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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象由来の試料を少なくとも３つの異なるペプチドを含む単離されたペプチドの第１集
団に接触させる段階であって、各々のペプチドが、

の配列またはその断片を含み、ここで、Ｘ２は、Ａ及びＶからなる群から選択されるアミ
ノ酸であり、Ｘ５は、Ｅ及びＤからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ８は、Ｔ及
びＰからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１０は、Ｔ及びＶからなる群から選択
されるアミノ酸であり、Ｘ１１は、Ｇ及びＡからなる群から選択されるアミノ酸であり、
Ｘ１２は、Ｌ及びＶからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１３は、Ｙ及びＦから
なる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１８は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるア
ミノ酸であり、Ｘ２０は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２２は
、Ｓ及びＶからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２３は、Ａ、Ｓ、及びＴからな
る群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２４は、Ａ及びＩからなる群から選択されるアミ
ノ酸であり、Ｘ２５は、Ｔ及びＰからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２６は、
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Ｓ、Ｎ、及びＫからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ３９は、任意のアミノ酸で
あり、Ｘ４４は、任意のアミノ酸であり、Ｘ４９は、任意のアミノ酸であり、Ｘ５６は、
任意のアミノ酸であり、並びにＸ５８は、任意のアミノ酸である、前記段階と；
　抗体と前記第１集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第１の複合体セットの
形成を検出する段階と；
　前記試料を少なくとも３つの異なるペプチドを含む単離されたペプチドの第２集団に接
触させる段階であって、各々のペプチドが、

の配列またはその断片を含み、ここで、Ｘ７は、任意のアミノ酸であり、Ｘ１２は、任意
のアミノ酸であり、Ｘ１７は、任意のアミノ酸であり、Ｘ２４は、任意のアミノ酸であり
、及びＸ２６は、任意のアミノ酸である、前記段階と； 
　抗体と前記第２集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第２の複合体セットの
形成を検出する段階であって、前記第１及び第２の複合体セットの両方の形成が、前記対
象がエーリキア・エウィンギ（Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｅｗｉｎｇｉｉ）（Ｅ．エウィンギ
）に感染していることを示し、前記第２の複合体セットではなく前記第１の複合体セット
の形成が、前記対象がエーリキア・カニス（Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｃａｎｉｓ）（Ｅ．カ
ニス）及び／またはエーリキア・シャフェンシス（Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｃｈａｆｆｅｅ
ｎｓｉｓ）（Ｅ．シャフェンシス）に感染していることを示す、前記段階と
を含む、存在する場合に対象に感染しているエーリキア属の種を同定するための方法。
【請求項２】
　対象由来の試料を請求項１に記載の単離されたペプチドの第１集団に接触させる段階と
；
　抗体と前記第１集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第１の複合体セットの
形成を検出する段階と；
　前記試料を少なくとも３つの異なるペプチドを含む単離されたペプチドの第３集団に接
触させる段階であって、各々のペプチドが、

の配列またはその断片を含み、ここで、Ｘ２は、Ａ及びＶからなる群から選択されるアミ
ノ酸であり、Ｘ５は、Ｅ及びＤからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ８は、Ｔ及
びＰからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１０は、Ｔ及びＶからなる群から選択
されるアミノ酸であり、Ｘ１１は、Ｇ及びＡからなる群から選択されるアミノ酸であり、
Ｘ１２は、Ｌ及びＶからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１３は、Ｙ及びＦから
なる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１８は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるア
ミノ酸であり、Ｘ２０は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２２は
、Ｓ及びＶからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２３は、Ａ、Ｓ、及びＴからな
る群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２４は、Ａ及びＩからなる群から選択されるアミ
ノ酸であり、Ｘ２５は、Ｔ及びＰからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２６は、
Ｓ、Ｎ、及びＫからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ３９は、任意のアミノ酸で
あり、Ｘ４１は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ４４は、任意の
アミノ酸であり、Ｘ４８は、Ｖ及びＡからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ４９

は、任意のアミノ酸であり、Ｘ５６は、任意のアミノ酸であり、並びにＸ５８は、任意の
アミノ酸である、前記段階と； 
　抗体と前記第３集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第３の複合体セットの
形成を検出する段階であって、前記第１及び第３の抗体－ペプチド複合体セットの両方の
形成が、前記対象がＥ．カニス及び／またはＥ．シャフェンシスに感染していることを示
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し、前記第３の抗体－ペプチド複合体セットではなく前記第１の抗体－ペプチド複合体セ
ットの形成が、前記対象がＥ．エウィンギに感染していることを示す、前記段階と
を含む、存在する場合に対象に感染しているエーリキア属の種を同定するための方法。
【請求項３】
　配列番号１におけるＸ３９が、Ｋである、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　配列番号１におけるＸ４４が、ＫまたはＲであり、配列番号１におけるＸ４９が、Ｅま
たはＤである、請求項１または２に記載の方法。
【請求項５】
　配列番号１におけるＸ５６が、ＫまたはＱであり、配列番号１におけるＸ５８が、Ｅま
たはＴである、請求項１または２に記載の方法。
【請求項６】
　配列番号１の前記断片が、配列番号１に由来する少なくとも２０、２５、３０、３５、
または４０個の連続したアミノ酸を含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項７】
　配列番号１の前記断片が、配列番号１のアミノ酸３３～７１を含む、請求項１または２
に記載の方法。
【請求項８】
　前記第１集団における各ペプチドが、配列番号１の配列を含む、請求項１または２に記
載の方法。
【請求項９】
　配列番号２におけるＸ７が、Ｋである、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　配列番号２におけるＸ１２が、ＫまたはＲであり、配列番号２におけるＸ１７が、Ｅま
たはＤである、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　配列番号２におけるＸ２４が、ＫまたはＱであり、配列番号２におけるＸ２６が、Ｅま
たはＴである、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　配列番号２の前記断片が、配列番号２に由来する少なくとも１５、２０、２５、３０、
または３５個の連続したアミノ酸を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記第２集団における各ペプチドが、配列番号２の配列を含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項１４】
　配列番号３におけるＸ３９が、Ｋである、請求項２に記載の方法。
【請求項１５】
　配列番号３におけるＸ４４が、ＫまたはＲであり、配列番号３におけるＸ４９が、Ｅま
たはＤである、請求項２に記載の方法。
【請求項１６】
　配列番号３におけるＸ５６が、ＫまたはＱであり、配列番号３におけるＸ５８が、Ｅま
たはＴである、請求項２に記載の方法。
【請求項１７】
　配列番号３の前記断片が、配列番号３に由来する少なくとも２０、２５、３０、３５、
または４０個の連続したアミノ酸を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項１８】
　配列番号３の前記断片が、配列番号３のアミノ酸３３～７１を含む、請求項２に記載の
方法。
【請求項１９】
　前記第３集団における各ペプチドが、配列番号３の配列を含む、請求項２に記載の方法
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。
【請求項２０】
　対象由来の試料を請求項１に記載の単離されたペプチドの第１集団に接触させる段階と
；
　抗体と前記第１集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第１の複合体セットの
形成を検出する段階と；
　前記試料を請求項１に記載の単離されたペプチドの第２集団に接触させる段階と；
　抗体と前記第２集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第２の複合体セットの
形成を検出する段階と；
　前記試料を請求項２に記載の単離されたペプチドの第３集団に接触させる段階と；
　抗体と前記第３集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第３の複合体セットの
形成を検出する段階であって、前記第３の複合体セットではなく前記第１及び第２の複合
体セットの両方の形成が、前記対象がＥ．エウィンギに感染していることを示し、前記第
２の複合体セットではなく前記第１及び第３の複合体セットの両方の形成が、前記対象が
Ｅ．カニス及び／またはＥ．シャフェンシスに感染していることを示す、前記段階と
を含む、存在する場合に対象に感染しているエーリキア属の種を同定するための方法。
【請求項２１】
　前記感染種がＥ．カニスまたはＥ．シャフェンシスであるかどうか判断するために、前
記試料が少なくとも１つのアッセイでさらに分析される、請求項１～２０のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項２２】
　前記少なくとも１つのアッセイが、間接免疫蛍光測定法（ＩＦＡ）、ドットブロットア
ッセイ、ラテラルフローアッセイ、ＥＬＩＳＡ、またはウェスタンブロットである、請求
項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記検出段階のうちの少なくとも１つが、（ｉ）ＥＬＩＳＡアッセイを実施すること；
（ｉｉ）ラテラルフローアッセイを実行すること；（ｉｉｉ）凝集アッセイを実施するこ
と；（ｉｖ）ウェスタンブロット、スロットブロット、もしくはドットブロットアッセイ
を実施すること；（ｖ）波長シフトアッセイを実施すること；（ｖｉ）分析もしくは遠心
ローターで前記試料を処理すること；または（ｖｉｉ）マイクロアレイアッセイを実行す
ることを含む、請求項１～２２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記試料が、ヒト、イヌ科動物、またはネコ科動物対象由来である、請求項１～２３の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記試料が、血液、血清、血漿、脳脊髄液、組織抽出物、尿、または唾液試料である、
請求項１～２４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２６】
　前記試料が、全血試料である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　検出結果を報告する段階をさらに含む、請求項１～２６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２８】
　請求項１に記載の単離されたペプチドの第１集団と；
　請求項１に記載の単離されたペプチドの第２集団と；
　請求項２に記載の単離されたペプチドの第３集団と；
　存在する場合に生物試料中のエーリキア属の種を同定するために前記ペプチドの第１、
第２、及び第３集団を使用するための使用説明書と
を含む、キット。
【請求項２９】
　前記使用説明書が、生物試料を前記ペプチドの第１、第２、及び第３集団に順次接触さ
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せるための指図を含む、請求項２８に記載のキット。
【請求項３０】
　１つまたは複数の標識試薬をさらに含む、請求項２８に記載のキット。
【請求項３１】
　前記ペプチドの第１、第２、及び／または第３集団が固体支持体に固定化される、請求
項２８に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、２０１４年４月４日出願の米国特許仮出願第６１／９７５，５８１号の利益を
主張するものであり、この出願は、その全体が参照により本明細書中に組み込まれる。
【０００２】
電子出願されるテキストファイルの説明
　電子出願されたテキストファイルの内容は、その全体が参照により本明細書中に組み込
まれる：配列表のコンピューターで読み取り可能な形式のコピー（ファイル名：ＡＢＡＸ
＿０４３＿０１ＷＯ＿ＳｅｑＬｉｓｔ＿ＳＴ２５．ｔｘｔ、記録日：２０１５年４月１日
、ファイルサイズ８６キロバイト）。
【０００３】
発明の分野
　本発明は、広義には、細菌感染を検出し、細菌種を同定するための組成物及び方法に関
する。特に、本発明は、細菌抗原（例えば、エーリキア属の種由来の抗原）に対する抗体
を検出するためのペプチド組成物、方法、及びキットに関する。
【背景技術】
【０００４】
発明の背景
　エーリキア属細菌は、哺乳類宿主中の循環リンパ球に感染する偏性細胞内病原体である
。エーリキア属伝染の最も自然な流行は、種々の媒介ダニを介してである。エーリキア・
カニス（Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｃａｎｉｓ）（Ｅ．カニス）及びエーリキア・シャフェン
シス（Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ）（Ｅ．シャフェンシス）は、イヌ
科動物及びヒトに感染するエーリキア属の同じ亜属群のメンバーであり、イヌ科動物の単
球エーリキア症（ＣＭＥ）及びヒト単球エーリキア症（ＨＭＥ）をそれぞれ引き起こす。
エーリキア・エウィンギ（Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｅｗｉｎｇｉｉ）（Ｅ．エウィンギ）と
して知られるエーリキア属の別の種は、顆粒球に対する指向性を有し、顆粒球エーリキア
症を引き起こす。イヌ科動物の疾患は、発熱、癲癇、協調運動不能、けん怠感、出血症状
、リンパ節膨張、体重減少、及び汎血球減少症によって特徴付けられる。ヒトにおいて、
該疾患は、発熱、頭痛、筋肉痛、及び白血球減少によって特徴付けられる。
【０００５】
　間接免疫蛍光測定法（ＩＦＡ）及び酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）は、一般
に、これらの疾患の診断に使用されている。これらのアッセイは、対象の血液、血漿、ま
たは血清由来の抗エーリキア抗体の、感染細胞、細胞溶解物、または部分的に精製された
全エーリキアタンパク質への結合を測定あるいは検出する。しかしながら、抗エーリキア
抗体またはその断片を検出するための現在公知のアッセイは、これらの試験で用いられる
エーリキア抗原の純粋でない性質に直接関係する感度及び特異性の問題のために有用性が
著しく制限される。
【０００６】
　エーリキア属の異なる種に属する細菌によって引き起こされる疾患は現れる症状が異な
り、別々の管理ルーチンを必要とする（Ｔｈｏｍａｓ， Ｒ．Ｊら．； Ｅｘｐｅｒｔ Ｒ
ｅｖ Ａｎｔｉ Ｉｎｆｅｃｔ Ｔｈｅｒ． ２００９ Ａｕｇｕｓｔ； ７（６）： ７０９
－７２２（非特許文献１））。そのため、特定の感染を引き起こすエーリキア属の種を同
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定することが重要である。現在公知のイムノアッセイは、種特異的ではない多くの全エー
リキア抗原または抗原の混合物を使用する。エーリキア属の種の同定に有用であり得るＰ
ＣＲ法は、ダニが回収された場合、及び／または、宿主由来の組織を感染後すぐに試験し
た場合にしか使用できない。さらに、感染部位から細菌の培養（エーリキア属の種の同定
に有用であり得る別の方法）は、技術的に複雑なだけでなく、新たに感染した組織を必要
とする。加えて、Ｅ．エウィンギ種の培養方法はまだ開発されていない。
【０００７】
　従って、エーリキア抗原を検出し、単球エーリキア症及び顆粒球エーリキア症を血清診
断するためのさらなるアッセイが、当該技術分野では依然として必要とされている。特に
、エーリキア属の種を同定するアッセイ、特に、様々な状況、及び新たに感染した組織か
らの単離を要しない試料を含む種々の試料において使用することができるアッセイが、依
然として必要とされている。本発明は、様々な種類のエーリキア属感染の診断、種同定、
及び治療を容易にする方法、組成物、及びキットを提供する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｔｈｏｍａｓ， Ｒ．Ｊら．； Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ａｎｔｉ Ｉｎｆ
ｅｃｔ Ｔｈｅｒ． ２００９ Ａｕｇｕｓｔ； ７（６）： ７０９－７２２
【発明の概要】
【０００９】
　本発明は、部分的には、エーリキアペプチドまたはそれらの変異体の特定の混合物また
は集団が、特定のエーリキア属の種由来の抗原によって誘発された抗体に優先的な結合親
和性を有するという発見に基づいている。発明者らは、これらのペプチド混合物または集
団の特定の組み合わせが、抗体反応を誘発するエーリキア属の種の同定に使用できること
を見出した。従って、本発明は、存在する場合に対象に感染しているエーリキア属の種を
同定するための方法を提供する。
【００１０】
　特定の実施形態において、対象に感染しているエーリキア属の種の同定方法は、
　対象由来の試料を単離されたペプチドの第１集団に接触させる段階と；
　抗体と第１集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第１の複合体セットの形成
を検出する段階と；
　前記試料を単離されたペプチドの第２集団に接触させる段階と；
　抗体と第２集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第２の複合体セットの形成
を検出する段階とを含み、ここで、第１及び第２の複合体セットの両方の形成は、対象が
Ｅ．エウィンギに感染していることを示し、第２の複合体セットではなく第１の複合体セ
ットの形成は、対象がＥ．カニス及び／またはＥ．シャフェンシスに感染していることを
示す。いくつかの実施形態において、単離されたペプチドの第１集団は、少なくとも３つ
の異なるペプチドを含み、各々のペプチドは、

の配列またはその断片を含み、ここで、Ｘ２は、Ａ及びＶからなる群から選択されるアミ
ノ酸であり、Ｘ５は、Ｅ及びＤからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ８は、Ｔ及
びＰからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１０は、Ｔ及びＶからなる群から選択
されるアミノ酸であり、Ｘ１１は、Ｇ及びＡからなる群から選択されるアミノ酸であり、
Ｘ１２は、Ｌ及びＶからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１３は、Ｙ及びＦから
なる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１８は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるア
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ミノ酸であり、Ｘ２０は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２２は
、Ｓ及びＶからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２３は、Ａ、Ｓ、及びＴからな
る群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２４は、Ａ及びＩからなる群から選択されるアミ
ノ酸であり、Ｘ２５は、Ｔ及びＰからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２６は、
Ｓ、Ｎ、及びＫからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ３９は、任意のアミノ酸で
あり、Ｘ４４は、任意のアミノ酸であり、Ｘ４９は、任意のアミノ酸であり、Ｘ５６は、
任意のアミノ酸であり、並びにＸ５８は、任意のアミノ酸である。関連する実施形態にお
いて、単離されたペプチドの第２集団は、少なくとも３つの異なるペプチドを含み、各々
のペプチドは、

