
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
試料中のポリペプチド被分析物を検出するための方法であって、
（ a）該試料を、各選択条件が吸着体と溶離物との組み合わせによって定義される複数の
異なる選択条件に曝露させる工程であって、
（ i）該複数の異なる選択条件が、異なる引力の基礎を有する少なくとも２つの異なる吸
着体 を含み、該引力の基礎が、疎水性相互作用、親
水性相互作用、陰イオン電荷相互作用、陽イオン電荷相互作用、および配位共有結合相互
作用からなる群より選択され、および
（ ii）曝露工程が、（ I）試料と基材に結合した吸着体とを接触させること、および（ II
）溶離物により、非結合性のポリペプチドを吸着体から洗浄して、吸着体上のポリペプチ
ド被分析物を保持させることを含む工程；ならびに
（ b）レーザー脱離質量スペクトロメトリによって、各吸着体上の保持されたポリペプチ
ド被分析物を検出する工程
を含む方法。
【請求項２】
前記引力の基礎が、疎水性相互作用、陰イオン電荷相互作用、および陽イオン電荷相互作
用からなる群より選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記異なる選択条件が、少なくとも４つの異なる吸着体を含み、その各々が異なる引力の
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基礎を有する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記異なる選択条件が、少なくとも４つの異なる吸着体を含み、そのうち３つが異なる引
力の基礎を有する、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
各異なる選択条件が異なる溶離物を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
（ a'）試料を、平行したセットの選択条件に曝露させる工程であって、平行したセットに
おける各選択条件が、複数の選択条件における１つの選択条件として、
同じ吸着体および異なる溶離物を含む工程；ならびに（ b'）レーザー脱離質量スペクトロ
メトリによって、各吸着体上の保持されたポリペプチド被分析物を検出する工程をさらに
含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
第１の吸着体における引力の基礎が疎水性相互作用であり、かつ第２の吸着体における引
力の基礎が親水性相互作用である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
前記異なる溶離物が、異なる溶離特性を有し、かつ pHに基づく溶離物、イオン強度に基づ
く溶離物、水構造に基づく溶離物、界面活性剤に基づく溶離物、および疎水性に基づく溶
離物からなる群より異なって選択される、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
第１の吸着体のための溶離物が pHに基づく溶離物であり、かつ第２の吸着体のための溶離
物が界面活性剤に基づく溶離物である、請求項７記載の方法。
【請求項１０】
前記保持されたポリペプチドがペプチドを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
前記保持されたポリペプチドがタンパク質を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
前記基材が質量スペクトロメトリプローブであり、かつ各吸着体が、質量スペクトロメト
リプローブの表面上の異なるアドレス可能な位置に結合される、請求項１～ 11のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１３】
各吸着体が第１の基材であるビーズに結合されて吸着体－ビーズ複合体を形成し、かつ試
料を複数の異なる選択条件に曝露した後に、異なる選択条件を定義する各吸着体－ビーズ
複合体が、異なるアドレス可能な位置で第２の基材である質量スペクトロメトリプローブ
上に位置付けられる、請求項１～ 11のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
レーザー脱離質量スペクトロメトリによって検出する前に、エネルギー吸収分子を、保持
されたポリペプチド被分析物に当てる工程をさらに含む、請求項１～ 13のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１５】
前記試料が、体液、細胞溶解物、組織溶解物、および器官溶解物から選択される生物学的
試料である、請求項１～ 14のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
前記質量スペクトロメトリプローブが金属を含む、請求項 12に記載の方法。
【請求項１７】
前記質量スペクトロメトリプローブがケイ素を含む、請求項 12に記載の方法。
【請求項１８】
各吸着体が、異なる質量スペクトロメトリプローブの表面に結合される、請求項 12に記載
の方法。
【請求項１９】
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各吸着体が、所定のアドレス可能な位置のアレイにおいて、同じ質量スペクトロメトリプ
ローブの表面に結合される、請求項 12に記載の方法。
【請求項２０】
（ c）異なる選択条件下でポリペプチド被分析物の保持における差異を決定する工程をさ
らに含む、請求項 14に記載の方法。
【請求項２１】
前記試料が病的細胞に由来する、請求項 15に記載の方法。
【請求項２２】
試料中のポリペプチド被分析物を検出するための方法であって、
（ a）該試料を少なくとも２つの異なる選択条件に曝露させる工程であって、各選択条件
が、同じ吸着体と異なる溶離物との組み合わせによって定義され、曝露工程が、（ I）試
料と基材に結合した吸着体とを接触させること、および（ II）溶離物により、非結合性の
ポリペプチドを吸着体から洗浄して、吸着体上のポリペプチド被分析物を保持させること
を含む工程；ならびに
（ b）レーザー脱離質量スペクトロメトリによって、各吸着体上の保持されたポリペプチ
ド被分析物を検出する工程
を含む方法。
【請求項２３】
前記異なる溶離物が異なる溶離特性を有し、該溶離特性が、 pH、緩衝能、イオン強度、水
構造特性、界面活性剤の型、界面活性剤強度、疎水性、および誘電率からなる群より選択
される、請求項 22に記載の方法。
【請求項２４】
前記異なる溶離物が単一の溶離特性の強度により異なり、該溶離特性が、 pH、緩衝能、イ
オン強度、水構造特性、界面活性剤の型、界面活性剤強度、疎水性、および誘電率からな
る群より選択される、請求項 22に記載の方法。
【請求項２５】
前記吸着体が、塩で促進される相互作用、親水性相互作用、静電的相互作用、配位共有結
合相互作用、酵素活性部位相互作用、可逆的共有相互作用、糖タンパク質相互作用、およ
び生物特異的相互作用からなる群より選択される引力の基礎を有する、請求項 22に記載の
方法。
【請求項２６】
試料を少なくとも４つの異なる選択条件に曝露する工程を含み、各選択条件が、同じ吸着
体と異なる溶離物との組み合わせによって定義される、請求項 22に記載の方法。
【請求項２７】
前記保持されたポリペプチドがペプチドを含む、請求項 22に記載の方法。
【請求項２８】
前記保持されたポリペプチドがタンパク質を含む、請求項 22に記載の方法。
【請求項２９】
各吸着体が、質量スペクトロメトリプローブの表面上の異なるアドレス可能な位置に結合
される、請求項 22～ 28のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
各吸着体が第１の基材であるビーズに結合されて吸着体－ビーズ複合体を形成し、かつ試
料を複数の異なる選択条件に曝露した後に、異なる選択条件を定義する各吸着体－ビーズ
複合体が、異なるアドレス可能な位置で第２の基材である質量スペクトロメトリプローブ
上に位置付けられる、請求項 22～ 28のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
レーザー脱離質量スペクトロメトリによって検出する前に、エネルギー吸収分子を、保持
されたポリペプチド被分析物に当てる工程をさらに含む、請求項 22～ 30のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項３２】
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前記試料が、体液、細胞溶解物、組織溶解物、および器官溶解物からなる群より選択され
る生物学的試料である、請求項 22～ 31のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
前記質量スペクトロメトリプローブが金属を含む、請求項 29に記載の方法。
【請求項３４】
前記質量スペクトロメトリプローブがケイ素を含む、請求項 29に記載の方法。
【請求項３５】
各吸着体が、異なる質量スペクトロメトリプローブの表面に結合される、請求項 29に記載
の方法。
【請求項３６】
各吸着体が、所定のアドレス可能な位置のアレイにおいて、同じ質量スペクトロメトリプ
ローブの表面に結合される、請求項 29に記載の方法。
【請求項３７】
（ c）異なる選択条件下で被分析物の保持における差異を決定する工程をさらに含む、請
求項 31に記載の方法。
【請求項３８】
前記試料が病的細胞に由来する、請求項 31に記載の方法。
【請求項３９】
試料中のポリペプチド被分析物を検出するための方法であって、
（ a）異なるアドレス可能な位置で、該試料を 10～ 10,000個の異なる選択条件に曝露させ
る工程であって、各選択条件が、ポリペプチドを含む生物特異的相互作用吸着体と溶離物
との組み合わせによって定義され、

および曝露工程が、（ I）試料と基材に結合した生物特異的相互作用吸着体とを接
触させること、および（ II）溶離物により、非結合性のポリペプチドを生物特異的相互作
用吸着体から洗浄して、生物特異的相互作用吸着体上のポリペプチド被分析物を保持させ
る工程を含む工程；ならびに
（ b）異なるアドレス可能な位置で、各基材から、レーザー脱離質量スペクトロメトリに
よって、各生物特異的相互作用吸着体上の保持されたポリペプチド被分析物を検出する工
程
を含む方法。
【請求項４０】
前記試料が、体液、細胞溶解物、組織溶解物、および器官溶解物から選択される生物学的
試料である、請求項 39に記載の方法。
【請求項４１】
前記生物特異的相互作用吸着体がレセプターを含む、請求項 39に記載の方法。
【請求項４２】
前記生物特異的相互作用吸着体が、細胞表面レセプター、細胞質レセプター、または核レ
セプターを含む、請求項 39に記載の方法。
【請求項４３】
前記生物特異的相互作用吸着体が酵素を含む、請求項 39に記載の方法。
【請求項４４】
前記生物特異的相互作用吸着体が抗体を含む、請求項 39に記載の方法。
【請求項４５】
前記異なる選択条件が、 100～ 1000個の異なる生物特異的相互作用吸着体を含む、請求項 3
9に記載の方法。
【請求項４６】
前記基材が、質量スペクトロメトリプローブであり、かつ各生物特異的相互作用吸着体が
、質量スペクトロメトリプローブの表面上の異なるアドレス可能な位置に結合される、請
求項 39～ 44のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４７】
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各生物特異的相互作用吸着体が第１の基材であるビーズに結合されて生物特異的相互作用
吸着体－ビーズ複合体を形成し、かつ試料を複数の異なる選択条件に曝露した後に、異な
る選択条件を定義する各生物特異的相互作用吸着体－ビーズ複合体が、異なるアドレス可
能な位置で第２の基材である質量スペクトロメトリプローブ上に位置付けられる、請求項
39～ 44のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４８】
前記質量スペクトロメトリプローブが金属を含む、請求項 46に記載の方法。
【請求項４９】
前記質量スペクトロメトリプローブがケイ素を含む、請求項 46に記載の方法。
【請求項５０】
各生物特異的相互作用吸着体が、異なる質量スペクトロメトリプローブの表面に結合され
る、請求項 46に記載の方法。
【請求項５１】
各生物特異的相互作用吸着体が、同じ質量スペクトロメトリプローブの表面に結合される
、請求項 46に記載の方法。
【請求項５２】
前記異なる選択条件が、同じ生物特異的相互作用吸着体および異なる溶離物を含む、請求
項 39～ 44および請求項 46～ 51のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５３】
前記異なる選択条件が、異なる生物特異的相互作用吸着体および異なる溶離物を含む、請
求項 39～ 51のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５４】
不純試料からの被分析物の分取的精製のための方法であって、
（ a）（ i）該試料を複数の異なる選択条件下で基材に曝露させる工程であって、各選択条
件が、吸着体と溶離物との組み合わせによって定義され、曝露工程が、（ I）試料と基材
に結合した吸着体とを接触させること、および（ II）溶離物により、非結合性の被分析物
を吸着体から洗浄して、吸着体上の被分析物を保持させることを含む工程、および
（ ii）レーザー脱離質量スペクトロメトリによって、被分析物が保持される選択条件を検
出する工程
により、被分析物が保持される選択条件を同定する工程；ならびに
（ b）（ i）試料と工程（ a）により同定された吸着体を含むクロマトグラフィーカラムと
を接触させて、同定された選択条件下で被分析物を保持する工程、
（ ii）非結合性のポリペプチドをクロマトグラフィーカラムから洗浄する工程、および
（ iii）クロマトグラフィーカラムから被分析物を溶出する工程
により、該被分析物を精製する工程
を含む方法。
【請求項５５】
被分析物を保持するために同定された少なくとも１つの他の選択条件を使用して、工程（
b）を繰り返す工程をさらに含む、請求項 に記載の方法。
【請求項５６】
前記被分析物がポリペプチドを含む、請求項 または に記載の方法。
【請求項５７】
前記クロマトグラフィーカラムを少なくとも 10mlの試料に接触させる、請求項 に記載の
方法。
【請求項５８】
前記吸着体が、疎水性相互作用、親水性相互作用、陰イオン電荷相互作用、陽イオン電荷
相互作用、および配位共有結合相互作用からなる群より選択される引力の基礎を有する、
請求項 に記載の方法。
【請求項５９】
被分析物の分取的精製のための方法であって、

10

20

30

40

50

(5) JP 4017193 B2 2007.12.5

54

54 55

54

54



（ a）（ i）被分析物を含む試料と基材に結合した吸着体とを接触させる工程、
（ ii）溶離物により、非結合性のポリペプチドを吸着体から洗浄する工程、
（ iii）レーザー脱離質量スペクトロメトリによって、吸着体が被分析物を基材から保持
したか否かを決定する工程
により、吸着体と溶離物との組み合わせによって定義され、かつ被分析物を保持する少な
くとも１つの選択条件を決定する工程；ならびに
（ b）（ i）クロマトグラフィーカラム中の被分析物を含む試料と工程（ a）により同定さ
れた吸着体を接触させて、被分析物を保持する工程、
（ ii）溶離物により、非結合性の物質をカラムから洗浄することによって、被分析物がカ
ラムに保持される工程、および
（ iii）カラムから被分析物を溶出する工程
により、該被分析物を精製する工程
を含む方法。
【請求項６０】
前記被分析物がポリペプチドを含む、請求項 に記載の方法。
【請求項６１】
前記吸着体が、疎水性相互作用吸着体、親水性相互作用吸着体、陰イオン電荷相互作用吸
着体、陽イオン電荷相互作用吸着体、配位共有結合相互作用吸着体、および生物特異的相
互作用吸着体からなる群より選択される、請求項 または に記載の方法。
【請求項６２】
被分析物を保持する複数の異なる選択条件を決定する工程を含む方法であって、該複数の
異なる選択条件が、異なる引力の基礎を有する少なくとも２つの異なる吸着体を含み、該
引力の基礎が、疎水性相互作用、親水性相互作用、陰イオン電荷相互作用、陽イオン電荷
相互作用、配位共有結合相互作用、および生物特異的相互作用からなる群より選択される
、請求項 または に記載の方法。
【請求項６３】
クロマトグラフィーカラム中で吸着体に接触させる試料が、少なくとも 10mlの容量を有す
る、請求項 または に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
関連出願の相互参照
本出願は 1997年 6月 20日出願の同時係属出願 60/054,333および 1997年 12月 1日出願の同時継
続出願 60/067,484の優先日に基づく優先権を主張する。これらの出願の内容はその全体が
本明細書中に参考として援用される。
合衆国が後援する研究または開発
適用なし
発明の背景
本発明は分別科学（ separation science）および分析生化学の分野に関する。
本発明の方法は、生物学および医学（遺伝子機能の分析、示差的な遺伝子発現、タンパク
質の発見、細胞的および臨床的診断および薬物スクリーニングを包含する）に適用される
。
細胞機能は、正常機能および病理学的機能の両者とも、一部には、細胞によって発現され
る遺伝子（すなわち遺伝子機能）に依存する。遺伝子発現は定性的および定量的な両方の
局面を有する。すなわち、細胞は、発現される特定の遺伝子に関してと、同じ遺伝子の発
現の相対レベルに関しての両方で異なり得る。示差的な遺伝子発現は、例えば、その遺伝
子によってコードされるタンパク質の発現における差異、または発現されるタンパク質の
翻訳後調節における差異によって明白になり得る。例えば、タンパク質は、炭水化物また
はリン酸基で修飾され得、あるいはペプチド切断を通じてプロセシングされ得る。従って
、生化学レベルにおいて、細胞は生物体生体分子の複合体混合物を表す。
機能的遺伝子混合物（ genomics）（「タンパク質混合物（ proteomics）」）の 1つの目標
は細胞型の間で示差的に発現される生物体生体分子の同定および特徴付けである。発現を

