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(57)【要約】
本発明は一般的に混合物１個以上中の分子及び／又は生
体分子の分離、分画、及び／又は、特徴化に関する。分
画後、分配系の異なる相をスペクトル分析、クロマトグ
ラフィー等のような分析手法により分析することにより
、分画後の種のスペクトル又は他の象徴的な表示、及び
、マーカーとして、或いは混合物中の分子の存在度の元
のレベルとは独立した情報を包含する試料に関する情報
を別様に提供するものとして比較スペクトルを定義する
ために比較される種々の分画／相のスペクトルを作成す
ることができる。種々の試料の比較スペクトルを相互に
、及び／又は、対照又はレファレンススペクトル及び／
又は比較スペクトルと比較することにより種々の情報を
決定することができる。一部の実施形態においては、種
の混合物におけるパターン、及び／又は、第２の混合物
における種の相当するパターンを発見及び／又は同定す
るために使用できる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
複数種の少なくとも１つの特徴を決定する方法であって、下記工程：
　少なくとも第１及び第２の相を包含する水性分配系に複数種を曝露すること；
　質量スペクトル分析を使用して、水性分配系の第１の相に関連する１つ以上の種の第１
の試料から累積スペクトル情報を含む第１のスペクトルデータパターンを得ること；
　質量スペクトル分析を使用して、以下のもの、即ち（１）水性分配系の第２の相に関連
する１つ以上の種の第２の試料、又は（２）曝露工程の前の複数種の一部分、の１つ以上
から第２のスペクトルデータパターンを得ること；及び、
　第１のスペクトルデータパターンの少なくとも一部分を第２のスペクトルデータパター
ンの少なくとも一部分と比較することにより複数種の少なくとも１つの特徴を決定するこ
と；
を含む、方法。
【請求項２】
水性分配系に少なくとも１つの種を曝露した後に、複数種における少なくとも１つの種の
アイデンティティーを決定することなく方法を実施することを含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
水性分配系に複数種を曝露した後に、複数種の何れかのレベル、存在度、濃度及び／又は
アイデンティティーを決定することなく方法を実施することを含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項４】
水性分配系に複数種を曝露した後に、複数種の何れかのレベル、存在度、濃度及び／又は
アイデンティティーに関する情報を使用することなく方法を実施することを含む、請求項
１に記載の方法。
【請求項５】
水性分配系に少なくとも１つの種を曝露する前に、複数種における少なくとも１つの種の
アイデンティティーを決定することなく方法を実施することを含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項６】
水性分配系に複数種を曝露する前に、複数種の何れかのレベル、存在度、濃度及び／又は
アイデンティティーを決定することなく方法を実施することを含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項７】
水性分配系に複数種を曝露する前に、複数種の何れかのレベル、存在度、濃度及び／又は
アイデンティティーに関する情報を使用することなく方法を実施することを含む、請求項
１に記載の方法。
【請求項８】
水性分配系に少なくとも１つの種を曝露する前又は後に、複数種における少なくとも１つ
の種のアイデンティティーを決定することなく方法を実施することを含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項９】
水性分配系に複数種を曝露する前又は後に、複数種の何れかのレベル、存在度、濃度及び
／又はアイデンティティーを決定することなく方法を実施することを含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項１０】
水性分配系に複数種を曝露する前又は後に、複数種の何れかのレベル、存在度、濃度及び
／又はアイデンティティーに関する情報を使用することなく方法を実施することを含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
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水性多相分配系が少なくとも３つの相を含有する、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
下記工程：
　第１のスペクトルデータパターンと第２のスペクトルデータパターンとを比較すること
により比較パターンを定義すること；及び、
　比較パターンをレファレンスパターンと比較することにより少なくとも１つの特徴を決
定すること；
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
比較の作業が、少なくとも２つのデータパターンのポイント・バイ・ポイントの比較にお
いて、第１のスペクトルデータパターンの少なくとも一部分を第２のスペクトルデータパ
ターンの少なくとも一部分と比較することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
水性分配系への複数種の曝露の作業の前に複数種をまず分画する、請求項１に記載の方法
。
【請求項１５】
複数種が患者から生じるものである、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
第２のデータパターンが対照である、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
第１のスペクトルデータパターンを得る作業より前に一定期間、第２のデータパターンを
電子的に格納する、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
第１の相と第２の相との間で複数種のある種の分配係数を決定することなく、第１及び第
２のデータパターンを比較する、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
複数種が異なる化学組成の複数種を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
複数種が同一の化学組成の複数種を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
複数種が構造的な相違に基づいて第１の相と第２の相との間で分配する、請求項１に記載
の方法。
【請求項２２】
比較の作業が生物学的系の状態を決定するために第１のスペクトルデータパターンの少な
くとも一部分を第２のスペクトルデータパターンの少なくとも一部分と比較することを含
む、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
状態が生理学的状態である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
第２のデータパターンが一有機体の未知の状態を示す試料を表すものであり、そして第２
のデータパターンが有機体の正常な状態及び異常な状態の両方を示す試料から誘導される
、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
第１の試料及び第２の試料を、同時に一有機体から採取する、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
第１の試料及び第２の試料を、異なる時間に一有機体から採取する、請求項１に記載の方
法。
【請求項２７】
第１の試料及び第２の試料を、同一個体の生物学的有機体から採取する、請求項１に記載
の方法。
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【請求項２８】
第１の試料及び第２の試料を、ある生理学的状態を有する同一個体から採取する、請求項
１に記載の方法。
【請求項２９】
第１の試料及び第２の試料を、ある生理学的状態を有する異なる個体から採取する、請求
項１に記載の方法。
【請求項３０】
複数種の何れかの化学的アイデンティティー又は生物学的アイデンティティーを決定する
ことなく方法を実施する、請求項１に記載の方法。
【請求項３１】
水性分配系の少なくとも１つの相が水性である、請求項１に記載の方法。
【請求項３２】
水性分配系の各相が水性である、請求項１に記載の方法。
【請求項３３】
少なくとも１つの相が重合体を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３４】
少なくとも１つの相が塩を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３５】
少なくとも１つの相が界面活性剤を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３６】
複数種の少なくとも１つの種が生体分子である、請求項１に記載の方法。
【請求項３７】
複数種の少なくとも１つの種が蛋白である、請求項１に記載の方法。
【請求項３８】
複数種の少なくとも１つの種が医学的状態に関する被疑マーカーである、請求項１に記載
の方法。
【請求項３９】
複数種の少なくとも１つの特徴を決定する方法であって、下記工程：
　複数種を少なくとも第１及び第２の相互作用成分に曝露することにより複数種を少なく
とも部分的に分離すること；
　質量スペクトル分析を使用して、少なくとも部分的に分離された複数種の第１の試料を
処置することにより第１のスペクトルデータパターンを作成すること；
　質量スペクトル分析を使用して、以下のもの、即ち（１）第１の試料と同一ではない少
なくとも部分的に分離された複数種の第２の試料、又は（２）曝露行程前の複数種の一部
分、の１つ以上を処置することにより第２のスペクトルデータパターンを作成すること；
及び、
　第１のスペクトルデータパターンの少なくとも一部分を第２のスペクトルデータパター
ンの少なくとも一部分と比較することにより複数種の少なくとも１つの特徴を決定するこ
と；
を含む、方法。
【請求項４０】
少なくとも第１及び第２の相互作用成分に少なくとも１つの種を曝露する前又は後に、複
数種における少なくとも１つの種のアイデンティティーを決定することなく方法を実施す
ることを含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
少なくとも第１及び第２の相互作用成分に複数種を曝露する前又は後に、複数種の何れか
のレベル、存在度、濃度及び／又はアイデンティティーを決定することなく方法を実施す
ることを含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４２】
少なくとも第１及び第２の相互作用成分に複数種を曝露する前又は後に、複数種の何れか



(5) JP 2009-520210 A 2009.5.21

10

20

30

40

50

のレベル、存在度、濃度及び／又はアイデンティティーに関する情報を使用することなく
方法を実施することを含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４３】
下記工程：
第１のスペクトルデータパターンと第２のスペクトルデータパターンとを比較することに
より比較パターンを定義すること；及び、
比較パターンをレファレンスパターンと比較することにより少なくとも１つの特徴を決定
すること；
を含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４４】
比較の作業が、少なくとも２つのデータパターンのポイント・バイ・ポイントの比較にお
いて、第１のスペクトルデータパターンの少なくとも一部分を第２のスペクトルデータパ
ターンの少なくとも一部分と比較することを含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４５】
第１の相互作用成分が第２の相互作用成分中で非混和性である、請求項３９に記載の方法
。
【請求項４６】
第１の相互作用成分が液体であり、そして第２の相互作用成分が液体である、請求項３９
に記載の方法。
【請求項４７】
第１の相互作用成分が液体であり、そして第２の相互作用成分が固体である、請求項３９
に記載の方法。
【請求項４８】
第１及び第２の相互作用成分がクロマトグラフィー系の成分を定義する、請求項３９に記
載の方法。
【請求項４９】
複数種の少なくとも１つの特徴を決定する方法であって、下記工程：
　少なくとも第１及び第２の相を包含する水性分配系に複数種を曝露すること；
　水性分配系の第１の相に関連する１つ以上の種の第１の試料から累積情報を含む第１の
データパターンを得ること；
　以下のもの、即ち（１）水性分配系の第２の相に関連する１つ以上の種の第２の試料、
又は（２）曝露行程の前の複数種の一部分、の１つ以上を処置することにより累積情報を
含む第２のデータパターンを得ること；及び、
　第１のデータパターンの少なくとも一部分を第２のデータパターンの少なくとも一部分
と比較することにより複数種の少なくとも１つの特徴を決定すること；
を含む、方法。
【請求項５０】
第１のデータパターンを得る作業が、第１の試料に関連するデータを数学的に処理して第
１のデータパターンを得るすることを含む、請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
第１のデータパターンの少なくとも一部分を第２のデータパターンの少なくとも一部分と
比較する作業が、第１及び第２の試料に関連するデータを数学的に処理することを含む、
請求項４９に記載の方法。
【請求項５２】
少なくとも１つの特徴を決定する前に第１のデータパターン及び第２のデータパターンの
少なくとも１つを数学的に処理する、請求項４９に記載の方法。
【請求項５３】
第１のデータパターンを得る作業が、質量スペクトル分析を用いて第１の試料を処置する
ことである、請求項４９に記載の方法。
【請求項５４】
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第２のデータパターンを得る作業が、質量スペクトル分析を用いて第１の試料を処置する
ことである、請求項４９に記載の方法。
【請求項５５】
第１のデータパターンを得る作業が、クロマトグラフィーを用いて第１の試料を処置する
ことである、請求項４９に記載の方法。
【請求項５６】
第２のデータパターンを得る作業が、クロマトグラフィーを用いて第１の試料を処置する
ことである、請求項４９に記載の方法。
【請求項５７】
複数種の少なくとも１つの特徴を決定する方法であって、下記工程：
　少なくとも２相を包含する第１の系の少なくとも第１の相及び第２の相をそれぞれ定義
する、少なくとも第１及び第２の相互作用成分に複数種を曝露すること；
　曝露後の系の第１の相に関連する複数種から累積スペクトル情報を含む第１のスペクト
ルデータパターンを得ること；
　下記成分：
　　曝露後の系の第２の相に関連する複数種に由来する累積スペクトル情報、及び／又は
、
　　系への曝露前の複数種に由来する累積スペクトル情報；
を含む第２のスペクトルデータパターンを得ること；及び、
　第１のスペクトルデータパターンの少なくとも一部分と第２のスペクトルデータパター
ンの少なくとも一部分との比較から累積スペクトル情報を誘導することにより複数種の特
徴を決定すること；
を含む、方法。
【請求項５８】
系への種の曝露後に、第１又は第２の相における複数種の少なくとも１つの種のアイデン
ティティーを決定することなく方法を実施することを含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項５９】
系への種の曝露後に、第１又は第２の相における複数種の何れかのレベル、存在度、濃度
又はアイデンティティーを決定することなく方法を実施することを含む、請求項５７に記
載の方法。
【請求項６０】
複数種の特徴を決定するために、系への種の曝露後に、第１又は第２の相における複数種
の何れかのレベル、存在度、濃度又はアイデンティティーに関する情報を使用することな
く方法を実施することを含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項６１】
系への種の曝露前に、複数種における少なくとも１つの種のアイデンティティーを決定す
ることなく方法を実施することを含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項６２】
系への種の曝露前に、複数種の何れかのレベル、存在度、濃度又はアイデンティティーを
決定することなく方法を実施することを含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項６３】
複数種の特徴を決定するために、系への種の曝露前に、第１又は第２の相における複数種
の何れかのレベル、存在度、濃度又はアイデンティティーに関する情報を使用することな
く方法を実施することを含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項６４】
系への種の曝露の前又は後に、複数種における少なくとも１つの種のアイデンティティー
を決定することなく方法を実施することを含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項６５】
系への種の曝露の前又は後に、複数種の何れかのレベル、存在度、濃度又はアイデンティ
ティーを決定することなく方法を実施することを含む、請求項５７に記載の方法。
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【請求項６６】
複数種の特徴を決定するために、系への種の曝露の前又は後に、第１又は第２の相におけ
る複数種の何れかのレベル、存在度、濃度又はアイデンティティーに関する情報を使用す
ることなく方法を実施することを含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項６７】
第１の系に複数種を曝露することが、少なくとも２相を包含する分配系の第１の相と第２
の相との間で複数種を分配することを含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項６８】
分配系が更に少なくとも第３の相を含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項６９】
下記工程：
　第１のスペクトルデータパターンと第２のスペクトルデータパターンとを比較すること
により比較スペクトルを定義すること；及び、
　比較スペクトルをレファレンス比較スペクトルと比較することにより特徴を決定するこ
と；
を含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項７０】
比較スペクトルが２スペクトルのポイント・バイ・ポイントの分割を含むことにより分配
係数のスペクトルを含むことになる、請求項５７に記載の方法。
