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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　体液サンプル中のエストロンの量を決定するための方法であって：
（ａ）該体液サンプルを、該体液サンプル中に存在し得るタンパク質由来の遊離のエスト
ロンに対して十分な量の剤を用いて酸性にする工程と；
（ｂ）該体液サンプルからエストロンを液体クロマトグラフィーによって精製する工程と
；
（ｃ）負のイオンモードの大気圧化学イオン化（ＡＰＣＩ）により、精製された該エスト
ロンをイオン化して、タンデム型質量分析によって検出可能な１つ以上のイオンを作製す
る工程と：
（ｄ）該エストロンイオン（単数または複数）の量をタンデム型質量分析によって検出し
、ここで該エストロンイオン（単数または複数）の量が該体液サンプル中のエストロンの
量に対して関連付けられる工程と、
を包含する、方法。
【請求項２】
　前記方法が５００ｐｇ／ｍＬ以下の定量限界を有する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記エストロンが、質量分析の前に誘導体化されない、請求項１～２のいずれかに記載
の方法。
【請求項４】
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　前記液体クロマトグラフィーが高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）である、請求
項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　前記精製工程がさらに、高乱流液体クロマトグラフィー（ＨＴＬＣ）、続いて高速液体
クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を含む、請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記酸性化剤がギ酸である、請求項１～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　前記エストロンイオンが、２６９．０７±０．５、１４５．０３±０．５および１４３
．０２±０．５という質量／電荷比を有するイオンからなる群より選択される１つ以上の
イオンを含む、請求項１～６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記イオン化が、２６９．０７±０．５という質量／電荷比を有する前駆イオンを作製
する工程と、１４５．０３±０．５、および１４３．０２±０．５という質量／電荷比を
有するイオンからなる群より選択される１つ以上の断片イオンを作製する工程とを包含す
る、請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　前記体液サンプル中に存在するグルクロン酸化エストロンおよび非グルクロン酸化エス
トロンの両方が前記方法によって検出および測定される、請求項１～７のいずれかに記載
の方法。
【請求項１０】
　前記体液サンプルが血清、血漿または尿である、請求項１～８のいずれかに記載の方法
。
【請求項１１】
　タンデム型質量分析によって体液サンプル中のエストロンの量を決定するための方法で
あって：
（ａ）該体液サンプルから液体クロマトグラフィーによってエストロンを精製する工程と
；
（ｂ）負のイオンモードの大気圧化学イオン化（ＡＰＣＩ）を用いた該エストロンのイオ
ン化により、２６９．０７±０．５という質量／電荷比を有している該エストロンの前駆
イオンを作製する工程と；
（ｃ）該前駆イオンの１つ以上の断片イオンを作製する工程であって、該１つ以上の断片
イオンの少なくとも１つが、１４３．０２±０．５という質量／電荷比を有しているイオ
ンフラグメントを含む工程と；
（ｄ）工程（ｂ）もしくは（ｃ）またはその両方で作製される１つ以上の該イオンの量を
検出する工程、および該体液サンプル中の該エストロンの量に対して該検出されたイオン
を関連付ける工程を包含するものであって、
該エストロンは質量分析前に誘導体化されない、方法。
【請求項１２】
　前記方法が５００ｐｇ／ｍＬ以下の定量限界を有する、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記液体クロマトグラフィーが高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）である、請求
項１１～１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　前記精製工程がさらに、高乱流液体クロマトグラフィー（ＨＴＬＣ）続いて、高速液体
クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を含む、請求項１１～１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　前記前駆イオンが２６９．０７±０．５という質量／電荷比を有し、前記１つ以上の断
片イオンが、１４５．０３±０．５という質量／荷電比を有する断片イオンを含む、請求
項１１～１４のいずれかに記載の方法。
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【請求項１６】
　前記イオン化工程の前に前記体液サンプルに存在し得るタンパク質由来の遊離のエスト
ロンに対して十分な量で、ある剤が前記体液サンプルに添加される、請求項１１～１５の
いずれかに記載の方法。
【請求項１７】
　前記剤が前記体液サンプルを酸性にするのに十分な量で添加される、請求項１６記載の
方法。
【請求項１８】
　前記剤がギ酸である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記体液中に存在するグルクロン酸化エストロンおよび非グルクロン酸化エストロンの
両方が前記方法によって検出および測定される、請求項１１～１８のいずれかに記載の方
法。
【請求項２０】
　前記体液サンプルが血清、血漿または尿である、請求項１１～１９のいずれかに記載の
方法。
                                                                      
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、エストロンの検出に関する。特定の局面では、本発明は、エストロンを質量
分析によって検出するための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　本発明の背景の以下の説明は、本発明を理解するのにおける単なる補助として提供され
、本発明の先行技術を記載するとも、構成するとも認めるものではない。
【０００３】
　エストロン［１，３，５（１０）－エストラトリエン－３－オール－１７－オンまたは
３－ヒドロキシ－１，３，５（１０）－エストラトリエン－１７－オン］またはＥ１は、
２７０．３７ダルトンの分子量を有するＣ１８ステロイドホルモンである。エストロンは
、生殖腺または副腎皮質に由来するアンドロステンジオンから主に産生される。エストロ
ン（またはＥ１）は、３つの天然に存在するエストロゲンのうちの１つであって、その他
はエストラジオールおよびエストリオールであり、ヒトの身体には自然である。その分子
式はＣ18Ｈ22Ｏ2である。エストロゲンは主に、思春期の雌性の特徴の成長および月経周
期の調節を担う。エストロンは、閉経期を経た女性でエストロゲンレベルを決定するため
に測定され得る。卵巣、精巣または副腎のガンを有し得る男性または女性でも測定され得
る。閉経前の女性ではエストロンのレベルは一般にエストラジオールのレベルと平行であ
る。閉経期の後、エストロンのレベルは、おそらく、アンドロステンジオンのエストロン
への変換の増大に起因して増大する。
【０００４】
　質量分析を用いて特定のエストロンイオンを検出するための方法は記載されている。例
えば、非特許文献１、および非特許文献２は、液体クロマトグラフィーおよび質量分析を
用いて種々のエストロンイオンを検出するための方法を開示する。これらの方法は、質量
分析による検出の前にエストロンを誘導体化する。液体クロマトグラフィー／質量分析に
よって、誘導体化されていないエストロンを検出するための方法は、非特許文献３、およ
び非特許文献１に開示される。ガスクロマトグラフィー／質量分析によってエストロンを
検出するための方法は、非特許文献４および非特許文献５に開示されている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
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【非特許文献１】ネルソン・アール（Ｎｅｌｓｏｎ　Ｒ）ら、クリニカル・ケミストリー
（Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）２００４，５０（２）：３７３～８４
【非特許文献２】スー・エックス（Ｘｕ　Ｘ）ら、ネイチャー・プロトコールズ（Ｎａｔ
ｕｒｅ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ）２００７，２（６）：１３５０～１３５５
【非特許文献３】ディアス・クルス・エス（Ｄｉａｚ－Ｃｒｕｚ　Ｓ）ら、ジャーナル・
オブ・マス・スペクトロメトリー（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ
ｅｔｒｙ）２００３，３８：９１７～９２３
【非特許文献４】ナハティガル・エル（Ｎａｃｈｔｉｇａｌｌ　Ｌ）ら、メノポーズ：ザ
・ジャーナル・オブ・ザ・ノース・アメリカン・メノポーズ・ソサイエティ（Ｍｅｎｏｐ
ａｕｓｅ：　Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎｏｒｔｈ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　
