
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】風疹Ｅ１抗原変異体及び抗風疹抗体検出における用途の提供。
【解決手段】可溶性風疹 E1抗原及びこのペプチドの変異体は、 C末端における少なくとも
膜貫通領域とアンカーセグメント、及びアミノ酸 143-164を欠き、並びに少なくともジス
ルフィド架橋 Cys349-Cys352及び Cys368-401にわたる領域を含有し、更にこの領域の N末端
（ Cys349）は少なくとも 15アミノ酸を含有し、及び／又は、この領域の C末端（ Cys401）
は隣接風疹 E1抗原配列の少なくとも 8アミノ酸を含有する。該抗原は、シャペロン融合タ
ンパク質として組換え発現され、可溶性かつ免疫反応性のコンホメーションにリフォール
ディングされ、抗風疹抗体の血清学的検出に使用される。風疹 E1抗原及び変異体をコード
する組換え DNA分子も得られる。サンプル中の IgG及び／又は IgMサブクラスの抗風疹抗体
の検出、測定及び定量の方法も得られる。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 C末 端 に お け る 少 な く と も 膜 貫 通 領 域 と ア ン カ ー セ グ メ ン ト 、 及 び 少 な く と も ア ミ ノ 酸 1
43-164を 欠 い て い る こ と 、 な ら び に 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys36
8-401に わ た る 領 域 を 含 有 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ 、 一 方 、 こ の 領 域 の N末 端 （ Cys349
） が 更 に 少 な く と も 15ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 、 及 び ／ 又 は 、 こ の 領 域 の C末 端 （ Cys401） が 更
に 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 可 溶
性 風 疹 E1抗 原 な ら び に こ の ペ プ チ ド の 変 異 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-401に わ た る 領 域 を 含 有 す る こ
と に よ り 特 徴 づ け ら れ 、 一 方 、 こ の 領 域 の N末 端 （ Cys349） が 更 に 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の
少 な く と も 25、 30、 又 は 34ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 、 及 び ／ 又 は 、 こ の 領 域 の C末 端 （ Cys401）
が 更 に 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と も 10、 11、 15、 25、 又 は 35ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る こ と
に よ り 特 徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 1記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 ３ 】
　 C末 端 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 残 基 438-452の 間 の α -ら せ ん 領 域 を 更 に 欠 く こ と に よ り 特 徴
づ け ら れ る 、 請 求 項 1又 は 2記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 ４ 】
　 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71に わ た る 領 域 を 含 有 す る N末 端
領 域 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 1又 は 2記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 ５ 】
　 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys117-Cys130に わ た る 領 域 を 更 に 含 有 す る こ と に よ り 特
徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 4記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 ６ 】
　 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys225-Cys235に わ た る 領 域 を 更 に 含 有 す る こ と に よ り 特
徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 5記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 ７ 】
　 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185に わ た る 領 域 を 更 に 含 有 す る こ と に よ り 特
徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 5又 は 6記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が 合 成 的 に 製 造 さ れ る 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗
原 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が 組 換 え 的 に 製 造 さ れ る 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1
抗 原 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 製 造 さ れ る 、 請 求 項 9記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1
抗 原 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 風 疹 E1抗 原 が ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ ル -イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス の シ ャ ペ ロ ン に 融 合 さ れ て い
る 、 請 求 項 10記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の 風 疹 E1抗 原 を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 ん で な り 、 そ の 上 流 に 、 FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 が 位 置 す る 、 風 疹 E1抗 原 を コ ー ド す る 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 FKBPシ ャ ペ ロ ン が 、 FkpA、 SlyD及 び 誘 発 因 子 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る こ と に よ り 特 徴 づ
け ら れ る 、 請 求 項 12記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 そ れ が 、 風 疹 E1抗 原 を コ ー ド す る 配 列 と FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 配 列 と の 間 に 位 置
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す る 10～ 100ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド リ ン カ ー を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む こ と に よ り 更 に 特 徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 12又 は 13記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 1つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 12～ 14の い ず れ か 1
項 記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 少 な く と も 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 12～ 14
の い ず れ か 1項 記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 少 な く と も 2つ の 配 列 が 、 風 疹 E1抗 原 を コ ー ド す る 配 列 の
上 流 に 位 置 す る こ と に よ り 更 に 特 徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 16記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 PPIシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 1つ の 配 列 が 風 疹 E1抗 原 の 上 流 に 位 置 し 、 PPIシ ャ ペ ロ ン を
コ ー ド す る そ の 他 の 配 列 が 、 風 疹 E1抗 原 を コ ー ド す る 配 列 の 下 流 に 位 置 す る こ と に よ り 更
に 特 徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 17記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 そ れ が 、 10～ 100ア ミ ノ 酸 の リ ン カ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 2つ の 核 酸 配 列 を 含 む こ
と に よ り 更 に 特 徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 16～ 18の い ず れ か 1項 記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 10～ 100ア ミ ノ 酸 の リ ン カ ー を コ ー ド す る 2つ の 核 酸 配 列 が 互 い に 異 な る 、 請 求 項 19記 載
の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 リ ン カ ー 配 列 の 少 な く と も 1つ が 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 部 位 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド リ ン
カ ー を コ ー ド す る 、 請 求 項 12～ 20の い ず れ か 1項 記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 12～ 21の い ず れ か 1項 記 載 の 組 換 え DNA分 子 を 、 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ て 含 ん で
な る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 22記 載 の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 可 溶 性 か つ 免 疫 反 応 性 の 風 疹 E1抗 原 -シ ャ ペ ロ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
a． 請 求 項 23記 載 の 宿 主 細 胞 の 培 養 、
b． 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 、
c． 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 、
d． 可 溶 性 か つ 免 疫 反 応 性 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン へ の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ
の 工 程 を 含 ん で な る 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が FKBPシ ャ ペ ロ ン で あ る 、 請 求 項 24記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 FKBPシ ャ ペ ロ ン が 、 SlyD、 FkpA及 び 誘 発 因 子 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 25記 載 の
製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 サ ン プ ル 中 の IgG及 び ／ 又 は IgMサ ブ ク ラ ス の 抗 風 疹 抗 体 の 検 出 及 び 測 定 及 び 定 量 の た め
の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 1項 記 載 の 風 疹 E1抗 原 を 該 抗 体 に 対 す る 捕 捉 試 薬
及 び ／ 又 は 結 合 相 手 と し て 使 用 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 1項 記 載 の 第 1風 疹 E1抗 原 と 第 2風 疹 E1抗 原 と を 含 ん で な る 、 二 重
抗 原 架 橋 概 念 に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 抗 風 疹 抗 体 の 検 出 の た め の 診 断 試 験 に お け る 、 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 1項 記 載 の 風 疹 E1
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の 少 な く と も 1つ の 抗 原 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 1項 記 載 の 風 疹 E1抗 原 の 少 な く と も 1つ の 抗 原 を 含 有 す る 、 抗 風
疹 抗 体 の 検 出 の た め の 試 薬 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 及 び こ の ペ プ チ ド の 変 異 体 に 関 す る 。 こ れ ら は 、 C末 端 に
お け る 少 な く と も 膜 貫 通 領 域 と ア ン カ ー セ グ メ ン ト 、 及 び 少 な く と も ア ミ ノ 酸 143-164を
欠 い て い る こ と 、 な ら び に 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-401に
わ た る 領 域 を 含 有 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ 、 一 方 、 こ の 領 域 の N末 端 （ Cys349） は 更
に 少 な く と も 15ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 、 及 び ／ 又 は 、 こ の 領 域 の C末 端 （ Cys401） は 更 に 隣 接
風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 こ の 領 域
の N末 端 （ Cys349） は 更 に 少 な く と も 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 25、 30、 又 は 34ア ミ ノ 酸 を 含
有 し 、 及 び ／ 又 は 、 こ の 領 域 の C末 端 （ Cys401） は 更 に 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と も 1
0、 11、 15、 25、 又 は 35ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 風 疹 ウ イ ル ス （ RV） は ト ガ ウ イ ル ス で あ り 、 ル ビ ウ イ ル ス 亜 群 の 唯 一 の 種 で あ る 。 こ の
小 さ な 包 膜 ウ イ ル ス は 65nmの サ イ ズ を 有 し 、 脂 質 エ ン ベ ロ ー プ に 包 ま れ た 正 二 十 面 体 ヌ ク
レ オ カ プ シ ド 内 に 封 入 さ れ た 10kbの 一 本 鎖 RNA分 子 よ り な る 。 風 疹 ウ イ ル ス は 、 Tリ ン パ 球
及 び 抗 体 の 両 方 に よ り 媒 介 さ れ る と 考 え ら れ て い る 永 久 免 疫 を 通 常 は 与 え る 比 較 的 軽 度 な
小 児 疾 患 （ 三 日 は し か ） を 引 き 起 こ す 。 成 人 に お け る 風 疹 感 染 は 、 一 過 性 ／ 慢 性 関 節 炎 、
筋 骨 格 症 候 群 、 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 、 及 び 後 に な っ て 発 現 す る 神 経 後 遺 症 を 引 き 起 こ
す 可 能 性 が あ る 。 風 疹 ウ イ ル ス は 妊 娠 初 期 に お け る 主 要 パ ラ メ ー タ ー で あ る 。 抗 風 疹 IgM
及 び ／ 又 は 抗 風 疹 IgGの 特 異 的 検 出 は 、 そ れ ぞ れ 急 性 感 染 が 生 じ た の か 又 は 激 し い 再 感 染
が 生 じ た の か を 明 ら か に す る た め に 決 定 的 に 重 要 で あ る 。 妊 娠 中 の 母 体 の 風 疹 ウ イ ル ス 感
染 は 胎 児 の 先 天 性 風 疹 症 候 群 （ CRS） の リ ス ク を 伴 い 、 妊 娠 の 最 初 の 12週 の う ち に 一 次 感
染 が 生 じ た 場 合 に 先 天 性 奇 形 の 頻 度 が 最 も 高 い 。 こ の 理 由 に よ り 、 妊 娠 初 期 に お け る RV感
染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 先 天 性 異 常 の 予 防 は 、 血 清 学 的 方 法 に よ り 個 体 の 免 疫 状 態 を 測 定
す る こ と を 要 す る 。 こ れ は 、 風 疹 ウ イ ル ス 抗 原 に 選 択 的 な IgG抗 体 及 び IgM抗 体 の 選 択 的 測
定 を 意 味 す る 。 一 次 風 疹 感 染 は 特 異 的 IgM抗 体 応 答 に 関 連 し て お り 、 一 方 、 検 出 可 能 な IgM
の 非 存 在 下 の IgGレ ベ ル の 上 昇 は 、 急 性 風 疹 ウ イ ル ス 感 染 に 対 し て 防 御 的 で あ る 免 疫 状 態
を 示 す 。 出 生 前 ス ク リ ー ニ ン グ が 、 女 性 が 妊 娠 初 期 に 一 次 風 疹 感 染 を 受 け た こ と を 示 し た
場 合 に は 、 治 療 的 流 産 が 推 奨 さ れ る こ と が 多 い 。 し た が っ て 、 そ の 試 験 結 果 が 正 確 で あ る
こ と が 何 よ り も 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 RVに 対 す る 抗 体 を 検 出 す る た め の 通 常 の 検 査 診 断 は 、 主 と し て 、 ELISA（ 酵 素 結 合 イ ム
ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ ） 試 験 に 基 づ く も の で あ り 、 欧 州 中 部 に お い て RV免 疫 状 態 の 測 定 の
た め の 最 も 広 く 受 け 入 れ ら れ て い る 方 法 は 、 RV-IgG ELISAの 証 明 の た め の 赤 血 球 凝 集 阻 止
（ HAI） 試 験 で あ る （ Weber,1997） 。 あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 特 異 的 抗 体 の 検 出 は 、
特 異 的 抗 原 が 固 定 化 さ れ て い る 固 相 に 該 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 結 合 さ せ る こ と に よ り 行 わ れ う
る 。 つ い で 、 結 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 あ る ク ラ ス の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 な 標
識 抗 体 に よ り 検 出 す る 。 こ の ア ッ セ イ 形 態 は 、 検 出 前 に 未 結 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 除 去 す る
洗 浄 工 程 を 含 む 2工 程 ア ッ セ イ 形 態 に よ っ て の み 行 わ れ う る 。 自 動 イ ム ノ ア ッ セ イ 分 析 装
置 に お い て し ば し ば 実 施 さ れ る 1工 程 ア ッ セ イ 形 態 は 二 重 抗 原 サ ン ド イ ッ チ の 直 接 ア ッ セ
イ 形 態 を 要 す る 。 す な わ ち 、 特 異 的 抗 体 が 、 固 相 に 固 定 化 さ れ た 第 1抗 原 に 結 合 す る 免 疫
複 合 体 を 形 成 す る か 、 あ る い は 固 相 へ の 又 は 標 識 を 含 有 す る 第 2抗 原 へ の 固 定 化 を 媒 介 し
て 、 該 特 異 的 結 合 抗 体 の 定 量 的 又 は 定 性 的 検 出 を 可 能 に す る 。 1工 程 二 重 抗 原 サ ン ド イ ッ
チ 形 態 に お け る 同 じ 特 異 性 の IgM抗 体 の 存 在 下 の 特 異 的 IgG抗 体 の 選 択 的 測 定 の た め に は 、
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可 溶 性 単 量 体 又 は 既 定 オ リ ゴ マ ー 抗 原 の 使 用 が 厳 し く 要 求 さ れ （ EP 0 944 838） 、 こ れ に
よ り 、 免 疫 反 応 性 コ ン ホ メ ー シ ョ ン が 明 ら か に さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 風 疹 ウ イ ル ス は 、 動 物 及 び ヒ ト に お い て 抗 原 性 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 4つ の 構 造 タ
ン パ ク 質 を 含 有 す る 。 こ れ ら は 、 3つ の エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 E1（ 58kDa） 、 E2a（ 47k
Da） 及 び E2b（ 42kDa） 、 な ら び に ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 構 成 す る 一 本 鎖 RNAプ ラ ス 鎖 を 装 飾 す
る 非 グ リ コ シ ル 化 カ プ シ ド （ C） タ ン パ ク 質 （ 33kDa） で あ る （ Waxham及 び Wolinsky, 1985
a; Oker-Blomら , 1984） 。 E2a及 び E2bは 同 一 遺 伝 子 産 物 の 変 異 体 で あ る こ と が 示 さ れ て お
り 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 内 で の 泳 動 に お け る 相 違 は 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質 の 不 均 一 な
グ リ コ シ ル 化 に よ る も の で あ る 。 E1及 び E2は 単 量 体 又 は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 複 合 体 （ E1-E1
及 び E1-E2） を 形 成 す る こ と が 判 明 し て お り 、 一 方 、 Cは 専 ら ホ モ 二 量 体 と し て 存 在 す る （
Waxham及 び Wolinsky, 1983; Wolinsky, 1996） 。 RVの 生 物 学 的 、 物 理 学 的 及 び 生 化 学 的 特
性 な ら び に そ の 感 染 の 臨 床 的 特 徴 は Wolinsky, (1996) に 公 開 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 の と こ ろ 、 風 疹 感 染 の 検 出 の た め に は 抗 原 が 使 用 さ れ て お り 、 こ れ は 、 安 定 に 感 染
し た ／ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 系 及 び 一 般 に は 真 核 生 物 過 剰 産 生 か ら の 幹 細 胞 （ stem
） か ら 誘 導 さ れ る 。 Seppanenら  (1991)は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 を 使 用 す る こ と に よ
る ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ジ ペ ル ダ （ Spodoptera frugiperda） Sf9昆 虫 細 胞 に お け る 風 疹 ウ イ
ル ス の E1及 び E2の 発 現 を 記 載 し て い る 。 さ ら に 、 RV様 粒 子 （ RLP） の 形 態 で RVの 構 造 タ ン
パ ク 質 E1、 E2及 び Cを 発 現 し 分 泌 す る 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た CHO細 胞 系 が Hobmanら
 (1994)に お い て 開 示 さ れ て い る 。 風 疹 様 粒 子 は 風 疹 主 要 抗 原 E1、 E2及 び Cか ら 構 成 さ れ 、
こ れ ら は ウ イ ル ス ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 。 シ グ ナ ル 配 列 に よ り
、 こ の 未 プ ロ セ シ ン グ 前 駆 体 タ ン パ ク 質 は 培 地 内 に 分 泌 さ れ 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 が 形 成 さ れ
