
(57)【要約】
　本発明は、免疫グロブリンもしくはその混合物を含んでなるタンパク質複合体または免
疫グロブリン含有画分から免疫原性タンパク質を単離および／または同定する方法を提供
する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 被
験 体 ま た は そ の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で
な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と と 、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に
よ っ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と と を 含 ん
で な り 、 そ れ に よ っ て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す
る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 被 験 体 か ら タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 混 合 物 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で
な る サ ン プ ル を 得 る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　  サ ン プ ル か ら １ 以 上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求
項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 痰 、 唾 液 、 胸 腔 内 液 、 心 嚢 液 、 腹 水 、 リ ン パ 液 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、
卵 黄 、 全 血 の 画 分 、 血 漿 の 画 分 、 血 清 の 画 分 、 痰 の 画 分 、 唾 液 の 画 分 、 胸 腔 内 液 の 画 分 、
心 嚢 液 の 画 分 、 腹 水 の 画 分 、 リ ン パ 液 の 画 分 、 リ ン パ 節 の 画 分 、 脾 臓 の 画 分 お よ び 卵 黄 の
画 分 か ら な る 群 か ら サ ン プ ル を 選 択 す る 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 サ ン プ ル が 末 梢 血 単 核 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 リ ン パ 球 、 Ｂ － リ ン パ 球 、 Ｔ リ ン パ 球 、 ヘ ル パ
ー Ｔ 細 胞 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 多 形 核 細 胞 お よ び 肥 満 細 胞 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ 】
　 サ ン プ ル が 血 清 ま た は 血 清 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ
、 Ｉ ｇ Ｄ お よ び Ｉ ｇ Ｙ ま た は そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 以 上 の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が Ｉ ｇ Ｇ を 含 ん で な る 、 請 求 項 ７ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が Ｉ ｇ Ａ を 含 ん で な る 、 請 求 項 ７
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 サ ン プ ル を 被 験 体 か ら 分 離 ま た は
精 製 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含
有 画 分 が 得 ら れ る プ ロ セ ス に よ っ て 得 る 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 の 、 サ ン プ ル を 被 験 体 か ら 分 離 ま た は 精 製 す る こ と が 、 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン
と 結 合 可 能 な １ 種 以 上 の 化 合 物 と 、 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、
そ の 化 合 物 を 単 離 す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 １ 種 以 上 の 化 合 物 を 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 上 に 事 前 に 固 定 化 す る 、 請 求
項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 が 、 セ ル ロ ー ス ビ ー ズ 、 ア ガ ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、
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磁 性 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ ー 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 １ 種 以 上 の 固 定 化 さ れ た 化 合 物 を 洗 浄 す る こ と を さ ら に 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 非 特
異 的 に 結 合 し て い る か 、 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 、 請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 化 合 物 が タ ン パ ク 質 Ａ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク
、 タ ン パ ク 質 Ｌ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ
ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） 、 チ オ フ ィ リ ッ ク 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 １ ２ か ら １ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 化 合 物 が タ ン パ ク 質 Ａ ま た は タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の 混 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 被 験 体 が 感 染 症 を 患 っ て い る か 、 以 前 に 感 染 症 を 患 っ た こ と が あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 感 染 症 が 急 性 感 染 症 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 感 染 症 が 慢 性 感 染 症 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 感 染 症 が 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 酵 母 感 染 症 、 真 菌 感 染 症 お よ び 寄 生 生 物 感 染
症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ か ら １ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 感 染 症 が 細 菌 感 染 症 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 細 菌 感 染 症 が シ ュ ー ド モ ナ ス 属 感 染 症 で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 細 菌 感 染 症 が マ イ コ バ ク テ リ ウ ム 属 感 染 症 で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 感 染 症 が 肺 感 染 症 で あ る 、 請 求 項 １ ７ か ら ２ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 肺 感 染 症 が 緑 膿 菌 ま た は 結 核 菌 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る か 、 そ れ と 関 連 し て い る
、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 被 験 体 が 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 自 己 免 疫 状 態 が 炎 症 性 状 態 と 関 連 し て い る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 被 験 体 を 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 を 含 ん で な る １ 種 以 上 の 細 胞 ま た は そ
の 抽 出 物 で 免 疫 す る こ と を さ ら に 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ
の 断 片 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 １ 種 以 上 の 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 が 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 発 現 す る 感
染 性 病 原 体 に 由 来 す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 １ 種 以 上 の 細 胞 が 、 ウ イ ル ス 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 真 菌 細 胞 も し く は 寄 生 生 物 の
細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る か 、 ま た は 細 胞 抽 出 物 が ウ イ ル ス の 抽 出 物 、 細 菌 の 抽 出 物
、 酵 母 の 抽 出 物 、 真 菌 の 抽 出 物 お よ び 寄 生 生 物 の 抽 出 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求

10

20

30

40

50

(3) JP 2007-520688 A 2007.7.26



項 ２ ８ ま た は ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 １ 種 以 上 の 細 胞 が 細 菌 細 胞 で あ る か 、 ま た は 細 胞 抽 出 物 が 細 菌 抽 出 物 で あ る 、 請 求 項 ３
０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 細 菌 細 胞 が シ ュ ー ド モ ナ ス 種 ま た は マ イ コ バ ク テ リ ウ ム 種 で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 細 菌 細 胞 が 緑 膿 菌 ま た は 結 核 菌 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 被 験 体 が 非 ヒ ト 動 物 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 　 非 ヒ ト 動 物 が マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ニ ワ ト リ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ (sheep)、 ヒ ツ ジ (ov
ine)、 ウ マ お よ び ヤ ギ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 被 験 体 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン を １ 種 以 上 の 化 合 物 と 結 合 さ せ る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 １ １
か ら ３ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 結 合 さ せ る こ と が 、 架 橋 剤 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 有 す る １ 種 以 上 の 化 合 物
と 、 化 合 物 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 間 に 共 有 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ
る こ と を 含 ん で な る プ ロ セ ス を 実 施 す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 架 橋 剤 が 、 イ ミ ド エ ス テ ル 架 橋 剤 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 、 マ レ イ ミ ド
架 橋 剤 、 ハ ロ ア セ チ ル 架 橋 剤 、 ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 剤 、 ヒ ド ラ ジ ド 架 橋 剤 、 お よ び
カ ル ボ ジ イ ミ ド 架 橋 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 架 橋 剤 が Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 が 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル グ ル タ レ ー ト 、 ス ベ リ ン
酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 、 ス ベ リ ン 酸 ビ ス （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ チ オ ビ ス （ プ ロ
ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ３ ， ３ ’ － ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ）
、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス
ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト 、 ジ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル
タ ル タ レ ー ト 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル
ホ ン 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ
ン 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ
ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル
ボ キ シ レ ー ト 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ｍ
－ マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ス ク シ ン イ ミ
ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ －
マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ビ ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン 、 Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ
チ リ ル オ キ シ ） ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル お よ び Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス
ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 が ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル で あ る 、 請 求 項
４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 被 験 体 に お い て 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 免 疫 原
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性 タ ン パ ク 質 断 片 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 該 疾 病 ま た は 疾 患 を 患 っ て い る か 、 以 前 に 該 疾 病 ま た は 疾 患 を 患 っ た こ と の あ る
被 験 体 ま た は そ の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 か ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含
ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 該 疾
病 も し く は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 ま た は そ の 誘 導 体 を 含 ん で な る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る
こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 ま
た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と と を 含 ん で な り 、
　 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 が 、 被 験 体 に お い て 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 の 免 疫 原
性 タ ン パ ク 質 ま た は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 断 片 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 被 験 体 か ら 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る サ ン プ ル を
得 る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 サ ン プ ル か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ４ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 痰 、 唾 液 、 胸 腔 内 液 、 心 嚢 液 、 腹 水 、 リ ン パ 液 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、
卵 黄 、 全 血 の 画 分 、 血 漿 の 画 分 、 血 清 の 画 分 、 痰 の 画 分 、 唾 液 の 画 分 、 胸 腔 内 液 の 画 分 、
心 嚢 液 の 画 分 、 腹 水 の 画 分 、 リ ン パ 液 の 画 分 、 リ ン パ 節 の 画 分 、 脾 臓 の 画 分 お よ び 卵 黄 の
画 分 か ら な る 群 か ら サ ン プ ル を 選 択 す る 、 請 求 項 ４ ３ か ら ４ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 サ ン プ ル が 末 梢 血 単 核 球 (Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 リ ン パ 球 、 Ｂ － リ ン パ 球 、 Ｔ リ ン パ 球 、 ヘ ル パ
ー Ｔ 細 胞 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 多 形 核 細 胞 お よ び 肥 満 細 胞 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ３ か ら ４ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 サ ン プ ル が 血 清 ま た は 血 清 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ
、 Ｉ ｇ Ｄ お よ び Ｉ ｇ Ｙ ま た は そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 以 上 の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ３ か ら ４ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が Ｉ ｇ Ｇ を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ９ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が Ｉ ｇ Ａ を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ９ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 サ ン プ ル を 被 験 体 か ら 分 離 ま た は
精 製 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含
有 画 分 が 得 ら れ る プ ロ セ ス に よ っ て 得 る 、 請 求 項 ４ ３ か ら ４ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 の 、 サ ン プ ル を 被 験 体 か ら 分 離 ま た は 精 製 す る こ と が 、 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン
と 結 合 可 能 な １ 種 以 上 の 化 合 物 と 、 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、
そ の 化 合 物 を 単 離 す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ４ 】
　 １ 種 以 上 の 化 合 物 を 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 上 に 事 前 に 固 定 化 す る 、 請 求
項 ５ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 が 、 セ ル ロ ー ス ビ ー ズ 、 ア ガ ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、
ポ リ マ ー 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 １ 種 以 上 の 固 定 化 さ れ た 化 合 物 を 洗 浄 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 非 特 異 的 に
結 合 し て い る か 、 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 、 請 求 項 ５ ４ ま た は ５ ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 化 合 物 が 、 タ ン パ ク 質 Ａ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ
ク 、 タ ン パ ク 質 Ｌ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン
パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） 、 チ オ フ ィ リ ッ ク 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 ５ ３ か ら ５ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 化 合 物 が タ ン パ ク 質 Ａ 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の 混 合 物 で あ る 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン を １ 種 以 上 の 化 合 物 と 結 合 さ せ る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 ５ ３
か ら ５ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 結 合 さ せ る こ と が 、 架 橋 剤 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 有 す る １ 種 以 上 の 化 合 物
と 、 化 合 物 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 間 に 共 有 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ
る こ と を 含 ん で な る プ ロ セ ス を 実 施 す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 架 橋 剤 が 、 イ ミ ド エ ス テ ル 架 橋 剤 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 、 マ レ イ ミ ド
架 橋 剤 、 ハ ロ ア セ チ ル 架 橋 剤 、 ヒ ド ラ ジ ド 架 橋 剤 、 お よ び カ ル ボ ジ イ ミ ド 架 橋 剤 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 架 橋 剤 が Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 で あ る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 が 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル グ ル タ レ ー ト 、 ス ベ リ ン
酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 、 ス ベ リ ン 酸 ビ ス （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ チ オ ビ ス （ プ ロ
ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ３ ， ３ ’ － ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ）
、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス
ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト 、 ジ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル
タ ル タ レ ー ト 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル
ホ ン 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ
ン 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ
ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル
ボ キ シ レ ー ト 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ｍ
－ マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ス ク シ ン イ ミ
ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ －
マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ビ ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン 、 Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ
チ リ ル オ キ シ ） ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル お よ び Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス
ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 が ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル で あ る 、 請 求 項
６ ３ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ５ 】
　 サ ン プ ル が 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 の タ ン パ ク 質 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 含 ん
で な る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 が 感 染 性 病 原 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 感 染 性 病 原 体 が 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 酵 母 、 真 菌 お よ び 寄 生 生 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 感 染 性 病 原 体 が 細 菌 で あ る 、 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 細 菌 が 緑 膿 菌 ま た は 結 核 菌 で あ る 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 細 菌 が 臨 床 分 離 株 で あ る 、 請 求 項 ６ ８ ま た は ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 癌 細 胞 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 断 片 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 癌 を 患 っ て い る か 、 以 前 に 癌 を 患 っ た こ と が あ る 被 験 体 か ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も
し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ
と と 、
　 （ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 腫 瘍
細 胞 ま た は そ の タ ン パ ク 質 抽 出 物 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る こ
と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 、 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て い る タ ン パ ク 質
ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と と を 含 ん で な り 、
　 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 が 癌 細 胞 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 断 片 で
あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 癌 細 胞 が 、 膀 胱 癌 細 胞 、 乳 癌 細 胞 、 結 腸 直 腸 癌 細 胞 、 子 宮 内 膜 癌 細 胞 、 頭 頚 部 癌 細 胞 、
白 血 病 細 胞 、 肺 癌 細 胞 、 リ ン パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 非 小 細 胞 肺 癌 細 胞 、 卵 巣 癌 細 胞
、 前 立 腺 癌 細 胞 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 細 胞 、 成 人 急 性 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 、 成 人 非 ホ ジ キ ン
ス リ ン パ 腫 細 胞 、 脳 腫 瘍 細 胞 、 子 宮 頸 癌 細 胞 、 小 児 肉 腫 細 胞 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 細 胞 、
慢 性 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 、 食 道 癌 細 胞 、 ヘ ア リ ー 細 胞 白 血 病 細 胞 、 腎 臓 癌 細 胞 、 肝 臓 癌 細 胞
、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 、 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 、 口 腔 癌 細 胞 、 膵 臓 癌 細 胞 、 中 枢 神 経 系 原 発 リ ン
パ 腫 細 胞 、 皮 膚 癌 細 胞 お よ び 小 細 胞 肺 癌 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ０ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 癌 細 胞 が 卵 巣 癌 細 胞 ま た は 乳 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ７ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 被 験 体 か ら タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 得
る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 サ ン プ ル か ら タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と を さ ら に 含 ん
で な る 、 請 求 項 ７ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 痰 、 唾 液 、 胸 腔 内 液 、 心 嚢 液 、 腹 水 、 リ ン パ 液 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、
卵 黄 、 全 血 の 画 分 、 血 漿 の 画 分 、 血 清 の 画 分 、 痰 の 画 分 、 唾 液 の 画 分 、 胸 腔 内 液 の 画 分 、
心 嚢 液 の 画 分 、 腹 水 の 画 分 、 リ ン パ 液 の 画 分 、 リ ン パ 節 の 画 分 、 脾 臓 の 画 分 お よ び 卵 黄 の
画 分 か ら な る 群 か ら サ ン プ ル を 選 択 す る 、 請 求 項 ７ １ か ら ７ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
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　 サ ン プ ル が 末 梢 血 単 核 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 リ ン パ 球 、 Ｂ － リ ン パ 球 、 Ｔ リ ン パ 球 、 ヘ ル パ
ー Ｔ 細 胞 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 多 形 核 細 胞 お よ び 肥 満 細 胞 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ７ １ か ら ７ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 サ ン プ ル が 血 清 ま た は 血 清 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ７ ６ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ
、 Ｉ ｇ Ｄ お よ び Ｉ ｇ Ｙ ま た は そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 以 上 の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を 含 ん で な る 、 請 求 項 ７ １ か ら ７ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が Ｉ ｇ Ｇ を 含 ん で な る 、 請 求 項 ７ ９ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が Ｉ ｇ Ａ を 含 ん で な る 、 請 求 項 ７ ９ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 サ ン プ ル を 被 験 体 か ら 分 離 ま た は
精 製 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含
有 画 分 が 得 ら れ る プ ロ セ ス に よ っ て 得 る 、 請 求 項 ７ １ か ら ７ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 前 記 の 、 サ ン プ ル を 被 験 体 か ら 分 離 ま た は 精 製 す る こ と が 、 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン
と 結 合 可 能 な １ 種 以 上 の 化 合 物 と 、 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、
そ の 化 合 物 を 単 離 す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 １ 種 以 上 の 化 合 物 を 、 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 上 に 事 前 に 固 定 化 す る 、 請
求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 が 、 セ ル ロ ー ス ビ ー ズ 、 ア ガ ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、
ポ リ マ ー 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 １ 種 以 上 の 固 定 化 さ れ た 化 合 物 を 洗 浄 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 非 特 異 的 に
結 合 し て い る か 、 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 、 請 求 項 ８ ４ ま た は ８ ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 化 合 物 が タ ン パ ク 質 Ａ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク
、 タ ン パ ク 質 Ｌ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ
ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） 、 チ オ フ ィ リ ッ ク 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 ８ ３ か ら ８ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 化 合 物 が タ ン パ ク 質 Ａ ま た は タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の 混 合 物 で あ る 、 請 求 項 ８ ７ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン を １ 種 以 上 の 化 合 物 と 結 合 さ せ る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 ８ ３
か ら ８ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 結 合 さ せ る こ と が 、 架 橋 剤 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 有 す る １ 種 以 上 の 化 合 物
と 、 化 合 物 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 間 に 共 有 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ
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る こ と を 含 ん で な る プ ロ セ ス を 実 施 す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 ８ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 架 橋 剤 が イ ミ ド エ ス テ ル 架 橋 剤 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 、 マ レ イ ミ ド 架
橋 剤 、 ハ ロ ア セ チ ル 架 橋 剤 、 ヒ ド ラ ジ ド 架 橋 剤 、 お よ び カ ル ボ ジ イ ミ ド 架 橋 剤 か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 架 橋 剤 が Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 で あ る 、 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 が 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル グ ル タ レ ー ト 、 ス ベ リ ン
酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 、 ス ベ リ ン 酸 ビ ス （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ チ オ ビ ス （ プ ロ
ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ３ ， ３ ’ － ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ）
、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス
ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト 、 ジ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル
タ ル タ レ ー ト 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル
ホ ン 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ
ン 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ
ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル
ボ キ シ レ ー ト 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ｍ
－ マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ス ク シ ン イ ミ
ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ －
マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ビ ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン 、 Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ
チ リ ル オ キ シ ） ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル お よ び Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス
ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 が ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル で あ る 、 請 求 項
９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 被 験 体 に お け る 自 己 免 疫 状 態 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は
そ の 断 片 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ｉ ） 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 被 験 体 ま た は そ の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 か ら 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有
画 分 を 得 る こ と と  、
　 （ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 自 己
免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 被 験 体 由 来 の タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る こ と
と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 ま
た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と と を 含 ん で な り 、
　 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 が 、 被 験 体 に お け る 自 己 免 疫 状 態 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な
免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 被 験 体 か ら タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 得
る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 ９ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 サ ン プ ル か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 ９ ６ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 痰 、 唾 液 、 胸 腔 内 液 、 心 嚢 液 、 腹 水 、 リ ン パ 液 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、
卵 黄 、 全 血 の 画 分 、 血 漿 の 画 分 、 血 清 の 画 分 、 痰 の 画 分 、 唾 液 の 画 分 、 胸 腔 内 液 の 画 分 、
心 嚢 液 の 画 分 、 腹 水 の 画 分 、 リ ン パ 液 の 画 分 、 リ ン パ 節 の 画 分 、 脾 臓 の 画 分 お よ び 卵 黄 の
画 分 か ら な る 群 か ら サ ン プ ル を 選 択 す る 、 請 求 項 ９ ６ ま た は ９ ７ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ９ ９ 】
　 サ ン プ ル が 末 梢 血 単 核 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 リ ン パ 球 、 Ｂ － リ ン パ 球 、 Ｔ リ ン パ 球 、 ヘ ル パ
ー Ｔ 細 胞 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 多 形 核 細 胞 お よ び 肥 満 細 胞 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ９ ５ か ら ９ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 サ ン プ ル が 血 清 ま た は 血 清 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ９ ８ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ
、 Ｉ ｇ Ｄ お よ び Ｉ ｇ Ｙ ま た は そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 以 上 の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を 含 ん で な る 、 請 求 項 ９ ５ か ら ９ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が Ｉ ｇ Ｇ を 含 ん で な る 、 請 求 項 １
０ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が Ｉ ｇ Ａ を 含 ん で な る 、 請 求 項 １
０ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 サ ン プ ル を 被 験 体 か ら 分 離 ま た は
精 製 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含
有 画 分 が 得 ら れ る プ ロ セ ス に よ っ て 得 る 、 請 求 項 ９ ５ か ら ９ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 前 記 の 、 サ ン プ ル を 被 験 体 か ら 分 離 ま た は 精 製 す る こ と が 、 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン
と 結 合 可 能 な １ 種 以 上 の 化 合 物 と 、 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、
そ の 化 合 物 を 単 離 す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ０ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 １ 種 以 上 の 化 合 物 を 、 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 上 に 事 前 に 固 定 化 す る 、 請
求 項 １ ０ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 が 、 セ ル ロ ー ス ビ ー ズ 、 ア ガ ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、
磁 性 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ ー 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 １ ０ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 １ 種 以 上 の 固 定 化 さ れ た 化 合 物 を 洗 浄 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 非 特 異 的 に
結 合 し て い る か 、 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 、 請 求 項 １ ０ ６ ま た は １ ０ ７ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 化 合 物 が タ ン パ ク 質 Ａ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク
、 タ ン パ ク 質 Ｌ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ
ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） 、 チ オ フ ィ リ ッ ク 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 １ ０ ６ か ら １ ０ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 化 合 物 が タ ン パ ク 質 Ａ ま た は タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の 混 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ ０ ９ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン を １ 種 以 上 の 化 合 物 と 結 合 さ せ る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ０
５ か ら １ １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
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　 結 合 さ せ る こ と が 、 架 橋 剤 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 有 す る １ 種 以 上 の 化 合 物
と 、 化 合 物 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 間 に 共 有 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ
る こ と を 含 ん で な る プ ロ セ ス を 実 施 す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 ９ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 架 橋 剤 が 、 イ ミ ド エ ス テ ル 架 橋 剤 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 、 マ レ イ ミ ド
架 橋 剤 、 ハ ロ ア セ チ ル 架 橋 剤 、 ヒ ド ラ ジ ド 架 橋 剤 、 お よ び カ ル ボ ジ イ ミ ド 架 橋 剤 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 架 橋 剤 が Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 で あ る 、 請 求 項 １ １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 が 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル グ ル タ レ ー ト 、 ス ベ リ ン
酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 、 ス ベ リ ン 酸 ビ ス （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ チ オ ビ ス （ プ ロ
ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ３ ， ３ ’ － ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ）
、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス
ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト 、 ジ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル
タ ル タ レ ー ト 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル
ホ ン 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ
ン 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ
ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル
ボ キ シ レ ー ト 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ｍ
－ マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ス ク シ ン イ ミ
ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ －
マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ビ ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン 、 Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ
チ リ ル オ キ シ ） ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル お よ び Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス
ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 が ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル で あ る 、 請 求 項
１ １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 被 験 体 が ヒ ト で あ り 、 か つ 、 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 、 請 求 項 ９ ５ ま た は ９ ６ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 自 己 免 疫 状 態 が 自 己 免 疫 疾 患 で あ る 、 請 求 項 １ １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 が 、 関 節 リ ウ マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 Ｉ 型 糖 尿 病 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 ク ロ ー ン
病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 乾 癬 、 強 皮 症 、 自 己 免 疫 甲 状 腺 疾 患 、 中 枢
神 経 系 脈 管 炎 、 お よ び 自 己 免 疫 筋 炎 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ８ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 被 験 体 が 嚢 胞 性 繊 維 症 を 患 っ て い る 、 請 求 項 １ １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 被 験 体 が 以 前 に 急 性 肺 疾 患 増 悪 を 起 こ し た こ と が あ る 、 請 求 項 １ ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 被 験 体 が 急 性 肺 疾 患 増 悪 を 起 こ し て い る 、 請 求 項 １ ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 被 験 体 が 感 染 症 を さ ら に 患 っ て い る 、 請 求 項 １ ２ ０ か ら １ ２ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 感 染 症 が 細 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 、 請 求 項 １ ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
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　 細 菌 が 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 緑 膿 菌 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ー ツ ス
、 セ パ シ ア 菌 複 合 体 、 ス テ ノ ト ロ ホ モ ナ ス ・ マ ル ト フ ィ ラ 、 ア ル カ リ ゲ ネ ス （ ア ク ロ モ バ
ク タ ー ） キ シ ロ ソ キ シ ダ ン ス 、 Ｂ ． グ ラ デ ィ オ リ お よ び ラ ル ス ト ニ ア ・ ピ ッ ク テ ィ ー ま た
は そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 細 菌 が 緑 膿 菌 感 染 症 を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 サ ン プ ル が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は
免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 の 由 来 す る 被 験 体 に 由 来 す る 、 請 求 項 ９ ５ ま た は ９ ６ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
　 被 験 体 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る 方
法 で あ っ て 、
（ ｉ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 を 含 ん で な る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 ま た は そ
の 混 合 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 事 前 に 投 与 さ れ た 被 験 体 に 由 来 す る サ ン プ ル ま た は そ の
被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た サ ン プ ル か ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な
る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 細 胞 ま た は そ の 細 胞 抽 出
物 ま た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分
中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と と を 含 ん で
な り 、
　 そ れ に よ っ て 被 験 体 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片
を 同 定 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
　 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 被 験 体 に 投 与 す る こ と を さ ら に 含 ん で な
る 、 請 求 項 １ ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
　 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 が 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ ２
９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ １ 】
　 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 が 感 染 性 病 原 体 で あ る 、 請 求 項 １ ３ ０ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】
　 感 染 性 病 原 体 が 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 酵 母 、 真 菌 お よ び 寄 生 生 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 １ ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】
　 感 染 性 病 原 体 が 細 菌 で あ る 、 請 求 項 １ ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
　 細 菌 が 結 核 菌 で あ る 、 請 求 項 １ ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
　 被 験 体 に 由 来 す る か 、 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た サ ン プ ル を 得 る こ と を さ ら に 含 ん で な
る 、 請 求 項 １ ２ ８ ま た は １ ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ６ 】
　 被 験 体 が 非 ヒ ト 動 物 で あ る 、 請 求 項 １ ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ７ 】
　 非 ヒ ト 動 物 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ニ ワ ト リ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ (sheep)、 ヒ ツ ジ (ov
ine)、 ウ マ 、 ロ バ お よ び ヤ ギ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ８ 】
　 被 験 体 が 鳥 類 で あ り 、 か つ 、 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ る 生 体 サ ン プ ル が 卵 ま た は そ の 抽
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出 物 ま た は そ の 誘 導 体 で あ る 、 請 求 項 １ ３ ５ か ら １ ３ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ９ 】
　 被 験 体 が ニ ワ ト リ で あ る 、 請 求 項 １ ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ０ 】
　 サ ン プ ル か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ２ ８ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ １ 】
　 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 痰 、 唾 液 、 胸 腔 内 液 、 心 嚢 液 、 腹 水 、 リ ン パ 液 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、
卵 黄 、 全 血 の 画 分 、 血 漿 の 画 分 、 血 清 の 画 分 、 痰 の 画 分 、 唾 液 の 画 分 、 胸 腔 内 液 の 画 分 、
心 嚢 液 の 画 分 、 腹 水 の 画 分 、 リ ン パ 液 の 画 分 、 リ ン パ 節 の 画 分 、 脾 臓 の 画 分 お よ び 卵 黄 の
画 分 か ら な る 群 か ら サ ン プ ル を 選 択 す る 、 請 求 項 １ ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ２ 】
　 サ ン プ ル が 末 梢 血 単 核 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 リ ン パ 球 、 Ｂ － リ ン パ 球 、 Ｔ リ ン パ 球 、 ヘ ル パ
ー Ｔ 細 胞 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 多 形 核 細 胞 お よ び 肥 満 細 胞 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ４ ０ ま た は １ ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ３ 】
　 サ ン プ ル が 血 清 も し く は 血 清 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 卵 黄 も し く は 卵 黄 の 免 疫
グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ
、 Ｉ ｇ Ｄ お よ び Ｉ ｇ Ｙ ま た は そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 以 上 の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を 含 ん で な る 、 請 求 項 ９ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が Ｉ ｇ Ｇ を 含 ん で な る 、 請 求 項 １
４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が Ｉ ｇ Ａ を 含 ん で な る 、 請 求 項 １
４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が Ｉ ｇ Ｙ を 含 ん で な る 、 請 求 項 １
４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 サ ン プ ル を 被 験 体 か ら 分 離 ま た は
精 製 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 含 有 画 分 が 得 ら れ る プ ロ セ ス に よ っ て 得 る 、 請 求 項 １ ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ９ 】
　 前 記 の 、 分 離 ま た は 精 製 す る こ と が 、 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な １ 種 以 上
の 化 合 物 と 、 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、 そ の 化 合 物 を 単 離 す る
こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ０ 】
　 １ 種 以 上 の 化 合 物 を 、 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 上 に 事 前 に 固 定 化 す る 、 請
求 項 １ ４ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ １ 】
　 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 が 、 セ ル ロ ー ス ビ ー ズ 、 ア ガ ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、
磁 性 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ ー 樹 脂 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ２ 】
　 １ 種 以 上 の 固 定 化 さ れ た 化 合 物 を 洗 浄 す る こ と を さ ら に 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 非 特
異 的 に 結 合 し て い る か 、 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 、 請 求 項 １ ５ ０ ま た は １ ５
１ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ５ ３ 】
　 １ 種 以 上 の 化 合 物 が 、 タ ン パ ク 質 Ａ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の
ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 Ｌ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 マ ル ト ー
ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） 、 チ オ フ ィ リ ッ ク 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 １ ４ ９ か ら １ ５ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ４ 】
　 化 合 物 が タ ン パ ク 質 Ａ ま た は タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の 混 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ ５ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ５ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン を １ 種 以 上 の 化 合 物 と 結 合 さ せ る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ４
９ か ら １ ５ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ６ 】
　 結 合 さ せ る こ と が 、 架 橋 剤 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 有 す る １ 種 以 上 の 化 合 物
と 、 化 合 物 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 間 に 共 有 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ
る こ と を 含 ん で な る プ ロ セ ス を 実 施 す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ５ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ７ 】
　 架 橋 剤 が 、 イ ミ ド エ ス テ ル 架 橋 剤 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 、 マ レ イ ミ ド
架 橋 剤 、 ハ ロ ア セ チ ル 架 橋 剤 、 ヒ ド ラ ジ ド 架 橋 剤 、 お よ び カ ル ボ ジ イ ミ ド 架 橋 剤 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ８ 】
　 架 橋 剤 が Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 で あ る 、 請 求 項 １ ５ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ９ 】
　 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 が 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル グ ル タ レ ー ト 、 ス ベ リ ン
酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 、 ス ベ リ ン 酸 ビ ス （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ チ オ ビ ス （ プ ロ
ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ３ ， ３ ’ － ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ）
、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス
ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト 、 ジ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル
タ ル タ レ ー ト 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル
ホ ン 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ
ン 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ
ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル
ボ キ シ レ ー ト 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ｍ
－ マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ス ク シ ン イ ミ
ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ －
マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ビ ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン 、 Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ
チ リ ル オ キ シ ） ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル お よ び Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス
ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ０ 】
　 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 が ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル で あ る 、 請 求 項
１ ５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ １ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 含 有 画 分 と 接 触 さ せ る 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 ま た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る サ ン
プ ル が 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 含 ん で な る 被 験 体 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ ２ ８ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ ２ 】
　 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 が 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 に 由 来 し 、 か つ 、 細 胞 ま た
は 細 胞 抽 出 物 ま た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル が 疾 病 ま た は 疾 患 を 患 っ て い る 被 験
体 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ ６ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ３ 】
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　 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 が 感 染 性 病 原 体 で あ る 、 請 求 項 １ ６ ２ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ６ ４ 】
　 感 染 性 病 原 体 が 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 酵 母 、 真 菌 お よ び 寄 生 生 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 １ ６ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ５ 】
　 感 染 性 病 原 体 が 細 菌 で あ る 、 請 求 項 １ ６ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ６ 】
　 細 菌 が 結 核 菌 で あ る 、 請 求 項 １ ６ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ７ 】
　 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て い る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は
そ の 断 片 を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 １ か ら １ ６ ６
の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 を 乱 す 化 合 物 と
、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 を 乱 す の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で な る 方 法
に よ っ て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す る 、 請 求 項 １
６ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ９ 】
　 抗 原 抗 体 相 互 作 用 を 乱 す 化 合 物 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 の ｐ Ｈ を 調 節 す る 化 合 物 、 塩 、
イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 解 離 剤 お よ び カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
１ ６ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ０ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 と 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 し て い る か 、 結 合 し て い た タ
ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 １ か ら １ ６ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ １ 】
　 タ ン パ ク 質 を ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 単 離 す る 、 請 求 項 １ ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ２ 】
　 ゲ ル 電 気 泳 動 が 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 で あ る 、 請 求 項 １ ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ３ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 と 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 し て い る か 、 結 合 し て い た タ
ン パ ク 質 を 質 量 分 析 を 用 い て 同 定 す る 、 請 求 項 １ 、 ４ ３ 、 ９ ５ ま た は １ ２ ８ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ４ 】
　 前 記 質 量 分 析 が マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 － 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ
Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ ） で あ る 、 請 求 項 １ ７ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ５ 】
　 （ ａ ） 被 験 体 由 来 の サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な １ 種 以 上 の 化 合 物 と 、 結 合
が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、 １ 種 以 上 の 化 合 物 を 単 離 す る こ と を 含 ん
で な る 方 法 に よ っ て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 に 対 し て 免 疫 応 答 を 起 こ し た
被 験 体 ま た は そ の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 か ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含
ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と と 、
　 （ ｂ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を １ 種 以 上
の 化 合 物 と 結 合 さ せ る こ と と 、
　 （ ｃ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す
る こ と と 、
　 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫
グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と と 、
　 （ ｅ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す
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る こ と と 、
　 （ ｆ ） （ ｄ ） お よ び （ ｅ ） を 場 合 に よ っ て １ 回 以 上 反 復 す る こ と と 、
　 （ ｇ ） 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 し た タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と と を 含 ん
で な り 、
　 そ れ に よ っ て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ６ 】
　 （ ｅ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す
る こ と を 、 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 結 合 し て
い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と の 前 に 実 施 す る 、 請 求 項 １ ７ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ７ 】
　 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫
グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と を 、 （ ｅ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て
い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す る こ と の 前 に 実 施 す る 、 請 求 項 １ ７ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ８ 】
　 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫
グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と お よ び （ ｅ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し
て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す る こ と を 、 １ 種 以 上 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の
に 十 分 な 回 数 反 復 す る 、 請 求 項 １ ７ ５ か ら １ ７ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ９ 】
　 被 験 体 が 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 に 対 し て 免 疫 応 答 を 起 こ し て い る 、 請 求
項 １ ７ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ０ 】
　 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん
で な る サ ン プ ル が 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 ま た は そ の 誘 導 体 を 含 ん で な る 、
請 求 項 １ ７ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ １ 】
　 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 が 感 染 性 病 原 体 で あ る 、 請 求 項 １ ７ ９ ま た は １ ８ ０
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ２ 】
　 感 染 性 病 原 体 が 細 菌 で あ る 、 請 求 項 １ ８ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ３ 】
　 細 菌 が 結 核 菌 で あ る 、 請 求 項 １ ８ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ４ 】
　 被 験 体 が 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 、 請 求 項 １ ７ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ５ 】
　 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん
で な る サ ン プ ル が 、 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 被 験 体 由 来 の タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る 、
請 求 項 １ ８ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ６ 】
　 被 験 体 が 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 を 含 ん で な る 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 ま
た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル で 事 前 に 免 疫 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ７ ５ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ８ ７ 】
　 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん
で な る サ ン プ ル が 、 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ８ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ８ 】
　 被 験 体 が ニ ワ ト リ で あ る 、 請 求 項 １ ８ ６ ま た は １ ８ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ９ 】
　 被 験 体 が 、 疾 病 ま た は 疾 患 と 関 連 の あ る 病 原 体 由 来 の 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 で 事 前 に 免
疫 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ８ ６ か ら １ ８ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ９ ０ 】
　 疾 病 ま た は 疾 患 と 関 連 の あ る 病 原 体 が 感 染 性 病 原 体 で あ る 、 請 求 項 １ ８ ９ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ９ １ 】
　 感 染 性 病 原 体 が 細 菌 で あ る 、 請 求 項 １ ９ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ２ 】
　 細 菌 が 結 核 菌 で あ る 、 請 求 項 １ ９ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ３ 】
　 状 態 の マ ー カ ー を 同 定 す る プ ロ セ ス に お け る 、 請 求 項 １ か ら １ ９ ２ の い ず れ か 一 項 に 記
載 の 方 法 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ ４ 】
　 状 態 の 診 断 に お け る 、 請 求 項 １ か ら １ ９ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ ５ 】
　 状 態 が 疾 病 ま た は 疾 患 で あ る 、 請 求 項 １ ９ ３ ま た は １ ９ ４ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ ６ 】
　 疾 病 ま た は 疾 患 が 感 染 性 疾 病 で あ る 、 請 求 項 １ ９ ５ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ ７ 】
　 疾 病 ま た は 疾 患 が 癌 で あ る 、 請 求 項 １ ９ ５ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ ８ 】
　 状 態 が 自 己 免 疫 状 態 で あ る 、 請 求 項 １ ９ ４ ま た は １ ９ ５ に 記 載 の 使 用 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 を 、 ヒ ト ま た は 動 物 被 験 体 の 生 体 サ ン プ ル か ら 同 定 お よ
び 単 離 す る 新 規 方 法 に 関 し 、 こ こ で 、 生 体 サ ン プ ル は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 そ の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 混 合 物 と １ 以 上 の 抗 体 抗 原 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 し て い る
、 単 離 さ れ 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 と を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 、 ま た は １ 種 以 上 の 免
疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て い る 、 単 離 さ れ る タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画
分 を 含 ん で な る 。 本 発 明 は 注 目 す る タ ン パ ク 質 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 か ら の 分 離 を 明 確 に
包 含 す る 。 本 発 明 は ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 の 免 疫 捕 獲 と 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 の
溶 出 あ る い は 除 去 、 お よ び 場 合 に よ っ て は 、 捕 獲 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら の 注 目 す る 結
合 し て い る タ ン パ ク 質 の 単 離 ま た は 回 収 に よ る 、 注 目 す る タ ン パ ク 質 の 部 分 ま た は 完 全 濃
縮 ま た は 精 製 を 包 含 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
概 説
　 本 明 細 書 は パ テ ン ト イ ン (PatentIn)バ ー ジ ョ ン ３ ． １ を 用 い て 準 備 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド
お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 を 含 む 。 各 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 数 字 表 示 ＜ ２ １ ０ ＞ と そ れ に 続
く 配 列 識 別 子 （ 例 え ば 、 ＜ ２ １ ０ ＞ １ 、 ＜ ２ １ ０ ＞ ２ 、 ＜ ２ １ ０ ＞ ３ な ど ） に よ っ て 配 列
表 に 同 定 さ れ て い る 。 配 列 の 長 さ お よ び 種 類 （ Ｄ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｒ Ｔ ） な ど ） お よ
び 各 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 供 給 源 生 物 は そ れ ぞ れ 、 数 字 表 示 フ ィ ー ル ド ＜ ２ １ １ ＞ 、 ＜ ２ １
２ ＞ お よ び ＜ ２ １ ３ ＞ で 提 供 さ れ る 情 報 に よ っ て 示 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に お い て ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 は 、 用 語 「 配 列 番 号 」 と そ れ に 続 く 配 列 識 別 子 に よ っ て 定 義 さ れ る （ 例 え ば 、
配 列 番 号 １ は 配 列 表 中 の ＜ ４ ０ ０ ＞ １ と 名 づ け ら れ た 配 列 を 指 す ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 し た ヌ ク レ オ チ ド 残 基 の 記 号 表 示 は Ｉ Ｕ Ｐ Ａ Ｃ － Ｉ Ｕ Ｂ 生 化 学 命 名 法 委
員 会 (Biochemical Nomenclature Commission)に よ っ て 推 奨 さ れ る も の で あ り 、 こ れ で は
、 Ａ は ア デ ニ ン を 表 し 、 Ｃ は シ ト シ ン を 表 し 、 Ｇ は グ ア ニ ン を 表 し 、 Ｔ は チ ミ ン を 表 し 、
Ｙ は ピ リ ミ ジ ン 残 基 を 表 し 、 Ｒ は プ リ ン 残 基 を 表 し 、 Ｍ は ア デ ニ ン ま た は シ ト シ ン を 表 し
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、 Ｋ は グ ア ニ ン ま た は チ ミ ン を 表 し 、 Ｓ は グ ア ニ ン ま た は シ ト シ ン を 表 し 、 Ｗ は ア デ ニ ン
ま た は チ ミ ン を 表 し 、 Ｈ は グ ア ニ ン 以 外 の ヌ ク レ オ チ ド を 表 し 、 Ｂ は ア デ ニ ン 以 外 の ヌ ク
レ オ チ ド を 表 し 、 Ｖ は チ ミ ン 以 外 の ヌ ク レ オ チ ド を 表 し 、 Ｄ は シ ト シ ン 以 外 の ヌ ク レ オ チ
ド を 表 し 、 Ｎ は い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 を 表 す 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 「 に 由 来 す る 」 と は 、 特 定 の 供 給 源 か ら 、 必 ず し も そ の 供 給 源 か
ら 直 接 で は な い に し て も 、 指 定 の 整 数 が 得 ら れ る こ と を 示 す と 取 ら れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 文 脈 上 他 の 意 味 に 解 す べ き 場 合 を 除 き 、 ま た は 特 に 断 り の な い 限 り 、 単 数 形 の 整 数 、 ス
テ ッ プ ま た は エ レ メ ン ト と し て 本 明 細 書 に 挙 げ ら れ た 本 発 明 の 整 数 、 ス テ ッ プ ま た は エ レ
メ ン ト は 、 挙 げ ら れ た 整 数 、 ス テ ッ プ ま た は エ レ メ ン ト の 単 数 お よ び 複 数 形 の 双 方 を 明 確
に 包 含 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 明 細 書 を 通 じ て 、 文 脈 上 他 の 意 味 に 解 す べ き 場 合 を 除 き 、 語 句 「 含 ん で な る (compris
e)」 ま た は 「 含 ん で な る (comprises)」 ま た は 「 含 ん で な っ て い る (comprising)」 の よ う
な 変 形 は 、 記 載 し た ス テ ッ プ も し く は エ レ メ ン ト も し く は 整 数 ま た は ス テ ッ プ も し く は エ
レ メ ン ト も し く は 整 数 の 群 の 包 含 を 意 味 す る が 、 何 ら か の 他 の ス テ ッ プ も し く は エ レ メ ン
ト も し く は 整 数 ま た は エ レ メ ン ト も し く は 整 数 の 群 の 排 除 を 意 味 し な い と 理 解 さ れ る も の
と す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 明 細 書 を 通 じ て 、 特 に 断 り の な い 限 り 、 ま た は 文 脈 上 他 の 意 味 に 解 す べ き 場 合 を 除 き
、 単 一 の ス テ ッ プ 、 組 成 物 、 ス テ ッ プ の 群 ま た は 組 成 物 の 群 は 、 １ つ お よ び 複 数 の （ す な
わ ち 、 １ 以 上 の ） そ の よ う な ス テ ッ プ 、 組 成 物 、 ス テ ッ プ の 群 ま た は 組 成 物 の 群 を 包 含 す
る と 取 ら れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 特 に 断 り の な い 限 り 、 本 発 明 の 具 体 的 な 態 様 ま た は 実 施 形 態 に 関 し て 本 明 細 書 に 記 載 し
た 各 特 徴 は 、 本 発 明 の あ り と あ ら ゆ る 態 様 ま た は 実 施 形 態 に つ い て 準 用 す る と 取 ら れ る も
の と す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 当 業 者 な ら ば 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 本 発 明 は 具 体 的 に 記 載 さ れ た も の 以 外 の 変 化 お よ
び 改 変 を 受 け 入 れ る 余 地 が あ る と い う こ と は 理 解 す る で あ ろ う 。 当 然 の こ と な が ら 、 本 発
明 は こ の よ う な 変 化 お よ び 改 変 の す べ て を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に お い て 、 個 別
に ま た は 集 合 的 に 言 及 さ れ た か 示 さ れ た 、 ス テ ッ プ 、 特 徴 、 組 成 物 お よ び 化 合 物 の す べ て
、 お よ び 前 記 ス テ ッ プ ま た は 特 徴 の あ り と あ ら ゆ る 組 合 せ ま た は い ず れ か ２ 以 上 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 具 体 的 な 実 施 形 態 に よ る 範 囲 に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。 機 能 的 に 同 等 な 産 物 、 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 明 確 に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 本 発 明 の
範 囲 内 に あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 願 に 引 用 さ れ た す べ て の 参 照 文 献 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 特 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 過 度 の 実 験 を 行 わ な く と も 、 特 に 示 さ な い 限 り 、 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 ウ イ
ル ス 学 の 従 来 技 術 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 、 溶 液 中 で の ペ プ チ ド 合 成 、 固 相 ペ プ チ ド 合 成 お よ
び 免 疫 学 を 用 い て 実 施 さ れ る 。 か か る 手 順 は 、 例 え ば 、 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る 以 下 の 教
本 に 記 載 さ れ て い る ：
サ ム ブ ロ ッ ク (Sambrook)、 フ リ ッ チ (Fritsch)&マ ニ ア テ ィ ス (Maniatis)、 モ レ キ ュ ラ ー ・
ク ロ ー ニ ン グ (Molecular Cloning)： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル (A Laboratory Manua
l)、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ (Cold Spring Harbor Laboratori
es)、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 第 ２ 版 （ １ ９ ８ ９ ） 、 Ｉ 、 Ｉ Ｉ お よ び Ｉ Ｉ Ｉ 全 巻 ；
Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン グ (DNA Cloning)： ア ・ プ ラ ク テ ィ カ ル ・ ア プ ロ ー チ (A Practical Appr
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oach)、 Ｉ お よ び Ｉ Ｉ 巻 (Ｄ ． Ｎ ． グ ロ ー バ ー (Glover)編 、 １ ９ ８ ５ ） 、 Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス 、 オ
ッ ク ス フ ォ ー ド 、 教 本 全 体 ；
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ シ ン セ シ ス (Oligonucleotide Synthesis)： ア ・ プ ラ ク テ ィ カ ル ・
ア プ ロ ー チ （ Ｍ ． Ｊ ． ゲ イ ト (Gait)編 、 １ ９ ８ ４ ） Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス 、 オ ッ ク ス フ ォ ー ド 、 教
本 全 体 、 お よ び 特 に そ の 中 の ゲ イ ト に よ る 論 文 、 １ ～ ２ ２ 頁 ； ア ト キ ン ソ ン (Atkinson)ら
、 ３ ５ ～ ８ １ 頁 ； ス プ ロ ー ト (Sproat)ら 、 ８ ３ ～ １ １ ５ 頁 お よ び ウ ー (Wu)ら 、 １ ３ ５ ～ １
５ １ 頁 ；
ヌ ク レ イ ッ ク ・ ア シ ッ ド ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (Nucleic Acid Hybridization)： ア ・
プ ラ ク テ ィ カ ル ・ ア プ ロ ー チ （ Ｂ ． Ｄ ． ハ メ ス (Hames)＆ Ｓ ． Ｊ ． ヒ ギ ン ス (Higgins)編 、
１ ９ ８ ５ ） Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス 、 オ ッ ク ス フ ォ ー ド 、 教 本 全 体 ；
イ モ ビ ラ イ ズ ド ・ セ ル ズ ・ ア ン ド ・ エ ン ザ イ ム ス ： ア ・ プ ラ ク テ ィ カ ル ・ ア プ ロ ー チ (Imm
obilized Cells and Enzymes:A Practical Approach)（ １ ９ ８ ６ ） Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス 、 オ ッ ク
ス フ ォ ー ド 、 教 本 全 体 ；
パ ー バ ル (Perbal)、 Ｂ ． 、 ア ・ プ ラ ク テ ィ カ ル ・ ガ イ ド ・ ト ゥ ー ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー
ニ ン グ (A Practical Guide to Molecular Cloning)（ １ ９ ８ ４ ） ；
メ ソ ッ ズ ・ イ ン ・ エ ン ジ モ ロ ジ ー (Methods In Enzymology)（ Ｓ ． コ ロ ウ ィ ッ ク (Colowick
)お よ び Ｎ ． カ プ ラ ン (Kaplan)編 、 ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 社 (Academic Press, Inc.)） 、 シ
リ ー ズ 全 体 ；
ナ レ ッ ジ ・ デ ー タ ベ ー ス ・ オ ブ ・ ア ク セ ス ・ ト ゥ ー ・ ヴ ァ ー チ ャ ル ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ ウ ェ
ブ サ イ ト (Knowledge database of Access to Virtual Labolatory website)（ イ ン タ ラ ク
テ ィ バ (Interactiva)、 ド イ ツ ） 中 の 、 Ｊ ． Ｆ ． ラ マ ル ホ ・ オ ル チ ガ オ (Ramalho Ortigao)
、 「 ザ ・ ケ ミ ス ト リ ー ・ オ ブ ・ ペ プ チ ド ・ シ ン セ シ ス (The Chemistry of peptide Synthe
sis)」 ；
サ カ キ バ ラ 、 Ｄ ． 、 タ イ ヒ マ ン (Teichman)、 Ｊ ． レ イ ン 、 Ｅ ． お よ び フ ェ ニ ケ ル (Feniche
l)、 Ｒ ． Ｌ ． （ １ ９ ７ ６ ） バ イ オ ケ ミ カ ル ・ バ イ オ フ ィ ジ オ ロ ジ ー ・ リ サ ー チ ・ コ ミ ュ ニ
ケ ー シ ョ ン (Biochemical Biophysiology Reseach Communication)７ ３ 、 ３ ３ ６ ～ ３ ４ ２
頁
メ リ フ ィ ー ル ド 、 Ｒ ． Ｂ ． （ １ ９ ６ ３ ） ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ジ ・ ア メ リ カ ン ・ ケ ミ カ ル ・
ソ サ イ エ テ ィ ー (Journal of the American Chemical Society)８ ５ 、 ２ １ ４ ９ ～ ２ １ ５ ４
頁 、
サ ・ ペ プ チ ド (The Peptide)（ グ ロ ス (Gross)、 Ｅ ． お よ び メ イ エ ン ホ フ ァ ー (Meienhofer)
、 Ｊ ． 編 ） 2巻 、 １ ～ ２ ８ ４ 頁 、 ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス (Academic Press)、 ニ ュ ー ヨ ー ク 中
の 、 バ ラ ニ ー (Barany)、 Ｇ ． お よ び メ リ フ ィ ー ル ド (Merrifield)、 Ｒ ． Ｂ ． （ １ ９ ７ ９ ）
、
ビ ュ ン シ ュ (Wunsch)、 Ｅ ． 編 （ １ ９ ７ ４ ） ジ ン テ ー ゼ ・ フ ォ ン ・ ペ プ チ デ ン ・ イ ン ・ ホ ウ
ベ ン － ヴ ァ イ ル ス ・ メ ト ー デ ン ・ デ ア ・ オ ル ガ ー ツ シ ェ ン ・ ケ ミ ー (Synthese von peptid
en in Houben-Weyls Metoden der Organischen Chemie)（ ミ ュ ラ ー (Muler)Ｅ ． 編 ） １ ５
巻 、 第 ４ 版 、 １ 頁 お よ び ２ 頁 、 テ ィ ー メ (Thieme)、 シ ュ ツ ッ ツ ガ ル ト 、
ボ ダ ン ツ キ ー (Bodanszky)、 Ｍ （ １ ９ ８ ４ ） プ リ ン シ プ ル ス ・ オ ブ ・ ペ プ チ ド ・ シ ン セ シ
ス (Principles of peptide Synthesis)、 ス プ リ ン ガ ー － ヴ ェ ル ラ グ (Springer-Verlag)、
ヘ イ デ ル バ ー グ 、
ボ ダ ン ツ キ ー 、 Ｍ ． ＆ ボ ダ ン ツ キ ー 、 Ａ （ １ ９ ８ ４ ） ザ ・ プ ラ ク テ ィ ス ・ オ ブ ・ ペ プ チ ド
・ シ ン セ シ ス (The Practice of Peptide Synthesis)、 ス プ リ ン ガ ー － ヴ ェ ル ラ グ 、 ヘ イ
デ ル バ ー グ 、
ボ ダ ン ツ キ ー 、 Ｍ .（ １ ９ ８ ５ ） 、 イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ペ プ チ ド ・
ア ン ド ・ プ ロ テ イ ン ・ リ サ ー チ (International journal of Peptide and protein Resear
ch)２ ５ 、 ４ ４ ９ ～ ４ ７ ４ 頁 、
ハ ン ド ブ ッ ク ・ オ ブ ・ エ ク ス ペ リ メ ン タ ル ・ イ ム ノ ロ ジ ー (Handbook of Experimental Im
munology)I－ Ｉ Ｖ 巻 （ Ｄ ． Ｍ ． ウ ィ ア ー (Weir)お よ び Ｃ ． Ｃ ． ブ ラ ッ ク ウ ェ ル (Blackwell
)編 、 １ ９ ８ ６ ブ ラ ッ ク ウ ェ ル ・ サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク ・ パ ブ リ ケ ー シ ョ ン ズ (Blackwell 
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Scientific Publications).。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ 関 連 技 術 の 説 明 ）
　 新 し い 診 断 標 的 、 リ ー ド 化 合 物 お よ び 新 規 標 的 同 定 お よ び 確 認 試 薬 の 要 求 が 高 ま る の に
答 え て 、 製 薬 産 業 は 、 例 え ば 、 感 染 症 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 の 診 断 ／ 予 後 お よ び ／ ま た は 治
療 な ど に お い て 、 病 原 性 生 物 ま た は 疾 病 状 態 に 特 異 的 な 新 規 マ ー カ ー ま た は 化 合 物 の ス ク
リ ー ニ ン グ を 増 や し て き た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 多 く の 病 原 性 生 物 は 独 特 な タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 の イ ソ 型 を 発 現 す る の で 、 多 く
の 研 究 は こ の よ う な タ ン パ ク 質 を 同 定 し 、 新 規 診 断 ／ 予 後 お よ び ／ ま た は 治 療 戦 略 の 開 発
に 使 用 す る こ と に 焦 点 を 当 て て き た 。 し か し 、 病 原 性 生 物 に よ っ て 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質
の す べ て が 、 診 断 法 に お い て 、 ま た は 治 療 戦 略 に お い て 使 用 す る の に 適 し た 標 的 に 相 当 す
る わ け で は な い 。 し た が っ て 、 新 規 診 断 お よ び ／ ま た は 治 療 戦 略 の 同 定 に お い て は 多 量 の
研 究 は 、 適 し た 標 的 分 子 の 同 定 を 対 象 と し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 お そ ら く 、 注 目 す る 診 断 ／ 予 後 標 的 の 同 定 に お け る 最 も 単 純 な ア プ ロ ー チ は 、 疾 病 ま た
は 状 態 に 関 連 す る 病 原 体 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 決 定 す る こ と 、 あ る い は 、 疾 病 ま た は 状
態 の 結 果 と し て 発 現 パ タ ー ン の 変 わ っ た 宿 主 細 胞 タ ン パ ク 質 を 決 定 す る こ と で あ る 。 次 い
で 、 決 定 し た タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 領 域 と 特 異 的 に 結 合 で き る
抗 体 を 作 製 ま た は 同 定 し 、 こ の タ ン パ ク 質 が 、 免 疫 診 断 試 薬 の 調 製 に お い て こ れ を 使 用 す
る の を 容 易 に す る の に 十 分 に ほ ど 免 疫 原 性 で あ る か ど う か を 調 べ る 。 し か し 、 こ の よ う な
方 法 は 、 試 験 す る タ ン パ ク 質 の 多 く が 免 疫 原 性 で な い か 、 少 な く と も 、 免 疫 診 断 試 薬 お よ
び キ ッ ト ま た は ワ ク チ ン を 製 造 す る た め に 、 宿 主 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め に 求 め
ら れ る 程 度 で は な い の で 高 い 確 立 で 失 敗 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 さ ら に 、 抗 体 、 リ ガ ン ド ま た は 小 分 子 の 標 的 は 、 天 然 の 環 境 で は 、 す な わ ち 、 他 の タ ン
パ ク 質 と の 複 合 体 中 ま た は 細 胞 内 で は 比 較 的 近 づ き に く く 、 そ れ に よ っ て 免 疫 ア ッ セ イ に
よ る 検 出 が 妨 げ ら れ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 し た が っ て 、 推 定 標 的 を 同 定 す る 前 に い く つ か の 可 能 性 あ る 標 的 を 試 験 し な け れ ば な ら
な い こ と が 多 い の で 、 こ の よ う な 方 法 の 高 い 失 敗 率 は 、 こ の ア プ ロ ー チ が 骨 の 折 れ る も の
で 、 か つ 、 費 用 の か か る も の で あ る と い う こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 い く つ か の 病 原 性 生 物 の ゲ ノ ム の 配 列 決 定 が 完 了 し た の で 、 研 究 者 ら は 、 こ の 情 報 を 用
い て こ の よ う な 病 原 性 生 物 に よ っ て 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 の 機 能 を 予 測 す る 試 み に 着 手 し
た 。 研 究 者 ら は 、 機 能 お よ び 配 列 情 報 の 双 方 を 用 い て 、 病 原 性 生 物 に よ っ て 発 現 さ れ る タ
ン パ ク 質 の 位 置 お よ び 近 づ き や す さ 、 ひ い て は 、 タ ン パ ク 質 が 感 染 性 生 物 の 治 療 の た め の
診 断 ま た は 治 療 標 的 に 相 当 す る 可 能 性 を 予 測 し よ う と 試 み て い る 。 マ シ グ ナ ニ (Masignani
)ら 、 エ キ ス パ ー ト ・ オ ピ ニ オ ン ・ オ ン ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ セ ラ ピ ー (Expert Opinion on 
Biological Therapy)２ （ ８ ） 、 ８ ９ ５ ～ ９ ０ ５ 頁 、 ２ ０ ０ ２ に よ っ て 報 告 さ れ る よ う に
、 こ の プ ロ セ ス は 、 推 定 診 断 、 治 療 お よ び ／ ま た は ワ ク チ ン 標 的 の 迅 速 な 予 測 を も た ら し
、 こ れ に よ っ て 新 規 治 療 ／ 診 断 機 会 の 開 発 が 加 速 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 生 物 の ゲ ノ ム 配 列 の 解 析 に 依 存 す る 方 法 で は 、 注 目 す る 生 物 の ゲ ノ ム ま た は 少 な く と も
ゲ ノ ム の 相 当 割 合 が 配 列 決 定 さ れ て い る こ と が 必 要 で あ る 。 し た が っ て 、 こ の 方 法 は 、 い
ま だ 配 列 決 定 さ れ る 予 定 で あ る ゲ ノ ム を 有 す る 生 物 に お け る 、 特 に 、 最 近 同 定 さ れ た ば か
り の 生 物 に お け る 診 断 ／ 治 療 標 的 の 予 測 で は 有 効 で な い 。 さ ら に 、 こ の よ う な ア プ ロ ー チ
は 、 例 え ば 、 高 い 突 然 変 異 率 を 維 持 し 、 し た が っ て 、 そ の ゲ ノ ム 配 列 が 恒 常 的 に 変 化 す る
い く つ か の レ ト ロ ウ イ ル ス な ど の 病 原 体 に お け る 可 能 性 あ る 治 療 ／ 診 断 標 的 の 予 測 で は あ
ま り 役 に 立 た な い 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 、 こ れ ら の 方 法 で は 、 あ る と す れ ば 、 予 測 さ れ た 標 的 タ ン パ ク 質 が 病 原 性 生 物 に
よ っ て ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 実 際 に 発 現 さ れ る か ど う か を 調 べ る た め に 熟 練 し た 技 術 者 が 必 要
で あ る 。 こ の こ と は 、 タ ン パ ク 質 の 中 に は 疾 病 ま た は 疾 患 の 特 定 の ス テ ー ジ で の み 発 現 さ
れ る も の も あ る と い う 観 察 結 果 を 踏 ま え る と 、 よ り 困 難 に な る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 感
染 の 後 期 に 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 初 期 の 診 断 ま た は ワ ク チ ン の 関 係 で は あ ま り 役 に 立
た な い 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 前 記 の 議 論 か ら 理 解 さ れ る よ う に 、 依 然 と し て 、 診 断 ア ッ セ イ お よ び ／ ま た は 治 療 方 法
の 魅 力 的 な 標 的 で あ る タ ン パ ク 質 の 迅 速 な 単 離 お よ び ／ ま た は 同 定 法 が 必 要 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 に 到 達 す る ま で の 研 究 に お い て 、 結 核 菌 ま た は 緑 膿 菌 に よ る 感 染
症 の 新 規 診 断 薬 、 ワ ク チ ン お よ び 薬 剤 標 的 タ ン パ ク 質 を 同 定 し よ う と し て き た 。 本 発 明 者
ら は 、 患 者 血 清 サ ン プ ル の 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ｉ ｇ ） 画 分 か ら 免 疫 原 性 標 的 タ ン パ ク 質 ま た
は ペ プ チ ド 断 片 を 回 収 で き 、 こ れ で は タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 断 片 が そ の ア ミ ノ 酸 配 列
を 決 定 で き る の に 十 分 な ほ ど 分 解 さ れ て い な い こ と を 見 出 し た 。 タ ン パ ク 質 は 感 染 の 間 に
迅 速 に 分 解 さ れ る こ と が 知 ら れ て い た た め に 、 こ れ は 驚 く べ き こ と で あ っ た 。 し た が っ て
、 本 発 明 者 ら は 、 結 核 を 患 っ て い る 患 者 か ら 得 た 血 清 の Ｉ ｇ 画 分 か ら い く つ か の タ ン パ ク
質 ／ 断 片 を 同 定 す る こ と に よ っ て 、 当 技 術 分 野 で の 従 来 の 見 識 に 対 抗 し て 突 き 進 ん だ 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 こ の 方 法 を 用 い て Ｔ Ｂ 患 者 の 痰 お よ び 血 清 の Ｉ ｇ Ｇ 画 分 か ら 結 核 菌 グ ル
タ ミ ン シ ン セ タ ー ゼ （ Ｒ ｖ ２ ８ ６ ０ ｃ ） を 同 定 し た 。 ま た 、 記 載 し た 免 疫 分 離 技 術 を 用 い
て Ｔ Ｂ 患 者 の 血 清 の Ｉ ｇ Ｇ 画 分 か ら 結 核 菌 タ ン パ ク 質 伸 張 因 子 Ｔ ｕ （ Ｒ ｖ ０ ６ ８ ５ ） を 単
離 お よ び 同 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 感 染 症 を 患 っ て い る 被 験 体 か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 獲 得 す る こ と
に よ っ て 本 発 明 の 方 法 を さ ら に 開 発 し た 。 次 い で 、 獲 得 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 固
定 化 し 、 例 え ば 、 感 染 性 生 物 に 感 染 し た 被 験 体 の 体 液 、 ま た は 細 胞 も し く は 細 胞 抽 出 物 と
接 触 さ せ る 。 こ の 方 法 で は 、 被 験 体 の Ｉ ｇ 画 分 を 用 い て 感 染 性 生 物 か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク
質 を 精 製 す る 。 本 発 明 者 ら は 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 を 、 固 定 化 し た Ｉ ｇ 画 分 か ら 溶 出 ま
た は 単 離 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 獲 得 レ ベ ル を 高 め る こ と が で き 、 そ れ
に よ っ て そ の タ ン パ ク 質 の 同 定 お よ び 解 析 が 容 易 に な っ た 。 本 発 明 者 ら は 、 緑 膿 菌 感 染 症
を 患 っ て い る Ｃ Ｆ を 患 っ て い る 被 験 体 の Ｉ ｇ 画 分 を 用 い て 、 前 記 細 菌 か ら い く つ か の 免 疫
原 性 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 Ｇ ｒ ｏ Ｅ Ｓ を 単 離 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 前 述 の 方 法 を 適 用 し て 、 Ｃ Ｆ 被 験 体 の 痰 か ら 、 急 性 臨 床 増 悪 を 起
こ し て い る Ｃ Ｆ 被 験 体 が そ れ に 対 す る 自 己 抗 体 を 発 生 さ せ た タ ン パ ク 質 を 単 離 し た 。 し た
が っ て 、 本 方 法 は 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 被 験 体 が そ れ に 対 し て 特 異 的 免 疫 応 答 を 起
こ し た タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 被 験 体 を 感 染 性 生 物 由 来 の タ ン パ ク 質 補 体 で 免 疫 す る こ と に よ っ て 本 方 法
を さ ら に 発 展 さ せ た 。 前 記 動 物 か ら 、 ま た は 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た サ ン プ ル か ら 単 離
し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 次 い で 、 単 離 し 、 固 定 化 す る 。 次 い で 、 こ の 固 定 化 し た
Ｉ ｇ 画 分 を 、 同 様 の 生 物 に 感 染 し た 患 者 の 体 液 と 接 触 さ せ 、 感 染 性 生 物 か ら 、 そ れ に 対 し
て 被 験 体 が 抗 体 応 答 を 起 こ す 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 捕 獲 し 、 溶 出 し
、 同 定 し 、 そ れ に よ っ て ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 者 ら が と っ た ア プ ロ ー チ は 、 ど ん な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 同 定 に お い て も 一 般 的
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に 用 い ら れ る も の で あ る 。 こ の よ う な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 は 、 魅 力 的 な 標 的 に 相 当 し 、 例
え ば 、 病 原 性 生 物 ま た は 被 験 体 に お け る 感 染 状 態 ま た は 自 己 免 疫 状 態 を 同 定 す る た め の 診
断 適 用 に と っ て 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 は ま た 、 被 験 体 に お い て 、 そ
の タ ン パ ク 質 を 単 離 す る 病 原 性 生 物 に よ る 感 染 症 ま た は 自 己 免 疫 状 態 を 処 置 す る た め の 治
療 ま た は 予 防 戦 略 の 開 発 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る 方 法 を 提
供 し 、 こ の 方 法 は 、 被 験 体 ま た は そ の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 か ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し
く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と
と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片
を 同 定 す る こ と と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質
ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 被 験 体 か ら タ ン パ ク 質 複 合 体 も し く は そ の 混 合 物 ま た は 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 得 る こ と を さ ら に 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 サ ン プ ル か
ら １ 以 上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 例 え ば 、 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 痰 、 唾 液 、 胸 腔 内 液 、 心 嚢 液 、 腹 水 、 リ ン パ 液 、 リ ン パ 節
、 脾 臓 、 卵 黄 、 全 血 の 画 分 、 血 漿 の 画 分 、 血 清 の 画 分 、 痰 の 画 分 、 唾 液 の 画 分 、 胸 腔 内 液
の 画 分 、 心 嚢 液 の 画 分 、 腹 水 の 画 分 、 リ ン パ 液 の 画 分 、 リ ン パ 節 の 画 分 、 脾 臓 の 画 分 お よ
び 卵 黄 の 画 分 か ら な る 群 か ら サ ン プ ル を 選 択 す る 。 も う １ つ の 実 施 例 で は 、 サ ン プ ル は 末
梢 血 単 核 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 リ ン パ 球 、 Ｂ － リ ン パ 球 、 Ｔ リ ン パ 球 、 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 、 細 胞
傷 害 性 Ｔ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 多 形 核 細 胞 お よ び 肥 満 細 胞 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 細 胞 を 含 ん で な る 。 さ ら に も う １ つ の 実 施 例 で は 、 サ ン プ ル は 血 清 ま た は 血 清 の
免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 一 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ
Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｄ お よ び Ｉ ｇ Ｙ ま た は そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １
以 上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で な る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 含 有 画 分 は Ｉ ｇ Ｇ を 含 ん で な る 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免
疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は Ｉ ｇ Ａ を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の よ う な タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は 、 例 え ば 、 サ ン プ ル を 被
験 体 か ら 分 離 ま た は 精 製 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た
は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が 得 ら れ る プ ロ セ ス に よ っ て 得 る 。 例 え ば 、 前 記 の 、 サ ン プ ル
を 被 験 体 か ら 分 離 ま た は 精 製 す る こ と は 、 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な １ 種 以
上 の 化 合 物 と 、 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、 そ の 化 合 物 を 単 離 す
る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 例 え ば 、 化 合 物 を 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 、 例 え ば 、 セ ル ロ ー ス ビ ー ズ 、
ア ガ ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 磁 性 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ ー 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 上 に 事 前 に 固 定 化 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 １ 種 以 上 の 固 定 化 さ れ た 化 合 物 の 洗 浄 を さ ら に 提 供 し 、 そ れ に よ っ て
非 特 異 的 に 結 合 し て い る か 、 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 一 実 施 例 で は 、 化 合 物 は タ ン パ ク 質 Ａ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ
の ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 Ｌ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 マ ル ト
ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） 、 チ オ フ ィ リ ッ ク 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 。 例 え ば 、 化 合 物 は タ ン パ ク 質 Ａ 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の 混 合 物 で あ る 。

