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(57)【要約】
１３－Ｎ－メチルアミノＬ－アラニン（ＢＭＡＡ）の存
在を検出するために試料をスクリーニングするためのイ
ムノアッセイが開示される。ＢＭＡＡに対して特異的な
抗体が開示される。免疫ブロット上でＢＭＡＡに結合す
る抗体が開示される。ＢＭＡＡに結合する抗体と試料と
を接触させ、試料に結合した抗体を検出することによっ
て、試料中のＢＭＡＡの存在を検出するためのイムノア
ッセイ、キットが開示される。組織試料中のＢＭＡＡの
存在を検出するために被験体から得られた組織試料を分
析することによって、被験体におけるＢＭＡＡの存在を
スクリーニングするためのイムノアッセイ、キットであ
って、組織試料中のＢＭＡＡの存在が、ＢＭＡＡの環境
源への被験体の曝露を示す、イムノアッセイ、キットが
開示される。試料中のＢＭＡＡの存在を検出するために
環境試料をスクリーニングすることによる、ＢＭＡＡの
環境源を検出するためのイムノアッセイ、キット。



(2) JP 2011-527757 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
β－Ｎ－メチルアミノ－Ｌ－アラニン（ＢＭＡＡ）の存在を検出するために試料をスクリ
ーニングするためのイムノアッセイ。
【請求項２】
遊離ＢＭＡＡが検出される、請求項１に記載のイムノアッセイ。
【請求項３】
タンパク質結合ＢＭＡＡが検出される、請求項１に記載のイムノアッセイ。
【請求項４】
遊離ＢＭＡＡおよびタンパク質結合ＢＭＡＡの双方が検出される、請求項１に記載のイム
ノアッセイ。
【請求項５】
前記イムノアッセイは、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）である、請求項１に記載
のイムノアッセイ。
【請求項６】
前記ＥＬＩＳＡは、抗体捕捉アッセイである、請求項５に記載のイムノアッセイ。
【請求項７】
前記ＥＬＩＳＡは、間接競合ＥＬＩＳＡである、請求項５に記載のイムノアッセイ。
【請求項７】
前記ＥＬＩＳＡは、直接ＥＬＩＳＡである、請求項５に記載のイムノアッセイ。
【請求項８】
前記イムノアッセイは、免疫ブロットアッセイである、請求項１に記載のイムノアッセイ
。
【請求項１０】
ＢＭＡＡに結合する抗体を含む、請求項１に記載のイムノアッセイ。
【請求項１１】
ＢＭＡＡに結合する前記抗体は、Ｌ－アラニン、Ｌ－グルタミン、Ｌ－チロシン、グリシ
ル－グリシン、Ｌ－グリシン、Ｌ－ロイシン、Ｌ－フェニルアラニン、ガンマ－アミノ酪
酸（ＧＡＢＡ）、Ｌ－グルタミン酸、およびＬ－アスパラギン酸からなる群から選択され
るアミノ酸には実質的に結合しない、請求項１０に記載のイムノアッセイ。
【請求項１２】
ＢＭＡＡに結合する前記抗体は、ポリクローナル抗体である、請求項１０に記載のイムノ
アッセイ。
【請求項１３】
ＢＭＡＡに結合する前記抗体は、モノクローナル抗体である、請求項１０に記載のイムノ
アッセイ。
【請求項１４】
ＢＭＡＡに結合する前記抗体は、抗体フラグメントである、請求項１０に記載のイムノア
ッセイ。
【請求項１５】
ＢＭＡＡに結合する前記抗体は、検出可能に標識される、請求項１０に記載のイムノアッ
セイ。
【請求項１６】
前記抗体は、放射性標識、蛍光部分、発光部分、化学発光部分、コロイド金標識、色素部
分、常磁性化合物、検出可能な酵素、ビオチン、アビジン、およびストレプトアビジンか
らなる群から選択される標識を用いて標識される、請求項１５に記載のイムノアッセイ。
【請求項１７】
ＢＭＡＡに結合する前記抗体は、検出可能に標識されず、ＢＭＡＡに結合する前記抗体に
結合する検出可能に標識される二次抗体を更に含む、請求項１０に記載のイムノアッセイ
。
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【請求項１８】
前記二次抗体は、放射性標識、蛍光部分、発光部分、化学発光部分、コロイド金標識、色
素部分、常磁性化合物、検出可能な酵素、検出可能なリガンド、ビオチン、アビジン、お
よびストレプトアビジンからなる群から選択される標識を用いて標識される、請求項１７
に記載のイムノアッセイ。
【請求項１９】
前記二次抗体は、検出可能な酵素を用いて標識される、請求項１８に記載のイムノアッセ
イ。
【請求項２０】
前記検出可能な酵素は、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である、請求項１９に記
載のイムノアッセイ。
【請求項２１】
増幅ステップを更に含む、請求項１に記載のイムノアッセイ。
【請求項２２】
請求項１に記載のイムノアッセイに従ってβ－Ｎ－メチルアミノ－Ｌ－アラニン（ＢＭＡ
Ａ）の存在を検出するために試料をスクリーニングするための方法であって、ＢＭＡＡに
結合する抗体と前記試料とを接触させることと、前記抗体を検出することと、を含む、方
法。
【請求項２３】
被験体からの組織試料をスクリーニングし、前記組織試料中のＢＭＡＡの存在を検出する
ことを含み、前記試料中の検出可能な量のＢＭＡＡの存在は、ＢＭＡＡの環境源への前記
被験体の曝露を示す、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
前記組織試料は、神経組織である、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
前記組織試料は、非神経組織である、請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
前記非神経組織は、ケラチン組織である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
前記ケラチン組織は、毛髪である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２９】
前記ケラチン組織は、皮膚である、請求項２６に記載の方法。
【請求項３０】
前記ケラチン組織は、爪、鉤爪、または蹄である、請求項２６に記載の方法。
【請求項３１】
前記組織試料の免疫ブロット上でタンパク質結合ＢＭＡＡの存在を検出することを含む、
請求項２３に記載の方法。
【請求項３２】
前記試料は、環境試料である、請求項２２に記載の方法。
【請求項３３】
前記環境試料は、水試料である、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
前記環境試料は、食料品からのものである、請求項３２に記載の方法。
【請求項３５】
前記試料中のシアノバクテリア物質を検出するために前記試料をスクリーニングすること
を更に含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項３６】
前記環境試料の免疫ブロット上でタンパク質結合ＢＭＡＡの存在を検出することを含み、
前記免疫ブロット上でシアノバクテリアタンパク質を検出することを更に含む、請求項３
２に記載の方法。
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【請求項３７】
ＢＭＡＡに結合する抗体。
【請求項３８】
Ｌ－アラニン、Ｌ－グルタミン、Ｌ－チロシン、グリシル－グリシン、Ｌ－グリシン、Ｌ
－ロイシン、Ｌ－フェニルアラニン、ガンマ－アミノ酪酸（ＧＡＢＡ）、Ｌ－グルタミン
酸、およびＬ－アスパラギン酸からなる群から選択されるアミノ酸には実質的に結合しな
い、請求項３７に記載の抗体。
【請求項３９】
前記抗体は、遊離ＢＭＡＡに結合する、請求項３７に記載の抗体。
【請求項４０】
前記抗体は、タンパク質結合ＢＭＡＡに結合する、請求項３７に記載の抗体。
【請求項４１】
前記抗体は、遊離ＢＭＡＡおよびタンパク質結合ＢＭＡＡの双方に結合する、請求項３７
に記載の抗体。
【請求項４２】
前記抗体は、Ｌ－ＢＭＡＡ異性体に結合し、ＢＭＡＡのＤ異性体には実質的に結合しない
、請求項３７に記載の抗体。
【請求項４３】
前記抗体は、ポリクローナル抗体である、請求項３７に記載の抗体。
【請求項４４】
前記抗体は、モノクローナル抗体である、請求項３７に記載の抗体。
【請求項４５】
前記抗体は、抗体フラグメントである、請求項３７に記載の抗体。
【請求項４６】
前記抗体は、検出可能に標識される、請求項３７に記載の抗体。
【請求項４７】
前記抗体は、インビボ画像診断法で用いるために標識される、請求項３７に記載の抗体。
【請求項４８】
１つ以上の容器手段を受容するように区画化された運搬手段を含む、β－Ｎ－メチルアミ
ノ－Ｌ－アラニン（ＢＭＡＡ）の存在を検出するために、試料をスクリーニングするため
のキットであって、少なくとも１つの容器手段は、ＢＭＡＡに結合する抗体を含む、キッ
ト。
【請求項４９】
ＢＭＡＡに結合する前記抗体は、検出可能に標識される、請求項４８に記載のキット。
【請求項５０】
前記試料に結合した前記標識された抗体を検出するための手段を含む、少なくとも１つの
容器手段を更に含む、請求項４９に記載のキット。
【請求項５１】
ＢＭＡＡに結合する前記抗体は、標識されない、請求項４８に記載のキット。
【請求項５２】
前記標識されない抗体に結合する標識された二次抗体を含む、容器手段を更に含む、請求
項５１に記載のキット。
【請求項５３】
前記試料に結合した前記標識されない抗体に結合する前記標識された二次抗体を検出する
ための手段を含む、容器手段を更に含む、請求項５２に記載のキット。
【請求項５４】
既知量のＢＭＡＡを含有する対照試料を含む、容器手段を更に含む、請求項４８に記載の
キット。
【請求項５５】
ＢＭＡＡの存在を検出するために、前記試料を調製するための手段を更に含む、請求項４
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８に記載のキット。
【請求項５６】
前記試料を調製するための前記手段は、前記試料を機械的に分離するための手段を含む、
請求項５５に記載のキット。
【請求項５７】
前記試料を調製するための前記手段は、前記試料を化学的に分離するための手段を含む、
請求項５５に記載のキット。
【請求項５８】
被験体からの組織試料をスクリーニングするための、請求項４８に記載のキット。
【請求項５９】
前記組織試料は、ケラチン組織試料である、請求項５８に記載のキット。
【請求項６０】
環境試料をスクリーニングするための、請求項４８に記載のキット。
【請求項６１】
前記環境試料は、水試料である、請求項６０に記載のキット。
【請求項６２】
前記環境試料は、食料品からのものである、請求項６０に記載のキット。
【請求項６３】
複数の試料タイプをスクリーニングするための、請求項４８に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、２００８年７月９日に出願された米国特許仮出願第６１／０７９，３３４号の
優先権の利益を主張し、これは、参照によってその全体が本明細書に明確に組み込まれる
。
【０００２】
　本発明は、β－Ｎ－メチルアミノ－Ｌ－アラニン（ＢＭＡＡ）に結合する抗体、ならび
に試料中のＢＭＡＡの存在を検出するために試料をスクリーニングするためのイムノアッ
セイおよびキットに関する。
【背景技術】
【０００３】
　非タンパク質アミノ酸β－Ｎ－メチルアミノ－Ｌ－アラニン（ＢＭＡＡ）は、種々の分
類群のシアノバクテリアによって産生され（非特許文献１）、様々な実験条件下でインビ
ボおよびインビトロに投与される場合、神経興奮および神経毒性作用を有することが示さ
れている。ＢＭＡＡは、ソテツ種から形成される粉末中に認められ得るため、ＢＭＡＡは
、グアム島のチャモロ人の間で数十年前に同定された独特の神経疾患に関連する候補神経
毒であると考えられており、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、パーキンソニズム、および
認知症の特徴と臨床的類似性を有する症状の組み合わせであるため、グアム島の筋萎縮性
側索硬化症－パーキンソン痴呆症複合（ＡＬＳ－ＰＤＣ）として公知であり、これは、Ｂ
ＭＡＡ含有ソテツ粉を含む、食生活と関係していると考えられている（とりわけ、非特許
文献２、非特許文献３）。食物連鎖におけるＢＭＡＡの生物濃縮は、例えば、グアム島に
おいて、ソテツの根においてシアノバクテリア共生生物によって産生されるＢＭＡＡは、
ソテツ宿主に取り込まれ、それらの組織にＢＭＡＡを更に蓄積するオオコウモリ（コウモ
リ）または人々によって食される、種子の肉質種皮（ｓａｒｃｏｔｅｓｔａ）および種子
の配偶体等の構造に蓄積され、ＢＭＡＡの高蓄積レベルを有するオオコウモリ（コウモリ
）が、人々により食される場合、劇的な生物濃縮を有することが示されている（とりわけ
、非特許文献４、非特許文献５、非特許文献６）。
【０００４】
　近年、ＢＭＡＡは、ソテツまたはオオコウモリを食していない被験体の組織において検
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出されており、ＢＭＡＡの検出可能なレベルを有する一部の被験体は、アルツハイマー病
、ＡＬＳ、および進行性核上麻痺（ＰＳＰ）等の神経障害を（症状に基づいて）臨床的に
診断されているか、または（例えば、脳組織の剖検に基づいて）診断が確認されており、
一方、ＢＭＡＡの検出可能なレベルを有する他の被験体は、神経障害の無症候期であった
（非特許文献６、非特許文献７、非特許文献８、特許文献１、特許文献２、特許文献３）
。
【０００５】
　組織試料および／または環境試料の高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）またはＨ
ＰＬＣ質量分析法（ＨＰＬＣ－ＭＳ）の分析による、ＢＭＡＡ等の神経毒性アミノ酸につ
いて組織試料および環境試料を分析するためのクロマトグラフ法が開示されている（非特
許文献６、非特許文献７、非特許文献８、特許文献１、特許文献２）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許第７，２５６，００２号
【特許文献２】米国特許出願公開第２００７／０２５４３１５号
【特許文献３】米国特許出願公開第２００７／０２９２８９３号
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｃｏｘ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓ
ｃｉ　ＵＳＡ　１０２：５０７４－５０７８
【非特許文献２】Ｓｐｅｎｃｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３７：
５１７－５２２
【非特許文献３】Ｋｉｓｂｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔ
ｉｏｎ　１：７３－８２
【非特許文献４】Ｂａｎｎａｃｋ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　６１
３８７－３８９
【非特許文献５】Ｃｏｘ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　５８：９５６
－９５９
【非特許文献６】Ｃｏｘ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓ
ｃｉ　ＵＳＡ　１００：１３３８０－１３３８３
【非特許文献７】Ｍｕｒｃｈ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ
　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１０１：１２２２８－１２２３１
【非特許文献８】Ｍｕｒｃｈ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒｏｌ　Ｓｃ
ａｎｄ　１１０：２６７－２６９
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、β－Ｎ－メチルアミノ－Ｌ－アラニン（ＢＭＡＡ）の存在を検出するために
試料をスクリーニングするためのイムノアッセイを提供する。本発明は、イムノアッセイ
を提供し、ここで、遊離ＢＭＡＡが検出されるか、またはタンパク質結合ＢＭＡＡが検出
されるか、または遊離ＢＭＡＡおよびタンパク質結合ＢＭＡＡの双方が検出される。本明
細書に提供されるイムノアッセイは、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）であり得、
ＥＬＩＳＡは、抗体捕捉アッセイ、間接競合ＥＬＩＳＡ、または直接ＥＬＩＳＡであり得
るが、これらに限定されない。本明細書に提供されるイムノアッセイは、免疫ブロットア
ッセイであり得る。
【０００９】
　本発明は、ＢＭＡＡの存在を検出するために試料をスクリーニングするためのイムノア
ッセイを提供し、ここで、イムノアッセイには、ＢＭＡＡに結合する抗体が含まれる。本
発明は、ＢＭＡＡの存在を検出するために試料をスクリーニングするためのイムノアッセ
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イを提供し、これには、ＢＭＡＡに結合し、Ｌ－アラニン、Ｌ－グルタミン、Ｌ－チロシ
ン、グリシル－グリシン、Ｌ－グリシン、Ｌ－ロイシン、Ｌ－フェニルアラニン、ガンマ
－アミノ酪酸（ＧＡＢＡ）、Ｌ－グルタミン酸、およびＬ－アスパラギン酸からなる群か
ら選択されるアミノ酸には実質的に結合しない、抗体を含む。本発明は、ＢＭＡＡに結合
する抗体を含むイムノアッセイを提供し、抗体は、ポリクローナル抗体、モノクローナル
抗体、または抗体フラグメントであり得る。本発明は、ＢＭＡＡに結合する抗体を含むイ
ムノアッセイを提供し、抗体は、検出可能に標識され得、標識は、放射性標識、蛍光部分
、発光部分、化学発光部分、コロイド金標識、色素部分、常磁性化合物、検出可能な酵素
、ビオチン、アビジン、またはストレプトアビジンであり得るが、これらに限定されない
。本発明は、ＢＭＡＡに結合する抗体を含むイムノアッセイを提供し、抗体は、検出可能
に標識されない抗体であり得、イムノアッセイは、ＢＭＡＡに結合する標識されない抗体
に結合する検出可能に標識された二次抗体を更に含み、標識は、放射性標識、蛍光部分、
発光部分、化学発光部分、コロイド金標識、色素部分、検出可能な酵素、検出可能なリガ
ンド、ビオチン、アビジン、またはストレプトアビジンであり得るが、これらに限定され
ない。二次抗体は、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を用いて標識され得る。
【００１０】
　本発明は、ＢＭＡＡの存在を検出するために、試料をスクリーニングするためのイムノ
アッセイを提供し、イムノアッセイには、増幅ステップを更に含まれる。
【００１１】
　本発明は、ＢＭＡＡに結合する抗体と試料とを接触させ、抗体を検出することによって
、本明細書に提供されるようなイムノアッセイを用いて、ＢＭＡＡの存在を検出するため
に、試料をスクリーニングするための方法を提供する。本発明は、本明細書に提供される
ような、イムノアッセイを用いて、組織試料中のＢＭＡＡの存在を検出するために、被験
体からの組織試料をスクリーニングするための方法を提供し、試料中の検出可能な量のＢ
ＭＡＡの存在は、ＢＭＡＡの環境源への被験体の曝露を示す。本発明は、神経組織または
非神経組織が挙げられるが、これらに限定されない、組織試料中のＢＭＡＡの存在を検出
するために、試料をスクリーニングするための方法を提供し、神経組織は、毛髪、皮膚、
爪、鉤爪、または蹄等のケラチン組織であり得る。本発明は、組織試料の免疫ブロット上
でタンパク質結合ＢＭＡＡを検出することによって、本明細書に提供されるようなイムノ
アッセイを用いて、ＢＭＡＡの存在を検出するために、試料をスクリーニングするための
方法を提供する。本発明は、本明細書に提供されるようなイムノアッセイを用いて、環境
試料中のＢＭＡＡの存在を検出するために、環境試料をスクリーニングするための方法を
提供し、環境試料は、水試料、または食料品からの試料であり得るが、これらに限定され
ない。本発明は、本明細書に提供されるようなイムノアッセイを用いて、環境試料中のＢ
ＭＡＡの存在を検出するために、環境試料をスクリーニングするための方法を提供し、方
法には、試料中のシアノバクテリア物質を検出するために、試料をスクリーニングするこ
とを更に含むことができる。本発明は、環境試料の免疫ブロット上でタンパク質結合ＢＭ
ＡＡの存在を検出し、免疫ブロット上でシアノバクテリアタンパク質を更に検出すること
によって、環境試料をスクリーニングするための方法を提供する。
【００１２】
　本発明は、ＢＭＡＡに結合する抗体を提供する。本発明は、ＢＭＡＡに結合し、Ｌ－ア
ラニン、Ｌ－グルタミン、Ｌ－チロシン、グリシル－グリシン、Ｌ－グリシン、Ｌ－ロイ
シン、Ｌ－フェニルアラニン、ガンマ－アミノ酪酸（ＧＡＢＡ）、Ｌ－グルタミン酸、お
よびＬ－アスパラギン酸からなる群から選択されるアミノ酸には実質的に結合しない、抗
体を提供する。本発明は、ＢＭＡＡに結合する抗体を提供し、抗体は、遊離ＢＭＡＡに結
合することができるか、または抗体は、タンパク質結合ＢＭＡＡに結合するか、または抗
体は、遊離ＢＭＡＡおよびタンパク質結合ＢＭＡＡの双方に結合する。本発明は、ＢＭＡ
Ａに結合する抗体を提供し、抗体は、Ｌ－ＢＭＡＡ異性体に結合し、ＢＭＡＡのＤ異性体
には実質的に結合しない。本明細書に記載されるようなＢＭＡＡに結合する抗体は、ポリ
クローナル抗体、またはモノクローナル抗体、または抗体フラグメントであり得る。本明
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細書に記載されるようなＢＭＡＡに結合する抗体は、検出可能に標識され得る。本明細書
に記載されるようなＢＭＡＡに結合する抗体は、インビボ画像診断法で用いるために標識
され得る。
【００１３】
　本発明は、ＢＭＡＡの存在を検出するために、試料をスクリーニングするためのキット
を提供し、キットは、１つ以上の容器手段（容器）を受容するように区画化される運搬手
段（運搬）を含み、キットは、ＢＭＡＡに結合する抗体を伴う少なくとも１つの容器手段
を含む。本明細書に提供されるようなキットでは、ＢＭＡＡに結合する抗体が、検出可能
に標識され得、キットは、試料に結合した標識された抗体を検出するための手段を伴う、
少なくとも１つの容器手段（容器）を更に含むことができる。本明細書に提供されるよう
なキットでは、ＢＭＡＡに結合する抗体は、標識されないものであり得、標識されない抗
体に結合する標識された二次抗体を伴う、少なくとも１つの容器手段を更に含むことがで
き、試料に結合した標識されない抗体に結合する標識された二次抗体を検出するための手
段を伴う容器手段を更に含むことができる。本明細書に提供されるようなキットには、既
知量のＢＭＡＡを含有する対照試料を伴う容器手段を含むことができる。本明細書に提供
されるようなキットには、ＢＭＡＡの存在を検出するために、試料を調製するための手段
を含むことができ、かかる手段には、試料を機械的に分離するための手段、および試料を
化学的に分離するための手段が含まれ得るが、これらに限定されない。本発明は、ＢＭＡ
Ａの存在を検出するために、被験体からの組織試料をスクリーニングするためのキットを
提供し、組織試料は、毛髪または皮膚等のケラチン組織試料であり得るが、これらに限定
されない。本発明は、ＢＭＡＡの存在を検出するために、環境試料をスクリーニングする
ためのキットを提供し、環境試料は、水試料または食料品からの試料であり得るが、これ
らに限定されない。本明細書に提供されるようなキットは、複数の試料タイプをスクリー
ニングするための手段を含有することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】ＢＭＡＡに対する抗体の産生および試験するために使用される複合および免疫付
与の手順の概略を示し、ここで、ＫＬＨは、キーホールリンペットヘモシアニンであり、
ＢＳＡは、ウシ血清アルブミンであり、ＧＬＵは、グルタルアルデヒドであり、ＥＤＣは
、カルボジイミドである。
【図２】示されるような異なるｐＨ値を有する緩衝液の存在下で、ＭＡＸＩＳＯＲＰ（商
標）（図３Ａ）、ＭＥＤＩＳＯＲＰ（商標）（図３Ｂ）、およびＭＵＬＴＩＳＯＲＰ（商
標）（図３Ｃ）プレート上で、ＢＭＡＡは、２０μｇ／ｍＬの被覆濃度であり、ＢＭＡＡ
複合体に対して産生される抗血清（ＥＤＣ１－１、ＥＤＣ２－１、Ｇｌｕ１、Ｇｌｕ２、
Ｇｌｕ３、Ｇｌｕ４）およびヌル血清（ＮＳ１、ＮＳ２）の反応性を測定するための抗体
捕捉イムノアッセイからの結果を示す。
【図３】左から右に、０．２ｍＭ、０．５ｍＭ、１ｍＭ、および１０ｍＭの被覆濃度で、
グルタルアルデヒドで連結されたＢＭＡＡ、Ｌ－アラニン（Ｌ－Ａｌａ）、Ｌ－グルタミ
ン（Ｌ－Ｇｌｎ）、Ｌ－チロシン（Ｌ－Ｔｙｒ）、グリシル－グリシン（ｇｌｙｇｌｙ）
、Ｌ－グリシン（Ｌ－Ｇｌｙ）、Ｌ－ロイシン（Ｌ－ｌｅｕ）、Ｌ－フェニルアラニン（
Ｌ－Ｐｈｅ）、ガンマ－アミノ酪酸（ＧＡＢＡ）、Ｌ－グルタミン酸（Ｌ－Ｇｌｕ）、お
よびＬ－アスパラギン酸（Ｌ－Ａｓｐ）を用いて、１／１０００の希釈（パネルＡ）およ
び１／２０００の希釈（パネルＢ）で、ＢＭＡＡ複合体のＫＬＨ－ＧＬＵ－ＢＭＡＡに対
して産生される抗血清（抗ＫＧＢの３回目の採血）の反応性を測定するための抗体捕捉イ
ムノアッセイからの結果を示す。
【図４】ＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清を用いてプローブされるＢＳ
Ａ－ＢＭＡＡ複合体の免疫ブロットの画像を示し、ここで、各ブロットのレーン１は、Ｂ
ＳＡ－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ（ＢＧＢ）を含有し、各ブロットのレーン２は、ＢＳＡ－ＥＤＣ
－ＢＭＡＡ（ＢＥＢ）を含有し、各ブロットのレーン３は、天然ＢＳＡを含有し、ブロッ
トＡは、１／１００の希釈で抗ＫＧＢ抗血清を用いてプローブされ、ブロットＢは、１／
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２００の希釈で抗ＫＧＢ抗血清を用いてプローブされ、ブロットＣは、１／５００の希釈
で抗ＫＧＢ抗血清を用いてプローブされ、ブロットＤは、１／１００の希釈で抗ＫＥＢ抗
血清を用いてプローブされ、ブロットＥは、１／２００の希釈で抗ＫＥＢ抗血清を用いて
プローブされ、ブロットＦは、１／５００の希釈で抗ＫＥＢ抗血清を用いてプローブされ
る。
【図５】ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清を用いてプローブされるキリンドロス
ペルモプシス　ラキボルスキイ（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｓｐｅｒｍｏｐｓｉｓ　ｒａｃｉｂｏ
ｒｓｋｉｉ）株ＣＲ３（「ＣＲ３タンパク質」）の全タンパク質抽出物の免疫ブロットの
画像を示し、ここで、各ブロットのレーン１は、ＢＳＡを含有し、各ブロットのレーン２
は、ＣＲ３タンパク質を含有し、各ブロットのレーン３は、ＢＭＡＡで予めインキュベー
トされたＣＲ３タンパク質を含有し、ブロットＡは、１／１００の希釈で抗ＫＧＢ抗血清
を用いてプローブされ、ブロットＢは、１／２００の希釈で抗ＫＧＢ抗血清を用いてプロ
ーブされ、ブロットＣは、１／５００の希釈で抗ＫＧＢ抗血清を用いてプローブされ、ブ
ロットＤは、１／１００の希釈で抗ＫＥＢ抗血清を用いてプローブされ、ブロットＥは、
１／２００の希釈で抗ＫＥＢ抗血清を用いてプローブされ、ブロットＦは、１／５００の
希釈で抗ＫＥＢ抗血清を用いてプローブされた。
【図６】ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清を用いてプローブされる、キリンドロ
スペルモプシス　ラキボルスキイ株ＣＲ３（「ＣＲ３タンパク質」）の全タンパク質抽出
物および並列ＢＳＡ対照の免疫ブロットの画像を示し、奇数のレーンは、天然ＢＳＡを含
有し、偶数のレーンは、ＣＲ３全タンパク質を含有し、レーン３～１０は、抗ＫＧＢ抗血
清を用いてプローブされ、レーン１２～１０は、抗ＫＥＢ抗血清を用いてプローブされ、
レーン２および１２は、以下の通りにヌル血清を用いてプローブされた。レーン２、１／
２００の希釈でヌル血清を用いてプローブされたＣＲ３タンパク質；レーン３、１／２０
０の希釈で抗ＫＧＢ抗血清を用いてプローブされたＢＳＡ；レーン４、１／２００の希釈
で抗ＫＧＢ抗血清を用いてプローブされたＣＲ３タンパク質；レーン５、１／５００の希
釈で抗ＫＧＢ抗血清を用いてプローブされたＢＳＡ；レーン６、１／５００の希釈で抗Ｋ
ＧＢ抗血清を用いてプローブされたＣＲ３タンパク質；レーン７、１／１０００の希釈で
抗ＫＧＢ抗血清を用いてプローブされたＢＳＡ；レーン８、１／１０００の希釈で抗ＫＧ
Ｂ抗血清を用いてプローブされたＣＲ３タンパク質；レーン９、１／２０００の希釈で抗
ＫＧＢ抗血清を用いてプローブされたＢＳＡ；レーン１０、１／２０００の希釈で抗ＫＧ
