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(57)【要約】
　本発明は：ａ）分子ふるい部分；およびｂ）分析物結
合部分を含む捕獲－粒子であり；ここで分子ふるい部分
、分析物結合部分、またはその両方はさらに、改変され
た孔隙率を有する架橋された領域を含む。捕獲粒子は、
ここで分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両
方が約６０ｋＤａよりも大きい分子を排除するのに十分
な孔の大きさを備える。これらの粒子は、精製および診
断法に有用である。捕獲粒子を備えるキットがまた記載
される。



(2) JP 2009-510442 A 2009.3.12

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　捕獲－粒子であって、以下：
　ａ）分子ふるい部分；および
　ｂ）分析物結合部分を含み；
　ここで、分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方が、修飾された孔隙率を有
する架橋領域をさらに含む、捕獲－粒子。
【請求項２】
　前記分析物結合部分が、分析物を化学的にまたは静電的に結合または隔離し得る少なく
とも１つのタイプの部分を含む、請求項１に記載の捕獲－粒子。
【請求項３】
　分析物結合部分が、カルボキシ基、アミン基、脂質、リンタンパク質、リン脂質、アミ
ド基、ヒドロキシル基、エステル基、アクリル基、チオール基、アクリル酸、抗体、結合
タンパク質、結合対、金属、キレート化剤、核酸、アプタマー、酵素結合ポケット、レク
チン、薬理作用のある物質、合成ペプチド、抗体フラグメント、疎水性表面、親水性表面
、それらの任意の誘導体、またはそれらの組み合わせを含む、請求項１に記載の捕獲－粒
子。
【請求項４】
　分析物結合部分に結合される分析物をさらに含む請求項１に記載の捕獲－粒子であって
、該分析物が：有機分子、無機分子、ポリペプチド、炭水化物、核酸、脂質、それらの誘
導体、またはそれらの任意の組み合わせを含む、捕獲－粒子。
【請求項５】
　分子ふるい部分が、内核を取り囲む外殻であり、該内核は分析物結合部分を含む、請求
項１に記載の捕獲－粒子。
【請求項６】
　約１００μｍ未満の粒子の平均半径を有する、請求項１に記載の捕獲－粒子。
【請求項７】
　分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方が：ポリアクリルアミド、ポリ（Ｎ
－イソプロピルアクリルアミド）、Ｎ－アルキル置換ポリアクリルアミド、ポリ（Ｎ－ビ
ニルアルキルアミド）、ポリ（メタクリル酸）、ポリ（ベンジルグルタミン酸）、ポリ（
２－エチルアクリル酸）、ポリ（４－ビニルピリジン）、それらの誘導体、またはそれら
の任意の組み合わせを含む、請求項１に記載の捕獲－粒子。
【請求項８】
　架橋された領域が、Ｎ，Ｎ’－メチレンビスアクリルアミド、エチレングリコールジメ
タクリレート、テトラエチレングリコールジメタクリレート、ポリ（エチレングリコール
）ジメタクリレート、またはそれらの任意の組み合わせを含む、請求項１に記載の捕獲－
粒子。
【請求項９】
　分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方が、ヒドロゲルを含む、請求項１に
記載の捕獲－粒子。
【請求項１０】
　分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方が、約２～約２０ｎｍの間の平均孔
径を有する、請求項１に記載の捕獲－粒子。
【請求項１１】
　分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方が、約１００ｎｍ未満の平均孔径を
有する、請求項１に記載の捕獲－粒子。
【請求項１２】
　前記捕獲－粒子が、物理的または化学的な処理に曝露される場合、結合されたまたは隔
離された分析物を放出するか、容量を変化するか、またはその両方である、請求項１に記
載の捕獲－粒子。
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【請求項１３】
　物理的または化学的な処理が：電荷、静水圧、ｐＨにおける変化、温度における変化、
酸性剤、塩基剤、ＵＶ、超音波、Ｘ線、またはそれらの組み合わせへの曝露を含む、請求
項１２に記載の捕獲－粒子。
【請求項１４】
　アルブミンの実質的な取り込みを伴わずに１４０４Ｄａペプチドを取り込む能力を有す
る、請求項１に記載の捕獲－粒子。
【請求項１５】
　インスリンを取り込む能力を有する、請求項１に記載の捕獲－粒子。
【請求項１６】
　捕獲－粒子であって、以下：
　ａ）分子ふるい部分；および
　ｂ）分析物結合部分を含み；
　ここで分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方が、約６０ｋＤａよりも大き
い分子を排除するのに十分な孔の寸法を備える、捕獲－粒子。
【請求項１７】
　分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方が、クラセリン、ウイルスタンパク
質、ポリペプチド、核酸、炭水化物、高分子炭素、またはそれらの組み合わせを含む、請
求項１６に記載の捕獲－粒子。
【請求項１８】
　分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方が：強誘電性液晶エラストマー、圧
電性高分子、「スマート」ゲル、セラミック合金、シリカ、炭素ナノチューブ、またはそ
れらの任意の組み合わせを含む、請求項１６に記載の捕獲－粒子。
【請求項１９】
　分析物結合部分が、分析物を化学的にまたは静電的に結合または隔離し得る少なくとも
１つのタイプの部分を含む、請求項１６に記載の捕獲－粒子。
【請求項２０】
　分析物結合部分が、カルボキシ基、アミン基、脂質、リンタンパク質、リン脂質、アミ
ド基、ヒドロキシル基、エステル基、アクリル基、チオール基、アクリル酸、抗体、結合
タンパク質、結合対、金属、キレート化剤、核酸、アプタマー、酵素結合ポケット、レク
チン、薬理作用のある物質、合成ペプチド、抗体フラグメント、疎水性表面、親水性表面
、それらの任意の誘導体、またはそれらの組み合わせを含む、請求項１６に記載の捕獲－
粒子。
【請求項２１】
　分析物結合部分に結合される分析物をさらに含む請求項１６に記載の捕獲－粒子であっ
て、該分析物が：有機分子、無機分子、ポリペプチド、炭水化物、核酸、脂質、それらの
誘導体、またはそれらの任意の組み合わせを含む、捕獲－粒子。
【請求項２２】
　分子ふるい部分が、内核を取り囲む外殻であり、該内核は分析物結合部分を含む、請求
項１６に記載の捕獲－粒子。
【請求項２３】
　約１００μｍ未満の粒子の平均半径を有する、請求項１６に記載の捕獲－粒子。
【請求項２４】
　分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方が：ポリアクリルアミド、ポリ（Ｎ
－イソプロピルアクリルアミド）、Ｎ－アルキル置換ポリアクリルアミド、ポリ（Ｎ－ビ
ニルアルキルアミド）、ポリ（メタクリル酸）、ポリ（ベンジルグルタミン酸）、ポリ（
２－エチルアクリル酸）、ポリ（４－ビニルピリジン）、それらの誘導体、またはそれら
の任意の組み合わせを含む、請求項１６に記載の捕獲－粒子。
【請求項２５】
　分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方が、ヒドロゲルを含む、請求項１６
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に記載の捕獲－粒子。
【請求項２６】
　分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方が、約２～約２０ｎｍの間の平均孔
径を有する、請求項１６に記載の捕獲－粒子。
【請求項２７】
　分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方が、約１００ｎｍ未満の平均孔径を
有する、請求項１６に記載の捕獲－粒子。
【請求項２８】
　前記捕獲－粒子が、物理的または化学的な処理に曝露される場合、結合されたまたは隔
離された分析物を放出するか、容量を変化するか、またはその両方である、請求項１６に
記載の捕獲－粒子。
【請求項２９】
　物理的または化学的な処理が：電荷、静水圧、ｐＨにおける変化、温度における変化、
酸性剤、塩基剤、ＵＶ、超音波、Ｘ線、またはそれらの組み合わせへの曝露を含む、請求
項１６に記載の捕獲－粒子。
【請求項３０】
　アルブミンの実質的な取り込みを伴わずに１４０４Ｄａペプチドを取り込む能力を有す
る、請求項１６に記載の捕獲－粒子。
【請求項３１】
　インスリンを取り込む能力を有する、請求項１６に記載の捕獲－粒子。
【請求項３２】
　サンプルから分析物を単離するための方法であって：
　分析物を含むサンプルと、請求項１６に記載の捕獲－粒子とを、該捕獲－粒子が規定さ
れた分子量または粒径の分析物を結合するのに有効な条件下で接触する工程を包含する、
方法。
【請求項３３】
　前記分子ふるい材料が、物理的または化学的な処理に応じて、容量を拡大し得るか、容
量を縮小し得るか、その有効な孔径を変化し得るか、またはその任意の組み合わせであり
得る、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記物理的処理が、エネルギーを適用される、請求項３２に記載の方法。
【請求項３５】
　前記分子ふるい材料が、該分析物が該材料を浸透することを許容するように前記捕獲－
粒子を拡大するのに有効である量において、該捕獲－粒子にエネルギーを適用する工程を
さらに包含する、請求項３２に記載の方法。
【請求項３６】
　前記捕獲－粒子の、前記分析物をそこに捕捉するのに有効な孔径を縮小、拡大、または
変化するために有効である量において、該捕獲－粒子にエネルギーを適用する工程をさら
に包含する、請求項３２に記載の方法。
【請求項３７】
　前記分子ふるい材料が、適用されるエネルギーに応じて、その有効な孔径を、縮小、拡
大、または変化し得る高分子網目から構成される、請求項３２に記載の方法。
【請求項３８】
　前記物理的または化学的な処理が、熱、電気、磁性、超音波、圧力、放射、レーザー、
浸透圧、ｐＨ、または酵素の処理を含む、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記高分子網目が、Ｎ－アルキル置換アクリルアミドを含む、請求項３２に記載の方法
。
【請求項４０】
　前記捕獲－粒子が親和性リガンドをさらに含む、請求項３２に記載の方法。
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【請求項４１】
　前記親和性リガンドが、抗体またはタンパク質、アプタマー、核酸、薬物、化学物質、
代謝物、脂質、糖脂質、リン脂質、ポリペプチド、親和基、金属基、または任意のその組
み合わせを含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項４２】
　前記捕獲－粒子が検出可能な標識をさらに含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項４３】
　前記捕獲－粒子が内核および外殻を含み、ここで該外殻は分子ふるい材料から構成され
る、請求項３２に記載の方法。
【請求項４４】
　前記内核が第２の分子ふるい材料および／または親和性リガンドを含む、請求項４３に
記載の方法。
【請求項４５】
　少なくとも２つの異なるクラスの捕獲－粒子を含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項４６】
　各クラスが異なる検出可能な標識を含む、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記捕獲－粒子が約１００ｎｍ未満の大きさの直径である、請求項３２に記載の方法。
【請求項４８】
　サンプルから分析物を単離するための方法であって：
　分析物を含有するサンプルと、液相捕獲－粒子とを、該捕獲－粒子が規定された分子量
または粒径および規定された親和性の分析物を選択的に捕捉するのに有効な条件下で接触
する工程を包含し、ここで該捕獲－粒子が、規定された粒径または分子量の分析物、およ