10

20

30

40

50

(6) JP 4017193 B2 2007.12.5

59

59 60

59 60

59 60



比較することによって、細胞の特定の病理学的作用の原因となり得る分子を同定すること
ができる。例えば、癌細胞中で発現するが正常細胞中では発現しないタンパク質を同定す
ることは、診断のために有用であり、そして最終的には薬物の発見および病理学的処置の
ために有用である。ヒトゲノムプロジェクトが完了すれば、全てのヒト遺伝子はクローン
化され、配列決定され、そしてデータベースとして体系化される。この「ゲノム後（ post
-genome）」の世界では、示差的に発現されたタンパク質を同定する能力は、今度は、そ
れをコードする遺伝子の同定に通じる。従って、遺伝学の能力は、細胞期脳の問題を有す
ると考えられ得る。
遺伝子発現および機能の示差的な化学分析は、細胞中の分子の複合体混合物が微量で存在
する場合でさえも、それを分離（ resolve）し得、定量し得、そして同定し得るツールを
必要とする。しかしこの目的のための現在の分析化学的ツールは、それらの分野の各々で
制限されている。 1つの普及した生体分子分別（ separation）法は電気泳動である。しば
しば、ゲル中での等電点電気泳動による第 1のタンパク質の分別は、ドデシル硫酸ナトリ
ウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ SDS-PAGE）による第 2の分別と組み合わされる
。この結果は、タンパク質を等電点（正味の電荷）およびサイズ（すなわち質量）の次元
に従って分離するマップである。しかしこの方法は有用ではあるが、いくつかの点で限界
がある。第 1に、この方法は生体分子のわずか 2つの性質についての情報を提供するに過ぎ
ない。質量および等電点（「 pI」）である。第 2に、各次元における分離はゲルの分離性
によって制限される。例えば、その質量の差が約 5％未満、または約 0.5pI未満の分子はし
ばしば分離が困難である。第 3に、ゲルはローディング受容量（ capacity）能力が限られ
、それゆえ選択性に限りがある。少量で発現される生体分子は検出され得ない。第 4に、
分子量が約 10～ 20kDaを下回る小さいタンパク質およびペプチドは観察されない。
他の分析方法はこれらの限界の 1つまたはそれ以上を克服し得るが、それらを効率的に組
み合わせることは困難である。例えば、分析クロマトグラフィーは生体分子を種々の被分
析物／吸着体相互作用に基づいて分別することができるが、多次元分析は困難であり、か
つ時間がかかる。さらに、この方法は感受性に限界がある。
臨床的診断は疾患の既知のマーカーを特異的に検出する能力を必要とする。しかし、この
ような診断の発展のためには、マーカーに特異的に結合する試薬を調製するのに必要とさ
れる時間、または複合体混合物中のマーカーを識別し得る時間が障害となる。
薬物の発見は、リガンド／レセプター相互作用を調節する物質を迅速にスクリーニングす
る能力を必要とする。しばしば、このようなスクリーニングにおける律速段階はリガンド
／レセプター相互作用を検出する能力である。従って、結合事象を同定するための迅速か
つ特異的な方法は当該分野における進歩となる。
現在まで、潜在的なマーカーまたはリガンド／レセプター対のメンバーを同定するところ
から、このマーカーまたはメンバーに特異的に結合する物質を産生するまでのプロセスが
困難である。 1つの方法では、正常組織および疾患組織を比較して、疾患組織で上昇また
は減少している mRNA種または発現配列タグ（「 EST」）を同定する。これらの種を単離し
、そしてこれらがコードするポリペプチドを組換え DNAの日常的方法を通じて産生する。
次に、ポリペプチドを単離し、そしてマーカーに対して特異的な抗体を惹起する免疫原と
して使用する。この抗体を例えば ELISAアッセイで用いて、患者の試料中のマーカーの量
を決定する。
このプロセスは、長くそして退屈である。このような抗体を産生するために９ヶ月かから
１年かかり得、その時間の大半は免疫化のためのポリペプチドの十分量を単離するための
プロトコルを作成するために費やされる。さらに、この方法は、 RNA発現の差異はタンパ
ク質発現の差異として表されるという希望に頼る。しかし、この仮設は、常に信頼出来る
わけではない。従って、示差的に発現されるタンパク質は直接検出される方法および特異
的リガンドが優位に短い時間で産生され得る方法は、この分野にとって非常に利益である
。
従って、生物体生体分子の複合体混合物を分離し、混合物中の個々の生体分子を同定し、
そして 1つまたはそれ以上の標的被分析物を含む特異的分子認識事象を同定するためのツ
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ールが、分析生化学、生物学および医学のために所望される。
発明の要旨
本発明は被保持物（ retentate）クロマトグラフィーのための装置および方法を提供する
。被保持物クロマトグラフィーは組合せ的な方法であり、複合体混合物中の被分析物の高
度情報分離を、多次元分別方法の使用を通じて提供する。これは生物学および医学のため
に統合された被分析物検出および機能的分析の可能性を提供し、これは、遺伝子機能、タ
ンパク質機能、細胞機能、および生物体全体の機能に関連する被分析物発現パターンの直
接検出のための単一の一体化された操作システムによって特徴づけられる。 1つの局面で
は、本発明は遺伝子機能、タンパク質機能、または巨大分子アセンブリ全体、細胞、およ
び全生物体の発見または診断のための統合された操作システムを提供する。
より詳細には、被分析物は種々の二次元フォーマットで分離され得、それにより多次元情
報が提供される。被分析物は最初に少なくとも 2つの異なる第 1の次元中で、少なくとも 2
つの異なる選択条件下で固定相に吸着するその能力（例えば、アニオン性／カチオン性ポ
テンシャル、疎水性／親水性、または特異的生体分子認識）に基づいて分別される。次に
、被分析物は第 2の次元で脱離スペクトロメトリ（例えば、レーザー脱離質量スペクトロ
メトリ）により質量に基づいて分別され、これにより分別された被分析物の検出がさらに
提供される。被分析物が吸着する吸着体の性質は被分析物に関する物理化学的情報を提供
する。
従って、本発明は分子発見および診断装置を提供する。これは並列かつ多重な被分析物の
処理能力を含むことで特徴づけられる。被分析物が直接検出できるので、本発明は単一の
単位操作の間に、同じ「サーキット」（すなわち、アドレス可能な「チップ」位置」から
2つ以上の独立した標的被分析物シグナルを同時に発信することが可能である。
被保持物クロマトグラフィーはいくつかの点で従来のクロマトグラフィーと異なる。第 1
に、被保持物クロマトグラフィーでは、吸着体上に保持された被分析物が検出される。従
来のクロマトグラフィー法では、被分析物は検出の前に吸着体から溶離している。従来の
クロマトグラフィーにおいては、吸着体から溶離していない被分析物を検出するための日
常的または簡便な手段は存在しない。従って、被保持物クロマトグラフィーは、保持され
た被分析物の化学的または構造的特性に関する直接的な情報を提供する。第 2に、吸着ク
ロマトグラフィーと脱離スペクトロメトリによる検出との組み合わせは、フェムトモルの
範囲という驚くべき高感度と非常に優れた分離を提供する。第 3に、一部には被分析物を
直接検出できるという理由で、被保持物クロマトグラフィーは種々の異なる選択条件で被
保持物を迅速に分析する能力を提供し、それゆえ、試料中の被分析物の迅速な多次元の特
徴付けを提供する。第 4に、吸着体は、所定のアドレス可能な位置のアレイで基材に付着
され得る。これにより、異なる溶離条件下でアレイ上の異なる吸着体部位（すなわち、「
親和性部位」または「スポット」）に曝露される被分析物の並列処理が可能となる。
被保持物クロマトグラフィーは生物学および医学において多くの用途を有する。これらの
用途としては、被分析物の組合せ的な生化学的分別および精製、示差的な遺伝子発現およ
び分子認識事象の研究、診断および薬物発見が挙げられる。
被保持物クロマトグラフィーの、分析ツールとしての 1つの基本的な用途は、試料を異な
る吸着体／溶離物の組み合わせの組合せ的な取り合わせ（ assortment）に曝露すること、
および異なる条件下での被分析物の挙動を検出することを含む。これにより、被分析物が
精製され、そして試料中の被分析物の検出のために有用な条件が同定される。このように
して同定された吸着体を有する基材は、 1つまたは複数の被分析物の特異的検出器として
使用され得る。進行的な抽出法においては、試料を第 1の吸着体／溶離物の組み合わせに
曝露し、そして第 1の吸着体によって吸着された被分析物が枯渇した洗浄液を第 2の吸着体
に曝露して、他の被分析物を枯渇させる。被分析物を保持するものとして同定される選択
条件はまた分取的精製手順にも用いられ得る。この手順では、被分析物を含む不純試料を
その被分析物を保持する吸着体に連続的に曝露し、不純物を除去し、そして保持された被
分析物を次のラウンドで吸着体から採取する。
本発明の 1つの局面は、アレイ内のアドレス可能な位置の個々の選択条件によって特徴づ
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けられる各クラスまたは型の分子認識事象（例えば、標的吸着体－標的被分析物の相互作
用）が直接検出され、その間、関連する分子がアドレス可能な位置にそれでもなお局在化
（すなわち「保持」）されていることである。すなわち、直接的手段による選択および検
出は、標的被分析物の溶離、回収、増幅、または標識化を必要としない。
本発明の他の局面は、アドレス可能なアレイ内の 1つ以上の位置での 1つ以上の所望の分子
認識事象の検出が、少なからぬ量の総吸着体－被分析物の画分の除去または消費を必要と
しないことである。それゆえ、非使用の部分は、構造および機能の解明のためにインサイ
チュで（すなわちアドレス可能な位置の境界内で）直接行われる 1つ以上の「二次的処理
」（さらなるアセンブリ（ assembly）またはジアセンブリ（ diassembly）、修飾、または
増幅（直接または間接）の後に、さらに問い合わせ（ interrogate）され得る。
被分析物に対しての特異性が向上した吸着体は、「進行的分離（ progressive resolution
）」と呼ばれる中間的なプロセスによって開発され得る。このプロセスでは、被分析物を
保持することが証明された吸着体または溶離物をさらなる変数で試験して、より優れた結
合特性の組み合わせが同定される。他の方法では、被分析物に特異的な抗体吸着体を有す
る基材の迅速な作製が可能となる。この方法は、被分析物を吸着体にドッキングすること
、およびファージ提示ライブラリーを被分析物に結合するファージについてスクリーニン
グすることを伴う。
被保持物クロマトグラフィーはまた、分子生物学および細胞生物学における用途も有する
。 2つの試料中に示差的に存在する被分析物（例えば 2つの細胞抽出物中に示差的に発現す
るタンパク質）は、試料を脱離スペクトロメトリによる分析のための種々の吸着体／溶離
物の組み合わせに曝露することによって同定され得、これにより、他の分別および検出系
ではかなうことができないこの系の高度情報分離能力が利用できる。未知の標的タンパク
質は、吸着体／溶離物の組み合わせの化学的性質に基づいて物理化学的性質（分子量を包
含する）を決定することによって同定され得、そしてこの情報を用いて同様のプロファイ
ルを有するタンパク質についてデータベースをスクリーニングし得る。
分別生化学における方法およびこれらの方法から生成される吸着体は診断において有用で
ある。より詳細には、化学的な吸着体または生体特異的な吸着体のいずれかが、重要な診
断的マーカーの検出のために開発され得る。特定の実施態様において、基材は、疾患また
は症候群のための診断的なマーカーの組み合わせについて選択された吸着体スポットのア
レイを有し得る。
被保持物クロマトグラフィーはまた薬物発見において有用である。レセプター／リガンド
対の 1つのメンバーを吸着体にドッキングし、そして結合パートナーに結合するその能力
を物質（ agent）の存在下で試験する。吸着が迅速に試験され得るので、物質の組合せ的
なライブラリーは相互作用を調節するその能力について容易に試験され得る。
本発明の 1つの局面では、試料中の少なくとも 1つの被分析物の高度情報分離のための方法
を提供する。この方法は、複数の被分析物の並列な分別および検出を含む組合せ的な分別
方法である。この方法は、 a）被分析物を少なくとも 2つの異なる選択条件に曝露する工程
であって、各選択条件が吸着体および溶離物の組み合わせによって規定され、この被分析
物を吸着体で保持させる、工程；および b）異なる選択条件下で保持された被分析物を脱
離スペクトロメトリで検出する工程を包含する。異なる選択条件下での保持された被分析
物の検出は、被分析物の高度情報分離を提供する。
1つに実施態様においては、異なる選択条件の各々は、並列処理のための異なる所定のア
ドレス可能な位置で定義される。他の実施態様においては、この方法は、 i）被分析物を
定義された位置で第 1の選択条件に曝露して、被分析物を吸着体で保持させる工程； ii）
第 1の選択条件下で保持された被分析物を脱離スペクトロメトリによって検出する工程； i
ii）吸着体を定義された位置で第 2の異なる選択条件下で洗浄して、被分析物を吸着体で
保持させる工程；および iv）第 2の選択条件下で保持された脱離スペクトロメトリによっ
て検出する工程を包含する。
他の実施態様において、被分析物は生物体生体分子、多量体分子複合体または巨大分子構
築物である。他の実施態様において、生物体生体分子は酵素、免疫グロブリン、細胞表面
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レセプターまたは細胞内レセプターである。
他の実施態様において、吸着体はアニオン、カチオン、疎水性相互作用吸着体、ポリペプ
チド、核酸、炭水化物、レクチン、色素、還元剤、炭化水素またはそれらの混合物を含む
。他の実施態様において、吸着体は、ガラス、セラミック、磁性材料、生物体ポリマー、
伝導性ポリマー、天然バイオポリマー、金属または生物体ポリマーでコートされた金属を
含む基材に付着する。他の実施態様において、吸着体は、ミクロ乳濁液、ラテックス、層
またはビーズの形態であり得る。他の実施態様において、基材上の位置は線状または直交
アレイに配置される。他の実施態様において、吸着体は被分析物が選択条件に曝露される
前に基材上に異なる位置で配置される。他の実施態様において、吸着体は被分析物が選択
条件に曝露された後に基材上に異なる位置で配置される。他の実施態様において、異なる
選択条件は異なる結合条件または異なる溶離条件を含む。
他の実施態様において、検出工程は被分析物の質量をレーザー脱離質量スペクトロメトリ
で検出する工程を包含する。
他の実施態様において、選択条件は吸着体による被分析物の保持を最適化すべく選択され
る。他の実施態様において、少なくとも 1つの被分析物は 1つより多い被分析物である。他
の実施態様において、複数の選択条件が異なる吸着体および同じ溶離物で定義される。
他の実施態様は、アドレス可能な位置に吸着体を含む基材を提供する工程をさらに包含し
、各吸着体は被分析物の保持を同定する選択条件による吸着体である。他の実施態様にお
いて、溶離条件は pH、緩衝能、イオン強度、水構造特性、界面活性剤の型、界面活性剤強
度、疎水性または比誘電率に従って異なる。他の実施態様において、複数の選択条件が同
じ溶離物によって規定される。
他の実施態様において、本発明は試料から被分析物を系列的に抽出する方法を提供する。
これは、並列な複数の被分析物のための組合せ的な系列分別および精製展開方法（ purifi
cation development method）である。この方法は、 a）被分析物を含む試料を第 1の選択
条件に曝露して、被分析物を第 1の吸着体に保持させ、そして非保持試料を作製する工程
； b）被分析物を含む非保持試料を採取し、非保持試料を第 2の選択条件に曝露して、被分
析物を第 2の吸着体に保持させ、そして非保持試料を作製する工程；および c）異なる選択
条件下で保持された被分析物を脱離スペクトロメトリで検出する工程を包含する。
他の局面において、本発明は脱離スペクトロメトリのための基材を提供し、これは吸着体
を含み、この吸着体の結合特性は 1つ以上の直線軸に沿う勾配で変化する。
他の局面において、本発明は、試料中の被分析物に対する分離が改善された選択条件を進
行的に同定する方法を提供する。この方法は以下の工程を含む：（ a）試料中の被分析物
を保持する選択条件を以下の工程（ i）～（ iii）で同定する工程：（ i）試料を選択条件
のセットに曝露する工程であって、各選択条件が少なくとも 1つの結合特性および少なく
とも 1つの溶離特性によって定義される、工程；（ ii）各選択条件下で保持された被分析
物を脱離スペクトロメトリで検出する工程；および（ iii）被分析物を保持する選択条件
を同定する工程；ならびに（ b）被分析物に対する改善された分離を有する選択条件を以
下の工程（ i）～（ iii）によって同定する工程：（ i）少なくとも 1つの結合特性または溶
離特性を同定された選択条件から選択し、そしてそれを選択性特性の定常のセットに加え
る工程；（ ii）改変された選択条件のセットに試料を曝露する工程であって、ここで改変
されたセット中の各選択条件が以下を含む工程：（ 1）定常セットにおける選択性特性お
よび（ 2）定常セットにおいてではない結合特性または溶離特性；および（ iii）改変され
たセットからの選択条件を先に同定された選択条件と比べて改善された分離を有する被分
析物を保持する脱離スペクトロメトリによって同定する工程。 1つの実施態様は、工程（ b
）を少なくとも 1回繰り返す工程を包含する。他の実施態様は、工程（ b）を、選択条件が
試料から標的被分析物のみを保持することが同定されるまで繰り返す工程を包含する。
他の局面において、本発明は、進行的分離方法によって被分析物を分離するものとして同
定された選択条件による吸着体を含む、脱離スペクトロメトリのための基材を提供する。
1つの実施態様において、基材はキットの形態で与えられ、このキットはさらに、選択条
件による溶離物、または溶離物を吸着体と組み合わせて使用する指示を含む。
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他の局面において、本発明は不純試料からの被分析物の分取的精製のための方法を提供す
る。この方法は、以下の工程を包含する： a）試料を複数の異なる選択条件下で基材に曝
露する工程；脱離スペクトロメトリにより異なる選択条件下で、保持された被分析物を検
出する工程；および被分析物が保持される選択条件を同定する工程；（ b）被分析物を、
複数の異なる同定された選択条件について以下の i）～ iii）を包含する一連の工程を繰り
返すことによって精製する工程； i）試料を、同定された選択条件下、吸着体に曝露して
被分析物を吸着体によって保持させる工程； ii）被分析物を基材によって保持されない不
純物から分別する工程；および iii）被分析物を吸着体から採取する工程。
他の局面において、本発明は試料中の少なくとも 1つの被分析物を検出するための基材を
調製するための方法を提供する。この方法は、被分析物特異的吸着体の設計および同定の
ための組合せ的な方法である。これは標的被分析物の検出において有用である。この方法
は、 a）試料を少なくとも 2つの異なる選択条件に曝露する工程であって、各選択条件が吸
着体と溶離物との組み合わせによって規定され、被分析物を吸着体により保持させる工程
； b）被分析物が保持されるもとで少なくとも 1つの選択条件で脱離スペクトロメトリによ
って同定する工程；および c）同定された選択条件の少なくとも 1つの吸着体を含む基材を
調製する工程を包含する。 1つの実施態様において、同定工程は、複数の被分析物が保持
されるもとで少なくとも 1つの選択条件を同定する工程を包含する。他の実施態様におい
て、調製工程は、ある溶離条件下で被分析物を多重な吸着体として保持する複数の吸着体
を含む基材を調製する工程を包含する。
他の局面において、本発明は被験体において、少なくとも 1つの診断マーカーで特徴づけ
られる疾患を診断する方法を提供する。これは、複数の診断マーカーの同時検出のための
組合せ的な方法である。この方法は、 a）脱離スペクトロメトリで使用するための基材を
提供する工程であって、この基材が少なくとも 1つのアドレス可能な位置を含み、各アド
レス可能な位置が、ある溶離条件下少なくとも 1つの診断マーカーを分離する吸着体を含
む、工程； b）基材を、その溶離条件下、被験体からの生物学的試料に曝露して、診断マ
ーカーを保持させる工程；および c）保持された診断マーカーを脱離スペクトロメトリで
検出する工程、を包含する。保持された診断マーカーの検出は疾患の診断を提供する。
他の局面において、本発明は試料中の被分析物を検出するためのキットを提供する。この
キットは、（ 1）脱離スペクトロメトリで使用するための基材であって、少なくとも 1つの
アドレス可能な位置を含み、各アドレス可能な位置が、吸着体および溶離物を含む選択条
件下で被分析物を分離する吸着体を含む、基材；および（ 2）試料をこの選択条件に曝露
するための溶離物または指示、を含む。 1つの実施態様において、キットは、複数の診断
マーカー、および複数のアドレス可能な位置を含む基材により特徴づけられ、各アドレス
可能な位置は少なくとも 1つの診断マーカーを分離する吸着体を含む。
他の局面において、本発明は、脱離スペクトロメトリのための基材を提供する。この基材
は少なくとも 1つの吸着体を少なくとも 1つのアドレス可能な位置に含み、ここでこの少な
くとも 1つの吸着体は、患者試料から病理学的条件についての複数の診断マーカーを分離
する。
他の局面において、本発明は、被分析タンパク質について同一候補を選択する方法を提供
する。この方法は、少なくとも 2つの物理化学的特性に基づくタンパク質同定のための組
合せ的な方法である。この方法は以下の工程を包含する： a）試料中のタンパク質被分析
物の少なくとも第 1および第 2の物理化学的性質についてのマッチパラメータを特定する値
のセットを、以下の工程 i）および ii）によって決定する工程： i）被分析物を複数の異な
る選択条件に曝露する工程であって、ここでタンパク質被分析物と基材との吸着がタンパ
ク質被分析物の物理化学的性質を同定する引力（ attraction）に基づいて媒介される、工
程；および ii）異なる選択条件下、保持された被分析物を脱離スペクトロメトリによって
検出する工程；および b）プログラム可能なデジタルコンピュータで以下の工程 i）～ iii
）を実行する工程： i）参照ポリペプチドの 1つのセットの各メンバーについて、この参照
ポリペプチドの少なくとも第 1および第 2の物理化学的性質を特定する値のセットを含むデ
ータベースにアクセスする工程； ii）タンパク質被分析物の物理化学的性質を特定する値
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のセットを入力する工程； iii）マッチパラメータ内の値のセットを有する参照ポリペプ
チドをデータベースからソートする工程。ソートされた参照ポリペプチドはタンパク質被
分析物についての同一候補を提供する。非ソートの参照ポリペプチドは同一候補から除外
されたポリペプチドである。
他の局面において、本発明は、被分析物を系列的に保持するための方法を提供する。この
方法は、多量体の巨大分子または超分子アセンブリのモニタリング方法である。これは分
子認識妨害による薬物発見のための方法として有用である。この方法は、 a）第 1試料を一
次吸着体および溶離物に曝露して、第 1被分析物をこの吸着体によって保持させ、そして
吸着した被分析物を脱離スペクトロメトリによって検出して、これにより保持された第 1
被分析物が二次吸着体になる工程； b）第 2試料を二次吸着体および溶離物に曝露して、第
2被分析物を二次吸着体で保持させ、そして吸着した第 2被分析物を脱離スペクトロメトリ
によって検出して、これにより保持された第 2被分析物が三次吸着体になる工程、を包含
する。
他の局面において、本発明は、試料中の酵素を検出する方法を提供する。この方法は： a
）吸着体およびこの吸着体に結合した酵素基質を含む固相を提供する工程であって、ここ
で酵素基質上の酵素の活性により特徴的な分子量を有する産物が産生される工程； b）基
質を試料に曝露する工程；および c）脱離スペクトロメトリによって産物を検出する工程
、を包含する。産物の検出により酵素の検出が提供される。
他の局面において、本発明は被分析物が第 1および第 2の生物学的試料中に示差的に存在す
る（例えば示差的に発現される）かどうかを決定するための方法を提供する。この方法は
、示差的遺伝子発現を示差的タンパク質提示によってモニタリングするための組合せ的な
方法として有用である。この方法は： a）第 1試料中の被分析物についての第 1保持マップ
を少なくとも 1つの選択条件について決定する工程； b）第 2試料中の被分析物についての
第 2保持マップを同じ選択条件について決定する工程；および c）第 1保持マップおよび第 2
保持マップ間の差異を検出する工程、を包含する。保持マップ間の差異は、被分析物が第
1試料および第 2試料中で示差的に存在することの決定を提供する。
1つの実施態様において、この方法は、タンパク質が、 2つの異なる細胞間、およびこの細
胞またはこの細胞由来の物質を含む第 1および第 2の試料間で示差的に発現するかどうかを
決定するための方法である。他の実施態様において、この方法は、ある物質が生物学的試
料中のタンパク質の発現を変化させるかどうかを決定するための方法であるならば、この
物質を第 1の生物学的試料に投与するが第 2の生物学的試料に投与しない工程を包含する。
他の実施態様において、第 1の生物学的試料は健康な被験体由来であり、そして第 2の生物
学的試料は病理学的状態に罹患した被験体由来である。試料は、例えば、血液、尿、血清
および組織から選択され得る。病理学的被験体由来の試料において増加することが見いだ
される被分析物が診断マーカーの候補である。一般に、診断マーカーの確認は多くの被験
体からマーカーを検出することを含む。
他の局面において、本発明はレセプターに対するリガンドを同定するための方法を提供す
る。この方法は： a）吸着体を含む基材を提供する工程であって、ここでレセプターが吸
着体に結合する、工程； b）結合したレセプターを、レセプターとリガンドとの間を結合
させる条件下、リガンドを含む試料に曝露する工程；および c）結合したリガンドを脱離
スペクトロメトリで検出する工程、を包含する。
他の局面において、本発明はある物質が標的被分析物と吸着体との間の結合を調節するか
どうかを決定するためのスクリーニング方法を提供する。これは薬物発見のための組合せ
的な方法である。この方法は： a）ある溶離条件下で標的被分析物が結合する吸着体を含
む基材を提供する工程； b）基材を標的被分析物および上記物質に上記溶離条件下で曝露
して、標的被分析物と吸着体との間を結合させる工程； c）標的被分析物と吸着体との間
の結合の量を脱離スペクトロメトリで検出する工程；および d）測定した量が、基材を上
記物質なしの溶離条件下、標的被分析物に曝露した場合のコントロール結合量と異なるか
どうかを決定する工程、を包含する。測定量とコントロール量との間の差異は、この物質
が結合を調節することを示す。
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1つの局面において、本発明は、標的吸着体に特異的に結合するポリペプチド物質をコー
ドするポリヌクレオチドを含む遺伝子パッケージを検出する方法を提供する。これは、 1
つの局面において、被分析物特異的ファージを提示ライブラリーから選択するための組合
せ的な方法であり、被保持物マッピングによって単離された標的タンパク質またはインビ
ボ転写および翻訳によりインサイチュで生成された標的タンパク質の使用を包含する。こ
の方法は： a）標的吸着体を含む基材を提供する工程； b）複数の異なる遺伝子パッケージ
を含む提示ライブラリーを提供する工程であって、異なる遺伝子パッケージの各々がポリ
ペプチド物質をコードするヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドを含み、そして異な
る遺伝子パッケージの各々が、コードされたポリペプチド物質が提示される表面を有する
、工程； c）基材を溶離条件下で提示ライブラリーに曝露して、ポリペプチド物質と標的
吸着体との間を特異的結合させる工程であって、これによりポリペプチド物質を含む遺伝
子パッケージが基材上に保持される工程；および d）基材上に保持された遺伝子パッケー
ジを脱離スペクトロメトリによって検出する工程。
本発明の 1つの実施態様において、提示ライブラリーはファージ提示ライブラリーである
。他の実施態様において、ファージは M13である。他の実施態様において、ポリペプチド
は単鎖抗体である。他の実施態様において、標的被分析物は、異なる表現型の細胞間で示
差的に発現されるポリペプチド被分析物である。他の実施態様において、基材は細胞また
は細胞表面を含む。
1つの実施態様において、標的被分析物を含む基材を提供する工程は： i）吸着体を含む基
材を提供する工程であって、ここで吸着体が標的被分析物をある溶離条件下で保持する、
工程；および ii）吸着体を上記溶離条件下、標的被分析物に曝露して、標的被分析物を吸
着体によって保持させる工程であって、ここで標的被分析物が標的吸着体になる工程、を
包含する。 1つの実施態様において、標的被分析物は標的ポリペプチドであり、そして吸
着体を曝露する工程 ii）は、標的ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドのインビト
ロ翻訳によって標的ポリペプチドをインサイチュで吸着体上に産生する工程を包含し、そ
してさらにポリヌクレオチド配列をインサイチュで基材上で増幅する工程を包含し得る。
他の実施態様において、基材は：（ 1）固定化（ anchoring）ポリペプチドに結合する吸着
体、および（ 2）固定化ポリペプチドを提示する表面を有する少なくとも 1つの標的遺伝子
パッケージを含み、この標的遺伝子パッケージは標的吸着体をコードするヌクレオチド配
列を含むポリヌクレオチドを含み、ここで標的遺伝子パッケージは固定化ポリペプチドを
介して吸着体に結合する。
他の実施態様において、この方法はさらに以下の任意の工程を包含する：ポリペプチド物
質をコードするヌクレオチド配列を配列決定する工程；保持された遺伝子パッケージを単
離する工程またはポリペプチド物質を産生する工程。
他の局面において、本発明は脱離スペクトロメトリのための基材を提供し、この基材は遺
伝子パッケージの表面上に提示された固定化ポリペプチドに結合する吸着体を含み、ここ
で遺伝子パッケージの表面はさらに標的ポリペプチドを提示し、そしてここで遺伝子パッ
ケージは標的ポリペプチドをコードするヌクレオチドを含むポリヌクレオチドを含む。
他の局面において、本発明はポリヌクレオチドの翻訳を検出するための方法を提供する。
この方法は： a）脱離スペクトロメトリで使用するための吸着体を含む基材を提供する工
程； b）基材を、ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、およびポリヌクレオチド
のインビトロ翻訳のための物質と接触させる工程であって、ここでポリペプチドが産生さ
れる、工程； c）基材を溶離物に曝露して、ポリペプチドを吸着体によって保持させる工
程；および d）保持されたポリペプチドを脱離スペクトロメトリによって検出する工程、
を包含する。ポリペプチドの検出により、ポリヌクレオチドの翻訳の検出が提供される。
