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(54)【発明の名称】 選択された指標真菌の抗原性成分およびその抗原性成分の方法と試験キットでの使用

(57)【要約】
本発明は三種の指標真菌のスタキボトリス・カルタルム
、アスペルギルス・ベルシカラーおよびメムノニエラ・
エキナータに特有でかつ環境中の普通に存在する他の真
菌類と交差反応しない抗原性成分に関する。これらの抗
原性成分の次のような使用方法も開示される：結合物質
を生産するための使用、真菌汚染の特質および程度の評
価、必要な治療処置および適用された治療処置の成功の
チェックを行うのに使用する試験キットを製造するため
の使用、並びにヒトが指標真菌にさらされているかどう
かおよび／またはヒトのアレルギー反応と指標真菌に対
する暴露との間に関連があるのかどうかをチェックする
ための使用。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  抗体を誘発することができ、そして一種以上の特定の指標真

菌に特有でかつ他の非指標真菌類との交差反応性が実質的にない抗原性成分であ

って；下記ステップ：

  （ａ）抗原性成分を一種以上の指標真菌類から単離し、

  （ｂ）ステップ（ａ）で得た抗原性成分の、他の非指標真菌類由来の抗原性成

分との交差反応性を確認し、

  （ｃ）指標真菌類に特有でかつ他の非指標真菌類との交差反応性が実質的にな

いこれら抗原性成分を選択する、

ステップによって獲得できることを特徴とする抗原性成分。

    【請求項２】  指標真菌類がスタキボトリス、アスペルギルスおよびメムノ

ニエラの属の真菌類から選択される請求項１に記載の抗原性成分。

    【請求項３】  指標真菌がスタキボトリス・カルタルムである請求項１また

は２に記載の抗原性成分。

    【請求項４】  指標真菌がアスペルギルス・ベルシカラーである請求項１ま

たは２に記載の抗原性成分。

    【請求項５】  指標真菌がメムノニエラ・エキナータである請求項１または

２に記載の抗原性成分。

    【請求項６】  抗原性成分が、組み換えＤＮＡ技法によって製造される請求

項１～５のいずれか一つに記載の抗原性成分。

    【請求項７】  選択された指標真菌またはその成分の存在の有無を検出する

のに用いる試験キットを製造するための請求項１～６のいずれか一つに記載の抗

原性成分の使用。

    【請求項８】  真菌汚染の特質の評価、必要な治療処置および適用された治

療処置の成功のチェックを行うのに使用する試験キットを製造するための、請求

項１～６のいずれか一つに記載の抗原性成分の使用。

    【請求項９】  真菌汚染の程度のスクリーニング、必要な治療処置および適

用された治療処置の成功のチェックを行うために使用する試験キットを製造する

ための、請求項１～６のいずれか一つに記載の抗原性成分の使用。
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    【請求項１０】  ヒトが指標真菌の汚染にさらされているかどうかおよび／

またはアレルギー反応の原因が指標真菌に対する暴露であるのかどうかを、汚染

にさらされている疑いがあるヒト由来の血清試料中の抗体の存在の有無を確認す

ることによって評価するのに使用する試験キットを製造するための、請求項１～

６のいずれか一つに記載の抗原性成分の使用。

    【請求項１１】  指標真菌類由来の抗原性成分を特異的に認識してそれに結

合しかつ他の真菌類の抗原性成分を認識せずそれに結合しない結合物質を製造す

るための、請求項１～６のいずれか一つに記載の抗原性成分の使用。

    【請求項１２】  真菌汚染の特質と程度の評価、必要な治療処置および適用

された治療処置の成功のチェックを行うため使用する試験キットを製造するため

の、一種以上の指標真菌類に特有でかつ他の真菌類との交差反応性が実質的にな

い請求項１～６のいずれか一つに記載の少なくとも一種の抗原性成分を特異的に

認識しそれに結合する結合物質の使用。

    【請求項１３】  結合物質が、結合ペプチド、ポリクローナル抗体、モノク

ローナル抗体および／または前記ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体

のフラグメントから選択される請求項１１または１２に記載の使用。

    【請求項１４】  選択された指標真菌類の存在の有無を検出する方法であっ

て；その検出が、下記ステップ：

  （ａ）環境試料を獲得し、次いで固体の環境試料を希釈および／または抽出す

ることによって副試料の懸濁液を調製し、

  （ｂ）前記副試料を、少なくとも一種の指標真菌に特有でかつ他の非指標真菌

類との交差反応性が実質的にない少なくとも一種の抗原性成分を特異的に認識す

ることができる一種以上の結合物質と接触させる、

ステップを含んでなる免疫化学的検定法として実施される方法。

    【請求項１５】  真菌汚染の特質の評価、必要な治療処置、および適用され

た治療処置の成功のチェックを行う方法であって；その検出が、下記ステップ：

  （ａ）固体または液体の環境試料を獲得し、次に副試料の懸濁液を任意に希釈

または抽出することによって調製し、

  （ｂ）前記副試料を、少なくとも一種の指標真菌に特有でかつ他の非指標真菌
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類との交差反応性が実質的にない少なくとも一種の抗原性成分を特異的に認識で

きる一種以上の結合物質と接触させ、次いで

  （ｃ）環境試料における指標真菌類の存在の有無を直接または間接の手段で記

録する、

ステップを含んでなる免疫化学的検定法として実施される方法。

    【請求項１６】  真菌汚染の程度のスクリーニング、必要な治療処置および

適用された治療処置の成功の制御を行う方法であって；検出が、下記ステップ：

  （ａ）汚染の疑いのある異なる領域由来の二つ以上の環境試料を獲得し、

  （ｂ）前記試料を、少なくとも一種の指標真菌に特有でかつ他の非指標真菌類

との交差反応性が実質的にない少なくとも一種の抗原性成分を特異的に認識でき

る一種以上の結合物質と接触させ、次いで

  （ｃ）環境試料における指標真菌類の存在の有無を直接または間接の手段で記

録する、

ステップを含んでなる免疫化学的検定法として実施される方法。

    【請求項１７】  適用された治療処置の成功をチェックする場合、サンプリ

ングを、適切な間隔をおいて、少なくとも一回、再々繰り返すことを特徴とする

請求項１５または１６に記載の方法。

    【請求項１８】  選択された指標真菌類の存在の有無を、請求項１４に記載

の方法で検出するのに用いる試験キットであって；少なくとも一種の指標真菌に

特有でかつ他の非指標真菌類との交差反応性が実質的にない少なくとも一種の抗

原性成分を特異的に認識できる一種以上の結合物質が入っている試験キット。

    【請求項１９】  真菌汚染の特質の評価、必要な治療処置および適用された

治療処置の成功の制御を、請求項１５に記載の方法で行うための試験キットであ

って；少なくとも一種の指標真菌に特有でかつ他の非指標真菌類との交差反応性

が実質的にない少なくとも一種の抗原性成分を特異的に認識することができる一

種以上の結合物質が入っている試験キット。

    【請求項２０】  真菌汚染の程度のスクリーニング、必要な治療処置および

適用された治療処置の成功の制御を請求項１６に記載の方法で行うための試験キ

ットであって；少なくとも一種の指標真菌に特有でかつ他の非指標真菌類との交
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差反応性が実質的にない少なくとも一種の抗原性成分を特異的に認識することが

できる一種以上の結合物質が入っている試験キット。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

発明の属する技術分野

  本発明は、三種の毒素産生性指標真菌のスタキボトリス・カルタルム（Stachy

botrys chartarum）、アスペルギルス・ベルシカラー（Aspergillus versicolor

）およびメムノニエラ・エキナータ（Memnoniella echinata）に特有でかつ他の

真菌類との交差反応性が実質的にない抗原性成分（antigenic component）に関

する。また、結合物質の製造；ならびに前記毒素産生性真菌の存在の有無の確認

、真菌による汚染の特質と程度のスクリーニング、必要な治療処置、および適用

された処置が十分かつ有効であったかどうかの制御を行うための試験キットの製

造に対する上記抗原性成分の使用も開示する。また、ヒトが前記選択された指標

真菌に暴露されたかどうかおよび／またはその暴露とアレルギー反応の間に関連

があるのかどうかをスクリーニングすることに対する前記抗原性成分の使用も開

示する。

      【０００２】

従来の技術と発明が解決しようとする課題

  建築物内で真菌が増殖すると、アレルゲン性および非アレルゲン性の空気伝播

粒子が生成することが知られている。真菌で汚染されている建築物内で生活した

りまたは労働している人は、喘息反応およびその外の反復症状例えば刺激状態を

再三起こすことが特徴である。真菌で汚染された建築物が入居者にとって適切か

または安全であるかどうかを検出できることが非常に望ましい。環境汚染特に空

気汚染とアレルギーの発生の増大との関係が認識されて、アレルギーの誘発が、

真菌汚染で起こっているのかどうかまたは他の刺激因子によって起こっているの

かどうかを決定するため容易にかつ迅速に監視しスクリーニングする方法と機器

の開発を要望する声が高まっている。汚染物の有害作用は、好ましくは、治療処

置を講じる前と講じた後に、特定の指標真菌の存在の有無を判断することによっ

て評価しなければならない。これらの方法と手段は、好ましくは、現場条件下で

まさに汚染場所で複雑な装置や特別の専門的技術なしで利用できなければならな

い。
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      【０００３】

  マイトトキシン類が主要な役割を演じているので、特定の毒素産生性真菌類、

特にスタキボトリス属、メムノニエラ属およびエー・ベルシカラーの菌株の増殖

を阻害しおよび／または排除するため、これら真菌を検出する方法の開発に対し

て多大の努力が集中されている。治療処置の効果を評価するには、有効な試験ベ

ースの追跡試験が必要である。今までのところ、真菌汚染の特質と程度を日常的

に確認し評価できる、成功した迅速でかつ信頼性の高い現場での方法および／ま

たは試験キットはまだ開発されていない。

      【０００４】

  容易な現場での方法によって、真菌汚染を評価する標準を開発できるであろう

。この方法と試験キットは、その標準が踏襲されていることを容易にチェックす

ることができる。またこの方法と試験キットは、不適正な条件によって起こる経

済的損失を評価することもでき、かつ適用された治療処置が有害なまたは刺激性

の真菌成分を除くのに成功したかどうかをスクリーニングすることによって、治

療処置の効果をチェックするのに有利である。

      【０００５】

  その結果、起こりうる健康上の危険、および汚染した環境における真菌に対す

る暴露を最少限にするための修復などの治療処置の研究や評価にたづさわってい

るかまたは関与していて、現役で活動している環境コンサルタント、産業衛生職

員、安全職員、健康検査員、獣医などの職員は、正確かつ迅速で容易に利用でき

る現場試験キットが緊急に必要な多くの問題に、毎日の作業で遭遇している。上

記の人々にとって、健康に対して有害な真菌で汚染されている可能性があること

を示唆する症状の人が、診察を受けにきたときに、真菌汚染の特質、はげしさお

よび程度を不偏検定システムで正確に評価できれば有利である。真菌汚染で危険

なものと余り重篤でないものを識別できれば特に有利である。また、治療処置の

効果を追跡することも有益である。また、汚染の重篤度を示す不偏検定の試験結

果によって、緊急性の経費および必要な治療処置とその選択された処置の採算性

をより正確に予想することができる。

      【０００６】
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  上記のことは、汚染建築物について研究していて関与している人々が遭遇する

