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(57)【要約】
　本発明は、３種のポリペプチド１Ｆ８、ＪＬ７、およびクルジパインからなる、単離さ
れた生体試料においてのトリパノソーマ・クルージ（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ　ｃｒｕｚ
ｉ）（Ｔ．クルージ）に対する抗体の検出に好適なポリペプチドの組成物に関する。当該
ポリペプチド組成物を使用した、Ｔ．クルージに対する抗体の検出に好適な可溶性で免疫
反応性のポリペプチド組成物を製造する方法も、本発明の一部である。さらに、本発明は
、単離された試料において、Ｔ．クルージに対して特異的な抗体を検出する方法であって
、当該Ｔ．クルージポリペプチドの組成物を使用する方法、ならびに当該Ｔ．クルージポ
リペプチドの組成物を含む試薬キットにも関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離された生体試料におけるトリパノソーマ・クルージ（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ　ｃ
ｒｕｚｉ）に対する抗体の検出に好適なポリペプチドの組成物であって、トリパノソーマ
・クルージに対して特異的な、遺伝子組み換えまたは合成により製造された３種のポリペ
プチドからなり、前記ポリペプチドが、１Ｆ８、ＪＬ７、およびクルジパインである、組
成物。
【請求項２】
　ポリペプチドの１Ｆ８が配列番号１で表される配列を含み、ポリペプチドのＪＬ７が配
列番号２で表される配列を含み、およびポリペプチドのクルジパインが配列番号３で表さ
れる配列を含む、請求項１に記載のポリペプチドの組成物。
【請求項３】
　１リットルあたり０．１ミリモルから１０ミリモルの濃度においてカルシウムイオンを
含有する、請求項１または２に記載のポリペプチドの組成物。
【請求項４】
　遺伝子組み換えにより製造された３種のポリペプチドからなる、トリパノソーマ・クル
ージに対する抗体の検出に好適な可溶性で免疫反応性のポリペプチドの組成物を製造する
方法であって、
　ａ）第１のトリパノソーマ・クルージポリペプチドの１Ｆ８をコードする作動可能に連
結された遺伝子組み換えＤＮＡ分子を含む発現ベクターによってトランスフォームされた
ホスト細胞を培養するステップ、
　ｂ）トリパノソーマ・クルージポリペプチドの発現ステップ、
　ｃ）トリパノソーマ・クルージポリペプチドの精製ステップ、
　ｄ）第２のＴ．クルージポリペプチドのＪＬ７をコードする作動可能に連結された遺伝
子組み換えＤＮＡ分子を含む発現ベクターを用いて、ａ）からｄ）のステップを繰り返す
ステップ、
　ｅ）第３のＴ．クルージポリペプチドのクルジパインをコードする作動可能に連結され
た遺伝子組み換えＤＮＡ分子を含む発現ベクターを用いて、ａ）からｄ）のステップを繰
り返すステップ、ならびに、
　ｆ）ステップｃ）、ｄ）、およびｅ）において得られたＴ．クルージポリペプチドの混
和物を形成し、それによって、トリパノソーマ・クルージに対する抗体の検出に好適な可
溶性で免疫反応性のポリペプチドの組成物を製造するステップ、
を含む、前記方法。
【請求項５】
　単離された試料においてトリパノソーマ・クルージに特異的な抗体を検出する方法であ
って、請求項１～３のいずれか一項に記載のトリパノソーマ・クルージポリペプチドの組
成物または請求項４の方法によって得られるトリパノソーマ・クルージポリペプチドの組
成物が、前記トリパノソーマ・クルージ抗体に対する捕捉試薬としておよび／または結合
パートナーとして使用される、前記方法。
【請求項６】
　単離された試料においてトリパノソーマ・クルージに特異的な抗体を検出する方法であ
って、
　ａ）体液試料を、請求項１～３のいずれか一項に記載のトリパノソーマ・クルージポリ
ペプチドの組成物と、または請求項４に記載の方法によって得られるトリパノソーマ・ク
ルージポリペプチドの組成物と混和することによって、免疫反応混和物を形成するステッ
プ、
　ｂ）ポリペプチド試料の組成物に対する、体液試料中に存在する抗体をトリパノソーマ
・クルージポリペプチドの組成物と免疫反応させて免疫反応生成物を形成させるのに十分
な期間、免疫反応混和物を維持するステップ、ならびに、
　ｃ）いかなる免疫反応生成物についてもその存在および／または濃度を検出するステッ
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プ、
を含む、前記方法。
【請求項７】
　請求項６に記載の単離された試料においてトリパノソーマ・クルージに特異的な抗体を
検出する方法であって、前記免疫反応が、下記を含む二重抗原サンドイッチ形式において
実施される、前記方法：
　ａ）前記試料に、固相に直接的または間接的に結合することができ、かつそれぞれが、
バイオアフィン結合対の一部であるエフェクター基を有する第１のトリパノソーマ・クル
ージポリペプチドの組成物と、それぞれが検出可能な標識を有する第２のトリパノソーマ
・クルージポリペプチドの組成物とを加えるステップであって、ここで第１および第２の
トリパノソーマ・クルージポリペプチドが、前記抗トリパノソーマ・クルージ抗体に特異
的に結合する、
　ｂ）第１のトリパノソーマ・クルージポリペプチド、試料抗体、および第２のトリパノ
ソーマ・クルージポリペプチドを含む免疫反応混和物を形成するステップであって、ここ
で前記バイオアフィン結合対における対応するエフェクター基を有する固相が、免疫反応
混和物を形成する前、形成中、または形成後に加えられる、
　ｃ）体液試料中の第１および第２のトリパノソーマ・クルージポリペプチドに対するト
リパノソーマ・クルージ抗体を第１および第２のトリパノソーマ・クルージポリペプチド
と免疫反応させて免疫反応生成物を形成させるのに十分な期間、免疫反応混和物を維持す
るステップ、
　ｄ）固相から液相を分離するステップ、ならびに、
　ｅ）固相もしくは液相またはその両方において、いかなる免疫反応生成物についてもそ
の存在を検出するステップ。
【請求項８】
　前記第１のトリパノソーマ・クルージポリペプチドがビオチン部分を有し、および前記
第２のトリパノソーマ・クルージポリペプチドが、電気化学ルミネセンス性のルテニウム
錯体によって標識されている、請求項７に記載のトリパノソーマ・クルージに特異的な抗
体を検出する方法。
【請求項９】
　抗トリパノソーマ・クルージ抗体の検出のためのインビトロ診断試験における、請求項
１～３のいずれか一項に記載のトリパノソーマ・クルージポリペプチドの組成物または請
求項４の方法によって得られるトリパノソーマ・クルージポリペプチドの組成物の使用。
【請求項１０】
　請求項１～３のいずれか一項に記載のトリパノソーマ・クルージポリペプチドの組成物
または請求項４の方法によって得られるトリパノソーマ・クルージポリペプチドの組成物
を含む、抗トリパノソーマ・クルージ抗体の検出のための試薬キット。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　シャーガス病は、鞭毛原生動物のトリパノソーマ・クルージ（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ
　ｃｒｕｚｉ）が引き起こす熱帯性の寄生虫症である。Ｔ．クルージは、一般的に、媒介
昆虫であるオオサシガメ亜科の吸血性「オオサシガメ」（サシガメ科；ドイツ語では「Ｒ
ａｕｂｗａｎｚｅｎ」）によってヒトおよび他の哺乳動物に感染する。当該疾患は、輸血
および臓器移植、寄生生物で汚染された食べ物の摂取によって、ならびに母体から胎児へ
と広がり得る。
【０００２】
　トリパノソーマ・クルージは、様々な形態および成長段階において現れる。再生形態は
上鞭毛型と呼ばれ、オオサシガメがヒトなどの感染した動物を吸血した直後にこの形態に
変化する。当該上鞭毛型は、吸血動物の直腸細胞壁上に移動する。当該吸血動物は、次の
吸血において排便することで、糞を介して病原体を次の宿主へと移す。感染形態は錐鞭毛
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型と呼ばれ、咬創によってヒトの体内へと侵入する。したがって、当該錐鞭毛型は、ヒト
の血液中において見出すことができる。例えば、ヒトの心筋細胞の細胞質内などにおいて
見出されるさらなる形態は、無鞭毛型（ａｍａｓｔｉｇｏｔｅまたはｍｉｃｒｏｍａｓｔ
ｉｇｏｔｅ）と呼ばれる。Ｔ．クルージのライフサイクルの間、当該無鞭毛型は、錐鞭毛
型へと変化し、これは、オオサシガメによる次の吸血において吸い込まれ得る。
【０００３】
　シャーガス病の症状は、感染の過程において変化する。多くの場合、急性期の後には慢
性期が存在する。さらに、感染の後には潜伏期も存在し得る。各段階は、症状がないかま
たは生命に危険を及ぼし得る。急性期である早期では、症状は、一般的に軽症で、通常、
感染部位における単なる局所的腫れに過ぎない。初期の急性期は、６０～９０％の治癒率
において、抗寄生虫治療による効果がある。４～８週間後、急性感染症の個体は、シャー
ガス病の慢性期に入るが、この慢性期は、慢性的感染個体の６０～８０％がその生存期間
において無症候性である。慢性期の間、何人かの患者は、拡張型心筋症、心臓麻痺、心拍
変動、および突然死を引き起こす心合併症を発症する。摂食および排便の困難を引き起こ
す腸管合併症は、慢性段階において典型的である。
【０００４】
　抗寄生虫治療も、当該疾患の慢性期の間の疾患症状の発症を遅延または予防すると考え
られるが、米国疾病対策センターによれば、これらの合併症の１つまたは複数を発症する
平均生涯リスクは約３０％であり、これは、これらの慢性的感染個体が、依然として、最
終的に、生命に危険を及ぼす心臓および消化器系障害を発症するであろうことを意味して
いる。シャーガス病に対して現在利用可能な抗寄生虫治療は、ベンズニダゾールおよびニ
フルチモックスであり、これらは、多くの患者において、皮膚障害、脳毒性、および消化
器系の炎症を含む、一時的な副作用を引き起こし得る。
【０００５】
　シャーガス病は主に、メキシコおよび中央アメリカ、および南アメリカの貧しい田舎地
域において見られ、アメリカ合衆国南部では、ごく稀にしか見出されていない。しかしな
がら、血液ドナーは、これらの国において、インビトロ診断法によって、トリパノソーマ
・クルージの感染に対して検査される。
【０００６】
　今日、例えば、間接免疫蛍光法、間接赤血球凝集反応、補体結合、免疫ブロット法、お
よびＥＬＩＳＡによるＴ．クルージに対する抗体の検出など、いくつかの血清学的診断法
が、Ｔ．クルージの感染を検出するために利用可能である。分子生物学による方法（例え
ば、ＰＣＲ）および入念な外因診断法も適用される。媒介生物による感染の外因診断では
、研究室で育てられた無菌の昆虫（ここでは、オオサシガメ）に患者を吸血させる。当該
昆虫の腸の内容物が、病原菌（ここでは、トリパノソーマ・クルージ）の存在について調
べられる。
【０００７】
　これらの方法のそれぞれは、感度および特異度に関して、それ自体の短所および長所を
示し、したがって、今のところ、利用可能なゴールドスタンダードとなる方法は存在しな
い。
【０００８】
　抗体の検出のためのシャーガス病アッセイの開発の当初、天然の抗原溶解物が適用され
ていたが、それは依然として用いられている。しかしながら、溶解物を使用する場合、こ
の抗原組成物中に対応物が含まれるのはＴ．クルージの３つの発症段階のうちの１つにつ
いてのみであり、したがって、他の２つの段階の感染を見逃してしまう可能性がある程度
ある。より現代的なアッセイは、遺伝子組み換え抗原の混合物を適用し、Ｔ．クルージ感
染の全ての段階を示す。
【０００９】
　天然の抗原溶解物を使用する場合、当該診断的アッセイは、多くの場合、別の寄生虫で
あるリーシュマニア（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ）に感染している患者の試料において観察さ



