
(57)【要約】
本発明は、生物試料中、微生物、例えば、 C型肝炎ウィルスが介在した感染症を、当該微
生物及び当該抗原に対して向けられた抗体を同時検出することによって、 in vitro検出た
めの方法、並びに当該方法を行うための試薬及びキットに関連する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 生 物 試 料 に お い て 、 微 生 物 に よ る 感 染 症 を in vitroで 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 こ
こ で 当 該 方 法 は 、 当 該 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 、 当 該 微 生 物 の 少 な く と も １ つ の 抗 原 及 び 当
該 微 生 物 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 を 同 時 検 出 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 当 該 方 法 は ：
　 a)当 該 生 物 試 料 を 、 当 該 微 生 物 に 対 し て 向 け ら れ た 捕 獲 抗 体 、 及 び 当 該 微 生 物 に 由 来 す
る 捕 獲 抗 原 と 接 触 せ し め ；
　 b)こ の 混 合 物 を 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 c)形 成 さ れ た 当 該 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 露 出 さ せ 、 そ れ は 任 意 に 、 捕 獲 さ れ て い る 前 記 微
生 物 の 抗 原 、 に 対 し て 結 合 で き る 標 識 さ れ た 検 出 抗 体 及 び ／ 又 は 任 意 に 、 捕 獲 さ れ て い る
前 記 微 生 物 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 、 に 対 し て 結 合 で き る 標 識 さ れ た 検 出 抗 原 を も 使 用 す
る 、
こ と を 含 ん で 成 り ；
　 そ し て 、 こ こ で 前 記 微 生 物 の 当 該 捕 獲 抗 原 及 び ／ 又 は 当 該 標 識 さ れ た 検 出 抗 原 は 、 当 該
微 生 物 の 、 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ が 無 効 に さ れ て い る 抗 原 性 断 片 を 含 ん で 成 り ；
　 そ し て 、 当 該 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 抗 体 が 、 捕 獲 さ れ て い る 前 記 抗 原 の 完 全 で あ る エ ピ ト
ー プ 認 識 す る 、
方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 微 生 物 が 、 ウ ィ ル ス 、 細 菌 及 び 寄 生 微 生 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、 請 求 項
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 微 生 物 が 、 C型 肝 炎 ウ ィ ル ス （ HCV） で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 捕 獲 抗 原 が 、 HCVの カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 少 な く
と も １ つ の エ ピ ト ー プ 部 位 が 無 効 に さ れ て い る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 捕 獲 抗 原 が 、 HCVの 非 構 造 性 タ ン パ ク 質 NS3又 は NS4の 抗 原 性 断 片 を 含 ん で 成 る 、 請
求 項 ３ 又 は ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 微 生 物 が ヒ ト 免 疫 欠 損 ウ ィ ル ス （ HIV） で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 HIVが HIV-1及 び ／ 又 は HIV-2で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 捕 獲 抗 原 が 、 HIVの gagタ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 少 な く と も １
つ の エ ピ ト ー プ が 無 効 に さ れ て い る 、 請 求 項 ６ 又 は ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 捕 獲 抗 原 が HIVの エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ７ 又
は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 捕 獲 抗 原 が 無 効 に し て あ る 少 な く と も ２ つ の 異 な る エ ピ ト ー プ 部 位 を 含 む 、 請 求 項
３ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 捕 獲 抗 原 が 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 に よ っ て 無 効 に し た
エ ピ ト ー プ 部 位 を 含 む 、 請 求 項 ３ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 捕 獲 抗 体 及 び 前 記 捕 獲 抗 原 を 固 相 上 に 固 定 化 し て い る 、 請 求 項 ３ ～ １ １ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 検 出 抗 体 を 前 記 混 合 物 に 対 し て 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 形 成 さ せ た 後 に 加 え て い る 、
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請 求 項 ３ ～ １ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 検 出 抗 体 及 び ／ 又 は 検 出 抗 原 を 、 前 記 捕 獲 抗 体 及 び 前 記 捕 獲 抗 原 と 同 時 に 生 物 試 料
に 対 し て 接 触 せ し め て い る 、 請 求 項 ３ ～ １ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 a)前 記 生 物 試 料 を 、 固 相 に 対 し て 結 合 さ せ た HCV捕 獲 抗 体 及 び HCV捕 獲 抗 原 と 接 触 せ し め
；
　 b)こ の 混 合 物 を 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 c)固 相 と 液 相 を 分 離 し ；
　 d)当 該 固 相 を 、 第 １ 番 目 に 、 捕 獲 さ れ て い る HIV抗 原 を 結 合 で き る 標 識 さ れ た 検 出 抗 体
に 、 そ し て 第 ２ 番 目 に 、 捕 獲 さ れ て い る 抗 HIV抗 体 を 結 合 で き る 、 標 識 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ
ブ リ ン も し く は 抗 イ ソ 型 抗 体 、 も し く は 標 識 さ れ た 検 出 抗 原 に 接 触 せ し め る 、
こ と を 含 ん で 成 り 、 そ し て 、
　 前 記 抗 HCV抗 体 を 捕 獲 す る た め の 抗 原 及 び 検 出 す る た め の 抗 原 は 、 ２ つ の エ ピ ト ー プ が
無 効 に さ れ て い る 、 HCVの カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 を 含 ん で 成 り 、
　 そ し て 前 記 捕 獲 及 び 検 出 抗 体 は 、 当 該 捕 獲 さ れ て い る カ プ シ ド 抗 原 の 、 完 全 で あ る 、 前
記 エ ピ ト ー プ の １ つ 、 を 各 々 が 認 識 す る 、
請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 捕 獲 抗 体 及 び 検 出 抗 体 が 各 々 、 以 下 の 配 列 ： 4 4 LGVR 4 7 （ 配 列 番 号 １ ９ ） 、 3 0 IVGGVY
L 3 6 （ 配 列 番 号 ２ ０ ） 及 び 2 9 QIVGGV 3 4 （ 配 列 番 号 ２ １ ） を 有 す る エ ピ ト ー プ の 群 か ら 選 択
さ れ た エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 a)前 記 試 料 を 、 固 相 に 対 し て 結 合 さ せ た HIV捕 獲 抗 体 及 び HIV捕 獲 抗 原 と 接 触 せ し め ；
　 b)こ の 混 合 物 を 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 c)固 相 と 液 相 を 分 離 し ；
　 d)当 該 固 相 を 、 捕 獲 さ れ て い る HIV抗 原 を 結 合 で き る 標 識 さ れ た 検 出 抗 体 と 、 そ し て 捕
獲 さ れ て い る 抗 HIV抗 体 を 結 合 で き る 、 １ 又 は 複 数 の 標 識 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く
は 抗 イ ソ 型 抗 体 と 接 触 せ し め る 、
こ と を 含 ん で 成 り 、 そ し て 、
　 前 記 抗 HIV抗 体 を 捕 獲 す る た め の 抗 原 は 、 少 な く と も エ ピ ト ー プ が 無 効 に さ れ て い る 、 H
IVの gagタ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 を 含 ん で 成 り 、
　 そ し て 前 記 捕 獲 及 び 検 出 抗 体 は 、 当 該 捕 獲 さ れ て い る カ プ シ ド 抗 原 の 、 完 全 で あ る 、 前
記 エ ピ ト ー プ の １ つ 、 を 各 々 が 認 識 す る 、
請 求 項 ６ 又 は ７ に 記 載 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 捕 獲 抗 体 及 び 検 出 抗 体 が 各 々 、 配 列 QASQEVKNWMTETLL（ 配 列 番 号 ２ ４ ） の エ ピ ト ー
プ を 認 識 す る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 試 料 を 、 固 相 に 対 し て 結 合 さ せ た 前 記 捕 獲 抗 体 及 び 前 記 捕 獲 抗 原 に 対 し て 、 少 な く
と も １ 種 の 非 イ オ ン 型 の デ タ ー ジ ェ ン ト の 存 在 下 で 接 触 せ し め る 、 請 求 項 １ ５ ～ １ ８ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 非 イ オ ン 性 デ タ ー ジ ェ ン ト が NP40で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 生 物 試 料 に お い て 、 微 生 物 に よ る 感 染 症 を 検 出 す る た め に 使 用 す る キ ッ ト で あ っ て ：
　 － 微 生 物 の タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 を 含 ん で 成 る 捕 獲 又 は 検 出 抗 原 で あ っ て 、 当 該 断 片
は 、 少 な く と も １ つ の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 り 、 し か も 同 時 に 当 該 生 物 試 料
中 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 、 微 生 物 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 に 対 し て 結 合 す る 能 力 を 保 存
し て い る 、 捕 獲 又 は 検 出 抗 原 ；
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　 － 前 記 微 生 物 の タ ン パ ク 質 の 、 完 全 で あ る 、 前 記 エ ピ ト ー プ に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 、
を 含 ん で 成 る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 微 生 物 が C型 肝 炎 ウ ィ ル ス （ HCV） で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 抗 体 が 、 前 記 生 物 試 料 中 に 存 在 す る HCV抗 原 を 捕 獲 す る た め の 抗 体 で あ る 、 請 求 項
２ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 抗 体 が 、 以 下 の 配 列 ： 4 4 LGVR 4 7 （ 配 列 番 号 １ ９ ） 、 3 0 IVGGVYL 3 6 （ 配 列 番 号 ２ ０ ）
、 2 9 QIVGGV 3 4 （ 配 列 番 号 ２ １ ） を 有 す る エ ピ ト ー プ の 群 か ら 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ を 認 識
す る 、 請 求 項 ２ ２ 又 は ２ ３ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 微 生 物 が ヒ ト 免 疫 欠 損 ウ ィ ル ス （ HIV） で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 HIVが HIV-1及 び ／ 又 は HIV-2で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 抗 体 が 前 記 生 物 試 料 中 に 存 在 す る HIV抗 原 を 捕 獲 す る た め の 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２
５ 又 は ２ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 抗 体 が 、 配 列 QASQEVKNWMTETLL（ 配 列 番 号 ２ ４ ） の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 、 請 求 項
２ ５ ～ ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 捕 獲 抗 原 に 加 え て 、 前 記 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 前 記 抗 HCV抗 体 を 検 出 し そ し て 前 記
捕 獲 抗 原 と 複 合 体 を 形 成 さ せ る 手 段 を も 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ２ ２ ～ ２ ４ の い ず れ か １ 項 に
記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 捕 獲 抗 原 に 加 え て 、 前 記 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 前 記 抗 HIV抗 体 を 検 出 し そ し て 前 記
捕 獲 抗 原 と 複 合 体 を 形 成 す る 手 段 を も 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ２ ５ ～ ２ ８ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 検 出 の 手 段 が 、 標 識 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 又 は 抗 イ ソ 型 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ８
又 は ２ ９ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 捕 獲 抗 体 及 び 前 記 捕 獲 抗 原 が 固 相 上 に 固 定 化 さ れ た 形 態 で 存 在 す る 、 請 求 項 ２ ３ 、
２ ４ 、 ２ ９ 又 は ３ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 a)HCVタ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 を 含 ん で 成 る 捕 獲 抗 原 で あ っ て 、 当 該 断 片 が 少 な く と も
２ つ の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 り 、 し か も 同 時 に 、 前 記 生 物 試 料 中 に 存 在 す る
可 能 性 が あ る 抗 HCV抗 体 に 対 し て 結 合 す る 能 力 を 保 存 し て い る 、 捕 獲 抗 原 ；
　 b)前 記 HCVタ ン パ ク 質 の 完 全 で あ る エ ピ ト ー プ の １ つ 対 し て 向 け ら れ た 捕 獲 抗 体 ； を 含
ん で 成 り ；
　 前 記 捕 獲 抗 原 及 び 前 記 捕 獲 抗 体 は 固 相 上 に 固 定 化 さ れ て お り ； そ し て
　 c 1 )HCVタ ン パ ク 質 の 完 全 で あ る 他 の エ ピ ト ー プ の 対 し て 向 け ら れ た 標 識 さ れ た 検 出 抗 体
； 及 び ／ 又 は
　 c 2 )任 意 に 、 HCVの タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 で あ る 標 識 さ れ た 検 出 抗 原 で あ っ て 、 当 該 断
片 は 少 な く と も １ つ の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 り 、 し か も 当 該 同 時 に 、 当 該 生
物 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 抗 HCV抗 体 に 対 し て 結 合 す る 能 力 を 保 存 し て い る 、 検 出
抗 原 、
を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
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　 前 記 標 識 さ れ た 検 出 抗 原 は 、 HCVの カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の 断 片 で あ り 、 こ こ で こ の 断 片
の 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ 部 位 が 無 効 に さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 捕 獲 抗 原 が 、 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ 部 位 が 無 効 に さ れ て い る 断 片 HCVの カ プ
シ ド タ ン パ ク 質 の 断 片 を 含 ん で 成 り 、 そ し て 前 記 抗 体 が 、 当 該 カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の 完 全
で あ る エ ピ ト ー プ 部 位 を 認 識 す る 、 請 求 項 ２ ２ ～ ２ ４ 、 ２ ９ 又 は ３ １ ～ ３ ３ の い ず れ か １
項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 a)HIVの タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 を 含 ん で 成 る 捕 獲 抗 原 で あ っ て 、 当 該 断 片 が 少 な く と
も １ つ の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 り 、 し か も 同 時 に 、 前 記 生 物 試 料 中 に 存 在 す
る 可 能 性 が あ る 抗 HIV抗 体 に 対 し て 結 合 す る 能 力 を 保 存 し て い る 捕 獲 抗 原 ；
　 b)前 記 HIVタ ン パ ク 質 の 完 全 で あ る エ ピ ト ー プ の １ つ 対 し て 向 け ら れ た 捕 獲 抗 体 ； を 含
ん で 成 り ；
　 前 記 捕 獲 抗 原 及 び 前 記 捕 獲 抗 体 は 固 相 上 に 固 定 化 さ れ て お り ；
　 c 1 )HIVタ ン パ ク 質 の 完 全 で あ る 他 の エ ピ ト ー プ の 対 し て 向 け ら れ た 標 識 さ れ た 検 出 抗 体
；
　 c 2 )及 び ／ 又 は 任 意 に 、 HIVタ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 で あ る 標 識 さ れ た 検 出 抗 原 で あ っ て
、 当 該 断 片 が 少 な く と も １ つ の 無 効 さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 り 、 し か も 同 時 に 当 該 生
物 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 抗 HIV抗 体 に 対 し て 結 合 す る 能 力 を 保 存 し て い る 、 標 識
さ れ た 検 出 抗 原 、
を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 捕 獲 抗 原 が 、 HIVの gagタ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 少 な く と も １
つ の エ ピ ト ー プ 部 位 が 無 効 に さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 捕 獲 抗 原 が 、 HIVの gagタ ン パ ク 質 の 断 片 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 当 該 断 片 の 少 な く と
も １ つ の エ ピ ト ー プ 部 位 が 無 効 に さ れ て お り 、 そ し て 前 記 抗 体 が 、 当 該 gagタ ン パ ク 質 の
完 全 で あ る エ ピ ト ー プ 部 位 を 認 識 す る 、 請 求 項 ２ ５ ～ ２ ８ 、 ３ ０ ～ ３ ２ 又 は ３ ６ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 非 イ オ ン 型 の デ タ ー ジ ェ ン ト を 少 な く と も １ 種 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ３ ８ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 非 イ オ ン 型 の デ タ ー ジ ェ ン ト が NP40で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 HCVの カ プ シ ド タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 少 な く と も
１ つ の 完 全 な エ ピ ト ー プ 部 位 及 び 少 な く と も １ つ の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ 部 位 を 維 持 し
、 従 っ て 、 当 該 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ 部 位 は 抗 カ プ シ ド 抗 体 に よ っ て 認 識 不 能 に さ れ て
い る 、 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 配 列 番 号 ４ ～ １ ８ の い ず れ か １ つ の 配 列 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の ペ プ チ ド 又
は ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 HIVの gagタ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 少 な く と も １ つ の
完 全 な エ ピ ト ー プ 部 位 及 び 少 な く と も １ つ の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ 部 位 を 維 持 し 、 従 っ
て 、 当 該 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ 部 位 は 抗 gagタ ン パ ク 質 抗 体 に よ っ て 認 識 不 能 に さ れ て
い る 、 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 配 列 番 号 ２ ２ の 配 列 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 感 染 体 の 、 特 に ウ ィ ル ス 、 微 生 物 に よ る 感 染 症 の in vitro検 出 に 関 連 し 、 詳
細 に は 、 C型 肝 炎 ウ ィ ル ス （ HCV） に よ る 感 染 症 の in vitro検 出 に 関 連 す る 。 更 に 正 確 に は
、 本 発 明 は 、 感 染 体 の 、 特 に ウ ィ ル ス 、 微 生 物 の 抗 原 、 及 び 当 該 感 染 性 微 生 物 に 対 し て 向
け ら れ た 抗 体 を 同 時 検 出 す る た め の 方 法 に 関 連 し 、 並 び に そ れ を 行 う た め の 試 薬 と キ ッ ト
に も 関 連 す る 。 更 に 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 HCV抗 原 及 び 抗 HCV抗 体 を 同 時 に 検 出 す る た め の
方 法 に 関 連 し 、 そ し て そ れ を 行 う た め の 試 薬 と キ ッ ト に 関 連 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 最 初 は 非 A、 非 B型 肝 炎 に 言 及 さ れ た 肝 炎 の 形 態 で あ る 、 C型 肝 炎 ウ ィ ル ス に よ る 感 染 症
は 、 長 期 に 渡 り 、 特 に 輸 血 に お い て 、 確 認 さ れ て き た 関 心 事 と な る 健 康 問 題 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 1989年 5月 31日 に 刊 行 さ れ た 特 許 出 願 EP318 261に は 、 ヒ ト の C型 肝 炎 の 原 因 と な る 、 HCV
と よ ば れ る 、 ウ ィ ル ス の cDNAの 断 片 の ク ロ ー ニ ン グ が 記 載 さ れ て い る 。 そ れ に は ま た 、 前
記 ウ ィ ル ス の 非 構 造 性 タ ン パ ク 質 （ NS1～ NS5） を コ ー ド す る 5つ の 遺 伝 子 の 配 列 （ HCVの 総
ゲ ノ ム の お よ そ 78％ ） 、 C100-3抗 原 （ NS3-NS4領 域 の 363ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 そ し て ス ー パ ー
オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ に 対 し て 融 合 す る ） が 記 載 さ れ て お り 、 そ し て 当 該 C100-3抗 原 を 使
用 し て 抗 HCV抗 体 を 検 出 す る 方 法 も 記 載 さ れ て い る 。 抗 HCV抗 体 を 検 出 す る た め の こ の 「 第
一 生 成 」 方 法 は 、 と り わ け 、 HCVが 、 現 在 は 世 界 中 で C型 肝 炎 と よ ば れ て い る 非 A、 非 B型 肝
炎 の 主 た る 原 因 で あ る こ と を 確 証 可 能 に す る 。 し か し こ の 方 法 で は 、 ウ ィ ル ス に 感 染 し た
血 清 の 検 出 を ７ ０ ～ ８ ０ ％ 超 可 能 に は し な い 。 こ の よ う な 感 度 の 欠 如 に よ り い ず れ の 感 染
症 の 早 期 検 出 が 可 能 に な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Okamotoら （ 1990a） 及 び 1990年 9月 19日 に 刊 行 さ れ た 特 許 出 願 は 、 HCVウ ィ ル ス の ゲ ノ ム
の ５ ’ 末 端 の 配 列 を 記 載 し て お り 、 そ れ は 即 ち 、 C型 肝 炎 の 原 因 と な る ウ ィ ル ス の 構 造 タ
ン パ ク 質 （ カ プ シ ド 、 マ ト リ ク ス 、 エ ン ベ ロ ー プ ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Okamotoら （ 1990b） は 、 抗 HCV抗 体 の ERISAに よ る 検 出 の た め の 標 的 と し て HCVカ プ シ ド
の ア ミ ノ 酸 39～ 74の 配 列 の 使 用 を 公 に し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Hoseinら の 記 事 （ 1991） に は 、 構 造 性 （ カ プ シ ド ： 領 域 AA1～ 120に お け る ） 及 び 非 構 造
性 （ NS3～ NS4： 領 域 AA1200～ 1800に お け る ） 合 成 ペ プ チ ド 抗 原 の 使 用 に 基 づ い て 、 抗 HCV
抗 体 を 検 出 す る た め の 免 疫 ア ッ セ イ が 記 載 さ れ て い る 。 そ れ は 、 抗 HCV抗 体 の 検 出 に お け
る 合 成 ペ プ チ ド の 利 点 、 及 び 構 造 性 及 び 非 構 造 性 抗 原 の 組 み 合 わ せ の 利 点 ： 組 み 合 わ せ に
よ り 感 度 が 高 ま り そ し て 早 期 検 出 が 可 能 に な る 、 こ と を 実 証 し て い る 。 こ こ に 記 載 さ れ た
ア ッ セ イ に よ り 、 抗 体 を ４ ～ １ ０ 週 、 よ り 早 期 に 検 出 す る こ と が 可 能 に な る 。 記 事 は 、 AI
DSウ ィ ル ス な ど の 場 合 の よ う な 、 主 要 な 免 疫 優 先 性 エ ピ ト ー プ が な い こ と を も 示 す 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Nasoffら （ 1991） は 、 カ プ シ ド の 最 も 優 先 的 な 免 疫 反 応 性 エ ピ ト ー プ は N末 端 領 域 （ AA1
～ 40） に 位 置 し て お り 、 そ し て こ れ ら の エ ピ ト ー プ に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 は 、 感 染 後 間
