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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　支持体およびそれに接着するコーティングを含んでなるプレートであって、該コーティ
ングがポリビニリデンジフロリドを含有し、かつ少なくとも該支持体の質量分析に供され
る面全体に施されているプレートの、質量分析用プレートとしての使用。
【請求項２】
　支持体がアルミニウムまたはステンレス・スチール製である請求項１記載の使用。
【請求項３】
　コーティングが塗布、噴霧、蒸着、浸漬、印刷またはスパッタリングにより施される請
求項１または２記載の使用。
【請求項４】
　コーティングがポリビニリデンジフロリド含有溶液を支持体にアプライすることにより
施される請求項３記載の使用。
【請求項５】
　以下の(a)～(d)の工程を含む分析対象物の同定方法：
(a) 支持体およびそれに接着するコーティングを含んでなる質量分析用プレートであって
、該コーティングがポリビニリデンジフロリドを含有し、かつ少なくとも該支持体の質量
分析に供される面全体に施されている質量分析用プレートを提供し、
(b) 分析対象物含有試料をゲル電気泳動に供し、
(c) 泳動後のゲルを該質量分析用プレートに転写して分析対象物を該質量分析用プレート
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に移行させ、
(d) 該質量分析用プレートを質量分析に供して移行した分析対象物を分析する。
【請求項６】
　転写が電気転写である請求項５記載の方法。
【請求項７】
　質量分析がＭＡＬＤＩ－ＭＳである請求項５または６記載の方法。
【請求項８】
　分析対象物含有試料が複数種の分析対象物を含有する、請求項５～７のいずれかに記載
の方法。
【請求項９】
　分析対象物が、蛋白質、核酸、オリゴヌクレオチド、糖、オリゴ糖、細胞膜レセプター
に対するアゴニストもしくはアンタゴニスト、毒素、ウイルスエピトープ、ホルモン、ペ
プチド、酵素、酵素の基質もしくはインヒビター、コファクター、薬物、レクチンおよび
抗体からなる群より選択される、請求項５～８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　工程(c)と(d)の間に、移行した分析対象物と親和性を有する物質を含有する試料を質量
分析用プレートに接触させて、該質量分析用プレート上で該分析対象物と該物質との複合
体を形成させる工程(c2)をさらに含むことにより、工程(d)において該分析対象物と該物
質とを同時に分析する、請求項５～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　工程(c)もしくは(c2)と工程(d)との間に、質量分析用マトリックスをプレートに添加す
ることをさらに含む、請求項５～１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　質量分析用マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸である請求項１１記載の方法
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
　本発明は、プロテオーム解析を多量、迅速、かつ高感度に実施できる、新規な質量分析
用プレート、その調製方法およびその用途に関する。
【背景技術】
　分子生物学やゲノミクス（ゲノム科学）をはじめとする創薬の基盤研究の進歩により、
ここ数年間で創薬の様相が急速に変化し、ゲノム創薬に代表される新しい創薬方法が開発
されつつある。
　しかしながら、ゲノミクスが明らかにした塩基配列からはまだ蛋白質の機能（生理作用
）は予測できず、遺伝情報を新薬に結び付ける手法の確立がポストゲノムに求められてい
る。その一つとして、上述の塩基配列から翻訳される蛋白質（１０万種以上とも言われる
）を全て単離・同定し、その機能を帰属することを目的とするプロテオミクス（蛋白質解
析科学）が注目を浴びている。
　プロテオームとは、狭義には一個の生物体を構成する全ての蛋白質を意味するが、広義
にはある細胞の細胞液中の全蛋白質、血清中に含まれる全ての蛋白質、ある組織に含まれ
る全ての蛋白質等のように、生物体の組織学的、解剖学的に特定される部位に含まれる全
ての蛋白質を意味する場合もある。本明細書では、広義で使用しているが、広義のプロテ
オームの完全な集合体が狭義のプロテオームであることは明らかである。
　プロテオーム解析では、従来より二次元電気泳動法と質量分析法を組合わせる方法が汎
用されてきたが、以下の問題点が未だ解決されずにいる。すなわち、従来法では、泳動後
の試料を質量分析法にかけるまでに、泳動ゲルを小片に分断し、特殊な溶液でそれぞれの
小片から蛋白質を抽出しなければならない。このように長時間を消費し、多段階の煩雑な
操作が要求されるために、測定時間の短縮化、装置の小型化、大量検体の処理、全装置の
ロボット化が極めて困難であった。
　さらに、いわゆる「多数の微量蛋白質」（ｌｏｗ－ａｂｕｎｄａｎｃｅ　ｐｒｏｔｅｉ
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ｎｓ）の問題がある。例えば、酵母では、たった１００個の遺伝子が酵母の全蛋白質重量
の５０％を製造している。これは、残り５０％の蛋白質が何千もの遺伝子の産物であるこ
とを意味する。大量の微量蛋白質には、調節蛋白質、受容体を含めた情報伝達蛋白質等、
生体にとって最も重要な蛋白質が大量に含まれる。しかしながら、従来法では電気泳動に
より分離した多数かつ微量の蛋白質試料を回収することが不可能な状況にある。
　このような電気泳動法と質量分析法の組合せ技術の限界を解決し、かつ蛋白質－蛋白質