【図面の簡単な説明】
図 1は、ストリップの形状に複数の吸着スポットを含む基材を示す。このストリップは引
力（疎水性、イオン性、配位共有、および混合機能）を基準にして分類される 6つの異な
るセットの吸着剤を含む。このストリップは、各型の吸着体ごとに数個のスポットを含み
、これらのスポットは異なる溶離物で異なる時点に問い合わせすることを可能とし、ある
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いはこれらのスポットは記録および次の分析のためである。
図 2は、所定のアドレス可能な位置での吸着体（表面相互作用ポテンシャル）の直交アレ
イを示す。アレイはまたプレートの形状をとり得る。アレイは種々の吸着体を含む。被分
析物に曝露すると、各ストリップは種々の溶離物（選択性閾値調節物）で洗浄され得る。
異なる選択条件下で保持される被分析物により、保持マップまたは認識プロファイルが得
られる。
図 3は、アレイ上の所与の位置からの被分析物の脱離による被分析物の定量分析、および
脱離した被分析物のレーザー脱離質量スペクトロメトリによる定量的検出を表す。
図 4Aは、本発明によって生成されるデータを分析するために使用され得るソフトウェアを
実行するために使用されるコンピュータシステムの例を示す。図 4Aはコンピュータシステ
ム 1を示し、これはモニター 3、スクリーン 5、キャビネット 7、キーボード 9、およびマウ
ス 11を含む。マウス 11はマウスボタン 13のような 1つ以上のボタンを有し得る。キャビネ
ット 7は CD-ROMドライブ 15およびハードドライブ（図示せず）を収納し、これは本発明を
取り入れたコードを含むコンピュータプログラムを記録し、そして検索するために利用さ
れ得る。 CD-ROM17がコンピュータで読みとり可能な記憶媒体として図示されるが、コンピ
ュータで読みとり可能な他の記憶媒体（フロッピーディスク、 DRAM、ハードドライブ、フ
ラッシュメモリ、テープなどを包含する）も利用され得る。キャビネット 7はまた、プロ
セッサ、メモリなどの普通のコンピュータ構成要素（図示せず）も収納する。
図 4Bは、本発明で生成するデータを分析するために使用され得るソフトウェアを実行する
ために使用されるコンピュータシステム 1のシステムブロックダイアグラムを示す。図 4A
に示すように、コンピュータシステム 1は、モニター 3およびキーボード 9を含む。コンピ
ュータシステム 1はさらに、セントラルプロセッサ 102、システムメモリ 104、 I/Oコントロ
ーラ 106、ディスプレイアダプタ 108、リムーバブルディスク 112、固定ディスク 116、ネッ
トワークインターフェース 118、およびスピーカ 120のようなサブシステムを含む。リムー
バブルディスク 112は、フロッピー、テープ、 CD-ROM、リムーバブルハードドライブ、フ
ラッシュメモリ等のようなリムーバブルなコンピュータで読みとり可能な媒体を代表する
。固定ディスク 116は内部ハードドライブ、 DRAMなどを表す。本発明での使用に適した他
のコンピュータシステムは、追加の、あるいはより少ないサブシステムを含み得る。例え
ば、他のコンピュータシステムは 1つより多くのプロセッサ 102（すなわち、マルチプロセ
ッサシステム）またはメモリキャッシュを含み得る。
図 5A-5Fは、 6つの異なる吸着体および数個の異なる溶離物を含む選択条件下でのリゾチー
ムの保持マップを示す。
図 6A-6Bは、固定化金属吸着体によるヒト血清中の被分析物の低分子量および高分子量で
の分離を示す。
図 7A-7Bは、同じ溶離物を用いての種々の吸着体によるヒト血清中の被分析物の低分子量
および高分子量での分離を示す。
図 8A-8Bは、水を溶離物として用いての種々の吸着体による早期児の尿の低分子量および
高分子量での分離を示す。
図 9は、疎水性フェニル吸着体および 3つの異なる溶離物を用いた初期小児尿中の被分析物
の分離を示し、その結果、 1つの被分析（ *）物が Tween洗浄条件で選択的に保持されるこ
とが発見された。
図 10A-10Dは、 2つの異なる乳ガン細胞株の細胞培養培地中の被分析物の分離を示す。
図 11は、 6つの異なる吸着剤および 3つの異なる溶離物によって定義される選択条件に曝露
された早期児尿の複合保持マップを示す。
図 12は、早期児尿の二次元ポリアクリルアミドゲル（ pIおよび見かけ上の分子量）を示す
。
図 13は、標的被分析物に特異的に結合する表面タンパク質を有するファージについてのフ
ァージ提示ライブラリーでのパニング法を示す。上に示す基材は、ほんのわずかの特異的
に結合するファージでさえも、そのファージが含む多くのコートタンパク質の検出によっ
て脱離スペクトロメトリで検出され得ることを示す。下では、いくつかの吸着体スポット
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を有する基材が、標的被分析物が特異的に結合されるように開発される。ファージはこれ
らのスポットに曝露される。結合したファージが脱離スペクトロメトリによって検出され
る。他のスポットに結合したファージは単離され得、そして増殖され得る。
図 14は、タンパク質－タンパク質相互作用の研究で使用するための標的タンパク質をドッ
キングするために、パニング法で同定されたリガンド物質（この場合には一本鎖抗体）を
どのようにして吸着体として用い得るかを示す。標的はインサイチュで精製され（スポッ
ト 2）、そしてファージ提示ライブラリーをパニングするために使用される（スポット 4）
。一本鎖抗体を単離し、そして基材（スポット 6）に吸着体として付着させる。次いで、
標的が一本鎖抗体に吸着される。この標的がここで、タンパク質－タンパク質相互作用の
研究のためにドッキングされる（スポット 8）。
図 15は、薬物候補を、タンパク質のリガンド（この場合には一本鎖抗体）への結合を妨害
する能力についてスクリーニングするための方法を示す。標的タンパク質に対して特異的
な一本鎖抗体を、例えば、それ自体がタンパク質 Aまたはタンパク質 Gを介してドッキング
され得る抗ファージ抗体を介して、基材上のスポットにドッキングさせる。一本鎖抗体を
標的タンパク質および薬物候補に曝露する。薬物が被分析物タンパク質に結合する能力、
およびリガンドと被分析物との結合を妨害する能力を、脱離スペクトロメトリでモニター
する。
図 16は、薬物候補を、タンパク質とリガンドとの結合を妨害する能力についてスクリーニ
ングするための方法を示す。この方法は、薬物が、それ自体がリガンドと結合することに
よって被分析物の結合を妨害する能力を脱離スペクトロメトリでモニターすること以外は
、前図に示した方法と同様である。
図 17は、薬物候補を、標的タンパク質（標的タンパク質 1）と二次的リガンド（標的タン
パク質 II）との結合を妨害する能力についてスクリーニングするための方法を示す。前の
2つの図のように、標的は基材とドッキングしてそれ自体がリガンドの吸着体となる。こ
の場合、被分析物は一本鎖抗体を介してドッキングされる。次いで、標的をリガンドおよ
び薬物候補に曝露する。薬物が、被分析物とリガンドとの間の結合を（例えば、標的被分
析物に結合することによって）妨害する能力を、脱離スペクトロメトリでモニターする。
図 18は、示差的に発現される mRNAまたはポリペプチドの同定から始まり、脱離スペクトロ
メトリによる検出のためのポリペプチドを特異的に結合するための診断プラットフォーム
の作製に終わる、フローチャートを示す。
図 19A-19Dは、吸着体アレイ上の Hemophilus溶解物の保持マップを示す。図 19A：アニオン
性吸着体；図 19B：順相吸着体；図 19C： Ni（ II）吸着体；図 19D：疎水性吸着体。
図 20A-20Cは、 Hemophilus溶解物中の被分析物の進行的分離を示す。各場合の吸着体はア
ニオン性吸着体である。図 20A：第 1工程において、試料を曝露した後、スポットを 150μ l
の 20mMリン酸ナトリウム、 0.5M塩化ナトリウム、 pH7.0で洗浄した。第 2工程において、吸
着体および溶離物のリン酸ナトリウム特性を特性の定常セットに加えた。新規の溶離特性
を加えた。図 20B： 20mMリン酸ナトリウム、 pH7.0に加えて、スポットを 0.05％ Triton X10
0および 0.15M NaCl（全体で 150μ l）で洗浄した。図 20C： 20mMリン酸ナトリウム、 pH7.0
に加えて、スポットを 100mMイミダゾール、 0.15M NaCl（全体で 150μ l）で洗浄した。
図 21A-21Dは、正常ヒト血清および疾患血清中の成分間の比較の結果を示す。図 21A：吸着
体アレイ Cu（ II）部位上の正常血清の保持マップ。図 21B：吸着体アレイ Cu（ II）部位上
の疾患血清の保持マップ。図 21C：両血清試料の保持被分析物を重ね合わせ様式で組み合
わせられる。表示を単純化するために、保持被分析物の各ピークを直線に変換し、点線が
正常血清から保持された被分析物を表し、そして実線が疾患血清から保持された被分析物
を表す。図 21D： 2つの試料間の差異をよりはっきりと識別するために、比較プロットを作
製する。ここで試料から保持された被分析物の比を計算し、そして示した。「 *」でマー
クされた 2つの被分析物が、疾患血清中の有意な増加を示す（ 5～ 10倍の増加）。
図 22A-22Dは、コントロール、疾患、および薬物処置されたマウスの尿の Cu（ II）吸着体
上での保持マップの比較、ならびに疾患および薬物処置尿中のマーカーの量の定量を示す
。
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図 23A-23Dは、「ゲルビュー（ gel view）」フォーマットで示される、 4人のヒトガン患者
からの尿中の被分析物の保持マップを示す。患者 1、 2および 3の間の示差マップは、これ
らの患者において増大した量で存在する 2つの共通の被分析物を示す。
図 24A-24Eは、レーザー脱離質量スペクトロメトリによる、遺伝子 VIIIコートタンパク質
の検出を通じての M13ファージの検出を示す。オリジナルの 101 2ファージ／ mlの希釈は 1：
10から 1： 100,000,000の範囲である。
図 25A-25Bは、吸着体として抗 M13抗体を用いての脱離スペクトロメトリによる M13の捕捉
を示す。図 22Aは遺伝子 VIIIおよび遺伝子 IIIタンパク質を表すピークによる M13ファージ
の捕捉を示す。図 22Bは、抗体吸着体（一重（ singly）および二重（ doubly）チャージを
示すピークを示すコントロールである。
図 26A-26Dは、抗 tat一本鎖抗体を有する M13ファージの、 tatタンパク質吸着体による吸着
を示す。単一の強度を 1： 10から 1： 10,000のファージ希釈下で示す。
図 27A-27Bは、ドッキングした TGF-βレセプター融合タンパク質に結合した TGF-βの、 1μ
g/ml（図 27A）および 100ng/ml（図 27B）での保持マップを示す。実線は遊離の TGF-βレセ
プターの非存在下での結合を示す。点線は TGF-βレセプターの存在下での結合を示す。
図 28から 31は、被保持物クロマトグラフィーの分離能力を示す。図 28A-28Cは、疎水性、
カチオン性、および Cu（ II）吸着体を用いた Hemophilus溶解物からのタンパク質の分離を
、 0kDから 30kDの分子量で示す。各保持被分析物は直線で示され、直線の高さは保持被分
析物の強度を示す。図 29A-29Cは、疎水性、カチオン性、および Cu（ II）吸着体を用いた H
emophilus溶解物からのタンパク質の分離を、約 30kDから約 100kDの分子量で示す。図 30は
、 3種の吸着体の各々による 0kDから 30kDの Hemophilusタンパク質から組み合わせた分離を
示す。図 31は、 3種の吸着体の各々による 20kDから 100kDの Hemophilusタンパク質から組み
合わせた分離を示す。
図 32は、 GST融合タンパク質と順相吸着体との結合を示す。
図 33A-33Bは、特異的リガンドと、吸着剤アレイにドッキングした GST融合レセプターとの
結合（図 33A）、およびリガンドと GST融合レセプターを含まないコントロールアレイとの
結合が存在しないこと（図 33B）を示す。
発明の詳細な説明
１．定義
特に指示のない限り、本明細書中で使用される全ての技術および科学用語は、本発明が属
する技術分野の当業者に普通に理解される意味を有する。以下の参考文献は、当業者に、
本発明で使用される多くの用語の一般的な定義を提供する。 Singleotnら、 DICTIONARY OF
 MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY（第 2版、 1994） ; THE CAMBRIDGE DICTIONARY OF 
SCEIENCE AND TECHNOLOGY（ Walker編， 1988） ; THE GLOSSARY OF GENETICS 第 5版， R. Ri
egerら（編）， Spring Verlag（ 1991）；および Hale & Marham, THE HARPER COLLINS DIC
TIONARY OF BIOLOGY（ 1991）。本明細書において、以下の用語は特に指示のない限り、こ
れらに依る意味を有する。
「被分析物」は、望ましくは保持され、そして検出される、試料の成分をいう。この用語
は試料中の単一の成分または成分のセットをいい得る。
「吸着体」は、被分析物を吸着し得る任意の材料をいう。用語「吸着体」は本明細書にお
いて、被分析物が曝露される単独の材料（「モノプレックス吸着体」）（例えば、化合物
または官能基）、および試料が曝露される複数の異なる材料（「マルチプレックス吸着体
」）の両方をいう。マルチプレックス吸着体中の吸着体材料を「吸着体種」という。例え
ば、基材上のアドレス可能な位置は、異なる結合特性を有する多くの異なる吸着体種（例
えば、アニオン交換材料、金属キレート剤、または抗体）で特徴づけられるマルチプレッ
クス吸着体を含み得る。
「吸着」は、溶離物（選択性閾値調節剤）での洗浄の前または後のいずれかの、吸着体と
被分析物との間の検出可能な結合をいう。
「基材」は吸着体が付着または堆積する固体相をいう。
「結合特性」は、吸着体の被分析物に対する引力を決定する化学的および物理的特徴をい
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う。 2種の吸着体は、もし同一の溶離条件下で同じ被分析物を異なる親和性の程度で結合
する場合、異なる結合特性を有する。結合特性としては、例えば、塩で促進される相互作
用の程度、疎水性相互作用の程度、親水性相互作用の程度、静電的相互作用の程度、およ
び本明細書で記載される他のものが挙げられる。
「結合条件」は、被分析物が曝露される結合特性をいう。
「溶離物」は、被分析物の吸着体への吸着を媒介するために使用される物質（ agent）（
典型的には溶液）をいう。溶離物はまた「選択性閾値調節剤」とも称される。
「溶離特性」は、特定の溶離物（選択性閾値調節剤）が被分析物と吸着体との間の吸着を
媒介する能力を決定する特徴をいう。 2つの溶離物は、被分析物および吸着体と接触させ
たときに、被分析物の吸着体に対する親和性の程度が異なる場合、異なる溶離特性を有す
る。溶離特性としては、例えば、 pH、イオン強度、水構造の改変、界面活性剤強度、疎水
性相互作用の改変、および本明細書で記載される他のものが挙げられる。
「溶離条件」は、被分析物が曝露される溶離特性をいう。
「選択性特性」は、特定の結合特性を有する吸着剤と特定の溶離特性を有する溶離物との
組み合わせの特徴をいい、これは溶離物で洗浄した後に吸着体に保持される被分析物の特
異性を決定する。
「選択条件」は、被分析物が曝露される選択性特性をいう。
「引力（ attraction）の基準」は、 1つの分子が他の分子に引きつけられることを生じさ
せる化学的および／または物理化学的特性をいう。
「引力の強度」は、他の分子に対する 1つの分子の引力の強さをいう（親和性としても知
られる）。
「分離する（ resolve）」、「分離（ resolution）」または「被分析物の分離」は、試料
中の少なくとも 1つの被分析物の検出をいう。分離は、試料中の複数の被分析物を分別し
、そして次に示差的に検出することによる検出を包含する。分離は、被分析物を混合物中
の他の被分析物から完全に分別することを必ずしも必要としない。むしろ、少なくとも 2
つの被分析物の間の識別を可能とする任意の分別であれば十分である。
「情報高度分離」は、単に被分析物のみならず、評価される被分析物の少なくとも 1つの
物理化学的特性（例えば、分子量）を検出する様式での被分析物の分離をいう。
「脱離スペクトロメトリ」は、被分析物の検出方法をいう。ここで被分析物は被分析物を
固定相から気相に脱離させるエネルギーに曝露され、そして脱離した被分析物またはその
識別可能な部分は、被分析物を第 2の固定相上に捕捉する中間的工程を経ることなく、検
出器で直接検出される。
「検出」は、検出されるべき目的物の存在、非存在、または量を同定することをいう。
「保持」は、溶離物で洗浄した後に被分析物の吸着体による吸着をいう。
「保持データ」は、特定の選択条件下で保持される被分析物の検出（必要に応じて、質量
の検出を包含する）を示すデータをいう。
「保持マップ」は、複数の選択条件下で保持される被分析物についての保持データを特定
する値のセットをいう。
「認識プロファイル」は、複数の選択条件下での被分析物の相対的保持を特定する値のセ
ットをいう。
「複合体」は、 2つ以上の被分析物の連合によって形成される被分析物をいう。
「フラグメント」は、被分析物の化学的、酵素的、または物理的分解による生成物をいう
。フラグメントは中性またはイオン状態であり得る。
「示差的発現」は、被分析物の質的または量的存在における、検出可能な差異をいう。
「生物学的試料」は、ウイルス、細胞、組織、器官または生物由来の試料であり、細胞、
組織または器官の溶解物またはホモジネート、あるいは体液試料、例えば、血液、尿また
は脳脊髄液を包含するがこれらに限定されない。
「有機生体分子」は、生物学的起源の有機分子をいい、例えば、ステロイド、アミノ酸、
ヌクレオチド、糖、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、複合炭水化物または脂質をいう。
「小有機分子」は、薬学で一般的に用いられる有機分子のサイズに匹敵するサイズの有機
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分子をいう。この用語は、有機バイオポリマー（例えば、タンパク質、核酸など）を除外
する。好ましい小有機分子は、約 5000Daまで、約 2000Daまで、または約 1000Daまでの範囲
のサイズである。
「バイオポリマー」は、生物学的起源のポリマーをいい、例えば、ポリペプチド、ポリヌ
クレオチド、多糖またはポリグリセリド（例えば、ジグリセリドまたはトリグリセリド）
をいう。
「ポリペプチド」は、アミノ酸残基から構成されるポリマー、関連する天然に存在する構
造的改変体、およびペプチド結合で連結したその合成の非天然アナログ、関連する天然に
存在する構造的改変体、およびその合成の非天然アナログをいう。合成ポリペプチドは、
例えば、自動ポリペプチド合成機を用いて合成され得る。用語「タンパク質」は典型的に
は大きなポリペプチドをいう。用語「ペプチド」は典型的には短いポリペプチドをいう。
「ポリヌクレオチド」は、ヌクレオチド単位から構成されるポリマーをいう。ポリヌクレ
オチドは、天然に存在する核酸、例えば、デオキシリボ核酸（「 DNA」）およびリボ核酸
（「 RNA」）、ならびに核酸アナログを包含する。核酸アナログは、非天然の塩基を含む
アナログ、天然に存在するホスホジエステル結合以外の他のヌクレオチドとの結合に関与
するヌクレオチド、またはホスホジエステル結合以外の結合を介して結合する塩基を含む
ものを包含する。従って、ヌクレオチドアナログは、例えば、ホスホロチオエート、ホス
ホロジチオエート、ホスホロトリエステル、ホスホルアミデート、ボラノホスフェート、
メチルホスホネート、キラル -メチルホスホネート、 2-O-メチルリボヌクレオチド、ペプ
チド -核酸（ PNA）などを包含するが、これらに限定されない。このようなポリペプチドは
、例えば自動 DNA合成機を用いて合成され得る。用語「核酸」は典型的には大きなポリヌ
クレオチドをいう。用語「オリゴヌクレオチド」は典型的には短いポリヌクレオチドをい
い、一般的には、約 50ヌクレオチドを越えない。ヌクレオチド配列が DNA配列（すなわち
、 A、 T、 G、 C）によって繰り返される場合、これはまた、 RNA配列（すなわち、 A、 U、 G、
C）を含み、ここで「 U」が「 T」を置換すると理解される。
「検出可能な部分」または「標識」は、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、ま
たは化学的手段によって検出可能な組成物をいう。例えば、有用な標識は、 3 2 P、 3 5 S、蛍
光色素、電子密度試薬、酵素（例えば、 ELISAで一般に使用されるようなもの）、ビオチ
ン -ストレプトアビジン、ジオキシゲニン、ハプテン、およびタンパク質（それに対する
抗血清またはモノクローナル抗体が入手可能なもの）、または標的に対して相補的な配列
を有する核酸分子を包含する。検出可能な部分はしばしば、放射性シグナル、色素原性シ
グナル、または蛍光シグナルのような測定可能なシグナルを発生し、これは試料中の結合
した検出可能な部分の量の定量のために使用され得る。検出可能な部分は、プライマーま
たはプローブに、共有結合的に、またはイオン結合、ファンデルワールス結合もしくは水
素結合を介してのいずれかで取り込まれ得るか、あるいは付加し得る。例えば放射性ヌク
レオチド、またはストレプトアビジンで認識されるビオチン化ヌクレオチドが取り込まれ
る。検出可能な部分は、直接的または間接的に検出され得る。間接的検出は、この検出可
能な部分に第 2の直接的または間接的に検出可能な部分の結合を伴う。例えば、検出可能
な部分は、結合パートナーのリガンド（例えばビオチン（これはストレプトアビジンに対
する結合パートナーである））、またはヌクレオチド配列（これは相補的配列の結合パー
トナーであり、これに対して特異的にハイブリダイズし得る）であり得る。結合パートナ
ーはそれ自体直接的に検出可能であり得、例えば、抗体はそれ自体が蛍光分子で標識され
得る。結合パートナーはまた間接的に検出可能であり、例えば、相補的ヌクレオチド配列
を有する核酸は分枝 DNAの一部であり得、これが次に他の標識された核酸分子とのハイブ
リダイゼーションによって検出可能となる。（例えば、 PD. Fahrlanderおよび A.Klausner
、 Bio/Technology（ 1988） 6:1165を参照のこと）。シグナルの定量は、例えば、シンチレ
ーション計数、デンシトメトリー、またはフローサイトメトリーによって達成される。
「複数」は、少なくとも 2つを意味する。
「精製する」または「精製」は、精製される組成物から少なくとも 1つの混入物を除去す
ることを意味する。精製は精製された化合物が 100％純粋であることを必要としない。
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「リガンド」は標的分子に特異的に結合する化合物である。
「レセプター」はリガンドに特異的に結合する化合物である。
「抗体」は、 1つの免疫グロブリン遺伝子もしくは複数の免疫グロブリン遺伝子、または
そのフラグメントで実質的にコードされるポリペプチドをいい、これはエピトープ（例え
ば、抗原）を特異的に結合および認識する。認識される免疫グロブリン遺伝子は、カッパ
およびラムダ軽鎖定常領域遺伝子、アルファ、ガンマ、デルタ、イプシロンおよびミュー
重鎖定常領域遺伝子、および無数の免疫グロブリン可変領域遺伝子を含む。抗体は、例え
ば、インタクトな免疫グロブリンとして、あるいは種々のペプチダーゼでの切断によって
生成する詳細に特徴づけられる多数のフラグメントとして存在する。これは、例えば、 Fa
b'および F（ ab） '2フラグメントを包含する。用語「抗体」は本明細書において、また、
抗体全体の改変によって生成された抗体フラグメント、または新規に組換え DNA方法論を
用いて新規に合成されたものも包含する。これはまた、ポリクローナル抗体、モノクロー
ナル抗体、キメラ抗体およびヒト化抗体を包含する。抗体の「 Fc」部分は、免疫グロブリ
ンの重鎖部分をいい、これは 1つ以上の重鎖定常領域ドメイン、 CH1、 CH2、および CH3を含
むが、重鎖可変領域を含まない。
リガンドまたはレセプター（例えば、抗体）は、そのリガンドまたはレセプターが、異種
化合物の試料中の被分析物の存在を決定する結合反応において機能する場合に、化合物被
分析物に対して「特異的に結合する」または「特異的に免疫反応性である」。従って、指
定のアッセイ（例えば、イムノアッセイ）条件下で、リガンドまたはレセプターは特定の
被分析物に優先的に結合し、そして試料中に存在する他の化合物の有意な量とは結合しな
い。例えば、ポリヌクレオチドはハイブリダイゼーション条件下で相補的配列を含む被分
析物ポリヌクレオチドに特異的に結合する；抗体は、イムノアッセイ条件下で、その抗体
が惹起されたエピトープを有する抗原被分析物に特異的に結合する；そして吸着体は、適
切な溶離条件下で被分析物に特異的に結合する。
「物質（ agent）」は、化学化合物、化学化合物の混合物、未知組成物の試料、組合せ的
な小分子アレイ、生物学的巨大分子、バクテリオファージペプチド提示ライブラリー、バ
クテリオファージ抗体（例えば、 scFv）提示ライブラリー、ポリソームペプチド提示ライ
ブラリー、あるいは細菌、植物、真菌、または動物細胞もしくは組織のような生物学的材
料から作製した抽出物をいう。適切な技術は、ファージまたは同様のベクター中の組換え
抗体のライブラリーの選択を伴う。 Huseら（ 1989） Science 246:1275-1281;および Wardら
（ 1989） Nature 341： 544-546を参照のこと。 Huseによって記述されるプロトコルはファ
ージ提示技術との組み合わせによってより効率的になる。例えば Dowerら、 WO 91/17271お
よび McCaffertyら、 WO 92/01047を参照のこと。
「組換えポリヌクレオチド」は、天然では互いに連結しない配列を有するポリヌクレオチ
ドをいう。増幅または組み立てられた組換えポリヌクレオチドを適切なベクターに入れて
もよく、そしてこのベクターを用いて適切な宿主細胞を形質転換し得る。組換えポリヌク
レオチドを含む宿主細胞を「組換え宿主細胞」という。次いで、遺伝子を組換え宿主細胞
中で発現させて、例えば「組換えポリペプチド」を産生する。組換えポリヌクレオチドは
、また、非コーディング機能（例えば、プロモーター、複製起点、リボソーム結合部位な
ど）として作用し得る。適切な単細胞宿主は、真核生物または哺乳類ポリヌクレオチドの
発現において日常的に使用される任意の単細胞宿主を包含し、例えば、 E.coliのような原
核生物；および例えば酵母のような真菌を含む真核生物；および昆虫細胞（例えば Sf9）
および動物細胞（例えば、 CHO、 R1.1、 B-W、 L-M、アフリカミドリザル腎臓細胞（例えば
、 COS 1、 COS 7、 BSC 1、 BSC 40および BMT 10）および培養ヒト細胞）を包含する哺乳類
細胞を包含する。
「発現制御配列」は、ポリヌクレオチド中のヌクレオチド配列であって、それに作動可能
に連結したヌクレオチド配列の発現（転写および／または翻訳）を調節する配列をいう。
「作動可能に連結した」は、 2つの部分の機能的関係であって、 1つの部分の活性（例えば
、転写を調節する能力）の結果、他の部分が作用する（例えば、配列の転写）ものをいう
。発現調節配列は、例えば、プロモーター（例えば、誘導性、抑制性、または構成的）、
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エンハンサー、転写ターミネーター、開始コドン（すなわち ATG）、イントロンのための
スプライシングシグナル、および終止コドンの配列を包含し得るが、これらに限定されな
い。
「発現ベクター」は、発現されるヌクレオチド配列に作動可能に連結した発現制御配列を
含む組換えポリヌクレオチドを含むベクターをいう。発現ベクターは、発現のための十分
なシス作動性要素を含む；発現のための他の要素は宿主細胞またはインビトロ発現系によ
って補充され得る。発現ベクターは当該分野で公知の全てのベクター、例えば、コスミド
、プラスミド（例えば、裸の、あるいはリポソーム中に含まれた）および組換えポリヌク
レオチドを取り込んだウイルスである。
「コードする」は、ポリヌクレオチド（例えば、遺伝子、 cDNA、または mRNA）中の特定の
ヌクレオチド配列が、定義されたヌクレオチドの配列（すなわち、 rRNA、 tRNAおよび mRNA
）または定義されたアミノ酸の配列のいずれかを有し、そしてその結果得られる生物学的
特性を有する他のポリマーまたは巨大分子の生物学的プロセスにおける合成のための鋳型
として働く固有の特性をいう。従って、遺伝子によって産生される mRNAの転写または翻訳
によって、細胞中または他の生物学的系中でタンパク質が産生される場合、その遺伝子は
タンパク質をコードする。遺伝子または cDNAのコード鎖（そのヌクレオチド配列が mRNA配
列と同一であり、そして通常、配列表として提供される）および非コード鎖（転写の鋳型
として使用される）の両方が、タンパク質、あるいはその遺伝子または cDNAの他の産物を
コードすると称され得る。特に指示のない限り、「アミノ酸配列をコードするヌクレオチ
ド配列」は、互いに縮重したバージョンであって、同じアミノ酸配列をコードする、全て
のヌクレオチド配列を包含する。タンパク質および RNAをコードするヌクレオチド配列は
イントロンを含み得る。
「エネルギー吸収分子」は、脱離スペクトロメトリのエネルギー源からエネルギーを吸収
して、それによりプローブ表面からの被分析物の脱離を可能とする分子をいう。 MALDIで
使用されるエネルギー吸収分子はしばしば「マトリクス」と称される。ケイ皮酸誘導体、
シナピン酸（ cinapinic acid）、およびジヒドロキシ安息香酸が、生体有機分子のレーザ
ー脱離におけるエネルギー吸収分子としてしばしば使用される。
II.被保持物クロマトグラフィー
被保持物クロマトグラフィーは試料中の被分析物の多次元分離のための方法である。この
方法は、（ 1）複数の異なる吸着体／溶離物の組み合わせ（「選択条件」）下で、試料中
から被分析物を基材に選択的に吸着する工程、および（ 2）吸着された被分析物の保持を
脱離スペクトロメトリによって検出する工程を包含する。各選択条件は、第 1の分別の次
元を提供し、吸着されない被分析物から、吸着された被分析物を分別する。脱離質量スペ
クトロメトリは、第 2の分別の次元を提供し、吸着した被分析物を質量に従って互いに分
別する。被保持物クロマトグラフィーは複数の異なる選択条件の使用を伴うので、多くの
分別の次元が達成される。 1つ以上の被分析物の 2つの選択条件下での相対的な吸着もまた
決定され得る。この多次元分別は被分析物の分離およびその特徴付けの両方を提供する。
さらに、このようにして分別された被分析物は被保持物マップにドッキングしたままであ
り、これは試験（例えば、被分析物の構造および／または機能）のためのさらなる操作を
し易い。また、ドッキングした被分析物はそれ自体、基材に曝露される他の被分析物をド
ッキングするための吸着体として使用され得る。要約すれば、本発明は、被分析物の迅速
、多次元かつ高度情報分離を提供する。
この方法はいくつかの形態をとり得る。 1つの実施態様において、被分析物は 2つの物理的
