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(54)【発明の名称】 リポ多糖の免疫測定法と試験装置

(57)【要約】
リポ多糖結合蛋白及びリポ多糖分析物に対して特異的結
合親和性を持つ抗体を第一又は第二結合試薬として使用
することを含む、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、クラミジア
（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ）又はサルモネラ（Ｓａｌｍｏｎ
ｅｌｌａ）のようなグラム陰性菌からのリポ多糖を検出
するための免疫測定法ならびにそれを実施するための装
置。分析物を第一結合試薬と反応させて複合体を形成さ
せ、次に第二結合試薬と反応させて、分析物と第一及び
第二結合試薬を含む複合体を形成させる。その後最終複
合体の存在を検出する。結合試薬の１つは標識されてい
て遊離しており、他方の結合試薬は標識されておらず、
支持体に固定されている。装置は第一領域を含み、遊離
標識第一結合試薬はそこから毛管作用を通してサンプル
と共に、非標識第二結合試薬を含む検出領域へと運搬さ
れる。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ａ）サンプルを、リポ多糖分析物に対して特異的結合親和性

を持つ抗体及びリポ多糖結合蛋白から成る群から選択される第一結合試薬と接触

させ、その際、リポ多糖が、もし存在する場合には、第一結合試薬と結合して、

第一結合試薬／リポ多糖分析物複合体を形成するのに十分な時間、サンプルと第

一結合試薬が接触するようにし、

ｂ）第一結合試薬／リポ多糖分析物複合体を、リポ多糖分析物に対して特異的結

合親和性を持つ抗体及びリポ多糖結合蛋白から成る群から選択される第二結合試

薬と接触させ、その際、第一結合試薬／リポ多糖分析物複合体が第二結合試薬と

結合して、第一及び第二結合試薬／リポ多糖分析物複合体を形成するのに十分な

時間、第一結合試薬／リポ多糖分析物複合体と第二結合試薬が接触するようにし

、そして

ｃ）形成された第一及び第二結合試薬／リポ多糖分析物複合体の存在を検出する

段階を含み、

結合試薬の１つがリポ多糖分析物に対して特異的結合親和性を持つ抗体であり、

他方の結合試薬がリポ多糖結合蛋白であって、

結合試薬の１つが標識結合試薬であり、他方の結合試薬が非標識結合試薬である

、

サンプル中のリポ多糖分析物の存在を検出する方法。

    【請求項２】  結合試薬の１つが支持体に固定されており、他方が固定され

た結合試薬の位置まで移動することができ、かかる移動結合試薬が標識結合試薬

であることを特徴とする、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  第一結合試薬がリポ多糖結合蛋白であり、第二結合試薬がリ

ポ多糖分析物に対して特異的結合親和性を持つ抗体であって且つ支持体に固定さ

れている、請求項２に記載の方法。

    【請求項４】  サンプル中のリポ多糖分析物がグラム陰性菌の細胞膜に由来

する、上記請求項のいずれかに記載の方法。

    【請求項５】  サンプル中のリポ多糖分析物が、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃ

ｈｉａ  ｃｏｌｉ）、サルモネラ菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）及びクラミジア菌
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（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ）から成る群から選択されるグラム陰性菌の細胞膜に由来

する、請求項４に記載の方法。

    【請求項６】  サンプル中のリポ多糖分析物がクラミジア菌の細胞膜に由来

する、請求項５に記載の方法。

    【請求項７】  サンプルが尿、血清、唾液、頚部又は尿道液から成る群から

選択され、当該方法が、サンプルをグラム陰性菌細胞膜の溶解を生じさせるのに

十分な量の界面活性剤に接触させる段階をさらに含み、この段階がサンプルを第

一結合試薬と接触させる前に行われる、請求項４に記載の方法。

    【請求項８】  標識結合試薬が微粒子標識を含む、上記請求項のいずれかに

記載の方法。

    【請求項９】  結合試薬の１つが抗クラミジ菌アリポ多糖抗体を含む、上記

請求項のいずれかに記載の方法。

    【請求項１０】  結合試薬の１つが、約５０００Ｄａ未満の分子量を持つポ

リペプチドであるリポ多糖結合蛋白を含む、上記請求項のいずれかに記載の方法

。

    【請求項１１】  ポリペプチドが３０００－４０００Ｄａの分子量を持つ、

請求項１０に記載の方法。

    【請求項１２】  ポリペプチドが、配列番号１、配列番号２、配列番号３、

配列番号４、配列番号５、及び配列番号６から成る群から選択されるアミノ酸配

列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含む、請求項１１に記載の方法

。

    【請求項１３】  ポリペプチドが、配列番号１、配列番号２、配列番号３、

配列番号４、配列番号５、及び配列番号６から成る群から選択されるアミノ酸配

列を含む、請求項１２に記載の方法。

    【請求項１４】  ポリペプチドが配列番号１のアミノ酸配列を含む、請求項

１３に記載の方法。

    【請求項１５】  支持体の第一領域に、リポ多糖分析物に対して特異的結合

親和性を持つ抗体及びリポ多糖結合蛋白から成る群から選択される標識結合試薬

が可逆的に固定されており、さらに支持体の第二領域には、リポ多糖分析物に対



(4) 特表２００２－５４１４５７

して特異的結合親和性を持つ抗体及びリポ多糖結合蛋白から成る群から選択され

る非標識結合試薬が不可逆的に固定されていて、かかる第二領域がサンプル中の

分析物の存在の検出領域である、支持体を含み、結合試薬の１つだけがリポ多糖

分析物に対して特異的結合親和性を持つ抗体であって、他方がリポ多糖結合蛋白

であり、さらに支持体が、液体生物サンプルと接触したときに毛管作用によって

サンプルと非標識結合試薬を検出領域に運搬することができることを特徴とする

、液体生物サンプルにおいてリポ多糖分析物の存在を検出するための分析試験装

置。

    【請求項１６】  標識結合試薬がリポ多糖結合蛋白である、請求項１５に記

載の装置。

    【請求項１７】  リポ多糖結合蛋白が約５０００Ｄａ未満の分子量を持つポ

リペプチドである、請求項１６に記載の装置。

    【請求項１８】  ポリペプチドが３０００－４０００Ｄａの分子量を持つ、

請求項１７に記載の装置。

    【請求項１９】  ポリペプチドが、配列番号１、配列番号２、配列番号３、

配列番号４、配列番号５、及び配列番号６から成る群から選択されるアミノ酸配

列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含み、抗体が抗クラミジアリポ

多糖抗体である、請求項１８に記載の装置。

    【請求項２０】  ポリペプチドが、配列番号１、配列番号２、配列番号３、

配列番号４、配列番号５、及び配列番号６から成る群から選択されるアミノ酸配

列を含む、請求項１９に記載の装置。

    【請求項２１】  ポリペプチドが配列番号１のアミノ酸配列を含む、請求項

２０に記載の装置。

    【請求項２２】  標識結合試薬が微粒子標識を含む、請求項１５－２１のい

ずれかに記載の装置。

    【請求項２３】  支持体が乾燥多孔性担体材料から成る、請求項１５－２２

のいずれかに記載の装置。

    【請求項２４】  支持体がニトロセルロースから成る、請求項２３に記載の

装置。
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    【請求項２５】  液体生物サンプルが、尿、血清、唾液、頚部又は尿道液か