Ｂ抗血清を用いてプローブされたＣＲ３タンパク質；レーン１２、１／２００の希釈でヌ
ル血清を用いてプローブされたＣＲ３タンパク質；レーン１３、１／２００の希釈で抗Ｋ
ＥＢ抗血清を用いてプローブされたＢＳＡ；レーン１４、１／２００の希釈で抗ＫＥＢ抗
血清を用いてプローブされたＣＲ３タンパク質；レーン１５、１／５００の希釈で抗ＫＥ
Ｂ抗血清を用いてプローブされたＢＳＡ；レーン１６、１／５００の希釈で抗ＫＥＢ抗血
清を用いてプローブされたＣＲ３タンパク質；レーン１７、１／１０００の希釈で抗ＫＥ
Ｂ抗血清を用いてプローブされたＢＳＡ；レーン１８、１／１０００の希釈で抗ＫＥＢ抗
血清を用いてプローブされたＣＲ３タンパク質；レーン１９、１／２０００の希釈で抗Ｋ
ＥＢ抗血清を用いてプローブされたＢＳＡ；およびレーン２０、１／２０００の希釈で抗
ＫＥＢ抗血清を用いてプローブされたＣＲ３タンパク質。
【図７】ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清を用いてプローブされる、キリンドロ
スペルモプシス　ラキボルスキイ株ＣＲ３（「ＣＲ３タンパク質」）、大腸菌株ＨＫ２９
（「大腸菌株ＨＫ２９タンパク質」）、クロレラブルガリス（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｖｕ
ｌｇａｒｉｓ）（「クロレラタンパク質」）、およびテトラセルミス（Ｔｅｔｒａｓｅｌ
ｍｉｓ）種のタンパク質（「テトラセルミスタンパク質」）の純粋株の全タンパク質抽出
物（１レーン当たり２０μｇのタンパク質）の免疫ブロットの画像を示し、ここで、レー
ン１および１１は、分子量マーカー（１００～１０００Ｄａ）を含有し、レーン２、６、
１２、および１６は、ＣＲ３タンパク質を含有し、レーン３、７、１３、および１７は、
大腸菌ＨＫ２９タンパク質を含有し、レーン４、８、１４、および１８は、クロレラタン
パク質を含有し、レーン５、９、１５、および１９は、テトラセルミスタンパク質を含有
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し、レーン２～５は、１／５００の希釈でヌル血清を用いてプローブされ、レーン６～９
は、１／５００の希釈で抗ＫＥＢ抗血清を用いてプローブされ、レーン１２～１５は、１
／１０００の希釈で抗ＫＥＢ抗血清を用いてプローブされ、レーン１６～１９は、１／５
００の希釈で抗ＫＧＢ抗血清を用いてプローブされた。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本開示は、神経障害に関連する神経毒性アミノ酸を検出するために、試料をスクリーニ
ングするためのイムノアッセイ、抗体、およびキットを提供する。本発明は、試料中のＢ
ＭＡＡの存在を検出するためのイムノアッセイ、抗体、およびキットを提供し、ＢＭＡＡ
に結合する抗体と試料とを接触させることと、試料に結合した抗体を検出すること、を含
む。試料中のβ－Ｎ－メチルアミノ－Ｌ－アラニン（ＢＭＡＡ）を検出するために、試料
をスクリーニングするためのイムノアッセイ、抗体、およびキットが提供される。ＢＭＡ
Ａの環境源への曝露を検出するために、被験体をスクリーニングするためのイムノアッセ
イ、抗体、およびキットが提供される。ＢＭＡＡの環境源を同定するために、環境試料を
スクリーニングするためのイムノアッセイ、抗体、およびキットが提供される。
【００１６】
　本発明は、ＢＭＡＡに結合する抗体と組織試料とを接触させ、組織試料に結合した抗体
を検出することによって、被験体からの組織試料中のＢＭＡＡの存在を検出するために、
イムノアッセイ、抗体、およびキットを提供する。本発明の一態様に従って、被験体から
の組織試料中のＢＭＡＡを検出するために本発明のイムノアッセイを用いて、ＢＭＡＡの
環境源への曝露のために被験体をスクリーニングするためにイムノアッセイ、抗体、およ
びキットが提供され、組織試料中の検出可能な量のＢＭＡＡの存在は、ＢＭＡＡが、スク
リーニングされる組織中の検出可能なレベルまで蓄積されているので、被験体が、ＢＭＡ
Ａの環境源に曝露されていることを示す。本発明の別の態様に従って、被験体からの組織
試料中のＢＭＡＡを検出するために本発明のイムノアッセイを用いて、神経障害、特に、
ＢＭＡＡに関連する神経毒性アミノ酸への曝露のために被験体をスクリーニングするため
に、イムノアッセイ、抗体、およびキットが提供され、組織試料中の検出可能な量のＢＭ
ＡＡの存在は、被験体が、神経障害に関連する神経毒性アミノ酸に曝露されていることを
示す。本発明の別の態様に従って、被験体からの組織試料中のＢＭＡＡを検出するために
本発明のイムノアッセイを用いて、神経疾患に罹患している、または罹患する危険性があ
る被験体をスクリーニングするために、イムノアッセイ、抗体、およびキットが提供され
る。
【００１７】
　本発明は、ＢＭＡＡに結合する抗体と環境試料とを接触させ、環境試料に結合した抗体
を検出することによって、環境試料中のＢＭＡＡの存在を決定するために、イムノアッセ
イ、抗体、およびキットを提供する。本発明の一態様に従って、環境試料中のＢＭＡＡを
検出するために本発明のイムノアッセイを用いて、ＢＭＡＡの環境源のために、スクリー
ニングするためのイムノアッセイ、抗体、およびキットが提供され、環境試料中の検出可
能な量のＢＭＡＡの存在は、試料が、ＢＭＡＡの環境源であることを示す。別の態様に従
って、神経障害、特に、ＢＭＡＡに関連する神経毒性アミノ酸について、環境試料をスク
リーニングするために、イムノアッセイ、抗体、およびキットが提供される。一実施形態
では、本発明は、被験体によって摂取され得るか、または摂取されている、環境試料中の
ＢＭＡＡの存在を検出するために、イムノアッセイを提供する。一実施形態では、環境試
料は、水試料または食料品が含まれ得るが、これらに限定されない。
【００１８】
　別途定義されない限り、本明細書で使用される全ての技術的および科学的用語は、本発
明が属する当業者によって一般に理解される意味を有する。本明細書に記載されるものと
同様または同等の任意の方法および材料を、本発明の実践または試験において使用するこ
とができるが、方法および材料の限定されない例示的な実施形態が、本明細書に記載され
る。



(11) JP 2011-527757 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

【００１９】
　「抗体」という用語は、元来は、抗原標的に特異的に結合し、認識する、免疫グロブリ
ン遺伝子またはそのフラグメントによって実質的にコードされるポリペプチドを指すこと
が理解されるが、本明細書で使用されるとき「抗体」という用語は、免疫グロブリン、免
疫グロブリンフラグメント、無傷抗体、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、抗原
に対する血清反応（即ち、抗原に対して産生される抗血清）、内因性遺伝的配列の発現に
よって産生される抗体、組み換え抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、合成抗体（新たに合成
される）、多価抗体、一本鎖抗体、抗体フラグメント、抗体部分配列、抗原に結合する能
力を保有する任意の抗体部、一価Ｆａｂフラグメント、二価Ｆ（ａｂ’）２フラグメント
、Ｆｄフラグメント、ｄＡｂフラグメント、Ｆｖフラグメント（可変フラグメント）、一
本鎖Ｆｖフラグメント（ｓｃＦｖｓ）、単離相補性決定領域（ＣＤＲ）、ファージディス
プレイライブラリーを用いて生成されたエピトープ結合ポリペプチド等を包含し、上述の
用語のうちの１つ以上を使用して、本発明の抗体、例えば、ＢＭＡＡに結合する組み換え
モノクローナル抗体を説明し得る。
【００２０】
　「ＢＭＡＡの存在を検出する」または「ＢＭＡＡの存在の検出」という語句、または同
様の語句もしくはそれと文法的に同等のものは、試料中の検出可能なレベルまたは量のＢ
ＭＡＡの有無を決定することを包含し、試料中のＢＭＡＡのレベルまたは量を決定するこ
と、または定量化することを一般に包含することを理解されたい。語句は、限定されない
方法において使用されることを理解されたい。更に、「ＢＭＡＡレベルを決定する」もし
くは「ＢＭＡＡレベルの決定」という語句、または同様の語句は、試料中のＢＭＡＡのレ
ベルまたは量を決定すること、または定量化することを包含することを理解されたい。あ
る限定されない実施形態では、検出可能なレベルのＢＭＡＡが試料中に存在するかどうか
を確認するのみのイムノアッセイが提供される。ある限定されない実施形態では、試料ま
たは試料分画中のＢＭＡＡのレベルまたは量を決定すること、または定量化するための手
段を提供する、イムノアッセイが提供される。他の限定されない実施形態では、例えば、
１つの試料中のＢＭＡＡのレベルが、他の試料中で検出されたレベルと比較して、上昇し
たり、減少したりするかどうかを決定するために、複数の試料の分析および比較を可能に
する、イムノアッセイが提供される。
【００２１】
　本明細書で使用されるとき「選別する（ｓｃｒｅｅｎ）」もしくは「スクリーニングす
る（ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ）」という語句、または同様の語句としては、神経障害に関連す
る神経毒性アミノ酸を検出するために、スクリーニングすること、および神経毒性アミノ
酸のレベルまたは量を決定するために、スクリーニングすることが挙げられるが、これら
に限定されず、神経障害、特に、ＢＭＡＡに関連する神経毒性アミノ酸への被験体の実際
のまたは潜在的な曝露を決定するために、被験体からの組織試料をスクリーニングするこ
と、および神経疾患、特に、ＢＭＡＡに関連する神経毒性アミノ酸を含有する環境試料を
同定するために、スクリーニングすることも包含する。
【００２２】
　「結合特異性」または「特異的結合」とは、第２の分子に対する第１の分子の実質的な
認識、および実質的な結合を指す。本発明は、ＢＭＡＡの実質的な認識、および実質的な
結合に対する能力を有する担体タンパク質に複合されたＢＭＡＡに対して産生される抗血
清（抗ＢＭＡＡ抗血清）、即ち、ＢＭＡＡに対して結合特異性および特異性結合を有する
抗ＢＭＡＡ抗血清を提供する。本発明は、ＢＭＡＡに対して結合特異性および特異的結合
を有する抗体を提供し、本発明の抗体としては、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗
体、または抗体フラグメント、例えば、ＢＭＡＡに対して結合特性を有する、Ｆｖ、一本
鎖Ｆｖ、Ｆａｂ’、もしくはＦ（ａｂ’）２フラグメントが挙げられるが、これらに限定
されない。
【００２３】
　本明細書で使用されるとき、「実質的結合」もしくは「実質的に結合する」という語句
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または同様の語句は、特定のアッセイ条件下で、アッセイ混合物中の分子間で、特異的結
合もしくは認識する、または反応性の量を指す。本明細書で使用されるとき、実質的結合
は、ＢＭＡＡ（標的分子）に結合するもしくは認識する抗体の能力と、１つ以上の異なる
分子、例えば、ＢＭＡＡ（非標的分子）に構造的に類似したアミノ酸に結合する能力の抗
体の欠損との差異に関し、このため、差異は、特定の一連のアッセイ条件下で行われるべ
きＢＭＡＡを検出するための有意のアッセイを認めるには十分である。分子間の結合また
は反応に影響を及ぼし得るアッセイ条件としては、標的および非標的分子の相対濃度、な
らびにインキュベーションの時間および温度が挙げられるが、これらに限定されない。同
様に、実質的結合は、ＢＭＡＡとの抗体の反応性と、１つ以上の異なる分子、例えば、Ｂ
ＭＡＡに構造的に類似したアミノ酸との反応性の抗体の欠損との差異に関し、このため、
差異は、特定の一連のアッセイ条件下で行われるべきＢＭＡＡを検出するための有意のア
ッセイを認めるには十分である。本明細書で使用されるとき、「実質的に結合しない」ま
たは「実質的に交差反応しない」という語句は、一般に、特定のアッセイ条件下で、アッ
セイ混合物中の分子間で結合または認識する量を指し、ＢＭＡＡに結合または認識可能な
抗体が、実質的に、構造的に類似したアミノ酸等の別の分子に結合または認識することが
できない、即ち、ＢＭＡＡに結合または認識可能な抗体は、実質的に、構造的に類似した
アミノ酸等の他の分子と交差反応できない。ＢＭＡＡとの反応性を有する抗体は、結合能
力、または構造的に類似したアミノ酸との交差反応を有し得、これは、分子の相対濃度お
よびインキュベーションを含む、特定の一連のアッセイ条件下で、ＢＭＡＡに対して示し
た反応性の２５％未満、好ましくは１０％未満、更に好ましくは５％未満である。構造的
に類似したアミノ酸を「実質的に結合しない」ＢＭＡＡとの反応性を有する抗体は、構造
的に類似したアミノ酸への検出可能な結合を示し得るか、または特定の一連のアッセイ条
件下で、構造的に類似したアミノ酸への検出可能な結合を示し得ない。特異的結合、実質
的結合、または実質的結合の欠損は、多くの周知の方法、例えば、酵素結合免疫吸着測定
法（ＥＬＩＳＡ）、特に、抗体捕捉ＥＬＩＳＡもしくは間接競合ＥＬＩＳＡ、または免疫
ブロット（「ウエスタンブロット」）アッセイ、またはラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）
、または免疫組織化学的アッセイを用いて、試験することができる。
【００２４】
　本明細書に提供されるように、被験体は、本発明の方法を実施するのに好適ないずれの
生物であり得る。特に、被験体は、哺乳動物、更に具体的には、霊長類、なお更に具体的
には、ヒトである。一実施形態では、被験体は、神経障害に関連する神経毒性アミノ酸ま
たはその神経毒性誘導体に曝露される実験動物である。このような実験動物としては、マ
ウス、ウサギ、ラット、コウモリ、ブタ、ヒツジ、ウシ、サル、類人猿、または神経障害
についての研究に好適な他の動物が挙げられるが、これらに限定されない。一実施形態で
は、本発明の方法は、１つ以上の神経疾患が存在する動物モデルについての実験動物を使
用して実行される。別の実施形態では、本発明の方法は、１つ以上の神経疾患の動物モデ
ルの開発の一環として、実験動物を使用して実行される。なお別の実施形態では、本発明
の方法は、神経障害に関連する神経毒性アミノ酸またはその神経毒性誘導体への曝露の効
果が、脳の化学、構造、または機能の研究により測定されている実験動物を使用して実行
される。一実施形態では、被験体は、ヒトである。別の実施形態では、被験体は、１つ以
上の神経障害に罹患しているヒトである。別の実施形態では、被験体は、１つ以上の神経
障害について無症候であるヒトである。別の実施形態では、被験体は、神経障害を発症す
る危険性があると同定されているヒトである。なお別の実施形態では、被験体は、神経障
害に関連する少なくとも１つの神経毒性アミノ酸またはその神経毒性誘導体へ曝露されて
いたことが既知であるか、またはその疑いがあるヒトである。
【００２５】
　本明細書に引用される全ての刊行物、特許、および参考文献は、参照によりそれらの全
体が組み込まれる。矛盾する場合には、定義を含む、本願が制御されよう。
【００２６】
　本明細書で使用されるとき、「ａ」、「ａｎ」、および「ｔｈｅ」という単数形は、別
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途文脈が明確に指示しない限り、複数の指示対象を含む。
【００２７】
　試料中の神経毒性アミノ酸のアッセイ
　本発明の一態様に従って、神経障害、特に、ＢＭＡＡに関連する神経毒性アミノ酸の１
つ以上の形態の存在を検出するために、イムノアッセイ、抗体、およびキットが提供され
る。
【００２８】
　一態様に従って、神経毒性アミノ酸、特に、１つ以上の形態のＢＭＡＡの存在を検出す
るために、被験体からの組織試料を分析することによって、被験体における神経毒性の存
在を検出するために、イムノアッセイおよびキットが提供され、これは、神経毒性の存在
を示し得る。別の態様に従って、神経毒性アミノ酸、特に、１つ以上の形態のＢＭＡＡの
存在を検出するために、環境試料を分析することによって、神経毒性の環境源を検出する
ために、イムノアッセイおよびキットが提供され、これは、神経毒性の存在を示し得る。
【００２９】
　試料中の神経毒性アミノ酸、特に、ＢＭＡＡは、「遊離」形態（例えば、細胞質、循環
、非結合、容易に放出される）、「タンパク質結合」形態（例えば、タンパク質の表面に
結合されているか、またはタンパク質のポリペプチド鎖に組み込まれている）に存在し得
、「遊離」および「タンパク質結合」形態の双方は、他の細胞成分と関連し得（例えば、
糖類、脂質、もしくはポリマー（例えば、セルロース、キチン、アミロース、プロテオグ
リカン）に複合された）、他の試料成分（例えば、カルバメート付加物）に修飾され得る
か、誘導体化され得るか、またはそうでなければ連結され得ることを理解されたい。これ
らの形態（例えば、遊離、タンパク質結合）のいずれか、または全てが、当業者によって
検出され得、検出のために使用されるイムノアッセイによって異なり得ることを理解され
たい。１つの限定されない例示的な実施形態では、ＢＭＡＡは、遊離（非結合）形態で組
織試料または環境試料中に存在し得るか、またはタンパク質結合形態で存在し得、ここで
、タンパク質結合形態としては、タンパク質の表面に結合されているＢＭＡＡ（例えば、
複合、共有結合、非共有結合によって、側基として、スペーサー基を介する連結等）また
はタンパク質のポリペプチド骨格を形成するアミノ酸鎖に組み込まれるＢＭＡＡが挙げら
れるが、これらに限定されない。一実施形態では、遊離ＢＭＡＡレベルおよびタンパク質
結合ＢＭＡＡレベルが共に、決定される。一実施形態では、遊離ＢＭＡＡレベルのみが決
定される。別の実施形態では、タンパク質結合ＢＭＡＡのレベルのみが決定される。別の
実施形態では、試料中に存在するＢＭＡＡの全ての形態が、「遊離」ＢＭＡＡとして放出
されるため、例えば、加水分解または消化によって試料を処理した後、試料中の全ＢＭＡ
Ａが決定される。ある実施形態では、当業者は、試料中の該当する１つ以上のＢＭＡＡ複
合体を決定することができ、使用されるイムノアッセイまたは抗体が、ＢＭＡＡ複合体を
検出するのに適切であるかどうか、および試料が、検出に使用可能であるＢＭＡＡ複合体
を作製するために処理されるべきかどうかを決定することができる。他の実施形態では、
ＢＭＡＡに加えて、追加のアミノ酸、タンパク質、または他の成分を決定するために、イ
ムノアッセイが提供される。
【００３０】
　本明細書に提供されるイムノアッセイ、抗体、およびキットは、被験体からの組織試料
、および環境スクリーニングで使用される環境試料が挙げられるが、これらに限定されな
い、本発明に従って任意の試料を分析するために、当業者によって利用可能であることを
理解されたい。当業者は、試料の特定の特性に適合するために必要に応じて、例えば、分
析用のケラチン組織試料を調製するために、またはセルロース、キチン、もしくはプロテ
オグリカン細胞壁を有する物質を含む環境試料を調製するために必要に応じて、本発明の
方法を修正することができることを理解されたい。
【００３１】
　神経毒性アミノ酸および神経毒性誘導体に対する抗体
　本発明は、神経毒性アミノ酸およびその神経毒性誘導体に結合する抗体を提供し、試料
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中の少なくとも１つの神経毒性アミノ酸またはその神経毒性誘導体の存在を検出するため
に、これらの抗体を利用するための方法およびキットを更に提供する。一態様に従って、
本発明は、ＢＭＡＡに結合する抗体、ならびに組織試料中のＢＭＡＡの存在を検出するた
めに、これらの抗体を利用するための方法およびキットを提供する。一態様に従って、本
発明は、環境試料中のＢＭＡＡの存在を検出するために、これらの抗体を利用するための
方法およびキットを提供する。別の態様に従って、本発明は、組織試料または環境試料中
のＢＭＡＡを決定するためにイムノアッセイを提供する。
【００３２】
　上記で論じられるように、本明細書で使用されるとき、「抗体」という用語は、免疫グ
ロブリン、免疫グロブリンフラグメント、無傷抗体、一本鎖抗体、抗体フラグメント、抗
原に対する血清反応（抗原に対して産生される抗血清）、自然発生する抗体（即ち、内因
性遺伝子的配列の発現から得られる）、組み換え抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、合成抗
体（合成された抗体）を包含し、抗体は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、Ｆ
ｖ（可変フラグメント）、一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、Ｆａｂ’、もしくはＦ（ａｂ’）２
フラグメントであり得るが、これらに限定されない。ポリクローナル抗体は、抗原を有す
る宿主動物に免疫付与すること、免疫付与後、血清を回収すること、および抗原に対して
結合特異性を有する血清（抗原に対する抗血清）を特徴付けすることによって、調製され
得ることを理解されたい。当該技術分野において既知の方法を用いて、免疫付与された動
物からの膵臓細胞を回収し、細胞を免疫付与することによって、例えば、骨髄腫細胞と融
合し、次いで、所望の特異性および親和性で抗体を発現するクローンをスクリーニングす
ることによって（Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，１９７５，Ｎａｔｕｒｅ　
２５６：４９５－４９７）、モノクローナル抗体を調製し得、組換えＤＮＡ法を用いて、
モノクローナル抗体を更に修正または最適化することができることを理解されたい。「抗
体」という用語は、免疫グロブリン遺伝子またはそのフラグメントによって実質的にコー
ドされるポリペプチドに対するその元来の意義において、例えば、Ｐａｕｌ，ｅｄ．，Ｆ
ｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（３ｒｄ　ｅｄ．１９９３）において、詳
細に記載されるように、抗原標的を特異的に結合し、かつ認識することを指すことができ
ることを理解されたい。「抗体」という用語には、組換えＤＮＡ方法論の使用によって、
あるいは化学合成によって、無傷抗体（ポリクローナルまたはモノクローナル）の酵素的
もしくは化学的分解から得られるフラグメント、または新たに合成することができるフラ
グメント等の抗体フラグメント、例えば、ＦｖまたはｓｃＦｖが含まれる。「抗体」とい
う用語には、キメラ抗体、ヒト化抗体、組み換えモノクローナル抗体等を含む、組み換え
抗体が含まれる。
【００３３】
　２～５ｋＤａ未満の分子量を有する、アミノ酸、特定の薬物、有機化合物、金属、低毒
素、ならびに、ペプチドおよびオリゴ糖等の低分子量化合物は、免疫系刺激アジュバント
の存在下で、投与される場合でさえ、通常、免疫原性ではない。これらの化合物への免疫
反応を生じるために、免疫原性担体タンパク質等の免疫原性担体化合物にこのような化合
物を複合することは必要である。ハプテンという用語は、一般に、免疫原性担体化合物に
複合されたより低分子量化合物を指すことが理解され、ここで、ハプテン担体構造におい
て、ハプテンは、低分子量化合物が、それ自体では免疫原性ではあり得ない場合でさえ、
抗原として機能を果たすことができることを理解されたい。次いで、ハプテン担体複合体
を使用して、公知の方法に従って、レシピエント動物（例えば、マウス、ラット、ヒツジ
、ヤギ、またはウサギ）に免疫付与し、レシピエント動物における免疫反応を導く。任意
のステップには、初期免疫付与、または複数の初期免疫付与、および１つ以上の「ブース
ター（ｂｏｏｓｔｅｒ）」免疫付与のために、アジュバント（例えば、完全フロインドア
ジュバント、ＣＦＡ）とハプテン担体複合体を混合することを含む。次いで、免疫反応の
生成物を回収、かつ分析して、ハプテンに対する抗体反応を同定する。
【００３４】
　ハプテン担体複合体を用いて抗体を生成するための方法は、当該技術分野において公知
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である。免疫原性担体化合物を選択し、免疫原性担体化合物へのハプテンを複合するため
のプロトコルは、例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９８８）ｐｐ．７
８－８７に記載されるように、当該技術分野において公知である。免疫原性担体化合物と
しては、チログロブリン、β－ガラクトシダーゼ、デキストラン、ポリリシン、ツベルク
リン由来タンパク質、オボアルブミン（ＯＶＡ）、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、ヒツ
ジ血清アルブミン、ヤギ血清アルブミン、もしくはフィッシュ血清アルブミンのような血
清アルブミン、およびキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）が含まれ得るが、こ
れらに限定されない。ハプテン（例えば、神経毒性アミノ酸またはその誘導体）の存在を
決定するために分析され得る、試料中に推定上生じない、免疫原性担体化合物を選択する
ことができる。これにより、抗担体抗体から抗ハプテン抗体を単離する必要がない、抗血
清を使用することが可能である。その大きいサイズが、それを高度に免疫原性させ、複合
に使用可能である多数のリジン残基が、ハプテンに対する担体としてそれを非常に有用に
させるため、例えば、軟体動物に見出される吸収系タンパク質であるＫＬＨが、多くの場
合、選択され、その一方、軟体動物と他の分類群との間の系統発生的分離は、ＫＬＨ担体
タンパク質と、神経毒性アミノ酸または誘導体の存在を決定するために分析される試料中
に自然発生するタンパク質に対する抗体間の交差反応の危険性を軽減する。一実施形態で
は、ＢＭＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体を、ＢＭＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体の存在を決定する
ために分析され得る試料中にそれが推定上生じないという前提で選択される担体タンパク
質に複合させる。一実施形態では、担体タンパク質は、ＫＬＨである。一実施形態では、
担体タンパク質は、ＢＳＡである。
【００３５】
　アミノ酸およびアミノ酸誘導体等の小分子に対する抗体は、当該技術分野において既知
である。米国特許第４７６２７８１号は、様々なアミノ含有小分子に対する抗体を製造お
よび使用することを記載し、米国特許第５１１２７３８号は、ヒスタミンに対する抗体を
製造および使用することを記載し、Ｇｅｆｆｏｒｄら　（１９８５，Ｊ　Ｎｅｕｒｏｃｈ
ｅｍ　４４：１２２１－１２２８）は、インドールアルキルアミンに対する抗血清を製造
および使用することを記載している。米国特許第６，６０８，１７８号は、最近のアルコ
ール消費量を検出するために、セラトニン代謝産物５－ヒドロキシトリプトフォール（５
－ＨＴＯＬ）に対して特異的な抗体の調製および使用を記載し、ここで、５－ＨＴＯＬま
たは５－ＨＴＯＬのグルクロニドまたは硫酸塩複合体に対して特異的であり、セラトニン
（５－ヒドロキシトリプトアミン、５－ＨＴ）、セラトニン代謝産物５－ヒドロキシイン
ドール－３－酢酸（５－ＨＩＡＡ）、ならびに構造的に関連したインドールおよび他のグ
ルクロニド等の他の化合物に特異的結合活性がなかった、抗体を、開発した。グルタミン
酸塩等の興奮性アミノ酸に対するポリクローナル抗体の製造および使用は、多数のグルー
プ、例えば、Ｈｅｐｌｅｒら（１９８３，Ｊ　Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ　Ｃｙｔｏｃｈｅｍ　
３６：１３）、Ｐｅｔｒｕｓｚら（１９９０，Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ　５２９：３３９）、
およびＯｒｄｒｏｎｎｅａｕら（１９９１，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　１４
２：１６９－１７６）によって記載されている。神経伝達物質等の種々のアミノ酸および
アミノ酸誘導体に対するポリクローナルおよびモノクローナル抗体の双方は、当該技術分
野において既知であり、例えば、ポリクローナル抗アスパラギン酸塩、ポリクローナル抗
ＧＡＢＡ、ポリクローナル抗グルタミン酸塩、ポリクローナル抗セラトニン、モノクロー
ナル抗ＧＡＢＡ、モノクローナル抗アスパラギン酸塩、およびモノクローナル抗グルタミ
ン酸塩等が市販されており、全て、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕ
ｉｓ，ＭＯから入手可能であるか、またはアミノ酸に対するポリクローナル抗体は、Ｓｉ
ｇｎａｔｕｒｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｓａｌｔ　Ｌａｋｅ　Ｃｉｔｙ　ＵＴ）か