相互作用を解明すべく、現在様々な取り組みが行われている。例えば、同位体標識化アフ
ィニティタグ法（ＩＣＡＴ：ｉｓｏｔｏｐｅ－ｃｏｄｅｄ　ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｔａｇ；
Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．，１７：９９４－９９９（１９９９））、酵母でのｔｗｏ－ｈ
ｙｂｒｉｄ　ｓｙｓｔｅｍ、ＢＩＡ－ＭＳ－ＭＳ、蛋白質アレイ法（溶液、チップ；Ｔｒ
ｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，１９：Ｓ３４－３９（２００１））、ＬＣ－ＭＳ－
ＭＳによるペプチドミクス等である。このうち、蛋白質アレイ法としては、固相蛋白質ア
レイ法（チップ法；Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，１２：６５－６９（
２００１））、ナノ粒子に情報を組み込んだ液相アレイ法（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ－
ｅｎｃｏｄｅｄｂｅａｄｓ；Ｃｌｉｎ，Ｃｈｅｍ．，４３：１７４９－１７５６（１９９
７）；Ｎａｔ，Ｂｉｏｔｅｃｈ．，１９：６３１－６３５（２００１）；ｂａｒｃｏｄｅ
ｄ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．（２００１）
前記）などが挙げられる。
　一方、本発明者らは、膜蛋白質と当該蛋白質と相互作用可能な化合物とを各々グループ
化し、両者を同時分析することが可能なプロテオーム解析法を提案している（ＷＯ　０２
／５６０２６）。
　このような測定方法（システム）の改良とは別に、プロテオーム解析を目的としないか
、あるいは技術的にプロテオーム解析への使用は困難であるが、蛋白質の質量分析分野で
の改善を目指した幾つかの報告がある。電気泳動により分離した蛋白質をポリビニリデン
ジフロリド（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ　ｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅ；ＰＶＤＦ）膜に転
写して、ＭＡＬＤＩ型質量分析用のステンレス製プレートに両面テープ（Ｅｌｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｒｅｓｉｓ，１７：９５４－９６１（１９９６））、フレーム（Ａｎａｌ．Ｃｈｅ
ｍ．，６９：２８８８－２８９２（１９９７））あるいはグリース（Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ
．，７１：４８００－４８０７（１９９９）；Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，７１：４９８１－
４９８８（１９９９）；ＷＯ　００／４５１６８）で固定化して測定する方法が報告され
ている。これらの方法は、一旦ＰＶＤＦ膜を測定途中で質量分析用プレートに固定化する
点で操作が煩雑となるだけでなく、バックグラウンドが高く、相対ピーク強度が極端に低
いという欠点があり、高い検出感度が求められるプロテオーム解析には不向きである。
　また、予めマトリックスを塗布した質量分析用プレートに電気泳動後のゲルを直接転写
させて質量分析する方法や、一旦ブロット用のＰＶＤＦ膜に蛋白質を電気転写した後に、
予めマトリックスを塗布した質量分析用プレートに拡散転写する方法も報告されている（
ＵＳ　５，５９５，６３６）。しかしながら、これらの方法においては、電気転写を用い
た場合、マトリックスが転写中に転写緩衝液中に溶出して測定自体が不可能になる恐れが
ある。一方、拡散転写を用いた場合は転写効率が低いため、特に微量蛋白質を質量分析用
プレートに転写するには検出感度の面から不十分である。
　さらに上記の技術を改良して、マトリックスにニトロセルロース（ブロット用の膜成分
である）を混合して質量分析用プレートに塗布する方法が報告されている（ＧＢ　２３１
２７８２　Ａ）。しかし、この方法でも電気転写、拡散転写のいずれの場合における問題
点も完全に解決されたとはいえない。
　ところで、質量分析用プレートとしては、通常用いられるアルミニウムあるいはステン
レス・スチール製プレートの他に、これらを改良し、シリカでコートした、あるいは、疎
水性基を付加した質量分析用プレート等も市販されている（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ社製、Ｗ
Ｏ　９４／２８４１８）。しかし、これらの技術・製品も、大量、迅速かつ高感度にプロ
テオーム解析を行うという研究開発のニーズを必ずしも満たすものではない。
　本発明の目的は、従来の電気泳動法と質量分析法の組合せ技術によるプロテオーム解析
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法に新しい技術を導入することにある。詳しくは、プロテオーム解析を多量、迅速かつ高
感度に実施できる技術を提供することにある。
【発明の開示】
　本発明は、ＰＶＤＦで基板をコーティングして該基板上にＰＶＤＦの薄層を形成させた
質量分析用プレートは、ＰＶＤＦを膜の形態で基板上に固定化したものに比べて、質量分
析の検出感度および精度が飛躍的に向上することの発見に基づいている。また、このよう
な質量分析用プレートは、転写時にマトリックスを含まないので、電気転写によっても溶
出することがないというさらなる利点を有する。
　すなわち、本発明は、
１）支持体上にＰＶＤＦを含有するコーティングを有してなる質量分析用プレート；
２）ＰＶＤＦで支持体表面をコーティングすることを特徴とする質量分析用プレートの調
製方法；