び分析物と相互作用し得る親和性リガンドの通過を、排除または許容し得る、分子ふるい
材料を含む、方法。
【請求項４９】
　サンプルから分析物を単離するための方法であって：
　分析物を含むサンプルと、液相捕獲－粒子とを、該捕獲－粒子が、規定された分子量ま
たは粒径の分析物を選択的に捕捉するのに有効な条件下で、接触する工程を包含する、方
法。
【請求項５０】
　疾患を診断する方法であって：
　ａ）分析物を含有するサンプルと、液相捕獲－粒子とを、該捕獲－粒子が、規定された
分子量、粒径、または規定された親和性の分析物を選択的に結合するのに有効な条件下で
、接触する工程、
　ｂ）捕獲－粒子に選択的に結合される分析物を同定する工程を包含し、
　ここでサンプル中の分析物の、同定された濃度での存在は、疾患状態に特徴的である、
方法。
【請求項５１】
　請求項５０に記載の方法であって、以下：酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）、分光法
、放射性免疫アッセイ（ＲＩＡ）、マイクロアレイ法、免疫蛍光、ノーザンブロット、ポ
リメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、およびインサイチュハイブリダイゼーションからなる群
より選択される方法を使用して分析物の存在を検出する工程をさらに包含する、方法。
【請求項５２】
　分析物を保存する方法であって：該分析物を含むサンプルと、捕獲－粒子とを、該捕獲
－粒子が分析物を選択的に捕捉するのに有効な条件下で接触する工程を包含し、該捕獲－
粒子は、
　ａ）分子ふるい部分；および
　ｂ）分析物結合部分
を含み；
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　ここで分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方は、約６０ｋＤａよりも大き
い分子を排除するのに十分な孔の寸法を備える、方法。
【請求項５３】
　分析物を保存する方法であって：該分析物を含むサンプルと、捕獲－粒子とを、該捕獲
－粒子が分析物を選択的に捕捉するのに有効な条件下で接触する工程を包含し、該捕獲－
粒子は
　ａ）分子ふるい部分；および
　ｂ）分析物結合部分
を含み；
　ここで分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方は、改変された孔隙率を有す
る架橋された領域をさらに含む、方法。
【請求項５４】
　疾患状態を診断、予後診断、または監視するためのキットであって：
　該疾患状態の指標である分析物を含む液体を回収するための容器；および
　該分析物の取り込みおよび除去のためのある量の捕獲－粒子を備え；該捕獲－粒子は：
　ａ）分子ふるい部分；および
　ｂ）分析物結合部分
を含み；
　ここで分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方は、改変された孔隙率を有す
る架橋された領域をさらに含む、キット。
【請求項５５】
　疾患状態を診断、予後診断、または監視するためのキットであって：
　該疾患状態の指標である分析物を含む液体を回収するための容器；および
　該分析物の取り込みおよび除去のためのある量の捕獲－粒子を備え、該捕獲－粒子は：
　ａ）分子ふるい部分；および
　ｂ）分析物結合部分
を含み；
　ここで分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方は、約６０ｋＤａよりも大き
い分子を排除するのに十分な孔の寸法を備える、キット。
【発明の詳細な説明】
【関連特許出願の相互参照】
【０００１】
　本出願は、２００５年９月２７日に出願された米国仮出願第６０／７２０，４６６号、
および２００６年１月１８日に出願された同第６０／７５９，５７４号からの優先権を主
張し、それらの全体が本明細書中に参考として援用される。
【背景技術】
【０００２】
　プロテオーム生体マーカーの価値および臨床的可能性に興味が高まっている（１）。医
学界における通説は、疾患の処置が早いほど、治療成果はより高まるということである（
２）。従って、初期の段階の新生物疾患に特異的な生体マーカー試験の、日常的な臨床利
用可能性は、現在利用される治療法を使用してさえも、公衆衛生を劇的に改善する大いな
る可能性を有する。例えば、臨床ガン専門医は、胸、肺、卵巣、および結腸の、転移前の
固形腫瘍の生体マーカー検出が、生存において有意な改善を導き得ると期待する（２）。
残念なことに、迅速な臨床的必要性にもかかわらず、過去１０年間、組み合わされる全て
の疾患カテゴリーについて、ほんの一握りの新規な生体マーカーが、日常的に臨床使用さ
れるようになったのみである（３）。診断研究における多大な努力にもかかわらず、遅延
された生体マーカーパイプラインが存続する。この不成功の原因は、生体マーカー開発パ
イプラインから、臨床的評価を開始するための、生体マーカーの同定および測定にわたる
、基本的な技術的および生物学的障害から生じる。これらの主な障害のうちの２つは：
　低量：疾患に関連する生体マーカーは、アルブミンのような高量のタンパク質を含む体
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液タンパク質の複雑な混合物内に、極めて低濃度に存在し得る。
　不安定性：血液または他の体液が（例えば、静脈穿刺により）回収される直後に、タン
パク質の分解が生じ得、これは内因性または外因性のプロテイナーゼにより媒介される。
【０００３】
　高感度なおよび特異的な生体マーカーは、非常に低量に存在することが予測される。臨
床研究セットにおいて利用可能な少量の血液中に存在する稀有な候補生体マーカーの収率
を富化するための新規な方法を開発する多大な必要性がある。候補生体マーカーは、非常
に低濃度に存在することが予測され、そしてアルブミンのような１０億倍過剰に存在する
高量の血液タンパク質から分離されなくてはならない。転移前のガンのような初期の段階
の疾患病変は、組織内に０．１０ｍＬ未満の量で生じ得る。この容量から発生する全ての
推定の生体マーカーが、５，０００ｍＬの全血液量内に均一に分散されると仮定すると、
希釈係数は５０，０００である。また、疾患に特異的な、大部分の生理学的に関連するタ
ンパク質は、細胞プロテオームの小さな亜群を構成し得ることを合理的に仮定し得る。従
って、生体マーカー発見の最大の難関は、非関連タンパク質により大規模に占められる血
液タンパク質の非常に濃縮された複雑な混合物内の、非常に稀有な候補タンパク質の単離
である。従って、分析感度は生体マーカー発見および測定のための第１の難関である。低
量のタンパク質検出の問題は、発見から日常的な測定におよぶ。発見の段階の間、プール
されたサンプルを含む、血漿または血清の多容量が、分析のために利用可能であり得るよ
うである。対照的に、一旦候補マーカーが臨床治験に進められると、個々の患者のアッセ
イに利用可能な血液の量は、１．０ｍＬ未満であり得る。これらの要素の全てを考慮して
、候補マーカーを測定するために使用される分析基盤は、サブフェムトモルまたはアトモ
ル濃度においてマーカー濃度を確実に検出するのに十分な検出感度を有しなくてはならな
い。
【０００４】
　さらに、候補血液生体マーカーは非常に壊れやすい。循環するタンパク質生体マーカー
は、血液調達直後に迅速なタンパク質分解的切断および修飾を受ける。分解のレベルは、
静脈穿刺直後の回収の様式および保存の状態に依存する。血清の回収について、タンパク
質は、凝固カスケードにおける活性な酵素による切断に供される。凝固の間のインキュベ
ーションの時間および温度、ならびに分離された血清のその後の保存の温度に依存して、
様々なタンパク質分解フラグメントは非常に可変性であり得る（４）。血漿が回収される
場合、凝固酵素活性は抑制されるが、内因性プロテイナーゼがなお活性であり得る。さら
に、血漿安定化の手段に依存して（例えば、ヘパリン対クエン酸）、血漿タンパク質の有
意な化学的改変があり得る。血漿または血清プロテオミクスマーカーの不確かな安定性は
、候補タンパク質生体マーカーの臨床的検証の間に認識される偏向の主な原因であった（
５）。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　１つの実施態様において、本発明は：ａ）分子ふるい部分；およびｂ）分析物結合部分
を含む捕獲－粒子を記載し；ここで分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方は
さらに、改変された孔隙率を有する架橋された領域を含む。
【０００６】
　本発明の他の実施態様において、分析物結合部分は、分析物を化学的にまたは静電的に
結合および／または隔離し得る少なくとも１つのタイプの部分を含み得る。さらに、分析
物結合部分は、カルボキシ基、アミン基、脂質、リンタンパク質、リン脂質、アミド基、
ヒドロキシル基、エステル基、アクリル基、チオール基、アクリル酸、抗体、結合タンパ
ク質、結合対、金属、キレート化剤、核酸、アプタマー、酵素結合ポケット、レクチン、
薬理作用のある物質、合成ペプチド、抗体フラグメント、疎水性表面、親水性表面、それ
らの任意の誘導体、またはそれらの組み合わせを含み得る。捕獲－粒子はさらに、分析物
結合部分に結合される分析物を含み得、当該分析物は：有機分子、無機分子、ポリペプチ
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ド、炭水化物、核酸、脂質、それらの誘導体、またはそれらの任意の組み合わせを含み得
る。
【０００７】
　他の実施態様において、分子ふるい部分は、内核を取り囲む外殻であり、当該内核は分
析物結合部分を含む。さらなる実施態様において、約１００μｍ未満の粒子の平均半径を
有する。分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方は：ポリアクリルアミド、ポ
リ（Ｎ－イソプロピルアクリルアミド）、Ｎ－アルキル置換ポリアクリルアミド、ポリ（
Ｎ－ビニルアルキルアミド）、ポリ（メタクリル酸）、ポリ（ベンジルグルタミン酸）、
ポリ（２－エチルアクリル酸）、ポリ（４－ビニルピリジン）、それらの誘導体、または
それらの任意の組み合わせを含み得る。
【０００８】
　他の実施態様において、架橋された領域は、Ｎ，Ｎ’－メチレンビスアクリルアミド、
エチレングリコールジメタクリレート、テトラエチレングリコールジメタクリレート、ポ
リ（エチレングリコール）ジメタクリレート、またはそれらの任意の組み合わせを含む。
他の実施態様において、分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方は、ヒドロゲ
ルを含む。いくつかの実施態様において、分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその
両方は、約２～約２０ｎｍの間の平均孔径を有する。他の実施態様において、分子ふるい
部分、分析物結合部分、またはその両方は、約１００ｎｍ未満の平均孔径を有する。
【０００９】
　他の実施態様において、捕獲－粒子は、物理的または化学的な処理に曝露される場合、
結合されたまたは隔離された分析物を放出するか、容量を変化するか、またはその両方で
ある。物理的または化学的な処理は：電荷、静水圧、ｐＨにおける変化、温度における変
化、酸性剤、塩基剤、ＵＶ、超音波、Ｘ線、またはそれらの組み合わせへの曝露を含む。
【００１０】
　他の実施態様において、捕獲－粒子は、アルブミンの実質的な取り込みを伴わずに１４
０４Ｄａペプチドを取り込む能力を有するか、インスリンを取り込む能力を有するか、ま
たはその両方を有する。
【００１１】
　他の実施態様において、本発明は：ａ）分子ふるい部分；およびｂ）分析物結合部分を
含む捕獲－粒子を記載し；ここで分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方は、
約６０ｋＤａよりも大きい分子を排除するのに十分な孔の寸法を含む。さらなる実施態様
において、分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方は、クラセリン、ウイルス
タンパク質、ポリペプチド、核酸、炭水化物、高分子炭素、またはそれらの組み合わせを