ら入手可能である。
【００３６】
　本理論に縛られることを望むものではないが、担体化合物に連結される単一の分子に基
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づくハプテンは、ほぼ常に、線状決定基に存在することに留意されるべきであり、これは
、制限された可動性を有する隣接した相互作用部位によって特徴付けられる空間における
分子構造である。線状決定基は、ハプテン標的に結合する抗体が、実質的に、常に、結合
が、相互排他的である範囲まで同一または重複する線状エピトープを攻撃するように、免
疫系への非常に制限された一連の標的を示す。故に、ポリクローナル法によって産生され
た抗ハプテン抗体は、非常に多くの場合、分子選択性が考慮される限り、モノクローナル
特性を有する。これは、以下の少なくとも２つの理由において重要である。（ａ）特定の
抗ハプテン抗体の制限特性は、一般に、そのハプテン標的に対するその親和性である、お
よび（ｂ）ポリクローナル法は、通常、モノクローナル法よりも高親和性、選択的な抗ハ
プテン抗体を見出すために迅速かつ容易な方法を提供する。巨大タンパク質等の非線状決
定基免疫原に対する抗体の親和性は、複雑であるが、非常に狭い範囲の親和性において実
質的に全て有用な抗体の収束する、非常に小型で線状抗原性決定基を有するハプテン免疫
原の場合と対比されるはずである。更に、線状決定基の成分が、一部の可動性を有し得る
が、線状決定基が、異なる標的を示す少数の構造中に存在し得、かつ異なる標的構造に対
して抗体が生成され得るように、この動作は、通常、制限される。
【００３７】
　本明細書に提供されるように、神経毒性アミノ酸またはその神経毒性誘導体は、免疫原
性担体化合物に複合され、レシピエント動物に投与される免疫原性ハプテン担体複合体を
形成し、ハプテン担体複合体に対して免疫反応を生成し、次いで、免疫反応の生成物を分
析して、該当する神経毒性アミノ酸または神経毒性アミノ酸誘導体に対して抗体反応を同
定する。一実施形態では、ＢＭＡＡは、免疫原性担体タンパク質に複合され、レシピエン
ト動物に投与される免疫原性ＢＭＡＡ担体タンパク質複合体を形成し、ＢＭＡＡ担体タン
パク質複合体に対して免疫反応を生成し、次いで、免疫反応の生成物を回収し、分析して
、ＢＭＡＡまたはそのＢＭＡＡ誘導体に対して抗体反応を同定する。一実施形態では、Ｂ
ＭＡＡは、担体タンパク質としてＫＬＨに複合され、レシピエント動物に投与されるＫＬ
Ｈ－ＢＭＡＡ複合体を形成し、ＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体に対して免疫反応を生成し、次い
で、免疫反応の生成物を分析して、ＢＭＡＡまたはそのＢＭＡＡ誘導体に対して抗体反応
を同定する。別の実施形態では、ＢＭＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体は、担体タンパク質とし
てＢＳＡに複合され、ＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体を形成する。
【００３８】
　本明細書に提供されるように、本発明の一態様に従って、免疫原性ハプテン担体複合体
に対して産生される抗体を、免疫原性ハプテン担体複合体において使用される担体とは異
なる第２の担体に複合されたハプテンに対して、その後試験した。更に、本態様に従って
、当業者は、免疫原性ハプテン担体複合体に対する免疫反応の生成物の分析をハプテンに
結合する抗体の反応性のみが検出されるような方法で行うことができるように、レシピエ
ント動物が、第２の担体に対して免疫反応性がある可能性が低いという仮定に依存して、
第２の異なる担体を選択することができる。以下に示される限定されない例示的な実施例
では、ＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体を使用して、ウサギにおける免疫反応、即ち、ＫＬＨ－Ｂ
ＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清を生成する。免疫付与後、抗血清を回収し、次い
で、ＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清を、ＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体を用
いて、評価し、ＢＭＡＡに結合する抗体を検出し、特徴付ける。以下の実施例において限
定されない例示的な実施形態に示されるように、ＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体を、イムノアッ
セイにおいて使用し、ＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清を試験すること
ができ、例えば、ＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体を使用して、抗体捕捉アッセイ用のマイクロタ
イタープレートを被覆し、ＢＭＡＡと反応する抗体に対する抗血清を試験する。本理論に
縛られることを望むものではないが、ＫＬＨが、抗血清の試験中、存在しない場合、ＫＬ
Ｈに対する抗体が存在するとしても、免疫原性ハプテン担体複合体のＫＬＨ部分に対して
いかなる抗体も検出されないと考えられる。本発明の更なる態様に従って、および以下の
実施例において限定されない例示的な実施形態に示されるように、免疫原性ＫＬＨ－ＢＭ
ＡＡ複合体を用いた免疫付与に対する免疫反応の生成物（例えば、抗血清）は、ＫＬＨを
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用いて免疫沈降させ、存在するいかなる抗ＫＬＨ抗体を除去することができる。
【００３９】
　免疫原性担体化合物へのハプテンの複合は、ハプテンおよび担体で利用可能である反応
基の種類および数によって異なる。免疫原性担体化合物へのハプテンの複合は、ハプテン
と担体化合物との間に複合リンカーまたはスペーサーを導入することを更に含み得る。リ
ンカーおよびスペーサーは、複合中、ハプテンの構造的立体配座の変化を最小化すること
、次いで、レシピエント動物の免疫系への提示、イムノアッセイにおいて抗体による認識
のためにハプテンの提示を促進することが挙げられるが、これらに限定されない、種々の
基準に従って当業者によって選択され得る。リンカーおよびスペーサーは、グルタルアル
デヒド（ＧｌｕまたはＧＬＵ）およびカルボジイミド（ＥｄｃまたはＥＤＣ）リンカーが
挙げられるが、これらに限定されない。種々の実施形態では、グルタルアルデヒドを使用
して、アミノ基にアミノ基を連結することができ、ＭＢＳ（ｍ－マレイミド安息香酸－Ｎ
－ヒドロキシスクシンイミド）を使用して、スルフヒドリル基にアミノ基を連結すること
ができ、カルボジイミドを使用して、カルボキシル基にアミノ基を連結することができる
。（Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｅ．Ｈａｒｌ
ｏｗ　ａｎｄ　Ｄ．Ｌａｎｅ，ｅｄｓ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９８８）を参照さ
れたい。）
　一実施形態では、ＢＭＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体は、グルタルアルデヒド（ＧＬＵ）を
用いて、担体タンパク質としてＫＬＨに複合され、レシピエント動物に投与されるＫＬＨ
－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ（ＫＧＢ）複合体を形成し、ＫＧＢ複合体に対して免疫反応を生成し
、次いで、免疫反応（抗血清）の生成物を分析して、ＢＭＡＡまたはそのＢＭＡＡ誘導体
との抗体反応を同定する。一実施形態では、ＢＭＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体は、カルボジ
イミド（ＥＤＣ）を用いて担体タンパク質としてＫＬＨに複合され、レシピエント動物に
投与されるＫＬＨ－ＥＤＣ－ＢＭＡＡ（ＫＥＢ）複合体を形成し、ＫＥＢ複合体に対して
免疫反応を生成し、次いで、免疫反応（抗血清）の生成物を分析して、ＢＭＡＡとの抗体
反応を同定する。
【００４０】
　一実施形態では、ＢＭＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体は、グルタルアルデヒド（ＧＬＵ）を
用いて、担体タンパク質としてＢＳＡに複合され、レシピエント動物に投与されるＢＳＡ
－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ複合体を形成し、ＢＳＡ－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ複合体に対して免疫反応
を生成し、次いで、免疫反応の生成物を分析して、ＢＭＡＡまたはそのＢＭＡＡ誘導体と
の抗体反応を同定する。一実施形態では、ＢＭＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体は、カルボジイ
ミド（ＥＤＣ）を用いて、担体タンパク質としてＢＳＡに複合され、レシピエント動物に
投与されるＢＳＡ－ＥＤＣ－ＢＭＡＡ複合体を形成し、ＢＳＡ－ＥＤＣ－ＢＭＡＡ複合体
に対して免疫反応を生成し、次いで、免疫反応の生成物を分析して、ＢＭＡＡまたはその
ＢＭＡＡ誘導体との抗体反応を同定する。
【００４１】
　複合、免疫付与、および特徴付け手順の限定されない例示的な実施形態が、以下の実施
例に開示される。図１は、限定されない例示的な実施形態の概略を示し、ここで、ＢＭＡ
ＡまたはＢＭＡＡ誘導体は、ＧＬＵを用いて、担体タンパク質としてＫＬＨに複合され、
ＫＬＨ－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ（ＫＧＢ）複合体を形成するか、またはＥＤＣを用いて、ＫＬ
Ｈ－ＥＤＣ－ＢＭＡＡ（ＫＥＢ）複合体を形成し、各ＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体をレシピエ
ント動物に投与し、ＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体に対して免疫反応を生成する。ＢＭＡＡまた
はＢＭＡＡ誘導体はまた、ＧＬＵを用いて、担体タンパク質としてＢＳＡに複合され、Ｂ
ＳＡ－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ（ＢＧＢ）複合体を形成するか、またはＥＤＣを用いて、ＢＳＡ
－ＥＤＣ－ＢＭＡＡ（ＢＥＢ）複合体を形成し、ＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体を、ＫＬＨ－Ｂ
ＭＡＡ複合体（抗血清）に対して免疫反応の生成物を分析するために使用して、ＢＭＡＡ
またはそのＢＭＡＡ誘導体との抗体反応を同定する。
【００４２】
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　本発明の別の態様に従って、以下の実施例に見出される限定されない例示的な実施形態
に示されるように、定義される架橋（例えば、ＧＬＵまたはＥＣＤ）を用いて調製した免
疫原性ハプテン担体複合体に対して産生される抗体を、次いで、異なる架橋を介して同一
または異なる担体に複合されるハプテンに対して試験した。
【００４３】
　神経毒性アミノ酸および神経毒性誘導体に対する抗体の選択性
　神経毒性アミノ酸およびその神経毒性誘導体との抗体反応は、許容可能なレベルの選択
性と組み合わせて、ハプテン標的に対して許容可能な高親和性かつ特異性を有さなければ
ならない。許容可能なレベルの選択性は、ハプテン標的に結合すること、および他の抗原
、特に、構造的に類似した抗原との許容可能な低レベルの交差反応を有することを含む。
本理論に縛られることを望むものではないが、ハプテンによって示される標的（エピトー
プ）の物理化学的特性が、少数のほぼ固定された残渣物から生じるため、有用な抗体（ポ
リクローナル源からでさえ）は、抗体がポリクローナルである場合でさえ、および異なる
源からの抗体（例えば、異なる源動物において産生される抗体）が比較される場合でさえ
、多くの場合、ハプテン標的に対して類似の範囲の親和性を有する。該当するハプテンに
対する抗体の親和性は、異なる被覆濃度のハプテンを用いて、抗体捕捉アッセイ等の当該
技術分野において既知の方法、または結合の基線レベルが決定されている試料への増加量
のハプテンを添加することによって、結合の競合阻害測定を用いて決定することができる
。同様に、該当するハプテンの抗体に対する抗体の選択性は、他の抗原を、ハプテンに結
合する基線レベルが決定されている試料に添加する競合アッセイ等の当該技術分野におい
て既知の方法を用いて、決定することができる。
【００４４】
　免疫反応の生成物、例えば、抗血清または他の抗体組成物が、複数の類似した抗原を標
的とし、多くの場合、異なる親和性で結合し、多くの場合、異なるエピトープを標的とす
る、複数の抗体を含有する場合、交差反応は、時々、見られる。上述のように、ハプテン
免疫原は、非常に小さい、線状抗原性決定基を示し、抗ハプテン抗体は、一般に、結合が
相互排他的である範囲で、同一または重複する標的（線状エピトープ）を攻撃し、ひいて
は、ポリクローナル法によって産生された抗ハプテン抗体は、分子選択性が、交差反応で
あると見なされる限り、非常に多くの場合、モノクローナル特性を有し、時々、単一抗体
の特性のため、標的または立体空間は、１つより多くの異なる分子によって形成すること
ができる。上述のように、該当するハプテンに対する選択性および他の抗原との交差反応
は、当該技術分野において既知の方法を用いて、抗血清または他の抗体組成物等の試料に
対して決定することができる。
【００４５】
　本発明の一態様に従って、神経毒性アミノ酸またはその誘導体に対して産生される抗血
清が提供され、ここで、抗血清は、血清が、広範な精製または富化することなく、本発明
の方法およびキットにおいて使用されるように、他の抗原との許容可能な低レベルの交差
反応と組み合わせて、ハプテン標的に対して許容可能な高親和性かつ特異性を示す。一態
様に従って、ＢＭＡＡ担体タンパク質複合に対して産生される抗血清（抗ＢＭＡＡ抗血清
）は、他の抗原との許容可能な低レベルの交差反応と組み合わせて、ＢＭＡＡに対して許
容可能な高親和性かつ特異性を示す。本態様に従って、ＢＭＡＡ担体タンパク質複合に対
して産生される抗血清（抗ＢＭＡＡ抗血清）は、ＢＭＡＡ複合および遊離ＢＭＡＡに実質
的に結合し、構造的に類似したアミノ酸には実質的に結合しない（即ち、相当量で結合し
ない、または検出可能な量で結合しない）。本態様に従って、ＢＭＡＡ担体タンパク質複
合に対して産生される抗血清（抗ＢＭＡＡ抗血清）は、ＢＭＡＡ複合体との反応性および
遊離ＢＭＡＡとの反応性を示し、構造的に類似したアミノ酸が、比較的高濃度で存在する
場合でさえ、構造的に類似したアミノ酸に実質適に結合しないか、検出可能に結合しない
か、またはそれと実質的に交差反応しない。以下の実施例に開示される限定されない例示
的な実施形態では、ＢＭＡＡ担体タンパク質複合に対して産生される抗血清（抗ＢＭＡＡ
抗血清）は、ＢＭＡＡ複合体との反応性および遊離ＢＭＡＡとの反応性を示し、構造的に
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類似したアミノ酸が、比較的高濃度で存在する場合でさえ、アラニン、グルタミン、チロ
シン、グリシル－グリシン、グリシン、ロイシン、フェニルアラニン、ガンマ－アミノ酪
酸（ＧＡＢＡ）、グルタミン酸、およびアスパラギン酸を含む構造的に類似したアミノ酸
と実質的に交差反応しない。本発明の一態様に従って、本明細書に提供される抗ＢＭＡＡ
抗血清は、広範な精製または富化することなく、本発明のイムノアッセイおよびキットに
おいて使用することができる。
【００４６】
　別の態様に従って、精製ステップは、抗血清を使用して、該当する神経毒性アミノ酸ま
たは神経毒性アミノ酸誘導体を決定する前に、非特異的抗体または非抗体タンパク質等の
望ましくない材料を除去するために行われ得る。本発明の一態様に従って、所望の程度の
特異性または純度は、当該技術分野において既知の方法を用いて、神経毒性アミノ酸また
はその誘導体に対して産生される抗血清等の免疫反応の生成物を富化することによって達
成することができる。精製および／または富化の方法としては、タンパク質Ａ／Ｇクロマ
トグラフィー、硫安沈殿法、および親和性クロマトグラフィーが挙げられるが、これらに
限定されない。一実施形態では、免疫原性担体タンパク質に複合されるＢＭＡＡまたはＢ
ＭＡＡ誘導体に対して産生される抗血清は、硫安沈殿法によって部分精製に供される。以
下の実施例において示される限定されない例示的な実施形態では、ＫＬＨに複合されるＢ
ＭＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体に対して産生される抗血清は、ＫＬＨを用いて免疫沈降し、
抗ＫＬＨ抗体を除去することによって、部分精製に供される。一実施形態では、免疫原性
担体タンパク質に複合されるＢＭＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体に対して産生される抗血清は
、カラムマトリックスに連結されるＢＭＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体を有する親和性カラム
に供される。
【００４７】
　イムノアッセイ、抗体、およびキットは、同一の化合物の異性体を区別するために、例
えば、アミノ酸のＬおよびＤ形態を区別するため、または神経毒性異性体と同一の化合物
の非神経毒性異性体を区別するために提供される。以下の実施例において示される限定さ
れない例示的な実施形態に示されるように、Ｌ－ＢＭＡＡとＤ－ＢＭＡＡを区別すること
ができる抗体が提供される。
【００４８】
　標的ハプテンに対して高親和性を有し、同様のハプテンに対して低交差反応を有する抗
体を製造し、使用するための方法は、当該技術分野において既知である。例えば、Ｓｉｇ
ｎａｔｕｒｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｓａｌｔ　Ｌａｋｅ　Ｃｉｔｙ　
ＵＴ）から市販のある種のポリクローナル抗体は、ある種のアミノ酸の遊離（非結合）形
態に対して、高標的特異性および低交差反応を有する。一実施形態では、標的神経毒性ア
ミノ酸または神経毒性アミノ酸誘導体に対して許容可能な高親和性を有し、他のアミノ酸
との低交差反応を有する、抗体が提供される。一実施形態では、ＢＭＡＡまたはＢＭＡＡ
誘導体に対して許容可能な高親和性を有し、他のアミノ酸との交差反応を有する、抗体が
提供される。
【００４９】
　一態様に従って、神経毒性アミノ酸もしくは神経毒性アミノ酸誘導体の遊離（非結合）
形態、または神経毒性アミノ酸もしくは神経毒性アミノ酸誘導体のタンパク質結合形態、
または神経毒性アミノ酸もしくは神経毒性アミノ酸誘導体の双方の形態と反応する、抗体
が提供される。一実施形態では、遊離形態に対して特異的な抗体、およびタンパク質結合
形態に対して特異的な抗体を含む、抗血清が提供される。一実施形態では、遊離形態およ
びタンパク質結合形態の双方を認識することが可能な抗体が提供される。神経毒性アミノ
酸もしくは神経毒性アミノ酸誘導体のタンパク質結合形態としては、タンパク質、例えば
、ポリペプチド鎖に組み込まれる神経毒性アミノ酸もしくは神経毒性アミノ酸誘導体のタ
ンパク質結合形態、および／または、そうでなければタンパク質と会合される、例えば、
共有もしくは非共有結合によってたんぱく質に接着されるか、またはスペーサーもしくは
リンカー基を通してタンパク質に複合される、神経毒性アミノ酸もしくは神経毒性アミノ
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酸誘導体のタンパク質結合が挙げられるが、これらに限定されないことを理解されたい。
【００５０】
　ポリクローナル抗体、またはポリクローナル抗体を含有する抗血清等の組成物は、異な
るエピトープを認識する抗体を含み得ることを理解されたい。ＢＭＡＡもしくはＢＭＡＡ
誘導体の遊離（非結合）形態を認識する抗体が提供され得、ＢＭＡＡもしくはＢＭＡＡ誘
導体のタンパク質結合形態を認識する抗体が提供され得、かつＢＭＡＡもしくはＢＭＡＡ
誘導体の遊離（非結合）形態およびタンパク質結合形態の双方を認識する抗体が提供され
得ることを理解されたい。ＢＭＡＡもしくはＢＭＡＡ誘導体のタンパク質結合としては、
タンパク質、例えば、ポリペプチド鎖に組み込まれるＢＭＡＡもしくはＢＭＡＡ誘導体の
タンパク質結合形態、および／または、そうでなければタンパク質と会合される、例えば
、共有もしくは非共有結合によってたんぱく質に接着されるか、またはスペーサーもしく
はリンカー基を通してタンパク質に複合される、ＢＭＡＡもしくはＢＭＡＡ誘導体のタン
パク質結合が挙げられるが、これらに限定されないことを理解されたい。以下の実施例に
おいて限定されない例示的な実施形態に示されるように、抗ＢＭＡＡポリクローナル抗体
、またはＢＭＡＡに対して産生される抗体を含有する抗血清は、遊離ＢＭＡＡと、複合さ
れたＢＭＡＡと、およびタンパク質結合ＢＭＡＡと反応し得る。
【００５１】
　モノクローナル抗体が提供される実施形態では、当業者は、神経毒性アミノ酸もしくは
神経毒性アミノ酸誘導体に対して所望のレベルの立体特異性を有するこれらのクローンを
同定するために、個別に、抗体産生宿主またはクローンをスクリーニングすることができ
る。
【００５２】
　必要であると考えられる場合、同様の立体配置を有する異なるハプテンに対する抗体の
親和性は、異なる標的に対する相対的な親和性、および神経毒性アミノ酸もしくは神経毒
性アミノ酸誘導体に対する親和性を決定するために、マッピングされ得る。
【００５３】
　神経毒性アミノ酸の存在を検出するためのイムノアッセイおよび抗体
　本明細書に提供されるような抗体は、組織試料または環境試料等の試料中の神経毒性ア
ミノ酸および神経毒性アミノ酸誘導体の存在、レベル（量）、および配置を検出するため
に、当業者によってイムノアッセイにおいて使用され得る。本発明のイムノアッセイは、
神経毒性アミノ酸もしくはその神経毒性誘導体の遊離（例えば、非結合、複合されない、
細胞質、循環）形態、神経毒性アミノ酸もしくはその神経毒性誘導体のタンパク質結合形
態、または神経障害に関連する神経毒性アミノ酸もしくはその神経毒性誘導体の複合され
た形態（例えば、糖複合体、脂質複合体、もしくはカルバメート付加物）を分析するため
に実行することができ、これらの形態のいずれか、または全てを分析し得る。当業者は、
どの形態の神経毒性アミノ酸もしくはその神経毒性誘導体が、試料中に存在しているか、
およびどの形態が所与の実施形態について診断もしくは予測の目的物であるかを決定する
ことができる。本開示において他の箇所に記載される神経毒性アミノ酸および神経毒性ア
ミノ酸誘導体の存在、レベル、および配置を決定するための物理化学的方法と共に、本明
細書に提供されるような抗体およびイムノアッセイが使用され得る。
【００５４】
　本明細書に提供される抗体と共に使用するために好適なイムノアッセイおよびイムノア
ッセイ形式は、当該技術分野において公知である。アッセイ成分の残りの部分から結合抗
体－神経毒性アミノ酸複合体の分離を必要としない均質イムノアッセイ形式は、本明細書
に提供されるように、神経毒性アミノ酸および神経毒性アミノ酸誘導体の存在、レベル、
および配置を決定するのに適している。多くの場合、磁性粒子またはプラスチック製ビー
ズ等の固体相試薬を利用して、アッセイ成分の残りの部分から結合抗体－神経毒性アミノ
酸複合体を除去する、少なくとも１つのステップを必要とする均質イムノアッセイ形式は
、本明細書に提供されるように、神経毒性アミノ酸および神経毒性アミノ酸誘導体の存在
、レベル、および配置を決定するのに適している。当業者は、必要に応じて、イムノアッ
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セイ形式を選択し、適応することができることを理解されたい。好適なイムノアッセイ形
式としては、凝集ベースのアッセイ、沈殿ベースのアッセイ（「オクタロニー」アッセイ
）、ラジオイムノアッセイ、フルオロイムノアッセイ、発色もしくは比色イムノアッセイ
、不均一酵素イムノアッセイ、不均一蛍光イムノアッセイ、蛍光消光もしくは蛍光増感を
含む均一イムノアッセイ、蛍光偏光、酵素基質標識イムノアッセイ、補欠分子族標識イム
ノアッセイ、酵素モジュレータ標識イムノアッセイ（例えば、阻害剤標識を用いて）、酵
素標識イムノアッセイ、エネルギー転移イムノアッセイ、化学的に励起された蛍光イムノ
アッセイ、二重抗体立体障害イムノアッセイ、または例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌ
ａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ；Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ：Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８８に記載されるような他のイムノアッセイが挙げられ
るが、これらに限定されない。
【００５５】
　神経毒性アミノ酸および神経毒性アミノ酸誘導体、特に、ＢＭＡＡを検出するために、
イムノアッセイで用いるイムノアッセイ形式としては、アッセイ可能な検出システムにお
いて、抗体または抗原を用いる酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）が挙げられるが、
これに限定されず、好適なＥＬＩＳＡ形式には、例えば、Ｃｒｏｗｔｈｅｒ，１９９５．
“ＥＬＩＳＡ．Ｔｈｅｏｒｙ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ”　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．
Ｂｉｏｌ．４２：１－２２３、Ｅｎｇｖａｌｌ　ａｎｄ　Ｐｅｒｌｍａｎｎ，１９７１，
“Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ
）．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ａｓｓａｙ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　Ｇ
”　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍ．８：８７１－８７４、Ｄａｖｉｅｓ，１９９４，“Ｐｒｉｎ
ｃｉｐｌｅｓ”　ｉｎ，Ｔｈｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ．Ｄ．Ｗｉ
ｌｄ，ｅｄ．Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐ．３－４７、および
Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ；Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ：Ｃｏｌ
ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８８，Ａｐｐｅｎｄｉｘ　Ｆ
、およびＣｈｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９，Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉ
ｏｌ　５５：１９２８－１９３３）、およびＭｅｔｃａｌｆ　ｅｔ　ａｌ．（２０００，
Ｗａｔｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　３４：２７６１－２７６９）に記載されるような、抗体
捕捉ＥＬＩＳＡ、競合ＥＬＩＳＡ、または間接競合ＥＬＩＳＡが含まれ得る。「酵素イム
ノアッセイ」（ＥＩＡ）という用語はまた、本イムノアッセイ形式を指すためにも一般に
使用される。
【００５６】
　一態様に従って、本明細書に提供されるような抗体は、従来のイムノアッセイ形式にお
いて、「一次」抗体として使用される標識されない抗体である。したがって、本明細書に
提供されるような抗体は、一次抗体を認識する検出可能な二次抗体によって、検出され、
測定され得る。検出可能な二次抗体を選択するための方法および使用するための方法は、
当該技術分野において既知である。好適な検出可能な二次抗体は、酵素、例えば、西洋ワ
サビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、アルカリ性ホスファターゼ、リゾチーム、グルコース