10

20

30

40

50

(22) JP 2007-520688 A 2007.7.26



【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 一 実 施 例 で は 、 被 験 体 は 感 染 症 を 患 っ て い る か 、 感 染 症 を 以 前 に 患 っ た
こ と が あ る 。 例 え ば 、 感 染 症 は 急 性 感 染 症 ま た は 慢 性 感 染 症 で あ る 。 こ の よ う な 感 染 症 は
、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 酵 母 感 染 症 、 真 菌 感 染 症 、 寄 生 生 物 感 染 症 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 感 染 症 は 細 菌 感 染 症 、 例 え ば 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 属 感 染 症
ま た は マ イ コ バ ク テ リ ウ 属 感 染 症 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 も う １ つ の 実 施 例 で は 、 感 染 症 は 肺 感 染 症 、 例 え ば 、 緑 膿 菌 ま た は 結 核 菌 の 存 在 に よ っ
て 引 き 起 こ さ れ る か 、 そ れ に 関 連 す る 肺 感 染 症 （ 例 え ば 、 結 核 ） で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 さ ら な る 実 施 例 で は 、 被 験 体 は 自 己 免 疫 状 態 、 例 え ば 、 炎 症 状 態 と 関 連 す る 自 己 免 疫 状
態 に 苦 し ん で い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 い っ そ う さ ら な る 実 施 例 で は 、 本 方 法 は 、 被 験 体 を 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片
を 含 ん で な る １ 種 以 上 の 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 で 免 疫 す る こ と を さ ら に 含 ん で な り 、 そ れ
に よ っ て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る （ 例 え ば 、 被 験
体 に お い て 、 ま た は 被 験 体 に 由 来 す る か 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た サ ン プ ル に お い て ） 。
例 え ば 、 １ 種 以 上 の 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 発 現 す
る 感 染 性 病 原 体 に 由 来 す る 。 有 用 な 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 の 例 は 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 細 菌 細
胞 、 酵 母 細 胞 、 真 菌 細 胞 ま た は 寄 生 生 物 の 細 胞 も し く は 寄 生 生 物 に 由 来 す る 細 胞 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る か 、 あ る い は 、 細 胞 抽 出 物 は ウ イ ル ス の 抽 出 物 、 細 菌 の 抽 出 物 、 酵 母 の
抽 出 物 、 真 菌 の 抽 出 物 お よ び 寄 生 生 物 の 抽 出 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 １ 種
以 上 の 細 胞 が 細 菌 細 胞 で あ る か 、 細 胞 抽 出 物 が 細 菌 抽 出 物 、 例 え ば 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 種 、
例 え ば 、 緑 膿 菌 ま た は マ イ コ バ ク テ リ ウ ム 属 、 例 え ば 、 結 核 菌 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 例 で は 、 被 験 体 は 非 ヒ ト 動 物 で あ り 、 例 え ば 、 非 ヒ ト 動 物 は マ ウ ス 、 ラ
ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ニ ワ ト リ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ (sheep)、 ヒ ツ ジ (ovine)、 ウ マ お よ び ヤ ギ か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 も う １ つ の 実 施 例 で は 、 被 験 体 は ヒ ト 被 験 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 架 橋 剤 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 有 す る １ 種 以 上 の
化 合 物 と 、 化 合 物 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 間 に 共 有 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接
触 さ せ る こ と を 含 ん で な る プ ロ セ ス を 実 施 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を １ 種 以 上
の 化 合 物 と 結 合 さ せ る こ と を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ の よ う な 架 橋 剤 は 、 例 え ば 、 イ ミ ド エ ス テ ル 架 橋 剤 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド
架 橋 剤 、 マ レ イ ミ ド 架 橋 剤 、 ハ ロ ア セ チ ル 架 橋 剤 、 ヒ ド ラ ジ ド 架 橋 剤 、 お よ び カ ル ボ ジ イ
ミ ド 架 橋 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 例 え ば 、 こ の 架 橋 剤 は Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ
ミ ド 架 橋 剤 で あ り 、 例 え ば 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 は 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ
ル グ ル タ レ ー ト 、 ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 、 ス ベ リ ン 酸 ビ ス （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ
ジ ル ） 、 ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ３ ， ３ ’ － ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ
オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 エ チ レ
ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト 、
ジ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ
ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ ン 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ
ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ ン 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ
キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ）
シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス
ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ
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ド エ ス テ ル 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ス ル ホ ス
ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ビ ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン
、 Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル お よ び Ｎ － （ ｇ － マ レ
イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 例 え
ば 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 は ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 被 験 体 に お い て 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク
質 ま た は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 断 片 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ れ は 、
　 （ ｉ ） 疾 病 ま た は 疾 患 を 患 っ て い る か 、 以 前 に 疾 病 ま た は 疾 患 を 患 っ た こ と が あ る 被 験
体 、 ま た は そ の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で
な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 疾 病
ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 ま た は そ の 誘 導 体 を 含 ん で な る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る こ と
と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 し て い る タ ン パ ク 質
ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と と を 含 ん で な り 、
　 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 被 験 体 に お い て 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 の 免 疫 原
性 タ ン パ ク 質 ま た は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 一 例 で は 、 誘 導 体 は 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 、 例 え ば 、 感 染 性 病 原 体 、 例 え
ば 、 ウ イ ル ス 感 染 、 細 菌 、 酵 母 、 真 菌 お よ び 寄 生 生 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 感 染 性 病
原 体 の タ ン パ ク 質 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 含 ん で な る 。 例 え ば 、 感 染 性 病 原 体 は 細 菌 、 例 え ば
、 緑 膿 菌 ま た は 結 核 菌 で あ る 。 例 え ば 、 細 菌 は 臨 床 分 離 株 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は 、 癌 細 胞 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 断 片 を 同 定 す る 方 法
を さ ら に 提 供 し 、 こ れ は 、
　 （ ｉ ） 癌 を 患 っ て い る か 、 以 前 に 癌 を 患 っ た こ と が あ る 被 験 体 か ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も
し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ
と と 、
　 （ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 腫 瘍
細 胞 ま た は そ の タ ン パ ク 質 抽 出 物 も し く は 細 胞 抽 出 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る
こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 し て い る タ ン パ ク 質
ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と と を 含 ん で な り 、
　 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 癌 細 胞 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 断 片
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 例 え ば 、 癌 細 胞 は 膀 胱 癌 細 胞 、 乳 癌 細 胞 、 結 腸 直 腸 癌 細 胞 、 子 宮 内 膜 癌 細 胞 、 頭 頚 部 癌
細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 肺 癌 細 胞 、 リ ン パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 非 小 細 胞 肺 癌 細 胞 、 卵 巣
癌 細 胞 、 前 立 腺 癌 細 胞 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 細 胞 、 成 人 急 性 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 、 成 人 非 ホ
ジ キ ン ス リ ン パ 腫 細 胞 、 脳 腫 瘍 細 胞 、 子 宮 頸 癌 細 胞 、 小 児 肉 腫 細 胞 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病
細 胞 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 、 食 道 癌 細 胞 、 ヘ ア リ ー 細 胞 白 血 病 細 胞 、 腎 臓 癌 細 胞 、 肝 臓
癌 細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 、 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 、 口 腔 癌 細 胞 、 膵 臓 癌 細 胞 、 中 枢 神 経 系 原
発 リ ン パ 腫 細 胞 、 皮 膚 癌 細 胞 お よ び 小 細 胞 肺 癌 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 被 験 体 か ら タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 混 合 物 ま た は そ の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 得 る こ と を さ ら に 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 サ ン プ ル
か ら １ 以 上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と を 、 な お 、 さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 例 え ば 、 サ ン プ ル は 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 痰 、 唾 液 、 胸 腔 内 液 、 心 嚢 液 、 腹 水 、 リ ン パ 液
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、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、 卵 黄 、 全 血 の 画 分 、 血 漿 の 画 分 、 血 清 の 画 分 、 痰 の 画 分 、 唾 液 の 画 分
、 胸 腔 内 液 の 画 分 、 心 嚢 液 の 画 分 、 腹 水 の 画 分 、 リ ン パ 液 の 画 分 、 リ ン パ 節 の 画 分 、 脾 臓
の 画 分 お よ び 卵 黄 の 画 分 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 も う １ つ の 実 施 例 で は 、 サ ン プ ル は
末 梢 血 単 核 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 リ ン パ 球 、 Ｂ － リ ン パ 球 、 Ｔ リ ン パ 球 、 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 、 細
胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 多 形 核 細 胞 お よ び 肥 満 細 胞 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 細 胞 を 含 ん で な る 。 さ ら に も う １ つ の 実 施 例 で は 、 サ ン プ ル は 血 清 ま た は 血 清
の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 一 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｇ 、
Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｄ お よ び Ｉ ｇ Ｙ ま た は そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 以
上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で な る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有
画 分 は Ｉ ｇ Ｇ を 含 ん で な る 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 含 有 画 分 は Ｉ ｇ Ａ を 含 ん で な る 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た
は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は Ｉ ｇ Ｍ を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 サ ン プ ル を 被 験 体
か ら 分 離 ま た は 精 製 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免
疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が 得 ら れ る プ ロ セ ス に よ っ て 得 る こ と を 提 供 す る 。 例 え ば 、 前 記 の
、 サ ン プ ル を 被 験 体 か ら 分 離 ま た は 精 製 す る こ と は 、 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可
能 な １ 種 以 上 の 化 合 物 と 、 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、 そ の 化 合
物 を 単 離 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 例 え ば 、 １ 種 以 上 の 化 合 物 は 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 上 に 事 前 に 固 定 化 し
、 例 え ば 、 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 は 、 セ ル ロ ー ス ビ ー ズ 、 ア ガ ロ ー ス 、 ナ
イ ロ ン 、 磁 性 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ ー 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 １ 種 以 上 の 固 定 化 さ れ た 化 合 物 の 洗 浄 を さ ら に 提 供 し 、 そ れ に よ っ て
非 特 異 的 に 結 合 し て い る か 、 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 一 実 施 例 で は 、 化 合 物 は タ ン パ ク 質 Ａ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ
の ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 Ｌ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 マ ル ト
ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） お よ び チ オ フ ィ リ ッ ク 樹 脂 ま た は そ の 混 合 物 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 化 合 物 は タ ン パ ク 質 Ａ 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の 混 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 架 橋 剤 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 有 す る １ 種 以 上 の
化 合 物 と 、 化 合 物 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 間 に 共 有 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接
触 さ せ る こ と を 含 ん で な る プ ロ セ ス を 実 施 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を １ 種 以 上
の 化 合 物 と 結 合 さ せ る こ と を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 こ の よ う な 架 橋 剤 は 、 例 え ば 、 イ ミ ド エ ス テ ル 架 橋 剤 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド
架 橋 剤 、 マ レ イ ミ ド 架 橋 剤 、 ハ ロ ア セ チ ル 架 橋 剤 、 ヒ ド ラ ジ ド 架 橋 剤 、 お よ び カ ル ボ ジ イ
ミ ド 架 橋 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 こ の 架 橋 剤 は Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ
ミ ド 架 橋 剤 で あ り 、 例 え ば 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 は 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ
ル グ ル タ レ ー ト 、 ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 、 ス ベ リ ン 酸 ビ ス （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ
ジ ル ） 、 ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ３ ， ３ ’ － ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ
オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 エ チ レ
ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト 、
ジ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ
ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ ン 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ
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ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ ン 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ
キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ）
シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ ヒ ド ロ キ シ ス ク
シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド
エ ス テ ル 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ス ル ホ ス ク
シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ビ ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン 、
Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル お よ び Ｎ － （ ｇ － マ レ イ
ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 例 え ば
、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 は ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 自 己 免 疫 状 態 か ら 、 被 験 体 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン
パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、
　 （ ｉ ） 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 被 験 体 ま た は そ の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 か ら 、 免
疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含
有 画 分 を 得 る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 自 己
免 疫 疾 患 を 患 っ て い る 被 験 体 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る こ
と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 し て い る タ ン パ ク 質
ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と と を 含 ん で な り 、
　 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 自 己 免 疫 状 態 に 由 来 す る 、 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 被 験 体 に お
い て 免 疫 応 答 を 誘 発 し 得 る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 一 例 で は 、 本 発 明 は 、 自 己 免 疫 疾 患 を 患 っ て い る 被 験 体 か ら 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は
免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 得 る こ と と 、 例 え ば 、 サ ン プ ル か ら 免 疫
グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 混 合 物 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と と を さ ら に 含
ん で な る 。 さ ら に 、 本 方 法 は 、 例 え ば 、 サ ン プ ル か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と
を さ ら に 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 例 え ば 、 サ ン プ ル は 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 痰 、 唾 液 、 胸 腔 内 液 、 心 嚢 液 、 腹 水 、 リ ン パ 液
、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、 卵 黄 、 全 血 の 画 分 、 血 漿 の 画 分 、 血 清 の 画 分 、 痰 の 画 分 、 唾 液 の 画 分
、 胸 腔 内 液 の 画 分 、 心 嚢 液 の 画 分 、 腹 水 の 画 分 、 リ ン パ 液 の 画 分 、 リ ン パ 節 の 画 分 、 脾 臓
の 画 分 お よ び 卵 黄 の 画 分 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 も う １ つ の 実 施 例 で は 、 サ ン プ ル は
末 梢 血 単 核 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 リ ン パ 球 、 Ｂ － リ ン パ 球 、 Ｔ リ ン パ 球 、 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 、 細
胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 多 形 核 細 胞 お よ び 肥 満 細 胞 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 細 胞 を 含 ん で な る 。 さ ら に も う １ つ の 実 施 例 で は 、 サ ン プ ル は 血 清 ま た は 血 清
の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 一 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｇ 、
Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｄ お よ び Ｉ ｇ Ｙ ま た は そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 以
上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で な る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有
画 分 は Ｉ ｇ Ｇ を 含 ん で な る 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 含 有 画 分 は Ｉ ｇ Ａ を 含 ん で な る 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た
は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は Ｉ ｇ Ｍ を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 サ ン プ ル を 被 験 体 か ら
分 離 ま た は 精 製 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が 得 ら れ る プ ロ セ ス に よ っ て 得 る こ と を 提 供 す る 。 例 え ば 、 前 記 の 、 サ
ン プ ル を 被 験 体 か ら 分 離 ま た は 精 製 す る こ と は 、 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な
１ 種 以 上 の 化 合 物 と 、 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、 そ の 化 合 物 を
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単 離 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 例 え ば 、 化 合 物 を 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 、 例 え ば 、 セ ル ロ ー ス ビ ー ズ 、
ア ガ ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 磁 性 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 お よ び ポ リ マ ー 樹 脂 な ら び に そ の 混 合 物 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 上 に 事 前 に 固 定 化 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 １ 種 以 上 の 固 定 化 さ れ た 化 合 物 の 洗 浄 を さ ら に 提 供 し 、 そ れ に よ っ て
非 特 異 的 に 結 合 し て い る か 、 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 一 実 施 例 で は 、 化 合 物 は タ ン パ ク 質 Ａ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ
の ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 Ｌ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 マ ル ト
ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） 、 チ オ フ ィ リ ッ ク 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 。 例 え ば 、 化 合 物 は タ ン パ ク 質 Ａ 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の 混 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 架 橋 剤 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 有 す る １ 種 以 上 の
化 合 物 と 、 化 合 物 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 間 に 共 有 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接
触 さ せ る こ と を 含 ん で な る プ ロ セ ス を 実 施 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を １ 種 以 上
の 化 合 物 と 結 合 さ せ る こ と を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ の よ う な 架 橋 剤 は 、 例 え ば 、 イ ミ ド エ ス テ ル 架 橋 剤 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド
架 橋 剤 、 マ レ イ ミ ド 架 橋 剤 、 ハ ロ ア セ チ ル 架 橋 剤 、 ヒ ド ラ ジ ド 架 橋 剤 、 お よ び カ ル ボ ジ イ
ミ ド 架 橋 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 こ の 架 橋 剤 は Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ
ミ ド 架 橋 剤 で あ り 、 例 え ば 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 は 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ
ル グ ル タ レ ー ト 、 ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 、 ス ベ リ ン 酸 ビ ス （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ
ジ ル ） 、 ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ３ ， ３ ’ － ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ
オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 エ チ レ
ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト 、
ジ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ
ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ ン 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ
ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ ン 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ
キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ）
シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス
ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ
ド エ ス テ ル 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ス ル ホ ス
ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ビ ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン
、 Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル お よ び Ｎ － （ ｇ － マ レ
イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 例 え
ば 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 は ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 一 実 施 例 で は 、 被 験 体 は ヒ ト で あ り 、 か つ 、 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 。 例 え ば 、 自
己 免 疫 状 態 は 、 例 え ば 、 関 節 リ ウ マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 Ｉ 型 糖 尿 病 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 ク ロ
ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 乾 癬 、 強 皮 症 、 自 己 免 疫 甲 状 腺 疾 患 、
中 枢 神 経 系 脈 管 炎 、 お よ び 自 己 免 疫 筋 炎 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る よ う な 自 己 免 疫 疾 患 で
あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 も う １ つ の 実 施 例 で は 、 被 験 体 は 嚢 胞 性 繊 維 症 （ Ｃ Ｆ ） を 患 っ て い る 。 一 実 施 例 で は 、
こ の よ う な Ｃ Ｆ 被 験 体 は 以 前 に 急 性 肺 疾 患 増 悪 を 起 こ し た こ と が あ る 。 も う １ つ の 実 施 例
で は 、 Ｃ Ｆ 被 験 体 は 急 性 肺 疾 患 増 悪 を 起 こ し て い る 。 さ ら に も う １ つ の 実 施 例 で は 、 被 験
体 は 感 染 症 、 例 え ば 、 細 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 を さ ら に 患 っ て い る 。 こ の よ う
な 感 染 症 は 、 例 え ば 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 緑 膿 菌 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ
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ミ ガ ー ツ ス (Aspergillus fumigatus)、 セ パ シ ア 菌 複 合 体 、 ス テ ノ ト ロ ホ モ ナ ス ・ マ ル ト
フ ィ ラ (Stenotrophomonas maltophila)、 ア ル カ リ ゲ ネ ス （ ア ク ロ モ バ ク タ ー ） キ シ ロ ソ
キ シ ダ ン ス (Alcaligenes(Achromobacter)xylosoxidans)、 Ｂ ． グ ラ デ ィ オ リ (gladioli)お
よ び ラ ル ス ト ニ ア ・ ピ ッ ク テ ィ ー (Ralstonia picketti)お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 細 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 、 例 え ば 、 細 菌 感 染 症 は 、 緑 膿 菌 感 染 症 を 含 ん で な
る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 一 実 施 例 で は 、 サ ン プ ル は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん
で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が 由 来 し た 被 験 体 に 由 来 す る
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 は 、 被 験 体 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を
同 定 す る 方 法 を さ ら に 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、
　 （ ｉ ） 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る 細 胞 ま た は 細 胞 抽
出 物 ま た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 事 前 に 投 与 さ れ た 被 験 体 に 由 来 す る か 、 被
験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た サ ン プ ル か ら 得 る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 ま
た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 抗
原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と と を 含 ん
で な り 、
　 そ れ に よ っ て 被 験 体 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片
を 同 定 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 一 実 施 例 で は 、 本 方 法 は 、 被 験 体 に 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 投 与
す る こ と を さ ら に 含 ん で な る 。 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 は 、 例 え ば 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き
起 こ す 病 原 体 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 は 、 例 え ば 、 感 染 性 病 原 体 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 、 細
菌 、 酵 母 、 真 菌 お よ び 寄 生 生 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 感 染 性 病 原 体 で あ る 。 例 え ば 、
感 染 性 病 原 体 は 細 菌 、 例 え ば 、 結 核 菌 、 例 え ば 、 結 核 菌 の 臨 床 分 離 株 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 一 例 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に 由 来 す る か 、 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た サ ン プ ル を 得 る
こ と 、 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と を さ ら
に 含 ん で な る 。 さ ら に 、 本 方 法 は 、 例 え ば 、 サ ン プ ル か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る
こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 方 法 の 一 形 態 で は 、 被 験 体 は 非 ヒ ト 動 物 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ニ ワ ト
リ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ (sheep)、 ヒ ツ ジ (ovine)、 ウ マ 、 ロ バ お よ び ヤ ギ か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 非 ヒ ト 動 物 で あ る 。 本 発 明 の 一 例 示 的 形 態 で は 、 被 験 体 は 鳥 類 （ 例 え ば 、 ニ ワ ト リ ）
で あ り 、 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た 生 体 サ ン プ ル は 卵 ま た は そ の 抽 出 物 ま た は そ の 誘 導 体
で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 も う １ つ の 実 施 例 で は 、 サ ン プ ル は 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 痰 、 唾 液 、 胸 腔 内 液 、 心 嚢 液 、
腹 水 、 リ ン パ 液 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、 卵 黄 、 全 血 の 画 分 、 血 漿 の 画 分 、 血 清 の 画 分 、 痰 の 画
分 、 唾 液 の 画 分 、 胸 腔 内 液 の 画 分 、 心 嚢 液 の 画 分 、 腹 水 の 画 分 、 リ ン パ 液 の 画 分 、 リ ン パ
節 の 画 分 、 脾 臓 の 画 分 お よ び 卵 黄 の 画 分 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 も う １ つ の 実 施 例 で
は 、 サ ン プ ル は 末 梢 血 単 核 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 リ ン パ 球 、 Ｂ － リ ン パ 球 、 Ｔ リ ン パ 球 、 ヘ ル
パ ー Ｔ 細 胞 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 多 形 核 細 胞 お よ び 肥 満 細 胞
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か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 を 含 ん で な る 。 さ ら に も う １ つ の 実 施 例 で は 、 サ ン プ ル は
血 清 ま た は 血 清 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 卵 黄 ま た は 卵 黄 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画
分 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 一 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｇ 、
Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｄ お よ び Ｉ ｇ Ｙ ま た は そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 以
上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で な る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有
画 分 は Ｉ ｇ Ｇ を 含 ん で な る 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 含 有 画 分 は Ｉ ｇ Ａ を 含 ん で な る 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た
は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は タ ン パ ク 質 複 合 体 は Ｉ ｇ Ｙ を 含 ん で な る 。 あ る い は 、 ま
た は さ ら に 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は Ｉ ｇ Ｍ を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 サ ン プ ル を 被 験 体 か ら
分 離 ま た は 精 製 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が 得 ら れ る プ ロ セ ス に よ っ て 得 る こ と を 提 供 す る 。 例 え ば 、 前 記 の 、 サ
ン プ ル を 被 験 体 か ら 分 離 ま た は 精 製 す る こ と は 、 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な
１ 種 以 上 の 化 合 物 と 、 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、 そ の 化 合 物 を
単 離 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 例 え ば 、 化 合 物 を 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 、 例 え ば 、 セ ル ロ ー ス ビ ー ズ 、
ア ガ ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、  磁 性 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ ー 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 上 に 事 前 に 固 定 化 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 固 定 化 さ れ た 化 合 物 を 洗 浄 し 、 そ れ に よ っ て 非 特 異 的 に 結 合 し て い る
か 、 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る こ と を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 一 実 施 例 で は 、 １ 種 以 上 の 化 合 物 は 、 タ ン パ ク 質 Ａ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク
質 Ｇ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 Ｌ ま た は そ の ミ メ テ ィ ッ ク 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン
抗 体 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） 、 チ オ フ ィ リ ッ ク 樹 脂 お よ び そ の 混 合 物 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 化 合 物 は タ ン パ ク 質 Ａ ま た は タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は そ の 混
合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 架 橋 剤 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 有 す る １ 種 以 上 の
化 合 物 と 、 化 合 物 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 間 に 共 有 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接
触 さ せ る こ と を 含 ん で な る プ ロ セ ス を 実 施 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 化 合 物 と
結 合 さ せ る こ と を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 こ の よ う な 架 橋 剤 は 、 例 え ば 、 イ ミ ド エ ス テ ル 架 橋 剤 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド
架 橋 剤 、 マ レ イ ミ ド 架 橋 剤 、 ハ ロ ア セ チ ル 架 橋 剤 、 ヒ ド ラ ジ ド 架 橋 剤 、 お よ び カ ル ボ ジ イ
ミ ド 架 橋 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 例 え ば 、 こ の 架 橋 剤 は Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ
ミ ド 架 橋 剤 で あ り 、 例 え ば 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 は 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ
ル グ ル タ レ ー ト 、 ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 、 ス ベ リ ン 酸 ビ ス （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ
ジ ル ） 、 ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ３ ， ３ ’ － ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ
オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 エ チ レ
ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト 、
ジ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ
ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ ン 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ
ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ ン 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ
キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ）
シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス
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ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ
ド エ ス テ ル 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ス ル ホ ス
ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト 、 ビ ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン
、 Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル お よ び Ｎ － （ ｇ － マ レ
イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 例 え
ば 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 架 橋 剤 は ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ニ ミ ジ ル で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 一 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 と 接 触
さ せ る 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 ま た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル は 、 細 胞 ま た は 細
胞 抽 出 物 を 含 ん で な る 被 験 体 に 由 来 す る 。 例 え ば 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 は 、 疾 病 ま た は
疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 に 由 来 し 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 ま た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る
サ ン プ ル は 疾 病 ま た は 疾 患 を 患 っ て い る 被 験 体 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 一 実 施 例 で は 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 は 感 染 性 病 原 体 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス
、 細 菌 、 酵 母 、 真 菌 お よ び 寄 生 生 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 感 染 性 病 原 体 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 さ れ る よ う に 、 感 染 性 病 原 体 は 細 菌 、 例 え ば 、 結 核 菌 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 し て い る 免 疫 原 性
タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す る こ と を さ ら に 含 ん で な る 。 こ
の よ う な 分 離 は 、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複
合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 を 乱 す 化 合 物 と 、 抗 原 抗 体
相 互 作 用 を 乱 す の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で な る プ ロ セ ス を 実 施
す る こ と に よ っ て 達 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 例 え ば 、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 を 乱 す 化 合 物 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 の ｐ Ｈ を 調 節 す る
化 合 物 、 塩 、 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 解 離 剤 お よ び カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 な ら び に そ の 混 合 物 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 も う １ つ の 実 施 例 で は 、 本 発 明 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 と 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ
て 結 合 し て い る か 結 合 し て い た タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 ん で な る 。 例 え ば 、
こ の タ ン パ ク 質 は ゲ ル 電 気 泳 動 、 例 え ば 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 単 離 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 さ ら に も う １ つ の 実 施 例 で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 と 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結
合 し て い る か 結 合 し て い た タ ン パ ク 質 を 、 質 量 分 析 、 例 え ば 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー
脱 離 ／ イ オ ン 化 － 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ ） を 用 い て 同 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 は 、
　 （ ａ ） 被 験 体 に 由 来 す る サ ン プ ル を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な １ 種 以 上 の 化 合 物 と
、 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、 １ 種 以 上 の 化 合 物 を 単 離 す る こ と
含 ん で な る 方 法 に よ っ て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 に 対 し て 免 疫 応 答 を 起 こ し
た 被 験 体 、 ま た は そ の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 か ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物
を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と と 、
　 （ ｂ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 １ 種 以
上 の 化 合 物 を 結 合 さ せ る こ と と 、
　 （ ｃ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す
る こ と と 、
　 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫
グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と と 、
　 （ ｅ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す
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る こ と と 、
　 （ ｆ ） 場 合 に よ っ て （ ｄ ） お よ び （ ｅ ） を １ 回 以 上 反 復 す る こ と と 、
　 （ ｇ ） 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 し た タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と を 含 ん で
な り 、
　 そ れ に よ っ て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 方 法 の 一 形 態 で は 、 （ ｅ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い る 免 疫
グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す る こ と は 、 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る
サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と の 前 に 実 施 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 形 態 で は 、 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る
サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と は 、 （ ｅ ） 免 疫 原 性  タ ン パ
ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す る こ と の 前 に 実 施 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫
グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び （ ｅ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合
し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す る こ と は 、 １ 種 以 上 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る
の に 十 分 な 回 数 反 復 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の
断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び （
ｅ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す る こ
と を 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 例 え ば 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て ゲ ル 上 で １ 種 以 上 の タ ン パ ク
質 ま た は そ の 断 片 を 区 別 す る の に 十 分 な 回 数 反 復 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 方 法 の 一 実 施 例 で は 、 被 験 体 は 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 に 対 し て 免 疫 応
答 を 起 こ し て い る 。 こ の 実 施 例 に よ れ ば 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る 、 免
疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル は 、 疾 病 も し く は 疾 患 を 引 き 起 こ
す 病 原 体 ま た は そ の 誘 導 体 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 例 え ば 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 は 感 染 性 病 原 体 、 例 え ば 、 細 菌 、 例 え ば 、
結 核 菌 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 も う １ つ の 実 施 例 で は 、 被 験 体 は 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 。 こ の 実 施 例 に よ れ ば 、
結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で
な る サ ン プ ル は 、 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 被 験 体 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る
。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 さ ら に も う １ つ の 実 施 例 で は 、 被 験 体 は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で
な る 、 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 ま た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル で 事 前 に 免 疫 さ れ て
い る 。 こ の 実 施 例 に よ れ ば 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る 、 免 疫 原 性 タ ン パ
ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル は 、 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 を 含 ん で な る 。 一 形
態 で は 、 被 験 体 は ニ ワ ト リ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 方 法 の 例 示 的 形 態 で は 、 被 験 体 は 、 疾 病 ま た は 疾 患 と 関 連 す る 病 原 体 、 例 え ば 、 感 染
性 病 原 体 、 例 え ば 、 細 菌 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 で 事 前 に 免 疫 さ れ て い る 。 一 実
施 例 で は 、 細 菌 は 結 核 菌 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 状 態 の マ ー カ ー を 同 定 す る プ ロ セ ス に お け る 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法
の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 は 、 状 態 の 診 断 に お け る 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 の 使 用 を さ ら に 提 供 す る 。
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【 ０ １ ０ １ 】
　 一 実 施 例 で は 、 状 態 は 疾 病 ま た は 疾 患 、 例 え ば 、 感 染 性 疾 病 ま た は 癌 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 も う １ つ の 実 施 例 で は 、 状 態 は 自 己 免 疫 状 態 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る 方 法 を 提
供 し 、 こ の 方 法 は 、 被 験 体 ま た は そ の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 か ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し
く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と
と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片
を 同 定 す る こ と と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ っ て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質
ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 」 と は 、 被 験 体 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導
し 、 そ の 結 果 、 被 験 体 に よ っ て そ の タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 が 生 じ る 、 い ず れ か の
ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 意 味 す る と 理 解 さ れ る も の と す る 。 し た が っ
て 、 こ の よ う な 「 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 」 は 、 抗 原 と し て 抗 体 と 相 互 作 用 し 得 る 、 す な わ ち
、 抗 体 は 、 抗 体 の 高 頻 度 可 変 性 領 域 ま た は 相 補 性 決 定 領 域 と の 相 互 作 用 に よ っ て 非 共 有 結
合 で 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 と 結 合 で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 可 能 な タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 は 、 さ ま
ざ ま な 結 合 ま た は 引 力 の う ち の い ず れ か １ 以 上 に よ っ て こ れ を 行 う 。 例 え ば 、 抗 原 は 水 素
結 合 （ す な わ ち 、 抗 体 と 抗 原 の 適 当 な 分 子 間 で の 水 素 橋 の 形 成 ） 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 結
合 （ 電 子 雲 間 、 す な わ ち 、 振 動 す る 双 極 子 の 相 互 作 用 ） ま た は 無 極 性 の 疎 水 性 基 の 会 合 に
依 存 す る 疎 水 性 結 合 に よ っ て 抗 体 と 結 合 す る 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 抗 原 抗 体 相 互 作
用 は 静 電 気 力 、 す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 側 鎖 の 反 対 に 荷 電 し た 基 の 相 互 作 用 に よ っ て 促 進 さ
れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 一 実 施 例 で は 、 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 用 い て 単 離 す る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 単 離 お
よ び ／ ま た は 同 定 す る 方 法 に よ っ て 、 天 然 ま た は 非 修 飾 型 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 が 単 離 さ
れ る 。 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 天 然 ま た は 非 修 飾 型 」 と は 、 天 然 に 見 ら れ る タ ン パ ク 質
の 一 形 態 を 意 味 す る と 取 ら れ る も の と す る 。 し た が っ て 、 こ の 用 語 は 、 こ の タ ン パ ク 質 が
天 然 に 見 ら れ る 環 境 に お い て 、 例 え ば 、 こ の タ ン パ ク 質 が 天 然 に 発 現 さ れ る 細 胞 に お い て
見 ら れ る 前 記 タ ン パ ク 質 の 修 飾 を 包 含 す る 。 こ の よ う な 修 飾 と し て は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク
質 分 解 に よ る 切 断 、 翻 訳 後 修 飾 、 代 替 ス プ ラ イ シ ン グ 型 お よ び 分 子 量 、 電 荷 の 変 化 、 タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 組 成 の 変 化 を も た ら す 何 ら か の そ の 他 の 修 飾 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 も う １ つ の 実 施 例 で は 、 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 用 い て 単 離 す る 免 疫 原 性 タ
ン パ ク 質 を 単 離 お よ び ／ ま た は 同 定 す る 方 法 で は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 修 飾 型 、 断 片 ま
た は ペ プ チ ド が 単 離 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 修 飾 型 」 は 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 天
然 型 と は 異 な る タ ン パ ク 質 を 意 味 す る と 理 解 さ れ る も の と す る 。 こ の よ う な 方 法 に よ っ て
検 出 さ れ 得 る 修 飾 と し て は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 切 断 、 翻 訳 後 修 飾 お よ び 分 子
量 、 電 荷 、 ま た は ア ミ ノ 酸 組 成 の 変 化 を も た ら す 何 ら か の そ の 他 の 修 飾 が 挙 げ ら れ る 。 こ
の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 修 飾 型 、 断 片 ま た は ペ プ チ ド は 、 生 体 サ ン プ
ル が 由 来 す る 被 験 体 に よ る 免 疫 応 答 の 結 果 と し て 産 生 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 免 疫 応 答 の 際
に は 、 多 数 の タ ン パ ク 質 分 解 性 酵 素 、 例 え ば 、 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ お よ び 病 原 体 由 来 エ ラ
ス タ ー ゼ な ど が 産 生 さ れ 、 そ の 結 果 、 タ ン パ ク 質 が 切 断 さ れ 、 分 解 さ れ る こ と が 多 い 。 し
た が っ て 、 本 発 明 に よ っ て 明 確 に 包 含 さ れ る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 修 飾 型 は 、 前 記 タ ン パ
ク 質 の 断 片 で あ る 。 結 果 と し て 、 本 発 明 は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 断 片 ま た は タ ン パ ク 質 の
免 疫 原 性 断 片 の 単 離 を 明 確 に 包 含 す る 。
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【 ０ １ ０ ８ 】
　 好 ま し い 断 片 と し て は 、 個 体 が そ れ に 対 し て 特 異 的 免 疫 応 答 を 開 始 す る タ ン パ ク 質 の 断
片 が 挙 げ ら れ 、 特 異 的 抗 体 応 答 を 開 始 す る タ ン パ ク 質 の 断 片 が よ り 好 ま し い 。 本 発 明 の 方
法 に よ っ て 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 の 断 片 は 、 少 な く と も 約 ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る こ
と が 好 ま し く 、 少 な く と も 約 ６ 個 の ア ミ ノ 酸 が よ り 好 ま し く 、 約 １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が よ り
好 ま し く 、 約 ２ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が よ り い っ そ う 好 ま し く 、 約 ５ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が さ ら に よ
り い っ そ う 好 ま し く 、 約 １ ０ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が さ ら に よ り い っ そ う 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と 」 と は 、 被 験 体 の 、 抗 原 に 対 す る 特
異 的 抗 体 応 答 お よ び ／ ま た は 特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 を 生 じ る 能 力 を 指 す こ と と 理 解 さ れ る も の
と す る 。 免 疫 応 答 は 抗 体 応 答 で あ る こ と が 好 ま し い 。 理 論 ま た は 作 用 様 式 に 拘 束 さ れ よ う
と は 思 わ な い が 、 こ の よ う な 抗 体 応 答 は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 抗 原 と 特 異 的 に 結 合
す る Ｉ ｇ Ｄ お よ び Ｉ ｇ Ｍ を 産 生 す る Ｂ リ ン パ 球 （ ま た は 細 胞 ） を 含 ん で な る と 予 想 さ れ る
。 次 い で 、 前 記 Ｂ リ ン パ 球 が 、 前 記 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る Ｉ ｇ Ｍ お よ び
／ ま た は Ｉ ｇ Ｇ お よ び ／ ま た は Ｉ ｇ Ｅ お よ び ／ ま た は Ｉ ｇ Ａ お よ び ／ ま た は Ｉ ｇ Ｙ を 分 泌
す る 血 漿 細 胞 に 分 化 す る こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 」 と は 、 １ 種
以 上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は １ 以 上 の 種 類 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク
質 を 含 ん で な る 複 数 の 相 互 作 用 タ ン パ ク 質 を 意 味 す る と 取 ら れ る も の と す る 。 一 実 施 形 態
で は 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 複 合 体 は 抗 体 複 合 体 、 例 え ば 、 共 有 結 合 で （ 例 え ば 、 ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 に よ っ て ） 結 合 し て 抗 体 を 形 成 し て い る い く つ か の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る
。 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ の 場 合 で は 、 こ の よ う な 抗 体 複 合 体 は 、 ２ つ の 軽 鎖 と ２ つ の 重 鎖 を 含 ん
で な り 、 各 軽 鎖 は 少 な く と も １ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 重 鎖 と 結 合 し て お り 、 重 鎖
は ま た 、 少 な く と も １ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 結 合 し て い る 。 他 の 型 の 抗 体 複 合 体
、 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｍ の 五 量 体 構 造 も 本 発 明 に よ っ て 明 確 に 意 図 さ れ る 。 さ ら に 、 一 実 施 形 態
で は 、 こ の よ う な 抗 体 複 合 体 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て い る 抗 原 を 含 ん で な る 。 タ ン
パ ク 質 複 合 体 が 、 １ 種 以 上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 し て い る 免
疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 む こ と は 明 確 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 」 と は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 用 い て 単
離 さ れ る 生 体 サ ン プ ル の 成 分 を 意 味 す る と 取 ら れ る も の と す る 。 こ の よ う な 画 分 は 、 例 え
ば 、 免 疫 複 合 体 、 抗 体 － Ｈ Ｌ Ａ 複 合 体 、 抗 体 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖
、 補 体 経 路 の 成 分 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 、 α － １ － 抗 ト リ プ シ ン 、 α － １
－ 酸 性 糖 タ ン パ ク 質 、 α － １ － マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 低 密 度 リ ポ タ ン パ
ク 質 、 セ ル ロ プ ラ ス ミ ン 、 も し く は 血 清 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 ま た は 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に
よ っ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て い る そ れ ら の 断 片 、 あ る い は 他 の 成 分 の 中 で も そ れ ら の
混 合 物 を 含 ん で な り 得 る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 」 お よ び ／ ま た は 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン
ま た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 、 例
え ば 、 タ ン パ ク 質 Ｇ 、 タ ン パ ク 質 Ａ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ な ど に よ っ て 直 接 結 合 さ れ て い る
タ ン パ ク 質 と 考 え ら れ る も の と す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 と は 、 リ ン パ 球 に よ っ て 産 生 さ れ る タ ン パ
ク 質 を 意 味 す る と 取 ら れ る も の と し 、 こ こ で 、 こ の タ ン パ ク 質 は 特 異 的 抗 体 活 性 を 有 す る
こ と 、 す な わ ち 、 好 ま し く は 、 共 有 結 合 を 形 成 し な い で 、 特 異 的 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 で
き る ／ 結 合 で き る こ と が 好 ま し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン は ４ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 、 ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 に よ っ て 結 合 さ れ て い る ２ つ の 同 一 の 重 鎖 と ２ つ の 同 一 の 軽 鎖 と を 含 ん で な る こ と
が 好 ま し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン は Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ お よ び Ｉ ｇ Ｙ か
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ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 抗 体 」 と は 、 無 傷 の モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｙ ） 画 分 、 ヒ ト 化
抗 体 、 組 換 え 単 鎖 抗 体 、 な ら び に そ の 断 片 、 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ） ２ お よ び Ｆ ｖ 断
片 な ど を 指 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は 、 Ｉ ｇ Ｇ お
よ び ／ ま た は Ｉ ｇ Ａ お よ び ／ ま た は Ｉ ｇ Ｙ を 含 ん で な る 。 本 発 明 の も う １ つ の 実 施 例 で は
、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は Ｉ ｇ Ｇ を 含 ん で な る 。 本 発 明 の さ ら
に も う １ つ の 実 施 例 で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は Ｉ ｇ Ａ を 含 ん で な る 。 本 発 明 の さ ら
な る 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は Ｉ ｇ Ｙ を 含 ん で な る
。 本 発 明 の な お さ ら な る 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は
Ｉ ｇ Ｍ を 含 ん で な る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 の 成 分 の 単 離 を 提 供
す る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 抗 原 ま た は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 し て い る 免 疫 グ ロ
ブ リ ン か ら 遊 離 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 精 製 せ ず に 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ７ 】
（ 生 体 サ ン プ ル ）
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 種 々 の 体 内 組 織 お よ び ／ ま た は 体 液 内 で 見 ら れ る の で 、 本 発 明 は 、 こ
の よ う な 体 内 組 織 ま た は 体 液 を 含 ん で な る サ ン プ ル か ら 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る 生 体 サ ン プ ル を 得 る こ と を 明 確 に 包 含 す る 。 タ ン パ ク 質 複
合 体 も し く は そ の 混 合 物 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 単 離 す る の に 有 用 な 生 体 サ ン プ
ル の 例 と し て は 、 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 痰 、 唾 液 、 胸 腔 内 液 、 心 嚢 液 、 腹 水 、 リ ン パ 液 、 リ
ン パ 節 、 脾 臓 、 卵 黄 、 全 血 の 画 分 、 血 漿 の 画 分 、 血 清 の 画 分 、 痰 の 画 分 、 唾 液 の 画 分 、 胸
腔 内 液 の 画 分 、 心 嚢 液 の 画 分 、 腹 水 の 画 分 、 リ ン パ 液 の 画 分 、 リ ン パ 節 の 画 分 、 脾 臓 の 画
分 お よ び 卵 黄 の 画 分 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る サ ン プ ル が あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る の に 有 用 な 生 体 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 末 梢 血 単 核 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 リ
ン パ 球 、 Ｂ － リ ン パ 球 、 Ｔ リ ン パ 球 、 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー
ジ 、 樹 状 細 胞 、 多 形 核 細 胞 お よ び 肥 満 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 を 含 ん で な る 。
例 え ば 、 こ の よ う な 生 体 サ ン プ ル は 血 清 ま た は 血 清 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な
る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ま た 本 発 明 が 、 前 記 生 体 サ ン プ ル の 誘 導 体 を 包 含 す る こ と は 明 確 で あ る 。 例 え ば 、 本 発
明 は 生 体 サ ン プ ル か ら １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 を 単 離 す る よ う （ 例 え ば 、 所 定 の 分 子 量 よ り
小 さ い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る よ う 、 ま た は 一 般 的 な タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン な ど
を 除 去 す る よ う ） 処 理 さ れ た サ ン プ ル を 包 含 す る 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 生 体 サ ン プ
ル 、 例 え ば 、 全 血 な ど を 赤 血 球 の 凝 固 を 引 き 起 こ す よ う 処 理 し て 、 血 漿 ま た は 血 清 の 単 離
を 容 易 に す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 生 体 サ ン プ ル を 得 る こ と を 包 含 す る の で 、 本 発 明 の い く つ か の 形 態 で は 、 当 技
術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 、 シ リ ン ジ を 用 い て 、 ま た は 手 術 な ど に よ っ て 、 生
体 サ ン プ ル を 被 験 体 か ら 事 前 に 得 る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 被 験 体 で あ れ ば 、 い ず れ に 由 来 す
る 生 体 サ ン プ ル も 包 含 す る 。 例 え ば 、 こ の よ う な 被 験 体 は 非 ヒ ト 動 物 、 例 え ば 、 シ ョ ウ ジ
ョ ウ バ エ 、 シ ノ ラ プ デ ィ ス ・ エ レ ガ ン ス (Caenorhabditis elegans)、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 、
マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ニ ワ ト リ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ (sheep)、 ヒ ツ ジ (ovine)、 ウ マ ま た は
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ヤ ギ な ど で あ る 。 こ れ ら の 動 物 の 発 達 段 階 も ま た 本 発 明 に よ っ て 包 含 さ れ る こ と は 明 確 で
あ り 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 例 示 さ れ る よ う に 、 ニ ワ ト リ に 細 胞 抽 出 物 を 注 射 す る こ と で 、
そ の 細 胞 抽 出 物 中 の 特 異 的 抗 原 に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ し 、 そ の ニ ワ ト リ が 産
ん だ 卵 か ら 、 抽 出 物 中 の 抗 原 と 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 単 離 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 ヒ ト 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ
の 断 片 を 同 定 す る の に 同 様 に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 感 染 症 ま た は 自 己
免 疫 疾 患 を 患 っ て い る ヒ ト に お い て 、 診 断 標 的 ま た は 治 療 標 的 で あ る タ ン パ ク 質 ま た は そ
の 断 片 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 と 特 異 的 に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ
ン は 、 被 験 体 中 に 存 在 す る か 、 ま た は 被 験 体 に よ っ て 感 染 後 に 産 生 さ れ る の で 、 以 前 に 感
染 し た か 、 現 在 感 染 し て い る 被 験 体 に 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は 、 感 染 性 病 原 体
に 由 来 す る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 感 染 症 を 患 っ て い る か 、 以 前 に 感 染 性 病 原 体 に 感 染 し た 被 験 体 に 由 来 す る 生 体 サ ン プ ル
は 、 例 え ば 、 前 記 感 染 症 の マ ー カ ー お よ び ／ ま た は 治 療 標 的 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。
こ の よ う な 感 染 症 と し て は 、 例 え ば 、 急 性 感 染 症 ま た は 慢 性 感 染 症 が あ る 。 「 慢 性 」 と は
、 感 染 症 が 長 期 に 持 続 し て い る か 、 頻 繁 な 再 発 を 特 徴 と す る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 慢
性 細 菌 感 染 症 は 、 嚢 胞 性 繊 維 症 を 患 っ て い る 被 験 体 に お い て し ば し ば 観 察 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 「 急 性 」 と は 、 感 染 症 が 急 激 に 発 症 し 、 続 い て 、 短 い が 場 合 に よ っ て 重 大 な 経 過 を た ど
る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 Ｃ 型 肝 炎 感 染 症 ま た は イ ン フ ル エ ン ザ 菌 を 患 っ て い る 被 験 体
は 急 性 感 染 症 に 苦 し む こ と が 多 い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 酵 母 感 染 症 、 真 菌 感 染 症 お よ び 寄 生 生 物 感 染 症 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 感 染 症 を 患 っ て い る か 、 以 前 に 感 染 症 （ 急 性 ま た は 慢 性 に か か わ ら ず ）
を 患 っ て い た 被 験 体 に 由 来 す る 生 体 サ ン プ ル は 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 例 え ば 、 生 体 サ ン プ ル は 細 菌 感 染 症 を 患 っ て い る （ ま た は 以 前 に 患 っ て い た ） 被 験 体 に
由 来 し 、 こ の 場 合 、 そ の 細 菌 感 染 症 の 原 因 で あ る 細 菌 は 、 ア ビ オ ト ロ フ ィ ア (Abiotrophia
)、 ア ク ロ モ バ ク タ ー 、 ア シ ダ ミ ノ コ ッ カ ス 、 ア シ ド ボ ラ ッ ク ス (Acidovorax)、 ア シ ネ ト
バ ク タ ー 、 ア ク チ ノ バ チ ル ス 、 ア ク チ ノ バ キ ュ ラ ム (Actinobaculum)、 ア ク チ ノ マ ヅ ラ 、
ア ク チ ノ ミ セ ス 、 ア エ ロ コ ッ カ ス 、 ア エ ロ モ ナ ス 、 ア フ ピ ア (Afipia)、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ
ム (Agrobacterium)、 ア ル カ リ ゲ ネ ス 、 ア ロ イ オ コ ッ カ ス (Alloiococcu)、 ア ル テ ロ モ ナ ス
ア ミ コ ラ タ (amycolata)、 ア ミ コ ラ ト プ シ ス (Amycolatopsis)、 ア ナ エ ロ ボ ス ピ リ ル ム (Ana
erobospirillum)、 ア ナ エ ロ ラ ブ ヅ ス (Anaerorhabdus)、 「 ア ン ギ リ ナ (Anguillina)」 、 ア
ラ ク ニ ア 、 ア ル カ ノ バ ク テ リ ウ ム 、 ア ル コ バ ク タ ー (Arcobacter)、 ア ル ス ロ バ ク タ ー 、 ア
ト ポ ビ ウ ム (Atopobium)、 オ ー レ オ バ ク テ リ ウ ム (Aureobacterium)、 バ チ ル ス 、 バ ク テ ロ
イ デ ス (Bacteroides)、 バ ル ネ ア ト リ ッ ク ス (Balneatrix)、 バ ル ト ネ ラ 、 ベ ル ゲ イ エ ラ (Be
rgeyella)、 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム 、 バ イ ロ フ ィ ラ (Bilophila)、 ブ ラ ン ハ メ ラ 、 ボ レ リ ア
、 ボ ル デ テ ラ 、 ブ ラ キ ス ピ ラ (Brachyspira)、 ブ レ ビ バ チ ル ス (Brevibacillus)、 ブ レ ビ バ
ク テ リ ウ ム 、 ブ レ ブ ン ジ モ ナ ス (Brevundimonas)、 ブ ル セ ラ 、 バ ー コ ル デ リ ア (Burkholder
ia)、 バ ッ チ オ ー ク セ ラ (Buttiauxella)、 ブ チ リ ビ ブ リ オ 、 カ リ マ ト バ ク テ リ ウ ム 、 カ ン
ピ ロ バ ク タ ー 、 カ プ ノ シ ト フ ァ ガ 、 カ ル デ ィ オ バ ク テ リ ウ ム 、 カ ト ネ ラ (Catonella)、 セ
デ セ ア (Cedecea)、 セ ル ロ モ ナ ス (Cellulomonas)、 セ ン チ ペ ダ (Centipeda)、 ク ラ ミ ジ ア 、
ク ラ ミ ド フ ィ ラ (Chlamydophila)、 ク ロ モ バ ク テ リ ウ ム 、 チ セ オ バ ク テ リ ウ ム (Chyseobact
erium)、 ク リ セ オ モ ナ ス (Chryseomonas)、 シ ト ロ バ ク タ ー 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 、 コ リ ン ゼ
ラ (Collinsella)、 コ マ モ ナ ス (Comamonas)、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 、 コ ク シ エ ラ 、 ク リ プ ト
バ ク テ リ ウ ム (Cryptobacterium)、 デ ル フ チ ア (Delftia)、 デ ル マ バ ク タ ー (Dermabacter)
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、 デ ル マ ト フ ィ ル ス (Dermatophilus)、 デ ス ル フ ォ モ ナ ス (Desulfomonas)、 デ ス ル ホ ビ ブ
リ オ (Desulfovibrio)、 ジ ア リ ス タ 、 ジ シ ェ ロ バ ク タ ー (Dichelobacter)、 ド ロ シ コ ッ カ ス
(Dolosicoccus)、 ド ロ シ グ ラ ヌ ル ム (Dolosigranulum)、 エ ド ワ ー ド シ エ ラ 、 エ ッ ゲ ル セ ラ
(Eggerthella)、 エ ー ル リ ヒ ア 、 エ イ ケ ネ ラ (Eikenella)、 エ ン ペ ド バ ク タ ー (Empedobacte
r)、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス 、 エ ル ビ ニ ア 、 エ リ ジ ペ ロ ス リ ッ ク ス 、 エ シ ェ
リ キ ア 、 ユ ウ バ ク テ リ ウ ム (Eubacterium)、 ユ ー イ ン ゲ ラ 、 エ キ シ グ オ バ ク テ リ ウ ム (Exig
uobacterium)、 フ ァ ク ラ ミ ア (Facklamia)、 フ ィ リ フ ァ ク タ ー (Filifactor)、 フ ラ ヴ ィ モ
ナ ス (Flavimonas)、 フ ラ ボ バ ク テ リ ウ ム (Flavobacterium)、 フ レ キ シ ス ピ ラ (Flexispira)
、 フ ラ ン シ セ ラ 、 フ ゾ バ ク テ リ ウ ム 、 ガ ル ド ネ レ ラ 、 ジ ェ メ ラ (Gemella)、 グ ロ ビ カ テ ラ (
Globicatella)、 ゴ ル ド ナ (Gordona)、 ヘ モ フ ィ ル ス 、 ハ フ ニ ア 、 ヘ リ コ バ ク タ ー 、 ヘ ロ コ
ッ カ ス (Helococcus)、 ホ ー ル デ マ ニ ア (Holdemania)、 イ グ ナ ビ グ ラ ナ ム (Ignavigranum)、
ジ ョ ン ソ ネ ラ (Johnsonella)、 キ ン ゲ ラ (Kingella)、 ク レ ブ シ エ ラ 、 コ ク リ ア (Kocuria)、
コ セ レ ラ (Koserella)、 ク ル シ ア (Kurthia)、 キ ト コ ッ カ ス (Kytococcus)、 ラ ク ト バ チ ル ス
(Lactobacillus)、 ラ ク ト コ ッ カ ス (Lactococcus)、 ロ ー ト ロ ピ ア (Lautropia)、 レ ク レ ル
シ ア (Leclercia)、 レ ジ オ ネ ラ 、 レ ミ ノ レ ラ (Leminorella)、 レ プ ト ス ピ ラ 、 レ プ ト ト リ キ
ア (Leptotrichia)、 ロ イ コ ノ ス ト ッ ク (Leuconostoc)、 リ ス テ リ ア 、 リ ス ト ネ ラ (Listonel
la)、 メ ガ ス フ ェ ラ (Megasphaera)、 メ チ ロ バ ク テ リ ウ ム (Methylobacterium)、 ミ ク ロ バ ク
テ リ ウ ム (Microbacterium)、 ミ ク ロ コ ッ カ ス 、 ミ ツ オ ケ ラ (Mitsuokella)、 モ ビ ル ン カ ス (
Mobiluncus)、 メ レ レ ラ (Moellerella)、 モ ラ ク セ ラ 、 モ ル ガ ネ ラ 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム 、
マ イ コ プ ラ ズ マ 、 ミ ロ イ デ ス 、 ナ イ セ リ ア 、 ノ カ ル ジ ア 、 ノ カ ル ジ オ プ シ ス (Nocardiopsi
s)、 オ ク ロ バ ク ト ラ ム (Ochrobactrum)、 オ エ ス コ ビ ア オ リ ゲ ラ (OeskoviaOligella)、 オ リ
エ ン チ ア (Orientia)、 パ エ ニ バ チ ル ス (Paenibacillus)、 パ ン テ ア (Pantoea)、 パ ラ ク ラ ミ
ジ ア 、 パ ス ツ レ ラ 、 ペ ジ オ コ ッ ク ス 、 ペ プ ト コ ッ カ ス 、 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 、 フ ォ
ト バ ク テ リ ウ ム (Photobacterium)、 フ ォ ト ラ ブ ヅ ス (Photorhabdus)、 プ レ シ オ モ ナ ス 、 ポ
リ フ ィ リ モ ナ ス (Porphyrimonas)、 プ レ ポ テ ラ (Prevotella)、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム (Pr
opionibacterium)、 プ ロ テ ウ ス 、 プ ロ ビ デ ン シ ア (Providencia)、 シ ュ ー ド モ ナ ス 、 シ ュ
ー ド ノ カ ル ジ ア (Pseudonocardia)、 シ ュ ー ド ラ ミ バ ク タ ー (Pseudoramibacter)、 サ イ ク ロ
バ ク タ ー (Psychrobacter)、 ラ ー ネ ラ (Rahnella)、 ラ ル ス ト ニ ア (Ralstonia)、 ロ ド コ ッ カ
ス 、 リ ケ ッ チ ア 、 ロ カ リ メ ア (Rochalimaea)、 ロ セ オ モ ナ ス (Roseomonas)、 ロ チ ア 、 ル ミ
ノ コ ッ カ ス (Ruminococcus)、 サ ル モ ネ ラ 、 セ レ ノ モ ナ ス 、 セ ル プ リ ナ 、 セ ラ チ ア 、 シ ェ ウ
ェ ネ ラ (Shewenella)、 シ ゲ ラ 、 シ ム カ ニ ア 、 ス ラ キ ア (Slackia)、 ス フ ィ ン ゴ バ ク テ リ ウ
ム (Sphingobacterium)、 ス フ ィ ン ゴ モ ナ ス (Sphingomonas)、 ス ピ リ ル ム 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ
カ ス 、 ス テ ノ ト ロ フ ォ モ ナ ス (Stenotrophomonas)、 ス ト マ ト コ ッ カ ス (Stomatococcus)、
ス ト レ プ ト バ シ ラ ス 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス 、 ス ク シ ニ ビ ブ リ オ (Succi
nivibrio)、 ス テ レ ラ (Sutterella)、 ス ト ネ ラ (Suttonella)、 タ ツ メ ラ (Tatumella)、 チ シ
エ レ ラ (Tissierella)、 ト ラ ブ ル シ エ ラ (Trabulsiella)、 ト レ ポ ネ ー マ (Treponema)、 ト ロ
フ ェ リ マ (Tropheryma)、 ツ サ カ ム レ ラ (Tsakamurella)、 ツ ル シ ア (Turicella)、 ウ レ ア プ
ラ ズ マ (Ureaplasma)、 バ ゴ コ ッ カ ス (Vagococcus)、 ベ イ ヨ ネ ラ 、 ビ ブ リ オ 、 ウ ィ ー ク セ ラ
(Weeksella)、 ウ ォ リ ネ ラ (Wolinella)、 キ サ ン ト モ ナ ス (Xanthomonas)、 キ セ ノ ラ ブ ヅ ス (
Xenorhabdus)、 エ ル シ ニ ア (Yersinia)お よ び ヨ ー ケ ネ ラ (Yokenella)か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 属 の も の で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 例 え ば 、 細 菌 感 染 症 は 、 ア ク チ ノ ミ セ ス ・ ユ ー ロ ペ ウ ス (Actinomyces europeus)、 ア ク
チ ノ ミ セ ス ・ ゲ オ ル ギ エ (Actinomyces georgiae)、 ア ク チ ノ ミ セ ス ・ ゲ レ ン ス セ リ エ (Act
inomyces gerencseriae)、 ア ク チ ノ ミ セ ス ・ グ ラ エ ベ ニ ト ジ ー (Actinomyces graevenitzi
i)、 ア ク チ ノ ミ セ ス ・ イ ス レ リ ー (Actinomyces israelii)、 ア ク チ ノ ミ セ ス ・ メ エ リ (Act
inomyces meyeri)、 ア ク チ ノ ミ セ ス ・ ネ ス ラ ン デ ィ (Actinomyces naeslundii)、 ア ク チ ノ
ミ セ ス ・ ニ ュ ー イ ー ・ ニ ュ ー イ ー (Actinomyces neuii nueii)、 ア ク チ ノ ミ セ ス ・ ニ ュ ー
イ ー ・ ア ニ ト ラ ツ ス (Actinomyces neuii anitratus)、 ア ク チ ノ ミ セ ス ・ オ ド ン ト リ チ ク
ス (Actinomyces odontolyticus)、 ア ク チ ノ ミ セ ス ・ ラ ジ ン ゲ (Actinomyces radingae)、
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ア ク チ ノ ミ セ ス ・ ツ リ セ ン シ ス (Actinomyces  turisensis)、 ア ク チ ノ ミ セ ス ・ ビ ス コ ス
ス (Actinomyces viscosus)、 ア ル ス ロ バ ク タ ー ・ ク レ ア チ ノ リ チ ク ス (Arthrobacter crea
tinolyticus)、 ア ル ス ロ バ ク タ ー ・ ク ミ ン シ ー (Arthrobacter cumminsii)、 ア ル ス ロ バ ク
タ ー ・ ウ ォ ル ウ ェ ン シ ス (Arthrobacter woluwensis)、 炭 疽 菌 、 バ チ ル ス ・ セ レ ウ ス 、 バ
チ ル ス ・ サ ー キ ュ ラ ン ス (Bacillus circulans)、 バ チ ル ス ・ コ ア グ ラ ン ス (Bacillus coag
ulans)、 バ チ ル ス ・ リ シ ェ ニ フ ォ ル ミ ス (Bacillus licheniformis)、 巨 大 菌 、 バ チ ル ス ・
ミ ロ イ デ ス 、 バ チ ル ス ・ プ ミ ル ス (Bacillus pumilus)、 バ チ ル ス ・ ス フ ァ エ リ ク ス (Bacil
lus sphaericus)、 枯 草 菌 、 バ チ ル ス ・ ス リ ン ギ エ ン シ ス (Bacillus thuringiensis)、 ボ
レ リ ア ・ ア フ ゼ リ ー (Borrelia afzelii)、 ボ レ リ ア ・ ア ン デ ル ソ ニ ー (Borrelia anderson
ii)、 ボ レ リ ア ・ ビ セ ッ テ ィ ー (Borrelia bissettii)、 ラ イ ム 病 菌 、 ボ レ リ ア ・ ガ リ ニ ー (
Borrelia garinii)、 ボ レ リ ア ・ ジ ャ ポ ニ カ (Borrelia japonica)、 ボ レ リ ア ・ ル シ タ ニ エ
(Borrelia lusitaniae)、 ボ レ リ ア ・ タ ヌ キ ー (Borrelia tanukii)、 ボ レ リ ア ・ ツ ル ジ (Bo
rrelia turdi)、 ボ レ リ ア ・ バ ラ イ シ ア ナ (Borrelia valaisiana)、 ボ レ リ ア ・ カ ウ カ シ カ
(Borrelia caucasica)、 ボ レ リ ア ・ ク ロ シ デ ュ レ (Borrelia crocidurae)、 ボ レ リ ア ・ レ
キ ュ レ ン テ ィ ス (Borrelia recurrentis)、 ボ レ リ ア ・ ヅ ッ ト ニ (Borrelia duttoni)、 ボ レ
リ ア ・ グ ラ イ ン ゲ リ (Borrelia graingeri)、 ボ レ リ ア ・ ヘ ル ム シ ー (Borrelia hermsii)、
ボ レ リ ア ・ ヒ ス パ ニ カ (Borrelia hispanica)、 ボ レ リ ア ・ ラ チ シ ェ ウ ィ ー (Borrelia laty
schewii)、 ボ レ リ ア ・ マ ゾ ッ テ ィ ー (Borrelia mazzottii)、 ボ レ リ ア ・ パ ル ケ リ (Borreli
a parkeri)、 ボ レ リ ア ・ ペ ル シ カ (Borrelia persica)、 ボ レ リ ア ・ レ キ ュ レ ン テ ィ ス (Bor