含む。他の実施態様において、分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方は：強
誘電性液晶エラストマー、圧電性高分子、「スマート」ゲル、セラミック合金、シリカ、
炭素ナノチューブ、またはそれらの任意の組み合わせを含む。
【００１２】
　他の実施態様において、分析物結合部分は、分析物を化学的にまたは静電的に結合また
は隔離し得る少なくとも１つのタイプの部分を含む。他の実施態様において、分析物結合
部分が、カルボキシ基、アミン基、脂質、リンタンパク質、リン脂質、アミド基、ヒドロ
キシル基、エステル基、アクリル基、チオール基、アクリル酸、抗体、結合タンパク質、
結合対、金属、キレート化剤、核酸、アプタマー、酵素結合ポケット、レクチン、薬理作
用のある物質、合成ペプチド、抗体フラグメント、疎水性表面、親水性表面、それらの任
意の誘導体、またはそれらの組み合わせを含む。
【００１３】
　別の実施態様において、捕獲－粒子は、分析物結合部分に結合される分析物を含み、当
該分析物は：有機分子、無機分子、ポリペプチド、炭水化物、核酸、脂質、それらの誘導
体、またはそれらの任意の組み合わせを含む。
【００１４】
　他の実施態様において、本発明は、サンプルから分析物を単離するための方法であり、
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分析物を含むサンプルと、捕獲－粒子とを、当該捕獲－粒子が規定された分子量または粒
径の分析物を結合するのに有効な条件下で接触する工程を包含する。他の実施態様におい
て、分子ふるい材料は、物理的または化学的な処理に応じて、容量を拡大し得るか、容量
を縮小し得るか、その有効な孔径を変化し得るか、またはその任意の組み合わせであり得
る。物理的処理は、エネルギーを適用され得、そして方法はさらに、該分析物が当該材料
を浸透することを許容するように当該分子ふるい材料を拡大するために有効である量にお
いて、当該捕獲－粒子にエネルギーを適用する工程をさらに包含する。物理的または化学
的な処理が、熱、電気、磁性、超音波、圧力、放射、レーザー、浸透圧、ｐＨ、または酵
素の処理を含み得る。
【００１５】
　他の実施態様において、本発明の方法はさらに、当該捕獲－粒子の、前記分析物をそこ
に捕捉するのに有効な孔径を縮小、拡大、または変化するために有効である量において、
当該捕獲－粒子にエネルギーを適用する工程を包含する。
【００１６】
　本発明の他の実施態様において、分子ふるい材料は、適用されるエネルギーに応じて、
その有効な孔径を、縮小、拡大、または変化し得る高分子網目から構成される。
【００１７】
　他の実施態様において、高分子網目は、Ｎ－アルキル置換アクリルアミドを含む。他の
実施態様において、捕獲－粒子は親和性リガンドをさらに含む。親和性リガンドは、抗体
またはタンパク質、アプタマー、核酸、薬物、化学物質、代謝物、脂質、糖脂質、リン脂
質、ポリペプチド、親和基、金属基、または任意のその組み合わせを含み得る。
【００１８】
　他の実施態様において、捕獲－粒子はさらに、検出可能な標識を含む。さらに、捕獲－
粒子は、内核および外殻を含み得、ここで当該外殻は分子ふるい材料から構成される。内
核は第２の分子ふるい材料および／または親和性リガンドを含み得る。
【００１９】
　他の実施態様において、方法は、少なくとも２つの異なるクラスの捕獲－粒子の使用を
含む。各クラスは、異なる検出可能な標識を含み得る。本発明の他の実施態様において、
方法は約１００ｎｍ未満の大きさの直径である捕獲－粒子を使用する。
【００２０】
　別の実施態様において、本発明はサンプルから分析物を単離するための方法であり：
分析物を含有するサンプルと、液相捕獲－粒子とを、当該捕獲－粒子が規定された分子量
または粒径および規定された親和性の分析物を選択的に捕捉するのに有効な条件下で、接
触する工程を包含し、ここで当該捕獲－粒子は、規定された粒径または分子量の分析物、
および分析物と相互作用し得る親和性リガンドの通過を、排除または許容し得る、分子ふ
るい材料を含む。
【００２１】
　他の実施態様において、本発明は、サンプルから分析物を単離するための方法であり：
分析物を含むサンプルと、液相捕獲－粒子とを、当該捕獲－粒子が規定された分子量また
は粒径の分析物を選択的に捕捉するのに有効な条件下で、接触する工程を包含する。
【００２２】
　他の実施態様において、本発明は、疾患を診断する方法であり：ａ）分析物を含有する
サンプルと、液相捕獲－粒子とを、当該捕獲－粒子が規定された分子量、粒径、または規
定された親和性の分析物を選択的に結合するのに有効な条件下で、接触する工程、および
ｂ）捕獲粒子に選択的に結合される分析物を同定する工程を包含し、ここでサンプル中の
分析物の、同定された濃度での存在は、疾患状態に特徴的である。他の実施態様において
、方法はさらに、以下：酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）、分光法、放射性免疫アッセ
イ（ＲＩＡ）、マイクロアレイ法、免疫蛍光、ノーザンブロット、ポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）、およびインサイチュハイブリダイゼーションからなる群より選択される方法
を使用して分析物の存在を検出する工程を包含する。
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【００２３】
　別の実施態様は、分析物を保存する方法を記載し：当該分析物を含むサンプルと、捕獲
－粒子とを、当該捕獲－粒子が分析物を選択的に捕捉するのに有効な条件下で接触する工
程を包含し、当該捕獲－粒子は、ａ）分子ふるい部分；およびｂ）分析物結合部分を含み
；ここで分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方は、約６０ｋＤａよりも大き
い分子を排除するのに十分な孔の寸法を備える。
【００２４】
　他の実施態様において、本発明は、疾患状態を診断、予後診断、または監視するための
キットであり：当該疾患状態の指標である分析物を含む液体を回収するための容器；およ
び当該分析物の取り込みおよび除去のためのある量の捕獲－粒子を備え；当該捕獲－粒子
は：ａ）分子ふるい部分；およびｂ）分析物結合部分を含み；ここで分子ふるい部分、分
析物結合部分、またはその両方は、改変された孔隙率を有する架橋された領域をさらに含
む。
【００２５】
　他の実施態様において、疾患状態を診断、予後診断、または監視するためのキットであ
り：当該疾患状態の指標である分析物を含む液体を回収するための容器；および当該分析
物の取り込みおよび除去のためのある量の捕獲－粒子を備え；当該捕獲－粒子はａ）分子
ふるい部分；およびｂ）分析物結合部分を含み；ここで分子ふるい部分、分析物結合部分
、またはその両方は、約６０ｋＤａよりも大きい分子を排除するのに十分な孔の寸法を備
える。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２６】
　１．生体マーカー富化および保存のためのナノ粒子技術
　低量および保存の課題を直接取り組むために、本発明は、血漿のようなタンパク質の複
雑な混合物に添加される場合、溶液中の選択されたクラスのタンパク質を採集する（集積
する）「スマート」ナノ粒子を作製および評価することを目的とする。提供可能な技術は
、大きさおよび／または親和性の両方に基づいて溶液中の分子を分別し得る独特な構造を
有する、新規な多孔質採集粒子である。さらに、粒子の孔隙率は、捕獲された分析物（例
えば、タンパク質）が分析のために後に放出され得るように熱的に改変可能であり得る（
図１）。さらに、粒子内に捕獲されるタンパク質または化学実体は、酵素による分解また
は微生物増殖から保護され得る。
【００２７】
　この提案される技術は、血液、尿、および組織中の低量のタンパク質およびペプチドを
富化、単離、および保存するための手段の必要性を取り組み得る。このような低量の分子
は、小さな病変の状態についての最も特異的な情報を含むことが予期される。１つの実施
態様において、提案される技術は、回収チューブに予め調合され得るスマートナノ粒子か
らなる。一旦ナノ粒子が体液、または例えば、組織溶解物内に懸濁されると、粒子は自動
的に（一工程で）溶液中でアフィニティークロマトグラフィーおよび／またはサイズ排除
クロマトグラフィーを行う。それゆえ、スマート粒子内に捕獲されるタンパク質および他
の代謝物（候補生体マーカー）は、接着され、隔離され、そして実質的な分解から保護さ
れ得る。スマート粒子集団の孔径および親和性の特性を調節することにより、生体マーカ
ーの非常に特異的なサブセットが捕獲され得、そして調達された液の全容量から富化され
得る。このことは、低分子量のプロテオーム生体マーカーの室温保存および富化を可能に
する。分析実験室への回収チューブの輸送後、ナノ粒子は容易に単離され得、それにより
接着された／隔離された生体マーカー物資は、任意の分析技術を使用して、特徴づけのた
めに放出され得る。代替の方法において、生体マーカーはナノ粒子の破壊的な処理を介し
て入手され得る。
【００２８】
　この技術は、低費用であり得、そして血液生体マーカーの均一な回収および迅速な保存
のための日常的な臨床設定において適用可能であり得る。これは、大きな研究病院の環境
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を超え、そして個人開業に最も緊急に拡大適用され、ここではほとんどの患者が治療を受
ける。大量の均一な１ミクロンの大きさの「スマート」ナノ粒子の製作は、確かに実現可
能であるが、他の大きさのより大きなまたはより小さなものもまた可能であり、等しく適
用可能である。以下に記載されるように、粒子は、血清のような、分子の複雑な混合物か
ら分子の標識されたサブセットを捕獲、集積、および精製し得る。
【００２９】
　２．生体マーカー採集のためのスマート粒子の選択についての原理
　熱応答性ポリマーゲルは一般に「スマートゲル」といわれ、そして局所的な溶液温度、
ｐＨ、または外的エネルギー適用の変化に対して制御可能な、非線形的な応答を示す（６
、７）。このようなポリマーは、ゲル容量の変化を導く熱動力学的に有利な相分離を受け
る架橋された鎖から構成される（８、９）。ゲルは、容器の形状を呈するために大量に合
成され得るか、または直径４ｎｍ～１００μｍにわたる粒子中に合成され得る（１０、１
１）。各場合において、材料の内部構造は、軟質な、多孔質構造を作製する柔軟な鎖から
構成され、これは溶液の局所的な状態に従って可逆的に拡大または縮小され得る。「スマ
ート」ポリマーの例は、ポリ（Ｎ－イソプロピルアクリルアミド）（ｐＮＩＰＡｍ）であ
り、これは水中で３１℃の低臨界溶液温度（ＬＣＳＴ）を有する（図２）（１２）。この
温度以下では、ポリマーマトリクスは、溶媒分子ともに膨張し、ここで水素結合が、ポリ
マー骨格に沿って水とアミド基との間に生じる（１２）。温度がＬＣＳＴを超えて上昇す
るにつれ、水素結合は破壊され、そして水は内部マトリクスから排除され、一方疎水性相
互作用がイソプロピル基間で顕著になり始め、全体の容量の減少を導く。この技術は、同
定のための生体マーカーを分離するために適用され得る。
【００３０】
　本発明の１つの局面は、捕獲－粒子の分子ふるい部分を記載するのに対し、別の局面は
分析物結合（バイト捕獲）部分に関連する。バイト捕獲と分子ふるいとを単一の粒子中に
組あ合わせることは可能である。タンパク質の複雑な混合物を分画する一般的な手段は、
親和性および分子の大きさに基づく２つのクラスの連続的なクロマトグラフィー工程を使
用することである（１４）。血漿のような複雑なおよび非常に濃縮された混合物の分析は
通常、サンプルの希釈、ならびにクロマトグラフィーおよびゲル電気泳動の前の、アルブ
ミンのような高量のタンパク質の除去から開始される。本明細書中に開示されるスマート
粒子技術は、クロマトグラフィーまたは希釈の使用を伴わずに分離の両方の工程を達成す
る。より具体的には、付加される選択性は、生体マーカーの制限された集団を結合／隔離
する粒子中へのバイト分子の添加を介して可能にされる。例えば、アクリル酸（ＡＡｃ）
は、粒子中に組込まれ得、そして調節可能な親和性樹脂として機能する。例えば、低いｐ
Ｈ（３．５）において、粒子内のＡＡｃは、優先的にプロトン化され、そのｐＨで正電荷
