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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
サンプル中の標識された分子または標識された分子のフラグメントの質量と標識されてい
ない分子または標識されていない分子のフラグメントの質量を識別するための方法であっ
て、ここで、該標識された分子または標識された分子のフラグメントの質量と該標識され
ていない分子または標識されていない分子のフラグメントの質量は、１原子質量単位（ａ
ｍｕ）未満の違いがあり、該方法は、以下の工程：
（ａ）質量分析計を使用することにより、該標識された分子または標識された分子のフラ
グメントの質量および該標識されていない分子または標識されていない分子のフラグメン
トの質量の質量スペクトルを蓄積する工程であって、ここで、該該標識された分子または
標識された分子のフラグメントが、標識部分で標識されており、ここで、該標識部分は、
１７～７７の原子番号を有している少なくとも１つの質量欠損元素を含んでいる、工程；
ならびに
（ｂ）該標識部分の核結合エネルギーに基づいて、該標識された分子または標識された分
子のフラグメントの質量と該標識されていない分子または標識されていない分子のフラグ
メントの質量を識別する工程
を包含する、方法。
【請求項２】
請求項１に記載の方法であって、前記標識部分が、原子番号３５～６３の少なくとも１つ
の質量欠損元素を含む、方法。
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【請求項３】
請求項２に記載の方法であって、前記標識部分が、原子番号３９～５８の少なくとも１つ
の質量欠損元素を含む、方法。
【請求項４】
請求項２に記載の方法であって、前記標識部分が、臭素、ヨウ素、ユーロピウム、および
イットリウムからなる群より選択される少なくとも１つの質量欠損元素を含む、方法。
【請求項５】
請求項４に記載の方法であって、前記質量欠損元素が、ユーロピウムである、方法。
【請求項６】
請求項４に記載の方法であって、前記質量欠損元素が、イットリウムである、方法。
【請求項７】
請求項４に記載の方法であって、前記質量欠損元素が、臭素である、方法。
【請求項８】
請求項４に記載の方法であって、前記質量欠損元素が、ヨウ素である、方法。
【請求項９】
請求項１に記載の方法であって、前記標識分子および前記標識分子フラグメントが、標識
オリゴマーフラグメントである、方法。
【請求項１０】
請求項９に記載の方法であって、ここで、前記標識オリゴマーが、標識タンパク質、標識
オリゴヌクレオチド、標識オリゴサッカリド、標識脂質および合成物の標識ポリマーから
なる群より選択され、標識オリゴマーフラグメントが、標識タンパク質フラグメント、標
識オリゴヌクレオチドフラグメント、標識オリゴサッカリドフラグメント、標識脂質フラ
グメント、および合成物フラグメントの標識ポリマーからなる群より選択される、方法。
【請求項１１】
請求項１０に記載の方法であって、前記合成物の標識ポリマーは、標識アクリレート、標
識メタクリレート、標識ナイロン、標識ポリエステル、標識ポリイミド、標識ニトリルゴ
ム、および標識ポリオレフィン、標識アクリレートフラグメント、標識メタクリレートフ
ラグメント、標識ナイロンフラグメント、標識ポリエステルフラグメント、標識ポリイミ
ドフラグメント、標識ニトリルゴムフラグメント、および標識ポリオレフィンフラグメン
トからなる群より選択される、方法。
【請求項１２】
請求項９に記載の方法であって、前記標識オリゴマーは、標識オリゴヌクレオチドであり
、該標識オリゴマーフラグメントが、標識オリゴヌクレオチドフラグメントである、方法
。
【請求項１３】
請求項１に記載の方法であって、各々が異なる数の質量欠損元素で標識されている数個の
標識分子が前記質量スペクトルの蓄積の前に混合される、方法。
【請求項１４】
請求項９に記載の方法であって、前記標識オリゴマーフラグメントが、酵素的方法、化学
分解法、または質量分析断片化法を使用して生成される、方法。
【請求項１５】
請求項１４に記載の方法であって、前記質量分析計の断片化法が、インソース衝突誘起解
離、および衝突セル衝突誘起解離から選択される、方法。
【請求項１６】
請求項１に記載の方法であって、各々が異なる数の安定同位体を有する数個の標識分子が
、前記質量スペクトルの蓄積の前に、混合される、方法。
【請求項１７】
請求項１６に記載の方法であって、ここで、前記安定同位体が、独立して、Ｈ、Ｃ、Ｎ、
Ｏ、Ｃｌ、ＢｒおよびＳの同位体からなる群より選択される、方法。
【請求項１８】
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請求項１６に記載の方法であって、前記安定同位体が、７９Ｂｒおよび８１Ｂｒから独立
して選択される、方法。
【請求項１９】
請求項１に記載の方法であって、前記サンプルが、コンビナトリアルライブラリーとして
生成された分子の複合混合物を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ａ
ｎｄ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｔｅｒｍｉｎａｌ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ」の表題で、２０００年
１０月１９日に提出された、米国仮特許出願番号第６０／２４２，１６５号、および「Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　Ｐｅｐｔｉ
ｄｅ　Ｔｅｒｍｉｎａｌ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ，」の表題で、２０００年１０月１９日に提
出された、米国仮特許出願番号第６０／２４２，３９８号（代理人登録番号Ｎｏ．０５２
６５．Ｐ００１）の利点を請求する。これらの出願は、すべての目的のためのそれらの全
体において参考として援用されている。
【背景技術】
【０００２】
　（政府によって基金を援助された研究および開発の下で行われた発明に対する権利の記
載）
　なし。
【０００３】
　（発明の背景）
　多くの分子は、得られる標識されたイオンフラグメントの質量が、もともとの分子の同
定または再構築のために使用され得る質量分析計において、化学的、電気的（電子ビーム
または中性の気体分子との電界誘起衝突）、または光学的（エキシマーレーザー）によっ
てフラグメンテーションされる。他の例では、分子は、質量分析によってさらに識別され
る、分離プロセスによる共溶出物（ｃｏｅｌｕｔｅ）である場合がある。一部の例では、
標識は、質量スペクトル中の他の化学的なノイズから、得られる標識イオンまたはイオン
フラグメントの同定を補助するために、もとの分子または混合物中の特異的な分子に付着
させられる。典型的には、この標識は、もとの分子中にすでに含まれている元素または元
素の放射性同位体から構成される。この方法では、質量スペクトルにおいて２個以上の予
め決定された相対量のピークを見ることができ、そして標識されたフラグメントの同定を
確認するために使用することができる。しかし、標識が、親分子にすでに含まれている元
素（もしくはこれらの元素の放射性同位体）、またはサンプルマトリックスから作成され
るかもしくはそうでなければサンプルマトリックスを含有している他のイオンを含む場合
は、１個以上の標識されたフラグメントのピークは、スペクトル中の他の未標識のイオン
のピークと重複する場合があり、これによって標識されたイオンの同定を混乱させる。
【０００４】
　組織学的には、エドマン分解法のような技術が、タンパク質の配列決定に広く使用され
ている。Ｓｔａｒｋ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２５：１０３－１
２０（１９７２）；Ｎｉａｌｌ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２７：
９４２－１０１１（１９７３）；Ｇｒａｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇ
ｙ，２５：１２１－１３７（１９７２）；Ｓｃｈｒｏｅｄｅｒ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　
Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２５：１３８－１４３（１９７２）；Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌ
ｅｓ（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ，ＮＹ，１９８４）；Ｎｉｅｄｅｒｗｉｅｓｅｒ：Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ
　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２５：６０－９９（１９７２）；およびＴｈｉｅｄｅら
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、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．，３５７：６５－６９（１９９５）を参照のこと。しかし、衝突
誘起解離質量分析（ＭＳ）法（ＭＳ／ＭＳ配列決定）は迅速に展開し、そしてエドマン技
術よりも速くそして少量のタンパク質を必要とすることが証明された；Ｓｈｅｖｃｈｅｎ
ｋｏ，Ａ．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），９３：１４４４０
－１４４４５（１９９６）；Ｗｉｌｍら、Ｎａｔｕｒｅ，３７９：４６６－４６９（１９
９６）；Ｍａｒｋ，Ｊ．，「Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｉｄｅｎｔ
ｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＭＳ／ＭＳ．」（ＰＥ／Ｓｃｉｅｘ　Ｓｅｍｉｎａｒ　
Ｓｅｒｉｅｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅ
ｏｍｉｃｓで示された研究論文）：Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　ｈｉｇｈ　ｔｈｒｏｕｇｈｐｕ
ｔ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　ｆｏｒ　ｄｒｕｇ　ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ，Ｆｏｓｔｅｒ
　Ｃｉｔｙ，ＣＡ（Ｍａｒｃｈ，１９８８）；およびＢｉｅｍａｎ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉ
ｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１９３：４５５－４７９（１９９０）を参照のこと。
【０００５】
　ＭＳ配列決定は、タンパク質の消化によって単離された単一のペプチドをランダムにフ
ラグメンテーションするためにＭＳのイオン化領域中の高い電圧を使用するか、またはよ
り典型的には、イオントラップでの衝突誘起解離を使用するタンデムＭＳによるかのいず
れかによって達成される。Ｂｉｅｍａｎ（前出）を参照のこと。以下を含むいくつかの技
術が、ＭＳ／ＭＳ配列決定に使用されるペプチドフラグメントを選択するために使用され
得る：四重極ＭＳユニット中での親ペプチドフラグメントの蓄積（Ｍａｒｋ，Ｊ．前出；
Ｍａｎｎ，Ｍ．，ＩＢＣ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　ｄｏｎｆｅｒｅｎｃｅ，Ｂｏｓｔｏｎ
，ＭＡ（Ｎｏｖ　１０～１１，１９９７）；およびＢｉｅｍａｎ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ
　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１９３：４５５－４７９（１９９０）を参照のこと）、ＥＳ－
ＴＯＦ　ＭＳ検出と組み合わせたキャピラリー電気泳動分離（Ａｅｂｅｒｓｏｌｄ，Ｒ．
「Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｓｓａｙ　ｏｒ　ｄ
ａｔａ　ａｒｃｈｉｖｅ？」ＩＢＣ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ，Ｃ
ｏｒｏｎａｄｏ，ＣＡ（１９９８年６月１１日～１２日）およびＳｍｉｔｈら、ＣＲＣ　
Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｃａｐｉｌｌａｒｙ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ：Ａ　
Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，第８章、１８５－２０６頁（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓ
ｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，ＦＬ、１９９４））を参照のこと）、または他の液体クロマ
トグラフィーによる分離（Ｎｉａｌｌ，Ｈ．Ｄ．：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏ
ｌｏｇｙ，２７：９４２－１０１１（１９７３）およびＣｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｔ．Ｅ．，
Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｉｎｃｉ
ｐｌｅｓ（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ，ＮＹ，１９８４））。ペプチドのアミノ酸配列は、
ＭＳにおいて個々のアミノ酸残基に関して公表された質量を使用して、得られたペプチド
のＭＳフラグメンテーションパターンにおいて観察される分子量の差異から推定され（Ｂ
ｉｅｍａｎｎ，Ｋ．，：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１９３：８８８
（１９９０））、そして半自動ペプチド配列決定アルゴリズムで体系化されている（Ｈｉ
ｎｅｓら、Ｊ　Ａｍ　Ｓｏｃ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ，３：３２６－３３６（１９
９２））。
【０００６】
　例えば、陽イオンモード（ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｉｏｎ　ｍｏｄｅ）で獲得されたＭＳ／
ＭＳ実験で単離された１４２５．７Ｄａのペプチド（ＨＳＤＡＶＦＴＤＮＹＴＲ）の質量
スぺクトルでは、１４２５．７Ｄａの全ペプチドと、次の最大質量のフラグメント（ｙ１