の配列またはその断片を含み、ここで、Ｘ７は、任意のアミノ酸であり、Ｘ１２は、任意
のアミノ酸であり、Ｘ１７は、任意のアミノ酸であり、Ｘ２４は、任意のアミノ酸であり
、及びＸ２６は、任意のアミノ酸である。
【００１１】
　特定の他の実施形態において、本方法は、
　対象由来の試料を本明細書に記載の単離されたペプチドの第１集団に接触させる段階と
；
　抗体と前記第１集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第１の複合体セットの
形成を検出する段階と；
　前記試料を単離されたペプチドの第３集団に接触させる段階と；
　抗体と第３集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第３の複合体セットの形成
を検出する段階とを含み、ここで、第１及び第３の抗体－ペプチド複合体セットの両方の
形成は、対象がＥ．カニス及び／またはＥ．シャフェンシスに感染していることを示し、
第３の抗体－ペプチド複合体セットではなく第１の抗体－ペプチド複合体セットの形成は
、対象がＥ．エウィンギに感染していることを示す。特定の実施形態において、単離され
たペプチドの第３集団は、少なくとも３つの異なるペプチドを含み、各々のペプチドは、

の配列またはその断片を含み、ここで、Ｘ２は、Ａ及びＶからなる群から選択されるアミ
ノ酸であり、Ｘ５は、Ｅ及びＤからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ８は、Ｔ及
びＰからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１０は、Ｔ及びＶからなる群から選択
されるアミノ酸であり、Ｘ１１は、Ｇ及びＡからなる群から選択されるアミノ酸であり、
Ｘ１２は、Ｌ及びＶからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１３は、Ｙ及びＦから
なる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１８は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるア
ミノ酸であり、Ｘ２０は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２２は
、Ｓ及びＶからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２３は、Ａ、Ｓ、及びＴからな
る群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２４は、Ａ及びＩからなる群から選択されるアミ
ノ酸であり、Ｘ２５は、Ｔ及びＰからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２６は、
Ｓ、Ｎ、及びＫからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ３９は、任意のアミノ酸で
あり、Ｘ４１は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ４４は、任意の
アミノ酸であり、Ｘ４８は、Ｖ及びＡからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ４９

は、任意のアミノ酸であり、Ｘ５６は、任意のアミノ酸であり、並びにＸ５８は、任意の
アミノ酸である。
【００１２】
　特定の実施形態において、本方法は、
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　対象由来の試料を本明細書に記載の単離されたペプチドの第１集団に接触させる段階と
；
　抗体と第１集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第１の複合体セットの形成
を検出する段階と；
　前記試料を本明細書に記載の単離されたペプチドの第２集団に接触させる段階と；
　抗体と第２集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第２の複合体セットの形成
を検出する段階と；
　前記試料を本明細書に記載の単離されたペプチドの第３集団に接触させる段階と；
　抗体と第３集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第３の複合体セットの形成
を検出する段階とを含み、ここで、第３の複合体セットではなく第１及び第２の複合体セ
ットの両方の形成は、対象がＥ．エウィンギに感染していることを示し、第２の複合体セ
ットではなく第１及び第３の複合体セットの両方の形成は、対象がＥ．カニス及び／また
はＥ．シャフェンシスに感染していることを示す。
【００１３】
　本方法のいくつかの実施形態において、ペプチドの第１集団における１つまたは複数の
ペプチドは、配列番号１の断片を含む。配列番号１の断片は、配列番号１に由来する少な
くとも２０、２５、３０、３５、または４０個の連続したアミノ酸を含み得る。特定の実
施形態において、配列番号１の断片は、配列番号１のアミノ酸３３～７１を含む。特定の
実施形態において、第１集団における各ペプチドは、配列番号１の配列を含む。
【００１４】
　本方法の特定の他の実施形態において、ペプチドの第２集団における１つまたは複数の
ペプチドは、配列番号２の断片を含む。配列番号２の断片は、配列番号２に由来する少な
くとも１５、２０、２５、３０、または３５個の連続したアミノ酸を含み得る。いくつか
の実施形態において、第２集団における各ペプチドは、配列番号２の配列を含む。
【００１５】
　本方法の他の実施形態において、ペプチドの第３集団における１つまたは複数のペプチ
ドは、配列番号３の断片を含む。配列番号３の断片は、配列番号３に由来する少なくとも
２０、２５、３０、３５、または４０個の連続したアミノ酸を含み得る。特定の実施形態
において、配列番号３の断片は、配列番号３のアミノ酸３３～７１を含む。特定の実施形
態において、第３集団における各ペプチドは、配列番号３の配列を含む。
【００１６】
　本方法のいくつかの実施形態において、感染種がＥ．カニスまたはＥ．シャフェンシス
であるかどうか判断するために、試料を少なくとも１つのアッセイでさらに分析する。
【００１７】
　特定の実施形態において、本明細書に記載の方法のいずれかにおける検出段階のうちの
少なくとも１つは、（ｉ）ＥＬＩＳＡアッセイを実施すること；（ｉｉ）ラテラルフロー
アッセイを実行すること；（ｉｉｉ）凝集アッセイを実施すること；（ｉｖ）ウェスタン
ブロット、スロットブロット、もしくはドットブロットアッセイを実施すること；（ｖ）
波長シフトアッセイを実施すること；（ｖｉ）分析もしくは遠心ローターで前記試料を処
理すること；または（ｖｉｉ）マイクロアレイアッセイを実行することを含み得る。いく
つかの実施形態において、検出段階の１つまたは複数は、分析または遠心ローターで試料
をスピンさせることを含む。他の実施形態において、検出段階の１つまたは複数は、試料
を電気化学的センサー、光学的センサー、化学発光センサー、または光電式センサーで分
析することを含む。特定の実施形態において、検出段階の１つまたは複数は、ＥＬＩＳＡ
アッセイまたはラテラルフローアッセイを実施することを含む。
【００１８】
　本方法の特定の実施形態は、検出結果を報告する段階をさらに含む。報告は、電子、書
面、または口頭で行ってもよい。コンピューターなどの機械を介して行ってもよい。
【００１９】
　別の態様において、本発明は、エーリキア抗原と結合する抗体を検出するための、及び
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／または、対象に感染しているエーリキア属の種を同定するためのキットを提供する。特
定の実施形態において、キットは、本明細書に記載の本発明のペプチドの１つ、２つ、ま
たは３つの異なる集団を含む。特定の実施形態において、キットは、生物試料中のエーリ
キア属の種を同定するために該ペプチド集団を使用するための使用説明書をさらに含む。
いくつかの実施形態において、キットは、１つまたは複数の標識試薬をさらに含む。
【００２０】
　本発明の本方法またはキットの特定の実施形態において、単離されたペプチドの集団に
おけるペプチドを、固体支持体に付着させるかまたは固体支持体上に固定化する。
【００２１】
　本発明のさらなる態様及び実施形態は、以下の詳細な説明から明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】エーリキア属の種の同定方法の実施形態の図である。略語「ＥＡＬ」は、ペプチ
ド集団ＥＥ１３（配列番号２）を用いたＥＬＩＳＡアッセイのＥＬＩＳＡスコアを表し、
「ＣＡＬ」は、ペプチド集団ＥＥ１２ＥＷ１（配列番号３）を用いたＥＬＩＳＡアッセイ
のＥＬＩＳＡスコアを表す。この実施形態において、全血試料は、本明細書に記載のペプ
チドの第１集団を含むペプチド集団ＥＣＨＥＷ１（配列番号１）を用いて、ＥＬＩＳＡア
ッセイ、ＥＬＩＳＡ　ＥＣＨＥＷ１で試験する。ＥＬＩＳＡ　ＥＣＨＥＷ１の結果が陽性
である場合、試料は次いで、本明細書に記載のペプチドの第２集団を含むペプチド集団Ｅ
Ｅ１３を用いて、別のＥＬＩＳＡアッセイ、ＥＬＩＳＡ　ＥＥ１３を受け、本明細書に記
載のペプチドの第３集団を含むペプチド集団ＥＥ１２ＥＷを用いて、さらに別のＥＬＩＳ
Ａアッセイ、ＥＬＩＳＡ　ＥＥ１２ＥＷを受ける。ＥＬＩＳＡ　ＥＥ１２ＥＷの陰性結果
と組み合わせたＥＬＩＳＡ　ＥＥ１３の陽性結果、またはＣＡＬよりも高いＥＡＬは、試
料がＥ．エウィンギに感染していることを示す。ＥＬＩＳＡ　ＥＥ１３の陰性結果と組み
合わせたＥＬＩＳＡ　ＥＥ１２ＥＷの陽性結果、またはＥＡＬよりも高いＣＡＬは、試料
がＥ．カニス及び／またはＥ．シャフェンシスに感染していることを示す。試料がＥ．カ
ニス及び／またはＥ．シャフェンシスに感染していると同定される場合、試料は次いで、
別のアッセイ、この例では、Ｅ．カニスまたはＥ．シャフェンシスのＩＦＡアッセイを同
時または非同時に受けて、試料がＥ．カニスまたはＥ．シャフェンシスに感染しているか
どうかを判断する。
【図２】示されたエーリキア属の種に感染しているイヌから様々な回数で採取した血漿試
料の抗エーリキア抗体スコアのグラフ図である。イヌは、種々のエーリキア属の種に実験
的に感染させ、血漿試料を、グラフで示したように感染後の様々な日に採取した。３つの
ペプチド集団であるＥＣＨＥＷ１、ＥＥ１２ＥＷ、及びＥＥ１３の各々を用いて、試料に
ＥＬＩＳＡアッセイを実施した。左上及び左下のパネルは、Ｅ．カニスに感染している２
匹のイヌから別々に採取した試料の結果を示す。右上のパネルは、Ｅ．シャフェンシスに
感染しているイヌから採取した試料の結果を示す。抗体スコアは、本明細書に記載の方法
を用いて算出した。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
詳細な説明
　本明細書中で用いられる場合、以下の用語は以下の意味を有する：
【００２４】
　「抗原」という用語は、本明細書中で用いられる場合、抗体によって認識され得る分子
を指す。抗原は、例えば、ペプチドまたはその修飾形態であり得る。抗原は、１つまたは
複数のエピトープを含み得る。
【００２５】
　「エピトープ」という用語は、本明細書中で用いられる場合、抗体によって特異的に認
識される抗原の一部である。エピトープは、例えば、ペプチド（例えば、本発明のペプチ
ド）の一部を含み得るか、またはペプチドの一部から構成され得る。エピトープは、直線
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状エピトープ、連続エピトープ、または立体構造エピトープであり得る。特定の実施形態
において、エピトープは、非連続領域を含み得る。
【００２６】
　「ＯＭＰ－１タンパク質」という用語は、限定はされないが、Ｅ．カニスＰ－３０、Ｅ
．カニスＰ３０－１、Ｅ．シャフェンシスＰ２８、Ｅ．シャフェンシスＯＭＰ－１Ｃ、Ｅ
．シャフェンシスＯＭＰ－１Ｄ、Ｅ．シャフェンシスＯＭＰ－１Ｅ、及びＥ．シャフェン
シスＯＭＰ－１Ｆを含む、エーリキア属の外膜タンパク質１パラログのうちのいずれかを
指す。
【００２７】
　「ＭＳＰ４タンパク質」という用語は、限定はされないが、Ｅ．カニスＭＳＰ４、Ｐ３
０－５、及びＰ２８－１を含む、エーリキア属の表面抗原ＭＳＰ４ファミリーのいずれか
のメンバーを指す。ＯＭＰ及びＭＳＰは、アレル変異体である。
【００２８】
　「核酸」、「オリゴヌクレオチド」及び「ポリヌクレオチド」という用語は、本明細書
中で交換可能に用いられ、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｃＤＮＡ（１本鎖であるかまたは２本鎖であ
るかによらない）、並びにそれらの化学修飾物を包含する。
【００２９】
　本明細書中で用いられる一文字アミノ酸略語は、当該技術分野でのそれらの標準的な意
味を有し、本明細書中で記載する全てのペプチド配列を、慣例に従って、Ｎ末端を左手に
、そしてＣ末端を右手に記載する。
【００３０】
　「スコア」という用語は、本明細書中で用いられる場合、アッセイ結果の相対値、レベ
ル、強度、または程度を指す。当業者によって、またはアルゴリズムを用いて、時には、
公知の被分析物、例えば、抗原または抗体とともに試料を用いて、場合によっては、公知
の濃度または力価の公知の被分析物とともに試料を用いて、人工的に作成することができ
る。スコアは、当業者によって手動で割り当てられたかまたは式もしくはアルゴリズムで
生成された数であってよい。スコアは、符号、例えば、「－」、「＋」、または「＋＋」
であってもよい。スコアは、式またはアルゴリズムによる計算から生成することができ、
または、アッセイ結果の目視検査、測定、もしくは推定によって割り当てることができる
。公知の濃度または力価の公知の被分析物とともに試料を用いる場合、そのような試料は
、希釈及び未希釈条件下で分析することができ、スコアの範囲またはスコアの標準曲線を
生成することができ、これを用いて、好ましくは同じアッセイで、同じ被分析物について
分析した未知の試料のスコアを割り当てるかまたは推定することができる。
【００３１】
　更なる用語は、必要に応じて、以下の詳細な説明で定義する。
【００３２】
　本発明は、部分的には、エーリキアペプチドまたはそれらの変異体の特定の混合物また
は集団が、特定のエーリキア属の種由来の抗原によって誘発された抗体に優先的な結合親
和性を有するという発見に基づいている。発明者らは、これらのペプチド混合物または集
団の特定の組み合わせが、抗体反応を誘発するエーリキア属の種の同定に使用できること
を見つけた。従って、本発明は、存在する場合に対象に感染しているエーリキア属の種を
同定するための方法を提供する。
【００３３】
　特定の実施形態において、存在する場合に対象に感染しているエーリキア属の種を同定
するための方法は、
　対象由来の試料を単離されたペプチドの第１集団に接触させる段階と；
　抗体と第１集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第１の複合体セットの形成
を検出する段階と；
　前記試料を本明細書に記載の単離されたペプチドの第２集団に接触させる段階と；
　抗体と第２集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第２の複合体セットの形成
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を検出する段階とを含み、ここで、第１及び第２の複合体セットの両方の形成は、対象が
Ｅ．エウィンギに感染していることを示し、第２の複合体セットではなく第１の複合体セ
ットの形成は、対象がＥ．カニス及び／またはＥ．シャフェンシスに感染していることを
示す。
【００３４】
　他の実施形態において、存在する場合に対象に感染しているエーリキア属の種を同定す
るための方法は、
　対象由来の試料を本明細書に記載の単離されたペプチドの第１集団に接触させる段階と
；
　抗体と第１集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第１の複合体セットの形成
を検出する段階と；
　前記試料を本明細書に記載の単離されたペプチドの第３集団に接触させる段階と；
　抗体と第３集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第３の複合体セットの形成
を検出する段階とを含み、ここで、第１及び第３の抗体－ペプチド複合体セットの両方の
形成は、対象がＥ．カニス及び／またはＥ．シャフェンシスに感染していることを示し、
第３の抗体－ペプチド複合体セットではなく第１の抗体－ペプチド複合体セットの形成は
、対象がＥ．エウィンギに感染していることを示す。
【００３５】
　さらに他の実施形態において、存在する場合に対象に感染しているエーリキア属の種を
同定するための方法は、
　対象由来の試料を本明細書に記載の単離されたペプチドの第１集団に接触させる段階と
；
　抗体と第１集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第１の複合体セットの形成
を検出する段階と；
　前記試料を本明細書に記載の単離されたペプチドの第２集団に接触させる段階と；
　抗体と第２集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第２の複合体セットの形成
を検出する段階と；
　前記試料を本明細書に記載の単離されたペプチドの第３集団に接触させる段階と；
抗体と第３集団における１つまたは複数のペプチドとを含む第３の複合体セットの形成を
検出する段階とを含み、ここで、第３の複合体セットではなく第１及び第２の複合体セッ
トの両方の形成は、対象がＥ．エウィンギに感染していることを示し、第２の複合体セッ
トではなく第１及び第３の複合体セットの両方の形成は、対象がＥ．カニス及び／または
Ｅ．シャフェンシスに感染していることを示す。
【００３６】
　本発明の方法の特定の実施形態において、単離されたペプチドの第１集団は、Ｅ．カニ
ス、Ｅ．シャフェンシス、及びＥ．エウィンギを含む複数のエーリキア属の種由来の抗原
に対する抗体に特異的に結合することができる。特定の実施形態において、単離されたペ
プチドの第１集団は、少なくとも３つの異なるペプチドを含み、各々のペプチドは、