を保有する。より高いｐＨ条件下で、ＡＡｃ分子は、部分的または優先的のいずれかで脱
プロトン化され、これは内因性の、正に荷電されたタンパク質についての電荷ベースの親
和性エレメントを作製する。マイクロゲルにＡＡｃを組み込むことにより、電荷特性およ
び粒子の孔系の両方が、血清のような複雑な混合物からタンパク質を二重に分画する手段
を提供する。
【００３１】
　本発明の別の局面は、分析物の隔離／結合による保存を扱い、それゆえ、室温にて溶液
中の分析物（例えば、候補生体マーカー）を安定化することを許容する。このことは、多
孔質ナノ粒子内へのそれらの隔離により達成され得る。ナノ粒子内に隔離されたタンパク
質または分子は、液相分解酵素による接近に利用可能でないと仮説される。このような酵
素は、それらのより大きな大きさのために粒子の孔を浸透し得ないかもしれない。
【００３２】
　さらに、候補生体マーカー分子の親和性捕獲および固定化は、酵素基質複合体が粒子内
で機能的に形成し得ないように生体マーカー分子の３－Ｄ利用能を妨げる（図３）。この
概念は、沈降または沈降固定によるタンパク質の安定化にいくらか類似する。キャピラリ
ー電気泳動および分光配列決定を適用することで、本発明者らは、外因性セリンまたはメ
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タロプロテイナーゼにより誘導される分解を研究し得、そして粒子中に捕獲されたタンパ
ク質対溶液中に遊離するそれらの、フラグメント化の速度を比較し得る。公知のおよび予
め特徴付けられた、または予め標識された規定された混合物から開始して、本発明者らは
ヒト血清および血漿参照サンプル内のタンパク質捕獲および安定化を進め得た。
【００３３】
　３．捕獲－粒子
　本発明は、サンプルから分子種を分離および捕獲するための、方法および組成物を提供
する。本発明の１つの実施態様において、規定された分子の大きさ、質量、および／また
は親和性特徴を有する分子種を特異的に捕獲する能力を有するスマート粒子は、様々な大
きさを伴う、異なる複数の分子種を典型的に含むサンプルから目的の分子を単離するため
に使用される。粒子はサンプルに添加され得、次いで目的の分子種を捕獲するために利用
され得る。
【００３４】
　粒子は、１つ以上の以下の機能性を有し得る：ａ）捕獲される分子の大きさ、質量、お
よび／または親和性特性を選択する能力、ならびに／またはｂ）物理的または化学的な処
理に応じて所望の分子を捕獲および／または放出する能力。粒子は、この課題を微量中で
達成し得、親和性カラム、逆相カラム、ならびに他の標準的な精製試薬および装置を利用
する従来の多段階の手順についての必要性を排除する。さらに、異なるクラスの捕獲－粒
子が使用され得、それぞれは、それらが捕獲し得る分子種に関して異なる特性を有し、従
って複数の種の全体的な抽出プロフィールを単一工程において行うことを可能にする。
【００３５】
　本発明の１つの局面は、液相捕獲－粒子、およびサンプルから分析物を単離するにおい
てそれらを使用する方法を提供し、当該方法は、１つ以上の以下を含む工程：分析物を含
むサンプルと液相捕獲－粒子とを、当該捕獲－粒子が選択的におよび必要に応じて可逆的
に、規定された分子量または粒径の分析物を捕捉するのに有効な条件下で、接触する工程
を包含し、ここで当該捕獲－粒子は、規定された粒径または分子量の分析物を捕捉し得、
必要に応じて放出し得る分子ふるい材料を含む。本発明の他の局面は、以下により詳細に
記載されるように、不可逆的に分析物を補足する特定の捕獲－粒子を用いる。
【００３６】
　４．サンプル
　任意のサンプルが制限なく利用され得、血液、血液成分、脳脊髄液、リンパ、細胞溶解
物、組織溶解物、排泄物、尿、リンパ、腹水、精液、眼の硝子体などのような生物学的液
体；土壌サンプルまたは抽出物、海洋、池、もしくは川の水のような環境的サンプル；給
水塔および飲料水サンプル；化学合成反応由来のサンプル；食物サンプル；食品加工サン
プル（例えば、鶏肉処理工場由来の）などが挙げられる。例えば、方法は、食品、飲料、
水、および環境サンプル中の汚染を検出するために使用され得る。
【００３７】
　５．分析物
　用語「分析物」は、目的の任意の分子をいい、有機分子、無機分子、ポリペプチド、炭
水化物、核酸、脂質、それらの誘導体、およびそれらの組み合わせが挙げられる。分析物
は、制限されないが、細胞表面から流れる、細胞から放出される（例えば、エキソサイト
ーシス、溶解などにより）生体分子、代謝物、分解産物、プロテアーゼ消化産物などを包
含する。本発明の１つの局面において、方法は、生物学的液体中の低分子量の分子、特に
通常の糸球体（腎臓）濾過により身体から排除され、液体中で可溶性でありおよび浮遊す
るか、またはキャリアタンパク質と会合される分子（例えば、３０，０００ダルトン未満
の分子）を捕捉することを利用する。概して、本発明は、制限されないが約６０，０００
Ｄａ未満、約５０，０００Ｄａ未満、約４０，０００Ｄａ未満、約３０，０００Ｄａ未満
、約２０，０００Ｄａ未満、約１０，０００Ｄａ未満、約８，０００Ｄａ未満、約６，０
００Ｄａ未満、約４，０００Ｄａ未満、約２，０００Ｄａ未満、約１，０００Ｄａ未満を
含む、その検出が所望される目的の任意の分析物を捕獲するために使用され得、各記載さ
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れた範囲内の全ての個々の値を含む。
【００３８】
　体液に関して、本発明の捕獲－粒子はまた、外因性分子、すなわち、サンプルが得られ
た被験体の身体に導入された分子を検出するために使用され得る。外因性分子は、被験体
に積極的にまたは受動的に導入され得る。外因性分子の例としては、薬物、食品、タバコ
、環境的産物、および汚染物（例えば、農薬、一酸化炭素など）、および任意の経路を介
して被験体に入る本質的に任意の分子中に存在する、またはその形態における分子が挙げ
られる。外因性分子はまた、身体中でプロセスまたは転換される場合、それらの代謝物、
副生成物、および分解産物を包含する。
【００３９】
　捕獲粒子は、インビボ、エクスビボ、およびインビトロを含む任意の環境において利用
され得る。例えば、粒子はまた、インビボまたはエクスビボの情況において血液から毒素
を清浄する道具として使用され得る。例えば、粒子は、血液からクレアチニンおよび尿素
のような毒性の老廃物を除去するために利用され得、従来の透析についての必要性を置き
換える。
【００４０】
　６．分子ふるい材料
　本発明の捕獲－粒子は、分子ふるい材料（または分子ふるい部分）から構成され得る。
これにより、材料は、多孔質、レタス様、ハチの巣状であるか、または規定された分子の
質量または重さの分析物の、他の分子を排除しながらの通過を許容する。ふるい孔の大き
さは、分析物が捕獲－粒子を浸透し得るか否かの決定因子である。粒子は、それ自体、任
意の適切な大きさ、例えば、約１０μｍ、約１０μｍと約１μｍとの間、約１μｍと約１
００ｎｍとの間、約１ｎｍと約１００ｎｍとの間、約５ｎｍと約５０ｎｍとの間；約１０
ｎｍと約２０ｎｍとの間；約１０ｎｍと約１ｎｍとの間であり得、各記載される範囲内の
全ての個々の値を含む。
【００４１】
　ふるい材料中の孔は、所望されない分子の排除に必要な直径に対して、提供される方法
に基づいて設計され得る。約２～約２０ｎｍ、１ｎｍ～１μｍ、１ｎｍ～１０ｎｍ、１ｎ
ｍ～５０ｎｍ、１０ｎｍ～５０ｎｍ、５０ｎｍ～１００ｎｍ、１０ｎｍ～２００ｎｍ、５
０ｎｍ～５００ｎｍ、１ｎｍ～１０ｎｍ、１ｎｍ～５ｎｍ、および他の範囲の平均孔径が
想定される。
【００４２】
　捕獲－粒子の必要に応じた特徴は、一旦分析物がふるい材料に入ると、これを「捕捉す
る」その能力である。捕捉することは、物理的または化学的な処理に応じて縮小および／
または拡大し得るふるい材料を使用することにより達成され得る。例えば、材料は、化学
的または物理的処理に供される場合、分析物を縮小あるいは縮ませ、それにより分析物を
内部に捕捉する材料が使用され得る。このような材料はまた、「スマート材料」といわれ
得、これは物理的または化学的な処理に供することにより、形状および大きさを変化する
能力を有する。この特性を有する任意の材料が制限なく使用され得、例えば、ポリアクリ
ルアミドおよびその誘導体（例えば、ＪｏｎｅｓおよびＬｙｏｎ、Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃ
ｕｌｅｓ、３６：１９８８～１９９３、２００３；ＪｏｎｅｓおよびＬｙｏｎ、Ｍａｃｒ
ｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ、３３：８３１０～８３０６、２０００）および他のＮ－アルキル
置換アクリルアミド；ポリ（Ｎ－ビニルアルキルアミド）；ポリ（メタクリル酸）；ポリ
（ベンジルグルタメート）；ポリ（２－エチルアクリル酸）；ポリ（４－ビニルピリジン
）；強誘電性液晶エラストマー；圧電性ポリマー；「スマート」ゲル、セラミクス、合金
、およびポリマーなどが挙げられるが、これらに制限されない。例えば、Ｇａｌａｅｖら
、８３５～８４９頁；Ｚｅｎｔｅｌ；８５０～８６０頁；ＨａｒｒｉｓｏｎおよびＯｕｎ
ａｉｅｓ、８６０～８７３頁；Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｓｍａｒｔ　Ｍａｔｅ
ｒｉａｌｓにおいて、第１～２巻、Ｓｃｈｗａｒｔｚ、Ｍｅｌによる編集（ｃ）２００２
　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓをまた参照のこと。捕獲－粒子は当該分野におい
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て知られるように、または上記の参考文献のいずれかにおいて記載されるように、日常的
に調製され得る。
【００４３】
　本発明の１つの実施態様において、捕獲－粒子はポリ（Ｎ－イソプロピルアクリルアミ
ド）構成要素を何ら含まない。さらに、この実施態様における捕獲粒子はまた、ポリ（Ｎ
－イソプロピルアクリルアミド－コ－アクリル酸）を排除する。
【００４４】
　ａ．ふるい材料の物理的または化学的な処理
　ふるい材料を縮小および／または拡大するために利用され得る物理的および／または化
学的な処理は、熱、電気、磁性、超音波、圧力、放射、光線、浸透圧、ｐＨ、塩、酵素、
酸化／還元、脱水／再水和、紫外線、照射、強い赤色光の処理を含み得る。
【００４５】
　ふるい材料は、可逆的にまたは不可逆的に縮小あるいは縮み得る。例えば、捕獲－粒子
は溶液中に置かれ得、ここでは分析物は浸透され得、次いで分析物を捕獲するために不可
逆的に縮み得る。このことは、目的が溶液から混入物を取り除くことである場合に有用で
あり得、そして捕獲された分析物の性質を分析する、またはさらに評価する必要がなく、
従ってこれが拡大されることを要求しない。あるいは、不可逆的な捕獲－粒子は、粒子の
完全性を破壊する超音波または他の破壊的な力により分解され得る。
【００４６】
　１つの実施態様において、捕獲－粒子は分析物の捕獲および／または隔離を許容するた
めに拡大および縮小し得る。
【００４７】
　別の実施態様において、捕獲－粒子は、分析物の取り込みを増加または減少し得る任意
の有意な程度に拡大または縮小されない。すなわち、粒子の容量が実質的に固定される。
このような捕獲粒子の例としてはウイルスタンパク質、クラセリン（Ｃｌａｔｈｅｒｉｎ
）、炭素ナノチューブ、または以前に記載される拡大／縮小を許容しない種を含む粒子が
挙げられる。クラセリンからの多角形の構造の調製を説明する例は、本明細書中に参考と
して援用される、Ｊａａｒｓｖｅｌｄら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１９８１、２０、
４１２９～４１３５において記載される。
【００４８】
　７．分析物結合（親和性）部分
　捕獲粒子は、選択的な分析物結合のために表面タンパク質特性を含み得るか、および／
またはこのような結合特性を付与する部分の付着により改変され得る。
【００４９】
　捕獲－粒子はさらに、分析物を結合する、親和性リガンドあるいは「バイト」を含み得
る。このような用語は、目的の分析物を特異的に付着し得る物質を言及し得る。典型的な
例としては、抗体およびそれらの誘導体（例えば、Ｆａｂフラグメントおよび単鎖抗体）