relia recurrentis)、 ボ レ リ ア ・ ツ リ カ テ (Borrelia turicatae)、 ボ レ リ ア ・ ベ ネ ズ エ レ
ン シ (Borrelia venezuelensi)、 気 管 支 敗 血 症 菌 、 ボ ル デ テ ラ ・ ヒ ン ジ ー (Bordetella hin
zii)、 ボ ル デ テ ラ ・ ホ ル ム セ イ ー (Bordetella holmseii)、 ボ ル デ テ ラ ・ パ ラ ペ ル ツ シ ス (
Bordetella parapertussis)、 百 日 咳 菌 、 ボ ル デ テ ラ ・ ト レ マ ツ ム (Bordetella trematum)
、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ア ブ ソ ナ ム (Clostridium absonum)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ア ル ゲ ン
チ ネ ン セ (Clostridium argentinense)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ バ ラ テ ィ ー (Clostridium bar
atii)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ビ フ ェ ル メ ン タ ン ス (Clostridium bifermentans)、 ク ロ ス ト
リ ジ ウ ム ・ ベ イ ジ ェ リ ン キ ー (Clostridium beijerinckii)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ブ チ リ カ
ム (Clostridium butyricum)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ カ ダ ベ リ ス (Clostridium cadaveris)、
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ カ ル ニ ス (Clostridium carnis)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ セ ラ ツ ム (Clost
ridium celatum)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ク ロ ス ト リ ジ オ フ ォ ル メ (Clostridium clostridio
forme)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ コ ク レ ア リ ウ ム (Clostridium cochlearium)、 ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム ・ コ ク レ ア ツ ム (Clostridium cocleatum)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ フ ァ ラ ッ ク ス (Clostr
idium fallax)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ゴ ニ ー (Clostridium ghonii)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・
グ リ コ リ カ ム (Clostridium glycolicum)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ヘ モ リ チ カ ム (Clostridium
 haemolyticum)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ハ ス テ ィ フ ォ ル メ (Clostridium hastiforme)、 ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム ・ ヒ ス ト チ リ カ ム (Clostridium histolyticum)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ イ ン ド
リ ス (Clostridium indolis)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ イ ノ キ ュ ム (Clostridium innocuum)、
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ イ レ ギ ュ ラ レ (Clostridium irregulare)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ レ プ ツ
ム (Clostridium leptum)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ リ モ サ ム (Clostridium limosum)、 ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム ・ マ レ ノ ミ ナ ツ ム (Clostridium malenominatum)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ノ ー ビ
ー (Clostridium novyi)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ オ ロ チ カ ム (Clostridium oroticum)、 ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム ・ パ ラ プ ト リ フ ィ カ ム (Clostridium paraputrificum)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・
ピ リ フ ォ ル メ (Clostridium piliforme)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ プ ト レ フ ァ シ エ ン ス (Clostr
idium putrefasciens)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ラ モ サ ム (Clostridium ramosum)、 ク ロ ス ト
リ ジ ウ ム ・ セ プ チ カ ム (Clostridium septicum)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ソ ル デ リ ー (Clostri
dium sordelii)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ス フ ェ ノ イ デ ス (Clostridium sphenoides)、 ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム ・ ス ポ ロ ゲ ネ ス (Clostridium sporogenes)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ サ ブ テ ル ミ ナ
ー ル (Clostridium subterminale)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ シ ン ビ オ サ ム (Clostridium symbi
osum)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ テ ル チ ウ ム (Clostridium tertium)、 大 腸 菌 (Escherichia col
i)、 エ シ ェ リ キ ア ・ フ ェ ル グ ソ ニ ー (Escherichia fergusonii)、 エ シ ェ リ キ ア ・ ヘ ル マ ニ
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ー (Escherichia hermanii)、 エ シ ェ リ キ ア ・ ブ ル ネ リ ス (Escherichia vulneris)、 エ ン テ
ロ コ ッ カ ス ・ ア ビ ウ ム (Enterococcus avium)、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ カ ッ セ リ フ ラ ブ ス (Ent
erococcus casseliflavus)、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ セ コ ラ ム (Enterococcus cecorum)、 エ ン
テ ロ コ ッ カ ス ・ ジ ス パ ル (Enterococcus dispar)、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ デ ュ ラ ン ス (Entero
coccus durans)、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ リ ス (Enterococcus faecalis)、 エ ン テ ロ コ
ッ カ ス ・ フ ェ シ ウ ム (Enterococcus faecium)、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ラ ベ セ ン ス (Enteroc
occus flavescens)、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ ガ リ ナ ラ ム (Enterococcus gallinarum)、 エ ン テ
ロ コ ッ カ ス ・ ヒ レ (Enterococcus hirae)、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ マ ロ ド ラ ツ ス (Enterococcu
s malodoratus)、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ ム ン ド テ ィ ー (Enterococcus mundtii)、 エ ン テ ロ コ
ッ カ ス ・ シ ュ ー ド ア ビ ウ ム (Enterococcus pseudoavium)、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ ラ ッ フ ィ ノ
サ ス (Enterococcus raffinosus)、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ ソ リ タ ル ル ス (Enterococcus solit
arlus)、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ ア エ ギ プ チ ウ ス (Haemophilus aegyptius)、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ ア プ
ロ フ ィ ル ス (Haemophilus aphrophilus)、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ パ ラ プ ロ フ ィ ル ス (Haemophilus 
paraphrophilus)、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ゼ (Haemophilus parainfluenzae)、
ヘ モ フ ィ ル ス ・ セ グ ニ ス (Haemophilus segnis)、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ デ ュ ク レ イ (Haemophilus
 ducreyi)、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 、 ク レ ブ シ エ ラ ・ オ ル ニ ト リ チ カ (Klebsiella ornitholyti
ca)、 ク レ ブ シ エ ラ ・ オ キ シ ト カ (Klebsiella oxytoca)、 ク レ ブ シ エ ラ ・ プ ラ ン チ コ ラ (Kl
ebsiella planticola)、 ク レ ブ シ エ ラ ・ ニ ュ ー モ ニ エ (Klebsiella pneumoniae)、 ク レ ブ
シ エ ラ ・ オ ザ エ ネ (Klebsiella ozaenae)、 ク レ ブ シ エ ラ ・ テ リ ゲ ナ (Klebsiella terrigen
a)、 リ ス テ リ ア ・ イ バ ノ ビ ー (Lysteria ivanovii)、 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト ジ ェ ネ ス (Ly
steria monocytogenes)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ブ セ サ ス (Mycobacterium abscessus)、
マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ア フ リ カ ナ ム (Mycobacterium africanum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・
ア ル ベ イ (Mycobacterium alvei)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ジ ア テ ィ カ ム (Mycobacterium 
asiaticum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ オ ー ラ ム (Mycobacterium aurum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ
ム ・ ア ビ ウ ム (Mycobacterium avium)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ボ ヘ ミ カ ム (Mycobacterium 
bohemicum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ボ ビ ス (Mycobacterium bovis)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム
・ ブ ラ ン デ リ (Mycobacterium branderi)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ブ ル メ (Mycobacterium b
rumae)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ セ ラ タ ム (Mycobacterium celatum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム
・ シ ェ ロ ネ (Mycobacterium chelonae)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ チ ュ ベ ン セ (Mycobacterium
 chubense)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ コ ン フ ル エ ン テ ィ ス (Mycobacterium confluentis)、
マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ コ ン ス ピ カ ム (Mycobacterium conspicuum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・
ク ッ キ ー (Mycobacterium cookii)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ラ ベ セ ン ス (Mycobacterium f
lavescens)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ォ ル ツ イ タ ム (Mycobacterium fortuitum)、 マ イ コ
バ ク テ リ ウ ム ・ ガ デ ィ ウ ム (Mycobacterium gadium)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ガ ス ト リ (Myc
obacterium gastri)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ ナ ベ ン セ (Mycobacterium genavense)、
マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ゴ ル ド ネ (Mycobacterium gordonae)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ッ デ
ィ ー (Mycobacterium goodii)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ヘ モ フ ィ ラ ム (Mycobacterium haemo
philum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ハ シ カ ム (Mycobacterium hassicum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ
ム ・ イ ン ト ラ セ ル ラ レ (Mycobacterium intracellulare)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ イ ン タ ー
ジ ェ ク タ ム (Mycobacterium interjectum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ヘ イ デ ル ベ レ ン セ (Myco
bacterium heidelberense)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ン サ シ ー (Mycobacterium kansasii)
、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ レ ン チ フ ラ バ ム (Mycobacterium lentiflavum)、 ラ イ 菌 、 マ イ コ
バ ク テ リ ウ ム ・ マ ル モ エ ン セ (Mycobacterium malmoense)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ マ リ ナ
ム (Mycobacterium marinum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ミ ク ロ ゲ ニ カ ム (Mycobacterium micr
ogenicum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ミ ク ロ チ (Mycobacterium microti)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ
ム ・ ム コ ゲ ニ カ ム (Mycobacterium mucogenicum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ネ オ オ ー ラ ム (My
cobacterium neoaurum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ノ ン ク ロ モ ゲ ニ カ ム (Mycobacterium nonc
hromogenicum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ペ レ グ リ ナ ム (Mycobacterium peregrinum)、 マ イ
コ バ ク テ リ ウ ム ・ フ レ イ (Mycobacterium phlei)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ス ク ロ フ ラ セ ウ
ム (Mycobacterium scrofulaceum)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ シ モ イ デ イ (Mycobacterium shi
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moidei)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ミ エ (Mycobacterium simiae)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・
ス メ グ マ テ ィ ス (Mycobacterium smegmatis)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ス ズ ル ガ イ (Mycobact
erium szulgai)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ テ ッ レ (Mycobacterium terrae)、 マ イ コ バ ク テ リ
ウ ム ・ サ ー モ レ シ ス タ ビ ル (Mycobacterium thermoresistabile)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・
ト リ プ レ ッ ク ス (Mycobacterium triplex)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ト リ バ イ ア ル (Mycobact
erium triviale)、 結 核 菌 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ シ エ (Mycobacterium tusciae)、 マ イ
コ バ ク テ リ ウ ム ・ ウ ル セ ラ ン ス (Mycobacterium ulcerans)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ バ ッ セ
(Mycobacterium vaccae)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ウ ォ リ ン ス キ ー (Mycobacterium wolinsk
yi)、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ゼ ノ ピ (Mycobacterium xenopi)、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ブ ッ カ ル (
Mycoplasma buccale)、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ フ ァ ウ シ ウ ム (Mycoplasma faucium)、 マ イ コ プ
ラ ズ マ ・ フ ァ ー メ ン タ ン ス (Mycoplasma fermentans)、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ゲ ニ タ リ ウ ム (My
coplasma genitalium)、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ホ ミ ニ ス (Mycoplasma hominis)、 マ イ コ プ ラ ズ
マ ・ リ ポ フ ィ ラ ム (Mycoplasma lipophilum)、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ オ ラ ル (Mycoplasma orale
)、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ペ ネ ト ラ ン ス (Mycoplasma penetrans)、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ピ ラ ム (My
coplasma pirum)、 肺 炎 マ イ コ プ ラ ズ マ 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ プ リ マ タ ム (Mycoplasma prima
tum)、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ サ リ バ リ ウ ム (Mycoplasma salivarium)、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ス ペ
ル マ ト フ ィ ラ ム (Mycoplasma spermatophilum)、  緑 膿 菌 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア ル カ リ ゲ ネ
ス 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ク ロ ロ ラ フ ィ ス (Pseudomonas chlororaphis)、 蛍 光 菌 、 シ ュ ー ド モ
ナ ス ・ ル テ オ ラ (Pseudomonas luteola)、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ メ ン ド シ ナ (Pseudomonas mend
ocina)、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ モ ン テ イ リ ー (Pseudomonas monteilii)、
シ ュ ー ド モ ナ ス ・ オ リ ジ ハ ビ タ ン ス (Pseudomonas oryzihabitans)、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ペ
ル ト シ ノ ゲ ナ (Pseudomonas pertocinogena)、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ シ ュ ー ド ア ル カ リ ゲ ネ ス (
Pseudomonas pseudalcaligenes)、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ プ チ ダ (Pseudomonas putida)、 シ ュ
ー ド モ ナ ス ・ ス チ ュ ツ ェ リ (Pseudomonas stutzeri)、 リ ケ ッ チ ア ・ ア フ リ ケ (Rickettsia 
africae)、 リ ケ ッ チ ア ・ ア カ リ (Rickettsia akari)、 リ ケ ッ チ ア ・ オ ー ス ト ラ リ ス (Ricke
ttsia australis)、 リ ケ ッ チ ア ・ コ ノ リ ー (Rickettsia conorii)、 リ ケ ッ チ ア ・ フ ェ リ ス
(Rickettsia felis)、 リ ケ ッ チ ア ・ ホ ネ イ (Rickettsia honei)、 リ ケ ッ チ ア ・ ジ ャ ポ ニ カ
(Rickettsia japonica)、 「 リ ケ ッ チ ア ・ モ ン ゴ ロ チ モ ネ (Rickettsia mongolotimonae)」
、 発 疹 チ フ ス リ ケ ッ チ ア 、 リ ケ ッ チ ア ・ リ ケ ッ チ エ (Rickettsia Rickettsiae)、 リ ケ ッ チ
ア ・ シ ビ リ カ (Rickettsia sibirica)、 リ ケ ッ チ ア ・ ス ロ バ カ (Rickettsia slovaca)、 リ
ケ ッ チ ア ・ チ フ ィ (Rickettsia typhi)、 サ ル モ ネ ラ ・ コ レ レ ス イ ス ・ コ レ レ ス イ ス 、 (Sal
monella choleraesuis choleraesuis)、 サ ル モ ネ ラ ・ コ レ レ ス イ ス ・ ア リ ゾ ネ (Salmonell
a choleraesuis arizonae)、 サ ル モ ネ ラ ・ コ レ レ ス イ ス ・ ボ ン ゴ リ (Salmonella cholerae
suis bongori)、 サ ル モ ネ ラ ・ コ レ レ ス イ ス ・ ジ ア リ ゾ ネ (Salmonella choleraesuis diar
izonae)、 サ ル モ ネ ラ ・ コ レ レ ス イ ス ・ ホ ウ テ ネ (Salmonella choleraesuis houtenae)、
サ ル モ ネ ラ ・ コ レ レ ス イ ス ・ イ ン デ ィ カ (Salmonella choleraesuis indica)、 サ ル モ ネ ラ
・ コ レ レ ス イ ス ・ サ ラ メ (Salmonella choleraesuis salamae)、 腸 炎 菌 、 チ フ ス 菌 、 ネ ズ
ミ チ フ ス 菌 、 シ ゲ ラ ・ ボ イ ジ ー (Shigella boydii)、 シ ゲ ラ ・ ジ セ ン テ リ エ (Shigella dys
entaeriae)、 シ ゲ ラ ・ フ レ ク ス ネ リ (Shigella flexneri)、 シ ゲ ラ ・ ソ ネ イ (Shigella son
nei)、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ オ ー リ ク ラ リ ス (Staphylococcus auricula
ris)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ カ ピ テ ィ ス ・ カ ピ テ ィ ス (Staphylococcus capitis capitis)
、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 　 ｃ ． ウ レ オ リ テ ィ カ ス (Staphylococcus c. ureolyticus)、 ス タ
フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ カ プ レ (Staphylococcus caprae)、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ
ス ・ コ ー ニ ー ・ コ ー ニ ー (Staphylococcus cohnii cohnii)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 　 ｃ ． ウ
レ ア リ テ ィ カ ス (Staphylococcus c. urealyticus)、 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ
ス ・ エ ク オ ラ ム (Staphylococcus equorum)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ガ リ ナ ラ ム (Staphyloc
occus gallinarum)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ヘ モ リ テ ィ カ ス (Staphylococcus haemolyticu
s)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ホ ミ ニ ス ・ ホ ミ ニ ス (Staphylococcus hominis hominis)、 ス タ
フ ィ ロ コ ッ カ ス 　 ｈ ． ノ ボ ビ オ セ プ テ ィ シ ウ ス (Staphylococcus h. novobiosepticius)、
ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ヘ イ カ ス (Staphylococcus hyicus)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ イ ン タ
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ー メ デ ィ ウ ス (Staphylococcus intermedius)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ラ グ ジ ュ ネ ン シ ス (S
taphylococcus lugdunensis)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ パ ス テ ウ リ (Staphylococcus pasteu
ri)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ サ ッ カ ロ リ テ ィ カ ス (Staphylococcus saccharolyticus)、 ス
タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ サ プ ロ フ フ ィ テ ィ カ ス (Staphylococcus saprophyticus)、 ス タ フ ィ ロ
コ ッ カ ス ・ シ ェ レ イ フ ェ リ ・ シ ェ レ イ フ ェ リ (Staphylococcus schleiferi schleiferi)、
ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 　 ｓ ． コ ア グ ラ ン ス (Staphylococcus s. coagulans)、 ス タ フ ィ ロ コ
ッ カ ス ・ シ ウ リ (Staphylococcus sciuri)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ シ ム ラ ン ス (Staphyloco
ccus simulans)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ワ ル ネ リ (Staphylococcus warneri)、 ス タ フ ィ ロ
コ ッ カ ス ・ キ シ ロ サ ス (Staphylococcus xylosus)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ア ガ ラ ク チ エ (S
treptococcus agalactiae)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ カ ニ ス (Streptococcus canis)、 ス ト
レ プ ト コ ッ カ ス ・ ジ ス ガ ラ ク チ エ ・ ジ ス ガ タ ク チ エ (Streptococcus dysgalactiae dysgal
actiae)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ジ ス ガ ラ ク チ エ ・ エ キ シ ミ リ ス (Streptococcus dysgalac
tiae equisimilis)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ エ キ ・ エ キ (Streptococcus equi equi)、 ス ト
レ プ ト コ ッ カ ス ・ エ キ ・ ズ ー エ ピ デ ミ ク ス (Streptococcus equi zooepidemicus)、 ス ト レ
プ ト コ ッ カ ス ・ イ ニ エ (Streptococcus iniae)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ポ ル シ ナ ス (Strept
ococcus porcinus)、 化 膿 性 連 鎖 球 菌 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ア ン ギ ノ サ ス (Streptococcu
s anginosus)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ コ ン ス テ ラ ツ ス ・ コ ン ス テ ラ ツ ス (Streptococcus c
onstellatus constellatus)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ コ ン ス テ ラ ツ ス ・ フ ァ リ ン ギ ジ ス (St
reptococcus constellatus pharyngidis)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ イ ン タ ー メ デ ィ ウ ス (St
reptococcus intermedius)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ テ ィ ス (Streptococcus mitis)、 ス
ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ オ ラ リ ス (Streptococcus oralis)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ サ ン ギ ニ ス
(Streptococcus sanguinis)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ク リ ス タ ツ ス (Streptococcus crista
tus)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ゴ ル ド ニ ー (Streptococcus gordonii)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス
・ パ ラ サ ン ギ ニ ス (Streptococcus parasanguinis)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ サ リ バ リ ウ ス (
Streptococcus salivarius)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ベ ス チ ブ ラ リ ス (Streptococcus vest
ibularis)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ク リ セ チ (Streptococcus criceti)、 ミ ュ ー タ ン ス 菌 、
ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ラ ッ チ (Streptococcus ratti)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ソ ブ リ ナ ス (
Streptococcus sobrinus)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ア シ ド ミ ニ マ ス (Streptococcus acidom
inimus)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ボ ビ ス (Streptococcus bovis)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ エ
キ ナ ス (Streptococcus equinus)、 肺 炎 連 鎖 球 菌 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ス イ ス (Streptoc
occus suis)、 ビ ブ リ オ ・ ア ル ギ ノ リ テ ィ ク ス (Vibrio alginolyticus)、 Ｖ ． カ ル チ ャ レ (
V, carchariae)、 コ レ ラ 菌 、 Ｃ ． シ ン シ ナ テ ィ エ ン シ ス (C. cincinnatiensis)、 ビ ブ リ オ
・ ダ ム セ ラ (Vibrio damsela)、 ビ ブ リ オ ・ フ ル ビ ア リ ス (Vibrio fluvialis)、 ビ ブ リ オ ・
フ ル ニ シ ー (Vibrio furnissii)、 ビ ブ リ オ ・ ホ リ セ (Vibrio hollisae)、 ビ ブ リ オ ・ メ チ
ニ コ ビ ー (Vibrio metschnikovii)、 ビ ブ リ オ ・ ミ ミ ク ス (Vibrio mimicus)、 腸 炎 ビ ブ リ オ
菌 、 ビ ブ リ オ ・ バ ル ニ フ ィ カ ス (Vibrio vulnificus)、 ペ ス ト 菌 、 エ ル シ ニ ア ・ ア ル ド ベ (
Yersinia aldovae)、 エ ル シ ニ ア ・ ベ ル コ ビ エ リ (Yersinia bercovieri)、 エ ン テ ロ コ リ チ
カ 菌 、 エ ル シ ニ ア ・ フ レ デ リ ク セ ニ ー (Yersinia frederiksenii)、 エ ル シ ニ ア ・ イ ン タ ー
メ デ ィ ア (Yersinia intermedia)、 エ ル シ ニ ア ・ ク リ ス テ ン セ ニ ー (Yersinia kristenseni
i)、 エ ル シ ニ ア ・ モ ラ レ テ ィ ー (Yersinia mollaretii)、 エ ル シ ニ ア ・ シ ュ ー ド ツ ベ ル キ
ュ ロ シ ス (Yersinia pseudotuberculosis)お よ び エ ル シ ニ ア ・ ロ ー デ イ (Yersinia rohdei)
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 細 菌 に よ っ て 起 こ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 し た よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 前 記 感 染 症 を 患 っ て い る （ お よ び ／ ま た
は 以 前 に 患 っ た こ と が あ る ） 被 験 体 に 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 用 い て 、 緑 膿 菌
ま た は 結 核 菌 か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 あ る い は 、 ウ イ ル ス 感 染 症 を 患 っ て い る （ ま た は 以 前 に 患 っ た こ と が あ る ） 被 験 体 に 由
来 す る ／ し た 生 体 サ ン プ ル に 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は 、 そ の ウ イ ル ス か ら 免 疫
原 性 タ ン パ ク 質 を 決 定 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 被 験 体 は 、 例 え ば 、 ア ス ト ロ ウ イ ル
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ス 科 (Astroviridae)、 カ リ チ ウ イ ル ス 科 、 ピ コ マ ウ イ ル ス 科 (Picomaviridae)、 ト ガ ウ イ
ル ス 科 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 、 カ ロ ナ ウ イ ル ス 科 (Caronaviridae)、 パ ラ ミ ッ ク ス ウ イ ル ス
科 (Paramyxviridae)、 オ ル ト ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 、 ブ ニ ヤ ウ イ ル ス 科 、 ア レ ナ ウ イ ル ス 科 、
ラ ブ ド ウ イ ル ス 科 、 フ ィ ロ ウ イ ル ス 科 、 レ オ ウ イ ル ス 科 、 ボ ル ナ ウ イ ル ス 科 (Bornavirida
e)、 レ ト ロ ウ イ ル ス 科 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 科 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 科 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 科 、
パ ポ バ ウ イ ル ス 科 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 科 、 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 科 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 科
の ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 コ ク サ ッ キ ー Ａ － ２ ４ ウ イ ル ス ア デ ノ ウ イ ル ス １ １ 、 ア デ ノ ウ イ ル
ス ２ １ 、 コ ク サ ッ キ ー Ｂ ウ イ ル ス 、 ボ ル ナ 病 ウ イ ル ス 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス 、 パ ラ イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 水 痘 帯 状
疱 疹 ウ イ ル ス 、 コ ロ ラ ド ダ ニ 熱 ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、
パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス １ 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ２ 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ
イ ル ス ３ 、 デ ン グ ウ イ ル ス 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス 、 パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ コ ク サ ッ キ ー Ａ － １
６ ウ イ ル ス 、 Ｈ Ｓ Ｖ － １ 、 Ａ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｄ
型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 コ ク サ ッ キ ー Ｂ １ ～ Ｂ ５ 、
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス Ａ 、 Ｂ ま た は Ｃ 、 ラ ク ロ ス ウ イ ル ス 、 ラ ッ サ 熱 ウ イ ル ス 、 麻 疹 ウ
イ ル ス コ ク サ ッ キ ー Ａ ま た は Ｂ ウ イ ル ス 、 エ コ ウ イ ル ス 、 リ ン パ 球 性 脈 絡 髄 膜 炎 ウ イ ル ス
、 Ｈ Ｓ Ｖ － ２ 、 流 行 性 耳 下 腺 炎 ウ イ ル ス 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス 、 エ プ ス タ イ ン － バ ー ウ
イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス エ ン テ ロ ウ イ ル ス 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 ル ビ ウ イ ル ス 、 痘 瘡 ウ イ ル
ス 、 Ｗ Ｅ Ｅ ウ イ ル ス 、 黄 熱 病 ウ イ ル ス お よ び 水 痘 帯 状 疱 疹 ウ イ ル ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る ウ イ ル ス )に よ る ウ イ ル ス 感 染 症 を 患 っ て い る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 あ る い は 、 酵 母 ま た は 真 菌 感 染 症 を 患 っ て い る （ ま た は 以 前 に 患 っ た こ と が あ る ） 被 験
体 に 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は 、 そ の 酵 母 ま た は 真 菌 に 由 来 す る 免 疫 原 性 タ ン パ
ク 質 を 決 定 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 宿 主 に 感 染 す る 真 菌 ま た は 酵 母 は 、 ア ス ペ ル ギ
ル ス 種 、 デ ル マ ト フ ィ テ ス (Dermatophytes)、 ブ ラ ス ト ミ セ ス ・ デ ル マ チ チ ジ ス 、 カ ン ジ
ダ 種 、 ヒ ス ト プ ラ ス マ ・ カ プ ス ラ ー ツ ム 、 ス ポ ロ ス リ ッ ク ス ・ シ ェ ン キ ー (Sporothrix sc
henckii)、 ヒ ス ト プ ラ ス マ ・ カ プ ス ラ ー ツ ム お よ び 黒 色 真 菌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 寄 生 生 物 」 ま た は 「 寄 生 虫 学 的 感 染 」 と は 、 単 細 胞 で あ る か
多 細 胞 で あ る か に か か わ ら ず 、 別 の 生 物 、 例 え ば ヒ ト に 感 染 で き る 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 真
菌 ま た は 酵 母 以 外 の 生 物 を 意 味 す る と 取 ら れ る も の と す る 。 こ の よ う な 寄 生 生 物 の 例 と し
て は 、 例 え ば 、 ア ン シ ロ ス ト マ ・ セ イ ラ ニ カ ム (Ancylostoma ceylanicum)、 ズ ビ ニ 鈎 虫 、
回 虫 、 大 腸 バ ラ ン チ ジ ウ ム 、 ブ ラ ス ト シ ス チ ス ・ ホ ミ ニ ス (Blastocystis hominis)、 肝 ジ
ス ト マ 、 サ イ ク ロ ス ポ ー ラ ・ カ イ エ タ ネ ン シ ス (Cyclospora cayetanensis)、 二 核 ア メ ー
バ 、 広 節 裂 頭 条 虫 、 瓜 実 条 虫 、 エ ン セ フ ァ リ ト ゾ ー ン ・ イ ン テ ス チ ナ リ ス (Encephalitozo
on intestinalis)、 赤 痢 ア メ ー バ 、 ヒ ト ギ ョ ウ チ ュ ウ 、 肝 蛭 、 ヒ ト ギ ョ ウ チ ュ ウ 、 肝 蛭 、
肥 大 吸 虫 、 ラ ン ブ ル 鞭 毛 虫 (Giardia intestinalis)、 （ 同 義 語 Giardia lamblia)、 異 形 吸
虫 、 縮 小 条 虫 、 小 形 条 虫 、 戦 争 イ ソ ス ポ ー ラ 、 横 川 吸 虫 、 ア メ リ カ 鈎 虫 、 ネ コ 肝 吸 虫 、 ウ
ェ ス テ ル マ ン 肺 吸 虫 、 ビ ル ハ ル ツ 住 血 吸 虫 、 シ ス ト ソ マ ・ イ ン タ ー カ ラ ツ ム (Schistosoma
 intercalatum)、 日 本 住 血 吸 虫 、 マ ン ソ ン 住 血 吸 虫 、 無 鈎 条 虫 、 鞭 虫 、 バ ベ シ ア ・ デ ィ ベ
ル ゲ ン ス (Babesia divergens)、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 、 四 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 、 卵 形 マ ラ リ
ア 原 虫 、 三 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 、 ブ ラ ジ ル リ ー シ ュ マ ニ ア お よ び ド ノ バ ン リ ー シ ュ マ ニ ア か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 寄 生 生 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 例 え ば 、 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 被 験 体 が そ れ に 対 し て 免 疫 応 答 を
起 こ し て い る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。 「 自 己 免 疫 状 態 」 と は 、 被 験 体 の 免
疫 系 が 、 被 験 体 の １ 種 以 上 の 細 胞 成 分 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 に 対 し て １ 種 以 上 の 特 異 的 抗
体 を 生 じ て い る こ と を 意 味 す る 。 自 己 免 疫 状 態 は 自 己 免 疫 疾 患 と 、 自 己 免 疫 応 答 と 関 連 す
る 疾 病 ま た は 疾 患 ま た は 感 染 症 の そ の よ う な 態 様 の 双 方 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 慢 性 炎 症 の
場 合 に は 、 急 性 臨 床 増 悪 を 起 こ し て い る か 、 以 前 に 起 こ し た こ と が あ る Ｃ Ｆ 被 験 体 で 観 察
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さ れ る よ う に 、 被 験 体 の 免 疫 系 が 、 そ の 被 験 体 の 炎 症 性 タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 抗 体 を
生 じ る こ と が あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 は 、 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 、 被 験 体 が そ れ に 対 し て 自 己 免 疫 応 答 を 起 こ し て い る
タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 関 節 リ ウ マ チ
、 多 発 性 硬 化 症 、 Ｉ 型 糖 尿 病 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 全 身 性 エ リ テ
マ ト ー デ ス 、 乾 癬 、 強 皮 症 、 自 己 免 疫 甲 状 腺 疾 患 、 中 枢 神 経 系 脈 管 炎 、 お よ び 自 己 免 疫 筋
炎 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 自 己 免 疫 疾 患 を 患 っ て い る 被 験 体 に お い て 、 免 疫 原 性 タ ン パ
ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 述 の よ う に 、 被 験 体 が 疾 病 の 自 己 免 疫 要 素 の 際 に そ れ に 対 し て 免
疫 応 答 を 起 こ し た タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 に 例 示 し た よ う に 、 こ
の よ な ア プ ロ ー チ は 、 炎 症 状 態 、 例 え ば 、 Ｃ Ｆ 被 験 体 の 急 性 臨 床 増 悪 を 起 こ し て い る 被 験
体 か ら 、 被 験 体 が そ れ に 対 し て 自 己 免 疫 応 答 を 起 こ し て い る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す
る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 炎 症 状 態 」 と は 、 被 験 体 の あ る 部 分 の 機 能 の 見 た 目 の １ 以 上
の 変 化 、 例 え ば 、 透 過 性 お よ び 血 流 の 増 加 を 伴 う 血 管 の 拡 張 、 液 体 （ 例 え ば 、 血 漿 タ ン パ
ク 質 ） の 滲 出 、 白 血 球 浸 潤 、 腫 脹 お よ び ／ ま た は 機 能 喪 失 な ど を 特 徴 と す る 状 態 を 意 味 す
る と 理 解 さ れ る も の と す る 。 さ ら に 、 炎 症 状 態 は 化 学 物 質 、 例 え ば 、 ヒ ス タ ミ ン 、 ブ ラ ジ
キ ニ ン 、 セ ロ ト ニ ン 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン お よ び 血 管 が 炎 症 性 組 織 中 に 液 体 を 漏 出 さ せ る
よ う に し 、 そ の 結 果 局 所 腫 脹 を も た ら す そ の 他 の も の な ど の 放 出 と 関 連 す る 。 一 実 施 例 で
は 、 炎 症 状 態 は 肺 の 炎 症 状 態 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 急 性 臨 床 増 悪 」 、 「 急 性 増 悪 」 、 「 臨 床 増 悪 」 、 「 増 悪 」 、
ま た は 「 増 悪 状 態 」 は 、 Ｃ Ｆ 患 者 と の 関 連 で は 、 Ｃ Ｆ の 肺 の 症 状 の 悪 化 を 意 味 す る と 理 解
さ れ る も の と す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 適 用 で は 、 本 方 法 を 用 い て 癌 を 患 っ て い る 被 験 体 に 由 来 す る 免 疫 原 性
タ ン パ ク 質 を 決 定 す る 。 癌 細 胞 は い く つ か の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 の 断 片 を 異 常 に
発 現 す る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な 異 常 に 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 に 対 し て 抗 体
応 答 が 起 こ る こ と が 多 い 。 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 癌 の 診 断 お よ び ／ ま た は 治 療 マ ー カ ー
が 同 定 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 膀 胱 癌 、 乳 癌 、 結 腸 直 腸 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 頭 頚 部 癌 、
白 血 病 、 肺 癌 、 リ ン パ 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 非 小 細 胞 肺 癌 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 急 性 リ ン パ 性
白 血 病 、 成 人 急 性 骨 髄 性 白 血 病 、 成 人 非 ホ ジ キ ン ス リ ン パ 腫 、 脳 腫 瘍 、 子 宮 頸 癌 、 小 児 肉
腫 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 、 食 道 癌 、 ヘ ア リ ー 細 胞 白 血 病 、 腎 臓 癌 、 肝
臓 癌 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 口 腔 癌 、 膵 臓 癌 、 中 枢 神 経 系 原 発 リ ン パ 腫 、 皮 膚 癌
お よ び 小 細 胞 肺 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 癌 に 由 来 す る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 決 定 す る
の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 例 は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る 、 １ 種 以 上 の 細
胞 ま た は そ の 抽 出 物 で 被 験 体 を 免 疫 し 、 そ れ に よ っ て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片
に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と を さ ら に 含 ん で な る 。 こ の 方 法 は 、 例 え ば 、 感 染 性 生 物
に 由 来 す る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 決 定 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 被 験 体 を 感 染 性 生 物
の サ ン プ ル （ 例 え ば 、 生 存 し て い る か 死 亡 し て い る か に か か わ ら な い 生 物 自 身 、 ま た は 生
物 に 由 来 す る 抽 出 物 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 抽 出 物 ） で 免 疫 す る 。 次 い で 、 こ の 被 験 体 に 前
記 サ ン プ ル に 対 す る 免 疫 応 答 を 十 分 な 時 間 生 じ さ せ 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 し て 免 疫 原 性 タ
ン パ ク 質 を 同 定 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 サ ン プ ル は 、 サ ン プ ル に 対 す る 免 疫 応 答 レ ベ ル を 増 強 す
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る 化 合 物 、 例 え ば 、 ア ジ ュ バ ン ト の 存 在 下 で 投 与 し て も よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト は 当 技 術 分 野
で は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ま た は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 リ ゾ レ シ チ ン ま た
は ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 例 え ば 、 被 験 体 を ウ イ ル ス 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 真 菌 細 胞 お よ び 寄 生 生 物 由 来 の
細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 以 上 の 細 胞 で 免 疫 す る 。 適 し た 細 胞 抽 出 物 は 、 例 え ば
、 ウ イ ル ス の 抽 出 物 、 細 菌 の 抽 出 物 、 酵 母 の 抽 出 物 、 お よ び 真 菌 の 抽 出 物 お よ び 寄 生 生 物
の 抽 出 物 ま た は そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 こ の よ う な 感 染 性 生 物 の 実 施 例 は
本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 本 発 明 者 ら は 、 ニ ワ ト リ を マ イ コ バ ク テ リ ウ ム （ す
な わ ち 、 結 核 菌 ） の 抽 出 物 で 免 疫 す る こ と に よ っ て 、 ニ ワ ト リ が 産 ん だ 卵 中 に 、 そ の 生 物
に 由 来 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 が 生 じ る こ と を 実 証 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 形 態 で は 、 被 験 体 を 、 例 え ば 、 癌 細 胞 で 免 疫 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 被 験 体 か ら 、 お よ び ／ ま た は 被 験 体 に 由 来 す る か 被 験 体 に よ っ て 産 生
さ れ た 生 体 サ ン プ ル か ら 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 得 る こ と を 含
ん で な る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 被 験 体 に 由 来 す
る か 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た サ ン プ ル を 分 離 ま た は 精 製 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に
よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が 得 ら れ る プ ロ セ ス に よ っ て
得 る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 被 験 体 に 由 来 す る か 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た サ ン プ ル を 分 離 ま た は 精 製 し 、 そ れ に よ
っ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 エ タ ノ
ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム お よ び リ ン 酸 カ リ ウ ム と い っ た 離 液 性
(抗 カ オ ト ロ ピ ッ ク ） 塩 を 用 い る 沈 殿 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 本 質 的 に は 、 ビ ュ ル ヌ フ (Burnouf)お よ び ラ ド セ ビ ッ チ (Rado
sevich)、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ケ ミ カ ル ・ ア ン ド ・ バ イ オ フ ィ ジ カ ル ・ メ ソ ッ ヅ (Jo
urnal of Biochemical and Biophysical Methods)、 ４ ９ （ １ ～ ３ ） 、 ５ ７ ３ ～ ８ ６ 頁 、
２ ０ ０ １ に 記 載 さ れ た よ う に 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 生 体 サ ン プ ル か ら 単 離 ま た は 精 製 す る
。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 の 単 離 ま た は 精 製 を 容 易 に す る 方 法 は 、 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ
リ ン と 結 合 可 能 な １ 種 以 上 の 化 合 物 と 、 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ
せ 、 そ の 化 合 物 を 単 離 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め に 必 須 で は な い も の の 、 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス 、 ま た
は 樹 脂 、 例 え ば 、 セ ル ロ ー ス ビ ー ズ 、 ア ガ ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 磁 性 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 お よ
び ポ リ マ ー 樹 脂 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス 、 ま た は 樹 脂 な ど の
上 に 事 前 に 固 定 化 さ れ て い る １ 種 以 上 の 化 合 物 に よ り 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ
と が 容 易 に な る 。 こ の よ う な 固 定 化 さ れ た 化 合 物 に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫
グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 の よ り 迅 速 な 単 離 が 容 易 に な り 、 固 体 支 持 体 を 洗 浄 し て 、 生 体 サ ン プ
ル の 、 非 特 異 的 に 結 合 し て い る か 、 結 合 し て い な い 成 分 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 を 除 去 す る
こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 例 え ば 、 本 質 的 に は 、 例 え ば 、 ド ー ル ガ ス ト (Doellgast)お よ び プ ラ ウ ト (Plout)、 イ ム
ノ ケ ミ ス ト リ ー 、 １ ３ （ ２ ） 、 １ ３ ５ ～ １ ３ ９ 頁 、 １ ９ ７ ６ に 記 載 さ れ た よ う に 、 疎 水 性
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 生 体 サ ン プ ル か ら 単 離 ま た は 精 製
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す る 。 こ の よ う な 方 法 に は 、 離 液 性 塩 の 存 在 下 で 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 す る マ ト リ ッ ク ス
を 利 用 す る 。 離 液 性 塩 を 被 験 体 に 由 来 す る 生 体 サ ン プ ル 加 え 、 こ の サ ン プ ル を 前 記 マ ト リ
ッ ク ス と 接 触 さ せ る 。 次 い で 、 サ ン プ ル 中 の 離 液 性 塩 の 濃 度 を 段 階 的 に 下 げ る こ と に よ っ
て 前 記 マ ト リ ッ ク ス か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 放 出 さ せ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 質 的 に は 、 ポ ラ ス (Porath)ら 、 Ｆ Ｅ Ｂ Ｓ レ タ ー ズ (FEBS Letters)、 １ ８ ５ 、 ３ ０ ６ 頁
、 １ ９ ８ ５ お よ び ク ヌ ー セ ン (Knudsen)ら 、 ア ナ リ テ ィ カ ル ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー (Analyt
ical Biochemistry)、 ２ ０ １ 、 １ ７ ０ 頁 、 １ ９ ９ ２ に 記 載 さ れ た よ う な チ オ フ ィ リ ッ ク 吸
着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー も 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 生 体 サ ン プ ル か ら 単 離 す る の に 有 用
で あ る 。 こ の 方 法 は 、 遊 離 メ ル カ プ ト 基 を 含 ん で な る １ 以 上 の リ ガ ン ド が 結 合 さ れ て い る
ジ ビ ニ ル ス ル ホ ン 活 性 化 ア ガ ロ ー ス の 使 用 を 本 質 的 に 含 ん で な る 。 こ れ ら の リ ガ ン ド は 、
硫 酸 カ リ ウ ム の 存 在 下 で 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 。 こ の よ う な リ ガ ン ド と し て
は 、 例 え ば 、 ２ － メ ル カ プ ト ピ リ ジ ン 、 ２ － メ ル カ プ ト ピ リ ミ ジ ン お よ び ２ － メ ル カ プ ト
チ ア ゾ リ ン が 挙 げ ら れ る 。 再 度 、 サ ン プ ル 中 の 離 液 性 塩 （ す な わ ち 、 硫 酸 カ リ ウ ム ） の 濃
度 を 下 げ る こ と に よ っ て リ ガ ン ド か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 放 出 さ せ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 チ オ フ ィ リ ッ ク 樹 脂 は 、 例 え ば 、 Ｂ Ｄ バ イ オ サ イ エ ン シ ズ (Biosciences)か ら 市 販 さ れ
て い る 。 こ の よ う な チ オ フ ィ リ ッ ク 樹 脂 の 使 用 で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 サ ン プ ル を 、 例
え ば 、 硫 酸 カ リ ウ ム 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び ／ ま た は 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム と い っ た 塩 と 混 合
す る 。 次 い で 、 サ ン プ ル を 、 サ ン プ ル 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 結 合 に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時
間 チ オ フ ィ チ ッ ク 樹 脂 と 接 触 さ せ る 。 サ ン プ ル を 場 合 に よ っ て は 洗 浄 し て 、 結 合 し て い な
い か 非 特 異 的 に 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 を 除 去 し 、 低 濃 度 の 塩 で 溶 出 す る こ と に よ っ て 免
疫 グ ロ ブ リ ン を 樹 脂 か ら 単 離 す る 。 チ オ フ ィ リ ッ ク 樹 脂 に よ り 、 例 え ば 、 重 力 流 精 製 ま た
は バ ッ チ 流 精 製 に よ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 精 製 が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ６ ， ４ ９ ８ ， ０ １ ６ 号 に 記 載 さ れ た も の な ど の マ ト リ ッ ク ス も 、 免
疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 生 体 サ ン プ ル か ら 単 離 す る の に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な マ ト リ ッ
ク ス は 、 固 相 骨 格 、 例 え ば 、 セ ル ロ ー ス 、 ア ガ ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン ベ ー ス の ビ ー ズ ま た
は 有 機 ポ リ マ ー な ど 、 場 合 に よ っ て は 、 ス ペ ー サ ー エ レ メ ン ト 、 お よ び 芳 香 族 基 ま た は ヘ
テ ロ 芳 香 族 基 、 好 ま し く は 、 ヘ テ ロ 芳 香 族 環 系 と 縮 合 し た ベ ン ゼ ン 環 を 含 ん で な る リ ガ ン
ド を 含 ん で な る 。 こ の よ う な マ ト リ ッ ク は 、 離 液 性 塩 の 使 用 を 必 要 と せ ず 、 む し ろ 中 性 条
件 下 で 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 で き る 。 当 技 術 分 野 で 公 知 の 条 件 、 例 え ば 、 マ ト リ ッ ク ス の
低 ｐ Ｈ の バ ッ フ ァ ー 、 例 え ば 、 グ リ シ ン 、 ｐ Ｈ ３ で の 洗 浄 な ど を 用 い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
を こ の よ う な マ ト リ ッ ク ス か ら 溶 出 す る か 解 離 さ せ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 組 換 え ま た は 合 成 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド リ ガ ン ド も 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 単
離 す る の に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な リ ガ ン ド は 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 ン ゴ
(Ngo)お よ び カ ッ タ ー (Khatter)、 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー ・ ア ン ド ・ バ イ オ テ ク
ノ ロ ジ ー (Applied Biochemistry and Biotechnology)３ ０ ： １ １ １ ～ １ １ ９ 頁 、 １ ９ ９ ９
、 ベ ル ド リ バ (Verdoliva)ら 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ イ ム ノ ロ ジ カ ル ・ メ ソ ッ ヅ (Journal of
 Immunological Methods)２ ７ １ ： ７ ７ ～ ８ ８ 頁 、 ２ ０ ０ ２ ま た は カ ビ ー ル (Kabir)、 イ ム
ノ ロ ジ カ ル ・ イ ン ベ ス テ ィ ゲ ー シ ョ ン ズ (Immunological Investigations)、 ３ １ ： ２ ６ ３
～ ２ ７ ８ 頁 、 ２ ０ ０ ２ に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 カ プ テ ィ ブ (Kaptive)－ Ｍ （ 商 標 ） － セ フ ァ ロ ー ス で の ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 他 の 成 分 と 分 離 す る 。
当 業 者 な ら ば 、 Ｉ ｇ Ｍ は 、 そ の 有 効 成 分 が Ｉ ｇ Ｍ と 結 合 す る ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 化 合 物
で あ る カ プ テ ィ ブ － Ｍ と 結 合 す る と い う こ と は 承 知 し て い る 。 し た が っ て 、 こ の 方 法 を 用
い る こ と で 、 Ｉ ｇ Ｍ と Ｉ ｇ Ｍ に よ っ て 結 合 さ れ て い る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 と を 含 ん で な る
画 分 が 単 離 さ れ る 。
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【 ０ １ ５ ４ 】
　 あ る い は 、 Ｍ Ｂ Ｐ － セ フ ァ ロ ー ス を 用 い る 。 当 業 者 な ら ば 、 Ｍ Ｂ Ｐ が Ｉ ｇ Ｍ 　 Ｆ ｃ ５ μ
領 域 上 に 存 在 し 、 結 果 と し て Ｉ ｇ Ｍ に 特 異 的 で あ る マ ン ノ ー ス 残 基 と 結 合 す る こ と は 承 知
し て い る 。 結 合 の 最 初 の ス テ ッ プ は 、 何 ら か の タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 （ 例 え ば
、 抗 体 に 結 合 し て い る Ｍ Ｂ Ｐ 、 あ る い は ま た は さ ら に 、 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 ） を 乱 さ な い
よ う 天 然 条 件 下 で 実 施 す る 。 Ｉ ｇ Ｍ と 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 、 抗 体 と 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を
結 合 し て い な い 成 分 と し て 放 出 す る 解 離 バ ッ フ ァ ー 、 例 え ば 、 高 塩 濃 度 を 含 ん で な る バ ッ
フ ァ ー （ 例 え ば 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ２ 中 の ３ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 ） な ど を 用 い て ア フ ィ ニ
テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス か ら 溶 出 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 あ る い は 、 本 質 的 に は 、 ス チ ュ ア ー ト (Stewart)ら 、 ボ ッ ク ス ・ サ ン ギ ニ ス (Vox Sangui
nis)、 ８ ３ ： ３ ３ ２ ～ ３ ３ ８ 頁 、 ２ ０ ０ ２ に 記 載 さ れ た よ う に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分
、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ 画 分 を 生 体 サ ン プ ル か ら 単 離 す る 。 こ の 方 法 は 、 本 質 的 に は
、 分 子 量 お よ び 電 荷 に 基 づ い て タ ン パ ク 質 を 単 離 す る メ ン ブ ラ ン ベ ー ス の 分 取 電 気 泳 動 技
術 で あ る 。 サ イ ズ 排 除 の た め に さ ま ざ ま な 孔 サ イ ズ の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド メ ン ブ ラ ン を 用
い 、 さ ら に 電 気 泳 動 バ ッ フ ァ ー の ｐ Ｈ に よ り タ ン パ ク 質 が そ の ｐ Ｉ に 応 じ て 荷 電 さ れ る 。
こ の 方 法 を 用 い る こ と で 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン が １ ス テ ッ プ ま た は ２ ス テ ッ プ プ ロ セ ス で 単 離
さ れ る 。 こ の 方 法 に よ り 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 単 離 す る た め に 多 量 の 生 体 サ ン プ ル
を 処 理 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 と 結 合 可 能 な １ 種 以 上 の 合 成 リ ガ ン ド を 含 ん で な る ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 媒 体 、 例 え ば 、 ア ル フ ァ (Alpha)（ 商 標 ） ミ ッ ク ス ド － モ ー ド ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 媒 体 （ リ ゴ ケ ム 社 (LigoChem Inc.)、 フ ェ ア フ ィ ー ル ド 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） ま た は
リ ゴ セ プ (LigoSep)（ 登 録 商 標 ） Ｈ Ｔ Ｌ Ｃ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 媒 体 （ リ ゴ ケ ム ） な ど も 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 色 素 リ ガ ン ド も 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 含 有 タ ン パ ク 質 複 合 体 の 精 製 に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 色 素 リ ガ ン ド お よ び そ の
使 用 方 法 は 、 例 え ば 、 ク ロ ニ ス (Clonis)ら 編 、 リ ア ク テ ィ ブ ・ ダ イ ズ ・ イ ン ・ プ ロ テ イ ン
・ ア ン ド ・ エ ン ザ イ ム ・ テ ク ノ ロ ジ ー (Reactive Dyes in Protein and Enzyme Technolog
y)、 ロ ン ド ン 、 マ ク ミ ラ ン ・ プ レ ス (MacMillan Press)、 １ ９ ８ ７ 中 の ク ロ ニ ス に 記 載 さ
れ て い る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 Ｉ ｇ Ｙ は 、 例 え ば 、 キ ッ ト 、 例 え ば 、 ア フ ィ ラ ン ド (Afiland)(ベ ル ギ ー )ま た は ピ エ ル
ス (Pierce)（ イ リ ノ イ 州 、 ロ ッ ク フ ォ ー ド ） か ら 入 手 で き る キ ッ ト を 用 い て 精 製 す る 。 こ
の よ う な キ ッ ト は 、 Ｉ ｇ Ｙ 画 分 を 卵 ま た は そ の 誘 導 体 ま た は そ の 抽 出 物 、 例 え ば 、 卵 黄 か
ら 単 離 す る の に 有 用 で あ る こ と が 好 ま し い 。 あ る い は 、 チ オ フ ィ リ ッ ク 樹 脂 が Ｉ ｇ Ｙ 含 有
画 分 を 卵 ま た は そ の 誘 導 体 ま た は そ の 抽 出 物 か ら 単 離 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 し た よ う に 、 タ ン パ ク 質 Ｇ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は
タ ン パ ク 質 Ｌ は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 単 離 す る の に 有 用 で あ る 。 タ ン パ ク 質 Ｇ を 用
い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 単
離 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 ビ ョ ル ク (Bjorck)お よ び ロ ン バ ル (Kro
nvall)、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ イ ム ノ ロ ジ ー (Journal of Immunology)３ ３ （ ２ ） 、 ９ ６ ９
～ ９ ７ ４ 頁 、 １ ９ ８ ４ に 記 載 さ れ て い る 。 タ ン パ ク 質 Ａ を 用 い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画
分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 単 離 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で
は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 イ ェ ル ム (Hjelm)ら 、 Ｆ Ｅ Ｂ Ｓ レ タ ー ズ ２ ８ （ １ ） 、 ７ ３ ～ ７ ６
頁 、 １ ９ ７ ２ に 記 載 さ れ て い る 。 タ ン パ ク 質 Ｌ を 用 い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は
免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 単 離 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で は 公 知 で
あ り 、 例 え ば 、 ア ケ ル ス ト ロ ム (Akerstrom)お よ び ビ ョ ル ク 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ
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ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー (Journal of Biological chemistry)２ ６ ４ （ ３ ３ ） １ ９ ７ ４ ０
～ １ ９ ７ ４ ６ 頁 、 １ ９ ８ ９ に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 は 、 例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば 、 タ
ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｇ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ と 結 合 し て い る マ ト
リ ッ ク ス 、 固 体 支 持 体 、 ま た は 樹 脂 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 Ａ － セ フ ァ ロ ー ス お よ び ／ ま た
は タ ン パ ク 質 Ｇ － セ フ ァ ロ ー ス お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ セ フ ァ ロ ー ス (こ れ ら の 各 々
は 、 ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア (Amersham Pharmacia)か ら 入 手 可 能 で あ る )あ る い は タ ン
パ ク 質 Ｇ ア ガ ロ ー ス お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ ア ガ ロ ー ス お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ
ア ガ ロ ー ス （ こ れ ら の 各 々 は 、 シ グ マ ・ ア ル ド リ ッ チ (Sigma Aldrich)か ら 入 手 可 能 で あ
る ） あ る い は タ ン パ ク 質 Ｇ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ に 磁 性 ビ ー ズ を 結 合 さ せ た も の （
ニ ュ ー ・ イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ブ ズ (New England Biolabs)か ら 入 手 可 能 ） を 用 い る ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 す る 。 結 合 の 最 初 の ス テ ッ プ は 、 何 ら か の
タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 （ 例 え ば 、 抗 体 と 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 Ａ ま た は タ ン
パ ク 質 Ｇ 、 次 い で 、 こ れ が 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る ） を 乱 さ な い よ う 天 然 条 件 下 で
実 施 す る 。 マ ト リ ッ ク ス は 場 合 に よ っ て 洗 浄 し て 何 ら か の 結 合 し て い な い か 非 特 異 的 に 結
合 し て い る タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 。 抗 体 は 、 抗 体 を 結 合 し て い な い 成 分 と し て 放 出 す る 解
離 バ ッ フ ァ ー 、 例 え ば 、 高 塩 濃 度 を 含 ん で な る バ ッ フ ァ ー （ 例 え ば 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７
． ２ 中 の ３ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 ） な ど を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 Ａ 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は タ ン パ ク
質 Ｌ か ら 溶 出 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 し た よ う に 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ を 用 い て 免 疫 グ ロ ブ リ ン
含 有 画 分 を 単 離 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 タ ン パ ク 質 Ｇ 」 は 、 タ ン パ ク 質 Ｇ の １ 以 上 の 天 然 Ｉ ｇ Ｇ 結 合
ド メ イ ン を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 、 天 然 の も し く は 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 Ｇ の Ｉ ｇ Ｇ
結 合 ド メ イ ン を 含 ん で な る ハ イ ブ リ ッ ド も し く は 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 天 然 の タ ン パ ク
質 Ｇ の Ｉ ｇ Ｇ と 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る 、 天 然 の も し く は 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 Ｇ の
突 然 変 異 体 も し く は 変 異 体 、 ま た は 天 然 の タ ン パ ク 質 Ｇ の Ｉ ｇ Ｇ と 結 合 す る 能 力 を 保 持 す
る 、 天 然 も し く は 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 Ｇ の 断 片 を 含 む と 取 ら れ る も の と す る 。 例 示
目 的 で 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス の タ ン パ ク 質 Ｇ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 １ に 示 す 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 Ｇ の 例 示 的 形 態 は ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 種 、 ラ ン ス フ ィ ー ル ド (Lancefield)群
Ｇ に 由 来 す る 。 こ の タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 約 ２ ３ ｋ Ｄ ａ で あ る 。 タ ン パ ク 質 Ｇ は 、 種 々 の
種 、 例 え ば 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス な ど に 由 来 す る Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ ｃ 部 分 と 結 合 す る こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 タ ン パ ク 質 Ａ 」 は 、 タ ン パ ク 質 Ａ の １ 以 上 の 天 然 Ｉ ｇ Ｇ 結 合
ド メ イ ン を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 、 天 然 の も し く は 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 Ａ の Ｉ ｇ Ｇ
結 合 ド メ イ ン を 含 ん で な る ハ イ ブ リ ッ ド も し く は 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 天 然 の タ ン パ ク
質 Ａ の Ｉ ｇ Ｇ と 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る 、 天 然 の も し く は 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 Ａ の
突 然 変 異 体 も し く は 変 異 体 、 ま た は 天 然 の タ ン パ ク 質 Ａ の Ｉ ｇ Ｇ と 結 合 す る 能 力 を 保 持 す
る 、 天 然 も し く は 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 Ａ の 断 片 を 含 む と 取 ら れ る も の と す る 。 例 示
目 的 で 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の タ ン パ ク 質 Ａ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ２ に 示 す 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 Ａ は 、 お よ そ ５ つ の 相 同 Ｉ ｇ Ｇ 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で な り 、 各 々 は
約 ６ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 タ ン パ ク 質 Ａ の 例 示 的 形 態 は 約 ５ ． １ の 等 電 点 を 有 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 一 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 Ａ は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の Ｆ ｃ 領 域 と 結 合 で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
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　 好 ま し い タ ン パ ク 質 Ａ は 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ヤ ギ 、 ネ コ
、 イ ヌ 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ お よ び ／ ま た は Ｉ ｇ Ｇ ２ お よ び ／ ま た は Ｉ ｇ Ｇ ４ お よ び ／ ま た は Ｉ
ｇ Ｍ お よ び ／ ま た は Ｉ ｇ Ａ お よ び ／ ま た は Ｉ ｇ Ｅ と 結 合 で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 タ ン パ ク 質 Ｌ 」 は 、 タ ン パ ク 質 Ｌ の １ 以 上 の 天 然 抗 体 軽 鎖 結
合 ド メ イ ン を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 、 天 然 の も し く は 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 Ｌ の 抗 体
軽 鎖 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で な る ハ イ ブ リ ッ ド も し く は 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 天 然 の タ ン
パ ク 質 Ｌ の 抗 体 軽 鎖 と 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る 、 天 然 の も し く は 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク
質 Ｌ の 突 然 変 異 体 も し く は 変 異 体 、 ま た は 天 然 の タ ン パ ク 質 Ｌ の 抗 体 軽 鎖 と 結 合 す る 能 力
を 保 持 す る 、 天 然 も し く は 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 Ｌ の 断 片 を 含 む と 取 ら れ る も の と す
る 。 例 示 的 タ ン パ ク 質 Ｌ を 配 列 番 号 ３ に 示 す 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 例 示 的 タ ン パ ク 質 Ｌ は ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ マ グ ナ ス (peptostreptococcus magn
us)に 由 来 す る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 、 約 ３ ６ ｋ Ｄ ａ で あ り 、 ４ つ の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 結 合 ド メ イ ン を 含 む 。 こ の よ う な 例 示 的 タ ン パ ク 質 Ｌ は 、 主 と し て 免 疫 グ ロ ブ リ
ン κ 軽 鎖 と 結 合 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る タ ン パ ク 質 Ｇ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ
ク 質 Ｌ は 、 商 業 的 供 給 源 か ら 得 る か 、 あ る い は 、 従 来 法 に よ っ て 製 造 す る 。 商 業 的 供 給 源
は 当 業 者 に は 公 知 で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 Ｇ 、 タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ は ア マ シ ャ ム ・ フ ァ
ル マ シ ア 、 オ ー ス ト ラ リ ア 、 ニ ュ ー サ ウ ス ウ ェ ー ル ズ 州 、 キ ャ ッ ス ル ヒ ル か ら 入 手 で き る
。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 あ る い は 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ は そ れ ぞ れ 、 米 国 特 許
第 ４ ， ９ ４ ５ ， １ ５ ７ 号 、 同 ６ ， ５ ５ ５ ， ６ ６ １ 号 ま た は 同 ４ ， ８ ７ ６ ， １ ９ ４ 号 に 記 載
さ れ た 方 法 を 用 い て 単 離 す る 。 あ る い は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 Ｇ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質
Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ は 、 例 え ば 、 サ ム ブ ロ ッ ク (Sambrook)ら （ モ レ キ ュ ラ ー ・
ク ロ ニ ン グ (Molecular Cloning)： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル (A Laboratory Manual)
、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ (Cold Spring Harbor Laboratories
)、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 第 ２ 版 （ １ ９ ８ ９ ） 、 Ｉ 、 Ｉ Ｉ お よ び Ｉ Ｉ Ｉ 全 巻 中 ） に 記 載 さ れ る よ
う な 当 技 術 分 野 で 公 知 の 技 術 を 用 い て 作 製 す る 。 例 え ば 、 組 換 え タ ン パ ク 質 Ｇ は 、 米 国 特
許 第 ５ ， ０ ８ ２ ， ７ ７ ３ 号 に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て 作 製 で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 タ ン パ ク 質 Ｇ 、 タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質
Ｌ を 固 体 支 持 体 、 樹 脂 ま た は マ ト リ ッ ク ス に 付 着 さ せ る こ と に よ り 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有
画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 の ア フ ィ ニ テ
ィ ー 精 製 が 容 易 に な る 。 タ ン パ ク 質 Ｇ 、 タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ の 付 着
に 適 し た 固 体 支 持 体 、 樹 脂 ま た は マ ト リ ッ ク ス と し て は 、 例 え ば 、 遊 離 ま た は エ ス テ ル 化
型 の い ず れ か の 、 １ 以 上 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 含 む ポ リ マ ー 、 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ
ー ス エ ス テ ル （ 例 え ば 、 硝 酸 セ ル ロ ー ス 、 ジ ア ゾ セ ル ロ ー ス 、 酢 酸 セ ル ロ ー ス お よ び プ ロ
ピ オ ン 酸 セ ル ロ ー ス ） を は じ め と す る セ ル ロ ー ス 、 ま た は ア ク リ ル ア ミ ド ポ リ マ ー ま た は
コ ポ リ マ ー （ 例 え ば 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ま た は ア ク リ ル ア ミ ド ） な ど 、 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ
イ ロ ン 、 ア ガ ー 、 デ ン プ ン 、 あ る い は タ ン パ ク 質 Ｇ 、 タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ
ク 質 Ｌ を 固 定 化 で き る 活 性 化 剤 の 残 基 と 化 学 的 に 結 合 し て い る 、 疎 水 性 の 、 微 多 孔 の 、 皮
の な い 、 ポ リ ア ミ ド メ ン ブ レ ン を 含 ん で な る 表 面 積 の 大 き い 化 学 的 に 活 性 な メ ン ブ レ ン か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 固 相 支 持 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
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　 タ ン パ ク 質 Ｇ 、 タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に 従
っ て 、 固 体 支 持 体 、 樹 脂 ま た は マ ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 化 す る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 Ｇ 、 タ
ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ を 共 有 結 合 に よ っ て か 吸 着 に よ っ て の い ず れ か で
固 相 に コ ー ト す る か 、 結 合 さ せ る 。 タ ン パ ク 質 を 固 相 支 持 体 に 固 定 化 す る 方 法 は 、 例 え ば
、 米 国 特 許 第 ３ ， ６ ５ ２ ， ７ ６ １ 号 、 同 ３ ， ８ ７ ９ ， ２ ６ ２ 号 、 同 ３ ， ９ ８ ６ ， ２ １ ７ 号
お よ び 同 ４ ， ６ ９ ３ ， ９ ８ ５ 号 に 教 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 Ｇ 、 タ ン パ ク 質 Ａ
お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ を ト レ シ ル 活 性 化 し た か 臭 化 シ ア ン 活 性 化 し た ア ガ ロ ー ス ま
た は マ レ イ ミ ド 活 性 化 し た ア ガ ロ ー ス 支 持 体 に 固 定 化 す る 。 こ の 支 持 体 は 、 例 え ば 、 修 飾
さ れ る ア ガ ロ ー ス （ 特 に 、 Ａ Ｈ セ フ ァ ロ ー ス 、 フ ァ ル マ シ ア 社 (Pharmacia Co.)） を 一 級
ア ミ ノ 基 を 含 む よ う 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル － ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） ブ チ レ
ー ト を 用 い て 処 理 す る こ と に よ っ て 調 製 す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 固 定 化 し た タ ン パ ク 質 Ｇ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ は 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に と っ て 有 用 で あ る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 技 術 は 当
技 術 分 野 で は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 ス コ ー プ ス (Scopes)（ プ ロ テ イ ン ・ プ リ フ ィ ケ ー シ ョ
ン ： プ リ ン シ プ ル ス ・ ア ン ド ・ プ ラ ク テ ィ ス (Protein purification:principles and pra
ctice)、 第 ３ 版 、 ス プ リ ン ガ ー ・ ベ ル ラ グ (Springer Verlag)、 １ ９ ９ ４ 中 ） に 記 載 さ れ
て い る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 法 は 、 通 常 、 被 験 体 か ら 単 離 し た 生 体 サ ン プ ル ま た は 被 験 体
に 由 来 す る か 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た サ ン プ ル を 、 固 定 化 し た タ ン パ ク 質 Ｇ 、 タ ン パ ク
質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ と 接 触 さ せ る こ と と 、 （ 場 合 に よ っ て は ） 続 い て 、 洗 浄
し て 何 ら か の 結 合 し て い な い か 非 特 異 的 に 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 を 除 去 す る こ と と 、 タ
ン パ ク 質 Ｇ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ と 結 合 し て い る 免 疫
グ ロ ブ リ ン を 溶 出 す る こ と と を 含 む 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 あ る い は 、 タ ン パ ク 質 Ｇ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ を 、
例 え ば 、 ビ オ チ ン な ど の 分 子 へ 共 有 結 合 さ せ る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な 結 合 し て い る タ
ン パ ク 質 Ｇ 、 タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ が 関 与 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 法
で は 、 例 え ば 、 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ て あ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 用 い て 、 結 合 し て い る
タ ン パ ク 質 Ｇ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ を 結 合 ま た は 捕 獲
す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 あ る い は 、 タ ン パ ク 質 Ｇ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ を 、
例 え ば 、 ダ イ ナ ビ ー ズ (Dynabead)（ 登 録 商 標 ） （ ダ イ ナ ル ・ バ イ オ テ ッ ク (Dynal Biotech
)、 ノ ル ウ ェ ー 、 オ ス ロ か ら 入 手 可 能 ） な ど の 磁 性 ま た は 常 磁 性 ビ ー ズ に 共 有 結 合 さ せ る
。 被 験 体 に 由 来 す る か 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ る 生 体 サ ン プ ル を 、 こ の よ う な 結 合 し て い
る タ ン パ ク 質 Ｇ 、 タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ と 接 触 さ せ 、 続 い て 、 サ ン プ
ル を 磁 場 ま た は 常 磁 場 に 曝 す こ と に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も
し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 単 離 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 あ る い は 、 タ ン パ ク 質 Ｇ 、 タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ を 被 験 体 に 由 来 す
る 生 体 サ ン プ ル と 、 前 記 タ ン パ ク 質 Ｇ 、 タ ン パ ク 質 Ａ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ が 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 含 有 画 分 と 結 合 す る の を 可 能 に す る 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ る 。 次 い で 、 こ の サ ン プ
ル を タ ン パ ク 質 Ｇ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ と 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る 。 こ の 抗 体 は 、 固 体 支 持 体 ま た は 生 体 サ ン プ ル か ら の タ ン パ ク 質
Ｇ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ の 単 離 を 容 易 に す る 別 の 手 段
、 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 固 体 支 持 体 ま た は ガ ラ ス 製 固 体 支 持 体 な ど と 結 合
し て い る こ と が 好 ま し い 。 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ と 特 異 的
に 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 サ フ ァ イ ア ・ バ イ オ サ イ エ ン ス (Sapphire Bi
oscience)、 オ ー ス ト ラ リ ア 、 ニ ュ ー サ ウ ス ウ ェ ー ル ズ 州 、 ク ロ ウ ズ ・ ネ ス ト か ら 入 手 で
き る 。
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【 ０ １ ７ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ の ミ メ テ ィ ッ ク も ま た 、 免 疫 グ ロ
ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有
画 分 を 単 離 す る の に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な ミ メ テ ィ ッ ク は 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ り 、
か つ ／ ま た は 例 え ば 、 カ ビ ー ル (Kabir)、 イ ム ノ ロ ジ カ ル ・ イ ン ベ ス テ ィ ゲ ー シ ョ ン ズ (Im
munological Investigations)； ３ １ 、 ２ ６ ３ ～ ７ ８ 頁 、 ２ ０ ０ ２ ま た は ダ ウ ド (Dowd)ら
、 ネ イ チ ャ ー ・ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー (Nature Biotechnology)１ ６ ： １ ９ ０ ～ ５ 頁 、 １ ９ ９
８ に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 Ａ の ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク は ア ミ ノ 酸 配 列 Ｅ Ｑ
Ｑ Ｎ Ａ Ｆ Ｙ Ｅ Ｉ Ｌ Ｈ Ｌ Ｐ Ｎ Ｌ Ｎ Ｅ Ｅ Ｑ Ｒ （ 配 列 番 号 ４ ） ま た は Ｒ Ｔ Ｙ Ｒ Ｔ Ｙ Ｒ Ｔ Ｙ Ｒ Ｔ Ｙ
Ｋ Ｋ Ｋ Ｇ （ 配 列 番 号 ５ ） を 含 ん で な る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 あ る い は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 用 い て 生 体 サ ン プ ル か ら 得 る 。
こ の よ う な タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 作 製 す る に は 、 注 目 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 で き る タ ン
パ ク 質 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 Ｇ 、 タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ な ど を 、 固 体
支 持 体 、 例 え ば 、 ガ ラ ス 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ テ ト ラ フ ル オ ロ エ チ レ ン 、 ポ リ ス チ レ
ン 、 酸 化 ケ イ 素 、 金 属 ま た は 窒 化 ケ イ 素 な ど に 結 合 さ せ る 。 こ の 固 定 化 は 直 接 （ 例 え ば 、
共 有 結 合 、 例 え ば 、 シ ッ フ 塩 基 形 成 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 ま た は ア ミ ド も し く は 尿 素 結 合 形
成 な ど に よ っ て ） ま た は 間 接 の い ず れ か で あ る 。 タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 作 製 す る 方 法 は 当 技
術 分 野 で は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ２ ０ １ ３ ６ ８ ２ １ 号 、 同 ２ ０ ０ ２
０ １ ９ ２ ６ ５ ４ 号 、 同 ２ ０ ０ ２ ０ １ ０ ２ ６ １ ７ 号 お よ び 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ９ １ ， ６ ２ ５ 号
に 記 載 さ れ て い る 。 タ ン パ ク 質 を 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る に は 、 固 体 支 持 体 を 、 表 面 に 化
学 反 応 基 が 生 じ る よ う 、 例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド 含 有 シ ラ ン 試 薬 な ど を 用 い て 処 理 す る 必 要 が
あ る こ と が 多 い 。 あ る い は 、 ア レ ン コ ブ (Arenkov)ら 、 ア ナ リ テ ィ カ ル ・ バ イ オ ケ ミ ス ト
リ ー (Analitical Biochemistry)２ ７ ８ ： １ ２ ３ ～ １ ３ １ 頁 、 ２ ０ ０ ０ に 記 載 さ れ る よ う
に 、 注 目 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 で き る タ ン パ ク 質 を 微 細 加 工 し た ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル パ ッ ド 上 に 捕 獲 し 、 顕 微 鏡 電 気 泳 動 を 用 い て ゲ ル 中 へ 加 速 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】