１、１２８８．７Ｄａ）との間の差異は、１３７Ｄａである。これは、アミド結合で切断
されるＮ末端のヒスチジン残基の予想される質量に対応する。このペプチドについては、
完全な配列決定は、ペプチド骨格に沿ったほぼすべての残基でのペプチドの切断に対応す
る、非常に豊富なフラグメントイオンの作成の結果として、可能である。上記のペプチド
配列においては、正に荷電したフラグメントイオンの本質的に全てのセットの作成（ペプ
チドのいずれかの末端を含む）は、Ｎ末端およＣ末端の両方の塩基度の結果である。塩基
性残基がＮ末端および／またはＣ末端に存在する場合には、衝突誘起解離（ＣＩＤ）スペ
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クトルにおいて産生されるイオンのほとんどが、その残基を含む（Ｚａｉａ，Ｊ．：Ｐｒ
ｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｂｙ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔ
ｒｏｍｅｔｒｙ，Ｊ．Ｒ．Ｃｈａｐｍａｎ編、２９－４１頁、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ
　Ｔｏｔｏｗａ，ＮＪ，１９９６；およびＪｏｈｎｓｏｎ，Ｒ．Ｓ．ら、Ｍａｓｓ　Ｓｐ
ｅｃｔｒｏｍ．Ｉｏｎ　Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ，８６：１３７－１５４（１９８８））。な
ぜなら、正電荷は、一般的には、塩基部位に存在するからである。塩基性残基の存在は、
典型的には、得られるスペクトルを簡単にする。なぜなら、塩基性部位は、限定された系
列の特異的な娘イオンへのフラグメンテーションを指向するからである。塩基性残基を有
さないペプチドは、より複雑なフラグメントイオンの混合物へフラグメンテーションされ
る傾向にある。これは、配列の決定をさらに困難にする。
【０００７】
　核酸の配列決定は、歴史的には、親の核酸配列からコピーされたランダムな数の塩基を
含有している核酸フラグメントの合成を通じて（例えば、ＳａｎｇｅｒおよびＣｏｌｓｏ
ｎ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），７４：５４６３－５４６７（
１９７７）；およびＭａｘａｍおよびＧｉｌｂｅｒｔ、ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹ
ＭＯＬＯＧＹ，６５：４９９－５６０（１９８０）によって定義された方法で）行われて
いる。ＳａｎｇｅｒおよびＣｏｌｓｏｎによって記載された方法のバリエーションは、不
完全なポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）方法をＤＮＡフラグメントのラダーを合成するた
めに使用する（Ｎａｋａｍａｙｅら、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１６（２１）：９
９４７－９９５９（１９８８）を参照のこと）。質量分析法は、Ｋｏｓｔｅｒ、米国特許
第５，６９１，１４１号および同第６，１９４，１４４号；Ｍｏｎｆｏｒｔｅら、米国特
許第５，７００，６４２号およびＢｕｔｌｅｒら、米国特許第６，０９０，５５８号によ
って記載されているように、ＤＮＡラダーのより迅速でありそして複雑な分離および同定
のために開発されている。これらの方法では、核酸フラグメントは、質量分析計に同時に
導入され、そして「短いタンデムな反復」配列またはの数が、合成された質量フラグメン
トのラダーの個々の元素の間での質量の差異から推定される。Ｋｏｓｔｅｒ、米国特許第
６，１９４，１４４号に記載されているように、十分に特有の質量の異なるタグを有して
いる特有の核酸のもとの鋳型から合成された核酸フラグメントを別々に標識することによ
って、いくつかの核酸を平行して同時に配列決定することが可能であり、かつ所望される
。さらに、特有の質量の標識を使用して、イオン化の間の配列のラダーの元素のサブフラ
グメンテーション、または質量分析計でのイオンの伝達を回避するため、ならびに、他の
無関係な核酸および混乱されるマトリックス混入物から核酸フラグメントを精製するため
に注意を払わなければならない。その結果、明らかな配列を、得られた質量スペクトルか
ら得ることができる。これらの参考文献は、すべての目的のためのそれらの全体において
参考として援用されている。
【０００８】
　質量分析計で質量タグ方法を利用する、ポリサッカライド配列決定方法また、Ｒａｄｅ
ｍａｃｈｅｒら、米国特許第５，１００，７７８号、ならびにＰａｒｅｋｈおよびＰｒｉ
ｍｅの米国特許第５，６６７，９８４号によって記載されている。これらの方法では、特
有の質量タグが、精製されたポリサッカライドサンプルに付着させられる。ポリサッカラ
イドサンプルは、続いてアリコートに分けられ、これは、もとのポリサッカライドから誘
導された一連の標識されたオリサッカライドフラグメントを生じるように酵素的および／
または化学溶解的切断の種々のレジメに供される。これらのフラグメントは、同時に質量
分析計に導入され、そしてもとのポリサッカライド中に含まれる糖の配列が、ランダム標
識されたオリゴサッカライドフラグメントから質量スペクトルにおいて作成された得られ
た質量のラダーから決定される。スループットの増大は、それぞれの特有の精製されたも
とのポリサッカライドサンプルに対して連結させられた種々の質量タグの使用を通じて、
同時に平行していくつかの異なるサンプルを処理することによって得られる場合がある。
再び、配列決定のあいまいさを回避するためには、質量スペクトルでのサブフラグメンテ
ーションの回避、および未標識のオリゴサッカライド混入物からの標識されたフラグメン
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トの精製のために、オリゴサッカライドサンプルに注意を払わなければならない。
【０００９】
　脂質中の脂肪酸組成およびその位置の同定は、細胞の状態の重要な指標であり得る。例
えば、ＯｌｉｖｅｒおよびＳｔｒｉｎｇｅｒ、Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂ
ｉｏｌ．，４：４６１（１９８４）、ならびにＨｏｏｄら、Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，５２：７８８（１９８６）の両方ともが、Ｖｉｂｒｉｏ　ｓｐ．
の餓死の際にリン脂質の９９．８％が失われることを報告している。Ｃｒｏｎａｎ，Ｊ．
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，９５：２０５４（１９６８）は、Ｅｓｃｈｅｒｃｈｉａ　ｃｏｌ
ｉ　Ｋ－１２のホスファチジルグリセロール含有量の５０％が、リン酸の枯渇の開始から
２時間以内にカルジオリピンに転換され、そして脂肪酸の組成もまた有意にシフトするこ
とを見出した。薬物および代謝産物の取り込み、膜貫通タンパク質の固定、細胞表面での
ウイルスの認識、腫瘍の増殖および転移、ならびに動脈の疾患におけるその潜在的な役割
に起因して、細胞膜の脂質組成にもまた、医学的な関心が集まっている。
【００１０】
　組み合わせによって合成された化学的ライブラリーの個々の成分の同定のための同様の
質量タグアプローチが、Ｓｕｇａｒｍａｎら、米国特許第６，０５６，９２６号およびＢ
ｒｅｎｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），８９：５３８１
－５３８３（１９９２）によって記載されている。ここでは、特有の質量タグ標識が、固
体表面上で目的の化合物と同時に合成され、その後、固体表面に対して適用された種々の
処理工程を同定するために使用される。この質量標識が、質量分析計による固体表面から
の切断後に同定され得る。組み合わせアプローチによって産生され得るライブラリーの大
きさの限界は、作成され得る特有の質量標識の数、および目的の化合物からこれらの標識
を識別する能力である。
【００１１】
　Ｎｅｓｓら、米国特許第６，０２７，８９０号、Ｓｃｈｍｉｄｔら、第ＷＯ９９／３２
５０１号、およびＡｅｂｅｒｓｏｌｄら、第ＷＯ００／１１２０８号は全て、それぞれの
供給源について異なる質量タグを用いて、異なる供給源から得られた生物学的分子を別々
に標識するための方法を記載する。次いで、サンプルが標識後に混合され、そして分離反
応または親和性の豊富さによってまとめて処理され、その結果、各サンプル由来の個々の
化合物が、混合物中で等しく処理されることを確実にする。次いで、個々の別々に標識さ
れた生物学的化合物の相対的な濃度が、質量スペクトルでの個々の質量タグの相対的な豊
富さによって決定される。これらの方法の限界は、使用される質量標識が、サンプル混合
物のあらゆる処理、およびイオン化、および質量分析計中で生じるイオンの輸送に関して
、実質的に等しく作用しなければならないことである。この理由のために、典型的には、
化学的なアナログである（例えば、安定な放射性同位体アナログであるか、または互いに
単純な誘導体である）標識が選択される。これらの方法の限界は、１回の同時の分析のた
めに混合され得るサンプルの数である。これは、ほぼ同一の分離特性、およびイオン化、
および伝達効率を有して合成され得る、質量タグ誘導体の数によって制限される。これら
の方法の別の限界は、質量標識された分子または切断された標識を、未標識の生体分子お
よびマトリックス混入物から識別する能力である。生体分子およびマトリックス混入物は
また、質量分析計に導入されたサンプル中に存在する場合もある。この後者の限界は、頻
繁に、標識されたサンプルが質量分析の前に徹底的に精製されなければならないこと、そ
して標識された分子の質量分析計の中でのサブフラグメンテーションを回避しなければな
らないことを意味する。
【００１２】
　Ｓｃｈｍｉｄｔら、第ＷＯ９９／３２５０１号（１９９９年７月１日）は、切断可能な
質量標識中の識別可能な質量欠損元素として、水素の代わりのフッ素の使用を記載する。
この作業の基本は、これらの２つの元素の間の０．００９４２２ａｍｕの一同位体質量の
差異である。しかし、これはきわめて小さい質量の差異であり、これは、極めて高解像度
の質量分析計で、そしてこれらの質量分析計で最小の質量の範囲でのみ解析することが可
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能である。質量分析計の解析は、質量の範囲に依存し、そして通常は、１００万分の１で
記録される。例えば、この業界で一般的な典型的な飛行時間型検出装置は、１００万ａｍ
ｕ（１０ｐｐｍ）の質量で約１０ａｍｕの質量解析度を有する。従って、ＦとＨとの間に
匹敵する小さな質量の差異は、約９４０ａｍｕを上回っては解析することができず、そし
てなお低いｍ／ｚでは実質的に客観的にとらえることは不可能である。
【００１３】
　Ｓｃｈｍｉｄｔらはさらに、過フッ素化（ｐｅｒｆｌｕｏｒｉｎａｔｅ）された炭水化
物の質量欠損が、単純な炭水化物とは区別され得ることに注目する。例えば、Ｃ６Ｆ５の
最大化学量論を有する多フッ素化されたアリールタグの一同位体の質量は、正確に１６６
．９９２０１５ａｍｕである。最も近い炭化水素の一同位体質量は、１６７．１７９９７
５である。これは、Ｃ１２Ｈ２３の化学量論に対応し、そして約１１２５ｐｐｍの質量の
差異を容易に解析することができる。最小の多フッ素化脂肪族タグの質量は、６８．９９
５２０９ａｍｕであり、これは、ＣＦ３の化学量論に対応する。これに対して最も近い一
同位体の炭化水素の質量は、６９．０７０４２５であり、これは、Ｃ５Ｈ９の化学量論に
対応しており、そして１０８９ｐｐｍの差異に対応している。
【００１４】
　しかし、ヘテロ元素を含む有機分子（例えば、ＮおよびＯ（これらは、生物学的分子の
典型である））については、フッ素の質量欠損は容易には識別することはできない。例え
ば、Ｃ３ＨＯ２の化学量論を含む任意の分子は、ＣＦ３のものとはわずかに３５ｐｐｍ異
なる、一同位体質量を有する。これによって、６９ａｍｕでもなおほとんど識別すること
はできない。同様に、Ｃ７Ｈ３Ｏ５の一同位体の化学量論を含む任意の分子は、１６７ａ
ｍｕでＣ６Ｆ５とはわずかに３６ｐｐｍ異なる。
【００１５】
　Ｃ、Ｎ、およびＯの安定な同位体が計算に含まれる場合は、Ｃ６Ｆ５の質量欠損は、［
１２Ｃ］４［１３Ｃ］２［１５Ｎ］３［１６Ｏ］２の化学量論を含む分子と比較して、１
．４ｐｐｍを識別することができないまでに減少する。同様に、ＣＦ３についての質量欠
損は、［１２Ｃ］２［１３Ｃ］［１６Ｏ］２の化学量論を含む分子と比較して、わずか２
９ｐｐｍにまで減少させる。タグの全体の質量が２００ａｍｕを超えて増大するに伴って
、複数のフッ素をなおも伴って導入された質量欠損は、他のヘテロ元素および安定な同位
体の欠損の中でも迅速に識別不可能になる。分子へのなおさらなるフッ素の付加は、多く
の場合、可溶性の束縛に起因して実行することができない。
【００１６】
　複雑な質量スペクトルデータから目的の個々のピークをデコンボリューションする（ｄ
ｅｃｏｎｖｏｌｖｉｎｇ）一般的なプログラムが、特に、時間解析分離法（例えば、ＧＣ
／ＭＳおよびＬＣ／ＭＳ）と組み合わせた場合に、低分子の複雑な混合物について以前に
記載されている（Ｓｔｅｉｎ，Ｓ．Ｅ．，「Ａｎ　ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ｍｅｔｈｏｄ
　ｆｏｒ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ　ｉｄ
ｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ＧＣ／ＭＳ　Ｄａｔａ」、Ｊ　Ａｍ　Ｓｏｃ　Ｍ
ａｓｓ　Ｓｐｅｃｔ，１０：７７０－７８１（１９９９）およびＭａｌｌａｒｄ，Ｇ．Ｗ
．およびＪ．Ｒｅｅｄ、「Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒａｌ　Ｄｅｃｏ
ｎｖｏｌｕｔｉｏｎ　＆　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ，ＡＭＤＩＳ－
Ｕｓｅｒ　Ｇｕｉｄｅ」（ＵＳ　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｃｏｍｍｅｒｃｅ，Ｇａ
ｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ，１９９７））。しかし、これらの技術は、配列決定の目的
のための生体ポリマー（例えば、タンパク質、核酸、およびポリサッカライド）のフラグ
メンテーションスペクトルには適用されていない。実際、これらの方法は、典型的には、
完全な化学種を同定することを試み、そして一般的にはＭＳでのフラグメンテーション条
件を回避するように模索する。これらは、特有の質量タグを含有している標識された生体
分子イオンの同定とも組み合わせられてはいない。
【００１７】
　ペプチドのいずれかの末端上に電荷濃縮部分を含むことによってペプチドのＣＩＤスペ
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クトルを簡単にする概念の拡大により、他の研究者は、Ｎ末端への硬い正電荷の連結によ
ってＮ末端での塩基性残基の存在または非存在にはかかわらず、ＣＩＤ実験でもとのペプ
チドに由来するＮ末端のフラグメントイオンの完全な系列の産生を指向することを、実証
した。Ｊｏｈｎｓｏｎ，Ｒ．Ｓ．ら、Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．Ｉｏｎ　Ｐｒｏｃｅ
ｓｓｅｓ，８６：１３７－１５４（１９８８）；Ｖａｔｈ，Ｊ．Ｅ．ら、Ｆｒｅｓｎｉｕ
ｓ　Ｚ　Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，３３１：２４８－２５２（１９８８）；Ｓｔｕｌｔｓ，
Ｊ．Ｔ．ら、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，６５：１７０３－１７０８（１９９３）；Ｚａｉａ
，Ｊ．，ら、Ｊ．Ａｍ．Ｓｏｃ．Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．，６：４２３－４３６（
１９９５）；Ｗａｇｎｅｒ，Ｄ．Ｓ．ら、Ｂｉｏｌ．Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．，２
０：４１９－４２５（１９９１）；およびＨｕａｎｇ，Ｚ．－Ｈ．ら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．，２６８：３０５－３１７（１９９９）を参照のこと。理論的には、すべての
フラグメントイオンは、固定された荷電した基によって指向される電荷移動フラグメンテ
ーション（ｃｈａｒｇｅ－ｒｅｍｏｔｅ　ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ）によって産生さ
れる。Ｔｏｍｅｒ，Ｋ．Ｂ．ら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１０５：５４８７－５
４８８（１９８３）を参照のこと。
【００１８】
　ペプチドは、固定された電荷基のいくつかのクラスで標識されている。これらには、ジ
メチルアルキルアンモニウム、置換されたピリジニウム、第４級ホスホニウム（ｑｕａｔ
ｅｒｎａｒｙ　ｐｈｏｓｐｈｏｎｉｕｍ）、およびスルホニウム誘導体が含まれる。有用
な標識の特徴には、合成の容易さ、標識されたペプチドのイオン化効率の増大、および好
ましくない標識フラグメンテーションを最小に有する特異的なフラグメントイオン系列の
標識されたペプチドからの形成が含まれる。Ｚａｉａ（Ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　Ｐｅｐ
ｔｉｄｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｂｙ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，Ｊ．Ｒ．Ｃ
ｈａｐｍａｎ編、２９－４１、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，Ｔｏｔｏｗａ，ＮＪ，１９９
６）は、これらの基準を満たす標識には、ジメチルアルキルアンモニウムのクラス、およ
び第４級ホスホニウム誘導体が含まれることを報告した。さらに、置換されたピリミジウ
ム誘導体は、高エネルギーのＣＩＤにおいて有用であることが報告されている。Ｂｕｒｅ
ｓ，Ｅ．Ｊ．ら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２２４：３６４－３７２（１９９５）お
よびＡｅｂｅｒｓｏｌｄ，Ｒ．ら：Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、４９４－５０３頁
（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９９２）を参照のこと。
【００１９】
　分析学的方法での一部の進歩を除いて、タンパク質の同定には、プロテオミクス（ｐｒ
ｏｔｅｏｍｉｃｓ）の分野での主要な障害が残っている。例えば、その推定されるゲノム
配列からの単一の精製されたタンパク質の同定のために十分な長さのタンパク質配列タグ
を作成するためには、１８時間にいたるまでが必要であり得る（Ｓｈｅｖｃｈｅｎｋｏ，
Ａ．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），９３：１４４４０－１４
４４５（１９９６））。さらに、明確なタンパク質の同定は、タンパク質配列タグ（ＰＳ
Ｔ、Ｃｌａｕｓｅｒ，Ｋ．Ｒ．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）
，９２：５０７２－５０７６（１９９５）およびＬｉ，Ｇ．，Ｍ．，ら、Ｅｌｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｒｅｓｉｓ，１８：３９１－４０２（１９９７））を参照のこと）を作成すること
によって達成され得、より大きなペプチドおよびタンパク質のイオン化効率の限界がＭＳ
技術の本来の検出感度を制限し、そして少量のタンパク質の同定のためのＭＳの使用を阻
害する。さらに、飛行時間型（ＴＯＦ）検出装置の質量の精度の限界もまた、現在利用さ
れているＭＳ／ＭＳ配列決定方法の有用性を妨げ得、それによって、配列決定の前に、タ
ンパク質がより扱いやすいペプチドへとタンパク質溶解および／または化学的溶解手段に
よって消化されることが必要である（Ａｍｂｌｅｒ，Ｒ．Ｐ．，：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ
　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２５：１４３－１５４（１９７２）およびＧｒｏｓｓ，Ｅ．：
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏ．，１１：２３８－２５５（１９６７）を参照
のこと）。さらに、以前に記載されたＭＳラダー配列決定アルゴリズムは、タンパク質に
ついては実行することができない。なぜなら、このような大きい分子のＣＩＤの間に作成
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されるペプチドフラグメントの量、および質量のラダーを効率的に覆い隠す配列を開始す
る適切なもとのイオンを同定することができないからである。
【００２０】
　タンパク質の混合物からのそれらの分離後のタンパク質のＭＳの同定のための２つの基
本的なストラテジーが提案されている：１）質量プロフィールフィンガープリント（「Ｍ
Ｓフィンガープリント」）（Ｊａｍｅｓ，Ｐ．ら、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒ
ｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．，１９５：５８－６４（１９９３）、およびＹａｔｅｓ，Ｊ．Ｒ．
ら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２１４：３９７－４０８（１９９３））；および２）
ＭＳ／ＭＳによる１つ以上のペプチドドメインの配列決定（「ＭＳ／ＭＳ配列決定」）（
Ｍａｎｎ，Ｍ．、ＩＢＣ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ，Ｂｏｓｔｏｎ
，ＭＡ（１９９７年１１月１０日～１１日））；Ｗｉｌｍ，Ｍ．ら、Ｎａｔｕｒｅ、３７
９：４６６－４６９（１９９６）；およびＣｈａｉｔ，Ｂ．Ｔ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２
６２：８９－９２（１９９３）を参照のこと）。ＭＳフィンガープリントは、完全なタン
パク質のタンパク質溶解による消化によって作成されたいくつかのペプチドの質量を正確
に測定すること、そしてそのペプチドの質量のフィンガープリントを用いて既知のタンパ
ク質についてのデータベースを検索することによって達成される。ＭＳ／ＭＳ配列決定に
は、ＭＳ／ＭＳ機器の四重極の配列特異的フラグメントイオンの作成による、タンパク質
の１つ以上のＰＳＴの正確な決定が含まれる。
【００２１】
　Ｃｌａｕｓｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），９２：５０
７２－５０７６（１９９５）は、タンパク質がゲノムデータベースから決定された理論的
な配列の参照を可能にする、ＰＳＴの決定を通じてのみ正確に同定され得ることを示唆し
た。Ｌｉら、Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，１８：３９１－４０２（１９９７）は、
ＭＳフィンガープリントによる個々のタンパク質の信頼できる同定が、匹敵する理論的な
ペプチド質量のデータベースの大きさが増大するに伴って低下するという知見によってこ
の主張を証明したと思われる。Ｌｉら（前出）はまた、彼らが、ＭＳの感受性の限界に起
因してゲル中の最大量のタンパク質についてのペプチドマップを得ることができただけで
あることを報告したが、彼らのマトリックス補助型のレーザー脱着ＭＡＬＤＩ方法論は、
以前に報告された方法を上回って検出感受性を改善することを実証した。明らかに、迅速
でありそしてコスト的にも有効であるタンパク質配列決定技術によって、プロテオミクス
研究の速度を改善しそしてコストをより低くする。同様に、Ｋｏｓｔｅｒによって記載さ
れているように、配列決定の前の核酸の調製および精製（まさに、質量分析計による）は
、核酸の配列決定の時間およびコストを増大させる。質量分析計の識別能力の改善（その
結果、複数のタンパク質、核酸、ポリサッカライド、または他の配列が同時に決定され得
るか、あるいは、特異的なイオンが未標識の有機物質から良好に区別され得る）は、既存
の方法を上回る相当の有用性を有する。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００２２】
　本発明はこのような方法を提供する。
（１）　以下の工程を包含する、オリゴマーの末端部分を配列決定するための方法：
　（ａ）オリゴマーの末端に標識を共有結合させそして標識されたオリゴマーを形成する
ように、該オリゴマーを標識部分と接触させる工程であって、該標識部分は、１７から７
７までの原子番号を有している少なくとも１つの元素を含有しており、ただし該元素はイ
オウまたはリン以外である、工程
　（ｂ）標識されたオリゴマーフラグメントを生じるように、酵素的、化学分解、または
質量分析フラグメンテーション法を使用して、該標識されたオリゴマーをフラグメンテー
ションする工程；および
　（ｃ）少なくとも２つの末端残基の配列を決定するために、質量分析フラグメンテーシ
ョン方法を使用して、該標識されたオリゴマーフラグメントを分析する工程。
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（２）　前記標識部分が、原子番号３５から６３までの少なくとも１つの元素を含む、項
目１に記載の方法。
（３）　前記標識部分が、原子番号３９から５８までの少なくとも１つの元素を含む、項
目２に記載の方法。
（４）　前記標識部分が、臭素、ヨウ素、ユーロピウム、およびイリウムからなる群より
選択される少なくとも１つの元素を含む、項目２に記載の方法。
（５）　前記元素がユーロピウムである、項目４に記載の方法。
（６）　前記元素がイリウムである、項目４に記載の方法。
（７）　前記元素が臭素である、項目４に記載の方法。
（８）　前記元素がヨウ素である、項目４に記載の方法。
（９）　前記オリゴマーが、タンパク質、オリゴヌクレオチド、オリゴサッカライド、お
よび脂質からなる群より選択される、項目１に記載の方法。
（１０）　前記オリゴマーがオリゴヌクレオチドである、項目９に記載の方法。
（１１）　前記配列が少なくとも３個の残基である、項目９に記載の方法。
（１２）　前記配列が少なくとも４個の残基である、項目９に記載の方法。
（１３）　異なる数の質量欠損元素でそれぞれ標識されたいくつかのオリゴマーが、フラ
グメンテーション工程または分析工程の前に混合される、項目１に記載の方法。
（１４）　以下の工程を包含する、オリゴマー混合物中のオリゴマーの一部を配列決定す
るための、方法：
　（ａ）該オリゴマーの末端に標識を共有結合させ、そして標識されたオリゴマー混合物
を形成するように、該オリゴマー混合物を末端標識部分と接触させる工程であって、該末
端標識部分は、１７から７７までの原子番号を有している少なくとも１つの元素を含有し
ており、ただし、該元素はイオウまたはリン以外である、工程、
　（ｂ）該標識されたオリゴマー混合物中の個々の標識されたオリゴマーを分離する工程
；ならびに
　（ｃ）少なくとも２つの末端残基の配列を決定するために質量分析方法によって工程（
ｂ）から該個々の標識されたオリゴマーを分析する工程。
（１５）　前記元素が３５から６３までの原子番号を有する、項目１４に記載の方法。
（１６）　前記元素が３９から５８までの原子番号を有する、項目１４に記載の方法。
（１７）　前記元素が、臭素、ヨウ素、ユーロピウム、およびイリウムからなる群より選
択される、項目１４に記載の方法。
（１８）　生物学的サンプルからのオリゴマーのグループの単離の工程（ａ）の前にさら
に工程を包含する、項目１４に記載の方法。
（１９）　前記生物学的サンプルが疾患組織サンプル由来である、項目１８に記載の方法
。
（２０）　前記生物学的サンプルが健常組織サンプル由来である、項目１８に記載の方法
。
（２１）　前記分離工程が、標識されたオリゴマー混合物のキャピラリー電気泳動の少な
くとも１つの方法によって行われる、項目１４に記載の方法。
（２２）　前記質量分析方法がＥＳＩ－ＴＯＦ　ＭＳを使用する、項目１４に記載の方法
。
（２３）　以下の工程を包含する、複数の残基を有しているオリゴマーの構造および機能
の分析のための方法：
　（ａ）曝された残基および曝されていない残基を別々に標識し、そして別々に標識され
たオリゴマーを生じるように、該オリゴマーを質量欠損標識と接触させる工程であって、
ここで、該質量欠損標識試薬は、イオウまたはリン以外である、１７から７７までの原子
番号を有している少なくとも１つの元素を含有している、工程、
　（ｂ）３次元構造中に曝されている該オリゴマーの配列、および３次元構造中には曝さ
れていない該オリゴマーの配列を決定するために、質量分析方法によって、該別々に標識
されたオリゴマーを分析する工程。
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（２４）　前記オリゴマーがタンパク質、核酸、またはオリゴサッカライドである、項目
２３に記載の方法。
（２５）　前記質量欠損標識試薬が、３５から６３までの原子番号の少なくとも１つの元
素を含む、項目２３に記載の方法。
（２６）　前記質量欠損標識試薬が臭素であり、そして前記オリゴマーがタンパク質であ
る、項目２６に記載の方法。
（２７）　前記質量欠損標識試薬が、原子番号３９から５８までの少なくとも１つの元素
を含む、項目２３に記載の方法。
（２８）　前記別々に標識されたオリゴマーが、工程（ｂ）の前に酵素的または化学分解
法法によってフラグメンテーションされる、項目２３に記載の方法。
（２９）　前記オリゴマーがタンパク質であり、前記質量欠損が臭素またはヨウ素であり
、そして前記曝された残基が該タンパク質中に存在するチロシン残基の一部を含む、項目
２３に記載の方法。
（３０）　前記質量分析方法が、ＥＳＩ－ＴＯＦ　ＭＳを使用する、項目２３に記載の方
法。
（３１）　前記質量分析方法がＥＳＩ－ＴＯＦ　ＭＳを使用する、項目２９に記載の方法
。
（３２）　以下の工程を包含する、オリゴマーの末端部分を配列決定するための、方法：
　（ａ）オリゴマーの末端に標識を共有結合させそして標識されたオリゴマーを形成する
ように、該オリゴマーの第１のサンプルを標識部分と接触させる工程であって、該標識部
分は、１７から７７までの原子番号を有している１つの元素を含有しており、ただし該元
素はイオウまたはリン以外である、工程
　（ｂ）オリゴマーの末端に標識を共有結合させそして標識されたオリゴマーを形成する
ように、該オリゴマーの第２のサンプルを標識部分と接触させる工程であって、該標識部
分は、１７から７７までの原子番号を有している２つの元素を含有しており、ただし該元
素はイオウまたはリン以外である、工程；
　（ｃ）必要に応じて、さらなるサンプルを用いて１から３回工程（ｂ）を繰り返す工程
であって、ここで、該標識部分はそれぞれ、１７から７７までの原子番号を有する３、４
、または５個の元素を有し、ただし、該元素はイオウまたはリン以外である、工程；
　（ｄ）工程（ａ）から（ｃ）までの標識されたオリゴマーを混合する工程；
　（ｅ）標識されたオリゴマーフラグメントを生じるように、酵素的、化学分解、または
質量スペクトルによるフラグメンテーション方法を使用して、該標識されたオリゴマーを
フラグメンテーションする工程；ならびに
　（ｆ）少なくとも２個の末端残基の配列を決定するために、質量スペクトルによるフラ
グメンテーション方法を使用して該標識されたオリゴマーフラグメントを分析する、工程
。
（３３）　前記元素のそれぞれが３５から６３までの原子番号を有する、項目３２に記載
の方法。
（３４）　前記元素のそれぞれが３９から５８までの原子番号を有する、項目３２に記載
の方法。
（３５）　前記元素のそれぞれが、臭素、ヨウ素、ユーロピウム、およびイリウムからな
る群より選択され、そして前記オリゴマーがタンパク質である、項目３２に記載の方法。
（３６）　前記元素のそれぞれが、臭素、ヨウ素、ユーロピウム、およびイリウムからな
る群より選択され、そして前記オリゴマーがオリゴヌクレオチドである、項目３２に記載
の方法。
（３７）　前記元素のそれぞれが、臭素、ヨウ素、ユーロピウム、およびイリウムからな
る群より選択され、そして前記オリゴマーがオリゴサッカライドである、項目３２に記載
の方法。
（３８）　以下の工程を包含するオリゴマーの一部を配列決定するための、方法：
　（ａ）オリゴマーフラグメントを生じるように、１つ以上の特異的な酵素的または化学
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分解によるフラグメンテーション方法を使用して該オリゴマーのアリコートをフラグメン
テーションする工程であって、ここで、種々のフラグメンテーション方法がそれぞれのア
リコートに対して適用される、工程；
　（ｂ）オリゴマーフラグメントの末端に第１の標識部分を共有結合させそして標識され
たオリゴマーフラグメントを形成するように、オリゴマーフラグメントの第１のアリコー
トを第１の標識部分と接触させる工程であって、該第１の標識部分は、１７から７７まで
の原子番号を有している１つの元素を含有しており、ただし、該元素はイオウまたはリン
以外である、工程；
　（ｃ）必要に応じて、オリゴマーフラグメントの末端に別の標識部分を共有結合させそ
して標識されたオリゴマーフラグメントを形成するように、オリゴマーフラグメントの他
のアリコートを他の別の標識部分と接触させる工程であって、該別の標識部分は、１７か
ら７７までの原子番号を有している２つ以上の元素を有しており、ただし、該元素はイオ
ウまたはリン以外である、工程；
　（ｄ）必要に応じて、標識されたオリゴマーフラグメントのアリコートを混合する工程
；ならびに
　（ｅ）該オリゴマーの少なくとも２つの残基の配列を決定するために、質量分析フラグ
メンテーション方法を使用して該標識されたオリゴマーフラグメントを分析する、工程。
（３９）　前記オリゴマーが脂質である、項目３８に記載の方法。
（４０）　前記オリゴマーがタンパク質である、項目３８に記載の方法。
（４１）　前記オリゴマーが核酸である、項目３８に記載の方法。
（４２）　前記オリゴマーがオリゴサッカライドである、項目３８に記載の方法。
（４３）　前記元素が３５から６３までの原子番号を有する、項目３８に記載の方法。
（４４）　前記元素が３９から５８までの原子番号を有する、項目４３に記載の方法。
（４５）　以下の工程を包含する、２つ以上のサンプルに由来する分析物の相対量を比較
するための、方法：
　（ａ）該分析物に対して標識を共有結合させそして標識された分析物を形成するように
、第１のサンプルの分析物を標識部分と接触させる工程であって、該標識部分は、１７か
ら７７までの原子番号を有する１つの元素を有しており、ただし該元素はイオウまたはリ
ン以外である、工程；
　（ｂ）それぞれのサンプル中の分析物に対して標識を共有結合させるために、次のサン
プルの分析物を標識部分と接触させる工程であって、ここで、それぞれの次のサンプルに
ついて使用される標識部分は、１７から７７までの原子番号を有しているさらなる元素を
含み、ただし該元素は、イオウまたはリン以外である、工程；
　（ｃ）標識された分析物のアリコートを混合する工程；および
　（ｄ）サンプル間の１つ以上の分析物の相対量を決定するために、質量分析フラグメン
テーション方法を使用して該標識された分析物を分析する工程。
（）　前記元素が３５から６３までの原子番号を有する、項目４５に記載の方法。
（４７）　前記元素が３９から５８までの原子番号を有する、項目４５に記載の方法。
（４８）　以下の工程を包含する、合成またはスクリーニングのいずれかの間に、化学的
なライブラリーの元素をタグ化するための、方法；
　（ａ）ルートタグに対して標識を共有結合させそして標識されたタグを形成するように
、ルートタグを標識部分と接触させる工程であって、該標識部分は、１７から７７までの
原子番号を有している１つの元素を有しており、ただし、上記の元素はイオウまたはリン
以外である、工程；
　（ｂ）必要に応じて、該ルートタグにさらなる標識を共有結合させそして多標識タグを
形成するように、ルートをさらなる標識部分と接触させる工程であって、該標識部分は、
１７から７７までの原子番号を有している１個の元素を有しており、ただし、該元素は、
イオウまたはリン以外である、工程；ならびに
　（ｃ）１７から７７までの原子番号を有している元素のその質量および数の両方を決定
するために、質量分析方法によって該標識されたタグを分析する工程であって、その結果
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、元素の質量および数によって、ライブラリーの特異的な化合物に曝した化学的なプロセ
スを同定し、そしてライブラリー由来の化学実体を同定する、工程。
（４９）　前記元素が３５から６３までの原子番号を有する、項目４８に記載の方法。
（５０）　前記元素が３９から５８までの原子番号を有する、項目４８に記載の方法。
【００２３】
　（発明の要旨）
　本発明は、広範囲の種々の分子への質量欠損標識の適用を提供する。本発明の方法は、
「インソースでの（ｉｎ－ｓｏｕｒｃｅ）」または四重極子でのオリゴマー衝突誘導性解
離のいずれかの間に適用され得るので、この方法は、オリゴマーフラグメントの化学合成
（例えば、化学分解消化によるかまたは酵素的消化、あるいは、ＳａｎｇｅｒまたはＰＣ
Ｒ配列決定フラグメント合成）の必要性を優先的に排除する。従って、本発明の方法は、
他の方法を使用して得ることができる時間よりも有意に減少したオリゴマー配列決定時間
を提供する。この方法はまた、より伝統的なオリゴマー配列決定アプローチ（例えば、ペ
プチドのＭＳ／ＭＳ配列決定、質量分析によるＳａｎｇｅｒおよびＰＣＲ配列決定（Ｋｏ
ｓｔｅｒおよびＢｕｔｌｅｒらによって記載されているような）、ならびにＲａｄｅｍａ
ｃｈｅｒらおよびＰａｒｅｋｈらによって記載されているようなポリサッカライド配列決
定）を上回る改良として適用され得る。平行して同時に処理されるサンプルの数を増加さ
せることによる、１回の質量スペクトルで多数のタグを識別する能力の増大は、さらに大
きな組み合わせライブラリーが合成またはスクリーニングされることを可能にする。さら
に、配列決定されるオリゴマーが本発明の方法を使用して高度にフラグメント化されるの
で、イオン化効率および得られるフラグメントの変動性は、親オリゴマーのものよりも高
く、従って、他の方法を上回って改善される検出感度を導く。
【００２４】
　１つの局面においては、本発明は、以下の工程を包含する、オリゴマーまたはポリマー
の末端部分を配列決定するための方法を提供する：
　（ａ）オリゴマーの末端に標識を共有結合させ、そして標識されたオリゴマーを形成す
るように、上記のオリゴマーを標識部分と接触させる工程であって、この標識部分は、１
７から７７までの原子番号を有する少なくとも１つの元素を含有しており、ただし、上記
の元素はイオウまたはリン以外であり；そしてこのオリゴマーはその構造中に、イオウま
たはリンを除いて、１７から７７の間の原子番号を有する元素を含まない、工程
　（ｂ）標識されたオリゴマーフラグメントを生じるように、酵素的、化学的溶解、また
は質量分析によるフラグメント化方法を使用して標識されたオリゴマーをフラグメント化
する工程；ならびに
　（ｃ）標識の付近の少なくとも２つの単量体エレメントの配列を決定するための質量分
析配列決定方法またはアルゴリズムを使用して、標識されたオリゴマーフラグメントを分
析する工程。
【００２５】
　オリゴマーがタンパク質、ペプチド、または核酸である実施態様の１つのグループにお
いては、上記の方法はさらに以下の工程を包含する：
　（ｄ）遺伝子配列データのデータベースから予想される配列を検索するために、少なく
とも２つの末端残基の配列を使用して、タンパク質または遺伝子を同定する工程。
【００２６】
　別の局面においては、本発明は、以下の工程を包含する、オリゴマー混合物中のオリゴ
マーの一部を配列決定するための方法を提供する：
　（ａ）オリゴマーの１つの末端に標識を共有結合させ、そして標識されたオリゴマー混
合物を形成するように、オリゴマー混合物を標識部分と接触させる工程であって、この標
識部分は、１７から７７までの原子番号を有する少なくとも１つの元素を含有しており、
ただし、上記の元素はイオウまたはリン以外であり；そしてオリゴマーはその構造中に、
イオウまたはリンを除く、１７から７７の間の原子番号を有する元素を含まない、工程、
　（ｂ）オリゴマー混合物中の個々の標識されたオリゴマーを分離する工程；ならびに
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　（ｃ）少なくとも２つの末端残基の配列を決定するために質量分析方法によって工程（
ｂ）による標識されたオリゴマーを分析する工程。
【００２７】
　このオリゴマーがタンパク質である実施態様の１つのグループにおいては、この方法は
さらに以下の工程を包含する：
　（ｄ）遺伝子配列データのデータベースから予想されるタンパク質配列を検索するため
に、標識されたタンパク質およびその配列のタンパク質末端位置の分離座標（ｓｅｐａｒ
ａｔｉｏｎ　ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ）と組み合わせて、少なくとも２つのＣ末端または２
つのＮ末端の残基の配列を使用することによって、タンパク質を同定する工程。
【００２８】
　なお別の局面においては、本発明は、以下の工程を包含する、複数の単量体を有するオ
リゴマーの構造および機能の分析のための方法を提供する：
　（ａ）曝されたモノマーおよび曝されていないモノマーを差示的に標識し、そして差示
的に標識されたオリゴマーを生じるように、オリゴマーを質量欠損標識試薬と接触させる
工程であって、ここで、質量欠損標識試薬は、イオウまたはリン以外である、１７から７
７までの原子番号を有する少なくとも１つの元素を含有しており；そしてこのオリゴマー
はその構造中に、イオウまたはリンを除く、１７から７７の間の原子番号を有する元素を
含まない、工程、
　（ｂ）３次元構造中に曝されているオリゴマーの配列、および３次元構造中には曝され
ていないオリゴマーの配列を決定するための質量分析方法によって、差示的に標識された
オリゴマーを分析する工程。
【００２９】
　なお別の局面においては、以下の工程を包含する方法が、混合物からの標識された生体
分子の定量的決定のために適用され得る：
　（ａ）生体分子に標識を共有結合させそして標識された生体分子混合物を形成するよう
に、１つのサンプルから得られた生体分子を標識部分と接触させる工程、生体分子に標識
を共有結合させそして標識された生体分子を形成するように、少なくとも１つの他のサン
プルから得られた生体分子の同様のセットを標識部分と接触させる工程であって、第１の
標識部分は、１７から７７までの原子番号を有する少なくとも１つの元素を含有しており
、そしてそれぞれの連続する標識部分は、１７から７７までの原子番号を有する少なくと
も１つのさらなる元素を含有しており；ただし、上記の元素は、イオウまたはリン以外で
あり；そしてこの生体分子はその構造中に、イオウまたはリンを除く１７から７７の間の
原子番号を有する元素を含まない、工程；
　（ｂ）それぞれの供給源に由来する差示的に標識された生体分子サンプルを混合する工
程；
　（ｃ）必要に応じて、親和性または他の手段によって生体分子を分離する工程；ならび
に
　（ｄ）個々の標識された生体分子、または上記の標識された生体分子から切断された標
識の相対量を決定するために、質量分析方法によって差示的に標識された生体分子を分析
する工程。
【００３０】
　なお別の局面においては、以下の工程を包含する方法が、組み合わせライブラリーをコ
ードするために使用され得る：
　（ａ）合成表面が曝され、そして標識された合成表面を形成する化学的プロセスを同定
するために、合成表面をタグ単量体と接触させる工程であって、このタグ単量体は、１７
から７７までの原子番号を有する少なくとも１つの元素を含有する、工程、
　（ｂ）必要に応じて、合成表面が曝され、そして連続して標識された合成表面を形成す
る引き続く化学的プロセス工程を同定するために、合成表面を連続タグ単量体と接触させ
る工程であって、このタグ単量体は、１７から７７までの原子番号を有する少なくとも１
つの元素を含有する、工程、
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　（ｃ）単一の多タグ化分子または個々のタグのセットのいずれかとして、合成表面から
単量体タグを切断する工程、
　（ｄ）表面の化学処理歴を決定するために、質量分析方法によってタグの組成を分析す
る工程。
【００３１】
　上記の方法のそれぞれにおいては、オリゴマーフラグメントの末端標識されたオリゴマ
ーの配列決定のための確固たるアルゴリズムの使用によって、従来のＭＳ／ＭＳ配列決定
アルゴリズムアプローチを上回る利点を提供する。例えば、１つの特別な利点は、質量分
析によるフラグメント化技術がフラグメントを作成するために使用される場合に、消化の
前により小さいフラグメントにする必要なく、全長オリゴマー（例えば、タンパク質また
はＤＮＡおよびＲＮＡのような核酸）を部分的に配列決定する能力である。別の利点は、
質量スペクトルにおいて化学的なノイズ（例えば、未標識のオリゴマーまたは分子、およ
び有機マトリックス混入物）を自動的に濾過する能力である。別の利点は、この方法が、
標識の既知の質量欠損に基づいて自動的に開始し、そして配列の決定のためには親イオン
の大きさまたは組成の知見を全く必要とはしないことである。別の利点は、この方法が高
度に自動化され得ることである。なお別の利点は、質量スペクトルの下限での作業によっ
て得られる絶対的な質量の精度の改善に起因して、配列の曖昧さがより少なく生じること
である。なお別の利点は、より強力なイオン化条件を使用することによって生じる良好な
イオン化効率および対応する検出感度、ならびに、標識の付加によるフラグメントへの硬
い（ｈａｒｄ）またはイオン化が可能な電荷の導入である。標識を通じた電荷の導入のな
お別の利点は、イオン化が可能な残基を含まないかもしれないオリゴマーの領域から部分
的なオリゴマー配列を決定する能力である。本発明の方法が、あらゆる有機ポリマーの配
列分析に、または２つ以上のサンプルの間での任意の有機分子の相対的な定量に適用され
得ることは、当業者に明らかである。ただし、質量欠損標識は、有機ポリマーまたは分子
に結合させられ得る。
【００３２】
　（発明の詳細な説明）
　（定義）
　他に定義されない限りは、本明細書中で使用される全ての専門用語および科学用語は、
一般的には、本発明が属する当業者によって一般的に理解されているものと同じ意味を有
する。一般的には、本明細書中で使用される名称、および以下に記載されている分子生物
学、有機化学、およびタンパク質化学の研究室手順は、当該分野で周知でありそして一般
的に使用されているものである。ペプチド合成のための標準的な技術が使用される。一般
的には、酵素反応および精製工程は、製造業者の説明書に従って行われる。これらの技術
および手順は、一般的には、当該分野での従来の方法、および種々の一般的な参考文献（
一般的には、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯ
ＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ，第２版（１９８９）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｎ．
Ｙ．、およびＭｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ｂｉｅｍａｎｎ編、１９３
：２９５－３０５、３５１－３６０および４５５－４７９（１９９３）（これらは本明細
書中で参考として援用されている）を参照のこと）に従って行われる。これらは、この文
献を通じて提供される。本明細書中で使用される名称、ならびに以下に記載される数学的
および統計学的分析、分析化学、および有機合成の手順は当業者に公知であり、そして当
該分野で使用されている。化学合成および化学的分析については、標準的な技術、または
その改変が使用される。
【００３３】
　用語「質量欠損」または「質量欠損標識」は、サンプルの質量スペクトルにおいて容易
に同定されるために十分でありそして異なる質量を提供する、標識の一部または標識全体
をいう。従って、質量欠損は、典型的には、１７から７７まで、そしてより詳細には、３
５から６３までの原子番号を有する元素であり、これはイオウまたはリン以外である。典
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型的な有機化学物質（すなわち、グループ１およびグループ２のヘテロ元素を含有する有
機化学物質さえ）（例えば、生体分子）との使用に最も有効な質量欠損標識は、３５から
６３までの原子番号を有する１つ以上の元素を取り込む。最も好ましい質量欠損の例は、
臭素元素、ヨウ素元素、ユーロピウム元素、およびイットリウム元素である。
【００３４】
　本明細書中で使用される場合は、用語「オリゴマー」は、残基が類似であるが、典型的
には同一ではない、残基の任意のポリマーをいう。一般的には、オリゴマーは、タンパク
質、オリゴヌクレオチド、核酸、オリゴサッカライド、ポリサッカライド、および脂質な
どの天然に存在しているポリマーを含むことを意味する。オリゴマーはまた、フリーラジ
カル、縮合体、合成起源のアニオン性またはカチオン性ポリマー、（例えば、限定的では
ないが、アクリレート、メタクリレート、ナイロン、ポリエステル、ポリイミド、ニトリ
ルゴム、ポリオレフィン、およびこれらのクラスの合成ポリマーの種々の単量体のブロッ
クコポリマーまたはランダムコポリマー）をいい得る。本明細書中に記載されている分析
方法に供されるオリゴマーは、それらの天然に存在している数の典型である残基数を有す
る。例えば、オリゴヌクレオチドであるオリゴマーは、数百およびさらには数千の残基を
有し得る。同様に、タンパク質は、一般的には、百またはそれ以上の残基を有する（しか
し、より小さいフラグメント（例えば、ペプチド）の配列決定もまた有用である）。オリ
ゴサッカライドは、典型的には、３から１００個の糖残基を有する。脂質は通常は、２個
または３個の脂肪酸残基を有する。
【００３５】
　本明細書中で使用される場合は、用語タンパク質、ペプチド、およびポリペプチドは、
アミノ酸残基のポリマーをいう。この用語はまた、その中の１つ以上のアミノ酸が対応す
る天然に存在しているアミノ酸の化学的なアナログ（これには、翻訳後のプロセス（例え
ば、グリコシル化およびリン酸化）によって改変されるアミノ酸が含まれる）であるアミ
ノ酸ポリマーに対しても適用される。
【００３６】
　「タンパク質」は、本明細書中で使用される場合は、ペプチド、酵素、糖タンパク質、
ホルモン、レセプター、抗原、抗体、成長因子などを含むがこれらに限定されない、任意
のタンパク質を意味する。本発明において好ましいタンパク質には、少なくとも２５アミ
ノ酸残基、より好ましくは、少なくとも３５アミノ酸残基、そしてなおより好ましくは、
少なくとも５０アミノ酸残基から構成されるタンパク質が含まれる。
【００３７】
　「ペプチド」は、単量体がアミノ酸であり、そしてアミド結合を通じて一緒に連結され
ているポリマーをいうか、あるいは、ポリペプチドと呼ばれるポリマーをいう。アミノ酸
がα－アミノ酸である場合は、Ｌ－光学異性体またはＤ－光学異性体のいずれかが使用さ
れ得る。さらに、天然には存在しないアミノ酸（例えば、β－アラニン、フェニルグリシ
ン、およびホモアルギニン）もまた含まれる。アミノ酸は、Ｄ－異性体またはＬ－異性体
のいずれかであり得る。Ｌ－異性体が一般的には好ましい。一般的な概説については、Ｓ
ｐａｔｏｌａ，Ａ．Ｆ．，ＣＨＥＭＩＳＴＲＹ　ＡＮＤ　ＢＩＯＣＨＥＭＩＳＴＲＹ　Ｏ
Ｆ　ＡＭＩＮＯ　ＡＣＩＤＳ、ＰＥＰＴＩＤＥＳ　ＡＮＤ　ＰＲＯＴＥＩＮＳ，Ｂ．Ｗｅ
ｉｎｓｔｅｉｎ編、Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、２６７頁（１９８
３）を参照のこと。
【００３８】
　「タンパク質配列決定タグ」は、本明細書中で使用される場合は、タンパク質の部分的
な配列を示す少なくとも２個のアミノ酸の連続する系列をいう。好ましいＰＳＴは、本発
明の標識、または本発明の標識のフラグメント、または本発明の標識のイオン化誘導体を
含む。
【００３９】
　用語「核結合エネルギー」は、元素の計算された核質量と実際の核質量との間での質量
の格差をいう。これは、その構成成分である単離された核子へと核を分裂させるために必
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要なエネルギーの質量当量（相対性理論に従う）として定義される。Ｂｕｅｃｈｅ，Ｆ．
，「Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｐｈｙｓｉｃｓ」（ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ，ＮＹ，
１９７７）を参照のこと。
【００４０】
　用語「デコンボリューション」は、ランダムなノイズおよび周期的なノイズの両方を含
むか、あるいは、そうでなければ電気的または物理的な回収方法との相互作用によって不
明確であるデータから目的の情報を回収するための数学的手順およびアルゴリズムを広範
囲に定義する。
【００４１】
　用語「アルキル」は、約１～３０個の炭素、および好ましくは、４～２０個の炭素、そ
してより好ましくは、６～１８個の炭素を一般的には有する、分枝または分枝していない
、飽和または不飽和の、一価の炭化水素基をいうように、本明細書中で使用される。アル
キル基が１～６個の炭素元素を有する場合は、これは「低級アルキル」と呼ばれる。適切
なアルキル基には、例えば、１個以上のメチレン、メチン（ｍｅｔｈｉｎｅ）および／ま
たはメチン（ｍｅｔｈｙｎｅ）基を含有する構造が含まれる。分枝構造は、ｉ－プロピル
、ｔ－ブチル、ｉ－ブチル、２－エチルプロピルなどと類似の分枝モチーフを有する。本
明細書中で使用される場合は、この用語は、「置換されたアルキル」および「環式アルキ
ル」を含む。
【００４２】
　「置換されたアルキル」は、例えば、低級アルキル、アリール、アシル、ハロゲン（す
なわち、ハロアルキル（例えば、ＣＦ３））、ヒドロキシ、アミノ、アルコキシ、アルキ
ルアミノ、アシルアミノ、チオアミド、アシルオキシ、アリールオキシ、アリールアルキ
ル、メルカプト、チア、アザ、オキソ、飽和および不飽和両方の環式炭化水素、ヘテロ環
などのような１つ以上の置換基を含むとまさに記載されているアルキルをいう。これらの
基は、任意の炭素またはアルキル部分の置換基に結合され得る。さらに、これらの基は、
アルキル鎖からぶら下がり得るか、またはアルキル鎖に組み込まれ得る。
【００４３】
　用語「アリール」は、芳香族置換基をいうために本明細書中で使用される。これは、単
一の芳香族環、あるいは一緒に縮合しているか、共有結合されているか、またはメチレン
部分もしくはエチレン部分のような共通の基に対して連結されている、複数の芳香族環で
あり得る。共通の連結基はまた、ベンズフェノンにおける場合のように、カルボニルであ
り得る。芳香族環（単数または複数）としては、とりわけ、フェニル、ナフチル、ビフェ
ニル、ジフェニルメチルおよびベンゾフェノンなどが挙げられ得る。用語「アリール」は
、「アリールアルキル」および「置換されたアリール」を含む。
【００４４】
　「置換されたアリール」は、低級アルキル、アシル、ハロゲン、アルキルハロ（例えば
、ＣＦ３）、ヒドロキシ、アミノ、アルコキシ、アルキルアミノ、アシルアミノ、アシル
オキシ、フェノキシ、メルカプト、ならびに芳香族環（単数または複数）に縮合している
か、共有結合しているか、またはメチレン部分もしくはエチレン部分のような共通の基に
対して連結している、飽和環式炭化水素および不飽和環式炭化水素の両方のような１つ以
上の官能基を含むとしてまさに記載される、アリールをいう。連結基はまた、例えば、シ
クロヘキシルフェニルケトンにおいて、カルボニルであり得る。用語「置換されたアリー
ル」は、「置換されたアリールアルキル」を含む。
【００４５】
　用語「アリールアルキル」は、アリール基が、本明細書中で定義されるようなアルキル
基によって別の基に連結している、「アリール」のサブセットをいうために本明細書中で
使用される。
【００４６】
　「置換されたアリールアルキル」は、置換されたアリール基が、本明細書中で定義され
るようなアルキル基によって別の基に結合している、「置換されたアリール」のサブセッ
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トを定義する。
【００４７】
　用語「アシル」は、ケトン置換基－Ｃ（Ｏ）Ｒを記載するように使用され、ここでは、
Ｒは、本明細書中で定義されているような、アルキルまたは置換されたアルキル、アリー
ルまたは置換されたアリールである。
【００４８】
　用語「ハロゲン」は、フッ素元素、臭素元素、塩素元素およびヨウ素元素をいうために
本明細書中で使用される。
【００４９】
　用語「ランタニド系列」は、５７と７１との間の原子番号を有する周期表中の元素をい
う。
【００５０】
　用語「ヒドロキシ」は、基－ＯＨをいうために本明細書中で使用される。
【００５１】
　用語「アミノ」は、－ＮＲＲ’を示すために使用され、ここで、ＲおよびＲ’は、独立
して、Ｈ、アルキル、アリールまたはそれらの置換されたアナログである。「アミノ」は
、「アルキルアミノ」（これは２級アミンおよび３級アミンを示す）および「アシルアミ
ノ」（これは、基ＲＣ（Ｏ）ＮＲ’を記載する）を含む。
【００５２】
　用語「アルコキシ」は、－ＯＲ基をいうために本明細書中で使用され、ここで、Ｒはア
ルキルまたはその置換されたアナログである。適切なアルコキシ基としては、例えば、メ
トキシ、エトキシ、ｔ－ブトキシなどが挙げられる。
【００５３】
　本明細書中で使用される場合、用語「アリールオキシ」は、酸素元素を介して別の基に
直接連結されている芳香族基を示す。この用語は、芳香族基が、「置換されたアリール」
について上記に記載されているように置換されている、「置換されたアリールオキシ」部
分を含む。例示的なアリールオキシ部分としては、フェノキシ、置換されたフェノキシ、
ベンジルオキシ、フェネチルオキシなどが挙げられる。
【００５４】
　本明細書中で使用される場合、「アリールオキシアルキル」は、本明細書中で定義され
ているように、アルキル基に対して酸素元素を介して連結している芳香族基を定義する。
この用語「アリールオキシアルキル」は、芳香族基が、「置換されたアリール」について
記載されているように置換されている、「置換されたアリールオキシアルキル」部分を含
む。
【００５５】
　本明細書中で使用される場合、用語「メルカプト」は、一般構造－Ｓ－Ｒの部分を定義
し、ここで、Ｒは、Ｈ、アルキル、アリール、または本明細書中で定義されているような
ヘテロ環式である。
【００５６】
　用語「飽和環式炭化水素」は、シクロプロピル、シクロブチル、シクロペンチルなど、
ならびにこれらの構造体の置換されたアナログのような基を示す。これらの環式炭化水素
は、単環構造体または多環構造体であり得る。
【００５７】
　用語「不飽和環式炭化水素」は、シクロペンテン、シクロヘキセンなど、およびそれら
の置換されたアナログのような、少なくとも１つの二重結合を有する一価の非芳香族基を
記載するように使用される。これらの環式炭化水素は、単環構造体または多環構造体であ
り得る。
【００５８】
　用語「ヘテロアリール」は、本明細書中で使用される場合、芳香族環（単数または複数
）の１つ以上の炭素元素が、窒素、酸素またはイオウのようなヘテロ元素によって置き換