Ｍｅｎｏｐａｕｓｅ　Ｓｏｃｉｅｔｙ）２０００，７（４）：２４３～２５０
【非特許文献５】ドルガン・ジェイ（Ｄｏｒｇａｎ　Ｊ）ら、ステロイズ（Ｓｔｅｒｏｉ
ｄｓ）２００２，６７：１５１～１５８
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、タンデム型質量分析を含む質量分析によってサンプル中のエストロンの量を
検出するための方法を提供する。
【０００７】
　一局面では、体液サンプル中のエストロンの量を決定するための方法が提供される。こ
の方法は以下をを含み：（ａ）体液サンプル中のエストロンを液体クロマトグラフィーに
よって精製する工程と；（ｂ）この体液サンプル中のエストロンをイオン化する工程と；
（ｃ）このエストロンイオン（単数または複数）の量を質量分析によって検出する工程お
よびこの体液サンプル中のエストロンの量に対してこの検出されたエストロンイオン（単
数または複数）の量を関連付ける工程。この局面の特定の好ましい実施形態では、この方
法の定量の限界は、５００ｐｇ／ｍＬ以下である。他の好ましい実施形態では、エストロ
ンは、質量分析前には誘導体化されない。特定の好ましい実施形態では、エストロンイオ
ンは、２６９．０７±０．５、１４５．０３±０．５および１４３．０２±０．５の質量
／電荷比を有するイオンの群から選択される。いくつかの好ましい実施形態では、この方
法は、エストロンの１つ以上の前駆イオンを作製する工程を含み、ここではこの前駆イオ
ンの少なくとも１つが２６９．０７±０．５の質量／電荷比を有する。関連の好ましい実
施形態では、この方法は、断片イオンのうち少なくとも１つが１４５．０３±０．５また
は１４３．０２±０．５の質量／電荷比を有する、エストロン前駆イオンの１つ以上の断
片イオンを作製する工程を含み得る。いくつかの好ましい実施形態では、この方法は、体
液サンプル中に存在し得るタンパク質由来の遊離のエストロンに対して十分な量の試薬を
この体液サンプルに添加する工程を含み得る。関連の好ましい実施形態では、この方法は
、体液サンプルを酸性化する工程；好ましくはイオン化の前に酸性化する工程；さらに好
ましくは、精製の前に酸性化する工程；好ましくはギ酸を用いて酸性化する工程を含みう
る。特に好ましい実施形態では、この体液サンプルは、血清、血漿または尿である。
【０００８】
　本明細書において用いる場合、別段言及しない限り、単数形「１つの、ある（不定冠詞
：ａ、ａｎ）」および「この、その（定冠詞：ｔｈｅ）」は複数の言及を包含する。従っ
て、例えば、「あるタンパク質（ａ　ｐｒｏｔｅｉｎ）」という言及は、複数のタンパク
質分子を包含する。
【０００９】
　本明細書において用いる場合、「精製」または「精製すること」という用語は、目的の
分析物（単数または複数）以外のサンプル由来の全ての物質を除去することを言うのでは
ない。そうではなく、精製とは、目的の分析物の検出を妨害し得るサンプル中の他の成分
に対して目的の１つ以上の分析物の量を富化する手順を指す。サンプルは本明細書では、
１つ以上の妨害物質、例えば、選択されたエストロンの親イオンまたは娘イオンを質量分
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析によって検出することを妨げるであろう１つ以上の物質の除去を可能にする種々の手段
によって精製される。
【００１０】
　本明細書において用いる場合、「試験サンプル」という用語は、エストロンを含み得る
任意のサンプルを指す。本明細書において用いる場合、「体液」という用語は、個体の身
体から単離され得る任意の液体を意味する。例えば、「体液」は、血液、血漿、血清、胆
汁、唾液、尿、涙、汗などを包含し得る。
【００１１】
　本明細書において用いる場合、「誘導体化」という用語は、２つの分子を反応させて新
規な分子を形成することを意味する。誘導体化剤としては、イソチオシアナート基、ジニ
トロ－フルオロフェニル基、ニトロフェノキシカルボニル基、および／またはフタルアル
デヒド基などを挙げることができる。
【００１２】
　本明細書において用いる場合、「クロマトグラフィー」という用語は、液体または気体
によって担持される化学的な混合物が、静止的な液相または固相の周囲または上を流れる
につれて、その化学物質の示差的な分布の結果として成分に分けられるプロセスを指す。
【００１３】
　本明細書において用いる場合、「液体クロマトグラフィー」または「ＬＣ」という用語
は、微細に分けられた物質のカラムを通じて、または毛細管の通路を通じて液体が均一に
浸透するような液体溶液の１つ以上の成分の選択的な遅延のプロセスを意味する。この遅
延の結果、固定相（単数または複数）に対してこの液体が動くにつれて、１つ以上の固定
相とバルクの液体（すなわち、移動相）との間で混合物の成分の分布が生じる。「液体ク
ロマトグラフィー」としては、逆相液体クロマトグラフィー（ＲＰＬＣ）、高速液体クロ
マトグラフィー（ＨＰＬＣ）および高乱流液体クロマトグラフィー（ＨＴＬＣ）が挙げら
れる。
【００１４】
　本明細書において用いる場合、「高速液体クロマトグラフィー」または「ＨＰＬＣ」と
いう用語は、液体クロマトグラフィーであって、分離の程度が固定相、典型的には濃密に
充填されたカラムを通じて圧力下で移動相を強制することによって増大される液体クロマ
トグラフィーを指す。
【００１５】
　本明細書において用いる場合、「高乱流液体クロマトグラフィー」または「ＨＴＬＣ」
という用語は、分離を行うための基礎としてカラム充填を通じてアッセイされている物質
の乱流を利用するクロマトグラフィーの形態を指す。ＨＴＬＣは質量分析による分析の前
に２つの特定されていない薬物を含んでいるサンプルの調製に適用されている。例えば、
Ｚｉｍｍｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．Ａ　８５４：２３～３５（１
９９９）を参照のこと；また、さらにＨＴＬＣを説明している、米国特許第５，９６８，
３６７号、同第５，９１９，３６８号、同第５，７９５，４６９号、および同第５，７７
２，８７４号も参照のこと。当業者は、「乱流」を理解する。液体がゆっくりかつスムー
ズに流れる場合、その流れは「層流」と呼ばれる。例えば、ＨＰＬＣカラムを通じて移動
する低い流速の流れは層流である。層流では、液体の粒子の動きは、粒子が一般には直線
で動くにつれて規則正しい。速い流速では、水の慣性は、液体の摩擦力および乱流の結果
を上回る。不規則な境界と接触していない液体は、摩擦によって遅くなるかまたは不均一
な表面によって偏向される液体を「追い越す（ｏｕｔｒｕｎｓ）」。液体が乱れて流され
る場合、その液体は渦巻き（ｅｄｄｉｅｓ）および渦（ｗｈｉｒｌｓ）（または渦形（ｖ
ｏｒｔｉｃｅｓ））で流れ、ここではその流れが層流である場合よりも「のろのろ進む（
ｄｒａｇ）」。液体の流れが層流または乱流であるときを決定するのに役立つ多くの参考
文献が利用可能である（例えば、Ｔｕｒｂｕｌｅｎｔ　Ｆｌｏｗ　Ａｎａｌｙｓｉｓ：Ｍ
ｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ　ａｎｄ　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，Ｐ．Ｓ．　Ｂｅｒｎａｒｄ　＆
　Ｊ．Ｍ．　Ｗａｌｌａｃｅ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，（２０
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００）；Ａｎ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｔｕｒｂｕｌｅｎｔ　Ｆｌｏｗ，Ｊｅ
ａｎ　Ｍａｔｈｉｅｕ　＆　Ｊｕｌｉａｎ　Ｓｃｏｔｔ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖ
ｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ（２００１））。
【００１６】
　本明細書において用いる場合、「ガスクロマトグラフィー」または「ＧＣ」という用語
は、クロマトグラフィーであって、サンプル混合物が気化されて、液体または粒子状固体
からなる固定相を含んでいるカラムを通じて移動する搬送ガス（窒素またはヘリウムとし
て）の流れに注入され、その固定相の化合物の親和性に従ってその成分の化合物に分けら
れるクロマトグラフィーを指す。
【００１７】
　本明細書において用いる場合、「大粒子カラム（ｌａｒｇｅ　ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｃｏ
ｌｕｍｎ）」または「抽出カラム（ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｃｏｌｕｍｎ）」という用語
は、約３５μｍより大きい平均粒子直径を含んでいるクロマトグラフィーカラムを指す。
この文脈において用いる場合、「約」という用語は±１０％を意味する。好ましい実施形
態では、このカラムは、約６０μｍの直径の粒子を含む。
【００１８】
　本明細書において用いる場合、「分析カラム（ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｃｏｌｕｍｎ）
」という用語は、分析物の存在または量の決定を可能にするのに十分な、そのカラムから
溶出するサンプル中の物質の分離を果たすために十分なクロマトグラフィープレートを有
しているクロマトグラフィーカラムを指す。このようなカラムは、さらなる分析のために
精製されたサンプルを得るために、保持されていない物質から保持された物質を分離また
は抽出するという一般的な目的を有する「抽出カラム」とは識別される場合が多い。この
文脈で用いる場合、「約」という用語は±１０％を意味する。好ましい実施形態では、こ
の分析的カラムは、約４μｍの直径の粒子を含む。
【００１９】
　本明細書において用いる場合、「オンライン」または「インライン」という用語は、例