；結合タンパク質（例えば、特異的なリガンドについての受容体またはそれらのフラグメ
ント）；結合対（例えば、ストレプトアビジン／ビオチン）；基質；金属；キレート化剤
；核酸；アプタマー；酵素結合ポケット；レクチン；および／または目的の分析物に特異
的である親和性基が挙げられるが、これらに制限されない。用語「特異的」は、親和性リ
ガンドが、サンプル中の目的の分析物を選択的に結合し、非標的分析物からそれを区別す
るために使用され得る。これが背景ノイズ（「非特異的結合」）を上回る分析物を検出す
るために使用され得るという意味において、これは特異的である。親和性リガンドは、こ
れが、サンプル中の他の成分よりも、目的の分析物について高い親和性を有するように選
択され得、分析物について、任意のネイティブな結合タンパク質と競合しないことを可能
にする。
【００５０】
　親和性リガンドは、任意の適切な様式において、捕獲－粒子と会合され得る。例えば、
それらは、その周りで捕獲－粒子を形成するためにふるい材料が重層または沈着／核形成
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され得る核として使用され得；それらは、粒子を形成する前にふるい材料に直接的に
取り込まれ得（すなわち、ここではリガンドは、ふるい材料の成分である）；それらはふ
るい材料の孔表面に通常結合され得る（共有結合的にまたは非共有結合的に）；などであ
る。親和性リガンドはまた、リガンドを収容するのに十分大きい孔隙率を達成するために
適切な物理的または化学的な処理を介してふるい材料を拡大し、次いでこれが粒子中に入
るのに有効な条件下でふるい材料とリガンドとを接触することにより、捕獲粒子中に負荷
され得る。一旦粒子が親和性リガンドとともに負荷されると、これは、適切な物理的また
は化学的な処理により縮められ得、それによりふるい材料の孔隙率を減少し、そのため標
的分析物はなお粒子を浸透し得るが、より大きな分析物は排除される。ふるい孔隙率は、
親和性リガンド負荷工程の後に、親和性リガンドの分散をブロックするのに十分に小さい
孔径に減少され得、親和性リガンドをふるい材料に連結することを不必要にする。しかし
、所望であれば、結合プロセスが、これをふるい材料に連結するために使用され得る。
【００５１】
　親和性リガンドでバイトされた捕獲－粒子は、分析物の大きさまたは質量についての選
択に加えて、分析物選択工程を提供する。例えば、捕獲－粒子は、分析物がその中に浸透
することを可能にするために拡大され得、次いで分析物はさらに、捕獲－粒子と会合され
る親和性リガンドに特異的に結合するその能力により選択され得る。結合工程が達成され
た後（例えば、平衡が達成された後）、粒子は、分離され、そして未結合の非標的分析物
を除去するための洗浄工程に供され、次いで必要に応じて化学的または物理的な処理によ
り縮められる。
【００５２】
　捕獲－粒子はまた、親和性部分として抗体をさらに含み得る。他の候補親和性部分とし
ては、可溶性受容体、ポリアミンアナログ、アンチセンスオリゴヌクレオチド、ＲＮＡｉ
ポリヌクレオチド、リボザイムなどが挙げられる。抗体および可溶性の受容体は、それら
が目的の分析物を標的する親和性の部分として特に興味深い。
【００５３】
　ｉ．抗体
　親和性部分としては、抗体および分析物を特異的に結合するそれらの機能的等価物が挙
げられる。「免疫グロブリン」および「抗体」は、交換可能におよびそれらの最も広い意
味において、本明細書中で使用される。従って、それらは、無傷のモノクローナル抗体、
ポリクローナル抗体、少なくとも２つの無傷の抗体から構成される多重特異性抗体（例え
ば、二重特異性抗体）、および抗体フラグメントを、それらが所望の生物学的活性を示す
限り包含する。
【００５４】
　抗体の重鎖および軽鎖の可変領域は、同種の抗体の特定のエピトープを認識するか、ま
たはそれに結合する。用語「エピトープ」は、免疫グロブリンの可変領域を結合する抗原
上の特異的な結合部位または抗原決定子をいうために使用される。エピトープは、線状、
すなわち、アミノ酸残基の配列、免疫グロブリンが３－Ｄ構造を認識するような配座、ま
たはそれらの組み合わせから構成され得る。
【００５５】
　ｉｉ．モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体
　本発明の免疫グロブリンは、ポリクローナルまたはモノクローナルであり得、および当
該分野において周知の任意の方法により生成され得る。
【００５６】
　ポリクローナル抗体は、好ましくは、関連の抗原およびアジュバントの複数の皮下（ｓ
ｃ）、腹腔内（ｉｐ）、または筋肉内（ｉｍ）注射により動物に若起される。免疫される
種において免疫原性であるタンパク質に関連の抗原を結合させることは有用であり得る。
さらに、ミョウバンのような凝集剤が、免疫応答を増強するために適切に使用される。
【００５７】
　用語「モノクローナル抗体」は、実質的に相同な抗体の集団から得られる抗体をいう。
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モノクローナル抗体は、非常に特異的であり、単一の抗原部位に対して指向される。さら
に、異なる決定子に対して指向される異なる抗体を、典型的に含むポリクローナル抗体調
製物とは対照的に、このようなモノクローナル抗体は、抗原上の単一の決定子に対して指
向される。
【００５８】
　それらの特異性に加えて、モノクローナル抗体は、それらが他の免疫グロブリンにより
未汚染でありながら、合成され得るという点で有利である。例えば、モノクローナル抗体
は、ハイブリドーマ法によりまたは組換えＤＮＡ法により生成され得る。モノクローナル
抗体はまた、ファージ抗体ライブラリーから単離され得る。
【００５９】
　ｉｉｉ．抗体フラグメント
　「抗体フラグメント」は、無傷の抗体の部分、好ましくはその抗原結合領域または可変
領域を含む。抗体フラグメントの例としては、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ
フラグメント、二重特異性抗体の最小単位（ｄｉａｂｏｄｙ）、線状抗体、単鎖抗体分子
、および抗体フラグメントから形成される多重特異性抗体が挙げられる。
【００６０】
　種々の技術が、抗体フラグメントの生成のために開発されている。伝統的に、これらの
フラグメントは目的の抗体のタンパク質分解を介して得られる。当該分野において周知で
ある２つの分解方法論としては、パパイン分解およびペプシン処理が挙げられる。抗体フ
ラグメントは現在さらに、組換え宿主細胞により直接的に生成され得る。
【００６１】
　ｉｖ．二重特異性抗体
　本発明の二重特異性抗体は、２つの抗原結合部位を伴う小さな抗体フラグメントである
、各フラグメントは、同じポリペプチド鎖内に軽鎖可変ドメインに連結された重鎖可変ド
メインを含む。短かすぎて同じ鎖状の２つのドメイン間での対合を許容しないリンカーを
使用することにより、ドメインは、別の鎖の相補的なドメインと対合することを余儀なく
され、そして２つの抗原結合部位を作製する。
【００６２】
　二重特異性抗体を作製するための方法は、当該分野において周知である。完全長の二重
特異性抗体の伝統的な生成は、２つの免疫グロブリン重鎖－軽鎖対の同時発現に基づき、
ここでは２つの鎖は異なる特異性を有する。しかし、二重特異性抗体はまた、ロイシンジ
ッパーを使用して生成され得る。
【００６３】
　捕獲－粒子はまた、検出可能な標識をさらに含み得る。用語「検出可能な標識」により
、任意の手段により検出され得る任意の部分または物質が意味される。これらとしては、
量子ドット、蛍光標識、酵素、磁性粒子などが挙げられる。検出可能な標識は、捕獲－粒
子の任意の領域と会合され得、その孔および外部表面を包含する。検出可能な標識は、多
くの方法において有用であり、異なるクラスの捕獲－粒子を分別するための方法を包含す
る。例えば、異なるクラスの捕獲－粒子が生成され得、ここでは各クラスは異なる特性を
保有し（例えば、異なる孔径および／または異なる親和性リガンド）、そしてそれぞれは
、各クラスの粒子と会合される、異なる検出可能な標識を保有する。このことは、粒子の
クラスの特性（例えば、特異的な抗原に結合し得る）が、それが保持する検出可能な標識
を決定することにより同定されることを可能にする。例えば、ＰＳＡについての単鎖抗体
を伴う粒子は、ＦＩＴＣで標識され得、［α］－メチルアシル－ＣｏＡラセマーゼ（ＡＭ
ＡＣＲ）についての抗体を含有する粒子が、ＴＲＩＴＣで標識され得る。捕捉工程を行っ
た後、粒子は、蛍光活性化セルソーティングを使用してフローサイトメトリーにより分別
され得、ＡＭＡＣＲを含有する粒子からＨＡを含有する粒子を分離する。
【００６４】
　８．精製法
　本発明の捕獲粒子は、サンプルから目的の分析物を単離するための精製プロトコルにお
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いて使用され得る。上記のように、捕獲粒子は、大きさおよび親和性に基づく分析物の精
製を許容し、そして本発明は、目的の分析物を保存および研究するために、サンプルから
の目的の分析物の迅速な単離を許容する。これらの分析物は、サンプル中の酵素または他
の分子からの分解を防止するために、捕獲粒子中に保存される。
【００６５】
　９．診断法
　本発明はまた、規定された分子量、粒径、または規定された親和性の分析物を、捕獲－
粒子が選択的に結合するために有効な条件下で、分析物を含有するサンプルと、液相捕獲
－粒子とを接触し、次いで捕獲粒子に選択的に結合される分析物を同定することにより、
疾患を診断する方法を包含する。同定された濃度でのサンプル中の分生物の存在は、疾患
状態の特徴である。分析物の存在を検出することは、酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）
、分光法、放射性免疫アッセイ（ＲＩＡ）、マイクロアレイ法、免疫蛍光、ノーザンブロ
ット、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、およびインサイチュハイブリダイゼーションの
ような当業者に周知の方法を使用して行われ得た。
【００６６】
　１０．キット
　あるキットの実施態様において、捕獲粒子は、精製および診断の方法における使用に適
切な形態において提供される。キットは一般に、捕獲粒子、ならびに説明書、および精製
または診断の方法を行うために必要な物質を提供する。これらのキットは、サンプルを保
存する医療機関における医師による、または血清分析物の精製および単離を開始するその
他の人による使用について想定される。
【００６７】
　上述で引用された全ての刊行物の開示は、それぞれが個別に参考として援用されるのと
同じ程度に、それらの全体が本明細書中に参考として明らかに援用される。
【００６８】
　いくつかの実施態様において、捕獲－粒子は分子ふるい部分および分析物結合部分を含
み、ここで分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方は、改変された孔隙率を有
する架橋された領域をさらに含む。
【００６９】
　いくつかの実施態様において、捕獲粒子は、分子ふるい部分および分析物結合部分を含
み、ここで分子ふるい部分、分析物結合部分、またはその両方は、約６０ｋＤａよりも大
きな分子を排除するのに十分な孔の寸法を含む。
【００７０】
　１つの実施態様において、当該分析物結合部分は、分析物を化学的にまたは静電的に結
合または隔離し得る少なくとも１つのタイプの部分を含む。従って、分析物は捕獲－粒子
内の領域に効果的に保持される。分析物と分析物結合領域との間の力は、共有結合、ファ
ンデルワールス力、疎水性－疎水性、水素結合、親水性の引力、イオン性の引力、または
それらの任意の組み合わせの力であり得る。
【００７１】
　別の実施態様において、捕獲粒子は、約２と約２０ナノメートルとの間の孔径を含み、
その間の全ての個々の値を伴う。
【００７２】
　別の実施態様において、捕獲粒子は、約１００ｎｍ未満の孔径を含み、この範囲内の全
ての個々の値を含む。
【００７３】
　別の実施態様において、捕獲粒子は、約６０ｋＤａよりも大きい大きさを有する分子を
排除するようにされた孔径を含む。
【００７４】
　別の実施態様において、捕獲粒子は、アルブミンを排除するようにされた孔径を含む。
【００７５】