ら成る群から選択される液体を含み、リポ多糖分析物がグラム陰性菌の細胞膜に

由来する、請求項１５－２４のいずれかに記載の装置。

    【請求項２６】  リポ多糖分析物が、大腸菌、サルモネラ菌及びクラミジア

菌から成る群から選択されるグラム陰性菌の細胞膜に由来する、請求項２５に記

載の装置。

    【請求項２７】  リポ多糖分析物がクラミジア菌の細胞膜に由来する、請求

項２６に記載の装置。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の分野）

  本発明は、特異的結合を含む免疫測定法及びそのような測定法を実施するため

の試験装置に関する。特に、本発明は、同定された分析物に結合することができ

る、モノクローナル又はポリクローナル抗体と蛋白の両方の使用を含む免疫測定

法（及び試験装置）に関する。

      【０００２】

    （発明の背景）

  サンプル中の対象分析物の存在を検出するために抗体型分子の特異的結合特性

を利用する免疫測定法が記述されている。そのような測定法に適した抗体型分子

は、全抗体－モノクローナル又はポリクローナル－であるか、若しくは抗体断片

、例えばＦｖ又はＦａｂ断片でありうる。

      【０００３】

  免疫測定法において実際上役立つには、対象分析物に対する抗体型分子の特異

的結合親和性が本質的にそれ自体十分ではない。免疫測定法はまた、抗体型分子

と分析物の結合のレベルを測定することができる手段を提供する。これに関して

、抗体型分子をある種の標識に連結することが一般的に受け入れられるようにな

った。既知の標識は、放射性、蛍光、電気活性（レドックス標識など）又は化学

発光化合物、酵素、及び微粒子標識（ラテックスビーズ又は金ゾルなど）を含む

。

      【０００４】

  基本的には、２つの一般的な形態の免疫測定法が知られており、上述した成分

を使用して構築されてきた。競合アッセイは、一般に、分析物が標識抗体型分子

又は既存複合体からのリガンドの置換を生じさせうる環境を提供することによっ

て特定の分析物の存在を検出し、その結果は、サンプル中の比較的高いレベルの

分析物が低いシグナルを生じ、比較的低いレベルの分析物が高いシグナルを生じ

る。様々な形態の競合アッセイが、Ｓｃｈｕｕｒｓらの米国特許第３，６５４，

０９０号及びＢａｄｌｅｙら、ＷＯ９７／４４６６４号に詳細に記述されている
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。

      【０００５】

  その他の一般的な形態の免疫測定法は、しばしばサンドイッチ型アッセイと称

される。典型的にはそのようなアッセイでは、抗原とそれに結合する同じか又は

異なる特異性の少なくとも２つの抗体から成る複合体を、連続的に又は同時に形

成させる。しばしば、抗体の１つが固体表面に結合されており、サンドイッチ複

合体の検出のために何らかの形態の標識をそれに結合する。その構造ゆえに、そ

のようなサンドイッチ型アッセイは、サンプル中の分析物の量に直接比例する分

析物シグナルを提供する。様々な形態のサンドイッチアッセイが、Ｄａｖｉｓら

のＥＰ  ００４２７５５号及びＥｌｓｅｖｉｅｒ（Ａｍｓｔｅｒｄａｍ，１９８

５）によって出版されたＰ．Ｔｉｊｓｓｅｎの「酵素免疫測定法の実施と原理（

Ｐｒａｃｔｉｃｅ  ａｎｄ  Ｔｈｅｏｒｙ  ｏｆ  Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ  Ｉｍｍ

ｕｎｏａｓｓａｙ）」に詳細に記述されている。

      【０００６】

  上述した２つの形態の免疫測定法は、広い範囲の分析物の存在を同定するため

に使用できる。ヒト絨毛性ゴナドトロピン、黄体形成ホルモン又はエストロンの

ようなホルモン分析物、あるいはそれらの代謝副産物は、Ｍａｙらの米国特許第

５，６５６，５０３号に述べられているように、尿、血清又は他の体液から同定

されうる。他の潜在的分析物は、癌のマーカー、農薬及び代謝産物を含む。

      【０００７】

  病原性種のマーカーである一部の分析物も、時宜を得た有効な治療を提供する

ことができるように、十分に早期の段階で感染を同定するための手段として検定

することが望ましい。これに関しては、細菌及びウイルスを検定することが知ら

れている。これらやその他の分析物の検出のための代表的なアッセイは、「微生

物学及び免疫学における迅速な方法と自動化（Ｒａｐｉｄ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ａ

ｎｄ  Ａｕｔｏｍａｔｉｏｎ  ｉｎ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ  ａｎｄ  Ｉｍ

ｍｕｎｏｌｏｇｙ）」、Ｓｐｅｎｃｅｒら編集、Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ発行（Ｕｎ

ｉｔｅｄ  Ｋｉｎｇｄｏｍ，１９９４）。

      【０００８】
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  病原性種のマーカーとして役立つそのような分析物の１つがリポ多糖である。

リポ多糖（ＬＰＳ）は、すべてのグラム陰性細菌の外膜の必須成分であり、その

ような細菌に感染した患者における炎症反応の責任を担う主要物質であると考え

られている。グラム陰性菌は、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ）、

及びサルモネラ属（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）（例えばＳ．ｍｉｎｎｅｓｏｔａ及

びネズミチフス菌（Ｓ．ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ））、クラミジア属（Ｃｈｌａ

ｍｙｄｉａ）（例えばトラコーマクラミジア（Ｃ．ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）及

びナイセリア属（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）（例えば淋菌（Ｎ．ｇｏｎｏｒｒｈｏｅ

ａｅ）及びＮ．ｌａｃｔａｍｉｃａ）の種を含む。

      【０００９】

  ＬＰＳの構造は３つの異なる領域から成ると決定されている：脂質Ａ領域、コ

アオリゴ糖、及び反復するオリゴ糖単位の長鎖から成るＯ－多糖鎖。これら３つ

の領域すべてを持つＬＰＳは、スムースケモタイプ又はＳ化学型と称される。但

し、グラム陰性菌の一部の突然変異体ならびに一部の天然に生じるグラム陰性菌

は、Ｏ－多糖領域を持たないＬＰＳの形態である、ラフケモタイプ又はＲ化学型

として知られるものを生じることもわかっている。さらに、Ｒ化学型の中に追加

的な変種が存在することも知られている。例えば、大腸菌とサルモネラ菌の一部

の突然変異体及び天然に生じるクラミジア菌は、部分的なコアオリゴ糖だけを持

つＬＰＳを生成する。

      【００１０】

  ＬＰＳの構造は細菌種の中でかなり大きく異なるため、対象とする種特異的Ｌ

ＰＳに対して特異的結合親和性を持つ抗体の使用を通して、種特異的免疫測定法

をデザインすることが望ましいと考えられてきた。ＰｒｏｎｏｖｏｓｔらのＷＯ

９７／０６４３６号はそのような免疫測定法の１つを記述している。具体的には

、当該ＬＰＳに結合することができる２つの異なる抗体を使用する、ＬＰＳを検

出するためのサンドイッチ型免疫測定法を開示している。

      【００１１】

  しかしながら、ＬＰＳに対する大部分の抗体は、細菌の可変コア多糖領域に対

して特異的結合親和性を持つことが知られている。この理由から、２つの異なる
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抗体を使用する免疫測定法は、抗体がＬＰＳ上の同じエピトープについて競合す

ることがあるので効力が限られていると考えられ、あるいはエピトープが非常に

近接しているため、抗体が互いのそれぞれの結合反応を妨げることがある。

      【００１２】

  上記の問題を取り除くための１つの可能性は、抗体の１つがＬＰＳのリピドＡ

領域に結合する、２抗体免疫測定法を提供することである。しかし、脂肪酸に特

異結合することができる抗体はごくわずかしか同定されておらず、グラム陰性菌

から誘導したＬＰＳのリピドＡ領域に直接結合することを示したものはなかった

。それ故、グラム陰性菌の存在を検出するための有効な免疫測定法、特に検出す

る各々の分析物又は抗原に関して複数の結合事象が起こることを必要とするサン

ドイッチ型アッセイを提供するという点では限られた成功しか収められていない

。

      【００１３】

  しかしながら、サンドイッチ型アッセイにおいて第二の成分をＬＰＳに結合す

るための他の手段を提供することは既知である。Ｍｅｒｔｓｏｌａら、免疫リム

ルスアッセイによる実験的ｂ型インフルエンザ菌血症及び内毒素血症の検出（Ｄ

ｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ

  ｉｎｆｌｕｅｎｚａ  Ｔｙｐｅ  ｂ  Ｂａｃｔｅｒｅｍｉａ  ａｎｄ  Ｅｎｄ

ｏｔｏｘｅｍｉａ  ｂｙ  Ｍｅａｎｓ  ｏｆ  ａｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｉｍｕｌｕ

ｓ  Ａｓｓａｙ）、１９９１年４月、Ｔｈｅ  Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｉｎｆｅ

ｃｔｉｏｕｓ  Ｄｉｓｅａｓｅｓ，１６４巻、ｐ．３５３－３５８は、Ｌｅｖｉ

ｎとＢａｎｇの行った以前の研究（リムルス（カブトガニ）血液の細胞外凝固に

おける内毒素の役割（Ｔｈｅ  Ｒｏｌｅ  ｏｆ  Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ  ｉｎ  ｔ

ｈｅ  Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ  Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｌｉｍｕ

ｌｕｓ  Ｂｌｏｏｄ，１９６４年４月、Ｂｕｌｌｅｔｉｎ  ｏｆ  Ｊｏｈｎｓ  

Ｈｏｐｋｉｎｓ  Ｈｏｓｐｉｔａｌ，１１５巻、ｐ．２６５－２７４）及びリム

ルスアメーバ様細胞分解産物（ＬＡＬ）系に関する他の研究を引用している。彼

らは、ｂ型インフルエンザ菌を検出するために複雑な溶解産物であるＬＡＬを非

標識モノクローナル抗体と組み合わせて使用する免疫測定法を開示している。そ
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のようなアッセイでは、抗体をマクロタイタープレートに固定する。ＬＰＳ分子

のコアオリゴ糖領域との複合体の形成を通して、抗体によってＬＰＳが捕獲され

る。その後ＬＡＬ系の活性化によって結合ＬＰＳの検出が生じる。

      【００１４】

  ＬＡＬ系が働く機序は完全には理解されていないが、ＬＡＬを含むＬＰＳアッ

セイにおけるシグナル生成は、蛋白とＬＰＳの複合体形成によって開始され、色

素形成基質を発色団に転換することができる酵素の活性化をもたらし、その結果

検出可能なシグナルを生じるという酵素反応カスケードの結果である。

      【００１５】

  Ｍｅｒｔｓｏｌａらが述べた免疫測定法は、第二抗体が検出可能なシグナルを

生じる必要がないという点で、既存の市販されている大部分のアッセイと異なっ

ている。しかし、複雑な抽出物であるＬＡＬ自体を使用するという難点がある。

そのような抽出物は、固有の相違がある生物に由来するため、許容しがたい変動

性を持つアッセイを生じる可能性がある。さらに、ＬＡＬは、検出可能なシグナ

ル生成のために酵素カスケードが起こる必要があるので、ＬＡＬを含むアッセイ

は必然的に比較的緩慢な速度で進行し、これはある種の市販環境においては望ま

しくないと考えられる。

      【００１６】

    （発明の開示）

  それ故、上記の難点を克服しうる免疫測定法を提供し、そのような免疫測定法

を実施することができる分析試験装置を提供することは望ましいであろう。これ

に関して、本発明は、

  ａ）サンプルを、リポ多糖分析物に対して特異的結合親和性を持つ抗体及びリ

ポ多糖結合蛋白から成る群から選択される第一結合試薬と接触させ、その際、リ

ポ多糖が、もし存在する場合には、第一結合試薬と結合して、第一結合試薬／リ

ポ多糖分析物複合体を形成するのに十分な時間、サンプルと第一結合試薬が接触

するようにし、

  ｂ）第一結合試薬／リポ多糖分析物複合体を、リポ多糖分析物に対して特異的

結合親和性を持つ抗体及びリポ多糖結合蛋白から成る群から選択される第二結合
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試薬と接触させ、その際、第一結合試薬／リポ多糖分析物複合体が第二結合試薬

と結合して、第一及び第二結合試薬／リポ多糖分析物複合体を形成するのに十分

な時間、第一結合試薬／リポ多糖分析物複合体と第二結合試薬が接触するように

し、そして

  ｃ）形成された第一及び第二結合試薬／リポ多糖分析物複合体の存在を検出す

る

  段階を含み、

  結合試薬の１つがリポ多糖分析物に対して特異的結合親和性を持つ抗体であり

、他方の結合試薬がリポ多糖結合蛋白であって、

  結合試薬の１つが標識結合試薬であり、好ましくは、標識されておらず、好ま

しくは支持体上に固定されている他方の結合試薬の位置に移動することができる

ものである、

  サンプル中のリポ多糖分析物の存在を検出する方法を提供する。

      【００１７】

  そのようなアッセイを実施するための分析試験装置も考慮されている。かかる

装置は、支持体の第一領域に、リポ多糖分析物に対して特異的結合親和性を持つ

抗体及びリポ多糖結合蛋白から成る群から選択される標識結合試薬が可逆的に固

定されており、さらに支持体の第二領域には、リポ多糖分析物に対して特異的結

合親和性を持つ抗体及びリポ多糖結合蛋白から成る群から選択される非標識結合

試薬が不可逆的に固定されていて、かかる第二領域がサンプル中の分析物の存在

の検出領域である支持体を含む。

      【００１８】

  かかる装置においては、結合試薬の１つだけがリポ多糖分析物に対して特異的

結合親和性を持つ抗体であり、他方がリポ多糖結合蛋白でなければならない。さ

らに、支持体は、液体生物サンプルと接触したときに毛管作用によってサンプル

と非標識結合試薬を検出領域に運搬することができなければならない。

      【００１９】

  本発明の免疫測定法は、臨床あるいは在宅試験市場のような市販に理想的に適

した、正確で再現可能な試験結果をもたらすことができるアッセイ装置の構築を
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提供する。さらに、そのような免疫測定法は、複雑な抽出物の使用あるいは多数

の検定段階をほとんど必要とせずに、迅速且つ簡単に実施することができる。そ

のような簡単さは、臨床又は在宅試験市場のような市販状況にとってやはり理想

的である。

      【００２０】

    （発明の詳細な説明）

  本発明の免疫測定法は、所与のサンプルにおけるリポ多糖分析物（ＬＰＳ）の

存在又は不在を同定するために使用される。すなわち本発明のアッセイは、サン

プルが、自らの細胞膜内にＬＰＳの種特異的変異体を組み込んだ、大腸菌（Ｅｓ

ｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ）、サルモネラ菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、あ

るいはクラミジア菌（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ）のようなグラム陰性菌を含むかどう

かを同定することができる。

      【００２１】

  サンプルにおいて検出すべきＬＰＳはグラム陰性菌細胞膜の不可欠な成分であ

るので、主要なアッセイ段階をサンプルに適用する前に（すなわち、下記で述べ

るようにサンプルを第一結合試薬に接触させる前に）、好ましくは細胞膜からＬ

ＰＳの抽出を行うことが想定される。抽出は既知の何らかの手段によって実施し

うる。好ましくは、３－（［クロロアミドプロピル］－ジメチルアミノ）－１－

プロパンスルホネート（ＣＨＡＰＳ）のような両性イオン性界面活性剤又はポリ

エチレングリコールオクチフェニルエーテルのような非イオン性界面活性剤を、

細菌細胞膜の溶解を生じさせるのに十分であるが、アッセイの阻害が起こるレベ

ルよりは低いレベルでサンプルに適用する。最も典型的には、これらのレベルは

約０．０１％（ｗ／ｖ）から約２．０％（ｗ／ｖ）の間であるが、それ以上及び

それ以下のレベルも個々に考慮される。

      【００２２】

  免疫測定法は実質的にどのような種類のサンプルにも適用しうるが、尿、血清

、唾液、頚部又は尿道液、及び便試料に由来する液体生物サンプルが、アッセイ

の対象である細菌を含有する可能性が最も高い。本発明のアッセイに適する他の

液体は、食品サンプル及び表面からのサンプルである。アッセイを行う前にサン
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プルを精製又は希釈してもよい。