【請求項７１】
比較スペクトルを誘導する前にスペクトルデータをまず数学的に処理する、請求項５７に
記載の方法。
【請求項７２】
複数種の特徴を決定する前に比較スペクトルデータを数学的に処理する、請求項５７に記
載の方法。
【請求項７３】
分配系に接触させる前に複数種をまず分画する、請求項５７に記載の方法。
【請求項７４】
分配系に接触させることにより得られる複数種を更に、スペクトル分析前に分画する、請
求項５７に記載の方法。
【請求項７５】
比較スペクトルが患者由来の試料に関連するものであり、そして、レファレンス比較スペ
クトルが対照である、請求項６９に記載の方法。
【請求項７６】
請求項１の方法に従ってレファレンス比較スペクトルを得る、請求項６９に記載の方法。
【請求項７７】
請求項１３の比較プロセスの前の一定期間、レファレンス比較スペクトルを電子的に格納
する、請求項７６に記載の方法。
【請求項７８】
第１のスペクトルデータパターンが質量スペクトルを含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項７９】
第２のスペクトルデータパターンが質量スペクトルを含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項８０】
第１及び第２のスペクトルデータパターンがクロマトグラフィー溶出プロファイルを含む
、請求項５７に記載の方法。
【請求項８１】
第１の相と第２の相との間の種の分配係数を決定することなく第１及のスペクトルパター
ンと第２のスペクトルデータパターンとを比較する、請求項５７に記載の方法。
【請求項８２】
複数種が異なる化学組成の複数種を含む、請求項５７に記載の方法。
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【請求項８３】
複数種が同一の化学組成の複数種を含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項８４】
複数種が構造的相違に基づいて異なる相の間では異なって分配する、請求項８３に記載の
方法。
【請求項８５】
第１のスペクトルデータパターンと第２のスペクトルデータパターンとを比較することに
より生物学的系の状態を決定することを含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項８６】
状態が生理学的状態である、請求項８５に記載の方法。
【請求項８７】
比較スペクトルが一有機体の未知の状態を示す試料を表すものであり、そしてレファレン
ス比較スペクトルが有機体の正常な状態及び異常な状態の両方を示す試料から誘導される
、請求項６９に記載の方法。
【請求項８８】
複数種及び比較スペクトルの入手元である試料が同時に有機体から採取される、請求項８
７に記載の方法。
【請求項８９】
複数種及び比較スペクトルの入手元である試料が異なる時点において有機体から採取され
る、請求項８７に記載の方法。
【請求項９０】
複数種及び比較スペクトルの入手元である試料が同一個体の生物学的有機体から採取され
る、請求項８７に記載の方法。
【請求項９１】
比較スペクトルがある生理学的状態を有する同一個体から得られた比較スペクトルの平均
である、請求項８７に記載の方法。
【請求項９２】
比較スペクトルがある生理学的状態を有する異なる個体から得られた比較スペクトルの平
均である、請求項８７に記載の方法。
【請求項９３】
複数種の何れかの化学的なアイデンティティー又は生物学的なアイデンティティーを決定
することなく方法を実施する、請求項８７に記載の方法。
【請求項９４】
分配系の第１の相及び第２の相の少なくとも１つが水性である、請求項５７に記載の方法
。
【請求項９５】
第１の分配系の第１の相及び第２の相の各々が水性である、請求項９４に記載の方法。
【請求項９６】
分配系が水性多相系である、請求項５７に記載の方法。
【請求項９７】
分配系の第１の相及び第２の相の少なくとも１つが重合体を含む、請求項５７に記載の方
法。
【請求項９８】
分配系の第１の相及び第２の相の少なくとも１つが塩を含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項９９】
分配系の第１の相及び第２の相の少なくとも１つが界面活性剤を含む、請求項５７に記載
の方法。
【請求項１００】
複数種の少なくとも１つの種が生体分子である、請求項５７に記載の方法。
【請求項１０１】
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複数種の少なくとも１つの種が蛋白である、請求項１００に記載の方法。
【請求項１０２】
複数種の少なくとも１つの種が医学的状態に関する被疑マーカーである、請求項５７に記
載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願）
　本願は、Ｃｈａｉｔらにより２００５年１２月１９日に出願された米国仮特許出願第６
０／７５１，７１５号（発明の名称「Ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎｖ
ｏｌｖｉｎｇ　Ｓｐｅｃｔｒａｌ　Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｅｓ」）の利益を主張し、この出
願は、本明細書中に参考として援用される。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は一般的に身体試料の特徴化を試料の少なくとも１つの成分又は種の分析から行
うことに関する。一部の特定の実施形態においては、本発明は試料内の種の分画及び異な
る画分の比較分析を行うことにより比較データを定義し、これを他の同様のデータと比較
することにより試料及び／又は試料内の種に関する情報を提供することに関する。
【背景技術】
【０００３】
　（背景）
　多くの疾患及び／又は他の病理学的過程又は状態は特定の蛋白の機能不全及び／又は調
節不全により誘発される。疾患関連の蛋白は、「正常」又は「野生型」の相当物と相対比
較してそれらの構造が改変されている場合があり、及び／又は、ある疾患状態においては
「正常な」生理学的状態と相対比較してより大量（アップレギュレートされた発現）又は
より少量（ダウンレギュレートされた発現）で発現される場合がある。一部の場合におい
ては、改変された構造及び／又は機能を有する蛋白は特定のヒト又は動物の疾患に関連す
るマーカーとして、例えば疾患のより早期の検出の為の診断薬等として使用してよい。多
くの場合において、疾患または他の状態のある病理学的過程に関連する特定の蛋白は未知
である。そのような蛋白の同定は新しい診断試験等の開発のために有用である。
【０００４】
　蛋白マーカーの同定及び特徴化の一般的アプローチは高分解能の分離技術を用いた生物
学的物質（生体液、例えば血液、血清、血漿、脳脊髄液、組織、細胞等）の試料の蛋白組
成の分析に基づいている。例えば対照及び被験の試料又は集団から単離した蛋白を蛋白分
解性の切断に付し、そしてその切断産物を、液体クロマトグラフィー（ＬＣ）を直列型の
質量スペクトルに結合させたもの（ＬＣ－ＭＳ－ＭＳ）を使用して同定することができる
。多くの蛋白分離手法は、典型的には二次元ゲル電気泳動（２－ＤＥ）又は２次元の高速
液体クロマトグラフィー（２Ｄ－ＨＰＬＣ）による試料からの蛋白の多次元の分離に基づ
いている。病理学的試料に関わる二次元（２－Ｄ）蛋白マップを得てレファレンス試料に
関するものと比較してよく；（２－ＤＥ）マップ上の「スポット」として、又は、２Ｄ－
ＨＰＬＣマップ上の「ピーク」として観察される蛋白の位置を比較し、そして病理学的試
料から得られたマップ上には存在する（存在しない）が、レファレンス試料から得られた
マップ中には存在しない（存在する）ものは病理学的に関連する蛋白に相当する可能性が
あるものと判断してよい。追加的にスポット（又はピーク）の強度として推定される蛋白
の量を評価し、病理学的試料とレファレンス試料の間で比較してよい。有意に異なるもの
は一部の場合において病理学的に関連するものとみなしてよい。
【０００５】
　さらにまた近年、多数の蛋白（「サイン」）の存在／非存在、及び／又は相対的量のパ
ターンもまた診断上関連性がある場合があることが明らかにされており、その場合、目的
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のものであると判断された蛋白はペプチドマッピング及び／又は質量スペクトル分析によ
り同定される。数学的又は統計学的な手法、例えばパターン認識手法を用いてこれらの実
験的手法により作成されたパターンを分析し、そして診断上の分類を行うことができる。
しかしながら、このアプローチは場合により、例えば所定の試料中の蛋白の全てを分析す
ることが本来必要であるが蛋白の僅かな部分のみしか何らかの病理学的関連性を有さない
という理由から、極めて非効率的である場合が多い。
【０００６】
　蛋白混合物の分析上の複雑性を低減するための数種の異なる方法が開発されている。こ
れらの方法は典型的にはゲル電気泳動または２Ｄ－ＨＰＬＣによる２Ｄ分析の前の元の混
合物の分画に基づいている。１つのそのような方法はフリーフロー電気泳動の手法による
蛋白の分離である。しかしながらこの手法は元の蛋白混合物を分画するものの単純化され
た画分の複数の２Ｄ分析を生じさせる場合があり、即ち、分析の複雑性を低減して分解能
を向上させるものの更に分析を要する試料の数量を本来大きく増大させる。
【０００７】
　他の方法は異なる天然のリガンド及び／又は薬理学的化合物に対する蛋白の親和性に基
づいた分画であるが；この方法は蛋白機能に従った蛋白の分離を可能にするものの、更に
分析するための試料の数量を大幅に増大させ、そして試料間の相違に関する追加的な知見
又は予測を必要とする場合が多い。
【０００８】
　大部分の分画手法の１つの難点はそれらが一般的に蛋白－蛋白又は蛋白－リガンドの相
互作用を温存できない点にある。生物学的相互作用の間の相違点は試料内の変化を解明し
て検出するために重要である場合が多い。更に又、分画手法の大部分は分子サイズ又は実
質電荷のような固定された物理的属性による分離に依存している。これらの属性は複雑な
混合物中の生体分子内の区別のためには極めて重要であるが、それらは一般的に、例えば
正常対疾患状態、配置の相違等を示す生体分子間の潜在的な相違の全てを網羅していない
。現在の分画手法の別の重要な難点は、例えばグリコシル化パターンにおける構造的変化
及び／又はコンホーメーションの変化の間の相違に基づいて混合物を分離する能力をそれ
らが有していない点に関連している。これらの変化は疾患状態に関与している、及び／又
は、その結果である蛋白を同定するために重要である場合が多い。例えば、遺伝子突然変
異の結果として蛋白が誤って折り畳まれた場合、蛋白の実質電荷及びサイズは大きく変化
しない場合があり、そしてより重要な点として、蛋白の発現レベルは伏在する正常対疾患
状態に対して同じである場合がある。最終的に、個体内の天然の遺伝子的変動性は生物学
的試料中の生体分子の発現レベル（濃度）における極めて大きい散乱に寄与している場合
がある。この変動性は一般的に遺伝子的変動性よりはむしろ特定の病理学的状態に固有の
相違を確実に検出するために統計学的に多くの数量の試料を使用することを必要とする。
天然の遺伝子的変動は、蛋白マーカー系の診断を実施する際には、診断試験の感度及び／
又は特異性の低減のために、多大な障害となる場合が多い。
【０００９】
　分子及び／又は試料特徴化の分野における多大な進歩があったにもかかわらず、特異性
、汎用性、利便性を付加、及び／又は、効率を向上させるための改善がなお必要とされて
いる。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　（発明の要旨）
　本発明は一般的に分子及び／又は生体分子又は他の種の混合物の分離、分画及び／又は
特徴化に関する。例えば一部の実施形態においては、本発明は生体分子の混合物、生体分
子を含む複合体、生体分子と相互作用する分子、及び／又はそれらの類縁の種の分析及び
特徴化の為の系および方法を提供する。例えば、生体分子の混合物の分析の全体的パター
ンにおける相違は生存有機体の疾患及び／又は生理学的状態の蛋白マーカーを示す場合が
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ある。
【００１１】
　本出願の要件には、一部の例において、相互に関連する製品、特定の問題に対する代替
となる解決法、及び／又は、単一の系又は物品の複数の異なる使用が関与している。
【００１２】
　本発明の１つの態様は複数種の特徴を決定する方法に関する。実施形態の１セットによ
れば、方法は、少なくとも２相を包含する第１の系のそれぞれ少なくとも第１の相及び第
２の相を定義する少なくとも第１及び第２の相互作用成分に複数種を曝露する作業、曝露
後の系の第１の相の複数種から累積スペクトル情報を含む第１のスペクトルデータパター
ンを得る作業、曝露後の系の第２の相の複数種に由来する累積スペクトル情報及び／又は
系への曝露の前の複数種の複数に由来する累積スペクトル情報を含む第２のスペクトルデ
ータパターンを得る作業、及び、第１のスペクトルデータパターンの少なくとも一部分と
第２のスペクトルデータパターンの少なくとも一部分との比較から比較スペクトル情報を
誘導することにより複数種の特徴を決定する作業を包含する。
【００１３】
　１つの実施形態において、本発明は多相系の異なる相の種の相互作用の相対的尺度にお
ける相違の作用を利用するための方法、例えば分子及び／又はそのような分子と相互作用
する分子の混合物の構造的及び／又は機能的特徴に関連する混合物間の相違を反映する場
合がある混合物２つ、３つ以上の多相分配を介した例えば分画又は分離を発生させること
及び使用することを含む。これらの手法は例えば試料の質量スペクトル分析又は他の分析
を用いてこのようなマーカーの独特のパターンを同定するため、及び／又は、診断及び他
の関連する用途の為にマーカーのこのようなパターンを用いるために使用できる。
【００１４】
　１つの態様において、本発明は複数種の特徴を決定する方法である。実施形態の１セッ
トにおいて、方法は、少なくとも２相を包含する第１の系のそれぞれ少なくとも第１の相
及び第２の相を定義する少なくとも第１及び第２の相互作用成分に複数種を曝露し、それ
への曝露時に複数種を相互に相対的に異なるように相互作用させる作業；曝露後の系の第
１の相の複数種から累積スペクトル情報を含む第１のスペクトルデータパターンを得る作
業であって、そのスペクトルデータパターンは異なる相との種の相互作用の相対的尺度の
ものの作用を表すものである；曝露後の系の第２の相の複数種に由来する累積スペクトル
情報及び／又は元の複数種の複数に由来する累積スペクトル情報を含む第２のスペクトル
データパターンを得る作業；及び、第１のスペクトルデータパターンと第２のスペクトル
データパターンの少なくとも一部分から比較スペクトル情報を誘導することにより複数種
の特徴を決定する作業を包含する。
【００１５】
　実施形態の別のセットにおいて、方法は、少なくとも２相を包含する分配系の第１の相
と第２の相の間に複数種を分配する作業；分配後の系の第１の相の複数種から累積スペク
トル情報を含む第１のスペクトルデータパターンを得る作業；分配後の系の第２の相の複
数種に由来する累積スペクトル情報及び／又は元の複数種の複数に由来する累積スペクト
ル情報を含む第２のスペクトルデータパターンを得る作業；及び、第１のスペクトルデー
タパターンと第２のスペクトルデータパターンの少なくとも一部分から比較スペクトル情
報を誘導することにより複数種の特徴を決定する作業を包含する。
【００１６】
　別の態様において、本発明は生物学的系の生理学的状態を決定することを包含する。１
つの実施形態において、そのようにするための方法は生物学的系に由来する試料の種の混
合物に由来する比較パターンを決定することを包含し、ここで比較パターンは第１の分配
系のそれぞれ少なくとも第１の相及び第２の相を定義する少なくとも第１及び第２の相互
作用成分の分析から得られるデータのパターンから誘導される。種の混合物及び第１の分
配系の第１及び第２の相互作用成分の間の比較パターンを決定するプロセスから、生物学
的系の生理学的状態を決定することができる。
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【００１７】
　別の実施形態においては、方法は、生物学的系から得られた本明細書中に記載する比較
パターンと、生物学的系のレファレンス状態を表す、相当する比較パターンの間の相違を
決定することにより、そのようなパターンをもたらす種の混合物における個体種の化学的
又は生物学的なアイデンティティーを知ることなく、生物学的系の生理学的状態を決定す
ることを包含する。
【００１８】
　別の実施形態においては、方法は生物学的系から得られた比較パターン及びレファレン
ス状態の少なくとも１つを有する試料の少なくとも１つから得られた比較パターンに関連
する第１の特性及び／又は特性の値の間の相違及び／又は同様性を決定することにより生
物学的系の生理学的状態を決定することを包含する。
【００１９】
　更に別の実施形態においては、方法は、生物学的系から得られた数学的又は統計学的に
処理された分析パターンと、レファレンス状態の少なくとも１つを有する試料の少なくと
も１つから得られた相互作用の相対的尺度の同様な数学的又は統計学的に処理された分析
パターンとの間の相違及び／又は同様性を決定することにより生物学的系の生理学的状態
を決定することを包含する。
【００２０】
　別の態様において、本発明は、生理学的分析のための１つ以上のツールを同定する方法
に関する。１つの実施形態において、方法は、種の第１の混合物を含む種、及び、第１の
分配系の少なくとも第１の相及び第２の相をそれぞれ定義する少なくとも第１及び第２の
相互作用成分の分析から得られるデータパターンの間の比較パターンを決定することを包
含する。比較パターンはまた種の第１の混合物の種に相当する種の第２の混合物と第１の
系を含む種との間においても同様に決定する。相違は、第１の混合物の種の比較パターン
対第２の混合物の種の比較パターンにおいて、第１の系で決定する。この相違に基づき、
第１の系を生物学的系の生理学的状態を決定するためのツールとして選択する。或いは、
又は追加的に、第１の混合物を含む種の比較パターン及び第２の混合物を含む種の比較パ
ターンを、生物学的系の生理学的状態を決定するために選択する。
【００２１】
　本発明は、更に別の態様において、複数種の少なくとも１つの特徴を決定する方法に関
する。実施形態の１つのセットによれば、方法は、少なくとも第１及び第２の相を包含す
る水性分配系に複数種を曝露する作業；質量スペクトル分析を使用して、水性分配系の第
１の相に関連する１つ以上の種の第１の試料から累積スペクトル情報を含む第１のスペク
トルデータパターンを得る作業；質量スペクトル分析を使用して、以下のもの、即ち（１
）水性分配系の第２の相に関連する１つ以上の種の第２の試料、又は（２）曝露工程の前
の複数種の一部分、の１つ以上から第２のスペクトルデータパターンを得る作業；及び、
第１のスペクトルデータパターンの少なくとも一部分を第２のスペクトルデータパターン
の少なくとも一部分と比較することにより複数種の少なくとも１つの特徴を決定する作業