に異なる位置で 2つの異なる吸着体に吸着され、そして各吸着体は同じ溶離物（選択閾値
調節物）で洗浄される。別の実施態様において、被分析物は 2つの物理的に異なる位置で
同一の吸着体に吸着され、そして 2つの異なる溶離物で洗浄される。別の実施態様におい
て、被分析物は物理的に異なる位置で 2つの異なる吸着体に吸着され、そして 2つの異なる
溶離物で洗浄される。別の実施態様において、被分析物は吸着体に吸着され、そして第 1
の溶離物で洗浄され、そして保持が検出される。次いで、吸着された被分析物は第 2の異
なる溶離物で洗浄され、そして次に保持が検出される。
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A．被保持物クロマトグラフィーの実施方法
1.選択条件への被分析物の曝露
a．基材の調製
被保持物クロマトグラフィーの実施において、吸着体に保持される被分析物は基材上でエ
ネルギー源に対して提示される。被分析物を含む試料を、吸着体を基材（これは被分析物
を脱離手段に提示するのに役立つ）に添加する前または後に、吸着体に接触させ得る。接
触の目的のために、吸着体は液体形態または固体形態（すなわち基材または固相上）であ
り得る。詳細には、吸着体は、溶液、懸濁液、分散液、油中水型乳濁液、水中油型乳濁液
、またはミクロ乳濁液の形態であり得る。吸着体が懸濁液、分散液、乳濁液またはミクロ
乳濁液の形態で提供される場合、適切な界面活性剤もまた存在し得る。この実施態様にお
いて、試料は、液体試料が液体吸着体と混合されることによって吸着体と接触され得る。
あるいは、試料は固体支持体上に提供され得、そして接触は、試料を含む固体支持体を液
体吸着体中に浸漬（ bathing）、ソーキング、またはディッピングすることによって達成
される。さらに、試料は、固体支持体に液体吸着体を吹き付けるか、または固体支持体を
液体吸着体で洗うことによって接触され得る。この実施態様において、異なる吸着体は異
なる容器中に提供され得る。
1つの実施態様において、吸着体は基材上に提供される。基材は吸着体を結合または保持
し得る任意の材料であり得る。代表的には、基材は、ガラス；セラミック；電気伝導性ポ
リマー（例えば、炭素化 PEEK）； TEFLON▲ Ｒ ▼ コート材料；有機ポリマー；天然バイオポ
リマー；金属（例えば、ニッケル、真鍮、鋼またはアルミニウム）；フィルム；多孔質お
よび非多孔質の架橋ポリマーのビーズ（例えば、アガロース、セルロースまたはデキスト
ラン）；他の不溶性ポリマー；またはそれらの組み合わせから構成される。
1つの実施態様において、基材は、脱離検出器に挿入されるプローブまたは試料提示手段
の形態をとる。例えば、図 1を参照すると、基材はストリップの形態でをとり得る。吸着
体は基材にスポットの線状アレイの形態で付着され得、これらの各々が被分析物に曝露さ
れ得る。いくつかのストリップが互いに連結され、その結果複数の吸着体が定義された列
に不連続のスポットを有するアレイ 30を形成し得る。基材はまた、吸着体の水平および垂
直の列のアレイを有するプレートの形態であり得、これは正方形、長方形または円のよう
な規則的な幾何学的パターンを形成する。
プローブは以下のように作製され得る。基材は任意の固体材料、例えば、ステンレス鋼、
アルミニウムまたはケイ素ウエハであり得る。次いで、金属基材は表面が誘導体化され得
る材料でコートされ得る。例えば、金属表面は酸化ケイ素、酸化チタンまたは金でコート
され得る。
次に表面を二官能性リンカーで誘導体化する。リンカーは 1つの端に、表面上の官能基と
共有結合し得る官能基を含む。従って、官能基は無機酸化物または金のためにはスルフヒ
ドリル基であり得る。リンカーの他の端は一般にアミノ官能基を有する。有用な二官能性
リンカーとしては、アミノプロピルトリエトキシシランまたはアミノエチルジスルフィド
が挙げられる。
一旦表面に結合したら、リンカーは吸着体として作用する基でさらに誘導体化される。一
般に、吸着体はプローブ上のアドレス可能な位置に付加される。 1つのプローブの型では
、直径約 3mmのスポットが直交アレイで配置される。吸着体はそれ自体が、利用可能なア
ミノ基と反応する基および吸着体として作用する官能基を含む二官能性分子の一部であり
得る。官能基は、例えば、順相（酸化ケイ素）、逆相（ C1 8脂肪族炭化水素）、第四級ア
ミンおよびスルホネートを包含する。また、表面はさらにカルボジイミドおよび N-ヒドロ
キシスクシンイミドのような他の二官能性分子で誘導体化され得、予備活性化ブランクを
作製する。これらのブランクは生体有機吸着体（例えば、核酸、抗体および他のタンパク
質リガンド）で官能化され得る。バイオポリマーが、アミン残基またはスルフヒドリル残
基を通じてブランク上の官能基に結合し得る。 1つの実施態様において、吸着体は架橋ポ
リマー（例えばフィルム）に結合し、架橋ポリマーはそれ自体は、利用可能な官能基を通
じてプローブの表面に結合する。このようなポリマーは、例えば、セルロース、デキスト
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ラン、カルボキシメチルデキストラン、ポリアクリルアミドおよびこれらの混合物を包含
する。付着した吸着体を有するプローブは使用の準備ができている。
別の実施態様において、吸着体を第 1の基材に付着させて固相（例えば、ポリマーまたは
ガラスのビーズ）を提供し、これを次に第 2の基材上に配置し、第 2の基材は、脱離検出器
の脱離エネルギーに試料を提示する手段として働く。例えば、第 2の基材は、所定のアド
レス可能な位置に一連のウェルを有するプレートの形状であり得る。ウェルは吸着体で誘
導体化された第 1の基材（例えば、吸着体で誘導体化されたポリマー性ビーズ）のための
容器として働き得る。この実施態様の 1つの利点は、被分析物が第 1の基材に 1つの物理的
状況で吸着され得、そして脱離スペクトロメトリによる分析のために試料を提示する基材
に移され得ることである。
代表的には、基材は、吸着体に結合しそして保持された被分析物を検出するために本発明
の方法で使用される検出器での使用に適合する。 1つの実施態様において、基材は脱離検
出器中に取り外し可能に挿入され得、脱離検出器中でエネルギー源がスポットに当たり、
そして被分析物を脱離させ得る。基材は水平および／または垂直に移動できるキャリッジ
への装着に適切であり得、このキャリッジが水平および／または垂直に基材を動かし、エ
ネルギー源の呼びかけおよびそこに結合した被分析物の検出のためのパス中の吸着体の各
所定のアドレス可能な位置に連続的に配置する。基材は従来の質量スペクトロメトリプロ
ーブの形状であり得る。
基材のストリップ、プレート、またはプローブは従来の技術を用いて作製され得る。その
後、被分析物を含む試料と接触させる前に、吸着体を基材上に直接的または間接的にカッ
プリング、取り付け、または堆積し得る。吸着体を、付着または固定化に適切な任意な手
段により、基材上に直接的または間接的にカップリングし得る。例えば、吸着体は、基材
を吸着体で誘導体化して、吸着体が共有結合または非共有結合を通じて基材に直接結合す
るようにすることによって、基材と直接カップリングし得る。
吸着体の基材への付着は、種々の機構を通じて達成され得る。基材は、予め調製された吸
着体分子を基材に付着することによって、完全に調製された吸着体分子で誘導体化され得
る。あるいは、吸着体は、前駆体分子を基材に付着させ、そして次に第 1の前駆体分子に
よって基材に結合した成長中の鎖にさらなる前駆体分子を付加することによって、基材上
に形成され得る。基材上に吸着体を構築するこの機構は、吸着体がポリマー、特に DNAま
たは RNA分子のようなバイオポリマーである場合、特に有用である。バイオポリマー吸着
体は、オリゴヌクレオチドチップ技術の分野で公知の方法を用いて、基材に付着した最初
の塩基に連続的に塩基を付加することによって提供され得る。例えば、米国特許第 5,445,
934号（ Fodorら）を参照のこと。
図 2に示され得るように、 2個程度の少ない吸着体、および 10、 100、 1000、 10,000個以上
の程度の多くの吸着体が単一の基材にカップリングされ得る。吸着体部位のサイズは、実
験設計および目的に応じて変化し得る。しかし、衝突エネルギー源の直径（例えば、レー
ザースポット直径）より大きい必要はない。スポットは同じまたは異なる吸着体に続き得
る。いくつかの場合においては、同じ吸着体を基材上の複数の位置に提供して、複数の異
なる溶離物に対する評価を可能にするか、あるいはその結果、結合した被分析物を将来の
使用、またはおそらく二次処理における参照のために保存し得ることが有利である。複数
の異なる吸着体を有する基材を提供することによって、単一の試料に関して異なる吸着体
の組み合わせによって提供される複数の結合特性を利用し、そしてそれによって、より広
範囲の異なる被分析物を結合し、かつ検出することが可能である。単一の試料の評価のた
めに基材上の複数の異なる吸着体を使用することは、各々異なるクロマトグラフィーカラ
ムを用いる複数のクロマトグラフィー実験を同時に行うことと本質的に等価であるが、本
発明はただ一つの系のみが必要とされるという利点を有する。
基材が複数の吸着体を含む場合、吸着体を所定のアドレス可能な位置に提供することが特
に有用である。所定のアドレス可能な位置に吸着体を提供することによって、第 1の所定
のアドレス可能な位置の吸着体を第 1の溶離物で洗浄し、そして第 2の所定のアドレス可能
な位置の吸着体を第 2の溶離物で洗浄することが可能となる。この様式において、被分析
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物に対する単一の吸着体の結合特性を複数の溶離物の存在下で評価することができる。複
数の溶離物の各々は吸着体の結合特性を異なる仕方で選択的に改変する。アドレス可能な
位置は任意のパターンに配列され得るが、好ましくは、規則的なパターン、例えば、線、
直交アレイ、または円のような規則的な曲線で配置される。同様に、基材が複数の異なる
吸着体を含む場合、溶離物の存在下で所定の吸着体の結合特性を評価するために、異なる
各吸着体に関して単一の溶離物を評価することが可能である。異なる溶離物の存在下で異
なる吸着体の結合特性を評価することもまた可能である。
（ 1）増分または勾配の吸着体表面
異なる結合特性を有する一連の吸着体は、基材上に複数の異なるポリマー吸着体を合成す
ることによって提供され得る。異なるポリマー吸着体は、前駆体分子を基材に付着し、重
合反応を開始し、そして各吸着体について異なる完了程度で重合反応を停止することによ
って提供され得る。また、ポリマーの末端官能基は、異なる親和性試薬（例えば、 -NH3、
または COO-）で異なる程度までこれらを化学的に誘導体化するように反応され得る。重合
または誘導体化反応を停止することによって、異なる重合度または誘導体化度の吸着体が
生成される。異なる重合度または誘導体化度は異なる各ポリマー吸着体について異なる結
合特性を提供する。この実施態様は、複数の異なるバイオポリマー吸着体を基材上に提供
するために特に有用である。
所望であれば、重合反応は基材自体の上ではなく反応容器中で行われ得る。例えば、異な
る結合特性のポリマー吸着体が、重合／誘導体化反応が進行するにつれ反応容器から生成
物のアリコートを抽出することによって提供され得る。重合／誘導体化反応の間の種々の
時点で抽出されたアリコートは、種々の重合／誘導体化の程度を示し、複数の異なる吸着
体を生じる。次に、生成物の異なるアリコートを、異なる結合特性を有する吸着体として
利用し得る。あるいは、反応の停止工程、生成物のアリコートを抜き取る工程、および重
合／誘導体化反応を再度開始する工程を連続的に繰り返すことによって、複数の異なる吸
着体を提供し得る。各停止時点で抽出された生成物は異なる程度の重合／誘導体化を示し
、そしてその結果、異なる結合特性を有する複数の吸着体が提供される。
1つの実施態様において、基材はストリップまたはプレートの形状で提供され、基材は 1つ
以上の結合特性が一次元または二次元の勾配で変化した吸着体でコートされる。例えば、
一端では疎水性が弱い、他の一端では疎水性が強い吸着体を有するストリップが提供され
る。あるいは、 1つの角では疎水性およびアニオン性が弱く、そして対角線上に対向する
角では疎水性およびアニオン性が強いプレートが提供される。このような吸着勾配は、被
分析物の定量分析に有用である。吸着勾配は、制御された吹き付け塗布によって、あるい
は材料を、時間の経過につれて勾配の次元に対する反応の完了の漸増を可能にするような
様式で表面に流すことによって作製され得る。このプロセスを正しい角度で繰り返して、
異なる結合特性を有する同じまたは異なる吸着体の直交勾配を提供し得る。
被分析物を含む試料を、吸着体を基材上に配置する前または後のどちらかに、被分析物と
吸着体との間の結合を可能とする任意の適切な方法を用いて吸着体と接触させ得る。吸着
体は試料と単に混合または合わされ得る。試料は、基材を試料中に浸漬もしくはソーキン
グすることにより、または基材を試料中にディッピングすることにより、または試料を基
材上に吹き付けることにより、試料を基材上で洗浄することにより、または試料もしくは
被分析物を吸着体と接触させることによって、吸着体と接触し得る。さらに、試料は、試
料を溶離物中に溶解するか、あるいは試料を溶離物と混合し、そしてこの溶離物および試
料の溶液を任意の上記の技術（すなわち、浸漬、ソーキング、ディッピング、吹き付け、
または洗浄）を用いて吸着体と接触させることによって、吸着体と接触し得る。
b．被分析物と吸着体との接触
被分析物を吸着体と結合させる前に試料を溶離物に曝露することは、吸着体の選択性を改
変し、同時に試料を吸着体に接触させる効果を有する。吸着体に結合し、それにより保持
される試料の成分は、吸着体の選択性を改変する溶離特性の非存在下で吸着体に結合する
全ての成分ではなく、むしろ試料と合わされた特定の溶離物の存在下で吸着体に結合する
成分のみを含む。
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試料は、被分析物を吸着体に結合させるに十分な時間、吸着体に接触させるべきである。
代表的には、試料を、約 30秒から約 12時間の間、吸着体に接触させる。好ましくは、試料
を、約 30秒から約 15分間の間、吸着体に接触させる。
試料を吸着体に接触させる温度は、特定の試料および選択される吸着体の関数である。代
表的には、試料を周囲の温度および圧力条件下で吸着体と接触させるが、いくつかの試料
については、改変された温度（代表的には 4℃から 37℃）および圧力条件が所望され得、
そしてこれは当業者によって容易に決定され得る。
従来の検出技術に対する本発明の別の利点は、本発明が数多くの異なる実験を非常に少量
の試料で行うことを可能とすることである。一般に、吸着体の結合のためには、 1μ lから
500μ l中に数 モルから 100ピコモルの被分析物を含む容量の試料で十分である。被分
析物は、吸着体に結合させた後、将来の実験のために保存され得る。なぜなら保持された
被分析物の全ての脱離工程および検出工程に供されなかった任意の吸着体位置は、その上
に被分析物を保持するからである。従って、試料の非常に少量しか分析のために利用でき
ない場合、本発明は、試料を無駄にすることなく、異なる回数で行われる異なる吸着体お
よび／または溶離物を用いる多数の実験を可能とするという利点を提供する。
c.溶離物による吸着体の洗浄
試料を被分析物と接触させて、その結果、被分析物が吸着体に結合した後、吸着体を溶離
物で洗浄する。代表的には、多次元分析を提供するために、各吸着体位置を少なくとも第
１および第２の異なる溶離物で洗浄する。溶離物による洗浄は、特定された吸着体上に保
持された被分析物の集団を改変する。吸着体の結合特性と溶離物の溶離特性との組み合わ
せが、洗浄後に吸着体によって保持される被分析物を制御する選択条件を提供する。した
がって、洗浄工程は吸着体から試料成分を選択的に除去する。
洗浄工程は種々の技術を用いて行われ得る。例えば、上述のように、試料を吸着体に接触
させる前に、試料を第 1の溶離物中に溶解するか、あるいは試料を第 1の溶離物と混合し得
る。試料を吸着体に接触させる前またはそれと同時に、試料を第 1の溶離物に曝露するこ
とは、被分析物を吸着体と結合させ、そして次に吸着体を第 1の溶離物で洗浄することと
同じ正味の効果を一次近似の程度まで有する。合わせた溶液を吸着体に接触させた後、吸
着体を第 2のまたは次の溶離物で洗浄し得る。
結合した被分析物を有する吸着体の洗浄は、吸着体およびその上に結合した被分析物を有
する基材を溶離物中に浸漬、ソーキング、またはディッピングする事によって達成され得
る。または基材を溶離物でリンスし、基材に溶離物を吹き付け、もしくは溶離物で洗浄す
ることによって達成され得る。親和性試薬の直径の小さなスポットに溶離物を導入するこ
とは、ミクロ流体工学（ microfluidics）プロセスによって最もよく達成される。
被分析物が吸着体にただ 1つの位置で結合し、そして複数の異なる溶離物が洗浄工程で用
いられる場合、各溶離物の存在下での吸着体の選択性に関する情報が独立して得られ得る
。 1つの位置で吸着体に結合した被分析物は、溶離物による各洗浄の後、第 1の溶離物によ
る洗浄、保持された被分析物の脱離および検出、次いで第 2の溶離物による洗浄、および
保持された被分析物の脱離および検出の繰り返しパターンに従って決定され得る。洗浄と
その後の脱離および検出の工程は、同じ吸着体を用いて複数の異なる溶離物について連続
的に繰り返され得る。この様式において、単一の位置に保持された被分析物を有する吸着
体は、複数の異なる溶離物で再試験されて、個々の各洗浄の後に保持された被分析物に関
する一群の情報が提供され得る。
上記の方法はまた、吸着体が複数の所定のアドレス可能な位置に提供される場合（吸着体
が全て同一の場合、または異なる場合のいずれでも）にも有用である。しかし、被分析物
が複数の位置の同じまたは異なる吸着体のいずれかに結合する場合、洗浄工程は、代わり
に、より平行処理を伴う系統的かつ効率的なアプローチを用いて行われ得る。すなわち、
洗浄工程は、第 1の位置で溶離物で吸着体を洗浄し、次に第 2の吸着体を溶離物で洗浄し、
次に第 1の吸着体に保持された被分析物を脱離および検出し、そしてその後第 2の吸着体で
保持された被分析物を脱離および検出することによって行われ得る。換言すれば、全ての
吸着体を溶離物で洗浄し、そしてその後、各々によって保持された被分析物を吸着体の各
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々の位置について脱離および検出する。所望であれば、各吸着体位置での検出の後、各吸
着体位置について第 2の洗浄段階を実行し得、次いで第 2の脱離および検出段階を実行し得
る。全ての吸着体位置の洗浄、次いで各吸着体位置での脱離および検出の工程が、複数の
異なる溶離物について繰り返され得る。この様式で、アレイ全体が試料中の被分析物の性
質の効率的な決定のために利用され得る。この方法は、全ての吸着体位置を第 1の洗浄段
階で同じ溶離物で洗浄する場合でも、あるいは複数の吸着体を第 1の洗浄段階で複数の異
なる溶離物で洗浄する場合でも、有用である。
2．検出
洗浄後吸着体により保持される被分析物は、基材に吸着される。基材上に保持される被分
析物は、以下の脱離スペクトロメトリにより検出される：吸着体から被分析物を脱離する
工程および脱離した被分析物を直接検出する工程。
a．脱離のための方法
吸着体からの被分析物の脱離は、被分析物を適切なエネルギー源に曝露することを伴う。
通常、このことは、被分析物に放射エネルギーまたはエネルギー粒子を衝突させることを
意味する。例えば、エネルギーはレーザーエネルギー（例えば UVレーザー）またはフラッ
シュランプからのエネルギーの形態の光エネルギーであり得る。あるいは、エネルギーは
高速原子の流れであり得る。熱もまた、脱離の誘導／補助のために使用され得る。
直接分析のために被分析物を脱離および／または電離する方法が当該分野で周知である。
このような方法の 1つはマトリクス補助（ matrix-assisted）レーザー脱離／電離、すなわ
ち MALDIと呼ばれる。 MALDIでは、被分析物溶液をマトリクス溶液と混合し、そして混合物
を不活性プローブ表面上に堆積させた後に結晶化させ、被分析物を結晶中にトラップする
ことで脱離が可能となり得る。マトリクスは、レーザーエネルギーを吸収し、そしてその
エネルギーを被分析物に明らかに与え、その結果脱離および電離が生じるように選択され
る。一般に、マトリクスは UV範囲で吸収する。大きいタンパク質のための MALDIは、例え
ば、米国特許第 5,118,937号（ Hillenkampら）および米国特許第 5,045,694号（ Beavisおよ
び Chait）に記載される。
表面増強（ surface-enhanced）レーザー脱離／電離（すなわち SELDI）は、特異性、選択
性および感度の点で、 MALDIに対して顕著な進歩を示す。 SELDIは米国特許第 5,719,060号
（ Hutchensおよび Yip）に記載される。 SELDIは脱離のための固相法であり、ここで被分析
物は表面上でエネルギー流に対して提示され、これが被分析物の捕捉および／または脱離
を増強する。対照的に、 MALDIは液相法であり、ここで被分析物は液体材料と混合され、
この液体材料が被分析物の周囲に結晶化する。
SEAC（表面増強親和性捕捉）と呼ばれる SELDIの 1つのバーションは、被分析物を親和性捕
捉装置（すなわち吸着体）とともに脱離エネルギーに対して提示することを伴う。被分析
物がそのように吸着される場合、被分析物は、脱離エネルギー源に対して、標的被分析物
の脱離を達成する機会がより増すように提示され得ることが見いだされた。エネルギーを
吸収する材料が、プローブに付加されて脱離を補助し得る。次にプローブを、被分析物を
脱離するためのエネルギー源に対して提示する。
SEND（表面増強ニート脱離）と呼ばれる SELDIの別のバージョンは、被分析物がその上に
配置されるエネルギー吸収材料の層の使用を伴う。基材表面は、その表面に化学的に結合
し、そして／あるいは本質的に結晶を含まないエネルギー吸収分子の層を含む。次に被分
析物を単独（すなわちニート）で層の表面に付与し、実質的にこれと混合しない。エネル
ギー吸収分子は、マトリクスのように脱離エネルギーを吸収し、そして被分析物の脱離が
引き起こされる。この改良は、実質的なものである。なぜなら、被分析物がここでエネル
ギー源に対してより単純かつより均一な様式で提示され得るからである。なぜなら、溶液
混合物の性能およびランダムな結晶化が除外されるからである。これにより、より均一か
つ予想可能な結果が提供され、これによりプロセスの自動化が可能となる。エネルギー吸
収材料は古典的なマトリクス材料であり得るか、またはその pHが中和されたかもしくは塩
基性範囲にされたマトリクス材料であり得る。エネルギー吸収分子は、共有結合的または
非共有結合的手段を通じてプローブに結合し得る。
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SEPAR（表面増強感光性結合および放出）と呼ばれる SELDIの別のバージョンは感光性結合
分子の使用を伴う。感光性結合分子は、固相（例えば、平板なプローブ表面またはプロー
ブの一部を構成し得る別の固相（例えばビーズ））に共有結合する 1つの部位、および親
和性試薬または被分析物に共有結合し得る第 2の部位を有する二価分子である。感光性結
合分子は、表面および被分析物の両方に結合する場合、光に曝露したときに親和性試薬ま
たは被分析物を放出し得る感光性結合も含む。感光性結合は、結合分子内にあり得るか、
または被分析物（または親和性試薬）もしくはプローブ表面のいずれかに対する結合部位
にあり得る。
b.被分析物の直接検出のための方法
脱離した被分析物は、任意のいくつかの手段で検出され得る。被分析物が脱離プロセス（
例えばレーザー脱離／電離質量スペクトロメトリ）で電離される場合、検出器はイオン検
出器であり得る。質量スペクトロメトリは、一般に、脱離イオンの飛行時間を決定する手
段を含む。この情報は質量に変換される。しかし、脱離イオンを分離および検出するため
に脱離イオンの質量を決定する必要はない。電離した被分析物が検出器に異なる時間で衝
突する事実により、それらの検出および分離が提供される。
あるいは、被分析物は、例えば、蛍光部分または放射性部分で検出可能に標識され得る。
これらの場合、検出器は蛍光検出器または放射能検出器であり得る。
複数の検出手段を連続して実行して、被分析物成分および被保持物に関連する機能をアレ
イの各位置で十分に呼びかけし得る。
c．脱離検出器
脱離検出器は、被分析物を吸着体から脱離するための手段、および脱離した被分析物を直
接検出する手段を含む。すなわち、脱離検出器は、別の固相中に被分析物を捕捉する中間
工程およびそれを次の分析に供する工程を伴わずに、脱離した被分析物を検出する。被分
析物の検出は通常、シグナル強度の検出を伴う。これは、次には、吸着体に吸着した被分
析物の量を反映する。
これらの 2つの要素の他に、脱離検出器は他の要素もまた有し得る。このような要素の 1つ
は、脱離した被分析物を検出器に向かって加速する手段である。別の要素は、脱離から検
出器による検出までの被分析物の飛行時間を決定するための手段である。
好ましい脱離検出器はレーザー脱離／電離質量スペクトロメーターであり、これは当該分
野で周知である。質量スペクトロメーターは、吸着した被分析物を運ぶ基材（例えば、プ
ローブ）を挿入するポートを含む。脱離は、被分析物にレーザーエネルギーのようなエネ
ルギーを衝突させることによって達成される。装置は、アレイ上の任意のスポットがレー
ザービームのライン中に運ばれるように、表面を移動する手段を含み得る。被分析物にレ
ーザーを当てると、その結果、無傷の被分析物が飛行管中に脱離し、そして電離する。飛
行管は一般に真空スペースを規定する。真空管中の一部にある帯電したプレートが電位を
形成し、これが電離した被分析物を検出器に向けて加速する。時計により飛行時間を測定
し、そして系のエレクトロニクスにより被分析物の速度を決定し、そしてこれを質量に変
換する。当業者が理解するように、任意のこれらの要素が、脱離、加速、検出、時間測定
などの種々の手段を使用する脱離検出器のアセンブリ中で、本明細書に記載される他の要
素と組み合わされ得る。
Ｂ．選択条件
本発明の１つの利点は、被分析物の上昇した分離および認識プロファイルの形態での被分
析物についての情報の両方を提供する、種々の異なる結合および溶離条件に被分析物を曝
露する能力である。従来のクロマトグラフ方法におけるように、吸着体が被分析物を保持
する能力は、溶離物に対する被分析物のまたは吸着体に対する溶離物の引力または親和性
と比較した、吸着体に対する被分析物の引力または親和性に直接関連する。試料のいくつ
かの成分は吸着体への親和性を有し得ず、したがって試料が吸着体に接触する場合に吸着
体に結合しない。吸着体に結合することが不可能であるため、これらの成分は、分離され
るべき被分析物からすぐに分別される。しかし、試料および利用される特定の吸着体の性
質に依存して、多くの異なる成分は、最初に吸着体に結合し得る。
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１．吸着体
吸着体は、被分析物を結合する物質である。多数の吸着体は、被保持物クロマトグラフィ
ーに用いられ得る。異なる吸着体は、大きく異なる結合特性、幾分異なる結合特性、また
は微妙に異なる結合特性を示し得る。大きく異なる結合特性を示す吸着体は、代表的には
、引力の基礎または相互作用の態様が異なる。引力の基礎は、一般的に、化学的または生
物学的分子認識の機能である。吸着体と被分析物との間の引力についての基礎は、例えば
、（ 1）塩促進された相互作用、例えば、疎水性相互作用、親硫黄性相互作用、および固
定された染料相互作用；（ 2）水素結合および／またはファンデルワールス力相互作用、
および電荷移動相互作用、例えば、親水性相互作用の場合；（ 3）静電相互作用、例えば
、イオン電荷相互作用、特に陽または陰イオン電荷相互作用；（ 4）被分析物が吸着体の
金属イオンと配位共有結合（すなわち、配位複合体形成）を形成する能力；（ 5）酵素活
性部位結合；（ 6）可逆的共有相互作用、例えば、ジスルフィド交換相互作用；（ 7）糖タ
ンパク質相互作用；（ 8）生物特異的相互作用；または（ 9）相互作用の上記の態様の２つ
以上の組み合わせ、を含む。すなわち、吸着体は、吸着力の２つ以上の基礎を示し得、し
たがって「混合機能性」吸着体として公知である。
ａ．塩促進された相互作用吸着体
塩促進された相互作用を観察するために有用である吸着体には、疎水性相互作用吸着体を
含む。疎水性相互作用吸着体の例には、脂肪族炭化水素、特に C1 -C1 8脂肪族炭化水素を有
するマトリクス；およびフェニル基のような芳香族炭化水素官能基を有するマトリクスが
含まれる。疎水性相互作用吸着体は、非荷電溶媒に曝露されたアミノ酸残基、そして詳細
には、フェニルアラニンおよびトリプトファンのような非極性、芳香族、および疎水性ア
ミノ酸残基と普通呼ばれるアミノ酸残基を含む、被分析物を結合する。疎水性相互作用吸
着体に結合する被分析物の特定の例には、リゾチームおよび DNAが挙げられる。特定の理
論により拘束されることは望まないが、 DNAが、 DNA中の芳香族ヌクレオチド、詳細にはプ
リンおよびピリミジン基によって、疎水性相互作用吸着体に結合すると考えられる。
塩促進された相互作用を観察するために有用な他の吸着体には、例えば、 Pierce, Rockfo
rd, Illinoisから市販される親硫黄性吸着体の１つの型である T-GEL▲ Ｒ ▼ のような、親
硫黄相互作用吸着体が挙げられる。親硫黄相互作用吸着体は、例えば、 IgGのような免疫
グロブリンを結合する。 IgGと T-GEL▲ Ｒ ▼ との間の相互作用のメカニズムは、完全には知
られていないが、溶媒に曝露された trp残基は、役割を果たすと思われる。
塩促進されたイオン相互作用および疎水性相互作用にも関連する第３の吸着体は、固定さ
れた染料相互作用吸着体を含む。固定された染料相互作用吸着体には、例えば、 Pharmaci
a Biotech, Piscataway, New Jerseyから入手可能な、例えば、 CIBACHRONT Mブルーのよう
な固定された染料のマトリクスが挙げられる。固定された染料相互作用吸着体は、一般的
に、タンパク質および DNAを結合する。固定された染料相互作用吸着体に結合するタンパ
ク質の１つの特定の例は、ウシ血清アルブミン（ BSA）である。
ｂ．親水性相互作用吸着体
親水性相互作用に基づく水素結合および／またはファンデルワールス力を観察するために
有用である吸着体は、ケイ素酸化物（すなわち、ガラス）のような順相吸着体を含む表面
を含む。順相またはケイ素酸化物表面は、官能基として作用する。さらに、ポリエチレン
グリコール、デキストラン、アガロース、またはセルロースのような親水性ポリマーで改
変された表面を含む吸着体はまた、親水性相互作用吸着体として機能し得る。ほとんどの
タンパク質は、水素結合またはファンデルワールス力を含む親水性相互作用によって結合
するアミノ酸残基（すなわち、親水性アミノ酸残基）の基または組み合わせのため、親水
性相互作用吸着体を結合する。親水性相互作用吸着体を結合するタンパク質の例には、ミ
オグロビン、インスリン、およびシトクロムＣが挙げられる。
一般的に、高い比率の極性または荷電アミノ酸を有するタンパク質は、親水性表面に保持
される。あるいは、表面に曝露された親水性糖部分を有する糖タンパク質はまた、親水性
吸着体に高い親和性を有する。
ｃ．静電相互作用吸着体
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静電またはイオン電荷相互作用を観察するために有用である吸着体には、例えば、硫酸ア
ニオン（すなわち、 SO3

