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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象由来の生体試料に存在する少なくとも2種の異なる標的抗体を検出するためのin vi
troアッセイ方法であって、
　(a)少なくとも2種の固体支持体の混合物を生体試料と接触させる工程であって、
　固体支持体の少なくとも1種が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第1のAGT
-抗原融合タンパク質を含み、
　固体支持体の少なくとも1種が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第2のAGT
-抗原融合タンパク質を含む工程と、
　(b)第1のAGT-抗原への抗体の結合の存在または非存在を検出する工程と、
　(c)第2のAGT-抗原への抗体の結合の存在または非存在を検出する工程と
　を含む方法。
【請求項２】
　少なくとも5種の固体支持体の混合物を対象由来の生体試料と接触させる工程を含む、
請求項1に記載のアッセイ方法。
【請求項３】
　少なくとも10種の固体支持体の混合物を対象由来の生体試料と接触させる工程を含む、
請求項1に記載のアッセイ方法。
【請求項４】
　少なくとも15種の固体支持体の混合物を対象由来の生体試料と接触させる工程を含む、
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請求項1に記載のアッセイ方法。
【請求項５】
　両方のAGT-抗原融合タンパク質が、配列番号2のSNAP変異体を含む、請求項1～4のいず
れか一項に記載のアッセイ方法。
【請求項６】
　前記固体支持体が、その特異的な位置、サイズ、直径、重量、粒度分布または標識によ
り特異的に同定され得る、請求項1～5のいずれか一項に記載のアッセイ方法。
【請求項７】
　前記固体支持体が、蛍光色素、発色団、放射性同位元素および/または質量タグで標識
されている、請求項1～6のいずれか一項に記載のアッセイ方法。
【請求項８】
　前記固体支持体が、微小粒子である、請求項1～7のいずれか一項に記載のアッセイ方法
。
【請求項９】
　前記固体支持体が、磁性である、請求項1～8のいずれか一項に記載のアッセイ方法。
【請求項１０】
　前記固体支持体が、蛍光染料で内部標識された微小粒子である、請求項1～9のいずれか
一項に記載のアッセイ方法。
【請求項１１】
　固体支持体のそれぞれが、励起後に異なる識別可能な波長を放射する、請求項1～10の
いずれか一項に記載のアッセイ方法。
【請求項１２】
　前記第1または第2のAGT-抗原融合タンパク質が、配列番号3のデング熱ウイルス1のEDII
Iタンパク質、配列番号4のデング熱ウイルス2のEDIIIタンパク質、配列番号5のデング熱
ウイルス3のEDIIIタンパク質、配列番号6のデング熱ウイルス4のEDIIIタンパク質、配列
番号7のウエストナイルウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号8の黄熱ウイルスのEDIIIタ
ンパク質、配列番号9の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号10のジカウイルス
のEDIIIタンパク質、配列番号11のベッセルブロンウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号
12のロシオウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号13のマレー脳炎ウイルスのEDIIIタンパ
ク質、配列番号14のセントルイス脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号54によりコ
ードされた遺伝子型1の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号55によりコードさ
れた遺伝子型2の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号56によりコードされた遺
伝子型4の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号57によりコードされた遺伝子型
5の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号58によりコードされたラーベンスブル
クウイルスのEDIIIタンパク質の少なくとも30個の連続的なアミノ酸を含む、請求項1～11
のいずれか一項に記載のアッセイ方法。
【請求項１３】
　前記第1または第2のAGT-抗原融合タンパク質が、HIV1、HIV2、B型肝炎ウイルス、C型肝
炎ウイルス、E型肝炎ウイルス、ウエストナイルウイルスおよび、HPV16、18、31、33、35
、39、45、51、52、56、58、59、66および68の発癌性HPV株のウイルス性タンパク質の少
なくとも20個の連続的なアミノ酸を含む、請求項1～12のいずれか一項に記載のアッセイ
方法。
【請求項１４】
　前記第1または第2のAGT-抗原融合タンパク質が、配列番号21、配列番号42、配列番号49
、配列番号51、配列番号53、配列番号60、配列番号62、配列番号64、配列番号66、配列番
号68、配列番号70、配列番号72、配列番号74、配列番号76、配列番号78、配列番号80、配
列番号82、配列番号84、配列番号86、配列番号88、配列番号90、配列番号92、配列番号94
、配列番号96、配列番号98、配列番号100、配列番号102、配列番号104、配列番号109、配
列番号111、配列番号113、配列番号115、配列番号117、配列番号119、配列番号121、配列
番号123、配列番号125、配列番号127、配列番号129、配列番号131、配列番号133、配列番
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号135、配列番号137、配列番号139、配列番号141、配列番号143、配列番号145、配列番号
147、配列番号149および配列番号151からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、請
求項1～13のいずれか一項に記載のアッセイ方法。
【請求項１５】
　前記第1または第2のAGT-抗原融合タンパク質が、配列番号155、157、159、161、163、1
65、167、171、173、175、177および179の少なくとも30個の連続的なアミノ酸を含む、請
求項1～14のいずれか一項に記載のアッセイ方法。
【請求項１６】
　前記第1または第2のAGT-抗原融合タンパク質が、配列番号155、157、159、161、163、1
65、167、171、173、175、177および179のアミノ酸配列を含む、請求項1～15のいずれか
一項に記載のアッセイ方法。
【請求項１７】
　前記生体試料が、血清または血漿である、請求項1～16のいずれか一項に記載のアッセ
イ方法。
【請求項１８】
　(a)AGT基質に共有結合によりカップリングされた第1のAGT-抗原融合タンパク質を含む
第1の固体支持体と、
　(b)AGT基質に共有結合によりカップリングされた第2のAGT-抗原融合タンパク質を含む
第2の固体支持体と
　を含む、対象由来の生体試料に存在する少なくとも異なる2種の標的抗体を検出するた
めのキット。
【請求項１９】
　AGT基質に共有結合によりカップリングされた異なるAGT-抗原融合タンパク質にそれぞ
れカップリングされた少なくとも5種の固体支持体を含む、請求項18に記載のキット。
【請求項２０】
　AGT基質に共有結合によりカップリングされた異なるAGT-抗原融合タンパク質にそれぞ
れカップリングされた少なくとも10種の固体支持体を含む、請求項19に記載のキット。
【請求項２１】
　AGT基質に共有結合によりカップリングされた異なるAGT-抗原融合タンパク質にそれぞ
れカップリングされた少なくとも15種の固体支持体を含む、請求項20に記載のキット。
【請求項２２】
　前記固体支持体が、微小粒子である、請求項18～21のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２３】
　前記固体支持体が、少なくとも1個の単一区画において一緒に混合されている、請求項1
8～22のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２４】
　前記固体支持体が、マイクロタイタープレートの少なくとも1個のウェルまたは少なく
とも1本のチューブにおいて一緒に混合された微小粒子である、請求項18～23のいずれか
一項に記載のキット。
【請求項２５】
　固体支持体と結合している少なくとも2種の標的抗体を検出するための標識された二次
抗体をさらに含む、請求項18～24のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２６】
　前記第1または第2のAGT-抗原融合タンパク質が、配列番号3のデング熱ウイルス1のEDII
Iタンパク質、配列番号4のデング熱ウイルス2のEDIIIタンパク質、配列番号5のデング熱
ウイルス3のEDIIIタンパク質、配列番号6のデング熱ウイルス4のEDIIIタンパク質、配列
番号7のウエストナイルウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号8の黄熱ウイルスのEDIIIタ
ンパク質、配列番号9の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号10のジカウイルス
のEDIIIタンパク質、配列番号11のベッセルブロンウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号
12のロシオウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号13のマレー脳炎ウイルスのEDIIIタンパ
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ク質、配列番号14のセントルイス脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号54によりコ
ードされた遺伝子型1の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号55によりコードさ
れた遺伝子型2の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号56によりコードされた遺
伝子型4の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号57によりコードされた遺伝子型
5の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号58によりコードされたラーベンスブル
クウイルスのEDIIIタンパク質の少なくとも30個の連続的なアミノ酸を含む、請求項18～2
5のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２７】
　前記第1または第2のAGT-抗原融合タンパク質が、HIV1、HIV2、B型肝炎ウイルス、C型肝
炎ウイルス、E型肝炎ウイルス、ウエストナイルウイルスおよび、HPV16、18、31、33、35
、39、45、51、52、56、58、59、66および68の発癌性HPV株のウイルス性タンパク質の少
なくとも20個の連続的なアミノ酸を含む、請求項18～26のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２８】
　前記第1または第2のAGT-抗原融合タンパク質が、配列番号21、配列番号42、配列番号49
、配列番号51、配列番号53、配列番号60、配列番号62、配列番号64、配列番号66、配列番
号68、配列番号70、配列番号72、配列番号74、配列番号76、配列番号78、配列番号80、配
列番号82、配列番号84、配列番号86、配列番号88、配列番号90、配列番号92、配列番号94
、配列番号96、配列番号98、配列番号100、配列番号102、配列番号104、配列番号109、配
列番号111、配列番号113、配列番号115、配列番号117、配列番号119、配列番号121、配列
番号123、配列番号125、配列番号127、配列番号129、配列番号131、配列番号133、配列番
号135、配列番号137、配列番号139、配列番号141、配列番号143、配列番号145、配列番号
147、配列番号149および配列番号151からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、請
求項18～27のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２９】
　前記第1または第2のAGT-抗原融合タンパク質が、配列番号155、157、159、161、163、1
65、167、171、173、175、177および179の少なくとも30個の連続的なアミノ酸を含む、請
求項18～28のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３０】
　前記第1または第2のAGT-抗原融合タンパク質が、配列番号155、157、159、161、163、1
65、167、171、173、175、177および179のアミノ酸配列を含む、請求項18～29のいずれか
一項に記載のキット。
【請求項３１】
　対象由来の生体試料における少なくとも2種の標的抗体を検出するための、請求項18
～30のいずれか一項に定義されているキットの使用。
【請求項３２】
　対象における少なくとも2種の標的疾患を診断するための、請求項18～31のいずれか一
項に定義されているキットの使用であって、前記標的疾患が、パピローマウイルス、また
はデング熱、黄熱、ウエストナイル、日本脳炎、ダニ媒介脳炎、C型肝炎、チクングニア
、ロスリバー、マヤロ、西部ウマ脳炎、東部ウマ脳炎、ベネズエラウマ脳炎、クリミア・
コンゴ出血熱、リフトバレー熱、シュマレンベルク、E型肝炎ウイルス、ラッサ熱、エボ
ラ、マールブルグウイルスが原因のウイルス感染症、レプトスピラ・インテロガンス(Lep
tospirosa Interrogans)が原因の細菌感染症、あるいは熱帯熱マラリア原虫が原因の感染
症である使用。
【請求項３３】
　対象における少なくとも1種の標的疾患を診断するためのin vitro方法であって、前記
標的疾患が、前記対象における少なくとも1種の標的抗体の合成を誘導することが知られ
ており、請求項1～17のいずれか一項に定義されているアッセイ方法を行う工程を含み、
前記少なくとも1種の標的抗体の量が対照値よりも高い場合、前記対象が、前記少なくと
も1種の標的疾患を患っていると診断される方法。
【請求項３４】



