識は、タンパク質またはペプチドに結合されたま
ま維持される。
【００２５】
　リンカー基としては、とりわけ、以下をが挙げられる：エーテル鎖、ポリエーテル鎖、
エーテルジアミン鎖、ポリエーテルジアミン鎖、ジアミン鎖、アミド鎖、ポリアミド鎖、
ポリチオエーテル鎖（直鎖または分枝および環状になり得る部分）、ジスルフィド鎖、シ
リルエーテル鎖、アルキル鎖またはアルケニル鎖、アリール基、ジアリール基またはアル
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キル－アリール基。リンカー内のアリール基は、１つ以上のヘテロ原子（例えば、Ｎ原子
、Ｏ原子またはＳ原子）を含み得る。
【００２６】
　１つの局面において、本発明は、親和性標識化試薬を使用する錯体混合物における１つ
以上のタンパク質の同定および定量のための、ゲル電気泳動質量分析法を提供し、ここで
、ＰＲＧは、タンパク質において代表的に見出される、特定のアミノ酸またはアミノ酸の
誘導体と選択的に反応する基（例えば、メルカプト基、アミノ基、カルボキシ基、ホモセ
リンラクトン基）である。必要に応じて親和性標識および異なるＰＲＧ基を含む標識化試
薬は、タンパク質を含む混合物に導入され、そしてこの試薬はこれらをタグ化するために
特定のタンパク質と反応する。各々の場合において、同位体標識化試薬を用いた化学量論
的なタンパク質改変を得ること、またはタンパク質が、使用されるべきゲルシステム上に
均質に移動するように同位体標識化試薬を改変することのいずれかが必要である。ジスル
フィド結合を減少させるか、さもなければ、標識化を促進するために、タンパク質混合物
を前処理することが必要であり得る。標識化試薬との反応の後に、複数のサンプルは（好
ましくは、等量で）合わせられ、そして錯体混合物中のタンパク質が、１Ｄまたは２Ｄの
ゲル電気泳動のいずれかによって分離される。次いで、このゲルは、タンパク質の位置を
明らかにするために染色される。次いで、目的のタンパク質混合物を含むゲルの領域は、
切り取られ、そして多くのペプチドに（例えば、酵素的に）切断されるか、またはこのゲ
ルは、全ての破片が分析され得るように一様にスライスされる。あるいは、タンパク質は
、膜に電気ブロッティングされ得、そして膜上で消化が実行される。第３の選択肢として
、このタンパク質は、ゲルの底から連続的に溶出され、そして画分として収集され、次い
で消化され得る。この消化工程は、タンパク質が比較的小さい場合は、必要ではないかも
しれない。タンパク質が精製された後、このタンパク質は、ペプチド質量フィンガープリ
ンティング（ＰＭＦ）の手段によって同定され得る。親和性標識で標識した試薬を利用す
る場合、親和性標識でタグ化されたままのペプチドは、次いで、ＣＲへのこれらの選択的
結合を介する、親和性単離工程（例えば、親和性クロマトグラフィー）によって単離され
る。単離されたペプチドは、Ａの置換またはリンカーの切断によってＣＲから放出され、
そして放出された物質は、液体クロマトグラフィー／質量分析（ＬＣ／ＭＳ）によって分
析される。非親和性標識試薬が利用される場合、この親和性単離工程は実施されない。必
要な場合、次いで、１つ以上のタグ化ペプチドの配列が、ＭＳＭＳ技術によって決定され
る。いくつかの場合、タンパク質から誘導された少なくとも１つのペプチド配列は、ある
タンパク質の特徴であり、そして混合物においてそのタンパク質の存在を示す。他の場合
において、同位体的に標識されたペプチドがあまりにも小さすぎると、タンパク質を独自
に同定することができず、そしてＰＭＦデータの使用が、タンパク質の由来を同定するた
めに必要とされ得る。他の場合、同位体的に標識されたペプチドは、密接に関連したタン
パク質のファミリー内で同定され得、次いで、これは、混合物に存在する他のペプチド（
特定のタンパク質に固有である）のＰＭＦ分析またはＭＳＭＳ分析によって識別され得る
。最後に、高分解能の２Ｄゲル電気泳動は、これらのタンパク質が、他の関係のないタン
パク質と空間が重なった場合でさえ、同じタンパク質コード配列の異なる化学的改変形態
を識別可能にさせる。従って、ペプチドの配列およびペプチド質量フィンガープリント情
報はともに、同位体的に標識されたペプチドの配列がそれ自体によって十分に有益でない
場合でさえ、代表的に、混合物における１つ以上のタンパク質の存在を同定するために十
分な情報を提供する。
【００２７】
　タンパク質混合物（例えば、生物学的流体、細胞または組織の溶解物など）を含む１つ
以上の異なるサンプルにおけるタンパク質の相対的な量は、化学的に同一であるが、差示
的な同位体的に標識された試薬を使用して決定され得る。これらの試薬は、必要ではない
かもしれないが、親和性タグを含む。この方法において、比較されるべき各サンプルは、
その中の特定のタンパク質を標識するために異なる同位体的に標識された試薬で処理され
る。異なるサンプルに由来するタグ化ペプチドは、それらのペプチドが同じ化学的組成を
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有していたとしても、ペプチドの質量によって互いに識別される。そのタンパク質の由来
を特徴付けるペプチドは、ＭＳ技術またはＭＳｎ技術を用いて同定され、サンプル中のタ
ンパク質の同定を可能にする。各々のサンプルにおける所定のタンパク質の相対的な量は
、あるタンパク質から由来する、任意の差示的に標識されたペプチドから生成するイオン
の相対的な存在量を比較することによって決定される。この方法は、異なるサンプルに由
来する既知のタンパク質の相対量を同時に評価するために使用され得る。さらに、この方
法は、サンプル中に存在され得るタンパク質の型について、事前の知識をなんら必要とし
ないので、試験されるサンプルにおいて異なるレベルで存在するタンパク質を同定するた
めに使用され得る。より詳細には、この方法は、細胞、組織または生物学的流体において
差次的な発現を示すタンパク質を、スクリーニングするために、そして同定するために適
用され得る。錯体混合物における特定のタンパク質の絶対量を決定することもまた、可能
である。この場合、既知の量の内部標準（定量化されるべき混合物において、各特定のタ
ンパク質についての内部標準）が、分析されるべきサンプルに添加される。内部標準は、
内部標準が、定量化されるべきペプチドよりも差示的に同位体的に標識されることを除い
て、定量化されるべき標識化ペプチドと化学構造において同一であるペプチドである。内
部標準は、他の方法において、分析されるべきサンプル中に提供され得る。例えば、特定
のタンパク質またはタンパク質のセットは、同位体標識された試薬で化学的にタグ化され
得る。この物質の既知の量が、分析されるべきサンプルに添加され得る。また、単一分析
において複数のサンプルにおける特定のタンパク質のレベルを定量化することが可能であ
る（多重化）。この場合、異なるサンプル由来の異なる標識化ペプチドに含まれるタンパ