－６－リン酸デヒドロゲナーゼ等に連結され得、カップリングは、種々の架橋剤、例えば
、Ｆｒｅｙｔａｇら（１９８４，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．３０：４１７－４２０）によって
記載されるような、グルタルアルデヒド、ジマレイミドもしくはチオール試薬等を用いて
従来の手法によって達成することができるか、またはビオチンもしくはアビジンに連結さ
れ得るか、または例えば、放射性標識を用いて直接標識され得る。神経毒性アミノ酸また
は神経毒性アミノ酸誘導体に結合した一次抗体に結合される二次抗体の量を検出すること
により、成分の検出および定量化を可能にする。
【００５７】
　別の態様に従って、本明細書に提供されるような抗体は、当該技術分野において公知の
プロトコルに従って、神経毒性アミノ酸もしくはその誘導体への抗体の結合の直接検出お
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よび定量化のために、例えば、放射性標識抗体、または蛍光部分（蛍光色素分子）、発光
部分、化学発光部分、コロイド金、色素部分で標識された抗体、酵素連結抗体、ビオチン
標識抗体、アビジン標識抗体、ストレプトアビジン標識抗体、または他の検出可能な部分
を用いて標識された抗体を直接標識され得る。限定されない例示的な実施形態では、標識
抗ＢＭＡＡ抗体には、例えば、ビオチン標識抗ＢＭＡＡ抗体が提供される。
【００５８】
　一態様に従って、抗体捕捉イムノアッセイを提供して、本明細書に提供されるような抗
体の存在および親和性、即ち、神経毒性アミノ酸または神経毒性アミノ酸誘導体との抗体
反応を決定する。本アッセイでは、既知量の標識されない神経毒性アミノ酸または誘導体
は、例えば、各ウェルが、既知量の神経毒性アミノ酸または誘導体を含有するように、連
続希釈したストック溶液を用いて、マルチウェルマイクロタイタープレートの一連のウェ
ルをコーティングすることによって、固体支持体に連結され、本明細書に提供されるよう
な抗体（「一次」抗体）は、アッセイウェルに添加され、固体基板に連結された神経毒性
アミノ酸または誘導体に結合することによって、固体支持体上に「補足」され、一次抗体
を認識する検出可能な二次抗体によって検出される。各アッセイにおいて、固体支持体に
結合される神経毒性アミノ酸または誘導体に結合される（「によって捕捉される」）、一
次抗体の量は、当該技術分野において既知の方法によって、一次抗体に結合される検出可
能な二次抗体の量を測定することによって決定される。一実施形態では、神経毒性アミノ
酸または神経毒性アミノ酸誘導体に対して産生される抗血清が、抗体捕捉アッセイにおい
て使用され、抗血清中に存在する神経毒性アミノ酸または神経毒性アミノ酸誘導体との抗
体反応のレベルを検出される。一実施形態では、ＢＭＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体に対して
産生される抗血清が、抗体捕捉アッセイにおいて使用され、固体支持体に連結されるＢＭ
ＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体への抗体結合が、測定される。
【００５９】
　一態様に従って、抗体を生成するのに使用される遊離（非結合）形態の神経毒性アミノ
酸または神経毒性アミノ酸誘導体に結合するための本明細書に提供されるような抗体の能
力を決定するために、間接競合ＥＬＩＳＡが提供される。本アッセイでは、既知量の標識
されない神経毒性アミノ酸または誘導体は、例えば、各ウェルが、既知量の神経毒性アミ
ノ酸または誘導体を含有するように、連続希釈したストック溶液を用いて、マルチウェル
マイクロタイタープレートの一連のウェルをコーティングすることによって、固体支持体
に連結される。本明細書に提供されるような抗体が、「一次」抗体として使用され、遊離
神経毒性アミノ酸または神経毒性アミノ酸誘導体が、アッセイウェルに添加され、既知量
の遊離神経毒性アミノ酸または神経毒性アミノ酸誘導体の存在下の抗体捕捉は、遊離神経
毒性アミノ酸または神経毒性アミノ酸誘導体の不在下の抗体捕捉と比較される。以下の実
施例に示される限定されない例示的な実施形態に開示されるように、間接競合ＥＬＩＳＡ
を行い、遊離ＢＭＡＡと共にＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清の反応性を決定し
、提供される遊離ＢＭＡＡに結合する抗体を構築することができる。
【００６０】
　一態様に従って、試料中の神経毒性アミノ酸または神経毒性アミノ酸誘導体を結合する
ための本明細書に提供されるような抗体の能力を決定するために、免疫ブロットアッセイ
が提供される。一態様に従って、本明細書に提供されるような抗体は、試料中に存在する
いずれの成分との反応があるかどうかを決定するために、試料からの全細胞抽出物または
タンパク質調製物上で「ドットブロット」形式を用いて、免疫ブロットアッセイを行うこ
とができる。別の態様に従って、「ウエスタンブロット」形式において、免疫ブロットア
ッセイを行うことができ、ここで、試料のタンパク質含有抽出物中のタンパク質は、例え
ば、大きさおよび／または負荷に基づいてタンパク質を分離するためにＳＤＳ－ＰＡＧＥ
を用いて分離され、その後、分離されたタンパク質は、細胞膜、例えば、ナイロンまたは
ニトロセルロース等に移され、本明細書に提供されるような抗体が、イムノアッセイにお
いて使用され、細胞膜上でタンパク質結合神経毒性アミノ酸または神経毒性アミノ酸誘導
体を検出する。一実施形態では、本明細書に提供されるようなＢＭＡＡ（ＢＭＡＡ－ＫＬ
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Ｈ複合体）に対して産生される抗体を使用して、組織試料または環境試料からのタンパク
質調製物のウエスタンブロットによりＢＭＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体を検出する。
【００６１】
　一態様に従って、タンパク質抽出物は、組織試料または環境試料から調製され、ＢＭＡ
ＡまたはＢＭＡＡ誘導体のためのイムノアッセイが、本明細書に提供されるようなタンパ
ク質抽出物に行われ、抗体によるタンパク質結合の認識は、試料が、タンパク質結合ＢＭ
ＡＡまたはＢＭＡＡ誘導体を含有し得ることを示すことを理解されたい。一実施形態では
、被験体からの組織試料を得、ＢＭＡＡへの抗体の結合を可能にする条件下で、ＢＭＡＡ
に結合する少なくとも１つの抗体を含む抗体組成物と組織試料を接触させ、組織試料中の
ＢＭＡＡに結合される抗体を検出することによって、被験体は、ＢＭＡＡの環境源への曝
露についてスクリーニングされ、組織試料への抗体結合は、組織が、ＢＭＡＡを含有する
ことを示し、ひいては、被験体が、ＢＭＡＡの環境源に曝露していることを示す。
【００６２】
　一実施形態では、環境試料を得、ＢＭＡＡへの抗体の結合を可能にする条件下で、ＢＭ
ＡＡに結合する少なくとも１つの抗体を含む抗体組成物と環境試料とを接触させ、環境試
料中のＢＭＡＡに結合した抗体を検出することによって、ＢＭＡＡの環境源が、検出され
、環境試料への抗体結合は、環境試料が、ＢＭＡＡを含有し、ひいては、ＢＭＡＡの環境
源であることを示す。一実施形態では、ＢＭＡＡへの抗体の結合を可能にする条件下で、
ＢＭＡＡに結合する少なくとも１つの抗体を含む抗体組成物と環境試料を接触させ、環境
試料中のＢＭＡＡに結合した抗体を検出し、環境試料への抗体結合をシアノバクテリアの
試料への抗体結合と比較し、環境試料への抗体結合が、ＢＭＡＡのシアノバクテリア源の
存在を示すかどうかを決定することによって、環境試料中のＢＭＡＡのシアノバクテリア
源が、検出される。
【００６３】
　一実施形態では、組織試料のタンパク質抽出物の免疫ブロット（「ウエスタンブロット
」）アッセイは、ＢＭＡＡに結合する少なくとも１つの抗体を含む抗体組成物（例えば、
ＢＭＡＡに対して産生される抗血清）を用いて行われ、抗体によって認識されるタンパク
質バンドが同定される。一実施形態では、環境試料のタンパク質抽出物の免疫ブロットま
たは「ウエスタンブロット」アッセイは、ＢＭＡＡに結合する少なくとも１つの抗体を含
む抗体組成物（例えば、ＢＭＡＡに対して産生される抗血清）を用いて行われ、抗体によ
って認識されるタンパク質バンドが同定される。一実施形態では、ケラチン組織試料のタ
ンパク質抽出物の免疫ブロットまたは「ウエスタンブロット」アッセイが行われ、本発明
の抗体によって認識されるタンパク質バンドが同定される。別の実施形態では、神経毒性
組織試料のタンパク質抽出物の免疫ブロットまたは「ウエスタンブロット」アッセイが行
われ、本発明の抗体によって認識されるタンパク質バンドが同定される。
【００６４】
　一態様に従って、タンパク質結合ＢＭＡＡとの反応がある抗体は、原位置標識または画
像手法、例えば、免疫組織化学的手法に使用され、ここで、抗体は、タンパク質結合神経
毒性アミノ酸または神経毒性アミノ酸誘導体を含有する病変に結合する。組織学的標本に
おけるアミノ酸等の小分子を検出するための免疫細胞化学に対するプロトコルは、例えば
、Ｓｉｇｎａｔｕｒｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｓａｌｔ　Ｌａｋｅ　Ｃ
ｉｔｙ　ＵＴ）からのウサギポリクローナル抗体、例えば、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．　ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃｓ．ｃｏｍ／ｈｐｉ．ｈｔｍｌ．に記載されるような、金複合され
た、またはフルオロフォア複合された抗ウサギ二次抗体を用いたエポキシ樹脂包埋された
標本における高性能免疫細胞化学の当該技術分野において既知である。
【００６５】
　増幅を使用して、シグナルの強度および／または選択性を増強することができる。同様
に、当業者は、神経毒性アミノ酸および神経毒性アミノ酸誘導体を修正し、本発明のイム
ノアッセイによって検出可能な標識複合体を得ることができる。
【００６６】
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　当業者により、本明細書に提供されるようなイムノアッセイおよび抗体を使用して、神
経毒性アミノ酸およびその神経毒性誘導体のための試料を分析することができ、試料とし
ては、組織試料および環境試料が挙げられるが、これらに限定されない。本明細書に提供
されるようなイムノアッセイを使用して、生きている被験体（生インビトロ、インビトロ
）から得られた組織試料、生きている被験体（インビボ）に存在する組織試料、保存され
た組織、生検および／または検死試料等の保存された検体、または博物館の検体を分析す
ることができる。保存された組織は、凍結された組織、組織学的検体、固形の保管媒体上
で乾燥された組織、または保存された組織の他の形態であり得る。
【００６７】
　本明細書に提供されるような抗体を、画像法および診断アプリケーションにおいて、イ
ンビボで使用し、被験体における神経毒性アミノ酸およびその神経毒性誘導体を検出する
ことができる。特に、本明細書に提供されるような抗体を、インビボ診断画像用に使用し
、体液中、または体内腔中、または他の体組織中の神経毒性アミノ酸またはその神経毒性
誘導体を検出することができる。一実施形態では、タンパク質結合ＢＭＡＡとの抗体反応
は、脊髄、血管、尿管、尿道、食道、頸部、子宮、または膀胱等の体内腔中に導入され、
抗体は、内腔中の体液中のＢＭＡＡに含有するタンパク質、または内腔中の壁上の組織中
のＢＭＡＡを含有するタンパク質に結合することができる。別の実施形態では、タンパク
質結合ＢＭＡＡとの抗体反応は、例えば、潅流によって、組織または臓器に導入され、抗
体は、組織または臓器中の原位置でＢＭＡＡを含有するタンパク質に結合することができ
る。本発明の抗体は、特定のアプリケーションに対してタンパク質結合ＢＭＡＡの検出を
可能にする診断に有効である用量で所与される。インビボ画像のために、抗体は、標識さ
れるか、そうでなければ、抗体が直接検出できるように検出可能なマーカーに連結され得
る。別の実施形態では、二次抗体等の検出器は、体内腔に導入され、ＢＭＡＡに結合され
る抗体を検出する。本発明の抗体に連結され得る検出可能なマーカーは、１３１Ｉ、１２

５Ｉ、１２３Ｉ、１８Ｆ、１９Ｆ、１１Ｃ、１３Ｃ、１４Ｃ、７５Ｂｒ、７６Ｂｒ、また
はＨ等の放射性同位元素を含む。マーカーは、常磁性化合物、例えば、ランタニドを含む
化合物であり得る。マーカーは、造影超音波による検出に好適な造影剤、例えば、抗体に
複合される好適な生体適合シェルおよび重量ガス（ペルフルオロカーボンまたは窒素）を
有する超微粒気泡であり得る。インビボ診断画像法のために、使用され得る検出装置の種
類は、検出可能なマーカーを選択する際に主要因子であるため、マーカーは、Ｘ線（例え
ば、１２５Ｉ、５７Ｃｏ、テクネチウム－９９ｍ（９９ｍＴｃ））、超音波（例えば、ペ
ルフルトレン超微粒気泡）、ＭＲＩ（例えば、ガドリニウム、１９Ｆ、１Ｈ）、ＰＥＴ（
１８Ｆ）、コンピュータ断層撮影（ＣＡＴ）、磁気スペクトロスコピー（ＭＲＳ）、単光
子放出コンピュータ断層撮影（ＳＰＥＣＴ）、生物発光画像法（ＢＬＩ）、または他のア
プリケーションに対して選択され得る。幾つかの実施形態では、ＢＭＡＡに結合される標
識抗体は、臓器または組織中で局所的に検出されるか、または測定される。幾つかの実施
形態では、ＢＭＡＡに結合される標識抗体は、Ｘ線、超音波、ＰＥＴ、またはＭＲＩ等の
画像法を用いて、被験体の全てまたは一部を走査することによって、全身的に測定される
。インビボ画像法および診断アプリケーションのための投与に好適な医薬組成物が、提供
され、医薬組成物には、タンパク質結合ＢＭＡＡとの抗体反応およびＢＭＡＡに結合され
る抗体の検出を可能にする検出可能なマーカーが含まれる。病変を検出するための抗体等
のマーカーを導入し、検出するためのプロトコルは、米国特許第５，７１６，５９５号、
第６，３７５，９２５号、および第６，７８２，２８９号に見出され、参照によって本明
細書に組み込まれる。
【００６８】
　試料調製
　本発明のイムノアッセイ、抗体、およびキットは、試料の特定の特性を適合させるため
の調製ステップ、例えば、分析用の組織試料を調製するためのステップ、またはインビボ
測定／画像のために被験体を調製するためのステップ、または分析用の環境試料を調製す
るためのステップを含み得ることを理解されたい。試料調製としては、試料の機械的また
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は化学的崩壊が含まれ得るが、これらに限定されず、化学的崩壊としては、本明細書に提
供されるようなイムノアッセイおよび抗体による検出のための試料からＢＭＡＡを放出す
るために、加水分解（例えば、酸加水分解）、酵素消化、または溶媒抽出（溶媒分割）が
挙げられるが、これらに限定されない。
【００６９】
　一実施形態では、毛髪等のケラチン組織は、強酸および加熱を用いて加水分解され、Ｂ
ＭＡＡのイムノアッセイは、中和された加水分解物において行われる。別の実施形態では
、毛髪は、例えば、米国特許第６，９４９，３４４号に記載されるような、還元剤および
洗剤を含有する、プロテアーゼ混合物を用いて、酵素的に消化され、ＢＭＡＡのイムノア
ッセイは、消化において行われる。別の実施形態では、脳組織等の神経組織は、まず、酸
性条件（例えば、０．１Ｎのトリクロロ酢酸）下で、均質化され、遊離アミノ酸を放出し
、タンパク質を沈殿させるために遠心分離され、次いで、沈殿物を、強酸および加熱（例
えば、１１０℃で２４時間、６ＮのＨＣｌ）を用いて加水分解に供し、その後、中和され
た浮遊物のイムノアッセイを行い、試料中の遊離ＢＭＡＡを決定し、中和された沈殿の加
水分解物のイムノアッセイを行い、加水分解によって沈殿物から放出されたタンパク質結
合ＢＭＡＡを決定する。
【００７０】
　一実施形態では、セルロースを含む環境試料は、ＢＭＡＡを決定するための細胞含有物
および細胞壁物質を放出するために、セルラーゼで処理される。一実施形態では、キチン
を含む環境試料は、ＢＭＡＡを決定するための細胞含有物および細胞壁物質を放出するた
めに、キチナーゼで処理される。
【００７１】
　一実施形態では、試料を処理して、複数の試料分画を得、本発明のイムノアッセイを使
用して、１つ以上の得られる試料分画中のＢＭＡＡを決定する。一実施形態では、試料を
処理して、例えば、米国特許第７，２５６，００２号に開示されるような、タンパク質分
画および可溶性分画を得ることができ、ここで、シアノバクテリア、ソテツ種組織、オオ
コウモリ（コウモリ）の毛髪および皮膚、ヒト脳組織試料を処理して、（可溶性または細
胞質分画からの）遊離アミノ酸を除去し、タンパク質結合ＢＭＡＡを含有すると想定され
るタンパク質分画を得、その後、タンパク質分画を加水分解し、加水分解物中のＢＭＡＡ
を、ＨＰＬＣを用いて決定した。別の実施形態では、試料は、異なる両極性の溶媒を用い
て抽出され、例えば、水性および親油性分画を得ることができる。
【００７２】
　一態様に従って、ＢＭＡＡイムノアッセイの感受性は、現行のイムノアッセイ手順に適
するレベルまで試料中のＢＭＡＡ濃度を増加させ、潜在的に干渉する物質を除去するため
に、イムノアッセイ前に、試料濃度および／または試料浄化によって増強され得る。限定
されない例示的な実施形態では、市販の固相抽出（ＳＰＥ）吸着剤は、溶液からのＢＭＡ
Ａを保有し、次いで、溶出ステップにおいてＢＭＡＡを放出する、それらの能力に対して
評価された。初期ＳＰＥスクリーニングからの結果に基づいて、異なる高分子ＳＰＥ相の
更なる試験は、強力な陽イオン高分子ＳＰＥ吸着剤（例えば、ＳｔｒａｔａＸＣ）は、許
容可能なＢＭＡＡの保有および溶出特性を有すると考えられることを示した。一実施形態
では、試料は、本明細書に提供されるように、試料のイムノアッセイ前に、ＳＰＥ吸着剤
を用いて予備浄化に供される。一実施形態では、複数のＳＰＥ相は、本明細書に提供され
るように、イムノアッセイ前に、試料の連続ＳＰＥ抽出を用いて、試料からＢＭＡＡの保
有および浄化に対する多面的アプローチについて使用される。
【００７３】
　神経障害についてのスクリーニング
　本発明は、被験体からの少なくとも１つの組織試料をスクリーニングし、ＢＭＡＡの存
在を検出することによって、神経障害に罹患している、または罹患する危険性がある被験
体をスクリーニングするためのイムノアッセイ、抗体、およびキットを提供する。本明細
書に提供されるように、神経障害（神経学的障害、または神経学的疾患、または神経疾患
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としても公知である）は、中枢神経系（脳、脳幹、および小脳）、末梢神経系（脳神経を
含む）、および自律神経系（その一部は中枢神経系および末梢神経系の双方に位置する）
に関与する障害である。神経障害は、１つ以上の環境因子または遺伝的因子が、被験体に
おける神経障害の発症に寄与し得るように、複雑な病因を有し得ることを理解されたい。
神経障害は、アルツハイマー病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、またはパーキンソン病
のような、よく特徴付けされた障害または症候群を含むか、または複数の障害において観
察される徴候（例えば、失語症）または症候（例えば、振せん）であり得る。被験体にお
ける神経障害の発症は、１つの因子、または因子の組み合わせに起因し得ることを更に理
解されたい。同様に、被験体における特定の神経障害は、他の被験体において同一の神経
障害を生じる異なる因子、または因子の異なる組み合わせに起因し得ることを理解された
い。本明細書に提供されるようなイムノアッセイは、１つ以上の環境因子または遺伝的因
子が役割を果たしている神経障害についてのスクリーニングに適している。
【００７４】
　スクリーニング法としては、被験体における１つ以上の神経障害を診断するための方法
、被験体における１つ以上の神経障害の診断を確認するための方法、被験体における１つ
以上の神経障害を発症する危険性または可能性を予測するための方法、被験体における神
経障害の重症度を予測するための方法、および神経障害の発症に関連する神経毒性アミノ
酸またはその神経毒性誘導体への被験体の曝露を決定するための方法が挙げられるが、こ
れらに限定されない。本発明の方法は、繰り返し試験を行い、被験体における神経毒性ア
ミノ酸またはその神経毒性誘導体の存在およびレベル、ならびに／または環境試料中の神
経毒性アミノ酸またはその神経毒性誘導体の存在およびレベルについての時間連続データ
を生成するための方法を含む。方法は、被験体からの組織試料中の神経毒性アミノ酸また
はその神経毒性誘導体の存在を、評価している神経障害に関する他の物理的または心理学
的な決定と相関付けることを含む。方法は、被験体からの１つ以上の組織試料中の神経毒
性アミノ酸またはその神経毒性誘導体のレベルを、評価している神経障害に関する他の物
理的または心理学的な決定と相関付けることを更に含む。一実施形態では、組織試料が、
神経障害に罹患していると診断された被験体から得られ、ＢＭＡＡレベルが決定され、１
つ以上の神経障害を診断するための方法の一環として、これらの結果が、その被験体の他
の物理的測定または心理学的測定と比較される。
【００７５】
　本発明のイムノアッセイ、抗体、およびキットを使用するスクリーニングは、１つ以上
の神経障害の診断を精緻化または確認するために、１つ以上の神経障害に罹患しているも
しくは発症している危険性を評価するために、あるいは他の可能な診断を除外するために
、実施され得る。一実施形態では、本発明のイムノアッセイを行い、１つ以上の神経障害
について現在症状を身体に現していない被験体からの組織試料中のＢＭＡＡの存在を検出
する。別の実施形態では、本発明のイムノアッセイを行い、１つ以上の神経障害について
現在症状を示す被験体からの組織試料中のＢＭＡＡレベルを検出する。別の実施形態では
、本発明のイムノアッセイを行い、神経障害に罹患している疑いがある被験体からの組織
試料中のＢＭＡＡの存在を検出し、１つ以上の神経障害を診断するための方法の一貫とし
て、これらの結果が、被験体の他の物理的または心理学的測定と比較される。更なる実施
形態では、本発明のイムノアッセイを反復して行い、時間と共に、組織試料中のＢＭＡＡ
レベルを測定し、神経障害を発症している危険性があり得、追加のモニタリングを必要と
し得る被験体を同定する。更なる実施形態では、本発明のイムノアッセイを行い、１つ以
上の組織試料中のＢＭＡＡの存在を検出し、当業者は、ＢＭＡＡレベルを、評価している
神経障害に関する物理的もしくは心理学的な決定等の他の測定、ならびに／または被験体
の遺伝的分析（例えば、家族歴および／または遺伝子型組織試料）と相関付け、神経疾患
に罹患しているもしくは発症している危険性もしくは可能性を決定することができる。
【００７６】
　別の態様に従って、長期間にわたって反復間隔で組織試料を摂取すること、イムノアッ
セイを行い、各組織試料中のＢＭＡＡの存在を検出すること、および縦断研究に有用なＢ



(27) JP 2011-527757 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

ＭＡＡレベルについての時間連続データを提供することによって、神経障害の縦断研究の
ための方法が提供される。なお別の実施形態では、本発明のイムノアッセイを反復して行
い、長期間にわたって被験体からの組織試料中のＢＭＡＡの存在を検出し、ここで、各試
料中のＢＭＡＡのレベルまたは量は、時間と共に組織中のＢＭＡＡ蓄積についてのデータ
を提供し、これは、１つ以上の神経障害の将来的な発病の可能性および／またはタイミン
グおよび／または重症度を予測するのに有用である。なお別の実施形態では、本発明のイ
ムノアッセイを反復して行い、長期間にわたって被験体からの組織試料中のＢＭＡＡの存
在を検出し、ここで、各試料中のＢＭＡＡのレベルまたは量は、時間と共に組織からのＢ
ＭＡＡ放出についてのデータを提供し、これは、１つ以上の神経障害の将来的な発病の可
能性および／またはタイミングおよび／または重症度を予測するのに有用である。
【００７７】
　本発明は、パーキンソン病（ＰＤ）、アルツハイマー病（ＡＤ）、進行性核上麻痺（Ｐ
ＳＰ）、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、およびＡＬＳ－ＰＤＣ（グアム島ＡＬＳ－ＰＤ
Ｃまたはｌｙｔｉｃｏ－ｂｏｄｉｇ病とも称される）として公知の神経病理的疾患が挙げ
られるが、これらに限定されない、神経障害についてのスクリーニングで用いるイムノア
ッセイ、抗体、およびキットを提供する。本開示の教示は、本発明がスクリーニング法を
提供する他の神経障害を同定するための十分なガイダンスを提供し、当業者は、本発明の
方法を実施し、被験体からの組織試料中のＢＭＡＡの存在を検出し、ＢＭＡＡのレベルを
決定し、次いで、被験体における神経疾患の他の兆候とこれらのレベルを比較し、試料中
のＢＭＡのレベルと特定の神経疾患の兆候との間で相関関係が存在するかどうかを確定す
ることができる。異なる疾患は、多くの場合、類似の徴候および症状（例えば、振せん、
認知症、失語症）を共有するため、本発明のイムノアッセイ、抗体、およびキットは、神
経疾患について初期スクリーニングの一貫として、用いるのみ適し得、ここで、イムノア
ッセイに基づいた初期スクリーニングの結果は、どの更なる試験が、完全な評価のために
必要とされるかを決定するために、信頼される。例えば、ＡＬＳ－ＰＤＣの被験体は、ア
ルツハイマー病またはパーキンソン病、あるいは双方の疾患と類似の症状を有し得、ＡＬ
Ｓ－ＰＤＣは、別個の疾患であると考えられているが、ＡＬＳ－ＰＤＣの被験体がまた、
アルツハイマー病またはパーキンソン病にも罹患している可能性がある。同様に、アルツ
ハイマー病の被験体および他の形態の認知症の被験体は、幾つかの類似の症状を有し得る
が、種々の組織のＢＭＡＡ含有量において異なり得る。したがって、被験体におけるＢＭ
ＡＡレベルの測定は、どの神経障害が存在し、被験体において観察された徴候および症状
に寄与しているかを同定するのに役立ち得る。
【００７８】
　一態様に従って、被験体からのいずれの組織試料を用いて、本発明のイムノアッセイを
行うことができる。一実施形態では、組織試料を分析して、ＢＭＡＡの存在を検出する。
別の実施形態では、ＢＭＡＡの存在を検出することは、組織試料中に存在するＢＭＡＡの
量を決定することを含む。別の実施形態では、組織試料を分析して、インビボまたはイン
ビトロの組織中のＢＭＡＡの存在だけでなく、ＢＭＡＡの配置を検出し得る。別の実施形
態では、組織試料を処理して、少なくとも２つの試料分画を得、少なくとも１つの分画を
分析して、ＢＭＡＡの存在を検出する。遊離ＢＭＡＡおよび／またはタンパク質結合ＢＭ
ＡＡのレベル（量）は、組織試料の性質および特定の実施形態において回答されるべき質
問に従って、決定（定量化）され得る。幾つかの実施形態では、遊離ＢＭＡＡおよびタン
パク質結合ＢＭＡＡの双方のレベルを決定することが所望され得る。他の実施形態では、
遊離ＢＭＡＡレベルのみを決定することが所望され得る。他の実施形態では、タンパク質
結合ＢＭＡＡレベルのみを決定することが所望され得る。幾つかの実施形態では、遊離Ｂ
ＭＡＡおよびタンパク質結合ＢＭＡＡの双方が、分析して、試料中の全ＢＭＡＡレベルを
決定する単一の試料分画（加水分解物）中に回収されるように、組織は、完全に化学的に
（例えば、加水分解によって）分離され得る。
【００７９】
　組織試料は、生きている被験体から得られても、生きている被験体に存在しても、ある
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いは、保存された組織、生検および／または検死試料等の保存された検体、または博物館
の検体から得られてもよい。保存された組織は、凍結された組織、組織学的検体、固形の
保管媒体上で乾燥された組織、または保存された組織の他の形態であり得る。好適な組織
試料としては、神経組織または非神経組織が挙げられるが、これらに限定されない。神経
組織は、脳組織または脳－脊髄液（ＣＳＦ）を含む中枢神経系（ＣＮＳ）と関連付けられ
ていても、末梢神経系（ＰＮＳ）と関連付けられていてもよい。神経組織は、インビボ画
像診断法に好適な脳脊髄液（ＣＳＦ）が挙げられるが、これに限定されない、生きている
被験体に存在する組織を含むことができる。非神経組織は、ケラチン組織、または血液、
血清、唾液、または尿が挙げられるが、これらに限定されない、非ケラチン組織であり得
る。非神経組織は、インビトロまたはインビボで分析され得る。例えば、血液のインビト
ロ分析は、被験体から血液を除去し、血液試料を分析することを伴い得るが、一方、血液
のインビボ分析は、血管等の体内腔中の血液を検出し、画像することを伴い得る。
【００８０】
　ケラチン組織としては、毛髪、皮膚、指の爪または足指の爪を含む爪、羽、鉤爪、蹄、