ことが多いいくつもの問題がある状態を網羅したものではない。指導する確認回

答が緊急に要求されることが多いが、この問題に対する十分な解決策はまだない

。有効で迅速な現場での評価を行うための方法と合理的に評価され容易に利用で

きる試験キットがないということは、この分野の専門家にとって重大な弱点であ

る。

      【０００７】

  従来、環境の真菌汚染の診断は、真菌の増殖の目視検査、臭気の検出もしくは

分析、指標真菌を選択的に増殖させる培養培地上での環境試料の培養、または環

境試料の顕微鏡検査に基づいている。しかし、建築物の真菌汚染が健康異変、例

えばアレルギー反応の重大な原因になりうるという認識が高まり、治療法のみな

らず、有害な指標真菌の存在および汚染の特質と程度を評価する診断方法と診断

手段に対する要望が急激に増大している。

      【０００８】

  何年にもわたって、汚染材料中および問題の建築物の空気中の真菌を検出する

のに、培養法が利用されてきた。しかし真菌の培養期間は比較的長い時間であり

一般に少なくとも一週間続くので、培養法は、特に、最も適当な治療処置を選ん

で建築物から汚染物を除くため迅速な決断が必要な場合、遅すぎることがない。

その上に、培養法では、生存可能な真菌粒子しか検出できず、空気伝播性真菌胞

子の１～２５％しか生存可能でないことはよく知られている。スタキボトリス属

の真菌の場合、空気中に存在する胞子の１０％のみ生存可能で、培養法で検出で

きると考えられている。したがって、真菌バイオマス（１，３－β－グルカンま

たはエルゴステロール）、細胞外多糖類、真菌代謝産物（揮発性有機代謝産物ま

たはマイコトキシン）および（生存可能のおよび非生存可能の）全真菌粒子の測

定などの各種化学的方法や直接計数する顕微鏡法は、真菌の産物を検出する別の

速い方法とみなされている。しかし、これらの方法の多くは、その開発がまだ進

行中の段階であり、大部分の有害な真菌の種を認識するのに十分に特異的でない

かまたは広く一般に使用するには高価すぎる。

      【０００９】
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  実際問題として、例えば、問題の建築物の治療処置が計画されているときには

、特定の有害指標真菌の存在を緊急に検出する必要がある。このことは、スタキ

ボトリス属などの毒素産生性真菌の汚染が疑われる場合、特に当てはまる。基質

特異性（substrate specificity）が広いためおよび真菌を識別する選択培地が

ないから、培養法は優れた方法ではない。化学的方法は、大部分の真菌に共通の

真菌産物を測定することを目的としているので、特定の属または種の真菌の存在

を示すにはあまりにも非特異的である。その上に、真菌の種を培養法や直接計数

法で確認するには、いつでも利用できるわけではない特別の専門技術や十分な設

備を有する実験室が必要である。したがって、マイコトキシンを環境試料から確

認しようとしても、毒素を分析するには経費が高く特別の専門技術と実験設備が

必要であり、かつ試験結果とその意味を説明するには不確かであるから不可能で

ある。

      【００１０】

  したがって、科学知識と実際の要望に基づいて、汚染された環境由来の各種材

料の、健康上有害なスタキボトリス属などの指標真菌による汚染を検出するため

新しい方法が必要であることは明らかである。免疫化学的方法は、上記目的の必

要条件の大部分を満たしているので、優れた代替法である。免疫化学的方法は、

一般に、関連する真菌に対して選択的でかつ鋭敏である。また、この方法は真菌

の生存度と無関係である。しかし、ウエスタンブロッティング法、ＥＬＩＳＡ法

などの免疫学的方法は高価な測定装置と十分な設備の実験室が必要である。この

ような免疫化学的方法は比較的長い時間がかかり実施しにくい。したがって免疫

化学的方法は、信頼性が高く、簡単でかつ迅速な現場試験法の要求を十分には満

たしていない。免疫化学的試験ストリップが、現場状況の問題の一解決策として

提案されている。試験ストリップは、各種環境由来の各種試料中のスタキボトリ

ス属などの選択された指標真菌の存在を検出するのに、実用上十分な正確さを提

供する。試験ストリップは、使用するのに、高価な設備または特別な専門技術を

必要としない。事実、免疫化学的方法に基づいたいくつかの商業製品および試験

法は特定のマイコトキシンに対して利用できるが、今までのところ、特定の指標

真菌類を他の真菌類から特異的に検出して識別できる製品は開発されていない。
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毒素は、測定するための最良の産物ではない。なぜならばスタキボトリス属、メ

ムノニエラ属またはエー・ベルシカラーのすべての菌株が毒素を産生するわけで

はなく、すなわち毒素産生は、例えば建築物を構築中に、真菌の増殖中、特定の

条件によってのみ開始されるからであり、およびこれらの種は非常に広い範囲の

各種毒素を合成することができ、その毒素はすべて、まだ正確に特性が決定され

ていないので、マイトトキシン類を検出するということは適切な選択ではないか

らである。したがって、測定するため望ましい真菌産物は、スタキボトリオトキ

シン（stachybotryotoxin）に限定してはならず、スタキボトリス属の種の真菌

などの全微生物を、スタキボトリオトキシンの代わりに確認できなければならな

い。

      【００１１】

  いくつもの真菌の種が、アレルゲン性であり、アレルギー障害を起こすことが

知られている。免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）によって仲介される真菌アレルギー

は、皮刺試験または血清試料中の抗原特異的ＩｇＥ抗体の検出によって証明され

ている。しかし、同じ属の真菌の種が、各種の程度で交差反応を行うことが報告

されており、また異なる真菌の属の種の間の交差反応も観察されている。この交

差反応性の一つの理由は、異なる真菌の種の抽出物が同じかまたは類似のアレル

ゲン性成分を含有しているということまたは多糖類と抗体の非特異的結合の結果

である。真菌抽出物が臨床の試験や研究に広く使用されているにもかかわらず、

真菌抽出物の交差反応性成分の特性決定にはほとんど注意がはらわれていない。

交差反応性は、測定すべき真菌産物を、免疫化学的現場試験法を開発するために

選ぶときに、考慮しなければならない要因である。

      【００１２】

  本発明の方法、本発明の試験キットを構成する試験ストリップまたは試験ステ

ィックは、十分に特異的で選択性の迅速な免疫化学的方法と試験キットを提供す

ることによって、上記問題の解決策を提供している。本発明の試験キットは、特

定の潜在的に危険な指標真菌由来の一種以上の抗原性成分を、別々に一つずつま

たは任意に組み合わせて、連続的にまたは同時に、同じ試料源から特異的に認識

することができる。本発明の方法と試験キットは、汚染の特質と程度の有効で迅
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速な評価および起こりうる健康上の危険、治療処置の必要性などの評価を行うこ

とができる。

      【００１３】

  したがって、本発明の目的は、有害な真菌の増殖の存在を検出し抑制し、そし

て指標真菌が起こす可能性がある健康上の危険を評価して、適当な治療処置を適

用することによって特定の真菌が増殖するのを防止する改良された方法を提供す

ることである。本発明の別の目的は、前記方法を実施するのに用いる手段を提供

することである。その手段には、前記指標真菌が起源の、特異的な抗原性もしく

はアレルゲン性の真菌成分、および前記抗原性の真菌成分を選択的に認識する結

合物質などの物質が含まれる。

      【００１４】

課題を解決するための手段

  本発明は、特定タイプの真菌汚染を検出する新しい方法を提供することによっ

て、上記諸問題点の解決策を提供するものである。前記方法に利用される方法お

よび産物と手段は、本発明の特許請求の範囲に定義されているとおりである。

図面の簡単な説明

  図１はエス・カルタルム（Ａ）、エム・エキナータ（Ｂ）およびエー・ベルシ

カラー（Ｃ）の抽出物のＳＤＳ－ＰＡＧＥプロフィルを示す図である。

  図２はエス・カルタルム特異的ウサギ抗血清によって認識されるエス・カルタ

ルム（Ａ）、エム・エキナータ（Ｂ）およびエー・ベルシカラーの抽出物の成分

を示す図である。

  図３は異なるエス・カルタルムの製剤のイムノブロッティングを示す図である

。

  レーン１  エス・カルタルム特異的ウサギ免疫血清に対しイムノブロットされ

た、未処理エス・カルタルム抽出物。

  レーン２  エス・カルタルム特異的ウサギ免疫血清に対しイムノブロットされ

た、過ヨウ素酸塩で処理されたエス・カルタルム抽出物。炭水化物の除去は、１

８，１９，３２，３６および４１ｋＤａの成分に対する抗体の結合に影響した。

  レーン３  カビの多い建築物内でエス・カルタルムに感作された患者の血清に
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対しイムノブロットされたエス・カルタルムの、未処理のＨＰＬＣで精製された

５０ｋＤａの成分（矢印）。

  レーン４  カビの多い建築物内でエス・カルタルムに感作された患者の血清に

対しイムノブロットされたエス・カルタルムの、ヨウ素酸塩で処理されて、ＨＰ

ＬＣで精製された５０ｋＤａの成分（矢印）。

      【００１５】

発明の実施の形態

諸定義

  本発明で使用される用語は、ヒトや動物の医学と診断の分野、特に現場での診

断、真菌学、毒性学、免疫学および免疫化学の分野で一般にもっている意味を有

している。しかし、いくつかの用語は、このような状況で、いくぶん外れている

かまたは広い意味で使用される。したがって、意味が不明瞭な用語で起こる不明

確さを避けるため、本明細書および本願の特許請求の範囲に使用されるいくつか

の用語を以下により詳細に定義する。

      【００１６】

  用語「評価する」は、記録された測定可能なまたは目視で検出可能な試験結果

から真菌汚染の特質と程度を、および治療処置が成功したかどうかを判断もしく

は評価することを意味する。その「評価」は、前記「抗原性成分」を特異的に認

識してそれに結合する「結合物質」を使用して行われる特定の指標真菌の抗原性

成分またはアレルゲン性成分の確認、測定または検定に基づいている。

      【００１７】

  用語「環境試料」は、真菌で汚染されている疑いがある環境由来の物質または

ダストの副試料を意味する。このような副試料は、建築材料、建築物、蓄積した

ダスト、下地材料、飼料、食品などから入手できるかまたは収集できる。その副

試料は、代表的なものでなければならず、すなわち、被害をうけた領域または汚

染領域を十分にうまく示さねばならない。

      【００１８】

  用語「特異的に認識し結合する」は、特定の真菌汚染物いわゆる指標真菌を検

出するために使用される物質が、指標真菌に特有の成分を検出するが、大部分の
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真菌に共通の他の真菌成分を検出しないことを意味する。

