
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫学的試験方法における免疫学的結合パートナーとしての分子内共有結合架橋タンパ
ク質の使用であって、該タンパク質がＨＩＶ逆転写酵素 であり、

、使用
。
【請求項２】
　請求項１記載の分子内共有結合架橋タンパク質が免疫学的結合パートナーとして使用さ
れることを特徴とする、試料中の被検体を検出するための免疫学的試験方法。
【請求項３】
　ＨＩＶ感染を するための方法であることを特徴とする、請求項２記載の免疫学的試
験方法。
【請求項４】
　ＭＨＳ（３－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル）、ＥＤ
Ｃ（１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド）、ＤＳＳ（ジス
クシンイミジルスベリン酸）、ＨＳＡＢ（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジル－４－アジド
安息香酸）またはスルホＳＡＮＰＡＨ（スルホスクシンイミジル－６（４’－アミド－２
’－ニトロフェニルアミド )ヘキサノエート )が、架橋試薬として使用されることを特徴と
する、請求項 記載の使用。
【発明の詳細な説明】
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（ＲＴ） ＲＴの２つのサ
ブユニットのみが互いに共有結合架橋され、数個のＲＴ分子間に分子間架橋が無い

検出
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【０００１】
本発明は、試料における被検体を検出するための免疫アッセイ、免疫学的試験手順におけ
る免疫学的結合パートナーとしての分子内共有結合架橋タンパク質の使用、特に HIV に由
来する共有結合架橋逆転写酵素の使用に関し、ここで分子内共有結合架橋タンパク質は結
合パートナーとして使用される。本発明はまた、 HIV に由来する分子内共有結合架橋逆転
写酵素、およびこの逆転写酵素の作製方法に関する。
【０００２】
免疫診断試験手順における被検体の検出のための結合パートナーとしてのタンパク質の使
用が、長い間にわたり知られている。全ての従来の免疫アッセイにおいて、試料は被検体
に特異的である１つ以上の結合パートナーとインキュベートされる。１つまたは複数の結
合パートナーは、検出対象の被検体に特異的に結合する。抗体試験の場合、例えば HCV 感
染の場合、例えば検出対象の抗 HCV 抗体に特異的に結合する HCV 抗原と試験対象の試料と
を接触させる。例えば、腫瘍マーカー前立腺特異的抗原 (PSA) を検出するための抗原試験
において、試料中の PSA と特異的に結合する抗体と試料とを接触させる。
【０００３】
その後、全ての免疫アッセイにおいて被検体が検出される。これは、例えば、被検体と免
疫学的結合パートナーとからなる複合体に結合する検出可能な標識を用いる場合もう１つ
の結合パートナーと結合し、続いて検出することにより行なわれうる。
【０００４】
一般に、免疫アッセイは、異種または同種の試験フォーマットにおいて行なわれる。異種
試験フォーマットは、サンドイッチまたは結合試験としてしばしば行なわれる。拮抗的な
方法もまた周知であり、被検体または特異的結合パートナーのいずれかが、例えば標識さ
れた被検体アナログを添加することにより、被検体と特異的結合パートナーとの複合体か
ら置換される。
【０００５】
全ての免疫学的試験方法において、特異的免疫学的結合パートナーとして使用される反応
物が安定な形態で存在すること、およびそれらが例えば好ましくない保管条件により破壊
されないことが重要である。このリスクは、特異的結合パートナーとして使用されるタン
パク質が数個のサブユニットからなる場合に特に生じうる。サブユニットは、互いに、例
えばジスルフィド結合により共有結合的に保持され得、または例えば水素結合、逆電荷お
よび／または疎水性相互作用により非共有結合的に保持されうる。
【０００６】
ある場合において、免疫学的試験に必要な材料は、試験のために調製された作業溶液にお
ける保管条件下（例えば、液体試薬として）でまたは免疫学的反応それ自身の間に不安定
となり、変性しうる。その結果として、タンパク質の三次元構造および四次元構造は、免
疫アッセイにおいて基質がもはや使用され得ないように、変化されうる。
【０００７】
特異的結合対として使用されるタンパク質のサブユニット成分は、好ましくない条件下で
分離しうる。サブユニットのこの解離は、例えば、天然の共有結合の場合、 DTT などの一
般の緩衝液添加物によるジスルフィド結合の減少により生じうる。
【０００８】
しかしながら、解離のリスクは、電荷または疎水性相互作用により互いに保持されるタン
パク質の非共有結合的に連結されるサブユニットの場合、よりいっそう高い。かかるタン
パク質のサブユニットは、塩もしくは界面活性剤などの一般の緩衝液添加物または pHおよ
び温度における好ましくないバリエーションにより、いっそう非常に容易に解離されうる
。個々のおよびよって非保護サブユニットは、したがって、また変性を受けやすい。これ