ク質を誘導体化するために使用される親和性タグ化試薬は、質量分析によって選択的に定
量化され得る。
【００２８】
　本発明の方法は、生物学的流体、細胞または組織における特定のタンパク質の、定量的
な測定について提供し、そして異なる細胞および組織において全体的なタンパク質発現プ
ロフィールを決定するために適用され得る。同様の一般的なストラテジーが、プロテオー
ム－ワイド（ｐｒｏｔｅｏｍｅ－ｗｉｄｅ）、タンパク質の改変状態の定性的分析および
定量的分析を達成するために、改変されたアミノ酸残基との反応に対して異なる特異性を
有する標識化試薬を使用することによって、広幅化され得る。本発明の方法は、錯体混合
物において少ない存在量のタンパク質を同定するために使用され得、そして特定の基また
はタンパク質のクラス（例えば、膜タンパク質または細胞表面タンパク質）、あるいは細
胞内小器官、準細胞画分、または免疫沈降のような生化学的画分内に含まれるタンパク質
を選択的に分析するために使用され得る。さらに、これらの方法は、異なる細胞状態にお
いて発現されるタンパク質における差異を分析するために適用され得る。例えば、本明細
書中の方法は、疾患状態（例えば、癌）の指標となる１つ以上のタンパク質の存在または
非存在を検出するための、診断アッセイにおいて使用され得る。
【発明の開示】
【００２９】
　（特定の実施形態の説明）
　本発明の１局面は、親和性タグがリンカーによってタンパク質反応性基に共有結合した
親和性タグ化タンパク質反応性試薬、または親和性タグを含まず、かつリンカーに共有結
合したタンパク質反応性基を含む試薬を使用する。このリンカーは、実質的に化学的に同
一であるが質量によって識別可能な試薬の対またはセットを生成するために、同位体的に
標識されている。例えば、試薬対（このうち一方は、同位体的に重く、そして他方は同位
体的に軽い）は、２つのサンプル（このうち一方は、１以上の既知のタンパク質を既知の
量で含む参照サンプルであり得る）の比較のために使用され得る。例えば、リンカー中の
水素原子、窒素原子、酸素原子または硫黄原子の任意の１以上は、それらの同位体的に安
定な同位体２Ｈ、１３Ｃ、１５Ｎ、１７Ｏ、１８Ｏまたは３４Ｓによって置換され得る。
【００３０】
　利用される場合、適切な親和性タグは、捕捉試薬（ＣＲ）に対して、高い親和性で、共
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有結合的にかまたは非共有結合的にかのいずれかで選択的に結合する。ＣＲ－Ａ相互作用
または結合は、非選択的に結合した成分を除去するための種々の溶液による頻繁かつ複数
回の洗浄後に、インタクトなままであるべきである。親和性タグは、最少に結合するか、
または好ましくはこのアッセイ系中の成分にはＣＲを例外として全く結合せず、そして反
応容器の表面に顕著に結合しない。親和性タグと他の成分または表面との任意の非特異的
相互作用は、ＣＲ－Ａをインタクトなままにする複数回の洗浄によって破壊されるべきで
ある。さらに、例えば、置換リガンドの添加または温度条件もしくは溶媒条件を変化させ
ることによって、ＡとＣＲとの相互作用を破壊して、ペプチド、基質または反応産物を放
出することが可能でなければならない。好ましくは、ＣＲもＡも、このアッセイ系中の他
の成分とは化学的に反応せず、そして両方の基は、アッセイまたは実験の期間にわたって
化学的に安定であるべきである。この親和性タグは、好ましくは、（ＭＳ）ｎ分析の間に
ペプチド様のフラグメント化を受けない。親和性標識は、好ましくは、分析されるべきサ
ンプル液中で可溶性であり、そしてＣＲは、アガロースのような不溶性樹脂へ結合してさ
え、サンプル液中で可溶性のままであるべきである。ＣＲの場合、用語可溶性は、ＣＲが
十分に水和されるか、またはさもなければ溶媒和されて、その結果、ＣＲがＡへの結合に
ついて適切に機能することを意味する。ＣＲまたはＣＲ含有結合体は、Ａを捕捉するため
に添加される場合を除いて、分析されるべきサンプル液中に存在すべきではない。
【００３１】
　ＡとＣＲとの対の例としては、以下が挙げられる：
　ビオチンまたは構造的に改変されたビオチンベースの試薬（イミノビオチン（ｉｍｉｎ
ｏｂｉｏｔｉｎ）（これは、アビジン／ストレプトアビジン（これは、例えば、ストレプ
トアビジン－アガロース、オリゴマーアビジン－アガロース、またはモノマーアビジン　
アガロースの形態で使用され得る）のタンパク質に結合する）を含む）；
　任意の１，２－ジオール（例えば、１，２－ジヒドロキシエタン（ＨＯ－ＣＨ２－ＣＨ

２－ＯＨ））および他の１，２－ジヒドロキシアルカン（環状アルカン（例えば、ホウ酸
アルキルもしくはホウ酸アリールまたはホウ酸エステル（例えば、フェニルＢ（ＯＨ）２

またはヘキシル－Ｂ（Ｏエチル）２（これは、固体支持体材料（例えば、アガロース）へ
のアルキル基またはアリール基を介して結合し得る））に結合する１，２－ジヒドロキシ
シクロヘキサンを含む）；
　マルトース結合タンパク質に結合するマルトース（ならびに上記で考察した特性を有す
る、任意の他の糖／糖結合タンパク質対、またはより一般的には、任意のリガンド／リガ
ンド結合タンパク質対）；
　任意の抗体についてのハプテン（例えば、ジニトロフェニル基）（ここで、このハプテ
ンは、ハプテンを認識する抗ハプテン抗体に結合し、例えば、ジニトロフェニル基は、抗
ジニトロフェニルＩｇＧに結合する）；
　遷移金属に結合する配位子（例えば、オリゴマーヒスチジンは、Ｎｉ（ＩＩ）に結合し
、遷移金属ＣＲは、樹脂に結合したキレート化遷移金属（例えば、ニトリロトリ酢酸キレ
ート化Ｎｉ（ＩＩ）またはイミノジ酢酸キレート化Ｎｉ（ＩＩ））の形態で使用され得る
）；
　グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼに結合するグルタチオン。
【００３２】
　一般に、上記で考察された適合性の基準を満たす親和性富化のために一般に使用される
任意のＡ－ＣＲ対が使用され得る。ビオチンおよびビオチンベースの親和性タグが好まし
い。構造的に改変されたビオチン（例えば、イミノビオチン）が特に目的のものであり、
これは、ＥＳＩ－ＭＳ分析に適合する溶媒（例えば、１０～２０％の有機溶媒を含む希釈
酸）条件下で、アビジンカラムまたはストレプトアビジンカラムから溶出する。イミノビ
オチンタグ化化合物は、ｐＨ４未満の溶媒中で溶出することが予測される。イミノビオチ
ンタグ化タンパク質反応性試薬は、対応するビオチンタグ化試薬について本明細書中で記
載される方法によって合成され得る。１つの好ましい実施形態において、親和性富化媒体
は、モノマーアビジンからなり、これは、テトラマーアビジンよりもビオチンについての
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親和性が低く、従って、多くの画分からのペプチドの精製のために再利用および使用され