(5) JP 2017-534055 A 2017.11.16

10

20

30

40

50

れる、特異度および交差反応性における問題に直面する。さらに、抗原溶解物の製造は、
Ｔ．クルージの抗原組成物の複雑さから、かなりのロット間変動を生じる。その上、頻繁
に、天然の溶解物ベースの希少試薬は、いくつかの溶解物が全てのライフサイクルの段階
の抗原を十分には含んでいないかまたは全く含まないために、弱い感度を示す。
【００１０】
　遺伝子組み換え抗原を適用することにより、上記の課題を避けることができる。しかし
ながら、遺伝子組み換え抗原組成物をベースとしたシャーガス病を検出するための市販の
アッセイキットは、感度および特異度に関してかなりの違いを示すため、顧客、すなわち
民間試験所もしくは臨床検査室または血液検査ユニットは、多くの場合、信頼できる結果
を得るためには、いくつかのキットを並行して使用しなければならない。結果として、患
者の試料が反応しているかどうかについての判断は、異なる抗原組成物をベースとするい
くつかのキットによって同じ試料に対して得られた、過半数を占める陽性または陰性の結
果に基づいて為される。複数の診断試験を適用するこの時間のかかる手順は、実験設備お
よび人手、時間、ワークロード、およびコストの増加を生じるために、経済的に妥当でな
いことは明白である。
【００１１】
　トリパノソーマ・クルージ抗原に対する抗体を検出するための血清学的アッセイは、従
来技術の文献において広く説明されてきており、総説については、例えば、Ｓｉｌｖｅｉ
ｒａら　Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙ　２００１，Ｖｏｌ．１７　Ｎ
ｏ．６を参照されたい。血清学的診断に関連するＴ．クルージ遺伝子組み換え抗原は、い
くつかの研究室によって単離されている。これらの遺伝子のうちのいくつかは、縦列反復
配列を有する。トリパノソーマ・クルージは極めて多数の抗原タンパク質（公的データベ
ースにおけるおよそ２３０００の予測されるタンパク質コード配列および偽遺伝子）を発
現するため、イムノアッセイのための抗原の可能な組み合わせの数は、膨大である。遺伝
子組み換え製造のための方法は、数十年間知られているが、診断アッセイを設定するため
にどの抗原が必要かを見出すことは、依然として困難なままである。免疫学的診断アッセ
イのための好適な抗原を選択する場合、病原体のライフサイクルの全ての段階における抗
原を考慮すること、ならびに感染の全ての段階（急性期、ウインドウ期、および慢性期）
に対して抗体を見出すことができる抗原を適用することも心に留めておかなければならな
い。同時に、技術的問題（例えば、溶解性および安定性の不足、信号のクエンチを引き起
こす望ましくない交差反応、例えばリーシュマニアに対する交差反応性の回避）から、さ
らには、各抗原を十分に開発し、評価し、および大規模において生産する必要があるとい
う経済的問題からも、抗原の数は、約５または１０を超えるべきではない。Ｓｉｌｖｅｒ
ｉａら（上記）によれば、市販のアッセイは、多くの場合、６種または７種の異なるＴ．
クルージ抗原の組み合わせを使用しており、場合により、Ｔ．クルージ全長抗原に由来す
るより短い合成ペプチドの組み合わせも使用する。
【００１２】
　高い感度の診断試験を提供するための別のアプローチは、個別に別々のビーズ上にコー
ティングされた多数の様々な種類のＴ．クルージ抗原を適用する、多成分アッセイに基づ
いている。ＷＯ　２００９／０１７７３６および米国特許第８，３２９，４１１号には、
生体試料において、トリパノソーマ・クルージによる感染を検出するための装置および方
法が開示されている。この設定は、１６種の異なるタンパク質（最初に５９の候補タンパ
ク質から選択され、抗原として働く）を含み、これらのタンパク質は、アレイ状の診断ツ
ールを提供する、標識されたビーズ上に個別にコーティングしなければならない。抗体が
試料中に存在する場合、当該抗体は、これらのコーティングされたタンパク質に結合する
。その結果、結合した抗体は、標識された二次抗体による当該試料抗体への結合によって
検出される。この手順は、研究手法のためには妥当であるが、抗原の数が多いと大きな生
産コストを生じ、民間試験所もしくは臨床検査室でのルーチンアッセイとして使用するに
はコストが高すぎる。
【発明の概要】
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【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　まとめると、当技術分野において既知の、感染した個体からの試料においてＴ．クルー
ジ抗体を検出するためのイムノアッセイは、高い感度および特異度を達成するために、多
数の異なる抗原を適用する。真にゴールドスタンダードで経済的に手頃なアッセイは、依
然として、利用可能ではない。
【００１４】
　したがって、トリパノソーマ・クルージによる感染を検出するための従来技術のアッセ
イにおける再現性、感度、および特異度に関する欠点を克服する診断的組成物および方法
を提供することにおいて課題を認めることができる。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　この課題は、特許請求の範囲において指定される本発明によって解決される。
　本発明は、ポリペプチド１Ｆ８、ＪＬ７、ならびにクルジパイン、ＫＭＰ－１１、およ
びＰＡＲ２からなる群より選択されるポリペプチドのうちの少なくとも１つを含む、単離
された生体試料においてのトリパノソーマ・クルージ（Ｔ．クルージ）に対する抗体の検
出に好適なポリペプチドの組成物に関する。本発明のさらなる態様は、Ｔ．クルージ抗体
の検出に好適なポリペプチドの組成物であって、ポリペプチド１Ｆ８が配列番号１を含み
、ポリペプチドＪＬ７が配列番号２を含み、クルジパイン、ＫＭＰ－１１、およびＰＡＲ
２からなる群より選択されるポリペプチドのうちの当該少なくとも１つが、配列番号３（
クルジパイン）、配列番号４（ＫＭＰ－１１）、および配列番号５（ＰＡＲ２）からなる
群より選択される少なくとも１つの配列を含む、組成物である。特に、本発明は、トリパ
ノソーマ・クルージに対して特異的な、遺伝子組み換えによってまたは合成によって製造
された３種のポリペプチドからなるポリペプチドの組成物であって、当該ポリペプチドが
、１Ｆ８、ＪＬ７、およびクルジパインである、組成物に焦点を当てている。当該組成物
における当該ポリペプチドは、配列番号１を含む１Ｆ８、配列番号２を含むポリペプチド
ＪＬ７、および配列番号３を含むクルジパインである。
【００１６】
　別の実施形態において、上記ポリペプチドの組成物中に存在する、Ｔ．クルージに特異
的な３種のポリペプチド１Ｆ８、Ｊｌ７、およびクルジパインは、それぞれ、配列番号１
、２、および３からなる。
【００１７】
　別の実施形態は、単離された試料においてトリパノソーマ・クルージに対する抗体を検
出するのに好適な、上記において説明したポリペプチドの、可溶性で免疫反応性の組成物
を製造する方法に関する。Ｔ．クルージ特異的抗体の検出のためのインビトロ診断アッセ
イにおける上記ポリペプチドの組成物の使用も、本発明の一部である。
【００１８】
　さらに、本発明は、単離された試料においてトリパノソーマ・クルージに対して特異的
な抗体を検出するための方法であって、上記トリパノソーマ・クルージポリペプチドの組
成物および、当該トリパノソーマ・クルージポリペプチドの組成物を含む試薬キットが使
用される、方法に関する。
開示されるアミノ酸配列の説明
　配列番号１は、ＦＣａＢＰ、ＴＣ２４、またはＴＣ２８としても知られる、Ｔ．クルー
ジタンパク質１Ｆ８（ＵｎｉＰｒｏｔエントリ：Ｑ４Ｄ１Ｑ２）を示している（完全記述
名：鞭毛カルシウム結合タンパク質３）。配列番号１は、アミノ酸位置１～２１１を示す
。本発明により、システイン残基をアラニン（Ａ）またはセリン（Ｓ）で置換することに
より、分子内ジスルフィド結合の形成に起因する正しくないフォールディングを避けるこ
とができる。したがって、システイン（Ｃ）が天然において現れる全ての位置（この場合
、４つの位置）は、Ｘによって標識される（Ｘ＝Ｃ、Ａ、またはＳ）。
【００１９】