は、タンパク質の三次元構造または個々のサブユニットの三次元構造における主要な変更
を導きうる。これはまた、重要なエピトープの利用性などの免疫学的特性が、免疫アッセ
イにおける結合パートナーとして使用されるタンパク質がもはや免疫学的に認識されず、
したがってもはや特異的に結合されない程度まで変更されることを意味する。
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【０００９】
サブユニット解離のもう１つのリスクは、異なる標識基を与えられたサブユニットは、化
学平衡の調整のために再会合しうることである。特定の場合において、結合試験フォーマ
ットでの抗体試験における使用のための２つのサブユニットから構成されるタンパク質は
、万能固相として使用されるために誘導化され、一方、同一のタンパク質がまた、シグナ
ル生成成分として使用され、そしてこの目的のために標識（例えば、酵素、蛍光または化
学発光標識）に連結される場合、以下のことが起こるであろう：陽性試料（被検体を含む
試料）を用いて初期に生じる較正曲線が、時間が経過するにつれてより平らになる。陰性
試料に対するシグナル（ブランク値）は増加し、より高い陽性試料の値にだんだん近づく
ので、被検体を含まない試料と被検体含有試料とを区別することはもはや可能でない。
【００１０】
キノンとの反応により酵素を化学的に修飾する方法は、独国特許出願第 DE 26 15 349号に
記載されている。これらの修飾は安定性を増加し、改善された酵素活性をもたらす。酵素
分子は、互いに、すなわち分子間でおよびまた分子内で架橋されうることが言及される。
この場合において、免疫反応性エピトープの保存は、関連性がない。免疫診断法における
キノンを用いて修飾した酵素の使用は、記載されていない。
【００１１】
Debyser および De Clercq(Protein Science 1996, 5, p.278-286) は、リジン側鎖を架橋
するジメチルスベリミデートによる、 HIV-1 逆転写酵素 (RT)の２つのサブユニットの架橋
を記載している。架橋の目的は、２つの RTサブユニットの二量体化を試験することである
。二量体化 RTのみ、酵素的に活性である。２つのサブユニットは様々なインヒビターの存
在下で共有結合的に架橋される。インヒビターの効力に依存してより強くまたは弱く架橋
される RT分子および多量体が、化学的架橋反応後に形成される。免疫学的に関連性のある
エピトープの架橋の効果または免疫アッセイにおける架橋分子の使用は、重要でない。
【００１２】
免疫アッセイにおける分子間架橋免疫グロブリンの使用は、 EP-A-0 331 068に開示されて
いる。これは、数個の免疫グロブリン分子またはその断片が、共有結合により互いに連結
されることを意味する。抗体およびその断片の多量体は、干渉低減試薬として使用される
。架橋された免疫グロブリンおよびその断片は、免疫グロブリンに対するヒト血清の干渉
因子を除去することが意図される。
【００１３】
天然条件下で数個のサブユニットから構成される従来技術で記載した架橋タンパク質は、
抗原または免疫学的結合パートナーとしての使用に不適切であるか、または限定的に適切
であるのみである。なぜなら、一般に、数個のタンパク質分子からなる分子間多量体が形
成されるからである。これらの多量体は、明確なサイズを通常持たないので、免疫アッセ
イに対して限定的に使用されるのみである。したがって、多量体は、ランダムなサイズ分
布を有し、すなわち単量体、二量体、三量体、四量体などが、１つの混合物の中に互いに
存在する。明確でない架橋は、エピトープをマスクしうる。したがって、検出対象の試料
抗体は、抗原のマスクされたエピトープに結合され得ず、そのために擬陰性結果が得られ
る。
【００１４】
免疫学的結合パートナーとして多量体を用いることに関する別の問題は、試料中に存在す
る干渉因子が多量体タンパク質に非特異的に結合しうるという増加したリスクがあるとい
う事実である。リウマチ因子などの干渉因子は、低親和性の数個の結合部位をしばしば有
する。次に、多量体タンパク質が免疫学的結合パートナーとして使用される場合、これは
、特に干渉因子が多くの標的、すなわち多量体タンパク質の結合部位を見出すという効果
を有するであろう。これは、擬陽性試験結果を導き得、免疫アッセイの全体的な特異性は
、非常に低減される。
【００１５】
したがって、本目的は、免疫アッセイにおいて結合パートナーとして使用されうる、改良
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された安定性を有するタンパク質を提供することであった。このように改良されたタンパ
ク質は、良好なエピトープ利用性を有さなければらず、このタンパク質が使用される免疫
学的試験手順の特異性が維持されなければならない。
【００１６】
本目的は、独立形式請求項に記載される発明により達成される。従属形式請求項は、好ま
しい態様を示す。
【００１７】
驚くべきことに、ほとんどもっぱら分子内架橋されるタンパク質が、免疫学的特性の損失
なしに作製され得、これらのタンパク質は、免疫学的試験手順において免疫学的結合パー
トナーとして有利な様式で使用されうることがわかった。タンパク質が架橋されない場合