も な く 出 現 す る こ と に 気 付 い た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 抗 HCV抗 体 を 検 出 す る た め の 「 第 二 生 成 」 ア ッ セ イ （ 即 ち 、 構 造 性 及 び 非 構 造 性 キ ャ プ
チ ャ ー 抗 原 の 同 時 使 用 に 基 づ く ） は 、 前 記 第 一 生 成 ア ッ セ イ に 対 し て 有 意 な 進 展 を 構 築 す
る 。 し か し 、 そ れ ら は 依 然 と し て 感 度 を 欠 き ： 特 に HCVで 汚 染 さ れ た 患 者 か ら 採 取 し た 血
清 の せ い ぜ い ９ ５ ～ ９ ８ ％ を 検 出 す る 。 結 果 と し て 、 こ の 検 出 は 依 然 と し て 十 分 に 速 く は
な く 且 つ 輸 血 に お い て 感 染 血 液 が 気 付 か れ ぬ ま ま 通 過 す る こ と に 寄 与 す る 。 実 際 に 、 輸 血
後 の リ ス ク を 減 ら す た め 、 抗 体 が 出 現 す る 前 に ウ ィ ル ス 自 身 を 検 出 す る こ と が 必 須 で あ り
、 そ し て 汚 染 後 に は で き る 限 り 速 く 検 出 す る こ と が 必 須 で あ る 。 こ の よ う な 汚 染 と セ ロ コ
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ン バ ー ジ ョ ン （ 即 ち 、 抗 体 の 出 現 ） と の 間 の 時 間 は 、 「 血 清 学 的 な 空 白 時 間 」 に 言 及 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 様 々 な チ ー ム （ Garsonら （ 1991） ； Shiehら （ 1991） ） が 、 上 記 方 法 の 感 度 及 び 速 さ の
問 題 を 解 決 す る た め に 、 PCR（ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ） に よ っ て ウ ィ ル ス RNAの 検 出 を す る
こ と を 提 案 し て き た 。 実 際 に こ の 方 法 に よ り 、 HCVに よ る 感 染 を 非 常 に 高 感 度 且 つ 速 く 、
即 ち 、 ウ ィ ル ス に 対 し て 曝 露 し た わ ず か 数 日 後 、 即 ち 、 抗 ウ ィ ル ス 抗 体 の 循 環 が 増 加 す る
４ ～ ８ 日 前 に 、 検 出 が 可 能 に な る 。 そ れ は 現 在 、 生 物 流 体 中 で ウ ィ ル ス を 検 出 す る た め に
参 照 と な る 方 法 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し か し 、 前 記 HCVに 対 し て 適 用 さ れ た PCR法 は 様 々 な 問 題 に 直 面 す る よ う に な っ た 。 第 一
に 、 そ れ は 、 RNAを 抽 出 、 精 製 そ し て RNAを cDNAへ 逆 転 写 す る 予 備 段 階 を 行 う こ と を 伴 い 、
そ し て ウ ィ ル ス 物 質 の 部 分 が こ れ ら 予 備 段 階 過 程 で 失 わ れ る 。 第 二 に 、 そ れ に は 特 異 的 且
つ 高 価 な 増 幅 装 置 が 必 要 と な る 。 加 え て 、 そ れ は 、 多 数 の 試 料 を 同 時 に 処 理 す る こ と が 不
可 能 で あ り 且 つ 往 々 に し て 汚 染 が 生 じ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 HCVに よ る 感 染 の 早 期 検 出 を 目 的 と す る 他 の 方 法 は 、 循 環 す る ウ ィ ル ス 抗 原 （ カ プ シ ド
） を 検 出 す る こ と か ら な る 。 こ の 抗 原 は 、 血 清 抗 HCV抗 体 の 出 現 の 数 週 間 前 に 現 れ る 。 Tak
ahasiら （ 1992） は 、 抗 体 の ペ ア を 使 用 し て カ プ シ ド 抗 原 を 検 出 す る ELISA技 術 を 記 載 し て
い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 し か し 、 こ の 抗 原 の 検 出 は 多 く の 場 合 設 定 が 困 難 で 、 そ の 理 由 は 、 血 液 中 の 検 出 可 能 抗
原 の 低 力 価 及 び 入 手 可 能 な 免 疫 試 薬 の 質 に あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 Hajime Tokitaら （ 2000） ら は 、 非 常 に 高 い 検 出 感 度 を 与 え る 、 「 Immuchek F HCV Ag C
ore Kokusai」 と し て 市 販 さ れ て い る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ペ ア （ 5F11及 び 5E3） を 使 用
す る サ ン ド ウ ィ ッ チ 型 の 免 疫 ア ッ セ イ を 記 載 す る 。 こ の 記 事 の 著 者 は 、 カ プ シ ド タ ン パ ク
質 に お け る 突 然 変 異 、 Thr49Proが ア ッ セ イ の 感 度 を 下 げ る こ と を 強 調 す る 。 そ し て ま た カ
プ シ ド 抗 原 の 早 期 段 階 で の 検 出 を 求 め 、 Petersonら （ 2000） が 、 試 料 の 前 処 理 を 伴 な わ ず
、 HCVの カ プ シ ド 抗 原 を 検 出 す る た め の 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る ERISA技
術 を 開 示 す る 。 こ の 記 事 は 、 三 つ の 独 立 す る ア ッ セ イ （ PCRに よ る HCV RNAの 検 出 、 及 び 抗
HCV抗 体 の 検 出 及 び ELISAに よ る カ プ シ ド 抗 原 の 検 出 ） を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 循 環 す る
カ プ シ ド 抗 原 が 、 感 染 の 早 期 血 清 反 応 陰 性 期 の 間 （ 即 ち 、 RNAの 検 出 の お よ そ １ 日 後 ） に
採 取 し た 血 液 バ ッ グ 中 で 有 用 に 検 出 さ れ う る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 感 染 症 の 期 間 全 体 を 通 し て の セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン の 続 く 抗 体 反 応 の 検 出 の 可 能 性 と 組 み
合 わ さ っ た C型 肝 炎 ウ ィ ル ス に よ る 感 染 症 の 検 出 の 早 さ は 、 現 在 の 目 標 、 最 も 詳 細 に は 輸
血 に お け る 目 的 を 維 持 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 最 初 に 、 血 清 学 的 空 白 時 間 の 期 間 中 の HCV抗 原 、 次 い で セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン 後 の 患 者 の
血 清 学 的 展 開 を 検 出 す る た め に 簡 単 に 実 行 で き 且 つ マ ス ス ク リ ー ン グ の 観 点 か ら 自 動 化 さ
れ て 良 い シ ン プ ル 、 感 受 性 、 特 異 的 、 再 現 的 で 、 安 価 な 方 法 の 観 点 か ら 、 抗 HCV抗 体 の 検
出 と HCV抗 原 の 検 出 を 組 み 合 わ せ る こ と が 最 も 望 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 し か し 、 こ の こ と は HCV抗 原 を ア ッ セ イ す る こ と に 関 す る 干 渉 の 主 要 な 問 題 ； 血 清 中 に
存 在 す る 抗 HCV抗 体 と 標 識 し た 抗 HCV抗 体 と の 間 で の 干 渉 、 を 有 す る 。 従 っ て 、 あ る 抗 体 を
検 出 す る 目 的 の た め に 、 標 的 抗 原 （ 抗 原 の 同 時 サ ン ド イ ッ チ 検 出 の た め に 使 用 さ れ る 標 識
さ れ た １ 又 は 複 数 の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 と 同 じ エ ピ ト ー プ を 有 す る だ ろ う ） を 固
相 へ 導 入 す る こ と は 、 固 相 に 対 し て 修 復 不 可 能 な ま で 標 識 さ れ た １ 又 は 複 数 の 抗 体 が 結 合
す る こ と に つ な が り 、 そ れ に よ り 陽 性 反 応 を 欠 く ア ッ セ イ に な る 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の こ と は 、 同 じ 固 相 上 で 、 抗 HCVカ プ シ ド 抗 体 及 び HCVカ プ シ ド 抗 原 を 同 時 に 検 出 す る
た め の シ ス テ ム に 特 に 当 て は ま る 。 従 っ て 、 抗 カ プ シ ド 抗 体 を 検 出 す る 目 的 で 、 カ プ シ ド
抗 原 （ カ プ シ ド 抗 原 を 検 出 す る 目 的 の た め に 使 用 さ れ る 標 識 さ れ た １ 又 は 複 数 の 抗 HCVカ
プ シ ド 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 と 同 じ エ ピ ト ー プ を 有 す る だ ろ う カ プ シ ド 抗 原 ） を 固
相 へ 導 入 す る こ と は 、 固 相 に 対 し て 標 識 さ れ た １ 又 は 複 数 の 抗 体 が 結 合 す る こ と に つ な が
り 、 そ れ に よ り 陽 性 反 応 を 欠 く ア ッ セ イ に な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の よ う な 干 渉 の リ ス ク を 回 避 す る た め に 、 Chiron.Corpら は 、 カ プ シ ド 抗 原 及 び 患 者
の 抗 NS3／ NS4抗 体 の み を 検 出 す る ア ッ セ イ を 行 っ た 。 こ の こ と に 関 し て 、 Chironは 、 第 １
番 目 に 、 固 相 に 対 し て 結 合 さ せ た NS3／ 4a抗 原 を 使 用 し 、 試 験 さ れ る 試 料 の 抗 HCV抗 体 を 捕
獲 し 、 そ し て 第 ２ 番 目 に 、 結 合 し た 抗 HCVカ プ シ ド 抗 体 （ c11-3及 び c11-7） を 捕 獲 し た 。
捕 獲 さ れ た 抗 体 を 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 存 在 下 で SOD（ ス ー
パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ ） と 融 合 さ せ た 抗 原 を 使 用 し て 検 出 し 、 し か も 、 捕 獲 さ れ た 抗
原 を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ VII European Congress of
 the International Society of blood Transfusion－ Paris, July 15～ 18、 2001） を 使
用 し て 検 出 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 干 渉 問 題 に 直 面 し て 、 出 願 EP1020727（ Advanced Life Science Institute） は 、 HCVカ
プ シ ド 抗 原 と 抗 HCVカ プ シ ド 抗 体 を 同 時 に 測 定 す る た め の 方 法 （ "コ ン ボ "型 ア ッ セ イ ） を
供 し 、 こ こ で 抗 原 は 、 抗 カ プ シ ド 抗 体 を 捕 獲 及 び 発 見 又 は 検 出 す る た め に 同 時 に 使 用 さ れ
る カ プ シ ド エ ピ ト ー プ と は 異 な る カ プ シ ド エ ピ ト ー プ に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 に よ っ て 捕
獲 及 び 標 識 さ れ て い る 。 サ ン ド イ ッ チ に よ っ て 抗 原 を 検 出 す る た め 及 び 間 接 ア ッ セ イ に よ
っ て 抗 体 を 検 出 す る た め の 同 時 ア ッ セ イ に お け る 代 表 的 な 例 が 与 え ら れ て お り 、 用 途 は 、
HCVカ プ シ ド の ア ミ ノ 酸 （ AA） 100～ ア ミ ノ 酸 130の 配 列 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 向 け ら れ た
第 一 抗 体 （ 捕 獲 抗 体 ） 、 及 び 配 列 AA40～ 50の エ ピ ト ー プ に 対 し て 向 け ら れ た 第 二 抗 体 （ 検
出 抗 体 ） の 抗 原 を 検 出 す る た め に 作 ら れ て お り 、 当 該 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 使 用 さ れ る
捕 獲 抗 原 は 、 そ れ 自 身 、 配 列 AA1～ 42及 び AA66～ 80を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 し か し な が ら 、 こ の 方 法 は 欠 点 が な い わ け で は な く 、 詳 細 に は 、 そ れ が 、 比 較 的 互 い に
離 れ て い る エ ピ ト ー プ で あ り 、 そ し て 実 際 に は 、 マ イ ナ ー な 、 比 較 的 免 疫 原 性 が な い エ ピ
ト ー プ に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 の 使 用 を 必 要 と す る 。 そ れ は ま た 、 配 列 A43～ 65の 不 在 に
よ り 、 こ の 最 後 の 配 列 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 を 検 出 せ ず 、 そ れ 故 感 度 を 欠 く と い う 欠 点
を も 有 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 加 え て 、 そ れ は カ プ シ ド 抗 原 を 捕 獲 し 、 そ し て 本 発 明 と は 異 な り 、 明 ら か に 異 な る 、 即
ち 、 重 な り 合 っ て い な い カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の ２ つ の 領 域 （ 抗 体 を 検 出 す る た め に AA1～ 4
2及 び AA66～ 80並 び に 抗 原 を 検 出 す る た め に AA100～ 130） を 介 し て 抗 カ プ シ ド 抗 体 を 捕 獲
す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 特 許 出 願 WO01／ 96875 A2（ Chiron） は 、 と り わ け て 、 デ タ ー ジ ェ ン ト と し て N－ ラ ウ リ
ル サ ル コ ジ ニ ン を 使 用 す る 、 カ プ シ ド 及 び 抗 NS3及 び 抗 NS4抗 体 を 同 時 に 検 出 す る 方 法 （ 「
不 完 全 コ ン ボ 」 、 図 ２ ） を 記 載 す る 。 他 方 、 そ れ は 、 図 8及 び 33ペ ー ジ で 非 常 に ま と め て
、 「 完 全 コ ン ボ 」 ア ッ セ イ 、 即 ち 、 カ プ シ ド 抗 原 （ サ ン ド イ ッ チ に よ っ て ） と 抗 HCVカ プ
シ ド 及 び 抗 HCV非 構 造 性 タ ン パ ク 質 抗 体 （ 二 重 抗 原 サ ン ド イ ッ チ に よ っ て ） を 同 時 に 検 出
す る た め の ア ッ セ イ を 記 載 す る 。 抗 原 を 捕 獲 す る た め に 、 HCVカ プ シ ド の 巨 大 N末 端 部 分 （
AA10～ 53） を 認 識 す る こ と が 知 ら れ て い る 、 ２ つ の 抗 体 、 c11-3及 び c11-7を 使 用 し 、 そ し
て 検 出 す る た め に 、 HCVカ プ シ ド の C末 端 部 分 （ AA120～ 130） を 認 識 す る こ と が 知 ら れ て い
る 第 三 の 抗 体 、 c11-14を 使 用 し て い る 。 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 使 用 さ れ た 捕 獲 抗 原 は 、
複 数 の エ ピ ト ー プ を 有 す る 融 合 抗 原 （ 「 MEFA12」 、 出 願 WO01／ 96875の 表 ２ を 参 照 の こ と
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） で あ り 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ （ SOD） と の 融 合 と し て 、 NS3、 NS4及 び NS5抗 原
及 び 数 個 の HCV系 統 ： 突 然 変 異 体 R47L、 AA64～ 68及 び AA67～ 84を 担 持 す る AA9～ 53の 一 連 の
カ プ シ ド 配 列 を 含 む 。 配 列 AA54～ 63及 び AA54～ 66は こ れ ら ２ つ の 一 連 の 配 列 に 欠 け る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 し か し 、 特 許 出 願 WO01／ 96875A2の 「 完 全 コ ン ボ 」 ア ッ セ イ の 実 施 は 記 載 さ れ て い な い
。 従 っ て 、 当 業 者 が 、 図 ８ の コ ン ボ ア ッ セ イ は 、 提 起 さ れ た 問 題 を 満 足 す る 、 即 ち 、 HCV
に よ る 感 染 を で き る 限 り 速 く 検 出 す る た め に 機 能 す る か ど う か を 明 ら か 且 つ 疑 い な く 確 認
す る こ と は 不 可 能 で あ る 。 い ず れ に せ よ 、 最 良 の 場 合 の シ ナ リ オ に お い て も 、 特 許 出 願 WO
01／ 96875A2の コ ン ボ は 、 ミ ッ シ ン グ 配 列 AA54～ 63及 び AA54～ 56に 対 し て 向 け ら れ た 全 抗
体 の 検 出 を 必 然 的 に 失 う だ ろ う 。 感 度 の 損 失 の リ ス ク が 結 果 と し て 生 じ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 特 許 出 願 EP1251353A2（ Ortho－ Clinical Diagnostics） は 、 カ プ シ ド を 検 出 す る た め に
同 じ 抗 体 を 使 用 す る 「 完 全 コ ン ボ 」 ア ッ セ イ を 記 載 す る 。 し か し 、 そ れ ら の 起 源 又 は そ れ
ら の エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 特 定 し て は い な い 。 加 え て 、 使 用 さ れ る デ タ ー ジ ェ ン ト が BRIJ又
は MYRJ型 に 特 定 さ れ て お り 、 そ れ は 見 掛 け 上 、 Ortho Clinical Diagnosticsに よ っ て 市 販
さ れ て い る カ プ シ ド 抗 原 検 出 キ ッ ト （ 例 ３ を 参 照 の こ と ） の N－ ラ ウ リ ル サ ル コ シ ン が 好
適 で あ る 。 抗 カ プ シ ド 抗 体 は 、 改 変 （ 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て ） さ れ て い る カ プ シ ド 抗 原 ：
C22KSN▽ 47、 48（ ア ミ ノ 酸 47及 び 48を 欠 い た カ プ シ ド 配 列 AA10～ 99を 含 ん で 成 る 、 SODと
の 融 合 に よ る タ ン パ ク 質 ） 又 は C22KSR47L（ 47位 で ア ル ギ ニ ン を ロ イ シ ン に 置 換 し た 、 カ
プ シ ド 配 列 AA10～ 99を 含 ん で 成 る 、 SODと の 融 合 に よ る タ ン パ ク 質 ） を 使 用 す る こ と で 検
出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 特 許 出 願 WO03／ 002749A2（ Abbott） は HCVカ プ シ ド 抗 原 を 検 出 す る た め の 多 く の 抗 原 及
び ア ッ セ イ を 記 載 し て い る 。 「 リ ア ル コ ン ボ 」 に 言 及 さ れ る 「 完 全 コ ン ボ 」 ア ッ セ イ （ 図
１ 及 び 59ペ ー ジ ） の み が 、 抗 カ プ シ ド 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 固 相 中 に 固 定 化 さ れ た 、 カ
プ シ ド の ア ミ ノ 酸 １ １ ～ ２ ８ に 対 応 す る ビ オ チ ニ ル 化 さ れ た ペ プ チ ド を 利 用 す る 。 カ プ シ
ド を 検 出 す る た め に 、 固 相 に お け る Advanced Life Science Institute t C11～ 14（ カ プ
シ ド 配 列 AA45～ 50を 認 識 す る ） の 抗 体 と ア ク リ ジ ン で 標 識 さ れ た C11～ 10（ カ プ シ ド 配 列 A
A32～ 36を 認 識 す る ） の 組 み 合 わ せ を 使 用 す る 。 従 っ て 、 出 願 WO03／ 002749A2は 、 本 発 明
と は 異 な り 、 カ プ シ ド 抗 原 の 捕 獲 及 び 抗 カ プ シ ド 抗 体 の ２ つ の 明 ら か に 異 な る 、 即 ち 、 重
な り 合 っ て い な い カ プ シ ド サ イ ト （ 抗 体 を 検 出 す る た め に AA11～ 28及 び 抗 原 を 検 出 す る た
め に AA45～ 50） を 介 す る 捕 獲 を 行 う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 者 は 、 従 っ て 、 提 起 さ れ た 問 題 を 解 決 す る た め に 、 代 替 方 法 を 開 発 す る こ と に 尽
力 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 HCV抗 原 及 び こ の 抗 原 に 対 し て 向 け ら れ た 患 者 の 抗 体 を 同 時 に 検 出 す る た め の 方 法 は 、
干 渉 の 問 題 を 回 避 し 、 且 つ PCRに 近 い 検 出 感 度 の レ ベ ル 及 び 早 期 の 検 出 を 達 成 し 、 し か も
同 時 に 、 患 者 の セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン 後 の 血 清 学 的 な 展 開 を 追 跡 可 能 と す る こ と が 発 見 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 者 は 、 こ の 問 題 を 、 人 工 的 に 異 な る 抗 体 を 捕 獲 す る た め に 使 用 さ れ る 標 的 抗 原 の
所 定 の エ ピ ト ー プ を 構 造 的 修 飾 す る こ と よ っ て よ っ て 解 決 す る 。 こ の よ う に し て 修 飾 さ れ
た エ ピ ト ー プ は 、 次 い で 無 効 さ れ る 。 同 時 に 、 抗 原 を 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 す る た め に 使 用
さ れ る 抗 体 は 、 そ れ ら 自 身 、 患 者 の 抗 原 上 に 存 在 す る 未 修 飾 エ ピ ト ー プ を 正 確 に 認 識 す る
よ う に 選 択 さ れ 、 従 っ て 、 そ れ ら は も は や こ れ ら 同 じ エ ピ ト ー プ を 示 さ な い 修 飾 さ れ た 抗
原 に 対 し て は 結 合 で き な い 。 エ ピ ト ー プ は も は や 同 一 で は な い の で 、 HCV抗 原 を 捕 獲 及 び
／ 又 は 検 出 す る た め に 使 用 さ れ た 抗 体 と 患 者 の 抗 体 と の 間 で 何 ら 競 合 が な い 。 従 来 技 術 の
所 定 の 数 の 技 術 と は 対 照 的 に 、 カ プ シ ド 抗 原 の 捕 獲 及 び 抗 カ プ シ ド 抗 体 の 捕 獲 は カ プ シ ド
の 単 一 且 つ 同 じ タ ン パ ク 質 領 域 で 生 じ 、 後 に あ る よ う に 、 そ し て 所 定 数 の 抗 カ プ シ ド 抗 体
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の 検 出 ロ ス を 回 避 す る だ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 複 数 の エ ピ ト ー プ が カ プ シ ド の N末 端 部 分 で 同 定 さ れ て い る の で 、 こ の タ ン パ ク 質 領 域
は 、 カ プ シ ド 抗 原 の 、 そ し て 抗 カ プ シ ド 抗 体 の 両 方 の 非 常 に 高 感 度 な 検 出 を 達 成 す る た め
に 最 も 適 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 抗 体 及 び 抗 原 、 最 も 免 疫 反 応 性 の 配 列 を 同 時 に 検 出 す る こ と が 可 能 で
あ り 、 従 っ て 、 検 出 の 感 度 を 高 め る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 い う ま で も な い が 、 本 発 明 は 、 C型 肝 炎 ウ ィ ル ス （ HCV） に よ る 感 染 症 を 検 出 す る こ と の
み に は 限 定 さ れ な い 。 そ れ は ま た 、 以 下 に 記 載 し た よ う に 、 任 意 の 感 染 性 微 生 物 （ 例 え ば
、 ウ ィ ル ス の A、 B、 C、 D又 は E型 の 様 々 な 型 の 肝 炎 の 原 因 の ウ ィ ル ス 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 、
特 に ヒ ト の エ イ ズ （ HIV-1、 HIV-1グ ル ー プ O、 HIV-2） 又 は サ ル の エ イ ズ の 原 因 の レ ト ロ ウ
ィ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス （ CMV） 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス 、 例 え ば 、 デ ン グ ウ ィ ル ス 、 及
び 細 菌 、 微 生 物 、 寄 生 微 生 物 な ど ） が 理 由 の 感 染 症 を 検 出 、 及 び ／ 又 は 感 染 症 の モ ニ タ リ
ン グ す る 方 法 、 試 薬 及 び キ ッ ト の 一 般 化 を す る こ と も 包 含 し 、 抗 原 及 び 抗 体 の 検 出 を 刺 激
す る こ と が 所 望 さ れ て い る 。 本 明 細 書 中 、 C型 肝 炎 ウ ィ ル ス （ HCV） に つ い て 更 に 詳 細 に 記
載 さ れ た 発 明 は 、 非 常 に 当 業 者 が 容 易 に 理 解 で き る 一 般 的 な 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 定 義
　 用 語 「 C型 肝 炎 ウ ィ ル ス 」 又 は 「 HCV」 と は 、 本 明 細 書 中 、 C型 肝 炎 の 原 因 と な る ウ ィ ル
ス の 全 て の 系 統 及 び 全 て の タ イ プ 、 サ ブ タ イ プ 及 び ジ ェ ノ タ イ プ を 意 味 す る 。 本 発 明 の 方
法 は 、 実 際 に 、 そ の 起 源 及 び そ の ジ ェ ノ タ イ プ が 何 で あ れ 、 HCVに よ る 全 て の 感 染 症 を 検
出 す る こ と を 目 的 と す る 。 こ れ は 特 に 、 ヨ ー ロ ッ パ 、 米 国 、 及 び 日 本 で 循 環 す る ウ ィ ル ス
の 周 知 の タ イ プ 及 び サ ブ タ イ プ （ 即 ち 、 ６ つ の 主 要 な ジ ェ ノ タ イ プ ： １ ， ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５
、 及 び ６ 並 び に そ れ ら の サ ブ タ イ プ １ a、 1b、 3aな ど ） を 含 ん で 成 る 。 Stuyverら （ 1994）
； Bukh（ 1995） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 用 語 「 ヒ ト 免 疫 欠 損 ウ ィ ル ス 」 又 は 「 HIV」 と は 、 ヒ ト の AIDSの 原 因 と な る レ ト ロ ウ ィ
ル ス の 全 て の 系 統 及 び 全 て の タ イ プ 、 サ ブ タ イ プ 、 集 団 及 び ジ ェ ノ タ イ プ を 意 味 す る 。 用
語 HIVと は 詳 細 に HIV-1（ HIV-1グ ル ー プ M、 HIV-1グ ル ー プ O） 、 及 び HIV-2及 び そ れ ら の 変
異 体 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 背 景 に お い て 、 「 生 物 試 料 」 は 、 好 適 に 生 物 流 体 、 例 え ば 、 血 液 、 血 し ょ う 、
血 清 、 尿 、 脳 脊 髄 流 体 、 唾 液 な ど か ら な る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 用 語 「 抗 体 」 と は 、 任 意 の 全 抗 体 又 は 抗 体 が 抗 原 性 化 合 物 の 少 な く と も １ つ の 抗 原 決 定
基 に 対 し て 結 合 す る こ と を 可 能 に す る 少 な く と も １ つ の 抗 原 性 組 み 合 わ せ 部 位 を 含 ん で 成
る か あ る い は そ れ ら か ら な る 抗 体 の 機 能 的 断 片 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 抗 体 断 片 と し て は 、
Fab、 Fab’ 、 及 び F（ ab’ ） 2 断 片 及 び scFv（ 単 鎖 可 変 断 片 ） 鎖 、 dsFv（ 二 重 鎖 可 変 断 片 ）
鎖 な ど を 述 べ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 機 能 的 断 片 は 特 に 遺 伝 子 操 作 に よ っ て 獲 得 で き う
る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 背 景 に お い て 使 用 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は モ ノ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血
清 の 生 産 物 は 、 常 用 の 技 術 の 結 果 物 で あ り 、 そ の 詳 細 は あ と に 与 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 用 語 「 捕 獲 抗 体 」 と は 、 抗 体 、 又 は 抗 体 の 部 分 を 意 味 し 、 好 適 に は 、 固 相 に 対 し て 結 合