(7) JP 2017-534055 A 2017.11.16

10

20

30

40

50

【化１】

【００２０】
　配列番号２は、ＦＲＡ、Ａｇ１、Ｈ４９としても知られる、Ｔ．クルージタンパク質の
部分配列ＪＬ７（ＵｎｉＰｒｏｔエントリ：Ｑ４ＣＳ８７）を示している（完全記述名：
カルパインシステインペプチダーゼ（推定上））。配列番号２は、上記のＵｎｉＰｒｏｔ
データベースエントリのアミノ酸位置６２～２８７を示しており、結果として２２６のア
ミノ酸長さを有するポリペプチドを示す。当該全長タンパク質は、１～１２７５のアミノ
酸を含む。
【００２１】

【化２】

【００２２】
　配列番号３は、クルザイン、ｇｐ５１／５７、Ａｇ　１６３Ｂ６としても知られる、Ｔ
．クルージタンパク質の部分配列クルジパイン（ＵｎｉＰｒｏｔエントリ：Ｑ９ＴＷ５１
）を示している（完全記述名：主要システインプロテイナーゼ）。配列番号３は、上記の
ＵｎｉＰｒｏｔデータベースエントリのアミノ酸位置６～１３５を示しており、結果とし
てＣ－クルジパインとも呼ばれる、１３０のアミノ酸長さを有するポリペプチドを示す。
当該全長タンパク質は、１～１３５のアミノ酸を含む。
【００２３】

【化３】

【００２４】
　配列番号４は、Ｔ．クルージタンパク質の部分配列ＫＭＰ－１１（ＵｎｉＰｒｏｔエン
トリ：Ｑ９Ｕ６Ｚ１）を示す（完全記述名：キネトプラスチド膜タンパク質１１）。この
タンパク質は、１～９２のアミノ酸位置を含む。
【００２５】

【化４】

【００２６】
　配列番号５は、ＰＦＲ２としても知られる、Ｔ．クルージタンパク質の部分配列ＰＡＲ
２（ＵｎｉＰｒｏｔエントリ：Ｑ０１５３０）を示す（完全記述名：主要副鞭毛桿タンパ
ク質）。配列番号５は、ＰＡＲ２のＣ末端部分（Ｃ－ＰＡＲ２）、すなわち、ＵｎｉＰｒ
ｏｔデータベースエントリの２７７～６００のアミノ酸位置を示しており、結果として３
２４のアミノ酸長さを有するポリペプチドを示す。当該全長タンパク質は、１～６００の
アミノ酸を含む。
【００２７】
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【化５】

【００２８】
　配列番号６は、ＵｎｉＰｒｏｔデータベースにおいてＩＤ　Ｐ０Ａ９Ｋ９によってもア
クセス可能である、完全な大腸菌（Ｅ．　ｃｏｌｉ）ＳｌｙＤアミノ酸配列（１９６のア
ミノ酸残基）を表している。本発明に従って、ＳｌｙＤをＴ．クルージポリペプチドのシ
ャペロン融合パートナーとして使用する場合、一実施形態において、以下に一覧される配
列のアミノ酸残基１～１６５に及ぶ、大腸菌ＳｌｙＤのＣ末端が切断された形態が使用さ
れる。別の実施形態（実施例１において適用される）において、本発明により、２つのＳ
ｌｙＤユニットの縦列形態が、ポリペプチドのＮ末端に追加される。結果として得られる
溶融ポリペプチドの発現後のクローニングおよびリフォールディングを容易にするために
、これら２つのＳｌｙＤユニットは、配列番号７に示されるようなリンカー配列によって
隔てられていてもよい。
【００２９】
【化６】

【００３０】
　配列番号７は、融合ポリペプチド部分の間におけるフレキシブルで可溶性のプロテアー
ゼ耐性スペーサーもしくはリンカーとして使用することができる、グリシンリッチなスペ
ーサーのアミノ酸配列（セリンで隔てられた３つのグリシンユニットを含む）を示してい
る。
【００３１】

【化７】

【００３２】
　配列番号８は、本発明によるポリペプチドのＮ末端に、または別の実施形態ではＣ末端
に追加することができるヘキサ－ヒスチジンタグを示している。当該タグは、タンパク質
の精製およびリフォールディングを容易にするために使用される。
【００３３】

【化８】

【図面の簡単な説明】
【００３４】
【図１ａ】３種の市販のシャーガス病アッセイと比較した、遺伝子組み換えＴ．クルージ
抗原変異型を使用することによる、ヒト血清における抗Ｔ．クルージ抗体の検出の実験結
果を示す表２を含む図（図１ａおよび１ｂを含む）である（実施例４も参照のこと）。Ａ
ｒｃｈｉｔｅｃｔ　Ｃｈａｇａｓアッセイの場合、試料は、カットオフ値に対する信号（
Ｓ／ＣＯ）が≧１．０の場合、陽性である（すなわち、Ｔ．クルージ抗体を含む）とみな
され；Ｓ／ＣＯ値が＜０．８の場合、陰性（Ｔ．クルージ抗体を含まない）とみなされ、
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Ｓ／ＣＯ値が≦０．８かつ＜１．０の場合、「不定（ｅｑｕ）」とみなされる。「不定（
ｅｑｕ）」は、曖昧（または中間）を意味し、すなわち、結果はグレーゾーンにある。信
頼できる最終結果を受け取るために、これらの「不定（ｅｑｕ）」試料は、市販のプロバ
イダーの取扱説明書に応じて、１つまたは２つの追加のアッセイによって確認する必要が
ある（すなわち、多数決）。対応するＳ／ＣＯ値が、ＢｉｏｌｉｓａシャーガスおよびＮ
ｏｖａｌｉｓシャーガスＩｇＧ　ＥＬＩＳＡに対して示されている。本発明によるポリペ
プチドの場合、絶対測定カウント（ｃｏｂａｓ（登録商標）　ｅ６０１アナライザ、Ｒｏ
ｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ、実施例４）および個別のカットオフ値が、
各抗原に対して示されている。
【図１ｂ】３種の市販のシャーガス病アッセイと比較した、遺伝子組み換えＴ．クルージ
抗原変異型を使用することによる、ヒト血清における抗Ｔ．クルージ抗体の検出の実験結
果を示す表２を含む図（図１ａおよび１ｂを含む）である（実施例４も参照のこと）。Ａ
ｒｃｈｉｔｅｃｔ　Ｃｈａｇａｓアッセイの場合、試料は、カットオフ値に対する信号（
Ｓ／ＣＯ）が≧１．０の場合、陽性である（すなわち、Ｔ．クルージ抗体を含む）とみな
され；Ｓ／ＣＯ値が＜０．８の場合、陰性（Ｔ．クルージ抗体を含まない）とみなされ、
Ｓ／ＣＯ値が≦０．８かつ＜１．０の場合、「不定（ｅｑｕ）」とみなされる。「不定（
ｅｑｕ）」は、曖昧（または中間）を意味し、すなわち、結果はグレーゾーンにある。信
頼できる最終結果を受け取るために、これらの「不定（ｅｑｕ）」試料は、市販のプロバ
イダーの取扱説明書に応じて、１つまたは２つの追加のアッセイによって確認する必要が
ある（すなわち、多数決）。対応するＳ／ＣＯ値が、ＢｉｏｌｉｓａシャーガスおよびＮ
ｏｖａｌｉｓシャーガスＩｇＧ　ＥＬＩＳＡに対して示されている。本発明によるポリペ
プチドの場合、絶対測定カウント（ｃｏｂａｓ（登録商標）　ｅ６０１アナライザ、Ｒｏ
ｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ、実施例４）および個別のカットオフ値が、
各抗原に対して示されている。
【図２】本発明による個々の遺伝子組み換えＴ．クルージ抗原変異型を使用した結果と比
較した、ヒト血清における抗Ｔ．クルージ抗体の検出のために３種の市販のシャーガス病
アッセイで試験した試験体の結果を含む図（表３）である（実施例４も参照のこと）。
【図３】市販の抗シャーガス病アッセイと比較した、遺伝子組み換えＴ．クルージ抗原混
合物の感度に関する、実施例６の実験データを示す図（表５）である。
【図４】シャペロン融合の有無における遺伝子組み換えＴ．クルージ抗原の免疫学的反応
性の比較を示す図（表６）である（実施例７も参照のこと）。
【図５】１Ｆ８のカルシウム依存反応性に関する実験データを示す図（表７）である（実
施例８）。
【発明を実施するための形態】
【００３５】
　背景のセクションにおいて説明したように、感染個体由来の試料においてＴ．クルージ
抗体を検出するための、先行技術において公知のイムノアッセイは、高い感度および特異
度を実現するために、多数の異なる抗原を使用する。ほとんどの場合、患者が感染してい
るか否かの判断は、異なるイムノアッセイにおける多数を占める結果に基づいている。今
のところ、ゴールドスタンダードであり、利用可能である経済的に手頃なアッセイは存在
しない。
【００３６】
　驚くべきことに、本発明者らは、１Ｆ８、ＪＬ７、ならびにクルジパイン、ＫＭＰ－１
１、およびＰＡＲ２からなる群より選択されるポリペプチドのうちの少なくとも１つを含
む、トリパノソーマ・クルージ特異的抗原の組成物または混合物を使用することによって
、先行技術の欠点を克服する診断的組成物および方法を提供することができた。当該新規
の組成物は、単離された患者の試料においてトリパノソーマ・クルージに対する抗体を検
出するための再現性、感度、および特異度に関して、先行技術に匹敵するか、さらには優
れている。その上、Ｔ．クルージ特異的抗体を信頼性高く検出するための組成物またはキ
ットに必要なのは、３種のトリパノソーマ・クルージ特異的抗原のみである。当該組成物