に起こる安定性問題は、したがって実質的に避けられる。したがって、本発明は、免疫学
的試験手順における免疫学的結合パートナーとしての分子内共有結合架橋タンパク質の使
用に関する。
【００１８】
当業者によく知られている免疫学的試験手順に必要な全てのタンパク質は、タンパク質と
して使用されうる。そのフォールディング、すなわち三次元または四次元構造の結果とし
て、免疫アッセイの条件下で非フォールディング、変性または種々のサブユニットへの解
離の傾向を有しうる全てのポリペプチドが使用されうる。かかる構造変化が起こる場合、
免疫学的に重要なエピトープが、例えば、もはや抗体により特異的に結合されない様式で
変更されるというリスクがある。最悪の場合、これは、免疫学的試験結果が陰性であるこ
とを意味し、すなわち、結合パートナーとして使用されるタンパク質が変性されるので、
それは検出対象の抗体の存在を示さない。これらの不利益は、本発明の分子内共有結合架
橋タンパク質の使用により、実質的に避けられる。
【００１９】
特に、天然に数個のサブユニットから構成される分子内共有結合架橋タンパク質が使用さ
れる。 DNA または RNA ポリメラーゼ、特に HIV 由来の逆転写酵素、および特に好ましくは
HIV-1 由来の逆転写酵素が、好ましく使用される。
【００２０】
タンパク質は、任意の所望の供給源に由来しうる。架橋されるタンパク質は、生物体また
はウイルスなどの天然の供給源から単離されうる。しかしながら、遺伝子工学により作製
された組換えタンパク質の使用が好ましい。例えば、 Mueller ら、 J. Biol. Chem. 264/2
4:13975-13978(1989) に記載されるような発現クローンにより発現される組換え精製 RTが
、特に好ましく使用される。
【００２１】
分子内共有結合架橋タンパク質に関して、免疫学的認識に重要であるエピトープが架橋に
より変更されないかまたはほんのわずかのみ変更され、試験における他の免疫学的結合パ
ートナーが、まさしく架橋タンパク質ならびに非架橋タンパク質を認識し、かつ特異的に
結合することが重要である。したがって、架橋は、試験結果を裏切りうるいずれの免疫学
的関連人工産物も生成しないであろう。
【００２２】
タンパク質という用語は、少なくとも約 50アミノ酸、好ましくは少なくとも 100 アミノ酸
から構成される全てのポリペプチドのことを言う。タンパク質という用語はまた、糖残基
、シアリン酸または脂質構造に連結されるタンパク質などの修飾タンパク質を含む。
【００２３】
「分子内共有結合架橋」という用語は、もはや非フォールディングし得ない、すなわちそ
の三次元構造およびしたがって重要なエピトープの利用性を失い得ない様式で、ポリペプ
チド鎖が互いに化学修飾により連結されているタンパク質のことを言う。数個のサブユニ
ットから構成されるタンパク質の場合、分子内共有結合架橋は、三次元ならびに四次元構
造を維持する。該修飾は、種々のポリペプチド鎖が互いに離れて拡散するのを妨げる。
【００２４】
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タンパク質分子内に共有結合連結のみが生じることが、重要である。１つのポリペプチド
鎖のみから構成されるタンパク質、したがって天然条件下で１つのサブユニットのみの場
合、ポリペプチド鎖の少なくとも２つの部位が連結される。したがって、数個のタンパク
質からなるオリゴマーは、分子内共有結合架橋によって形成されない。かかるオリゴマー
はまた、以下で、ポリマーまたは多量体と呼ばれる。したがって、分子内共有結合架橋タ
ンパク質の分子量は、化学リンカーがタンパク質に共有結合され、したがって、全量がわ
ずかに増加する場合に、増加するのみである。
【００２５】
数個のサブユニットから構成されるタンパク質の場合、本発明の連結は、そのままのタン
パク質分子を天然にまた形成するそれらのサブユニットの間で生じるのみである。このこ
とは、本発明の分子内共有結合架橋タンパク質のサイズおよび分子量が、架橋化学物質に
よりわずかに増加するのみであることを意味する。数個のタンパク質分子間の連結は事実
上除外され、その結果、タンパク質のオリゴマーまたは多量体でさえ形成される。
【００２６】
本発明により、架橋タンパク質は、架橋前後に他の修飾基を提供され得、それは例えば、
標識抗原としての適用のため、または架橋タンパク質の固相への結合のために必要である
。例えば、それらは、ビオチンもしくはストレプトアビジンとまたは酵素、蛍光もしくは
化学発光基などのシグナル生成標識基と連結されうる。かかる修飾は、当業者によく知ら
れている。これらの修飾は、本発明の分子内架橋タンパク質の免疫学的特性を変更しない
か、または免疫アッセイにおける特異的な結合パートナーによる認識がまだ確保されてい
る程度までのみ変更するであろう。
【００２７】
タンパク質のほとんどもっぱらの分子内連結は、例えば、特に四次元構造を有するタンパ
ク質の場合、 SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ SDS-PAGE）、続くクーマシーブルー
染色により検出されうる。本発明によるタンパク質架橋の後、 SDS-PAGEゲルにおいて天然
のタンパク質の分子量よりも大きいいかなる分子量も裸眼で検出し得ないであろう。例え