または角が挙げられるが、これらに限定されない。本発明の一態様に従って、複数の時点
で回収される被験体からのケラチン組織の試料、例えば、毛髪または皮膚試料を分析して
、ＢＭＡＡの存在を検出し、必要に応じて、ＢＭＡＡレベルを決定することができる。一
実施形態では、毛髪を分析して、ＢＭＡＡの存在を検出する。一実施形態では、毛髪を分
析して、試料中のＢＭＡＡの全レベル（量）を検出する。一実施形態では、毛髪を分析し
て、別個に（例えば、別個の試料分画中に）、遊離ＢＭＡＡおよびタンパク質結合ＢＭＡ
Ａを検出し、遊離ＢＭＡＡおよびタンパク質結合ＢＭＡＡのレベル（量）も決定し得る。
別の実施形態では、毛髪を分析して、遊離ＢＭＡＡのみを検出する。別の実施形態では、
毛髪を分析して、タンパク質結合ＢＭＡＡのみを検出する。別の実施形態では、皮膚を分
析して、ＢＭＡＡを検出する。一実施形態では、皮膚を分析して、試料中のＢＭＡＡの全
レベル（量）を検出する。一実施形態では、皮膚を分析して、別個に（例えば、別個の試
料分画中に）、遊離ＢＭＡＡおよびタンパク質結合ＢＭＡＡを検出し、遊離ＢＭＡＡおよ
びタンパク質結合ＢＭＡＡレベルも決定し得る。別の実施形態では、皮膚を分析して、遊
離ＢＭＡＡレベルのみを検出する。別の実施形態では、皮膚を分析して、タンパク質結合
ＢＭＡＡレベルのみを検出する。
【００８１】
　別の実施形態では、脳組織を分析して、ＢＭＡＡの存在を検出し、脳組織を分析して、
組織中のＢＭＡＡレベルを決定し得る。別の実施形態では、インビボまたはインビトロで
脊髄液（ＣＳＦ）の試料を分析して、ＢＭＡＡの存在を検出し、ＣＳＦを分析して、流体
中のＢＭＡＡレベルを決定し得る。脳またはＣＳＦ組織を分析して、タンパク質結合ＢＭ
ＡＡ、遊離ＢＭＡＡ、またはタンパク質結合と遊離ＢＭＡＡの双方のレベルを決定し得、
タンパク質結合ＢＭＡＡは、神経タンパク質または他のタンパク質に結合され得る。
【００８２】
　神経障害に関連する環境因子についてのスクリーニング
　一態様に従って、環境試料中のＢＭＡＡの存在を検出することによって、神経障害に関
連する環境因子についてのスクリーニングのために、イムノアッセイ、抗体、およびキッ
トが提供される。本明細書に提供されるようなスクリーニングとしては、環境試料を試験
し、神経障害に関連する神経毒性アミノ酸またはその神経毒性誘導体への被験体の実際の
または潜在的な曝露を決定することが挙げられるが、これに限定されない。環境試料は、
摂取される物質、例えば、水試料または食物試料等から得られ得る。環境試料は、例えば
、飲料水等の計画的に摂取される物質、または食物供給もしくは食物連鎖の一部である植
物もしくは動物であり得る。代替として、環境試料は、偶発的に摂取される物質（例えば
、内容物または分泌物が他の摂取される物質に関連するようになる生物（例えば、食用の
植物中に存在するシアノバクテリア共生生物、または洗浄もしくは飲料用の水中のシアノ
バクテリア）からの物質）から得られ得る。
【００８３】
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　一実施形態では、環境試料中のＢＭＡＡレベルを決定（定量化）するために、ＢＭＡＡ
への被験体の実際のまたは潜在的な曝露を決定するために、本発明のイムノアッセイ、抗
体、およびキットが提供される。環境試料中のＢＭＡＡレベルの測定は、ＢＭＡＡへの潜
在的なまたは実際の曝露の決定につながり、これらの測定値は、これらの環境試料に曝露
される被験体において、神経障害が発症する可能性を予測するために使用することができ
る。米国特許第７，２５６，００２号に開示されるように、シアノバクテリアの保管物か
らの試料のＨＰＬＣ分析は、試験されたほぼ全ての株が、ＢＭＡＡを産生したことを示し
た。更に、米国特許第７，２５６，００２号に開示されるように、ソテツ組織中に見出さ
れるＢＭＡＡは、ソテツに取り込まれるシアノバクテリア共生生物によって産生されると
考えられるため、ヒトおよび「オオコウモリ（ｆｌｙｉｎｇ　ｆｏｘ）」（コウモリ）等
のソテツを摂食する他の生物は、シアノバクテリア起源のＢＭＡＡを摂取すると考えられ
る。
【００８４】
　別の態様に従って、環境試料は、シアノバクテリアを含有することで知られている水で
ある。別の実施形態では、環境試料は、シアノバクテリアを含有する疑いがある水である
。別の実施形態では、環境試料は、内容物が未知である水である。別の実施形態では、環
境試料は、シアノバクテリアが含有する水を摂食する食物動物、例えば、魚、鳥、シカ、
または家畜化動物であり得る。別の実施形態では、環境試料は、シアノバクテリアを含有
するか、またはシアノバクテリアとの共生において生息する、地衣類、またはコケ、また
はゼニゴケ類であり得る。
【００８５】
　別の実施形態では、環境試料は、シアノバクテリアを含有するか、またはシアノバクテ
リアとの共生において生息する、海生もしくは淡水生藻類、または海生もしくは淡水生菌
類であり得る。別の実施形態では、環境試料は、シアノバクテリアを含有するか、または
シアノバクテリアとの共生において生息する、海生もしくは淡水生無脊椎動物であり得る
。別の実施形態では、環境試料は、シアノバクテリアにより残されたストロマトライト、
石油化学堆積物、もしくはミネラル堆積物であり得る。別の実施形態では、環境試料は、
シアノバクテリア、またはシアノバクテリアにより残されたストロマトライト、石油化学
堆積物、もしくはミネラル堆積物を含有する、植物、地衣類、コケ、藻類、海生無脊椎動
物を摂食する食用動物、例えば、トナカイ、カリブー、シカ、ムース、海水魚もしくは淡
水魚、鳥、爬虫類、または家畜化動物であり得る。
【００８６】
　別の態様に従って、環境試料は、環境試料中の、神経毒性アミノ酸、特に、ＢＭＡＡを
産生するシアノバクテリアの存在を検出することによって、試料が、神経障害に関連する
かどうかを決定するかどうかを決定するためにスクリーニングされる。Ｎｏｓｔｏｃ属お
よびＡｎａｂｅｎａ属が挙げられるが、これらに限定されない、属のシアノバクテリアの
存在を検出するために、本発明のイムノアッセイ、抗体、およびキットを実施する。ＢＭ
ＡＡを産生するシアノバクテリアを検出するために環境試料をスクリーニングすることに
よって、神経障害に関連する環境因子への被験体の実際のまたは潜在的な曝露を決定する
ことが可能である。
【００８７】
　別の態様に従って、複数の環境試料を、試験して、食物連鎖の至るところの異なるレベ
ルにおいて、神経性障害と関連がある神経毒性アミノ酸、特に、ＢＭＡＡの存在およびレ
ベルを決定する。本理論に縛られることを望むものではないが、神経障害に関連する因子
、例えば、ＢＭＡＡの生物濃縮は、より低い栄養段階由来の生物の消費よりも、より高い
栄養段階由来の生物の消費が、神経毒性への更に高度な曝露を与え得るという結果となっ
て、異なる栄養段階の生物組織における因子の蓄積により生じ得る。１つの例示的な実施
形態では、複数の環境試料が、食物連鎖において試験され、これには、ソテツのサンゴ状
の根、ソテツの葉、ソテツの種子、およびソテツの種子を食することが公知であるオオコ
ウモリ（コウモリ）からの組織試料が含まれる。別の実施形態では、複数の環境試料が、
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食物連鎖において試験され、これには、水、水生植物、その水および水生植物を摂取する
食用動物、例えば、魚、鳥、野生動物または家畜化動物、および草食動物を摂食する肉食
動物が含まれる。一実施形態では、複数の環境試料が試験され、ＢＭＡＡのような因子が
特定の食物連鎖において見出されるかどうかを決定し得る。複数の環境試料を試験した後
、神経毒性アミノ酸、例えば、ＢＭＡＡのレベルが、その食物連鎖における蓄積または生
物濃縮の証拠について、比較および分析され得る。
【００８８】
　更なる態様に従って、神経疾患に関連する神経毒性アミノ酸について環境試料を試験す
ることに加えて、被験体からの組織試料もまた分析される。被験体からの少なくとも１つ
の組織試料をスクリーニングすることにより、食物連鎖における環境因子（神経毒性アミ
ノ酸、特に、ＢＭＡＡ）の蓄積または生物濃縮を決定するため、および有用なデータを提
供し、その食物連鎖の各段階におけるこれらの環境因子（例えば、ＢＭＡＡ）のレベルを
、その食物連鎖の種々の栄養段階からの物質を消費する被験体における神経性障害の頻度
または重症度と相関付けるために有用なデータを提供する。一実施形態では、神経障害の
症状、または診断を有する被験体からの組織試料を分析して、神経疾患に関連する神経毒
性アミノ酸、特に、ＢＭＡＡを検出する。別の実施形態では、神経障害について無症候で
ある被験体からの組織試料を分析して、神経疾患に関連する神経毒性アミノ酸、特に、Ｂ
ＭＡＡを検出する。本発明のこの態様は、神経障害と、神経障害に関連することが既知で
あるか、または疑いがある環境因子への曝露とを結びつけるための強力な手段を提供する
。
【００８９】
　限定されない例示的な実施形態では、開示された米国特許第７，２５６，００２号では
、ＢＭＡＡレベルの上昇が、ＢＭＡＡを含有することが既知であるか、または疑いがある
食物源への既知の曝露後に、ＡＬＳ－ＰＤＣで死亡した被験体の脳組織中に検出され、即
ち、ＡＬＳ－ＰＤＣで死亡した被験体は、彼らの人生において何回か伝統的なチャモロ食
を食べていたチャモロ人であり、これには、ソテツの穀粉が含まれていた可能性があり、
オオコウモリ（コウモリ）が含まれ得、オオコウモリの標本においてＢＭＡＡレベルの測
定は、高濃度のＢＭＡＡを示し、１匹のオオコウモリの消費が、１７４ｋｇ～１，０１４
ｋｇの加工されたソテツの穀粉を食べることにより得られる用量と等量のＢＭＡＡ用量を
もたらし得るという予測を導いた。加えて、ＢＭＡＡレベルの上昇は、ＡＬＤ－ＰＤＣに
無症候であり、他の原因により死亡した１人のチャモロ人被験体において検出され、これ
は、発症した（ＡＬＤ－ＰＤＣ）チャモロ人および発症していない（無症候）チャモロ人
の双方の脳組織において神経原線維変化の所見と合致した。対照的に、ＡＬＳ－ＰＤＣに
ついて無症候であり、他の原因で死亡した別のチャモロ人は、脳組織において検出可能な
ＢＭＡＡレベルを有していなかった。
【００９０】
　本発明の別の態様は、神経障害に関連する環境因子によって環境汚染を検出するための
方法を提供する。限定されない例示的な実施形態では、開示された米国特許第７，２５６
，００２号では、ＢＭＡＡレベルの上昇が、アルツハイマー病に罹患していた非チャモロ
人（カナダ人）被験体の脳組織において、および進行性核上麻（ＰＳＰ）に罹患していた
非チャモロ人（カナダ人）において見出され、これには、これらの被験体が、彼らの人生
において何回かＢＭＡＡの環境源に曝露されていたことを示した。別の態様に従って、シ
アノバクテリアＢＭＡＡの生物濃縮は、食物連鎖を通して発生し得、これは、被験体の組
織において蓄積をもたらす。神経毒性へ曝露された集団における疾病の頻度は、用量の関
数であるので、低レベルの進行性神経障害でさえも、シアノバクテリアにより汚染された
給水における低濃度のＢＭＡＡへの曝露に関連している恐れがある。したがって、本明細
書に提供されるような環境スクリーニングは、ＢＭＡＡまたは神経障害に関連する他の環
境因子の考えられる環境源を調査するために、実行され得る。本明細書に提供されるよう
な環境スクリーニングは、ＢＭＡＡまたは神経障害に関連する他の環境因子への他の被験
体の曝露を阻止または最小化し、それによりＢＭＡＡまたは他の因子に関連する神経障害
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を発症する危険を減少させるために、実行され得る。
【００９１】
　更なる態様に従って、本発明のイムノアッセイ、抗体、およびキットは、被験体が摂食
する前に、環境試料をスクリーニングすることによって、神経障害に関連する環境因子へ
の曝露から被験体を保護するために使用することができる。一実施形態では、ＢＭＡＡに
ついて植物質または動物質を含む食物試料を試験するために、イムノアッセイ、抗体、お
よびキットが提供される。別の実施形態では、ＢＭＡＡについて給水を試験するために、
イムノアッセイ、抗体、およびキットが提供される。ＢＭＡＡについての環境スクリーニ
ング用のキットは、ＢＭＡＡへの曝露から被験体を保護するために、給水、食物供給源、
および他の環境試料を試験するために、本発明の方法を実施するための材料を含む。別の
態様に従って、本発明のイムノアッセイ、抗体、およびキットは、公衆衛生目的のために
使用され、例えば、ＢＭＡＡを産生するシアノバクテリアによる給水または食物供給源の
汚染を示すことができる。
【００９２】
　神経毒性アミノ酸についてのスクリーニングのためのキット
　本発明は、本発明のイムノアッセイを行うための手段を含むキットを提供する。一実施
形態では、本発明は、神経障害に罹患している、または罹患する危険性がある被験体をス
クリーニングするためのキットを提供し、キットは、被験体からの組織試料中のＢＭＡＡ
の存在を決定するためのイムノアッセイを含む。別の実施形態では、本発明は、試料中の
ＢＭＡＡの存在を決定することによって、神経障害に関連する環境因子についての環境試
料をスクリーニングするためのキットを提供し、キットは、環境試料中のＢＭＡＡの存在
を決定するためのイムノアッセイを含む。本発明のキットは、複数のタイプの試料を分析
するための手段を含み得、例えば、キットは、被験体からの組織試料、ならびに水試料ま
たは食物試料等の環境試料を分析するための手段を含み得る。代替として、本発明のキッ
トは、１つまたは数タイプの試料を分析するための手段のみを含み得、例えば、キットは
、毛髪等のケラチン組織試料を分析するための手段のみを含み得る。
【００９３】
　このようなキットは、バイアル、管等の１つ以上の容器手段を受容するように区画化さ
れた運搬手段を含み得、容器手段のそれぞれは、方法に使用される別個の要素のうちの１
つを含む。例えば、容器手段の１つは、ＢＭＡＡに結合する抗体を含み得、構成要素は、
要望通り、液体または凍結乾燥形態中に存在し得る。キットは、ＢＭＡＡに結合する抗体
を検出するために別個の要素を含む、追加の容器手段を含み得る。ＢＭＡＡに結合する抗
体は、検出可能に標識される場合、キットは、ＢＭＡＡに結合される標識抗体を検出する
ために必要とされる試薬を含む１つ以上の追加の容器手段を含み得、ならびに、任意の容
器手段は、検出反応を行うことを必要とする。例えば、ＢＭＡＡに結合する抗体が、ビオ
チンに標識される場合、容器手段は、アビジンまたはストレプトアビジンレポーター分子
、およびビオチン－アビジンまたはビオチン－ストレプトアビジンを生じることが可能な
試薬を含み得る一方、別の容器手段は、非結合抗体およびレポーター分子を除去するため
の試薬を含み得る。ＢＭＡＡに結合する抗体は、検出可能に標識されない場合、キットは
、検出可能に標識される二次抗体を用いて、ＢＭＡＡに結合する抗体を検出するための別
途の要素を含む、更なる容器手段を含み得、これには、ＢＭＡＡに結合する抗体に対して
二次抗体結合を検出するために必要である試薬を含む。例えば、キットは、要望通り、液
体または凍結乾燥形態において、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）で標識された二
次抗体を含む更なる容器手段を含み得る。別の容器手段は、試料およびＢＭＡＡに結合す
る抗体を用いて、二次抗体をインキュベーションするための試薬を含む一方、別の容器手
段は、インキュベーション後、非結合抗体を除去するための試薬を含む。別の容器手段は
、ＨＲＰ活性、例えば、ＨＲＰ基質を検出するための試薬を含む。必要ならば、更なる容
器手段は、ＨＲＰ生成物を視覚化するための手段を含む。イムノアッセイ形式に応じて、
試料は、特定のステップのための容器手段に平面化され得るか、または容器の含有物は、
使用のために除去され得る。
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【００９４】
　好ましくは、本発明のキットは、本明細書に提供されるように、イムノアッセイを行う
ために必要とする全ての要素および試薬、例えば、試料を操作するための容器、および反
応を行うための容器、ならびに試料中のＢＭＡＡを決定するために観察可能な、そうでな
ければ、測定可能な反応を導入するための試薬を含む。故に、キットは、キットが与えら
れる全ての要素を含む受容容器手段に区画化された運搬手段を含み得る。
【００９５】
　本発明のキットはまた、「対照」抗体、例えば、ＢＭＡＡに結合しないヌル血清または
抗体も含み得る。本発明のキットは、ＢＭＡＡを含有することが周知の「陽性対照」試料
を含み得る。本発明のキットは、ＢＭＡＡに含有しないことが周知の「陰性対照」試料を
含み得る。本発明のキットは、既知量のＢＭＡＡの「対照」または「標準」試料のパネル
を含み得、これにより、標準曲線は、定量および検量のために構成され得る。キットは、
複数の試料を分析するための手段を含み、例えば、上記のような継続研究のために、数日
、数ヶ月、数年にわたり得る繰り返し間隔でイムノアッセイを行う手段を含み得る。
【００９６】
　キットは、試料を回収するための手段を更に含み得る。被験体からの組織試料を回収す
るための手段は、当該技術分野において既知であり、例えば、毛髪もしくは爪試料を得る
ためのはさみもしくはクリッパー、またはプラスチック製のスティックもしくは口腔綿棒
等の皮膚試料を得るためのデバイス、または血液試料を生成するためのランセット等の流
体試料を得るためのデバイス、またはＣＳＦを吸引するための中空針等である。環境試料
を回収するための手段はまた、当該技術分野において既知であり、例えば、流体試料を回
収するための密封可能な液体容器等である。試料を回収するための手段は、試料を保存す
るための手段、例えば、液体容器（容器）もしくは固体基質、固体支持体、マルチタイタ
ープレート、試験管、トレイ等を更に含み得、ここで、保存手段は、試料を安定させる、
および／または保存するための試薬を更に含み得る。
【００９７】
　本発明のキットは、他の箇所で記載されるように、試料調製の手段を含み得る。キット
は、例えば、本開示において他の箇所で記載されるように、強酸、酵素、浄化剤等を用い
て、組織試料を機械的に分離するための手段、または組織試料を化学的に分離するための
手段等の分析用の組織試料を調製するための手段を含有し得る。試料調製のための手段は
、試料を処理して、異なる分画を得るための手段を含み得、それによって、試料中のタン
パク質結合ＢＭＡＡ（例えば、タンパク質分画において）および遊離ＢＭＡＡ（例えば、
可溶性もしくは細胞質分画において）を別個に分析するための手段を提供する。試料調製
のための手段は、全試料抽出物のための手段を含み得、かつ、全試料抽出物中のタンパク
質結合ＢＭＡＡおよび遊離ＢＭＡＡの双方を分析するための手段を含み得る。当業者は、
任意の特定のイムノアッセイで用いるのに好適なキットを調製することができ、この精密
な物理的な実施形態は、企図されるアッセイのタイプに応じて異なり得ることを理解され
たい。
【００９８】
　好ましいキットは、被験体からの組織試料中のＢＭＡＡの存在を決定するために調製さ
れる商業ユニットである。別の好ましいキットは、環境試料中のＢＭＡＡの存在を決定す
るための商業ユニットである。このようなキットの要素は、例えば、前述されるような、
抗体、マイクロタイタープレート、標準試薬に加えて、種々の希釈剤および緩衝剤が含ま
れ得る。このキットはまた、固体支持体に結合される神経毒性アミノ酸複合体、または固
体支持体に結合される抗体も含有し得る。固体支持体は、マイクロタイタープレート、ま
たは物質に適用される試料を、拡散するか、または「計深棒」または透過性物質等の１つ
以上のその寸法に沿って、移動させることが可能な物質等の表面であり得、ここで、神経
毒性アミノ酸およびその神経毒性誘導体は、抗体に結合し、検出可能な複合体を形成する
一方、非結合物質が、カラム中のビーズ等を通過する。本キットはまた、分析されるべき
１つ以上の神経毒性アミノ酸およびその神経毒性誘導体の標識抗体または標識複合体も含
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有し得る。
【００９９】
　一態様に従って、キットは、好適な包装材料に包装される、本発明の少なくとも１つの
方法を実践するために用いる１つ以上の組成物を含む。一態様に従って、本発明のキット
は、本発明の少なくとも１つの方法を実践するためのラベルおよび／または包装挿入物を
含む。本明細書で使用されるとき「包装材料」という用語は、キットの成分を収容する物
理的構造を指す。包装材料は、無菌および／または安定条件下で成分を維持することがで
き、かかる目的に一般に使用される材料（例えば、紙、段ボール、ガラス、プラスチック
、箔、アンプル等）で構成することができる。「ラベル」および「包装挿入物」という用
語は、本発明の少なくとも１つの方法を実践するための適切な説明書を指す。説明書は、
１つ以上の言語において書かれた指示、図、写真、図表等によって示された図式的な指示
、録音された口頭指示、固定のコンピュータ可読媒体においてコードされた指示、または
本発明の少なくとも１つの方法を実践するためのキットの成分を使用するための指示を伝
達するために好適な任意の他の指示形式であり得ることを理解されたい。
【０１００】
　一実施形態では、本発明のキットは、ＢＭＡＡもしくはＢＭＡＡ誘導体の存在を決定す
ることによって、被験体もしくは環境試料中の神経毒素の存在を検出するためのラベル、
および／または包装挿入物を含む。一実施形態では、キットは、インビトロ、インビボ、
または生インビトロで、被験体を治療するための説明書を含む。追加の実施形態では、キ
ットは、インビボ、または生インビトロで、被験体を治療するための説明書を含む、ラベ
ルまたは包装挿入物を含む。
【０１０１】
　説明書は、本明細書に記載されるように、本発明のイムノアッセイを実践するための指
示を含むことができる。説明書は、「印刷物」上、例えば、キット内の紙もしくは厚紙の
上、キットもしくは包装材料に貼られたラベル上とすることができ、またはキットの成分
を含むバイアルもしくは管に添付することができる。説明書は、音声またはビデオテープ
を含み得、任意に、ディスク（フロッピー（登録商標）ディスケットまたはハードディス
ク）、ＣＤ－またはＤＶＤ－ＲＯＭ／ＲＡＭ等の光学ＣＤ、磁気テープ、ＲＡＭおよびＲ
ＯＭ等の電気的記憶媒体、磁気／光記憶媒体等のこれらの複合型等、コンピュータ可読の
媒体上に含めることができる。
【０１０２】
　本発明のキットはまた、本発明の方法に従って神経毒性アミノ酸もしくは誘導体を検出
するための１つ以上の検出手段（例えば、検出酵素および検出酵素基質、またはビオチン
およびビオチン結合部分、コロイド金、フリオロフォア、染色基等の他の標識部分）を含
むこともできる。本発明のキットは、更に、緩衝剤、保存剤、または安定剤を含むことが
できる。キットは、標準曲線および較正アッセイを調製するための対照成分を更に含むこ
とができる。キットのそれぞれの成分は、別個の個別の容器内に封入することができる。
例えば、キットは、被験体における、神経毒性アミノ酸、特に、ＢＭＡＡを検出するため
の単一ユニットを含むことができる。代替として、キットは、複数の試料中の神経毒性ア
ミノ酸を検出するための複数のユニットを含むことができる。代替として、キットは、単
一の試料中、または複数の試料中の複数の神経毒性アミノ酸を検出するための複数のユニ
ットを含むことができる。キットの成分は、１つ以上の容器の混合物であり得、種々の容
器の全ては、単一もしくは複数の包装内であり得る。
【０１０３】
　一実施形態では、キットは、好適な包装材料に包装された、組織試料中のＢＭＡＡもし
くはＢＭＡＡ誘導体を測定することによって、被験体における神経毒性の存在を検出する
ための１つ以上の組成物を含む。別の実施形態では、キットは、好適な包装材料に包装さ
れた、ＢＭＡＡもしくはＢＭＡＡ誘導体を測定することによって、環境試料中の神経毒性
の存在を検出するための１つ以上の組成物を含む。
【０１０４】



(34) JP 2011-527757 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

　別途定義されない限り、本明細書で使用する全ての技術用語および科学用語は、本発明
が属する当該技術分野の当業者によって一般に理解されているのと同じ意味を有する。本
明細書に記載のものと同様または同等の方法および材料を、本発明の実践または試験にお
いて使用することができるが、好適な方法および材料が、本明細書に記載すされる。
【実施例】
【０１０５】
実施例１．ＢＭＡＡに対して産生される抗血清
　ＢＭＡＡを認識することが可能なポリクローナル抗体を、シアノバクテリア肝臓毒素ミ
クロシスチン－ＬＲに対してポリクローナル抗体を産生し、評価するためのプロトコルか
ら適合された方法によって産生した（Ｍｅｔｃａｌｆ　ｅｔ　ａｌ．２０００，Ｗａｔｅ
ｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　３２：２７６１－２７６９、Ｃｈｕ　ｅｔ　ａｌ．１９８９，Ａ
ｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　５５（８）：１９２８－１９３３）。簡
潔に述べると、ＢＭＡＡ（分子量１１８Ｄａ）を、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌに開示されるように、抗
体連結のための方法を適合することによって、巨大分子に複合し、哺乳類宿主に導入され
る場合、免疫反応を刺激した（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ，１９８８）。ＢＭＡＡのキラル中心でカルボキシルおよびアミン官能基を、それ
ぞれ、グルタルアルデヒド（ＧＬＵ）およびカルボジイミド（ＥＤＣ）リンカーのために
選択し、グルタルアルデヒド－ＢＭＡＡ（ＧＬＵ－ＢＭＡＡ）およびカルボジイミド－Ｂ
ＭＡＡ（ＥＤＣ－ＢＭＡＡ）を産生した。ＧＬＵ－ＢＭＡＡおよびＥＤＣ－ＢＭＡＡを、
それぞれ、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）またはウシ血清アルブミン（Ｂ
ＳＡ）に複合し、以下のＢＭＡＡ複合体：　ＢＳＡ－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ（ＢＧＢ）、ＢＳ
Ａ－ＥＤＣ－ＢＭＡＡ（ＢＥＢ）、ＫＬＨ－ＥＤＣ－ＢＭＡＡ（ＫＥＢ）、およびＫＬＨ
－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ（ＫＧＢ）を産生した。
【０１０６】
　具体的には、グルタルアルデヒド結合ＢＭＡＡ複合体を、以下の通りに調製した。５ｍ
ｇ／ｍＬ溶液のＢＭＡＡを、等容積で２倍濃度のＰＢＳを５０μＬアリコートのＢＭＡＡ
に添加することによって調製した（水中の１０ｍｇ／ｍＬ）。ＫＬＨ－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ
（ＫＧＢ）において、ＫＬＨの溶液を、ＰＢＳ中の１０ｍｇ／ｍＬの濃度で調製した。４
０μＬのＢＭＡＡを、１ｍＬのＫＬＨ溶液（１０ｍｇ／ｍＬ）に添加し、次いで、９６０
μＬのＰＢＳを添加した。ＰＢＳ（約２５％のストック）中の０．２％のグルタルアルデ
ヒド溶液を調製した。等容積のグルタルアルデヒドを、一定に撹拌しながら、担体タンパ
ク質ＢＭＡＡ溶液にゆっくりと添加し、次いで、室温で１時間、インキュベートした。Ｐ
ＢＳ（ｐＨ７．４）中の１Ｍストックからのグリシンを、２００ｍＭの最終濃度まで、１
時間、攪拌しながらインキュベートした。ＫＧＢ複合体を、ＰＢＳに対して透析する（一
晩で２Ｌを４回交換）ことによって、他の反応物から分離した。透析後、ＫＬＨ複合体を
含有する溶液のタンパク質濃度を決定し、ＫＧＢを、－２０℃で、５００μｇのアリコー
ト中に保存した。
【０１０７】
　ＢＳＡ－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ（ＢＧＢ）については、同一の手順を使用し、１０ｍｇ／ｍ
ＬのＢＳＡ溶液から開始した。透析後、ＢＳＡ複合体を含有する溶液のタンパク質濃度を
決定し、ＢＧＢを、－２０℃で、５００μｇのアリコート中に保存した。
【０１０８】
　ＥＤＣ結合ＢＭＡＡ複合体を、以下の通りに調製した。５０μＬのＢＭＡＡストック（
５ｍｇ／ｍＬ）を微小遠心管に添加した。１１．１ｍｇ／ｍＬの濃度で、ＰＢＳ中のＥＤ
Ｃ（１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩の溶液を調
製し、４５０μＬのＥＤＣ溶液をＢＭＡＡ溶液に添加し、０．１ＭのＮａＯＨを用いてｐ
Ｈ８まで調整した。混合物を、室温で５分間、インキュベートし、ｐＨを確認し、必要な
らば、ＮａＯＨで調整した。ＫＬＨ－ＥＤＣ－ＢＭＡＡ（ＫＥＢ）については、１０ｍｇ
／ｍＬの濃度で、１ｍＬのＫＬＨ担体タンパク質を含有する溶液を、ＥＤＣ－ＢＭＡＡ溶