の配列またはその断片を含み、ここで、Ｘ２は、Ａ及びＶからなる群から選択されるアミ
ノ酸であり、Ｘ５は、Ｅ及びＤからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ８は、Ｔ及
びＰからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１０は、Ｔ及びＶからなる群から選択
されるアミノ酸であり、Ｘ１１は、Ｇ及びＡからなる群から選択されるアミノ酸であり、
Ｘ１２は、Ｌ及びＶからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１３は、Ｙ及びＦから
なる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１８は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるア
ミノ酸であり、Ｘ２０は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２２は
、Ｓ及びＶからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２３は、Ａ、Ｓ、及びＴからな
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ノ酸であり、Ｘ２５は、Ｔ及びＰからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２６は、
Ｓ、Ｎ、及びＫからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ３９は、任意のアミノ酸で
あり、Ｘ４４は、任意のアミノ酸であり、Ｘ４９は、任意のアミノ酸であり、Ｘ５６は、
任意のアミノ酸であり、並びにＸ５８は、任意のアミノ酸である。
【００３７】
　特定の実施形態において、配列番号１におけるＸ３９は、Ｋである。いくつかの実施形
態において、配列番号１におけるＸ４４は、ＫもしくはＲであり、及び／または配列番号
１におけるＸ４９は、ＥもしくはＤである。特定の実施形態において、配列番号１におけ
るＸ５６は、ＫもしくはＱであり、及び／または配列番号１におけるＸ５８は、Ｅもしく
はＴである。
【００３８】
　特定の他の実施形態において、配列番号１の断片は、配列番号１に由来する少なくとも
２０、２５、３０、３５、または４０個の連続したアミノ酸を含む。特定の実施形態にお
いて、配列番号１の断片は、配列番号１のアミノ酸３３～７１を含む。特定の実施形態に
おいて、第１集団における各ペプチドは、配列番号１の配列を含む。
【００３９】
　いくつかの実施形態において、単離されたペプチドの第１集団は、
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からなる群から選択される少なくとも１つの配列またはその断片を含む。
【００４０】
　いくつかの実施形態において、単離されたペプチドの第１集団は、配列番号４～５１か
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らなる群から選択される少なくとも２つまたは３つの異なる配列またはその断片を含む。
【００４１】
　本方法の特定の実施形態において、単離されたペプチドの第２集団は、Ｅ．エウィンギ
由来の抗原に対する抗体に特異的または優先的に結合することができる。いくつかの実施
形態において、単離されたペプチドの第２集団は、Ｅ．カニスまたはＥ．シャフェンシス
由来の抗原に対する抗体に結合しないかまたは最小限に結合する。特定の実施形態におい
て、単離されたペプチドの第２集団は、少なくとも３つの異なるペプチドを含み、各々の
ペプチドは、

の配列またはその断片を含み、ここで、Ｘ７は、任意のアミノ酸であり、Ｘ１２は、任意
のアミノ酸であり、Ｘ１７は、任意のアミノ酸であり、Ｘ２４は、任意のアミノ酸であり
、及びＸ２６は、任意のアミノ酸である。
【００４２】
　単離されたペプチドの第２集団の特定の実施形態において、配列番号２におけるＸ７は
、Ｋである。いくつかの実施形態において、配列番号２におけるＸ１２は、ＫもしくはＲ
であり、及び／または配列番号２におけるＸ１７は、ＥもしくはＤである。特定の実施形
態において、配列番号２におけるＸ２４は、ＫもしくはＱであり、及び／または配列番号
２におけるＸ２６は、ＥもしくはＴである。
【００４３】
　特定の他の実施形態において、配列番号２の断片は、配列番号２に由来する少なくとも
１５、２０、２５、３０、または３５個の連続したアミノ酸を含む。いくつかの実施形態
において、第２集団における各ペプチドは、配列番号２の配列を含む。
【００４４】
　特定の実施形態において、単離されたペプチドの第２集団は、
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からなる群から選択される少なくとも１つの配列またはその断片を含む。
【００４５】
　いくつかの実施形態において、単離されたペプチドの第２集団は、配列番号５２～６６
からなる群から選択される少なくとも２つまたは３つの異なる配列またはその断片を含む
。
【００４６】
　本方法のさらに他の実施形態において、単離されたペプチドの第３集団は、Ｅ．カニス
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及びＥ．シャフェンシス由来の抗原に対する抗体に特異的または優先的に結合することが
できる。いくつかの実施形態において、単離されたペプチドの第３集団は、Ｅ．エウィン
ギ由来の抗原に対する抗体に結合しないかまたは最小限に結合する。いくつかの実施形態
において、単離されたペプチドの第３集団は、少なくとも３つの異なるペプチドを含み、
各々のペプチドは、

の配列またはその断片を含み、ここで、Ｘ２は、Ａ及びＶからなる群から選択されるアミ
ノ酸であり、Ｘ５は、Ｅ及びＤからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ８は、Ｔ及
びＰからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１０は、Ｔ及びＶからなる群から選択
されるアミノ酸であり、Ｘ１１は、Ｇ及びＡからなる群から選択されるアミノ酸であり、
Ｘ１２は、Ｌ及びＶからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１３は、Ｙ及びＦから
なる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ１８は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるア
ミノ酸であり、Ｘ２０は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２２は
、Ｓ及びＶからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２３は、Ａ、Ｓ、及びＴからな
る群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２４は、Ａ及びＩからなる群から選択されるアミ
ノ酸であり、Ｘ２５は、Ｔ及びＰからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ２６は、
Ｓ、Ｎ、及びＫからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ３９は、任意のアミノ酸で
あり、Ｘ４１は、Ｄ及びＮからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ４４は、任意の
アミノ酸であり、Ｘ４８は、Ｖ及びＡからなる群から選択されるアミノ酸であり、Ｘ４９

は、任意のアミノ酸であり、Ｘ５６は、任意のアミノ酸であり、並びにＸ５８は、任意の
アミノ酸である。
【００４７】
　単離されたペプチドの第３集団の特定の実施形態において、配列番号３におけるＸ３９

は、Ｋである。特定の実施形態において、配列番号３におけるＸ４４は、ＫもしくはＲで
あり、及び／または配列番号３におけるＸ４９は、ＥもしくはＤである。特定の実施形態
において、配列番号３におけるＸ５６は、ＫもしくはＱであり、及び／または配列番号３
におけるＸ５８は、ＥもしくはＴである。
【００４８】
　特定の他の実施形態において、配列番号３の断片は、配列番号３に由来する少なくとも
２０、２５、３０、３５、または４０個の連続したアミノ酸を含む。特定の実施形態にお
いて、配列番号３の断片は、配列番号３のアミノ酸３３～７１を含む。特定の実施形態に
おいて、第３集団における各ペプチドは、配列番号３の配列を含む。
【００４９】
　特定の実施形態において、単離されたペプチドの第３集団は、
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からなる群から選択される少なくとも１つの配列またはその断片を含む。
【００５０】
　いくつかの実施形態において、単離されたペプチドの第３集団は、配列番号６７～１２
０からなる群から選択される少なくとも２つまたは３つの異なる配列またはその断片を含
む。
【００５１】
　特定の実施形態において、本方法で用いる単離されたペプチドの集団は、本明細書に記
載のペプチド配列の断片を含む。例えば、特定の実施形態において、単離されたペプチド
の集団は、配列番号１～１２０からなる群から選択される配列の断片を含む。断片は、例
えば、少なくとも５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１
７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０
、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４１、４２、４３、
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または４４アミノ酸の長さであり得る。断片は、連続的であり得るか、または１つまたは
複数の欠失（例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、またはそれ以上のア
ミノ酸残基の欠失）を含み得る。いくつかの実施形態において、断片は、配列番号１～１
２０からなる群から選択される配列のアミノ酸１～２６を含む。他の実施形態において、
断片は、配列番号１、３、４～５１、及び６７～１２０からなる群から選択される配列の
アミノ酸３３～７１を含む。特定の実施形態において、断片は、配列番号１～１２０から
なる群から選択されるペプチド配列のエピトープを含む。
【００５２】
　いくつかの実施形態において、本方法で用いるペプチドの第１及び／または第３集団に
おけるペプチドの１つまたは複数は、７１、７５、８０、８５、９０、９５、１００、１
５０、２００、２５０、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、１
０００、１２００、１５００、または２０００アミノ酸未満の長さである。特定の実施形
態において、ペプチドの第１及び／または第３集団における少なくとも３つのペプチドは
、７１、７５、８０、８５、９０、９５，１００、１５０、２００、２５０、３００、４
００、５００、６００、７００、８００、９００、１０００、１２００、１５００、また
は２０００アミノ酸未満の長さである。特定の実施形態において、ペプチドの第１及び／
または第３集団における各ペプチドは、７１、７５、８０、８５、９０、９５、１００、
１５０、２００、２５０、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、
１０００、１２００、１５００、または２０００アミノ酸未満の長さである。
【００５３】
　いくつかの他の実施形態において、本方法で用いるペプチドの第２集団におけるペプチ
ドの１つまたは複数は、３９、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、８０、９０
、１００、１５０、２００、２５０、３００、４００、５００、６００、７００、８００
、９００、１０００、１２００、１５００、または２０００アミノ酸未満の長さである。
特定の実施形態において、ペプチドの第２集団における少なくとも３つのペプチドは、３
９、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、８０、９０、１００、１５０、２００
、２５０、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、１０００、１２
００、１５００、または２０００アミノ酸未満の長さである。特定の実施形態において、
ペプチドの第２集団における各ペプチドは、３９、４０、４５、５０、５５、６０、６５
、７０、８０、９０、１００、１５０、２００、２５０、３００、４００、５００、６０
０、７００、８００、９００、１０００、１２００、１５００、または２０００アミノ酸
未満の長さである。
【００５４】
　特定の実施形態において、ペプチドの第１及び第３集団における各ペプチドは、７１、
７５、８０、８５、９０、９５、１００、１５０、２００、２５０、３００、４００、５
００、６００、７００、８００、９００、１０００、１２００、１５００、または２００
０アミノ酸未満の長さであり、ペプチドの第２集団における各ペプチドは、３９、４０、
４５、５０、５５、６０、６５、７０、８０、９０、１００、１５０、２００、２５０、
３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、１０００、１２００、１５
００、または２０００アミノ酸未満の長さである。
【００５５】
　さらに他の実施形態において、単離されたペプチドの集団は、米国出願第１４／０５２
,２９６号及び／または米国特許出願公開第２０１１／０１２４１２５Ａ１号に開示のペ
プチドを含み得、その内容は、その全体が参照により本明細書中に組み込まれる。
【００５６】
　いくつかの実施形態において、本方法で用いる単離されたペプチドの集団のペプチドは
、配列番号１～１２０から選択される配列と少なくとも約８０、８５、９０、９５、９８
、または９９％同一である配列を含み得る。％配列同一性は、当該技術分野で認められて
いる意味を有し、２つのポリペプチドまたはポリヌクレオチド配列間の同一性を測定する
ための方法は数多くある。例えば、Ｌｅｓｋ版， Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ Ｍｏｌｅ
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ｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， Ｏｘｆｏｒｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｐｒｅｓｓ， Ｎｅ
ｗ Ｙｏｒｋ， （１９８８）；Ｓｍｉｔｈ版， Ｂｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎｇ： Ｉｎｆｏｒ
ｍａｔｉｃｓ Ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ， Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓ
， Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ， （１９９３）；Ｇｒｉｆｆｉｎ ＆ Ｇｒｉｆｆｉｎ編， Ｃｏｍｐ
ｕｔｅｒ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｏｆ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｄａｔａ， Ｐａｒｔ Ｉ， Ｈｕｍ
ａｎａ Ｐｒｅｓｓ， Ｎｅｗ Ｊｅｒｓｅｙ， （１９９４）；ｖｏｎ Ｈｅｉｎｊｅ， Ｓ
ｅｑｕｅｎｃｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， Ａｃａ
ｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓ， （１９８７）；及びＧｒｉｂｓｋｏｖ ＆ Ｄｅｖｅｒｅｕｘ編
， Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｐｒｉｍｅｒ， Ｍ Ｓｔｏｃｋｔｏｎ Ｐｒｅｓ
ｓ， Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ， （１９９１）を参照されたい。ポリヌクレオチドまたはポリペ
プチドを整列させる方法は、ＧＣＧプログラムパッケージ（Ｄｅｖｅｒｅｕｘら， Ｎｕ
ｃ． Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ． １２：３８７ （１９８４））、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ
、ＦＡＳＴＡ （Ａｔｓｃｈｕｌ ｅｔ ａｌ．、Ｊ Ｍｏｌｅｃ． Ｂｉｏｌ． ２１５：４
０３ （１９９０））、並びにＳｍｉｔｈ及びＷａｔｅｒｍａｎの局所的相同性アルゴリ
ズム（Ａｄｖ． Ａｐｐ． Ｍａｔｈ．， ２：４８２－４８９ （１９８１））を使用する
Ｂｅｓｔｆｉｔプログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ 
Ｐａｃｋａｇｅ， Ｖｅｒｓｉｏｎ ８ ｆｏｒ Ｕｎｉｘ， Ｇｅｎｅｔｉｃｓ Ｃｏｍｐｕ
ｔｅｒ Ｇｒｏｕｐ， Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐａｒｋ， ５７５ Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ Ｄｒｉｖｅ， Ｍａｄｉｓｏｎ， Ｗｉｓ． ５３７１１）をはじめとするコン
ピュータープログラムで体系化されている。例えば、ＦＡＳＴＡアルゴリズムを利用する
コンピュータープログラムＡＬＩＧＮは、ギャップ開始ペナルティ（－１２）及びギャッ
プ伸長ペナルティ（－２）を用いるアフィンギャップ検索を用いて使用することができる
。
【００５７】
　配列アラインメントプログラムのいずれかを用いて、特定の配列が、例えば、基準配列
と約９５％同一であるかどうかを判断する場合、パラメータは、同一性のパーセンテージ
が基準ポリペプチドの全長にわたって算出されるように、かつ、同一性における、基準ポ
リペプチドにおけるアミノ酸の総数の５％までのギャップが許容されるように設定される
。
【００５８】
　ペプチド配列の変異体は、一つには、配列の既知特性に基づいて、当業者が容易に選択
することができる。例えば、変異体ペプチドは、アミノ酸置換（例えば、天然に存在する
アミノ酸、天然に存在しないアミノ酸、またはアミノ酸アナログによる保存的置換）及び
／または欠失（例えば、小さな単一アミノ酸の欠失、または２、３、４、５、１０、１５
、２０、またはそれ以上の連続したアミノ酸を包含する欠失）を含み得る。従って、特定
の実施形態において、天然ペプチド配列の変異体は、（ｉ）１つもしくは複数（例えば、
２、３、４、５、６、もしくはそれ以上）の保存的アミノ酸置換、（ｉｉ）１つもしくは
複数（例えば、２、３、４、５、６、もしくはそれ以上）のアミノ酸の欠失、または（ｉ
ｉｉ）それらの組み合わせにより、天然に存在する配列とは異なっている。欠失アミノ酸
は、連続的であり得るか、または非連続的であり得る。保存的アミノ酸置換は、それらの
側鎖及び化学的性質で関連するアミノ酸のファミリー内で起こるものである。これらとし
ては、例えば（１）酸性アミノ酸：アスパラギン酸塩、グルタミン酸塩；（２）塩基性ア
ミノ酸：リシン、アルギニン、ヒスチジン；（３）非極性アミノ酸：アラニン、バリン、
ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン；
（４）非荷電極性アミノ酸：グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン
、トレオニン、チロシン；（５）脂肪族アミノ酸：グリシン、アラニン、バリン、ロイシ
ン、イソロイシン、セリン、トレオニン（セリン及びトレオニンは、場合によって、別に
脂肪族－ヒドロキシルとして分類される）；（６）芳香族アミノ酸：フェニルアラニン、
チロシン、トリプトファン；（７）アミドアミノ酸：アスパラギン、グルタミン；並びに
（９）硫黄含有アミノ酸：システイン及びメチオニンが挙げられる。例えば、Ｂｉｏｃｈ
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ｅｍｉｓｔｒｙ， 第２版，Ｅｄ． ｂｙ Ｌ． Ｓｔｒｙｅｒ， Ｗ Ｈ Ｆｒｅｅｍａｎ ａ
ｎｄ Ｃｏ．： １９８１を参照されたい。変異体ペプチドが好適であることを確認するた
めの方法は、慣例的かつルーチンである。
【００５９】
　ペプチド配列の変異体は、先に定義したペプチド配列に関する変化を包含する。例えば
、既知エピトープを含む前述のペプチド配列は、一端もしくは両端で（例えば、約１～３
アミノ酸）延長もしくは短縮することができ、及び／または１、２、３、４、もしくはそ
れ以上のアミノ酸を保存的アミノ酸などにより置換することができる。さらに、タンパク
質の領域が対象のエピトープを含むと確認されているならば、研究者は、対象の領域を、
オリジナルのラフな領域のエンドポイントから（例えば、いずれかの方向に約５アミノ酸
）「シフト」させて、活性を最適化することができる。
【００６０】
　いくつかの実施形態において、本方法で用いる単離されたペプチドの集団におけるペプ
チドは、さらなるＮ末端ペプチド配列、さらなるＣ末端ペプチド配列、またはそれらの組
み合わせをさらに含み得る。
【００６１】
　特定の実施形態において、さらなるＮ末端ペプチド配列は、１、２、３、４、５、６、
７、８、９、１０、またはそれ以上のアミノ酸を含み得、天然または非天然配列のいずれ
かであり得る。他の実施形態において、さらなるＣ末端ペプチド配列は、１、２、３、４
、５、６、７、８、９、１０、またはそれ以上のアミノ酸を含み得、天然または非天然配
列のいずれかであり得る。
【００６２】
　さらなるＮ末端またはＣ末端ペプチド配列は、天然配列であり得る。本明細書中で用い
られる場合、「天然」配列は、天然に存在するエーリキアＯＭＰ－１配列またはその変異
体由来のペプチド配列である。特定の実施形態において、ペプチド配列は、天然に存在す
るエーリキアＯＭＰ－１配列の断片である。ペプチド配列は、例えば、ＯＭＰ－１の保存
領域または非保存領域由来であり得る。ペプチド配列は、例えば、免疫優性エピトープな
どのエピトープまたは宿主（例えば、ヒト、イヌなど）免疫系により認識可能な任意の他
のエピトープを含み得る。ＯＭＰ－１タンパク質及びそれらのペプチドは、例えば、米国
特許第６，５４４，５１７号、同第６，８９３，６４０号、同第６，９２３，９６３号、
同第７，０６３，８４６号、及び同第７，４０７，７７０号、米国特許出願第２００４／
０２６５３３３号及び同第２００９／００７５３６８号、並びに欧州特許第１０２６９４
９号に記載されており、それらの各々の内容は、その全体が参照により本明細書中に組み
込まれる。
【００６３】
　特定の実施形態において、さらなるＮ末端またはＣ末端ペプチド配列は、非天然配列で
ある。本明細書中で用いられる場合、「非天然」配列は、エーリキアタンパク質由来であ
るかどうかにかかわらず、天然ＯＭＰ－１ペプチド配列以外の任意のタンパク質配列であ
る。
【００６４】
　特定の実施形態において、さらなるＮ末端またはＣ末端ペプチド配列は、配列番号１～
１２０から選択される配列またはその断片を有する別のペプチドを含み得るかまたはから
構成され得る。
【００６５】
　いくつかの実施形態において、さらなるＮ末端またはＣ末端ペプチド配列は、１つまた
は複数の結合アミノ酸（例えば、グリシン、セリン、またはシステイン残基）を介して、
単離されたペプチドの集団におけるペプチドに連結し得る。
【００６６】
　集団における単離されたペプチドは、化学合成及び／または精製によって単離され得る
。いくつかの実施形態において、ペプチドは、生物学的に（すなわち、リボソームなどの