ば、小型化した市販の 8 ～ 25％のポリアクリルアミドの SDS-ポリアクリルアミドグラジエ
ントゲル (Pharmaciaの  PhastT Mシステム ) が使用される場合、レーン当たり適用されるタ
ンパク質の量は、約 500ng である。この量のタンパク質を用いて、天然の分子量より大き
い分子量は、本発明によりこのシステムにおいて裸眼で検出され得ない。数個のサブユニ
ット、すなわち数個のポリペプチド鎖を天然に有するタンパク質の場合、架橋後のバンド
の分子量は、サブユニットの分子量の合計を超えないであろう。サブユニットの分子量の
合計に対応する分子量を有するゲル上のタンパク質バンドは、四次構造を有するタンパク
質の成功した分子内架橋に対する試験とみなされうる。したがって、 SDS-PAGEは、数個の
サブユニットからなるタンパク質の成功した分子内架橋および多量体の不在を確立するた
めに使用されうる。
【００２８】
多量体の不在を検出するための別の方法は、例えば、市販の HPLC装置を用いて行われうる
ゲル排除クロマトグラフィーとも呼ばれるゲル浸透クロマトグラフィーによる。個々のタ
ンパク質の多量体に対応する分子量を有するタンパク質複合体は、単一で存在するタンパ
ク質よりも、実質的に早く溶出される。本発明により、低い割合のかかる多量体のみが、
存在するであろう。 HPLCクロマトグラムの積分を測定する場合、これは、分子内架橋のみ
である本発明のタンパク質の溶出ピーク（積分）に関連して約５％を超えない多量体が存
在するであろうことを意味する。
【００２９】
免疫学的結合パートナーは、免疫アッセイの条件下で他の分子に特異的に結合しうる全て
の分子のことを言う。とりわけ、免疫学的結合パートナーは、被検体または被検体に結合
した基質に特異的に結合されうるであろう。古典的な一群は、抗原への抗体の特異的な結
合、例えば PSA への抗 PSA 抗体の結合である。抗体および抗原は、免疫学的結合パートナ
ーである。本発明の分子内共有結合架橋タンパク質は、免疫アッセイにおいて免疫学的結
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合パートナーとして使用される。抗原は、これらの抗原に対する抗体を検出することが意
図される場合、免疫学的結合パートナーとして好ましく使用される。この場合、本発明の
架橋されている HIV 逆転写酵素による抗 HIV RT抗体の検出が好ましく、後の段落に記載さ
れる。
【００３０】
本発明はまた、試料中の被検体を検出するための免疫学的試験手順に関する。該方法は、
分子内共有結合架橋タンパク質が、免疫学的結合パートナーとして使用されることを特徴
とする。分子内共有結合架橋タンパク質、特に数個のサブユニットから天然に構成される
ものは、免疫アッセイの条件下で非架橋タンパク質よりもかなり安定である。
【００３１】
免疫アッセイの種々のフォーマットおよび態様、ならびに酵素反応、蛍光または化学発光
物質によるなどの種々の検出方法が、当業者によく知られており、したがって、本明細書
で特に説明する必要はない。免疫学的反応の完了後、固相が液相から分離される本発明の
異種試験フォーマットが好ましい。
【００３２】
該方法は、好ましくは、 HIV 感染を診断するための免疫アッセイである。患者が HIV 感染
を有する場合、これは、血液、血清または血漿試料中のウイルスの一定の抗原に対して形
成されている抗体を基礎として検出されうる。 HIV-1 の p24 抗原などの HIV 自身のウイル
ス抗原を検出することもまた、しばしば可能である。これは、 HIV 抗原、この場合 p24 に
対する特異的な抗体の使用を必要とする。
【００３３】
試料における HIV 感染の検出が、組み合わされた抗原および抗体検出試験としてしばしば
行われる。かかる試験は、コンビテストと呼ばれる。かかるコンビテストは、 WO98/40744
に記載されている。この場合、 HIV 抗原、すなわち HIV-1 または HIV-1 サブタイプ O の p2
4 抗原および対応する HIV-2 の p26 抗原は、特異的な抗体、ならびに HIV に対する抗体、
とりわけ HIV-1 の gp160 、 gp120 、 gp41および HIV-2 の gp140 、 gp110 、 gp36などの病原
体のエンベロープタンパク質 (env) に対する抗体により検出される。さらに、 HIV-RTに対
する抗体もまた、 WO98/40744のコンビテストにおいて検出される。この目的のために、組
換え的に作製される HIV-1 逆転写酵素が、免疫学的結合パートナーとして使用されるが、
しかしながら、それは分子内共有結合架橋されていない。
【００３４】
本発明の HIV 由来の分子内共有結合架橋 RT、とりわけ HIV-1 由来の RTは、好ましくは試料
中の HIV 感染を検出するためのコンビテストに使用される。
【００３５】
本発明の別の主題は、 HIV 由来の分子内共有結合架橋逆転写酵素（天然に２つのサブユニ
ットが存在する酵素）である。 HIV-RTは、天然条件下でヘテロ二量体として存在する。 HI
V-1 RTは、 51kDa の１つのサブユニットと 66kDa の１つのサブユニットから構成される。