(19) JP 4467589 B2 2010.5.26

10

20

30

40

50

えられている芳香族環をいう。ヘテロアリールは、単一の芳香族環、複数の芳香族環（単
数または複数）、または１つ以上の非芳香族環に結合した１つ以上の芳香族環であり得る
構造体をいう。複数の環を有している構造においては、環は一緒に縮合し得るか、共有結
合され得るか、またはメチレン部分もしくはエチレン部分のような共通の基に対して連結
され得る。共通の連結基はまた、フェニルピリジルケトンにおける場合のように、カルボ
ニルであり得る。本明細書中で使用される場合、チオフェン、ピリジン、イソオキサゾー
ル、フタルイミド、ピラゾール、インドール、フランなどのような環、またはこれらの環
のベンゾ縮合アナログは、用語「ヘテロアリール」によって定義される。
【００５９】
　「ヘテロアリールアルキル」は、「ヘテロアリール」のサブセットを定義し、ここで、
本明細書中で定義されるようなアルキル基は、別の基に対してヘテロアリール基を連結す
る。
【００６０】
　「置換されたヘテロアリール」は、まさに記載されているようなヘテロアリールをいい
、ここで、ヘテロアリール核は、低級アルキル、アシル、ハロゲン、ハロアルキル（例え
ば、ＣＦ３）、ヒドロキシ、アミノ、アルコキシ、アルキルアミノ、アシルアミノ、アシ
ルオキシ、メルカプトなどのような１つ以上の官能基で置換されている。従って、ヘテロ
芳香族環の置換されたアナログ（例えば、チオフェン、ピリジン、イソオキサゾール、フ
タルイミド、ピラゾール、インドール、フランなど、またはこれらの環のベンゾ縮合アナ
ログ）は、用語「置換されたヘテロアリール」によって定義される。
【００６１】
　「置換されたヘテロアリールアルキル」は、本明細書中で定義されるようなアルキル基
が、別の基に対してヘテロアリール基を連結している、上記のような「置換されたヘテロ
アリール」のサブセットをいう。
【００６２】
　用語「ヘテロ環式」は、環中の１～１２個の炭素元素および窒素、イオウ、または酸素
から選択される１～４個のヘテロ元素から形成される、単環または複数の縮合環を有して
いる、一価の飽和または不飽和の非芳香族環を記載するように本明細書中で使用される。
このようなヘテロ環は、例えば、テトラヒドロフラン、モルホリン、ピペリジン、ピロリ
ジンなどである。
【００６３】
　用語「置換されたヘテロ環式」は、本明細書中で使用される場合、ヘテロ環核が、低級
アルキル、アシル、ハロゲン、ハロアルキル（例えば、ＣＦ３）、ヒドロキシ、アミノ、
アルコキシ、アルキルアミノ、アシルアミノ、アシルオキシ、メルカプトなどのような１
つ以上の官能基で置換されている、「ヘテロ環」のサブセットを記載する。
【００６４】
　用語「ヘテロ環式アルキル」は、本明細書中で定義されるようなアルキル基が、別の基
にヘテロ環式基を連結している、「ヘテロ環式」のサブセットを定義する。
【００６５】
　用語「キレート」は、共有ではない手段を介した、実質的有機分子に対する金属元素ま
たは金属イオンの強力に会合的な結合をいう。これらは、有機金属分子としても別に公知
である。
【００６６】
　（一般論）
　本発明は、質量分析計での標識された分子および未標識の分子または分子のフラグメン
トの識別を改善するための、質量分析方法にある。この方法は、オリゴマーの配列決定に
関して、および質量スペクトルで識別され得る組み合わせの複雑さの増大に関して、使用
され得る。本方法は、質量欠損を取り込んでいる標識試薬で分子またはオリゴマーの末端
を標識すること、そして質量スペクトルにおいて、得られた質量欠損標識分子を他の未標
識の分子または未標識のオリゴマーフラグメントから識別することによって、実行される
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。
【００６７】
　１つの実施態様においては、標識されたオリゴマーは、質量分析計のイオン化ゾーンで
フラグメンテーションされた（インソースフラグメンテーション）か、またはＭＳ／ＭＳ
機器の衝突セル中でフラグメンテーションされたかのいずれかのインタクトな標識された
オリゴマーを用い、そして標識された末端からオリゴマーの末端配列を決定するための数
学的アルゴリズムを使用して、配列決定され得る。別の実施態様において、標識されたオ
リゴマーは、親の鋳型から合成され得るか、または、化学分解的もしくは酵素的に消化さ
れて、標識の種々の質量欠損によって質量スペクトルにおいてアルゴリズムによって同定
される標識されたフラグメントの配列決定ラダーを含むフラグメントを形成し得る。標識
されたオリゴマーおよびオリゴマーフラグメントは、得られる質量スペクトルでのそれら
の特有の質量特徴によって、未標識のオリゴマーおよびフラグメントから区別され、そし
てそれらの相対量および／または特有の質量特徴（質量欠損に起因する）によって、イオ
ン化マトリックスならびに混入しているオリゴマーおよびフラグメントに関係している未
標識のオリゴマーフラグメントおよびピークから解析される。累積ランキングシステムが
、連続残基の質量ラダーを用いて決定された配列の確実性を強くするためのアルゴリズム
によって使用される。いくつかの実施態様においては、このプロセスは、精製された標識
されたタンパク質について１分未満で達成され、これによって、現行のＭＳ／ＭＳタンパ
ク質配列決定技術よりも５００～１０００倍迅速な方法を生じる。
【００６８】
　１つの実施態様においては、標識されたオリゴマーは、衝突誘起解離（ＣＩＤ）によっ
てＭＳが高度にフラグメンテーションされる。ＣＩＤは、イオン化ゾーンで（例えば、イ
ンソース）または衝突ゾーンに導入された非オリゴマーガスとの高エネルギー衝突により
衝突セル中で、達成され得る。好ましい標識は、親のオリゴマーと比較して、イオン化効
率の増大および得られる標識されたオリゴマーフラグメントイオンの揮発性の増大を導き
、従って、これによって全体的な検出感度を改善する。好ましい標識は、それが付着して
いるフラグメントに特有の質量特徴を与える。特に好ましい実施態様において、特有の質
量特徴は、オリゴマー残基（例えば、Ｃ、Ｈ、Ｏ、Ｎ、ＰおよびＳ）に会合している元素
の核結合エネルギーとは実質的に異なる核結合エネルギーを含む標識中に取り込まれた、
１つ以上の元素から構成され得る。別の実施態様においては、同位体によって異なるバー
ジョンの標識の混合物は、質量スペクトルにおいて目的のピークを解析するために、得ら
れる同位体対の相対量と同時に使用され得る。別の実施態様においては、１つ以上のメチ
ル単位もしくはメチレン単位、および／または同位体的に純粋なアナログ（例えば、Ｄ対
ＨもしくはＣｌ）の付加によって異なる標識アナログは、質量スペクトルの目的のピーク
を独自に識別するために、使用され得る。なお別の実施態様においては、標識されたオリ
ゴマー、フラグメントまたはイオンに関係しているピークは、それらの質量のシフトによ
って、未標識のオリゴマーまたはフラグメントから解析され得る。オリゴマーまたは配列
タグの配列は、好ましくは、質量スペクトルの低分子量の末端から構築され、それによっ
て以前の方法を上回る利点（例えば、より大きい絶対的な質量精度、およびより容易な配
列決定）を提供する。タンパク質の場合は、この利点には、得られる標識されたペプチド
フラグメントからの、Ｑ残基およびＫ残基の分解が含まれる。
【００６９】
　この技術のための適切な標識の選択には、いくつかの基準の考慮が必要である。第１に
、標識は好ましくは、ＭＳのフラグメンテーション条件に耐えるために十分に頑強である
。第２に、標識は好ましくは、オリゴマー骨格の内部切断によって作製された全ての未標
識のオリゴマーフラグメントから、またはサンプル中に存在し得る他の未標識の有機分子
から識別可能な特有の質量／電荷（ｍ／ｚ）特徴（例えば、質量欠損）をもまた作製する
。第３に、標識はまた、イオン化が可能なまたは恒久的にイオン化された基を保有して、
なおも荷電していない末端残基を含む多量のイオンをフラグメンテーションによって生じ
ることを確実にし得る。
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【００７０】
　質量欠損元素としてのＦの限定された有用性（Ｓｃｈｍｉｄｔら、第ＷＯ９９／３２５
０１号（１９９９年７月１日））とは対照的に、本発明は、はるかに大きな質量の差異を
示し、従って、より広い有用性を示す、質量欠損元素を使用する。例えば、アリール基上
の１つのヨウ素の置換によって、０．１０３３ａｍｕの質量欠損を生じ、これは５つのア
リールＦ置換の質量欠損よりも５倍を超えて改善されている。アリール環上の単一のＩ（
Ｃ６Ｈ４Ｉ）は、２０２．９３５７７７ａｍｕの一同位体（ｍｏｎｏｉｓｏｔｏｐｉｃ）
質量を示す。これは、２０２．９７４６８７ａｍｕという、安定な同位体とヘテロ元素を
含有している有機分子（［１２Ｃ］９［１５Ｎ］［１６Ｏ］５）との最も近い組み合わせ
とは、１９２ｐｐｍ異なる。従って、Ｉの質量欠損と同様の質量欠損を示す任意の元素（
すなわち、３５と６３との間の原子番号）の単一の置換によって、有機へテロ元素の任意
の組み合わせについての３，８９１ａｍｕの総質量に対して識別可能な質量欠損（１０ｐ
ｐｍレベルで）を生じる。２つのこのような元素は、７，７８２ａｍｕの総質量に対して
識別可能な質量欠損を示す。３つのこのような元素は、１１，６７３ａｍｕの総質量に対
して識別可能な質量欠損を示す。あるいは、Ｉ（または等価な質量欠損元素）の単一、二
重、または三重の付加が、１０ｐｐｍの質量分解能を用いて、質量スペクトルにおいて４
，９７０ａｍｕの総質量に対して互いに識別され得る。
【００７１】
　本発明は、質量欠損標識分子またはフラグメントの同定のため、ならびに標識されたオ
リゴマーフラグメントからのオリゴマー配列の決定のためのロバストアルゴリズムを質量
スペクトルに取り込む。このアルゴリズムによって、既知である標識の質量のみから開始
して、全ての可能性のあるオリゴマー配列についてのスペクトルデータを検索する。この
アルゴリズムは、全ての可能性のあるオリゴマー配列をランク付けるために、標識された
オリゴマーフラグメントの質量対電荷比、および得られたＭＳピークの相対量の両方を使
用する。累積（前向き）ランキングが、特定の残基の連続数のような配列が質量スペクト
ルで見い出されるのを排除するために使用される。好ましい実施態様においては、化学的
なノイズは、配列決定アルゴリズムの適用の前に、質量スペクトルから選択的に分析され
る。以前の配列決定アルゴリズムとは異なり、現在のアルゴリズムは、それが開始イオン
もしくは親イオンのいずれかを定義するため、または質量スペクトルにおける予想される
配列ピークを同定もしくは適正にするためのいずれかの、人による介入を伴わずに実行さ
れ得るので、確固としたものである。別の実施態様においては、最も高くランク付けされ
た配列の可能性が、配列データから予想される可能性のあるオリゴマー配列のデータベー
ス（特に、オリゴマーが得られた生物体に制限されたもの）中でのそれらの存在によって
さらに適正にされ得る。別の実施態様においては、最も高くランク付けられた配列の能力
が、親のオリゴマーの分離コーディネート（例えば、タンパク質の等電点および分子量）
および／またはその単量体組成によって、さらに適正にされ得る。
【００７２】
　本発明は、１つ以上の元素を、他の元素の他の化学量論的組み合わせは有さないかもし
れない、スペクトル中の特有の質量位置に標識の質量を移動させる核結合エネルギー（し
ばしば、質量欠損と呼ばれる）を有する標識内に取り込む。このようにして、標識された
フラグメントは、化学的なノイズからより容易に識別され、そしてより少ない相対量で存
在する場合およびより複雑なサンプル混合物中に存在する場合にはより良い精度で検出さ
れ得る。さらに、この方法は、種々のイオン化方法によって産生される、より少量の標識
されたフラグメント（例えば、タンパク質およびペプチドのフラグメンテーションによっ
て産生されたｄ－イオンおよびｗ－イオン）の同定を補助するために使用され得る。
【００７３】
　質量欠損の使用はまた、質量分析計において２つ以上の供給源から得られる同じ分子の
相対量の定量にも適用され得る（例えば、第ＷＯ００／１１２０８号、第ＥＰ１０４２３
４５Ａ１号、および第ＥＰ９７９３０５Ａ１号を参照のこと）。この特定の方法論を使用
して、標識は、１つの元素の、それぞれの供給源由来の分子に添加されるその元素の安定
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な同位体での置換によって、他の標識とは異なるオリゴマーに結合され得る。標識に続い
て供給源が混合され、そして分子の相対量またはそれぞれの供給源由来の標識が、質量ス
ペクトルにおいて定量される。異なる同位体が、それぞれの供給源由来の同じ分子につい
て生じるピークを独特に区別するように使用される。１つ以上の質量欠損元素を標識内に
取り込むためのこの方法の改変は、得られる標識された分子または標識が、得られる質量
スペクトル中のあらゆる化学的ノイズに取って代わられるので、この定量を改善し得る。
【００７４】
　本発明は、タンパク質の配列決定方法（例えば、逆転質量ラダー配列決定（ＰＣＴ公開
第ＷＯ００／１１２０８号を参照のこと）および他のＭＳタンパク質配列決定）、定量、
ならびに同定方法（例えば、米国特許第６，０２７，８９０号およびＰＣＴ公開第ＷＯ９
９／３２５０１号および同第ＷＯ００／１１２０８号に概説されている同定方法）と組み
合わせて使用され得る。本明細書中に記載されているとおりの質量欠損標識はまた、米国
特許第５，７００，６４２号、同第５，６９１，１４１号、同第６，０９０，５５８号、
および同第６，１９４，１４４号に概説されるＭＳによるＤＮＡ配列決定方法にも適用さ
れ得る。なおさらに、本明細書中に記載されているような質量欠損標識は、ポリサッカラ
イド（例えば、タンパク質のグリコシル化パターン）の配列を決定するために使用され得
る。米国特許第５，１００，７７８号および同第５，６６７，９８４号に提供されている
一般的な方法を参照のこと。
【００７５】
　より広範囲には、質量欠損標識がポリマーの末端に共有結合され得る限りは、天然また
は合成であるかどうかにはかかわらず、この方法を用いて、種々の供給源に由来する任意
のポリマーの同定（配列決定）または定量を改善し得る。
【００７６】
　本発明はまた、異なる供給源由来の非ポリマー化学種の分子に標識が共有結合され得る
限りは、異なる供給源由来の非ポリマー化学種の構造的同定または相対的定量のためにも
使用され得る。例としては以下が挙げられる：ディファレンシャル（疾患組織対健常組織
）アミノ酸分析；ディファレンシャルヌクレオチド分析；ディファレンシャルサッカライ
ド分析；不飽和および分岐脂肪酸のディファレンシャル脂肪酸分析および構造決定；脂質
分析および構造決定；ならびに栄養素の品質管理適用、および組み合わせライブラリータ
グ（米国特許第６，０５６，９２６号、ならびにＢｒｅｎｎｅｒ，Ｓ．およびＲ．Ａ．Ｌ
ｅｒｎｅｒ，「Ｅｎｃｏｄｅｄ　ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ」，
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），８９：５３８１－５３８３（１９
９２）に概説されているとおり）。
【００７７】
　核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）の質量欠損標識に関して最初に、米国特許第６，
０９０，５５８号および同第６，１９４，１４４号のぞれぞれが、どのようにしてＤＮＡ
が、プライマー配列中に特有の質量標識を取り込んでいる合成されたフラグメントから配
列決定され得るかを記載している。対照的に、本発明は、未標識フラグメントから標識さ
れたフラグメントを識別し、そしてより確固としたなお敏感な方法を提供するために、質
量欠損を有している標識のみを使用して標識が行われることを提供する。質量欠損標識の
使用の別の利点は、この様式で並行して配列決定され得る異なる核酸の数の増大である。
（より一般的な標識プロセスよりもむしろ）質量欠損標識の利点は、以前の研究では開示
されていなかった。
【００７８】
　同様に、第ＷＯ００／１１２０８号、同第ＥＰ１０４２３４５Ａ１号、第ＥＰ９７９３
０５Ａ１号、および米国特許第６，０２７，８９０号は、種々の供給源間のタンパク質分
子およびＤＮＡ分子のディファレンシャル分析および定量のための特有の質量標識の使用
を記載している。しかし、これらの参考文献のそれぞれは、特有の質量標識中に質量欠損
元素を取り込むことの利点を予想することも同定することもできない。
【００７９】