　 一 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん
で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 結 合 す る た め に 用 い る 化 合 物 に 結 合 さ せ る
こ と を さ ら に 含 ん で な る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 化 合 物 に 結 合 さ せ る 手 段 は ヒ ド ラ ジ ド を 用 い る こ と に よ る 。
こ の よ う な 方 法 は 、 本 質 的 に は 、 オ シ ャ ネ シ ー (O'Shannessy)お よ び ホ フ マ ン (Hoffmann)
、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー ・ ア ン ド ・ ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー (Biotechnology and A
pplied Biochemistry)９ （ ６ ） 、 ４ ８ ８ ～ ４ ９ ６ 頁 、 １ ９ ８ ７ に 記 載 さ れ た よ う に 実 施 す
る 。 本 質 的 に は 、 こ の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ た 方 法 を 用 い て 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 単 離 す る こ と と 、 そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 過 ヨ ウ 素 酸 ナ
ト リ ウ ム で 酸 化 す る こ と と を 含 ん で な る 。 こ の 酸 化 に よ っ て 、 い ず れ か の オ リ ゴ 糖 部 分 に
ア ル デ ヒ ド が 形 成 さ れ る 。 次 い で 、 酸 化 さ れ た サ ン プ ル を ヒ ド ラ ジ ド 誘 導 体 化 し た 固 体 支
持 体 と 接 触 さ せ る 。 こ れ に よ っ て 、 酸 化 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 前 記 固 体 支 持 体 の 間 に 安
定 な ヒ ド ラ ゾ ン 結 合 が 形 成 さ れ る 。 適 し た 固 体 支 持 体 と し て は 、 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス 、 ガ
ラ ス ビ ー ズ 、 ま た は ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン も し く は ポ リ カ ー ボ ネ ー ト ビ ー ズ ま た
は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト が 挙 げ ら れ る 。 ヒ ド ラ ゾ ン 結 合 は 低 ｐ Ｈ 範 囲 で さ え も 安 定 で
あ る の で 、 こ の よ う な 方 法 に よ っ て 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 本 明 細 書 に
記 載 し た 方 法 に よ っ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 解 離 さ せ る こ と
が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 一 例 示 的 形 態 で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は タ ン パ ク 質 複 合 体 を
、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 す る 化 合 物 に 結 合 さ せ る こ と は 、 架 橋 剤 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ
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免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 へ の 結 合