組換え形態は、例えば、発現クローンから得られうる（例えば、 Mueller ら、 1989、 J. B
iol. Chem. 264/24, p.13975-13978) 。アミノ酸レベルでのいくつかのセクションにおけ
る約 60％および 100 ％でさえの相同性の程度に起因して、 HIV-1 RTは、一般に、 HIV-2 RT
に対する抗体を検出するためにも使用されうる。 HIV という用語は、 HIV-1 、 HIV-2 、な
らびに HIV-1 サブタイプ O などのウイルスの全てのサブタイプおよびサブグループを含む
。分子内共有結合架橋形態の HIV-1 RTが、好ましい。
【００３６】
驚くべきことに、分子内共有結合架橋 HIV RTが、免疫アッセイの条件下で非架橋形態より
も非常に安定であることがわかった。本発明の RTは、非架橋形態よりもかなり良好であり
、例えば、より長いまたは不適当な保管であるいはアッセイ条件下で曝露される温度スト
レスに抵抗した。本発明の分子内共有結合架橋 RTは、２つのサブユニットが互いに共有結
合されるが、数個の分子の分子間架橋がないことを特徴とする。例えば、すでに説明した
ゲル排除クロマトグラフィーまたは SDS-PAGEを用いることにより、数個の RT分子のオリゴ
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マーが存在しないことが証明されうる。
【００３７】
ホモ二官能性リンカーおよびヘテロ二官能性リンカーが、架橋試薬として好ましく使用さ
れる。特に、以下のものが、 RTを分子内架橋するために好ましく使用される： MHS (3- マ
レイミドベンゾイル -N- ヒドロキシスクシンイミドエステル ) 、 EDC(1-エチル -3-(3-ジメ
チルアミノプロピル ) カルボジイミド ) 、 DSS(ジスクシンイミジルスベリン酸 ) 、 HSAB(N
- ヒドロキシスクシンイミジル -4- アジド安息香酸 ) 、スルホ SANPAH (スルホスクシンイ
ミジル -6(4'-アミド -2'-ニトロフェニルアミド ) ヘキサノエート ) 。すでに説明したよう
に、架橋リンカーの化学反応は、タンパク質または２つの RTサブユニットの分子内架橋を
生じるのみであるが、数個の RT分子間の架橋は生じないことが重要である。さらに、免疫
学的関連エピトープが化学反応により破壊されないことが重要である。
【００３８】
本発明の別の主題は、分子内架橋 HIV 逆転写酵素の作製方法である。該方法は、
－ RTを溶解形態で提供する工程、
－任意に、 RTを SH基に対するブロッキング試薬と反応させる工程、
－混合物を水性緩衝液に透析させる工程、
－活性化 RTを、架橋試薬である MHS (3- マレイミドベンゾイル -N- ヒドロキシスクシンイ
ミドエステル ) 、 EDC(1-エチル -3-(3-ジメチルアミノプロピル ) カルボジイミド ) 、 DSS(
ジスクシンイミジルスベリン酸 ) 、 HSAB(N- ヒドロキシスクシンイミジル -4- アジド安息
香酸 ) 、スルホ SANPAH (スルホスクシンイミジル -6(4'-アミド -2'-ニトロフェニルアミド
) ヘキサノエート ) の１つと反応させる工程、
－任意に、反応を停止させる工程、
－透析により、反応生成物から過剰の反応物を分離する工程、
－任意に、透析した反応生成物を UV光に曝露する工程、
を含む。
【００３９】
RT対架橋試薬の好ましい化学量論は、約 1:1 ～ 1:20である。反応物の比は、数個の RT分子
間にオリゴマー化が生じないかまたは無視してよいオリゴマー化のみが生じるように選択
される。
【００４０】
本発明は、以下の実施例によってさらに説明される。
【００４１】
実施例１
HIV-1 逆転写酵素の分子内架橋
ａ） MHS による架橋
HIV-1 逆転写酵素（ 10mg/ml ）を、 50mMのジエタノールアミン、 pH8.8 、 25mMの NaCl、 1m
M の DTT 、 1mM の EDTAに溶解する。 pHを 1Mの KH2 PO4溶液を添加することによって 6.4 に調
整する。
【００４２】
この混合物を NMM （ N-メチルマレインイミド）含有 DMSOの 1M溶液の適切なアリコートを添
加することによって 5mM の NMM に調整し、続いて 60分間 25℃にて攪拌しながらインキュベ
ートする。続いて、 50mMのジエタノールアミン、 pH8.8 、 25mMの NaClに対して透析する。
【００４３】
pHをここで 1Mの KH2 PO4溶液を添加することによって pH7.0 に調整する。 MHS （ 3-マレイミ
ドベンゾイル -N- ヒドロキシスクシンイミドエステル）のストック溶液を、 DMSO中に調製
する（ 5mg/ml）。 1:8 （ mol 逆転写酵素 /mol MHS）の初期化学量論に対応するこの溶液の
量を、混合物に添加し、次いで攪拌しながらさらに 60分、 25℃にてインキュベートする。
この反応を、リジンを反応混合物に 10mMの最終濃度で添加して、さらに 30分間インキュベ
ートすることによって停止する。過剰の反応物を、 10mMのリン酸カリウム緩衝液、 pH6.0 
、 50mMの NaCl、 1mM の EDTAに対する透析によって分離する。