を包含する。
【００２２】
　方法は、実施形態の別のセットによれば、複数種を少なくとも第１及び第２の相互作用
成分に曝露することにより複数種を少なくとも部分的に分離する作業；質量スペクトル分
析を使用して、少なくとも部分的に分離された複数種の第１の試料を処置することにより
第１のスペクトルデータパターンを作成する作業；質量スペクトル分析を使用して、以下
のもの、即ち（１）第１の試料と同一ではない少なくとも部分的に分離された複数種の第
２の試料、又は（２）曝露行程前の複数種の一部分、の１つ以上を処置することにより第
２のスペクトルデータパターンを作成する作業；及び、第１のスペクトルデータパターン
の少なくとも一部分を第２のスペクトルデータパターンの少なくとも一部分と比較するこ
とにより複数種の少なくとも１つの特徴を決定する作業を包含する。
【００２３】
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　実施形態の更に別のセットにおいては、方法は、少なくとも第１及び第２の相を包含す
る水性分配系に複数種を曝露する作業；水性分配系の第１の相に関連する１つ以上の種の
第１の試料から累積情報を含む第１のデータパターンを得る作業；以下のもの、即ち（１
）水性分配系の第２の相に関連する１つ以上の種の第２の試料、又は（２）曝露行程の前
の複数種の一部分、の１つ以上を処置することにより累積情報を含む第２のデータパター
ンを得る作業；及び、第１のデータパターンの少なくとも一部分を第２のデータパターン
の少なくとも一部分と比較することにより複数種の少なくとも１つの特徴を決定する作業
を包含する。
【００２４】
　本発明の他の利点及び新規な特質は添付図面と共に考察すれば本発明の種々の非限定的
な実施形態の以下に示す詳細な説明から明確化されることになる。本明細書及び参考とし
て援用される文書が矛盾及び／又は不一致のある開示を包含する場合は、本明細書が優先
する。参考として援用される文書２つ以上が相互に対して矛盾及び／又は不一致のある開
示を包含する場合は、より遅い有効日を有する文書が優先する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２５】
　（詳細な説明）
　本発明は一般的に、分子又は種の少なくとも一部の相互からの分離を起こすことができ
る媒体との分子又は他の種の複数の相互作用、及び、パターンを定義するための分離から
生じる分子／種の少なくとも一部分の処置に関する。パターンは分離から生じる分子／種
の別の部分に由来する、及び／又は、分離よりも前に分子又は他の種の元の複数から得ら
れたパターンに由来するパターンに対して比較することができ、これにより分子及び／又
は生体分子又は他の種の複数の特性化、及び／又は、何れかの分子又は生体分子等の何れ
かの特定の特性化を伴うか伴わない分子／種に関連する実態に関連する状態の特性化をも
たらす。分離媒体は以下において考察する多相分配系又は他の分離物質を包含できる。混
合物は部分的又は完全に分離してよい。一部の実施形態においては、本発明は例えば混合
物中の種の相互作用の尺度となるデータの相当するパターンの特性又は挙動の間の相違の
検出、同定、及び／又は特性化の為の系および方法を提供する。何れかの手法、例えば、
質量スペクトル分析、ＮＭＲスペクトル分析、ＵＶ及び／又は可視光スペクトル分析等の
スペクトル分析手法を用いてパターンを発生させてよい。複数の分子は生体分子及び／又
は生体分子と相互作用することができる分子を包含してよい。パターンは達成すべき比較
に応じて、混合物の試料を用いて（分離の前又は後に）作成してよい。
【００２６】
　本発明の１つの特徴では、試料又は試料の画分（例えば生物学的起源の試料）から得ら
れた、例えば質量スペクトル分析器から得られたスペクトルデータ（パターンとして）の
使用を含み、この場合試料は、まず相互作用系と相互作用する。相互作用系は試料中の種
の一部と優先的に相互作用することにより、元の試料とは異なる試料の少なくとも１つ（
そして場合により１つより多く）の画分をもたらす。次にスペクトルデータを、同じ相互
作用系と相互作用できるようにされていた同じ試料の第２の画分から、又は試料そのもの
のスペクトルデータから得られた何れかの別のスペクトルデータと比較する。
【００２７】
　しかしながら、本発明がスペクトルデータのみの使用に限定されると理解してはならな
い。一般的に、データパターンを作成するために使用できる試料の処置の何れかの方法を
用いることができる。例えば、試料の一部分又は試料の画分は、何れかの適当な手法、例
えばＮＭＲスペクトル分析、ＵＶ及び／又は可視光スペクトル分析、ＩＲスペクトル分析
、ラマンスペクトル分析、蛍光スペクトル分析、質量スペクトル分析、クロマトグラフィ
ー（例えば液体クロマトグラフィー、ＨＰＬＣ、クロマトグラフィー溶出プロファイル分
析等）、ＧＰＣ、ＥＬＩＺＡ、シンチレーション計数等を使用してデータパターンを作成
するために処置してよい。一部の場合においては、例えば数学的処理、データ変換、デー
タスムージング、ノイズフィルター等により、データ自体を処置することによりデータパ
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ターンを作成してよい。従って、本明細書において「スペクトルデータ」又は「比較スペ
クトル」を考察する場合は、これは例示に過ぎず、そして本明細書において記載する他の
データパターン又は比較データパターンもまた、本発明の他の実施形態において使用して
よいものとする。
【００２８】
　１つの態様において、本発明では分配を行い、そして一部の例においては、分配の後に
、分配成分を質量スペクトル分析のようなスペクトル分析、又は、データパターンを作成
するための他の適当な方法に付すことができ、その際、異なる成分のスペクトルを分析す
る必要はなく、そして、特定の実施形態においては、これらの成分の特徴を同定する試み
を行う必要はない（ただしこれは一部の実施形態においては行うことができる）。異なる
成分又は相のスペクトルデータ又は他のデータパターン、及び／又はそれらの内部の種を
、一部の実施形態において比較することにより比較スペクトル又はパターンを定義するこ
とができ、これはそれら自体において、又はそれら自体が、種の混合物に関連するマーカ
ーであることができ、及び／又は、種の混合物に関する情報を明らかにすることができる
。この情報はその種の誘導元である実態の条件に関する情報、例えば比較スペクトル又は
パターンを、対照を定義するレファレンス比較スペクトル又はパターンと比較した場合の
、患者の医学的状態及び／又は生理学的状態を包含できる。比較スペクトル又はパターン
は一部の場合においては引き算、割り算、掛け算又は他の変換のような数学的操作の１つ
以上を用いて成分又は相のスペクトル又は他のデータパターンから誘導できる。１つの実
施形態において、比較スペクトル又はパターンは、割り算がやはり規格化の操作であるこ
とから、成分又は相のデータパターンのポイント・バイ・ポイントの割り算により得られ
る。この点における規格化操作とは比較されるパターンの２つ以上における特定のピーク
又は他の特異的な情報をもたらす伏在する蛋白、蛋白フラグメント又はペプチドに帰属す
るデータパターンの絶対値の取り消し又は除去を意味する。即ち、ポイント・バイ・ポイ
ントの割り算を用いて成分又は相のデータパターンを割ることにより得られる比較スペク
トル又はパターンは、伏在する蛋白の相の各々に対する親和性の間の相対的変化を示すの
みであって、元の試料中のそれらの絶対量に対するものではない。
【００２９】
　他の信号処理手法及び変換を用いて比較パターンの構築の前又は後にデータパターンを
前処理又は後処理することができる。そのような手法は限定しないが、フーリエ変換又は
小波変換のような変換を伴うか伴わない、そして、デジタル又は他のフィルターの使用を
伴うか伴わない、スペクトルのデータスムージング、ノイズフィルター、補間法等を包含
する。
【００３０】
　例えば健常患者由来の血液試料のようなレファレンス実態から試料を取り出すことによ
り対照を樹立できる（何れかの他の試料、例えば尿、血漿及び当該分野で知られたものを
標準的手法に従って使用及び／又は使用前処理することができる）。試料は多相分配系（
又は本明細書に開示する他の手法）において分画に付すことができる。２相分配系を使用
する場合は、第１及び第２の相（又は、場合により、より多くの相が存在する場合はより
多くの相）の少なくとも一部分又は数部分をスペクトル分析（又は本明細書に開示する他
のデータパターン化手法）に付すことができ、そしてそれらのスペクトル（又は他のデー
タパターン）を比較して比較スペクトルを作成する。或いは、又は追加的に、分配前の元
の試料をスペクトル分析に付し、そのスペクトルデータを第１及び／又は第２の相のスペ
クトルデータの項目１つ以上と比較することにより比較スペクトルを作成できる。これら
のアレンジメントの一部において、分配前の混合物のスペクトルの何れかの数量、及び分
配後の相の何れかの数量を得ることができる。一部の場合において、少なくとも２つのス
ペクトルデータを比較することにより対照を定義する情報を（場合により他の情報、例え
ば温度、血圧等と組み合わせて）得る。比較スペクトルは場合により、後の使用のために
格納、例えばスペクトル比較の紙上のプリントアウトとして格納するか、コンピュータ中
、又は何れかの他の知られた格納媒体上に電子的に格納することができる。
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【００３１】
　特定の実体が特定の状態を呈するかどうか、例えば患者が特定の生理学的状態を有する
かどうかに関して疑問がある場合、試料（例えば対照のものと類似、同様又は同一の試料
）を実体から取り出し、そして試料を少なくとも部分的に分離することができる系（例え
ば分配系）に付すことができる。データは、分配相由来のデータ、又は元の分配前の混合
物の相及び／又はデータパターンを用いて分析し、そして次に比較してよい（例えば比較
スペクトルを形成することにより）。未知の比較スペクトルを対照の比較スペクトルと比
較することにより試料が実質的に対照から偏移しているか、又は対照と本質的に同じであ
るかを決定することができ、これは、試料が患者における疾患を示しているか否かについ
ての教示を与えることができる。対照は当然ながら、健常患者のもの、又は生理学的機能
不全又は疾患の多くのうちの何れかを有する患者のものであることができる。或いは、２
つ以上の対照を使用して健常状態及び／又は多くの機能不全状態の何れかを定義し、そし
て未知試料の分画に由来する比較スペクトル又はパターンをこれらの対照の何れか又は全
てと比較することにより試料の入手元である実体の状態を決定することができる。実際に
は同じ機能不全状態を呈する異なる実体を起源とする多重比較スペクトル又はパターンを
平均することにより複合比較スペクトル又はパターンとすることができる。
【００３２】
　一部の実施形態においては、方法は種の混合物におけるパターン及び／又は第２の混合
物における種の相当するパターンを発見及び／又は同定するために使用することができ、
その場合、種の各混合物は特定の診断に関連するマーカーとして異なる生理学的条件を有
する生物学的系を起源とするものであり、そして、診断スクリーニングの間に発見され同
定された後にそのようなマーカーを得るためのスクリーニングのために使用することがで
きる。
【００３３】
　以下の文書、即ちＣｈａｉｔらの「Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ｔｈｅ　Ｒａｔｉｏ　ｏｆ　Ａｍｏｕｎｔｓ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｏ
ｒ　Ｔｈｅｉｒ　Ｓｕｂ－ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ａ　Ｍｉｘｔｕｒｅ」と題さ
れた２０００年１０月２４日発行の米国特許第６，１３６，９６０；Ａ．Ｃｈａｉｔらの
「Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」と題された２００３
年５月２２日公開のＰＣＴ公開第ＷＯ０３／０４２６９４；Ａ．Ｃｈａｉｔらの「Ｓｙｓ
ｔｅｍｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ
　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」と題された２００３年６月１３日出願の米国特許出願第６０／４
７８，６４５；Ｃｈａｉｔらの「Ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｃ
ｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」と題された２００４年４
月１４日出願の米国特許出願第６０／５６１，９４５；Ａ．Ｃｈａｉｔらの「Ｓｙｓｔｅ
ｍｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌｅｓ」と題された２００４年６月１４日出願の国際特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ
０４／１９３４３；Ａ．Ｃｈａｉｔらの「Ｓｐｅｃｔｒａｌ　ａｎｄ　Ｏｔｈｅｒ　Ａｎ
ａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｐａｒｔｉｔｉｏｎｅｄ　Ｓａｍｐｌｅｓ」と題された２００４年
１２月９日出願の米国特許出願第６０／６３４，５８６；及びＡ．Ｃｈａｉｔらの「Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ　Ｓｐｅｃｔｒａｌ　Ｂｉｏ
ｍａｒｋｅｒｓ」と題された２００５年１２月１９日出願の米国特許出願第６０／７５１
，７１５；は参考として全体が本明細書中に援用される。
【００３４】
　定義
　明細書及び添付の請求項において使用する場合、単数表記のものは特段の記載が無い限
り複数の指示対象を包含するものとする。即ち、「生体分子」に言及した場合、生体分子
の混合物等も包含されるものとする。
【００３５】
　範囲は本明細書においては「約」１特定値から、及び／又は「約」他特定値までとして
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表示してよい。そのような範囲を表示する場合、他の実施形態は１特定値から、及び／又
は、他特定値までを包含する。同様に、「約」という接頭語を使用することにより値を概
数として表示する場合、特定の値は別の実施形態を形成するものと理解されることになる
。更に又、範囲の各々の終点は他の終点と関連して、そして、他の終点から独立して、双
方の意義を有すると理解されることになる。
【００３６】
　「任意の」又は「場合により」とはその後に記載される事象又は状況が起こるか起こら
なくてよく、そして記述は当該事象又は状況が起こる場合及び起こらない場合を包含する
ことを意味する。
【００３７】
　「分析対象」、「分析対象分子」又は「分析対象種」とは、例えば、自身の存在、量及
び／又はアイデンティティーが決定されるべきである分子、例えばポリヌクレオチド又は
ポリペプチドのような巨大分子を指す。
【００３８】
　「抗体」とは、本明細書においては、ポリクローナル又はモノクローナル抗体を意味す
る。更に又、「抗体」は、限定しないが、未損傷の免疫グロブリン分子、キメラ免疫グロ
ブリン分子、又はＦａｂ又はＦ（ａｂ’）２フラグメントを包含する。そのような抗体及
び抗体フラグメントは、例えば各々が参考として本明細書中に援用されるＨａｒｌｏｗ　
ａｎｄ　Ｌａｎｅ（Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ（１９８９）），Ｋｏｈｌｅｒら（Ｎａｔｕｒｅ２５６：４９５
－９７（１９７５））に記載されているものを包含する、当該分野で良く知られた手法に
より作成できる。相応して、抗体は本明細書においては単鎖抗体（ＳｃＦｖ）も包含し、
これは連結したＶＨ及びＶＬドメインを含んでよく、そして抗体のネイティブのイディオ
タイプのコンホーメーション及び特異的結合活性を保持していてよい。このような単鎖抗
体は当該分野で良く知られており、そして標準的な方法により製造できる。例えばＡｌｖ
ａｒｅｚら、Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．８：２２９－２４２（１９９７）を参照。本
発明の抗体は何れかのアイソタイプ、例えばＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ又はＩｇＭ
であることができる。
【００３９】
　「水性」とは、本明細書においては、溶媒和物質が主に親水性の特徴を有する溶媒／溶
質の系の特徴的な特性を指す。水性の溶媒／溶質の系の例は、水又は水を含有する組成物
が主な溶媒であるものを包含する。１つの実施形態において、水性物質は水中に混和性で
あり、そして周囲条件下で（例えば１気圧及び室温、約２５℃において）一日未撹乱で放
置した後に水以外の別個の同定可能な相を形成しない（水はそれ自体混和性であることに
留意）。
【００４０】
　「分配系」とは本明細書においては、少なくとも２つの相、区分、区域、成分等を有す
る何れかの物質を差し、その少なくとも２つはそれらが曝露されている種の少なくとも１
つと、異なった様式で相互作用できる。例えば、分配系は、異なる区分に曝露されている
特定の分子と異なった様式で相互作用できる固体表面の異なる区域（例えば液体クロマト
グラフィー又はＨＰＬＣの場合等）、種１つ以上が曝露され、そして場合により溶解され
ることができ、そしてその種の少なくとも一部が異なる相と異なった態様で相互作用でき
る多相液体系（例えば水性／非水性の系又は水性の多相系（後に定義））のような多相系
を包含することができる。例えば、特定の種は、多相分配系が混合物からある種を単離す
るか、又はある種を少なくとも一部の様式において相間で異なる態様において分配させる
ことができる程度にまで、ある相に対して別の相よりも大きい親和性を有してよい。二相
系を本明細書において記載する場合は、より多くの相を使用できることと理解すべきであ
る。
【００４１】
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　「水性多相系」とは、本明細書においては、分析対象種が滞留することができ、そして
本明細書に記載した方法に従って分析対象種の構造的状態を特性化するために使用できる
１水相より多くを包含する水性の系を指す。例えば、水性多相系は平衡時に２、３又はそ
れ以上の非混和性の相に分離することができる。水性多相系は当該分野で知られており、
そしてこの表現は、本明細書においては、当該分野における許容された意味と不整合であ
ることを意味しない。種々の水性多相系の例及びそれらの組成は後に詳述する。
【００４２】
　「累積スペクトル情報」とは種の混合物を示す複数種に由来するインプット、例えばス
ペクトル（これは質量スペクトル報告であることができる）を包含するスペクトル情報を
意味する。
【００４３】
　「相互作用成分」とは、ある種と相互作用してその種に関する情報（例えば種に対する