(10) JP 2017-534055 A 2017.11.16

10

20

30

40

50

は、少なくとも３種、４種、または５種のＴ．クルージポリペプチドを含む。ある実施形
態において、Ｔ．クルージ特異的ポリペプチドの数は、３と５の間であり、さらなる実施
形態では、３種のポリペプチド、すなわち、１Ｆ８、ＪＬ７、ならびにクルジパイン、Ｋ
ＭＰ－１１、およびＰＡＲ２からなる群より選択されるポリペプチドのうちの少なくとも
１つである。さらなる実施形態において、当該組成物は、３種のトリパノソーマ・クルー
ジ特異的抗原の１Ｆ８、ＪＬ７、およびクルジパインからなる。さらなる実施形態は、１
Ｆ８、ＪＬ７、クルジパイン、およびＫＭＰ－１１を含む組成物である。別の実施形態に
おいて、当該組成物は、１Ｆ８、ＪＬ７、クルジパイン、およびＫＭＰ－１１からなる。
さらに別の実施形態において、当該組成物は、配列番号１（１Ｆ８）、配列番号２（ＪＬ
７）、および配列番号３（クルジパイン）において開示されるポリペプチドからなる。
【００３７】
　用語トリパノソーマ・クルージ（＝Ｔ．クルージ）特異的抗原、Ｔ．クルージ特異的ポ
リペプチド、Ｔ．クルージポリペプチド、およびＴ．クルージ抗原は、同じ意味で使用す
ることができ、それぞれが、ＵｎｉＰｒｏｔなどの国際タンパク質データベースによって
アクセス可能な任意の天然に存在するＴ．クルージ菌株に見出すことができるポリペプチ
ド配列を意味する。本発明において、適用される抗原配列のアミノ酸鎖は、約９０のアミ
ノ酸（ＫＭＰ－１１）から最大約４００のアミノ酸（Ｃ－ＰＡＲ２）までの間の範囲の長
さを示す。ある実施形態において、各Ｔ．クルージ抗原の長さは、この範囲内である。
【００３８】
　実施例４、表２（図１ａおよび１ｂ）に見られるように、１Ｆ８、ＪＬ７、クルジパイ
ン、ＫＭＰ－１１、またはＰＡＲ２ペプチド配列を含む個々のＴ．クルージポリペプチド
は全て、各ポリペプチドが個別の単一の抗原として使用される場合のイムノアッセイにお
いて著しい抗原性を示す。しかしながら、この実施例は、個々のＴ．クルージ抗原の反応
性が個別の患者の血清に強く依存することも示している。単一の抗原の使用では検出され
ないいくつかの試料が常に存在している。この知見は、市販のシャーガス病アッセイとの
比較によく対応している。表３（図２）を見ると、全ての反応性の試料を検出する単一の
市販のアッセイ（それぞれが、少なくとも４種から１０種の異なる遺伝子組み換えＴ．ク
ルージ特異的抗原を使用している）も存在しないということが分かる。Ｔ．クルージ特異
的抗体を信頼性高く検出するためには、どの試料が反応性であり、Ｔ．クルージ特異的抗
体を含むかを、過半数アプローチ（すなわち、３種の市販のアッセイのうち２種が感染を
検出する）において決定するために、各試料を、３種全ての市販のアッセイによって分析
しなければならない。
【００３９】
　本発明によれば、１Ｆ８、ＪＬ７、ならびにクルジパイン、ＫＭＰ－１１、およびＰＡ
Ｒ２からなる群より選択されるポリペプチドのうちの少なくとも１つを含む、当該トリパ
ノソーマ・クルージ特異的ポリペプチドの組成物は、およそ９９．８％の特異度を示し、
これは、市販のアッセイに匹敵および合致している（表４、実施例５を参照のこと）。発
明者らは、２種のキット例、すなわち、１Ｆ８、ＪＬ７、およびクルジパインを含むキッ
ト１と、１Ｆ８、ＪＬ７、およびクルジパイン、ならびにＫＭＰ－１１を含むキット２を
試験した。さらに、実施例６および表５／図３から分かるように、両方のキット／組成物
は、３種の市販の抗シャーガス病アッセイと比較した場合に優れた希釈感度を示す。
【００４０】
　組成物なる用語は、単離された別々のＴ．クルージポリペプチドが混和物へと混合され
ることを意味する。この用語は、全てのポリペプチドが多重抗原融合ポリペプチドとして
の１つだけのポリペプチド鎖上に位置するように、アミノ酸からなる単一鎖上において遺
伝子組み換え的に発現させたかまたは合成した（化学的に製造された）ポリペプチドを含
まない。換言すれば、天然において単一のペプチド鎖上には現れないいくつかのエピトー
プの多重エピトープ融合抗原は除かれる。むしろ、Ｔ．クルージポリペプチドの１Ｆ８、
ＪＬ７、ならびにクルジパイン、ＫＭＰ－１１、およびＰＡＲ２からなる群より選択され
るポリペプチドのうちの少なくとも１つのそれぞれは、別々のポリペプチド鎖上に発現す