得る。
【００３３】
　置換リガンドＤＬは、必要に応じてＣＲからＡを置換するために使用される。適切なＤ
Ｌは、代表的には添加されない限りサンプル中には存在しない。ＤＬは、分析されるべき
サンプル中で化学的および酵素的に安定であるべきであり、そしてサンプル中の（ＣＲ以
外の）成分と反応も結合もせず、反応容器壁と非特異的に結合もしない。ＤＬは、好まし
くは、ＭＳ分析の間にペプチド様フラグメント化を受けず、そしてサンプル中のその存在
は、タグ化ペプチド、基質または反応産物結合体のイオン化を有意に抑制すべきではない
。ＤＬ自体は、好ましくは、質量分析の間に最少にイオン化され、そしてＤＬクラスター
から構成されるイオンの形成は、好ましくは最少である。ＤＬの選択は、使用されるＡ基
およびＣＲ基に依存する。一般に、ＤＬは、合理的な時間規模（多くてもその添加の１週
間以内であるが、好ましくは数分以内～１時間まで）でＣＲからＡを置換するために選択
される。ＣＲに対するＤＬの親和性は、ＣＲについてのＡを含むタグ化化合物の親和性と
匹敵するかまたはこの親和性よりも強くなければならない。さらに、ＤＬは、ＣＲ由来の
Ａを含むタグ化化合物の溶出の間に使用される溶媒中で可溶性であるべきである。ＤＬは
、好ましくは、遊離ＡまたはＡの誘導体もしくは構造的改変体である。ＤＬの例としては
、ビオチンまたはビオチン誘導体、特にＭＳにおけるクラスター形成を抑制するかまたは
イオン化を抑制する基を含むものが挙げられる。
【００３４】
　リンカー基（Ｌ）は、分析されるべきサンプル液中で可溶性でなければならず、そして
サンプルの成分ならびにＡ基およびＣＲ基との化学反応に関して安定（例えば、実質的に
化学的に不活性）でなければならない。Ａに結合した場合、リンカーは、ＡのＣＲとの特
異的相互作用を妨害するべきでなく、あるいは置換リガンドまたは温度もしくは溶媒の変
化によるＣＲからのＡの置換を妨害するべきでない。このリンカーは、最少に結合すべき
であるか、または好ましくはこの系における他の成分、反応容器表面またはＣＲには全く
結合すべきではない。リンカーの任意の非特異的相互作用は、Ａ－ＣＲ複合体をインタク
トなままにする複数回の洗浄後に破壊されるべきである。リンカーは、好ましくは、（Ｍ
Ｓ）ｎ分析の間のペプチド様フラグメント化を受けない。リンカー基中の少なくともいく
つかの原子は、安定な重原子同位体で容易に置換可能であるべきである。リンカーは、好
ましくは、親和性タグ化試薬、ペプチド、基質または反応産物のイオン化を容易にする基
または部分を含む。
【００３５】
　イオン化を促進するために、リンカーは、酸性基または塩基性基（例えば、ＣＯＯＨ、
ＳＯ３Ｈ、第一級アミノ基、第二級アミノ基もしくは第三級アミノ基、窒素－複素環、エ
ーテル、またはこれらの基の組み合わせ）を含み得る。このリンカーはまた、恒久電荷（
例えば、ホスホニウム基、第四級アンモニウム基、スルホニウム基、キレート化金属イオ
ン、ホウ酸テトラアルキルまたはホウ酸テトラアリール、あるいは安定なカルバニオン）
を有する基を含み得る。
【００３６】
　ＡまたはＰＲＧへのリンカーの共有結合は、代表的に、アッセイの間の化学反応または
酵素反応によって意図せず切断されるべきではない。いくつかの場合において、例えば、
親和性カラムからの放出を促進するために、親和性タグＡまたはＰＲＧからリンカーを切
断することが所望され得る。従って、このリンカーは、例えば、化学反応、熱反応、酵素
反応または光化学反応によって切断可能であり得る。リンカー中の光切断可能な基として
は、１－（２－ニトロフェニル）－エチル基が挙げられ得る。熱不安定リンカーは、例え
ば、核酸の２つの相補鎖から形成される二本鎖の二重鎖、ペプチド核酸の相補鎖を有する
核酸鎖、または加熱の際に解離する２つの相補的ペプチド核酸鎖であり得る。切断可能な
リンカーはまた、ジスルフィド結合、酸不安定基または塩基不安定基を有するリンカーが
挙げられ、とりわけ、ジアリールメチル基またはトリメチルアリールメチル基、シリルエ
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ーテル、カルバメート、オキシエステル、チオエステル、チオノエステル、ならびにα－
フッ化アミドおよびα－フッ化エステルが挙げられる。酵素的に切断可能なリンカーは、
例えば、プロテアーゼ感受性のアミドまたはエステル、β－ラクタマーゼ感受性のβ－ラ
クタムアナログ、およびヌクレアーゼ切断可能またはグリコシラーゼ切断可能なリンカー
を含み得る。
【００３７】
　タンパク質反応性基（ＰＲＧ）は、特定のタンパク質官能基と選択的に反応する基であ
り得る。任意の選択的反応性タンパク質反応性基は、サンプル中のタンパク質の少なくと
も一部に存在する目的の官能基と反応するべきである。ＰＲＧとタンパク質上の官能基と
の反応は、分析されるべきサンプル中の化合物の実質的な分解を導かない条件下で生じる
べきである。本発明の親和性タグ化試薬における使用に適切な選択的反応性ＰＲＧの例と
しては、スルフヒドリル基と反応して、システインを含むタンパク質をタグ化するもの、
アミノ基、カルボン酸基、エステル基、リン酸反応性基ならびにアルデヒド反応性基およ
び／またはケトン反応性基と反応するか、あるいはＣＮＢｒでの断片化後にホモセリンラ
クトンと反応するものが挙げられる。
【００３８】
　チオール反応性基としては、エポキシド、α－ハロアシル基、亜硝酸塩、スルホン化ア
ルキルまたはスルホン化アリールチオール、およびマレイミドが挙げられる。アミノ反応
性基は、タンパク質中のアミノ基をタグ化し、そしてこれには、スルホニルハライド、イ
ソシアネート、イソチオシアネート、活性エステル（テトラフルオロフェニルエステルお
よびＮ－ヒドロキシスクシンイミジルエステルを含む）、酸ハロゲン化物および酸無水物
が挙げられる。さらに、アミノ反応性基は、ＮａＢＨ４またはＮａＣＮＢＨ３の存在下ま
たは非存在下での、アルデヒドまたはケトンを含む。
【００３９】
　カルボン酸反応性基としては、カップリング剤（例えば、ジシクロヘキシルカルボジイ
ミドまたは２，３，５，６－テトラフルオロフェニルトリフルオロ酢酸）の存在下、およ
びカップリング触媒（例えば、４－ジメチルアミノピリジン）の存在下または非存在下で
のアミンまたはアルコール；ならびにＣｕ（ＩＩ）フェナントロリンを含む遷移金属－ジ
アミン錯体が挙げられる。
【００４０】
　エステル反応性基としては、例えば、ホモセリンラクトンと反応するアミンが挙げられ
る。
【００４１】
　リン酸反応性基としては、キレートされた金属が挙げられ、ここで、この金属は、例え
ば、Ｆｅ（ＩＩＩ）またはＧａ（ＩＩＩ）であり、ニトリロトリ酢酸またはイミノジ酢酸
にキレートされている。
【００４２】
　アルデヒド反応性基またはケトン反応性基としては、アミンおよびＮａＢＨ４またはＮ
ａＣＮＢＨ３、あるいは過ヨウ素酸塩で最初に炭水化物を処理した後にアルデヒドまたは