３）分析対象物含有試料をゲル電気泳動して分析対象物を分離し、分離した分析対象物を
前記１）の、もしくは前記２）の方法により得られる質量分析用プレートに転写し、転写
した分析対象物を質量分析することを特徴とする分析対象物の同定方法；
に関するものである。
　本発明のさらなる目的および特徴、並びに本発明の効果は、以下の発明の詳細な説明に
おいてより明確となるであろう。
【図面の簡単な説明】
　図１は、泳動ゲルから質量分析用プレートへの電気転写の度合いを示す。Ａは泳動ゲル
（転写前）、Ｂは泳動ゲル（転写後）、Ｃは本発明の質量分析用プレート（転写後）を示
す。左端の数字はバンドに対応する蛋白質の分子量を表す。電気転写によって蛋白質の種
類によってはゲル中のほぼ全量が質量分析用プレートへ移行することを示している。
　図２は、泳動ゲルと質量分析用プレートの位置関係（図２Ａ）およびプレート上の移行
した蛋白質が受けるレーザー光量の差異（図２Ｂ）を示す。図中、１は質量分析用プレー
ト、２は泳動ゲル、３は蛋白質を各々示す。また、Ａは光量最大、Ｂは光量小、Ｃは光量
ゼロ、の場合を各々示す。
　図３は、本発明の質量分析用プレート（図３Ａ）、アルミプレート（図３Ｂ）、Ｐｒｏ
ｔｅｉｎＣｈｉｐ　ａｒｒａｙ（Ｈ４、図３Ｃ）を用いたときの質量分析ピークの相対強
度を示す。
　図４は、本発明の質量分析用プレートまたはアルミプレートを用いて得られるＳＣＵＰ
ＡとＨＳＡの質量分析スペクトル（ピーク像）を示す。横軸は分子量、縦軸は相対強度を
示す。図４ＡおよびＢはＳＣＵＰＡを、図４ＣおよびＤはＨＳＡを、各々示す。また、図
４ＡおよびＣは本発明の質量分析用プレートを用いた場合を、図４ＢおよびＤはアルミプ
レートを用いた場合を、各々示す。
　図５は、本発明の質量分析用プレートを用いて電気転写した蛋白質（ＳＣＵＰＡ）とそ
れに特異的に反応する抗体（抗ＳＣＵＰＡ抗体）との蛋白質－蛋白質相互作用を質量分析
法により解析した結果を示す。横軸は分子量、縦軸は相対強度を示す。図中の数字はピー
クの分子量を示す。図５Ａは分離・転写されたＳＣＵＰＡと抗ＳＣＵＰＡ抗体の相互作用
を示す。また、図５Ｂは抗ＳＣＵＰＡ抗体を単独で用いた場合の結果を示す。
　図６は、電気泳動により分離した蛋白質をＰＶＤＦ膜に転写した場合の質量分析スペク
トルを示す。横軸は分子量、縦軸は相対強度を示す。図中の数字はピークの分子量を示す
。図６ＡはＳＣＵＰＡを、図６ＢはＨＳＡを、各々示す。
【発明を実施するための最良の形態】
質量分析用プレート
　本発明の質量分析用プレートは、支持体（基本構造）上にポリビニリデンジフロリド（
ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ　ｄｉｆｌｏｒｉｄｅ；ＰＶＤＦ）を含有するコーティン
グ（薄層）を有するものである。支持体の素材は、通常質量分析用プレートにおいて使用
されているものであれば特に限定されない。例えば、絶縁体（ガラス、セラミクス、プラ
スチック・樹脂等）、金属（アルミニウム、ステンレス・スチール等）、導電性ポリマー
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、それらの複合体などが挙げられる。好ましくはアルミニウムプレートを用いる。
　本発明の質量分析用プレートの形状は、使用する質量分析装置の、特に試料導入口に適
合するように考案される。例えば、電気泳動後のゲルのサイズに合わせた集合型の質量分
析用プレートに蛋白質を転写した後に、質量分析装置の試料導入口にフィットするように
一本一本が簡単に分離できるようにあらかじめ切れ目を入れたクラスター型質量分析用プ
レート等が挙げられるが、これに限定されるものではない。
　本発明において「ＰＶＤＦを含有するコーティング」とは、従来公知のＰＶＤＦ膜のよ
うに予め成型された構造体を支持体上に重層するのではなく、ＰＶＤＦ分子が分散した状
態で支持体上に堆積されて形成される薄層をいう。ＰＶＤＦが堆積される態様は特に制限
されないが、後述の質量分析用プレートの調製方法において例示される手段が好ましく用
いられる。
　薄層の厚さは、蛋白質の転写効率および質量分析の測定感度等に好ましくない影響を与
えない範囲で適宜選択することができるが、例えば、約０．１～約１０００μｍ、好まし
くは約１～約３００μｍである。
質量分析用プレートの調製方法
　本発明の質量分析用プレートは、ＰＶＤＦで支持体表面をコーティングすることにより
調製される。コーティングの手段としては、塗布、噴霧、蒸着、浸漬、印刷（プリント）
、スパッタリングなどが好ましく例示される。
　「塗布」する場合、ＰＶＤＦを、適当な溶媒、例えば、ジメチルホルムアミド（ｄｉｍ
ｅｔｈｙｌ　ｆｏｒｍａｍｉｄｅ；ＤＭＦ）などの有機溶媒に適当な濃度（例えば、約１
～約１００ｍｇ／ｍＬ程度）で溶解したもの（以下、「ＰＶＤＦ含有溶液」という）を、
刷毛などの適当な道具を用いて支持体（基本構造，基板）に塗布することができる。
　「噴霧」する場合、上記と同様にして調製したＰＶＤＦ含有溶液を噴霧器に入れ、支持
体上に均一にＰＶＤＦが堆積されるように噴霧すればよい。
　「蒸着」する場合、通常の有機薄膜作製用真空蒸着装置を用い、支持体を入れた真空槽
中でＰＶＤＦ（固体でも溶液でもよい）を加熱・気化させることにより、支持体表面上に
ＰＶＤＦの薄層を形成させることができる。
　「浸漬」させる場合、上記と同様にして調製したＰＶＤＦ含有溶液中に支持体を浸漬さ
せればよい。
　「印刷（プリント）」する場合は、支持体の材質に応じて通常使用され得る各種印刷技
術を適宜選択して利用することができ、例えば、スクリーン印刷などが好ましく用いられ
る。
　「スパッタリング」する場合は、例えば、真空中に不活性ガス（例、Ａｒガス等）を導
入しながら支持体とＰＶＤＦ間に直流高電圧を印加し、イオン化したガスをＰＶＤＦに衝
突させて、はじき飛ばされたＰＶＤＦ分子を支持体上に堆積させて薄層を形成させること
ができる。