ロ ブ リ ン を 有 す る １ 種 以 上 の 化 合 物 と 、 化 合 物 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 間 に 共 有 結 合 が 生 じ る の
に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 例 え ば 、 光 反 応 性 架 橋 試 薬 を 用 い て 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ
ン パ ク 質 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 に 結 合 さ せ る
。 こ の よ う な 光 反 応 性 架 橋 試 薬 と し て は 、 例 え ば 、 ア リ ー ル ア ジ ド （ 照 明 す る と 、 ア リ ー
ル ア ジ ド が 、 求 核 基 と 結 合 を 形 成 す る 反 応 性 中 間 体 を 生 じ る ） 、 フ ッ 化 ア リ ー ル ア ジ ド （
Ｕ Ｖ 光 分 解 時 に 反 応 性 ナ イ ト レ ン を 生 じ る ） ま た は ベ ン ゾ フ ェ ノ ン 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。
例 え ば 、 適 し た 光 反 応 性 架 橋 試 薬 は 、 Ｎ － （ （ ２ － ピ リ ジ ル ジ チ オ ） エ チ ル ） － ４ － ア ジ
ド サ リ チ ル ア ミ ド （ Ｐ Ｅ Ａ Ｓ ） 、 ４ － ア ジ ド － ２ ， ３ ， ５ ， ６ － テ ト ラ フ ル オ ロ ベ ン ジ ル
ア ミ ン 、 ４ － ア ジ ド － ２ ， ３ ， ５ ， ６ － テ ト ラ フ ル オ ロ 安 息 香 酸 の 反 応 性 誘 導 体 、 ベ ン ゾ
フ ェ ノ ン マ レ イ ミ ド お よ び ベ ン ゾ フ ェ ノ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
。 光 反 応 性 架 橋 試 薬 を 添 加 し た 後 、 サ ン プ ル に Ｕ Ｖ 光 を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 と
そ れ に 結 合 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 間 に 結 合 が 形 成 す る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 曝
露 さ せ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 あ る い は 、 適 し た 架 橋 剤 は 、 例 え ば 、 イ ミ ド エ ス テ ル 架 橋 剤 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン
イ ミ ド 架 橋 剤 、 マ レ イ ミ ド 架 橋 剤 、 ハ ロ ア セ チ ル 架 橋 剤 、 ヒ ド ラ ジ ド 架 橋 剤 、 お よ び カ ル
ボ ジ イ ミ ド 架 橋 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 例 え ば 、 イ ミ ド エ ス テ ル 架 橋 剤 は ア ル カ リ 性 ｐ Ｈ で ア ミ ン 基 と 反 応 し 、 ア ミ ジ ン 結 合 の
形 成 を も た ら す 。 ホ モ 二 官 能 基 型 イ ミ ド エ ス テ ル は 、 架 橋 後 に タ ン パ ク 質 の 正 味 の 電 荷 が
維 持 さ れ る の で タ ン パ ク 質 を 架 橋 す る の に 有 用 で あ る 。 適 し た イ ミ ド エ ス テ ル 架 橋 剤 は 、
ジ メ チ ル ア ジ ピ ミ デ ー ト － ２ － Ｈ Ｃ ｌ （ Ｄ Ｍ Ａ ） 、 ジ メ チ ル ピ メ リ ミ デ ー ト － Ｈ Ｃ ｌ （ Ｄ
Ｍ Ｐ ） 、 ジ メ チ ル ス ベ リ ミ デ ー ト － ２ Ｈ Ｃ ｌ （ Ｄ Ｍ Ｓ ） お よ び ジ メ チ ル ３ ， ３ ’ － ジ チ オ
ビ ス プ ロ ピ オ ン イ ミ デ ー ト － ２ Ｈ Ｃ ｌ （ Ｄ Ｔ Ｂ Ｐ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 マ レ イ ミ ド も ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で な る タ ン パ
ク 質 複 合 体 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 と 架 橋 す る の に 有 用 で あ る 。 マ レ イ ミ ド は 、 ほ
ぼ 中 性 の ｐ Ｈ で ス ル フ ィ ド リ ル 基 と 特 異 的 に 反 応 す る 。 し か し 、 マ レ イ ミ ド は ま た 、 ス ル
フ ィ ド リ ル 基 と よ り も 低 速 で は あ る が 、 ア ミ ン 基 と も 反 応 す る 。 マ レ イ ミ ド は 反 応 し た ス
ル フ ィ ド リ ル 基 と と も に 、 通 常 の 生 理 条 件 下 で は 切 断 さ れ 得 な い 安 定 な チ オ エ ス テ ル 結 合
を 形 成 す る 。 適 し た マ レ イ ミ ド 架 橋 剤 の 例 は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ
チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ ー ト （ Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ ） 、 ス ル ホ － ス ク シ ン イ ミ ジ ル
４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － ｌ － カ ル ボ キ シ レ ー ト （ ス ル ホ － Ｓ Ｍ Ｃ
Ｃ ） 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ Ｍ Ｂ Ｓ ） 、
ス ル ホ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ ス ル ホ － Ｍ Ｂ
Ｓ ） 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト （ Ｓ Ｍ Ｂ Ｐ ） 、 ス
ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト （ ス ル ホ － Ｓ Ｍ Ｂ Ｐ
） 、 ビ ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン （ Ｂ Ｍ Ｈ ） 、 Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス ク シ
ン イ ミ ド エ ス テ ル （ Ｇ Ｍ Ｂ Ｓ ） お よ び ス ル ホ － Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） ス
ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ ス ル ホ － Ｇ Ｍ Ｂ Ｓ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 ハ ロ ア セ チ ル 架 橋 剤 を 用 い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た
は 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 と 架 橋 す
る 。 よ く 用 い ら れ る α － ハ ロ ア セ チ ル 架 橋 剤 の 大 部 分 は 、 ヨ ー ド ア セ チ ル 基 を 含 ん で な る
。 生 理 的 ｐ Ｈ で は こ の よ う な ヨ ー ド ア セ チ ル 基 の ス ル フ ィ ド リ ル 基 と の 反 応 は 、 ヨ ウ 素 の
チ オ ー ル で の 求 核 置 換 に よ っ て 進 行 し 、 こ れ に よ っ て 安 定 な チ オ エ ス テ ル 結 合 が 生 じ る 。
本 発 明 の 方 法 に 適 し た ハ ロ ア セ チ ル 架 橋 剤 と し て は 、 例 え ば 、 Ｎ － ス ク シ ン イ ミ ジ ル （ ４
－ ヨ ー ド ア セ チ ル ） ア ミ ノ ベ ン ゾ エ ー ト （ Ｓ Ｉ Ａ Ｂ ） ま た は ス ル ホ － Ｎ － ス ク シ ン イ ミ ジ
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ル （ ４ － ヨ ー ド ア セ チ ル ） ア ミ ノ ベ ン ゾ エ ー ト （ ス ル ホ － Ｓ Ｉ Ａ Ｂ ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 と 架 橋 す る の に 有 用 な ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 剤 は 、 例 え ば 、
１ ， ４ － ジ － ［ ３ ’ － ２ ’ － ピ リ ジ ル ジ チ オ － （ プ ロ ピ オ ン ア ミ ド ） ブ タ ン ］ （ Ｄ Ｐ Ｄ Ｐ
Ｂ ） 、 ４ － ス ク シ ン イ ミ ジ ル － オ キ シ カ ル ボ ニ ル － ａ － （ ２ － ピ リ ジ ル ジ チ オ ） ト ル エ ン
（ Ｓ Ｍ Ｐ Ｔ ） 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル － ６ － ［ ａ － メ チ ル － ａ （ ２ － ピ リ ジ ル ジ チ オ ）
ト ル ア ミ ド ］ ヘ キ サ ノ エ ー ト （ ス ル ホ － Ｌ Ｃ － Ｓ Ｍ Ｐ Ｔ ） 、 Ｎ － ス ク シ ン イ ミ ジ ル － （ ピ
ロ ジ ル ジ チ オ ） － プ ロ ピ オ ネ ー ト 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ６ － ［ ３ － （ ２ － ピ リ ジ ル ジ チ オ ）
－ プ ロ ピ オ ン ア ミ ド ］ ヘ キ サ ノ エ ー ト （ Ｌ Ｃ － Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ） 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ６ －
［ ３ － （ ２ － ピ リ ジ ル ジ チ オ ） － プ ロ ピ オ ン ア ミ ド ］ ヘ キ サ ノ エ ー ト （ ス ル ホ － Ｌ Ｃ － Ｓ
Ｐ Ｄ Ｐ ） お よ び ３ － （ ２ － ピ リ ジ ル ジ チ オ ） － プ ロ ピ オ ニ ル ヒ ド ラ ジ ド （ Ｐ Ｄ Ｐ Ｈ ） か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 得 る の に 中 性 ｐ Ｈ
を 使 用 で き る が 、 弱 酸 性 の ｐ Ｈ （ 例 え ば 、 約 ｐ Ｈ ４ ～ ｐ Ｈ ５ の 間 ） で 脂 肪 族 チ オ ー ル と 反
応 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 カ ル ボ ジ イ ミ ド 架 橋 剤 も ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で
な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 と 架 橋 す る の に 有 用 で あ る 。 カ ル ボ
ジ イ ミ ド は カ ル ボ キ シ ル を 一 級 ア ミ ン ま た は ヒ ド ラ ジ ド と カ ッ プ リ ン グ し 、 こ れ に よ っ て
ア ミ ド ま た は ヒ ド ラ ゾ ン 結 合 が 形 成 さ れ る 。 カ ル ボ ジ イ ミ ド は 、 多 数 の 他 の 架 橋 試 薬 と は
異 な り 、 カ ッ プ リ ン グ さ れ る 分 子 間 に 架 橋 を 形 成 し な い 。 適 し た カ ル ボ ジ イ ミ ド 架 橋 剤 の
例 は 、 １ － エ チ ル － ３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） － カ ル ボ ジ イ ミ ド ヒ ド ロ ク ロ リ
ド （ Ｅ Ｄ Ｃ ） 、 Ｎ ， Ｎ ’ ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド （ Ｄ Ｃ Ｃ ） お よ び ４ － （ ｐ － ア
ジ ド サ リ チ ル ア ミ ド ） － ブ チ ル ア ミ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 し た よ う に 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （ Ｎ Ｈ Ｓ ） 架 橋 剤 は 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 結 合 性 化 合 物 と 結 合 さ せ る の に 有 用 で あ る 。 Ｎ Ｈ Ｓ 架 橋 剤 は 通 常 、 一 級 ア ミ ン 、 例 え ば
、 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 の α － ア ミ ン 基 な ど と 相 互 作 用 す る が 、 ε － ア ミ ン も ま た Ｎ Ｈ Ｓ エ
ス テ ル と 相 互 作 用 す る 。 Ｎ Ｈ Ｓ 架 橋 剤 が 一 級 ア ミ ン と 相 互 作 用 す る か 反 応 し て Ｎ － ヒ ド ロ
キ シ ス ク シ ン イ ミ ド を 放 出 す る 場 合 に は 、 共 有 ア ミ ド 結 合 が 形 成 さ れ る 。 例 示 目 的 で 、 適
し た Ｎ Ｈ Ｓ 架 橋 剤 は 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル グ ル タ レ ー ト （ Ｄ Ｓ Ｇ ） 、 ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ
ン イ ミ ジ ル （ Ｄ Ｓ Ｓ ） 、 ス ベ リ ン 酸 ビ ス （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） （ Ｂ Ｓ 3 ） 、 ジ チ オ
ビ ス （ プ ロ ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） （ Ｄ Ｓ Ｐ ） 、 ３ ， ３ ’ － ジ チ オ ビ ス （ プ ロ ピ オ ン
酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） （ Ｄ Ｔ Ｓ Ｓ Ｐ ） 、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル
） （ Ｅ Ｇ Ｓ ） 、 エ チ レ ン グ リ コ ビ ス （ コ ハ ク 酸 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） （ ス ル ホ － Ｅ Ｇ
Ｓ ） 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト （ Ｄ Ｓ Ｔ ） 、 ジ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ
ー ト （ ス ル ホ － Ｄ Ｓ Ｔ ） 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル ボ ニ ル オ キ シ ） エ
チ ル ］ ス ル ホ ン （ Ｂ Ｓ Ｏ Ｃ Ｏ Ｅ Ｓ ） 、 ビ ス ［ ２ － （ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ － カ ル
ボ ニ ル オ キ シ ） エ チ ル ］ ス ル ホ ン （ ス ル ホ － Ｂ Ｓ Ｏ Ｃ Ｏ Ｅ Ｓ ） 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （
Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ ー ト （ Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ ） 、 ス ル ホ ス
ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ ー ト （
ス ル ホ － Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ ） 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ
ル （ Ｍ Ｂ Ｓ ） 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ
ル （ ス ル ホ － Ｍ Ｂ Ｓ ） 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト
（ Ｓ Ｍ Ｂ Ｐ ） 、 ス ル ホ － ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － （ ｐ － マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） － ブ チ レ ー ト
（ ス ル ホ － Ｓ Ｍ Ｂ Ｐ ） 、 ビ ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン （ Ｂ Ｍ Ｈ ） 、 Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ チ
リ ル オ キ シ ） ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ Ｇ Ｍ Ｂ Ｓ ） お よ び Ｎ － （ ｇ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル
オ キ シ ） ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ ス ル ホ － Ｇ Ｍ Ｂ Ｓ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
。
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【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 し た よ う に 、 ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル （ Ｄ Ｓ Ｓ ） は 、 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 含 有 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物
、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 Ｇ と 架 橋 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を
被 験 体 に 由 来 す る 生 体 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 血 清 ） か ら 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 Ｇ セ フ ァ ロ ー
ス を 用 い て 単 離 す る 。 次 い で 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 Ｇ を 適
量 の Ｄ Ｓ Ｓ と 、 タ ン パ ク 質 Ｇ と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 間 に ア ミ ド 結 合 が 形 成 す る 条 件 下
で 一 定 時 間 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を タ ン パ ク 質
Ｇ と 架 橋 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】

　 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る の で 、 本 発 明 の 一 形 態 で は 、 前 記 免 疫 原
性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 さ れ て い る 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 含 有 画 分 か ら 分 離 す る こ と が 望 ま れ る 。 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を
含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 を
乱 す 化 合 物 と 、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 を 乱 す の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ る こ と に よ
っ て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ
ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 分 離 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 例 え ば 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 解 離 さ せ 、 次 い で 、
さ ら に 解 析 す る 。 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ っ て も は や 結 合 さ れ な い 、
す な わ ち 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 と 非 共 有 結 合 （ 前 記 の よ
う な ） を 形 成 し な い 場 合 に 、 そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 解 離 さ れ て い る と 考 え ら れ る 。 タ ン
パ ク 質 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 例 え ば 、 抗 体 ） か ら 分 離 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ
り 、 例 え ば 、 ス コ ー プ ス (Scopes)（ プ ロ テ イ ン ・ プ リ フ ィ ケ ー シ ョ ン ： プ リ ン シ プ ル ズ ・
ア ン ド ・ プ ラ ク テ ィ ス 、 第 ３ 版 、 ス プ リ ン ガ ー ・ ベ ル ラ グ 、 １ ９ ９ ４ 中 ） に 記 載 さ れ て い
る 。 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で
な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 含 ん で な る サ ン プ ル の ｐ Ｈ を 変 更 ま た は 改 変 す る こ と に よ っ て 、
免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混
合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 分 離 す る 。 前 記 サ ン プ ル の ｐ Ｈ は 、 例 え ば 、 グ リ
シ ン （ 例 え ば 、 ｐ Ｈ が 約 ３ で あ る ） ま た は ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ ｐ Ｈ が 約 １ １ で あ る ）
を 用 い て 変 更 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の
混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 含 ん で な る サ ン プ ル の 塩 濃 度 を 高 め る こ と に よ っ
て （ 例 え ば 、 ５ Ｍ 塩 化 リ チ ウ ム を 用 い て ） 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画
分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 分 離 す る
。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ
ク 質 複 合 体 を 含 ん で な る サ ン プ ル を イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム （ Ｓ Ｄ Ｓ ） ） で 、 お よ び ／ ま た は 解 離 剤 （ 例 え ば 尿 素 ） で 、 お よ び ／ ま た は カ オ ト ロ ピ
ッ ク 剤 （ 例 え ば チ オ シ ア ネ ー ト ） で 処 理 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ
の 断 片 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る
タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 分 離 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 こ の よ う な 方 法 の 組 合 せ も ま た 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま
た は そ の 断 片 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん
で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 分 離 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
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　 本 発 明 の 例 示 的 一 形 態 で は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免
疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 、 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 と 結
合 し て い る 前 記 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る サ ン プ ル の ｐ Ｈ を グ リ シ ン で 下 げ る こ と
に よ っ て 解 離 す る 。 例 え ば 、 グ リ シ ン は 約 １ ． ５ ～ 約 ４ の ｐ Ｈ で あ り 、 約 １ ． ９ の ｐ Ｈ ～
約 ２ ． ７ の ｐ Ｈ が よ り 好 ま し く 、 約 ２ ． ３ の ｐ Ｈ ～ 約 ２ ． ７ の ｐ Ｈ が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 あ る い は 、 カ プ リ ル 酸 と 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 を 用 い て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 含 有 画 分 か ら 単 離 ま た は 解 離 す る 。 こ の よ う な 試 薬 を 用 い る こ と に よ っ て 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン ま た は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 本 質 的 に 含 ん で な る 調 製 物 が 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 溶 解 バ ッ フ ァ ー 、 例 え ば 、 高 塩 バ ッ フ ァ ー （ 例 え ば 、 ３ Ｍ 　
Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 ／ Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ２ ） な ど に 溶 解 さ せ る こ と に よ っ て 、 免 疫 原 性 タ ン パ
ク 質 ま た は そ の 断 片 が 結 合 し て い な い 成 分 と し て 放 出 さ れ る 。 次 い で 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク
質 画 分 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 成 分 を 結 合 し て い な い
成 分 と し て 維 持 す る た め に 、 溶 出 剤 と し て 、 例 え ば 、 解 離 バ ッ フ ァ ー を 用 い る サ イ ズ 排 除
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 離 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 あ る い は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で
な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 、 変 性 条 件 下 で フ リ ー フ ロ ー 電 気 泳 動 に 付 す 。 生 体 サ ン プ ル を 清
澄 化 し 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 溶 液 中 に 残 す 条 件 下 で タ ン パ ク 質 を 沈 殿 さ せ る 。 次 い で 、 例 え
ば 、 本 質 的 に は 、 ホ フ マ ン (Hoffman)ら 、 プ ロ テ オ ミ ク ス (Proteomics)１ 、 ８ ０ ７ ～ ８ １
８ 頁 、 ２ ０ ０ １ に 記 載 さ れ た よ う に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 沈 殿 さ せ 、 適 し た バ ッ フ
ァ ー に 再 溶 解 さ せ 、 連 続 溶 液 相 等 電 点 電 気 泳 動 法 に よ っ て 分 離 す る た め の フ リ ー フ ロ ー 電
気 泳 動 （ FFE） 装 置 （ 例 え ば 、 オ ク ト パ ス (Octopus)（ 商 標 ） 、 テ カ ン (Tecan)（ 商 標 ） ）
に ア プ ラ イ す る 。 例 え ば 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 に 対 応 す る 画 分 を 得 、 Ｐ Ｄ
－ １ ０ ま た は 高 速 脱 塩 カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン シ ズ (Amersham Biosciences)
） を 用 い て 適 し た バ ッ フ ァ ー （ 例 え ば 、 Ｐ Ｂ Ｓ ） に 交 換 し 、 次 い で 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で
あ り 、 か つ ／ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 を 用 い て さ ら に 分 析 し て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質
の 正 体 を 調 べ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】

　 あ る い は 、 ま た は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン
も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 分 離 す る こ と に 加 え て 、 こ の よ う
な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 、 例 え ば 、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 し て い た 、 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 か
ら 単 離 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 し た が っ て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 お よ び ／ ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画
分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 の 単 離 は 、 ま
ず 前 記 タ ン パ ク 質 ／ 画 分 を 分 離 し た 後 か 、 前 記 タ ン パ ク 質 ／ 画 分 を 分 離 せ ず に の い ず れ か
で 実 施 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 を 分 離 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 ス コ ー プ ス （ プ ロ テ
イ ン ・ プ リ フ ィ ケ ー シ ョ ン ： プ リ ン シ プ ル ズ ・ ア ン ド ・ プ ラ ク テ ィ ス 、 第 ３ 版 、 ス プ リ ン
ガ ー ・ ベ ル ラ グ 、 １ ９ ９ ４ 中 ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 例 え ば 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 し 、 続 い て 、 未 変 性 ゲ ル 電 気 泳
動 を 用 い て 分 離 す る 。 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 未 変 性 ゲ ル 電 気 泳 動 」 と は 、 タ ン パ ク 質
を 変 性 し な い 、 す な わ ち 、 電 気 泳 動 さ れ る タ ン パ ク 質 が 天 然 の 大 き さ 、 コ ン ホ メ ー シ ョ ン
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お よ び ／ ま た は 電 荷 を 保 持 す る 条 件 下 で 実 施 す る 電 気 泳 動 の 何 ら か の 形 態 を 意 味 す る と 取
ら れ る も の と す る 。 し た が っ て 、 未 変 性 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い る タ ン パ ク 質 の 移 動 度 は 、 タ
ン パ ク 質 の 電 荷 と タ ン パ ク 質 の 流 体 力 学 的 大 き さ の 双 方 に 応 じ て 変 わ る 。 こ の よ う な 方 法
は 、 未 変 性 ゲ ル 電 気 泳 動 が タ ン パ ク 質 の 大 き さ 、 形 お よ び 電 荷 を 維 持 す る だ け で な く 、 こ
の 方 法 が ま た 、 通 常 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 結 合 さ れ て い る ま ま に で き る た め 、 免 疫 原
性 タ ン パ ク 質 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 分 離 に お い て 役 立 つ 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン は ２ つ の 重 鎖 と ２
つ の 軽 鎖 を 含 ん で な る た め 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 分 子 量 は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ｋ Ｄ ａ で あ る
と 予 想 さ れ る （ Ｉ ｇ Ｇ の 予 想 分 子 量 に 相 応 し て ） 。 し た が っ て 、 前 記 の 方 法 を 用 い て 調 製
し た サ ン プ ル の 電 気 泳 動 に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 か ら の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま
た は そ の 断 片 の 分 離 が 容 易 に な る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 例 え ば 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン と を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 当 技 術 分 野
で 公 知 の 技 術 を 用 い て 一 次 元 未 変 性 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 電 気 泳 動 す る 。 こ の よ う な 場 合
、 タ ン パ ク 質 は 、 単 に そ の 分 子 量 お よ び 電 荷 に よ っ て 分 離 さ れ る 。 し た が っ て 、 こ の よ う
な 方 法 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を よ り 小 さ い 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 と 分 離 す る の
に 役 立 つ 。 次 い で 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 本 明 細
書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 同 定 す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 あ る い は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン と を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 未 変 性 二
次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 電 気 泳 動 す る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 を 等 電 点 電 気 泳 動 を 用 い て
一 方 向 に 分 離 す る 。 こ の よ う な 方 法 を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 を そ の 等 電 点 、 す な わ ち 、 そ こ
で の タ ン パ ク 質 の 正 味 の 電 荷 が ゼ ロ に 等 し い ｐ Ｈ に よ っ て 分 離 す る 。 タ ン パ ク 質 を そ の 等
電 点 に よ っ て 分 離 す る た め に は 、 サ ン プ ル を 、 ｐ Ｈ 勾 配 を 含 ん で な る ゲ ル で 電 気 泳 動 す る
。 こ の よ う な 条 件 下 で は 、 タ ン パ ク 質 は そ こ で の 正 味 の 電 荷 が ゼ ロ に 等 し い 前 記 勾 配 上 の
あ る 位 置 に 移 動 す る 。 等 電 点 電 気 泳 動 に 続 い て 、 標 準 的 な 未 変 性 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 、
タ ン パ ク 質 を そ の 質 量 に 従 っ て 分 離 す る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な 方 法 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン を 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 か ら 分 離 す る の に 役 立 つ 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 あ る い は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 、 免
疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 解 離 す る こ と と 、 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム を 用 い て 、 前 記
免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 と 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 分 離 す る こ と と に よ っ て 、 免
疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 単 離 す る 。 こ の よ う な カ ラ ム は 商 業 的 供 給 源 、 例
え ば 、 シ グ マ － ア ル ド リ ッ チ ま た は ア マ シ ャ ム － フ ァ ル マ シ ア な ど か ら 入 手 で き る 。 ゲ ル
濾 過 法 は 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 ス コ ー プ ス （ プ ロ テ イ ン ・ プ リ フ ィ ケ ー シ
ョ ン ： プ リ ン シ プ ル ス ・ ア ン ド ・ プ ラ ク テ ィ ス 、 第 ３ 版 、 ス プ リ ン ガ ー ・ ベ ル ラ グ 、 １ ９
９ ４ 中 ） に 記 載 さ れ て い る 。 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は タ ン パ ク 質 を そ の 大 き さ に 基
づ い て 分 離 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 サ ン プ ル を 、 指 定 の 孔 の 大 き さ か ら な る 固 体 マ ト リ
ッ ク ス を 含 ん で な る カ ラ ム と 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で な る 。 十 分 に 分 子 量 の 小 さ い タ ン パ
ク 質 は こ れ ら の 孔 を 通 っ て 移 動 し 、 含 ま れ 、 そ う で な い も の は 排 除 さ れ る と 考 え ら れ て い
る 。 タ ン パ ク 質 は 、 こ の カ ラ ム か ら 、 排 除 さ れ た も の が 含 ま れ た も の よ り も 先 に 溶 出 さ れ
な が ら 溶 出 さ れ る 。 し た が っ て 、 天 然 の 状 態 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 比 較 的 大 き な 分 子 で あ
る の で 、 分 子 量 の 小 さ い 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 よ り も 先 に 溶 出 さ れ る 。 免 疫
原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 回 収 し た 後 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で
あ り 、 か つ ／ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て そ の サ ン プ ル を 解 析 ／ 同 定 す る 。 あ る
い は 、 電 気 泳 動 、 例 え ば 、 未 変 性 ま た は 変 性 一 次 元 ま た は 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 免
疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 分 離 し た 後 、 そ の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 何 ら か
の 解 析 を 行 う 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 あ る い は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 解 離 さ せ た 後 、 他 の サ イ ズ 排 除 法
、 例 え ば 、 中 で も 、 サ イ ズ 排 除 フ ィ ル タ ー （ 例 え ば 、 ミ リ ポ ア (Millipore)か ら 入 手 で き
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る よ う な ） を 用 い る 遠 心 分 離 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー な ど を 用 い て そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 単 離 す る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 は ま た 、 あ る い は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 解 離 さ せ た 後 、 例 え ば 、 密
度 勾 配 分 画 を 用 い て そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合
物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 分 離 す る 。 密 度 勾 配 を 用 い る 分 画 法 は 当 技 術 分 野 で
公 知 で あ る 。 例 え ば 、 超 遠 心 を 用 い て タ ン パ ク 質 を 分 離 す る が 、 こ れ で は 、 サ ン プ ル を 、
例 え ば 、 ５ ％ ～ ２ ０ ％ の 範 囲 の 直 線 的 ス ク ロ ー ス 勾 配 に 加 え 、 次 い で 遠 心 分 離 す る 。 し た
が っ て 、 タ ン パ ク 質 は 遠 心 力 、 摩 擦 力 お よ び 浮 力 に 関 係 し て 分 離 さ れ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン
は 比 較 的 大 き な タ ン パ ク 質 で あ る の で 、 こ の よ う な 方 法 を 用 い れ ば 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま
た は そ の 断 片 か ら 分 離 さ れ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 し た 後 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り
、 か つ ／ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 解 析 す る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 し た よ う に 、 変 性 電 気 泳 動 を 用 い て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片
を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ
ク 質 複 合 体 か ら 単 離 す る 。 変 性 電 気 泳 動 は 、 前 記 の よ う に 実 施 す る が 、 未 変 性 条 件 化 で 実
施 す る の で は な く 、 タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ る 試 薬 を 、 電 気 泳 動 ゲ ル と サ ン プ ル 調 製 物 中 の
い ず れ か ま た は 双 方 に 含 め る 。 し た が っ て 、 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル を 、 例 え ば 、 界 面 活 性 剤
（ 例 え ば Ｓ Ｄ Ｓ ） 、 ま た は そ の 他 の 変 性 剤 （ 例 え ば ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 Ｄ Ｔ Ｔ お
よ び ／ ま た は 熱 ） を 用 い て 変 性 さ せ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 例 え ば 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 ス コ ー プ ス （ プ ロ テ イ ン ・ プ リ フ ィ ケ ー シ
ョ ン ： プ リ ン シ プ ル ス ・ ア ン ド ・ プ ラ ク テ ィ ス 、 第 ３ 版 、 ス プ リ ン ガ ー ・ ベ ル ラ グ 、 １ ９
９ ４ 中 ） に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て 、 還 元 性 一 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 免 疫 原 性 タ ン パ
ク 質 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 単 離 す る 。 こ の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 タ ン パ ク 質 は そ の 分 子 量 に
よ っ て 分 離 さ れ る 。 し た が っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 双 方 と 分 子 量 の 異 な
る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 は 、 こ の 方 法 を 用 い れ ば 容 易 に 検 出 で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 も う １ つ の 実 施 形 態 で は 、 還 元 性 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 免
疫 グ ロ ブ リ ン か ら 単 離 す る 。 こ の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 そ の 等 電 点
ま た は 正 味 の 電 荷 お よ び 分 子 量 に よ っ て 分 離 さ れ る 。 そ の よ う な も の と し て 、 こ の 方 法 は
分 子 量 お よ び ／ ま た は 等 電 点 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 ま た は 重 鎖 の も の と 異 な る 免 疫 原 性 タ
ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 決 定 す る の に 役 立 つ 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 ２ つ の 前 記 の 実 施 形 態 の い ず れ か に よ れ ば 、 還 元 性 電 気 泳 動 を 用 い て 免 疫 原 性 タ ン パ ク
質 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 し た 後 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 本 明 細 書 に
記 載 の 方 法 を 用 い て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 解 離 ま た は 分 離 に 関 す る 前 記 の 実 施 形 態 の
い ず れ か に よ れ ば 、 単 離 さ れ た 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル
を 、 さ ら な る 解 析 の 前 に 場 合 に よ っ て は 濃 縮 す る こ と も あ る 。 タ ン パ ク 質 を 濃 縮 す る 方 法
は 当 業 者 に は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 沈 殿 、 凍 結 乾 燥 、 漏 斗 管 ゲ ル の 使 用 （ タ ー ブ ッ シ ュ (T
erBush)お よ び ノ ビ ッ ク (Novick)、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ モ レ キ ュ ラ ー ・ テ ク ニ ー ク
ス (Journal of Biomolecular Techniques)、 １ ０ （ ３ ） 、 １ ９ ９ ９ ） 、 限 外 濾 過 ま た は 透
析 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】

　 本 発 明 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で
な る タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 単 離 さ れ て い な い 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 の 同 定
を 提 供 す る 。

10

20

30

40

50

(55) JP 2007-520688 A 2007.7.26

免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら の 解 離 を 伴 わ な い 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 同 定



【 ０ ２ １ ７ 】
　 例 え ば 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル か ら 単 離 し 、 プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い て そ の 免
疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 を 切 断 す る 。 例 え ば 、 パ パ イ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 化 膿 性 連 鎖 球 菌
由 来 の Ｓ ｐ ｅ Ｂ お よ び Ｅ ｎ ｄ ｏ Ｓ お よ び ペ プ シ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ
。 パ パ イ ン と エ ラ ス タ ー ゼ は 双 方 と も 、 例 え ば 、 メ ル ク (Merck)か ら 市 販 さ れ て お り 、 ペ
プ シ ン は カ ル ザ イ ム ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ (Calzyme Laboratories)、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州
、 サ ン ル イ ス オ ビ ス ポ か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 こ の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 断 片 に 結 合 さ れ た ま ま
で あ り 、 こ の 複 合 体 を 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 か ら 分 離 す る 。 次 い で 、 当 技 術 分 野
で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て こ の サ ン プ ル を 解 析 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 あ る い は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 、 例 え ば 、 非
還 元 性 ま た は 還 元 性 一 次 元 ま た は 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 な ど を 用 い て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質
お よ び 切 断 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン を ま ず 分 離 し 、 次 い で 、 解 析 し て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 正
体 を 決 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】

　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 む か 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 切 断 し 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た
は そ の 断 片 を 回 収 し た か に か か わ ら ず 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 の 捕 獲 お よ び
／ ま た は 分 離 お よ び ／ ま た は 単 離 に 続 い て 、 そ の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 解 析 し て 前 記 タ ン
パ ク 質 の 正 体 を 決 定 す る 。 タ ン パ ク 質 の 正 体 の 決 定 に お い て タ ン パ ク 質 を 解 析 す る 方 法 は
当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 中 で も 、 エ ド マ ン (Edman)配 列 決 定 、 混 合 ペ プ チ ド
配 列 決 定 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 、 Ｅ Ｓ Ｉ お よ び イ オ ン ト ラ ッ プ 分 析 を は じ め と す る 質 量 分
析 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 例 え ば 、 エ ド マ ン 配 列 決 定 （ 本 質 的 に は 、 エ ド マ ン 、 ア ー カ イ ブ ス ・ オ ブ ・ バ イ オ ケ ミ
ス ト リ ー ・ ア ン ド ・ バ イ オ フ ィ ジ ッ ク ス (Archives of Biochemistry and Biophysics)、
２ ２ 、 ４ ７ ５ ～ ４ ８ ３ 頁 、 １ ９ ４ ９ に よ っ て 記 載 さ れ た よ う な ） を 用 い て 免 疫 原 性 タ ン パ
ク 質 の 正 体 を 同 定 し て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 配 列 を 決 定 し 、 こ の 配 列 を 既 知 の 配
列 と 比 較 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 の 正 体 を 調 べ る の
に 有 用 で あ る 。 エ ド マ ン 配 列 決 定 の 前 に 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 夾 雑 分 子
、 例 え ば 、 別 の タ ン パ ク 質 な ど か ら 分 離 す る こ と が 好 ま し い 。 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 単 離
に 続 い て 、 こ の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 を 、 塩 基 性 条 件 下 で フ ェ ニ ル イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト
を 用 い て 誘 導 体 化 す る 。 例 え ば 、 こ の ス テ ッ プ で 用 い る 塩 基 は 非 求 核 試 薬 、 例 え ば 、 ト リ
エ チ ル ア ミ ン ま た は ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン な ど で あ る 。 こ の カ ッ プ リ ン グ ス テ ッ プ
に よ り 、 フ ェ ニ ル チ オ カ ル バ ミ ル ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 が 得 ら れ る 。 フ ェ ニ ル チ オ カ
ル バ ミ ル ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の チ オ カ ル ボ ニ ル 機 能 は 中 程 度 の 強 さ の 求 核 試 薬 で あ
り 、 酸 性 条 件 下 で 、 隣 接 す る ペ プ チ ド 結 合 の カ ル ボ ニ ル 炭 素 を 切 断 す る 。 こ の 切 断 ス テ ッ
プ の 結 果 、 末 端 ア ミ ノ 酸 の ア ニ ロ チ ア ゾ リ ノ ン が 生 じ 、 最 初 の ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質
は １ ア ミ ノ 酸 残 基 短 く な る 。 末 端 ア ミ ノ 酸 の ア ニ ロ チ ア ゾ リ ノ ン は 、 ペ プ チ ド ま た は タ ン
パ ク 質 と は 異 な る 溶 解 特 性 を 有 す る 。 そ の よ う な も の と し て 、 抽 出 し 、 さ ら な る 解 析 に 付
す こ と が で き る 。 短 く な っ た ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 は 再 び 裸 の ア ミ ノ 末 端 を 含 み 、 結
果 と し て 、 さ ら な る カ ッ プ リ ン グ 、 切 断 お よ び 抽 出 サ イ ク ル に 付 す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 し か し な が ら 、 抽 出 し た 末 端 ア ミ ノ 酸 の ア ニ ロ チ ア ゾ リ ノ ン は 安 定 で は な い 。 酸 性 水 性
条 件 下 で は 、 ア ニ ロ チ ア ゾ リ ノ ン は 迅 速 に 再 構 成 し 、 よ り 安 定 な フ ェ ニ ル チ オ ヒ ダ ン ト イ
ン を 形 成 し 、 こ れ が 解 析 を 受 け 入 れ ら れ る 。 次 い で 、 安 定 な フ ェ ニ ル チ オ ヒ ダ ン ト イ ン を
、 例 え ば 、 Ｕ Ｖ 吸 収 検 出 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 析 し て 末 端 ア ミ ノ 酸
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の 正 体 を 決 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 配 列 を 決 定 し た 後 、 導 い た 配 列 が 既 知 の 配 列 と 同 一 で あ る
か ど う か 、 ま た は 実 質 的 に 同 一 で あ る か ど う か を 調 べ る た め 、 こ の 配 列 を 配 列 の デ ー タ ベ
ー ス と 比 較 す る 。 こ の よ う な デ ー タ ベ ー ス は 例 え ば 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ で 利 用 で き る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ 」 と は 、 米 国 政 府 の 国 立 衛 生 研 究 所 の 国 立 医 学 図 書
館 (National Library of Medicine)に あ る 米 国 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー (Nat
ional Center for Biotechnology Information)、 ２ ０ ８ ９ ４ 、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 ベ テ ス
ダ の デ ー タ ベ ー ス を 意 味 す る と 取 ら れ る も の と す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 前 記 の 規 定 の 同 一 性 パ ー セ ン テ ー ジ 限 界 内 に 収 ま る か ど う か を
調 べ る 際 に は 、 当 業 者 で あ れ ば 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 並 列 比 較 を 実 施 で き る と い う こ と を 承 知
し て い る 。 こ の よ う な 比 較 ま た は ア ラ イ ン メ ン ト で は 、 ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 す る た め に
用 い る ア ル ゴ リ ズ ム に 応 じ て 、 同 一 で な い 残 基 の 位 置 づ け に 相 違 が 生 じ る 。 こ れ に 関 連 し
て 、 ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 同 一 性 お よ び 類 似 性 パ ー セ ン テ ー ジ と は 、 当 業 者 に 公 知 の
何 ら か の 標 準 的 な ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 決 定 さ れ る 、 そ の 配 列 間 の 、 そ れ ぞ れ 同 一 お よ び
類 似 の 残 基 の 数 を 指 す と 取 ら れ る も の と す る 。 特 に 、 ア ミ ノ 酸 同 一 性 お よ び 類 似 性 は 、 例
え ば 、 ニ ー ド ル マ ン (Needleman)お よ び ブ ン シ ュ (Wunsch)の ア ル ゴ リ ズ ム 、 ジ ャ ー ナ ル ・
オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー (Journal of Molecular Biology)４ ８ 、 ４ ４ ３ ～ ４ ５
３ 頁 、 １ ９ ７ ０ を 利 用 す る 、 デ ベ ロ ー (Devereaux)ら 、 ヌ ク レ イ ッ ク ・ ア シ ッ ヅ ・ リ サ ー
チ (Nucleic Acids Research)、 １ ２ 、 ３ ８ ７ ～ ３ ９ ５ 頁 、 １ ９ ８ ４ の Ｇ Ａ Ｐ プ ロ グ ラ ム を
用 い る 、 コ ン ピ ュ ー タ ・ ジ ェ ネ テ ィ ク ス ・ グ ル ー プ 社 (Computer Genetics Group, Inc.)
、 米 国 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 マ デ ィ ソ ン 、 ユ ニ バ ー シ テ ィ ー ・ リ サ ー チ ・ パ ー ク (Univers
ity Research Park)の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 算 出 す る 。 あ る い は 、 ト ン プ ソ ン (Thompson)
ら 、 ヌ ク レ イ ッ ク ・ ア シ ッ ヅ ・ リ サ ー チ ２ ２ 、 ４ ６ ７ ３ ～ ４ ６ ８ ０ 頁 、 １ ９ ９ ４ の Ｃ Ｌ Ｕ
Ｓ Ｔ Ａ Ｌ 　 Ｗ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 複 数 の 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 得 る が 、 こ れ で は 、
ア ラ イ ン メ ン ト 中 の 同 一 ／ 類 似 残 基 の 数 を 最 大 に し 、 配 列 ギ ャ ッ プ の 数 お よ び ／ ま た は 長
さ を 最 小 に す る こ と が 必 要 で あ る か 望 ま れ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト は ま た 、 種 々
の そ の 他 の 市 販 の 配 列 解 析 プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ で 入 手 で き る Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ
ラ ム な ど を 用 い て も 実 施 で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 あ る い は 、 デ イ マ ー (Damer)ら 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー (Jo
urnal of Biological Chemistry)２ ７ ３ 、 ２ ４ ３ ９ ６ ～ ２ ４ ４ ０ ５ 頁 、 １ ９ ９ ８ に 記 載 さ
れ る 混 合 ペ プ チ ド 配 列 決 定 を 用 い て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る 。 こ の
実 施 形 態 に よ れ ば 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 臭 化 シ ア ン ま た は ス カ ト ー ル を 用 い て ペ プ チ ド
に 切 断 し 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を エ ド マ ン 配 列 決 定 法 を 用 い て 配 列 決 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 す る よ う に 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 質 量 分 析 を 用 い て 同
定 す る 。 例 え ば 、 電 気 泳 動 を 用 い て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 場 合 に よ っ て は 、 免 疫
原 性 タ ン パ ク 質 を プ ロ テ ア ー ゼ で 消 化 し 、 次 い で 質 量 分 析 を 用 い て 解 析 す る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 例 え ば 、 電 気 泳 動 を 用 い て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 分 離 し た 後 、 こ の タ ン パ ク 質 を 電 気 泳
動 を 行 っ た ゲ ル 中 で 消 化 す る 。 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の イ ン ゲ ル 消 化
に よ り 、 他 の 方 法 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ な ど よ り も 多 く の 前 記 タ ン パ ク 質
を ゲ ル か ら 回 収 で き る 。 し た が っ て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 量 が 増 加 す る こ と に よ り 、 前
記 タ ン パ ク 質 の 解 析 が 容 易 に な る 。 イ ン ゲ ル 消 化 法 は 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ り 、 例 え ば
、 シ ェ ベ ン コ (Schevenko)ら 、 ア ナ リ テ ィ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー (Analytical Chemistry)６
８ 、 ８ ５ ０ ～ ８ ５ ８ 頁 、 １ ９ ９ ７ に 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 の イ ン ゲ ル 消 化
を 容 易 に す る キ ッ ト が 、 例 え ば 、 ミ リ ポ ア (Millipore)、 米 国 、 ０ １ ８ ２ １ 、 マ サ チ ュ ー
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セ ッ ツ 州 、 ビ レ リ カ か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の ペ プ チ ド を 精 製 し 、 場 合 に よ
っ て は 、 濃 縮 し 、 次 い で さ ら に 分 析 す る 。 例 え ば 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 免 疫
原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の ペ プ チ ド を 精 製 す る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 別 の 例 で は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 電 気 泳 動 す る の で は な く 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 解 離
さ せ た サ ン プ ル を 解 析 に 用 い る 。 場 合 に よ っ て は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を プ ロ テ ア ー ゼ 、
例 え ば 、 ト リ プ シ ン な ど で 消 化 す る こ と で 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 の ペ プ チ
ド の 解 析 が 容 易 に な る 。 し た が っ て 、 精 製 、 お よ び 場 合 に よ っ て は 濃 縮 後 、 こ の よ う な サ
ン プ ル を 質 量 分 析 に よ っ て 解 析 す る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の ペ プ チ ド を 精 製 し た 後 、 サ ン プ ル を イ オ ン 化 す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 例 え ば 、 本 質 的 に は 、 例 え ば 、 フ ェ ン (Fenn)ら 、 サ イ エ ン ス (Science)、 ２ ４ ６ 、 ６ ４
～ ７ １ 頁 、 １ ９ ８ ９ ま た は ウ ィ ル ム (Wilm)ら 、 ネ イ チ ャ ー (Nature)、 ３ ７ ９ 、 ４ ６ ６ ～ ４
６ ９ 頁 、 １ ９ ９ ６ に 記 載 さ れ た よ う に 、 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 （ Ｅ Ｓ Ｉ ） を 用 い て
サ ン プ ル を イ オ ン 化 す る 。 Ｅ Ｓ Ｉ の プ ロ セ ス に よ っ て 、 マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ ー チ ュ ー ブ を
通 し て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 質 量 分 析 計 に 入 れ る
。 質 量 分 析 計 の チ ャ ン バ ー お よ び マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ ー チ ュ ー ブ 間 の 電 位 差 に よ っ て 、 免
疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル が 細 か い 霧 と し て 前 記 チ ュ ー ブ か
ら 出 さ れ る 。 こ の 霧 の 中 の 液 体 （ す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 が 懸 濁 さ れ て い る 液 体 ） が 蒸 発 す
る と 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の ペ プ チ ド が 脱 溶 媒 和 さ れ る 。 し た が っ て 、 タ ン パ ク 質 ま た は
ペ プ チ ド が イ オ ン に 変 換 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 あ る い は 、 例 え ば 、 本 質 的 に は 、 例 え ば 、 カ ラ ス (Karas)お よ び ヒ レ ン カ ン プ (Hillenka
mp)、 ア ナ リ テ ィ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー (Analitical Chemistry)６ ０ 、 ２ ２ ９ ９ ～ ２ ３ ０ １
頁 、 １ ９ ８ ８ に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 （ Ｍ
Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ） を 用 い て サ ン プ ル を イ オ ン 化 す る 。 例 え ば 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断
片 を 含 ん で な る サ ン プ ル を マ ト リ ッ ク ス 、 例 え ば 、 ａ － シ ア ノ － ４ － ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 、
３ ， ５ ジ メ ト キ シ － ４ － ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 （ シ ナ ピ ン 酸 ） ま た は ２ ， ５ ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息
香 酸 （ ゲ ン チ ジ ン 酸 ） な ど に 加 え る 。 次 い で 、 サ ン プ ル お よ び マ ト リ ッ ク ス を 金 属 板 上 に
ス ポ ッ ト し 、 レ ー ザ ー に よ る 照 射 に 付 し 、 分 子 イ オ ン の 形 成 を 促 す 。 当 業 者 に は 明 ら か で
あ ろ う が 、 こ の 方 法 の 変 形 、 例 え ば 、 大 気 圧 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ な ど が 本 発 明 に 包 含 さ れ る こ と は
明 確 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 他 の 形 態 の イ オ ン 化 、 例 え ば 、 大 気 圧 化 学 イ オ ン 化 も 本
発 明 に 包 含 さ れ る こ と は 明 確 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 ま た は そ の ペ プ チ ド を イ オ ン 化 し た 後 、 こ れ ら の 分 子 イ オ ン の 質 量 を 解 析 す
る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 例 え ば 、 本 質 的 に は 、 バ ー リ ン ゲ ー ム (Burlingame)ら 、 ア ナ リ テ ィ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー
７ ０ 、 ６ ７ ５ Ｒ ～ ７ １ ６ Ｒ お よ び 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 参 照 文 献 に 記 載 さ れ た よ う に 、 四
重 極 質 量 分 析 計 ま た は 線 形 四 重 極 を 用 い て 分 子 イ オ ン の 質 量 を 分 析 す る 。 こ の 方 法 で は 、
ｒ ｆ お よ び ｄ ｃ 電 圧 が 供 給 さ れ る 、 ４ つ の 金 属 製 ロ ッ ド の ア レ イ に よ っ て 生 じ た 電 界 を 通
し て イ オ ン を 送 る 。 こ の 電 圧 に よ っ て イ オ ン が 振 動 す る が 、 こ の 振 動 周 波 数 は イ オ ン の ｍ
／ ｚ 値 に 応 じ て 変 わ る 。 安 定 し た 振 動 を 示 す イ オ ン 、 す な わ ち 、 ロ ッ ド ア セ ン ブ リ ー 、 振
動 周 波 数 、 ｒ ｆ 電 圧 お よ び ｄ ｃ 電 圧 か ら 決 定 さ れ る 所 与 の ｍ ／ ｚ 値 を 有 す る も の の み を さ
ら な る 解 析 の た め に 保 持 す る 。 し た が っ て 、 こ れ に よ っ て ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 電
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荷 に 対 す る 質 量 の 比 （ ｍ ／ ｚ ） の 分 析 が 容 易 に な る 。 次 い で 、 こ れ を 、 例 え ば 、 イ ギ リ ス
の ヒ ト ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ プ ロ ジ ェ ク ト リ ソ ー ス セ ン タ ー (UK Human Genome Mapping Proje
ct Resource Centre)に よ っ て 提 供 さ れ る デ ー タ ベ ー ス 検 索 ソ フ ト ウ ェ ア な ど を 用 い て 分
子 量 の ラ イ ブ ラ リ ー と 比 較 す る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 複 数 の 四 重 極 の 組 合 せ を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る
。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 あ る い は 、 本 質 的 に は 、 ク ッ ク ス (Cooks)ら 、 ケ ミ カ ル ・ ア ン ド ・ エ ン ジ ニ ア リ ン グ ・
ニ ュ ー ス (Chemical and Engneering News)６ ９ 、 ２ ６ 、 １ ９ ９ １ に 記 載 さ れ た よ う に 、 イ
オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 計 を 用 い て 分 子 イ オ ン の 質 量 を 解 析 す る 。 こ の 分 析 形 態 は 、 四 重 極
質 量 分 析 計 の 一 形 態 で あ り 、 こ れ で は 電 荷 の 発 生 器 を 線 形 様 式 で は な く ３ 次 元 に ア レ イ す
る 。 こ の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 あ る ｍ ／ ｚ 比 の 分 子 イ オ ン が ３ 次 元 電 界 に ト ラ ッ プ さ れ る 。
イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 計 は ま た 、 タ ン デ ム 質 量 分 析 （ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ） 実 験 に お い て ペ プ チ
ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 配 列 を 決 定 す る の に 有 用 で あ る 。 Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 法 は 当
技 術 分 野 で は 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 本 質 的 に は 、 イ ェ ー ツ (Yates)、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ マ ス ・
ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー (Journal of Mass Spectrometry)３ ３ 、 １ ～ １ ９ 頁 、 １ ９ ９ ８ お よ び
本 明 細 書 に 引 用 し た 参 照 文 献 よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 、 分 子 イ オ ン の 質 量 を 、 そ の 飛 行 時
間 （ Ｔ Ｏ Ｆ ） に よ っ て 分 析 す る 。 飛 行 時 間 機 器 は 、 イ オ ン が 飛 行 管 の 長 さ を 通 過 す る の に
必 要 な 時 間 を 測 定 す る こ と に よ っ て そ の ｍ ／ ｚ 比 を 測 定 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 こ の よ う
な Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 計 は 、 飛 行 管 の 一 方 の 末 端 に 、 前 記 イ オ ン を 反 射 し て 飛 行 管 を 通 っ て 検
出 器 へ と 戻 す イ オ ン ミ ラ ー を 含 む 。 し た が っ て 、 イ オ ン ミ ラ ー は 飛 行 管 の 長 さ を 増 加 さ せ
る 働 き を し 、 こ れ に よ っ て こ の 分 析 形 態 の 精 度 が 増 す 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 飛 行 時 間 分 析 は ま た 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 質 量 お よ び ひ い て は
推 定 配 列 を 求 め る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 本 質 的 に 米 国 特 許 第 ３ ， ９ ３ ７ ， ９ ５ ５ 号 に 記 載 さ れ る よ う な フ ー リ エ 変 換 イ オ ン サ イ
ク ロ ト ロ ン 質 量 分 析 計 も ま た 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 単 離 し た 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は
そ の 断 片 の 分 析 お よ び 同 定 に 有 用 で あ る 。 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン は 、 質 量 が わ か っ て お り
、 あ る 速 度 で 磁 界 を 通 っ て 移 動 す る イ オ ン を 固 定 磁 界 を 用 い て 偏 向 さ せ る 。 磁 界 強 度 が わ
か れ ば 、 ｍ ／ ｚ 比 を 求 め る に は イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 周 波 数 を 測 定 す る こ と で 十 分 で あ る
、 す な わ ち 、 静 磁 場 に お け る 質 量 対 電 荷 比 は 、 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 周 波 数 に よ っ て 独 自
に 求 め ら れ る 。 実 際 、 静 磁 場 は イ オ ン 質 量 を 周 波 数 ア ナ ロ グ に 変 換 す る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 例 示 し た 発 明 の 内 容 か ら 明 ら か で あ る よ う に 、 質 量 分 析 計 は 、 例 え ば 、 Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ を 用
い て 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る の に 有 用 で あ
る 。 例 え ば 、 注 目 す る イ オ ン （ す な わ ち 、 イ オ ン 化 し た 注 目 す る ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク
質 ） を 質 量 分 析 計 の チ ャ ン バ ー （ 「 衝 突 用 チ ャ ン バ ー 」 ） 内 を 通 過 さ せ 、 こ こ で イ オ ン が
ガ ス 、 例 え ば 、 窒 素 ま た は ア ル ゴ ン な ど と 相 互 作 用 す る 。 こ の ガ ス と の 相 互 作 用 に よ っ て
、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 主 鎖 内 で イ オ ン の フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン が 起 こ る 。 イ オ ン の 切 断 後 、
別 の 断 片 と 一 ア ミ ノ 酸 で 質 量 の 異 な る 得 ら れ た 断 片 の 質 量 分 析 を す る こ と で 、 注 目 す る イ
オ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 で き る 。 す な わ ち 、 た だ １ 個 の ア ミ ノ 酸 で 異 な る ペ プ チ ド 間 の
重 量 差 を 求 め る こ と に よ っ て 、 各 ア ミ ノ 酸 の 正 体 を 調 べ る 。 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た
は タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 分 析 す る た め の 質 量 分 析 計 と し て は 、 例 え ば 、 三 連 四 重 極
（ 本 質 的 に は 、 ハ ン ト (Hunt)ら 、 プ ロ シ ー デ ィ ン グ ス ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ
ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン シ ズ ・ オ ブ ・ ジ ・ ユ ナ イ テ ッ ド ・ ス テ イ ツ ・ オ ブ ・ ア メ リ カ (Prociid
ings of the National Academy of Sciences of the United States of America)８ ３ 、
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６ ２ ３ ３ ～ ６ ２ ３ ７ 頁 、 １ ９ ８ ６ に 記 載 さ れ る よ う な ） 、 四 重 極 Ｔ Ｏ Ｆ （ 本 質 的 に は 、 モ
リ ス (Morris)ら 、 ラ ピ ッ ド ・ コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン ズ ・ イ ン ・ マ ス ・ ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー (R
apid Communications in Mass Spectrometry)１ ０ 、 ８ ８ ９ ～ ８ ９ ６ 頁 、 １ ９ ９ ６ に 記 載
さ れ る よ う な ） ま た は Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｑ ｑ Ｔ Ｏ Ｆ （ 本 質 的 に は 、 ロ ボ ダ (Loboda)ら 、 ラ ピ ッ
ド ・ コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン ズ ・ イ ン ・ マ ス ・ ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー １ ４ 、 １ ０ ４ ７ ～ １ ０ ５ ７
頁 、 ２ ０ ０ ０ に 記 載 さ れ る よ う な ） が あ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 次 い で 、 場 合 に よ っ て は 、 い く つ か の 重 複 す る イ オ ン の 配 列 を ア セ ン ブ ル し 、 そ の 結 果
、 あ る 領 域 、 ま た は さ ら に 全 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 配 列 を 決 定 す る 。 あ る い は
、 各 個 々 の イ オ ン の 配 列 を さ ら な る 分 析 に 用 い る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 少 な く と も 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド の 配 列 を 決 定 し た 後 、 こ の 配 列 を 配
列 の デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 導 い た 配 列 が 既 知 の 配 列 と 同 一 で あ る か ど う か 、 ま た は 実
質 的 に 同 一 で あ る か ど う か を 調 べ る 。 こ の よ う な デ ー タ ベ ー ス は 、 例 え ば 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ ま た
は Ｅ ｘ Ｐ Ａ Ｓ Ｙ ま た は Ｓ ｗ ｉ ｓ ｓ － Ｐ ｒ ｏ ｔ で 利 用 で き る 。 さ ら に 、 質 量 分 析 計 は ま た 、
ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 質 量 も 調 べ る こ と が で き る の で 、 こ の 情 報 も
、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 質 量 ラ イ ブ ラ リ ー 、 例 え ば 、 イ ギ リ ス の ヒ ト ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ プ ロ
ジ ェ ク ト リ ソ ー ス セ ン タ ー に よ っ て 提 供 さ れ る も の な ど と 比 較 す る こ と に よ っ て 免 疫 原 性
タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 Ｅ ｘ Ｐ Ａ Ｓ Ｙ 」 は 、 バ ー ゼ ル 大 学 、 ス イ ス 、 ４ ０ ５ ６ 、 バ ー
ゼ ル の ス イ ス 生 命 情 報 学 研 究 所 (Swiss Institute of Bioinformatics)の エ キ ス パ ー ト ・
プ ロ テ イ ン ・ ア ナ リ シ ス ・ シ ス テ ム を 意 味 す る と 取 ら れ る も の と す る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 Ｓ ｗ ｉ ｓ ｓ － Ｐ rｏ ｔ 」 は 、 バ ー ゼ ル 大 学 、 ス イ ス 、 ４ ０ ５
６ 、 バ ー ゼ ル の ス イ ス 生 命 情 報 学 研 究 所 の タ ン パ ク 質 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 意 味 す る と 取 ら
れ る も の と す る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 生 体 分 子 相 互 作 用 解 析 質 量 分 析 計 （ Ｂ Ｉ Ａ － Ｍ Ｓ ） も 、 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て
い る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 検 出 お よ び ／ ま た は 特 性 決 定 お よ び ／ ま た は 同 定 す る の に 有 用
で あ る （ ネ ル ソ ン (Nelson)ら 、 エ レ ク ト ロ フ ォ レ シ ス (Electrophoresis)２ １ 、 １ １ ５ ５
～ １ １ ６ ３ 頁 、 ２ ０ ０ ０ ） 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 単 離 し た タ ン パ ク 質 を 、 単 離 し た タ ン パ ク 質 と 特 異 的
に 結 合 で き る 抗 体 ま た は リ ガ ン ド を 用 い て 同 定 す る 。 こ れ に つ い て は 、 抗 体 お よ び ／ ま た
は リ ガ ン ド チ ッ プ が 、 タ ン パ ク 質 同 定 の た め の 迅 速 解 析 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 抗 体 ア レ
イ （ す な わ ち 、 ３ ８ ０ ま た は ５ ０ ０ 種 の 個 別 の 抗 体 が 、 各 々 ２ 連 で 、 規 定 の 領 域 に 各 々 固
定 化 さ れ て い る ガ ラ ス ス ラ イ ド ） を ク ロ ー ン テ ッ ク (Clontech)か ら 入 手 で き る 。 こ の よ う
な ア レ イ を 使 用 す る た め に は 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 単 離 し た 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は
そ の 断 片 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な
る タ ン パ ク 質 複 合 体 と 結 合 し て い る か ど う か ） を 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー 、 例 え ば 、 蛍 光 標
識 （ 例 え ば 、 Ｃ ｙ ３ ま た は Ｃ ｙ ５ ） で 標 識 す る 。 次 い で 、 標 識 し た タ ン パ ク 質 を 抗 体 ア レ
イ と 、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ る 。 次 い で 、 ア レ
イ を 洗 浄 し 、 結 合 し て い る 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 を い ず れ も 検 出 す る 。 ど の 抗 体 に タ ン パ
ク 質 が 結 合 し て い る か を 調 べ る こ と に よ っ て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 正 体 を 調 べ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】