(35) JP 2011-527757 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

液に添加し、混合物を、室温で４時間、インキュベートした。１００ｍＭの最終濃度まで
酢酸ナトリウム（ｐＨ４．２）を添加する（１．１Ｍのストックに対しては、１５０μＬ
を添加した）ことによって、反応を停止した。混合物を、室温で１時間、インキュベート
した。ＫＥＢ複合体を、ＰＢＳに対して透析する（一晩で２Ｌを４回交換）ことによって
、他の反応物から分離した。透析後、ＫＬＨ複合体を含有する溶液のタンパク質濃度を決
定し、ＫＧＢを、－２０℃で、５００μｇのアリコート中に保存した。
【０１０９】
　ＢＳＡ－ＥＤＣ－ＢＭＡＡ（ＢＥＢ）については、同一の手順を使用し、１０ｍｇ／ｍ
ＬのＢＳＡ溶液から開始した。ＢＥＢ複合体を、上述のように透析することによって、他
の反応物から分離し、ＢＳＡ複合体を含有する溶液のタンパク質濃度を決定し、ＢＥＢを
、－２０℃で、５００μｇのアリコート中に保存した。
【０１１０】
　抗血清を産生させるために免疫付与で用いる、ＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体、即ち、ＫＬＨ
－ＥＤＣ－ＢＭＡＡ（ＫＥＢ）およびＫＬＨ－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ（ＫＧＢ）を選択した。
ＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体、即ち、ＢＳＡ－ＥＤＣ－ＢＭＡＡ（ＢＥＢ）およびＢＳＡ－Ｇ
ＬＵ－ＢＭＡＡ（ＢＧＢ）を、抗血清を試験し、イムノアッセイを展開するためのイムノ
アッセイプレートを被覆するために使用した。
【０１１１】
　標準プロトコルに従って、Ｎｅｗ　Ｚｅａｌａｎｄ　Ｗｈｉｔｅウサギに、ＫＬＨ－Ｅ
ＤＣ－ＢＭＡＡ（ＫＥＢ）またはＫＬＨ－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ（ＫＧＢ）を注射した（Ｍｅ
ｔｃａｌｆ　ｅｔ　ａｌ．，２０００）。簡潔に述べると、ウサギは、ＢＭＡＡ－ＫＬＨ
複合体（ＫＥＢまたはＫＧＢ）および完全フロインドアジュバントを含有する溶液の第１
の皮下注射を受け、２週間後に、静脈内ブースター注射を行った。更なる抗原ブースター
注射を、１ヶ月間隔で行い、各ブースター注射から１週間後に、血清の収穫があった（約
２０ｍＬの血液）。収穫された血液は、赤血球から血清を分離する前に、凝固させ、一晩
保存した。単離した血清は、ＰＢＳに対して透析する前に、３回の硫酸アンモニウム沈殿
を行った。免疫前血清（「ヌル血清」）を含む各血清試料のアリコート（１００μＬ）を
、必要とされるまで、－２０℃で保存した。１匹のウサギを、ＫＧＢで免疫付与し、血清
は、８回の異なる時点（８回目の「採血」）で収穫した。合計２匹のウサギに、ＫＥＢで
免疫付与し、第１のウサギは、２回目の採血後死亡し、第２のウサギは、次いで、ＫＥＢ
で免疫付与し、血清は、第２のウサギから５回の異なる時点（５回目の「採血」）で収穫
した。ＫＥＢで免疫付与した２匹のウサギからの血清を用いた結果を区別するために、Ｋ
ＥＢで免疫付与した第１のウサギは、「ＫＬＨ－ＥＤＣ１－Ｂ　ＭＡＡ」抗血清として同
定され、ＫＥＢで免疫付与した第２のウサギからの血清は、「ＫＬＨ－ＥＤＣ２－ＢＭＡ
Ａ」抗血清として同定された。
【０１１２】
　実施例２．ＢＭＡＡに対して産生される抗血清の予備的特徴付け
　予備的測定によって、免疫血清が、担体タンパク質および架橋剤との抗体反応に加えて
、ＢＭＡＡと反応する抗体を含むことが示された。
【０１１３】
　抗体捕捉イムノアッセイ
　ミクロシスチンに対して産生される抗血清を特徴付けることに成功したことを示すもの
と同様の抗体捕捉イムノアッセイ（Ｍｅｔｃａｌｆ　ｅｔ　ａｌ．，２０００、Ｃｈｕ　
ａｌ．１９８９）を使用して、上述のように調製した、ＢＭＡＡ複合体に対して産生され
る抗血清を特徴付けた。ここで、ウサギ抗体の結合を、西洋ワサビペルオキシダーゼ（Ｈ
ＲＰ）および発色合成ＨＲＰ基質３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ
）で標識された抗ウサギ二次抗体を用いて検出した。ウェルは、ＢＭＡＡ複合体（１ウェ
ル当たり１００μＬ）で被覆した後、プレートを洗浄し、ＰＢＳ（Ｍａｒｖｅｌブランド
、１ウェル当たり１８０μＬ）中の１％（ｗ／ｖ）乾燥粉乳でブロックした。ブロックし
た後、更に洗浄し、次いで、一次抗体（ＰＢＳ中）を適用する前に、プレートを、３７℃
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で１時間、インキュベートした。一次抗体を添加し、インキュベートした後、各プレート
を洗浄し、ＰＢＳ中のヤギ抗ウサギＩｇＧ－ＨＲＰ（Ｓｉｇｍａ）を、１／１００００の
希釈で、ウェル（１ウェル当たり１００μＬ）に添加した。次いで、プレートを、３７℃
で１時間、インキュベートし、次いで、洗浄した。ＨＲＰ基質ＴＭＢを、各ウェル（１ウ
ェル当たり１００μＬ）に添加し、プレートを、室温で３０分間、展開させた。１００μ
Ｌの１ＭのＨＣｌを添加することによって、ＨＲＰ－ＴＭＢ反応が停止し、各プレートの
４５０ｎｍ（Ａ４５０）での吸光度を、各ウェル中の結合抗体の量を決定するために測定
した。
【０１１４】
　ここで、ＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体を、種々の被覆濃度でイムノアッセイプレートのウェ
ル上で被覆し、同一の方法によって調製したＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体に対して産生される
抗血清の試料を、イムノアッセイプレートに添加し（即ち、ＢＥＢに対して産生される抗
血清を、ＢＥＢで被覆したウェルに添加し、ＢＧＢに対しても同一パターンである）、抗
体を、プレート上で被覆したＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体に結合することによって捕捉し、こ
こで、抗体結合を、ヤギ抗ウサギＩｇＧ－ＨＲＰ二次抗体、ＴＭＢ基質、および各ウェル
に対してＡ４５０の測定を用いて、測定した。ＢＭＡＡで被覆したウェルをまた、ウェル
を被覆するために使用したＢＭＡＡ複合体で免疫付与する前に、ウサギから得たヌル血清
を用いてプローブし、ここで、ヌル血清を、上述のように精製した。
【０１１５】
　抗体捕捉イムノアッセイへの異なる実験的アプローチを用いて、ＢＭＡＡを、ウェルの
表面に直接結合し（即ち、ＢＳＡまたはＫＬＨ複合体を通さない）、抗ＢＭＡＡ抗体結合
を、上述のように測定した。抗体捕捉におけるｐＨおよびプレート形式の効果は、異なる
ｐＨ値を有する溶液を用いて、異なるｐＨ値で異なる結合特性を有することが既知の種々
の形式のマルチウェルプラスチックプレートに直接結合されるＢＭＡＡを伴って、測定し
た。ＢＭＡＡ（２０μｇ／ｍＬ）を、以下の異なるｐＨ値を有する緩衝剤中で溶解した。
ｐＨ４で酢酸塩、ｐＨ７．４でＰＢＳ、ｐＨ９．６で炭酸塩。次いで、ＢＭＡＡ溶液を、
ｐＨ特異結合特性を有することが既知のプレートの　Ｎｕｎｃ　ｂｒａｎｄ　ＭＡＸＩＳ
ＯＲＰ（商標）、Ｎｕｎｃ　ｂｒａｎｄ　ＭＥＤＩＳＯＲＰ（商標）、およびＮｕｎｃ　
ｂｒａｎｄ　ＭＵＬＴＩＳＯＲＰ（商標）プレート（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃ
ｉｅｎｔｉｆｉｃ）上で被覆した。次いで、ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清、
またはヌル血清（免疫前血清）のアリコートを、１／１０００の希釈で、それぞれ、各プ
レート形式／ｐＨの組み合わせに対して各血清試料を試験した設計において、各ウェルに
添加した。以下の血清試料を、異なるｐＨ値で異なるプレート形式に結合するために、試
験した。２匹の異なるウサギからの２つのヌル血清試料（ＮＳ１、ＮＳ２）；異なるウサ
ギにおけるＫＬＨ－ＥＤＣ－ＢＭＡＡに対して産生される２つの抗血清（ＥＤＣ１－１は
、ウサギが死亡する前に、第１のＢＭＡＡ－ＥＤＣ免疫付与ウサギからの第１の採血であ
り、ＥＤＣ２－１は、第２のＢＭＡＡ－ＥＤＣ免疫付与ウサギからの第１の採血であった
）；ならびに同一のウサギから１ヶ月間隔で採取されたＫＬＨ－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ（Ｇｌ
ｕ１、Ｇｌｕ２、Ｇｌｕ３、Ｇｌｕ４）に対して産生される抗血清の４回の連続的採血。
ウェルの表面に直接結合したＢＭＡＡを伴う形式は、各ウェル中で有意に高い吸光度の測
定値を得、ここで、ＢＭＡＡ複合体に対して抗血清を添加し、添加したヌル血清（ＮＳ）
を有するウェルの吸光度の測定値と比較したが、この形式は、更なる研究では使用しなか
った。
【０１１６】
　ＢＭＡＡ複合体のＢＭＡＡ部分に対して特異性のある検証
　ＢＭＡＡ特異的抗体の存在を検証するため、即ち、抗血清を産生するための免疫反応を
誘発するために使用するＢＭＡＡ複合体のＢＭＡＡ部分と反応する抗体の存在を検証する
ために、ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清を試験した。ここで、ＫＬＨ－ＢＭＡ
Ａ複合体に対して産生される抗血清を、「逆」の架橋結合の化学物質を用いて合成したＢ
ＳＡ－ＢＭＡＡ複合体に結合する能力に関して試験した。ＫＬＨが複合した免疫原に対し



(37) JP 2011-527757 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

て産生されるウサギ抗血清は、ＢＳＡに対して抗体を有さないため、ＢＳＡ－ＢＭＡＡ複
合体を使用して、ＢＭＡＡ特異的抗体を検出した。更に、異なる架橋結合の化学物質（Ｇ
ＬＵ、ＥＤＣ）を用いた、担体タンパク質（ＫＬＨ）にＢＭＡＡを複合した結果として、
ＢＭＡＡ分子の構成の立体配座の変化が予想され得ることが理解された。故に、１つの架
橋結合の化学物質を介して複合したＢＭＡＡに対して産生される抗血清は、「逆」の架橋
結合の化学物質を介して複合したＢＭＡＡに対して低い反応性を示し得ることが予想され
た。
【０１１７】
　ＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清を、双方の架橋結合の化学物質を用
いて調製したＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体に対して試験した場合、各抗血清は、「逆」の架橋
結合の化学物質を介して複合したＢＳＡ－ＢＭＡＡに対して陽性反応を示した。つまり、
ＥＤＣ結合ＢＭＡＡ複合体（ＫＥＢ）に対して産生される抗血清は、ＧＬＵ連結ＢＳＡ－
ＢＭＡＡ（ＢＧＢ）に対して陽性反応を示した。同様に、ＧＬＵ連結ＢＭＡＡ複合体（Ｋ
ＧＢ）に対して産生される抗血清は、ＥＤＣ結合ＢＳＡ－ＢＭＡＡ（ＢＥＢ）に対して陽
性反応を示した。予想通りに、各抗血清は、抗血清を産生させるために使用したＢＭＡＡ
複合体と同一の架橋結合の化学物質を介して複合したＢＳＡ－ＢＭＡＡに対して陽性反応
を示した。ＫＧＢに対して産生される抗血清は、ＧＬＵ架橋結合試料に反応するＫＥＢに
対して産生される抗血清と比較して、ＥＤＣ架橋結合試料に対して更に強く反応すると考
えられることが留意された。ＫＥＢで免疫付与した第１の動物は、本複合体（ＫＬＨ－Ｅ
ＤＣ２－ＢＭＡＡ）で免疫付与した第２の動物の抗血清よりも良好な反応を生じた抗血清
（ＫＬＨ－ＥＤＣ１－ＢＭＡＡ）を生成した。
【０１１８】
　これらの結果は、ＢＭＡＡ特異的抗体が、収穫した抗血清のＩｇＧプール中に存在し、
複合に使用する架橋結合法が、ＢＭＡＡを認識する抗血清の能力における検出可能な負の
効果がなかったことを示した。
【０１１９】
　間接競合ＥＬＩＳＡを用いて決定された遊離ＢＭＡＡとの抗血清の反応性
　遊離ＢＭＡＡに結合するためのＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清の能力を、上
述の抗体捕捉イムノアッセイから修正された間接競合ＥＬＩＳＡ形式を用いて決定した。
つまり、抗体捕捉イムノアッセイを、ウェルに結合するＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体を有する
プレートに対して、遊離ＢＭＡＡ（非結合および非複合）および抗血清を同時に各ウェル
に添加することを除いて、溶液中の遊離ＢＭＡＡおよびウェル上の結合ＢＳＡ－ＢＭＡＡ
複合体が、抗体結合に対して競合するように、上述のように、一般的に実行した。
【０１２０】
　簡潔に述べると、各アッセイウェルは、１００μＬのＰＢＳ中のＢＳＡ－ＢＭＡＡ（Ｂ
ＧＢまたはＢＥＢ）を、ｐＨ７．４で添加することによって被覆し、３７℃で１時間、２
μｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬ、または０．５μｇ／ｍＬのＢＳＡ－ＢＭＡＡ濃度を用いて、
インキュベートした。次いで、ウェルを、ＰＢＳ（Ｍａｒｖｅｌ　ｂｒａｎｄ、１ウェル
当たり１８０μＬ）中の１％（ｗ／ｖ）乾燥粉乳でブロックした。遊離ＢＭＡＡ（５０μ
Ｌ／ウェルのＬ－ＢＭＡＡ、ＭｉｌｌｉＱ水中の１０μｇ／ｍＬ）およびＫＬＨが複合し
たＢＭＡＡに対する抗血清（抗ＫＥＢまたは抗ＫＧＢ、ＰＢＳ中で希釈した５０μＬ／ウ
ェル）を含有する「一次抗体」溶液を、１／１０００、１／５０００、１／１００００、
１／５００００、および１／１００００００（即ち、１／１×１０６）の希釈で、抗血清
を用いて、各ウェルに添加した。ウェル上で被覆したＢＳＡ－ＢＭＡＡに結合する抗体を
、１／１０，０００で、ＰＢＳ（１００μＬ／ウェル）中のヤギ抗ウサギＩｇＧ－ＨＲＰ
（Ｓｉｇｍａ）を用いて検出し、洗浄し、ＴＭＢ基質（ＫＰＬ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅ
ｓ、１００μＬ／ウェル）を添加した。次いで、１００μＬ／ウェルで１ＭのＨ２ＳＯ４

を添加することによって、ＨＲＰ／ＴＭＢ反応は停止し、結合抗体の量を、４５０ｎｍ（
Ａ４５０）での吸光度を測定することによって決定した。抗体結合、即ち、抗原（遊離Ｂ
ＭＡＡ）への結合に対するＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体と競合する遊離ＢＭＡＡの能力は、以
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下の等式を用いたＡ４５０値の比率として計算した％Ｂ０値として報告した。
【０１２１】
　％Ｂ０＝（試験試料の吸光度／対照の吸光度）×１００
　「対照」値を、遊離ＢＭＡＡを添加しなかったウェル中で測定した。１００未満（＜１
００）の％Ｂ０値は、試験試料において、抗体の一部が、溶液中の遊離ＢＭＡＡに結合し
、ウェル上で被覆したＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体に対する抗体結合の量は、それによって減
少した。つまり、＜１００の％Ｂ０値は、抗血清中の抗体が、遊離ＢＭＡＡを検出し、か
つ結合したことを示した。
【０１２２】
　予備的評価を、ＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清、およびＫＬＨ－Ｂ
ＭＡＡ複合体と同一の架橋結合の化学物質および異なる架橋結合の化学物質を有するＢＳ
Ａ－ＢＭＡＡ複合体で被覆したウェルを用いて行った。同一の架橋結合の化学物質を用い
たアッセイは、（Ａ）ＢＧＢで被覆したウェルに添加した３回目の採血からの抗ＫＧＢ抗
血清（ＧＬＵ　ＡＳ）、および（Ｂ）ＢＥＢで被覆したウェルに添加したＥＤＣウサギ２
の２回目の採血からの抗ＫＥＢ抗血清（ＥＤＣ２　ＡＳ）を用いて実行した。異なる架橋
結合の化学物質を用いたアッセイを、（Ａ）ＢＥＢで被覆したウェルに添加した３回目の
採血からの抗ＫＧＢ抗血清（ＧＬＵ　ＡＳ）、および（Ｂ）ＢＧＢで被覆したウェルに添
加したＥＤＣウサギ２の２回目の採血からの抗ＫＥＢ抗血清（ＥＤＣ２　ＡＳ）を用いて
実行した。遊離ＢＭＡＡ、抗血清希釈、被覆濃度、および反応条件は、上述の通りであっ
た。
【０１２３】
　同一の架橋結合の化学物質を用いたアッセイでは、１／１０００の希釈で、ＫＧＢに対
して産生される抗血清（ＧＬＵ　ＡＳ）を除いて、遊離ＢＭＡＡへの結合はほとんど検出
されず、これは、２μｇ／ｍＬのＢＧＢで被覆したウェル中の９８％の％Ｂ０値があり、
１／５０，００００の希釈で、ＫＥＢに対して産生される抗血清（ＥＤＣ２　ＡＳ）は、
２μｇ／ｍＬのＢＥＢで被覆したウェル中の８０％の％Ｂ０値があったが、再現性が、問
題であった。
【０１２４】
　異なる架橋結合の化学物質を用いたアッセイでは、遊離ＢＭＡＡへの結合の検出が向上
した。＜１００％の％Ｂ０値は、アッセイの大部分において測定され、抗血清中の抗体は
、アッセイプレートウェル上で被覆したＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体に結合する代わりに、溶
液中の遊離ＢＭＡＡに結合することを示す。ＫＧＢに対して産生される抗血清（ＧＬＵ　
ＡＳ）は、ＢＥＢで被覆したウェル中の８０％の低％Ｂ０値を有した。ＫＥＢに対して産
生される抗血清（ＥＤＣ２　ＡＳ）は、ＢＧＢで被覆したウェル中の７０％の低％Ｂ０値
を有した。これらの結果は、ＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清が、遊離
ＢＭＡＡを検出することができた、即ち、抗血清が遊離ＢＭＡＡと特異に反応した抗体を
含んだことを示した。
【０１２５】
　ＫＬＨを用いた免疫沈降による抗血清の浄化
　上述の実験が、ＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清が、遊離ＢＭＡＡを
検出することができたことを示した後、浄化手順を、ＫＬＨ担体タンパク質および架橋結
合分子に対する抗体等の外来要素を除去するために開発した。該当するハプテンは、担体
タンパク質に架橋結合し、ハプテン－架橋剤－担体タンパク質複合体を、免疫付与のため
に使用し、哺乳類の免疫系は、架橋結合分子および担体タンパク質を含む、複合体の全て
の部分に対して抗体を産生し得ることが期待される。故に、多くの場合、非ハプテンエピ
トープに対する抗体を除去するか、または軽減するための更なる浄化ステップを実行する
ことが効果的であると考えられ、それによって、抗血清の調製において、抗ハプテン抗体
の相対存在量を増加する。好適な方法は、免疫親和性カラムの免疫沈降または使用を含む
。
【０１２６】
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　ＫＬＨを用いた免疫沈降を、以下の通りに、ＫＬＨに対する抗体を除去するために実行
した。１μｇのＫＬＨのアリコートを、安定化抗血清調製物（抗体溶液）に添加し、混合
物を、３７℃で３０分間、反応させ、混合物は、遠心分離し、新たな１μｇのＫＬＨのア
リコートを用いて、次の免疫沈降のために、浮遊物を未使用の管に移した。各免疫沈降で
、１アリコートの抗血清を除去し、ＫＬＨに対する反応性およびＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体
に対する反応性に対して試験した。双方の抗血清（即ち、ＧＬＵ連結ＢＭＡＡに対して産
生される抗血清（ＫＧＢ）およびＥＤＣ結合ＢＭＡＡに対して産生される抗血清（ＫＥＢ
））を用いたＫＬＨ免疫沈降の結果によって、ＫＬＨに対する抗体のプールは、除去する
ことができ、ＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体に対する反応性は、部分的に精製された「ＫＬＨで
浄化した（ＫＬＨ－ｃｌｅａｎｅｄ）」抗血清において維持されることが示された。
【０１２７】
　１５ラウンドのＫＬＨを用いた免疫沈降を、ＫＧＢに対して産生される抗血清における
、３回目の採血（ＧＬＵ　ＡＳ）を実行し、各ラウンドの免疫沈降後に、アリコートを採
取し、異なる濃度で、ＫＬＨに対する反応性、および異なる濃度で、同一の架橋結合の化
学物質、即ち、ＢＧＢを有する、ＢＳＡ－ＢＭＡＡに対する反応性に対して試験した。
【０１２８】
　ＫＬＨを用いた１５ラウンドの免疫沈降を、ＫＧＢに対して産生される抗血清における
、第２のＥＤＣウサギの２回目の採血（ＥＤＣ２　ＡＳ）を実行し、各ラウンドの免疫沈
降後、アリコートを採取し、異なる濃度で、ＫＬＨに対する反応性、および異なる濃度で
、同一の架橋結合の化学物質、即ち、ＢＥＢを有する、ＢＳＡ－ＢＭＡＡに対する反応性
に対して試験した。双方の抗血清については、ＫＬＨおよびＢＳＡ－ＢＭＡＡに対する反
応性の試験の結果によって、複数のラウンドの免疫沈降において、ＫＬＨに対する抗体を
除去することができることが示されたが、部分的に精製された抗血清は、ＢＳＡ－ＢＭＡ
Ａ複合体に対する反応性の安定したレベルを示した。
【０１２９】
　１５ラウンドのＫＬＨを用いた免疫沈降後、それぞれ部分的に精製された抗血清（「Ｋ
ＬＨで浄化した抗血清」）を、溶液（１μｇ／ｍＬ）中の遊離ＢＭＡＡに対する反応性に
ついて試験し、これには、同一または異なる架橋結合の化学物質を有するＢＳＡ－ＢＭＡ
Ａ複合体で被覆したアッセイウェルを用い、前述の遊離ＢＭＡＡでの反応性について試験
するための間接競合ＥＬＩＳＡ形式を用いた。本手順において、希釈した抗血清は、（１
）抗血清を産生させるために使用するＫＬＨ－ＢＭＡＡを複合させるために使用する架橋
結合の化学物質と同一の架橋結合の化学物質を有するＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体、および（
２）抗血清を産生させるために使用するＫＬＨ－ＢＭＡＡを複合するために使用する架橋
結合の化学物質と逆の架橋結合の化学物質のＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体を用いて被覆したウ
ェル中の１μｇ／ｍＬで、遊離ＢＭＡＡを用いて試験した。１／１０００～１／１×１０
６の希釈で、抗血清を試験した。部分的に精製された抗血清は、対照と比較して、８０～
１００％の％Ｂ０値によって示されるように、遊離ＢＭＡＡを検出した。部分的に精製さ
れた抗血清は、遊離ＢＭＡＡと反応することができることが決定されたが、部分的に精製
された抗血清は、ＢＭＡＡ複合体に対して更に高い親和性を有することが更に決定された
。部分的に精製された抗血清は、対照と比較して、８０～１００％の％Ｂ０値を有する、
遊離ＢＭＡＡに対して反応性を示した。部分的に精製された抗血清は、遊離（複合しない
）ＢＭＡＡに対する親和性よりも高いＢＭＡＡ複合体に対する親和性を有することが更に
決定された。
【０１３０】
　実施例３．構造的に類似したアミノ酸のＢＳＡ複合体を有する抗ＢＭＡＡ抗血清の反応
性
　ＢＭＡＡは、アラニンの誘導体であり、グルタミン酸に類似した構造も有するため、Ｂ
ＭＡＡに対して産生される抗血清を、ＢＳＡ－アラニンおよびＢＳＡ－グルタミン酸複合
体との反応性を示すかどうかを決定するために、実験を実行した。免疫沈降しない（「正
常」）および部分的に精製された（「ＫＬＨで浄化した」）ＢＭＡＡ複合体に対して産生
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される抗血清のＫＧＢおよびＫＥＢを、ＢＳＡ－アラニンおよびＢＳＡ－グルタミン酸複
合体との反応性について試験した。アラニンおよびグルタミン酸を有する、以下のような
ＢＳＡとのＧＬＵで連結した複合体、およびＥＤＣで連結した複合体を調製し、試験した
。ＢＳＡ－ＧＬＵ－アラニン（ＢＧＡ）、ＢＳＡ－ＥＤＣ－アラニン（ＢＥＡ）、ＢＳＡ
－ＧＬＵ－グルタミン酸（ＢＧＧ）、およびＢＳＡ－ＥＤＣ－グルタミン酸（ＢＥＧ）。
【０１３１】
　「正常」およびＫＬＨで浄化した抗血清の連続希釈は、上述のように調製し（ＫＬＨを
用いて免疫沈降する前に、「正常」抗血清を得、ＫＬＨで浄化した抗血清は、１５ラウン
ドのＫＬＨ免疫沈降後、それぞれ、抗ＫＧＢ抗血清および抗ＫＥＢ抗血清を含んだ）、種
々のＢＳＡアミノ酸複合体で被覆したウェルに抗血清を添加し、上述のＥＬＩＳＡ形式を
用いて抗体結合を測定することによって、各複合体（ＢＧＡ、ＢＥＡ、ＢＧＧ、ＢＥＧ）
に対する反応性について試験した。
【０１３２】
　双方の正常およびＫＬＨで浄化した抗血清は、ＢＳＡ－グルタミン酸複合体およびＢＳ
Ａ－アラニン複合体との幾つかの反応性を示したが、異なるパターンの反応性は、架橋結
合の化学物質に応じて異なることが見出された。
【０１３３】
　同一の架橋結合の化学物質を、抗血清を産生させるために使用したＫＬＨ複合体、およ
び抗血清を試験するために使用したＢＳＡ複合体において使用した場合、双方の「正常」
およびＫＬＨで浄化した抗血清は、ＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体との期待された反応性に加え
て、ＢＳＡ－アラニンおよびＢＳＡ－グルタミン酸複合体との反応性を示した。双方の正
常およびＫＬＨで浄化したＫＧＢに対して産生される抗血清の試料（即ち、ＧＬＵ連結Ｂ
ＭＡＡ）は、ＧＬＵ連結アラニンまたはＧＬＵ連結グルタミン酸複合体に対してよりもＧ
ＬＵ連結ＢＭＡＡ複合体に対してより高い親和性を有した。対照的に、双方の正常および
ＫＬＨで浄化したＫＥＢに対する抗血清（即ち、ＥＤＣ結合ＢＭＡＡ）は、全ての３つの
ＥＤＣ結合複合体に対して平等に認識された。
【０１３４】
　対照的に、逆の架橋結合の化学物質を、抗血清を産生させるために使用するＫＬＨ複合
体において使用した場合、ＢＳＡ複合体を、抗血清（例えば、ＢＥＢ、ＢＥＡ、およびＢ
ＥＧとの反応性について試験された抗ＫＧＢ抗血清）を試験するために使用し、抗血清は
、複合体のいずれともほとんど反応性を示さなかった。
【０１３５】
　抗血清が、同一の架橋結合の化学物質を有する（認識された）ＢＳＡ－アミノ酸複合体
との反応性を示したため、これらの組み合わせを、遊離ＢＭＡＡとの反応性について試験
するために、間接競合ＥＬＩＳＡ形式において使用した。つまり、間接競合ＥＬＩＳＡを
、ＢＳＡ－アミノ酸複合体で被覆したウェル中の抗体結合を競合するための遊離ＢＭＡＡ
の能力を測定するために使用した。各抗血清については、ＢＳＡ－アミノ酸複合体を、抗
血清を産生させるために使用するＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体と同一の架橋結合の化学物質を
用いて架橋結合した。故に、正常およびＫＬＨで浄化したＫＧＢに対して産生される抗血
清を、ＢＧＢ、ＢＧＡ、またはＢＧＧで被覆したウェル中の遊離ＢＭＡＡ（１μｇ／ｍＬ
）との反応性について試験した。正常およびＫＬＨで浄化したＫＧＢに対する抗血清を、
ＢＥＢ、ＢＥＡ、またはＢＥＧで被覆したウェル中の遊離ＢＭＡＡ（１μｇ／ｍＬ）との
反応性について試験した。双方の架橋結合の化学物質については、正常（免疫沈降されな
い）抗血清は、８０％～１００％の％Ｂ０値で、溶液中の遊離ＢＭＡＡを検出することが
できた。しかしながら、溶液中の遊離ＢＭＡＡを検出するために正常（免疫沈降しない）
抗血清と同様にＫＬＨで浄化した抗血清は、行わなかったが、遊離ＢＭＡＡは、幾つかの
アッセイにおいて検出された。
【０１３６】
　ＢＳＡ－アラニンを用いた免疫沈降による更なる浄化
　試験した３つのＢＳＡ－アミノ酸複合体（ＢＳＡ－ＢＭＡＡ、ＢＳＡ－アラニン、ＢＳ
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Ａ－グルタミン酸）のうち、双方の架橋結合の化学物質（ＢＧＡ、ＢＥＡ）のＢＳＡ－ア
ラニン複合体は、抗血清との最低の反応性を示した。したがって、ＫＬＨで浄化した抗血
清を、ＢＭＡＡのみに対して特異的な抗体において、高度に富化した抗血清調製物を作成
するために、ＢＳＡ－アラニンを用いた免疫沈降により、更に浄化した。次いで、上述の
ように調製したＫＬＨで浄化した抗血清（１５ラウンドの免疫沈降後、ＫＧＢに対して産
生される抗血清の３回目の採血；１５ラウンドのＫＬＨを用いた免疫沈降後、ＫＥＢに対
して産生される抗血清の第２のＥＤＣウサギの２回目の採血）を、更なる１４ラウンドの
ＢＳＡ－アラニンを用いた免疫沈降に供した。それぞれの免疫沈降（ＩＰ１～ＩＰ１４）
後、各抗血清を、種々のＢＳＡ－アミノ酸複合体で被覆したウェルに抗血清を添加し、前
述のＥＬＩＳＡ形式を用いて、抗体結合を測定することによって、ＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合
体、ＢＳＡ－アラニン複合体、およびＢＳＡ－グルタミン酸複合体との反応性について試
験した。
【０１３７】
　１／１０００の希釈で（試験した最も濃縮した溶液）、ＢＧＡを用いた免疫沈降後、Ｋ
ＧＢに対する抗血清は、ＢＧＢに対して良好な反応性、および他のアミノ酸複合体ＢＧＡ
およびＢＧＧに対して低反応性を示し、これは、抗血清が、ＢＭＡＡに対して特異的であ