ケトンを生じるこれらの試薬が挙げられる。
【００４３】
　Ａ、Ｌ、ＰＲＧについて上記で議論された要件は、Ａ－Ｌ－ＰＲＧのセグメントおよび
これらの試薬を用いて生成される反応生成物に対応するものにまで拡張される。
【００４４】
　同位体的に適切に標識された内部標準を、本発明の方法において使用して、サンプル中
のタンパク質の絶対的な定量的量を測定し得る。これらは、タグ化タンパク質の消化から
生じる親和性タグ化ペプチドを生成するために、親和性標識されたタンパク質反応性試薬
と目的のタンパク質を含むことが既知の調製物との反応によって調製され得る。あるいは
、所望のペプチドは、化学的に合成され得る。親和性タグ化ペプチドの内部標準は、親和
性タグ化タンパク質の消化から生じる対応する親和性タグ化ペプチドと、実質的に化学的
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に同一である。ただし、これらは、差示的に同位体的に標識されて、ＭＳ技術によるこれ
らの独立した検出を可能にする。
【００４５】
　本発明の方法はまた、これらの正体を同時に決定しながら、２つ以上のタンパク質サン
プル中の１つ以上のタンパク質相対的量を決定するためにも適用され得る。各サンプル中
のタンパク質は、実質的に化学的に同一であるが差示的に同位体的に標識された標識化試
薬と反応される。これらのサンプルは、合わされ、そして１つのものとして処理され、次
いでゲル電気泳動によって一緒に泳動される。次いで、特定のバンドまたはスポットに含
まれるタンパク質は、消化される。あるいは、タンパク質サンプルを混合した後であるが
電気泳動の前に、これらのタンパク質は、アビジン親和性クロマトグラフィーに供されて
、ビオチン化タンパク質について富化され得、これは、例えば、インタクトな細胞が標識
されている場合に重要であり得る。各標識化ペプチドの相対的量（これは、ペプチドが起
源するタンパク質の相対的量を反映する）は、質量分析法によるそれぞれの同位体ピーク
の測定によって決定される。
【００４６】
　本発明の方法は、複数の異なるサンプルの分析または比較に適用され得る。本発明の方
法によって分析され得るサンプルとしては、以下が挙げられる：細胞ホモジェネート；細
胞画分；尿、血液および脳脊髄液を含む生物学的流体；組織ホモジェネート；涙；便；唾
液；肺洗浄液または腹腔洗浄液を含む洗浄流体；細胞ホモジェネートまたは組織ホモジェ
ネートの部分的または完全画分化によって生成された、タンパク質、脂質、炭水化物およ
び核酸を含む生物学的分子の混合物。
【００４７】
　本発明の方法は、ＭＳ方法および（ＭＳ）ｎ方法を使用する。種々のＭＳおよび（ＭＳ
）ｎが利用可能であり、そしてこれらの方法において使用され得るが、Ｍａｔｒｉｘ　Ａ
ｓｓｉｓｔｅｄ　Ｌａｓｅｒ　Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ　Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　ＭＳ（Ｍ
ＡＬＤＩ／ＭＳ）方法およびＥｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ　Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　ＭＳ（
ＥＳＩ／ＭＳ）方法が好ましい。
【００４８】
　上記に示されるように、各サンプル中のタンパク質は、（Ａ）親和性標識または非親和
性標識された試薬のいずれかで標識され、これらの試薬の両方は、標識されたリンカー部
分（Ｌ）およびタンパク質反応性基（ＰＲＧ）を含む。
【００４９】
　標識されたサンプルは、混合され、次いで、好ましくは２Ｄ　ＰＡＧＥに供される。１
次元ＳＤＳ電気泳動が、２Ｄ　ＰＡＧＥ、または１次元等電点電気泳動ゲルもしくはタン
パク質を分離するための任意の他の電気泳動方法（ネイティブなタンパク質の電気泳動を
含む）の代わりに使用され得る。１次元電気泳動および２次元電気泳動を実行するための
手順は、当業者に周知である。
【００５０】
　２つの細胞サンプルは、タンパク質染色またはゲル細片の直接的ＭＳ分析の際に、共通
の形態の同時スポットを有する。いずれかのサンプル由来の同一タンパク質間の検出可能
な同位体の比率は、大多数のタンパク質について一定である。２つのサンプルが共通に有
さないタンパク質は、独立して移動する。従って、１つのサンプルに独自であるかまたは
異なる相対濃度のタンパク質は、タンパク質スポットの大多数からの検出可能な同位体の
異なる比率を有する。次いで、目的のタンパク質スポットは消化されて標識されたペプチ
ドを形成し、このペプチドは、次いで、（ＭＳ）ｎによって分析される。
【００５１】
　従来の分析において、コントロールは、研究される細胞型についての既知のタンパク質
を用いた泳動である。サンプルゲル上の既知のスポットは、同定および特徴付けされてお
り、次いでコントロールゲルおよび第二ゲルと比較されて、これら２つのゲル間の差異を
決定する。本発明においては、ただ１つのゲルしか存在しないので、印付けが不必要であ
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る。さらに、タンパク質の差異の比較および対比の前に異なるゲルを整列させるための従
来のプロセスに使用されるソフトウェアは、２つ以上のゲル間の局所的な歪みおよび不一
致について補正しない。試験される全てのサンプルについての抽出物が混合され、そして
同じゲル上で泳動されるので、本発明のプロセスは、このような補正の必要性を排除する
。各サンプルは、任意のゲルの歪みを等しく経る。
【００５２】
　ゲル電気泳動を実施する１つの利点は、特に目的のタンパク質が、ゲル上の再現性のあ
る位置に移動し、その結果、所望の場合、これらのタンパク質のみが分析される必要があ
ることである。これらのタンパク質は、疾患マーカーおよびコントロールタンパク質を含
み得る。これらのタンパク質の翻訳後修飾された形態の多くは、ゲル電気泳動によって互
いに分離され得、その結果、本発明の方法は、これらの修飾形態の各々の発現における変
化を決定および定量するために使用され得る。このようなタンパク質を局在化させる際に
任意の困難性が存在する場合、分離されたサンプルの小部分は、ゲルからトランスブロッ
ト（ｔｒａｎｓｂｌｏｔ）され得、そしてこれらのタンパク質は、イムノブロッティング
技術によって位置決めされ得る。あるいは、少量の目的のタンパク質は、電気泳動の前に
、移動位置に影響を与えないことが既知の蛍光マーカーによって標識されて、分析される
べき目的の領域を同定し得る。次いで、本発明の方法を使用して、ゲル上の移動の関数と
してＰＲＧに基づいてゲル中のタンパク質の大多数の量的変化を測定し得る。
【００５３】
　本発明の方法は、公開されたＰＣＴ出願ＷＯ００／１１２０８（これは、本明細書中で