(23) JP 4467589 B2 2010.5.26

10

20

30

40

50

　次に、オリゴサッカライド標識に関して、第ＥＰ６９８２１８Ｂ１号は、標識された炭
水化物の使用、およびそれらのアッセイでの用途を記載し、そして米国特許第５，１００
，７７８号および同第５，６６７，９８４号は、ＭＳによるオリゴサッカライド配列の決
定のための質量標識の使用を記載している。それらの中で開示された技術は、特有の質量
タグでの標識に適用し得るかもしれないが、ＭＳピークをスペクトルの非干渉領域にシフ
トさせる目的のために標識中に質量欠損を取り込むことは開示されておらずそして明らか
でもない。従って、本明細書中に記載されている質量欠損標識方法論の適用によって、先
行技術に記載されている（標識中への質量欠損の取り込みのための適切な改変を伴う）よ
うに、または当業者が利用可能な任意の他の方法によって炭水化物を標識し、そして質量
分析計において質量欠損標識フラグメントを同定することによって、複雑な炭水化物の糖
配列を同定するための方法が提供される。炭水化物の構造は、上記に記載されているＤＮ
ＡおよびＭＳ／ＭＳタンパク質配列決定方法と同様の、最小標識フラグメントからの質量
付加によって、全体として、または一部、決定され得る。さらに、標識中への質量欠損元
素の取り込みは、化学的なノイズから標識フラグメントを単離することについて有用性を
有する。
【００８０】
　次いで、脂質に関しては、脂肪酸の組成および配列が、グリシドール骨格から酵素消化
された脂肪酸を標識することによって決定され得、ここで、種々の質量欠損標識が、配列
特異的である種々の酵素消化物についてタグとして適用される。
【００８１】
　記載されるそれぞれの適用において、アミノ酸、脂質、およびヌクレオチドは、当業者
が一般的に利用可能である方法によって誘導体化され得る。同位体によって異なる標識が
、異なるサンプルから得られたまたは抽出されたこれらの分子のこのような誘導体化のた
めに使用される場合は、ディファレンシャル定量分析がＭＳによって行われ得る。しかし
、それぞれの例においては、標識中への質量欠損元素の取り込みによって、標識された分
子をスペクトル中の他の化学的なノイズから単離し、そしてより正確な相対量の測定値を
得る能力が改善される。しかし、得られる質量スペクトルにおいて同時に識別され得るサ
ンプルの数を増大させるために標識中に異なる数の質量欠損元素を取り込むことは、先行
技術においては予想されていない。この方法論はまた、生物学的サンプル中の代謝産物の
単離および同定を改善するためにも適用され得（例えば、２０００年４月１９日に提出さ
れた、米国出願第０９／５５３，４２４号を参照のこと）、ここで、供給源から得られた
同位体富化代謝産物の混合物が、続いて、富化されていない形態からの、同位体富化代謝
産物の同定および定量を容易にするために、質量欠損を含有している標識で誘導体化され
る。
【００８２】
　オリゴマーの配列決定および同定に加えて、質量欠損標識は、生物学的に活性な高分子
（例えば、タンパク質、核酸、およびオリゴサッカライドのようなオリゴマー）の構造お
よび機能をプローブするために使用され得る。
【００８３】
　重水素交換方法（Ａｎｄｅｒｓｅｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７６（１７）：１
４２０４－１１（２００１）を参照のこと）は、リガンド結合に関係している２次および
高次のタンパク質構造および領域をプローブするために使用されている。溶媒に曝されて
おりそして結合したリガンドによって埋もれても隠されてもいない部分は、重水の存在下
では、はるかに高速で水素を重水素に交換する。続くタンパク質のタンパク質分解、なら
びに重水素を入れられたおよび重水素を入れられていないタンパク質分解フラグメントの
質量スペクトル分析によって、どの部分が特異的な高次構造元素に、またはエピトープの
結合に関係しているかについての情報を導き出すことができる。
【００８４】
　重水素の代わりにオリゴマーまたは他の高分子を標識するために質量欠損元素が使用さ
れる改良された方法が、本明細書中で提供される。特異的な反応基を標的化し得る質量欠
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損を有している元素を取り込んでいる低分子の使用、および例えば、完全なまたはタンパ
ク質分解されたタンパク質サンプルの、フラグメンテーションパターンの分析によって、
構造または機能についての情報を、質量欠損標識で単一または複数で標識されているか、
あるいは未標識の生成物についての検索によって得ることができる。この情報は、質量欠
損標識が提供する化学的なノイズの減少によって、より容易にそしてはっきりと得られる
。詳細には、活性なタンパク質は、タンパク質のチロシン残基を標的化する臭素またはヨ
ウ素ガスのような質量欠損標識に曝され得る。チロシン残基は、それらのゲノムの遺伝子
座（すなわち、表面であるか埋まっているか）およびそれらのリガンド結合における関与
に依存して別々に標識される。先にタンパク質分解が行われるかまたは行われずに、タン
パク質はフラグメンテーションされ得、そしてチロシン標識パターンが、臭素またはヨウ
素元素の取り込みによって生じるピークについての検索によって質量分析計において容易
にプローブされ得る。
【００８５】
　質量欠損標識が有用な用途を有する別の分野は、質量欠損を有する元素をまだ含まない
低分子および高分子（例えば、ほとんどの生物学的に誘導された材料）の両方の組み合わ
せ分析においてである。この適用においては、組み合わせライブラリーとして作製された
物質（例えば、タンパク質およびペプチド（抗体および酵素を含む）、ポリサッカライド
、ポリヌクレオチド、医薬品、または触媒）の複雑な混合物が、米国特許第６，０５６，
９２６号に、そしてＢｒｅｎｎｅｒ，Ｓ．およびＲ．Ａ．Ｌｅｒｎｅｒ、「Ｅｎｃｏｄｅ
ｄ　ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ」Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．，８９：５３８１－５３８３（１９９２）によって記載されているように、タ
グ元素を取り込むことによって、活性についてプローブされ得そして同定され得る。タグ
の数の増大、および質量欠損元素を取り込んでいるタグの使用によって、より大きな組み
合わせライブラリーを評価することができる。所望される結合特性を有するこれらの物質
は、質量欠損標識に匹敵する質量のシフトを示す。きわめて複雑な混合物中でもなお、質
量欠損の結果としてシフトしたピークを同定することは簡単な仕事である。
【００８６】
　（実施形態の説明）
　（オリゴマーの末端部分の配列決定）
　上記を参照して、本発明は、１つの局面において、以下の工程を包含する、オリゴマー
の末端部分を配列決定するための方法を提供する：
　（ａ）オリゴマーの末端に標識を共有結合させそして標識されたオリゴマーを形成する
ように、上記のオリゴマーを標識部分と接触させる工程であって、標識部分は、１７から
７７までの原子番号を有している少なくとも１つの元素を含有しており、ただし、上記の
元素はイオウでもリンでもない、工程
　（ｂ）酵素的、化学分解、または質量分析法フラグメンテーション法によってオリゴマ
ーをフラグメンテーションする工程；および
　（ｃ）少なくとも２つの末端残基の配列を決定するために、質量分析フラグメンテーシ
ョン方法を使用して、フラグメンテーションされた標識されたオリゴマーを分析する工程
。
【００８７】
　本発明のこの局面では、オリゴマーは、本質的に任意の供給源（例えば、組織サンプル
、生検、細胞抽出物など）から得ることができる。好ましくは、オリゴマーは、妨害成分
を含まないように単離されそして精製される。単離されたオリゴマーは、質量分析フラグ
メンテーション方法による分析に適切な標識されたオリゴマーを形成するように、オリゴ
マーの末端に標識を共有結合させるために、標識部分と接触させられ得る。オリゴマーの
標識のための特定の方法および条件は、オリゴマー中に存在する官能基、および標識試薬
中に存在する反応基に依存して、確立された方法に従って行われ得る。典型的には、共有
結合は、標識とオリゴマーとの間での、例えば、アミド結合、エステル結合、尿素結合、
チオ尿素結合、ジスルフィド結合、ホスホジエステル結合、スルホネート結合、イミン結
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合、およびヒドラジド結合の形成を通じて作製され得る。結合化学のより完全な議論は、
以下の節に提供される。
【００８８】
　得られる標識されたオリゴマーのフラグメンテーションは、化学分解、酵素的、または
質量分析方法を通じて達成され得る。あるいは、フラグメントは、もとの分子の不完全な
複製（例えば、核酸の配列決定）によって作製される場合がある。
【００８９】
　標識されたオリゴマーサンプルのフラグメンテーション後、フラグメントは、少なくと
も２個、より好ましくは３個、なおより好ましくは、４個、５個、または６個の末端残基
の配列を決定するために、質量分析方法を使用して分析される。一部の実施形態において
は、７個以上の末端残基の配列が決定される。好ましい質量分析方法が、以下の実施例に
記載される。
【００９０】
　好ましい実施形態の１つのグループにおいては、標識部分は、３５から６３、なおより
好ましくは、３９から５８の原子番号を有している少なくとも１つの元素を含む。特に好
ましい実施形態のグループにおいては、この部分は、臭素、ヨウ素、ユーロピウム、およ
びイットリウムから選択される少なくとも１つの元素を含む。なおより好ましくは、標識
部分は、１個から３個の臭素またはヨウ素元素を有する。
【００９１】
　本発明のこの局面において配列決定される好ましいオリゴマーには、タンパク質（また
はペプチド）、オリゴヌクレオチド、オリゴサッカライド、および脂質が含まれる。より
好ましくは、オリゴマーはタンパク質（またはペプチド）またはオリゴサッカライドであ
る。
【００９２】
　関連する局面においては、本発明は、以下の工程を包含する、オリゴマー混合物中のオ
リゴマーの一部を配列決定するための方法を提供する：
　（ａ）オリゴマーの１つの末端に標識を共有結合させ、そして標識されたオリゴマーの
混合物を形成するように、オリゴマー混合物を標識部分と接触させる工程であって、標識
部分は、１７から７７までの原子番号を有している少なくとも１つの元素を含有しており
、ただし、上記の元素はイオウでもリンでもない、工程、
　（ｂ）上記のオリゴマー混合物中の個々の標識されたオリゴマーを分離する工程；およ
び
　（ｃ）少なくとも２つの末端残基の配列を決定するために、質量分析方法によって工程
（ｂ）による標識されたオリゴマーを分析する工程。
【００９３】
　本発明のこの局面のオリゴマー混合物は、タンパク質の混合物、オリゴヌクレオチドの
混合物、オリゴサッカライドの混合物、脂質の混合物などであり得、そして典型的には、
細胞溶解物のような生物学的供給源から得られる。あるいは、サンプルは、動物組織（疾
患または健常）、植物抽出物、細菌供給源、ウイルス供給源などから得ることができる。
好ましくは、オリゴマー混合物は、当該分野で公知の方法を使用して、潜在的な妨害成分
の量を減少させるために精製されている。
【００９４】
　オリゴマー混合物中のオリゴマーの標識は、一般的には、単一のオリゴマーについて上
記のように、以下にさらに詳細に記載される標識を使用して行われ得る。オリゴマー混合
物中の標識されたオリゴマーの分離は、キャピラリー電気泳動、高速液体クロマトグラフ
ィー（ＨＰＬＣ）、ゲル電気泳動（その全ての形態）、クロマトグラフィー（例えば、サ
イズ排除、イオン交換など）、またはガスクロマトグラフィーなどのような方法を使用し
て達成され得る。分離プロセスによって得られた分離された個々の標識されたオリゴマー
は、次いで、少なくとも２つの末端残基の配列を決定するために、本明細書中に記載され
ている質量分析方法を使用して分析され得る。好ましくは、質量分析方法は、ＥＳＩ－Ｔ
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ＯＦ　ＭＳである。
【００９５】
　好ましい実施形態の１つのグループにおいては、標識部分は、３５から６３、なおより
好ましくは、３９から５８の原子番号を有している少なくとも１つの元素を含む。特に好
ましい実施形態のグループにおいては、この部分は、臭素、ヨウ素、ユーロピウム、およ
びイットリウムから選択される少なくとも１つの元素を含む。なおより好ましくは、標識
部分は、１個から３個の臭素またはヨウ素元素を有する。
【００９６】
　１つの関連する局面においては、本発明は、以下の工程を包含する、オリゴマーの末端
部分を配列決定するための方法を提供する：
　（ａ）オリゴマーの末端に標識を共有結合させ、そして標識されたオリゴマーを形成す
るように、第１のオリゴマーサンプルを標識部分と接触させる工程であって、標識部分は
、１７から７７までの原子番号を有している１つの元素を有しており、ただし、上記の元
素はイオウでもリンでもない、工程；
　（ｂ）オリゴマーの末端に標識を共有結合させ、そして第２の標識されたオリゴマーを
形成するように、第２のオリゴマーサンプルを標識部分と接触させる工程であって、標識
部分は、１７から７７までの原子番号を有している２つの元素を有しており、ただし、上
記の元素は、同じかまたは異なり得るが、イオウでもリンでもない、工程；
　（ｃ）必要に応じて、さらなるオリゴマーサンプルを用いて工程（ｂ）を１回から３回
繰り返す工程であって、ここでは、標識部分はそれぞれ、１７から７７までの原子番号を
有している３個、４個、または５個の元素を有しており、ただし、上記の元素はイオウで
もリンでもない、工程；
　（ｄ）工程（ａ）から（ｃ）までによる標識されたオリゴマーを混合する工程；
　（ｅ）標識されたオリゴマーフラグメントを生じるように、酵素的、化学分解、または
質量分析フラグメンテーション方法を使用して、標識されたオリゴマーをフラグメンテー
ションする、工程；および
　（ｆ）少なくとも２つの末端残基の配列を決定するために、質量分析フラグメンテーシ
ョン方法を使用して、標識されたオリゴマーフラグメントを分析する、工程。
【００９７】
　なお別の関連する局面においては、本発明は、以下の工程を包含する、オリゴマーの一
部を配列決定する方法を提供する：
　（ａ）オリゴマーフラグメントを生じるように、１つ以上の特異的な酵素的または化学
分解によるフラグメンテーション方法を使用して、オリゴマーのアリコートをフラグメン
テーションする工程であって、ここで、異なるフラグメンテーション方法がそれぞれのア
リコートに対して適用される、工程；
　（ｂ）オリゴマーフラグメントの末端に第１の標識部分を共有結合させ、そして標識さ
れたオリゴマーフラグメントを形成するように、オリゴマーフラグメントの第１のアリコ
ートを第１の標識部分と接触させる工程であって、第１の標識部分は、１７から７７まで
の原子番号を有している１つの元素を含有しており、ただし、上記の元素はイオウでもリ
ンでもない、工程；
　（ｃ）必要に応じて、オリゴマーフラグメントの末端に別の標識部分を共有結合させ、
そして標識されたオリゴマーフラグメントを形成するように、オリゴマーフラグメントの
他のアリコートを他の異なる標識部分と接触させる工程であって、別の標識部分は、１７
から７７までの原子番号を有している２つ以上の元素を含有しており、ただし、上記の元
素はイオウでもリンでもない、工程；
　（ｄ）必要に応じて、標識されたオリゴマーフラグメントのアリコートを混合する、工
程；および
　（ｅ）オリゴマーの少なくとも２つの残基の配列を決定するために、質量分析フラグメ
ンテーション方法を使用して、標識されたオリゴマーフラグメントを分析する、工程。
【００９８】
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　特定の好ましい局面においては、フラグメンテーションされた標識されたオリゴマーは
、再分配され、そして標識およびフラグメンテーションのさらなる工程に供される。
【００９９】
　なお別の関連する局面においては、本発明は、以下の工程を包含する、オリゴマーの一
部を配列決定するための方法を提供する：
　（ａ）オリゴマーサンプルのいくつかのアリコートを調製する工程；
　（ｂ）オリゴマーの一方の末端に標識を共有結合させ、そして標識されたオリゴマーの
混合物を形成するように、それぞれのアリコート中のオリゴマーを標識部分と接触させる
工程であって、ここで、それぞれのアリコートは、１７から７７までの原子番号を有して
いる異なる数の元素を含有している標識で標識され、ただし、上記の元素はイオウでもリ
ンでもない工程；
　（ｃ）異なる酵素的または化学分解法法によって、それぞれのアリコート中の標識され
たオリゴマーをフラグメンテーションする工程；
　（ｄ）それぞれのアリコートに由来する反応産物を混合する工程；
　（ｅ）少なくとも２つの末端残基の配列を決定するために、質量分析フラグメンテーシ
ョン方法を使用して、フラグメンテーションされた標識されたオリゴマーの混合物を分析
する、工程。
【０１００】
　関連するバリエーションにおいては、本発明は、以下の工程を包含する、オリゴマーサ
ンプルの配列を決定するために複数の反応産物を同時に分析するための方法を提供する：
　（ａ）オリゴマーサンプルのいくつかのアリコートを調製する工程；
　（ｂ）異なる酵素的または化学分解法によってそれぞれのアリコート中のオリゴマーを
フラグメンテーションする工程；
　（ｃ）反応産物の一方の末端に標識を共有結合させ、そして標識された反応産物の混合
物を形成するように、それぞれのアリコート中の反応産物を標識部分と接触させる工程で
あって、ここで、それぞれのアリコートは、１７から７７までの原子番号を有している異
なる数の元素を含有している標識で標識され、ただし、上記の元素はイオウでもリンでも
ない、工程；
　（ｄ）それぞれのアリコートに由来する標識された反応産物の混合物を混合する工程；
および
　（ｅ）オリゴマー中の少なくとも２つの単量体の配列を決定するために、質量分析方法
を使用して、工程（ｄ）の混合された標識された反応産物の混合物を分析する工程。
【０１０１】
　別のバリエーションにおいては、本発明は、以下の工程を包含する、サンプル中の複数
のオリゴヌクレオチドを配列決定するための方法を提供する：
　（ａ）それぞれのプライマーの一方の末端に標識を共有結合させ、そして標識されたプ
ライマー混合物を形成するように、それぞれのプライマーを標識部分と接触させることに
よって合成プライマーを標識する工程であって、ここで、それぞれのプライマーは、１７
から７７までの原子番号を有している異なる数の元素を含有している標識で標識され、た
だし、上記の元素はイオウでもリンでもない、工程；
　（ｂ）標識されたプライマー混合物に対してサンプル鋳型を添加する工程；
　（ｃ）酵素的または化学的方法によって、サンプル鋳型から複数の標識されたオリゴマ
ーを合成する工程；および
　（ｄ）サンプル鋳型の配列を決定するために、質量分析方法を使用して工程（ｃ）で合
成された標識されたオリゴマーを分析する工程。
【０１０２】
　これらの後者の局面およびバリエーションのそれぞれにおいては、好ましい標識は、本
発明の先の局面に関して上記に記載されているように、３５から６３、より好ましくは３
９から５８の原子番号を有している元素を含有している標識である。他の好ましい実施形
態もまた、上記と同様である。
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【０１０３】
　（標識されたタンパク質）
　水性の溶媒、または混合した水性／有機溶媒環境下での異なる試薬でのタンパク質の標
識は当該分野で公知であり、そして本発明の実行に有用である広範囲の標識試薬および技
術を、当業者が容易に利用することができる。例えば、Ｍｅａｎｓら、ＣＨＥＭＩＣＡＬ
　ＭＯＤＩＦＩＣＡＴＩＯＮ　ＯＦ　ＰＲＯＴＥＩＮＳ、Ｈｏｌｄｅｎ－Ｄａｙ，Ｓａｎ
　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，１９７１；Ｆｅｅｎｅｙら、ＭＯＤＩＦＩＣＡＴＩＯＮ　ＯＦ　
ＰＲＯＴＥＩＮＳ：ＦＯＯＤ，ＮＵＴＲＩＴＩＯＮＡＬ　ＡＮＤ　ＰＨＡＲＭＡＣＯＬＯ
ＧＩＣＡＬ　ＡＳＰＥＣＴＳ，Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｓｅｒｉ
ｅｓ，第１９８巻、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ，Ｗａｓｈｉ
ｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．，１９８２；Ｆｅｅｎｅｙら、ＦＯＯＤ　ＰＲＯＴＥＩＮＳ：ＩＭ
ＰＲＯＶＥＭＥＮＴ　ＴＨＲＯＵＧＨ　ＣＨＥＭＩＣＡＬ　ＡＮＤ　ＥＮＺＹＭＡＴＩＣ
　ＭＯＤＩＦＩＣＡＴＩＯＮ，Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｓｅｒｉ
ｅｓ，第１６０巻、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ、Ｗａｓｈｉ
ｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．，１９７７；およびＨｅｒｍａｎｓｏｎ，ＢＩＯＣＯＮＪＵＧＡＴ
Ｅ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，１９
９６を参照のこと。
【０１０４】
　標識が行われ得、そしてＰＳＴが、タンパク質のＮ末端またはＣ末端のいずれかから決
定され得る。真核生物タンパク質の約５９～９０％が、Ｎ末端でアセチル化され（Ｃｒｅ
ｉｇｈｔｏｎ，Ｔ．Ｅ．，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ，ＮＹ，１９８４）を参照
のこと）、従って、Ｎ末端標識に対して不応性である。しかし、このようなタンパク質の
天然のＮアセチル基は、時折、本発明の目的のために標識として使用され得るが、Ｎ末端
の４個の残基のうちの１つ以上のアミノ酸がイオン化が可能である（例えば、リジン、ア
ルギニン、ヒスチジン、アスパラギン酸、またはグルタミン酸残基である）か、またはイ
オン化が可能であるように誘導され得る（例えば、チロシン、セリン、およびシステイン
残基）場合に限られる。従って、Ｎ末端またはＣ末端のいずれかを標識するためのストラ
テジーが、任意の所定のタンパク質についての最大級の配列決定能力を供給するように、
提供される。一旦、標識が選択されると、デコンボリューションアルゴリズムは、任意の
改変された残基に対応する質量を検索するように改変され得る。
【０１０５】
　（フラグメンテーションスペクトルの特徴）
　質量スペクトル（図１）は、基本的には、検出装置のプレートに衝突するイオンの数（
総数）である。イオンが検出装置のプレートに衝突する時間によって、プレートに衝突す
るイオンの質量対電荷（ｍ／ｚ）比を決定する。検出装置のプレートは、ｍ／ｚが既知で
ある分子を用いて較正される。検出装置のプレート上のビンのそれぞれのスキャン時間は
、次いで、平均のｍ／ｚ値に割り当てられ、そして機器の特定の設計形態に基づいて定義
された範囲のｍ／ｚ比を有するイオンを回収する。一般的には、それぞれの検出装置のビ
ンによってカバーされる大きさの範囲は、ビンのｍ／ｚ値の平方根に変換される。これは
、絶対的な質量の精度が、質量分析計でのｍ／ｚの増大に伴って減少することを意味する
。質量分析計のノイズは、常にポジティブである。従って、シグナルは、常に、それぞれ
のビン中でゼロよりも大きいかまたはゼロである。
【０１０６】
　フラグメンテーションされたタンパク質の質量スペクトルのいくつかの特徴は、標識さ
れたペプチドの相対的なシグナル強度に依存して、真のタンパク質配列を同定または適切
にランク付けする能力を阻害し得、そして本発明のアルゴリズムによってデコンボリュー
ションされる。相対的なシグナル強度は、質量スペクトル中の他のイオンおよびノイズの
量と比較した、標識されたペプチドフラグメントイオンの量として定義される。第１の特
徴は、検出装置への最初の衝突であり、これによって、ベースラインのシフトを生じ、そ
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して約５００ａｍｕを上回る領域の量を増大させるように検出装置を荷電させ得る。これ
は、質量スペクトルの見掛けのベースラインのシフトとして観察される（図１）。もとの
タンパク質の多価状態もまた、約１０００ａｍｕを上回るｍ／ｚ位置で、同じ方法での部
分的なベースラインのバリエーションに寄与し得る。これは、約２０００ａｍｕを上回る
ｍ／ｚ位置で、図１においてさらに明らかに観察される。
【０１０７】
　観察される第２の特徴は、高度なフラグメンテーション条件（例えば、インソースフラ
グメンテーションのための高いノズル電位）によって質量分析計中の電荷位置に対して周
期的な質量でフラグメントイオンの量の増大を生じることである（図２）。１２．０００
０００として定義された１２Ｃの質量較正目盛上では、これらのタンパク質フラグメント
は、約１ａｍｕ離れた特徴的なピークパターンを形成する。さらに有効なフラグメンテー
ション条件では、ピークは、質量スペクトルにおいてほぼ１ａｍｕの間隔ごとに現れる。
ピークとピークとの間隔の平均は、フラグメンテーションされる特定のタンパク質によっ
てわずかに変化することが観察される。これは、タンパク質またはそれぞれのａｍｕでピ
ークによって示されるフラグメントの元素組成におけるわずかな差異に起因すると考えら
れる。
【０１０８】
　高度なフラグメンテーション条件で、質量スペクトルの事実上全てのピークが、このほ
ぼ１ａｍｕのパターンでこれが実質的に重なり合う（図３）。本発明の重要な局面を可能
にするのが、この観察である。第１に、ピークのほとんどがこのパターン（またはこのパ
ターンの複数の荷電状態の類似物）に重なるので、この周期的な間隔から離れている標識
されたフラグメント（例えば、標識が、異常な核結合エネルギーを有する１つ以上の元素
を含む、標識されたフラグメント）由来のシグナルピークを容易に識別することが可能で
ある。第２に、周期性によって、質量スペクトル中の部分的な最小および最大を決定する
ことが可能である。その結果、スペクトルは、部分的なノイズについて修正され得、それ
によって質量スペクトルでのそれぞれの質量－対－電荷位置での数の実際の量をより良好
に決定することが可能である。第３に、平均または特徴的なピークの形状が、高度なフラ
グメンテーション条件で所望されないスペクトルのノイズについて決定され得、そしてこ
のノイズはデコンボリューションされるかまたは質量スペクトルの残りから引き算され得
る。従って、ランク付けアルゴリズムへのその寄与を減少させ、そして本発明のアルゴリ
ズムによって産生される配列決定の信頼性を改善する。他のより大きな周期的なパターン
もまたデータ中で見られる場合があることがあり、そして示されるこの主要なパターンに
加えて配列のデコンボリューションを補助するために同様に適応されることが、当業者に
明らかである。
【０１０９】
　（標識）
　上記のように、以下の考慮が、標識試薬の選択に関係する：
　ｉ）標識の質量は好ましくは特有であり、そして好ましくは、低いバックグラウンドを
有するスペクトルの領域にフラグメントの質量をシフトさせる；
　ｉｉ）標識は、好ましくは、Ｎ末端またはＣ末端に電荷のフラグメンテーションを直接
移動させるように、一定の正または負電荷を含む；
　ｉｉｉ）標識は、好ましくは、フラグメンテーション条件下で強く、そして好ましくな
いフラグメンテーションを受けない；
　ｉｖ）標識の化学的性質は、好ましくは、条件の範囲（特に、変性条件）のもとで十分
であり、それによってＮ末端またはＣ末端を再生可能にそして均一に標識する；
　ｖ）標識されたタンパク質は、好ましくは、選択されたＭＳ緩衝液システム中で可溶な
ままである；
　ｖｉ）標識は好ましくは、オリゴマーのイオン化効率を増大させるか、またはそれを少
なくとも抑制はしない；そして
　ｖｉｉ）標識は、それぞれの標識されたフラグメントの位置で特有の質量分析パターン
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を作成するように、２つ以上の同位体によって異なる種の混合物を含み得る。
【０１１０】
　標識の選択基準に関して、好ましい標識部分は、検出強化成分、イオン質量特徴成分、
および反応性官能基（好ましくは、タンパク質のＣ末端またはＮ末端と反応する）を有す
る標識部分である。反応性基は、他の２つの標識成分のいずれかまたは両方に対して直接
連結させられ得る。
【０１１１】
　１つの実施形態においては、標識は、質量スペクトルの他のピークによる質量のラダー
を同定する能力をさらに増大させるように、対で使用される。混合された同位体標識の使
用は、標識されたフラグメントピークのさらなるデコンボリューションに特に適切である
。なぜなら、豊富な同位体の対は、質量スペクトル中の標識されたフラグメントについて
のみ存在し、そして同位体は典型的には、同様のイオン化およびフラグメンテーション効
率を示すからである。１つ以上のメチルまたはメチレン基、あるいは荷電状態によって異
なる標識のアナログもまた、使用され得る。さらに、２つの化学的に異なる分子が、標識
されたフラグメントの質量のラダーの同定を強化するための二重標識の状況で使用され得
る。１つの実施形態においては、単一のサンプルは、二重標識で同時に標識され、そして
組み合わせられた質量スペクトルが作成される。好ましい実施形態においては、二連のサ
ンプルが別々に標識され、そしてＭＳでのフラグメンテーションの前にほぼ同じ割合で混
合される。この後者の実施形態についての１つの利点は、側鎖もまた標識される場合に、
シグナルの希釈の可能性を最小にすることによる。別の実施形態においては、二連のサン
プルが別の標識で標識され、ＭＳで別々にフラグメンテーションされ、そして事実上の二
重標識されたスペクトルを形成するように質量スペクトルが互いに合算される。
【０１１２】
　なお別の実施形態においては、反応性官能基は、リンカーによって、検出強化成分およ
びイオン質量特徴成分の一方または両方から分離される。リンカーは、好ましくは、それ
が化学的に安定でありそして不活であるように設計され、その結果、反応性基およびタグ
の他の２つの成分の少なくとも一方の十分な分離が可能である。本発明の好ましい実施形
態においては、リンカーは、炭化水素鎖から、または最も好ましくは、アリールもしくは
ヘテロアリール環に連結された炭化水素鎖から構成され、そして好ましくは、イオン化が
可能な基と連結基との間にさらなる間隔を提供する。
【０１１３】
　当業者によって理解されるように、種々の炭化水素鎖および改変された炭化水素鎖が、
本発明で利用され得る。フェニル環に連結させられる好ましい炭化水素鎖は、アルカンの
ファミリーにおいて見られ得、２個の炭素元素から約２０個の炭素元素までの長さの範囲
のリンカーが特に好ましい。本発明の好ましい実施形態においては、リンカーは、フェネ
チル、脂肪族アミド、または第２級アミン基である。
【０１１４】
　（検出強化成分）
　本明細書中で使用される場合、検出強化成分は、質量分析計でのタンパク質フラグメン
トの検出を容易にする標識部分の一部をいう。従って、検出強化成分は、質量分析計のイ
オン化室中のフラグメンテーション条件下で正に荷電したイオン種を提供し得るか、また
はこの成分は、質量分析計のイオン化室中のフラグメンテーション条件下で負に荷電した
イオン種を提供し得る。多くの検出強化成分について、存在するイオン化された種の量は
、タンパク質を可溶化するために使用される媒体に依存する。好ましい検出強化成分（す
なわち、正電荷または負電荷を生じ得る種）は、３つのカテゴリーに分類され得る：１）
「硬い」電荷を保有している成分、２）「軟らかい」電荷を保有している成分、および３
）電荷は提供しないが、「軟らかい」電解を保有しているタンパク質残基に密接に近接し
ている成分。
【０１１５】
　「硬い」電荷を保有している成分は、媒体のｐＨにかかわらず、全ての条件下で実質的
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にイオン化される元素の配列である。「硬い」正に荷電した検出強化成分には、テトラア
ルキルまたはテトラアリールアンモニウム基、テトラアルキルまたはテトラアリールホス
ホニウム基、ならびにＮ－アルキル化またはＮアシル化へテロシクリルおよびヘテロアリ
ール（例えば、ピリジニウム）基が含まれるがこれらに限定されない。「硬い」負に荷電
した検出成分には、テトラアルキルまたはテトラアシルホウ酸基が含まれるが、これらに
限定されない。
【０１１６】
　「軟らかい」電荷を保有している成分は、それぞれ、それらのｐＫａよりも高いかまた
は低いｐＨ（すなわち、塩基および酸）でイオン化される元素の配列である。本発明の状
況では、「軟らかい」正電荷には、８より大きい、好ましくは１０より大きい、そして最
も好ましくは１２より大きいｐＫａを有する塩基が含まれる。本発明の状況では、「軟ら
かい」負電荷には、４．５より小さい、そして好ましくは２より小さい、そして最も好ま
しくは、１より小さいｐＫａを有する酸が含まれる。極端なｐＫａでは、「軟らかい」電
荷は「硬い」電荷としての分類にほぼ近い。「軟らかい」正に荷電した検出強化成分には
、第１級、第２級、および第３級アルキルまたはアリールアンモニウム基、置換および非
置換のヘテロシクリルおよびヘテロアリール（例えば、ピリジニウム）基、アルキルまた
はアリールシッフ塩基またはイミン基、ならびにグアニジノ基が含まれるが、これらに限
定されない。「軟らかい」負に荷電した検出強化成分には、アルキルまたはアリールカル
ボキシル基、アルキルまたはアリールスルホネート基、およびアルキルまたはアリールホ
スホネート基またはホスフェート基が含まれるが、これらに限定されない。
【０１１７】
　「硬い」荷電した基および「軟らかい」荷電した基の両方について、当業者によって理
解されるように、この基は、反対の電荷の対イオンと同時に生じる。例えば、種々の実施
形態では、負に荷電した基についての対イオンには、低級アルキルの有機酸（例えば、酢
酸塩）、ハロゲン化有機酸（例えば、トリフルオロ酢酸）、および有機スルホン酸（例え
ば、Ｎ－モルホリノエタンスルホン酸）のオキシアニオン（ｏｘｙａｎｉｏｎ）が含まれ
る。負に荷電した基についての対イオンには、例えば、アンモニア陽イオン、アルキルま
たはアリールアンモニウム陽イオン、およびアルキルまたはアリールスルホニウム陽イオ
ンが含まれる。
【０１１８】
　中性であるが、「軟らかい」電荷を保有しているタンパク質残基に密接に近接している
成分（例えば、リジン、ヒスチジン、アルギニン、グルタミン酸、またはアスパラギン酸
）が、検出強化成分として使用され得る。この場合は、標識は、イオン化されていないか
またはイオン化が可能な基を保有し、そして検出の強化は、電荷を保有している付近のタ
ンパク質残基によって提供される。本発明の状況では、密接な近接は、タンパク質の標識
された末端から約４残基以内と定義され、そしてより好ましくは、タンパク質の標識され
た末端の約２残基以内と定義される。
【０１１９】
　標識の検出強化成分はまた、多価であり得るかまたは多価になり得る。例えば、複数の
負電荷を有する標識は、１つまたは一価の種（例えば、カルボン酸）を取り込むことがで
きるか、あるいはこれは、１つ以上の多価の種（例えば、リン酸）を取り込むことができ
る。本発明のこの実施形態の代表的な例においては、複数のカルボン酸を保有している種
（例えば、ポリアミノカルボキシレートキレート　試薬（例えば、ＥＤＴＰ、ＤＴＰＡ）
）がタンパク質に連結される。タンパク質および他の種にポリアミノカルボキシレートを
連結させる方法は、当該分野で周知である。例えば、Ｍｅａｒｅｓら、「Ｐｒｏｐｅｒｔ
ｉｅｓ　ｏｆ　Ｉｎ　Ｖｉｖｏ　Ｃｈｅｌａｔｅ－Ｔａｇｇｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａ
ｎｄ　Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ．」ＭＯＤＩＦＩＣＡＴＩＯＮ　ＯＦ　ＰＲＯＴＥＩＮ
Ｓ：ＦＯＯＤ，ＮＵＴＲＩＴＩＯＮＡＬ，ＡＮＤ　ＰＨＡＲＭＡＣＯＬＯＧＩＣＡＬ　Ａ
ＳＰＥＣＴＳ」；Ｆｅｅｎｅｙら編、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅ
ｔｙ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．，１９８２、３７０－３８７頁；Ｋａｓｉｎａら
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、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．，９：１０８－１１７（１９９８）；Ｓｏｎｇ
ら、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．，８：２４９－２５５（１９９７）を参照の
こと。
【０１２０】
　同様の様式で、複数の正電荷を有する標識は購入され得るか、または当業者が利用可能
な方法を使用して調製され得る。例えば、２個の正電荷を有している標識部分が、ジアミ
ン（例えば、エチレンジアミン）から迅速にそして容易に調製され得る。代表的な合成経
路では、ジアミンは、当該分野で公知の方法を使用して一保護（ｍｏｎｏｐｒｏｔｅｃｔ
）され、そして保護されていないアミン部分が続いて、１つ以上の正電荷を有している種
（例えば、（２－ブロモエチル）臭化トリメチルアンモニウム）（Ａｌｄｒｉｃｈ））で
ジアルキル化される。当該分野で認識されている方法を使用する脱保護によって、少なく
とも２つの正電荷を保有している反応性標識種を提供する。多価標識種への多くのこのよ
うな簡単な合成経路が、当業者によく知られている。
【０１２１】
　（イオン質量特徴成分）
　イオン質量特徴成分は、好ましくは、質量スペクトル分析において特有のイオン質量特
徴を示す、標識部分の一部である。イオン質量特徴成分には、タンパク質がイオン化され
る条件下では効率よくイオン化されない部分（例えば、芳香族炭素化合物）ならびに多価
イオン種を生成するタンパク質イオン化条件下で容易にイオン化する分子が含まれる。両
方のタイプの化合物が、質量スペクトルにおいて標識に連結させられたアミノ酸およびペ
プチドのイオン／質量特徴をシフトさせる（標識されたタンパク質のフラグメンテーショ
ンの後）ために使用され得る。結果として、標識されたアミノ酸およびペプチドは、得ら
れる質量スペクトルにおけるそれらのイオン／質量パターンによって、標識されていない
アミノ酸およびペプチドとは容易に識別される。好ましい実施形態においては、イオン質
量特徴成分は、２０個の天然のアミノ酸の全てについての残基の質量とは一致しない質量
を、質量分析フラグメンテーションの間に産生されるタンパク質フラグメントに与える。
【０１２２】
　最も好ましい実施形態においては、イオン質量特徴成分は、タンパク質の主要な構成成
分とは異なる核結合エネルギーを示す任意の元素である。タンパク質の主要な構成成分は
：Ｃ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、およびＳである。１２Ｃ＝１２．００００００の質量標準として核結
合エネルギーを定義する（図４）と、特有のイオン質量特徴を有している好ましい元素は
、１７（Ｃｌ）から７７（Ｉｒ）の間の原子番号を有するような周期表中の元素である。
標識のイオン質量特徴成分としての使用に特に好ましい原元素には、３５（Ｂｒ）から６
３（Ｅｕ）の間の原子番号を有する元素が含まれる。イオン質量特徴成分としての使用に
最も好ましい元素は、３９（Ｙ）から５８（Ｃｅ）の間の原子番号を有する元素である。
ＢｒおよびＥｕもまた、これらの元素のそれぞれがほぼ等しい割合の２つの安定な同位体
、および質量分析計でフラグメンテーションされたタンパク質について観察される周期的
なピークパターンとは有意に異なる核結合エネルギーを示すので、特に好ましい標識の成
分である。元素ＩおよびＹもまた、これらが、質量スペクトルにおいて周期的なタンパク
質フラグメントのピークと、核結合エネルギーにおいて最大の差異を示し、そしてこれら
が標識の中に容易に取り込まれるので、特に好ましいイオン質量特徴成分である。遷移金
属は、特有のイオン質量特徴元素の好ましいおよび最も好ましいリストの中にあり、そし
てこれは頻繁に、既知のＹ（Ｌｅｗｉｓら、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ　５：５６５－５７６（１９９４））およびＥｕ（Ｚａｒｌｉｎｇら、米国特許出願
番号第５，８９１，６５６号）キレートと同様に、キレートとして標識中に取り込まれ得
る。
【０１２３】
　別の実施形態においては、特有のイオン質量特徴成分は、多価標識の使用によって作成
され得る。このような多価標識は、異なる核結合エネルギーを有する元素を取り込むこと
ができるか、または核結合エネルギーにおいて主要なタンパク質構成成分のものと同様で
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ある元素のみから構成され得る。このような荷電状態は、標識中に取り込まれる「硬い」
電荷、または「軟らかい」電荷、または「硬い」電荷と「軟らかい」電荷との組み合わせ
を用いて形成され得る。２から４の間の多価の「硬い」荷電状態が好ましい。３の多価の
「硬い」荷電状態が、標識がＣ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、およびＳと同様の核結合エネルギーを有す
る元素だけから構成される場合には、最も好ましい。２の多価の「硬い」荷電状態が、標
識が、Ｃ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、およびＳとは異なる核結合エネルギーを示す少なくとも１つの元
素を含む場合には、最も好ましい。
【０１２４】
　当業者に明らかであるように、見かけ上の質量スペクトルピークは、未標識のアミノ酸
およびペプチドのフラグメンテーションによって生じ得るばかりではなく、サンプルおよ
び／またはマトリックス中の不純物によってもまた生じ得る。標識のイオン質量特徴の固
有性をさらに増大させ、そして「ノイズ」からの所望される標識されたフラグメントのピ
ークの同定を可能にするために、標識の質量の最適化によって、スペクトルのノイズの少
ない領域に標識されたフラグメントをシフトさせることが好ましい。例えば、標識質量が
、１００ａｍｕより大きくそして７００ａｍｕより小さいイオンを作製することが好まし
い。使用される標識の質量の上限は、質量分析計の質量解析能力によって決定される。こ
れは、低分子量の標識の分子量を増大させること、または高分子量の標識上の電荷数を増
大させることによって行われ得る。
【０１２５】
　標識部分に対してより特有の質量特徴を提供するための代替の方法は、標識中への安定
な同位体の組込みである（例えば、Ｇｙｇｉら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．
１７：９９４－９９９（１９９９）を参照のこと）。例えば、標識部分に８個の重水素元
素を組み込むこと、およびタンパク質を５０：５０の重水素化標識と非重水素化標識との
混合物で標識することによって、標識を含む一価のフラグメントが、同等の強度の二重線
として容易に同定される；一方は、非重水素化標識を有する種に対応する質量であり、そ
して他方は、８ａｍｕの間隔があいている、重水素化標識を有する種に対応する質量であ
る。好ましい実施形態においては、質量の差異は、一価の状態で約１ａｍｕより大きい。
最も好ましい実施形態においては、質量の差異は、一価の状態で約４から約１０ａｍｕま
でである。Ｃ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、およびＳとは有意に異なる各結合エネルギーを示す元素の複
数の同位体の組み込みが、好ましい、ＢｒおよびＥｕ元素は、これらが約５０：５０の量
で２つの天然の同位体を示すので、最も好ましい。
【０１２６】
　標識部分に対してより特有の質量特徴を提供するための別の方法は、標識上にアルキル
および／またはアリール置換基を組み込むことである。その結果、フラグメントのピーク
の対応するセットは、質量スペクトルにおいて容易に認識可能になる。例えば、タンパク
質は、トリメチルアンモニウム基を含む標識と、トリメチルアンモニウム基の代わりにジ
メチルエチルアンモニウム基を含む同じ標識との混合物で標識され得る。この標識部分は
、互いに１４ａｍｕ異なる、配列中のそれぞれのアミノ酸についての２つのフラグメント
イオンピークを生じる。多くのこのような組み合わせが導かれ得ることが当業者に明らか
である。
【０１２７】
　（反応性基）
　標識部分の第３の成分は、Ｎ末端アミノ基、Ｃ末端アミノ基、またはＮもしくはＣ末端
アミノ酸の別の構成成分と反応性の官能基である。
【０１２８】
　反応性官能基は、タグ上の任意の位置に配置され得る。例えば、反応性基は、アリール