(5) JP 6351571 B2 2018.7.4

10

20

30

40

50

　キットを製造するための方法であって、
　(a)第1の標的抗体により認識される第1のAGT-抗原融合タンパク質を用意する工程と、
　(b)前記第1のAGT-抗原融合タンパク質を、前記AGT-抗原融合タンパク質の基質と共有結
合によりカップリングされた第1の固体支持体と接触させる工程と、
　(c)第1のAGT-抗原融合タンパク質と共有結合によりカップリングされた第1の固体支持
体を得る工程と、
　(d)第2の標的抗体により認識されるが、前記第1の標的抗体により認識されない第2のAG
T-抗原融合タンパク質を用意する工程と、
　(e)前記第2のAGT-抗原融合タンパク質を、前記AGT-抗原融合タンパク質の基質と共有結
合によりカップリングされた第2の固体支持体と接触させる工程と、
　(f) 第2のAGT-抗原融合タンパク質と共有結合によりカップリングされた第2の固体支持
体を得る工程と
を含み、
　前記第1および第2の固体支持体が、互いに特異的に同定され得る方法。
【請求項３５】
　AGT-抗原融合タンパク質と共有結合によりカップリングされた固体支持体を一緒に混合
する工程をさらに含む、請求項34に記載の方法。
【請求項３６】
　少なくとも5種の異なるAGT-抗原融合タンパク質を用いて工程a)～c)に従って、5種の異
なるAGT-抗原融合タンパク質と共有結合によりカップリングされた少なくとも5種の固体
支持体を作製する工程をさらに含む、請求項34または35に記載の方法。
【請求項３７】
　少なくとも10種の異なるAGT-抗原融合タンパク質を用いて工程a)～c)に従って、10種の
異なるAGT-抗原融合タンパク質と共有結合によりカップリングされた少なくとも10種の固
体支持体を作製する工程をさらに含む、請求項34または35に記載の方法。
【請求項３８】
　少なくとも15種の異なるAGT-抗原融合タンパク質を用いて工程a)～c)に従って、15種の
異なるAGT-抗原融合タンパク質と共有結合によりカップリングされた少なくとも15種の固
体支持体を作製する工程をさらに含む、請求項34または35に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　細菌、ウイルス(例えば、ウイルス性出血熱(VHF))および寄生生物等、病原因子によっ
てもたらされる感染性疾患は、この疾患の重症度、高い致死性、特定の作用因子のヒトか
らヒトへの伝染性およびこれらの多くに対し有効な治療を欠くことから、重大な公衆衛生
上の問題を引き起こす。
【背景技術】
【０００２】
　伝染病の制御は、時宜を得た適切な行為を定義し実行するための、作用因子の迅速な検
出および正確な同定に決定的に依存する。この文脈において、大発生の早期検出、病原因
子の的確な同定および疾患サーベイランスの改善のためのツールを作製および検証するこ
とが必要不可欠である。
【０００３】
　この点において、体液における抗体の検出は、ウイルスにより誘導される疾患、感染性
の生物によって引き起こされる他の疾患、自己免疫性疾患の診断および癌の検出の大部分
を構成する。実際のところ、特定の抗体は、その存在が病原体の大発生と相関することが
知られているため、診断におけるマーカーとして役立つことができ、予後および治療をな
し得る。これは特に、ウイルス抗原を排他的に標的化する抗体に関して当てはまる。
【０００４】
　抗体の存在を検出するための現在の方法は、免疫蛍光顕微鏡法、ケミルミネッセンスア
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ッセイ、ウエスタンブロッティング、放射性免疫沈降アッセイ(RIP)およびELISA等、多様
な技法を包含する。数種類の抗体の同時的な平行検出は、キャリブレーターおよび抗体が
同一条件下で解析されるため、ELISAにおける等、個々のアッセイ間に存在するマトリッ
クス効果を最小化することにより特に有用となり得る。したがって、これは、同一試料内
に存在する複数の抗体の測定のために比較できる結果を生じるであろう。係るアッセイの
一つは、ビーズに結合した抗原を利用するルミネックス(Luminex)マルチプレックスアッ
セイである。Pickeringら、Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology 9:872～87
6(2002)。
【０００５】
　しかし、病原性関連抗体の直接的な同定を複雑化させることに、正常血清は、複雑な染
色パターンで自身を顕在化させる大量の自然抗体を含有する(Avrameas S. Immunol. Toda
y 1991)。これら自然抗体の存在は、「自己免疫性ノイズ」、即ち、天然起源の自己抗体
の複雑なバックグラウンドからの疾患関連抗体の区別を複雑化させ得る。Andersonら、Me
thods Mol. Biol. 723:227～238(2011)に記述されている通り、クロストークおよび干渉
は、依然としてマルチプレックスアッセイに関する懸念となっている。
【０００６】
　マルチプレックスアッセイにおけるビーズへのヒト抗体の直接的な結合は、問題として
報告されてきた。Tainskyら、Biomarker Insights 2:261～267(2007);Waterboerら、J. I
mmunol Methods 309:200～204(2006)。
【０００７】
　さらに、陽性および対照試料の間の僅かな差は、マルチプレックスアッセイの有用性を
限定し得る。Burbeloら、Exp. Rev Vaccines、9:567～578(2010)。
【０００８】
　別の問題は、ELISAおよびマルチプレックスアッセイが、必ずしも(necessary)同じ結果
を生じるとは限らないことである。例えば、Pickeringら、2002は、種々のウイルスおよ
び細菌抗原に対する防御抗体を測定した際の、2種のアッセイ間の多数の矛盾について記
述した。この結果は、抗原が基板に付着する仕方に関する抗原性の変更を反映し得る。Am
brosinoら、Malaria Journal 9:317(2010)。同様に、Chamら、Malaria Journal 7:108(20
08)は、いくつかの試料が、ELISAおよびビーズに基づくアッセイ読み取り値の間に顕著な
差を示し、そのうち一部が、より高いELISA読み取り値を有していたことを報告した。こ
の結果は、タンパク質が表面または球体に結合されている場合、抗体が組換えタンパク質
の異なる部分に到達可能であるという事実によるものである可能性がある。Id。
【０００９】
　商業適用(即ち、キット)のための十分な量の抗原の調製も必要とされる。Burbeloら、E
xp. Rev Vaccines、9:567～578(2010)。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　上述に鑑み、抗体生成疾患の分子診断のために、ハイスループット、対費用効果および
精度においてさらなる改善をもたらすことのできるアドレス可能な(addressable)システ
ムおよび方法の必要がある。本発明は、上述および他の必要を満たす。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明は、抗原の志向性抗原カップリング手順を用いて、より高い感度および特異性に
よる、生体試料における複数の抗原の同時スクリーニングを可能にする。本発明者らは、
生体液における広範な疾患、特に、アルボウイルス性疾患およびVHFにより生成される数
種の抗体の迅速な同時検出を可能にするイムノアッセイを開発および検証した。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】基質コーティングされたマイクロスフェアへのキメラAGT抗原タンパク質の志向
性カップリングを表す図である。カップリングの第1の工程は、アミンカップリングによ
り、活性化されたマイクロスフェアにAGT基質BG-PEG-NH2をカップリングする工程からな
る。第2の工程は、基質コーティングされたマイクロスフェアを、AGT(例えば、SNAP変異
体)を含有する融合タンパク質と接触させる工程からなり、前記酵素は、そのBG-PEG-NH2
基質、即ち、マイクロスフェアに共有結合させることが企図されている。
【図２】抗SNAP抗体により追跡される、キメラSNAP-ウイルス抗原タンパク質(SNAP-DV1.E
DIII、SNAP-DV2.EDIII、SNAP.DV3.EDIII、SNAP.DV4.EDIII、SNAP-WNV.EDIII、SNAP-YF.ED
III、SNAP-JE.EDIII、SNAP-ジカ.EDIII)のカップリング効率を示す図である。
【図３】hAGTタンパク質の基質を介してマイクロスフェアにコンジュゲートされた(本発
明のカップリング)、または標準的なアミンカップリング手順、例えば、Bio-Plexアミン
カップリングキット、BIORADによりカップリングされたキメラSNAP-DV2.EDIIIタンパク質
における精製モノクローナル抗DV2抗体の検出のためのイムノアッセイ実験の感度を比較
する図である。
【図４】シングルプレックス(singleplex)、またはマイクロスフェアにカップリングされ
た他のキメラSNAP-ウイルスAgタンパク質(SNAP-DV2.EDIII、SNAP.DV3.EDIII、SNAP.DV4.E
DIII、SNAP-WNV.EDIII、SNAP-YF.EDIII、SNAP-JE.EDIII、SNAP-TBE.EDIII)によるマルチ
プレックスフォーマット(fomat)のいずれかにおける、マイクロスフェアにコンジュゲー
トされたキメラSNAP-DV1.EDIIIタンパク質における精製モノクローナル抗DV1抗体の検出
のためのイムノアッセイ実験の感度を比較する図である。
【図５】マイクロスフェアにカップリングされたキメラSNAP-ウイルスAgタンパク質(SNAP
-DV1.EDIII、SNAP-DV2.EDIII、SNAP.DV3.EDIII、SNAP.DV4.EDIII、SNAP-WNV.EDIII、SNAP
-YF.EDIII、SNAP-JE.EDIII、SNAP-TBE.EDIII)における、精製モノクローナル抗WNV抗体の
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希釈液の検出のためのマルチプレックスイムノアッセイ実験の反応性および特異性を示す
図である。
【図６】マイクロスフェアにカップリングされたキメラSNAP-ウイルスAgタンパク質(SNAP
-DV1.EDIII、SNAP-DV2.EDIII、SNAP.DV3.EDIII、SNAP.DV4.EDIII、SNAP-WNV.EDIII、SNAP
-YF.EDIII、SNAP-JE.EDIII、SNAP-WSL.EDIII、SNAP-ロシオ.EDIII、SNAP-MVE.EDIII、SNA
P-SLE.EDIII、SNAP-ジカ.EDIII)におけるマルチプレックスイムノアッセイにおける、DV3
に対するマウスポリクローナル血清における抗DV3 IgG検出(A)およびYFに対するマウスポ
リクローナル血清における抗YF IgG検出(B)の反応性および特異性を示す図である。
【図７Ａ】マイクロスフェアにカップリングされたキメラSNAP-ウイルスAgタンパク質(SN
AP-DV1.EDIII、SNAP-DV2.EDIII、SNAP.DV3.EDIII、SNAP.DV4.EDIII、SNAP-WNV.EDIII、SN
AP-YF.EDIII、SNAP-JE.EDIII、SNAP-WSL.EDIII、SNAP-ロシオ.EDIII、SNAP-MVE.EDIII、S
NAP-SLE.EDIII、SNAP-ジカ.EDIII、SNAP-TBE.EDIII)におけるマルチプレックスイムノア
ッセイにおける、ヒト患者のDV1感染血清における抗DV1 IgM検出の反応性および特異性を
示す図である。
【図７Ｂ】マイクロスフェアにカップリングされたキメラSNAP-ウイルスAgタンパク質(SN
AP-DV1.EDIII、SNAP-DV2.EDIII、SNAP.DV3.EDIII、SNAP.DV4.EDIII、SNAP-WNV.EDIII、SN
AP-YF.EDIII、SNAP-JE.EDIII、SNAP-WSL.EDIII、SNAP-ロシオ.EDIII、SNAP-MVE.EDIII、S
NAP-SLE.EDIII、SNAP-ジカ.EDIII、SNAP-TBE.EDIII)におけるマルチプレックスイムノア
ッセイにおける、ヒト患者のDV1感染血清における抗DV1 IgG検出の反応性および特異性を
示す図である。
【図８】pDeSNAPunivカセットの構造を開示する図である。
【図９】pDeSNAPuniv/SBV.Nカセットの構造を開示する図である。
【図１０Ａ】Cd2+により10日間誘導された(+)または誘導なしの(-)S2/SNAP-SBV.N細胞の
上清において行われた免疫ブロットアッセイを示す図である。規定量の高度に精製された
キメラタンパク質SNAP-TOS.N(理論上のMW49kDa)と比較して、分泌されたキメラタンパク
質SNAP-SBV.N(理論上の(theorical)MW50kDa)を、抗Histag抗体を用いて検出した。
【図１０Ｂ】10日間誘導されたS2/SNAP+SBV.N細胞由来の分泌されたSNAP+SBV.Nタンパク
質の最終精製工程に相当する、分子ふるいクロマトグラフィーカラムの各画分におけるタ
ンパク質の直接的な可視化(PAGE-SDSのクーマシーブルー染色)を示す図である。
【図１１】本発明の抗原コーティングされたマイクロスフェアを含有するデバイスの例を
示す図である。
【図１２Ａ】SARSウイルスN遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(
配列番号154)およびアミノ酸配列(配列番号155)を示す図である。
【図１２Ｂ】SARSウイルスN遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(
配列番号154)およびアミノ酸配列(配列番号155)を示す図である。
【図１２Ｃ】SARSウイルスN遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(
配列番号154)およびアミノ酸配列(配列番号155)を示す図である。
【図１２Ｄ】SARSウイルスN遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(
配列番号154)およびアミノ酸配列(配列番号155)を示す図である。
【図１２Ｅ】SARSウイルスN遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(
配列番号154)およびアミノ酸配列(配列番号155)を示す図である。
【図１２Ｆ】SARSウイルスN遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(
配列番号154)およびアミノ酸配列(配列番号155)を示す図である。
【図１３Ａ】SARSウイルスS遺伝子受容体結合ドメインを含有するSNAPコンストラクトの
コードヌクレオチド(配列番号156)およびアミノ酸配列(配列番号157)を示す図である。
【図１３Ｂ】SARSウイルスS遺伝子受容体結合ドメインを含有するSNAPコンストラクトの
コードヌクレオチド(配列番号156)およびアミノ酸配列(配列番号157)を示す図である。
【図１３Ｃ】SARSウイルスS遺伝子受容体結合ドメインを含有するSNAPコンストラクトの
コードヌクレオチド(配列番号156)およびアミノ酸配列(配列番号157)を示す図である。
【図１３Ｄ】SARSウイルスS遺伝子受容体結合ドメインを含有するSNAPコンストラクトの
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コードヌクレオチド(配列番号156)およびアミノ酸配列(配列番号157)を示す図である。
【図１４Ａ】ヒトコロナウイルスN遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号158)およびアミノ酸配列(配列番号159)を示す図である。
【図１４Ｂ】ヒトコロナウイルスN遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号158)およびアミノ酸配列(配列番号159)を示す図である。
【図１４Ｃ】ヒトコロナウイルスN遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号158)およびアミノ酸配列(配列番号159)を示す図である。
【図１４Ｄ】ヒトコロナウイルスN遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号158)およびアミノ酸配列(配列番号159)を示す図である。
【図１４Ｅ】ヒトコロナウイルスN遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号158)およびアミノ酸配列(配列番号159)を示す図である。
【図１５Ａ】ヒトコロナウイルスS1遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号160)およびアミノ酸配列(配列番号161)を示す図である。
【図１５Ｂ】ヒトコロナウイルスS1遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号160)およびアミノ酸配列(配列番号161)を示す図である。
【図１５Ｃ】ヒトコロナウイルスS1遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号160)およびアミノ酸配列(配列番号161)を示す図である。
【図１５Ｄ】ヒトコロナウイルスS1遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号160)およびアミノ酸配列(配列番号161)を示す図である。
【図１５Ｅ】ヒトコロナウイルスS1遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号160)およびアミノ酸配列(配列番号161)を示す図である。
【図１５Ｆ】ヒトコロナウイルスS1遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号160)およびアミノ酸配列(配列番号161)を示す図である。
【図１５Ｇ】ヒトコロナウイルスS1遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号160)およびアミノ酸配列(配列番号161)を示す図である。
【図１６Ａ】ヒトコロナウイルスS1遺伝子受容体結合ドメイン(RBD)を含有するSNAPコン
ストラクトのコードヌクレオチド(配列番号162)およびアミノ酸配列(配列番号163)を示す
図である。
【図１６Ｂ】ヒトコロナウイルスS1遺伝子受容体結合ドメイン(RBD)を含有するSNAPコン
ストラクトのコードヌクレオチド(配列番号162)およびアミノ酸配列(配列番号163)を示す
図である。
【図１６Ｃ】ヒトコロナウイルスS1遺伝子受容体結合ドメイン(RBD)を含有するSNAPコン
ストラクトのコードヌクレオチド(配列番号162)およびアミノ酸配列(配列番号163)を示す
図である。
【図１６Ｄ】ヒトコロナウイルスS1遺伝子受容体結合ドメイン(RBD)を含有するSNAPコン
ストラクトのコードヌクレオチド(配列番号162)およびアミノ酸配列(配列番号163)を示す
図である。
【図１７Ａ】レプトスピラ症(Leptospirosis)のLruA遺伝子を含有するSNAPコンストラク
トのコードヌクレオチド(配列番号164)およびアミノ酸配列(配列番号165)を示す図である
。
【図１７Ｂ】レプトスピラ症のLruA遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号164)およびアミノ酸配列(配列番号165)を示す図である。
【図１７Ｃ】レプトスピラ症のLruA遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号164)およびアミノ酸配列(配列番号165)を示す図である。
【図１７Ｄ】レプトスピラ症のLruA遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号164)およびアミノ酸配列(配列番号165)を示す図である。
【図１８Ａ】レプトスピラ症のLruB遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号166)およびアミノ酸配列(配列番号167)を示す図である。
【図１８Ｂ】レプトスピラ症のLruB遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号166)およびアミノ酸配列(配列番号167)を示す図である。
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【図１８Ｃ】レプトスピラ症のLruB遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号166)およびアミノ酸配列(配列番号167)を示す図である。
【図１８Ｄ】レプトスピラ症のLruB遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号166)およびアミノ酸配列(配列番号167)を示す図である。
【図１９Ａ】レプトスピラ症のLipL32遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌク
レオチド(配列番号168)およびアミノ酸配列(配列番号169)を示す図である。
【図１９Ｂ】レプトスピラ症のLipL32遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌク
レオチド(配列番号168)およびアミノ酸配列(配列番号169)を示す図である。
【図１９Ｃ】レプトスピラ症のLipL32遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌク
レオチド(配列番号168)およびアミノ酸配列(配列番号169)を示す図である。
【図１９Ｄ】レプトスピラ症のLipL32遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌク
レオチド(配列番号168)およびアミノ酸配列(配列番号169)を示す図である。
【図２０Ａ】E型肝炎のC遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(配
列番号170)およびアミノ酸配列(配列番号171)を示す図である。
【図２０Ｂ】E型肝炎のC遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(配
列番号170)およびアミノ酸配列(配列番号171)を示す図である。
【図２０Ｃ】E型肝炎のC遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(配
列番号170)およびアミノ酸配列(配列番号171)を示す図である。
【図２０Ｄ】E型肝炎のC遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(配
列番号170)およびアミノ酸配列(配列番号171)を示す図である。
【図２０Ｅ】E型肝炎のC遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(配
列番号170)およびアミノ酸配列(配列番号171)を示す図である。
【図２０Ｆ】E型肝炎のC遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(配
列番号170)およびアミノ酸配列(配列番号171)を示す図である。
【図２１Ａ】E型肝炎のC遺伝子のコア配列を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号172)およびアミノ酸配列(配列番号173)を示す図である。
【図２１Ｂ】E型肝炎のC遺伝子のコア配列を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号172)およびアミノ酸配列(配列番号173)を示す図である。
【図２１Ｃ】E型肝炎のC遺伝子のコア配列を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号172)およびアミノ酸配列(配列番号173)を示す図である。
【図２１Ｄ】E型肝炎のC遺伝子のコア配列を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号172)およびアミノ酸配列(配列番号173)を示す図である。
【図２１Ｅ】E型肝炎のC遺伝子のコア配列を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号172)およびアミノ酸配列(配列番号173)を示す図である。
【図２２Ａ】C型肝炎のC遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(配
列番号174)およびアミノ酸配列(配列番号175)を示す図である。
【図２２Ｂ】C型肝炎のC遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(配
列番号174)およびアミノ酸配列(配列番号175)を示す図である。
【図２２Ｃ】C型肝炎のC遺伝子を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(配
列番号174)およびアミノ酸配列(配列番号175)を示す図である。
【図２３Ａ】C型肝炎のC遺伝子のコア配列を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号176)およびアミノ酸配列(配列番号177)を示す図である。
【図２３Ｂ】C型肝炎のC遺伝子のコア配列を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号176)およびアミノ酸配列(配列番号177)を示す図である。
【図２３Ｃ】C型肝炎のC遺伝子のコア配列を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号176)およびアミノ酸配列(配列番号177)を示す図である。
【図２３Ｄ】C型肝炎のC遺伝子のコア配列を含有するSNAPコンストラクトのコードヌクレ
オチド(配列番号176)およびアミノ酸配列(配列番号177)を示す図である。
【図２４Ａ】シュマレンベルクウイルス由来のNSsタンパク質をコードする配列を含有す
るSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(配列番号178)およびアミノ酸配列(配列番号
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179)を示す図である。
【図２４Ｂ】シュマレンベルクウイルス由来のNSsタンパク質をコードする配列を含有す
るSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(配列番号178)およびアミノ酸配列(配列番号
179)を示す図である。
【図２４Ｃ】シュマレンベルクウイルス由来のNSsタンパク質をコードする配列を含有す
るSNAPコンストラクトのコードヌクレオチド(配列番号178)およびアミノ酸配列(配列番号
179)を示す図である。
【図２５Ａ】本発明のキットに包含されるべき、抗原カップリングされたマイクロスフェ
アの有利な組み合わせを示す図である。
【図２５Ｂ】本発明のキットに包含されるべき、抗原カップリングされたマイクロスフェ
アの有利な組み合わせを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明は、抗原の志向性抗原カップリング手順を用いて、より高い感度および特異性に
よる、生体試料における複数の抗原の同時スクリーニングを可能にする。本発明者らは、
生体液における広範な疾患、特に、アルボウイルス性疾患およびVHFにより生成される数
種の抗体の迅速な同時検出を可能にするイムノアッセイを開発および検証した。
【００１６】
　最小の抗原を用いた少量の抗体の検出のための最適な感度および特異性を達成するため
に、志向性抗原カップリング手順を開発した。この志向性のある抗原カップリング手順は
、AGT酵素とその基質、O6-ベンジルグアニン誘導体との間の共有結合相互作用に基づいて
おり、このO6-ベンジルグアニン誘導体は、そのベンジル基を酵素の活性部位システイン
へと転移させることによりAGT酵素と不可逆的に反応する。従って、多数の標的抗原をAGT
酵素部分と融合させて、生体試料に存在する抗体の捕捉試薬として用いることのできる異
なるキメラ融合タンパク質(以下、[AGT-抗原]融合タンパク質と称される)を生じることが
できる。本発明者らは、特異的AGT-基質相互作用の結果、融合タンパク質が固体支持体へ
と結合している場合、この抗体捕捉が思いがけないことに増強されることを示した。よっ
て、AGT-基質による前記固体支持体のコーティングは、本発明のイムノアッセイの必要不
可欠な工程である。
【００１７】
　実施例に示す通り、本発明者らは、志向性抗原カップリング手順を用いて、多数の異な
る抗原コーティングされた蛍光マイクロスフェアを作製した。デング熱血清型1～4、ウエ
ストナイル、黄熱、日本脳炎、ダニ媒介脳炎、セントルイス脳炎、マレー渓谷脳炎、ヴェ
ッセルスブロン(Wesselsbron)、ジカ、ロシオ、ウスツ、リフトバレー熱およびチクング
ニアウイルスの異なるタンパク質に特異的な16種の血清抗体の力価測定において、16種の
精製キメラ[AGT-抗原]融合タンパク質とカップリングされた16種の別個のセットのマイク
ロスフェアを用いた。思いがけないことに、これら16種の別個のセットのマイクロスフェ
アは、検出の感度および特異性に影響を及ぼすことなく単一試料において混合されている
(図5を参照)。1000回の個々のアッセイを行うのに十分な、1セットの抗原カップリングさ
れたマイクロスフェア(約1.25×106個のマイクロスフェア)の作製のためにごく少量の組
換え抗原(<50μg)が必要とされるため、本システムの作製は、極めて時間および対費用効
果が高い。
【００１８】
　結果的に、本発明は、キメラ融合タンパク質、即ち、AGT-抗原にカップリングされたAG
T基質への固体支持体、好ましくは、標識された微小粒子の志向性抗原カップリングに基
づくマルチプレックスアッセイを行うための方法およびキットを網羅する。この志向性カ
ップリングは、生体試料における抗体と抗原との相互作用の増加を可能にする。このよう
なイムノアッセイにおいて、AGT基質でコーティングされた固体支持体は、AGT酵素の酵素
活性によりAGT-抗原とカップリングすることができる。
【００１９】
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　6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT、これはATaseまたはMG
MTとしても知られており、以下、「AGT」と称される)は、IUBMB酵素命名法においてEC2.1
.1.63と番号付けされている。これは、207アミノ酸残基の6-アルキルグアニン-DNA-アル
キルトランスフェラーゼDNA修復酵素であり、細胞におけるその機能は、アルキル化DNAを
修復することである。より的確には、AGTは、SN2反応においてメチル基を反応性システイ
ン残基(Cys145)へと不可逆的に転移させることにより、DNAにおけるO6-メチル化グアニン
に作用する。近年、多数のO6-ベンジルグアニン誘導体が、そのベンジル基をAGT酵素の活
性部位システインへと転移させることにより、前記酵素と不可逆的に反応することが示さ
れた(Damoiseauxら、ChemBiochem.、2001、国際公開第2004/031404号パンフレットおよび
国際公開第2005/085470号パンフレットを参照)。よって、AGT-抗原は、酵素反応によりAG
T基質にカップリングすることができる。
【００２０】
　AGT-抗原にカップリングされた固体支持体は、免疫グロブリンを含有する生体試料と共
にインキュベートすることができる。免疫グロブリンが、固体支持体に結合した後、免疫
グロブリンに有効に結合している固体支持体の検出を遂行(acomplished)することができ
る。免疫グロブリンコーティングされた固体支持体(複数可)の同定は、いかなる病原体が
患者に感染しているか診断することを可能にする(各固体支持体が、定義された病原性抗
原と適合するため)。この検出工程は、いずれかの通常手段、例えば、標識された検出抗
体を用いて、固体支持体の性質を同定することにより行われる。
【００２１】
　有利には、本発明の方法は、罹患した患者における抗体の存在の検出のみに関与するが
、これら抗体の正体に関する知識は必要とされない。
【００２２】
複数の標的抗体を検出するための方法
　本発明は、生体試料における少なくとも2種の標的抗体を検出するための方法に関する
。本発明は、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、20、25
、30、40、50、100種等の異なる標的抗体の存在または非存在の検出を網羅する。よって
、本発明は、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、20、25
、30、40、50、100種等の固体支持体を含む方法と、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9
、10、11、12、13、14、15、16、20、25、30、40、50、100種等の異なるエピトープを含
む方法を含む。方法は、生体試料の添加前に一緒に混合された少なくとも2、3、4、5、6
、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、20、25、30、40、50、100種等の固体支持体を
含むことができる。エピトープは、標的抗体によって認識され得る。
【００２３】
　一実施形態において、方法は、
　(a)少なくとも2種の固体支持体の混合物を生体試料と接触させる工程であって、
　固体支持体の少なくとも1種が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第1のAGT
-抗原融合タンパク質を含み、
　固体支持体の少なくとも1種が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第2のAGT
-抗原融合タンパク質を含む工程と、
　(b)第1のAGT-抗原への抗体の結合の存在または非存在を検出する工程と、
　(c)第2のAGT-抗原への抗体の結合の存在または非存在を検出する工程と
　を含む。
【００２４】
　一実施形態において、方法は、
　(a)少なくとも10種の固体支持体の混合物を生体試料と接触させる工程であって、
　第1の固体支持体が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第1のAGT-抗原融合
タンパク質を含み、
　第2の固体支持体が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第2のAGT-抗原融合
タンパク質を含み、
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　第3の固体支持体が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第3のAGT-抗原融合
タンパク質を含み、
　第4の固体支持体が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第4のAGT-抗原融合
タンパク質を含み、
　第5の固体支持体が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第5のAGT-抗原融合
タンパク質を含み、
　第6の固体支持体が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第6のAGT-抗原融合
タンパク質を含み、
　第7の固体支持体が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第7のAGT-抗原融合
タンパク質を含み、
　第8の固体支持体が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第8のAGT-抗原融合
タンパク質を含み、
　第9の固体支持体が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第9のAGT-抗原融合
タンパク質を含み、
　第10の固体支持体が、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第10のAGT-抗原融
合タンパク質を含む工程と、
　(b)AGT-抗原のそれぞれへの抗体の結合の存在または非存在を検出する工程と
　を含む。
【００２５】
　一実施形態において、方法は、
　(a)O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有するAGTポリペプチ
ドと、第1の標的抗体により認識される第1のエピトープとを含む第1の融合タンパク質に
共有結合によりカップリングされたAGT基質を含む第1の固体支持体を、生体試料と接触さ
せる工程と、
　(b)O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有するAGTポリペプチ
ドと、第2の標的抗体により認識されるが、前記第1の標的抗体により認識されない第2の
エピトープとを含む第2の融合タンパク質に共有結合によりカップリングされたAGT基質を
含む第2の固体支持体を、生体試料と接触させる工程と、
　(c)2種の標的抗体の有無を検出する工程と
　を含む。
【００２６】
　好ましくは、第1および第2等の固体支持体は、マイクロスフェアである。最も好ましく
は、マイクロスフェアは、標識されている。好ましくは、第1および第2の固体支持体は、
異なる標識で標識されている。
【００２７】
　本発明は、対象由来の生体試料に存在する少なくとも2種の異なる標的抗体を検出する
ためのin vitroアッセイ方法であって、
　(a) -　第1の標的抗体により認識される第1のエピトープを含むポリペプチドと、
　-　O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有するAGTポリペプチ
ドと
を含む第1の融合タンパク質を用意する工程と、
　(b)前記第1の融合タンパク質を、前記AGTポリペプチドの基質と共有結合によりカップ
リングされた第1の固体支持体と接触させる工程と、
　(c)第1の標的抗体により認識される第1のエピトープと共有結合によりカップリングさ
れた第1の固体支持体を得る工程と、
　(d) -　第2の標的抗体により認識されるが、前記第1の標的抗体により認識されない第2
のエピトープを含むポリペプチドと、
　-　O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有するAGTポリペプチ
ドと
を含む第2の融合タンパク質を用意する工程と、
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　(e)前記第2の融合タンパク質を、前記AGTポリペプチドの基質と共有結合によりカップ
リングされた第2の固体支持体と接触させる工程と、
　(f)第2の標的抗体により認識されるが、前記第1の標的抗体により認識されない第2のエ
ピトープと共有結合によりカップリングされた第2の固体支持体を得る工程であって、
　前記第1および第2の固体支持体が、互いに特異的に同定され得る工程と、
　(g)前記生体試料を、工程(c)および(f)において得られた第1および第2の固体支持体と
接触させる工程と、
　(h)前記少なくとも2種の標的抗体の存在を検出する工程と
　を含む方法を網羅する。
【００２８】
　本明細書において、用語「抗体」、「融合タンパク質」、「エピトープ」、「抗原」、
「AGTポリペプチド」、「固体支持体」その他は、本技術分野における、即ち、幅広い様
式において、一般的な意義のものとして明確に理解されたい。特に、これらの用語は、特
定の単一分子のみならず、多数の前記分子も網羅する。例えば、用語「固体支持体」は、
多数の同一固体支持体のサブセットを網羅し、用語「微小粒子」は、多数の同一微小粒子
のサブセットを網羅し、用語「融合タンパク質」は、多数の同一単一タンパク質分子を網
羅する。本発明の文脈において、固体支持体が、AGTポリペプチドは別として同一抗原、
したがって同一エピトープを含有する多数の同一融合タンパク質を保有し、これによって
、固体支持体において検出される抗体を明白に同定することができることは注目に値する
。
【００２９】
　本明細書において、用語「融合タンパク質」は、2個以上のポリペプチドの人為的な連
接によって作製されたタンパク質またはポリペプチドを含有するポリペプチド(http://en
.wikipedia.org/wiki/peptideを参照)を意味する。本発明のイムノアッセイにおいて、前
記融合タンパク質は、AGTポリペプチドと、少なくとも1種のエピトープを含有する抗原と
を含有する。融合タンパク質は、融合遺伝子の遺伝子操作(http://en.wikipedia.org/wik
i/Genetic_engineeringを参照)によって得ることができる。これは通常、第1のタンパク
質をコードするcDNA配列(http://en.wikipedia.org/wiki/CDNAを参照)から終止コドン(ht
tp://en.wikipedia.org/wiki/Codonを参照)を除去し、続いてライゲーション(http://en.
wikipedia.org/wiki/Ligaseを参照)または重複伸長(overlap extension)PCR(http://en.w
ikipedia.org/wiki/PCRを参照)により第2のタンパク質のcDNA配列をインフレーム(http:/
/en.wikipedia.org/wiki/Reading_frameを参照)で付加する工程に関与する。続いて、該D
NA配列が、単一のタンパク質として細胞(http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_(biology)
を参照)により発現(http://en.wikipedia.org/wiki/Protein_expressionを参照)される。
タンパク質は、両者の本来のタンパク質の完全配列を、またはどちらかの一部のみを包含
するよう操作することができる。2種の実体がタンパク質である場合、タンパク質の独立
的なフォールドおよび予想通りの挙動を可能にするリンカー(または「スペーサー」)ペプ
チドを加えてよい。特に、本発明の融合タンパク質は、AGT DNA配列のN末端またはC末端
側いずれかに付着したエピトープまたは抗原コード配列と共に、AGTコード配列をインフ
レームで含むベクターを用意することにより得ることができる。これらのベクターは、大
腸菌(E.coli)細菌等の真正細菌を包含する原核生物宿主、または真核生物宿主、例えば、
酵母、昆虫細胞もしくは哺乳類細胞において導入することができ、組換え融合タンパク質
は、適切な条件下で産生することができる。典型的な構築物を、本願の実験部分に示す。
【００３０】
　本明細書における用語「抗体」は、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体およびキ
メラ抗体を包含することが企図される。好ましくは、本発明のイムノアッセイにより検出
される抗体は、罹患した患者の生体試料に存在するポリクローナル抗体であり、したがっ
て、異なるB細胞源から生じたものである。このようなものとして、ポリクローナル抗体
は、病原性抗原により提示される異なるエピトープを認識する(他方では、モノクローナ
ル抗体は、単一細胞株に由来し、同一エピトープを認識する)。
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【００３１】
　抗体(または「免疫グロブリン」)は、ジスルフィド結合により内部連結された少なくと
も2本の重(H)鎖および2本の軽(L)鎖を含む糖タンパク質からなる。各重鎖は、重鎖可変領