る 。 こ れ ら の RLPの 表 面 は 、 風 疹 陽 性 血 清 中 の 抗 RV抗 体 の 免 疫 学 的 検 出 に 適 し た エ ピ ト ー
プ を 提 示 す る 。 BHK（ 子 ハ ム ス タ ー 腎 細 胞 ） 細 胞 系 に お け る 、 RVの 3つ の 構 造 タ ン パ ク 質 を
含 有 す る 非 感 染 性 RV様 粒 子 （ VLP） の 発 現 が 、 Quiら , (1994)に 概 説 さ れ て い る 。 し か し 、
真 核 細 胞 系 に お け る RV抗 原 の 製 造 は 労 働 集 約 的 で あ り 、 長 時 間 を 要 し 、 一 方 、 収 率 は 比 較
的 低 い 。 抗 風 疹 ウ イ ル ス 抗 体 の 検 出 の in vitro診 断 方 法 の 確 立 の た め に は 、 可 溶 性 で 機 能
的 で 再 現 可 能 な 一 定 の 質 で 大 腸 菌 （ E. coli） の よ う な 原 核 生 物 か ら 組 換 え RV抗 原 を 製 造
す る 方 法 が 必 要 で あ り 、 そ の よ う な 方 法 は 、 確 立 さ れ た RLPと 比 べ て 明 ら か な 利 点 を 伴 う
こ と が 必 要 で あ る 。 タ ン パ ク 質 の 設 計 及 び 操 作 の 分 野 に お け る ノ ウ ハ ウ は 著 し く 増 加 し て
い る が 、 風 疹 抗 原 E1、 E2及 び Cは 大 腸 菌 （ E. coli） 宿 主 細 胞 内 で 非 常 に 少 量 で し か 発 現 さ
れ ず 、 さ ら に 、 そ れ ら は 難 溶 性 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 免 疫 優 性 風 疹 抗 原 （ す な わ ち 、 ヒ ト 血 清 か ら の 抗 体 の 免 疫 学 的 検 出 の た め の 選 択 さ れ た
抗 原 ） は エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 E1で あ る 。 E1タ ン パ ク 質 の 全 体 的 な ト ポ ロ ジ ー は 、 α -
ら せ ん 領 域 （ 438-452） を 含 む 大 き な 細 胞 外 エ ク ト ド メ イ ン （ 1-452） 及 び 膜 貫 通 ド メ イ ン
（ 453-468） 及 び そ れ に 続 く 短 い C末 端 ア ン カ ー セ グ メ ン ト （ 481ま で ） を 含 む 。 RVの E1の
不 溶 性 の 1つ の 理 由 は 、 10個 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 に よ り 安 定 化 さ れ る と 考 え ら れ る エ ク ト
ド メ イ ン の コ ン ホ メ ー シ ョ ン に よ る も の で あ ろ う 。 風 疹 E1ペ プ チ ド は ア ミ ノ 末 端 （ N末 端
） 領 域 及 び カ ル ボ キ シ 末 端 （ C末 端 ） 領 域 内 に 構 築 さ れ 、 合 計 24個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含
有 す る 。 一 般 に 、 N末 端 は 、 遊 離 ア ミ ノ 基 （ NH 2 ） を 有 す る ア ミ ノ 酸 で 終 結 す る タ ン パ ク 質
又 は ポ リ ペ プ チ ド の 端 を 意 味 し 、 C末 端 は 、 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 （ COOH） を 有 す る ア ミ ノ
酸 で 終 結 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 端 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 風 疹 E1タ ン パ ク 質 の N末 端 領 域 は シ ス テ イ ン 残 基 C(8)か ら C(287)ま で の 8個 の ジ ス ル フ ィ
ド を 含 有 し 、 C末 端 領 域 は 、 シ ス テ イ ン 残 基 C(249)か ら C(401)ま で に 生 じ る 2個 の ジ ス ル フ
ィ ド を 含 有 す る こ と を 、 Grosら , (1997)は 開 示 し て い る 。 残 基 C(456)、 C(466)及 び C(468)
は 推 定 膜 貫 通 セ グ メ ン ト 内 に 位 置 し 、 残 基 C(470)は 該 ウ イ ル ス の 内 部 に 位 置 す る と 予 想 さ
れ る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 残 基 C(456)-C(470)が ジ ス ル フ ィ ド 形 成 に 関 与 し て い な い こ と
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を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 シ ス テ イ ン 残 基 が 多 数 存 在 す る こ と 、 及 び そ れ に 伴 う 、 誤 っ た 架 橋 事 象 の 可 能 性 （ 分 子
内 及 び 分 子 間 SHシ ャ フ リ ン グ の 生 成 は 十 分 に 考 え ら れ う る ） は 、 E1の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 的
及 び 酸 化 的 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ が 、 in vitroで 制 御 す る こ と が 困 難 な 非 常 に 複 雑 な 過 程 で
あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 し た が っ て 、 免 疫 反 応 性 （ す な わ ち 、 抗 原 性 ） コ ン ホ メ ー シ ョ
ン へ の 風 疹 抗 原 の 高 収 率 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 及 び 精 製 の 両 方 を 促 進 す る 簡 便 か つ 信 頼 し う
る プ ロ ト コ ー ル が 緊 急 に 必 要 と さ れ て い る 。 天 然 の よ う に フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た 組 換 え E1
エ ン ベ ロ ー プ 変 異 体 は 、 RVに 対 す る 抗 体 に 関 す る 信 頼 し う る イ ム ノ ア ッ セ イ を 達 成 す る た
め の 必 須 要 件 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 風 疹 E1エ ク ト ド メ イ ン （ 1-452） は 20個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 有 す る 。 そ れ ら の 正 し い
架 橋 は そ の 三 次 元 構 造 を 決 定 し 、 正 し い 天 然 様 コ ン ホ メ ー シ ョ ン エ ピ ト ー プ の 露 出 の た め
に 決 定 的 に 重 要 で あ る 。 正 し い 分 子 内 及 び ／ 又 は 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 形 成 で あ る 、
シ ス テ イ ン に 富 む タ ン パ ク 質 の 酸 化 的 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ は 、 複 雑 な 過 程 で あ り 、 過 度 な
実 験 を 要 す る 過 程 で あ る 。 新 た に 合 成 さ れ た 又 は 輸 送 さ れ た タ ン パ ク 質 内 へ の in vivoで
の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 挿 入 の た め に は 、 細 胞 区 画 （ 真 核 細 胞 に お け る 小 胞 体 、 原 核 細 胞 に
お け る ペ リ プ ラ ズ ム ） 内 の 多 数 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ 補 助 体 （ シ ャ ペ ロ ン 、 オ キ シ ド レ ダ ク
タ ー ゼ 、 プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ ） が 利 用 可 能 で あ る 。 細 菌 サ イ ト ゾ ル 内 の レ ド ッ ク ス 電 位
は 強 還 元 性 （ -270mV） で あ る た め 、 異 種 標 的 タ ン パ ク 質 の シ ス テ イ ン は 天 然 に お い て は チ
オ ー ル 部 分 と し て 生 じ る 。 発 現 が 非 常 に 高 い 場 合 に は 、 標 的 タ ン パ ク 質 は 不 溶 性 凝 集 物 （
い わ ゆ る 、 封 入 体 、 IB） と し て 宿 主 細 胞 内 に 貯 蔵 さ れ る 。 通 常 、 部 分 的 に リ フ ォ ー ル デ ィ
ン グ し た 及 び ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ （ 変 性 ） し た タ ン パ ク 質 画 分 は 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 溶 液
（ 7.0M GdmCl、 8.0M尿 素 ） 中 の 還 元 条 件 （ 例 え ば 、 5mM TCEP） 下 で 可 溶 化 さ れ て 、 ア ン フ
ォ ー ル デ ィ ン グ し た タ ン パ ク 質 鎖 を 与 え 、 こ れ は 再 生 （ す な わ ち 、 天 然 又 は 天 然 様 コ ン ホ
メ ー シ ョ ン に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ ） さ れ な け れ ば な ら な い 。 一 般 に 、 天 然 様 に フ ォ ー ル デ
ィ ン グ し た タ ン パ ク 質 の 収 率 は 、 正 し く な い ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 に よ っ て 著 し く 減 少 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 観 点 を 軽 視 す れ ば 、 限 ら れ た 数 の シ ス テ イ ン （ 及 び 厳 密 に 分 子 内 架
橋 事 象 が 生 じ る と 仮 定 し た 場 合 ） で さ え も 、 莫 大 な 数 の 誤 っ た 架 橋 事 象 を 招 い て 、 凝 集 過
程 の よ う な 非 生 産 的 な 副 反 応 と い う 結 果 に 終 わ る 。 試 験 管 内 の in vitroリ フ ォ ー ル デ ィ ン
グ と は 異 な り 、 in vivoで の de novoフ ォ ー ル デ ィ ン グ に は 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 助 け る 最
適 化 レ ド ッ ク ス 環 境 中 の 非 常 に 多 く の フ ォ ー ル デ ィ ン グ 補 助 体 が 利 用 可 能 で あ る 。 そ れ で
も 、 大 腸 菌 （ E. coli） の よ う な 原 核 宿 主 細 胞 に お け る 、 シ ス テ イ ン に 富 む 機 能 性 タ ン パ
ク 質 の 可 溶 性 発 現 は 、 尚 も 非 常 に 複 雑 で あ る 。 RVの 免 疫 反 応 性 抗 原 の 過 剰 生 産 率 を 改 善 し
、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た タ ン パ ク 質 の 溶 解 度 を 増 加 さ せ る 目 的 は 、 限 ら れ た 程 度 で し か
達 成 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Newcombeら , (1994)に お い て は 、 風 疹 E1抗 原 断 片 を 可 溶 性 形 態 で 大 腸 菌 （ E. coli） 内
で 発 現 さ せ る た め に 9個 の グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） E1融 合 タ ン パ ク 質
が 使 用 さ れ た 。 E1配 列 の 相 当 な 末 端 切 断 （ ト ラ ン ケ ー ト 化 ） を 行 っ た 後 に 初 め て 、 シ ス テ
イ ン 非 含 有 領 域 243-286（ 44ア ミ ノ 酸 残 基 ） に 関 す る 可 溶 性 発 現 の 成 功 が 可 能 と な っ た 。 E
P0299673は 、 風 疹 Ig特 異 的 結 合 特 性 を 保 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 207-353の ペ プ チ ド を 開 示 し
て い る 。 さ ら に 、 Starkeyら , (1995)は 、 GST-E1融 合 タ ン パ ク 質 の 44か ら 75ま で の ア ミ ノ
酸 残 基 の 非 常 に 狭 い 領 域 の み が 可 溶 性 で あ っ た こ と を 開 示 し て い る 。 全 E1コ ー ド 配 列 及 び
よ り 大 き な 亜 断 片 を 含 有 す る GST融 合 タ ン パ ク 質 は 、 精 製 さ れ 得 な い 形 態 で 発 現 さ れ た 。
し た が っ て 、 そ れ ら は 不 溶 性 封 入 体 と し て 発 現 さ れ た と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 RV抗 原 内 の 免 疫 反 応 性 決 定 基 を 同 定 す る た め に 、 合 成 ペ プ チ ド を 使 用 し て E1及 び E2エ ピ
ト ー プ が 過 去 に 詳 細 に マ ッ ピ ン グ さ れ て い る （ Mitchellら , (1993)） 。 ま た 、 ウ イ ル ス 感
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染 性 及 び 赤 血 球 凝 集 に 重 要 な ド メ イ ン を 含 む 、 RV E1タ ン パ ク 質 内 の 、 異 な る 無 関 係 な エ
ピ ト ー プ が 位 置 決 定 さ れ て い る （ Waxham及 び Wolinsky, (1985), Green及 び Dorsett, (198
6), Ho-Terryら , (1985)） 。 Terryら , (1989)に 記 載 さ れ て い る 組 換 え タ ン パ ク 質 A-E1融
合 体 は 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ の み に よ り 特 徴 づ け ら れ て い る 。 RV E1糖 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー
プ の 、 よ り 詳 細 な 位 置 決 定 は 、 Terryら , (1988)、 Wolinskyら , (1991) 及 び Chayeら , (19
93)に 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 Giessaufら , (2004)は 、 風 疹 に 対 す る 免 疫 の 測 定 を 改 善
す る た め に 、 E1の コ ー ト 化 ペ プ チ ド の い く つ か を 使 用 す る こ と に よ り ELISAを 評 価 し て い
る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の う ち の 1つ （ BCH-178ペ プ チ ド ） だ け が 、 低 陽 性 又 は ボ ー ダ ー ラ イ
ン HAI力 価 又 は RV-IgG値 を 確 認 す る た め の 追 加 的 な 方 法 と し て 、 中 和 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る の に 成 功 裏 に 使 用 さ れ る よ う で あ っ た 。 小 さ な BCH-178ペ プ チ ド （ ア ミ ノ 酸 残 基 213
-239） が 天 然 E1分 子 の 抗 原 エ ピ ト ー プ の ほ と ん ど を 含 有 す る と い う 更 な る 証 拠 は 存 在 し な
い 。 し か し 、 免 疫 優 性 風 疹 E1エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 の 主 要 反 応 性 の 局 在 化 に 関 し て は 、
現 在 ま で に 言 及 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 血 清 学 的 ア ッ セ イ に お け る 高 い 免 疫 反 応 性 と 高 い 溶 解 度 と を 兼 ね 備 え た 、 原 核 細 胞 系 由
来 の 可 溶 性 風 疹 E1変 異 体 を 提 供 す る こ と が 、 本 発 明 の 目 的 で あ っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 発 明 の 概 要
　 本 発 明 の 対 象 は 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 及 び こ の ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ り 、 こ れ ら は 、 C末 端
に お け る 少 な く と も 膜 貫 通 領 域 と ア ン カ ー セ グ メ ン ト 、 及 び 少 な く と も ア ミ ノ 酸 143-164
を 欠 い て い る こ と 、 な ら び に 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-401
に わ た る 領 域 を 含 有 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ 、 一 方 、 こ の 領 域 の N末 端 （ Cys349） は
更 に 少 な く と も 15ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 、 及 び ／ 又 は 、 こ の 領 域 の C末 端 （ Cys401） は 更 に 隣
接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 ジ ス ル
フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-401に わ た る 領 域 は 、 こ の 領 域 の N末 端 （ Cys349） に
お い て 、 更 に 少 な く と も 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 25、 30、 34ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 、 及 び ／ 又 は
、 こ の 領 域 の C末 端 （ Cys401） は 更 に 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と も 10、 11、 15、 25、 3
5ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 は 更 に 、 C末 端 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 残 基 438-452の 間 の α -ら せ ん 領 域
を 更 に 欠 く こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 さ ら に 、 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 は 、 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys7
1、 よ り 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71及 び Cys117-Cys130の
組 合 せ に わ た る 領 域 を 含 有 す る N末 端 領 域 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 さ ら に 、 可 溶 性 風 疹 E1
抗 原 は 、 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401、 よ り 好 ま し く は
、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys225-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ 又 は ジ ス
ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ 、 最 も 好 ま し く
は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185、 Cys225-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401
の 組 合 せ に わ た る 領 域 を 含 有 す る C末 端 領 域 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 シ ャ ペ ロ ン 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 組 換 え 発 現 さ れ 、 可 溶 性 か つ 免 疫 反
応 性 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ 、 さ ら に 、 抗 風 疹 抗 体 の 血 清 学 的 検 出
に 使 用 さ れ る 、 風 疹 E1抗 原 及 び 変 異 体 を コ ー ド す る 組 換 え DNA分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 サ ン プ ル 中 の IgG及 び ／ 又 は IgMサ ブ ク ラ ス の 抗 風 疹 抗 体 の 検 出 、 測 定 及 び 定
量 の た め の 方 法 を 開 示 す る 。 こ の 場 合 、 該 抗 体 に 対 す る 捕 捉 試 薬 及 び ／ 又 は 結 合 相 手 と し
て 、 風 疹 E1抗 原 を 使 用 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 風 疹 E1抗 原 の 少 な く と も 1つ の 抗 原 を 含 有 す
る 、 抗 風 疹 抗 体 の 検 出 の た め の 診 断 試 験 及 び 試 薬 キ ッ ト を 含 む 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 及 び こ の ペ プ チ ド の 変 異 体 を 開 示 す る 。 こ れ ら は 、 C末 端
に お け る 少 な く と も 膜 貫 通 領 域 と ア ン カ ー セ グ メ ン ト 、 及 び 少 な く と も ア ミ ノ 酸 143-164
を 欠 い て い る こ と 、 な ら び に 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-401
に わ た る 領 域 を 含 有 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ 、 一 方 、 こ の 領 域 の N末 端 （ Cys349） は
更 に 少 な く と も 15ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 、 及 び ／ 又 は 、 こ の 領 域 の C末 端 （ Cys401） は 更 に 隣
接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-401に わ た る 領 域 は 、 こ の 領 域 の Cys349位
の N末 端 に お い て 、 更 に 少 な く と も 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 25、 30、 34ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 、
及 び ／ 又 は 、 こ の 領 域 の Cys401位 の C末 端 は 更 に 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と も 10、 11
、 15、 25、 35ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る 。 風 疹 E1抗 原 の 最 低 限 の 要 件 に 必 要 な ア ミ ノ 酸 の 前 記 の
定 義 は 絶 対 的 な も の で は な く 、 当 業 者 に よ り 実 験 に よ り 容 易 に 確 認 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 及 び こ の ペ プ チ ド の 変 異 体 は 、 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 143-164を 欠 く
。 よ り 好 ま し く は 、 こ の 領 域 の N末 端 （ ア ミ ノ 酸 143） は 更 に 、 少 な く と も 1、 2、 5及 び ／
も し く は 少 な く と も 10ア ミ ノ 酸 を 欠 き 、 な ら び に ／ 又 は 、 こ の 領 域 の C末 端 （ ア ミ ノ 酸 164
） は 更 に 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と も 1、 2、 5及 び ／ 又 は 少 な く と も 10ア ミ ノ 酸 を 欠
く 。 当 業 者 は 、 前 記 の 境 界 は 、 風 疹 E1タ ン パ ク 質 の 配 列 内 で 欠 け て い る ア ミ ノ 酸 残 基 の 或
る 範 囲 を 示 す た め に 用 い ら れ て い る と 理 解 す る で あ ろ う 。 該 境 界 の 前 記 定 義 は 絶 対 的 な も
の で は な く 、 こ の 領 域 内 で 欠 け て い る ア ミ ノ 酸 残 基 の 量 は 可 変 的 な も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 更 に 、 ア ミ ノ 酸 残 基 438-452の 間 の α -ら せ ん 領 域 を 更 に 欠 く 可 溶 性 組
換 え 風 疹 E1抗 原 及 び こ の ペ プ チ ド の 変 異 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 或 る シ ス テ イ ン 残 基 の 置 換 及 び 非 常 に 疎 水 性 の セ グ メ ン ト を 有 す る 或 る 配 列 の 除 去 に よ
り 風 疹 E1タ ン パ ク 質 の 酸 化 的 及 び コ ン ホ メ ー シ ョ ン 的 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ の 複 雑 性 を 軽 減
す る こ と が 可 能 か ど う か を 評 価 す る た め に 、 欠 失 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 」 と い う 用 語 は 、 タ ン パ ク の ３ 次 元 構 造 に 隣 接 し
、 酸 化 さ れ て ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 し う る ２ つ の シ ス テ イ ン 残 基 (Freedman, Curr. Op.