親和性）を提供することができる、多相系の相、又はクロマトグラフィーカラムの成分、
又は分離を起こすことができる他の組成物のような成分を意味する。種に曝露された多重
相互作用成分は各成分と種との間の「相互作用の相対的尺度」を提供することができる系
を定義することができる。相互作用成分は固体又は液体、水性又は非水性であることがで
き、重合体、有機物（例えば蛋白、小分子等）、無機物（例えば塩）、界面活性剤等、又
はこれらの何れかの組み合わせであることができる。相互作用成分のセットは本明細書に
記載する方法に従って分析対象種のような種の構造的状態を特性化するために使用される
何れかの実験方法を定義する場合に少なくとも部分的に有用な系を形成できる。典型的に
は、相互作用成分の系は種と少なくとも２つの相互作用成分との間の相対的相互作用を計
測することができる。
【００４４】
　水性多相系は相互作用成分の系の一例であり、そして「水性の系」又は「水性多相系」
を本明細書において使用する場合、これは例示に過ぎず、そして如何なる適当な相互作用
成分の系も使用できると理解すべきである。水性２相及び水性多相の系を本明細書におい
て記載するが、他の系、本明細書においては水性の溶液又は懸濁液のみを含むものに類似
する系を使用できると理解すべきである。例えば、水性の二相の系は特性として液体では
ない相１つ以上における非水性の成分を包含することができる。この態様において、多相
系は又１つの媒体対他の媒体に対する生体分子の示差的親和性に依存している関連の手法
を指し、この場合１つの媒体と場合により別の媒体との間の生体分子の輸送は水性又は非
水性の環境において起こる。そのような多相系の例は限定しないが、当業者の知る通り、
ＨＰＬＣカラムまたは液－液分配クロマトグラフィー又は他の形態のクロマトグラフィー
用の系を包含し、このような場合、１つの相は固相であり、そしてもう１つの相は担持さ
れた種が固相に接近する液体であってよく、そして、固相及び／又は液相に対する種々の
種の間の異なる親和性が分離を誘発できる。本発明は水性の多相系に限定されないと理解
すべきであり；一部の場合においては、単一の非分配相を有する系を使用してよく；例え
ば、２つ以上の相互作用成分が複数種を含有する溶媒を定義してよく、そして成分は少な
くとも部分的に分離してよい（ただし、分離された成分の間には、例えば濃度等に関して
、明確な分割が必ずしも無くともよい）。
【００４５】
　本明細書において特定の種に言及する場合の「相互作用の相対的尺度」とは、相対的な
意味において、種が他の種と、又は多相系のある相と相互作用する程度を意味する。例え
ば、特定の種は多相系の１つの相に対して、他の相に対するよりも大きい親和性を有して
よく、そしてそれがその相と相互作用するかその内部に滞留する程度は、他の相とは異な
り、相互作用のその相対的尺度を定義する。相互作用の相対的尺度は、本発明に関する場
合、一部の例においては絶対的態様を使用できるものの、一般的には、絶対的態様ではな
くむしろ比決定的な態様において決定される。限定しない例として、種が２相系の各相と
相互作用できるが１方の相において他相よりも好ましく滞留する場合、本発明は典型的に
は２相の各々における、又は相の１方及び元の試料における、種の濃度の比に関するもの
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であるが、必ずしも各相における種の絶対的な濃度ではない情報を使用する。他の場合に
おいて、相互作用は特定の溶媒又は流体の担体内の特定の種の滞留にではなくクロマトグ
ラフィーカラムの固相のような固体表面との相互作用に基づくことができ、その場合、相
対的尺度は溶出時間において自信を顕在化させ、及び／又は、異なる種又は異なる基質の
場合とは異なって多孔性の基質との特定種の相互作用のような幾何学的または空間的な相
互作用を包含することができる。一部の場合においては、相互作用の相対的尺度は１つの
型より多くの相互作用を包含する。
【００４６】
　「分配係数」とは、本明細書においては、平衡時における多相系の２，３又はそれ以上
の相の化学的活性又は濃度の比、又は、平衡時における多相系の１相中の種及び元の試料
中における相当する種の化学的活性又は濃度の比により定義される係数を指す。例えば、
２相系における分析対象の分配係数（「Ｋ」）は第１の相における分析対象の濃度の第２
の相におけるそれに対する比として定義される。多相系については、多数の分配係数が存
在してよく、その場合、各分配係数は第１の選択された相と第２の選択された相における
種の比を定義する。当然ながら、何れの多相系における分配係数の総数は典型的には相の
総数マイナス１に等しくなる。本明細書においては、「分配係数」は又、２相系の第１の
相における種の混合物の分析に由来する特定のｍ／ｚ（質量の電荷に対する比）の位置に
おけるピーク高さの、同じ二相系の第２の相における種の混合物の分析に由来する同じ特
定のｍ／ｚの位置における相当する高さに対する比を指すか、又は、そのような系の２，
３又はそれ以上の異なる相に由来する試料の間のクロマトグラフィー分析における特定の
溶出時間におけるピーク高さ比を指すことができる。
【００４７】
　不均質な相の系に関しては、「見かけの分配係数」は、本明細書においては、相の間の
相対的な分配に送還する代替の手法から得られた情報を説明する係数を指す。非限定的な
例として、使用される不均質な二相系がＨＰＬＣカラム又は他のクロマトグラフィーカラ
ムである場合、この「見かけの分配係数」は分析対象に対する相対的保持時間であること
ができる。当業者には当然であるが、クロマトグラフィーカラム内の分析対象の保持時間
は多くの場合において第１の移動相と第２の非移動相の間の分析対象の平均の分配を反映
している。更に又、分析対象の他の同様に決定することができる特性もまた分析対象の物
理的特性における相違を定量するために使用でき（例えば他の手法において）、そしてこ
のため、見かけの分配としての使用のために適している。
【００４８】
　「結合する」とは本明細書においては、十分理解されている受容体／リガンド結合並び
に生体分子とその結合相手との間の他の非ランダムな会合を意味する。「特異的に結合す
る」とは、本明細書においては、特定の生体分子以外の何れの生体分子とも実質的に交差
反応しない結合相手又は他のリガンドを説明するものである。一般的に、相互に優先的に
結合する分子は「特異的結合対」と称する。そのような対は限定しないが、抗体とその抗
原、レクチンとそれが結合する炭水化物、酵素とその基質、及び、ホルモンとその細胞内
受容体を包含する。結合機序の例は限定しないが、共有結合、イオン結合、ファンデルワ
ールス結合、水素結合等を包含する。
【００４９】
　一般的に使用されている通り、「受容体」及び「リガンド」という用語は結合分子の対
を同定するために使用される。通常は「受容体」という用語は、例えば抗体のようなその
結合活性に関して既知である分子のクラスのものである特定の結合対のメンバーに割りつ
けられる。「受容体」という用語はまた、例えばレクチン炭水化物対の場合のレクチン上
のような、より大きなサイズの対のメンバーに対して優先的に付与される。しかしながら
、当業者には当然であるが受容体及びリガンドの同定は幾分自由裁量的であり、そして「
リガンド」という用語は別様には「受容体」と称される分子をさすために使用してもよい
。「抗リガンド」という用語は場合により「受容体」の代わりに使用される。
【００５０】
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　「分子－分子相互作用」、例えば生体分子－生体分子相互作用、蛋白－蛋白相互作用等
は、典型的には、「結合」よりも弱い相互作用、即ち水素結合、ファンデルワールス結合
、ロンドン力、又はある分子の他の分子に対する親和性に寄与する他の非共有結合性相互
作用に基づく相互作用を意味し、その場合の親和性はある分子が他の分子又は他の分子の
区分に順応する能力のような構造上の特質により支援されることができる。分子－分子相
互作用は結合を包含できるが、必須ではない。
【００５１】
　「生体分子」とは本明細書においては、典型的には有機体から誘導され、そして典型的
にはヌクレオチド等を包含するビルディングブロックを包含する分子を意味する。非限定
的な例はペプチド、ポリペプチド、蛋白、蛋白複合体、ヌクレオチド、オリゴヌクレオチ
ド、ポリヌクレオチド、核酸複合体、単糖類、オリゴ糖、炭水化物、脂質並びにこれらの
組み合わせ、エナンチオマー、相同体、類縁体、誘導体及び／又はミメティックを包含す
る。
【００５２】
　「種」とは本明細書においては、分子又は分子の収集物を指す。例えば、無機の化学物
質、有機の化学物質、生体分子等が種であってよい。本発明においては、種は一般的に生
体分子である。
【００５３】
　「相当する種」とは本明細書においては、化学的に同一である少なくとも２つの異なる
種を意味するか、または、それらが化学的に、及び／又は分子量により異なる場合でも、
僅かにしか異ならないことを意味する。相当する種の非限定的な例は、他の種又は複数の
種に関して本質的には同一であるが結合親和性において異なり、より高次の構造を有し、
例えば二次又は三次の構造においては異なるが、化学配列においては有意に異なっていな
い、蛋白の構造的アイソフォーム、蛋白又は他の分子を包含する。一般的に、相当する種
は、異なって配置していてよい（アイソフォーム、異性体等）が、同じか本質的に同じ化
学ビルディングブロックよりなる種である。
【００５４】
　「検出可能」とは本明細書においては、判別すべき種の能力及び／又は種の特性を指す
。種を検出可能とする方法の一例は、第１の種と結合又は相互作用する別の種を準備する
ことであり、その場合、種は検出可能な標識を含む。検出可能な標識の例は、限定しない
が、核酸標識、化学反応性の標識、蛍光標識、酵素標識及び放射性標識を包含する。
【００５５】
　本明細書においては、「決定する」という用語は一般的に例えば定量的又は定性的に種
を分析すること、及び／又は、種の存在又は非存在を検出することを指す。「決定する」
とはまた、例えば定量的又は定性的に種２つ以上の間の相互作用を分析すること、及び／
又は相互作用の存在又は非存在を検出することによるものを指す。
【００５６】
　「ミメティック」とは、本明細書においては、自身の構造が抗体又は抗原の結合領域に
基づくかそれより誘導されたものである、化学的な化合物、有機性の分子、又は、何れか
の他のミメティックを包含する。例えば、ペプチドの結合ループのような結合領域の構造
を模倣する予測された化学構造をモデリングすることができる。そのようなモデリングは
標準的な方法を用いて実施できる（例えばＺｈａｏら、Ｎａｔ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ
．２：１１３１－１１３７（１９９５）を参照）。このような方法により同定できるミメ
ティックは更に、本明細書に記載された結合試験に従って、目的の元の同定された分子と
同じ結合機能を有するものとして特性化できる。或いは、ミメティックは又コンビナトリ
アルな化学ライブラリから、ペプチドと全く同じ態様において選択することができる。例
えばＯｓｔｒｅｓｈら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９１：１
１１３８－１１１４２（１９９４）；Ｄｏｒｎｅｒら、Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ
．４：７０９－７１５（１９９６）：Ｅｉｃｈｌｅｒら、Ｍｅｄ．Ｒｅｓ．Ｒｅｖ．１５
：４８１－９６（１９９５）；Ｂｌｏｎｄｅｌｌｅら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．３１３：１
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４１－１４７（１９９６）；又はＰｅｒｅｚ－Ｐａｙａら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２
７１：４１２０－６（１９９６）を参照。
【００５７】
　「固体支持体」とは本明細書においては、本発明の種々の成分が物理的に結合されるこ
とにより本発明の成分を固定化する十分理解された固体物質を意味する。「固体支持体」
という用語は本明細書においては、非液体の物質を意味する。固体支持体は、限定しない
が、膜、シート、ゲル、ガラス、プラスチック又は金属であることができる。本発明の固
定化された成分は共有結合によるか、及び／又は、非共有結合の誘因力、例えば水素結合
相互作用、疎水性誘因力及びイオン力などを介して固体支持体に会合させてよい。
【００５８】
　「構造」、「構造的状態」、「配置」又は「コンホーメーション」は、本明細書におい
ては、例えば、それらが生体分子、例えば蛋白及び核酸並びに薬学的に活性な小分子に適
用される場合のように、全て該当する用語の一般的に理解される意味を指す。異なる観点
において、これらの用語の意味は当業者が知る通り変動することになる。分子の構造及び
構造上の状態は一般的には分子を定義するビルディングブロックではなく、これらのビル
ディングブロックの空間的配列を指す。配置及びコンホーメーションは典型的にはこの配
列を定義する。例えば、蛋白構造に言及する場合の第１、第２、第３又は第４という用語
の使用は、当該分野で許容される意味を有し、これは核酸構造に言及する場合のそれらの
意味とは一部の点において異なる（例えばＣａｎｔｏｒ　ａｎｄ　Ｓｃｈｉｍｍｅｌ，Ｂ
ｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＰａｒｔｓＩ－ＩＩＩを参照）。特段の記
載が無い限り、これらの用語の意味は当業者により一般的に許容されているものとなる。
【００５９】
　「生理学的条件」とは本明細書においては、有機体の物理的、化学的又は生物物理学的
な状態を意味する。本発明に関する場合に最も典型的に使用されるものとしては、生理学
的条件は正常（例えばヒト及び他の有機体に関する場合に健常）、又は異常（例えばヒト
及び他の有機体に関する場合に疾患状態）な状態を指す。
【００６０】
　「パターン」とは本明細書においては、種の物理的特性の連続体又は物理的特性と他の
特性の組み合わせを意味する。
【００６１】
　「相当するパターン」とは本明細書においては、生物学的な系の異なる試料から典型的
に得られる第２のパターンを意味し、そして、性質が数又はカテゴリのいずれであるかに
関わらず、連続体における各位置が記述語の同じ値を保有するように、物理的又は他の特
性の同じ連続体を有する。
【００６２】
　「マーカー」とは本明細書においては、自身が滞留する生物学的環境の構造的又は生理
学的な状態に関する情報のキャリアとなることができる種の物理的特性のパターン（例え
ば種の混合物の質量スペクトル分析実験から得られるｍ／ｚ値のスペクトル）である。そ
のような物理的特性のパターンはまた、数学的又は統計学的に処理、削減、変換又は別様
に表示することができる。「処理されたマーカー」とは本明細書においてはそのような処
理されたパターンであるが、本明細書においては、マーカーは特定の関連に応じて物理的
特性のパターン又はそのような特性の処理されたパターンを命名するために代替として使
用される。マーカーは、自信が滞留する環境の生理学的状態の２つ以上に相当し、そして
それに関する情報を表す少なくとも２つの異なる特性又は特異的な特性（例えば構造コン
ホーメーション、他の種に対する結合親和性等であって、種の単に異なる量ではない）の
値を示すことができる。例えばマーカーは、自身が滞留する健常な系を表す第１の状態と
自身が滞留する疾患の系を表す第２の構造的状態（例えば異なるコンホーメーション）と
の間で一部が構造的に修飾されている蛋白のシリーズから得られたパターンであってよい
。本明細書においては、マーカーは又、自身が滞留する生物学的環境の生理学的状態に関
する情報のキャリアとなることができる比較パターン、及び／又は、そのようなパターン
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と他の特性に関する他の情報の組み合わせである。
【００６３】
　「スペクトルデータ」とは、目視可能な、紙上に記録された、電子的に記録されたもの
等に関わらず、質量スペクトル検査、赤外スペクトル検査、ＵＶ及び／又は可視光のスペ
クトル分析、ＮＭＲスペクトル分析、又は独立変数が波長、溶出時間等を包含する試料分
析から得られたデータの何れかの他の連続体のようなスペクトル手法の１つ以上の試料に
対する適用に関する何れかの情報を意味する。そのようなスペクトル分析は定型的な技術
を超えることなく当業者により実施される。
【００６４】
　スペクトルデータは電磁気学的波長に対して試料に応答を求める手法に限定されないデ
ータパターンの一例である。データパターンは他の手法により、例えば波長に対してでは
なく溶出時間に対してデータストリームを作成するクロマトグラフィー的手法により、Ｎ
ＭＲ等により得られた分析データの何れかの連続体を包含する。
【００６５】
　「比較する」とは、スペクトル又はスペクトルデータ（又は他のデータパターン）の関
連においては、スペクトルデータ（又は他のデータパターン）の何れかのセクションの比
較の何れかの型を意味する。例えば、質量スペクトル分析に由来する２つの典型的なプリ
ントアウトを並置して比較することができ、そして人が各スペクトルの質量スペクトルピ
ークの１つ以上の高さを観察し、それらのピークの間の比較について注記することができ
るか、又は、そのようなピークに関連する質量対電荷の比を示すコンピュータ分析に関連
する数を観察し、これらの数を比較することができる。或いは、種々の質量スペクトルの
種々の質量対電荷のピークを相互に比較することによりそのような比較を表す比較スペク
トル又は比較スペクトル情報を作成するようにコンピュータをプログラムすることができ
る。従って、比較スペクトル情報は２つのスペクトル又は他のデータパターンにおける相
違を表す数を定義してよく、及び／又は、数は特定の質量対電荷の比の位置（質量スペク
トルデータの例による）における２つの異なるスペクトルのピーク高さ又は範囲の比を定
義することができる。或いは、比較スペクトルはスペクトルデータポイント複数において
データパターン２つ以上における相違を記録することができ、即ち質量スペクトルの場合
は、特定の質量対電荷の比のピーク複数が２つのスペクトルの間の相違又は比の何れかと
して記録される。別の例として、２つの質量スペクトルの全てのデータポイントは、各ス
ペクトルの特定の質量対電荷の比のピークの間の相違又は各々間の比として比較すること
ができ、そして数のシリーズとして、または新しいスペクトルプリントアウトとして表示
するか、又は何れかの他の方法で表示することができ、その場合、観察者又は機材（例え
ばプロセッサ）がこのデータを観察及び／又は分析することができ、そしてこれにより各
スペクトルの誘導元である異なる試料の間の相違を観察及び／又は記録することができる
。全てのそのようなスペクトルデータ及び比較スペクトルはスペクトルデータの入手元の
試料の種の何れか１つ以上の同定をもたらす型のデータの分析を伴うか伴わずに得ること
ができる。データパターンはまた、まず数学的に処理し、例えばフーリエ変換又は小波変
換を使用して又は他のドメインに変換し、そして処理又は変換されたデータを当業者の知