域(またはドメイン)(本明細書において、HCVRまたはVHと省略)および重鎖定常領域を含む
。重鎖定常領域は、3個のドメイン、CH1、CH2およびCH3を含む。各軽鎖は、軽鎖可変領域
(本明細書において、LCVRまたはVLと省略)および軽鎖定常領域を含む。軽鎖定常領域は、
1個のドメイン、CLを含む。VHおよびVL領域は、「相補性決定領域」(CDR)または「超可変
領域」と呼ばれる超可変性の領域へとさらに細分することができ、この領域は主として、
抗原のエピトープの結合の原因であり、フレームワーク領域(FR)と呼ばれる、より保存さ
れた領域と共に散在する。各VHおよびVLは、3個のCDRおよび4個のFRで構成され、アミノ
末端からカルボキシ末端へと、次の順序:FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3、FR4で配置
される。重および軽鎖の可変領域は、抗原と相互作用する結合ドメインを含有する。抗体
の定常領域は、免疫系の種々の細胞(例えば、エフェクター細胞)および古典的補体系の第
1の構成成分(Clq)を包含する宿主組織または因子への免疫グロブリンの結合を媒介し得る
。
【００３２】
　抗体は、異なるアイソタイプ(即ち、IgA、IgD、IgE、IgGまたはIgM)のものとなり得る
。IgGおよびIgM型の抗体は両者共に、本方法により検出することができる。注目すべきこ
とに、これらのアイソタイプは、ジスルフィド結合により連接された2本の同一重鎖およ
び2本の同一軽鎖で構成される。重要なことに、IgM抗体はポリマーを形成し、このポリマ
ーにおいて、複数の免疫グロブリンが、主に五量体として、時に六量体としてジスルフィ
ド結合による共有結合で一緒に連結されて、およそ900kDaの分子量を有する(五量体型で
は)。各単量体は、2個の抗原結合部位を有するため、五量体IgMは、10個の結合部位を有
する。しかし通常、大部分の抗原のサイズの大きさが近傍部位への結合を妨げるため、Ig
M抗体は、10個の抗原と同時に結合することができない。そのポリマー的性質のため、IgM
は、高い結合性を所有する。抗体の異なるアイソタイプ(例えば、IgGまたはIgM)は、同じ
抗原により検出することができ、抗体応答が抗原/感染に対し初期またはより後期の応答
であるか等、抗体応答の時間的識別を可能にする。この識別は、感染または抗原への曝露
のタイミングに関する情報を提供することができる。
【００３３】
　抗体断片は、本方法の結果検出することもできる。この用語は、Fab、Fab'、F(ab')2、
scFv、dsFv、ds-scFv、二量体、ミニボディ(minibody)、ディアボディ(diabody)およびこ
れらの多量体ならびに二特異性抗体断片を包含することが企図される。
【００３４】
　モノクローナル抗体は、例えば、固体支持体に結合している免疫グロブリンを検出する
ために、本イムノアッセイにおいて用いることができる。本明細書において、「モノクロ
ーナル抗体」は、同種抗体集団から生じる抗体を定義する。より具体的には、集団の個々
の抗体は、最小の比率で存在し得るいくつかの可能性のある自然発生の突然変異を除いて
同一である。言い換えると、モノクローナル抗体は、単一細胞クローン(例えば、ハイブ
リドーマ、同種抗体をコードするDNA分子をトランスフェクトされた真核生物宿主細胞、
同種抗体をコードするDNA分子をトランスフェクトされた原核生物宿主細胞等)の増殖から
生じる同種抗体からなり、一般に、唯一のクラスおよびサブクラスの重鎖ならびに単一の
種類の軽鎖により特徴付けられる。モノクローナル抗体は、高度に特異的であり、単一抗
原に対するものである。加えて、通常、種々の決定基またはエピトープに対する種々の抗
体を包含するポリクローナル抗体の調製物と対照的に、各モノクローナル抗体は、抗原の
単一エピトープに対するものである。
【００３５】
　本明細書における用語「抗原」は、免疫系に当該物質に対する抗体を産生させるいずれ
かの物質を意味する。「免疫原性」抗原は、注射されると適応免疫応答を刺激することの
できる特定の種類の抗原である。よって、分子レベルにおいて、抗原は、抗体の抗原結合
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部位に「結合される」その能力により特徴付けられる。
【００３６】
　本発明の文脈において、抗体が、前記抗原(またはエピトープ)に対し105M-1よりも高い
、好ましくは、106M-1よりも高い、より好ましくは、107M-1よりも高い親和性定数Ka(解
離定数の逆数、即ち、1/Kd)を有する場合、前記抗体は、規定の(define)抗原(またはエピ
トープ)と「結合」する、もしくは前記抗原(またはエピトープ)を「認識」すると言われ
る。この親和性は、例えば、平衡透析または蛍光消光により測定することができ、どちら
の技術も本技術分野において日常的に用いられている。
【００３７】
　本発明の方法は、例えば、アレルゲンの検出において、タンパク質、核酸、抗体、免疫
応答、多糖等の検出のための他の技法とカップリングすることができる。
【００３８】
マルチプレックスイムノアッセイにおける使用のための抗原
　本発明の文脈において、抗原またはエピトープは、タンパク質、リポタンパク質、多糖
類および糖タンパク質を包含する。前記タンパク質は、アルブミン、破傷風トキソイド、
ジフテリアトキソイド、百日咳トキソイド、細菌外膜タンパク質(髄膜炎菌性外膜タンパ
ク質を包含)、RSV-Fタンパク質、マラリア由来ペプチド、B-ラクトグロブリンB、アプロ
チニン、オボアルブミン、リゾチーム、直鎖ペプチド、オリゴペプチド等、ウイルス、細
菌、寄生虫、動物および真菌タンパク質を包含する。抗原およびエピトープは、癌、サイ
トカインおよびアレルゲンの抗原およびエピトープを包含する。抗原は、自己免疫性疾患
に関与する抗原となり得る。
【００３９】
　抗原は、アルファフェトプロテイン(AFP、http://en.wikipedia.org/wiki/Alphafetopr
otein)、がん胎児抗原(CEA)、CA 15-3、CA27-29、CA 125、CA 19-9、カルレチニン(Calre
finin)、前立腺特異的抗原(PSA)、MUC-1(http://en.wikipedia.org/wiki/MUC1)、上皮膜
タンパク質(EMA)、上皮腫瘍抗原(ETA)、チロシナーゼ(http://en.wikipedia.org/wiki/Ty
rosinase)、メラノーマ関連抗原(MAGE)、TAA複合体、SSX2またはNERCMSL、ras(http://en
.wikipedia.org/wiki/Ras_subfamily)、P53、CD34、CD99、CD117、クロモグラニン、サイ
トケラチン、デスミン、第VIII因子(http://en.wikipedia.org/wiki/Factor_VIII)、CD31
(http://en.wikipedia.org/wiki/CD31)、FL1(http://en.wikipedia.org/wiki/FL1)、GFAP
、GCDFP-15、HMB-45、hCG、インヒビン、ケラチン、PTPRC(CD45)、MART-1、MyoD1、MSA、
NSE、PLAP、S100タンパク質、SMA、シナプトフィジン、サイログロブリン、甲状腺転写因
子-1、腫瘍M2-PKおよびビメンチン等、腫瘍関連抗原となり得る。
【００４０】
　抗原は、アンジオポエチン-2、sCD40L、EGF、エンドグリン、sFASL、HB-EGF、IGFBP-1
、IL-6、IL-8、IL-18、PAI-1、PLGF、TGF-α、TNF-α、uPA、VEGF-A、VEGF-C、VEGF-D、s
EGFR、FGF-塩基性、フォリスタチン、G-CSF、HGF、sHER-2/neu、sIL-6Rα、レプチン、オ
ステオポンチン、PECAM-1、PDGF-AB/BB、プロラクチン、SCF、sTIE-2、sVEGFR-1およびsV
EGFR-2等、癌バイオマーカーとなり得る。
【００４１】
　抗原は、カルビンディン、クラスタリン、GST-π、IL-18、KIM-1、MCP-1、アルブミン
、B2M、シスタチンC、NGAL、オステオポンチンおよびTFF3等、腎臓毒性マーカーとなり得
る。
【００４２】
　抗原は、TGF-β1、TGF-β2、TGF-β3、IL-1β、IL-1ra、IL-2、IL-4、IL-5、IL-6、IL-
7、IL-8、IL-9、IL-10、IL-12(p70)、IL-13、IL-15、IL-17、塩基性FGF、エオタキシン、
G-CSF、GM-CSF、IFN-γ、IP-10、MCP-1(MCAF) MIP-1α、MIP-1β、PDGF-BB、RANTES、TNF
-α、VEGF、IL-1α、IL-2Rα、IL-3、IL-12(p40)、IL-16、IL-18、CTACK、GRO-α、HGF、
IFN-α2、LIF、MCP-3、M-CSF、MIF、MIG、β-NGF、SCF、SCGF-β、SDF-1α、TNF-βおよ
びTRAIL等、サイトカイン、ケモカインおよび増殖因子となり得る。
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【００４３】
　抗原は、ハプテン、ならびに糖類、オリゴ糖、多糖類、ペプチド、ムチン、毒素および
アレルゲン(花粉、卵白)等、低分子量分子を含む他の部分であってもよい。
【００４４】
　抗原は、食物、イネ科草本(grass)、樹木、草、昆虫、カビ、表皮(epidermal)またはイ
エダニ(dust mite)アレルゲン等、アレルゲンとなり得る。抗原は、動物、貝類、ミルク(
http://en.wikipedia.org/wiki/Milkを参照)、ダイズ(http://en.wikipedia.org/wiki/So
yを参照)、卵(http://en.wikipedia.org/wiki/Egg_(food)を参照)、コムギ(http://en.wi
kipedia.org/wiki/Wheatを参照)、ピーナッツ(http://en.wikipedia.org/wiki/Peanutsを
参照)、木の実(http://en.wikipedia.org/wiki/Tree_nutsを参照)、魚(http://en.wikipe
dia.org/wiki/Fishを参照)または種子アレルゲンとなり得る。
【００４５】
　抗原は、自己免疫性疾患に関与することができ、好ましくは、ヒト抗原である。好まし
い抗原は、サイログロブリン、甲状腺ペルオキシダーゼ、リウマトイド因子(IgA、IgG、I
gM)、シトルリン化ペプチド、ヒスチジル(histtidyl)-tRNAシンテターゼ(Jo-1)、PM-Scl
、補体、補体構成要素C4cおよびC3c;総補体(CH50)、Sm/RNP、SS-Aおよび-B(シェーグレン
(Sjogren)aおよびb)、Scl-70、トポイソメラーゼ、リボソームPタンパク質、アクチン、
組織トランスグルタミナーゼ、ミエロペルオキシダーゼ、プロテイナーゼ-3、M型ホスホ
リパーゼA、肝腎ミクロソーム抗原1型(抗LKM1)、抗肝臓サイトゾル1型(抗LC1)、SMA、ピ
ルビン酸脱水素酵素複合体E2サブユニット、核膜孔gp210、核内構造体sp100、高移動度群
box1、コラーゲン、コラーゲンII型、コラーゲンIV型、コラーゲンVII型、hLAMP-2、電位
開口型カリウムチャネル(VGKC)、N-メチル-D-アスパラギン酸受容体(NMDAR)、Hu、Yo、Ri
、Ma 1/2、CRMP-5、アンフィファイシン(Ampiphysin)、熱ショックタンパク質(HSP)、HSP
60、凝固因子VIII、増殖細胞核抗原(PCNA)、DNAポリメラーゼ、リカバリン、α-エノラー
ゼ、トランスデューシン-α、ミエリン塩基性タンパク質(MBP)、第VIII因子(FVIII)、第I
X因子(FIX)、アミロイドβペプチド(Aβ)、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質(
MOG;www.discoverymedicine.com/category/species-and-cell-types/human/brain/oligod
endrocyte/を参照)、ミエリン塩基性タンパク質(MBP)、顆粒球マクロファージコロニー刺
激因子(GM-CSF)、インターフェロン(IFN)-γ、インターロイキン-(IL)-6、IL-17A、IL-17
F、IL-22、ヒストンH1、シトクロムP450、ミエリン、アクアポリン-4(AQP-4)、Ro、La、
筋肉特異的キナーゼ(MuSK)、アクチニン-α4、α-エノラーゼ、伸長因子2、グルタミン酸
受容体(NR2)、ラミニン、ミオシン、smD1、PM-Scl、フィブリラリン、RNAポリメラーゼI
、NOR)、Scl-70、サイクリンIおよびII、肝臓特異的タンパク質、ホルムイミノトランス
フェラーゼ・シクロデアミナーゼ(LC-1)、可溶性肝臓抗原/肝臓-膵臓抗原(SLA/LP)、デス
モグレイン1または3、エンボプラキン、BP180タンパク質、BP230タンパク質、ミエリン関
連糖タンパク質、グルタミン酸脱炭酸酵素(GAD)、チロシンホスファターゼ(IA2)、インス
リン、H+/K+-ATPase、エラスターゼ、カテプシン(kathepsin)G、ラクトフェリン(kactofe
rrin)、BPI、rPAg1(CUZD1)およびrPAg2(GP2)、ホスホリパーゼA2受容体、グリアジン-ア
ナログ融合ペプチド、グルタミン酸脱炭酸酵素(GAD65)ならびにサイロトロピン受容体抗
原である。
【００４６】
　抗原は、毒素、例えば、ボツリヌス神経毒、ウェルシュ菌(Clostridium perfringens)
イプシロン毒素、リシン、サキシトキシン、志賀毒素、テトロドトキシン、ブドウ球菌エ
ンテロトキシン等となり得る。ムチンも本技術分野において周知である。MUC5AC、MUC5B
およびMUC2は、その例である。特に、これらは、B群連鎖球菌(steptococcal)および肺炎
球菌莢膜多糖類(III型を包含)、緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)ムコエクソ(mucoexo)多
糖類および莢膜多糖類(フィッシャー(fisher)I型を包含)ならびにインフルエンザ菌(Haem
ophilus influenzae)多糖類等、天然起源の多糖類となり得る。
【００４７】
　好ましい一実施形態において、前記抗原またはエピトープは、ウイルスによって発現さ
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れ、ウイルスは、インフルエンザウイルス、A型肝炎ウイルス、B型肝炎ウイルス、C型肝
炎ウイルス、E型肝炎ウイルス、G型肝炎ウイルス、HIVウイルス、黄熱ウイルス、デング
熱ウイルス、日本脳炎ウイルス、ダニ媒介脳炎ウイルス、ウスツもしくはウエストナイル
ウイルス、リフトバレー熱もしくはトスカーナウイルス、チクングニアウイルス、オムス
ク出血熱ウイルス、Alkhurma出血熱ウイルス、キャサヌール森林病ウイルス、ベネズエラ
ウマ脳炎ウイルス、東部ウマ脳炎ウイルス、西部ウマ脳炎ウイルス、ロスリバーウイルス
、マヤロウイルス、呼吸器多核体(respiratory synticial)ウイルス、ロシオウイルス、
モルビリウイルス、マレー渓谷脳炎ウイルス、ヴェッセルスブロン(Wesselbron)ウイルス
、ジカウイルス、リンパ性脈絡髄膜炎(lymphocytic choreomeningitis)ウイルス、エボラ
ウイルス、マールブルグウイルス、クリミア・コンゴ出血熱ウイルス、ラッサ熱ウイルス
、フニンウイルス、マチュポウイルス(http://en.wikipedia.org/wiki/Machupo_virus)、
サビアウイルス、グアナリトウイルス、ムンプスウイルス、狂犬病ウイルス、風疹ウイル
ス、水痘帯状疱疹ウイルス、単純ヘルペスウイルス1および2型、より一般には、アルファ
ウイルス、アデノウイルス、ハンタウイルス、エコーウイルス、ロタウイルス、フラビウ
イルス、ライノウイルス、オルソブニヤウイルス、ポリオウイルス、ポックスウイルス(
例えば、天然痘(http://en.wikipedia.org/wiki/Smallpox)、サル痘、ブラックポックス(
blackpox)またはカナリアポックス)、オルソミクソウイルス(例えば、インフルエンザウ
イルスA、インフルエンザウイルスB、インフルエンザウイルスC、http://en.wikipedia.o
rg/wiki/Influenza_A_virus; http://en.wikipedia.org/wiki/Influenzavirus_B; http:/
/en.wikipedia.org/wiki/Influenzavirus_C)、ピコルナウイルス(例えば、口蹄疫ウイル
ス、FMDV、http://en.wikipedia.org/wiki/Picornavirus)、ヒトパルボウイルス、エンテ
ロウイルス、コロナウイルス(例えば、SARSまたはヒトベータコロナウイルス)、ヒトパピ
ローマウイルス、ヘルペスウイルス、ヒトサイトメガロウイルス、エプスタイン・バーウ
イルス、1、2および3型由来のパラインフルエンザウイルス等のパラミクソウイルス(http
://en.wikipedia.org/wiki/Paramyxovirus)、またはいずれかの同定されたウイルスから
なる群から選択される。
【００４８】
　好ましい一実施形態において、前記抗原またはエピトープは、フラビウイルス科(デン
グ熱、黄熱、ウエストナイル、日本脳炎、ダニ媒介脳炎、C型肝炎ウイルス)、トガウイル
ス科(チクングニア、ロスリバー、マヤロ、西部ウマ脳炎、東部ウマ脳炎、ベネズエラウ
マ脳炎ウイルス)、ブニヤウイルス科(クリミア・コンゴ出血熱、リフトバレー熱、シュマ
レンベルクウイルス)、カリシウイルス科(E型肝炎ウイルス)、アレナウイルス科(ラッサ
熱)およびフィロウイルス科(エボラ、マールブルグ)からなる群から選択される科に属す
るウイルスにより発現される。
【００４９】
　別の好ましい一実施形態において、前記抗原またはエピトープは、寄生性原生動物(リ
ーシュマニア属またはトキソプラズマ原虫(Toxoplasma Gondii)、赤痢アメーバ(Entamoeb
a histolytica)、熱帯熱マラリア原虫(Plasmodium falciparum)(例えば、MSP1(19)+AMA-1
(III)抗原を別々にまたは同時発現して)、ニューモシスチス・カリニ(Pneumocystis cari
nii)、クリプトスポリジウム属(Cryptosporidium)、フォーラーネグレリア(Naegleria fo
wleri)(http://en.wikipedia.org/wiki/Naegleria_fowleri)もしくはランブル鞭毛虫(Gia
rdia lamblia)由来等)、虫(クルーズトリパノソーマ(Trypanosoma cruzi)、線虫、条虫ま
たは吸虫等)または節足動物(甲殻類、昆虫、クモ類等)により発現される。
【００５０】
　別の好ましい一実施形態において、前記抗原またはエピトープは、感染性細菌、例えば
、サルモネラ属(Salmonella)、シゲラ属(Shigella)、連鎖球菌属(Streptococcus)、ブド
ウ球菌属(Staphylococcus)、マイコプラズマ属(Mycoplasma)、ジフテリア(Diphteriae)、
レプトスピラ属(Leptospirosa)、リケッチア属(Rickettsia)または大腸菌属(Escherichia
)の属により発現される。さらに好ましい一実施形態において、前記細菌は、梅毒トレポ
ネーマ(Treponema pallidum)(http://en.wikipedia.org/wiki/Treponema_pallidum)、ヘ
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リコバクター・ピロリ(Helicobacter pylori)、カンピロバクター・ジェジュニ(Campylob
acter jejuni)、ライム病ボレリア(Borrelia burgdorferi)、レジオネラ・ニューモフィ
ラ(Legionella pneumophila)、ペスト菌(Yersinia pestis)、エンテロコリチカ菌(Yersin
ia enterocolitica)、ブルセラ・アボルタス(Brucella abortus)、鼻疽菌(Burkholderia 
mallei)(http://en.wikipedia.org/wiki/Burkholderia_mallei)、類鼻疽菌(Burkholderia
 pseudomallei)(http://en.wikipedia.org/wiki/Burkholderia_pseudomallei)、クラミジ
ア・ニューモニエ(Chlamydia pneumonia)、野兎病菌(Francisella tularensis)、マイコ
プラズマ・ニューモニエ(Mycoplasma pneumonia)、インフルエンザ菌(H. influenzae)、
肺炎球菌(S. pneumoniae)、肺炎桿菌(Klebsiella pneumoniae)、黄色ブドウ球菌(S. aure
us)、炭疽菌(Bacillus anthracis)、ボツリヌス菌(Clostridium botulinum)(http://en.w
ikipedia.org/wiki/Clostrid
ium_botulinum)、ウェルシュ菌(http://en.wikipedia.org/wiki/Clostridium_perfringen
s)、リステリア菌(Listeria monocytogenes)、百日咳菌(Bordetella pertussis)、破傷風
菌(Clostridium tetani)、髄膜炎菌(Neisseria meningitidis)(http://en.wikipedia.org
/wiki/Neisseria_meningitidis)、表皮ブドウ球菌(S. epidermidis)、髄膜炎菌(N. menin
giditis)、緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)、トラコーマクラミジア(Chlamydia trachom
atis)、結核菌(Mycobacterium tuberculosis)、Q熱コクシエラ(Coxiella burnetii)、発
疹チフスリケッチア(Rickettsia prowazekii)(http://en.wikipedia.org/wiki/Rickettsi
a_prowazekii)、オウム病クラミジア(Chlamydia psittaci)(http://en.wikipedia.org/wi
ki/Chlamydia_psittaci)、レプトスピラ・インテロガンス(Leptospirosa interrogans)お
よび大腸菌(E.coli)(例えば、大腸菌O157:H7(http://en.wikipedia.org/wiki/Escherichi
a_coli_O157:H7))から選択される生物種のうち1種に属する。
【００５１】
　別の好ましい一実施形態において、前記抗原またはエピトープは、真菌または酵母(例
えば、カンジダ属(Candida)、アスペルギルス属(Aspergillus)、クリプトコッカス属(Cry
ptococcus)、ヒストプラズマ属(Histoplasma)、ニューモシスチス属(Pneumocystis)また
はスタキボトリス属(Stachybotrys)の種由来)により発現される。
【００５２】
　抗原またはエピトープは、プリオンタンパク質(PrPc)に由来し得る。
【００５３】
　エピトープは、IgD、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA、IgM、IgEまたはIgG全体等、特異
的免疫グロブリンに由来し得る。
【００５４】
　抗原は通常、特異的抗体の相互作用点として作用し得る数種の表面特色を提示する。い
ずれかの係る別個の分子特色は、エピトープを構成する。したがって本明細書において、
用語「エピトープ」は、少なくとも1個の抗体により結合され得る、抗原、例えば抗原断
片の特定の分子表面特色を指す。したがって分子レベルにおいて、エピトープは、特異的
抗体により認識および結合される、抗原(例えば、抗原断片)の特定の分子表面特色に相当
する。本発明の文脈において、「融合タンパク質」は、標的抗体によって認識される少な
くとも1個のエピトープを含有する。好ましくは、前記融合タンパク質は、数個のエピト
ープ(http://en.wikipedia.org/wiki/Epitope)を含む抗原全体を含有する。これらエピト
ープは、直鎖または立体構造エピトープとなり得る。本明細書において、直鎖(または配
列)エピトープは、そのアミノ酸の(http://en.wikipedia.org/wiki/Amino_acid)直鎖配列
または一次構造(http://en.wikipedia.org/wiki/Primary_structure)により、抗体(http:
//en.wikipedia.org/wiki/Antibody)により認識されるエピトープである。対照的に、立
体構造エピトープ(http://en.wikipedia.org/wiki/Conformational_epitope)は、その特
異的三次元形状によって認識される。好ましくは、本発明の融合タンパク質は、立体構造
エピトープを含有するが、その理由として、大部分のポリクローナル抗体がこれを認識す
るからである。
【００５５】
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　しかし、このような抗原は、交差反応性エピトープ、即ち、そこに結合する非特異的抗
体により認識されるエピトープを提示しないことが重要である。このような場合、本発明
の方法の特異性は減少するであろう。
【００５６】
　好ましい一実施形態において、前記エピトープは、デング熱ウイルス1、デング熱ウイ
ルス2、デング熱ウイルス3、デング熱ウイルス4、ウエストナイルウイルス、黄熱ウイル
ス、日本脳炎ウイルス、ジカウイルス、ヴェッセルスブロン(Wesselbron)ウイルス、ロシ
オウイルス、マレー脳炎ウイルス、セントルイス脳炎ウイルス、遺伝子型1の日本脳炎ウ
イルス、遺伝子型2の日本脳炎ウイルス、遺伝子型4の日本脳炎ウイルス、遺伝子型5の日
本脳炎ウイルスおよびラーベンスブルク(Rabensburg)ウイルスのタンパク質からなる群か
ら選択されるウイルスタンパク質、好ましくは、EDIIIタンパク質上に存在する。
【００５７】
　より好ましい一実施形態において、前記エピトープは、配列番号3によりコードされる
デング熱ウイルス1のEDIIIタンパク質、配列番号4によりコードされるデング熱ウイルス2
のEDIIIタンパク質、配列番号5によりコードされるデング熱ウイルス3のEDIIIタンパク質
、配列番号6によりコードされるデング熱ウイルス4のEDIIIタンパク質、配列番号7により
コードされるウエストナイルウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号8によりコードされる
黄熱ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号9によりコードされる日本脳炎ウイルスのEDII
Iタンパク質、配列番号10によりコードされるジカウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号
11によりコードされるベッセルブロンウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号12によりコ
ードされるロシオウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号13によりコードされるマレー脳
炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号14によりコードされるセントルイス脳炎ウイル
スのEDIIIタンパク質、配列番号54によりコードされた遺伝子型1の日本脳炎ウイルスのED
IIIタンパク質、配列番号55によりコードされた遺伝子型2の日本脳炎ウイルスのEDIIIタ
ンパク質、配列番号56によりコードされた遺伝子型4の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク
質、配列番号57によりコードされた遺伝子型5の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、お
よび配列番号58によりコードされたラーベンスブルクウイルスのEDIIIタンパク質ならび
にHIV1、HIV2、B型肝炎ウイルス、C型肝炎ウイルス、E型肝炎ウイルス、ウエストナイル
ウイルスおよび、HPV16、18、31、33、35、39、45、51、52、56、58、59、66および68等
の発癌性HPV株のウイルス性タンパク質からなる群から選択されるウイルス性タンパク質
上に存在する。
【００５８】
　好ましい一実施形態において、本発明の方法において用いられる融合タンパク質におい
てhAGT酵素と融合した第1および第2のエピトープ(または抗原)は、同一の分類学的レベル
に属する、即ち、同一の科(例えば、フラビウイルス科、ブニヤウイルス科、アレナウイ
ルス科またはフィロウイルス科)または属または種に属するが、これらは異なる血清型を
有する。言い換えると、前記第1および第2のエピトープは、近縁関係のウイルスにより発
現され得る、例えば、同一の科、属または種に属するが、デング熱ウイルス1、2、3また
は4等、異なる血清型を有する。
【００５９】
　あるいは、別の好ましい一実施形態において、前記第1および第2のエピトープ(または
抗原)は、無関係の生物学的な科または属または種に属する。
【００６０】
　エピトープは、ウイルスエピトープとなり得る。好ましくは、エピトープのうち少なく
とも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15または16種は、ウイルスエピ
トープから選択される。好ましくは、エピトープのうち少なくとも1、2、3、4、5、6、7
、8、9、10、11、12、13、14、15または16種は、デング熱ウイルス(血清型1、2、3または
4)、ウエストナイルウイルス、黄熱ウイルス、日本脳炎ウイルス、ダニ媒介脳炎ウイルス
、セントルイス脳炎ウイルス、マレー渓谷脳炎ウイルス、ヴェッセルスブロンウイルス、
ジカウイルス、ロシオウイルス、ウスツウイルス、リフトバレー熱ウイルスおよびチクン
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グニアウイルスエピトープから選択される。より好ましくは、エピトープのうち少なくと
も1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15または16種は、デング熱ウイル
ス(血清型1、2、3または4)、ウエストナイルウイルス、黄熱ウイルス、日本脳炎ウイルス
、ダニ媒介脳炎ウイルス、セントルイス脳炎ウイルス、マレー渓谷脳炎ウイルス、ヴェッ
セルスブロンウイルス、ジカウイルス、ロシオウイルス、ウスツウイルス、リフトバレー
熱ウイルス、チクングニアウイルス、SARSコロナウイルス、ヒトコロナウイルス、C型肝
炎(Hepatitic)ウイルス(HCV)、E型肝炎ウイルス(HEV)またはシュマレンベルクウイルスエ
ピトープから選択される。
【００６１】
　好ましくは、エピトープのうち少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、1
3、14、15または16種は、デング熱ウイルス(血清型1、2、3または4)、ウエストナイルウ
イルス、黄熱ウイルス、日本脳炎ウイルス、ダニ媒介脳炎ウイルス、セントルイス脳炎ウ
イルス、マレー渓谷脳炎ウイルス、ヴェッセルスブロンウイルス、ジカウイルス、ロシオ
ウイルス、ウスツウイルス、リフトバレー熱ウイルス、チクングニアウイルス、SARSコロ
ナウイルス、ヒトコロナウイルス、C型肝炎(Hepatitic)ウイルス(HCV)、E型肝炎ウイルス
(HEV)、シュマレンベルクウイルス、HIV1、HIV2、B型肝炎ウイルスおよびHPVエピトープ
から選択される。エピトープのうち少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12
、13、14、15または16種は、交互に、上述のウイルスのうち1、2、3、4、5、6、7、8、9
、10、11、12、13、14、15または16種のいずれかの群から選ばれ得る。
【００６２】
　好ましくは、エピトープのうち少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、1
3、14、15または16種は、フラビウイルス科(Flaviviridae)エピトープから選択される。
好ましくは、エピトープのうち少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13
、14、15または16種は、トガウイルス科(Togaviridae)エピトープ(eitope)から選択され
る。好ましくは、エピトープのうち少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12
、13、14、15または16種は、ブニヤウイルス科(Bunyaviridae)エピトープから選択される
。好ましくは、エピトープのうち少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、1
3、14、15または16種は、カリシウイルス科(Caliciviridae)エピトープから選択される。
好ましくは、エピトープのうち少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13
、14、15または16種は、アレナウイルス科(Arenaviridae)エピトープから選択される。好
ましくは、エピトープのうち少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、1
4、15または16種は、フィロウイルス科(Filoviridae)エピトープから選択される。好まし
くは、エピトープのうち少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、1
5または16種は、ポックスウイルス科(Poxviridae)エピトープから選択される。
【００６３】
　エピトープは、細菌エピトープとなり得る。好ましくは、エピトープのうち少なくとも
1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15または16種は、細菌エピトープか
ら選択される。好ましくは、エピトープのうち少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、1
0、11、12、13、14、15または16種は、梅毒トレポネーマ(Treponema pallidum)(http://e
n.wikipedia.org/wiki/Treponema_pallidum)、ヘリコバクター・ピロリ、カンピロバクタ
ー・ジェジュニ、ライム病ボレリア、レジオネラ・ニューモフィラ、ペスト菌(http://en
.wikipedia.org/wiki/Yersinia_pestis)、エンテロコリチカ菌、ブルセラ・アボルタス、
鼻疽菌、類鼻疽菌、クラミジア・ニューモニエ、野兎病菌、マイコプラズマ・ニューモニ
エ、インフルエンザ菌、肺炎球菌、肺炎桿菌、黄色ブドウ球菌、炭疽菌、ボツリヌス菌、
ウェルシュ菌、リステリア菌、百日咳菌、破傷風菌、髄膜炎菌、表皮ブドウ球菌、髄膜炎
菌(N. meningiditis)、緑膿菌、トラコーマクラミジア、結核菌、Q熱コクシエラ、発疹チ
フスリケッチア、オウム病クラミジア、レプトスピラ・インテロガンス(Leptospirosa in
terrogans)および大腸菌(例えば、大腸菌O157:H7)エピトープから選択される。エピトー
プのうち少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15または16種は
、交互に、上述の細菌のうち1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15また
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は16種のいずれかの群から選ばれ得る。
【００６４】
　好ましくは、少なくとも1、2、3または4種のエピトープが、レプトスピラ属(Leptospir
a)エピトープ、最も好ましくは、LruA、LruB、HbpAまたはLipL32エピトープから選択され
る。
【００６５】
　一部の実施形態において、第1または第2の融合タンパク質は、配列番号3～14および54
～58のいずれかによってコードされる少なくとも1種のアミノ酸配列、またはその少なく
とも10、15、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは300個の連続的なアミノ酸を含
む。
【００６６】
　一部の実施形態において、第1または第2の融合タンパク質は、配列番号155、157、159
、161、163、165、167、171、173、175、177および179から選択される少なくとも1種のア
ミノ酸配列、またはその少なくとも10、15、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは
300個の連続的なアミノ酸を含む。
【００６７】
　一部の実施形態において、第1または第2の融合タンパク質は、配列番号3～14および54
～58のいずれかによってコードされる少なくとも1種のアミノ酸配列を含む、および/また
は配列番号155、157、159、161、163、165、167、171、173、175、177および179から選択
される少なくとも1種のアミノ酸配列またはその少なくとも10、15、20、25、30、40、50
、60、100、200もしくは300個の連続的なアミノ酸を含む。
【００６８】
　一部の実施形態において、第1または第2の融合タンパク質は、SARSコロナウイルス由来
の変異Nタンパク質、SARSコロナウイルス由来のSタンパク質のRBD、ヒトベータコロナウ
イルス由来のNタンパク質、ヒトベータコロナウイルス由来のS1タンパク質、ヒトベータ
コロナウイルス由来のSタンパク質のRBD、C型肝炎(HCV)ウイルス由来の変異Cタンパク質
、HEVコア抗原、HCVコア抗原、HCVコア抗原の短縮型、シュマレンベルクウイルス由来のN
Ssタンパク質から選択される少なくとも1種のアミノ酸配列を含む。
【００６９】
　一部の実施形態において、第1または第2の融合タンパク質は、図12～図16および図21～
図24に示すウイルスアミノ酸配列の少なくとも10、15、20、25、30、40、50、60、100、2
00または300個の連続的なアミノ酸を含む。
【００７０】
　一部の実施形態において、第1または第2の融合タンパク質は、LruA、LruBまたはLipL32
タンパク質から選択される少なくとも1種のアミノ酸配列を含む。好ましくは、第1または
第2の融合タンパク質は、図17、図18または図19に示すLruA、LruBまたはLipL32アミノ酸
配列の少なくとも10、15、20、25、30、40、50、60、100、200または300個の連続的なア
ミノ酸を含む。
【００７１】
　一部の実施形態において、エピトープは、図17、図18または図19に示す配列の少なくと
も10、15、20、25、30、40、50、60、100、200または300個の連続的なLruA、LruBまたはL
ipL32アミノ酸を含む。
【００７２】
　本発明のイムノアッセイは、公知または未知の多数の抗体を同時に検出することができ
る。本明細書において、「多数」とは、少なくとも5、より好ましくは少なくとも15、よ
り好ましくは少なくとも50、さらにより好ましくは少なくとも100種の抗体であると理解
される。したがって、好ましい一実施形態において、本発明のアッセイ方法は、対象由来
の生体試料における少なくとも5、より好ましくは少なくとも15、好ましくは少なくとも5
0、さらにより好ましくは少なくとも100種の標的抗体の検出に用いられる。本手順は、前
記抗体の存在の検出のみに依存し、その性質に依存しないため、特定の抗体が適切に特徴
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付けられているか否かは、本発明の方法にとって全く関係ない。
【００７３】
　本発明の好ましい一実施形態において、前記第1および第2の固体支持体とカップリング
される前記第1および第2の融合タンパク質は、
　-　配列番号21 (融合タンパク質[SNAP-DEN1.EDIII]に相当)
　-　配列番号42 (融合タンパク質[SNAP-SBV.N]に相当)
　-　配列番号49 (融合タンパク質[SNAP-EV71.VP1]に相当)
　-　配列番号51 (融合タンパク質[JE.sE-SNAP]に相当)
　-　配列番号53 (融合タンパク質[SNAP-JE-1.EDIII]に相当)
　-　配列番号60 (融合タンパク質[SNAP-JE-2.EDIII]に相当)
　-　配列番号62 (融合タンパク質[SNAP-JE-4.EDIII]に相当)
　-　配列番号64 (融合タンパク質[SNAP-JE-5.EDIII]に相当)
　-　配列番号66 (融合タンパク質[SNAP-RabV.EDIII]に相当)
　-　配列番号68 (融合タンパク質[SNAP-フラビウイルス.EDIII]に相当)
　-　配列番号70 (融合タンパク質[RR.sE2-SNAP]に相当)
　-　配列番号72 (融合タンパク質[MAY.sE2-SNAP]に相当)
　-　配列番号74 (融合タンパク質[WEE.sE2-SNAP]に相当)
　-　配列番号76 (融合タンパク質[EEE.sE2-SNAP]に相当)
　-　配列番号78 (融合タンパク質[VEE.sE2-SNAP]に相当)
　-　配列番号80 (融合タンパク質[SNAP-AKA.N]に相当)
　-　配列番号82 (融合タンパク質[SNAP-AIN.N]に相当)
　-　配列番号84 (融合タンパク質[SNAP-SHA.N]に相当)
　-　配列番号86 (融合タンパク質[SNAP-huCOV.N]に相当)
　-　配列番号88 (融合タンパク質[SNAP-huCOV.S]に相当)
　-　配列番号90 (融合タンパク質[SNAP-HCV.C]に相当)
　-　配列番号92 (融合タンパク質[SNAP-MSP+AMA]に相当)
　-　配列番号94 (融合タンパク質[SNAP-HbpA1]に相当)
　-　配列番号96 (融合タンパク質[SNAP-MUB40]に相当)
　-　配列番号98 (融合タンパク質[SNAP-moCLEC5A]に相当)
　-　配列番号100 (融合タンパク質[SNAP-huCLEC5A]に相当)
　-　配列番号102 (融合タンパク質[SNAP-cxVAGO]に相当)
　-　配列番号104 (融合タンパク質[SNAP-aaVAGO]に相当)
　-　配列番号109 (融合タンパク質[SNAP-CCHF.N]に相当)
　-　配列番号111 (融合タンパク質[SNAP-EBO.N]に相当)
　-　配列番号113 (融合タンパク質[SNAP-MAR.N]に相当)
　-　配列番号115 (融合タンパク質[SNAP-LAS.N]に相当)
　-　配列番号117 (融合タンパク質[SNAP-JUN.N]に相当)
　-　配列番号119 (融合タンパク質[SNAP-MAC.N]に相当)
　-　配列番号121 (融合タンパク質[SNAP-GUA.N]に相当)
　-　配列番号123 (融合タンパク質[SNAP-SAB.N]に相当)
　-　配列番号125 (融合タンパク質[SNAP-OMSK.EDIII]に相当)
　-　配列番号127 (融合タンパク質[SNAP-KYA.EDIII]に相当)
　-　配列番号129 (融合タンパク質[SNAP-ALK.EDIII]に相当)
　-　配列番号131 (融合タンパク質[LAS.ectoGP1-SNAP]に相当)
　-　配列番号133 (融合タンパク質[JUN.ectoGP1-SNAP]に相当)
　-　配列番号135 (融合タンパク質[MAC.ectoGP1-SNAP]に相当)
　-　配列番号137 (融合タンパク質[GUA.ectoGP1-SNAP]に相当)
　-　配列番号139 (融合タンパク質[SAB.ectoGP1-SNAP]に相当)
　-　配列番号141 (融合タンパク質[LAS.ectoGP2-SNAP]に相当)
　-　配列番号143 (融合タンパク質[JUN.ectoGP2-SNAP]に相当)