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　別の実施態様において、捕獲粒子は、アルブミンを排除する一方で１４０４Ｄａの大き
さの分子、約６０ｋＤａよりも大きな大きさを有する分子、またはその両方の浸透を許容
するのに十分な大きさにされた孔を含む。
【００７６】
　本明細書中に記載される例は、本発明の例証であり、それらに制限されることは意図さ
れない。本発明の異なる実施態様が、本発明に従って記載されてきた。多くの改変および
変化が、本発明の精神および範囲から逸脱することなく、本明細書中に記載および説明さ
れる技術に対してなされ得る。従って、実施例は例証のみであり、そして本発明の範囲を
制限しない。
【実施例】
【００７７】
　（実施例１）
　スマートナノ粒子の合成および特徴づけ
　「スマートポリマー」マイクロゲル粒子の製作、およびタンパク質および他の小分子の
、それらの選択的な取り込みの試験が以下に記載される。
【００７８】
　粒子を、Ｎ－イソプロピルアクリルアミド（ＮＩＰ　Ａｍ）、Ｎ，Ｎ’－メチレンビス
アクリルアミド（ＢＩＳ）モノマー（例示的な方法について、実施例８）を使用して合成
した。溶液に添加された架橋剤（Ｂｉｓ）の量は機能的な孔隙率を影響するので、２つの
異なる濃度の架橋剤（２％または５％のいずれか）を使用して、マイクロゲルを作製した
。２％および５％マイクロゲルの大きなバッチを合成した（それぞれ２０グラムよりも大
きい）。ゲルマトリクス内に電荷ベースの親和性バイトを伴う粒子を作製するために、マ
イクロゲル粒子をＮＩＰ　Ａｍ、ＢＩＳ、およびアクリル酸（ＡＡｃ）を使用して作製し
た。粒子内へのアクリル酸の取り込みは、ｐＨ調節可能な親和性部分を提供する。例えば
、低いｐＨ（３．５）にて、ＡＡｃは優先的にプロトン化されるが、より高いｐＨ条件下
で、ＡＡｃ部分は部分的にまたは優先的にのいずれかで脱プロトン化され、これは粒子内
に含まれる内因性の、電荷ベースの親和性エレメントを作製する。
【００７９】
　（実施例２）
　合成された粒子の顕微鏡評価
　粒子は、光学顕微鏡を使用して試験され、そして単分散の均一な集団（直径：１ミクロ
ン）を示す（図６）。粒子とＦＩＴＥとのインキュベーション、および蛍光顕微鏡を使用
する可視化は、粒子による色素の内在化、および粒子の均一な集団を示した（図７）。
【００８０】
　（実施例３）
　大きさによる分子隔離
　粒子の分子排除特性を調査するために、２％架橋剤濃度を使用して作製された粒子を、
３つの分子種：ＦＩＴＣ（ＭＷ３８９）、小分子（アンジオテンシンＩＩ［ＭＷ１４０４
］）に連結されたフルオレセイン、およびアルブミン（ＭＷ６６０００）に連結されたＦ
ＩＴＣとともにインキュベートした。３つのタイプの分子の溶液中での分離を行った。３
つの蛍光分子のそれぞれについて（以下を参照のこと）、０．２ｍＬの精製マイクロゲル
を１．５ｍＬ遠心分離チューブ中に置いた。これに対して、０．０１５ｍＬのＦＩＴＣ、
ＦＩＴＣ－アルブミン、またはフルオレセイン－ペプチド（発光される蛍光シグナル強度
に対して正規化される）を添加し、そしてボルテックス上で穏やかに混合した。各サンプ
ルをさらなる調査の直前に１．２１５ｍＬに希釈した。粒子による蛍光の取り込みを、Ｆ
ＡＣＳｃａｎ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）を使用して測定した。２％粒子の取
り込みについての蛍光色素の代表的なヒストグラムが図８において示される。これらの実
験は、小さなＦＩＴＣ分子は粒子中に容易に移行されることを示す。蛍光標識されたペプ
チドはまた粒子中に移行されるが、ＦＩＴＣに比較される場合、小さな強度のシグナル移
行を伴い、粒子が大きさ媒介性の選択性を有することを示す。ＦＩＴＣ標識化ペプチドお



(19) JP 2009-510442 A 2009.3.12

10

20

30

40

50

よびフルオレセイン標識化ペプチドの両方について、内在化のレベルは、粒子の５％架橋
剤集団におけるよりも、２％架橋剤集団において高かった（データ示さず）。このことは
、より高度に架橋された粒子集団内のより小さなナノ孔径の大きさで一貫する。２％およ
び５％の集団の両方において、アルブミンは排除された。アルブミンが粒子から排除され
るという知見は、スマート粒子プログラムの目標が、アルブミンのような非常に豊富な常
在タンパク質から、候補の低量の生体分子を隔離および集積する粒子を作製することであ
るので、重要な開始工程である。
【００８１】
　（実施例４）
　異種タンパク質混合物からのペプチドの隔離
　異種混合物から小分子を単離するために粒子が使用され得たか否かを決定するために、
２％架橋剤を伴って作製された粒子を、水中で１：１０に希釈した血清とともにインキュ
ベートし、そして上記のフルオレセイン－ペプチドでスパイクした。インキュベーション
後、ペプチドを洗浄し、そして取り込まれたペプチドを、フローサイトメトリーを使用し
て検出した。結果は図９において示される。顕著なことに、粒子は、通常の粒子、または
スパイクされたペプチドを伴わない異種タンパク質混合物とともにインキュベートされた
粒子と比較した場合、蛍光強度において顕著な遷移を示した。この実験は、粒子の隔離特
性の実証を提供する。
【００８２】
　（実施例５）
　熱応答性粒子を使用する血清の分画化
　２％架橋剤のナノ粒子ふるいを、水中で１：１０に希釈した血清とともにインキュベー
トした。血清を、２４℃にて（孔が最大に拡大される温度）、３０分間インキュベートし
た。次いで、粒子／血清混合物を、粒子の孔径を縮小し、そして粒子内に分子を捕獲する
ために、３７℃の環境に１５分間置いた。次いで、粒子を１５分間３７℃にて遠心分離し
た。上清（未捕獲のタンパク質）をＳＤＳ－ＰＡＧＥ解析のために保存した。粒子を水で
２回、１５分間、３７℃で洗浄し、続いて３７℃にて遠心分離した。隔離されたタンパク
質を溶出するために、粒子を１５分間２４℃にてインキュベートし、これは孔をより広く
開け、続いて２４℃にて遠心分離した。上清、または溶離液を回収し、そしてＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥゲル上で泳動した。ゲルは、粒子による血清タンパク質の有意な分画を実証した。
この技術を介して分画された分子を同定するために、ゲル切片をゲルから切り出し、そし
てエレクトロスプレイイオン化質量分析を使用して解析した。タンデムな質量スペクトル
をヒトデータベース（国立バイオテクノロジー情報センター（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎ
ｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）からダウンロ
ードした）に対して、トリプシン切断拘束を使用してＳＥＱＵＥＳＴ（１６）で検索した
。正当に同定されると考えられるペプチドについて、これは［Ｍ＋Ｈ］１＋について１．
５、［Ｍ＋２Ｈ］２＋について２．０、［Ｍ＋３Ｈ］３＋について２．５の相互相関スコ
ア、ならびに０．００１の無作為同定の最大確立を達成しなければならなかった。２％粒
子から放出された６０，０００Ｄａを下回る分子のサブセットは、図１０において列挙さ
れる。これらの配列は、血清タンパク質の採集のために、これらの分子採集粒子を使用す
る可能性を実証する。
【００８３】
　（実施例６）
　本実施例は、２％粒子によるＦＩＴＣの用量依存性の取り込みを示す。
【００８４】
　１０μｌの容量の２％ヒドロゲル粒子を、９０μｌのＦＩＴＣ水溶液中に、異なる濃度
（すなわち、０、０．２、１、５、２０、１００、５００μＭ）で希釈した。サンプルを
一晩インキュベートし、次いで室温にて、１６．１ｒｃｆにて、および５分間、遠心分離
した。次いでペレットを１００μｌのＭｉｌｌｉＱ水中に再懸濁し、そして同じパラメー
ターで再度遠心分離した。ペレットを１ｍｌの水中に再懸濁し、そして蛍光シグナルをフ
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【００８５】
　以下は、以下の各ＦＩＴＣ濃度についての蛍光シグナルの平均を報告する棒グラフであ
る。
【００８６】
【表１】

【００８７】
　上述のデータは、粒子によるＦＩＴＣの用量依存性の取り込みを実証する。
【００８８】
　（実施例７）
　本実施例は、２％粒子によるインスリン－フルオレセインまたはＦＩＴＣの取り込みを
示す。
【００８９】
　１０μｌの容量の２％ヒドロゲル粒子を、ＦＩＴＣまたはインスリン－フルオレセイン
のいずれかとともに、９０μｌの水溶液中に希釈した。サンプルを一晩インキュベートし
、次いで室温にて、１６．１ｒｃｆにて、および５分間、遠心分離した。次いでペレット
を１００μｌのＭｉｌｌｉＱ水中に再懸濁し、そして同じパラメーターで再度遠心分離し
た。ペレットを１ｍｌの水中に再懸濁し、そして蛍光シグナルをフローサイトメーターに
より解析して、ＦＩＴＣ取り込みを評価した。
【００９０】
　以下の棒グラフは、各サンプルについての蛍光シグナルの中央値を示す。
【００９１】
　コントロール：さらなる蛍光分子をなんら有しない粒子
【００９２】
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【表２】

【００９３】
　上述のデータは、インスリン（約６ｋＤａ）およびＦＩＴＣ（１ｋＤａ未満）の用量依
存性の取り込みを実証する。
【００９４】
　（実施例８）
　「スマートポリマー」採集粒子技術の製作。
【００９５】
　界面活性剤非含有沈殿重合により、Ｎ－イソプロピルアクリルアミド（ＮＩＰ　Ａｍ）
およびＮ，Ｎ’－メチレンビスアクリルアミド（ＢＩＳ）を取り込むミクロンの大きさの
マイクロゲルが調製され得る。ＢＩＳは架橋剤として使用される。さらに、アクリル酸（
ＡＡｃ）を含有する粒子の調製は、電荷ベースの親和性バイトを粒子中に取り込むために
製作され得る。
【００９６】
　化学物質。Ｎ－イソプロピルアクリルアミド（ＮＩＰ　Ａｍ）、Ｎ，Ｎ’－メチレンビ
スアクリルアミド（ＢＩＳ）、過硫酸アンモニウム（ＡＰＳ）、アクリル酸（ＡＡｃ）は
、Ｓｉｇｍａから購入され得る。反応、洗浄、および負荷のための水は、Ｍｉｌｌｉｐｏ
ｒｅ　Ｍｉｌｌｉ－Ｑ水精製系で、１８ＭΩの耐性に精製され得、そして０．２μｍフィ
ルターを通過される。
【００９７】
　一連の分子量排除クラス：５０ｋＤａ未満、２０ｋＤａ未満、および５ｋＤａ未満を伴
うハイドロゲルふるいナノ粒子の合成および特徴づけ。
【００９８】
　マイクロゲルは、以前に報告されるように（１２）、水中での沈殿重合を介して合成さ
れ得る。全モノマー濃度（ＮＩＰ　ＡｍおよびＢＩＳ）は、０．３Ｍである。ＢＩＳ：Ｎ
ＩＰ　Ａｍモノマー比は、得られる網密度、従って平均孔径を決定する。粒子は、重合化
の間、種々の量の架橋剤を使用して作製され得、粒子の孔径を変化するために２％および
５％の総濃度の架橋剤を含む。図１１を参照のこと。モノマーは、コンデンサーおよび温
度計が装備された丸底の１５０ｍＬ　３つ口フラスコの内部で、中程度の攪拌速度（磁性
攪拌器）にて１００ｍＬの水中に十分に溶解される。溶液は７０℃を超えて。１時間、窒
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素流の下で加熱される。安定な最大攪拌速度が達成され、そして重合化が６ｍＭ　ＡＰＳ
の１．０ｍＬ溶液を用いて開始される。反応は、窒素下、３時間進行することが許容され
る。室温への一晩の冷却後、マイクロゲル溶液の０．５ｍＬアリコートは、個々の１．５
ｍＬ容量の遠心チューブに置かれ、そして１．０ｍＬの水で希釈される。次いで、サンプ
ルはＥｐｐｅｎｄｏｒｆ　５４１５Ｒ遠心分離を使用して、２０分間、２３℃および１６
，１００ｒｃｆで遠心分離される。上清は移され、そしてマイクロゲルは水中に、再度１
．５ｍＬの容量に再分散される。このプロセスは、合計５回の濃縮／再分散工程について
反復される。均一性および大きさの範囲は、光学顕微鏡、および蛍光顕微鏡の可視化を伴
う蛍光色素の取り込みを使用して評価される。フローサイトメトリーはまた、市販の蛍光
標識される識別粒子の、標準としての使用を介して、相対的な大きさが割り当てられるこ
とを可能にする。
【００９９】
　親和性バイトを含有するナノ粒子ふるいの合成および特徴づけ。
【０１００】
　調節可能な親和性部分を粒子マトリクス内に有するポリ（ＮＩＰ　Ａｍ－ｃｏ－ＡＡｃ