-）のマトリクス、およびカルボン酸アニオン（すなわち、 COO-）
またはリン酸アニオン（ OPO3

-）のマトリクスのようなアニオン性吸着体が挙げられる。
硫酸アニオンを有するマトリクスは、永続して負に荷電する。しかし、カルボン酸アニオ
ンを有するマトリクスは、その pKaより高い pHでのみ負電荷を有する。 pKa以下の pHでは、
マトリクスは、実質的に中性の電荷を示す。適切なアニオン性吸着体はまた、硫酸および
カルボン酸アニオンならびにリン酸アニオンの組み合わせを有するマトリクスであるアニ
オン性吸着体を含む。組み合わせは、 pHの機能として連続して変化し得る負電荷の強度を
提供する。これらの吸着体は、例えば、リボヌクレアーゼおよびラクトフェリンのような
正電荷を有するタンパク質および巨大分子を誘引および結合する。特定の理論に拘束され
ることは望まないが、吸着体と正荷電アミノ酸残基（リジン残基、アルギニン残基、およ
びヒスチジル残基を含む）との間の静電相互作用は、結合相互作用を担うと考えられる。
静電またはイオン電荷相互作用を観察するために有用である他の吸着体には、カチオン性
吸着体が含まれる。カチオン性吸着体の特定の例には、二級、三級、または四級アミンの
マトリクスが含まれる。四級アミンは、永続して正に荷電する。しかし、二級および三級
アミンは、 pH依存的である電荷を有する。 pKa以下の pHでは、二級および三級アミンは、
正に荷電し、そしてその pKa以上の pHでは、負に荷電する。適切なカチオン性吸着体はま
た、異なる二級、三級、および四級アミンの組み合わせを有するマトリクスであるカチオ
ン性吸着体を含む。組み合わせは、 pHの機能として連続して変化し得る正電荷の強度を提
供する。カチオン性相互作用吸着体は、アスパラギン酸およびグルタミン酸残基のような
、溶媒に曝露されたアミノ酸残基を有するタンパク質を含む分子上の、アニオン性部位を
結合する。
イオン相互作用吸着体（アニオン性およびカチオン性の両方）の場合、アニオンおよびカ
チオンの両方を含む混合態様イオン性吸着体を使用することが、しばしば所望される。こ
のような吸着体は、 pHの機能として連続緩衝化能力を提供する。連続緩衝化能力は、特に
２～ 11の pH範囲で異なる緩衝化成分を有する溶離物への、被分析物の組み合わせの曝露を
可能にする。これによって、固定された滴定可能なプロトン交換基によって定義される吸
着体の局所的 pH環境を生成する。このようなシステムは、クロマトフォーカシングとして
公知の固相分別技術と等価である。濾胞刺激ホルモンイソ形態は、主に荷電した炭水化物
成分で異なり、これは、クロマトフォーカシング吸着体で分別される。
静電相互作用を観察するために有用であるさらに他の吸着体には、相互作用が静電的であ
るが、形式電荷または滴定可能タンパク質ドナーまたはアクセプターが関与しない、双極
子 -双極子相互作用吸着体が挙げられる。
ｄ．配位共有相互作用吸着体
金属イオンと配位共有結合を形成する能力を観察するために有用である吸着体には、例え
ば、二価および三価金属イオンを有するマトリクスが挙げられる。固定された金属イオン
キレーターのマトリクスは、遷移金属イオンとの配位共有結合相互作用の基礎を形成する
１つ以上の電子ドナー基を有する固定された合成有機分子を提供する。固定された金属イ
オンキレーターとして機能する一次電子ドナー基には、酸素、窒素、および硫黄が挙げら
れる。金属イオンは、被分析物の電子ドナー基との相互作用のためのいくつかの数の残存
する部位を有する金属イオン複合体を生じる固定された金属イオンキレーターに結合され
る。適切な金属イオンには、一般的に、銅、ニッケル、コバルト、亜鉛、鉄のような遷移
金属イオン、ならびにアルミニウムおよびカルシウムのような他の金属イオンが挙げられ
る。何らかの特定の理論に拘束されることは望まないが、金属イオンは、ペプチド、タン
パク質、または核酸において特定のアミノ酸残基と選択的に相互作用すると考えられる。
代表的には、このような相互作用に関与するアミノ酸残基には、ヒスチジン残基、チロシ
ン残基、トリプトファン残基、システイン残基、ならびにアスパラギン酸およびグルタミ
ン酸のような酸素基を有するアミノ酸残基が挙げられる。例えば、固定された三価鉄イオ
ンは、タンパク質上のホスホセリン、ホスホチロシン、およびホスホトレオニン残基と相
互作用する。固定された金属イオンに依存して、上記のアミノ酸残基の十分な局所密度を
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有するそれらのタンパク質のみが、吸着体によって保持される。金属イオンとタンパク質
との間のいくつかの相互作用は、非常に強いので、タンパク質は従来の手段によって複合
体から切断され得ない。高度にリン酸化されるヒトβカゼインは、固定された Fe（ III）
に非常に強く結合する。 6-ヒスチジンタグと発現される組換えタンパク質は、固定された
Cu（ II）および Ni（ II）に非常に強く結合する。
ｅ．酵素活性部位相互作用吸着体
酵素活性部位結合相互作用を観察するために有用である吸着体には、プロテアーゼ（例え
ば、トリプシン）、ホスファターゼ、キナーゼ、およびヌクレアーゼが挙げられる。相互
作用は、被分析物（代表的には、バイオポリマー）の酵素結合部位と酵素の触媒結合部位
との配列特異的相互作用である。この型の酵素結合部位には、例えば、配列にリジン -リ
ジンまたはリジン -アルギニン対を有するタンパク質およびペプチドと相互作用するトリ
プシンの活性部位が含まれる。より詳細には、大豆トリプシンインヒビターは、固定され
たトリプシンの吸着体と相互作用しそして結合する。あるいは、セリンプロテアーゼは、
固定された L-アルギニン吸着体に選択的に保持される。
ｆ．可逆的共有相互作用吸着体
可逆的共有相互作用を観察するために有用である吸着体には、ジスルフィド交換相互作用
吸着体が含まれる。ジスルフィド交換相互作用吸着体には、固定されたスルフィドリル基
、例えば、メルカプトエタノールまたは固定されたジチオトレイトールを含む吸着体が含
まれる。相互作用は、吸着体と被分析物上の溶媒に曝露されたシステイン残基との間の共
有ジスルフィド結合の形成に基づく。このような吸着体は、システイン残基、および還元
された硫黄化合物を含むように改変された塩基を含む核酸を有するタンパク質またはペプ
チドを結合する。
ｇ．糖タンパク質相互作用吸着体
糖タンパク質相互作用を観察するために有用である吸着体には、そこに固定したレクチン
（すなわち、オリゴ糖を有するタンパク質）を有する吸着体のような糖タンパク質相互作
用吸着体が含まれ、その例は、 Pharmacia Biotech of Piscataway, New Jerseyから市販
される CONCONAVALINT Mである。このような吸着体は、巨大分子の炭水化物部分の分子認識
に関連する相互作用に基づいて機能する。糖タンパク質相互作用吸着体と相互作用しそし
て結合する被分析物の例には、糖タンパク質、特にヒスチジンリッチ糖タンパク質、全細
胞および単離された細胞下画分が挙げられる。
ｈ．生物特異的相互作用吸着体
生物特異的相互作用を観察するために有用である吸着体は、一般的に「生物特異的親和性
吸着体」と呼ばれる。吸着は、選択的でありそして親和性（平衡解離定数、 Kd）が少なく
とも 10- 3 M（例えば、 10- 5 M、 10- 7 M、 10- 9 M）であるならば、生物特異的と考えられる。生
物特異的親和性吸着体の例には、特定の生体分子と特異的に相互作用しそして結合する任
意の吸着体が挙げられる。生物特異的親和性吸着体には、例えば、抗原に結合する固定さ
れた抗体； DNA結合タンパク質、 DNA、および RNAに結合する固定された DNA；タンパク質お
よび酵素に結合する固定された基質またはインヒビター；薬物結合タンパク質に結合する
固定された薬物；レセプターに結合する固定されたリガンド；リガンドに結合する固定さ
れたレセプター； DNAおよび RNA結合タンパク質に結合する固定された RNA；ビオチンおよ
びビオチン化分子を結合する固定されたアビジンまたはストレプトアビジン；脂質結合タ
ンパク質を結合する固定されたリン脂質メンブランおよびベシクルが挙げられる。酵素は
、そこへの被分析物吸着体を改変し得る有用な吸着体である。細胞は、吸着体として有用
である。その表面は、複合結合特性を提示する。細胞への吸着は、例えば、表面レセプタ
ーに結合するリガンドまたはシグナル分子を同定するために有用である。ウイルスまたは
ファージも、吸着体として有用である。ウイルスは、しばしば、細胞表面レセプターへの
リガンド（例えば、 CD4に対する gp120）を有する。また、ファージ提示ライブラリーの形
態では、ファージコートタンパク質は、標的への結合を試験するための因子として作用す
る。生物特異的相互作用吸着体は、上記のような公知の特異的相互作用に頼る。吸着体が
利用され得る生物特異的相互作用の他の例は、当業者に容易に理解され、そして本発明に
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よって意図される。
１つの実施態様では、生物特異的吸着体は、標的被分析物を結合することに直接関与しな
い補助または「ヘルパー」分子をさらに含み得る。
ｉ．結合特異性の程度
相互作用の種々の態様を有する吸着体への曝露によって、試料の成分は、種々の吸着体と
の相互作用に基づいて大きく分離され得る。したがって、種々の態様の相互作用を有する
吸着体に対する被分析物の引力は、第１の分別パラメータを提供する。例えば、疎水性に
関する引力に基づく第１の吸着体およびイオン電荷に関する引力に基づく第２の吸着体に
、被分析物を含む試料を曝露することによって、疎水性吸着体に結合する被分析物を試料
から分別すること、および特定のイオン電荷を有する吸着体に結合する被分析物を分別す
ることが可能である。
引力の異なる基礎を有する吸着体は、吸着体が、被分析物だけでなく、引力の同じ基礎に
よって吸着体に対する引力を示す試料中の何らかの他の成分も結合するので、低い程度の
特異性で被分析物の分離を提供する。例えば、疎水性吸着体は、疎水性被分析物だけでな
く、試料中の任意の他の疎水性成分も結合し；負に荷電した吸着体は、正に荷電した被分
析物だけでなく、試料中の任意の他の正に荷電した成分も結合するなどである。
吸着体に対する被分析物の引力の基礎に基づく被分析物の分離は、比較的中間の特異性ま
たは変化した引力の強度の結合特性を利用することによって、さらに洗練され得る。中間
の特異性の結合特性を基礎とする被分析物の分離は、例えば、混合した機能性吸着体を利
用することによって、達成され得る。被分析物の分離が比較的低い特異性で達成されると
、目的の被分析物を誘引することが見いだされる結合特性は、さらに多くの望ましくない
成分を除去し、それによって被分析物を分離するために、種々の他の結合および溶離特性
と組み合わせて利用され得る。
例えば、被分析物が疎水性吸着体に結合するならば、被分析物は、引力の１つの基礎とし
て疎水性相互作用を示し、そしてまた引力の第２の異なる基礎を示す、混合された機能性
吸着体を提供することによって、他の疎水性試料成分からさらに分離され得る。混合され
た機能性吸着体は、正に荷電した疎水性被分析物を結合するように、疎水性相互作用およ
び負に荷電したイオン相互作用を示し得る。あるいは、混合された機能性吸着体は、吸着
体において金属イオンとの配位複合体を形成する能力を有する疎水性被分析物を結合する
ように、疎水性相互作用および金属イオンとの配位共有結合を形成する能力を示し得る。
中間の特異性の結合特性を示す吸着体のなおさらなる例は、上記の開示および例に基づい
て当業者に容易に理解される。
中間の特異性の結合特性を基礎とする被分析物の分離は、比較的高い特異性の結合特性を
利用することによって、さらに洗練され得る。比較的高い特異性の結合特性は、引力の同
じ基礎であるが引力の異なる強度を示す種々の吸着体を利用することによって利用され得
る。言い換えれば、引力の基礎は同じであるが、他の試料成分からの被分析物のさらなる
分離は、被分析物についての親和性の異なる程度を有する吸着体を利用することによって
達成され得る。
例えば、被分析物の酸性性質に基づく吸着体を結合する被分析物は、特定の酸性 pH範囲に
おける被分析物への親和性を有する吸着体を利用することによって、他の酸性試料成分か
らさらに分離され得る。したがって、被分析物は、 pH１～２の試料成分に誘引される１つ
の吸着体、 pH３～４の試料成分に誘引される別の吸着体、および pH５～６の試料成分に誘
引される第３の吸着体を使用して分離され得る。このように、５～６の pHの被分析物を結
合する吸着体への特異的親和性を有する被分析物は、１～４の pHの試料成分から分離され
る。特異性が増加した吸着体は、引力の間隔、すなわち、引力の同じ基礎を示す吸着体の
結合特性間の差を減少させることによって利用され得る。
一次吸着体に吸着した一次被分析物は、それ自体、吸着体特性を有し得る。この場合、基
材に吸着した一次被分析物は、二次被分析物を単離するための二次吸着体になり得る。次
に、保持された二次被分析物は、試料から三次被分析物を単離するために三次吸着体とし
て機能し得る。このプロセスは、数回の反復によって持続し得る。
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２．溶離物
溶離物、または洗浄溶液は、被分析物と吸着体との間の吸収の閾値を選択的に改変する。
溶離物が結合した被分析物を脱離および溶離する能力は、溶離特性の機能である。異なる
溶離物は、大きく異なる溶離特性、幾分異なる溶離特性、または微妙に異なる溶離特性を
示し得る。
溶離物が吸着体に接触する温度は、選択される特定の試料および吸着体の機能である。代
表的には、溶離物は、０℃と 100℃との間、好ましくは４℃と 37℃との間の温度で、吸着
体に接触する。しかし、いくつかの溶離物については、改変された温度は、所望の温度で
あり得、そして当業者によって容易に決定される。
吸着体の場合のように、大きく異なる溶離特性を示す溶離物は、一般的に、引力の基礎で
異なる。例えば、溶離物と被分析物との間の引力の種々の基礎には、電荷または pH、イオ
ン強度、水構造、特異的競合結合試薬の濃度、表面張力、誘電率、および上記の２つ以上
の組み合わせが挙げられる。
ａ． pHに基づく溶離物
pH（すなわち、電荷）に基づく吸着体の選択性を改変する溶離物には、公知の pH緩衝液、
酸性溶液、および塩基性溶液が挙げられる。特定の pH緩衝液で所定の吸着体に結合した被
分析物を洗浄することによって、電荷は改変され得、したがって特定の pH緩衝液の存在に
おける吸着体と被分析物との間の結合の強度がチャレンジされ得る。溶離物の pHで吸着体
について他のものよりも低い競合であるこの被分析物は、吸着体から脱離されそして溶離
し、溶離物の pHで吸着体により強く結合する被分析物のみを結合させておく。
ｂ．イオン強度に基づく溶離物
イオン強度に関して吸着体の選択性を改変する溶離物には、種々の型および濃度の塩溶液
が挙げられる。溶離溶液に溶解された塩の量は、溶離物のイオン強度に影響を及ぼし、そ
して対応して吸着体結合能力を改変する。低濃度の塩を含む溶離物は、イオン強度に関し
て吸着体結合能力のわずかな改変を提供する。高濃度の塩を含む溶離物は、イオン強度に
関して吸着体結合能力のより大きな改変を提供する。
ｃ．水構造に基づく溶離物
水構造または濃度の変更によって吸着体の選択性を改変する溶離物には、尿素およびカオ
トロピック塩溶液が挙げられる。代表的には、尿素溶液は、例えば、 0.1～８ Mの濃度の範
囲の溶液を含む。溶離物を提供するために使用され得るカオトロピック塩には、チオシア
ン酸ナトリウムが挙げられる。水構造に基づく溶離物は、水和または結合水構造の変化に
起因して被分析物を結合する吸着体の能力を改変する。この型の溶離物には、例えば、グ
リセロール、エチレングリコール、および有機溶媒が挙げられる。カオトロピックアニオ
ンは、非極性部分の水溶解度を増加させ、それによって被分析物と吸着体との間の疎水性
相互作用を減少させる。
ｄ．界面活性剤に基づく溶離物
表面張力および被分析物構造に関する吸着体の選択性を改変する溶離物には、界面活性剤
（ detergent）および界面活性剤（ surfactant）が挙げられる。溶離物としての使用に適
切な界面活性剤には、 CHAPS、 TWEEN、および NP-40のようなイオン性および非イオン性界
面活性剤が挙げられる。界面活性剤の疎水性および親水性基が導入される場合、疎水性相
互作用が改変されるので、界面活性剤に基づく溶離物は、吸着体が被分析物を結合する能
力を改変する。被分析物と吸着体との間、および被分析物内の疎水性相互作用は改変され
、そして荷電基が導入される（例えば、 SDSのようなイオン性界面活性剤を用いるタンパ
ク質変性）。
ｅ．疎水性に基づく溶離物
誘電率に関して吸着体の選択性を改変する溶離物は、疎水性相互作用に関して吸着体の選
択性を改変する溶離物である。この能力において機能する適切な溶離物の例には、尿素（
0.1～８ M）、プロパノール、アセトニトリル、エチレングリコールおよびグリセロールの
ような有機溶媒、ならびに上記のような界面活性剤が挙げられる。溶離物としてのアセト
ニトリルの使用は、代表的には、逆相クロマトグラフィーである。溶離物中のエチレング
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リコールの包含は、親硫黄吸着体との塩促進された相互作用から免疫グロブリンを溶離す
ることに効果的である。
ｆ．溶離物の組み合わせ
適切な溶離物は、上記のカテゴリーのいずれかから選択され得るか、または上記の２つ以
上の溶離物の組み合わせであり得る。上記の２つ以上の溶離物を含む溶離物は、複数の溶
離特性に基づいて被分析物についての吸着体の選択性を改変し得る。
３．２つのパラメータの変動性
異なる吸着体を選択することによって異なる結合特性を提供する能力、および異なる溶離
物で洗浄することによって異なる溶離特性を提供する能力は、２つの異なるパラメータの
変動を許容し、そのそれぞれは、被分析物が吸着体に結合される選択性を個々にもたらし
得る。これらの２つのパラメータが広く変化し得るという事実は、広い範囲の結合引力お
よび溶離条件を確実にし、そのため本発明の方法は、多くの異なる型の被分析物を結合し
それにより検出するために有用であり得る。
特定の試料を分析することにおける使用についての吸着体および溶離物の選択は、たとえ
被分析物の性質が未知であっても、試料、および特徴づけられるべき被分析物の特定の被
分析物またはクラスの性質に依存する。代表的には、特に分析されるべき試料の組成が未
知である場合、多様な結合特性および多様な溶離特性を示すシステムを提供することが有
利である。広範な選択特性を示すシステムを提供することによって、目的の被分析物が１
つ以上の吸着体によって保持される可能性が顕著に増加する。
化学または生化学分析の当業者は、広範な結合および溶離特性を示し、そして被分析物の
最良の分離を提供する結合および溶離特性を観察するシステムを提供することによって、
特定の被分析物を保持するために有用な選択条件を決定し得る。本発明は、広範な選択条
件を含むシステムを提供するので、所定の被分析物についての最適結合および溶離特性の
当業者による決定は、過度の実験の必要なしに容易に行われ得る。
Ｃ．被分析物
本発明は、適切な選択条件の使用によって被分析物の特性を利用することによって、被分
析物の種々の生物学的、化学的、または物理化学的特性に基づく被分析物の分離を可能に
する。適切な選択条件の使用によって利用され得る被分析物の多くの特性には、疎水性指
標（すなわち、被分析物中の疎水性残基の尺度）、等電点（すなわち、被分析物が電荷を
有さない pH）、疎水性モーメント（すなわち、被分析物の両親媒性の尺度もしくは極性お
よび非極性残基の分布の不斉の程度）、側面双極子モーメント（すなわち、被分析物中の
電荷の分布における不斉の尺度）、分子構造因子（分子の骨格に沿った大きな側鎖の分布
のような被分析物分子の表面外形における変動の原因である）、二次構造成分（例えば、
ヘリックス、平行および逆平行シート）、ジスルフィド結合、溶媒に曝露された電子ドナ
ー基（例えば、 His）、芳香族性（すなわち被分析物中の芳香族残基のうちπ -π相互作用
の尺度）、および荷電した原子間の直線距離がある。
これらは、本発明の方法において適切な選択特性の選択によって、試料からの所定の被分
析物の分離について利用され得る特性の型の代表的例である。試料からの特定の被分析物
の分離についての基礎を形成し得る被分析物の他の適切な特性は、当業者に容易に公知お
よび／または決定可能であり、そして本発明によって意図される。
本発明の方法は、分析され得る試料の型に関して限定されない。試料は、固体、液体、ま
たは気体状態であり得るが、代表的には試料は液体状態である。固体または気体試料は、
好ましくは、当業者内に周知の技術に従って液体試料を提供するように適切な溶媒に溶解
される。試料は、生物学的組成物、非生物学的有機組成物、または無機組成物であり得る
。本発明の技術は、生物学的試料、特に生物学的液体および抽出物において被分析物を分
離するために；ならびに、非生物学的有機組成物、特に低有機分子および低無機分子の組
成物において被分析物を分離するために、特に有用である。
被分析物は、分子、多量体分子複合体、巨大分子凝集体、細胞、細胞オルガネラ、ウイル
ス、分子フラグメント、イオン、または原子であり得る。被分析物は、試料の単一成分、
あるいは、共通して１つ以上の特徴（例えば、分子量、等電点、イオン電荷、疎水性 /親
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水性相互作用など）を有する構造的、化学的、生物学的、または機能的に関連する成分の
１つのクラスであり得る。
本発明の被保持物クロマトグラフィー方法を使用して分離され得る被分析物の特定の例に
は、生物学的巨大分子（例えば、ペプチド、タンパク質、酵素、ポリヌクレオチド、オリ
ゴヌクレオチド、核酸、炭水化物、オリゴ糖、多糖）；上記の生物学的巨大分子のフラグ
メント（例えば、核酸フラグメント、ペプチドフラグメント、およびタンパク質フラグメ
ント）；上記の生物学的巨大分子の複合体（例えば、核酸複合体、タンパク質 -DNA複合体
、レセプター -リガンド複合体、酵素 -基質、酵素インヒビター、ペプチド複合体、タンパ
ク質複合体、炭水化物複合体、および多糖複合体）；小さな生物学的分子（例えば、アミ
ノ酸、ヌクレオチド、ヌクレオシド、糖、ステロイド、脂質、金属イオン、薬物、ホルモ
ン、アミド、アミン、カルボン酸、ビタミンおよび補酵素、アルコール、アルデヒド、ケ
トン、脂肪酸、ポルフィリン、カロテノイド、植物成長調節物質、リン酸エステルおよび
ヌクレオシド二リン酸 -糖、合成小分子（例えば、薬学的または治療的に有効な物質）、
モノマー、ペプチドアナログ、ステロイドアナログ、インヒビター、変異原、発ガン物質
、有糸分裂阻害剤、抗生物質、イオノホア、抗代謝物質、アミノ酸アナログ、抗菌剤、輸
送インヒビター、表面活性剤（界面活性剤）、ミトコンドリアおよび葉緑体機能インヒビ
ター、電子供子体、電子伝達体および電子受容体、プロテアーゼについての合成基質、ホ
スファターゼについての基質、エステラーゼおよびリパーゼについての基質、およびタン
パク質改変試薬）；ならびに合成ポリマー、オリゴマー、およびコポリマー（例えば、ポ
リアルキレン、ポリアミド、ポリアクリレート、ポリメタクリレート、ポリスルホン、ポ
リスチレン、ポリエーテル、ポリビニルエステル、ポリカーボネート、ポリビニルハライ
ド、ポリシロキサン、 POMA、 PEG、および上記の任意の２つ以上のコポリマー）が挙げら
れる。
III．情報処理
特定の溶離条件下で吸着体に吸着した被分析物の検出は、試料中の被分析物およびその化
学的特徴についての情報を提供する。吸着は、一部は、吸着体の結合特性に依存する：吸
着体に結合する被分析物は、結合を可能にする特徴を有する。例えば、特定の pHでカチオ
ン性である分子は、その pHを含む溶離条件下でアニオン性吸着体に結合する。強力なカチ
オン性分子は、非常に強い溶離条件下でのみ吸着体から溶離され得る。疎水性領域を有す
る分子は、疎水性吸着体に結合するが、親水性領域を有する分子は、親水性吸着体に結合
する。また、相互作用の強度は、一部は、被分析物が疎水性または親水性領域を含む程度
に依存する。したがって、試料中の特定の被分析物が特定の溶離条件下で吸着体に結合す
るという決定は、互いから、および結合についての適切な化学的特徴を有さない被分析物
から、被分析物を分別することによって、混合中の被分析物を分離するだけでなく、特定
の化学的特徴を有する被分析物のクラスまたは個々の被分析物をも同定する。種々の溶離
条件下で１つ以上の特定の吸着体での被分析物保持についての情報を収集することは、混
合物中の被分析物の詳細な分離だけでなく、同一性へと導き得る被分析物自体についての
化学的情報もまた提供する。このデータは、「保持データ」という。
保持アッセイで生成されるデータは、プログラム可能なデジタルコンピュータの使用で最
も容易に分析される。コンピュータプログラムは、一般的には、コードを保存する読み取
り可能な媒体を含む。あるコードは、基材アレイの各特徴の位置、その特徴での吸着体の
正体、および吸着体を洗浄するために使用される溶離条件を含むメモリーに充てられる。
次いで、この情報を使用して、プログラムは、ある選択特性を定義するアレイにおける特
徴のセットを同定し得る。コンピュータはまた、入力として受けるコード、プローブにお
ける特定のアドレス可能な位置から受けた種々の分子量でのシグナルの強度についてのデ
ータを含む。このデータは、必要に応じて、検出される各被分析物についてシグナルの強
度および決定された分子量を含む、検出された被分析物の数値を示し得る。
コンピュータはまた、データを処理するコードを含む。本発明は、データを処理するため
の種々の方法を意図する。１つの実施態様では、これは、被分析物認識プロファイルを生
成することを包含する。例えば、分子量によって同定された特定の被分析物の保持につい
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てのデータは、特定の結合特性、例えば、アニオン性吸着体または疎水性吸着体への結合
に従って分類され得る。この収集したデータは、特定の被分析物の化学的特性のプロファ
イルを提供する。保持特性は、次に構造を反映する被分析物機能を反映する。例えば、配
位共有金属キレーターへの保持は、ポリペプチド被分析物におけるヒスチジン残基の存在
を反映し得る。種々の pHレベルでの溶離下で複数のカチオン性およびアニオン性吸着体へ
の保持のレベルのデータを使用することで、タンパク質の等電点を導き得る情報が明らか
になる。これは、次に、タンパク質中のイオン性アミノ酸の推定数を反映する。したがっ
て、コンピュータは、結合情報を構造情報に変換するコードを含み得る。さらに、被分析
物の二次プロセシング（例えば、翻訳後修飾）によって、結合および量の差異によって反
映される変化した認識プロファイルを得る。
他の実施態様では、保持アッセイは、２つの異なる細胞型における同じセットの選択閾値
下で行われ、そして２つのアッセイからの保持データが比較される。保持マップ（例えば
、任意の特徴でのシグナルの存在または強度）における差異は、２つの細胞によって別々
に発現される被分析物を示す。これは、例えば、２つの保持アッセイ間のシグナル強度の
差異を示し、それによって被分析物が、２つのアッセイにおいて吸着体によって増加して
または減少して保持されることを示す、差異マップを生成することを包含し得る。
コンピュータプログラムはまた、入力としてプログラマーからの指示を受けるコードを含
み得る。アレイ中の特定された、所定の位置からの被分析物の選択的脱離について進行的
経路および論理的経路は、予測されそして予めプログラムされ得る。
コンピュータは、データを表示のための他のフォーマットに変換し得る。データ分析は、
例えば、収集したデータから特徴位置の関数としてのシグナル強度を決定する工程、「ア
ウトライアー」（所定の統計学的分布から逸脱するデータ）を除去する工程、および残り
のデータから被分析物の相対結合親和性を算出する工程を包含し得る。
得られるデータは、種々のフォーマットで表示され得る。１つのフォーマットでは、シグ
ナルの強度は、分子量の関数としてグラフで表示される。「ゲルフォーマット」と呼ばれ
る、他のフォーマットでは、シグナルの強度は、暗さの直線軸強度に沿って表示され、ゲ
ルにおいてバンドに類似の出現を得る。他のフォーマットでは、ある閾値に達するシグナ
ルは、分子量を表す横軸上に垂直な線またバーとして表示される。したがって、各バーは
、検出された被分析物を表示する。データはまた、結合特性および／または溶離特性に従
ってグループ分けされた被分析物についてのシグナル強度のグラフで表示され得る。
IV．被保持物クロマトグラフィーの適用
被保持物クロマトグラフィーは、同時に多数の被分析物の検出および特徴づけを含む、組
合せ的な分別方法に関する。これらの組合せ的な方法は、多くの適用を有する。このよう
な適用には、限定されることなく、標的被分析物検出スキームを開発すること；タンパク
質精製方策を開発すること；タンパク質精製方法；相補的ファージ提示ライブラリーを使
用する標的エピトープ同定を含む、標的被分析物に結合するファージ提示ライブラリーか
ら特定のファージを同定すること；被分析物の物理化学的特性に基づくタンパク質同定；
遺伝子発現モニタリングおよび示差的なタンパク質提示；毒性学スクリーニング；多数の
診断マーカーの同時検出；薬物発見；多量体タンパク質会合モニタリングおよびインビト
ロポリヌクレオチド翻訳の検出が挙げられる。
Ａ．試料から被分析物を連続的に抽出する方法
被保持物クロマトグラフィーは、複数の吸着体 /溶離条件下での被分析物の保持の分析に
関する。この方法の１つの変更は、連続的抽出である。連続的抽出では、試料は、２つの
異なる選択条件に独立して曝露されない。むしろ、試料は、吸着体への試料からのある被
分析物を抽出し、そして溶離物中で非吸着被分析物を放出するために、第１の選択条件に
曝露される。次いで、溶離物は、第２の選択条件に曝露される。これは、さらに、溶離物
から種々の被分析物を抽出する。頻繁には、第１および第２の曝露において吸着体が引力
についての異なる基礎（例えば、順相および疎水性）を有する場合、吸着体は、溶離物か
ら被分析物の異なるセットを抽出する。この第２の溶離物は、次いで、第３の選択条件に
曝露され、そして以下同様である。連続抽出を実施する１つの方法では、吸着体は、試料
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がその上部で混合され得るように、ウェルの底部に置かれる。溶離物が、吸着物に添加さ
れ、そして試料において被分析物間の結合を可能にし、溶離物洗浄液が収集される。次い
で、収集した洗浄液は、第２の吸着体に曝露され、そして被分析物が結合によって試料か
ら抽出される。
１つの実施態様では、連続抽出の目的は、分析よりもむしろ調製である。より詳細には、
目的は、試料から所望の被分析物以外のすべてを抽出することであり得る。この場合、試
料は、通常、小さく、例えば、約数ミリメーター直径のスポットでの数マイクロリットル
である。吸着体は、試料から枯渇することを望まない被分析物を吸着しないように選択さ
れる。数回の反復の後、最後に収集した洗浄物は、望ましくない被分析物を枯渇し、例え
ば、脱離分光測定法または伝統的クロマトグラフ方法による続いての分析のために所望の
被分析物を残す。
他の実施態様では、保持されない試料は、それ自体、任意の分析技法によって被分析物に
ついて分析される。単一の保持工程の後でさえ、このプロセスによって、吸着体に吸着さ
れる材料および吸着されない被分析物を検査が可能になる。
Ｂ．試料中の被分析物の進行的分離のための方法
被保持物クロマトグラフィーの１つの目的は、複合試料混合物からの被分析物の明確な分
離である。これは、臨床的診断、薬物発見、および機能的ゲノム学における適用に特に重
要である：これらの領域は、生物学的試料からの１つ以上の被分析物の同定に関連し得る
。本発明は、被分析物についての改良された分離での選択条件を同定するための方法を提
供する。この方法は、被分析物が保持される選択条件を同定する工程、および反復プロセ
スにおいて、被分析物の改良された分離を提供する追加の結合特性または溶離特性を、こ
の選択条件に追加する工程を包含する。
選択条件に曝露された複合試料のマススペクトルは、一般的に、試料の多くの成分からの
シグナルを含む。シグナルの複雑性は、被分析物の明確な分離を妨害し得る。被分析物の
進行的分離の方法は、試料中の被分析物の明確な検出のための被分析物の改良された分離
で選択条件を同定することを可能にする。選択条件は、被分析物シグナルが他の成分のシ
グナルとより容易に区別可能であるならば、他の選択条件と比較した被分析物の「改良さ
れた分離」を示す。これは、例えば、吸着体に結合した被分析物の数を減少させ、それに
よってシグナルの総数を減少させること、または被分析物についての選択条件の選択性を
増加させ、それによって他のシグナルと比較した被分析物シグナルを増強することを包含
し得る。もちろん、被分析物が基材に独占的に結合した場合、検出中に単独の被分析物シ
グナルを生じる。
進行的分離の方法は、さらなる選択（結合または溶離）特性が、被分析物を保持すること
が公知の選択特性の定常セットに順次追加される、反復プロセスを包含する。第１の工程
では、一連の選択条件は、標的被分析物を保持する条件を同定するためにテストされる。
次の工程では、選択条件の１つ以上の選択特性が、さらなる分析についての定常セットに
ついて選択される。
新しいセットの選択条件が生成される。新しいセットの条件のそれぞれは、定常セットに
おいて選択された特性、および定常セットにはない少なくとも１つの新しい条件を包含す
る。例えば、定常セットが、アニオン性吸着体および低塩溶離物を含むならば、新しい条
件は、溶離物の pHを変化させることを包含し得る。これらの新しい変動のそれぞれは、被
分析物の分離を改良する能力についてテストされ、そして改良された分離を有する１つの
改変された選択条件が同定される。次の工程では、改良された分離を提供するさらなる選
択条件が、定常セットに追加される。
改変された定常セットは、定常セットの特性および新しい特性のセットを含む新しいセッ
トの選択条件を生成することによって、同様に再度テストされる。したがって、各工程で
、選択条件は、被分析物の分離が、これまでの工程で選択条件と比較して改良されるよう
に選択される。
この方法は、実施例によって十分に記載される。細胞試料は、代表的には、数百またはお
そらく数千のタンパク質を含む。試料中の単一の標的タンパク質の被分析物の明確な分離
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を得ることが望まれ得る。第１の工程では、保持マップは、複数の選択条件を使用して標
的被分析物について開発される。例えば、吸着体は、アニオン交換体、カチオン交換体、
順相吸着体、および逆相吸着体であり得る。各吸着体でテストされた溶離条件は、種々の
pHレベル、種々のイオン強度、種々の界面活性剤条件、および種々の疎水性に基づく条件
であり得る。例えば、４つの異なる溶離条件が、各条件についてテストされ得る。したが
って、この実施例では、 16の異なる選択条件が、標的被分析物を吸着する能力についてテ
ストされる。
この保持マップから、標的被分析物が保持される少なくとも１つの選択条件を選択する。
標的が最大に結合した選択条件を選択し得る。しかし、この選択条件が他の選択条件より
も標的に対してより選択的である場合、標的が最大に結合されない条件を選択することが
有利であり得る。この例については、保持マップの分析が、標的はほぼ中性の pHでアニオ
ン交換吸着体によって保持されるが、親水性吸着体にも弱く吸着されることを示すと推定
される。
被分析物の保持を得ることが同定された選択条件からの１つの可変の吸着体または溶離物
は、次いで、すべての後の選択条件における使用について選択される。本明細書で使用さ
れる場合、これは、「選択条件定常のセット」に添加されるといわれる。
次の反復では、標的被分析物が第２の複数の選択条件下で結合する能力をテストする。第
２のセットでの各選択条件は、選択条件定常セットの要素を含む。しかし、各選択性はま
た、他の可変物（選択条件に添加される異なる吸着体または溶離物）を含む。したがって
、少なくとも定常のセットを用いる制約内で、選択条件の第２のセットはまた、第１のセ
ットよりさらに多様であるように選択される。多様性を増加させる方法は、例えば、溶離
条件のより精細な階級付けまたは吸着体の種々の強度をテストする工程を包含する。また
、例えば、選択条件への他の選択特性の添加を包含し得る。
例を続けると、アニオン交換吸着体は、定常のセットに添加され得る。この条件は、現在
、より広範な種々の可変物、例えば、溶離物または吸着体とテストされる。テストされる
べき溶離物は、最初の反復でテストされるよりも精細な階級付けで、種々の低 pH緩衝液を
含み得る。例えば、最初の反復は、 pH3.0、 pH5.0、 pH7.0、および pH9.0での緩衝液をテス
トし、そして標的が、ほぼ中性の pHでアニオン交換吸着体に結合したことを示した。第２