(28) JP 6514714 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

細胞機構により）産生された後、単離される。本明細書中で用いられる場合、「単離され
た」ペプチドは、合成的または生物学的のいずれかで産生され、次いでペプチドを産生す
るために使用される化学物質及び／または細胞機構から、少なくとも部分的に精製された
ペプチドである。特定の実施形態において、本発明の単離されたペプチドは、実質的に精
製される。「実質的に精製された」という用語は、本明細書中で用いられる場合、細胞物
質（タンパク質、脂質、炭水化物、核酸など）、培地、化学前駆体、ペプチドの合成で使
用される化学物質、またはそれらの組み合わせを実質的に含まないペプチドなどの分子を
指す。実質的に精製されたペプチドは、約４０％未満、３０％、２５％、２０％、１５％
、１０％、５％、２％、１％以下の、ペプチドの合成で用いられる細胞物質、培地、他の
ポリペプチド、化学前駆体、及び／または化学物質を有する。従って、実質的に純粋なペ
プチドなどの分子は、乾燥重量で少なくとも約６０％、７０％、７５％、８０％、８５％
、９０％、９５％、９８％、または９９％が対象の分子であり得る。単離されたペプチド
またはペプチドの集団は、例えば、キットの一部として、水、緩衝液中に存在し得るか、
または再構成のために準備されている乾燥形態であり得る。
【００６７】
　特定の実施形態において、集団における１つまたは複数のペプチドは、リガンドにコン
ジュゲートする。例えば、特定の実施形態において、ペプチドは、ビオチニル化される。
他の実施形態において、ペプチドは、ストレプトアビジン、アビジン、またはニュートラ
ビジンにコンジュゲートする。他の実施形態において、ペプチドは、担体タンパク質（例
えば、血清アルブミン、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）、または免疫グロ
ブリンＦｃドメイン）にコンジュゲートする。さらに他の実施形態において、ペプチドは
、デンドリマーにコンジュゲートされ、及び／または、複数の抗原性ペプチド系（ＭＡＰ
Ｓ）の一部である。ペプチドは、コロイド状金、量子ドット、または他のナノ粒子、及び
／またはラテックス粒子にもコンジュゲートすることができる。さらに別の実施形態にお
いて、ペプチドは、酵素、蛍光または化学発光マーカーにコンジュゲートすることができ
る。
【００６８】
　特定の実施形態において、単離されたペプチドの集団におけるペプチドは修飾される。
本発明のペプチドは、熱及び／または界面活性剤（例えば、ＳＤＳ）での変性によるなど
、種々の技術により修飾することができる。あるいは、本発明のペプチドを、１つまたは
複数のさらなる部分との結合により修飾することができる。結合は、共有結合または非共
有結合であり得、例えば、リシンまたはシステインなどの末端アミノ酸リンカー、化学カ
ップリング剤、またはペプチド結合によるものであり得る。さらなる部分は、例えば、リ
ガンド、リガンド受容体、融合パートナー、検出可能な標識、酵素、またはペプチドを固
定化する基体であり得る。
【００６９】
　加えて、単離されたペプチドの集団におけるペプチドは、種々の既知の化学基または分
子のいずれかを含むように修飾することができる。そのような修飾としては、グリコシル
化、アセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシル化、アミド化、ポリエチレングリコールに
対する共有結合（例えば、ペグ化）、フラビンの共有結合、ヘム部分の共有結合、ヌクレ
オチドまたはヌクレオチド誘導体の共有結合、脂質または脂質誘導体の共有結合、ホスフ
ァチジルイノシトールの共有結合、架橋、環化、ジスルフィド結合形成、脱メチル化、共
有架橋結合の形成、シスチンの形成、ピログルタミン酸塩の形成、ホルミル化、ガンマカ
ルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩアンカー形成、ヒドロキシル化、ヨウ素化、メチル
化、ミリストイル化、酸化、タンパク質分解処理、リン酸化、プレニル化、ラセミ化、セ
レノイル化、硫酸化、ユビキチン化、脂肪酸での修飾、アルギニル化などのトランスファ
ーＲＮＡにより媒介されたアミノ酸のタンパク質への付加などが挙げられるが、これらに
限定されるものではない。アミノ酸（非天然アミノ酸を含む）の類似体及び置換結合を有
するペプチドも含まれる。
【００７０】
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　前述の修飾は、当業者に周知であり、科学文献で非常に詳細に記載されている。いくつ
かの特に一般的な修飾である、グリコシル化、脂質結合、硫酸化、グルタミン酸残基のガ
ンマ－カルボキシル化、ヒドロキシル化及びＡＤＰ－リボシル化は、例えば、Ｐｒｏｔｅ
ｉｎｓ－Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ， 第２
版， Ｔ． Ｅ． Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ， Ｗ．Ｈ． Ｆｒｅｅｍａｎ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｎ
ｙ， Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ （１９９３）などの多くの基本的なテキストで記載されている。
Ｗｏｌｄ， Ｆ．， Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｖａｌｅｎｔ Ｍｏｄｉｆ
ｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ， Ｂ． Ｃ． Ｊｏｈｎｓｏｎ版， Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ Ｐｒｅｓｓ， Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ １－１２ （１９８３）；Ｓｅｉｆｔｅｒら （１９
９０） Ｍｅｔｈ． Ｅｎｚｙｍｏｌ． １８２：６２６－６４６及びＲａｔｔａｎら （１
９９２） Ａｎｎ． Ｎ．Ｙ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ． ６６３：４８－６２など、このテー
マに関して多くの詳細な総説が入手可能である。
【００７１】
　特定の実施形態において、ペプチドの集団における１つまたは複数または全てのペプチ
ドは、固体または半固体支持体などの基体に付着しているか、または基体上に固定化され
ている。付着は、共有結合または非共有結合であり得、共有または非共有結合を可能にす
る、ペプチドと結合した部分、例えば、担体、支持体、または表面に付着している成分に
対して高親和性を有する部分により促進することができる。例えば、ペプチドは、ビオチ
ンなどのリガンドと結合することができ、表面と結合する成分は、アビジンなどの対応す
るリガンド受容体であり得る。いくつかの実施形態において、ペプチドは、ペプチドの基
体への付着を容易にする融合パートナー、例えば、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）と結合
することができる。他の実施形態において、本発明のペプチドは、局在表面プラズモン共
鳴スペクトロ分光法（ＬＳＰＲ）表面などの金属ナノ層を介して基体に付着しているかま
たは基体上に固定化されている。一実施形態において、金属ナノ層は、カドミウム、亜鉛
、水銀、または、金、銀、銅、及び白金などの貴金属からなる。ペプチドまたはペプチド
の集団は、イムノアッセイ中に抗体を含む試料の添加前もしくは添加後のいずれかに、基
体に付着させることができるか、または基体上に固定化することができる。
【００７２】
　特定の実施形態において、基体は、ビーズ、例えば、コロイド粒子（例えば、金、銀、
白金、銅、カドミウム、金属複合体、他の軟質金属、コア・シェル構造粒子、または中空
金ナノスフェアから作製されたコロイド状ナノ粒子）または他の種類の粒子（例えば、磁
気ビーズ、またはシリカ、ラテックス、ポリスチレン、ポリカーボネート、ポリアクリレ
ート、もしくはＰＶＤＦを含む粒子もしくはナノ粒子）である。そのような粒子は、標識
（例えば、比色用、化学発光、または蛍光標識）を含み得、イムノアッセイ中にペプチド
の位置を可視化するために有用であり得る。特定の実施形態において、本発明のペプチド
の末端システインは、ペプチドを金、銀、白金、銅、カドミウム、金属複合体、他の軟質
金属、または金属ナノシェル（例えば、中空金スフェア、金被覆シリカナノシェル、及び
シリカ被覆金シェル）から作製されたナノ粒子に直接結合させるために使用される。
【００７３】
　特定の実施形態において、基体は、ドットブロットまたはラテラルフローイムノアッセ
イ装置中の流路である。例えば、ペプチドを、ＰＶＤＦ膜（例えば、Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ
（商標）膜）、ニトロセルロース膜、ポリエチレン膜、ナイロン膜、または類似の種類の
膜などの多孔質膜に付着させるか、または多孔質膜上に固定化することができる。
【００７４】
　特定の実施形態において、基体は、分析または遠心ローター中の流路である。他の実施
形態において、基体は、管もしくはウェル、例えば、ＥＬＩＳＡアッセイでの使用に好適
なプレート（例えば、マイクロタイタープレート）中のウェルである。そのような基体は
、ガラス、セルロース系材料、ポリエチレン、ポリプロピレン、もしくはポリエステルな
どの熱可塑性ポリマー、粒子状物質から構成される焼結構造（例えば、ガラスまたは種々
の熱可塑性ポリマー）、またはニトロセルロース、ナイロン、ポリスルホンなどから構成
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されるキャスト膜フィルムを含み得る。基体は、通常、多孔性ポリエチレンとして知られ
るポリエチレンの焼結微粒子、例えば、Ｃｈｒｏｍｅｘ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（ニュ
ーメキシコ州アルバカーキ）製の０．２～１５マイクロメートルの多孔性ポリエチレンで
あり得る。これらの基体材料は全て、フィルム、シート、もしくはプレートなどの好適な
形状で使用することができ、または、それらを紙、ガラス、プラスチックフィルム、もし
くは織物などの適切な不活性担体にコーティングもしくは接着もしくは積層することがで
きる。ペプチドを固相上に固定化するための好適な方法としては、イオン性、疎水性、共
有結合性相互作用などが挙げられる。
【００７５】
　一実施形態において、本発明の方法は、感染した対象の免疫系によりその生体液または
組織中で産生され、かつペプチドの集団におけるより多くのペプチドのうちの１つ、場合
によっては、１つまたは複数の好適なさらなる抗原性ポリペプチドまたはペプチドに対し
て特異的に結合することができる、１つまたは複数のエーリキア抗原（例えば、Ｅ．シャ
フェンシス、Ｅ．ムリス、Ｅ．エウィンギ、またはＥ．カニスなどの病原性エーリキア属
の抗原）に対する天然に存在する抗体の存在を検出することを含む。
【００７６】
　例えば、一態様において、本発明は、試料を少なくとも３つの異なるペプチドを含むペ
プチドの集団に接触させる段階であって、各ペプチドが、配列番号１の配列を含む前記段
階と；抗体と集団における１つまたは複数のペプチドとを含む複合体の形成を検出する段
階であって、複合体の形成が、Ｅ．シャフェンシス、Ｅ．ムリス、Ｅ．エウィンギ、及び
／またはＥ．カニス由来の抗原に対する抗体の存在を示す前記段階とを含む、対象由来の
試料中にＥ．シャフェンシス、Ｅ．ムリス、Ｅ．エウィンギ、及び／またはＥ．カニス由
来の抗原に対する抗体の存在を検出する方法を提供する。いくつかの実施形態において、
ペプチドの集団は、配列番号４～５１からなる群から選択される少なくとも２つまたは３
つの異なる配列を含む。
【００７７】
　他の実施形態において、本発明は、試料を少なくとも３つの異なるペプチドを含むペプ
チドの集団に接触させる段階であって、各ペプチドが、配列番号２の配列を含む段階と；
抗体と集団における１つまたは複数のペプチドとを含む複合体の形成を検出する段階であ
って、複合体の形成が、Ｅ．エウィンギ由来の抗原に対する抗体の存在を示す前記段階と
を含む、対象由来の試料中のＥ．エウィンギ由来の抗原に対する抗体の存在を検出する方
法を提供する。いくつかの実施形態において、ペプチドの集団は、配列番号５２～６６か
らなる群から選択される少なくとも２つまたは３つの異なる配列を含む。
【００７８】
　特定の実施形態において、本発明は、試料を少なくとも３つの異なるペプチドを含むペ
プチドの集団に接触させる段階であって、各ペプチドが、配列番号３の配列を含む前記段
階と；抗体と集団における１つまたは複数のペプチドとを含む複合体の形成を検出する段
階であって、複合体の形成が、Ｅ．シャフェンシス及び／またはＥ．カニス由来の抗原に
対する抗体の存在を示す前記段階とを含む、対象由来の試料中のＥ．シャフェンシス及び
／またはＥ．カニス由来の抗原に対する抗体の存在を検出する方法を提供する。いくつか
の実施形態において、ペプチドの集団は、配列番号６７～１２０からなる群から選択され
る少なくとも２つまたは３つの異なる配列を含む。
【００７９】
　本発明の方法における１つまたは複数のペプチドを含む抗体-ペプチド複合体の形成を
検出するために使用することができる多くの異なるアッセイが存在する。例えば、検出段
階は、ＥＬＩＳＡアッセイを実施すること、免疫蛍光アッセイを実施すること、ラテラル
フローイムノアッセイを実施すること、凝集アッセイを実施すること、波長シフトアッセ
イを実施すること、ウェスタンブロット、スロットブロット、もしくはドットブロットを
実施すること、分析もしくは遠心ローター中の試料を分析すること、または試料を電気化
学的、光学的、もしくは光電式センサーで分析することを含み得る。これらの異なるアッ