さ せ ら れ て お り 、 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 微 生 物 の 抗 原 、 例 え ば 、 HCV又 は HIVの 抗 原 を 親 和
性 結 合 に よ っ て 維 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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　 生 物 試 料 中 の 抗 体 及 び 抗 原 の 存 在 は 、 「 検 出 手 段 」 に よ っ て 明 ら か に な る 。 抗 原 の 検 出
に 関 し て 、 本 発 明 は 、 詳 細 に 少 な く と も １ つ の 「 検 出 抗 体 」 を 使 用 す る 検 出 を 供 す る 。 標
識 さ れ て い る 検 出 抗 体 は 、 捕 獲 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る の と は 異 な る エ ピ ト ー プ 部 位 を 認
識 す る こ と 又 は カ プ シ ド 中 に リ ピ ー ト モ チ ー フ が 存 在 す る 理 由 で 同 一 で あ る 部 位 を 認 識 す
る こ と に よ り 、 親 和 性 結 合 す る こ と に よ っ て 、 捕 獲 さ れ た 抗 原 に 対 し て 結 合 で き る 。 抗 体
の 検 出 に 関 し て 、 使 用 は 、 特 に 標 識 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 又 は 抗 イ ソ タ イ プ 抗 体 、 例 え
ば 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン Gか ら な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 用 語 「 標 識 」 と は 、 直 接 標 識 化 （ 酵 素 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 色 素 、 発 光 化 合 物 な ど を 介
す る ） 及 び 間 接 標 識 （ 例 え ば 、 直 接 標 識 さ れ た 抗 体 又 は 標 識 さ れ た 「 親 和 性 ペ ア 」 、 例 え
ば 、 限 定 は さ れ な い が 標 識 さ れ た ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン な ど か ら な る 試 薬 を 使 用 す る こ と で
） の 両 方 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 用 語 「 抗 原 断 片 」 と は 、 感 染 し た 患 者 中 又 は 免 疫 化 さ れ た 動 物 中 で 、 抗 体 合 成 を 誘 導 で
き る 、 感 染 性 微 生 物 の 例 え ば 、 C型 肝 炎 ウ ィ ル ス 又 は HIVの 天 然 又 は 組 み 換 え タ ン パ ク 質 の
全 部 又 は 一 部 を 意 味 す る 。 そ れ は 、 詳 細 に 、 カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の 全 部 も し く は 一 部 、 又
は HCVの 非 構 造 性 タ ン パ ク 質 、 特 に NS3及 び NS4の 全 部 も し く は 一 部 を 意 味 し 、 そ れ ら が 遺
伝 子 操 作 に よ っ て 獲 得 さ れ る か あ る い は 獲 得 さ れ な い に か か わ ら な い 。 そ れ は ま た 、 HIV
の gag遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、 詳 細 に は 、 P25（ HIV-1） 又 は P26（ HIV-2
） の 全 部 も し く は 一 部 、 又 は エ ン ベ ロ ー プ 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、 詳 細
に は gp41（ HIV-1） も し く は gp36（ HIV-2） の 全 部 又 は 一 部 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 用 語 「 捕 獲 抗 原 」 と は 、 単 離 さ れ た 抗 原 性 断 片 を 意 味 し 、 好 適 に は 固 相 に 対 し て 結 合 さ
せ ら れ て お り 、 微 生 物 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 、 例 え ば 、 抗 HCV又 は 抗 HIV抗 体 に よ っ て 認
識 さ れ 、 そ し て 後 者 と の 親 和 性 結 合 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 用 語 「 検 出 抗 原 」 と は 、 捕 獲 抗 原 な ど の 標 識 さ れ 且 つ 修 飾 さ れ た 抗 原 （ 即 ち 、 そ れ は 、
無 効 さ れ て い る エ ピ ト ー プ 部 位 又 は エ ピ ト ー プ を １ 以 上 含 む ） を 意 味 す る 。 そ れ は 、 競 合
に よ っ て 捕 獲 さ れ た 抗 原 を 検 出 す る こ と 又 は 、 「 二 重 抗 原 サ ン ド イ ッ チ 」 法 （ Maioliniら
（ 1978） ） と も 呼 ば れ る 常 用 の 抗 原 － 抗 体 － 抗 原 サ ン ド イ ッ チ 法 に よ っ て 抗 体 を 検 出 す る
こ と の い ず れ か を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 捕 獲 抗 原 、 及 び ／ 又 は 、 特 に 抗 原 － 抗 体 － 抗 原 サ ン ド イ ッ チ に よ る 抗
体 検 出 に お い て 任 意 に 使 用 さ れ る 検 出 抗 原 は 、 無 効 さ れ て い る エ ピ ト ー プ 部 位 又 は エ ピ ト
ー プ を １ 以 上 含 む 。 「 エ ピ ト ー プ 部 位 」 又 は 「 エ ピ ト ー プ 」 と は 、 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ
そ し て そ れ ら の 特 異 的 結 合 を 可 能 に す る ア ミ ノ 酸 の 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 HCVタ ン パ ク 質 に 関 し て 、 カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の い く つ か の エ ピ ト ー プ が 同 定 さ れ て い
る 。 ア ミ ノ 酸 １ ６ ～ ア ミ ノ 酸 ４ ０ 、 及 び ア ミ ノ 酸 ４ ４ ～ ア ミ ノ 酸 ４ ７ に 位 置 す る エ ピ ト ー
プ が 特 に 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Okomotoら （ 1990） ； Nasoffら (1991)； Leathyら （ 1991
） ； Takahashiら （ 1992） ； Sallbergら （ 1992） ； 及 び Ishida（ 1993） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 HCVの 非 構 造 性 タ ン パ ク 質 の 多 く の エ ピ ト ー プ も 当 業 界 で 公 知 で あ る 。 NS3タ ン パ ク 質 上
、 ア ミ ノ 酸 1188～ ア ミ ノ 酸 1493（ Yangら （ 1995） ） 、 及 び ア ミ ノ 酸 1175～ ア ミ ノ 酸 1334（
Yangら 、 （ 1999） ） に 位 置 す る エ ピ ト ー プ 、 及 び ア ミ ノ 酸 1460～ ア ミ ノ 酸 1532に 位 置 す る
エ ピ ト ー プ （ Clayesら （ 1995） ） が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 最 も 広 く 知 ら れ て い る NS4エ ピ ト ー プ の １ つ 、 エ ピ ト ー プ 5-1-1（ AA1689～ 1760） が Ceri
noら （ 1991） 中 で 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
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　 HIVに 関 し て 、 い く つ か の エ ピ ト ー プ も 従 来 技 術 に お い て 記 載 さ れ て い る 。 そ れ ら は 、
詳 細 に 、 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ３ ～ ３ ５ ０ に 位 置 す る 、 HIV-1（ グ ル ー プ M） P25タ ン パ ク 質 の エ ピ
ト ー プ 、 そ し て ま た Gnannら （ 1987） に よ っ て 記 載 さ れ た gp41の 免 疫 優 占 性 エ ピ ト ー プ 又
は そ の 配 列 の 変 異 体 で あ り ； こ れ は 再 度 、 詳 細 に 、 例 え ば 、 上 記 HIV-1P25の エ ピ ト ー プ に
配 列 が 相 同 的 な P26タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ 、 又 は HIV-2gp36の エ ピ ト ー プ 、 詳 細 に 、 Gnan
nら （ 1987） に よ っ て 記 載 さ れ た gp36の 免 疫 優 占 性 エ ピ ト ー プ 、 も し く は こ の 配 列 の 変 異
体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 無 効 さ れ て い る 」 発 現 エ ピ ト ー プ 部 位 又 は エ ピ ト ー プ と は 、 前 記 エ ピ ト ー プ 部 位 又 は
エ ピ ト ー プ が そ の 構 造 （ 一 次 、 二 次 、 三 次 及 び ／ 又 は 四 次 ） 内 で 修 飾 さ れ て い る こ と を 意
味 し 、 そ の 修 飾 に よ り 、 こ の 無 効 さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 る 捕 獲 抗 原 又 は 検 出 抗 原 は
、 同 時 に 、 検 出 さ れ る 抗 原 に 対 し て 向 け ら れ た 捕 獲 抗 体 、 及 び ／ 又 は 検 出 抗 体 に 対 し て 結
合 せ ず 、 し か も 同 時 に 、 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 、 微 生 物 に 対 し て 向 け ら れ た
抗 体 の 例 え ば 抗 HCV又 は 抗 HIV抗 体 が 、 完 全 な 状 態 を 維 持 す る 他 の エ ピ ト ー プ 部 位 を 認 識 す
る こ と に よ っ て 、 結 合 す る 能 力 は 保 存 し て い る 。 従 っ て 、 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 抗 体 は 、 生
物 試 料 中 に 存 在 す る 抗 原 上 、 「 完 全 形 態 」 、 即 ち 、 「 無 効 に さ れ て い な い 」 又 は 「 天 然 」
形 態 に あ る 件 の エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 本 発 明 の 背 景 に お い て
、 完 全 形 態 に あ る エ ピ ト ー プ を 、 無 効 さ れ た エ ピ ト ー プ に 対 し て 「 相 同 的 」 な エ ピ ト ー プ
と も よ ぶ 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 用 語 「 特 異 的 に 」 と は 、 そ れ が 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 特 異 的 認 識 又 は 結 合 に 言 及 さ れ る 場
合 、 抗 体 が 、 他 の 抗 原 と の 実 質 的 な 相 互 作 用 を 何 ら 伴 わ ず に 所 定 の 抗 原 と 相 互 作 用 す る こ
と を 意 味 し 、 又 は も し そ れ が あ る エ ピ ト ー プ に よ る 「 特 異 的 」 認 識 か 疑 問 で あ れ ば 、 実 質
上 こ の エ ピ ト ー プ の 認 識 を 排 除 す る こ と に よ る 。 会 合 定 数 は 10 8 L／ mol超 が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 捕 獲 及 び 検 出 抗 体
　 本 発 明 中 で 使 用 さ れ て い る 抗 体 は 、 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 で あ り 、 そ し て こ の 理 由
に 関 し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 モ ノ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 即 ち 、 た っ た １ つ の エ
ピ ト ー プ の み を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler及 び Milsten（ 1975） に よ っ て 記 載 さ れ た リ ン パ 球 融 合
及 び ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 に よ り 獲 得 で き う る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る た め の 他 の
方 法 も 公 知 で あ る （ Harlowら （ 1988） ） 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス
、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 又 は ヒ ト な ど ） を 免 疫 化 す る こ と 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ を も た ら す リ ン
パ 球 融 合 技 術 （ Kohler及 び Milsten（ 1975） ） を 使 用 す る こ と で 調 製 さ れ て 良 い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ の 通 常 の 方 法 に 代 わ る 技 術 が 存 在 す る 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 使 用 す る こ と で ク
ロ ー ン 化 さ れ た 核 酸 の 発 現 に よ っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る こ と が 可 能 で あ る 。
抗 体 cDNAを ベ ク タ ー （ そ れ は 典 型 的 に 線 状 フ ァ ー ジ （ 例 え ば 、 大 腸 菌 （ E.Coli） に 対 す る
FUSE5、 Scottら 、 （ 1990） ） で あ る ） 中 へ と に 組 み 込 む こ と に よ る 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ
ー 技 術 を 使 用 す る こ と で 抗 体 を 生 産 す る こ と も 可 能 で あ る 。 後 者 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 成
し 、 そ し て そ れ ら の 表 層 で scFv断 片 を 呈 示 す る 。 こ れ ら 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め
の プ ロ ト コ ー ル は Marksら （ 1991） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 通 常 の 手 順 に よ り 、 天 然 の ペ プ チ ド で あ る 抗 原 に 対 し て 免 疫 化
さ せ た 動 物 の 血 清 か ら 獲 得 で き う る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 一 般 に 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 詳 細 に は 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は オ リ ゴ ペ プ チ ド が 、 免 疫
源 と し て 使 用 さ れ て 良 い 。 常 用 の プ ロ ト コ ー ル に よ れ ば 、 ウ サ ギ は 、 Benoitら （ 1982） に
よ っ て 記 載 さ れ た 手 順 に 従 い 、 １ mg当 量 の ペ プ チ ド 免 疫 源 で 免 疫 化 さ せ る 。 ４ 週 間 隔 で 、
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動 物 に は ２ ０ ０ μ gの 抗 原 を 与 え 、 そ し て １ ０ ～ １ ４ 日 後 に 出 血 さ せ た 。 第 ３ 回 目 の 注 射
の 後 、 ク ロ ラ ミ ン T法 に よ っ て 調 製 し た 、 ヨ ウ 素 に よ り 放 射 性 同 位 体 標 識 さ れ て い る 、 抗
原 性 ペ プ チ ド に 対 し て 結 合 す る 抗 血 清 の 能 力 が 評 価 を 評 価 す る 。 次 い で 、 カ ル ボ キ シ メ チ
ル セ ル ロ ー ス （ CMC） か ら な る イ オ ン 交 換 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 さ れ る
。 次 い で 、 溶 離 に よ っ て 回 収 さ れ た 抗 体 分 子 を 当 業 者 に 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、 IgG画 分 を
獲 得 す る た め の DEAE Sephadexを 使 用 す る こ と に よ っ て 所 望 の 濃 度 に 調 整 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の 特 異 性 を 高 め る た め に 、 抗 体 は 、 免 疫 化 の た め に 使 用 さ れ 且 つ 固
相 に 対 し て 固 定 化 さ れ た ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 限 定 で は な い が 、 HCVの カ プ シ ド ペ プ チ ド AA1
6～ 44及 び AA39～ 74） を 使 用 す る 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 又 は 免 疫 吸 着 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー ） に よ っ て 精 製 さ れ て 良 い 。 抗 血 清 を 、 固 相 中 に 固 定 化 さ れ て い る ペ プ チ ド と
、 当 該 ペ プ チ ド と 抗 体 分 子 が 当 該 固 相 中 で 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る た め に 十 分 な 時 間 に 渡 り
接 触 せ し め る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 者 は 、 更 に 詳 細 に 、 下 の 表 １ に 示 し た 特 異 的 抗 HCV抗 体 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 HIVを 検 出 す る た め の コ ン ボ ア ッ セ イ に 関 し て 、 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 好 適 に 以 下 の ペ プ
チ ド 配 列 の １ つ 、 又 は 変 異 体 HIV系 統 の 対 応 す る 配 列 、 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る 。
　 － 配 列 308QASQEVKNWMTETLL322（ 配 列 番 号 24） の HIV-1グ ル ー プ Mの P25タ ン パ ク 質 の エ ピ
ト ー プ ；
　 － P26タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ 、 詳 細 に は 、 配 列 同 定 体 （ 配 列 番 号 ２ ４ ） に よ っ て 描 か
れ た HIV-1 P25の エ ピ ト ー プ の 配 列 と 相 同 的 な 配 列 の エ ピ ト ー プ 、 例 え ば 、 配 列 QTDPAVKNW
MTQTLL（ 配 列 番 号 ２ ５ ） を 含 む エ ピ ト ー プ （ HIV-2単 離 体 ： ROD）
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 い う ま で も な く 、 上 記 抗 体 に 関 す る 記 載 に 対 し て 類 似 又 は 同 一 な エ ピ ト ー プ 特 異 性 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 MA又 は 獲 得 す る こ と は 、 当 業 者 の 範 囲 内 で あ り 、 そ れ ら は 本 発 明
を 実 行 す る た め に 適 し て い る 。
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【 ０ ０ ６ ０ 】
　 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 抗 原
　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 検 出 抗 原 は 、 無 効 さ れ て い る エ ピ ト ー プ 部 位 を １ 以 上 含 む 。
捕 獲 抗 原 と 、 そ し て ／ 又 は 検 出 抗 原 と 干 渉 す る 両 方 の リ ス ク が あ る ２ つ の 異 な る 交 代 が 使
用 さ れ る 場 合 、 当 該 抗 原 上 の 少 な く と も ２ つ の 部 位 を 無 効 す る こ と が 必 須 で あ り う る 。 こ
の 場 合 、 例 え ば 、 サ ン ド イ ッ チ 型 の 免 疫 ア ッ セ イ の た め に 、 捕 獲 抗 原 と 同 じ 表 層 上 に 固 定
化 さ れ て い る 捕 獲 抗 体 を 、 そ し て 検 出 抗 体 を 使 用 す る 。 次 い で 、 捕 獲 抗 体 は 、 そ れ が 特 異
的 に 、 捕 獲 抗 原 上 の ２ つ の 無 効 さ れ た エ ピ ト ー プ の う ち の １ つ に 対 し て 相 同 的 な 、 患 者 の
天 然 抗 原 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る よ う に 選 択 さ れ 、 し か も 検 出 抗 体 は 、 そ れ が 特 異 的 に
、 捕 獲 抗 原 上 の ２ つ の 無 効 さ れ た エ ピ ト ー プ の 他 の 方 に 対 し て 相 同 的 な 患 者 の 天 然 抗 原 上
で エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 様 に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 前 記 捕 獲 抗 原 及 び ／ 又 は 検 出 抗 原 は 、 微 生 物 、 詳 細 に は 、 HCV又 は HIVの 抗 原 性 タ ン パ ク
質 に 由 来 す る エ ピ ト ー プ の 全 部 又 は 一 部 を 真 似 た ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 又 は か ら 成 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 好 適 に 、 そ れ は カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド で あ り 、 特 に 、 抗 原 が 殆 ど 確 認 さ れ な い
慢 性 肝 炎 の 場 合 に 抗 カ プ シ ド 抗 体 の 検 出 が 特 に 有 利 で あ り 、 そ し て 更 に 確 認 さ れ る 抗 カ プ
シ ド 抗 体 が 循 環 す る 場 合 に 有 利 で あ る 。 そ れ は ま た １ も し く は 複 数 の 非 構 造 性 タ ン パ ク 質
、 例 え ば NS3及 び ／ も し く は NS4で あ っ て も 良 い 。 様 々 な 捕 獲 又 は 検 出 抗 原 も 一 緒 に 組 み 合
わ さ れ て 良 い 。 い く つ か の 異 な る 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 抗 原 を 使 用 す る こ の よ う な 実 施 態 様
は 、 例 え ば 、 抗 カ プ シ ド 抗 体 及 び HCVの 非 構 造 性 タ ン パ ク 質 NS3及 び ／ 又 は NS4に 対 す る 抗
体 を 検 出 可 能 に す る 。 抗 カ プ シ ド 抗 体 と 抗 NS3抗 体 の 同 時 検 出 が 特 に 好 適 で あ る 。 本 発 明
は 、 カ プ シ ド 抗 原 、 抗 カ プ シ ド 抗 体 、 E1及 び ／ も し く は E2エ ン ベ ロ ー プ 構 造 タ ン パ ク 質 に
対 す る 抗 体 、 E1及 び ／ も し く は E2エ ン ベ ロ ー プ 抗 原 、 及 び ／ 又 は HCVの 非 構 造 性 タ ン パ ク
質 NS3及 び ／ 又 は NS4に 対 す る 抗 体 の 同 時 検 出 を も 含 ん で 成 る 。 具 体 化 さ れ て い る 他 の 組 み
合 わ せ も 本 発 明 の 一 部 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 同 様 に 、 gag抗 原 、 gagに 対 す る 抗 体 及 び ／ 又 は AIDSウ ィ ル ス （ HIV-1、 HIV-2な ど ） の エ
ン ベ ロ ー プ に 対 す る 抗 体 （ そ の 配 列 は 、 Wain-Hobsonら （ 1985） ； Ratnerら （ 1985） ； San
chez-Pescadorら （ 1985） ； Guyderら （ 1987） の 記 事 に 刊 行 さ れ て い る ） の 同 時 検 出 も 本
発 明 の 一 部 で あ る 。 好 適 に 、 検 出 さ れ る gag抗 原 は 、 HIV-1P25タ ン パ ク 質 又 は HIV-2P26タ
ン パ ク 質 で あ り 、 そ し て 求 め ら れ て い る 抗 gag抗 体 は コ レ ラ の タ ン パ ク 質 に 対 し て 向 け ら
れ て い る 。 尚 好 適 に 、 HIV-1及 び HIV-2の エ ン ベ ロ ー プ に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る た め の エ ン
ベ ロ ー プ 抗 原 は 、 HIV-1gp41及 び HIV-2gp36で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 類 似 し て 、 Alconら （ 2002） に よ っ て 記 載 さ れ た NS1抗 原 の 、 NS1に 対 す る 抗 体 の 検 出 、
又 は 更 に デ ン グ ウ ィ ル ス の NS2、 NS3及 び ／ も し く は S4に 対 す る 抗 体 の 検 出 と の 同 時 検 出 も
本 発 明 の 一 部 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 適 用 す る た め の 技 術 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 好 適 に 、 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 抗 原 は 、 一 層 実 用 的 で あ る の で 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ
っ て 生 産 さ れ た 合 成 ペ プ チ ド で あ る 。 例 と し て 、 Merrifield型 の 合 成 が 、 純 度 、 抗 原 特 異
性 及 び 不 都 合 な 副 産 物 が な い こ と 、 及 び そ の 使 用 の 簡 便 さ の 理 由 か ら 挙 げ る こ と が で き る
（ Marrifield（ 1963） ； R.C.Shepperd（ 1971） ； Athertonら （ 1989） ） 。 自 動 合 成 器 と し
て 、 Milliporeの 「 9050 Plus Pep Synthesizer」 、 Perseptiveの 「 Pioneer」 合 成 装 置 、 A
BI（ Applied Biosystems Inc.） の 「 433A」 合 成 装 置 又 は Raininの 「 Symphony」 合 成 装 置
な ど が 使 用 さ れ て 良 い 。 ペ プ チ ド は 、 均 一 相 合 成 に よ っ て も 獲 得 で き う る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ れ ら の 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 抗 原 上 の エ ピ ト ー プ を 無 効 に す る こ と は 、 様 々 な 方 法 で 行
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わ れ て 良 い 。 エ ピ ト ー プ 部 位 を こ の よ う に 修 飾 す る た め に 必 要 な 唯 一 の 条 件 と は 、 当 該 捕
獲 抗 原 及 び ／ も し く は 検 出 抗 原 が 捕 獲 抗 体 及 び ／ も し く は 検 出 抗 体 に 対 し て 結 合 す る 可 能
性 は な い が 、 同 時 に 、 微 生 物 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 、 詳 細 に は 、 生 物 試 料 中 に 存 在 す る
可 能 性 の あ る 、 抗 HCV又 は 抗 HIV抗 体 に 対 し て 結 合 す る 能 力 を 保 存 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 標 的 と な る 各 エ ピ ト ー プ 部 位 に お い て 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 、 好 適 に は ２ つ の ア ミ
ノ 酸 を 修 飾 す る こ と は 、 修 飾 さ れ な い ほ う の エ ピ ト ー プ を 不 安 定 化 す る こ と な く 、 エ ピ ト
ー プ を 無 効 す る の に 十 分 で あ る 。 か か る 修 飾 は 好 適 に 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 に よ っ て
、 例 え ば 、 グ リ シ ン で は な い 残 基 を グ リ シ ン も し く は ア ラ ニ ン 残 基 に よ り 置 換 す る こ と に
よ っ て 、 又 は あ る ク ラ ス の ア ミ ノ 酸 を 他 の ク ラ ス の ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と に よ っ て 獲 得
さ れ う る 。 極 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ト
レ オ ニ ン 又 は チ ロ シ ン ） を 非 極 性 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン
、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 又
は シ ス テ イ ン ） で 置 換 す る こ と 、 及 び そ の 逆 が 可 能 で あ る 。 塩 基 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸
（ 例 え ば 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は ヒ ス チ ジ ン ） を 酸 性 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば
、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 又 は グ ル タ ミ ン 酸 ） で 置 換 す る こ と 、 及 び そ の 逆 が 可 能 で あ る か あ る い
は 、 他 に 側 鎖 が 環 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 チ ロ シ ン 又 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ） を 、 直 線
側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と 、 又 は そ の 逆 も 可 能 で あ る 。 １ も し く は 数 個 の ア ミ
ノ 酸 の 欠 失 、 又 は １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 挿 入 は 、 エ ピ ト ー プ に お け る 、 特 に 非 天 然
ア ミ ノ 酸 に お い て 、 エ ピ ト ー プ を 無 効 す る こ と を 可 能 に す る 。 ア ミ ノ 酸 の 官 能 基 の 修 飾 、
即 ち 、 特 に 、 基 OH、 NH 2 又 は SHに お け る 修 飾 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 背 景 に お い て 使 用 す る ペ プ チ ド の 中 で 、 抗 原 及 び 抗 体 の 同 時 検 出 が 望 ま し い 全
種 類 の 感 染 性 微 生 物 （ 例 え ば 、 ウ ィ ル ス で あ り 、 様 々 な タ イ プ の 肝 炎 の 原 因 と な る ウ ィ ル
ス 、 AIDS（ HIV-1、 HIV-2な ど ） の 原 因 と な る レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 CMVウ ィ ル ス 、 デ ン グ ウ ィ
ル ス な ど の ウ ィ ル ス 、 そ し て ま た 細 菌 、 寄 生 微 生 物 な ど ） に 由 来 す る ペ プ チ ド を 想 像 す る
こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 詳 細 に 、 且 つ 包 括 的 な 説 明 に よ り 、 HCVカ プ シ ド ペ プ チ ド 、 詳 細 に は 、 ア ミ ノ 酸 １ ～ ７
５ 、 ６ ～ ６ ８ 及 び １ ～ ５ ３ の も の が 挙 げ ら れ る 。 ジ ェ ノ タ イ プ １ の コ ン セ ン サ ス 配 列 に 対
応 す る こ れ ら の 配 列 （ サ ブ タ イ プ １ a、 1b、 1c） が 添 付 の 配 列 リ ス ト に 与 え ら れ て お り 、
そ し て そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 １ 、 ２ 、 及 び ３ で 記 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ７ ２ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 の 背 景 に お い て 使 用 す る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 HIVの gagポ リ ペ
プ チ ド 又 は エ ン ベ ロ ー プ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 特 に 、 そ れ は HIV-1P25タ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス 配 列 に 対 応 す る ペ プ チ ド で あ り 、 そ の
配 列 は 、 添 付 の 配 列 リ ス ト で 、 配 列 同 定 体 配 列 番 号 ２ ３ に よ っ て 規 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 そ れ は ま た HIV-1の gp41の エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 る ペ プ チ ド で あ っ て 良 く 、 特 に 配 列 番
号 ２ ６ ～ 配 列 番 号 ３ １ の ペ プ チ ド で あ っ て 良 い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 抗 原 と し て の HIV-2の gagポ リ ペ プ チ ド 又 は エ ン ベ ロ ー プ ポ リ ペ プ チ
ド の 使 用 も 本 発 明 の 一 部 で あ る 。 そ れ は 特 に 、 下 の 配 列 番 号 ３ ２ 又 は 配 列 番 号 ３ ３ の 配 列
の gp36の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 そ れ は HIV-2の P26タ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド で も あ っ て も 良 く 、 例 え ば 、 配 列 同 定 体 配
列 番 号 ２ ３ に よ っ て 描 か れ た P25タ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 配 列 が 相 同 的 な ポ リ
ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 修 飾 さ れ た ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 抗 原 と し て 使 用 さ
れ る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド も 本 発 明 の 一 部 で あ る 。 そ れ ら は 詳 細 に 、 修 飾 さ れ た エ ピ
ト ー プ 部 位 を １ 以 上 有 す る カ プ シ ド ペ プ チ ド 断 片 で あ り う る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 対 象 は 、
HCVカ プ シ ド タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 少 な く と も １ つ の
完 全 な エ ピ ト ー プ 部 位 及 び 少 な く と も １ つ の 無 効 さ れ た エ ピ ト ー プ 部 位 を 有 し 、 従 っ て 、
前 記 無 効 さ れ た エ ピ ト ー プ 部 位 は 、 抗 カ プ シ ド 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る こ と が で き な い よ
う に 作 ら れ て い る 。 好 適 な ペ プ チ ド は 、 ２ 、 ３ 又 は ４ 個 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 を 、 特 に 、 ア ミ
ノ 酸 ２ ０ ～ ４ ０ か ら な る 部 分 で そ し て ア ミ ノ 酸 ４ ４ ～ ４ ７ か ら な る 部 分 で 示 す 。 以 下 の 突
然 変 異 は 特 に 有 利 且 つ 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 ３ ４ 、 ４ ４ 、 及 び ４ ７ の グ リ シ ン 残 基 で の 置 換 （ 配 列 番 号 ４ 、 「 Cap１ ～ ７ ５
（ G34-G44-G47） に 規 定 さ れ た ペ プ チ ド 」 ） ：
　 配 列 番 号 ４ ： Cap１ ～ ７ ５ （ G34-G44-G47）
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 ３ １ 、 ４ ４ 、 及 び ４ ７ の グ リ シ ン 残 基 で の 置 換 （ 配 列 番 号 ５ 、 「 Cap１ ～ ７ ５
（ G34-G44-G47） に 規 定 さ れ た ペ プ チ ド 」 ） ：
　 配 列 番 号 ５ ： Cap１ ～ ７ ５ （ G31-G44-G47）
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ア ミ ノ 酸 ３ ６ 、 ４ ４ 、 及 び ４ ７ の グ リ シ ン 残 基 で の 置 換 （ 配 列 番 号 ６ 、 「 Cap１ ～ ７ ５
（ G36-G44-G47） に 規 定 さ れ た ペ プ チ ド 」 ） ：
　 配 列 番 号 ６ ： Cap１ ～ ７ ５ （ G36-G44-G47）
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ア ミ ノ 酸 ３ ４ 、 ４ ４ 、 及 び ４ ７ の グ リ シ ン 残 基 で の 置 換 （ 配 列 番 号 ７ 、 「 Cap６ ～ ６ ８
（ G34-G44-G47） に 規 定 さ れ た ペ プ チ ド 」 ） ：
　 配 列 番 号 ７ ： Cap６ ～ ６ ８ （ G34-G44-G47）
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ア ミ ノ 酸 ３ １ 、 ４ ４ 、 及 び ４ ７ の グ リ シ ン 残 基 で の 置 換 （ 配 列 番 号 ８ 、 「 Cap６ ～ ６ ８
（ G31-G44-G47） に 規 定 さ れ た ペ プ チ ド 」 ） ：
　 配 列 番 号 ８ ： Cap６ ～ ６ ８ （ G31-G44-G47）
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【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ア ミ ノ 酸 ３ ６ 、 ４ ４ 、 及 び ４ ７ の グ リ シ ン 残 基 で の 置 換 （ 配 列 番 号 ９ 、 「 Cap６ ～ ６ ８
（ G36-G44-G47） に 規 定 さ れ た ペ プ チ ド 」 ） ：
　 配 列 番 号 ９ ： Cap６ ～ ６ ８ （ G36-G44-G47）
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 ３ ４ 、 ４ ４ 、 及 び ４ ７ の グ リ シ ン 残 基 で の 置 換 （ 配 列 番 号 １ ０ 、 「 Cap１ ～ ５
３ （ G34-G44-G47） に 規 定 さ れ た ペ プ チ ド 」 ） ：
　 配 列 番 号 １ ０ ： Cap１ ～ ５ ３ （ G34-G44-G47）
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ア ミ ノ 酸 ３ １ 、 ４ ４ 、 及 び ４ ７ の グ リ シ ン 残 基 で の 置 換 （ 配 列 番 号 １ １ 、 「 Cap１ ～ ５
３ （ G31-G44-G47） に 規 定 さ れ た ペ プ チ ド 」 ） ：
　 配 列 番 号 １ １ ： Cap１ ～ ５ ３ （ G31-G44-G47）
【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ア ミ ノ 酸 ３ ６ 、 ４ ４ 、 及 び ４ ７ の グ リ シ ン 残 基 で の 置 換 （ 配 列 番 号 １ ２ 、 「 Cap１ ～ ５
３ （ G36-G44-G47） に 規 定 さ れ た ペ プ チ ド 」 ） ：
　 配 列 番 号 １ ２ ： Cap１ ～ ５ ３ （ G36-G44-G47）
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【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 ４ ５ 及 び ４ ６ の 欠 失 ：
　 配 列 番 号 １ ３ ： Cap１ ～ ７ ５ （ G34-del（ 45-46） ）
【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ １ 】
　 骨 格 長 の 修 飾 ：
　 配 列 番 号 １ ４ ： Cap１ ～ ７ ５ （ G34-β A45）
【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
式 中 、 β Aは β ア ラ ニ ン を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 挿 入 及 び 突 然 変 異 に よ る 骨 格 長 の 修 飾 ：
　 配 列 番 号 １ ５ ： Cap１ ～ ７ ５ （ G34-G46-G46’ ）
【 化 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 極 性 の 逆 転 ：
　 配 列 番 号 １ ６ ： Cap１ ～ ７ ５ （ nL29-G30-G44-G47）
【 化 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
式 中 、 nLは ノ ル ロ イ シ ン を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
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　 ア ミ ノ 酸 置 換 ：
　 配 列 番 号 １ ７ ： Cap１ ～ ７ ５ （ G34-F35-G44-G47）
【 化 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ア ミ ノ 酸 置 換 ：
　 配 列 番 号 １ ８ ： Cap１ ～ ７ ５ （ G34-hS35-G44-G47）
【 化 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
式 中 、 hSは ホ モ セ リ ン を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 は 、 HIVタ ン パ ク 質 の gagタ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ っ
て 、 少 な く と も １ つ の 完 全 な エ ピ ト ー プ 部 位 及 び 少 な く と も １ つ の 無 効 さ れ た エ ピ ト ー プ
部 位 を 有 し 、 従 っ て 、 こ の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ 部 位 は 同 gagタ ン パ ク 質 に 対 し て 向 け
ら れ た 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ な い よ う に つ く ら れ て い る 、 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド に も
関 連 す る 。 更 に 詳 細 に は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 HIV-1P25タ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス 配 列
を 含 ん で 成 り 、 そ し て １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 又 は ５ 個 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 詳 細 に は ア ミ ノ 酸 ２ ９
３ ～ ３ ２ ２ か ら 成 る 部 分 で の 置 換 を 示 し う る 。 好 適 に 、 前 記 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、
HIV-1（ M） P25タ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 有 し 、 こ こ で 、 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ５ 、 ２ ９ ８
、 ３ １ ０ 及 び ３ １ ２ は グ リ シ ン 残 基 で 置 換 さ れ て お り 、 そ し て ア ミ ノ 酸 ３ １ ６ は フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン 残 基 で 置 換 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
【 化 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 こ れ ら の ペ プ チ ド 配 列 が 使 用 さ れ る 場 合 、 N末 端 部 位 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 を よ り 簡 単 に
結 合 さ せ 、 支 持 す る 又 は 任 意 の 注 目 の 分 子 を 結 合 さ せ る こ と が で き る よ う に す る た め に 、
ア ミ ノ 酸 C-G-G-（ 即 ち 、 Cys-Gly-Gly-） を 付 加 す る こ と が 有 利 で あ り う る 。 ペ プ チ ド C-G-
G-Cap１ ～ ７ ５ （ G34-G44-G47） は 、 こ の こ と に 関 し て 特 に 有 利 で あ り う る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 検 出 の 方 法
　 本 発 明 は 、 一 般 に 、 in vitroで 、 生 物 試 料 に お い て 微 生 物 に よ る 感 染 症 を 検 出 す る た め
の 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 は 、 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 、 当 該 微 生 物 の 抗 原 及 び 当 該 微 生 物
に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 を 同 時 検 出 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 当 該 方 法 は ：
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　 a)生 物 試 料 を 、 前 記 微 生 物 に 対 し て 向 け ら れ た 捕 獲 抗 体 、 及 び 当 該 微 生 物 に 由 来 す る 捕
獲 抗 原 と 接 触 せ し め ；
　 b)こ の 混 合 物 を 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 c)形 成 さ れ た 当 該 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 露 出 さ せ 、 そ れ は 任 意 に 、 捕 獲 さ れ て い る 前 記 微
生 物 の 抗 原 に 対 し て 結 合 で き る 少 な く と も １ つ の 標 識 さ れ た 検 出 抗 体 及 び ／ 又 は 任 意 に 、
捕 獲 さ れ て い る 前 記 微 生 物 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 に 対 し て 結 合 で き る 標 識 さ れ た 検 出 抗
原 を 使 用 す る 、
こ と を 含 ん で 成 り ；
　 そ し て 、 こ こ で 前 記 微 生 物 の 当 該 捕 獲 抗 原 は 、 前 記 微 生 物 の 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー
プ が 無 効 さ れ て い る 抗 原 性 断 片 で あ る か あ る い は そ れ を 含 ん で 成 り ；
　 そ し て 、 前 記 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 抗 体 は 、 当 該 捕 獲 さ れ て い る 抗 原 の 、 完 全 で あ る 、 エ
ピ ト ー プ を 認 識 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 単 一 の 抗 体 ／ 抗 原 ペ ア の 使 用 に 限 定 さ れ て は い な い と 解 さ れ る 。 そ れ
は 、 い く つ か の 異 な る 捕 獲 抗 体 及 び い く つ か の こ と な る 捕 獲 抗 原 を 使 用 す る こ と で 行 わ れ
て 良 い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 詳 細 に 、 従 っ て 、 本 発 明 は 、 in vitroで 、 生 物 試 料 に お い て C型 肝 炎 ウ ィ ル ス （ HCV） に
よ る 感 染 症 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 当 該 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 、 HCVの 抗 原 及 び
当 該 HCVの 抗 原 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 HCV抗 体 を 同 時 検 出 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 当 該 方 法
は ：
　 a)生 物 試 料 を 、 抗 HCV捕 獲 抗 体 及 び HCV捕 獲 抗 原 と 接 触 せ し め ；
　 b)こ の 混 合 物 を 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 c)形 成 さ れ た 当 該 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 露 出 さ せ 、 そ れ は 任 意 に 、 捕 獲 さ れ て い る HCV抗
原 に 対 し て 結 合 で き る 標 識 さ れ た 検 出 抗 体 及 び ／ 又 は 任 意 に 、 捕 獲 さ れ て い る 抗 HCV抗 体
に 対 し て 結 合 で き る 標 識 さ れ た 検 出 抗 原 を 使 用 す る 、
こ と を 含 ん で 成 り 、
　 そ し て 、 こ こ で 当 該 HCV捕 獲 抗 原 は 、 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ が 無 効 さ れ て い る HCV
の 抗 原 性 断 片 で あ る か そ れ を 含 ん で 成 り ；
　 そ し て 、 前 記 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 抗 体 は 、 前 記 捕 獲 さ れ て い る 抗 原 の 、 完 全 で あ る 、 エ
ピ ト ー プ を 認 識 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 in vitroで 、 生 物 試 料 に お い て ヒ ト 免 疫 欠 損 ウ ィ ル ス （ HIV） に よ る 感 染 症
を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 当 該 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 、 HIVの 抗 原 及 び 当 該 HIVの 抗
原 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 HIV抗 体 を 同 時 検 出 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 当 該 方 法 は ：
　 a)生 物 試 料 を 、 抗 HIV捕 獲 抗 体 及 び HIV捕 獲 抗 原 と 接 触 せ し め ；
　 b)こ の 混 合 物 を 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 c)形 成 さ れ た 当 該 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 露 出 さ せ 、 そ れ は 任 意 に 、 捕 獲 さ れ て い る HIV抗
原 に 対 し て 結 合 で き る 標 識 さ れ た 検 出 抗 体 及 び ／ 又 は 任 意 に 、 捕 獲 さ れ て い る 抗 HCV抗 体
に 対 し て 結 合 で き る 標 識 さ れ た 検 出 抗 原 を 使 用 す る 、
こ と を 含 ん で 成 り 、
　 そ し て 、 こ こ で 当 該 捕 獲 抗 原 は 、 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ が 無 効 さ れ て い る HIVの
抗 原 性 断 片 で あ る か そ れ を 含 ん で 成 り ；
　 そ し て 、 前 記 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 抗 体 は 、 前 記 捕 獲 さ れ て い る 抗 原 の 、 完 全 で あ る 、 エ
ピ ト ー プ を 認 識 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 好 適 に 、 前 記 方 法 に よ り 、 HIV-1の 検 出 、 HIV-2の 検 出 、 又 は HIV-1と HIV-2両 方 の 検 出 が
可 能 に な る 。 そ の 結 果 、 別 な 考 え に よ れ ば 、 使 用 さ れ て 良 い HIV捕 獲 抗 原 は 、 そ れ ぞ れ 、 H
IV-1捕 獲 抗 原 、 HIV-2捕 獲 抗 原 、 並 び に HIV-1及 び HIV-2捕 獲 抗 原 又 は HIV-1捕 獲 抗 原 の 組 み
合 わ せ 、 及 び HIV-2捕 獲 抗 原 組 み 合 わ せ で あ る か 、 そ れ ら を 含 ん で 成 る 。
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【 ０ １ ０ ４ 】
　 生 物 試 料 は 、 任 意 に 前 段 階 で 処 理 さ れ て 良 い か あ る い は 捕 獲 抗 原 及 び 捕 獲 抗 体 と 、 検 出
さ れ る べ き 抗 原 の 露 出 を 促 す よ う な 条 件 下 で 接 触 さ せ ら れ る 。 有 利 に 、 前 記 試 料 は 、 変 性
剤 で 、 検 出 前 に 、 そ し て 好 適 に は そ れ が 、 使 用 さ れ る 抗 体 と 接 触 さ せ ら れ る 前 に 、 処 理 さ
れ る 。 HCVの カ プ シ ド 、 又 は HIVの gagタ ン パ ク 質 の 検 出 の 場 合 、 こ の 変 性 剤 は 特 に 、 非 イ
オ ン 型 の １ 又 は 複 数 の デ タ ー ジ ェ ン ト か ら な り 、 そ れ は 例 え ば 、 Nonidet P-40（ NP40） （
tert－ オ ク チ ル フ ェ ノ キ シ  ポ リ （ オ キ シ エ チ レ ン ） エ タ ノ ー ル 、 IGEPAL CA630と も よ ば
れ る ） 、 又 は 酸 溶 液 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ の 組 み 合 わ せ 免 疫 ア ッ セ イ は 、 限 定 で は な い 、 当 業 者 に 周 知 の 様 々 な 形 態 ： 固 相 又 は
均 一 相 に お い て ； １ 段 階 又 は ２ 段 階 で ； 二 重 サ ン ド イ ッ チ 法 （ ２ つ の 抗 原 及 び 抗 体 検 出 の
た め の 重 ね 合 わ せ ） ； 又 は サ ン ド イ ッ チ 法 （ 抗 原 検 出 の た め に ） と 組 み 合 わ せ た 間 接 法 （
抗 体 検 出 の た め に ） で 行 わ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 に よ れ ば 、 前 記 捕 獲 抗 体 及 び 捕 獲 抗 原 は 固 相 上 に 固 定 化 さ れ て い る 。 固
相 は 、 限 定 で は な い が 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 詳 細 に は 、 ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ プ
レ ー ト 、 例 え ば 、 Company Nunc、 Denmarkに よ っ て 市 販 さ れ て い る も の が 使 用 さ れ て 良 い
。 固 体 粒 子 又 は ビ ー ズ ； 常 磁 性 ビ ー ズ 、 例 え ば 、 Dynal又 は Merck-Eurolab（ 商 用 名 Estapo
r（ 登 録 商 標 ） ） に よ っ て 市 販 さ れ て い る も の 、 又 は 他 に ポ リ ス チ レ ン も し く は ポ リ プ ロ
ピ レ ン で で き て い る も の な ど も 使 用 さ れ て 良 い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ２ つ の 抗 体 （ 捕 獲 抗 体 及 び 検 出 抗 体 ） 間 で の サ ン ド イ ッ チ 型 の 免 疫 ア ッ セ イ 形 態 は 、
生 物 試 料 中 に 存 在 す る 抗 原 を 検 出 す る た め に 特 に 有 利 で あ り 、 従 っ て 、 抗 体 は 、 当 該 抗 体
に 対 し て 結 合 す る 捕 獲 抗 原 及 び 標 識 さ れ た 接 合 体 、 例 え ば 、 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 Aも し
く は 標 識 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は 抗 イ ソ 型 抗 体 を 使 用 す る こ と で 露 出 さ れ て 良 い （
通 常 「 間 接 形 態 」 に 言 及 さ れ る 形 態 に よ り ） 。 抗 体 は 、 当 該 抗 体 に 対 し て 結 合 す る 捕 獲 抗
原 及 び 標 識 さ れ た 抗 原 を 使 用 す る こ と で も 有 利 に 検 出 さ れ て 良 い （ 「 抗 原 － 抗 体 － 抗 原 サ
ン ド イ ッ チ 」 又 は 「 二 重 抗 原 サ ン ド イ ッ チ 」 に 言 及 さ れ る 形 態 に よ る ） 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 競 合 に よ っ て 抗 原 を 検 出 す る た め の 免 疫 ア ッ セ イ 形 態 も 可 能 で あ る 。 免 疫 ア ッ セ イ の 他
の 態 様 も 予 想 さ れ 、 そ し て そ れ ら は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 捕 獲 抗 体 及 び 検 出 抗 体 （ 特 に サ ン ド イ ッ チ の 場 合 に 使 用 さ れ
る ） は 、 そ れ ら が 、 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 検 出 さ れ る べ き 天 然 の 標 的 抗 原 （ そ れ は エ ピ ト
ー プ に つ い て 完 全 で あ り 、 捕 獲 抗 原 上 の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ に 対 し て 相 同 的 で あ る ）
を 認 識 す る よ う に 、 そ し て そ れ ら が 捕 獲 抗 原 上 の 無 効 さ れ た エ ピ ト ー プ を 認 識 し な い よ う
に 、 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 、 微 生 物 の 抗 原 及 び 当 該 微 生 物 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 の 同 時 検 出 で あ っ