の反復中、テストした緩衝液は、 pH5.0、 pH5.5、 pH6.0、 pH6.5、 pH7.0、 pH7.5、および pH
8.0であり得る。さらに、これらの緩衝液のそれぞれはまた、他の溶離特性、例えば、イ
オン強度、疎水性などを含むように変化され得る。
この段階で得られる第２の保持マップの分析は、一般的に、第１のラウンドで同定される
選択条件よりも良好な分離を提供した条件を同定させる。また、この選択条件の可変物の
１つが選択され、そして次の反復におけるさらなる疑問についての選択条件定常のセット
に添加される。
例を続けると、被分析物を最もよく分離する第２のラウンドでの選択条件は、 pH6.5で緩
衝液を使用すると仮定する。この溶離物は、今度は、定常のセットに添加され得、これは
今度は、アニオン交換樹脂および pH6.5緩衝液を含む。次の反復では、選択条件は、この
定常セット、および他の可変物を含む。可変物は、例えば、異なるイオン強度のような溶
離物への新しい成分の添加であり得；または、他の吸着体は、アニオン交換吸着体と混合
した種々の疎水性吸着体のような混合物に添加され得；または、アニオン交換樹脂の密度
を変化させ得る。また、選択条件は、被分析物の改善された分離を示すこのセットから同
定される。
被分析物が本質的に均一に精製されるまで、このプロセスは継続され得る。この場合、選
択条件は、被分析物に特異的である。
各工程でテストされる可変物の数を増加させることによってわかり得るように、適切な選
択条件を同定するために必要とされる反復の数を減少させ得る。
Ｃ．被分析物の調製用精製の方法
他の局面では、本発明は、被分析物を精製する方法を提供する。この方法は、被分析物を
吸着するための引力の基礎を迅速に同定するための被保持物クロマトグラフィーの能力を
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利用する。第１の工程は、複数の選択条件に被分析物を曝露する工程、および被保持物ク
ロマトグラフィーによってこの条件下で保持を決定する工程を包含する。これは、被分析
物の認識プロファイル特性を生成する。被分析物が保持される選択条件は、被分析物の調
製用精製のためのプロトコルを開発するために使用される。
被分析物の調製用精製について、被分析物は、引き続いて吸着され、そして被分析物を結
合すると同定された一連の吸着体／溶離物の組合せから溶離される。したがって、例えば
、認識マップは、被分析物が、順相吸着体におよび金属キレート剤に結合することを示し
得る。次いで、被分析物は、例えば、被分析物を結合する順相吸着体を含む、第１のクロ
マトグラフィーカラムと接触する。結合していない材料は洗い流される。次いで、被分析
物は、十分にストリンジェントな洗浄によって溶離される。次いで、溶離物は、例えば、
被分析物を結合するために、金属キレートカラムと接触させる。結合していない材料は、
洗い流される。次いで、被分析物を含む結合した材料は、金属キレートカラムから溶離さ
れる。このように、被分析物は、調製量で単離される。試料の調製量は、少なくとも 10μ
l、少なくとも 100μ l、少なくとも１ ml、または少なくとも 10mlである。
被分析物の進行的分離中に生成した情報は、大規模クロマトグラフ（溶離に基づく）タン
パク質精製方策を設計するために使用され得る。標的被分析物タンパク質についての、引
力についての吸着体基礎、結合条件、および溶離条件（すなわち、選択条件）は、被保持
物クロマトグラフィーによって定義される。この情報は、大量の時間、エネルギー、およ
びここで適切である精製方策決定の試行錯誤プロセス中に、他の方法では浪費される貴重
な被分析物を節約し得る。この節はまた、市販の吸着体で行った大規模精製努力を提供す
る。
Ｄ．被分析物の特異的検出のためのプローブを作製する方法
本発明は、脱離スペクトロメトリによる１つ以上の被分析物の特異的検出のためのプロー
ブ、ならびにこれらのプローブを作製するための方法を提供する。このような被分析物を
分離するプローブは、診断および分析方法において被分析物を特異的に検出するために有
用である。
１つ以上の被分析物を分離するためのプローブを作製する第１の工程は、複数の異なる吸
着体／溶離物組み合わせ下で被分析物についての保持マップを産生することである。例え
ば、被分析物の分離は、５つの異なる溶離物のそれぞれで洗浄した４つの異なる吸着体に
ついて決定され得る。これは、被分析物のそれぞれについての保持データの 20のセットを
提供する。得られる保持マップの分析は、どの１つまたは複数の選択条件が被分析物を最
もよく分離するかを示す。好ましくは、被分析物をすべて明確に分離する１つの選択条件
が選択される。次いで、被分析物のそれぞれが少なくとも１つの吸着体スポットで分離さ
れるように被分析物が分離するプローブでの使用について、１つ以上の選択条件が選択さ
れる。プローブはまた、１つまたは複数の被分析物を結合しない吸着体を含み得る。この
吸着体スポットは、コントロールとして有用である。プローブは、１つまたは複数の被分
析物を保持および分離する能力ついて選択されるアドレス可能な位置に、複数の吸着体ス
ポットを含み得る。この場合、単一の溶離条件下で被分析物を結合する吸着体が、選択さ
れる。プローブ全体が検出プロセスにおいて単一の溶離物で洗浄され得るので、これは有
用である。
特定の被分析物について生成される保持マップは、被分析物についてカスタマイズされた
吸着体を生成するために使用され得る。例えば、被分析物を保持する吸着体の性質は、被
分析物の引力についての基礎のセットを示す。カスタマイズされた吸着体は、引力につい
てのこれらの基礎を提供する吸着体の要素を含む複合吸着体を調製することによって設計
され得る。このようなカスタム吸着体は、標的被分析物について非常に選択的である。１
つまたは少数のカスタム吸着体が、被分析物についての認識マップを生成するために十分
であり得る。例えば、特定の溶離条件下で、被分析物が、ある程度の疎水性、正電荷、お
よび芳香性を有する材料を結合する吸着体によって保持される場合、設計によって、また
はこれらの３つの特性のそれぞれを誘引する官能基を有する組合せ的な合成方策の使用に
よって、カスタム吸着体を生成し得る。この吸着体への結合を検出することで、被分析物
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を同定する。
このようなプローブは、試料中の１つまたは複数の被分析物を検出するために有用である
。試料は、選択条件に曝露され、そしてプローブは、脱離分光測定法によって問い合わさ
れる。プローブが被分析物を分離するので、その存在は、特性認識プロファイルを捜すこ
とによって検出され得る。このようなプローブは、患者試料中で診断マーカーのセットを
同定するのに特に有用である。
１つの実施態様では、アレイは、目的のタンパク質の特定のクラスをドッキング（ dock）
させるように設計される。これは、診断マーカーおよび機能によって定義される被分析物
を含む。例えば、細胞表面タンパク質、あるクラスの酵素（例えば、キナーゼ）、転写因
子、細胞内レセプターなどを特異的にドッキングさせるアレイが、調製され得る。吸着体
は、バイオポリマー、例えば、抗体に特異的であり得る。
１つの実施態様では、吸着体は、タンパク質のあるクラスについてのファージ提示タンパ
ク質リガンドのような遺伝子パッケージである。この場合、ファージ提示ライブラリーは
、クラスに結合するファージを排除するためにあるクラスの分子で予備スクリーニングさ
れ得る。次いで、集団から差し引かれたファージは、吸着体として使用される。
Ｅ．診断プローブおよび診断方法
病理学的状態の診断は、しばしば、病気の１つ以上の分子マーカーの患者試料での検出を
含む。ある症状は、単一の診断マーカーの存在によって診断され得る。他の症状の診断は
、複数の診断マーカーの検出を包含し得る。さらに、いくつかのマーカーの検出は、診断
の信頼性を増加させ得る。したがって、本発明は、病理学的状態の少なくとも１つの診断
マーカーを分離する少なくとも１つの吸着体を含む、脱離分光測定法のためのプローブを
提供する。
このようなプローブの調製は、まず、検出されるべきマーカーの選択を包含する。マーカ
ーは、何らかの病状、例えば、ガン、心臓病、自己免疫疾患、ウイルス感染、アルツハイ
マー病、または糖尿病についてのマーカーであり得る。例えば、前立腺特異的抗原（ PSA
）の検出は、前立腺ガンを非常に暗示する。 HIV感染は、 p17、 p24、または p55の１つ、お
よび p31、 p51、または p66の１つ、および gp41または gp120/160の１つのような、いくつか
の HIVタンパク質に対する抗体を検出することによって診断され得る。脳脊髄液中のアミ
ロイド -β 42およびτタンパク質の検出は、アルツハイマー病を非常に暗示する。また、
マーカーは、健常被験体対病理学的状態を有する被験体における被分析物の差異の存在を
検出する工程を包含する、本発明の方法によって同定され得る。
次の工程では、１つ以上の診断マーカーを保持する吸着体が、開発される。好ましくは、
すべてのマーカーを分離する単一の吸着体が調製される。これは、例えば、それぞれが所
望のマーカーの１つを結合する、いくつかの抗体を含むスポットを生成することによって
、達成され得る。あるいは、プローブは、複数の吸着スポットを含み得、各スポットは、
選択条件下で少なくとも１つの標的被分析物を分離し得る。１つの実施態様では、吸着体
は、マーカーに特異的であるリガンドを含む複合吸着体である。例えば、吸着体は、標的
被分析物を特異的に結合する抗体、ポリペプチドリガンド、またはポリヌクレオチドを含
み得る。１つの実施態様では、抗体は、組合せ的なライブラリーをスクリーニングするこ
とによって同定される単鎖抗体である。特定のマーカーに特異的である単鎖抗体は、本明
細書に記載の方法によってファージ提示ライブラリーをスクリーニングすることによって
開発され得る。
他の実施態様では、吸着体は、標的被分析物を特異的に保持するか、または脱離分光測定
法よって明確な分離に十分な特異性で被分析物を保持するかのいずれかの、非有機生体分
子成分を含む。特異的被分析物の検出のための吸着体の調製も、本明細書に記載される。
顕著には、これらの方法に使用される単一吸着スポットは、単一被分析物に特異的である
必要はなく、したがって、標的と吸着体との間のバイオポリマー媒介特異的親和性を必要
とする必要はない。以前の親和性検出方法は、主として、バイオポリマーと標的との間の
特異的結合に依存していた。これは、例えば、タンパク質に対する抗体、相補的ポリヌク
レオチドに対するポリヌクレオチド、または炭水化物に対するレクチンの特異的親和性を
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含む。これらの検出手段が間接的であるのでこのような特異性が必要であった：標的は同
定されなかった；しばしば吸着体に結合した標識が同定された。したがって、吸着体が特
異的であるほど、夾雑物が吸着体に結合しそして特異的検出を妨害する可能性が少なくな
る。しかし、脱離分光測定法によって、被分析物の直接的検出を得る。したがって、夾雑
物のシグナルが標的のシグナルと重複しない限り、夾雑物の存在は特異的検出を妨害しな
い。
診断の方法は、第１に、テストされるべき患者試料を選択する工程を包含する。試料は、
例えば、組織、血液、尿、大便、または他の体液（リンパ液、脳脊髄液、関節内液など）
であり得る。次いで、試料は、診断マーカーの保持を可能にする条件下で診断吸着体を含
む基材に曝露される。吸着体は、適切な溶離物で洗浄される。次いでマーカーは、脱離分
光測定法（例えば、マススペクトル測定）によって検出（例えば、分離）される。
本発明はまた、（ 1）吸着体および溶離物を含む選択条件下で少なくとも１つの診断マー
カーを分離する少なくとも１つのアドレス可能位置で少なくとも１つの吸着体を含む脱離
分光測定法における使用のための基材、および（ 2）溶離物の調製のための溶離物または
装置を含む、診断マーカーの特異的検出のためのキットを提供する。吸着体に試料を曝露
しそして溶離物で洗浄すること、すなわち、選択条件を実行することによって、被分析物
は、十分に精製または脱離分光測定法によって分離のために特異的に結合される。
Ｆ．タンパク質を同定する方法
他の局面では、本発明は、タンパク質の同定を援助する方法を提供する。この方法は、被
保持物クロマトグラフィーを使用してタンパク質被分析物の物理化学的特徴についての一
致パラメータを決定する工程、および一致パラメータを有するタンパク質を同定するため
にタンパク質データベースを検索する工程を包含する。被保持物特性に基づく物理化学的
情報の誘導は、上で論議される。データベースは、代表的には、アミノ酸配列および／ま
たは各タンパク質のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を提供する。分子量、疎
水性、 pI、フラグメント質量などのような構造特性は、この情報から容易に導き出せる。
被分析物タンパク質は、データベースにおいてタンパク質のサブセットのみと任意の特定
の構造特性を共有する。したがって、同一性候補物は、タンパク質被分析物と共有される
構造特性に従って、タンパク質を分類することによって見いだされる。したがって、参照
物の１つ以上の物理化学的特性を同定することに固有の不正確さ、特異性の程度、または
確実性のレベルを考えると、データベースにおけるタンパク質が、参照物のすべての特徴
に完全に一致することを予期し得ない。したがって、一致パラメータは、例えば、タンパ
ク質被分析物特徴とデータベース中の参照ポリペプチドの特徴との間の適合の近似を同定
するために設定され得る。
本発明者らの、ゲノム中の遺伝子の同定が増加するにつれて、任意のタンパク質被分析物
が参照ポリペプチドとしてデータベース中に存在する機会も増加する。したがって、この
方法は、試料中の目的のタンパク質を迅速に分離し、タンパク質についての構造情報を得
、次いでタンパク質を同定するためにこの情報を使用することを可能にする。
Ｇ．マルチマー分子を会合させる方法
吸着体が所望の分子をドッキングさせる能力は、マルチマー分子を組み立て、そしてその
会合をもたらす化合物を評価することに有用である。マルチマー分子のユニットは、吸着
体に結合される。次いで、これは、マルチマー分子の他のユニットを含む試料に曝露され
る。曝露は、結合パラメータをテストするための種々の条件下で行われ得る。サブユニッ
トのマルチマーへの結合は、脱離分光測定法によってモニターされ得る。次いで、その後
のサブユニットは、同様に結合についてテストされ得る。本明細書に記載の薬物スクリー
ニング方法は、会合を妨害する能力について物質をテストするために有用である。したが
って、プロセスの１つの段階での被分析物は、次の段階で吸着体になる。
Ｈ．酵素アッセイを行うための方法
本発明はまた、酵素アッセイを行うための方法を提供する。酵素アッセイは、一般的に、
酵素が活性である条件下で、酵素基質とテストされるべき試料とを曝露する工程を包含す
る。酵素を基質上で作用させた後、酵素反応の産物が検出される。定量アッセイでは、産
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物の量が決定される。この量は、通常、コントロールまたは標準曲線と比較され、それに
よって試料中の酵素活性の量を得る。
本発明は、試料中で酵素活性の量を検出する工程を包含する、酵素を検出する方法を提供
する。この方法は、酵素の活性が、しばしば、質量が元の基質とは異なる産物を産生する
という事実を利用する。この方法では、基質を結合する吸着体を含む固相が調製される。
ある量の基質が、吸着体に結合される。次いで、吸着体は、任意の酵素が基質上で作用す
る条件下でおよびその時間にわたって試料に曝露される。次いで、何らかの結合した材料
は、脱離分光測定法によって検出される。酵素活性の産物の分子量特性を有する被分析物
の検出は、酵素の存在の指示を提供する。シグナル強度は、試料中の酵素活性の量の関数
である。
Ｉ．生物学的材料間で示差的に発現される被分析物を同定する方法
他の局面では、本発明は、２つ以上の試料間で示差的に発現される有機生体分子、特にタ
ンパク質を同定する方法を提供する。「示差的発現」とは、２つの試料間での被分析物の
量または質の差異をいう。このような差異は、転写から翻訳後修飾までのタンパク質発現
のいずれかの段階で生じ得る。方法は、被保持物クロマトグラフィーの並外れた分離の能
力および感度を利用する。第１に、選択条件の同じセットを使用する認識プロファイルは
、２つの生物学的試料からの被分析物について調製される。使用される選択条件の数が多
いほど、試料中の被分析物の分離が大きく、したがって、比較され得る被分析物の数が大
きい。次いで、認識マップは、２つのセットの吸着体によって示差的に保持される被分析
物を同定するために比較される。示差的保持は、定量的保持を含む。これは、例えば、発
現のアップレギュレーションまたはダウンレギュレーションを示す。示差的保持はまた、
非分石仏中の定性的差異も包含する。例えば、タンパク質の翻訳後修飾の差異は、結合特
性の差（例えば、タンパク質がグリコシル化されるならば、レクチン吸着体に異なって結
合する）、または質量の差異（例えば、翻訳後切断の差異の結果として）として検出可能
な認識マップの差異を生じ得る。分析は、プログラム可能なデジタルコンピュータによっ
て行われ得る。
この方法は、２つの細胞型間で示差的に発現される遺伝子を検出するために特に有用であ
る。２つの細胞型は、正常対病的細胞、例えば、ガン細胞、または種々のレベルの細胞、
または発生または分化の異なる段階での、あるいは細胞周期の異なる部分での細胞であり
得る。しかし、この方法はまた、異なる条件に曝露された同じ型の２つの細胞を検査する
ことに有用である。例えば、この方法は、細胞での遺伝子発現を調節する能力について薬
剤を毒性スクリーニングおよびテストすることに有用である。このような方法では、１つ
の生物学的試料は、テスト薬剤に曝露され、そして他の細胞は曝露されない。次いで、試
料の被保持物質試料が比較される。この方法は、タンパク質または他の生体分子が、発現
を増加または減少し、あるいは異なる被保持物特徴または異なる質量に基づいて何らかの
形で変化する。
保持マップから得られる、示差的に発現したタンパク質の物理化学的特性についての情報
を使用して、これらのタンパク質についての同一性候補は、本明細書に記載の方法を使用
して決定され得る。
この方法は、病気の診断マーカーを同定するために有用である。または正常試料もしくは
細胞と比較して、患者試料または疾患培養細胞で、示差的に発現されるタンパク質は、診
断マーカーであり得る。一般的に、統計学的に有意な患者集団からの試料を正常試料と比
較するために最良である。このように、情報は、その病状を示す個体のすべてまたは著し
い数に普通の診断マーカーを同定するために蓄積され得る。
１．異化シグナル増幅による漸増感度
複合混合物中の大きなタンパク質の分化存在（例えば、分化発現から生じる）を検出する
感度は、大きなタンパク質をより小さな小片にフラグメント化すること、およびより小さ
な小片を検出することによって顕著に増加され得る。増加した感度は、いくつかの因子に
起因する。第１に、試料中のタンパク質すべてが、例えば、酵素的切断によってフラグメ
ント化される場合、大きなタンパク質は、小さなタンパク質よりも多くのフラグメントを
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産生するようである。第２に、脱離スペクトロメトリの全体の感度は、より高分子量より
も低分子量で大きい。第３に、タンパク質をフラグメント化すると、標的からのシグナル
の数が増加し、それによって標的を検出する可能性を増加させる。第４に、タンパク質を
フラグメント化すると、捕獲の可能性が増加し、したがって、タンパク質の少なくとも１
つのフラグメントを検出する。第５に、タンパク質が、２つの試料に別々に存在するなら
ば、タンパク質からのシグナルの数を増加させることによって、量の差は、さらに検出さ
れるようである。
また、この方法は直感に反する。一般的に、分析前に被分析物混合物の複雑性を減少させ
ようと努める。フラグメント化は、複雑性を増加させる。
したがって、本発明の１つの実施態様では、被分析物を検出する感度は、検出前に被分析
物をより低分子量フラグメントに変換することによって増加する。フラグメント化は、当
該技術分野で公知の何らかの手段によって達成され得る。例えば、タンパク質被分析物は
、エンドプロテアーゼを使用してフラグメント化され得る。炭水化物被分析物は、グリコ
シダーゼを使用してフラグメント化され得る。核酸は、エンドヌクレアーゼを使用してフ
ラグメント化され得る。試料は、吸着体とのドッキングの前または後にフラグメント化に
供せられ得る。
Ｊ．レセプターに対するリガンドを同定する方法
生物学的系における機能的経路は、しばしば、レセプターとリガンドとの間の相互作用を
含む。例えば、転写活性化間の結合は、しばしば、リガンドの転写因子との先の結合を包
含する。多くの病理学的状態は、レセプターとそのリガンドとの間の異常な相互作用に関
連する。レセプターとリガンドとの間の結合の中断は、薬物発見の頻繁な標的である。し
かし、レセプターに対するリガンドの同定は、しばしば未知である；レセプターは「オー
ファン」レセプターである。
本発明は、レセプターに対するリガンドを同定するために被保持物クロマトグラフィーを
使用する方法を提供する。この方法は、吸着体にレセプターをドッキングさせる工程を包
含する。次いで、レセプターに対するリガンドを含むと推測される思われる試料は、レセ
プターとリガンドとの間の結合に適切な溶離条件下で、ドッキングしたレセプターに曝露
される。次いで、レセプターに結合しているリガンドは、脱離スペクトロメトリによって
検出される。この方法のパワーは、一部は、吸着体にドッキングした少量の材料を検出す
るために、脱離スペクトロメトリに対する感度に由来する。
レセプターを吸着体にドッキングすることは、レセプターを保持、および好ましくはレセ
プターに特異的に結合する吸着体を同定することを必要とする。タンパク質を特異的に結
合する吸着体を同定する方法は、本明細書に記載される。１つの方法では、吸着体は、レ
セプターに特異的な抗体を含む。別の実施態様では、レセプターは、特異的結合のための
部分を含む組換え融合タンパク質として産生される。例えば、レセプターは、抗体の Fc部
分と融合され得る。このような部分は、吸着体に組み込まれ得るプロテインＡに結合する
。
リガンドの存在について試験される試料は、実施者の自由である。例えば、レセプターが
核レセプターであるならば、試料は、核抽出物であり得る。レセプターが細胞質レセプタ
ーであるならば、試料は、細胞質抽出物であり得る。レセプターが細胞表面レセプターで
あるならば、試料は、細胞が曝露される表面からの液体、例えば、上皮細胞表面レセプタ
ーに対する血清であり得る。
試料は、一般的に、結合させるために十分な時間、生理学的条件下で、例えば、 37℃にて
数時間、レセプターとともにインキュベートする。次いで、結合していない材料が洗い流
される。この方法は、従来の技術が同定するために数カ月を必要とするリガンドを、迅速
に同定し得る。
被保持物クロマトグラフィーは、いくつかの吸着スポット上の試料の並行処理を可能にす
る。したがって、この方法は、リガンドの存在について複数の異なる試料を試験する工程
、ならびに複数のインキュベーションおよび溶離条件下で単一の試料を試験する工程を包
含し得る。
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同定されたリガンドの質量および種々の物理化学的特性を決定することによって、リガン
ドは、ゲノムデータベースからの情報を使用して明確に同定され得る。
この方法の別の実施態様では、細胞に曝露されそして細胞からのタンパク質をドッキング
したプローブのセットが調製される。このプローブは、それ自体、ドッキングした分子に
結合する細胞からの分子を同定するために、二次プローブとして有用である。第２にプロ
ーブからの被保持物マップを調製した後、プローブは、一般的に、二次プローブを調製す
るために使用されるよりも低いストリンジェント条件下で、試験材料に曝露され、そして
アドレス可能位置が分析される。新しくプローブにドッキングされる分子は、既にドッキ
ングした分子に結合された分子である。
Ｋ．薬物発見の方法
レセプターとそのリガンドとの間の結合に介在する分子を同定することは、薬物を開発す
ることに重要な工程である。本発明は、吸着体および被分析物を試験化合物に曝露する工
程、ならびに吸着体および被分析物との間の結合を脱離スペクトロメトリによって検出す
る工程によって、吸着体および被分析物との間の結合（例えば、レセプター吸着体および
リガンド被分析物）を調節する能力について、化合物をスクリーニングする方法を提供す
る。
薬物候補物についての組合せ的なライブラリーの迅速なスクリーニングは、数千の薬物に
標的相互作用を曝露し、そして相互作用を妨害または促進する物質を同定する能力を必要
とする。被保持物クロマトグラフィーは、リガンド／レセプター対の１つのメンバーを基
材にドッキングし、そして二次吸着体としてそれを使用することが可能である。次いで、
メンバーをそのパートナーにおよび物質に曝露した後、パートナーが結合したかどうかそ
してどの程度結合したかを、脱離スペクトロメトリによって決定し得る。スクリーニング
方法における被保持物クロマトグラフィーの有利点は、レセプターを吸着体によって基材
に特異的にドッキングさせる能力、並行処理について多くの吸着体スポット上のレセプタ
ーを迅速に展開する能力、および脱離スペクトロメトリによる読み出し結果によって可能
である処理能力のスピードを含む。
１．スクリーニングアッセイ
この方法は、吸着体を提供する工程；１つ以上の選択条件下で物質の存在および非存在下
で標的被分析物と吸着体を接触させる工程、ならびに物質とのおよび物質なしのいずれか
の結合の量を決定する工程を包含する。結合の量は、被保持物クロマトグラフィーによっ
て（例えば、認識プロファイルを調製することによって）決定される。実験は、物質が添
加されないコントロール、または物質の異なる量もしくは型が添加されそしてゼロ量が外
挿によって決定されるコントロールで行われ得る。結合の量の統計学的に有意な差（ｐ＜
0.05）は、試験物質が結合を調節することを示す。
この方法は、薬物標的候補物として被分析物（例えば、タンパク質）をスクリーニングす
ることに特に有用である。血清または他の標的細胞型からのタンパク質保持マップまたは
認識プロファイルの開発の後、物質は、そのアドレス可能位置で保持された被分析物のア
レイに曝露される。結合をさせた後、結合していない物質は溶離または洗い流される。物
質自体が保持マップ中の新しい成分として現れるので、特定された選択条件下で結合物質
を保持したその被分析物は、脱離マススペクトロメトリによって直接同定される（すなわ
ち、物質は直接脱離そして検出される）。この方法は、被分析物を結合するまたは１つ以
上の生物学的プロセスを調節する能力について、薬物候補物、アゴニストおよびアンタゴ
ニストの両方をスクリーニングするために特に有用である。
２．レセプターおよびリガンド
吸着体および標的被分析物は、特異的結合に携わる必要がない。しかし、特に有用は方法
では、吸着体および標的被分析物は、リガンド／レセプター対である。
１つの実施態様では、リガンド／レセプター対は、ホルモンおよび細胞表面レセプターま
たは細胞内レセプターである。吸着体は、細胞全体、または膜結合レセプターの場合は細
胞膜であり得る。タンパク質レセプターまたは他の薬物標的候補物は、組合せ的な薬物ラ
イブラリーをスクリーニングするために吸着体として使用され得る。数百または数千の薬
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物候補物は、単一のレセプター型またはアドレス可能位置に適用され得る。非結合および
弱く結合した薬物候補物（すなわち、物質）の除去の後、結合した物質は、脱離スペクト
ロメトリによって検出および同定される。
別の実施態様では、吸着体は、標的基質を結合しそして改変する酵素である。物質は、被
分析物の酵素的形質転換を調節する能力についてスクリーニングされる。例えば、被分析
物の認識プロファイルは、酵素活性の産物のプロファイルとは異なり得るので、酵素活性
が検出され得る。分化保持は、物質が結合を変化させることを示す。
レセプター／レセプターは、種々の方法で基材上に保持され得る。１つの方法では、レセ
プター／リガンドは、非特異的吸着体によって直接保持される。別の方法では、吸着体は
、レセプター／リガンドに特異的である。例えば、吸着体は、レセプター／リガンドに特
異的な抗体を含み得る。レセプター／リガンドは、融合部分が、例えば、 Fcフラグメント
がプロテインＡを結合するように、吸着体を特異的に結合する融合タンパク質であり得る
。１つの方法では、レセプター／リガンドを特異的に結合するポリペプチドをその表面上
に有する、ファージ提示ライブラリーからのファージのような、遺伝子パッケージは、基
材に結合される。リガンドは、ポリペプチドによって捕獲される。また、吸着体は、基材
にすでにドッキングされた被分析物であり得、すなわち、これは二次吸着体、三次吸着体
などであり得る。
本発明は、標的に結合する薬物（または他の物質）の直接的および間接的の両方の結果を
評価するために特に有用な方法を提供する。標的細胞型のタンパク質から生成された被保
持物マップにおける１つ以上の被分析物の検出は、 1）その標的タンパク質自体、 2）いく
つかの他の被分析物（薬物結合タンパク質ではない）、または 3）遺伝子発現（アップま
たはダウンレギュレーション）において物質（例えば、薬物候補物）の作用に起因して変
更され得る。これは、これらの変化を検出するために被保持物クロマトグラフィーの高分
離および情報生成力、すなわち、この方法を、プロテオミクス（ proteomics）、機能的ゲ
ノミクス（ genomics）、薬物発見、治療薬物モニタリング、および臨床診断学に利用可能
な最も強力なツールの１つにする、薬物ありおよびなしで観察される遺伝子被保持物マッ
プまたは認識プロファイルの薬物誘導される差である。
３．試験物質
プロチモシン（ prothymosin）発現を調節する能力についてスクリーニングされるべき試
験物質が、試験動物またはインビトロで培養された細胞に投与される。試験されるべき物
質の選択は、実施者の裁量にゆだねられる。しかし、薬剤としての投与の多様性および容
易さのため、低分子が、試験物質として好ましい。
ａ．化学
試験されるべき物質は、多くの供給源から選択され得る。例えば、分子の組合せ的なライ
ブラリーは、スクリーニングに利用可能である。このようなライブラリーを使用して、数
千の分子が、調節活性についてスクリーニングされ得る。１つの好ましい実施態様では、
高処理能スクリーニング方法は、多数の潜在的治療化合物（候補化合物）を含むライブラ
リーを提供する工程を包含する。次いで、このような「組合せ的な化学ライブラリー」は
、所望の特徴的活性を提示するライブラリーメンバー（特定の化学種またはサブクラス）
を同定するために、本明細書に記載のように、１つ以上のアッセイでスクリーニングされ
る。従って同定された化合物は、従来の「リード化合物」として作用し得るか、または潜
在的または実際の治療剤としてそれ自体が使用され得る。
組合せ的な化学ライブラリーの調製およびスクリーニングは、当業者に周知である。この
ような組合せ的な化学ライブラリーには、ペプチドライブラリー（例えば、米国特許第 5,
010,175号、 Furka（ 1991） Int. J. Pept. Prot. Res., 37: 487-493、 Houghtonら（ 1991
） Nature, 354: 84-88を参照のこと）が挙げられるが、これらに限定されない。ペプチド
合成は、決して、本発明での使用について予想および意図されるアプローチのみではない
。化学的に異なるライブラリーを生成するための他の化学も使用され得る。このような化
学には、以下が挙げられるが、これらに限定されない：ペプトイド（ PCT公開番号 WO 91/1
9735, 1991年 12月 26日）、コードされたペプチド（ PCT公開 WO 93/20242, 1993年 10月 14日
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）、ランダムバイオオリゴマー（ PCT公開 WO 92/00091, 1992年 1月 9日）、ベンゾジアゼピ
ン（米国特許第 5,288,514号）、ヒダントイン、ベンゾジアゼピン、およびジペプチドの
ようなジベルソマー（ diversomer）（ Hobbsら，（ 1993） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90
: 6909-6913）、ビニル様ポリペプチド（ Hagiharaら（ 1992） J. Amer. Chem. Soc. 114: 
6568）、β -D-グルコースを足場とした非ペプチド性ペプチド模倣物（ Hirschmannら，（ 1
992） J. Amer. Chem. Soc. 114: 9217-9218）、小化合物ライブラリーの類似有機合成物
（ Chenら（ 1994） J. Amer. Chem. Soc. 116: 2661）、オリゴカルバメート（ Choら，（ 19
93） Science 261:1303）、および／またはペプチジルホスホネート（ Campbellら（ 1994）
J. Org. Chem. 59: 658）。一般的には、 Gordonら（ 1994） J. Med. Chem. 37:1385、核酸
ライブラリー、ペプチド核酸ライブラリー（例えば、米国特許第 5,539,083号を参照のこ
と）、抗体ライブラリー（例えば、 Vaughnら（ 1996） Nature Biotechnology, 14（ 3） :30
9-314、および PCT/US96/10287を参照のこと）、炭水化物ライブラリー（例えば、 Liangら
（ 1996） Science, 274:1520-1522、および米国特許第 5,593,853号を参照のこと）、およ
び低有機分子ライブラリー（例えば、ベンソジアゼピン， Baum（ 1993） C&EN, 1月 18日， 3
3頁、イソプレノイド米国特許第 5,569,588号、チアゾリジノンおよびメタチアザノン米国
特許第 5,549,974号、ピロリジン米国特許第 5,525,735号および同第 5,519,134号、モルホ
リノ化合物米国特許第 5,506,337号、ベンゾジアゼピン同第 5,288,514号などを参照のこと
）を参照のこと。
組合せ的なライブラリーの調製のためのデバイスは、市販されている（例えば、 357 MPS,
 390 MPS, Advanced Chem Tech, Louisville KY, Symphony, Rainin, Woburn, MA, 433A 
Applied Biosystems, Foster City, CA, 9050および， Millipore, Bedford, MAを参照の
こと）。
Ｌ．被分析物を特異的に結合する物質を生成するための方法
本発明は、標的被分析物に特異的に結合する物質、例えば、単鎖抗体を生成するための方
法を提供する。これらの物質は、例えば、リガンド／レセプター相互作用の研究において
標的をドッキングさせるために特異的な診断物質として有用である。この方法は、動物を
免疫することによって抗体を生成する可能でないかまたは実際的でないような少量で単離
され得るのみである標的に対する物質を生成するために特に有用である。この方法は、そ
こに付着された標的を有する基材を提供する工程；スクリーニングされるべき物質を提示
する遺伝子パッケージの提示ライブラリーを提供する工程；標的との相互作用によって遺
伝子パッケージを特異的に保持するために、ライブラリーを標的に曝露する工程；および
脱離スペクトロメトリによって保持された遺伝子パッケージを検出する工程、を包含する
。
これらの工程は、オフライン増幅および間接的検出手段に関連する標識方策を含む、分別
選択および検出手順と関連する損失および暖昧さを移すことなく、多数の複合集団内の吸
着体 -被分析物候補物について並行で行われ得る。
１．基材を提供する工程
この方法の第１の工程は、スクリーニングされるべき提示ライブラリーのポリペプチド物
質について標的として作用する吸着体を含む基材を提供する工程を包含する。１つの実施
態様では、既に標的吸着体が付着された基材が、提供される。別の実施態様では、基材は
、標的被分析物を結合する吸着体を有する基材を提供する工程、被分析物の保持を可能に
する溶離条件下で吸着体を被分析物に曝露する工程、および提示ライブラリーについての
標的として標的吸着体を使用する工程によって提供される。１つの実施態様では、標的は
、比較される２つの細胞型間で分化発現される。例えば、標的は、分化発現した mRNAに由
来し得るか、または分化発現したポリペプチドであり得る。被保持物クロマトグラフィー
法によるこのような分化発現したタンパク質を同定する方法は、上に記載される。
分化発現したタンパク質被分析物が一旦同定されると、被分析物を明確に分離する選択条
件を開発し得る。より好ましくは、被分析物の保持は、特異的または排他的である。上記
の被分析物の進行的分離の方法は、複合試料から標的被分析物を特異的に結合する選択条