　コーティングは支持体全面に施してもよいし、質量分析に供される一面のみに施しても
よい。
　ＰＶＤＦはコーティング手段に応じて適宜好ましい形態で使用することができ、例えば
、ＰＶＤＦ含有溶液、ＰＶＤＦ含有蒸気、ＰＶＤＦ固体分子などの形態で支持体にアプラ
イされ得るが、ＰＶＤＦ含有溶液の形態でアプライすることが好ましい。「アプライする
」とは、接触後にＰＶＤＦが支持体上に残留・堆積されるように支持体に接触させること
をいう。アプライ量は特に制限はないが、ＰＶＤＦ量として、例えば、約１～約１００μ
ｇ／ｃｍ２が挙げられる。アプライ後に溶媒は自然乾燥、真空乾燥などにより除去する。
　本発明の質量分析用プレートにおける支持体（基本構造，基板）は、ＰＶＤＦでコーテ
ィングする前に予め適当な物理的、化学的手法により、その表面を修飾（加工）しておい
てもよい。具体的には、プレート表面を磨く、傷を付ける、酸処理、アルカリ処理、ガラ
ス処理（テトラメトキシシランなど）等の手法が例示される。
　本発明の質量分析用プレートは安定性に優れている。すなわち、ｐＨ２～１０あるいは
各種塩を含む水溶液、メタノール、アセトニトリルなどの溶媒、これらの混合溶媒への浸
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漬、電気的な負荷、湿潤と乾燥の繰り返し、高度な真空状態、などの条件下であっても接
着面は剥がれないという特性を有する。
当該プレートの用途
Ａ．蛋白質等の同定
　本発明の質量分析用プレートを用いて蛋白質をはじめとする種々の化合物を同定するこ
とができる。すなわち、分析対象物（例：蛋白質、核酸、オリゴヌクレオチド、糖、オリ
ゴ糖、細胞膜レセプターに対するアゴニストもしくはアンタゴニスト、毒素、ウイルスエ
ピトープ、ホルモン、ペプチド、酵素、酵素の基質もしくはインヒビター、コファクター
、薬物、レクチン、抗体等）含有試料を電気泳動（例：ポリアクリルアミドゲル電気泳動
）に付して分析対象物を分離し、分離された分析対象物を本発明の質量分析用プレートに
転写し、転写された分析対象物を質量分析することにより、（その分子量に関する情報か
ら）分析対象物を同定するものである。
分析対象物含有試料
　分析対象物含有試料は、公知のいかなる手法によって（生体）材料より調製されてもよ
い。ここで（生体）材料としては、例えば、動植物や微生物等の、任意の生物の細胞また
は組織、あるいは細胞外液（例えば、血液、血漿、尿、骨髄液、腹水等）、細胞内液、細
胞小顆粒内液などが挙げられる。また、細胞培養液、遺伝子組換えにより得られる培養液
なども含まれる。
　電気泳動に供される分析対象物含有試料を調製するには公知の方法が用いられる。例え
ば、蛋白質含有試料の場合、標的細胞を入手後、適切な緩衝液中で種々の蛋白質分解酵素
阻害剤の存在下にホモゲナイズするか、ポリトロン等の細胞破壊装置で懸濁化するか、低
浸透圧ショックにより細胞を破壊するか、超音波処理により細胞膜を破壊した後、遠心分
離して上清を採取することにより可溶性画分を得ることができる。また得られた沈殿（不
溶性）画分を、界面活性剤や蛋白質変性剤により可溶化して用いることもできる。
電気泳動
　試料中の分析対象物を電気泳動により分離（ゲル上に展開）する工程である。電気泳動
装置は公知のものを用いることができる。また市販品を用いてもよい。目的に応じて一次
元ゲル電気泳動、二次元ゲル電気泳動のどちらも使用することができる。二次元ゲル電気
泳動では、一次元の泳動は分析対象物の等電点による分離、二次元の泳動は分析対象物の
分子量による分離が基本である。電気泳動に使用されるゲルのサイズは特に制限されない
。１０ｃｍ×１０ｃｍが一般的であるが、必要ならば２０ｃｍ×２０ｃｍあるいは他のサ
イズも使用できる。また、ゲルの素材もポリアクリルアミドが基本であるが、目的によっ
てはアガロースゲル、セルロースアセテート膜等、他の媒体の利用も可能である。ゲルの
濃度も均一な濃度あるいはグラジエントな濃度の両方が使用できる。
転写
　ゲル電気泳動により分離した分析対象物を、ゲルから本発明の質量分析用プレートに移
行させる工程である。転写装置としては公知のものを用いることができる。また市販品を
用いてもよい。転写の方法自体は公知である。泳動後ゲルに展開された分析対象物は、種
々の方法（拡散、電気力その他）によって質量分析用プレートに移行される。この工程は
一般に転写（ｂｌｏｔ）と呼ばれる。拡散転写、電気転写などが挙げられる。特に好まし
くは電気転写である。
　電気転写時に使用する緩衝液としては、ｐＨ７～９、低塩濃度のものを用いることが好
ましい。具体的には、トリス緩衝液、リン酸緩衝液、ホウ酸緩衝液、酢酸緩衝液などが例
示される。トリス緩衝液としては、トリス／グリシン／メタノール緩衝液、ＳＤＳ－トリ
ス－トリシン緩衝液など、リン酸緩衝液としては、ＡＣＮ／ＮａＣｌ／等張リン酸緩衝液
、リン酸ナトリウム／ＡＣＮなど、ホウ酸緩衝液としては、ホウ酸ナトリウム－塩酸緩衝
液、トリス－ホウ酸塩／ＥＤＴＡ、ホウ酸塩／ＡＣＮなど、酢酸緩衝液としては、トリス
－酢酸塩／ＥＤＴＡなどが挙げられる。好ましくは、トリス／グリシン／メタノール緩衝
液、ホウ酸ナトリウム－塩酸緩衝液である。トリス／グリシン／メタノール緩衝液の組成
としては、トリス１０～１５ｍＭ、グリシン７０～１２０ｍＭ、メタノール７～１３％程
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度が例示される。ホウ酸ナトリウム－塩酸緩衝液の組成としては、ホウ酸ナトリウム５～
２０ｍＭ程度が例示される。
　また、当該転写後に、後の質量分析（ＭＡＬＤＩ法による）に有利なように、レーザー
光を吸収し、エネルギー移動を通じて分析対象物分子のイオン化を促進するためにマトリ
ックスと呼ばれる試薬を添加することもできる。当該マトリックスとしては、質量分析に