 Struct. Biol. (1995) 5, 85-91; Creighton et al., TIBTECH 1995 (13), 18-23; Rain
a, Annu. Rev. Microbiol. (1997) 51, 179-202)に 関 す る 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 の 割 合
は 、 ２ つ の シ ス テ イ ン 残 基 の 近 接 性 に よ っ て 決 ま り 、 そ れ は そ れ ら の 硫 黄 原 子 が チ オ ー ル
/ジ ス ル フ ィ ド 変 換 に 必 要 な 距 離 に 到 達 す る 確 率 と し て 規 定 さ れ る 。 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 と
も 称 さ れ る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 （ 同 義 語 は 、 そ れ ぞ れ SS 結 合 及 び SS 架 橋 で あ る ） は 共 有 結
合 的 な 三 次 元 関 係 を 構 成 し 、 通 常 フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 構 造 の 安 定 化 に 寄 与 す る 。 そ れ
ら は 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て い な い ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 構 造 的 フ レ キ シ ビ リ テ ィ ー を 制 限
す る こ と に よ り そ の よ う な 安 定 化 に 寄 与 す る 。 す な わ ち SS結 合 の タ ン パ ク の 安 定 性 へ の 寄
与 は 自 然 界 に お い て か な り エ ン ト ロ ピ ッ ク で あ る 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 は 酸 化 さ れ や
す い 環 境 を 必 要 と す る 。 そ れ ゆ え 、 細 菌 の 細 胞 質 や 真 核 細 胞 の 細 胞 質 ゾ ル の よ う な 細 胞 内
コ ン パ ー ト メ ン ト は 本 質 的 に 還 元 さ れ や す い 環 境 の た め 、 細 胞 内 タ ン パ ク 質 は ほ と ん ど ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 ま な い 。 し か し な が ら 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 は 、 各 々 HIV-1及 び HIV-2由
来 の gp41及 び  gp36 エ ク ト ド メ イ ン の よ う な 分 泌 あ る い は 移 行 性 タ ン パ ク 質 、 及 び 風 疹 エ
ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質  E1及 び E2で よ く 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 変 異 体 は 、 膜 貫 通 領 域 と C末 端 ア ン カ ー セ グ メ ン ト
（ 好 ま し く は ア ミ ノ 酸 残 基 453-481） の 欠 失 に よ り 得 ら れ る こ と が 判 明 し た 。 最 も 好 ま し
く は 、 さ ら に 、 ア ミ ノ 酸 453-約 468の α -ら せ ん 領 域 も 欠 失 さ れ る 。 N末 端 領 域 内 に は 、 少
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な く と も ア ミ ノ 酸 残 基 143-164、 よ り 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 134-約 168も 欠 失 さ れ な け れ ば
な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 そ れ ぞ れ ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13、 Cys59-Cys71、 Cys117-Cys130及 び ジ ス ル フ ィ ド
架 橋 Cys176-Cys185、 Cys225-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ は 、 膜 貫
通 領 域 と C末 端 ア ン カ ー セ グ メ ン ト 、 及 び 少 な く と も ア ミ ノ 酸 143-164、 好 ま し く は 134-約
168が 欠 け て い る 場 合 に は 、 血 清 学 的 ア ッ セ イ に お け る 好 ま し い 高 い 免 疫 反 応 性 と 共 に 可
能 な 限 り 多 数 の エ ピ ト ー プ を 含 有 し 尚 も 可 溶 性 で あ る 、 最 も 伸 張 し た 本 発 明 の 風 疹 E1抗 原
を 与 え る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 風 疹 E1エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 及 び そ の 変 異 体 中 の N末 端 領 域 は 、 好 ま し く は
、 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71を 含 有 し 、 よ り 好 ま し く は 、
ジ ス ル フ ィ ド Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71及 び Cys117-Cys130の 組 合 せ を 含 有 す る 。 ジ ス ル
フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71及 び Cys117-Cys130の 組 合 せ は 本 発 明 の 風 疹 E1断 片
に 対 し て 有 益 な 効 果 を も た ら す 。 な ぜ な ら 、 そ れ は 、 高 い 免 疫 反 応 性 抗 原 と の 或 る 風 疹 E1
エ ピ ト ー プ の 三 次 的 固 定 を 保 証 す る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 風 疹 E1抗 原 及 び そ の 変 異 体 中 の C末 端 領 域 は 、 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys
349-Cys352及 び Cys368-Cys401、 よ り 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys225-Cys235、 Cys3
49-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ 又 は ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185、 Cys349-Cys3
52及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ 、 最 も 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185、 Cys2
25-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ を 含 む 領 域 を 含 有 す る 。 ジ ス ル フ
ィ ド 架 橋 Cys225-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ 又 は ジ ス ル フ ィ ド 架
橋 Cys176-Cys185、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ は 風 疹 E1抗 原 に 対 す る 追 加
的 な 効 果 を も た ら す 。 な ぜ な ら 、 そ れ は 、 高 い 免 疫 反 応 性 を 有 す る 主 要 エ ピ ト ー プ の 接 近
を 可 能 に す る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 風 疹 E1抗 原 の 主 要 免 疫 反 応 性 の 測 定 の た め に 、 本 発 明 者 ら の 目 的 に お い て は 、 該 タ ン パ
ク 質 を 、 ま ず 、 ア ミ ノ 酸 残 基 1-314を 含 む N末 端 部 分 、 及 び ア ミ ノ 酸 残 基 315-432を 含 む C末
端 部 分 に 分 割 し た 。 両 部 分 の 配 列 を 、 ジ ス ル フ ィ ド シ ャ フ リ ン グ に よ る リ フ ォ ー ル デ ィ ン
グ ア ー チ フ ァ ク ト を 回 避 す る た め に シ ス テ イ ン を 含 有 し な い よ う に 設 計 し 、 さ ら に 、 発 現
ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 つ い で 、 Grosら , (1997)に 記 載 さ れ て い る 風 疹 E1ペ プ チ
ド の 各 単 一 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 該 N末 端 及 び C末 端 部 分 内 に 個 々 に 又 は 組 合 せ て 挿 入 し た 。
エ ピ ト ー プ 固 定 の た め の 、 共 有 的 三 次 的 接 触 の 重 要 性 を 、 そ れ ぞ れ の 免 疫 反 応 性 に よ り 評
価 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 N末 端 断 片 （ 1-314） は 高 分 子 量 会 合 体 と し て 出 現 し 、 一 方 、 C末 端 断
片 （ 315-432） は 見 掛 け 上 は 二 量 体 と し て 溶 出 す る こ と が 、 ゲ ル 濾 過 分 析 か ら 明 ら か で あ
る 。 こ れ は 、 単 量 体 、 ホ モ 及 び ヘ テ ロ 二 量 体 よ り な る 凝 集 体 と し て の 風 疹 E1/E2ペ プ チ ド
を 開 示 し て い る Baron及 び Forsell, (1991)に 記 載 の 最 先 端 研 究 内 容 と は 対 照 的 で あ る 。 さ
ら に 、 本 発 明 の 結 果 は 、 異 な る 溶 解 度 特 性 が 発 現 活 性 と 相 関 す る こ と を 明 ら か に し た 。 す
な わ ち 、 N末 端 セ グ メ ン ト （ 1-314） の 生 産 率 は タ ン パ ク 質 約 1mg/gバ イ オ マ ス で あ る に 過
ぎ な か っ た が 、 C末 端 セ グ メ ン ト （ 315-432） の 生 産 率 は タ ン パ ク 質 20mg/g（ 湿 潤 細 胞 重 量
） を 著 し く 上 回 っ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 シ ス テ イ ン 非 含 有 変 異 体 は 、 自 動 Elecsys（ 登 録 商 標 ） 分 析 装 置 に お い て 風 疹 陽 性 血 清
で ア ッ セ イ さ れ た 場 合 に は 、 有 意 な 免 疫 反 応 性 を 示 さ な か っ た 。 重 要 な こ と に 、 N末 端 断
片 （ 1-314） 内 の 単 一 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 又 は ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 組 合 せ は 反 応 性 に お け
る 有 意 な 上 昇 を 示 さ な か っ た 。 し か し 、 C末 端 断 片 （ ア ミ ノ 酸 残 基 315-432） の 反 応 性 は 、
ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401を 挿 入 す る こ と に よ り 有 意 に 上 昇 し た
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。 N末 端 風 疹 E1タ ン パ ク 質 の 反 応 性 の 欠 如 の 理 由 は 、 凝 集 又 は 会 合 を 媒 介 し て 主 要 エ ピ ト
ー プ の 接 近 を 損 な う 該 配 列 内 の 構 造 要 素 に よ る も の で あ り う る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の 仮 定 を 更 に 証 明 す る た め に 、 風 疹 E1エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 の N末 端 断 片 （ ア ミ ノ
酸 残 基 1-314） を そ の C末 端 か ら 段 階 的 に 末 端 切 断 し た 。 同 様 に 、 C末 端 断 片 （ 315-432） を
そ の N末 端 か ら 徐 々 に 伸 長 さ せ た 。 C末 端 断 片 は 或 る 程 度 伸 長 さ れ る と 不 溶 性 に な り 、 一 方
、 N末 端 断 片 は 或 る 程 度 末 端 切 断 さ れ る と 可 溶 性 に な る と 予 想 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 発 現 及 び 特 徴 づ け の た め に 、 C末 端 変 異 体 E1-C（ aa260-432） 、 E1-C（ aa201-432） 、 E1-
C（ aa143-432） 、 E1（ aa105-432） 、 E1（ aa56-432） 及 び E1（ aa34-432） を 使 用 し た 。 変
異 体 E1（ aa201-432） 、 E1（ aa260-432） 及 び E1（ aa315-432） は 安 定 な 二 量 体 を 形 成 し 、
一 方 、 よ り 長 い 構 築 物 は 凝 集 及 び 会 合 す る 著 し い 傾 向 を 示 し た 。 し た が っ て 、 E1エ ク ト ド
メ イ ン の オ リ ゴ マ ー 化 モ チ ー フ を 約 143aa-約 200aaの 領 域 に 限 定 し た 。 よ り 厳 密 な マ ッ ピ
ン グ の た め に 、 断 片 E1（ 169-432） を ク ロ ー ニ ン グ し 、 発 現 さ せ 、 特 徴 づ け し た 。 驚 く べ
き こ と に 、 こ の 構 築 物 は 安 定 な 且 つ 可 溶 性 の 二 量 体 を 形 成 し 、 し た が っ て 抗 風 疹 IgG分 子
の 検 出 の た め の 優 れ た 候 補 で あ っ た 。 こ の 結 果 に 基 づ き 、 該 会 合 モ チ ー フ を セ グ メ ン ト 14
3aa-168aaに 限 定 す る こ と が で き た 。 よ り 詳 細 な マ ッ ピ ン グ の た め に 、 断 片 E1（ 156-432）
及 び E1（ 163-432） を 特 徴 づ け し た 。 ど ち ら の 構 築 物 も 、 部 分 的 に 二 量 体 と し て 、 部 分 的
に 高 分 子 量 凝 集 体 と し て 溶 出 し 、 し た が っ て 、 1工 程 二 重 抗 原 サ ン ド イ ッ チ 形 態 の 抗 風 疹 I
gG抗 体 の 検 出 の た め の 抗 原 と し て は 限 ら れ た 価 値 し か 有 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の こ の 一 連 の 試 験 の 主 な 結 果 と し て 、 溶 解 度 、 オ リ ゴ マ ー 化 状 態 及 び 安 定 性 を 損
な う こ と な く 、 C末 端 E1（ 315-432） 断 片 を ア ミ ノ 酸 残 基 315か ら ア ミ ノ 酸 残 基 169ま で 伸 長
さ せ る こ と が 可 能 で あ る こ と が 、 明 ら か に 示 さ れ う る で あ ろ う 。 第 2に 、 E1エ ク ト ド メ イ
ン の 最 初 の 3分 の 1と 次 の 3分 の 1と の 間 の 領 域 （ 143-168） は 、 高 分 子 量 凝 集 体 を 形 成 す る
よ う 該 タ ン パ ク 質 の 会 合 を 引 き 起 こ す 構 造 又 は 配 列 モ チ ー フ を 含 有 す る 。 こ の 領 域 の 内 在
的 疎 水 性 は 謎 で あ る 。 な ぜ な ら 、 そ れ は 、 単 純 な 一 次 構 造 分 析 か ら は 演 繹 さ れ 得 な い か ら
で あ る 。 該 会 合 モ チ ー フ を 含 む 領 域 は 、 IgG分 子 の 血 清 学 的 検 出 の た め の E1エ ン ベ ロ ー プ
タ ン パ ク 質 の 使 用 を 著 し く 限 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 N末 端 セ グ メ ン ト の 溶 解 度 の 最 適 化 の た め に 、 同 等 の 方 法 を 用 い た 。 E1断 片 E1-N (1-200
)、 E1-N (1-142)、 E1-N (1-104) 及 び E1-N (1-55)を 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ し 、
大 腸 菌 （ E. coli） 宿 主 細 胞 内 に 導 入 し 、 発 現 さ せ 、 特 徴 づ け し た 。 予 想 ど お り 、 最 長 N断
片 （ エ ク ト ド メ イ ン 1-200） は 高 分 子 量 凝 集 体 と し て 溶 出 し 、 し た が っ て E1エ ク ト ド メ イ
ン 変 異 体 E1-N (1-314)に 著 し く 類 似 し て い る 。 有 意 に 改 善 さ れ た 溶 解 度 特 性 は 、 部 分 的 に
可 溶 性 二 量 体 と し て 、 部 分 的 に 高 分 子 量 凝 集 体 と し て 溶 出 す る 末 端 切 断 断 片 E1-N (1-142)
で 達 成 さ れ た 。 最 後 に 、 末 端 切 断 変 異 体 E1-N (1-104) 及 び E1-N (1-55)は 見 掛 け 上 は 二 量
体 と し て 溶 出 し た 。 断 片 E1-N-(1-117) 及 び (1-133)を 使 用 し て 、 ア ミ ノ 酸 残 基 104と 142と
の 間 の 領 域 を 更 に 分 析 し た 。 ど ち ら の 変 異 体 も FPLC分 析 に お い て 可 溶 性 二 量 体 と し て 出 現
し 、 し た が っ て 、 IgG分 子 の 血 清 学 的 検 出 の た め の 重 要 な 前 提 条 件 を 満 た し て い る 。 し か
し 、 変 異 体 E1-N (1-117)は よ り 安 定 で あ り 、 し た が っ て 、 更 な る 最 適 化 実 験 の た め の 、 よ
り 優 れ た 候 補 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 簡 潔 に 説 明 す る と 、 本 発 明 に お い て 、 長 さ の 最 適 化 の 後 、 大 腸 菌 （ E. coli） に お い て
非 常 に 良 く 発 現 さ れ 可 溶 性 二 量 体 を 形 成 す る 風 疹 E1タ ン パ ク 質 の 2つ の 領 域 、 す な わ ち 、
ア ミ ノ 酸 残 基 1-117/1-133の N末 端 断 片 （ E1-N） 及 び 領 域 169-432/201-432を 含 む C末 端 断 片
（ E1-C） を 同 定 し た 。 こ れ ら の E1断 片 を 使 用 し て 、 組 換 え 風 疹 E1エ ク ト ド メ イ ン の 抗 原 性
の た め に は ど の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 が 重 要 で あ る か と い う 問 題 に つ い て 検 討 し た 。 し た が っ
て 該 シ ス テ イ ン 対 を 個 々 に 及 び 組 合 せ て 再 構 築 し 、 対 応 す る E1変 異 体 を 自 動 Elecsys（ 登
録 商 標 ） 2010分 析 装 置 （ Roche Diagnostics GmbH） に お い て 抗 風 疹 陽 性 血 清 で 評 価 し た 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 以 下 の シ ス テ イ ン 変 異 体 を 風 疹 E1（ 201-432） に お い て 特 徴 づ け し た ： 単 一 架 橋 変 異 体 C
ys 225-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401、 二 重 架 橋 の 組 合 せ Cys349-Cys352/Cys
368-Cys401、 な ら び に 三 重 架 橋 の 組 合 せ Cys225-Cys235/Cys349-Cys352/Cys368-Cys401。
さ ら に 、 伸 長 構 築 物 E1（ 169-432） に お い て 、 二 重 組 合 せ Cys176-185/Cys225-Cys235を 分
析 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 以 下 の シ ス テ イ ン の 組 合 せ を 風 疹 E1断 片 1-133に お い て 特 徴 づ け し た ： 単 一 架 橋 変 異 体 C
ys8-Cys13、 Cys59-Cys71及 び Cys117-Cys130な ら び に 二 重 架 橋 の 組 合 せ Cys8-Cys13/Cys59-
Cys71、 Cys8-Cys13/Cys117-130及 び Cys59-Cys71/Cys117-Cys130。 さ ら に 、 二 重 架 橋 の 組
合 せ Cys 8-Cys 13/Cys59-Cys71を 融 合 構 築 物 E1-N (1-117) 及 び E1-N (1-104)に お い て 特
徴 づ け し た 。 自 動 Elecsys（ 登 録 商 標 ） 2010分 析 装 置 に お け る 風 疹 E1変 異 体 の 免 疫 学 的 評
価 は 、 抗 原 性 が 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 に よ り も た ら さ れ る 共 有 的 三 次 的 接 触 に よ り 固 定 さ れ
る 該 エ ク ト ド メ イ ン 分 子 の 天 然 様 コ ン ホ メ ー シ ョ ン に 依 存 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 こ れ ら の 特 徴 的 知 見 は 、 免 疫 反 応 性 に 関 し て 、 風 疹 E1抗 原 の ジ ス ル フ
ィ ド 架 橋 に 対 し て 、 異 な っ た 力 点 を 置 く 必 要 が あ る こ と を 示 し て い る 。 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋
Cys-349-Cys-352及 び Cys-368-Cys-401は 決 定 的 な 役 割 を 果 た し て い る 。 興 味 深 い こ と に 、
こ れ ら の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 組 合 せ に よ る 感 受 性 の 上 昇 は 相 加 的 な も の で は な く 、 協 同 的
な も の で あ る 。 構 築 物 E1-C（ 201-432） の 評 価 は 、 各 場 合 に Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys
401の 三 次 的 固 定 の た め の 有 意 な シ グ ナ ル を 示 し て い る 。 両 方 の 架 橋 の 組 合 せ に よ り 、 シ
グ ナ ル の レ ベ ル は 、 単 一 架 橋 構 築 物 と 比 べ て 、 倍 数 的 に 驚 く ほ ど に 上 昇 し た 。 お そ ら く 、
風 疹 E1エ ク ト ド メ イ ン の 天 然 様 コ ン ホ メ ー シ ョ ン が 、 そ れ ら の 2つ の 分 子 内 組 合 せ を 介 し
て 固 定 さ れ 、 風 疹 陽 性 血 清 中 の 、 よ り 大 量 の 特 異 的 IgG分 子 を 検 出 し た の で あ ろ う 。 共 有
的 三 次 的 接 触 の 妥 当 性 は 、 シ ス テ イ ン 非 含 有 構 築 物 E1-C（ 201-432） の 免 疫 学 的 評 価 に よ
り 、 特 に 明 ら か で あ る 。 驚 く べ き こ と に 、 単 一 架 橋 構 築 物 の 場 合 と は 対 照 的 に 、 シ ス テ イ
ン 非 含 有 構 築 物 に お い て は 、 陽 性 シ グ ナ ル は 全 く 検 出 で き な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 天 然 サ ン プ ル 中 の 抗 風 疹 IgG抗 体 の 免 疫 学 的 検 出 は 、 最 適 化 抗 原 E1-C（ 201-432, Cys349
-Cys352, Cys368-Cys401） で 更 に 改 善 さ れ た 。 抗 風 疹 IgG陽 性 と し て 分 類 さ れ た こ れ ら の
研 究 に お い て 適 用 さ れ た す べ て の ヒ ト 血 清 は 陽 性 で あ る こ と が 判 明 し た 。 よ り 複 雑 な 三 次
架 橋 融 合 構 築 物 -E1-C(169-432)、 Cys225-Cys235、 Cys349-Cys352、 Cys368-Cys401)を 使 用
す る こ と に よ り 、 抗 風 疹 IgG抗 体 の 検 出 に 関 し て 同 等 の 結 果 を 得 る こ と が で き た 。 風 疹 E1
抗 原 断 片 の 最 低 限 の 要 件 は 、 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys4
01に よ り 分 子 内 で 連 結 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド バ ッ ク ボ ー ン に ま で 縮 小 す る こ と が で き た 。 E1
断 片 E1-C（ 342-412、 Cys349-Cys352、 Cys368-Cys401） は 不 十 分 な 免 疫 反 応 を 示 す た め 、 E
1-C（ 342－ 412） の N末 端 及 び ／ 又 は C末 端 に 隣 接 し た 配 列 要 素 は 免 疫 反 応 性 に 重 要 だ と 考
え ら れ た 。 こ れ を 証 明 す る た め に 、 構 築 物 E1-C（ 315-412、 Cys349-Cys352、 Cys368-Cys40