て 、 詳 細 に は 、 HCV抗 原 及 び 及 び 抗 HCV抗 体 の 同 時 検 出 、 又 は 他 に HIV抗 原 及 び 及 び 抗 HIV抗
体 の 同 時 検 出 は 、 一 段 階 、 即 ち 、 生 物 試 料 を 同 時 に 検 出 手 段 に 至 ら し め る こ と 、 例 え ば 、
詳 細 に は 、 検 出 抗 体 又 は 抗 体 と 、 １ 又 は 複 数 の 捕 獲 抗 体 及 び １ 又 は 複 数 の 捕 獲 抗 原 に 同 時
に 接 触 せ し め る こ と に よ っ て 行 わ れ て 良 い 。 こ の 場 合 、 抗 原 を 検 出 す る た め の 免 疫 ア ッ セ
イ 及 び 抗 体 を 検 出 す る た め の 免 疫 ア ッ セ イ は 両 方 と も 好 適 に サ ン ド イ ッ チ に よ っ て 行 わ れ
て い る 。 代 わ り に 、 検 出 手 段 、 例 え ば 、 詳 細 に は 、 １ 又 は 複 数 の 検 出 抗 体 は 、 第 二 段 階 で
、 即 ち 、 第 一 抗 原 － 抗 体 複 合 体 が 形 成 さ れ た 後 に 、 こ の 混 合 物 に 対 し て 加 え ら れ て 良 い 。
次 い で 、 こ れ は 二 段 階 ア ッ セ イ と し て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 上 記 の よ う に 、 捕 獲 抗 原 は 、 詳 細 に 、 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ 部 位 が 無 効 さ れ て い
る HCVカ プ シ ド タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 で あ っ て 良 い 。 捕 獲 抗 原 は 、 HCVの 非 構 造 性 タ ン パ
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ク 質 、 詳 細 に は 、 限 定 で は な い が 、 NS3又 は NS4の 抗 原 性 断 片 か ら な っ て も 良 く 、 こ こ で も
少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ 部 位 が 無 効 さ れ て い る 。 最 後 に 、 捕 獲 抗 原 は 、 少 な く と も １
つ の エ ピ ト ー プ 部 位 が 無 効 さ れ て い る 、 カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 の 組 み 合 わ せ 及
び 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ 部 位 も 無 効 さ れ て い る 、 及 び HCVの 非 構 造 性 タ ン パ ク 質 、 N
S3又 は NS4の 抗 原 性 断 片 の 組 み 合 わ せ か ら も な り う る 。 当 業 者 に よ っ て 予 測 さ れ う る 全 て
の 変 異 体 は 本 発 明 の 一 部 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 好 適 な 実 施 態 様 に よ れ ば 、 生 物 試 料 に お い て C型 肝 炎 ウ ィ ル ス （ HCV） に よ る 感
染 症 を 検 出 す る た め の 方 法 は ：
　 a)生 物 試 料 を 、 固 相 に 対 し て 結 合 さ せ ら れ た HCV捕 獲 抗 体 及 び HCV捕 獲 抗 原 と 接 触 せ し め
；
　 b)こ の 混 合 物 を 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 c)固 相 と 液 相 を 分 離 し ；
　 d)当 該 固 層 を 、 捕 獲 さ れ て い る HCV抗 原 を 結 合 で き る 標 識 さ れ た 検 出 抗 体 、 及 び 、 捕 獲
さ れ て い る 抗 HCV抗 体 を 結 合 で き る １ も し く は 複 数 の 標 識 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く
は 抗 イ ソ 型 抗 体 に 接 触 せ し め る 、
こ と を 含 ん で 成 り 、
　 抗 HCV抗 体 を 捕 獲 す る た め の 抗 原 は 、 ２ つ の エ ピ ト ー プ が 無 効 に さ れ て い る HCVの カ プ シ
ド タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 で あ る か そ れ を 含 ん で 成 り 、
　 そ し て 、 捕 獲 さ れ て い る カ プ シ ド 抗 原 の 、 完 全 で あ る 、 エ ピ ト ー プ の う ち の １ つ を 認 識
す る 前 記 捕 獲 及 び 検 出 抗 体 、
を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 他 の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 HIV、 例 え ば 、 HIV-1又 は HIV-2に よ る 感 染 症 の 検 出
を 可 能 に す る 。 好 適 に 、 当 該 方 法 は 、 HIV-1に 由 来 す る 捕 獲 抗 原 及 び HIV-2に 由 来 す る 捕 獲
抗 原 の 両 方 を 、 抗 HIV-1抗 体 と 抗 HIV-2抗 体 の 両 方 を 検 出 で き る よ う に す る た め に 含 ん で 成
る 。 従 っ て 、 こ の 好 適 な 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 の 方 法 は 、 平 等 に 、 HIV-1及 び ／ 又 は HIV-2
に よ る 感 染 を 検 出 す る た め に 使 用 で き う る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 捕 獲 抗 原 は 、 HIVの gagタ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 HIV-1 P25タ ン パ ク 質 又 は HIV-2 P26タ ン パ
ク 質 の 抗 原 性 断 片 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ 部 位 は 無 効 に さ れ て
い る 。 捕 獲 抗 原 は 、 HIVの エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 、 詳 細 に は 、 限 定 で は な い が 、 HIV-1 g
p41タ ン パ ク 質 の 又 は HIV-2 gp36の 抗 原 性 断 片 を 含 ん で 成 る 。 最 後 に 、 捕 獲 抗 原 は 、 HIV-1
及 び HIV-2の gagタ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 の 組 み 合 わ せ 、 追 加 と し て 、 こ こ で 適 宜 、 HIV-1
エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 及 び HIV-2エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 の 組 み 合 わ せ か
ら な り う る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の 好 適 な 実 施 態 様 に よ れ ば 、 生 物 試 料 に お い て ヒ ト 免 疫 欠 損 ウ ィ ル ス （ HIV） に
よ る 感 染 症 を 検 出 す る た め の 方 法 は ：
　 a)生 物 試 料 を 、 固 相 に 対 し て 結 合 さ せ ら れ た HIV捕 獲 抗 体 及 び HIV捕 獲 抗 原 と 接 触 せ し め
；
　 b)こ の 混 合 物 を 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 c)固 相 と 液 相 を 分 離 し ；
　 d)当 該 固 層 を 、 捕 獲 さ れ て い る HIV抗 原 を 結 合 で き る 標 識 さ れ た 検 出 抗 体 、 及 び 捕 獲 さ
れ て い る 抗 HIV抗 体 を 結 合 で き る １ も し く は 複 数 の 標 識 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は
抗 イ ソ 型 抗 体 に 接 触 せ し め る 、
こ と を 含 ん で 成 り 、
　 抗 HIV抗 体 を 捕 獲 す る た め の 抗 原 は 、 ２ つ の エ ピ ト ー プ が 無 効 に さ れ て い る HIVの カ プ シ
ド タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 で あ る か そ れ を 含 ん で 成 り 、
　 そ し て 、 捕 獲 さ れ て い る gag抗 原 の 、 完 全 で あ る 、 エ ピ ト ー プ の う ち の １ つ を 認 識 す る
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前 記 捕 獲 及 び 検 出 抗 体 、
を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 好 適 に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 HIV-1も し く は HIV-2に よ る 感 染 症 、 又 は HIV-1及 び HIV-2に よ
る 感 染 症 の 検 出 に 向 け ら れ て い る 。 後 者 の 代 替 に よ れ ば 、 抗 HIV抗 体 を 捕 獲 す る た め の 抗
原 は 、 HIV-1の gagタ ン パ ク 質 の 断 片 及 び HIV-2の gagタ ン パ ク 質 の 断 片 の 組 み 合 わ せ で あ る
。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ELISAア ッ セ イ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 又 は 任 意 の 他 の 検 出 技 術 が 、 形 成 さ れ た 抗 原
－ 抗 体 複 合 体 の 存 在 を 明 ら か に す る た め に 使 用 さ れ て 良 い 。 同 じ 型 又 は 複 数 の 型 の 標 識 が
、 第 一 番 目 に 、 感 染 性 微 生 物 抗 原 、 詳 細 に は 、 HCV又 は HIV抗 原 を 、 そ し て 第 二 番 目 に は 、
感 染 性 微 生 物 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 、 詳 細 に は 、 抗 HCV又 は 抗 HIV抗 体 を 検 出 す る た め に 使
用 さ れ て 良 い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 生 物 試 料 に お け る 抗 原 又 は 抗 体 の 存 在 の 検 出 は 、 定 量 的 に 完 了 さ れ て 良 い 。 そ れ は 例 え
ば 、 当 業 者 に 周 知 の 標 準 的 な 技 術 に よ る 、 標 識 に よ り 放 射 さ れ た シ グ ナ ル （ 色 、 蛍 光 、 放
射 性 ） を 検 出 す る こ と に よ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 キ ッ ト
　 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 、 生 物 試 料 に お け る 、 微 生 物 、 例 え ば 、 C型 肝 炎 ウ ィ ル ス （ HCV）
又 は ヒ ト 免 疫 欠 損 ウ ィ ル ス （ HCV） に よ る 感 染 症 を 検 出 す る た め に 使 用 す る キ ッ ト 及 び 試
薬 は 、 本 発 明 が 簡 単 に 実 施 で き 且 つ 多 く の 生 物 学 的 試 料 に 対 し て 適 用 で き る よ う に 提 供 さ
れ て 良 い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 対 象 は 、 生 物 試 料 に お け る 、 微 生 物 に よ る 感 染 症 を 検 出 す る た め の キ
ッ ト で あ り 、 当 該 キ ッ ト は ：
　 － 微 生 物 の タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 で あ る か あ る い は そ れ を 含 ん で 成 る 、 捕 獲 又 は 検 出
抗 原 で あ っ て 、 当 該 断 片 は 、 少 な く と も １ つ の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 り 、 し
か も 同 時 に 当 該 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 微 生 物 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 に 対 し
て 結 合 す る 能 力 を 保 存 し て い る 、 捕 獲 又 は 検 出 抗 原 ；
　 － 前 記 微 生 物 の タ ン パ ク 質 の 完 全 で あ る エ ピ ト ー プ に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 、
を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 他 の 特 定 の 対 象 は 、 生 物 試 料 に お い て 、 C型 肝 炎 ウ ィ ル ス （ HCV） に よ
る 感 染 症 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ り 、 当 該 キ ッ ト は ：
　 － HCVの タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 で あ る か あ る い は そ れ を 含 ん で 成 る 、 捕 獲 又 は 検 出 抗
原 で あ っ て 、 当 該 断 片 は 少 な く と も １ つ の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 り 、 し か も
同 時 に 当 該 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 抗 HCV抗 体 に 対 し て 結 合 す る 能 力 を 保 存 し
て い る 、 捕 獲 又 は 検 出 抗 体 ；
　 － HCVの タ ン パ ク 質 の 完 全 で あ る エ ピ ト ー プ に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 で あ っ て 、 好 適 に
、 当 該 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 前 記 HCV抗 原 を 捕 獲 す る た め の 抗 体 、
を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 他 の 対 象 は 、 生 物 試 料 に お け る 、 ヒ ト 免 疫 欠 損 ウ ィ ル ス （ HIV） に よ
る 感 染 症 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ り 、 当 該 キ ッ ト は ：
　 － 捕 獲 又 は 検 出 抗 原 で あ っ て 、 少 な く と も １ つ の 無 効 さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 り 、
し か も 当 該 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 抗 HIV抗 体 に 対 し て 結 合 す る 能 力 を 保 存 す
る 、 HIVの タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 で あ る か あ る い は そ れ を 含 ん で 成 る 、 捕 獲 又 は 検 出 抗
原 ；
　 － HIVの タ ン パ ク 質 の 完 全 で あ る エ ピ ト ー プ に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 で あ っ て 、 好 適 に
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、 当 該 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 前 記 HIV抗 原 を 捕 獲 す る た め の 抗 体 、
を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 有 利 に 、 こ の キ ッ ト は 、 い く つ か の 捕 獲 抗 原 及 び い く つ か の 捕 獲 抗 体 を 含 み う る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 上 記 の よ う に 、 前 記 捕 獲 抗 体 及 び 前 記 捕 獲 抗 原 は 有 利 に 、 固 相 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ プ レ
ー ト 上 に 固 定 化 さ れ た 形 態 で 提 供 さ れ て 良 い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 好 適 な キ ッ ト は ：
　 a)捕 獲 抗 原 で あ っ て 、 少 な く と も ２ つ の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 り 、 し か も
同 時 当 該 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 抗 HCV抗 体 に 対 し て 結 合 す る 能 力 を 保 存 す る
、 HCVの タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 で あ る か あ る い は そ れ を 含 ん で 成 る 、 捕 獲 抗 原 ；
　 b)HCVの タ ン パ ク 質 の 、 完 全 で あ る 、 エ ピ ト ー プ の う ち の １ つ 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 、
　 c 1 )HCVの タ ン パ ク 質 の 、 完 全 で あ る 、 他 の エ ピ ト ー プ の 対 し て 向 け ら れ た 標 識 さ れ た 検
出 抗 体 ；
　 c 2 )及 び ／ 又 は 任 意 に 、 標 識 さ れ た 検 出 抗 原 で あ っ て 、 少 な く と も ２ つ の 無 効 に さ れ た
エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 り 、 し か も 同 時 に 当 該 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 抗 HCV抗
体 に 対 し て 結 合 す る 能 力 を 保 存 す る 、 HCVの タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 で あ る か あ る い は そ
れ を 含 ん で 成 る 、 検 出 抗 原 、
を 含 ん で 成 り 、
　 こ こ で 、 前 記 捕 獲 抗 原 及 び 前 記 捕 獲 抗 体 は 固 相 上 に 固 定 化 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 そ し て ま た 好 適 に 、 本 発 明 の キ ッ ト は ：
　 a)捕 獲 抗 原 で あ っ て 、 少 な く と も １ つ の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 り 、 し か も
同 時 に 当 該 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 抗 HIV抗 体 に 対 し て 結 合 す る 能 力 を 保 存 す
る 、 HIVの タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 で あ る か あ る い は そ れ を 含 ん で 成 る 、 捕 獲 抗 原 ；
　 b)HIVの タ ン パ ク 質 の 、 完 全 で あ る 、 エ ピ ト ー プ の う ち の １ つ 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 、
　 c 1 )HIVの タ ン パ ク 質 の 、 完 全 で あ る 、 他 の エ ピ ト ー プ の 対 し て 向 け ら れ た 標 識 さ れ た 検
出 抗 体 ；
　 c 2 )任 意 に 、 標 識 さ れ た 検 出 抗 原 で あ っ て 、 少 な く と も １ つ の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ
を 含 ん で 成 り 、 し か も 同 時 に 当 該 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 抗 HIV抗 体 に 対 し て
結 合 す る 能 力 を 保 存 す る 、 HIVの タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 で あ る か あ る い は そ れ を 含 ん で
成 る 、 検 出 抗 原 、
を 含 ん で 成 り 、
　 こ こ で 、 前 記 捕 獲 抗 原 及 び 前 記 捕 獲 抗 体 は 固 相 上 に 固 定 化 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 キ ッ ト は 、 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 抗 体 を 検 出 し 、 そ し て 捕 獲 抗 原 、 例 え ば 、 標 識 さ れ た
抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は 抗 イ ソ 型 抗 体 も し く は 他 に 検 出 抗 原 と の 複 合 体 を 形 成 す る 手 段
を 含 ん で 成 り う る 。 検 出 抗 原 は 好 適 に 抗 原 断 片 、 例 え ば 、 HCVの 又 は HIVの 抗 原 断 片 で あ り
、 そ れ は 少 な く と も １ つ の 無 効 に さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 り 、 し か も 試 料 中 に 存 在 す
る 可 能 性 が あ る 抗 体 （ 抗 HCV又 は 抗 HIV抗 体 ） に 対 し て 結 合 す る 能 力 を 保 存 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 キ ッ ト は 、 デ タ ー ジ ェ ン ト を も 含 ん で 成 っ て 良 く 、 一 層 詳 細 に は 、 非 イ オ ン 性 デ タ ー ジ
ェ ン ト 、 例 え ば NP40（ Sigma） 、 又 は 当 業 者 に 周 知 の 任 意 の 同 等 の 非 イ オ ン 性 デ タ ー ジ ェ
ン ト を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 上 記 の よ う に 、 検 出 抗 原 な ど の 捕 獲 抗 原 は 、 特 に 、 HCVの カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の 断 片 で
あ っ て 良 く 、 こ こ で 当 該 断 片 は 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ 部 位 が 無 効 に さ れ て お り 、 そ
し て 次 い で 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 抗 体 は 、 カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の 完 全 で あ る ピ ト ー プ 部 位 を
認 識 す る よ う に 選 択 さ れ て い る 。
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【 ０ １ ３ ０ 】
　 詳 細 に 、 本 発 明 の 対 象 は 、 ２ つ 以 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ 部 位 で 突 然 変 異 し て い る HCVの
カ プ シ ド ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド １ ～ ７ ５ （ G34-G44-G47） 、 及 び 当 該 ペ プ チ ド １ ～
７ ５ （ G34-G44-G47） を 認 識 で き な い が 対 応 す る 天 然 の HCV配 列 を 認 識 す る 抗 体 の ペ ア を 含
ん で 成 る か あ る い は そ れ か ら な る 試 薬 の 一 組 の セ ッ ト で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 検 出 さ れ る 微 生 物 が HIVで あ る 場 合 、 検 出 抗 原 な ど の 捕 獲 抗 原 は 、 特 に 、 HIVの gagタ ン
パ ク 質 の 断 片 で あ っ て 良 く 、 こ こ で 当 該 断 片 は 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ 部 位 が 無 効 に
さ れ て お り 、 そ し て 次 い で 捕 獲 及 び ／ 又 は 検 出 抗 体 は 、 gagタ ン パ ク 質 の 完 全 で あ る ピ ト
ー プ 部 位 を 認 識 す る よ う に 選 択 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 詳 細 に 、 本 発 明 の 対 象 は 、 １ つ 以 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ 部 位 で 突 然 変 異 し て い る P25タ
ン パ ク 質 の ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ２ の ペ プ チ ド 、 及 び 配 列 番 号 ２ ２ の ペ プ チ ド を
認 識 で き な い が 天 然 の HIV-1P25タ ン パ ク 質 の 配 列 を 認 識 す る 抗 体 の ペ ア を 含 ん で 成 る か あ
る い は そ れ か ら な る 試 薬 の 一 組 の セ ッ ト で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ３ ３ 】
　 下 の 図 及 び 例 は 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と な く 説 明 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　
　
　 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ 「 mAb-POD」 ） 接 合 体 ： ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ で 標 識 し た 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 mAb2（ 表 １ ） を 、 特 許 出 願 EP0752102
に 記 載 の 方 法 で 調 製 す る 。 こ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た mAb2抗 体 接 合 体 を 、 第 １ 段 階 の
希 釈 剤 （ 下 に 記 載 し た ） 中 で 希 釈 し 、 当 業 者 に 周 知 の 条 件 下 で 、 高 光 密 度 （ 例 え ば １ ． ５
ユ ニ ッ ト 超 ） の 十 分 に ド キ ュ メ ン ト 化 さ れ た （ well-documented） 陽 性 試 料 を 最 大 限 獲 得
可 能 な よ う に す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 他 の 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 mAb1（ 表 １ を 参 照 の こ と ） も 使 用 さ れ 、 固 相 上 に
固 定 化 さ れ て い る （ 下 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　
　 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ 「 mAb-POD」 ） 接 合 体 ： ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ で 標 識 し た 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 mAb1（ 表 １ ） を 、 特 許 出 願 EP0752102
に 記 載 の 方 法 で 調 製 す る 。 こ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た mAb2抗 体 接 合 体 を 、 第 １ 段 階 の
希 釈 剤 （ 下 に 記 載 し た ） 中 で 希 釈 し 、 当 業 者 に 周 知 の 条 件 下 で 、 高 光 密 度 （ 例 え ば １ ． ５
ユ ニ ッ ト 超 ） の 十 分 に ド キ ュ メ ン ト 化 さ れ た 陽 性 試 料 を 最 大 限 獲 得 可 能 な よ う に す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 他 の 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb3（ 表 １ を 参 照
の こ と ） も 使 用 さ れ 、 固 相 上 に 固 定 化 さ れ て い る （ 下 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　
　 1)抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ビ オ チ ン 接 合 体 ： ビ オ チ ン で 標 識 し た 抗 カ プ シ ド モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 mAb5（ 表 １ を 参 照 の こ と ） を 、 1966年 の Greg.T.Hermansonに よ る 記 載 の
プ ロ ト コ ー ル に 従 い 調 製 す る 。 こ の ビ オ チ ン 標 識 し た mAb5抗 体 を 、 第 １ 段 階 の 希 釈 剤 （ 下
に 記 載 し た ） 中 で 希 釈 し 、 当 業 者 に 周 知 の 条 件 下 で 、 高 光 密 度 （ 例 え ば １ ． ５ ユ ニ ッ ト 超
） の 十 分 に ド キ ュ メ ン ト 化 さ れ た 陽 性 試 料 を 最 大 限 獲 得 可 能 な よ う に す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 他 の 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb1（ 表 １ を 参 照
の こ と ） も 使 用 さ れ 、 固 相 上 に 固 定 化 さ れ て い る （ 下 を 参 照 の こ と ） 。
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例 ： C型 肝 炎 ウ ィ ル ス に よ る 感 染 症 の 検 出
プ ロ ト コ ー ル 1a及 び 1bの た め の 材 料