えば、「オンラインの自動的方式（ｏｎ－ｌｉｎｅ　ａｕｔｏｍａｔｅｄ　ｆａｓｈｉｏ
ｎ）」または「オンライン抽出（ｏｎ－ｌｉｎｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ）」で用いる場
合、操作者の介入が必要なしで行われる手順を指す。対照的に、「オフライン」という用
語は、本明細書において用いる場合、操作者の手動による介入を要する手順を指す。従っ
て、サンプルを沈殿させ、次に上清を手動でオートサンプラーにロードする場合、その沈
殿およびローディングの工程は、その後の工程からオフラインである。この方法の種々の
実施形態では、１つ以上の工程をオンラインの自動的な方式で行ってもよい。
【００２０】
　本明細書において用いる場合、「質量分析」または「ＭＳ」という用語は、その質量に
よって化合物を特定するための分析技術を指す。ＭＳとは、イオンの質量対電荷比、すな
わち「ｍ／ｚ」に基づいてイオンをフィルタリング、検出および測定する方法を指す。Ｍ
Ｓ技術は一般には（１）化合物をイオン化して荷電された化合物を形成する工程；および
（２）荷電された化合物の分子量を検出して質量対電荷比（ｍ／ｚ）を算出する工程を含
む。この化合物は、任意の適切な手段によってイオン化および検出され得る。「質量分析
計」は一般には、イオン化装置およびイオン検出器を備える。一般には、目的の１つ以上
の分子をイオン化し、そのイオンを引き続き、質量分析法の装置に導入し、ここで、磁場
および電場の組み合わせに起因して、イオンは質量（「ｍ」）および荷電（「ｚ」）に依
存する空間中の経路をたどる。例えば、「Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　Ｆｒｏ
ｍ　Ｓｕｒｆａｃｅｓ」と題された米国特許第６，２０４，５００号、「Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ａｎｄ　Ａｐｐａｒａｔｕｓ　ｆｏｒ　Ｔａｎｄｅｍ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅ
ｔｒｙ」と題された同第６，１０７，６２３号、「ＤＮＡ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　Ｂ
ａｓｅｄ　Ｏｎ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ」と題された同第６，２６８，１
４４号、「Ｓｕｒｆａｃｅ－Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ｐｈｏｔｏｌａｂｉｌｅ　Ａｔｔａｃｈ
ｍｅｎｔ　Ａｎｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｆｏｒ　Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｄｅｔｅ
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ｃｔｉｏｎ　Ｏｆ　Ａｎａｌｙｔｅｓ」と題された同第６，１２４，１３７号、Ｗｒｉｇ
ｈｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｓｔａｔｅ　Ｃａｎｃｅｒ　ａｎｄ　Ｐｒｏｓｔａｔｉｃ　
Ｄｉｓｅａｓｅｓ　２：２６４～７６（１９９９）；ならびにＭｅｒｃｈａｎｔおよびＷ
ｅｉｎｂｅｒｇｅｒ，Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　２１：１１６４～６７（２００
０）を参照のこと。
【００２１】
　本明細書において用いる場合、「負のイオンモードで作動する」という用語は、負のイ
オンが作製され検出される質量分析法を指す。同様に、「正のイオンモードで作動する」
という用語は、本明細書において用いる場合、正のイオンが作製され検出される質量分析
法を指す。
【００２２】
　本明細書において用いる場合、「イオン化」または「イオン化する、イオン化工程（ｉ
ｏｎｉｚｉｎｇ）」という用語は１つ以上の電子単位に等しい正味の電荷を有している分
析物イオンを作製するプロセスを指す。負のイオンとは、１つ以上の電子単位の正味の負
の電荷を有しているイオンであるが、正のイオンとは、１つ以上の電子単位の正味の正の
電荷を有しているイオンである。
【００２３】
　本明細書において用いる場合、「電子イオン化」または「ＥＩ」という用語は、気相ま
たは蒸気相中の目的の分析物が電子の流れと相互作用する方法を指す。分析物との電子の
衝突は分析物イオンを生じ、これが次に質量分析技術に供され得る。
【００２４】
　本明細書において用いる場合、「化学的イオン化」または「ＣＩ」という用語は、試薬
ガス（例えば、アンモニア）が電子衝突に供され、分析物イオンが試薬ガスイオンおよび
分析物分子の相互作用によって形成される方法を指す。
【００２５】
　本明細書において用いる場合、「高速原子衝撃」または「ＦＡＢ」という用語は、高エ
ネルギー原子のビーム（しばしばＸｅまたはＡｒ）が不揮発性サンプルに衝突し、サンプ
ル中に含まれる分子を脱着およびイオン化する方法を指す。試験サンプルを、グリセロー
ル、チオグリセロール、ｍ－ニトロベンジルアルコール、１８－クラウン－６クラウンエ
ーテル、２－ニトロフェニルオクチルエーテル、スルホラン、ジエタノールアミン、およ
びトリエタノールアミンなどの粘性の液体基質に溶解する。化合物またはサンプルについ
て適切な基質の選択は経験的なプロセスである。
【００２６】
　本明細書において用いる場合、「マトリックス支援レーザー脱離イオン化」または「Ｍ
ＡＬＤＩ」という用語は、不揮発性のサンプルがレーザー照射に曝され、このレーザー照
射がサンプル中の分析物を、光イオン化、プロトン化、脱プロトンおよびクラスター崩壊
を含む種々のイオン化経路によって脱着およびイオン化する方法を指す。ＭＡＬＤＩにつ
いては、サンプルをエネルギー吸着基質と混合して、これによって分析物分子の脱着を容
易にする。
【００２７】
　本明細書において用いる場合、「表面増強レーザー脱離イオン化」または「ＳＥＬＤＩ
」という用語は、不揮発性サンプルがレーザー照射に曝され、レーザー照射がサンプル中
の分析物を、光イオン化、プロトン化、脱プロトンおよびクラスター崩壊を含む種々のイ
オン化経路によって脱着およびイオン化するという別の方法を指す。ＳＥＬＤＩについて
は、サンプルは典型的には目的の１つ以上の分析物を優先的に保持する表面に結合される
。ＭＡＬＤＩにおいては、このプロセスはエネルギー吸着物質を使用してイオン化を容易
にし得る。
【００２８】
　本明細書において用いる場合、「エレクトロスプレーイオン化」または「ＥＳＩ」とい
う用語は、溶液が短い長さの毛細管にそって通され、その終わりに高い正または負の電圧
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が印加される方法を指す。この管の終わりに達する溶液は、溶媒蒸気中の溶液の極めて小
さい液滴のジェットまたはスプレー中に気化（噴霧）される。この液滴のミストは蒸発室
（エバポレーション・チャンバ）を通って流れ、この蒸発室は縮合を妨げかつ溶媒を蒸発
させるためにわずかに加熱される。この液滴は小さくなるので、電気的表面電荷密度は、
同様の電荷の間の自然な反発がイオンおよび放出されるべき中性の分子を生じる時点まで
増大する。
【００２９】
　本明細書において用いる場合、「大気圧化学イオン化」または「ＡＰＣＩ」という用語
は、ＥＳＩと同様の質量分析方法を指す；しかし、ＡＰＣＩは、大気圧でプラズマ内に生
じるイオン－分子反応によって、イオンを生じる。このプラズマはスプレーの毛細管と対
極との間の電荷によって維持される。次いで、イオンは典型的には、１セットの示差的に
ポンピングされたスキマー・ステージの使用によって質量分析器の中に抽出される。乾燥
および予備加熱されたＮ2ガスの逆流を用いて、溶媒の除去を改善してもよい。ＡＰＣＩ
中の気相イオン化は、極性の低い種を分析するためにはＥＳＩよりも有効であり得る。
【００３０】
　本明細書において用いる場合、「大気圧光イオン化」または「ＡＰＰＩ」という用語は
、質量分析の形態であって、分子Ｍの光イオン化の機構が、光吸収および電子入射であっ
て分子イオンＭ＋を形成する形態を指す。光エネルギーは典型的にはイオン化電位のすぐ
上なので、分子イオンは解離を受けにくい。多くの場合、クロマトグラフィーの必要なし
にサンプルを分析することが可能であり得、従って時間および費用がかなり節約される。
水蒸気またはプロトン性溶媒の存在下では、分子イオンは、Ｈを抽出してＭＨ＋を形成し
得る。これは、Ｍが高いプロトン親和力を有する場合に生じる傾向である。これは、定量
の精度には影響しない。なぜならＭ＋およびＭＨ＋の合計は、一定であるからである。プ
ロトン性溶媒における薬物化合物は、通常ＭＨ＋として観察されるが、非極性化合物、例
えば、ナフタレンまたはテストステロンは通常は、Ｍ＋を形成する。Ｒｏｂｂ，Ｄ．Ｂ．
，Ｃｏｖｅｙ，Ｔ．Ｒ．およびＢｒｕｉｎｓ，Ａ．Ｐ．（２０００）：例えば、Ｒｏｂｂ
　ｅｔ　ａｌ．，Ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ　ｐｒｅｓｓｕｒｅ　ｐｈｏｔｏｉｏｎｉｚａ
ｔｉｏｎ：Ａｎ　ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒ
ｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．
７２（１５）：３６５３～３６５９を参照のこと。
【００３１】
　本明細書において用いる場合、「誘導結合プラズマ（ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ　ｃｏｕ
ｐｌｅｄ　ｐｌａｓｍａ）」または「ＩＣＰ」という用語は、サンプルが、ほとんどの元
素が微粒化およびイオン化されるような十分に高い温度で部分的にイオン化されたガスと
相互作用する方法を指す。
【００３２】
　本明細書において用いる場合、「電界脱離」という用語は、不揮発性の体液サンプルを