1） を ク ロ ー ニ ン グ し 、 特 徴 づ け し た 。 こ の 断 片 に 関 し て 、 E1-C（ 201-432、 Cys349-Cys35
2、 Cys368-Cys401） と 比 較 し う る 免 疫 反 応 性 を 示 す こ と が で き た 。 こ の 結 果 は 、 構 築 物 E1
-C（ ア ミ ノ 酸 315-412） の N末 端 領 域 （ 315-342） の ア ミ ノ 酸 残 基 が 風 疹 E1抗 原 の 免 疫 反 応
性 に 重 要 ら し い こ と を 示 し て い る 。 当 業 者 は 、 E1-C（ 315-412） の N末 端 及 び ／ 又 は C末 端
に 隣 接 し た ど の 配 列 要 素 が 免 疫 反 応 性 に 重 要 な の か を 、 更 な る 実 験 に よ り 証 明 す る こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 エ ク ト ド メ イ ン の C末 端 部 分 か ら の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 有 す る 高 反 応 性 断 片 に 加 え て 、
い く つ か の N末 端 断 片 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 発 現 さ せ た 。 そ れ ら は 有 意 な 免 疫 反 応 性 を 示 し
た 。 免 疫 反 応 性 は 2つ の 二 重 架 橋 融 合 構 築 物 E1-N（ 1-117、 Cys8-Cys13/Cys59-Cys71） 及 び
E1-N（ 1-133、 Cys8-Cys13/Cys59-Cys71） か ら 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 可 溶 性 か つ 免 疫 反 応 性 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ し う る 最 も 長 い 風 疹 E1
断 片 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71、 よ り 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ ィ ド
架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71及 び Cys117-Cys130を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 1-133、 な ら び に
ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401な ら び に ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys225-Cys
235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ 又 は ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185、 Cy
s349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ 、 最 も 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys
185、 Cys225-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 169-
432に わ た る （ こ れ は 、 C末 端 に お け る 少 な く と も 膜 貫 通 領 域 と 短 い C末 端 ア ン カ ー セ グ メ
ン ト 、 及 び 少 な く と も ア ミ ノ 酸 143-164、 好 ま し く は ア ミ ノ 酸 134-168を 欠 く こ と に よ り も
た ら さ れ る ） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys36
8-Cys401に わ た る 領 域 な ら び に 更 に 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys225-Cys235に わ た る
領 域 を 含 有 す る 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 な ら び に こ の ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 主 題 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys225-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys36
8-Cys401に わ た る 領 域 な ら び に 更 に 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185に わ た る
領 域 を 含 有 す る 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 な ら び に こ の ペ プ チ ド の 変 異 体 に 関 す る 。 さ ら に 、 ジ ス
ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ 、 よ り 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ ィ ド
架 橋 Cys225-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ 又 は ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys
176-Cys185、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ 、 最 も 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ ィ ド
架 橋 Cys176-Cys185、 Cys225-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ が 、 本 発
明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で あ る 。 こ れ ら の 風 疹 E1抗 原 は エ ピ ト ー プ の 形 成 の た め の 主 要 免 疫
反 応 性 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 更 に ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185、 Cys225
-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys
71、 よ り 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71及 び Cys117-Cys130に
わ た る 領 域 を 更 に 含 有 す る 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 及 び こ の タ ン パ ク 質 の 変 異 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71、 よ り 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ
ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71及 び Cys117-Cys130に わ た る 風 疹 E1抗 原 の 領 域 も 、 エ
ピ ト ー プ の 形 成 の た め の 或 る 免 疫 反 応 性 を 含 有 す る 。 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185、 C
ys225-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401を 含 有 す る C末 端 配 列 に 連 結 さ せ る こ と
な く 、 こ れ ら の N末 端 断 片 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の N末 端 風 疹
E1抗 原 は 、 前 記 の C末 端 風 疹 E1抗 原 と 共 に 、 ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 大 腸 菌 （ E. coli） 内 で 組 換 え 発 現 さ れ in vitroで 再 現 可 能 な 様 態
で 機 能 性 コ ン ホ メ ー シ ョ ン に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ る 風 疹 E1エ ク ト ド メ イ ン の 包 括 的 領
域 及 び 断 片 を 同 定 し た 。 長 さ 及 び シ ス テ イ ン 生 成 に 関 し て 最 適 化 さ れ た 本 発 明 の E1断 片 は
可 溶 性 で あ り 、 特 に 、 風 疹 陽 性 血 清 中 の 抗 風 疹 IgGの 検 出 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ の 知 見 は 公 知 風 疹 E1断 片 の も の （ Newcombeら , (1994), Starkeyら , (1995), EP02996
73） と は 対 照 的 で あ る 。 こ れ ら の 公 知 構 築 物 は ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys36
8-Cys401の 組 合 せ を 含 有 せ ず 、 し た が っ て 、 そ れ ら は エ ピ ト ー プ の 形 成 の た め の 主 要 免 疫
反 応 性 を 欠 い て い る 。 さ ら に 、 該 公 知 構 築 物 に 関 し て は 、 高 溶 解 性 か つ 免 疫 反 応 性 コ ン ホ
メ ー シ ョ ン に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ う る 、 本 発 明 に お い て 開 示 さ れ て い る 、 C末 端 に お
け る 少 な く と も 膜 貫 通 領 域 及 び 少 な く と も ア ミ ノ 酸 143-164、 好 ま し く は ア ミ ノ 酸 134-約 1
68を 欠 く こ と に よ る 、 N末 端 領 域 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys 71及 び Cys
117-Cys130な ら び に ／ 又 は C末 端 領 域 及 び N末 端 領 域 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 組 合 せ が 開 示 さ
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れ て い な い 。 さ ら に 、 本 発 明 の 好 ま し い 融 合 構 築 物 は 、 よ り 多 数 の エ ピ ト ー プ を 有 す る 、
風 疹 E1タ ン パ ク 質 の 、 よ り 長 い 部 分 を 含 有 し う る 。 な ぜ な ら 、 そ れ ら は 可 溶 性 で あ り 、 し
た が っ て 、 ほ と ん ど の 抗 風 疹 抗 体 の 検 出 に 、 よ り 適 し て い る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 変 異 体 」 な る 語 は 、 異 な る 量 の シ ス テ イ ン 対 を 含 み う る 、 風 疹 E1エ ク ト ド メ イ ン の 、
異 な る 長 さ の 配 列 の 部 分 を 意 味 す る 。 こ れ ら の 配 列 、 挿 入 カ セ ッ ト の 核 酸 配 列 、 及 び 風 疹
E1の 得 ら れ た 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 本 発 明 の 配 列 プ ロ ト コ ー ル に お い て 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 さ ら に 、 こ の 場 合 、 「 変 異 体 」 な る 語 は 、 該 タ ン パ ク 質 に 実 質 的 に 類 似 し た タ ン パ ク 質
を 意 味 す る 。 特 に 、 変 異 体 は 、 最 も 一 般 的 な タ ン パ ク 質 ア イ ソ フ ォ ー ム の ア ミ ノ 酸 配 列 と
比 べ て ア ミ ノ 酸 の 変 化 、 欠 失 又 は 挿 入 を 示 す ア イ ソ フ ォ ー ム 又 は ア レ ル で あ り う る 。 好 ま
し く は 、 そ の よ う な 実 質 的 に 類 似 し た タ ン パ ク 質 は 、 該 タ ン パ ク 質 の 最 も 一 般 的 な ア イ ソ
フ ォ ー ム に 対 し て 、 少 な く と も 80％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 85％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く
と も 90％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の 配 列 類 似 性 を 有 す る 。 ま た 、 「 変 異 体 」 な る
語 は 、 翻 訳 後 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 、 例 え ば グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 ま た 、
「 変 異 体 」 は 、 例 え ば 、 該 タ ン パ ク 質 へ の 標 識 （ 特 に 放 射 能 蛍 光 標 識 ） の 共 有 結 合 又 は 非
共 有 結 合 に よ り 、 サ ン プ ル の 収 集 後 に 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ る 。 他 の 考 え ら れ う る 標
識 と し て は 、 放 射 能 、 蛍 光 、 化 学 発 光 、 電 気 化 学 発 光 、 酵 素 な ど が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、
「 変 異 体 」 は 、 例 え ば ビ オ チ ン 化 タ ン パ ク 質 の よ う な 固 相 結 合 基 で あ る 。 標 識 の 詳 細 な 説
明 は 本 明 細 書 中 、 後 記 に お い て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 風 疹 E1抗 原 は 化 学 合 成 に よ り 製 造 さ れ う る 。 該 合 成 は 均 一 溶 液 中 又 は 固 相 中 で 行 わ れ う
る 。 例 え ば 、 用 い ら れ う る 均 一 溶 液 中 で の 合 成 技 術 と し て は 、 Houbenweyl (1974)に 記 載
さ れ て い る も の が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 Atheton及 び Shepard (1989)に 記
載 さ れ て い る 方 法 に 従 い 、 固 相 中 で も 製 造 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 可 溶 性 及 び 一 定 の 単 量 体 又 は オ リ ゴ マ ー 状 態 に 関 し て 最 適 化 さ れ た 前 記 風 疹 E1タ ン パ ク
質 は IgM検 出 モ ジ ュ ー ル の 可 能 性 を も 提 供 す る 。 こ の 目 的 に は 、 見 掛 け 上 二 量 体 で あ る E1
融 合 タ ン パ ク 質 を 、 例 え ば 化 学 的 架 橋 に よ り 重 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ ろ う 。 本 発 明 の も
う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 タ ン パ ク 質 E1、 E2及 び コ ア タ ン パ ク 質 Cか ら 構 成 さ れ る 混 合
重 合 体 で あ る 。 風 疹 E2及 び コ ア タ ン パ ク 質 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 風 疹 E1タ ン パ ク 質 は 組 換 え DNA技 術 に よ っ て も 製 造 さ れ う る 。 「 組 換 え DNA分 子
」 な る 語 は 、 遺 伝 子 工 学 技 術 又 は 化 学 合 成 に よ り 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 人
工 的 に 操 作 し て 、 2つ の 分 離 し た 配 列 断 片 を 組 合 せ る こ と に よ り 製 造 さ れ た 分 子 を 意 味 す
る 。 そ れ を 行 う 場 合 に は 、 所 望 の 機 能 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 同 士 を 互 い に 連 結 さ
せ て 、 所 望 の 機 能 の 組 合 せ を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 適 当 な 宿 主 細 胞 内 で の 複 製 に よ り 、
大 量 の 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 タ ン パ ク 質 又 は そ の 断 片 を コ ー
ド す る 天 然 又 は 合 成 DNA断 片 を 、 例 え ば Sambrookら , (1989)に 記 載 さ れ て い る 原 核 生 物 細
胞 又 は 下 等 も し く は 高 等 真 核 生 物 細 胞 内 へ の 導 入 及 び そ の よ う な 細 胞 内 で の 複 製 が 可 能 な
組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 （ 典 型 的 に は DNA構 築 物 ） 内 に 組 込 む 。 「 下 等 真 核 生 物 」
な る 語 は 、 酵 母 、 真 菌 な ど の よ う な 宿 主 細 胞 を 意 味 す る 。 下 等 真 核 生 物 は 、 一 般 に は （ 必
ず し も そ う で は な い が ） 単 細 胞 で あ る 。 「 原 核 生 物 」 な る 語 は 、 大 腸 菌 （ E. coli） 、 ラ
ク ト バ シ ラ ス （ Lactobacillus） 、 ラ ク ト コ ッ カ ス （ Lactococcus） 、 サ ル モ ネ ラ （ Salmon
ella） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス （ Streptococcus） 、 バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス （ Bacillus subtil
lis） 又 は ス ト レ プ ト マ イ セ ス （ Streptomyces） の よ う な 宿 主 を 意 味 す る 。 こ れ ら の 宿 主
も 本 発 明 に お い て 予 想 さ れ る 。 好 ま し い 下 等 真 核 生 物 は 、 酵 母 、 特 に 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ
ス （ Schizosaccharomyces） 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス （ Saccharomyces） 、 ク ル イ ベ ロ ミ セ ス （ Kl
uiveromyces） 、 ピ チ ア （ Pichia） （ 例 え ば 、 ピ チ ア ・ パ ス ト リ ス （ Pichia pastoris） ）

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-117090 A 2007.5.17



、 ハ ン ゼ ヌ ラ （ Hansenula） （ 例 え ば 、 ハ ン ゼ ヌ ラ ・ ポ リ モ ル フ ァ ） 、 シ ュ ワ ニ オ ミ セ ス
（ Schwaniomyces） 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス （ Schizosaccharomyces） 、 ヤ ロ ウ ィ ア （ Yarowi
a） 、 ジ ゴ サ ッ カ ロ ミ セ ス （ Zygosaccharomyces） な ど の 種 で あ る 。 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ
ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 、 エ ス ・ カ ー ル ス ベ ル ゲ ン シ ス （ S. carlsbergensi
s） 及 び ケ イ ・ ラ ク チ ス （ K. lactis） は 、 最 も よ く 使 用 さ れ る 酵 母 宿 主 で あ り 、 簡 便 な 真
菌 宿 主 で あ る 。 「 高 等 真 核 生 物 」 な る 語 は 、 動 物 、 例 え ば 哺 乳 動 物 、 爬 虫 類 動 物 、 昆 虫 な
ど に 由 来 す る 宿 主 細 胞 を 意 味 す る 。 現 在 好 ま し い 高 等 真 核 生 物 宿 主 細 胞 は 、 チ ャ イ ニ ー ズ
ハ ム ス タ ー （ 例 え ば 、 CHO） 、 サ ル （ 例 え ば 、 COS及 び Vero細 胞 ） 、 子 ハ ム ス タ ー 腎 細 胞 （
BHK） 、 ブ タ 腎 臓 （ PK15） 、 ウ サ ギ 腎 臓 13細 胞 （ RK13） 、 ヒ ト 骨 肉 種 細 胞 系 143B、 ヒ ト 細
胞 系 HeLa及 び ヒ ト ヘ パ ト ー マ 細 胞 系 、 例 え ば Hep G2及 び 昆 虫 細 胞 系 （ 例 え ば 、 ス ポ ド プ テ
ラ ・ フ ル ジ ペ ル ダ （ Spodoptera frugiperda） ） に 由 来 す る も の で あ る 。 該 宿 主 細 胞 は 、
懸 濁 又 は フ ラ ス コ 培 養 、 組 織 培 養 、 器 官 培 養 な ど に お い て 供 給 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 風 疹 E1抗 原 は 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 製 造
さ れ る 。 本 発 明 に お い て 用 い る 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 な る 語 は 、 風 疹 E1タ ン パ ク 質 に 対 応 す
る 少 な く と も 1つ の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン と 、 後 記 の と お り の 発 現 手 段 と し て 使 用 さ れ る FKB
Pシ ャ ペ ロ ン に 好 適 な 別 の 融 合 タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 少 な く と も 1つ タ ン パ ク 質 ド メ イ ン と
を 含 む タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 他 の よ く 使 用 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 融
合 タ ン パ ク 質 の 高 レ ベ ル 発 現 な ら び に 細 菌 及 び 真 核 細 胞 ラ イ セ ー ト か ら の そ の 迅 速 な 精 製
の た め の グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 融 合 タ ン パ ク 質 系 が 挙 げ ら れ る 。 タ
ン パ ク 質 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ 及 び 精 製 は 、 し ば し ば 、 そ れ ら を 、 自 ら 活 発 に フ ォ ー ル デ ィ
ン グ す る パ ー ト ナ ー タ ン パ ク 質 又 は タ グ と 共 有 結 合 に よ り 融 合 さ せ る こ と に よ り 促 進 さ れ
る 。 こ れ ら の 融 合 モ ジ ュ ー ル に は 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ 、 チ オ レ ド キ シ ン 、 NusA、 DsbA及 び FkpAが 含 ま れ る 。 そ れ ら の 使 用 は 、 通 常 、
過 剰 生 産 性 大 腸 菌 （ E. coli） 宿 主 の サ イ ト ゾ ル 又 は ペ リ プ ラ ズ ム に お け る そ れ ぞ れ の 標
的 タ ン パ ク 質 の 可 溶 性 発 現 （ す な わ ち 、 天 然 様 フ ォ ー ル デ ィ ン グ ） の 向 上 を 目 的 と し て い
る 。 可 溶 性 か つ 機 能 性 の タ ン パ ク 質 の 生 物 工 学 的 製 造 に お い て シ ャ ペ ロ ン が 果 た す 役 割 は
益 々 重 要 な も の と な っ て い る 。 好 ま し く は 、 シ ャ ペ ロ ン は 風 疹 E1融 合 ポ リ ペ プ チ ド に お け
る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 使 用 さ れ る 。 シ ャ ペ ロ ン は 、 古 典 的 な 「 フ ォ ー ル デ ィ ン グ 補 助 体
（ folding helper） 」 と し て 公 知 で あ り 、 他 の タ ン パ ク 質 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ 及 び 構 造 的
完 全 性 維 持 を 補 助 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ れ ら は 、 in vivo及 び in vitroの 両 方 に お い
て タ ン パ ク 質 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 促 進 す る 能 力 を 有 す る 。 一 般 に は 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ
補 助 体 は フ ォ ー ル デ ィ ン グ 触 媒 及 び シ ャ ペ ロ ン に 細 分 さ れ る 。 フ ォ ー ル デ ィ ン グ 触 媒 は 、