プ ロ ト コ ー ル 1cの た め の 材 料

プ ロ ト コ ー ル 1dの た め の 材 料



【 ０ １ ４ ０ 】
　 2)ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 接 合 体 ： 1966年 の Greg.T.Hermansonに
よ る 記 載 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 調 製 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
の 接 合 体 。 プ ロ ト コ ー ル 1dを 使 用 す る 間 、 こ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン 接 合 体 を 、 第 ２ 段 階 の 希 釈 剤 （ 下 に 記 載 し た ） 中 で 希 釈 し 、 当 業 者 に 周 知 の 条 件 下 で
、 高 光 密 度 （ 例 え ば １ ． ５ ユ ニ ッ ト 超 ） の 十 分 に ド キ ュ メ ン ト 化 さ れ た 陽 性 試 料 を 最 大 限
獲 得 可 能 な よ う に す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　
　 １ ） 選 択 さ れ た 固 相 ： Maxisorpマ イ ク ロ プ レ ー ト 、 Nunc（ Denmark） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ２ ） 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル の 第 １ 及 び 第 ２ 段 階 の 希 釈 剤 ：
　 第 １ 段 階 の 希 釈 剤 ： ト リ ス NaClバ ッ フ ァ ー 、 ０ .０ ５ M、 pH６ ． ７ 、 ０ .２ ５ ％ の NP40（ t
ert－ オ ク チ ル フ ェ ノ キ シ  ポ リ （ オ キ シ エ チ レ ン ） エ タ ノ ー ル － IGEPAL CA 630、 Sigma）
を 補 っ た 。
　 第 ２ 段 階 の 希 釈 剤 ： ク エ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ mM、 pH６ .７ 、 ２ ０ ％ の グ リ セ ロ ー ル
を 含 み 、 そ し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た 抗 ヒ ト IgG（ Fc） マ ウ ス ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 接
合 体 （ Jackson Immunoresearch Laboratories、 USA） を 含 み 、 当 業 者 に 周 知 の 条 件 下 で 、
高 光 密 度 （ 例 え ば １ ． ５ ユ ニ ッ ト 超 ） の 十 分 に ド キ ュ メ ン ト 化 さ れ た 陽 性 試 料 を 最 大 限 獲
得 可 能 な よ う に 希 釈 す る ） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ３ ） 露 出 溶 液 ： こ の 露 出 溶 液 は ：
　 ３ a） 基 質 バ ッ フ ァ ー ： ク エ ン 酸 （ ０ ． ０ ７ ５ M） と 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ ０ ． １ M） の 溶 液
（ pH４ ． ０ 、 ０ ． ０ １ ５ ％ の H 2 O 2 及 び ４ ％ の ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ DMSO） （ PROLABO）
を 含 む ） 、 及 び
　 ３ b） 発 色 試 薬 ： テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMV、 Sigma） （ 基 質 バ ッ フ ァ ー 中 ０ ． ７ mM
の 最 終 濃 度 ）
か ら な っ て い る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 ４ )停 止 溶 液 ： １ Nの H 2 SO 4
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ：
　 プ ロ ト コ ー ル １ a： 試 料 （ 血 清 又 は 血 し ょ う ） 中 の C型 肝 炎 ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 抗 原 及 び
そ れ に 対 す る 抗 体 （ 抗 カ プ シ ド 及 び 抗 NS-3、 NS-4） を 同 時 に 検 出 す る た め の プ ロ ト コ ー ル
　 こ の ア ッ セ イ の 原 理 は 、 抗 原 を 検 出 す る た め の サ ン ド イ ッ チ 型 、 及 び 抗 体 を 検 出 す る た
め の 間 接 型 の 免 疫 酵 素 学 的 方 法 に 基 づ く 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 そ れ は 、 以 下 の 段 階 に 基 づ い て お り ：
　 最 初 に コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を ：
　 ● HCV抗 原 の 混 合 物 ： 配 列 番 号 ４ を 含 ん で 成 る 突 然 変 異 さ せ た ペ プ チ ド C－ G－ G－ Cap１
～ ７ ５ （ G34-G44-G47） （ カ プ シ ド ） 及 び 非 構 造 性 領 域 NS3（ ク ロ ー ン NS3.1： AA1192～ 149
2） 及 び NS4（ ク ロ ー ン 5-1-1： AA1694～ 1735） に お い て 選 択 さ れ た ク ロ ー ン に 由 来 す る 、
大 腸 菌 （ Escherichia coli） に よ っ て 生 産 さ れ た ２ つ の 組 み 換 え タ ン パ ク 質 、 並 び に
　 ● ０ ． ５ Mト リ ス バ ッ フ ァ ー 、 pH７ ． ４ 中 の 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb1）
で 調 製 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 次 い で 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Nunc、 Maxisorp） の 杯 状 体 を 上 記 溶 液 に よ り １ １
０ μ l／ 杯 状 体 の 割 合 で コ ー テ ィ ン グ す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 こ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 一 晩 周 囲 温 度 （ １ ８ ～ ２ ４ ℃ ） で イ ン キ ュ ベ ー ト す る
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プ ロ ト コ ー ル 1a、 1b、 1c及 び 1dの た め の 共 通 の 材 料

方 法



。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 取 り 除 い た 後 、 プ レ ー ト を 、 ０ ． １ %の Tween20を 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ
フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ ） を 使 用 し て 洗 浄 し 、 そ し て ５ %の ス ク ロ ー ス 、 ２ ５ %の ス
キ ム ミ ル ク （ Candida（ 登 録 商 標 ） 、 France、 又 は 他 の 同 等 な 市 販 さ れ て お り 入 手 可 能 な
ス キ ム ミ ル ク ） 及 び １ ０ mMの EDTAを 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ ） を
加 え る こ と に よ っ て 飽 和 さ せ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb2を 含 む 第 １ 段 階 の 希 釈
物 １ ０ ０ μ lを 、 そ し て ５ ０ μ lの 試 料 （ 血 清 又 は 血 し ょ う ） を 連 続 し て 各 杯 状 体 に 分 配 す
る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 反 応 媒 質 を ３ ７ ℃ で １ ． ５ 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 存 在 す る 可 能 性 が あ る HCV
カ プ シ ド 抗 原 は 、 固 相 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb1に 対 し て 、 そ し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標
識 さ れ た 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb2に 対 し て 結 合 し 、 従 っ て こ れ ら ２ つ の 抗 体 と
サ ン ド イ ッ チ が 形 成 さ れ る 。 類 似 し て 、 も し 抗 HCV抗 体 が 存 在 す れ ば 、 そ れ ら は 固 相 に 対
し て 結 合 し て い る 抗 原 に 対 し て 結 合 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 次 い で 、 プ レ ー ト を 、 洗 浄 液 （ ト リ ス NaClバ ッ フ ァ ー 、 ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ 、 ０ ． １ %
Tween20を 補 っ た ） を 使 用 し て 洗 浄 （ ３ 回 ） す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た 抗 ヒ ト IgG抗 体 を 含 む 第 ２ 段 階 の 希 釈 物 １ ０ ０ μ lを 各 杯 状
体 に 分 配 す る 。 反 応 媒 質 を 周 囲 温 度 （ １ ８ ～ ２ ４ ℃ ） で ３ ０ 分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。 標 識 し た 抗 ヒ ト IgG抗 体 が 順 に 固 相 上 に 維 持 さ れ て い る 特 異 的 抗 体 に 対 し て 結 合 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 次 い で 、 プ レ ー ト を 、 洗 浄 液 （ ト リ ス NaClバ ッ フ ァ ー 、 ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ 、 ０ ． １ %
Tween20を 補 っ た ） を 使 用 し て 洗 浄 （ ５ 回 ） す る 。 従 っ て 、 結 合 し な か っ た 抗 ヒ ト IgG接 合
体 は 、 取 り 除 か れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 １ ０ ０ μ lの 露 出 溶 液 を 各 杯 状 体 に 加 え る 。 こ の 反 応 を 、 暗 中 、 周 囲 温 度 （ １ ８ ～ ２ ４
℃ ） で ３ ０ 分 に 渡 り 展 開 さ せ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 次 い で 、 １ ０ ０ μ lの 停 止 溶 液 を 各 杯 状 体 に 分 配 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 反 応 が 停 止 し た 後 、 光 密 度 を 分 光 光 度 計 に よ り ４ ５ ０ ／ ６ ２ ０ nmで 読 む 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　
　 閾 値 を 、 ROC（ Receiver Operating Characteristic） 曲 線 （ Berck及 び Schultz（ 1986）
） を 使 用 す る こ と で の 特 異 性 及 び 感 度 の 統 計 解 析 の 後 に 決 定 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 特 異 性 研 究 は 健 常 な 個 体 に 由 来 す る １ ０ ０ ０ の 試 料 に 関 連 し 、 そ し て 及 び 感 度 研 究 は 、
市 販 さ れ 入 手 で き る パ ネ ル ： BBI（ Boston Biomedica Company、 USA） 、 Impath（ USA） 、 S
erologicals（ USA） 、 Nabi（ USA） 、 ProMedDx（ USA） の ２ ０ ０ の HCV陽 性 試 料 （ 詳 細 に は
、 セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン の 始 ま り ） に 関 連 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 閾 値 を 各 プ レ ー ト に 関 し て 、 前 記 試 験 に 対 し て 特 異 的 な 定 数 Xで 割 る こ と に よ っ て 、 ポ
ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル に 対 し て 獲 得 し た シ グ ナ ル か ら 計 算 す る 。 そ れ は 、 こ の 例 で は お よ
そ ０ ． ２ ８ ０ OD（ optical density） で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 こ の プ ロ ト コ ー ル に 示 す こ と が で き る よ う に 、 従 来 技 術 の 方 法 と は 異 な り 、 本 発 明 で は
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、 カ プ シ ド 抗 原 及 び 抗 カ プ シ ド 抗 体 の 捕 獲 を 、 当 該 カ プ シ ド の 単 一 且 つ 同 じ タ ン パ ク 領 域
： 抗 原 特 異 性 の 領 域 （ AA44～ 47） （ 固 定 化 さ れ た 抗 カ プ シ ド 抗 体 （ mab1） は そ れ を 介 し て
カ プ シ ド タ ン パ ク 質 を 捕 獲 す る ） を 明 ら か に 伴 う 抗 カ プ シ ド 抗 体 （ AA1～ 75） を 捕 獲 す る
抗 原 性 領 域 、 で 行 う 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ れ ば 、 所 定 数 の 抗 カ プ シ ド 抗 体 の 検 出 の ロ ス が
最 小 へ と 減 ら さ れ 、 従 っ て 感 度 が 向 上 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 プ ロ ト コ ー ル １ b： 試 料 （ 血 清 又 は 血 し ょ う ） 中 の C型 肝 炎 ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 抗 原 及 び
そ れ に 対 す る 抗 体 （ 抗 NS－ 3、 NS－ 4） を 同 時 に 検 出 す る た め の プ ロ ト コ ー ル
　 こ の ア ッ セ イ の 原 理 は 、 抗 原 を 検 出 す る た め の サ ン ド イ ッ チ 型 、 及 び 抗 体 を 検 出 す る た
め の 間 接 型 の 免 疫 酵 素 学 的 方 法 に 基 づ く 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 そ れ は 以 下 の 段 階 に 基 づ い て お り ：
　 最 初 に コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を ：
　 ● HCV抗 原 の 混 合 物 ： 非 構 造 性 領 域 NS3（ ク ロ ー ン NS3.1： AA1192～ 1492） 及 び NS4（ ク ロ
ー ン 5-1-1： AA1694～ 1735） に お い て 選 択 さ れ た ク ロ ー ン に 由 来 す る 、 大 腸 菌 （ Escherich
ia coli） に よ っ て 生 産 さ れ た ２ つ の 組 み 換 え タ ン パ ク 質 、 並 び に
　 ● ０ ． ５ Mト リ ス バ ッ フ ァ ー 、 pH７ ． ４ 中 の 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb1）
で 調 製 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 次 い で 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Nunc、 Maxisorp） の 杯 状 体 を 上 記 溶 液 に よ り １ １
０ μ l／ 杯 状 体 の 割 合 で コ ー テ ィ ン グ す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 以 下 の 段 階 は 、 プ ロ ト コ ー ル １ aと 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 プ ロ ト コ ー ル １ c： 試 料 （ 血 清 又 は 血 し ょ う ） 中 の C型 肝 炎 ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 抗 原 及 び
そ れ に 対 す る 抗 体 （ 抗 カ プ シ ド 及 び 抗 NS-3、 NS-4） を 同 時 に 検 出 す る た め の プ ロ ト コ ー ル
　 こ の ア ッ セ イ の 原 理 は 、 抗 原 を 検 出 す る た め の サ ン ド イ ッ チ 型 、 及 び 抗 体 を 検 出 す る た
め の 間 接 型 の 免 疫 酵 素 学 的 方 法 に 基 づ く 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 以 下 の 段 階 に 基 づ い て い る ：
　 最 初 に コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を ：
　 ● HCV抗 原 の 混 合 物 ： 配 列 番 号 ５ を 含 ん で 成 る 突 然 変 異 さ せ た ペ プ チ ド C－ G－ G－ Cap１
～ ７ ５ （ G31-G44-G47） （ カ プ シ ド ） も し く は 配 列 番 号 １ １ を 含 ん で 成 る 突 然 変 異 さ せ た
ペ プ チ ド C－ G－ G－ Cap１ ～ ５ ３ （ G31-G44-G47） も し く は 配 列 番 号 ８ を 含 ん で 成 る 突 然 変
異 さ せ た ペ プ チ ド C－ G－ G－ Cap６ ～ ６ ８ （ G31-G44-G47） （ カ プ シ ド ） 並 び に 非 構 造 性 領
域 NS3（ ク ロ ー ン NS3.1： AA1192～ 1492） 及 び NS4（ ク ロ ー ン 5-1-1： AA1694～ 1735） に お い
て 選 択 さ れ た ク ロ ー ン に 由 来 す る 大 腸 菌 に よ っ て 生 産 さ れ た ２ つ の 組 み 換 え タ ン パ ク 質 、
及 び
　 ● ０ ． ５ Mト リ ス バ ッ フ ァ ー 、 pH７ ． ４ 中 の 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb1）
で 調 製 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 次 い で 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Nunc、 Maxisorp） の 杯 状 体 を 上 記 溶 液 に よ り １ １
０ μ l／ 杯 状 体 の 割 合 で コ ー テ ィ ン グ す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 こ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 一 晩 周 囲 温 度 （ １ ８ ～ ２ ４ ℃ ） で イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 取 り 除 い た 後 、 プ レ ー ト を 、 ０ ． １ %の Tween20を 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ
フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ ） を 使 用 し て 洗 浄 し 、 そ し て ５ %の ス ク ロ ー ス 、 ２ ５ %の ス
キ ム ミ ル ク （ Candida（ 登 録 商 標 ） 、 France、 又 は 他 の 同 等 な 市 販 さ れ て お り 入 手 可 能 な
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ス キ ム ミ ル ク ） 及 び １ ０ mMの EDTAを 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ ） を
加 え る こ と に よ っ て 飽 和 さ せ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb1を 含 む 第 １ 段 階 希 釈 物
１ ０ ０ μ lを 、 そ し て ５ ０ μ lの 試 料 （ 血 清 又 は 血 し ょ う ） を 連 続 し て 各 杯 状 体 に 分 配 す る
。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 反 応 媒 質 を ３ ７ ℃ で １ ． ５ 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 存 在 す る 可 能 性 が あ る HCVカ プ シ ド 抗 原 は 、 固 相 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb3に 対 し て 、
そ し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb1に 対 し て 結 合 し
、 従 っ て こ れ ら ２ つ の 抗 体 と サ ン ド イ ッ チ が 形 成 さ れ る 。 類 似 し て 、 も し 抗 HCV抗 体 が 存
在 す れ ば 、 そ れ ら は 固 相 に 対 し て 結 合 し て い る 抗 原 に 対 し て 結 合 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 こ れ に 続 く 段 階 は 、 プ ロ ト コ ー ル １ aと 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 こ こ で も 類 似 し て 留 意 で き る よ う に 、 本 発 明 で は 、 カ プ シ ド 抗 原 及 び 抗 カ プ シ ド 抗 体 の
捕 獲 を 、 カ プ シ ド の 単 一 且 つ 同 じ タ ン パ ク 領 域 ： 抗 原 特 異 性 の 領 域 （ AA29～ 34） （ 固 定 化
さ れ た 抗 カ プ シ ド 抗 体 （ mab3） は そ れ を 介 し て カ プ シ ド 抗 原 を 捕 獲 す る ） を 明 ら か に 伴 う
抗 カ プ シ ド 抗 体 （ AA1～ 75） を 捕 獲 す る 抗 原 性 領 域 、 で 行 う 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ れ ば 、
所 定 数 の 抗 カ プ シ ド 抗 体 の 検 出 の ロ ス が 最 小 へ と 減 ら さ れ 、 従 っ て 感 度 が 向 上 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 プ ロ ト コ ー ル １ d： 試 料 （ 血 清 又 は 血 し ょ う ） 中 の C型 肝 炎 ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 抗 原 及 び
そ れ に 対 す る 抗 体 （ 抗 カ プ シ ド 及 び 抗 NS-3、 NS-4） を 同 時 に 検 出 す る た め の プ ロ ト コ ー ル
　 こ の ア ッ セ イ の 原 理 は 、 抗 原 を 検 出 す る た め の サ ン ド イ ッ チ 型 、 及 び 抗 体 を 検 出 す る た
め の 間 接 型 の 方 法 に 基 づ く 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 そ れ は 以 下 の 段 階 に 基 づ く ：
　 最 初 に コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を ：
　 ● HCV抗 原 の 混 合 物 ： 配 列 番 号 ４ を 含 ん で 成 る 突 然 変 異 さ せ た ペ プ チ ド C－ G－ G－ Cap１
～ ７ ５ （ G31-G44-G47） （ カ プ シ ド ） も し く は 配 列 番 号 １ ５ を 含 ん で 成 る 突 然 変 異 さ せ た
ペ プ チ ド C-G-G-Cap１ ～ ７ ５ （ G31-G44-G47） も し く は 配 列 番 号 １ ４ を 含 ん で 成 る 突 然 変 異
さ せ た ペ プ チ ド C-G-G-Cap１ ～ ７ ５ （ G34-β A45） 並 び に 非 構 造 性 領 域 NS3（ ク ロ ー ン NS3.1
： AA1192～ 1492） 及 び NS4（ ク ロ ー ン 5-1-1： AA1694～ 1735） に お い て 選 択 さ れ た ク ロ ー ン
に 由 来 す る 、 大 腸 菌 に よ っ て 生 産 さ れ た ２ つ の 組 み 換 え タ ン パ ク 質 、 並 び に
　 ● ０ ． ５ Mト リ ス バ ッ フ ァ ー 、 pH７ ． ４ 中 の 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb1）
で 調 製 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 次 い で 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Nunc、 Maxisorp） の 杯 状 体 を 上 記 溶 液 に よ り １ １
０ μ l／ 杯 状 体 の 割 合 で コ ー テ ィ ン グ す る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 こ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 一 晩 周 囲 温 度 （ １ ８ ～ ２ ４ ℃ ） で イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 取 り 除 い た 後 、 プ レ ー ト を 、 ０ ． １ %の Tween20を 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ
フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ ） を 使 用 し て 洗 浄 し 、 そ し て ５ %の ス ク ロ ー ス 、 ２ ５ %の ス
キ ム ミ ル ク （ Candida（ 登 録 商 標 ） 、 France、 又 は 他 の 同 等 な 市 販 さ れ て お り 入 手 可 能 な
ス キ ム ミ ル ク ） 及 び １ ０ mMの EDTAを 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ ） を
加 え る こ と に よ っ て 飽 和 さ せ る 。
【 ０ １ ８ １ 】