核上、またはアリール核に連結させられた鎖（例えば、アルキル鎖）上に配置され得る。
反応性基がアルキル基またはアリール核に鎖で繋がれた置換されたアルキル鎖に連結させ
られる場合は、反応性基は好ましくは、アルキル鎖の末端部分に配置される。本発明の実
施において有用である反応性基および反応のクラスは、一般的には、生体結合の化学的性
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質の当業者周知である。本発明に好ましい反応のクラスは、水性または混合された水性／
有機溶媒環境下での比較的穏やかな条件下で処理されるものである。
【０１２９】
　タンパク質中の第1級アミノ基（Ｎ末端を含む）を標的化する特に好ましい化学的性質
には、例えば、以下が含まれる：フッ化アリール（Ｓａｎｇｅｒ，Ｆ．、Ｂｉｏｃｈｅｍ
．Ｊ．，３９：５０７（１９４５）；Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｔ．Ｅ．，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ
：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ（Ｗ．Ｈ
．Ｆｒｅｅｍａｎ，ＮＹ，１９８４）；Ｎｉｅｄｅｒｗｉｅｓｅｒ，Ａ．：Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２５：６０－９９（１９７２）；およびＨｉｒｓ，Ｃ
．Ｈ．Ｗ．ら、Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．，１１１：２０９－２２２
（１９６５）を参照のこと）、塩化スルホニル（Ｇｒａｙ，Ｗ．Ｒ．：Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２５：１２１－１３７（１９７２））、シアン酸塩（Ｓｔ
ａｒｋ，Ｇ．Ｒ．：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２５：１０３－１２
０（１９７２））、イソチオシアネート（Ｎｉａｌｌ，Ｈ．Ｄ．：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ
　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２７：９４２－１０１１（１９７３））、イミドエステル（Ｇ
ａｌｅｌｌａ，Ｇ．ら、Ｃａｎ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，６０：７１－８０（１９８２）
）、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジルエステル（Ｌｏｍａｎｔ，Ａ．Ｊ．ら、Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．，１０４：２４３－２６１（１９７６））、Ｏ－アシルイソ尿素（Ｌｏｍａ
ｎｔ，Ａ．Ｊ．ら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１０４：２４３－２６１（１９７６））、
クロロカルボネートおよびカルボニルアジド（Ｓｏｌｏｍｏｎｓ，Ｔ．Ｗ．Ｇ，Ｏｒｇａ
ｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，ＮＹ，１９７６）
、アルデヒド（Ｎｏｖｏｔｎｙら、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，６３：４０８（１９９１）お
よびＮｏｖｏｔｎｙら、Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，４９９：５７９（１９９０
））、およびアルキルハライドおよび活性化されたアルケン（Ｗａｇｎｅｒ，Ｄ．Ｓ．ら
、Ｂｉｏｌ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，２０：４１９－４２５（１９９１）
）。タンパク質のカルボキシル基と反応する化学的な構成成分の好ましい例は、ベンジル
ハライド（Ｓｏｌｏｍｏｎｓ，Ｔ．Ｗ．Ｇ，Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ｊｏ
ｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，ＮＹ，１９７６）；Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｂ．，Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ，２３２：３４１－３４７（１９８６）；およびＨｏｒｔｏｎ，Ｈ．Ｒ．ら
、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２５：４６８（１９７２））およびカ
ルボジイミド（Ｙａｍａｄａ，Ｈ．ら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２０：４８３６－４８４２）
）であり、特に安定化される場合には、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（Ｇｒａｂａｒｅ
ｋ，Ｚ．ら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１８５：１３１－１３５（１９９０）を参照
のこと）を使用する。これらのカルボキシル標識アプローチの両方が、Ｃ末端とともにカ
ルボキシルを含有しているアミノ酸残基（例えば、アスパラギンおよびグルタミン）を標
識することが予想される。これらおよび他の有用な反応は、例えば、Ｍａｒｃｈ，ＡＤＶ
ＡＮＣＥＤ　ＯＲＧＡＮＩＣ　ＣＨＥＭＩＳＴＲＹ、第３版、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆
　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８５；Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，ＢＩＯＣＯＮＪＵＧＡ
ＴＥ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，１
９９６；およびＦｅｅｎｅｙら、ＭＯＤＩＦＩＣＡＴＩＯＮ　ＯＦ　ＰＲＯＴＥＩＮＳ；
Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｓｅｒｉｅｓ、第１９８巻、Ａｍｅｒｉ
ｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．，１９８
２において議論されている。
【０１３０】
　反応性官能基は、それらがタグの組み立てに必須の反応に関与も妨害しないように選択
され得る。あるいは、反応性官能基は、保護基の存在によって反応への関与から保護され
得る。当業者は、これが選択された反応条件の設定を妨害しないように特定の官能基を保
護する方法を理解している。有用な保護基の例については、例えば、Ｇｒｅｅｎｅら、Ｐ
ＲＯＴＥＣＴＩＶＥ　ＧＲＯＵＰＳ　ＩＮ　ＯＲＧＡＮＩＣ　ＳＹＮＴＨＥＳＩＳ，Ｊｏ
ｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９１を参照のこと。
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【０１３１】
　図５および６は、１つ以上の臭素（図５）またはヨウ素（図６）元素を有する種々の標
識部分の構造を提供する。適切な標識は、５－ブロモニコチン酸、６－ブロモ－２－ヒド
ロキシキノリン－４－カルボン酸（ＢＨＱＣ）、６－ブロモピコリン酸、４－ブロモベン
ズアルデヒド、ならびに他の市販の臭素置換されたアリールカルボン酸を含む。なお他の
標識は、アリールカルボン酸またはその保護された形態の臭素化またはヨウ素化を通じて
適切に調製され得る。芳香族化合物の臭素化およびヨウ素化のための方法は当業者に周知
であり、そしてそれらの調製のための参考文献は、例えば、Ｍａｒｃｈ、ＡＤＶＡＮＣＥ
Ｄ　ＯＲＧＡＮＩＣ　ＣＨＥＭＩＳＴＲＹ、第４版、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎ
ｓ，の一般的なテキストに見ることができる。カルボン酸残基は、典型的には、タンパク
質との接触の前に活性化される（例えば、ＮＨＳエステルとして）ことを、当業者はさら
に理解している。さらに、標識残基の試験は、大部分がイオン化が可能な窒素元素を有す
る（アンモニウムイオンのｐＫａより低いｐＨでアンモニウム基として存在する）ことを
示す。
【０１３２】
　表１は、本発明の標識に有用な標識部分の非限定的な記載を提供する。
【０１３３】
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　（合成）
　一旦、反応基、リンカー、およびイオン化が可能な基またはイオン質量特徴成分が選択
されると、最終的な化合物が、標準的な有機化学反応を利用して合成される。本発明での
使用に好ましい化合物は、５－ブロモ－３－ピリジル酢酸（５－Ｂｒ－３－ＰＡＡ）のＮ
ＨＳエステルまたは同様の試薬である。
【０１３４】
　適切な標識部分の選択を伴う、タンパク質へ標識を連結させるための条件は、タンパク
質のＮ末端またはＣ末端が均一に標識され、そして標識されたタンパク質が適切なＭＳ緩
衝液システム中で可溶性のままであることを確実にしなければならない。典型的には、標
識は、変性条件（例えば、界面活性剤または８Ｍの尿素）下で行われる。界面活性剤およ
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び尿素の両方ともが、ＭＳのイオン化を抑制し、そして迅速な浄化を提供しそして適切な
ＭＳ緩衝液に対して標識されたタンパク質サンプルを導入する方法もまた、使用されるべ
きである。
【０１３５】
　（検出可能な部分）
　別の好ましい実施態様においては、タンパク質は、例えば、タンパク質の精製および分
離プロセス（例えば、電気泳動）においてその検出される能力を増進する部分で標識され
る。検出可能な部分は、例えば、分光光度計（例えば、ＵＶ／Ｖｉｓ、蛍光、電子スピン
共鳴（ＥＳＲ）、核磁気共鳴（ＮＭＲ）など）、放射性同位体の検出などによって検出さ
れ得る。タンパク質がＵＶ／Ｖｉｓによって検出される場合は、一般的には、タンパク質
に対して色素形成性標識（例えば、フェニル、ナフチルなど）を連結することが所望され
る。同様に、蛍光顕微鏡による検出のためには、蛍光団が、好ましくはタンパク質に連結
される。例えば、Ｑｕａｎｔｕｍ　Ｄｙｅ（登録商標）は、蛍光Ｅｕキレートであり、そ
して５－カルボキシ－２’，４’，５’，７’－テトラブロモスルホンフルオレセインス
クシンイミジルエステルは、Ｎ末端反応性の臭素を含有している蛍光団である（それぞれ
、Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｏｒｇａｎｉｃｓ，カタログ＃０７２３ＱおよびＭｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、カタログ＃Ｃ－６１６６から商業的に入手することができる）。ＥＳ
Ｒについては、検出可能な部分はフリーラジカル（例えば、一酸化窒素基を含む部分）で
あり得る。タンパク質がＮＭＲ法によって検出される場合は、検出可能な部分は、ＮＭＲ
に利用可能な核（例えば、フッ素、１３Ｃなど）を用いて富化され得る。
【０１３６】
　本発明の好ましい実施態様においては、検出可能な部分は蛍光団である。多くの反応性
蛍光標識は、例えば以下から商業的に入手することができる；ＳＩＧＭＡ　ｃｈｅｍｉｃ
ａｌ　ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓａｉｎｔ　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏ
ｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）、Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ、Ｍ
Ｎ）、Ｐｈａｒｍａｃｉａ　ＬＫＢ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｐｉｓｃａｔａｗａ
ｙ，ＮＪ）、ＣＬＯＮＴＥＣＨ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｐａｌｏ　Ａｌ
ｔｏ，ＣＡ）、Ｃｈｅｍ　Ｇｅｎｅｓ　Ｃｏｒｐ．，Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ
　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，ＷＩ），Ｇｌｅｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｉｎｃ
．，ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｇａｉｔｈ
ｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）、Ｆｌｕｋａ　Ｃｈｅｍｉｃａ－Ｂｉｏｃｈｅｍｉｋａ
　Ａｎａｌｙｔｉｋａ（Ｆｌｕｋａ　Ｃｈｅｍｉｅ　ＡＧ，Ｂｕｃｈｓ，Ｓｗｉｔｚｅｒ
ｌａｎｄ）、およびＰＥ－Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉ
ｔｙ，ＣＡ）、ならびに当業者に公知の多くの他の商業的な供給源。さらに、当業者は、
特定の適用について適切な蛍光団を選択する方法を認識しており、そしてそれを商業的に
容易に入手することができない場合は、必要な新しい蛍光団を合成するか、または所望さ
れる蛍光標識になるように商業的に入手することができる蛍光化合物を合成によって改変
することができる。
【０１３７】
　以下の参考文献によって説明されるように、特定のタグについて適切な蛍光団を選択す
るための文献において、事実上の手引きの多くの詳細を利用することができる：Ｐｅｓｃ
ｅら編、ＦＬＵＯＲＥＳＣＥＮＣＥ　ＳＰＥＣＴＲＯＳＣＯＰＹ（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋ
ｋｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７１）；Ｗｈｉｔｅら、ＦＬＵＯＲＥＳＣＥＮＣＥ　Ａ
ＮＡＬＹＳＩＳ：Ａ　ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ（Ｍａｅｃｅｌ　Ｄｅｋｋ
ｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７０）；など。文献にはまた、レポーター－失活因子（ｑ
ｕｅｎｃｈｅｒ）対の選択のための、蛍光分子および色素形成性分子の多くのリスト、な
らびにそれらの関連する光学特性を提供する参考文献も含まれる：例えば、Ｂｅｒｌｍａ
ｎ，ＨＡＮＤＢＯＯＫ　ＯＦ　ＦＬＵＯＲＥＳＣＥＮＣＥ　ＳＰＥＣＴＲＡ　ＯＦ　ＡＲ
ＯＭＡＴＩＣ　ＭＯＬＥＣＵＬＥＳ、第２版（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ，１９７１）；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，ＣＯＬＯＵＲ　ＡＮＤ　ＣＯＮＳＴＩＴＵ
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ＴＩＯＮ　ＯＦ　ＯＲＧＡＮＩＣ　ＭＯＬＥＣＵＬＥＳ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ
，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７６）；Ｂｉｓｈｏｐ編、ＩＮＤＩＣＡＴＯＲＳ（Ｐｅｒｇａ
ｍｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，１９７２）；Ｈａｕｇｌａｎｄ，ＨＡＮＤＢＯＯＫ
　ＯＦ　ＦＬＵＯＲＥＳＣＥＮＴ　ＰＲＯＢＥＳ　ＡＮＤ　ＲＥＳＥＡＲＣＨ　ＣＨＥＭ
ＩＣＡＬＳ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，１９９２）、Ｐｒｉｎ
ｇｓｈｅｉｍ，ＦＬＵＯＲＥＳＣＥＮＣＥ　ＡＮＤ　ＰＨＯＳＰＨＯＲＥＳＣＥＮＣＥ（
Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９４９）など
。さらに、分子に付加され得る容易に利用可能な反応基による共有結合のために、レポー
ターおよび失活因子分子を誘導するための文献には、多くの指針が存在する。
【０１３８】
　他の分子および表面へ蛍光団を結合させるために利用可能な化学反応の多様性および有
用性は、蛍光団を用いて誘導される核酸の調製について、文献の本文に説明される。例え
ば、Ｈａｕｇｌａｎｄ（前出）；Ｕｌｌｍａｎら、米国特許第３，９９６，３４５号；Ｋ
ｈａｎｎａら、米国特許第４，３５１，７６０号を参照のこと。従って、特定の適用につ
いてエネルギー交換対を選択すること、およびプローブ分子（例えば、低分子の生体活性
物質、核酸、ペプチド、または他のポリマー）にこの対のメンバーを結合させることは、
十分に当業者の能力の範囲内である。
【０１３９】
　タンパク質に対して直接連結される蛍光団に加えて、蛍光団はまた、間接的な手段によ
っても連結され得る。例示的な実施態様においては、リガンド分子（例えば、ビオチン）
が、好ましくはタンパク質に共有結合され得る。次いで、リガンドは別の分子（例えば、
ストレプトアビジン）に結合する。別の分子は、本質的に検出可能であるか、あるいは、
本発明の蛍光化合物のようなシグナルシステム、または非蛍光化合物の転換によって蛍光
化合物を生じる酵素に共有結合され得る。標的としての目的に有用な酵素には、例えば、
加水分解酵素（特に、ホスファターゼ、エステラーゼ、およびグリコシダーゼ）、または
酸化酵素(特に、ペルオキシダーゼ)が挙げられる。蛍光化合物には、上記で議論されてい
るように、フルオレセインおよびその誘導体、ローダミンおよびその誘導体、ダンシル、
ウンベリフェロンなどが挙げられる。使用され得る種々の標識またはシグナル産生システ
ムの概要については、米国特許第４，３９１，９０４号を参照のこと。
【０１４０】
　有用な蛍光検出可能部分は、例えば、光エネルギーまたは電気化学的エネルギーを含む
、当該分野で公知の任意の様式でそれらを励起させることによって、蛍光にされ得る（例
えば、Ｋｕｌｍａｌａら、Ａｎａｌｙｔｉｃａ　Ｃｈｉｍｉｃａ　Ａｃｔａ　３８６：１
（１９９９）を参照のこと）。蛍光標識を検出する手段は当業者に周知である。従って、
例えば、蛍光標識は、適切な光の波長で蛍光団を励起させること、および得られる蛍光を
検出することによって検出され得る。蛍光は、感光フィルムによって、電子検出装置（例
えば、電荷結合素子（ＣＣＤ）または光電子増倍管など）の使用によって、視覚的に検出
され得る。同様に、酵素標識は、酵素についての適切な基質を提供すること、そして得ら
れる反応産物を検出することによって検出され得る。
【０１４１】
　任意の分離技術とＭＳ配列決定方法との間の処理工程が少なければ少ないほど、タンパ
ク質がより早く同定され得、そしてプロテオミックス研究のコストが少なくなる。典型的
な電気泳動用緩衝液（例えば、Ｈｏｃｈｓｔｒａｓｓｅｒら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ
．，１７３：４２４（１９８８）およびＯ’Ｆａｒｒｅｌ、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，
２５０：４００７（１９７５））は、質量分析計中でのタンパク質のイオン化を抑制する
成分（例えば、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン緩衝液およびドデシル硫酸ナト
リウム）を含む。これらの成分は、ＭＳでのイオン化は抑制しない他のより揮発性である
成分（例えば、モルホリノアルキルスルフォネート緩衝液および短命の界面活性剤）で置
き換えられ得る。別の実施態様においては、サンプルは、質量分析計の揮発性のプロトン
供給源を提供するように、重炭酸アンモニウムまたは酢酸アンモニウム緩衝液で希釈され
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る。Ｗｉｌｍ，Ｍ．ら、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，６８：１－８（１９９６）。別の実施態
様においては、緩衝液交換は、サンプルが分離プロセスの出口からＭＳの入り口まで運ば
れるように、クロマトグラフィーによるかまたはタンジェニシャルフロー透析を通じて行
われる。
【０１４２】
　（標識手順）
　一部の例においては、電気泳動緩衝液中に存在する塩（例えば、ＴＲＩＳおよびＳＤＳ
）ならびに尿素は、標識されたタンパク質のイオン化を抑制し得、そして配列分析を混乱
させる可能性のある小さい質量／電荷のイオンを作製し得る。従って、スピン透析手順が
、ＭＳ分析の前に迅速に緩衝液システムを交換するために使用され得る。あるいは、脱塩
カラム（例えば、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅから販売されているＺｉｐＴｉｐ（登録商標）チッ
プ）が、サンプルの浄化および緩衝液交換に使用され得る。脱塩されたサンプルは、Ｗｉ
ｌｍおよびＭａｎｎ（Ｗｉｌｍら（前出）を参照のこと）によって記載されているように
、メタノールの最少量が添加された０．１Ｍの重炭酸アンモニウム中に、またはＭａｒｋ
（「Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｗ
ｉｔｈ　ＭＳ／ＭＳ」、ＰＥ／Ｓｃｉｅｘ　Ｓｅｍｉｎａｒ　Ｓｅｒｉｅｓで示される紙
，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ
：Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　ｈｉｇｈ　ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　
ｆｏｒ　ｄｒｕｇ　ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ（Ｍａｒｃｈ，
１９９８）を参照のこと）によって記載されているように、最少量のアセトニトリルが添
加されている０．０１Ｍの酢酸アンモニム緩衝液（０．１％の蟻酸を含有する）中に、再
懸濁され得る。
【０１４３】
　化合物の結合速度が、化合物がポリペプチドの配列決定に適切であることを確認するた
めに試験され得る。一般的には、結合速度が速ければ早いほど、より好ましい化合物であ
る。５０℃から７０℃で２から１０分の間の結合速度が特に好ましい。同様に、より長い
間にわたる反応混合物への暴露がペプチド結合を加水分解するかまたは、ポリペプチド残
基との不十分でありそして再生不可能な副反応を導く（これは、質量スペクトルのデコン
ボリューションを複雑にし得る）場合があるので、早い反応速度もまた好ましい。
【０１４４】
　別の好ましい実施態様においては、タンパク質混合物の１つ以上の成分が、標識がポリ
ペプチドに連結される前に固体支持体に可逆的に連結される。例えば、多数の樹脂、膜、
または紙を含む種々の材料が、固体支持体として使用され得る。これらの支持体はさらに
、切断可能な機能性を取り込むように誘導され得る。この目的のために使用され得る多数
の切断可能な基には、ジスルフィド（－Ｓ－Ｓ－）、グリコール（－ＣＨ［ＯＨ］－ＣＨ
［ＯＨ］－）、アゾ（－Ｎ＝Ｎ－）、スルホン（－ＳＯ２－）、およびエステル（－ＣＯ
Ｏ－）結合が含まれる（Ｔａｅ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，９１：
５８０（１９８３）を参照のこと）。特に好ましい支持体には、Ｓｅｑｕｅｌｏｎ　ＴＭ
（Ｍｉｌｌｉｇｅｎ／Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ，Ｂｕｒｌｉｎｇｔｏｎ，Ｍａｓｓ．）のよう
な膜が挙げられる。これらの支持体の組み立てのための代表的な材料には、特に、ポリス
チレン、多孔性ガラス、ポリビニリデンフルオライド、およびポリアクリルアミドが挙げ
られる。特に、ポリスチレン支持体には、特に以下が挙げられる：（１）（２－アミノエ
チル）アミノメチルポリスチレン（Ｌａｕｒｓｅｎ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８８
：５３４４（１９６６）を参照のこと）；（２）アリールアミノ基を有している番号（１
）と同様のポリスチレン（Ｌａｕｒｓｅｎ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２０：８９（
１９７１）を参照のこと）；（３）アミノポリスチレン（Ｌａｕｒｓｅｎら、ＦＥＢＳ　
Ｌｅｔｔ．２１：６７（１９７２）を参照のこと）；および（４）トリエチレンテトラア
ミンポリスチレン（Ｈｏｒｎら、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．３６：２８５（１９７３）を参照
のこと）。多孔性ガラス支持体には、以下が挙げられる：（１）３－アミノプロピルガラ
ス（Ｗａｃｈｔｅｒら、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．３５：９７（１９７３）を参照のこと；お
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よび（２）Ｎ－（２－アミノエチル）－３－アミノプロピルガラス（Ｂｒｉｄｇｅｎ、Ｆ
ＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．５０：１５９（１９７５）を参照のこと）。これらの誘導された多孔
性ガラス支持体のｐ－フェニレンジイソチオシアネートとの反応によって、活性化された
イソチオシアネートガラスが導かれる（Ｗａｃｈｔｅｒら（前出）を参照のこと）。ポリ
アクリルアミドベースの支持体もまた有用であり、これには、架橋されたβ－アラニルヘ
キサメチレンジアミンポリジメチルアクリルアミド（Ａｔｈｅｒｔｏｎら、ＦＥＢＳ　Ｌ
ｅｔｔ．６４：１７３（１９７６）を参照のこと）およびＮ－アミノエチルポリアクリル
アミド（Ｃａｖａｄｏｒｅら、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．６６：１５５（１９７６）を参照の
こと）が挙げられる。
【０１４５】
　当業者は、上記に記載されている固体支持体へのポリペプチドの結合のための適切な化
学的性質を容易に利用する（一般的には、ＭａｃｈｌｅｉｄｔおよびＷａｃｈｔｅｒ、Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ：［２９］Ｎｅｗ
　Ｓｕｐｐｏｒｔｓ　ｉｎ　Ｓｐｌｉｄ－Ｐｈａｓｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　２６３－
２７７（１９７４）を参照のこと）。好ましい支持体および結合方法には、ＥＤＣ結合を
有するアミノフェニルガラス繊維紙（Ａｅｂｅｒｓｏｌｄら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ
．，１８７：５６－６５（１９９０）；ＤＩＴＣガラス繊維（Ａｅｂｅｒｓｏｌｄら、Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ．２７：６８６０－６８６７（１９８８）およびポリビニリデンフルオライ
ド（ＰＶＤＦ）膜（ＳｅｑｕｅＮｅｔ　ＴＭ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙとともに、Ｉｍｍｏｂ
ｉｌｏｎ　Ｐ　ＴＭ　Ｍｉｌｌｉｇｅｎ／Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ，Ｂｕｒｌｉｎｇｔｏｎ，
Ｍａｓｓ．（Ｐａｐｐｉｎら、ＣＵＲＲＥＮＴ　ＲＥＳＥＡＲＣＨ　ＩＮ　ＰＲＯＴＥＩ
Ｎ　ＣＨＥＭＩＳＴＲＹ，Ｖｉｌｌａｆｒａｎｃａ　Ｊ．（編）、１９１－２０２頁、Ａ
ｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，１９９０を参照のこと））の使用が
含まれる。
【０１４６】
　本発明の実施においては、固体支持体へのポリペプチドの連結は、ポリペプチドと固体
支持体との間での共有または非共有的相互作用のいずれかによって生じ得る。固体支持体
へのポリペプチドの非共有結合のためには、固体支持体は、ポリペプチドが非供給的な相
互作用によって固体支持体に連結するように選択される。例えば、ガラス繊維である固体
支持体は、ポリペプチドを非共有的に連結する固体支持体の表面を提供するように、ポリ
ブレン、ポリマー性第四級アンモニウム塩（Ｔａｒｒら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，
８４：６２２（１９７８）を参照のこと）でコーティングされ得る。他の適切な吸着性の
固相は、商業的に入手することができる。例えば、溶液中のポリペプチドは、ポリビニリ
ジンジフルオライド（ＰＶＤＦ、Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ．
，Ｂｅｄｆｏｒｄ，Ｍａｓｓ．）のような合成のポリマー、または陽イオン性の表面でコ
ーティングされたＰＶＤＦ（Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ　ＣＤ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ
．，Ｂｅｄｆｏｒｄ，Ｍａｓｓ．）上に固定され得る。これらの支持体は、ポリブレンを
用いて、またはそれを用いることなく使用され得る。あるいは、ポリペプチドサンプルは
、エレクトロブロッティングと呼ばれるプロセスによって、ポリアクリルアミドからの直
接のポリペプチドの抽出によって配列決定のために調製され得る。エレクトロブロッティ
ングプロセスは、溶液中に存在し得る他のペプチドからのポリペプチドの単離を不要にす
る。適切なエレクトロブロッティング膜には、ＩｍｍｏｂｉｌｏｎおよびＩｍｍｏｂｉｌ
ｏｎ　ＣＤ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ．，Ｂｅｄｆｏｒｄ，Ｍａｓｓ．）が挙げら
れる。
【０１４７】
　より最近は、非共有的な疎水性相互作用によって固体支持体上に固定されたポリペプチ
ドに対して化学反応が行われる、自動化された方法が開発されている。このアプローチで
は、水性緩衝液中のサンプル（これは、塩および変性剤を含む場合がある）が、固体支持
体を含有しているカラム上に加圧によって充填される。次いで、結合したポリペプチドが
、妨害する化合物を除去し、それによって標識のために準備された結合したポリペプチド
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を残すように、圧力によってリンスされる（Ｈｅｗｌｅｔｔ－Ｐａｃｋａｒｄ　Ｐｒｏｄ
ｕｃｔ　Ｂｒｏｃｈｕｒｅ
　２３－５０９１－５１６８Ｅ（１９９２年１１月）およびＨｏｒｎ，米国特許第５，９
１８，２７３号（１９９９年６月２９日）を参照のこと）。
【０１４８】
　結合したポリペプチドは、ポリペプチドの末端アミノ酸と標識部分との間で結合が生じ
るために十分な条件下で、そして十分な時間の間、反応させられる。支持体の物理的特性
は、特異的な標識部分についての反応条件を最適にするように選択され得る。好ましくは
、ポリペプチドのアミノ基との結合は、塩基性条件下（例えば、トリメチルアミンまたは
Ｎ－エチルモルホリンのような有機塩基の存在下）で生じる。好ましい実施態様において
は、標識は、メタノール：水（７５：２５ｖ／ｖ）中の５％のＮ－エチルモルホリンの存
在下で、結合したペプチドと反応させられる。連結の形態に起因して、過剰な試薬、結合
塩基、および反応副生成物が、極度に極性の洗浄溶媒によって除去され、その後、質量分
析計によって標識されたポリペプチドが取り出されそして配列決定される。種々の試薬（
例えば、メタノール、水、メタノールと水の混合物、またはアセトンを含む）が、洗浄溶
媒として適切である。
【０１４９】
　標識反応が、液相中で完全に行われると、反応混合物は好ましくは、透析、ゲル浸透ク
ロマトグラフィーなどのような精製サイクルに供される。
【０１５０】
　（タンパク質の一部の配列決定）
　別の局面においては、本発明は、以下の工程を包含する、タンパク質混合物中のタンパ
ク質の一部を配列決定するための方法を提供する：
　（ａ）タンパク質のＣ末端またはＮ末端に標識を共有結合させ、そして標識されたタン
パク質混合物を形成するように、タンパク質混合物をＣ末端またはＮ末端標識部分と接触
させる工程であって、Ｃ末端またはＮ末端標識部分は、１７から７７まで、より好ましく
は３５から７７までの原子番号を有している少なくとも１つの元素を含有しており、ただ
し、上記の元素はイオウ以外である、工程、
　（ｂ）上記のタンパク質混合物中の個々の標識されたタンパク質を分離する工程；およ
び
　（ｃ）少なくとも２つのＣ末端またはＮ末端の残基の配列を決定するために、質量分析
方法によって工程（ｂ）による標識されたタンパク質を分析する工程。
【０１５１】
　実施態様の１つのグループにおいては、この方法はさらに以下の工程を包含する：
　（ｄ）遺伝子配列データのデータベースから予想されるタンパク質配列を検索するため
に、標識されたタンパク質および配列のタンパク質の末端位置の分離座標と組み合わせて
少なくとも２つのＣ末端または２つのＮ末端の残基の配列を使用して、タンパク質を同定
する工程。
【０１５２】
　好ましい実施態様は、本発明の他の局面について上記に記載されている実施態様である
。
【０１５３】
　（分離）
　好ましい実施形態においては、タグ化手順がタンパク質の混合物に対して行われる。タ
グ化手順後に、タンパク質の混合物は分離プロセスに供される。分離プロセスは、好まし
くは、タンパク質混合物を別々の画分に分離する。それぞれの画分は好ましくは、タンパ
ク質混合物の１つの標識されたタンパク質だけを実質的に多く含む。
【０１５４】
　本発明の方法は、ポリペプチドの配列を決定するために利用される。本発明の好ましい
実施形態においては、標識されたポリペプチドは「実質的に純粋」であり、これは、ポリ
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ペプチドは約８０％同質であり、そして好ましくは約９９％以上同質であることを意味す
る。当業者に周知の多くの方法が、そのアミノ酸配列を決定する前にポリペプチドを精製
するために利用され得る。代表的な例には、ＨＰＬＣ、逆相高速液体クロマトグラフィー
（ＲＰ－ＨＰＬＣ）、ゲル電気泳動、クロマトグラフィー、または多数のペプチド精製方
法の全てが含まれる（一般的には、ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＰＲＯＴＥＩＮ　ＳＥＱＵＥ
ＮＣＥ　ＡＮＡＬＹＳＩＳと題された出版物を参照のこと）。
【０１５５】
　キャピラリー電気泳動、および特に、多次元キャピラリー電気泳動（例えば、「Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｖｉａ　Ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　Ｅｌｅ
ｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ」と題され、そして２０００年２月２５日に提出された、同時
係属中の同一人に譲受された米国特許出願番号第０９／５１３，４８６号に記載されてい
る）の使用がなおより好ましい。
【０１５６】
　実質的に純粋な標識されたポリペプチドが、本明細書中に記載されている方法において
好ましく利用されるが、同じ標識を含有しているポリペプチド混合物の配列を決定するこ
ともまた可能である。簡潔には、１つの実施形態においては、混合物中のペプチドのうち
の１つの観察された質量と同じ計算された質量を有する仮定の配列の全てを決定するため
のアルゴリズムが利用される。Ｊｏｈｎｓｏｎら、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１
：１０８３－１０９１（１９９２）を参照のこと。これらの配列は、次いで、このような
アルゴリズムを使用してペプチドのタンデムな質量スペクトル中のフラグメントイオンを
それらのそれぞれがどれだけうまく説明するかに従って、性能指数を与えられ、混合物中
のポリペプチドの配列が容易に決定され得る。同時に分析されるオリゴマーの混合物は、
異なる数の質量欠損元素を取り込んでいる標識で優先的に標識される。
【０１５７】
　上記のように、本明細書中の方法は、健常組織のサンプルまたは疾患組織のサンプルか
らタンパク質を同定するために特に有用である。実施形態の１つのグループにおいては、
この方法は、健常組織のサンプル由来のタンパク質の混合物、および疾患組織のサンプル
由来のタンパク質の混合物の両方に対して適用される。従って、本発明のこの局面で使用
されるタンパク質混合物は、本質的に全ての供給源から得ることができる。組織サンプル
からタンパク質を単離する方法は周知である。
【０１５８】
　本発明においては、誘導された末端アミノ酸を有するポリペプチドが質量分析計によっ
て配列決定される。種々の質量分析計が、本発明において使用され得る。代表的な例には
、三重四重極質量分析計、扇形磁場型装置（磁場タンデム型質量分析計、ＪＥＯＬ、Ｐｅ
ａｂｏｄｙ、Ｍａｓｓ．）；イオンスプレー質量分析計、Ｂｒｕｉｎｓら、Ａｎａｌ．Ｃ
ｈｅｍ．，５９：２６４２－２６４７（１９８７）；エレクトロスプレー質量分析計、Ｆ
ｅｎｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：６４－７１（１９８９）；レーザー脱着飛行時間型
質量分析計、Ｋａｒａｓら、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，６０：２２９９－２３０１（１９８
８）、およびフーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴質量分析（Ｅｘｔｒｅｌ　Ｃｏｒｐ
．，Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ，Ｍａｓｓ．）。好ましい実施形態においては、エレクトロス
プレー質量分析計（ＭａｒｉｎｅｒＴＭモデル、ＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔ
ｅｒ　Ｃｉｔｙ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）が、誘導された末端ポリペプチドのフラグメン
テーションに利用され、そして５０ｐｐｍより高い質量精度を有する飛行時間型検出装置
が、標識されたフラグメントの質量から配列を決定するために使用される。
【０１５９】
　当業者は、本発明の方法を使用して得られる配列情報が、タンパク質の可能性のある実
態の数をなおさらに減少させるための分析のもとでタンパク質の他の特徴と組み合わせら
れえることを理解する。従って、好ましい実施形態においては、本発明の方法は、タンパ
ク質の同定のために特徴的な１つ以上の他のタンパク質を有するタンパク質配列タグによ
る情報を組み合わせる。配列データを補うために有用なデータには、アミノ酸組成、特異
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的な残基（例えば、システイン）の数および同一性、切断情報、タンパク質分解による（
例えば、トリプシンによる）および／または化学分解によるペプチドの質量、亜細胞性の
位置、ならびに分離座標（例えば、保持時間、ｐＩ、２－Ｄ電気泳動座標など）が含まれ
るが、これらに限定されない。タンパク質の同定のために本発明のＰＳＴによる情報と組
み合わせられ得る特定のタンパク質またはタンパク質のクラスに特徴的なデータの他の形
態は、当業者に明らかである。特定のタンパク質に特徴的である多量のデータはより包括
的であるので、分析下のタンパク質は、より短いタンパク質配列タグを使用して同定され
得る。
【０１６０】
　従って、さらに好ましい実施形態においては、タンパク質の１つ以上の特徴に関する情
報は、約４個のアミノ酸の長さ、より好ましくは、約３個のアミノ酸の長さのＰＳＴによ
る情報と組み合わせられ、なおより好ましくは、約２個のアミノ酸の長さが、タンパク質
の同定のために使用される。
【０１６１】
　（配列決定アルゴリズム）
　本発明は、一部の実施形態においては、フラグメンテーションされた標識されたタンパ
ク質の質量スペクトルから直接タンパク質配列タグを決定するための数学的アルゴリズム
の使用を含む。特有の質量タグ標識が配列決定される末端に連結されるという条件で、タ
ンパク質のいずれかの末端からタンパク質配列タグを決定するためのアルゴリズムが使用
され得る。このアルゴリズムでの使用のための出発質量スペクトルは、標識されたタンパ
ク質またはペプチドがフラグメンテーションされ得る任意の質量分析計によって産生され
得る。飛行時間型質量スペクトルは、他の質量分析計の検出システムを上回るそれらの改
良された質量精度に起因して、好ましい。しかし、他の精度の低い質量分析計の検出シス
テムが、特に、内部質量標準（例えば、連結されたペプチドを有さないフラグメンテーシ
ョンされた標識）が、得られる質量スペクトルの質量精度を改善するために使用される場
合に、使用され得る。タンパク質のフラグメンテーションは、タンデムな質量分析計の衝
突セル中でＣＩＤによって、または電子スプレーもしくはＭＡＬＤＩイオン化源中でのイ
ンソースフラグメンテーションによってのいずれかで行われ得る。
【０１６２】
　このアルゴリズムには、シグナルの質量／電荷の位置およびその相対量の両方の使用が
必要である。１つの実施形態においては、シグナルの相対量は、質量／電荷の位置にすぐ
隣接している位置と比較され、そしてピークが目的の電荷位置に対する質量に存在する相
対的な確率を定量化するために使用される。この実施形態では、ピークが存在する相対的
な確率が、全ての競合配列の間で比較される。別の実施形態では、目的の質量／電荷の位
置のそれぞれでのシグナルが、全ての競合する配列の質量／電荷の位置で、それに対して
直接比較される。後者の方法は、明確にするためにさらに記載される。当業者は、この方
法が、それぞれの競合する配列に関係している質量／電荷の位置でのシグナルの相対量に
基づいて競合する配列をランク付けするための同様の方法を提供するために、多くの方法
で適応させられ得ることを理解する。
【０１６３】
　アルゴリズムはさらに、それぞれの可能性のある配列から生じると予想されるイオンの
相対量が、続く残基によって生じると予想されるイオンの相対量と積または和によって組
み合わせられる（方程式１）、累積配列ランキングシステムから構成される。この方法で
は、イオン化またはフラグメンテーションの効率、および付随するマトリックスまたは重
複するノイズのピークにおける配列特異的差異（これは、ポリペプチド鎖中のそれぞれの
残基位置での正確な配列の割り当てを混乱させる）が、排除され得る。続く残基位置に向
かって伝わる任意の所定の残基位置での配列の割り当ての誤りの確率は、真の配列に関係
する確率よりも低い。次いで、それぞれの可能性のある配列ｊについての全体的なランク
が、以下によって決定され得る：
【０１６４】
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ここでは、Ｒｊ，ｎは、残基の長さｎで任意の所定の配列ｊに対して与えられた累積ラン
キングであり、そしてＰｉ，ｊは、残基の長さｉに匹敵するそのｊの中の配列に割り当て
られた相対的なランクである。多くの方法が、それぞれの競合する質量／電荷の位置での
シグナルの相対量の比較と一致して、任意の残基の長さｉでのそれぞれの配列ｊに対して
相対的なランク（ｐ）を割り当てるために使用され得ることは、当業者に明らかである（
前出）。好ましい実施形態においては、それぞれの残基の長さ（ｉ）での競合配列の可能
性の相対的なランキング（ｐ）は、可能性のオートスケーリング（ａｕｔｏｓｃａｌｉｎ
ｇ）によって決定される場合がある。この方法の特定のバリエーションにおいては、ラン
キング（ｐ）は、正規型（Ｇａｕｓｓｉａｎ）確率分布または対数正規型の（Ｐｏｉｓｓ
ｏｎ）確率分布のような認知されているか実証されている確率分布に基づいて割り当てら
れ得、その結果、それぞれの配列についての相対的なランクは、０と１の間で変化する。
例えば、以下である：
【０１６５】