そ の 触 媒 機 能 に よ り 、 タ ン パ ク 質 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ に お け る 律 速 段 階 を 加 速 さ せ る 。 シ
ャ ペ ロ ン は 、 変 性 し た 又 は 部 分 的 に 変 性 し た タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が 公 知 で あ り 、 し
た が っ て 、 タ ン パ ク 質 が 再 生 す る の を 助 け る 。 し た が っ て 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ 触 媒 と は 異
な り 、 シ ャ ペ ロ ン は 単 な る 結 合 機 能 を 発 揮 す る に 過 ぎ な い （ Buchner, (1996)） 。 触 媒 及
び シ ャ ペ ロ ン の 具 体 例 は WO 03/000877に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 現 在 ま で に 、 い く つ か の 異 な る シ ャ ペ ロ ン フ ァ ミ リ ー が 公 知 で あ る 。 す べ て の こ れ ら の
シ ャ ペ ロ ン は 、 ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た 又 は 部 分 的 に ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た タ ン パ
ク 質 に 結 合 す る そ れ ら の 能 力 に よ り 特 徴 づ け ら れ 、 タ ン パ ク 質 の 適 切 な フ ォ ー ル デ ィ ン グ
又 は 変 性 も し く は 凝 集 タ ン パ ク 質 の 除 去 に 関 連 し た 生 理 的 機 能 を 有 す る 。 さ ら に 、 WO 94/
08012に は 、 シ ャ ペ ロ ン の 発 現 の 増 強 は タ ン パ ク 質 の 組 換 え 産 生 を 促 進 し う る こ と が 示 さ
れ て い る 。 ま た 、 タ ン パ ク 質 の 産 生 の 増 加 は 、 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 と シ ャ ペ ロ ン 配 列 と
を 含 む 遺 伝 子 構 築 物 を 使 用 す る こ と に よ り 達 成 さ れ う る こ と が 公 知 で あ る 。 天 然 の よ う に
フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た タ ン パ ク 質 の 産 生 の 増 加 の た め に シ ャ ペ ロ ン を 使 用 す る ア プ ロ ー チ
は 、 主 と し て 、 シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 結 合 機 能 及 び そ れ に よ る 可 溶 化 機 能 に よ る も の で あ
る 。 シ ャ ペ ロ ン と 標 的 タ ン パ ク 質 と を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 組 換 え 産 生 の 後 、 通 常 、 シ ャ
ペ ロ ン を 、 生 じ た タ ン パ ク 質 か ら 切 り 離 し て 、 所 望 の タ ン パ ク 質 を 純 粋 な 形 態 で 得 る 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 フ ォ ー ル デ ィ ン グ 補 助 体 、 例 え ば 、 ペ プ チ ジ ル プ ロ ピ ル イ ソ メ ラ ー ゼ （ PPI） ク ラ ス の
メ ン バ ー 、 特 に 、 FKBPフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 触 媒 活 性 を 示 す だ け で な く 、 凝 集 傾 向 に
あ る タ ン パ ク 質 の 溶 解 度 に 対 す る 劇 的 な 有 益 な 効 果 を も 与 え る こ と が 、 WO 03/000877に 示
さ れ て い る 。 そ れ ら は 、 そ う で な け れ ば （ す な わ ち 、 未 シ ャ ペ ロ ン 化 単 離 形 態 で あ れ ば ）
凝 集 傾 向 に あ る そ の よ う な タ ン パ ク 質 と の 可 溶 性 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ り 、 そ れ を 達
成 す る 。 そ う で な け れ ば 生 理 的 条 件 下 で 難 溶 性 又 は 不 溶 性 で あ る そ の よ う な タ ン パ ク 質 は
、 そ れ ら が 適 当 な PPIシ ャ ペ ロ ン と の 複 合 体 内 に 結 合 す る と 、 穏 や か な 生 理 的 条 件 下 で （
す な わ ち 、 界 面 活 性 剤 又 は カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 の よ う な 可 溶 化 添 加 剤 を 要 す る こ と な く ） 可
溶 性 と な る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 の 組 換 え 産 生 融 合 タ ン パ ク 質 が 封 入 体 か ら 可 溶 性 形 態 で 容 易 に 得
ら れ う る こ と を 見 出 し た 。 組 換 え 産 生 さ れ た 風 疹 E1タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る 風 疹 E1タ ン パ ク
質 の 顕 著 な 特 徴 は 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 下 で の そ の 溶 解 性 で あ る 。 さ ら に 、 融 合 タ ン パ ク
質 に 含 ま れ る 本 発 明 の 風 疹 E1タ ン パ ク 質 は 天 然 様 構 造 と し て 容 易 に 得 ら れ う る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 風 疹 E1融 合 タ ン パ ク 質 は 、 取 扱 い が 非 常 に 容 易 で あ る 。 例 え ば 、 そ の よ
う な 融 合 タ ン パ ク 質 を 再 生 さ せ る こ と は 非 常 に 容 易 で あ る 。 カ オ ト ロ ピ ッ ク 物 質 は 、 異 な
る 様 態 で リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て 、 す べ て 、 熱 力 学 的 に 安 定 か つ 可 溶 性 の 天 然 様 形 態 を
与 え う る こ と は 興 味 深 い 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ は 、 透 析 及 び 急 速 希 釈 の ど ち ら に よ っ て も
並 び に サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 又 は マ ト リ ッ ク ス 介 助 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ の 再 生 に
よ っ て も 、 高 収 率 で 達 成 さ れ る 。 こ れ ら の 知 見 は 、 こ の 共 有 結 合 形 態 に お い て は 、 風 疹 E1
抗 原 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 準 安 定 タ ン パ ク 質 で は な く 熱 力 学 的 に 安 定 で あ る こ と を 示 唆 し て
い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 ペ プ チ ジ ル -プ ロ ピ ル -イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス
の シ ャ ペ ロ ン と の 風 疹 E1抗 原 の 融 合 に よ り 製 造 さ れ う る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 好 ま し い
実 施 形 態 は 、 風 疹 E1抗 原 と ペ プ チ ジ ル -プ ロ ピ ル -イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス の シ ャ ペ ロ ン と の 融
合 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 主 題 は 、 風 疹 E1抗 原 を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
と 、 そ の 上 流 に 位 置 す る 、 FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と を 含 む 、 風 疹 E1抗 原 を コ ー ド す る 組 換 え DNA分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ は 、 種 々 の 機 能 の 種 々 の サ ブ ユ ニ ッ ト 又 は モ ジ ュ ー ル （ 例 え ば 、
触 媒 活 性 を 示 す モ ジ ュ ー ル 、 及 び シ ャ ペ ロ ン 又 は 結 合 活 性 を 示 す モ ジ ュ ー ル ） を 含 み う る
。 FKBPフ ァ ミ リ ー の そ の よ う な モ ジ ュ ラ ー メ ン バ ー と し て は 、 FkpA（ Ramm, (2000)） 、 Sl
yD（ Hottenrottら , (1997)） 及 び 誘 発 因 子 （ Scholzら , (1997)） が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い
実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 FKBPシ ャ ペ ロ ン が 、 FkpA、 SlyD及 び 誘 発 因 子 よ り な る 群
か ら 選 ば れ る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 組 換 え DNA分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ま た 、 分 子 シ ャ ペ ロ ン の 完 全 な 配 列 を 常 に 使 用 す る 必 要 は な い こ と が 、 よ く 知 ら れ て お
り 理 解 さ れ て い る 。 必 要 な 能 力 及 び 機 能 を 尚 も 有 す る 、 シ ャ ペ ロ ン の 機 能 性 断 片 （ い わ ゆ
る 、 モ ジ ュ ー ル ） も 使 用 さ れ う る （ WO 98/13496を 参 照 さ れ た い ） 。 本 発 明 に お い て 発 現
手 段 と し て 使 用 さ れ る FkpAは N末 端 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 く 。 FkpAの 近 縁 体 、 す な わ ち SlyDは
、 触 媒 機 能 及 び シ ャ ペ ロ ン 機 能 を も た ら す 構 造 化 N末 端 ド メ イ ン と 、 例 外 的 に ヒ ス チ ジ ン
及 び シ ス テ イ ン 残 基 に 富 む 、 大 部 分 が 非 構 造 化 さ れ た C末 端 と よ り な る （ Hottenrott, 199
7） 。 WO 03/000878は 、 ア ミ ノ 酸 1-165を 含 む SlyDの C末 端 切 断 型 変 異 体 が 標 的 タ ン パ ク 質
の 効 率 的 発 現 に 対 し て 例 外 的 に 正 の 効 果 を 及 ぼ す こ と を 開 示 し て い る 。 野 生 型 SlyDの 場 合
と は 異 な り 、 使 用 さ れ る 末 端 切 断 型 SlyD変 異 体 （ 1-165） に お い て は 、 ジ ス ル フ ィ ド シ ャ
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フ リ ン グ を 損 な う 恐 れ が 成 功 裏 に 排 除 さ れ て い る 。 末 端 切 断 型 SlyD（ 1-165） を 含 む 組 換
え DNA分 子 は 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 の 1つ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 風 疹 E1抗 原 を 設 計 す る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 含 ま れ な
い 。 本 発 明 の 発 現 系 は 、 サ イ ト ゾ ル 発 現 系 と し て 働 く 場 合 に 最 も 有 利 で あ る こ と が 判 明 し
て い る 。 こ の サ イ ト ゾ ル 発 現 は 封 入 体 の 形 成 を も た ら す 。 封 入 体 に 通 常 は 伴 う 顕 著 で よ く
知 ら れ た 問 題 と は 異 な り 、 本 発 明 者 ら は 本 発 明 に お い て 、 格 別 に 大 量 の 風 疹 E1タ ン パ ク 質
が 産 生 さ れ る だ け で な く 、 本 発 明 の 組 換 え 風 疹 E1タ ン パ ク 質 が 取 り 扱 い 易 く も あ る （ 例 え
ば 、 可 溶 化 及 び リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ が 容 易 で あ る ） こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 組 換 え DNA分 子 は 更 に 、 そ れ が 、 風 疹 E1抗 原 を コ ー ド す る 配 列 と F
KBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 配 列 と の 間 に 位 置 す る 10～ 100ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 性 リ ン カ ー
を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 当 業
者 に 理 解 さ れ る と お り 、 そ の よ う な リ ン カ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 に 長 さ 、 柔 軟 性 、 電 荷 及
び 親 水 性 の 点 で 、 意 図 さ れ る 用 途 に 最 も 適 し た も の と し て 設 計 さ れ る 。 さ ら に 、 リ ン カ ー
を コ ー ド す る そ の よ う な DNA配 列 は 、 例 え ば タ ン パ ク 質 分 解 部 位 を 与 え る こ と に 加 え て 、
ポ リ リ ン カ ー と し て も 働 き う る 。 す な わ ち 、 そ れ は 、 風 疹 E1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
断 片 と シ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン を コ ー ド す る DNA断 片 と の 融 合 を 促 進 す る 複 数 の DNA制 限 部 位 を
与 え う る 。 得 ら れ た 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び 精 製 な ら び に 更 に は 可 溶 性 か つ 免 疫 反 応 性
コ ン ホ メ ー シ ョ ン へ の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ の 後 、 該 ポ リ リ ン カ ー は 融 合 タ ン パ ク 質 複 合 体
か ら の 風 疹 E1タ ン パ ク 質 の 遊 離 を も 促 進 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 そ れ に よ り 、 本 発 明 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 及 び こ の タ ン パ ク 質 の 変 異 体 は 融 合 構 築 物 か ら
切 り 出 さ れ る こ と が 可 能 で あ り 、 こ の 場 合 、 該 風 疹 E1抗 原 は 、 C末 端 に お け る 少 な く と も
膜 貫 通 領 域 と ア ン カ ー セ グ メ ン ト 、 及 び 少 な く と も ア ミ ノ 酸 143-164を 欠 い て い る こ と 、
な ら び に 少 な く と も 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-401に わ た る 領 域 を 含
有 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ 、 一 方 、 こ の 領 域 の N末 端 （ Cys349） は 更 に 少 な く と も 15
ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 、 及 び ／ 又 は 、 こ の 領 域 の C末 端 （ Cys401） は 更 に 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列
の 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 さ ら に 、 風 疹 E1抗 原 の 前
記 領 域 の N末 端 （ Cys349） は 更 に 少 な く と も 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 25、 30、 34ア ミ ノ 酸 を
含 有 し 、 及 び ／ 又 は 、 こ の 領 域 の C末 端 （ Cys401） は 更 に 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と
も 10、 11、 15、 25、 35ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 主 題 は 、 FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 風
疹 E1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 含 む 組 換 え DNAに 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 少 な く と も 2つ の FKBPシ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン と 1つ の 標 的 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン と を 含 む 融 合
タ ン パ ク 質 も 非 常 に 有 利 で あ る 。 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 組 換
え DNA分 子 は 、 FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 2つ の 配 列 と 風 疹 E1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 1
つ の 配 列 と を 含 む 。 Scholzら , (2005)は 、 第 2の シ ャ ペ ロ ン 単 位 が 融 合 さ れ る と 融 合 タ ン
パ ク 質 の 溶 解 度 が 顕 著 に 改 善 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 天 然 に お い て 二 量 体 で あ る PPIア
ー ゼ は 2つ の FKPBシ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン の 融 合 に よ り 厳 密 に 模 擬 さ れ 、 そ れ に よ り 溶 解 度 が
改 善 さ れ る こ と を 示 唆 す る 証 拠 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 当 業 者 に 理 解 さ れ る と お り 、 「 少 な く と も 2つ 」 な る 表 現 は 、 FKBPシ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン
を コ ー ド す る 2以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 本 発 明 の 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ な く 組 換 え DNA分
子 の 構 築 に お い て 使 用 さ れ う る こ と を 示 す た め に 用 い ら れ る 。 好 ま し く は 、 風 疹 E1シ ャ ペ
ロ ン タ ン パ ク 質 は 、 シ ャ ペ ロ ン を 含 有 す る 少 な く と も 2つ 且 つ 多 く と も 4つ の 配 列 を 含 有 す
る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
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　 該 DNA分 子 は 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 上 流 に FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 両 方 の DNA配 列 を 含
む よ う に 設 計 さ れ う る 。 あ る い は 、 そ れ ら の 2つ の FKBPド メ イ ン は 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 挟
む よ う に 配 置 さ れ う る 。 風 疹 E1抗 原 を コ ー ド す る 配 列 の 上 流 に 両 方 の FKBPド メ イ ン を 含 む
組 換 え DNA分 子 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 の 1つ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 組 換 え DNA分 子 は 、 PPIシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド
す る 一 方 の 配 列 が 風 疹 E1抗 原 の 上 流 に 位 置 し 、 PPIシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る そ の 他 の 配 列
が 、 風 疹 E1抗 原 を コ ー ド す る 配 列 の 下 流 に 位 置 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 2つ の シ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン 及 び 風 疹 E1抗 原 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む DNA構 築 物 は 、 好 ま し
く は 、 こ れ ら の ド メ イ ン の 間 に 10～ 100ア ミ ノ 酸 の 2つ の リ ン カ ー ペ プ チ ド を も 含 有 す る 。
組 織 的 ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 に す る た め に 、 こ れ ら の 2つ の リ ン カ ー ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は 、 異 な る 。 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る こ の 相 違 は
、 該 リ ン カ ー ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 相 違 を 必 ず し も 与 え る 必 要 は な い 。 さ ら に
も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 そ れ ら の 2つ の リ ン カ ー ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列
は 同 一 で あ る 。 そ の よ う な 同 一 リ ン カ ー ペ プ チ ド 配 列 は 、 例 え ば 、 2つ の FKBPシ ャ ペ ロ ン
ド メ イ ン と 風 疹 E1タ ン パ ク 質 と を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 使 用 し た
い 場 合 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 シ ャ ペ ロ ン の 1つ 又 は 全 て を 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 か ら 遊 離 さ せ た い 場 合 に は 、 該 リ
ン カ ー ペ プ チ ド を 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 部 位 を 含 む よ う に 構 築 す る 。 既 に 記 載 さ れ て い る
と お り 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 部 位 は ポ リ リ ン カ ー と し て も 働 き う る 。 す な わ ち 、 そ れ は 、
風 疹 E1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA断 片 と シ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン を コ ー ド す る DNA断 片 と の 融
合 を 促 進 す る 複 数 の DNA制 限 部 位 を 与 え う る 。 風 疹 E1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 少 な く と も 1
つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 、 そ の 上 流 の 、 FkpA、 SlyD及 び 誘 発 因 子 よ
り な る 群 か ら 選 ば れ る FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と