る手法、例えば単純な数学的操作、データ削減手法、例えば固有値分析等を用いて他のス
ペクトルに比較することができる。スペクトル比較及び「比較スペクトル」という用語の
使用は一般的に同じ試料の少なくとも２つのデータパターンを包含し、そのうち少なくと
も１つは多相系を有する試料に相互作用することにより得られる。比較の作業は一般的に
はスペクトル分析又はクロマトグラフィー的な分析において慣用的に行われているような
例えばベースラインを得るためデータパターンを単に規格化することを包含しない。比較
スペクトルは又、一般的に、それがもとの試料を含む種の濃度に依存せず、そして、元の
試料の種の濃度又は存在度のレベルに関する情報を必ずしも担持していなくてよいような
態様において誘導される。
【００６６】
　「比較スペクトルデータ」はＩＲスペクトル、ＵＶ／Ｖｉｓスペクトル等から、並びに
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、例えばクロマトグラフィーの溶出プロファイルから得られる時間におけるデータポイン
トの連続体から同様に誘導できる。少なくともＶ／Ｖｉｓ及びＩＲスペクトルに関連する
比較スペクトルデータ、及び、そのようなデータの記録及び／又は表示の為の種々の手法
は当業者がよく知る通りである。本発明との関連において、スペクトルデータ及び／又は
比較スペクトルデータはスペクトルに関連するデータポイントの何れか１つ又は多く（何
れかの数の質量対電荷比、波長、溶出時間等）において、特定の試料との関連において獲
得及び／又は誘導することができることが強調される。
【００６７】
　実施形態
　スペクトル分析、例えば蛋白及び血清又は他の生物学的流体から得られた混合物の質量
スペクトル分析のパターンの研究における近年の進歩が明らかにしたことは、２試料間で
異なる蛋白を明確に同定することによりそれらを区別可能とする必要はないことである。
（例えば質量スペクトルのような特定のスペクトル手法を記載する本出願の何れの箇所に
おいても、特定のスペクトル手法は例えば本明細書に開示した何れかの他のスペクトル又
はクロマトグラフィーの手法により置換することができると理解すべきである。本発明の
実施形態の１つの特定のセットにおいては、質量スペクトルを使用する。）即ち、一部の
態様において、シグナルパターン手法を用いる場合、スペクトルの相違はそれらの同定を
必要とすることはなく混合物のパターン（「データパターン」）をキャプチャする数学的
項目において表示できる。特定の蛋白（バイオマーカー）又は他の種の濃度レベルにおけ
る変化を検出することにより試料間の相違を同定する代わりに、試料中の蛋白又は他の種
の完全な混合物を表すパターンを比較し、その後、試料を分類するために使用する。これ
らの手法は分析中の試料に相当する例えば病理学的又は生理学的な変化には関連しない濃
度レベルの変化に対して特に高感度である。特定の用途、例えば一般的集団における比較
的稀少な疾患の診断の為には、特異性及び感度の必要レベルは極めて高い場合がある。こ
のような高い性能レベルと、それに組み合わせられる試料中の濃度レベルの非関連の変化
に対するパターン認識手法の固有の感度は、本発明の特定の系及び方法を使用しながら目
標とすることができる。本明細書に記載したパターン認識系の方法は、発現の絶対的レベ
ルに対しては固有には低感度であり、そして、より多くの信頼できるパターンをもたらす
。更に又、そのようなパターンは試料間に伏在する相違に対してより緊密に相関付けるこ
とができる。上記した通り、そのような比較の手法は質量スペクトル分析にのみ限定され
るわけではなく、試料の種１つ以上に関連して作成される如何なるデータパターンにも適
用することができ、例えばＮＭＲスペクトル分析、ＵＶ及び／又は可視光のスペクトル分
析、クロマトグラフィー（例えば液体クロマトグラフィー又はＨＰＬＣ）、ＧＰＣ、ＥＬ
ＩＺＡ等を挙げることができる。
【００６８】
　分子又は他の種（例えば分子の凝集塊、多重サブユニット蛋白等）、例えば生体分子の
状態は多くの要因、例えば限定しないが化学構造の変化（例えば蛋白におけるアミノ酸の
付加、欠失又は置換、化学物質による共有結合の修飾又は化学的又は熱的な分解による切
断、構造への炭水化物の付加又は欠失等）、生体分子又はリガンドのような他の種１つ以
上との相互作用等により影響される場合がある。異なる状態の評価は異なる分子（または
他の種）の潜在的有効性、分子の状態、分子又は種が滞留している環境（例えば種の混合
物）の状態又は状況などを決定する１つの方法として使用できる。
【００６９】
　本発明は一部の実施形態において分子の状態の検査を包含する。本発明は生体分子及び
／又は生体分子と相互作用できる分子の関与する試験の関連において記載するが、本発明
は、生物学的、生化学的、化学的又は他の種であるかを問わず、本質的に如何なる分子種
及び／又は相互作用にも適用することができ、そして非生物学的分子の関連において本発
明をどのようにして使用できるかについては、当業者の知る通りである。「生体分子」を
本発明の説明において使用する場合は常時、如何なる非生物学的分子も使用又は試験でき
ると理解しなければならない。
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【００７０】
　１つの態様において、本発明は生体分子（又は他の種）及び／又は生体分子と相互作用
する分子の混合物の組成に関する情報を決定するための手法を包含する。混合物は生物学
的材料、例えばヒトの臨床試料又は他の生物学的流体、組織、細胞、対象等を起源とする
ものであってよく、及び／又は、混合物は合成混合物であってよい。混合物は生物学的な
系に由来するものであることができ、これは、本明細書においては、ヒト又は非ヒト哺乳
類、例えば限定しないが、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、ニワトリ、霊
長類、ラット及びマウス、他の動物（例えばカエル）又は細菌、ウィルス、カビ又は植物
起源のものを意味する。混合物はヒト又は他の動物の内部の何れかの適当な原料から、例
えば組織生検試料、全血、血清又は他の血液画分、尿、眼内液、唾液、脳脊髄液、扁桃、
リンパ節由来の液体又は他の試料、穿刺生検試料等から採ってよい。
【００７１】
　本発明は又、一部の場合において、元の混合物における生体分子又は生体分子と相互作
用する分子の特定の構造的及び／又は機能的特徴を反映することができる、例えば本明細
書に記載した多相分配または他の分離手法（例えばクロマトグラフィー）を用いた処理を
介して得られる混合物の特徴（定量的及び／又は定性的）を発生させ決定することに関す
る。これらの特徴は例えば混合物の組成と混合物の生物学的原料の生理学的な状態、例え
ば対象の健康状態又は疾患との間の関連性を確立するために使用できる。これらの特徴は
また、分析の目的のために意図する分子においてリッチ化されたサブセットへの混合物の
後の分画のための実験条件を設計すると同時に、一部の場合における異なる分子の総数を
削減するために使用することもできる。分離は完全か部分的であってよく、即ち、種１個
以上が、全体の試料と相対比較してサブセット中により高濃度で存在するが、他の種もな
おサブセット中に存在してよい。本発明の系及び方法はまた生体分子又は生体分子と相互
作用する分子の混合物中の変化を検出、分類及び／又は予測するためにも有用である。例
えば、混合物は合成の混合物であるか生存有機体、細胞、組織または生物学的液体の特定
の疾患又は生理学的状態に関連する混合物であってよい。本発明の系および方法は又、生
物学的混合物中の分子又は生体分子の１つ以上に対する変化を検出するためにも使用でき
、そしてこれらの変化は更に、一部の実施形態においては、そのような変化に関連する診
断を検出及び分類するために使用される。しかしながら、１つの実施形態において、本発
明の系及び方法は、本明細書に記載した態様において多相系に混合物を相互作用させ、そ
して比較スペクトルを誘導するよりも前（又は後）に混合物の前（又は後）処理として分
画が行われるとしても、分析の前に元の混合物の種のサブセットを単にそのように除去す
るために使用されるのではない。
【００７２】
　混合物におけるそのような変化の例は混合物の種のパターンの特性における相違である
ことができ、例えば種のコンホーメーション、構造及び／又は他の分子に対する相互作用
傾向（例えば他の分子または他の種に対する結合親和性又は他の相互作用の特徴）におけ
る相違に関連するものが挙げられる。例えば、混合物が蛋白又は他の生体分子を包含する
場合、そのような変化は一次配列修飾を介して、化学的、熱的または他の分解機序を介し
た蛋白または他の生体分子の分解により、他の分子及び／又は生体分子との相互作用によ
り、低分子量成分（例えばホルモン、ペプチド、ビタミン、コファクター等）との相互作
用により、混合物の構成成分の相対的含有量または濃度の変化により、酵素反応のような
反応により、ホスホリル化又はグリコシル化等のような特定の変化により誘導される場合
がある。本発明の系及び方法は、一部の場合においては、特定の疾患又は生理学的状態又
はその発祥の検出、その進行のモニタリング、治療等の目的のために、生物学的種、例え
ば限定しないが、ポリペプチド、蛋白、炭水化物、核酸、ポリヌクレオチド、脂質及び／
又はステロール、及びこれらの混合物又は誘導体を検出、分析及び／又は特性化するため
に使用できる。
【００７３】
　本発明に関与する比較及び分類は本発明の分析方法に必ずしも関連しない（直接誘導さ
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れない）追加的情報の使用を行うことができる。例えば、血圧、温度、血糖値及び／又は
本質的に如何なる他の決定可能な生理学的状態も本発明の手法と組み合わせて使用するこ
とにより１つ以上の生理学的状態を分析することができる。
【００７４】
　本発明の一部の実施形態においては、複数種（分子、生体分子等）を第１及び第２の相
互作用成分に曝露し、これにより少なくとも部分的に複数種が、例えば第１の部分及び第
１の部分とは異なる組成を有する第２の部分に分離又は「分配」される。例えば、第１の
部分は第１の種（又は第１の種の第１のコンホーメーション）がリッチ化されていてよく
、一方第２の部分は第１の種又はコンホーメーションが欠損していてよい。このような分
離は一部の場合においては部分的又は完全であってよい。一部の場合においては、系は本
明細書に開示する通り、分配系である。非限定的な例は水性／非水性の分配系、水性の多
相分配系、液体クロマトグラフィー、ＨＰＬＣ、カラム液－液分配クロマトグラフィー（
ＬＬＰＣ）、不均質２相系、多相不均質系などを包含する。
【００７５】
　多重分配及び／又は他の分離工程は、追加的な情報及び／又は感度が得られるように、
本発明の一部の実施形態において行うことができる。例えば２つ以上の異なる混合物の各
々における種の比較パターンを決定する前に、そして、同一（又はほぼ同一）の組成の分
配系２つ、３つ又はそれ以上における両方の混合物の分配の後に、混合物を含有する両方
の系の第１及び／又は第２の相互作用成分のある量を更に、相互作用成分少なくとも２つ
を有する同一（又はほぼ同一）の系の第２のセットに導入することができる。次に、両方
の混合物に関する系の両方の第２のセットの分配を行うことができ、そして、各混合物の
種の比較パターンを本明細書に記載する通り決定して使用することができる。他の非限定
的な例として、混合物はまずクロマトグラフィーに付し、その後、分配（又はその逆）し
てもよい。
【００７６】
　当業者の知る通り、これらの生物学的な種は何れかの適当な形態において、例えば天然
原料からの抽出物、生物学的液体、細胞及び組織の試料、細菌、ウィルス又はカビ、コン
ビナトリアルな化学的又は生化学的な手法により発生された分子の収集物、及び、これら
の組み合わせ、合成により創作されたもの等の形態において存在することができる。
【００７７】
　１つの実施形態において、本発明は異なる組成を呈する試料（又は種の混合物）の間の
変動が検出できる特定の条件を決定するための方法を提供し、即ちこれにより、情報を決
定するための「ツール」として、又はツールの一部分としての基準及び／又は系の成分の
セットを決定する。例えば、種の比較パターンを決定する多相系の能力は重要なツール又
はそのようなツールの成分として機能することができる。具体的には、１つの非限定的な
例として、溶媒構造のような異なる化学的又は生化学的な親和性または他の特徴を有する
２つの相の間の試料の構成成分の分配は、構成成分を、異なる特性又は組成の媒体に対す
るそれらの相対的親和性により分離するものであってよい。即ちこの分離手法はプロテオ
ミクス又は同様の手法、例えば電荷及び大きさの相違が試料の構成成分を分離するために
使用される２つの次元である２Ｄゲル電気泳動において典型的に使用されているものを包
含するか、或いはそれらとは異なることができる。一部の場合においては、例えばプロテ
オミクスにおける多くの用途について、本発明は同じか異なる条件の何れかを用いて逐次
的及び／又は連続的な分配を実施するための能力を提供し、それは分画された試料中の追
加的な増幅または相違をもたらす場合がある。このような画分を含む種の物理的特性のこ
のようなパターンは更に、一部の場合においては質量スペクトル分析のような手法を用い
て分析してよい。しかしながら、本発明に関する場合、混合物を含む一部の種を単に分画
又は除去するためにそのような操作を必ずしも意図しておらず、むしろ、混合物中の元の
種の濃度又は存在度のレベルに関する情報とは独立することができる比較スペクトルを誘
導するための手段を提供するものである。
【００７８】
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　上記した通り、水性多相（例えば２相）の分配系は本発明の多くの実施形態における使
用に十分適しているが、他の分配系も他の実施形態に従って同様に使用できる。即ち「水
性２相分配」又は「水性多相分配」を用いる場合、これは他の系、例えば水性／非水性の
２相分配、非水性／非水性の２相分配、液体クロマトグラフィー等も使用できることと理
解しなければならない。水性２相系におけるバイオポリマーの分配はその電荷、大きさ、
３次元構造、型、溶媒に曝露されている化学基の局所構造等のような要因に応じたもので
あってよい。例えば、何らかの作用により、例えばリガンド結合の結合により、及び／又
は、構造的分解により誘導された受容体の３Ｄ構造における変化は、また、生体分子にお
ける溶媒接触可能な化学基の局所構造又は溶媒に接触できる基の局所構造及び型の両方を
も変化させることができる。これらの変化の１つの結果は、本発明の特定の実施形態によ
れば、生体分子及び／又はリガンド結合受容体の分配挙動における改変であってよい。
【００７９】
　一部の場合において、生物学的試料中の生体分子の濃度のレベルは、遺伝子タイピング
または検査中の生理学的状態に関連するもの以外の理由に依存している。即ち、疾患対正
常状態に起因する生体分子における相違の同定は、本発明の一部の実施形態においては、
天然の遺伝子的又は他の変動の作用を無視するために、統計学的に有意な数量の試料を使
用することを必要とさせる場合がある。一部の場合においては、過少又は過剰発現をもた
らす遺伝子的又は他の変動の作用は、その疾患対正常状態に追跡される生体分子に対する
相違から分離（分画）することができる。この分離は、種々の実施形態に従って、試料又
は生体分子又は他の分子を含有する種の他の混合物を１つ以上の異なる系における分配又
は分離に付し、そして、試料／系の種々の成分との混合物中の種の比較パターンを決定す
ることにより、達成することができる。これは例えば、各試料の２つの相互作用成分を従
来の手法を使用して分離及び／又は分画し、疾患及び正常の試料中の各種に対して計算し
た分配係数のパターンを計算し、そして、そのようなパターンをその後の分析のために利
用することにより遂行することができる。特定の非限定的な例として、比較パターンを得
ることは、系の第１の部分及び第２の部分（及び／又はより多くの部分）の少なくとも一
部分における分画及び／又は分離を包含できる。この分画又は分離では、電気泳動、例え
ば一次元電気泳動、二次元電気泳動、液体又は他のクロマトグラフィー、系の第１、第２
（及び代替例では更に多くの部分）の少なくとも一部分に対する質量スペクトル分析を実
施する直接又は後の分析等を包含する手法を使用することができ、そして一部の場合にお
いては、ポイント・バイ・ポイントによる比較を使用することができる。他の手法は他の
スペクトル分析的手法（例えばＵＶ、可視光、ＩＲ、ラマン等）等を包含する。異なる分
配係数は各種の発現の絶対的レベルには関係しなくてよく、むしろ、構造、他の分子への
結合に関する変化又はそれらの生物学的作用等に関連する他の変化に関係するものであっ
てよい。即ち、本発明は実施形態の１つのセットにおいて、自身の構造において固有であ
り、そしてこのため自身の絶対的レベルではなく自身の機能に対してより緊密であって、
そして一部の場合においては発現レベルの個々の変動性の作用を無視するために統計学的
に大量の試料を必ずしも必要としない、生物学的混合物中の生体分子に対する変化の同定
の為の方法を提供する。
【００８０】
　多重系から得られる分配係数の値のパターン（「サイン」）の使用は本発明の特定の方
法の特異性を増強させるために使用できる。更に別の実施形態においては、多重系におけ
る試料の分配及び上記した行程の実施、次いで、生体分子の１つ以上の値のパターンを観
察することは、感度の高い特異的な診断方法を構築する別の方法を提供できる。
【００８１】
　一部の実施形態においては、そのような変化は局所構造及び／又は溶媒接触可能な基の
型に対する伏在する依存性を有する他の系及び方法を使用しながら検出してよい。そのよ
うな他の方法の例は限定しないが、カラム液－液分配クロマトグラフィー（ＬＬＰＣ）、
不均質２相系、多相不均質系等を包含する。一部の場合においては、第１の相と第２の相
との間の平均の分配における相対的変化を表す見かけの分配係数を発生させてよい。例え
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ば、ＬＬＰＣにおいては、受容体の保持容量を見かけの分配係数として使用してよい。
【００８２】
　水性２相系は当業者に良く知られており、異なる種類の水溶性重合体または単一の重合
体及び特定の塩の水性混合物として生じることができる。２つ以上の特定の重合体、例え
ばデキストラン（「Ｄｅｘ」）及びポリエチレングリコール（「ＰＥＧ」）又は１つ以上
の特定の重合体及び１つ以上の無機塩、例えばポリビニルピロリドン（「ＰＶＰ」）及び
硫酸ナトリウムを特定濃度を超えて水中で混合する場合、混合物は特定の条件下では２つ
の非混和性の水相に分離する場合がある。それらは例えば一方では１つの重合体がリッチ
化され、そして他方の相では他の重合体又は無機塩がリッチ化されているように、２つの
相を分離する別個の界面境界が存在する場合がある。一方又は両方の相における水性の溶
媒は生物学的又は他の種に対して適当な媒体を提供してよい。２相系は又、異なる種々の
化学成分を使用することにより多重の相の系に一般化することができ、１０以上の相を有
する水性の系は当該分野で知られており、そして本発明と共に使用できる。
【００８３】