【数２】

　ｉ個のアミノ酸残基を含有している任意の配列ｊに対応している記号（Ｃｉ，ｊ）が、
質量スペクトルにおいて相対的なシグナルの豊富さの後ろにあるこのシグナルに関係して
いる任意の方法によって決定され得ることが、当業者には明らかである。質量分析計での
衝突誘起フラグメンテーションによって、１つ以上のタイプのイオンの産生を生じ得る。
タンデムな質量分析計でのＣＩＤ方法は、一般的には、Ｎ末端からａ、ｂ、およびｃイオ
ン型を、そしてＣ末端からｘ、ｙ、およびｚイオンを生じる。さらに、標識および特定の
アミノ酸残基は、「軟らかい」電荷の数に依存して、スペクトル中の１つより多くの質量
／電荷の位置で標識されたペプチドフラグメントの産生を導き得る、「軟らかい」電荷を
含む場合がある。この方法のバリエーションにおいては、それぞれのイオン型および可能
性のある電荷状態に関係しているシグナルは、任意の所定の配列ｊに関係している累積的
なシグナルを生じるように組み合わせられ得る：
【０１６６】



(46) JP 4467589 B2 2010.5.26

10

20

30

40

50

【数３】

ここでは、ｃは、それぞれのイオン型（ｋ）および荷電状態（ｌ）の（ｍ／ｚ）の計算、
ならびに質量スペクトルのデータ中での対応する数（ｃｉ，ｊ，ｋ，ｌ）の照合によって
決定される。
【０１６７】
【数４】

　任意の残基の長さｉ、配列ｊ、荷電状態ｋ、およびイオン型ｌについての電荷に対する
質量比の計算は、以前に記載されている方法により、アミノ酸および配列中の任意の連結
された標識の化学量論および可能性のある荷電状態から決定される（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉ
ｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ｂｉｅｍａｎｎ編、１９３：２９５－３０５、３５１－３６
０、および４５５－４７９（１９９３）を参照のこと）。
【０１６８】
　多数のバリエーションが、記載されている塩基の配列決定方法について作成され得る。
例えば、好ましい実施形態においては、任意の所定の配列に関係している全シグナルの決
定のために使用される荷電状態およびイオン型の数は、フラグメンテーション方法に最も
頻繁に関係していることが経験的に見出されている特定のサブセットに限定され得る。タ
ンデムな質量分析計でのＣＩＤフラグメンテーションは、優先的に、最も豊富にｂイオン
およびｙイオンを生じ、そしてｃおよびｘイオンを最少に生じる。インソースフラグメン
テーションは、有意な量のａ、ｂ、およびｙイオンのみを生じることが見出されている。
これらの場合、アルゴリズムは、優先的に、ｃおよびｘイオン、またはｃ、ｘ、およびｚ
イオンを無視するように適応させられ得る。イオン量もまた、ＣＩＤおよびインソースの
両方のフラグメンテーションにおいてペプチドフラグメントのより可能性の高い荷電状態
を減少させるようである。この現象はまた、アルギニン、およびアミン以外の電荷を保持
している可能性が高い他のイミノである「軟らかい」電荷種（例えば、リジンまたはヒス
チジン残基）に特異的な配列であり得る。別のバリエーションにおいては、より多数の荷
電状態に関係している質量／電荷の位置は、任意の配列ｊに関係している全シグナルを決
定する場合には、配列特異的塩基について無視される場合がある。
【０１６９】
　バリエーションにおいては、複数の標識（同位体および非同位体の両方）が、二重配列
決定アプローチを使用してアルゴリズムに取り込まれ得る。このアプローチにおいては、
本発明者らは、２つの残基表を定義する。一方は、それぞれの標識型（任意の標識された
残基）についてである。次いで、配列決定アルゴリズムが、それぞれの残基表を使用して
別々に適応され、その結果、第１の標識（ｃｉ，ｊ，ｋ，ｌ）に関係している数が第２の
標識（ｄｉ，ｊ，ｋ，ｌ）のものとは別に決定される。
【０１７０】
【数５】
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　全ての方程式１～６は、ｃおよびｄの両方に適応され、そして本発明者らは以下のよう
に定義することができる：
【０１７１】
【数６】

　次いで、それぞれの標識を用いて得られたそれぞれの配列ｊの相対的な可能性を掛け算
することによって、本発明者らは、配列についての複合的なランキングを得ることができ
る。
【０１７２】
【数７】

　このバリエーションは、さらに、１つより多くの標識について拡大され得る。この複数
の標識化アプローチで使用される質量分析計のファイルは、２つ以上の標識の既知の混合
物を含有しているタンパク質サンプルの同時のフラグメンテーションによって作成され得
る。さらに、別の一標識タンパク質フラグメンテーションによる質量分析計のデータは、
この方法による分析のために実質的に複数の質量分析計ファイルを作成するために、互い
に合算され得る。このバリエーションは、複数の標識ストラテジーの任意のタイプととも
に使用され得る（前出）。
【０１７３】
　同位体標識（天然の同位体存在比または既知の相対的同位体存在比の複数の標識のいず
れか）についての別の好ましい実施形態においては、アルゴリズムが、予想される量の同
位体系列に対するそれらの適合によって競合配列のピークを定量またはランク付けするよ
うに適応させられ得る。例えば、２つの同位体によって異なる標識が、既知の相対量βと
して使用される場合は、それぞれの配列の質量対電荷比が、両方の標識同位体、質量スペ
クトルのデータから決定された対応する数値、および決定された予想量（β）に適合する
ランクまたは可能性について、決定され得る。
【０１７４】
　（標識されたオリゴマー）
　本発明は、標識されたタンパク質に関して上記に記載されているが、当業者は、使用さ
れる複数の標識および標識方法が、他の標識されたオリゴマー（例えば、標識されたオリ
ゴヌクレオチド、標識されたオリゴサッカライドなど）の調製に適応可能であることを認
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識する。
【０１７５】
　核酸は、Ｂｕｔｌｅｒら、米国特許第６，０９０，５５８号；Ｍｏｆｏｒｔｅら、米国
特許第５，７００，６４２号；ならびにＫｏｓｔｅｒ、米国特許第６，１９４，１４４号
および同第５，６９１，１４１号によって記載されている方法の改変を通じて本発明によ
って配列決定され得る。好ましくは、本明細書中の方法は、プライマー配列、伸張因子配
列、または終結因子配列のいずれかの中に「質量欠損」標識を有している、Ｓａｎｇｅｒ
配列決定またはポリメラーゼ連鎖反応プライマーを使用する。「質量欠損」標識は、１７
から７７、より好ましくは３５から６３の原子番号（ただし、上記の元素はイオウまたは
リン以外である）を有している１つ以上の元素を取り込んでいるそのような標識である。
好ましくは、プライマーまたは末端のいずれかが、そのように産生される核酸のオリゴマ
ー中に取り込まれる「質量欠損」元素の数を制御するために、標識される。あるいは、核
酸の３’末端または５’末端が、「質量欠損」標識で標識され得、そしてＭａｘａｍおよ
びＧｉｌｂｅｒｔ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）７４：５６０－
５６４（１９７７）に記載されている方法によって、標識されたフラグメントの系列を生
じるように、核酸がフラグメンテーションされ得る。
【０１７６】
　オリゴサッカライドは、Ｐａｒｅｋｈら、米国特許第５，６６７，９８４号およびＲａ
ｄｅｍａｃｈｅｒら、米国特許第５，１００，７７８号によって記載されている方法の改
変を通じて本発明によって配列決定され得る。好ましくは、還元糖末端と反応性である「
質量欠損」標識が使用される。より好ましくは、このような標識は、ピリジルアミノの官
能性を含む。ここでは、ピリジニル環は１個から３個のＢｒおよび／またはＩで置換され
る。標識は、オリゴサッカライドの選択的酵素的加水分解の前に、または酵素的加水分解
の後で行われ得る。好ましくは、オリゴサッカライドは、「質量欠損」標識で酵素的加水
分解の前に標識され、そしてもとの末端の還元糖を区別するために酵素的加水分解の後で
異なる「質量欠損」標識で標識される。
【０１７７】
　（同時分析のための質量タグ）
　本発明はオリゴマーに関して上記に記載されているが、当業者は、使用される複数の標
識および標識方法が、他のサンプルについて特有の質量「タグ」（例えば、組み合わせ化
学ライブラリーについてのタグ、種々のサンプルから得られた代謝物についてのタグなど
）の調製に適応可能であることを認識している。このような方法によって、質量分析計に
よるいくつかのサンプルの同時の分析および比較が可能である。
【０１７８】
　（構造および機能の分析のための方法）
　なお別の局面においては、本発明は、以下の工程を包含する、複数の残基を有している
オリゴマーの構造および機能の分析のための方法を提供する：
　（ａ）曝された残基および曝されていない残基を差示的に標識し、そして差示的に標識
されたオリゴマーを生じるように、オリゴマーを質量欠損標識試薬と接触させる工程であ
って、ここでは、質量欠損標識試薬は、イオウまたはリン以外である１７から７７までの
原子番号を有している少なくとも１つの元素を含有している、工程；
　（ｂ）三次元構造に曝されているオリゴマーの配列、および三次元構造に曝されていな
いオリゴマーの配列を決定するために、質量分析方法によって差示的に標識されたオリゴ
マーを分析する工程。
【０１７９】
　配列決定に関する上記の方法を用いて、本発明のこの局面は、それについての暴露され
た残基の三次元構造および／または機能の一部の指標が想定される、本質的に全てのオリ
ゴマー（例えば、タンパク質、核酸、オリゴサッカライド）に対して適用され得る。この
方法は、タンパク質の分析における特定の使用を見出す。
【０１８０】
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　上記のように、質量欠損標識試薬は、典型的には、イオウまたはリンをのぞく、１７か
ら７７の原子番号を有している少なくとも１つの元素を含む。タンパク質構造の情報が所
望されるこれらの適用については、質量欠損標識試薬は、リン元素を含み得る。なぜなら
、この元素はタンパク質中には存在しない（もちろん、リン酸化されたタンパク質を除く
）からである。好ましくは、質量欠損標識試薬は、リンまたはイオウをのぞく、３５から
６３、より好ましくは、３９から５８までの原子番号を有している元素を含む。
【０１８１】
　特に好ましい実施態様の１つのグループにおいては、オリゴマーは、臭素元素またはヨ
ウ素元素のいずれかを含むタンパク質および標識試薬である。より好ましくは、標識試薬
は、例えば、折りたたまれたタンパク質中の露出しているチロシン残基を標識することが
できる臭素ガスである。
【０１８２】
　他の好ましい実施態様においては、使用される質量分析方法は、ＥＳＩ－ＴＯＦ　ＭＳ
を使用する。
【０１８３】
　本発明のこの局面を実行するための他の好ましい実施態様および条件は、一般的にはオ
リゴマー（そして特に、タンパク質）の標識および配列決定に関して上記に記載したとお
りである。
【０１８４】
　（分析物の相対量の比較のための方法）
　なお別の局面においては、本発明は、以下の工程を包含する、２つ以上のサンプル由来
の分析物の相対量を比較するための方法を提供する：
　（ａ）第１のサンプルの分析物を標識部分と接触させて、分析物に対して標識を共有結
合させ、そして標識された分析物を形成させる工程であって、標識部分は、１７から７７
までの原子番号を有する１つの元素を有しており、ただしこの元素はイオウでもリンでも
ない、工程；
　（ｂ）次のサンプルの分析物を標識部分と接触させて、それぞれのサンプル中の分析物
に対して標識を共有結合させる工程であって、ここでは、次のサンプルのそれぞれについ
て使用される標識部分は、１７から７７までの原子番号を有しているさらなる元素を含み
、ただしこの元素は、イオウでもリンでもない、工程；
　（ｃ）標識された分析物のアリコートを混合する工程；および
　（ｄ）質量分析フラグメンテーション方法を使用して標識された分析物を分析して、サ
ンプル間の１つ以上の分析物の相対量を決定する工程。
【０１８５】
　好ましい標識部分は、本明細書を通じて記載されている標識部分であり、より好ましく
は３５から６３まで、なおより好ましくは、３９から５８までの原子番号の元素を有して
いる標識部分である。サンプルは本質的には、動物組織、植物または植物抽出物、細菌サ
ンプル、ウイルスサンプルなどに由来する任意の生物学的サンプルであり得る。
【０１８６】
　（化学物質ライブラリーの成分を標識するための方法）
　質量欠損標識の別の適用は、組み合わせ化学物質ライブラリーについてのタグとしてで
ある。例示的な用途は、組み合わせライブラリーの合成と同時の、質量欠損タグの作製で
ある。典型的な合成には、ウェルに対して種々の組み合わせまたは化学物質を順次添加す
ることによって、ビーズまたはウェル表面に係留された組み合わせライブラリーを組み立
てることが含まれる。ＢｒｅｎｎｅｒおよびＬｅｒｎｅｒ（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），８９：５３８１－５３８３（１９９２））およびＳｕｇａｒｍ
ａｎら（２０００年５月２日に発行された米国特許第６，０５６，９２６号）によって記
載されているように、化学物質ライブラリーの合成の間に、処置工程について特異的な質
量タグ、または特定の化学物質の化学物質組成物を同時に合成することもまた可能である
。このようなタグは、ルートタグ上への異なる反応基の連続的な付加によって作製され得
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る。このようなルートタグは、１級アミンであり得る。この場合、１つの反応基はルート
に添加されて２級アミンを作製し得、ここで、反応基の質量が変化して、化学物質の特定
の化学物質の正体またはこのライブラリー由来の化学物質が曝露された処理工程を示す。
続く工程では、第２の反応基が、ルートタグ上の２級アミンに付加されて、３級アミンが
作製される。この第２の基のこの質量は、組み合わせライブラリー中の特定の化学物質の
同定において、第２の化学処理工程または変化を示す。さらに多くのルートタグの組み合
わせを可能にする同様のアプローチは、オリゴマーのルートタグに対する種々の単量体単
位の連続的な付加である（例えば、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄペプチド合成）。
【０１８７】
　しかし、このアプローチは、可能なタグの組み合わせの数によって制限され、その結果
、続いての反応基の付加による付加的な質量は、最終的なタグが質量分析法によって分析
される場合には、重複しない。本発明は、それぞれの工程で市長中のルートタグにさらな
る質量欠損元素を付加することによってこの問題を回避する。本発明によって解決される
さらなる問題は、化学物質自体の質量、またはライブラリー由来の特定の化学物質の活性
のスクリーニングまたはアッセイの間に存在し得るあらゆる他の成分の質量から、組み合
わせライブラリー中の特定の化学物質を同定するために作製されたタグを識別する能力で
ある。タグ中での質量欠損の使用は、タグが、化学物質または化学物質のライブラリーの
いずれか、およびスクリーニングアッセイに由来する任意のマトリックス混入物の質量ス
ペクトルにおいて独自に同定されることを可能にする。
【０１８８】
　上記を参照して、本発明は、化学物質ライブラリーのメンバーが合成の過程の間に曝さ
れる合成配列を示すための質量欠損標識を使用するための方法を提供する。
【０１８９】
　詳細には、本発明は、以下の工程を包含する、合成またはスクリーニングのいずれかの
間に、化学物質ライブラリーの元素をタグ化するための方法を提供する：
　（ａ）ルートタグを標識部分と接触させて、ルートタグに対して標識を共有結合させ、
そして標識されたタグを形成させる工程であって、上記の標識部分は、１７から７７まで
の原子番号を有している１つの元素を有しており、ただし、上記の元素はイオウでもリン
でもない、工程；
　（ｂ）必要に応じて、ルートタグをさらなる標識部分と接触させて、ルートタグにさら
なる標識を共有結合させ、そして多標識タグを形成させる工程であって、上記の標識部分
は、１７から７７までの原子番号を有している１個の元素を有しており、ただし、上記の
元素は、イオウでもリンでもない、工程；ならびに
　（ｃ）標識されたタグを質量分析方法によって分析して、１７から７７までの原子番号
を有している元素の質量および数の両方を決定する工程であって、その結果、元素の質量
および数によって、ライブラリーの特定の化学物質が暴露された化学的なプロセスを同定
し、そしてライブラリーの化学物質の正体が同定される、工程。
【０１９０】
　好ましい元素（例えば、質量欠損元素）は、上記の本発明の他の局面について記載され
ているとおりである。
【０１９１】
　本発明の材料、方法、およびデバイスは、以下の実施例によってさらに説明される。こ
れらの実施例は、本願発明を説明するために提供され、本願発明を限定するために提供さ
れるのではない。
【０１９２】
　（実施例）
　（実施例１）
　この実施例においては、高マンノース型オリゴサッカライド（図７）を標識し、そして
配列決定する。このオリゴサッカライドを、Ｐｅｒｅｋｈら、米国特許第５，６６７，９
８４号に記載されている方法と同様の方法を使用して標識する。簡潔には、質量欠損標識
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ＮａＢＨ３ＣＮ）の存在下でオリゴサッカライドの還元末端に共有結合させる。これによ
って、親のオリゴサッカライド中に単一の質量欠損元素（ヨウ素）を取り込む。質量欠損
元素の付加によって、標識されたオリゴサッカライドフラグメントが、質量スペクトルに
おいて未標識のフラグメントおよびマトリックスイオンとは識別されることが可能になる
。
【０１９３】
　標識１結合体化オリゴサッカライドを、次いで、適切な反応緩衝液中に種々のサッカラ
イド（表１．１および表１．２を参照のこと）を含有している反応チューブにアリコート
に分ける。反応を完了まで進行させ、そして得られた反応産物を、再び、シアノ水素化ホ
ウ素ナトリウムの存在下で、それぞれの酵素について示した質量欠損標識（表１．２を参
照のこと）との反応によって、このフラグメントの新たに形成された還元末端に結合させ
る。標識２および標識３のそれぞれは、異なる数の質量欠損元素を含み、これによって、
消化されたフラグメントがもとのオリゴサッカライドの最終フラグメントから識別される
ことが可能となる。
【０１９４】
【表２】

【０１９５】
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【表３】

　標識３結合体化反応混合物（すなわち、酵素＃３で消化した）のアリコートを、酵素１
でさらに消化する。この反応によって作製された還元糖末端を、続いて、先に記載したよ
うに標識２に結合させる。
【０１９６】
　次いで、全ての反応由来のアリコートを混合し、メタノール中の２％酢酸の５０％ｖ／
ｖ混合物の添加によって酸化し、そして質量スペクトル分析に供した。酸溶液中でのアセ
タール結合体の低い安定性に起因して、質量スペクトル分析を、酸性化の直後に行う。あ
るいは、硬い電荷を取り込んでいる種々の標識系列（例えば、Ｎ－アルキル－ヨードピリ
ジニウム系列）を、酸性化することなく質量スペクトル分析に供し得る。得られる質量ス
ペクトルを解析して、本発明の方法による質量欠損標識ピークを含まない全ての化学的な
ノイズを取り除く。得られた解析された質量欠損スペクトルを、次いで、使用されるそれ
ぞれの質量欠損標識に対して連結され得る全ての可能性のあるオリゴサッカライド配列を
予想することによって、本発明の方法によってアルゴリズムにより検索する。
【０１９７】
　検索アルゴリズムによって、ヘキソース（Ｈｅｘ）とＮ－アセチルアミノヘキソース（
ＨｅｘＮＡＣ）との全ての派生した組み合わせについての質量を計算する。それぞれのＨ
ｅｘ単量体単位は、推定されるフラグメント質量の重量に対して、１７９．０５５５６５
ａｍｕの一同位体質量単位を付加する。それぞれのＨｅｘＮＡＣ単量体単位は、推定され
るフラグメントの質量に対して、２２０．０８２１１４ａｍｕの一同位体質量を付加する
。フラグメントに含まれるそれぞれの糖（ｎ）について、（ｎ－１）倍の１７．００２７
４ａｍｕの正味の欠損が存在する。標識１、２、および３についての検索基準に適合して
いるピークのオリゴサッカライド組成物を、それぞれ、図８Ａ、８Ｂ、および８Ｃに示す
。これらのピークに対応しているヘキソースおよびＮ－アセチルアミノヘキソースの数を
、表１．３に示す。
【０１９８】
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【表４】