、 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 部 位 を 含 む ペ プ チ ド リ ン カ ー を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と を 含
む 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 組 換 え DNA分 子 は 、 本 発 明 の も う 1つ の 実 施 形 態 で あ る 。
本 発 明 の 組 換 え DNA分 子 （ す な わ ち 、 風 疹 E1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 そ の 上 流 の 、 FkpA、 SlyD及 び 誘 発 因 子 か ら 選 ば れ る FKBPシ ャ ペ ロ ン
を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 含 む 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
組 換 え DNA分 子 ） を 、 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ た 形 態 で 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 、 非 常 に 有 利
で あ る こ と が 判 明 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 組 換 え DNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 、 無 細 胞 翻 訳 系 に お い て 融 合 タ ン パ ク 質 を 発
現 さ せ る た め に 使 用 さ れ る こ と が 可 能 で あ り 、 あ る い は 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 使
用 さ れ う る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換
さ れ た 宿 主 細 胞 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 選 択 マ ー カ ー を 含 有 し う る 。 該 選 択 マ ー カ ー は 、 該 ベ
ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の 生 存 又 は 成 長 に 必 要 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子
で あ る が 、 そ の よ う な マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 宿 主 細 胞 内 に 共 導 入 さ れ る 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 上 に 含 有 さ れ う る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 の み が 選 択 条 件 下 で 生 存 及
び ／ 又 は 成 長 す る 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 に は 、 （ a） 抗 生 物 質 又 は 他 の 毒 性 物 質 、 例 え ば
ア ン ピ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン な ど に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も
の 、 （ b） 栄 養 要 求 性 欠 損 を 相 補 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も の 、 あ る い は （ c） 複 合 培
地 か ら は 利 用 可 能 で な い 決 定 的 に 重 要 な 栄 養 素 を 供 給 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も の が
含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 適 当 な 選 択 マ ー カ ー の 選 択 は 宿 主 細 胞 に
左 右 さ れ 、 種 々 の 宿 主 の た め の 適 当 な マ ー カ ー が 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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　 関 心 の あ る 風 疹 E1タ ン パ ク 質 を 含 有 す る ベ ク タ ー は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に
よ り 宿 主 細 胞 内 に 導 入 さ れ う る 。 こ れ ら の 方 法 は 細 胞 宿 主 の 型 に よ っ て 様 々 で あ り 、 塩 化
カ ル シ ウ ム 、 塩 化 ル ビ ジ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 、 他 の 物 質 を 使 用
す る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 及 び ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る
も の で は な い 。 大 量 の 本 発 明 の 風 疹 E1タ ン パ ク 質 は 、 和 合 性 宿 主 内 で ベ ク タ ー 又 は 他 の 発
現 ビ ヒ ク ル 中 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と に よ り 製 造 さ れ う る 。 本 発 明 の ベ
ク タ ー の 構 築 は 通 常 の 連 結 技 術 を 用 い る 。 単 離 さ れ た プ ラ ス ミ ド 又 は DNA断 片 を 切 断 し 、
操 作 処 理 し 、 所 望 の 形 態 で 再 連 結 し て 、 必 要 な プ ラ ス ミ ド を 得 る 。 所 望 に よ り 、 構 築 さ れ
た プ ラ ス ミ ド 内 の 配 列 が 正 し い こ と を 確 認 す る た め の 分 析 を 公 知 様 態 で 行 う 。 発 現 ベ ク タ
ー を 構 築 し 、 in vitro転 写 産 物 を 調 製 し 、 宿 主 細 胞 内 に DNAを 導 入 し 、 発 現 及 び 機 能 の 評
価 の た め の 分 析 を 行 う た め の 適 当 な 方 法 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 遺 伝 子 の 存 在 、 増 幅 及
び ／ 又 は 発 現 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の 配 列 に 基 づ き う る 適 当 に 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ
を 使 用 す る 、 通 常 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 mRNAの 転 写 を 定 量 す る た め の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法
、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 （ DNA又 は RNA分 析 ） 、 又 は in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、
サ ン プ ル 中 で 直 接 的 に 測 定 さ れ う る 。 当 業 者 は 、 所 望 に よ り こ れ ら の 方 法 が ど の よ う に し
て 修 飾 さ れ う る か を 容 易 に 予 想 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 可 溶 性 か つ 免 疫 反 応 性 の 風 疹 E1抗 原 -シ ャ ペ ロ
ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 を 含 み 、 該 方 法 は 、
a． 宿 主 細 胞 の 培 養 、
b． 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 、
c． 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 、
d． 可 溶 性 か つ 免 疫 反 応 性 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン へ の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ
の 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が FKBPシ ャ ペ ロ ン で あ る 、 可 溶 性 か
つ 免 疫 反 応 性 の 風 疹 E1抗 原 -シ ャ ペ ロ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 製 造 に 関 す る 。 さ ら に 、 該 方 法
は 、 SlyD、 FkpA及 び 誘 発 因 子 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る FKBPシ ャ ペ ロ ン に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 主 題 は 、 サ ン プ ル 中 の サ ブ ク ラ ス IgG及 び ／ 又 は IgMの 抗 風 疹 抗 体 の
検 出 、 測 定 及 び 定 量 の た め の 方 法 で あ り 、 こ の 場 合 、 風 疹 E1抗 原 を 該 抗 体 に 対 す る 捕 捉 試
薬 及 び ／ 又 は 結 合 相 手 と し て 使 用 す る 。 当 業 者 に 公 知 の す べ て の 生 物 学 的 液 体 が 、 抗 風 疹
抗 体 の 検 出 の た め の サ ン プ ル と し て 使 用 さ れ う る 。 好 ま し い サ ン プ ル は 、 全 血 、 血 清 、 血
漿 、 尿 、 唾 液 な ど の 体 液 で あ る 。 診 断 方 法 に 関 し て は 、 本 発 明 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 融 合 タ
ン パ ク 質 、 よ り 好 ま し く は 、 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 -シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 の 明 ら か な 利 点 は
、 例 え ば 、 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 下 の 風 疹 E1タ ン パ ク 質 の 安 定 性 の 増 強 、 診 断 感 度 の 増 加
、 存 在 す る コ ン ホ メ ー シ ョ ン エ ピ ト ー プ の 数 の 増 加 、 及 び 適 切 に フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た 風
疹 E1タ ン パ ク 質 を 容 易 に 標 識 す る 可 能 性 が あ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 よ く 知 ら れ た 標 識 は 、 マ ー カ ー 基 又 は エ フ ェ ク タ ー 基 、 例 え ば 固 相 結 合 基 で あ る 。 標 識
さ れ た 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 融 合 タ ン パ ク 質 、 よ り 好 ま し く は 、 標 識 さ れ た 可 溶 性 風 疹 E1抗 原
-シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 で あ る 。 標 識 基 は 、 任 意
の 公 知 の 検 出 可 能 な マ ー カ ー 基 、 例 え ば 色 素 、 発 光 標 識 基 、 例 え ば 化 学 発 光 基 、 例 え ば ア
ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル も し く は ジ オ キ セ タ ン 、 又 は 蛍 光 色 素 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン 、 ク
マ リ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 オ キ サ ジ ン 、 レ ゾ ル フ ィ ン 、 シ ア ニ ン 及 び そ れ ら の 誘 導 体 か ら 選 ば
れ う る 。 標 識 基 の 他 の 具 体 例 と し て は 、 発 光 性 金 属 錯 体 、 例 え ば ル テ ニ ウ ム 又 は ユ ー ロ ピ
ウ ム 錯 体 、 酵 素 、 例 え ば ELISA又 は CEDIA（ ク ロ ー ン 化 酵 素 ド ナ ー イ ム ノ ア ッ セ イ （ Cloned
 Enzyme Donor Immunoassay） 、 例 え ば EP-A-0 061 888） に 使 用 さ れ る 酵 素 、 及 び 放 射 性
同 位 体 が 挙 げ ら れ る 。 エ フ ェ ク タ ー 基 は 、 例 え ば 、 バ イ オ ア フ ィ ン （ bioaffine） 結 合 ペ
ア の う ち の 一 方 の パ ー ト ナ ー を 含 む 。 ア ッ セ イ の 実 施 中 に 、 エ フ ェ ク タ ー 基 は 、 バ イ オ ア

10

20

30

40

50

(18) JP 2007-117090 A 2007.5.17



フ ィ ン 結 合 ペ ア の も う 一 方 の パ ー ト ナ ー と 特 異 的 に 、 そ し て 好 ま し く は 非 共 有 結 合 的 に 相
互 作 用 す る 。 適 当 な 結 合 ペ ア の 具 体 例 と し て は 、 ハ プ テ ン 又 は 抗 原 ／ 抗 体 、 ビ オ チ ン 又 は
ビ オ チ ン 類 似 体 、 例 え ば ア ミ ノ ビ オ チ ン 、 イ ミ ノ ビ オ チ ン 又 は デ ス チ オ ビ オ チ ン ／ ア ビ ジ
ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 糖 ／ レ ク チ ン 、 核 酸 又 は 核 酸 類 似 体 ／ 相 補 的 核 酸 、 及 び 受 容
体 ／ リ ガ ン ド 、 例 え ば ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 受 容 体 ／ ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン が 挙 げ ら れ る 。 好
ま し い 結 合 ペ ア メ ン バ ー は ハ プ テ ン 、 抗 原 及 び ホ ル モ ン を 含 む 。 特 に 好 ま し い の は 、 ジ ゴ
キ シ ン の よ う な ハ プ テ ン な ら び に ビ オ チ ン 及 び そ の 類 似 体 で あ る 。 好 ま し く は 、 風 疹 E1タ
ン パ ク 質 と 好 ま し く は PPIシ ャ ペ ロ ン と を 含 む 可 溶 性 複 合 体 が 、 風 疹 に 対 す る 抗 体 の 検 出
の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ る 。 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、
風 疹 E1抗 原 と 好 ま し く は PPIシ ャ ペ ロ ン と を 含 む 標 識 さ れ た 可 溶 性 複 合 体 が 、 風 疹 に 対 す
る 抗 体 の 検 出 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 そ の 標 識 さ
れ た 複 合 体 は 、 好 ま し く は PPIシ ャ ペ ロ ン と 風 疹 E1タ ン パ ク 質 と を 含 む 組 換 え ポ リ ペ プ チ
ド に お け る 分 子 内 複 合 体 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ を 行 う た め の 方 法 な
ら び に 実 際 の 適 用 及 び 手 順 は 関 連 参 考 書 に お い て 要 約 さ れ て い る 。 関 連 参 考 書 の 具 体 例 と
し て は 、 Tijssen, P., Preparation of enzym-antibody or other enzyme-macromolecule
 conjugates in "Practice and theory of enzyme immunoassays" (1990) 221-278, R. H
. Burdon及 び v. P. H. Knippenberg編 , Elsevier, Amsterdamな ら び に Tijssen, in "Meth
ods in Enzymology" (1980), S. P. Colowick, N. O. Caplan及 び S. P.編 , Academic Pre
ssの 、 免 疫 学 的 検 出 方 法 を 扱 っ た 様 々 な 巻 、 特 に 第 70, 73, 74, 84, 92及 び 121巻 が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 該 新 規 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 融 合 タ ン パ ク 質 、 よ り 好 ま し く は 、 該 新 規 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 -P
PIシ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 は 、 検 出 の 様 式 （ 例 え ば 、 放 射 性 同 位 体 ア ッ セ イ 、 酵 素 イ ム ノ ア
ッ セ イ 、 電 気 化 学 発 光 ア ッ セ イ な ど ） 又 は ア ッ セ イ 原 理 （ 例 え ば 、 試 験 ス ト リ ッ プ ア ッ セ
イ 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 又 は 均 一 系 ア ッ セ イ な ど ） に は 無 関 係 に 、 抗 風 疹 抗 体 の 検 出 の
た め の ア ッ セ イ を 改 良 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 風 疹 感 染 の 、 信 頼 し う る 且 つ 高 感 度 の 早
期 検 出 の た め に は 、 体 液 サ ン プ ル 中 の 抗 ウ イ ル ス 抗 体 を 測 定 す る こ と が 必 須 で あ る 。 本 発
明 の 可 溶 性 複 合 体 は 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 に お け る 抗 風 疹 抗 体 の 検 出 を 可 能 に す る 。 抗 風
疹 抗 体 の 検 出 は そ の よ う な 複 合 的 な 風 疹 検 出 系 の 重 要 な 部 分 で あ る 。 し た が っ て 、 好 ま し
い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 風 疹 E1抗 原 融 合 タ ン パ ク 質 の 使 用 、 よ り 好 ま し く は 、
風 疹 E1抗 原 -シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 の 使 用 に 基 づ く 抗 風 疹 抗 体 の 検 出 を 含 む 風 疹 検 出 系 に
関 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 当 技 術 分 野 で 公 知 の と お り 、 細 菌 、 真 菌 又 は ウ イ ル ス の よ う な 感 染 因 子 に 対 す る 抗 体 は
、 好 ま し く は 、 二 重 抗 原 架 橋 の 概 念 （ 時 に は 、 こ の ア ッ セ イ 概 念 は 、 2つ の 抗 原 が 抗 体 に
よ り 架 橋 さ れ る た め 、 二 重 抗 原 架 橋 概 念 と も 称 さ れ る ） に 従 う ア ッ セ イ に よ り 検 出 さ れ る
。 そ の よ う な ア ッ セ イ に お い て は 、 与 え ら れ た 抗 原 の 、 少 な く と も 2つ の 異 な る 分 子 に 、
抗 体 が そ の 2個 （ IgG、 IgA、 IgE） 又 は 10個 （ IgM） の パ ラ ト ー プ で 結 合 す る 能 力 が 要 求 さ
れ 、 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 該 架 橋 概 念 に よ る 、 体 液 か ら の 抗 体 の 検 出 は 、 多 種 多 様 な ア ッ セ イ 設 定 で 行 わ れ う る 。
単 純 な 設 定 は 、 固 相 へ の 抗 原 の 直 接 的 な コ ー テ ィ ン グ 、 及 び 標 識 さ れ た 形 態 の 同 じ 抗 原 の
使 用 を 含 む 。 適 当 な ア ッ セ イ 条 件 下 、 サ ン プ ル 中 の 抗 体 は 該 固 相 結 合 抗 原 と 該 標 識 抗 原 と
の 間 で 架 橋 を 形 成 す る 。 し た が っ て 、 検 査 中 の 抗 体 が サ ン プ ル 内 に 存 在 す る 場 合 に の み 、
架 橋 が 形 成 さ れ 、 シ グ ナ ル が 検 出 さ れ う る 。 「 固 相 抗 原 」 及 び 「 検 出 抗 原 」 の 基 本 的 構 造
は 、 好 ま し く は 同 じ で あ る 。 例 え ば 、 1つ 又 は い く つ か の エ ピ ト ー プ を 含 む タ ン パ ク 質 が
、 固 相 に コ ー ト さ れ て 直 接 的 又 は 間 接 的 に 使 用 さ れ る こ と が 可 能 で あ り 、 標 識 又 は マ ー カ
ー に 結 合 し て い る が 同 じ 合 成 タ ン パ ク 質 が 検 出 抗 原 と し て 使 用 さ れ る 。 ま た 、 二 重 抗 原 架
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橋 ア ッ セ イ に お い て 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 性 で あ る 、 類 似 し て い る が 異 な る 風 疹 E1抗 原 を 使
用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ を 行 う た め の 必 須 要 件 は 、 関 連 エ ピ ト ー プ
が 両 方 の 抗 原 上 に 存 在 す る こ と で あ る 。 明 ら か に 、 二 重 抗 原 架 橋 ア ッ セ イ 形 態 に は 多 数 の
変 法 が 存 在 す る 。 そ の よ う な 変 法 は 、 例 え ば 、 固 相 へ の 風 疹 E1抗 原 の 間 接 的 コ ー テ ィ ン グ
を 含 む 。 好 ま し く は 、 特 異 的 結 合 ペ ア 、 最 も 好 ま し く は 、 ビ オ チ ン -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
（ 又 は ア ビ ジ ン ） 系 が 、 風 疹 抗 原 を 固 相 に 間 接 的 に 結 合 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。 一 方 、
そ の よ う な 系 に お け る 検 出 に 使 用 さ れ る 風 疹 E1抗 原 は 直 接 的 に は マ ー カ ー （ 例 え ば 、 放 射
性 同 位 体 、 酵 素 、 蛍 光 分 子 な ど ） を 担 持 し て い な い こ と も 可 能 で あ り 、 そ の 代 わ り に 、 例
え ば ハ プ テ ン （ 例 え ば ジ ゴ キ シ ン ） を 担 持 す る こ と に よ り 間 接 的 に 検 出 さ れ う る こ と が 可
能 で あ る 。 そ の よ う な 間 接 的 検 出 は 、 例 え ば 、 標 識 さ れ た 抗 ジ ゴ キ シ ン 抗 体 に よ り 行 わ れ
う る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の 第 1風 疹 E1抗 原 と 本 発 明 の 第 2風 疹
E1抗 原 と を 含 む 、 二 重 抗 原 架 橋 概 念 に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 第 1風 疹 E1抗 原 融 合 タ ン パ ク 質 複 合
体 を 捕 捉 抗 原 と し て 使 用 し 、 第 2風 疹 E1抗 原 融 合 タ ン パ ク 質 を 検 出 抗 原 と し て 使 用 す る こ
と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 、 二 重 抗 原 架 橋 概 念 に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 風 疹 E1抗 原 融 合 タ ン パ ク 質 複 合 体 、 好 ま し く は 、 風 疹 E1抗 原 -シ ャ ペ
ロ ン 複 合 体 は 、 そ れ を 使 用 し な け れ ば 取 り 扱 い が 困 難 な 種 々 の タ ン パ ク 質 の 可 溶 化 を も た
ら す だ け で な く 、 二 重 抗 原 架 橋 概 念 に 従 う 非 常 に 有 利 な イ ム ノ ア ッ セ イ を も 可 能 に す る 。
そ れ ぞ れ 固 相 結 合 抗 原 と の 複 合 体 形 成 の た め に 及 び 検 出 抗 原 と の 複 合 体 形 成 の た め に 種 々
の シ ャ ペ ロ ン を 使 用 す る こ と が 今 や 可 能 に な っ た こ と は 、 二 重 抗 原 架 橋 概 念 に 従 う そ の よ
う な イ ム ノ ア ッ セ イ の 特 に 魅 力 的 な 特 徴 で あ る 。 ア ッ セ イ の そ の よ う な 修 飾 は 更 に 、 非 特
異 的 結 合 の 問 題 を 改 善 す る 。 シ ャ ペ ロ ン に 対 し て 反 応 性 で あ り 従 っ て 偽 陽 性 シ グ ナ ル を 生
成 し う る 、 サ ン プ ル 中 の 抗 体 は 、 そ れ ぞ れ 固 相 抗 原 及 び 検 出 抗 原 を 複 合 体 形 成 さ せ る た め