(11) JP 2017-534055 A 2017.11.16

10

20

30

40

50

るか、別々のポリペプチド鎖として化学的に合成される。ある実施形態において、当該組
成物は、Ｔ．クルージに対して特異的な、遺伝子組み換え的にまたは合成によって製造さ
れた３種のポリペプチドからなり、この場合、当該ポリペプチドは、１Ｆ８、ＪＬ７、お
よびクルジパインである。当該組成物は、個々のＴ．クルージポリペプチドを１つの容器
または管において混合することによって作製され、結果として組成物を生じる。
【００４１】
　当該組成物は、液体であり得、すなわち、当該Ｔ．クルージポリペプチドは、水可溶形
態または緩衝液可溶形態において混合物に加えられる。好適な緩衝液の原料成分は、当業
者に既知である。当該組成物は、固体であってもよく、すなわち、Ｔ．クルージ抗原を凍
結乾燥状態またはそれ以外の乾燥状態において含む。
【００４２】
　ある実施形態において、上記ポリペプチドの組成物は、配列番号１による１Ｆ８アミノ
酸配列、配列番号２によるＪＬ７配列を含み、クルジパイン、ＫＭＰ－１１、およびＰＡ
Ｒ２からなる群より選択されるポリペプチドのうちの少なくとも１つは、配列番号３（ク
ルジパイン）、配列番号４（ＫＭＰ－１１）、および配列番号５（ＰＡＲ２）からなる群
より選択される少なくとも１つの配列を含む。
【００４３】
　別の実施形態において、当該ポリペプチドの組成物は、ポリペプチド１Ｆ８、ＪＬ７、
およびクルジパインを含む。さらに別の実施形態において、当該組成物は、配列番号１（
１Ｆ８）、２（ＪＬ７）、および３（クルジパイン）によるポリペプチドを含む。さらな
る実施形態において、上記組成物は、配列番号１（１Ｆ８）、２（ＪＬ７）、および３（
クルジパイン）を含む３つのポリペプチドからなる。さらなる実施形態において、Ｔ．ク
ルージに対して特異的な部分は、配列番号１（１Ｆ８）、２（ＪＬ７）、および３（クル
ジパイン）からなる。別の実施形態において、当該組成物は、配列番号１（１Ｆ８）、２
（ＪＬ７）、３（クルジパイン）、および４（ＫＭＰ－１１）を含むポリペプチドからな
る。
【００４４】
　表現「Ｔ．クルージに対して特異的な部分は、配列番号１（あるいは２、または３など
）からなる」は、例えば、配列番号１が、このポリペプチド鎖上に存在しかつＴ．クルー
ジ－特異的抗体と反応する、Ｔ．クルージに存在する抗原に由来するポリペプチド部分の
みであることを意味する。しかしながら、非Ｔ．クルージ特異的リンカーもしくはペプチ
ド状融合アミノ酸配列の追加は、これらの配列がＴ．クルージに特異的ではなく、Ｔ．ク
ルージ特異的抗体によって認識されないであろうことから、可能である。
【００４５】
　本発明によれば、配列番号１、２、３、４、または５による１Ｆ８、ＪＬ７、クルジパ
イン、ＫＭＰ－１１、およびＰＡＲ２抗原の変異型も、当該組成物に含められる。これは
、３種のＴ．クルージ特異的ポリペプチドからなる組成物中に存在するポリペプチド１Ｆ
８、ＪＬ７、およびクルジパインについても当てはまる。これとの関連において、用語「
変異型」は、上記タンパク質と実質的に同じタンパク質もしくはタンパク質断片（すなわ
ち、ポリペプチドまたはペプチド）に関する。特に、変異型は、最も一般的なタンパク質
のイソ体のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸の交換、欠失、または挿入を示すイソ体で
あり得る。一実施形態において、そのような実質的に同じタンパク質は、当該タンパク質
の最も一般的なイソ体に対して、少なくとも８０％の配列類似性、別の実施形態では、少
なくとも８５％または少なくとも９０％、さらに別の実施形態では少なくとも９５％の配
列類似性を有する。用語「変異型」は、翻訳後の修飾タンパク質、例えば、グリコシル化
またはホスホリル化されたタンパク質などにも関する。本発明によれば、変異型は、イン
ビトロ診断イムノアッセイにおける免疫反応性が維持される限り、そのようなものとして
分類され、すなわち、当該変異型は、依然として、試料中に存在する抗Ｔ．クルージ抗体
に結合することができ、それらを検出することができる。「変異型」は、例えば、ポリペ
プチドまたは抗原への、リンカーアミノ酸配列、標識、タグアミノ酸配列、または担体部
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分などの共有結合によって修飾された当該ポリペプチドまたは抗原でもある。
【００４６】
　本発明によるポリペプチド組成物は、当業者に既知であるように、生理的緩衝条件下に
おいて可溶性である。用語「Ｔ．クルージに対して特異的な」は、当該ポリペプチドが、
ヒト血清などの単離された試料中に存在するトリパノソーマ・クルージに特異的な抗体に
結合することができる、それらによって認識されることができる、またはそれらによって
結合されることができることを意味する。
【００４７】
　本発明による全てのＴ．クルージ特異的ポリペプチドは、非Ｔ．クルージ特異的ポリペ
プチド配列を有する融合タンパク質、例えば、シャペロンのようなフォールディングヘル
パー分子など、として発現し得る。これらの融合パートナーの目的は、検体特異的ポリペ
プチドのクローニング、発現、および精製を容易にすることである。しかしながら、本発
明により、当該Ｔ．クルージ特異的ポリペプチドは、シャペロン融合パートナーを全く持
たないスタンドアロンのポリペプチドとして、同様に製造することができる。ある実施形
態において、本発明によるＴ．クルージ特異的抗原の組成物を形成する個別のポリペプチ
ドは、シャペロン融合パートナーを用いずに製造される。実施例７および表６（図４）は
、Ｔ．クルージ特異的抗体を検出するためのイムノアッセイにおける抗原性が、各抗原に
対するシャペロン融合パートナーの存在に依存しないことを示している。
【００４８】
　本発明は、トリパノソーマ・クルージに対する抗体の検出に好適な、可溶性で免疫反応
性のポリペプチドの組成物を製造する方法にも関する。全ての個別のＴ．クルージ特異的
抗原は、実施例１または２において説明する方法に従って製造した。ある実施形態におい
て、当該方法は、
　ａ）第１のトリパノソーマ・クルージポリペプチドの１Ｆ８をコードする作動可能に連
結された遺伝子組み換えＤＮＡ分子を含む発現ベクターによってトランスフォームされた
ホスト細胞を培養するステップ、
　ｂ）トリパノソーマ・クルージポリペプチドの発現ステップ、および
　ｃ）トリパノソーマ・クルージポリペプチドの精製ステップ、
　ｄ）第２のＴ．クルージポリペプチドのＪＬ７をコードする作動可能に連結された遺伝
子組み換えＤＮＡ分子を含む発現ベクターを用いて、ａ）からｄ）のステップを繰り返す
ステップ、
　ｅ）クルジパイン、ＫＭＰ－１１、およびＰＡＲ２からなる群より選択される第３のＴ
．クルージポリペプチドをコードする作動可能に連結された遺伝子組み換えＤＮＡ分子を
含む発現ベクターを用いて、ａ）からｄ）のステップを繰り返すステップ、
　ｆ）ステップｃ）、ｄ）、およびｅ）において得られたＴ．クルージポリペプチドの混
和物を形成し、それによって、トリパノソーマ・クルージに対する抗体の検出に好適な、
可溶性で免疫反応性のポリペプチドの組成物を製造するステップ、
を含む。
【００４９】
　ある実施形態において、上記において詳述した、ポリペプチドの組成物を製造する方法
は、遺伝子組み換えにより製造された３種のポリペプチドからなる組成物に関するもので
ある。この場合、ステップｅ）は、第３のＴ．クルージポリペプチドのクルジパインをコ
ードする作動可能に連結された遺伝子組み換えＤＮＡ分子を含む発現ベクターを用いて繰
り返される。
【００５０】
　本発明の別の態様は、単離された試料においてトリパノソーマ・クルージに対して特異
的な抗体を検出する方法であって、ポリペプチド１Ｆ８、ＪＬ７、ならびにクルジパイン
、ＫＭＰ－１１、およびＰＡＲ２からなる群より選択されるポリペプチドのうちの少なく
とも１つを含むトリパノソーマ・クルージポリペプチドの組成物が、上記トリパノソーマ
・クルージ抗体に対する捕捉試薬および／または結合パートナーとして使用される、方法
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に関する。
【００５１】
　ある実施形態において、単離された試料においてトリパノソーマ・クルージに対して特
異的な抗体を検出する当該方法は、上記において詳細に説明した１Ｆ８、ＪＬ７、および
クルジパインである３種のトリパノソーマ・クルージポリペプチドからなる組成物を適用
する。ある実施形態において、ポリペプチド１Ｆ８は配列番号１を含み、ＪＬ７は配列番
号２を含み、クルジパインは配列番号３を含む。さらに別の実施形態において、１Ｆ８は
配列番号１からなり、ＪＬ７は配列番号２からなり、クルジパインは配列番号３からなる
。上記において説明した、Ｔ．クルージ特異的抗体の検出のための、上記トリパノソーマ
・クルージポリペプチドの組成物は、先行の段落のポリペプチドの製造方法によっても得
ることができる。さらなる態様において、当該方法は、シャーガス病診断にとって最も関
連するサブクラスとしてＩｇＧおよびＩｇＭを含む、全ての可溶性の免疫グロブリンのサ
ブクラスのＴ．クルージ抗体の検出に好適な方法である。
【００５２】
　抗体の検出のためのイムノアッセイは、全ての当業者に周知であり、そのようなアッセ
イおよび実用的応用および手順を行う方法も周知である。本発明によるＴ．クルージ特異
的抗原の組成物は、使用される標識、ならびに検出の様式（例えば、放射性同位体アッセ
イ、酵素イムノアッセイ、電気化学ルミネセンスアッセイなど）またはアッセイ原理（例
えば、試験片アッセイ、サンドイッチアッセイ、間接的試験概念、またはホモジニアスア
ッセイなど）に依存しない、抗Ｔ．クルージ特異的抗体の検出のためのアッセイを向上さ
せるために使用することができる。専門家に既知の全ての生体液体が、抗Ｔ．クルージ抗
体の検出のための試料として使用することができる。通常使用される試料は、血液、血清
、血漿、尿、または唾液などの体液である。
【００５３】
　本発明のさらなる態様は、単離された試料においてトリパノソーマ・クルージに対して
特異的な抗体を検出する方法であって、
　ａ）体液試料を、上記において定義されるトリパノソーマ・クルージポリペプチドの組
成物と、または上記において説明する方法によって得られるトリパノソーマ・クルージポ
リペプチドの組成物と混和することによって免疫反応混和物を形成するステップ、
　ｂ）ポリペプチド試料の上記組成物に対する、体液試料中に存在する抗体を、トリパノ
ソーマ・クルージポリペプチドの組成物と免疫反応させて、免疫反応生成物を形成させる
のに十分な期間、免疫反応混和物を維持するステップ、および
　ｃ）いかなる免疫反応生成物についてもその存在および／または濃度を検出するステッ
プ、
を含む方法である。
【００５４】
　ある実施形態において、単離された試料においてトリパノソーマ・クルージに対して特
異的な抗体を検出するための上記方法は、二重抗原サンドイッチ（ＤＡＧＳ）形式におい
て実施される。そのようなアッセイでは、少なくとも２種の異なる所定の抗原の分子をそ
の２つ（ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＥ）または１０（ＩｇＭ）の抗原結合部位に結合させる抗
体の能力が必要とされ、ならびにその能力を利用する。上記ＤＡＧＳイムノアッセイにお
いて、「固相抗原」および「検出抗原」の基本構造は、本質的に同じであり、そのため、
当該試料の抗体は、２つの特異的抗原の間に橋かけを形成する。したがって、１つの抗体
が両方の抗原に結合することができるように、両方の抗原は、同一であるかまたは免疫学
的に交差反応性であるかのどちらかでなければならない。そのようなアッセイを実施する
ための必須要件は、関連するエピトープ（複数可）が両方の抗原に存在することである。
２種の抗原の一方は、固相に結合し得、他方は検出可能な標識を有する。
【００５５】
　本発明によれば、ＤＡＧＳアッセイ手順は、
　ａ）単離された試料に、固相に直接的または間接的に結合することができ、かつそれぞ
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れが、バイオアフィン結合対の一部であるエフェクター基を有する第１のトリパノソーマ
・クルージポリペプチドの組成物と、それぞれが検出可能な標識を有する第２のトリパノ
ソーマ・クルージポリペプチドの組成物とを加えるステップであって、第１および第２の
トリパノソーマ・クルージポリペプチドが、上記抗トリパノソーマ・クルージ抗体に特異
的に結合する、ステップ、
　ｂ）第１のトリパノソーマ・クルージポリペプチド、試料抗体、および第２のトリパノ
ソーマ・クルージポリペプチドを含む免疫反応混和物を形成するステップであって、上記
バイオアフィン結合対における対応するエフェクター基を有する固相が、免疫反応混和物
を形成する前、形成中、または形成後に加えられる、ステップ、
　ｃ）体液試料中の第１および第２のトリパノソーマ・クルージポリペプチドに対するト
リパノソーマ・クルージ抗体を、第１および第２のトリパノソーマ・クルージポリペプチ
ドと免疫反応させて、免疫反応生成物を形成させるのに十分な期間、免疫反応混和物を維
持するステップ、
　ｄ）固相から液相を分離するステップ、
　ｅ）固相もしくは液相またはその両方において、いかなる免疫反応生成物についてもそ