      【００２３】

  ひとたびその宿主細菌の細胞から抽出されれば、ＬＰＳを本発明の方法に従っ

て検定することができる。特に、本発明の方法は「サンドイッチ型」免疫測定法

を対象とし、その例は、ＤａｖｉｓらのＥＰ  ００４２７５５号及びＥｌｓｅｖ

ｉｅｒ（Ａｍｓｔｅｒｄａｍ，１９８５）によって出版されたＰ．Ｔｉｊｓｓｅ

ｎの「酵素免疫測定法の実施と原理（Ｐｒａｃｔｉｃｅ  ａｎｄ  Ｔｈｅｏｒｙ

  ｏｆ  Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ  Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）」に記述されている。

そのようなサンドイッチ型アッセイは、所与のサンプル中のいずれかのＬＰＳに

関して複数の結合事象が起こることを必要とする。これに関して、本発明のアッ

セイでは、ＬＰＳを、最初にＬＰＳに対して特異的結合親和性を持つ抗体又はリ

ポ多糖結合蛋白のいずれかから選択される第一結合試薬と接触させ、結合させて

、第一結合試薬／ＬＰＳ複合体を形成させる。生じた第一結合試薬／ＬＰＳ複合

体を、次にＬＰＳに対して特異的結合親和性を持つ抗体又はリポ多糖結合蛋白の

いずれかから選択される第二結合試薬と接触させ、試験者に検出可能なシグナル

を提供することができる第二複合体を形成させる。

      【００２４】

  ＬＰＳと第一結合試薬、及び第一結合試薬／ＬＰＳ複合体と第二結合試薬間の

接触をもたらすには、従来の方法が使用できると考えられる。例示的な方法は、

従来のストリップ（例えばニトロセルロース）含有試験装置で起こる毛管作用か

ら、一部の形態のＥＬＩＳＡ型免疫測定法及びエネルギー転移免疫測定法におい

て生じる、溶液中の１又はそれ以上の成分の、他成分の位置への単純な拡散まで

にわたる。

      【００２５】

  第一結合試薬が抗体である場合には、抗体がモノクローナル抗体であることが

好ましいが、ポリクローナル抗体を使用することも個々に考慮される。抗体はさ

らに、既知の全抗体から生化学的方法又は抗体エンジニアリング法によって、あ

るいは抗体又は抗体様分子のライブラリーから間接的に調製することができる、

Ｆａｂ、Ｆｖのような機能的抗体断片、及びＨ鎖可変断片のようなさらに一層小
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さな単位を含みうる（例えば、ＶｅｒｈｏｅｙｅｎとＷｉｎｄｕｓｔ、分子免疫

学における抗体エンジニアリングの進歩：分子生物学のフロンティア（Ａｄｖａ

ｎｃｅｓ  ｉｎ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  ｉｎ  Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ：Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，第２版、Ｏｘｆｏｒｄ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒ

ｅｓｓ出版、ｐ．２８３－３２５（Ｏｘｆｏｒｄ，１９９５））。抗体が、対象

とするＬＰＳに対して特異的結合親和性を示すということ、すなわち、抗体が、

対象ではない他のＬＰＳ分子を含めた他の物質の過剰量の存在下で選択的に、ま

た有用なアッセイを提供するのに十分なほどに（十分に高い親和性で）、対象Ｌ

ＰＳと結合することは重要である。例えば、抗体はクラミジア菌ＬＰＳ、又はネ

ズミチフス菌（Ｓ．ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）の特定化学型だけに結合するが、

他の化学型には結合しない。

      【００２６】

  ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体は、Ｍａｃｍｉｌｌａｎ  Ｐｕｂ

ｌｉｓｈｅｒｓ  Ｌｔｄ（Ｌｏｎｄｏｎ，１９９７）出版のＰｒｉｃｅら、免疫

測定法の原理と実施（Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ  ｏｆ

  Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ）、第２版に述べられているものを含めて、何らか

の適当な既知の方法によって調製できる。

      【００２７】

  ＬＰＳに特異的なモノクローナル抗体ならびにそれらの製造方法は、Ｐｏｘｔ

ｏｎ、リポ多糖に対する抗体（Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  ｔｏ  Ｌｉｐｏｐｏｌｙ

ｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）、１９９５年５月、Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｉｍｍｕｎ

ｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｍｅｔｈｏｄｓ，１８５巻、ｐ．１－１５、及びＬｕｋら、

サルモネラ菌リポ多糖のヘキソースコアドメインを認識する４つのモノクローナ

ル抗体のエピトープマッピング（Ｅｐｉｔｏｐｅ  Ｍａｐｐｉｎｇ  ｏｆ  Ｆｏ

ｕｒ  Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  Ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ

  ｔｈｅ  Ｈｅｘｏｓｅ  Ｃｏｒｅ  Ｄｏｍａｉｎ  ｏｆ  Ｓａｌｍｏｎｅｌｌ

ａ  Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）、１９９１年１２月、Ｊｏｕｒｎ

ａｌ  ｏｆ  Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙにおいても論じられて
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いる。

      【００２８】

  その代わりに、第一結合試薬はリポ多糖結合蛋白であってもよい。そのような

蛋白は、一本鎖又は複数鎖ポリペプチドでありうる；単純であるか又は複合され

ていてもよく、及び／又は線維状又は球状であってもよい。しかしそれらは、抗

体又はその部分（例えばＦｖ又はＦａｂ配列）以外である。さらに、それらは対

象とするＬＰＳに対して結合親和性を示し、これは、過剰量の他の物質の存在下

で、すべてではないにせよ大部分の化学型のＬＰＳに対して全般的特異性を持つ

ことを意味する。

      【００２９】

  本発明の免疫測定法はサンドイッチアッセイであるので、リポ多糖結合蛋白は

、アッセイの第二段階で抗体によって結合される部位とは異なるＬＰＳ分子上の

部位に対して結合親和性を持つ。これは、第一と第二結合試薬の両方がそれぞれ

ＬＰＳ分子に結合できることを保証する。最も典型的には、蛋白はＬＰＳ分子の

脂質部分に結合する。すなわち、それらは種特異的ではなく、どのようなグラム

陰性菌から誘導されたどのようなＬＰＳにも結合する。この理由から、特定種か

ら誘導されたＬＰＳを検出するための免疫測定法を提供するためには、リポ多糖

結合蛋白と、特定種依存性形態のＬＰＳに特異的結合親和性を持つ抗体の両方を

結合試薬として含む必要がある。

      【００３０】

  リポ多糖結合蛋白は従来の既知の方法によって調製できる。Ｗｒｉｇｈｔら、

リポ多糖（ＬＰＳ）とＬＰＳ結合蛋白の複合体に関するレセプタ（Ａ  Ｒｅｃｅ

ｐｔｏｒ  ｆｏｒ  Ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ  ｏｆ  Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ

ｒｉｄｅ（ＬＰＳ）  ａｎｄ  ＬＰＳ  Ｂｉｎｄｉｎｇ  Ｐｒｏｔｅｉｎ）、１

９９０、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４９巻、ｐ．１４３１－１４３３；Ｂａｚｉｌら、

５３－ｋＤａ単球表面抗原の可溶性形態の生化学特性指摘（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃ

ａｌ  Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ  ｏｆ  ａ  Ｓｏｌｕｂｌｅ  Ｆｏｒ

ｍ  ｏｆ  ｔｈｅ  ５３－ｋＤａ  Ｍｏｎｏｃｙｔｅ  Ｓｕｒｆａｃｅ  Ａｎｔ

ｉｇｅｎ）、１９８６、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６（１２）巻、ｐ．１
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５８３－１５８９；Ｌｅｈｒｅｒら、殺菌性カチオン蛋白１及び２の抗菌活性、