10

20

30

40

50

(31) JP 2006-501151 A 2006.1.12



　 ビ オ チ ン で 標 識 し た 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb5を 含 む 第 １ 段 階 希 釈 物 １ ０ ０ μ
lを 、 そ し て ５ ０ μ lの 試 料 （ 血 清 又 は 血 し ょ う ） を 連 続 し て 各 杯 状 体 に 入 れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 反 応 媒 質 を ３ ７ ℃ で １ ． ５ 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 存 在 す る 可 能 性 が あ る HCVカ プ シ ド 抗 原 は 、 固 相 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb1に 対 し て 、
そ し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た 抗 カ プ シ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb5に 対 し て 結 合 し
、 従 っ て こ れ ら ２ つ の 抗 体 と サ ン ド イ ッ チ が 形 成 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 類 似 し て 、 も し 抗 HCV抗 体 が 存 在 す れ ば 、 そ れ ら は 固 相 に 対 し て 結 合 さ せ た 抗 原 に 対 し
て 結 合 す る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 プ レ ー ト を 、 洗 浄 液 （ ト リ ス NaClバ ッ フ ァ ー 、 ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ 、 ０ ． １ %Tween20
を 補 っ た ） を 使 用 し て 洗 浄 （ ３ 回 ） す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 抗 ヒ ト IgG抗 体 で 標 識 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 及 び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 標 識 し た 抗 体 を
含 む 第 ２ 段 階 希 釈 物 １ ０ ０ μ lを 各 杯 状 体 に 分 配 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 反 応 媒 質 を 周 囲 温 度 （ １ ８ ～ ２ ４ ℃ ） で ３ ０ 分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 標 識 し た 抗
ヒ ト IgG抗 体 が 順 に 固 相 上 に 維 持 さ れ て い る 特 異 的 抗 体 に 対 し て 結 合 し 、 そ し て ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 標 識 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン が 、 同 固 相 上 に 維 持 さ れ た ビ オ チ ニ ル 化 さ れ た 抗 体
mAb5に 対 し て 結 合 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 こ れ に 続 く 段 階 は 、 プ ロ ト コ ー ル １ aと 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 こ こ で も 類 似 し て 留 意 で き る よ う に 、 本 発 明 で は 、 カ プ シ ド 抗 原 の そ し て 抗 カ プ シ ド 抗
体 の 捕 獲 を 、 当 該 カ プ シ ド の 単 一 且 つ 同 じ タ ン パ ク 領 域 ： 抗 原 特 異 性 の 領 域 （ AA44～ 47）
（ 固 定 化 さ れ た 抗 カ プ シ ド 抗 体 （ mab1） は そ れ を 介 し て カ プ シ ド タ ン パ ク 質 を 捕 獲 す る ）
を 明 ら か に 伴 う 抗 カ プ シ ド 抗 体 （ AA1～ 75） を 捕 獲 す る 抗 原 性 領 域 、 で 行 う 。 従 っ て 、 本
発 明 に よ れ ば 、 所 定 数 の 抗 カ プ シ ド 抗 体 の 検 出 の ロ ス が 最 小 へ と 減 ら さ れ 、 従 っ て 感 度 が
向 上 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 実 施 例 １ ： 血 清 学 的 空 白 時 間 の 間 で の 、 試 料 （ 血 清 又 は 血 し ょ う ） 中 の HCVカ プ シ ド 抗
原 の 検 出
　 抗 体 検 出 で は 陰 性 で 且 つ 核 酸 検 出 （ PCR） で は 陽 性 の 、 HCVで 汚 染 さ れ た 患 者 か ら 採 取 し
て 市 販 さ れ て 入 手 可 能 な パ ネ ル （ Impath、 USA） に お い て 一 緒 に グ ル ー プ 分 け し た 、 血 清
又 は 血 し ょ う 試 料 を 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル １ aに 記 載 し た 方 法 で 試 験 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 表 ２ に 与 え た 結 果 は 、 PCRに よ っ て 得 ら れ た 結 果 と の 比 較 で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す る こ と で 獲 得 し た 結 果 は 、 PCRに よ っ て 獲 得 し た 結 果 と 直 接 的 に
一 致 す る 。 従 っ て 、 記 載 の 発 明 は 、 抗 体 が ま だ 存 在 し て い な く と も カ プ シ ド 抗 原 を 検 出 す
る こ と が 可 能 で あ り 、 即 ち 、 血 清 学 的 空 白 時 間 に あ る う ち う に 採 取 し た 試 料 で も 検 出 可 能
で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 実 施 例 ２ ： HCV抗 原 に 対 し て 陰 性 な 試 料 （ 血 清 又 は 血 し ょ う ） 中 の 抗 カ プ シ ド 抗 体 の 検
出
　 血 清 又 は 血 し ょ う 試 料 で あ っ て 、 HCVで 汚 染 さ れ た 患 者 か ら 採 取 さ れ 、 そ し て 市 販 さ れ
て 入 手 可 能 な パ ネ ル で 内 在 的 に 一 緒 に ク ル ー プ 分 け （ grouped together in internal） さ
れ た 、 抗 体 （ カ プ シ ド ） に 関 し て 陽 性 及 び 抗 原 （ カ プ シ ド ） に 関 し て 陰 性 な 試 料 を 、 プ ロ
ト コ ー ル １ a及 び プ ロ ト コ ー ル 1bに 記 載 の 方 法 で 試 験 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 固 相 上 に ペ プ チ ド １ ～ ７ ５ （ G34-G44-G47） （ 配 列 番 号 ４ を 含 ん で 成 る ） が 不 在 の 場 合
（ プ ロ ト コ ー ル 1b） 、 試 験 し た 試 料 （ カ プ シ ド に 対 し て 特 異 的 ） が 検 出 さ れ ず そ の 一 方 、
プ ロ ト コ ー ル 1a及 び 常 用 の 抗 体 試 験 で は そ れ ら は 陽 性 で あ る と 確 認 さ れ る （ 表 ３ を 参 照 の
こ と ） 。
【 ０ １ ９ ６ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に よ り 、 HCVで 汚 染 さ れ た 患 者 に お い て 、 抗 カ プ シ ド 抗 体 に 対 し て 陽 性
で あ り 且 つ カ プ シ ド 抗 原 に 対 し て 陰 性 で あ る 試 料 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 実 施 例 ３ ： 試 料 （ 血 清 又 は 血 し ょ う ） 中 の カ プ シ ド 抗 原 及 び 抗 HCV抗 体 の 同 時 検 出
　 BBI（ Boston Biomedica Company、 USA） に よ っ て 市 販 さ れ て い る セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン PH
V907及 び PHV917（ 即 ち 、 HCVに 感 染 し た 又 は セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン の 間 の ２ 人 の 患 者 か ら 採
取 し た ２ 組 の 血 清 又 は 血 し ょ う ） の 試 料 の ２ つ の パ ネ ル を プ ロ ト コ ー ル １ aに よ り 試 験 し
た （ 表 ４ 及 び ５ を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ９ ９ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ０ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ １ 】
　 表 ４ 及 び 表 ５ に お い て 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル 1aに よ り 、 ウ ィ ル ス RNAの 存 在 に 対 応 す
る 態 様 （ PCR試 験 ） に お い て 、 抗 原 に 陽 性 な シ グ ナ ル が 確 認 さ れ ； 同 様 に 、 セ ロ コ ン バ ー
ジ ョ ン 試 料 に お い て 、 抗 体 及 び ／ 又 は 抗 原 に 対 し て 陽 性 の 、 陽 性 反 応 が 獲 得 さ れ た 。 こ の
こ と は 、 ２ 検 出 （ カ プ シ ド 抗 原 及 び 抗 カ プ シ ド 抗 体 ） が 、 同 時 に 同 じ ア ッ セ イ に お い て 干
渉 す る こ と な く 機 能 で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 加 え て 、 本 発 明 は 、 PCRに 関 連 す る 診 断 的 観 点 か ら 最 も 特 に 価 値 が あ り 、 そ の 理 由 は 、 P
CRに よ っ て は 陰 性 で あ り 、 そ し て 抗 体 に 対 し て は 陽 性 で あ る 試 料 の 検 出 を 可 能 に す る か ら
だ 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 実 施 例 ４ ： 抗 カ プ シ ド 抗 体 の 検 出 に 関 す る 様 々 な 突 然 変 異 さ せ た ペ プ チ ド の 性 能 の 比 較
　 血 清 又 は 血 し ょ う 試 料 で あ っ て 、 HCVで 汚 染 さ れ た 患 者 か ら 採 取 さ れ 、 そ し て 市 販 さ れ
て 入 手 可 能 な パ ネ ル に お い て 内 在 的 に 一 緒 に ク ル ー プ 分 け さ れ て い る 、 抗 体 （ カ プ シ ド ）
に 関 し て 陽 性 及 び 抗 原 （ カ プ シ ド ） に 関 し て 陰 性 な 試 料 を 、 プ ロ ト コ ー ル １ c及 び プ ロ ト
コ ー ル 1dに 記 載 の 方 法 よ り 試 験 し た （ 表 ６ 及 び ７ を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ５ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 表 ６ で 比 較 し た 突 然 変 異 ペ プ チ ド は 、 試 験 し た 試 料 に 対 し て 非 常 に 類 似 す る 性 能 を し め
す 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 他 方 、 ペ プ チ ド 間 で の 反 応 の 違 い を 一 層 印 を つ け て 表 ７ に 示 し て い る 。 ペ プ チ ド 配 列 番
号 １ ５ 及 び 配 列 番 号 １ ４ は 、 所 定 の 希 釈 さ れ た 抗 カ プ シ ド 試 料 を 検 出 可 能 に せ ず 、 同 試 料
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は 、 純 粋 に 試 験 さ れ た 場 合 認 識 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 実 施 例 ５ ： カ プ シ ド 抗 原 及 び 抗 HCV抗 体 の 同 時 検 出 の 、 診 断 及 び 血 清 学 的 空 白 時 間 の 減
少 に 対 す る 影 響
　 ８ つ の 市 販 さ れ 入 手 で き る セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン パ ネ ル （ BBI、 Boston Biomedia、 US） （
Impath、 US） を 本 発 明 （ コ ン ボ ア ッ セ イ に 言 及 さ れ る ） の プ ロ ト コ ー ル １ a（ 配 列 番 号 ４
を 含 む ペ プ チ ド C-G-G-Cap１ ～ ７ ５ （ G34-G44-G47） に よ る ） 、 1c（ 配 列 番 号 ５ を 含 む ペ プ
チ ド C-G-G-Cap１ ～ ７ ５ （ G31-G44-G47） に よ る ） 及 び １ d（ 配 列 番 号 ４ を 含 む ペ プ チ ド C-G
-G-Cap１ ～ ７ ５ （ G34-G44-G47） ） に よ り 試 験 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 表 ８ に は 、 抗 原 （ Elisaア ッ セ イ ） 又 RNA（ PCR） の 検 出 に よ っ て 、 そ し て 抗 体 の 検 出 に
よ っ て 、 そ し て コ ン ボ （ 形 式 １ a、 １ c及 び １ d） に よ っ て 、 こ れ ら 様 々 な セ ロ コ ン バ ー ジ
ョ ン 体 上 で 獲 得 し た 結 果 を 与 え る 。 ８ つ の セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン 体 の う ち ４ つ に つ い て 、 プ
ロ ト コ ー ル １ a、 １ c及 び １ dに よ り 、 PCRに よ っ て 検 出 さ れ る ウ ィ ル ス RNAの 出 現 と 矛 盾 な
く 、 第 一 陽 性 試 料 を 検 出 す る こ と が 可 能 に な る 。 抗 原 の 検 出 と 血 清 学 的 空 白 時 間 の 低 下 に
対 応 す る 抗 体 の 検 出 と の 間 の 平 均 日 数 は 、 ２ つ の プ ロ ト コ ー ル １ a、 1c及 び 1dに つ い て 、
３ ３ 日 で あ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ １ 】
　 実 施 例 ６ ： 性 能 の 比 較 及 び セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン 血 清 に 対 す る 様 々 な 技 術 の 分 類
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　 異 な る 特 異 性 を 示 す 、 市 販 さ れ て 入 手 可 能 な セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン パ ネ ル （ BBI、 Boston 
Biomedica Campany、 USA； Impaht、 USA） を 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル １ a及 び １ cで 、 そ し て 2
002年 2月 に 米 国 に お い て MDA（ Medical Devices Agency） に よ っ て 生 み 出 さ れ た ク ラ ス 分
け に 従 う 最 良 な 中 の １ つ で あ る １ 組 の 市 販 さ れ 入 手 可 能 な 試 験 で 試 験 し た 。 こ の 比 較 は 、
RNAの 検 出 （ PCR試 験 ） に 対 す る 検 出 に お け る 日 数 上 の 遅 延 を 考 慮 し て い る 。 従 っ て 、 全 体
平 均 が 最 小 を 示 す キ ッ ト が 、 早 期 検 出 の 観 点 か ら 最 も 有 効 で あ る （ 表 ９ ） 。
【 ０ ２ １ ２ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル １ a、 １ c及 び １ dに よ り 生 じ た 結 果 は 、 抗 体 が 出 現 す る 前 の 、 HCV
感 染 の よ り 早 い 検 出 を 可 能 に す る （ プ ロ ト コ ー ル １ aに つ い て 、 PCRに 対 す る 日 数 的 遅 延 は
た っ た ８ 日 、 プ ロ ト コ ー ル １ cに つ い て は ７ ． ７ 日 、 そ し て プ ロ ト コ ー ル １ dに つ い て は ７