　標識１に結合体化したフラグメントから形成された質量のラダーは、最も外側の糖がヘ
キソースであることを示す。標識１に結合体化させた最大質量のフラグメントは、親のオ
リゴサッカライドに対応する。結果として、第１の標識１結合体化フラグメントと親との
間の４個のヘキソースの質量の差は、酵素１および酵素３の両方がα－マンノースのみを
切断するので、４個のα－マンノースの存在を示す。ピークＤは、図８Ｂにおける唯一の
標識２結合体の一致であるので、還元末端由来の最も外側の糖のうちの４個は、１α２結
合マンノースでなければならず、そして内部には１α２マンノースは存在しなくてもよい
。
【０１９９】
　標識１の質量のラダーの次のフラグメント（ピークＡ）は、以前のフラグメントとはさ
らに４個のヘキソースが異なる。これは、酵素３で消化したサンプルに対応しなければな
らない。唯一の一致している標識３結合フラグメント（図８Ｃ）は、Ｅ（１ヘキソースフ
ラグメント）、Ｆ（２ヘキソースフラグメント）、およびＧ（３ヘキソースフラグメント
）である。ピークＦおよびＧは合計で５ヘキソースであるので、これらのフラグメントの
少なくとも１つは、１α２結合マンノースを含まなければならない。酵素３は１α３結合
および１α６結合のみを切断するので、それゆえ、この構造中には少なくとも２つの別の
１α３および／または１α６結合マンノースが存在しなければならず、そしてこれらのマ
ンノースは、４個の１α２結合マンノースに対して内部になければならない。この情報か
ら、以下の部分的な配列が導かれ得る：
　｛Ｍａｎ４－１α２｝－｛Ｈｅｘ２、Ｍａｎ２－１α３，６｝－｛ＨｅｘＮＡＣ２，Ｈ
ｅｘ１｝－ｒ
　ここではｒは、オリゴサッカライドの還元末端を示す。
【０２００】
　このプロセスを、表１．１による種々の酵素を用いて、完全な配列が決定されるまで繰
り返す。例えば、酵素３での消化、続いて酵素８での消化によって、最初の配列が以下で
あることを決定することができる：
　－Ｍａｎ－１β４－｛ＨＮＡＣ２｝－ｒ。
【０２０１】
　このオリゴサッカライドの還元末端の完全配列を、酵素３、続いて酵素７との反応によ
って決定する。
【０２０２】
　（実施例２）
　この実施例では、質量欠損標識を、脂肪酸の組成の同定、および脂質の配置、または「
脂質の配列決定」に使用する。この実施例は、ホスファチジルコリンを利用する；しかし
、当業者は、代替の分離方法、スポット、およびリガーゼ選択と組み合わせたこれらの方
法を、Ｌｅｈｎｉｎｇｅｒ（ＢＩＯＣＨＥＭＩＳＴＲＹ（Ｗｏｒｔｈ，ＮＹ，１９７５）
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を参照のこと）によって定義されるような、鹸化が可能な任意の脂質に対して適応するこ
とができることを認識している。
【０２０３】
　ＨａｎｓｏｎおよびＰｈｉｌｌｉｐｓ（ＭＡＮＵＡＬ　ＯＦ　ＭＥＴＨＯＤＳ
　ＦＯＲ　ＧＥＮＥＲＡＬ　ＢＡＣＴＥＲＩＯＬＯＧＹ、３２８頁、Ａｍｅｒ．Ｓｏｃ．
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＤＣ，１９８１を参照のこと）の方法を
使用して、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｋ－１２の細胞ペレットのエーテル抽出を通じて脂質抽出物を
調製する。エーテルを、蒸発によって抽出物から除去し、そして脂質ペレットを、６５：
２５：５のメタノール：クロロホルム：ギ酸溶媒系（酸化を阻害するために０．１％のブ
チル化ヒドロキシトルエンを含有している）中に再懸濁した。容量の半分を、印付き（ｓ
ｃｒｉｂｅｄ）二酸化ケイ素ＨＬプレート（Ａｌｔｅｃｈ，Ｄｅｅｒｆｉｅｌｄ，ＩＬ）
の２つのレーンのそれぞれにスポットし、そして乾燥させた。脂質を、Ｗａｔｅｒｓおよ
びＨｕｅｓｔｉｓ、ＡＭＰＨＩＰＡＴＨＩＣ　ＩＮＴＥＲＡＣＴＩＯＮＳ　ＷＩＴＨ　Ｅ
ＲＹＴＨＲＯＣＹＴＥＳ　ＡＮＤ　ＰＬＡＴＥＬＥＴＳ，ＤＯＣＴＯＲＡＬ　ＤＩＳＳＥ
ＲＴＡＴＩＯＮ（Ｓｔａｎｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｔａｎｆｏｒｄ，ＣＡ，
Ｄｅｐｔ．ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９２）によって記載されている溶媒系を使用
して分離した。このプロセスは、ヘンド基によって脂質を分離する。１つのレーンを取り
出し、そしてヨウ素蒸気に曝して、それぞれの脂質画分の相対的な位置を決定した。二酸
化珪素マトリックスを、ホスファチジルコリンスポットに対応している発色していないレ
ーン中の領域から掻き取り、そして微量遠心チューブに入れた。
【０２０４】
　二酸化珪素のペレットを、Ｃｏｔｔｒｅｌｌ、ＭＥＴＨ．ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ，７１
：６９８（１９８１）によって記載されているように、ホスホリパーゼ反応緩衝液（１０
０μｌ）中に再懸濁し、そして激しくボルテックスした。二酸化珪素懸濁物のアリコート
（５０μｌ）を取り出して、第２の微量遠心分離チューブに入れた。第１のアリコートを
、Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍ
Ｏ）由来の１ＩＵのホスホリパーゼＡ２の添加によって処理した。ホスホリパーゼＡ２は
、Ｃ２脂肪酸を選択的に加水分解する。第２のアリコートを、１ＩＵのＮｏｖｏｚｙｍｅ
　８７１（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）の添加によって処理
した。Ｎｏｖｏｚｙｍｅ　８７１は、ホスホグリセリドのＣ３脂肪酸を選択的に加水分解
する。両方の反応混合物を、室温で一晩インキュベートした。
【０２０５】
　反応混合物を、減圧下で乾燥するまでエバポレートし、そして約２５μｌのジクロロメ
タン中に再懸濁した。質量欠損標識１（２－アミノ－５－ヨード－ピリジン）（ジクロロ
メタン中の１Ｍ溶液２０μｌ）を、ホスホリラーゼＡ２反応混合物に添加した。質量欠損
標識２（２－アミノ－３，５－ジヨード－ピリジン）（ジクロロメタン中の１Ｍ溶液２０
μｌ）を、Ｎｏｖｏｚｙｍｅ　８７１反応混合物に添加した。次いで、アリコート（１，
３－ジシクロヘキシルカルボジイミドの１Ｍ溶液２０μｌ）を両方のチューブに添加し、
そして２時間インキュベートした。カルボジイミドは、酵素によって遊離させられた脂肪
酸の質量欠損標識への結合体化を触媒した。反応混合物を、１％のギ酸（ｖ／ｖ）の添加
によって酸性化し、そしてＡＢＩ　Ｍａｒｉｎｅｒ　ＭＳ上でのマイクロスプレーによっ
て、質量分析の直前に混合した。
【０２０６】
　化学物質のノイズを、本発明のアルゴリズムによって得られた質量スペクトルから解析
し、図９に示す、解析した質量スペクトルを得た。ホスファチジルコリン脂質骨格上のＣ
２およびＣ３での種々の脂肪酸の正体および相対量を、それぞれの標識への質量付加によ
って決定した。天然の脂肪酸テイルの長さは、－ＣＨ２ＣＨ２－（２８．０３１３００ａ
ｍｕ）または－ＣＨ＝ＣＨ－（２６．０１５６５０）単位のいずれかの倍数で生じる。１
つのＨの質量（１．００７８２５ａｍｕ）を、末端メチル基の化学量論を完了するために
、それぞれの予想される鎖の長さに加える。分岐した脂肪酸は、分岐点での質量からの１
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つの水素の欠損が、新しい枝の末端での化学量論を完了するために必要な余分なＨによっ
て回復させられるので、一本鎖のアナログから識別することができない。
【０２０７】
　Ｃ２位置での種々の脂肪酸の相対量は、種々の標識１結合体化ピークについての一同位
体ピークの高さから概算することができる（Ａ１→Ｆ１、図９）。ホスファチジルコリン
のＣ３位置での種々の脂肪酸の相対量を、種々の標識２結合体化ピークについての一同位
体ピークの高さから概算することができる（Ａ２→Ｆｓ、図９）。従って、Ｅ．ｃｏｌｉ
のホスファチジルコリンの平均の配列を、表２．１に示す。
【０２０８】
　さらなる脂質配列の分解を、第２回目の薄層クロマトグラフィーの特徴、または脂肪酸
の疎水性を使用して脂質を分離する他の分離方法の使用を通じて、得ることができる（例
えば、Ｍｏｒｒｉｓ，Ｊ．Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．，７：７１７－７３２（１９６６）を参
照のこと）。
【０２０９】

【表５】

　（実施例３）
　この実施例は、臭素置換基またはヨウ素置換基を有している光で切断され得る質量欠損
標識の調製を記載する。これらの標識は、別な方法では質量分析計において低いイオン化
または検出効率を示し得る、生体分子（例えば、核酸、タンパク質、または代謝物）の相
対量の定量に有用である。質量欠損標識は、質量分析計においてその結合体生体分子につ
いての代用マーカーとして作用する。末端化学のバリエーションは、１級アミン、スルフ
ヒドリル、およびカルボン酸を含有している生体分子への連結のための手段を提供する。
質量欠損元素を標識中に含むことによって、サンプル中に存在し得る重複している化学物
質のノイズから標識を、および異なる数の質量欠損元素が２つの標識中に取り込まれる場
合２つのサンプルを互いに、明らかに分離することが可能である（実施例１をもまた参照
のこと）。
【０２１０】
　簡潔には、Ｓｃｈｍｉｄｔら、ＷＯ９９／３２５０１（１９９９年７月１日）によって
記載されているように調製した４－（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）－フェニルホウ
酸エーテル（ＦＴ１０６）を、Ｓｃｈｍｉｄｔら、ＷＯ９９／３２５０１（１９９９年７
月１日）に記載されているような方法を使用して、表３．１に示す対応する市販のブロモ
－フェノールまたはヨード－フェノールの１つと混合して、対応する臭素化質量欠損標識
前駆体またはヨウ素化質量欠損標識前駆体を形成させる。さらなるアリールエーテル結合
を、市販のヒドロキノンまたは４，４’－ジヒロキシジフェニルエーテルの組込みを介し
て、ＦＴ１０６と末端質量欠損含有アリール基との間に挿入し得る。これを達成するため
には、末端フェノールを、ＦＴ１０６を生成するために使用した同じ方法によって、フェ
ニルボロン酸末端を使用して、再活性化する。同様に、分枝型アリールエーテルを、市販
の１，２，４－ベンゼントリオールの添加および再活性化によって生成させ得る。
【０２１１】
　質量欠損標識前駆体（ＭＤＰ１からＭＤＰ５、表３．１）のｔｅｒｔ－ブチル－ジメチ
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ルシラン保護基を、塩化メチレン中のモル過剰のフッ化トリメチルスルホニウム、または
当該分野で一般的に公知の他の適切な手段を用いて、除去する。対応する脱保護されたフ
ェノールを、さらに、適切にブロックされたアミノリンカーに結合させる（例えば、ＧＢ
９８／１５１６３．２（１９９８年７月１３日）を参照のこと）。これをその後、Ｓｃｈ
ｍｉｄｔら（同書）によって記載されているように、第１級アミンに転換させる。このア
ミンを、さらに、任意の適切なフェニルビニルスルホンと反応させ得る。適切なフェニル
ビニルスルホンの例としては、そのフェニル環上の、ブロックされた第１級アミン（また
は、その後アニリンへと還元され得るニトロ基）置換、カルボン酸（例えば、トリフルオ
ロ酢酸エステル）置換、またはチオール（例えば、ジスルフィド結合）置換が挙げられる
が、これらに限定されない。次いで、そのリンカーの２０アミノ基を、標識が光切断可能
になるように、トリフルオロ酢酸無水物またはメタン塩化スルホニルと反応させる。最後
に、そのブロッキング試薬を、当該分野で一般的に認識されている方法によって取り除き
、そして光切断可能な質量欠損タグ結合体分子を生じるための任意の適切な一般的に認識
されている結合方法によって、光切断可能な質量タグを、遊離のアミン、カルボン酸、ま
たはチオール基を介して分子または高分子に結合体化させる。
【０２１２】
　（表３．１）
　（市販のブロモ－フェノールおよびヨード－フェノール）
【０２１３】
【表６】

　（実施例４）
　この実施例は、種々のサンプルから得た親和性精製した質量欠損標識化合物の迅速な定
量分析のための、親和性結合性質量標識の使用を例示する。この実施例では、タンパク質
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の分析に適応させ得ることを、当業者は理解している。
【０２１４】
　その標識の調製を、任意の適切なヘテロ二官能性の臭化アリールまたはヨウ化アリール
（例えば、表４．１に示す市販の例）を用いて開始する。ＭＤＰ４およびＭＤＰ５（表３
．１）もまた、有用である。これらのアニリンの各々を、化学量論的過剰な、親和性試薬
のＮ－ヒドロキシスクシミド（ＮＨＳ）エステル（例えば、市販の無水アセトニトリル中
のＮＨＳ－イミノビオチン分子またはＮＨＳ－ビオチン分子）と反応させ得る。この反応
混合物を、未反応のＮＨＳエステルの全てを加水分解するために、水の添加の前に、少な
くとも２時間インキュベートする。その溶媒を蒸発させて乾燥させる。
【０２１５】
　次いで、そのニトロ基を、標準的な方法（例えば、触媒として添加するＳｎＣｌ２を含
む希ＨＣｌ）を使用して、第１級アミンに還元する。その反応産物（以下の化合物４．１
を参照のこと）を、アフィニティークロマトグラフィーによって精製し、そして蒸発させ
て乾燥させる。次いで、そのアミノ基（ニトロ基の還元によって生じる）を、別の適切な
架橋剤（例えば、ヨード酢酸無水物）と反応させるか、またはカルボジイミド化学を使用
して、標的分子を含有するカルボン酸への結合のために、そのアミノ基を直接使用し得る
。第１級アミンとの反応に適切な別の結合化学物質もまた、使用し得る。
【０２１６】
　必要に応じて、そのアミノ基（または第２のアニリン末端）を、Ａｅｂｅｒｓｏｌｄら
（ＷＯ００／１１２０８（２０００年３月２日））によって記載されているように、水素
化および過重水素化ポリエチレングリコールとの反応によって、伸長させて、差次的標識
のための、同位体によって異なる一連の質量欠損タグを生じさせ得る。同様に、同位体的
には純粋である臭化アリール出発物質またはヨウ化アリール出発物質を、同位体に結合さ
せた親和性タグを直接生成するために使用し得る。
【０２１７】
【化１】

　化合物４．１は、質量欠損標識したイミノビオチン親和性タグを示し、ここで、Ｘは、
質量欠損元素（例えば、臭素またはヨウ素）を示し、そしてｎは、質量欠損元素の数を示
す。そのリンカーは、質量欠損親和性結合性タグを標的分子に連結するために使用し得る
、任意の結合化学物質である。例としては、アニリン（これは、カルボジイミド化学を介
してカルボン酸に連結され得る）、ヨードアセトアミド（ヨード酢酸無水物とアニリンと
の反応によって形成される）、または硝酸との反応によって形成されるアジ化物がが、挙
げられる。
【０２１８】
　（表４．１）
　（親和性結合性質量欠損標識の例）
【０２１９】
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【表７】

　このようなタグの使用を例示するために、血漿サンプル（１ｍｌ）を、２人の患者の各
々から入手し、そして別個の遠心分離管に配置する。各管を、以下のように処理する。そ
の高分子を、最終濃度約１０％ｗ／ｖになるようにトリクロロ酢酸を添加することによっ
て沈殿させ、そしてその管を、氷上で２０分間インキュベートする。その沈殿を遠心分離
（１４，０００ｇ）によってペレット状にし、そして上清を除去する。そのペレットを減
圧下で乾燥させる。乾燥させたペレットを、１００　ＩＵのトリプシンおよび０．１％ｗ
／ｖのトリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン塩酸塩を含有する、１００μｌの適切
なトリプシン消化緩衝液中に再懸濁する。その溶液を、３７℃で一晩インキュベートする
。
【０２２０】
　ＭＤＡ１（質量欠損親和性標識１）の同位体的に純粋なアリコートを、ヨードアセトア
ミドリンカーを用いて調製する。サンプル１のトリプシン消化物のアリコート（５０μｌ
）を、１０ｍｇの［７９Ｂｒ］－ＭＡＤ１を含有する遠心分離管に添加する。サンプル２
のトリプシン消化物の同様の５０μｌアリコートを、１０ｍｇの［８１Ｂｒ］－ＭＡＤ１
を含有する遠心分離管に添加する。両方の管を、内容物をともに混合する前に３時間イン
キュベートする。親和性標識分子を、製造業者によって推奨される手順に従って、ストレ
プトアビジン－アガロースアフィニティーカラム（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．
Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を通過させるクロマトグラフィーによって、精製する。回収したタグ
化ペプチド混合物を、本発明の方法によって、未標識ペプチドから生じた化学物質ノイズ
からデコンボリューション（ｄｅｃｏｎｖｏｌｖｅ）した質量欠損ピークを用いて、質量
分析計によって分析する。残った同位体によって異なるピーク対すべてを、それらの相対
量について定量化した。
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【０２２１】
　（実施例５）
　この実施例は、配列決定方法において光切断可能な質量タグの使用を例示する。
【０２２２】
　本発明の方法を使用して、質量欠損元素（例えば、臭素およびユーロピウム）を、Ｎｅ
ｓｓら、米国特許第６，０２７，８９０号によって記載されている光切断可能な成分の重
量範囲調節成分中に特異的に組み込んだ。これらの元素によって提供される質量欠損は、
その質量欠損標識を含有するフラグメントが、そのサンプル中に存在し得る他の有機分子
から生じる化学物質ノイズからデコンボリューション（ｄｅｃｏｎｖｏｌｖｅ）されるこ
とを可能にする。さらに、この実施例は、本明細書中に記載されるピーク対形成デコンボ
リューション（ｄｅｃｏｎｖｏｌｕｔｉｏｎ）アルゴリズムの使用方法を示し、それによ
って、高天然量の安定な同位体を有している質量欠損元素を使用する場合に、そのスペク
トル中の低いシグナルピークの定量化を可能にする。
【０２２３】
　その合成は、工程Ｈで添加したＲ１－３６化合物が、種々の鎖長を有しているアミノ酸
のブロモフェニルアミド誘導体からなることを除いて、Ｎｅｓｓら（同書）の実施例５に
記載されているように進行する。このブロモフェニルアミド誘導体を、以下のように調製
する：
　約５ｇの３－ブロモ安息香酸および５ｇの１，３－ジシクロヘキシルカルボジイミドを
、１００ｍｌの乾燥トルエン中に溶解させる。約１０ｍｌのこの溶液を、１０個の反応バ
イアル各々に等分する。各１０ｍｌアリコートに、表５．１のアミノ酸のｔｅｒｔ－ブチ
ルエステルのうちの１つ、そのブロモ安息香酸に対する化学量論量を、添加する。種々の
アミノ酸ｔｅｒｔ－ブチルエステル（標準的な方法によって調製した）を、各管に添加す
る。この反応を、室温で一晩進行させ、そして未反応のｔｅｒｔ－ブチルエステルを、ト
リフルオロ酢酸の添加によって除去する。次いで、溶媒を蒸発によって取り除き、そして
そのブロモフェニルアミド誘導体を、勾配溶出を用いる逆相クロマトグラフィーを使用し
て、分取逆相ＨＰＬＣによって精製する。
【０２２４】
　そのブロモフェニルアミド誘導体を溶解させ、そしてＹＭＣ種のＣ８固定相またはＣ１

８固定相（寸法約２５ｃｍ×６ｍｍ内径、５～１５μｍ、１２０～１５０Å）と、勾配移
動相（最初は５０：５０の比で水とのアセトニトリルおよび／またはメタノールと水との
混合物からなる）を使用して、クロマトグラフする；流速および勾配を、その特定のブロ
モフェノルアミド誘導体について、分析者が調整する。極端なテーリングまたはピークの
広がりが生じる場合には、移動相中の分析物の溶解性を補助するために、０．１モル濃度
の酢酸アンモニウム、ジエチルアミン、トリエチルアミン、または水酸化アンモニウムを
含むように、水相を必要に応じて改変し得る。１～１０％（容量で）のイソプロピルアル
コール、ジイソプロピルアルコール、またはテトラヒドロフランの添加を介して、分析物
混合物中の構成成分の間での選択性に変化を生じるように、そしてその不純物からの所望
されるブロモフェニルアミド標識材料の単離を可能にするように、その有機部分は、必要
に応じて、強度が改変され得る。その勾配は、１０～２０分間の経過にわたって約５０％
の有機物（容量で）から約９０～１００％の有機物までへと全溶媒強度を変化させること
によって、実行する。その移動層構成成分、流速、開始溶媒強度および最終溶媒強度、な
らびに勾配速度の改良は、当業者によって通常行われるように、各誘導体について行う。
所望されるブロモフェニルアミド材料の単離された画分を混合し、そして質量タグに組み
込む前に蒸発させる。
【０２２５】
　この手順によって、図１０に示す一般的な組成物を有する一連の標識が生成する。これ
らの標識は、テトラフルオロフェニルでブロックした酸部分を介して、標的分子を含有す
る任意の第１級アミンと反応させ得る。
（表５．１）
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　（質量タグについてのグループＶＩ可変重量成分の調製における使用のためのアミノ酸
）
【０２２６】
【表８】

　（実施例６）
　この実施例は、ブラジキニンの配列決定における、上記の実施例５で生成した光切断可
能な質量欠損標識の使用を例示する。
【０２２７】
　この実施例では、３－ブロモ安息香酸およびアラニン結合体質量欠損標識を、当該分野
で一般的に認識されている方法を使用して、ペプチドブラジキニンのＮ末端に連結する。
この標識ペプチドを、容量で５０：５０：１のアセトニトリル：水：トリエチルアミン溶
液へと、約１ｎｇ／μｌに希釈する。この溶液を、標準的なマイクロスプレーヘッドを装
備したＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｍａｒｉｎｅｒ　ＥＳＩ－ＴＯＦ質量分
析計に、約１μｌ／分で注射し、そして陰イオンモードで実行した。このスプレーの設定
および質量分析計の設定を、オリゴヌクレオチドｄＴ６の３－荷電状態の最大相対量につ
いて最適化した。このオリゴヌクレオチドｄＴ６の３－荷電状態は、５０００より大きい
ピーク分解能で達成され得た。Ａｒポンプ型定在波色素レーザー（Ｃｏｈｅｒｅｎｔ）（
これは、３５０ｎｍに変換された）を、スプレーチップと質量分析計のノズルとの間の隙
間に向け、そのサンプルのスプレーを、その質量タグを切断するためのレーザー光線に完
全に曝すようにした。
【０２２８】
　質量タグで標識されたサンプルを、３秒間持続の３０回のスキャンを累積することによ
って、分析した。その質量スペクトルの化学物質ノイズを、本発明のアルゴリズムを使用
してデコンボリューション（ｄｅｃｏｎｖｏｌｖｅ）し、それによって質量欠損標識のピ
ークを残した（図１１Ａ）。
【０２２９】
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　これらのデコンボリューション（ｄｅｃｏｎｖｏｌｖｅ）したピークを、以下のアルゴ
リズムを使用して、それらの同位体対の相対量によってさらに定量化した：
【０２３０】
【化２】