ウサギ肺マクロファージの天然ペプチド抗生物質（Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ

  Ａｃｔｉｖｉｔｙ  ｏｆ  Ｍｉｃｒｏｂｉｃｉｄａｌ  Ｃａｔｉｏｎｉｃ  Ｐ

ｒｏｔｅｉｎｓ  １  ａｎｄ  ２，Ｎａｔｕｒａｌ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ａｎｔｉ

ｂｉｏｔｉｃｓ  ｏｆ  Ｒａｂｂｉｔ  Ｌｕｎｇ  Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ）、

１９８３、Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．４２（１）巻、ｐ．１０－１４；Ｊｕａ

ｎら、可溶性ＣＤ１４におけるＬＰＳシグナル伝達に必須であるがＬＰＳ結合に

は必須でないドメインの同定（Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ｏｆ  ａ  ｄｏ

ｍａｉｎ  ｉｎ  ｓｏｌｕｂｌｅ  ＣＤ１４  ｅｓｓｅｎｔｉａｌ  ｆｏｒ  Ｌ

ＰＳ  ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ  ｂｕｔ  ｎｏｔ  ＬＰＳ  ｂｉｎｄｉｎｇ）、１

９９５、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０（２９）巻、ｐ．１７２３７－１７２

４２；Ｈａａｓら、合成リポ多糖結合ペプチド（Ａ  Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ  Ｌｉ

ｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ－Ｂｉｎｄｉｎｇ  Ｐｅｐｔｉｄｅ）、１９

９８、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６１巻、ｐ．３６０７－３６１５；及びＳｅｌｓ

ｔｅｄら、ウサギ腹膜好中球の６個の抗菌ペプチドの一次構造（Ｐｒｉｍａｒｙ

  Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ  ｏｆ  Ｓｉｘ  Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ  Ｐｅｐ

ｔｉｄｅｓ  ｏｆ  Ｒａｂｂｉｔ  Ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ  Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉ

ｌｓ）、１９８５、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６０（８）巻、ｐ．４５７９

－４５８４に記述されているもののような蛋白が、Ｍｅｒｔｓｏｌａら、免疫リ

ムルスアッセイによる実験的ｂ型インフルエンザ菌血症及び内毒素血症の検出（

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕ

ｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａ  Ｔｙｐｅ  ｂ  Ｂａｃｔｅｒｅｍｉａ  ａｎｄ  Ｅｎ

ｄｏｔｏｘｅｍｉａ  ｂｙ  Ｍｅａｎｓ  ｏｆ  ａｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｉｍｕｌ

ｕｓ  Ａｓｓａｙ）、１９９１年４月、Ｔｈｅ  Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｉｎｆ

ｅｃｔｉｏｕｓ  Ｄｉｓｅａｓｅｓ，１６４巻、ｐ．３５３－３５８に記述され

ているリムルスアメーバ様細胞溶解産物（ＬＡＬ）から分離されたリポ多糖結合

蛋白と共に、本発明における使用に適する。ＬＡＬからのＬＡＬリポ多糖結合蛋

白の精製は、当該技術において既知の方法によって実施しうる。例えば、そのよ

うな蛋白は、Ａｋｅｔａｇａｗａ  Ｊら、リムルス抗凝固性抗リポ多糖因子の一
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次構造（Ｐｒｉｍａｒｙ  Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ  ｏｆ  Ｌｉｍｕｌｕｓ  Ａｎｔ

ｉｃｏａｇｕｌａｎｔ  Ａｎｔｉ－Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ  Ｆ

ａｃｔｏｒ）、１９８６、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６１（１６）巻、ｐ．７

３５７－７３６５が記述しているように、ヘパリン－セファロースクロマトグラ

フィーによって入手することができる。

      【００３１】

  本発明の好ましい実施態様では、リポ多糖結合蛋白はポリペプチドであり、よ

り特定すると、レーザー脱着（ＭＡＬＤＩ）質量分析によって測定したとき約５

０００Ｄａ未満の分子量を持つ一本鎖ポリペプチドである。より好ましくは、同

じように測定したとき約３０００から４０００Ｄａの分子量を持つ一本鎖ポリペ

プチドである。特に適するポリペプチドが、選択的蛋白分解開裂法によって配列

決定された。特に、次の中から選択されるアミノ酸配列と少なくとも９０％、よ

り好ましくは少なくとも９５％、至適には１００％同一であるアミノ酸配列を含

むポリペプチドを使用することが好ましい：

      【００３２】

    【化１】
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      【００３３】

  それぞれ配列番号７及び配列番号８として下記に示すもののような実質的によ

り長い又はより短い配列も個々に考慮される。

      【００３４】

    【化２】

      【００３５】

  配列番号１のアミノ酸配列を含むポリペプチドを組み込むことが本発明の免疫

測定法にとって最も好ましい。
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      【００３６】

  第一結合試薬（ＬＰＳに対して特異的結合親和性を持つ抗体又はリポ多糖結合

蛋白のいずれであっても）をサンプル中のＬＰＳと接触させると、第一結合試薬

／リポ多糖分析物複合体が形成する。次にこの複合体を第二結合試薬と接触させ

て、第二複合体である第一及び第二結合試薬／リポ多糖分析物複合体を形成する

。第一結合試薬と同様に、第二結合試薬も、ＬＰＳに対して特異的結合親和性を

持つ抗体又はリポ多糖結合蛋白のいずれかから選択されることが意図されている

。しかし本発明は、２つの結合試薬のうちで、１つだけがＬＰＳに対して特異的

結合親和性を持つ抗体であり、他方の結合試薬は必然的にリポ多糖結合蛋白であ

ることを必要とする。それ故、本発明は２つの異なる代替的シナリオを考慮して

いる、すなわち、（ａ）第一結合試薬が抗体であり、第二結合試薬がリポ多糖結

合蛋白である；又は（ｂ）第一結合試薬がリポ多糖結合蛋白であり、第二結合試

薬が抗体である。

      【００３７】

  抗体を第二結合試薬として使用する場合、使用に適する抗体ならびに好ましい

抗体は、第一結合試薬に関して上述した通りである。同様に、第二結合試薬がリ

ポ多糖結合蛋白である場合、やはり第一結合試薬に関して上述した通りである。

      【００３８】

  本発明の好ましい実施態様では、結合試薬の１つが支持体（例えばＤａｖｉｓ

ら、ＥＰ  ００４２７５５号においてＥＬＩＳＡ型アッセイについて記述されて

いるような「ウエル」の表面、又はＭａｙら、米国特許第５，６５６，５０３号

に述べられているようなニトロセルロースストリップ）に不可逆的に固定されて

おり、他方の結合試薬は、固定された結合試薬の位置まで移動することができる

。さらに、固定された結合試薬の位置まで移動できることを特徴とする結合試薬

は、第一及び第二結合試薬／リポ多糖分析物複合体の存在を検出する手段を提供

するように、何らかの種類の標識と複合される。不可逆的に固定された結合試薬

は標識されない。

      【００３９】

  移動結合試薬と複合する標識は、その存在が容易に検出できる実体である。好
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ましくは標識は、Ｍａｙら、米国特許第５，６５６，５０３号に詳細に述べられ