）マイクロゲル粒子が製作され得る。例示的な反応として、ＮＩＰ　Ａｍ（１．３ｇ）、
ＢＩＳ（０．１０）ｇ、およびＡＡｃ（０．０７２ｇ）が、１５０ｍＬのＨ２Ｏ中に溶解
され得る。ＡＰＳは、上記のように開始剤として使用される。粒子中へのＡＡｃの取り込
みとともに、荷電された化学エレメントは粒子の構造の部分である。例えば、低いｐＨ（
３．５）にて、ＡＡｃは優先的にプロトン化され、より高いｐＨ条件にて、ＡＡｃ分子は
部分的にまたは優先的のいずれかで脱プロトン化され、これは粒子内に含まれる内因性の
、電荷ベースの親和性エレメントを作製する。
【０１０１】
　（実施例９）
　収穫粒子技術を使用する、規定された分子混合物からのタンパク質の特異的な精製およ
び単離。
【０１０２】
　粒子が溶液中で自動的に（一工程において）サイズ排除クロマトグラフィーおよび／ま
たは親和性クロマトグラフィーを行う能力は、達成可能である。粒子集団の孔径および親
和性特性を調節することにより、タンパク質の非常に特異的なサブセットが、タンパク質
混合物から捕獲され、そして富化される。これらの研究のためのプロテオーム道具キット
としては、キャピラリー電気泳動、フローサイトメトリー、ＰｒｅｐＣｅｌｌゲル溶出に
よる低分子タンパク質のサイズクロマトグラフィー分離、ゲル電気泳動、およびナノフロ
ー逆相液体クロマトグラフィー－タンデムＭＳ（ｎａｎｏＲＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）が挙げ
られる。
【０１０３】
　粒子によるサイズベースの分子取り込みの実証。
【０１０４】
　タンパク質研究セットの構築。重要な最初の工程は、異なる物理化学的特性を伴うタン
パク質試薬のパネルをアセンブリすること、およびタンパク質サブセットについての粒子
調製物の選択性を試験するためにそれらを使用することである。図１２は、６０００Ｄａ
～４５，０００Ｄａから選択されるタンパク質（ならびにアルブミン）を用いた、このよ
うな例示的パネルを示す。これらのタンパク質は様々な等電点を有し、これは所与のｐＨ
にて様々な荷電状態を提供する。この参照セットは、規定された合成および天然のペプチ
ド、例えばアンジオテンシンおよびＰｒｏ－Ｂ－型ナトリウム利尿ペプチドが補充され得
る。
【０１０５】
　研究セットタンパク質の標識化：研究セットからのタンパク質は、フルオレセインおよ
びローダミンのような蛍光色素で標識され得る。それらは市販の供給源から購入され得る
か、または標準的な結合技術を使用して、実験室内で結合され得る。タンパク質の蛍光修
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飾の程度が測定および正規化され得る。上記のように、蛍光的に標識されたアンジオテン
シンペプチドおよびアルブミンは、フローサイトメトリーを使用する研究を実現可能にす
るために作製および適用されている。
【０１０６】
　タンパク質の取り込み／排除の研究：蛍光的に標識された、異なる大きさの分子は、２
つの異なる粒子集団：２％架橋粒子（より大きな孔径）および５％架橋粒子（より小さな
孔径）のタンパク質取り込み特性を理解するために、マイクロゲル収穫粒子とともにイン
キュベートされ得る。粒子は、フローサイトメトリー系について検出可能な大きさの範囲
である。このことは、ローダミンまたはフルオレセインのような色素で標識されたタンパ
ク質が粒子と関連して検出され得る系を提供する。アルブミンよりも小さな蛍光的に標識
された分子の取り込みを示す一方、粒子からの、蛍光的に標識されるアルブミンの排除を
実証し得る。架橋濃度は、参照セットを使用して、以下のカテゴリーａ）＜５０ｋＤａ、
ｂ）＜２０ｋＤａ、およびｃ）＜５ｋＤａにおけるサイズ排除を達成するために漸増され
得る。簡潔には、蛍光的に標識されたタンパク質のモル等価物は、規定された時間（分～
日）、温度（２４～３７Ｃ）、および緩衝液条件（水性［酸性、塩基性、生理学的ｐＨ］
および有機溶媒）について、マイクロゲル粒子とともにインキュベートされ得る。粒子孔
径の温度およびｐＨ依存性は、それらを、注意深く制御された環境条件を必要とする動的
構造にする。次いで積載された粒子は、温度制御遠心分離により上清から分離され得る（
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ温度制御マイクロ遠心、１６，１００ｒｃｆ）。次いで、粒子は水中
で洗浄され得、続いて再度、温度制御遠心分離が行われる。次いで、粒子による標的タン
パク質の取り込みが、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ＦＡＣＳｃａｎ　Ｃｙｔｏｍ
ｅｔｅｒを使用する、フローサイトメトリーにより実証される。保持プロフィールが、タ
ンパク質の大きさおよび表面特性、ならびに負荷が最適に生じる温度および緩衝液条件に
基づいて測定される。至適な「取り込み」温度が同定され得、その温度で標的タンパク質
は、粒子により最も効果的に隔離される。
【０１０７】
　粒子による親和性ベースの分子取り込みの実証。さらなる識別特徴、すなわちアクリル
酸（ＡＡｃ）荷電親和性部分は、３つの標的サイズ排除クラス内で粒子中に取り込まれ得
る。ＡＡｃを使用して、粒子バイトの荷電状態は、それらが懸濁される溶液のｐＨに基づ
いて調節され得る。より低いｐＨ（３．５）にて、ＡＡｃ部分は優先的にプロトン化され
る。他方、より高いｐＨ条件にて、ＡＡｃ分子は、部分的にまたは優先的のいずれかで、
脱プロトン化され、これは、溶媒条件に基づいて調節される粒子内に含まれる、内因性の
、電荷ベースの親和性エレメントを作製する。
【０１０８】
　タンパク質の取り込み／排除研究：上記の実験プラン（蛍光的に標識されるタンパク質
研究セットおよびフローサイトメトリー）を使用して、異なる大きさのクラスの蛍光的に
標識された分子は、ＡＡｃ粒子のタンパク質取り込み特性に対する粒子遠心分離および排
除サイズの効果を評価するために、マイクロゲル収穫タンパク質とともにインキュベート
され得る：取り込みは、通常の粒子のタンパク質取り込み特性と比較される。タンパク質
は、規定された時間（分～日）、温度（２４～３７Ｃ）、および３．０から１０のｐＨの
範囲を伴う緩衝液条件についてマイクロゲル粒子とともにインキュベートされ得る。保持
プロフィールが、タンパク質の大きさおよび表面特性、ならびに負荷が最適に生じる温度
および緩衝液条件に基づいて測定され得る。
【０１０９】
　規定された分子混合物からの標的タンパク質およびポリペプチドの制御された取り込み
および放出の収率および時間的経過の評価。
【０１１０】
　収穫粒子技術の重要な構成要素は、さらなる研究および測定のための標的タンパク質の
制御放出である。粒子によるタンパク質の選択的な取り込みを基に、以下の実施例は粒子
の放出特性を研究することに焦点を当てる。
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【０１１１】
　大きさおよび／または親和性の特性を有する粒子によるタンパク質の取り込み：
　粒子は、粒子中に所与のタンパク質を負荷するための以前に決定された至適な温度、ｐ
Ｈ、時間、および粒子濃度を使用して、タンパク質研究セットからのタンパク質で負荷さ
れ得る。
【０１１２】
　粒子からのタンパク質放出：粒子中に負荷されるタンパク質の放出は、温度変化（孔径
の制御）、ｐＨ変化（ＡＡｃ部分の電荷の変化）、粒子の化学的溶解、または粒子の物理
的溶解（例えば、超音波処理）を介して達成され得る。負荷された条件の至適な放出条件
は、標的分析物の親和性および存在量に依存して決定される。粒子調製物からのタンパク
質の放出は、粒子を遠心分離によりペレット化し、そしてゲル電気泳動、質量分析、およ
びキャピラリー電気泳動を使用して、溶液中のタンパク質の濃度について上清を測定する
ことにより測定される。１００％の理論的収率を達成するために、血漿からの分離後に捕
獲されたタンパク質を伴う粒子は化学的にまたは物理的に溶解され得ることに注目するこ
とは重要である。
【０１１３】
　ＰｒｅｐＣｅｌｌゲル溶出によるタンパク質のサイズクロマトグラフィー分析。粒子か
ら溶出されたタンパク質は、ＰｒｅｐＣｅｌｌ技術を使用して分画され得る。血清のよう
な多量の非常に複雑な混合物は、この技術を使用してサイズ個別カテゴリーに分離され得
る。例として、１００μｌの血清が１×ＳＤＳ－ＰＡＧＥ負荷緩衝液と混合され、１０分
間煮沸され、そしてＰｒｅｐＣｅｌｌ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）に負荷される。２時間の電気泳
動が行われ、そしてゲルの末端の連続的な流出の下で溶出される。低分子量のタンパク質
はより速い時期にゲル外に移行され、そして回収チューブに溶出された。実質的に１００
％収率が達成され、くっきりとしたサイズ分割を伴った。このような手順からの例示的な
ゲルについて、図１３を参照のこと。この技術は、負荷され、そして実質的にスマート粒
子から放出されるタンパク質に適用され得る。溶出された画分は、溶液中、トリプシンで
消化され、そして質量分析により配列決定される。
【０１１４】
　ナノフロー逆相液体クロマトグラフィー－タンデムＭＳ（ナノＲＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）
およびビオチンフォーマット解析
　ＰｒｅｐＣｅｌｌから溶出されたタンパク質は、洗浄剤処理マイクロキットＰｒｏｔｅ
ｏＳｐｉｎ（Ｎｏｒｇｅｎ、Ｃａｎａｄａ）を通過され得、質量分析解析を妨げ得る溶出
緩衝液中のＳＤＳを除去する。洗浄されたタンパク質は１０ｍＭ　ＤＴＴにより還元され
、５０ｍＭ　ヨウ化アセトアミドによりアルキル化され、そしてトリプシンにより、３７
℃にて一晩消化される。トリプシンペプチドはさらに、Ｓｅｐ－Ｐａｋカートリッジ（Ｗ
ａｔｅｒｓ）により精製され、そして線状イオン－捕獲質量分析器（ＬＴＱ、Ｔｈｅｒｍ
ｏＥｌｅｃｔｒｏｎ））を使用する逆相液体クロマトグラフィーナノスプレイタンデム質
量分析により解析される。分離カラムは、レーザーがけん引されたチップを備える１００
μｍｉ．ｄ．×１０ｃｍの長の融合化シリカゲルキャピラリー（Ｐｏｌｙｍｉｃｒｏ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）中、５μｍ、２００Å（オングストローム）孔径Ｃ１８樹脂（
Ｍｉｃｈｒｏｍ　ＢｉｏＲｅｓｏｕｒｃｅｓ）でスラリー－パックされる。サンプルの注
入後、カラムは移動相Ａ（０．４％酢酸）で５分間洗浄され、そして２５０ナノリットル
／分で３０分間、０％移動相Ｂ（０．４％酢酸、８０％アセトニトリル）から５０％移動
相Ｂまでの、次いでさらに５分間、１００％Ｂまでの線状勾配を使用して溶出される。Ｌ
ＴＱ質量分析器は、データ依存性の態様において操作され、各全ＭＳスキャン後に５つの
ＭＳ／ＭＳスキャンが続き、ここでは５つの最も豊富な分子イオンが、正規化された３５
％の衝突エネルギーを使用して、衝突誘導性の解離（ＣＩＤ）について動的に選択される
。タンデムな質量スペクトルが、ヒトデータベース（国立バイオテクノロジー情報センタ
ーからダウンロードされる）に対して、トリプシン切断拘束を使用してＳＥＱＵＥＳＴで
検索される。正当に同定されると考えられるペプチドについて、これは［Ｍ＋Ｈ］１＋に
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ついて１．５、［Ｍ＋２Ｈ］２＋について２．０、［Ｍ＋３Ｈ］３＋について２．５の相
互相関スコア、ならびに０．００１の無作為同定の最大確立を達成しなければならない。
生成されるタンパク質のリストは、粒子からのタンパク質の放出を記録するために使用さ
れる（１６）。
【０１１５】
　キャピラリー電気泳動。キャピラリー電気泳動（ＣＥ）は、複雑なサンプルの迅速な分
画を可能にする。ＣＥにおいて、キャピラリーはあるｐＨ値で緩衝液である伝導性の液体
で充填される。サンプルは、圧力を使用してキャピラリーの一端から導入され、そして高
電圧が生じ、大きさおよび電荷に基づく分離を伴う。移行する分子は、光供給源を通過し
、これは存在する分子のスペクトルが生成されることを可能にする。ＣＥベースの検出を
使用して、粒子は、規定された環境条件（温度など）において特定の粒子により取り込ま
れることが以前に示されたタンパク質とともに負荷される。負荷に続いて、粒子は水中で