(25) JP 6351571 B2 2018.7.4

10

20

30

40

50

　-　配列番号145 (融合タンパク質[MAC.ectoGP2-SNAP]に相当)
　-　配列番号147 (融合タンパク質[GUA.ectoGP2-SNAP]に相当)
　-　配列番号149 (融合タンパク質[SAB.ectoGP2-SNAP]に相当)、および
　-　配列番号151 (融合タンパク質[SNAP-HEV.C]に相当)
　からなる群から選択される。
【００７４】
　結果的に、本発明のin vitro方法は、ウイルス、細菌、酵母または真菌媒介性感染症で
ある標的疾患(複数可)の検出を可能にする。好ましくは、前記ウイルス感染症は、パピロ
ーマウイルス、またはフラビウイルス科(デング熱、黄熱、ウエストナイル、日本脳炎、
ダニ媒介脳炎、C型肝炎ウイルス)、トガウイルス科(チクングニア、ロスリバー、マヤロ
、西部ウマ脳炎、東部ウマ脳炎、ベネズエラウマ脳炎ウイルス)、ブニヤウイルス科(クリ
ミア・コンゴ出血熱、リフトバレー熱、シュマレンベルクウイルス)、カリシウイルス科(
E型肝炎ウイルス)、アレナウイルス科(ラッサ熱http://en.wikipedia.org/wiki/Lassa_vi
rus)およびフィロウイルス科(エボラhttp://en.wikipedia.org/wiki/Ebola_virus、マー
ルブルグhttp://en.wikipedia.org/wiki/Marburg_virus)由来のRNAウイルスが原因である
。好ましくは、前記細菌感染症は、レプトスピラ・インテロガンスが原因である。好まし
くは、前記感染症は、熱帯熱マラリア原虫が原因である。
【００７５】
　本明細書において、用語「生体試料」は、患者から得られた、抗体を含有し得るいずれ
かの試料を指す。好ましくは、前記生体試料は、尿、脳脊髄液、胸水、滑液、腹水、羊水
、胃液、血液、血清、血漿、リンパ液、間質液、唾液、生理的分泌物、涙、粘液、汗、乳
汁、精液、精漿、腟分泌物、潰瘍ならびに他の表面皮疹、水疱および膿瘍から出た液等、
生体液、例えば、未濾過生体液である。これは、抗体を含有し得る正常、悪性および疑わ
しい組織またはその他の身体構成物の生検を包含する組織の抽出物も指す。前記生体試料
は、使用前に、血液から血漿の調製、粘稠液の希釈その他等、前処理することができる。
処理方法は、濾過、蒸留、濃縮、干渉化合物の不活性化および試薬の添加に関与すること
ができる。好ましい一実施形態において、前記生体試料は、全血、血清、血漿、尿、精漿
、脳脊髄液および唾液から選ばれる。
【００７６】
AGTポリペプチド
　O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有するいずれかのポリペ
プチドを、本発明の方法において用いることができる。本発明の目的のため、これらのポ
リペプチドは、「AGTポリペプチド」と称されることになる。
【００７７】
　AGTは、その基質、O6-アルキルグアニン-DNAから自身のシステイン残基の1個へと、ア
ルキル基を不可逆的に転移させる。AGTと迅速に反応する基質アナログは、O6-ベンジル-
グアニンであり、二次(second order)速度定数は、およそ103sec-1M-1である。
【００７８】
　本発明の文脈において、ポリペプチドは、O6-アルキルグアニン含有分子からそれ自身
のシステイン残基の1個へとアルキル基を不可逆的に転移させることができる場合、「O6-
アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性」(または「AGT活性」)を有する
と言われる。前記ポリペプチドの「O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラー
ゼ活性」は、例えば、公知の標識O6-ベンジル-グアニン誘導体を接触させ、被験ポリペプ
チドにおける前記標識の転移をモニターすることにより実証することができる。アッセイ
が、in celluloまたは細胞抽出物において行われる場合、宿主細胞の内在性AGTの反応は
、内在性AGTが前記ポリペプチドに干渉しないよう制御される必要がある。したがって、
公知のAGT欠損細胞株が好ましくは用いられる。現在、AGT活性を同定するためのアッセイ
は、十分に記載されている。数種のO6-ベンジル-グアニン誘導体が市販されている(O6-ベ
ンジル-グアニンは、例えば、Santa Cruz biotechnologyにより流通されており、蛍光標
識O6-ベンジル-グアニン誘導体は、New England Biolabs NEBから入手することができる)
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。これらアッセイの一部は、国際公開第2005/085470号パンフレットおよび国際公開第200
4/031405号パンフレットにおいて開示されている。
【００７９】
　本発明の文脈において、AGTポリペプチドの「触媒ドメイン」は、前記酵素の活性部位
、または言い換えると、基質、O6-アルキルグアニン-DNAから反応性システイン残基への
アルキル基の転移が生じる酵素部分に相当する。その活性部位においてO6-ベンジルグア
ニンと結合したhAGTの構造において、4個のアミノ酸が、ベンジル環と近接している(Pro1
40、Ser159、Gly160)、またはヌクレオベースのN9と接触させ得る(Asn157)。位置Pro140
およびGly160における突然変異は、O6-ベンジルグアニンとhAGTの反応に影響を及ぼすこ
とが以前に示され(Xu-Welliverら、Biochemical Pharmacology 1999)、位置140における
プロリンは、それとベンジル環との相互作用に必要不可欠であると考えられ、突然変異Gl
y160Trpは、O6-ベンジルグアニンへのhAGTの反応性を増加させることを示した。
【００８０】
　好ましい一実施形態において、O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ
活性を有するAGTポリペプチドは、配列番号1の配列のヒトAGTポリペプチド(NP_002403.2
として参照)、NP_032624.1として同定されるマウスAGT(配列番号18)、NP_036993.1として
同定されるラットMGMT(配列番号19)またはこれらの相同配列であり、前記相同配列は、O6

-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有する。
【００８１】
　本明細書において、用語「相同」は、配列類似性を有する配列を指す。用語「配列類似
性」は、そのあらゆる文法上の形式において、核酸またはアミノ酸配列間の同一性または
一致の程度を指す。本発明の文脈において、アミノ酸の少なくとも約80%、あるいは少な
くとも約81%、あるいは少なくとも約82%、あるいは少なくとも約83%、あるいは少なくと
も約84%、あるいは少なくとも約85%、あるいは少なくとも約86%、あるいは少なくとも約8
7%、あるいは少なくとも約88%、あるいは少なくとも約89%、あるいは少なくとも約90%、
あるいは少なくとも約91%、あるいは少なくとも約92%、あるいは少なくとも約93%、ある
いは少なくとも約94%、あるいは少なくとも約95%、あるいは少なくとも約96%、あるいは
少なくとも約97%、あるいは少なくとも約98%、あるいは少なくとも約99%が類似である場
合、2種のアミノ酸配列は、「相同」である。好ましくは、類似または相同ポリペプチド
配列は、NeedlemanおよびWunschのアルゴリズムを用いることにより同定される。
【００８２】
　好ましくは、AGT酵素に対する相同配列は、配列番号1と少なくとも64%アミノ酸配列同
一性、好ましくは少なくとも約65%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約66%アミノ
酸配列同一性、あるいは少なくとも約67%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約68%
アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約69%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくと
も約70%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約71%アミノ酸配列同一性、あるいは少
なくとも約72%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約73%アミノ酸配列同一性、ある
いは少なくとも約74%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約75%アミノ酸配列同一性
、あるいは少なくとも約76%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約77%アミノ酸配列
同一性、あるいは少なくとも約78%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約79%アミノ
酸配列同一性、あるいは少なくとも約80%アミノ酸同一性、あるいは少なくとも約81%アミ
ノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約82%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約8
3%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約84%アミノ酸配列同一性、あるいは少なく
とも約85%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約86%アミノ酸配列同一性、あるいは
少なくとも約87%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約88%アミノ酸配列同一性、あ
るいは少なくとも約89%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約90%アミノ酸配列同一
性、あるいは少なくとも約91%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約92%アミノ酸配
列同一性、あるいは少なくとも約93%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約94%アミ
ノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約95%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約9
6%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約97%アミノ酸配列同一性、あるいは少なく
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とも約98%アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約99%アミノ酸配列同一性を共有する
。好ましい一実施形態において、配列番号1の相同配列は、配列番号1に対し少なくとも64
%、好ましくは70%、より好ましくは80%同一である。
【００８３】
　好ましい一実施形態において、前記相同ポリペプチドは、配列番号1のhAGTポリペプチ
ドの断片または変異体であり、前記断片または変異体は、O6-アルキルグアニン-DNAアル
キルトランスフェラーゼ活性を有する。
【００８４】
　前記断片は、少なくとも50、好ましくは100、より好ましくは150アミノ酸のサイズを有
し、AGT酵素のO6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性の原因である、
上に定義されているAGTポリペプチドの少なくとも「触媒ドメイン」を含有することがで
きる。これら断片は、当業者に公知の通常技法を用いて得ることができる。
【００８５】
　現在までに、天然AGTに由来する様々な変異体酵素が記載されている(Lim A.ら、1996;D
aniels D.S.ら、2000;Juillerat A.ら、2003、国際公開第2005/085470号パンフレット、
国際公開第2004/031405号パンフレット)。特に、アミノ酸182において切断された、突然
変異Cys62Ala、Lys125Ala、Ala127Thr、Arg128Ala、Gly131Lys、Gly132Thr、Met134Leu、
Arg135Ser、Cys150Ser、Asn157Gly、Ser159Gluを含有する20kDaの変異体タンパク質が得
られた(国際公開第2005/085470号パンフレットにおける所謂「AGT26」変異体であり、国
際公開第2006/114409号パンフレットにおいては「SNAP26」とも呼ばれる)。この特定の変
異体「SNAP26」は、増強された標識活性を有することが示された。
【００８６】
　本発明の文脈において、より好ましいAGTポリペプチドの配列は、国際公開第2005/0854
70号パンフレットに記載されている突然変異を含有し、この位置は、配列番号1に照らし
て容易に転位することができ、SNAP26の開始メチオニン残基は、配列番号1の32位におけ
るメチオニン残基に相当する(したがって、配列番号1における相当する配列を得るために
は、国際公開第2005/085470号パンフレットに開示されている位置に31アミノ酸を付加す
る必要がある)。
【００８７】
　好ましい一実施形態において、本発明において有用なAGT相同配列は、1～30の間、好ま
しくは、6～25の間、特に、14、15、16、17、18、19、20、21、22または23アミノ酸が他
のアミノ酸により置換された、および/またはC末端における1～40、好ましくは、1～20、
特に、10～20アミノ酸、より好ましくは15アミノ酸が欠失された配列番号1の天然AGT配列
に相当する。
【００８８】
　より好ましい一実施形態において、AGT相同配列は、配列番号1と比較して次の突然変異
を含有する。
　(A)Argにより置き換えられたLys31、またはSerにより置き換えられたMet32、またはAla
により置き換えられたCys93、またはAlaにより置き換えられたLys156、またはThrにより
置き換えられたAla158、またはAlaにより置き換えられたArg159、またはLysにより置き換
えられたGly162、またはThrにより置き換えられたGly163、またはLeuにより置き換えられ
たMet165、またはSerにより置き換えられたArg166、またはSerにより置き換えられたCys1
81、またはGlyにより置き換えられたAsn188、またはGluにより置き換えられたSer190、ま
たはProにより置き換えられたGly214、またはAlaにより置き換えられたSer215、またはGl
yにより置き換えられたSer216、またはIleにより置き換えられたGly217、またはGlyによ
り置き換えられたLeu218、またはProにより置き換えられたGly220、またはGlyにより置き
換えられたAla221、またはSerにより置き換えられたTrp222、もしくは
　(B)Arg-Serにより置き換えられたLys31-Met32、またはThr-Alaにより置き換えられたAl
a158-Arg159、またはLys-Thrにより置き換えられたGly162-Gly163、またはLeu-Serにより
置き換えられたMet165-Arg166、またはLys-Thr/Leu-Serにより置き換えられたGly162-Gly
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163/Met165-Arg166、またはGly/Gluにより置き換えられたAsn188/Ser190、またはPro-Ala
-Gly-Ile-Glyにより置き換えられたGly214-Ser215-Ser216-Gly217-Leu218、またはPro-Gl
y-Serにより置き換えられたGly220-Ala221-Trp222、好ましくは、(A)において引用されて
いるその他のアミノ酸置き換えとの組み合わせ、もしくは
　(C)Leu223後の切断(アミノ酸224～238が欠失)、好ましくは、(A)または(B)において引
用されているその他のアミノ酸置き換えとの組み合わせ。
【００８９】
　好ましいAGT相同配列は、Leu223後を切断された配列である。
【００９０】
　好ましいAGT相同配列は、改変(B)のうち2種が存在し、任意選択でLeu223後が切断され
た配列である。
【００９１】
　好ましいAGT相同配列は、改変(B)のうち3種が存在し、任意選択でLeu223後が切断され
た配列である。
【００９２】
　好ましいAGT相同配列は、改変(B)のうち4種が存在し、任意選択でLeu223後が切断され
た配列である。
【００９３】
　好ましいAGT相同配列は、改変(B)のうち5種が存在し、任意選択でLeu223後が切断され
た配列である。
【００９４】
　好ましいAGT相同配列は、改変(B)のうち6種が存在し、任意選択でLeu223後が切断され
た配列である。
【００９５】
　他の好ましいAGT相同配列は、(A)において開示されている改変の中から選ばれる2、3、
4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19または20種の突然変異の組
み合わせと、任意選択でLeu223後の切断とを含有する配列である。
【００９６】
　より一層好ましい一実施形態において、本発明のAGTポリペプチドは、hAGT酵素に対し
相同であり、配列番号1と比較して、突然変異Lys31Arg、Met32Ser、Cys93Ala、Lys156Ala
、Ala158Thr、Arg159Ala、Gly162Lys、Gly163Thr、Met165Leu、Arg166Ser、Cys181Ser、A
sn188Gly、Ser190Glu、Gly214Pro、Ser215Ala、Ser216Gly、Gly217Ile、Leu218Gly、Gly2
20Pro、Ala221Gly、Trp222SerおよびLeu223後の切断を含有する、配列番号2のSNAP変異体
である。配列番号2のSNAP変異体は、ヒト6-メチルグアニン-DNA-メチルトランスフェラー
ゼ(NP_002403.2、配列番号1)のアミノ酸配列と77%相同性を共有し、マウス6-メチルグア
ニン-DNA-メチルトランスフェラーゼ(NP_032624.1、配列番号18)のアミノ酸配列と70%相
同性を共有する。
【００９７】
　さらになおより好ましい一実施形態において、AGT酵素は、配列番号2のSNAP変異体タン
パク質またはO6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有するそのホ
モログである。好ましくは、SNAP変異体タンパク質に対する前記相同配列は、配列番号2
の配列のSNAP変異体タンパク質に対し80%、好ましくは81%、より好ましくは82%、より好
ましくは83%、より好ましくは84%、より好ましくは85%、好ましくは86%、より好ましくは
87%、より好ましくは88%、より好ましくは89%、より好ましくは90%、より好ましくは91%
、より好ましくは92%、より好ましくは93%、より好ましくは94%、より好ましくは95%、よ
り好ましくは96%、さらにより好ましくは97%を超えて少なくとも同一であり、上に定義さ
れているO6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有する。
【００９８】
　O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有する前記相同ポリペプ
チドを、当業者に公知のタンパク質操作技法を用いておよび/または分子進化を用いて産



(29) JP 6351571 B2 2018.7.4

10

20

30

40

50

生して、新たなO6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼを作製および選択
することができる。係る技法は、例えば、標的化突然変異誘発、ファージディスプレイ方
法、飽和突然変異誘発、配列中のどこかに変異を導入するためのエラープローンPCR、飽
和突然変異誘発および/またはエラープローンPCR後に用いるDNAシャッフリング、または
複数の種由来の遺伝子を用いたファミリーシャッフリングである。
【００９９】
　最も好ましい一実施形態において、本発明の方法において用いられるAGTポリペプチド
は、配列番号2のSNAP変異体である。
【０１００】
AGT基質
　AGT酵素は、その基質、O6-アルキルグアニン-DNAから自身のシステイン残基の1個へと
、アルキル基を不可逆的に転移させる。しかし、ベンジル環のC4におけるO6-ベンジルグ
アニンの置換は、O6-ベンジルグアニン誘導体に対するAGTの反応性に有意に影響を及ぼさ
ない。この性質は、ベンジル環のC4に付着した標識のAGTへの転移に用いられてきた(国際
公開第2004/031404号パンフレットおよび国際公開第2005/085470号パンフレットを参照)
。
【０１０１】
　多数のO6-ベンジルグアニン誘導体は、そのベンジル基をAGT酵素の活性部位システイン
へと転移させることにより、AGT酵素と反応することを示した(Damoiseauxら、ChemBioche
m.、2001、国際公開第2004/031404号パンフレットおよび国際公開第2005/085470号パンフ
レットを参照)。
【０１０２】
　好ましい一実施形態において、本発明の方法において用いられるAGT基質は、式I:
R1-X-CH2-R3-R4-Y 
(式中、
　-　R1は、1～5個の窒素原子を含有する複素環式芳香族基、好ましくは、次式:
【０１０３】
【化１】