10

20

30

40

50

(7) JP 3759594 B2 2006.3.29



【００４４】
透析後、 pHを 1Mの K2 HPO4溶液のアリコートを添加することによって 7.4 に調整し、 2mM の
最終濃度でシステインを添加する前に、この混合物を攪拌しながらさらに４時間 25℃でイ
ンキュベートする。さらに 30分間のインキュベーション後、反応を、 NMM （最終濃度 5mM 
）を添加することによって停止する。この混合物を、 50mMのジエタノールアミン、 pH8.8 
、 25mMの NaClに対して透析する。
【００４５】
ｂ） EDC による架橋
HIV-1 逆転写酵素（ 10mg/ml ）を、 50mMのジエタノールアミン、 pH8.8 、 25mMの NaCl、 1m
M の DTT 、 1mM の EDTAに溶解する。 pHを 1Mの KH2 PO4溶液を添加することによって 6.4 に調
整する。
【００４６】
この混合物を NMM （ N-メチルマレインイミド）含有 DMSOの 1M溶液の適切なアリコートを添
加することによって 5mM の NMM に調製し、続いて 60分間 25℃にて攪拌しながらインキュベ
ートする。続いて、 10mMのリン酸カリウム緩衝液、 pH7.0 、 50mMの NaClに対して透析する
。
【００４７】
EDC （ 1-エチル -3-(3-ジメチルアミノプロピル ) カルボジイミド）のストック溶液を、 DM
SO中に調製する（ 2mg/ml）。 1:10（ mol 逆転写酵素 /mol EDC）の初期化学量論に対応する
この溶液の量を、混合物に添加し、次いで攪拌しながらさらに 60分間 25℃にてインキュベ
ートする。過剰の反応物を、 25mMのリン酸カリウム緩衝液、 pH7.0 、 50mMの NaClに対する
透析によって分離する。
【００４８】
ｃ） DSS による架橋
HIV-1 逆転写酵素（ 10mg/ml ）を、 50mMのジエタノールアミン、 pH8.8 、 25mMの NaCl、 1m
M の DTT 、 1mM の EDTAに溶解する。 pHを 1Mの KH2 PO4溶液を添加することによって 6.4 に調
整する。
【００４９】
この混合物を NMM （ N-メチルマレインイミド）含有 DMSOの 1M溶液の適切なアリコートを添
加することによって 5mM の NMM に調製し、続いて 60分間 25℃にて攪拌しながらインキュベ
ートする。続いて、 10mMのリン酸カリウム緩衝液、 pH8.0 、 25mMの NaClに対して透析する
。
【００５０】
DSS （ジスクシンイミジルスベリン酸）のストック溶液を、 DMSO中に調製する（ 2mg/ml）
。 1:10（ mol 逆転写酵素 /mol DSS）の初期化学量論に対応するこの溶液の量を、混合物に
添加し、次いで攪拌しながらさらに 60分間 25℃にてインキュベートする。過剰の反応物を
、 25mMのリン酸カリウム緩衝液、 pH7.0 、 50mMの NaClに対する透析によって分離する。
【００５１】
ｄ） HSABによる架橋
HIV-1 逆転写酵素（ 10mg/ml ）を、 50mMのジエタノールアミン、 pH8.8 、 25mMの NaCl、 1m
M の DTT 、 1mM の EDTAに溶解する。 pHを 1Mの KH2 PO4溶液を添加することによって 6.4 に調
整する。
【００５２】
この混合物を NMM （ N-メチルマレインイミド）含有 DMSOの 1M溶液の適切なアリコートを添
加することによって 5mM の NMM に調製し、続いて 60分間 25℃にて攪拌しながらインキュベ
ートする。続いて、 10mMのリン酸カリウム緩衝液、 pH8.0 、 25mMの NaClに対して透析する
。
【００５３】