おいて公知のものを用いることができる。例えば、シナピン酸（ｓｉｎａｐｉｎｉｃ　ａ
ｃｉｄ；ＳＰＡ（＝３，５－ｄｉｍｅｔｈｏｘｙ－４－ｈｙｄｏｒｏｘｙｃｉｎａｍｍｉ
ｃ　ａｃｉｄ））、インドールアクリル酸（Ｉｎｄｏｌｅａｃｒｙｌｉｃ　ａｃｉｄ；Ｉ
ＡＡ）、２，５－ジヒドロキシ安息香酸（２，５－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ　
ａｃｉｄ；ＤＨＢ）、α－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸（α－ｃｙａｎｏ－４－ｈｙｄ
ｒｏｘｙｃｉｎａｍｍｉｃ　ａｃｉｄ；ＣＨＣＡ）等が挙げられるが、これらに限定され
ない。好ましくは、ＤＨＢまたはＣＨＣＡである。ＣＨＣＡの場合、少なくとも２１％飽
和濃度のものを添加することが好ましい。具体的には２１～１００％飽和濃度のもの、好
ましくは４０～１００％飽和濃度のもの、特に好ましくは５０～１００％飽和濃度のもの
が挙げられる。
質量分析
　本発明の質量分析用プレート上に転写された分析対象物を質量分析することにより、（
分子量に関する情報から）分析対象物を同定する工程である。質量分析装置は、ガス状の
試料をイオン化した後、その分子や分子断片を電磁場に投入し、その移動状況から質量数
／電荷数によって分離、物質のスペクトルを求めることにより、物質の分子量を測定・検
出する装置である。試料とレーザー光を吸収するマトリックスを混合、乾燥させて結晶化
し、マトリックスからのエネルギー移動によるイオン化とレーザー照射による瞬間加熱に
より、イオン化した分析対象物を真空中に導くマトリックス支援レーザー脱イオン化（Ｍ
ＡＬＤＩ）と、初期加速による試料分子イオンの飛行時間差で質量数を分析する飛行時間
型質量分析（ＴＯＦＭＳ）とをあわせて用いるＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ法、１分析対象物
を１液滴にのせて液体から直接電気的にイオン化する方法、試料溶液を電気的に大気中に
スプレーして、個々の分析対象物多価イオンをｕｎｆｏｌｄの状態で気相に導くナノエレ
クトロスプレー質量分析（ｎａｎｏ－ＥＳＭＳ）法等の原理に基づく質量分析装置を使用
することができる。
　本発明の質量分析用プレート上に存在する分析対象物を質量分析する方法自体は公知で
ある。
　また、本発明によるプロテオーム解析の完全自動化のためには、レーザー射出口か、あ
るいは逆に質量分析用プレートを乗せた架台を一次元または二次元方向へ移動させ、連続
全面スキャンすることにより、電気泳動により一次元または二次元に展開された分析対象
物を全て分析にかけることが可能となる（断続的なスキャン法では、レーザー光の照射さ
れない、すなわち分析されない分析対象物が残存する）。この方式に断続スキャン法を取
り入れれば、９６穴プレートに分注された９６種のサンプルを一括して質量分析用プレー
トにマウントし（矩形チップに９６種類のサンプルが等間隔で配列する）、そのまま質量
分析に供することも可能である。
Ｂ．分析対象物群の同定
　本発明によれば、複数種の分析対象物の集合体（分析対象物群）を一度に解析すること
ができる。すなわち、上述の種々の生体材料から調製される分析対象物含有試料は、通常
、多種多様な分析対象物を含有している。かかる分析対象物群を一次元もしくは二次元の
ゲル電気泳動によって分離し、ゲル上に分離・展開された分析対象物群を、例えば、泳動
ゲルと適合する大きさの本発明の質量分析用プレート（好ましくは、転写後、質量分析装
置の試料導入口にフィットするように一本一本が簡単に分離できるようにあらかじめ切れ
目を入れたクラスター型質量分析用プレート）に転写することにより、原則的に分析対象
物含有試料中に含まれるすべての分析対象物（分析対象物が蛋白質であれば、プロテオー
ム）を、個別の位置に分画して質量分析用プレート上に転写することができる。これらの
分析対象物群を上記の連続スキャン型質量分析装置を用いて測定することにより、転写さ
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れた分析対象物群を一括して同定することが可能となる。
Ｃ．分析対象物複合体の同定
　本発明によれば、分析対象物と当該分析対象物と親和性を有するもの（相互作用を示す
もの）の関連性を一度に解析することができる。すなわち、電気泳動により分析対象物を
分離し、分離した分析対象物を本発明の質量分析用プレートに転写し、その後に当該分析
対象物と親和性を有する（相互作用を示す）化合物を含有する試料（例えば、ペプチド、
蛋白質、核酸、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液
、動物組織抽出液、細胞膜画分、オルガネラ膜画分など）を添加して当該プレート上で複
合体を形成させ、形成された複合体を質量分析することにより、（分子量に関する情報か
ら）転写された分析対象物、当該分析対象物と親和性を有する（相互作用を示す）化合物
、および／またはそれらの複合体を同定するものである。
　本発明をより詳細に説明するために以下に実施例を挙げるが、本発明はこれらにより何
ら限定されるものではない。
実施例１：質量分析用プレートの調製
　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ社製）の質量分析用プレ
ート導入部に適合するように調製したアルミニウム製の基本構造（アルミプレート）を１
％テトラメトキシシラン／１％酢酸溶液に浸漬し、風乾した後に焼成（１３０℃、３時間
）した。このプレートに、ポリビニリデンジフロリド（ＰＶＤＦ）をジメチルホルムアミ
ド（Ｄｆ）に１０ｍｇ／ｍＬとなるように溶解したものを塗布した。調製された質量分析
用プレートは大きさが７８ｍｍ×８ｍｍ×２ｍｍ、表面が白色の板状であった。
　本質量分析用プレートは、その後の有機溶媒への浸漬による前工程、電気泳動ゲルとの