イオン化表面に置き、強電界を用いて分析物イオンを作製する方法を指す。
【００３３】
　本明細書において用いる場合、「脱離」という用語は、表面からの分析物の除去、およ
び／または気相への分析物の進入を指す。
【００３４】
　本明細書において用いる場合、「数量化の限界」、「定量化の限界」または「ＬＯＱ」
という用語は、測定が定量的に意味をなすポイントを指す。このＬＯＱでの分析物の反応
は、識別可能、別個、かつ再現性であって、２０％の正確性および８０％～１２０％の精
度を有する。
【００３５】
　本明細書において用いる場合、「検出限界」または「ＬＯＤ」という用語は、測定され
た値の方がその値に伴う不確実性よりも大きいポイントである。ＬＯＤは、ゼロ濃度から
２標準偏差（ＳＤ）として適宜規定される。
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【００３６】
　本明細書において用いる場合、体液サンプル中のエストロンの「量」とは一般には、体
液の容積中で検出可能なエストロンの量を反映している絶対値を指す。しかし、ある量は
また、別のエストロン量に比較した相対量を意図する。例えば、体液中のエストロンの量
は、正常に存在するエストロンのコントロールまたは正常なレベルよりも大きい量であっ
てもよい。
【００３７】
　第二の局面では、体液サンプル中のエストロンの量をタンデム質量分析によって決定す
るための方法が提供され、この方法は以下を含む：（ａ）体液サンプル中のエストロンを
液体クロマトグラフィーによって精製する工程と；（ｂ）２６９．０７±０．５の質量／
電荷比を有しているエストロンの前駆イオンを作製する工程と；（ｃ）前駆イオンの１つ
以上の断片イオンを作製する工程であって、その断片イオンの少なくとも１つが１４３．
０２±０．５の質量／電荷比を有する工程と；（ｄ）工程（ｂ）もしくは（ｃ）またはそ
の両方で作製された１つ以上のイオンの量を検出し、この検出されたイオンを体液サンプ
ル中のエストロンの量に対して関連付ける工程。いくつかの好ましい実施形態では、この
方法の定量限界は、５００ｐｇ／ｍＬ以下である。他の好ましい実施形態では、エストロ
ンは、質量分析の前に誘導体化されない。特定の好ましい実施形態では、この方法は、エ
ストロン前駆イオンの１つ以上の断片イオンを作製する工程をさらに含んでいてもよく、
ここでこの断片イオンの少なくとも１つが１４５．０３±０．５の質量／電荷比を有する
。いくつかの好ましい実施形態では、この方法は、体液サンプル中に存在し得るタンパク
質由来の遊離エストロンに対して十分な量で体液サンプルに対して試薬を添加する工程を
含み得る。関連の好ましい実施形態では、この方法は、体液サンプルを酸性化する工程；
好ましくはイオン化の前に酸性化する工程；さらに好ましくは精製の前に酸性化する工程
；好ましくはギ酸を用いて酸性化する工程を含み得る。特に好ましい実施形態では、この
体液サンプルは血清、血漿または尿である。
【００３８】
　第三の局面では、体液サンプル中のエストロンの量を決定するための方法が提供され、
この方法は以下を含む：（ａ）体液サンプル中に存在し得るタンパク質由来の遊離のエス
トロンに対して十分な量で試薬を用いて体液サンプルを酸性化する工程と；（ｂ）この体
液サンプル中のエストロンを液体クロマトグラフィーによって精製する工程と；（ｃ）こ
の体液サンプル中のエストロンをイオン化して、タンデム型質量分析によって検出可能な
１つ以上のイオンを作製する工程と；（ｄ）このエストロンイオン（単数または複数）の
量をタンデム型質量分析によって負のイオンモードで検出して、この検出されたエストロ
ンイオン（単数または複数）の量を体液サンプル中のエストロンの量に対して関連付ける
工程。いくつかの好ましい実施形態では、この方法の定量限界は５００ｐｇ／ｍＬ以下で
ある。他の好ましい実施形態では、エストロンは、質量分析前に誘導体化されない。特定
の好ましい実施形態では、エストロンイオンは、２６９．０７±０．５、１４５．０３±
０．５および１４３．０２±０．５の質量／電荷比を有するイオンの群から選択される。
いくつかの好ましい実施形態では、この方法は、前駆イオンの少なくとも１つが２６９．
０７±０．５の質量／電荷比を有するエストロンの１つ以上の前駆イオンを作製する工程
を含む。関連の好ましい実施形態では、この方法は、断片イオンの少なくとも１つが１４
５．０３±０．５または１４３．０２±０．５の質量／電荷比を有しているエストロン前
駆イオンの１つ以上の断片イオンを作製する工程を含み得る。いくつかの好ましい実施形
態では、この方法は、イオン化の前に体液サンプルを酸性化する工程；より好ましくは精
製の前に酸性化する工程；好ましくはギ酸を用いて酸性化する工程を含んでいてもよい。
特に好ましい実施形態では、この体液サンプルは血清、血漿または尿である。
【００３９】
　いくつかの好ましい実施形態では、エストロンは、質量分析の前に誘導体化されてもよ
い、しかし、特定の好ましい実施形態では；サンプルの調製は、誘導体化の使用を排除す
る。
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【００４０】
　上記の局面の特定の好ましい実施形態では、液体クロマトグラフィーは、ＨＴＬＣおよ
びＨＰＬＣを用いて行われ、好ましくは、ＨＴＬＣはＨＰＬＣと組み合わせて用いられる
が、他の方法が用いられてもよく、これには、例えば、ＨＰＬＣと組み合わせたタンパク
質の沈殿および精製が挙げられる。
【００４１】
　好ましい実施形態は、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を、単独で、または１
つ以上の精製方法、例えば、ＨＴＬＣまたはタンパク質沈殿と組み合わせて利用して、サ
ンプル中のエストロンを精製する。
【００４２】
　本明細書に開示される方法の特定の好ましい実施形態では、質量分析は負のイオンモー
ドで行われる。特定の好ましい実施形態では、エストロンは、ＡＰＣＩまたはＥＳＩを用
いて負のイオン化モードで測定される。
【００４３】
　上記の局面の好ましい実施形態では、体液サンプル中に存在するグルクロン酸化エスト
ロンおよび非グルクロン酸化エストロンの両方が検出および測定される。
【００４４】
　好ましい実施形態では、質量分析計で検出可能なエストロンイオンは、２６９．０７±
０．５、１４５．０３±０．５および１４３．０２±０．５の質量／電荷比（ｍ／ｚ）を
有するイオンからなる群より選択され；この後者２つは、前駆イオンの断片イオンである
。特定の好ましい実施形態では、この前駆イオンは、２６９．０７±０．５の質量／電荷
比を有し、この断片イオンは１４３．０２±０．５の質量／電荷比を有する。
【００４５】
　好ましい実施形態では、別々に検出可能な内部エストロン標準がサンプル中に提供され
、この量もサンプル中で決定される。これらの実施形態では、サンプルに存在する内因性
のエストロンおよび内部標準の両方の全てまたは一部をイオン化して、質量分析で検出可
能な複数のイオンを作製し、各々から作製される１つ以上のイオンを質量分析によって検
出する。
【００４６】
　好ましい内部エストロン標準は、２，４，１６，１６－ｄ4エストロンである。好まし
い実施形態では、質量分析計で検出可能な内部エストロン標準イオンは、２７３．０６±
０．５、１４７．０７±０．５および１４５．０４±０．５の質量／電荷比を有するイオ
ンからなる群より選択される。特に好ましい実施形態では、内部エストロン標準の前駆イ
オンは、２７３．０６±０．５の質量／電荷比を有し；かつ１つ以上の断片イオンは、１
４７．０７±０．５および１４５．０４±０．５の質量／電荷比を有しているイオンから
なる群より選択される。
【００４７】
　好ましい実施形態では、このエストロンイオンの存在または量を、２，４，１６，１６
－ｄ4エストロンなどの参照に対して比較することによって試験サンプル中のエストロン
の存在または量に関連付ける。
【００４８】
　一実施形態では、この方法は、液体クロマトグラフィーと質量分析との組み合わせに関
与する。好ましい実施形態では、この液体クロマトグラフィーはＨＰＬＣである。好まし
い実施形態は、ＨＰＬＣを単独で、または例えば、ＨＴＬＣもしくはタンパク質精製など
の１つ以上の精製方法と組み合わせて利用して、サンプル中のエストロンを精製する。別
の好ましい実施形態では、この質量分析はタンデム型質量分析（ＭＳ／ＭＳ）である。
【００４９】
　本明細書に開示される局面の特定の好ましい実施形態では、試験サンプル中のエストロ
ンの定量の限界（ＬＯＱ）は、５００ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは４００ｐｇ／ｍＬ以下
；好ましくは３００ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは２００ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは１７
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５ｇ／ｍＬ以下；好ましくは１５０ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは１２５ｐｇ／ｍＬ以下；
好ましくは１００ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは７５ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは５０ｐｇ
／ｍＬ以下；好ましくは２５ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは２０ｐｇ／ｍＬ以下；好ましく
は１５ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは１４ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは１３ｐｇ／ｍＬ以下