HSAB（ N-ヒドロキシスクシンイミジル -4- アジド安息香酸）のストック溶液を、 DMSO中に
調製する（ 2mg/ml）。 1:5 （ mol 逆転写酵素 /mol HSAB ）の初期化学量論に対応するこの
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溶液の量を、混合物に添加し、次いで攪拌しながらさらに 60分間 25℃にてインキュベート
する。過剰の反応物を、 25mMのリン酸カリウム緩衝液、 pH7.0 、 50mMの NaClに対する透析
によって分離する。
【００５４】
この混合物を、次いで UVランプを用いて７分間照射する。
【００５５】
ｅ）スルホ SANPAHによる架橋
HIV-1 逆転写酵素（ 10mg/ml ）を、 50mMのジエタノールアミン、 pH8.8 、 25mMの NaCl、 1m
M の DTT 、 1mM の EDTAに溶解する。 pHを 1Mの KH2 PO4溶液を添加することによって 6.4 に調
整する。
【００５６】
この混合物を NMM （ N-メチルマレインイミド）含有 DMSOの 1M溶液の適切なアリコートを添
加することによって 5mM の NMM に調製し、続いて 60分間 25℃にて攪拌しながらインキュベ
ートする。続いて、 10mMのリン酸カリウム緩衝液、 pH8.0 、 25mMの NaClに対して透析する
。
【００５７】
スルホ SANPAH（スルホシスクシンイミジル -6(4'-アミド -2'-ニトロフェニルアミド ) ヘキ
サノエート）のストック溶液を、 DMSO中に調製する（ 4mg/ml）。 1:5 （ mol 逆転写酵素 /m
olスルホ SANPAH）の初期化学量論に対応するこの溶液の量を、混合物に添加し、次いで攪
拌しながらさらに 60分間 25℃にてインキュベートする。過剰の反応物を、 25mMのリン酸カ
リウム緩衝液、 pH7.0 、 50mMの NaClに対する透析によって分離する。
【００５８】
この混合物を、次いで UVランプを用いて７分間照射する。
【００５９】
実施例２
HIV-1 逆転写酵素の限定的分子内架橋の検出
ａ） SDS ゲル電気泳動
分子内架橋された HIV-1 逆転写酵素のアリコートを、製造業者の標準的プロトコールに従
って、 Phast ゲル装置（ Pharmacia T M）上での SDS の存在下でポリアクリルアミドゲル電
気泳動により分析した。
【００６０】
未架橋対照は、逆転写酵素のサブユニットに対応する 66kDおよび 51kDの分子量を有するバ
ンドのみを有する。分子内架橋された逆転写酵素は、サブユニット間の架橋が成功したこ
とを示す 110 ～ 120kD の分子量を有するバンドを示す。より大きなタンパク質複合体は、
検出不可能である、すなわち、逆転写酵素のいくつかの分子の分子内連結は、本発明に従
う架橋方法では生じない。
【００６１】
ｂ）分析ゲル浸透クロマトグラフィー
分子内架橋された HIV-1 逆転写酵素のアリコートを、製造業者の標準的プロトコールに従
って、市販されている HPLC装置を用いて TSK3000 カラム（ Toso Haas T M）上のゲル浸透ク
ロマトグラフィーにより分析した。
【００６２】
分子内架橋された逆転写酵素は、 100 ～ 130kD の分子量を有する球状タンパク質に対応す
る保持時間（この場合は 7.5 分）でカラムから溶出する。クロマトグラムにおいてより短
い保持時間を有するより大きなタンパク質複合体は、検出不可能である、すなわち、本発
明に従う架橋方法は、オリゴマー構造またはポリマー構造を形成するような逆転写酵素の
いくつかの分子の分子間架橋を生じない。クロマトグラムを図１に示す。
【００６３】
実施例３
例としてビオチン標識を用いる分子内架橋された HIV-1 逆転写酵素の誘導