に 異 な る シ ャ ペ ロ ン を 使 用 し た 場 合 に は 、 架 橋 を 形 成 し な い で あ ろ う 。 し た が っ て 、 本 発
明 の こ の 態 様 に お い て は 、 非 特 異 的 結 合 に よ る 陽 性 シ グ ナ ル の 可 能 性 が 著 し く 減 少 す る 。
し た が っ て 、 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 第 1及 び 第 2シ ャ ペ ロ ン -風 疹 E1抗 原
複 合 体 の 第 1シ ャ ペ ロ ン と 第 2シ ャ ペ ロ ン と が 互 い に 異 な る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 、 二
重 抗 原 架 橋 概 念 に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 最 も よ く 特 徴 づ け ら れ て い る シ ャ ペ ロ ン の ほ と ん ど は 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 研 究 に お い
て 広 く 使 用 さ れ て い る 大 腸 菌 （ Escherichia coli） か ら 単 離 さ れ て い る 。 大 腸 菌 （ Escher
ichia coli） は 広 く 分 布 す る 細 菌 種 で あ る た め 、 多 数 の 哺 乳 動 物 は 、 こ の 細 菌 に 由 来 す る
タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 持 つ よ う に な っ て い る 。 そ の よ う な 抗 体 に よ り 引 き 起 こ さ れ る
偽 陽 性 反 応 の 可 能 性 を 減 少 さ せ る た め に は 、 異 な る 細 菌 種 （ 好 ま し く は 好 熱 菌 ） に 由 来 す
る 少 な く と も 1つ の PPIシ ャ ペ ロ ン を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 シ ャ ペ ロ ン は
、 好 極 限 性 細 菌 、 特 に 、 テ ル マ ト ガ ・ マ リ チ マ （ Thermatoga maritima） 、 ア ク イ フ ェ ッ
ク ス ・ エ オ リ ク ス （ Aquifex aeolicus） 及 び テ ル ム ス ・ サ ー モ フ ィ ル ス （ Thermus thermo
philus） を 含 む 細 菌 群 の 好 極 限 性 細 菌 に 由 来 す る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ 全 般 及 び 好 ま し く は 該
架 橋 概 念 に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る シ ャ ペ ロ ン -抗 原 複 合 体 の 使 用 は 、 そ の よ う な 複
合 体 の シ ャ ペ ロ ン を 誘 導 体 化 す る 可 能 性 を も 提 供 し 、 抗 原 自 体 の 修 飾 を 要 し な い 。 第 2化
学 部 分 に よ る タ ン パ ク 質 の 修 飾 、 例 え ば 、 そ の 分 子 へ の 標 識 の カ ッ プ リ ン グ は 、 該 ポ リ ペ
プ チ ド に 負 の 影 響 を 及 ぼ す 危 険 性 を 含 む 、 と 一 般 に 認 識 さ れ て い る 。 例 え ば 、 そ の よ う な
標 識 に よ り 、 検 査 中 の エ ピ ト ー プ が 損 な わ れ る こ と が あ り 、 あ る い は 非 特 異 的 結 合 が 引 き
起 こ さ れ う る 。 本 発 明 に お い て 、 風 疹 E1抗 原 -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 内 の シ ャ ペ ロ ン を 特 異 的
に 誘 導 体 化 す る こ と が 今 や 可 能 と な っ た 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 二 重 抗 原 架 橋 概
念 に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ は 更 に 、 捕 捉 抗 原 と し て 使 用 す る 第 1風 疹 E1抗 原 -シ ャ ペ ロ ン 複 合
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体 が 固 相 結 合 基 を 含 む こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て
は 、 該 架 橋 概 念 に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ を 行 い 、 こ れ は 更 に 、 検 出 抗 原 と し て 使 用 す る 第 2
風 疹 E1抗 原 -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 が マ ー カ ー 基 を 含 む こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 抗 風 疹 抗 体 の 検 出 の た め の 診 断 試 験 に お け る 、 風 疹 E1の 少 な く と も 1つ
の 抗 原 及 び 必 要 に 応 じ て 使 用 す る 他 の 通 常 の 添 加 剤 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 主 題 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ の た め の 通 常 の 試 験 添 加 剤 に 加 え て 、 測 定
す べ き 風 疹 抗 体 へ の 特 異 的 結 合 に 適 し た 風 疹 E1抗 原 の 少 な く と も 1つ の 抗 原 を 含 有 し 、 場
合 に よ っ て は 標 識 及 び 必 要 に 応 じ て 他 の 通 常 の 添 加 剤 を 含 有 す る 、 風 疹 に 対 す る 抗 体 の 検
出 の た め の 試 薬 キ ッ ト に 関 す る 。 特 に 、 該 試 験 キ ッ ト は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及
び Cys59-Cys71、 よ り 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71及 び Cys1
17-Cys130に わ た る N末 端 領 域 を 含 有 す る 風 疹 E1抗 原 及 び こ の タ ン パ ク 質 の 変 異 体 を 含 有 す
る 。 好 ま し く は 、 該 試 験 キ ッ ト は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401、
よ り 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys225-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の
組 合 せ 又 は ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ
、 最 も 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185、 Cys225-Cys235、 Cys349-Cys352及
び Cys368-Cys401の 組 合 せ に わ た る C末 端 領 域 を 含 有 す る 風 疹 E1抗 原 及 び こ の タ ン パ ク 質 の
変 異 体 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 実 施 形 態 の 試 験 キ ッ ト が 含 有 す る 風 疹 E1抗 原 及 び こ の ペ プ チ ド の 変
異 体 は 、 C末 端 に お け る 少 な く と も 膜 貫 通 領 域 と ア ン カ ー セ グ メ ン ト 、 及 び 少 な く と も ア
ミ ノ 酸 143-164、 好 ま し く は 134-約 168を 欠 い て い る こ と 、 な ら び に 少 な く と も ジ ス ル フ ィ
ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-401に わ た る 領 域 を 含 有 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ 、
一 方 、 こ の 領 域 の N末 端 （ Cys349） は 更 に 少 な く と も 15ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 、 及 び ／ 又 は 、
こ の 領 域 の C末 端 （ Cys401） は 更 に 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る
こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 さ ら に 、 こ の 領 域 の N末 端 （ Cys349） は 更 に 、 少 な く と も 25、 30、 34ア ミ ノ 酸 を 含 有 し
、 及 び ／ 又 は 、 こ の 領 域 の C末 端 （ Cys401） は 更 に 、 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と も 10
、 11、 15、 25、 35ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る 。 該 試 薬 キ ッ ト は 更 に 、 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架
橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401、 よ り 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys225-Cys235
、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ 又 は ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185、 Cys34
9-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ 、 最 も 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185
、 Cys225-Cys235、 Cys349-Cys352及 び Cys368-Cys401の 組 合 せ に わ た る C末 端 領 域 、 な ら び
に 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71、 よ り 好 ま し く は 、 ジ ス ル フ
ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71及 び Cys117-Cys130の 組 合 せ に わ た る N末 端 領 域 を 含
有 す る 風 疹 E1抗 原 の 組 合 せ を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ま た 、 該 試 薬 キ ッ ト は 、 対 照 及 び 標 準 溶 液 、 な ら び に 当 業 者 に よ り 使 用 さ れ る 通 常 の 添
加 剤 、 バ ッ フ ァ ー 、 塩 、 界 面 活 性 剤 な ど を 含 有 す る 1以 上 の 溶 液 中 の 試 薬 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 実 施 例
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 縦 列 EcSlyD及 び 風 疹 E1エ ク ト ド メ イ ン 断 片 E1（ 201-432） を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築
　 Novagen（ Madison, WI, USA） の pET24a発 現 プ ラ ス ミ ド に 基 づ き 、 以 下 の ク ロ ー ニ ン グ
工 程 を 行 っ た 。 該 ベ ク タ ー を NdeI及 び XhoIで 消 化 し 、 縦 列 SlyD及 び 風 疹 E1断 片 201-432を
含 む 半 合 成 カ セ ッ ト を 挿 入 し た 。 こ の 風 疹 E1断 片 は ア ミ ノ 酸 349、 352、 368及 び 401位 に シ
ス テ イ ン 残 基 を 含 有 す る 。
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド の イ ン サ ー ト を 配 列 決 定 し た と こ ろ 、 そ れ は 所 望 の 融 合 タ ン パ ク 質
を コ ー ド し て い る こ と が 判 明 し た 。 該 挿 入 カ セ ッ ト の 核 酸 配 列 及 び 得 ら れ た 融 合 タ ン パ ク
質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 本 発 明 の 配 列 プ ロ ト コ ー ル に 示 す 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 SS-E1（ 201-432） 融 合 タ ン パ ク 質 の 、 共 役 さ れ た 精 製 及 び リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ
　 該 発 現 プ ラ ス ミ ド を 含 有 す る 大 腸 菌 （ E. coli） BL21（ DE3） 細 胞 を LB培 地 + カ ナ マ イ シ
ン （ 30μ g/ml） 内 で 、 OD 6 0 0 が 1に な る ま で 増 殖 さ せ 、 37℃ の 増 殖 温 度 で イ ソ プ ロ ピ ル -β -
D-チ オ ガ ラ ク ト シ ド （ IPTG） を 最 終 濃 度 1mMま で 加 え る こ と に よ り サ イ ト ゾ ル 過 剰 発 現 を
誘 導 し た 。 誘 導 の 4時 間 後 、 細 胞 を 遠 心 分 離 （ 5000× gで 20分 間 ） し 、 凍 結 さ せ 、 -20℃ で
保 存 し た 。 細 胞 溶 解 の た め に 、 該 凍 結 ペ レ ッ ト を 100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH8.0） 、 7.0M
 GuHCl、 10mM イ ミ ダ ゾ ー ル に 室 温 で 再 懸 濁 さ せ 、 得 ら れ た 懸 濁 液 を 2時 間 攪 拌 し て 細 胞 溶
解 を 完 了 さ せ た 。 遠 心 分 離 及 び 濾 過 の 後 、 前 記 細 胞 溶 解 バ ッ フ ァ ー 中 で 予 め 平 衡 化 さ れ た
Ni-NTA（ ニ ッ ケ ル -ニ ト リ ロ -ト リ ア セ タ ー ト ） カ ラ ム 上 に ラ イ セ ー ト を ア プ ラ イ し た 。 未
熟 な ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 及 び SSシ ャ フ リ ン グ を 避 け る た め に 、 金 属 キ レ ー ト 化 カ ラ ム に 適 合
し う る 還 元 剤 と し て 5mM TCEPを 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 に 加 え た 。 過 剰 の 洗 浄 工 程 （ >20カ ラ ム
容 量 の 細 胞 溶 解 バ ッ フ ァ ー  + TCEP） の 後 、 マ ト リ ッ ク ス 結 合 タ ン パ ク 質 の コ ン ホ メ ー シ
ョ ン リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 誘 導 す る た め に 、 該 カ オ ト ロ ピ ッ ク 細 胞 溶 解 バ ッ フ ァ ー を 50mM
リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH7.8） 、 100mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 5mM TCEPで 置 換 し た （ 残 留 GuHClが
カ オ ト ロ ピ ッ ク 濃 度 で 存 在 し な い こ と が 保 証 さ れ る よ う 、 少 な く と も 10カ ラ ム 容 量 の リ フ
ォ ー ル デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー を ア プ ラ イ し た ） 。 つ い で 、 酸 化 的 フ ォ ー ル デ ィ ン グ （ す な わ
ち 、 シ ス テ イ ン 残 基 の 酸 化 的 架 橋 ） を 、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム  pH7， 8、 100mM塩 化 ナ ト リ
ウ ム で の 洗 浄 に よ り を 誘 導 し た 。 二 価 Ni 2 + イ オ ン の 有 効 濃 度 が 高 い た め 、 マ ト リ ッ ク ス 結
合 融 合 タ ン パ ク 質 内 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 形 成 は 非 常 に 速 い 過 程 で あ る 。 溶 出 前 に 、 ～ 50
kDaの 見 掛 け 分 子 量 を 有 す る 汚 染 （ コ ン タ ミ ） タ ン パ ク 質 を 除 去 す る た め に 、 該 イ ミ ダ ゾ
ー ル 濃 度 を 55mMま で 上 昇 さ せ た 。 つ い で 、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH7.8） 、 100mM塩 化 ナ
ト リ ウ ム 中 の 55mMか ら 500mMま で の イ ミ ダ ゾ ー ル 勾 配 を 適 用 す る こ と に よ り 、 該 天 然 融 合
タ ン パ ク 質 を 溶 出 し た 。 タ ン パ ク 質 含 有 画 分 を 純 度 に 関 し て 評 価 し （ SDS-PAGEに よ る 判 定
で >95％ ） 、 プ ー ル し た 。 最 後 に 、 該 タ ン パ ク 質 を サ イ
ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 し 、 二 量 体 画 分 を プ ー ル し 、 濃 縮 し 、 そ の 分 光 学 的 特 性 に
関 し て 評 価 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 風 疹 E1融 合 タ ン パ ク 質 の 特 徴 づ け
　 a． UV分 光 学
　 SS-E1（ 201-432） は 、 可 溶 性 か つ 天 然 の よ う に フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た タ ン パ ク 質 と し て
溶 出 す る 。 組 換 え 産 生 さ れ マ ト リ ッ ク ス リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た 融 合 タ ン パ ク 質 の UVス ペ
ク ト ル は 凝 集 傾 向 を 何 ら 示 し て い な い 。 図 1に 示 す と お り 、 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 中 の SS-
E1（ 201-432） の UV吸 収 ス ペ ク ト ル の ベ ー ス ラ イ ン は 横 軸 に ほ ぼ 等 し く （ 310nm以 上 ） 、 し
た が っ て こ の こ と は 、 自 己 会 合 又 は 凝 集 減 少 に よ り 生 じ る 迷 光 粒 子 が 存 在 し な い こ と を 示
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し て い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 図 1： マ ト リ ッ ク ス 介 助 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 及 び イ ミ ダ ゾ ー ル 勾 配 溶 出 の 後 の 融 合 タ ン
パ ク 質 SS-E1（ 201-432） の UVス ペ ク ト ル 。 該 ス ペ ク ト ル は 、 1cmの 光 路 長 を 用 い た Uvicon 
XS光 度 計 上 で 記 録 さ れ た 。 バ ッ フ ァ ー 条 件 は 50mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH8.0） 、 100mM 塩
化 ナ ト リ ウ ム 及 び ～ 250mM イ ミ ダ ゾ ー ル で あ っ た 。 SS-E1（ 201-432） に 関 し て 48370 M - 1 c
m - 1 の モ ル 吸 光 係 数 ε を 使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 濃 度 は 7.25μ Mと 決 定 さ れ た 。 ス ペ ク ト ル の
形 状 は シ ャ ペ ロ ン 化 風 疹 E1エ ク ト ド メ イ ン 断 片 （ 201-432） の 溶 解 度 を 表 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 b． SDSゲ ル -電 気 泳 動
　 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 風 疹 SS-E1ア ミ ノ 酸 残 基 201-432の 純 度 を SDS-PAGEに よ り 確 認 し た （ 図
2） 。 2工 程 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 後 、 該 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 純 度 は 95％ を 超 え て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 図 2： 非 還 元 性 SDS-PAGEに よ り 実 証 さ れ た SS-E1（ 201-432） の 精 製 。 該 ク ー マ シ ー 染 色
ゲ ル は 、 （ 左 か ら 右 に ） Invitrogenの タ ン パ ク 質 標 準 M12（ レ ー ン 1） 、 大 腸 菌 （ E. coli
） カ オ ト ロ ピ ッ ク 粗 抽 出 物 （ 不 溶 性 画 分 レ ー ン 2、 可 溶 性 画 分 レ ー ン 3） 、 IMAC流 動 物 （ レ
ー ン 5） 、 ～ 50kDaの 見 掛 け 分 子 量 を 有 す る 顕 著 な 混 入 物 （ コ ン タ ミ ） を 含 有 す る 洗 浄 画 分
（ レ ー ン 7） 、 及 び SS-E1（ 201-432） イ ミ ダ ゾ ー ル 溶 出 画 分 （ レ ー ン 9-11） を 示 し て い る
。 SDS-PAGEか ら の 判 断 に よ る と 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 純 度 は 95％ を 超 え て い る 。 混 合 ジ ス
ル フ ィ ド 又 は 共 有 分 子 間 SS付 加 体 の 徴 候 は 何 ら 存 在 し な い 。 こ れ は 、 そ れ ぞ れ シ ス テ イ ン
349＆ 352及 び シ ス テ イ ン 368＆ 401の 定 量 的 架 橋 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 C． FPLC分 析 （ 高 速 タ ン パ ク 質 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 ）
　 そ の 抗 原 性 の ほ か に 、 SS-E1融 合 タ ン パ ク 質 の オ リ ゴ マ ー 状 態 、 溶 解 度 及 び 安 定 性 が 診
断 目 的 に 対 す る そ の 適 合 性 を 決 定 す る 。 該 組 換 え 風 疹 エ ク ト ド メ イ ン 断 片 の オ リ ゴ マ ー 状
態 を 明 ら か に す る た め に 、 シ ス テ イ ン 含 量 に お い て 異 な る SS-E1（ 201-432） を Superdex 2
00HR 10/30カ ラ ム 上 の 分 析 用 ゲ ル 濾 過 に 付 し た 。 泳 動 バ ッ フ ァ ー は 50mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム （ pH7.8） 、 100mM NaClで あ っ た 。 150μ lの SS-E1（ 201-432） 溶 液 （ タ ン パ ク 質 濃 度 ～ 1
.0mg/ml） を SECカ ラ ム 上 に ア プ ラ イ し 、 溶 出 を 280nmの 吸 光 度 に よ り モ ニ タ ー し た （ 図 3）
。 該 実 験 の 結 果 は 、 す べ て の SS-E1（ 201-432） シ ス テ イ ン 変 異 体 が ～ 12.8mlで 定 量 的 に 溶
出 し た こ と を 示 し て お り 、 こ の こ と は 見 掛 け 上 二 量 体 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 示 し て い る 。 こ
れ は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 導 入 が 風 疹 エ ク ト ド メ イ ン の ポ リ ペ プ チ ド バ ッ ク ボ ー ン を 拘 束
し 該 分 子 の 全 体 的 な 小 型 化 を 招 く と い う 予 想 と 一 致 す る 。 FPLC分 析 に お け る 高 分 子 会 合 の
明 ら か な 欠 如 は SDS-PAGEの 結 果 を 証 明 し て お り 、 SS-E1（ 201-432） の マ ト リ ッ ク ス 共 役 酸
化 的 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ が 、 相 当 に 安 定 で 異 性 化 傾 向 も シ ャ フ リ ン グ 傾 向 も 示 さ な い 天 然
様 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 与 え る と い う 仮 定 を 裏 付 け て い る 。 SS-E1（ 201-432） の オ リ ゴ マ ー
化 は 、 お そ ら く 、 安 定 な 二 量 体 を 形 成 す る と 報 告 さ れ て い る （ Mukherjeeら , Biotechnol.