　低い方の質量ピークの相対量を、この計算から得たβ因子で置き換えた。得られたデコ
ンボリューションしそしてピークを定量化した、質量タグ領域の質量スペクトルを、図１
１Ｂに示す。最後に、このβ因子のスペクトル中の同位体の系列（図１１Ｃ）を、さらに
、ＢｉｏＳｐｅｃ　Ｄａｔａ　Ｅｘｐｌｏｒｅｒソフトウェア（バージョン４．０、Ａｐ
ｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ，ＭＡ）にて実行される、当
該分野で一般的に公知のアルゴリズムを使用して、単一の一同位体ピークへとデコンボリ
ューションした。
【０２３１】
　（実施例７）
　この実施例は、ウマのアポミオグロビン（Ｍｙｏ）への、質量欠損標識（５－ブロモニ
コチン酸のＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）エステル）の結合を例示する。
【０２３２】
　Ｍｙｏ（配列決定グレート）（Ｃａｔ　＃Ａ８６７３）、５－ブロモニコチン酸（５－
ＢｒＮＡ）（Ｃａｔ　＃２２８４３５）、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）（Ｃａｔ　
＃Ｌ６０２６）、および尿素（Ｃａｔ　＃Ｕ０６３１）を、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ
から購入し、そして供給されたままで使用した。無水ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）
（Ｃａｔ　＃　２０８６４）、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）－塩酸
カルボジイミド（ＥＤＣ）（Ｃａｔ
　＃２２９８０）、およびＮＨＳ（Ｃａｔ　＃　２４５００）をＰｉｅｒｃｅから購入し
、そして供給されるままで使用した。
【０２３３】
　５－ＢｒＮＡのＮＨＳ－エステルを、０．６５７ｍＬのＤＭＳＯ中に２０．８ｍｇの５
－ＢｒＮＡ、５２．７ｍｇのＮＨＳ、および１５４．１ｍｇのＥＤＣを溶解させることに
よって、インサイチュで調製した。そのサンプルを、全ての固体を迅速に溶解させるため
に、浴型超音波処理器中で短く超音波処理した。その混合物を、４℃で一晩インキュベー
トした。得られた混合物の質量スペクトル分析により、標準的な添加による５－ＢｒＮＡ
からＮＨＳ－エステル（ＮＨＳ－５－ＢｒＮＡ）への９３％の変換が、示された。
【０２３４】
　Ｍｙｏを、５％（ｗ／ｖ）の水性ＳＤＳ溶液中に５．３５ｍｇ／ｍＬの濃度で９５℃に
て２０分間加熱することによって、変性させた。室温まで冷却した後、Ｍｙｏを、最終濃
度１％（ｗ／ｖ）のＳＤＳおよび６．４Ｍの尿素を含有する、８０ｍＭのリン酸ナトリウ
ム緩衝液（ｐＨ７．０）中に、１．０７ｍｇ／ｍＬになるように希釈した。上記に記載し
たように調製した０．３５３ｍＬ（５０μｍｏｌ）のＮＨＳ－５－ＢｒＮＡを２ｍＬ（２
．１４ｍｇ）の変性ミオグロビンに添加することによって、Ｍｙｏを、ＮＨＳ－５－Ｂｒ
ＮＡで標識した。そのサンプルを、暗所で室温にて一晩インキュベートした。次いで、そ
のサンプルを、尿素およびＳＤＳを除去するために５０％（ｖ／ｖ）の水性酢酸で大規模
透析した。この尿素およびＳＤＳは、エレクトロスプレー質量スペクトル分析に対して有
害な影響を有する。タンパク質の欠如が、大規模透析の間に明らかであったが、定量化は
していなかった。最後の透析の後、そのサンプルを、ｓｐｅｅｄ　ｖａｃ（Ｓａｖａｎｔ
）中で乾燥させきった。
【０２３５】
　（実施例８）
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　この実施例は、定期的な化学物質ノイズからシフトされる、ＩＭＬＳによる５－ＢｒＮ
Ａ標識ミオグロビン（実施例７に記載したように調製した）に由来する配列決定質量スペ
クトルフラグメントイオン種の生成を例示する。
【０２３６】
　サンプルを、容量で１％の酢酸を含有する０．１ｍＬの５０％の水性アセトニトリル溶
液中に、乾燥させた５－ＢｒＮＡ標識ミオグロビン（実施例７）を溶解させることによっ
て、質量分析のために調製した。この標識タンパク質を、Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒら（ＷＯ　
００／６３６８３号、２０００年１０月２６日）によって記載されているエレクトロスプ
レー飛行時間型質量分析計（ＭａｒｉｎｅｒＴＭ、ＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ
．）のインソース（ｉｎ－ｓｏｕｒｃｅ）フラグメンテーションに供した。その質量分析
計の設定を最適化し、そしてその機器を、製造業者の指示書に従ってそのサンプルを注入
する直前に較正した。そのサンプルを、１μＬ／分の速度で、エレクトロスプレー供給源
中に、５０μｍ内径のキャピラリーを介して連続して注入した。そのノズル電位を、イン
ソースフラグメンテーションを誘導するために３００Ｖに設定した。スペクトルを累積さ
せ、そして５０～２０００質量対電荷ユニットの範囲で、３４５ｓについて合計した。
【０２３７】
　生の質量スペクトルのデータの試験は、標識自体の一価のｂ型イオン（一同位体質量１
８３．９４）の明確の証拠を示した。これは、約１ａｍｕの周期で現れる周期的な化学的
ノイズの一部であるピークの左側に、約０．１５ａｍｕシフトされる（図１２Ａを参照の
こと）。このピークの実体は、第１のピークの約２ａｍｕ上流に存在する第２のピーク（
１８５．９４）の出現によって確認され、この第２のピークは、より質量の大きい臭素の
同位体（８１Ｂｒ）を組み込む、標識されたフラグメントイオンに対応する。これらの２
つのピークの相対的な強度はほぼ等しく、これは、約１：１の天然での臭素同位体の量を
反映している。
【０２３８】
　このことは、ＩＭＬＳの間にタンパク質から生成される化学的ノイズ（これは、強い質
量欠損を示さない元素から構成される）から分離され得る、質量欠損元素（例えば、臭素
）を組み込む標識特異的フラグメントイオンを生成することの有用性を説明する。
【０２３９】
　スペクトルデータを、ミオグロビンのＮ末端のフラグメントイオンに対応する、質量欠
損によってシフトしたピークの証拠について試験した。一価のａ１イオンの二重線（グリ
シン）は、２１２．９７および２１４．９６のｍ／ｚで現れる（図１２Ｂを参照のこと）
。さらに、ｄ２イオン（グリシン－ロイシン）の計算された質量（２８４．０５および２
８６．０５のｍ／ｚ）に対応している二重線が現れる（図１２Ｃを参照のこと）。このよ
うに、配列決定イオンが生成される。この標識を用いて観察される、一般に低い量の配列
決定イオンのピークは、ピリジル環との標識カルボニルの結合体化によって高度に安定化
される、標識自体の生成されたイオンの高い強度の結果である（図１２Ａを参照のこと）
。この高度に結合体化させられた種の生成は、タンパク質のアミド骨格にわたる標識アミ
ド結合の優先的な切断を導き、これによって、有意な配列決定イオンの欠損を導く。結果
として、タンパク質のアミド骨格の結合エネルギーと同様の結合エネルギーの標識アミド
結合を生じるように、１つ以上のメチレン基によって芳香族環から標識カルボニルを分離
することが好ましい。
【０２４０】
　実施例９
　この実施例は、ウマアポミオグロビン（Ｍｙｏ）への、質量欠損標識である５－ブロモ
－３－ピリジル酢酸（５－Ｂｒ－３－ＰＡＡ）のＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ
）エステルの結合体化を説明する。
【０２４１】
　５－Ｂｒ－３－ＰＡＡ（Ｃａｔ＃　１３５７９）を、Ｌａｎｃａｓｔｅｒ　Ｓｙｎｔｈ
ｅｓｉｓから購入し、そして供給されるように使用した。Ｍｙｏ（配列決定グレード）（
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Ｃａｔ　＃Ａ８６７３）、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）（Ｃａｔ＃　Ｌ６０２６）
、および尿素（Ｃａｔ＃　Ｕ０６３１）を、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈから購入し、そ
して供給されるように使用した。無水ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）（Ｃａｔ＃　２
０８６４）、１-エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）－カルボジイミド塩酸塩
（ＥＤＣ）（Ｃａｔ　＃２２９８０）、およびＮＨＳ（Ｃａｔ＃　２４５００）をＰｉｅ
ｒｃｅから購入し、そして供給されるように使用した。
【０２４２】
　５－Ｂｒ－３－ＰＡＡのＮＨＳ－エステル（ＮＨＳ－５－Ｂｒ－３－ＰＡＡ）を、０．
２３５ｍＬのＤＭＳＯ中に１２．７ｍｇの５－Ｂｒ－３－ＰＡＡ、７．４ｍｇのＮＨＳ、
および１２．５ｍｇのＥＤＣを溶解させることによって、インサイチュで調製した。この
混合物を、暗所にて、室温で２４時間インキュベートした。得られた混合物の質量スペク
トル分析は、標準の添加による５－Ｂｒ－３－ＰＡＡの５３％の転換を示した。転換があ
まり完了していないので、さらなるＮＨＳ（７．２ｍｇ）およびＥＤＣ（７．５ｍｇ）を
添加し、そしてさらに２４時間インキュベートした。この２回目のインキュベーション期
間の後、得られた混合物の質量スペクトル分析は、出発物質の９３％の転換を示した。
【０２４３】
　Ｍｙｏを、０．５４ｍＬの５％（ｗ／ｖ）のＳＤＳ水溶液で、１．８９ｍｇを、２０分
間９５℃で加熱することによって変性させた。室温への冷却の後、２０ｍＭのリン酸ナト
リウム緩衝液（ｐＨ７．０）中の１．８９ｍＬの９Ｍの尿素を、サンプルに添加した。Ｎ
ＨＳ－５－Ｂｒ－３－ＰＡＡ（０．２４ｍｌ～１９ｍＭの最終濃度）を、変性させたミオ
グロビンに添加した。サンプルを、暗所で室温にて一晩インキュベートした。反応混合物
を、尿素およびＮＨＳ－５－Ｂｒ－３－ＰＡＡ反応副生成物を除去するために、０．１％
（ｗ／ｖ）のＳＤＳを含有している２５ｍＭのＴｒｉｓ（ｐＨ８．３）緩衝液に対してス
ピン透析した。標識したミオグロビンを含有している最終残留物（約０．６ｍＬ）を、結
合したＳＤＳを除去するためにクロロホルム抽出手順に供した（Ｐｕｃｈａｄｅｓら（１
９９９）、Ｒａｐ．Ｃｏｍｍ．Ｍａｓｓ．Ｓｐｅｃ．１３、３４４－３４９）。サンプル
に対して、２．４ｍＬのメタノール、０．６ｍＬのクロロホルム、および１．８ｍＬの水
を添加した。サンプルを、チューブを１回反転させることによって混合した。サンプルを
、相分離を補助するために遠心分離（３７４３ｇ、２０分、室温）し、そして最上部の層
のほとんどを廃棄した。メタノール（１．８ｍＬ）を、残存している下層、および界面に
沈殿しているタンパク質に対して添加した。チューブを激しくボルテックスし、そして沈
殿したタンパク質を遠心分離（３７４３ｇ、４０分、室温）によってペレット化した。上
清をデカントしそして廃棄し、残ったタンパク質ペレットを、窒素ガス流を用いて乾燥さ
せた。乾燥させた標識されたＭｙｏを、０．４ｍＬの１０％（ｖ／ｖ）の酢酸水溶液中に
再懸濁した。タンパク質濃度（２．６ｍｇ／ｍＬ）をＢＣＡアッセイによって、標準とし
てＢＳＡを使用して測定した。
【０２４４】
　実施例１０
　この実施例は、周期的な化学的ノイズからシフトされる、ＩＭＬＳによる、５－Ｂｒ－
３－ＰＡＡで標識したミオグロビン（実施例９で調製した）に由来する、配列決定質量欠
損スペクトルフラグメントイオン種の生成を説明する。
【０２４５】
　サンプルを、１．２容量％の酢酸を含有する０．５ｍＬの５０％のアセトニトリル水溶
液中に、５－Ｂｒ－３－ＰＡＡで標識したミオグロビン（１５０μｇ）を溶解させること
によって、質量分析のために調製した。この標識したタンパク質を、Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ
ら（第ＷＯ００／６３６８３号、２０００年１０月２６日）によって記載されるような、
エレクトロスプレー飛行時間型質量分析計（Ｍａｒｉｎｅｒ（登録商標）、ＰＥ　Ｂｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）のインソースフラグメント化（ｉｎ－ｓｏｕｒｃｅ　ｆｒａ
ｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ）に供した。質量分析計の設定を最適化し、そして機器を製造業者
の説明書に従って、サンプルの注入の直前に較正した。サンプルを、１．２μＬ／分の速
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度で、エレクトロスプレーの供給源に、５０μｍのＩ．Ｄ．キャピラリーを通じて連続し
て注入した。ノズル電位を、インソースフラグメント化を誘導するために２２５Ｖに設定
した。スペクトルを累積し、そして５０～２０００の範囲の質量対電荷ユニットで、１８
０秒間で合計した。
【０２４６】
　生の質量スペクトルのデータの試験は、標識されたミオグロビンのＮ末端に由来する、
一価のｂ１～ｂ６イオンの明確な証拠を示す（図１３Ａ～Ｂ、図１４ＡおよびＢ、ならび
に図１５ＡおよびＢ）。７９Ｂｒまたは８１Ｂｒ元素のいずれかを取り込んでいるｂイオ
ンに対応する二重線のピーク（約５０：５０の天然での臭素の量を反映する）は、約１ａ
ｍｕの周期頻度で現れる周期的な化学的ノイズの左側に、それらの質量欠損（約０．１５
）分シフトされる。従って、５－ＢｒＮＡで標識されたミオグロビンによって産生された
、限定された配列決定イオン（実施例１および２で議論した）とは異なり、この標識され
たミオグロビンは、標識カルボニルとピリジン環との間に介在しているメチレン単位とと
もに、最初の６個のＮ末端残基を通じてｂイオンの完全な質量ラダーを生じる。これは、
ほぼおそらく、５－ＢｒＮＡ（切断に対してより感受性である）と比較して、切断能力に
関してタンパク質骨格のアミド結合に類似する５－Ｂｒ－３－ＰＡＡのアミド結合の結果
である。
【０２４７】
　実施例１１
　この実施例は、４－ブロモベンズアルデヒドで標識したアポミオグロブリンのＩＭＬＳ
のための１つの方法を記載する。
【０２４８】
　アルデヒドでのタンパク質のＮ末端標識、それに続く、還元剤での安定化によって、第
２級アミンの連結を有する標識を生じる。この連結は、対応するアミドよりもエネルギー
的に安定である。従って、ＩＭＬＳの間に、この標識は、ペプチドアミド結合と比較して
、最少のフラグメント化を示すはずであり、従って、目的のより豊富なフラグメントイオ
ンを産生するはずである。さらに、化学反応による直接の塩基部位の生成は、「軟らかい
」電荷部分を提供し、これは、事前の連結を必要とすることなく、標識中に荷電した部分
を組み込むことを可能にする。
【０２４９】
　４－ブロモベンズアルデヒドは、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈから入手され得る。この
アルデヒドを、５－ブロモニコチン酸のＮＨＳエステルでのミオグロビンの標識のために
、実施例１０に記載した条件と同様の様式で、変性させたミオグロビンの水性緩衝溶液に
対して添加し得る。反応の完了時点で、標識したミオグロビンを、シアノ水素化ホウ素ナ
トリウム（ｓｏｄｉｕｍ　ｃｙａｎｏｂｏｒｏｈｙｄｒｉｄｅ）での生成されたイミンの
還元によって安定化させる。この還元剤は、イミン様二重結合を選択的に還元し、そして
ペプチドおよびタンパク質に一般的に見られる他の官能基は還元しない。得られる標識の
化学結合は、第２級アミンである。次いで、標識されたタンパク質を、透析またはゲル濾
過によって精製する。標識されたタンパク質を、ＭＳ適合性の緩衝系中に溶解させ、そし
てＩＭＬＳを、実施例１０に記載した様式で行う。
【０２５０】
　実施例１２
　この実施例は、５－ブロモニコチン酸で標識したユビキチンのＩＭＬＳを説明する。
【０２５１】
　ユビキチンを、アポミオグロブリンについて実施例７に概説した手順に従って、５－ブ
ロモニコチン酸で標識する。標識したユビキチンを、実施例８に記載する質量分析計での
インソースフラグメント化に供し、そしてスペクトルを、標識を含有しているＮ末端フラ
グメントイオンの存在について分析する。
【０２５２】
　実施例１３
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　この実施例は、６－ブロモ－２－ヒドロキシ－キノリン－４－カルボン酸（ＢＨＱＣ）
で標識したアポミオグロビンのＩＭＬＳを説明する。
【０２５３】
　ＢＨＱＣのＮＨＳエステルを、５－ブロモニコチン酸のＮＨＳエステルの調製について
実施例７に記載した手順に従って調製する。アポミオグロビンを、実施例７に記載した手
順と同様の手順を使用してＢＨＱＣで標識する。標識したアポミオグロビンを、実施例１
０に記載した質量分析計でのインソースフラグメント化に供する。質量スペクトルのデー
タを、標識したＮ末端フラグメントイオンについて分析する。
【０２５４】
　実施例１４
　この実施例は、６－ブロモ－２－ヒドロキシ－キノリン－４－カルボン酸（ＢＨＱＣ）
で標識したユビキチンのＩＭＬＳを説明する。
【０２５５】
　ユビキチンを、アポミオグロブリンについて実施例１３に概説した手順に従って、ＢＨ
ＱＣで標識することができる。次いで、標識したユビキチンを、実施例１０に記載した質
量分析計でのインソースフラグメント化に供する。その後、質量スペクトルデータを、標
識したＮ末端フラグメントイオンについて分析する。
【０２５６】
　実施例１５
　この実施例は、実施例５に記載したＥＳＩ－ＴＯＦ質量分析計でのインソースでフラグ
メント化した５－Ｂｒ－３－ＰＡＡ標識ミオグロビンのＮ末端配列を見出すための、本発
明の自動デコンボリューション（ｄｅｃｏｎｖｏｌｕｔｉｏｎ）および配列決定アルゴリ
ズムの使用を説明する。
【０２５７】
　実施例５からの質量スペクトルを作成するために使用した生のデータを、データ獲得シ
ステムからＡＳＣＩＩ形式で取り出す。化学的ノイズの天然の周期を、付録に示す「デコ
ンボルバー（ｄｅｃｏｎｖｏｌｖｅｒ）」コードを使用してこの生のデータから決定し、
そして１．０００５７５ａｍｕと決定する。この天然の周期を使用して、スペクトルを、
ＭＳにおいて常にポジティブである機器の誤差を補正するために、ベースラインを設定す
る（出力ファイル＊．ｂｓｌ）（図１６）。ベースライン設定は、データの各１．０００
５７５ａｍｕブロックにおける最少データ値が、そのデータのブロック中の全てのデータ
点毎を通して差し引きすることによって、ゼロに調整されることを意味する。その後、ベ
ースラインが設定されたデータファイルを、質量欠損（Ｂｒを含有している）ピークを定
量化するように「β因子」で処理する。質量欠損ピークは、［７９Ｂｒ］ピークよりも１
．９９７９５４ａｍｕ上流の、適合する［８１Ｂｒ］ピークを常に有する（図１６）。次
いで、得られた＊．ｂｆｃファイルを、「シークエンサー（ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ）」コー
ド（「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　Ｐ
ｅｐｔｉｄｅ　Ｔｅｒｍｉｎａｌ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ」と題された、代理人登録番号第
０５２６５．Ｐ００１号の、２００１年１０月１９日に提出された同時係属出願を参照の
こと（その開示は、本明細書中で参考として援用されている））を通して、最上位にラン
クされた溶液から最初の４個の残基までのＮ末端ミオグロビン配列（５－Ｂｒ－３－ＰＡ
Ａ－ＧＬＳＤＧＥ）を用いて処理する。本実施例において、「シークエンサー」コードは
、ｂ－イオンの第１の電荷状態についての検索に限定した。
【０２５８】
　「シークエンサー」コードを、最初の５個の残基の配列を決定するために実行する場合
、配列ＧＬＳＤＷ（これは、７５６．１９９３の理論上の質量を生じる）は、真の配列の
６番目の残基の質量欠損位置に対応するピーク（７５６．１８４０でのＧＬＳＤＧＥ）と
重複する（図１７）。これは、５個の残基で最上位にランク付けされる配列であるＧＬＳ
ＤＷを生じる。しかし、「シークエンサー」を、６個の残基を通して実行する場合、真の
配列ＧＬＳＤＧＥもまた、最上位にランクされる。なぜなら、ＧＬＳＤＷは、その６番目
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の残基で競合する配列を増幅しないからである。これは、累積確率アルゴリズムの利点を
示す。
【０２５９】
　実施例１６
　この実施例は、本発明の質量欠損元素（例えば、臭素）、イオン化が可能な基（すなわ
ち、ピリジル）、およびポリペプチドまたは他の種のＮ末端または他の所望される第１級
もしくは第２級アミノ基への連結のための無水コハク酸連結部分を組み込む、一般的な質
量欠損標識の合成を説明する。無水コハク酸、および見かけ上のその誘導体は、ポリペプ
チドのアミノ基とほぼ定量的に効率よく反応することが実証されている（Ｍｕｎｃｈｂａ
ｃｈら、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７２：４０４７－４０５７（２０００）を参照のこと）。
イオン化が可能な基（Ａ１．．．．Ａｎ）、質量欠損元素（Ｂ１．．．．Ｂｎ）、および
中心部の無水コハク酸反応部分（ＳＡ）（図１８ａを参照のこと）の任意の組み合わせを
含む、他の匹敵する脂肪族／芳香族種が、容易に合成され得る。
【０２６０】
　例示的なストラテジーとして、図１８ｂは、｛（Ａ１．．．．Ａｎ）－（Ｂ１．．．．
Ｂｎ）－ＳＡ｝質量欠損標識についての全体的な合成スキームを概説する。このスキーム
では、５－ブロモ－３－ピリジル酢酸（Ｌａｎｃａｓｔｅｒ、Ｃａｔ＃１３５７９）を、
最初に、水を除去した酸触媒の存在下でのエタノールとの反応によってエチルエステルに
転換させる。次いで、得られたエステルを、エタノール中のナトリウムエトキシドの塩基
性溶液中での元素性臭素との反応によって臭素化する。次いで、臭素化したα－炭素を、
リチウムジ－（ブロモアセトアルデヒドジメチルアセタール）銅塩と、無水有機溶媒（例
えば、テトラヒドロフラン）中で選択的に反応させる。このリチウムジ－（ブロモアセト
アルデヒドジメチルアセタール）銅塩は、市販のブロモアセトアルデヒドジメチルアセタ
ール（Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｃａｔ＃２４２５００）をリチウムと反応させて、有機リチウム
種を形成し、このリチウム種を、Ｃｕ（ＩＩ）Ｉとの反応によって銅塩（ｃｕｐｒａｔｅ
）に転換することによって調製される。得られた産物を、酸水溶液で処理して、アセター
ル部分を除去し、そしてエステルを加水分解して遊離の酸に戻す。遊離のアルデヒドを、
標準的な酸化剤（例えば、Ａｇ＋）によって対応するカルボン酸へと酸化させ、そして合
成を、所望される無水コハク酸誘導体を形成するように、２つの生成されたカルボン酸基
の環化および脱水によって完了する。
【０２６１】
　実施例１７
　この実施例は、ＤＮＡ配列決定適用での質量欠損標識の使用を説明する。示したスキー
ム（図１９）は、Ｓａｎｇｅｒの方法を使用する例示的な配列決定技術を示す；しかし、
同様の方法論を、当業者に公知のＭａｚａｍ－Ｇｉｌｂｅｒｔのような他のＤＮＡ配列決
定ストラテジーあるいはＰＣＲまたは他のストラテジーに対して適応することが可能であ
る。
【０２６２】
　簡潔には、クローニングした未知のＤＮＡ配列（例えば、ｄ（ＧＴＴＡＣＡＧＧＡＡＡ
Ｔ））を保持するＭ１３プラスミドを、最初に、Ｍ１３複製起点プライマー（ｄ（ＡＧＴ
ＣＡＣＧＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴ）ｒＡ）とハイブリダイズさせる。このプライマーは、そ
の３’末端をｒＡで標識して、そのプライマーを、ＲＮＡｓｅ（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　
ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｃｏｒａｌｖｉｌｌｅ，Ｉｏｗａ）によ
って選択的に切断可能にする。反応容量を半分に分け、そして２つのチューブに移す。一
方のチューブには、ポリメラーゼ、ｄＮＴＰ、ｄＧＴＰ、ならびに質量欠損標識したｄｄ
ＡＴＰ＊（図２０ａを参照のこと）およびｄｄＧＴＰ＊（図２０ｂを参照のこと）を添加
する。他方のチューブには、ポリメラーゼ、ｄＮＴＰ、ならびに質量欠損標識したｄｄＴ
ＴＰ＊（図２０ｃを参照のこと）およびｄｄＣＴＰ＊（図２０ｄを参照のこと）を添加す
る。図２０に示す改変されたｄｄＮＴＰは、例示的であり、そして標準的な手順に従って
調製される（Ｋｒｉｃｋａ，Ｌ．Ｊ．、ＮＯＮＩＳＯＴＯＰＩＣ　ＤＮＡ　ＰＲＯＢＥ　
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ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９２）
；Ｋｅｌｌｅｒ，Ｇ．Ｈ．およびＭａｎａｋ，Ｍ．Ｍ．，ＤＮＡ　ＰＲＯＢＥＳ，Ｓｔｏ
ｃｋｔｏｎ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８９）を参照のこと）。質量欠損標識部分で誘導体
化され、そして種々の長さおよび／または組成を有する多くの種類の架橋剤によって分離
されたプリン塩基およびピリミジン塩基を含む、多くの他の改変されたｄｄＮＴＰが有用
である。ＤＮＡの複製および鎖伸長を、３７℃でのインキュベーションによって開始する
。質量のラダーが、ｄｄＮＴＰでの鎖終結によって生成される。反応終了時での変性およ
びＲＮＡｓｅでの切断工程は、テンプレートからその鎖終結産物を取り外し、そしてプラ
イマーを遊離させ、このプライマーは、ハイブリダイゼーションによって選択的に除去さ
れ得る。ＤＮＡフラグメントを質量分析計に適合する緩衝液中に溶解させ、そして陰イオ
ンモードでＥＳＩ－ＴＯＦ質量分析計中に流す。各々のフラグメントについての一連の多
価イオンに対応するピークを、機器の製造業者（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
）によって供給される標準的なアルゴリズムを使用してデコンボリュートし、ゼロ価の質
量のみを含むスペクトルを作成する。その後、このゼロ価のスペクトルをまた、機器供給
元のアルゴリズムを使用して、中心軌跡をとる（ｃｅｎｔｒｏｉｄ）。
【０２６３】
　質量スペクトルデータを以下のように分析する。ｄｄＡ＊およびｄｄＧ＊を含有するサ
ンプル由来のスペクトルをデコンボリュートし、そして化学的ノイズを排除して、組み込
まれた臭素元素またはヨウ素元素を有するピークのみを残す（図２１）。ｄｄＴ＊および
ｄｄＣ＊を含有するサンプル由来のスペクトルを、同様に処理する（図２２）。両方のデ
コンボリュートしたスペクトルを考慮して、最も高い質量フラグメントを、ｄｄＡ＊／ｄ
ｄＧ＊スペクトルにおいて見出す（４１１４．７３３）（図２１）。このフラグメントは
また、同位体対が存在しない場合には、ヨウ素質量元素を含むフラグメントとして同定さ
れ得；従って、「未知」の配列の最後のヌクレオチドは、Ａである。次に低い質量を有す
る質量フラグメントは、３６９５．６１１および３６９７．６０９の二重線であり、これ
は、ｄｄＴ＊／ｄｄＣ＊スペクトルにおいて見出される（図２２）。この二重線は、臭素
元素の組み込みを示し、そして従って、その配列中の次のヌクレオチドは、Ｔである。こ
のプロセスを、最後のピーク（この場合、ｄｄＴ＊／ｄｄＣ＊スペクトル中の７４８．１
８５０での一本のピーク、従って、これは、Ｃに対応する）が見出されるまで、繰り返す
。このように、配列ＡＴＴＴＣＣＴＧＴＡＡＣを決定し、そして反転させそしてヌクレオ
チド相補体を置換すると、「未知」の配列ＧＴＴＡＣＡＧＧＡＡＡＴが、決定される。
【０２６４】
　この実施例では、本発明の本明細書中で、約４０００ＭＷのＤＮＡセグメントが配列決
定される。１つの質量欠損元素を組み込む質量欠損種を識別する能力は、５０００を超え
る質量では低下するので、本明細書中に提示した例よりも大きいＤＮＡセグメントは、終
結ｄｄＮＴＰにおいてより多くの質量欠損元素を使用することによってか、あるいは、「
ローリングプライマー」の方法を使用することによって、配列決定され得る。「ローリン
グプライマー」方法では、配列決定される所望のＤＮＡのより短いセグメントを、上記の
手順を使用して得、そして新しいプライマーを、その推定配列から作製して、そのより大
きなＤＮＡ鎖に沿って配列決定を継続する。最後に、このより短いフラグメントを、末端
と末端に配置して、その未知ＤＮＡの配列を明らかにする。
【０２６５】
　実施例１８
　この実施例では、本発明者らは、ウシユビキチン（Ｓｉｇｎａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を配
列決定するために質量欠損標識（５－Ｂｒ－３－ＰＡＡ）を使用する。ユビキチンを、タ
ンパク質標識工程を１００％のアセトニトリル中で行ったことを除いて、ミオグロビンに
ついて実施例７で記載したものと同じ手順によって標識した。標識されたユビキチンサン
プルを調製し、そして実施例８に記載するＥＳＩ－ＴＯＦ質量分析計に導入した。得られ
た質量スペクトルをデコンボリュートし、そして実施例１０に記載するように配列決定し
た。
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【０２６６】
　真のユビキチンのＮ末端配列（ＭＱＩＦＶＫ、ＧｅｎＢａｎｋから入手した）を、「シ
ークエンサー」を２個、３個および４個の残基に対して実行して、正確に決定した。正確
な配列を、１番目の残基での１９個の競合する可能性から２番目にランク付けされた。正
確な配列はまた、５番目の残基で２番目に（ＭＱＩＦＲに次いで）にランク付けされた。
【０２６７】
　本明細書中に記載する実施例および実施形態は、単に例示目的のためのものであり、そ
してそれを考慮した種々の改変または変更が、当業者に対して示唆され、そして本出願お
よび添付の特許請求の範囲の精神および範囲内に含まれることが理解される。本明細書中
で引用される全ての刊行物、特許および特許出願が、全ての目的のためにそれらの全体に
おいて本明細書中で参考として援用される。
【図面の簡単な説明】
【０２６８】
【図１】図１は、ＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｍａｒｉｎｅｒ質量分析計での３２５Ｖ
のノズル電位の高度なフラグメント化条件で行われた、グリコーゲンホスホリラーゼの質
量スペクトルを示す。
【図２】図２は、グリコーゲンホスホリラーゼの質量スペクトル（図１）の、いくつかの
２０ａｍｕ区画にわたって約１ａｍｕの間隔で観察される周期的なピークのパターンを示
す。
【図３】図３は、５０～５５０ａｍｕの範囲の３２５Ｖでのグリコーゲンホスホリラーゼ
フラグメント化データについての、１ａｍｕの間隔での全ＭＳピークの重ね合わせを示す
。
【図４】図４は、同位体質量数の関数として、周期表の元素についての核結合エネルギー
を示す。
【図５】図５は、少なくとも１つの臭素置換基を有する多数の標識部分の構造を示す。
【図６】図６は、少なくとも１つのヨウ素置換基を有する多数の標識部分の構造を示す。
【図７】図７は、実施例１に提供される方法を使用して配列決定され得る、高マンノース
型オリゴサッカライドの構造を提供する。
【図８－１】図８Ａは、標識１で標識された高マンノース型オリゴサッカライド消化物に
ついての、デコンボリュートした質量欠損スペクトルを示す。図８Ｂは、標識２で標識さ
れた高マンノース型オリゴサッカライド消化物についての、デコンボリュートした質量欠
損スペクトルを示す。図８Ｃは、標識３で標識された高マンノース型オリゴサッカライド
消化物についての、デコンボリュートした質量欠損スペクトルを示す。
【図８－２】図８Ａは、標識１で標識された高マンノース型オリゴサッカライド消化物に
ついての、デコンボリュートした質量欠損スペクトルを示す。図８Ｂは、標識２で標識さ
れた高マンノース型オリゴサッカライド消化物についての、デコンボリュートした質量欠
損スペクトルを示す。図８Ｃは、標識３で標識された高マンノース型オリゴサッカライド
消化物についての、デコンボリュートした質量欠損スペクトルを示す。
【図８－３】図８Ａは、標識１で標識された高マンノース型オリゴサッカライド消化物に
ついての、デコンボリュートした質量欠損スペクトルを示す。図８Ｂは、標識２で標識さ
れた高マンノース型オリゴサッカライド消化物についての、デコンボリュートした質量欠
損スペクトルを示す。図８Ｃは、標識３で標識された高マンノース型オリゴサッカライド
消化物についての、デコンボリュートした質量欠損スペクトルを示す。
【図９】図９は、標識１および標識２で標識された脂質についての、デコンボリュートし
た質量欠損スペクトルを示す（実施例２を参照のこと）。
【図１０】図１０は、Ｂｒが標識の残部へアミノ酸（Ｒ）を通じて連結される質量欠損元
素である、光切断が可能な質量欠損標識についての一般的な構造を示す。
【図１１－１】図１１Ａは、光浄化型（ｐｈｏｔｏ　ｃｌｅａｒｅｄ）質量欠損の、デコ
ンボリュートした質量欠損スペクトルを示す。図１１Ｂは、光浄化型一同位体（ｍｏｎｏ
－ｉｓｏｔｏｐｉｃ）質量欠損タグの、タグ臭素同位体分解スペクトルを示す。図１１Ｃ
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は、同位体分解質量スペクトルを示す。
【図１１－２】図１１Ａは、光浄化型（ｐｈｏｔｏ　ｃｌｅａｒｅｄ）質量欠損の、デコ
ンボリュートした質量欠損スペクトルを示す。図１１Ｂは、光浄化型一同位体（ｍｏｎｏ
－ｉｓｏｔｏｐｉｃ）質量欠損タグの、タグ臭素同位体分解スペクトルを示す。図１１Ｃ
は、同位体分解質量スペクトルを示す。
【図１１－３】図１１Ａは、光浄化型（ｐｈｏｔｏ　ｃｌｅａｒｅｄ）質量欠損の、デコ
ンボリュートした質量欠損スペクトルを示す。図１１Ｂは、光浄化型一同位体（ｍｏｎｏ
－ｉｓｏｔｏｐｉｃ）質量欠損タグの、タグ臭素同位体分解スペクトルを示す。図１１Ｃ
は、同位体分解質量スペクトルを示す。
【図１２－１】図１２Ａは、質量スペクトルの他の化学的ノイズからのｂ－イオンフラグ
メントの分解を示す。図１２Ｂは、質量スペクトルの他の化学的ノイズからのａ－イオン
フラグメントの分解を示す。図１２Ｃは、質量スペクトルの他の化学的ノイズからのｄ－
イオンフラグメントの分解を示す。
【図１２－２】図１２Ａは、質量スペクトルの他の化学的ノイズからのｂ－イオンフラグ
メントの分解を示す。図１２Ｂは、質量スペクトルの他の化学的ノイズからのａ－イオン
フラグメントの分解を示す。図１２Ｃは、質量スペクトルの他の化学的ノイズからのｄ－
イオンフラグメントの分解を示す。
【図１２－３】図１２Ａは、質量スペクトルの他の化学的ノイズからのｂ－イオンフラグ
メントの分解を示す。図１２Ｂは、質量スペクトルの他の化学的ノイズからのａ－イオン
フラグメントの分解を示す。図１２Ｃは、質量スペクトルの他の化学的ノイズからのｄ－
イオンフラグメントの分解を示す。
【図１３－１】図１３Ａは、標識の一価（ｓｉｎｇｌｅ－ｃｈａｒｇｅｄ）のｂイオンの
質量に対応する、周期的なノイズによってシフトさせられる臭素同位体対の二重ピーク（
ｄｏｕｂｌｅｔ）を示す。図１３Ｂは、標識されたミオグロビンのＮ末端の一価のｂ１イ
オンの質量に対応する周期的なノイズによってシフトさせられる臭素同位体対の二重ピー
クを示す。
【図１３－２】図１３Ａは、標識の一価（ｓｉｎｇｌｅ－ｃｈａｒｇｅｄ）のｂイオンの
質量に対応する、周期的なノイズによってシフトさせられる臭素同位体対の二重ピーク（
ｄｏｕｂｌｅｔ）を示す。図１３Ｂは、標識されたミオグロビンのＮ末端の一価のｂ１イ
オンの質量に対応する周期的なノイズによってシフトさせられる臭素同位体対の二重ピー
クを示す。
【図１４－１】図１４Ａおよび図１４Ｂは、一価のａ１イオンに対応している周期的な種
によってシフトさせられる、臭素同位体対の二重ピークを示す。
【図１４－２】図１４Ａおよび図１４Ｂは、一価のａ１イオンに対応している周期的な種
によってシフトさせられる、臭素同位体対の二重ピークを示す。
【図１５－１】図１５Ａおよび図１５Ｂは、一価のｄａ２イオンに対応している周期的な
種によってシフトさせられた、臭素同位体対の二重ピークを示す。
【図１５－２】図１５Ａおよび図１５Ｂは、一価のｄａ２イオンに対応している周期的な
種によってシフトさせられた、臭素同位体対の二重ピークを示す。
【図１６】図１６は、ＥＳＩ－ＴＯＦ質量分析計でインソースでフラグメント化された、
５－Ｂｒ－３－ＰＡＡ標識ミオグロビンの生の、ベースラインを設定された、およびβ因
子質量スペクトルを示す。
【図１７】図１７は、５－Ｂｒ－３－ＰＡＡ標識ミオグロビン中の最初の５残基の配列を
決定するための、「配列決定装置」コードの使用の結果を示す。
【図１８Ａ】図１８は、イオン化が可能な基（Ａ１．．．．Ａｎ）、質量欠損元素（Ｂ１

．．．．Ｂｎ）、およびコア無水コハク酸反応性部分（ＳＡ）の組み合わせを含有する質
量欠損標識についての一般式（図１８ａ）、ならびに｛（Ａ１．．．．Ａｎ）－（Ｂ１．
．．．Ｂｎ）－ＳＡ｝質量欠損標識についての全体の合成スキーム（図１８ｂ）を示す。
【図１８Ｂ】図１８は、イオン化が可能な基（Ａ１．．．．Ａｎ）、質量欠損元素（Ｂ１

．．．．Ｂｎ）、およびコア無水コハク酸反応性部分（ＳＡ）の組み合わせを含有する質
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量欠損標識についての一般式（図１８ａ）、ならびに｛（Ａ１．．．．Ａｎ）－（Ｂ１．
．．．Ｂｎ）－ＳＡ｝質量欠損標識についての全体の合成スキーム（図１８ｂ）を示す。
【図１９】図１９は、本明細書中で提供される標識ストラテジーと組み合わせて、Ｓａｎ
ｇｅｒによって記載された方法を使用する例示的な配列決定技術を説明する。
【図２０】図２０は、本明細書中に提供される配列決定方法において使用され得る、標識
された塩基を示す。
【図２１】図２１は、ｄｄＡ＊／ｄｄＧ＊質量スペクトルを示す（実施例１８を参照のこ
と）。
【図２２】図２２は、ｄｄＴ＊／ｄｄＣ＊質量スペクトルを示す（実施例１８を参照のこ
と）。　（配列表）
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【図１１－１】 【図１１－２】

【図１１－３】 【図１２－１】
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【図１２－２】 【図１２－３】

【図１３－１】 【図１３－２】
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【図１４－１】 【図１４－２】

【図１５－１】 【図１５－２】
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【図１６】 【図１７】

【図１８Ａ】

【図１８Ｂ】 【図１９】
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