ているもののような直接標識である。直接標識は、その自然の状態で、裸眼で、

又は光学フィルター及び／又は刺激の適用、例えば蛍光を促進するためのＵＶ光

を用いて容易に見ることができる実体である。例としては、放射性、化学発光、

電気活性（レドックス標識など）、及び蛍光化合物を含む。染料ゾル、金属ゾル

（例えば金）、炭素粒子やセレン粒子のような非金属元素粒子、及び着色ラテッ

クスのような直接微粒子標識も非常に適しており、好ましい。これらの選択肢の

中で、着色ラテックス粒子が最も好ましい。小さな区域又は容量中の標識の濃度

は容易に検出可能なシグナル、例えば強く着色した領域を生じるはずである。こ

れは眼で、又は所望に応じて機器によって評価できる。

      【００４０】

  酵素、例えばアルカリホスファターゼ及びホースラディシュペルオキシダーゼ

のような間接標識も使用できるが、これらは通常、可視シグナルが検出できる前

に基質のような１つ又はそれ以上の展開試薬の添加を必要とする。それ故、それ

らはあまり好ましくない。そのような追加試薬は、液体サンプルを適用したとき

に溶解又は分散するように支持体に組み込むことができる。その代わりに、サン

プルを支持体に適用する前に展開試薬をサンプルに加えることもできる。

      【００４１】

  標識の移動結合試薬への結合は、所望に応じて共有結合又は非共有結合（疎水

結合を含む）によって、又は吸着によって実施できる。また、アビジン／ビオチ

ン「架橋」を通してのカップリングによっても実施しうる。そのような結合のた

めの手法は当該技術において常套的であり、本発明で使用される個々の結合試薬

と標識に容易に適合させうる。好ましい実施態様では、標識は着色ラテックス粒

子であり、吸着を通してそれを移動結合試薬に結合させる。

      【００４２】

  本発明の免疫測定法を実施することができる分析試験装置は、実施するアッセ

イの厳密な性質（例えば対象とする分析物、支持体の種類、個々の結合試薬、等

々）に依存して、数多くの形態のいずれか１つをとりうる。好ましい実施態様で

は、装置は、支持体の第一領域に、リポ多糖分析物に対して特異的結合親和性を
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持つ抗体又はリポ多糖結合蛋白のいずれかからから選択される標識結合試薬が可

逆的に固定されており、さらに支持体の第二領域には、リポ多糖分析物に対して

特異的結合親和性を持つ抗体又はリポ多糖結合蛋白のいずれかから選択される非

標識結合試薬が不可逆的に固定されていて、かかる第二領域がサンプル中の分析

物の存在の検出領域である、支持体を含み、結合試薬の１つだけがリポ多糖分析

物に対して特異的結合親和性を持つ抗体であって、他方がリポ多糖結合蛋白であ

り、さらに支持体は、液体生物サンプルと接触したときに毛管作用によってサン

プルと非標識結合試薬を検出領域に運搬することができることを特徴とすること

が想定されている。

      【００４３】

  そのような装置は、例えばＭａｙら、米国特許第５，６２２，８７１号及びＭ

ａｙら、米国特許第５，６５６，５０３号に述べられている一般的な種類のもの

でありうる。好ましくは、これらの装置は、最も典型的には乾燥多孔性担体であ

る、支持体の入った中空の長いケースを含む。支持体は、ケースから突出した又

は突出していない吸収性の液体サンプル受容部分を通して、ケースの外部と間接

的に連絡しており、支持体とサンプル受容部分は、液体サンプルが毛管作用によ

ってその２つの間を移動できるように連結されていて、支持体は、標識を担う結

合試薬（好ましくはリポ多糖結合蛋白）が可逆的に固定されている第一領域を持

つ－すなわち、結合試薬は乾燥支持体上に固定されているが、支持体が湿潤化し

たときには支持体上又は支持体内を自由に運動する。第一領域における結合試薬

のそのような可逆的固定は、多くの既知の方法（例えばＴａｙｌｏｒ、蛋白の固

定（Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｉｍｍｏｂｉｌｉｓａｔｉｏｎ）、Ｍａｒｃｅｌ  Ｄｅｋ

ｋｅｒ，Ｉｎｃ．出版、１９９１に述べられているような）のいずれか１つによ

って実施しうる。特に、そのような固定は、Ｍａｙら、米国特許第５，６２２，

８７１号に述べられているように、支持体への吸着によって生じることが好まし

い。

      【００４４】

  サンプル受容部分から支持体に沿って空間的に離れたところに、標識されてい

ない異なる結合試薬（好ましくはＬＰＳに対して特異的結合親和性を持つ非標識



(22) 特表２００２－５４１４５７

抗体）がその上に不可逆的に固定されている第二領域（検出領域）がある。「不

可逆的に固定された」とは、非標識結合試薬が、それが（又は支持体が）湿潤化

したときに移動するのを防ぐように支持体上に組み込まれている又は支持体に結

合されていることを意味する。支持体への結合試薬の不可逆的固定は、各々が当

業者にとって明白である多くの方法のいずれか１つによって実施できる。結合試

薬は、例えばＣＮＢｒ、カルボニルジイミダゾール、又は塩化トレシルを用いて

、あるいはアビジン／ビオチンカップリングによって支持体に化学結合すること

ができる。その代わりに、様々な「印刷（ｐｒｉｎｔｉｎｇ）」手法が使用でき

る。これらは、微量注射器、直接印刷、インクジェット印刷、等による液体結合

試薬の適用を含む。結合試薬を適用する前の支持体の化学的又は物理的処理も、

固定を容易にしうるので、個々に考慮される。

      【００４５】

  装置は、好ましい実施態様に関して上述したように構築されうる、又は、可逆

的に固定された結合試薬が標識抗体であり、標識されていない不可逆的に固定さ

れた結合試薬がリポ多糖結合蛋白であるように構築されうる。

      【００４６】

  好ましい装置のケースは、典型的には、それを通して分析結果が観察できる、

好ましくは裸眼で明らかに観察できる、少なくとも１つの開口部を組み込んだ不

透明又は半透明の材料で構築される。

      【００４７】

  そのような装置は、臨床検査室に又は家庭での使用に適したキットとして提供

することができ、かかるキットは、湿気不透過性包装で個々に包装され、使用者

への適切な指示と共に梱包された１つ又はそれ以上の装置を含む。

      【００４８】

  サンプル受容部分は、液体を迅速に吸収することができる何らかの吸収性、多

孔性又は繊維性材料から作製できる。材料の有孔性は、一方向性（すなわち孔又

は繊維が全体的に又は主として当該部分の軸と平行に走っている）又は多方向性

（当該部分が無定形海面様構造を持つように、全方向性）でありうる。ポリプロ

ピレン、ポリエチレン（好ましくは非常に高分子量の）、フッ化ポリビニリデン
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、エチレンビニルアセテート、アクリロニトリル及びポリテトラフルオロエチレ

ンのような多孔性プラスチック材料が使用できる。当該部分を製造の間に界面活

性剤で前処理することが好都合であると考えられる。これは当該部分に固有の疎

水性を低下させ、それ故、湿潤化したサンプルを迅速且つ効率的に吸収し、送達

する能力を高めることができるからである。多孔性のサンプル受容部分はまた、

紙又はニトロセルロースのような他のセルロース材料で作製することもできる。

好ましくはサンプル受容部分を構成する材料は、多孔性部分をほぼ数秒以内に液

体サンプルで飽和できるように選択すべきである。液体は、多孔性サンプル受容

部分から支持体内に自由に透過することができなければならない。

      【００４９】

  支持体は、最も好ましくは乾燥多孔性担体である。支持体は、例えば連続的に

配置されたいくつかのストリップ、又は別個のストリップ又はシートから作られ

、サンプル受容部分と同様に、液体サンプルが、好ましくは毛管作用によって、

その長さの一部を通って移動できることを可能にする何らかの材料又は材料の組

合せから構築できる。支持体は、結合試薬をその表面に固定することができ、結

合試薬／リポ多糖分析物複合体を形成する結合反応に干渉してはならない。好ま

しくは、支持体は、紙、ナイロン、ニトロセルロース又は適当な流動特性を持つ

何らかの表面から作製される。最も好ましいのはニトロセルロースから作られる

ものである。

      【００５０】

  支持体は、支持体の長さに沿った液体の毛管作用を促進する吸収性「シンク（

ｓｉｎｋ）」に連結することができる。シンクの明細な材料と適用は当該技術に

おいて常套的であり、本発明の装置に容易に適用しうる。

      【００５１】

  下記の特定実施例を参照することにより本発明がよりよく理解できるであろう

。これらは例示を意図したものであり、本発明の方法及び装置を網羅するもので

はない。

      【００５２】

  実施例
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  これらの実施例は、標識リポ多糖結合蛋白と、ＬＰＳに対して特異的結合親和