　 本 発 明 は ま た 、 被 験 体 に お い て 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク
質 ま た は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 断 片 の 同 定 法 を 提 供 し 、 こ れ は
　 （ ｉ ） 疾 病 も し く は 疾 患 を 患 っ て い る 被 験 体 ま た は 以 前 に 疾 病 も し く は 疾 患 を 患 っ た こ
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疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 か ら の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 同 定



と の あ る 被 験 体 ま た は そ の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 か ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混
合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 疾 病
も し く は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 ま た は そ の 誘 導 体 を 含 ん で な る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る こ
と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 ま
た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と
と を 含 ん で な り 、
　 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 被 験 体 に お い て 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 の 免 疫 原
性 タ ン パ ク 質 ま た は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 断 片 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 本 方 法 は ま た 、 場 合 に よ っ て は 、 被 験 体 か ら タ ン パ ク 質
複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 得 る こ と を 含 ん で な る 。 例
え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん
で な る タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る サ ン プ ル 。 適 し た サ ン プ ル は 前 述 さ れ て お り 、 本 方 法 に つ
い て 準 用 さ れ る と 取 ら れ る も の と す る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ
ク 質 複 合 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 、 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結
合 可 能 な １ 種 以 上 の 化 合 物 と 、 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、 そ の
化 合 物 を 単 離 す る こ と に よ っ て 、 被 験 体 ま た は サ ン プ ル か ら 単 離 す る か 、 ま た は 得 る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 事 前 に 固 体 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 樹 脂 上 に 固 定 化 し た １ 種 以 上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
結 合 性 化 合 物 を 用 い る こ と で 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク
質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 と そ れ に 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断
片 の 単 離 が 容 易 に な る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 固 定 化 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 に
よ っ て 、 単 離 さ れ た 固 定 化 さ れ た 化 合 物 を 洗 浄 し て 何 ら か の 非 特 異 的 に 結 合 し て い る タ ン
パ ク 質 ま た は 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る こ と が 容 易 に な る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 は 磁 性 ま た は 常 磁 性 ビ ー ズ 上 に 固 定 化 さ れ た １ 種 以 上 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 を 用 い て 実 施 す る 。 こ の ビ ー ズ を 生 体 サ ン プ ル と 接 触 さ せ る こ と に よ
っ て 、 サ ン プ ル を 磁 場 ま た は 常 磁 場 に 曝 露 し 、 そ れ に よ っ て ビ ー ズ と そ れ に 結 合 し て い る
タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ
ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 単 離 す る 。 次 い で 、 こ の ビ ー ズ を 場 合 に
よ っ て は 洗 浄 し て 何 ら か の 非 特 異 的 に 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 ま た は 結 合 し て い な い タ ン
パ ク 質 を 除 去 す る 。 そ の 結 果 、 こ の ビ ー ズ は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 捕 獲 す る の に 有 用 で あ
る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 あ る い は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 を 、 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス 上 に 固 定 化 す る 。 ア ガ
ロ ー ス は 分 子 量 の 大 き い 、 比 較 的 大 き な 分 子 で あ る の で 、 遠 心 分 離 に よ っ て 容 易 に 単 離 さ
れ る 。 し た が っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 が 結 合 し て い る そ の ア ガ ロ ー ス を 、 生 体
サ ン プ ル 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た サ ン プ ル と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 免 疫 グ ロ
ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分
を 単 離 す る 。 次 い で 、 サ ン プ ル を 遠 心 分 離 し 、 沈 殿 し た ア ガ ロ ー ス を 回 収 す る 。 場 合 に よ
っ て は 、 ア ガ ロ ー ス を 洗 浄 し て 何 ら か の 非 特 異 的 に 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 ま た は 結 合 し
て い な い タ ン パ ク 質 を 除 去 し 、 再 度 回 収 す る 。 そ の 結 果 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混
合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 が 結 合 し て い る こ の よ
う な ア ガ ロ ー ス は 、 そ の 後 の サ ン プ ル と 接 触 さ せ て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 捕 獲 す る こ と に
と っ て 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
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　 本 明 細 書 に 例 示 し た よ う に 、 本 発 明 者 ら は セ フ ァ ロ ー ス 上 に 固 定 し た １ 種 以 上 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 Ｇ ま た は タ ン パ ク 質 Ａ ） を 用 い た 。 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 が 結 合 し て い る セ フ ァ ロ ー ス を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物
を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る サ ン プ ル （ 例
え ば 、 血 清 ） と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、 次
い で 、 こ れ を 用 い て カ ラ ム を 作 製 す る 。 こ の カ ラ ム に よ り 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 の
洗 浄 お よ び ／ ま た は そ の 後 の サ ン プ ル の 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合
物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 と の 接 触 が 容 易 に な る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 当 技 術 分 野 で 公 知 の 化 合 物 お よ び ／ ま た は 方 法 、 例 え ば 、 前 記 の も の を 用 い て 、 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｇ お よ び ／ ま た
は タ ン パ ク 質 Ｌ ） を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体
ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 と 場 合 に よ っ て は 結 合 さ せ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 前 記 の 方 法 を 用 い て 、 免 疫 原
性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 か ら 分 離 し 、 か つ ／ ま た は 単 離 す
る 。 次 い で 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 前 記 の 方 法 を 用 い て 、 免 疫 原 性 タ ン
パ ク 質 を 同 定 す る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 含 有 画 分 が 由 来 す る 被 験 体 は 、 以 前 に ま た は そ の 時 点 で 疾 病 ま た は 疾 患 を 患 っ て い る の
で 、 そ の 被 験 体 に は 前 記 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 に 対 す る 抗 体 が 生 じ て い る 。
こ れ ら の 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） に よ り 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 疾 病 ま た
は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 か ら 単 離 す る の が 容 易 に な る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 し た が っ て 、 前 記 抗 体 （ タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 の 形 の ） を 疾
病 も し く は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 ま た は そ の 抽 出 物 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 そ れ に
対 し て 被 験 体 が 免 疫 応 答 を 起 こ し た タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 単 離 お よ び ／ ま た は 同 定
す る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 の （ ま た は 、 に 由 来 す る
） 「 抽 出 物 」 と は 、 前 記 病 原 体 の １ 種 以 上 の 成 分 の 調 製 物 を 意 味 す る と 取 ら れ る も の と す
る 。 例 え ば 、 用 語 「 抽 出 物 」 は 前 記 病 原 体 の 細 胞 溶 解 物 、 細 胞 画 分 （ 例 え ば 、 細 胞 壁 画 分
、 膜 画 分 、 原 形 質 画 分 、 核 画 分 ま た は ミ ト コ ン ド リ ア 画 分 ） ま た は 細 胞 の タ ン パ ク 質 抽 出
物 （ 例 え ば 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 、 細 胞 を 溶 解 し 、 画 分 を 含 む タ ン パ ク 質 を
回 収 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る ） を 包 含 す る 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 用 語 「 抽 出 物 」
は ま た 、 病 原 体 に 由 来 す る 細 胞 の 特 定 の サ ブ セ ッ ト （ お よ び ／ ま た は そ の 抽 出 物 ） 、 例 え
ば 、 癌 由 来 の 細 胞 集 団 、 ま た は 病 原 菌 、 例 え ば 、 寄 生 生 物 由 来 の 細 胞 集 団 を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 立 体 配 座 抗 原 （ す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 の 三 次 元 構 造 に よ っ
て 形 成 さ れ た 抗 原 ） お よ び ／ ま た は リ ニ ア 抗 原 に よ っ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て い る タ
ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 細 胞 の 抽 出 物 は 、 そ れ に 含 ま れ る タ ン パ ク
質 の 構 造 を 保 つ よ う な 方 法 で 調 製 す る 。 す な わ ち 、 細 胞 抽 出 物 は 非 変 性 条 件 下 で 調 製 す る
。 こ の よ う な 方 法 は 、 立 体 配 座 エ ピ ト ー プ ま た は リ ニ ア エ ピ ト ー プ の い ず れ か を 同 定 す る
の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 あ る い は 、 サ ン プ ル を 変 性 条 件 下 で 調 製 す る 。 「 変 性 さ れ た 」 ま た は 「 変 性 」 と は 、 タ
ン パ ク 質 の 立 体 配 座 エ ピ ト ー プ が タ ン パ ク 質 の リ ニ ア Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 保 持 す る 条 件 下
で 破 壊 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 細 胞 抽 出 物 を 分 子 内 結 合 を 破 壊 す る 温 度 に 加 熱 す
る か 、 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｄ Ｓ ） ） で 、 お よ び ／
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ま た は 解 離 剤 （ 例 え ば 、 尿 素 ま た は メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ） で 処 理 す る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 一 実 施 例 で は 、 疾 病 ま た は 疾 患 は 、 感 染 性 疾 病 ま た は 疾 患 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、
酵 母 、 真 菌 お よ び 寄 生 生 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 病 原 体 （ こ の よ う な 感 染 性 病 原 体 は
前 述 さ れ て い る ） に よ る 感 染 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 ま た は 疾 患 で あ る 。 し た が っ て
、 こ の よ う な 病 原 体 に 感 染 し た 被 験 体 は 、 そ の 病 原 体 に 対 し て 免 疫 応 答 を 起 こ し て い る 。
免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複
合 体 を 、 感 染 性 病 原 体 ま た は そ れ に 由 来 す る 抽 出 物 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 そ の 病 原
体 に 由 来 す る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。 こ の よ う な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 は 、 前 記 病
原 体 の 診 断 お よ び ／ ま た は 治 療 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 感 染 性 生 物 か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 決 定 す る た め に 本
発 明 の 方 法 を 用 い る 場 合 に は 、 前 記 感 染 性 病 原 体 の 臨 床 分 離 株 、 例 え ば 、 細 菌 の 臨 床 分 離
株 を 用 い る こ と が 有 利 で あ る 場 合 が あ る 。 こ の よ う な 分 離 株 は 疾 病 お よ び ／ ま た は 疾 患 と
関 連 し て い る こ と が 知 ら れ て お り 、 感 染 性 病 原 体 が 夾 雑 病 原 体 を 実 質 的 に 含 ま な い こ と を
確 実 に す る よ う 培 養 （ お よ び ／ ま た は 単 離 ） さ れ て い る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い 、 細 菌 （ す な わ ち 、 結 核 菌 ） か ら 、 前 記 細 菌 に よ る
感 染 症 を 患 っ て い る 被 験 体 に 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 を 用 い て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を
同 定 し た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 本 方 法 は ま た 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す そ の 他 の 病 原 体 か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を
同 定 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 は 、 癌 細 胞 か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 決
定 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の
混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 、 癌 を 患 っ て い る 被 験 体 か ら 得 る か 、 単 離 し 、 そ
の 画 分 ま た は 複 合 体 を 、 そ の 癌 を 引 き 起 こ す 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 と 接 触 さ せ る 。 そ の 結
果 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 同 定 し た 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 は 、 そ の 癌 細 胞 の
診 断 ／ 予 後 お よ び ／ ま た は 治 療 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る 。 適 し た 癌 細 胞 の 例 と し て は 、
膀 胱 癌 細 胞 、 乳 癌 細 胞 、 結 腸 直 腸 癌 細 胞 、 子 宮 内 膜 癌 細 胞 、 頭 頚 部 癌 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、
肺 癌 細 胞 、 リ ン パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 非 小 細 胞 肺 癌 細 胞 、 卵 巣 癌 細 胞 、 前 立 腺 癌 細
胞 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 細 胞 、 成 人 急 性 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 、 成 人 非 ホ ジ キ ン ス リ ン パ 腫 細
胞 、 脳 腫 瘍 細 胞 、 子 宮 頸 癌 細 胞 、 小 児 肉 腫 細 胞 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 細 胞 、 慢 性 骨 髄 性 白
血 病 細 胞 、 食 道 癌 細 胞 、 ヘ ア リ ー 細 胞 白 血 病 細 胞 、 腎 臓 癌 細 胞 、 肝 臓 癌 細 胞 、 多 発 性 骨 髄
腫 細 胞 、 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 、 口 腔 癌 細 胞 、 膵 臓 癌 細 胞 、 中 枢 神 経 系 原 発 リ ン パ 腫 細 胞 、 皮
膚 癌 細 胞 お よ び 小 細 胞 肺 癌 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 癌 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 し た よ う に 、 本 発 明 は 卵 巣 癌 ま た は 乳 癌 を 研 究 し て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質
を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】

　 本 発 明 は 、 自 己 免 疫 状 態 か ら 、 被 験 体 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク
質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る 方 法 を さ ら に 提 供 し 、 こ の 方 法 は
　 （ ｉ ） 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 被 験 体 ま た は そ の 細 胞 、 組 織 も し く は 器 官 か ら 免 疫
グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有
画 分 を 得 る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 自 己
免 疫 疾 患 を 患 っ て い る 被 験 体 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る こ
と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 ま
た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と
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と を 含 ん で な り 、
　 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 自 己 免 疫 状 態 に 由 来 す る 、 被 験 体 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 可
能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 本 方 法 は 、 場 合 に よ っ て は 、 被 験 体 か ら タ ン パ ク 質 複 合
体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 獲 得 す る こ と を さ ら に 含 ん で な
る 。 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は タ ン パ ク 質 複 合 体 を 含 ん で な る サ ン プ ル 。 適
し た サ ン プ ル お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん
で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 は 前 述 さ れ て お り 、 本 方 法 に 準 用 さ れ る と 取 ら れ る も の と す る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 例 え ば 、 橋 本 病 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 シ ュ ー グ レ ン 病 、 抗 リ ン 脂 質 症 候 群 、 原 発
性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 混 合 性 結 合 組 織 病 、 慢 性 活 性 肝 炎 、 グ レ ー ブ ス 病 、 Ｉ 型 糖 尿 病 、 慢 性 関
節 リ ウ マ チ 、 強 皮 症 、 重 症 筋 無 力 症 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 慢 性 特 発 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 自 己 免 疫 疾 患 を 患 っ て い る 被 験 体 か ら サ ン プ ル を 得 る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 、
例 え ば 、 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な １ 種 以 上 の 化 合 物 と 、 結 合 が 生 じ る の に
十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、 そ の 化 合 物 を 単 離 す る こ と に よ っ て 、 被 験 体 ま た は サ
ン プ ル か ら 単 離 す る か 、 得 る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ
の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 を 単 離 す る 方 法 お よ び ／ ま た は 化 合 物 は 、 前 述 さ れ て お
り 、 本 方 法 に 準 用 さ れ る と 取 ら れ る も の と す る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は
タ ン パ ク 質 Ｇ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ ） を 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 化 合 物 お よ び ／ ま た
は 方 法 、 例 え ば 、 前 述 し た も の を 用 い て タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分
と 結 合 さ せ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 被 験 体 は 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る の で 、 彼 ら は 、 自 己 抗 原 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 ま
た は そ の 断 片 ） を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 産 生 し た か 、 抗 体 を 生 じ て い る 。 「 自 己 抗 原 」
と は 、 被 験 体 が 、 被 験 体 内 に 生 じ る か 、 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 原 （ 例 え ば 、 タ ン パ
ク 質 ま た は そ の 断 片 ） と 結 合 可 能 な 抗 体 を 生 じ て い る こ と を 意 味 す る 。 こ の よ う な 抗 体 （
免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク
質 複 合 体 の 形 態 の ） は 、 そ れ に 対 し て 被 験 体 が 免 疫 応 答 を 起 こ し て い る 免 疫 原 性 タ ン パ ク
質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を 単 離 お よ び ／ ま た は 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 免 疫
原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 は 、 自 己 免 疫 疾 患 に と っ て 魅 力 的 な 治 療 お よ び ／ ま た は 診 断 ／
予 後 標 的 に 相 当 す る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 本 発 明 は 、 自 己 免 疫 疾 患 か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 単 離 お よ び ／ ま た は 決 定 す る の に 有
用 で あ る 。 例 え ば 、 自 己 免 疫 疾 患 は 関 節 リ ウ マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 Ｉ 型 糖 尿 病 、 炎 症 性 腸
疾 患 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 乾 癬 、 強 皮 症 、 自 己 免 疫 甲
状 腺 疾 患 、 中 枢 神 経 系 脈 管 炎 、 お よ び 自 己 免 疫 筋 炎 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 こ の よ う
な 疾 病 ま た は 疾 患 の 臨 床 症 状 は 、 １ 種 以 上 の 自 己 抗 原 に 対 す る 被 験 体 の 自 己 免 疫 応 答 に よ
っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 例 え ば 、 膵 島 細 胞 に 対 す る 自 己 免 疫 応 答 は 、 こ れ ら の 細 胞 を 死 滅 さ
せ 、 そ れ に よ っ て イ ン ス リ ン の 産 生 が 抑 制 さ れ 、 Ｉ 型 糖 尿 病 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 疾 病 ま た は 疾 患 に 由 来 す る 自 己 免 疫 成 分 か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 単 離
お よ び ／ ま た は 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 炎 症 状 態 に 苦 し ん で い る 被 験 体 に は 、
炎 症 応 答 の 成 分 で あ る １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 自 己 抗 体 が 生 じ る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 そ れ に 対 し て か か る 被 験 体 が 抗 体 を 生 じ て い る 免 疫 原 性
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タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 決 定 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 者 ら は 本 発 明 の 方
法 を 用 い て 、 嚢 胞 性 繊 維 症 を 患 う 被 験 体 に お い て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 し て い る 。 問
題 の 被 験 体 は 急 性 臨 床 増 悪 、 例 え ば 、 細 菌 （ 例 え ば 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 緑 膿 菌 、 イ ン フ ル
エ ン ザ 菌 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ー ツ ス 、 セ パ シ ア 菌 複 合 体 、 ス テ ノ ト ロ ホ モ ナ ス ・ マ
ル ト フ ィ ラ 、 ア ル カ リ ゲ ネ ス (ア ク ロ モ バ ク タ ー )・ キ シ ロ ソ キ シ ダ ン ス 、 Ｂ ． グ ラ デ ィ オ
リ お よ び ラ ル ス ト ニ ア ・ ピ ッ ク テ ィ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 細 菌 ） 感 染 に よ っ て 引 き
起 こ さ れ た 急 性 臨 床 増 悪 を 以 前 に 起 こ し た 、 か つ ／ ま た は 起 こ し て い た 。 こ の よ う な 急 性
臨 床 増 悪 は 炎 症 応 答 を 特 徴 と し 、 こ れ は い く ら か の Ｃ Ｆ 被 験 体 で は 自 己 免 疫 応 答 の 発 生 と
関 連 が あ る と わ か っ て い る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ
ク 質 複 合 体 を 含 む サ ン プ ル を 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る 生 体 サ ン
プ ル 、 例 え ば 、 前 述 し た 生 体 サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 。 例 え ば 、 こ の よ う な 生 体 サ ン プ ル は
自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 被 験 体 、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ
リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 得 た 、 ま た は 単 離 し た 被 験 体 と
同 一 の 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 被 験 体 か ら 得 る 。 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま
た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 と 生 体 サ ン プ ル を
同 一 の 被 験 体 か ら 得 る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 し た よ う に 、 本 発 明 者 ら は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ
ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 、 急 性 臨 床 増 悪 を 起 こ し て い る １
以 上 の 被 験 体 か ら 得 、 こ の サ ン プ ル を 急 性 臨 床 増 悪 を 起 こ し て い る １ 以 上 の Ｃ Ｆ 被 験 体 か
ら 得 た 痰 サ ン プ ル と 接 触 さ せ た 。 こ の 方 法 を 用 い て 、 急 性 臨 床 増 悪 を 起 こ し て い る Ｃ Ｆ 被
験 体 が そ れ に 対 し て 免 疫 応 答 を 起 こ し て い る い く つ か の タ ン パ ク 質 を 単 離 し た 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 あ る い は 、 サ ン プ ル は 被 験 体 が 免 疫 応 答 を 起 こ し て い る と 思 わ れ る タ ン パ ク 質 ま た は そ
の 断 片 を 含 ん で な る 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 を 含 ん で な る 。 例 え ば 、 Ｉ 型 糖 尿 病 を 患 っ て い
る 被 験 体 か ら 得 た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を
含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 、 膵 島 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 と 接 触 さ せ る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 前 述 し た 方 法 を 用 い て 、 免 疫
原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 か ら 分 離 し 、 か つ ／ ま た は 単 離
す る 。 次 い で 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 前 述 し た 方 法 を 用 い て 、 免 疫 原 性
タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。
【 ０ ２ ８ １ 】

　 本 発 明 は 被 験 体 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同
定 す る 方 法 を さ ら に 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、
　 （ ｉ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 ま た は
そ の 混 合 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 事 前 に 投 与 さ れ た 被 験 体 に 由 来 す る か 、 被 験 体 に よ っ
て 産 生 さ れ た サ ン プ ル か ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質
複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 ま
た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分
中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と
と を 含 ん で な り 、
　 そ れ に よ っ て 被 験 体 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片
を 同 定 す る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
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免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る た め の 被 験 体 の 免 疫 化



　 場 合 に よ っ て は 、 本 方 法 は 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 被 験 体 に 投 与 す る こ と を さ ら に 含 ん
で な る 。 例 え ば 、 被 験 体 を 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 で 免 疫 す る 。 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 被
験 体 に 投 与 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 経
口 、 吸 入 に よ っ て 、 経 皮 投 与 、 局 所 投 与 に よ っ て 、 ま た は 注 入 （ 例 え ば 、 腹 腔 内 注 射 、 筋
肉 注 射 、 皮 下 注 射 ま た は 静 脈 注 射 ま た は 点 滴 ） に よ っ て 投 与 す る 。 本 明 細 書 に 例 示 し た よ
う に 、 注 入 に よ っ て 投 与 さ れ る 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 ま た は そ の 混 合 物 は 、 そ の 細 胞 ま
た は 細 胞 抽 出 物 ま た は そ の 混 合 物 に 対 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 産 生 を 誘 導 す る の に 有 用 で あ
る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 細 胞 ま た は 細 胞 溶 解 物 を 投 与 す る の に 適 し た 被 験 体 は 前 述 さ れ て お り 、 例 え ば 、 マ ウ ス
、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ニ ワ ト リ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ (sheep)、 ヒ ツ ジ (ovine)、 ウ マ お よ び ヤ ギ か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 被 験 体 が 挙 げ ら れ る 。 本 明 細 書 に 例 示 し た よ う に 、 本 発 明 者 ら は
、 ニ ワ ト リ を 免 疫 し て 細 胞 抽 出 物 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 し 、 そ の 抽 出 物 か ら 免 疫 原 タ ン
パ ク 質 を 同 定 し た 。 さ ら に 、 実 施 例 に 記 載 し た よ う に 、 マ ウ ス は 本 発 明 の 方 法 に 有 用 で あ
り 、 例 え ば 、 マ ウ ス を 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 で 免 疫 し 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 例 え ば 、 免 疫
し た マ ウ ス の 血 清 か ら 単 離 す る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 ま た は そ の 混 合 物 を 、 例 え ば 、 被
験 体 に 投 与 し 、 被 験 体 に 十 分 な 時 間 を 与 え 、 前 記 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 ま た は そ の 混 合 物
と 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 産 生 さ せ る 。 場 合 に よ っ て は 、 １ 回 以 上 の ブ ー ス タ ー 免 疫 ま
た は 投 与 を 組 み 込 ん で い る 所 定 の ス ケ ジ ュ ー ル に 従 っ て 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 被 験 体
に 投 与 す る か 、 そ れ で 免 疫 す る 。 こ の よ う な ス ケ ジ ュ ー ル は 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 ま た
は そ の 混 合 物 に 対 す る よ り 強 力 な 抗 体 （ す な わ ち 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） 応 答 を 引 き 起 こ す の
に 役 立 つ 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 ま た は そ の 混 合 物 中 の 免 疫 原
性 タ ン パ ク 質 と 結 合 可 能 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 産 生 し て い る 被 験 体 を 決 定 す る こ と を さ ら に
含 ん で な る 。 サ ン プ ル 中 の 抗 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 存 在 を 調 べ る 方 法 は 当 技 術 分 野 で
は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 中 で も 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 ラ ジ オ イ ム ノ
ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ） ま た は そ の 改 変 、 バ イ オ セ ン サ ー 技 術 ま た は エ バ ネ ッ セ ン ト フ ァ イ バ
ー 光 学 技 術 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 例 え ば 、 標 準 的 な 固 相 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 形 式 は 、 被 験 体 か ら 得 た 、 ま た は 被 験 体 に よ っ て 産 生
さ れ た サ ン プ ル 中 の 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 と 結 合 可 能 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 存 在 を 調 べ る の
に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 一 形 態 で は 、 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 固 体 マ ト リ ッ ク ス 、 例 え
ば 、 ポ リ ス チ レ ン ま た は ポ リ カ ー ボ ネ ー ト マ イ ク ロ ウ ェ ル ま た は デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 、 メ
ン ブ ラ ン 、 ま た は ガ ラ ス 製 支 持 体 （ 例 え ば 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド ） な ど の 上 に 固 定 化 す る こ と
を 含 む 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 被 験 体 由 来 の 、 ま た は 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た サ ン プ ル を 、 固 定 化 し た 生 体 サ ン プ ル
と 直 接 接 触 さ せ る と 、 前 記 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 と 結 合 可 能 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン の い ず れ か
が 、 前 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る そ の 標 的 タ ン パ ク 質 の い ず れ か と 直 接 結 合 を 形 成 す る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 次 い で 、 標 識 し た 抗 体 を 用 い て 、 結 合 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 検 出 す る 。 適 し た 標 識 と
し て は 、 例 え ば 、 蛍 光 標 識 （ 例 え ば 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ま た は テ キ サ ス レ ッ ド ） 、 蛍 光 半 導 体 ナ ノ
結 晶 （ 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ０ ６ ， ６ １ ０ 号 に 記 載 さ れ た よ う な ） 、 ま た は 酵 素 （ 例 え ば 、 西
洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） ） 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｐ ） ま た は β － ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 ニ ワ ト リ サ ン プ ル か ら 捕 獲 ま た は 単 離 さ れ た 免 疫
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グ ロ ブ リ ン を 、 抗 ニ ワ ト リ 抗 体 を 用 い て 検 出 す る 。 あ る い は 、 二 次 （ 検 出 ） 抗 体 と 結 合 す
る 三 次 標 識 抗 体 を 使 用 で き る 。 洗 浄 し て 何 ら か の 結 合 し て な い 抗 体 を 除 去 し た 後 、 標 識 を
蛍 光 標 識 の 場 合 に は 直 接 、 ま た は 適 し た 基 質 、 例 え ば 、 過 酸 化 水 素 、 Ｔ Ｍ Ｂ 、 ト ル イ ジ ン
、 ま た は ５ － ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド ー ル － β － Ｄ － ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ ｘ －
ｇ ａ ｌ ） な ど の 添 加 を 介 し て の い ず れ か で 検 出 す る 。 適 し た 基 質 は 、 用 い る リ ポ ー タ ー 分
子 に 応 じ て 変 わ る が 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 適 し た 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 は 前 述 さ れ て お り 、 例 え ば 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す
病 原 体 、 例 え ば 、 感 染 性 生 物 （ 例 え ば 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 酵 母 、 真 菌 お よ び 寄 生 生 物 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 生 物 ） ま た は 癌 細 胞 （ 例 え ば 、 卵 巣 癌 細 胞 も し く は 乳 癌 細 胞 ） が 挙
げ ら れ る 。 こ の よ う な 病 原 体 は 前 述 さ れ て お り 、 本 方 法 に 準 用 さ れ る と 取 ら れ る も の と す
る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 お よ び ／ ま た は 細 胞 抽 出 物 中 ま た は そ れ ら 上 の 抗 原 に 対 し て 産 生
さ れ て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 利 用 す る の で 、 そ の 細 胞 お よ び ／ ま た は 細 胞 抽 出 物 を 場 合 に
よ っ て は 、 病 原 体 ま た は 免 疫 応 答 を 増 強 す る 化 合 物 と と も に 投 与 す る 。 例 え ば 、 細 胞 ま た
は 細 胞 抽 出 物 を 、 ア ジ ュ バ ン ト と と も に 投 与 し て 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 に 対 す る 免 疫 応 答
を 増 大 さ せ る 。 免 疫 学 的 応 答 を 増 大 さ せ る た め に 用 い る ア ジ ュ バ ン ト は 、 宿 主 種 に 応 じ て
変 わ り 、 例 え ば 、 フ ロ イ ン ト の ア ジ ュ バ ン ト （ 完 全 ま た は 不 完 全 ） 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム
な ど の 無 機 ゲ ル 、 リ ゾ レ シ チ ン な ど の 表 面 活 性 化 物 質 、 プ ル ロ ニ ッ ク ・ ポ リ オ ー ル 、 ポ リ
ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ イ ル エ マ ル シ ョ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ マ シ ア ニ ン お よ び ジ
ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 の 有 用 で あ る 可 能 性 の あ る ア ジ ュ バ ン ト と し て は
、 Ｂ Ｃ Ｇ （ カ ル メ ッ ト － ゲ ラ ン 桿 菌 ） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ル ヴ ム が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 は 、 場 合 に よ っ て は 組 成 物 の 形 態
で 投 与 す る 。 例 え ば 、 投 与 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 含 ん で な る 適 当 な 組 成 物 は 、 生 理
学 的 に 許 容 さ れ る ビ ヒ ク ル ま た は 担 体 中 で 調 製 す る こ と が で き る 。 溶 液 ま た は エ マ ル シ ョ
ン に 適 し た 担 体 と し て は 、 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 お よ び 緩 衝 媒 体 を は じ め と す る 、 水 性 ま た
は ア ル コ ー ル 性 ／ 水 性 溶 液 、 エ マ ル シ ョ ン ま た は 懸 濁 液 が 挙 げ ら れ る 。 非 経 口 ビ ヒ ク ル と
し て は 、 例 え ば 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 リ ン ガ ー の デ キ ス ト ロ ー ス 、 デ キ ス ト ロ ー ス と 塩
化 ナ ト リ ウ ム 、 乳 酸 化 リ ン ガ ー 液 ま た は 不 揮 発 性 油 が 挙 げ ら れ る 。 静 脈 内 ビ ヒ ク ル と し て
は 、 種 々 の 添 加 剤 、 保 存 料 、 ま た は 液 体 、 栄 養 お よ び 電 解 質 補 給 剤 な ど が 挙 げ ら れ る （ 一
般 的 に は 、 レ ミ ン グ ト ン ズ ・ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ・ サ イ エ ン シ ズ (Remington's Pharm
aceutical Sciences)、 第 １ ７ 版 、 マ ッ ク パ ブ リ ッ シ ン グ 社 (Mack Publishing Co.)、 ペ ン
シ ル バ ニ ア 州 、 １ ９ ８ ５ 参 照 ） 。 吸 入 に は 、 薬 剤 を 可 溶 化 し 、 投 与 に 適 し た デ ィ ス ペ ン サ
ー （ 例 え ば 、 ア ト マ イ ザ 、 噴 霧 器 ま た は 加 圧 型 エ ア ロ ゾ ル デ ィ ス ペ ン サ ー ） に 入 れ る こ と
が で き る 。 前 述 し た よ う に 、 こ の よ う な 組 成 物 は 、 場 合 に よ っ て は 、 ア ジ ュ バ ン ト を 含 む
。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 本 方 法 は 場 合 に よ っ て は 、 被 験 体 に 由 来 す る サ ン プ ル を
得 る こ と を さ ら に 含 ん で な る 。 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も
し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る サ ン プ ル 。 適 し た サ ン プ ル お よ び
免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複
合 体 は 、 前 述 さ れ て お り 、 本 方 法 に 準 用 さ れ る と 取 ら れ る も の と す る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 あ る い は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 単 離 す る サ ン プ ル は 、 被
験 体 に よ っ て 産 生 さ れ る 。 例 え ば 、 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ る サ ン プ ル と し て は 、 鳥 類 に
よ っ て 産 生 さ れ る 卵 、 胚 ま た は 胎 児 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 者 ら は 、 ニ ワ ト リ を 細
胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 で 免 疫 し 、 そ の ニ ワ ト リ が 産 ん だ 卵 を 回 収 し 、 卵 か ら そ の 免 疫 グ ロ ブ
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リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 単
離 し た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 産 生 さ れ た サ ン プ ル か ら 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 単 離 す る
の に 適 し た 被 験 体 と し て は 、 鳥 綱 の も の が あ る 。 す べ て の ト リ 類 （ 例 え ば 、 中 で も 、 ア ヒ
ル 、 ダ チ ョ ウ 、 エ ミ ュ ー 、 シ チ メ ン チ ョ ウ 、 ニ ワ ト リ ） が 考 慮 さ れ る 。 好 ま し い ト リ と し
て は 、 ニ ワ ト リ が あ る 。 鳥 類 、 例 え ば 、 ニ ワ ト リ に お い て 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 産 生 す る 方 法
は 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 Ａ ． Ａ ． ベ ネ デ ィ ク ト (Benedict)お よ び Ｋ ． ヤ マ
カ (Yamaqa)、 コ ン パ ラ テ ィ ブ ・ イ ム ノ ロ ジ ー 、 （ Ｊ ． Ｊ ． マ ー カ ロ ニ (Marchaloni)編 ） 、
第 １ ３ 章 、 「 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ズ ・ ア ン ド ・ ア ン チ ボ デ ィ ー ・ プ ロ ダ ク シ ョ ン ・ イ ン ・ エ
イ ビ ア ン ・ ス ピ ー シ ー ズ (Immunoglobulins and Antibody Production in Avian Species)
」 、 ３ ３ ５ ～ ３ ７ ５ 頁 、 ブ ラ ッ ク ウ ェ ル 、 オ ッ ク ス フ ォ ー ド （ １ ９ ６ ６ ） に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 産 卵 鶏 は 、 血 清 中 に 見 ら れ る も の と 同 等 ま た は そ れ を 上 回 る 濃 度 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 卵
黄 に 送 り 出 し （ 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｙ ） （ Ｒ ． パ タ ー ソ ン (Patterson)ら 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・
イ ム ノ ロ ジ ー (Journal of Immunology)、 ８ ９ ： ２ ７ ２ 、 １ ９ ６ ２ ） 、 卵 は 免 疫 グ ロ ブ リ
ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 単 離
す る た め の 魅 力 的 な 供 給 源 に 相 当 す る 。 卵 か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 単 離 す る 方 法 は 当 技 術 分
野 で は 公 知 で あ り 、 通 常 、 例 え ば 、 機 械 的 手 段 ま た は 電 気 泳 動 を 用 い て 卵 白 か ら 卵 黄 を 分
離 す る こ と を 含 ん で な る 。 次 い で 、 場 合 に よ っ て は 、 卵 黄 を 破 壊 し 、 希 釈 し 、 前 述 し た 方
法 を 用 い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 免 疫
グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 単 離 す る 。 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 こ の よ う な 方 法 で Ｉ ｇ Ｙ
を 単 離 す る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 あ る い は 、 Ｕ Ｓ Ｓ Ｎ ２ ０ ０ ２ ０ ０ ２ ８ ９ １ ７ に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 単 離
す る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 、 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 と 結
合 可 能 な １ 種 以 上 の 化 合 物 と 、 結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 化 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、 結 合
し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 む 化 合 物 を 単 離 す る こ と に よ っ て 、 被 験 体 ま た は 被 験 体 に 由
来 す る か 、 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た サ ン プ ル か ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は タ ン
パ ク 質 複 合 体 を 単 離 す る か 、 ま た は 得 る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン
も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 を 単 離 す る 方 法 お よ び ／ ま た は 化 合 物 は 前 述
さ れ て お り 、 本 方 法 に 準 用 さ れ る と 取 ら れ る も の と す る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 化 合 物 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｇ お よ
び ／ ま た は タ ン パ ク 質 Ｌ ） は 、 場 合 に よ っ て は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 化 合 物 お よ び ／ ま た
は 方 法 、 例 え ば 、 前 述 さ れ た も の を 用 い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で
な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 と 結 合 さ せ る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 前 述 し た 方 法 を 用 い て 、 免 疫
原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 か ら 分 離 し 、 か つ ／ ま た は 単 離
す る 。 次 い で 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 前 述 し た 方 法 を 用 い て 、 免 疫 原 性
タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 本 方 法 は 、 例 え ば 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 に 由 来 す る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質
を 、 そ の 疾 病 ま た は 疾 患 の 診 断 用 ／ 予 後 用 ま た は 治 療 用 と し て 使 用 す る た め に 、 決 定 す る
の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 本 方 法 は 、 非 ヒ ト 動 物 を 免 疫 さ れ た 被 験 体 と し て 用 い て 疾 病 ま
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た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 に 由 来 す る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 決 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 あ る い は 、 本 方 法 は 被 験 体 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 可 能 な タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を
含 ん で な る 、 何 ら か の 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 有 用
で あ る 。 例 え ば 、 本 方 法 は 、 被 験 体 が そ れ に 対 し て 自 己 免 疫 応 答 を 起 こ し て い る 癌 細 胞 ま
た は 細 胞 か ら 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 本 方 法 の 一 実 施 例 で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複
合 体 ま た は そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 と 接 触 さ せ る 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 ま た は そ の
混 合 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 含 ん で な る 被 験 体 か ら 得 る 。 例
え ば 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 か ら 得 、 細 胞 ま た は
細 胞 抽 出 物 ま た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 患 っ て い る 被 験
体 か ら 得 る 。 し た が っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 を 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 で 免 疫 さ れ た 被
験 体 に 由 来 す る か 、 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た サ ン プ ル か ら 単 離 し 、 そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
画 分 を 用 い て 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 含 ん で な る 被 験 体 か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は
断 片 を 単 離 す る 。 免 疫 し た 被 験 体 と 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 含 ん で な る 被 験 体 と は 、 場
合 に よ っ て は 、 同 一 被 験 体 で は な い 。 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 を 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽
出 物 で 免 疫 し た ニ ワ ト リ の 卵 か ら 単 離 し 、 次 い で 、 こ れ を 用 い て 、 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物
を 含 ん で な る ヒ ト 被 験 体 に 由 来 す る サ ン プ ル 中 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 こ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 感 染 性 病 原 体 で あ る 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体
か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 感 染 性 病 原 体 は 、 ウ イ ル ス
、 細 菌 （ 例 え ば 、 結 核 菌 ） 、 酵 母 、 真 菌 お よ び 寄 生 生 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 種 々 の 供 給 源 の い ず れ か 、 例 え ば 、 疾 病 ま た は 疾 患 ま た は 自 己 免 疫 疾
患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 な ど か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。 本 発 明 者
ら は 、 反 復 し て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で
な る タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 分 離 し 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
画 分 を 生 体 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 最 初 に 接 触 さ せ た サ ン プ ル ） と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、
同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 の 数 お よ び ／ ま た は 回 収 さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 が 増 大 す る こ と を さ
ら に 見 出 し た 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、
　 （ ａ ） 被 験 体 に 由 来 す る サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な １ 種 以 上 の 化 合 物 と 、
結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、 １ 種 以 上 の 化 合 物 を 単 離 す る こ と を
含 ん で な る 方 法 に よ っ て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 ま た は そ の 細 胞 、 組 織 も
し く は 器 官 に 対 し て 免 疫 応 答 を 起 こ し て い る 被 験 体 か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合
物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と と 、
　 （ ｂ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を １ 種 以 上
の 化 合 物 と 結 合 さ せ る こ と と 、
　 （ ｃ ） 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 分 離 す る
こ と と 、
　 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫
グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と と 、
　 （ ｅ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す
る こ と と 、
　 （ ｆ ） 場 合 に よ っ て は 、 （ ｄ ） お よ び （ ｅ ） を １ 回 以 上 反 復 す る こ と と 、
　 （ ｇ ） 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 し た タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と
と を 含 ん で な り 、
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同 定 さ れ た 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 数 お よ び ／ ま た は 量 の 増 大



　 そ れ に よ っ て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 も う １ つ の 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、
　 （ ａ ） 被 験 体 に 由 来 す る サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な １ 種 以 上 の 化 合 物 と 、
結 合 が 生 じ る の に 十 分 な 条 件 下 で 一 定 時 間 接 触 さ せ 、 １ 種 以 上 の 化 合 物 を 単 離 す る こ と を
含 ん で な る 方 法 に よ っ て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 に 対 し て 免 疫 応 答 を 起 こ し
て い る 被 験 体 に よ っ て 産 生 さ れ た サ ン プ ル か ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は そ の 混 合 物 を 含
ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 得 る こ と と 、
　 （ ｂ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を １ 種 以 上
の 化 合 物 と 結 合 さ せ る こ と と 、
　 （ ｃ ） 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 分 離 す る
こ と と 、
　 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫
グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と と 、
　 （ ｅ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す
る こ と と 、
　 （ ｆ ） 場 合 に よ っ て は 、 （ ｄ ） お よ び （ ｅ ） を １ 回 以 上 反 復 す る こ と と 、
　 （ ｇ ） 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 し た タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る こ と
と を 含 ん で な り 、
　 そ れ に よ っ て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 本 方 法 の 一 形 態 で は 、 （ ｅ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い る 免 疫
グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す る こ と を 、 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る
サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と の 前 に 実 施 す る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 形 態 で は 、 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る
サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と を 、 （ ｅ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク
質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す る こ と の 前 に 実 施 す る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫
グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と と （ ｅ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い
る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す る こ と を 、 １ 種 以 上 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 十
分 な 回 数 反 復 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 （ ｄ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を
含 ん で な る サ ン プ ル を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る こ と と 、 （ ｅ ） 免 疫 原
性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 分 離 す る こ と を 、 １ 種
以 上 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 例 え ば 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い
て ゲ ル 上 で 区 別 す る の に 十 分 な 回 数 反 復 す る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 本 方 法 の 一 実 施 例 で は 、 被 験 体 は 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 に 対 し て 免 疫 応 答
を 起 こ し て い る 。 こ の 実 施 例 に よ れ ば 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る 、 免 疫
原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル は 、 疾 病 も し く は 疾 患 を 引 き 起 こ す
病 原 体 ま た は そ の 誘 導 体 を 含 ん で な る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 例 え ば 、 疾 病 ま た は 疾 患 を 引 き 起 こ す 病 原 体 は 感 染 性 病 原 体 、 例 え ば 、 細 菌 、 例 え ば 、
結 核 菌 で あ る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 も う １ つ の 実 施 例 で は 、 被 験 体 は 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 。 こ の 実 施 例 に よ れ ば 、
結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で
な る サ ン プ ル は 、 自 己 免 疫 状 態 に 苦 し ん で い る 被 験 体 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る
。
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【 ０ ３ １ ４ 】
　 さ ら に も う １ つ の 実 施 例 で は 、 被 験 体 は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で
な る 、 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 ま た は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る サ ン プ ル で 事 前 に 免 疫 さ れ て
い る 。 こ の 実 施 例 に よ れ ば 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 接 触 さ せ る 、 免 疫 原 性 タ ン パ
ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る サ ン プ ル は 、 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 を 含 ん で な る 。 一 形
態 で は 、 被 験 体 は ニ ワ ト リ で あ る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 本 方 法 の 例 示 的 形 態 で は 、 被 験 体 は 、 疾 病 ま た は 疾 患 と 関 連 の あ る 病 原 体 、 例 え ば 、 感
染 性 病 原 体 、 例 え ば 、 細 菌 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 で 事 前 に 免 疫 さ れ て い る 。 一
実 施 例 で は 、 細 菌 は 結 核 菌 で あ る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 し た よ う に 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も
し く は そ の 混 合 物 を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 中 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン を 分 離 す る こ と を 反 復 す る と い う プ ロ セ ス を 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ る ま
で 反 復 す る 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 こ の プ ロ セ ス を 、 十 分 な 数 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質
ま た は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 断 片 が 同 定 さ れ る ま で 反 復 す る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 前 述 の 議 論 か ら 明 ら か な よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 か ら 免 疫 原 性 タ
ン パ ク 質 ま た は 断 片 を 溶 出 ま た は 分 離 す る こ と と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 を 生 体 サ ン プ ル と
再 度 接 触 さ せ る こ と と を 含 ん で な る 。 こ の 方 法 を 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 必 要
な 回 数 だ け 反 復 す る 。 例 え ば 、 こ の 方 法 を 少 な く と も ２ 回 、 ま た は ３ 回 、 ま た は ４ 回 、 ま
た は ５ 回 、 ま た は ６ 回 、 ま た は ７ 回 、 ま た は ８ 回 ま た は ９ 回 反 復 す る 。 例 え ば 、 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 画 分 か ら 溶 出 さ れ る か 分 離 さ れ た 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 を 含 ん で な る サ
ン プ ル の 各 々 を 合 わ せ る か 、 プ ー ル し 、 そ れ に よ っ て サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 高
め る 。 場 合 に よ っ て は 、 本 発 明 の プ ロ セ ス は 、 こ の よ う な プ ー ル さ れ た サ ン プ ル を 濃 縮 す
る こ と を さ ら に 含 ん で な る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 サ ン プ ル か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 を 反 復 し て 捕 獲 お よ び 溶 出 す る こ と に よ っ
て 、 高 レ ベ ル の 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 が 単 離 さ れ 、 こ れ に よ っ て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質
ま た は 断 片 の 同 定 が 容 易 に な る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 反 復 し て 分 離 す る こ
と と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 例 え ば 、 感 染 性 生 物 に 由 来 す る サ ン プ ル と 接 触 さ せ る こ と と に
よ っ て 、 感 染 性 生 物 由 来 の プ ロ フ ィ ー ル と 実 質 的 に 似 て い る タ ン パ ク 質 の プ ロ フ ィ ー ル （
例 え ば 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 例 え ば 、 ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 決 定 さ れ る よ う な ） が 得 ら
れ る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 例 え ば 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳
動 に よ っ て 、 抗 原 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 と 結 合 し て い た タ ン パ ク
質 を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 ん で な る 。 し た が っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 を 生 体 サ ン プ ル
と 反 復 し て 接 触 さ せ 、 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 を 分 離 す る ス テ ッ プ を 、 ゲ ル 電 気 泳 動 ま た
は 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 、 １ 種 以 上 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 区 別 す る の に 十 分 な 回
数 反 復 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で は 公 知 で
あ り 、 か つ ／ ま た は 前 述 さ れ て お り 、 例 え ば 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化
飛 行 時 間 型 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ ） が あ る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 前 述 の プ ロ セ ス を 用 い て 、 ヒ ト 疾 病 と 関 連 の あ る 感 染 性 生 物 か ら 、 お よ
び 自 己 免 疫 状 態 か ら 、 い く つ か の タ ン パ ク 質 を 同 定 し た 。
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【 ０ ３ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 を 生 体 サ ン プ ル と 接 触 さ せ る プ ロ セ ス を 反
復 す る こ と に よ っ て 、 ゲ ル 上 に 観 察 さ れ 、 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 数 と 、 各 タ ン パ ク 質 の 量
の 双 方 が 増 加 す る こ と を 示 し た 。 本 明 細 書 に 記 載 し た プ ロ セ ス が 、 サ ン プ ル か ら 同 定 さ れ
る 標 的 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 の 量 お よ び 数 の 増 幅 に お い て 利 点 を 提 供 す る こ と は 明 確
で あ る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 の 断 片 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る
の で 、 本 方 法 に よ っ て 、 疾 病 も し く は 疾 患 の 診 断 ／ 予 後 に 有 用 な 疾 病 も し く は 疾 患 の マ ー
カ ー ま た は 疾 病 も し く は 疾 患 の 治 療 薬 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 状 態 の マ ー カ ー を 同 定 す る プ ロ セ ス に お け る 本 発 明 の 方 法 の 使 用
を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 状 態 、 例 え ば 、 疾 病 ま た は 疾 患 、 例 え ば 、 感 染 性 疾 病 ま た は 癌 ま た は
自 己 免 疫 状 態 な ど の 診 断 に お け る 本 発 明 の 方 法 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 者 ら は 、 緑 膿 菌 感 染 症 を 患 っ て い る 被 験 体 に お い て 緑 膿 菌 タ ン パ ク 質 Ｇ
ｒ ｏ Ｅ Ｓ に 対 す る 抗 体 が 検 出 可 能 で あ り 、 他 方 、 こ の よ う な 抗 体 は 健 常 な 対 照 被 験 体 に は
存 在 し な い こ と が わ か っ た 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る こ と と 、 疾 病 ま た は 疾 患 と 関 連 の あ る 病 原 体 か ら 免
疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と と 、 前 記 疾 病 ま た は 疾 患 を 治 療 す る た め に 有 効 量 の 化 合
物 を 投 与 す る こ と と を 含 ん で な る 、 治 療 ま た は 予 防 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 あ る い は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 予 防 的 治 療 の 一 形 態 と し て 、 例 え ば
、 ワ ク チ ン 組 成 物 中 の 抗 原 と し て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 疾 病 ま た は 疾 患 と 関 連 の あ る 病 原 体 か ら 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま
た は 断 片 を 同 定 す る 方 法 を 実 施 す る こ と と 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 を 含 ん で な る
ワ ク チ ン を 製 造 す る こ と と を 含 ん で な る ワ ク チ ン の 製 造 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 こ の よ う な ワ ク チ ン は 、 例 え ば 、 ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で な る 。 適 し た ア ジ ュ バ ン ト は 当
技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 の 一 形 態 で は 、
ワ ク チ ン は 同 定 さ れ た 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 と 、 場 合 に よ っ て は ア ジ ュ バ ン ト と
を 含 ん で な る 組 成 物 で あ る 。 こ の よ う な 組 成 物 の 成 分 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ ／
ま た は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、
　 （ ｉ ） 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 を 用 い て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 決 定 す る
こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） 状 態 の 診 断 ま た は 予 防 ま た は 治 療 の た め の 化 合 物 の 製 造 に お い て 免 疫 原 性 タ ン
パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 用 い る こ と
と を 含 ん で な る 、 状 態 の 診 断 ま た は 治 療 ま た は 予 防 の た め の 化 合 物 ま た は 組 成 物 の 製 造 方
法 を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 例 え ば 、 本 方 法 は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 単 離 す る さ ら な る ス テ ッ プ を
含 ん で な る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】