10

20

30

40

50

(9) JP 3759594 B2 2006.3.29



分子内架橋された HIV-1 逆転写酵素（実施例１参照）は、ジエタノールアミンまたはリン
酸カリウム緩衝液中に存在する。未架橋 RTを、比較として、 N-メチルマレイミドで処理し
、ジエタノールアミンに対して透析する。必要な場合、 pHを、 NaOHを添加することによっ
て全ての RT混合物において 8.6 ～ 8.8 に調整する。ビオチン -DDS（ビオチン化 - ジアミノ
ジオキサオクタン - ジスクシンイミジルスベリン酸）のストックを、 DMSO中に調製する（
6mg/ml）。 1:4 （ mol 逆転写酵素 /molビオチン -DDS）の初期化学量論に対応するこの溶液
の量を、混合物に添加し、次いで攪拌しながらさらに 60分間 25℃にてインキュベートする
。この反応を、リジンを反応混合物に 10mMの最終濃度で添加して、さらに 30分間インキュ
ベートすることによって停止する。過剰の反応物を、 50mMのジエタノールアミン、 pH8.8 
、 25mMの NaClに対する透析によって分離する。
【００６４】
実施例４
機能試験における安定性チェック
免疫アッセイを、 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim製 Elecsys （登録商標）上で実施し
て、 HIV-1 逆転写酵素の安定性を試験した。抗 RT抗体を含まない陰性対照（ NC）および抗
RT抗体を含む陽性対照（ PC）に加えて、抗 RT反応性を有する２つの HIV 陽性ヒト血清を測
定した。
【００６５】
45μ l のサンプルを、 55μ l の試薬１（ビオチン化 RT）および 55μ l の試薬２（ルテニウ
ム標識 RT）と共に９分間 37℃にてインキュベートした。続いて、ストレプトアビジンコー
ティングされた磁性ビーズを添加し、この混合物をさらに９分間インキュベートした。ビ
ーズを磁石により捕らえた後、電気化学発光シグナルを定量した。
【００６６】
本発明の架橋形態および未架橋形態におけるビオチン化逆転写酵素の安定性を比較するた
め、試薬１（ビオチン化 RT）を、試験を実施する前に以下に記載のように 18時間 42℃にて
インキュベートした。同時に調製し、４℃にて貯蔵した試薬１を参考として利用した。全
ての他の試薬を実験のために新たに調製した。
【００６７】
評価は、シグナルとそれぞれの陰性対照の比率を決定することを意味するシグナルの動的
範囲に基づいた。シグナル動力に対する値が大きくなればなるほど、 HIV 抗体陽性と陰性
サンプルとの間の差は大きくなる。これ故、シグナルのより大きな動的範囲が所望される
。それぞれの値間の関係を使用して、ストレス RTと非ストレス RTを比較した。結果を表１
に示す。
【００６８】
【表１】
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【００６９】
上昇させた温度での数時間のストレス後でさえ、本発明の RT架橋を用いた免疫アッセイに
おけるシグナルの動的範囲は、非ストレス RTと比較して少なくともまだ 79％であり、好ま
しくは少なくとも 90％であったが、一方、陰性対照に基づく動的範囲は、未架橋 RTの場合
、せいぜい約 30％であり、時には 30％よりずいぶん低くまたは 20％未満でさえあった。未
架橋 RTを用いた場合、シグナルは、陰性血清のレベルに低下したが、一方、本発明の架橋
RTは、その免疫学的機能を維持したままである。それ故、サンプル抗体によって認識され
る RTエピトープは、温度ストレスに関わらず実質的に保存される。これは、本発明の架橋
RTが未架橋 RTよりもずいぶん安定であることを意味する。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、架橋後に得られる RTの分子量のゲル浸透クロマトグラフィーによる解
析を示す。
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【 図 １ 】
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