参考として援用される）に記載されるタンパク質組成物を分析するために利用され得る。
【００５４】
　（親和性標識された試薬を用いる定量的プロテオーム分析）
　この方法は、サンプルタンパク質混合物および参照タンパク質混合物中の定量的タンパ
ク質プロフィール測定のために、ビオチン標識したスルフヒドリル反応性試薬を使用する
ことからなる。この方法は、以下の工程を包含する：
　（Ａ．還元）サンプルおよび参照混合物中のタンパク質のジスルフィド結合は還元され
て、ＳＨ基を遊離する。好ましい還元剤は、標準的な条件下で使用されるトリ－ｎ－ブチ
ルホスフィンである。代替的な還元剤としては、トリカルボキシエチルホスフィン、メル
カプトエチルアミンおよびジチオトレイトールが挙げられる。必要な場合、この反応は、
タンパク質の可溶性を維持するために、可溶化剤（高濃度の尿素を含む）および界面活性
剤の存在下で実施され得る。比較される参照タンパク質混合物およびサンプルタンパク質
混合物は、同一の反応条件を適用して、別々に処理される。
【００５５】
　（Ｂ．親和性タグを用いるＳＨ基の誘導体化）遊離ＳＨ基を、ビオチン化試薬であるビ
オチニル－ヨードアセチルアミジル－４，７，ジオキサデカンジアミンによって誘導体化
する。この試薬は、リンカー原子の安定な同位体による置換によって、異なる同位体標識
された形態で調製され、そして各サンプルは、異なる同位体標識された形態の試薬を用い
て誘導体化される。ＳＨ基の誘導体化は、好ましくは、僅かに塩基性の条件（ｐＨ８．５
）で、９０分間室温で実施される。２つのサンプルの定量的な比較アッセイについて、各
１つのサンプル（参照サンプルおよびサンプルと称される）は、それぞれ、この試薬の同
位体的に軽い形態および同位体的に重い形態を用いて誘導体化される。いくつかのサンプ
ルの比較分析について、１つのサンプルは、他のサンプルが関連付けられる、参照と称さ
れる。代表的には、参照サンプルは、同位体的に重い試薬で標識され、そして実験サンプ
ルは、この試薬の同位体的に軽い形態で標識されるが、試薬の選択は任意である。これら
の反応物はまた、高濃度の可溶化剤の存在下で適合性である。
【００５６】
　（Ｃ．標識化サンプルの比較）親和性タグ化反応の完了後、同位体的に異なる試薬（例
えば、重い試薬または軽い試薬）で標識されたサンプルの規定されたアリコートは合わさ
れて、そして全ての引き続く工程を、プールされたサンプルに対して実施する。この手順
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の初期段階で差示的に標識されたサンプルを合わせることは、引き続く反応および操作に
起因する可変性を排除する。好ましくは、等量の各サンプルが合わされ；次いで、以下の
周知の技術の１つによって画分化される：
　（１．）フロースルーゲル電気泳動）
　標識されたタンパク質を、調製的フロー－スルーＳＤＳゲル（５％）装置（Ｍｉｎｉ　
Ｐｒｅｐ　Ｃｅｌｌ、Ｂｉｏ－Ｒａｄ）によって調製し、そして溶出したタンパク質を、
画分中に収集する。このタンパク質を、例えば、アセトン沈殿によって、タンパク質分解
性消化がトリプシンのような酵素との一晩インキュベーションによってもたらされる前に
、濃縮し得る。
【００５７】
　（２．）標準的ゲル電気泳動）
　このゲルを、スポットまたはバンドを局在化するためにタンパク質について染色し得る
か、あるいはこのスポットまたはスライスは、この段階でのタンパク質検出なしに処理さ
れ得る。ゲル電気泳動によるスポット（２Ｄ）またはバンド（１Ｄ）中に存在するタンパ
ク質混合物は、ゲルから除去され、必要に応じて乾燥され、そして酵素で消化される。サ
ンプル混合物中のタンパク質は、代表的にはトリプシンによって消化される。代替的なプ
ロテアーゼはまた、事実上、化学的断片化手順であるような手順と適合性である。この工
程は、小タンパク質の分析においては省かれ得る。
【００５８】
　（３．）ペプチド抽出物についての消化およびトランスブロッティングを用いる、標準
的ゲル電気泳動）
　このゲルを、酵素で処置し得、そしてメンブレン上にトランスブロッティング（電流の
補助有りまたは無しで）し得るか、または活性なプロテアーゼメンブレンを介してトラン
スブロッティングして、第二のメンブレン上に捕捉し得る（Ｂｉｅｎｖｅｎｕｔら、Ａｎ
ａｌ．Ｃｈｅｍ．７１：４８００－４８０７、１９９９）。このメンブレンを、次いで、
ＭＳまたはＭＡＬＤＩ　ＭＳＭＳによって直接的に分析し得る。
【００５９】
　（Ｄ．ペプチド質量フィンガープリント法）次いで、タンパク質消化物をＰＭＦに供し
て、主要なタンパク質成分を同定し得る。好ましい例において、Ｃｙｓ含有ビオチン化ペ
プチドは、８ａｍｕ離れた同位体対としてこの段階で検出可能であり、そしてこのタンパ
ク質の相対的な量は、さらなる精製なしに質量スペクトルにおいてこれらのペプチドの強
度を比較することによって、決定され得る。
【００６０】
　（Ｅ．捕捉試薬との相互作用による、親和性タグ化ペプチドの親和性単離）次いで、ビ
オチン化ペプチドを、アビジン－アガロースで単離し得る。消化後、ペプチドサンプルの
ｐＨは、６．５に下げられ、そしてビオチン化ペプチドは、モノマーアビジン（Ｐｒｏｍ
ｅｇａ）でコーティングされたビーズ上に固定化される。このビーズは、頻繁に洗浄され
る。最後の洗浄溶媒は、残留ＳＤＳを除去するために、１０％アセトニトリルを含む。ビ
オチン化ペプチドを、例えば、アセトニトリルの存在下で０．４％トリフルオロ酢酸を用
いて、アビジン－アガロースから溶出する。
【００６１】
　単離された誘導体化ペプチドの分析はまた、データ依存的な断片化を用いて、μＬＣ－
ＭＳｎまたはＣＥ－ＭＳｎによって達成され得る。当該分野で周知であり、かつ例えば、
以下：Ｄｕｃｒｅｔら、１９９８；Ｐｒｏｔ．Ｓｃｉ．７：７０６－７１９、Ｆｉｇｅｙ
ｓおよびＡｅｂｅｒｓｏｌｄ、１９９８　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　１９：８８
５－８９２；Ｆｉｇｅｙｓら、１９９６、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１４：１５７
９－１５８３；またはＨａｙｎｅｓら、１９９８　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　１
９：９３９－９４５（これらは、本明細書中で参考として援用される）に記載される方法
および装置制御プロトコルが使用される。この最後の工程において、タグ化されたペプチ
ドが起源するタンパク質の量および配列正体の両方は、自動化マルチステージＭＳによっ
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て決定され得る。これは、二重モードでの質量分析器の操作によって達成され、ここで、
この装置は、キャピラリーカラムから溶出するペプチドの相対的な量の測定と、選択され