ることを示した。ＢＧＢとの反応性は、初めの８ラウンドの免疫沈降１～８（ＩＰ１～Ｉ
Ｐ８）中、低下し、最終の６ラウンドの免疫沈降（ＩＰ９～ＩＰ１４）中、良好なレベル
の反応性を維持したが、ＢＧＡおよびＢＧＧとの反応性は、継続的なラウンドの免疫沈降
と共に低下し続けた。本実験において観察された反応性の傾向は、ＧＬＵの架橋剤を認識
する抗体が、ＢＧＡを用いた免疫沈降により除去されていることを示唆していた。
【０１３８】
　１／１０００の希釈で、ＢＥＡを用いて免疫沈降したＫＥＢに対する抗血清は、免疫沈
降が続行される場合、全てのＢＳＡ－アミノ酸複合体との反応性において減少を示した。
この結果は、上記で報告される結果に一致しており、これは、特異的ＢＳＡ－アミノ酸複
合体を認識するためのＫＥＢに対して産生される抗血清（双方の「正常」およびＫＬＨで
浄化した）の能力においてほとんど差異を示さない。
【０１３９】
　ＢＳＡ－アラニンを用いた免疫沈降後、抗血清を、前述の間接競合ＥＬＩＳＡ形式を用
いて、１μｇ／ｍＬで、遊離ＢＭＡＡとのそれらの反応性について試験した。双方の免疫
沈降した抗血清（ＫＧＢに対する抗血清およびＫＥＢに対する抗血清）は、遊離ＢＭＡＡ
との反応性をほとんど示さなかった。
【０１４０】
　実施例４．グルタルアルデヒドで連結した被覆形式を用いた抗ＢＭＡＡ抗血清の特異性
および交差反応の試験
　上述のように産生された抗血清を、酵素イムノアッセイのために、マイクロタイタープ
レートへのアミノ酸および他のハプテンを被覆するための代替的な方法である、Ｏｒｄｒ
ｏｎｎｅａｕらのイムノアッセイ法の適合（１９９１）を用いて試験した。Ｏｒｄｒｏｎ
ｎｅａｕらは、前述の方法には、アッセイ基質を使用したことを開示し、ここで、担体タ
ンパク質は、基質に共役し、アミノ酸またはハプテンは、担体タンパク質に複合し、これ
は、再現性および精度において矛盾および問題を生じた。Ｏｒｄｒｏｎｎｅａｕらは、グ
ルタミン酸塩（Ｇｌｕ）に対するイムノアッセイを開発し、ここで、Ｇｌｕは、担体タン
パク質に共役する代わりにグルタルアルデヒドを介してプラスチック表面に直接連結し、
Ｇｌｕで被覆したイムノアッセイプレートは、Ｇｌｕに対して産生される抗血清を試験す
るために使用した。
【０１４１】
　Ｏｒｄｒｏｎｎｅａｕらの方法を、本発明の抗血清を試験するためのグルタルアルデヒ
ド連結ＢＭＡＡ（担体タンパク質ではない）で被覆したイムノアッセイプレートを調製す
るために使用した。ＫＧＢに対して産生される抗血清の第３の「採血」を、実験用に使用
した。Ｏｒｄｒｏｎｎｅａｕらの方法は、ＢＭＡＡおよびグルタミン酸で被覆した、ＭＡ
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ＸＩＳＯＲＰ（商標）およびＭＵＬＴＩＳＯＲＰ（商標）プレート、ならびに抗ＢＭＡＡ
抗血清（抗ＫＧＢ、３回目の採血）を用いて、１／１０００～１／１００，０００の種々
の希釈で、ＢＭＡＡの存在下で、０～１ｍＭの濃度で、またはグルタミン酸の存在下で、
１ｎＭ～１ｍＭの濃度で、実行した。ＭＵＬＴＩＳＯＲＰ（商標）プレートは、更に高い
吸光度値、ならびにより良好なグルタルアルデヒド結合およびその後のＢＭＡＡ結合を示
した。１／１０００、１／２０００、１／５０００、および１／１００００の希釈で、Ｋ
ＧＢに対して産生される抗血清は、高被覆濃度（１００μＭおよび１ｍＭ）でＢＭＡＡが
プレートに添加されている場合、ＢＭＡＡで被覆したプレートへの結合の増加を示し、こ
れは、プレートに被覆したＢＭＡＡの増加をもたらし、抗体結合に使用可能であると推定
された。グルタミン酸塩の濃度の増加による、抗体結合への影響は見られなかった。
【０１４２】
　１／１０００および１／２０００の希釈で、ＫＧＢに対して産生される抗血清（抗ＫＧ
Ｂ抗血清）を、ＢＭＡＡに対する特異性を試験するために、ＢＭＡＡおよび他のアミノ酸
との交差反応について試験した。プレートを、グルタルアルデヒド連結を介して、ＢＭＡ
Ａ、Ｌ－アラニン（Ｌ－Ａｌａ）、Ｌ－グルタミン（Ｌ－Ｇｌｎ）、Ｌ－チロシン（Ｌ－
Ｔｙｒ）、グリシル－グリシン（ｇｌｙｇｌｙ）、Ｌ－グリシン（Ｌ－Ｇｌｙ）、Ｌ－ロ
イシン（Ｌ－ｌｅｕ）、Ｌ－フェニルアラニン（Ｌ－Ｐｈｅ）、ガンマ－アミノ酪酸（Ｇ
ＡＢＡ）、Ｌ－グルタミン酸（Ｌ－Ｇｌｕ）、およびＬ－アスパラギン酸（Ｌ－Ａｓｐ）
を用いて、０．２ｍＭ、０．５ｍＭ、１ｍＭ、および１０ｍＭの被覆濃度で、被覆した。
図３に示されるように、双方の希釈（１／１０００および１／２０００）で、抗ＫＧＢ抗
血清は、ＢＭＡＡの強い認識を示し、試験した他のアミノ酸との交差反応をほとんど示さ
なかった。１／１０００の希釈で、抗ＫＧＢ抗血清によるＢＭＡＡの認識（図３Ａ）は、
０．１～１０ｍＭのＢＭＡＡ被覆濃度で増加し、即ち、シグナルの強度は、結合するＢＭ
ＡＡが増加すると共に増加した。１／２０００の希釈で、抗ＫＧＢ抗血清によるＢＭＡＡ
の認識（図３Ｂ）は、１ｍＭのＢＭＡＡ被覆濃度で、平坦域（ｐｌａｔｅａｕ）に達し、
これによって、飽和結合が、その濃度で達していることを示された。
【０１４３】
　このイムノアッセイ形式では、双方の希釈で、抗ＫＧＢ抗血清は、ＢＭＡＡの強い認識
を示し、試験した他のアミノ酸との交差反応をほとんど示さなかったが、１／１０００で
、抗ＫＧＢ抗血清は、特に、１０ｍＭの被覆で、Ｌ－グリシンおよびグリシル－グリシン
とのわずかな反応性を示し（図３Ａ）、これは、Ｌ－グリシンが、担体タンパク質に存在
し得る任意の残りのグルタルアルデヒド基を不活性化するために、グルタルアルデヒドで
架橋結合した免疫源複合体の手順中、使用する場合、全てが予期されないというわけでは
なかった。試験した全ての他のアミノ酸のうち、抗ＫＧＢ抗血清のみが、１０ｍＭで、Ｇ
ＡＢＡと、および０．２ｍＭで、アスパラギン酸とのわずかな反応性を示した。グルタル
アルデヒドに結合すると、これらの分子の構造変化が、抗体によるその後の認識に影響し
、「遊離」アミノ酸の更なる試験が、これらの所見の確認のために必要であり得るかどう
かは決定されなかった。
【０１４４】
　実施例５．異なる源からのＢＭＡＡに対する抗ＢＭＡＡ抗血清の特異性；異性体特異性
の反応性の決定
　上述の免疫付与およびイムノアッセイを、Ｓｉｇｍａ（現在は、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒ
ｉｃｈ　Ｉｎｃ．；Ｃａｔ．Ｎｏ．Ｂ１０７、ロット番号０９７Ｈ４７４６）から市販の
ＢＭＡＡを用いて行った。イムノアッセイを、ＢＭＡＡの２つの新規の異なるバッチ：Ｓ
ｉｇｍａから市販のＢＭＡＡの未使用のロット（Ｌｏｔ　０６５Ｋ４７０７）からのバッ
チ、およびＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｐｏｒｔｓｍｏｕｔｈ，　ＵＫにおいて、Ｐｅ
ｔｅｒ　Ｎｕｎｎから得られた合成ＢＭＡＡのバッチを用いて、再度行った。新規のバッ
チのそれぞれからのＢＭＡＡ、即ち、Ｓｉｇｍａ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｌｏｔ
　０６５Ｋ４７０７）からのＢＭＡＡ、およびＰｅｔｅｒ　Ｎｕｎｎ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ　ｏｆ　Ｐｏｒｔｓｍｏｕｔｈ，ＵＫ）から得られた合成ＢＭＡＡの未使用のバッチ
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を用いたイムノアッセイを、異なるバッチからのＢＭＡＡ等の種々の標的に結合するため
の種々の抗血清の能力を測定するために、グルタルアルデヒド捕捉（上述されるようなグ
ルタルアルデヒドで連結した抗体捕捉形態）を用いて、実行した。
【０１４５】
　簡潔に述べると、Ｎｕｎｃ　ＭＵＬＴＩＳＯＲＰ（商標）プレートのウェルを、蒸留水
で洗浄した。各ウェルは、１００ｍＭのＮａＨ２ＰＯ４（ｐＨ４．５）中の１００μＬの
０．５％グルタルアルデヒドを受容し、プレートを、３７℃で１時間、インキュベートし
た。プレートは、１８０μＬの１００ｍＭのＮａＨ２ＰＯ４（ｐＨ４．５）を用いて、２
回洗浄した（即ち、プレートの各ウェルを、洗浄した）。１００ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４（
ｐＨ８）で調製した、標的、例えば、ＢＭＡＡの１００μＬのアリコートを、各ウェルに
添加し、プレートを、３７℃で１時間、インキュベートした。プレートは、各洗浄で１８
０μＬの１００ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４（ｐＨ８）を用いて、３回洗浄した。１００ｍＭの
Ｎａ２ＨＰＯ４（ｐＨ８）で調製した、０．１Ｍのエタノールアミンの１００μＬのアリ
コートを、各ウェルに添加し、プレートを、３７℃で１時間、インキュベートした。プレ
ートは、各洗浄で０．０５％のＴｗｅｅｎ２０／ＰＢＳ（ＰＢＳＴ）を用いて、３回洗浄
した。ＰＢＳ中の１％の「Ｍａｒｖｅｌ」ブランドの乾燥粉乳の１８０μＬのアリコート
を、各ウェルに添加し、３７℃で１時間、インキュベートした。プレートは、ＰＢＳＴを
用いて、３回洗浄した。ＰＢＳ中の一次抗体の希釈物を調製し、１００μＬの（希釈され
た）一次抗体を、各ウェルに添加した。プレートを、３７℃で１時間、インキュベートし
た。プレートは、ＰＢＳＴを用いて、３回洗浄した。検出のために、１００μＬのＩｇＧ
－ＨＲＰ（１／１００００、Ｓｉｇｍａヤギ抗ウサギＩｇＧ－ＨＲＰ）を、各ウェルに添
加し、プレートを、３７℃で１時間、インキュベートした。プレートは、ＰＢＳＴを用い
て、３回洗浄した。定量化のために、ＨＲＰ合成発色基質ＴＭＢを（１ウェル当たり１０
０μＬ）添加し、色が、室温で３０分間、発色することを可能にした。１００μＬの１Ｍ
のＨ２ＳＯ４を添加することにより、反応を停止し、４５０ｎｍでの吸光度を、プレート
の各ウェルに対して測定した。
【０１４６】
　ある実験では、ＫＧＢに対して産生される抗血清（抗ＫＧＢ抗血清）の３回目の採血（
ＫＢＧ３）は、硫酸アンモニウムを用いた沈殿および１００μＬの抗血清への１０μｇの
ＫＬＨの添加によるＫＬＨを用いた免疫沈降、３７℃で３０分間のインキュベーション、
ならびに２０００ｘｇで５分間の遠心分離、浮遊物の回収によって、ＥＬＩＳＡを用いる
か、または更なるラウンドのＫＬＨ免疫沈降において浄化される。１／１０００、１／２
０００、１／４０００、１／８０００、１／１６０００、および１／３２０００の希釈で
、ＫＬＨで浄化した抗ＫＧＢ抗血清を、１μＭ～５ｍＭのＢＭＡＡ被覆濃度で、ＢＭＡＡ
の２つの新規のバッチのそれぞれからのグルタルアルデヒド連結ＢＭＡＡを有するプレー
トに添加し、プレートへの抗体結合を測定した。双方のＢＭＡＡバッチについては、抗Ｋ
ＧＢ抗血清は、増加するＢＭＡＡ被覆濃度に伴って、シグナルの強度（反応性）が増大す
ることを示し、これにより、抗ＫＧＢ抗血清が、ＢＭＡＡに対して特異的な抗体を含むこ
とを確認した。ここで使用したイムノアッセイは、１０μＭのＢＭＡＡの検出限度を有し
、最大反応性（最大吸光度）を、双方のＢＭＡＡバッチに対して０．５ｍＭのＢＭＡＡ被
覆濃度で測定した。
【０１４７】
　それぞれのＢＭＡＡ被覆濃度に対する異なる抗血清希釈のシグナル強度（反応性）を、
ＢＭＡＡの２つの異なるバッチのそれぞれに対して決定し、相関係数を、ｙ軸上にＰ．Ｎ
ｕｎｎからの合成ＢＭＡＡからの値に対する、ｘ軸上にＳｉｇｍａからのＢＭＡＡの未使
用のロットからの値のプロットから計算した。分離回帰分析を実行し、相関係数を、抗Ｋ
ＧＢ抗血清の１／１０００の希釈、１／２００の希釈、および１／４０００の希釈に対し
て計算した。相関係数は、異なるＢＭＡＡバッチ間で正相関（＞０．８９）を示した。し
かしながら、それぞれの抗ＫＧＢ抗血清希釈に対する回帰線の傾きは、同一の抗血清希釈
物および同一のＢＭＡＡ被覆濃度を用いて得られたシグナルが、Ｐ．Ｎｕｎｎ（Ｕｎｉｖ
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ｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｐｏｒｔｓｍｏｕｔｈ，ＵＫ）からの合成ＢＭＡＡを用いて得られ
たシグナルに比べて、ＳｉｇｍａからのＢＭＡＡの未使用のロットに対して２倍高かった
ことを示した。１／１０００の希釈物は、０．６５の回帰線の傾きを有し、１／２０００
の希釈物は、０．５６の回帰線の傾きを有し、１／４０００の希釈物は、０．４９の回帰
線の傾きを有する。
【０１４８】
　全ての源からのＢＭＡＡは、合成生成物であったが、それぞれの生成物は、異なる異性
体の組成物であったことに留意すべきである。複合および免疫付与用に元の抗原として使
用した、Ｓｉｇｍａ　ロット番号０９７Ｈ４７４６からの合成ＢＭＡＡは、９４％を超え
るＬ異性体を含有する場合、製造業者によって記載された。Ｐｅｔｅｒ　Ｎｕｎｎ（Ｕｎ
ｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｐｏｒｔｓｍｏｕｔｈ，ＵＫ）によって供給されたＢＭＡＡは
、ほぼ等量で、Ｌ異性体のわずかに優位性がある、Ｄ形態とＬ形態の混合物を含有するも
のとして記載された（Ｐｅｔｅｒ　Ｎｕｎｎ、パーソナル通信）。回帰分析からの結果（
上記参照）を、各生成物の異なる異性体の観点から評価し、これらの結果は、Ｓｉｇｍａ
　ロット番号０９７Ｈ４７４６からのＢＭＡＡを用いて調製したＫＧＢに対して産生され
る、主にＬ異性体（＞９４％のＬ異性体）の抗血清は、グルタルアルデヒドで捕捉された
Ｌ－ＢＭＡＡ異性体に優先的に結合することを示し、ＢＭＡＡのＤ異性体との反応性をほ
とんど示さなかった。これらの条件下で、抗血清は、ＢＭＡＡのＬ異性体に結合し、ＢＭ
ＡＡのＤ異性体には実質的に結合しなかった。
【０１４９】
　精製されていないＫＧＢに対して産生される抗血清（「正常」抗血清）の異性体特異性
反応性が、明示された後、正常抗ＫＧＢ抗血清の反応性を、部分的に精製された「ＫＬＨ
で浄化した」抗ＫＧＢ抗血清および部分的に精製された「アラニンで浄化した」抗ＫＥＢ
抗血清と比較した。全ての抗血清を、１／１０００および１／２０００の希釈で、１μＭ
～５ｍＭの被覆濃度で、ウェル中のＢＭＡＡへの結合を試験するために使用し、遊離ＢＭ
ＡＡは、５００μＭで存在した。双方の精製されていない「正常」抗ＫＧＢ抗血清および
部分的に精製されたＫＬＨで浄化した抗ＫＧＢ抗血清は、最大０．５ｍＭのＢＭＡＡのＢ
ＭＡＡ被覆濃度の増加に伴って、ＢＭＡＡで被覆したプレートへの結合の増加を示した。
双方の希釈（１／１０００および１／２０００）の精製されていない「正常」抗ＫＧＢ抗
血清は、約０．５ｍＭのＢＭＡＡの被覆濃度で結合のわずかな減少を示した。双方の希釈
のＫＬＨで浄化した抗ＫＧＢ抗血清は、０．５ｍＭ～５ｍＭのＢＭＡＡの被覆濃度で、結
合の安定期を示し、これは、約０．５ｍＭを超えるＢＭＡＡの被覆濃度で、限定された抗
体の抗体接近可能性および／または結合飽和を示し得る。対照的に、１／１０００および
１／２０００の希釈で、アラニンで浄化した抗ＫＥＢ抗血清は、１μＭ～５ｍＭのＢＭＡ
Ａの任意の被覆濃度で、ＢＭＡＡ（即ち、ＢＭＡＡで被覆したプレート）への検出可能な
結合を示さなかった。
【０１５０】
　精製されていない「正常」抗ＫＧＢ抗血清（３回目の採血）を、上述の、間接競合結合
アッセイに対して修正された、グルタルアルデヒド捕捉イムノアッセイを用いて、遊離Ｂ
ＭＡＡに結合するその能力を決定するために試験した。試験ウェルは、５０μＭ、２００
μＭ、５００μＭ、１ｍＭ、および５ｍＭのＢＭＡＡのグルタルアルデヒドで連結したＢ
ＭＡＡ被覆濃度で被覆した。５００μＭの濃度で、遊離ＢＭＡＡ、ならびに１／１０００
、１／２０００、および１／４０００の希釈で、正常抗ＫＧＢ抗血清（３回目の採血）を
、試験ウェルに添加し、ウェル中のグルタルアルデヒドで連結したＢＭＡＡへの抗体結合
を決定し、遊離ＢＭＡＡとの抗血清の反応性を決定するために、上述のように、％Ｂ０値
を計算した。本実験では、抗血清は、大部分のアッセイにおいて、遊離ＢＭＡＡ（即ち、
％Ｂ０＜１００）を検出する（と反応させる）ことができた。結果は、％Ｂ０値が、ＢＭ
ＡＡ被覆濃度の増加に伴って、あるいは抗血清濃度（低抗血清希釈）の増加に伴って、減
少すると考えられる、一般的な傾向を示した。測定された最大％Ｂ０値は、５６％であり
、これは、遊離ＢＭＡＡへの抗体結合のため、ウェル上で被覆したＢＭＡＡへの抗体結合
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の４４％の減少を示す。
【０１５１】
　実施例６．抗ＢＭＡＡ抗体結合を検出するための増幅系
　上述の実験は、ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清が、Ｌ－ＢＭＡＡとの見かけ
の異性体特異性の反応性を有し、他のアミノ酸との交差反応がほとんどない抗体を含むこ
とを構築し、抗血清は、約５００μＭ（５９μｇ／ｍＬ）の濃度で、遊離ＢＭＡＡを検出
するために使用することができた。下述されるように、実験は、抗血清の更なる精製を必
要とせずに、遊離ＢＭＡＡのシグナルおよび可検出性を向上するためのそれらの能力に対
する種々の増幅系を評価するために実行した。
【０１５２】
　抗ＢＭＡＡ抗体シグナルの増幅
　イムノアッセイ感受性は、より多くの検出酵素を有する西洋ワサビペルオキシダーゼ（
ＨＲＰ）検出複合体を生成するために、ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ（商標）ＡＢＣ－ペルオキ
シダーゼキット（ウサギＩｇＧ用のＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ（商標）ＡＢＣ　Ｅｌｉｔｅキ
ット、Ｃａｔ．Ｎｏ．ＰＫ－６１０１、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｂｕ
ｒｌｉｎｇａｍｅ　ＣＡ）を使用することによって増加し、これにより、基質を添加する
と、より強力な着色（更に強力なシグナル）、およびＨＲＰ共役ＩｇＧ（ＩｇＧ－ＨＲＰ
）を用いた標準アッセイと比較して、より高度な吸光度値をもたらした。抗体捕捉イムノ
アッセイにおいて、ＢＭＡＡ被覆濃度の増加に伴ってＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ（商標）系を
使用することによって、上記の実験に記載されるように、標準ＩｇＧ－ＨＲＰを用いて測
定されたシグナルと比較した場合、著しく強力な（増加した）シグナルの測定が可能であ
った。しかしながら、バックグラウンドシグナルはまた、ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ（商標）
系によって著しく増強され、これは、抗血清を評価する際に使用するべき適切な対照の開
発を必要とする。
【０１５３】
　ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ（商標）系を、遊離ＢＭＡＡを検出するための精製されていない
正常抗ＫＧＢ抗血清の能力における、異なるグルタルアルデヒド濃度、異なる遊離ＢＭＡ
Ａ濃度、および異なる抗血清希釈の効果を測定するために、上述のグルタルアルデヒドで
連結した抗体捕捉アッセイにおいて、間接競合アッセイ形式において使用する。ＢＭＡＡ
被覆における効果について試験した２つのグルタルアルデヒド濃度は、０．２％のグルタ
ルアルデヒドおよび０．５％のグルタルアルデヒドであった。ウェルは、１００ｍＭ、５
０ｍＭ、および２０ｍＭのＢＭＡＡのＢＭＡＡ被覆溶液を用いて、グルタルアルデヒド連
結を通して、ＢＭＡＡで被覆した。ＫＧＢに対して産生される抗血清の３番目の採血（Ｋ
ＧＢ３）を、１／８０００、１／１６０００、および１／２００００の濃度で使用した。
遊離ＢＭＡＡを、１μｇ／ｍＬおよび１０μｇ／ｍＬの濃度で、ウェルに添加し、対照ウ
ェルは、添加した遊離ＢＭＡＡがなかった。本実験の設計において、１／８０００で抗血
清を、双方のレベルの遊離ＢＭＡＡとの反応性について試験し、即ち、本実験は、１／８
０００で抗血清を、１μｇ／ｍＬの遊離ＢＭＡＡでインキュベートし、１／８０００で抗
血清が、１０μｇ／ｍＬの遊離ＢＭＡＡでインキュベートしたことを含んだ。１／１６０
００の希釈および１／２００００の希釈で、抗血清を、１０μｇ／ｍＬの遊離ＢＭＡＡを
用いてのみインキュベートした。ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ（商標）増幅系は、結果を増幅す
るために、上述のように使用した。％Ｂ０値を、ブランクの補正の有無にかかわらず計算
した。
【０１５４】
　全ての実験的設計からの結果は、抗ＫＧＢ抗血清が、遊離ＢＭＡＡと反応した抗体を含
有したことを示し、即ち、％Ｂ０＜１００は、遊離ＢＭＡＡに結合した抗体が、ウェルを
被覆するグルタルアルデヒドで連結したＢＭＡＡに結合しなかったことを示した。遊離Ｂ
ＭＡＡの効果は、１０μｇ／ｍＬの遊離ＢＭＡＡを用いてインキュベートした場合、１／
１６０００および１／２００００の希釈で、抗血清に対して最も顕著であった。ウェルを
被覆するＢＭＡＡにおけるそれらの効果について試験した双方のグルタルアルデヒド濃度
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（即ち、０．２％および０．５％のグルタルアルデヒド）で、アッセイは、１μｇ／ｍＬ
および１０μｇ／ｍＬの濃度で、遊離ＢＭＡＡが、ブランクに対する％Ｂ０値を補正する
前および後の双方で、イムノアッセイによって検出することができたことを示した。
【０１５５】
　イムノアッセイ感受性を変えるための更なる修正
　精製されていない「正常」抗ＫＧＢ抗血清を示した前述の標準イムノアッセイ系は、５
９μｇ／ｍＬで遊離ＢＭＡＡを検出することができ、ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ（商標）増幅
系の使用は、向上した検出を提供した。潜在的なＢＭＡＡイムノアッセイの感受性、特に
、ビオチン化等の化学修飾を更に向上するために、更なる開発および修正が実行した。
【０１５６】
　ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮと組み合わせたビオチン－アビジンの増幅　ビオチン－アビジン
反応は、既知の最大親和性反応の１つであり、ビオチン化プローブは、アビジン系を用い
て、酵素または固相に、迅速かつ特異的に付着させることができる。ビオチン化ＢＭＡＡ
プローブを、下述のように、産生され、ＢＭＡＡイムノアッセイの感受性および特異性を
向上するために、ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ（商標）キットからのアビジン－ＨＲＰ複合体と
組み合わせて使用した。
【０１５７】
　直接ＥＬＩＳＡを用いた抗ＢＭＡＡ抗血清とのビオチン－ＢＭＡＡの反応性
　ビオチン化ＢＭＡＡを、ウェルが、種々の希釈で、抗血清で被覆したＥＬＩＳＡ設計を
用いて試験し、種々の量のビオチン化ＢＭＡＡを、ウェルに添加し、固定化抗体へのビオ
チン化ＢＭＡＡの結合を測定した。アッセイの目的は、ビオチン－ＢＭＡＡ複合体が、Ｂ
ＭＡＡイムノアッセイで用いるのに実現可能であるかどうかを決定することと、ビオチン
化ＢＭＡＡが、ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血清に結合するかどうかを決定する
であるため、ＥＬＩＳＡは、直接的な抗体結合アッセイであり、遊離ＢＭＡＡを使用しな
かった。
【０１５８】
　簡潔に述べると、ＫＥＢおよびＫＧＢに対して産生される抗血清を、アッセイプレート
上で被覆し、種々の希釈で、ビオチン－ＢＭＡＡプローブを、抗血清で被覆したウェルに
添加し、各ウェル中の固体化抗体へのビオチン－ＢＭＡＡ結合を、発色マーカー、例えば
、ＨＲＰに複合したアビジンを用いて、測定した。
【０１５９】
　ビオチン化ＢＭＡＡを以下の通りに調製した。１．１８ｍｇ／ｍＬの濃度で、ＰＢＳ中
のＢＭＡＡの溶液を調製した。ビオチン（リンカーを有する）溶液を、ＰＢＳ中の６．９
９ｍｇ／ｍＬの溶液を調製するために、十分なＥＺ－ｌｉｎｋ　Ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ－Ｌ
Ｃ－ＬＣ－ビオチンを用いて、調製した。混合および標識のために、１ｍＬのＢＭＡＡを
、１ｍＬのビオチン溶液と混合し、成分を、ＥＬＩＳＡにおいて使用する前に、室温で反
応させた。１ＭのＢＭＡＡ－ビオチン（ビオチン化ＢＭＡＡ）のストック溶液を調製し、
体積基準で希釈した。１Ｍで、ビオチン－ＢＭＡＡのストック溶液を、１／１００（０．
０１Ｍ）、１／５００（０．００２Ｍ）、１／１０００（０．００１Ｍ）、１／５０００
（０．０００２Ｍ）、１／１００００（０．０００１Ｍ）、１／５００００（０．０００
０２Ｍ）、および１／１０００００（０．００００１Ｍ）（ｖｏｌ／ｖｏｌ）の希釈で使
用した。
【０１６０】
　以下の抗血清を使用した。抗ＫＥＢ抗血清、ＫＥＢで免疫付与した第２のウサギからの
６番目の採血（ＥＤＣ６、ウサギＫＬＨ－ＥＤＣ２－ＢＭＡＡからの６番目の採血）；抗
ＫＧＢ抗血清、９番目の採血（ＧＬＵ９）。各抗血清は、単一の収穫（単一の「採血」）
を示し、硫酸アンモニウム沈殿によって初期部分精製に供した。抗血清は、下述されるよ
うに、ＥＬＩＳＡにおいて使用する前に、ＰＢＳ中で１／１０００、１／５０００、およ
び１／１００００に希釈した。
【０１６１】
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　ＥＬＩＳＡについては、ウェルは、１００μＬのアリコートの希釈された抗血清を添加
し、プレートを３７℃で１時間インキュベートすることによって、抗血清で被覆した。プ
レートは、ＰＢＳＴを用いて３回洗浄した。プレートのウェルを、ＰＢＳ中の１８０μＬ
の１％のＭａｒｖｅｌ乾燥粉乳でブロックし、プレートを３７℃で１時間インキュベート
した。その後、プレートにビオチンＢＭＡＡ複合体を添加する前に、プレートは、ＰＢＳ
Ｔを用いて３回洗浄した。ＰＢＳＴを用いて３回洗浄する前に、プレートを３７℃で１時
間インキュベートした。ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ（商標）増幅キットを用いて供給された１
００μＬのアリコートのアビジン－ＨＲＰ複合体を、各ウェルに添加し、次いで、３７℃
で１時間インキュベートした。室温で３０分間、ＴＭＢ基質（１ウェル当たり１００μＬ
）を添加する前に、プレートは、ＰＢＳＴを用いて３回洗浄した。１ＭのＨ２ＳＯ４（１
００μＬ）を添加することによって、反応を停止し、４５０ｎｍでの吸光度を各ウェルに
対して測定した。
【０１６２】
　固定化抗体（抗血清）へのＢＭＡＡ結合は、強力なシグナル用量反応を示し、シグナル
強度の低下（Ａ４５０　ＢＭＡＡ－ビオチンプローブへの抗体結合を示す）は、ＢＭＡＡ
－ビオチンプローブの「用量」が低下する際に、低下した。全ての希釈（１／１０００、
１／５０００、および１／１００００）で、双方の抗血清（抗ＫＥＢおよび抗ＫＧＢ）は
、ＢＭＡＡ－ビオチンの低下（即ち、ＢＭＡＡ－ビオチン希釈の増加）に伴って、シグナ
ル強度が低下する同一のシグナル用量パターンを示した。
【０１６３】
　異なる検出プローブ：単一の（増幅していない）アビジン－ＨＲＰプローブ
　別の実験では、異なる市販の単一の（増幅していない）ＨＲＰ－アビジンプローブを、
ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ（商標）ＨＲＰ－アビジン複合体を使用するための代替物として、
抗ＫＧＢ抗血清からの固定化抗体に結合したＢＭＡＡ－ビオチンプローブを検出するため
に使用した。上述のように、ＥＬＩＳＡが実行した。簡潔に述べると、抗ＫＧＢ抗血清（
９回目の採血、上記参照）を、１／１０００の希釈で、アッセイプレート上で被覆し、上
述のように、１／１００（０．０１Ｍ）～１／１０００００（０．００００１Ｍ）の希釈
で、ビオチン－ＢＭＡＡをウェルに添加した。市販の単一のＨＲＰ－アビジンプローブ（
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｃａｔ．Ｎｏ．１－３１５１、２５０μｇ／ｍＬ）を、固
定化抗体へのビオチン－ＢＭＡＡの結合を検出する能力について試験した。アビジン－Ｈ
ＲＰを、異なる強度の溶液：アビジン－ＨＲＰで希釈された（ｖｏｌ／ｖｏｌ）、１／１
０００、１／２０００、１／４０００、および１／６０００を提供するために希釈した。
各ビオチン－ＢＭＡＡ濃度を、アビジン－ＨＲＰのそれぞれの希釈を用いて測定した。
【０１６４】
　強力なシグナル用量反応を、単一のアビジン－ＨＲＰプローブを用いて、観察した。各
ビオチン－ＢＭＡＡ濃度（希釈）については、最強シグナルが、１／１０００の希釈で、
即ち、ＨＲＰ－アビジンプローブの最大濃度で、ＨＲＰ－アビジンプローブを用いたアッ