性を持つ、支持体上に不可逆的に固定された非標識抗体を用いる分析試験装置を

通して、いかにしてクラミジア菌のＬＰＳを検出することができるかを明らかに

する。

      【００５３】

  抗体とリポ多糖結合蛋白の調製：

  下記の実験において結合試薬として使用するモノクローナル抗体（Ｍａｂ７）

を、当該技術において既知の手順に従って調製した。モノクローナル抗体を作製

するための代表的な方法は、Ｇａｎｉら、Ｊ．Ｓｔｅｒｏｉｄ  Ｂｉｏｃｈｅｍ

．Ｍｏｌｅｃ．Ｂｉｏｌ．１９９４、４８巻、ｐ．２７７－２８２に記述されて

おり、この方法を、クラミジア菌から誘導したＬＰＳに対して特異的親和性を持

つ関連抗体を生産するために適合させることができる。適当なモノクローナル抗

体は、分析物及び分析物類似体についてのその相対的親和性と特異性に基づいて

選択できる。これは、例えばＢｉａｃｏｒｅ（登録商標）  ２０００バイオセン

サー（Ｂｉａｃｏｒｅ  ＡＢ，Ｓｗｅｄｅｎ）を製造者のプロトコール（Ａｐｐ

ｌｉｃａｔｉｏｎｓ  ｈａｎｄｂｏｏｋ，Ｂｉａｃｏｒｅ  ＡＢ）に述べられて

いるように使用して、一連の緊密に関連する類似体を用いた標準的な反応速度測

定を行うことによって実施できる。

      【００５４】

  この実施例で使用するリポ多糖結合蛋白は、Ａｆｆｉｎｉｔｙ  Ｒｅｓｅａｒ

ｃｈ  Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｕｎｉｔｅｄ  Ｋｉｎｇｄｏｍから提供されたもので

ある。明細には、リポ多糖結合蛋白は、ウサギ顆粒球から分離された既知のポリ

ペプチド（ＣＡＰ１８）から誘導されたポリペプチドである。蛋白は、Ｈｉｔａ

ｔａら、Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ  ＆  Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，１９９４、６２巻、ｐ．

１４２１－１４２６に述べられているように腹膜顆粒球から分離することができ

、ペプチド配列は、Ｌａｒｒｉｃｋら、Ｂｉｏｃｈｅｍ  Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ｒｅ

ｓ．Ｃｏｍｍｕｎ、１７９巻、ｐ．１７０－１７５に開示されている配列決定法

によって決定できる。明細には、ペプチド（ペプチド１４６５）は、レーザー脱

着（ＭＡＬＤＩ）質量分析によって測定したとき３８０１．４Ｄａの分子量を持



(25) 特表２００２－５４１４５７

ち、配列番号１で表わされるアミノ酸配列を含んでいた。

      【００５５】

  ペプチド１４６５への標識の複合：

  着色（青色）ポリスチレンラテックス粒子（０．５％ｗ／ｖラテックス固体、

粒径約４００ｎｍ）を含む常用の微粒子標識をＤｕｋｅ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉ

ｅｓ，Ｄｕｒｈａｍ  Ｎ．Ｃ．ＵＳＡから入手した。ペプチド１４６５を、リン

酸緩衝生理食塩水中４６℃で３０分間混合することにより、１００μｇ／ｍｌの

濃度でラテックスの表面に吸着させた。

      【００５６】

  支持体へのＭａｂ７の沈着：

  ニトロセルロースストリップを含む支持体にＭａｂ７を沈着させ、ストリップ

の検出領域にＭａｂ７を不可逆的に固定した。

      【００５７】

  明細には、長さ３４０ｍｍ、幅４０ｍｍのニトロセルロースストリップを、自

動Ｘ－Ｙプロッターを用いて０．１μｌ／ｍｍのプロット速度、１．２ｍｇ／ｍ

ｌのレベルで、検出領域（底部縁から１０ｍｍ）においてＭａｂ７で被覆した。

プロットしたストリップを５５℃で乾燥した。次に３％（ｗ／ｖ）スクロースを

含む１％（ｗ／ｖ）ポリビニルアルコールでストリップを処理し、７０℃で空気

乾燥した。実施例１及び２については、幅６ｍｍのストリップを使用した

  実施例１

  この実施例では、ネズミチフス菌（Ｓ．ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）から誘導し

た精製クラミジア様リポ多糖（Ｒｅ５９５）が、上記に述べた分析試験装置によ

って検出可能であることを示した。

      【００５８】

  Ｒｅ５９５  ＬＰＳは、Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．，Ｐｏｏｌｅ

，Ｕｎｉｔｅｄ  Ｋｉｎｇｄｏｍから入手した。表１に従って複数の希釈溶液を

調製した。明細には、Ｒｅ５９５  ＬＰＳをリン酸緩衝生理食塩水中で１００μ

ｇ／ｍｌに希釈した。Ｒｅ５９５  ＬＰＳ希釈溶液を連続的な１０倍希釈により

リン酸緩衝生理食塩水中で１ｐｇ／ｍｌまでさらに希釈した。
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      【００５９】

    【表１】

      【００６０】

  １０μｌのペプチド１４６５で増感したラテックスを各々のＲｅ５９５  ＬＰ

Ｓ希釈溶液１ｍｌに加え、十分に混合して、各希釈溶液１８０μｌを、不可逆的

に固定されたＭａｂ７を含むニトロセルロース試験ストリップの一方の端にピペ

ットで適用した。毛管作用によって希釈溶液を、不可逆的に固定されたＭａｂ７

を含む検出領域に移動させた。ラインの展開（すなわちＲｅ５９５  ＬＰＳの検

出）を視覚的にモニターし、サンプル適用の５分後に走査型デンシトメトリーに

よって測定した。

      【００６１】

  この実施例の結果を表２に示す。表は、ラテックス粒子で標識したペプチド１

４６５が、不可逆的に固定されたＭａｂ７抗体と共に、ニトロセルロース試験ス

トリップ上の検出領域に可視の青色ラインを形成するようにＲｅ５９５  ＬＰＳ

を捕獲できることを示した。検出領域の青色ラインの濃度増加をアッセイシグナ

ルとしている。表２において明らかなように、希釈溶液１－４は、なおも有意の

アッセイシグナルを示すが、その後の希釈溶液よりは低いアッセイシグナルを示
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したことがわかる。これは、より高いＲｅ５９５  ＬＰＳ濃度によるストリップ

基部でのラテックス粒子の凝集のためであると考えられる。

      【００６２】

    【表２】

      【００６３】

  実施例２

  この実施例では、クラミジア菌の細胞溶解産物に組み込まれたＬＰＳが、上記

に述べた分析試験装置によって検出可能であることを示した。

      【００６４】

  トラコーマクラミジア菌（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ  ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）（

ＬＧＶ－２）を常套的な組織培養条件下でマッコイ細胞（ＭｃＣｏｙ  ｃｅｌｌ

ｓ）において増殖させた。実施した細胞培養手順は、「ウイルス、リケッチア及

びクラミジア感染に関する診断方法」、第５版、Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｐｕｂｌｉ

ｃ  Ｈｅａｌｔｈ  Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，Ｉｎｃ．（Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ

  ＤＣ）出版に述べられている通りであった。クラミジア菌の基本小体を含む細

胞を、単層から細胞スクレイパーで感染細胞を削り取り、最終濃度１：１０００

のホルムアルデヒド溶液で１６時間、２－８℃で処理して採集した。必要なとき
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まで細胞を従来の冷凍庫において－８０℃で保存した。