 Appl. Biochem. (2003) 37, 183-186; Mitterauerら , Biochem. J. (1999) 342, 33-39
） シ ャ ペ ロ ン 融 合 相 手 SlyDに よ り 媒 介 さ れ る の で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 図 3： SS-E1（ 201-432） の シ ス テ イ ン 変 異 体 は す べ て 、 FPLC分 析 に よ り 評 価 し た 場 合 、
可 溶 性 二 量 体 を 形 成 す る 。 SS-E1（ 201-432） の シ ス テ イ ン 非 含 有 及 び ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 変
異 体 を Superdex 200 HR 10/30分 析 用 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム 上 で 泳 動 さ せ 、 そ れ ら の オ リ ゴ マ ー
状 態 に 関 し て 評 価 し た 。 泳 動 バ ッ フ ァ ー は 50mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH7.8） 、 100mM 塩 化
ナ ト リ ウ ム 、 1mM EDTAで あ り 、 タ ン パ ク 質 ロ ー デ ン グ 量 は ～ 200μ gで あ っ た 。 溶 出 を 280n
mの 吸 光 度 に よ り モ ニ タ ー し た 。 よ り 伸 張 し た シ ス テ イ ン 非 含 有 SS-E1（ 201-432） は 12.6m
l（ 黒 線 ） で 溶 出 し 、 一 方 、 よ り 小 型 の 二 重 （ 青 線 ） 及 び 三 重 （ 赤 線 ） ジ ス ル フ ィ ド 架 橋
変 異 体 は 共 に 12.9mlで 溶 出 す る 。 Roche HPLCタ ン パ ク 質 標 準 （ 灰 色 ） は β -ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ （ 465kDa） 、 IgG（ 150kDa） 、 Fab（ 50kDa） 、 ミ オ グ ロ ビ ン （ 17kDa） 及 び ジ ペ プ チ ド
Gly-Tyr（ 238Da） を 含 む 。
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【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ０ ３ 】
　 SS-E1（ 201-432） へ の ビ オ チ ン 及 び ル テ ニ ウ ム 部 分 の カ ッ プ リ ン グ
　 組 換 え 風 疹 エ ク ト ド メ イ ン の リ シ ン ε -ア ミ ノ 基 を ～ 10mg/mlの タ ン パ ク 質 濃 度 で 、 そ れ
ぞ れ N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ド 活 性 化 ビ オ チ ン 及 び ル テ ニ ウ ム 標 識 に よ り 修 飾 し た 。
標 識 ／ タ ン パ ク 質 の モ ル 比 は 、 そ れ ぞ れ の 融 合 タ ン パ ク 質 に 応 じ て 2:1か ら 5:1ま で 様 々 と
な っ た 。 反 応 バ ッ フ ァ ー は 150mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH8.0） 、 50mM NaCl、 1mM EDTAで あ
っ た 。 反 応 を 室 温 で 15分 間 行 い 、 緩 衝 化 L-リ シ ン を 最 終 濃 度 10mMま で 加 え る こ と に よ り 停
止 さ せ た 。 該 カ ッ プ リ ン グ 反 応 の 後 、 該 粗 タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を ゲ ル 濾 過 カ ラ ム （
Superdex 200 HI Load） 上 に 通 過 さ せ る こ と に よ り 未 反 応 遊 離 標 識 を 除 去 し た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ０ ４ 】
　 免 疫 診 断 試 験 に お け る 組 換 え 風 疹 E1融 合 タ ン パ ク 質 SS-E1（ aa201-432） の 免 疫 反 応 性 の
検 査 ： 天 然 血 清 中 の 抗 風 疹 IgG抗 体 の 検 出
　 種 々 の 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 免 疫 反 応 性 を 自 動 Elecsys（ 登 録 商 標 ） 2010分 析 装 置 （ Roche
 Diagnostics GmbH） に お い て 評 価 し た 。 二 重 抗 原 サ ン ド イ ッ チ 形 態 で 測 定 を 行 っ た 。 そ
れ に よ り 、 該 ビ オ チ ン -コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ す な わ ち 、 捕 捉 抗 原 ） を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ
ー ト 化 磁 気 ビ ー ズ の 表 面 上 に 固 定 化 し た 。 一 方 、 検 出 抗 原 は シ グ ナ リ ン グ 部 分 と し て 錯 化
ル テ ニ ウ ム カ チ オ ン を 含 有 す る 。 Elecsys（ 登 録 商 標 ） 2010に お け る シ グ ナ ル 検 出 は 電 気
化 学 発 光 に 基 づ く も の で あ る 。 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア ナ ラ ア イ ト の 存 在 下 で は 、 該 発 色
性 ル テ ニ ウ ム 錯 体 は 該 固 相 へ 架 橋 さ れ 、 白 金 電 極 に お け る 励 起 の 後 に 620nmの 光 を 発 す る
。 バ バ リ ア 赤 十 字 の 血 清 収 集 物 か ら の 抗 風 疹 IgG陽 性 サ ン プ ル で 測 定 を 行 っ た 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 表 1： 風 疹 SS-E1（ aa201-432） 抗 原 を 使 用 す る こ と に よ る 天 然 血 清 中 の 抗 風 疹 IgG抗 体 の
検 出 。
　 陽 性 と し て 分 類 さ れ た 全 て の 血 清 は 、 そ れ で 正 し い と 分 析 判 定 さ れ た 。 さ ら に 、 該 結 果
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は 、 陽 性 （ COI *   1） サ ン プ ル と 陰 性 （ COI *  < 1） サ ン プ ル と の 間 の 明 ら か な 相 違 を 示 し
て い る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ０ ５ 】
　 風 疹 SS-E1（ aa315-432） を 使 用 す る こ と に よ る 天 然 血 清 中 の 抗 風 疹 IgG抗 体 の 免 疫 学 的
検 出 。 免 疫 学 的 活 性 に 対 す る 天 然 様 三 次 構 造 の 関 連 性
　 シ ス テ イ ン 349と 352と の 間 、 シ ス テ イ ン 349と シ ス テ イ ン 352と の 間 及 び シ ス テ イ ン 368
と 401と の 間 で ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 形 成 す る 風 疹 E1変 異 体 の 3つ の 異 な る 組 合 せ の 測 定 。 前
記 風 疹 変 異 体 と 比 較 し て 、 シ ス テ イ ン 非 含 有 抗 原 を 使 用 し た 。 サ ン プ ル （ WHO標 準 か ら ）
、 及 び バ バ リ ア 赤 十 字 の 血 清 収 集 物 か ら の 抗 風 疹 IgG陽 性 サ ン プ ル を 使 用 し て 、 測 定 を 行
っ た 。 測 定 は 、 二 重 抗 原 サ ン ド イ ッ チ 形 態 を 用 い て 自 動 Elecsys（ 登 録 商 標 ） 2010分 析 装
置 （ Roche Diagnostics GmbH） に お い て 行 っ た 。
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【 表 ２ 】
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　 表 2： 風 疹 SS-E1（ aa315-432） 抗 原 を 使 用 す る こ と に よ る 天 然 血 清 中 の 抗 風 疹 IgG抗 体 の
検 出 。
　 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 形 成 に お い て 異 な る 種 々 の 変 異 体 の 比 較 は 風 疹 SS-E1（ aa315-432）
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の 免 疫 反 応 性 を 示 し て い る 。 風 疹 SS-E1（ aa315-432） シ ス テ イ ン 349と シ ス テ イ ン 352と の
間 及 び シ ス テ イ ン 368と シ ス テ イ ン 401と の 間 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 は 適 切 に 形 成 さ れ て い る
。 陽 性 と し て 分 類 さ れ た 全 て の 血 清 は 、 そ れ で 正 し い と 分 析 判 定 さ れ た 。 さ ら に 、 該 結 果
は 、 陽 性 （ COI *   1） サ ン プ ル と 陰 性 （ COI *  < 1） サ ン プ ル と の 間 の 明 ら か な 相 違 を 示 し
て い る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ０ ６ 】
　 風 疹 SS-E1（ aa315-412） 及 び 風 疹 SS-E1（ aa201-432） を 使 用 す る こ と に よ る 天 然 血 清 中
の 抗 風 疹 IgG抗 体 の 免 疫 学 的 検 出
　 バ バ リ ア 赤 十 字 の 血 清 収 集 物 か ら の 抗 風 疹 IgG陽 性 サ ン プ ル を 使 用 し て 、 測 定 を 行 っ た
。 測 定 は 、 二 重 抗 原 サ ン ド イ ッ チ 形 態 を 用 い て 自 動 Elecsys（ 登 録 商 標 ） 2010分 析 装 置 （ R
oche Diagnostics GmbH） に お い て 行 っ た 。
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【 表 ３ 】
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　 表 3： 風 疹 SS-E1（ aa315-412） 及 び 風 疹 SS-E1（ aa201-432） 抗 原 を 使 用 す る こ と に よ る
天 然 血 清 中 の 抗 風 疹 IgG抗 体 の 検 出 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 長 さ に お い て 異 な る 種 々 の 変 異 体 の 比 較 は 風 疹 SS-E1（ aa315-412） 及 び 風 疹 SS-E1（ aa2
01-432） の 両 方 の 比 較 し う る 免 疫 反 応 性 を 示 し て い る 。 ど ち ら の 変 異 体 に 関 し て も 、 シ ス
テ イ ン 349と シ ス テ イ ン 352と の 間 及 び シ ス テ イ ン 368と シ ス テ イ ン 401と の 間 の ジ ス ル フ ィ
ド 架 橋 は 適 切 に 形 成 さ れ て い る 。 陽 性 と し て 分 類 さ れ た 全 て の 血 清 は 、 そ れ で 正 し い と 分
析 判 定 さ れ た 。 さ ら に 、 該 結 果 は 、 陽 性 （ COI *   1） サ ン プ ル と 陰 性 （ COI *  < 1） サ ン プ
ル と の 間 の 明 ら か な 相 違 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 表 に 関 す る 更 な る 説 明
　 「 カ ッ ト オ フ 」 な る 語 は 、 陽 性 結 果 と 陰 性 結 果 と を 識 別 す る た め の シ グ ナ ル で あ る 。 す
な わ ち 、 「 シ グ ナ ル   カ ッ ト オ フ 」 は 陽 性 サ ン プ ル を 表 し 、 「 シ グ ナ ル  < カ ッ ト オ フ 」
は 陰 性 サ ン プ ル を 表 す 。 「 COI」 な る 語 は カ ッ ト オ フ 指 数 と し て 定 義 さ れ る 。 COIは 、 (サ
ン プ ル の シ グ ナ ル )/(カ ッ ト オ フ で の シ グ ナ ル )と し て 計 算 さ れ る 。 す な わ ち 、 COI  1は
陽 性 サ ン プ ル を 表 し 、 COI < 1は 陰 性 サ ン プ ル を 表 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ０ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 マ ト リ ッ ク ス 介 助 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 及 び イ ミ ダ ゾ ー ル 勾 配 溶 出 の 後 の
融 合 タ ン パ ク 質 SS-E1（ 201-432） の UVス ペ ク ト ル を 示 す 。 該 ス ペ ク ト ル は 、 1cmの 光 路 長
を 用 い た Uvicon XS光 度 計 上 で 記 録 さ れ た 。 バ ッ フ ァ ー 条 件 は 50mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH
8.0） 、 100mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び ～ 250mM イ ミ ダ ゾ ー ル で あ っ た 。 SS-E1（ 201-432） に
関 し て 48370 M - 1 cm - 1 の モ ル 吸 光 係 数 ε を 使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 濃 度 は 7.25μ Mと 決 定 さ れ
た 。 ス ペ ク ト ル の 形 状 は シ ャ ペ ロ ン 化 風 疹 E1エ ク ト ド メ イ ン 断 片 （ 201-432） の 溶 解 度 を
表 す （ 実 施 例 3aも 参 照 さ れ た い ） 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 非 還 元 性 SDS-PAGEに よ り 実 証 さ れ た SS-E1（ 201-432） の 精 製 を 示 す 。 該
ク ー マ シ ー 染 色 ゲ ル は 、 （ 左 か ら 右 に ） Invitrogenの タ ン パ ク 質 標 準 M12（ レ ー ン 1） 、 大
腸 菌 （ E. coli） カ オ ト ロ ピ ッ ク 粗 抽 出 物 （ 不 溶 性 画 分 レ ー ン 2、 可 溶 性 画 分 レ ー ン 3） 、 I
MAC流 動 物 （ レ ー ン 5） 、 ～ 50kDaの 見 掛 け 分 子 量 を 有 す る 顕 著 な 混 入 物 （ コ ン タ ミ ） を 含
有 す る 洗 浄 画 分 （ レ ー ン 7） 、 及 び SS-E1（ 201-432） イ ミ ダ ゾ ー ル 溶 出 画 分 （ レ ー ン 9-11
） を 示 し て い る 。 SDS-PAGEか ら の 判 断 に よ る と 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 純 度 は 95％ を 超 え て
い る 。 混 合 ジ ス ル フ ィ ド 又 は 共 有 分 子 間 SS付 加 体 の 徴 候 は 何 ら 存 在 し な い 。 こ れ は 、 そ れ
ぞ れ シ ス テ イ ン 349＆ 352及 び シ ス テ イ ン 368＆ 401の 定 量 的 架 橋 を 示 し て い る （ 実 施 例 3bも
参 照 さ れ た い ） 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 SS-E1（ 201-432） の シ ス テ イ ン 変 異 体 が す べ て 、 FPLC分 析 に よ り 評 価 し
た 場 合 に 可 溶 性 二 量 体 を 形 成 す る こ と を 示 す 。 SS-E1（ 201-432） の シ ス テ イ ン 非 含 有 及 び
ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 変 異 体 を Superdex 200 HR 10/30分 析 用 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム 上 で 泳 動 さ せ 、
そ れ ら の オ リ ゴ マ ー 状 態 に 関 し て 評 価 し た 。 泳 動 バ ッ フ ァ ー は 50mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ p
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H7.8） 、 100mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 1mM EDTAで あ り 、 タ ン パ ク 質 ロ ー デ ン グ 量 は ～ 200μ gで
あ っ た 。 溶 出 を 280nmの 吸 光 度 に よ り モ ニ タ ー し た 。 よ り 伸 張 し た シ ス テ イ ン 非 含 有 SS-E1
（ 201-432） は 12.6ml（ 濃 灰 色 実 線 ） で 溶 出 し 、 一 方 、 よ り 小 型 の 二 重 （ 黒 色 実 線 ） 及 び
三 重 （ 黒 色 点 線 ） ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 変 異 体 は 共 に 12.9mlで 溶 出 す る 。 Roche HPLCタ ン パ ク
質 標 準 （ 淡 灰 色 点 線 ） は β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ 465kDa） 、 IgG（ 150kDa） 、 Fab（ 50kDa）
、 ミ オ グ ロ ビ ン （ 17kDa） 及 び ジ ペ プ チ ド Gly-Tyr（ 238Da） を 含 む （ 実 施 例 3aも 参 照 さ れ
た い ） 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 11月 16日 (2006.11.16)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 C末 端 に お け る 少 な く と も 膜 貫 通 領 域 と ア ン カ ー セ グ メ ン ト 、 及 び 少 な く と も ア ミ ノ 酸 1
43-164を 欠 い て い る こ と 、 な ら び に 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys36
8-401に わ た る 領 域 を 含 有 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ 、 一 方 、 こ の 領 域 の N末 端 （ Cys349
） が 更 に 少 な く と も 15ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 、 及 び ／ 又 は 、 こ の 領 域 の C末 端 （ Cys401） が 更
に 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 可 溶
性 風 疹 E1抗 原 な ら び に こ の ペ プ チ ド の 変 異 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys349-Cys352及 び Cys368-401に わ た る 領 域 を 含 有 す る こ
と に よ り 特 徴 づ け ら れ 、 一 方 、 こ の 領 域 の N末 端 （ Cys349） が 更 に 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の
少 な く と も 25、 30、 又 は 34ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 、 及 び ／ 又 は 、 こ の 領 域 の C末 端 （ Cys401）
が 更 に 隣 接 風 疹 E1抗 原 配 列 の 少 な く と も 10、 11、 15、 25、 又 は 35ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る こ と
に よ り 特 徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 1記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 ３ 】
　 C末 端 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 残 基 438-452の 間 の α -ら せ ん 領 域 を 更 に 欠 く こ と に よ り 特 徴
づ け ら れ る 、 請 求 項 1又 は 2記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 ４ 】
　 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys8-Cys13及 び Cys59-Cys71に わ た る 領 域 を 含 有 す る N末 端
領 域 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 1又 は 2記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 ５ 】
　 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys117-Cys130に わ た る 領 域 を 更 に 含 有 す る こ と に よ り 特
徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 4記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 ６ 】
　 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys225-Cys235に わ た る 領 域 を 更 に 含 有 す る こ と に よ り 特
徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 5記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 ７ 】
　 少 な く と も ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 Cys176-Cys185に わ た る 領 域 を 更 に 含 有 す る こ と に よ り 特
徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 5又 は 6記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 製 造 さ れ る 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記
載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 風 疹 E1抗 原 が ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ ル -イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス の シ ャ ペ ロ ン に 融 合 さ れ て い
る 、 請 求 項 8記 載 の 可 溶 性 風 疹 E1抗 原 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の 風 疹 E1抗 原 を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 ん で な り 、 そ の 上 流 に 、 FKBPシ ャ ペ ロ ン を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 が 位 置 す る 、 風 疹 E1抗 原 を コ ー ド す る 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 10記 載 の 組 換 え DNA分 子 を 、 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ て 含 ん で な る 発 現 ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 請 求 項 11記 載 の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 可 溶 性 か つ 免 疫 反 応 性 の 風 疹 E1抗 原 -シ ャ ペ ロ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
a． 請 求 項 12記 載 の 宿 主 細 胞 の 培 養 、
b． 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 、
c． 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 、
d． 可 溶 性 か つ 免 疫 反 応 性 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン へ の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ
の 工 程 を 含 ん で な る 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が FKBPシ ャ ペ ロ ン で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 サ ン プ ル 中 の IgG及 び ／ 又 は IgMサ ブ ク ラ ス の 抗 風 疹 抗 体 の 検 出 及 び 測 定 及 び 定 量 の た め
の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 1項 記 載 の 風 疹 E1抗 原 を 該 抗 体 に 対 す る 捕 捉 試 薬
及 び ／ 又 は 結 合 相 手 と し て 使 用 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 1項 記 載 の 第 1風 疹 E1抗 原 と 第 2風 疹 E1抗 原 と を 含 ん で な る 、 二 重
抗 原 架 橋 概 念 に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 1項 記 載 の 風 疹 E1抗 原 の 少 な く と も 1つ の 抗 原 を 含 有 す る 、 抗 風 疹
抗 体 の 検 出 の た め の 試 薬 キ ッ ト 。
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摘要(译)

解决的问题：提供用于检测风疹E1抗原变异体和抗风疹抗体的用途。 解决方案：可溶性风疹E1抗原和该肽的突变体至少在C末端
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子伴侣融合蛋白的形式重组表达，重折叠成可溶性和免疫反应性构象，并用于抗风疹抗体的血清学检测。 还获得了编码风疹E1抗
原和变异体的重组DNA分子。 还提供了检测，测量和定量样品中IgG和/或IgM亚类抗风疹抗体的方法。 [选择图]无
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