；好ましくは１２ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは１１ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは１０ｐｇ
／ｍＬである。
【００５０】
　「約、およそ、ほぼ（ａｂｏｕｔ）」という用語は、イオンの質量の測定を含んでいな
い定量的な測定に関して本明細書で用いられる場合、示される値プラスマイナス１０％を
指す。質量分析装置は、所定の分析物の量を決定するのにわずかに変化し得る。「約」と
いう用語は、イオンの量またはイオンの質量／電荷比の文脈では＋／－０．５の原子量単
位を指す。
【００５１】
　上記の本発明の要約は、限定されるものではなく、本発明の他の特徴および利点は本発
明の以下の詳細な説明から、および特許請求の範囲から明らかであろう。
【図面の簡単な説明】
【００５２】
【図１】ＬＣ－ＭＳ／ＭＳアッセイを用いる連続希釈したストックサンプル中のエストロ
ンの定量の直線性を示す。詳細は実施例６に記載される。
【発明を実施するための形態】
【００５３】
　試験サンプル中のエストロンを検出および定量する方法が開示される。この方法は、液
体クロマトグラフィー（ＬＣ）、最も好ましくはＨＴＬＣを、ＨＰＬＣと組み合わせて利
用して、選択された分析物の最初の精製を行い、そしてこの精製と質量分析（ＭＳ）の固
有の方法とを組み合わせて、これによって試験サンプル中のエストロンを検出および定量
するための高速アッセイシステムを提供する。好ましい実施形態は特に、大型の臨床実験
室への適用によく適している。特異性が向上しており、かつ他のエストロンアッセイで必
要とされるよりも少ない時間と少ないサンプル調製とで達成される、エストロンの方法が
提供される。
【００５４】
　好ましい実施形態では、試験サンプル中のエストロンの検出限界（ＬＯＤ）は、７５ｐ
ｇ／ｍＬ以下；好ましくは５０ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは２５ｐｇ／ｍＬ以下；好まし
くは１０ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは５ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは４．５ｐｇ／ｍＬ以
下；好ましくは４ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは３．５ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは３ｐｇ
／ｍＬ以下；好ましくは２．５ｐｇ／ｍＬ以下；好ましくは２ｐｇ／ｍＬである。
【００５５】
　適切な試験サンプルとしては、目的の分析物を含み得る任意の試験サンプルが挙げられ
る。例えば、合成エストロンの製造の間に得られるサンプルを分析して、製造プロセスの
組成物および収率を決定してもよい。いくつかの好ましい実施形態では、サンプルは生物
学的サンプル；すなわち、任意の生物学的供給源、例えば、動物、細胞培養物、臓器培養
などから得られるサンプルである。特定の好ましい実施形態では、サンプルは哺乳動物、
例えば、イヌ、ネコ、ウマなどから得られる。特に好ましい哺乳動物は霊長類、最も好ま
しくは男性または女性のヒトである。特に好ましいサンプルとしては血液、血漿、血清、
毛髪、筋肉、尿、唾液、涙液、脳脊髄液、または他の組織サンプルが挙げられる。このよ
うなサンプルは、例えば、患者；すなわち、疾患または病態の診断、予防または処置のた
めの臨床状況に自らある生きている人、男性または女性から得てもよい。この試験サンプ
ルは好ましくは、患者から得られる、例えば血清である。
【００５６】
質量分析のためのサンプル調製
　サンプル中の他の成分（例えば、タンパク質）に対してエストロンを富化するために用
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いられ得る方法としては、例えば、濾過、遠心分離、薄層クロマトグラフィー（ＴＬＣ）
、電気泳動、例えば、キャピラリー電気泳動、アフィニティ分離、例えば、イムノアフィ
ニティー分離、抽出方法、例えば、酢酸エチル抽出およびメタノール抽出、ならびにカオ
トロピック剤の使用または上記の任意の組み合わせなどが挙げられる。
【００５７】
　種々の方法を用いて、サンプル中のエストロンの総量（例えば、遊離のエストロンおよ
びタンパク質に結合したエストロン）に対して分析が関連し得るように、クロマトグラフ
ィーおよびまたはＭＳのサンプル分析の前にエストロンとタンパク質との間の相互作用を
破壊してもよい。タンパク質沈殿は、試験サンプル、特に生物学的試験サンプル、例えば
、血清または血漿を調製する１つの好ましい方法である。このようなタンパク質精製の方
法は、当該分野で周知であり、例えば、Ｐｏｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　
ｏｆ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　Ｂ　７８５：２６３～２７５（２００３）は、こ
の方法での使用に適切なタンパク質沈殿技術を記載している。タンパク質沈殿を用いて、
上清にエストロンを残したままサンプルからほとんどのタンパク質を除去することができ
る。サンプルを遠心分離して、沈殿したタンパク質から液体上清を分離してもよい。次い
で、得られた上清を液体クロマトグラフィーおよび引き続く質量分析的な分析にかけても
よい。特定の実施形態では、このタンパク質沈殿、例えば、アセトニトリルタンパク質沈
殿などの使用によって、ＨＰＬＣおよび質量分析の前の高乱流液体クロマトグラフィー（
ＨＴＬＣ）または他のオンライン抽出の必要性が省略される。このような実施形態によれ
ば、この方法は、（１）目的のサンプルのタンパク質沈殿を行う工程；および（２）オン
ライン抽出または高乱流液体クロマトグラフィー（ＨＴＬＣ）を用いることなくＨＰＬＣ
－質量分析計に上清を直接ロードする工程を含む。
【００５８】
　他の好ましい実施形態では、エストロンは、タンパク質の沈殿をする必要なしにタンパ
ク質から遊離され得る。例えば、酸、塩またはアルコールを適切な量で添加して、タンパ
ク質とエストロンとの間の相互作用を破壊してもよい。例示的なこのような試薬としては
ギ酸、ＮａＣｌまたはエタノールが挙げられる。
【００５９】
　いくつかの好ましい実施形態では、ＨＴＬＣを、単独で、または１つ以上の精製方法と
組み合わせて用いて、質量分析の前にエストロンを精製してもよい。このような実施形態
では、サンプルは、分析物を捕獲するＨＴＬＣ抽出カートリッジを用いて抽出してもよく
、次いでイオン化の前に第二のＨＴＬＣカラム上で、または分析的ＨＰＬＣカラム上に溶
出およびクロマトグラフされてもよい。これらのクロマトグラフィー手順に関与する工程
は、自動的な形式で連結することが可能であるので、分析物の精製の間の操作者の関与に
ついての要件を最小限にすることができる。この特徴によって、時間および費用の節約を
もたらし、かつ操作者の過ちの機会を排除することができる。
【００６０】
　ＨＴＬＣカラムおよび方法によって提供されるような乱流は、質量移行の速度を向上し
得、分離特徴を改善すると考えられる。ＨＴＬＣカラムは、剛体粒子を含んでいる充填カ
ラムを通じた高いクロマトグラフィー流速の手段によって成分を分ける。高い流速（例え
ば、３～５ｍＬ／分）を使用することによって、乱流がカラムで起こり、これが目的の固
定相と分析物（単数または複数）との間のほぼ完全な相互作用を生じる。ＨＴＬＣカラム
を用いる利点は、生体液基質と関連して構築された高分子は、高い分子量種が乱流条件下
では保持されないために避けられるということである。１つの手順で複数の分離を組み合
わせるＨＴＬＣ方法によって、長時間のサンプル調製の必要性が少なくなり、有意に早い
速度で操作される。このような方法はまた、層流（ＨＰＬＣ）クロマトグラフィーよりも
優れた分離能力を達成する。ＨＴＬＣによって、生物学的サンプル（血漿、尿など）の直
接注入が可能になる。変性したタンパク質および他の生体の砕片が分離カラムを急速に詰
まらせるため、直接注入は、クロマトグラフィーの伝統的な形態では達成が困難である。
ＨＴＬＣはまた、１ｍＬ未満、好ましくは０．５ｍＬ未満、好ましくは０．２ｍＬ未満、
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好ましくは０．１ｍＬというごく少量のサンプルでも可能である。
【００６１】
　質量分析による分析の前にサンプル調製にかけるＨＴＬＣの例はいずれかに記載されて
いる。例えば、Ｚｉｍｍｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．Ａ　８５４：
２３～３５（１９９９）を参照のこと；また米国特許第５，９６８，３６７号；同第５，
９１９，３６８号；同第５，７９５，４６９号；および同第５，７７２，８７４号も参照
のこと。この方法の特定の実施形態では、サンプルをＨＴＬＣカラムにロードする前に上
記のようなタンパク質沈殿に供する；別の好ましい実施形態では、このサンプルを、タン
パク質沈殿にかけることなく、ＨＴＬＣに直接ロードしてもよい。好ましくは、ＨＴＬＣ
は、ＨＰＬＣと組み合わせて用いて、サンプルをタンパク質沈殿にかけることなく、エス
トロンを抽出および精製する。関連の好ましい実施形態では、この精製工程は、（ｉ）こ
のサンプルをＨＴＬＣ抽出カラムに加える工程、（ｉｉ）エストロンがカラムに保持され
る条件下でＨＴＬＣ抽出カラムを洗浄する工程、（ｉｉｉ）ＨＴＬＣ抽出カラムから保持
されたエストロンを溶出する工程、（ｉｖ）この保持された物質を分析カラムに加える工
程、および（ｖ）分析カラムから精製されたエストロンを溶出する工程を含む。ＨＴＬＣ
抽出カラムは好ましくは、大粒子のカラムである。種々の実施形態では、この方法の１つ
以上の工程は、オンラインで、自動的な方式で行ってもよい。例えば、一実施形態では、
工程（ｉ）～（ｖ）をオンラインで自動方式で行う。別法では、イオン化および検出の工
程はオンラインで工程（ｉ）－（ｖ）に従って行う。
【００６２】