【０１０４】
(式中、R5は、水素、ハロゲン、例えば、クロロもしくはブロモ、トリフルオロメチルま
たはヒドロキシであり、R6は、水素、ヒドロキシまたは非置換もしくは置換アミノであり
、R2は、水素、1～10個の炭素原子のアルキルまたは糖部分である)
で表されるプリン基等、前記AGTポリペプチドにより基質として認識される基であり、
　-　Xは、酸素または硫黄原子、好ましくは、酸素原子であり、
　-　R3は、芳香族もしくは複素環式芳香族基、または任意選択で置換された不飽和アル
キル、シクロアルキルまたはCH2に連結された二重結合を有するヘテロシクリル基、好ま
しくは、フェニル、例えば、パラまたはメタ位においてR4により置換されたフェニルであ
り、
　-　R4は、リンカー部分であり、
　-　Yは、反応基、好ましくは、アミノ基である)
を有するO6ベンジルグアニン誘導体である。
【０１０５】
　好ましい一実施形態において、前記リンカー部分R4は、可撓性リンカーである。リンカ
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ー単位は、想定される用途の文脈において、即ち、AGTを含む融合タンパク質への基質の
転移において選ばれる。リンカーは、AGTとの反応にも、標的抗体との反応にも干渉しな
い。
【０１０６】
　例えば、これは、
　(a)1個または複数の炭素原子が、酸素により置き換えられ、特に、第3の炭素原子が全
て、酸素により置き換えられた、例えば、1～5個のエチレンオキシ単位を有するポリエチ
レンオキシ(poylethyleneoxy)基である、
　(b)1個または複数の炭素原子が、水素原子を保有する窒素により置き換えられ、隣接す
る炭素原子が、オキソにより置換された、アミド官能基-NH-CO-を表す、
　(c)1個または複数の炭素原子が、酸素により置き換えられ、隣接する炭素原子が、オキ
ソにより置換された、エステル官能基-O-CO-を表す、
　(d)隣接する2個の炭素原子間の結合が、二重または三重結合である、官能基-CH=CH-ま
たは-C≡C-を表す、
　(e)1個または複数の炭素原子が、フェニレン、飽和もしくは不飽和シクロアルキレン、
飽和もしくは不飽和ビシクロアルキレン、架橋ヘテロ芳香族または架橋飽和もしくは不飽
和ヘテロシクリル基により置き換えられた、
　(f)隣接する2個の炭素原子が、ジスルフィド結合-S-S-により置き換えられた、
　1～20個の炭素原子、好ましくは、5～15個の炭素原子を有する直鎖または分枝鎖アルキ
レン基、
　もしくは任意選択で置換基を含有する、上文の(a)～(f)に定義されている2種以上、特
に、2もしくは3種のアルキレンおよび/または改変されたアルキレン基の組み合わせとな
り得る。
【０１０７】
　考慮される置換基は、例えば、低級アルキル、例えば、メチル、低級アルコキシ、例え
ば、メトキシ、低級アシルオキシ、例えば、アセトキシまたはハロゲニル(halogenyl)、
例えば、クロロである。
【０１０８】
　好ましい一実施形態において、R4は、1～8個のエチレンオキシ単位を有するポリエチレ
ンオキシ基であり、水素原子を保有する1～4個の窒素原子をさらに含み、その隣接する炭
素原子がオキソにより置換されて、アミド官能基-NH-CO-を表す。
【０１０９】
　より好ましい一実施形態において、R4は、-CH2-NH-CO-NH-[C2H4-O]n-(式中、nは、1～8
、好ましくは、2～6の間に含まれ、最も好ましくは、3である)である。
【０１１０】
　好ましい一実施形態において、前記反応基は、固体支持体における基質の付着および結
合を容易にする官能基である。係る官能基は、本技術分野において周知のものである。こ
れは、アミン、活性化エステル、アクリルアミド、アシルアジド、アシルハライド、アシ
ルニトリル、アルデヒド、ケトン、アルキルハライド、無水物、アリールハライド、アジ
リジン、ボロン酸塩(boronate)、活性化カルボン酸(carnoxylic acid)、カルボジイミド
、ジアゾアルカン、エポキシド、ハロアセトアミド、ハロ白金酸塩(haloplatinate)、ハ
ロトリアジン、イミドエステル、イソシアン酸塩、イソチオシアン酸塩、マレイミド、ホ
スホラミダイト、ソリル(solyl)ハライド、スルホン酸エステルおよびスルホニルハライ
ドを包含する。これは、好ましくは、アミン基-NH2である。
【０１１１】
　その反対側では、固体支持体は、係る反応基に対応する相補的な基によって官能化され
る必要がある。これら反応基それぞれに対応する相補的な基は、本技術分野において周知
のものである。これらは、例えば、国際公開第2010/107433号パンフレットの表Iに提示さ
れている。
【０１１２】
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　好ましい一実施形態において、本発明の方法において用いられるAGT基質を次に示す。
【０１１３】
【化２】

【０１１４】
　別の好ましい一実施形態において、本発明の方法において用いられるAGT基質は、次式
で表される「SNAP-cell(登録商標)505」と命名された蛍光リンカーである。
【０１１５】
【化３】

【０１１６】
　このベンジルグアニン誘導体は、SNAPドメインとの特異的相互作用のための1個のベン
ジルプリン基(グアニン)と共に、マイクロスフェア表面との共有結合カップリングのため
の1個の遊離アミン基を所有する。これは、New England BioLabsによって商品化されてお
り、本発明の微小粒子の表面とのカップリングに成功した。
【０１１７】
　本発明の基質は一般に、本技術分野において公知の標準的な方法により調製される。特
定の方法は、例えば、特許出願の国際公開第2005/085470号パンフレットにおいて説明さ
れている。
【０１１８】
固体支持体へのAGT基質のカップリング
　本発明は、固体支持体に共有結合によりカップリングされているAGT基質を網羅する。
本発明の文脈において、AGT基質が、前記固体支持体に永続的に付着しており、経時的に
脱着または浸出しない場合、これは固体支持体に「共有結合によりカップリング」されて
いる。本発明において、AGT基質は、長期間の貯蔵、例えば、通常少なくとも6ヶ月の貯蔵
の間付着を維持する場合、前記固体支持体に永続的に付着している。多数のカップリング
のやり方が、現在までに記載されている。AGT基質が、固体支持体に永続的に付着するの
であれば、本発明のイムノアッセイにおいてこれらのカップリングのやり方のいずれを用
いてもよい。
【０１１９】
固体支持体へのAGT-抗原融合タンパク質のカップリング
　本発明は、次の2工程:i)固体表面をAGT基質(例えば、BG-PEG-アミノ)でコーティングす
る工程と、ii)アンカーとしてAGT基質を用いてキメラ[AGT-抗原]融合タンパク質を共有結
合固定化する工程とを含む、固体支持体に抗原をカップリングするための方法をさらに網
羅する(図1を参照)。固体表面は、有利には、前記AGT基質でコーティングされる前に、好
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ましくは、最適化された二段階カルボジイミド過程(Kufer SK、Eur. Biophys.J. 2005)を
用いることにより官能化されて、AGT基質が固体表面へと共有結合されるようにする。こ
れらの工程が行われると、固体表面は、キメラ[AGT-抗原]融合タンパク質に不可逆的に連
結されたAGT基質を保有するようになる。この反応の高い特異性により、融合タンパク質
は、AGT酵素のシステイン含有ドメインを介して排他的にカップリングされ、よって、そ
れと抗体との相互作用のために抗原を到達可能なまま維持する。
【０１２０】
　このカップリング手順は、固体支持体における志向性のある様式での抗原の結合を可能
にするため、非常に有利である。また、この抗原カップリング手順は、有利には、固体表
面において多量体抗原構成を得ることを可能にし、免疫グロブリンGおよび、潜在的に免
疫グロブリンMの捕捉効率を増強させることができる。結果的に、本願の実験部分におい
て開発された、抗原カップリングされたマイクロスフェアは、標準的な志向性のないアミ
ンカップリング手順により作製された抗原カップリングされたマイクロスフェアと比較し
て、特異的抗体の捕捉増強を示した(後述する実験部分および図3を参照)。最後に、この
抗原カップリング手順は、高いカップリング効率および抗原コンジュゲートされたマイク
ロスフェアの長期安定性(4℃で>6ヵ月)を得ることを可能にする。
【０１２１】
　本発明のイムノアッセイにおいて、共有結合カップリングは、好ましくは、その開示が
参照により本明細書に組み込まれている国際公開第2010/107433号パンフレットの表Iにお
いて開示されている基等、相補的な基で以前に官能化された固体支持体と、AGT基質(上述
の反応基Yを含有する)を接触させることにより行われる。
【０１２２】
　よって、好ましい一実施形態において、本発明の方法は、AGT基質と接触する前に、AGT
基質の反応基に相補的な基で官能化された固体支持体を用いる。
【０１２３】
　AGT基質を固体支持体の表面に共有結合によりカップリングするための好ましい従来の
手順は、カルボジイミド反応に基づき、水溶性カルボジイミドを用いる。この手順に従っ
て、固体支持体は、反応性アミンまたはスルフヒドリル含有AGT基質の付着に利用できる
表面カルボキシル基を有する。よって、この好ましい実施形態において、本発明の方法は
、AGT基質との接触に先立ち表面カルボキシル基で官能化された固体支持体を用いる。
【０１２４】
　この場合、本発明の方法の第1の工程は、固体支持体をコーティングするカルボキシル
基を活性化させることである。この活性化は通常、所謂「活性化バッファー」、例えば、
50mg/mLのEDAC溶液または50mg/mLのS-NHS溶液を添加することにより行われる。これらの
溶液は、市販されている。固体支持体の活性化は通常、製造業者の説明書に従って、前記
支持体を活性化バッファーと共に室温で数分間(例えば、5分間～30分間)インキュベート
することにより行われる。
【０１２５】
　重要なことに、固体支持体へのAGT基質の共有結合カップリングは、AGT基質溶解性およ
びビーズ(内部蛍光色素)の統合性を保存することができる特定の条件下で行われる必要が
ある。本発明者らは、AGT基質が、0～20%の間のジメチルスルホキシド(DMSO)を含有する
「共有結合カップリング」バッファーに懸濁される必要があることを観察した。特に、本
発明者らは、20%を上回るDMSOの濃度が、本発明の方法の検出工程に影響を及ぼし得るこ
とを観察した。好ましくは、前記バッファーは、0～20%の間のDMSO、より好ましくは10%
～20%の間のDMSOを含有するPBSバッファーである。
【０１２６】
　有利には、AGT基質と共有結合していない固体支持体上の非特異的部位は、いずれかの
従来の手段により、例えば、1%のウシ血清アルブミン(BSA)またはいずれかの飽和用タン
パク質(例えば、カゼイン)を含有するブロッキングバッファーを用いることによりさらに
ブロッキングすることができる。
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【０１２７】
　本発明の固体支持体が、AGT基質と共有結合によりカップリングすると(好ましくは、カ
ルボジイミド共有結合により)、次に、固体支持体は、本発明の融合タンパク質に接触さ
せて、標的抗体により特異的に認識されるエピトープを前記支持体とカップリングさせる
。
【０１２８】
　この場合も同様に、このカップリング工程は、特定の条件下で行われる必要がある。実
際のところ、AGT酵素の触媒部位および融合タンパク質に保有される抗原/エピトープの立
体構造は、カップリングのやり方の際に保存される必要がある。本発明者らは、カップリ
ングが効率的となるために、融合タンパク質が、ジチオスレイトール(DTT)含有バッファ
ー、好ましくは、PBS/DTTバッファーに懸濁されるべきであることを確認した。有利には
、前記カップリングバッファーは、tween 20を含有する。本発明者らにより実際に、カッ
プリング培地へのtween 20の添加が、ビーズ凝集の回避に有用であることが観察された。
好ましくは、カップリングバッファーは、0.02%のtween 20を含有する。より好ましくは
、本発明の共有結合カップリングバッファーは、0.02 %のtween 20および1mMのDTTを含有
するpH7.4のPBSバッファーである。
【０１２９】
　他のカップリング条件は、通常の条件である。好ましくは、固体支持体へのAGT基質の
共有結合カップリングおよび融合タンパク質のカップリングは、室温で行われる。固体支
持体が蛍光標識されている場合、前記のやり方は、より好ましくは、暗所で行われる。
【０１３０】
　本発明は、O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有するAGTポリ
ペプチドを、官能化された固体支持体に共有結合によりカップリングするための方法であ
って、
　a)前記官能化された固体支持体を活性化する工程と、
　b)基質が前記支持体に共有結合するように、適切な条件下で、0～20%の間のDMSOを含有
するバッファーに懸濁された前記AGTポリペプチドの基質を添加する工程と、
　c)PBS/DTTバッファー中で、前記AGTポリペプチドを、工程b)の基質コーティングされた
支持体と接触させる工程と
を含み、
　非結合分子が、工程b)およびc)後に洗い流される方法を網羅する。
【０１３１】
　洗浄は、いずれかの種類の適切な洗浄バッファーを用いることにより行うことができる
。係るバッファーは、当業者により日常的に用いられ、ここでさらに詳述する必要はない
。好ましくは、PBSバッファーが用いられる。
【０１３２】
　本明細書において、「適切な条件」は、通常の条件である。好ましくは、AGT基質の共
有結合カップリングは、室温で行われ、固体支持体が蛍光標識されている場合は、暗所で
行われる。
【０１３３】
　固体支持体の官能化は、いずれかの従来手段(上に記す)により行うことができる。それ
に応じて、前記官能化された固体支持体の活性化が行われる。好ましい一実施形態におい
て、前記固体支持体は、表面カルボキシル基で官能化され、古典的活性化バッファー、例
えば、50mg/mLのEDAC溶液または50mg/mLのS-NHS溶液によりさらに活性化される。
【０１３４】
　好ましい一実施形態において、DTTは、PBS/DTTバッファーにおける1mMの濃度である。
【０１３５】
　本発明は、前記方法により得られた固体支持体と、本発明のイムノアッセイにおける前
記固体支持体の使用についても描写する。
【０１３６】
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　次に、前記固体支持体は、従来の貯蔵バッファー、例えば、0.5g/Lのアジ化ナトリウム
、0.1%のBSA、0.02%のtween 20および/または1mMのDTTを含有するバッファー中で貯蔵す
ることができる。
【０１３７】
　これらカップリング工程は全て、好ましくは、内在性AGT酵素との反応を考慮に入れる
必要がないよう、生細胞を欠くバッファー中でin vitroで行われ、したがって(外因性)AG
T融合タンパク質の反応は、高度に特異的である。
【０１３８】
固体支持体
　本発明の方法において用いることができる固体支持体は、互いに特異的に同定され得る
のであれば、いかなる種類のものであってもよく、例えば、試験管、マイクロタイターウ
ェル、シート、ビーズ、チップおよび/または微小粒子が挙げられる。例えば、支持体が
、空間的に別々に位置する場合(例えば、マイクロタイタープレートにおけるウェルまた
はチップ上の異なる位置に)、または異なって標識されている場合、係る同定が可能とな
る。したがって、「固体支持体」は、幅広い意義において、即ち、固体支持体全体の個別
の小部分(プレートまたはバイオチップの場合)または共通の検出可能な特徴を共有する多
数の同一微小粒子(以下、微小粒子「サブセット」と称される)のいずれかを指すことによ
り理解される。
【０１３９】
　好ましい実施形態において、本発明のイムノアッセイにおいて用いられる固体支持体は
、どの抗原がどの固体支持体により保有されているか的確に決定することが可能になるよ
う、本質的に同定可能となる必要がある。次に、抗原カップリングされた同定可能な固体
支持体は、特異的ヒト免疫グロブリンの捕捉試薬として用いられ、したがって、患者の生
体試料と接触する。
【０１４０】
　好ましい一実施形態において、本発明において用いられる固体支持体は、その特異的な
位置、サイズ、直径、重量、粒度分布および/または標識により特異的に同定することが
できる。係る標識は、例えば、蛍光色素、フルオロフォア、発色団、放射性同位元素、質
量タグまたは本技術分野において公知のいずれかの種類の検出可能なタグである。
【０１４１】
　本発明において用いられる固体支持体は、いかなる材料で作製してもよく、例えば、ポ
リスチレン、セルロース、ニトロセルロース、ガラス、セラミック、樹脂、ゴム、プラス
チック、シリカ、シリコーン、金属および/またはポリマーでできている。ポリマー材料
として、ブロム化ポリスチレン、ポリアクリル酸、ポリアクリロニトリル、ポリアミド、
ポリアクリルアミド、ポリアクロレイン、ポリブタジエン、ポリカプロラクトン、ポリカ
ーボネート、ポリエステル、ポリエチレン、ポリエチレンテレフタレート、ポリジメチル
シロキサン、ポリイソプレン、ポリウレタン、ポリ酢酸ビニル、ポリ塩化ビニル、ポリビ
ニルピリジン、ポリビニル塩化ベンジル、ポリビニルトルエン、ポリ塩化ビニリデン、ポ
リジビニルベンゼン、ポリメタクリル酸メチル、ポリラクチド、ポリグリコリド、ポリ(
ラクチド-co-グリコリド)、ポリ酸無水物、ポリオルトエステル(polyorthoester)、ポリ
ホスファゼン、ポリホソファーゼ(polyphosophaze)、ポリスルホンまたは同様に許容され
るこれらの組み合わせが挙げられる。これら支持体の多くは、市販されている。例えば、
ポリスチレン、ポリアクリルアミド、ポリアクリル酸塩またはラテックス等、合成ポリマ
ー由来のビーズは、Bio-Rad Laboratories(カリフォルニア州リッチモンド)およびLKB Pr
odukter(スウェーデン、ストックホルム)等、多数の供給源から市販されている。アガロ
ース、架橋アガロース、グロブリン、デオキシリボース核酸およびリポソーム等、天然巨
大分子および粒子から形成されたビーズは、Bio-Rad Laboratories、Pharmacia(ニュージ
ャージー州ピスカタウェイ)およびIBF(フランス)等、供給源から市販されている。ポリア
クリルアミドおよびアガロースのコポリマーから形成されたビーズは、IBFおよびPharmac
ia等、供給源から市販されている。
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【０１４２】
　ポリマー支持体が用いられた場合、カルボキシル基を含有する単量体をポリマー(例え
ば、アクリル酸、メタクリル酸、イタコン酸その他)に取り込ませることにより、固体支
持体の表面にカルボキシル基を付加することができる。あるいは、これは、既に記載され
ている通り、カルボキシル基へと変換され得る(例えば、無水マレイン酸等、無水物の加
水分解により、または表面メチロールまたはアルデヒド末端基の酸化により)他の前駆体
反応基を有するポリマーのさらなる化学反応により支持体に付加することができる。
【０１４３】
　好ましい一実施形態において、本発明において用いられる固体支持体は、微小粒子であ
る。前記微小粒子は、好ましくは、1ミリメートル未満の直径、好ましくは、約0.1～約1,
000マイクロメートル(μm)に及ぶ直径を有する。微小粒子は、いかなるサイズであっても
よいが、好ましいサイズは、1～100μm、より好ましくは、2～50μm、より好ましくは、3
～25μm、さらにより好ましくは、約6～12μmである。微小粒子は、いずれかの規則的に
成形された材料で作製されている。好ましい形状は、球状である。しかし、このパラメー
タは、本発明の性質に重要ではないため、その他の形状の粒子を用いてもよい。粒子の形
状は、フローサイトメトリーにより、例えば、高分解能スリットスキャニング(slit-scan
ning)方法により識別される、追加的な区別パラメータとして機能し得る。
【０１４４】
　本明細書において、用語「微小粒子」、「マイクロスフェア」または「マイクロビーズ
」は、基本的にマイクロメートル範囲に収まる全体的な直径を有する小粒子を指すため、
互換的に用いられており、同等の意義を有する。用語「ナノスフェア」、「ナノ粒子」ま
たは「ナノビーズ」は、基本的にナノメートル範囲に収まる全体的なサイズを有するより
小さい粒子を指す。本明細書において、一般用語粒子、スフェアまたは「ビーズ」は、本
発明の方法において固体支持体として有効に機能する微小粒子およびナノ粒子の両方を指
す。
【０１４５】
　本発明の文脈において、微小粒子の「サブセット」は、同一の特徴を有し、同一のエピ
トープでコーティングされた多数の同一微小粒子に相当する。重要なことに、微小粒子の
各サブセットは、少なくとも1種の特徴(例えば、位置、サイズ、直径、重量、粒度分布お
よび/または標識)により、集団の他のサブセットから識別可能となるべきである。
【０１４６】
　好ましい一実施形態において、微小粒子の異なるサブセットは、異なって標識されてい
るため(例えば、蛍光色素、フルオロフォア、発色団、放射性同位元素、質量タグまたは
本技術分野において公知のいずれかの種類の検出可能なタグにより)区別することができ
る。
【０１４７】
　より好ましい一実施形態において、米国特許第5,736,330号明細書、米国特許第5,981,1
80号明細書、米国特許第6,057,107号明細書、米国特許第6,268,222号明細書、米国特許第
6,449,562号明細書、米国特許第6,514,295号明細書、米国特許第6,524,793号明細書およ
び米国特許第6,528,165号明細書において提案されている通り、微小粒子の異なるサブセ
ットは、異なって蛍光標識されているため区別することができる。より的確には、これら
の異なるサブセットは、異なる蛍光染料および/または異なる濃度の1種または複数の蛍光
染料で染めることができる。このようなものとして、異なるサブセットは、測定し、測定
システムにより個々の微小粒子が属するサブセットの決定(即ち、サブセットに応じた微
小粒子の分類)に用いることのできる異なる蛍光サイン(例えば、異なる蛍光波長、異なる
蛍光強度等)を有し得る。
【０１４８】
　好ましい一実施形態において、これによりここに本明細書の一部を構成するものとして
その内容を援用する欧州特許第1204869号明細書に記載されている通り、本発明において
用いられる微小粒子は、蛍光染料で内部標識されている。
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【０１４９】
　このような微小粒子は、磁石または超常磁性、常磁性および強磁性金属酸化物からなる
群から選択される磁性応答性金属酸化物を取り込むこともできる。磁性ビーズは、例えば
、Dynal Inc.(ニューヨーク州グレートネック)等、供給源から市販されている、または例
えば、米国特許第4,358,388号明細書、米国特許第4,654,267号明細書、米国特許第4,774,
265号明細書、米国特許第5,320,944号明細書および米国特許第5,356,713号明細書に開示
されている本技術分野において公知の方法を用いて調製することができる。したがって好
ましい一実施形態において、本発明において用いられる固体支持体は、磁性である。
【０１５０】
　より好ましい一実施形態において、本発明において用いられる固体支持体は、リガンド
の共有結合カップリングのための表面カルボキシル基を含有する機能性ポリマー外側コー
ティングにおいてカプセル封入されたマグネタイトを有する、蛍光染料で内部標識された
微小粒子であり、Luminex Corpにより商品名MagPlexで販売されている微小粒子等が挙げ
られる。
【０１５１】
　スペクトル上の別個の領域に色分けされたカルボキシル化ポリスチレン微小粒子である
、MicroPlexマイクロスフェア(Luminexにより販売)を用いることも可能である。これらの
領域は、単一試料容量から最大100種の異なる分析物の同時照合を可能にするxMAP Instru
mentにより素早く区別することができる。
【０１５２】
　血清学アッセイにおける非特異的結合を低下させるよう最適化されたMicroPlexマイク
ロスフェアの特別な製剤である、SeroMAPマイクロスフェア(Luminexにより販売)を用いる
ことも可能である。
【０１５３】
結合した抗体の検出
　本発明は、エピトープに、したがって、検出可能な固体支持体に結合している抗体の存
在の検出を網羅する。微小粒子のいずれのサブセットに抗体が結合しているか解析するこ
とにより、生体試料においていずれの抗体が存在するか、したがって、いずれの病原体に
被験対象が感染しているか容易に推量することができる。
【０１５４】
　いずれかの公知技術を用いて、固体支持体に結合している抗体の存在を検出することが
できる。後述する実験部分に示す通り、例えば、対象免疫グロブリンの定常部分を特異的
に認識する標識された二次抗体を用いることができる。抗体にカップリングした固体支持
体とカップリングしていない固体支持体との間を区別するために、検出抗体の標識が、固
体支持体の標識とは異なるべきであることに留意することが重要である。
【０１５５】
　あるいは、感染動物またはヒト由来の血清中に存在する免疫グロブリンは、一段階抗体
標識プロトコールを用いて、R-フィコエリトリン(R-PE)へと直接的にコンジュゲートする
ことができる(Lightning-Link(商標)R-フィコエリトリンコンジュゲーションキット　- I
nnova Biosciences)。全手順の実際の操作時間(hands-on time)は、通常20～30秒間であ
り、100%回収による少量の免疫グロブリンの標識を可能にする。この手順は、マルチプレ
ックスイムノアッセイ実験におけるコンジュゲートされた抗生物種抗体およびストレプト
アビジン-R-フィコエリトリン等、二次試薬の必要をなくす。
【０１５６】
　蛍光染料で内部標識された微小粒子が用いられる場合、蛍光検出装置は、マイクロスフ
ェアの種類を検出するための第1のレーザーと、特異的検出抗体にコンジュゲートされた
フルオロフォアを励起することにより捕捉されたIgMまたはIgGの定量化を確実にするため
の第2のレーザーとを備えるべきである。
【０１５７】
　その広範なマルチプレックス化能力およびより低い検出限界により、このアプローチは
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、伝統的ELISA測定を超える相当な費用および試料の節約を可能にする。さらに、マイク
ロスフェアの選択されたセットは、MagPix(Luminex Corporation)等、入手可能でコンパ
クトで頑強な蛍光検出システムに適応することができる。
【０１５８】
　本実施形態において、本発明の方法は、フロー解析ツールを用いることにより、1ウェ
ル当たり最大100種類のカップリングされたマイクロスフェアの同時解析を可能にし、現
在用いられているシステムおよび方法よりもおよそ数桁大きいと予想される大幅に増強さ
れた感度を与える。
【０１５９】
　興味深いことに、本発明の方法は、ヒトであれ動物であれ個体における複数の感染症を
診断するためのハイスループット血清学的スクリーニングの実行を可能にする。
【０１６０】
マルチプレックスイムノアッセイキット
　本発明は、複数の抗原に対する抗体の検出における使用に適したキットを網羅する。本
明細書に開示されている抗原またはエピトープのいずれがキットに取り込まれてもよい。
【０１６１】
　本発明は、ウイルス、細菌、寄生生物、動物、プリオン、酵母および真菌タンパク質に
対する抗体の検出のためのキットを網羅する。
【０１６２】
　キットは、少なくとも2種の固体支持体を含む。本発明は、少なくとも2、3、4、5、6、
7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、20、25、30、40、50、100種等の固体支持体を含
むキットと、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、20、25
、30、40、50、100種等の異なるエピトープを含むキットを網羅する。キットは、一緒に
混合された少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、20、25、
30、40、50、100種等の固体支持体を含むことができる。エピトープは、標的抗体によっ
て認識され得る。
【０１６３】
　一実施形態において、キットは、AGT基質に共有結合によりカップリングされた第1のAG
T-抗原融合タンパク質を含む第1の固体支持体と、AGT基質に共有結合によりカップリング
された第2のAGT-抗原融合タンパク質を含む第2の固体支持体とを含む。
【０１６４】
　一実施形態において、キットは、
　AGT基質に共有結合によりカップリングされた第1のAGT-抗原融合タンパク質を含む第1
の固体支持体、
　AGT基質に共有結合によりカップリングされた第2のAGT-抗原融合タンパク質を含む第2
の固体支持体、
　AGT基質に共有結合によりカップリングされた第3のAGT-抗原融合タンパク質を含む第3
の固体支持体、
　AGT基質に共有結合によりカップリングされた第4のAGT-抗原融合タンパク質を含む第4
の固体支持体、
　AGT基質に共有結合によりカップリングされた第5のAGT-抗原融合タンパク質を含む第5
の固体支持体、
　AGT基質に共有結合によりカップリングされた第6のAGT-抗原融合タンパク質を含む第6
の固体支持体、
　AGT基質に共有結合によりカップリングされた第7のAGT-抗原融合タンパク質を含む第7
の固体支持体、
　AGT基質に共有結合によりカップリングされた第8のAGT-抗原融合タンパク質を含む第8
の固体支持体、
　AGT基質に共有結合によりカップリングされた第9のAGT-抗原融合タンパク質を含む第9
の固体支持体、
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　AGT基質に共有結合によりカップリングされた第10のAGT-抗原融合タンパク質を含む第1
0の固体支持体
　を含む。
【０１６５】
　他の実施形態において、キットは、AGT基質に共有結合によりカップリングされた2、3
、4、5、6、7、8、9、11、12、13、14、15、16、20、25、30、40、50または100種のAGT-
抗原融合タンパク質を含む、2、3、4、5、6、7、8、9、11、12、13、14、15、16、20、25
、30、40、50または100種の固体支持体を含むことができる。
【０１６６】
　一実施形態において、キットは、第1の標的抗体により認識される第1のエピトープと共
有結合によりカップリングされた第1の固体支持体と、第2の標的抗体により認識されるが
、前記第1の標的抗体により認識されない第2のエピトープと共有結合によりカップリング
された第2の固体支持体とを含み、少なくとも2種の固体支持体は、互いに特異的に同定さ
れ得て、2種の異なる標的抗体の検出を可能にする。
【０１６７】
　好ましい一実施形態において、本発明は、
　(a)O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有するAGTポリペプチ
ドと、第1の標的抗体により認識される第1のエピトープとを含む第1の融合タンパク質に
共有結合によりカップリングされたAGT基質を含む第1の固体支持体と、
　b)O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有するAGTポリペプチド
と、第2の標的抗体により認識されるが、前記第1の標的抗体により認識されない第2のエ
ピトープとを含む第2の融合タンパク質に共有結合によりカップリングされたAGT基質を含
む第2の固体支持体と
　を含む、生体試料における少なくとも2種の標的抗体の検出のためのキットを網羅する
。
【０１６８】
　好ましい実施形態において、キットは、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、
12、13、14、15、16、20、25、30、40、50、100種等の異なるウイルスエピトープを含む
。
【０１６９】
　好ましい実施形態において、キットは、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、
12、13、14、15、16、20、25、30、40、50、100種等の異なる細菌エピトープを含む。
【０１７０】
　キットは、ウイルス、細菌および/または寄生生物に特異的となり得る。
【０１７１】
　キットは、ウイルスまたは細菌の科に特異的となり得る、あるいは同様の関連する臨床
症状(即ち、小児疾患、呼吸器または出血性症候群等)に基づき得る。
【０１７２】
　キットは、免疫グロブリンに特異的となり得、キットは、IgD、IgG1、IgG2、IgG3、IgG
4、IgA、IgM、IgEおよびIgG全体から選択される少なくとも2、3、4または5種の免疫グロ
ブリンに対する抗体を検出する。
【０１７３】
　キットは、バイオテロ病原体に特異的となり得、キットは、野兎病菌、炭疽菌、ボツリ
ヌス菌、ペスト菌、天然痘、マールブルグウイルス、エボラウイルス、ラッサ熱ウイルス
およびマチュポウイルスタンパク質から選択される少なくとも2、3、4または5種のタンパ
ク質に対する抗体を検出する。
【０１７４】
　キットは、流感(flu)ウイルスに特異的となり得、キットは、少なくとも2、3、4、5、6
、7、8、9、10、11、12、13、14、15または16種の異なるインフルエンザまたはSARSタン
パク質に対する抗体を検出する。
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【０１７５】
　キットは、ポックスウイルスに特異的となり得、これは、少なくとも2、3、4、5、6、7
、8、9、10、11、12、13、14、15または16種の異なるポックスウイルスに対する抗体を検
出する。ポックスウイルスは、オルソポックス(天然痘ウイルス/痘瘡、ワクシニアウイル
ス(http://en.wikipedia.org/wiki/Vaccinia)、牛痘ウイルス(http://en.wikipedia.org/
wiki/Cowpox)またはサル痘ウイルス(http://en.wikipedia.org/wiki/Monkeypox)、パラポ
ックス(オーフウイルス、偽牛痘、ウシ丘疹口内炎ウイルス)、ヤタポックス(タナポック
ス(tanapox)ウイルス(http://en.wikipedia.org/wiki/Tanapox)、ヤバサル腫瘍ウイルス(
http://en.wikipedia.org/wiki/Yaba_monkey_tumor_virus))またはモルシポックス(http:
//en.wikipedia.org/wiki/Molluscum_contagiosum)となり得る。
【０１７６】
　本発明は、癌および腫瘍抗原、腎臓毒性マーカー、サイトカイン、ケモカイン、増殖因
子、自己免疫性疾患に関与する抗原ならびに免疫グロブリンを包含するヒトタンパク質に
対する抗体の検出のためのキットを網羅する。
【０１７７】
　本発明は、アレルゲンに対する抗体の検出のためのキットを網羅する。
【０１７８】
　好ましい一実施形態において、少なくとも1種のエピトープは、ウイルスエピトープで
ある。好ましい一実施形態において、前記第1および/または第2のエピトープは、配列番
号3のデング熱ウイルス1のEDIIIタンパク質、配列番号4のデング熱ウイルス2のEDIIIタン
パク質、配列番号5のデング熱ウイルス3のEDIIIタンパク質、配列番号6のデング熱ウイル
ス4のEDIIIタンパク質、配列番号7のウエストナイルウイルスのEDIIIタンパク質、配列番
号8の黄熱ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号9の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質
、配列番号10のジカウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号11のベッセルブロンウイルス
のEDIIIタンパク質、配列番号12のロシオウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号13のマレ
ー脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号14のセントルイス脳炎ウイルスのEDIIIタン
パク質、配列番号54によりコードされた遺伝子型1の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質
、配列番号55によりコードされた遺伝子型2の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列
番号56によりコードされた遺伝子型4の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号57
によりコードされた遺伝子型5の日本脳炎ウイルスのEDIIIタンパク質、配列番号58により
コードされたラーベンスブルクウイルスのEDIIIタンパク質、ならびにHIV1、HIV2、B型肝
炎ウイルス、C型肝炎ウイルス、E型肝炎ウイルス、ウエストナイルウイルスおよび、HPV1
6、18、31、33、35、39、45、51、52、56、58、59、66および68等の発癌性HPV株のウイル
ス性タンパク質からなる群において選ばれるウイルス性タンパク質上に存在する。
【０１７９】
　好ましくは、このキットは、固体支持体に結合している少なくとも2種の標的抗体を検
出するための手段も含有する。前記手段は、より好ましくは、標的抗体の定常部分を認識
する二次抗体である。前記二次抗体は、標識が固体支持体上に存在するものと同一でなけ
れば標識されていてよい。しかし、感染性病原体(複数可)に関する情報は、抗体に結合し
ている固体支持体の同定によってのみ与えられるため、固体支持体(複数可)に結合してい
る抗体の検出に用いられる全二次抗体に対し同一標識を用いることが可能である。
【０１８０】
　本発明のキットは、洗浄バッファー、必要なプラスチック製器具(plasticware)その他
等、標準試薬として許容される他の成分を含有することができる。
【０１８１】
　好ましい一実施形態において、本発明のキットは、少なくとも10、好ましくは少なくと
も50、より好ましくは少なくとも100種の異なってカップリングされた固体支持体を含み
、前記固体支持体は、例えば、上に定義されている微小粒子のサブセットである。
【０１８２】
　より好ましい一実施形態において、前記固体支持体は、マイクロスフェア、例えば、表
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面カルボキシル基を含有する機能性ポリマー外側コーティングにカプセル封入されたマグ
ネタイトを有する、蛍光染料で内部標識されたマイクロスフェアである。
【０１８３】
　別の好ましい一実施形態において、本発明のキットにおいて、前記固体支持体は、少な
くとも1個の単一区画において一緒に混合される。
【０１８４】
　有利には、本発明のキットは、従来の支持体(複数可)、例えば、上に定義されている異
なる抗原でコーティングされた微小粒子サブセットを含有するマイクロタイタープレート
を含有する。好ましい一実施形態において、前記微小粒子サブセットは、少なくとも1個
の単一区画(例えば、ウェルまたはチューブ)において一緒に混合される。このようなデバ
イスは、図11に開示されている。
【０１８５】
　本発明のキットは、抗原コーティングされた微小粒子の前記サブセットを収容した受容
器(recipient)(例えば、チューブ)を含有することもできる。
【０１８６】
　本発明は、対象由来の生体試料における少なくとも2、好ましくは少なくとも10、より
好ましくは少なくとも50、さらにより好ましくは少なくとも100種の標的抗体を検出する
ための本発明のキットの使用も標的とする。
【０１８７】
　好ましい一実施形態において、本発明のキットは、同一の地理的領域の風土病の(endem
ic)ウイルスまたは寄生虫による感染後に生成される少なくとも2、好ましくは少なくとも
3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、20、25、30、40、50または100種の
標的抗体を検出するために用いられる。例えば、本発明のキットは、デング熱ウイルス1
型、2型、3型、4型、黄熱ウイルス、ウエストナイルウイルス、ウスツウイルス、ジカウ
イルス、ヴェッセルスブロンウイルス、シャモンダウイルス、リフトバレー熱ウイルス、
チクングニアウイルス、クリミア・コンゴ出血熱ウイルス、エボラウイルス、マールブル
グウイルス、ラッサ熱ウイルス、C型肝炎ウイルス、E型肝炎ウイルス、エンテロウイルス
71、熱帯熱マラリア原虫またはレプトスピラ・インテロガンス(leptospira interrogans)
等、アフリカ領域に特異的なウイルスまたは寄生虫の抗原でコーティングされた微小粒子
を含有することができる。
【０１８８】
　図25は、これが企図される地理的領域(アジア、ヨーロッパ(Europa)、アメリカ、オセ
アニアまたはアフリカ)に応じた、本発明のキットに包含され得る抗原カップリングされ
たマイクロスフェアの組み合わせの例を開示する。
【０１８９】
　あるいは、本発明のキットは、各患者/動物に適応することができるように、ウイルス
または寄生虫誘導性の特異的症状(インフルエンザ様、脳炎または出血熱)または感染特異
的動物の診断を可能にする抗原カップリングされたマイクロスフェアを含有してもよい。
【０１９０】
　図25は、患者または動物の症状に応じた、本発明のキットに包含され得る抗原カップリ
ングされたマイクロスフェアの組み合わせの例を開示する。
【０１９１】
　国の衛生監督省庁(national sanitary agencies)に提案される抗原の組み合わせを含有
するキットもまた、本発明に明らかに網羅されている。
【０１９２】
　特に、本発明のキットは、配列番号21、配列番号42、配列番号49、配列番号51、配列番
号53、配列番号60、配列番号62、配列番号64、配列番号66、配列番号68、配列番号70、配
列番号72、配列番号74、配列番号76、配列番号78、配列番号80、配列番号82、配列番号84
、配列番号86、配列番号88、配列番号90、配列番号92、配列番号94、配列番号96、配列番
号98、配列番号100、配列番号102、配列番号104、配列番号109、配列番号111、配列番号1
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13、配列番号115、配列番号117、配列番号119、配列番号121、配列番号123、配列番号125
、配列番号127、配列番号129、配列番号131、配列番号133、配列番号135、配列番号137、
配列番号139、配列番号141、配列番号143、配列番号145、配列番号147、配列番号149およ
び配列番号151からなる群から選択される少なくとも2種の融合タンパク質でコーティング
された少なくとも2種の固体支持体を含む。
【０１９３】
　好ましい一実施形態において、本発明のキットは、前記融合タンパク質でコーティング
された、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、20、25、30
、40、50または100種の固体支持体の組み合わせを含有する。
【０１９４】
　より好ましい一実施形態において、本発明のキットは、食品医薬品局(Food and Drug A
dministration)に推奨される抗原、即ち、HBV、HCV、HIV1、HIV2およびウエストナイルウ
イルス由来の抗原を含有する少なくとも5種の異なる融合タンパク質でコーティングされ
た、少なくとも5種の固体支持体(例えば、マイクロスフェアサブセット)の組み合わせを
含有する。
【０１９５】
　本発明は、本発明のキットを製造するための方法を網羅する。
【０１９６】
　一実施形態において、本発明は、キットを製造するための方法であって、
　(a)第1の標的抗体により認識される第1のAGT-抗原融合タンパク質を用意する工程と、
　(b)前記第1のAGT-抗原融合タンパク質を、前記AGT-抗原融合タンパク質の基質と共有結
合によりカップリングされた第1の固体支持体と接触させる工程と、
　(c)第1のAGT-抗原融合タンパク質と共有結合によりカップリングされた第1の固体支持
体を得る工程と、
　(d)第2の標的抗体により認識されるが、前記第1の標的抗体により認識されない第2のAG
T-抗原融合タンパク質を用意する工程と、
　(e)前記第2のAGT-抗原融合タンパク質を、前記AGT-抗原融合タンパク質の基質と共有結
合によりカップリングされた第2の固体支持体と接触させる工程と、
　(f)第2のAGT-抗原融合タンパク質と共有結合によりカップリングされた第2の固体支持
体を得る工程と
　を含み、前記第1および第2の固体支持体が、互いに特異的に同定され得る方法を網羅す
る。
【０１９７】
　一実施形態において、AGT-抗原融合タンパク質と共有結合によりカップリングされた固
体支持体は、一緒に混合される。
【０１９８】
　少なくとも3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、20、25、30、40、50
または100種の異なるAGT-抗原融合タンパク質を用いて上述の工程a)～c)を反復して、3、
4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、20、25、30、40、50または100種の異
なるAGT-抗原融合タンパク質と共有結合によりカップリングされた少なくとも3、4、5、6
、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、20、25、30、40、50または100種の固体支持体
を作製することができる。
【０１９９】
　別の一態様において、本発明は、上に定義されている本発明のキットを製造するための
方法であって、
(a) -　第1の標的抗体により認識される第1のエピトープを含むポリペプチドと、
　-　O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有するAGTポリペプチ
ドと
を含む少なくとも第1の融合タンパク質を用意する工程と、
(b)前記第1の融合タンパク質を、前記AGTポリペプチドの基質と共有結合によりカップリ
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ングされた第1の固体支持体と接触させる工程と、
(c)第1の標的抗体により認識される第1のエピトープと共有結合によりカップリングされ
た第1の固体支持体を得る工程と、
(d) -　第2の標的抗体により認識されるが、前記第1の標的抗体により認識されない第2の
エピトープを含むポリペプチドと、
　-　O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ活性を有するAGTポリペプチ
ドと
を含む少なくとも第2の融合タンパク質を用意する工程と、
(e)前記第2の融合タンパク質を、前記AGTポリペプチドの基質と共有結合によりカップリ
ングされた第2の固体支持体と接触させる工程と、
(f)第2の標的抗体により認識されるが、前記第1の標的抗体により認識されない第2のエピ
トープと共有結合によりカップリングされた第2の固体支持体を得る工程と
を含み、前記少なくとも第1および少なくとも第2の固体支持体が、互いに特異的に同定す
ることができ、
　本発明のキットが、少なくとも前記第1および第2の支持体を含む方法に関する。
【０２００】
　別の一態様において、本発明は、上に定義されている少なくとも2、3、4、5、6、7、8
、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28
、29、30、35、40、45、50、60、70、80、90または96種の固体支持体を含むマルチプレッ
クス免疫スクリーニングアッセイに関し、前記固体支持体のそれぞれは、励起後に異なる
識別可能な波長を放射する。
【０２０１】
　別の一態様において、本発明は、
　a)1種または数種の生体試料を、上に定義されている少なくとも2、3、4、5、6、7、8、
9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、2
9、30、35、40、45、50、60、70、80、90または96種の固体支持体と接触させる工程であ
って、固体支持体のそれぞれが、励起後に異なる識別可能な波長を放射する工程と、
　b)標的抗体の有無を検出する工程と
を含む、マルチプレックス免疫スクリーニングアッセイ方法に関する。
【０２０２】
　好ましい一実施形態において、前記標的抗体は、例えば、HBV、HCV、HIV1、HIV2および
WNVから選択されるウイルス等、WHOまたはFDAガイドラインに従って血液バンクにおいて
検出されるべきウイルス由来の抗原に特異的である。
【０２０３】
　別の好ましい一実施形態において、前記標的抗体は、HPV16、18、31、33、35、39、45
、51、52、56、58、59、66および68等、発癌性HPV株に特異的である。
【０２０４】
　別の好ましい一実施形態において、前記標的抗体のそれぞれは、検出可能な標識で標識
されている。
【０２０５】
　別の一態様において、本発明は、固体支持体から放射される光源および標的抗体または
標的抗体に結合している標識抗体から放射される光源を検出するための技術デバイスと、
いずれの固体支持体が標的抗体と結合しているか同定し、これにより解析されている試料
における抗原、細菌、ウイルスまたは寄生虫の有無を示すための計算またはコンピュータ
デバイスとを含む、上に定義されている本発明のキットを製造するための方法を行うため
の機器に関する。
【０２０６】
　別の一態様において、本発明は、対象における少なくとも1種の標的疾患を診断するた
めのin vitro方法に関し、前記標的疾患は、前記対象における少なくとも1種の標的抗体
の合成を誘導することが知られており、前記方法は、本発明のイムノアッセイを行う工程
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を含み、前記少なくとも1種の標的抗体の量が対照値よりも高い場合、前記対象は、前記
少なくとも1種の標的疾患を患っていると診断される。
【０２０７】
　この診断方法は、好ましくは、それを必要とする対象における2、好ましくは3、より好
ましくは4種の標的疾患の診断を可能にする。しかし、この数は限定的なものではない。
実際には、本発明の検出方法により100種までの異なる抗体を検出することが可能であれ
ば、100種の標的疾患を診断することが可能である。
【０２０８】
　好ましい一実施形態において、前記少なくとも1種の標的疾患は、ウイルス、細菌、酵
母または真菌媒介性感染症、好ましくは、パピローマウイルスまたはフラビウイルス科(
デング熱、黄熱、ウエストナイル、日本脳炎、ダニ媒介脳炎、C型肝炎ウイルス)、トガウ
イルス科(チクングニア、ロスリバー、マヤロ、西部ウマ脳炎、東部ウマ脳炎、ベネズエ
ラウマ脳炎ウイルス)、ブニヤウイルス科(クリミア・コンゴ出血熱、リフトバレー熱、シ
ュマレンベルクウイルス)、カリシウイルス科(E型肝炎ウイルス)、アレナウイルス科(ラ
ッサ熱)もしくはフィロウイルス科(エボラ、マールブルグ)由来のRNAウイルスが原因のウ
イルス感染症、レプトスピラ・インテロガンスが原因の細菌感染症、もしくは熱帯熱マラ
リア原虫が原因の感染症である。
【０２０９】
　好ましい一実施形態において、前記in vitro方法は、前記対象における少なくとも5、6
、7、8、9、10、11、12、13または15、より好ましくは少なくとも15、16、17、18、19、2
0、21、22、23、24、25、30、35、40または45、より好ましくは少なくとも50、60、70、8
0または90、さらにより好ましくは少なくとも100種のウイルスおよび/または細菌および/
または寄生虫感染症を診断するために用いられる。
【０２１０】
　好ましい一実施形態において、前記方法において用いられる対照値は、前記標的疾患を
患っていない対象、好ましくは健常対象由来の試料における前記標的抗体の量を表す。
【０２１１】
　本発明の方法は、動物における感染症の診断に用いることができる。
【０２１２】
　特に、本方法は、動物疾患の診断と共に、自然に感染した動物をワクチン接種した動物
から識別するためのDIVA(感染動物をワクチン接種動物から識別する(Differentiating In
fected from Vaccinated Animals))アプローチに用いることができる。新規ワクチンを補
完するDIVA戦略の使用は、従来の戦略(試験し、屠殺してから食肉検査(test, slaughter 
and meat inspection))に並んで、標的化制御戦略としてのワクチン接種の実施を可能に
するであろう。さらに、試験の特異性の増加は、不必要に屠殺され得る偽陽性動物の数を
低下させることにより、大きい経済的利益を有するであろう。最後に、特に、新規診断ア
ッセイが用いられる場合の感度の改善は、ワクチン接種の非存在下であっても疾患管理の
経済的負荷の低下においてさらなる利益を有するであろう。
【０２１３】
　好ましい一実施形態において、本発明の方法は、ヒト個体に適用される。
【０２１４】
　本発明は、対象における少なくとも2種の標的疾患を診断するための本発明のキットの
使用に関し、前記標的疾患は、パピローマウイルスまたはフラビウイルス科(デング熱、
黄熱、ウエストナイル、日本脳炎、ダニ媒介脳炎、C型肝炎ウイルス)、トガウイルス科(
チクングニア、ロスリバー、マヤロ、西部ウマ脳炎、東部ウマ脳炎、ベネズエラウマ脳炎
ウイルス)、ブニヤウイルス科(クリミア・コンゴ出血熱、リフトバレー熱、シュマレンベ
ルクウイルス)、カリシウイルス科(E型肝炎ウイルス)、アレナウイルス科(ラッサ熱)もし
くはフィロウイルス科(エボラ、マールブルグ)由来のRNAウイルスが原因のウイルス感染
症、レプトスピラ・インテロガンスが原因の細菌感染症、もしくは熱帯熱マラリア原虫が
原因の感染症である。
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【０２１５】
　新たな新興アルボウイルスが近年配列決定され、ドイツ、ベネルクス(Benelux)および
フランスにおけるウシに影響を及ぼしている。このウイルスは、シュマレンベルクウイル
ス(SBV)と呼ばれており、ブニヤウイルス科オルソブニヤウイルス属のシンブ血清群に属
するアカバネウイルスと近縁である。シュマレンベルクウイルスのウイルスゲノムは、S
、LおよびMとして公知の3種の一本鎖RNAセグメントを含む。Sセグメントは、Nヌクレオプ
ロテインおよびNS非構造タンパク質をコードする。Nヌクレオプロテインは、異なるブニ
ヤウイルスと抗原決定基を共有する。シュマレンベルクウイルスのBH80/11-4株の3種のRN
Aウイルス配列は、HE649913.1、HE649914.1およびHE649912.1の番号で利用できる。
【０２１６】
AGT融合タンパク質の産生を増強するためのAGTの使用
　本発明者らは、SBV Nタンパク質と6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラー
ゼ酵素(AGT)とのキメラタンパク質としての融合が、特に、S2細胞等、無脊椎動物細胞に
おける組換えNタンパク質の産生を大幅に改善することを観察した。
【０２１７】
　そこで本発明者らは、宿主細胞、特に、非脊椎動物細胞におけるSBV由来のNヌクレオプ
ロテインの産生を増強させるために、AGT酵素(EC2.1.1.63)、その変異体、その触媒ドメ
インまたはその細断片を用いることを初めて提案する。宿主細胞が、少なくともi)前記宿
主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、ii)AGT酵素、その変異体、触媒ドメイ
ンまたは細断片と、iii)SBVのNヌクレオプロテインとを含む融合ポリペプチドを発現する
場合、増強効果が観察される。増強効果を生じるためには、AGT酵素は、対象とするタン
パク質へと直接的または間接的に(スペーサーおよび他のアミノ酸が導入され得る)物理的
に連結される必要がある。理論に制約されることなく、例えば、宿主細胞からの分泌を容
易にし、宿主細胞の上清における合成された融合ポリペプチドを安定化することにより、
もしくは合成および宿主細胞からの分泌後にこれが代謝されるのを防ぐために、AGT酵素
が、シャペロンタンパク質として作用することが考慮される。加えて、AGTが、AGTの足場
的役割と適合する、αヘリックスを含む3D球状構造を有する(Wibley J.E.A.ら、2000)こ
とが観察された。
【０２１８】
　本発明の文脈において、「宿主」細胞は、「非脊椎動物」(または無脊椎動物)細胞、脊
椎動物細胞、植物細胞、酵母細胞または原核生物細胞等、組換えタンパク質の産生に用い
ることのできるいずれかの細胞である。これは、好ましくは、非脊椎動物および脊椎動物
細胞である。
【０２１９】
　非脊椎動物(無脊椎動物としても公知)は、異なる門を含み、最も有名なものは、昆虫、
クモ綱(Arachnida)、甲殻綱(Crustacea)、軟体動物門(Mollusca)、環形動物門(Annelida)
、蔓脚亜綱(Cirripedia)、放射相称動物(Radiata)、腔腸動物門(Coelenterata)および滴
虫類(Infusoria)である。これらは現在、海綿および扁形動物等の単純な生物から、節足
動物および軟体動物等の複雑な動物に及ぶ30を超える門に分類されている。本発明の文脈
において、非脊椎動物細胞は、好ましくは、ショウジョウバエ(Drosophila)または蚊細胞
、より好ましくはショウジョウバエS2細胞等、昆虫細胞である。
【０２２０】
　宿主細胞株として有用な脊椎動物生物に由来する細胞の例として、非ヒト胚性幹細胞ま
たはその派生体、例えば、トリEBX細胞;SV40配列により形質転換されたサル腎臓CVI系統(
COS-7、ATCC CRL 1651);ヒト胚性腎臓系統(293);ベビーハムスター腎臓細胞(BHK、ATCC C
CL 10);チャイニーズハムスター卵巣細胞(CHO);マウスセルトリ細胞[TM4];サル腎臓細胞(
CVI、ATCC CCL 70);アフリカミドリザル腎臓細胞(VERO-76、ATCC CRL-1587);ヒト子宮頸
がん細胞(HeLa、ATCC CCL 2);イヌ腎臓細胞(MDCK、ATCC CCL 34);バッファローラット(bu
ffalo rat)肝臓細胞(BRL 3A、ATCC CRL 1442);ヒト肺細胞(W138、ATCC CCL 75);ヒト肝臓
細胞(Hep G2、HB 8065);マウス乳房腫瘍細胞(MMT 060562、ATCC CCL51);ラット肝細胞腫
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細胞[HTC、Ml.5];YB2/O(ATCC n°　CRL1662);NIH3T3;HEKおよびTRI細胞が挙げられる。本
発明の文脈において、脊椎動物細胞は、好ましくは、EBX、CHO、YB2/O、COS、HEK、NIH3T
3細胞またはその派生体である。
【０２２１】
　本発明の文脈において用いることのできる植物細胞は、タバコ栽培品種Bright Yellow 
2(BY2)およびNicotiana tabaccum 1(NT-1)である。
【０２２２】
　本発明の文脈において用いることのできる酵母細胞は、出芽酵母(Saccharomyces cerev
isiae)、分裂酵母(Schizosaccharomyces pombe)およびハンゼヌラ・ポリモルファ(Hansen
ula polymorpha)と共に、ピキア・パストリス(Pichia pastoris)およびピキア・メタノリ
カ(Pichia methanolica)等のメチロトローフ酵母である。
【０２２３】
　本発明の文脈において用いることのできる原核生物細胞は通常、大腸菌細菌または枯草
菌(Bacillus subtilis)細菌である。
【０２２４】
　よって、別の一態様において、本発明は、宿主細胞においてSBV由来のNヌクレオプロテ
イン(SBV.N)を発現させるためのベクターであって、a)前記宿主細胞において機能的な分
泌シグナルペプチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AG
T)、その変異体、断片または触媒ドメインと、c)配列番号16のSBVのNヌクレオプロテイン
とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する。
【０２２５】
　SBV由来のNヌクレオプロテインは、以下、「異種タンパク質」、「対象とするタンパク
質」、「キメラタンパク質」または「組換えタンパク質」と称する。
【０２２６】
　本明細書において、用語「ベクター」は、外来遺伝子のDNAまたはRNA配列を宿主細胞へ
と導入し、これを形質転換し、導入配列の発現を促進することのできる媒体を意味する。
本明細書において理解される通り、ベクターは、例えば、プラスミド、ファージおよびウ
イルス等、核酸分子である。これに関しては、下により詳細に記述する。いずれかの種類
のプラスミド、コスミド、YACまたはウイルスベクターを用いて、対象とするタンパク質
の発現が望ましい宿主細胞へと導入することのできる、組換え核酸コンストラクトを調製
することができる。特定の種類の宿主細胞における対象とするタンパク質の発現が望まし
い場合、所望の細胞型または組織型に選択的に感染するウイルスベクターを用いることが
できる。また、本発明の文脈において重要なベクターは、遺伝子治療において用いるため
のベクターである(即ち、核酸分子を宿主生物へと送達することができるベクター)。
【０２２７】
　例えば、レンチウイルス、レトロウイルス、ヘルペスウイルス、アデノウイルス、アデ
ノ随伴ウイルス、ワクシニアウイルス、バキュロウイルスおよび望ましい細胞指向性を有
する他の組換えウイルス等、ウイルスベクターが挙げられる。ウイルスベクターを構築お
よび使用するための方法は、本技術分野において公知のものである(Miller and Rosman、
BioTechniques、7:980～990、1992を参照)。
【０２２８】
　本発明において実際に好ましいウイルスベクターは、脊椎動物および非脊椎動物細胞に
おける使用に十分に適したベクターである。
【０２２９】
　非脊椎動物細胞のため、好ましいベクターは、アルボウイルスであり、節足動物ベクタ
ーであるウエストナイルウイルスが特に好ましい。非脊椎動物細胞において効率的に発現
されることが知られている他のベクターは、バキュロウイルスである。
【０２３０】
　脊椎動物細胞のため、レンチウイルス、AAV、バキュロウイルスおよびアデノウイルス
ベクターが好ましい。哺乳類宿主細胞における発現に適したベクターは、非ウイルス性(
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例えば、プラスミドDNA)起源であってもよい。適したプラスミドベクターとして、pREP4
、pCEP4(Invitrogen)、pCI(Promega)、pCDM8およびpMT2PC、pVAXおよびpgWizが限定する
ことなく挙げられる。
【０２３１】
　原核生物細胞のため、プラスミド、バクテリオファージおよびコスミドベクターが好ま
しい。原核生物系における使用に適したベクターとして、pBR322(Gibco BRL)、pUC(Gibco
 BRL)、pBluescript(Stratagene)、p Poly、pTrc;pET 11d;pIN;およびpGEXベクターが限
定することなく挙げられる。
【０２３２】
　植物細胞のため、Tiプラスミド等、プラスミド発現ベクターならびにカリフラワーモザ
イクウイルス(CaMV)およびタバコモザイクウイルスTMV等、ウイルス発現ベクターが好ま
しい。
【０２３３】
　酵母細胞における組換えタンパク質の発現は、3種類のベクター:組込みベクター(YIp)
、エピソームプラスミド(YEp)およびセントロメアプラスミド(YCp)を用いて行うことがで
きる。酵母(例えば、出芽酵母(S. cerevisiae))における発現に適したベクターとして、p
YepSec1、pMFa、pJRY88、pYES2(Invitrogen Corporation、カリフォルニア州サンディエ
ゴ)およびpTEF-MF(Dualsystems Biotech製品コード:P03303)が挙げられるがこれらに限定
されない。
【０２３４】
　遺伝子治療に用いることのできるベクターは、本技術分野において周知のものである。
これは、例えば、レンチウイルス、レトロウイルス、アデノウイルス、ポックスウイルス
、ヘルペスウイルス、麻疹ウイルス、泡沫状ウイルスまたはアデノ随伴ウイルス(AAV)で
ある。ウイルスベクターは、複製能を有し得る、もしくは複製欠損または複製障害となる
よう遺伝的に無能化され得る。好ましい遺伝子治療ベクターは、国際公開第99/055892号
パンフレット、米国特許第6,682,507号明細書および国際公開第01/27300号パンフレット
に記載されているDNA Flapベクターである。
【０２３５】
　RNA、ポリペプチド、タンパク質または酵素等、発現産物を「コードする」配列は、発
現されると、該RNA、ポリペプチド、タンパク質または酵素の産生をもたらすヌクレオチ
ド配列である、即ち、ヌクレオチド配列は、該RNAを「コードする」、もしくは該ポリペ
プチド、タンパク質または酵素のアミノ酸配列をコードする。
【０２３６】
　本発明のベクターは、6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)
、その変異体、断片または触媒ドメインをコードするヌクレオチド配列を含有する。これ
らのポリペプチドは、上に定義されている。好ましくは、前記AGT変異体は、配列番号2の
SNAP酵素であり、例えば、配列番号15または配列番号31によりコードされ、後者は、51%
のG/C含量を有する。
【０２３７】
　好ましくは、本発明のヌクレオチド発現ベクターは、対象とするタンパク質をコードす
る異種DNA配列のインフレーム挿入を可能にするクローニング部位をさらに含む。
【０２３８】
　本発明において意味する通り、用語「分泌シグナルペプチド」は、Nヌクレオプロテイ
ンの輸送を宿主細胞の外部に方向付ける短い(3～60アミノ酸長)ペプチド鎖を指す。
【０２３９】
　本発明に適切な分泌シグナルの例として、接合因子(MF)アルファ(米国特許第5,879,926
号明細書);インベルターゼ(国際公開第84/01153号パンフレット);PHO5(DK3614/83);YAP3(
酵母アスパラギン酸プロテアーゼ3;国際公開第95/02059号パンフレット);およびBAR1(国
際公開第87/02670号パンフレット)のシグナルペプチド配列が挙げられるがこれらに限定
されない。
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【０２４０】
　本発明の文脈において、この分泌シグナルペプチドは、好ましくは、非脊椎動物細胞も
しくは脊椎動物細胞のいずれかにおいてまたはその両方において機能的である。
【０２４１】
　昆虫細胞において機能的な分泌シグナルペプチドの例は、昆虫ssBiP(配列番号37、例え
ば、配列番号22のDNA配列によりコードされる)、配列番号24のBiP様ペプチドシグナル(例
えば、配列番号23のDNA配列によりコードされる)、配列番号153のBiP様ペプチドシグナル
(例えば、配列番号152のDNA配列によりコードされる)およびアルボウイルスに存在するい
ずれかのペプチドシグナル、例えば、ウエストナイルウイルスのエンベロープEタンパク
質(配列番号38)である。
【０２４２】
　興味深いことに、配列番号24の上述のBiP様ペプチドシグナルは、非脊椎動物および脊
椎動物細胞の両方において機能的である。このBiP様シグナルは、最後のグリシンアミノ
酸が、デング熱ウイルスのEタンパク質の切断部位に相当するアミノ酸配列Pro Thr Ala L
eu Ala(配列番号39)により置き換えられた配列番号37のBiPペプチドシグナルに相当する
。従って、BiP様シグナルは、タンパク質が翻訳され宿主細胞の上清に分泌されると、有
利に切断される。
【０２４３】
　種々の分泌シグナルは、酵母宿主細胞、例えば、出芽酵母における発現にも利用できる
。これらは、プレプロアルファ因子、HSp150、PHO1、SUC2、KILM1(キラー毒素1型)および
GGP1を包含する。
【０２４４】
　クローニング部位は、対象とするタンパク質をコードする遺伝子の、発現系へのクロー
ニングを容易にする配列である。これは、制限部位または制限認識部位、即ち、制限酵素
により認識されるヌクレオチドの特異的配列を含有するDNA分子上の位置を含有する(例え
ば、図面を参照)。これは一般に、パリンドローム配列(制限酵素は通常、ホモ二量体とし
て結合するため)であり、特定の制限酵素は、その認識部位内の2個のヌクレオチドの間ま
たは近傍のいずれかで配列を切ることができる。クローニング部位は、当業者に周知のも
のである。
【０２４５】
　本発明の好ましい一実施形態において、前記AGT酵素をコードするDNA配列は、前記対象
とする異種タンパク質をコードするDNA配列の5'または3'に、好ましくは5'に位置する。
したがって、AGT酵素は、対象とする異種タンパク質/ポリペプチドに直接的にまたは間接
的に連結され、好ましくは、対象とする異種タンパク質/ポリペプチドのN末端側に位置す
る。前記ペプチドシグナルと、前記AGT酵素、変異体または触媒ドメインと、前記対象と
する組換えタンパク質とを含む融合ポリペプチドをコードするDNA配列は、ペプチドシグ
ナルが機能する細胞と同一の宿主細胞において機能的な誘導性プロモーターと作動可能に
関連することができる。
【０２４６】
　より好ましくは、本発明のベクターにおいて、前記オープンリーディングフレームは、
ペプチドシグナルが機能する細胞と同一の宿主細胞において機能的な誘導性プロモーター
と作動可能に関連する。
【０２４７】
　RNAポリメラーゼがコード配列をRNAへと転写し、続いてこれがトランス-RNAスプライス
され(イントロンを含有する場合)、配列がタンパク質をコードするのであればタンパク質
へと翻訳される場合、該コード配列は、細胞において発現制御配列(即ち、転写および翻
訳制御配列)「と作動可能に関連」する。
【０２４８】
　「プロモーター」は、作動可能に(operably)連結されたその下流DNAの転写を開始させ
ることのできる(即ち、二本鎖DNAのセンス鎖における3'方向で)ヌクレオチドの配列であ