件を同定することを可能にする。１つの実施態様では、結合した標的は、例えば、酵素へ
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の曝露によって改変され得る。
あるいは、この方法は、 mRNAまたは EST段階で開始し得る。この方法では、分化発現した m
RNAまたは ESTは、ルーチンの方法によって同定される。次いで、これらの分子は、ドッキ
ングのための吸着体上でインビトロおよびインサイチュで転写および翻訳される。例えば
、複数の吸着体スポットを有する脱離スペクトロメトリのための基材が調製される。この
基材は、円柱管に重層され、それによってウェルの底に吸着体を有するウェルを作製する
。ウェルにおいて、分化発現した mRNA（通常は、 cDNAの形態で）のインビトロ転写および
翻訳のための試薬を置く。（方法については、例えば、 Sambrookら， Molecular Cloning 
-- A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY,（
1989）、および Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubelら編（ Current 
Protocols, Greene Publishing Associates Inc.および John Wiley & Sons, Incとの間の
共同投機）を参照のこと）。 mRNAまたは ESTの翻訳は、吸着されるポリペプチドを産生す
る。円柱管が除去され、そして、ポリペプチド被分析物を保持する選択条件を同定するよ
うに、吸着体スポットは、溶離物で洗浄される。
２．提示ライブラリーを提供する工程
第２の工程は、提示ライブラリーを提供する工程を包含する。提示ライブラリーは、ペプ
チドの組合せ的なライブラリー（「ポリペプチド物質」）の任意の分類を、その表面上で
提示する、遺伝子パッケージから構成される。しかし、単鎖抗体は、その後のイムノアッ
セイに使用され得るので、魅力的である。
多くの種類の提示ライブラリーおよびその使用は、当該技術分野で公知である。提示方法
の基礎概念は、スクリーニングされるべきポリペプチドリガンドと、ポリペプチドをコー
ドする回収可能なポリヌクレオチドとの間の物理的会合の確立である。この物理的会合は
、マルチマー分子複合体によって提供され、この場合、遺伝子パッケージ、例えば、ファ
ージ粒子は、ポリペプチドをコードするファージゲノムを封入するキャプシドの一部とし
てポリペプチドを提示する。ポリペプチドとその遺伝物質との間の物理的会合の確立は、
異なるポリペプチドを有する非常に多数の遺伝子パッケージの同時質量スクリーニングを
可能にする。標的への親和性を有するポリペプチドを提示する遺伝子パッケージは、標的
に結合し、そしてこれらのパッケージは、標的へのアフィニティースクリーニングによっ
て富化される。これらのパッケージから提示されるポリペプチドの同一性は、それぞれの
ゲノムから決定され得る。これらの方法を使用して、所望の標的についての結合親和性を
有すると同定されたポリペプチドは、次いで、従来の手段によってバルクで合成され得る
。
提示ライブラリーに最も頻繁に使用される遺伝子パッケージは、バクテリオファージ、特
に線状ファージ、および特にファージ M13、 Fd、および F1である。ほとんどの研究は、融
合タンパク質を形成するこれらのファージの gIIIまたは gVIIIのいずれかに、提示される
べきポリペプチドをコードするライブラリーを挿入した。例えば、 Dower, WO 91/19818；
Devlin, WO 91/18989； MacCafferty, WO 92/01047（遺伝子 VIII）； Huse, WO92/06204； K
ang, WO92/18619（遺伝子 VIII）を参照のこと。 Cwirlaら， Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
87, 6378-6382（ 1990）； Devlinら， Science 249,404-406（ 1990）； Scottおよび Smith, 
Science 249, 386-388（ 1990）； Ladnerら，米国特許第 5,223,409号；および Ladnerら，
米国特許 5,571,698も参照のこと。このような融合タンパク質は、通常はファージコート
タンパク質以外の分泌されるタンパク質からのシグナル配列、提示されるべきポリペプチ
ド、および遺伝子 IIIまたは遺伝子 VIIIのタンパク質またはそのフラグメントのいずれか
を含む。外因性コード配列は、しばしば、遺伝子 IIIまたは遺伝子 VIIIのＮ末端にまたは
その近くに挿入されるが、他の挿入部位が可能である。いくつかのフィラメント状ファー
ジベクターは、遺伝子 IIIまたは遺伝子 VIIIのいずれかの第２のコピーを産生するように
操作されている。このようなベクターでは、外因性配列は、２つのコピーの１つのみに挿
入される。他のコピーの発現は、ファージ粒子に組み込まれる融合タンパク質の比率を効
果的に希釈し、そしてファージ増殖に有害なポリペプチドに対する選択を減少させること
に有利であり得る。細菌（バクテリオファージまたはファージ）を感染させるウイルスの
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表面上の抗体フラグメントの提示は、広い範囲の親和性および動力学的特徴を有するヒト
sFvを産生することを可能にする。
他の変更では、外因性ポリペプチド配列は、ファージコートタンパク質およびファージパ
ッケージング配列をコードするが複製し得ないファージミドベクターにクローニングされ
る。ファージミドは、細胞にトランスフェクトされ、そしてヘルパーファージでの感染に
よってパッケージされる。ファージミド系の使用はまた、コートタンパク質から形成され
る融合タンパク質を希釈する効果を有し、そしてヘルパーファージから発現されるコート
タンパク質の野生型コピーを有するポリペプチドを提示した。例えば、 Garrard, WO 92/0
9690を参照のこと。
真核生物ウイルスは、類似の様式でポリペプチドを提示するために使用され得る。例えば
、モロニーマウス白血病ウイルスの gp70に融合したヒトヘレグリンの提示は、 Hanら， Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 92, 9747-9751（ 1995）によって報告されている。胞子はまた
、複製可能な遺伝子パッケージとして使用され得る。この場合、ポリペプチドは、胞子の
外表面から提示される。例えば、 B. subtilisからの胞子は、適切であると報告されてい
る。これらの胞子のコートタンパク質の配列は、 Donovanら， J. Mol. Biol. 196, 1-10（
1987）によって提供される。
細胞はまた、複製可能な遺伝子パッケージとして使用され得る。提示されるべきポリペプ
チドは、細胞表面で発現される細胞タンパク質をコードする遺伝子に挿入される。 Salmon
ella typhimurium、 Bacillus subtilis、 Pseudomonas aeruginosa、 Vibrio Cholerae、 Kl
ebsiella pneumonia、 Neisseria gonorrhoeae、 Neisseria meningitidis、 Bacteroides n
odosus、 Moraxella bovis、および特に Escherichia coliを含む細菌細胞が好ましい。外
表面タンパク質の詳細は、 Ladnerら，米国特許 5,571,698、および Georgiouら， Nature Bi
otechnology 15, 29-34（ 1997）、およびそこに引用される参考文献によって議論される
。例えば、 E. coliの lamBタンパク質が適切である。
３．提示ライブラリーをスクリーニングする工程
第３の工程は、標的を特異的に結合するリガンドを同定するために提示ライブラリーをス
クリーニングする工程を包含する。標的を有する基材は、ポリペプチドと標的分子との間
の特異的結合に適切な溶離条件下で、ポリペプチド物質を提示する提示ライブラリーに曝
露される。標的を認識する物質を有する遺伝子パッケージは、基材に既に付着された標的
に結合する。結合していない粒子を除去することおよび結合した粒子の保持によって、溶
離条件への曝露を得る。
この M13ファージの場合、１ mL当たり約 101 1プラーク形成単位（ pfu）を示す、遺伝子パッ
ケージの集団は、結合した標的吸着体（例えば、タンパク質）のアドレス可能なアレイと
ともに基材に導入される。接触の際、標的吸着体について最適化される選択条件（すなわ
ち、選択閾値改変剤または溶離物）が選択され、そのため、総ファージ遺伝子型の小サブ
セットのみが、選択的に保持され、好ましくは５～ 10より小さい。結合していないファー
ジ（すなわち、標的吸着体に結合しないファージ）および標的吸着体に緩く結合したファ
ージは、ほとんどの選択的被分析物 -標的吸着体相互作用以外のすべてを中断させる溶離
物への曝露によって排除されることに注目されたい。標的吸着体への最も高い親和性を有
するファージ提示ポリペプチドは、選択的に保持される。
４．標的を特異的に結合する物質を含む結合した遺伝子パッケージを検出する工程
第４の工程では、遺伝子パッケージの標的への結合は、脱離スペクトロメトリによって検
出される。例えば、 M13ファージは、単一のコートタンパク質の数千のコピーを有する。
脱離スペクトロメトリにおいてレーザーでファージを打つ際に、コートタンパク質は除去
され、そして検出可能である。このように、ライブラリーが、標的に結合した物質を有す
るファージを含むかどうかを決定し得る。その後の分析について遺伝子パッケージを得る
ために、スクリーニング工程は、プローブについて異なる位置で並行に行い得、または基
材は、レーザーが表面に結合した遺伝子パッケージすべてを除去しないように十分に大き
な物理学的次元を有し得る。この方法は、被分析物に結合した少数のファージでさえ検出
され得るので、特に強力である。
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M13の場合に、好ましい検出方法は、脱離スペクトロメトリによって、「マーカー」タン
パク質シグナルとして遺伝子 VIIIコートタンパク質の出現をモニターすることである。こ
の様式では、結合した５ファージ粒子（ pfu）（既知の希釈物からの算出によって推定さ
れるファージ粒子数）くらい少ない「陽性」標的吸着体を検出した。好ましさの順で、他
のファージマーカーには、遺伝子 V、遺伝子 X、および遺伝子 III（それらの融合産物を含
む）が含まれる。
最高の親和性吸着体との吸着体位置、すなわち、高い選択条件（すなわち、ストリンジェ
ント溶離物）への曝露後に保持される最少のファージとのアレイ内の位置の検出後、結合
したパッケージは、現在、他の使用のための出発点（ junp-off point）として使用され得
る。
５．遺伝子パッケージを単離する工程
１つの実施態様では、この方法は、さらなる分析のために遺伝子パッケージを単離する工
程をさらに包含する。この分析は、遺伝子パッケージを再生する工程、およびそれからポ
リヌクレオチドを単離する工程を包含し得る。単離されたファージは、通常の方法によっ
て再生される。例えば、保持されたファージは、その後の分析のための遺伝子パッケージ
を増殖させるために、生物学的増幅ビヒクル、例えば、 E. coliおよび栄養培地に曝露さ
れ得る。単一クローンは、基材に保持される被分析物に結合する能力についてさらに試験
され得る。
６．ポリペプチド物質をコードするヌクレオチド配列を配列決定する工程
結合した遺伝子パッケージのポリペプチド物質をコードするヌクレオチド配列を配列決定
する工程は、ポリペプチド物質を産生するための情報を提供する。配列決定は、吸着体か
ら遺伝子パッケージを単離する工程、それを再生する工程、ポリヌクレオチドを単離する
工程、および任意の利用可能な手段によってヌクレオチド配列を配列決定する工程を包含
し得る。別の方法では、遺伝子パッケージは、基材を、遺伝子パッケージによって感染を
受ける細胞のような適切な材料と接触させる工程によって、インサイチュで再生され得る
。別の実施態様では、配列決定は、インサイチュで行われる。この方法は、遺伝子パッケ
ージを溶解する工程、および任意の公知の手段、例えば、 PCRによってヌクレオチド配列
を増幅する工程を包含し得る。いくつかの異なる遺伝子パッケージは、表面で利用可能な
異なるエピトープに結合し得る。この場合には、ある種のみのファージがエピトープに結
合するように溶離条件を変更し得る。
７．ポリペプチド物質を産生する工程
１つの価値のある次の工程は、ポリペプチド物質を産生する工程を包含する。単離された
物質は、例えば、診断における標的の特異的検出のための、またはリガンド／レセプター
相互作用の研究のための、吸着体として使用され得る。
１つの方法では、ポリペプチドを産生する工程は、最初に、ポリペプチドをコードするヌ
クレオチド配列を配列決定する工程を包含する。アミノ酸配列は、ヌクレオチド配列に由
来し得る。配列決定は、上記のような方法によって達成され得る。配列は、ポリペプチド
物質の組換えまたは化学合成に基づき得る。
別の方法では、ポリペプチドは、遺伝子パッケージを再生することによって産生され得る
。これは、遺伝子パッケージがポリペプチド物質の多くのコピーを含む場合、特に効果的
である。遺伝子パッケージは、インサイチュでまたは単離後に再生され得る。
ポリペプチドを組換え産生する方法は、以下のように行い得る。ポリペプチドをコードす
るヌクレオチド配列は、配列決定されるか、または議論されるような任意の手段によって
単離されるかのいずれかである。次いで、ヌクレオチド配列は、発現ベクターに含まれる
。発現ベクターは、ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に作動可能に連結される
発現制御配列を含む。次いで、発現ベクターは、当該技術分野で周知の手段によって、ポ
リペプチド物質を組換え発現するために使用され得る。
標的が１つより多くのエピトープを含み得ることが理解される。したがって、この方法は
、標的に特異的な１つより多くのポリペプチド物質を産生し得る。
次いで、標的特異的物質は、臨床診断または薬物発見に使用されるプローブのための吸着
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体として使用され得る。すなわち、このようなプローブが、標的を特異的に結合する物質
をその表面上に含むので、これらは、生物学的試料のような複合混合物から標的を単離す
るために、および脱離スペクトロメトリによって標的を検出するために使用され得る。さ
らに、物質と標的との間の相互作用が、生体特異的であり得るので、上記の進行的分離方
法によって展開される吸着体よりも２つの間により大きい親和性を含む確率が高い。
８．標的のペプチドエピトープを単離する工程
１つの型では、この方法は、標的被分析物のペプチドエピトープを単離することを可能に
する。この方法は、「抗イディオ型」様アプローチを用いる。まとめると、標的被分析物
のエピトープは、例えば、ファージ提示ライブラリーでスクリーニングされる。単離され
たファージは、例えば、被分析物のエピトープを認識する単鎖抗体を含む。これらのファ
ージは、次に、第２の提示ライブラリーをスクリーニングするために使用される。第１の
単鎖抗体に結合する第２のライブラリーからのファージは、単鎖抗体によって認識される
エピトープの構造を模倣する提示されたポリペプチドを含む。
この方法の１つの実施態様では、標的被分析物を結合するポリペプチド物質をコードする
ヌクレオチド配列は、物質が遺伝子 VIIIとの融合物として提示される M13ファージを産生
するために使用される。したがって、このファージは、その表面上に標的ペプチドの数百
のコピーとともにコートを有する。このファージは、次いで、吸着体にドッキングされる
。ドッキングは、例えば、遺伝子 IIIを結合するリガンドによって達成され得、または遺
伝子 IIIは、基材上のリガンドについてのレセプターを含むように改変され得る。次いで
、ファージは、第２の提示ライブラリーに曝露される。ドッキングしたファージに結合す
るライブラリーからの遺伝子パッケージは、検出され、そして記載のように単離される。
好ましくは、第２の提示ライブラリーは、その遺伝子 VIIIタンパク質が基材にドッキング
したファージの遺伝子 VIIIと区別され得るように、いくつかの分類の質量（ mass）標識を
含む。したがって、「被分析物標的」としてまたは吸着体としての物質の同定は、結合し
た物質が、その後、別の物質を結合するために使用されるかどうかに依存し得る。わかり
得るように、既にドッキングした物質に物質を結合する能力は、最後に結合した物質を選
択的に除去する条件を同定する方法であり得るので、持続し得る。
実施例
以下の実施例は、例示の手段によって提供されるが、限定の手段によって提供されない。
以下の実施例において、以下の製品および用語が用いられる。ニワトリ卵白リゾチーム（
10ピコモル／μ l水に希釈される１μ l）は、 Sigma Chemical Company, St. Louis, MOか
ら利用可能である。「ヒト血清」は、 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.5M NaCl、 pH7.0中
に 1:5に希釈されたヒト血清の１μ lの組成物をいう。
本明細書中で使用されるように、「 mg」は、ミリグラムを意味し；「 ml」は、ミリリット
ルを意味し；「μ l」は、マイクロリットルを意味し；「 cm」はセンチメートルを意味し
；「 nm」は、ナノメータトルを意味し；「 M」は、モルを意味し；「 mM」は、ミリモルを
意味し；「 min」は、分を意味し；「％」あるいは「パーセント」は、他で詳述しない限
り重量パーセントであり；「 NaCl」は、塩化ナトリウムを意味し；「 TFA」は、トリフル
オロ酢酸を意味する。
Ｉ．被保持物クロマトグラフィーについてのプロトコル
以下のプロトコルは、被保持物クロマトグラフィーを行うための手順の例である。
Ａ．被保持物マッピングについてのプロトコル（クロマトグラフィー連続アレイを使用す
る）
１．試料処理
HEPESまたは 20mMリン酸ナトリウム、 pH7.2中の 0.01％  Triton X100に、生物学的試料（例
えば、血清、尿、細胞抽出物、または細胞培養培地）を希釈する。必要であれば、試料を
清澄化するために遠心分離する。
２．試料適用
アニオン性、通常相、または TED-Cu（ II）吸着体アレイのスポットに、試料（１～ 5μ l）
を添加する。疎水性の吸着体アレイについて、 0.5% TFAを含有する 0.5μ lアセトニトリル
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で、各スポットを予め湿潤する。アセトニトリルが乾燥する前に、スポットに試料を添加
する。試料をスポット上で（ほとんど乾燥まで）濃縮させる。
３．洗浄
ａ．アニオン性の吸着体アレイ
スポット１を、 20mM HEPESまたはリン酸ナトリウム、 pH7.2で洗浄する。試料が完全に乾
燥する前に、スポットに、最初の２μ lの洗浄溶液を添加する。洗浄溶液を、少なくとも 1
5秒間、スポット上に置かせる。ピペットで 10回出し入れする。最初の洗浄を完全に除去
し、 2μ lの溶液の第２洗浄を用いて反復する。
上述のように、 20mMリン酸ナトリウム、 pH7.2中の 0.2M NaClでスポット２を洗浄する。
上述のように、 20mMリン酸ナトリウム、 pH7.2中の１ M NaClでスポット３を洗浄する。
上述のように、 20mM TrisHCl、 pH8.5で、スポット４を洗浄する。
上述のように、 0.lM酢酸ナトリウム、 pH4.5で、スポット５を洗浄する。
上述のように、 20mM HEPESまたはリン酸ナトリウム、 pH7.2中の 0.05% TritonX100で、ス
ポット６を洗浄する。
上述のように、 20mM HEPESまたはリン酸ナトリウム、 pH7.2中の３ M尿素で、スポット７を
洗浄する。
上述のように、水中の 10%アセトニトリルで、スポット８を洗浄する。
水で、徹底的に、全アレイを洗浄する。
チップを風乾する。
0.3μ lの Energy Absorbing Molecule（ 50%アセトニトリル、 0.5%トリフルオロ酢酸中に調
製された飽和化溶液）を添加する。
チップを風乾する。
レーザー脱着／イオン化時間のフライト質量分析器で、各スポット上に保持されたタンパ
ク質を分析する。
ｂ．通常相の吸着体アレイ
スポット１を、５ mM HEPES、 pH７で洗浄する。試料が完全に乾燥する前に、スポットに、
最初の 2μ lの洗浄溶液を添加する。洗浄溶液を、少なくとも 15秒間、スポット上に置く。
ピペットで 10回、出し入れする。最初の洗浄を完全に除去し、 2μ lの溶液の第２洗浄を用
いて反復する。
上述のように、 20mMリン酸ナトリウム、 0.15M NaCl、 pH7.2でスポット２を洗浄する。
上述のように、 20mMリン酸ナトリウム、 0.5M NaCl、 pH7.2でスポット３を洗浄する。
上述のように、 0.1M酢酸ナトリウム、 pH4.0で、スポット４を洗浄する。
上述のように、 20mMリン酸ナトリウム、 0.15M NaCl、 pH7.2中で 0.05% Triton X100にて、
スポット５を洗浄する。
上述のように、 20mMリン酸ナトリウム、 0.15M NaCl、 pH7.2中で３ M尿素にて、スポット６
を洗浄する。
上述のように、１ % TFAでスポット７を洗浄する。
上述のように、水中の 30%イソプロパノール：アセトニトリル（１：２）で、スポット８
を洗浄する。
水で、徹底的に、全アレイを洗浄する。
チップを風乾する。
0.3μ lの Energy Absorbing Molecule（ 50%アセトニトリル、 0.5%トリフルオロ酢酸中に調
製された飽和化溶液）を添加する。
チップを風乾する。
レーザー脱着／イオン化時間のフライト質量分析器で、各スポット上に保持されたタンパ
ク質を分析する。
ｃ． TED-Cu（ II）吸着アレイ
スポット１を、 20mMリン酸ナトリウム、 0.5M NaCl、 pH7.2で洗浄する。試料が完全に乾燥
する前に、スポットに、最初の２μ lの洗浄溶液を添加する。洗浄溶液を、少なくとも 15
秒間、スポット上に置かせる。ピペットで、 10回出し入れする。最初の洗浄を完全に除去
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し、２μ lの溶液の第２洗浄を用いて反復する。
上述のように、 20mMリン酸ナトリウム、 0.5M NaCl、 pH7.2中の 20mMイミダゾールでスポッ
ト２を洗浄する。
上述のように、 20mMリン酸ナトリウム、 0.5M NaCl、 pH7.2中の 100mMイミダゾールでスポ
ット３を洗浄する。
上述のように、 0.1M酢酸ナトリウム、 0.5M NaCl、 pH4.0で、スポット４を洗浄する。
上述のように、 20mMリン酸ナトリウム、 0.15M NaCl、 pH7.2中の 0.05% Triton X100で、ス
ポット５を洗浄する。
上述のように、 20mMリン酸ナトリウム、 0.15M NaCl、 pH7.2中の３ M尿素で、スポット６を
洗浄する。
上述のように、１ % TFAでスポット７を洗浄する。
上述のように、水中の 10%アセトニトリルで、スポット８を洗浄する。
水で、徹底的に、全アレイを洗浄する。
チップを風乾する。
0.3μ lの Energy Absorbing Molecule（ 50%アセトニトリル、 0.5%トリフルオロ酢酸中に調
製された飽和化溶液）を添加する。
チップを風乾する。
レーザー脱着／イオン化時間のフライト質量分析器で、各スポット上に保持されたタンパ
ク質を分析する。
ｄ．疎水性の吸着体アレイ
スポット１を、 0.1% TFA中の５ %アセトニトリルで洗浄する。試料が完全に乾燥する前に
、スポットに、最初の２μ lの洗浄溶液を添加する。洗浄溶液を、少なくとも 15秒間、ス
ポット上に置かせる。ピペットで、 10回出し入れする。最初の洗浄を完全に除去し、２μ
lの溶液の第２洗浄を用いて反復する。
上述のように、 0.1% TFA中の 50%アセトニトリルでスポット２を洗浄する。
上述のように、 20mMリン酸ナトリウム、 0.15M NaCl、 pH7.2中の 0.05% Triton X100でスポ
ット３を洗浄する。
上述のように、 20mMリン酸ナトリウム、 0.15M NaCl、 pH7.2中の３ M尿素で、スポット４を
洗浄する。
水で、徹底的に、全アレイを洗浄する。
チップを風乾する。
0.3μ lの Energy Absorbing Molecule（ 50%アセトニトリル、 0.5%トリフルオロ酢酸中に調
製された飽和化溶液）を添加する。
チップを風乾する。
レーザー脱着／イオン化時間のフライト質量分析器で、各スポット上に保持されたタンパ
ク質を分析する。
Ｂ．抗体－抗原アッセイ；レセプターリガンドアッセイについてのプロトコル（予め活性
化された吸着体アレイを使用する）
１．予め活性化された吸着体アレイ上への抗体の固定
平らで清潔な表面に予め活性化した吸着体アレイを置く。 0.5μ lのイソプロパノールで予
め湿潤された予め活性化された吸着体アレイの各スポット上に、抗体またはレセプターま
たはコントロールの溶液をスポットする（イソプロパノールが乾燥する前に、 1μ lの抗体
／スポットを添加する）。
加湿チャンバーにおいてインキュベートする（４℃または室温、２～ 18時間）。
ピペットを使用して、スポットから、残余の溶液を除去する。
PBS中の１ mlの１ Mエタノールアミン、 pH7.4を、全体のチップにわたって添加することに
よって、スポット上の残余の活性部位をブロックし、そして加湿チャンバーにおいてイン
キュベートする（室温、 30分間）。
PBS中の１ % Triton X-100で、チップを２回洗浄する。 15mlのコニカルプラスチックチュ
ーブにおいて、約９ mlの洗浄溶液中にチップを沈め、そして少なくとも約 15分間、卓上振
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とう器上で振動する。
上述のように、 0.1M酢酸ナトリウム、 pH4.0中の 0.5M NaClで洗浄する。
上述のように、 0.1M TrisHCl、 pH8.0中の 0.5M NaClで洗浄する。
上述のように PBSでリンスする。次いで、 PBSでチップを覆い、そして使用する準備ができ
るまで、４℃で保存する。
２．抗原またはリガンドの結合
穏やかに振盪するか、またはチップ上の PBSを吸い取る
各スポットに１～５μ lの試料を添加する。非常に低い抗原またはリガンドの濃度を有す
る試料について、バイオプロセッサー中に吸着体アレイを置く。 200μ l PBSで、２回、チ
ップ上のスポットおよびバイオプロセッサーウェルを洗浄する。最大 300μ lの試料を、各
ウェルに添加する。
接着性テープでシールする。
振盪しながら、インキュベートする（４℃または室温、１～ 18時間）。
３．洗浄
スポットから試料を取り出し、 2μ lの、 PBS中の 0.1% Triton X100（ pH7.2）で各スポット
を２回洗浄する。最初の 2μ lの洗浄溶液を、スポットに添加する。洗浄溶液を、少なくと
も 15秒間、スポット上に置かせる。ピペットで、 10回出し入れする。最初の洗浄を完全に
除去し、 2μ lの溶液の第２の洗浄を用いて反復する。この後、 0.1M HEPES、 pH7.4中の 0.5
M NaClで洗浄した。
水で、徹底的に、全アレイを洗浄する。
４．保持されたタンパク質の分析
チップを風乾する。
0.3μ lの Energy Absorbing Molecule（ 50%アセトニトリル、 0.5%トリフルオロ酢酸中に調
製されたシナピン酸（ sinapinic acid）または EAMIまたは CHCAの飽和溶液）を添加する。
チップを風乾する。
レーザー脱着／イオン化時間のフライト質量分析器で、各スポット上に保持されたタンパ
ク質を分析する。
II．リゾチーム認識プロファイル
本発明者らは、高情報分別度の被保持物クロマトグラフィーを使用して、リゾチームにつ
いて認識プロファイルを作製した。プロファイルは、それぞれ、多様な異なる選択性閾値
調節物下の、６つの吸着体でのリゾチームの分別を含む。結果は、リゾチームの物理化学
プロファイルを、異なって特徴付ける 40個の異なるスペクトルグラフである。
Ａ．親水性吸着体アレイを使用する、リゾチーム認識プロファイル
ニワトリ卵白リゾチームを、ステンレススチール基材上の酸化ケイ素吸着体のクロマトグ
ラフィー連続吸着体アレイの種々のスポットに添加する。室温にて、 15分間、加湿チャン
バーにおけるインキュベーション後、吸着体の各異なるスポットを、以下の溶離物（選択
性閾値調節物）の１つで洗浄する：
（１） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0、
（２） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0中の 0.2M NaCl、
（３） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0中の 0.4M NaCl、
（４） 25mM酢酸ナトリウム緩衝液、 0.125M NaCl、 pH4.5、
（５）１ % TFA、
（６）水中の 10%アセトニトリル、
（７）水中の 20%アセトニトリル、
（８） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.15M NaCl、 pH7.0中の 0.05% Tween20、および
（９） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0中の３ M尿素。
各洗浄は、吸着体のスポットを、３回、１μ lの洗浄溶液でピペッティングする工程を包
含する。このプロセスは、洗浄溶液の新鮮なアリコートを用いて反復する。その後、吸着
体のスポットを、１μ lの水で２回洗浄する。シナピン酸の 0.3μ lのアリコート（５ mg/ml
 50%アセトニトリル： 0.5% TFA）を添加し、そして風乾させる。アレイを、窒素レーザー
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（ 355nm）および 60cmフライトチューブを使用して、質量分析器で分析する。データを、
コンピューターによって分析し、そしてデータオーバーレイ表示について、 GRAMS/32c（ G
alactic Industries Corporationから利用可能）にエクスポートする。
図５Ａは、通常相のクロマトグラフィー連続吸着体アレイに対するリゾチーム認識プロフ
ァイルの合成マススペクトルを示す。下部のプロファイルは、 pH７緩衝液単独での洗浄後
の、酸化ケイ素吸着体に保持されたリゾチームシグナル強度を示す。選択性閾値調節物中
の塩化ナトリウム（ 0.2～ 0.4M）の包含は、リゾチームの保持を減少する。これは、酸化
ケイ素（ pH７で負に荷電される）吸着体とリゾチーム（塩基性タンパク質）との相互作用
が、イオン交換機構を含むことを示す。選択性閾値調節物の pHを、例えば、酢酸ナトリウ
ム緩衝液中で pH4.5に、または１ % TFA中で２未満に低下すると、酸化ケイ素吸着体におけ
る負電荷をほとんど完全に排除し、そしてリゾチームは、もはや保持されない。選択性閾
値調節物中に、極性調節化剤（例えば、有機溶媒（例えば、アセトニトリル）、または界
面活性剤（例えば、 Tween20）、または尿素を包含することはまた、シリコーン酸化吸着
体とリゾチームとの相互作用を減少する。このことは、他の相互作用機構が、親水性相互
作用を含むことを示す。
Ｂ．疎水性吸着体アレイを使用するリゾチーム認識プロファイル
ニワトリ卵白リゾチームを、酸化ケイ素でコートされたステンレススチール基材上にコー
トされたポリプロピレン（Ｃ 3疎水性）吸着体のクロマトグラフィー連続吸着体アレイの
種々のスポットに添加する。室温で、 15分間、加湿チャンバーにおけるインキュベーショ
ン後、吸着体の各異なるスポットを、以下の溶離物（選択性閾値調節物）の１つで洗浄す
る：
（１） 0.1% TFA、
（２） 0.1% TFA中の 10%アセトニトリル、
（３） 0.1% TFA中の 20%アセトニトリル
（４） 0.1% TFA中の 50%アセトニトリル
（５） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.15M NaCl、 pH7.0、中の 0.05% Tween20、および
（６） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.15M NaCl、 pH7.0中の３ M尿素。
各洗浄は、吸着体のスポットの内外を、３回、１μ lの洗浄溶液でピペッティングする工
程を包含する。このプロセスは、洗浄溶液の新鮮なアリコートを用いて反復する。その後
、吸着体のスポットを、１μ lの水で２回洗浄する。シナピン酸の 0.3μ lのアリコート（
５ mg/ml 50%アセトニトリル： 0.5% TFA）を添加し、そして風乾させる。アレイを、窒素
レーザー（ 355nm）および 60cmフライトチューブを使用して、質量分析器で分析する。デ
ータを、コンピューターによって分析し、そしてデータオーバーレイ表示について、 GRAM
S/32cにエクスポートする。
図 5Bは、疎水性Ｃ 3クロマトグラフィー連続吸着体アレイに対するリゾチーム認識プロフ
ァイルの合成マススペクトルを示す。下部のプロファイルは、 0.1% TFA単独での洗浄後の
、疎水性Ｃ 3吸着体に保持されたリゾチームシグナル強度を示す。選択性閾値調節物中の
極性調節化剤（例えば、アセトニトリル）の包含は、疎水性Ｃ 3吸着体におけるリゾチー
ムの保持を減少する。疎水性Ｃ 3吸着体からのリゾチームの溶出についてのアセトニトリ
ル濃度の範囲は、 20～ 50%の間である。選択性閾値調節物中の、界面活性剤（ Tween20）、
または尿素の包含は、疎水性Ｃ 3吸着体におけるリゾチームの保持を有意には減少しない
。
Ｃ．フェニル疎水性吸着体アレイを使用するリゾチーム認識プロファイル
ニワトリ卵白リゾチームを、酸化ケイ素でコートされたステンレススチール基材上にコー
トされたポリスチレン（フェニル疎水性）吸着体の吸着体アレイの種々のスポットに添加
する。室温で、 15分間、加湿チャンバーにおけるインキュベーション後、吸着体の１つの
スポットを、以下の溶離物（選択性閾値調節物）の１つで洗浄する：
（１） 0.1% TFA、
（２） 0.1% TFA中の 10%アセトニトリル、
（３） 0.1% TFA中の 20%アセトニトリル
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（４） 0.1% TFA中の 50%アセトニトリル
（５） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.15M NaCl、 pH7.0、中の 0.05% Tween20、および
（６） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.15M NaCl、 pH7.0中の３ M尿素。
各洗浄は、吸着体のスポットの内外を、３回、１μ lの洗浄溶液でピペッティングする工
程を包含する。このプロセスは、洗浄溶液の新鮮なアリコートを用いて反復する。その後
、吸着体のスポットを、１μ lの水で２回洗浄する。シナピン酸の 0.3μ lのアリコート（
５ mg/ml 50%アセトニトリル： 0.5% TFA）を添加し、そして風乾させる。アレイを、窒素
レーザー（ 355nm）および 60cmフライトチューブを使用して、質量分析器で分析する。デ
ータを、コンピューターによって分析し、そしてデータオーバーレイ表示について、 GRAM
S/32cにエクスポートする。
図５Ｃは、疎水性フェニルクロマトグラフィー連続吸着体アレイに対するリゾチーム認識
プロファイルの合成マススペクトルを示す。下部のプロファイルは、 0.1% TFA単独での洗
浄後の、疎水性フェニル吸着体に保持されたリゾチームシグナル強度を示す。選択性閾値
調節物中の極性調節化剤（例えば、アセトニトリル）の包含は、リゾチームの保持を減少
する。疎水性Ｃ 3吸着体からのリゾチームの溶出についてのアセトニトリル濃度の範囲は
、 20～ 50%の間であるが、Ｃ 3およびフェニル表面に対して保持されるリゾチームピーク強
度を、同じ 20%アセトニトリル洗浄条件下で比較する場合、フェニル吸着体とのリゾチー
ムの相互作用は、あまり強力ではない。選択性閾値調節物中の、界面活性剤（例えば、 Tw
een20）、または尿素の包含はまた、疎水性フェニル吸着体におけるリゾチームの保持を
有意に減少する。
Ｄ．アニオン性吸着体アレイを使用するリゾチーム認識プロファイル
ニワトリ卵白リゾチームを、酸化ケイ素でコートされたステンレススチール基板上にコー
トされたアニオン基（ SO3