　高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を含めて液体クロマトグラフィー（ＬＣ）は
、比較的遅い、層流の技術に依拠する。伝統的なＨＰＬＣ分析は、カラム充填に依拠し、
ここではカラムを通じたサンプルの層流がサンプルからの目的の分析物の分離の基礎であ
る。当業者は、このようなカラムでの分離が拡散性プロセスであることを理解するであろ
う。ＨＰＬＣは生物学的サンプル中の化合物の分離に首尾よく適用されているが、質量分
析（ＭＳ）での分離および引き続く分析の前には大量のサンプル調製が必要であり、その
せいでこの技術は労働集約的になっている。さらに、ほとんどのＨＰＬＣシステムは質量
分析をその最大能力までは利用せず、それによって１つのＨＰＬＣシステムだけを単一の
ＭＳ装置に接続することになり、その結果多数のアッセイを行うためには長時間が必要と
なる。
【００６３】
　質量分析前にサンプルを浄化するためのＨＰＬＣの使用に関して種々の方法が記載され
ている。例えば、Ｔａｙｌｏｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｍ
ｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　２２：６０８～１２（２０００）；およびＳａｌｍ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｃｌｉｎ．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ　２２　Ｓｕｐｌ．Ｂ：Ｂ７１－Ｂ８５（２００
０）を参照のこと。
【００６４】
　当業者は、エストロンでの使用に適切であるＨＰＬＣ装置およびカラムを選択できる。
クロマトグラフィーカラムは典型的には、化学部分の分離（すなわち、断片化）を容易に
する媒体（すなわち、充填材料）を含む。この媒体は、わずかな粒子を含む場合がある。
この粒子は、種々の化学的部分と相互作用してその化学的部分の分離を促進する結合され
た表面を備える。適切な結合された表面の１つは、アルキル結合した表面などの疎水性結
合した表面である。アルキル結合した表面としては、Ｃ－４、Ｃ－８、Ｃ－１２、または
Ｃ－１８結合したアルキル基、好ましくはＣ－１８結合した基を挙げることができる。ク
ロマトグラフィーカラムは、サンプルを受容するための入口ポートと、分画されたサンプ
ルを含む溶出液を廃棄するための出口ポートとを備える。一実施形態では、サンプル（ま
たは精製前のサンプル）を入口ポートでカラムに加え、溶媒または溶媒混合物で溶出し、
出口ポートで排出する。異なる溶媒モードを目的の分析物（単数または複数）を溶出する
ために選択してもよい。例えば、液体クロマトグラフィーは、勾配モード、アイソクラチ
ックモード、または多型（すなわち、混合）モードを用いて行ってもよい。クロマトグラ
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フィーの間、物質の分離は、溶出液（「移動相」としても公知）の選択、溶出モード、勾
配条件、温度などのような変数によって達成される。
【００６５】
　特定の実施形態では、分析物は、目的の分析物がカラム充填物質によって可逆性に保持
されるが、１つ以上の他の物質が保持されない条件下でカラムにサンプルを加えることに
よって精製され得る。これらの実施形態では、目的の分析物がカラムによって保持される
第一の移動相条件を使用してもよく、そして第二の移動相条件を引き続き使用して、一旦
、保持されていない物質が洗い流されれば、カラムから保持された物質を除去してもよい
。あるいは、分析物は、目的の分析物が１つ以上の他の物質に比べて種々の速度で溶出す
る移動相条件下でカラムにサンプルを加えることによって精製されてもよい。このような
手順によって、サンプルの１つ以上の他の成分に対して目的の１つ以上の分析物の量が富
化され得る。
【００６６】
　１つの好ましい実施形態では、ＨＴＬＣの後に、疎水性カラムクロマトグラフィーシス
テムでのＨＰＬＣを続けてもよい。特定の好ましい実施形態では、Ｃｏｈｅｓｉｖｅ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓのＴｕｒｂｏＦｌｏｗ　Ｃｙｃｌｏｎｅ　Ｐ（登録商標）という
ポリマーベースのカラム（６０μｍの粒子、５０×１．０ｍｍのカラム、１００Åの細孔
）を用いる。関連の好ましい実施形態では、親水性のエンドキャップを備える、Ｐｈｅｎ
ｏｍｅｎｅｘ　ＩｎｃのＳｙｎｅｒｇｉ　Ｐｏｌａｒ－ＲＰ（登録商標）エーテル連結フ
ェニル、分析カラム（４μｍの粒子、１５０×２．０ｍｍのカラム、８０Åの細孔）を用
いる。特定の好ましい実施形態では、ＨＴＬＣおよびＨＰＬＣは、移動相としてＨＰＬＣ
等級の超純水および１００％のメタノールを用いて行う。
【００６７】
　バルブおよびコネクター配管を注意深く選択することによって、なんら手動の工程を要
することなく物質をあるところから次に通過させるように、２つ以上のクロマトグラフィ
ーカラムを必要に応じて連結してもよい。好ましい実施形態では、バルブおよび配管の選
択を事前プログラムされたコンピューターによって制御して必要な工程を行う。最も好ま
しくは、クロマトグラフィーシステムもこのようなオンラインの方式で検出システム、例
えばＭＳシステムに接続する。従って、操作者は、オートサンプラーにサンプルのトレイ
を置いてもよく、残りの操作はコンピューター制御下で行い、選択された全てのサンプル
の精製および分析を行う。
【００６８】
　特定の好ましい実施形態では、試験サンプル中に存在するエストロンをイオン化の前に
精製してもよい。特に好ましい実施形態では、クロマトグラフィーはガスクロマトグラフ
ィーではない。好ましくは、この方法は、質量分析の前にガスクロマトグラフィーにエス
トロンをかけることなく行う。
【００６９】
質量分析による検出および定量
　種々の実施形態では、試験サンプル中に存在するエストロンを当業者に公知の任意の方
法によってイオン化してもよい。質量分析は、質量分析計を用いて行い、この質量分析計
には、さらなる分析のために断片化されたサンプルをイオン化し、荷電された分子を作製
するためのイオン源を備える。例えば、サンプルのイオン化は、電子イオン化、化学的イ
オン化、エレクトロスプレーイオン化（ＥＳＩ）、光子イオン化、大気圧化学イオン化（
ＡＰＣＩ）、光イオン化、大気圧光イオン化（ＡＰＰＩ）、高速原子衝撃（ＦＡＢ）、液
体二次イオン化（ＬＳＩ）、マトリックス支援レーザー脱離イオン化（ＭＡＬＤＩ）、フ
ィールド・イオン化、フィールド・デソープション、熱スプレー／プラズマスプレーイオ
ン化、表面増強レーザー脱離イオン化（ＳＥＬＤＩ）、誘導結合プラズマ（ＩＣＰ）およ
び粒子ビームイオン化によって行ってもよい。当業者は、イオン化方法の選択は、測定さ
れるべき分析物、サンプルの種類、検出器の種類、正対負のモードの選択などに基づいて
決定できることを理解するであろう。
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【００７０】
　好ましい実施形態では、エストロンはエレクトロスプレーイオン化（ＥＳＩ）によって
負のモードでイオン化される。関連の好ましい実施形態では、エストロンイオンは、ガス
状態であり、不活性な衝突ガスはアルゴンまたは窒素である。別の好ましい実施形態では
、エストロンを大気圧化学イオン化（ＡＰＣＩ）によって負のモードでイオン化する。他
の好ましい実施形態では、エストロンは、エレクトロスプレーイオン化（ＥＳＩ）または
大気圧化学イオン化（ＡＰＣＩ）によって正のモードでイオン化される。２７１．１７（
前駆イオン）ならびに１５９．２および１３３．２（断片イオン）という質量移行（ｍａ
ｓｓ　ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ）を、正のモードで検出および定量に用いてもよい。
【００７１】
　サンプルをイオン化した後、それによって作製された正に荷電されたイオンまたは負に
荷電されたイオンを分析して質量対電荷比を決定してもよい。質量対電荷比を決定するた
めの適切な分析装置としては、四重極アナライザー（ａｎａｌｙｚｅｒ）、イオントラッ
プアナライザー、および飛行時間アナライザーが挙げられる。このイオンはいくつかの検
出モードを用いて検出され得る。例えば、選択されたイオンを検出してもよく（すなわち
、選択性イオンモニタリングモード（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｉｏｎ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎ
ｇ　ｍｏｄｅ）（ＳＩＭ）を用いる）、あるいはイオンは、走査モード、例えば、多重反
応モニタリング（ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ）（ＭＲ
Ｍ）または選択反応モニタリング（ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｍｏｎｉｔｏ
ｒｉｎｇ）（ＳＲＭ）を用いて検出してもよい。好ましくは、質量対電荷比は、四重極ア
ナライザーを用いて決定される。例えば、「四重極（ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ）」または「
四重極イオントラップ（ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ　ｉｏｎ　ｔｒａｐ）」装置では、振動高
周波電界中のイオンは電極間で印加されるＤＣ電位、ＲＦシグナルの振幅および質量／電
荷比に対して比例する力を受ける。この電圧および振幅は、特定の質量／電荷比を有して
いるイオンのみが四重極の長さを移動するが、他の全てのイオンは偏向されるように選択
され得る。従って、四重極装置は、「質量フィルター」として、および「質量検出器」と
して両方で、この装置に注入されたイオンのために作用し得る。
【００７２】
　当業者は、「タンデム型質量分析」または「ＭＳ／ＭＳ」を使用することによってＭＳ