の存在を検出するステップ、
を含む。
【００５６】
　ある実施形態において、上記第１のトリパノソーマ・クルージポリペプチドは、バイオ
アフィン結合対ビオチン／ストレプトアビジンの一部としてビオチン部分を有し、上記第
２のトリパノソーマ・クルージポリペプチドは、電気化学ルミネセンス性のルテニウム錯
体によって標識されている。
【００５７】
　本発明の別の実施形態は、抗トリパノソーマ・クルージ抗体の検出のためのインビトロ
診断試験における、ポリペプチド１Ｆ８、ＪＬ７、ならびにクルジパイン、ＫＭＰ－１１
、およびＰＡＲ２からなる群より選択されるポリペプチドのうちの少なくとも１つを含む
トリパノソーマ・クルージポリペプチドの組成物の使用である。ある実施形態において、
抗トリパノソーマ・クルージ抗体の検出のためのインビトロ診断試験での使用のための当
該組成物は、３種のＴ．クルージポリペプチド１Ｆ８、ＪＬ７、およびクルジパインから
なる。トリパノソーマ・クルージポリペプチドの当該組成物は、上記においてより詳細に
説明されるポリペプチドの製造方法によっても得ることができる。
【００５８】
　本発明のさらなる別の態様は、ポリペプチド１Ｆ８、ＪＬ７、ならびにクルジパイン、
ＫＭＰ－１１、およびＰＡＲ２からなる群より選択されるポリペプチドのうちの少なくと
も１つを含む、抗トリパノソーマ・クルージ抗体の検出のための試薬キットである。ある
実施形態において、抗トリパノソーマ・クルージ抗体の検出のための当該試薬キット中に
存在するポリペプチドは、ポリペプチド１Ｆ８、ＪＬ７、およびクルジパインからなる。
当該キットは、抗トリパノソーマ・クルージ抗体の検出のためのインビトロ診断試験にと
って有用であり、さらに、別々のバイアル瓶での対照および標準溶液、ならびに一般的な
添加剤、緩衝液、塩、洗浄薬などを伴う１つまたは複数の溶液形態もしくは凍結形態での
追加の試薬、ならびに当業者に既知の使用のための取扱説明書も含み得る。当該キットに
対しても、トリパノソーマ・クルージポリペプチドの当該組成物は、上記においてより詳
細に説明されるポリペプチドの製造方法によっても得ることができる。
【００５９】
　本発明のさらに別の実施形態において、発明者らは、Ｔ．クルージ抗原１Ｆ８の反応性
がカルシウムイオンの存在に依存していることを示すことができた。実施例８／表７（図
８）において説明されるように、１Ｆ８がＴ．クルージ抗原組成物の一部である場合、カ
ルシウムイオンの添加は、免疫学的反応性における明確な利得を生じる。さらに、カルシ
ウム結合タンパク質である１Ｆ８抗原がＴ．クルージ抗原組成物において使用される場合
、アッセイ緩衝液へのカルシウムイオンを添加することによって、試料材料としての血漿
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の回復効果（すなわち、血漿採取管での抗凝血物質、例えば、クエン酸塩、ＥＤＴＡ、ま
たはヘパリンなど、のＣａ２＋錯体形成効果）を減少させることができる。したがって、
本発明は、ポリペプチド１Ｆ８、ＪＬ７、ならびにクルジパイン、ＫＭＰ－１１、および
ＰＡＲ２からなる群より選択されるポリペプチドのうちの少なくとも１つを含む、単離さ
れた生体試料におけるトリパノソーマ・クルージに対する抗体の検出に好適なポリペプチ
ドの組成物であって、カルシウムイオンを１リットルあたり０．００１～１００ミリモル
、ある実施形態では１リットルあたり０．１～１０ミリモル、別の実施形態では１リット
ルあたり０．５～５ミリモル、別の実施形態では１リットルあたり１～５ミリモル、さら
なる別の実施形態では１リットルあたり５ミリモルの濃度において含有する、組成物にも
関する。カルシウムは、例えば、塩化カルシウムなどのような、水可溶性塩の形態におい
て加えられ得る。上記において詳述したカルシウムイオンの添加は、単離された生体試料
におけるトリパノソーマ・クルージに対する抗体の検出に好適な３種のポリペプチドの組
成物に対しても適用され、この場合、当該ポリペプチドは、１Ｆ８、ＪＬ７、およびクル
ジパインである。ある実施形態において、ポリペプチド１Ｆ８は配列番号１を含み、ポリ
ペプチドＪＬ７は配列番号２を含み、ポリペプチドクルジパインは配列番号３を含む。さ
らなる別の実施形態において、当該ポリペプチドの１Ｆ８、Ｊｌ７、およびクルジパイン
は、それぞれ、配列番号１、２、および３からなる。
【００６０】
　カルシウムイオンの添加および定義された濃度範囲も、ポリペプチド１Ｆ８、ＪＬ７、
ならびにクルジパイン、ＫＭＰ－１１、およびＰＡＲ２からなる群より選択されるポリペ
プチドのうちの少なくとも１つを含む、上記においてより詳細に説明したキットに対する
、ならびに１Ｆ８、ＪＬ７、およびクルジパインからなる３種のＴ．クルージ－特異的ポ
リペプチドを伴うキットに対する実施形態である。当該キットは、前述において定義した
濃度範囲、ある実施形態では１リットルあたり０．１～１０ミリモルの範囲、においてカ
ルシウムイオンを含有し得る。
【００６１】
　本発明はさらに、実施例のセクションによって説明される。特に、当該実施例は、少な
くとも３種の異なる抗原の新規の組成物、ある実施形態では３種の抗原からなる新規の組
成物、として適用される場合にＴ．クルージ特異的抗体を検出するためのイムノアッセイ
において特異度および感度に関して優れた結果を示す、Ｔ．クルージ特異的ポリペプチド
の変異型を本発明者らが開発し作製したことを説明する。
【実施例１】
【００６２】
シャペロン融合を有するトリパノソーマ・クルージ抗原のクローニングおよび精製
　接頭語「ＥｃＳＳ」を伴って表１に表される、Ｔ．クルージ抗原をコードする合成遺伝
子は、Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　Ｏｐｅｒｏｎ（エーバースベルク、ドイツ）から購入
した。Ｎｏｖａｇｅｎ（マディソン、ウィスコンシン、米国）のｐＥＴ２４ａ発現プラス
ミドに基づいて、以下のクローニングステップを実施した。当該ベクターをＮｄｅＩおよ
びＸｈｏＩで消化し、縦列ＳｌｙＤおよびそれぞれのＴ．クルージ抗原を含む半合成カセ
ットを挿入した。結果として得られるプラスミドのインサートを配列決定し、所望の融合
タンパク質をコードすることを見出した。結果として融合タンパク質を生じる、Ｔ．クル
ージポリペプチド（配列番号１～５）および大腸菌ＳｌｙＤシャペロン部分（配列番号６
）のアミノ酸配列が、本発明の配列プロトコルに示されている。２つのＳｌｙＤユニット
（縦列ＳｌｙＤ）を、それぞれのＴ．クルージポリペプチドのＮ末端に融合させる。全て
の遺伝子組み換えＴ．クルージ融合ポリペプチド変異型は、Ｎｉ－ＮＴＡ－補助精製およ
びリフォールディングを容易にするために、Ｃ末端ヘキサヒスチジンタグ（配列番号８）
を有した。配列番号を表１にまとめる。
【００６３】
　全てのＴ．クルージシャペロン融合抗原を、特定のポリペプチド鎖におけるシステイン
残基の存在に関係なく、同じプロトコルに従って、精製し、リフォールディングさせた。
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発現プラスミドを宿す大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）細胞を、カナマイシン（３０μｇ／ｍｌ
）を伴うＬＢ培地において１ＯＤ６００まで培養し、３７℃の培養温度において、１ｍＭ
の最終濃度までイソプロピル－β－Ｄ－チオガラクトシド（ＩＰＴＧ）を加えることによ
って、サイトゾル過剰発現を誘発させた。誘発の４時間後、遠心分離（５０００×ｇで２
０分間）によって細胞を収穫し、冷凍して、－２０℃で保存した。細胞溶解物に対しては
、緩衝液５０ｍｌ中における２５ｍＭのｐＨ８．５のリン酸ナトリウム、６ｍＭのＭｇＣ
ｌ２、１０Ｕ／ｍｌのＢｅｎｚｏｎａｓｅ（登録商標）、１タブレットのＣｏｍｐｌｅｔ
ｅ（登録商標）、および１タブレットのＣｏｍｐｌｅｔｅ（登録商標）ＥＤＴＡ－フリー
（プロテアーゼ阻害剤カクテル）に凍結ペレットを再懸濁させ、結果として得られる懸濁
液を高圧ホモジナイゼーションによって溶解させた。粗溶解物に、７ＭのＧｕＨＣｌ（塩
酸グアニジン）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム、５ｍＭのイミダゾールとなるようにこれ
らを補い、１時間撹拌した。遠心分離後、当該上澄みを、緩衝液Ａ（５０ｍＭのｐＨ８．
５のリン酸ナトリウム、７．０ＭのＧｕＨＣｌ、５ｍＭのイミダゾール）で事前に平衡化
させたＮｉ－ＮＴＡ（ニッケル－ニトリロトリアセテート）カラム上に適用した。特に、
ＳＳ－Ｃ－クルジパインに対して、時期尚早の二硫化物の橋かけおよび二硫化物のシャッ
フリングを防ぐために、金属キレートカラムに適合する還元剤として５ｍＭのＴＣＥＰを
当該洗浄緩衝液に含ませた。洗浄ステップ後、マトリックス結合タンパク質の配座リフォ
ールディングを誘発するために、カオトロピック緩衝液Ａを、緩衝液５０ｍｌ中における
５０ｍＭのｐＨ８．５のリン酸ナトリウム、１００ｍＭの塩化ナトリウム、１０ｍＭのイ
ミダゾール、５ｍＭのＴＣＥＰ、１タブレットのＣｏｍｐｌｅｔｅ（登録商標）ＥＤＴＡ
－フリー（プロテアーゼ阻害剤カクテル）によって置き換えた。続いて、緩衝液５０ｍｌ
中における５０ｍＭのｐＨ８．５のリン酸ナトリウム、１００ｍＭの塩化ナトリウム、１
０ｍＭのイミダゾール、１タブレットのＣｏｍｐｌｅｔｅ（登録商標）ＥＤＴＡ－フリー
で洗浄することによって、酸化フォールディング（すなわち、システイン残基の酸化橋か
け）を誘発させた。二価のＮｉ２＋イオンの高い有効濃度に起因して、マトリックス結合
融合タンパク質内でのジスルフィド橋かけの形成は、非常に速いプロセスである。溶離の
前に、汚染タンパク質を除去するためにイミダゾール濃度を４０ｍＭまで上げた。次いで
、５０ｍＭのｐＨ８．５のリン酸ナトリウム、１００ｍＭの塩化ナトリウム中における２
５０ｍＭの濃度のイミダゾールを適用することによって、天然融合タンパク質を溶離させ
た。タンパク質含有分画の純度をＳＤＳ－ＰＡＧＥにより評価し、プールした。最終的に
、当該タンパク質をサイズ排除クロマトグラフィにかけて、タンパク質含有分画をプール
して濃縮した。
【実施例２】
【００６４】
シャペロン融合を用いないトリパノソーマ・クルージ抗原のクローニングおよび精製
　表１に一覧される、Ｔ．クルージ抗原をコードする合成遺伝子は、Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　
ＭＷＧ　Ｏｐｅｒｏｎ（エーバースベルク、ドイツ）から購入した。Ｎｏｖａｇｅｎ（マ
ディソン、ウィスコンシン、米国）のｐＥＴ２４ａ発現プラスミドに基づいて、以下のク
ローニングステップを実施した。Ｔ．クルージ抗原の１Ｆ８、ＪＬ７、ＫＭＰ－１１、ま
たはＣ－クルジパインの場合、ベクターをそれぞれＮｄｅＩまたはＢａｍＨ１によって消
化し、Ｘｈｏ　ＩおよびそれぞれのＴ．クルージ抗原（配列番号１～４）を含むカセット
を挿入した。結果として得られるプラスミドのインサートを配列決定し、所望のタンパク
質をコードすることを見出した。結果として得られるタンパク質のアミノ酸配列は、本発
明の配列プロトコルに示されている。
【００６５】
　全ての遺伝子組み換えＴ．クルージポリペプチド変異型は、Ｎｉ－ＮＴＡ－補助精製お
よびリフォールディングを容易にするために、Ｃ末端ヘキサヒスチジンタグを有していた
。配列番号を表１にまとめる。シャペロン融合を有しない全てのＴ．クルージ抗原を、以
下のプロトコルに従って精製した。発現プラスミドを宿す大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）細胞
を、カナマイシン（３０μｇ／ｍｌ）を伴うＬＢ培地において、１ＯＤ６００まで培養し
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、３７℃の培養温度において、１ｍＭの最終濃度までイソプロピル－β－Ｄ－チオガラク
トシド（ＩＰＴＧ）を加えることによって、サイトゾル過剰発現を誘発させた。誘発の４
時間後、遠心分離（５０００×ｇで２０分間）によって細胞を収穫し、冷凍して、－２０
℃で保存した。細胞溶解物に対しては、緩衝液５０ｍｌ中における２５ｍＭのｐＨ８．５
のリン酸ナトリウム、６ｍＭのＭｇＣｌ２，１０Ｕ／ｍｌのＢｅｎｚｏｎａｓｅ（登録商
標）、１タブレットのＣｏｍｐｌｅｔｅ（登録商標）、および１タブレットのＣｏｍｐｌ
ｅｔｅ（登録商標）ＥＤＴＡ－フリー（プロテアーゼ阻害剤カクテル）に凍結ペレットを
再懸濁させ、結果として得られる懸濁液を高圧ホモジナイゼーションによって溶解させた
。粗溶解物に、５０ｍＭのリン酸ナトリウム、１０ｍＭのイミダゾールとなるようにこれ
らを補った。遠心分離後、当該上澄みを、緩衝液Ａ（５０ｍＭのｐＨ８．５のリン酸ナト
リウム、１００ｍＭの塩化ナトリウム、１０ｍＭのイミダゾール）で事前に平衡化させた
Ｎｉ－ＮＴＡ（ニッケル－ニトリロトリアセテート）カラム上に適用した。溶離の前に、
汚染タンパク質を除去するためにイミダゾール濃度を４０ｍＭまで上げた。次いで、２５
０ｍＭの濃度のイミダゾールを適用することによって、当該タンパク質を溶離させた。最
終的に、当該タンパク質をサイズ排除クロマトグラフィにかけて、タンパク質含有分画を
プールして濃縮した。表１において、接頭語としてのＥｃＳＳまたはＳＳは、Ｔ．クルー
ジポリペプチドにＮ末端融合させた縦列ＳｌｙＤ部分を示している。
【００６６】
【表１】