洗浄され、続いて遠心分離される（１６，１００ｒｃｆ、１５分間）。粒子は再懸濁され
、そして温度、ｐＨ、ならびに化学的および／または物理的破壊を使用して溶出される。
ＣＥは放出されたタンパク質を検出するために行われる。このアッセイを行う前に、標的
タンパク質のスペクトルプロフィールがＣＥ上で測定される。
【０１１６】
　標準およびヒト血清／血漿を使用する安定化および保存。
【０１１７】
　質量分析ベースの検出を使用して、ＣＥ，およびフローサイトメトリーは、参照血清の
ような異種混合物中に、添加、またはスパイクされた、標的タンパク質分析物の隔離、保
存、および制御された放出を実証し得る。
【０１１８】
　マイクロゲル粒子は、参照血清中にそれらがスパイクされる後、酵素分解から標的分析
物を保護し得る。
【０１１９】
　粒子負荷を記録するためのフローサイトメトリー研究。マイクロゲル粒子のクラス（様
々な架橋剤濃度またはＡＡｃ親和性バイト）は、規定された分子量の蛍光標識化タンパク
質でスパイクされた血清とともにインキュベートされ得る。至適な負荷条件は、上記のよ
うに規定され得る（すなわち、温度、ｐＨ、時間）。インキュベーション後、粒子は遠心
分離され、そして一回洗浄され、続いて遠心分離される。ペプチド取り込みは、上記のよ
うにフローサイトメトリーを使用して検出される。上記のように、本発明者らは、血清中
にスパイクされたＦＩＴＣ標識化ペプチドは、粒子中に非常に高効率に隔離され得ること
を実証した。これらの知見は、蛍光的に標識化されたＰＳＡ（市販される）およびプロ脳
性ナトリウム利尿ペプチド（ＰＢＮＰ）のような、公知の濃度にて血清中にスパイクされ
る他の分子を含むように拡大適用され得る。ＰＳＡは雌性血清中にスパイクされ得る（０
．５～２５ｎｇ／ｍｌにわたり、これは健常者からガン保有患者におよぶＰＳＡの臨床的
に関連する範囲である）。ＰＢＮＰは、０．５～５ｎｇ／ｍｌの濃度にて血清中にスパイ
クされ得る。これらの分子の両方は、それぞれ、前立腺疾患および心疾患を伴う患者につ
いて臨床的有意性を有する。これらの分子における臨床目的のために、多くの研究が、日
常的な操作条件下でのこれらの分子の安定性に対して行われた（２４、２５）。これらの
スパイクされた分子の取り込みは、上記のようにフローサイトメトリーを使用して記録さ
れ得る。
【０１２０】
　粒子からのタンパク質放出（溶出）を記録するための研究。粒子が、血清中にスパイク
されたＰＳＡまたはＲＢＮＰで負荷され得ることが一旦実証されると、さらなる研究が、
標的分析物が粒子から放出され得ることを実証するために行われ得る。至適な溶出条件が
、上記のように規定される（すなわち、温度、ｐＨ、時間、粒子の物理的および／または
化学的破壊）。上記のように、ＰｒｅｐＣｅｌｌ技術が、予期される大きさの範囲内に溶
出されたタンパク質の画分を単離するために使用され得る。次いで、これらは、ビオチン
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フォーマット解析と併用してナノフロー逆相液体クロマトグラフィー－タンデムＭＳ（ナ
ノＲＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）を使用して解析される。粒子からの溶離液中の標的分析物、Ｐ
ＳＡまたはＰＢＮＰの存在は、それゆえ、高感度で検出される。ＰＳＡまたはＰＢＮＰ分
析物の定量は、市販のＥＬＩＳＡフォーマットを使用してタンパク質溶離液を測定するこ
とを介して達成され得る。ＥＬＩＳＡフォーマットのみが、粒子から溶出された生体マー
カーの定量を許容するのではなく、分析物増幅研究が同様に行われ得る。ＰＳＡでスパイ
クされたＮＩＳＴ参照血清は、マクロゲル粒子のあるクラスとともにインキュベートされ
得る。負荷に適切な以前に規定された環境条件を使用して、粒子は遠心分離により採集さ
れ得、そして残存する血清溶液は除去される。血清参照のさらなるアリコートは、粒子に
添加され得る。再度、粒子は血清とともにインキュベートされ得、次いで遠心分離により
単離され得る。このサイクルは、負荷プラトーを研究するために「ｎ」回継続され得る。
次いで、粒子は溶出または放出の条件（時間、温度、物理的または化学的破壊）で処理さ
れ、そして溶離液中に存在するＰＳＡの量が、ＥＬＩＳＡを使用する一回の血清曝露と比
較される。このタイプの分析物増幅は、キャリアタンパク質が血清中で果たす役割を模倣
し、小さな、低量の分析物についての隔離および集積のために部位を提供することによる
。この増幅の戦略を通して、技術は、上記の臨床的必要性、すなわち、血清からの低量の
疾患マーカーの増幅および単離を満たす。
【０１２１】
　マイクロゲル粒子による公知の血清タンパク質、ポリペプチド、および他の小分子の大
きさベースのおよび／または親和性ベースの負荷／放出の実証。重要な臨床的必要性は、
重要な生体マーカーをプロテイナーゼによる分解から保護する保存様式の開発である。分
子生体マーカーが、マイクロゲル粒子中に見出されるように、マトリクス中に隔離され得
る場合、これらは酵素分解プロセスから保護され得る。ＰＳＡは、ＰＳＡ／粒子の対合に
至適になるように予め決定された負荷条件を使用して、マイクロゲル粒子の存在を伴って
または伴わないで、トリプシンとともにインキュベートされ得る。切断フラグメントの存
在は、キャピラリー電気泳動またはナノＲＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳのいずれかにより検出され
得る。インキュベートされ、そして粒子により内在化されたタンパク質は、タンパク質分
解を回避する。ＰＳＡでスパイクされたＮＩＳＴ血清参照標準は、保護的なマイクロゲル
粒子の存在を伴わずに、さまざまな時間、インキュベートされ得る。全ＰＳＡ対内因的に
または外因的に添加されたプロテイナーゼによりフラグメント化されたＰＳＡの相対は、
さまざまな濃度および時間について、Ｂｌａｎｄ　Ａｌｔｍａｎ　Ｐｌｏｔ（２４、２５
）を使用して評価され得る。ＰＢＮＰは同様に研究され得る。
【０１２２】
　マイクロゲル粒子が、参照血清中の公知のおよび以前に知られない低量のタンパク質お
よびペプチドを隔離することの実証。
【０１２３】
　ＡＡｃ親和性バイトを含有する粒子を含む、種々のクラスのマイクロゲル粒子は、水中
で１：１０希釈された血清とともに、種々の温度、時間、およびさまざまな物理的条件（
圧力または超音波）にてインキュベートされ得る。負荷されたタンパク質は、種々の時間
、温度を３７℃に変化することにより、孔径を顕著に縮小して捕獲され得る。粒子は、未
負荷のタンパク質を除去するために３７℃にて複数回洗浄され得る。隔離されたタンパク
質を溶出するために、粒子は、さまざまな時間、温度、溶媒、および物理的破壊技術を使
用して、インキュベートされ得る。粒子および粒子フラグメントは遠心分離によりペレッ
ト化され得る。上清、または溶離液は、溶出されたタンパク質をサイズ分画するために、
ＰｒｅｐＣｅｌｌ装置上で泳動され得る。次いで、分画された溶離液は、ナノＲＰＬＣ－
ＭＳ／ＭＳにより解析され得る。タンデムな質量スペクトルが、ヒトデータベース（国立
バイオテクノロジー情報センターからダウンロードされる）に対して、トリプシン切断拘
束を使用してＳＥＱＵＥＳＴ（１６）で検索される。正当に同定されると考えられるペプ
チドについて、これは［Ｍ＋Ｈ］１＋について１．５、［Ｍ＋２Ｈ］２＋について２．０
、［Ｍ＋３Ｈ］３＋について２．５の相互相関スコア、ならびに０．００１の無作為同定
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の最大確立を達成する。配列同一性のセットは分類整理され、そして特定のマイクロゲル
アッセイについて使用された負荷および放出条件に対して関連づけられる。
【０１２４】
　（実施例１０）
　本実施例は、経時的研究における２％粒子によるＦＩＴＣの取り込みを示す。
【０１２５】
　１０μｌの容量の２％ヒドロゲル粒子を、９０μｌのＦＩＴＣ水溶液中に２０μＭにて
希釈した。サンプルを一晩インキュベートし、次いで室温にて、１６．１ｒｃｆにて、お
よび５分間、遠心分離した。次いでペレットを１００μｌのＭｉｌｌｉＱ水中に再懸濁し
、そして同じパラメーターを用いて再度遠心分離した。ペレットを１ｍｌの水中に再懸濁
し、そして蛍光シグナルをフローサイトメーターにより解析して、ＦＩＴＣ取り込みを評
価した。
【０１２６】
　以下は、中央値データを報告する棒グラフである。
【０１２７】
【表３】

【０１２８】
　上述のデータは、粒子のＦＩＴＣとの、３０～１８０分の間のインキュベーションが、
ＦＩＴＣ取り込みの検出において有意な変化を何ら示さないことを実証する。
【参考文献】
【０１２９】
　１．Ａｅｂｅｒｓｏｌｄ，Ｒ．、Ｌ．Ａｎｄｅｒｓｏｎ、Ｒ．Ｃａｐｒｉｏｌｉ、Ｂ．
Ｄｒｕｋｅｒ、Ｌ．Ｈａｒｔｗｅｌｌ、およびＲ．Ｓｍｉｔｈ．２００５。保存剤：ガン
についてのタンパク質生体マーカー発見を改善するためのプログラム。Ｊ．Ｐｒｏｔｅｏ
ｍｅ　Ｒｅｓ　４：１１０４。
【０１３０】
　２．Ｅｔｚｉｏｎｉ，Ｒ、Ｎ．Ｕｒｂａｎ、Ｓ．Ｒａｍｓｅｙ、Ｍ．ＭｃＩｎｔｏｓｈ
、Ｓ．Ｓｃｈｗａｒｔｚ、Ｂ．Ｒｅｉｄ、Ｊ．Ｒａｄｉｃｈ、Ｇ．Ａｎｄｅｒｓｏｎ、お
よびＬ．Ｈａｒｔｗｅｌｌ。２００３。初期検出についての場合。Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｃａ
ｎｃｅｒ　３：２４３。
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Ａ．Ｃｈａｐａｒｒｏ、Ｈ．Ｅｒｄｊｕｍｅｎｔ－Ｂｒｏｍａｇｅ、Ａ．Ｂ．Ｏｌｓｈｅ
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ォームの比較評価。Ｎａｔ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２：６６７。
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　２６．Ｄｏｗｎｉｅ，Ｐ．Ｆ．、Ｓ．Ｔａｌｗａｒ、Ｉ．Ｂ．Ｓｑｕｉｒｅ、Ｊ．Ｅ．
Ｄａｖｉｅｓ、Ｄ．Ｂ．Ｂａｒｎｅｔｔ、およびＬ．Ｌ．Ｎｇ．１９９９。インビトロで
のＮ－末端プロ脳性ナトリウム利尿ペプチドの安定性の評価：左心室機能障害の評価につ
いての影響。Ｃｌｉｎ　Ｓｃｉ（Ｌｏｎｄ）９７：２５５。
【０１５５】
　２７．Ｕｌｍｅｒｔ，Ｄ．、Ｃ．Ｂｅｃｋｅｒ、Ｊ．Ａ．Ｎｉｌｓｓｏｎ、Ｔ．Ｐｉｉ
ｒｏｎｅｎ、Ｔ．Ｂｊｏｒｋ、Ｊ．Ｈｕｇｏｓｓｏｎ、Ｇ．Ｂｅｒｇｌｕｎｄ、およびＨ
．Ｌｉｌｊａ。２００６。－２０℃での長期間の保存後の血清対結晶における遊離および
全前立腺特異的抗原の測定の再現性および正確性。Ｃ．Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ　５２：２３
５。
【図面の簡単な説明】
【０１５６】
【図１】熱応答性粒子は、温度の変化とともに形状を変化する。
【図２】温度に伴う半径の変化。
【図３】粒子はタンパク質分解酵素からの保護を提供する。
【図４】本発明の１つの実施態様の模式図。
【図５】本発明の１つの実施態様の模式図。
【図６】マイクロゲル粒子の光学顕微鏡画像。
【図７】ＦＩＴＣで負荷されたマイクロゲル粒子の蛍光顕微鏡画像。
【図８】ＦＩＴＣおよび標識されたペプチドの、粒子による取り込みを示すフローサイト
メトリーデータ。
【図９】血清中にスパイクされたＦＩＴＣの取り込みを示すフローサイトメトリーデータ
。
【図１０】粒子により分画される例示的な配列決定されたタンパク質またはタンパク質フ
ラグメント。
【図１１】より多くの（ａ）またはより少ない（ｂ）架橋剤を伴うマトリクス。
【図１２】参照タンパク質と、等電点および分子量。
【図１３】ＰｒｅｐＣｅｌｌにより分画され、銀染色された低分子量タンパク質。１００
μｌの血清が、ＰｒｅｐＣｅｌｌに負荷された。電気泳動の２時間後、タンパク質はゲル
の外部に移行され、そして続いて異なる時間で溶出チャンバーから回収された。レーン１
～５：１／５００の溶出タンパク質（０．１８μｌの原血清に等価）、１５、４５、６０
、９０、および１２０分後に回収された；レーン６：０．１８μｌの原血清；レーン７：
タンパク質マーカー。
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