技術の分解能を増強し得る。この技術では、目的の分子から作製された前駆イオン（親イ
オンとも呼ばれる）をＭＳ装置中で濾過してもよく、この前駆イオンが引き続き、断片化
されて１つ以上の断片イオン（娘イオンまたは生成物イオンとも呼ばれる）を生じ、次に
これが第二のＭＳ手順で分析される。前駆イオンの注意深い選択によって、特定の分析物
によって作製されるイオンのみが断片化チャンバに渡され、ここで不活性ガスの原子と衝
突して娘イオンを生じる。前駆イオンおよび断片イオンの両方が所定のセットのイオン化
／断片化条件下で再現性の方式で産生されるので、ＭＳ／ＭＳ技術は、極めて強力な分析
ツールをもたらすことができる。例えば、濾過／断片化の組み合わせを用いることによっ
て妨害物質を排除することが可能で、特に、生体サンプルなどの複雑なサンプルでは有用
であり得る。
【００７３】
　質量分析計によって典型的には、使用者はイオンスキャン（すなわち、所定の範囲にわ
たって特定の質量／電荷を有する各々のイオンの相対量（例えば、１００～１０００ａｍ
ｕ））を得る。分析アッセイの結果、すなわち、質量スペクトルは、当該分野で公知の多
数の方法によって元のサンプル中の分析物の量に対して関連付けられ得る。例えば、サン
プリングおよび分析パラメーターが注意深く制御されていることを考慮すれば、所定のイ
オンの相対量を、元の分子の相対量から絶対量に変換する表と比較することができる。あ
るいは、分子標準はサンプルとともに流されてもよく、標準的な曲線をそれらの標準から
作製したイオンに基づいて作製してもよい。このような標準曲線を用いて、所定のイオン
の相対量を、もとの分子の絶対量に変換してもよい。特定の好ましい実施形態では、内部
標準を用いて、エストロンの量を計算するための標準曲線を作製する。このような標準曲
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線を作製および用いる方法は、当該分野で周知であり、かつ当業者は適切な内部標準を選
択できる。例えば、エストロンの同位体を内部標準として用いてもよく、特定の好ましい
実施形態では、この標準はｄ4－エストロンである。もとの分子の量に対してイオンの量
を関連付けるための多数の他の方法が当業者に周知である。
【００７４】
　この方法の１つ以上の工程を、自動的な機械を用いて行ってもよい。特定の実施形態で
は、１つ以上の精製工程をオンラインで行い、さらに好ましくは全ての精製および質量分
析工程を、オンライン方式で行ってもよい。
【００７５】
　特定の実施形態では、例えば、ＭＳ／ＭＳでは前駆イオンをさらなる断片化のために単
離し、衝突活性化解離（ＣＡＤ）を、さらなる検出のための断片イオンを作製するために
用いる場合が多い。ＣＡＤでは、前駆イオンは、不活性ガスとの衝突、およびその後の「
単分子分解」と呼ばれるプロセスによる断片を通じてエネルギーを得る。十分なエネルギ
ーが前駆イオン中に沈着されなければならず、その結果イオン内の特定の結合が振動エネ
ルギーの増大によって破壊され得る。
【００７６】
　特に好ましい実施形態では、エストロンは、以下の様にＭＳ／ＭＳを用いて検出および
／または定量される。そのサンプルを液体クロマトグラフィー、好ましくはＨＴＬＣに続
いてＨＰＬＣに供し、このクロマトグラフィーのカラムからの液体溶媒の流れは、ＭＳ／
ＭＳアナライザーの加熱されたネブライザーの界面に入り、その溶媒／分析物の混合物が
その界面の加熱配管中で蒸気に変換される。噴霧溶媒に含まれたその分析物（例えば、エ
ストロン）をその界面のコロナ放電針でイオン化し、これによって噴霧された溶媒／分析
物混合物に大きい電圧を印加する。このイオン、例えば、前駆イオンは、装置の開口部を
通過して、第一の四重極に入る。四重極１および３（Ｑ１およびＱ３）は質量フィルター
であって、それによって、その質量対電荷比（ｍ／ｚ）に基づいてイオン（すなわち、「
前駆」イオンおよび「断片」イオン）を選択することが可能になる。四重極２（Ｑ２）は
衝突セルであり、ここでイオンが断片化される。質量分析計の第一の四重極（Ｑ１）は、
特定の質量対電荷比を有する前駆エストロンイオンを選択する。正確な質量／電荷比を有
する前駆エストロンイオンは衝突チャンバ（Ｑ２）に通ることが可能であるが、いかなる
他の質量／電荷比を有する望ましくないイオンも四重極の横で衝突して排除される。Ｑ２
に入る前駆イオンは中性のアルゴンガス分子および断片と衝突する。この過程は衝突活性
化解離（ＣＡＤ）と呼ばれる。作製された断片イオンは、四重極３（Ｑ３）に通過し、こ
こでエストロンの断片イオンが選択されるが、他のイオンは排除される。
【００７７】
　この方法は、正または負のイオンモードで行われるＭＳ／ＭＳを必要とする場合がある
。当該分野で周知の標準的な方法を用いて、当業者は、四重極３（Ｑ３）での選択のため
に用いられ得るエストロンの特定の前駆イオンの１つ以上の断片イオンを特定することが
できる。
【００７８】
　エストロンの前駆イオンがアルコール基またはアミン基を含む場合、それぞれ前駆イオ
ンの脱水または脱アミノを呈する断片イオンが共通して形成される。アルコール基を含む
前駆イオンの場合、脱水によって形成されるこのような断片イオンは、前駆イオンからの
１つ以上の水分子の損失によって生じる（すなわち、前駆イオンと断片イオンとの間の質
量対電荷比における相違は１つの水分子の損失について約１８、または２つの水分子の損
失について約３６などである場合）。アミン基を含む前駆イオンの場合、脱アミノによっ
て形成されるこのような断片イオンは、１つ以上のアンモニア分子の損失によって生じる
（すなわち、前駆イオンと断片イオンとの間の質量対電荷比における相違が、１つのアン
モニア分子の損失について約１７、または２つのアンモニア分子の損失について約３４な
どである場合）。同様に、１つ以上のアルコール基およびアミン基を含む前駆イオンは共
通して、１つ以上の水分子および／または１つ以上のアンモニア分子の損失を呈する断片
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イオンを形成する（すなわち、前駆イオンと断片イオンとの間の質量対電荷比の相違が１
つの水分子の損失および１つのアンモニア分子の損失について約３５である場合）。一般
には、前駆イオンの脱水または脱アミノを呈する断片イオンは、特定の分析物について特
定の断片イオンではない。従って、本発明の好ましい実施形態では、ＭＳ／ＭＳは、前駆
イオンからの１つ以上の水分子の損失および／または１つ以上のアンモニア分子の損失の
みを呈するのではない、エストロンの少なくとも１つの断片イオンが検出されるように行
われる。
【００７９】
　イオンは検出器と衝突するので、イオンは、デジタルシグナルに変換される電子のパル
スを生じる。得られたデータを、コンピューターに中継して、これがイオン収集対時間の
カウントをプロットする。得られた質量クロマトグラムは、伝統的なＨＰＬＣ方法で作製
したクロマトグラムと同様である。特定のイオンに相当するピーク下面積、またはこのよ
うなピークの振幅を測定して、面積または振幅を目的の分析物（エストロン）の量と相関
させる。特定の実施形態では、断片イオン（単数または複数）および／または前駆イオン
について曲線下面積、またはピークの振幅を測定してエストロンの量を決定する。上記の
とおり、所定のイオンの相対量を、内部分子標準、例えば、ｄ4－エストロンの１つ以上
のイオンのピークに基づいた較正標準曲線を用いて、元の分析物、例えば、エストロンの
絶対量に変換してもよい。
【００８０】
　以下の実施例は、本発明の例示に役立つ。これらの実施例は、決して本発明の範囲を限
定するものではない。
【実施例１】
【００８１】
サンプルおよび試薬の調製
　血液は、添加物なしでＶａｃｕｔａｉｎｅｒ中に収集して、室温、１８～２５℃で３０
分間凝固させた。全体的な溶血、脂肪血症および／または黄疸を呈したサンプルは除外し
た。
【００８２】
　メタノール中に含まれる１ｍｇ／ｍＬのエストロンのストック標準を調製して、メタノ
ール中でさらに希釈して、１，０００，０００ｐｇ／ｍＬのエストロン中間ストック標準
を調製し、これを用いて１０，０００ｐｇ／ｍＬの２つのエストロン作業標準を調製し、
Ａ標準についてはメタノールで、Ｂ標準については剥離血清で希釈した。
【００８３】
　重水素化メタノール（メチル－ｄ1アルコール；Ｆｉｓｈｅｒのカタログ番号ＡＣ２９
９１３－１０００または等価物）を用いて、１ｍｇ／ｍＬのｄ4－エストロンストック標
準（２，４，１６，１６－ｄ4エストロン）を調製し、これを用いて１，０００，０００
ｐｇ／ｍＬの中間体ストック標準を重水素化メタノールで調製した。このｄ4－エストロ
ン中間体ストック標準を用いて、ＤＩ水中で５０００ｐｇ／ｍＬの作業用ｄ4－エストロ
ン内部標準を調製した。１ｍＬのｄ4－エストロン中間ストック標準を、２００ｍＬのメ
スフラスコでＤＩ水を用いて容積希釈した。
【００８４】
　２０％のギ酸溶液は、２５０ｍＬのメスフラスコに５０ｍＬのギ酸（約９８％純粋Ａｌ
ｄｒｉｃｈのカタログ番号０６４４０または等価物）を添加することによって調製し、こ
れを超純粋なＨＰＬＣ等級の水で容積希釈した。
【００８５】
　各々の試行において用いる全てのキャリブレータ／標準物質を、剥離血清中の１０，０
００ｐｇ／ｍＬのエストロン標準の凍結アリコートの連続希釈から新鮮に毎週調製した。
その標準は、最高濃度から最低まで調製し、ここでは各々の標準について１０ｍＬの最終
の総容積であった。
【実施例２】
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【００８６】
液体クロマトグラフィーを用いる血清からのエストロンの抽出
　液体クロマトグラフィー（ＬＣ）サンプルは、２００μＬの標準、コントロール、また
は患者サンプルを９６－ウェルのプレートにピペッティングすることによって準備した。
さらに、３００μＬの２０％ギ酸を、各々のウェルに約１１％（Ｖ／Ｖ）の最終濃度で与
えた。最終的に、５０μＬの５０００ｐｇ／ｍＬのｄ4－エストロン標準を各々のウェル