      【００１９】

  用語「指標真菌」は、健康に対して有害な作用があることが立証されている特

定の毒素産生性真菌を意味し、これらの真菌は、それら真菌の健康に対する有害

な特質と毒素を産生する容量に基づいて、本発明用に選択されている。「指標真

菌」が存在しているのは、健康上の危険を避けるために治療処置が緊急に必要で

あることを示している。本発明の目的を達成するために選択される最も好ましい

「指標真菌」は、スタキボトリス属、アスペルギルス属およびメムノニエラ属の

真菌から選択され、特に、毒素産生性の種すなわち、スタキボトリス・カルタル

ム、アスペルギルス・ベルシカラーおよびメムノニエラ・エキナータが含まれて

いる。

      【００２０】

  用語「非指標真菌」は、偏在しているが、本発明の「前記指標真菌」と同程度

まで毒素産生性でない他の真菌を意味する。これらの真菌は、極端に健康に有害

な作用を起こさないと考えられる。「非指標真菌」が検出されたならば、誤った

警報を生じ（この誤った警報は、不必要でかつ一般に非常に高価な特別の治療処

置と保護処置を避けるために望ましくない）、その治療処置が実施される。非指

標真菌による汚染は、ある種の治療処置を自然にもたらすがその作用は極端に切

迫した広範囲のものではない。例えば、非指標真菌は、毒素産生指標真菌による

汚染の場合のように、治療処置中、修理工や入居者が暴露しないように特別の保

護処置を講じる必要がない。

      【００２１】

  用語「交差反応性」は、抗体が、その抗体の産生をもともと誘発しなかった抗

原に結合できることを意味する。同じ属の真菌の種は、各種の程度で交差反応を

行うと報告されている。さらに、交差反応性は、異なる真菌属の種の間でも観察

されている。交差反応性の一つの理由は、異なる真菌の種の抽出物が同じかまた

は類似のアレルゲン性成分または免疫原性成分を含有していることがありまたは

非特異的結合が糖タンパク質類、多糖類および抗体類の間に起こるということで

ある。
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      【００２２】

  用語「交差反応性がない」は、抗原性成分によって誘発されるか、またはその

抗原性化合物に特異的に結合する選択された抗体または結合物質は、非指標真菌

を認識して結合することはないが、指標真菌のみを認識することを意味する。言

い替えると、「交差反応性がない」ことは、指標真菌に特有のことである。

      【００２３】

  用語「選択」は、所望の特性、例えば特異性を有しおよび／または交差反応性

を欠いているという特性を有する特定の成分が、その特性例えば交差反応性が、

他の真菌の特性または交差反応性と比較されて、大きな群の抗原性成分から単離

することによって選択されることを意味する。

      【００２４】

  用語「製造」は、所望の特性を有する「抗原性成分」を、通常の方法で単離、

精製、特性値の決定および選択を行い、その後、それ自体公知の組み換えＤＮＡ

技法によって製造することを意味する。またこの用語には、前記「抗原性成分」

を特異的に認識しおよび／またはこの成分に結合する「結合物質」の製造、なら

びに通常の免疫化学的方法、ハイブリドーマ法および組み換えＤＮＡ法によって

「結合物質」を製造するための抗原性成分の使用も含まれる。前記「抗原性成分

」および「結合物質」は、指標真菌の存在の有無を確認しかつ真菌による汚染の

特質と程度を評価する方法の試験キットを製造するのに使用できる。

      【００２５】

  「抗原性成分」として有用な成分を含有する製剤または組成物は、例えばクロ

マトグラフィー精製システム・ゲル濾過クロマトグラフィー、アニオン交換クロ

マトグラフィー、カチオン交換クロマトグラフィー、逆相クロマトグラフィー、

例えばレクチンカラムのアフィニティークロマトグラフィーなどの単離・精製方

法で製造することができる。得られた成分は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ウエスタンブ

ロッテイィング法などで特性を決定することができ、そして交差反応性はそれ自

体公知の方法で試験することができる。

      【００２６】

  用語「真菌汚染の特質」は、例えば毒性成分が存在している確率が高いため真
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菌の汚染が重大で、かつ前記毒性成分または汚染が、その汚染の近くで暴露され

た人に衝撃を起こす明らかな健康上の危険性を有していることを意味する。一般

に、特別な緊急の治療処置例えば広範囲にわたる修復、衛生および保護の処置が

必要である。用語「真菌汚染の程度」は、健康に有害な真菌で汚染された広さを

意味し、またどの位広く広がっているか、または結露とその結露で起こる真菌汚

染による被害がどの程度大きくて重大であるかも示している。

      【００２７】

  用語「診断」は、環境コンサルタント、医師、獣医などが、特定の免疫検定法

または試験キットで得た試験結果に基づいていて、ヒトが指標真菌の汚染にさら

されているかどうかおよび／またはその暴露とアレルギー反応の間に関連がある

のかどうかを決定することを意味する。このような場合、真菌に暴露された疑い

のある人から得た血清試料中に抗体が存在していることは、指標真菌に暴露され

たことを示す確証的試験結果であり、一方、抗体が存在しないことは暴露された

可能性がないことを意味する。

      【００２８】

  用語「直接手段」には、抗原性成分の凝集が対応する抗体の存在下で起こる免

疫検定法が含まれている。その凝集は、反応中に発生した濁度として、目視また

は分光測光法で記録することができる。換言すれば、それは抗原と抗体だけが必

要であることを意味し、一方、用語「間接手段」は、結合物質すなわち抗体また

は抗原性成分が、それらに適切なマーカーもしくは標識、例えばラテックス粒子

、金属合金、リポソーム、酵素、蛍光色素などをつけることによって検出可能に

されることを示している。

      【００２９】

  用語「抗原性成分」は、真菌起源の免疫原性成分を意味し、その成分に対する

抗体を誘発することができる。結論として、本発明におけるその最も広い側面の

「抗原性成分」は、アレルゲン性成分のみならず、特定の指標真菌に一般的なお

よび／または特有の成分、好ましくは、他のいわゆる「非指標真菌」由来の抗原

性成分と交差反応を行わない抗原性真菌成分もカバーしている。本発明の最も好

ましい実施態様で、用語「抗原性成分」には、真菌汚染の特質と十分な相関関係
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を示しているアスペルギスルス・ベルシカラー、スタキボトリス・カルタルムお

よびメムノニエラ・エキナータの抗原性製剤から得ることができる成分が含まれ

ている。

      【００３０】

  「抗原性成分」および／またはその量は、結合タンパク質または結合ペプチド

および抗体を含む、前記標識真菌の抗原性成分を特異的に認識する「結合物質」

によって測定される。用語「指標真菌を認識する結合物質」は、その最も広い側

面で、少なくとも一種の好ましくは二種以上の抗原性成分もしくはその少なくと

も一部を特異的に認識しそれと結合できる物質を意味する。このような物質は、

例えば、抗原性成分と特異的に結合することができるが他の抗原性成分と交差反

応を行うことができない受容体または結合タンパク質または結合ペプチドである

。とりわけ、結合物質は、本発明の前記３種の指標真菌の一種以上の抗原性組成

物を、別個にまたは組み合わせて特異的に認識できる抗体を意味する。これらの

抗体としては、ポリクローナル抗体および／またはモノクローナル抗体およびこ

れら抗体のフラグメントまたは誘導体がある。必要な前提条件は、前記「結合物

質」が、上記抗原性成分の少なくとも一種を特異的に認識し他の抗原性成分と交

差反応をしないことである。

      【００３１】

  前記「結合物質」は、本発明の「抗原性成分」のいずれかならびにそのフラグ

メント、誘導体および複合体を使用して発生させることができるが、唯一の前提

必要条件は、「抗原性成分」が「抗原」として作用できることすなわち抗体を誘

発することができることである。したがって、用語「結合物質」は、前記抗原性

成分またはその抗原性成分を含有する組成物もしくは物質に対して特異的な抗体

反応を誘発できる組成物または物質を意味する。前記抗体類は、ポリクローナル

抗体およびモノクローナル抗体の従来の製造方法によって製造できる。モノクロ

ーナル抗体の製造方法としては、ハイブリドーマ法がある。抗体もしくは他の結

合分子または特異的な結合ペプチドのような化合物は、ファージディスプレイ法

で発生させて、組み換えＤＮＡ法で製造することができる。すべての方法が、当

業技術者にとって周知の方法であり、実験便覧に記載されている。最も新しい技
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法として、合成ポリマーの結合物質が発展している。

      【００３２】

  用語「免疫検定法」は、前記抗原または被検成分に結合できる特異的な抗原お

よび／または抗体を使用するリガンド結合検定法、すなわち前記３種の指標真菌

由来の「抗原性成分」を検出および／または測定することができる方法または手

順を意味し、その検定法において有効で特異的な試薬としては前記「抗原性成分

」と特異的に結合できる少なくとも一種の抗体またはその一部分がある。また、

免疫検定法の原理は、患者の血清中の真菌抗原に対する抗体を検出するのに使用

することもできる。これら抗体は、対応する真菌の抗原性成分に対するこれら抗

体の特異的結合によって測定される。

      【００３３】

  使用される免疫検定法によって、特に競合免疫検定法および／または定量検定

法では、本発明の「抗原性成分」は任意の試薬それぞれの標準として使用される

。免疫検定法のよく知られている例は、放射線免疫検定法（ＲＩＡ）、ラジオイ

ムノメトリックアッセイ（ＩＲＭＡ）、蛍光イムノメトリックアッセイ（ＩＦＭ

Ａ）、エンザイムイムノアッセイ（ＥＩＡ）、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩ

ＳＡ）、蛍光免疫測定法（ＦＬＡ）、発光免疫測定法、免疫凝集測定法、タービ

ディメトリックイムノアッセイ（turbidimetric immunoassay）、ネフェロメト

リックイムノアッセイ（nephelometric immunoassay）などである。これらの方

法はすべて、当業技術者によく知られており実験便覧に記載されている。基本タ

イプの免疫検定法としては、特に、以下に定義されている「サンドイッチアッセ

イ」がある。

      【００３４】

  用語「サンドイッチアッセイ」は、一種の抗体（または抗原分子）を使用して

対象の被検成分を捕獲しながら別の一種の抗体（異なる特性を有するものが多い

）を使用して検出する検定法を意味する。また用語「サンドイッチアッセイ」は

、被検成分の固相への化学的結合もしくは免疫化学的結合、および被検成分の固

相への免疫化学的結合、および第二の（標識付き）試薬の被検成分への免疫化学

的結合を使用するイムノアッセイも意味する。換言すれば、用語「サンドイッチ
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アッセイ」は、試料中の抗体または抗原の量を検出または定量できる、少なくと

も二種の抗体もしくは一種の抗体および一種の抗原を使用するイムノアッセイを

意味する。例えば、抗原の二種の非オーバラッピング（非競合）エピトープに結

合できる二種の抗体を使用することができる。下記のように、異なるタイプの「

サンドイッチアッセイ」がある。

      【００３５】

  用語「ラテラルフロー法（Lateral Flow Technique）」は、免疫クロマトグラ

フィーの原理を使用するイムノアッセイを意味する。ラテラルフロー法は液体の

形態の試料または被検溶液が試験ストリップにそって移動することが一般的であ

り、被検溶液を試験装置の膜を通じて流動させる「フロースルー法（Flow-Throu

gh Technique）」とは対照的である。

      【００３６】

  用語「フロースルー法」は、前記サンドイッチ法に基づいていることが多いイ

ムノアッセイを意味する。抗原を含有する試料または被検用液をスポットとして

適用して、装置の膜を通じて拡散させる。

      【００３７】

  用語「現場アッセイ」は、汚染の領域または現場で実施できる試験法を意味す

る。現場アッセイは試料を輸送する必要がなくそして実験設備なしでかつ適格な

実験要員を必要とせずに実施される試験と手順を意味する。この用語は、病院お

よび健康管理機関で利用される用語「ベッドサイドアッセイ（bed-side assay）

」に類似している。用語「現場アッセイ」は、環境コンサルタント、産業衛生職

員、健康検査員などの現場条件下で責任がある専門家が行う試験を意味する。ま

た、汚染した建築物に入居している人が実施できるいわゆる「自己試験」も含ま

れる。「現場アッセイ」は好ましくは、試験ストリップのような「固体キャリア

」上で実施される。各種のアレルゲン性成分を、同じストリップまたはスティッ

ク上で同時に検出することができる。

      【００３８】

発明全体の説明

  真菌の汚染を診断する従来の方法は、真菌汚染の特質と程度を示すのに完全に
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満足すべき方法ではなく、特別に健康上危険な指標真菌と危険性が低い普通の真