10

20

30

40

50

(72) JP 2007-520688 A 2007.7.26

本 発 明 の 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の 使 用



　 本 発 明 は 、 イ ン ・ シ リ コ 分 析 法 お よ び ／ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 し た ス ク リ ー ニ ン グ 法 を
こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 さ れ た 化 合 物 ま た は 組 成 物 の パ イ ロ ッ ト ス ケ ー ル 製 造 ま
た は 工 業 規 模 の 製 造 へ 移 行 す る た め の 工 業 プ ロ セ ス に お け る 何 ら か の 使 用 を 明 確 に 包 含 す
る 。 本 発 明 は ま た 、 何 ら か の こ の よ う な 製 造 に 関 す る 情 報 の 提 供 を 提 供 す る 。 し た が っ て
、 本 発 明 は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 前 記 の 組 成 物 を 同 定 ま た は 決 定 す る 方
法 を さ ら に 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、
　 （ ｉ ） 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 を 実 施 し 、 そ れ に よ っ て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断
片 を 同 定 す る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） 場 合 に よ っ て は 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 の 構 造 を 決 定 す る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 ま た は そ の タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 を 含 ん
で な る 組 成 物 あ る い は タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 ま た は そ の タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断
片 を 含 ん で な る 組 成 物 の 名 称 ま た は 構 造 を 、 例 え ば 、 書 面 で 、 機 械 可 読 形 式 で 、 ま た は コ
ン ピ ュ ー タ 可 読 形 式 な ど で 提 供 す る こ と
と を 含 ん で な る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 当 然 な が ら 、 公 知 の タ ン パ ク 質 、 断 片 ま た は 組 成 物 に つ い て は 、 た と え こ れ ま で に そ の
機 能 に つ い て 本 発 明 の 提 供 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 用 い て 調 べ ら れ て い な く と も 、 化 合 物 の
構 造 の 決 定 は 、 前 記 の ス テ ッ プ （ ｉ ） に 内 含 さ れ て い る 。 こ れ は 、 ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施
す る 時 点 で 当 業 者 に は 化 合 物 の 名 称 お よ び ／ ま た は 構 造 が 明 ら か で あ る か ら で あ る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 組 成 物 を 提 供 す る こ と
」 と は 、 そ の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 組 成 物 を 製 造 す る た め の い ず れ か の 化
学 的 お よ び ／ ま た は 組 換 え お よ び ／ ま た は 合 成 手 段 、 あ る い は 、 い ず れ か の 人 物 ま た は 手
段 に よ っ て こ れ ま で に 合 成 さ れ て い る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 組 成 物 の 提 供
を 含 む と 取 ら れ る も の と す る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 求 め ら れ る よ う
な 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 組 成 物 あ る い は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片
ま た は 組 成 物 の 名 称 ま た は 構 造 を 、 そ の 用 途 に 応 じ た 指 示 と と も に 提 供 す る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 前 記 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 組 成 物 を 製 造 す る プ ロ セ ス を さ ら
に 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、
　 前 記 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 組 成 物 を 同 定 ま た は 決 定 す る プ ロ セ ス を 含
ん で な り 、 こ の 方 法 は 、
　 （ ｉ ） 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 を 実 施 し 、 そ れ に よ っ て 状 態 の 診 断 ま た は 治 療 ま た は
予 防 の た め の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 組 成 物 を 同 定 ま た は 決 定 す る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） 場 合 に よ っ て は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 組 成 物 の 構 造 を 決 定 す
る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 場 合 に よ っ て は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 組 成 物 の 名 称 ま た は
構 造 を 、 例 え ば 、 書 面 で 、 機 械 可 読 形 式 で 、 ま た は コ ン ピ ュ ー タ 可 読 形 式 な ど で 提 供 す る
こ と と 、
（ ｉ ｖ ） 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 組 成 物 を 提 供 す る こ と
と を 含 ん で な る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 合 成 さ れ た か 製 造 さ れ た 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は
組 成 物 あ る い は 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 組 成 物 の 名 称 ま た は 構 造 を 、 そ の 用
途 に 応 じ た 指 示 と と も に 提 供 す る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 本 発 明 は 、 状 態 の 診 断 、 治 療 ま た は 予 防 の た め の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は
組 成 物 の 製 造 方 法 を さ ら に 提 供 し 、 こ れ は
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　 （ ｉ ） 状 態 の 診 断 ま た は 治 療 ま た は 予 防 の た め の 候 補 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま
た は 組 成 物 を 決 定 す る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） 状 態 の 治 療 ま た は 診 断 の た め の 治 療 薬 ま た は 予 防 薬 ま た は 診 断 薬 の 製 造 に お い
て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 組 成 物 を 用 い る こ と
と を 含 ん で な る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は 候 補 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま た は 組 成 物 を 単 離 す る
さ ら な る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 。 あ る い は 、 同 定 さ れ た 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 ま
た は 組 成 物 を 、 状 態 の 診 断 ま た は 治 療 ま た は 予 防 の た め の 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は 断
片 ま た は 組 成 物 の 製 造 に お い て 使 用 す る た め に 製 造 す る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 限 定 す る も の で は な い 実 施 例 を 参 照 し て さ ら に 説 明 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ３ ４ ３ 】
結 核 被 験 体 の 血 清 に お け る 結 核 菌 グ ル タ ミ ン シ ン セ タ ー ゼ の 同 定
１ ． １ 　 サ ン プ ル 調 製
　 － ８ ０ ℃ で 保 存 し た １ ． ５ ｍ ｌ の 患 者 血 清 を 室 温 で 解 凍 し 、 次 い で 、 ２ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸
バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ７ で 予 め 平 衡 化 し て お い た タ ン パ ク 質 Ｇ － Ｓ セ フ ァ ロ ー ス （ ア マ シ ャ ム
・ バ イ オ サ イ エ ン シ ズ 、 オ ー ス ト ラ リ ア 、 ニ ュ ー サ ウ ス ウ ェ ー ル ズ 州 、 キ ャ ッ ス ル ヒ ル ）
の ２ ｍ ｌ カ ラ ム に ア プ ラ イ し 、 氷 上 で 時 折 反 転 さ せ な が ら ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
こ の 混 合 物 を ４ ℃ 、 ６ ０ ０ ０ ｇ で １ ０ 分 間 回 転 さ せ 、 上 清 を デ カ ン ト し た 。 Ｓ セ フ ァ ロ ー
ス ペ レ ッ ト を ２ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 。 ５ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ７ を 加
え る こ と に よ っ て Ｓ セ フ ァ ロ ー ス に 結 合 し て い る Ｉ ｇ Ｇ を ２ ０ 分 間 溶 出 し た 。 前 記 の よ う
に 遠 心 分 離 し た 後 、 上 清 を 廃 棄 し 、 グ リ シ ン ス テ ッ プ を 反 復 し た 。 こ の ２ 回 目 の グ リ シ ン
溶 出 か ら の 上 清 を 回 収 し － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 解 凍 し た 溶 出 物 で ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ を 実 施 し 、 ３ ０ ミ リ グ ラ ム の 免
疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 を セ フ ァ ク リ ル (Sphacryl)Ｓ － ２ ０ ０ 高 分 解 能 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム （ ア マ シ
ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン シ ズ ） に ロ ー ド す る 。 ３ ０ ０ ０ ～ １ ４ ０ ０ ０ ０ Ｍ Ｗ の 範 囲 の 画 分 を
回 収 し 、 １ ５ ０ ０ ０ ０ Ｉ ｇ Ｇ 画 分 は 排 除 す る 。 こ れ ら の 画 分 を プ ー ル し 、 － ２ ０ ℃ で １ ０
容 量 の 冷 ア セ ト ン を 用 い て ４ ８ 時 間 沈 殿 さ せ 、 次 い で 、 ４ ℃ 、 ５ ０ ０ ０ ｇ で ２ ０ 分 間 遠 心
分 離 す る 。 沈 殿 を ５ Ｍ 尿 素 、 ２ Ｍ チ オ 尿 素 、 ２ ％ Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ 、 ２ ％ Ｓ Ｂ ３ － １ ０ お よ び ４
０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ を 含 有 す る サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー １ ～ ２ ｍ ｌ に 再 可 溶 化 し 、 次 い で 、 同 時
に １ 時 間 、 ５ ｍ Ｍ ト リ ブ チ ル ホ ス フ ィ ン を 用 い て 還 元 し 、 １ ０ ｍ Ｍ ア ク リ ル ア ミ ド を 用 い
て ア ル キ ル 化 す る 。 サ ン プ ル を ２ ５ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト に 分 注 し 、 － ８ ０ ℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
１ ． ２ 　 サ ン プ ル の 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動
　 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 含 量 は 、 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド ア ッ セ イ を 用 い て 推 定 し た 。 サ ン プ ル
を 、 ４ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ を ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ に 置 き 換 え た 前 記 の サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を 用
い て ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ に 希 釈 し た 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 Ｉ Ｐ Ｇ ス ト リ ッ プ を 再 水 和 す る 前 に 、 サ ン プ ル を ２ １ ０ ０ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し
た 。 上 清 を 回 収 し 、 指 示 染 料 と し て １ ｍ ｌ 当 た り １ ０ μ ｌ の １ ％ オ レ ン ジ Ｇ （ シ グ マ ） を
加 え た 。
【 ０ ３ ４ ７ 】

　 乾 燥 し た １ １ ｃ ｍ の Ｉ Ｐ Ｇ ス ト リ ッ プ （ ア マ シ ャ ム － バ イ オ サ イ エ ン シ ズ ） を 、 １ ８ ０
μ ｌ の タ ン パ ク 質 サ ン プ ル で １ ６ ～ ２ ４ 時 間 再 水 和 し た 。 再 水 和 し た ス ト リ ッ プ を プ ロ テ
ア ン Ｉ Ｅ Ｆ セ ル (Protean IEF Cell)（ バ イ オ ラ ッ ド 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 ハ ー キ ュ リ ー ズ
） ま た は プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム (Proteome System)の イ ソ エ レ ク ト ル Ｉ Ｑ (IsoElectrIQ)
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電 気 泳 動 装 置 で 、 最 大 １ ０ ｋ Ｖ で 約 １ ４ ０ ｋ Ｖ 時 間 フ ォ ー カ ス し た 。 次 い で 、 フ ォ ー カ ス
し た ス ト リ ッ プ を 尿 素 ／ Ｓ Ｄ Ｓ ／ Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ ／ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー バ ッ フ ァ ー
中 で 平 衡 化 し た 。
【 ０ ３ ４ ８ 】

　 平 衡 化 し た ス ト リ ッ プ を ６ ～ １ ５ ％ （ ｗ ／ ｖ ） の ｔ ｒ ｉ ｓ － ア セ テ ー ト Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ プ レ キ ャ ス ト １ ０ ｃ ｍ × １ ５ ｃ ｍ ゲ ル チ ッ プ ス (GelChips)（ プ レ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス
、 オ ー ス ト ラ リ ア 、 シ ド ニ ー ） の ロ ー デ ィ ン グ ウ ェ ル に 挿 入 し た 。 ゲ ル 当 た り ５ ０ ｍ Ａ で
１ ． ５ 時 間 か 、 追 跡 用 色 素 が ゲ ル の 底 部 に 到 達 す る ま で 電 気 泳 動 を 実 施 し た 。 シ プ ロ ル ビ
ー (SyproRuby)（ モ レ キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ ス (Molecular probes)） を 用 い て タ ン パ ク 質 を
染 色 し た 。 脱 染 し た 後 、 ア ル フ ァ イ メ ー ジ ャ ー ・ シ ス テ ム (AlphaImager System)（ ア ル フ
ァ ・ イ ノ テ ッ ク 社 (Alpha Innotech Corp.)） を 用 い て ゲ ル 画 像 を ス キ ャ ン し た 。 次 い で 、
そ の 後 の 解 析 に お け る タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 可 視 化 を 補 助 す る た め に ク マ シ ー Ｇ － ２ ５ ０
で ゲ ル を 染 色 し た 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 ゲ ル 画 像 の 一 例 を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
１ ． ３ 　 タ ン パ ク 質 同 定
　 結 核 感 染 症 を 患 っ て い る 被 験 体 か ら 得 た 血 清 サ ン プ ル に お い て い く つ か の タ ン パ ク 質 を
観 察 し た 。 次 い で 、 質 量 分 析 を 用 い て こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 同 定 し た 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 質 量 分 析 の 前 に 、 イ ン ゲ ル ト リ プ シ ン 消 化 に よ っ て タ ン パ ク 質 サ ン プ ル を 調 製 し た 。 エ
ク サ イ ズ (Xcise)（ 商 標 ） 、 切 り 出 し ／ 液 体 処 理 ロ ボ ッ ト （ プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス 、
オ ー ス ト ラ リ ア 、 シ ド ニ ー お よ び シ マ ヅ バ イ オ テ ッ ク 、 日 本 、 京 都 ） を 、 モ ン タ ー ジ ュ ・
イ ン ゲ ル 消 化 キ ッ ト (Montage In-Gel Digestion Kit)（ プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス に よ っ
て 開 発 さ れ 、 ミ リ ポ ア 、 米 国 、 ０ １ ８ ２ １ 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 、 ビ レ リ カ に よ っ て 流 通
さ れ て い る ） と 関 連 し て 用 い て 、 タ ン パ ク 質 ゲ ル 小 片 を 切 り 出 し 、 脱 染 し 、 消 化 し 、 脱 塩
し た 。 一 定 の 大 き さ を 維 持 し 、 乾 燥 を 防 ぐ た め に 、 ス ポ ッ ト を 切 断 す る 前 に は 、 ２ － Ｄ ゲ
ル を 水 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 続 い て 、 ２ － Ｄ ゲ ル を エ ク サ イ ズ に 置 き 、 デ ジ タ ル 画 像
を 獲 得 し 、 切 断 す る ス ポ ッ ト を 選 択 し た 。 自 動 的 に ス ポ ッ ト を 切 り 出 し た 後 、 ゲ ル 小 片 を
自 動 液 体 処 理 お よ び イ ン ゲ ル 消 化 に 付 し た 。 簡 単 に は 、 各 ス ポ ッ ト を ５ ０ ｍ Ｍ 重 炭 酸 ア ン
モ ニ ウ ム 中 ５ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ア セ ト ニ ト リ ル １ ０ ０ μ ｌ で 脱 染 し た 。 ゲ ル 小 片 を １ ０ ０ ％
ア セ ト ニ ト リ ル を 加 え る こ と に よ っ て 乾 燥 さ せ 、 ５ 秒 後 ア セ ト ニ ト リ ル を 除 去 し 、 ３ ７ ℃
で 残 存 す る ア セ ト ニ ト リ ル を 蒸 発 さ せ る こ と に よ っ て ゲ ル を 完 全 に 乾 燥 さ せ た 。 乾 燥 さ せ
た ゲ ル 小 片 を ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 修 飾 ブ タ ト リ プ シ ン を 含 有 す る ２ ０ ｍ Ｍ 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム
（ ｐ Ｈ ７ ． ８ ） ３ ０ μ ｌ で 再 水 和 さ せ 、 ３ ０ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て タ
ン パ ク 質 分 解 に よ る 消 化 を 行 っ た 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｌ Ｃ ） － エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 （ Ｅ Ｓ Ｉ ） Ｍ Ｓ に よ る
さ ら な る 解 析 が 必 要 で あ っ た 場 合 に は 、 １ ０ μ ｌ の ト リ プ シ ン ペ プ チ ド 混 合 物 を き れ い な
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 取 り 出 し た 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド を 自 動 脱 塩 お よ び 濃 縮 し 、 次 い で 、 Ｃ １ ８ ジ ッ プ チ ッ プ (ZipTip)（
ミ リ ポ ア 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 、 ベ ッ ド フ ォ ー ド ） を 用 い て Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ を
実 施 し た 。 ９ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ア セ ト ニ ト リ ル お よ び ０ ． ０ ８ ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） Ｔ Ｆ Ａ に 溶 か
し た ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ α － シ ア ノ － ４ － ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 ２ μ ｌ を 用 い て 、 吸 着 さ れ た ペ プ チ
ド を チ ッ プ か ら ３ ８ ４ 位 置 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ サ ン プ ル タ ー ゲ ッ ト プ レ ー ト （ ク ラ ト ス (K
ratos)、 英 国 、 マ ン チ ェ ス タ ー ま た は ブ ル カ ー ・ ダ ル ト ニ ク ス (Bruker Daltronics)、 ド
イ ツ ） 上 に 溶 出 し た 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
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　 消 化 物 を 、 ア キ シ マ (Axima)－ Ｃ Ｆ Ｒ 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 計 （ ク ラ ト ス 、 英
国 、 マ ン チ ェ ス タ ー ） を 正 イ オ ン リ フ レ ク ト ロ ン モ ー ド で 用 い て 解 析 し た 。 波 長 ３ ３ ７ ｎ
ｍ の 窒 素 レ ー ザ ー を 用 い て サ ン プ ル に 照 射 し た 。 各 サ ン プ ル ス ポ ッ ト に ６ ４ ポ イ ン ト ラ ス
タ ー を 適 用 し て 、 質 量 範 囲 ６ ０ ０ Ｄ ａ ～ ４ ０ ０ ０ Ｄ ａ の 自 動 モ ー ド で ス ペ ク ト ル を 獲 得 し
た 。 特 定 の 基 準 を 通 る ス ペ ク ト ル の み を セ ー ブ し た 。 す べ て の ス ペ ク ト ル に 、 自 己 消 化 ト
リ プ シ ン ピ ー ク 質 量 、 ｍ ／ ｚ ８ ４ ２ ． ５ １ Ｄ ａ と ス パ イ ク し た 副 腎 皮 質 刺 激 ホ ル モ ン （ Ａ
Ｃ Ｔ Ｈ ） ペ プ チ ド 、 ｍ ／ ｚ ２ ４ ６ ５ ． １ １ ７ Ｄ ａ を 用 い て 内 部 二 点 較 正 を 行 っ た 。 ウ ェ ブ
ベ ー ス の プ ロ テ オ ミ ッ ク ・ デ ー タ ・ マ ネ ー ジ メ ン ト ・ シ ス テ ム ・ バ イ オ イ ン イ ン フ ォ ー マ
ッ ト Ｉ Ｑ (BioinformatIQ)（ 商 標 ） （ プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス ） に 含 ま れ る 、 プ ロ テ オ
ー ム ・ シ ス テ ム ス に よ っ て 設 計 さ れ た ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 Ｍ Ｓ ス ペ ク ト ル か ら 同 位 体
ピ ー ク を 抽 出 し た 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 同 定 は 、 イ オ ン Ｉ Ｑ (IonIQ)デ ー タ ベ ー ス 検 索 ソ フ ト ウ ェ ア （ プ ロ テ オ ー ム
・ シ ス テ ム 社 、 オ ー ス ト ラ リ ア 、 シ ド ニ ー 、 ノ ー ス ラ イ ド ） を 用 い て ト リ プ シ ン ペ プ チ ド
の 単 一 同 位 体 質 量 （ す な わ ち 、 ペ プ チ ド 質 量 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト ） を タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ
ー ス か ら の 理 論 質 量 と マ ッ チ ン グ す る こ と に よ っ て 実 施 し た 。 ク エ リ ー は 非 冗 長 ス イ ス プ
ロ ッ ト (SwissProt)（ リ リ ー ス ４ ０ ） お よ び Ｔ ｒ Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ （ リ リ ー ス ２ ０ ） デ ー タ ベ ー ス
（ ２ ０ ０ ２ 年 ６ 月 バ ー ジ ョ ン ） に 対 し て 行 い 、 Ｍ Ｏ Ｗ Ｓ Ｅ ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム の 変 更 に
よ っ て タ ン パ ク 質 の 正 体 を ラ ン ク 付 け し た 。 プ ロ ピ オ ン ア ミ ド － シ ス テ イ ン （ ｃ ｙ ｓ － Ｐ
Ａ Ｍ ） ま た は カ ル ボ キ シ ア ミ ド メ チ ル － シ ス テ イ ン （ ｃ ｙ ｓ － Ｃ Ａ Ｍ ） お よ び 酸 化 メ チ オ
ニ ン 修 飾 を 考 慮 し 、 １ ０ ０ ｐ ｐ ｍ の 質 量 許 容 誤 差 を 認 め た 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 ミ ス 切 断 部 位 は 、 ミ ス 切 断 が 行 わ れ て い な い 最 初 の 検 索 の 後 で の み 考 慮 し た 。 以 下 の 基
準 を 用 い て 検 索 結 果 を 評 価 し た ： Ｍ Ｏ Ｗ Ｓ Ｅ ス コ ア 、 候 補 タ ン パ ク 質 を マ ッ チ ン グ す る ペ
プ チ ド の 数 お よ び 強 度 、 マ ッ チ ン グ ペ プ チ ド に よ る 候 補 タ ン パ ク 質 配 列 の カ バ レ ー ジ お よ
び ゲ ル 位 置 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 さ ら に 、 ま た は あ る い は 、 タ ン パ ク 質 を Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ － Ｍ Ｓ を 用 い て 解 析 し た 。 タ ン パ
ク 質 の ト リ プ シ ン 消 化 溶 液 （ １ ０ μ ｌ ） を 、 オ ー ト サ ン プ ラ ー と ポ ン プ か ら な る サ ー ベ イ
ヤ ー (Surveyor)Ｌ Ｃ シ ス テ ム を 備 え た Ｌ Ｃ Ｑ 　 Ｄ ｅ ｃ ａ イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 計 （ サ ー
モ フ ィ ニ ガ ン (ThermoFinnigan)、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 サ ン ジ ョ セ ） を 用 い る ナ ノ フ ロ ー Ｌ
Ｃ ／ Ｍ Ｓ に よ っ て 解 析 し た 。 ペ プ チ ド は 、 Ｃ １ ８ ピ コ フ リ ッ ト (PicoFrit)カ ラ ム (ニ ュ ー
・ オ ブ ジ ェ ク テ ィ ブ (New objective))に 連 結 さ せ た ペ ッ プ フ ァ イ ン ダ ー (PepFinder)キ ッ
ト （ サ ー モ － フ ィ ニ ガ ン ） を 用 い て 分 離 し た 。 ３ ０ ～ ６ ０ 分 間 か け て 、 ０ ． １ ％ （ ｖ ／ ｖ
） ギ 酸 を 含 有 す る 水 （ 移 動 相 Ａ ） か ら ０ ． １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ギ 酸 を 含 有 す る ９ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ
） ア セ ト ニ ト リ ル （ 移 動 相 Ｂ ） へ の 勾 配 溶 出 を 行 っ た 。 質 量 分 析 計 は ３ ス キ ャ ン イ ベ ン ト
－ １ つ の フ ル ス キ ャ ン （ ４ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ０ ａ ｍ ｕ の 範 囲 ） 、 と そ れ に 続 く ２ つ の デ ー タ 依
存 Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ス キ ャ ン を 獲 得 す る よ う セ ッ ト し た 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 は 、 Ｓ Ｅ Ｑ Ｕ Ｅ Ｓ Ｔ （ バ イ オ ワ ー ク ス (BioWorks)３ ． １ 、 サ ー モ － フ ィ ニ ガ
ン ） ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 同 定 し た 。 ペ プ チ ド は 、 実 験 断 片 イ オ ン の 半 分 よ り 多 く が 理 論
イ オ ン 値 と マ ッ チ し た Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ス ペ ク ト ル か ら 同 定 し 、 そ れ ぞ れ 、 ２ ． ２ 、 ０ ． ２ お よ
び ４ ０ ０ よ り 大 き い 、 相 互 相 関 （ ト ッ プ 候 補 ペ プ チ ド の 生 相 関 ス コ ア ） 、 デ ル タ 相 関 （ 上
位 ２ つ の 候 補 ペ プ チ ド 間 の 相 関 の 差 ） お よ び 予 備 ス コ ア （ 候 補 ペ プ チ ド の ラ ン ク 付 け に 用
い た 生 ス コ ア ） 値 を 与 え た 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 こ の 方 法 を 用 い て 、 Ｔ Ｂ 被 験 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 に お い て ４ ９ ． ７ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ
ク 質 を 同 定 し た 。 こ の タ ン パ ク 質 を 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ を 用 い て 解 析 し 、 表 １ に
示 さ れ る 断 片 （ 配 列 番 号 ６ ～ １ １ ） を 同 定 し た 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ６ １ 】
　 こ の 情 報 を 用 い て 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し 、 単 離 し た タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト は 仮 定 結 核
菌 グ ル タ ミ ン シ ン セ タ ー ゼ タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 １ ２ ） で あ る と 予 測 し た 。 こ の こ と が 、
こ の 方 法 が 感 染 症 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 な ど の 疾 患 の 診 断 ／ 予 後 、 治 療 ま た は 予 防 に お い て
特 に 役 立 つ タ ン パ ク 質 の 単 離 お よ び 同 定 に お い て 役 立 つ と い う こ と を 実 証 す る の は 明 確 で
あ る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ３ ６ ２ 】
サ ン プ ル 調 製 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 単 離 の 代 替 法
　 － ８ ０ ℃ で 保 存 し た １ ． ５ ｍ ｌ の 患 者 血 清 を 室 温 で 解 凍 し 、 次 い で 、 ２ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸
バ ッ フ ァ ー ｐ Ｈ ７ で 予 め 平 衡 化 し て お い た タ ン パ ク 質 Ｇ － セ フ ァ ロ ー ス （ ア マ シ ャ ム ・ バ
イ オ サ イ エ ン シ ズ ） の ２ ｍ ｌ カ ラ ム に ア プ ラ イ し 、 氷 上 で 時 折 反 転 さ せ な が ら ３ ０ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 混 合 物 を ４ ℃ 、 ６ ０ ０ ０ ｇ で １ ０ 分 間 回 転 さ せ 、 上 清 を デ カ ン ト
し た 。 セ フ ァ ロ ー ス ペ レ ッ ト を ２ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 。 ５ ０ ｍ Ｍ グ リ シ

10

20

30

40

50

(77) JP 2007-520688 A 2007.7.26



ン ｐ Ｈ ２ ． ７ を 加 え る こ と に よ っ て セ フ ァ ロ ー ス に 結 合 し て い る Ｉ ｇ Ｇ を ２ ０ 分 間 溶 出 し
た 。 前 記 の よ う に 遠 心 分 離 し た 後 、 上 清 を 廃 棄 し 、 グ リ シ ン ス テ ッ プ を 反 復 し た 。 こ の ２
回 目 の グ リ シ ン 溶 出 か ら の 上 清 を 回 収 し － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 サ ン プ ル を 調 製 し た 後 、 本 質 的 に は 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 二 次 元 電 気 泳 動 を 用 い
て タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ を 用 い て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す
る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ３ ６ ４ 】
Ｔ Ｂ を 患 っ て い る 被 験 体 か ら の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 単 離
３ ． １ 　 サ ン プ ル 調 製
　 Ａ Ｋ Ｔ Ａ エ ク ス プ ロ ー ラ ー (Explorer)（ ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン シ ズ ） に 取 り 付 け
た １ ｍ ｌ の タ ン パ ク 質 Ａ カ ラ ム を 用 い て 、 結 核 菌 お よ び Ｈ Ｉ Ｖ に 感 染 し た 患 者 か ら 得 た 血
清 （ １ ． ８ ｍ ｌ ） を 精 製 し た 。 簡 単 に は 、 サ ン プ ル を ８ ． ２ ｍ ｌ の イ ム ノ ピ ュ ア (Immunop
ure)Ｉ ｇ Ｇ 結 合 バ ッ フ ァ ー （ ピ エ ル ス カ ト ロ グ 番 号 ２ １ ０ ０ １ ） に 希 釈 し 、 次 い で 、 ０ ．
２ ２ μ ｍ フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し 、 次 い で カ ラ ム に ア プ ラ イ し た 。 結 合 し て い る 抗 体 の
溶 出 は イ ム ノ ピ ュ ア ・ ジ ェ ン ト ル Ａ ｇ ／ Ａ ｂ 溶 出 バ ッ フ ァ ー （ ピ エ ル ス カ タ ロ グ 番 号 ２ １
０ ２ ７ ） を 用 い て 行 っ た 。 溶 出 さ れ た 画 分 を プ ー ル し （ 抗 原 に 結 合 し て い る Ｉ ｇ Ｇ ） 、 氷
上 で ３ 時 間 静 置 し 、 免 疫 複 合 体 を 解 離 さ せ た 。 １ ０ ０ ， ０ ０ ０ 分 子 量 カ ッ ト オ フ カ ラ ム （
ミ リ ポ ア ） を 通 し て 濾 過 す る こ と に よ っ て 抗 原 画 分 か ら Ｉ ｇ Ｇ 画 分 を 分 離 し た 。 画 分 と タ
ン パ ク 質 Ａ カ ラ ム か ら の フ ロ ー ス ル ー の 双 方 を 、 ベ ン ゾ イ ル 化 透 析 膜 （ シ グ マ Ｄ － ２ ２ ７
２ ） を 用 い て ４ リ ッ ト ル の リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ｐ Ｈ ７ ． ２ に 対 し て ４ ℃ で 一 晩 、 次 い で
さ ら に ４ リ ッ ト ル に 対 し て ３ 時 間 透 析 し た 。 す べ て の 画 分 （ １ ０ ０ ， ０ ０ ０ カ ッ ト オ フ カ
ラ ム か ら の フ ロ ー ス ル ー お よ び 保 持 物 な ら び に タ ン パ ク 質 Ａ カ ラ ム か ら の フ ロ ー ス ル ー ）
を 、 １ ０ 割 合 の ア セ ト ン 対 １ 割 合 の サ ン プ ル と い う 割 合 で － ２ ０ ℃ で １ 時 間 ア セ ト ン 沈 殿
さ せ 、 次 い で 、 ４ ０ ０ ０ ｇ で ２ ０ 分 間 回 転 さ せ た 。 沈 殿 し た サ ン プ ル を ５ Ｍ 尿 素 、 ２ Ｍ チ
オ 尿 素 、 ２ ％ Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ 、 ２ ％ Ｓ Ｂ ３ － １ ０ お よ び ４ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ を 含 有 す る サ ン プ
ル バ ッ フ ァ ー に 可 溶 化 し 、 約 ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 最 終 濃 度 と し 、 次 い で 、 同 時 に １ ． ５ 時 間 、
５ ｍ Ｍ ト リ ブ チ ル ホ ス フ ィ ン を 用 い て 還 元 し 、 １ ０ ｍ Ｍ ア ク リ ル ア ミ ド を 用 い て ア ル キ ル
化 し た 。 ア ル キ ル 化 反 応 は Ｄ Ｔ Ｔ を 最 終 濃 度 １ ０ ｍ Ｍ ま で 添 加 し て ク エ ン チ し た 。 サ ン プ
ル を ２ ０ ０ μ ｌ ロ ッ ト に 分 注 し 、 － ２ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 ３ 画 分 各 々 の ２ ０ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト に ２ μ ｌ の １ ％ オ レ ン ジ Ｇ 追 跡 用 色 素 を 加 え 、 １ ６
， １ ０ ０ ｒ ｃ ｆ で ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
３ ． ２ 　 ゲ ル 電 気 泳 動

　 乾 燥 ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン シ ズ １ １ ｃ ｍ ｐ Ｉ ３ ～ １ ０ Ｉ Ｐ Ｇ を 、 上 清 を 用 い て 約
２ ４ 時 間 再 水 和 し た 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 再 水 和 し た ス ト リ ッ プ を プ ロ テ ア ン Ｉ Ｅ Ｆ セ ル （ バ イ オ － ラ ッ ド 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、
ハ ー キ ュ リ ー ズ ） ま た は プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス の イ ソ エ レ ク ト ル Ｉ Ｑ 電 気 泳 動 装 置 で
最 大 １ ０ ｋ Ｖ で 約 １ ０ ９ ５ ０ ０ ボ ル ト 時 間 フ ォ ー カ ス し た 。 次 い で 、 フ ォ ー カ ス し た ス ト
リ ッ プ を 尿 素 ／ Ｓ Ｄ Ｓ ／ Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ ／ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー バ ッ フ ァ ー 中 で 平 衡
化 し た 。
【 ０ ３ ６ ８ 】

　 平 衡 化 し た ス ト リ ッ プ を ６ ～ １ ５ ％ （ ｗ ／ ｖ ） の ｔ ｒ ｉ ｓ － ア セ テ ー ト Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ プ レ キ ャ ス ト １ ０ ｃ ｍ × １ ５ ｃ ｍ ゲ ル チ ッ プ ス （ プ レ テ オ メ ・ シ ス テ ム ス 、 オ ー ス ト ラ
リ ア 、 シ ド ニ ー ） の ロ ー デ ィ ン グ ウ ェ ル に 挿 入 し た 。 ゲ ル 当 た り ５ ０ ｍ Ａ で １ ． ５ 時 間 か
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、 ま た は 追 跡 用 色 素 が ゲ ル の 底 部 に 到 達 す る ま で 電 気 泳 動 を 実 施 し た 。 シ プ ロ ル ビ ー （ モ
レ キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ ス ） を 用 い て 保 持 物 お よ び フ ロ ー ス ル ー 画 分 か ら の ゲ ル を 染 色 し た
。 脱 染 し た 後 、 ア ル フ ァ イ メ ー ジ ャ ー ・ シ ス テ ム （ ア ル フ ァ ・ イ ノ テ ッ ク 社 ） を 用 い て ゲ
ル 画 像 を ス キ ャ ン し た 。 溶 出 画 分 か ら の ゲ ル を 、 シ ェ フ チ ェ ン コ (Shevchenko)ら の プ ロ ト
コ ー ル （ ア ナ リ テ ィ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー (Analitical Chemistry)１ ９ ９ ６ 年 ３ 月 １ 日 、 ６
８ （ ５ ） 、 ８ ５ ０ ～ ８ 頁 ） に し た が っ て 銀 で 染 色 し た 。 ゲ ル 画 像 を Ｕ Ｍ Ａ Ｘ フ ラ ッ ト ベ ッ
ド ス キ ャ ナ ー を 用 い て ス キ ャ ン し た 。 ゲ ル の 一 例 が 図 ２ に 示 さ れ て お り 、 こ れ で は 、 等 電
点 が 約 ５ ． ２ ８ で あ り 、 分 子 量 が 約 ４ ３ ５ ９ ０ ダ ル ト ン の タ ン パ ク 質 が マ ー ク さ れ て い る
。 次 い で 、 こ の タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト を さ ら に 解 析 し た 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
３ ． ３ 　 質 量 分 析
　 質 量 分 析 に 先 立 っ て 、 イ ン ゲ ル ト リ プ シ ン 消 化 に よ っ て タ ン パ ク 質 サ ン プ ル を 調 製 し た
。 溶 出 画 分 か ら タ ン パ ク 質 ゲ ル 小 片 を 手 動 で 切 り 出 し 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ Ｈ 4 Ｈ Ｃ Ｏ 3 ／ ５ ０ ％
ア セ ト ニ ト リ ル で 脱 染 し た 。 ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 入 れ た 各 ゲ ル 小 片 に
こ の 溶 液 １ ０ ０ μ ｌ を 添 加 し 、 振 盪 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 上 に ２ ０ 分 間 置 い た 。 次 い で 、 脱 染
手 順 を も う 一 度 反 復 し た 。 ゲ ル 小 片 を ５ ０ ℃ の オ ー ブ ン 中 で ２ ０ 分 間 乾 燥 さ せ た 。 次 い で
、 ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ Ｈ 4 Ｈ Ｃ Ｏ 3 お よ び ０ ． １ ％ ｎ － オ ク チ ル － グ リ コ シ ド に 溶 か し た ０ ． ０ ２
μ ｇ ／ μ ｌ ト リ プ シ ン ２ ． ５ μ ｌ を 各 乾 燥 ゲ ル 小 片 に 加 え た 。 サ ン プ ル を 氷 上 に ４ ０ 分 間
静 置 し た 。 次 い で 、 各 ウ ェ ル に ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ Ｈ 4 Ｈ Ｃ Ｏ 3 ／ ０ ． １ ％ ｎ － オ ク チ ル － グ リ コ
シ ド １ ０ μ ｌ を 加 え 、 反 応 物 を ３ ０ ℃ で 一 晩 静 置 し た 。 各 ウ ェ ル に １ ５ μ ｌ の ０ ． １ ％ Ｔ
Ｆ Ａ を 加 え 、 プ レ ー ト を 超 音 波 水 浴 中 で １ ５ 分 間 超 音 波 処 理 し た 。 Ｔ Ｆ Ａ 抽 出 お よ び 超 音
波 ス テ ッ プ を 一 度 反 復 し た 。 さ ら に １ ０ 分 間 超 音 波 を 実 施 し 、 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド を 含 有
す る サ ン プ ル 溶 液 １ ２ μ ｌ を 新 し い プ レ ー ト に 移 し た 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 を Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ － Ｍ Ｓ を 用 い て 解 析 し た 。 タ ン パ ク 質 の ト リ プ シ ン 消 化 溶 液
（ １ ０ μ ｌ ） を 、 オ ー ト サ ン プ ラ ー と ポ ン プ か ら な る サ ー ベ イ ヤ ー Ｌ Ｃ シ ス テ ム を 備 え た
Ｌ Ｃ Ｑ 　 Ｄ ｅ ｃ ａ イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 計 （ サ ー モ フ ィ ニ ガ ン 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 サ
ン ジ ョ セ ） を 用 い る ナ ノ フ ロ ー Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ に よ っ て 解 析 し た 。 ペ プ チ ド は 、 Ｃ １ ８ ピ コ フ
リ ッ ト カ ラ ム (ニ ュ ー ・ オ ブ ジ ェ ク テ ィ ブ )に 連 結 さ せ た ペ ッ プ フ ァ イ ン ダ ー キ ッ ト （ サ ー
モ － フ ィ ニ ガ ン ） を 用 い て 分 離 し た 。 ３ ０ 分 間 か け て 、 ０ ． １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ギ 酸 を 含 有 す
る 水 （ 移 動 相 Ａ ） か ら ０ ． １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ギ 酸 を 含 有 す る ９ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ア セ ト ニ ト リ
ル （ 移 動 相 Ｂ ） へ の 勾 配 溶 出 を 行 っ た 。 質 量 分 析 計 は ３ ス キ ャ ン イ ベ ン ト － １ つ の フ ル ス
キ ャ ン （ ４ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ０ ａ ｍ ｕ の 範 囲 ） 、 と そ れ に 続 く ２ つ の デ ー タ 依 存 Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ス
キ ャ ン を 獲 得 す る よ う セ ッ ト し た 。 こ の 方 法 を 用 い て 、 こ れ ま で に 同 定 し た タ ン パ ク 質 ス
ポ ッ ト の ペ プ チ ド の マ ス ス ペ ク ト ル を 調 べ た 。 こ の よ う な ペ プ チ ド の マ ス ス ペ ク ト ル を 図
３ に 示 す 。
【 ０ ３ ７ １ 】
３ ． ４ 　 タ ン パ ク 質 同 定
　 タ ン パ ク 質 は 、 Ｓ Ｅ Ｑ Ｕ Ｅ Ｓ Ｔ （ バ イ オ ワ ー ク ス ３ ． １ 、 サ ー モ － フ ィ ニ ガ ン ） ソ フ ト
ウ ェ ア を 用 い て 同 定 し た 。 ペ プ チ ド は 、 実 験 断 片 イ オ ン の 半 分 よ り 多 く が 理 論 イ オ ン 値 と
マ ッ チ し た Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ス ペ ク ト ル か ら 同 定 し 、 そ れ ぞ れ 、 ２ ． ２ 、 ０ ． ２ お よ び ４ ０ ０ よ
り 大 き い 、 相 互 相 関 （ ト ッ プ 候 補 ペ プ チ ド の 生 相 関 ス コ ア ） 、 デ ル タ 相 関 （ 上 位 ２ つ の 候
補 ペ プ チ ド 間 の 相 関 の 差 ） お よ び 予 備 ス コ ア （ 候 補 ペ プ チ ド の ラ ン ク 付 け に 用 い た 生 ス コ
ア ） 値 を 与 え た 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 Ｓ Ｅ Ｑ Ｕ Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 決 定 に よ り ペ プ チ ド 配 列 （ Ｋ ） Ｌ Ｌ Ｄ Ｑ Ｇ Ｑ Ａ Ｇ Ｄ Ｎ Ｖ Ｇ Ｌ Ｌ Ｌ Ｒ
（ 配 列 番 号 １ ５ ） （ ｍ ／ ｚ １ ６ ８ ２ ． ９ ２ ） （ ス イ ス プ ロ ッ ト 受 託 番 号 Ｐ ３ １ ５ ０ １ ） に
対 し て マ ッ チ が 示 さ れ た 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 こ の 方 法 を 用 い て 、 Ｔ Ｂ 被 験 体 に お い て ４ ３ ． ５ ９ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 を 同 定 し た 。 こ
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の タ ン パ ク 質 を Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ － Ｍ Ｓ を 用 い て 同 定 し 、 結 核 菌 の 伸 長 因 子 Ｔ ｕ タ ン パ ク 質 （
配 列 番 号 １ ４ ） を 同 定 し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ３ ７ ４ 】
Ｃ Ｆ 被 験 体 か ら の 免 疫 原 性 病 原 体 由 来 タ ン パ ク 質 の 同 定
　 嚢 胞 性 繊 維 症 を 患 っ て い る 被 験 体 は 、 緑 膿 菌 に 感 染 し や す い 傾 向 が あ る 。 こ の よ う な 感
染 症 を 診 断 す る の に 有 用 で あ り 得 る 緑 膿 菌 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 Ｃ Ｆ
被 験 体 か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 を 単 離 し 、 こ れ を 用 い て 感 染 性 細 菌 に 由 来 す る 免 疫 原 性 タ
ン パ ク 質 を 同 定 し た 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
４ ． １ 　 生 体 サ ン プ ル
　 Ｃ Ｆ 被 験 体 か ら 得 た 全 血 サ ン プ ル か ら 粗 血 漿 を 得 る 。 捕 獲 カ ラ ム か ら 得 た 用 い た 粗 血 漿
は 、 ２ ２ ～ ３ ７ 歳 の 年 齢 群 の ４ 人 の 増 悪 Ｃ Ｆ 成 人 か ら 合 わ せ た も の で あ る 。 予 測 Ｆ Ｅ Ｖ 1

値 は 、 ２ ２ ～ ６ ５ ％ の 間 で あ り 、 被 験 体 は 過 去 １ ２ ヶ 月 に お い て ２ ～ ４ の 増 悪 を 起 こ し て
い た 。 微 生 物 学 的 試 験 に よ っ て 、 本 研 究 に 用 い た す べ て の 成 人 Ｃ Ｆ 被 験 体 が 、 肺 で 成 長 し
た 多 量 の 緑 膿 菌 を 持 っ て い る こ と が わ か っ た 。 さ ら に 、 一 人 の Ｃ Ｆ 成 人 に は 、 肺 の 黄 色 ブ
ド ウ 球 菌 感 染 も あ っ た 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 健 常 な 対 照 お よ び Ｃ Ｆ 被 験 体 か ら 生 理 食 塩 水 で 誘 導 し た 痰 を 回 収 し 、 続 い て 液 化 し た 。
得 ら れ た サ ン プ ル を プ ー ル し 、 ア ル コ ー ル 沈 殿 さ せ 、 ７ Ｍ 尿 素 、 ２ Ｍ チ オ 尿 素 、 ２ ％ ｃ ｈ
ａ ｐ ｓ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 ｔ ｒ ｉ ｓ に 再 可 溶 化 さ せ た 。 サ ン プ ル を 還 元 し 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ Ｂ Ｐ 　 １
０ ｍ Ｍ ア ク リ ル ア ミ ド で １ 時 間 ア ル キ ル 化 し た 。 続 い て 、 サ ン プ ル を １ ０ ０ ｋ ｄ ａ お よ び
５ ｋ ｄ ａ ス ピ ン カ ラ ム で 回 転 さ せ 、 そ の 後 捕 獲 し た タ ン パ ク 質 を ２ Ｄ Ｅ ア レ イ に よ っ て 配
置 し た 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 免 疫 捕 獲 に 用 い る 痰 ： ２ ２ 歳 と ３ １ 歳 の ２ 人 の 増 悪 Ｃ Ｆ 被 験 体 か ら 痰 サ ン プ ル を プ ー ル
し た （ 合 計 １ ６ ｍ ｌ ） 。 そ れ ら の 予 測 Ｆ Ｅ Ｖ 1 値 は １ ４ ％ と ５ １ ％ で あ り 、 過 去 １ ２ ヶ 月
に お い て １ ～ ２ の 増 悪 の 治 療 を 受 け て い た 。 微 生 物 学 的 試 験 に よ り 、 両 患 者 の 肺 に 多 量 の
緑 膿 菌 が 示 さ れ た 。 さ ら に 、 ２ 人 の 患 者 の う ち 一 方 は 、 多 量 の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 も 含 ん で い
た 。 プ ー ル し た 痰 を ３ ０ ｍ Ｍ の Ｉ Ａ Ａ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 液 化 プ ロ ト コ ー ル に 用
い た 残 存 す る Ｄ Ｔ Ｔ を 不 活 化 し 、 タ ン パ ク 質 Ｇ 結 合 セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を 製 造 業 者 （ ア マ
シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア （ ス ウ ェ ー デ ン 、 ア ッ プ サ ラ ） ） に よ っ て 推 奨 さ れ る よ う に 用 い る
こ と に よ っ て Ｉ ｇ Ｇ を 枯 渇 さ せ た 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
４ ． ２ 　 緑 膿 菌 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 の 調 製
　 緑 膿 菌 Ｐ Ａ ０ １ の 一 晩 培 養 物 （ ２ ０ ０ ｍ Ｌ 　 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 培 養 物 ） を 遠 心 分 離 （ ４ ０ ０ ０ ｇ
、 室 温 で ２ ０ 分 間 ） に よ っ て ペ レ ッ ト に し た 。 沈 殿 し た 細 胞 を 水 中 で ２ 回 洗 浄 し 、 溶 解 バ
ッ フ ァ ー Ａ （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７ ． ６ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ２ ０ ％
ス ク ロ ー ス ） ＋ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ １ × 完 全 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル 、 ロ シ ュ ・ デ
ィ ア グ ノ テ ィ ク ス (Roche Diagnostics)、 ス イ ス 、 バ ー ゼ ル ） に 再 懸 濁 し た 。 細 胞 を 、 ブ
ラ ン ソ ン ・ ソ ニ フ ァ イ ア ー (Branson sonifier)、 モ デ ル ２ ５ ０ － ４ ５ ０ を 用 い て 最 大 振 幅
の ７ ０ ％ を 用 い て ４ × １ ０ 秒 間 溶 解 し 、 破 壊 さ れ て い な い 細 胞 を 遠 心 分 離 （ ４ ０ ０ ０ ｇ 、
１ ０ 分 、 ４ ℃ ） に よ っ て ペ レ ッ ト に し た 。 タ ン パ ク 質 の ア セ ト ン 沈 殿 の 前 に 、 得 ら れ た 上
清 を 用 い て 別 の 遠 心 分 離 ス テ ッ プ を 実 施 し た 。 沈 殿 し た タ ン パ ク 質 を １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 　
ｐ Ｈ ７ ． ２ に 再 可 溶 化 し た 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 膜 タ ン パ ク 質 ： 膜 タ ン パ ク 質 を 、 プ ロ テ オ プ レ ッ プ (ProteoPrep)膜 抽 出 キ ッ ト を 本 質 的
に は 製 造 業 者 （ プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス 、 米 国 、 ウ ォ バ ー ン ） に よ っ て 推 奨 さ れ る よ う
に 用 い て 抽 出 し た 。 し か し 、 最 後 の ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ３ 洗 浄 後 に 得
ら れ た ペ レ ッ ト は 、 ト ラ イ ト ン － Ｘ 、 １ ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ お よ び ２
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０ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ を 含 有 す る １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ に 再 懸 濁 し た 。 可 溶 化 し た 後 、
サ ン プ ル を ６ ０ ｍ Ｍ ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド と と も に 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
４ ． ３ 　 免 疫 捕 獲 カ ラ ム の 調 製
　 ５ 人 の 増 悪 Ｃ Ｆ 患 者 か ら 得 た 合 計 ５ ｍ Ｌ の プ ー ル し た 血 漿 （ 全 タ ン パ ク 質 濃 度 約 ４ ０ ｍ
ｇ ／ ｍ Ｌ ） か ら 免 疫 捕 獲 カ ラ ム を 作 製 し た 。 プ ー ル し た 血 漿 を タ ン パ ク 質 Ｇ セ フ ァ ロ ー ス
の ５ ０ ％ ス ラ リ ー １ ０ ｍ Ｌ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て Ｉ ｇ Ｇ を タ ン パ ク 質
Ｇ セ フ ァ ロ ー ス に 結 合 さ せ た 。 マ ト リ ッ ク ス を １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 中 で 洗 浄 し
、 Ｄ Ｓ Ｓ を 利 用 し て 、 結 合 し て い る Ｉ ｇ Ｇ を 不 可 逆 的 に 固 定 化 し た 。
【 ０ ３ ８ １ 】
４ ． ４ 　 緑 膿 菌 に 由 来 す る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 捕 獲
　 捕 獲 カ ラ ム を 天 然 緑 膿 菌 タ ン パ ク 質 抽 出 物 （ ６ ． ３ ） と と も に 一 定 回 転 下 、 ４ ℃ で 一 晩
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 、 ビ ー ズ を 遠 心 分 離 に よ っ て 回 収 し た 。 フ ロ ー ス ル ー を 回 収 し
、 そ の 後 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ス テ ッ プ の た め に 確 保 し た （ タ ン パ ク 質 抽 出 物 は 、 各 捕 獲
に お い て 捕 獲 カ ラ ム に ３ 回 通 し た ） 。 回 収 し た ビ ー ズ を １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 中
で ３ 回 洗 浄 し 、 ５ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ７ を 用 い て 捕 獲 し た タ ン パ ク 質 を 溶 出 し た 。 カ
ラ ム は 、 最 初 ５ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ７ 、 次 い で １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ２ で 広 範
に 洗 浄 し 、 そ の 後 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ス テ ッ プ を 続 け た 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 溶 出 し た タ ン パ ク 質 を ア ル コ ー ル 沈 殿 さ せ （ エ タ ノ ー ル を １ ： １ ０ の 割 合 で 用 い て ） 、
続 い て 、 プ ロ テ オ プ レ ッ プ ・ ユ ニ バ ー サ ル 抽 出 キ ッ ト （ シ グ マ 、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ
ス ） の 細 胞 膜 お よ び 生 物 膜 可 溶 化 試 薬 (Cellular and Organelle Membrane solubilizing 
reagent)に 再 可 溶 化 さ せ た 。 プ ロ テ オ プ レ ッ プ ・ キ ッ ト の 使 用 説 明 書 に し た が っ て 、 可 溶
化 し た タ ン パ ク 質 を 、 そ れ ぞ れ 最 終 濃 度 ５ ｍ Ｍ ト リ － ｎ － ブ チ ル ホ フ ィ ン お よ び １ ０ ｍ Ｍ
　 ア ク リ ル ア ミ ド を 用 い て 還 元 し 、 ア ル キ ル 化 し た 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
４ ． ５ 　 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動
　 １ １ セ ン チ メ ー ト ル ｐ Ｈ ３ ～ １ ０ ま た は ｐ Ｈ ４ ～ ７ Ｉ Ｐ Ｇ を ア マ シ ャ ム （ ス ウ ェ ー デ ン
、 ア ッ プ サ ラ ） か ら 購 入 し た 。 等 電 点 電 気 泳 動 法 を プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス （ マ サ チ ュ
ー セ ッ ツ 州 、 ウ ォ バ ー ン ） の イ ソ エ レ ク ト ル Ｉ Ｑ 2 ユ ニ ッ ト を 用 い て 製 造 業 者 の 使 用 説 明
書 の と お り 実 施 し た 。 二 次 元 ６ ～ １ ５ ％ ま た は １ ４ ％ 均 質 Ｔ ｒ ｉ ｓ － ア セ テ ー ト ゲ ル チ ッ
プ ゲ ル を 製 造 業 者 （ プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 、 ウ ォ バ ー ン ） に よ
っ て 推 奨 さ れ る よ う に 実 施 し た 。 配 置 さ れ た タ ン パ ク 質 を 銀 染 色 に よ っ て 可 視 化 し た （ シ
ェ フ チ ェ ン コ ら 、 ア ナ リ テ ィ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー 、 ６ ８ 、 ８ ５ ０ ～ ８ ５ ８ 頁 、 １ ９ ９ ６ ）
。
【 ０ ３ ８ ４ 】
４ ． ６ 　 Ｍ Ｓ 解 析
　 注 目 す る タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト を 切 り 出 し 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ Ｈ 4 Ｈ Ｃ Ｏ 3 ： ５ ０ ％ ア セ ト ニ
ト リ ル （ Ａ Ｃ Ｎ ） ｐ Ｈ ８ ． ２ 中 で ２ 回 洗 浄 し 、 ５ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 脱 水 し た 。 タ ン パ ク 質 を
カ タ ヤ マ ら 、 ラ ピ ッ ド ・ コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン ズ ・ イ ン ・ マ ス ・ ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー 、 １ ５
、 １ ４ １ ６ ～ １ ４ ２ １ 頁 、 ２ ０ ０ １ に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 消 化 し 、 ３ ７ ℃ で ３ 時 間 消
化 し た 。 超 音 波 処 理 に よ っ て ト リ プ シ ン ペ プ チ ド を 抽 出 し 、 ク ス マ ン (Kussmann)ら に よ っ
て 記 載 さ れ た よ う に 精 製 し た 。 ペ プ チ ド は 約 １ ． ５ μ ｌ の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ マ ト リ ッ ク ス 溶 液 （
７ ０ ％ Ａ Ｃ Ｎ 、 ０ ． １ ％ Ｔ Ｆ Ａ 、 １ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ α － シ ア ノ － ４ － ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 （
シ グ マ 、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） ） で 溶 出 し た 。 ア キ シ マ Ｃ Ｆ Ｒ （ ク ラ ト ス 、 英 国 、
マ ン チ ェ ス タ ー ） を 用 い る マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 質 量 分 析
（ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ ） ま た は Ａ Ｂ Ｉ 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ （ Ａ Ｍ Ｅ バ イ オ サ
イ エ ン ス (Biocience)、 英 国 、 ロ ン ド ン ） に よ っ て ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト （ Ｐ
Ｍ Ｆ ） を 作 製 し た 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
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４ ． ７ 　 結 果
　 図 ４ に 示 し た よ う に 、 免 疫 捕 獲 カ ラ ム を 用 い て 緑 膿 菌 タ ン パ ク 質 抽 出 物 か ら ６ 種 の 免 疫
原 性 タ ン パ ク 質 を 捕 獲 し た 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を Ｍ Ｓ を 用 い て 解 析 し た 。 ト リ プ シ ン 消
化 後 、 ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン テ ィ ン グ を 用 い て 以 下 の ペ プ チ ド を 同 定 し た 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ８ ７ 】
　 そ の 結 果 、 タ ン パ ク 質 を 緑 膿 菌 由 来 タ ン パ ク 質 で あ る と 確 認 し た 。 タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト
番 号 ６ は 、 緑 膿 菌 Ｇ ｒ ｏ Ｅ Ｓ （ 配 列 番 号 ２ ５ ） と 同 定 し た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ３ ８ ８ 】
緑 膿 菌 感 染 症 を 患 っ て い る 被 験 体 を 調 べ る た め の 、 同 定 し た 緑 膿 菌 タ ン パ ク 質 の 使 用
　 緑 膿 菌 Ｇ ｒ ｏ Ｅ Ｓ の ア リ コ ー ト を 実 施 例 ４ に 記 載 し た ２ － Ｄ Ｅ ア レ イ か ら 切 り 出 し 、 Ｈ