(48) JP 6351571 B2 2018.7.4

10

20

30

40

50

る。プロモーター配列内において、転写開始部位(例えば、ヌクレアーゼS1によるマッピ
ングにより簡便に見出される)と共に、RNAポリメラーゼの結合に関与するタンパク質結合
ドメイン(コンセンサス配列)が見出される。
【０２４９】
　本発明の文脈において、遺伝子発現の制御に用いることのできるプロモーターは、例え
ば、非脊椎動物細胞または脊椎動物細胞において機能的なプロモーターである。例えば、
非脊椎動物細胞のために、メタロチオネイン遺伝子の調節配列を用いることができる(Bri
nsterら、Nature、296:39～42、1982)。
【０２５０】
　好ましくは、本発明のベクターに存在する誘導性プロモーターは、昆虫細胞、より好ま
しくは、ショウジョウバエ細胞においてプロモーター活性を有する。これは例えば、金属
、例えばCuSO4の存在下で遺伝子の高レベル転写を導くショウジョウバエメタロチオネイ
ンプロモーターpMT(Lastowski-Perryら、J.Biol. Chem. 260:1527(1985))である。あるい
は、構成的プロモーターであり、金属の添加を必要としないショウジョウバエアクチン5C
遺伝子プロモーターを用いることができる(B.J.Bondら、Mol. Cell. Biol. 6:2080(1986)
)。他の公知のショウジョウバエプロモーターの例として、例えば、誘導性熱ショック(Hs
p70)およびCOPIA LTRプロモーターが挙げられる。SV40初期プロモーターは、ショウジョ
ウバエメタロチオネインプロモーターよりも低レベルの発現を生じる。
【０２５１】
　好ましくは、本発明のベクターに存在する誘導性プロモーターは、キイロショウジョウ
バエ(Drosophila melanogaster)細胞、好ましくは、ショウジョウバエS2細胞においてプ
ロモーター活性を有する。これは例えば、Lastowski-Perryら、J.Biol. Chem. 260: 1527
(1985)において完全に記載されているメタロチオネインプロモーターである。
【０２５２】
　哺乳類細胞における構成的発現に適したプロモーターとして、サイトメガロウイルス(C
MV)最初期プロモーター、アデノウイルス主要後期(major late)プロモーター、ホスホグ
リセロキナーゼ(PGK)プロモーターおよび単純ヘルペスウイルス(HSV)-1のチミジンキナー
ゼ(TK)プロモーターが挙げられる。外因的に供給される化合物により調節される誘導性真
核生物プロモーターとして、亜鉛誘導性メタロチオネイン(MT)プロモーター、デキサメタ
ゾン(Dex)誘導性マウス乳房腫瘍ウイルス(MMTV)プロモーター、T7ポリメラーゼプロモー
ターシステム(国際公開第98/10088号パンフレット)、エクジソン昆虫プロモーター、テト
ラサイクリン抑制性プロモーター、テトラサイクリン誘導性プロモーター、RU486誘導性
プロモーターおよびラパマイシン誘導性プロモーターが限定することなく挙げられる。
【０２５３】
　好ましくは、本発明のベクターに存在するプロモーターは、哺乳類細胞、好ましくは、
HeLa細胞においてプロモーター活性を有する。これは例えば、SV40プロモーターである。
【０２５４】
　酵母宿主細胞におけるタンパク質発現のために、様々な酵母プロモーターが利用できる
。ADH2、SUC2等、その一部の発現は誘導性であり、GAPDH等、他の一部は構成的である。
酵母における発現に適した他のプロモーターとして、TEF、PGK、MFアルファ、CYC-1、GAL
-1、GAL4、GAL10、PHO5、グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素(GAPまたはGAPDH)およ
びアルコール脱水素酵素(ADH)プロモーターが挙げられる。
【０２５５】
　植物細胞における使用のために、最も一般的に用いられているプロモーターは、カリフ
ラワーモザイクウイルス(CaMV)35Sプロモーターまたはその強化バージョンであるが、ト
ウモロコシおよびシロイヌナズナ(Arabidospsis thaliana)由来のハイブリッド(ocs)3mas
プロモーターまたはユビキチンプロモーター等、多数の代替プロモーターを用いることも
できる。これら構成的プロモーターとは対照的に、イネα-アミラーゼRAmy3Dプロモータ
ーは、糖欠乏により誘導される(Hellwig Sら、Nat. Biotechnol.2004; 22(11):1415～22)
。
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【０２５６】
　大腸菌宿主細胞における発現に適したプロモーターとして、バクテリオファージラムダ
(lamba)pLプロモーター、lac、TRPおよびIPTG誘導性pTACプロモーターが挙げられるがこ
れらに限定されない。
【０２５７】
　分泌シグナルペプチドおよび誘導性プロモーターが、同一宿主細胞において機能的であ
ることが好ましい。
【０２５８】
　より好ましくは、分泌シグナルペプチドおよび誘導性プロモーターは、ショウジョウバ
エS2細胞および脊椎動物細胞の両方において機能的である。
【０２５９】
　プロモーターに適用される用語「誘導性」は、当業者に十分に理解されている。本質的
には、誘導性プロモーターの制御下における発現は、加えられた刺激に応答して「スイッ
チオン」または増加する。刺激の性質は、プロモーター間で変動する。一部の誘導性プロ
モーターは、適切な刺激の非存在下において殆ど発現しないまたは検出不能レベルの発現
をもたらす(または全く発現しない)。他の誘導性プロモーターは、刺激の非存在下におい
て検出可能な構成的発現をもたらす。刺激の非存在下における発現のレベルがどうであれ
、いかなる誘導性プロモーターからの発現も、正しい刺激の存在下で増加する。
【０２６０】
　適切なベクターが構築され、選択された宿主細胞、好ましくは、ショウジョウバエ細胞
株にトランスフェクトされると、誘導性プロモーターに適切な誘導剤の添加により異種タ
ンパク質の発現が誘導される。例えば、カドミウムまたは銅は、Hsp70プロモーターの誘
導剤である。アクチン5Cプロモーター等、構成的プロモーターに関して、発現のための誘
導剤は必要ない。
【０２６１】
　本発明の別の一実施形態において、ヌクレオチド発現ベクターは、好ましくは、AGT酵
素またはその触媒ドメインと対象とする組換えタンパク質との間に位置する、少なくとも
1個のペプチド切断部位をコードする。
【０２６２】
　ペプチド切断部位(「ペプチド切断部位」とも呼ばれる)は、少なくとも1種のプロテア
ーゼ酵素(例えば、とりわけセリンプロテアーゼ、システインプロテアーゼ)により認識さ
れるアミノ酸配列である。ペプチド切断部位の例は、配列番号40(AspAspAspAspLys/Asp)
のエンテロキナーゼ切断部位である。エンテロキナーゼは、配列のC末端側における切断
により不活性トリプシノーゲンを活性トリプシンに変換することが知られているセリンプ
ロテアーゼ酵素(EC3.4.21.9)である:Val--(Asp)4--Lys--Ile-Val～(トリプシノーゲン)→
Val--(Asp)4--Lys (ヘキサペプチド)+Ile-Val～(トリプシン)。Lysの前に4個のAspがあり
その後にプロリン残基が続かない場合、エンテロキナーゼは、リジンの後を切断する。
【０２６３】
　別の有用なペプチド切断部位は、配列番号32(pro-TEV1)または配列番号33(pro-TEV2)(
それぞれGlu Asn Leu Tyr Phe Gln SerまたはGly)のアミノ酸配列を有する、所謂「TEVプ
ロテアーゼ」の切断部位である。係る切断部位は、例えば、配列番号29および30によりコ
ードされ得る。TEVプロテアーゼは、タバコエッチ病ウイルスによりコードされる核封入
タンパク質の27kDa触媒ドメインの一般名である。これは市販されている(Invitrogen)。
【０２６４】
　デング熱ウイルス血清型1の膜前駆体prM由来の切断部位(配列番号39)を本発明のベクタ
ーにおいて用いることもできる。
【０２６５】
　別の一実施形態において、本発明のヌクレオチド発現ベクターは、好ましくは、本発明
の融合ポリペプチド(ペプチドシグナルと、AGTタンパク質またはそのホモログと、組換え
タンパク質とを含む)における組換えタンパク質のC末端側に位置する標識をさらにコード
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する。本発明の文脈において、「標識」は、宿主細胞の粗ライセートからポリペプチドの
回収を容易にするために用いられ、好ましくは、蛍光タンパク質、ポリ-ヒスチジン(ポリ
-his)もしくはポリ-ヒスチジン-グリシン(ポリ-his-gly)タグ;flu HAタグ;c-mycタグ単純
ヘルペスウイルス糖タンパク質D(gD)タグ、Flag-ペプチド、アルファ-チューブリンエピ
トープまたはT7遺伝子10タンパク質ペプチドタグを含む群から選択される。しかし、その
他の標識を用いてもよい。本発明の好ましい一実施形態において、ベクターは、配列番号
27を有するヘキサ-ヒスチジンタグをコードする配列番号28のDNAを含む。
【０２６６】
　別の一実施形態において、本発明のヌクレオチド発現ベクターは、好ましくは、AGT酵
素(またはその触媒ドメイン)と対象とする組換えタンパク質との間および/または対象と
する組換えタンパク質と標識との間に位置するスペーサー配列をさらにコードする。本発
明の文脈において、スペーサー配列は、2個の連結されたポリペプチドを空間的に離間さ
せるために用いられる少なくとも3個のアミノ酸を含むアミノ酸配列である(その結果、こ
れらのポリペプチドは間接的に連結されるようになる)。係るスペーサーは、例えば、ア
ミノ酸配列グリシン-グリシン-グリシン-セリン(GGGS、配列番号25)となることができ、
これをコードするDNAスペーサー配列は、配列番号26となることができる。本発明の文脈
において、このDNA配列は以下、「DNAスペーサー配列」と命名され、AGTまたはその触媒
ドメインをコードするDNAと組換えDNA配列との間に、好ましくは、ペプチド切断部位をコ
ードするDNA配列の上流に位置する。
【０２６７】
SNAPカセットおよび抗原発現
　本明細書において、用語「pDeSNAPUniv」は、単一のオープンリーディングフレームに
おいて、5'から3'にかけて、
　a)分泌シグナルペプチドと、
　b)配列番号1のAGTタンパク質、その変異体、断片または触媒ドメイン、特に、配列番号
2のSNAP変異体と、
　c)少なくとも1個のペプチド切断部位と、
　d)少なくとも1個の標識と、
　e)少なくとも1個のスペーサー配列と
をコードするDNAカセットを命名する。
【０２６８】
　このpDeSNAPUniv DNAカセットは、有利には配列番号24のBiP様ペプチドシグナルもしく
は配列番号37のssBiPペプチドシグナルである分泌シグナルペプチド、配列番号2のSNAP変
異体、有利には配列番号27のHis-tagである標識、有利には配列番号32のpro-TEVもしくは
配列番号33のpro-TEVのいずれかであるペプチド切断部位、および/または有利には配列番
号25のアミノ酸配列を有するスペーサー配列をコードする。
【０２６９】
　より好ましくは、pDeSNAPUniv DNAカセットは、5'から3'にかけて、BiP様分泌シグナル
をコードする配列番号23の配列と、SNAP変異体をコードする配列番号15または31と、配列
番号26のスペーサー配列と、配列番号29のペプチド切断部位pro-TEVと、配列番号30のペ
プチド切断部位pro-TEVと、配列番号26のスペーサー配列と、His-tag標識をコードする配
列番号28の配列を含む(pDeSNAPUnivカセットの構造を示す図8を参照)。係るpDeSNAPUniv 
DNAカセットは、例えば、配列番号34である。
【０２７０】
　この「pDeSNAPUniv」カセットは、異種タンパク質を産生するために宿主細胞のトラン
スフェクトに用いられるいかなる種類のベクター、即ち、脊椎動物ベクター(pcDNA3また
はpCI-neoベクター等)や非脊椎動物ベクター(Invitrogen製のDESシステムにおいて有用な
pMT/BiP/V5-HisA等)にも挿入され得るため、「ユニバーサル」として保持される。前記ユ
ニバーサル配列を含むプラスミドの例は、配列番号43(pDeSNAP Univカセットを含むInvit
rogen製のpMT/BiP/V5-HisA)、配列番号44(pDeSNAP Univカセットを含むInvitrogen製のpU
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C57)または配列番号45(pDeSNAP Univカセットを含むInvitrogen製のpcDNA3)である。
【０２７１】
　前記ユニバーサル配列を含むプラスミドの別の例は、5'から3'にかけて、オルギア・シ
ュードツガ(Orgyia pseudotsugata)マルチカプシドヌクレオプロテインウイルス最初期2
プロモーター(OpIE2SP)の構成的プロモーターと、配列番号152のBiP様シグナルペプチド
と、配列番号31のSNAP様配列と、配列番号26のスペーサー配列と、配列番号29のpro-TEV1
配列と、配列番号106のC末端ペプチドタグとを含む、pUC57プラスミドである配列番号105
である。
【０２７２】
　SBV.N等、対象とするタンパク質の異種配列がそこにクローニングされると、係るベク
ターは、脊椎動物または非脊椎動物宿主細胞のいずれかに有利にトランスフェクトされて
、対象とするタンパク質を多量に産生することができる。
【０２７３】
　好ましい一実施形態において、本発明のベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/SBV.Nカセッ
ト」即ち、SBVのNヌクレオプロテインの配列が挿入されたpDeSNAPUniv DNAカセットを含
み、前記pDeSNAP Univ/SBV.Nカセットは、単一オープンリーディングフレームにおいて、
5'から3'にかけて、
　a)分泌シグナルペプチドと、
　b)配列番号1のAGTタンパク質、その変異体、断片または触媒ドメイン、特に、配列番号
2のSNAP変異体と、
　c)少なくとも1個のペプチド切断部位と、
　d)配列番号16のSBVのNヌクレオプロテインと、
　e)少なくとも1個の標識と、
　f)少なくとも1個のスペーサー配列と
をコードするヌクレオチド配列を含む。
【０２７４】
　このpDeSNAP Univ/SBV.N DNAカセットは、有利には配列番号24のBiP様ペプチドシグナ
ルもしくは配列番号37のssBiPペプチドシグナルである分泌シグナルペプチド、配列番号2
のSNAP変異体、配列番号16のSBVのNヌクレオプロテイン、有利には配列番号27のHis-tag
である標識、有利には配列番号32のpro-TEVもしくは配列番号33のpro-TEVのいずれかであ
るペプチド切断部位、および/または有利には配列番号25のアミノ酸配列を有するスペー
サー配列をコードする。
【０２７５】
　より好ましくは、pDeSNAP Univ/SBV.N DNAカセットは、5'から3'にかけて、BiP様分泌
シグナルをコードする配列番号23の配列またはssBiP分泌シグナルをコードする配列番号2
2と、SNAP変異体をコードする配列番号15または31と、配列番号26のスペーサー配列と、
配列番号29のペプチド切断部位pro-TEV1と、SBVのNヌクレオプロテインをコードする配列
番号17の配列と、配列番号30のペプチド切断部位pro-TEV2と、配列番号26のスペーサー配
列と、His-tag標識をコードする配列番号28の配列とを含む。
【０２７６】
　さらにより好ましくは、pDeSNAP Univ/SBV.N DNAカセットは、5'から3'にかけて、ssBi
P分泌シグナルをコードする配列番号22の配列と、SNAP変異体をコードする配列番号31と
、配列番号26のスペーサー配列と、配列番号29のペプチド切断部位pro-TEV1と、SBVのNヌ
クレオプロテインをコードする配列番号17の配列と、配列番号30のペプチド切断部位pro-
TEV2と、配列番号26のスペーサー配列と、His-tag標識をコードする配列番号28の配列と
を含む。係るpDeSNAP Univ/SBV.Nカセットは、例えば、配列番号35である。
【０２７７】
　あるいは、pDeSNAP Univ/SBV.N DNAカセットは、5'から3'にかけて、BiP様分泌シグナ
ルをコードする配列番号23の配列と、SNAP変異体をコードする配列番号31と、配列番号26
のスペーサー配列と、配列番号29のペプチド切断部位pro-TEV1と、SBVのNヌクレオプロテ
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インをコードする配列番号17の配列と、配列番号30のペプチド切断部位pro-TEV2、配列番
号26のスペーサー配列と、His-tag標識をコードする配列番号28の配列とを含むことがで
きる。係るpDeSNAP Univ/SBV.Nカセットは、例えば、配列番号36である(その構造を図9に
示す)。
【０２７８】
　よって、好ましい一実施形態において、本発明のベクターは、配列番号35のヌクレオチ
ド配列または配列番号36のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/SBV.Nカセットを含む
。
【０２７９】
　より的確には、配列番号35のpDeSNAP Univ/SBV.Nカセットヌクレオチド配列は、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　配列番号17のSBV.N DNA配列(内部EcoRV部位が欠失され、2個のEcoRVおよびXmaI部位
が端(extremities)に付加された、天然SBV.N配列に相当)、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む。
【０２８０】
　また、配列番号36のpDeSNAP Univ/SBV.Nカセットヌクレオチド配列は、
　-　配列番号23の昆虫BiP様配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　配列番号17のSBV.N DNA配列(内部EcoRV部位が欠失され、2個のEcoRVおよびXmaI部位
が端に付加された、天然SBV.N配列に相当)、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む(図9も参照)。
【０２８１】
　興味深いことに、配列番号36のpDeSNAP Univ/SBV.Nカセットヌクレオチド配列は、加え
て、ATGの上流にNheI部位、BiP様配列とSNAP様配列との間にBglII部位、両者共に終止コ
ドンの下流に位置するAgeI部位およびHindIII部位も含む。
【０２８２】
　本発明のベクターは、例えば、配列番号17のSBV.N DNA配列が挿入された配列番号43(pD
eSNAP Univカセットを含むInvitrogen製のpMT/BiP/V5-HisAプラスミド)、配列番号17のSB
V.N DNA配列が挿入された配列番号44(pDeSNAP Univカセットを含むInvitrogen製のpUC57
プラスミド)または配列番号17のSBV.N DNA配列が挿入された配列番号45(pDeSNAP Univカ
セットを含むInvitrogen製のpcDNA3プラスミド)である。
【０２８３】
　本発明のベクターは、2012年4月24日に番号CNCM I-4616で国立微生物培養物寄託機関(C
entre National de Culture et de Microorganismes)(CNCM)、パスツール研究所(Institu
t Pasteur)(25 rue du Docteur Roux、75724 Paris cedex 15、フランス)に寄託された、
S2細胞においても提供されている。
【０２８４】
　別の一態様において、本発明は、本発明のベクター、好ましくは、配列番号35または配
列番号36のヌクレオチド配列を含むベクターにより安定的にトランスフェクトされた組換
え細胞を標的とする。
【０２８５】
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　好ましくは、本発明の本態様において、前記組換え細胞は、非脊椎動物細胞、好ましく
は昆虫細胞、より好ましくはS2細胞である。
【０２８６】
　非脊椎動物細胞は、昆虫、クモ綱、甲殻綱、軟体動物門、環形動物門、蔓脚亜綱、放射
相称動物、腔腸動物門および滴虫類由来のいずれかの細胞となり得る。本発明の文脈にお
いて、非脊椎動物細胞は、好ましくは、ショウジョウバエまたは蚊の細胞等、昆虫細胞で
ある。これは、より好ましくは、ショウジョウバエS2細胞である。この場合、本発明の発
現ベクターは、例えば、配列番号35を含む。
【０２８７】
　ショウジョウバエS2細胞は、広く記載されている。この細胞は、懸濁培養において室温
(24±1℃)で維持することができるため、高収量のタンパク質産生に特に適する。培養培
地は、5～10%(v/v)の間の熱失活ウシ胎仔血清(FBS)を補充したM3である。本発明の好まし
い実施形態において、培養培地は、5%FBSを含有する。誘導後に細胞は、無血清培地にお
いて培養される。この培地において、S2細胞は、懸濁培養において、例えば、250mL～200
0mLスピナ(spinner)フラスコにおいて50～60rpmで撹拌しつつ増殖させることができる。
細胞密度は通常、1mL当たり106～107個の間の細胞で維持される。
【０２８８】
　好ましい一実施形態において、本発明の組換え細胞は、2012年4月24日に番号CNCM I-46
16で国立微生物培養物寄託機関(Centre National de Culture et de Microorganismes)(C
NCM)、パスツール研究所(Institut Pasteur)(25 rue du Docteur Roux、75724 Paris ced
ex 15、フランス)に寄託されたS2細胞である。
【０２８９】
　別の好ましい一実施形態において、前記組換え細胞は、脊椎動物細胞である。
【０２９０】
　好ましくは、前記脊椎動物組換え細胞は、哺乳類細胞、好ましくは、CHO、YB2/O、COS
、HEK、NIH3T3、HeLa細胞またはその派生体である。より好ましくは、この場合、本発明
の発現ベクターは、配列番号36を含む。
【０２９１】
　本発明の別の一態様において、前記組換え細胞は、本発明の発現ベクター、好ましくは
、配列番号35または36を含むベクターの増幅および精製に用いられる。
【０２９２】
　この目標において、本発明のヌクレオチド発現ベクターは、選択マーカーをコードする
遺伝子および/またはターミネーター配列を含むこともできる。コンストラクトに包含さ
れ得る選択マーカー遺伝子は通常、抗生物質(例えば、ブラストサイジン、アンピシリン
、カナマイシン、ハイグロマイシン、ピューロマイシン、クロラムフェニコール)に対す
る抵抗性等、選択可能な表現型を与える遺伝子である。
【０２９３】
　発現ベクターを作製するための方法は、本技術分野において周知のものである。
【０２９４】
　別の一態様において、本発明の組換え細胞は、シュマレンベルクウイルスのNヌクレオ
プロテインを多量に産生するために用いられる。
【０２９５】
　よって、特定の一実施形態において、本発明は、シュマレンベルクウイルスのNヌクレ
オプロテインを産生するための方法であって、
　(a)例えば、配列番号35または配列番号36のDNA配列を含む本発明のベクターを得る工程
と、
　(b)工程(a)において得られたポリヌクレオチドで宿主細胞(好ましくは、昆虫細胞また
は哺乳類細胞)をトランスフェクトする工程と、
　(c)工程(b)において得られた前記ポリヌクレオチドを発現させて、シュマレンベルクウ
イルスのNヌクレオプロテインを産生する工程と、
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　(d)任意選択で、AGTポリペプチドを切断する工程と、
　(e)シュマレンベルクウイルスのNヌクレオプロテインを回収する工程と、
　(f)任意選択で、シュマレンベルクウイルスのNヌクレオプロテインを精製する工程と
を含む方法についても描写する。
【０２９６】
　本発明の方法の異なる工程を行うために、従来の分子生物学、微生物学および組換えDN
A技法を、当業者の技能範囲内で利用することができる。係る技法は、文献において十分
に説明されている。例えば、Sambrook、Fitsch & Maniatis、Molecular Cloning: A Labo
ratory Manual、第2版(1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press、Cold Spring Harb
or、N.Y.(本明細書において「Sambrookら、1989」と称する); DNA Cloning: A Practical
 Approach、IおよびII巻(D. N. Glover ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis(M. J. G
ait編、1984); Nucleic Acid Hybridization(B. D. Hames & S. J. Higgins編、1984); A
nimal Cell Culture(R. I. Freshney編、1986); Immobilized Cells and Enzymes(IRL Pr
ess, 1986); B. E. Perbal、A Practical Guide to Molecular Cloning (1984); F. M. A
usubelら(編)、Current Protocols in Molecular Biology、John Wiley & Sons, Inc.(19
94)を参照されたい。
【０２９７】
　用語「トランスフェクション」は、宿主細胞が、導入された遺伝子または配列を発現し
て、シュマレンベルクウイルスのNヌクレオプロテイン産生することができるような、真
核生物宿主細胞への外来核酸の導入を意味する。導入されたDNAまたはRNAを受け入れ、こ
れを発現する宿主細胞は、「トランスフェクト」されており、「トランスフェクタント」
または「クローン」である。宿主細胞に導入されたDNAまたはRNAは、宿主細胞と同一の属
もしくは種の細胞または異なる属もしくは種の細胞を包含するいずれかの供給源に由来し
得る。
【０２９８】
　本発明の文脈において、ポリヌクレオチドによる宿主細胞のトランスフェクションは、
本技術分野における古典的方法により、例えば、トランスフェクション、感染またはエレ
クトロポレーションにより行うことができる。別の一実施形態において、本発明のベクタ
ーは、リポフェクション(ネイキッドDNAとして)または他のトランスフェクション促進剤(
ペプチド、ポリマー等)により、in vivoで導入することができる。マーカーをコードする
遺伝子のin vivoトランスフェクションのためのリポソームを調製するために、合成陽イ
オン性脂質を用いることができる(Felgnerら、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.、84:7413
～7417、1987)。核酸移入のための有用な脂質化合物および組成物は、国際公開第95/1886
3号パンフレットおよび国際公開第96/17823号パンフレットおよび米国特許第5,459,127号
明細書に記載されている。脂質は、標的化の目的のために他の分子に化学カップリングす
ることができる(Mackeyら、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.、85:8027～8031、1988を参
照)。ホルモンもしくは神経伝達物質等の標的化されるペプチドおよび抗体等のタンパク
質または非ペプチド分子は、化学的にリポソームにカップリングすることができる。陽イ
オン性オリゴペプチド(国際公開第95/21931号パンフレットを参照)、DNA結合タンパク質
に由来するペプチド(国際公開第96/25508号パンフレットを参照)または陽イオン性ポリマ
ー(国際公開第95/21931号パンフレットを参照)等、他の分子も、in vivoにおける核酸の
トランスフェクションを容易にするために有用である。ベクターをネイキッドDNAプラス
ミドとしてin vivoで導入することも可能である。遺伝子治療のためのネイキッドDNAベク
ターは、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、細胞融合、DEAEデキスト
ラン、リン酸カルシウム沈殿法、遺伝子銃の使用またはDNAベクター輸送体の使用等、本
技術分野において公知の方法により所望の宿主細胞に導入することができる(Wuら、J. Bi
ol. Chem.、267:963～967、1992; Wu and Wu、J. Biol. Chem.、263:14621～14624、1988
; Williamsら、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.、88:2726～2730、1991を参照)。
【０２９９】
　本明細書における用語、ポリヌクレオチドを「発現させる」は、ベクターに存在する調
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節配列の刺激(例えば、誘導性プロモーターを活性化する刺激)と、あらゆる必要な構成成
分が、ポリヌクレオチドの翻訳が起こるのに十分な量で存在することを意味する。
【０３００】
　必要であれば、定義されている切断部位を有するプロテアーゼを組換え細胞の上清にま
たは組換え細胞内に添加することにより、産生された融合タンパク質からAGT/SNAPポリペ
プチドを切り離すことができる。例えば、配列番号35または36のpDeSNAP Univカセットを
含むベクターが用いられる場合、pro-TEV切断部位ENLKYFQ/G(S)の切断は、組換え細胞の
上清にTEVプロテアーゼを添加することにより得られる。あるいは、AGT/SNAPポリペプチ
ドは、SBV由来のNヌクレオプロテインの寿命を増強させるために維持することができる。
【０３０１】
　さらに、当業者であれば、発現または分泌されたタンパク質またはポリペプチドが、本
宿主細胞の維持または増殖に用いられる培養培地において検出され得ることを認められよ
う。培養培地は、遠心分離または濾過等、公知の手順により宿主細胞から分離することが
できる。続いて、タンパク質またはポリペプチドは、該タンパク質またはポリペプチドに
特徴的な公知の性質を利用することにより、無細胞培養培地において検出することができ
る。係る性質は、タンパク質またはポリペプチドの別個の免疫学的、酵素的または物理的
性質を包含し得る。例えば、タンパク質またはポリペプチドが、独自の酵素活性を有する
場合、宿主細胞に使用された培養培地において該活性のアッセイを行うことができる。さ
らに、所定のタンパク質またはポリペプチドに対し反応性の抗体が利用できる場合、係る
抗体を用いて、いずれかの公知の免疫学的アッセイ(例えば、Harloweら、1988、Antibodi
es: A Laboratory Manual、Cold Spring Harbor Laboratory Press)においてタンパク質
またはポリペプチドを検出することができる。
【０３０２】
　SBV由来のヌクレオプロテインNの回収は、本技術分野において周知の手段により媒介さ
れ、この手段の例として、調製用ディスクゲル電気泳動、等電点電気泳動、HPLC、逆相HP
LC、ゲル濾過、イオン交換および分配クロマトグラフィー、沈殿および塩析クロマトグラ
フィー、抽出ならびに向流分配その他等が挙げられるがこれらに限定されない。標識と連
結された本発明の組換え系における対象とするタンパク質の産生に好ましいように、前記
標識は、適切な固相マトリックスにおけるクロマトグラフィーによる、宿主細胞の粗ライ
セートからのポリペプチドの回収を容易にするであろう。あるいは、タンパク質またはそ
れに由来するペプチドに対し作製された抗体は、回収試薬として用いることができる。
【０３０３】
　本発明者らは、本発明の方法により作製された融合タンパク質は一般に、さらに精製さ
れる必要がないことを発見した。しかし、必要であれば、さらなる精製工程(g)を行って
もよい。
【０３０４】
　精製された材料は、これが本来関連している筈の細胞構成成分の約50%未満、好ましく
は約75%未満、最も好ましくは約90%未満を含有し得る。用語「実質的に純粋」は、本技術
分野において公知の従来の精製技法を用いて達成することができる、最も高い程度の純度
を指す。
【０３０５】
　本発明の一実施形態において、本発明の方法は、回収された細胞培養物上清において、
少なくとも40mg/L、好ましくは少なくとも50mg/L、より好ましくは少なくとも60mg/Lの実
質的に純粋なシュマレンベルクウイルス(SBV)のNヌクレオプロテインの獲得を可能にする
。
【０３０６】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC 2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)配列番号16のシュマ
レンベルクウイルスのNヌクレオプロテインとを含む融合ポリペプチドについて描写する
。