10

20

30

40

50

(40) JP 2006-501151 A 2006.1.12



． ４ 日 ） で あ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に 従 い 記 載 さ れ た 試 験 は 、 こ の ク ラ ス 分 け を 最 初 行 い 、 こ れ は 抗 体 と 突
然 変 異 さ せ た ペ プ チ ド （ そ れ ら は 異 な る ） の ペ ア を 使 用 す る ３ つ の プ ロ ト コ ー ル （ １ a、
１ c及 び １ d） に よ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 結 論 と し て 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル １ a、 １ c及 び １ dに よ り 獲 得 し た 結 果 は 、 後 者 に よ
り HCVに よ る 感 染 症 を 非 常 に 早 く 、 PCRと 非 常 に 近 い 感 度 で 、 有 効 に 検 出 す る こ と が 可 能 に
な り 、 し か も 同 時 に 、 患 者 の セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン 後 の 血 清 学 的 な 展 開 を 追 跡 す る こ と も 可
能 に な る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 実 施 例 ７ ： ３ つ の コ ン ボ プ ロ ト コ ー ル 、 １ a、 １ c及 び １ dの 特 異 性 の 研 究
　 特 異 性 の 研 究 を 血 液 供 与 体 に 由 来 す る 血 清 （ Etablissment Francais du Sang、 Rungis
、 France） に よ り 行 っ た 。 様 々 な プ ロ ト コ ー ル １ a、 １ c及 び １ dに つ い て 獲 得 さ れ た 結 果
を そ れ ぞ れ 、 表 １ ０ 、 １ １ 及 び １ ２ に 与 え て い る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ８ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ９ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 ど の プ ロ ト コ ー ル （ １ a、 １ c又 は １ d） を 使 用 し て も 、 特 異 性 の 観 点 か ら 良 好 な 性 能 が
確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 こ の 記 載 全 体 に 渡 り 記 さ れ て 良 い よ う に 、 本 発 明 の HCVコ ン ボ 試 験 は 、 カ プ シ ド 抗 原 及
び 抗 カ プ シ ド 抗 体 の 、 カ プ シ ド の 単 一 及 び 同 じ タ ン パ ク 質 領 域 に 対 す る 、 捕 獲 の 長 所 に よ
り 、 PCRに 非 常 に 近 く 且 つ 所 定 の 従 来 技 術 よ り も よ り 良 い 感 度 を 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 こ の 結 果 は 驚 異 的 で あ り 、 そ の 理 由 は 、 標 的 カ プ シ ド ペ プ チ ド を 修 飾 す る 際 に 、 本 発 明
者 は 、 所 定 の 有 意 な 数 の 抗 体 の 検 出 が ロ ス さ れ る こ と の リ ス ク を 考 慮 し た こ と に あ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
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　 実 施 例 ８ ：
　 本 発 明 中 に 記 載 の 方 法 は 、 抗 原 と 抗 体 の 同 時 検 出 が 所 望 さ れ て い る 、 任 意 の 種 類 の 感 染
性 微 生 物 が 理 由 の 感 染 症 （ 例 え ば 、 ウ ィ ル ス 、 様 々 な タ イ プ の 肝 炎 の 原 因 と な る ウ ィ ル ス
、 ヒ ト の エ イ ズ （ HIV-1、 グ ル ー プ Ｏ 、 HIV-2な ど ） 又 は サ ル の エ イ ズ の 原 因 と な る レ ト ロ
ウ ィ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス （ CMV） 、 デ ン グ ウ ィ ル ス な ど の フ ラ ビ ウ ィ ル ス 、 そ し
て ま た 細 菌 、 寄 生 微 生 物 な ど ） の 検 出 に 対 し て 適 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 例 ８ は 、 ヒ ト 免 疫 欠 損 ウ ィ ル ス （ HIV-1） の P25ウ ィ ル ス 抗 原 （ gag） と 抗 P25抗 体 の 同 時
検 出 に 対 す る 本 発 明 の 適 用 を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ：
　 １ ） 選 定 の 固 相 ： Maxisorpマ イ ク ロ プ レ ー ト 、 Nunc（ Denmark） 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 ２ ） 第 １ 段 階 の 希 釈 剤 ： ト リ ス NaClバ ッ フ ァ ー 、 ０ .０ ５ M、 pH６ ． ７ 、 ０ .２ ５ ％ の NP4
0（ IGEPAL CA 630、 Sigma） を 補 っ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 ３ ） 第 ２ 段 階 の 希 釈 剤 ： ト リ ス NaClバ ッ フ ァ ー 、 ０ .０ １ M、 pH７ ． ４ 、 ０ .１ ％ の Tween
20を 補 っ た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 ４ ） 露 出 溶 液 ： こ の 露 出 溶 液 は 以 下 の も の か ら な る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 ４ a） 基 質 バ ッ フ ァ ー ： ク エ ン 酸 （ ０ ． ０ ７ ５ M） と 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ ０ ． １ M） の 溶 液
（ pH４ ． ０ 、 ０ ． ０ １ ５ ％ の H 2 O 2 及 び ４ ％ の ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ DMSO） （ PROLABO）
を 含 む ） 、 及 び
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 ４ b） 発 色 試 薬 ： テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMB、 Sigma） （ 基 質 バ ッ フ ァ ー 中 ０ ． ７ mM
の 最 終 濃 度 ） 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 ５ )停 止 溶 液 ： １ Nの H 2 SO 4
【 ０ ２ ３ ２ 】
　
　 以 下 の 配 列 ：
【 化 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
に 対 応 し 、 そ し て HIV-1Mの P25タ ン パ ク 質 の コ ン セ ン サ ス 配 列
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ヒ ト 免 疫 欠 損 ウ ィ ル ス （ HIV-1） に よ る 感 染 症 の 検 出

プ ロ ト コ ー ル a、 b及 び cの た め の 共 通 の 材 料

プ ロ ト コ ー ル a： 抗 HIV-1P25抗 体 の 検 出 の 材 料



【 化 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
と 比 較 し た 場 合 突 然 変 異 （ G295-G298-G310-G321-F3216） を 含 ん で 成 る 突 然 変 異 し た 合 成
ペ プ チ ド 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た 抗 ヒ ト IgG（ H+L） ヒ ツ ジ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 接 合 体 （ Bio
－ Rad） 。 こ の 接 合 体 を 、 第 ２ 段 階 の 希 釈 （ 上 記 ） で 使 用 す る 前 に 希 釈 し 、 当 業 者 に 周 知
の 条 件 下 、 最 大 限 に 十 分 ド キ ュ メ ン ト 化 さ れ た あ る 陽 性 試 料 を 高 光 密 で 獲 得 す る よ う に し
た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　
　 下 の HIV-1MP25タ ン パ ク 質 の 配 列 ：
【 化 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
を 認 識 す る 抗 P25モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Pm25。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た 上 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Pm25の 接 合 体 。 こ の 接 合 体 を 、 第
２ 段 階 の 希 釈 （ 上 記 ） で 使 用 す る 前 に 希 釈 し 、 当 業 者 に 周 知 の 条 件 下 、 十 分 ド キ ュ メ ン ト
化 さ れ た 陽 性 試 料 を 高 光 密 で 獲 得 す る よ う に し た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　
　 下 の 配 列 ：
【 化 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
に 対 応 す る 突 然 変 異 さ せ た 合 成 ペ プ チ ド 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 下 の HIV-1MP25タ ン パ ク 質 の 配 列 ：
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プ ロ ト コ ー ル b： HIV-1P25抗 原 の 検 出 の た め の 材 料

プ ロ ト コ ー ル c： 抗 P25抗 体 と HIV-1P25抗 原 の 同 時 （ 「 コ ン ボ 」 ） 検 出 の た め の 材 料



【 化 ２ ５ 】
　
　
　
　
　
を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Pm25。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た 抗 ヒ ト IgG（ H+L） ヒ ツ ジ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 接 合 体 （ Bio-
Rad） 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た 上 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Pm25の 接 合 体 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 上 記 ２ つ の 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 接 合 体 を 、 第 ２ 段 階 の 希 釈 （ 上 記 ） で 使 用 す る 前 に 、
希 釈 し 、 当 業 者 に 周 知 の 条 件 下 、 十 分 に ド キ ュ メ ン ト 化 さ れ た 陽 性 試 料 を 高 光 密 で 獲 得 す
る よ う に し た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　
　 プ ロ ト コ ー ル a： 抗 HIV-1P25抗 体 の 検 出
　 こ の ア ッ セ イ の 原 理 は 、 抗 HIV-1P25抗 体 を 検 出 す る た め の 間 接 型 の 免 疫 酵 素 学 的 方 法 に
基 づ く 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 そ れ は 以 下 の 段 階 に 基 づ く ：
　 最 初 に コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を カ ル ボ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 、 pH９ ． ６ 中 、 ： 配 列 番 号 ２ ２ を 含
ん で 成 る 突 然 変 異 さ せ た ペ プ チ ド 配 列 番 号 ２ ２ （ G295-G298-G310-G312-F316）
で 調 製 す る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 次 い で 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Nunc、 Maxisorp） の 杯 状 体 を 上 記 溶 液 に よ り １ １
０ μ l／ 杯 状 体 の 割 合 で コ ー テ ィ ン グ す る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 こ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 一 晩 周 囲 温 度 （ １ ８ ～ ２ ４ ℃ ） で イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 取 り 除 い た 後 、 プ レ ー ト を 、 ０ ． １ %の Tween20を 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ
フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ ） を 使 用 し て 洗 浄 し 、 そ し て ５ %の ス ク ロ ー ス 及 び ２ ５ %の
ス キ ム ミ ル ク （ Candida（ 登 録 商 標 ） 、 France、 又 は 他 の 同 等 な 市 販 さ れ て お り 入 手 可 能
な ス キ ム ミ ル ク ） を 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ ） を 加 え る こ と に よ
っ て 飽 和 さ せ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 ８ ０ μ lの 第 １ 希 釈 物 を そ し て ２ ０ μ lの 試 料 （ 血 清 又 は 血 し ょ う ） を 連 続 し て 各 杯 状 体
に 分 配 す る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 反 応 媒 質 を ３ ７ ℃ で １ 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 も し HCV抗 HIV-1P25抗 体 が 存 在
す れ ば 、 そ れ ら は 固 相 に 対 し て 結 合 し た ペ プ チ ド に 対 し て 結 合 す る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 次 い で 、 プ レ ー ト を 、 洗 浄 液 （ ト リ ス NaClバ ッ フ ァ ー 、 ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ 、 ０ ． １ %
Tween20を 補 っ た ） を 使 用 し て 洗 浄 （ ３ 回 ） す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た 抗 ヒ ト IgG抗 体 （ H+L） を 含 む 第 ２ 段 階 希 釈 物 １ ０ ０ μ lを
各 杯 状 体 に 入 れ る 。 反 応 媒 質 を 周 囲 温 度 （ １ ８ ～ ２ ４ ℃ ） で ３ ０ 分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト
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方 法 ：



す る 。 標 識 し た 抗 ヒ ト IgG（ H+L） 抗 体 が 順 に 、 固 相 上 に 維 持 さ れ て い る 特 異 的 抗 体 に 対 し
て 結 合 す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 次 い で 、 プ レ ー ト を 、 洗 浄 液 （ ト リ ス NaClバ ッ フ ァ ー 、 ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ 、 ０ ． １ %
Tween20を 補 っ た ） を 使 用 し て 洗 浄 （ ５ 回 ） す る 。 従 っ て 、 結 合 し な か っ た 抗 ヒ ト IgG接 合
体 は 取 り 除 か れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 １ ０ ０ μ lの 露 出 溶 液 を 各 杯 状 体 に 加 え る 。 こ の 反 応 を 、 暗 中 、 周 囲 温 度 （ １ ８ ～ ２ ４
℃ ） で ３ ０ 分 に 渡 り 展 開 さ せ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 次 い で 、 １ ０ ０ μ lの 停 止 溶 液 を 各 杯 状 体 に 加 え る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 反 応 が 停 止 し た 後 、 光 密 度 を 分 光 光 度 計 に よ り ４ ５ ０ ／ ６ ２ ０ nmで 読 む 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 プ ロ ト コ ー ル b： HIV-1P25抗 原 の 検 出
　 こ の ア ッ セ イ の 原 理 は 、 HIV-1P25抗 原 を 検 出 す る た め の サ ン ド イ ッ チ 型 の 方 法 に 基 づ く
。 そ れ は 以 下 の 段 階 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 最 初 に コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を ： 炭 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 、 pH９ ． ６ 中 の 抗 HIV-1P25モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 （ Pm25） で 調 製 す る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 次 い で 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Nunc、 Maxisorp） の 杯 状 体 を 上 記 溶 液 に よ り １ １
０ μ l／ 杯 状 体 の 割 合 で コ ー テ ィ ン グ す る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 以 下 の 段 階 は 、 第 ２ 段 階 ま で プ ロ ト コ ー ル aと 同 じ で あ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 第 ２ 段 階 に つ い て 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Pm25を 含 む 第 ２ 段 階
の 希 釈 液 １ ０ ０ μ ｌ を 分 配 す る 。 反 応 媒 質 を 周 囲 温 度 （ １ ８ ～ ２ ４ ℃ ） で ３ ０ 分 に 渡 り イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Pm25が 、 存 在 す る 場 合 は 、 固 相
上 に 維 持 さ れ て い る P25抗 原 に 対 し て 結 合 す る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 最 終 段 階 は 、 プ ロ ト コ ー ル aと 同 じ で あ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 プ ロ ト コ ー ル c： 試 料 （ 血 清 又 は 血 し ょ う ） 中 の HIV-1P25抗 原 及 び 抗 HIV-1P25抗 体 の 同
時 （ 「 コ ン ボ 」 ） 検 出
　 こ の ア ッ セ イ の 原 理 は 、 抗 原 を 検 出 す る た め の サ ン ド イ ッ チ 型 、 及 び 抗 体 を 検 出 す る た
め の 間 接 型 の 方 法 に 基 づ く 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 そ れ は 以 下 の 段 階 に 基 づ く ：
　 最 初 に コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を ：
　 ● 突 然 変 異 さ せ た ペ プ チ ド 配 列 番 号 ２ ２ （ G295-G298-G310-G312-F316） 及 び
　 ● 炭 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 、 pH９ ． ６ 中 の 抗 P25モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Pm25）
で 調 製 す る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 次 い で 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Nunc、 Maxisorp） の 杯 状 体 を 上 記 溶 液 に よ り １ １
０ μ l／ 杯 状 体 の 割 合 で コ ー テ ィ ン グ す る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 こ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 一 晩 周 囲 温 度 （ １ ８ ～ ２ ４ ℃ ） で イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。
【 ０ ２ ６ ４ 】
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　 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 取 り 除 い た 後 、 プ レ ー ト を 、 ０ ． １ %の Tween20を 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ
フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ ） を 使 用 し て 洗 浄 し 、 そ し て ５ %の ス ク ロ ー ス 及 び ２ ５ %の
ス キ ム ミ ル ク （ Candida（ 登 録 商 標 ） 、 France、 又 は 他 の 同 等 な 市 販 さ れ て お り 入 手 可 能
な ス キ ム ミ ル ク ） を 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ） を 加 え る こ と に よ っ て
飽 和 さ せ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 ８ ０ μ lの 第 １ 希 釈 物 を 、 そ し て ２ ０ μ lの 試 料 （ 血 清 又 は 血 し ょ う ） を 連 続 し て 各 杯 状
体 に 入 れ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 反 応 媒 質 を ３ ７ ℃ で １ 時 間 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 存 在 す る 可 能 性 の あ る P25抗 原
が 固 相 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 し て 結 合 す る 。 類 似 し て 、 も し 抗 P25抗 体 が 存 在 す れ ば
、 そ れ ら は 固 相 に 対 し て 結 合 し た 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 し て 結 合 す る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 以 下 の 段 階 は 、 第 ２ 段 階 ま で 、 プ ロ ト コ ー ル １ aと 同 じ で あ る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 第 ２ 段 階 に つ い て 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Pm25及 び ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ で 標 識 し た 抗 ヒ ト IgG（ H+L） 抗 体 を 含 む 第 ２ 段 階 の 希 釈 物 １ ０ ０ μ lを 分 配 す る 。
反 応 媒 質 を 周 囲 温 度 （ １ ８ ～ ２ ４ ℃ ） で ３ ０ 分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 標 識
し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Pm25が 固 相 上 に 維 持 さ れ て い る P25抗 原 に 対 し て 結 合 す る 。 類 似
し て 、 標 識 さ れ た 抗 ヒ ト IgG（ H+L） 抗 体 が 、 順 番 に 、 固 相 上 に 維 持 さ れ て い る 特 異 的 抗 体
に 対 し て 結 合 す る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 最 終 段 階 は プ ロ ト コ ー ル aと 同 じ で あ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ １ 】
　 こ こ で も 類 似 し て 留 意 で き る よ う に 、 本 発 明 で は 、 HIV-1P25抗 原 及 び 抗 HIV-1P25抗 体 の
捕 獲 を 、 カ プ シ ド の 単 一 且 つ 同 じ タ ン パ ク 領 域 ： 抗 原 特 異 性 の 領 域 （ AA308～ 322） （ 固 定
化 さ れ た 抗 P25抗 体 （ Pm25） が そ れ を 介 し て P25抗 原 を 捕 獲 す る ） を 明 ら か に 伴 う 抗 P25抗
体 （ AA293～ 350） を 捕 獲 す る 抗 原 性 領 域 、 で 行 う 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 当 業 者 に は い う ま で も な く 、 例 え ば 、 基 礎 と し て 本 発 明 の 例 ８ を 使 用 す る こ と で 、 HIV-
1P25（ gag） 抗 原 、 抗 HIV-1P25抗 体 及 び HIV-1の gp41糖 タ ン パ ク 質 （ エ ン ベ ロ ー プ ） に 対 し
て 向 け ら れ た 抗 体 を 同 時 に 検 出 す る た め の 免 疫 ア ッ セ イ も 容 易 に 行 わ れ て 良 い 。 抗 HIV-1g
p41抗 体 を 検 出 す る た め に 、 限 定 で は な い 例 と し て 、 そ れ ら 自 身 公 知 で あ る 、 天 然 又 は 組
み 換 え gp41又 は JW. Grannら の 刊 行 物 （ 1987） に よ っ て 記 載 さ れ た よ う な 、 gp41の 免 疫 優
占 的 エ ピ ト ー プ を 含 む ペ プ チ ド 、 の い ず れ か 全 部 を 使 用 し て も 良 い 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 HIV-2P26（ gag） 抗 原 、 抗 HIV-2P26抗 体 及 び HIV-2の gp36糖 タ ン パ ク 質 （ エ ン ベ ロ ー プ ）
に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 を 同 時 に 検 出 す る た め の 免 疫 ア ッ セ イ も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
当 業 者 は 、 P26抗 原 を 検 出 す る た め に 、 公 知 で あ る 抗 P26抗 体 を 、 そ し て 抗 P26抗 体 を 検 出
す る た め に 、 例 え ば 、 Guyaderら に よ っ て 公 表 さ れ た HIV-2配 列 （ 1987） に 由 来 し う る P26
の 抗 原 性 ペ プ チ ド を 使 用 し て も 良 い 。 抗 gp36抗 体 を 検 出 す る た め に 、 当 業 者 は 、 限 定 で は
な い と し て 、 公 知 で あ る 、 天 然 又 は 組 み 換 え gp36、 又 は JW.Gnannら の 刊 行 物 （ 1987） に よ
っ て 記 載 さ れ た よ う な gp36の 免 疫 優 先 的 エ ピ ト ー プ を 含 む ペ プ チ ド 、 の い ず れ か 全 部 を 使
用 し て も 良 い 。
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【 ０ ２ ７ ４ 】
　 当 業 者 は 容 易 に 、 HIV-1P25抗 原 、 HIV-2P26抗 原 、 抗 HIV-1P25抗 体 、 抗 HIV-2P26抗 体 、 抗
HIV-1gp41抗 体 及 び 抗 HIV-2gp36抗 体 の 検 出 を 同 時 に 組 み 合 わ せ る 「 HIV-1+HIV-2コ ン ボ 」
免 疫 ア ッ セ イ を も 行 う こ と が で き 、 そ れ も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
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【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ６ 】
【 図 １ 】 本 発 明 以 前 に 使 用 さ れ て い た 、 固 相 に 対 し て 結 合 さ せ た 捕 獲 抗 体 及 び 未 修 飾 捕 獲
抗 原 に よ る タ イ プ の 検 出 の 方 法 を 案 図 示 し て い る 。 こ の 図 案 は 、 患 者 の 抗 体 と 検 出 抗 体 の
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、 捕 獲 抗 原 に 対 す る 結 合 に 関 す る 競 合 を 示 し て い る 。
【 図 ２ 】 比 較 と し て 、 本 発 明 の 実 施 態 様 を 示 す 図 で あ る 。 捕 獲 抗 原 が 突 然 変 異 し て い る の
で 、 検 出 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る こ と は も は や な い 。 従 っ て 、 抗 体 の 検 出 と 抗 原 の 検 出 と
の 間 で 干 渉 が 生 じ る こ と は な い 。
【 配 列 表 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(51) JP 2006-501151 A 2006.1.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(52) JP 2006-501151 A 2006.1.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(53) JP 2006-501151 A 2006.1.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(54) JP 2006-501151 A 2006.1.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(55) JP 2006-501151 A 2006.1.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(56) JP 2006-501151 A 2006.1.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(57) JP 2006-501151 A 2006.1.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(58) JP 2006-501151 A 2006.1.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(59) JP 2006-501151 A 2006.1.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(60) JP 2006-501151 A 2006.1.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(61) JP 2006-501151 A 2006.1.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 6月 14日 (2005.6.14)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ４ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ４ ９ 】
　 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 取 り 除 い た 後 、 プ レ ー ト を 、 ０ ． １ %の Tween20を 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ
フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ ） を 使 用 し て 洗 浄 し 、 そ し て ５ %の ス ク ロ ー ス 、 ２ ５ %の ス
キ ム ミ ル ク （ Candida（ 登 録 商 標 ） 、 France、 又 は 他 の 同 等 な 市 販 さ れ て お り 入 手 可 能 な
ス キ ム ミ ル ク ） 及 び １ ０ mMの EDTAを 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH ） を 加 え
る こ と に よ っ て 飽 和 さ せ る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ７ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ７ ０ 】
　 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 取 り 除 い た 後 、 プ レ ー ト を 、 ０ ． １ %の Tween20を 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ
フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ ） を 使 用 し て 洗 浄 し 、 そ し て ５ %の ス ク ロ ー ス 、 ２ ５ %の ス
キ ム ミ ル ク （ Candida（ 登 録 商 標 ） 、 France、 又 は 他 の 同 等 な 市 販 さ れ て お り 入 手 可 能 な
ス キ ム ミ ル ク ） 及 び １ ０ mMの EDTAを 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH ） を 加 え
る こ と に よ っ て 飽 和 さ せ る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ８ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ８ ０ 】
　 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 取 り 除 い た 後 、 プ レ ー ト を 、 ０ ． １ %の Tween20を 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ
フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ ） を 使 用 し て 洗 浄 し 、 そ し て ５ %の ス ク ロ ー ス 、 ２ ５ %の ス
キ ム ミ ル ク （ Candida（ 登 録 商 標 ） 、 France、 又 は 他 の 同 等 な 市 販 さ れ て お り 入 手 可 能 な
ス キ ム ミ ル ク ） 及 び １ ０ mMの EDTAを 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH ） を 加 え
る こ と に よ っ て 飽 和 さ せ る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ４ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 取 り 除 い た 後 、 プ レ ー ト を 、 ０ ． １ %の Tween20を 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ
フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH７ ． ４ ） を 使 用 し て 洗 浄 し 、 そ し て ５ %の ス ク ロ ー ス 及 び ２ ５ %の
ス キ ム ミ ル ク （ Candida（ 登 録 商 標 ） 、 France、 又 は 他 の 同 等 な 市 販 さ れ て お り 入 手 可 能
な ス キ ム ミ ル ク ） を 含 む リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ０ １ M、 pH ） を 加 え る こ と に よ っ て
飽 和 さ せ る 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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