　種をこのような２相系に導入する場合、それは２相の間に分布する場合がある。この系
及び他の系（例えば３つ以上のこのような相を有する多相系）においては、種は各相内で
異なる濃度で存在することができ、或いは、各相内で同じ濃度であることができる。溶質
の分配は、平衡している２つの非混和性の相の溶質の濃度の間の比として定義される分配
係数「Ｋ」により特性化することができる。水性重合体系における相分離は水の構造に対
する２重合体（又は単一の重合体と塩）の異なる作用に起因する可能性があることが以前
よりわかっている（例えばＢ．Ｚａｖｌａｖｓｋｙ，Ａｑｕｅｏｕｓ　Ｔｗｏ－Ｐｈａｓ
ｅ　Ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ：Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉ
ｏａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９５を参照）。水の構造に対する異なる作用の結果として、共存し
ている相における水性媒体の溶媒の特質は相互に異なることができる。相間の相違は誘電
体、溶媒和発色性、電位差滴定、分配決定等のような手法により決定してよい。
【００８４】
　水性２相系における溶質の分配の基本的規則は水－有機溶媒系におけるもの（これもま
た本発明における系として使用できる）と同様であることがわかっている。しかしながら
水性重合体系の２相の特性において相違が実際に存在するとしても、同じ（水性）の性質
の溶媒の対に関して予測されるとおり、水－有機溶媒系中で観察されるものと相対比較し
て、極めて小さい場合が多い。水性２相または多相の系における相の溶媒特質の小さな相
違は、特定の構造的特質が存在する場合に生じる観察される分配を増幅するように変更す
ることができる。
【００８５】
　相の各々の重合体及び／又は塩の組成は水性２相系の全重合体及び／又は塩の組成に依
存している場合がある。ある所定の相の重合体及び／又は塩の組成もまた、この相の水性
の媒体の溶媒特質を支配することができる。これらの特質は、例えば限定しないが、誘電
特性、溶媒の極性、溶質との疎水性水和相互作用に参加する溶媒の能力、溶質との静電気
的相互作用に参加する溶媒の能力、及び、溶媒の水素結合酸性度及び塩基性度を包含する
。共存する相における水性媒体の全てのこれら及びその他の溶媒特質は、水性２相系の重
合体と塩の組成の選択により操作してよい。媒体のこれらの溶媒特質は受容体における溶
媒接触可能な化学基の特定の型に対する所定の水性２相系の感度を支配する場合がある。
この感度、型および例えば２種の異なる蛋白中の溶媒接触可能な基の局所構造は所定の水
性２相系中の蛋白を分離する可能性を決定することができる。
【００８６】
　一部の場合においては、特に高感度の系、例えば、２つの極めて同様の種に対して極め
て高感度の系、又は、単一の種のコンホーメーションにおける相違を検出することができ
る系等が必要となる場合がある。この感度は例えば、緊密に関連する化学的化合物の結合
により誘導される受容体におけるコンホーメーションの変化の間で僅かな相違を検出して
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いる場合に重要となる場合がある。本発明は一部の実施形態においては、２つの混合物の
組成の間の相違を同定及び／又は増幅するために組成物をスクリーニングするための効率
的で良好な系及び方法を提供する。本明細書に記載するように、各分子をスクリーニング
する為に広範な種類の異なる条件を利用することにより、異なる分配または分離の挙動が
信頼性を持って得られ、その際、水性２相分配、又は、他の関連する、又は代替可能な分
離手法の何れかの根本理論を十分に理解する必要はない。
【００８７】
　蛋白、核酸等の生体分子は、２つ以上の相の間では、そのような系におかれた場合には
分布する場合がある。例えば、相形成重合体を使用する場合において、１つ以上の２重合
体及び生体分子を含む溶液を、両方の相形成重合体及び生体分子が混合されるように、共
に混合してよい。得られた溶液を分割し、そして２相系を形成する。場合により、遠心分
離を使用することにより相の分離を増強することができる。更に別の実施形態においては
、分配はマイクロ流体装置中で実施してよく、その場合、２つの液流を狭小なチャンネル
中で緊密に接触させることにより攪拌及び遠心分離を必要とすることなく種の分配を促進
する。当業者に知られる通り、生体分子の分配挙動は多くの変数、例えばｐＨ、使用する
重合体、使用する塩、系の組成に関連する要因、並びに温度、容量等のような他の要因に
より影響を受ける場合がある。所望の作用のためにこれらの要因を最適化することは、本
開示と組み合わせて、当業者により定型的な慣行で行うことができる。
【００８８】
　生体分子又は他の種の分画に由来するデータの評価では、一部の実施形態においては、
分配係数を使用する。例えば、蛋白の分配係数は２相系における第１の相における蛋白の
第２の相におけるそれに対する比としてとらえることができる。多相系が形成される場合
、多数の独立した分配係数が存在でき、その各々が何れかの２相の間において定義され得
る。当然ながら、所定の生体分子又は所定のコンホーメーションにおける他の種に関する
分配係数は、それらが付される２相系の条件と組成が一定に維持される場合には一定とな
る。即ち、例えば、潜在的結合相手の添加時に蛋白に対する分配係数において変化が観察
される場合、それらの変化は蛋白－結合相手複合体の形成により誘発される蛋白構造の変
化に起因すると推測できる。そのような場合における分配係数は特定的に数学的に定義さ
れる量であり、そして用語には、種及び少なくとも２つの相互作用成分の間の相互作用の
相対的尺度を表す係数が包含される。やはり当然ながら、２つ以上の混合物中の相当する
種の分配係数の間の相違は、潜在的な構造の変化に加えて、そのような種の混合物中の他
の種への結合又は結合の欠如を示す場合がある。本発明は分配係数のパターンの特定の使
用を行うが、それらの個々の相当物は本明細書に記載した目的の為には必ずしも使用しな
い。
【００８９】
　１つの分配系の非限定的な例において、水性多相系は種々の物質から形成可能であるこ
とがわかっている。例えば分析すべき蛋白（又は他の化合物との蛋白の混合物）の分配係
数を決定するためには、水中の全ての成分（重合体１、例えばデキストラン；重合体２、
例えばＰＥＧ、ポリビニルピロリドン、塩等）の濃縮保存溶液を別個に製造できる。相の
重合体、塩及び蛋白の混合物の保存溶液は、系が所望の組成となるために適切な量及び条
件（例えば約３．０～約９．０のｐＨ、約４℃～６０℃の温度、０．００１ｍｏｌ／ｋｇ
～５ｍｏｌ／ｋｇの塩分濃度）において混合し、そして激しく振とうすることができる。
次に系を平衡とすることができる（相の分割）。平衡は溶液を未撹乱に維持することによ
り達成することができ、又は、約１０００ｇ～約４０００ｇ、又は一部の場合にはより高
値において例えば２～３０分間遠心分離することにより加速することができる。各々の沈
着（分割）した相の細分量を上層及び／又は低層から（又は多相が存在する場合１つ以上
の相から）取り出すことができる。次に分子又は他の種の濃度を各相に関して決定するこ
とができる。
【００９０】
　種々の実施形態において、例えば、多相系の各相における生体分子の濃度の形態におい
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て、種と相互作用成分との間の相互作用の相対的尺度を決定するために種々の異なる試験
方法を使用してよい。試験は頻繁には存在する生体分子又は他の種のアイデンティティー
及び型に依存している。適当な試験の手法の例は限定しないが、立体顕微鏡試験、免疫化
学試験、化学試験、蛍光試験、放射線試験及び酵素試験を包含する。生体分子がペプチド
又は蛋白である場合、共通のペプチド又は蛋白の検出手法を使用できる。これらには、限
定しないが、直接の分光分析（例えば２８０ナノメートルにおける吸収をモニタリングす
る）及びクーマシーブルーＧ－２５０またはフルオレスカミン、ｏ－フタルジアルデヒド
又は他の染料及び／又は試薬を用いた染料結合反応を包含する。或いは、蛋白が抗体又は
抗原の何れかである場合は、特定の免疫化学的試験を一部の場合において使用できる。質
量スペクトルの場合、特定のｍ／ｚのスペクトルの位置におけるピーク高さは一部の場合
においては特定の蛋白の濃度に比例する場合があり、又は、特定の溶出時間におけるピー
ク高さが同様に比例する場合がある。
【００９１】
　各相における、又は１つの相と元の試料における生体分子又は他の種の濃度は、本発明
の一部の実施形態においては、特定の系の条件の下に試料の分配係数を決定するために使
用できる。分配係数は２つの濃度の比を反映するのみであるため、絶対値は必要とされな
くてよい。当然ながら、これは特定の分析手法を単純化することができ、例えばカリブレ
ーションは一部の場合において省略され得る。更に、２つ以上の試料を比較する場合に例
えば生物学的系から得られた試料中の蛋白の絶対的な濃度における天然の変動性の作用を
無視するためには多大な利点を有する場合があり、これにより、試料中の個々の種の構造
の変化に関連する分配係数の相違として検出されるこれらの変化に集中することができる
。
【００９２】
　当業者の知る通り、分配係数を得るための上記した工程は他のもので代替することがで
きる。生体分子の大きさ、体積、量、検出系に応じて、液－液又は液－固の分配、クロマ
トグラフィー又は本明細書に記載する結果を効果的にもたらす他の方法の何れかを用いた
個別又は連続的操作を使用してよい。そのような変更および異なるプロセスは本発明の範
囲を限定しない。
【００９３】
　分配係数は又、本発明の一部の実施形態においては他の分配係数と比較することができ
る。例えば、ある種に関する分配係数は異なる条件下の種に関する分配係数と比較するこ
とができ、ある種に関する分配係数は他の種と組み合わせた場合の種の分配係数と比較す
ることができ、ある種に関する分配係数のセットを分配係数の他のセットと比較すること
等が可能である。例えば質量スペクトル分析を用いたｍ／ｚ又はＨＰＬＣ又は他のクロマ
トグラフィー手法に関する溶出時間等に対する分配係数のシリーズから得られたパターン
を異なる条件下で得られた他のパターン等と比較できる。質量スペクトル分析の場合は、
例えば分配系の上層に関する各ｍ／ｚにおけるシグナルの値を一部の場合においては同じ
分配系の下層の同じｍ／ｚにおけるシグナルの値で割ることにより、同じ特定のｍ／ｚに
おける分配係数の値を得てよい。別の非限定的な例として、上層に関するＨＰＬＣクロマ
トグラムにおける各所望時間における吸光度の値を、ある場合においては、同じ時間に相
当するその対応物である下層の値で割ることにより分配係数のクロマトグラムを得てよい
。これらのスペクトル又はクロマトグラムも又、本発明においてはパターン又はデータパ
ターンと称してよい。この比較情報は、一部の場合においては、目的の分子の相互作用の
特徴を決定するために使用される場合と同じ時間又はほぼ同じ時間に同じ系又は同様の系
において得ることができ、又は、チャート、表又は電子的に格納された情報（インターネ
ット上で入手されるもの、ディスク等）の形態で予備作成されたデータとして提供するこ
とができる。
【００９４】
　本発明の１つの実施形態において、実験試料に由来する、及び、レファレンス試料（上
記した通り同時、先行、又は後続して決定）に由来する蛋白又は生体分子の混合物は種々
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の異なる水性の２相系、例えば、デキストランとＰＥＧ又はデキストランとＦｉｃｏｌｌ
のような異なる型の重合体によるか、デキストラン－７０とＰＥＧ－６００またはデキス
トラン－７０とＰＥＧ－８０００のような異なる分子量の同じ型の重合体によるか、同じ
重合体であるが型及び／又は濃度の異なる塩添加物、異なるｐＨ及び濃度の異なる緩衝物
質などを含有するものにより形成されたものの中に分配させてよい。一部の場合において
は、特定の試験の操作法（両方の試料に対して同じ）を用いて決定される混合物に関する
全体的な分配係数を全ての系において決定できる。１つの実施形態において、比較下にあ
る混合物について異なる分配係数を呈する系は例えばその後の混合物の分画及び／又は特
性化のための分離媒体として選択してよい。別の実施形態においては、混合物を分配する
か、既知特性の標準的な系、例えば疎水性又はイオン性の相互作用に対して増強された感
度のレベルを与えるもの１つ以上を用いて別様に分離する。そのような場合において、混
合物を含む種の個々の分配係数のパターンを相内の混合物の分離の後に決定及び／又は２
つ以上の混合物の間で比較してよい。
【００９５】
　２試料の分配挙動における観察された相違の原因は、必ずしも多くの用途のため、例え
ば診断のために有用であるものとしてそのような相違を化学的に特性化する必要はない。
分配挙動をもたらすそのような相違は、異なる溶媒構造の水性媒体に曝露された場合の試
料における相対的な組成、構造又はコンホーメーションの相違を包含する多数の原因から
生じる場合がある。更に又、２試料の分配挙動のパターンに含有される種のアイデンティ
ティーは特定の用途のために有用であるものとして２パターンの間の相違に関して知られ
る必要はない。
【００９６】
　実施形態の１つのセットにおいて、本明細書において提案する系および方法は、試料間
で区別することが有利である場合がある、複合体及び生体分子を温存しつつ、蛋白を分離
及び分画するための手法を提供する。水性分画における溶媒媒体は生体分子の混合物と適
合するように選択してよい。溶媒媒体は又、より高次の構造並びに蛋白、小分子量リガン
ド等のような生体分子間の非共有結合を温存するように選択してよい。例えば本発明の方
法による複合体の出現または消失は診断及び他の用途のために有用である場合がある。そ
のような実施形態の結果として、何れかの特定のｍ／ｚ又は溶出時間における分配係数は
そのような生体分子の相互作用の存在又は非存在を反映している場合がある。
【００９７】
　本発明の１つの態様は少ない分離次数または電荷及び／又は大きさのような変数に堅固
に拘束されることなく異なる試料の間の区別を可能にする系および方法を提供する。本発
明の１つの非限定的な例の用途は調節可能な分離次数を提供することであり、その場合、
個々の種のパターンの変化は、個々の分配係数のそれらのパターン又はデータパターンの
決定を介して判明させることができ、これにより分子の大きさ又は電化のような従来の分
離手段を用いて検出することができない変化の検出及び同定が可能となり、そしてその場
合、そのような個々の種の濃度の絶対的レベルはパターン自体を反映するものではない。
【００９８】
　本発明の１つの実施形態は、一部の場合においては、伏在する有機体の正常及び疾患の
状態の間で変動する場合がある生物学的試料における生体分子のパターンを発見するため
の系および方法を提供する。一部の場合においては、相互作用成分との自身の疎水性、イ
オン性などの相互作用における相違をもたらす構造的変化に対する感度を与えることが各
々わかっている典型的には多数の系のセットを同じ試料で処置することができる。特定の
実施形態において、本明細書に記載した手法を使用して、系１つ以上におけるマーカーと
してパターン１つ以上を同定することができる。このマーカーは又、後に診断用途のため
に使用することもできる。
【００９９】
　さらに別の実施形態においては、マーカー及びそのようなマーカーが発見された関連の
系のセットを診断スクリーニングのために使用できる。例えば、診断試験はそのようなス
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クリーニングのために適当な何れかの順序で実施できる以下の工程、即ち（１）マーカー
発見試験中に使用された系の１つ以上における試料を分画するか、又は別様に分離するこ
と；（２）種濃度対ｍ／ｚまたは溶出時間のパターン２つ以上を得るための分配された試
料の処理；（３）各々２つの相当するパターンから分配係数対ｍ／ｚまたは溶出時間の比
較パターンを計算すること；（４）統計学的又は数学的な手法の何れかの組み合わせを使
用してマーカー発見試験中に得られた正常及び疾患状態を表すものに比較パターンを比較
すること；及び（５）単独又は他の情報と組み合わせたそのような比較に基づいて診断薬
を指名すること；の１つ以上を包含できる。
【０１００】
　特定の非限定的な例として、一般性を失うことなく、分配系の相少なくとも２つから、
または、１相及び元の系から得られたデータのパターンを比較することは、典型的な場合
少なくとも２つをもたらす場合がある。一部の場合においては、パターンを記述するため
に使用される同じ（又は現実上同じ）縦座標のパラメーター、例えば、特定のｍ／ｚ値又
は溶出時間において、決定された物理的特性（例えば濃度）の２つの有限値が２相におい
て存在する場合がある。一部の場合においては、縦座標位置に特異的な分配係数をそのよ
うな特性の比として数学的に定義することができる。
【０１０１】
　別の場合において、同じ（または現実上同じ）縦座標の位置において、相の一方に由来
する試料は決定された物理的特性の有限値を示すが、他方は示さない。そのような場合は
その縦座標位置に相当する個々の種は相の一方に全体的に又は現実上全体的に分離されて
いる。特定の場合において、縦座標上の位置に特異的な分配係数は数学的には、ゼロ、無
限大または数値ではない他のカテゴリとして記載できる。
【０１０２】
　第１の場合の特定の非限定的な例として、決定された特性のパターン及び分配係数の処
理されたパターンは以下の通り示してよい。
【０１０３】
【表１】

　第２の場合の特定の非限定的な例として、決定された特性のパターン及び分配係数の処
理されたパターンは以下の通り示してよい。
【０１０４】

【表２】

一般性を失うことなく、これらのパターンはそのような実施形態によれば以下の４つの場
合：
１．分配係数対縦座標位置のパターン。
２．特定の縦座標位置の特性の値対縦座標位置のパターンの相違。
３．ゼロ又は無限大の分配係数値に相当するカテゴリ値対縦座標位置のパターン。
４．上記の場合の何れかの混合型。
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により記載することができる。そのような場合、パターンは一連の数およびカテゴリ値対
縦座標値、並びにパターンにおける特定のエントリの意味のアノテーションを与える同じ
縦座標値における象徴的指示子の相当するシリーズを含む。
【０１０５】
　別の非限定的な例として、パターンは以下の通り記載してよい。
【０１０６】
【表３】

　一般性を失うことなく、一部の実施形態によりバイオマーカー又はバイオマーカーのセ
ットを検索すること（例えば臨床的特異性を増大させるため）、そして、疾患を指名する
ことは、何れかの適当な順序で実施される以下の工程：
１．１つ以上の水性２相分配系を製造すること。
２．正常及び疾患状態の起源に相当する血漿（ホモゲナイズされた組織、尿、唾液等）の
試料を添加すること；
３．水性２相系に試料を分配すること。
４．各試料につき水性２相系の両方の相に由来する（又は１相及び元の試料に由来する）
細分量を取り出すこと。この工程の後に各試料につき２細分量が存在する。