(56) JP 6351571 B2 2018.7.4

10

20

30

40

50

【０３０７】
　この融合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質
またはそのホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。
【０３０８】
　この融合ポリペプチドは、好ましくは、上に定義されている標識をさらに含む。この標
識は、好ましくは、ポリ-ヒスチジン標識であり、好ましくは、シュマレンベルクウイル
スのNヌクレオプロテインのC末端側に位置する。
【０３０９】
　本発明の融合ポリペプチドは、例えば、配列番号41(BiP様/SNAP/SBV.N/Histag融合タン
パク質に相当)または配列番号46(ssBiP/SNAP/SBV.N/Histag融合タンパク質に相当)または
配列番号42(SNAP/SBV.N融合タンパク質に相当)のアミノ酸配列である。
【０３１０】
　本発明は、配列番号178のヌクレオチド配列および/または配列番号179のアミノ酸配列
をコードするヌクレオチド配列を有するDeSNAPuniv-シュマレンベルクNSsタンパク質カセ
ットを含むベクターを網羅する。ベクターは、図24に描写されているSNAPのシグナルペプ
チド、SNAP配列、pro-TEV部位もしくはシュマレンベルクウイルス由来のNSsタンパク質、
またはその少なくとも10、15、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは300個の連続
的なアミノ酸をコードするDNA配列を、単独でまたは組み合わせて含むことができる。
【０３１１】
　最後に、キメラタンパク質SNAP-SBV.Nは、血液、血清、唾液その他等、生体液における
シュマレンベルクウイルスによるウイルス感染症の検出または前記ウイルスに特異的な抗
体の検出の診断剤として有用となり得る。
【０３１２】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば本発明のイムノアッセイの結果、生体
試料における前記病原性または非病原性微生物の存在を同定するための、本発明のいずれ
かの方法により得られる融合タンパク質[SNAP- SBV.N]の使用についても描写する。
【０３１３】
　他の態様において、本発明はまた、特に関心のある融合タンパク質を発現するベクター
に関し、前記融合タンパク質は、対象とするウイルスまたは細菌抗原、微生物ペプチドお
よび/またはポリペプチド等、関心のある抗原とインフレームで融合した、6-アルキルグ
アニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒ドメイ
ンを含む。このようなベクターを下に詳述する。
【０３１４】
エコーウイルス抗原
　別の一態様において、本発明は、宿主細胞においてエコーウイルス抗原、例えば、エン
テロウイルス71(ピコルナウイルス科(Picornaviridae))のVP1タンパク質を発現させるた
めのベクターに関する。特に、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナル
ペプチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変
異体、断片または触媒ドメインと、c)エンテロウイルス71のVP1タンパク質(EV71、例えば
、Kolpe A.B.ら、Virus Research 2012を参照)とをコードするヌクレオチド配列を含むベ
クターに関する。
【０３１５】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/EV71.VP1カセッ
ト」即ち、EV71ウイルス株JL-AFP-EV71-07-03由来のVP1タンパク質をコードする配列番号
47の配列(Genebank#JQ715713)が挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセッ
トを含む。
【０３１６】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
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　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　EV71ウイルス株JL-AFP-EV71-07-03由来のVP1タンパク質(Genebank#JQ715713)をコー
ドする配列番号47のDNA配列、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号48のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/EV71.VP1カセットを含む
。
【０３１７】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０３１８】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)EV71ウイルス由来のV
P1タンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプチドにおい
て、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ(前記ホモ
ログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列番号49の
アミノ酸配列である(SNAP様/proTEV1/EV71.VP1/proTEV2/Histag融合タンパク質に相当)。
S2/の誘導後に、高レベル(30mg/l)の該タンパク質が産生された。
【０３１９】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイにおいて、
生体試料におけるエンテロウイルス71の存在を同定するための、この融合タンパク質[SNA
P-EV71.VP1]の使用についても描写する。
【０３２０】
フラビウイルス属抗原
　別の一態様において、本発明は、宿主細胞において特定のフラビウイルス属抗原を発現
させるためのベクターに関する。
【０３２１】
　好ましい一実施形態において、前記フラビウイルス属抗原は、日本脳炎ウイルス由来の
可溶性Eタンパク質(sE)である(JEV.sE)。より具体的には、本発明は、a)前記宿主細胞に
おいて機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランス
フェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒ドメインと、c)日本脳炎ウイルス由
来のsEタンパク質とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０３２２】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/JEV.sEカセット
」、即ち、日本脳炎ウイルス(JEV)由来の可溶性Eタンパク質(sE)をコードする遺伝子の配
列が挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０３２３】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、5'から3'にかけて、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　JEV株SA-14由来のprM/M配列をコードするDNA配列(Genbank#M55506)、
　-　JEV株SA-14由来のE[1-395]配列をコードするDNA配列(Genbank#M55506)、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26のDNA配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号50のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/JEV.sEカセットを含む。
【０３２４】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
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【０３２５】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)日本脳炎ウイルス由
来の可溶性Eタンパク質(sE)(JEV.sE)とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この
融合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質または
そのホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、
例えば、配列番号51のアミノ酸配列(JEV.sE/SNAP様/Histag融合タンパク質に相当)である
。
【０３２６】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料における日本脳炎ウイルス(JEV)の存在を同定するための、この融合タンパク質[SN
AP-JEV.sE]の使用についても描写する。
【０３２７】
　好ましい一実施形態において、前記フラビウイルス属抗原は、遺伝子型1(JE-1.EDIII)
、遺伝子型2(JE-3.EDIII)、遺伝子型4(JE-4.EDIII)または遺伝子型5(JE-5.EDIII)の日本
脳炎ウイルス由来のエンベロープEタンパク質のドメインIII(EDIIIタンパク質)である。
【０３２８】
　したがって、別の一態様において、本発明は、宿主細胞において遺伝子型I(JE-I.EDIII
)、遺伝子型2(JE-2.EDIII)、遺伝子型4(JE-4.EDIII)または遺伝子型5(JE-5.EDIII)の日本
脳炎ウイルス由来のエンベロープEタンパク質のドメインIII(EDIIIタンパク質)を発現さ
せるためのベクターであって、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと
、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片
または触媒ドメインと、c)遺伝子型1(JE-I.EDIII)、遺伝子型2(JE-2.EDIII)、遺伝子型4(
JE-4.EDIII)または遺伝子型5(JE-5.EDIII)の日本脳炎ウイルス由来のEDIIIタンパク質と
をコードするヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０３２９】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/JE-I.EDIIIカセ
ット」、即ち、遺伝子型1の日本脳炎ウイルス由来のエンベロープEタンパク質のドメイン
III(EDIIIタンパク質)をコードする遺伝子の配列(JE-1.EDIII)が挿入された、上に定義さ
れているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０３３０】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号23の昆虫BiP様配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　遺伝子型1の日本脳炎ウイルス由来のエンベロープEタンパク質のドメインIII(EDIII
タンパク質)をコードする配列番号54のDNA配列(Genebank#AY377577)、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号52のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/JE-1.EDIIIカセットを含
む。
【０３３１】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/JE-2.EDIIIカセ
ット」、即ち、遺伝子型2の日本脳炎ウイルス由来のエンベロープEタンパク質のドメイン
III(EDIIIタンパク質)の配列(JE-2.EDIII)が挿入された、上に定義されているpDeSNAPUni
v DNAカセットを含む。
【０３３２】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号23の昆虫BiP様配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　遺伝子型2の日本脳炎ウイルス由来のエンベロープEタンパク質のドメインIII(EDIII
タンパク質)をコードする配列番号55のDNA配列(Genebank#L-43566)、
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　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号59のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/JE-2.EDIIIカセットを含
む。
【０３３３】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/JE-4.EDIIIカセ
ット」、即ち、遺伝子型4の日本脳炎ウイルス由来のエンベロープEタンパク質のドメイン
III(EDIIIタンパク質)の配列(JE-4.EDIII)が挿入された、上に定義されているpDeSNAPUni
v DNAカセットを含む。
【０３３４】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号23の昆虫BiP様配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　遺伝子型4の日本脳炎ウイルス由来のエンベロープEタンパク質のドメインIII(EDIII
タンパク質)をコードする配列番号56のDNA配列(Genebank#U70408)、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号61のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/JE-4.EDIIIカセットを含
む。
【０３３５】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/JE-5.EDIIIカセ
ット」、即ち、遺伝子型5の日本脳炎ウイルス由来のエンベロープEタンパク質のドメイン
III(EDIIIタンパク質)をコードする遺伝子の配列(JE-5.EDIII)が挿入された、上に定義さ
れているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０３３６】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号23の昆虫BiP様配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　遺伝子型5の日本脳炎ウイルス由来のエンベロープEタンパク質のドメインIII(EDIII
タンパク質)をコードする配列番号57のDNA配列(Genebank#JN587258)、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号63のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/JE-5.EDIIIカセットを含
む。
【０３３７】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０３３８】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)JE-1、JE-2、JE-4ま
たはJE-5ウイルス由来のEDIIIタンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。
この融合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質ま
たはそのホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチド
は、例えば、配列番号53(SNAP様/JE-1.EDIII/Histag融合タンパク質に相当)、配列番号60
(SNAP様/JE-2.EDIII/Histag融合タンパク質に相当)、配列番号62(SNAP様/JE-4.EDIII/His
tag融合タンパク質に相当)または配列番号64(SNAP様/JE-5.EDIII/Histag融合タンパク質
に相当)のアミノ酸配列である。
【０３３９】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるそれぞれ遺伝子型1、2、4または5の日本脳炎ウイルスの存在を同定するた
めの、これら融合タンパク質[SNAP-JE-1.EDIII]、[SNAP-JE-2.EDIII]、[SNAP-JE-4.EDIII
]または[SNAP-JE-5.EDIII]のいずれかの使用についても描写する。
【０３４０】
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　別の一態様において、本発明は、宿主細胞においてラーベンスブルクウイルス(RabV)由
来のエンベロープEタンパク質のドメインIII(EDIIIタンパク質)を発現させるためのベク
ターであって、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アルキル
グアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒ドメ
インと、c)ラーベンスブルクウイルス(RabV)由来のエンベロープEタンパク質のドメインI
II(EDIIIタンパク質)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する
。
【０３４１】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/RabV.EDIIIカセ
ット」、即ち、ラーベンスブルクウイルス由来のEDIIIタンパク質の配列が挿入された、
上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０３４２】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号23の昆虫BiP様配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　ラーベンスブルクウイルス由来のエンベロープEタンパク質のドメインIII(EDIIIタ
ンパク質)をコードする配列番号58のDNA配列(Genebank#AY65264)、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号65のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/ RabV.EDIIIカセットを含
む。
【０３４３】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０３４４】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)ラーベンスブルクウ
イルス由来のEDIIIタンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポ
リペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホ
モログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば
、配列番号66のアミノ酸配列(SNAP様/RabV.EDIII/Histag融合タンパク質に相当)である。
【０３４５】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるラーベンスブルクウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質
[SNAP-RabV.EDIII]の使用についても描写する。
【０３４６】
アルファウイルス抗原
　別の一態様において、本発明は、宿主細胞において特定のアルファウイルス抗原、例え
ば、ロスリバーウイルス(RR.sE2)由来またはマヤロウイルス(MAY.sE2)由来の可溶性E2タ
ンパク質を発現させるためのベクターに関する。
【０３４７】
　特に、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アル
キルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒
ドメインと、c)ロスリバーウイルス由来のsE2タンパク質とをコードするヌクレオチド配
列を含むベクターに関する。
【０３４８】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/RR.sE2カセット
」、即ち、ロスリバーウイルス由来のsE2遺伝子の配列が挿入された、上に定義されてい
るpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０３４９】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
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　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　ロスリバーウイルス株QML1のsE2タンパク質をコードするDNA配列(Genebank#GQ43335
4)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号69のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/RR.sE2カセットを含む。
【０３５０】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０３５１】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)ロスリバーウイルス
由来のsE2タンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプチ
ドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ(
前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列
番号70のアミノ酸配列(RR.sE2/SNAP様/Histag融合タンパク質に相当)である。
【０３５２】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるロスリバーウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-
RR.sE2]の使用についても描写する。
【０３５３】
　本発明は、宿主細胞においてマヤロウイルス由来の可溶性E2タンパク質(MAY.sE2)を発
現させるためのベクターであって、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチ
ドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、
断片または触媒ドメインと、c)マヤロウイルス由来のsE2タンパク質とをコードするヌク
レオチド配列を含むベクターについても描写する。
【０３５４】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/MAY.sE2カセット
」、即ち、ロスリバーウイルス由来のsE2遺伝子の配列が挿入された、上に定義されてい
るpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０３５５】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　マヤロウイルス株IQD2668の補正されたsE2タンパク質(E2-S203C)をコードするDNA配
列(Genbank#DQ487429.1)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号71のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/MAY.sE2カセットを含む。
【０３５６】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０３５７】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)マヤロウイルス由来
のsE2タンパク質(MAY.sE2)とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペ
プチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモロ
グ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配
列番号72のアミノ酸配列(MAY.sE2/SNAP様/Histag融合タンパク質に相当)である。
【０３５８】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
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体試料におけるマヤロウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-MAY.
sE2]の使用についても描写する。
【０３５９】
ウマ脳炎ウイルス抗原
　別の一態様において、本発明は、宿主細胞において、特定のウマ脳炎ウイルス抗原、例
えば、西部ウマ脳炎ウイルス(WEE.sE2)、東部ウマ脳炎ウイルス(EEE.sE2)またはベネズエ
ラウマ脳炎ウイルス(VEE.sE2)由来の可溶性E2タンパク質を発現させるためのベクターに
関する。
【０３６０】
　特に、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アル
キルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒
ドメインと、c)西部ウマ脳炎ウイルス由来の可溶性E2タンパク質とをコードするヌクレオ
チド配列を含むベクターに関する。
【０３６１】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/WEE.sE2カセット
」、即ち、西部ウマ脳炎ウイルス由来のsE2遺伝子の配列が挿入された、上に定義されて
いるpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０３６２】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　西部ウマ脳炎ウイルスのsE2タンパク質をコードするDNA配列(Genbank#NC00390808)
、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号73のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/WEE.sE2カセットを含む。
【０３６３】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０３６４】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)WEEウイルス由来のsE
2タンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプチドにおい
て、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ(前記ホモ
ログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列番号74の
アミノ酸配列(WEE.sE2/SNAP様/Histag融合タンパク質に相当)である。
【０３６５】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料における西部ウマ脳炎ウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNA
P-WEE.sE2]の使用についても描写する。
【０３６６】
　別の一実施形態において、本発明は、宿主細胞において東部ウマ脳炎ウイルス由来の可
溶性E2タンパク質(EEE.sE2)を発現させるためのベクターであって、a)前記宿主細胞にお
いて機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフ
ェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒ドメインと、c)東部ウマ脳炎ウイルス
由来の可溶性E2タンパク質とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについても描
写する。
【０３６７】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/EEE.sE2カセット
」、即ち、東部ウマ脳炎ウイルス由来のsE2遺伝子の配列が挿入された、上に定義されて
いるpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
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【０３６８】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　東部ウマ脳炎ウイルス由来のsE2タンパク質をコードするDNA配列(Genbank#EF151502
)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号75のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/EEE.sE2カセットを含む。
【０３６９】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０３７０】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)EEEウイルス由来のsE
2タンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプチドにおい
て、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ(前記ホモ
ログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列番号76の
アミノ酸配列(EEE.sE2/SNAP様/Histag融合タンパク質に相当)である。
【０３７１】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料における東部ウマ脳炎ウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNA
P-EEE.sE2]の使用についても描写する。
【０３７２】
　別の一実施形態において、本発明は、宿主細胞においてベネズエラウマ脳炎ウイルス由
来の可溶性E2タンパク質(VEE.sE2)を発現させるためのベクターであって、a)前記宿主細
胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトラ
ンスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒ドメインと、c)ベネズエラウマ
脳炎ウイルス由来の可溶性E2タンパク質とをコードするヌクレオチド配列を含むベクター
についても描写する。
【０３７３】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/VEE.sE2カセット
」、即ち、ベネズエラウマ脳炎ウイルス由来のsE2遺伝子の配列が挿入された、上に定義
されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０３７４】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　ベネズエラウマ脳炎ウイルス由来のsE2タンパク質をコードするDNA配列(Genbank#AY
973944)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号77のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/VEE.sE2カセットを含む。
【０３７５】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０３７６】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)VEEウイルス由来のsE
2タンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプチドにおい
て、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ(前記ホモ
ログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列番号78の
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アミノ酸配列(VEE.sE2/SNAP様/Histag融合タンパク質に相当)である。
【０３７７】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるベネズエラウマ脳炎ウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク
質[SNAP-VEE.sE2]の使用についても描写する。 
【０３７８】
オルソブニヤウイルス抗原
　別の一態様において、本発明は、宿主細胞において特定のオルソブニヤウイルス抗原、
例えば、アカバネ(Akabane)ウイルス(AKA.N)、アイノウイルス(AIN.N)またはシャモンダ(
Shamonda)ウイルス(SHA.N)由来のヌクレオプロテインNを発現させるためのベクターに関
する。
【０３７９】
　特に、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アル
キルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒
ドメインと、c)アカバネウイルス由来のヌクレオプロテインNとをコードするヌクレオチ
ド配列を含むベクターに関する。
【０３８０】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/AKA.Nカセット」
、即ち、アカバネウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードする遺伝子の配列が挿入
された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０３８１】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　アカバネウイルスの天然NヌクレオプロテインをコードするDNA配列、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号79のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/AKA.Nカセットを含む。
【０３８２】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０３８３】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)アカバネウイルス由
来のNヌクレオプロテインとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペ
プチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモロ
グ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配
列番号80のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/AKA.N/pro-TEV2/Histag融合タンパク質に相当)
である。
【０３８４】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるアカバネウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-AK
A.N]の使用についても描写する。
【０３８５】
　別の一実施形態において、本発明は、宿主細胞においてアイノ(Aino)ウイルス由来のヌ
クレオプロテインN(AIN.N)を発現させるためのベクターであって、a)前記宿主細胞におい
て機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェ
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ラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒ドメインと、c)アイノウイルス由来のヌ
クレオプロテインNとをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する。
【０３８６】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/AIN.Nカセット」
、即ち、アイノウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードする遺伝子の配列が挿入さ
れた、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０３８７】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　アイノウイルスの天然NヌクレオプロテインをコードするDNA配列、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号81のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/AIN.Nカセットを含む。
【０３８８】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０３８９】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)アイノウイルス由来
のNヌクレオプロテインとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプ
チドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ
(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列
番号82のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/AIN.N/pro-TEV2/Histag融合タンパク質に相当)で
ある。
【０３９０】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるアイノウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-AIN.
N]の使用についても描写する。
【０３９１】
　別の一実施形態において、本発明は、宿主細胞においてシャモンダウイルス由来のヌク
レオプロテインN(SHA.N)を発現させるためのベクターであって、a)前記宿主細胞において
機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒ドメインと、c)シャモンダウイルス由来の
ヌクレオプロテインNとをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する
。
【０３９２】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/SHA.Nカセット」
、即ち、シャモンダウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードする遺伝子の配列が挿
入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０３９３】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　シャモンダウイルスの天然NヌクレオプロテインをコードするDNA配列、
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　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号83のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/SHA.Nカセットを含む。
【０３９４】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０３９５】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)シャモンダウイルス
由来のNヌクレオプロテインとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリ
ペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモ
ログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、
配列番号84のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/SHA.N/pro-TEV2/Histag融合タンパク質に相
当)である。
【０３９６】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるシャモンダウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-
SHA.N]の使用についても描写する。
【０３９７】
ベータコロナウイルス(Betacoronavirus)抗原
　別の一態様において、本発明は、宿主細胞において特定のベータコロナウイルス抗原、
例えば、ヒトベータコロナウイルス由来のヌクレオプロテインN(huCOV.N)またはヒトベー
タコロナウイルスのプロテインS(huCOV.S)を発現させるためのベクターに関する。
【０３９８】
　特に、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アル
キルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒
ドメインと、c)ヒトベータコロナウイルス由来のヌクレオプロテインNとをコードするヌ
クレオチド配列を含むベクターに関する。
【０３９９】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/huCOV.Nカセット
」、即ち、ヒトベータコロナウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードする遺伝子の
配列が挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０４００】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　ヒトベータコロナウイルス2cEMC/2012由来の遺伝子NをコードするDNA配列(Genbank#
JX869059)、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号85のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/huCOV.Nカセットを含む。
【０４０１】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４０２】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)ヒトベータコロナウ
イルス由来のヌクレオプロテインNとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融
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合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそ
のホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例
えば、配列番号86のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/huCOV.N/proTEV2/Histag融合タンパク
質に相当)である。
【０４０３】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるヒトベータコロナウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質
[SNAP-huCOV.N]の使用についても描写する。
【０４０４】
　別の一実施形態において、本発明は、宿主細胞においてヒトベータコロナウイルス由来
の可溶性型スパイクSタンパク質(huCOV.S)を発現させるためのベクターであって、a)前記
宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキ
ルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒ドメインと、c)ヒトベー
タコロナウイルス由来の可溶性型スパイクSタンパク質とをコードするヌクレオチド配列
を含むベクターについて描写する。
【０４０５】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/huCOV.Sカセット
」、即ち、ヒトベータコロナウイルス由来の遺伝子Sの配列が挿入された、上に定義され
ているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０４０６】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　ヒトベータコロナウイルス2cEMC/2012由来の遺伝子SをコードするDNA配列(Genbank#
JX869059)、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26のDNA配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号87のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/huCOV.Sカセットを含む。
【０４０７】
　別の一実施形態において、ベクターは、配列番号154のヌクレオチド配列および/または
配列番号155のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を有するDeSNAPuniv-SARSウイ
ルスNタンパク質カセットを含む。ベクターは、図12に描写されているSNAPのシグナルペ
プチド、SNAP配列、pro-TEV部位もしくはSARSコロナウイルス由来の変異タンパク質、ま
たはその少なくとも10、15、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは300個の連続的
なアミノ酸をコードするDNA配列を、単独でまたは組み合わせて含むことができる。
【０４０８】
　別の一実施形態において、ベクターは、配列番号156のヌクレオチド配列および/または
配列番号157のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を有するDeSNAP+SARS S-RDBカ
セットを含む。ベクターは、図13に描写されているSNAPのシグナルペプチド、SNAP配列、
pro-TEV部位もしくはSARSウイルスのSタンパク質由来の受容体結合ドメイン、またはその
少なくとも10、15、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは300個の連続的なアミノ
酸をコードするDNA配列を、単独でまたは組み合わせて含むことができる。
【０４０９】
　別の一実施形態において、ベクターは、配列番号158のヌクレオチド配列および/または
配列番号159のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を有するDeSNAPuniv-huCOV.N(
ヒトコロナウイルス)カセットを含む。ベクターは、図14に描写されているSNAPのシグナ
ルペプチド、SNAP配列、pro-TEV部位もしくはヒトベータコロナウイルス由来の遺伝子N、
またはその少なくとも10、15、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは300個の連続
的なアミノ酸をコードするDNA配列を、単独でまたは組み合わせて含むことができる。
【０４１０】
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　別の一実施形態において、ベクターは、配列番号160のヌクレオチド配列および/または
配列番号161のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を有する-huCOV.S1+DeSNAP(ヒ
トコロナウイルス)カセットを含む。ベクターは、図15に描写されているキメラタンパク
質のシグナルペプチド、SNAP配列もしくはヒトベータコロナウイルス由来の遺伝子S1、ま
たはその少なくとも10、15、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは300個の連続的
なアミノ酸をコードするDNA配列を、単独でまたは組み合わせて含むことができる。
【０４１１】
　別の一実施形態において、ベクターは、配列番号162のヌクレオチド配列および/または
配列番号163のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を有するDeSNAPuniv-huCoV.S-
RDBカセットを含む。ベクターは、図16に描写されているキメラタンパク質のシグナルペ
プチド、SNAP配列、pro-TEV部位もしくはヒトベータコロナウイルスのSタンパク質由来の
RBD、またはその少なくとも10、15、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは300個の
連続的なアミノ酸をコードするDNA配列を、単独でまたは組み合わせて含むことができる
。
【０４１２】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４１３】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)ヒトベータコロナウ
イルス由来の可溶性型スパイクSタンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する
。この融合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質
またはそのホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチ
ドは、例えば、配列番号88のアミノ酸配列(huCOV.S/SNAP様/Histag融合タンパク質に相当
)である。
【０４１４】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるヒトベータコロナウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質
[SNAP-huCOV.S]の使用についても描写する。
【０４１５】
ヘパシウイルス抗原
　別の一態様において、本発明は、宿主細胞において特定のヘパシウイルス抗原、例えば
、C型肝炎ウイルス由来(HCV.C)またはE型肝炎ウイルス(HEV.C)由来のプロテインCを発現
させるためのベクターに関する。
【０４１６】
　一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチ
ドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、
断片または触媒ドメインと、c)C型肝炎ウイルス由来のプロテインCとをコードするヌクレ
オチド配列を含むベクターに関する。
【０４１７】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/HCV.Cカセット」
、即ち、C型肝炎ウイルス由来のプロテインCの遺伝子の配列が挿入された、上に定義され
ているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０４１８】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　C型肝炎ウイルス遺伝子型1b(株TCHM-R2/03)由来のCタンパク質をコードするDNA配列
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、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号89のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/HCV.Cカセットを含む。
【０４１９】
　別の一実施形態において、ベクターは、配列番号170のヌクレオチド配列および/または
配列番号171のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を有するDeSNAPuniv-HEV.Cカ
セットを含む。ベクターは、図20に描写されているSNAPのシグナルペプチド、SNAP配列、
pro-TEV部位もしくはE型肝炎ウイルス由来の変異Cタンパク質、またはその少なくとも10
、15、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは300個の連続的なアミノ酸をコードす
るDNA配列を、単独でまたは組み合わせて含むことができる。
【０４２０】
　別の一実施形態において、ベクターは、配列番号172のヌクレオチド配列および/または
配列番号173のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を有するDeSNAPuniv-HEV.Cタ
ンパク質中心ドメインカセットを含む。ベクターは、図21に描写されているSNAPのシグナ
ルペプチド、SNAP配列、pro-TEV部位もしくはHEVコア抗原、またはその少なくとも10、15
、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは300個の連続的なアミノ酸をコードするDNA
配列を、単独でまたは組み合わせて含むことができる。
【０４２１】
　別の一実施形態において、ベクターは、配列番号174のヌクレオチド配列および/または
配列番号175のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を有するDeSNAPuniv-HCVコア
抗原カセットを含む。ベクターは、図22に描写されているSNAPのシグナルペプチド、SNAP
配列、pro-TEV部位もしくはHCVコア抗原、またはその少なくとも10、15、20、25、30、40
、50、60、100、200もしくは300個の連続的なアミノ酸をコードするDNA配列を、単独でま
たは組み合わせて含むことができる。
【０４２２】
　別の一実施形態において、ベクターは、配列番号176のヌクレオチド配列および/または
配列番号177のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を有するDeSNAPuniv-短HCVコ
ア(C)カセットを含む。ベクターは、図23に描写されているSNAPのシグナルペプチド、SNA
P配列、pro-TEV部位もしくはHCVコアタンパク質の短縮型、またはその少なくとも10、15
、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは300個の連続的なアミノ酸をコードするDNA
配列を、単独でまたは組み合わせて含むことができる。
【０４２３】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４２４】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)C型肝炎ウイルス由来
のプロテインC(HCV.C)とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプチ
ドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ(
前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列
番号90のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/HCV.C/proTEV2/Histag融合タンパク質に相当)で
ある。
【０４２５】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるC型肝炎ウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-HCV
.C]の使用についても描写する。
【０４２６】
　別の実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプ
チドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体
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、断片または触媒ドメインと、c)E型肝炎ウイルス由来のプロテインC(HEV.C)とをコード
するヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０４２７】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/HEV.Cカセット」
、即ち、E型肝炎ウイルス由来のプロテインCの遺伝子の配列が挿入された、上に定義され
ているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０４２８】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号23の昆虫BiP様配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　E型肝炎ウイルス(Genbank#AB29196)由来のCタンパク質をコードするDNA配列、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号150のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/HEV.Cカセットを含む。
【０４２９】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４３０】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)E型肝炎ウイルス由来
のプロテインC(HEV.C)とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプチ
ドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ(
前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列
番号151のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/HEV.C/proTEV2/Histag融合タンパク質に相当)で
ある。
【０４３１】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるE型肝炎ウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-HEV
.C]の使用についても描写する。
【０４３２】
マラリア抗原
　別の一態様において、本発明は、宿主細胞において特定のマラリア抗原、例えば、熱帯
熱マラリア原虫由来のMSP-1およびAMA-1タンパク質(MSP-1+AMA-1)(Pan W.ら、The Journa
l of Immunology、2004を参照)を発現させるためのベクターについて描写する。
【０４３３】
　特に、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アル
キルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒
ドメインと、c)寄生虫熱帯熱マラリア原虫由来のMSP-1およびAMA-1タンパク質とをコード
するヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０４３４】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/MSP-1+AMA-1カセ
ット」、即ち、寄生虫熱帯熱マラリア原虫由来のMSP-1およびAMA-1タンパク質をコードす
る配列が挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０４３５】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
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　-　熱帯熱マラリア原虫由来のMSP-1(19)配列(50%G+C)をコードするDNA配列、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　熱帯熱マラリア原虫由来のAMA-1(III)配列(50%G+C)をコードするDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号91のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/MSP-1+AMA-1カセットを含
む。
【０４３６】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４３７】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)熱帯熱マラリア原虫
由来のMSP-1+AMA-1タンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポ
リペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホ
モログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば
、配列番号92のアミノ酸配列(SNAP様/MSP-1/proTEV2/AMA-1/Histag融合タンパク質に相当
)である。
【０４３８】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料における寄生虫熱帯熱マラリア原虫の存在を同定するための、この融合タンパク質
[SNAP-MSP-1+AMA-1]の使用についても描写する。
【０４３９】
レプトスピラ症抗原
　別の一態様において、本発明は、宿主細胞においてレプトスピラ属(Leptospira)細菌の
HbpA、LruA、LruBまたはLipl32タンパク質(Sivakolundu S.ら、Journal of Medical Micr
obiology、2012を参照)等、特定のレプトスピラ症抗原を発現させるためのベクターにつ
いて描写する。好ましいベクターは、SNAP-Lru AおよびSNAP-Lru Bである。これらのベク
ターを含有するS2細胞株が特に好ましい。S2/SNAP-Lru AおよびS2/SNAP-Lru B細胞株は、
2013年5月2日に国立微生物培養物コレクション(Collection Nationale de Cultures de M
icroorganismes)(CNCM)(25、Rue du Docteur Roux、75724 Paris Cedex 15、フランス)に
、それぞれCNCM I-4745およびCNCM I-4746の番号で寄託した。
【０４４０】
　特に、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アル
キルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒
ドメインと、c)レプトスピラ・インテロガンス細菌由来のHbpAタンパク質とをコードする
ヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０４４１】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/HbpAカセット」
、即ち、レプトスピラ属細菌由来のHbpAタンパク質をコードする配列が挿入された、上に
定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０４４２】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　レプトスピラ・インテロガンス血清型Lai str.56601由来のHbpAの改変された短縮型
(TonB依存性外膜受容体またはLB191)をコードするDNA配列(Genbank#AA51750.1)、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
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　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号93のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/HbpAカセットを含む。
【０４４３】
　別の一実施形態において、ベクターは、配列番号164のヌクレオチド配列および/または
配列番号165のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を有するDeSNAPuniv-shortLru
A(レプトスピラ症)カセットを含む。ベクターは、図17に描写されているSNAPのシグナル
ペプチド、SNAP配列、pro-TEV部位もしくはLruAの修飾された短縮型、またはその少なく
とも10、15、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは300個の連続的なアミノ酸をコ
ードするDNA配列を、単独でまたは組み合わせて含むことができる。
【０４４４】
　別の一実施形態において、ベクターは、配列番号166のヌクレオチド配列および/または
配列番号167のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を有するDeSNAPuniv-短LruB(
レプトスピラ症)カセットを含む。ベクターは、図18に描写されているSNAPのシグナルペ
プチド、SNAP配列、pro-TEV部位もしくはLruBの修飾された短縮型、またはその少なくと
も10、15、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは300個の連続的なアミノ酸をコー
ドするDNA配列を、単独でまたは組み合わせて含むことができる。
【０４４５】
　別の一実施形態において、ベクターは、配列番号168のヌクレオチド配列および/または
配列番号169のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を有するDeSNAPuniv-LipL32(
レプトスピラ症)カセットを含む。ベクターは、図19に描写されているSNAPのシグナルペ
プチド、SNAP配列、pro-TEV部位もしくはLipL32の修飾された短縮型、またはその少なく
とも10、15、20、25、30、40、50、60、100、200もしくは300個の連続的なアミノ酸をコ
ードするDNA配列を、単独でまたは組み合わせて含むことができる。
【０４４６】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４４７】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)レプトスピラ・イン
テロガンス細菌由来のHbpAタンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この
融合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質または
そのホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、
例えば、配列番号94のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/HbpA/proTEV2/Histag融合タンパク
質に相当)である。
【０４４８】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるレプトスピラ属細菌の存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-
HbpA]の使用についても描写する。
【０４４９】
微生物ペプチド
　別の一態様において、本発明は、宿主細胞において微生物ペプチド、例えば、微生物ペ
プチドMUB-40を発現させるためのベクターについて描写する。
【０４５０】
　特に、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アル
キルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒
ドメインと、c)MUB-40ペプチドとをコードするヌクレオチド配列を含むベクターに関する
。
【０４５１】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/MUB40カセット」
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、即ち、MUB40ペプチドをコードする配列が挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv
 DNAカセットを含む。
【０４５２】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　MUB-40ペプチドをコードするDNA配列、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号95のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/MUB40カセットを含む。
【０４５３】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４５４】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)MUB40ペプチドとを含
む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は
、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ(前記ホモログは、上に定義さ
れている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列番号96のアミノ酸配列(SNAP様
/proTEV1/MUB40/proTEV2/Histag融合タンパク質に相当)である。
【０４５５】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるリガンドの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-MUB40]の使
用についても描写する。 
【０４５６】
フラビウイルス属(Flavivirus)病原性に関与するレクチン
　別の一態様において、本発明は、宿主細胞においてフラビウイルス属病原性に関与する
特定のレクチン、例えば、マウスまたはヒト可溶性型C型様レクチン(CLEC5A)を発現させ
るためのベクターについて描写する。
【０４５７】
　特に、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アル
キルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒
ドメインと、c)マウスCLEC5A(mo-CLEC5A)またはヒトCLEC5A(hu-CLEC5A)とをコードするヌ
クレオチド配列を含むベクターに関する。
【０４５８】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/mo-CLEC5Aカセッ
ト」、即ち、マウス可溶性型C型様レクチンをコードする配列が挿入された、上に定義さ
れているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０４５９】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　マウス可溶性型C型様レクチン(CLEC5A)をコードするDNA配列、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
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を含む、配列番号97のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/mo-CLEC5Aカセットを含む
。
【０４６０】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４６１】
　別の好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/hu-CLEC5Aカ
セット」、即ち、ヒト可溶性型C型様レクチンをコードする配列が挿入された、上に定義
されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０４６２】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　ヒト可溶性型C型様レクチン(CLEC5A)をコードするDNA配列、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号99のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/hu-CLEC5Aカセットを含む
。
【０４６３】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４６４】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)マウスまたはヒト可
溶性型C型様レクチン(CLEC5A)とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポ
リペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホ
モログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば
、配列番号98のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/mo-CLEC5A/proTEV2/Histag融合タンパク質
に相当)または配列番号100のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/hu-CLEC5A/proTEV2/Histag融
合タンパク質に相当)である。
【０４６５】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるフラビウイルス属の存在を検出するための、この融合タンパク質[SNAP-mo
-CLEC5A]または[SNAP-hu-CLEC5A]の使用についても描写する。
【０４６６】
抗フラビウイルス性蚊タンパク質
　別の一態様において、本発明は、宿主細胞において特定の抗ウイルス性蚊タンパク質、
例えば、イエカ属(Culex)の種(cxVAGO)またはヤブカ属(Aedes)の種(aaVAGO)由来のVAGOタ
ンパク質を発現させるためのベクターについて描写する。
【０４６７】
　特に、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アル
キルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒
ドメインと、c)ヒトスジシマカ(Aedes albopictus)の蚊由来のVAGOタンパク質とをコード
するヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０４６８】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/aaVAGOカセット
」、即ち、ヒトスジシマカの蚊由来のVAGOタンパク質をコードする配列が挿入された、上
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に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０４６９】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号152の昆虫BiP様配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　ヒトスジシマカの蚊由来のVAGOタンパク質をコードするDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号103のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/aaVAGOカセットを含む。
【０４７０】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４７１】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)ヒトスジシマカの蚊
由来のVAGOタンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプチ
ドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ(
前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列
番号104のアミノ酸配列(SNAP様/aaVAGO/Histag融合タンパク質に相当)である。
【０４７２】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるリガンドの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-aaVAGO]の
使用についても描写する。
【０４７３】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)ネッタイイエカ(Culex quinquefasciatus)の蚊由来の
VAGOタンパク質とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０４７４】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/cxVAGOカセット
」、即ち、ネッタイイエカの蚊由来のVAGOタンパク質をコードする配列が挿入された、上
に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０４７５】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号152の昆虫BiP様配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26のDNA配列、
　-　ネッタイイエカの蚊由来のVAGOタンパク質をコードするDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号101のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/cxVAGOカセットを含む。
【０４７６】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４７７】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)ネッタイイエカの蚊
由来のVAGOタンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプチ
ドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ(
前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列
番号102のアミノ酸配列(SNAP様/cxVAGO/Histag融合タンパク質に相当)である。