【実施例３】
【００６７】
Ｔ．クルージ抗原へのビオチンおよびルテニウム部分のカップリング
　遺伝子組み換えタンパク質のリジンε－アミノ基を、約１０ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃
度において、それぞれ、Ｎ－ヒドロキシ－スクシンイミド活性化ビオチンおよびルテニウ
ム標識によって修飾した。標識／タンパク質のモル比は、それぞれのタンパク質に応じて
、３：１から３０：１まで変えた。反応緩衝液は、５０ｍＭのリン酸カリウム（ｐＨ８．
５）、１５０ｍＭのＫＣｌ、０．５ｍＭのＥＤＴＡであった。当該反応を室温において３
０分間実施し、緩衝されたＬ－リシンを１０ｍＭの最終濃度まで加えることによって当該
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反応を止めた。当該カップリング反応後、粗タンパク質コンジュゲートをゲルろ過カラム
（Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００　ＨＩ　Ｌｏａｄ）を通すことによって未反応の遊離標識を
除去した。
【実施例４】
【００６８】
免疫診断試験における遺伝子組み換えＴ．クルージ抗原の免疫学的反応性の評価：ヒト血
清における抗Ｔ．クルージ抗体の検出
　異なるタンパク質の免疫学的反応性を、自動化されたｃｏｂａｓ（登録商標）　ｅ６０
１アナライザ（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ）において評価した。測
定は、二重抗原サンドイッチ形式において実施した。それにより、ビオチン－コンジュゲ
ート（すなわち、捕捉抗原）が、ストレプトアビジンをコーティングした磁性ビーズの表
面に固定され、その一方で、当該検出抗原は、シグナリング部分として、錯体化されたル
テニウムカチオンを有する。ｃｏｂａｓ（登録商標）　ｅ６０１におけるシグナル検出は
、電気化学ルミネセンスに基づいている。
【００６９】
　特異的免疫グロブリン分析物の存在下で、当該発色性ルテニウム錯体は、固相に橋かけ
結合し、白金電極での励起後に６２０ｎｍにおいて発光する。シグナル出力は、光の任意
単位による。測定は、いくつかの供給元から購入した、抗Ｔ．クルージ陽性および陰性の
ヒト血清およびヒト血漿試料において実施した。全ての試料は、３種の市販のシャーガス
病アッセイ（Ａｂｂｏｔｔ　ＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓからのＡｒｃｈｉｔｅｃｔ　Ｃｈ
ａｇａｓ、Ｂｉｏｋｉｔ　Ｓ．Ａ．からのｂｉｏｅｌｉｓａ　Ｃｈａｇａｓ、ＮｏｖａＴ
ｅｃからのＮｏｖａＬｉｓａ　Ｃｈａｇａｓ　ＩｇＧ　ＥＬＩＳＡ）により、それぞれの
製造元の取扱説明書に従って試験した。
【００７０】
　Ａｒｃｈｉｔｅｃｔ　Ｃｈａｇａｓアッセイは、いくつかの多重エピトープ融合ポリペ
プチドを使用し、それらは、それぞれが抗原ＰＥＰ－２、ＴｃＤ、ＴｃＥ、ＴｃＬｏ１．
２、ＴｃＲ２７、ＦＣａＢＰ（＝１Ｆ８）、ＴｃＲ３９、ＦＲＡ（＝ＪＬ７）、ＳＡＰＡ
、およびＭＡＰを含有するいくつかの遺伝子組み換えＴ．クルージポリペプチドを含み、
結果として１０の異なる抗原を生じる。ｂｉｏｅｌｉｓａ　Ｃｈａｇａｓは、遺伝子組み
換え抗原であるＰＥＰ－２、ＴｃＤ、ＴｃＥ、およびＴｃＬｏ１．２を使用する。Ｎｏｖ
ａＬｉｓａ　Ｃｈａｇａｓ　ＩｇＧ　ＥＬＩＳＡは、多重エピトープ融合ポリペプチドＴ
ｃＦを使用し、これは、抗原ＰＥＰ－２、ＴｃＤ、ＴｃＥ、およびＴｃＬｏ１．２を含む
。Ｔ．クルージ抗原の命名において、同一のまたは非常に類似した抗原が、しばしば、例
えばＦＣａＢＰ＝１Ｆ８またはＰＥＰ－２は、Ｂ１３およびＡｇ２およびＴｃＲ３９と同
義であるなど、いくつかの同義語を有していることに留意されたい。レビューについては
、Ｓｉｌｖｅｉｒａら　Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｐａｒａｓｉｔｏｌ．２００１，　Ｖｏｌ
．　１７　Ｎｏ．　６またはＭａｒｃｉｐａｒら，　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｔｏｐｉｃｓ　ｉ
ｎ　Ｔｒｏｐ．Ｍｅｄ　１６　Ｍａｒｃｈ　２０１２，　ｐ．　２７３－３９８を参照さ
れたい。
【００７１】
　本発明による遺伝子組み換えＴ．クルージ抗原変異型を、二重抗原サンドイッチ（ＤＡ
ＧＳ）イムノアッセイ形式において対毎に評価した。例えば、ＳＳ－１Ｆ８－ビオチンコ
ンジュゲートを、５０ｍＭのＭＥＳ（ｐＨ６．５）、１５０ｍＭのＮａＣｌ、０．１％の
ポリドカノール、０．２％のウシアルブミン、０．０１％のＮ－メチルイソチアゾロン、
０．１％のオキシ－ピリオンを含有するアッセイ緩衝液において、それぞれ８００ｎｇ／
ｍｌの濃度において、ＳＳ－１Ｆ８－ルテニウム錯体コンジュゲートと共に評価した。全
ての測定において、化学的に重合された、標識されていないＥｃＳｌｙＤ－ＥｃＳｌｙＤ
（ＳＳ）を、シャペロン融合ユニットによる免疫学的交差反応を避けるための干渉防止物
質として、反応緩衝液中において大過剰（２０μｇ／ｍｌ）で使用した。抗Ｔ．クルージ
陰性ヒト血清を対照として使用した。使用した試料体積は４９μｌであった。
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【００７２】
　表２（図１ａおよび１ｂ）に、Ｔ．クルージ抗原シャペロン融合変異型の免疫学的活性
（上述の配列リストおよび配列の概要を参照されたい）を示す。最初の５つの試料は、正
常なヒト血清であり、以下の試料は、証明済みのＴ．クルージ－抗体陽性試料である。シ
ャーガス病陽性試験体と陰性試験体を十分に区別するために、説明したシャーガス抗原の
評価のための実用的カットオフは、５つの正常なヒト血清の平均の６倍として任意に選択
した。陽性であると判断された全ての結果は、太字において記述されている。
【００７３】
　Ｔ．クルージ抗原変異型の反応性が個々の患者の血清に強く依存することは明白である
。本発明による全ての抗原変異型は、かなりの抗原性を示している。
　表３（図２）は、３種の市販のシャーガス病アッセイ（Ａｒｃｈｉｔｅｃｔ　Ｃｈａｇ
ａｓ、ｂｉｏｅｌｉｓａ　Ｃｈａｇａｓ、およびＮｏｖａｌｉｓａ　Ｃｈａｇａｓ　Ｉｇ
Ｇ　ＥＬＩＳＡ；成分抗原は上記を参照のこと）で試験した試験体の結果を示している。
全ての試料は、過半数を超えるアプローチによってシャーガス病陽性であると特定される
。これは、３つのアッセイのうちの２つが陽性の結果を示し、３番目のアッセイが陰性の
結果を示す場合、アッセイの結果の過半数（２：１）が陽性であることから、当該試料は
陽性と判断されることを意味する。陽性であると判断された個々の結果の全てが、太字に
おいて印刷されている。
【００７４】
　表３から分かるように、本発明に記載される全ての遺伝子組み換え抗原と反応する試験
体はいくつかしか存在しない。ＥｃＳＳ－Ｃ－クルジパインは、表３（図２）における調
査した全てのシャーガス病陽性試料と反応することができる唯一の抗原であったが、ヒト
血清におけるシャーガス病抗体の信頼性高い検出は、複数の特異的抗原を含む組成物を必
要とする。
【実施例５】
【００７５】
遺伝子組み換えＴ．クルージ抗原混合物の特異度
　前に言及した遺伝子組み換えシャーガス病抗原の特異度（すなわち、真の陰性率）を評
価するために、異なる抗原の混合物によって２つのプロトタイプキットを作製した。キッ
ト例１は、ＥｃＳＳ－１Ｆ８、ＥｃＳＳ－ＪＬ７、およびＥｃＳＳ－Ｃ－クルジパインで
作製した。キット例２は、さらにＥｃＳＳ－ＫＭＰ－１１を含んでいた。
【００７６】
　Ｔ．クルージ抗原のポリペプチド変異型のビオチンおよびルテニウムコンジュゲートを
、それぞれ、１００ｎｇ／ｍｌの濃度において適用した。全ての測定において、化学的に
重合された、標識されていない干渉防止試薬ＥｃＳｌｙＤ－ＥｃＳｌｙＤ（ＳＳ）を、反
応緩衝液中において大過剰（２０μｇ／ｍｌ）で使用した。使用した試料体積は３０μｌ
であった。
【００７７】
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【表２】