に添加した。このサンプルをＬＣの前に３０分間室温でインキュベートした。
【００８７】
　液体クロマトグラフィーは、Ａｒｉａ　ＯＳ　Ｖ　１．５またはそれより新しいソフト
ウェアを用いてＣｏｈｅｓｉｖｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ａｒｉａ　ＴＸ－４　Ｈ
ＴＬＣシステムで行った。オートサンプラー洗浄溶液は、６０％アセトニトリル、３０％
イソプロパノール、および１０％アセトン（ｖ／ｖ）を用いて調製した。
【００８８】
　ＨＴＬＣシステムは、大きい粒子を充填されたＴｕｒｂｏＦｌｏｗカラム（Ｃｏｈｅｓ
ｉｖｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓの５０×１．０ｍｍ、６０μｍのＣｙｃｌｏｎｅ　Ｐ
　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎカラム）中に７５μＬの上記で調製したサンプルを自動的に注入
した。サンプルを高い流速でロードして（５ｍＬ／分、ローディング試薬１００％ＤＩ水
）、抽出カラムの内側に乱流を形成した。この乱流によって、カラム中の大きい粒子に対
するエストロンの最適化結合、および残りのタンパク質および砕片の廃棄物への通過を確
実にした。
【００８９】
　ローディング後、流れの方向を逆転して、ループ中で２００μＬの９０％メタノールを
用いて、サンプルを分析カラム（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　分析カラム，Ｓｙｎｅｒｇｉ　
Ｐｏｌａｒ－ＲＰ（登録商標）１５０×２．０ｍｍ、４μｍカラム）に溶出させた。二成
分のＨＰＬＣ勾配を分析カラムに加えて、サンプルに含まれる他の分析物からエストロン
を分離した。移動相Ａは超純水（ＨＰＬＣ等級）であって、移動相Ｂは１００％メタノー
ルであった。ＨＰＬＣ勾配は、１０％の有機勾配で開始し、これは最大７５％まで傾斜し
、次に５～１０％ずつ約３．３５分で９９％まで増大した。総勾配時間は６．５８分であ
った。次に、分離されたサンプルをエストロンの定量のためにＭＳ／ＭＳに供した。
【００９０】
　他の分子との干渉を決定するために、ブランクの血清を、以下のステロイドの１０００
ｐｇ／ｍＬを用いてスパイクした：１７－βエストラジオール、エストリオール、テスト
ステロン、１７－αヒドロキシプロゲステロン、プロゲステロン、アンドロステンジオン
、アルドステロン、１１－デオキシコルチゾール、コルチコステロンおよびジヒドロキシ
テストステロン。そのサンプルをＬＣに供した。これらのステロイドからは干渉は観察さ
れなかった；エストロンと同時溶出するステロイドはない。
【実施例３】
【００９１】
ＭＳ／ＭＳによるエストロンの検出および定量
　ＭＳ／ＭＳは、Ｆｉｎｎｉｇａｎ　ＴＳＱ　Ｑｕａｎｔｕｍ　Ｕｌｔｒａ　ＭＳ／ＭＳ
システム（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）を用いて行った
。全てがＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎの以下のソフトウェアプログラムを、本明細書に
記載の実施例に用いた：Ｔｕｎｅ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｖ１．２、またはそれより新しいもの
、Ｅｘｃａｌｉｂｕｒ　Ｖ２．０　ＳＲ１、またはそれより新しいもの、ＴＳＱ　Ｑｕａ
ｎｔｕｍ　１．４またはそれより新しいもの、ＬＣＱｕａｎ　Ｖ２．５　ＳＵＲ１または
それより新しいもの、およびＸＲｅｐｏｒｔ　１．０またはそれより新しいもの。分析Ｈ
ＰＬＣカラムを出ていく液体の溶媒／分析物は、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｎｎｉｇａｎ　ＭＳ
／ＭＳアナライザーの加熱されたネブライザー界面に流れた。その溶媒／分析物混合物を
、界面の加熱配管中で蒸気に変換した。噴霧された溶媒中の分析物を、界面のコロナ放電
針によってイオン化し、これによって噴霧された溶媒／分析物混合物に電圧を印加した。
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【００９２】
　イオンは、第一の四重極（Ｑ１）に通過し、これが２６９．０７±０．５ｍ／ｚの質量
対電荷比を有するイオンを選択した。四重極２（Ｑ２）に入るイオンは、アルゴンガスと
衝突して、イオン断片を生じ、これがさらなる選択のために四重極３（Ｑ３）へ通過した
。同時に、同位体希釈質量分析を用いる同じプロセスを、内部標準である４－重水素化エ
ストロン分子で行った。以下の質量移行を、負の極性でのバリデーションの間の検出およ
び定量のために用いた。
【表１】

【００９３】
　以下の質量移行を、正の極性でのバリデーションの間の検出および定量のために用いた
。
【表２】

【実施例４】
【００９４】
アッセイ内およびアッセイ間の正確性および精度
　３つの品質管理（ＱＣ）プールをチャコール剥離血清から調製して、２５、２００およ
び８００ｐｇ／ｍＬの濃度までエストロンでスパイクした。
【００９５】
　３つのＱＣプールの各々由来の１０個のアリコートを、単独のアッセイで分析して、ア
ッセイ内のサンプルの再現性（ＣＶ）を決定した。以下の値を決定した：
【表３】

【００９６】
　各々の３つのＱＣプール由来の１０個のアリコートを５日にわたってアッセイして、ア
ッセイの間の再現性（ＲＳＤ％）を決定した。以下の値を決定した：
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【表４】

【実施例５】
【００９７】
分析の感度：検出限界（ＬＯＤ）および定量限界（ＬＯＱ）
　エストロンのゼロ標準を、１０個の複製で行って、測定された値の方がそれにともなう
不確実度よりも大きいポイントである、アッセイの検出限界を決めた。ＬＯＤは、ゼロ濃
度からの２標準偏差（ＳＤ）として適宜決定した。ゼロ標準についての得られたピーク面
積比を統計学的に分析し、ここでは０．０１４の平均値および０．００４のＳＤであった
。エストロンのアッセイのＬＯＤは２．０ｐｇ／ｍＬであった。
【００９８】
　２０％の正確性および８０％～１２０％の精度を有する定量の限界を決定するため、予
想のＬＯＱに近い濃度の５つの異なるサンプルをアッセイして、各々について再現性を決
定した。エストロンアッセイのＬＯＱは１０．０ｐｇ／ｍＬで規定した。
【実施例６】
【００９９】
アッセイ報告可能な範囲および直線性
　アッセイ中のエストロン検出の直線性を確立するため、ゼロ標準に割り当てた１つのブ
ランク、および１０個のスパイクした血清標準を調製して、５つの別の日に分析した。５
つの連続試行からの二次回帰で０．９９５以上の相関係数が得られ、ここでは±２０％の
精度で１０～２０００ｐｇ／ｍＬの定量可能な線形範囲が明らかになった。
【実施例７】
【０１００】
基質特異性
　基質特異性は、水、剥離血清およびＢｉｏｃｅｌｌ正常ヒト血清を用いて評価して、患
者サンプルが線形の方式で希釈できるか否かを決定した。中間のコントロール（ＭＣ）お
よび高いコントロール（ＨＣ）を２倍および４倍希釈した。このサンプルは、較正実施後
に二連で行った。精度は以下のとおりであった：

【表５】

【０１０１】
　本明細書において言及または引用される、論文、特許および特許出願、ならびに全ての
他の文書および電気的に利用可能な情報の内容は、あたかも各々の個々の刊行物が参照に
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よって援用されると詳細にかつ個々に示されるのと同じ程度までその全体が出典明記によ
って本明細書に援用される。出願人は、任意のこのような論文、特許、特許出願または他
の物理的および電子的な文書由来の任意のかつ全ての物質および情報を本出願に物理的に
組み込む権利を留保する。
【０１０２】
　本明細書に例示的に記載される方法は、本明細書に詳細に開示されないいずれの要素（
単数または複数）、制限（単数または複数）もなしに適切に実施され得る。従って、例え
ば、「含んでいる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「含んでいる、包含している、挙げられ
る（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「含有する、含んでいる（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」など
の用語は、広範にかつ限定なしに読みとられるべきである。さらに、本明細書に使用され
る用語および表現は説明の用語として用いられており、限定ではなく、このような用語お
よび表現の使用において、示されかつ記載される特徴の任意の等価物またはその一部を排
除するという意図はない。種々の改変が特許請求される本発明の範囲内で可能であるとい
うことが認識される。従って、本発明は、本明細書に具体化される本発明の好ましい実施
形態および任意の特徴、修飾および変動によって詳細に記載されているが、本明細書の開
示は当業者によって頼られる場合があり、このような改変および変動は、本発明の範囲内
であるとみなされることが理解されるべきである。
【０１０３】
　本発明は、本明細書に広範にかつ一般的に記載されている。一般的な開示内におさまっ
ている下位の種および亜属の分類の各々も、本発明の一部を形成する。これは、本発明の
方法の一般的記述を包含しており、ただし、条件付きであるかまたは消極的な限定があり
、除外される物質が本明細書に特に引用されるか否かにかかわらず、その属からなんらか
の対象を取り除く。
【０１０４】
　他の実施形態が以下の特許請求の範囲内である。さらに、本発明の特徴または局面は、
マーカッシュグループに関して記載されており、当業者は本発明がマーカッシュグループ
の任意の個々のメンバーまたはメンバーのサブグループに関して本明細書に記載されてい
ることを認識する。
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