(31) JP 6514714 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

セイは、本明細書に記載され、及び／または当業者に周知である。
【００８０】
　好適なイムノアッセイ法は、典型的には：（例えば、患者から）抗体を含む可能性があ
る体液または組織の試料を受け取るかまたは入手する段階；特異的ペプチド－抗体複合体
の形成に（例えば、ペプチドの抗体に対する特異的結合のために）有効な条件下で、分析
すべき試料をペプチドの集団と接触（例えば、インキュベートまたは反応）させる段階；
及び接触（反応）させた試料を抗体－ペプチド反応の存在について分析する段階（例えば
、抗体－ペプチド複合体の量を測定すること）を含む。多量の抗体－ペプチド複合体の存
在は、対象が感染性エーリキア属の種にさらされ、エーリキア属の種に感染したことを示
す。エーリキア抗原に対する抗体に対して「特異的に結合する」（例えば、「特異的であ
る」かまたは「優先的に」結合する）ペプチド（その修飾された形態を含む）は、抗体と
相互作用するか、または抗体の検出を可能にするために十分な量及び時間で抗体と物理的
結合を形成するかもしくは物理的に結合する。「特異的に」または「優先的に」という用
語により、ペプチドが、そのような抗体について、試料中の他の抗体よりも高い親和性（
例えば、より高度の選択性）を有することを意味する。例えば、ペプチドは、その抗体に
ついて、試料中の他の抗体についてよりも少なくとも約１．５倍、２倍、２．５倍、３倍
、またはそれ以上高い親和性を有する可能性がある。そのような親和性または特異性の程
度は、例えば、競合的結合研究をはじめとする種々のルーチンの手順によって判断するこ
とができる。ＥＬＩＳＡアッセイでは、陽性反応は、健常対照群の平均値よりも２または
３標準偏差高い値として定義される。いくつかの実施形態において、単球及び／または顆
粒球エーリキア症の明確な血清学的診断を提供するためには、２段階アッセイが必要であ
る。
【００８１】
　「抗体を含む試料」または「試料中の抗体を検出する」などの言い回しは、抗体が含ま
れないかまたは検出されない試料または定量（例えば、検出未遂）を除外することを意味
しない。一般的な意味で、本発明は、感染性エーリキア属での感染に反応して産生される
抗体が試料中に存在するかどうかを、それが検出されるかどうかにかかわらず判断するた
めのアッセイを含む。
【００８２】
　ペプチド及び抗体が特異的に反応するようにするためのペプチド及び抗体の反応条件は
、当業者に周知である。例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｙ （Ｃｏｌｉｇａｎら．， ｅｄｉｔｏｒｓ， Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ ＆ Ｓｏｎ
ｓ， Ｉｎｃ）を参照されたい。
【００８３】
　いくつかの実施形態において、本方法は、抗体を含む可能性がある体液または組織の試
料を対象から受け取るかまたは入手する段階を含む。抗体は、例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、
ＩｇＤ、ＩｇＭ、またはＩｇＡ型のものであり得る。一般的に、ＩｇＭ及び／またはＩｇ
Ａ抗体は、例えば、感染の初期段階での検出に関して検出される。前述のさらなるペプチ
ドのいくつかが本方法で用いられる場合、ＩｇＧ抗体を検出することができる（例えば、
鞭毛タンパク質の検出のためのペプチド）。試料は、好ましくは、入手が容易であり、静
脈血試料またはさらには指穿刺から得られる全血、血漿、または血清であってよい。他の
身体部位由来の組織または脳脊髄液（ＣＳＦ）、唾液、胃液、粘液、尿などの他の体液が
、抗体を含むことが知られており、試料源として用いることができる。試料は、組織抽出
物または細胞溶解物であってもよい。
【００８４】
　ペプチドの集団及び試料抗体を好適な培地中で反応させたら、アッセイを実施して、抗
体－ペプチド反応の有無を判断する。当業者には明らかなように、多くの種類の好適なア
ッセイは、増強の有無にかかわらず実施される免疫沈降及び凝集アッセイである。
【００８５】
　特異的抗体の検出用抗原を用いたイムノアッセイのプロトコルは、当該技術分野で周知
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である。例えば、従来のサンドイッチアッセイを用いることができるか、または従来の競
合アッセイ形式を用いることができる。いくつかの好適な種類のアッセイの考察について
は、Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（上記）を参照さ
れたい。特定の実施形態において、本発明のペプチドは、抗体を含む試料の添加前または
添加後のいずれかに、共有または非共有結合により、固体または半固体の表面または担体
上に固定化される。
【００８６】
　特異的結合アッセイ、特に、イムノアッセイを実施する装置は公知であり、本発明の方
法での使用のために容易に適応させることができる。固相アッセイは、一般的に、沈殿、
遠心分離、ろ過、クロマトグラフィー、または磁気などの分離工程を必要とする不均一ア
ッセイ法よりも実施するのがより容易である。なぜなら、試薬の分離がより速く、より簡
単であるからである。固相アッセイ装置としては、マイクロタイタープレート、フロース
ルーアッセイ装置（例えば、ラテラルフローイムノアッセイ装置）、ディップスティック
、及びイムノキャピラリーまたはイムノクロマトグラフィーイムノアッセイ装置が挙げら
れる。
【００８７】
　本発明のいくつかの実施形態において、ペプチドの集団に付着した固体または半固体表
面または担体は、マイクロタイターウェル中の底もしくは壁、フィルター表面もしくは膜
（例えば、ニトロセルロース膜もしくはＰＶＤＦ（ポリフッ化ビニリデン）膜、例えば、
Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ（商標）膜）、中空繊維、ビーズ状クロマトグラフィー媒体（例えば
、アガロースまたはポリアクリルアミドゲル）、磁気ビーズ、繊維状セルロースマトリッ
クス、ＨＰＬＣマトリックス、ＦＰＬＣマトリックス、ペプチドが結合した分子が液相中
に溶解または分散された場合にフィルターにより保持され得るようなサイズの分子を有す
る物質、ミセルを形成できるかもしくはミセルの形成に関与してミセルを連行することな
く液相を変更もしくは交換することができる物質、水溶性ポリマー、または任意の他の好
適な担体、支持体もしくは表面である。
【００８８】
　本発明のいくつかの実施形態において、ペプチドの集団は、検出を可能にする好適な標
識を備えている。単独または他の組成物もしくは化合物と共同して、検出可能なシグナル
を提供できる従来の標識を用いることができる。好適な標識としては、酵素（例えば、Ｈ
ＲＰ、β－ガラクトシダーゼ、アルカリホスファターゼなど）、蛍光標識、放射性標識、
着色ラテックス粒子、及び金属コンジュゲート標識（例えば、金属ナノ層、金属ナノ粒子
または金属ナノシェルコンジュゲート標識）が挙げられるが、これらに限定されるもので
はない。好適な金属ナノ粒子または金属ナノシェル標識としては、金粒子、銀粒子、銅粒
子、白金粒子、カドミウム粒子、複合粒子、中空金スフェア、金被覆シリカナノシェル、
及びシリカ被覆金シェルが挙げられるが、これらに限定されるものではない。検出可能な
層に好適な金属ナノ層としては、カドミウム、亜鉛、水銀、及び、金、銀、銅、及び白金
などの貴金属からなるナノ層が挙げられる。
【００８９】
　好適な検出方法には、例えば、比色アッセイ（例えば、ＨＲＰまたはβ－ガラクトシダ
ーゼ活性の検出のため）、光学顕微鏡検査法を用いた目視検査、免疫蛍光顕微鏡検査法（
共焦点顕微鏡法を含む）によるか、またはフローサイトメトリー（ＦＡＣＳ）、オートラ
ジオグラフィー（例えば、放射活性物質で標識した作用物質の検出のため）、電子顕微鏡
法、免疫染色、細胞内分画などにより、直接的もしくは間接的に標識された作用物質を検
出することが含まれる。一実施形態において、放射性元素（例えば、放射性アミノ酸）を
ペプチド鎖中に直接組み入れ；別の実施形態において、蛍光標識を、ビオチン／アビジン
相互作用、フルオレセインコンジュゲート抗体との結合などによりペプチドと結合させる
。一実施形態において、抗体の検出可能な特異的結合パートナーを混合物に添加する。例
えば、結合パートナーは、第１の抗体と結合する検出可能な二次抗体または他の結合剤（
例えば、タンパク質Ａ、タンパク質Ｇ、タンパク質Ｌ、キメラタンパク質Ａ／Ｇ、Ａ／Ｇ
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／Ｌ、Ａ／Ｌ、Ｇ／Ｌまたはそれらの組み合わせ）であり得る。この二次抗体または他の
結合剤は、例えば、放射性、酵素、蛍光、発光、化学的発光、金属ナノ粒子もしくは金属
ナノシェル（例えば、コロイド状金）、または他の検出可能な標識、例えば、アビジン／
ビオチン、アビジン／ストレプトアビジンもしくはアビジン／ポリストレプトアビジン系
で標識することができる。別の実施形態において、結合パートナーは、直接的または間接
的に（例えば、ビオチン／アビジンまたはビオチン／ストレプトアビジン相互作用により
）酵素、例えば、ホースラディッシュペルオキシダーゼまたはアルカリホスファターゼま
たは他のシグナリング部分にコンジュゲートさせることができる本発明のペプチドである
。そのような実施形態において、検出可能なシグナルは、発色性、蛍光発生、または化学
発光基質などの検出可能なシグナルを産生する酵素の基質を添加することにより産生され
る。
【００９０】
　結合したペプチドを検出するための「検出系」は、本明細書中で用いられる場合、ペプ
チドに特異的な抗体などの検出可能な結合パートナーを含み得る。一実施形態において、
結合パートナーは、直接的に標識される。別の実施形態において、結合パートナーは、好
適な基質の存在下で検出可能なシグナルを産生できる酵素などのシグナル生成試薬と結合
される。ペプチドを固定化するための表面は、場合によって検出系を伴っていてもよい。
【００９１】
　本発明のいくつかの実施形態において、検出手順は、変色について抗体－ペプチド複合
体を目視検査するか、または物理化学的変化について抗体－ペプチド複合体を検査するこ
とを含む。物理化学的変化は、酸化反応または他の化学反応とともに起こり得る。それら
は、分光光度計等を用いて目で検出することができる。
【００９２】
　特に有用なアッセイ形式は、ラテラルフローイムノアッセイ形式である。ヒトもしくは
動物（例えば、イヌ、マウス、シカなど）免疫グロブリンに対する抗体、またはブドウ球
菌Ａ、Ｇ、もしくはＬタンパク質に対する抗体を、乾燥し、ガラス繊維パッド（試料アプ
リケーションパッドまたは結合体パッド）上に配置されたシグナルジェネレーターまたは
レポーター（例えば、コロイド状金）で標識することができる。診断ペプチドをニトロセ
ルロースまたはＰＶＤＦ（ポリフッ化ビニリデン）膜（例えば、Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ（商
標）膜）などの膜上に固定化する。試料（血液、血清など）の溶液を試料アプリケーショ
ンパッド上に加える（または結合体パッド中に流す）場合、これは標識されたレポーター
を溶解し、これは次に試料中の全抗体と結合する。結果として得られる複合体は次いで、
次の膜（診断ペプチドを含むＰＶＤＦまたはニトロセルロース）中に毛管作用により輸送
される。診断ペプチドに対する抗体が存在するならば、それらは膜上の縞状の診断ペプチ
ドと結合し、それによりシグナル（例えば、見ることができるかまたは可視化することが
できるバンド）を生成する。標識された抗体または第２の標識された抗体に対して特異的
なさらなる抗体を用いて、対照シグナルを産生することができる。
【００９３】
　ラテラルフローイムノアッセイの別の形式は、リガンド（例えば、ビオチン）にコンジ
ュゲートされ、標識されたリガンド受容体（例えば、ストレプトアビジン－コロイド状金
）と複合体形成した単離されたペプチドの集団を含む。標識されたペプチド複合体を試料
アプリケーションパッドまたはコンジュゲートパッド上に配置することができる。抗ヒト
ＩｇＧ／ＩｇＭまたは抗動物（例えば、イヌ、マウス、シカ）ＩｇＧ／ＩｇＭ抗体または
他の本発明のペプチドをＰＶＤＦのニトロセルロースなどの膜上で、試験部位（例えば、
試験ライン）において固定化する。試料を試料アプリケーションパッドに添加する場合、
試料中の抗体は、標識されたペプチド複合体と反応するので、本発明のペプチドと結合す
る抗体が、間接的に標識されるようになる。試料中の抗体は、次いで毛管作用により次の
膜（診断ペプチドを含むＰＶＤＦまたはニトロセルロース）中へ輸送され、固定化された
抗ヒトＩｇＧ／ＩｇＭまたは抗動物ＩｇＧ／ＩｇＭ抗体（またはタンパク質Ａ、タンパク
質Ｇ、タンパク質Ａ／Ｇ融合タンパク質、タンパク質Ｌ、もしくはそれらの組み合わせ）
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または固定化された本発明のペプチドと結合する。試料抗体のいずれかと標識された本発
明のペプチドとが結合するならば、ペプチドと結合した標識は、試験部位で見ることがで
きるか、または可視化することができる。（試験部位で固定化された捕捉剤として、かつ
試料中の抗体と反応するための可溶性の標識された複合体として本発明のペプチドが用い
られる）この種類のラテラルフロー装置の別の実施形態において、検出シグナルである、
検出可能な標識（例えば、金属ナノ粒子またはナノシェル、ＨＲＰ、ＡＬＰ、フルオロフ
ォア、着色ラテックス粒子）にコンジュゲートしたタンパク質Ａ、タンパク質Ｇ、及び／
またはタンパク質Ａ／Ｇ融合タンパク質を増幅することが、それらが固定化された本発明
のペプチドにより捕捉されたエーリキア抗原に対する任意の抗体のＦｃ領域と結合する試
験部位に適用され得る。このアッセイに好適な対照としては、例えば、試料アプリケーシ
ョンパッドまたはコンジュゲートパッドに位置するニワトリＩｇＹ－コロイド状金コンジ
ュゲート、及び試験部位の近くに位置する対照部位で固定化された抗ニワトリＩｇＹ抗体
を挙げることができる。他の好適な対照としては、ニワトリ抗タンパク質Ａ、マウスＩｇ
Ｇ、またはタンパク質Ａ／Ｇ／Ｌに結合することが可能な任意の他のタンパク質を挙げる
ことができる。本発明かつ本明細書に記載の方法で実施されるラテラルフローイムノアッ
セイの少なくともいくつかにおいて、ニワトリ抗タンパク質Ａは、対照ラインとして用い
られた。
【００９４】
　血液製剤または他の生理液もしくは生体液をスクリーニングするための別のアッセイは
、酵素結合免疫吸着測定法、すなわち、ＥＬＩＳＡである。ＥＬＩＳＡで典型的には、単
離されたペプチドまたは混合物またはペプチドの集団は、直接にまたは捕捉マトリックス
（例えば、抗体）によって、マイクロタイターウェルの表面に、直接吸着されるかまたは
担体タンパク質にコンジュゲートした後に吸着される。表面上の残存する非特異的タンパ
ク質結合部位を次いで、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、熱失活した正常ヤギ血清（ＮＧ
Ｓ）、またはＢＬＯＴＴＯ（防腐剤、塩、及び消泡剤も含む脱脂粉乳の緩衝液）などの適
切な作用物質でブロックする。ウェルを次いで特異的抗エーリキア（例えば、抗Ｅ．シャ
フェンシス、抗Ｅ．エウィンギ、または抗Ｅ．カニス）抗体を含むと推測される生物試料
とともにインキュベートする。そのような生物試料は、血清、血漿、または他の種類の試
料であり得る。試料をそのままで適用することができ、または、より多くの場合、通常、
少量（０．１～１０．０重量％）のタンパク質、例えば、ＢＳＡ、ＮＧＳ、またはＢＬＯ
ＴＴＯを含む緩衝液中に希釈できる。特異的結合が起こるために十分な時間インキュベー
トした後、ウェルを洗浄して非結合タンパク質を除去し、次いで最適濃度の適切な抗免疫
グロブリン抗体（例えば、ヒト対象については、イヌ、マウス、ウシなどの別の動物由来
の抗ヒト免疫グロブリン（αＨｕＩｇ））とともに、または標準的な手順により酵素もし
くは他の標識にコンジュゲートしかつブロッキング緩衝液中に溶解させた本発明の別のペ
プチドとともにインキュベートする。標識は、ホースラディッシュペルオキシダーゼ（Ｈ
ＲＰ）、β－ガラクトシダーゼ、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）、グルコースオキシ
ダーゼなどをはじめとする種々の酵素から選択することができる。特定の実施形態におい
て、タンパク質Ａまたはタンパク質Ｇ－ＨＲＰは、本発明の方法で用いる。特異的結合が
再度起こるために十分な時間をおき、次いでウェルを再度洗浄して非結合コンジュゲート
を除去し、酵素に好適な基質を添加する。発色させ、ウェルの内容物の光学密度を目視ま
たは機器によって測定する（適切な波長で測定する）。カットオフＯＤ値は、エーリキア
症が固有でない地域からの個体から集めた少なくとも５０の血清試料の平均ＯＤ＋３標準
偏差（ＳＤ）として、または他のそのような通常の定義により定義することができる。非
常に特異的なアッセイの場合、ＯＤ＋２ＳＤをカットオフ値として用いることができる。
【００９５】
　別の実施形態において、本方法は、凝集アッセイを含む。例えば、特定の実施形態にお
いて、金属ナノ粒子または金属ナノシェル（例えば、コロイド状金など）またはラテック
スビーズを、単離されたペプチドの集団にコンジュゲートさせる。その後、生体液は、ビ
ーズ／ペプチドコンジュゲートとともにインキュベートされ、それにより反応混合物を形
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成する。反応混合物を次いで分析して、抗体の存在を究明する。特定の実施形態において
、凝集アッセイは、（１）競合アッセイの場合は、本発明の組成物のペプチドに特異的な
抗体、または（２）サンドイッチアッセイの場合は、試料抗体（例えば、抗ヒトＩｇＧま
たはＩｇＭ抗体、抗イヌＩｇＧまたはＩｇＭ抗体、抗ネコＩｇＧまたはＩｇＭ抗体など）
を検出することができる抗体にコンジュゲートした金属ナノ粒子または金属ナノシェル（
例えば、コロイド状金など）またはラテックスビーズなどの粒子の第２集団の使用を含む
。好適な凝集法は、凝集の程度を評価する手段として遠心分離を含み得る。
【００９６】
　さらに他の実施形態において、単離されたペプチドの集団をニトロセルロース紙上にエ
レクトロブロットまたはドットブロットする。その後、生体液（例えば、血清または血漿
）などの試料をブロットされた抗原とともにインキュベートし、生体液中の抗体を抗原（
複数可）と結合させる。結合した抗体は、次いで、例えば、標準的な免疫酵素法によるか
、または二次抗体もしくはタンパク質Ａ、タンパク質Ｇ、タンパク質Ａ／Ｇ融合タンパク
質、タンパク質Ｌ、もしくはそれらの組み合わせなどの他の抗体結合剤にカップリングし
た金属ナノ粒子またはナノシェルを用いて可視化することにより検出できる。
【００９７】
　さらに他の実施形態において、本発明のペプチドまたは組成物をニトロセルロース紙上
にエレクトロブロットまたはドットブロットする。その後、生体液（例えば、血清または
血漿）などの試料をブロットされた抗原とともにインキュベートし、生体液中の抗体を抗
原（複数可）と結合させる。結合した抗体は、次いで、例えば、標準的な免疫酵素法によ
るか、または二次抗体もしくはタンパク質Ａ、タンパク質Ｇ、タンパク質Ａ／Ｇ融合タン
パク質、タンパク質Ｌ、もしくはそれらの組み合わせなどの他の抗体結合剤にカップリン
グした金属ナノ粒子またはナノシェルを用いて可視化することにより検出できる。
【００９８】
　さらに他の実施形態において、タンパク質マイクロアレイ（またはタンパク質チップ）
を本方法で用いる。例えば、特定の実施形態において、マイクロアレイまたはチップは、
上述のようなペプチドの集団を含む捕捉タンパク質のアレイにコンジュゲートされるガラ
ススライド、ニトロセルロース膜、ビーズ、またはマイクロタイタープレートなどの支持
体表面を含む。場合によって蛍光色素で標識された試料をアレイに添加する。試料中の抗
体間の特異的結合、存在する場合には、固定化されたタンパク質は、レーザスキャナによ
って読み取られる蛍光シグナルを発する。その後、本発明のペプチドと結合した標識され
ていない抗体は、量子ドット標識されたタンパク質Ａ、Ａ／Ｇなどで標識することもでき
る。単離されたペプチドのマイクロアレイは、遠心分析器中で、マイクロチップチップ形
式で使用することもできる。タンパク質マイクロアレイは、高スループットで、迅速で、
自動で、経済的で、かつ高感度であり、少量の試料及び試薬しか消費しない。
【００９９】
　本明細書に記載の方法のいずれかのために、単離されたペプチドの集団を利用するよう
任意の数の従来のタンパク質アッセイ形式、特にイムノアッセイ形式が設計され得ること
は、当業者には理解されるはずである。本発明は、従って、特定のアッセイ形式の選択に
より限定されず、当業者に公知の全ての好適なアッセイ形式を包含すると考えられる。
【０１００】
　本明細書に記載されるかまたはそうでなければ当業者に公知である好適なアッセイ形式
のいずれかを用いて、抗体と単離されたペプチドの集団における１つまたは複数のペプチ
ドとを含む複合体の形成を検出することができる。複合体の「セット」とは、単離された
ペプチドの１つの集団と試料中の任意の抗体との間で形成された複合体を指す。検出結果
が別の複合体セットではなくある複合体セットの形成として示される場合、これは、２つ
の異なる単離されたペプチドの集団で得ることができる結果のある範囲を含む。「第２の
複合体セットではなく第１の複合体セットの形成」とは、例えば、単離されたペプチドの
第１集団で得られた明らかな陽性結果と、単離されたペプチドの第２集団による明らかな
陰性結果とを含み得る。また、単離されたペプチドの第１集団で得られた非常に高スコア
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の結果と、単離されたペプチドの第２集団で得られた非常に低スコアの結果とを含み得る
。単離されたペプチドの第２集団よりも第１集団で得られた任意の比較的高スコアの結果
もさらに含み得る。
【０１０１】
　本明細書に記載のアッセイ形式のいずれかについて、スコアは、各試料のアッセイ結果
に割り当てることができる。そのようなスコアとは、アッセイ結果の相対値、レベル、強
度、または程度を指す。これは、当業者によって、またはアルゴリズムを用いて、時には
、公知の被分析物、例えば、抗原または抗体とともに試料を用いて、場合によっては、公
知の濃度または力価の公知の被分析物（「標準物質」または「キャリブレータ」と呼ばれ
る）とともに試料を用いて、人工的に作成することができる。スコアは、当業者によって
手動で割り当てられたかまたは式もしくはコンピューターアルゴリズムで生成された数、
例えば、陰性対照についての０から陽性対照についての任意の正の数（例えば、１、２、
３、４、５、１０、２０、３０、４０、５０、６０、８０、１００、１２０、１５０、２
００、３００、４００、５００、１０００など）であってよい。スコアは、符号、例えば
、陰性対照については「－」、陽性対照については「＋」、「＋＋」、「＋＋＋」などに
よって表すこともできる。スコアは、式による計算またはコンピューターアルゴリズムに
よる自動処理によって判断することができ、または、アッセイ結果の目視検査、測定、も
しくは推定によって判断することができる。公知の濃度または力価の公知の被分析物（標
準物質またはキャリブレータ）とともに試料を用いる場合、そのような標準物質／キャリ
ブレータは、希釈及び未希釈条件下で分析することができ、スコアの範囲またはスコアの
標準曲線を生成することができ、これを用いて、好ましくは同じアッセイでかつ同じアッ
セイの実行で、同じ被分析物について分析した未知の試料のスコアを判断することができ
る。
【０１０２】
　特定の実施形態において、本方法は、免疫化学分析と３つのペプチドの集団の組み合わ
せを用いて、試料が以下のエーリキア属の種：Ｅ．カニス、Ｅ．シャフェンシス、及びＥ
．エウィンギの１つ、２つ、または３つ全てに感染しているかどうかを同定する。
【０１０３】
　本方法のいくつかの実施形態において、特定の種（例えば、Ｅ．エウィンギ）または種
の特定の組み合わせ（例えば、Ｅ．カニス及びＥ．シャフェンシス、またはＥ．カニス、
Ｅ．シャフェンシス、及びＥ．エウィンギ）に対して公知の力価の抗体を有する標準試料
を試験する。特定の実施形態において、標準試料は、一連の標準物質／キャリブレータに
希釈される。キャリブレータは、精製された抗体を用いて調製してもよい。また、キャリ
ブレータは、種々のレベルの抗体力価を有する抗血清／抗体試料を選択し、プールし、及
び／または希釈することによって調製してもよい。当業者は、好適なキャリブレータをど
のように生成するか知っているはずである。スコア及び標準曲線は、一連の標準物質／キ
ャリブレータについて生成することができる。いくつかの実施形態において、カットオフ
は、特定のエーリキア属の種に対する抗体を含むものは陽性として分類される試料につい
て生成される（例えば、Ｅ．エウィンギに対する抗体のカットオフ、Ｅ．カニス及びＥ．
シャフェンシスに対する抗体のカットオフ、及びＥ．カニス、Ｅ．シャフェンシス、及び
Ｅ．エウィンギに対する抗体の別のカットオフ）。試料は、低、中、または高試料として
分類することができる。低試料は、通常、検出限界よりも少し高く、非常に高い試料は、
所与の集団に最も反応を示す。ＥＬＩＳＡのキャリブレータは、低試料から非常に高い試
料までの範囲を表すために調製されることが多い。
【０１０４】
　特定の実施形態において、未知の試料を標準物質と同じアッセイで試験する。いくつか
の実施形態において、未知の試料のスコアは、各標準物質のスコアまたは標準曲線に対し
て生成され、例えば、未知の試料のスコアは、Ｅ．エウィンギに対して公知の力価の抗体
を有する標準物質に対して生成することができ；別の未知の試料のスコアは、Ｅ．カニス
及びＥ．シャフェンシスの両方に対して公知の力価の抗体を有する標準物質に対して生成
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することができる。
【０１０５】
　スコアは、同じ被分析物または異なる被分析物について分析した試料間で比較すること
ができる。
【０１０６】
　同じ被分析物について分析した試料のスコアを比較する場合、スコアは、全ての試料を
標準物質／キャリブレータと同じ条件下で同じ実験で分析する場合には、標準物質／キャ
リブレータから生成されたスコアの同じ範囲またはスコアの同じ標準曲線から判断し、か
つそれと比較することができる。試料を同じ標準物質／キャリブレータと共に異なる実験
で分析する場合には、スコアは、標準物質／キャリブレータからのスコアの異なる範囲ま
たはスコアの異なる標準曲線からも判断することができる。その後、同じ標準物質／キャ
リブレータに関して、分析した試料の相対スコアを判断し、互いに比較することができる
。
【０１０７】
　異なる被分析物、例えば、異なるエーリキア属の種に対する抗体について分析した試料
のスコアを比較する場合、各種または種組み合わせ（Ｅ．カニス及びＥ．シャフェンシス
など）は、それ自体のキャリブレータを有する。キャリブレータ及びアッセイの各セット
の検出限界は、検出している抗体に対して陰性であることが知られている試料の平均値に