５．場合により、追加的分離工程（例えばＨＰＬＣまたは蛋白の特定のクラスを優先する
固体支持体への吸着）を行うことにより特定の物理的特性、例えば大きさ又は電荷に従っ
て各細分量中の蛋白の群を分離すること。
６．質量スペクトル分析機を用いた各細分量中の試料の質量スペクトルパターン対そのｍ
／ｚ値を作成すること；
７．２相の何れかの特定のｍ／ｚ値における特性値の不在を指名するためのカテゴリ値を
用いて同じ試料に由来する細分量の各セットにおけるポイント・バイ・ポイントの相当す
るスペクトルデータの比を計算すること。
８．数学的又は統計学的な手法を用いて、正常対疾患状態について比及び／又はカテゴリ
値の比較パターンを比較すること。
９．パターン１つ以上を、そのようなパターンを定義するために使用された分配系及び他
の分離工程と共に、試料の２つの型に対して数学的又は統計学的な手法を用いた場合の相
違としてのそれらの指名により潜在的バイオマーカーとして選択すること。
の１つ以上を包含できる。
【０１０７】
　上記したようにマーカーを発見して選択することは、蛋白を同定することを必ずしも必
要としない。一部の場合においては、マーカーは本明細書に記載した態様において選択さ
れた種のパターンを含んでよい。１つの実施形態において、水性２相分配系又は他の系の
特定の組成を使用することにより分配係数としての比を決定してよい。異なる組成の複数
の分配系も上記したものと同様の方法において使用できる。後の診断薬のためのマーカー
のセットの選択もまた、特異性における増大の競合的属性、追加的バイオマーカーを最終
セットに含めた場合の費用などのような要因に依存してよい。
【０１０８】
　上記したものと同様の手法を用いてバイオマーカーが発見された後、診断薬スクリーニ
ング試験を本発明の一部の実施形態に従って考案することができる。非限定的な例として
、一般性を失うことなく、試験は以下の通り実施してよい。
１．未知状態（正常または疾患）に相当する血漿（ホモゲナイズされた組織、尿、唾液等
）の試料を得る。
２．バイオマーカーの発見中に使用した分配系に試料の細分量を添加する。１つより多い
系を使用した場合は、各々の異なる分配系に対して同じ工程を反復する。
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３．系の各々において試料の分配を実施する。
４．試料の異なる状態に相当するパターンを定義、及び選択するために用いる工程に従っ
て、追加の分離工程を実施する。
４．分配された相の各々の質量スペクトルを得る。
５．分配された相の各々の分配係数のパターンを計算する（上記した通り必要に応じてカ
テゴリ値を使用する）。
６．適切な数学的又は統計学的な手法を用いて、未知起源の試料由来の分配係数及び／又
はカテゴリ値よりなる比較パターンを正常及び疾患状態に相当するものと比較する。
７．既知試料の１つと診断上同様であるとして未知試料を分類する。
【０１０９】
　一部の実施形態においては、バイオマーカーは、同じ蛋白の形態の混合物及び／又は生
体分子間又は生体分子と正常及び疾患状態の間で出現または消失すると考えられる他の分
子の間で複合体を形成する混合物を示す場合がある。同じ蛋白の異なる形態の分布または
相対量における変化は、一部の場合においては、同じ蛋白の異なる分配挙動をもたらす場
合があり、そして、複合体の出現または消失は例えばスペクトルピークの出現または消失
をもたらす場合がある。
【０１１０】
　本発明の一部の特徴は、生理学的分析のため、及び／又は、生理学的分析を実施するた
めのツールを決定するというレベルにおいて、種々の試験を提供する。例えば、分析操作
法を決定するためのツールは単一の個体または複数の個体から試料を採取することを包含
できる。１つの実施形態において、陽性試料及び対照試料を単一の個体から採取できる。
例えば、個体は腫瘍を有していてよく、そして陽性試料は腫瘍の一部分であってよく、そ
の場合、対照試料は個体の非腫瘍部分に由来する。陽性及び対照の両方の試料は同じ時間
に、又は異なる時間に個体から採取できる。例えば、有機体の腫瘍部分に由来する試料を
異なる時間に採取し、腫瘍の進行の分析のためのツールとしての試料のパターンの相違を
決定するために使用できる。
【０１１１】
　一部の場合においては、単一のパターン又は複数のパターンをマーカーとして使用でき
る。単一の試料に由来する複数のパターンを特定の状態に対する別個のマーカーとして同
定することができ、そして、分析中は別個のパターンを特定の例において試験することが
できる。一例として、単一のパターンは単一の分配系により同定、及び／又は、それとの
関連において研究されるマーカーを定義できる。別の実施形態においては、単一の試料に
由来する複数のパターンは複数の分配系を用いて特定の条件に関して別個のマーカーとし
て同定することができ、そして分析の間、別個のパターンを試験できる。
【０１１２】
　分配係数またはカテゴリ値のパターンを評価するために使用される分析ツールは例えば
質量スペクトル分析器、液体クロマトグラフィー、例えばＨＰＬＣ、又は他のスペクトル
手法、例えばＵＶ、ＩＲ、ラマン、又は他の吸光度及び／又は散乱の手法であってよい。
各々の場合のパターンに関する縦座標は手法により変動し、例えば、質量スペクトルに対
してはｍ／ｚ、ＨＰＬＣに対しては時間、大部分のスペクトル手法に対しては波長等とな
る。方法の技術的特徴は１つ以上のピーク（例えば特定のｍ／ｚにおける値）のパターン
又は各々の特定の波長における多くの分子からの応答の総和物として得られる散漫パター
ン（例えばＨＰＬＣクロマトグラム又はＵＶ－Ｖｉｓ吸光度スペクトル）をもたらす。こ
のようなパターンを分析するために使用される数学的手法は当業者の知る通り使用する手
法に応じて変動する場合があり、そして各分析ツールの相対的選択は、本発明の一般性を
失うことなく、その感度、解像度及び他の操作上の特徴によりおもに決定されることにな
る。
【０１１３】
　一部の場合においてはデータを分析するために数学的および統計学的なパターン認識手
法、例えば主成分分析、部分的最小自乗、人工的ニューラルネットワーク、遺伝的アルゴ
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リズム、フーリエ変換又は小波変換等を使用してよい。一部の場合においては、そのよう
なアルゴリズムの１つ以上を用いて、分配係数及び／又はカテゴリ値のシリーズを処理、
変換、圧縮または操作してよい。種の所定の混合物（例えば陽性症例由来の血清試料）に
相当する生データ又はそれらの処理されたデータを種の異なる混合物（例えば陰性症例由
来）に相当する同様に得られ処理されたデータと比較してよい。パターン発見の間、その
ような手法には異なるクラスの試料の多数の例を与えてよく、そして、データの分析判別
特徴を発見し、数学的または統計学的な態様において提示する。特定の例においては、こ
のような手法は同様に実施された実験から得られた新しいデータに応答を求め、そして後
に、同定のためにそのようなデータを以前から知られている例と厳密に比較するために、
以前に発見されている判別特徴を使用してよい。
【０１１４】
　本発明の１つの特徴によれば、本明細書に記載した方法の何れかを自動的及び／又は反
復して実施することができるコンピュータ及び／又は自動化された系が提供される。本明
細書においては、「自動化された」装置とは人間に指示されずに操作できる装置を差し、
即ち、自動化された装置は、何れかの人間が、例えばコンピュータに指示を入力すること
により、機能を推進するための何れかの行動を取り終えた後の一定期間、機能を果たすこ
とができる。典型的には、自動化された機材はこの時点の後に反復機能を果たすことがで
きる。コンピュータ又は他の自動化された系の使用が可能な手法の１つの特定の非限定的
な例は、系に由来する試料に由来する種１つ以上と分配系の種々の相互作用成分との間の
相互作用の相対的尺度を決定することにより系の生理学的状態が決定されるプロセスにお
けるものである。臨床状況においては、これは例えば血液の試料（ミリリットル規模又は
一滴以下のようなきわめて少量の試料）を採取し、そして血液試料またはそのサブセット
（例えば血漿）を多相分配プロセスに付すことにより行ってよい。次にこのプロセスの結
果を、電子的に格納されたデータの形態をとることができる同様の系におけるマーカーの
同様の挙動と比較することができる。
【０１１５】
　図１は本発明の１つの実施形態により例示される系の模式的ブロックダイヤグラムであ
る。図１に示した実施形態においては、コントローラ２００を従来のパーソナルコンピュ
ータ２５０上にインプリメントし、これにはプロセッサ２５１、メモリ２５２、インプッ
ト装置２５３、場合により着脱式ストレージ装置２５４、ポインティング装置２５５、デ
ィスプレイ装置２５６及びコミュニケーション装置２５７が包含され、全てバス２５８を
介して連結されている。従来の態様においては、メモリ２５２が種々のメモリ装置、例え
ばハードディスク装置、光ディスク装置、ＲＡＭ、ＲＯＭまたは他のメモリ装置及びそれ
らの組み合わせを包含してよく、そしてインプット装置２５３はキーボード、マイクロフ
ォン、又はコントローラ２００のユーザーからインプット２１０の１つ以上を受領するこ
とができるインプット装置の何れかの他の形態を包含してよい。着脱式ストレージ装置２
５４はＣＤ－ＲＯＭドライブ、テープドライブ、ディスケットドライブ等を包含してよく
、そして本明細書に記載する本発明の種々の実施形態を実施するためのソフトウエアを包
含するアプリケーションソフトウエアをロードするために使用してよい。ディスプレイ２
５６は従来のＣＲＴディスプレイスクリーン、フラットパネルディスプレイスクリーン又
はテキスト情報がユーザーに標示されるようにするディスプレイ装置の何れかの他の型を
包含し、そして、ポインティング装置２５５はパック、ジョイスティック、トラックボー
ル、マウス又はディスプレイ装置２５６上に表示される種々のテキスト情報のうちからユ
ーザーが選択できるようにするポインティング装置又はスクローリング装置の何れかの他
の型を包含してよい。コミュニケーション装置２５７は流体取扱器具３０からインプット
２２０の１つ以上を受領し、そして流体取扱器具３０にアウトプット１つ以上を提供する
ことができるコミュニケーショントランシーバーの何れかの形態を包含してよい。例えば
、コミュニケーション装置２５７はＲＳ２３２／４８５コミュニケーショントランシーバ
ー、４－２０ｍＡアナログトランシーバー、エターネットトランシーバー等を包含してよ
い。
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【０１１６】
　本発明の実施形態を実施するコードを包含するソフトウエアは着脱式格納媒体、例えば
ＣＤ－ＲＯＭ、テープ又はディスケット又はインプリメントされたメモリ２５２及び着脱
式格納装置２５４に適する他のコンピュータ読み取り可能な媒体の何れかの型の上に格納
してよい。ソフトウエアはバックアップ目的のために着脱式格納媒体を温存するためにコ
ンピュータ２５０（例えば、ハードディスク）上の格納媒体の恒久的形態にコピーするこ
とができる。使用に際しては、ソフトウエアは一般的に、そして少なくとも部分的にはＲ
ＡＭに格納され、そしてプロセッサ２５１上で実行される。
【０１１７】
　本発明の種々の実施形態はまたハードウエアに限定して、又はソフトウエアとハードウ
エアの組み合わせにおいて実施することができる。例えば、１つの実施形態においては、
従来のパーソナルコンピュータよりはむしろ、プログラム可能なロジックコントローラ（
ＰＬＣ）を使用する。当業者の知る通り、ＰＬＣは汎用型コンピュータに出費する必要の
ない種々のプロセス制御用途において頻繁に使用されている。ＰＬＣは１つ又は種々の制
御プログラムを実行するために既知の態様において機器構成されていてよく、そして、パ
ーソナルコンピュータと同様の態様においてユーザー又は他の装置からのインプットの受
領及び／又はユーザー又は他の装置へのアウトプットの提供を行うことができる。従って
、本発明の実施形態は汎用型コンピュータの観点において記載しているが、当然ながら、
汎用型コンピュータの使用は例示に過ぎず、他の機器構成も使用してよい。
【０１１８】
　図１に示す通り、コントローラ２００は流体取扱器具３０に連結するように適合されて
おり、これにより流体取扱器具の操作が制御される。コントローラ２００はインプット２
１０を包含し、これは実施すべき所望の操作に関連するコントローラ２００のユーザーか
らのパラメーター１個以上を受領する。コントローラ２００はまた、流体取扱器具の操作
状態に関連するシグナルを受領するための複数のインプット２２０及び流体取扱器具を機
器構成して制御するためのアウトプット２３０、２４０の複数を包含する。インプット２
１０上で受領されたユーザーインプットパラメーターは流体取扱器具により処理されるべ
き蛋白及び／又は他の生体分子の型および量、例えば液－液分配のために流体取扱器具に
より使用される液体の組成等を包含してよい。
【０１１９】
　本発明の一部の実施形態は流体取扱器具の操作に関連するインプットパラメーターの１
つまたは多くをユーザーが特定し、そしてその後、インプットパラメーターに基づいて、
流体取扱器具を機器構成及び制御できるようにする。ユーザーにより特定されるインプッ
トパラメーターの数に応じて、コントローラは流体取扱器具を機器構成する前に追加的な
パラメーターに関してユーザーにプロンプトしてよい。
【０１２０】
　コントローラ２００のインプット２２０は流体取扱器具の操作状態に関連するシグナル
複数を受領するように適合される。インプット２２０上で受領してよいシグナルは一般的
に、流体取扱器具内の物理的条件に相当し、そして例えば流体取扱器具内の蛋白又は他の
分子の濃度、曝露時間、沈着が起こるまでの時間、攪拌の程度、操作温度又は圧力などを
包含してよい。
【０１２１】
　コントローラ２００のアウトプット２３０、２４０はインプット２１０において受領さ
れたユーザーパラメーター及び場合によりインプット２２０上で受領されたシグナル１つ
以上に基づき、流体取扱器具を機器構成し、そして制御するように適合されている。アウ
トプット２３０は多くの別個のシグナル、例えば液体内に蛋白又は他の分子を導入するシ
グナル、操作温度を制御するシグナルなどを提供する。
【０１２２】
　本発明の他の実施形態によれば、コントローラ２００はプロセッサ２５１によりアクセ
スされることができるデータベース及び／又はナリッジベースを包含してよい。本発明の
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１つの実施形態によれば、データベースは複数の記録を包含してよく、各記録は、相互作
用の相対的尺度を決定するために流体処理器具を使用してよい対象となるパラメーターの
特定のセットに相当する。特段の記載が無い限り、本明細書において、以降「パラメータ
ー」という用語はプロセスパラメーター（例えば添加すべき蛋白又は他の生体分子の量、
操作温度等）並びにプロセスパラメーターの特定のセットがある場合に実験の特徴（例え
ば濃度、分離時間等）の両方を指すために使用する。一般的に、データベース内に格納さ
れる記録の各々は、所定の条件下の流体処理器具の使用または所定の条件下の同様の流体
処理器具の使用に基づいた実験データを反映している。即ちコントローラ２００及びデー
タベースは「専門」系を形成するものとしてとらえてよい。データベースは着脱式格納媒
体上に格納してよく、そして、プロセッサ２５１による使用のためにメモリ２５２にコピ
ーされて良く、或いは、コントローラはデータベースを包含するように予め機器構成され
てよい。
【０１２３】
　一部の場合においては、データベース（又はナリッジベース）は流体取扱器具の特定の
型（例えば流体取扱器具の特定の製造元からの特定のモデル）に対して機器構成してよく
、又は、流体取扱器具の種々の型と共に使用するように機器構成してよい。一部の場合に
おいては、データベースは蛋白及び／又は他の生体分子の特定の型に対して機器構成して
よい。或いは、異なる蛋白、生体分子、水溶液等の多くを包含するより一般的なデータベ
ースを使用してよく、これらと共に種々の異なる流体取扱器具を使用してよい。使用に際
しては、データベースは流体取扱器具によりアクセスされ、そしてコントローラ２００に
より実施されるルーチンを制御することにより自身に操作可能に連結されている流体取扱
器具３０を機器構成して制御してよい。当然ながら、データベース又はナリッジベースは
初期的には同様な器材で得られた実験的データに基づいているが、データベースは定期的
に更新（例えば新しい記録を付加してよく、及び／又は既存の記録を変更してよい）され
ることにより使用中に、又は同様の器材の使用により得られた追加的データを反映してよ
い。データベースの別の態様は分析機器から得られた生データ又は処理されたデータに関
連するパターン情報の格納と検索のためのその容量に関連している。そのようなデータは
値、カテゴリ情報、数学的な係数及び本明細書に記載した用途のためのそのようなパター
ンの発見及び使用のために有用な他の方法特異的および試料特異的な情報を包含してよい
。
【０１２４】
　本明細書に記載した手法及び器材はマーカーを発見するため、又は診断試験を実行する
ために使用できる。器具は当該分野で知られた他の装置及び器材、例えば自動化試料調製
器材、液体クロマトグラフィーカラム、ＨＰＬＣシステム、質量スペクトル分析機、吸光
度決定機等にインターフェイスで接続されてよい。そのような装置及び器材から得られた
データはデータの削減及び分析を実施するため、及び、診断薬を明示するために、電子的
にソフトウエアにチャンネルされる。
【０１２５】
　以下の実施例は診断用途のための種々の異なる実験データから得られたパターンの分析
を説明している。これらの実施例は本発明の特定の実施形態を説明することを意図してお
り、本発明の完全な範囲を例示しているわけではない。
【実施例】
【０１２６】
　実施例１：診断と併せて考慮した場合に、これを未知試料中で決定するための手段を提
供すると考えられる溶出プロファイルにおけるパターンの発見のための２Ｄ－ＨＰＬＣデ
ータの使用
　本実施例は診断目的のための本発明の実施形態の使用を説明するものであり、そして、
本発明により提供される１つの手法及び医学的状態を分析するための方法論を記載してい
るが、特定の医学的状態に関する特定のマーカー又は識別子を提供することを意図してい
ない。
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【０１２７】
　４．５ｍＬを含有する血液試料を健常者ドナー（対照）及び心的外傷後ストレス障害（
ＰＴＳＤ）を有する患者から採取した。血液試料を３．２％クエン酸ナトリウム０．５ｍ
Ｌを含有するガラス製のＢＤバクテナー試験管内に収集し、８℃で４５分間１，０００ｒ
ｐｍで遠心分離した。血漿を慎重に分離し、細分量とし、そして－８０℃で凍結した。試
料を解凍し、水性ポリ（エチレングリコール）－硫酸ナトリウム－Ｎａ／Ｋ－リン酸塩緩
衝液、ｐＨ７．４の２相系における分配に付した。
【０１２８】
　これらの実験に使用した水性２相系は１５．７０重量％ポリエチレングリコール－６０
０（分子量約６００）、９．４７重量％硫酸ナトリウム、及び２．３０重量％Ｎａ／Ｋ－
リン酸塩緩衝液、ｐＨ７．４を含有していた。系は重量において保存重合体、塩及び緩衝