菌を識別することができない。特定の真菌ペプチドが、建築物の真菌汚染の健康

上有害な特性を評価する際に、他の真菌ペプチドより特異的であり、そして異な

る汚染を診断するとき、特異性と選択性になんらかの差があるという事実に基づ

いて、本発明の発明者らは、特定の指標真菌由来で他の真菌と大きな交差反応性

を示さない選択された特異的抗原性成分の免疫化学的測定に基づいて、真菌汚染

の特質と程度を評価する方法と試験キットを開発した。

      【００３９】

  真菌汚染の特質および関連する健康上の危険は特定の真菌に関連がある。特に

、スタキボトリス属の真菌例えばエス・カルタルムのみならずその外の真菌、例

えばメムノニエラ・エキナータやアスペルギルス・ベルシカラーは、特定の条件

下で、いくつもの毒性が高い代謝産物（スタキボトリス属およびメムノニエラ属

の真菌によるトリコセシン類およびエー・ベルシカラーによるステリグマトシス

チン）を産生する。トリコセシン類の激しい産生が、壁紙、石膏板、乾草やわら

の湿った高セルロース含量で窒素含量が少ない材料に特に観察されている。汚染

した飼料の摂取が動物のマイコトキシンに対する主な暴露経路である。トリコセ

シン類またはエー・ベルシカラーの毒素に暴露された後の動物の中毒症の症状と

しては、目、皮膚および粘膜の中毒性刺激と、これに続く、多くの器官（特に腎

臓と肝臓）の壊死、血液パラメータの変化、出血および催奇形成と発癌性の作用

、および毒素の摂取量によっては催奇形成と発癌性作用を含む免疫系の重篤な障

害がある。ヒトの場合、汚染材料に手が触れることと、胞子を含有する空気伝播

性の毒素含有胞子の吸引が、最も可能性が高い暴露経路である。したがって毒素

にさらされる危険を、農業家ならびに毒素産生性の指標真菌で汚染されている建

築物の入居者および／または補修員は避けることができない。ヒト中毒症の急性

症状としては、いくつもの毒性、刺激性および非特異的症状があり、例えば、皮

膚炎、咳、鼻炎、口腔道や鼻腔道の灼熱感、咽喉痛、発熱、頭痛、下痢、倦怠感

と疲労感、痛みを伴うことがある重篤な咽頭炎と鼻の灼熱感、ならびに血液のま

じった鼻滲出液がある。吸引によってさらされたヒトの中毒症の長期間の健康に

対する作用はまだ分かっていない。スタキボトリス属の真菌とエー・ベルシカラ
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ーは、その健康に対する有害な特性のために、室内空気の専門家が、建築物内の

結露および／または健康上の問題点に関連する最も重大な二つの指標微生物と指

定している。現在の知識では、特にスタキボトリス・カルタルムが、恐らく、結

露の問題をかかえている建築物の最も危険な真菌であり、汚染された建築物の入

居者の結露による損傷と健康に対する厳しい作用が進行していることを示す。最

近の研究が、もう一つの真菌、メムノニエラ・エキナータの増殖が、汚染された

材料中のスタキボトリス・カルタルムの存在と関連していることを示した。エム

・エキナータの純粋培養物も、エス・カルタルムと類似のまたは同じ毒素を産生

することが指摘されている。エム・エキナータに対する暴露によって起こる健康

上の危険について刊行されている証拠は限定されているが、この真菌は、徹底的

な研究の対象であり、そして恐らく、従来、最も危険な真菌の一つになるであろ

う。

      【００４０】

  上記理由から、本発明の発明者らはスタキボトリス属の真菌を、研究に用いる

基本的な指標真菌として選択したが、他の真菌特にメムノニエラ属の真菌とアス

ペルギルス・ベルシカラーの種も、有用な指標真菌として利用できる。上記指標

真菌の分解産物（breakdown product）および／または毒性産物を非特異的に測

定することは、それら産物が、他の偏在しているが健康に対する有害性が低い非

指標真菌の分解産物に対し交差反応性を有しかつマイトトキンの分析結果が不安

定であるので、特に満足すべきものではないことが分かった。

      【００４１】

  異なる真菌の種の間の交差反応性は、同じかまたは類似の抗原性成分、例えば

何種類もの真菌が共有している酵素が原因である。またその糖タンパク質の炭水

化物成分は非特異的交差反応性を起こすことがある（Brouwer, J. Int. Arch. A

llergy Immunol. 110巻166-173頁1996年; Nissen, D.ら、Ann. Allergy Asthma 

Immunol. 81巻247-255頁1998年）。主な指標真菌の交差反応性を研究するため、

スタキボトリス・カルタルムを、人工麦芽エキスブロスおよびその天然セルロー

スリッチの増殖培地に似せたセルロースブロス中で増殖させた。スタキボトリス

・カルタルムと１０種類の真菌の種［アルテルナリア・アルテルナータ（Altern
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aria alternata）、アスペルギルス・ベルシカラー（Aspergillus versicolor）

、オーレオバシディウム・プルランス（Aureobasidium pullulans）、ケトミウ

ム・グロボスム（Chaetomium globosum）、クラドスポリウム・クラドスポリオ

イデス（Cladosporium cladosporioides）、メムノニエラ・エキナータ（Memnon

iella echinata）、ペニシリウム・ブレビコンパクツム（Penicillium brevicom

pactum）、フィアロフォラ・レベンス（Phialophora rebens ）、Phoma sp.（フ

ォーマ属の種）およびウロクラディウム・ボトリチス（Ulocladium botrytis）

］の間の交差反応性を、インヒビションイムノブロット法で試験した。

      【００４２】

  したがって、本発明の発明者らは、前記選択された指標真菌と、本発明で定義

されている毒素産生性指標真菌の群に含まれていない他の普通の真菌との間の交

差反応性を試験した（表１と２）。得られた試験結果に基づいて、本発明の発明

者らは、他の偏在している真菌と有意に交差反応しない特異的抗原性成分を確認

した。前記選択された抗原性成分に基づいて、本発明の発明者らは、特異的な結

合物質、例えば、一種以上の指標真菌由来の一種以上の特異的抗原性成分を確認

することができかつ異なる種類の真菌汚染を識別できるモノクローナル抗体を製

造することができた。前記抗原性成分とその特異的結合物質は、特定の指標真菌

の存在の有無を記録できるのみならず、真菌汚染の特質、厳しさおよび程度を測

定するのに最適であり、また先に考察した交差反応性の問題も克服する。

      【００４３】

  上記試験で、エス・カルタルム、エー・ベルシカラーおよびメムノニエラ属の

真菌の抽出物が、いくつもの抗原性成分を含有していることが分かった。

      【００４４】

  試験した真菌の種はすべて、エス・カルタルムと交差反応性を示した。低濃度

（２μｇ／ｍｌと２０μｇ／ｍｌ）の阻害製剤でいくらかの交差反応性が今まで

に観察できたが、２ｍｇ／ｍｌという高いタンパク質濃度では、エス・カルタル

ム特異的ウサギ抗血清の、エス・カルタルムの成分との結合を少なくとも５０％

をレギュラーリーに阻害した。しかし、エス・カルタルム特異的抗体の、エス・

カルタルムの成分に対する結合を阻害するのに必要なタンパク質濃度の明確な差
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が、他の真菌の抽出物およびエス・カルタルムの抽出物の間に観察された。この

ような成分は検出できたが、このような成分に対する、抗血清の結合成分は、他

の真菌製剤で阻害することが困難であった。タンパク質濃度が２ｍｇ／ｍｌの真

菌製剤を得るには、抽出物の強力な濃縮を行わねばならなかった。抽出物の強力

な濃縮は、現場の条件では実行できない。したがってこのような成分は、本発明

において好適な成分ではない。

      【００４５】

  エス・カルタルム抽出物の糖タンパク質は、Boehringer-Mannheim DIG Glycan

 Differentation Kitによって獲得した。エス・カルタルム抽出物中の、最も豊

富な炭水化物はマンノースであった。その炭水化物の部分は、分子量が３０ｋＤ

以上の成分中に存在していた。エス・カルタルムの糖タンパク質の炭水化物含量

の抗体結合活性に対する有意性を、エス・カルタラム抽出物を過ヨウ素酸塩で処

理し（糖を除く）続いてエス・カルタルム特異的ウサギ抗血清でイムノブロティ

ングすることによって例示した（実施例５）。これらの試験結果を、変性前の（

過ヨウ素酸塩で処理されていない）エス・カルタルム抽出物のイムノブロッティ

ングの結果として比較した。これらの試験結果は、エス・カルタルム抽出物から

炭水化物の部分を除くと、エス・カルタルム特異的ウサギ免疫血清の、該抽出物

中の成分に対する結合が、変化しないままの２７ｋＤａと５０ｋＤａの成分を除

いて部分的に低下することを示した。

      【００４６】

  ポリクローナル抗体とＥＬＩＳＡ試験を使用して予備試験を行った。前記アレ

ルゲン性成分または抗原性成分に対するポリクローナル抗体は充分に特異的でな

かったが、交差反応性なしの特異的抗原性成分を選択した場合、特異的結合物質

を製造することができた。本発明のモノクローナル抗体は、ケーラーとミルシュ

ウタインの独創的な方法（Nature 256巻495頁1975年）にしたがって発生させた

。なおこのモノクローナル抗体製造方法は本願に援用するものである。同様に、

前記抗原性真菌成分の他のエピトープを認識するモノクローナル抗体は、当業技

術者が、周知の実験書の方法に基づいて製造することができる。

      【００４７】
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  産生された前記抗体は、一種または組み合わせた指標真菌の存在の有無を記録

可能にすることができる標識またはマーカー分子を任意につけることができる。

各種のレベル、マーカーまたはタグ（抗体またはそれぞれの抗原と結合された場

合トレーサーとも呼ばれる）は公知であり、文献、実験便覧および特許刊行物に

記載されている。このような標識またはマーカーは、例えば着色したラテックス

粒子、フルオロクロム、リポソーム、金属コロイドなどである。しかし、かよう

な標識やマーカーを使用する必要はないことに注目すべきである。例えばタービ

ディメリックアッセイにおいて、ポリクローナル抗体は、そのまま用いられ、そ

して抗原と結合すると試料溶液は白濁する。その白濁は、抗体－抗原反応中に形

成する抗体－抗原凝集体によって起こる。前記凝集体は視覚によって検出するこ

とができる。

      【００４８】

  本発明で得た試験結果と選択された抗原性成分と製造された結合物質に基づい

て、前記三種の指標真菌の存在の有無を、環境試料中に偏在している他の非指標

真菌の抗原性成分と交差反応しないこれら三種の指標真菌特有の抗原性成分によ

って、評価する特別の方法と試験キットを開発することができた。

      【００４９】

  各種特定の汚染物を特異的に識別することができ、かつ所望の特別の診断目的

を達成するのに最も適切で有効な抗原性真菌成分を選択した。前記抗原性真菌成

分を使用して、汚染の特質と程度の診断を目的とする試験キットと方法を開発し

た。本発明は、真菌汚染の場合の治療処置の必要性とタイプを評価するのに非常

に有効な診断用具を提供するものである。その上に、これらの方法と試験キット

は、追跡試験や、治療処置の成功の監視を行うための有効な手段を提供する。結

局、この試験は、特に、環境コンサルタント、産業衛生職員、家屋販売業者、家

屋購入者および建築業者ならびにこれらの人々の健康上の係争の依頼人による自

己診断のために使用できる。

      【００５０】

  上記のように、特定の指標真菌の存在は、真菌汚染に直接関連しているので、

特異的でかつ鋭敏な生化学的指標として役立つはずである。環境試料について実
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施したウエスタンブロット試験から得た試験結果は、抗体、例えばポリ抗体（po