２～３の標準偏差を加えることで通常割り当てられたカットオフを生成することで判断さ
れる。エーリキア属の種の全てを検出する単離されたペプチドの集団についてのキャリブ
レータは、異なるエーリキア属の種に対する抗体の混合物を、適当な割合、例えば、抗カ
ニス、抗シャフェンシス、及び抗エウィンギの各々を少なくとも５％で含有するため、各
種は十分に存在し、アッセイは分析した種のいずれも逃さない。Ｅ．カニス及びＥ．シャ
フェンシスの両方を検出するペプチドの集団についてのキャリブレータは、抗カニス及び
抗シャフェンシス試料の混合物を、適当な割合、例えば、各種を少なくとも５％で含有す
る。Ｅ．エウィンギのみを検出するペプチドの集団についてのキャリブレータは、抗エウ
ィンギ試料のみを含有する。Ｅ．カニス／Ｅ．シャフェンシスを検出するペプチドの集団
、及びＥ．エウィンギを検出するペプチドの集団についてのキャリブレータは、それぞれ
の標準曲線の線形部分に限定されるスコアの同じ範囲に割り当てられる。
【０１０８】
　いくつかの実施形態において、スコアは、抗体と本明細書に記載のペプチドの集団にお
けるペプチドとを含む複合体の形成を検出することから生成される。特定の実施形態にお
いて、スコアは、存在する場合には、試料中の抗体と、本明細書に記載のペプチドの第１
、第２、または第３集団におけるペプチドとを含む複合体の形成を検出することから生成
され、それぞれ、第１スコア、第２スコア、または第３スコアが得られる。
【０１０９】
　いくつかの実施形態において、第２スコアは、手動またはコンピューターを用いて、第
３スコアと比較する。特定の実施形態において、第２スコアが第３スコアよりも高い場合
、試料は、Ｅ．エウィンギに感染していると同定または分類される。他の実施形態におい
て、第３スコアが第２スコアよりも高い場合、試料は、Ｅ．カニス及び／またはＥ．シャ
フェンシスに感染していると同定または分類される。
【０１１０】
　さらに他の実施形態において、本方法は、感染種がＥ．カニスまたはＥ．シャフェンシ
スであるかどうかを判断する工程をさらに含む。例えば、そのような一実施形態において
、アッセイを実施して、Ｅ．シャフェンシスではなくＥ．カニスに対する抗体を検出し、
Ｅ．カニスのスコアを生成する。別のアッセイを実施し、Ｅ．カニスではなくＥ．シャフ
ェンシスに対する抗体を検出し、Ｅ．シャフェンシスのスコアを生成することができる。
アッセイ結果、場合によってはスコアを互いに比較して、感染種がＥ．カニスまたはＥ．
シャフェンシスであるかどうかを判断する。いくつかの実施形態において、Ｅ．カニスの
スコアがＥ．シャフェンシスのスコアよりも高い場合、試料は、Ｅ．シャフェンシスでは
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なくＥ．カニスに感染していると分類される。他の実施形態において、Ｅ．シャフェンシ
スのスコアがＥ．カニスのスコアよりも高い場合、試料は、Ｅ．カニスではなくＥ．シャ
フェンシスに感染していると分類される。いくつかの実施形態において、２つのスコアが
同一である場合、試料は、Ｅ．シャフェンシス及びＥ．カニスの両方に感染しているかま
たは不明と分類される。
【０１１１】
　特定の実施形態において、本方法で用いる試料は、野生動物（例えば、シカまたは齧歯
類、例えば、マウス、シマリス、リスなど）由来である。他の実施形態において、試料は
、実験動物（例えば、マウス、ラット、モルモット、ウサギ、サル、霊長類など）由来で
ある。他の実施形態において、試料は、家畜または野生動物（例えば、イヌ、ネコ、ウマ
）由来である。さらに他の実施形態において、試料は、ヒト由来である。他の実施形態に
おいて、試料は、イヌ科動物またはネコ科動物対象由来である。いくつかの実施形態にお
いて、試料は、体液である。特定の実施形態において、試料は、血液、血清、血漿、脳脊
髄液、粘液、尿、または唾液試料である。特定の実施形態において、試料は、全血試料で
ある。他の実施形態において、試料は、組織（例えば、組織ホモジネート）、組織抽出物
、または細胞溶解物である。
【０１１２】
　前記考察の多くは、病原性エーリキア属に対する抗体の検出に関する。しかしながら、
考察は、インビトロまたはインビボのいずれかでの予備刺激されたＴ細胞の検出にも適用
されると理解されるべきである。
【０１１３】
　ＩｇＧが産生されるので、細胞媒介性免疫応答（例えば、Ｔヘルパー応答）が生じると
予想される。従って、予備刺激されたＴ細胞と本明細書に記載のペプチドの集団との間の
免疫学的反応性を測定することが可能であると予想される。インビトロでは、これは、対
象から単離されたＴ細胞をペプチドの集団とともにインキュベートし、免疫反応性を、例
えば、その後のＴ細胞増殖を測定すること、または、Ｔ細胞からのサイトカイン、例えば
、ＩＦＮ－γの放出を測定することによって行うことができる。これらの方法は、当該技
術分野で周知である。
【０１１４】
　本発明の方法をインビボで実施する場合、種々の従来のアッセイのいずれかを用いるこ
とができる。例えば、アッセイを皮膚試験の形態で、例えば、対象に本明細書に記載のペ
プチドの集団を皮内注射することにより、実施することができる。注射位置での陽性の皮
膚反応は、該ペプチドの集団が特異的であるエーリキア属の種に対象がさらされ、これに
感染していることを示す。対象に感染しているエーリキア属の種は、本明細書に記載のペ
プチドの集団によって本発明の方法を用いて同定することができる。これまたは他のイン
ビボ試験は、対象におけるＴ細胞応答の検出に依存する。
【０１１５】
　本方法の特定の実施形態は、検出結果を報告する段階をさらに含む。報告は、電子、書
面、または口頭で行ってもよい。コンピューターなどの機械を介して行ってもよい。
【０１１６】
　さらに別の態様において、本発明は、キットを提供する。いくつかの実施形態において
、キットは、本明細書に記載の単離されたペプチドのうちの少なくとも１つの集団を含む
。特定の実施形態において、キットは、ペプチドのうちの少なくとも２つまたは３つの異
なる集団を含む。いくつかの実施形態において、キットは、本明細書に記載のペプチドの
第１、第２、及び／または第３集団を含む。特定の実施形態において、キットは、使用説
明書をさらに含む。
【０１１７】
　いくつかの実施形態において、キットは、エーリキア抗原と結合する抗体を検出し、及
び／または、存在する場合に対象に感染しているエーリキア属の種を同定するためのキッ
トである。
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【０１１８】
　特定の実施形態において、キットは、
　本明細書に記載の単離されたペプチドの第１集団と；
　本明細書に記載の単離されたペプチドの第２集団と；
　本明細書に記載の単離されたペプチドの第３集団と；
　存在する場合に生物試料中のエーリキア属の種を同定するためにペプチドの第１、第２
、及び第３集団を使用するための使用説明書と
を含む。
【０１１９】
　キットの特定の実施形態において、単離されたペプチドの第１集団は、Ｅ．カニス、Ｅ
．シャフェンシス、及びＥ．エウィンギを含む複数のエーリキア属の種由来の抗原に対す
る抗体と特異的に結合することができる。他の実施形態において、単離されたペプチドの
第１集団は、少なくとも３つの異なるペプチドを含み、各々のペプチドは、本明細書に記
載の配列番号１の配列またはその断片を含む。キットに使用することができる配列番号１
を有するペプチド配列の具体例は、上述しており、例えば、種々のアミノ酸を有すること
ができる位置に特定のアミノ酸を有するものである。いくつかの具体例は、配列番号４～
５１である。キットに使用することができる配列番号１の断片についても上述している。
【０１２０】
　キットの他の特定の実施形態において、単離されたペプチドの第２集団は、Ｅ．エウィ
ンギ由来の抗原に対する抗体に特異的または優先的に結合することができるが、Ｅ．カニ
スまたはＥ．シャフェンシス由来の抗原に対する抗体には結合しないかまたは優先的に結
合しない。他の実施形態において、単離されたペプチドの第２集団は、少なくとも３つの
異なるペプチドを含み、各々のペプチドは、本明細書に記載の配列番号２の配列またはそ
の断片を含む。キットに使用することができる配列番号２を有するペプチド配列の具体例
は、上述しており、例えば、種々のアミノ酸を有することができる位置に特定のアミノ酸
を有するものである。いくつかの具体例は、配列番号５２～６６である。キットに使用す
ることができる配列番号２の断片についても上述している。
【０１２１】
　キットのさらに他の実施形態において、単離されたペプチドの第３集団は、Ｅ．カニス
及びＥ．シャフェンシス由来の抗原に対する抗体に特異的または優先的に結合することが
できるが、Ｅ．エウィンギ由来の抗原に対する抗体には結合しないかまたは優先的に結合
しない。他の実施形態において、単離されたペプチドの第３集団は、少なくとも２つまた
は３つの異なるペプチドを含み、各々のペプチドは、本明細書に記載の配列番号３の配列
またはその断片を含む。キットに使用することができる配列番号３を有するペプチド配列
の具体例は、上述しており、例えば、種々のアミノ酸を有することができる位置に特定の
アミノ酸を有するものである。いくつかの具体例は、配列番号６７～１２０である。キッ
トに使用することができる配列番号３の断片についても上述している。
【０１２２】
　キットの特定の実施形態において、ペプチド集団は、固体支持体に付着しているか、ま
たは固体支持体上に固定化されている。いくつかの実施形態において、ペプチド集団は、
金属ナノ層（例えば、カドミウム、亜鉛、水銀、金、銀、銅、または白金ナノ層）を介し
て固体支持体に付着しているか、または固体支持体上に固定化されている。特定の実施形
態において、固体支持体は、ビーズ（例えば、コロイド状粒子または金属ナノ粒子または
ナノシェル）、ラテラルフローイムノアッセイ装置中の流路、分析もしくは遠心ローター
中の流路、または管もしくはウェル（例えば、プレート中）、またはセンサー（例えば、
電気化学的、光学的、もしくは光電式センサー）である。
【０１２３】
　特定の種類のアッセイ用の試薬は、本発明のキットで提供することもできる。従って、
キットは、（例えば、凝集アッセイまたはラテラルフローアッセイに好適な）ビーズの集
団、またはプレート（例えば、ＥＬＩＳＡアッセイに好適なプレート）を含み得る。他の
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実施形態において、キットは、ラテラルフローイムノアッセイ装置、分析もしくは遠心ロ
ーター、ウェスタンブロット、ドットブロット、スロットブロット、または電気化学的、
光学的、もしくは光電式センサーなどの装置を含む。ビーズの集団、プレート、及び装置
は、イムノアッセイを実施するために有用である。例えば、それらは、試料由来の抗体及
び本発明のペプチドを含む抗体－ペプチド複合体の形成を検出するために有用である可能
性がある。特定の実施形態において、本発明のペプチド、異なるペプチドの混合物（すな
わち、ペプチドの集団）、または本発明のペプチド組成物は、ビーズ、プレート、または
装置に付着させるかまたは固定化させる。
【０１２４】
　加えて、キットは、種々の希釈剤及び緩衝液、標識されたコンジュゲートまたは特異的
に結合した抗原もしくは抗体の検出用の他の作用物質（例えば、標識試薬）、並びに他の
シグナル生成試薬、例えば、酵素基質、コファクター、及びクロモゲンを含み得る。いく
つかの実施形態において、キットは、標識試薬として、検出可能な標識（例えば、金属ナ
ノ粒子、金属ナノシェル、金属ナノ層、フルオロフォア、量子ドット、着色ラテックス粒
子、または酵素）にコンジュゲートした抗ヒト、抗イヌ科動物、または抗ネコ科動物Ｉｇ
Ｇ／ＩｇＭ抗体を含む。他の実施形態において、キットは、標識試薬として、検出可能な
標識（例えば、金属ナノ粒子、金属ナノシェル、金属ナノ層、フルオロフォア、着色ラテ
ックス粒子、または酵素）にコンジュゲートしたタンパク質Ａ、タンパク質Ｇ、タンパク
質Ａ／Ｇ融合タンパク質、タンパク質Ｌ、またはそれらの組み合わせを含む。例示のタン
パク質Ａ／Ｇ融合タンパク質は、タンパク質Ａ由来の４つのＦｃ結合ドメインをタンパク
質Ｇ由来の２つのＦｃ結合ドメインと組み合わせる。例えば、Ｓｉｋｋｅｍａ， Ｊ．Ｗ
．Ｄ．， Ａｍｅｒ． Ｂｉｏｔｅｃｈ． Ｌａｂ， ７：４２， １９８９及びＥｌｉａｓ
ｓｏｎら， Ｊ． Ｂｉｏｌ． Ｃｈｅｍ． ２６３， ４３２３－４３２７， １９８８を参
照されたい。それら両方は、それら全体が参照により本明細書中に組み込まれる。
【０１２５】
　キットの他の構成要素を当業者は容易に決定することができる。そのような構成要素は
、コーティング試薬、本明細書に記載のペプチドの集団に特異的なポリクローナルもしく
はモノクローナル捕捉抗体、標準としてのこれらの抗原の精製もしくは半精製抽出物、モ
ノクローナル抗体ディテクター抗体、検出可能な標識にコンジュゲートした抗マウス、抗
イヌ、抗ネコ、抗ニワトリ、または抗ヒト抗体、比色用インジケータチャート、使い捨て
手袋、除染指示書、アプリケ－タースティックまたは容器、試料準備カップなどを含み得
る。一実施形態において、キットは、緩衝液またはペプチド－抗体複合体を形成させる反
応培地を構成するために適切な他の試薬を含む。
【０１２６】
　特定の実施形態において、キットは、エーリキア抗原に対する抗体を検出し、及び／ま
たは、存在する場合に対象に感染しているエーリキア属の種を同定するために、本明細書
に記載の単離されたペプチドの第１、第２、及び／または第３集団をどのように使用する
かを示す使用説明書を含む。特定の実施形態において、キットは、１つまたは複数のエー
リキア抗原に対する抗体を検出し、及び／または、エーリキア属の種を同定するために、
ビーズの集団、プレート、または装置（例えば、ペプチドまたは本発明のペプチドの集団
を含む）をどのように使用するかを示す使用説明書を含む。特定の実施形態において、使
用説明書は、本明細書に記載の方法による、存在する場合に対象に感染しているエーリキ
ア属の種を同定するための指図を含む。特定の実施形態において、使用説明書は、生物試
料をペプチドの第１、第２、及び第３集団に別々に接触させるための指図を含む。特定の
実施形態において、使用説明書は、生物試料をペプチドの第１、第２、及び第３集団に順
次接触させるための指図を含む。
【０１２７】
　そのようなキットは、臨床検査室が病原性エーリキア属による感染を診断し、及び／ま
たは、対象に感染しているエーリキア属の種を同定する便利で効率的な方法を提供する。
【０１２８】
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　別の態様において、本発明は、存在する場合に対象に感染しているエーリキア属の種を
同定するのに有用な組成物を提供する。いくつかの実施形態において、組成物は、本明細
書に記載の単離されたペプチドの少なくとも１つの集団を含む。特定の実施形態において
、本発明は、ペプチドの第１、第２、及び第３集団をそれぞれ含む、組成物の組み合わせ
を提供する。
【０１２９】
　別の態様において、本発明は、存在する場合に対象に感染しているエーリキア属の種を
同定するのに有用な装置を提供する。いくつかの実施形態において、装置は、前述の単離
されたペプチドの少なくとも１つの集団を含む。特定の実施形態において、装置は、ペプ
チドの第１、第２、及び第３集団を含む。
【０１３０】
　特定の実施形態において、装置は、イムノアッセイを実施するのに有用である。例えば
、特定の実施形態において、装置は、ラテラルフローイムノアッセイ装置である。いくつ
かの実施形態において、装置は、ペプチドまたはペプチドの集団が付着する複数のビーズ
から構成されるスライドである。他の実施形態において、装置は、分析または遠心ロータ
ーである。他の実施形態において、装置は、ドットブロット、スロットブロット、または
ウェスタンブロットである。他の実施形態において、装置は、管またはウェルであり、例
えば、ＥＬＩＳＡアッセイに好適なプレートの状態である。さらに他の実施形態において
、装置は、電気化学的センサー、光学的センサー、光電式センサー、Ｘ線フィルム、化学
発光イメージャー、または光子検出機器である。
【０１３１】
　本発明の方法、キット、組成物、及び装置は、多くの利点をもたらす。例えば、これら
により、簡単で、安価、迅速であり、感度がよく、かつ正確な、エーリキア属に対する抗
体の検出かつ存在する場合には対象に感染しているエーリキア属の種の同定が可能になる
。これらは、同様の症状を有する他の状態との血清学的交差反応も回避する。これにより
、細菌及び種の正確な診断が可能になるため、特定のエーリキア属の種に対して必要とな
り得る適時かつ適切な治療が容易になる。
【０１３２】
　以下の実施例は、本発明の種々の態様を例証する。実施例は、当然のことながら、単に
あくまで本発明の特定の実施形態のみの例示にすぎず、本発明の範囲に制限を構成するも
のではない。
【実施例】
【０１３３】
実施例１－エーリキア属によるイヌの実験的感染及びＥＬＩＳＡによる種特異的抗エーリ
キア抗体の検出
　この実施例は、特定のエーリキア属の種に特異的な抗体が生成され、本明細書に記載の
ペプチドの集団に反応することが分かったことを示す。
【０１３４】
　病理変化及び抗体産生の経過を研究する目的で、多数のイヌをＥ．カニス、Ｅ．シャフ
ェンシスまたはＥ．エウィンギに実験的に感染させた（エーリキア属の種ごとに４匹のイ
ヌ）。動物には、それぞれ、Ｅ．カニス及びＥ．シャフェンシスの培養、及びＥ．エウィ
ンギ（Ｅ．エウィンギは、培養することができなかったため、ＩＦＡを行うためのスライ
ドは、この種については現在入手できない）の血液安定化物を用いて感染させた。血漿試
料を種々の時点で感染イヌから採取し、「イヌ血漿試料」を生成した。感染動物の全ては
ＰＣＲによって細菌ＤＮＡの存在を示したが、研究に許された期間中、Ｅ．シャフェンシ
スに感染したイヌのうちの１匹とＥ．カニスに感染したイヌのうちの２匹のみが、ＳＮＡ
Ｐ　４ＤＸ　Ｐｌｕｓ（商標）（ＩＤＥＸＸラボラトリーズ社によって作製、Ｅ．カニス
、Ｅ．エウィンギ及びＥ．シャフェンシスに対する抗体を検出する）との反応性によって
判断された抗細菌抗体の存在を示した。ＳＮＡＰ　４ＤＸ　Ｐｌｕｓ（商標）に陽性であ
ると分かった感染研究からの全てのイヌ血漿試料も、以下に記載のペプチドの第１集団（
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ＥＣＨＥＷ１）を用いて、以下に記載の本方法に従って実施されたＥＬＩＳＡアッセイで
陽性であった。
【０１３５】
　ペプチドの３つの異なる集団は、標準的な合成手順を用いて合成した。ペプチドの第１
集団（ＥＣＨＥＷ１）における各ペプチドは、配列番号１の配列を含有していた。これは
、以下のエーリキア抗原：カニス／シャフェンシス由来のｍｓｐ４、ｐ３０、またはｐ３
０－１、及びエウィンギ由来の２８ｋＤによって誘発された抗体に結合する２つの異なる
配列を包含するキメラペプチドを含む。ペプチドのＥＣＨＥＷ１集団は、複数のエーリキ
ア属の種（Ｅ．カニス、Ｅ．シャフェンシス、及びＥ．エウィンギ）によって誘発された
抗体に特異的に結合する。ペプチドの第２集団（ＥＥ１３）における各ペプチドは、配列
番号２の配列を含有していた。ペプチドのＥＥ１３集団は、Ｅ．カニス及びＥ．シャフェ
ンシスに対するいくらかの低い交差反応を伴って、Ｅ．エウィンギによって主に誘発され
た抗体に特異的に結合する。ペプチドの第３集団（ＥＥ１２ＥＷ１）における各ペプチド
は、配列番号３の配列を含有していた。ペプチドのＥＥ１２ＥＷ１集団は、Ｅ．エウィン
ギに対するいくらかの低い交差反応を伴って、Ｅ．カニス及びＥ．シャフェンシスによっ
て主に誘発された抗体に特異的に結合する。
【０１３６】
　ＥＬＩＳＡ方法
１．被覆抗原
　１．１．　９６ウェルプレート（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｎｕｎｃ（商
標）ＭａｘｉＳｏｒｐ「マイクロプレート」）中の所望の数のウェルを、１～２０μｇ／
ｍＬのアバクシス社のエーリキア抗原集団ＥＣＨＥＷ１、ＥＥ１２ＥＷ１、またはＥＥ１
３（各々は、ＢＳＡにコンジュゲートさせ、０．１Ｍ炭酸／重炭酸ナトリウム緩衝液（ｐ
Ｈ９～９．４）に希釈した）で被膜した。０．１ｍＬの抗原を各ウェルに添加し、プレー
トをマイクロプレートシェーカー上で、２５０～３００ｒｐｍで室温にておよそ１時間イ
ンキュベートすることで被覆を行った。
　１．２．　被覆溶液を除去した後、紙タオル上でプレートを軽くたたき、もしあれば懸
滴を除去した。０．３ｍＬの脱イオン水を各ウェルに添加し、プレートを２５０～３００
ｒｐｍで５分間振動させた。液体を上述のように除去した。
　１．３．　１．２と同様に、洗浄工程を２回繰り返した。
２．プレートのブロッキング
　２．１．　被覆したプレートウェルを、１００ｍＬの脱イオン水中に３０ｇの無脂肪乳
からなるブロッキング溶液で処理することでブロックした。各ウェルに０．３ｍｌのブロ
ッキング溶液を充填し、プレートをシェーカー上に２５０～３００ｒｐｍでおよそ１時間
載置した。
　２．２．　ブロッキング溶液を除去し、紙タオル上でプレートを軽くたたき、懸滴を除
去した。
３．試料／キャリブレータインキュベーション
　３．１．　抗エーリキア抗体キャリブレータを、公知の種に対して高力価の血漿試料の
プールを作製することで、イヌ科動物の血漿から生成した。ＳＮＡＰ　４ＤＸ　Ｐｌｕｓ
（商標）及びＳＮＡＰ　３ＤＸ（商標）（ＩＤＥＸＸによって作製、Ｅ．エウィンギでは
なくＥ．カニス、Ｅ．エウィンギ及びＥ．シャフェンシスに対する抗体を検出する）鑑別
試験及びＩＦＡによって種を判断した。その後、プールに任意のスコアを割り当て、陰性
イヌ科動物血漿希釈液中で種々のレベルに希釈した。スコアは、希釈と線形的にスケーリ
ングした：例えば、スコア４０の試料は、得られたスコアが２０のものの２倍に希釈した
。５つのエーリキアキャリブレータのセットを、エーリキアＥＬＩＳＡ用の各プレート上
で実行した。１つのセットは、Ｅ．カニス、Ｅ．シャフェンシス及びＥ．エウィンギに陽
性である血漿試料から構成され、ＥＣＨＥＷ１被膜プレートと一緒に使用した。１つのセ
ットは、カニス及びシャフェンシスそれぞれのＩＦＡにおいて近い力価を示す試料を用い
た、抗Ｅ．カニス／Ｅ．シャフェンシス陽性試料から構成され、ＥＣＨＥＷ１被膜プレー
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ト及びＥＥ１２ＥＷ１被膜プレートと一緒に使用した。別のセットは、抗Ｅ．エウィンギ
陽性試料から構成され、ＥＥ１３被膜プレートと一緒に使用した。各イヌ血漿試料または
キャリブレータは、ブロッキング溶液中で２５０倍に希釈した。希釈したキャリブレータ
とイヌ血漿試料の各々の０．１ｍＬのアリコートをウェルに添加し、プレートをシェーカ
ー上に２５０～３００ｒｐｍで１時間載置した。キャリブレータ及びイヌ血漿試料の両方
を２回実行し、報告した結果は、２回の読み取りの平均である。
　３．２．　試料溶液を除去し、５０ｍＭのＴｒｉｚｍａ塩基（シグマアルドリッチＴ１
５０３）及び０．０５％のＣＨＡＰＳ洗剤（ｐＨ８．０）（シグマアルドリッチＣ３０２
３）を含む洗浄緩衝液でプレートを洗浄した。０．３ｍＬの洗浄緩衝液を添加し、プレー
トを２５０～３００ｒｐｍで５分間振動することで洗浄工程を行った。プレートを反転さ
せることで洗浄溶液を除去した後、紙タオル上で軽くたたき、もしあれば懸滴を除去した
。
　３．３．　上記の洗浄工程を２回繰り返した。
４．コンジュゲートインキュベーション
　４．１．　タンパク質Ａ－ＨＲＰコンジュゲート（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　１７０－６５２２
）をブロッキング溶液（上の２．１に記載）中に８０００倍に希釈し、０．１ｍＬの希釈
コンジュゲートを各ウェルに添加した。次いで、プレートを２５０～３００ｒｐｍで室温
にておよそ１時間振動させながらインキュベートした。
　４．２．　コンジュゲートを除去し、プレートを紙タオル上で軽くたたき、懸滴を除去
した。３．２及び３．３で上述したように、プレートを３回洗浄した。最後に、プレート
をウェル当たり０．３ｍＬの希釈水で洗浄した。
　４．３．０．１ｍＬの基質ＴＭＢ溶液（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　ＥＳ０２２）を添加する
ことによって、結合したコンジュゲートを分析した。基質を室温で１０分間反応させ、Ｏ
Ｄ６５０ｎｍの読み取りをプレートリーダー（Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘ３４０ＰＣ．）で行
った。
【０１３７】
　感染イヌ由来の血漿試料をいくつかの時点で採取し、ＥＣＨＥＷ１、ＥＥ１３、及びＥ
Ｅ１２ＥＷ１をそれぞれ用いて、上述のようなエーリキアＥＬＩＳＡ方法で分析した。結
果を図２に示す。これらの結果は、抗体とＥＣＨＥＷ１及びＥＥ１２ＥＷ１の反応性がＥ
．カニス及びＥ．シャフェンシスに応答して産生されたことを示す。Ｅ．カニスに応答し
て産生された抗体は、Ｅ．エウィンギ特異的ペプチド集団ＥＥ１３と反応した。Ｅ．シャ
フェンシスに感染したイヌ由来の感染４２日後の試料と、ＥＥ１３との非常にわずかな交
差反応が確認された。
【０１３８】
実施例２－ペプチド集団を用いた、さらに公知の抗エーリキア陽性または陰性試料由来の
種特異的抗体の存在の検出
　この実施例は、抗エーリキア抗体の存在の検出と、存在する場合には、ＥＬＩＳＡにお
いてペプチドのＥＣＨＥＷ１、ＥＥ１３、及びＥＥ１２ＥＷ１集団を用いて基準方法によ
って抗エーリキア陽性または陰性であると同定されたさらなる試料由来の種特異的抗体と
を示す。ＥＬＩＳＡ結果が基準方法の結果と一致することを示す。
【０１３９】
　３つの集団、ＥＣＨＥＷ１、ＥＥ１３、及びＥＥ１２ＥＷ１における各ペプチドは、チ
オエーテル化学を用いて、担体タンパク質ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）に別々に結合さ
せた。得られたＢＳＡ－ペプチドコンジュゲートは、９６ウェルＥＬＩＳＡプレート中で
捕捉用物質として使用し、３つの別々のＥＬＩＳＡアッセイ（プレート当たり１つのペプ
チド集団）を作製した。その後、プレートをブロックして、望ましくない非特異的結合を
防止した。
【０１４０】
　全部で２２４個の抗エーリキア陽性試料（ＩＦＡ及びＳＮＡＰ　４ＤＸ　Ｐｌｕｓ（商
標）／ＳＮＡＰ　３Ｄｘ（商標）によって判断したＥ．カニス、Ｅ．シャフェンシス、ま
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たはＥ．エウィンギに陽性のイヌ血漿試料）と２６４個の抗エーリキア陰性試料（同じ基
準方法によって判断したＥ．カニス、Ｅ．シャフェンシス、及びＥ．エウィンギに陰性の
２４４個のイヌ血漿試料と２０個のイヌ全血試料）を、３つのＥＬＩＳＡプレートの各々
において、固定化されたペプチド集団と共にインキュベートした。１時間のインキュベー
ション後、マイクロウェルを洗浄することで未反応物を除去した。特異的に捕捉されたイ
ヌＩｇＧまたはＩｇＭを、ＨＲＰ標識タンパク質Ａとの反応によって検出した。市販のＴ
ＭＢ基質を用いてＨＲＰを分析した。各ウェルの光学密度をプレートリーダーで６５０ｎ
ｍにて読み取った。ＩＦＡ及びＳＮＡＰ試験から「試料状態」によって分類した結果の概
要を以下の表１に示す。
（表１）公知のエーリキア陽性または陰性試料のＥＬＩＳＡ結果