たペプチドの配列情報の記録との間で、連続的走査を交互に行う。ペプチドは、ＭＳモー
ドで、それぞれ、試薬の同位体的に軽い形態または重い形態でタグ化された（従って、親
和性タグ化試薬内にコード化される質量的差異によって質量が異なる）同一配列のペプチ
ドイオン対についての相対的シグナル強度を測定することによって定量化される。ペプチ
ド配列情報は、ＭＳｎモードで作動する質量分析器において、衝突誘起解離（ＣＩＤ）に
ついての特定の質量　対　電荷（ｍ／ｚ）比のペプチドイオンを選択することによって、
自動的に作成される。Ｌｉｎｋ，Ａ．Ｊ．ら、Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　１８：
１３１４－１３３４、１９９７；Ｇｙｇｉ，Ｓ．Ｐ．ら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．
１９：１７２０－１７３０、１９９９およびＧｙｇｉ，Ｓ．Ｐ．ら、Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈ
ｏｒｅｓｉｓ　２０：３１０－３１９、１９９９（これらは、本明細書中で参考として援
用される）を参照のこと。次いで、得られたＣＩＤスペクトルは、配列データベースを用
いて自動的に相関されて、配列決定されたペプチドが起源するタンパク質を同定する。親
和性タグ化ペプチドサンプルおよび差示的標識化ペプチドサンプルのＭＳ分析およびＭＳ
ＭＳ分析によって得られた結果の組み合わせは、単一の自動化作動での、タンパク質混合
物の成分の相対的な量および配列正体を決定する。
【００６２】
　この方法はまた、他の親和性タグおよび他のタンパク質反応性基（アミノ反応性基、カ
ルボキシル反応性基またはホモセリンラクトンと反応する基を含む）を使用して実施され
得る。
【００６３】
　定量的プロテオーム分析のために本明細書中で使用されるアプローチは、２つの原理に
基づく。第一に、タンパク質由来の連続アミノ酸の短い配列（５～２５残基）は、そのタ
ンパク質を独自に同定するために十分な情報を含む。ＭＳｎによるタンパク質の同定は、
高度なコンピュータ検索アルゴリズムを使用してＣＩＤ質量スペクトルに含まれる配列情
報を配列データベースと相関させることによって達成される（Ｅｎｇ，Ｊ．ら、Ｊ．Ａｍ
ｅｒ．Ｓｏｃ．Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．５：９７６－９８９、１９９４；Ｍａｎｎ
，Ｍ．ら、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６６：４３９０－４３９９、１９９４；Ｑｉｎ，Ｊ．ら
、Ａｍｅｒ．Ｃｈｅｍ．６９：３９９５－４００１、１９９７；Ｃｌａｕｓｅｒ，Ｋ．Ｒ
．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９２：５０７２－５０７６、１９
９５（これらは、本明細書中で参考として援用される））。第二に、軽い親和性タグ化試
薬および重い親和性タグ化試薬でそれぞれタグ化された同一のペプチドの対（または２つ
より多いサンプルの分析において、各セットのメンバーが、差示的に同位体的に標識され
た、同一のタグ化ペプチドのセット）は、化学的に同一であり、従って、正確な定量のた
めの相互の内部標準として作用する。ＭＳ測定は、ペプチドに結合した同位体的に別個の
試薬間の差異に起因して、異なるサンプル（例えば、異なる細胞状態を示す）に起源する
ペプチド間を容易に識別する。所定のペプチドに対するＭＳ強度の応答は、試薬の同位体
的組成とは独立なので（Ｄｅ　Ｌｅｅｎｈｅｅｒ，Ａ．Ｐ．ら、Ｍａｓｓ．Ｓｐｅｃｔｒ
ｏｍ．Ｒｅｖ．１１：２４９－７０２、１９９２（これは、本明細書中で参考として援用
される））、これらのピークの対またはセットの異なる重量の成分の強度間の比率は、元
々の細胞プール中のペプチド（従って、タンパク質）の相対的な量の正確な測定を提供す
る。同位体標識された内部標準の使用は、定量的質量分析において標準的な実施であり、
そして例えば、体液中の薬物および代謝の正確な定量において、大変有利に開発されてき
た。
【００６４】
　本発明の方法（特に１Ｄゲル）は、特定の物理化学的特性（乏しい可溶性、大きい分子
サイズまたは小さい分子サイズ、および極端なｐＩ値を含む）を有するタンパク質のクラ
スの分析に適用され得る。低量のタンパク質は、電気泳動の前に、タンパク質親和性サブ
トラクションを実施して、ほとんどの豊富なタンパク質を除去することによって分析され
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得る。あるいは、ビオチン化反応が、タンパク質（例えば、細胞の外側に露出されたタン
パク質、またはオルガネラの精製後に露出されたままであるタンパク質）の微量なサブセ
ットを標識するような方法で実施され得る。次いで、存在する大量の非ビオチン化タンパ
ク質は、そうでなければ電気泳動を妨害するので、コントロール由来のタンパク質と実験
タンパク質を一緒に混合した後、タンパク質調製物は、アビジン親和性クロマトグラフィ
ーに供されて、ビオチン化タンパク質について富化され得、このビオチン化タンパク質は
、次いで、電気泳動される。
【００６５】
　本発明の化学および方法の試作的適用は、上記の好ましい方法に従う、複雑なタンパク
質サンプルならびに細胞および組織の最終的な総溶解物の定量的プロフィールの確立であ
る。さらに、本発明の試薬および方法は、タンパク質発現プロフィールの決定を超える適
用を有する。このような適用としては、以下が挙げられる：
　アミノ反応性またはスルフヒドリル反応性の、差示的に同位体的に標識された親和性タ
グ化試薬の適用は、免疫沈降した複合体中のタンパク質の定量的分析のために使用され得
る。この技術の好ましいバージョンにおいて、異なる状態（例えば、異なる活性化状態、
異なる疾患状態、異なる分化状態）を示す細胞由来のタンパク質複合体は、特異的試薬（
好ましくは抗体）によって沈殿される。次いで、沈殿した複合体中のタンパク質は、上記
のように誘導体化および分析される。
【００６６】
　アミノ反応性の差示的に同位体標識された親和性タグ化試薬の適用は、誘導されたタン
パク質リン酸化の部位を決定するために使用され得る。この方法の好ましいバージョンに
おいて、精製された（例えば、異なる刺激条件下で細胞から免疫沈降された）タンパク質
は、上記のようにフラグメント化および誘導体化される。ホスホペプチドは、ＥＳＩ－Ｍ
Ｓ装置のイオン供給源におけるフラグメント化によって得られたペプチド混合物中で同定
され、そしてそれらの相対的な量は、実験サンプルのイオンシグナル強度を、誘導された
同位体的に標識された標準の強度と比較することによって決定される。
【００６７】
　アミノ反応性の差示的に同位体標識された親和性タグ化試薬は、ＭＳＭＳスペクトルに