2 Ｏ お よ び １ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 中 で 洗 浄 し た 。 タ ン パ ク 質 を ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ
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ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７ ． ９ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ お よ び ５ ｍ Ｍ
　 Ｄ Ｔ Ｔ 中 、 ４ ℃ で 激 し く 振 盪 す る こ と に よ る ２ 晩 連 続 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 抽
出 し 、 沈 殿 さ せ 、 ５ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 再 可 溶 化 し た 。 ６ μ ｌ の 抽 出 し た タ ン パ ク 質 の み を
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ ラ ン ス ト リ ッ プ （ バ イ オ ラ ッ ド 、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 ハ ー
キ ュ リ ー ズ ） に ア プ ラ イ し た 。 メ ン ブ ラ ン は 使 用 前 に 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 １
０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ お よ び ０ ． ２ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ ｐ Ｈ ９ ． ０ 中 ５ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ス キ ム
ミ ル ク を 用 い て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 そ の 後 の 抗 原 性 標 的 の 位 置 決 定 の た め に ア ン カ ー を メ
ン ブ ラ ン に ア プ ラ イ し た 。 健 常 な 対 照 お よ び Ｃ Ｆ 被 験 体 か ら 得 た 粗 血 漿 を 、 ０ ． ５ ％ （ ｗ
／ ｖ ） ス キ ム ミ ル ク を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ バ ッ フ ァ ー （ １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ （ ｖ
／ ｖ ） Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ ） で １ ： ３ 希 釈 し 、 ０ ． ２ ２ μ ｍ Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ メ ン ブ ラ ン （ ミ リ ポ ア
） を 通 し て 濾 過 し た 。 ケ ミ カ ル プ リ ン タ 、 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ （ 商 標 ） （ プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス
社 、 オ ー ス ト ラ リ ア 、 シ ド ニ ー お よ び シ マ ズ ・ バ イ オ テ ッ ク 、 日 本 、 京 都 ） を 用 い て 、 ０
． １ ５ μ Ｌ の １ ： ３ 血 漿 ア リ コ ー ト の ５ ア プ リ ケ ー シ ョ ン を 、 固 定 化 し た 病 原 性 タ ン パ ク
質 、 Ｐ Ｂ Ｓ お よ び １ ０ ０ ｎ ｇ 　 Ｂ Ｓ Ａ 上 に 分 注 し た 。 各 ス ポ ッ ト 位 置 が １ 人 の 患 者 サ ン プ
ル に 相 当 す る 、 ４ ま た は ５ ス ポ ッ ト 位 置 を 含 む グ リ ッ ド ア レ イ を 、 メ ン ブ ラ ン の 標 的 上 に
プ リ ン ト し た 。 Ｘ お よ び Ｙ 座 標 は ソ フ ト ウ ェ ア イ マ ジ ェ ッ プ (Imagep)Ｉ Ｑ （ 商 標 ） バ ー ジ
ョ ン １ ． ０ （ プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス 社 、 オ ー ス ト ラ リ ア 、 シ ド ニ ー ） を 用 い て 定 め た
。 約 １ ０ ０ μ Ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ を 用 い て 過 剰 の 血 漿 タ ン パ ク 質 を 洗 い 流 し た 。 結 合 し て い る 抗
体 を 、 Ｐ Ｓ Ｂ Ｔ － Ｍ バ ッ フ ァ ー 中 １ ： ５ ０ ０ ０ ０ の Ｈ Ｒ Ｐ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ウ サ ギ 抗 ヒ ト Ｉ
ｇ Ｇ （ ケ ミ コ ン ・ オ ー ス ト ラ リ ア 社 、 オ ー ス ト ラ リ ア 、 ビ ク ト リ ア ） ０ ． １ μ ｌ を プ リ ン
テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 検 出 し た 。 次 い で 、 化 学 発 光 を 検 出 し た 。 プ リ ン ト さ れ る グ リ
ッ ド ア レ イ の 大 き さ は 固 定 化 し た 抗 原 性 標 的 の 面 積 に 応 じ て 変 わ り 、 本 研 究 で は 、 直 径 約
５ ｍ ｍ で あ っ た 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　 緑 膿 菌 Ｇ ｒ ｏ Ｅ Ｓ に 対 す る 、 ５ 人 の 患 者 の 血 清 学 的 免 疫 応 答 性 を 、 ケ ミ カ ル プ リ ン タ 、
Ｃ ｈ Ｉ Ｐ （ 商 標 ） を 用 い て 調 べ た 。 図 ６ に 示 し た よ う に 、 血 清 学 的 に 非 応 答 性 で あ る 健 常
な 対 照 と は 対 照 的 に 、 ス ク リ ー ニ ン グ し た Ｃ Ｆ 被 験 体 す べ て が 、 病 原 性 タ ン パ ク 質 に 関 し
て 免 疫 応 答 性 で あ り 、 し た が っ て 、 こ の こ と は 、 Ｃ Ｆ 被 験 体 で は 、 こ れ ら の 病 原 体 が コ ー
ド す る タ ン パ ク 質 の 発 現 は 臨 床 上 関 連 が あ る と い う こ と を 支 持 す る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ３ ９ ０ 】
Ｃ Ｆ の 自 己 免 疫 応 答 に お い て 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 の 同 定
　 Ｃ Ｆ 被 験 体 か ら 単 離 し た 痰 （ 実 施 例 ４ に 記 載 し た ） を 、 本 質 的 に は 、 実 施 例 ４ に 記 載 し
た よ う な 免 疫 捕 獲 実 験 に 用 い た 。 図 ５ に 示 し た よ う に 、 Ｃ Ｆ 被 験 体 の 痰 か ら １ ４ 種 の タ ン
パ ク 質 を 単 離 し た 。 Ｍ Ｓ お よ び 配 列 解 析 を 用 い て 同 定 し た と こ ろ 、 こ れ ら の う ち ９ 種 が ヒ
ト 起 源 で あ る こ と が わ か っ た 。 ス ポ ッ ト 番 号 ３ の Ｍ Ｓ 解 析 の 結 果 、 タ ン パ ク 質 の ３ ９ ％ を
カ バ ー す る ６ 種 の マ ッ チ ン グ ペ プ チ ド が 同 定 さ れ た 。 次 い で 、 こ の タ ン パ ク 質 を ヒ ト カ ル
グ ラ ヌ リ ン (calgranulin)Ｂ （ 配 列 番 号 ２ ６ ） と 同 定 し た 。 ス ポ ッ ト １ お よ び ス ポ ッ ト ２
も 、 ヒ ト カ ル グ ラ ヌ リ ン Ｂ と 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 本 発 明 の 方 法 は 被 験 体 自
身 の 免 疫 系 に よ っ て 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ３ ９ １ 】
　 免 疫 原 性 結 核 菌 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 、 ニ ワ ト リ の 免 疫 化
７ ． １ 　 抗 体 作 製
　 結 核 菌 株 Ｃ Ｄ Ｃ １ ５ ５ １ を 、 グ リ セ ロ ー ル － ア ラ ニ ン － 塩 （ Ｇ Ａ Ｓ ） 培 地 で 後 期 対 数 期
（ １ ４ 日 ） に 増 殖 さ せ 、 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ で 洗 浄 し 、 γ 照 射 に よ っ て 不 活 化 し た 。 次 い
で 、 細 胞 を ８ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ ペ プ ス タ チ ン 、 ロ イ ペ プ チ ン お よ び
Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ ） 、 Ｄ Ｎ ア ー ゼ お よ び Ｒ Ｎ ア ー ゼ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 し （ ２ ｇ
／ ｍ ｌ ） 、 そ の 後 、 フ レ ン チ プ レ ス ま た は プ ロ ー ブ 超 音 波 処 理 に よ っ て 約 ９ ０ ％ の 細 胞 を
破 壊 す る （ 抗 酸 性 染 色 法 に よ っ て モ ニ タ ー す る ） 。 細 胞 溶 解 物 を ３ ， ０ ０ ０ ｇ で 遠 心 分 離
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し て 破 壊 さ れ て い な い 細 胞 を ペ レ ッ ト と し 、 上 清 を 単 離 し た 。 Ｂ Ｃ Ａ タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ
を 用 い て 各 画 分 の タ ン パ ク 質 含 量 を 定 量 し 、 ア リ コ ー ト を － ８ ０ ℃ で 保 存 す る 。 培 養 上 清
を ０ ． ２ ミ ク ロ ン の フ ィ ル タ ー に 通 し 、 分 子 量 カ ッ ト オ フ が １ ０ ， ０ ０ ０ Ｄ ａ の メ ン ブ ラ
ン を 用 い る ア ミ コ ン (Amicon)限 外 濾 過 に よ っ て タ ン パ ク 質 含 量 を 濃 縮 し た 。 濃 縮 し た 物 質
を 、 ０ ． ０ １ Ｍ 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム に 対 し て 透 析 し 、 Ｂ Ｃ Ａ タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ で 定 量 し
、 分 注 し 、 凍 結 乾 燥 し 、 － ８ ０ ℃ で 保 存 す る 。 等 量 の 培 養 濾 液 と 全 細 胞 抽 出 物 と を 合 わ せ
、 １ ｍ ｇ ／ ニ ワ ト リ の 濃 度 で ニ ワ ト リ に 注 射 し た 。 ４ 回 接 種 し た 後 （ １ 回 ／ 月 ） 、 卵 を 回
収 し 、 壊 し て 開 き 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 に よ っ て Ｉ ｇ Ｙ 抗 体 を 回 収 し た 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
７ ． ２ 　 抗 原 捕 獲 カ ラ ム の 調 製
　 ５ × １ ０ ｍ ｇ の 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 精 製 し た Ｉ ｇ Ｙ 抗 体 を 用 い 、 ピ エ ル ス カ ル ボ リ ン ク (C
arboLink)（ 商 標 ） キ ッ ト を 用 い て ５ つ の Ｉ ｇ Ｙ 固 定 化 カ ル ボ リ ン ク （ 商 標 ） ゲ ル を 作 製
し た 。 続 い て 、 各 ゲ ル 内 の ア ガ ロ ー ス を プ ー ル し て 総 容 積 １ ０ ｍ ｌ と し た 。 こ の プ ー ル し
た カ ラ ム を 以 後 Ｉ ｇ Ｙ 捕 獲 カ ラ ム と 呼 ぶ 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
７ ． ３ 　 痰 ま た は 血 漿 タ ン パ ク 質 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製
７ ． ３ ． １ 　 痰 タ ン パ ク 質
　 中 国 人 の Ｔ Ｂ 被 験 体 か ら 得 た １ ０ ． ８ ｍ ｌ の 痰 に 最 終 濃 度 ３ ０ ｍ Ｍ の ヨ ー ド ア セ ト ア ミ
ド を ２ 時 間 添 加 し た 。 １ ０ ． ６ ｍ ｌ の ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 処 理 し た 痰 を 、 プ ー ル し た Ｉ ｇ
Ｙ 捕 獲 カ ラ ム に ア プ ラ イ し 、 回 転 し な が ら ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 残 り の ０ ． ２
ｍ ｌ の 痰 は － ８ ０ ℃ で 保 存 し 、 後 に ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド タ ン パ ク 質 測 定 ア ッ セ イ に 用 い た 。
結 合 し な い 中 国 人 の 痰 の 抗 原 （ フ ロ ー ス ル ー ） を 、 カ ラ ム を ４ ０ ０ ０ ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 分
離 す る こ と で 回 収 し 、 同 じ Ｉ ｇ Ｙ 捕 獲 カ ラ ム で の 連 続 ２ 晩 の イ ン キ ュ ベ ー ト 用 に 確 保 し た
。 Ｉ ｇ Ｙ 捕 獲 カ ラ ム を ４ 倍 の 総 容 積 の Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 捕 獲 し た タ ン パ ク 質 は ５ ０ ｍ Ｍ
グ リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ７ で 溶 出 し た 。 ３ 回 の 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の う ち の ２ 回 目 の た め に
フ ロ ー ス ル ー を 添 加 す る 前 に 、 カ ラ ム を ３ 倍 の 総 容 積 の Ｐ Ｂ Ｓ で 再 生 し た 。 フ ロ ー ス ル ー
、 Ｐ Ｂ Ｓ お よ び グ リ シ ン 洗 浄 液 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド ア ッ セ イ を 用 い て
求 め た 。 溶 出 し た タ ン パ ク 質 を ア ル コ ー ル 沈 殿 さ せ 、 ７ Ｍ 尿 素 、 ２ Ｍ チ オ 尿 素 、 ２ ％ Ｃ Ｈ
Ａ Ｐ Ｓ お よ び ４ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ に 再 懸 濁 し た 。 可 溶 化 し た タ ン パ ク 質 を 、 そ れ ぞ れ 最 終
濃 度 ５ ｍ Ｍ ト リ － ｎ － ブ チ ル ホ フ ィ ン お よ び １ ０ ｍ Ｍ ア ク リ ル ア ミ ド で 還 元 し 、 ア ル キ ル
化 し た 。 還 元 し 、 ア ル キ ル 化 し た タ ン パ ク 質 サ ン プ ル を 、 ６ 倍 容 積 の ７ Ｍ 尿 素 、 ２ Ｍ チ オ
尿 素 、 ２ ％ Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ お よ び ４ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ を 用 い て １ ０ ０ ｋ Ｄ ａ ミ リ ポ ア 超 遠 心 カ
ラ ム を 通 し て 洗 浄 し た 。 次 い で 、 １ ０ ０ ｋ Ｄ ａ フ ロ ー ス ル ー を ５ ｋ Ｄ ａ ミ リ ポ ア 超 遠 心 カ
ラ ム に ア プ ラ イ し 、 ０ ． ３ ｍ ｌ に 濃 縮 し 、 ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 に 用 い た 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
７ ． ３ ． ２ 　 血 漿 タ ン パ ク 質
　 １ ０ ． ６ ｍ ｌ の 中 国 人 血 漿 を 、 プ ー ル し た Ｉ ｇ Ｙ 捕 獲 カ ラ ム に ア プ ラ イ し 、 回 転 し な が
ら ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 し な い 中 国 人 血 漿 抗 原 （ フ ロ ー ス ル ー ） を 、 カ ラ
ム を ４ ０ ０ ０ ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る こ と で 回 収 し 、 同 じ Ｉ ｇ Ｙ 捕 獲 カ ラ ム で の ２ 連 続
の 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト 用 に 確 保 し た 。 Ｉ ｇ Ｙ 捕 獲 カ ラ ム を ４ 倍 の 総 容 積 の Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し
た 。 捕 獲 し た タ ン パ ク 質 は ５ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ７ で 溶 出 し た 。 ３ 回 の 一 晩 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン の う ち の ２ 回 目 の た め に フ ロ ー ス ル ー を 添 加 す る 前 に 、 カ ラ ム を ３ 倍 の 総 容 積
の Ｐ Ｂ Ｓ で 再 生 し た 。 フ ロ ー ス ル ー 、 Ｐ Ｂ Ｓ お よ び グ リ シ ン 洗 浄 液 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 、
ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド ア ッ セ イ を 用 い て 求 め た 。 溶 出 し た タ ン パ ク 質 を ア ル コ ー ル 沈 殿 さ せ 、
７ Ｍ 尿 素 、 ２ Ｍ チ オ 尿 素 、 ２ ％ Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ お よ び ４ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ に 再 懸 濁 し た 。 可 溶
化 し た タ ン パ ク 質 を 、 そ れ ぞ れ 最 終 濃 度 ５ ｍ Ｍ ト リ － ｎ － ブ チ ル ホ フ ィ ン お よ び １ ０ ｍ Ｍ
ア ク リ ル ア ミ ド で 還 元 し 、 ア ル キ ル 化 し た 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
７ ． ４ 　 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動
　 １ １ セ ン チ メ ー ト ル ｐ Ｈ ３ ～ １ ０ ま た は ｐ Ｈ ４ ～ ７ Ｉ Ｐ Ｇ を ア マ シ ャ ム （ ス ウ ェ ー デ ン
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、 ア ッ プ サ ラ ） か ら 購 入 し た 。 等 電 点 電 気 泳 動 法 を プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス （ マ サ チ ュ
ー セ ッ ツ 州 、 ウ ォ バ ー ン ） の イ ソ エ レ ク ト ル Ｉ Ｑ 2 ユ ニ ッ ト を 用 い て 製 造 業 者 の 使 用 説 明
書 の と お り 実 施 し た 。 二 次 元 ６ ～ １ ５ ％ ま た は １ ４ ％ 均 質 Ｔ ｒ ｉ ｓ － ア セ テ ー ト ゲ ル チ ッ
プ ゲ ル を 製 造 業 者 （ プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 、 ウ ォ バ ー ン ） に よ
っ て 推 奨 さ れ る よ う に 実 施 し た 。 配 置 さ れ た タ ン パ ク 質 を 銀 染 色 に よ っ て 可 視 化 す る か （
シ ェ フ チ ェ ン コ ら 、 マ ス ・ ス ペ ク ト ロ メ ト リ ッ ク ・ シ ー ク エ ン シ ン グ ・ オ ブ ・ プ ロ テ イ ン
ズ ・ シ ル バ ー － ス テ イ ン ド ・ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル ズ (Mass spectrometric sequenci
ng of proteins silver-stained polyacrylamide gels)、 ６ ８ 、 ８ ５ ０ ～ ８ ５ ８ 頁 、 １ ９
９ ６ ） 、 ま た は プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス （ 米 国 、 ウ ォ バ ー ン ） 製 の イ ソ エ レ ク ト ル Ｉ Ｑ
2 ユ ニ ッ ト に 付 随 す る セ ミ ウ ェ ッ ト メ ン ブ ラ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ カ セ ッ ト を 用 い る こ と に よ
っ て Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ － Ｐ メ ン ブ ラ ン （ ミ リ ポ ア 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 、 ビ レ リ カ ） に ト ラ ン フ ァ
ー し た 。 免 疫 さ れ た ニ ワ ト リ か ら 得 た 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 用 い て 、 結 核 を 患 っ て い る 被 験 体
の 痰 か ら 単 離 し た タ ン パ ク 質 を 示 す ゲ ル の 一 例 を 図 ７ に 示 す 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ３ ９ ６ 】
免 疫 原 性 卵 巣 癌 タ ン パ ク 質 の 同 定
　 卵 巣 癌 を 患 っ て い る 何 人 か の 被 験 体 か ら 腫 瘍 組 織 と 血 清 の 双 方 を 回 収 す る 。 す べ て の 腫
瘍 サ ン プ ル が 上 皮 起 源 の も の で あ る こ と を 確 認 す る 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
８ ． １ 　 腫 瘍 細 胞 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 の 調 製
　 細 胞 を 冷 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 解 離 し 、 ペ レ ッ ト と し 、 冷 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ２ 回 洗 浄 す る 。 全 細 胞 タ ン パ
ク 質 抽 出 物 の 調 製 の た め に 、 細 胞 を 抽 出 バ ッ フ ァ ー （ １ ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ Ｉ 、 ｐ
Ｈ ６ ． ８ 、 ３ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ５ ％ 　 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ お よ び ２ ．
５ ｇ ／ ｍ ｌ の ロ イ ペ プ チ ン 、 ペ プ ス タ チ ン 、 ア プ ロ チ ニ ン 、 ア ン チ パ イ ン お よ び キ モ ス タ
チ ン ） に 再 懸 濁 し 、 超 音 波 処 理 す る 。 可 溶 性 お よ び 不 溶 性 細 胞 抽 出 物 の 調 製 に は 、 細 胞 を
冷 バ ッ フ ァ ー （ １ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ 、 １ ４ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ
Ｃ ｌ 、 ３ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 ０ ． ５ ％ 　 ノ ニ デ ッ ト Ｐ － ４ ０ お よ び 前 記
の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 ） に 再 懸 濁 し 、 氷 上 で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 １ ０ ， ０ ０ ０ ｒ
ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離 す る 。 上 清 を 水 溶 性 抽 出 物 と し て 回 収 し 、 ペ レ ッ ト を 冷 バ ッ フ ァ ー
（ １ ０ 　 ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ
　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ ． ０ ％ ノ ニ デ ッ ト Ｐ － ４ ０ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 お よ び 前 記 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻
害 剤 ） に 再 懸 濁 し 、 ボ ル テ ッ ク ス に か け 、 次 い で 、 １ ０ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離
す る 。 得 ら れ た 上 清 を 不 溶 性 抽 出 物 と し て 回 収 す る 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
８ ． ２ 　 免 疫 捕 獲 カ ラ ム の 調 製
　 免 疫 捕 獲 カ ラ ム を 、 上 皮 卵 巣 癌 を 患 っ て い る ５ 人 の 被 験 体 か ら 得 た 約 ５ ｍ Ｌ の 血 清 を プ
ー ル す る こ と に よ っ て 作 製 し た （ 全 タ ン パ ク 質 濃 度 約 ４ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ） 。 プ ー ル し た 血 漿
を 、 タ ン パ ク 質 Ａ セ フ ァ ロ ー ス の ５ ０ ％ ス ラ リ ー １ ０ ｍ Ｌ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ
と に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を タ ン パ ク 質 Ａ セ フ ァ ロ ー ス と 結 合 さ せ る 。 マ ト リ ッ ク ス を
１ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 中 で 洗 浄 し 、 本 質 的 に は 製 造 業 者 （ ピ エ ル ス ） に よ っ て 記
載 さ れ た よ う に 、 Ｄ Ｓ Ｓ を 利 用 し て 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 不 可 逆 的 に 固 定 化 し
た 。 作 製 し た カ ラ ム を 捕 獲 カ ラ ム と 呼 ぶ 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
８ ． ３ 　 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 単 離
　 捕 獲 カ ラ ム を 単 離 し た 乳 癌 タ ン パ ク 質 （ 実 施 例 ７ ． １ に 記 載 し た ） と と も に 一 定 回 転 下
、 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 続 い て 、 ビ ー ズ を 遠 心 分 離 に よ っ て 回 収 す る 。 フ ロ ー
ス ル ー を 回 収 し て そ の 後 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ス テ ッ プ の た め に 確 保 す る （ タ ン パ ク 質 抽
出 物 は 、 各 捕 獲 に お い て 数 回 捕 獲 カ ラ ム に 通 す ） 。 回 収 し た ビ ー ズ を １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 　
ｐ Ｈ ７ ． ４ 中 で ３ 回 洗 浄 し 、 ５ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ７ を 用 い て 捕 獲 し た タ ン パ ク 質 を
溶 出 し た 。 カ ラ ム は 、 最 初 ５ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ７ 、 次 い で １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ
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７ ． ２ で 広 範 に 洗 浄 し 、 そ の 後 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ス テ ッ プ を 続 け た 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　 溶 出 し た タ ン パ ク 質 を ア ル コ ー ル 沈 殿 さ せ 、 続 い て 、 プ ロ テ オ プ レ ッ プ ・ ユ ニ バ ー サ ル
抽 出 キ ッ ト （ シ グ マ 、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） を 用 い 、 本 質 的 に は 製 造 業 者 に よ っ て
記 載 さ れ た よ う に 再 可 溶 化 さ せ た 。 次 い で 、 タ ン パ ク 質 を 、 そ れ ぞ れ 最 終 濃 度 ５ ｍ Mト リ
－ ｎ － ブ チ ル ホ フ ィ ン お よ び １ ０ ｍ Ｍ ア ク リ ル ア ミ ド を 用 い て 還 元 し 、 ア ル キ ル 化 し た 。
【 ０ ４ ０ １ 】
８ ． ４ 　 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動
　 １ １ セ ン チ メ ー ト ル ｐ Ｈ ３ ～ １ ０ ま た は ｐ Ｈ ４ ～ ７ Ｉ Ｐ Ｇ （ ア マ シ ャ ム 、 ス ウ ェ ー デ ン
、 ア ッ プ サ ラ ） を 用 い る 。 等 電 点 電 気 泳 動 法 を プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス （ マ サ チ ュ ー セ
ッ ツ 州 、 ウ ォ バ ー ン ） の イ ソ エ レ ク ト ル Ｉ Ｑ 2 ユ ニ ッ ト を 用 い て 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 の
と お り 実 施 す る 。 二 次 元 ６ ～ １ ５ ％ ま た は １ ４ ％ 均 質 Ｔ ｒ ｉ ｓ － ア セ テ ー ト ゲ ル チ ッ プ ゲ
ル を 製 造 業 者 （ プ ロ テ オ ー ム ・ シ ス テ ム ス 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 、 ウ ォ バ ー ン ） に よ っ て
推 奨 さ れ る よ う に 実 施 す る 。 配 置 さ れ る タ ン パ ク 質 を 銀 染 色 に よ っ て 可 視 化 す る （ シ ェ フ
チ ェ ン コ ら 、 マ ス ・ ス ペ ク ト ロ メ ト リ ッ ク ・ シ ー ク エ ン シ ン グ ・ オ ブ ・ プ ロ テ イ ン ズ ・ シ
ル バ ー － ス テ イ ン ド ・ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル ズ 、 ６ ８ 、 ８ ５ ０ ～ ８ ５ ８ 頁 、 １ ９ ９ ６
） 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
８ ． ５ 　 Ｍ Ｓ 解 析
　 注 目 す る タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト を 切 り 出 し 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ Ｈ 4 Ｈ Ｃ Ｏ 3 ： ５ ０ ％ ア セ ト ニ
ト リ ル （ Ａ Ｃ Ｎ ） ｐ Ｈ ８ ． ２ 中 で ２ 回 洗 浄 し 、 ５ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 脱 水 す る 。 タ ン パ ク 質 を
カ タ ヤ マ ら に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に （ イ ン プ ル ー ブ メ ン ト ・ オ ブ ・ イ ン － ゲ ル ・ ダ イ ジ
ェ ス チ ョ ン ・ プ ロ ト コ ー ル ・ フ ォ ー ・ ペ プ チ ド ・ マ ス ・ フ ィ ン ガ ー プ リ ン テ ィ ン グ ・ バ イ
・ マ ト リ ッ ク ス － ア シ ス テ ッ ド ・ レ ー ザ ー ・ デ ソ ー プ シ ョ ン ／ イ オ ニ ゼ ー シ ョ ン ・ タ イ ム
－ オ ブ － フ ラ イ ト ・ マ ス ・ ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー (Improvement of in-gel digestion proto
col for peptide mass fingerprinting by matrix-assisted laser desorption/ionizati
on time-of-flight mass spectrometry)） 消 化 し 、 ３ ７ ℃ で ３ 時 間 消 化 す る 。 ク ス マ ン ら
に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 、 超 音 波 処 理 に よ っ て ト リ プ シ ン ペ プ チ ド を 抽 出 し 、 精 製 す る
。 ペ プ チ ド は 約 １ ． ５ μ ｌ の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ マ ト リ ッ ク ス 溶 液 （ ７ ０ ％ Ａ Ｃ Ｎ 、 ０ ． １ ％ Ｔ Ｆ
Ａ 、 １ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ α － シ ア ノ － ４ － ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 （ シ グ マ 、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト
ル イ ス ） で 溶 出 す る 。 ア キ シ マ Ｃ Ｆ Ｒ （ ク ラ ト ス 、 英 国 、 マ ン チ ェ ス タ ー ） を 用 い る マ ト
リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ ）
ま た は Ａ Ｂ Ｉ 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ （ Ａ Ｍ Ｅ バ イ オ サ イ エ ン ス 、 英 国 、 ロ ン ド ン ） に
よ っ て ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト （ Ｐ Ｍ Ｆ ） を 作 製 す る 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　 こ の 方 法 を 用 い て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 断 片 を 同 定 し 、 デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 免 疫
原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ４ ０ ４ 】
免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 調 べ る た め の 、 乳 癌 細 胞 で の マ ウ ス の 免 疫 化
９ ． １ 　 マ ウ ス の 免 疫 化
　 何 個 体 か の マ ウ ス を Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 乳 癌 細 胞 系 で 免 疫 す る 。 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 を フ ロ イ ン ト の
完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Ｄ Ｉ Ｆ Ｃ Ｏ 製 ） と １ ： １ の 割 合 で 混 合 し 、 混 合 物 を 乳 化 す る 。 次 い で
、 こ の エ マ ル シ ョ ン を 雌 の Ｂ ａ ｌ ｂ ／ Ｃ マ ウ ス に 皮 下 注 射 す る 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
　 細 胞 溶 液 と フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Ｄ Ｉ Ｆ Ｃ Ｏ 製 ） の 乳 化 混 合 物 （ １ ： １ の
割 合 ） の ブ ー ス タ ー 免 疫 を 、 皮 下 注 射 に よ る 約 ２ 週 間 間 隔 の 注 射 に よ っ て 投 与 す る 。 ３ 回
目 の ブ ー ス タ ー の ３ 日 後 に 、 尾 静 脈 か ら 血 液 サ ン プ ル を 採 取 し 、 直 接 固 相 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ
っ て 血 清 中 の 抗 体 産 生 を 測 定 す る 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
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　 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 希 釈 し 、 得 ら れ た 溶 液 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト に 約 ２ 時 間 吸 着
さ せ る 。 次 い で 、 こ の プ レ ー ト を 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス (Blockace)（ 雪 印 乳 業 製 ） の Ｐ Ｂ Ｓ で
の ４ 倍 希 釈 液 に よ っ て ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 プ レ ー ト を 洗 浄 し た 後 、 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に
、 免 疫 し た マ ウ ス か ら 得 た 血 清 の 血 清 希 釈 バ ッ フ ァ ー （ ５ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ ） で
の 種 々 の 希 釈 液 を 加 え 、 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
　 プ レ ー ト を 洗 浄 し た 後 、 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 し た マ ウ ス
Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ Ｉ Ｃ Ｎ ／ カ ペ ル (Cappel)製 ） を 加 え 、 室 温 で 約 １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
　 次 い で 、 二 ナ ト リ ウ ム ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト （ シ グ マ ） を 、 基 質 反 応 混 合 物
（ ０ ． ５ ｍ Ｍ 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム を 含 有 す る ９ ． ６ ％ ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ
９ ． ７ ） に 、 約 ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 溶 解 し 、 基 質 溶 液 を 調 製 す る 。 プ レ ー ト を 精 製 水 で
７ 回 洗 浄 し 、 基 質 溶 液 を 加 え る 。 基 質 溶 液 と 反 応 さ せ た 後 、 ３ Ｎ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ を 加 え て 反 応
を 停 止 し 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
　 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 に 対 し て 免 疫 応 答 を 起 こ し て い る マ ウ ス か ら 血 清 を 抽 出 し 、 そ の 血 清 を
プ ー ル す る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
９ ． ２ 　 免 疫 捕 獲 カ ラ ム の 調 製
　 組 換 え 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 タ ン パ ク 質 Ｐ Ａ Ｍ タ ン パ ク 質 Ａ ミ メ テ ィ ッ ク を 用 い て 、 血
清 サ ン プ ル か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 単 離 す る 。
【 ０ ４ １ １ 】
　 Ｐ Ａ Ｍ （ Ａ ｒ ｇ － Ｔ ｈ ｒ － Ｔ ｙ ｒ ） 4 － Ｌ ｙ ｓ 2 － Ｌ ｙ ｓ － Ｇ ｌ ｙ （ 配 列 番 号 ５ ） を 、 こ
れ ま で に 記 載 さ れ た よ う に （ フ ァ ッ シ ナ (Fassina)ら 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー
・ レ コ グ ニ シ ョ ン (Journal of Molecular Recognition)９ 、 ５ ６ ４ 頁 、 １ ９ ９ ６ ） 、 完 全
自 動 化 ペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ ー ４ ３ １ Ａ （ パ ー キ ン － エ ル マ ー (Perkin-Elmer)） で Ｆ ｍ ｏ
ｃ 法 に し た が っ て 固 相 ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 製 造 す る 。 樹 脂 を 切 断 し た 後 、 ペ プ チ ド を 逆
相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） に よ っ て 精 製 し 、 ア ミ ノ 酸 解 析 お よ び
飛 行 時 間 型 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 （ Ｔ Ｏ Ｆ － Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ） 質 量 分 析 に よ
っ て 、 予 測 値 （ ２ １ ４ １ ａ ｍ ｕ ） と 同 一 の 分 子 量 で あ る な ら ば そ の 同 一 性 を 確 認 す る 。
【 ０ ４ １ ２ 】
　 ぺ プ チ ド を エ ム フ ェ ー ズ (Emphaze)マ ト リ ッ ク ス （ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ／ ア ズ ラ ク ト ン
活 性 化 ゲ ル ） （ テ ク ノ ゲ ン (TECNOGEN)、 イ タ リ ア 、 カ ゼ ル タ 、 ピ ア ナ ・ ジ ・ モ ン テ ベ ル ナ
） と 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 推 奨 さ れ る よ う に カ ッ プ リ ン グ す る 。 １ ０ ミ リ グ
ラ ム の ペ プ チ ド を ６ ｍ ｌ の ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ 3 、 ０ ． ６ Ｍ 　 ク エ ン 酸 Ｎ ａ 、 ｐ Ｈ ８ ．
０ に 溶 解 し 、 １ ３ ０ ｍ ｇ （ １ ｍ ｌ に 相 当 ） の 予 め 活 性 化 し た マ ト リ ッ ク ス と と も に イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。 種 々 の 時 点 で Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て ペ プ チ ド の 組 み 込 み 度 を モ ニ タ リ ン
グ す る こ と に よ っ て 、 懸 濁 液 を 穏 や か な 攪 拌 下 、 室 温 で 数 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ０ ．
１ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ８ ． ５ で 洗 浄 し 、 残 存 す る 活 性 基 を 不 活 化 し た 後 、 最 後 に 、 樹 脂 を
１ ０ ０ × ６ ． ６ ｍ ｍ 　 Ｉ ． Ｄ ． ガ ラ ス カ ラ ム に 詰 め る 。
【 ０ ４ １ ３ 】
　 ０ ． ５ ～ １ ｍ ｌ の 血 清 （ 実 施 例 ９ ． １ ） に 相 当 す る サ ン プ ル を 希 釈 し 、 流 速 ６ ０ ｃ ｍ ／
ｈ で バ ッ フ ァ ー を 用 い て 平 衡 化 し た カ ラ ム に ロ ー ド す る 。 結 合 し て い る 画 分 を 、 数 滴 の １
Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ９ ． ５ で 直 ち に 中 和 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 特 性 決 定 し 、 ゲ ル
透 過 解 析 に よ っ て Ｉ ｇ Ｇ 純 度 を 調 べ 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） に よ っ て 免
疫 応 答 性 お よ び 回 収 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 量 を 評 価 す る 。
【 ０ ４ １ ４ 】
　 次 い で 、 カ ラ ム に 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 Ｄ Ｐ Ｓ （ ピ エ ル ス ） を 、 本 質 的 に は
製 造 業 者 の 仕 様 説 明 書 に し た が っ て 用 い て 架 橋 す る 。
【 ０ ４ １ ５ 】
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９ ． ３ 　 腫 瘍 細 胞 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 の 調 製
　 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 を 冷 Ｐ Ｂ Ｓ に 回 収 し 、 ペ レ ッ ト と し 、 冷 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ２ 回 洗 浄 す る 。 全 細
胞 タ ン パ ク 質 抽 出 物 の 調 製 の た め に 、 細 胞 を 抽 出 バ ッ フ ァ ー （ １ ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ
Ｃ Ｉ 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ 、 ３ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ５ ％ 　 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ お
よ び ２ ． ５ ｇ ／ ｍ ｌ の ロ イ ペ プ チ ン 、 ペ プ ス タ チ ン 、 ア プ ロ チ ニ ン 、 ア ン チ パ イ ン お よ び
キ モ ス タ チ ン ） に 再 懸 濁 し 、 超 音 波 処 理 す る 。 可 溶 性 お よ び 不 溶 性 細 胞 抽 出 物 の 調 製 に は
、 細 胞 を 冷 バ ッ フ ァ ー （ １ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ 、 １ ４ ０ ｍ
Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 ０ ． ５ ％ 　 ノ ニ デ ッ ト Ｐ － ４ ０ お
よ び 前 記 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 ） に 再 懸 濁 し 、 氷 上 で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 １ ０ ，
０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離 す る 。 上 清 を 水 溶 性 抽 出 物 と し て 回 収 し 、 ペ レ ッ ト を 冷 バ
ッ フ ァ ー （ １ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、
１ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ ． ０ ％ ノ ニ デ ッ ト Ｐ － ４ ０ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 お よ び 前 記 の プ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害 剤 ） に 再 懸 濁 し 、 ボ ル テ ッ ク ス に か け 、 次 い で 、 １ ０ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠
心 分 離 す る 。 得 ら れ た 上 清 を 不 溶 性 抽 出 物 と し て 回 収 す る 。
【 ０ ４ １ ６ 】
９ ． ４ 　 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 単 離
　 捕 獲 カ ラ ム を 、 単 離 し た Ｍ Ｃ Ｆ － ７ タ ン パ ク 質 （ 実 施 例 ９ ． ３ に 記 載 し た ） と と も に 一
定 回 転 下 、 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 続 い て 、 ビ ー ズ を 遠 心 分 離 に よ っ て 回 収 す る
。 フ ロ ー ス ル ー を 回 収 し 、 そ の 後 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ス テ ッ プ の た め に 確 保 す る （ タ ン
パ ク 質 抽 出 物 は 、 各 捕 獲 に お い て 数 回 捕 獲 カ ラ ム に 通 す ） 。 回 収 し た ビ ー ズ を １ ０ ｍ Ｍ 　
Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 中 で ３ 回 洗 浄 し 、 ５ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ７ を 用 い て 捕 獲 し た タ ン
パ ク 質 を 溶 出 す る 。 カ ラ ム は 、 最 初 ５ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ７ 、 次 い で １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ
Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ２ で 広 範 に 洗 浄 し 、 そ の 後 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ス テ ッ プ を 続 け る 。
【 ０ ４ １ ７ 】
　 溶 出 し た タ ン パ ク 質 を ア ル コ ー ル 沈 殿 さ せ 、 続 い て 、 プ ロ テ オ プ レ ッ プ ・ ユ ニ バ ー サ ル
抽 出 キ ッ ト （ シ グ マ 、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） を 用 い 、 本 質 的 に は 製 造 業 者 に よ っ て
記 載 さ れ た よ う に 再 可 溶 化 さ せ る 。 次 い で 、 タ ン パ ク 質 を 、 そ れ ぞ れ 最 終 濃 度 ５ ｍ Ｍ ト リ
－ ｎ － ブ チ ル ホ フ ィ ン お よ び １ ０ ｍ Ｍ 　 ア ク リ ル ア ミ ド を 用 い て 還 元 し 、 ア ル キ ル 化 す る
。
【 ０ ４ １ ８ 】
　 本 質 的 に 実 施 例 ８ に 記 載 し た よ う に 、 回 収 し た タ ン パ ク 質 を 単 離 し 、 Ｍ Ｓ を 用 い て 解 析
す る 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ４ １ ９ 】
糖 尿 病 に お け る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 同 定
１ ０ ． １ 　 免 疫 捕 獲 カ ラ ム の 調 製
　 免 疫 捕 獲 カ ラ ム を 、 Ｉ 型 糖 尿 病 を 患 っ て い る 何 人 か の 被 験 体 か ら 約 ５ ｍ Ｌ の 血 清 を プ ー
ル す る こ と に よ っ て 作 製 す る （ 全 タ ン パ ク 質 濃 度 約 ４ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ） 。 プ ー ル し た 血 漿 を
タ ン パ ク 質 Ｇ セ フ ァ ロ ー ス の ５ ０ ％ ス ラ リ ー １ ０ ｍ Ｌ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に
よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を タ ン パ ク 質 Ｇ セ フ ァ ロ ー ス に 結 合 さ せ る 。 マ ト リ ッ ク ス を １ ０
ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 中 で 洗 浄 し 、 本 質 的 に は 製 造 業 者 （ ピ エ ル ス ） に よ っ て 記 載 さ
れ た よ う に 、 Ｄ Ｓ Ｓ を 利 用 し て 、 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 不 可 逆 的 に 固 定 化 し た 。
作 製 し た カ ラ ム を 捕 獲 カ ラ ム と 呼 ぶ 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
１ ０ ． ２ 　 糖 尿 病 に 由 来 す る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 同 定
　 本 質 的 に は 、 ル メ ル ス キ ー (Lumelsky)ら 、 サ イ エ ン ス 、 ２ ９ ２ 、 １ ３ ８ ９ 頁 、 ２ ０ ０ １
に 記 載 さ れ た よ う に 、 膵 島 様 細 胞 を 作 製 す る 。 次 い で 、 こ れ ら の 細 胞 を 溶 解 し 、 タ ン パ ク
質 を 抽 出 す る 。 分 化 細 胞 を 溶 解 し 、 プ ロ テ オ プ レ ッ プ ・ ユ ニ バ ー サ ル 抽 出 キ ッ ト （ シ グ マ
、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） を 用 い 、 本 質 的 に は 製 造 業 者 に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に タ
ン パ ク 質 を 抽 出 す る 。
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【 ０ ４ ２ １ 】
　 捕 獲 カ ラ ム を 、 単 離 し た 分 化 細 胞 タ ン パ ク 質 と と も に 、 ま た は 糖 尿 病 被 験 体 ま た は 非 糖
尿 病 被 験 体 か ら 単 離 し た 血 清 と と も に 、 一 定 回 転 下 、 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 続
い て 、 ビ ー ズ を 遠 心 分 離 に よ っ て 回 収 す る 。 フ ロ ー ス ル ー を 回 収 し 、 そ の 後 の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン ス テ ッ プ の た め に 確 保 す る （ タ ン パ ク 質 抽 出 物 は 、 各 捕 獲 に お い て 捕 獲 カ ラ ム に
数 回 通 す ） 。 回 収 し た ビ ー ズ を １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 中 で ３ 回 洗 浄 し 、 ５ ０ ｍ Ｍ
グ リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ７ を 用 い て 捕 獲 し た タ ン パ ク 質 を 溶 出 す る 。 カ ラ ム は 、 最 初 ５ ０ ｍ Ｍ グ
リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ７ 、 次 い で １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ２ で 広 範 に 洗 浄 し 、 そ の 後 の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン ス テ ッ プ を 続 け る 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
　 溶 出 し た タ ン パ ク 質 を ア ル コ ー ル 沈 殿 さ せ 、 続 い て 、 プ ロ テ オ プ レ ッ プ ・ ユ ニ バ ー サ ル
抽 出 キ ッ ト （ シ グ マ 、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） を 用 い 、 本 質 的 に は 製 造 業 者 に よ っ て
記 載 さ れ た よ う に 再 可 溶 化 さ せ る 。 次 い で 、 タ ン パ ク 質 を 、 そ れ ぞ れ 最 終 濃 度 ５ ｍ Ｍ ト リ
－ ｎ － ブ チ ル ホ フ ィ ン お よ び １ ０ ｍ Ｍ ア ク リ ル ア ミ ド を 用 い て 還 元 し 、 ア ル キ ル 化 す る 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
　 回 収 し た タ ン パ ク 質 を 単 離 し 、 本 質 的 に は 実 施 例 ８ に 記 載 し た よ う に Ｍ Ｓ を 用 い て 解 析
す る 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ４ ２ ４ 】
　 肝 炎 に 由 来 す る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 同 定
１ １ ． １ 　 Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 様 粒 子 の 作 製
　 Ｈ Ｃ Ｖ 構 造 タ ン パ ク 質 （ 遺 伝 子 型 １ ｂ Ｊ 株 ） の 相 補 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル
ス ｂ ｖ Ｈ Ｃ Ｖ ． Ｓ ｐ ７ の 構 築 を 、 本 質 的 に は ト リ ヤ ト ニ (Triyatni)ら ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・
ビ ロ ロ ジ ー (Journal of Virology)、 ７ ６ 、 ９ ３ ３ ５ ～ ９ ３ ４ ４ 頁 、 ２ ０ ０ ２ に 記 載 さ れ
た よ う に 実 施 す る 。 ト リ ア ト ニ 上 記 に よ っ て 従 前 に 記 載 さ れ た よ う に 、 ス ク ロ ー ス 勾 配 遠
心 分 離 に よ っ て Ｈ Ｃ Ｖ － Ｌ Ｐ を 部 分 精 製 す る 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
１ １ ． ２ 　 マ ウ ス の 免 疫 化
　 マ ウ ス （ ６ ～ ８ 週 齢 ） を 、 ２ ０ μ ｇ の Ｈ Ｃ Ｖ － Ｌ Ｐ を 用 い て 各 大 腿 四 頭 筋 に 、 Ａ Ｓ ０ １
Ｂ ア ジ ュ バ ン ト （ ガ ラ ク ソ ス ミ ス ク ラ イ ン (GalaxoSmithKline)） ま た は Ｃ ｐ Ｇ １ ０ １ ０ ５
（ コ ー リ ー ・ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ・ グ ル ー プ (Coley Pharmaceutical Group)の い ず れ
か を 含 む 総 容 量 １ ０ ０ μ Ｌ で ３ 週 間 間 隔 で ４ 回 免 疫 す る 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
　 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 に よ っ て 、 粒 子 に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る マ ウ ス を 調 べ る 。 免 疫
化 前 と 各 免 疫 化 の ２ 週 間 後 の 血 液 サ ン プ ル を 尾 静 脈 か ら 採 取 し 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法
に よ っ て 、 本 質 的 に は レ ッ ク マ ン (Lechmann)ら 、 ヘ パ ト ロ ジ ー 、 ３ ４ 、 ４ １ ７ ～ ４ ２ ３ 頁
、 ２ ０ ０ １ に 記 載 さ れ た よ う に Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ ／ Ｅ ２ 抗 体 に つ い て 解 析 す る 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
１ １ ． ３ 　 免 疫 捕 獲 カ ラ ム の 作 製
　 抗 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ ／ Ｅ ２ 抗 体 を 産 生 す る 数 個 体 の マ ウ ス か ら 得 た 血 清 を ほ ぼ プ ー ル す る こ
と に よ っ て 免 疫 捕 獲 カ ラ ム を 作 製 す る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン を Ｐ Ａ Ｍ － Ｅ Ｍ Ｐ Ｈ Ａ Ｚ Ｅ （ 実 施
例 ９ ． ２ に 記 載 し た よ う に 製 造 し た ） に 結 合 さ せ る 。 結 合 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 本
質 的 に は 製 造 業 者 （ ピ エ ル ス ） に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 、 Ｄ Ｓ Ｓ を 利 用 し て 不 可 逆 的 に
固 定 化 す る 。 作 製 し た カ ラ ム を 捕 獲 カ ラ ム と 呼 ぶ 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
１ １ ． ４ 　 肝 炎 に 由 来 す る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 同 定
　 捕 獲 カ ラ ム を 部 分 精 製 し た Ｈ Ｃ Ｖ － Ｌ Ｐ と と も に 、 一 定 回 転 下 、 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 。 フ ロ ー ス ル ー を 回 収 し 、 そ の 後 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ス テ ッ プ の た め に 確 保 す
る （ タ ン パ ク 質 抽 出 物 は 、 各 捕 獲 に お い て 数 回 捕 獲 カ ラ ム に 通 す ） 。 回 収 し た ビ ー ズ を １
０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 中 で ３ 回 洗 浄 し 、 ５ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ７ を 用 い て 捕 獲
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し た タ ン パ ク 質 を 溶 出 す る 。 カ ラ ム は 、 最 初 ５ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ７ 、 次 い で １ ０ ｍ
Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ２ で 広 範 に 洗 浄 し 、 そ の 後 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ス テ ッ プ を 続 け る
。
【 ０ ４ ２ ９ 】
　 溶 出 し た タ ン パ ク 質 を ア ル コ ー ル 沈 殿 さ せ 、 プ ロ テ オ プ レ ッ プ ・ ユ ニ バ ー サ ル 抽 出 キ ッ
ト （ シ グ マ 、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） を 用 い 、 本 質 的 に は 製 造 業 者 に よ っ て 記 載 さ れ
た よ う に 再 可 溶 化 す る 。 次 い で 、 タ ン パ ク 質 を 、 そ れ ぞ れ 最 終 濃 度 ５ ｍ Ｍ ト リ － ｎ － ブ チ
ル ホ フ ィ ン お よ び １ ０ ｍ Ｍ ア ク リ ル ア ミ ド で 還 元 し 、 ア ル キ ル 化 す る 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
　 回 収 し た タ ン パ ク 質 を 単 離 し 、 本 質 的 に は 実 施 例 ８ に 記 載 し た よ う に Ｍ Ｓ を 用 い て 解 析
す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ４ ３ １ 】
【 図 １ 】 結 核 を 患 っ て い る 被 験 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 を 用 い て 単 離 し た タ ン パ ク 質 を 示
す ２ 次 元 ゲ ル の 写 真 表 示 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 方 法 を 用 い 、 免 疫 学 的 画 分 を 用 い て 単 離 し た タ ン パ ク 質 を 示 す ２ 次 元 ゲ
ル の 写 真 表 示 で あ る 。 タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト ３ Ａ と 名 づ け ら れ た 注 目 す る タ ン パ ク 質 が 強 調
表 示 さ れ て い る 。
【 図 ３ 】 図 １ で 同 定 し た タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ト リ プ シ ン ペ プ チ ド の マ ス ス ペ ク ト ル を 示
す グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ４ 】 緑 膿 菌 感 染 症 を 患 っ て い る Ｃ Ｆ 被 験 体 に 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 含 有 画 分 を 用 い
て 、 緑 膿 菌 か ら 捕 獲 し た タ ン パ ク 質 を 示 す ２ 次 元 ゲ ル の 写 真 表 示 で あ る 。
【 図 ５ 】 増 悪 状 態 お よ び 緑 膿 菌 感 染 症 に 苦 し ん で い る Ｃ Ｆ 被 験 体 に 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 含 有 画 分 を 用 い て 、 Ｃ Ｆ 被 験 体 の 痰 か ら 捕 獲 し た タ ン パ ク 質 を 示 す ２ 次 元 ゲ ル を 示 す 写
真 表 示 で あ る 。
【 図 ６ 】 ４ 人 の Ｃ Ｆ 被 験 体 お よ び ３ 人 の 健 常 な 対 照 被 験 体 の 緑 膿 菌 Ｇ ｒ ｏ Ｅ Ｓ に 対 す る 免
疫 応 答 性 を 示 す 写 真 表 示 で あ る 。 ４ ま た は ５ ス ポ ッ ト を 含 む グ リ ッ ド 中 の 各 ス ポ ッ ト 位 置
は 、 タ ン パ ク 質 に 対 す る 単 一 の 被 験 体 の 免 疫 応 答 性 を 示 し 、 そ こ で 血 漿 ア リ コ ー ト が 解 析
さ れ る 。 ス ポ ッ ト 位 置 １ ～ ３ は 健 常 な 対 照 被 験 体 に 由 来 す る も の で あ る 。 ス ポ ッ ト 位 置 ４
か ら ７ は Ｃ Ｆ 被 験 体 に 由 来 す る も の で あ る 。 ま た 、 患 者 の サ ン プ ル を 負 の 対 照 （ Ｂ Ｓ Ａ ま
た は Ｐ Ｂ Ｓ ） に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 観 察 し た 免 疫 応 答 性 の 特 異 性 も
示 さ れ て い る 。
【 図 ７ 】 結 核 菌 の 細 胞 抽 出 物 で 事 前 に 免 疫 し た ニ ワ ト リ が 産 ん だ 卵 か ら 得 た 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 含 有 画 分 を 用 い て 、 結 核 を 患 っ て い る 被 験 体 の 痰 か ら 単 離 し た タ ン パ ク 質 を 示 す ２ 次 元
ゲ ル を 示 す 写 真 表 示 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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白的级分中分离和/或鉴定免疫原性蛋白质的方法。
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