１試料状態は、ＩＦＡ及びＳＮＡＰ試験の結果から判断した。
２ＥＣＨＥＷ１のＥＬＩＳＡ結果は、スコア≧３の場合には「陽性」、スコア＜３の場合
には「陰性」として分類した。
【０１４１】
　２２４個の抗エーリキア陽性試料（ＩＦＡ及びＳＮＡＰ試験によって判断）のうち、２
０９個は、ペプチド集団ＥＣＨＥＷ１を用いて我々のＥＬＩＳＡアッセイによって陽性と
同定された。従って、ＥＬＩＳＡ　ＥＣＨＥＷ１の感度率は、９３．３％であった。２６
４個の抗エーリキア陰性試料のうち、２５９個は、我々のＥＬＩＳＡアッセイによって陰
性と同定された。従って、ＥＬＩＳＡ　ＥＣＨＥＷ１の特異性（％）は、９８．１％であ
った。さらに、ＩＦＡ及びＳＮＡＰ試験によって抗Ｅ．カニス特異的または抗Ｅ．シャフ
ェンシス特異的として分類された１０８個の試料のうち、９９個（「ＥＥ１２ＥＷ１＞Ｅ
Ｅ１３によるＥＣＨＥＷ１陽性」）は、我々のＥＬＩＳＡ検出プロセスによって正確に同
定された。ＩＦＡ及びＳＮＡＰ試験によって抗Ｅ．エウィンギ特異的として分類された９
２個の試料のうち、８０個の（「ＥＥ１３＞ＥＥ１２ＥＷ１によるＥＣＨＥＷ１陽性」）
は、我々のＥＬＩＳＡ検出プロセスによって同定された。したがって、我々のＥＬＩＳＡ
方法は、基準方法と良好に一致する。
【０１４２】
　加えて、ＩＦＡまたはＳＮＡＰアッセイによって種の情報を判断できなかった２５個の
抗エーリキア陽性試料のうち、我々のＥＬＩＳＡは、それらを相当に高い信頼度でＥ．カ
ニス／Ｅ．シャフェンシス特異的（ＥＥ１２ＥＷ１スコアがＥＥ１３スコアよりも高い場
合）またはＥ．エウィンギ特異的（ＥＥ１３スコアがＥＥ１２ＥＷ１スコアよりも高い場
合）のいずれかであると同定した。
【０１４３】
　いくつかの実施形態において、ラテラルフローイムノアッセイは、上述の方法において
、ＥＬＩＳＡアッセイの代わりに使用することができる。したがって、本明細書に記載の
ペプチドの集団を用いる他のアッセイ形式は、エーリキア属の種を同定するための本発明
の方法に使用することができる。
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【０１４４】
実施例３－標準曲線の生成及び３つの未知の試料の同定
　この実施例は、単離されたペプチドの３つの集団、ＥＣＨＥＷ１、ＥＥ１３、及びＥＥ
１２ＥＷ１の標準曲線をどのように生成することができるかのみならず、３つの未知の試
料を本発明の方法に従ってどのように分類したかを詳細に示す。
【０１４５】
　ＥＬＩＳＡアッセイは、実施例１に記載の方法に従って実施した。特に、実施例１に記
載された公知のイヌ科動物血漿試料から生成された５つのエーリキアキャリブレータのセ
ットを、エーリキアＥＬＩＳＡ用の各プレート上で実行した。１つのセットは、Ｅ．カニ
ス／Ｅ．シャフェンシス陽性試料から構成され、ＥＣＨＥＷ１被膜プレート及びＥＥ１２
ＥＷ１被膜プレートと一緒に使用した。別のセットは、抗Ｅ．エウィンギ陽性試料から構
成され、ＥＥ１３被膜プレートと一緒に使用した。
【０１４６】
　３つの未知のイヌ科動物血漿試料の各々をブロッキング溶液中で２５０、５００、及び
１０００倍に希釈した。次いで、希釈したキャリブレータと未知の試料の各々の０．１ｍ
Ｌのアリコートをウェルに添加し、プレートをシェーカー上に２５０～３００ｒｐｍで１
時間載置した。
【０１４７】
　キャリブレータ及び未知の試料の両方を２回実行し、報告した結果は、２回の読み取り
の平均である。
【０１４８】
データ分析
　ペプチドの各集団の標準曲線は、ｘ軸にスコア（全ての種のＥＣＨＥＷ１スコア、カニ
ス及び／またはシャフェンシスのＥＥ１２ＥＷ１スコア、及びエウィンギのＥＥ１３スコ
ア）及びｙ軸に光学密度（ＯＤ）で、ＥＬＩＳＡキャリブレータをそれぞれ用いて調製し
た。未知の試料のエーリキアスコアを、この標準曲線から補間した。未知の試料のＥＣＨ
ＥＷ１スコア、ＥＥ１２ＥＷ１スコア、またはＥＥ１３スコアは、較正曲線の範囲内にあ
る希釈からＯＤを用いて判断した。
【０１４９】
結果
　キャリブレータのＥＬＩＳＡ結果（ＯＤ６５０ｎｍ読み取り）を表２に示す：
（表２）標準曲線（割り当てたスコア及びキャリブレータのＯＤ読み取り）