-）吸着体（すなわち、カチオン性交換吸着体）の吸着体アレイ
の種々のスポットに添加する。室温で、 15分間、加湿チャンバーにおけるインキュベーシ
ョン後、吸着体の各異なるスポットを、以下の溶離物（選択性閾値調節物）の１つで洗浄
する：
（１） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0、
（２） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0中の 0.1M NaCl、
（３） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0中の 0.2M NaCl、
（４） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0中の 0.4M NaCl、
（５） 25mM酢酸ナトリウム緩衝液、 0.125M NaCl、 pH4.5、
（６） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.15M NaCl、 pH7.0中の 0.05% Tween20、および
（７） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0中の３ M尿素。
各洗浄は、吸着体のスポットの内外を、３回、１μ lの洗浄溶液でピペッティングする工
程を包含する。このプロセスを、洗浄溶液の新鮮なアリコートを用いて反復する。その後
、吸着体のスポットを、１μ lの水で２回洗浄する。シナピン酸の 0.3μ lのアリコート（
５ mg/ml 50%アセトニトリル： 0.5% TFA）を添加し、そして風乾させる。アレイを、窒素
レーザー（ 355nm）および 60cmフライトチューブを使用して、質量分析器で分析する。デ
ータを、コンピューターによって分析し、そしてデータオーバーレイ表示のために、 GRAM
S/32cにエクスポートする。
図 5Dは、カチオン交換クロマトグラフィー連続アレイに対するリゾチーム認識プロファイ
ルの合成マススペクトルを示す。下部のプロファイルは、 pH7の緩衝液単独での洗浄後の
、アニオン性吸着体に保持されたリゾチームシグナル強度を示す。選択性閾値調節物中の
漸増濃度の塩化ナトリウム（ 0.1～ 0.4M）の包含は、リゾチームの保持を減少する。これ
は、アニオン性吸着体とリゾチーム（塩基性タンパク質）との相互作用が、イオン交換機
構を含むことを示す。 0.4M NaCl濃度が、リゾチームを溶出するために必要とされる。選
択性閾値調節物の pHを、酢酸ナトリウム緩衝液中で pH4.５に低下することは、強力なアニ
オン性吸着体におけるリゾチームの保持を影響しない。選択性閾値調節物中に、極性調節
化剤（例えば、界面活性剤（例えば、 Tween20）、または尿素）を包含することｄｅ、ア
ニオン性吸着体とリゾチームとの相互作用ｇａ減少する。このことは、アニオン性吸着体
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と疎水性リゾチームタンパク質との相互作用が、溶離物の極性によって調節されることを
示す。
Ｅ．カチオン性吸着体アレイを使用するリゾチーム認識プロファイル
ニワトリ卵白リゾチームを、酸化ケイ素でコートされたステンレススチール基板上にコー
トされたカチオン性（第４級アミン）吸着体の吸着体アレイの種々のスポットに添加する
。室温で、 15分間、加湿チャンバーにおけるインキュベーション後、吸着体の各異なるス
ポットを、以下の溶離物（選択性閾値調節物）の１つで洗浄する：
（１） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0、
（２） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0中の 0.1M NaCl、
（３） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0中の 0.2M NaCl、
（４） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0中の 0.4M NaCl、
（５） 25mM酢酸ナトリウム緩衝液、 0.125M NaCl、 pH4.5、
（６） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.15M NaCl、 pH7.0中の 0.05% Tween20、または
（７） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0中の３ M尿素。
各洗浄は、吸着体のスポットを、３回、１μ lの洗浄溶液でピペッティングする工程を包
含する。このプロセスは、洗浄溶液の新鮮なアリコートを用いて反復する。その後、吸着
体のスポットを、１μ lの水で２回洗浄する。シナピン酸の 0.3μ lのアリコート（５ mg/ml
 50%アセトニトリル： 0.5% TFA）を添加し、そして風乾させる。アレイを、窒素レーザー
（ 355nm）および 60cmフライトチューブを使用して、質量分析器で分析する。データを、
コンピューターによって分析し、そしてデータオーバーレイ表示のために、 GRAMS/32cに
エクスポートする。
図 5Eは、カチオン性（アニオン交換）吸着体クロマトグラフィー連続吸着体アレイに対す
るリゾチーム認識プロファイルの合成マススペクトルを示す。カチオン性吸着体における
塩基性リゾチームタンパク質の保持は非常に弱い。リゾチーム保持に対する選択性閾値調
節物を調節する効果は、極小さい。
Ｆ．固定化された金属イオン吸着体アレイを使用すリゾチーム認識プロファイル
ニワトリ卵白リゾチームを、酸化ケイ素でコートされたステンレススチール基材上にコー
トされた固定化金属（イミノジアセテート -Cu）吸着体の吸着体アレイの種々のスポット
に添加する。室温で、 15分間、加湿チャンバーにおけるインキュベーション後、吸着体の
各異なるスポットを、以下の溶離物（選択性閾値調節物）の１つで洗浄する：
（１） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、、 0.5M NaCl、 pH7.0、
（２） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、、 0.5M NaCl、 pH7.0中の５ mMイミダゾール、
（３） 0.1M酢酸ナトリウム緩衝液、 0.5M NaCl、 pH4.5、
（４） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.15M NaCl、 pH7.0中の 0.05% Tween20、または、
（５） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.5M NaCl、 pH7.0中の３ M尿素。
各洗浄は、吸着体のスポットを、３回、１μ lの洗浄溶液でピペッティングする工程を包
含する。このプロセスは、洗浄溶液の新鮮なアリコートを用いて反復する。その後、吸着
体のスポットの内外を、１μ lの水で２回洗浄する。シナピン酸の 0.3μ lのアリコート（
５ mg/ml 50%アセトニトリル： 0.5% TFA）を添加し、そして風乾させる。アレイを、窒素
レーザー（ 355nm）および 60cmフライトチューブを使用して、質量分析器で分析する。デ
ータを、コンピューターによって分析し、そしてデータオーバーレイ表示について、 GRAM
S/32cにエクスポートする。
図 5Fは、固定化金属クロマトグラフィー連続吸着体アレイに対するリゾチーム認識プロフ
ァイルの合成マススペクトルを示す。下部のプロフールは、 pH７緩衝液単独での洗浄後の
固定化銅イオン吸着体に対して保持されるリゾチームシグナル強度を示す。選択性閾値調
節物中のヒスチジン結合拮抗性アフィニティーリガンド（例えば、イミダゾール）の包含
は、リゾチームの保持を排除する。これは、固定化銅イオン吸着体とリゾチーム（これは
、配列中に単一のヒスチジン残基を有する）との相互作用が、配位的な共有結合機構を含
むことを示す。選択性閾値調節物の pHを、酢酸ナトリウム緩衝液中で pH4.5に低下するこ
とはまた、固定化銅吸着体におけるリゾチームの保持を減少する。これは、配位的な共有
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結合相互作用を阻害する、リゾチームにおけるヒスチジン残基の水素付加の結果であると
考えられる。界面活性剤（すなわち、 Tween20）の包含は、相互作用を影響しない。尿素
の包含は、固定化銅吸着体におけるリゾチームの保持を完全に排除する。
III．ヒト血清中の被分析物の分別能
本発明者らは、多様な吸着体および溶離物を使用して、ヒト血清中の被分析物を分別した
。これらの結果は、被分析物が異なる吸着体によって異なって保持されること、ならびに
被保持物クロマトグラフィーが、低いおよび高い分子量の両方で情報を提供し得ることを
示す。
Ａ．固定化金属イオン吸着体アレイを使用するヒト血清タンパク質認識プロファイル
ヒト血清を、酸化ケイ素でコートされたステンレススチール基材上にコートされた固定化
金属イオン（トリス（カルボキシメチル）エチレンジアミン -Cu）吸着体の吸着体アレイ
の種々のスポットに添加する。室温で、 15分間、加湿チャンバーにおけるインキュベーシ
ョン後、吸着体の各異なるスポットを、以下の溶離物（選択性閾値調節物）の１つで洗浄
する：
（１） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.5M NaCl、 pH7.0
（２） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.5M NaCl、 pH7.0中の５ mMイミダゾール、
（３） 0.1M酢酸ナトリウム緩衝液、 0.5M NaCl、 pH4.5、
（４） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.15M NaCl、 pH7.0中の 0.05% Tween20、および
（５） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.5M NaCl、 pH7.0中の３ M尿素。
各洗浄は、吸着体のスポットを、３回、 1μ lの洗浄溶液でピペッティングする工程を包含
する。このプロセスは、洗浄溶液の新鮮なアリコートを用いて反復する。その後、吸着体
のスポットを、 1μ lの水で２回洗浄する。シナピン酸の 0.3μ lのアリコート（５ mg/ml 50
%アセトニトリル： 0.5% TFA）を添加し、そして風乾させる。アレイを、窒素レーザー（ 3
55nm）および 60cmフライトチューブを使用して、質量分析器で分析する。データを、コン
ピューターによって分析し、そしてデータオーバーレイ表示について、 GRAMS/32cにエク
スポートする。
図 6Aおよび 6Bは、固定化金属クロマトグラフィー連続吸着体アレイに対する血清タンパク
質認識プロファイルの、低いおよび高い分子量での合成マススペクトルを示す。下部のプ
ロファイルは、 pH７緩衝液単独での洗浄後の固定化銅吸着体に保持される血清タンパク質
を示す。選択性閾値調節物中のヒスチジン結合拮抗性アフィニティーリガンド（例えば、
イミダゾール）、または界面活性剤（例えば、 Tween20）、もしくは尿素の包含、または
選択性閾値調節物の pHの 4.5への低下は、同じ吸着体における複雑なタンパク質混合物の
異なる成分の保持を、異なって増強または減少する。
Ｂ．複数の異なる吸着体を使用する、ヒト血清タンパク質認識プロファイル
ヒト血清を、以下の異なる吸着体の吸着体アレイの種々のスポットに添加する：
（１）Ｃ 3疎水性、
（２）フェニル疎水性
（３）アニオン交換
（４）カチオン交換、および
（５）固定化金属（トリス（カルボキシメチル）エチレンジアミン -Cu）。
各吸着体を、酸化ケイ素でコートしたステンレススチール基材上にコートする。室温で、
15分間、加湿チャンバーにおけるインキュベーション後、吸着体の各スポットを、選択性
閾値調節物として 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.15M NaCl、 pH7.0中の 0.05％  Tween20
で洗浄する。
各洗浄は、吸着体のスポットを、３回、１μ lの洗浄溶液でピペッティングする工程を包
含する。このプロセスは、洗浄溶液の新鮮なアリコートを用いて反復する。その後、吸着
体のスポットを、１μ lの水で２回洗浄する。シナピン酸の 0.3μ lのアリコート（５ mg/ml
 50%アセトニトリル： 0.5% TFA）を添加し、そして風乾させる。アレイを、窒素レーザー
（ 355nm）および 60cmフライトチューブを使用して、質量分析器で分析する。データを、
コンピューターによって分析し、そしてデータオーバーレイ表示について、 GRAMS/32cに
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エクスポートする。
図７Ａおよび７Ｂは、クロマトグラフィー連続吸着体アレイの種々の吸着体に対する血清
タンパク質認識プロファイルの合成マススペクトルを示す。複数の異なる吸着体（異なる
結合特性を有する）に対する単一の選択性閾値調節物の使用は、異なる吸着体における複
雑なタンパク質混合物の異なる成分の保持を、異なって増強または減少する。
IV.早生児（ preterm infant）尿中の被分析物の分離
本発明者らは、様々な吸着体および溶離物を使用して、早生児尿中の被分析物を分離した
。これらの結果は、吸着体が被分析物を示差的に保持するので、種々の吸着体の使用が、
大きな分離能力を提供することを示す。これらの結果はまた、精製スキームを開発するた
めに有用である、特異的な被分析物を優先的に保持する吸着体を同定する能力を示す。
Ａ．種々の吸着体および同じ溶離物（水）を使用する、早生児尿中の被分析物の分離
早生児尿（２μ l）を、以下の異なる吸着体でコートされた、炭素処理された PEEKポリマ
ー基質の種々のスポットに添加する：
（１）Ｃ 8疎水性（ Octyl Sepharose、 Sigmaから入手可能）、
（２）フェニル疎水性（ Phenyl Sepharose、 Sigmaから入手可能）、
（３）アニオン交換（ Q Sepharose、 Sigmaから入手可能）、
（４）カチオン交換（ S Sepharose、 Sigmaから入手可能）
（５）固定化金属（ IDA-Cu、 Chelating Sepharose、 Pharmaciaから入手可能）、および
（６）固定化金属（トリス（カルボキシメチル）エチレンジアミン -Cu Sepharose）。
室温での 15分間の加湿チャンバーにおけるインキュベーションの後、吸着体の各スポット
を、選択性閾値調節物として水で洗浄する。各洗浄は、吸着体のスポットに、３回、１μ
lの洗浄溶液をピペットで出し入れする工程を包含する。このプロセスを、洗浄溶液の新
鮮なアリコートを用いて反復する。シナピン酸の 0.3μ lのアリコート（５ mg/ml 50%アセ
トニトリル： 0.5% TFA）を添加し、そして風乾させる。アレイを、窒素レーザー（ 355nm
）および 150cmフライトチューブを使用する、 Hewlett Packard（ Model 2030）からのレー
ザー脱着／イオン化飛行時間型質量分析器で分析する。データを、 HP MALDI TOFソフトウ
ェアによって分析し、そしてデータオーバーレイ表示について、 GRAMS/32cにエクスポー
トする。
図８Ａおよび８Ｂは、クロマトグラフィーシリーズの種々の吸着体に対する早生児尿タン
パク質認識プロファイルの、低いまたは高い分子量での混成マススペクトルを示す。種々
の吸着体（それぞれ異なる結合特性を有する）に対する単一の選択性閾値調節物（すなわ
ち、水）の使用は、異なる吸着体におけるような複合タンパク質混合物の異なる成分の保
持を、示差的に増強または減少する。
Ｂ．基質に間接的に結合される疎水性フェニル吸着体、および３つの異なる溶離物を使用
する、早生児尿中の被分析物の分離
早生児尿（２μ l）を、フェニル疎水性吸着体（ Phenyl Sepharose、 Sigmaから入手可能）
でコートされた、炭素処理された PEEKポリマー基質の種々のスポットに添加する。室温で
、 15分間の、加湿チャンバーにおけるインキュベーション後、吸着体の各スポットを、以
下の溶離物（選択性閾値調節物）の１つで洗浄する：
（１）水、
（２） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.15M NaCl、 pH7.0中の２ M尿素、および
（３） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.15M NaCl、 pH7.0中の 0.1％  Tween20。
各洗浄は、吸着体のスポットに、３回、１μ lの洗浄溶液をピペットで出し入れする工程
を包含する。このプロセスを、洗浄溶液の新鮮なアリコートを用いて反復する。その後、
吸着体のスポットを、１μ lの水で２回洗浄する。シナピン酸溶液の 0.3μ lのアリコート
（５ mg/ml 50%アセトニトリル： 0.5% TFA）を添加し、そして風乾させる。アレイを、窒
素レーザー（ 355nm）および 150cmフライトチューブを使用する、 Hewlett Packard（ Model
 2030）からのレーザー脱着／イオン化飛行時間型質量分析器で分析する。データを、 HP 
MALDI TOFソフトウェアによって分析し、そしてデータオーバーレイ表示について、 GRAMS
/32cにエクスポートする。
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図９は、クロマトグラフィーシリーズの疎水性フェニル吸着体に対する早生児尿タンパク
質認識プロファイルの混成マススペクトルを示す。単一の吸着体に対する、異なる溶出特
性を有する種々の溶離物の適用は、複合タンパク質混合物の異なる成分の保持を、示差的
に増強または減少する。成分の１つ（ *によって記される）は、 PBS中の 01％  Tween20が、
溶離物として使用される場合、疎水性フェニル吸着剤に選択的に保持される。
Ｖ．２つの異なる細胞生物からの培養培地中のタンパク質の同定
この実施例は、細胞中で示差的に発現されるタンパク質の、吸着体アレイ：クロマトグラ
フィーシリーズでの同定を説明する。
２つの異なる乳ガン細胞株を、一定組成の培養培地において、同じ期間、培養する。濾過
ユニットでの濃縮後、各培養培地の１μ lのアリコートを、基質としての、酸化ケイ素で
コートされたステンレススチールに対してコートされる固定化金属（トリス（カルボキシ
メチル）エチレンジアミン -Cu）吸着体の吸着体アレイ（ Ciphergen Biosystems, Inc. Pa
lo Alto, CA）の種々のスポットに添加する。室温で、 15分間の、加湿チャンバーにおけ
るインキュベーションの後、吸着体のスポットを、以下の溶離物（選択性閾値調節物）の
いずれか１つで洗浄する：
（１） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.5M NaCl、 pH7.0、
（２） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 05M NaCl、 pH7.0中の 20mMイミダゾール、
（３） 0.1M酢酸ナトリウム緩衝液、 0.5M NaCl、 pH4.5、
（４） 20mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.15M NaCl、 pH7.0中の 0.1％  Tween20、
（５） 10mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.5M NaCl、 pH7.0中の３ M尿素、または
（６）１ % TFA。
各洗浄は、吸着体のスポットに、３回、１μ lの洗浄溶液をピペットで出し入れする工程
を包含する。このプロセスを、洗浄溶液の新鮮なアリコートを用いて反復する。その後、
吸着体のスポットを、１μ lの水で２回洗浄する。シナピン酸の 0.3μ lのアリコート（５ m
g/ml 50%アセトニトリル： 0.5%トリフルオロ酢酸）を添加し、そして風乾させる。アレイ
を、窒素レーザー（ 355nm）および 60cmフライトチューブを使用する、レーザー脱着／イ
オン化飛行時間型質量分析器で分析する。データを、コンピューターによって分析し、そ
してデータオーバーレイ表示について、 GRAMS/32c（ Galactic Industries Corporation）
にエクスポートする。
図 10Ａは、固定化金属（ Cu）のクロマトグラフィーシリーズ吸着体アレイに対する細胞株
１の細胞分泌タンパク質認識プロファイルの混成マススペクトルを示す。単一の吸着体に
対する、異なる選択性閾値の種々の溶離物の適用は、細胞培養培地のような複合タンパク
質混合物の異なる成分の保持を、示差的に増強または減少する。
図 10Ｂは、固定化金属（ Cu）のクロマトグラフィーシリーズ吸着体アレイに対する両方の
細胞株の細胞分泌タンパク質認識プロファイルの混成マススペクトルを示す。同じ溶離物
、 10mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.5M NaCl、 pH7.0中の 0.1% Tween20＋３ M尿素を使用し
て、未保持の物質を洗浄して取り除く。 7532Daを示すピークは、細胞株２において発現さ
れない細胞株１の分泌タンパク質において、主要な保持されたピークである。
図 10Ｃは、固定化金属（ Ni）のクロマトグラフィーシリーズ吸着体アレイに対する細胞株
１の細胞分泌タンパク質認識プロファイルの混成マススペクトルを示す。同じ溶離物、 10
mMリン酸ナトリウム緩衝液、 0.5M NaCl、 pH7.0中の 0.1% Tween20＋３ M尿素を使用するが
、異なる表面相互作用ポテンシャルの吸着体（すなわち、固定化 Ni金属対固定化 Cu金属）
を用いて、 7532Daピークは、全ての細胞株１の分泌タンパク質の間で唯一保持されるタン
パク質である。挿入図は、拡張された尺度における、同じマススペクトルを示す。 3766 D
aでのより小さなピークは、同じタンパク質の二重に荷電された種である。
図 10Dは、インサイチュトリプトファン消化の前（下方のプロファイル）および後（最上
部のプロファイル）の、固定化金属（ Ni）のクロマトグラフィーシリーズ吸着体アレイに
対する細胞株１の細胞分泌タンパク質認識プロファイルの混成マススペクトルを示す。純
粋なタンパク質について作製されたペプチドマップは、そのタンパク質のフィンガープリ
ントであり、そして同定のために使用され得る。
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VI． 2Dゲル電気泳動と被保持物クロマトグラフィーとの比較
被保持物クロマトグラフィーの１つの利点は、多様な次元において被分析物を迅速に分離
する能力であり、多様な物理化学特性についての高い情報量を得ることである。対照的に
、 2Dゲル電気泳動は、２次元のみにおける分離を提供する。
図 11は、クロマトグラフィーシリーズのフェニル疎水性吸着体に対する早生児尿タンパク
質認識プロファイルを示す。種々の溶離物および吸着体の適用は、多次元の情報を与える
。異なる選択条件の使用は、複合タンパク質混合物（例えば、早生児尿）の種々の成分の
保持を、示差的に増強または減少し、被分析物の詳細な分離を生じる。
対照的に、図 12は、 pIおよび分子量に従う、早生児尿中のタンパク質の２次元分別を示す
。被保持物クロマトグラフィーにおいて吸着体として使用される６次元に比較して、ゲル
は、 2次元についてのみの情報を提供する。スポットはまた、質量分析法によって分離さ
れず、そして非常に高いおよび非常に低い分子量での分離は制限される。
VII．試料からの被分析物の連続的な抽出
被分析物は、試料を選択条件に連続的に曝露し、次いで未保持の試料を回収することによ
って、試料から連続的に抽出され得る。
Hemophilusノックアウト変異体溶解物を、 10%グリセロール 50mM EDTA中に調製した。遠心
分離後、上清を、 25mM HEPES、 pH7.4中の 0.Ol% Triton X100に、１ :３に希釈した。希釈
した試料の２μ lのアリコートを、吸着体アレイのアニオン性部位のスポットに添加した
。室温での 30分間のインキュベーション後、アニオン性部位における残余の試料を、吸着
体アレイの正常相部位のスポットに移した。アニオン性部位のスポットを、２μ lの 0.01%
 Triton X100 25mM HEPESで、２回、洗浄した。各洗浄は、 10回、スポットに洗浄溶液を
ピペットで出し入れすることによって達成した。洗浄液を、正常相スポットに最初に添加
した試料と合わせた。
室温で 30分間のインキュベーション後、正常相部位における残余の試料を、吸着体アレイ
Ni（ II）部位のスポットに移した。正常相部位のスポットを、２μ lのリン酸緩衝化生理
食塩水で、２回、洗浄した。各洗浄を、 10回、スポットに洗浄溶液をピペットで出し入れ
することによって達成した。洗浄液を、 Ni（ II）スポットに最初に添加した試料と合わせ
た。
試料を、 Ni（ II）スポット上でほとんど乾燥するまで濃縮したのち、未結合の被分析物を
、２μ lの、リン酸緩衝化生理食塩水中の 100mMイミダゾールで、２回、洗浄することによ
って回収した。各洗浄を、 10回、スポットに洗浄溶液をピペットで出し入れすることによ
って達成した。洗浄液を、吸着体アレイ脂肪族疎水性部位のスポットに移した。
試料を、疎水性部位においてでほとんど乾燥するまで濃縮させ、未結合の被分析物を、２
μ lの、 0.1%トリフルオロ酢酸中の５ %アセトニトリルで、２回、洗浄することによって除
去した。各洗浄を、 10回、スポットに洗浄溶液をピペットで出し入れすることによって達
成した。
アニオン性、正常相、 Ni（ II）、および疎水性部位の各スポットを、２μ lの水で洗浄し
て、残余の緩衝液を除去した。 50%アセトニトリル 0.5%トリフルオロ酢酸中のシナピン酸
溶液の 0.3μ lのアリコートを、各スポットに添加した。各部位に保持された被分析物を、
レーザー脱着／イオン化飛行時間型質量分析器で分析した。
図 19Ａ～ 19Ｄは、吸着体アレイにおける Hemophilus溶解物の保持マップを示す。質量範囲
3000～ 25000 Daにおける複数のピークを、吸着体において観察した。各吸着体が、試料中
のそれぞれの被分析物について、異なる保持を示すことに注意のこと。
VIII．被分析物の漸進的分離
被分析物を分離する選択条件に対する特徴に、新規な結合特性または溶出特性を付加する
ことによって、被分析物の改善された分離を提供する選択条件を開発し得る。この例にお
いて、試料を、 Cu（ II）吸着体に結合し、そして１つの第１の溶離剤および２つの第２の
溶離物に曝露した。第２の溶離物は、別の溶出条件の付加によって、第１の溶離物とは異
なる。各付加された条件は、被分析物の分離を改善した。
10%グリセロール中に調製された、 Hemophilus野生型定常状態の溶解物を、 20mMリン酸ナ
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トリウム、 0.5M塩化ナトリウム、 pH7.0中に１ :１希釈した。遠心分離後、上清の 150μ lの
アリコートを、バイオプロセッサーにおいて、吸着体アレイ Cu（ II）部位の各スポットと
ともに、インキュベートした。 30分間低温で混合した後、試料を取り出した。各スポット
を、異なる溶解物で洗浄した。最初のスポットを、 150μ lの 20mMリン酸ナトリウム、 0.5M
塩化ナトリウム、 pH7.0で洗浄した。第２のスポットを、 20mMリン酸ナトリウム、 0.15M N
aCl、 pH7.0に加えた 150μ lの 0.05% Triton X100の 150μ lで洗浄した。第３のスポットを
、 20mMリン酸ナトリウム、 0.15M NaCl、 pH7.0に加えた 150μ lの 100mMイミダゾールで洗浄
した。各洗浄を、混合しながら、５分間、スポットとともに洗浄溶液をインキュベートす
ることによって達成した。洗浄を、２回、反復した。各スポットを水で洗浄して、界面活
性剤および緩衝液を除去した。
吸着体アレイを、バイオプロセッサーから除去した。 50%アセトニトリル 0.5%トリフルオ
ロ酢酸中のシナピン酸溶液の 0.3μ lのアリコートを、各スポットに添加した。各スポット
に保持された被分析物を、レーザー脱着／イオン化飛行時間型質量分析器で分析した。
図 20Ａ～ 20Ｃは、上記の３つの溶出条件下での洗浄後の、吸着体アレイ Cu（ II）部位にお
ける Hemophilus溶解物の保持マップを示す。質量範囲 2000～ 18000 Daにおける複数のピー
クが観察された。「 *」で記されるタンパク質は、図 20Aの保持マップにおけるごく少数の
成分である。選択条件が、界面活性剤である Triton X100の同じ緩衝液への添加によって
改変された場合（図 20Ｂ）、同じタンパク質「 *」は、他の被分析物よりも良好に保持さ
れ、そして良好に分離された。選択条件が、アフィニティー排除物質であるイミダゾール
の同じ緩衝液への添加によって改変された場合（図 20Ｃ）、タンパク質「 *」は、被保持
物マップにおいて他の被分析物から高度に分離された。
被分析物についての改善された分離を伴う選択条件の前進的な同定のこのストラテジーは
、全 Hemophilus溶解物からこのタンパク質を調製的に精製するための方法を開発するため
に採用され得る。
IX．被分析物の示差的な発現：マーカータンパク質の発見。
Ａ．ヒト血清
正常なヒト血清または疾患のヒト血清の 0.5μ lのアリコートを、等容量の 20mMリン酸緩衝
液、 0.5M NaCl、 pH7.0で希釈した。それぞれ、吸着体アレイ Cu（ II）部位における異なる
スポットに適用した。４℃で１時間のインキュベーション後、各スポットを２μ lの 20mM
リン酸ナトリウム、 0.5M NaCl、 pH7.0で、２回洗浄した。各洗浄は、 10回、スポットに洗
浄溶液をピペットで出し入れすることによって達成した。各スポットを最終的に２μ lの
水で洗浄して、残余の緩衝液を除去した。 50%アセトニトリル 0.5%トリフルオロ酢酸中の
シナピン酸溶液の 0.3μ lのアリコートを、各スポットに添加した。各スポットに保持され
た被分析物を、レーザー脱着／イオン化飛行時間型質量分析器で分析した。
図 21Dにおいて、「 *」で記されるタンパク質は、正常な血清におけるよりも疾患の血清に
おいて有意に多い量で存在する。結果は、臨床的診断に使用され得る疾患マーカーの発見
のための方法を説明する。
Ｂ．マウス尿
正常なマウス尿、疾患のマウス尿、または薬物処置したマウス尿の１μ lのアリコートを
、吸着体アレイ Cu（ II）部位の異なるスポットに適用した。室温で 10分間のインキュベー
ション後、各スポットを、 20mMリン酸ナトリウム、 0.15M NaCl、 pH7.0中の２μ lの 100mM
イミダゾールで、２回洗浄した。各洗浄は、 10回、スポットに洗浄溶液をピペットで出し
入れすることによって達成した。各スポットを最終的に２μ lの水で洗浄して、残余の緩
衝液を除去した。 50%アセトニトリル 0.5%トリフルオロ酢酸中のシナピン酸溶液の 0.3μ l
のアリコートを、各スポットに添加した。各スポットに保持された被分析物を、レーザー
脱着／イオン化飛行時間型質量分析器で分析した。
正常マウス尿（コントロール）、疾患のマウス尿、および薬物処置したマウス尿の被保持
物マップを、図１に示す。１つの被分析物は、疾患のマウス尿において非常に高い量で存
在することが見出され（真ん中のパネル）、同じ被分析物は、正常なマウス尿においては
見出されず（上部のパネル）、そして非常に減少された量で、薬物処置したマウス尿にお
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いて見出された（下部のパネル）。この被分析物は、潜在的な疾患マーカーとして使用さ
れ得る。定量的な診断アッセイの実行可能性を説明するために、保持されたマーカータン
パク質のピーク下の面積を算定し、そして表において示す。明らかな定量的差異が、疾患
マウス尿と薬物処理されたマウス尿との間に観察される。実験の変動性について補正する
ために、内部標準被分析物を使用した。各尿試料についての正規化された疾患マーカーの
ピーク面積（すなわち、内部標準のピーク面積で割ったマーカーのピーク面積）を、下部
のパネルに示す。薬物処置後に、疾患尿マーカーの少なくとも 10倍の減少が存在する。
Ｃ．ヒト尿
正常なヒトおよびガン患者からの尿を、リン酸緩衝化生理食塩水中の 0.01％  Triton X100
中に 1:2に希釈した。正常なヒト尿または疾患のヒト尿の 1.5μ lのアリコートを、 0.5μ l
のイソプロパノール／アセトニトリル（１：２） 0.1％トリフルオロ酢酸で予め湿潤した
吸着体アレイ脂肪族疎水性部位の異なるスポットに適用した。４℃で 30分間のインキュベ
ーション後、各スポットを、２μ lの、 10mM TrisHCl、 0.05M NaCl、 pH7.5中の 50%エチレ
ングリコールで、２回洗浄した。各洗浄は、 10回、スポットに洗浄溶液をピペットで出し
入れすることによって達成した。各スポットを最終的に２μ lの水で洗浄して、残余のエ
チレングリコールおよび緩衝液を除去した。 50%アセトニトリル 0.5%トリフルオロ酢酸中
のシナピン酸溶液の 0.3μ lのアリコートを、各スポットに添加した。各スポットに保持さ
れた被分析物を、レーザー脱着／イオン化飛行時間型質量分析器で分析した。
４人のガン患者および正常なヒトの尿の被保持物マップを、図 23Ａに示す。複数のタンパ
ク質ピークが、 Tris/NaCl緩衝液中の 50%エチレングリコールでの洗浄後に、吸着体アレイ
疎水性部位において保持された。可能な疾患マーカーを同定するために、個々の患者の尿
と正常な尿との間の差異マップをプロットした。ベースラインを超える差異プロットにお
ける各棒は、患者の尿により高い量で存在する被分析物を示す。（図 23Ｂ～ 23Ｄ。）患者
の差異マップのパターンにおける変化は、集団における個々の変動を反映する。しかし、
約 5000 Da（ *で記す）の１つの被分析物、および約 75000 Da（ *で示す）の被分析物の塊
は、全ての患者においてより高い量で一貫して存在することが見出され、それゆえ、これ
らは、潜在的な疾患マーカーとして同定され得る。
Ｘ．ファージ提示ライブラリーからのファージの捕獲
タンパク質チップの表面に吸着されるウイルスは、脱着分光測定法によって検出され得る
。吸着体として使用される、ウイルスコートタンパク質に対する抗体は、ウイルスを捕獲
し得る。吸着体として使用される標的タンパク質は、標的に対して１本鎖抗体を示すファ
ージを捕獲し枝る。
Ａ．吸着体基質によるファージ提示抗体の検出感受性
増殖培地中の M13ファージ（ 101 2粒子 /ml）を、 25mM HEPES、 pH7.4中の 0.01％  Triton X10
0に連続希釈した。それぞれの希釈したファージ懸濁液の 0.25μ lのアリコートを、吸着体
アレイ脂肪族疎水性部位のスポットに添加した。 50%アセトニトリル、 0.5%トリフルオロ
酢酸中の CHCAの 0.3μ lのアリコートを添加した。試料を、レーザー脱着／イオン化飛行時
間型質量分析器によって分析した。
M13ファージ遺伝子 VIIIタンパク質を、アレイにおいて高い感度で検出した。図 24A～ 24E
。検出可能なシグナル（シグナル／ノイズ＞２）が、ファージ懸濁液を、 10,000,000倍に
希釈した場合に、得られた。
Ｂ．吸着体アレイによる M13ファージの同定
ウサギ抗 M13抗体（ Strategene）を、 Protein A Hyper D（ BioSepra）上に固定化し、そし
てリン酸緩衝化生理食塩水、 pH７で、広範囲に洗浄した。増殖培地中の M13ファージ（ 101
2粒子 /ml）の１～ 10μ l懸濁液のアリコートを、４℃にて一晩、固定化された抗 M13抗体の
１μ lのアリコートとともにインキュベートした。リン酸緩衝化生理食塩水、 pH７中の 0.0
5% Tween20で洗浄し、次いで水で洗浄して界面活性剤および緩衝液を除去した後、捕獲さ
れたファージのアリコートを、シナピン酸の存在下、レーザー脱着／イオン化飛行時間型
質量分析器で分析した。
抗 M13抗体コントロールは、抗体シグナル（一重（ singly）におよび二重（ doubly）に荷
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電された）のみを示す。図 25Ａ。 M13ファージが、抗体によって捕獲される場合、ファー
ジからの最も容易に同定され得るタンパク質ピークは、遺伝子 VIIIタンパク質、および１
本鎖抗体との遺伝子 IIIタンパク質の融合物である。図 25Ｂ。 M13ファージ遺伝子 VIIIタン
パク質は、この方法によって非常に高い効率で検出されるので、この方法は、ファージ捕
獲の感度の高いモニターとして使用され得る。
Ｃ．１本鎖抗体を示す M13ファージの特異的な捕獲
HIV-1 Tatタンパク質（ McKesson BioServices）を、予め活性化した基質に結合させた。
エタノールアミンでのブロッキング後、アレイを、リン酸緩衝化生理食塩水、 pH７中の 0.
005% Tween20、次いでリン酸緩衝化生理食塩水、 pH７中の 0.1% BSAで洗浄した。 Tatタン
パク質に対して１本鎖抗体を示す M13ファージの連続希釈を、４℃で一晩、 Tatタンパク質
吸着体アレイとともにインキュベートした。 Tatタンパク質に対して１本鎖抗体を示さな
い M13ファージの連続希釈のネガティブコントロールもまた、同じ方法で、 Tatタンパク質
吸着体アレイとともにインキュベートした。アレイを、リン酸緩衝化生理食塩水中の 0.05
% Tween20で洗浄し、次いで、リン酸緩衝化生理食塩水、 pH7.0中の１ M尿素で洗浄し、そ
して最後に水で洗浄して緩衝液および尿素を除去した。 50%アセトニトリル 0.5%トリフル
オロ酢酸中の CHCAの 0.3μ lのアリコートを、添加した。保持されたファージを、レーザー
脱着／イオン化飛行時間型質量分析器で分析する。
Tatタンパク質に対して１本鎖抗体を示す M13ファージの特異的な結合を、濃度依存性の様
式において観察した（実線）。図 26Ａ～ 26Ｄ。非特異的な M13ファージによる非特異的な
結合は、吸着体アレイにおいて最小であった（破線）。これらの結果は、標的被分析物を
特異的に認識する１本鎖抗体をコードする遺伝子を含むファージを検出する、非常に感度
が高い方法を説明する。
XI．化合物がレセプターとリガンドとの間の結合を阻害するか否かを決定するためのスク
リーニング
本発明の方法は、試験因子が、レセプターに対するリガンドの結合を調節するか否かを決
定するために使用され得る。この例において、本発明者らは、被保持物クロマトグラフィ
ーが、 TGF-βと、遊離 TGF-βレセプターによる吸着体として使用される結合した TGF-βレ
セプターとの間の結合の阻害を検出し得ることを示す。
TGF-β組換えレセプター－ Fcの融合タンパク質（ R&D、 Minnesota）を、プロテインＧ吸着
体アレイ上に特異的に結合した。 TGF-β（ R&D、 Minnesota）を、細胞馴化培地（ 2.5×濃
縮化）に連続希釈し、そして４℃で一晩、レセプター－ FcプロテインＧ吸着体アレイとと
もにインキュベートした。細胞馴化培地中の連続希釈した TGF-βの別のセットを、調節化
剤の存在下、レセプター－ FcプロテインＧ吸着体アレイとともにインキュベートした。こ
の説明において、調節化剤は、遊離の TGF-βレセプターであった。同じ条件下でのインキ
ュベーション後、チップを、 PBS中の 0.05％  Triton X100、次いで PBS中の３ M尿素で洗浄
した。シナピン酸の 0.3μ lのアリコートを、各スポットに添加し、そしてレーザー脱着／
イオン化飛行時間型質量分析法によって分析した。
図 27Ａは、レセプター－ FcプロテインＧ吸着体アレイへの、１μ g/ml TGF-βの特異的な
結合を示す（実線）。細胞馴化培地中のタンパク質は、結合されることが、ほとんどまた
は全く見出されなかった。図 27Ｂは、レセプター－ FcプロテインＧ吸着体アレイへの、 10
0ng/mlの TGF-βの特異的な結合を示す（実線）。 TGF-βおよびレセプター－ Fcプロテイン
Ｇ吸着体アレイのインキュベーションが、調節化剤（遊離の TGF-βレセプター）の存在下
で行われた場合、 100ng/mlの TGF-βが存在する場合、結合は完全に排除され（図 27Ａ、破
線）、そして１μ g/mlの TGF-βが存在した場合、僅かな結合のみであった（図 27Ｂ、破線
）。この説明において、調節化剤（同じレセプター）は、リガンドに対して高い特異的な
結合親和性を有し、従って標的被分析物結合事象の非常に効果的な拮抗を提供する。他の
場合において、調節化剤の存在下および不在下で吸着体に結合される標的被分析物の比率
は、調節化剤の抗力の指標を与える。
XII．被保持物クロマトグラフィーの分離力
この実施例は、被保持物クロマトグラフィーが、異なる選択条件下での試料のその平行な
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（ Parallel）工程で、試料中のタンパク質を分離する能力を実証する。
Hemophilusインフルエンザ溶解物を、 10%のグリセロール中に調製した。遠心分離後、上
清を、 25mM HEPES、 pH7.4中の 0.Ol%Triton X100中で、１：３に希釈した。希釈した試料
の２μ lのアリコートを、吸着体アレイのカチオン性部位のスポットに添加した。室温で 3
0分間のインキュベーション後、スポットを 25mM HEPES、 pH7.4で洗浄した。希釈物試料の
２μ lの第２のアリコートを、吸着体アレイ脂肪族疎水性部位のスポットに添加した。室
温で 30分間のインキュベーション後、スポットを水で洗浄した。希釈した試料の２μ lの
第３のアリコートを、吸着体アレイ Cu（ II）部位のスポットに添加した。室温で 30分間の
インキュベーション後、リン酸緩衝化生理食塩水、 pH7.4中の 0.05% Triton X100で、スポ
ットを洗浄した。 50%アセトニトリル 0.5%トリフルオロ酢酸中のシナピン酸溶液の 0.3μ l
のアリコートを、各スポットに添加した。各部位に保持された被分析物を、レーザー脱着
／イオン化飛行時間型質量分析器で分析した。
結果を、図 28～ 31に示す。全ての保持された被分析物の計数は、約 550であった。結果は
、平行する複数の被分析物の分別および検出を包含する、組合せ的な分別についての方法
を説明する。
XIII．多量体構造の連続的なアセンブリ
この実施例は、一次吸着体に対する二次吸着体を構築する方法を例示する。次いで、二次
吸着体は、標的被分析物についての特異的な吸着体として作用する。
20mM Tris、 100mM塩化ナトリウム、 0.4% NP40、 pH7.2中で希釈された GST融合レセプター
の 0.5μ lのアリコートを、吸着体アレイの通常の部位のスポットに添加した。溶液を、ほ
とんど乾燥するまでスポット上で濃縮させた。スポットを、２μ lの 10mM Tris、 50mM塩化
ナトリウム、 pH7.2で、３回、洗浄した。各洗浄は、吸着体のスポットに、洗浄溶液を５
回、ピペットで出し入れすることによって達成された。このスポットを、最終的に２μ l
の水で２回洗浄して、残余の緩衝液を除去した。 50%アセトニトリル、 0.5%トリフルオロ
酢酸中のシナピン酸溶液の 0.3μ lのアリコートをスポットに添加した。保持された GST融
合レセプターを、レーザー脱着／イオン化飛行時間型質量分析器で分析した。（図 32。）
20mM Tris、 100mM塩化ナトリウム、 0.4% NP40、 pH7.2中の GST融合レセプターの 0.5μ lの
アリコートを、吸着体アレイの通常の部位のスポットに添加した。 GSTタンパク質のみを
含有する試料（レセプターを含有しない）を、ネガティブコントロールとして、別のスポ
ットに適用した。溶液を、ほとんど乾燥するまでスポット上で濃縮させた。 10mM Tris、 5
0mM塩化ナトリウム、 pH7.2の 0.5μ lを、各スポットに添加した。溶液を、室温にて 10秒間
の放置後、ピペットを使用して取り出した。
96個の他のリガンドのライブラリーにおける１つの特異的なリガンドを含有する溶液の１
μ lのアリコートを、各スポットに即座に添加した。吸着体アレイを、室温で１時間、加
湿チャンバーにおいてインキュベートした。各スポットを２μ lの、水中の 30%イソプロパ
ノール：アセトニトリル（１：２）で、２回洗浄した。各洗浄は、 10回、スポットに洗浄
溶液をピペットで出し入れすることによって達成した。 50%アセトニトリル、 O.5%トリフ
ルオロ酢酸中のα -シアノ -４ -ヒドロキシ桂皮酸溶液の 0.3μ lのアリコートを、スポット
に添加した。レセプター上に捕獲されたリガンドを、レーザー脱着／イオン化飛行時間型
質量分析器で分析した。
図 33Ａは、このリガンドを吸着体アレイの通常部位に捕獲する GST隔合レセプターへの、 9
6個の他のリガンドのライブラリー以外の特異的なリガンドの結合を示す。図 33Ｂは、実
験のネガティブコントロールとして作用する同じアレイに捕獲された GSTタンパク質単独
（レセプターを含有しない）へのリガンドの結合は存在しないことを示す。
本発明は、被保持物クロマトグラフィーについての新規な物質および方法を提供する。特
定の例が提供されたが、上述の記載は、例示的なものであって、限定的なものではない。
本発明の多くの変形が、本明細書を検討する際に、当業者に明らかになる。それゆえ、本
発明の範囲は、上述の記載を参照して決定されるべきでないが、その代わりに添付の請求
の範囲に沿って、それらの十分な範囲の等価物とともに参照することによって決定される
べきである。
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本出願において引用される全ての刊行物および特許書類は、各個々の刊行物または特許書
類が、個々に記載されるのと同じ程度に、全ての目的のためにそれらの全体が参考として
援用される。この書類における種々の参考文献のこれらの引用により、出願人らは、任意
の特定の参考文献が出願人らの発明に対する「先行技術」であることを認めない。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ５ Ａ 】 【 図 ５ Ｂ 】
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【 図 ５ Ｃ 】 【 図 ５ Ｄ 】

【 図 ５ Ｅ 】 【 図 ５ Ｆ 】
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【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ７ Ａ 】 【 図 ７ Ｂ 】
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【 図 ８ Ａ 】 【 図 ８ Ｂ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ Ａ 】

(67) JP 4017193 B2 2007.12.5



【 図 １ ０ Ｂ 】 【 図 １ ０ Ｃ 】

【 図 １ ０ Ｄ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】
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【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

(71) JP 4017193 B2 2007.12.5



【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】
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【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ 】

【 図 ３ ０ 】 【 図 ３ １ 】
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【 図 ３ ２ 】

【 図 ３ ３ 】
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