      【００６５】

  使用の前に、クラミジア菌細胞溶解産物を完全に解凍した。次に、溶解産物を

リン酸緩衝生理食塩水中で１：１６２６に希釈したことを除いて、実施例１で述

べたのと同様にしてクラミジア菌細胞溶解産物をリン酸緩衝生理食塩水で希釈し

た。生じた希釈溶液を、表３に示すような連続的２倍希釈によってリン酸緩衝生

理食塩水中でさらに希釈した。

      【００６６】

    【表３】

      【００６７】

  ペプチド１４６５で増感したラテックス１０μｌを各々のクラミジア菌細胞溶

解産物希釈溶液１ｍｌに加え、十分に混合して、各希釈溶液１８０μｌを、不可

逆的に固定されたＭａｂ７を含むニトロセルロース試験ストリップの一方の端に

ピペットで適用した。毛管作用によって希釈溶液を、不可逆的に固定されたＭａ

ｂ７を含む検出領域に移動させた。ラインの展開（すなわちクラミジア菌ＬＰＳ

の検出）を視覚的にモニターし、サンプル適用の５分後に走査型デンシトメトリ

ーによって測定した。

      【００６８】

  この実施例２の結果を表４に示しており、実施例１で得られたものと同様であ
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る。結果は、ラテックス粒子で標識したペプチド１４６５が、不可逆的に固定さ

れたＭａｂ７抗体と共に、ニトロセルロース試験ストリップ上の検出領域に可視

の青色ラインを形成するようにクラミジア菌細胞溶解産物中に認められるＬＰＳ

を捕獲できることを明らかにしている。検出領域の青色ラインの濃度増加をアッ

セイシグナルとしている。

      【００６９】

    【表４】

      【００７０】

  本発明をその特定実施態様に関して詳細に述べたが、本発明の精神と範囲を逸

脱することなく様々な変更と修正を行いうることは当業者には明白であろう。

    【配列表】
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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５月２５日（２００１．５．２５）

【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】  サンプル中のリポ多糖分析物の存在を検出する方法であって

、

  ａ）サンプルを、リポ多糖分析物に対して特異的結合親和性を有する抗体及び

リポ多糖結合蛋白から成る群から選択される第一結合試薬と接触させ、その際、

リポ多糖が、もし存在する場合には、第一結合試薬と結合して、第一結合試薬／

リポ多糖分析物複合体を形成するのに十分な時間、サンプルと第一結合試薬が接

触するようにし、

  ｂ）第一結合試薬／リポ多糖分析物複合体を、リポ多糖分析物に対して特異的

結合親和性を持つ抗体及びリポ多糖結合蛋白から成る群から選択される第二結合

試薬と接触させ、その際、第一結合試薬／リポ多糖分析物複合体が第二結合試薬

と結合して、第一及び第二結合試薬／リポ多糖分析物複合体を形成するのに十分

な時間、第一結合試薬／リポ多糖分析物複合体と第二結合試薬が接触するように

し、そして

  ｃ）形成された第一及び第二結合試薬／リポ多糖分析物複合体の存在を検出す

る

  段階を含み、

  結合試薬の１つがリポ多糖分析物に対して特異的結合親和性を持つ抗体であり

、他方の結合試薬が、３０００－４０００Ｄａの分子量を持つポリペプチドであ

って、且つ配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、及

び配列番号６から成る群から選択されるアミノ酸配列と少なくとも９０％同一で

あるアミノ酸配列を含むリポ多糖結合蛋白であり、さらに結合試薬の１つが標識



(34) 特表２００２－５４１４５７

結合試薬であり、他方の結合試薬が非標識結合試薬である、

方法。

    【請求項２】  結合試薬の１つが支持体に固定されており、他方が固定され

た結合試薬の位置まで移動することができ、かかる移動結合試薬が標識結合試薬

であることを特徴とする、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  第一結合試薬がリポ多糖結合蛋白であり、さらに、第二結合

試薬がリポ多糖分析物に対して特異的結合親和性を持つ抗体であって且つ支持体

に固定されている、請求項２に記載の方法。

    【請求項４】  サンプル中のリポ多糖分析物がグラム陰性菌の細胞膜に由来

する、上記請求項のいずれか一項に記載の方法。

    【請求項５】  サンプル中のリポ多糖分析物が、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃ

ｈｉａ  ｃｏｌｉ）、サルモネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）及びクラミジア（Ｃ

ｈｌａｍｙｄｉａ）から成る群から選択されるグラム陰性菌の細胞膜に由来する

、請求項４に記載の方法。

    【請求項６】  サンプル中のリポ多糖分析物がクラミジアの細胞膜に由来す

る、請求項５に記載の方法。

    【請求項７】  サンプルが尿、血清、唾液、頚部又は尿道液、及び便試料か

ら成る群から選択され、当該方法が、サンプルをグラム陰性菌細胞膜の溶解を生

じさせるのに十分な量の界面活性剤と接触させる段階をさらに含み、この段階が

サンプルを第一結合試薬と接触させる前に行われる、請求項４に記載の方法。

    【請求項８】  標識結合試薬が微粒子標識を含む、上記請求項のいずれか一

項に記載の方法。

    【請求項９】  結合試薬の１つが抗クラミジアリポ多糖抗体を含む、上記請

求項のいずれか一項に記載の方法。

    【請求項１０】  ポリペプチドが、配列番号１、配列番号２、配列番号３、

配列番号４、配列番号５、及び配列番号６から成る群から選択されるアミノ酸配

列を含む、上記請求項のいずれか一項に記載の方法。

    【請求項１１】  ポリペプチドが配列番号１のアミノ酸配列を含む、請求項

１０に記載の方法。
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    【請求項１２】  液体生物サンプル中のリポ多糖分析物の存在を検出するた

めの分析装置であって、

  支持体の第一領域に、リポ多糖分析物に対して特異的結合親和性を持つ抗体及

びリポ多糖結合蛋白から成る群から選択される標識結合試薬が可逆的に固定され

ており、さらに支持体の第二領域には、リポ多糖分析物に対して特異的結合親和

性を持つ抗体及びリポ多糖結合蛋白から成る群から選択される非標識結合試薬が

不可逆的に固定されていて、かかる第二領域がサンプル中の分析物の存在の検出

領域である、支持体を含み、結合試薬の１つだけがリポ多糖分析物に対して特異

的結合親和性を持つ抗体であって、他方がリポ多糖結合蛋白であり、かかる蛋白

は３０００－４０００Ｄａの分子量を持つポリペプチドであり、且つ配列番号１

、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、及び配列番号６から成る

群から選択されるアミノ酸配列と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含

んでおり、さらに支持体が、液体生物サンプルと接触したときに毛管作用によっ

てサンプルと非標識結合試薬を検出領域に運搬することができることを特徴とす

る、分析試験装置。

    【請求項１３】  標識結合試薬がリポ多糖結合蛋白である、請求項１２に記

載の装置。

    【請求項１４】  抗体が抗クラミジアリポ多糖抗体である、請求項１２又は

１３に記載の装置。

    【請求項１５】  ポリペプチドが、配列番号１、配列番号２、配列番号３、

配列番号４、配列番号５、及び配列番号６から成る群から選択されるアミノ酸配

列を含む、請求項１２、１３または１４に記載の装置。

    【請求項１６】  ポリペプチドが配列番号１のアミノ酸配列を含む、請求項

１５に記載の装置。

    【請求項１７】  標識結合試薬が微粒子標識を含む、請求項１２－１６のい

ずれか一項に記載の装置。

    【請求項１８】  支持体が乾燥多孔性担体材料から成る、請求項１２－１７

のいずれか一項に記載の装置。

    【請求項１９】  支持体がニトロセルロースから成る、請求項１８に記載の
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装置。

    【請求項２０】  液体生物サンプルが、尿、血清、唾液、頚部又は尿道液か

ら成る群から選択される液体を含み、リポ多糖分析物がグラム陰性菌の細胞膜に

由来する、請求項１２－１９のいずれか一項に記載の装置。

    【請求項２１】  リポ多糖分析物が、大腸菌、サルモネラ及びクラミジアか

ら成る群から選択されるグラム陰性菌の細胞膜に由来する、請求項２０に記載の

装置。

    【請求項２２】  リポ多糖分析物がクラミジアの細胞膜に由来する、請求項

２１に記載の装置。
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