【００７８】
　バイエルン赤十字からの４９４の血液ドナー（正常な試料）について両方のキット例に
よって試験し、その結果を上記の表４にまとめる。
　４９４のうちの１つのみが、本発明の両方のキット例と反応した。この試料をさらに、
非反応性の知見と共に、ＮｏｖａＴｅｃのＮｏｖａＬｉｓａ　Ｃｈａｇａｓ　ＩｇＧ　Ｅ
ＬＩＳＡによって調査した。結果として得られる９９．８０％の特異度は、他の市販の抗
シャーガス病アッセイと一致する。
【実施例６】
【００７９】
遺伝子組み換えＴ．クルージ抗原混合物の感度
　実施例５において説明した２つのキット例の感度（すなわち、真の陽性率）を、ヒト血
清マトリックスにおいて、シャーガス病抗体（（ＴｃＩおよびＴｃＩＩ、ＴｃＩ＝Ｔ．ク
ルージ遺伝子型Ｉ；ＴｃＩＩ＝Ｔ．クルージ遺伝子型ＩＩ）に対する２つの異なるＷＨＯ
標準の線形希釈系列の測定によって、２つの市販のシャーガス病アッセイ（Ｂｉｏｋｉｔ
　Ｓ．Ａ．のｂｉｏｅｌｉｓａ　Ｃｈａｇａｓ、Ｏｒｔｈｏ－Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｄｉａ
ｇｎｏｓｔｉｃｓのＯｒｔｈｏ　Ｔ．　ｃｒｕｚｉ　ＥＬＩＳＡ　Ｔｅｓｔ　Ｓｙｓｔｅ
ｍ）と比較した（表５、図３）。陽性であると判断された全ての結果が、太字において印
刷されている。
【００８０】
　希釈感度実験において、本発明のキット例１とキット例２の間に有意な差は存在しない
。しかしながら、両方のキット例は、４から６の線形希釈段階において、比較相手のアッ
セイであるｂｉｏｅｌｉｓａ　Ｃｈａｇａｓ、Ｏｒｔｈｏ　Ｔ．　ｃｒｕｚｉ　ＥＬＩＳ
Ａ、またはＡｒｃｈｉｔｅｃｔ　Ｃｈａｇａｓよりも感度が高い。ｂｉｏｅｌｉｓａ　Ｃ
ｈａｇａｓおよびＡｒｃｈｉｔｅｃｔ　Ｃｈａｇａｓの成分であるＴ．クルージ抗原は、
実施例４において説明されている。Ｏｒｔｈｏ　Ｔ．　ｃｒｕｚｉ　ＥＬＩＳＡは、Ｔ．
クルージ細胞溶解物に基づいており、遺伝子組み換え抗原を含有しない。
【００８１】
　本発明によって達成される希釈感度の向上により、非常に低い抗体濃度でも、当該抗体
の存在を信頼性高く検出することができる。
【実施例７】
【００８２】
シャペロン融合の有無における遺伝子組み換えＴ．クルージ抗原の免疫学的反応性の比較
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　シャペロン融合を伴う遺伝子組み換えＴ．クルージ抗原の免疫学的反応性を、前の実施
例において示した。本発明によるＴ．クルージ抗原の免疫学的反応性が、融合パートナー
の存在に依存しないことを示すために、実施例２において説明したようなシャペロン融合
を伴わない遺伝子組み換えＴ．クルージ抗原を、その免疫学的反応性に関しても評価した
。表６（図４）に測定の結果をまとめる。
【００８３】
　Ｔ．クルージ抗原のポリペプチド変異型のビオチンおよびルテニウムコンジュゲートを
、それぞれ、１００ｎｇ／ｍｌの濃度において適用した。全ての測定において、化学的に
重合された、標識されていない干渉防止試薬ＥｃＳｌｙＤ－ＥｃＳｌｙＤ（ＳＳ）を、反
応緩衝液中において大過剰（２０μｇ／ｍｌ）で使用した。使用した試料体積は３０μｌ
であった。
【００８４】
　表６（図４）の測定データから結論付けることができるように、シャペロン融合パート
ナーを伴わないＴ．クルージ抗原変異型も、著しい抗原性を示す。観測される信号におけ
る差は、アクセス可能なリジン残基（ＳｌｙＤ－融合の有無における）の数の違いの結果
としての標識率の違いによって説明することができる。異なる部位が標識され、これによ
り、エピトープが妨げられる程度に違いが生じ得るという、別の解釈もあり得る。さらに
、シャペロン融合を伴わない抗原のモル濃度は、上記融合パートナーを含有するそれらの
カウンターパートより高い。まとめると、Ｔ．クルージ抗体の検出のためのＴ．クルージ
ポリペプチドの適性は、シャペロン融合パートナーに依存しない。Ｔ．クルージ－特異的
抗体を検出するためには、Ｔ．クルージ特異的ポリペプチド抗原配列のみが必要である。
【実施例８】
【００８５】
遺伝子組み換えＴ．クルージ抗原１Ｆ８の免疫学的反応性に対するカルシウムイオンの影
響
　遺伝子組み換えＴ．クルージ抗原１Ｆ８は、ＴＣ２４、ＴＣ２８、またはＦＣａＢＰ（
鞭毛カルシウム結合タンパク質）とも呼ばれ、トリパノソーマ・クルージの既知のカルシ
ウム結合タンパク質であるが、これの免疫学的反応性に対するカルシウムイオンの影響を
調査するために、実施例４において説明したアッセイ緩衝液に、１ｍＭの濃度において塩
化カルシウムを補った。ＥｃＳＳ－１Ｆ８のビオチンおよびルテニウムコンジュゲートを
、それぞれ、２００ｎｇ／ｍｌの濃度において適用した。全ての測定において、化学的に
重合された、標識されていない干渉防止試薬ＥｃＳｌｙＤ－ＥｃＳｌｙＤ（ＳＳ）を、反
応緩衝液中において大過剰（２０μｇ／ｍｌ）で使用した。使用した試料体積は３０μｌ
であった。
【００８６】
　表７（図５）のシャーガス病に感染した患者の血清のほとんどは、アッセイ緩衝液への
カルシウムイオンの添加により、Ｔ．クルージ－１Ｆ８抗原の免疫学的反応性において明
白な利得を示した。いくつかのシャーガス病陽性血清では、信号は倍になり得た。観察さ
れる信号の違いは、表２（図１ａおよび１ｂ）にも示されるような、個々の患者の免疫応
答における異種パターンによって説明することができる。
【００８７】
　カルシウムイオンの添加によるＴ．クルージ１Ｆ８抗原の免疫学的反応性における利得
は、３種のポリペプチド１Ｆ８、ＪＬ７、およびクルジパインからなる本発明によるポリ
ペプチド組成物を適用した場合にも観察することができた（データは示されていない）。
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