液の適切な量を１００×７５ｍｍ試験管内に添加混合し、系の総重量を４．００ｇとする
ことにより製造した。各系の２相の容量の間の比（上層の容量の下層の容量に対する）は
約１：１であった。血漿６００マイクロリットルの固定量を系に添加した。系を激しく振
とうし、相の沈着を加速するバケットローターを有する遠心分離機中約３５００ｒｐｍに
おいて３０分間遠心分離した。試験管を遠心分離機から取り出し、そして上層及び下層の
試料を採取した。上層約０．３ｍＬ及び下層約１．７ｍＬを含有する細分量を採取し、各
細分量を出発緩衝液（Ｂｅｃｋｍａｎ－Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ，ＣＡ，Ｕ
ＳＡ）で２．５０ｍＬ総容量に希釈した。各試料を回転混合し、以下の通りＰＤ－１０カ
ラム（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を用いた緩衝液交換に
付した。ＰＤ－１０カラムを出発緩衝液２５ｍＬで平衡化させた。各試料（２．５ｍＬ）
をＰＤ－１０カラムにロードし、カラムを出発緩衝液で洗浄し、そして最初の２．５ｍＬ
画分を収集した。
【０１２９】
　Ｂｅｃｋｍａｎ－Ｃｏｕｌｔｅｒ（Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ，ＣＡ）から入手したＰｒｏｔ
ｅｏｍｅＬａｂＰＦ２Ｄシステムを、２Ｄ－ＨＰＬＣ分析のために使用した。上記した操
作法の後、２．００ｍＬの試料を注入し、そして、標準的操作法を使用して流量０．２ｍ
Ｌ／分において、そして２８０ｎｍにおいてカラム溶出液の吸光度をモニタリングするこ
とにより、第１の次元の分離を実施した。８．０～４．０ｐＨにわたる泳動のｐＨ勾配部
分の間、フラクションコレクターを制御するｐＨモニターにより検出されたものとして、
０．３のｐＨ間隔の画分を収集した。各収集画分を製造元による標準的プロトコルを用い
た逆相ＨＰＬＣ（ＲＰ－ＨＰＬＣ）による第２の次元の分離に付した。注入された各画分
の２００マイクロリットル容量を用いたＲＰ－ＨＰＬＣ実験を５０℃において、流量０．
７５ｍＬ／分で実施し、そして、カラム溶出液の吸光度を２１４ｎｍでモニタリングした
。
【０１３０】
　上層及び下層から得た試料に由来する相当する血漿画分（同じｐＨ間隔で収集）に対す
る第２の次元のＲＰ－ＨＰＬＣの下に得られたクロマトグラムをシステムコンピュータ上
にデジタルで格納した。健常者ドナー由来及びＰＴＳＤ患者由来の試料のクロマトグラム
を固定されたｐＨ間隔における第２の分離次元の後に比較した。各場合において、ポイン
ト・バイ・ポイントの分配係数の比較スペクトル（本明細書においては比較クロマトグラ
ム）は、各試料の上部及び下部から得られたデータを分割することにより構築した。何れ
かのデータをシフト、スムージング、クリップまたは変換するための追加的数学的操作は
、それらが各試料に対して同じ態様で実施される限り、全く自由裁量である。健常者ドナ
ー（対照）を起源とする比較スペクトルは図３に示す通りであり、そしてＰＴＳＤ患者に
由来する相当する比較スペクトルは図４に示す通りであり、両方とも６．０及び６．４の
ｐＨ範囲を有する画分から得た。２つの比較スペクトルは、目視上は異なっている。２つ
のスペクトルの間の同様性の程度を比較する別の数学的および統計学的な手法は、本明細
書において分析した試料の何れかと同様な未知の診断の追加的試料を分類するための自動
化された操作法を使用して容易に実施してよい。そのような手法はそのような比較を用い
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た診断に到達するため、或いはより典型的には他のデータ及び情報と組み合わせて、使用
される。一部の用途においては、疾患の陰性及び陽性の状態の両方に属する多くの試料が
当業者の知る手法により処理され組み合わせられることにより、感度及び特異性のレベル
に関して統計学的に有効である診断ツールを定義することになる。
【０１３１】
　実施例２：健常者及び卵巣癌患者から入手した血清試料を分析するために質量スペクト
ルのパターンを使用できる。
【０１３２】
　本実施例は診断目的のための本発明の実施形態の使用を説明するものであり、そして、
本発明により提供される１つの手法及び医学的状態を分析するための方法論を記載してい
るが、特定の医学的状態に関する特定のマーカー又は識別子を提供することを意図してい
ない。
【０１３３】
　健常者（試料識別子０６５１）及び卵巣癌患者（試料識別子４８５０）由来のプールさ
れた血清試料をＣｌｉｎｉｃａｌ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ（Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇｈ，ＭＤ）より入手した。これらの実験に使
用した水性２相系は１５．７０重量％ポリエチレングリコール－６００（分子量約６００
）、９．５重量％硫酸ナトリウム、４．８重量％ＮａＣｌ及び０．６４重量％Ｎａ／Ｋ－
リン酸塩緩衝液、ｐＨ７．４を含有していた。数点のこのような系は重量において保存重
合体、塩及び緩衝液の適切な量をマイクロ試験管内に添加混合し、系の総重量を０．４２
５ｇとすることにより製造した。各系の２相の容量の間の比（上層の容量の下層の容量に
対する）は約１：１であった。血清７５マイクロリットルの固定量を系に添加した。系を
激しく振とうし、相の沈着を加速するバケットローターを有する遠心分離機中約３５００
ｒｐｍにおいて３０分間遠心分離した。マイクロ試験管を遠心分離機から取り出し、そし
て上層及び下層の試料を採取した。上層６０マイクロリットル及び下層６０マイクロリッ
トルを含有する細分量を採取し、別個のマイクロ試験管に分注し、その後各マイクロ試験
管に水２４０マイクロリットルを添加した。
【０１３４】
　細分量を以下のプロトコルに従って表面増強レーザー脱着イオン化質量スペクトル分析
機（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ，Ｆｒｅｍｏｎｔ，ＣＡ）を使用してＣｌｉｎｉｃａｌ　Ｐｒｏ
ｔｅｏｍｉｃｓ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙにおける質量スペクトル分
析のために送付した。（１）Ｑ１０チップ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ）を５分間リン酸塩緩衝
液で２回処理し；（２）各細分量をチップの各ウェルに添加し、室温で６０分間インキュ
ベートし；（３）チップを１０混合サイクルを使用してリン酸塩緩衝液１５０マイクロリ
ットルで３回洗浄し、その後、水で１回洗浄し；（４）チップを１０分間風乾し；（５）
０．５％ＴＦＡ添加５０％アセトニトリル／水中のＳＰＡのマトリックス１マイクロリッ
トルをチップに添加し、次にこれを１５分間風乾し；（６）工程（５）を反復した。次に
チップを質量スペクトル分析器に入れた。上記プロトコルを各試料に一回反復した（合計
２反復）。
【０１３５】
　各試料につき生のスペクトル強度のデータ及び全イオン電流をその後の分析のためにＡ
ＮＡＬＩＺＡ，Ｉｎｃ．（Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ，Ｏｈｉｏ）に返送した。電荷に対する質
量（ｍ／ｚ）及び強度の値を有する各スペクトルデータを総イオン電流に関して規格化し
、次に同じ試料の第２の反復に相当する第２のベクトルと平均した。同じ試料に相当する
上部及び下部の水層の平均スペクトルデータベクトルをポイント・バイ・ポイントのｍ／
ｚを基本に分割し、相互作用の相対的尺度Ｋ対ｍ／ｚのデータベクトルを得た。このプロ
トコルを健常者及び癌のプールされた試料の両方に対して反復した。
【０１３６】
　２試料に関するスペクトルＫベクトルの比較を図５において選択された範囲のｍ／ｚ値
について示す。癌及び正常なプール試料の間のある範囲のｍ／ｚに渡る一貫した相違は、
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早期のスクリーニング及び／又は他の診断用途のための潜在的バイオマーカーを示してい
る場合がある。相互作用の相対的尺度対ｍ／ｚのパターンをこのようなデータから発生さ
せ、そしてその後当該分野で知られた手法を用いて診断用途のために使用できる。特異的
なバイオマーカーはまた、質量スペクトル分析及び他の手法を用いて同定し、そしてその
後免疫学的検定試験及び当該分野で知られた他の手法を用いてバイオマーカーに特異的な
相互作用の相対的尺度を計測するための直接の試験を開発するために使用できる。
【０１３７】
　本発明において説明した手法を用いて開発されたバイオマーカーは又、図６に示す通り
早期及び後期の段階の卵巣癌の間を区別するために使用できる。使用される実験プロトコ
ルは、実施例２において本明細書に記載したプロトコルと同一とした。２つの正常試料は
異なるプールを包含し、そして、特定の変動性を示した。しかしながら、２つの正常試料
の間の変動性は早期と後期の癌の試料の間にあるものより有意に低値である。本明細書に
記載したバイオマーカーの他の使用は異なる用途のために開発してよい。
【０１３８】
　実施例３：本発明を用いて発見された質量スペクトルのパターンは発現系スペクトルよ
りも特定の利点を有する。
【０１３９】
　本実施例は診断目的のための本発明の実施形態の使用を説明するものであり、そして、
本発明により提供される１つの手法及び医学的状態を分析するための方法論を記載してい
るが、特定の医学的状態に関する特定のマーカー又は識別子を提供することを意図してい
ない。本実施例は更に、従来の蛋白発現プロテオミクス手法を用いて発見されたバイオマ
ーカーより高度な本発明の手法を用いて発見されたバイオマーカーの特定の利点を説明し
ている。
【０１４０】
　本実施例において使用した実験手法は実施例２に詳述する通りであるが、異なる組成の
水性２相系を使用している。水性２相系は１８．０重量％Ｆｉｃｏｌｌ－７０（分子量約
７０，０００）、１３．０重量％デキストラン－７５（分子量約７５，０００）、０．１
５ＭＮａＣｌ及び０．０１ＭのＮａ／Ｋ－リン酸塩緩衝液、ｐＨ７．４を含有するものと
した。１００（正常値－癌値）／正常値として定義される規格化された相違は、総蛋白発
現に関する本明細書に記載した相互作用の相対的尺度に関するデータから計算した。図７
におけるデータは相互作用の相対的尺度に関する正常及び癌の間の規格化された相違は同
じｍ／ｚ値における蛋白発現を用いて得られるものよりも有意に高地に顕著であったこと
を示している。この観察結果は現実的な理由から重要であるが、その理由は当然ながら、
伏在する疾患過程には関連しない発現の天然の変動は、それのｍ／ｚパターンを包含する
発現レベルバイオマーカーの発見及び臨床上の使用において大きな障壁となるからである
。実際、発現レベルにおける５０％の相違は図７に示すとおり天然の変動の境界及び発現
パターンの範囲内に十分ふくまれる場合もある。同じ試料は、相互作用の相対的尺度及び
そのｍ／ｚパターンを用いて分析された場合、正常及び癌試料の間で有意により顕著な相
違をもたらしており、これは本明細書において示したパターンへのその同様性により未知
試料の臨床上の起源を明確化するために使用できる。
【０１４１】
　本発明の幾つかの実施形態を本明細書において記載し、説明してきたが、本明細書に記
載した機能を実施し、及び／又は、結果及び／又は利点の１つ以上を得るための種々の他
の手段及び／又は構造は当業者の知る通りであり、そしてそのような変更及び／又は改変
の各々は本発明の範囲内に包含されるものと見なす。より一般的には、当業者には当然で
あるが、本明細書に記載したすべてのパラメーター、単位、材料および機器構成は例示を
意味しており、そして、実際のパラメーター、単位、材料および機器構成は本発明の教示
が使用される特定の用途に応じて変動することになる。当業者であれば、本明細書に記載
した本発明の特定の実施形態に対する多くの均等物を定型的な程度以下の実験を用いて認
識するか、または確認できることとなる。従って、上記した実施形態は例示のみのために
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提示しており、そして、添付した請求項及びその均等物の範囲内において、本発明は特定
的に記載及び請求項に提示したものとは別様に実施してよいと理解すべきである。本発明
は本明細書に記載した各々の個々の特徴、系、物品、材料、キット及び／又は方法に関す
る。更に又、２つ以上のそのような特徴、系、物品、材料、キット及び／又は方法の何れ
の組み合わせも、そのような特徴、系、物品、材料、キット及び／又は方法が相互に矛盾
しなければ、本発明の範囲に包含される。
【０１４２】
　本明細書において定義及び使用される全ての定義は辞書の定義、参考として本明細書中
に援用される文書における定義、及び／又は、定義された用語の通常の意味よりも優先す
ると理解すべきである。
【０１４３】
　「及び／又は」という表現は本明細書及び請求項においては、そのように統合された要
素の「何れかまたは両方」即ち、一部の場合においては組み合わせられて存在し、別の場
合においては分離されて存在する要素を意味するものと理解すべきである。「及び／又は
」と共に列挙される多数の要素は同様の態様において、即ちそのように統合されている要
素の「１個以上」と見なすべきである。他の要素は場合により「及び／又は」により特に
識別される要素以外に存在してよく、それは特に識別されるこれらの要素に関連するか否
かに関わらない。即ち、非限定的な例として、「Ａ及び／又はＢ」という言及は、「含む
」のような非固定の言語と組み合わせて使用される場合、１つの実施形態においては、Ａ
のみ（場合によりＢ以外の要素を包含する）；別の実施形態においてはＢのみ（場合によ
りＡ以外の要素を包含する）；更に別の実施形態においてはＡとＢの両方（場合により他
の要素を包含する）を指すことができる。
【０１４４】
　明細書及び請求項においては、「又は」とは上記定義した「及び／又は」と同じ意味を
有すると理解すべきである。例えば、列挙された項目を分離する場合、「又は」又は「及
び／又は」は包含的に、即ち、要素の多数又は列挙物、そして場合により追加的な列挙さ
れない項目の少なくとも１つを包含するが、更に１つより多くを包含するように解釈すべ
きである。明確に反対であることを示された用語、例えば「僅か１つ」又は「厳密に１つ
」又は請求項において使用される場合に「よりなる」は要素の多数又は列挙物の厳密に１
つの要素の包含を指すことになる。一般的に「又は」という用語は本明細書においては「
何れか」、「１つ」、「僅か１つ」または「厳密に１つ」のような排他的な用語により先
行される場合に排他的な代替物（すなわち「１つまたは何れかであるが、両方ではない」
）を指すものと解釈すべきである。「本質的になる」とは請求項で使用する場合、特許法
の分野で使用されている通常の意味を有するものとする。
【０１４５】
　明細書及び請求項で使用する場合、「少なくとも１つ」という表現は、１つ以上の要素
の列挙物に言及する場合、要素の列挙物中の要素の何れかの１個以上から選択される少な
くとも１つの要素を意味するものと理解すべきであるが、必ずしも要素の列挙物内に特に
列挙された各々の要素の少なくとも１つを包含する必要はなく、そして要素の列挙物中の
要素の何れかの組み合わせを排除するものではない。この定義は又、「少なくとも１つ」
という表現が指す要素の列挙物内に特に識別される要素以外に要素が場合により存在して
よいことを許容するものであり、特に識別されるこれらの要素に関連するかしないかに関
わらない。即ち、非限定的な例として、「Ａ及びＢの少なくとも１つ」（又は均等的に、
「Ａ又はＢの少なくとも１つ」又は均等的に「Ａ及び／又はＢの少なくとも１つ」）とは
、１つの実施形態においては、少なくとも１つ、場合により１つより多くを包含するＡで
あってＢは存在しない（そして場合によりＢ以外の要素を包含する）；別の実施形態にお
いては少なくとも１つ、場合により１つより多くを包含するＢであってＡは存在しない（
そして場合によりＡ以外の要素を包含する）；更に別の実施形態においては、少なくとも
１つ、場合により１つより多くを包含するＡ、及び、少なくとも１つ、場合により１つよ
り多くを包含するＢ（そして場合により他の要素を包含する）；等を指すことができる。
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【０１４６】
　明確に反対であることを示さない限り、１つより多い工程又は作業を包含する本明細書
において請求項に記載した何れかの方法において、方法の工程または作業の順序は必ずし
も方法の工程又は作業が説明されている順序に限定されるわけではない。
【０１４７】
　請求項並びに上記した明細書において、全ての通過的表現、例えば「含む」、「包含す
る」、「担持する」、「有する」、「含有する」、「関与する」、「保持する」、「含む
」等は非固定と理解すべきであり、即ち包含するがそれらに限定されないことを意味する
。通過的表現「よりなる」及び「より本質的になる」のみが、米国特許庁のＭａｕｎａｌ
　ｏｆ　Ｐａｔｅｎｔ　Ｅｘａｍｉｎｉｎｇ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ，Ｓｅｃｔｉｏｎ　
２１１１．０３に記載の通り、それぞれ、固定的又は半固定的な通過的表現であるものと
する。
【図面の簡単な説明】
【０１４８】
　本発明の非限定的な実施形態を添付図面を参照しながら例示により説明するが、これは
模式的なものであり、正確な縮尺で描写することを意図していない。図面においては、図
示された各々の同一又はほぼ同一の成分は、典型的には単一の数字で表す。明確化の目的
のために、全ての成分を符号付けしたわけではなく、また、本発明を当業者が理解するた
めに図示を必要としない場合は、本発明の各実施形態の全ての成分を示したわけではない
。図においては以下のものが包含される。
【図１】図１は本発明の１つの実施形態による相互作用の相対的尺度のパターンを決定し
て使用することを実施するためのプロセスの模式的ブロックダイヤグラムである。
【図２】図２は本発明によるユーザーに情報を提供する分配系由来の比較質量スペクトル
情報の比較の模式的ブロックダイヤグラムである。
【図３】図３は健常者（対照）の血漿試料の分画の後の２相の分配系の異なる相に由来す
る細分量の２Ｄ－ＨＰＬＣクロマトグラムの比較から誘導された比較スペクトルである。
【図４】図４は図３の場合と同様であるが、心的外傷後ストレス障害を有すると以前に診
断された患者から誘導された比較スペクトルである。
【図５】図５は本発明の１つの実施形態による２試料に関するスペクトルＫベクトルの比
較を示す。
【図６】図６は本発明の別の実施形態による早期と後期の卵巣癌の間を区別するために有
用な特定のバイオマーカーを図示する。
【図７】図７は本発明の更に別の実施形態における相互作用の相対的尺度について、正常
者と癌患者との間の相違を図示するデータを示す。
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【図７】
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