lyantibody）を有する特定の抗原性成分の存在を利用して、指標真菌の存在を確

認し、かつ擬陽性と擬陰性の試験結果を最少限にして、汚染の特質と程度を示す

ことができることを示唆している。

      【００５１】

  本発明の好ましい試験キットと方法が開発されて定性試験法が提供されるが、

半定量試験法または定量試験法さえも開発できることに注目することが大切であ

る。これらの試験結果は、視覚によって記録できるか、または結合反応を記録可

能にすることができる基板を加えることによって直接もしくは間接的に装置によ

って記録することができる。本特許明細書に開示されている発明は、真菌汚染の

種類を正確に評価するのに非常に有効な診断装置と、状況を修正するのに必要な

治療処置を提供するものである。本発明の方法とキットは特に、特定の指標真菌

の存在の有無を記録しかつ汚染の特質を評価する別の現場診断装置を提供するも

のである。その上に、本発明の方法と試験キットは、治療処置の効力の追跡試験

を行うための有効で実用的な装置を提供するものである。

      【００５２】

  いずれの免疫化学試験法も、原則として、汚染の特質の評価、および治療処置

の効果の縦方向または横方向のスクリーニングに利用できる。しかし、視覚凝集

法、フロースルー法および免疫クロマトグラフィー法が迅速な現場試験法として

最適である。何種類もの抗体を別個の領域に含有している試験スティックまたは

試験ストリップを製造することができ、そしてそのスティックまたはストリップ

で、何種類ものアレルゲン性成分を同時に検出することができる。

      【００５３】

  本発明の具体的実施態様で、研究者は、吸収性試験ストリップまたは類似の固

体キャリアを、汚染の疑いがある領域から材料の乾燥試料を取り出すことによっ

て得た副試料と直接接触させて配置することによって試験を実施する。その乾燥

試料を適切な液体キャリア、例えば緩衝液中に移して抽出され、副試料が提供さ

れる。その後、試験ストリップに、副試料抽出物から液体を、好ましくは標準化

された時間、吸収させる。最後に、ディップスティックタイプの試験装置が、試



(25) 特表２００３－５０６０９９

料源と接触して配置されている吸収末端を備えているように設計され、その試料

源は試験装置に直接吸収される。

      【００５４】

  現場試験キットもしくはフィールド試験キットとして利用可能な別の方法と試

験キットは、下記の網羅的ではない特許刊行物に記載されている。すなわち米国

特許の５５９１６４５号、５７１２１７０号、５６０２０４０号、５６２２８７

１号、５６５６５０３号、４５５２８３９号、４３６１５３７号、４３７３９３

２号、４５５２８３９号；ヨーロッパ特許の第１４９１６８号、１５４７４９号

、７６５４号、１９１６４０号、２１２５９９号、１５８７４６号、２２５０５

４号；国際特許願公開のＷＯ  ８６／０４６８３号、ＷＯ  ８６／０３８３９号

に記載されている。

      【００５５】

  組み換えアレルゲンも、指標真菌に暴露されたヒトの血清試料中の真菌特異的

抗体を確認するために使用することができる。例えば特異的ＩｇＧのレベルが高

いことは、指標真菌に対する暴露の増大を示し、そして特異的ＩｇＥのレベルが

高いことは、指標真菌に対するアレルギー反応が起こる可能性があることを意味

する。立証された抗原成分を使用することによって、その抗体の測定値は、現行

の方法と比べてより信頼性が高くかつ正確になる。

      【００５６】

  結論として、本発明は環境試料中の、特定の指標真菌またはその抗原性成分の

存在の有無を確認しそして疾病と結露で被害をうけた建築物、家屋、工場、農業

環境およびその外の作業環境の真菌汚染の特質と程度を評価し；真菌汚染によっ

て起こる健康上の危険を避けるための治療処置と保護処置の必要性と緊急性を評

価し；汚染を減らしおよび／または除くために治療処置を行い、その行われた処

置が成功したかどうかを評価する；のに用いる方法と試験キットに関する。好ま

しくは、診断は、特定の指標真菌、例えば環境試料中のスタキボトリス属の真菌

のみまたはいくつかの他の指標真菌を組み合わせた真菌由来の一種以上の特異的

抗原性成分を特異的に認識できる一種以上の結合物質を使用する迅速で信頼性の

高い現場検定法として実施できねばならない。
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      【００５７】

  本発明の方法と試験キットの実行可能性と適用性は、実施して実験とその結果

を記述する以下の実施例に例示説明されている。その実施例が、たとえ、エス・

カルタルムの抗原成分とその特異的結合物質に基づいたキットの開発に限定され

ていても、表１と２に示す交差反応性の予備試験結果に基づいて、類似の抗原性

成分と結合物質を、本発明のその外の２種の指標真菌について調製できることは

明らかである。

      【００５８】

実施例１．

麦芽エキスブロス内での指標真菌とその外の真菌の培養

  指標真菌のスタキボトリス・カルタルム（ＡＴＣＣ  ２０８８７７の菌株）を

、結露による被害を受けた建築物由来の石膏ボードから１９９１年に単離した。

その菌株は、オランダのバーン所在のCentraalbureau voor Schimmelcultures 

（ＣＢＳ）で同定された。試験したその外の真菌の種は、アルテルナリア・アル

テルナータ（ＤＳＭ  ６２００６）、アスペルギルス・ベルシカラー（ＵＫＵ  

３）、オーレオバシディウム・プルランス（ＤＳＭ  ６２０７４）、ケトミウム

・グロボスム（ＵＫＵ  ４）、クラドスポリウム・クラドスポリオイデス（ＤＳ

Ｍ  ６２１２１）、メムノニエラ・エキナータ（ＣＢＳ  ３０４．５４）、ペニ

シリウム・ブレビコンパツム（ＡＴＣＣ  ５８６０６）、フィアロフォラ・レベ

ンス（ＫＴＬ  ＲＥ２７）、フォーマ属の種（ＵＫＵ  ８）、ウロクラディウム

・ボトリチス（ＵＫＵ  １１）、エス・カルタルム（ＫＴＬ  ２９６）、エス・

カルタルム（ＫＴＬ  ３９１）、エス・カルタルム（ＫＴＬ  ５３０）およびエ

ス・カルタルム（ＫＡＴＴＬ）である。ＵＫＵとＫＴＬでコードされている上記

菌株はすべてＣＢＳで同定した。そしてその外の菌株（ＫＡＴＴＬを除く）は国

際真菌コレクションから購入した。

      【００５９】

  真菌の種は、先ず、人工の２％麦芽エキス寒天上で７～１０日間２５℃で増殖

させ、その後、胞子懸濁液を、０．０５％（ｖ／ｖ）のＴｗｅｅｎ２０含有のリ

ン酸塩緩衝食塩水（ＰＢＳ）で調製した。上記胞子懸濁液１ｍｌを、定置型Roux
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びんに入っている２％麦芽エキスブロス１００ｍｌに接種し、その培養物を１０

日間２５℃でインキュベートした。

      【００６０】

実施例２．

指標真菌と他の真菌の、セルロースブロス内での培養

  実施例１であげた真菌の種を、エス・カルタルムの天然の増殖培地（わら、石

膏ボード）に似せたセルロース含有液体ブロス（Dillon, H.K., Heinsohn, P.A.

,Miller, J.D.編「Field Guide for the Determination of Biological Contami

nants in Environmental Samples」AIHA Publications, 1996年、米国、バージ

ニア州フェアファックス）内で実施例１に記載したのと同様にして増殖させた。

      【００６１】

実施例３．

抗原抽出物の調製

  菌糸と胞子を含有する真菌培養物を、減圧乾燥器で乾燥し、次いで０．０２％

（ｗ／ｖ）のフェニルメチルスルホニルフルオリドと０．０２％（ｗ／ｖ）のア

ジ化ナトリウムを含有するリン酸塩緩衝食塩水（ＰＢＳ、ｐＨ８．０）中に、１

：２０（ｗ／ｖ）で再び懸濁させた。菌糸の懸濁液を、シェーカー内で１６～１

８ｈｒ、４℃にてホモジナイズして抽出した。遠心分離（４℃にて１０００ｇで

１０分間と４３０００ｇで６０分間）した後、上澄み液を、ＰＢＳ（ｐＨ７．４

）に対し、ＰＢＳを３回変えて４℃で２４ｈｒ透析し（分子量カットオフ８ｋＤ

）、滅菌濾過し（０．２：ｍ）次いで凍結乾燥した。凍結乾燥された抽出物は－

７０℃で保存し、そして使用時に、水中に再び懸濁させた。これら抽出物のタン

パク質含量を、ブラッドフォードの染料結合法（Bradford, M.M., Anal. Bioche

m. 248-254頁1976年）で測定した。

      【００６２】

実施例４．

真菌の抗原に対するウサギの抗血清

  麦芽エキスブロスとセルロースブロスから調製したエス・カルタルムの抽出物

およびエー・ベルシカラーの抽出物（１ｍｇタンパク質／ウサギ／免疫化）を２
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週間間隔で４回皮下に注射することによって、３頭の雌のニュージーランド白ウ

サギの免疫化を行った。最後の免疫化を行ってから２週間後に、ターミナル血清

を集めて、－７０℃で保存した。

      【００６３】

実施例５．

  ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、イムノブロッティングおよびインヒビションイムノブロッ

ティングドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動法（ＳＤＳ

－ＰＡＧＥ）と電気泳動トランスファー法（electrophoretic transfer）を、La

emmli, U.K.（Nature 227巻680-685頁1970年）およびTowbin, H.ら（Proc Natl 

Acad Sci USA. 76巻4350-4354頁1979年）が述べた方法を使用して実施した。イ

ムノブロッティング分析の場合、抗原抽出物のエレクトロトランスファーされた

タンパク質を含むニトロセルロースの膜を切断してストリップにして、ゼラチン

－ＰＢＳでブロックした。真菌抽出物の免疫原性成分の特性を決定するため、前

記膜のストリップを、希釈比１：５０００のプールされたウサギのターナミル抗

血清とともに一夜インキュベートし、次いで希釈比が１：５０００のペルオキシ

ダ－複合ブタ抗ウサギ免疫グロブリンとともに１ｈｒインキュベートした。これ

らインキュベーションはすべて室温で行った。ストップをＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎで

数回洗浄した。オートラジオグラフィー反応を、ＥＣＬ－ウエスタンブロッティ

ング試薬で起こさせて、免疫学的に反応性のタンパク質成分を、オートグラフィ

ーのフィルムで検出した。交差反応性の試験に使用したインヒビションイムノブ

ロッティング分析の場合、エス・カルタルム／エー・ベルシカラー特異的抗血清

を、まず他の真菌抽出物のいくつかの希釈液とともに、３７℃で１ｈｒインキュ

ベートした。その後、さきに記載したようにして、分析を完了した。

      【００６４】

実施例６．

麦芽エキスブロスおよびセルロースブロスの培養物から調製した抽出物間の、エ

ス・カルタルムのタンパク質プロフィルと抗原性成分の比較

  ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析の結果、セルロースブロス中で増殖させた培養物から調

製したエス・カルタルム抽出物は、タンパク質成分の数が（１３）で麦芽エキス
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ブロス内で増殖させた培養物から調製した抽出物の（１２）より種類が多いこと