セイにおいて見られた。各ビオチン－ＢＭＡＡ希釈については、シグナル強度は、ＨＲＰ
－アビジン濃度に伴って低下した、即ち、シグナルは、ＨＲＰ－アビジンプローブが、次
第に希釈されると共に低下した。
【０１６５】
　ビオチン－ＢＭＡＡの存在下で、遊離ＢＭＡＡとの抗ＢＭＡＡ抗血清の反応性
　アッセイウェルを異なる希釈で、ビオチン－ＢＭＡＡで被覆し、市販の単一のＨＲＰ－
アビジンプローブを、異なる希釈で、５μｇ／ｍＬの濃度で、遊離ＢＭＡＡとの抗ＫＧＢ
および抗ＫＥＢ抗血清の反応性を検出するための間接競合ＥＬＩＳＡ形式において使用し
た。双方の抗ＫＧＢおよび抗ＫＥＢ抗血清は、５μｇ／ｍＬの遊離ＢＭＡＡとの反応性を
示し、％Ｂ０＜１００の測定値によって立証されるように、最強の反応は、７８％の低％
Ｂ０値を有する抗ＫＧＢ抗血清で見られた。
【０１６６】
　実施例７．免疫ブロットにおけるＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体を検出するための抗ＢＭＡＡ
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抗体の使用
　ＢＭＡＡが、種々の方法で、ペプチドおよびタンパク質と会合され得、これには、ペプ
チドの表面への物理的付着もしくは会合、および／またはポリペプチド鎖へのＢＭＡＡの
取り込みが含まれることを理解されたい。上述の実験は、ＫＬＨ－ＢＭＡＡ複合体に対し
て産生される抗血清（抗ＫＧＢおよび抗ＫＥＢ抗血清）は、複合および遊離形式でのＢＭ
ＡＡ（即ち、複合したＢＭＡＡおよび遊離ＢＭＡＡ）を認識することが可能な抗体を含有
することを示した。したがって、上述のように、ＢＭＡＡ複合体に対して産生される抗血
清を、免疫ブロット（ウエスタンブロット）におけるポリペプチドとのＢＭＡＡの会合を
検出するために使用した。ある実験では、抗血清は、種々のタンパク質調製の免疫ブロッ
ト（ウエスタンブロット）をプローブし、これらの抗血清を、タンパク質会合ＢＭＡＡを
認識することができるかどうかを決定するために使用した。
【０１６７】
　上述の実験において立証されるように、抗ＫＧＢおよび抗ＫＥＢ抗血清は、ＢＭＡＡ－
ＢＳＡ複合体を認識することが可能であった。したがって、抗ＫＧＢおよび抗ＫＥＢ抗血
清を、ＢＳＡおよび種々のＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体のウエスタンブロットをプローブする
ために使用した。以下の試料を、ＳＤＳゲル電気泳動法に供し、ウエスタンブロット（免
疫ブロット）分析のために細胞膜に移した。ＢＳＡ－ＧＬＵ－ＢＭＡＡ（ＢＧＢ）、ＢＳ
Ａ－ＥＤＣ－ＢＭＡＡ（ＢＥＢ）、および複合していないＢＳＡ（天然タンパク質）。Ｂ
ＳＡ－ＢＭＡＡ複合体のプローブブロットへのＫＬＨで複合したＢＭＡＡに対して産生さ
れる抗血清を用いた免疫ブロットからの結果は、免疫ブロットにおける高分子量タンパク
質（例えば、ＢＳＡ）の表面に化学結合した（複合した）ＢＭＡＡの検出についての期待
できる兆候を示した。
【０１６８】
　タンパク質は、ポリアクリルアミドゲル（１レーン当たり１０μｇのタンパク質）上に
充填され、ＢｉｏＲａｄ　Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮ（登録商標）ＩＩ（ＢｉｏＲａｄ，
Ｈｅｒｃｕｌｅｓ　ＣＡ）を用いて、２００Ｖで約４０分間、４％のスタッキングゲル、
次いで、１２％の分離ゲルを通して電気泳動に供した。
【０１６９】
　タンパク質を、以下の通りに、室温で一晩、ポリアクリルアミドゲルからニトロセルロ
ース膜に転移した（ＢｉｏＲａｄ　Ｍｉｎｉ　Ｔｒａｎｓ－Ｂｌｏｔ（登録商標）、Ｂｉ
ｏＲａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ　ＣＡ）。転移緩衝液（３．０３ｇのトリス、１４．４ｇの
グリシン、２００ｍＬのメタノール；水を用いてＩＬまで作製）を調製し、４℃で保存し
た。各ニトロセルロース膜を、タンパク質が転移するゲルの寸法に適合するように切断し
た。ゲル、ニトロセルロース膜、ろ紙、および転移緩衝液中のファイバーパッドに浸漬す
ることによって、転移する前に、全ての構成成分を予め湿らせ、平衡化した。「サンドイ
ッチ」を、清浄表面上の外側（灰色）があるホルダーカセットを開口し、カセットの灰色
側に予め湿らせたファイバーパッドを置き、ファイバーパッド上に１枚のろ紙を置き、気
泡を除去するように十分注意し、ゲル上に予め湿らせたニトロセルロース膜を置き、気泡
を除去するように十分注意し、ニトロセルロース膜上にろ紙を置き、最後にファイバーパ
ッドを添加し、ホルダーカセットを閉口することによって調製した。冷却ユニットを添加
し、転移緩衝液で完全にタンクを充填した後、３０Ｖで、９０ｍＡで、一晩（約１８時間
）、転移を行った。転移が完了したと見なした後、転移の質およびタンパク質バンドの位
置は、Ｐｏｎｃｅａｕ　Ｓを用いた可逆的に染色することによって、視覚化することがで
きた。必要に応じて、細胞膜は、本ステップ中、印を付けた。
【０１７０】
　免疫ブロット分析については、細胞膜を、転移ユニットから除去し（または、適切な場
合、Ｐｏｎｃｅａｕ　Ｓの脱染色溶液から除去し）、０．１％の乾燥粉乳（Ｍａｒｖｅｌ
　ブランド）／ＰＢＳＴ中で、１時間インキュベートした。次いで、細胞膜を、ＰＢＳＴ
を用いて、１回の洗浄当たり５分間、３回（３×５）、洗浄した。必要に応じ、ニトロセ
ルロース膜を、試料レーンに対応するストリップに切断した。細胞膜を、種々の希釈で、
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２時間、一次抗体を用いてインキュベートし、次いで、ＰＢＳＴを用いて、１回の洗浄当
たり５分間、３回（３×５）、洗浄した。本明細書に記載の実験では、抗ＫＧＢ抗血清の
９回目の採血（ＧＬＵ９　ＡＳ）および抗ＫＥＢ抗血清の第２のＥＤＣウサギの６回目の
採血（ＥＤＣ６　ＡＳ）を、１／１００、１／２００、および１／５００の希釈で、一次
抗体として使用した。二次抗体標識のために、細胞膜を、ＩｇＧ－ＨＲＰ（１：２５０）
を用いて、２時間インキュベートし、次いで、ＰＢＳＴを用いて、１回の洗浄当たり５分
間、３回（３×５）、洗浄した。ペルオキシダーゼ基質を、５ｍＬの冷却メタノール中の
１５ｍｇの４－クロロナフタールの溶液と、２５ｍＬのＰＢＳ中の１５μＬのＨ２Ｏ２の
溶液を混合することによって調製した。抗体結合を視覚化するために、発色ペルオキシダ
ーゼ基質を、２つの溶液を一緒に混合し、洗浄した細胞膜に適用することによって調製し
た。バンドを展開させる際（通常、約５～１０分間）に、反応を監視した。水を添加する
ことによって、更なる展開を停止した。次いで、細胞膜（全細胞膜および／またはストリ
ップ）を、ブロット乾燥させた。
【０１７１】
　全ての転移したＢＳＡ含有タンパク質を視覚化するためのニトロセルロース膜のＰｏｎ
ｃｅａｕ　Ｓ染色からの結果は、同一の細胞膜上の転移したタンパク質への抗体結合を示
す免疫ブロット（ウエスタンブロット）の結果と比較した。ウエスタンブロットからの結
果は、Ｐｏｎｃｅａｕブロットとの類似性および差異を示した。抗ＫＧＢ抗血清（９回目
の採血、Ｇｌｕ９　ＡＳ）が、ブロットをプローブするための一次抗体として使用した場
合、抗血清調製の全ての強度（１／１００、１／２００、および１／５００の希釈）は、
ＢＧＢ試料（図４、ブロットＡ、Ｂ、およびＣのレーン１）と反応すると考えられたが、
ＢＥＢ試料（図４、ブロットＡ、Ｂ、およびＣのレーン２）、または天然ＢＳＡ（図４、
ブロットＡ、Ｂ、およびＣのレーン３）と反応するとは考えられなかった。抗ＫＧＢ抗血
清を用いた、ＢＧＢ複合体は、試料に対して以前に観察されたＰｏｎｃｅａｕ染色と一致
した抗体染色を示し、ここで、ＢＧＢ試料は、１９１、８５、および７０ｋＤａに対応す
る位置（図４、ブロットＡ、Ｂ、およびＣのレーン１）でバンドの強い染色を示した。天
然ＢＳＡ対照との反応性の不足は、抗ＫＧＢ抗血清の反応性が、ＢＭＡＡおよび／または
ＧＬＵ架橋剤に対して特異的であり、ＢＳＡとの特異的な反応性がなかったことを示す。
ＥＤＣで架橋結合した複合体（ＢＳＡ－ＥＤＣ－ＢＭＡＡ、ＢＥＢ）との反応性の欠如は
、抗ＫＧＢ抗血清がＢＥＢを認識することができたことを前述のイムノアッセイの結果が
示したため（上述参照）、解釈し難く、これは、抗ＫＧＢ抗血清が、ウエスタンブロット
上でＢＥＢにおけるエピトープを認識することが期待され得ることを示唆した。
【０１７２】
　抗ＫＥＢ抗血清（６回目の採血、ＥＤＣ６　ＡＳ）が、ブロットをプローブするための
一次抗体として使用した場合、抗血清調製の全ての強度（１／１００、１／２００、１／
５００）は、ＢＥＢ（図４、ブロットＤ、Ｅ、およびＦのレーン２）およびＢＧＢ試料（
図４、ブロットＤ、Ｅ、およびＦのレーン３）と反応し、ゲルを通して観察された染色お
よび強く染色するバンドは、１９１、１６７、６０、５３、３５、２９、２１、および１
０ｋＤａに対応する位置で同定されると考えられた。１／１００の希釈で、抗ＫＥＢ抗血
清は、天然ＢＳＡ（図４、ブロットＤ、レーン１）とわずかな反応を示したが、１／２０
０および１／５００の希釈（図４、ブロットＥ、レーン１およびブロットＦ、レーン１）
では反応は見られなかった。双方のＢＳＡ－ＢＭＡＡ複合体（ＢＥＢおよびＢＧＢ）との
抗ＫＥＢ抗血清の反応性は、以前のＥＬＩＳＡ結果に従って、抗ＫＥＢ抗血清が双方のＢ
ＥＢおよびＢＧＢを認識することができたことを示している（上記参照）。
【０１７３】
　実施例８．キリンドロスペルモプシス　ラキボルスキイ株ＣＲ３からのシアノバクテリ
アタンパク質調製剤の免疫ブロット分析
　免疫ブロット分析を、キリンドロスペルモプシス　ラキボルスキイ株ＣＲ３からのシア
ノバクテリアタンパク質調製において行い、これは、タンパク質分画中のＢＭＡＡ（タン
パク質結合ＢＭＡＡ）に加えて、大量の細胞質ＢＭＡＡ（遊離ＢＭＡＡ）を含有すること
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が以前より知られていた（Ｃｏｘ　ｅｔ　ａｌ．　（２００５）　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　
Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１０２：５０７４－５０７８）。キリンドロスペルモプシス
　ラキボルスキイ株ＣＲ３（「ＣＲ３」）は、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｄｕｎｄｅ
ｅでの大量培養から収穫され、以下の通りに調製した。１７５ｍＬのフィラメント状のシ
アノバクテリアの後期対数増殖期（ｌａｔｅ　ｌｏｇ　ｐｈａｓｅ）培養の試料を除去し
、ガス胞は、機械的衝撃（作業台上で充填した遠心分離管を激打すること）によって崩壊
させた。フィラメントを、３５００ｒｐｍで、１０分間遠心分離した（Ｈｅｒａｅｕｓ　
Ｌａｂｏｆｕｇｅ　４００）。浮遊物を除去し、ペレットを再懸濁し、４０００ｒｐｍで
、更に遠心分離するために１．５ｍＬの微小遠心管に移した（２．５分間、Ｅｐｐｅｎｄ
ｏｒｆ　ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ　５４１５Ｄ）。浮遊物を再度除去し、ペレットを、ｐＨ
７．５で、１ｍＬの最終容量まで、５０ｍＭのトリス緩衝液中で再懸濁した。懸濁液を、
約１分間、氷上で超音波処理し、細胞を分解し、タンパク質を放出した。懸濁液を、再度
遠心分離し、浮遊物のタンパク質濃度を、色素結合タンパク質（Ｓｉｇｍａ）を用いて、
５９５ｎｍで吸光度を測定して分析した（Ｂｒａｄｆｏｒｄ，１９７６，Ａｎａｌ　Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ　７２：２４８－２５４）。次いで、懸濁液を、１ｍＭの最終濃度までのＥＤ
ＴＡおよび１０％（ｖ／ｖ）の濃度までのグリセロールを添加することによって修正した
。
【０１７４】
　電気泳動法および免疫ブロット分析前に、ＣＲ３タンパク質調製の一部の試料を、ＢＭ
ＡＡが、シアノバクテリアタンパク質調製物中に存在する任意のタンパク質と反応するか
どうかを試験するための試料を調製するために、遊離ＢＭＡＡで予めインキュベートした
（ＢＭＡＡを「添加した」）。天然ＢＳＡを対照として使用した。
【０１７５】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥを、上述のように、１レーン当たり２８μｇのタンパク質（２８μｇ
のＣＲ３全タンパク質抽出物）を充填し、４％のスタッキングおよび１２％の分離ゲルを
用いて行い、ニトロセルロース膜に転移させた。タンパク質が、ニトロセルロース膜に転
移した後、抗ＫＧＢ抗血清（９回目の採血、ＫＧＢ９）および抗ＫＥＢ抗血清（６回目の
採血、ＫＥＢ６）を、ＣＲ３タンパク質のウエスタンブロットをプローブするために一次
抗体として使用した。図５に示されるように、双方の抗ＫＧＢおよび抗ＫＥＢ抗血清は、
ＣＲ３タンパク質調製においてタンパク質上の１つ以上のエピトープと反応した（全ての
ブロットのレーン２）。双方の抗血清は、ＣＲ３タンパク質と反応したが、反応プロファ
イルは異なった。抗ＫＧＢ抗血清は、１０～１２０ｋＤａの範囲の分子量を有するタンパ
ク質と反応した。抗ＫＥＢ抗血清は、２１～１９６ｋＤａの範囲の分子量を有するタンパ
ク質と反応した。遊離ＢＭＡＡとのＣＲ３タンパク質調製物の予めインキュベート（「添
加」）は、抗血清反応性における検出可能な効果がなかった（全てのブロットのレーン３
）。これらの結果は、ＣＲ３シアノバクテリアタンパク質調製物が、抗ＢＭＡＡ抗血清に
よって認識されるエピトープを持つタンパク質を含有したことを示した。
【０１７６】
　ＢＳＡ対照は、試験した最高の抗血清希釈（１／１００）で、双方の抗血清とのわずか
な反応性を示したが、抗血清濃度が低下した際には、この反応性は、見られなかった。こ
の結果は、一次抗体が、高濃度で存在する場合、一部は、ＢＳＡに対して非特異的結合を
示した（図５、全てのブロットのレーン１）。
【０１７７】
　実施例９．免疫ブロットにおける非特異的反応性の試験
　免疫ブロット上で観察された反応性の一部（上記参照）が、非特異的反応性のためによ
るものである可能性を試験するために、免疫ブロット分析を、低希釈のＢＭＡＡに対して
産生される抗血清（抗ＫＧＢおよび抗ＫＥＢ）、およびヌル（免疫前）血清を用いて実行
した（図６）。キリンドロスペルモプシス　ラキボルスキイ株ＣＲ３（「ＣＲ３」）抽出
物および天然ＢＳＡの試を、非特異的反応性について評価した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥのため
に、２８μｇのタンパク質（ＣＲ３　全タンパク質抽出物）または１０μｇのＢＳＡを、
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各レーンにおいて充填し、ゲル組成物、走行条件、転移条件、および免疫ブロット条件は
、上述の通りであった。
【０１７８】
　抗ＫＧＢ抗血清（ＫＧＢ９）を、１／２００、１／５００、１／１０００、および１／
２０００の希釈で、一次抗体として使用した。抗ＫＥＢ抗血清（ＥＤＣ６）を、１／２０
０、１／５００、１／１０００、および１／２０００の希釈で、一次抗体として使用した
。免疫付与前にウサギから回収したヌル血清（ＮＳ）を、１／２００の希釈で、一次抗体
として使用した。
【０１７９】
　双方の抗血清は、全ての希釈で、ＣＲ３抽出物においてタンパク質との反応性およびＢ
ＳＡ試料とのごくわずかな反応性を示した。抗ＫＧＢおよび抗ＫＥＢ抗血清について見ら
れる反応性パターンの比較は、抗ＫＥＢ抗血清が、多数のタンパク質バンドと反応し、こ
れらのバンドの染色は、更に顕著であることを示した一方、抗ＫＧＢ　抗血清は、１つの
タンパク質複合体のみと反応すると考えられた。抗ＫＥＢ抗血清は、全ての希釈で、ブロ
ット上で可視的な異なるバンドを有する、約６６ｋＤａの平均分子量に対応する領域にお
いて、ＣＲ３タンパク質と反応した。１／２００の希釈で、抗ＫＥＢ抗血清は、約５４～
６６ｋＤａの分子量に対応する領域において、ＢＳＡとの反応性を示した。抗ＫＧＢ抗血
清は、約５０ｋＤａの平均分子量に対応する領域において、ＣＲ３タンパク質との強力な
反応性を示した。ヌル血清はまた、約５０ｋＤａの平均分子量に対応する、同一の領域に
おいて、ＣＲ３タンパク質との反応性を示した。
【０１８０】
　ＣＲ３抽出物では、ＮＳは、５０～６０ｋＤａのバンドと反応した（レーン２、１２）
。しかしながら、染色の強度を比較した場合、抗ＫＧＢ抗血清が、著しく高い染色強度を
示し、ＣＲ３試料において、多くのタンパク質バンドを認識したことは明らかであった。
この差異はまた、抗ＫＥＢ抗血清およびヌル血清（ＮＳ）を比較した場合、見られたが、
対比は、あまり劇的ではない。この実験では、ヌル血清を用いた前回の実験が、異なるＢ
ＭＡＡ複合体で免疫付与する前に異なるウサギから採取したヌル血清間の差異を示さなか
ったので、ヌル血清（ＮＳ）を、１匹のウサギから回収し、その結果、ＢＭＡＡまたはＢ
ＭＡＡ複合体とのいずれのウサギ特異的反応性も前兆候はなかった。これらの結果から、
バンドが、ヌル血清（ＮＳ）対照でインキュベートした細胞膜に出現し始める場合、着色
反応が停止したので、ヌル血清（ＮＳ）を、ウエスタンブロットに対する対照指標として
使用した。つまり、特異反応は、恐らく完了し、いかなる更なる着色が、恐らく、非特異
反応によるものであることを理解されるため、バンドがＮＳを用いてプローブした試料中
に出現し始める場合、着色反応を停止する。
【０１８１】
　抗ＫＥＢ抗血清は、多種多様のＣＲ３タンパク質バンドと反応すると考えられ、バンド
が、抗ＫＧＢ反応タンパク質よりも更に画定されたため、下述の分析における抗ＫＧＢ抗
血清よりも更なる希釈で、抗ＫＥＢ抗血清を使用し得ると判断された。更に、より濃縮し
た抗血清溶液（例えば、１／１００の希釈）が、非特異的結合の増加をもたらすと考えら
れたため、一次抗体の低濃度（高希釈）は、ＢＭＡＡ含有タンパク質の特異的検出の可能
性を向上させるために、下述の分析において使用した。
【０１８２】
　実施例１０．他のシアノバクテリア株からのタンパク質調製物の免疫ブロット分析
　タンパク質抽出物を、タンパク質プロファイルと抗血清反応性を比較するために、抗Ｋ
ＧＢおよび抗ＫＥＢ抗血清を用いて、免疫ブロット分析用に追加のシアノバクテリア株か
ら調製した。全タンパク質抽出物を、ミクロキスティス（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ）株Ｐ
ＣＣ７８２０、スピルリナ（Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ）株ＰＣＣ８００５、およびバルチック
ノドゥラリア（Ｂａｌｔｉｃ　Ｎｏｄｕｌａｒｉａ）から調製した。キリンドロスペルモ
プシス　ラキボルスキイ株ＣＲ３（「ＣＲ３」）からのタンパク質調製物は、比較用の分
析および陽性対照として含まれた。各株からの試料を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ用のゲル（２９
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μｇのタンパク質／レーン）上に充填し、ゲル組成物（例えば、４％のスタッキング、１
２％の分離）、走行条件、転移条件、および免疫ブロット条件は、上述の通りであった。
【０１８３】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルは、各シアノバクテリアタンパク質調製物に対するタンパク質プ
ロファイルを示すために、クマシー染色を用いてタンパク質を染色した。ＳＤＳゲルを、
更に感受性が高い硝酸銀染色で染色し、感受性の低いクマシーブルーと比較した場合、追
加のタンパク質バンドが見られ、これは、クマシー染色では見られなかったが、免疫ブロ
ット（ウエスタンブロット）分析によって潜在的に検出可能であった、抽出物において、
様々なタンパク質の存在を示した。タンパク質が、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルからニトロセル
ロース膜に転移した後、タンパク質転移は、タンパク質を視覚化するためにＰｏｎｃｅａ
ｕ　Ｓを用いて細胞膜を可逆的に染色することによって評価された。ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲ
ルを、タンパク質が、ゲル中に存在し（前）、ゲルからニトロセルロース膜に転移した（
後）ことを確認するために、転移前後、タンパク質について試験し。
【０１８４】
　４つのシアノバクテリアタンパク質抽出物のブロットを、ＢＭＡＡ複合体に対して産生
される抗血清が、これらの抽出物において、タンパク質と反応するかどうかを決定するた
め、および任意の特定のシアノバクテリアタンパク質が、ＢＭＡＡに会合したものである
と考えられるかどうか間接的に調査するために、抗ＫＥＢ抗血清および抗ＫＧＢ抗血清を
用いてプローブした。４つのシアノバクテリアタンパク質抽出物のブロットをまた、非特
異的反応性について試験するために、ヌル血清（ＮＳ）を用いてプローブした。タンパク
質株からの染色パターンおよび結果、ならびに免疫ブロットを比較した。
【０１８５】
　抗ＢＭＡＡ抗血清を用いてプローブした免疫ブロットを、ヌル血清を用いてプローブし
た免疫ブロットと比較した場合、抗ＢＭＡＡ抗血清で見られた反応は、異なるパターンお
よび更に高いシグナル強度を示した。シアノバクテリアタンパク質調製物で抗ＢＭＡＡ抗
血清の反応の強度は、各株に対して異なり、キリンドロスペルモプシス　ラキボルスキイ
ＣＲ３が、最も強い（濃い色）反応を示し、ミクロキスティスＰＣＣ７８２０が、次に強
く、次いで、スピルリナＰＣＣ８００５、最も弱い（淡い色）反応が、バルチックノドゥ
ラリアで見られた。免疫ブロットを、ヌル血清を用いてプローブした場合、約５９ｋＤａ
の分子量を有するタンパク質に対応するバンドが観察された。免疫ブロットを、抗ＢＭＡ
Ａ抗血清でプローブした場合、バンドが、以下の通りに、各株において標識された。ＣＲ
３のために、約２４３、１４９、１２９、および１１４ＫＤａの分子量を有するタンパク
質に対応するバンドが標識され、約４２～１０４ｋＤａの分子量を有するタンパク質に対
応する「塗布標本」が標識された。ＰＣＣ８００５のために、約２４９、１２９、４４、
および２９ｋＤａの分子量を有するタンパク質に対応するバンドが標識された。バルチッ
クノドゥラリアのために、１３６、１２３、４４、および３０ｋＤａの分子量を有するタ
ンパク質に対応するバンドが標識された。ＰＣＣ７８２０のために、約６９～１０６ｋＤ
ａの分子量を有するタンパク質に対応する「塗布標本」が標識された。
【０１８６】
　実施例１１．市販の生物を用いた抗ＢＭＡＡ抗血清の反応性
　シアノバクテリアが、抗ＢＭＡＡ抗血清の反応性の株特異性のある差異を示したため（
上記参照）、他の生物を、抗ＢＭＡＡ抗血清とのそれらの潜在的な反応性を解明するため
に、免疫ブロット分析によって評価した。パン酵母（サッカロマイセスセレヴィシエ）の
市販の栄養補助食品および「緑藻類」（クロレラ種）の食物栄養補助食品を、免疫ブロッ
トによって抗ＢＭＡＡ抗血清とのそれらの反応性について試験した。クロレラ食物栄養補
助食品からのタンパク質調製物は、抗ＢＭＡＡ抗血清と強く反応し、パン酵母（サッカロ
マイセスセレヴィシエ）調製物は、わずかな反応性を示した。
【０１８７】
　実施例１２．大腸菌、テトラセルミス、およびクロレラとの抗ＢＭＡＡ抗血清の反応性
　上述の試験した市販の製品の起源が構築され得なかったため、更なる研究を、公知の歴
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史と共に純粋な株を用いて実行した。更に、ある生物のこれらの純粋な株を、シアノバク
テリアとの比較のために、見込まれる「陰性対照」として試験した。シアノバクテリアと
の可能なＢＭＡＡ会合の状況が、より良好に理解され得るように、大腸菌（株ＨＫ２９；
Ｄｒ．Ｈ．Ｋ．Ｙｏｕｎｇ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｄｕｎｄｅｅ）、緑藻クロレ
ラブルガリス（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）および緑藻テトラセルミス種の
純粋株を、可能な陰性対照として得た。
【０１８８】
　大腸菌（株ＨＫ２９）、クロレラブルガリス、およびテトラセルミス種の純粋株を、得
、収穫し、全タンパク質抽出物を調製した。各株からの試料を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ用のゲ
ル（２９μｇのタンパク質／レーン）上に充填し、ゲル組成物（例えば、４％のスタッキ
ング、１２％の分離）、走行条件、転移条件、および免疫ブロット条件は、上述の通りで
あった。キリンドロスペルモプシス　ラキボルスキイＣＲ３のタンパク質調製物を比較用
として含んだ。
【０１８９】
　図７に示されるように、ＣＲ３タンパク質試料との期待された反応性のパターンが見ら
れ、他の生物からのタンパク質試料は、ブロットをプローブするために使用する抗血清と
の幾つかの反応性を示した。１／５００もしくは１／１０００で、抗ＫＥＢ抗血清、ある
いは、１／５００（試験した希釈のみ）で、抗ＫＧＢ抗血清は、いずれも、緑藻類、クロ
レラ、およびテトラセルミスのいずれのタンパク質との検出可能な反応性を示さなかった
。
【０１９０】
　１／５００の希釈で、抗ＫＥＢ抗血清（ＥＤＣ６　ＡＳ）は、約１２４、８９、５９、
および３５ｋＤａの分子量を有するタンパク質に対応するＣＲ３試料中のバンドが標識さ
れ（図７、レーン６）、１／１０００の希釈で、抗ＫＥＢ抗血清は、約１２１、９４、７
９ｋＤａの分子量を有するタンパク質に対応するＣＲ３中のバンドが標識された（図７、
レーン１２）。１／５００で、抗ＫＥＢ抗血清は、約１２４、９７、８６、７９、７３、
５９、５０、４６、３８、３５、２７、２４、２２、１６、１２、１１、および９ｋＤａ
の分子量を有するタンパク質に対応する大腸菌試料中のバンドの強力な標識を示した（図
７、レーン７）。１／１０００の希釈で、抗ＫＥＢ抗血清は、約１０９、９８、８８、６
１、４８、４３、３８、２７、２５、２３、１６、１４、１３、および９ｋＤａの分子量
を有するタンパク質に対応する大腸菌試料中のバンドが弱く標識されたが、バンドは、１
／５００で、抗血清を有するものよりもはるかに低い強度で標識された（図７、レーン１
３）。
【０１９１】
　１／５００の希釈で、抗ＫＧＢ抗血清は、約８４～３６ｋＤａの範囲の分子量を有する
タンパク質に対応する「塗布標本」のＣＲ３試料においてバンドが標識された（図７、レ
ーン１６）。１／５００の希釈で、抗ＫＧＢ抗血清は、約６６、５８、４９、４４、およ
び２４ｋＤａの分子量を有するタンパク質に対応する、大腸菌試料において、バンドの強
力な標識を示した（図７、レーン１７）。
【０１９２】
　ヌル血清（１／５００の希釈で）は、ＣＲ３との反応性をほとんど示さなかった（図７
、レーン２）。大腸菌試料では、ヌル血清は、約９１、１３、および１２ｋＤａの分子量
を有するタンパク質に対応するバンドが標識された（図７、レーン３）。クロレラでは、
ヌル血清は、約１１ｋＤａの分子量を有するタンパク質に対応するバンドが標識された（
図７、レーン４）。テトラセルミスでは、ヌル血清は、約１０ｋＤａの分子量を有するタ
ンパク質に対応するバンドが標識された（図７、レーン５）。
【０１９３】
　大腸菌株ＨＫ２９のタンパク質との抗ＫＥＢおよび抗ＫＧＢ抗血清の反応性は、同一量
の全タンパク質抽出物が、各レーンに充填された場合、以前試験したシアノバクテリア株
のいずれかのタンパク質との抗血清の反応性よりも強力であった。大腸菌調製における広
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範な特異タンパク質バンドは、双方の抗血清によって染色された。大腸菌株ＨＫ２９の試
料を、収穫し、ＨＰＬＣによるＢＭＡＡ分析のためにフリーズドライした。
【０１９４】
　変性ＳＤＳ－ＰＡＧＥを使用して、上記で試験した全ての生物からのタンパク質を分離
したため、ならびに免疫ブロット上で抗ＫＧＢおよび抗ＫＥＢ抗血清が標識された種々の
異なるタンパク質バンドが、種々の生物からのタンパク質を分離し、変性したため、合成
免疫複合体との反応性の分析によって立証されるように、およびＢＭＡＡ複合体に対して
産生される抗血清が、生きている生物からのタンパク質抽出物と反応することを示す結果
によって実証されるように、上記の実験は、ＢＭＡＡがポリペプチド鎖に取り込まれるこ
とを示唆した。
【０１９５】
　種々の修正は、添付の請求項に定義されるように、本発明の精神および範囲から逸脱さ
れることなく、好ましい実施形態になされ得る。

【図４】 【図５】
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