接触、種々の緩衝液中での電気転写、その後のマトリックスの塗布・乾燥及び質量分析時
の高度真空下、などの各工程で、亀裂、剥離、損傷、変色等の化学的、電気的、機械的、
物理的変性が一切生じなかった。
　本質量分析用プレートを使用して以下の検討を行った。
実施例２：質量分析用プレートへの蛋白質の電気転写
　プレステインド分子量マーカー（Ｂｉｏ－Ｒａｄ社製）を１２％ＳＤＳ－ポリアクリル
アミドゲル電気泳動した後に、ゲル上の蛋白質を１２．５ｍＭ　Ｔｒｉｓ／９６ｍＭ　グ
リシン／１０％メタノール緩衝液中で、実施例１で調製した質量分析用プレートに対して
、９０ｍＡで３時間電気転写した。その結果、転写後のポリアクリルアミドゲルには分子
量９万と１１万のプレステインド蛋白質が若干残存するものの（図１Ｂ）、いずれの蛋白
質とも本発明の質量分析用プレートに効率よく転写された（図１Ｃ）。
実施例３：質量分析用プレートに転写された蛋白質に対する質量分析
　サンプル（蛋白質混合物）を１２％ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動した後に
ゲルを直接、実施例１の質量分析用プレートに接触させ、電気泳動で分離された蛋白質を
実施例１で調製した質量分析用プレートに電気転写させ、本質量分析用プレートを直ちに
質量分析装置に導入して測定した。マトリックスとして２，５－ジヒドロキシ安息香酸（
ＤＨＢ；７５ｍｇ／ｍＬのエタノール溶液）を用い、測定装置はＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ
　Ｓｙｓｔｅｍ（前記）を使用して、Ｄｅｔｅｃｔｏｒ　ｖｏｌｔａｇｅ：１８００　Ｖ
；Ｄｅｔｅｃｔｏｒ　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ：８；Ｌａｓｅｒ　Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ：
２８０の条件で測定を行った。質量校正はミオグロビン（ウマ筋肉由来）、ＧＡＰＤＨ（
ウサギ由来）、アルブミン（ウシ血清由来）を用いて外部校正を行った。本実験では蛋白
質混合物として、一本鎖尿性プラスミノーゲンアクチベータ（ｓｉｎｇｌｅ　ｃｈａｉｎ
　ｕｒｉｎａｒｙ　ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ　ａｃｔｉｖａｔｏｒ；ＳＣＵＰＡ）とヒト
血清アルブミン（ｈｕｍａｎ　ｓｅｒｕｍ　ａｌｂｕｍｉｎ；ＨＳＡ）の二種類の蛋白質
を使用し、１２％ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルに各４μｇの蛋白質混合物を還元下で
タンデムに２回電気泳動した。すなわち、初回サンプルを添加し、３０ｍＡで４０分間電
気泳動した後、電流を一旦止め、２回目に同じレーンに同じサンプルを添加し、さらに３
０ｍＡで２３分間電気泳動した。泳動後、ゲルを泳動レーンごとにカットし、さらにゲル
上面の添加位置から３９ｍｍの位置でカットし、二枚の泳動ゲルの上面同士が接触するよ
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うに並べた後に、質量分析用プレートを接触させた（図２Ａ）。この時、泳動サンプルは
ＳＣＵＰＡ、ＨＳＡ、ＳＣＵＰＡ、ＨＳＡ、ＨＳＡ、ＳＣＵＰＡ、ＨＳＡ、ＳＣＵＰＡ、
の順序に配列し、質量分析用プレートには各蛋白質が４バンド、合計８バンド転写された
。
　使用した質量分析装置は、一本の質量分析用プレートに対してレーザー光が連続的に照
射されず、２４個所にわたって等間隔で照射されるために、転写された蛋白質の質量分析
用プレート上の位置によっては、レーザー光が全く当たらない場合、一部分当たる場合、
完全に当たる場合が想定される（図２Ｂ）。このような分析装置の制約の下でレーザー光
が最も多最に当たリピーク強度が最も高くなる確率を向上させるために、先に述べた手法
で各モデル蛋白質を質量分析用プレートの異なる位置にそれぞれ４箇所転写させるように
工夫した。その結果、理論的には同じ質量の蛋白質が転写されても、質量分析の結果得ら
れたピークの高さは様々であった（図３）。したがって、本実験では、得られた複数のピ
ークの中で相対強度の最も高いピークをレーザー光が完全に当たった真の値に最も近い値
とみなして考察を行った。
　質量分析用プレートは事前にメタノールに浸漬し、転写用緩衝液（１０ｍＭホウ酸ナト
リウム緩衝液、ｐＨ８．０）で平衡化した後に、９０ｍＡで２時間電気転写を行った。さ
らに質量分析して相対ピーク強度を測定した。比較対照として、ＰＶＤＦをコートしない
通常のアルミプレート、ヘキサデシル基を導入したアルミプレート（ＰｒｏｔｅｉｎＣｈ
ｉｐ　ａｒｒａｙ、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ社製、Ｈ４）も用いて同様の実験を行った。結果
を図３、図４に示す。
　ＳＣＵＰＡの場合、本発明の質量分析用プレート（図３Ａ）での相対ピーク強度は１２
．３１で、通常のアルミプレート（図３Ｂ）の値（０．８７）の１４倍高いものであった
。ＨＳＡについて同様に比較すると、本質量分析用プレートでの相対ピーク強度はアルミ
プレートに比較して４９倍（６．２６：０．１２９）高いものであった。また、質量分析
用プレートはＨ４（図３Ｃ）と比較しても２倍から４倍相対ピーク強度が高いものであっ
た。さらに、本発明の質量分析用プレート（図４ＡおよびＣ）はアルミプレート（図４Ｂ
およびＤ）に比較してスペクトルが鮮明であった。これらの結果から、本発明の質量分析
用プレートを用いることにより、複数種の蛋白質を電気泳動で分離した後、迅速かつ高感
度に一括して質量分析できることが判明した。
実施例４：電気泳動分離後の電気転写蛋白質と結合蛋白質の相互作用の解析