が明らかになった。その上に、麦芽エキスブロスで調製した抽出物は、クーマシ

ー染料で染色したＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルの強いスミアリングを起こす小分子量の

非免疫原性成分を含有していた。また、セルロースブロスで調製した抽出物が、

イムノブロッティング分析の結果、免疫原性成分の数が（１８）で他の抽出物の

（１２）より多いことも明らかになった。麦芽エキスブロスで調製した抽出物中

の約９２，５７および２５ｋＤの成分が最も強い反応を行ったが、セルロースブ

ロスで調製した抽出物中の約６０，５０および３１ｋＤの成分は、ウサギ抗血清

と強く反応した。図１に示す得られた試験結果は、本発明の抗原性成分を調製す

るのに使用する抽出物を製造する場合、セルロース含有ブロスの方が麦芽エキス

ブロスより優れていることを示した。

      【００６５】

  ＳＤＳ－ＰＡＧＥ－分析の結果、セルロースブロスで培養した真菌から調製し

たエム・エキナータの抽出物が１３種のタンパク質成分を含有していることが明

らかになったが、約４８，５０および６０ｋＤの成分が最も豊富であった（図１

）。セルロースブロスで培養したエス・カルタルムに対して生成したウサギ抗血

清は、エム・エキナータ抽出物の１５０，１１０，６０，３８，３７，３６およ

び３２ｋＤの成分を明確に認識した（図２）。

      【００６６】

  セルロースブロスで培養した真菌から調製したエー・ベルシカラー抽出物は１

８種のタンパク質成分を含有していることが明らかになったが、約１００，９８

，８５，５５，および４３ｋＤの成分が最も豊富であった（図１）。麦芽エキス

ブロスで培養したエー・ベルシカラーに対して生成したウサギ抗血清は、セルロ

ースブロスで培養した真菌から調製したエー・ベルシカラー抽出物中の約１２５

，１１０，９８，８２，６２，５５，５０，４３，３７，３６，３２および２９

ｋＤの成分を明確に認識した。

      【００６７】

実施例７．

交差反応性の試験結果－適切な抗原性成分の選択
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  試験した真菌の種はすべて、エス・カルタルムと交差反応性を示した。いくら

かの交差反応性（インヒビションイムノブロッティング分析におけるエス・カル

タルムの成分の０％～３６％の消失）は低濃度（２μｇと２０μｇ／ｍｌ）の阻

害製剤ですでに知られているが、２ｍｇ／ｍｌというタンパク質濃度は、エス・

カルタルム特異的ウサギ抗血清の、エス・カルタルムの成分への結合の６４～１

００％を阻害した。換言すると、オートラジオグラフィーによる視覚化は、交差

反応が起こったときは妨げられるかまたは阻害された。しかし、エス・カルタル

ム特異的抗体のエス・カルタルムの成分に対する結合を阻害するのに必要なタン

パク質濃度の明確な差が、他の真菌の抽出物とエス・カルタルムの抽出物の間に

認められた。上記阻害のために使用した、麦芽エキスブロスで増殖させた培養物

から調製したエス・カルタルム抽出物の最低タンパク質濃度（２μｇ／ｍｌ）は

４５％の視覚化を妨げ、そしてセルロースブロスで増殖させた培養物から抽出物

は、その成分の６５％の視覚化を妨げた。エス・カルタルムに形態学的に密接に

関連している真菌の種（エー・アルテルナータ、エム・エキナータおよびユー・

ボトリチス）は、エス・カルタルムと、他の真菌より強く交差反応を行った。麦

芽エキスブロスで増殖させたエス・カルタルムの抗原性成分であって、その成分

へのエス・カルタルム特異的抗体の結合が他の真菌製剤によって容易に阻害され

た抗原性成分は、約６７，３１，２０および１７ｋＤの成分であったが、約７７

，６４，５７および２５ｋＤの成分への結合は阻害することが困難であった。５

０ｋＤより小さい成分へのエス・カルタルム特異的抗体の結合は、他の真菌製剤

によって容易に阻害されたが、約６０および５０ｋＤの成分へ結合を阻害するこ

とは困難であった。試験を行ったエス・カルタルムの５種の他の菌株は、イムノ

ブロッティング分析で、エス・カルタルム特異的ウサギ抗血清のエル・カルタル

ムの成分への結合を強く阻害して、類似の抗原成分を示した。

      【００６８】

  麦芽エキスブロスで培養したエー・ベルシカラーに対して生成したウサギ抗血

清は、セルロースブロスで培養したエス・カルタルム抽出物の１１種の成分を明

確に認識した。エム・エキナータ抽出物の場合、図は５種の成分を示した（１１

０，９８，８２，６２および５５ｋＤ）。セルロースブロスで培養されたエス・
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カルタルムに対して生成したウサギ抗血清は、セルロースブロスで培養したエー

・ベルシカラー抽出物中の一成分（６０ｋＤ）を明確に認識した（図２）。エム

・エキナータ抽出物の場合、図は６種の成分（１５０，１１０，６０，３８，３

７および３２ｋＤ）を示した（図２）。

      【００６９】

  約６０ｋＤａと５０ｋＤａの成分は、セルロースブロスで培養したエス・カル

タルムに対して最も特異的であることを、インヒビション－イムノブロッティン

グの試験で立証した（表１）。インヒビション－イムノブロッティング試験の結

果（表１）によれば、上記５０ｋＤａの成分は、エム・エキナータとエス・カル

タルムに共有されているが、セルロースブロスで培養されたエス・カルタルムに

対して生成したウサギ抗血清が、エム・エキナータ抽出物中の５０ｋＤの成分を

ごくわずかしか認識しなかったということは、交差反応性が非特異的性質をもっ

ているということを意味している。

      【００７０】

  約８５，５５，３５および３３ｋＤａの成分が、インヒビション－イムノブロ

ッティング試験にて、麦芽エキスブロスで培養したエー・ベルシカラーに対して

最も特異的であることを立証した（表２）。

      【００７１】

実施例８．

セルロース培地上で増殖させたエス・カルタルムの抗原性成分の特性決定

糖の分析

  スタキボトリス・カルタルム－抽出物の糖タンパク質を、Boehringer-Mannhei

m DIG Glycan Differentation Kitによって測定した。エス・カルタルム－抽出

物中の最も豊富な炭水化物はマンノースであった。その外の炭水化物、例えばガ

ラクトース－β（１－４）－Ｎ－アセチルグルコサミンとシアル酸も同定された

。分子量が３０ｋＤ以上の大部分の成分に、炭水化物の部分が存在していた。エ

ス・カルタルムの糖タンパク質類の抗体結合活性に対する重要性を、エス・カル

タルム－抽出物を過ヨウ素酸塩で処理し（糖類の除去）、続いてエス・カルタル

ム特異的ウサギ抗血清でイムノブロットすること（実施例５）によって示した。
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これらの試験結果は、エス・カルタルム－抽出物から炭水化物の部分を部分的に

除くと、エス・カルタルム－抽出物特異的ウサギ免疫血清の、抽出物のいくつも

の成分に対する結合が部分的に減少することを示した。エス・カルタルムに対し

て特異的であることを先に示した前記５０ｋＤの成分は変化しないままである。

また、過ヨウ素酸塩で処理した後、前記５０ｋＤの成分は、ウサギ免疫血清およ

びカビの多い建築物内でエス・カルタルムで感作された患者の血清によってやは

り認識された。しかし、その成分はうすく染色されたガラクトース－β（１－４

）Ｎ－アセチルグルコサミンの炭水化物部分を含有していたが、炭水化物を除い

ても、前記５０ｋＤの成分抗体結合に影響しなかった。

      【００７２】

  カビの抽出物から糖の部分を除くには、暗所での５０ｍＭ過ヨウ素酸ナトリウ

ムによる少なくとも１ｈｒの処理を必要とした。過ヨウ素酸塩処理の有効性を、

Boehringer-Mannheim DIG Glycan Differentation Kitでさらに糖タンパク質を

分析することで確かめた。天然のエス・カルタルム抽出物中に同定された糖類（

マンノース、ガラクトース－β（１－４）－Ｎ－アセチルグルコサミンおよびシ

アル酸）は、過ヨウ素酸塩で処理した後には同定できなかった。

      【００７３】

  Ｎ－グリコシダーゼ酵素Ｆエンドグリコシダーゼ酵素（Boehringer-Mannheim

）を使用して、すべてのタイプのＮ－グリカン連鎖を糖タンパク質から加水分解

して除いた（糖類の除去）。処理を行った後、前記５０ｋＤａの成分の分子の大

きさは変化しないままであるが、エス・カルタルム抽出物のプロフィル中の他の

成分の大部分（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）が消失したか、または分子の大きさが、除去

された炭水化物の表示として変化した（小さくなった）。

      【００７４】

実施例９．

エス・カルタルム－クロマトグラフィー精製法による抗原性成分の特性決定

１ゲル濾過クロマトグラフィー

  凍結された試料をＰＢＳ（ｐＨ７．４）中に再び懸濁させ、次に、４℃でＰＢ

Ｓに対して、ＰＢＳを３度変えて透析した（分子量カットオフ８ｋＤ）。最大２
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５０μｌのカビ抽出物の試料を、superdex ７５  ＨＲ  １０／３０カラム（Pha

rmacia Biotech、スウェーデン、ウプサラ）に注入した。ＰＢＳ（ｐＨ７．４）

を溶離液として使用した。ピークをすべて収集し、第一ピークから出発して同じ

緩衝液と平衡させた。

      【００７５】

アニオン交換クロマトグラフィー

  凍結された試料をＰＢＳ（ｐＨ７．６）中に再び懸濁させ次いで４℃で２０ｍ

Ｍトリス（ｐＨ７．６）に対し、２０ｍＭトリス（ｐＨ７．６）を３回変えて透

析した（分子量カットオフ８ｋＤ）。２０ｍＭトリス（ｐＨ７．６）中のカビ－

抽出物の試料を最大２ｍｌ、同じ緩衝液と平衡させたResource Ｑ  ＨＲ  ５／

５カラム（Pharmacia Biotech、スウェーデン、ウプサラ）に注入した。結合し

ているタンパク質類を、２０ｍＭトリス（ｐＨ７．６）中０～１ＭのＮａＣｌの

線形勾配液９０ｍｌで溶離させて、すべてのピークを収集した。

      【００７６】

カチオン交換クロマトグラフィー

  凍結された試料を２０ｍＭクエン酸（ｐＨ２．７）中に再び懸濁させ次いで４

℃で２０ｍＭクエン酸に対し、これを３回変えて透析した（分子量カットオフ８

ｋＤ）。２０ｍＭクエン酸（ｐＨ２．７）中のカビ－抽出物の試料を最大２ｍｌ

、同じ緩衝液と平衡させたResource Ｓ  ＨＲ  ５／５カラム（Pharmacia Biote

ch、スウェーデン、ウプサラ）に注入した。結合しているタンパク質類を、２０

ｍＭクエン酸（ｐＨ２．７）中０～１ＭのＮａＣｌの線形勾配液９０ｍｌで溶離

して、すべてのピークを収集した。

      【００７７】

単離されたピークのＳＤＳ－ＰＡＧＥによる同定

  ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧ

Ｅ）を、１５％アクリルアミドゲルで、Laemmliの不連続緩衝液系（Laemmliの１

９７０年の報告）を使用して実施した。簡単に述べると、各画分由来の５０μｌ

の試料を、ＳＤＳと２－メルカプトエタノールを含有する同じ緩衝液３０μｌで

還元し、次にその試料を１０分間沸騰させた。その試料とPharmacia Low Molecu
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lar Weight calibration kit standard（Pharmacia Biotech）を前記ゲルに注入