【０１５０】
　標準曲線は、以下のように算出した：
　ＥＣＨＥＷ１：ＯＤ＝０．００８８（ＥＣＨＥＷ１スコア）＋０．００２７
　ＥＥ１２ＥＷ１：ＯＤ＝０．００５５（ＥＥ１２ＥＷ１スコア）＋０．００５
　ＥＥ１３：ＯＤ＝０．００６９（ＥＥ１３スコア）＋０．００２９
【０１５１】
　未知の試料のＥＬＩＳＡ結果を表３に示す：
（表３）未知の試料のＥＬＩＳＡ　ＯＤ読み取り
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【０１５２】
　未知の試料のスコアは、以下の式によって算出した：
　（スコア）＝（ＯＤ－Ｂ）／Ａ
　ここで、Ｂは標準曲線の切片であり、Ａは勾配である。
　各スコアについて、使用したＯＤ及び定数は、当該ペプチド集団に由来する。
【０１５３】
　未知の試料ごとに算出したスコは、以下の通りである：
　１．）未知１
　（ＥＣＨＥＷ１スコア）＝（０．４２－０．００２７）／０．００８８＝４７
　（ＥＥ１２ＥＷ１スコア）＝（０．０３－０．００５）／０．００５５＝５
　（ＥＥ１３スコア）＝（０．３４－０．００２９）／０．００６９＝４９
【０１５４】
　ＥＣＨＥＷ１スコアを使用して、試料がＥ．カニス、Ｅ．シャフェンシス、及びＥ．エ
ウィンギ由来のいずれかの種の感染に陽性または陰性であるかどうかを判断した。次いで
、ＥＥ１３スコアをＥＥ１２ＥＷ１スコアと比較して、感染した種を判断した。この場合
、未知１について、ＥＣＨＥＷ１スコアは陽性であり、ＥＥ１３スコア＞＞ＥＥ１２ＥＷ
１スコアであるため、試料は、Ｅ．エウィンギに対して陽性である。
　２．）未知２
　（ＥＣＨＥＷ１スコア）＝（０．４８－０．００２７）／０．００８８＝５４
　（ＥＥ１２ＥＷ１スコア）＝（０．３１－０．００５）／０．００５５＝５５
　（ＥＥ１３スコア）＝（０．０１－０．００２９）／０．００６９＝１
　ＥＥ１２ＥＷ１スコア＞＞ＥＥ１３スコアであるため、試料は、Ｅ．カニス／Ｅ．シャ
フェンシスに対して陽性である。
　３．）未知３
　（ＥＣＨＥＷ１スコア）＝（０．００３－０．００２７）／０．００８８＝０
　（ＥＥ１２ＥＷ１スコア）＝（０．０１２－０．００５）／０．００５５＝１
　（ＥＥ１３スコア）＝（０．００２－０．００２９）／０．００６９＝０
　３つ全てのスコアは非常に低いため、試料は、３つ全てのエーリキア属の種に対して陰
性である。
【０１５５】
カットオフ
　ＥＬＩＳＡ試験法のカットオフは、２９４個の試料、１２８個の陰性及び１６６個の陽
性の分析に基づいて算出した。これらの試料は、ＳＮＡＰ　４Ｄｘ　Ｐｌｕｓ、及びＥ．
カニス及びＥ．シャフェンシスＩＦＡ力価を使用して分類した。この研究で用いた試料は
、両方の方法が一致した、すなわち、ＳＮＡＰ及びＩＦＡの両方とも陽性または両方とも
陰性であったもののいずれかである。この場合、ＩＦＡ力価のうちのどちらか高いほうが
、使用した値であった。これら２９４個の試料の各々は、実施例１に記載の手順に従って
、ＥＬＩＳＡアッセイを用いて試験し、抗体レベルスコアを、試料ごとの各アッセイ結果
に割り当てた。このＥＬＩＳＡアッセイを行った試料の陽性及び陰性状態は、ＥＣＨＥＷ
１スコアのみに基づいて判断したため、ここの計算全ては、これらの試料のＥＣＨＥＷ１
スコアに関するものであった。
【０１５６】
　カットオフは、陰性平均を上回る３標準偏差で設定した。この試料セットについては、
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　陰性試料の平均は、０．３７
　陰性試料の標準偏差は、０．８２
　平均＋３×｛標準偏差｝は、２．８４である。
【０１５７】
　この実施例において、全てのスコアは、最も近い整数に四捨五入したため、ＥＣＨＥＷ
１スコア＞＝３である試料はいずれも陽性と見なした。ＥＬＩＳＡスコアが３で、特異性
が９９．２％、感度が９５．８％であると見なした。
【０１５８】
　参照により組み込まれた文書内のいずれかの定義が本明細書において提供される定義と
矛盾する程度まで、本明細書において提供される定義が支配する。本発明の好ましい実施
形態を参照して本発明を記載したが、当業者には明らかであるような、種々の変化及び修
飾を、本発明の精神から逸脱することなくなすことができると理解されるべきである。従
って、本発明は、以下の特許請求の範囲によってのみ限定される。
【０１５９】
　本明細書に引用される各々及び全ての特許、特許出願、及び刊行物の、特許請求の範囲
、図、及び／または図面の開示は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。

【図１】 【図２】
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