おけるＮ末端イオンシリーズを同定するために使用される。この適用の好ましいバージョ
ンにおいて、分析されるペプチドは、アミノ基に特異的な、同位体的に軽い試薬および重
い試薬の５０：５０混合物で誘導体化される。従って、ＣＩＤによるペプチドのフラグメ
ント化は、使用される試薬種の質量の差異によって質量が正確に異なる、２つのＮ末端イ
オンシリーズを生じる。この適用は、誘導体化されたペプチドのアミノ酸配列の決定にお
ける困難を劇的に低減させる。
【００６８】
　以下の実施例は、４つの異なる実験を例示し、これらの実験において、ゲル電気泳動分
離を実施し、そして定量的データを、ビオチニル親和性タグを含むＩＣＡＴＴＭ試薬、８
個の重水素原子を有するリンカー、およびヨードアセトアミドタンパク質反応性基を使用
して獲得した。これらの実施例は、網羅的ではなく、これらの実験の範囲を限定すること
を意図しない。
【実施例】
【００６９】
　（実施例１）
　５つの異なる標準タンパク質を、ｄ０　ＩＣＡＴ試薬およびｄ８　ＩＣＡＴ試薬を用い
て別々にアルキル化し、そして、２Ｄゲル電気泳動を実施する前に異なる比で一緒に混合
した。染色後、これらのタンパク質に対応するスポットを切り出し、トリプシンで消化し
、そしてＰＭＦに供した。図１は、ゲルの画像および各タンパク質由来のＩＣＡＴ試薬対
の１つを含む各質量スペクトルの挿入図を示す。さらに、タンパク質がゲル電気泳動前に
一緒に混合された比および、質量スペクトルにより獲得したｄ０対ｄ８の比を列挙する。
全ての５つの場合において、実験上の比と観察された比との間の矛盾は、２０％よりもず
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【００７０】
　ＨＰＬＣによるＩＣＡＴ試薬標識ペプチドの分離の問題となる局面の１つは、ｄ８標識
ペプチドが、典型的に、対応するｄ０標識ペプチドの数秒前に溶出することである。ゲル
電気泳動の際に、同様の放射性同位体分離効果が存在しないという事実を実証するために
、図２に示される、ラクトアルブミンについての２Ｄスポットを、４象限に分割し、次い
で、これらを別々に消化し、抽出し、そしてＭＡＬＤＩ　ＭＳ分析に供した。図２の右手
側は、同一のｄ０対ｄ８比を、これらの４象限の各々について１０％以内で獲得したこと
を実証する。
【００７１】
　（実施例２）
　最小培地（グルコース）の増殖条件について、重水素化ビオチニルヨードアセトアミド
試薬を含むＩＣＡＴ試薬で標識されたか、またはリッチな培地（ＬＢブロス）の増殖条件
について、非重水素化試薬で標識されたかのいずれかのＥ．ｃｏｌｉ細菌溶解物を、等量
で混合した。この混合物を、調製用フロースルーＳＤＳゲル（５％）装置（Ｍｉｎｉ　Ｐ
ｒｅｐ　Ｃｅｌｌ，Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を通して分離し、そしてタンパク質を溶液中に分画
した。次いで、この分画したタンパク質を、アセトン沈殿させ、その後、トリプシンと共
に一晩インキュベートすることによりタンパク質分解性の消化をした。アビジンクロマト
グラフィーにおいて、フロースルー部分および溶出部分の両方由来のタンパク質を、９６
画分で収集した。フロースルーを、逆相媒体（ＰＯＲＯＳ（登録商標）５０Ｒ１、Ａｐｐ
ｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）において捕捉し、そして蒸留水で洗浄し、そして６０
％　ＡＣＮで溶出した。サンプルを真空乾燥させ、そして５０％　ＡＣＮ／０．１％ＴＦ
Ａに再懸濁した。スペクトルを、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｖｏｙａｇｅ
ｒ　ＭＡＬＤＩ　ＴＯＦ質量分析機を用い、マトリクスとしてα－シアノ－４－ヒドロキ
シ桂皮酸を用いて獲得した。このストラテジーは、ｄ０／ｄ８比を定量のために使用しつ
つ、ＰＭＦを用いてタンパク質を同定することであった。
【００７２】
　図３は、アビジンフロースルーおよび分子量約４０，０００のタンパク質を含む１つの
画分について、アビジンから溶出されたペプチドについて獲得されたスペクトルを示す１
０個の異なるＩＣＡＴ試薬標識対をマークする。主要タンパク質成分を、ＣｈｅｍＡｐｐ
ｌｅｘ　ＰＭＦソフトウェアプログラム（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用
いるＰＭＦにより試験的に同定し、そして６つの成分を以下の表１に列挙する。ＯｍｐＡ
が主要な成分であり、総強度の２５％を占めた。この同定における信頼性は、カラム５に
列挙されるスコアにほぼ比例する。これらのタンパク質の６つ全てが、粗いＳＤＳ分離を
用いて予測されたように、３０Ｋダルトンと５２Ｋダルトンとの間の分子量を有すること
に注意のこと。システインペプチドのみを含む特別なペプチドデータベースを作製し、そ
して溶出したペプチド由来の質量をこのデータベースに対して調査した。上位の６つの候
補タンパク質を列挙する。これらのタンパク質の２つは、アビジンフロースルーから同定
されたタンパク質と同一である。注目すべきは、フロースルー画分におけるタンパク質の
うちの２つ（すなわち、リボース結合タンパク質および外膜Ｃ）は、システインを有さず
、そしてそれ故、いかなるタンパク質もアビジン溶出画分に寄与しない。
【００７３】
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【表１】

　表Ｉに列挙されるタンパク質を、ＣｈｅｍＡｐｐｌｅｘ　ＰＭＦプログラムを用いて、
図３におけるスペクトルから同定した。上パネルを、アビジンビーズのフロースルーから
獲得し、そして下パネルを、アビジン溶出から獲得した。第１カラムは、同定したタンパ
ク質のＳｗｉｓｓＰｒｏｔ登録番号を列挙する。第２カラムは、タンパク質名の省略形（
伸長因子ＴＵについてはＥＦ－ＴＵ、外膜タンパク質ＣについてはｏｍｐＣ、セリンヒド
ロキシメチルトランスフェラーゼについてはＳＨＴ、ペリプラズムリボース結合タンパク
質についてはリボースＢＰ、グルタミンシンセターゼについてはグルタミンｓｙｎ．イソ
クエン酸デヒドロゲナーゼについてはＩＣＤＨ、外膜タンパク質ＡについてはｏｍｐＡ、
仮定上のタンパク質についてはｈｙｐｏ．、スクシニル補酵素Ａシンセターゼβ鎖につい
ては、ｓｕｃｃ．ＣｏＡ　ｓｙｎ．）を列挙する。ＭＷカラムは、タンパク質の分子量を
列挙し；＃ペプチドは、一致したペプチドの数を列挙し（アビジン溶出ペプチドについて
はｄ０質量のみを含む）；スコアを、ｄ０質量のみを考慮してＣｈｅｍＡｐｐｌｅｘプロ
グラムにより算出した；％強度は、スペクトルにおける全ての質量の強度の百分率であり
、これは、一致した質量によって説明され得（繰り返すが、ｄ０質量のみ）；そしてｐｐ
ｍは、質量スペクトルについての実験上の測定と、ペプチドの理論上の質量との間の、そ