して、電気泳動を２００Ｖで６０分間実施した。これらのゲルをクーマシーブリ

リアントブルーで染色した。

      【００７８】

ニトロセルロースフィルターに移した単離されたピークのイムノブロッティング

  イムノブロッティング分析を、実施例５に記載したのと同様にして行った。

      【００７９】

実施例１０．

単離された成分の特性決定

ＳＤＳ－ＰＡＧＥからの特異的フラグメントの単離、タンパク質のアミノ酸配列

の決定

Ｎ末端の配列決定

  ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルから得たタンパク質を、ポリ二フッ化ビニリデンの膜（

Immobilon－Ｐ, Millipore）に１００Ｖにて３０分間で移した。その膜を、０．

１％のクーマシーブリリアントブルーで染色し、次に５０％メタノールで脱染色

した。染色された５０ｋＤのバンドをメスで切り取り、次にそのバンドを室温で

乾燥させた。Applied Biosystems 477A Pulsed Liquid Phaseタンパク質配列決

定器を使用して、タンパク質のＮ末端アミノ酸配列を決定した。そのタンパク質

のＮ末端の末端がブロックされていたのでアミノ酸配列は得られなかった。

      【００８０】

内部ペプチドの配列決定

  ペプチドのアミノ酸配列を決定するためのゲル内プロテアーゼ消化を、Rosenf

eldら（Rosenfeldらの１９９２年の報告）が述べたのと同じ小さな改変を行って

実施した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥは上記のようにして実施した。ゲルの特定のタンパ

ク質バンドを切り取って、５０％アセトニトリル－炭酸水素アンモニウム緩衝液

（２００ｍＭ）によって、３７℃にて４５分間、２回洗浄した。続いて、そのゲ

ルスライスを、アセトニトリルで収縮させ、次に試料をジチオトレイトールで還

元し（５６℃で３０分間）、次いでヨードアセトアミドでカルボキシメチル化し

た（暗所にて室温で１５分間）。乾燥したゲルスライスを、１０％のアセトニト
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リルおよびＴＰＣＫで処理したトリプシン（Sigma）０．５μｇを含有する１０

０ｍＭ炭酸水素アンモニウム緩衝液１０μｌで、部分的に膨潤させた。１００ｍ

Ｍトリス－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ９．２）、１０％アセトニトリルをゆっくり加え

て、前記ゲルスライスをカバーし、次いでインキュベーションを一夜行った。６

０％アセトニトリル－０．１％ＴＦＡを使用て、シェーカー内で３７℃にて２回

、ペプチドを抽出した。消化溶液をプールし、乾燥して容積を約５０μｌにした

。精製したペプチド類を、０．０６５％三フッ化酢酸（ＴＦＡ）／水－０．０５

％ＴＦＡ／８４％アセトニトリルの勾配液を使用した、逆相高速液体クロマトグ

ラフィー（ＲＰ－ＨＰＬＣ）（μＲＰＣ  Ｃ２／Ｃ１８  ＳＴ４．６／１００カ

ラム／Amersham Pharmacia）で分離した。Applied Biosystems 477A Pulsed Liq

uid Phaseタンパク質配列決定器を使用して、前記ペプチド類のアミノ酸配列を

決定した。

      【００８１】

実施例１１．

組み換えＤＮＡ法による抗原性成分の製造、メッセンジャーＲＮＡの単離とｃＤ

ＮＡのクローン化

  分離菌株ＵＫＵ  １０エス・カルタルムを、定置型Ｒｏｕｘびん内に入れた６

×１０ｍｌの液体セルロース培地で２５℃にて培養した。菌糸を７日目に収穫し

た。その菌糸を遠心分離した（３０００×ｇ、１０分間、２５℃）。上澄み液を

廃棄し、半乾燥の菌糸塊を液体窒素で凍結させて－７０℃で貯蔵した。その凍結

抽出物を、Qiagen ＲＬＣ試薬とともに、乳鉢と乳棒ですりつぶした。全ＲＮＡ

を、Qiagen RNeasy Plant Mini Kit－法で単離した。メッセンジャーＲＮＡを、

Qiagen Oligotex mRNA Maxi Kitを使って、全ＲＮＡから精製した。相補的ＤＮ

Ａ発現ライブラリーを、Stratagene  ＺＡＰ－ｃＤＮＡ合成キットを使って構築

しそして、ｃＤＮＡをＵｎｉ  ＺＡＰ  ＸＲベクター（Stratagene、米国カリフ

ォルニア州ラ・ホーヤ）中にクローン化した。

      【００８２】

実施例１２．

ｃＤＮＡライブラリーのスクリーニング
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  エス・カルタルムに暴露された経歴があることが証明されていて、エス・カル

タルムに対する暴露またはエス・カルタルムによる感作の典型的な臨床症状を有

する患者の血清を使用して、上記ｃＤＮＡライブラリーのイムノスクリーニング

を行った。また、そのｃＤＮＡライブラリーのイムノスクリーニングを、エス・

カルタルムの特異的ウサギ抗血清（実施例５）で行った。溶菌斑を、イソプロピ

ルチオ－β－Ｄ－ガラクトシドで処理したニトロセルロースフィルター（Amersh

am）上に取り上げた。そのフィルターをリン酸塩緩衝食塩水（ＰＢＳ、ｐＨ７．

４）中０．１％カゼインによって４ｈｒ洗浄してブロックし、さらに１：５希釈

度のヒト抗血清または１：５０希釈度のウサギ抗血清とともにインキュベートし

た。ＨＲＰで標識した１：１０希釈度の抗ヒトＩｇＥ（ＤＡＫＯ、Ｐ０２９５）

とＨＲＰで標識した１：５０００希釈度の抗ウサギＩｇ（ＤＡＫＯ、Ｐ０３９９

）を二次抗体として使用して４ｈｒインキュベートした。フィルターの洗浄及び

血清とコンジュゲートの希釈を、０．１％のＴｗｅｅｎを含有するＰＢＳで行っ

た。インキュベーションと洗浄はすべて、ゆるやかに撹拌しながら室温で行った

。オートラジオグラフィーの反応は、ＥＣＬ－ウェスタンブロッティング試薬（

Amersham）で起こさせ、次いで免疫学的に反応性のプラークをオートラジオグラ

フィーのフィルム（Amersham）で検出した。陽性プラークを取り出し、ファージ

希釈とイムノブロッティングを繰り返して精製した。

      【００８３】

  内部ペプチドの配列を決定することによって分かったアミノ酸配列を、ｃＤＮ

ＡライブラリーのスクリーニングのためのＰＣＲプライマーを計画するモデルと

して使用した。ペプチドＭＬＮＶＹＦＹＧＨ（配列番号：１）を使用して縮重（

degenerated）ＰＣＲプライマーを製造した。その外のＰＣＲプライマーを、pBl

uescript ＳＫ（＋／－）ファージミッドクローニングベクター（phagemid clon

ing vector）用に計画した。アッパー菌株プライマー（upper strain primer）

はＴ３プライマーＡＡＴＴＡＡＣＣＣＴＣＡＣＴＡＡＡＧＧＧ（配列番号：２）

とペプチドベースのＧＴＹＣＣＮＡＴＹＡＡＹＡＴＹＣＡＮＣＴＹ（配列番号：

３）であった。ロウワ－菌株プライマー（lower strain primer）はＴ７プライ

マーＣＧＧＧＡＴＡＴＣＡＧＴＣＡＧＣＡＴＡＡＴＧ（配列番号：４）とペプチ
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ドベースのＧＡＹＧＴＮＡＹＴＴＹＴＡＹＧＧＮＣＡＹ（配列番号：５）であっ

た。Ａはアデニンであり、Ｃはシトシンであり、Ｇはグアニンであり、Ｔはチミ

ンであり、ＹはＣ＋Ｔの両者を意味し、そしてＮはＡ＋Ｃ＋Ｇ＋Ｔのすべてをコ

ードしている。

      【００８４】

  ３２Ｐで標識したオリゴヌクレオチドプローブをＰＣＲ増幅（前記）によって

産生されたＤＮＡ配列から設計し、そしてｃＤＮＡライブラリーのスクリーニン

グを、Sambrook, J.らの標準プロトコル（Molecular Cloning, A laboratory Ma

nual、米国ニューヨーク州コールド・スプリング・ハーバー、１９８９年）にし

たがって行った。

      【００８５】

実施例１３．

ｃＤＮＡクローンの配列決定

  挿入断片を含有するBluescript ＳＫ（－）ファージミッドをバクテリオファ

ージＵｎｉ－ＺＡＰ  ＸＲ  λから切り取り、そのファージミッドで、エシェリ

キア・コリ（Escherichia coli）ＸＬ１－Blue細胞（Stratagene）を形質転換し

た。配列決定を行うのに使用するＤＮＡを、Wizard Minipreps ＤＮＡ Purifica

tion System（Promega）で精製した。Thermo Sequenase ＣＹ５ Dye Terminator

 Kit, 27-2682-01（Amersham Pharmacia Biotech）を使用し、A.L.F. and A.L.F

express ＤＮＡ配列決定器で、ヌクレオチドの配列決定を行った。そのＤＮＡ配

列を、データバンク（ＮＣＢＩ GenBank）のＤＮＡ配列を比較して、大部分の特

異的エス・カルタルムＤＮＡ－フラグメントを同定した。

      【００８６】

ＰＣＲ産物の配列決定

  ＰＣＲ産物をアガロースゲルから分離し、次いでＧＥＬａｓｅ（商標）Agaros

e Gel-Digesting Preparation法（Epicentre technologies）で精製した後、Ｄ

ＮＡの配列決定を行った（上記のようにして）。

      【００８７】

実施例１４．
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ピキア・パストリス（Pichia pastoris）内での組み換えタンパク質の産生

  エス・カルタルム（ＵＫＵ１０）のｃＤＮＡを、ＰＣＲの鋳型として使用した

。そのプライマーは、特異的エス・カルタルムタンパク質のリーダー配列、およ

びピキア・パストリスのｐＨＩＬ－Ｄ２発現ベクター（Invitrogen、オランダ、

リーク）中にクローン化するためのＥｃｏＲ１部位を含むように設計した。その

外のプライマーは、ピキア・パストリスのｐＨＩＬ－Ｓ１発現ベクター中にクロ

ーン化するために設計した。プラスミドの構築は標準の方法（Invitrogen）で実

施し、そのプラスミド中に正しく挿入されていることは配列を決定することによ

って確認した。ピキア・パストリス菌株ＧＳ１１５（Invitrgen）を、塩化リチ

ウム形質転換法によって、上記組み換えプラスミドで形質転換した。

      【００８８】

  形質転換されたピキア属の酵母のシード培養物を、１．０％（ｖ／ｖ）グリセ

リンを含有するソルトベースの培地（salt-based medium）（ＢＭＧ、Invitroge

n）内で、３０℃にて回転インキュベーター上で増殖させた。組み換えタンパク

質を産生させるため、酵母細胞を遠心分離で収集し、グリセリンなしの同じ培地

ベースの１／５に再び懸濁させ、メタノールを０．５％（ｖ／ｖ）になるまで添

加し、次いで毎日メタノールを添加したながら、インキュベーションを６日間続

けた。培養物の上澄み液を遠心分離によって収穫し、次いでその組み換えタンパ

ク質を、アフィニティークロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィーお

よびゲル濾過クロマトグラフィーを含む方法で精製した。

      【００８９】

実施例１５．

エス・カルタルムの特異的抗原性成分に対するモノクローナル抗体の産生

抗原の調製

  実施例１０と１４で述べたようにして分離し精製したスタキボトリス・カルタ

ルムに特有の抗原を、減圧乾燥のステップから始めながら、実施例３に記載した

のとほぼ同様にして調製した。

      【００９０】

モノクローナル抗体
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  Ｂａｌｂ／ｃ  マウスに、２週間間隔で、エス・カルタルムに特有の抗原１０