(76) JP 6351571 B2 2018.7.4

10

20

30

40

50

【０４７８】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるリガンドの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-cxVAGO]の
使用についても描写する。
【０４７９】
ウイルス性出血熱(Hemorragic fever)抗原
　別の一態様において、本発明は、
　-　クリミア・コンゴウイルス(CCHF.N)、エボラウイルス(EBO.N)、マールブルグウイル
ス(MAR.N)、ラッサ熱ウイルス(LAS.N)、フニンウイルス(JUN.N)、マチュポウイルス(MAC.
N)、サビアウイルス(SAB.N)またはグアナリトウイルス(GUA.N)由来のヌクレオプロテイン
N、
　-　ラッサ熱ウイルス(LAS.ectoGP1)、フニンウイルス(JUN.ectoGP1)、マチュポウイル
ス(MAC.ectoGP1)、サビアウイルス(SAB.ectoGP1)またはグアナリトウイルス(GUA.ectoGP1
)由来のGP1の外部ドメイン、
　-　ラッサ熱ウイルス(LAS.ectoGP2)、フニンウイルス(JUN.ectoGP2)、マチュポウイル
ス(MAC.ectoGP2)、サビアウイルス(SAB.ectoGP2)またはグアナリトウイルス(GUA.ectoGP2
)由来のGP2の外部ドメイン、
　-　オムスクウイルス(OMSK.EDIII)、キャサヌール(Kasyanur)ウイルス(KAS.EDIII)また
はAlkhurmaウイルス(ALK.EDIII)由来のエンベロープEタンパク質のドメインIII
　等、特定のウイルス性出血熱抗原を発現させるためのベクターについて描写する。
【０４８０】
　特に、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペプチドと、b)6-アル
キルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異体、断片または触媒
ドメインと、c)クリミア・コンゴウイルス(CCHF.N)由来のヌクレオプロテインNとをコー
ドするヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０４８１】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/CCHF.Nカセット
」、即ち、クリミア・コンゴウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードする配列が挿
入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０４８２】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　クリミア・コンゴウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードするDNA配列、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号108のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/CCHF.Nカセットを含む。
【０４８３】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４８４】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)クリミア・コンゴウ
イルス由来のヌクレオプロテインNとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融
合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそ
のホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例
えば、配列番号109のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/CCHF.N/proTEV2/Histag融合タンパク
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質に相当)である。
【０４８５】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるクリミア・コンゴウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質
[SNAP-CCHF.N]の使用についても描写する。 
【０４８６】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)エボラウイルス由来のヌクレオプロテインN(EBO.N)と
をコードするヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０４８７】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/EBO.Nカセット」
、即ち、エボラウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードする配列が挿入された、上
に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０４８８】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　エボラウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードするDNA配列(Genbank#NC_00254
9)、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号110のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/EBO.Nカセットを含む。
【０４８９】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４９０】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)エボラウイルス由来
のヌクレオプロテインNとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプ
チドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ
(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列
番号111のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/EBO.N/proTEV2/Histag融合タンパク質に相当)で
ある。
【０４９１】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるエボラウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-EBO.
N]の使用についても描写する。 
【０４９２】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)マールブルグウイルス(MAR.N)由来のヌクレオプロテ
インNとをコードするヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０４９３】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/MAR.Nカセット」
、即ち、マールブルグウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードする配列が挿入され
た、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
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【０４９４】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　マールブルグウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードするDNA配列(Genbank#NC
_001608)、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号112のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/MAR.Nカセットを含む。
【０４９５】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０４９６】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)マールブルグウイル
ス由来のヌクレオプロテインNとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポ
リペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホ
モログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば
、配列番号113のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/MAR.N/proTEV2/Histag融合タンパク質に
相当)である。
【０４９７】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるマールブルグウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNA
P-MAR.N]の使用についても描写する。
【０４９８】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)ラッサ熱ウイルス由来のヌクレオプロテインN(LAS.N)
とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０４９９】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/LAS.Nカセット」
、即ち、ラッサ熱ウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードする配列が挿入された、
上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５００】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　ラッサ熱ウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードするDNA配列(Genbank#NC_004
296)、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号114のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/LAS.Nカセットを含む。
【０５０１】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
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組換え細胞に関する。
【０５０２】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)ラッサ熱ウイルス由
来のヌクレオプロテインNとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペ
プチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモロ
グ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配
列番号115のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/LAS.N/proTEV2/Histag融合タンパク質に相当)
である。
【０５０３】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるラッサ熱ウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-LA
S.N]の使用についても描写する。
【０５０４】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)フニンウイルス由来のヌクレオプロテインN(JUN.N)と
をコードするヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０５０５】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/JUN.Nカセット」
、即ち、フニンウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードする配列が挿入された、上
に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５０６】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　フニンウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードするDNA配列(Genbank#NC_00508
1)、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号116のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/JUN.Nカセットを含む。
【０５０７】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５０８】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)フニンウイルス由来
のヌクレオプロテインNとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプ
チドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ
(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列
番号117のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/JUN.N/proTEV2/Histag融合タンパク質に相当)で
ある。
【０５０９】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるフニンウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-JUN.
N]の使用についても描写する。
【０５１０】
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　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)マチュポウイルス由来のヌクレオプロテインN(MAC.N)
とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０５１１】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/MAC.Nカセット」
、即ち、マチュポウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードする配列が挿入された、
上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５１２】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　マチュポウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードするDNA配列(Genbank#NC_005
078)、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号118のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/MAC.Nカセットを含む。
【０５１３】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５１４】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)マチュポウイルス由
来のヌクレオプロテインNとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペ
プチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモロ
グ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配
列番号119のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/MAC.N/proTEV2/Histag融合タンパク質に相当)
である。
【０５１５】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるマチュポウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-MA
C.N]の使用についても描写する。 
【０５１６】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)グアナリトウイルス由来のヌクレオプロテインN(GUA.
N)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０５１７】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/GUA.Nカセット」
、即ち、グアナリトウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードする配列が挿入された
、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５１８】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
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　-　グアナリトウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードするDNA配列(Genbank#NC_0
05077)、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号120のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/GUA.Nカセットを含む。
【０５１９】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５２０】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)グアナリトウイルス
由来のヌクレオプロテインNとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリ
ペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモ
ログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、
配列番号121のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/GUA.N/proTEV2/Histag融合タンパク質に相
当)である。
【０５２１】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるグアナリトウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-
GUA.N]の使用についても描写する。
【０５２２】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)サビアウイルス由来のヌクレオプロテインN(SAB.N)と
をコードするヌクレオチド配列を含むベクターに関する。
【０５２３】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/SAB.Nカセット」
、即ち、サビアウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードする配列が挿入された、上
に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５２４】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
　-　サビアウイルス由来のヌクレオプロテインNをコードするDNA配列(Genbank#NC_00631
7)、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第2のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号122のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/SAB.Nカセットを含む。
【０５２５】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５２６】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)サビアウイルス由来
のヌクレオプロテインNとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプ
チドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ
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(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列
番号123のアミノ酸配列(SNAP様/proTEV1/SAB.N/proTEV2/Histag融合タンパク質に相当)で
ある。
【０５２７】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるサビアウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-SAB.
N]の使用についても描写する。
【０５２８】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)オムスクウイルス由来のエンベロープ(Envelop)タン
パク質EのドメインIII(OMSK.EDIII)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターにつ
いて描写する。
【０５２９】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/OMSK.EDIIIカセ
ット」、即ち、オムスクウイルス由来のEDIIIタンパク質をコードする配列が挿入された
、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５３０】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号152の昆虫BiP様配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　オムスクウイルス由来のEDIIIタンパク質をコードするDNA配列(Genbank#NC_005062)
、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号124のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/OMSK.EDIIIカセットを含
む。
【０５３１】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５３２】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)オムスクウイルス由
来のEDIIIタンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプチ
ドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ(
前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列
番号125のアミノ酸配列(SNAP様/OMSK.EDIII/Histag融合タンパク質に相当)である。
【０５３３】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるオムスクウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-OM
SK.EDIII]の使用についても描写する。 
【０５３４】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)キャサヌール森林病ウイルス由来のエンベロープタン
パク質EのドメインIII(KYA.EDIII)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターにつ
いて描写する。
【０５３５】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/KYA.EDIIIカセッ
ト」、即ち、キャサヌール森林病ウイルス由来のEDIIIタンパク質をコードする配列が挿
入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
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【０５３６】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号152の昆虫BiP様配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　キャサヌール森林病ウイルス由来のEDIIIタンパク質をコードするDNA配列(Genbank#
JF416958)、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号126のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/KYA.EDIIIカセットを含
む。
【０５３７】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５３８】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)キャサヌール森林病
ウイルス由来のEDIIIタンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合
ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはその
ホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例え
ば、配列番号127のアミノ酸配列(SNAP様/KYA.EDIII/Histag融合タンパク質に相当)である
。
【０５３９】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるキャサヌール森林病ウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク
質[SNAP-KYA.EDIII]の使用についても描写する。
【０５４０】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)Alkhurmaウイルス由来のエンベロープタンパク質Eの
ドメインIII(ALK.EDIII)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写す
る。
【０５４１】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/ALK.EDIIIカセッ
ト」、即ち、Alkhurmaウイルス由来のEDIIIタンパク質をコードする配列が挿入された、
上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５４２】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号152の昆虫BiP様配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　Alkhurmaウイルス由来のEDIIIタンパク質をコードするDNA配列(Genbank#NC_004355)
、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号128のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/ALK.EDIIIカセットを含
む。
【０５４３】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５４４】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)Alkhurmaウイルス由
来のEDIIIタンパク質とを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合ポリペプチ
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ドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそのホモログ(
前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例えば、配列
番号129のアミノ酸配列(SNAP様/ALK.EDIII/Histag融合タンパク質に相当)である。
【０５４５】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるAlkhurmaウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-AL
K.EDIII]の使用についても描写する。 
【０５４６】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)ラッサ熱ウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメイ
ン(LAS.ectoGP1)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する。
【０５４７】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/LAS.ectoGP1カセ
ット」、即ち、ラッサ熱ウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメインをコードする配列
が挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５４８】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　ラッサ熱ウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメインをコードするDNA配列(Genban
k#NC_004296)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号130のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/LAS.ectoGP1カセットを
含む。
【０５４９】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５５０】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)ラッサ熱ウイルス由
来の糖タンパク質GP1外部ドメインとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融
合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそ
のホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例
えば、配列番号131のアミノ酸配列(SNAP様/LAS.ectoGP1/Histag融合タンパク質に相当)で
ある。
【０５５１】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるラッサ熱ウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-LA
S.ectoGP1]の使用についても描写する。
【０５５２】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)フニンウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメイン(
JUN.ectoGP1)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する。
【０５５３】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/JUN.ectoGP1カセ
ット」、即ち、フニンウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメインをコードする配列が
挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５５４】
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　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　フニンウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメインをコードするDNA配列(Genbank#
NC_005081)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号132のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/JUN.ectoGP1カセットを
含む。
【０５５５】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５５６】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)フニンウイルス由来
の糖タンパク質GP1外部ドメインとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合
ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはその
ホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例え
ば、配列番号133のアミノ酸配列(SNAP様/JUN.ectoGP1/Histag融合タンパク質に相当)であ
る。
【０５５７】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるフニンウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-JUN.
ectoGP1]の使用についても描写する。
【０５５８】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)マチュポウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメイ
ン(MAC.ectoGP1)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する。
【０５５９】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/MAC.ectoGP1カセ
ット」、即ち、マチュポウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメインをコードする配列
が挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５６０】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　マチュポウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメインをコードするDNA配列(Genban
k#NC_005078)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、ならびに
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号134のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/MAC.ectoGP1カセットを
含む。
【０５６１】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５６２】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)マチュポウイルス由
来の糖タンパク質GP1外部ドメインとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融
合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそ
のホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例
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えば、配列番号135のアミノ酸配列(SNAP様/MAC.ectoGP1/Histag融合タンパク質に相当)で
ある。
【０５６３】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるマチュポウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-MA
C.ectoGP1]の使用についても描写する。
【０５６４】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)グアナリトウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメ
イン(GUA.ectoGP1)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する。
【０５６５】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/GUA.ectoGP1カセ
ット」、即ち、グアナリトウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメインをコードする配
列が挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５６６】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　グアナリトウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメインをコードするDNA配列(Genb
ank#NC_005077)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号136のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/GUA.ectoGP1カセットを
含む。
【０５６７】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５６８】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)グアナリトウイルス
由来の糖タンパク質GP1外部ドメインとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この
融合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質または
そのホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、
例えば、配列番号137のアミノ酸配列(SNAP様/GUA.ectoGP1/Histag融合タンパク質に相当)
である。
【０５６９】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるグアナリトウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-
GUA.ectoGP1]の使用についても描写する。
【０５７０】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)サビアウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメイン(
SAB.ectoGP1)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する。
【０５７１】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/SAB.ectoGP1カセ
ット」、即ち、サビアウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメインをコードする配列が
挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５７２】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
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　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　グアナリトウイルス由来の糖タンパク質GP1外部ドメインをコードするDNA配列(Genb
ank#NC_006317)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号138のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/SAB.ectoGP1カセットを
含む。
【０５７３】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５７４】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)サビアウイルス由来
の糖タンパク質GP1外部ドメインとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合
ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはその
ホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例え
ば、配列番号139のアミノ酸配列(SNAP様/SAB.ectoGP1/Histag融合タンパク質に相当)であ
る。
【０５７５】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるサビアウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-SAB.
ectoGP1]の使用についても描写する。
【０５７６】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)ラッサ熱ウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメイ
ン(LAS.ectoGP2)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する。
【０５７７】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/LAS.ectoGP2カセ
ット」、即ち、ラッサ熱ウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメインをコードする配列
が挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５７８】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　ラッサ熱ウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメインをコードするDNA配列(Genban
k#NC_004296)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号140のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/LAS.ectoGP2カセットを
含む。
【０５７９】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５８０】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)ラッサ熱ウイルス由
来の糖タンパク質GP2外部ドメインとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融
合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそ
のホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例
えば、配列番号141のアミノ酸配列(SNAP様/LAS.ectoGP2/Histag融合タンパク質に相当)で
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ある。
【０５８１】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるラッサ熱ウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-LA
S.ectoGP2]の使用についても描写する。
【０５８２】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)フニンウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメイン(
JUN.ectoGP2)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する。
【０５８３】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/JUN.ectoGP2カセ
ット」、即ち、フニンウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメインをコードする配列が
挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５８４】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　フニンウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメインをコードするDNA配列(Genbank#
NC_005081)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号142のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/JUN.ectoGP2カセットを
含む。
【０５８５】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５８６】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)フニンウイルス由来
の糖タンパク質GP2外部ドメインとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合
ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはその
ホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例え
ば、配列番号143のアミノ酸配列(SNAP様/JUN.ectoGP2/Histag融合タンパク質に相当)であ
る。
【０５８７】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるフニンウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-JUN.
ectoGP2]の使用についても描写する。
【０５８８】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)マチュポウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメイ
ン(MAC.ectoGP2)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する。
【０５８９】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/MAC.ectoGP2カセ
ット」、即ち、マチュポウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメインをコードする配列
が挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５９０】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
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　-　マチュポウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメインをコードするDNA配列(Genban
k#NC_005078)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、ならびに
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号144のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/MAC.ectoGP2カセットを
含む。
【０５９１】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５９２】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)マチュポウイルス由
来の糖タンパク質GP2外部ドメインとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融
合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはそ
のホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例
えば、配列番号145のアミノ酸配列(SNAP様/MAC.ectoGP2/Histag融合タンパク質に相当)で
ある。
【０５９３】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるマチュポウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-MA
C.ectoGP2]の使用についても描写する。
【０５９４】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)グアナリトウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメ
イン(GUA.ectoGP2)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する。
【０５９５】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/GUA.ectoGP2カセ
ット」、即ち、グアナリトウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメインをコードする配
列が挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０５９６】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　グアナリトウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメインをコードするDNA配列(Genb
ank#NC_005077)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号146のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/GUA.ectoGP2カセットを
含む。
【０５９７】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０５９８】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)グアナリトウイルス
由来の糖タンパク質GP2外部ドメインとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この
融合ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質または
そのホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、
例えば、配列番号147のアミノ酸配列(SNAP様/GUA.ectoGP2/Histag融合タンパク質に相当)
である。
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【０５９９】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるグアナリトウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-
GUA.ectoGP2]の使用についても描写する。
【０６００】
　別の一実施形態において、本発明は、a)前記宿主細胞において機能的な分泌シグナルペ
プチドと、b)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラーゼ酵素(AGT)、その変異
体、断片または触媒ドメインと、c)サビアウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメイン(
SAB.ectoGP2)とをコードするヌクレオチド配列を含むベクターについて描写する。
【０６０１】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、所謂「pDeSNAP Univ/SAB.ectoGP2カセ
ット」、即ち、サビアウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメインをコードする配列が
挿入された、上に定義されているpDeSNAPUniv DNAカセットを含む。
【０６０２】
　好ましい一実施形態において、このベクターは、
　-　配列番号22の昆虫BiP配列、
　-　サビアウイルス由来の糖タンパク質GP2外部ドメインをコードするDNA配列(Genbank#
NC_006317)、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む、配列番号148のヌクレオチド配列を有するpDeSNAP Univ/MAC.ectoGP2カセットを
含む。
【０６０３】
　別の一態様において、本発明は、前記ベクターにより安定的にトランスフェクトされた
組換え細胞に関する。
【０６０４】
　別の一態様において、本発明は、a)6-アルキルグアニン-DNA-アルキルトランスフェラ
ーゼ酵素(AGT)(EC2.1.1.63)、その変異体または触媒ドメインと、b)サビアウイルス由来
の糖タンパク質GP2外部ドメインとを含む融合ポリペプチドについて描写する。この融合
ポリペプチドにおいて、前記AGT酵素は、好ましくは、配列番号2のタンパク質またはその
ホモログ(前記ホモログは、上に定義されている)である。この融合ポリペプチドは、例え
ば、配列番号149のアミノ酸配列(SNAP様/SAB.ectoGP2/Histag融合タンパク質に相当)であ
る。
【０６０５】
　よって、別の一態様において、本発明は、例えば、本発明のイムノアッセイの結果、生
体試料におけるサビアウイルスの存在を同定するための、この融合タンパク質[SNAP-SAB.
ectoGP2]の使用についても描写する。
【０６０６】
(実施例)
　本発明の文脈において、生体液におけるアルボウイルスに対する抗体の迅速な同時検出
のための、マルチプレックスビーズに基づくイムノアッセイを開発した。
【０６０７】
　本システムは、xMAP技術(Luminex corporation)に基づき、特異的ヒト免疫グロブリン
の捕捉試薬として、抗原コーティングされたマイクロスフェアの混合物を用いる。マイク
ロスフェア(Magplex、Luminex corporation)の別個のセットを、精製AGT融合タンパク質
、即ち、SNAPをタグ付けしたウイルス組換えタンパク質: sSNAP-DV1.EDIII、sSNAP-DV2.E
DIII、sSNAP-DV3.EDIII、sSNAP-DV4.EDIII、sSNAP-WN.EDIII、sSNAP-JE.EDIII、sSNAP-US
U.EDIII、sSNAP-TBE.EDIII、sSNAP-YF.EDIII、sSNAP-MVE.EDIII、sSNAP-Rocio.EDIII、sS
NAP-WSL.EDIII、sSNAP-ZIKA.EDIII、SNAP-DV1ectoM、sSNAP-N.RVF、sSNAP-N.TOS、および
CHIK.sE2-SNAPとカップリングした。組換え抗原を、リンカーとしてAGTタンパク質の基質
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(BG-PEG-NH2、New England Biolabs)を用いてカルボキシルマイクロスフェア表面と共有
結合によりカップリングし、これにより、標準的なアミンカップリング手順と比較して抗
体捕捉効率を増強させた。
【０６０８】
　抗SNAP-タグ抗体および特異的マウスモノクローナル抗体を用いた技術的な検証は、カ
ップリング効率を確認し、長期抗原安定性(最大6ヶ月)を実証した。いかなるペプチドま
たはポリペプチドをビーズコーティングおよびその後の抗体捕捉に用いてもよいため、本
願はウイルス抗原に限定されない。
【０６０９】
I.材料と方法
1.次のバッファーおよび溶液を用いる:
a)PBSバッファー:1LのH2O滅菌における100mLの10×PBS、pH7.4
b)SNAPカップリングバッファー(PBS-DTT):1LのH2O滅菌における100mLの10×PBS、pH7.4、
0.5mLの10%tween 20、1mLの1.0M DTT
c)ブロッキング/アッセイバッファー(PBS-B):1LのH2O滅菌におけるPBS、1%BSA、pH7.4
d)貯蔵バッファー(PBS-TBN):1LのH2O滅菌における100mLの10×PBS、1gのBSA、2mLの10%tw
een 20、500mgのアジ化ナトリウム、1mLの1.0M DTT
e)基質溶液(4mg/mL):2mgのBG-PEG-NH2、DMSO 200μL
f)活性化溶液(EDAC/SNHS):蒸留水における50mg/mLのEDAC溶液または50mg/mLのSNSHS
【０６１０】
2.次の材料を用いた:
2.1.MagPlex Luminexマイクロスフェア:MC 100XX-ID(XXは蛍光領域である)、XXは、例え
ば、図7Bにおいて言及されている通り、26、27、28、29、34、35、36、37、45、52、53、
63、64となり得る。
【０６１１】
2.2.hAGT基質:PEG-BG-NH2(NEB S9150S)
【０６１２】
【化４】

【０６１３】
2.3.融合タンパク質SNAP-ウイルスEDIII:
　AGTとウイルスEDIII部分とを含む融合タンパク質の作製は、当業者にとって周知のもの
である。AGT酵素が融合タンパク質において活性を維持するのであれば、この目的のため
にいかなる公知の合成過程を用いてもよい。
【０６１４】
　本事例において、配列番号2のAGT変異体SNAPを用いて、SNAP-ウイルスEDIII融合タンパ
ク質を作製した。
【０６１５】
　非脊椎動物細胞におけるフラビウイルス属由来の個々のEDIIIの大量生産のために、シ
ョウジョウバエS2誘導性発現系(DES、Invitrogen)を選び、Invitrogen製のプラスミドpMT
/BiP/V5-HisAを用いた。
【０６１６】
　このプラスミドは、次のものを含有する:
　-　メタロチオネインプロモーターpMT、
　-　配列番号22の昆虫ssBiP配列、
　-　BglIIおよびAgeI制限部位、
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　-　AgeI制限部位の下流に位置するHis6タグをコードする配列番号28のDNA、および
　-　AgeI制限部位とHis6タグをコードするDNAとの間に位置する配列番号26のDNAスペー
サー配列。
【０６１７】
　フラビウイルス属WN、USU、JE、TBE、DEN-1からDEN-4、YF、ロシオ、MVE、ジカ、SLEお
よびWSL由来のEタンパク質の全長ドメインIIIをコードする合成遺伝子を、配列番号3から
配列番号14に収載する。ED IIIアミノ酸配列をSNAPタンパク質のC末端へと、両部分をリ
ンカーGGGS(配列番号25)により離間させつつインフレームで融合させた。SNAP-EDIIIをコ
ードするDNA配列をプラスミドpMT/BiP/V5-Histag(Invitrogen)に挿入して、プラスミドpM
T/BiP/SNAP/EDIII/Histagを作製した。
【０６１８】
　分泌型SNAP-EDIII-His6融合タンパク質の発現を駆動する、得られたプラスミドpMT/BiP
/SNAP-EDIII-Histagを、選択マーカーpCo-Blastと共にS2細胞へとコトランスフェクトし
て、ブラストサイジンに対し抵抗性を示す安定的なS2/sSNAP-ED III-Histag細胞株を作製
した。
【０６１９】
　スピナ(1000ml)において増殖させた安定的なS2細胞株を、重金属カドミウム(Cd2+)で10
日間刺激し、細胞外培地から得られたタンパク質を濃縮し精製した。
【０６２０】
　重金属カドミウムによる誘導10日後に、安定的なS2/sSNAP-EDIII-Histag細胞の上清に
おいて、分泌されたSNAPタグ付きEDIIIタンパク質の蓄積が観察された。
【０６２１】
　これに従って、タンパク質配列番号21のSNAP-DEN1.EDIII、配列番号XのSNAP-DEN2.EDII
I、配列番号XのSNAP-DEN3.EDIII、配列番号XのSNAP-DEN4.EDIII、配列番号XのSNAP-WN.ED
III、配列番号XのSNAP-JE.EDIII、配列番号XのSNAP-YF.EDIII、配列番号XのSNAP-MVE.EDI
II、配列番号XのSNAP-Rocio.EDIII、配列番号XのSNAP-WSL.EDIII、配列番号XのSNAP-ZIKA
.EDIII、配列番号XのSNAP-SLE.EDIIIを産生させた。
【０６２２】
3.抗原カップリングされたビーズの調製
　抗原カップリングされたビーズの作製は、二段階からなった:O6-ベンジルグアニン誘導
体(BG-PEG-アミノ)によるマイクロスフェア表面の官能化と、アンカーとしてBG-PEG-アミ
ノを用いたキメラSNAP-ウイルスAgタンパク質の共有結合による固定化(図1)。カルボキシ
ルマイクロスフェア表面を、最適化された二段階カルボジイミド過程を用いてBG-PEG-ア
ミノ基質で共有結合によりコーティングした(Wongら、Journal of Clinical Microbiolog
y 42(1):65～72、2004)。続いて、ベンジル基をSNAPタンパク質の活性部位システインへ
と転移することにより、カップリングされたBG-PEG-アミノ化合物をキメラSNAP-ウイルス
Agタンパク質へと不可逆的に連結した。この反応の高い特異性により、融合タンパク質は
、抗体との相互作用のためにウイルス抗原を到達可能なまま維持しつつ、SNAPドメインを
介して排他的にカップリングされる。
【０６２３】
3.1.先ず、製造業者の説明書通りに(EDACおよびSNHS活性化溶液を用いることにより)市販
のビーズを活性化させ、PBSバッファー中で洗浄した。製造業者の説明書に従い、ビーズ
の蛍光消光を防ぐために、全工程を暗所で行った。
【０６２４】
　カップリング過程毎に約1.25×106個のビーズを用いた。
【０６２５】
3.2.次に、DMSO溶液におけるAGT基質PEG-BG-NH2を、活性化されたビーズにおいて室温で
一晩添加し、続いてPBSバッファーで洗浄した。
【０６２６】
3.3.次に、非結合カルボキシル部位をブロッキングバッファーで30分間室温にてブロッキ
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ングし、続いてビーズをSNAPカップリングバッファーで洗浄した。
【０６２７】
3.4.SNAPカップリングバッファー(100μg/mL)において再懸濁したSNAP-EDIIIタンパク質
を、このように得られたビーズと共に2時間室温でインキュベートし、次に、SNAPカップ
リングバッファーで1回洗浄し、貯蔵バッファー(PBS-TBN)で3回洗浄した。
【０６２８】
4.マイクロスフェア蛍光イムノアッセイ
　異なるSNAP-ウイルスAgとコンジュゲートされたビーズセットを、ボルテックス撹拌に
より混合して、全体的なビーズ分散を確実にした。ビーズ密度を100ビーズ/μLに調整し
た後、ビーズセットそれぞれの25μl(2500個のマイクロスフェアを含有)を、96ウェルマ
イクロタイタープレート(Bio-Plex Pro平底プレート、BioRad)の、シングルプレックスア
ッセイにおいては別個のウェルに移し、あるいはマルチプレックスアッセイにおいては同
一ウェル内で混合した。マイクロスフェアを、磁性ビーズのためのマイクロプレート洗浄
ステーション(BioPlex Pro洗浄ステーション、BioRad)を用いて、100μLの洗浄バッファ
ー(BioPlex洗浄バッファー、BioRad)で2回洗浄した。試料(抗体または血清)をアッセイバ
ッファー(PBS-BSA)において希釈し、得られた溶液のうち50μLを、コンジュゲートされた
ビーズを含有する試験ウェルに添加した。プレート振盪機における暗所での30分間インキ
ュベーション後に、プレートを3回洗浄した。続いて、蛍光色素標識された二次抗体を、
アッセイバッファー(PBS-BSA)において2μg/mLに希釈し、得られた溶液のうち50μLを、
コンジュゲートされたビーズを含有する試験ウェルに添加した。プレート振盪機における
暗所での30分間インキュベーション後に、先の通りにプレートを洗浄した。最後に、スト
レプトアビジン-フィコエリトリン(SAPE、Invitrogen Molecular Probes)を、アッセイバ
ッファー(PBS-BSA)において2μg/mlに希釈し、得られた溶液のうち50μLをマイクロプレ
ートウェルに添加した。プレートをプレート振盪機において暗所で10分間インキュベート
し、先の通りに洗浄し、その後、ウェルの内容物を125μlのアッセイバッファー中で再懸
濁した。二重レーザーフロー分析器(BioPlex 200装置、BioRad)を用いた1ウェル当たり50
マイクロスフェアのフロー解析から、個々のマイクロスフェアに結合した検出抗体の蛍光
強度中央値(MFI)を評価した。蛍光検出装置は、ビーズの種類を検出するための第1のレー
ザーと、特異的検出抗体にコンジュゲートされたフルオロフォア(赤-フィコエリトリン)
を励起することにより捕捉されたIgMまたはIgGの定量化を確実にするための第2のレーザ
ーとを備える。
【０６２９】
4.1抗原カップリングの確認
　ウサギ抗SNAPタグポリクローナル抗体(GenScript)の希釈液を用いて、抗原カップリン
グされたマイクロスフェアを検査することにより、抗原カップリングを確認した。上に記
載されているシングルプレックスフォーマットにおいて蛍光イムノアッセイを行った。PB
S-BSAにおいて、4000ng/mLから始まり3.9ng/mLに終わる抗SNAP抗体の2倍希釈系列を行い
、各希釈液の容量を、ビーズを含有する試験ウェルに添加した。ビオチンコンジュゲート
されたヤギ抗ウサギIgG(50μLのPBS-BSAにおける2μg/mL)を二次抗体として用いて、結合
した抗SNAP抗体を検出した。
【０６３０】
　図2は、キメラSNAP-ウイルス抗原タンパク質(SNAP-DV1.EDIII、SNAP-DV2.EDIII、SNAP.
DV3.EDIII、SNAP.DV4.EDIII、SNAP-WNV.EDIII、SNAP-YF.EDIII、SNAP-JE.EDIII、SNAP-TB
E.EDIII)にカップリングされたマイクロスフェアの8種の異なるセットにおける抗SNAP抗
体の検出に対し観察された蛍光結果を示す。
【０６３１】
4.2特異的抗体の検出
　精製モノクローナルマウス抗体(抗WNV、抗DV1および抗DV2)およびポリクローナルマウ
ス血清(抗DV3、抗DV4、抗YFおよび抗JE)またはヒト血清(抗DV1)を用いて、抗原コンジュ
ゲートされたマイクロスフェアによる特異的抗体の捕捉および検出を評価した。上に記載
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されているシングルプレックスおよびマルチプレックスフォーマットにおいて、蛍光イム
ノアッセイを行った。PBS-BSAにおいて、400ng/mLから始まり0.1ng/mLに終わる精製マウ
スモノクローナル抗体ならびに1:25から始まり1:102400に終わるマウスおよびヒト血清の
4倍希釈系列を行い、各希釈液の容量を、ビーズを含有する試験ウェルに添加した。ビオ
チンコンジュゲートされたヤギ抗マウスIgG(50μLのPBS-BSAにおける2μg/mL)を二次抗体
として用いて、結合したモノクローナルおよびポリクローナルマウス抗体を検出した。ビ
オチンコンジュゲートされたヤギ抗ヒトIgM(50μLのPBS-BSAにおける2μg/mL)またはビオ
チンコンジュゲートされたヤギ抗ヒトIgG(50μLのPBS-BSAにおける2μg/mL)を用いて、そ
れぞれヒト血清における結合したIgMまたはIgG抗体を検出した。
【０６３２】
　図3は、hAGTタンパク質の基質を介してマイクロスフェアにコンジュゲートされた(本発
明のカップリング)、あるいはBio-Plexアミンカップリングキット、BIORADによりカップ
リングされたキメラSNAP-DV2.EDIIIタンパク質における精製モノクローナル抗DV2抗体の
検出のためのイムノアッセイ実験の感度を比較する。
【０６３３】
　図4は、マイクロスフェアにカップリングされた他のキメラSNAP-ウイルスAgタンパク質
(SNAP-DV2.EDIII、SNAP.DV3.EDIII、SNAP.DV4.EDIII、SNAP-WNV、SNAP-YF、SNAP-JE、SNA
P-TBE)による、シングルプレックスまたはマルチプレックスいずれかのフォーマットにお
ける、マイクロスフェアにコンジュゲートされたキメラSNAP-DV1.EDIIIタンパク質におけ
る精製モノクローナル抗DV1抗体の検出のためのイムノアッセイ実験の感度を比較する。
【０６３４】
　図5は、マイクロスフェアにカップリングされたキメラSNAP-ウイルスAgタンパク質(SNA
P-DV1.EDIII、SNAP-DV2.EDIII、SNAP.DV3.EDIII、SNAP.DV4.EDIII、SNAP-WNV、SNAP-YF、
SNAP-JE、SNAP-TBE)における、精製モノクローナル抗WNV抗体の希釈液の検出のためのマ
ルチプレックスイムノアッセイ実験の反応性および特異性を示す。
【０６３５】
　図6は、マイクロスフェアにカップリングされたキメラSNAP-ウイルスAgタンパク質(SNA
P-DV1.EDIII、SNAP-DV2.EDIII、SNAP.DV3.EDIII、SNAP.DV4.EDIII、SNAP-WNV、SNAP-YF、
SNAP-JE、SNAP-WSL、SNAP-ROCIO、SNAP-MVE、SNAP-SLE、SNAP-ZIKA)によるマルチプレッ
クスイムノアッセイにおける、DV3に対するマウスポリクローナル血清における抗DV3 IgG
検出(A)およびYFに対するマウスポリクローナル血清における抗YF IgG検出(B)の反応性お
よび特異性を示す。
【０６３６】
　図7は、マイクロスフェアにカップリングされたキメラSNAP-ウイルスAgタンパク質(SNA
P-DV1.EDIII、SNAP-DV2.EDIII、SNAP.DV3.EDIII、SNAP.DV4.EDIII、SNAP-WNV、SNAP-YF、
SNAP-JE、SNAP-WSL、SNAP-ROCIO、SNAP-MVE、SNAP-SLE、SNAP-ZIKA、SNAP-TBE)によるマ
ルチプレックスイムノアッセイにおける、ヒト患者のDV1感染血清における抗DV1 IgM検出
(A)および抗DV1 IgG検出(B)の反応性および特異性を示す。
【０６３７】
II.結果
　本発明のシステムは、特異的ヒト免疫グロブリンの捕捉試薬として抗原コーティングさ
れたMagplexマイクロスフェア(Luminex Corporation)の混合物を用いる。内部色分けされ
たマイクロスフェアの各セットを、特異的組換え抗原にカップリングし、少ない試料容量
で他の種類のマイクロスフェアと混合した。本システムの能力は、フロー解析ツールを用
いて、1ウェル当たり最大100種類のカップリングされたマイクロスフェアを同時に解析す
ることが可能であるという事実に存する。蛍光検出装置は、ビーズの種類を検出するため
の第1のレーザーと、特異的検出抗体にコンジュゲートされたフルオロフォア(フィコエリ
トリン)を励起することによる捕捉されたIgMまたはIgGの定量化を確実にするための第2の
レーザーとを備える。その広範なマルチプレックス化能力およびより低い検出限界により
、このアプローチは、伝統的ELISA測定を超える相当な費用および試料の節約をもたらす
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。
【０６３８】
　現在、16種の別個のセットのマイクロスフェアを精製キメラSNAP-ウイルスAgタンパク
質とカップリングすることにより、デング熱血清型1～4、ウエストナイル、黄熱、日本脳
炎、ダニ媒介脳炎、セントルイス脳炎、マレー渓谷脳炎、ヴェッセルスブロン、ジカ、ロ
シオ、ウスツ、リフトバレー熱およびチクングニアウイルスに特異的な血清抗体の力価測
定が可能となった。1000回の個々のアッセイを行うのに十分な、1セットの抗原カップリ
ングされたマイクロスフェア(約1.25×106個のマイクロスフェア)を作製するためにごく
少量の組換え抗原(<50μg)のみが必要とされるため、このシステムの作製は、非常に時間
および費用効果が高い。さらに、選択されたセットのマイクロスフェアは、MagPix(Lumin
ex Corporation)等、利用できるコンパクトで頑強な蛍光検出システムに適応することが
できる。
【０６３９】
　抗SNAP抗体を用いた抗原カップリングの評価(図2)は、カップリング効率を確認し、異
なるカップリングのマイクロスフェアセット間で結合した抗原の相対含量を比較できるこ
とを実証した。精製マウス抗体を用いた抗体捕捉および検出の評価は、標準的なアミンカ
ップリング手順により得られた抗原カップリングされたマイクロスフェアと比較して、こ
こで作製された抗原カップリングされたマイクロスフェアによる特異的抗体の捕捉の増強
を示した(図3)。加えて、この評価は、本方法の低い検出限界を実証し、マルチプレック
スが抗体検出に影響を及ぼさないことを確認した(図4)。その上、抗原コンジュゲートさ
れたマイクロスフェアは、4℃で貯蔵された場合に長期安定性を示した(>6ヶ月)。最後に
、精製マウスモノクローナル抗体(図5)、ポリクローナルマウス血清におけるIgG抗体(図6
A～図6B)ならびに感染したヒト由来のポリクローナル血清におけるIgMおよびIgG抗体の両
方(図7)に関して、マルチプレックスイムノアッセイにおける各セットのカップリングさ
れたマイクロスフェアの特異性を実証した。
【０６４０】
　その広範なマルチプレックス化能力(1ウェル当たり最大100種類のカップリングされた
マイクロスフェア)およびより低い検出限界により、このアプローチは、伝統的ELISA測定
を超える相当な費用および試料の節約をもたらす。
【０６４１】
III.SNAPおよびシュマレンベルクウイルスのNヌクレオプロテインを含む融合タンパク質
の作製
1.融合タンパク質SNAP-SBV.Nをコードするベクターの構築　
　SNAPおよびシュマレンベルクウイルスのNヌクレオプロテインを含むキメラ融合タンパ
ク質を次の通りに得た。
【０６４２】
　第1の工程において、BH80/11-4株のNヌクレオプロテインおよびNSタンパク質をコード
するSセグメントのオープンリーディングフレームの配列を、その5'末端にEcoRV制限部位
、その3'末端にXmaI制限部位を挿入することにより変異導入した。加えて、294Tヌクレオ
チドを294Aへと変異導入することにより、内部EcoRV制限部位を除去した。この変異導入
された配列を配列番号17に示す。
【０６４３】
　次に、この変異導入された配列を、配列番号34のpDeSNAP UnivカセットのEcoRVおよびX
maI制限部位に挿入し、配列番号36の「pDeSNAP Univ/SBV.N」DNAカセットを作製した。
【０６４４】
　所謂「pDeSNAP Univ/SBV.N」DNAカセットは、
　-　配列番号23の昆虫BiP様配列、
　-　配列番号31のSNAP様配列、
　-　スペーサー配列GGGS(配列番号25)をコードする配列番号26の第1のDNA配列、
　-　配列ENLYFQS(配列番号32)のpro-TEV1切断部位をコードする配列番号29のDNA配列、
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　-　配列番号17のSBV.N DNA配列(内部EcoRV部位が欠失され、2個のEcoRVおよびXmaI部位
が端に付加された天然SBV.N配列に相当)、
　-　配列ENLYFQG(配列番号33)のpro-TEV2切断部位をコードする配列番号30のDNA配列、
　-　HisTag配列をコードする配列番号28のDNA配列
を含む(図9および配列番号36を参照)。
【０６４５】
　このカセットが、加えて、ATGの上流にNheI部位、BiP様配列とSNAP様配列との間にBglI
I部位、両者共に終止コドンの下流に位置するAgeI部位およびHindIII部位を含むことに留
意されたい。
【０６４６】
　pDeSNAPUniv/SBV.Nカセット(図9を参照)のBglIIおよびAgeI制限部位の間に含まれる配
列を酵素消化により切り取り、次にpMT/BiP/V5-Aプラスミド(Invitrogen)へとクローニン
グして、pMT/BiP/SNAP-SBV.Nベクターを作製した。このベクターは、SNAP-SBV.N融合タン
パク質を分泌する安定的なS2細胞の作製に用いた。
【０６４７】
　次に、pDeSNAPUniv/SBV.NカセットのNheIおよびNotI制限部位の間に含まれる配列をpcD
NA3プラスミド(Invitrogen)にクローニングして、pcDNA3/SNAP-SBV.Nベクターを作製した
。次に、このベクターを用いて、SNAP-SBV.N融合タンパク質を分泌する安定的な哺乳類細
胞を作製する。
【０６４８】
2.融合タンパク質SNAP-SBV.Nの産生
　分泌された融合タンパク質としてSNAPタグ付きSBV.Nタンパク質の産生を可能にする、
得られたプラスミドpMT/BiP/SNAP-SBV.Nを、選択マーカーpCo-Blastと共にS2細胞にコト
ランスフェクトして、ブラストサイジンに対し抵抗性を示す安定的なS2/SNAP-SBV.N細胞
株を作製した。
【０６４９】
　この細胞株を、パスツール研究所(Institut Pasteur)、25、rue du Docteur Roux、757
24 PARIS CEDEX 15の国立微生物培養物コレクション(Collection Nationale de Cultures
 de Microorganismes)(CNCM)に番号CNCM I-4616で寄託した。
【０６５０】
　スピナ(1000ml)において増殖させた安定的なS2細胞株を、重金属カドミウム(Cd2+)で10
日間刺激した。
【０６５１】
　重金属カドミウムによる誘導10日後のS2/SNAP-SBV.N細胞の上清において、分泌されたS
NAP-SBV.Nタンパク質の蓄積が観察された。
【０６５２】
　抗Histag抗体(1:1,000希釈)を用いた免疫ブロットアッセイにより、Cd2+で10日間誘導
したS2/SNAP-SBV.N細胞の上清4mLから得た0.01mLを検査した(図10を参照)。
【０６５３】
　キメラタンパク質SNAP-SBV.Nを、規定量のSNAP-TOS.Nキメラタンパク質(SNAPおよびフ
レボウイルスであるトスカーナウイルス由来のNヌクレオプロテインを含む融合タンパク
質に相当)と比較した。
【０６５４】
　10日間誘導されたS2/SNAP+SBV.N細胞からの精製SNAP-SBV.Nの産生は、細胞培養物1リッ
トル当たり18mgである(図10B)。
【０６５５】
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与通过标准胺偶联方法产生的抗原偶联的微球相比，由此获得的抗原偶
联的微球显示出增强的特异性抗体捕获。与经典ELISA或放射免疫沉淀
测定相比，本发明的方法具有多重化，最小化生物样品量的能力，并且
对靶抗体具有增强的灵敏度和特异性。
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