れらの質量についての平均強度重みつきｐｐｍ誤差である。比を、ｄ０ペプチドの強度を
、対応するｄ８ペプチドの強度で除算し、そして可能な場合平均化することにより手動で
算出した。ＳＨＴについてのｄ０質量の低強度は、ＣｈｅｍＡｐｐｌｅｘプログラムがＳ
ＨＴとノイズとを識別する上で困難を有する理由である；このプログラムは、ｄ８質量を
調査せず、これらの３つ全ては、バックグラウンドを超えて検出可能であった。ｏｍｐＣ
およびＲＢＰは、システインを含まず、それゆえ、アビジン溶出画分で不可視であること
に注意のこと。同定における信頼性は、最も高いスコアを有するタンパク質について最も
高く、そしてフロースルー画分およびアフィニティー溶出サンプルにおいて独立して同定
されたタンパク質についても最も高い。第２の表の２つの仮想のタンパク質を除いて両方
の表中のタンパク質の全てを、これらのＥ．ｃｏｌｉ溶解物から反復的に同定した。
【００７４】
　（実施例３）
　上記の調製物に類似の２つのＥ．ｃｏｌｉ調製物を、ＩＣＡＴ　ｄ０試薬およびＩＣＡ
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Ｔ　ｄ８試薬で標識し、一緒に混合し、そして１Ｄ　ＳＤＳゲル分析に供した。ゲルから
切片を切り出し、洗浄し、トリプシンで消化し、そしてペプチドを溶出させた。アビジン
アフィニティークロマトラフィーを実施せず、その結果、最も強いＩＣＡＴ試薬標識ペプ
チドのみが検出可能であった。ＣｈｅｍＡｐｐｌｅｘを用いたＰＭＦ分析において、Ｅ．
ｃｏｌｉトリプトファネーゼ（ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎａｓｅ）が、トリプシン自体の後に
、最も優勢なタンパク質成分として検出可能であった。これらの条件の下で、ＩＣＡＴ試
薬対に対応するペプチドをまた、ＳＤＳゲル分析の後に一般的に観察されるメチオニン残
基の酸化と類似する、最初のシステイン硫黄原子における酸化に起因する酸化形態で検出
した。従って、各ペプチドは、ｄ０対ｄ８の比の２つの独立した測定（１つはペプチドの
還元形態について、そしてもう１つはペプチドの酸化形態について）を提供する。１５８
１．８５で始まる約８ａｍｕ離れたピークの顕著な四つ組を、検出した。これは、トリプ
トファナーゼペプチドＱＬＰＣＰＡＥＬＬＡ（配列番号１）、ならびにｄ８、ｄ０＋Ｏお
よびｄ８＋Ｏのピークに対応する。非改変メチオニンを有するＩＣＡＴ試薬対は、２．１
のｄ８／ｄ０比を有したが、酸化された対は、１．９のｄ８／ｄ０比を有した。これらの
実験において、同一タンパク質由来のペプチドのＩＣＡＴ試薬対について獲得された比は
、一般的に、互いに２０％以内であった（最も弱いシグナルおよび他のペプチドと明らか
に重複しているシグナル（このことは、それらのペプチドが、すでに同定された同一タン
パク質由来の予想されたトリプシン消化産物に対応する場合、特に明らかである）を除く
）。トリプトファナーゼ由来の他のＩＣＡＴ試薬対が検出可能であったが、バックグラウ
ンドを超えて十分に分離されなかった。
【００７５】
　（実施例４）
　タンパク質を、正常な筋細胞または虚血状態に供した筋細胞由来のラット心臓細胞から
単離した。正常なラットタンパク質を、ｄ０　ＩＣＡＴ試薬で標識し、そして虚血性細胞
タンパク質をｄ８　ＩＣＡＴ試薬で標識した。この２つのサンプルを一緒に混合し、そし
て２Ｄゲル上で泳動し、そしてクマシーブリリアントブルーで染色した。スポットを切り
出し、トリプシンで消化し、そしてＰＭＦに供した。次いで、このデータを、ＣｈｅｍＡ
ｐｐｌｅｘソフトウェアプログラムを用い、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔデータベースにおける全
てのヒト、ラット、およびマウスのタンパク質からなるデータベースを用いて調査した。
１つのスポットについての上位の候補は、ヒトクエン酸シンセターゼであった。クエン酸
シンセターゼのラットおよびマウスホモログは、データベースに存在しなかった。このペ
プチドの質量フットプリントスペクトルは、１０９８に、クエン酸シンセターゼペプチド
のいずれにも対応しない優勢なＩＣＡＴ試薬対を含んだ。ラットクエン酸シンセターゼタ
ンパク質は、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔデータベースに存在しないので、ラットＥＳＴデータベ
ースを、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｏｒ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃａｌ
ｉｆｏｒｎｉａ－Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ）ソフトウェアプログラムにおいて、同定
されたクエン酸シンセターゼの理論上の質量に正確に対応する質量を用いて調査した。こ
の手段により同定されたＥＳＴ配列の１つは、配列ＹＳＱＣＲ（配列番号２）を含み、１
０９８のＩＣＡＴ試薬対に対応した。相同なヒト配列は、ＹＴＱＣＲ（配列番号３）であ
り、測定された質量が、データベースにおける配列と一致しなかったことを説明する。こ
のペプチド配列は、短すぎてタンパク質の固有の識別子となり得ず、そしてＰＭＦデータ
の基準でクエン酸シンセターゼにこのペプチドを割り当てることが不可能であったので、
有用ではない。
【図面の簡単な説明】
【００７６】
【図１】図１は、本発明に従うＩＣＡＴＴＭ試薬対を含む領域を示す質量スペクトルの挿
入図を伴う、５つの異なる標準タンパク質をローディングした２Ｄゲルの画像である。ま
た、列挙されるのは、電気泳動の前に混合したタンパク質の比およびＩＣＡＴ試薬対の強
度の測定の際に得た比である。
【図２】図２は、ラクトアルブミンについてのスポットの拡大図（象限にセグメント化し
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た）である。また、１つのＩＣＡＴ試薬対を含む質量スペクトルの領域、および本発明に
従って、これらの各々について決定した強度比を示す。
【図３】図３は、本発明に従うフロースルーゲル装置によって、電気泳動の前にＩＣＡＴ
試薬で個別に標識したＥ．ｃｏｌｉの２つの溶解物の混合物の、１つの画分から得た質量
スペクトルのセットである。第一パネルは、トリプシンでの消化後、ある特定の画分につ
いて得られた全体のペプチド質量フィンガープリントを示し、第二パネルは、この画分に
対するアビジンビーズに保持され、そして溶出したペプチドを示す。２つのＩＣＡＴ試薬
対は、挿入図に示される。

【図１】 【図２】
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【図３】
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