０ｇずつを腹腔内に３回注入することによって免疫化を行った。フロイントの完

全アジュバントを第一回の注入に使用し、そしてフロイントの不完全アジュバン

トを第二回の注入に使用した。最後の注入はアジュバントなしで行い、そのマウ

スを４日後に殺し、Galfre, G.ら、Nature 266巻550-552号1977年の方法にした

がって、モノクローナル抗体を製造した。免疫化したマウスの脾臓細胞を、５０

％ポリエチレングリコール（ＭＷ１５００）を使用して、ＮＳＩ－１マウス骨髄

腫細胞系と融合させた。ハイブリドーマを、抗体の産生について、ＥＬＩＳＡ法

とイムノブロッティング法で試験し、選択されたハイブリドーマを、限定希釈法

で２回クローン化した。

      【００９１】

実施例１６．

ディップスティックキットの製造

  ニトロセルロース性ストリップ（ストリップ１、約６×２５ｍｍ）の狭い領域

を、スタキボトリス・カルタルムに特有の成分に対するモノクローナル抗体でコ

ートする。着色したラテックス粒子を、同じ成分の別の抗体でコートする。その

コートされたラテックス粒子を、吸収性ポリエチレン材料のストリップ（ストリ

ップ２）の中央部の領域の上で乾燥させる。前記ラテックス粒子の直径は、これ

ら粒子が前記二種のストリップ材料の細孔を自由に流動できるように十分に小さ

い。これら二つのストリップは、接触して、ストリップ２の末端が液体中に浸漬

されると、試料液体がストリップ２からストリップ１に毛細管流動できるように

、プラスチック製パッキング上に取り付けられる。過大の液体を吸収させる場合

、濾紙のパッドを、ストリップ２に向かい合ったストリップ１に接触するように

取り付ける。このようにして製造したディップスティックを使用して、下記説明

にしたがって指標真菌成分の迅速な試験を行う。

      【００９２】

実施例１７．

環境試料の収集

  環境試料の収集と調整は非常に簡単である。研究者は、汚染領域を十分良好に
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代表する適切なサンプリング部位を評価して理解している。サンプリング部位か

ら副試料（建築材料、他の基材、たまったダストなど）を採取し、緩衝溶液が入

っている試験管に移し注意深く振盪する。ディップスティックを上記緩衝液中に

入れ、実施例１９の説明を踏襲する。

      【００９３】

実施例１８．

試験のプロトコルの設定

  試験法を開発中、各種のスタキボトリス・カルタルム菌株および他の指標真菌

菌株および他の普通の非指標真菌の種の純培養物ならびに指標真菌および他の真

菌および汚染環境試料の混合培養物からの試料が、既知の真菌の種で人工的に調

製され、ファイルされた条件（filed condition）から収集される。

      【００９４】

実施例１９．

イムノクロマトグラフィー試験の実施

  １．  実施例１７に記載したようにして得た試料を、緩衝液（Ｔｗｅｅｎ２０

とアプロチニン（５０ｋＩＵ／ｍｌ）を含有するＰＢＳ、ｐＨ７．４）で希釈す

る。

  ２．  ディップスティックの一方の末端（ストリップ２の末端）を、上記希釈

された試料中に浸し、液体の前部がストリップ１に到達するまでそのまま保持し

、次いで試料から取り出す。

  ３．  ５分間のインキュベーション中に、試料が、両ストリップ中を移動させ

られ、そしてラテックス粒子が、液体によって、抗体をコートされた領域を越え

てディップスティックの他方の末端まで輸送される。

  ４．  ストリップ１を検査する。最少量のエス・カルタルム成分がすでに可視

カライン(visible line)を起こしている。着色領域が形成されていれば、その試

験結果は陽性とみなされる。

      【００９５】

  モノクローナル抗体ベースのエス・カルタルムディップスティック試験で得た

データは、対応するＥＬＩＳＡ分析法のデータと比較することができる。ＥＬＩ
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ＳＡ試験のレベルが増大しているのは、陽性のディップスティック分析結果を反

映している。陽性のディップスティック試験結果は、エス・カルタルムの健康に

対し有害な汚染と関連があり、かつ他の有害なカビ類による汚染の可能性がある

ことを示している。

      【００９６】

【表１】
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【表２】
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    【配列表】



(44) 特表２００３－５０６０９９



(45) 特表２００３－５０６０９９

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  エス・カルタルム（Ａ）、エム・エキナータ（Ｂ）およびエー・ベルシカラー

（Ｃ）の抽出物のＳＤＳ－ＰＡＧＥプロフィルを示す図である。

    【図２】

  エス・カルタルム特異的ウサギ抗血清によって認識されるエス・カルタルム（

Ａ）、エム・エキナータ（Ｂ）およびエー・ベルシカラーの抽出物の成分を示す

図である。

    【図３】

  異なるエス・カルタルムの製剤のイムノブロッティングを示す図である。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１３年１１月１９日（２００１．１１．１９）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  非標的真菌類との交差反応性がない標的真菌の抗原性成分で

あって、前記抗原性成分は抗体を誘発することができ、その抗体は有害真菌の増

殖の存在を検出するのにおよび前記真菌の増殖と関連した健康上の危険、前記真

菌の増殖の特質および程度、必要な治療処置または適用された治療処置の成功を

評価するのに有用である抗原性成分において、前記標的真菌類は健康上の危険を

有することが証明されている一種以上の特定の毒素産生性指標真菌類を含み、非

標的真菌類は毒素産生性がない非指標真菌類であり、前記抗原性成分は前記指標

真菌類に特有でかつ他の非指標真菌類との交差反応性が実質的になく、前記抗原

性成分は下記ステップによって獲得できることを特徴とする抗原性成分：

  （ａ）スタキボトリス、アスペルギルスおよびメムノニエラの属から選択され

る指標真菌類から抗原性成分を単離し、

  （ｂ）ステップ（ａ）で得た抗原性成分の、極端な健康上の危険を生じない他

の普遍的に存在する非指標真菌類由来の抗原性成分との交差反応性を確認し；そ

して

  （ｃ）スタキボトリス、アスペルギルスおよびメムノニエラの属から選択され

る指標真菌類に特有でかつ他の非指標真菌類との交差反応性が実質的にない抗原

性成分を選択する。

    【請求項２】  指標真菌がスタキボトリス・カルタルムを含む請求項１に記

載の抗原性成分。

    【請求項３】  指標真菌がアスペルギルス・ベルシカラーを含む請求項１に

記載の抗原性成分。
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    【請求項４】  指標真菌がメムノニエラ・エキナータを含む請求項１に記載

の抗原性成分。

    【請求項５】  抗原性成分が、組み換えＤＮＡ技法によって製造される請求

項１～４のいずれか一つに記載の抗原性成分。

    【請求項６】  ヒトが指標真菌の汚染にさらされているかどうかおよび／ま

たはアレルギー反応の原因が前記指標真菌に対する暴露であるのかどうかを、汚

染にさらされている疑いがあるヒト由来の血清試料中の抗体の存在の有無を確認

することによって評価するのに使用する試験キットを製造するための、請求項１

～５のいずれか一つに記載の抗原性成分の使用。

    【請求項７】  指標真菌類由来の抗原性成分を特異的に認識してそれに結合

しかつ他の真菌類の抗原性成分を認識せずそれに結合しない結合物質を製造する

ための、請求項１～５のいずれか一つに記載の抗原性成分の使用。

    【請求項８】  真菌汚染の特質と程度の評価、必要な治療処置および適用さ

れた治療処置の成功のチェックを行うため使用する試験キットを製造するための

、一種以上の指標真菌類に特有でかつ他の非指標真菌類との交差反応性が実質的

にない請求項１～５のいずれか一つに記載の少なくとも一種の抗原性成分を特異

的に認識しそれに結合する結合物質の使用。

    【請求項９】  結合物質が、結合ペプチド、ポリクローナル抗体、モノクロ

ーナル抗体および／または前記ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体の

フラグメントから選択される請求項７または８に記載の使用。

    【請求項１０】  真菌の増殖を検出し、前記真菌の増殖によって生ずる健康

上の危険を評価し、真菌汚染の特質と程度、必要な治療処置および適用された治

療処置の成功のチェックを行う方法であって、検出が固体の環境試料を希釈およ

び／または抽出することによって環境試料懸濁液から調製された副試料懸濁液か

らの免疫化学的検定法を用いた免疫化学的検定法として実施される方法において

、前記検定法が、副試料を、請求項１～５のいずれかの少なくとも一種の抗原性

成分を特異的に認識して結合することができる一種以上の結合物質と接触させて

反応の存在の有無を記録するステップを含むことを特徴とする方法。

    【請求項１１】  適用された治療処置の成功をチェックする場合、サンプリ
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ングを、適切な間隔をおいて、少なくとも一回、再々繰り返すことを特徴とする

請求項１０に記載の方法。

    【請求項１２】  ヒトが指標真菌の汚染にさらされているかどうかおよび／

またはアレルギー反応の原因が指標真菌に対する暴露であるのかどうかを、血液

または血清からの免疫検定法によって検出する方法において、血液または血清試

料を請求項１～５の抗原性成分の少なくとも一種と接触させて反応の存在の有無

を記録することを特徴とする方法。

    【請求項１３】  請求項１０～１１の方法のいずれかを用いて、選択された

指標真菌類の存在の有無を検出するための、真菌汚染の特質を評価して必要な治

療処置および適用された治療処置の成功を制御するための、真菌汚染の程度をス

クリーニングして必要な治療処置および適用された治療処置の成功を制御するた

めの試験キットにおいて、試験キットが請求項１～５の少なくとも一種の抗原性

成分を特異的に認識して結合することができる一種以上の結合物質を含むことを

特徴とする試験キット。

    【請求項１４】  血液または血清試料から請求項１２に記載の免疫化学的検

定法によって、ヒトが指標真菌の汚染にさらされているかどうかおよび／または

アレルギー反応の原因が指標真菌に対する暴露であるかどうかを検出するための

試験キットにおいて、試験キットが請求項１～５に記載の抗原性成分を含むこと

を特徴とする試験キット。
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【国際調査報告】
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摘要(译)

本发明涉及一种抗原成分，该成分对于三种指示剂真菌水生水苏木，杂
色曲霉和紫锥花具有唯一性，并且不会与环境中的其他常见真菌发生交
叉反应。 还公开了使用这些抗原成分的方法，例如：用于产生结合剂，
评估真菌污染的性质和程度，必要的治疗以及检查所应用的成功治疗。 
用于生产用于执行和检查人是否暴露于指示真菌和/或人的过敏反应与暴
露于指示真菌之间是否存在关系的测试试剂盒。 使用。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/173bd18e-5def-433b-94b8-c960fae6c1b9
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/008555121/publication/JP2003506099A?q=JP2003506099A