　本発明の質量分析用プレートを用いた応用例の一つとして、質量分析用プレートに転写
された蛋白質と相互作用しうる蛋白質との結合およびその後の質量分析によるそれら蛋白
質複合体の同定を検討した。材料（マテリアル）としてＳＣＵＰＡとその抗体（抗ＳＣＵ
ＰＡ抗体）を用いた。
　ＳＣＵＰＡ（４μｇ）を１２％ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルに添加後、１時間電気
泳動した。泳動後にゲルをカットし、ゲル上のＳＣＵＰＡを実施例１で調製した質量分析
用プレートに実施例３と同様に電気転写した。ＳＣＵＰＡが転写された質量分析用プレー
トをブロッキング後、抗血清（硫安により粗精製したもの、抗ＳＣＵＰＡ抗体を含んでい
る）を添加し、一晩反応させた。反応終了後、プレートをＰＢＳ緩衝液で洗浄し、マトリ
ックスを添加して、質量分析を行った。その結果を図５に示す。
　電気泳動後の質量分析用プレートに転写されたＳＣＵＰＡは４８，６１６にピークが現
れ、同プレート上に固定されたＳＣＵＰＡと相互作用した抗ＳＣＵＰＡ抗体のピークは１
４５，３００（７３，１１５は同抗体の２価イオン）に認められた（図５Ａ）。また、コ
ントロールとしてＳＣＵＰＡを含まないゲルでは、電気転写、ブロッキング、抗ＳＣＵＰ
Ａ抗体添加、ＰＢＳ洗浄等、同様の操作を行ったにもかかわらず、本質量分析用プレート
には一切ピークが観察されなかった（図５Ｂ）。
　以上の結果から、電気泳動分離後、本質量分析用プレートに転写されたＳＣＵＰＡは、
自身と相互作用しうる蛋白質（抗ＳＣＵＰＡ抗体）との結合活性を保持したこと、及び転
写された蛋白質とそれと相互作用する蛋白質の双方の分子量が実際に一括して測定され、
その結果、両分子が同定されたことから、本質量分析用プレート上で蛋白質－蛋白質複合
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体の検出と、本質量分析用プレート上で生成された複合体の同定が可能であることが証明
された。
比較例１：ＰＶＤＦ膜への転写と質量分析
　１２％ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルにＳＣＵＰＡとＨＳＡの二種類の蛋白質各４μ
ｇの混合物を還元下でタンデムに２回電気泳動した。初回サンプルを添加し、３０ｍＡで
４０分間電気泳動した後、電流を一旦止め、２回目に同じレーンに同じサンプルを添加し
、さらに３０ｍＡで２３分間電気泳動した。泳動後ゲルを泳動レーンごとにカットし、さ
らにゲル上面の添加位置から３９ｍｍの位置でカットし、図２Ａに示すように二枚の泳動
ゲルの上面同士が接触するように並べたゲル上に、７８ｍｍ×８ｍｍにカットしたＰＶＤ
Ｆ膜を載せ、１０ｍＭホウ酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ８．０）中で９０ｍＡ、２時間電気
転写した。転写終了後、ＰＶＤＦ膜をＰＢＳで洗浄し、蒸留水でリンス、乾燥させ、さら
に透明両面テープ（住友スリーエム社製）でアルミプレートに貼り付けた。これにマトリ
ックス（ＤＨＢ）を添加してＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ　Ｓｙｓｔｅｍ（前記）で質量分析
を行った。
　その結果、ＰＶＤＦ膜に転写されたＳＣＵＰＡは５０，０９６．９に、ＨＳＡは６７，
３９４．５に、各々ピークが現れたが、相対ピーク強度が極めて低く、さらにＳ／Ｎ比も
低いためピークの同定が困難であった（図６）。また、通常の質量分析用プレート（本発
明の質量分析用プレートも同様であるが）では高度真空状態に到達する時間が２～３分で
、その後すぐに測定可能となるのに対して、ＰＶＤＦ膜を使用した場合は、真空状態に到
達する時間が４５分もかかり、使用した質量分析装置に過大な負荷をかけ、頻繁な使用に
耐えられないことが判明した。
実施例５：本発明の質量分析用プレートを用いた種々のプロテオーム解析
　種々の細胞もしくは組織抽出サンプルを用いて、比較的低分子量域（分子量１，０００
～２０，０００）での本発明の質量分析用プレートの性能を確認した。以下の実験では、
検体を１６％ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル（トリス－トリシン緩衝液中）にアプライ
し、９０分間電気泳動した後、１０ｍＭホウ酸ナトリウム緩衝液（塩酸でｐＨ８．０に調
整したもの）中、ゲルから本発明の質量分析用プレートに１～２時間電気転写した。転写
終了後、プレートをリンスし、マトリックスをスポットして質量分析を行った。
（１）ブタ小脳を、４℃、１Ｎ酢酸でホモジナイズし、４℃、３，０００ｒｐｍで３０分
間遠心して上清を回収した。アセトニトリルを終濃度１０％となるように添加し、逆相ク
ロマト用カラムにアプライした。１０％アセトニトリルを含む０．１％トリフルオロ酢酸
（ＴＦＡ）で洗浄し、６０％アセトニトリルを含む０．１％ＴＦＡで溶出した。溶出物を
凍結乾燥し、ブタ小脳抽出物とした。この抽出物を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離後、本発明
の質量分析用プレートに電気転写した。マトリックスとして、０．５％ＴＦＡ／５０％Ａ
ＣＮ中に飽和α－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸（ＣＨＣＡ）を含むものを用いて質量分
析を行った。その結果、分子量３，０００～２０，０００の範囲でピークを検出可能であ
った。
　これを、マトリックスとして飽和ＣＨＣＡの代わりに、ＤＨＢ（１５０ｍｇ／ｍＬエタ
ノール）、飽和ＳＰＡ（０．５％ＴＦＡ／５０％ＡＣＮ中）を用いた場合と比較してみた
。ＤＨＢの場合は、分子量３，０００～２０，０００の範囲では明確なピークを認めなか
った。飽和ＳＰＡの場合は、同じ分子量の範囲で数個のピークを認めただけであった。こ
れに対して、飽和ＣＨＣＡでは、分子量２，０００～１０，０００の範囲および５，００
０～２０，０００の範囲で多数のピークを認めた。これらの結果から、比較的低分子量域
の蛋白質の同定にはＣＨＣＡがより好ましいことが示された。
（２）マトリックスとして５０％飽和ＣＨＣＡを用いた以外は上記（１）と同様にして、
ブタ小脳抽出物の質量分析を行った。その結果、分子量１，０００以上の範囲でピークを
検出可能であった。特に、分子量３，０００～２０，０００の範囲でピークを検出するの
に優れていた。
　これを、５０％飽和濃度のＣＨＣＡの代わりに、１０または２０％飽和濃度のものを用
いた場合と、分子量１，０００～１０，０００の範囲での質量分析におけるピークの出現
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の程度を比較してみた。１０％飽和濃度のＣＨＣＡの場合は数個のピークを認めた。２０
％飽和濃度のＣＨＣＡの場合はピークの数が１０％飽和濃度のものに比べて若干多く認め
られた。これに対し、５０％飽和濃度のＣＨＣＡの場合は多数のピークを認めた。
（３）Ｕ９３７細胞（１×１０５～２×１０６個／ｍｌ）を、１０％ＦＣＳを含むＲＰＭ
１１６４０培地中、１００ｎｇ／ｍｌホルボール１２－ミリスチン酸エステル１３－酢酸
塩（ＰＭＡ）の共存下で４８時間培養した。ＰＭＡ非共存下で同様に実験を行ったものを
対照とした。培養終了後にリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で細胞を洗浄し、セルペレッ
トを調製した。さらに、プロテイン抽出試薬（ノバジュン）およびプロテアーゼインヒビ
ターを添加して４℃で１５分間放置した後、遠心して上清を回収し、セルライセートとし
た。これをＳＤＳ－ＰＡＧＥにて分離後、本発明の質量分析用プレートに電気転写した。
さらに質量分析を行い、分子量３，０００～２０，０００の範囲で検出されたピークの強
度について、ＰＭＡで刺激したＵ９３７細胞での結果を対照のＵ９３７細胞での結果と比
較した。その結果、ＰＭＡ刺激による蛋白質発現（ピーク強度）の変動は以下の通りであ
った（表１）。

（４）マウス組織のプロファイリングを行った。マウスの各組織（脳、肺、肝、筋肉）を
ビーズショッカー（安井器械，大阪）を用いて２，５００ｒｐｍで１０～３０秒間処理し
て粉砕し、トリシンＰＡＧＥサンプル緩衝液（和光純薬工業）を添加して１２，０００ｒ
ｐｍで５分間遠心し、上清を回収した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥにて分離後、本発明の質量分析
用プレートに電気転写し、質量分析を行った。その結果、各々の組織で組織特異的なペプ
チド（分子量３，０００～２０，０００）が検出された。
実施例６：電気転写時の緩衝液の効果の検討
　電気転写時の緩衝液として、トリス緩衝液（２５ｍＭトリス／１９２ｍＭグリシン／２
０％メタノール、ｐＨ８．３）、リン酸緩衝液（５％ＡＣＮ／１２５ｍＭ　ＮａＣｌ／Ｐ
ＢＳ、ｐＨ７．２）、酢酸緩衝液（４０ｍＭトリス－酢酸塩／１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８
．０）、ホウ酸緩衝液（１０ｍＭホウ酸ナトリウム－塩酸、ｐＨ８．０）を用いた。質量
分析用の蛋白質としては、ＨＳＡ、ＳＣＵＰＡを用いた。その他は実施例５の方法に準じ
て実験を行った。その結果、各緩衝液の中では、ホウ酸緩衝液を用いた場合に質量分析の
ピーク強度が最大となった。例えば、ピーク強度の最大値は、ホウ酸緩衝液対リン酸緩衝
液ではＳＣＵＰＡで約２１倍、ＨＳＡで約４倍であった。
【産業上の利用可能性】
　本発明の質量分析用プレートは、リガンド吸着素材としてＰＶＤＦを用いたことにより
、各種の蛋白質を均等に吸着でき、転写効率に優れ、蛋白質の三次元構造・機能を正常に
保持することが可能となる。また、非特異吸着が起こらない、転写後瞬時に質量分析を行
うことができるなどの特徴を有する。
　本発明の質量分析用プレートのこのような特徴を活かして、多量、迅速かつ高感度に蛋
白質を分析・同定することができる。蛋白質は１種でもよく、複数種の集合体（蛋白質群
）でもよく、また、当該蛋白質と親和性を有する（相互作用を示す）化合物との複合体で
あっても同様に（つまり、多量、迅速かつ高感度に）分析・同定することができる。
　また、操作時間の大幅な短縮化と工程の簡略化、装置の小型化、低廉化、自動化、大量
の検体処理が可能となり、大規模なプロテオーム解析が容易になる。さらに、生理的に重
要な微量蛋白質のプロテオーム解析が可能となり、診断用のバイオマーカーの発見、新規
な医薬品開発のシードの発見に貢献できる。
　従って本発明は、電気泳動法と質量分析法を組合せた従来のプロテオーム解析に新たな
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手法を導入することを可能とするものである。
　本出願は、米国で出願されたＵＳ　１０／２６４，５０５および日本で出願された特願
２００２－３４４７１０を基礎としており、それらの内容は本明細書に全て包含されるも
のである。
　ここで述べられた刊行物および特許を含めたすべての引用文献は、ここに言及したこと
で、引用により組み込まれるべく、個々に、詳細に示され、ここにそのすべてが明示され
たと同程度に、明細書中に組み込まれるものである。
　本発明は、好適な具体例を強調して記載したものであるが、好適な具体例を変更しても
よいことは当業者には明白である。ここで詳細に記載された以外の方法で本発明を実行し
てもよい。したがって、本発明は添付の請求の範囲の精神および範囲内に包含されるすべ
ての変更を含むものである。

【図１】
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